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(57)【要約】
　本発明は、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリ
ペプチド鎖を含む抗体様結合タンパク質を提供し、ここ
で、抗体様結合タンパク質を形成するポリペプチドのそ
れぞれの対は、交差した配向性を有する二重可変ドメイ
ンを持つ。本発明はまた、そのような抗体様結合タンパ
ク質を製造するための方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含んでなる抗体様結合タンパク
質であって、ここで、２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
　そして２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
　ここで：
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖定常ドメイン
であり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２】
　請求項１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が３～１２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が３～１４アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１～８アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が１～３アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が５～１０アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が５～８アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１～５アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が１～２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が７アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が５アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項５】
　請求項１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が１～３アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が１～４アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が２～１５アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が２～１５アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項６】
　請求項１又は５に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が１～２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が１～２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が４～１２アミノ酸残基の長さであり；及び
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　Ｌ4が２～１２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項７】
　請求項１、５、又は６のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで
：
　Ｌ1が１アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が７アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が５アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項８】
　請求項１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ1が０アミノ酸残基の長
さであり、そしてＬ3が２又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タ
ンパク質。
【請求項９】
　請求項１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ3が０アミノ酸残基の長
さであり、そしてＬ1が１又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タ
ンパク質。
【請求項１０】
　請求項１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ4が０アミノ酸残基の長
さであり、そしてＬ2が３又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タ
ンパク質。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、１つ又はそれ
以上の抗原標的と特異的に結合できる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、１つ
又はそれ以上の抗原標的が、Ｂ７．１、Ｂ７．２、ＢＡＦＦ、ＢｌｙＳ、Ｃ３、Ｃ５、Ｃ
ＣＬ１１（エオタキシン）、ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－１ｄ）、ＣＣＬ１７（ＴＡＲＣ）、Ｃ
ＣＬ１９（ＭＩＰ－３ｂ）、ＣＣＬ２（ＭＣＰ－１）、ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３ａ）、Ｃ
ＣＬ２１（ＭＩＰ－２）、ＳＬＣ、ＣＣＬ２４（ＭＰＩＦ－２／エオタキシン－２）、Ｃ
ＣＬ２５（ＴＥＣＫ）、ＣＣＬ２６（エオタキシン－３)、ＣＣＬ３（ＭＩＰ―１ａ）、
ＣＣＬ４（ＭＩＰ－１ｂ）、ＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）、ＣＣＬ7（ＭＣＰ－３）、ＣＣ
Ｌ８（ｍｃｐ－２）、ＣＤ３、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２４、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、
ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤＨ１（Ｅ－カドヘリン）、キチナーゼ、ＣＳＦ１（Ｍ－ＣＳＦ
）、ＣＳＦ２（ＧＭ－ＣＳＦ）、ＣＳＦ３（ＧＣＳＦ）、ＣＴＬＡ４、ＣＸ３ＣＬ１（Ｓ
ＣＹＤ１）、ＣＸＣＬ１２（ＳＤＦ１）、ＣＸＣＬ１３、ＥＧＦＲ、ＦＣＥＲ１Ａ、ＦＣ
ＥＲ２, ＨＥＲ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬ－１、ＩＬ－１２、ＩＬ１３、ＩＬ１５、ＩＬ１７
、ＩＬ１８、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１Ｆ１０、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、
ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ９、ＩＬ１２／２３、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ２５、ＩＬ２７、
ＩＬ３５、ＩＴＧＢ４（ｂ４インテグリン）、ＬＥＰ（レプチン）、ＭＨＣクラスＩＩ、
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＮＦ、ＴＮＦα、ＴＮＦＳＦ４（ＯＸ４０リガンド)
、ＴＮＦＳＦ５（ＣＤ４０リガンド）、Ｔｏｌｌ様受容体、ＴＲＥＭ１、ＴＳＬＰ、ＴＷ
ＥＡＫ、ＸＣＲ１（ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲ１）、ＤＮＧＲ－１（ＣＬＥＣ９１）、及びＨ
ＭＧＢ１、から成るグループから選択される、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、二重特異性で
あり、２つの異なる抗原標的と結合することができる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、２つの異なる
抗原標的が、ＩＬ４及びＩＬ１３、ＩＧＦ１Ｒ及びＨＥＲ２、ＩＧＦ１Ｒ及びＥＧＦＲ、
ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２、ＢＫ及びＩＬ１３、ＰＤＬ－１及びＣＴＬＡ－４、ＣＴＬＡ４及
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びＭＨＣクラスＩＩ、ＩＬ－１２及びＩＬ－１８、ＩＬ－１α及びＩＬ－１β、ＴＮＦα
及びＩＬ１２／２３、ＴＮＦα及びＩＬ－１２ｐ４０、ＴＮＦα及びＩＬ－１β、ＴＮＦ
α及びＩＬ－２３、並びにＩＬ１７及びＩＬ２３、から成るグループから選択される、上
記抗体様結合タンパク質。
【請求項１５】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、抗原標的の１
つ又はそれ以上の機能を阻害することができる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ1

、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4から成るグループから選択されるリンカーの少なくとも１つが、少な
くとも１つのシステイン残基を含有する、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１７】
　２つの抗原結合部位を形成する２つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タンパク質であ
って、ここで、第１のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして第２のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで：
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、第１及び第２のポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形成する、上記抗体
様結合タンパク質。
【請求項１８】
請求項１７に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が３～１２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が３～１４アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１～８アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が１～３アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項１９】
　請求項１７又は１８に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が５～１０アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が５～８アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１～５アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が１～２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２０】
　請求項１７～１９のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が７アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が５アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が１アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２１】
　請求項１７に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が１～３アミノ酸残基の長さであり；



(5) JP 2014-511684 A 2014.5.19

10

20

30

40

50

　Ｌ2が１～４アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が２～１５アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が２～１５アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２２】
　請求項１７又は２１に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで：
　Ｌ1が１～２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が１～２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が４～１２アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が２～１２アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２３】
　請求項１７、２１、又は２２のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、
ここで：
　Ｌ1が１アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ2が２アミノ酸残基の長さであり；
　Ｌ3が７アミノ酸残基の長さであり；及び
　Ｌ4が５アミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２４】
　請求項１７に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ1が０アミノ酸残基の
長さであり、そしてＬ3が２又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合
タンパク質。
【請求項２５】
　請求項１７に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ3が０アミノ酸残基の
長さであり、そしてＬ1が１又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合
タンパク質。
【請求項２６】
　請求項１７に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ4が０アミノ酸残基の
長さであり、そしてＬ2が３又はそれ以上のアミノ酸残基の長さである、上記抗体様結合
タンパク質。
【請求項２７】
　請求項１７～２６のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、１つ又はそ
れ以上の抗原標的と特異的に結合できる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２８】
　請求項１７～２７のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、１
つ又はそれ以上の抗原標的が、Ｂ７．１、Ｂ７．２、ＢＡＦＦ、ＢｌｙＳ、Ｃ３、Ｃ５、
ＣＣＬ１１（エオタキシン）、ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－１ｄ）、ＣＣＬ１７（ＴＡＲＣ）、
ＣＣＬ１９（ＭＩＰ－３ｂ）、ＣＣＬ２（ＭＣＰ－１）、ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３ａ）、
ＣＣＬ２１（ＭＩＰ－２）、ＳＬＣ、ＣＣＬ２４（ＭＰＩＦ－２／エオタキシン－２）、
ＣＣＬ２５（ＴＥＣＫ）、ＣＣＬ２６（エオタキシン－３)、ＣＣＬ３（ＭＩＰ―１ａ）
、ＣＣＬ４（ＭＩＰ－１ｂ）、ＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）、ＣＣＬ7（ＭＣＰ－３）、Ｃ
ＣＬ８（ｍｃｐ－２）、ＣＤ３、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２４、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ
、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤＨ１（Ｅ－カドヘリン）、キチナーゼ、ＣＳＦ１（Ｍ－ＣＳ
Ｆ）、ＣＳＦ２（ＧＭ－ＣＳＦ）、ＣＳＦ３（ＧＣＳＦ）、ＣＴＬＡ４、ＣＸ３ＣＬ１（
ＳＣＹＤ１）、ＣＸＣＬ１２（ＳＤＦ１）、ＣＸＣＬ１３、ＥＧＦＲ、ＦＣＥＲ１Ａ、Ｆ
ＣＥＲ２, ＨＥＲ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬ－１、ＩＬ－１２、ＩＬ１３、ＩＬ１５、ＩＬ１
７、ＩＬ１８、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１Ｆ１０、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６
、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ９、ＩＬ１２／２３、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ２５、ＩＬ２７
、ＩＬ３５、ＩＴＧＢ４（ｂ４インテグリン）、ＬＥＰ（レプチン）、ＭＨＣクラスＩＩ
、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＮＦ、ＴＮＦα、ＴＮＦＳＦ４（ＯＸ４０リガンド
)、ＴＮＦＳＦ５（ＣＤ４０リガンド）、Ｔｏｌｌ様受容体、ＴＲＥＭ１、ＴＳＬＰ、Ｔ
ＷＥＡＫ、ＸＣＲ１（ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲ１）、ＤＮＧＲ－１（ＣＬＥＣ９１）、及び
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ＨＭＧＢ１、から成るグループから選択される、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項２９】
　請求項１７～２８のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、二重特異性
であり、２つの異なる抗原標的と結合することができる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項３０】
　請求項１７～２９のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、２
つの異なる抗原標的が、ＩＬ４及びＩＬ１３、ＩＧＦ１Ｒ及びＨＥＲ２、ＩＧＦ１Ｒ及び
ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２、ＢＫ及びＩＬ１３、ＰＤＬ－１及びＣＴＬＡ－４、Ｃ
ＴＬＡ４及びＭＨＣクラスＩＩ、ＩＬ－１２及びＩＬ－１８、ＩＬ－１α及びＩＬ－１β
、ＴＮＦα及びＩＬ１２／２３、ＴＮＦα及びＩＬ－１２ｐ４０、ＴＮＦα及びＩＬ－１
β、ＴＮＦα及びＩＬ－２３、そしてＩＬ１７及びＩＬ２３、から成るグループから選択
される、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項３１】
　請求項１７～３０のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、抗原標的の
１つ又はそれ以上の機能を阻害することができる、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項３２】
　請求項１７～３１のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質であって、ここで、Ｌ

1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4から成るグループから選択されるリンカーの少なくとも１つが、少な
くとも１つのシステイン残基を含有する、上記抗体様結合タンパク質。
【請求項３３】
　請求項１～３２のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列を含んでなる、単離された核酸分子。
【請求項３４】
　請求項３３に記載の核酸分子を含んでなる、発現ベクター。
【請求項３５】
　請求項３３に記載の核酸分子又は請求項３４に記載の発現ベクターを含んでなる、単離
された宿主細胞。
【請求項３６】
　請求項３５に記載の宿主細胞であって、哺乳類細胞又は昆虫細胞である、上記宿主細胞
。
【請求項３７】
　薬学的に許容可能な担体、及び治療的に有効な量の請求項１～３２のいずれか１項に記
載の抗体様結合タンパク質を含んでなる、医薬組成物。
【請求項３８】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質を製造する方法であって
、下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］、
で表される構造を有するポリペプチドをコードする１つ又はそれ以上の核酸分子を細胞内
で発現させることを含んでなり、
ここで：
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖定常ドメイ
ンであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；



(7) JP 2014-511684 A 2014.5.19

10

20

30

40

50

そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する、上記方法。
【請求項３９】
　請求項１７～３２のいずれか１項に記載の抗体様結合タンパク質を製造する方法であっ
て、下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］、
で表される構造を有するポリペプチドをコードする１つ又はそれ以上の核酸分子を細胞内
で発現させることを含んでなり、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する、上記方法。
【請求項４０】
　４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タンパク質を製
造する方法であって、
　（ａ）それぞれがＶL及びＶHを含有する第１の標的抗原と結合する第１の抗体可変ドメ
イン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメインを特定する工程；
　（ｂ）軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当てる工程；
　（ｃ）第１の抗体可変ドメイン又は第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当
てる工程；
　（ｄ）ＶL2、ＶH1、及びＶH2を、下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
に従って割り当てる工程；
　（ｅ）Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定する工程；
　（ｆ）式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を作り出す工程；
　（ｇ）組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標的抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩ
のポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質を形成する工程；
を含んでなり：
　ここで：
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖定常ドメイン
であり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する、上記方法。
【請求項４１】
　請求項４０に記載の方法であって、ここで、第１の抗体可変ドメイン及び第２の抗体可
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変ドメインが同じである、上記方法。
【請求項４２】
　４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タンパク質を製
造する方法であって、
　（ａ）それぞれがＶL及びＶHを含む、第１の標的抗原と結合する第１の抗体可変ドメイ
ン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメインを特定する工程；
　（ｂ）軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当てる工程；
　（ｃ）第１の抗体可変ドメイン又は第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当
てる工程；
　（ｄ）ＶL2、ＶH1、及びＶH2を下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
に従って割り当てる工程；
　（ｅ）Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定する工程；
　（ｆ）式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を作り出す工程；
　（ｇ）組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標的抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩ
のポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質を形成する工程；
を含んでなり：
　ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンＣH1重鎖定常ドメインであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する、上記方法。
【請求項４３】
　請求項４２に記載の方法であって、ここで、第１の抗体可変ドメイン及び第２の抗体可
変ドメインが同じである、上記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タン
パク質に関し、ここで、抗体様結合タンパク質を形成するポリペプチドのそれぞれの対は
交差した配向性を有する二重可変ドメインを持つ。本発明はまた、そのような抗原様結合
タンパク質を製造するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　天然起源のＩｇＧ抗体は、二価で単一特異性である。２つの異なる抗原に対する結合特
異性を有する二重特異性抗体は、組み換え技術を用いて産生することができ、広範な臨床
用途を有すると推定される。完全なＩｇＧ抗体分子は、４つのポリペプチド鎖：即ち２つ
の重鎖及び２つの軽鎖、を含むＹ形の分子である。それぞれの軽鎖は、２つのドメイン、
即ち可変又はＶLドメイン（又は領域）として知られるＮ－末端ドメイン及び定常（又は
ＣL）ドメイン（定常カッパ（Ｃκ）又は定常ラムダ（Ｃλ）ドメイン）として知られる
Ｃ－末端ドメイン、から成る。それぞれの重鎖は、抗体のクラスによって４又は５つのド
メインから成る。Ｎ－末端ドメインは、可変（又はＶH）ドメイン（又は領域）として知
られ、その後に第１の定常（又はＣH1）ドメイン、ヒンジ領域、そして次に第２及び第３
の定常（又はＣH2及びＣH3）ドメインが続く。組み立てられた抗体では、ＶLとＶHドメイ
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ンは、一緒に会合して抗原結合部位を形成する。同様に、ＣLとＣH1ドメインは一緒に会
合して、１つの軽鎖と結び付いた１つの重鎖を保持する。２つの重－軽鎖ヘテロ二量体は
、ＣH2とＣH3ドメインの相互作用及び２つの重鎖上のヒンジ領域間の相互作用により一緒
に会合している。
【０００３】
　抗体のタンパク質分解的消化は、抗体フラグメント（Ｆａｂ及びＦａｂ２）の生成を誘
導できることが知られている。完全な抗体のそのようなフラグメントは抗原結合活性を示
すことができる。抗体フラグメントはまた、組み換え的に生成させることができる。互い
に結び付いた重鎖と軽鎖の可変領域だけから成るＦVフラグメントが得られてもよい。こ
れらのＦVフラグメントは、抗原結合に関して一価である。たいていの天然起源の抗体は
完全な結合力を保持するためには一般にＶHとＶLの両者を必要とするが、個々の可変ドメ
イン（ドメイン抗体又はｄＡＢ：非特許文献１）及び個々の相補性決定領域又はＣＤＲ（
非特許文献２）のような小さなフラグメントもまた、親抗体の結合特性を保持することが
示されている。
【０００４】
　１本鎖可変フラグメント（ｓｃＦV）構成物は、単一ポリペプチド鎖に含有される抗体
のＶH及びＶLドメインを含み、ここでドメインは、十分な長さ（１２アミノ酸残基以上）
を持つ柔軟なリンカーによって分離され、そしてそれは分子内相互作用を強制し、２つの
ドメインの自己集合が機能的エピトープ結合部位になることを可能にする（非特許文献３
）。これらの小タンパク質（ＭＷ：～２５，０００Ｄａ）は一般に、単一ポリペプチド内
にそれらの抗原に対する特異性及び親和性を維持し、より大きな抗原特異的分子用の都合
の良い構築ブロックを提供することができる。
【０００５】
　診断及び治療において完全な抗体よりはむしろ抗体フラグメントを使うことの利点は、
その小さなサイズにある。それらは、完全抗体よりも免疫原性が少なそうであり、そして
組織に、より侵入することができる。そのようなフラグメントの使用に伴う不利な点は、
それらは抗原結合部位を１つしか有さず、親和力の低下につながることである。また、そ
れらが小サイズであるため、それらは血清から非常に早く消去され、従って短いライフタ
イムを示す。
【０００６】
　１つの分子中に２つの抗体の抗原結合部位を組み合わせ、従って、２つの異なる抗原を
同時に結合できる二重特異性抗体（ＢｓＡｂ）を作成することは興味が持たれていた。診
断目的のための適用以外に、そのような分子は、例えば、強力なエフェクター系を罹患部
（そこでは、しばしば癌性細胞がモノクローナル抗体によって誘発される抗体依存性細胞
障害（ＡＤＣＣ）又は補体依存性細胞障害（ＣＤＣ）のような、正常な免疫応答を抑制す
る機構を発現している）に向け直す、又は抗体の中和活性若しくは刺激活性を増強するこ
とによって、新しい治療への応用のための道を開く。この可能性は、初期の段階で認識さ
れ、そのような二重特異性抗体を得るための多くの取り組みをもたらした。治療を目的と
して異なる標的抗原に対する２つの完全抗体の結合特異性を連結する初期の試みは、化学
的に融合させたヘテロコンジュゲート分子（非特許文献４）を使用した。
【０００７】
　二重特異性抗体は、最初、それぞれが異なる免疫グロブリンを生産できる２つのハイブ
リドーマ（非特許文献５）を融合させることによって作られたが、細胞培養で生産される
種類(１０に及ぶ異なる種類)の複雑さは精製を難しくし、費用がかかった（非特許文献６
）。このフォーマットを使用し、マウスＩｇＧ２ａ及びラットＩｇＧ２ｂ抗体は、同じ細
胞で一緒に（例えば、 ２つのハイブリドーマのクアドローマ融合として、又は遺伝子組
み換えＣＨＯ細胞のいずれかで）生産された。各抗体の軽鎖は優先的に同族種の重鎖と結
び付くため、抗体の３つの主要種：即ち２つの親抗体、及びＦｃ部を介して会合するそれ
ぞれの１つの軽／重鎖対を含む２つの抗体のヘテロ二量体、が組み立てられる。目的とす
るヘテロ二量体は、プロテインＡに対するその結合特性が親の抗体のそれらと異なるため
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、この混合物から精製できる：因みにラットＩｇＧ２ｂはプロテインＡに結合しない、そ
れに対してマウスＩｇＧ２ａは結合する。結果的に、マウス－ラットヘテロ二量体はプロ
テインＡに結合するが、マウスＩｇＧ２ａホモ二量体よりも高いｐＨで溶出し、これが二
重特異性ヘテロ二量体の選択的精製を可能にする （非特許文献７）。生じる二重特異性
ヘテロ二量体は完全に非ヒトであり、それ故、高度に免疫原であり、それは有害な副作用
（例えば、「ＨＡＭＡ」又は「ＨＡＲＡ」反応)を有する及び／又は治療を無効にするか
もしれない。哺乳類細胞培養から高収率で容易に製造できる優れた特性を備えた遺伝子工
学的二重特異性物質の必要性が残る。
【０００８】
　前述のように、細胞融合から生産されるヘテロ複合体又は二重特異性抗体を用いて得ら
れた結果が有望であるにもかかわらず、いくつかの要因がその大規模な治療への応用を非
現実的にしている。そのような要因としては：生体内でのヘテロ複合体の急速なクリアラ
ンス、どちらかのタイプの分子を発生させるために必要な実験室集約的技術、ホモ複合体
又は単一特異性抗体から離れてヘテロ複合体の大規模精製の必要性、及び一般に得られる
低い収率、が挙げられる。
【０００９】
　遺伝子工学は、結合特性とエフェクター機能の望ましいセットを備えた抗体又は抗体誘
導体を設計、変更（modify）、及び製造するために使用される頻度が高まっている。さま
ざまな組み換え法が、抗体フラグメント（非特許文献８、非特許文献９、非特許文献１０
）及び全長ＩｇＧフォーマット（非特許文献１１）の両者として、ＢｓＡｂを効率的に生
産するために開発されている。
【００１０】
　２つの異なるｓｃＦｖを組み合わせると、ｓｃ－ＢｓＡｂ又はＴａ－ｓｃＦｖと呼ばれ
る最小分子量のＢｓＡｂフォーマットを生じる（非特許文献１２、非特許文献１３）。Ｂ
ｓＡｂは、2つのｓｃＦｖをロイシンジッパーのような二量体化官能基と遺伝子的に融合
させることによって構成された（非特許文献１４、非特許文献１５）。
【００１１】
　ディアボディ（diabody）は、小さい二価の二重特異性抗体フラグメントである。その
フラグメントは、同一鎖上で２つのドメイン間に対の形成を可能にするには寸が足りない
リンカー（１２アミノ酸残基未満）を用いることによって、同じポリペプチド鎖上にＶL

