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(57)【要約】
　Ｂ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）は、悪性形質細胞上に発
現する。本発明は、ＢＣＭＡおよびＣＤ３の両方に結合
し、ＢＣＭＡ発現腫瘍細胞の存在下でＣＤ３複合体を介
してＴ細胞を活性化する新規な二重特異性抗体（ｂｓＡ
ｂ）を提供する。ある特定の実施形態において、本発明
の二重特異性抗原結合分子は、ＢＣＭＡを発現する腫瘍
の成長を阻害することができる。本発明の二重特異性抗
原結合分子は、上方制御または誘導されたＢＣＭＡ標的
化免疫応答が望ましいかつ／または治療的に有益である
疾患および障害の治療に有用である。例えば、本発明の
二重特異性抗体は、多発性骨髄腫を含む様々な癌の治療
に有用である。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された二重特異性抗原結合分子であって、
　（ａ）インビトロＦＡＣＳ結合アッセイによって測定されるように、約１００ｎＭ未満
のＥＣ５０を有する、標的腫瘍細胞上のヒトＢ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）に特異的に結合
する第１の抗原結合ドメインと、
　（ｂ）インビトロＦＡＣＳ結合アッセイによって測定されるように、約１０－６Ｍ未満
のＥＣ５０を有する、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含む
、単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２】
　前記二重特異性抗原結合分子が、約１０－９Ｍ未満のＥＣ５０を有するインビトロでＴ
細胞を活性化する、請求項１に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項３】
　前記二重特異性抗原結合分子が、約１０－９Ｍ未満のＥＣ５０を有するＢＣＭＡを発現
する腫瘍細胞株のインビトロＴ細胞死滅を媒介する、請求項１に記載の単離された二重特
異性抗原結合分子。
【請求項４】
　前記二重特異性抗原結合分子が、約１０－８Ｍ未満のＥＣ５０を有するＢＣＭＡを発現
する原発性骨髄腫細胞のインビトロ自己Ｔ細胞死滅を媒介する、請求項１に記載の単離さ
れた二重特異性抗原結合分子。
【請求項５】
　前記二重特異性抗原結合分子が、配列番号１０６に記載のＢＣＭＡのアミノ酸残基１～
４３と相互作用する、請求項１～４のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結
合分子。
【請求項６】
　前記標的腫瘍細胞が、形質細胞である、請求項１～５のいずれか一項に記載の単離され
た二重特異性抗原結合分子。
【請求項７】
　前記標的腫瘍細胞が、多発性骨髄腫に罹患している患者からのものであるか、またはＢ
ＣＭＡを発現するＢ細胞を有することを部分的に特徴とする別のＢ細胞障害からのもので
ある、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項８】
　前記二重特異性抗原結合分子が、カニクイザルＢＣＭＡと交差反応する、請求項１～７
のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項９】
　前記二重特異性抗原結合分子が、カニクイザルＢＣＭＡと交差反応しない、請求項１～
８のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１０】
　前記二重特異性抗原結合分子が、約０．０４ｍｇ／ｋｇ～約４．０ｍｇ／ｋｇの用量で
ＢＣＭＡ発現腫瘍細胞の増殖を阻害する、請求項１～９のいずれか一項に記載の単離され
た二重特異性抗原結合分子。
【請求項１１】
　前記二重特異性抗原結合分子が、骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および白血病細胞からな
る群から選択されるＢＣＭＡ＋腫瘍細胞の増殖を阻害する、請求項１～１０のいずれか一
項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１２】
　前記二重特異性抗原結合分子が、Ｈ９２９細胞、ＭＯＬＰ－８細胞、およびＯＰＭ細胞
からなる群から選択されるＢＣＭＡ＋腫瘍細胞の増殖を阻害する、請求項１～１１のいず
れか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１３】
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　前記第１の抗原結合ドメインが、
　（ａ）配列番号６６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）内に含まれる３つ
の重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３）と、
　（ｂ）配列番号８２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つ
の軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、請求
項１～１２のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１４】
　配列番号６８のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号７０のアミノ酸配列を含む
ＨＣＤＲ２と、配列番号７２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む、請求項１３に
記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１５】
　配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号８６のアミノ酸配列を含む
ＬＣＤＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３と、を含む、請求項１３ま
たは１４に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１６】
　前記第１の抗原結合ドメインが、配列番号６６のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列
番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、請求項１３に記載の単離された二重
特異性抗原結合分子。
【請求項１７】
　前記第２の抗原結合ドメインが、
　（ａ）配列番号９０または配列番号９８のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ
）内に含まれる３つの重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３
）と、
　（ｂ）配列番号８２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つ
の軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、請求
項１～１６のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１８】
　前記第２の抗原結合ドメインが、
　（ａ）配列番号９２または配列番号１００のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号９４または配列番号１０２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２と、
　（ｃ）配列番号９６または配列番号１０４のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む
、請求項１７に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項１９】
　前記第２の抗原結合ドメインが、配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＤＣＲ１と、配
列番号８６のアミノ酸配列を含むＬＤＣＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣ
ＤＲ３と、を含む、請求項１７または１８に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２０】
　前記第２の抗原結合ドメインが、
　（ａ）配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤ
Ｒ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む
、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、または
　（ｂ）配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、
ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞ
れ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、請求項１９に記載の
単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２１】
　前記第２の抗原結合ドメインが、
　（ａ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
含むＬＣＶＲと、または
　（ｂ）配列番号９８のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
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含むＬＣＶＲと、を含む、請求項２０に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２２】
　単離された二重特異性抗原結合分子であって、
　（ａ）配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤ
Ｒ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む
、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第１の抗原結合ドメインと
、
　（ｂ）配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤ
Ｒ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む
、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第２の抗原結合ドメインと
、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２３】
　単離された二重特異性抗原結合分子であって、
　（ａ）配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤ
Ｒ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む
、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第１の抗原結合ドメインと
、
　（ｂ）配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、
ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞ
れ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第２の抗原結合ドメ
インと、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２４】
　（ａ）配列番号６６のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
含むＬＣＶＲと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、
　（ｂ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む、請求項２２に記載の単離
された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２５】
　（ａ）配列番号６６のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
含むＬＣＶＲと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、
　（ｂ）配列番号９８のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を
含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む、請求項２３に記載の単離
された二重特異性抗原結合分子。
【請求項２６】
　（ａ）ヒトＢＣＭＡに特異的に結合し、かつ配列番号２、１８、３４、５０、６６、１
２２、および１２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＶＲのＣＤＲと、
配列番号１０、２６、４２、５８、７４、８２、１２３、および１２５からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含むＬＣＶＲのＣＤＲと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、
　（ｂ）ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離された
二重特異性抗原結合分子。
【請求項２７】
　前記第１の抗原結合ドメインが、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、５０／
５８、６６／７４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１８／８２、３４／８
２、５０／８２、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２からなる群から選択さ
れるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対からのＣＤＲを含む、請求項２６に記載の単離さ
れた二重特異性抗原結合分子。
【請求項２８】
　前記第１の抗原結合ドメインが、それぞれ、配列番号４－６－８－１２－１４－１６、
２０－２２－２４－２８－３０－３２、３６－３８－４０－４４－４６－４８、５２－５
４－５６－６０－６２－６４、６８－７０－７２－７６－７８－８０、４－６－８－８４
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－８６－８８、２０－２２－２４－８４－８６－８８、３６－３８－４０－８４－８６－
８８、５２－５４－５６－８４－８６－８８、および６８－７０－７２－８４－８６－８
８からなる群から選択されるＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤ
Ｒ２－ＬＣＤＲ３ドメインを含む、請求項２７に記載の単離された二重特異性抗原結合分
子。
【請求項２９】
　前記第１の抗原結合ドメインが、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、５０／
５８、６６／７４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１８／８２、３４／８
２、５０／８２、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２からなる群から選択さ
れる前記ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む、請求項２８に記載の単離された二重
特異性抗原結合分子。
【請求項３０】
　前記第２の抗原結合ドメインが、配列番号９０／８２および９８／８２からなる群から
選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対のＣＤＲを含む、請求項２６～２９のいず
れか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項３１】
　ＢＣＭＡへの結合を競合する、または参照抗体としてＢＣＭＡ上の同じエピトープに結
合する、単離された二重特異性抗原結合分子であって、前記参照抗体が、配列番号６６／
８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第１の抗原結合ドメインと、配列
番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／Ｌ
ＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子
。
【請求項３２】
　ヒトＣＤ３への結合を競合する、または参照抗体としてヒトＣＤ３上の同じエピトープ
に結合する、単離された二重特異性抗原結合分子であって、前記参照抗体が、配列番号６
６／８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第１の抗原結合ドメインと、
配列番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ
／ＬＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離された二重特異性抗原結合
分子。
【請求項３３】
　二重特異性抗体である、請求項１～３２のいずれか一項に記載の単離された二重特異性
抗原結合分子。
【請求項３４】
　前記二重特異性抗体が、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域を含む、請求項３３に記載の単離され
た二重特異性抗原結合分子。
【請求項３５】
　前記ヒトＩｇＧ重鎖定常領域が、アイソタイプＩｇＧ１である、請求項３４に記載の単
離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項３６】
　前記ヒトＩｇＧ重鎖定常領域が、アイソタイプＩｇＧ４である、請求項３４に記載の単
離された二重特異性抗原結合分子。
【請求項３７】
　前記二重特異性抗体が、同じアイソタイプの野生型ヒンジと比較して、Ｆｃγ受容体結
合を減少させるキメラヒンジを含む、請求項３３～３６のいずれか一項に記載の単離され
た二重特異性抗原結合分子。
【請求項３８】
　請求項１～３７のいずれか一項に記載の二重特異性抗原結合分子と、薬学的に許容され
る担体または希釈剤と、を含む、薬学的組成物。
【請求項３９】
　請求項１～３７のいずれか一項に記載の二重特異性抗原結合分子をコードするヌクレオ
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チド配列を含む、核酸分子。
【請求項４０】
　請求項３９に記載の核酸分子を含む、発現ベクター。
【請求項４１】
　請求項４０に記載の発現ベクターを含む、宿主細胞。
【請求項４２】
　対象における形質細胞腫瘍の成長を阻害する方法であって、前記対象に、請求項１～３
７のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子、または請求項３８に記載
の薬学的組成物を投与することを含む、方法。
【請求項４３】
　前記形質細胞腫瘍が、多発性骨髄腫である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　第２の治療剤または治療レジメンを投与することをさらに含む、請求項４２または４３
に記載の方法。
【請求項４５】
　前記第２の治療剤または治療レジメンが、化学療法薬、ＤＮＡアルキル化剤、免疫調節
剤、プロテアソーム阻害剤、ヒストンデアセチラーゼ阻害剤、放射線療法、幹細胞移植、
異なる腫瘍細胞表面抗原およびＴ細胞または免疫細胞抗原と相互作用する異なる二重特異
性抗体、抗体薬物コンジュゲート、抗腫瘍剤にコンジュゲートした二重特異性抗体、ＰＤ
－１、ＰＤ－Ｌ１、またはＣＴＬＡ－４チェックポイント阻害剤、またはそれらの組み合
わせを含む、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　多発性骨髄腫、または別のＢＣＭＡ発現Ｂ細胞悪性腫瘍に罹患している患者を治療する
方法であって、前記対象に、請求項１～３７のいずれか一項に記載の単離された二重特異
性抗原結合分子、または請求項３８に記載の薬学的組成物を投与することを含む、方法。
【請求項４７】
　前記ＢＣＭＡ発現Ｂ細胞悪性腫瘍が、ワルデンストレームマクログロブリン血症、バー
キットリンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、慢性リンパ性
白血病、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、辺縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リ
ンパ腫、およびホジキンリンパ腫からなる群から選択される、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　第２の治療剤を投与することをさらに含む、請求項４６または４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記第２の治療剤または治療レジメンが、化学療法薬、ＤＮＡアルキル化剤、免疫調節
剤、プロテアソーム阻害剤、ヒストンデアセチラーゼ阻害剤、放射線療法、幹細胞移植、
異なる腫瘍細胞表面抗原およびＴ細胞または免疫細胞抗原と相互作用する異なる二重特異
性抗体、抗体薬物コンジュゲート、抗腫瘍剤にコンジュゲートした二重特異性抗体、ＰＤ
－１、ＰＤ－Ｌ１、またはＣＴＬＡ－４チェックポイント阻害剤、またはそれらの組み合
わせを含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　ＢＣＭＡ発現腫瘍に罹患している患者を治療する方法であって、前記対象に、請求項１
～３７のいずれか一項に記載の単離された二重特異性抗原結合分子、または請求項３８に
記載の薬学的組成物を、抗ＰＤ－１抗体またはその抗原結合断片と組み合わせて投与する
ことを含む、方法。
【請求項５１】
　前記抗ＰＤ－１抗体または抗原結合断片が、抗ＰＤ－１抗体である、請求項５０に記載
の方法。
【請求項５２】
　前記抗ＰＤ－１抗体が、セミプリマブ（ＲＥＧＮ２８１０）である、請求項５１に記載
の方法。
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【請求項５３】
　ＢＣＭＡの発現に関連する疾患または障害の治療における、請求項１～３７のいずれか
一項に記載の二重特異性抗原結合分子、または請求項３８に記載の薬学的組成物の使用。
【請求項５４】
　前記疾患または障害が、癌である、請求項５３に記載の使用。
【請求項５５】
　前記癌が、多発性骨髄腫である、請求項５４に記載の使用。
【請求項５６】
　前記抗原結合分子または薬学的組成物が、抗ＰＤ－１抗体またはその抗原結合断片と組
み合わせて使用されるためのものである、請求項５３～５５のいずれか一項に記載の使用
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
配列表の参照
　本出願は、２０１９年７月８日に作成され、６３，２１１バイトを含むファイル１０４
５２ＷＯ０１－配列としてコンピュータ可読形式で提出された配列表を参照することによ
り組み込む。
【０００２】
　本発明は、Ｂ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）に特異的である、抗体およびその抗原結合断片
、ならびにそれらの使用方法に関する。本発明は、ＢＣＭＡおよびＣＤ３に結合する二重
特異性抗原結合分子（例えば、二重特異性抗体）、ならびにそれらの使用方法を含む。
【背景技術】
【０００３】
　ＴＮＦＲＳＦ１７またはＣＤ２６９としても知られているＢ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）
は、シグナルペプチドを欠き、システインに富む細胞外ドメインを含むＩＩＩ型膜貫通タ
ンパク質である。ＢＣＭＡは、密接に関連するタンパク質と共に、発達の異なる段階でＢ
細胞の生存を促進する。ＢＣＭＡは、Ｂ細胞系列細胞、特に胚中心の濾胞間領域、ならび
に形質芽細胞および分化した形質細胞でのみ発現する。ＢＣＭＡは、形質細胞の分化中に
選択的に誘導され、骨髄中の長寿命の形質細胞の最適な生存に必要である。多発性骨髄腫
では、ＢＣＭＡは、悪性形質細胞上に高レベルで広く発現しており、ＢＣＭＡの発現は、
正常細胞から活動性多発性骨髄腫への進行と共に増加する。ＢＣＭＡはまた、ワルデンス
トレームマクログロブリン血症、バーキットリンパ腫、およびびまん性大細胞型Ｂ細胞リ
ンパ腫を含む、他のＢ細胞悪性腫瘍でも発現する。非特許文献１。
【０００４】
　ＣＤ３は、Ｔ細胞受容体複合体（ＴＣＲ）と共にＴ細胞上に発現されるホモ二量体また
はヘテロ二量体抗原であり、Ｔ細胞活性化に必要とされる。機能的ＣＤ３は、４つの異な
る鎖：イプシロン、ゼータ、デルタ、およびガンマのうちの２つの二量体会合から形成さ
れる。ＣＤ３の二量体配置は、ガンマ／イプシロン、デルタ／イプシロン、およびゼータ
／ゼータを含む。ＣＤ３に対する抗体はＴ細胞上でＣＤ３をクラスター化し、それによっ
てペプチド負荷ＭＨＣ分子によるＴＣＲの関与と同様の様式でＴ細胞活性化を引き起こす
ことが示されている。したがって、抗ＣＤ３抗体はＴ細胞の活性化を含む治療目的のため
に提案されている。さらに、ＣＤ３および標的抗原に結合することができる二重特異性抗
体は、標的抗原を発現する組織および細胞に対するＴ細胞免疫応答を標的化することを含
む治療的使用のために提案されている。
【０００５】
　ＢＣＭＡおよびＣＤ３の両方に結合する二重特異性抗原結合分子を含む、ＢＣＭＡを標
的化する抗原結合分子は、ＢＣＭＡを発現する細胞を特異的に標的化し、Ｔ細胞媒介的に
死滅することが望まれる治療設定において有用であり得る。
【先行技術文献】
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【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｔａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，７（１１）：１
１８７－１１９９，２０１５．
【発明の概要】
【０００７】
　一態様では、本発明は、（ａ）インビトロＦＡＣＳ結合アッセイによって測定されるよ
うに、約１００ｎＭ未満のＥＣ５０を有する、標的腫瘍細胞上のヒトＢ細胞成熟抗原（Ｂ
ＣＭＡ）に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）インビトロＦＡＣＳ結合
アッセイによって測定されるように、約１０－６Ｍ未満のＥＣ５０を有する、ヒトＣＤ３
に特異的に結合する第２の抗原結合ドメイン（Ｄ２）と、を含む、単離された二重特異性
抗原結合分子を提供する。
【０００８】
　場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、約１０－９Ｍ未満のＥＣ５０を有するイ
ンビトロでＴ細胞を活性化する。場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、約１０－

９Ｍ未満のＥＣ５０を有するＢＣＭＡを発現する腫瘍細胞株のインビトロＴ細胞死滅を媒
介する。場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、約１０－８Ｍ未満のＥＣ５０を有
するＢＣＭＡを発現する原発性骨髄腫細胞のインビトロ自己Ｔ細胞死滅を媒介する。いく
つかの実施形態において、二重特異性抗原結合分子は、配列番号１１５に記載のＢＣＭＡ
のアミノ酸残基１～４３と相互作用する。
【０００９】
　場合によっては、標的腫瘍細胞は、形質細胞である。場合によっては、標的腫瘍細胞は
、多発性骨髄腫を罹患している患者からのものであるか、またはＢＣＭＡを発現するＢ細
胞を有することを部分的に特徴とする別のＢ細胞障害からのものである。場合によっては
、二重特異性抗原結合分子は、約０．０４ｍｇ／ｋｇ～約４．０ｍｇ／ｋｇの用量で、Ｂ
ＣＭＡ発現腫瘍細胞の増殖を阻害する。場合によっては、用量は、０．０４ｍｇ／ｋｇ、
０．４ｍｇ／ｋｇ、または４ｍｇ／ｋｇである。いくつかの実施形態において、用量は、
投与を必要とする患者に、少なくとも７回の用量に対して週に少なくとも２回投与される
。場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および白血
病細胞からなる群から選択されるＢＣＭＡ＋腫瘍細胞の増殖を阻害する。場合によっては
、二重特異性抗原結合分子は、Ｈ９２９細胞、ＭＯＬＰ－８細胞、およびＯＰＭ細胞から
なる群から選択されるＢＣＭＡ＋腫瘍細胞の増殖を阻害する。
【００１０】
　場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、カニクイザルＢＣＭＡと交差反応する。
場合によっては、二重特異性抗原結合分子は、カニクイザルＢＣＭＡと交差反応しない。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号
６６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）内に含まれる３つの重鎖相補性決定
領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３）と、（ｂ）配列番号８２のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つの軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ
１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、第１の抗原結合ドメインを含む。場合
によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、配列番号６８のアミノ酸配列を含む
ＨＣＤＲ１と、配列番号７０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２と、配列番号７２のアミノ
酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む。場合によっては、単離された二重特異性抗原結合分
子は、配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号８６のアミノ酸配列を
含むＬＣＤＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３と、を含む。場合によ
っては、第１の抗原結合ドメインは、配列番号６６のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配
列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号
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９０または配列番号９８のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）内に含まれる３
つの重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３）と、（ｂ）配列
番号８２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つの軽鎖相補性
決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、第２の抗原結合ド
メインを含む。場合によっては、第２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９２または
配列番号１００のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、（ｂ）配列番号９４または配列番号
１０２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２と、（ｃ）配列番号９６または配列番号１０４の
アミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む。場合によっては、第２の抗原結合ドメインは
、配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号８６のアミノ酸配列を含む
ＬＣＤＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３と、を含む。場合によって
は、第２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配列をそれ
ぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８
のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、また
は（ｂ）配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、
ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞ
れ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む。場合によっては、第
２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番
号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、または（ｂ）配列番号９８のアミノ酸配列を含
むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、（ａ）配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ
含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のア
ミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、
第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配列をそれぞれ
含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のア
ミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、
第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子を提供する。場
合によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号６６のアミノ酸配
列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第１の抗
原結合ドメインと、（ｂ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２
のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む。
【００１４】
　別の態様では、本発明は、（ａ）配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ
含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のア
ミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、
第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそ
れぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８
８の配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第
２の抗原結合ドメインと、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子を提供する。場合
によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号６６のアミノ酸配列
を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第１の抗原
結合ドメインと、（ｂ）配列番号９８のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２の
アミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、（ａ）ヒトＢＣＭＡに特異的に結合し、かつ配列番号２、１
８、３４、５０、６６、１２２、および１２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を
含むＨＣＶＲのＣＤＲと、配列番号１０、２６、４２、５８、７４、８２、１２３、およ
び１２５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＶＲのＣＤＲと、を含む、第
１の抗原結合ドメインと、（ｂ）ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメイン
と、を含む、単離された二重特異性抗原結合分子を提供する。場合によっては、第１の抗
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原結合ドメインは、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、５０／５８、６６／７
４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１８／８２、３４／８２、５０／８２
、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／
ＬＣＶＲアミノ酸配列対からのＣＤＲを含む。場合によっては、第１の抗原結合ドメイン
は、それぞれ、配列番号４－６－８－１２－１４－１６、２０－２２－２４－２８－３０
－３２、３６－３８－４０－４４－４６－４８、５２－５４－５６－６０－６２－６４、
６８－７０－７２－７６－７８－８０、４－６－８－８４－８６－８８、２０－２２－２
４－８４－８６－８８、３６－３８－４０－８４－８６－８８、５２－５４－５６－８４
－８６－８８、および６８－７０－７２－８４－８６－８８からなる群から選択されるＨ
ＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３ドメインを含
む。場合によっては、第１の抗原結合ドメインは、配列番号２／１０、１８／２６、３４
／４２、５０／５８、６６／７４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１８／
８２、３４／８２、５０／８２、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２からな
る群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む。場合によっては、第２の
抗原結合ドメインは、配列番号９０／８２および９８／８２からなる群から選択されるＨ
ＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対のＣＤＲを含む。
【００１６】
　別の態様では、本発明は、ＢＣＭＡへの結合を競合する、または参照抗体としてＢＣＭ
Ａ上の同じエピトープに結合する、単離された二重特異性抗原結合分子であって、当該参
照抗体は、配列番号６６／８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第１の
抗原結合ドメインと、配列番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのアミノ
酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離され
た二重特異性抗原結合分子を提供する。
【００１７】
　別の態様では、本発明は、ヒトＣＤ３への結合を競合する、または参照抗体としてヒト
ＣＤ３上の同じエピトープに結合する、単離された二重特異性抗原結合分子であって、当
該参照抗体は、配列番号６６／８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第
１の抗原結合ドメインと、配列番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのア
ミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む、単離
された二重特異性抗原結合分子を提供する。
【００１８】
　上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子のいずれも、二重特異性抗体
であり得る。場合によっては、二重特異性抗体は、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域を含む。場合
によっては、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域は、アイソタイプＩｇＧ１である。場合によっては
、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域は、アイソタイプＩｇＧ４である。様々な実施形態において、
二重特異性抗体は、同じアイソタイプの野生型ヒンジと比較して、Ｆｃγ受容体結合を減
少させるキメラヒンジを含む。
【００１９】
　別の態様では、本発明は、上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子（
例えば、二重特異性抗体）と、薬学的に許容される担体または希釈剤と、を含む、薬学的
組成物を提供する。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子（
例えば、二重特異性抗体）をコードするヌクレオチド配列を含む、核酸分子を提供する。
【００２１】
　別の態様では、本発明は、上記で論じられる核酸分子を含む、発現ベクターを提供する
。
【００２２】
　別の態様では、本発明は、上記で論じられる発現ベクターを含む、宿主細胞を提供する
。
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【００２３】
　別の態様では、本発明は、対象における形質細胞腫瘍の成長を阻害する方法であって、
対象に、上記または本明細書で論じられるように、単離された二重特異性抗原結合分子、
または二重特異性抗原結合分子を含む薬学的組成物を投与することを含む、方法を提供す
る。場合によっては、形質細胞腫瘍は、多発性骨髄腫である。場合によっては、この方法
は、第２の治療剤または治療レジメンを投与することをさらに含む。いくつかの実施形態
において、第２の治療剤は、抗腫瘍剤（例えば、メルファラン、ビンクリスチン（オンコ
ビン）、シクロホスファミド（シトキサン）、エトポシド（ＶＰ－１６）、ドキソルビシ
ン（アドリアマイシン）、リポソームドキソルビシン（ドキシル）、オベンダムスチン（
Ｔｒｅａｎｄａ）を含む化学療法剤、または対象における形質細胞腫瘍の治療に有効であ
ることが知られている任意の他のもの）を含む。いくつかの実施形態において、第２の治
療剤は、ステロイドを含む。いくつかの実施形態において、第２の治療剤は、サリドマイ
ド、レナリドマイド、およびボルテゾミブを含む標的療法を含み、これらは、新たに診断
された患者を治療するために承認された療法である。レナリドミド、ポマリドミド、ボル
テゾミブ、カルフィルゾミブ、パノビノスタット、イキサゾミブ、エロツズマブ、および
ダラツムマブは、再発性骨髄腫を治療するために有効な第２の治療剤の例である。ある特
定の実施形態において、第２の治療剤は、放射線療法または幹細胞移植を含むレジメンで
ある。ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、免疫調節剤であり得る。ある特定
の実施形態において、第２の治療剤は、ボルテゾミブ（Ｖｅｌｃａｄｅ）、カルフィルゾ
ミブ（Ｋｙｐｒｏｌｉｓ）、イキサゾミブ（Ｎｉｎｌａｒｏ）を含むプロテアソーム阻害
剤であり得る。ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、パノビノスタット（Ｆａ
ｒｙｄａｋ）などのヒストンデアセチラーゼ阻害剤であり得る。ある特定の実施形態にお
いて、第２の治療剤は、モノクローナル抗体、抗体薬物コンジュゲート、抗腫瘍剤にコン
ジュゲートした二重特異性抗体、チェックポイント阻害剤、またはそれらの組み合わせで
あり得る。
【００２４】
　別の態様では、本発明は、多発性骨髄腫または別のＢＣＭＡ発現Ｂ細胞悪性腫瘍に罹患
している患者を治療する方法であって、対象に、上記または本明細書で論じられるように
、単離された二重特異性抗原結合分子、または二重特異性抗原結合分子を含む薬学的組成
物を投与することを含む、方法を提供する。場合によっては、ＢＣＭＡ発現Ｂ細胞悪性腫
瘍は、ワルデンストレームマクログロブリン血症、バーキットリンパ腫、びまん性大細胞
型Ｂ細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、慢性リンパ性白血病、濾胞性リンパ腫、マント
ル細胞リンパ腫、辺縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、およびホジキンリンパ腫
からなる群から選択される。場合によっては、本方法は、第２の治療剤を投与することを
さらに含む。いくつかの実施形態において、第２の治療剤は、抗腫瘍剤（化学療法剤）、
ＤＮＡアルキル化剤、免疫調節剤、プロテアソーム阻害剤、ヒストンデアセチラーゼ阻害
剤放射線療法、幹細胞移植、免疫調節剤、腫瘍細胞表面上に発現された抗原と相互作用す
るモノクローナル抗体、形質細胞表面上の異なる抗原と相互作用し得る本明細書に記載の
もの以外のモノクローナル抗体、腫瘍細胞表面上の抗原に結合する一方のアームおよびＴ
細胞上の抗原に結合する他方のアームを有する二重特異性抗体、抗体薬物コンジュゲート
、抗腫瘍剤にコンジュゲートした二重特異性抗体、チェックポイント阻害剤、例えば、Ｐ
Ｄ－１またはＣＴＬＡ－４を標的化するもの、またはそれらの組み合わせを含む。ある特
定の実施形態において、チェックポイント阻害剤は、ペンブロリズマブ（Ｋｅｙｔｒｕｄ
ａ）、ニボルマブ（Ｏｐｄｉｖｏ）、またはセミプリマブ（ＲＥＧＮ２８１０）などのＰ
Ｄ－１阻害剤から選択され得る。ある特定の実施形態において、チェックポイント阻害剤
は、アテゾリズマブ（Ｔｅｃｅｎｔｒｉｑ）、アベルマブ（Ｂａｖｅｎｃｉｏ）、または
デュルバルマブ（Ｉｍｆｉｎｚｉ）などのＰＤ－Ｌ１阻害剤から選択され得る。ある特定
の実施形態において、チェックポイント阻害剤は、イピリムマブ（Ｙｅｒｖｏｙ）などの
ＣＴＬＡ－４阻害剤から選択され得る。本発明の抗体と組み合わせて使用することができ
る他の組み合わせは、上に記載されている。
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【００２５】
　別の態様では、本発明は、ＢＣＭＡ発現腫瘍に罹患している患者を治療する方法であっ
て、対象に、上記または本明細書で論じられるように、単離された二重特異性抗原結合分
子、またはそれを含む薬学的組成物を、抗ＰＤ－１抗体またはその抗原結合断片と組み合
わせて投与することを含む、方法を提供する。場合によっては、抗ＰＤ－１抗体または抗
原結合断片は、抗ＰＤ－１抗体である。いくつかの実施形態において、抗ＰＤ－１抗体は
、セミプリマブ（ＲＥＧＮ２８１０）である。様々な実施形態において、抗ＢＣＭＡ×抗
ＣＤ３二重特異性抗原結合分子（例えば、二重特異性抗体）および抗ＰＤ－１抗体または
抗原結合断片（例えば、抗ＰＤ－１抗体）の組み合わせは、ＢＣＭＡ発現腫瘍の治療にお
いて相乗的な治療効果を生み出す。
【００２６】
　別の態様では、本発明は、ＢＣＭＡの発現に関連する疾患または障害の治療における、
上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子、または上記または本明細書で
論じられる薬学的組成物の使用を提供する。場合によっては、疾患または障害は、癌であ
る。いくつかの実施形態において、癌は、多発性骨髄腫である。場合によっては、疾患ま
たは障害は、キャッスルマン病である。場合によっては、抗原結合分子は、抗ＰＤ－１抗
体またはその抗原結合断片と組み合わせて使用するためのものであり、任意に、抗ＰＤ－
１抗体は、セミプリマブ（ＲＥＧＮ２８１０）である。
【００２７】
　本発明は、ＢＣＭＡの発現に関連する疾患または障害を治療するための薬剤の製造にお
ける、上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子の使用をさらに含む。場
合によっては、疾患または障害は、癌である。いくつかの実施形態において、癌は、多発
性骨髄腫である。
【００２８】
　様々な実施形態において、上記または本明細書で論じられる実施形態の特徴または構成
要素のいずれかを組み合わせることができ、そのような組み合わせは、本開示の範囲内に
包含される。上記または本明細書で論じられる任意の特定の値は、上記または本明細書で
論じられる別の関連する値と組み合わせて、範囲の上端および下端を表す値で範囲を列挙
することができ、そのような範囲は本開示の範囲内に包含される。
【００２９】
　他の実施形態は、後述の詳細な説明の精査から明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
による、インビボでのＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞の予防的
用量依存性腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＮＣＩ－Ｈ９２９細胞は、高レベルのＢＣＭＡを発
現する。
【図２】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
による、インビボでのＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞の予防的
用量依存性腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＮＣＩ－Ｈ９２９細胞は、高レベルのＢＣＭＡを発
現する。
【図３】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
による、インビボでの確立されたＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９ヒト多発性骨髄腫腫瘍細
胞の治療的用量依存性腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＮＣＩ－Ｈ９２９細胞は、高レベルのＢ
ＣＭＡを発現する。
【図４】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
による、インビボでの確立されたＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９ヒト多発性骨髄腫腫瘍細
胞の治療的用量依存性腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＮＣＩ－Ｈ９２９細胞は、高レベルのＢ
ＣＭＡを発現する。
【図５】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
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による、インビボでのＢＣＭＡ発現ＭＯＬＰ－８ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞の予防的用量
依存的腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＭＯＬＰ－８細胞は、中程度のレベルのＢＣＭＡを発現
する。
【図６】抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９
による、インビボでのＢＣＭＡ発現ＭＯＬＰ－８ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞の予防的用量
依存的腫瘍阻害をそれぞれ示す。ＭＯＬＰ－８細胞は、中程度のレベルのＢＣＭＡを発現
する。
【図７】対照と比較して、抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８および
ＲＥＧＮ５４５９による、インビボでのＢＣＭＡ発現ＯＰＭ－２ヒト多発性骨髄腫腫瘍細
胞の確立された腫瘍負荷の治療的減少を示す。ＯＰＭ－２細胞は、低レベルのＢＣＭＡを
発現する。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　本発明を説明する前に、本発明は、特定の方法および説明される実験条件が変わり得る
ので、このような方法および条件に制限されないことは理解されることになっている。本
明細書で使用される用語は、特定の実施形態のみを説明するためのものであり、本発明の
範囲が添付の特許請求の範囲によってのみ限定されるので、限定することを企図するもの
ではないことも理解されるべきである。
【００３２】
　別段定義されない限り、本明細書で使用される技術用語および科学用語はすべて、本発
明の属する技術分野の当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書で
使用される場合、「約」という用語は、特定の列挙された数値に関して使用されるとき、
その値が列挙された値から１％以下だけ変動し得ることを意味する。例えば、本発明で使
用する場合、「約１００」との表現は、９９および１０１、ならびにその間の全値（例え
ば、９９．１、９９．２、９９．３、９９．４など）を含む。
【００３３】
　本明細書に説明されるものと類似のまたは等価の任意の方法および材料を本発明の実施
または試験に使用することができるが、好ましい方法および材料をこれから説明する。本
明細書で言及される特許、出願、および非特許刊行物はすべて、それらの全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【００３４】
定義
　本明細書で用いられる「ＣＤ３」という表現は、多分子Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の一部
としてＴ細胞上に発現され、４つの受容体鎖すなわちＣＤ３－イプシロン、ＣＤ３－デル
タ、ＣＤ３－ゼータ、ＣＤ３－ガンマのうち２つの会合から形成されるホモ二量体または
ヘテロ二量体からなる抗原を指す。ヒトＣＤ３－イプシロンは、配列番号１１６に記載の
アミノ酸配列を含み、ヒトＣＤ３－デルタは、配列番号１１７に記載のアミノ酸配列を含
み、ヒトＣＤ３－ゼータは、配列番号１１８に記載のアミノ酸配列を含み、ＣＤ３－ガン
マは、配列番号１１９に記載のアミノ酸配列を含む。本明細書におけるタンパク質、ポリ
ペプチド、およびタンパク質断片についてのすべての言及は、非ヒト種由来であることが
明確に特定されない限り、それぞれのタンパク質、ポリペプチド、またはタンパク質断片
のヒト型を指すことを意図している。したがって、表現「ＣＤ３」は、非ヒト種、例えば
「マウスＣＤ３」、「サルＣＤ３」などに由来するものとして特定されない限り、ヒトＣ
Ｄ３を意味する。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、「ＣＤ３に結合する抗体」または「抗ＣＤ３抗体」は、単
一のＣＤ３サブユニット（例えば、イプシロン、デルタ、ガンマ、またはゼータ）を特異
的に認識する抗体およびその抗原結合断片、ならびに２つのＣＤ３サブユニットの二量体
複合体を特異的に認識する抗体およびその抗原結合断片（例えば、ガンマ／イプシロン、
デルタ／イプシロン、およびゼータ／ゼータＣＤ３二量体）を含む。本発明の抗体および
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抗原結合断片は、可溶性ＣＤ３および／または細胞表面発現ＣＤ３に結合することができ
る。可溶性ＣＤ３には、天然ＣＤ３タンパク質、ならびに膜貫通ドメインを欠くかまたは
細胞膜と会合していない、例えば単量体および二量体ＣＤ３構築物などの組換えＣＤ３タ
ンパク質変異体が含まれる。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、表現「細胞表面発現ＣＤ３」は、インビトロまたはインビ
ボで細胞表面上に発現される１つ以上のＣＤ３タンパク質（複数可）を意味し、ＣＤ３タ
ンパク質の少なくとも一部は細胞膜の細胞外側に曝され、抗体の抗原結合部分に接近可能
である。「細胞表面発現ＣＤ３」としては、細胞膜内の機能的Ｔ細胞受容体の中に含まれ
るＣＤ３タンパク質が挙げられる。「細胞表面発現ＣＤ３」という表現は、細胞の表面上
のホモ二量体またはヘテロ二量体の一部として発現されるＣＤ３タンパク質（例えば、ガ
ンマ／イプシロン、デルタ／イプシロン、およびゼータ／ゼータＣＤ３二量体）を含む。
「細胞表面発現ＣＤ３」という表現はまた、他のＣＤ３鎖型なしで、細胞の表面上にそれ
自体で発現するＣＤ３鎖（例えば、ＣＤ３－イプシロン、ＣＤ３－デルタ、またはＣＤ３
－ガンマ）も含む。あるいは、「細胞表面発現ＣＤ３」は、通常ＣＤ３タンパク質を発現
する細胞の表面上に発現されるＣＤ３タンパク質を含むかまたはそれからなることができ
る。あるいは、「細胞表面発現ＣＤ３」は、通常その表面にヒトＣＤ３を発現しないがそ
の表面にＣＤ３を発現するように人工的に操作されている細胞の表面上に発現されるＣＤ
３タンパク質を含むかまたはそれからなることができる。
【００３７】
　本明細書で使用される「ＢＣＭＡ」という表現は、Ｂ細胞成熟抗原を指す。ＢＣＭＡ（
ＴＮＦＲＳＦ１７およびＣＤ２６９としても知られている）は、悪性形質細胞上に発現す
る細胞表面タンパク質であり、Ｂ細胞の成熟および免疫グロブリン産生形質細胞への分化
の調節において中心的な役割を果たす。ヒトＢＣＭＡのアミノ酸配列は、配列番号１１５
に示され、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿００１１８３．２にも見出され得る
。
【００３８】
　本明細書で使用される場合、「ＢＣＭＡに結合する抗体」または「抗ＢＣＭＡ抗体」は
、ＢＣＭＡを特異的に認識する抗体およびその抗原結合断片を含む。
【００３９】
　「抗原結合分子」という用語は、抗体および抗体の抗原結合断片を含み、例えば二重特
異性抗体を含む。
【００４０】
　本発明で使用する場合、「抗体」という用語は、特定の抗原（例えばＢＣＭＡまたはＣ
Ｄ３）に特異的に結合するかまたはそれと相互作用する少なくとも１つの相補性決定領域
（ＣＤＲ）を含む、任意の抗原結合分子または分子複合体を意味する。「抗体」という用
語は、ジスルフィド結合によって相互連結された４本のポリペプチド鎖、２本の重（Ｈ）
鎖および２本の軽（Ｌ）鎖を含む免疫グロブリン分子、ならびにそれらの多量体（例えば
、ＩｇＭ）を含む。「抗体」という用語は、ジスルフィド結合によって相互連結された４
本のポリペプチド鎖、２本の重（Ｈ）鎖および２本の軽（Ｌ）鎖を含む免疫グロブリン分
子も含む。各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＨＣＶＲまたはＶＨと略される）およ
び重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は、３つのドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ

３を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＬＣＶＲまたはＶＬと略される）およ
び軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領域は、１つのドメイン（ＣＬ１）を含む。ＶＨ領域お
よびＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ）と称される、より保存された領域が点在す
る相補性決定領域（ＣＤＲ）と称される超可変領域へとさらに細分することができる。各
ＶＨおよびＶＬは、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４の
順でアミノ末端からカルボキシ末端へと配置された３つのＣＤＲおよび４つのＦＲからな
る。本発明の異なる実施形態において、抗ＢＣＭＡ抗体または抗ＣＤ３抗体（またはその
抗原結合部分）のＦＲは、ヒト生殖系列配列と同一であってもよく、または天然にもしく
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は人工的に修飾されていてもよい。アミノ酸コンセンサス配列は、２つ以上のＣＤＲの並
列分析に基づいて定義され得る。
【００４１】
　本明細書で使用される「抗体」という用語はまた、完全抗体分子の抗原結合断片を含む
。抗体の「抗原結合部分」、抗体の「抗原結合断片」および同様の用語は、本明細書で使
用される場合、天然の、酵素処理で入手可能な、合成の、または遺伝子操作された、抗原
を特異的に結合して複合体を形成するポリペプチドまたは糖タンパク質を含む。抗体の抗
体結合断片は、例えば、抗体可変ドメインおよび任意に定常ドメインをコードするＤＮＡ
の操作および発現に関連するタンパク質消化技術または組換え遺伝子操作技術などの任意
の適切な標準的技術を使用して、完全抗体分子から誘導され得る。かかるＤＮＡは既知で
あり、および／または例えば市販の供給源、ＤＮＡライブラリー（例えばファージ－抗体
ライブラリーを含む）から容易に入手可能であるか、または合成することができる。ＤＮ
Ａは、例えば、１つ以上の可変ドメインおよび／もしくは定常ドメインを好適な配置へと
配置するか、またはコドンを導入し、システイン残基を作成し、アミノ酸を修飾、付加、
もしくは欠失などするために、化学的に、または分子生物学技術を使用することによって
配列決定および操作され得る。
【００４２】
　抗体結合断片の非限定例としては、（ｉ）Ｆａｂ断片、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片、
（ｉｉｉ）Ｆｄ断片、（ｉｖ）Ｆｖ断片、（ｖ）一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子、（ｖｉ）
ｄＡｂ断片、および（ｖｉｉ）抗体の超可変領域（例えば、ＣＤＲ３ペプチドなどの単離
された相補性決定領域（ＣＤＲ））を模倣するアミノ酸残基、または拘束ＦＲ３－ＣＤＲ
３－ＦＲ４ペプチドからなる最小認識単位が挙げられる。ドメイン特異的抗体、単一ドメ
イン抗体、ドメイン欠失抗体、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、ダイアボディ、トリアボデ
ィ、テトラボディ、ミニボディ、ナノボディ（例えば、一価ナノボディ、二価ナノボディ
など）、小型モジュール型免疫医薬品（ＳＭＩＰ）、およびサメ可変ＩｇＮＡＲドメイン
などの他の操作された分子も、本明細書で使用する「抗原結合断片」という表現に包含さ
れる。
【００４３】
　抗体の抗原結合断片は、典型的には、少なくとも１つの可変ドメインを含むであろう。
可変ドメインは、任意のサイズまたはアミノ酸組成物であり得、概して、１つ以上のフレ
ームワーク配列に隣接しているかまたは１つ以上のフレームワーク配列とインフレームで
ある少なくとも１つのＣＤＲを含む。ＶＬドメインと結合したＶＨドメインを有する抗体
結合断片において、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、任意の好適な配置で互いに対し
て配置され得る。例えば、可変領域は二量体であり、ＶＨ－ＶＨ、ＶＨ－ＶＬまたはＶＬ

－ＶＬ二量体を含み得る。あるいは、抗体の抗原結合断片は、単量体のＶＨドメインまた
はＶＬドメインを含み得る。
【００４４】
　ある特定の実施形態において、抗体の抗原結合断片は、少なくとも１つの定常ドメイン
に共有結合された少なくとも１つの可変ドメインを含み得る。本発明の抗体の抗原結合断
片内に見出すことができる可変ドメインおよび定常ドメインの非限定的な例示的立体配置
としては、（ｉ）ＶＨ－ＣＨ１、（ｉｉ）ＶＨ－ＣＨ２、（ｉｉｉ）ＶＨ－ＣＨ３、（ｉ
ｖ）ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２、（ｖ）ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３、（ｖｉ）ＶＨ－ＣＨ

２－ＣＨ３、（ｖｉｉ）ＶＨ－ＣＬ、（ｖｉｉｉ）ＶＬ－ＣＨ１、（ｉｘ）ＶＬ－ＣＨ２
、（ｘ）ＶＬ－ＣＨ３、（ｘｉ）ＶＬ－ＣＨ１－ＣＨ２、（ｘｉｉ）ＶＬ－ＣＨ１－ＣＨ

２－ＣＨ３、（ｘｉｉｉ）ＶＬ－ＣＨ２－ＣＨ３、および（ｘｉｖ）ＶＬ－ＣＬが挙げら
れる。上に列挙した例示的な立体配置のいずれかを含む、可変ドメインおよび定常ドメイ
ンの任意の立体配置において、可変ドメインおよび定常ドメインは、互いに直接連結され
ていてもよく、または完全もしくは部分的ヒンジ領域もしくはリンカー領域によって連結
されていてもよい。ヒンジ領域は、単一のポリペプチド分子において隣接する可変ドメイ
ンおよび／または定常ドメイン間の可撓性または半可撓性の結合をもたらす少なくとも２
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つの（例えば、５、１０、１５、２０、４０、６０またはそれより多数の）アミノ酸から
なり得る。そのうえ、本発明の抗体の抗原結合断片は、互いとのおよび／または１つ以上
の単量体ＶＨドメインもしくはＶＬドメイン（例えば、ジスルフィド結合（複数可）によ
り）との非共有結合において、上に列挙した可変ドメイン立体配置および定常ドメイン立
体配置のいずれかのホモ二量体またはヘテロ二量体（または他の多量体）を含み得る。
【００４５】
　完全抗体分子と同様に、抗体結合断片は、単一特異性または多重特異性（例えば、二重
特異性）であり得る。抗体の多重特異性抗原結合断片は、典型的には、少なくとも２つの
異なる可変ドメインを含むことになっており、各可変ドメインは、別個の抗原へまたは同
じ抗原上の異なるエピトープへ特異的に結合することができる。本明細書に開示される例
示的な二重特異性抗体フォーマットを含む任意の多重特異性抗体フォーマットは、当該技
術分野で利用可能な通例の技術を使用して、本発明の抗体の抗原結合断片との関連で使用
に適合し得る。
【００４６】
　本発明の抗体は、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）または抗体依存性細胞媒介細胞傷害（
ＡＤＣＣ）を介して機能し得る。「補体依存性細胞傷害」（ＣＤＣ）は、補体の存在下に
おける本発明の抗体による抗原発現細胞の溶解を指す。「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
」（ＡＤＣＣ）は、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）を発現する非特異的細胞傷害性細胞（例えば、
ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球、およびマクロファージ）が標的細胞上の結合抗
体を認識し、それによって標的細胞の溶解をもたらす、細胞媒介性反応を指す。ＣＤＣお
よびＡＤＣＣは、当技術分野において周知であり利用可能なアッセイを使用して測定する
ことができる。（例えば、米国特許第５，５００，３６２号および第５，８２１，３３７
号、ならびにＣｌｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９５：６５２－６５６を参照されたい）。抗体の定常領域は、補体を
固定して細胞依存性細胞傷害性を媒介する抗体の能力において重要である。したがって、
抗体のアイソタイプは、その抗体が細胞傷害性を媒介することが望ましいかに基づいて選
択され得る。
【００４７】
　ある特定の実施形態において、本発明の抗ＢＣＭＡ単一特異性抗体または抗ＢＣＭＡ×
抗ＣＤ３二重特異性抗体は、ヒト抗体である。「ヒト抗体」という用語は、本明細書で使
用される場合、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有
する抗体を含むことが企図される。本発明のヒト抗体は、例えば、ＣＤＲ、特にＣＤＲ３
における、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列（例えば、インビトロでのランダムもしくは
部位特異的変異誘発によってまたはインビボでの体細胞突然変異によって導入された変異
）によってコードされないアミノ酸残基を含み得る。しかしながら、本明細書で使用され
る「ヒト抗体」という用語は、別の哺乳類種（例えば、マウス）の生殖系列に由来するＣ
ＤＲ配列がヒトフレームワーク配列へと移植された抗体を含むことを意図するものではな
い。
【００４８】
　本発明の抗体は、いくつかの実施形態において、組換えヒト抗体であり得る。本明細書
で使用される用語「組換えヒト抗体」は、宿主細胞にトランスフェクトされた組換え発現
ベクターを使用して発現される抗体など組換え手段によって調製、発現、作成または単離
されるすべてのヒト抗体（後述）、組換え型コンビナトリアルヒト抗体ライブラリーから
単離された抗体（後述）、ヒト免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニックである
動物（例えばマウス）から単離された抗体（例えば、Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：６２８７－６２９５を参照のこと）、また
はヒト免疫グロブリン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む任意の他の
手段によって調製、発現、作成、または単離された抗体を含むことを意図する。かかる組
換えヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を
有する。しかしながら、特定の実施形態において、かかる組換えヒト抗体は、インビトロ
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変異誘発（または、ヒトＩｇ配列についてトランスジェニック動物が使用される場合は、
インビボ体細胞変異誘発）を受け、したがって、組換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミ
ノ酸配列は、ヒト生殖系列ＶＨおよびＶＬ配列に由来し関連してはいるが、インビボでヒ
ト抗体生殖系列レパートリー内に天然には存在し得ない配列である。
【００４９】
　ヒト抗体は、ヒンジの不均一性に関連する２つの形態で存在することができる。第１の
形態において、免疫グロブリン分子は、二量体が鎖間重鎖ジスルフィド結合によって一緒
に保持されている約１５０～１６０ｋＤａの安定な四本鎖構築物を含む。第２の形態にお
いて、二量体は鎖間ジスルフィド結合を介して連結されておらず、共有結合した軽鎖およ
び重鎖からなる約７５～８０ｋＤａの分子が形成される（半抗体）。これらの形態は、親
和性精製後でさえも分離することが極めて困難とされている。
【００５０】
　様々な無傷のＩｇＧアイソタイプにおける第２の形態の出現頻度は、抗体のヒンジ領域
アイソタイプに関連する構造上の相違によるが、それに限定されない。ヒトＩｇＧ４ヒン
ジのヒンジ領域における単一アミノ酸置換は、ヒトＩｇＧ１ヒンジを使用して典型的に観
察されるレベルまで第２の形態の出現を有意に減少させることができる（Ａｎｇａｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９３）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　３０：１０５）。
本発明は、ヒンジ、ＣＨ２またはＣＨ３領域に１つ以上の変異を有する抗体を包含し、例
えば産生において、所望の抗体形態の収率を改善するのに望ましい場合がある。
【００５１】
　本発明の抗体は単離された抗体であり得る。本明細書で使用される「単離された抗体」
は、同定された抗体、およびその天然環境の少なくとも１つの成分から分離および／また
は回収された抗体を意味する。例えば、生物の少なくとも１つの成分から、または抗体が
天然に存在するかもしくは天然に産生される組織または細胞から分離または除去された抗
体は、本発明の目的のための「単離された抗体」である。単離された抗体はまた、組換え
細胞内の原位置の抗体を含む。単離された抗体は、少なくとも１つの精製または単離工程
を受けている抗体である。ある特定の実施形態によると、単離された抗体は他の細胞性物
質および／または化学物質を実質的に含まなくてもよい。
【００５２】
　本発明はまた、ＢＣＭＡに結合するワンアーム抗体も含む。本明細書中で使用される場
合、「ワンアーム抗体」とは、単一の抗体重鎖および単一の抗体軽鎖を含む抗原結合分子
を意味する。本発明のワンアーム抗体は、表１に記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤＲ
アミノ酸配列のいずれかを含み得る。
【００５３】
　本明細書に開示される抗ＢＣＭＡまたは抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３抗体は、抗体が由来した
対応する生殖系列配列と比較して、重鎖および軽鎖可変ドメインのフレームワーク領域お
よび／またはＣＤＲ領域において１つ以上のアミノ酸置換、挿入、および／または欠失を
含み得る。このような変異は、本明細書に開示されるアミノ酸配列を、例えば、公共の抗
体配列データベースから入手可能な生殖系列配列と比較することによって容易に確認する
ことができる。本発明は、本明細書に開示されるアミノ酸配列のいずれかに由来する抗体
およびその抗原結合断片を含み、ここで、１つ以上のフレームワーク領域および／または
ＣＤＲ領域内の１つ以上のアミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複
数可）に変異し、もしくは別のヒト生殖系列配列の対応する残基（複数可）に変異し、ま
たは対応する生殖系列残基（複数可）の保存的アミノ酸置換に変異する（このような配列
変化を本明細書ではまとめて、「生殖系列変異」と称する）。当業者は、本明細書に開示
される重鎖および軽鎖可変領域配列から出発して、１つ以上の個々の生殖系列変異または
それらの組み合わせを含む多くの抗体および抗体結合断片を容易に産生することができる
。ある特定の実施形態において、ＶＨおよび／またはＶＬドメイン内のフレームワークお
よび／またはＣＤＲ残基はすべて、抗体が由来した元の生殖系列配列において見出される
残基へと再び変異する。他の実施形態において、ある特定の残基のみが元の生殖系列配列
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へと変異し戻され、例えば、変異した残基はＦＲ１の最初の８個のアミノ酸内に、もしく
は変異した残基はＦＲ４の最後の８個のアミノ酸内に認められ、または変異した残基は、
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２もしくはＣＤＲ３内にのみ認められる。他の実施形態において、フレ
ームワークおよび／またはＣＤＲ残基（複数可）の１つ以上は、異なる生殖系列配列（す
なわち、抗体が本来由来した生殖系列配列とは異なる生殖系列配列）の対応する残基（複
数可）へ変異する。さらに、本発明の抗体は、フレームワークおよび／またはＣＤＲ領域
内に２つ以上の生殖系列変異の任意の組み合わせを含有してもよく、例えば、ある特定の
個々の残基は、特定の生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに対し、元の生殖系列配
列とは異なるある特定の他の残基は、維持され、または異なる生殖系列配列の対応する残
基へ変異する。いったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含有する抗体および抗体
結合断片は、結合特異性の改善、結合親和性の増加、アンタゴニストまたはアゴニストの
生物学的特性の改善または増強（場合によって）、免疫原性の低下などの１つ以上の所望
の特性について容易に試験することができる。この一般的な様式で得られる抗体および抗
体結合断片は、本発明の範囲内に包含される。
【００５４】
　本発明はまた、１つ以上の保存的置換を有する本明細書に開示されるＨＣＶＲアミノ酸
配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲアミノ酸配列のいずれかの変異体を
含む、抗ＢＣＭＡまたは抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３抗体を含む。例えば、本発明は、本明細書
の表１および３に記載のＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／または
ＣＤＲアミノ酸配列のうちのいずれかに対して、例えば１０個以下、８個以下、６個以下
、または４個以下などの保存的アミノ酸置換を有するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲア
ミノ酸配列、および／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗ＢＣＭＡまたは抗ＢＣＭＡ×
抗ＣＤ３抗体、あるいはＷＯ２０１４／０４７２３１またはＷＯ２０１７／０５３８５６
（これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる）に開示される抗ＣＤ３抗体を含
む。
【００５５】
　「エピトープ」という用語は、パラトープとして既知の抗体分子の可変領域における特
異的抗原結合部位と相互作用する抗原決定基を指す。単一の抗原は２つ以上のエピトープ
を有してもよい。したがって、異なる抗体は、抗原上の異なる領域へ結合し得、異なる生
物学的効果を有し得る。エピトープは、立体配座または線状のいずれかであり得る。立体
配座エピトープは、直鎖状ポリペプチド鎖の異なるセグメントから空間的に並置されたア
ミノ酸によって産生される。直鎖状エピトープは、ポリペプチド鎖中の隣接するアミノ酸
残基によって産生されるものである。特定の状況において、エピトープは、抗原上の糖類
、ホスホリル基、またはスルホニル基の部分を含み得る。
【００５６】
　「実質的な同一性」または「実質的に同一である」という用語は、核酸またはその断片
を指す場合、別の核酸（またはその相補鎖）との適切なヌクレオチド挿入または欠失と最
適に整列した場合、以下に考察するように、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ、またはＧａｐなど
、配列同一性の任意の周知のアルゴリズムによって測定される場合に、ヌクレオチド塩基
の少なくとも約９５％、より好ましくは少なくとも約９６％、９７％、９８％、または９
９％のヌクレオチド配列同一性があることを示す。参照核酸分子と実質的な同一性を有す
る核酸分子は、特定の場合では、参照核酸分子によってコードされるポリペプチドと同じ
または実質的に類似のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードすることができる。
【００５７】
　ポリペプチドへ適用される場合、「実質的な類似性」または「実質的に類似の」という
用語は、２つのペプチド配列が、既定のギャップ重みを使用してプログラムＧＡＰまたは
ＢＥＳＴＦＩＴなどによって最適に整列した場合、少なくとも９５％の配列同一性、さら
により好ましくは少なくとも９８％または９９％の配列同一性を共有する。好ましくは、
同一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換だけ異なる。「保存的アミノ酸置換」とは
、アミノ酸残基が、類似の化学的特性（例えば、電荷または疎水性）を備えた側鎖（Ｒ基
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）を有する別のアミノ酸残基によって置換されたものである。概して、保存的アミノ酸置
換は、タンパク質の機能的特性を実質的に変化させないことになっている。２つ以上のア
ミノ酸配列が保存的置換だけ互いに異なる場合、配列同一性の割合または類似性の程度は
、置換の保存的性質を補正するために上向きに調整してもよい。この調整を行うための手
段は、当業者に周知である。例えば、参照により本明細書に組み込まれるＰｅａｒｓｏｎ
（１９９４）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４：３０７－３３１を参照されたい
。類似の化学的特性を備えた側鎖を有するアミノ酸の基の例としては、（１）脂肪族側鎖
：グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン、（２）脂肪族－ヒドロキ
シル側鎖：セリンおよびトレオニン、（３）アミド含有側鎖：アスパラギンおよびグルタ
ミン、（４）芳香族側鎖：フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン、（５）
塩基性側鎖：リジン、アルギニン、およびヒスチジン、（６）酸性側鎖：アスパラギン酸
およびグルタミン酸、ならびに（７）含硫側鎖：システインおよびメチオニンが挙げられ
る。好ましい保存的アミノ酸置換基は、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラ
ニン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バリン、グルタミン酸－アスパラギン
酸、およびアスパラギン－グルタミンである。あるいは、保存的置換とは、参照により本
明細書に組み込まれるＧｏｎｎｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６
：１４４３－１４４５に開示されるＰＡＭ２５０対数尤度行列において正値を有する任意
の変化である。「適度に保存的な」置換とは、ＰＡＭ２５０対数尤度マトリックスにおい
て負以外の値を有する任意の変化である。
【００５８】
　ポリペプチドに対する配列類似性は、配列同一性とも呼ばれ、典型的には配列分析ソフ
トウェアを使用して測定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を
含む種々の置換、欠失および他の修飾へ割り当てられた類似の測定値を使用して類似の配
列と一致させる。例えば、ＧＣＧソフトウェアは、異なる種の生物由来の相同ポリペプチ
ドのような密接に関連するポリペプチド間の、または野生型タンパク質とその変異タンパ
ク質の間の配列相同性または配列同一性を決定するための既定パラメータと共に使用する
ことができるＧａｐおよびＢｅｓｔｆｉｔなどのプログラムを含有する。例えば、ＧＣＧ
第６．１版を参照されたい。ポリペプチド配列は、ＧＣＧ第６．１版におけるプログラム
である、既定パラメータまたは推奨パラメータを備えたＦＡＳＴＡを使用して比較するこ
ともできる。ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ３）は、問い合わせ配
列と検索配列の間の最良重複の領域の整列およびパーセント配列同一性を提供する（Ｐｅ
ａｒｓｏｎ（２０００）上記）。本発明の配列を、異なる生物由来の多数の配列を含有す
るデータベースと比較する場合の別の好ましいアルゴリズムは、既定パラメータを使用す
るコンピュータプログラムＢＬＡＳＴ、特にＢＬＡＳＴＰまたはＴＢＬＡＳＴＮである。
例えば、各々、参照により本明細書に組み込まれる、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－４０２
を参照されたい。
【００５９】
生殖系列変異
　本明細書に開示する抗ＣＤ３抗体は、対応する生殖系列配列と比較して、重鎖可変ドメ
インのフレームワーク領域および／またはＣＤＲ領域に１つ以上のアミノ酸置換、挿入お
よび／または欠失を含む。
【００６０】
　本発明はまた、本明細書に開示するアミノ酸配列のいずれかに由来する抗体およびその
抗原結合断片を含み、１つ以上のフレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内の１つ以上
のアミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または別のヒ
ト生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または対応する生殖系列残基（複数可）の
保存的アミノ酸置換へ変異し（このような配列変化はまとめて、「生殖系列変異」と本明
細書で呼ばれる）、ＣＤ３抗原への検出可能な結合が弱いまたはない。
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【００６１】
　さらに、本発明の抗体は、フレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内に２つ以上の生
殖系列変異の任意の組み合わせを含有してもよく、例えば、ある特定の個々の残基は、特
定の生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに対し、元の生殖系列配列とは異なるある
特定の他の残基は、維持され、または異なる生殖系列配列の対応する残基へ変異する。い
ったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含む抗体および抗体結合断片を、結合特異
性の向上、結合親和性の弱さまたは低下、薬物動態学的特性の向上または増強、免疫原性
の低下などの１つ以上の所望の特性に関して試験することができる。本開示の指針を考慮
してこの一般的な様式で得られた抗体および抗原結合断片は、本発明の範囲内に包含され
る。
【００６２】
　本発明はまた、本明細書に開示されるＨＣＶＲおよび／またはＣＤＲアミノ酸配列のい
ずれかと実質的に同一であるＨＣＶＲおよび／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗原結
合ドメインを含む抗原結合分子を含むが、ＣＤ３抗原への所望の弱い親和性を維持または
改善する。アミノ酸配列意味する場合、「実質的な同一性」または「実質的に同一の」と
いう用語は、２つのアミノ酸配列が、既定のギャップ重みを使用してプログラムＧＡＰま
たはＢＥＳＴＦＩＴなどによって最適に整列した場合、少なくとも９５％の配列同一性、
さらにより好ましくは少なくとも９８％、または９９％の配列同一性を共有する。好まし
くは、同一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換だけ異なる。２つ以上のアミノ酸配
列が保存的置換だけ互いに異なる場合、配列同一性の割合または類似性の程度は、置換の
保存的性質を補正するために上向きに調整してもよい。この調整を行うための手段は、当
業者に周知である。例えば、Ｐｅａｒｓｏｎ（１９９４）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．２４：３０７－３３１を参照されたい。
【００６３】
　ポリペプチドに対する配列類似性は、配列同一性とも呼ばれ、典型的には配列分析ソフ
トウェアを使用して測定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を
含む種々の置換、欠失および他の修飾へ割り当てられた類似の測定値を使用して類似の配
列と一致させる。例えば、ＧＣＧソフトウェアは、異なる種の生物由来の相同ポリペプチ
ドのような密接に関連するポリペプチド間の、または野生型タンパク質とその変異タンパ
ク質の間の配列相同性または配列同一性を決定するための既定パラメータと共に使用する
ことができるＧａｐおよびＢｅｓｔｆｉｔなどのプログラムを含有する。例えば、ＧＣＧ
第６．１版を参照されたい。ポリペプチド配列は、ＧＣＧ第６．１版におけるプログラム
である、既定パラメータまたは推奨パラメータを備えたＦＡＳＴＡを使用して比較するこ
ともできる。ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ３）は、問い合わせ配
列と検索配列の間の最良重複の領域の整列およびパーセント配列同一性を提供する（Ｐｅ
ａｒｓｏｎ（２０００）上記）。本発明の配列を、異なる生物由来の多数の配列を含有す
るデータベースと比較する場合の別の好ましいアルゴリズムは、既定パラメータを使用す
るコンピュータプログラムＢＬＡＳＴ、特にＢＬＡＳＴＰまたはＴＢＬＡＳＴＮである。
例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：
４０３－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－４０２を参照されたい。
【００６４】
抗体の結合特性
　本明細書で使用される場合、抗体、免疫グロブリン、抗体結合断片、またはＦｃ含有タ
ンパク質のいずれかが、例えば、細胞表面タンパク質またはその断片などの所定の抗原へ
結合する文脈における用語「結合」は、典型的には、最低２つの実体または抗体－抗原相
互作用などの分子構造間の相互作用または会合を指す。
【００６５】
　例えば、結合親和性は、リガンドとして抗原を、分析物（または抗リガンド）として抗
体、Ｉｇ、抗体結合断片、またはＦｃ含有タンパク質を使用して、例えば、ＢＩＡｃｏｒ
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ｅ　３０００機器における表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術により決定される場合、典
型的には約１０－７Ｍ以下、例えば約１０－８Ｍ以下、例えば約１０－９Ｍ以下のＫＤ値
に対応する。蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）結合アッセイなどの細胞ベースの結合戦略
もまた、日常的に使用されており、ＦＡＣＳデータは、放射性リガンド競合結合およびＳ
ＰＲなどの他の方法とよく相関する（Ｂｅｎｅｄｉｃｔ，ＣＡ，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ．１９９７，２０１（２）：２２３－３１、Ｇｅｕｉｊｅｎ，ＣＡ，ｅｔ　
ａｌ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００５，３０２（１－２）：６８－７７
）。
【００６６】
　したがって、本発明の抗体または抗原結合タンパク質は、非特異的抗原（例：ＢＳＡ、
カゼイン）へ結合するその親和性よりも少なくとも１０倍低いＫＤ値に対応する親和性を
有する所定の抗原または細胞表面分子に結合する。本発明によると、非特異的抗原よりも
１０倍以下の低いＫＤ値に対応する抗体の親和性は、検出不可能な結合と見なすことがで
きるが、そのような抗体は、本発明の二重特異性抗体を産生するための第２の抗原結合ア
ームと対をなすことができる。
【００６７】
　「ＫＤ」（Ｍ）という用語は、特定の抗体－抗原相互作用の解離平衡定数、または抗原
に結合する抗体もしくは抗体結合断片の解離平衡定数を指す。ＫＤと結合親和性との間に
は逆の関係があり、したがって、ＫＤ値が小さいほど、親和性は高い、すなわちより強い
。したがって、「より高い親和性」または「より強い親和性」という用語は、相互作用を
形成するより高い能力、つまりより小さいＫＤ値に関し、逆に「より低い親和性」または
「より弱い親和性」という用語は、相互作用を形成するより低い能力、つまりより大きな
ＫＤ値に関する。状況によっては、他の相互作用パートナー分子（例えば抗原Ｙ）に対す
る分子（例えば抗体）の結合親和性と比較して、その相互作用パートナー分子（例えば抗
原Ｘ）に対する特定の分子（例えば抗体）のより高い結合親和性（またはＫＤ）は、より
大きなＫＤ値（より低い、またはより弱い、親和性）をより小さなＫＤ（より高い、また
はより強い、親和性）で割ることによって決定される結合比として表され、例えば、場合
によって５倍または１０倍高い結合親和性として表される。
【００６８】
　「ｋｄ」（ｓｅｃ－１または１／ｓ）という用語は、特定の抗体－抗原相互作用の解離
速度定数、または抗体もしくは抗体結合断片の解離速度定数を指す。その値はｋｏｆｆ値
とも呼ばれる。
【００６９】
　「ｋａ」（Ｍ－１×ｓｅｃ－１または１／Ｍ）という用語は、特定の抗体－抗原相互作
用の会合速度定数、または抗体もしくは抗体結合断片の会合速度定数を指す。
【００７０】
　「ＫＡ」（Ｍ－１または１／Ｍ）という用語は、特定の抗体－抗原相互作用の会合平衡
定数、または抗体もしくは抗体結合断片の会合平衡定数を指す。会合平衡定数は、ｋａを
ｋｄで割ることによって得られる。
【００７１】
　「ＥＣ５０」または「ＥＣ５０」という用語は、最大半量の有効濃度を指し、特定の曝
露時間後にベースラインと最大値との間の中間で応答を誘導する抗体の濃度を含む。ＥＣ