と連結したＶHを含む。ドメインは強制的に別の鎖の相補性ドメインと分子間で対にされ
、２つの抗原結合部位を作り出す。これらの二量体の抗体フラグメント、即ち「ディアボ
ディ」、は二価であり二重特異性である（非特許文献１６）。ディアボディは、Ｆａｂフ
ラグメントと同程度のサイズである。３～１２アミノ酸残基のリンカーで連結されたＶH

及びＶLドメインのポリペプチド鎖は主に二量体（ディアボディ）を形成するのに対して
、０～２アミノ酸残基のリンカーでは、三量体（トリアボディ）及び四量体（テトラボデ
ィ）が優位である。リンカーの長さに加えて、オリゴマー化の厳密なパターンは、可変ド
メインの構成（composition）並びに配向性に依存するように見える（非特許文献１７）
。ディアボディ分子の最終構造の予測可能性は、非常に乏しい。
【００１２】
　ｓｃ―ＢｓＡｂ及びディアボディをベースにした構成物は、興味深い臨床的可能性を示
すが、そのような非共有的に結びついた分子は、生理的条件下では十分に安定ではない。
ｓｃＦｖフラグメントの全体的な安定性は、ＶL及びＶHドメインの固有の安定性、並びに
ドメインインターフェースの安定性に依存する。ｓｃＦｖフラグメントのＶH－ＶLインタ
ーフェースの不十分な安全性は、しばしばｓｃＦｖの不可逆的な不活性化の主な原因とし
て示唆されており、 それはペプチドリンカーによって可能になるインターフェースの一
時的な開放が、凝集を好みそしてそれ故不安定性及び乏しい生産性をもたらす疎水性パッ
チを露出させためである（非特許文献１８）。
【００１３】
　ＶH及びＶLドメインから二重特異性の二価の抗原結合性タンパク質を製造する代りの方
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法は、特許文献１に記載されている。そのようなダブルヘッドの二重Ｆｖ立体配置は、２
本のポリペプチド鎖をコードするバイシストロン性ベクターを発現させることによって得
られる。二重Ｆｖ立体配置では、２つの異なる抗体の可変ドメインは２本の別々の鎖（１
つの重鎖および１つの軽鎖）上にタンデム配向で発現され、ここで１本のポリペプチド鎖
はペプチドリンカーで区切られたＶH（ＶH1－リンカー－ＶH2）を２度連続して有し、他
のポリペプチド鎖はペプチドリンカーによって連続的に連結された相補的ＶLドメイン（
ＶL1－リンカー－ＶL2）から成る。交差ダブルヘッド立体配置では、２つの異なる抗体の
可変ドメインが２本の別々のポリペプチド鎖（１つの重鎖および１つの軽鎖）上にタンデ
ム配向で発現され、ここで１本のポリペプチド鎖はペプチドリンカーで区切られたＶH（
ＶH1－リンカー－ＶH2）を２度連続して有し、他のポリペプチド鎖はペプチドリンカーに
よって逆の配向で連続的に連結された相補的ＶLドメイン（ＶL2－リンカー－ＶL1）から
成る。構成物の分子モデリングから、リンカーサイズは全長３０～４０Å（１５～２０ア
ミノ酸残基）で十分な長さであることが示唆された。
【００１４】
　抗体の結合価を高めることは、結合力効果によってその抗体の機能的親和性を強化する
ので、興味深い。増加した結合価をもつ多価タンパク質複合体（ＰＰＣ）は、特許文献２
に記載されている。ＰＰＣは、一般に、互いに横方向に配置された２本のポリペプチド鎖
を含む。それぞれのポリペプチド鎖は、通常３又は４個の「ｖ－領域」を含み、それは反
対のポリペプチド鎖上の対応するｖ－領域と適合したとき抗原結合部位を形成することが
できるアミノ酸配列を含む。それぞれのポリペプチド鎖に、約６個までの「ｖ－領域」が
使用できる。各ポリペプチド鎖のv－領域は直線的に互いに連結され、そして散在型連結
領域（linking region）によって連結されればよい。ＰＰＣの形で配置されるとき、各ポ
リペプチド鎖上のｖ－領域は個別の抗原結合部位を形成する。複合体は、１つ又は複数の
結合特異性を含んでもよい。
【００１５】
　ＦｃのＣH3ドメインに一連の「ノブ－イントゥ－ホール（knob-into-hole）」突然変異
を用いて、Ｆｃヘテロ二量体を作り出すための戦略がＣａｒｔｅｒらによって提案された
（非特許文献１９、非特許文献２０）。これらの突然変異は構造的に保存された疎水性コ
アの中のＣH3ドメインの間に残基パッキング相補性の変化をもたらし、その結果、ホモ二
量体と比較してヘテロ二量体の形成が促進され、それが哺乳動物細胞培養からの優れたヘ
テロ二量体発現を達成する。その戦略は高いヘテロ二量体生産をもたらしたが、ホモ二量
体は完全には抑えられなかった（非特許文献２１）。
【００１６】
　Ｇｕｎａｓｅｋａｒａｎらは、Ｆｃヘテロ二量体の形成を推進すると同時に、ＣH3ドメ
インインターフェースの荷電相補性を変えることによって疎水性コアの完全性を維持でき
る可能性を検討した（非特許文献２２）。静電学的操縦メカニズムをうまく利用すると、
これらの構成物は、末梢部に位置する二対の荷電残基の突然変異によって、ホモ二量体の
混入が最小のＦｃヘテロ二量体形成を効率的に推進した。ノブ－イントウ－ホールの設計
とは対照的に、静電反発機構の性質のためにホモ二量体は均等に抑制されたが、完全には
排除されなかった。
【００１７】
　Ｄａｖｉｓらは、ヒトＩｇＧ及びＩｇＡのＣH3ドメインのβ－ストランド部分を互いに
組み合わせることによって余分な鎖間ジスルフィド結合を導入すること無しに、Ｆｃホモ
二量体をヘテロ二量体に変換するための抗体工学的方法について記載している（非特許文
献２３）。哺乳動物細胞によるＳＥＥＤｂｏｄｙ（Ｓｂ）融合タンパク質の発現は、Ｓｂ
ヘテロ二量体を高収率に生み出し、それは容易に精製されて微量の副生成物を除去する。
【００１８】
　特許文献３は、ＣH3ドメインのヘテロ二量体化に基づく二重特異性抗体を記載しており
、ＣH3ドメイン内の1つの重鎖に突然変異Ｈ９５Ｒ及びＹ９６Ｆを導入している。これら
のアミノ酸置換は、ＩｇＧ３サブタイプのＣH3ドメインで生じ、ＩｇＧ１バックボーンと
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ヘテロ二量体化する。全ての重鎖と対になる傾向がある共通の軽鎖は、ＣH3ドメインを介
するヘテロ二量体化に基づく全てのフォーマットが必要条件である。合計３種類の抗体：
即ち、純粋なＩｇＧ１バックボーンを有するもの５０％、純粋なＨ９５Ｒ及び突然変異さ
れたＹ９６Ｆバックボーンを有するもの３分の１、及び２つの異なる重鎖を有する（二重
特異性の）もの３分の１、が生産される。目的のヘテロ二量体は、そのプロテインＡに対
する結合特性が親抗体のそれと異なるため、この混合物から生成することができる：即ち
、ＩｇＧ３由来のＣH3ドメインはプロテインＡに結合しないが、それに対してＩｇＧ１は
結合する。結果的に、ヘテロ二量体はプロテインＡに結合するが、純粋なＩｇＧ１ホモ二
量体よりも高いｐＨで溶出し、そしてこれが二重特異性ヘテロ二量体の選択的精製を可能
にする。
【００１９】
　特許文献４は、特許文献１に記載された二重Ｆｖフォーマットを基にした二重可変ドメ
インＩｇＧ（ＤＶＤ－ＩｇＧ）二重特異性抗体を記載している。同様の二重特異性フォー
マットは、特許文献５にも記載された。二重Ｆｖのそれぞれの鎖への定常ドメインの追加
（重鎖へのＣH1－Ｆｃ及び軽鎖へのカッパ又はラムダ定常ドメイン）は、さらに何の修正
を必要とすることなく機能的二重特異性抗体をもたらした（即ち、明白な、安定性を高め
るための定常ドメインの付加）。ＤＶＤ－Ｉｇ／ＴＢＴＩフォーマットで発現されるいく
つかの抗体は、第２（すなわち最も内側）の抗原結合位置（Ｆｖ２）に対して位置効果を
示す。Ｆｖ２ 位置によって認識される抗原の配列及び性質によって、この抗体ドメイン
はその抗原に対する親和性の減少（即ち、親抗体と比較しテオンレート（on-rate）の喪
失）を示す。この観察に対する1つの可能な説明は、ＶL1とＶL2の間のリンカーがＦｖ２
のＣＤＲ領域に突き出し、Ｆｖ２がより大きな抗原に対して多少アクセスできなくさせて
いる、というものである。
【００２０】
　特許文献１に記載された二重特異性抗体フラグメントの第２の立体配置は、交差ダブル
ヘッド（ＣＯＤＨ）であり、２つの鎖上に発現された可変ドメインが次の配向性を有する
：
　軽鎖に関して、ＶL1－リンカー－ＶL2；
　重鎖に関して、ＶH2－リンカー－ＶH2

特許文献１は、二重特異性交差ダブルヘッド抗体フラグメント（構成物ＧＯＳＡ.Ｅ）は
、二重Ｆｖよりも高い結合活性を保持することを開示し（特許文献１の２０ページ、２０
～５０行を参照）、そしてさらに、このフォーマットは、可変ドメイン間に使われるリン
カーによる影響が少ないことを開示している（特許文献１の２０～２１ページを参照）。
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【非特許文献８】Carter et al., 1995, J. Hematother. 4(5): 463-70
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25
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【非特許文献１５】de Kruif et al., 1996, J. Biol. Chem. 271(13): 7630-34
【非特許文献１６】Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90(14): 6
444-48
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明は、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タン
パク質を提供し、ここで２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対（cr
oss-over light chain-heavy chain pair）を形成する。
【００２４】
　本発明はまた、２つの抗原結合部位を形成する２つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合
タンパク質を提供し、ここで第１のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして第２のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
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ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、第１及び第２のポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形成する。
【００２５】
　本発明はさらに、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結
合タンパク質を作成する方法を提供し、それぞれがＶL及びＶHを含有する、第１の標的抗
原と結合する第１の抗体可変ドメイン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメ
インを特定し；軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当て；第１の抗体可
変ドメイン又は第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当て；ＶL2，ＶH1及びＶH