５０は本質的に、その最大効果の５０％が観察される抗体の濃度を表す。ある特定の実施
形態において、ＥＣ５０値は、例えばＦＡＣＳ結合アッセイによって決定された場合に、
ＣＤ３または腫瘍関連抗原（例えばＢＣＭＡ）を発現する細胞に最大半量の結合を与える
本発明の抗体の濃度に等しい。したがって、低下したまたは弱い結合は、ＥＣ５０の増加
、または最大半量の有効濃度値で観察される。
【００７２】
　一実施形態において、結合の低下は、最大半量の標的細胞への結合を可能にするＥＣ５

０抗体濃度の増加として定義することができる。
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【００７３】
　別の実施形態において、ＥＣ５０値は、Ｔ細胞の細胞毒性活性による標的細胞の最大半
量の枯渇を誘発する本発明の抗体の濃度を表す。したがって、細胞毒性活性の増加（例え
ば、Ｔ細胞媒介性腫瘍細胞死滅）は、ＥＣ５０の低下、または最大有効濃度値の半分で観
察される。
【００７４】
二重特異性抗原結合分子
　本発明の抗体は、単一特異性、二重特異性または多重特異性であり得る。多重特異性抗
体は、１つの標的ポリペプチドの異なるエピトープに特異的であり得るか、または２つ以
上の標的ポリペプチドに特異的な抗原結合ドメインを含有し得る。例えば、Ｔｕｔｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９、Ｋｕｆｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，２００４，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：２３８－２４４を参照
されたい。本発明の抗ＢＣＭＡ単一特異性抗体または抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗
体は、別の機能性分子、例えば、別のペプチドまたはタンパク質に連結するか、またはそ
れと同時発現させることができる。例えば、抗体またはその断片は、別の抗体または抗体
断片などの１つ以上の他の分子実体に（例えば、化学結合、遺伝的融合、非共有結合性会
合などにより）機能的に連結されて、第２のまたは追加の結合特異性を有する二重特異性
または多重特異性抗体を生成することができる。
【００７５】
　本明細書の「抗ＣＤ３抗体」または「抗ＢＣＭＡ抗体」という表現の使用は、単一特異
性の抗ＣＤ３抗体または抗ＢＣＭＡ抗体、ならびにＣＤ３結合アームおよびＢＣＭＡ結合
アームを含む二重特異性抗体の両方を含むことを意図する。したがって、本発明は、免疫
グロブリンの一方のアームがヒトＣＤ３に結合し、免疫グロブリンの他方のアームがヒト
ＢＣＭＡに特異的である二重特異性抗体を含む。ＣＤ３結合アームは、本明細書の表３に
記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤＲアミノ酸配列のうちのいずれか、あるいはＷＯ２
０１４／０４７２３１またはＷＯ２０１７／０５３８５６に開示される抗ＣＤ３抗体を含
み得る。
【００７６】
　ある特定の実施形態において、ＣＤ３結合アームは、ヒトＣＤ３に結合し、ヒトＴ細胞
活性化を誘導する。ある特定の実施形態において、ＣＤ３結合アームは、ヒトＣＤ３に弱
く結合し、ヒトＴ細胞活性化を誘導する。他の実施形態において、ＣＤ３結合アームは、
ヒトＣＤ３に弱く結合し、二重特異性抗体または多重特異性抗体との関連で腫瘍関連抗原
発現細胞死滅を誘導する。他の実施形態において、ＣＤ３結合アームは、ヒトおよびカニ
クイザル（サル）ＣＤ３と弱く結合または会合するが、それでも結合相互作用は当技術分
野で既知のインビトロアッセイでは検出できない。ＢＣＭＡ結合アームは、本明細書の表
１に記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤＲアミノ酸配列のうちのいずれかを含み得る。
【００７７】
　ある特定の例示的な実施形態によると、本発明は、ＣＤ３およびＢＣＭＡに特異的に結
合する二重特異性抗原結合分子を含む。そのような分子は、本明細書において、例えば、
「抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３」または「抗ＣＤ３／抗ＢＣＭＡ」、または「抗ＣＤ３×ＢＣＭ
Ａ」または「ＣＤ３×ＢＣＭＡ」二重特異性分子、または他の同様の用語（例えば、抗Ｂ
ＣＭＡ／抗ＣＤ３）と称することができる。
【００７８】
　本明細書で使用される「ＢＣＭＡ」という用語は、非ヒト種（例えば、「マウスＢＣＭ
Ａ」、「サルＢＣＭＡ」など）に由来するものとして指定されない限り、ヒトＢＣＭＡタ
ンパク質を指す。ヒトＢＣＭＡタンパク質は、配列番号１１５に示されるアミノ酸配列を
有する。
【００７９】
　ＣＤ３およびＢＣＭＡに特異的に結合する前述の二重特異性抗原結合分子は、インビト
ロ親和性結合アッセイで測定した場合に、約４０ｎＭ超のＫＤを示す弱い結合親和性を有
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するＣＤ３に結合する、抗ＣＤ３抗原結合分子を含むことができる。
【００８０】
　本明細書で使用される場合、「抗原結合分子」という表現は、単独で、または特定の抗
原に特異的に結合する、１つ以上のさらなるＣＤＲおよび／またはフレームワーク領域（
ＦＲ）と組み合わせて少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むまたはそれから
なるタンパク質、ポリペプチド、または分子複合体を意味する。ある特定の実施形態にお
いて、抗原結合分子は、それらの用語が本明細書の他所で定義されているように、抗体ま
たは抗体の断片である。
【００８１】
　本明細書で使用される場合、「二重特異性抗原結合分子」という表現は、少なくとも第
１の抗原結合ドメインおよび第２の抗原結合ドメインを含むタンパク質、ポリペプチド、
または分子複合体を意味する。二重特異性抗原結合分子内の各抗原結合ドメインは、単独
で、または１つ以上の追加のＣＤＲおよび／またはＦＲと組み合わせて、特定の抗原に特
異的に結合する少なくとも１つのＣＤＲを含む。本発明の文脈において、第１の抗原結合
ドメインは、第１の抗原（例えばＢＣＭＡ）に特異的に結合し、第２の抗原結合ドメイン
は、第２の異なる抗原（例えばＣＤ３）に特異的に結合する。
【００８２】
　本発明のある特定の例示的実施形態において、二重特異性抗原結合分子は、二重特異性
抗体である。二重特異性抗体の各抗原結合ドメインは、重鎖可変ドメイン（ＨＣＶＲ）お
よび軽鎖可変ドメイン（ＬＣＶＲ）を含む。第１および第２の抗原結合ドメインを含む二
重特異性抗原結合分子（例えば、二重特異性抗体）の文脈において、第１の抗原結合ドメ
インのＣＤＲは、接頭辞「Ｄ１」を付けて指定され、第２の抗原結合ドメインのＣＤＲは
、接頭辞「Ｄ２」を付けて指定され得る。したがって、第１の抗原結合ドメインのＣＤＲ
は、本明細書においてＤ１－ＨＣＤＲ１、Ｄ１－ＨＣＤＲ２、およびＤ１－ＨＣＤＲ３と
称されてもよく、第２の抗原結合ドメインのＣＤＲは、本明細書においてＤ２－ＨＣＤＲ
１、Ｄ２－ＨＣＤＲ２、およびＤ２－ＨＣＤＲ３と称されてもよい。
【００８３】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）
配列番号６６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）内に含まれる３つの重鎖相
補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３）と、（ｂ）配列番号８２の
アミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つの軽鎖相補性決定領域（
ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、第１の抗原結合ドメインを含
む。場合によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、配列番号６８のアミノ酸配
列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号７０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２と、配列番号７２
のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む。場合によっては、単離された二重特異性抗
原結合分子は、配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号８６のアミノ
酸配列を含むＬＣＤＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３と、を含む。
場合によっては、第１の抗原結合ドメインは、配列番号６６のアミノ酸配列を含むＨＣＶ
Ｒと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む。
【００８４】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）
配列番号９０または配列番号９８のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）内に含
まれる３つの重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤＲ３）と、（
ｂ）配列番号８２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）内に含まれる３つの軽
鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）と、を含む、第２の抗
原結合ドメインを含む。場合によっては、第２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９
２または配列番号１００のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、（ｂ）配列番号９４または
配列番号１０２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２と、（ｃ）配列番号９６または配列番号
１０４のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３と、を含む。場合によっては、第２の抗原結合ド
メインは、配列番号８４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号８６のアミノ酸配
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列を含むＬＣＤＲ２と、配列番号８８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３と、を含む。場合
によっては、第２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配
列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８
６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメイン
と、または（ｂ）配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣ
ＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列
をそれぞれ含む、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む。場合によっ
ては、第２の抗原結合ドメインは、（ａ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと
、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、または（ｂ）配列番号９８のアミノ酸
配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む。
【００８５】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）
配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、Ｈ
ＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤ
Ｒ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）
配列番号９２、９４、９６のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、Ｈ
ＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤ
Ｒ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む
。場合によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号６６のアミノ
酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第１
の抗原結合ドメインと、（ｂ）配列番号９０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号
８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含む。
【００８６】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）
配列番号６８、７０、７２のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、Ｈ
ＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＬＣＤ
Ｒ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）
配列番号１００、１０２、１０４のアミノ酸配列をそれぞれ含む、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ
２、ＨＣＤＲ３ドメインと、配列番号８４、８６、８８のアミノ酸配列をそれぞれ含む、
ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３ドメインと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、
を含む。場合によっては、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）配列番号６６の
アミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む
、第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）配列番号９８のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲと、配
列番号８２のアミノ酸配列を含むＬＣＶＲと、を含む、第２の抗原結合ドメインと、を含
む。
【００８７】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、（ａ）
ヒトＢＣＭＡに特異的に結合し、かつ配列番号２、１８、３４、５０、６６、１２２、お
よび１２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＶＲのＣＤＲと、配列番号
１０、２６、４２、５８、７４、８２、１２３、および１２５からなる群から選択される
アミノ酸配列を含むＬＣＶＲのＣＤＲと、を含む、第１の抗原結合ドメインと、（ｂ）ヒ
トＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含む。場合によっては、第１
の抗原結合ドメインは、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、５０／５８、６６
／７４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１８／８２、３４／８２、５０／
８２、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２からなる群から選択されるＨＣＶ
Ｒ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対からのＣＤＲを含む。場合によっては、第１の抗原結合ドメ
インは、それぞれ、配列番号４－６－８－１２－１４－１６、２０－２２－２４－２８－
３０－３２、３６－３８－４０－４４－４６－４８、５２－５４－５６－６０－６２－６
４、６８－７０－７２－７６－７８－８０、４－６－８－８４－８６－８８、２０－２２
－２４－８４－８６－８８、３６－３８－４０－８４－８６－８８、５２－５４－５６－
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８４－８６－８８、および６８－７０－７２－８４－８６－８８からなる群から選択され
るＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３ドメイン
を含む。場合によっては、第１の抗原結合ドメインは、配列番号２／１０、１８／２６、
３４／４２、５０／５８、６６／７４、１２２／１２３、１２４／１２５、２／８２、１
８／８２、３４／８２、５０／８２、６６／８２、１２２／８２、および１２４／８２か
らなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む。場合によっては、第
２の抗原結合ドメインは、配列番号９０／８２および９８／８２からなる群から選択され
るＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対のＣＤＲを含む。
【００８８】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、ＢＣＭ
Ａへの結合を競合する、または参照抗体としてＢＣＭＡ上の同じエピトープに結合し、参
照抗体は、配列番号６６／８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第１の
抗原結合ドメインと、配列番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのアミノ
酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む。
【００８９】
　ある特定の例示的な実施形態において、単離された二重特異性抗原結合分子は、ヒトＣ
Ｄ３への結合を競合する、または参照抗体としてヒトＣＤ３上の同じエピトープに結合し
、参照抗体は、配列番号６６／８２のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第
１の抗原結合ドメインと、配列番号９０／８２または配列番号９８／８２のいずれかのア
ミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対を含む第２の抗原結合ドメインと、を含む。
【００９０】
　上記または本明細書で論じられる二重特異性抗原結合分子は、二重特異性抗体であり得
る。場合によっては、二重特異性抗体は、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域を含む。場合によって
は、ヒトＩｇＧ重鎖定常領域は、アイソタイプＩｇＧ１である。場合によっては、ヒトＩ
ｇＧ重鎖定常領域は、アイソタイプＩｇＧ４である。様々な実施形態において、二重特異
性抗体は、同じアイソタイプの野生型ヒンジと比較して、Ｆｃγ受容体結合を減少させる
キメラヒンジを含む。
【００９１】
　第１の抗原結合ドメインおよび第２の抗原結合ドメインは、互いに直接的または間接的
に結合して、本発明の二重特異性抗原結合分子を形成し得る。あるいは、第１の抗原結合
ドメインおよび第２の抗原結合ドメインは、それぞれ別々の多量体化ドメインに連結され
ていてもよい。１つの多量体化ドメインと別の多量体化ドメインとの会合は、２つの抗原
結合ドメイン間の会合を促進し、それによって二重特異性抗原結合分子を形成する。本明
細書で使用される場合、「多量体化ドメイン」は、同一または類似の構造または構成の第
２の多量体化ドメインと会合する能力を有する任意の高分子、タンパク質、ポリペプチド
、ペプチド、またはアミノ酸である。例えば、多量体化ドメインは、免疫グロブリンＣＨ

３ドメインを含むポリペプチドであってもよい。多量体化成分の非限定的な例は、免疫グ
ロブリンのＦｃ部分（ＣＨ２－ＣＨ３ドメインを含む）、例えばアイソタイプＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４から選択されるＩｇＧのＦｃドメイン、ならびに各
アイソタイプ群内のアロタイプである。
【００９２】
　本発明の二重特異性抗原結合分子は、典型的には２つの多量体化ドメイン、例えば、そ
れぞれ別々の抗体重鎖の一部である２つのＦｃドメインを含む。第１および第２の多量体
化ドメインは、例えば、ＩｇＧ１／ＩｇＧ１、ＩｇＧ２／ＩｇＧ２、ＩｇＧ４／ＩｇＧ４
などの同じＩｇＧアイソタイプであり得る。あるいは、第１および第２の多量体化ドメイ
ンは、例えば、ＩｇＧ１／ＩｇＧ２、ＩｇＧ１／ＩｇＧ４、ＩｇＧ２／ＩｇＧ４などの異
なるＩｇＧアイソタイプのものであり得る。
【００９３】
　ある特定の実施形態において、多量体化ドメインは、Ｆｃ断片または少なくとも１つの
システイン残基を含有する長さが１～約２００アミノ酸のアミノ酸配列である。他の実施
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形態において、多量体化ドメインはシステイン残基、または短いシステイン含有ペプチド
である。他の多量体化ドメインには、ロイシンジッパー、ヘリックスループヘリックス、
またはコイルドコイルモチーフを含むかまたはそれらからなるペプチドまたはポリペプチ
ドが含まれる。
【００９４】
　任意の二重特異性抗体フォーマットまたは技術を使用して、本発明の二重特異性抗原結
合分子を作製することができる。例えば、第１の抗原結合特異性を有する抗体またはその
断片は、第２の抗原結合性を有する他の抗体または抗体断片などの１つ以上の他の分子実
体に（例えば、化学結合、遺伝的融合、非共有結合などにより）機能的に連結されて、二
重特異性抗原結合分子を生成することができる。本発明の文脈において使用できる特定の
例示的な二重特異性フォーマットには、例えば、ｓｃＦｖ系フォーマットまたはダイアボ
ディ二重特異性フォーマット、ＩｇＧ－ｓｃＦｖ融合、二重可変ドメイン（ＤＶＤ）－Ｉ
ｇ、Ｑｕａｄｒｏｍａ、ノブズ－イントゥ－ホールズ（ｋｎｏｂｓ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅ
ｓ）、共通の軽鎖（例えば、ノブズ－イントゥ－ホールズを備えた共通の軽鎖など）、Ｃ
ｒｏｓｓＭａｂ、ＣｒｏｓｓＦａｂ、（ＳＥＥＤ）ボディ、ロイシンジッパー、Ｄｕｏｂ
ｏｄｙ、ＩｇＧ１／ＩｇＧ２、二重作用型Ｆａｂ（ＤＡＦ）－ＩｇＧ、およびＭａｂ２二
重特異性フォーマットが含まれるが、これらに限定されない（上述のフォーマットの総説
については、例えば、Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２０１２，ｍＡｂｓ　４：６，１－１１
、およびそこに引用されている参考文献を参照されたい）。
【００９５】
　本発明の二重特異性抗原結合分子との関連で、多量体化ドメイン、例えば、Ｆｃドメイ
ンは、野生型の、天然に存在するＦｃドメインと比較して、１つ以上のアミノ酸変化（例
えば、挿入、欠失、または置換）を含んでもよい。例えば、本発明は、ＦｃとＦｃＲｎと
の間の修飾された結合相互作用（例えば、増強または減少）を有する改変Ｆｃドメインを
もたらす、Ｆｃドメイン中の１つ以上の修飾を含む二重特異性抗原結合分子を含む。一実
施形態において、二重特異性抗原結合分子は、ＣＨ２またはＣＨ３領域に修飾を含み、こ
の修飾は酸性環境（例えば、ｐＨ範囲約５．５～約６．０のエンドソーム内）において、
ＦｃＲｎに対するＦｃドメインの親和性を高める。そのようなＦｃ修飾の非限定的な例に
は、例えば、２５０位（例えば、ＥまたはＱ）、２５０位および４２８位（例えば、Ｌま
たはＦ）、２５２位（例えば、Ｌ／Ｙ／Ｆ／ＷまたはＴ）、２５４位（例えば、Ｓまたは
Ｔ）、および２５６位（例えば、Ｓ／Ｒ／Ｑ／Ｅ／ＤまたはＴ）での修飾、あるいは４２
８位および／または４３３位（例えば、Ｌ／Ｒ／Ｓ／Ｐ／ＱまたはＫ）および／または４
３４位（例えば、Ｈ／ＦまたはＹ）での修飾、あるいは２５０位および／または４２８位
の修飾、あるいは３０７位もしくは３０８位（例えば、３０８Ｆ、Ｖ３０８Ｆ）、ならび
に４３４位での修飾が含まれる。一実施形態において、修飾は４２８Ｌ（例えば、Ｍ４２
８Ｌ）および４３４Ｓ（例えば、Ｎ４３４Ｓ）の修飾、４２８Ｌ、２５９Ｉ（例えば、Ｖ
２５９Ｉ）、および３０８Ｆ（例えば、Ｖ３０８Ｆ）の修飾、４３３Ｋ（例えば、Ｈ４３
３Ｋ）および４３４（例えば、４３４Ｙ）の修飾、２５２、２５４、および２５６（例え
ば、２５２Ｙ、２５４Ｔ、および２５６Ｅ）の修飾、２５０Ｑおよび４２８Ｌの修飾（例
えば、Ｔ２５０ＱおよびＭ４２８Ｌ）、３０７および／または３０８の修飾（例えば、３
０８Ｆまたは３０８Ｐ）を含む。
【００９６】
　本発明はまた、第１のＣＨ３ドメインおよび第２のＩｇＣＨ３ドメインを含む二重特異
性抗原結合分子を含み、第１および第２のＩｇＣＨ３ドメインは、少なくとも１つのアミ
ノ酸ほど互いに異なっており、少なくとも１つのアミノ酸の相違は、アミノ酸の相違を欠
失する二重特異性抗体と比較して、プロテインＡへの二重特異性抗体の結合を低減させる
。一実施形態において、第１のＩｇＣＨ３ドメインはプロテインＡを結合し、第２のＩｇ
ＣＨ３ドメインはＨ９５Ｒ修飾（ＩＭＧＴエクソン番号付けによる、ＥＵ番号付けではＨ
４３５Ｒ）などのプロテインＡ結合を低減または消失させる変異を含有する。第２のＣＨ

３は、Ｙ９６Ｆ修飾（ＩＭＧＴによるものであり、ＥＵではＹ４３６Ｆ）をさらに含み得



(27) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

40

50

る。例えば、米国特許第８，５８６，７１３号を参照されたい。第２のＣＨ３内に認めら
れ得るさらなる修飾には、ＩｇＧ１抗体の場合、Ｄ１６Ｅ、Ｌ１８Ｍ、Ｎ４４Ｓ、Ｋ５２
Ｎ、Ｖ５７Ｍ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴによるものであり、ＥＵによるＤ３５６Ｅ、Ｌ
３５８Ｍ、Ｎ３８４Ｓ、Ｋ３９２Ｎ、Ｖ３９７Ｍ、およびＶ４２２Ｉ）、ＩｇＧ２抗体の
場合、Ｎ４４Ｓ、Ｋ５２Ｎ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴであって、ＥＵによるＮ３８４Ｓ
、Ｋ３９２Ｎ、およびＶ４２２Ｉ）、ならびにＩｇＧ４抗体の場合、Ｑ１５Ｒ、Ｎ４４Ｓ
、Ｋ５２Ｎ、Ｖ５７Ｍ、Ｒ６９Ｋ、Ｅ７９Ｑ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴによるものであ
り、ＥＵによるＱ３５５Ｒ、Ｎ３８４Ｓ、Ｋ３９２Ｎ、Ｖ３９７Ｍ、Ｒ４０９Ｋ、Ｅ４１
９Ｑ、およびＶ４２２Ｉ）が含まれる。
【００９７】
　ある特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、２つ以上の免疫グロブリンアイソタイ
プに由来するＦｃ配列を組み合わせたキメラであり得る。例えば、キメラＦｃドメインは
、ヒトＩｇＧ１、ヒトＩｇＧ２、またはヒトＩｇＧ４のＣＨ２領域に由来するＣＨ２配列
の一部または全部、およびヒトＩｇＧ１、ヒトＩｇＧ２、またはヒトＩｇＧ４に由来する
ＣＨ３配列の一部または全部を含むことができる。キメラＦｃドメインはまた、キメラヒ
ンジ領域を含み得る。例えば、キメラヒンジは、ヒトＩｇＧ１ヒンジ領域、ヒトＩｇＧ２
ヒンジ領域、またはヒトＩｇＧ４ヒンジ領域に由来する「下部ヒンジ」配列と組み合わせ
た、ヒトＩｇＧ１ヒンジ領域、ヒトＩｇＧ２ヒンジ領域、またはヒトＩｇＧ４ヒンジ領域
に由来する「上部ヒンジ」配列を含むことができる。本明細書に記載の抗原結合分子のい
ずれかに含まれ得るキメラＦｃドメインの特定の例は、Ｎ末端からＣ末端に、［ＩｇＧ４
ＣＨ１］－［ＩｇＧ４上方ヒンジ］－［ＩｇＧ２下方ヒンジ］－［ＩｇＧ４ＣＨ２］－［
ＩｇＧ４ＣＨ３］を含む。本明細書に記載の抗原結合分子のいずれかに含まれ得るキメラ
Ｆｃドメインの別の例は、Ｎ末端からＣ末端に、［ＩｇＧ１ＣＨ１］－［ＩｇＧ１上方ヒ
ンジ］－［ＩｇＧ２下方ヒンジ］－［ＩｇＧ４ＣＨ２］－［ＩｇＧ１ＣＨ３］を含む。本
発明の抗原結合分子のいずれかに含まれ得るキメラＦｃドメインのこれらおよび他の例は
、２０１４年８月２８日に公開された米国特許公開第２０１４／０２４３５０４号に記載
されており、その全体が本明細書に組み込まれる。これらの一般的な構造配置を有するキ
メラＦｃドメイン、およびその変異体は、Ｆｃ受容体結合を変えてしまうことができ、そ
のことがＦｃエフェクター機能に影響を及ぼす。
【００９８】
配列変異体
　本明細書の抗体および二重特異性抗原結合分子は、個々の抗原結合ドメインが由来した
対応する生殖系列配列と比較して、重鎖および軽鎖可変ドメインのフレームワークおよび
／またはＣＤＲ領域に１つ以上のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含み得る。こ
のような変異は、本明細書中に開示するアミノ酸配列を、例えば公共の抗体配列データベ
ースから入手可能な生殖系列配列と比較することによって容易に確認することができる。
本発明の抗原結合分子は、本明細書に開示する例示的なアミノ酸配列のいずれかに由来す
る抗原結合ドメインを含んでもよく、１つ以上のフレームワークおよび／またはＣＤＲ領
域内の１つ以上のアミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ
、または別のヒト生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または対応する生殖系列残
基（複数可）の保存的アミノ酸置換へ変異する（このような配列変化はまとめて、「生殖
系列変異」と本明細書で呼ばれる）。当業者は、本明細書に開示する重鎖可変領域配列お
よび軽鎖可変領域配列から出発して、１つ以上の個々の生殖系列変異またはこれらの組み
合わせを含む多数の抗体および抗体結合断片を容易に産生することができる。特定の実施
形態において、ＶＨドメインおよび／またはＶＬドメイン内のフレームワークおよび／ま
たはＣＤＲ残基はすべて、抗原結合ドメインが由来した元の生殖系列配列において認めら
れる残基へと戻り変異する。他の実施形態において、ある特定の残基のみが元の生殖系列
配列へと変異し戻され、例えば、変異した残基はＦＲ１の最初の８個のアミノ酸内に、も
しくは変異した残基はＦＲ４の最後の８個のアミノ酸内に認められ、または変異した残基
は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２もしくはＣＤＲ３内にのみ認められる。他の実施形態において、
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フレームワークおよび／またはＣＤＲ残基（複数可）の１つ以上は、異なる生殖系列配列
（すなわち、抗原結合ドメインが本来由来した生殖系列配列とは異なる生殖系列配列）の
対応する残基（複数可）へ変異する。さらに、抗原結合ドメインは、フレームワークおよ
び／またはＣＤＲ領域内に２つ以上の生殖系列変異のいずれかの組み合わせを含有しても
よく、例えば、特定の個々の残基は、特定の生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに
対し、元の生殖系列配列とは異なるある特定の他の残基は維持され、または異なる生殖系
列配列の対応する残基へ変異する。いったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含有
する抗原結合ドメインは、結合特異性の改善、結合親和性の増大、アンタゴニストまたは
アゴニストの生物学的特性の改善または増強（場合によって）、免疫原性の低下などの１
つ以上の所望の特性について容易に試験することができる。この一般的な様式で得られた
１つ以上の抗原結合ドメインを含む二重特異性抗原結合分子は、本発明の範囲内に包含さ
れる。
【００９９】
ｐＨ依存的結合
　本発明は、ｐＨ依存性の結合特性を有する、抗ＢＣＭＡ抗体、および抗ＢＣＭＡ×抗Ｃ
Ｄ３二重特異性抗原結合分子を含む。例えば、本発明の抗ＢＣＭＡ抗体は、中性ｐＨと比
較して、酸性ｐＨでＢＣＭＡへの結合の低下を示し得る。あるいは、本発明の抗ＢＣＭＡ
抗体は、中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨでＢＣＭＡへの増強された結合を示し得る。「酸
性ｐＨ」という表現は、約６．２未満、例えば、約６．０、５．９５、５、９、５．８５
、５．８、５．７５、５．７、５．６５、５．６、５．５５、５．５、５．４５、５．４
、５．３５、５．３、５．２５、５．２、５．１５、５．１、５．０５、５．０以下のｐ
Ｈ値を含む。本明細書で使用される場合、「中性ｐＨ」という表現は、約７．０～約７．
４のｐＨを意味する。「中性ｐＨ」という表現は、約７．０、７．０５、７．１、７．１
５、７．２、７．２５、７．３、７．３５、および７．４のｐＨ値を含む。
【０１００】
　場合によっては、「中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨで．．．結合の低下」は、中性ｐＨ
でその抗原に結合する抗体のＫＤ値に対する酸性ｐＨでその抗原に結合する抗体のＫＤ値
の比に関して、表される（またはその逆）。例えば、抗体またはその抗原結合断片が、約
３．０以上の酸性／中性ＫＤ比を示す場合、本発明の目的のために、抗体またはその抗原
結合断片は、「中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨではＢＣＭＡへの結合の低下」を示すと見
なされ得る。ある特定の例示的な実施形態において、本発明の抗体または抗原結合の酸性
／中性ＫＤ比は、約３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５
、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０、１０．５、１１．０、
１１．５、１２．０、１２．５、１３．０、１３．５、１４．０、１４．５、１５．０、
２０．０、２５．０、３０．０、４０．０、５０．０、６０．０、７０．０、１００．０
、またはそれ以上であり得る。
【０１０１】
　ｐＨ依存性結合特性を有する抗体は、例えば、中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨで特定の
抗原への結合の低下（または増強）について抗体の集団をスクリーニングすることによっ
て得ることができる。さらに、アミノ酸レベルでの抗原結合ドメインの修飾は、ｐＨ依存
的特徴を有する抗体を産生し得る。例えば、抗原結合ドメイン（例えばＣＤＲ内）の１つ
以上のアミノ酸をヒスチジン残基で置換することにより、中性ｐＨに対して酸性ｐＨで抗
原結合が低下した抗体を得ることができる。
【０１０２】
Ｆｃ変異体を含む抗体
　本発明のある特定の実施形態によると、例えば、中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨで、Ｆ
ｃＲｎ受容体への抗体結合を増強または減少させる１つ以上の変異を含むＦｃドメインを
含む、抗ＢＣＭＡ抗体、および抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子が、提供さ
れる。例えば、本発明は、ＦｃドメインのＣＨ２またはＣＨ３領域に変異を含む抗体を含
み、変異（複数可）は、酸性環境においてＦｃＲｎに対するＦｃドメインの親和性を増加
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させる（例えば、ｐＨが約５．５～約６．０の範囲のエンドソームにおいて）。そのよう
な変異は、動物に投与したときに抗体の血清半減期の増加をもたらし得る。そのようなＦ
ｃ修飾の非限定的な例には、例えば、２５０位（例えば、ＥまたはＱ）、２５０位および
４２８位（例えば、ＬまたはＦ）、２５２位（例えば、Ｌ／Ｙ／Ｆ／ＷまたはＴ）、２５
４位（例えば、ＳまたはＴ）、および２５６位（例えば、Ｓ／Ｒ／Ｑ／Ｅ／ＤまたはＴ）
での修飾、または４２８位および／または４３３位（例えば、Ｈ／Ｌ／Ｒ／Ｓ／Ｐ／Ｑま
たはＫ）および／または４３４位（例えば、Ｈ／ＦまたはＹ）での修飾、あるいは２５０
位および／または４２８位の修飾、あるいは３０７位もしくは３０８位（例えば、３０８
Ｆ、Ｖ３０８Ｆ）、ならびに４３４位での修飾が含まれる。一実施形態において、修飾は
４２８Ｌ（例えば、Ｍ４２８Ｌ）および４３４Ｓ（例えば、Ｎ４３４Ｓ）の修飾、４２８
Ｌ、２５９Ｉ（例えば、Ｖ２５９Ｉ）、および３０８Ｆ（例えば、Ｖ３０８Ｆ）の修飾、
４３３Ｋ（例えば、Ｈ４３３Ｋ）および４３４（例えば、４３４Ｙ）の修飾、２５２、２
５４、および２５６（例えば、２５２Ｙ、２５４Ｔ、および２５６Ｅ）の修飾、２５０Ｑ
および４２８Ｌの修飾（例えば、Ｔ２５０ＱおよびＭ４２８Ｌ）、３０７および／または
３０８の修飾（例えば、３０８Ｆまたは３０８Ｐ）を含む。
【０１０３】
　例えば、本発明は、２５０Ｑおよび２４８Ｌ（例えば、Ｔ２５０ＱおよびＭ２４８Ｌ）
、２５２Ｙ、２５４Ｔおよび２５６Ｅ（例えば、Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４ＴおよびＴ２５６
Ｅ）、４２８Ｌおよび４３４Ｓ（例えば、Ｍ４２８ＬおよびＮ４３４Ｓ）、ならびに４３
３Ｋおよび４３４Ｆ（例えば、Ｈ４３３ＫおよびＮ４３４Ｆ）からなる群から選択される
、１つ以上の変異対または変異群を含むＦｃドメインを含む、抗ＢＣＭＡ抗体、および抗
ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を含む。前述のＦｃドメイン変異、および本
明細書に開示される抗体可変ドメイン内の他の変異のすべての可能な組み合わせが、本発
明の範囲内で熟慮される。
【０１０４】
抗体および二重特異性抗原結合分子の生物学的特性
　本発明は、高い親和性（例えば、ナノモル以下のＫＤ値）を有するヒトＢＣＭＡに結合
する抗体およびその抗原結合断片を含む。
【０１０５】
　ある特定の実施形態によると、本発明は、表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実
施例４で定義するアッセイフォーマットを使用して測定した場合に、約５ｎＭ未満のＫＤ

を有するヒトＢＣＭＡ（例えば２５℃で）に結合する抗体および抗体の抗原結合断片を含
む。ある特定の実施形態において、表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４で
定義するアッセイフォーマットを使用して、または実質的に類似のアッセイで測定した場
合に、本発明の抗体または抗原結合断片は、約２０ｎＭ未満、約１０ｎＭ未満、約８ｎＭ
未満、約７ｎＭ未満、約６ｎＭ未満、約５ｎＭ未満、約４ｎＭ未満、約３ｎＭ未満、約２
ｎＭ未満、約１ｎＭ未満、約８００ｐＭ未満、約７００ｐＭ未満、約５００ｐＭ未満、約
４００ｐＭ未満、約３００ｐＭ未満、約２００ｐＭ未満、約１００ｐＭ未満、約５０ｐＭ
未満、または約２５ｐＭ未満のＫＤを有するＢＣＭＡに結合する。本発明は、二重特異性
抗原結合分子（例えば、表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４で定義するア
ッセイフォーマットを使用して、または実質的に類似のアッセイで測定した場合に、約２
５ｐＭ未満のＫＤを有するヒトＢＣＭＡに結合し、約１７０ｐＭ未満のＫＤを有するサル
ＢＣＭＡに結合する二重特異性抗体を含む。
【０１０６】
　本発明はまた、２５℃での表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４に定義さ
れるアッセイフォーマットを使用して、または実質的に類似のアッセイで測定した場合に
、約１０分超または約１２５分超の解離半減期（ｔ１／２）を有するＢＣＭＡに結合する
抗体およびその抗原結合断片を含む。ある特定の実施形態において、２５℃での表面プラ
ズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４で定義するアッセイフォーマットを使用して、
または実質的に類似のアッセイで測定した場合に、本発明の抗体または抗原結合断片は、
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約３分超、約４分超、約１０分超、約２０分超、約３０分超、約４０分超、約５０分超、
約６０分超、約７０分超、約８０分超、約９０分超、約１００分超、約１１０分超、また
は約１２０分超のｔ１／２を有するＢＣＭＡに結合する。本発明は、二重特異性抗原結合
分子（例えば、２５℃の表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４において定義
されたアッセイフォーマットを使用して、または実質的に類似のアッセイで測定した場合
に、約１０分超でＢＣＭＡに結合する二重特異性抗体を含む。
【０１０７】
　本発明はまた、実施例６に記載のＦＡＣＳ結合アッセイまたは実質的に類似のアッセイ
によって決定された場合に、内因性ＢＣＭＡ（例えば、ＮＣＩ－Ｈ９２９、ＭＯＬＰ－８
、またはＯＭＰ－２）を発現するヒト細胞株に特異的に結合する抗体およびその抗原結合
断片も含む。
【０１０８】
　本発明はまた、（ａ）ヒト多発性骨髄腫異種移植片を保有する免疫不全マウスにおける
腫瘍成長を阻害すること、（ｂ）ヒト多発性骨髄腫異種移植片を保有する免疫不全マウス
における確立された腫瘍の腫瘍成長を抑制すること（例えば、実施例１０～１５を参照さ
れたい）、および（ｃ）ヒトＣＤ３を発現する免疫応答性マウスにおけるヒトＢＣＭＡを
発現するように操作された同系メラノーマ（ｓｙｎｇｅｎｉｃ　ｍｅｌａｎｏｍａ）およ
び結腸癌細胞の腫瘍成長を抑制すること、からなる群から選択される１つ以上の特徴を示
す抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を含む。
【０１０９】
　本発明は、高い親和性を有するヒトＣＤ３に結合する抗体およびその抗原結合断片を含
む。本発明はまた、治療状況および所望される特定の標的化特性に応じて、中程度または
低い親和性を有するヒトＣＤ３に結合する抗体およびその抗原結合断片を含む。場合によ
っては、低親和性には、３００ｎＭ超、５００ｎＭ超、または１μＭ超のＫＤまたはＥＣ