2を下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
に従って割り当て；Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定し；式Ｉ及
びＩＩのポリペプチド構造を作り出し；組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標的
抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質を
形成する；
ことを含んでなり；
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域及びＣH2、ＣH3は免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する。
【００２６】
　本発明はさらに、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結
合タンパク質を作成する方法を提供し、それぞれがＶL及びＶHを含む、第１の標的抗原と
結合する第１の抗体可変ドメイン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメイン
を特定し；軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当て；第１の抗体可変ド
メイン又は第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当て；ＶL2，ＶH1及びＶH2を
以下の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
に従って割り当て；Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定し；式Ｉ及
びＩＩのポリペプチド構造を作り出し；組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標的
抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質を
形成する；
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
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　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する。
【００２７】
　本発明の具体的な実施態様は、以下の幾つかの実施態様のより詳細な説明及び請求項か
ら明らかになるだろう。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】二重Ｖ領域立体配置内の抗原結合ドメインＦV１及びＦV２、並びにＴＢＴＩフォ
ーマットにおけるそれらそれぞれのペプチドリンカーＬL及びＬHの配置の略図である。
【図２】交差二重可変（ＣＯＤＶ）立体配置内の抗原結合ドメインＦV１（抗ＩＬ４）及
びＦV２（抗ＩＬ１３）、並びにそれらそれぞれのペプチドリンカーの配置の概念図（２
Ｄ）である。
【図３】抗ＩＬ４のＦVと抗ＩＬ１３のＦVのタンパク質－タンパク質結合によって得られ
る１つの可能性のある空間的配置を示すＦV抗ＩＬ４及びＦａｂ抗ＩＬ１３の略図である
。
【図４】２つの抗原をＤＶＤ－Ｉｇタンパク質被覆チップ上に逐次的又は同時に注入する
ことによるＢＩＡＣＯＲＥアッセイにおける、ＣＯＤＶタンパク質の四価の二重特異的結
合能力の評価である。逐次的注入によって観察された最大シグナルは、２つの抗原の同時
注入によって得ることができ、全ての結合部位の飽和を証明している。
【図５】ＣＯＤＶ構成内の抗原結合ドメイン並びにそれらのそれぞれのペプチドリンカー
ＬL（Ｌ1及びＬ2）及びＬH（Ｌ3及びＬ4）の概念図（２Ｄ）である。パネルＡで、軽鎖は
「線状又はテンプレート」配列に保たれるのに対して、重鎖は「交差」立体配置を取る。
パネルＢで、重鎖は「線状又はテンプレート」配列に保たれ、軽鎖は「交差」立体配置を
取る。
【図６】「テンプレート」として軽鎖を使うか重鎖を使うかを基にしたＣＯＤＶ－Ｉｇ設
計の略図である。
【図７】抗ＩＬ４及び抗ＩＬ１３配列が組み込まれたＴＢＴＩ／ＤＶＤ－Ｉｇ又はＣＯＤ
Ｖ－ＩＧの比較である。
【図８】ＮＡＬＭ－６細胞を用いた細胞傷害性アッセイでのＣＯＤＶ－ＦａｂとＢ－Ｆａ
ｂの比較である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明は、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様結合タン
パク質を提供し、ここで抗体様結合タンパク質を形成する各ポリペプチドの対は、交差し
た配向性を有する二重可変ドメイン持つ。本発明はまた、そのような抗原様結合タンパク
質を製造するための方法を提供する。
【００３０】
　コンピューターモデリングは、米国特許第５，９８９，８３０号の交差ダブルヘッド（
ＣＯＤＨ）設計が、米国特許第７，６１２，１８１号の二重Ｆｖ立体配置に対して示唆さ
れた制限を受けることなく、両者の結合部位が反対の方向を向いた複合体を生じ得る可能
性を予測した。特に、コンピューターモデリングは、可変ドメイン間のアミノ酸リンカー
の長さはＣＯＤＨ設計のために重要ではないが、二重Ｆｖ設計における両者の抗原結合部
位への完全接近を可能にするために重要であることを示した。ＤＶＤ－Ｉｇ／ＴＢＴＩフ
ォーマットと同様に、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含む抗体様
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結合タンパク質を形成するために、定常ドメインがＣＯＤＨ立体配置に付けられた抗体様
結合タンパク質構成物が調製され、ここで、抗体様結合タンパク質を形成するポリペプチ
ドのそれぞれの対は交差した配向性を有する二重可変ドメイン（即ち、ＣＯＤＨ－Ｉｇ）
を持つ。ＣＯＤＨ－Ｉｇ分子は、ＣＯＤＨ分子と比較して有意に改善された安定性を有す
ることが予想される（ＤＶＤ－Ｉｇ／ＴＢＴＩが二重Ｆｖ分子よりも改善された安定性を
有したように）。
【００３１】
　上記の仮説を検証するために、米国特許出願公開第２０１０／０２２６９２３Ａ１号に
記載の抗ＩＬ４および抗ＩＬ１３抗体配列を使用し、ＣＯＤＨ－Ｉｇ分子を作成した。Ｃ
ＯＤＨ－Ｉｇ分子は、米国特許第２０１０／０２２６９２３号のＣＯＤＨ分子とは、それ
ぞれのポリペプチド鎖上の可変ドメインを分離しているアミノ酸リンカーの長さに関して
異なっていた。ＣＯＤＨ－Ｉｇ分子は、一過性トランスフェクション後の細胞内で発現さ
せ、次いでプロテインＡクロマトグラフィーで精製した。それらのサイズ排除クロマトグ
ラフィー（ＳＥＣ）プロファイルは５～１０％の凝集レベルを示したが、ＣＯＤＨ－Ｉｇ
分子のいずれも機能的でなく、従ってその標的抗原の全てと結合できるＣＯＤＨ－Ｉｇ分
子はなかった。抗原結合活性の欠如は、正確な抗原結合部位の形成を損なう不適切なリン
カー長による重鎖及び軽鎖のＦｖ領域の混乱した二量体化によるものであった可能性があ
る。その結果、抗体様結合タンパク質の重及び軽ポリペプチド両者上の２つの可変ドメイ
ンの間、並びに第２の可変ドメインと定常ドメインの間に挿入するための好適なアミノ酸
リンカーを特定するために、プロトコルが開発された。このプロトコルは、相同性のタン
パク質－タンパク質結合及びＦｖＩＬ４とＦｖＩＬ１３領域の実験モデル、それぞれ、Ｆ
ｃ１ドメインのモデルへの内包、及びＦｖＩＬ４とＦｖＩＬ１３領域の間並びにＦｖと定
常Ｆｃ１領域の間の適切なリンカーの構成に基づいた。
【００３２】
　本発明の抗体様結合タンパク質を形成するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を構成し、これらのポリヌクレオチドを組み換え体発現ベクターに組み込み、そしてその
ようなベクターを宿主細胞に導入するために、標準的な組み換えＤＮＡ技術の方法論を用
いた。例えば、Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (Col
d Spring Harbor Laboratory, 3rd ed.)を参照されたい。酵素反応及び精製技術は、一般
に業界で成し遂げられたようにメーカーの仕様に従って、又は本明細書に記載されるよう
に実施すればよい。特定の定義が示されない限り、本明細書に記載される分析化学、合成
有機化学、並びに医薬及び薬化学に関連して用いられる命名法並びに検査法及び技術は、
業界で良く知られ一般に用いられるものである。同様に、化学合成、化学分析、医薬製造
、製剤化、送達、及び患者の処置のためには、従来の技術が使われればよい。
【００３３】
１．一般的定義
　本開示によって使用されるように、以下の用語は、指示されない限り以下の意味を有す
ると理解される。文脈によって要求されない限り、単数の表現は複数を含有し、複数の表
現は単数を含むものとする。
【００３４】
　本明細書で使用される「ポリヌクレオチド」という用語は、長さが少なくとも１０ヌク
レオチドの一本鎖又は二本鎖の核酸ポリマーを指す。或る実施態様では、ポリヌクレオチ
ドを含むヌクレオチドは、リボヌクレオチド又はデオキシリボヌクレオチド又は修飾され
た形態のいずれかのタイプのヌクレオチドであればよい。そのような修飾としては、ブロ
モウリジンのような塩基修飾、アラビノシド及び２’，３’－ジデオキシリボースのよう
なリボース修飾、及びホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレノエー
ト、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、ホスホロアニラデート及びホ
スホロアミデートのようなヌクレオチド間連結修飾（linkage modification）が挙げられ
る。「ポリヌクレオチド」という用語は、具体的には一本鎖及び二本鎖の形態のＤＮＡを
含む。
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【００３５】
　「単離されたポリヌクレオチド」は、ゲノム、ｃＤＮＡ又は合成由来若しくはそれらの
ある組み合わせのポリヌクレオチドであり、それらはその起源によって、単離されたポリ
ヌクレオチドは：（１）単離されたポリヌクレオチドが自然界に見出されるポリヌクレオ
チドの全部又は一部分と結び付かない、（２）自然界では連結しないポリヌクレオチドに
連結する、又は（３）より大きな配列の一部分として自然界に存在しない。
【００３６】
　「単離されたポリペプチド」は:（１）少なくとも通常一緒に見出される幾つかの他の
ポリペプチドを含まない、（２）同じ源、例えば同一種由来の他のポリペプチドを基本的
に含まない、（３）異なった種由来の細胞によって発現される、（４）自然界でそれと関
係するポリヌクレオチド、脂質、炭水化物又は他の物質の少なくとも５０％から分離され
ている、（５）「単離されたポリペプチド」が自然界で結びついているポリペプチドの部
分と（共有又は非共有によって）結びつかない、（６）自然界で結びつかないポリペプチ
ドと（共有又は非共有によって）操作可能に結びつく、又は（７）自然界には存在しない
、ものである。そのような単離されたポリペプチドは、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮ
Ａ若しくは他の合成起源のＲＮＡ、又はそれらの任意の組み合わせによってコード化され
得る。好ましくは、単離されたポリペプチドは、その使用（治療、診断、予防、研究又は
その他）を妨害する自然環境に見い出されるポリペプチド又は他の汚染物質を実質的に含
まない。
【００３７】
　本明細書で用いる「ヒト抗体」という用語は、実質的に人間の生殖細胞系免疫グロブリ
ン配列に対応する可変及び定常領域を有する抗体を含む。いくつかの実施態様では、ヒト
抗体は、マウス及びラット等のげっ歯類、そしてウサギなどのウサギ目の動物を含むがこ
れに限定されない非ヒト哺乳動物で生産される。別の実施態様では、ヒト抗体はハイブリ
ドーマ細胞で産生される。さらに別の実施態様では、ヒト抗体は遺伝子組み換え的に産生
される。
【００３８】
　天然起源の抗体は、通常四量体を含む。それぞれのそのような四量体は、通常２つの同
じポリペプチド鎖の対から成り、それぞれの対は１つの全長「軽」鎖（一般に約２５ｋＤ
ａの分子量を有す）及び１つの全長「重」鎖（一般に約５０～７０ｋＤａの分子量を有す
）を有す。本明細書に使用される用語の「重鎖」及び「軽鎖」は、標的抗原に対する特異
性を与えるために十分な可変ドメイン配列を有する任意の免疫グロブリンポリペプチドを
指す。軽及び重鎖それぞれのアミノ末端部分は、通常抗原認識に関与する約１００～１１
０又はそれ以上のアミノ酸の可変ドメインを含む。それぞれの鎖のカルボキシ末端部分は
、通常エフェクター機能に関与する定常ドメインを規定する。従って、天然起源の抗体で
は、全長重鎖免疫グロブリンポリペプチドは、可変ドメイン（ＶH）及び３つの定常ドメ
イン（ＣH1、ＣH2及びＣH3）を含み、ここで、ＶHドメインはポリペプチドのアミノ末端
に存在し、ＣH3ドメインはカルボキシル末端に存在し、そして全長軽鎖免疫グロブリンポ
リペプチドは、可変ドメイン（ＶL）及び定常ドメイン（ＣL）を含み、ここで、ＶLドメ
インはポリペプチドのアミノ末端に存在し、ＣLドメインはカルボキシル末端に存在する
。
【００３９】
　ヒト軽鎖は、通常カッパ及びラムダ軽鎖に分類され、ヒト重鎖は通常ミュー、デルタ、
ガンマ、アルファ、又はイプシロンに分類され、抗体のアイソタイプをそれぞれＩｇＭ、
ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＥと定義する。ＩｇＧは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３及びＩｇＧ４を含むがこれに限定されないいくつかのサブクラス有する。ＩｇＭは、Ｉ
ｇＭ１及びＩｇＭ２を含むがこれに限定されないサブクラス有する。ＩｇＡは同様に、Ｉ
ｇＡ１及びＩｇＡ２含むが、これに限定されないサブクラスに細分化される。全長の軽及
び重鎖中で、可変及び定常ドメインは通常約１２又はそれ以上のアミノ酸の「Ｊ」 領域
によって接合（joined）され、重鎖もまた約１０又はそれ以上のアミノ酸の「Ｄ」領域を
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含む。例えば、すべての目的のための参照によって全部が組み込まれるFUNDAMENTAL IMMU
NOLOGY （Paul, W., ed., Raven Press, 2nd ed., 1989）を参照されたい。それぞれの軽
／重鎖対の可変領域は、通常、抗原結合部位を形成する。天然起源抗体の可変ドメインは
、通常、相補性決定領域又はＣＤＲとも呼ばれる３つの超可変領域によって接合された比
較的保存されたフレームワーク（ＦＲ）の同じ一般構造を示す。それぞれの対の２つの鎖
由来のＣＤＲは、通常、フレームワーク領域によって整列され、それは特定のエピトープ
との結合を可能にしてもよい。アミノ末端からカルボキシル末端まで、軽及び重鎖可変領
域の両者は、通常、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３及びＦＲ４
のドメインを含む。
【００４０】
　本明細書で用いる「天然Ｆｃ」という用語は、単量体であろうと多量体の形態であろう
と、抗体の消化によって生じる又は他の手段によって産生される非抗原結合フラグメント
配列を含み、そしてヒンジ領域を含むことができる分子を指す。天然Ｆｃの最初の免疫グ
ロブリン源は、好ましくはヒト由来のもので、ＩｇＧ１及びＩｇＧ２が望ましいが、いか
なる免疫グロブリンも可能である。天然Ｆｃ分子は、共有結合（即ち、ジスルフィド結合
）及び非共有結合で二量体又は多量体形に連結できる単量体ポリペプチドで構成される。
天然Ｆｃ分子の単量体サブユニット間の分子間ジスルフィド結合の数は、クラス（例えば
、ＩｇＧ、ＩｇＡ、及びＩｇＥ）又はサブクラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３、ＩｇＡ１、及びＩｇＧＡ２）に依存して１～４の範囲である。天然Ｆｃの1つの例は
、ＩｇＧのパパイン消化によって生じるジスルフィド結合した二量体である。本明細書で
用いる「天然Ｆｃ」という用語は、単量体、二量体及び多量体形を指す総称である。
【００４１】
　本明細書で用いる「Ｆｃ変異体」という用語は、天然Ｆｃから変更されるが、それでも
サルベージ受容体ＦｃＲｎ（新生児Ｆｃ受容体）に対する結合部位を含む分子又は配列を
指す。典型的なＦｃ変異体及びそれらのサルベージ受容体との相互作用は、業界に知られ
ている。従って、用語の「Ｆｃ変異体」は、非ヒト天然Ｆｃからヒト化された分子又は配
列を含むことができる。さらに、天然Ｆｃは、本発明の抗体様結合タンパク質にとって必
要でない構造的特徴又は生物学的活性をもたらす理由で除去することができる領域を含む
。従って、用語の「Ｆｃ変異体」は、１つ又はそれ以上の天然Ｆｃの部位又は残基が欠如
した、又は以下の：（１）ジスルフィド結合形成、（２）選択された宿主細胞との不適合
性、（３）Ｎ－末端の不均一性、（４）グリコシル化、（５）補体との相互作用、（６）
サルベージ受容体以外のＦｃ受容体との結合、若しくは（７）抗体依存性細胞傷害（ＡＤ
ＣＣ）に影響又は関係する１つ又はそれ以上のＦｃの部位又は残基が修飾された、分子又
は配列を含む。
【００４２】
　本明細書で用いる「Ｆｃドメイン」という用語は、天然Ｆｃ及びＦｃ変異体並びに上記
定義の配列を包含する。Ｆｃ変異体および天然Ｆｃ分子と同様に、「Ｆｃドメイン」とい
う用語は、それが完全抗体から消化されたものであろうと他の手段によって製造されたも
のであろうと、単量体又は多量体形の分子を含む。
【００４３】
　本明細書で用いる「抗体様結合タンパク質」という用語は、少なくとも１つの標的抗原
と特異的に結合する非天然起源の（又は組み換え）分子を指し、そしてそれは４つの抗原
結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を含み、ここで２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
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　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
　そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を
形成する。本明細書で用いる「抗体様結合タンパク質」という用語はまた、少なくとも１
つの標的抗原と特異的に結合する非天然起源の（又は組み換え）分子を指し、そしてそれ
は２つの抗原結合部位を形成する２つのポリペプチド鎖を含み、ここで第１のポリペプチ
ド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして第２のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、第１及び第２のポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形成する。「組み換
え」分子は、組み換え方法によって、調製された、発現された、生成された、又は分離さ
れたものである。
【００４４】
　本発明の１つの実施態様は、１～４つの標的抗原に対する生物学的及び免疫学的特異性
を有する抗体様結合タンパク質を提供する。本発明の別の実施態様は、そのような抗体様
結合タンパク質を形成するポリペプチド鎖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。本発明の別の実施態様は、そのような抗体様結合タンパク質を形成するポリ
ペプチド鎖をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を含む発現ベクターを提供する
。本発明のさらに別の実施態様は、そのような抗体様結合タンパク質を発現する（即ち、
そのような抗体様結合タンパク質を形成するポリペプチド鎖をコードする核酸分子又はベ
クターを含む）宿主細胞を提供する。
【００４５】
　本明細書で用いる「交換可能性（swapability）」という用語は、折り畳み及び最高の
結合親和性を保持したままの、ＣＯＤＶフォーマット中の可変ドメインの互換性を指す。
「完全交換可能性」とは、ＣＯＤＶ－Ｉｇ又はＣＯＤＶ－Ｆａｂ中のＶH1とＶH2ドメイン
の順序そしてそれ故にＶL1とＶL2ドメインの順序の両者を、結合親和性の保持によって証
明されるような抗体様結合タンパク質の全機能を維持しながら交換（即ち、順序を逆に）
する能力を指す。さらに、注意すべきは、特定のＣＯＤＶ－Ｉｇ又はＣＯＤＶ－Ｆａｂ内
の表示のＶH及びＶLは、単に最終フォーマットにおける特定のタンパク質鎖上のドメイン
の位置を指すだけである。例えば、ＶH1及びＶH2は親抗体の中のＶL1及びＶL2ドメインか
ら誘導され、抗体様結合タンパク質のＶH1及びＶH2の位置に置かれ得る。同様に、ＶL1及
びＶL2は親抗体の中のＶH1及びＶH2ドメインから誘導され、抗体様結合タンパク質のＶH1