５０（例えば、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合）を有するＣＤ３に結合する
抗体が含まれる。本発明はまた、検出不可能な親和性を有するヒトＣＤ３に結合する抗体
およびその抗原結合断片を含む。例えば、一方のアームがＣＤ３に結合し、別のアームが
標的抗原（例えば、ＢＣＭＡ）に結合する二重特異性抗原結合分子の状況下では、標的抗
原結合アームが高い親和性を有する標的抗原に結合することが望ましいが、抗ＣＤ３アー
ムは中程度または低い親和性を有するまたは親和性を有しないＣＤ３に結合する。この様
式において、標的抗原を発現する細胞への抗原結合分子の優先的標的化は、一般的／非標
的化ＣＤ３結合およびそれに付随する結果として生じる有害な副作用を回避しながら達成
され得る。
【０１１０】
　本発明は、ヒトＣＤ３およびヒトＢＣＭＡに同時に結合することができる二重特異性抗
原結合分子（例えば、二重特異性抗体）を含む。ＣＤ３を発現する細胞と相互作用する結
合アームは、適切なインビトロ結合アッセイで測定した場合に、弱から検出不可能な結合
を有し得る。二重特異性抗原結合分子がＣＤ３および／またはＢＣＭＡを発現する細胞と
結合する程度は、本明細書の実施例５および６に示すように、蛍光活性化細胞選別（ＦＡ
ＣＳ）によって評価することができる。
【０１１１】
　例えば、本発明は、ＣＤ３を発現するヒト細胞株に特異的に結合するが、ＢＣＭＡ（例
えば、Ｊｕｒｋａｔ）および／またはＢＣＭＡ発現細胞を発現しない抗体、抗体結合断片
、およびその二重特異性抗体を含む。
【０１１２】
　本発明は、弱い（すなわち低い）親和性またはさらに検出不可能な親和性を有するヒト
ＣＤ３に結合する抗体、その抗体結合断片、およびその二重特異性抗体を含む。
【０１１３】
　本発明は、弱い（すなわち低い）親和性またはさらに検出不可能な親和性を有するサル
（すなわちカニクイザル）ＣＤ３に結合する抗体、その抗体結合断片、およびその二重特
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異性抗体を含む。
【０１１４】
　本発明は、ヒトＣＤ３に結合してＴ細胞活性化を誘導する抗体、その抗体結合断片、お
よびその二重特異性抗体を含む。
【０１１５】
　本発明は、対象における腫瘍抗原発現細胞を枯渇または減少させることができる抗ＢＣ
ＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を含む（例えば、実施例８～１６、または実質的
に同様のアッセイを参照されたい）。例えば、ある特定の実施形態によると、抗ＢＣＭＡ
×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子が提供され、対象への０．０４ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍ
ｇ／ｋｇ、または４ｍｇ／ｋｇの二重特異性抗原結合分子の単回投与または複数回投与が
対象におけるＢＣＭＡ発現細胞数の減少を引き起こす（例えば、対象における腫瘍成長が
抑制または阻害される）。
【０１１６】
エピトープマッピングおよび関連技術
　本発明の抗原結合分子が結合するＣＤ３および／またはＢＣＭＡ上のエピトープは、Ｃ
Ｄ３またはＢＣＭＡタンパク質の３つ以上（例えば、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、またはそれ以上）の
アミノ酸の単一連続配列からなってもよい。あるいは、エピトープは、ＣＤ３またはＢＣ
ＭＡの複数の非連続アミノ酸（またはアミノ酸配列）からなってもよい。本発明の抗体は
、単一のＣＤ３鎖内に含まれるアミノ酸（例えば、ＣＤ３－イプシロン、ＣＤ３－デルタ
、またはＣＤ３－ガンマ）と相互作用し得るか、または２つ以上の異なるＣＤ３鎖上のア
ミノ酸と相互作用し得る。本発明で使用する場合、「エピトープ」という用語は、パラト
ープとして既知の抗体分子の可変領域における特異的抗原結合部位と相互作用する抗原決
定基を指す。単一の抗原は２つ以上のエピトープを有してもよい。したがって、異なる抗
体は、抗原上の異なる領域へ結合し得、異なる生物学的効果を有し得る。エピトープは、
立体配座または線状のいずれかであり得る。立体配座エピトープは、直鎖状ポリペプチド
鎖の異なるセグメントから空間的に並置されたアミノ酸によって産生される。直鎖状エピ
トープは、ポリペプチド鎖中の隣接するアミノ酸残基によって産生されるものである。あ
る特定の状況において、エピトープは、抗原上の糖類、ホスホリル基、またはスルホニル
基の部分を含み得る。
【０１１７】
　当業者に既知の種々の技術を使用して、抗体の抗原結合ドメインがポリペプチドまたは
タンパク質内にある「１つ以上のアミノ酸と相互作用する」かどうかを決定することがで
きる。例示的な技術としては、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　
Ｌａｎｅ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂ．，ＮＹ）に記載されている日常的なクロス遮断アッセイ、アラニンスキャ
ニング突然変異分析、ペプチドブロット分析（Ｒｅｉｎｅｋｅ，２００４，Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２４８：４４３－４６３）、およびペプチド切断分析が挙げられ
る。加えて、エピトープ切除、エピトープ抽出、および抗原の化学修飾などの方法を採用
することができる（Ｔｏｍｅｒ（２０００）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　９：４８
７－４９６）。抗体の抗原結合ドメインが相互作用するポリペプチド内のアミノ酸を同定
するために用いることができる別の方法は、質量分析によって検出される水素／重水素交
換である。一般的にいえば、水素／重水素交換法は、関心対象のタンパク質を重水素標識
した後、抗体を重水素標識タンパク質へ結合させることを包含する。次に、タンパク質／
抗体複合体を水に移して、抗体によって保護されている残基（重水素標識されたままであ
る）を除くすべての残基で水素－重水素交換を生じさせる。抗体の解離後、標的タンパク
質をプロテアーゼ切断および質量分析へ供し、それにより、抗体が相互作用する特異的ア
ミノ酸に対応する重水素標識残基を明らかにする。例えば、Ｅｈｒｉｎｇ（１９９９）Ａ
ｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２６７（２）：２５２－２５９、Ｅｎ
ｇｅｎ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：２５６Ａ－２６５
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Ａを参照されたい。抗原／抗体複合体のＸ線結晶解析もまた、エピトープマッピング目的
に使用してもよい。
【０１１８】
　本発明はさらに、本明細書に記載の特定の例示的な抗体のうちのいずれかと同じエピト
ープに結合する抗ＢＣＭＡ抗体（例えば、本明細書の表１に記載のアミノ酸配列のうちの
いずれかを含む抗体）を含む。同様に、本発明はまた、ＢＣＭＡへの結合について本明細
書に記載の特定の例示的な抗体のいずれかと競合する抗ＢＣＭＡ抗体（例えば、本明細書
の表１に記載のアミノ酸配列のうちのいずれかを含む抗体）を含む。
【０１１９】
　本発明はまた、低いまたは検出不可能な結合親和性を有するヒトＣＤ３および／または
カニクイザルＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、ヒトＢＣＭＡに特異
的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含む二重特異性抗原結合分子を含み、第２の
抗原結合ドメインは、本明細書に記載の特定の例示的なＣＤ３特異的抗原結合ドメインの
うちのいずれかと同じＣＤ３上のエピトープに結合し、および／または第２の抗原結合ド
メインは、本明細書に記載の特定の例示的なＢＣＭＡ特異的抗原結合ドメインのうちのい
ずれかと同じＢＣＭＡ上のエピトープに結合する。
【０１２０】
　同様に、本発明はまた、ヒトＢＣＭＡに特異的に結合する第１の抗原結合ドメインと、
ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含む二重特異性抗原結合分
子を含み、第１の抗原結合ドメインは、ＢＣＭＡへの結合について、本明細書に記載の特
定の例示的なＢＣＭＡ特異的抗原結合ドメインのうちのいずれかと競合し、かつ／または
第２の抗原結合ドメインは、ＣＤ３への結合について、本明細書に記載の特定の例示的な
ＣＤ３特異的抗原結合ドメインのうちのいずれかと競合する。
【０１２１】
　特定の抗原結合分子（例えば、抗体）またはその抗原結合ドメインが、本発明の参照抗
原結合分子と同じエピトープに結合するか、または結合するために本発明の参照抗原結合
分子と競合するかどうかは、当技術分野で既知の常法を使用して容易に決定できる。例え
ば、試験抗体が本発明の参照二重特異性抗原結合分子と同じＢＣＭＡ（またはＣＤ３）上
のエピトープに結合するかどうかを決定するために、参照二重特異性分子は、最初にＢＣ
ＭＡタンパク質（またはＣＤ３タンパク質）に結合させる。次に、ＢＣＭＡ（またはＣＤ
３）分子に結合する試験抗体の能力を評価する。試験抗体が参照二重特異性抗原結合分子
と飽和結合後にＢＣＭＡ（またはＣＤ３）に結合することができる場合、試験抗体は参照
二重特異性抗原とは異なるＢＣＭＡ（またはＣＤ３）のエピトープに結合すると結論付け
ることができる。その一方で、試験抗体が、参照二重特異性抗原結合分子に飽和結合後に
ＢＣＭＡ（またはＣＤ３）分子に結合することができない場合、試験抗体は、本発明の参
照二重特異性抗原結合分子によって結合したエピトープと同じＢＣＭＡ（またはＣＤ３）
のエピトープに結合してもよい。次に、試験抗体の結合の観察された欠失が、実際に、参
照二重特異性抗原結合分子と同じエピトープへの結合によるものであるか、それとも立体
遮断（または別の現象）が、観察された結合の欠失の原因であるのかを確認するために、
さらなる通例の実験（例えば、ペプチド変異および結合分析）を実施することができる。
この種の実験は、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、Ｂｉａｃｏｒｅ、フローサイトメトリー、または
当該技術分野で利用可能な任意の他の定量的もしくは定性的な抗体結合アッセイを使用し
て実施することができる。本発明の特定の実施形態によると、例えば、１倍、５倍、１０
倍、２０倍、または１００倍過剰量の一方の抗原結合タンパク質が、競合結合アッセイで
の測定で少なくとも５０％、しかし、好ましくは７５％、９０％、またはさらに９９％他
方の結合を阻害する場合、２つの抗原結合タンパク質は、同一（または重複）エピトープ
に結合する（例えば、Ｊｕｎｇｈａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１９９
０：５０：１４９５－１５０２を参照されたい）あるいは、一方の抗原結合タンパク質の
結合を低減または排除する抗原における本質的にすべてのアミノ酸変異が、もう一方の結
合を低減または排除する場合、２つの抗原結合タンパク質は同じエピトープと結合すると
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見なされる。一方の抗原結合タンパク質の結合を減少または排除するアミノ酸変異のサブ
セットのみが他方の結合を減少または排除する場合、２つの抗原結合タンパク質は「重複
エピトープ」を有するとみなされる。
【０１２２】
　抗体またはその抗原結合ドメインが、結合について、参照抗原結合分子と競合するかど
うかを決定するために、上述の結合方法を２つの方向性で実施する。第１の方向性おいて
、参照抗原結合分子を飽和条件下でＢＣＭＡタンパク質（またはＣＤ３タンパク質）に結
合させた後、ＢＣＭＡ（またはＣＤ３）分子への試験抗体の結合を評価する。第２の方向
性において、試験抗体を飽和条件下でＢＣＭＡ（またはＣＤ３）分子に結合させた後、参
照抗原結合分子のＢＣＭＡ（またはＣＤ３）分子への結合を評価する。両方向において、
第１の（飽和）抗原結合分子のみがＢＣＭＡ（またはＣＤ３）分子に結合することができ
る場合、試験抗体および参照抗原結合分子は、ＢＣＭＡ（またはＣＤ３）への結合につい
て競合すると結論付けられる。当業者によって認識されるように、参照抗原結合分子との
結合について競合する抗体は、必ずしも参照抗体と同一のエピトープへ結合するわけでは
ないが、重複しているまたは隣接しているエピトープに結合することによって、参照抗体
の結合を立体的に遮断し得る。
【０１２３】
抗原結合ドメインの調製および二重特異性分子の調製
　特定の抗原に特異的な抗原結合ドメインは、当技術分野で既知の任意の抗体産生技術に
よって調製することができる。いったん得られれば、２つの異なる抗原（例えば、ＣＤ３
およびＢＣＭＡ）に特異的な２つの異なる抗原結合ドメインを互いに適切に配置して、常
法を使用して本発明の二重特異性抗原結合分子を産生することができる。（本発明の二重
特異性抗原結合分子を構築するために使用できる例示的な二重特異性抗体フォーマットの
考察は、本明細書の他所に提供される）。ある特定の実施形態において、本発明の多重特
異性抗原結合分子の１つ以上の個々の構成要素（例えば、重鎖および軽鎖）は、キメラ抗
体、ヒト化抗体または完全ヒト型抗体に由来する。そのような抗体を作製するための方法
は当技術分野において周知である。例えば、本発明の二重特異性抗原結合分子の１つ以上
の重鎖および／または軽鎖は、ＶＥＬＯＣＩＭＭＵＮＥ（商標）技術を使用して調製する
ことができる。ＶＥＬＯＣＩＭＭＵＮＥ（商標）技術（または任意の他のヒト抗体生成技
術）を使用して、特定の抗原（例えば、ＣＤ３またはＢＣＭＡ）に対する高親和性キメラ
抗体が、ヒト可変領域およびマウス定常領域を有して最初に単離される。抗体を、親和性
、選択性、エピトープなどを含む望ましい特徴について特徴付けし選択する。マウス定常
領域は、所望のヒト定常領域と置換されて、本発明の二重特異性抗原結合分子に組み込ま
れ得る完全ヒト型重鎖および／または軽鎖を生成する。
【０１２４】
　遺伝子操作された動物は、ヒト二重特異性抗原結合分子を作製するために使用し得る。
例えば、内因性マウス免疫グロブリン軽鎖可変配列を再編成および発現することができな
い、遺伝子改変マウスを使うことができ、マウスは、内在性マウスカッパ遺伝子座のマウ
スカッパ定常遺伝子に作動可能に連結されているヒト免疫グロブリン配列によってコード
される１つまたは２つのヒト軽鎖可変ドメインのみを発現する。そのような遺伝子改変マ
ウスを使用して、２つの異なるヒト軽鎖可変領域遺伝子セグメントのうちの１つに由来す
る可変ドメインを含む同一の軽鎖と会合する２つの異なる重鎖を含む完全ヒト型二重特異
性抗原結合分子を産生することできる。（例えば、ＵＳ２０１１／０１９５４５４を参照
されたい）。完全ヒト型とは、抗体またはその抗原結合断片もしくは免疫グロブリンドメ
インの各ポリペプチドの全長にわたるヒト型配列に由来するＤＮＡによってコードされる
アミノ酸配列を含む、抗体、またはその抗原結合断片もしくは免疫グロブリンドメインを
指す。いくつかの例において、完全ヒト型配列は、ヒトに対して内因性のタンパク質に由
来する。他の例において、完全ヒト型タンパク質またはタンパク質配列は、各成分配列が
ヒト型配列に由来するキメラ配列を含む。いずれの理論にも縛られないが、キメラタンパ
ク質またはキメラ配列は、一般に、例えば任意の野生型ヒト免疫グロブリン領域またはド
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メインと比較して、成分配列の接合部における免疫原性エピトープの作成を最小にするよ
うに設計される。
【０１２５】
生物学的等価物
　本発明は、本明細書に開示される例示的な分子のものとは異なるが、ＣＤ３および／ま
たはＢＣＭＡに結合する能力を保持するアミノ酸配列を有する抗原結合分子を包含する。
このような変異体抗体は、親配列と比較してアミノ酸の１つ以上の付加、欠失、または置
換を含むが、説明された二重特異性抗原結合分子の生物学的活性とは本質的に等価である
生物学的活性を示す。
【０１２６】
　本発明は、本明細書に記載の例示的な抗原結合分子のいずれかと生物学的に等価な抗原
結合分子を含む。２つの抗原結合タンパク質または抗体は、例えば、それらが類似の実験
条件下で単回用量または複数回用量のいずれかで同じモル用量で投与された場合に、吸収
速度および吸収の程度が有意差を示さない医薬的等価物または医薬的選択肢である場合、
生物学的等価物とみなされる。これらの吸収の程度は等価であるが吸収速度は等価ではな
く、吸収速度におけるこのような差が意図的、かつ標識に反映されているので生物学的に
等価とみなされ得る場合、いくつかの抗原結合タンパク質は、等価物または薬学的選択肢
とみなされることになっており、例えば長期使用に及ぼす有効な身体薬剤濃度の達成に必
須ではなく、試験した特定の薬剤製品にとって医学的に有意ではないとみなされる。
【０１２７】
　一実施形態において、２つの抗原結合タンパク質は、これらの安全性、純度、および有
効性において臨床的に有意性のある差がない場合、生物学的に等価である。
【０１２８】
　一実施形態において、２つの抗原結合タンパク質は、免疫原性の臨床的に有意な変化ま
たは有効性の減退を含む有害作用のリスクの期待される上昇なしで参照生成物と生物学的
生成物の間での切り替えなしで持続される療法と比較して、患者を１回以上切り替えられ
ることができる場合、生物学的に等価である。
【０１２９】
　一実施形態において、２つの抗原結合タンパク質は、これらが両方とも、使用条件（複
数可）についての共通の機序または作用機序によって、このような機序が既知である程度
まで作用する場合、生物学的に等価である。
【０１３０】
　生物学的等価性は、インビボおよびインビトロの方法によって実証され得る。生物学的
等価性測定法には、例えば、（ａ）抗体またはその代謝産物の濃度が血液、血漿、血清ま
たは他の生物学的流体中で時間の関数として測定される、ヒトまたは他の哺乳類における
インビボでの試験、（ｂ）ヒトインビボ生物学的利用能データと相関した、このデータを
合理的に予測しているインビトロ試験、（ｃ）抗体（またはその標的）の適切な急性薬理
学的効果が時間の関数として測定されるヒトまたは他の哺乳類におけるインビボ試験、お
よび（ｄ）抗原結合タンパク質の安全性、効能、または生物学的利用能もしくは生物学的
等価性を確立する、十分に管理された臨床試験が含まれる。
【０１３１】
　本明細書に示す例示的な二重特異性抗原結合分子の生物学的に等価な変異体は、例えば
、残基もしくは配列の種々の置換を生じること、または生物活性に必要とされない末端も
しくは内部の残基もしくは配列を欠失することによって構築され得る。例えば、生物学的
活性にとって必須ではないシステイン残基は、再生の際の不必要または不正確な分子内ジ
スルフィド架橋の形成を防止するために、欠失または他のアミノ酸で置換することができ
る。他の文脈において、生物学的等価な抗原結合タンパク質は、分子のグリコシル化特性
を修飾するアミノ酸変化、例えばグリコシル化を排除または除去する変異を含む、本明細
書に記載の例示的な二重特異性抗原結合分子の変異体を含み得る。
【０１３２】
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種の選択性および種の交差反応性
　本発明の特定の実施形態によると、ヒトＣＤ３に結合するが他の種由来のＣＤ３には結
合しない抗原結合分子が提供される。ヒトＢＣＭＡに結合するが、他種由来のＢＣＭＡに
は結合しない抗原結合分子もまた、提供される。本発明はまた、ヒトＣＤ３および１つ以
上の非ヒト種由来のＣＤ３に結合する抗原結合分子、および／またはヒトＢＣＭＡおよび
１つ以上の非ヒト種由来のＢＣＭＡに結合する抗原結合分子を含む。
【０１３３】
　本発明のある特定の例示的な実施形態によると、ヒトＣＤ３および／またはヒトＢＣＭ
Ａに結合し、場合によっては、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、スナネズミ、
ブタ、ネコ、イヌ、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ウマ、ラクダ、カニクイザル、マーモ
セット、アカゲザルまたはチンパンジーＣＤ３および／またはＢＣＭＡのうちの１つ以上
に結合し得るか、または結合し得ない抗原結合分子が提供される。例えば、本発明の特定
の例示的な実施形態において、ヒトＢＣＭＡおよびカニクイザルＢＣＭＡに結合する第１
の抗原結合ドメインと、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、を含
む二重特異性抗原結合分子、またはヒトＢＣＭＡおよびカニクイザルＢＣＭＡに結合する
第１の抗原結合ドメインと、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと、
を含む二重特異性抗原結合分子が提供される。
【０１３４】
治療用製剤および投与
　本発明は、本発明の抗原結合分子を含む薬学的組成物を提供する。本発明の薬学的組成
物は、適切な担体、賦形剤、および改善された移動、送達、耐性などをもたらす他の薬剤
と共に製剤化される。多くの適切な製剤は、製薬化学者全員に既知の処方集：Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡにおいて認めることができる。これ
らの製剤には、例えば、粉末、ペースト、軟膏、ゼリー、ワックス、油、ベシクル（ＬＩ
ＰＯＦＥＣＴＩＮ（商標）、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、
ＣＡなど）を含有する脂質（カチオン性またはアニオン性）、ＤＮＡ複合体、無水吸収ペ
ースト、水中油エマルションおよび油中水エマルション、エマルションカーボワックス（
種々の分子量のポリエチレングリコール）、半固体ゲル、ならびにカーボワックスを含有
する半固体混合物が含まれる。Ｐｏｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．“Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏ
ｆ　ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ
”ＰＤＡ（１９９８）Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　５２：２３８－３１１
も参照されたい。
【０１３５】
　患者に投与される抗原結合分子の用量は、患者の年齢および大きさ、標的疾患、病態、
投与経路などに応じて変わり得る。好ましい用量は、典型的には体重または体表面積に従
って計算される。本発明の二重特異性抗原結合分子が成人患者の治療目的に使用される場
合、本発明の二重特異性抗原結合分子を通常約０．０１～約２０ｍｇ／ｋｇ体重の単回投
与で、より好ましくは約０．０２～約７、約０．０３～約５、または約０．０５～約３ｍ
ｇ／ｋｇ体重の単回投与で静脈内投与することが有利であり得る。病態の重症度に応じて
、治療の頻度および期間を調整することができる。二重特異性抗原結合分子を投与するた
めの有効投与量およびスケジュールは経験的に決定され、例えば、患者の経過を定期的な
評価によってモニターし、それに応じて用量を調整することができる。さらに、投与量の
種間スケーリングは、当技術分野において周知の方法を使用して実施することができる（
例えば、Ｍｏｒｄｅｎｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ．Ｒｅｓ．
８：１３５１）。
【０１３６】
　種々の送達系は既知であり、本発明の薬学的組成物を投与するために使用することがで
き、例えば、リポソーム、微粒子、マイクロカプセルにおける封入、変異ウイルスを発現
することのできる組換え細胞、受容体媒介性エンドサイトーシスである（例えば、Ｗｕ　



(36) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

40

50

ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２を参照
されたい）。導入方法には、皮内経路、経皮経路、筋肉内経路、腹腔内経路、静脈内経路
、皮下経路、鼻腔内経路、硬膜外経路および経口経路が含まれるが、これらに限定されな
い。組成物は、例えば、注入もしくはボーラス注射、上皮または粘膜皮膚内層（ｌｉｎｉ
ｎｇｓ）（例えば、口腔粘膜、直腸および腸粘膜など）を介した吸収による任意の好都合
な経路によって投与することができ、他の生物学的に活性な薬剤と一緒に投与することが
できる。投与は全身または局所であり得る。
【０１３７】
　本発明の薬学的組成物は、標準的な針および注射器を用いて皮下にまたは静脈内に送達
することができる。加えて、皮下送達に関して、ペン送達デバイスは、本発明の薬学的組
成物を送達する上での適用を容易に有する。このようなペン送達デバイスは、再利用可能
または使い捨て可能であり得る。再利用可能なペン送達デバイスは、概して、薬学的組成
物を含有する交換可能なカートリッジを利用する。一度、カートリッジ内の薬学的組成物
がすべて投与され、カートリッジが空になると、この空のカートリッジは容易に廃棄する
ことができ、薬学的組成物を含有する新しいカートリッジと容易に交換することができる
。次に、ペン送達デバイスは再利用することができる。使い捨てのペン送達デバイスにお
いて、交換可能なカートリッジは存在しない。むしろ、使い捨てペン送達デバイスは、こ
のデバイス内の貯蔵器の中に保持された薬学的組成物が事前に充填されている。一度、貯
蔵器が薬学的組成物に関して空になると、デバイス全体が廃棄される。
【０１３８】
　数多くの再利用可能なペン送達デバイスおよび自動注射送達デバイスは、本発明の薬学
的組成物の皮下送達における用途を有する。例としては、ＡＵＴＯＰＥＮ（商標）（Ｏｗ
ｅｎ　Ｍｕｍｆｏｒｄ，Ｉｎｃ．，Ｗｏｏｄｓｔｏｃｋ，ＵＫ）、ＤＩＳＥＴＲＯＮＩＣ
（商標）ｐｅｎ（Ｄｉｓｅｔｒｏｎｉｃ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｂｅｒｇｄ
ｏｒｆ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）、ＨＵＭＡＬＯＧ　ＭＩＸ　７５／２５（商標）ｐｅ
ｎ、ＨＵＭＡＬＯＧ（商標）ｐｅｎ、ＨＵＭＡＬＩＮ　７０／３０（商標）ｐｅｎ（Ｅｌ
ｉ　Ｌｉｌｌｙ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）、ＮＯＶＯＰＥＮ
（商標）Ｉ，ＩＩおよびＩＩＩ（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ，Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄ
ｅｎｍａｒｋ）、ＮＯＶＯＰＥＮ　ＪＵＮＩＯＲ（商標）（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ，
Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）、ＢＤ（商標）ｐｅｎ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）、ＯＰＴＩＰＥＮ（商標）、ＯＰ
ＴＩＰＥＮ　ＰＲＯ（商標）、ＯＰＴＩＰＥＮ　ＳＴＡＲＬＥＴ（商標）、およびＯＰＴ
ＩＣＬＩＫ（商標）（ｓａｎｏｆｉ－ａｖｅｎｔｉｓ，Ｆｒａｎｋｆｕｒｔ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）が挙げられるが、これらに限定されず、ほんの数種類しか挙げていない。本発明の
薬学的組成物の皮下送達での用途を有する使い捨てペン送達装置の例としては、ＳＯＬＯ
ＳＴＡＲ（商標）ペン（Ｓａｎｏｆｉ－Ａｖｅｎｔｉｓ）、ＦＬＥＸＰＥＮ（商標）（Ｎ
ｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ）、およびＫＷＩＫＰＥＮ（商標）（Ｅｌｉ　Ｌｉｌｌｙ）、Ｓ
ＵＲＥＣＬＩＣＫ（商標）自動注射器（Ａｍｇｅｎ，Ｔｈｏｕｓａｎｄ　Ｏａｋｓ，ＣＡ
）、ＰＥＮＬＥＴ（商標）（Ｈａｓｅｌｍｅｉｅｒ，Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ，Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）、ＥＰＩＰＥＮ（Ｄｅｙ，Ｌ．Ｐ．）およびＨＵＭＩＲＡ（商標）ペン（Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｌａｂｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ　ＩＬ）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１３９】
　ある特定の状況において、薬学的組成物は、徐放系で送達することができる。一実施形
態において、ポンプを使用することができる（Ｌａｎｇｅｒ，上記；Ｓｅｆｔｏｎ，１９
８７，ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０１を参照されたい
）。別の実施形態において、ポリマー材料を使用することができる。Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，Ｌａｎｇｅｒ
　ａｎｄ　Ｗｉｓｅ（ｅｄｓ．），１９７４，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏ
ｎ，Ｆｌｏｒｉｄａを参照されたい。さらに別の実施形態において、徐放系を組成物の標
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的の近傍に配置することができ、それによって全身用量のほんの一部のみが必要となる（
例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，１９８４，Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ
　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，上記，ｖｏｌ．２，ｐｐ．１１５－１３８を
参照されたい）。他の徐放系は、Ｌａｎｇｅｒ，１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１
５２７－１５３３による総説で論じられている。
【０１４０】
　注射可能な調製物には、静脈内注射、皮下注射、皮内注射および筋肉内注射、点滴注入
などのための剤形が含まれ得る。これらの注射可能な調製物は、公的に既知の方法によっ
て調製され得る。例えば、注射可能な調製物は、例えば、注射用に従来通り使用される滅
菌水性媒体または油性媒体中に上述の抗体またはその塩を溶解、懸濁または乳化させるこ
とによって調製され得る。注入用水性媒体としては、例えば、生理食塩水、グルコース含
有等張液、および他の補助剤などがあり、これらは、アルコール（例えば、エタノール）
、ポリアルコール（例えば、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオ
ン性界面活性剤［例えば、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－５０（水素化ヒマシ油のポリオ
キシエチレン（５０ｍｏｌ）付加物）］などの適切な可溶化剤と組み合わせて使用しても
よい。油性媒体として、例えば、ゴマ油、ダイズ油などが使用され、ベンジルベンゾエー
ト、ベンジルアルコールなどの可溶化剤と組み合わせて使用してもよい。このように調製
された注射は、好ましくは適切なアンプルに充填される。
【０１４１】
　有益なことに、上記に記載される経口または非経口での使用のための薬学的組成物は、
有効成分の用量に適合するために好適な単位用量の投薬形態へと調製される。このような
単位用量の剤形には、例えば、錠剤、ピル、カプセル、注射（アンプル）、坐薬などが含
まれる。前述の含有される抗体の量は概して、単位用量の剤形あたり約５～約５００ｍｇ
であり、特に注射の形態では、前述の抗体は、約５～約１００ｍｇで、他の剤形について
は約１０～約２５０ｍｇで含有されることが好ましい。
【０１４２】
抗原結合分子の治療的使用
　本発明は、抗ＢＣＭＡ抗体もしくはその抗原結合断片、またはＣＤ３およびＢＣＭＡに
特異的に結合する二重特異性抗原結合分子を含む治療用組成物を、それを必要とする対象
に投与することを含む方法を含む。治療用組成物は、本明細書に開示される抗体または二
重特異性抗原結合分子のいずれかと薬学的に許容される担体または希釈剤とを含み得る。
本明細書で使用される場合、「それを必要とする対象」という表現は、癌の１つ以上の症
状または徴候を示すヒトまたは非ヒト動物（例えば、腫瘍を発現する対象または本明細書
で後述される癌のうちのいずれかに罹患している対象）、あるいは、そうでなければＢＣ
ＭＡ活性の阻害もしくは減少またはＢＣＭＡ＋細胞（例えば、多発性骨髄腫細胞）の枯渇
から利益を得る者を意味する。
【０１４３】
　本発明の抗体および二重特異性抗原結合分子（およびそれを含む治療用組成物）は、と
りわけ、免疫応答の刺激、活性化および／または標的化が有益である任意の疾患または障
害の治療に有用である。特に、本発明の抗ＢＣＭＡ抗体または抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重
特異性抗原結合分子は、ＢＣＭＡ発現もしくは活性またはＢＣＭＡ＋細胞の増殖に関連す
るかまたはそれによって媒介される任意の疾患または障害の治療、予防、および／または
改善に使用され得る。本発明の治療方法が達成される作用機序は、エフェクター細胞の存
在下で、例えば、ＣＤＣ、アポトーシス、ＡＤＣＣ、食作用、またはこれらの機序のうち
の２つ以上の組み合わせによるＢＣＭＡを発現する細胞の死滅を含む。本発明の二重特異
性抗原結合分子を使用して阻害または死滅させることができるＢＣＭＡを発現する細胞に
は、例えば、多発性骨髄腫細胞が含まれる。
【０１４４】
　本発明の抗原結合分子は、例えば、多発性骨髄腫を含む癌または他のＢ細胞もしくは形
質細胞癌、例えば、ワルデンストレームマクログロブリン血症、バーキットリンパ腫、お
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よびびまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、慢性リンパ球性白血病、濾
胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、辺縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、お
よびホジキンリンパ腫を含む、ＢＣＭＡ発現と関連する疾患または障害を治療するために
使用され得る。本発明のある特定の実施形態によると、抗ＢＣＭＡ抗体または抗ＢＣＭＡ
×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、多発性骨髄腫に罹患している患者を治療するのに有用であ
る。本発明の他の関連実施形態によると、本明細書に開示される抗ＢＣＭＡ抗体または抗
ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を、多発性骨髄腫に罹患している患者に投与
することを含む方法が提供される。腫瘍スキャニングなどの当技術分野において既知の分
析的／診断的方法を使用して、患者が多発性骨髄腫または別のＢ細胞系統癌を抱えている
かどうかを確かめることができる。
【０１４５】
　本発明はまた、対象における残存癌を治療するための方法も含む。本明細書で使用され
る場合、「残存癌」という用語は、抗癌療法による治療後の対象における１つ以上の癌性
細胞の存在または持続を意味する。
【０１４６】
　ある特定の態様によると、本発明は、対象が多発性骨髄腫であると決定された後、本明
細書の他所に記載の抗ＢＣＭＡまたは二重特異性抗原結合分子のうちの１つ以上を対象に
投与することを含む、ＢＣＭＡ発現に関連する疾患または障害（例えば、多発性骨髄腫）
を治療するための方法を提供する。例えば、本発明は、対象が他の免疫療法または化学療
法を受けてから１日、２日、３日、４日、５日、６日、１週間、２週間、３週間、または
４週間、２カ月、４カ月、６カ月、８カ月、１年、またはそれ以上後に、抗ＢＣＭＡ抗体
または抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を患者に投与することを含む、多発
性骨髄腫を治療するための方法を含む。
【０１４７】
併用療法および製剤
　本発明は、本明細書に記載の例示的な抗体および二重特異性抗原結合分子のいずれかを
含む薬学的組成物を１つ以上の追加の治療剤と組み合わせて投与することを含む方法を提
供する。本発明の抗原結合分子と組み合わせて、または組み合わせて投与することができ
る例示的な追加の治療剤は、例えば、抗腫瘍剤（例えば、メルファラン、ビンクリスチン
（オンコビン）、シクロホスファミド（シトキサン）、エトポシド（ＶＰ－１６）、ドキ
ソルビシン（アドリアマイシン）、リポソームドキソルビシン（ドキシル）、オベンダム
スチン（Ｔｒｅａｎｄａ）を含む化学療法剤、または対象における形質細胞腫瘍の治療に
有効であることが知られている任意の他のもの）を含む。いくつかの実施形態において、
第２の治療剤は、ステロイドを含む。いくつかの実施形態において、第２の治療剤は、サ
リドマイド、レナリドマイド、およびボルテゾミブを含む標的療法を含み、これらは、新
たに診断された患者を治療するために承認された療法である。レナリドミド、ポマリドミ
ド、ボルテゾミブ、カルフィルゾミブ、パノビノスタット、イキサゾミブ、エロツズマブ
、およびダラツムマブは、再発性骨髄腫を治療するために有効な第２の治療剤の例である
。ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、放射線療法または幹細胞移植を含むレ
ジメンである。ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、免疫調節剤であり得る。
ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、ボルテゾミブ（Ｖｅｌｃａｄｅ）、カル
フィルゾミブ（Ｋｙｐｒｏｌｉｓ）、イキサゾミブ（Ｎｉｎｌａｒｏ）を含むプロテアソ
ーム阻害剤であり得る。ある特定の実施形態において、第２の治療剤は、パノビノスタッ
ト（Ｆａｒｙｄａｋ）などのヒストンデアセチラーゼ阻害剤であり得る。ある特定の実施
形態において、第２の治療剤は、モノクローナル抗体、抗体薬物コンジュゲート、抗腫瘍
剤にコンジュゲートした二重特異性抗体、チェックポイント阻害剤、またはそれらの組み
合わせであり得る。本発明の抗原結合分子と組み合わせて有益に投与され得る他の薬剤に
は、小分子サイトカイン阻害剤およびＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－
５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７
、ＩＬ－１８などのサイトカインに結合する抗体、またはそれらのそれぞれの受容体を含
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むサイトカイン阻害剤が含まれる。本発明の薬学的組成物（例えば、本明細書に開示され
る、抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗原結合分子を含む薬学的組成物）はまた、形質細
胞表面上の異なる抗原と相互作用し得る本明細書に記載の抗体以外のモノクローナル抗体
、腫瘍細胞表面上の抗原に結合する一方のアームおよびＴ細胞上の抗原に結合する他方の
アームを有する二重特異性抗体、抗体薬物コンジュゲート、抗腫瘍剤にコンジュゲートし
た二重特異性抗体、チェックポイント阻害剤、例えば、ＰＤ－１またはＣＴＬＡ－４を標
的化するもの、またはそれらの組み合わせ、から選択される１つ以上の治療的組み合わせ
を含む治療レジメンの一部として投与され得る。ある特定の実施形態において、チェック
ポイント阻害剤は、ペンブロリズマブ（Ｋｅｙｔｒｕｄａ）、ニボルマブ（Ｏｐｄｉｖｏ
）、またはセミプリマブ（ＲＥＧＮ２８１０）などのＰＤ－１阻害剤から選択され得る。
ある特定の実施形態において、チェックポイント阻害剤は、アテゾリズマブ（Ｔｅｃｅｎ
ｔｒｉｑ）、アベルマブ（Ｂａｖｅｎｃｉｏ）、またはデュルバルマブ（Ｉｍｆｉｎｚｉ
）などのＰＤ－Ｌ１阻害剤から選択され得る。ある特定の実施形態において、チェックポ
イント阻害剤は、イピリムマブ（Ｙｅｒｖｏｙ）などのＣＴＬＡ－４阻害剤から選択され
得る。本発明の抗体と組み合わせて使用することができる他の組み合わせは、上に記載さ
れている。
【０１４８】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合分子のいずれか、およびＶＥＧＦ、Ａｎｇ２
、ＤＬＬ４、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ｃＭ
ｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、Ｂ－ｒａｆ、ＰＤＧＦＲ－α、ＰＤＧＦＲ－β、ＦＯＬＨ１（ＰＳＭ
Ａ）、ＰＲＬＲ、ＳＴＥＡＰ１、ＳＴＥＡＰ２、ＴＭＰＲＳＳ２、ＭＳＬＮ、ＣＡ９、ウ
ロプラキンのうちの１つ以上の阻害剤、または前述のサイトカインのいずれかを含む治療
組合せを含み、その阻害剤は、アプタマー、アンチセンス分子、リボザイム、ｓｉＲＮＡ
、ペプチボディ、ナノボディもしくは抗体断片（例えば、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断
片、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ｓｃＦｖ、ｄＡｂ断片、またはダイアボディ、トリアボディ、
テトラボディ、ミニボディ、および最小認識ユニット）である。本発明の抗原結合分子は
、抗ウイルス薬、抗生物質、鎮痛薬、コルチコステロイドおよび／またはＮＳＡＩＤと組
み合わせて投与および／または同時製剤することもできる。本発明の抗原結合分子はまた
、放射線治療および／または従来の化学療法も含む治療計画の一部として投与してもよい
。
【０１４９】
　追加の治療活性成分は（複数可）、本発明の抗原結合分子の投与の直前、同時に、また
は直後に投与してもよい。（本開示の目的のために、このような投与計画は、追加の治療
活性成分と「組み合わせて」抗原結合分子を投与することと見なされる。
【０１５０】
　本発明には、本発明の抗原結合分子が、本明細書の他所に記載の追加の治療活性成分（
複数可）の１つ以上と同時製剤された薬学的組成物が含まれる。
【０１５１】
投与レジメン
　本発明のある特定の実施形態によると、複数回用量の抗原結合分子（例えば、ＢＣＭＡ
およびＣＤ３に特異的に結合する抗ＢＣＭＡ抗体または二重特異性抗原結合分子）を、所
定の期間にわたって対象に投与することができる。本発明のこの態様による方法は、本発
明の抗原結合分子の複数回用量を対象へ連続的に投与することを含む。本明細書で使用す
る場合、「連続的に投与すること」は、抗原結合分子の各用量が、異なる時点、例えば、
所定の間隔（例えば、数時間、数日間、数週間または数か月間）によって分けられた異な
る日に対象へ投与されることを意味する。本発明には、抗原結合分子の単回の一次用量と
、それに続く抗原結合分子の１回以上の二次用量、次いで場合により抗原結合分子の１回
以上の三次用量を患者へ連続的に投与することを含む方法が含まれる。
【０１５２】
　「一次用量」、「二次用量」、および「三次用量」という用語は、本発明の抗原結合分
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子の投与の時系列を指す。したがって、「一次用量」とは、治療様式の開始時に投与され
る用量（「ベースライン用量」とも呼ばれる）であり、「二次用量」とは、一次用量後に
投与される用量であり、「三次用量」とは、二次用量後に投与される用量である。一次用
量、二次用量、および三次用量はすべて、同じ量の抗原結合分子を含有し得るが、概して
、投与頻度に関して互いに異なり得る。しかしながら、特定の実施形態において、一次用
量、二次用量および／または三次用量に含有される抗原結合分子の量は、治療経過の間、
互いに異なる（例えば、適宜上下に調整される）。ある特定の実施形態において、２回以
上（例えば、２回、３回、４回、または５回）の用量が治療レジメンの開始時において「
負荷用量（ｌｏａｄｉｎｇ　ｄｏｓｅ）」として投与され、続いてより低い頻度に基づい
て投与される後続用量（例えば、「維持用量」）が投与される。
【０１５３】
　本発明のある例示的な実施形態において、各二次用量および／または三次用量は、直前
の用量の１～２６（例えば、１、１と１／２、２、２と１／２、３、３と１／２、４、４
と１／２、５、５と１／２、６、６と１／２、７、７と１／２、８、８と１／２、９、９
と１／２、１０、１０と１／２、１１、１１と１／２、１２、１２と１／２、１３、１３
と１／２、１４、１４と１／２、１５、１５と１／２、１６、１６と１／２、１７、１７
と１／２、１８、１８と１／２、１９、１９と１／２、２０、２０と１／２、２１、２１
と１／２、２２、２２と１／２、２３、２３と１／２、２４、２４と１／２、２５、２５
と１／２、２６、２６と１／２、またはそれ以上）週間後に投与される。「直前の用量」
という句は、本明細書で使用する場合、一連の複数回投与において、抗原結合分子の用量
を意味し、これは、介入用量のない直後の用量の投与の前に患者へ投与される。
【０１５４】
　本発明のこの態様による方法は、抗原結合分子（例えば、ＢＣＭＡおよびＣＤ３に特異
的に結合する抗ＢＣＭＡ抗体または二重特異性抗原結合分子）の二次用量および／または
三次用量の任意の回数を患者に投与することを含んでよい。例えば、ある特定の実施形態
において、単回の二次用量のみが患者に投与される。他の実施形態において、２回以上（
例えば、２回、３回、４回、５回、６回、７回、８回またはそれ以上）の二次用量が患者
に投与される。同様に、ある特定の実施形態において、単回の三次用量のみが患者に投与
される。他の実施形態において、２回以上（例えば、２回、３回、４回、５回、６回、７
回、８回またはそれ以上）の三次用量が患者に投与される。
【０１５５】
　複数回の二次用量を伴う実施形態において、各二次用量は他の二次用量と同じ頻度で投
与され得る。例えば、各二次用量は、直前の用量の１～２週間後に患者に投与されてもよ
い。同様に、複数の三次用量を含む実施形態において、各三次用量は他の三次用量と同じ
頻度で投与されてもよい。例えば、各三次用量は、直前の用量の２～４週間後に患者に投
与されてもよい。あるいは、二次用量および／または三次用量が患者へ投与される頻度は
、治療計画の経過にわたって変動し得る。投与頻度はまた、臨床検査後の個々の患者の必
要性に応じて、医師によって治療経過の間に調整され得る。
【０１５６】
抗体の診断的使用
　本発明の抗ＢＣＭＡ抗体はまた、例えば診断目的のために、サンプル中のＢＣＭＡ、ま
たはＢＣＭＡ発現細胞を検出および／または測定するために使用してもよい。例えば、抗
ＢＣＭＡ抗体またはその断片を使用して、ＢＣＭＡの異常な発現（例えば、過剰発現、過
少発現、発現欠如など）を特徴とする病態または疾患を診断してよい。ＢＣＭＡについて
の例示的な診断アッセイは、例えば、患者から得られたサンプルを本発明の抗ＢＣＭＡ抗
体と接触させることを含んでよく、抗ＢＣＭＡ抗体は検出可能な標識またはレポーター分
子で標識されている。あるいは、標識されていない抗ＢＣＭＡ抗体は、それ自体が検出可
能に標識された二次抗体と組み合わせて診断用途において使用することができる。検出可
能な標識またはレポーター分子は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓもしくは１２５Ｉなど
の放射性同位体、フルオレセインイソチオシアナートもしくはローダミンなどの蛍光部分
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もしくは化学発光部分、またはアルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、セイヨ
ウワサビペルオキシダーゼ、もしくはルシフェラーゼなどの酵素であり得る。本発明の抗
ＢＣＭＡ抗体の別の例示的な診断用途は、８９Ｚｒ－デスフェリオキサミン標識などの、
対象において腫瘍細胞の非侵襲的識別および追跡の目的のための８９Ｚｒ－標識抗体（例
えば、ポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）イメージング）を含む。（例えば、Ｔａｖａｒ
ｅ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０１６　Ｊａｎ　１；７６（１）：７３
－８２、およびＡｚａｄ，ＢＢ．ｅｔ　ａｌ．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．２０１６　Ｍａｒ
　１５；７（１１）：１２３４４－５８を参照されたい。）サンプル中のＢＣＭＡを検出
または測定するために使用することができる特定の例示的アッセイには、酵素結合免疫吸
着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光活性化細胞選別
（ＦＡＣＳ）が含まれる。
【０１５７】
　本発明によるＢＣＭＡ診断アッセイにおいて使用することができるサンプルには、正常
条件または病理学的条件下で、検出可能な量のＢＣＭＡタンパク質またはその断片を含有
する、患者から得ることのできる任意の組織または体液サンプルが含まれる。一般に、健
常な患者（例えば、異常なＢＣＭＡレベルまたは活性と関連した疾患または病態に罹患し
ていない患者）から得られた特定のサンプル中のＢＣＭＡのレベルは、ＢＣＭＡのベース
ラインレベルまたは標準レベルをまず確立するために測定されるであろう。次いで、この
ＢＣＭＡのベースラインレベルを、ＢＣＭＡに関連する疾患（例えば、ＢＣＭＡ発現細胞
を含む腫瘍）または病態を有することが疑われる個体から得られたサンプルにおいて測定
されたＢＣＭＡのレベルと比較することができる。
【実施例】
【０１５８】
　以下の実施例は、本発明の方法および組成物をどのように作製および使用するかに関す
る完全な開示および説明を当業者に提供するために提示されており、本発明者らが本発明
とみなすことの範囲を限定することを企図するものではない。使用される数値（例えば、
量、温度など）に関して正確性を確保するための努力はしてきたが、いくつかの実験上の
誤差および偏差が考慮されるべきである。別段示されない限り、部分は重量部分であり、
分子量は平均分子量であり、温度は摂氏度であり、圧力は大気圧またはそれに近い圧力で
ある。
【０１５９】
実施例１：抗ＢＣＭＡ抗体の生成
　抗ＢＣＭＡ抗体は、遺伝子改変マウスをヒトＢＣＭＡ抗原（例えば、ｈＢＣＭＡ、配列
番号１１５）で免疫することによって、またはヒト免疫グロブリン重鎖およびカッパ軽鎖
可変領域をコードするＤＮＡを含む遺伝子操作マウスをヒトＢＣＭＡ抗原で免疫すること
によって得られた。
【０１６０】
　免疫後、各マウスから脾細胞を採取して、（１）マウス骨髄腫細胞と融合してそれらの
生存率を維持し、ハイブリドーマ細胞を形成してＢＣＭＡ特異性についてスクリーニング
し、または（２）反応性抗体（抗原陽性Ｂ細胞）に結合して同定する選別試薬としてヒト
ＢＣＭＡ断片を使用して、Ｂ細胞を選別した（ＵＳ２００７／０２８０９４５Ａ１に記載
の通り）。
【０１６１】
　ヒト可変領域およびマウス定常領域を有するＢＣＭＡに対するキメラ抗体が最初に単離
された。抗体を、親和性、選択性などを含む望ましい特徴について特徴付けし選択する。
必要ならば、マウス定常領域を所望のヒト定常領域、例えば野生型または改変ＩｇＧ１ま
たはＩｇＧ４定常領域と置き換えて、完全ヒト型抗ＢＣＭＡ抗体を生成した。選択された
定常領域は特異的用途に応じて変化し得るが、高親和性抗原結合特徴および標的特異性特
徴は、可変領域に存在する。
【０１６２】
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　抗ＢＣＭＡ抗体の重鎖および軽鎖可変領域のアミノ酸および核酸配列：表１は、本発明
の選択された抗ＢＣＭＡ抗体の重鎖および軽鎖可変領域ならびにＣＤＲのアミノ酸配列識
別子を示す。対応する核酸配列識別子を表２に示す。
【表１】

【表２】

【０１６３】
実施例２：抗ＣＤ３抗体の生成
　抗ＣＤ３抗体は、参照により本明細書に組み込まれるＷＯ２０１７／０５３８５６に記
載されているように生成された。２つのそのような抗ＣＤ３抗体は、本発明による二重特
異性抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３抗体の産生から選択された。表３は、選択された抗ＣＤ３抗体
の重鎖可変領域および軽鎖可変領域ならびにＣＤＲのアミノ酸配列識別子を示す。対応す
る核酸配列識別子を表４に示す。本発明による二重特異性抗体の調製に使用するための他
の抗ＣＤ３抗体は、例えば、ＷＯ２０１４／０４７２３１に見出すことができる。
【表３】
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【表４】

【０１６４】
実施例３：ＢＣＭＡおよびＣＤ３に結合する二重特異性抗体の生成
　本発明は、ＣＤ３およびＢＣＭＡに結合する二重特異性抗原結合分子を提供し、そのよ
うな二重特異性抗原結合分子はまた、本明細書において「抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３または抗
ＣＤ３×ＢＣＭＡまたは抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性分子」とも称される。抗ＢＣＭ
Ａ×抗ＣＤ３二重特異性分子の抗ＢＣＭＡ部分は、ＢＣＭＡ（ＣＤ２６９としても知られ
ている）を発現する腫瘍細胞を標的化するのに有用であり、二重特異性分子の抗ＣＤ３部
分は、Ｔ細胞を活性化するのに有用である。腫瘍細胞上のＢＣＭＡおよびＴ細胞上のＣＤ
３の同時結合は、活性化Ｔ細胞によって標的腫瘍細胞の直接死滅（細胞溶解）を促進する
。
【０１６５】
　抗ＢＣＭＡ特異的結合ドメインおよび抗ＣＤ３特異的結合ドメインを含む二重特異性抗
体を、標準的な方法を使用して構築し、抗ＢＣＭＡ抗原結合ドメインおよび抗ＣＤ３抗原
結合ドメインが、各々、共通のＬＣＶＲと対をなす異なる別個のＨＣＶＲを含む。例示さ
れた二重特異性抗体では、これらの分子は、抗ＣＤ３抗体からの重鎖、抗ＢＣＭＡ抗体か
らの重鎖、および抗ＣＤ３抗体からの共通軽鎖を利用して構築された（１００８２）。他
の例では、二重特異性抗体は、抗ＣＤ３抗体からの重鎖、抗ＢＣＭＡ抗体からの重鎖、お
よび抗ＣＤ３抗体からの軽鎖、または乱雑であって、あるいは様々な重鎖アームと効果的
に対をなすことが知られている抗体軽鎖を利用して構築され得る。

【表５】

【０１６６】
　表６は、本明細書に例示される二重特異性抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３抗体のアミノ酸配列識
別子を示す。
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【表６】

【０１６７】
実施例４：抗ＢＣＭＡ抗体および抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体の表面プラズモン
共鳴由来の結合親和性および動態定数
　精製された抗ＢＣＭＡ　ｍＡｂおよび抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性ｍＡｂに結合す
るｈＢＣＭＡ．ｍｍｈ（配列番号１０６）の平衡解離定数（ＫＤ値）は、Ｂｉａｃｏｒｅ
４０００装置を使用するリアルタイム表面プラズモン共鳴バイオセンサーを使用して決定
された。ＣＭ５　Ｂｉａｃｏｒｅセンサー表面を、モノクローナルマウス抗ヒトＦｃ抗体
（ＧＥ、＃ＢＲ－１００８－３９）とのアミンカップリングによって誘導体化して、精製
された抗ＢＣＭＡ　ｍＡｂおよび抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性ｍＡｂを捕捉した。す
べてのＢｉａｃｏｒｅ結合試験は、０．０１Ｍ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４、０．１５Ｍ　
ＮａＣｌ、３ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０５体積／体積％界面活性剤Ｐ２０（ＨＢＳ－ＥＴラ
ンニング緩衝液）で構成される緩衝液中で実施した。単量体親和性については、Ｃ末端ｍ
ｙｃ－ｍｙｃ－ヘキサヒスチジンタグ（ヒトＢＣＭＡ－ＭＭＨ；配列番号１０６）で発現
されたヒトＢＣＭＡまたはＣ末端ｍｙｃ－ｍｙｃ－ヘキサヒスチジンタグ（サルＢＣＭＡ
－ＭＭＨ；配列番号１１０）で発現されたサルＢＣＭＡの異なる濃度の細胞外ドメインを
、ＨＢＳ－ＥＴランニング緩衝液（９０～１．１１ｎＭ、３倍希釈）中で調製した。二量
体親和性については、Ｃ末端ｍＦｃタグ（ヒトＢＣＭＡ－ＭＦＣ；配列番号１０８）で発
現されたヒトＢＣＭＡまたはＣ末端ｍＦｃタグ（サルＢＣＭＡ－ＭＦＣ；配列番号１１２
）で発現されたサルＢＣＭＡの異なる濃度の細胞外ドメインを、ＨＢＳ－ＥＴランニング
緩衝液（３０～０．３７ｎＭ、３倍希釈）中で調製したか、またはＣ末端ｍＦｃタグ（マ
ウスＢＣＭＡ－ＭＦＣ；配列番号１１４）で発現された３０ｎＭのＢＣＭＡを、調製した
。次いで、抗原サンプルを、３０μＬ／分の流量で表面に捕捉された抗ＢＣＭＡおよび抗
ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性ｍＡｂにわたって注入した。ＨＢＳ－ＥＴランニング緩衝
液中での解離を１０分間モニタリングしながら、抗体－試薬結合物を５分間モニタリング
した。すべての結合速度論実験を、２５℃で実施した。Ｓｃｒｕｂｂｅｒ　２．０ｃ曲線
適合ソフトウェアを使用してリアルタイムセンサーグラムを１：１結合モデルへあてはめ
ることによって、動的結合（ｋａ）速度定数および動的解離（ｋｄ）速度定数を決定した
。結合解離平衡定数（ＫＤ）および解離半減期（ｔ１／２）を、動的速度定数から以下の
ように計算した：
【数１】

【０１６８】
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　表７に示すように、２５℃で、本発明のすべての抗ＢＣＭＡ抗体は、１．０６ｎＭ～３
．５６ｎＭの範囲のＫＤ値を有するヒトＢＣＭＡ－ＭＭＨに結合した。表８に示すように
、２５℃で、本発明のすべての抗ＢＣＭＡ抗体は、２２．３ｐＭ～１０３ｐＭの範囲のＫ

Ｄ値を有するヒトＢＣＭＡ－ＭＦＣに結合した。表９に示すように、２５℃で、本発明の
２つの抗ＢＣＭＡ抗体は、３８．８ｎＭ～４９．９２ｎＭの範囲のＫＤ値を有するサルＢ
ＣＭＡ－ＭＭＨに結合した。表１０に示すように、２５℃で、本発明の４つの抗ＢＣＭＡ
抗体は、１４８ｐＭ～１４．７ｎＭの範囲のＫＤ値を有するサルＢＣＭＡ－ＭＦＣに結合
した。表１１に示すように、２５℃で、本発明の４つの抗ＢＣＭＡ抗体は、６７７ｐＭ～
１８．８ｎＭの範囲のＫＤ値を有するマウスＢＣＭＡ－ＭＦＣに結合した。
【表７】

【表８】
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【表９】

【表１０】

【表１１】

【０１６９】
実施例５：ヒトおよびカニクイザルＣＤ３発現細胞への抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性
抗体のＦＡＣＳ結合
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　フローサイトメトリー分析を利用して、ヒトおよびカニクイザルＣＤ３（Ｊｕｒｋａｔ
細胞、ｍｆＣＤ３操作Ｊｕｒｋａｔ細胞、一次ヒトＣＤ８＋およびカニクイザルＣＤ８＋
Ｔ細胞）へのＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体の結合を決定した。簡言すれば、１ｅ０５
細胞／ウェルを、ＢＣＭＡ×ＣＤ３および対照抗体の連続希釈法を伴うブロック（ＰＢＳ
＋１％濾過ＦＢＳ＋５％マウス血清）を用いたＦＡＣＳ洗浄の存在下で氷上で３０分間イ
ンキュベートした。インキュベーション後、細胞を冷ＦＡＣＳ洗浄（ＰＢＳ＋１％濾過Ｆ
ＢＳ）で２回洗浄し、氷上でさらに３０分間、Ａｌｅｘａ６４７でコンジュゲートした抗
ヒト二次抗体でインキュベートすることによって、結合抗体を検出した。抗体なしまたは
二次抗体のみを含有するウェルを対照として使用した。サルおよびヒトＴ細胞を検出する
ために、ＣＤ４、ＣＤ８、およびＣＤ１６に対するヒトおよびカニクイザルの交差反応性
抗体のカクテルを抗ヒト二次抗体に添加した。インキュベーション後、細胞を洗浄し、１
％濾過ＦＢＳを含有する２００μＬの冷ＰＢＳに再懸濁し、ＢＤ　ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ
　ＩＩでフローサイトメトリーによって分析した。細胞を、ＦＳＣ－ＨによってＦＳＣ－
Ａによってゲーティングし、シングレットイベントを選択し、続いて側面散乱および前方
散乱がライブイベントを選択した。サルＴ細胞については、ＣＤ８＋／ＣＤ１６－細胞で
追加のゲーティングを実施した。
【０１７０】
　ＦＡＣＳ結合のＥＣ５０値は、Ｐｒｉｓｍソフトウェアの４パラメータ非線形回帰分析
を使用して計算した。
【０１７１】
　Ｊｕｒｋａｔ細胞は、Ｔ細胞リンパ芽球性細胞株を発現するヒトＣＤ３である。ＲＥＧ
Ｎ５４５８は、中央値のＥＣ５０が、それぞれ、１．５０×１０－８Ｍおよび３．２０×
１０－８Ｍを有するＪｕｒｋａｔ細胞および一次ヒトＣＤ８＋Ｔ細胞上のヒトＣＤ３に結
合した。ＲＥＧＮ５４５９の結合は、ヒトＣＤ３で弱く、中央値ＥＣ５０が、Ｊｕｒｋａ
ｔ細胞では５．５８×１０－７Ｍであり、一次ヒトＣＤ８＋Ｔ細胞では４．７１×１０－

６であった。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技術を利用して、Ｊｕｒｋａｔ細胞株は、ヒトバー
ジョンの代わりにカニクイザルＣＤ３εおよびＣＤ３δ鎖を発現するように操作された。
ｍｆＣＤ３を操作したＪｕｒｋａｔ細胞株へのＲＥＧＮ５４５８の結合の中央値ＥＣ５０
は、１．５１ｘ１０－８Ｍであり、一次カニクイザルＣＤ８＋Ｔ細胞へのその結合の中央
値ＥＣ５０は、４．６６×１０－８Ｍであった。ＲＥＧＮ５４５９は、ｍｆＣＤ３発現細
胞には結合しなかった。
【０１７２】
　ｍＡｂ１５２６０と呼ばれる陰性アイソタイプ対照抗体のいかなる細胞株においても結
合は観察されなかった。
【表１２】

【０１７３】
実施例６：細胞表面抗原結合能を評価するためのＦＡＣＳ結合アッセイ
　抗ＢＣＭＡ×ＣＤ３抗体、ｍＡｂ２５４４２Ｄが、ＢＣＭＡ陽性多発性骨髄腫（ＮＣＩ
－Ｈ９２９、ＭＭ．１Ｓ、ＯＰＭ－２、およびＲＰＭＩ－８２２６）、ＢＣＭＡ陽性リン
パ腫（ＲａｊｉおよびＤａｕｄｉ）、ならびにＢＣＭＡ陰性（ＨＥＫ２９３）細胞の表面
に結合する能力を、フローサイトメトリーで決定した。細胞解離緩衝液（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ、カタログ番号Ｓ－００４－Ｃ）を使用してフラスコから細胞を回収し、染色緩衝液
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（ＰＢＳ、カルシウムおよびマグネシウムを含まない（Ｉｒｖｉｎｇ　９２４０）＋２％
ＦＢＳ（ＡＴＣＣ　３０－２０２０）中に９６ウェルＶ字底プレートのウェルあたり５０
０，０００個の細胞の密度で播種した。細胞を、４℃で３０分間、Ａｌｅｘａ６４７コン
ジュゲート抗ＢＣＭＡ×ＣＤ３抗体（ｍＡｂ２５４４２Ｄ－Ａ６４７）または無関連腫瘍
標的アーム（アイソタイプ－Ａ６４７）と対となる同じＣＤ３結合アームを有するＡｌｅ
ｘａ６４７コンジュゲートアイソタイプ対照の２倍段階希釈で、４℃で３０分間染色した
。細胞を、染色緩衝液で２回洗浄し、製造業者の取扱説明書に従ってＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ
（商標）Ｆｉｘａｂｌｅ　Ｇｒｅｅｎ死細胞染色キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｌ３４
９７０）で標識して、生細胞と死細胞を区別した。次いで、細胞を洗浄し、ＰＢＳで希釈
したＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ（ＢＤ、カタログ番号５５４６５５）の５０％溶液を使用して
、４℃で２５分間固定した。サンプルは、Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６フローサイトメーター（Ｂ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で実行され、Ｆｌｏｗｊｏ　１０．２（Ｔｒｅｅ　Ｓｔａ
ｒ）で分析された。生細胞および単一細胞についてゲーティングした後、平均蛍光強度（
ＭＦＩ）を決定し、ＭＦＩ値は、ＥＣ５０を計算するために１０ポイントの応答曲線上に
４パラメータロジスティック方程式を使用して、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍにプロッ
トした。各用量反応曲線のゼロ条件も、２倍連続希釈の継続として分析に含まれ、最低用
量として表される。信号対雑音比（Ｓ／Ｎ）は、ｍＡｂ２５４４２Ｄ－Ａ６４７　ＭＦＩ
とＩｓｏｔｙｐｅ－Ａ６４７　ＭＦＩの比率をとることによって決定される。（表１３）
。ｍＡｂ２５４４２Ｄ－Ａ６４７のＳ／Ｎは、２～４７０の範囲であり、ＥＣ５０値は、
２７～８３ｎＭの範囲であった。ＨＥＫ２９３細胞では、検出可能な結合は観察されなか
った。

【表１３】

【０１７４】
実施例７：ＢＣＭＡ発現細胞の存在下での二重特異性抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３抗体を介した
Ｔ細胞活性化
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体の活性は、ＢＣＭＡ表面発現のレベルが異なるい
くつかの細胞株を利用したＪｕｒｋａｔ／ＮＦＡＴＬｕｃレポーターバイオアッセイで評
価された。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、ＮＦＡＴ－ルシフェラーゼレポーター（Ｊｕｒｋａｔ／
ＮＦＡＴＬｕｃ．３Ｃ７）を発現するように設計され、５０，０００個のＪｕｒｋａｔレ
ポーター細胞が、５０ｕｌのアッセイ培地（１０％ＦＢＳおよび１％Ｐ／Ｓ／Ｇを含むＲ
ＰＭＩ培地）中の、５０，０００個のＢＣＭＡ陽性（Ｄａｕｄｉ、ＭＭ１－Ｓ、ＮＣＩ－
Ｈ９２９、ＯＰＭ－２、ＲＰＭＩ－８２２６、ＭＯＬＰ－８、もしくはＲａｊｉ）または
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｎｕｎｃｌｏｎデルタ９６ウェル白色マイクロウェルプレート（Ｔｈｅｒ
ｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、カタログ番号１３６１０２）中のＢＣＭＡ陰性（ＨＥＫ２
９３）細胞と混合した。ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体（ｍＡｂ２５４４１Ｄもしくは
ｍＡｂ２５４４２Ｄ）または二価抗ＢＣＭＡ抗体（ｍＡｂ２１５８１）の３倍連続希釈液
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を、５０ｕＬのアッセイ緩衝液中に直ちに添加した。プレートを穏やかに撹拌し、３７℃
、５％ＣＯ２インキュベーター中で４～６時間インキュベートした。ＮＦＡＴ－ルシフェ
ラーゼ活性は、Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｏｎｅ－Ｇｌｏ（カタログ番号Ｅ６１３０）およびＰｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｅｎｖｉｓｉｏｎプレートリーダーを使用して決定した。ＲＬＵ
は、ＥＣ５０値を計算するために、１２ポイントの応答曲線上で４パラメータロジスティ
ック方程式を使用して、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍにプロットした。各用量応答曲線
の抗体を用いない治療条件も、３倍連続希釈の継続として分析に含まれ、最低用量として
表される。信号対雑音比（Ｓ：Ｎ）は、曲線上の最高のＲＬＵと最低のＲＬＵの比率をと
ることによって決定される。
【０１７５】
　ｍＡｂ２５４４１Ｄは、ＥＣ５０が０．６１ｎＭ～２．１ｎＭの範囲で、Ｓ：Ｎが８～
１２３の範囲のＢＣＭＡ発現細胞の存在下でＪｕｒｋａｔ／ＮＦＡＴＬｕｃ細胞を活性化
した。ｍＡｂ２５４４２Ｄは、ＥＣ５０が２．６ｎＭ～１１ｎＭの範囲で、Ｓ：Ｎが７～
１２０の範囲のＢＣＭＡ発現細胞の存在下でＪｕｒｋａｔ／ＮＦＡＴＬｕｃ細胞を活性化
した。親和性の高いＣＤ３結合アームを備えたＢＣＭＡ×ＣＤ３　ｂｉｓｐｅｃ　ｍＡｂ
２５４４１Ｄは、親和性の低いＣＤ３結合アームを備えたｍＡｂ２５４４２Ｄよりも一貫
して強力であり、一方、Ｓ：Ｎは、２つの二重特異性で類似していた。どちらの抗体も、
ＨＥＫ２９３細胞の存在下でＪｕｒｋａｔ／ＮＦＡＴＬｕｃ細胞を活性化せず、対照の二
重特異性抗体は、試験した細胞株のいずれにおいてもＪｕｒｋａｔレポーター活性を有意
に増加させなかった。結果を、以下の表１４Ａおよび１４Ｂに示す。
【表１４】