及びＶH2の位置に置かれ得る。従って、ＶH及びＶLの表示は、現在の位置を指すのであっ
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て、親抗体中の元の位置ではない。ＶHドメインとＶLドメインは、それ故「交換可能」で
ある。
【００４６】
　「単離された」抗体様結合タンパク質は、その自然環境の成分から、確認そして分離及
び／又は回収されたものである。その自然環境の汚染物質成分は、抗体様結合タンパク質
の診断的又は治療的使用を妨害するだろう物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパ
ク質性又は非タンパク質性の溶質を含んでもよい。好ましい実施態様では、抗体様結合タ
ンパク質は、以下の：（１）ローリー法による測定として、抗体重量の９５％を超すよう
に、最も好ましくは９９％を上回るように、（２）スピニングカップ（spinning cup）配
列決定装置の使用で、少なくとも１５残基のＮ－末端又は内部のアミノ酸配列を得るのに
十分な程度に、又は（３）クマシーブルー又は好ましくは銀染色を用いた還元又は非還元
下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥで均質であるように、精製される。単離された抗体様結合タンパ
ク質は、抗体様結合タンパク質の自然環境のただ１つしか存在しない成分になるので、組
換え細胞の内で、元の位置で、抗体様結合タンパク質を含む。
【００４７】
　本明細書で用いる「実質的に純粋な」又は「実質的に精製された」という用語は、存在
する主たる（即ち、モル基準で、組成物中の他のいかなる個々の種よりも豊富な）種であ
る化合物又は種を指す。幾つかの実施態様では、実質的に精製されたフラクションは、そ
の種が存在する全ての高分子種の少なくとも約５０％（モル基準で）を含む組成物である
。別の実施形態では、実質的に純粋な組成物は、組成物中に存在するすべての高分子種の
約８０％、８５％、９０％、９５％又は９９％超を含むようになる。さらに別の実施態様
では、組成物が基本的に単一の高分子種から成る本質的な均質性（従来の検出法で組成物
中に汚染物質種が検出されない）にまで精製される。
【００４８】
　本明細書で用いる「抗原」又は「標的抗原」という用語は、抗体様結合タンパク質によ
って結合され、そしてさらにその抗原のエピトープに結合できる抗体を産生するために動
物に使用することができる分子又は分子の部分を指す。標的抗原は、１つ又はそれ以上の
エピトープを有してもよい。抗体様結合タンパク質によって認識される各標的抗原に対し
て、抗体様結合タンパク質は、標的抗原を認識する無傷の抗体と競合することができる。
「二価の」抗体様結合タンパク質は、「多重特異性」又は「多機能」抗体様結合タンパク
質以外に、同一の抗原特異性を有する抗原結合部位を含むと考えられる。
【００４９】
　通常、二重特異性又は二機能性抗体は、通常、２つの異なる重鎖／軽鎖対及び２つの異
なる結合部位又はエピトープを有する人工のハイブリッド抗体である。二重特異性抗体は
、ハイブリドーマの融合又はＦ（ａｂ’）フラグメントの連結を含むがこれに限定されな
い、さまざまな方法によって産生されればよい。
【００５０】
　通常、Ｆ（ａｂ）フラグメントは、１つの軽鎖並びに１つの重鎖のＶH及びＣH1ドメイ
ンを含み、ここでＦ（ａｂ）フラグメントのＶH－ＣH1重鎖部分は別の重鎖ポリペプチド
とジスルフィド結合を形成できない。本明細書で用いるＦ（ａｂ）もまた、アミノ酸リン
カーによって離てられた２つの可変ドメインを含む１つの軽鎖、及びアミノ酸リンカーに
よって離てられた２つの可変ドメイン及びＣH1ドメインを含む１つの重鎖を含むことがで
きる。
【００５１】
　通常、Ｆ（ａｂ’）フラグメントは、１つの軽鎖及び、Ｆ（ａｂ’）2分子を形成する
ために２つの重鎖間に鎖間ジスルフィド結合が形成できるように、より多くの定常領域（
ＣH1とＣH2ドメインの間に）を含有する１つの重鎖の部分を含む。
【００５２】
　本発明の抗体様結合タンパク質に関連して、「生物学的特性」、「生物学的特徴」とい
う語句及び「活性」という用語は本明細書では互換的に使われ、エピトープ親和性及び特
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異性、抗原標的（又は、標的ポリペプチド）の活性をアンタゴマイズする能力、生体内で
の抗体様結合タンパク質の安定性、及び抗体様結合タンパク質の免疫原性を含むが、これ
らに限定されない。抗体様結合タンパク質の識別可能な他の生物学的特性又は特徴として
は、例えば、交差反応性（即ち、抗原標的の非ヒト同族体に対する、又は一般的に他の抗
原標的若しくは組織に対する）、及び哺乳類細胞にタンパク質の高い発現レベルを保存す
る能力が挙げられる。前述の特性又は特徴は、ＥＬＩＳＡ、競合ＥＬＩＳＡ、表面プラズ
モン共鳴解析、生体外及び生体内中和アッセイ、及びヒト、霊長類又は必要に応じて任意
の他の供給源を含む異なるソース由来の組織切片を用いた免疫組織化学を含むがこれらに
限定されない、当該技術分野で承認されている技術を用いて観察又は測定することができ
る。
【００５３】
　本明細書で用いる「免疫学的に機能的な免疫グロブリンフラグメント」という用語は、
少なくともポリペプチドフラグメントが誘導された免疫グロブリン重又は軽鎖のＣＤＲを
含有するポリペプチドフラグメントを指す。免疫学的に機能的な免疫グロブリンフラグメ
ントは、標的抗原と結合することができる。
【００５４】
　本明細書で用いる「中和」抗体様結合タンパク質とは、それが結合する標的抗原のエフ
ェクター機能をブロック又は実質的に低下させることができる分子を指す。本明細書で用
いる「実質的に低下させる」とは、標的抗原のエフェクター機能の少なくとも約６０％、
好ましくは少なくとも約７０％、より好ましくは少なくとも約７５％、なおより好ましく
は少なくとも約８０％、さらにより好ましくは少なくとも約８５％、最も好ましくは少な
くとも約９０％低下させることを意味する。
【００５５】
　「エピトープ」という用語は、任意の決定基、好ましくは免疫グロブリン又はＴ細胞受
容体と特異的に結合することができるポリペプチド決定基を含む。或る実施態様では、エ
ピトープ決定基は、アミノ酸、糖側鎖、ホスホリル基、又はスルホニル基のような分子の
、化学的に活性な表面基を含み、そして或る実施態様では、特異的な三次元構造特性及び
／又は特異的な電荷特性を有してもよい。エピトープは、抗体又は抗体様結合タンパク質
によって結合される抗原の領域である。或る実施態様では、抗体様結合タンパク質は、そ
れがタンパク質及び／又は高分子の複雑な混合物中にその標的抗原を選択的に認識すると
き、抗原を特異的に結合すると言われる。好ましい実施態様では、抗体様結合タンパク質
は、平衡解離定数が≦１０-8Ｍであるとき、より好ましくは平衡解離定数が≦１０-9Ｍで
あるとき、そして最も好ましくは平衡解離定数が≦１０-10Ｍであるとき、抗原と特異的
に結合すると言われる。
【００５６】
　抗体様結合タンパク質の解離定数（ＫD）は、例えば、表面プラズモン共鳴によって決
定することができる。一般に、表面プラズモン共鳴分析は、リガンド（バイオセンサマト
リックス上の標的抗原）と被検体（溶液中の抗体様結合タンパク質）の間の結合相互作用
を、ＢＩＡｃｏｒｅシステム（Pharmacia Biosensor; Piscataway, NJ）を用いた表面プ
ラズモン共鳴（ＳＰＲ）によってリアルタイムに測定する。表面プラズモン共鳴分析はま
た、被検体を（抗体様結合タンパク質をバイオセンサマトリックス上に）固定化し、リガ
ンド（標的抗原）を提示することによっても実施できる。本明細書で用いる「ＫD」とい
う用語は、特定の抗体様結合タンパク質と標的抗原間の相互作用の解離定数を指す。
【００５７】
　本明細書で用いる「特異的に結合する」という用語は、抗体様結合タンパク質又はその
抗原結合フラグメントが、エピトープを含む抗原と少なくとも約１×１０-6Ｍ、１×１０
-7Ｍ、１×１０-8Ｍ、１×１０-9Ｍ、１×１０-10Ｍ、１×１０-11Ｍ、１×１０-12Ｍ、
又はそれ以上のＫｄで結合する、及び／又は非特異的な抗原に対する親和性より少なくと
も２倍大きい親和性でエピトープに結合する能力を指す。
【００５８】
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　本明細書で用いる「リンカー」という用語は、交差した二重可変領域免疫グロブリンに
折り畳まれるように、軽及び重鎖のドメインに十分な可動性を与えるために免疫グロブリ
ンのドメイン間に挿入される１つ又はそれ以上のアミノ酸残基を指す。リンカーは、それ
ぞれ配列レベルで可変ドメイン間又は可変ドメインと定常ドメインの間の遷移部に挿入さ
れる。可変ドメイン間の遷移部は、およそのサイズがよく理解されているので識別するこ
とができる。ドメイン遷移部の正確な位置は、実験データで証明されるように又はモデリ
ング若しくは二次構造予測の技術によって推定できるように、βシート又はαヘリックス
のような二次構造の要素を形成しないペプチド伸長の位置決めをすることによって決定で
きる。本明細書に記載されるリンカーは、軽鎖上のＮ末端のＶL1とＶL2ドメインの間に位
置するＬ1；また軽鎖上のＶL2とＣ末端のＣLドメインの間に位置するＬ2と呼ばれる。重
鎖リンカーは、Ｎ末端ＶH2とＶH1ドメインの間に位置するＬ3；及びＶH1とＣH1－Ｆｃド
メインの間に位置するＬ4として知られる。リンカーのＬ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は独立して
いるが、それらは場合によっては同じ配列及び／又は長さを有してもよい。
【００５９】
　本明細書で用いる「ベクター」という用語は、暗号情報を細胞に移送するために用いら
れるいかなる分子（例えば、核酸、プラスミド、又はウイルス）も指す。「ベクター」と
いう用語は、それに連結されていた別の核酸を移送することができる核酸分子を含む。ベ
クターの１つの種類は、「プラスミド」であり、付加的なＤＮＡセグメントが挿入されて
もよい環状の二本鎖ＤＮＡ分子を指す。別の種類のベクターは、ウイルスベクターであり
、付加的なＤＮＡセグメントはウイルスゲノムに挿入されてもよい。或るベクターは、そ
れらが導入される宿主細胞内で自己複製することができる、（例えば、細菌の複製起点を
有する細菌ベクター及びエピソーム性哺乳類ベクター）。他のベクター（例えば、 非エ
ピソーム性哺乳類ベクター）は、宿主細胞に導入されると宿主細胞のゲノムに組み込まれ
、それによって宿主ゲノムとともに複製される。また、或るベクターは、それが操作可能
に連結される遺伝子の発現を指令することができる。そのようなベクターは、本明細書で
は「組換え体発現ベクター」（又は単に、「発現ベクター」）と呼ばれる。一般に、組換
えＤＮＡ技術における実用的な発現ベクターは、多くの場合プラスミドの形態である。プ
ラスミドが最も一般的に使用されるベクターの形態であるので、「プラスミド」及び「ベ
クター」という用語は本明細書では互換可能に使われてもよい。しかし、本発明は、同等
の機能を果たすウイルスベクター（例えば、複製欠損のレトロウイルス、アデノウイルス
、及びアデノ随伴ウイルス）のような他の形態の発現ベクターを含むことを意図する。
【００６０】
　用語の「操作可能に連結した」は、本明細書ではフランキング配列の配置を指し、本明
細書にそう記載されたフランキング配列は、その通常の機能を遂行するように構成又は組
み立てられる。従って、操作可能にコード配列に連結したフランキング配列は、コード配
列の複製、転写及び／又は翻訳の達成を可能にしてもよい。例えば、プロモータがそのコ
ード配列の転写を指令することができる場合、コード配列は、操作可能にプロモータに連
結される。フランキング配列は、それが正しく機能する限りコード配列と隣接する必要は
ない。従って、例えば、介在する転写されたが未翻訳の配列は、プロモータ配列とコード
配列の間に存在することができ、そのプロモータ配列は、コード配列に対して未だに「操
作可能に連結した」と考えることができる。
【００６１】
　本明細書で用いる「組み換え宿主細胞」（又は「宿主細胞」）という語句は、組換え体
発現ベクターが導入された細胞を指す。組換え宿主細胞又は宿主細胞は、特定の対象細胞
だけでなくそのような細胞の子孫も指すことを意図する。突然変異又は環境の影響の何れ
かによって、或る変化が後世に生ずる可能性があるため、そのような子孫は、実際には親
細胞と同一でない可能性はあるが、それでもそのような細胞は本明細書で使用する「宿主
細胞」という用語の範囲内に含まれる。本発明の抗体様結合タンパク質を発現するために
、細菌、酵母、バキュロウイルス、及び哺乳類の発現系（並びにファージディスプレイ発
現系）を含む、多種多様の宿主細胞発現系を使用することができる。好適な細菌発現ベク
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ターの例は、ｐＵＣ１９である。抗体様結合タンパク質を組み換え的に発現させるために
、ポリペプチド鎖が宿主細胞で発現され、そして好ましくは宿主細胞が培養される培地中
に分泌され、その培地から抗体様結合タンパク質を回収できるように、宿主細胞は、抗体
様結合タンパク質のポリペプチド鎖をコードするＤＮＡ断片を担持した１つ又はそれ以上
の組換え体発現ベクターで形質転換又は形質移入される。
【００６２】
　本明細書で用いる「形質転換」という用語は、細胞の遺伝的特徴の変化を意味し、新し
いＤＮＡを含有するように変更されたとき細胞は形質転換されている。例えば、細胞は、
その本来の状態から遺伝学的に変更される場合、形質転換される。形質転換後、形質転換
ＤＮＡは、細胞の染色体に物理的に組み込まれることによって細胞のＤＮＡと再結合して
もよく、又は複製されること無しにエピソーム因子として一過性に維持されてもよく、又
はプラスミドとして独立に複製してもよい。ＤＮＡが細胞分裂とともに複製される場合、
細胞は安定して形質転換されたと見なされる。本明細書で用いる「形質移入」という用語
は、細胞による外来又は外因性のＤＮＡの取り込みを意味し、外因性のＤＮＡが細胞膜の
内側に導入されたとき細胞は形質移入されている。多数の形質移入技術が、業界によく知
られている。そのような技術は、１つ又はそれ以上の外因性のＤＮＡ分子を好適な宿主細
胞に導入するために使用することができる。
【００６３】
　本明細書で用いられそして物に適用される「天然起源」という用語は、その物が自然界
に見出すことができ人間によって処理されていないことを指す。例えば、自然源から分離
することができ、人間によって意図的に変更されていない、生物（ウイルスを含む）に存
在するポリヌクレオチド又はポリペプチドは天然起源である。同様に、本明細書で用いる
「非天然起源」は、自然界に認められないか、人間によって構造的に変更されたか、又は
合成されたものを指す。
【００６４】
　本明細書で用いるように、従来の２０のアミノ酸とその略語は、慣例的用法に従う。従
来型の２０のアミノ酸の立体異性体（例えば、Ｄ－アミノ酸）； (、(－二置換アミノ酸
、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳酸、及び他の非従来型アミノ酸などの非天然のアミノ酸もま
た、本発明の抗体様結合タンパク質の好適な成分であり得る。非従来型アミノ酸の例とし
ては、４－ヒドロキシプロリン、(－カルボキシグルタメート、(－Ｎ、Ｎ、Ｎ－トリメチ
ルリジン、(－Ｎ－アセチルリジン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホル
ミルメチオニン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリジン、(－Ｎ－メチルアルギ
ニン、並びに他の類似のアミノ酸及びイミノ酸（例えば、４－ヒドロキシプロリン）が挙
げられる。本明細書で用いるポリペプチド表記法では、標準的な用法及び慣習に従って、
左側の方向がアミノ末端方向であり、右側方向はカルボキシル末端方向である。
【００６５】
　天然起源の残基は、共通の側鎖の特性に基づいて、以下のようにクラスに分けられても
よい：
　（１）疎水性：Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、
Ｐｒｏ；
　（２）極性親水性：Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ｓｅ
ｒ、Ｔｈｒ；
　（３）脂肪族：Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ｐｒｏ；
　（４）脂肪族疎水性：Ａｌａ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ｐｒｏ；
　（５）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
　（６）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
　（７）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
　（８）鎖の配向性に影響を及ぼす残基；Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
　（９）芳香族：Ｈｉｓ、Ｔｒｐ、Ｔｙｌ、Ｐｈｅ；及び
　（１０）芳香族疎水性：Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙｌ。
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【００６６】
　同類アミノ酸置換は、これらの１つのクラスの中のメンバーと同じクラスの別のメンバ
ーの交換を含み得る。同類アミノ酸置換は、非天然起源のアミノ酸残基を包含してもよく
、それは一般に生体系での合成よりはむしろ化学的ペプチド合成によって組み込まれる。
これらは、ペプチド模倣体及び他のアミノ酸残基の反転又は逆転した形態を含む。非同類
置換は、これらの１つのクラスの中のメンバーと別のクラス由来のメンバーの交換が関与
すればよい。
【００６７】
　熟練の職人は、従来の技術を用いて、本発明の抗体様結合タンパク質のポリペプチド鎖
の好適な変異形を決定することができよう。例えば、当業者は、活性に重要でないと思わ
れる領域を標的にすることによって、活性を破壊すること無しに変えられてもよいポリペ
プチド鎖の好適な領域を特定すればよい。或いは、当業者は、同じようなポリペプチドの
中で保存される分子の残基及び部分を特定することができる。また、生物学的活性又は構
造に対して重要である可能性のある区域でも、生物学的活性を破壊すること無く又はポリ
ペプチドの構造に悪影響を及ぼすこと無しに、同類アミノ酸置換を受けてもよい。
【００６８】
　本明細書で使用される「患者」という用語は、ヒト及び動物の被験者を含む。
【００６９】
　「疾患」は、本発明の抗体様結合タンパク質を用いた処置によって恩恵を受けるだろう
任意の状態である。「疾患」及び「状態」は本明細書では互換的に使われ、患者を問題の
疾患に罹りやすくする病理学的状態を含む、慢性及び急性疾患又は病気を含む。
【００７０】
　本明細書で用いる「処置」又は「処置する」という用語は、治療的処置及び予防的又は
防止的手段の両者を指す。治療を必要としている人々には、疾患を有する人並びに疾患を
患いやすい人又は疾患が阻止されるべき人が含有される。
【００７１】
　本明細書で用いる「医薬組成物」又は「治療用組成物」という用語は、患者に適切に投
与されたとき、所望の治療効果をもたらすことができる化合物又は組成物を指す。
【００７２】
　本明細書で用いる「薬学的に許容可能な担体」又は「生理学的に許容可能な担体」とい
う用語は、抗体様結合タンパク質の送達を遂行する又は促進するために好適な１つ又はそ
れ以上の製剤材料を指す。
【００７３】
　１つ又はそれ以上の抗体様結合タンパク質を含む医薬組成物に関して使われるときの「
有効量」及び「治療的有効量」とは、所望の治療結果を生むために十分な量又は投与量を
指す。より具体的には、治療的有効量は、治療している状態に関する臨床的に定義された
病理学的過程の１つ又はそれ以上を、ある期間阻止するのに十分な抗体様結合タンパク質
の量である。有効量は、使用される特定の抗体様結合タンパク質によって異なってもよく
、また処置される患者に関するさまざまな要因及び状態、並びに疾患の重篤度に依存する
。例えば、もし抗体様結合タンパク質を生体内に投与しようとするなら、年齢、体重、及
び患者の健康状態などの要因、並びに前臨床動物研究で得られる用量反応曲線及び毒性デ
ータは、考えられるそれらの要因に入るだろう。所定の医薬組成物の有効量又は治療的有
効量の決定は、十分に当業者の能力の範囲内である。
【００７４】
　本発明の１つの実施態様は、薬学的に許容される担体及び治療的に有効な量の抗体様結
合タンパク質を含む医薬組成物を提供する。
【００７５】
２．抗体様結合タンパク質
　本発明の１つの実施態様では、抗体様結合タンパク質は４つの抗原結合部位を形成する
４つのポリペプチド鎖を含み、ここで２つのポリペプチド鎖は式：
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　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして２つのポリペプチド鎖は式：
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域、及びＣH2、ＣH3免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する。
【００７６】
　本発明の別の実施態様では、抗体様結合タンパク質は、２つの抗原結合部位を形成する
２つのポリペプチド鎖を含み、ここで第１のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
で表わされる構造を有し、
そして第２のポリペプチド鎖は式：
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
で表わされる構造を有し、
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、第１及び第２のポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形成する。
【００７７】
　本発明の抗体様結合タンパク質は、例えば、ヒト、ネズミ、又はヒト化抗体を含む任意
のヒト又は非ヒト抗体から得られた又は誘導されたドメイン又は配列を用いて製造されれ
ばよい。
【００７８】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ3の長さはＬ1の長さの少なくとも２倍
である。本発明の別の抗体様結合タンパク質では、Ｌ4の長さはＬ2の長さの少なくとも２
倍である。本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ1の長さはＬ3の長さの少なく
とも２倍である。本発明の別の抗体様結合タンパク質では、Ｌ2の長さはＬ4の長さの少な
くとも２倍である。
【００７９】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ1は３～１２アミノ酸残基の長さであ
り、Ｌ2は３～１４アミノ酸残基の長さであり、Ｌ3は１～８アミノ酸残基の長さであり、
そしてＬ4は１～３アミノ酸残基の長さである。別の抗体様結合タンパク質では、Ｌ1は５
～１０アミノ酸残基の長さであり、Ｌ2は５～８アミノ酸残基の長さであり、Ｌ3は１～５
アミノ酸残基の長さであり、そしてＬ4は１～２アミノ酸残基の長さである。好ましい抗