【表１５】

【０１７６】
実施例８：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体の存在下でのＢＣＭＡ発現多発性骨髄腫
細胞のＴ細胞媒介性死滅を評価するためのＦＡＣＳベースの細胞毒性アッセイ。
　市販の抗ヒトＢＣＭＡ抗体（クローン１９Ｆ２）の抗体結合能（ＡＢＣ）は、Ｑｕａｎ
ｔｕｍ　Ｓｉｍｐｌｙ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ抗ヒトＩｇＧキットを使用し、製造業者の取扱
説明書（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に従って、多発性骨髄腫細胞株のパネ
ル上で決定した。
【０１７７】
　簡言すれば、多発性骨髄腫（ＭＭ）細胞株（Ｈ９２９、ＭＭ１Ｓ、Ｕ２６６、ＭＯＬＰ
８、およびＲＰＭＩ８２２６）ならびにＱｕａｎｔｕｍ　Ｓｉｍｐｌｙ　Ｃｅｌｌｕｌａ
ｒビーズを、ＡＰＣコンジュゲートした抗ｈＢＣＭＡ－１９Ｆ２抗体の滴定によって４℃
で３０分間インキュベートした。インキュベーション後、細胞およびビーズを３回洗浄し
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よって分析した。ＱｕｉｃｋＣａｌ（登録商標）テンプレート（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｓ）
を使用して、各細胞株の抗ＢＣＭＡ　１９Ｆ２のＡＢＣの飽和レベルを、飽和時のビーズ
集団のチャネル強度によって生成された標準曲線から補間した。
【０１７８】
　ヒトまたはカニクイザルのＴ細胞を休止させることによるＢＣＭＡ発現標的細胞の死滅
は、フローサイトメトリーによって決定された。簡言すれば、ヒトまたはカニクイザルの
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、１×１０６細胞／ｍＬで補充ＲＰＭＩ（ヒト）またはＸ
－Ｖｉｖｏ（カニクイザル）培地に播種し、付着マクロファージ、樹状細胞、およびいく
つかの単球を枯渇させることによってリンパ球を濃縮するために３７℃で一晩インキュベ
ートした。翌日、ＢＣＭＡ発現標的細胞を、１ｕＭのＶｉｏｌｅｔ　ＣｅｌｌＴｒａｃｅ
で標識し、付着細胞枯渇ＰＢＭＣ（エフェクター／標的細胞４：１比）およびＢＣＭＡ×
ＣＤ３二重特異性の連続希釈液または対照抗体と３７℃で共培養した。４８～７２時間後
、細胞を、細胞培養プレートから取り出し、カクテル表現型抗体および生／死細胞生存率
色素で染色し、ＦＡＣＳにより分析した。ウェル中に存在する生標的細胞の数を定量化す
るために、２０μｌのＣｏｕｎｔＢｒｉｇｈｔ絶対カウントビーズを、取得直前にウェル
に添加した。死滅の特異性を評価するために、細胞を、バイオレット細胞追跡標識集団に
ゲーティングした。標的細胞の生存率は、次のように計算された：標的生存率＝（Ｒ１／
Ｒ２）＊１００（式中、Ｒ１＝エフェクター細胞および抗体の存在下での生標的細胞の絶
対数、Ｒ２＝生標的細胞のみの数（エフェクター細胞または試験抗体なしで培養））。
【０１７９】
　ヒトＣＤ８＋Ｔ細胞を、ＣＤ４５＋／ＣＤ１４－／ＣＤ４－／ＣＤ８＋としてゲーティ
ングした。カニクイザルＣＤ８＋Ｔ細胞を、ＣＤ４５＋／ＣＤ２０－／ＣＤ１４－／ＣＤ
４－／ＣＤ８＋としてゲーティングし、Ｔ細胞活性化を、ＣＤ８＋Ｔ細胞全体のうちのＣ
Ｄ２５＋またはＣＤ６９＋Ｔ細胞の割合として報告した。
【０１８０】
　標的細胞の生存およびＴ細胞活性化のＥＣ５０値は、Ｐｒｉｓｍソフトウェアの４パラ
メータ非線形回帰分析を使用して計算した。
【０１８１】
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体を、休止状態のヒトおよびカニクイザルＴ細胞を
活性化して、表面ＢＣＭＡレベルが異なるＢＣＭＡ発現細胞のパネルを死滅させる能力に
ついて試験した。エフェクター細胞としてヒトＴ細胞を休止して、ＲＥＧＮ５４５８は、
５つの異なるＢＣＭＡ細胞株を媒介し、ＥＣ５０値は、７．０７×１０－１０Ｍ～３．４
５×１０－１１Ｍの範囲であった。ＲＥＧＮ５４５９は、同じ５つの細胞株の死滅を示し
、ＥＣ５０値が１．６６×１０－９Ｍ～１．０６×１０－１０Ｍの範囲であった。ＣＤ８
＋Ｔ細胞におけるＣＤ２５の上方調節によって測定されるように、Ｔ細胞活性化のために
ＥＣ５０は、死滅するＥＣ５０と同様であった。中程度のＴ細胞活性化は、１アームＣＤ
３アイソタイプ対照ｍＡｂ１７６６４Ｄの存在下で観察されたが、Ｕ２６６細胞株でのみ
観察された。試験したアイソタイプ対照では、細胞毒性は観察されなかった。
【０１８２】
　カニクイザルＴ細胞によるＢＣＭＡ×ＣＤ３を媒介した死滅は、ＭＭ細胞株Ｈ９２９で
のみ試験された。ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９によって媒介された細胞毒性
のＥＣ５０は、それぞれ、２．３４×１０－１１および６．９２×１０－１１であった。
ヒトまたはカニクイザルエフェクター細胞を用いたアイソタイプ対照抗体ｍＡｂ１５２６
０では、細胞毒性またはＴ細胞活性化は観察されなかった。結果を、以下の表１５Ａ、１
５Ｂ、および１６に示す。
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【表１６】

【表１７】

【表１８】

【０１８３】
実施例９：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体の存在下での一次多発性骨髄腫芽球細胞
の自己Ｔ細胞媒介性死滅に対するＦＡＣＳ細胞毒性アッセイ
　フローサイトメトリーによって多発性骨髄腫細胞の特異的死滅をモニタリングするため
に、多発性骨髄腫患者からの骨髄単核細胞（ＢＭＭＣ）をヒト間質細胞（ＨＳ５）に播種
し、３７℃で一晩休ませた。別に、適合した患者の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、解凍
し、付着細胞を枯渇させることによってリンパ球を濃縮するために、１×１０６細胞／ｍ
Ｌで補充ＲＰＭＩ培地中で３７℃で一晩培養した。翌日、ＢＭＭＣは、間質細胞（ＨＳ５
）上の付着細胞枯渇ナイーブＰＢＭＣおよびＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性または１アーム
ＣＤ３アイソタイプ対照（開始濃度６６．７ｎＭ）の連続１０倍希釈液を用いて３７℃で
共培養した。３、４、または７日目に、細胞を細胞培養プレートから取り出し、ＦＡＣＳ
により分析した。死滅の特異性を評価するために、多発性骨髄腫細胞を、単一、生、ＣＤ
９０陰性（間質細胞を除く）、ＣＤ２陰性、ＣＤ５６陽性としてゲーティングした。ＣＤ
４５は、ＭＭ４５５を除くほとんどのサンプルで多発性骨髄腫細胞において低かった。調
整された生存率の計算のために、生標的細胞の割合を、以下のように報告した：調整され
た生存率＝（Ｒ１／Ｒ２）＊１００（式中、Ｒ１＝抗体の存在下での生標的細胞の割合（
％）、およびＲ２＝試験抗体の不在下での生標的細胞の割合（％）。
【０１８４】
　Ｔ細胞を、ＣＤ２陽性、ＣＤ５６陰性、およびＣＤ４陽性またはＣＤ８陽性としてゲー
ティングした。Ｔ細胞の活性化を、ＣＤ４またはＣＤ８Ｔ細胞全体のうちのＣＤ２５＋Ｃ
Ｄ４またはＣＤ８Ｔ細胞の割合として報告した。
【０１８５】
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　ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体を、自家ドナーＰＢＭＣによる一次多発性骨髄腫芽球
の死滅を再指向する能力について試験した。一次ＭＭ芽球の最大のＢＣＭＡ×ＣＤ３媒介
性細胞毒性は、５２～９６％の範囲であり、ＲＥＧＮ５４５８については、ＥＣ５０が９
．８９×１０－１１Ｍ～３．６７×１０－９Ｍの範囲であり、ＲＥＧＮ５４５９について
は、４．９６×１０－１０Ｍ～７．９４×１０－８Ｍの範囲であった。Ｔ細胞活性化は、
ＣＤ８＋Ｔ細胞上のＣＤ２５の上方調節を評価することによって測定された。Ｔ細胞活性
化のＥＣ５０は、３．２３×１０－９～１．６９×１０－１０であった。中程度の細胞毒
性およびＴ細胞活性化が、１アームＣＤ３（標的結合なし）アイソタイプ対照で観察され
た。結果を、以下の表１７Ａおよび１７Ｂに示す。
【表１９】

【表２０】

【０１８６】
実施例１０：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、異種腫瘍モデルにおいてインビボ
でＢＣＭＡ発現腫瘍（ＮＣＩ－Ｈ９２９）の成長を防止する
　ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために、異
種腫瘍研究を実施した。免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ２ｒｇｔｍ１Ｗ



(53) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

40

ｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９多発
性骨髄腫細胞と正常ドナーから単離された０．５×１０６個のヒト末梢血単核細胞（ＰＢ
ＭＣ）との混合物を皮下に移植した。マウス（群あたりｎ＝７）に、ＰＢＳビヒクル対照
、無関連抗ＦｅｌＤ１二価アイソタイプ対照Ａｂ（ＲＥＧＮ２７５９）、ＣＤ３結合対照
二重特異性Ａｂ（ｍＡｂ１７６６４Ｄ）、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二
重特異性Ａｂ、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性抗体を
４ｍｇ／ｋｇの用量で直ちに投与した。マウスに、Ａｂを週に２回、合計３週間投与し、
腫瘍の成長を４０日間にわたって評価した。ＢＣＭＡ＋腫瘍は、ビヒクル、アイソタイプ
対照、およびＣＤ３結合対照治療マウスで同様に成長したが、試験されたＢＣＭＡ×ＣＤ
３　Ａｂは両方とも、インビボでの腫瘍の成長を防止した。
【０１８７】
　同系腫瘍の移植および測定：ＮＳＧマウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－
Ｈ９２９多発性骨髄腫細胞と正常ドナーに由来する０．５×１０６個のＰＢＭＣとの混合
物を皮下に移植した。マウス（群あたりｎ＝７）に、ＰＢＳビヒクル対照、無関連抗Ｆｅ
ｌＤ１二価アイソタイプ対照Ａｂ（ＲＥＧＮ２７５９）、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ
（ｍＡｂ１７６６４Ｄ）、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂ、
またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性抗体を４ｍｇ／ｋｇの
用量で直ちに投与した。マウスに、Ａｂを週に２回、合計３週間投与した。腫瘍成長を、
実験の期間中、キャリパーを用いて週２回測定した。腫瘍移植後、４０日目にマウスを殺
処分した。
【０１８８】
　同系腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーで腫瘍体積を決定するために、最大長
径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャリパー測定値に基づいて、腫
瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により計算した。
【０１８９】
　ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性Ａｂは、異種腫瘍モデルにおいてインビボでＢＣＭＡ＋Ｎ
ＣＩ－Ｈ９２９腫瘍の成長を防止した。結果を、以下の表１８に示す。
【表２１－１】
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【表２１－２】

【表２１－３】

【表２１－４】

【表２１－５】
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【表２１－６】

【表２１－７】

【表２１－８】

【０１９０】
実施例１１：抗ＢＣＭＡｘ抗ＣＤ３二重特異性抗体は、異種のインビボ腫瘍モデルにおい
て用量依存的様式でＢＣＭＡ発現腫瘍（ＮＣＩ－Ｈ９２９）の成長を防止する
　抗ＢＣＭＡｘ抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、異種腫瘍研究を実施した。免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ２ｒｇｔｍ

１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９
ヒト多発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーから単離された０．５×１０６個のヒト末梢血
単核細胞（ＰＢＭＣ）との混合物を皮下に移植した。次いで、マウス（群あたりｎ＝７）
に、ＰＢＳビヒクル対照、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）を
４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ２０；ＲＥＧＮ４４６０）を
４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂを４
ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で、また
はＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを４ｍｇ／ｋｇ、０．
４ｍｇ／ｋｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で直ちに投与した。マウス
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て評価した。ＢＣＭＡ＋ＮＣＩ－Ｈ９２９腫瘍は、ビヒクルおよびＣＤ３結合対照で治療
されたマウスで同様に成長したが、試験された抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３　Ａｂは両方とも、
インビボでの用量依存的様式で腫瘍の成長を防止した。
【０１９１】
　異種腫瘍の移植および測定：ＮＳＧマウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－
Ｈ９２９多発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーに由来する０．５×１０６個のＰＢＭＣと
の混合物を皮下に移植した。マウス（群あたりｎ＝７）に、ＰＢＳビヒクル対照、ＣＤ３
結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（
Ｇ２０；ＲＥＧＮ４４６０）、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａ
ｂ、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを直ちに投与
した。ｍＡｂ１７６６４ＤおよびＲＥＧＮ４４６０を、４ｍｇ／ｋｇで投与したが、ＲＥ
ＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９は、４ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、または０．
０４ｍｇ／ｋｇのいずれかで投与した。マウスに、Ａｂを週に２回、合計７回の用量で投
与した。腫瘍成長を、実験の期間中、キャリパーを用いて週２回測定した。
【０１９２】
　異種腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーで腫瘍体積を決定するために、最大長
径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャリパー測定値に基づいて、腫
瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により計算した。
【０１９３】
　ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性Ａｂは、この異種のインビボ腫瘍モデルにおいて、用量依
存的様式でＢＣＭＡ＋ＮＣＩ－Ｈ９２９腫瘍の成長を防止した。結果を、以下の表１９に
示し、図１および２に示す。
【表２２－１】
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【表２２－３】
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【表２２－４】

【表２２－５】
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【表２２－６】

【表２２－７】
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【表２２－８】

【表２２－９】
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【表２２－１０】

【表２２－１１】
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【表２２－１２】

【表２２－１３】
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【表２２－１４】

【０１９４】
実施例１２：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、異種のインビボ腫瘍モデルにおい
て用量依存的様式で確立されたＢＣＭＡ発現腫瘍（ＮＣＩ－Ｈ９２９）のサイズを縮小し
、その成長を防止する
　抗ＢＣＭＡｘ抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、異種腫瘍研究を実施した。免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ２ｒｇｔｍ

１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－Ｈ９２９
ヒト多発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーから単離された０．５×１０６個のヒト末梢血
単核細胞（ＰＢＭＣ）との混合物を皮下に移植した。腫瘍は、サイズが約７０ｍｍ３にな
るまで、５日間成長および確立した。次いで、５日目に、マウス（群あたりｎ＝７～８）
に、ＰＢＳビヒクル対照、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）を
４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ２０；ＲＥＧＮ４４６０）を
４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂを４
ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で、また
はＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを４ｍｇ／ｋｇ、０．
４ｍｇ／ｋｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で投与した。マウスに、こ
れらのＡｂを週に２回、合計７回の用量を投与し、腫瘍の成長を５５日間にわたって評価
した。ＢＣＭＡ＋ＮＣＩ－Ｈ９２９腫瘍は、ビヒクルおよびＣＤ３結合対照で治療された
マウスで同様に成長したが、試験されたＢＣＭＡ×ＣＤ３　Ａｂは両方とも、インビボで
の用量依存的様式で確立した腫瘍を縮小し、腫瘍の成長を防止した。
【０１９５】
　異種腫瘍の移植および測定：ＮＳＧマウスに、１０×１０６個のＢＣＭＡ発現ＮＣＩ－
Ｈ９２９多発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーに由来する０．５×１０６個のＰＢＭＣと
の混合物を皮下に移植した。腫瘍は、サイズが約７０ｍｍ３になるまで、５日間成長およ
び確立した。次いで、５日目に、マウス（群あたりｎ＝７～８）に、ＰＢＳビヒクル対照
、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）、ＣＤ３結合対照二重特異
性Ａｂ（Ｇ２０；ＲＥＧＮ４４６０）、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重
特異性Ａｂ、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを直
ちに投与した。ｍＡｂ１７６６４ＤおよびＲＥＧＮ４４６０を、４ｍｇ／ｋｇで投与した
が、ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９は、４ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、ま
たは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかで投与した。マウスに、Ａｂを週に２回、合計７回の
用量で投与した。腫瘍成長を、実験の期間中、キャリパーを用いて週２回測定した。
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【０１９６】
　異種腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーで腫瘍体積を決定するために、最大長
径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャリパー測定値に基づいて、腫
瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により計算した。
【０１９７】
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、この異種のインビボ腫瘍モデルにおいて用量
依存的様式で確立されたＢＣＭＡ＋ＮＣＩ－Ｈ９２９腫瘍のサイズを縮小し、その成長を
防止した。結果を、以下の表２０に示し、図３および４に示す。
【表２３－１】

【表２３－２】
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【表２３－３】

【表２３－４】



(66) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

【表２３－５】

【表２３－６】
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【表２３－７】

【表２３－８】
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【表２３－９】

【表２３－１０】
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【表２３－１１】

【０１９８】
実施例１３：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、異種のインビボ腫瘍モデルにおい
て用量依存的様式でＢＣＭＡ発現腫瘍（ＭＯＬＰ－８）の成長を防止する
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、異種腫瘍研究を実施した。免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ２ｒｇｔｍ

１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、５×１０６個のＢＣＭＡ発現ＭＯＬＰ－８ヒト多
発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーから単離された１×１０６個のヒト末梢血単核細胞（
ＰＢＭＣ）との混合物を皮下に移植した。次いで、マウス（群あたりｎ＝７）に、ＰＢＳ
ビヒクル対照、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）を４ｍｇ／ｋ
ｇの用量で、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ２０；ＲＥＧＮ４４６０）を４ｍｇ／ｋ
ｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂを４ｍｇ／ｋｇ
、０．４ｍｇ／ｋｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で、またはＢＣＭＡ
×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを４ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋ
ｇ、もしくは０．０４ｍｇ／ｋｇのいずれかの用量で直ちに投与した。マウスに、これら
のＡｂを週に２回、合計７回の用量を投与し、腫瘍の成長を５６日間にわたって評価した
。ＢＣＭＡ＋ＭＯＬＰ－８腫瘍は、ビヒクルおよびＣＤ３結合対照で治療されたマウスで
同様に成長したが、試験されたＢＣＭＡ×ＣＤ３　Ａｂは両方とも、インビボでの用量依
存的様式で腫瘍の成長を防止した。
【０１９９】
　異種腫瘍の移植および測定：ＮＳＧマウスに、５×１０６個のＢＣＭＡ発現ＭＯＬＰ－
８多発性骨髄腫細胞と正常な健常ドナーに由来する１×１０６個のＰＢＭＣとの混合物を
皮下に移植した。マウス（群あたりｎ＝７）に、ＰＢＳビヒクル対照、ＣＤ３結合対照二
重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ２０；Ｒ
ＥＧＮ４４６０）、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂ、または
ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二重特異性Ａｂを直ちに投与した。ｍＡ
ｂ１７６６４ＤおよびＲＥＧＮ４４６０を、４ｍｇ／ｋｇで投与したが、ＲＥＧＮ５４５
８およびＲＥＧＮ５４５９は、４ｍｇ／ｋｇ、０．４ｍｇ／ｋｇ、または０．０４ｍｇ／
ｋｇのいずれかで投与した。マウスに、Ａｂを週に２回、合計７回の用量で投与した。腫
瘍成長を、実験の期間中、キャリパーによって週２回測定した。
【０２００】
　異種腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーで腫瘍体積を決定するために、最大長
径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャリパー測定値に基づいて、腫
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瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により計算した。
【０２０１】
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、この異種のインビボ腫瘍モデルにおいて用量
依存的様式でＢＣＭＡ＋ＭＯＬＰ－８腫瘍の成長を防止した。結果を、以下の表２１に示
し、図５および６に示す。
【表２４－１】

【表２４－２】
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【表２４－３】

【表２４－４】
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【表２４－５】

【表２４－６】



(73) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

【表２４－７】

【表２４－８】
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【表２４－９】

【表２４－１０】
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【表２４－１１】

【表２４－１２】
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【表２４－１３】

【０２０２】
実施例１４：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、異種（Ｘｅｎｏｇｒａｐｈｉｃ）
インビボ腫瘍モデルにおいてＢＣＭＡ発現腫瘍（ＭＯＬＰ－８）の成長を遅らせる。
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、異種腫瘍研究を実施した。１１日目に、免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩ
ｌ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、正常な健常ドナーからの４×１０６

個のヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を腹腔内に注射した。０日目に、マウスに、ホタル
ルシフェラーゼ（ＭＯＬＰ－８－ルシフェラーゼ細胞）も発現するように操作された２×
１０６個のＢＣＭＡ＋ＭＯＬＰ－８ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞を静脈内投与した。次いで
、マウス（群あたりｎ＝５）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４
Ｄ）を４ｍｇ／ｋｇの用量で、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特
異性Ａｂを４ｍｇ／ｋｇの用量で直ちに投与した。マウスに、これらのＡｂを３および７
日目に２回以上、合計３回の用量を投与した。麻酔した動物の腫瘍生物発光（ＢＬＩ）を
測定することによって、４８日間にわたって腫瘍の成長を評価した。陽性対照として、マ
ウス群（ｎ＝５）には、ＭＯＬＰ－８－ルシフェラーゼ細胞のみを投与し、ＰＢＭＣまた
は抗体は投与しなかった。バックグラウンドＢＬＩレベルを測定するために、マウス群（
ｎ＝５）は治療せず、腫瘍、ＰＢＭＣ、または抗体を投与しなかった。ＢＣＭＡ＋ＭＯＬ
Ｐ－８－ルシフェラーゼ腫瘍は、ＣＤ３結合対照治療マウスで進行的に成長したが、ＲＥ
ＧＮ５４５８によるＢＣＭＡ×ＣＤ３Ａｂ治療は、インビボで腫瘍の成長を遅らせた。
【０２０３】
　異種腫瘍の移植および測定：１１日目に、免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ

Ｉｌ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、腹腔内に、正常な健常ドナーから
の５×１０６個のヒトＰＢＭＣを注射した。０日目に、マウスに、２×１０６個のＢＣＭ
Ａ＋ＭＯＬＰ－８－ルシフェラーゼ細胞を静脈内投与した。次いで、マウス（群あたりｎ
＝５）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）を４ｍｇ／ｋｇの
用量で、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性Ａｂを４ｍｇ／ｋ
ｇの用量で直ちに投与した。マウスに、これらのＡｂを３および７日目に２回以上、合計
３回の用量を投与した。麻酔した動物の腫瘍ＢＬＩを測定することによって、４８日間に
わたって腫瘍の成長を評価した。陽性対照として、マウス群（ｎ＝５）には、ＭＯＬＰ－
８－ルシフェラーゼ細胞のみを投与し、ＰＢＭＣまたは抗体は投与しなかった。バックグ
ラウンドＢＬＩレベルを測定するために、マウス群（ｎ＝５）は治療せず、腫瘍、ＰＢＭ
Ｃ、または抗体を投与しなかった。
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【０２０４】
　異種腫瘍成長の測定：ＢＬＩイメージングを使用して腫瘍負荷を測定した。マウスに、
ＰＢＳ中に懸濁したルシフェラーゼ基質のＤ－ルシフェリン１５０ｍｇ／ｋｇをＩＰ注射
した。この注射から５分後、マウスのＢＬＩイメージングを、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ
システムを使用してイソフルラン麻酔下で実施した。Ｄでの視野、１．５ｃｍの被写体の
高さ、およびＬｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェアによって決定される自動露光時間の
中程度のビニングレベルで、画像収集を行った。Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア
を使用してＢＬＩシグナルを抽出した：目的の領域を各細胞量の周囲に描き、光子強度を
ｐ／ｓ／ｃｍ２／ｓｒとして記録した。
【０２０５】
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体ＲＥＧＮ５４５８は、この異種のインビボ腫瘍モ
デルにおいてＢＣＭＡ＋ＭＯＬＰ－８－ルシフェラーゼ腫瘍の成長を遅らせた。結果を、
以下の表２２に示す。
【表２５－１】

【表２５－２】

【表２５－３】
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【表２５－４】

【表２５－５】

【表２５－６】

【表２５－７】

【表２５－８】
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【表２５－９】

【表２５－１０】

【０２０６】
実施例１５：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、腫瘍（ＯＰＭ－２）の負荷をイン
ビボでバックグラウンドレベルに低減する
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、異種腫瘍研究を実施した。０日目に、免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ
２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、ホタルルシフェラーゼ（ＯＰＭ－２－
ルシフェラーゼ細胞）も発現するように設計された２×１０６個のＢＣＭＡ＋ＯＰＭ－２
ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞を静脈内投与した。１０日目に、マウスに、正常な健常ドナー
からの４×１０６個のヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を腹腔内に注射した。２１日目に
、マウス（群あたりｎ＝５）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４
Ｄ）を０．４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異
性Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇで、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）二
重特異性Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇで投与した。マウスに、これらのＡｂを２５および２８
日目に２回以上、合計３回の用量を投与した。麻酔した動物の腫瘍生物発光（ＢＬＩ）を
測定することによって、６１日間にわたって腫瘍の成長を評価した。陽性対照として、マ
ウス群（ｎ＝５）には、ＯＰＭ－２－ルシフェラーゼ細胞のみを投与し、ＰＢＭＣまたは
抗体は投与しなかった。バックグラウンドＢＬＩレベルを測定するために、マウス群（ｎ
＝５）は治療せず、腫瘍、ＰＢＭＣ、または抗体を投与しなかった。ＢＣＭＡ＋ＯＰＭ－
２－ルシフェラーゼ腫瘍は、ＣＤ３結合対照で治療されたマウスで徐々に成長したが、Ｒ
ＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９によるＢＣＭＡ×ＣＤ３　Ａｂ治療は、動物の大
多数で腫瘍負荷をバックグラウンドレベルまで減少させた。
【０２０７】
　異種腫瘍の移植および測定：０日目に、免疫不全ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩ
ｌ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウスに、ホタルルシフェラーゼ（ＯＰＭ－２
－ルシフェラーゼ細胞）も発現するように設計された２×１０６個のＢＣＭＡ＋ＯＰＭ－
２ヒト多発性骨髄腫腫瘍細胞を静脈内投与した。１０日目に、マウスに、正常な健常ドナ
ーからの４×１０６個のヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を腹腔内に注射した。２１日目
に、マウス（群あたりｎ＝５）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６
４Ｄ）を０．４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特
異性Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇで、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ２０；ＲＥＧＮ５４５９）
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二重特異性Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇで投与した。マウスに、これらのＡｂを２５および２
８日目に２回以上、合計３回の用量を投与した。麻酔した動物の腫瘍生物発光（ＢＬＩ）
を測定することによって、６１日間にわたって腫瘍の成長を評価した。陽性対照として、
マウス群（ｎ＝５）には、ＯＰＭ－２－ルシフェラーゼ細胞のみを投与し、ＰＢＭＣまた
は抗体は投与しなかった。バックグラウンドＢＬＩレベルを測定するために、マウス群（
ｎ＝５）は治療せず、腫瘍、ＰＢＭＣ、または抗体を投与しなかった。
【０２０８】
　異種腫瘍成長の測定：ＢＬＩイメージングを使用して腫瘍負荷を測定した。マウスに、
ＰＢＳ中に懸濁したルシフェラーゼ基質のＤ－ルシフェリン１５０ｍｇ／ｋｇをＩＰ注射
した。この注射から５分後、マウスのＢＬＩイメージングを、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ
システムを使用してイソフルラン麻酔下で実施した。Ｄでの視野、１．５ｃｍの被写体の
高さ、およびＬｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェアによって決定される自動露光時間の
中程度のビニングレベルで、画像収集を行った。Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア
を使用してＢＬＩシグナルを抽出した：目的の領域を各細胞量の周囲に描き、光子強度を
ｐ／ｓ／ｃｍ２／ｓｒとして記録した。
【０２０９】
　ＢＣＭＡ＋ＯＰＭ－２－ルシフェラーゼ腫瘍は、ＣＤ３結合対照で治療されたマウスで
徐々に成長したが、ＲＥＧＮ５４５８およびＲＥＧＮ５４５９によるＢＣＭＡ×ＣＤ３　
Ａｂ治療は、動物の大多数で腫瘍負荷をバックグラウンドレベルまで減少させた。結果を
、以下の表２３に示し、図７に示す。
【表２６－１】