(26) JP 2014-511684 A 2014.5.19

10

20

30

40

50

体様結合タンパク質では、Ｌ1は７アミノ酸残基の長さであり、Ｌ2は５アミノ酸残基の長
さであり、Ｌ3は１アミノ酸残基の長さであり、そしてＬ4は２アミノ酸残基の長さである
。
【００８０】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ1は１～３アミノ酸残基の長さであり
、Ｌ2は１～４アミノ酸残基の長さであり、Ｌ3は２～１５アミノ酸残基の長さであり、そ
してＬ4は２～１５アミノ酸残基の長さである。別の抗体様結合タンパク質では、Ｌ1は１
～２アミノ酸残基の長さであり、Ｌ2は１～２アミノ酸残基の長さであり、Ｌ3は４～１２
アミノ酸残基の長さであり、そしてＬ4は２～１２アミノ酸残基の長さである。好ましい
抗体様結合タンパク質では、Ｌ1は１アミノ酸残基の長さであり、Ｌ2は２アミノ酸残基の
長さであり、Ｌ3は７アミノ酸残基の長さであり、そしてＬ4は５アミノ酸残基の長さであ
る。
【００８１】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ1、Ｌ3、又はＬ4はゼロに相当しても
よい。しかし、Ｌ1、Ｌ3、又はＬ4がゼロに相当する抗体様結合タンパク質では、可変領
域と定常領域の間、又は別の鎖上の二重可変ドメインの間の対応する遷移部のリンカーは
ゼロであり得ない。幾つかの実施態様では、Ｌ1がゼロに相当しそしてＬ3は２又はそれ以
上のアミノ酸残基、Ｌ3がゼロに相当しそしてＬ1は１又はそれ以上のアミノ酸残基に相当
、又はＬ4がゼロに相当しそしてＬ2は３又はそれ以上のアミノ酸残基である。
【００８２】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4から成るグループ
から選択されるリンカーの少なくとも１つは、少なくとも１つのシステイン残基を含有す
る。
【００８３】
　好適なリンカーの例としては、単一グリシン（Ｇｌｙ）残基；ジグリシンペプチド（Ｇ
ｌｙ－Ｇｌｙ）；トリペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ）；４つのグリシン残基を持つ
ペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ；配列番号２５）；５つのグリシン残基を持
つペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ；配列番号２６）；６つのグリシ
ン残基を持つペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ；配列番号２
７）；７つのグリシン残基を持つペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ－Ｇｌｙ；配列番号２８）；８つのグリシン残基を持つペプチド（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ
－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ；配列番号２９）が挙げられる。例
えばペプチドのＧｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ（配列番号３０）及びペプチド
のＧｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ
（配列番号３１）のような、他のアミノ酸残基の組み合わせが使われてもよい。他の好適
なリンカーとしては、単一のＳｅｒ、及びＶａｌ残基；ジペプチドのＡｒｇ－Ｔｈｒ、Ｇ
ｌｎ－Ｐｒｏ、Ｓｅｒ－Ｓｅｒ、Ｔｈｒ－Ｌｙｓ、及びＳｅｒ－Ｌｅｕ；Ｔｈｒ－Ｌｙｓ
－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ（配列番号５２）、Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ
（配列番号５３）、Ｇｌｎ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ａｌａ（配列番号５４）、Ｇｌｎ
－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ（配列番号５５）；Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ｌｙｓ
－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ（配列番号４８）、Ａｒｇ－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｌａ
－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ（配列番号４９）、Ｇｌｙ－Ｇｌｎ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ａｌａ
－Ｐｒｏ（配列番号５０）、及びＨｉｓ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ａｓｎ－Ｌ
ｙｓ（配列番号５１）、が挙げられる。上掲の例は本発明の範囲を何ら制限しようとする
ものではなく、バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、スレオニン、リジン、アルギ
ニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパラギン、グルタミン、グリシ
ン、及びプロリンから成るグループから選択された無作為に選択されたアミノ酸を含むリ
ンカーは、本発明の抗体様結合タンパク質に好適であることが示された（実施例１２を参
照）。
【００８４】
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　リンカーのアミノ酸残基の同一性及び配列は、リンカーで達成するために必要な二次構
造の要素の種類によって異なってもよい。例えば、グリシン、セリン及びアラニンは、最
大の柔軟性を有するリンカーにとって最良である。グリシン、プロリン、スレオニン及び
セリンの幾つかの組合せは、より硬く伸長したリンカーが必要な場合に有用である。所望
する特性によって、必要に応じてより大きなペプチドリンカーを構成するために、いかな
るアミノ酸残基も他のアミノ酸残基と組み合わせてリンカーとして考えてもよい。
【００８５】
　本発明の幾つかの抗体様結合タンパク質では、ＶL1は配列番号１のアミノ酸配列を含み
；ＶL2は配列番号３のアミノ酸配列を含み；ＶH1は配列番号２のアミノ酸配列を含み；Ｖ

H2は配列番号４のアミノ酸配列を含む。
【００８６】
　本発明の幾つかの実施態様では、抗体様結合タンパク質は、１つ又はそれ以上の抗原標
的と特異的に結合することができる。本発明の好ましい実施態様では、抗体様結合タンパ
ク質は、Ｂ７．１、Ｂ７．２、ＢＡＦＦ、ＢｌｙＳ、Ｃ３、Ｃ５、ＣＣＬ１１（エオタキ
シン）、ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－１ｄ）、ＣＣＬ１７（ＴＡＲＣ）、ＣＣＬ１９（ＭＩＰ－
３ｂ）、ＣＣＬ２（ＭＣＰ－１）、ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３ａ）、ＣＣＬ２１（ＭＩＰ－
２）、ＳＬＣ、ＣＣＬ２４（ＭＰＩＦ－２／エオタキシン－２）、ＣＣＬ２５（ＴＥＣＫ
）、ＣＣＬ２６（エオタキシン－３)、ＣＣＬ３（ＭＩＰ―１ａ）、ＣＣＬ４（ＭＩＰ－
１ｂ）、ＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）、ＣＣＬ7（ＭＣＰ－３）、ＣＣＬ８（ｍｃｐ－２）
、ＣＤ３、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２４、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ８０、ＣＤ８６
、ＣＤＨ１（Ｅ－カドヘリン）、キチナーゼ、ＣＳＦ１（Ｍ－ＣＳＦ）、ＣＳＦ２（ＧＭ
－ＣＳＦ）、ＣＳＦ３（ＧＣＳＦ）、ＣＴＬＡ４、ＣＸ３ＣＬ１（ＳＣＹＤ１）、ＣＸＣ
Ｌ１２（ＳＤＦ１）、ＣＸＣＬ１３、ＥＧＦＲ、ＦＣＥＲ１Ａ、ＦＣＥＲ２, ＨＥＲ２、
ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬ－１、ＩＬ－１２、ＩＬ１３、ＩＬ１５、ＩＬ１７、ＩＬ１８、ＩＬ１
Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１Ｆ１０、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、Ｉ
Ｌ９、ＩＬ１２／２３、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ２５、ＩＬ２７、ＩＬ３５、ＩＴＧＢ
４（ｂ４インテグリン）、ＬＥＰ（レプチン）、ＭＨＣクラスＩＩ、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４
、ＴＬＲ５、ＴＮＦ、ＴＮＦ－ａ、ＴＮＦＳＦ４（ＯＸ４０リガンド)、ＴＮＦＳＦ５（
ＣＤ４０リガンド）、Ｔｏｌｌ様受容体、ＴＲＥＭ１、ＴＳＬＰ、ＴＷＥＡＫ、ＸＣＲ１
（ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲ１）、ＤＮＧＲ－１（ＣＬＥＣ９１）、及びＨＭＧＢ１、から成
るグループから選択される少なくとも１つの抗原標的と特異的に結合することができる。
本発明の別の実施態様では、抗体様結合タンパク質は、抗原標的の１つ又はそれ以上の機
能を阻害することができる。
【００８７】
　本発明の幾つかの実施態様では、抗体様結合タンパク質は二重特異性であり、２つの異
なる抗原標的又はエピトープと結合することができる。本発明の好ましい実施態様では、
抗体様結合タンパク質は二重特異性であり、各軽鎖－重鎖対は２つの異なる抗原標的又は
エピトープと結合することができる。より好ましい実施態様では、抗体様結合タンパク質
は、ＩＬ４及びＩＬ１３、ＩＧＦ１Ｒ及びＨＥＲ２、ＩＧＦ１Ｒ及びＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ
及びＨＥＲ２、ＢＫ及びＩＬ１３、ＰＤＬ－１及びＣＴＬＡ－４、ＣＴＬＡ４及びＭＨＣ
クラスＩＩ、ＩＬ－１２及びＩＬ－１８、ＩＬ－１α及びＩＬ－１β、ＴＮＦα及びＩＬ
１２／２３、ＴＮＦα及びＩＬ－１２ｐ４０、ＴＮＦα及びＩＬ－１β、ＴＮＦα及びＩ
Ｌ－２３、そしてＩＬ１７及びＩＬ２３、から成るグループから選択される２つの異なる
抗原標的と結合することができる。さらにより好ましい実施態様では、抗体様結合タンパ
ク質は、抗原標的のＩＬ４及びＩＬ１３と結合することができる。
【００８８】
　本発明の幾つかの実施態様では、抗体様結合タンパク質は、２．９７Ｅ＋０７のオンレ
ート及び３．０Ｅ－０４のオフレート（off-rate）で特異的にＩＬ４と結合し、そして１
．３９Ｅ＋０６のオンレート及び１．６３Ｅ－０４のオフレートで特異的にＩＬ１３と結
合する。本発明の別の実施態様では、抗体様結合タンパク質は、３．１６Ｅ＋０７のオン
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レート及び２．８９Ｅ－０４のオフレートで特異的にＩＬ４と結合し、そして１．２０Ｅ
＋０６のオンレート及び１．１２Ｅ－０４のオフレートで特異的にＩＬ１３と結合する。
【００８９】
　本発明の１つの実施態様では、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を
含む抗体様結合タンパク質は、それぞれがＶL及びＶHを含む第１の標的抗原と結合する第
１の抗体可変ドメイン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメインを特定し；
軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当て；第１の抗体可変ドメイン又は
第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当て；ＶL2、ＶH1、及びＶH2を下記の式
［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
に従って割り当て；Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定し；式Ｉ
及びＩＩのポリペプチド構造を作り出し；組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標
的抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質
を形成する；
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域及びＣH2、ＣH3は免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3、及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する；ことによって製造される。
【００９０】
　　本発明の別の実施態様では、４つの抗原結合部位を形成する４つのポリペプチド鎖を
含む抗体様結合タンパク質は、それぞれがＶL及びＶHを含む第１の標的抗原と結合する第
１の抗体可変ドメイン及び第２の標的抗原と結合する第２の抗体可変ドメインを特定し；
軽鎖又は重鎖のいずれかをテンプレート鎖として割り当て；第１の抗体可変ドメイン又は
第２の抗体可変ドメインのＶLをＶL1として割り当て；ＶL2，ＶH1及びＶH2を下記の式［
Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
に従って割り当て；Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4のための最大及び最小の長さを決定し；式Ｉ及
びＩＩのポリペプチド構造を作り出し；組み合わせたとき第１の標的抗原及び第２の標的
抗原と結合する、式Ｉ及びＩＩのポリペプチド構造を選択して、抗体様結合タンパク質を
形成する；
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する；ことによって製造される。
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【００９１】
　本発明の別の実施態様では、第１の抗体可変ドメインと第２の抗体可変ドメインが同一
である抗体様結合タンパク質が製造される。
【００９２】
　本発明の１つの実施態様は、下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1－Ｆｃ   ［ＩＩ］
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｆｃは、免疫グロブリンのヒンジ領域及びＣH2、ＣH3は免疫グロブリン重鎖の定常ドメ
インであり；及び
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する；
で表される構造を有するポリペプチドをコードする１つ又はそれ以上の核酸分子を細胞内
で発現させることを含む、抗体様結合タンパク質を製造する方法を提供する。
【００９３】
　　本発明の別の実施態様は、下記の式［Ｉ］及び［ＩＩ］：
　　　　　　　　ＶL1－Ｌ1―ＶL2－Ｌ2－ＣL   ［Ｉ］
　　　　　　　　ＶH2－Ｌ3－ＶH1－Ｌ4－ＣH1  ［ＩＩ］
ここで、
　ＶL1は、第１の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶL2は、第２の免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶH1は、第１の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＶH2は、第２の免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣLは、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインであり；
　ＣH1は、免疫グロブリンのＣH1重鎖定常ドメインであり；
　Ｌ1、Ｌ2、Ｌ3及びＬ4は、アミノ酸リンカーであり；
そしてここで、式Ｉのポリペプチド及び式ＩＩのポリペプチドは、交差軽鎖－重鎖対を形
成する；
で表される構造を有するポリペプチドをコードする１つ又はそれ以上の核酸分子を細胞内
で発現させることを含む、抗体様結合タンパク質を製造する方法を提供する。
【００９４】
　３．抗体様結合タンパク質への利用
　本発明の抗体様結合タンパク質は、１つ又はそれ以上の標的抗原の検出及び定量のため
の競合結合アッセイ、直接及び間接サンドイッチアッセイ、及び免疫沈降アッセイのよう
な、公知のいかなるアッセイ方法においても使用できる。抗体様結合タンパク質は、使わ
れるアッセイ方法に適切な親和性で１つ又はそれ以上の標的抗原と結合するようになる。
【００９５】
　診断的適用のために、或る実施態様では、抗体様結合タンパク質は、検出可能な部分で
標識することができる。検出可能な部分は、検出可能なシグナルを直接又は間接的に発生
することができる如何なるものでもよい。例えば、検出可能な部分は、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ
、35Ｓ、125Ｉ、99Ｔｃ、111Ｉｎ又は67Ｇａのような放射性同位元素；フルオレセインイ
ソチオシアネート、ローダミン、又はルシフェリンのような蛍光性又は化学発光化合物；
又はアルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、又は西洋ワサビペルオキシダーゼ
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のような酵素であればよい。
【００９６】
　本発明の抗体様結合タンパク質は、生体内のイメージングにも有用である。検出可能な
部分で標識した抗体様結合タンパク質は動物、好ましくは血流に投与することができ、そ
して宿主における標識抗体の存在および場所をアッセイする。抗体様結合タンパク質は、
核磁気共鳴、放射線学、又は業界に公知のその他の検出手段の何れによるかに関わらず、
動物で検出可能な如何なる部分によっても標識できる。
【００９７】
　本発明はまた、抗体様結合タンパク質及び生体サンプル中の標的抗原レベルを検出する
ために有用な他の試薬を含むキットに関する。そのような試薬は、検出可能な標識、ブロ
ック用血清、陽性及び陰性コントロールサンプル、及び検出試薬を含むことができる。
【００９８】
４．抗体様結合タンパク質の治療用組成物及びその投与
　抗体様結合タンパク質を含む治療用組成物又は医薬組成物は、本発明の範囲内である。
そのような治療用組成物又は医薬組成物は、治療的に有効量の抗体様結合タンパク質又は
抗体様結合タンパク質－薬物複合体を、投与方法との適合性で選択される薬学的に又は生
理学的に容認可能な製剤物質との混合物で含むことができる。
【００９９】
　許容可能な製剤材料は、好ましくは、投与量及び使用濃度において、受領者に対して毒
性が無い。
【０１００】
　医薬組成物は、例えば、組成物のｐＨ、浸透圧、粘度、透明度、色、等張性、香味、無
菌性、安定性、溶解若しくは放出速度、吸着、又は浸透性を、変更、維持、又は保存する
ために、製剤材料を含むことができる。好適な製剤材料としては、以下を含むがこれらに
限定されない、アミノ酸（例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン、
又はリジンなど）、抗菌剤、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸、亜硫酸ナトリウム、又
は亜硫酸水素ナトリウムなど）、緩衝液（例えば、ホウ酸、重炭酸、トリス－塩酸、クエ
ン酸、リン酸、又は他の有機酸など）、増量剤（例えば、マンニトール、又はグリシンな
ど）、キレート剤（例えば、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）など）、錯化剤（例え
ば、カフェイン、ポリビニルピロリドン、β－シクロデキストリン、又はヒドロキシプロ
ピル－β－シクロデキストリンなど）、充填剤、単糖類、二糖類、及び他の炭水化物（例
えば、グルコース、マンノース、又はデキストリンなど）、タンパク質（例えば、血清ア
ルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリンなど）、着色、香味、及び希釈剤、乳化剤、親
水性ポリマー（例えば、ポリビニルピロリドンなど）、低分子量ポリペプチド、塩形成対
イオン（例えば、ナトリウムなど）、防腐剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、安息香酸
、サリチル酸、チメロサール、フェネチルアルコール、メチルパラベン、プロピルパラベ
ン、クロルヘキシジン、ソルビン酸、又は過酸化水素など）、溶剤（例えば、グリセリン
、プロピレングリコール、又はポリエチレングリコールなど）、糖アルコール類（例えば
、マンニトール又はソルビトール）、懸濁化剤、界面活性剤又は湿潤剤（例えば、プルロ
ニック；ＰＥＧ；ソルビタンエステル類；ポリソルベート２０又はポリソルベート８０の
ようなポリソルベート；トリトン；トロメタミン;レシチン；コレステロール又はチロキ
サパル）、安定性増強剤（例えば、ショ糖又はソルビトールなど)、等張性増強剤（例え
ば、ハロゲン化アルカリ金属、好ましくは塩化ナトリウム又はカリウム、又はマンニトー
ル、ソルビトールなど)、送達媒体、希釈剤、賦形剤及び／又は医薬用アジュバントが挙
げられる（例えば、REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (18th Ed., A.R. Gennaro, e
d., Mack Publishing Company 1990) 及び同じ本の継続版、これは如何なる目的でも参照
することによって本明細書に組込まれる、を参照）。
【０１０１】
　最適な医薬組成物は、例えば、意図する投与経路、送達形式、及び所望の投与量に応じ
て、熟練の職人によって決定されるだろう。そのような組成物は、抗体様結合タンパク質
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の物理的状態、安定性、生体内での放出速度、及び生体内クリアランス速度に影響を及ぼ
すことができる。
【０１０２】
　医薬組成物における主要な媒体又は担体は、本質的に水性又は非水性であればよい。例
えば、注射用の好適な媒体又は担体は、非経口投与用の組成物に一般的な他の物質で補完
された水、生理食塩溶液、又は人工脳脊髄液であればよい。中性緩衝生理食塩水又は血清
アルブミンと混合した生理食塩水は、さらなる典型的な媒体である。他の代表的な医薬組
成物は、ｐＨが約７．０～８．５ のトリス緩衝液、又はｐＨが約４．０～５．５ の酢酸
緩衝液を含み、それらはさらに、ソルビトール又は好適な代替物を含むことができる。本
発明の１つの実施態様では、抗体様結合タンパク質組成物は、所望の純度を有する選択さ
れた組成物を、凍結乾燥ケーキ又は水溶液の形態の任意の製剤物質と混合することによっ
て、保存用に製造することができる。さらに、抗体様結合タンパク質は、ショ糖のような
適切な賦形剤を用いて凍結乾燥物として製剤化することができる。
【０１０３】
　本発明の医薬組成物は、非経口送達用に選択することができる。或いは、組成物は、吸
入用又は経口のような消化管を経由した送達用に選択することができる。そのような薬学
的に許容可能な組成物の製造は、業界の技術範囲内である。
【０１０４】
　製剤成分は、投与部位に対して許容可能な濃度で存在する。例えば、緩衝液は、組成物
を生理的なｐＨに、又は僅かに低いｐＨ，通常約５～約８のｐＨ範囲に維持するために用
いられる。
【０１０５】
　非経口投与をもくろむ場合、本発明に用いる治療用組成物は、薬学的に許容可能な媒体
中に目的の抗体様結合タンパク質を含む、パイロジェンフリーの、非経口的に許容可能な
、水溶液の形態であればよい。非経口的注入に特に好適な媒体は、抗体様結合タンパク質
が適切に保存された無菌の等張溶液として製剤化される無菌蒸留水である。さらに別の調
剤は、その後蓄積注射を介して送達できる生成物の制御された又は持続した放出を備える
、注射可能なミクロスフェア、生分解性（bio-erodible）の粒子、ポリマー化合物（ポリ
乳酸又はポリグリコール酸など）、ビーズ、又はリポソームなどの物質を備えた目的分子
の製剤を含むことができす。また、ヒアルロン酸も用いることができ、これは、血液循環
内の持続期間を亢進させる効果を有することができる。目的の分子を導入するための他の
好適な手段としては、埋め込み型の薬物送達デバイスが挙げられる。
【０１０６】
　１つの実施態様では、医薬組成物は、吸入用に製剤化することができる。例えば、抗体
様結合タンパク質は、吸入用の乾燥粉末として製剤化することができる。また、抗体様結
合タンパク質吸入溶液もまた、エアゾール送達用の噴霧剤で製剤化することができる。さ
らに別の実施態様では、溶液を噴霧することができる。
【０１０７】
　また、或る製剤は経口的に投与できることも考えられる。本発明の１つの実施態様では
、この様式で投与される抗体様結合タンパク質は、錠剤やカプセルのような固体の剤型の
調合（compounding）に習慣的に用いられる担体の有無に関わらず製剤化することができ
る。例えば、カプセルは、消化管において生物学的利用能が最大であり、プレ全身性の（
pre-systemic）分解が最小になる時点で製剤の活性部分を放出するように設計することが
できる。抗体様結合タンパク質の吸収を促進するために、追加的な薬剤を含めることがで
きる。また、希釈剤、香味料、低融点ワックス、植物油、潤滑剤、懸濁化剤、錠剤崩壊剤
、及び結合剤も用いることができる。
【０１０８】
　別の医薬組成物は、錠剤の製造に好適な毒性の無い賦形剤との混合物として有効量の抗
体様結合タンパク質を含むことができる。錠剤を滅菌水又は別の適切な媒体に溶解するこ
とによって、溶液を単位用量の形態に調製できる。好適な賦形剤としては、以下を含むが
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これらに限定されない、炭酸カルシウム、炭酸又は重炭酸ナトリウム、乳糖若しくはリン
酸カルシウムなどの不活性希釈剤；又はデンプン、ゼラチン若しくはアカシアなどの結合
剤；又はステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸若しくはタルクなどの潤滑剤、が挙げ
られる。
【０１０９】
　本発明のさらなる医薬組成物は、持続された又は制御された送達製剤における抗体様結
合タンパク質に関連する製剤を含めて、当業者には明らかになる。リポソーム担体、生体
内分解性微粒子又は多孔性ビーズ及び蓄積注射などのさまざまな他の持続された又は制御
された送達手段を製剤化するための技術もまた、当業者は周知している。さらなる徐放性
製剤の例としては、成形品の形態の半透性ポリマーマトリックス、例えば、フィルム、又
はマイクロカプセルが挙げられる。徐放性マトリックスとしては、ポリエステル、ヒドロ
ゲル、ポリラクチド、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチルＬ－グルタミン酸のコポリマー、ポ
リ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、エチレンビニルアセテート、又はポリ－Ｄ
（－）－３－ヒドロキシ酪酸を挙げることができる。
【０１１０】
　生体内投与に用いられる本発明の医薬組成物は、通常は無菌でなければならない。これ
は、無菌濾過膜を通す濾過によって達成することができる。組成物が凍結乾燥される場合
、この方法を用いる滅菌は、凍結乾燥前又は凍結乾燥及び再溶解後の何れかで行うことが
できる。非経口投与用の組成物は、凍結乾燥の形態又は溶液で保存することができる。ま
た、非経口組成物は、一般に無菌アクセスポートを有する容器、例えば、静脈注射用溶液
バッグ又は皮下注射針で突刺し可能なストッパを有するバイアル内に入れられる。
【０１１１】
　医薬組成物が一旦製剤化されると、それは、溶液、懸濁液、ゲル、エマルジョン、固体
として、又は乾燥又は凍結乾燥粉末として滅菌バイアルに保存することができる。そのよ
うな製剤は、直使用可能な形態又は投与より前に再構成（reconstitution）が必要な形態
（例えば、凍結乾燥）の何れかで保存することができる。
【０１１２】
　本発明はまた、単回投与単位を作成するためのキットを包含する。キットは、各々乾燥
タンパク質を有する第１の容器及び水性製剤を有する第２の容器の両者を含有することが
できる。また、単一又は多室の前充填シリンジ（例えば、液体シリンジ及び分散シリンジ
）を含むキットも、本発明の範囲内に含まれる。
【０１１３】
　治療に使用される抗体様結合タンパク質医薬組成物の有効量は、例えば、治療の背景及
び目的に依存する。当業者は、従って、処置のために適切な投与量レベルは、送達される
分子、抗体様結合タンパク質が使用される適応症、投与経路、及び患者のサイズ（体重、
体表面、又は臓器サイズ）及び状態（年齢及び健康状態）に、ある程度依存して変わるこ
とを理解するだろう。従って、臨床医は、最適な治療効果を得るために、投与量を滴定し
、そして投与経路を変更することができる。典型的な投与量は、上述した要因によって、
約０．１μｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上までに及ぶことができる。別の
実施態様では、投与量は０．１μｇ／ｋｇから高々約１００ｍｇ／ｋｇまで；又は１μｇ
／ｋｇから高々約１００ｍｇ／ｋｇまで；５μｇ／ｋｇ、１０μｇ／ｋｇ、１５μｇ／ｋ
ｇ、２０μｇ／ｋｇ、２５μｇ／ｋｇ、３０μｇ／ｋｇ、３５μｇ／ｋｇ、４０μｇ／ｋ
ｇ、４５μｇ／ｋｇ、５０μｇ／ｋｇ、５５μｇ／ｋｇ、６０μｇ／ｋｇ、６５μｇ／ｋ
ｇ、７０μｇ／ｋｇ、７５μｇ／ｋｇから高々約１００ ｍｇ／ｋｇまで変動することが
できる。
【０１１４】
　投与頻度は、使用される製剤中の抗体様結合タンパク質の薬物動態パラメータに依存す
るだろう。通常、臨床医は、投与量が目的の効果を得るところに到達するまで、組成物を
投与するようになる。組成物は、従って、単一用量として、長時間かけた２又はそれ以上
の用量（同量の目的分子を含有しても含有しなくてもよい）として、又は埋め込みデバイ
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ス若しくはカテーテルを介した連続注入として投与することができる。さらに、投与量の
微調整は、通常の当業者によって日常的に行われ、それは彼らによって行われる日常業務
の範囲内である。適切な投与量は、適切な用量反応データを使って確認することができる
。
【０１１５】
　医薬組成物の投与経路は、例えば、経口；静脈内、腹腔内、脳内（実質内）、脳室内、
筋肉内、眼内、動脈内、門脈内又は病巣内経路;持続放出システム；又は埋め込みデバイ
ス；などの公知の方法と一致する。所望される場合、組成物は、ボーラス注入によって又
は輸注若しくは埋め込みデバイスによって連続的に投与することができる。
【０１１６】
　組成物はまた、目的の分子が吸収若しくは封入された膜、スポンジ、又は他の適切な材
料の移植を介して、局所的に投与することができる。埋め込みデバイスが用いられる場合
、デバイスは、任意の好適な組織又は臓器に埋め込むことができ、目的の分子の送達は拡
散、時限放出ボーラス、又は連続的投与を介することができる。
【０１１７】
５．実施例
　以下に続く実施例は、本発明の具体的な実施態様、及びその種々の使用を例証する。そ
れらは説明目的のためだけに記載されるものであり、そしていずれにしても本発明の範囲
を限定すると解釈されるべきものではない。
【０１１８】
〔実施例１〕
二重特異性交差二重可変領域抗体様結合タンパク質の設計及び改変
　Ｆｖフォーマット中の交差二重可変領域は米国特許５，９８９，８３０に記載され、そ
して交差ダブルヘッド（ＣＯＤＨ）立体配置と称された。分子モデリングは、交差ダブル
ヘッド（ＣＯＤＨ）設計が二重Ｆｖ立体配置で示唆される拘束なしに反対方向を向く両方
の結合部位との複合体をもたらすことを予測した。ＣＯＤＨのＦｖフォーマットは、それ
がＣLドメインを軽鎖に及びＦｃ領域を重鎖に付加することによって完全抗体様分子に変
換され得るかについて検討された。同様の変換は、米国特許７，６１２，１８１及び国際
出願ＷＯ２００９／０５２０８１に記載の対応する二重可変ドメイン（ＤＶＤ－Ｉｇ）及
びＴＢＴＩで奏功した。ＣＯＤＨフォーマット中の可変領域の配列は下記の構造で示され
、ペプチド鎖のアミノからカルボキシルへの配向を示す：
　（ａ）軽鎖：       ＮＨ2－ＶL1－リンカー－ＶL2－ＣＯＯＨ
　（ｂ）重鎖：       ＮＨ2－ＶH2－リンカー－ＶH1－ＣＯＯＨ。
【０１１９】
　上記（ａ）及び（ｂ）中の可変領域のアミノからカルボキシル末端配列は下記の（ｃ）
及び（ｄ）に示される二重Ｆｖ立体配置中の配列と区別されることができる：
　（ｃ）軽鎖：       ＮＨ2－ＶL1－リンカー－ＶL2－ＣＯＯＨ
　（ｄ）重鎖：       ＮＨ2－ＶH1－リンカー－ＶH2－ＣＯＯＨ。
【０１２０】
　注目に値する重要な差異は、２つの二重可変領域立体配置において互いに対して対応す
る軽鎖及び重鎖可変領域（ＶH1／ＶL1及びＶH2／ＶL2）の異なる配置である。対応するＶ