【表２６－２】
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【表２６－３】

【表２６－４】

【表２６－５】

【表２６－６】
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【表２６－７】

【表２６－８】

【表２６－９】

【表２６－１０】
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【表２６－１１】

【０２１０】
実施例１６：ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体は、用量依存的様式でインビボで同系腫瘍
の成長を抑制する
　抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）のインビボでの有効性を決定するために
、ヒトＣＤ３を発現するマウスにおいて同系腫瘍研究を実施した。マウスＣＤ３ｄｅｇ（
ＣＤ３－ヒト化マウス）の代わりにヒトＣＤ３ｄｅｇを発現するＣ５７ＢＬ／６マウスに
、完全長ヒトＢＣＭＡ（Ｂ１６／ＢＣＭＡ細胞）を発現するように操作された０．５×１
０６個のＢ１６メラノーマ細胞または完全長ヒトＢＣＭＡ（ＭＣ３８／ＢＣＭＡ）を発現
するように操作された１×１０６個のＭＣ３８結腸癌細胞のいずれかを皮下に移植した。
次いで、マウス（群あたりｎ＝７）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７
６６４Ｄ）を０．４ｍｇ／ｋｇの用量で、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５
８）二重特異性Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇもしくは０．０４ｍｇ／ｋｇの用量で直ちに投与
した。マウスに、これらのＡｂを４および７日目に２回以上、合計３回の用量を投与し、
腫瘍成長を、実験を通して評価した。Ｂ１６／ＢＣＭＡ腫瘍およびＭＣ３８／ＢＣＭＡ腫
瘍は、ＣＤ３結合対照治療マウスで成長したが、ＢＣＭＡ×ＣＤ３　ＲＥＧＮ５４５８は
、インビボで用量依存的様式で両方の腫瘍株の成長を抑制することができた。
【０２１１】
　同系腫瘍の移植および測定：マウスＣＤ３ｄｅｇ（ＣＤ３－ヒト化マウス）の代わりに
ヒトＣＤ３ｄｅｇを発現するＣ５７ＢＬ／６マウスに、完全長ヒトＢＣＭＡ（Ｂ１６ヒト
／ＢＣＭＡ細胞）を発現するように操作されている０．５×１０６個のＢ１６Ｆ１０メラ
ノーマ細胞または完全長ヒトＢＣＭＡ（ＭＣ３８／ＢＣＭＡ）を発現するように操作され
ている１×１０６個のＭＣ３８結腸癌細胞のいずれかを皮下に移植した。次いで、マウス
（群あたりｎ＝７）に、ＣＤ３結合対照二重特異性Ａｂ（Ｇ；ｍＡｂ１７６６４Ｄ）を０
．４ｍｇ／ｋｇの用量で、またはＢＣＭＡ×ＣＤ３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）二重特異性
Ａｂを０．４ｍｇ／ｋｇもしくは０．０４ｍｇ／ｋｇの用量で直ちに投与した。マウスに
、これらのＡｂを４および７日目に２回以上、合計３回の用量を投与し、腫瘍成長を、実
験を通して評価した。
【０２１２】
　同系（ｓｙｎｇｅｎｉｃ）腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーによって腫瘍体
積を決定するために、最大長径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャ
リパー測定値に基づいて、腫瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により
計算した。
【０２１３】
　Ｂ１６／ＢＣＭＡ腫瘍およびＭＣ３８／ＢＣＭＡ腫瘍は、ＣＤ３結合対照治療マウスで
成長したが、ＢＣＭＡ×ＣＤ３　ＲＥＧＮ５４５８は、インビボで用量依存的様式で両方
の腫瘍株の成長を抑制することができた。結果を、以下の表２４に示す。
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【表２７－１】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　
【表２７－２】
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【表２７－３】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　
【表２７－４】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　
【０２１４】
実施例１７：水素重水素交換によるＢＣＭＡへのＲＥＧＮ５４５８結合のエピトープマッ
ピング
　質量分析（ＨＤＸ－ＭＳ）によるＨ／Ｄ交換エピトープマッピングを実施して、ＲＥＧ
Ｎ５４５８（ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体）と相互作用するＢＣＭＡ（組換えヒトＢ
ＣＭＡ、配列番号１１５のアミノ酸配列）のアミノ酸残基を決定した。Ｈ／Ｄ交換法の一
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般的な説明は、例えば、Ｅｈｒｉｎｇ（１９９９）Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　２６７（２）：２５２－２５９、およびＥｎｇｅｎ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ
（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：２５６Ａ－２６５Ａに記載されている。
【０２１５】
　ＨＤＸ－ＭＳ実験を、統合型ＨＤＸ／ＭＳプラットフォーム上で実施し、これは重水素
標識およびクエンチのためのＬｅａｐｔｅｃ　ＨＤＸ　ＰＡＬシステム、サンプル消化お
よび充填のためのＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　Ｍ－Ｃｌａｓｓ（Ａｕｘｉｌｉａｒｙ
　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍａｎａｇｅｒ）、分析用勾配のためのＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔ
ｙ　Ｍ－Ｃｌａｓｓ（μＢｉｎａｒｙ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍａｎａｇｅｒ）、およびペプ
チド質量測定のためのＴｈｅｒｍｏ　Ｑ　Ｅｘａｃｔｉｖｅ　ＨＦ質量分析計からなる。
【０２１６】
　標識溶液を、ｐＤ７．０（１０ｍＭのリン酸緩衝液、１４０ｍＭのＮａＣｌ、および３
ｍＭのＫＣｌ、２５℃でｐＨ７．４に相当）のＤ２Ｏ中ＰＢＳ緩衝液として調製した。重
水素標識のために、１０μＬのｈＢＣＭＡ．ｈＦｃ（ＲＥＧＮ２７４６、５４．５μＭ；
配列番号１２０または１：２のモル比でＲＥＧＮ５４５８と予め混合したｈＢＣＭＡ．ｈ
Ｆｃ（Ａｇ－Ａｂ複合体））を、複製中の様々な時点（例えば、非重水素化制御＝０秒、
５分間および１０分間重水素化標識化された）で、２０℃で９０μＬのＤ２Ｏ標識溶液を
用いてインキュベートした。重水素化反応は、１００μＬの事前に冷却したクエンチ緩衝
液（０．５ＭのＴＣＥＰ－ＨＣｌ、８Ｍの尿素および１％ギ酸）を各サンプルに添加して
、２０℃で５分間インキュベートすることによりクエンチした。次に、クエンチした試料
をオンライン（ｏｎｌｉｎｅ）のペプシン／プロテアーゼＸＩＩＩ消化のためにＷａｔｅ
ｒｓ　ＨＤＸ　Ｍａｎａｇｅｒに注入した。消化されたペプチドは、Ｃ８カラム（１．０
ｍｍ×５０ｍｍ，ＮｏｖａＢｉｏａｓｓａｙｓ）を１０％～３２％のＢ（移動相Ａ：水中
０．５％ギ酸、移動相Ｂ：アセトニトリル中０．１％ギ酸）からの１３分間の勾配を用い
て分離した。溶出したペプチドは、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳまたはＬＣ－ＭＳモードのＱ　Ｅｘ
ａｃｔｉｖｅ　ＨＦ質量分析によって分析した。
【０２１７】
　重水素化されていないＢＣＭＡサンプルのＬＣ－ＭＳ／ＭＳデータは、Ｂｙｏｎｉｃ検
索エンジン（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｅｔｒｉｃｓ）を使用して、ＢＣＭＡおよびそのランダ
ム化された配列を含むデータベースに対して検索された。検索パラメータ（ＥＬＮ）は、
一般的な変数の変更として非特異的な酵素消化およびヒトのグリコシル化を使用してデフ
ォルトとして設定された。次いで、同定されたペプチドのリストを、ＨＤＸ　Ｗｏｒｋｂ
ｅｎｃｈソフトウェア（バージョン３．３）にインポートして、すべての重水素化サンプ
ルからＬＣ－ＭＳによって検出された各ペプチドの重水素取り込みを計算した。所与のペ
プチドについて、各時点での重心質量（強度加重平均質量）を使用して、重水素取り込み
（Ｄ）および重水素取り込みの割合（Ｄ（％））を計算した。
【表２８】

【０２１８】
　ｈＢＣＭＡ．ｈＦｃからの合計８つのペプチドが、ｈＢＣＭＡ．ｈＦｃのみとＲＥＧＮ
５４５８サンプルと複合体を形成したｈＢＣＭＡ．ｈＦｃの両方から同定され、ｈＢＣＭ
Ａの１００％の配列カバレッジを表す。すべてのペプチドの平均標準偏差（ＳＤ）は、１
．４％と評価された（詳細な計算はＥＬＮおよびＰａｓｃａｌ，ＢＤ　ｅｔ　ａｌ（２０
１２）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　
Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　２３（９）：１５１２－１５２１で定義された）
。したがって、４．２％（平均ＳＤの３倍）を超えるＤ取り込み値の異なる割合を示した
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任意のペプチドは、有意に保護されていると定義された。ｈＢＣＭＡ．ｈＦｃの場合、配
列番号１０６のアミノ酸１～４３に対応するペプチド（ＭＬＱＭＡＧＱＣＳＱＮＥＹＦＤ
ＳＬＬＨＡＣＩＰＣＱＬＲＣＳＳＮＴＰＰＬＴＣＱＲＹＣＮＡ；配列番号１２１）は、Ｒ
ＥＧＮ５４５８によって有意に保護された。ＲＥＧＮ５４５８によるこれらの残基の保護
は、ｈＢＣＭＡ．ｍｍＨ（ＲＥＧＮ２７４４、配列番号１０６のアミノ酸配列）を使用し
て確認された。
【表２９】

【０２１９】
実施例１８：抗ＢＣＭＡ抗体との一晩のインキュベーション後の多発性骨髄腫細胞株に対
するＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体および追加のＢＣＭＡ抗体のＦＡＣＳ結合アッセイ
　フローサイトメトリー分析を利用して、多発性骨髄腫細胞株と抗ＢＣＭＡ抗体との一晩
のインキュベーションが表面ＢＣＭＡのレベルに及ぼす影響を決定した。ＭＭ細胞株（Ｈ
９２９、Ｍｏｌｐ８、Ｕ２６６、およびＭＭ１．Ｓ）を２回洗浄し、６６．７または６６
７ｎＭの抗ＢＣＭＡ抗体、を含むＲ１０培地（ＲＰＭＩ＋１０％ＦＢＳ＋ｐｅｎ／ｓｔｒ
ｅｐ／ｇｌｕｔ）、ＤＡＰＴ（ガンマセクレターゼ阻害剤）、または培地のみで３７℃で
培養した。１８時間後、ウェルを、冷ＦＡＣＳ洗浄（ＰＢＳ＋１％濾過ＦＢＳ）で洗浄し
、氷上で３０分間、冷染色緩衝液（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　１３０－０９１－２２１）中の６
６７ｎＭの同じ抗ＢＣＭＡ抗体に再懸濁した。インキュベーション後、細胞を、冷ＦＡＣ
Ｓ洗浄（ＰＢＳ＋１％濾過ＦＢＳ）で２回洗浄し、氷上で適切な抗ヒト二次抗体（抗ｈＩ
ｇＧまたは抗ＨＩＳ）とさらに３０～４５分間インキュベートすることによって、結合し
た抗体を検出した。インキュベーション後、細胞を洗浄し、１％濾過ＦＢＳを含有する２
００μＬの冷ＰＢＳに再懸濁し、ＢＤ　ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩでフローサイトメト
リーによって分析した。染色の倍増は、ＢＣＭＡ　ａｂまたはＤＡＰＴでこれまでに一晩
インキュベートした染色細胞のＭＦＩを、培地のみで一晩インキュベートした染色細胞の
ＭＦＩで除することによって計算された。
【０２２０】
　ＢＣＭＡは、酵素ガンマ－セクレターゼによって細胞の表面から急速に切断される。Ｄ
ＡＰＴなどのガンマ－セクレターゼ阻害剤で一晩インキュベートすると、ＢＣＭＡの切断
が防止され、細胞表面上のＢＣＭＡレベルが上昇する。表２６～２９は、培地のみでイン
キュベートした細胞と比較した、抗ＢＣＭＡ抗体またはＤＡＰＴで一晩インキュベートし
た細胞でのＢＣＭＡの蛍光強度中央値（ＭＦＩ）の倍増を報告する。ＤＡＰＴでの一晩の
インキュベーションにより、Ｈ９２９、Ｍｏｌｐ８、Ｕ２６６、およびＭＭ．１Ｓで抗Ｂ
ＣＭＡ抗体（ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性Ｒ５４５８、親ＢＣＭＡ抗体ｍＡｂ１５２８１
、およびその他の社内ＢＣＭＡ抗体）によって検出されるＢＣＭＡレベルが、それぞれ、
２．３～４倍、２．４～８．６倍、５．３～９．０倍、および１１．９倍増加することが
観察された。
【０２２１】
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　注目すべきことに、ＭＭ細胞株を６６．７または６６７ｎＭのＲＥＧＮ５４５８または
親の二価抗ＢＣＭＡ抗体ｍＡｂ２１５８１で一晩インキュベートすると、同様にＦＡＣＳ
によって検出される表面ＢＣＭＡのレベルが増加することが観察され、抗ＢＣＭＡ抗体の
結合がガンマセクレターゼによるＢＣＭＡの切断を防止することが示唆された。抗体が細
胞株によって異なる表面ＢＣＭＡの増加を誘導し、Ｈ９２９またはＵ２６６と比較してＭ
ｏｌｐ８およびＭＭ１Ｓ細胞では倍率がさらに増加した。この現象は、他の社内ＢＣＭＡ
抗体でも観察されたため、ＲＥＧＮ５４５８に限定されなかった。
【表３０】

【表３１】
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【表３２】

【表３３】

【０２２２】
実施例１９：ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体の存在下でのヒトおよびカニクイザル形質
細胞の自己Ｔ細胞媒介性死滅
　刺激されていない自己Ｔ細胞による濃縮ＣＤ１３８＋ヒトまたはカニクイザル形質細胞
の特異的死滅は、フローサイトメトリーによって評価された。ヒトまたはカニクイザルの
骨髄穿刺液および血液は、採取から２４時間以内に提供された。ＣＤ１３８＋形質細胞は
、製造業者の取扱説明書に従って、ＥａｓｙＳｅｐ　Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１３８＋陽性選択
キットを使用した陽性選択によって、骨髄から濃縮された。全血からのＰＢＭＣは、密度
分離によって分離された。ＰＢＭＣは、１μＭのＶｙｂｒａｎｔ　ＣＦＤＡ－ＳＥ蛍光追
跡色素で標識された。標識後、１×１０４個の富化ＣＤ１３８＋形質細胞は、１０：１の
Ｅ：Ｔ比で丸底９６ウェルプレートにＶｙｂｒａｎｔ　ＣＦＤＡ－ＳＥ標識ＰＢＭＣ、お
よびＲＥＧＮ５４５８、ＣＤ３結合対照ｂｓＡｂ、またはＢＣＭＡ結合対照ｍＡｂの連続
希釈で、完全培地中で３７℃で７２時間播種した。培養の最後に、生存しているＣＤ１３
８＋形質細胞を、固定可能なＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ色素および形質細胞特異的細胞表面マー
カーを利用してフローサイトメトリーによって分析した。生存率は、対照条件（ＰＢＭＣ
のみの存在下の形質細胞）に対して正規化された。Ｔ細胞の活性化は、フローサイトメト
リーによって評価された。活性化は、ＣＤ２５を発現するＣＤ２＋／ＣＤ４＋またはＣＤ
２＋／ＣＤ８＋／ＣＤ１６－Ｔ細胞の割合として報告される。Ｔ細胞活性化の割合は、対
照条件（ＰＢＭＣのみの存在下の形質細胞）に対して正規化された。
【０２２３】
　インビトロ研究は、一次ヒトおよびカニクイザルのＴ細胞活性化および自己形質細胞の
細胞毒性に対するＲＥＧＮ５４５８または陰性対照（ＢＣＭＡ結合対照ｍＡｂまたはＣＤ
３結合対照ｂｓＡｂ）の効果を評価した。各ドナーに対する細胞毒性およびＴ細胞活性化
の割合におけるＥＣ５０値を、表３０に要約する。
【０２２４】
　ＲＥＧＮ５４５８は、自己Ｔ細胞の存在下でドナー１および２の一次ヒト形質細胞の細
胞毒性を濃度依存的様式で媒介し、ＥＣ５０値は、それぞれ、４２．８ｐＭおよび１９１
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ｐＭであり、細胞毒性の最大割合は、それぞれ、９１％および８９％であった。並行して
、ＲＥＧＮ５４５８は、ドナー１および２からのヒト形質細胞の存在下で、濃度依存的様
式でＴ細胞活性化を媒介し、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化におけるＥＣ５０値は、それぞれ、２
１４ｐＭおよび８６０ｐＭであり、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の最大割合は、それぞれ、２％
および３６％であった。両方のドナーにおける形質細胞の細胞毒性およびドナー２のみに
おけるＣＤ８＋Ｔ細胞活性化の増加は、ＣＤ３結合対照のナノモル濃度で観察された。い
ずれかのドナーで試験された濃度のいずれにおいても、ＢＣＭＡ結合対照では細胞毒性ま
たはＴ細胞活性化への影響は観察されなかった。
【０２２５】
　ＲＥＧＮ５４５８は、両方のドナーにおける濃度依存的様式で一次カニクイザル形質細
胞の細胞毒性を媒介し、１．３１ｎＭのＥＣ５０が、ドナー１について計算されたが、ド
ナー２についてＥＣ５０は、決定することができなかった。両方のドナーにおいて、ＲＥ
ＧＮ５４５８での治療により、形質細胞の細胞毒性が増加した（ドナー１および２におけ
る細胞毒性の最大割合は、それぞれ、９４％および９１％であった）。並行して、ＲＥＧ
Ｎ５４５８は、ドナー１および２からのカニクイザル形質細胞の存在下で濃度依存的様式
でＴ細胞活性化を媒介し、ＣＤ４＋Ｔ細胞活性化についてＥＣ５０値は、それぞれ、２８
．１ｎＭおよび１８．１ｎＭであり、ＣＤ８＋Ｔ細胞活性化についてＥＣ５０値は、２２
．４ｎＭおよび７６．７ｎＭであった。結果として得られたＴ細胞活性化の最大割合は、
ドナー１および２における、ＣＤ４＋Ｔ細胞においては、それぞれ、９％および１６％で
あり、ＣＤ８＋Ｔ細胞においては、それぞれ、１２％および１７％であった。
【０２２６】
　評価された細胞株のいずれかで試験したいかなる濃度でも、ＢＣＭＡ結合対照では標的
細胞の死滅は観察されなかった。ドナー２からの形質細胞の存在下でのいくつかの標的細
胞の死滅およびＴ細胞活性化が、ナノモル濃度のＣＤ３結合対照で観察された。
【表３４】

【０２２７】
実施例２０：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、抗ＰＤ－１抗体と相乗的に作用し
て、インビボで抗腫瘍効果を増強する
　ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体（Ａｂ）がＰＤ－１遮断と相乗作用して、インビボで
優れた抗腫瘍効果を提供するかどうかを決定するために、ヒトＣＤ３を発現するマウスに
おいて同系腫瘍研究を実施した。結果は、ＲＥＧＮ５４５８とＰＤ－１遮断の組み合わせ
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が、ＲＥＧＮ５４５８またはＰＤ－１遮断単独よりも優れた抗腫瘍効果を提供することを
示す。
【０２２８】
　同系腫瘍の移植および測定：マウスＣＤ３ｄｅｇ（ＣＤ３－ヒト化マウス）の代わりに
ヒトＣＤ３ｄｅｇを発現するＣ５７ＢＬ／６マウスに、完全長ヒトＢＣＭＡ（ＭＣ３８／
ＢＣＭＡ）を発現するように操作されている１×１０６個のＭＣ３８結腸癌細胞を皮下に
移植した。腫瘍を、３日間確立させ、その時点でマウス（群あたりｎ＝６または７）に、
４ｍｇ／ｋｇの代理抗マウスＰＤ－１抗体（クローンＲＰＭ１－１４）、または４ｍｇ／
ｋｇのアイソタイプ対照Ａｂ（クローン２Ａ３）のいずれかと共に、ＣＤ３結合対照二重
特異性Ａｂ（Ｇ；Ｈ４ｓＨ１７６６４Ｄ）を０．４ｍｇ／ｋｇの用量で、ＢＣＭＡ×ＣＤ
３（Ｇ；ＲＥＧＮ５４５８）を０．０４ｍｇ／ｋｇまたは０．２４ｍｇ／ｋｇの用量で投
与した。具体的な治療群を、以下の表３１に示す。
【表３５】

【０２２９】
　マウスに、これらのＡｂを７および１１日目に２回以上、合計３回の用量を投与し、腫
瘍成長を、実験を通して評価した。
【０２３０】
　同系（ｓｙｎｇｅｎｉｃ）腫瘍成長および阻害の計算：外部キャリパーによって腫瘍体
積を決定するために、最大長径（長さｍｍ）および最大横径（幅ｍｍ）を決定した。キャ
リパー測定値に基づいて、腫瘍体積を、式：体積（ｍｍ３）＝（長さ×幅２）／２により
計算した。
【０２３１】
　結果は、ＲＥＧＮ５４５８とＰＤ－１遮断の組み合わせが、ＲＥＧＮ５４５８またはＰ
Ｄ－１遮断単独よりも優れた抗腫瘍効果を提供することを示す。特に、結果は、２４日目
（すべての治療群のデータが収集された最後の日）に、ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体
と抗ＰＤ－１抗体との組み合わせが腫瘍成長の阻害において統計的に有意な相乗的治療効
果をもたらしたことを示した（表３２、０．０４ｍｇ／ｋｇのＢＣＭＡ×ＣＤ３および４
ｍｇ／ｋｇの抗ＰＤ－１）。２４日目に、２元配置分散分析を使用すると、（ｉ）ＲＥＧ
Ｎ５４５８（０．０４ｍｇ／ｋｇ）＋アイソタイプとＲＥＧＮ５４５８（０．０４ｍｇ／
ｋｇ）＋抗ＰＤ－１抗体の組み合わせ（群３対群４）、（ｉｉ）ＲＥＧＮ５４５８（０．
２４ｍｇ／ｋｇ）＋アイソタイプとＲＥＧＮ５４５８（０．２４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ－
１抗体の組み合わせ（群５対群６）、（ｉｉｉ）抗ＰＤ－１とＲＥＧＮ５４５８（０．０
４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ－１抗体の組み合わせ（群２対群６）、との間でｐ＜０．０００
１であった。２４日目に、２元配置分散分析を使用すると、抗ＰＤ－１とＲＥＧＮ５４５
８（０．０４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ－１抗体の組み合わせ（群２対群４）との間でｐ＝０
．０００５であった。ＰＤ－１遮断と組み合わせてＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体（０
．２４ｍｇ／ｋｇ）の用量を増やすと、この実験において、低用量の二重特異性抗体およ
びＰＤ－１遮断に匹敵する腫瘍阻害が得られた。低用量の二重特異性抗体との実証された
相乗効果は、低用量の使用が有害な副作用のリスクを低減するため、有利である。同様に
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、ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体と抗ＰＤ－１抗体との組み合わせは、表３３に示すよ
うに、実験の終了時（２８日目）に、腫瘍のないマウスの数において、二重特異性抗体の
両方の用量（０．０４ｍｇ／ｋｇおよび０．２４ｍｇ／ｋｇ）で相乗的な治療効果を示し
た。
【表３６－１】

【表３６－２】



(93) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

40

【表３６－３】

【表３６－４】
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【表３６－５】

【表３６－６】
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【表３６－７】

【表３６－８】



(96) JP 2021-531005 A 2021.11.18

10

20

30

40

50

【表３７】

【０２３２】
実施例２１：抗ＢＣＭＡ×抗ＣＤ３二重特異性抗体は、抗ＰＤ－１抗体と相乗的に作用し
て、インビボで抗腫瘍効果を増強する
　群あたりのマウスの数が１０であり、ＢＣＭＡｘＣＤ３　ＲＥＧＮ５４５８の高用量が
０．４ｍｇ／ｋｇであったことを除いて、実施例２０において上記で論じられたものと同
一である、類似の結果が、第２の実験で得られた。第２の実験における特定の治療群を、
以下の表３４に示す。
【表３８】

【０２３３】
　結果は、ＲＥＧＮ５４５８とＰＤ－１遮断の組み合わせが、ＲＥＧＮ５４５８またはＰ
Ｄ－１遮断単独よりも優れた抗腫瘍効果を提供することを示す。特に、結果は、２１日目
（すべての治療群のデータが収集された最後の日）に、ＢＣＭＡ×ＣＤ３二重特異性抗体
と抗ＰＤ－１抗体との組み合わせが腫瘍成長の阻害において相乗的治療効果をもたらした
ことを示した（表３５、０．０４ｍｇ／ｋｇのＢＣＭＡ×ＣＤ３および４ｍｇ／ｋｇの抗
ＰＤ－１）。２１日目に、２元配置分散分析を使用すると、（ｉ）ＲＥＧＮ５４５８（０
．０４ｍｇ／ｋｇ）＋アイソタイプとＲＥＧＮ５４５８（０．０４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ
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４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ－１抗体の組み合わせ（群２対群４）、（ｉｉｉ）抗ＰＤ－１と
ＲＥＧＮ５４５８（０．４ｍｇ／ｋｇ）＋抗ＰＤ－１抗体の組み合わせ（群２対群６）、
との間でｐ＜０．０００１であった。実施例２０において上記で論じられたように、ＰＤ
－１遮断と組み合わせてＢＣＭＡｘＣＤ３二重特異性抗体（０．４ｍｇ／ｋｇ）の用量を
増やすと、この実験において、ＰＤ－１遮断と組み合わせた低用量の二重特異性抗体に匹
敵する腫瘍阻害が得られた。低用量の二重特異性抗体との実証された相乗効果は、低用量
の使用が有害な副作用のリスクを低減するため、有利である。同様に、ＢＣＭＡ×ＣＤ３
二重特異性抗体と抗ＰＤ－１抗体との組み合わせは、表３６に示すように、実験の終了時
（２５日目）に、腫瘍のないマウスの数において、二重特異性抗体の両方の用量（０．０
４ｍｇ／ｋｇおよび０．４ｍｇ／ｋｇ）で相乗的治療効果を示した。
【表３９－１】
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【表３９－２】

【表３９－３】
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【表３９－４】

【表３９－５】
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【表３９－６】

【表３９－７】
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【０２３４】
　本発明は、本明細書に記載される特定の実施形態によって範囲が限定されるべきではな
い。実際、本明細書に記載されるものに加えて本発明の様々な変更が前述の記載から当業
者には明らかとなるであろう。そのような変更は、添付の特許請求の範囲内に含まれるこ
とが意図されている。
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