L1及びＶH1ドメインはいずれも二重可変領域立体配置中の軽鎖及び重鎖のＮ末端にあった
。対照的に、交差立体配置では、抗体可変領域の一対の片方は交差立体配置中のタンパク
質鎖内で空間的に分離された。交差立体配置では、ＶL1ドメインはタンパク質軽鎖のＮ末
端にあり得るが、しかし対になるＶH1ドメインは交差立体配置の重鎖のＣ末端にある。二
重可変領域立体配置中に認められるＶL1とＶH1との空間的関係は自然抗体において認めら
れる配列である。
【０１２１】
　二重Ｆｖ立体配置の１つの潜在的な不利な点は、２つの可変領域を分離するリンカーＬ

LがＦｖ２ドメインの抗原結合部位へ突出することである（図１参照）。この突出は抗原
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近可能性の撹乱又は妨害は抗原結合を阻止し得る。また、この妨害は抗原２のサイズがよ
り大きい場合により顕著になり得る。実際、米国特許７，６１２，１８１には、ＤＶＤ－
Ｉｇ分子の結合親和性及び中和能力は、抗原特異性がＮ末端又はＣ末端に存在しているか
で決まることが記載されている。米国特許７，６１２，１８１、実施例２を参照されたい
。
【０１２２】
　従って、親抗体と比べて抗原親和性の欠如の影響を受けにくいより安定な抗体様結合タ
ンパク質を創出するために、軽鎖上にＣLドメインを及び重鎖上にＦｃ領域を有する交差
二重可変領域分子が設計及び構成された。これらの抗体様タンパク質を形成するポリペプ
チドは下記に示される構造を有し、そこではポリペプチド鎖のアミノからカルボキシル末
端への配向が示される：
　（ｅ）軽鎖：       ＮＨ2－ＶL1－リンカー－ＶL2－ＣL－ＣＯＯＨ
　（ｆ）重鎖：       ＮＨ2－ＶH2－リンカー－ＶH1－ＣH1－Ｆｃ－ＣＯＯＨ。
【０１２３】
　この二重特異性抗体様タンパク質の設計が２つの異なる抗原に結合し得るかを評価する
ために、ＩＬ４（親ヒト化抗ＩＬ４）及びＩＬ１３（親ヒト化抗ＩＬ１３）に特異的な抗
体由来の２つの既生成及びヒト化可変領域が、表１に示される二重特異性抗体様分子を構
成するために使用された。マウス抗体の配列決定及びヒト化過程は国際特許出願ＷＯ２０
０９／０５２０８１（ＴＢＴＩ）に記載された。簡潔に言うと、マウス抗ＩＬ１３クロー
ンＢ－Ｂ１３及びマウス抗ＩＬ４クローン８Ｄ４－８の可変重鎖及び軽鎖のアミノ酸配列
が、アミノ酸配列決定によって決定された。マウスの配列はヒト化され、そして次に国際
特許出願ＷＯ２００９／０５２０８１の実施例５に記載のようにヌクレオチド配列に戻し
翻訳され、その全体は参照することにより本明細書に組み入れられる。親ヒト化抗ＩＬ４
ＶH及びＶL、及び親ヒト化抗ＩＬ１３ＶH及びＶL配列は表１に示されるように組み合わさ
れそして配列された。表１のカラム１中の短縮コードはこれらの抗体様結合タンパク質の
検討を単純化するために創出された。抗体様結合タンパク質は、表１に示されるように２
つの可変領域間に挿入されたリンカーのサイズが異なる。表１に示されるポリペプチドを
コード化するＤＮＡ分子は、戻し翻訳された親抗ＩＬ４及び親抗ＩＬ１３から生成された
。ＣH1、ＣL、及びＦｃドメインは、ＩＧＨＧ１（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号５６９Ｆ４）
及びＩＧＫＣ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｑ５０２Ｗ４）から取得された。
【０１２４】
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【表１】

【０１２５】
　表２に示されるタンパク質の組み合わせは、一過性トランスフェクションにより発現さ
れそしてタンパク質Ａクロマトグラフィーにより精製された。いずれの場合にも、サイズ
排除クロマトグラフィーで１２％未満の凝集を示し、大部分では７％未満の凝集を有した
；しかし交差ダブルヘッド免疫グロブリンのどれもＩＬ４か又はＩＬ１３を結合する能力
を示さなかった。しかしながら、いかなる抗体様結合も検出されることができず、そして
この活性欠如の理由は確認され得なかった。この配列は、米国特許７，６１２，１８１及
び国際出願ＷＯ２００９／０５２０８１に記載された二重可変領域ドメイン抗体を超える
優れた安定性を示し得ることが既に予測されていた。
【０１２６】
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【表２】

【０１２７】
〔実施例２〕
分子モデリングによるＣＯＤＨ－Ｉｇタンパク質の設計
　Ｆｃ及びＣL1ドメインの組み込みに従順な交差ダブルヘッド立体配置を活用する完全機
能性抗体様タンパク質を得るために、分子モデリングプロトコールが、定常と可変ドメイ
ン間でそして両重鎖及び軽鎖上の二重可変ドメイン間で異なるリンカーの封入評価のため
に開発された。問題は、各々定常／可変ドメインインターフェース間で並びに両重鎖及び
軽鎖上の２つの可変／可変ドメインインターフェース間で特有のリンカーの付加は、適切
なタンパク質の折り畳みが起こり、そして交差二重可変領域立体配置において機能性抗体
様分子を産生させることを可能にするかであった（図２参照）。言い換えれば、４つの独
立したそして特有のリンカーはすべて評価された（図２参照）。この分子モデリングプロ
トコールは、ＦｖIL4とＦｖIL13領域間でそしてＦｖと定常又はＦｃ領域間で適切なリン
カーと組み合わせて、それぞれＦｖIL4及びＦｖIL13領域のホモロジーモデル及び実験モ
デルのタンパク質－タンパク質ドッキングに基づいていた。
【０１２８】
　独立リンカーには次のとおりに特有に名称が割り当てられた：Ｌ1は軽鎖上のＮ末端ＶL

とＣ末端ＶL間のリンカーを指す；Ｌ2は軽鎖上の末端ＶLとＣL間のリンカーを指す；Ｌ3

は重鎖上のＮ末端ＶHとＣ末端ＶH間のリンカーを指す；Ｌ4は重鎖上のＣ末端ＶHとＣH1（
及びＦｃ）間のリンカーを指す。なお、名称ＶH及びＶLは最終フォーマットにおける特定
のタンパク質鎖上のドメインの位置だけを指す。例えば、ＶH1及びＶH2は親抗体中のＶL1

及びＶL2ドメインに由来し得て、そしてＣＯＤＶ－Ｉｇ中のＶH1及びＶH2位置に入れられ
得る。同様に、ＶL1及びＶL2は親抗体中のＶH1及びＶH2ドメインに由来し得て、そしてＣ
ＯＤＶ－Ｉｇ中のＶH1及びＶH2位置に入れられ得る。このように、ＶH及びＶLの名称は現
在の位置を指しそして親抗体中の元の位置を指さない。
【０１２９】
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　更に詳細には、ＦｖIL4のホモロジーモデルはＰＤＢエントリー１ＹＬＤ（軽鎖）及び
１ＩＱＷ（重鎖）上に構成された。ＦｖIL4の二量体は、ＩＬ１３／抗ＩＬ１３のＦａｂI

L13複合体の内部結晶構造上で組み直されそして最適化された。ＦｖIL4に結合されたとき
ＩＬ４によって必要とされる容量の推定を得るために、ＩＬ４（１ＲＣＢ．ｐｄｂ）の結
晶構造はＦｖIL4のホモロジーモデルにドッキングされた。次に、更なる検討に値する複
合体の２２の推定モデルがもたらされた。
【０１３０】
　並行して、ＦｖIL4のホモロジーモデルは、ＩＬ１３／ＦａｂIL13複合体の内部結晶構
造から引き出されるＦｖIL13にドッキングされた。相対的に短いリンカーの構成を許容し
、一方で二重可変領域免疫グロブリンの場合のように抗原結合及び定常ドメインの配置に
立体障害を示さない１つの優れた解決法が見出された（図３参照）。この配列では、Ｆｖ

IL4（ＶL1）は軽鎖のＮ末端に置かれ、続いて軽鎖Ｃ末端上にＦｖIL13（ＶL2）及びＦｃ
（ＣL1）が置かれた。重鎖上には、ＦｖIL13（ＶH2）がＮ末端に置かれ、続いてＦｖIL4

（ＶH1）及び定常領域（ＣH1－ＣH2－ＣH3）が置かれた。
【０１３１】
　表３に示されるように、軽鎖のモデルは、ＶL1とＶL2ドメイン間のリンカーＬ1及びＶL

2とＣL1ドメイン間のリンカーＬ2が、それぞれ１つから３つまで及びゼロから２つまでの
グリシン残基長間にあり得ることを示唆した。重鎖のモデルは、ＶH2とＶH1ドメイン間の
リンカーＬ3及びＶH1とＣH1ドメイン間のリンカーＬ4が、それぞれ２つから６つまで及び
４つから７つまでのグリシン残基長間にあり得ることを示唆した（表３及び図２参照）。
この実施例では、リンカーに対するプロトタイプアミノ酸としてグリシンが使用されたが
、しかし他のアミノ酸残基もまたリンカーとしての機能を果たし得る。提案モデルの構造
安定性は、リンカー立体配座の最適化、最小化、及び分子動力学計算によって検証された
。４つの軽鎖及び６つの重鎖構成物間の体系的組み合わせは、２４の可能な交差二重可変
領域二重特異性抗ＩＬ４及び抗ＩＬ１３抗体様結合タンパク質をもたらした（表４参照）
。
【０１３２】
【表３】

【０１３３】
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【表４】

【０１３４】
　表４において、接頭辞「抗」は含まれないが、ＩＬ１３は抗ＩＬ１３を意味しそしてＩ
Ｌ４は抗ＩＬ４を意味することが意図されている。
【０１３５】
〔実施例３〕ＣＯＤＶ－Ｉｇ発現プラスミドの生成
　表４に記載される６つの重鎖及び４つの軽鎖の可変重鎖及び軽鎖をコード化する核酸分
子は、Geneart(Regensburg, ドイツ)における遺伝子合成によって生成された。可変軽鎖
ドメインは、制限エンドヌクレアーゼＡｐａＬＩ及びＢｓｉＷＩでの消化により定常軽鎖
（ＩＧＫＣ、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｑ５０２Ｗ４）に融合され、そして続いて、Duroch
er et al., (2002, Nucl. Acids Res. 30(2): E9) によって記載された、ｐＴＴのアナロ
ゴンであるエピソーム発現ベクターｐＦＦのＡｐａＬＩ／ＢｓｉＷＩ部位に連結反応され
（ligated）、軽鎖の発現のための哺乳類発現プラスミドを創出した。
【０１３６】
　可変重鎖ドメインは、ヒト定常重鎖（ＩＧＨＧ１、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号５６９Ｆ４
）の「Ｔｅｄ」バリアントに、あるいは二重特異性Ｆａｂを創出するためにヒト定常ＩＧ
ＨＧ１由来の６ｘＨｉｓタグ付きＣH1ドメインに融合された。次に、ＶHドメインは、制
限エンドヌクレアーゼＡｐａＬＩ及びＡｐａＩで消化され、そして次いでエピソーム発現
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ベクターｐＦＦのＡｐａＬＩ／ＡｐａＩ部位への連結反応によってそれぞれＩＧＨＧ１又
はＨｉｓタグ付きＣH1ドメインに融合され、重鎖の発現（それぞれＩｇＧ１又はＦａｂ）
のための哺乳類発現プラスミドを創出した。
【０１３７】
〔実施例４〕ＣＯＤＶ－Ｉｇの発現
　対応する構成物の重鎖及び軽鎖をコード化する発現プラスミドは大腸菌ＤＨ５ａ細胞内
で増殖された。トランスフェクションに使用されるQiagenのＥｎｄｏＦｒｅｅプラスミド
Ｍｅｇａキットを用いて大腸菌から調製された。
【０１３８】
　Ｆｒｅｅｓｔｙｌｅ培地（Invitrogen）中で増殖するＨＥＫ２９３－ＦＳ細胞は、製造
業者によって記載された２９３フェクチン（Invitrogen）トランスフェクション試薬を用
いて、表４に示される重鎖及び軽鎖をコード化する表示ＬＣ及びＨＣプラスミドでトラン
スフェクションされた。７日後、細胞は遠心分離により除かれ、そして上清は粒子を除く
ために０．２２μｍフィルターに通された。
【０１３９】
　ＣＯＤＶ－ＩｇＧ１構成物は、タンパク質Ａカラム（ＨｉＴｒａｐタンパク質Ａ　ＨＰ
カラム、GE Life Sciences）のアフィニティークロマトグラフによって精製された。１０
０ｍＭ酢酸緩衝液及び１００ｍＭＮａＣｌ、ｐＨ３．５でカラムからの溶出後、ＣＯＤＶ
－ＩｇＧ１構成物はＨｉＰｒｅｐ２６／１０脱塩カラムを用いて脱塩され、１ｍｇ／ｍＬ
の濃度で、ＰＢＳ中で製剤化され、そして０．２２μｍ膜を用いて濾過された。
【０１４０】
　二重特異性ＣＯＤＶＦａｂ構成物は、ＨｉＴｒａｐ　ＩＭＡＣ　ＨＰカラム(GE Life S
ciences)上でＩＭＡＣによって精製された。線形勾配（溶離緩衝液：２０ｍＭリン酸ナト
リウム、０．５ＭＮａＣｌ、５０－５００ｍＭイミダゾール、ｐＨ７．４）でカラムから
溶出後、タンパク質含有画分はプールされ、そしてＨｉＰｒｅｐ２６／１０脱塩カラムを
用いて脱塩され、１ｍｇ／ｍＬの濃度で、ＰＢＳ中で製剤化され、そして０．２２μｍ膜
を用いて濾過された。
【０１４１】
　タンパク質濃度は２８０ｎｍでの吸収の測定によって決定された。各バッチは、各サブ
ユニット及び単量体の純度及び分子量を決定するために、還元及び非還元条件下でＳＤＳ
－ＰＡＧＥによって分析された。
【０１４２】
　ＮｕｎｃＦ９６－ＭａｘｉＳｏｒｐ－イムノプレートがヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｆｃ特異性
）［ＮａｔｕＴｅｃＡ８０－１０４Ａ］でコーティングされた。抗体は炭酸塩コーティン
グ緩衝液（５０ｍＭ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６）中で１０μｇ／ｍｌに希釈され、そし
て５０μＬ／ウェルに調剤された。プレートは粘着テープで密閉されそして４℃で終夜保
存された。プレートは洗浄緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ７．４及び０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）で
３回洗浄された。プレートをカバーするために１５０μＬのブロッキング溶液（１％ＢＳ
Ａ／ＰＢＳ）が各ウェルに調剤された。室温で１時間後、プレートは洗浄緩衝液で３回洗
浄された。１００μＬの試料又は標準（１５００ｎｇ／ｍｌ～１２０ｎｇ／ｍｌの範囲で
）が加えられ、そして室温で１時間静置された。プレートは洗浄緩衝液で３回洗浄された
。１：１０．０００に希釈された１００μＬのヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＦＣ－ＨＲＰコンジュ
ゲート［ＮａｔｕＴｅｃＡ８０－１０４Ｐ－６０］が、インキュベーション溶液（０．１
％ＢＳＡ、ＰＢＳ、ｐＨ７．４、及び０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）を用いて加えられた。
室温で１時間インキュベーション後、プレートは洗浄緩衝液で３回洗浄された。１００μ
ＬのＡＢＴＳ基質（０．１ＭＮａ2ＨＰＯ4中の１０ｍｇＡＢＴＳ錠（Pierce３４０２６）
、０．０５Ｍクエン酸溶液、ｐＨ５．０）。使用前に１０μＬの３０％Ｈ2Ｏ2／１０ｍｌ
基質緩衝液の添加が各ウェルに調剤され、そして色が発現するのが可能となった。色が発
現した後（凡そ１０～１５分で）、５０μＬの１％ＳＤＳ溶液が反応を停止させるために
加えられた。プレートはＡ405で読み取られた。
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【０１４３】
〔実施例５〕ＣＯＤＶ－Ｉｇバリアントのキャラクタリゼーション
　ＣＯＤＶ－Ｉｇ抗体様タンパク質の重鎖及び軽鎖が対になって適切に折り畳まれている
かを明らかにするために、凝集レベルが分析的サイズ排除クロマトグラフ（ＳＥＣ）によ
って測定された。分析的ＳＥＣは、ＴＳＫゲルＧ３０００ＳＷＸＬカラム（７．８ｍｍｘ
３０ｃｍ）及びＴＳＫゲルＳＷＸＬガードカラム（Tosoh Bioscience）が装備されたAＫ
ＴＡエクスプローラー１０（GE Healthcare）を用いて組み立てペアで実施された。分析
は、２５０ｍＭＮａＣｌ、１００ｍＭＮａ－リン酸塩、ｐＨ６．７を用いて２８０ｎｍの
検出で行われた。３０μＬのタンパク質試料（０．５－１ｍｇ／ｍｌで）がカラムにかけ
られた。分子サイズの推定のために、カラムがゲル濾過標準混合物（ＭＷＧＦ－１０００
、SIGMA Aldrich）を用いて較正された。データ評価はＵＮＩＣＯＲＮソフトウェアｖ５
．１１を用いて行われた。
【０１４４】
　表５は、表４に記載された抗ＩＬ４及び抗ＩＬ１３可変領域組み合わせを用いて行われ
た２４の異なるＣＯＤＶ－Ｉｇ分子の第１セットの結果を示す。表４に割り当てられたコ
ードは表４に示された隣接構造を表す。タンパク質が産生された場合の軽鎖及び重鎖の対
に対して、凝集レベルがＳＥＣを用いて測定された。ＬＣ４（Ｌ1＝１；Ｌ2＝２）が全６
つの重鎖と対になって最も成功した結果が表５に示される。ＬＣ４は１に等しいリンカー
Ｌ1を有する構造ＩＬ４ＶL－（Ｇｌｙ）－ＩＬ１３ＶL－（Ｇｌｙ２）－ＣL1に対応し、
ここでは単一アミノ酸残基は二重可変領域軽鎖の２つのＶLドメインを分離した。また、
ＬＣ４は、ＶLとＣ末端ＣH1間にＧｌｙ－Ｇｌｙジペプチドリンカーを含有する、２に等
しいＬ2を有した。
【０１４５】
【表５】

【０１４６】
　ＣＯＤＶ－Ｉｇ分子が生産された場合、標的抗原への結合を検証するために中間のＩＬ
１３及びＩＬ４濃度における単一濃度ＢＩＡＣＯＲＥ実験が行われた。表４に記載された
ＬＣ４：ＨＣ４及びＬＣ４：ＨＣ６組み合わせに対応するＣＯＤＶ－Ｉｇ抗体様分子が、
表面プラズモン共鳴を用いた完全動力学解析の評価のために選択された。
【０１４７】
　表５に描写されるように、大部分のＣＯＤＶ－Ｉｇ分子は全然か又はわずかに凝集物と
してしか産生され得なかった（最大９０％まで）。１つのクロマトグラフィー工程後に許
容範囲の凝集レベル（５～１０％）をもたらす重鎖／軽鎖組み合わせは、ＩＬ４ＶL－（
Ｇｌｙ）－ＩＬ１３ＶL－（Ｇｌｙ２）－ＣL1と組み合わされたものであった。軽鎖はこ
れらのＣＯＤＶ－Ｉｇバリアント内の最も微細な鎖であり、そして異なるリンカー組成の
異なる重鎖を受け入れるためのプラットフォームの機能を有した。
【０１４８】
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１．動態解析
　２対の重鎖及び軽鎖が完全動態解析のために選択された。組換ヒトＩＬ１３及びＩＬ４
はChemicon（米国）から購入された。精製抗体の速度論的キャラクタリゼーションは、Ｂ
ＩＡＣＯＲＥ３０００(GE Healthcare)で表面プラズモン共鳴を用いて行われた。検討さ
れた抗体の捕捉及び配向のために、種特異的抗体（例えば、ヒト－Ｆｃ特異的ＭＡＢ１３
０２、Chemicon）を用いた捕捉アッセイが使用された。捕捉抗体は、標準手順を用いて研
究グレードＣＭ５チップ(GE Life Sciences)上の第１級アミン基（１１０００ＲＵ）を介
して固定化された。解析抗体は、３０ＲＵの最大の被検体結合をもらし得る調整ＲＵ値で
１０μＬ／分の流速において捕捉された。結合動力学は、３０μｌ／分の流速において、
ＨＢＳ　ＥＰ（１０ｍＭＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４、１５０ｍＭＮａＣｌ、３ｍＭＥＤＴＡ
、及び０．００５％界面活性剤Ｐ２０）中、０～２５ｎＭ間の濃度範囲にわたって組換ヒ
トＩＬ４及びＩＬ１３に対して測定された。チップ表面は１０ｍＭグリシン、ｐＨ　２．
５で再生された。速度パラメータは、基準として捕捉抗体のないフローセルを用いて、Ｂ
ＩＡ評価プログラムパッケージｖ４．１で解析され計算された。
【０１４９】
　以下の表６は、ＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマット（表４、コードＬＣ４：ＨＣ４及びＬＣ４
：ＨＣ６）内のそれぞれのドメインと親ＢＢ１３（抗ＩＬ１３）及び８Ｄ４（抗ＩＬ４）
抗体（ＩｇＧｓとして発現される）の動力学の比較を示す。表６に示されるように、ＣＯ
ＤＶ－Ｉｇ構成物は、親抗ＩＬ１３及び抗ＩＬ４抗体と比べたとき、対応の抗原に対する
結合特性の減少を示さなかった。同じＦｖ配列を用いたＤＶＤ－Ｉｇ／ＴＢＴＩフォーマ
ット中で認められたオンレートの欠如は、ＣＯＤＶ－Ｉｇ立体配置では起こらなかった。
反対に向いた結合部位は、二重特異性抗体様立体配置により大抗原を結合し又は異なる細
胞を架橋することを可能にし得て、そしてまた親抗体の広範囲の選択に好適であり得る。
ＣＯＤＶ－Ｉｇの更なる利点は、リンカー残基が抗原結合部位へ突出しそして抗原の接近
可能性を減少させないことである。
【０１５０】
【表６】

【０１５１】
２．ＣＯＤＶ－Ｉｇによる付加的抗原結合の証明のためのＩＬ４及びＩＬ１３の同時注入
　両抗原の付加的結合を検討するために、１つの抗原は即時に注入されそれに続いてラグ
タイム後に他の抗原（ＩＬ４次いでＩＬ１３及び逆の場合も同じ）が注入される、ウィザ
ード駆動同時注入法が適用された。その結果の結合レベルが同じ濃度の両抗原の１：１混
合物で実現されたものと比較され得た。ＣＯＤＶ－Ｉｇ分子によるＩＬ４及びＩＬ１３両
方の抗原の付加的結合を示すために、ＢＩＡＣＯＲＥ実験が、３つの別々の分析サイクル
において両抗原の同時注入によってＣＯＤＶ－Ｉｇ組み合わせ［ＨＣ４：ＬＣ４］で行わ
れた（図４参照）。同時注入は、３．１２５ｎＭのＩＬ４／２５ｎＭのＩＬ１３（逆の場
合も同じ）で、そして３．１２５ｎＭのＩＬ４及び２５ｎＭのＩＬ１３の１：１混合物で
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行われた。ＨＢＳ－ＥＰ緩衝液の同時注入が基準として行われた。８００秒の時点で、６
３ＲＵの同一の結合レベルが、同時注入の順序に無関係に抗原混合物の注入又は抗原の同
時注入後に達成された。ＣＯＤＶ－Ｉｇタンパク質が第１の抗原（ＩＬ４）によって飽和
されていたとき、第２の抗原（ＩＬ１３）は注入されそして第２の結合シグナルが認めら
れた。この観察は抗原注入順序が逆にされたとき再現された。これはＣＯＤＶ－Ｉｇによ
る両抗原の結合の相加的及び非阻害を証明する。従って、ＣＯＤＶ－Ｉｇ構成物は、全結
合部位を飽和しながら（即ち、四価を示した）両抗原を同時に結合することができた（即
ち、二重特異性を示す）。
【０１５２】
〔実施例６〕ＣＯＤＶ－Ｉｇに対するリンカー長の許容範囲
　種々の長さのリンカーの許容範囲が、軽鎖上のＬ1、Ｌ2及び重鎖上のＬ3及びＬ4に対し
て、リンカー長の種々の組み合わせを有するＣＯＤＶ－Ｉｇ分子を構成することによって
評価された。ＣＯＤＶ－Ｉｇ構成物は、Ｌ3に対して１～８残基そしてＬ4に対して０か又
は１残基間で変わる重鎖リンカーＬ3及びＬ4で生成された。重鎖は、Ｎ末端結合ドメイン
として抗ＩＬ４及びＣ末端結合ドメインとして抗ＩＬ１３を含有し、ＣH1－Ｆｃが続いた
。軽鎖リンカーＬ1及びＬ2は、Ｌ1に対して３から１２残基まで、そしてＬ2に対して３か
ら１４残基まで変化した。軽鎖は、Ｎ末端結合ドメインとして抗ＩＬ１３及びＣ末端結合
ドメインとして抗ＩＬ４を含有しＣL1が続いた。
【０１５３】
１. ＣＯＤＶ－Ｉｇバリアントのキャラクタリゼーション
　凝集レベルの測定は，分析的サイズ排除クロマトグラフ（ＳＥＣ）によってであった。
分析的ＳＥＣは、ＴＳＫゲルＧ３０００ＳＷＸＬカラム（７．８ｍｍ　ｘ　３０ｃｍ）及
びＴＳＫゲルＳＷＸＬガードカラム（Tosoh Bioscience）が装備された AＫＴＡエクスプ
ローラー１０（GE Healthcare）を用いて実施された。分析は、２５０ｍＭＮａＣｌ、１
００ｍＭＮａ－リン酸塩ｐＨ６．７を用いて２８０ｎｍの検出で行われた。３０μＬのタ
ンパク質試料（０．５－１ｍｇ／ｍｌで）がカラムにかけられた。分子サイズの推定のた
めに、カラムがゲル濾過標準混合物（ＭＷＧＦ－１０００、SIGMA Aldrich）を用いて較
正された。データ評価はＵＮＩＣＯＲＮソフトウェアｖ５．１１を用いて行われた。
【０１５４】
　組換ヒトＩＬ１３及びＩＬ４はChemicon（米国）から購入された。組換ヒトＴＮＦ－α
はSigma Aldrich（Ｈ８９１６－１０μｇ）から購入され、組換ヒトＩＬ－１β（２０１
－ＬＢ／ＣＦ）、組換ヒトＩＬ－２３（１２９０－ＩＬ／ＣＦ）、組換ヒトＥＧＦＲ（３
４４ＥＲ）、及び組換ヒトＨＥＲ２（１１２９－ＥＲ－５０）はR&D Systemsから購入さ
れた。
【０１５５】
　ＢＩＡＣＯＲＥによる速度論的結合解析が次のとおりに行われた。ＢＩＡＣＯＲＥ３０
００(GE Healthcare)での表面プラズモン共鳴法が、精製抗体の詳細な速度論的キャラク
タリゼーションのために使用された。検討された抗体の捕捉及び配向のために、種特異的
抗体（例えば、ヒト－Ｆｃ特異的ＭＡＢ１３０２、Chemicon）を用いた捕捉アッセイが使
用された。ＩＬ４及びＩＬ１３の結合動力学のために、実施例１０、表１２のように対応
するＣＯＤＶ－ＩｇＦａｂが、抗ヒトＦａｂ捕捉キット(GE Healthcare)を用いて捕捉さ
れた。捕捉抗体は、標準手順を用いて研究グレードＣＭ５チップ(GE Life Sciences)上の
第１級アミン基（１１０００ＲＵ）を介して固定化された。解析抗体は、３０ＲＵの最大
の被検体結合をもらし得る調整ＲＵ値で１０μＬ／分の流速において捕捉された。結合動
力学は、３０μｌ／分の流速において、ＨＢＳ　ＥＰ（１０ｍＭＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４
、１５０ｍＭＮａＣｌ、３ｍＭＥＤＴＡ、及び０．００５％界面活性剤Ｐ２０）中、０～
２５ｎＭ間の濃度範囲にわたって組換ヒトＩＬ４及びＩＬ１３に対して測定された。チッ
プ表面は１０ｍＭグリシンｐＨ　２．５で再生された。速度パラメータは、基準として捕
捉抗体のないフローセルを用いて、ＢＩＡ評価プログラムパッケージｖ４．１で解析され
計算された。
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【０１５６】
　ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２に対するＣＯＤＶ－Ｉｇ、ＣＯＤＶ－Ｆａｂ、及びＴＢＴＩの結
合親和性が、ＰｒｏｔｅｏｎＸＰＲ３６タンパク質相互作用アレイシステム(Biorad)を用
いて測定された。抗原は、ＧＬＣセンサチップ(Biorad)上でアミン反応性カップリングに
よって固定化された。ＰＢＳＥＴ緩衝液(Biorad)中における二重特異性抗体バリアントの
希釈シリーズが、二重基準化と１回限りの動力学様式において並行して解析された。デー
タは、Ｌａｎｇｍｕｉｒの１：１モデルによるか物質移動又は二価被検体モデルによりＰ
ｒｏｔｅｏｎマネジャーソフトウェアｖ３．０ (Biorad)を用いて解析された。
【０１５７】
　表７では、リンカーの異なるサイズ組み合わせを有するＣＯＤＶ－Ｉｇの収量、凝集（
サイズ排除クロマトグラフで測定）、及び結合親和性の結果を要約する。結果は、Ｌ2が
ほぼゼロであったＣＯＤＶ－Ｉｇ分子は産生され得ず、又はタンパク質が産生された場合
、高レベルの凝集があることを示した（表７中のバッチＩＤ番号１０１、１０２、１０６
－１１１、及び１３２－１３７を参照されたい）。従って、実施例２からの分子モデリン
グ予測と対照的に、ゼロに等しいＬ2が許容範囲内である場合、これらの結果は、ＶL2－
ＣL転移（又はＬ2）が少なくとも１つの残基のリンカーを必要とすることを示す（表７参
照）。
【０１５８】
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【表７】

【０１５９】
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【表８】

【０１６０】
　加えて、上記のＣＯＤＶ－Ｉｇリンカー長は、２アミノ酸残基の増加よりも１アミノ酸
残基の増加により敏感であることが見出された。例えば、バッチＩＤ番号１０３及び１０
４はＬ2中で１アミノ酸残基だけが異なるのに対して、バッチＩＤ番号１０３は６倍多い
凝集を示しそしてバッチＩＤ番号１０４は少ない２倍の凝集を示す。対照的に、Ｌ2中で
２つの残基だけが異なるバッチＩＤ番号１０４及び１０５は、収量、凝集、及び結合に対
して類似のプロファイルを示した。
【０１６１】
〔実施例７〕ＣＯＤＶ－Ｉｇに対する鋳型鎖としての重鎖
　１～５の実施例では、軽鎖上の最適な短いリンカーサイズは、軽鎖が線形配列中に残る
ことにより鋳型として機能していたこと、及び重鎖が鋳型軽鎖に適合するように交差立体
配置へ適切に折り畳めることができるために、より大きいリンカーが重鎖に必要とされた
ことを示唆した（図５、パネルＡ参照）。重鎖上の線形配列を維持するために重鎖上に具
体的に置かれた短いリンカーは重鎖を「鋳型」鎖にしたか、並びにそのパターンはそれ自
体繰り返し得て、及びより大きいリンカーは非鋳型鎖が適切に折り畳めてこれで鋳型重鎖
を収容することが可能になることが必要とされるかが、次に評価された（図５、パネルＢ
参照）。
【０１６２】
　図６は「鋳型」として軽鎖か又は重鎖を有することに基づくＣＯＤＶ－Ｉｇ設計のこれ
らの原理を図示する。この概念の一般的性質を評価するために、ＣＯＤＶ－Ｉｇ構成物は
、Ｌ3に対して１～８残基そしてＬ4に対して０か又は１残基間で変わる重鎖リンカーＬ3

及びＬ4で生成された。重鎖は、Ｎ末端結合ドメインとして抗ＩＬ４及びＣ末端結合ドメ
インとして抗ＩＬ１３を含有し、ＣH1－Ｆｃが続いた。軽鎖リンカーＬ1及びＬ2は、Ｌ1

に対して３から１２残基まで、そしてＬ2に対して３から１４残基まで変化した。軽鎖は
、Ｎ末端結合ドメインとして抗ＩＬ１３及びＣ末端結合ドメインとして抗ＩＬ４を含有し
、ＣL1が続いた。
【０１６３】
　表８では、リンカーの異なるサイズ組み合わせを有するＣＯＤＶ－Ｉｇの収量、凝集（
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サイズ排除クロマトグラフで測定）、及び結合親和性の結果を要約し、そしてここでは重
鎖は鋳型鎖として線形配列中に維持され、そして軽鎖は交差配列中に折り畳めることが可
能である。結果は、Ｌ4がほぼゼロであったＣＯＤＶ－Ｉｇ分子は産生され得ず、又はタ
ンパク質が産生された場合、高レベルの凝集があることを示した（Ｌ2がゼロに等しかっ
た分子に類似）（表８中のバッチＩＤ番号２０７－２０９、２１１－２１２、２１９－２
２４、２３１－２３６、２４３－２５２、及び２６３－２６６を参照されたい）。１つの
例外は、Ｌ1が７、Ｌ2が５、Ｌ3が２、そしてＬ4がゼロであった、バッチＩＤ番号２１０
であった。この配列は十分量のタンパク質を産生し、そして受容できるレベルの凝集及び
結合を有したことから、幾つかのリンカーサイズの組み合わせは、ある状況下ではＬ4に
おいてゼロ長リンカーを補償することが見出され得ることを示唆した。
【０１６４】
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【表９】

【０１６５】
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【表１０】

【０１６６】
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【表１１】

【０１６７】
　表７及び８で結果は、リンカーが最適折り畳みを可能にする可変及び定常ドメイン間で
必要とされることを明確に示す。稀な配列でのみ、ゼロに等しいリンカーは許容された（
Ｌ1（ＬＣ）がゼロであるバッチＩＤ番号１０３－１０５、及びＬ4がゼロであるバッチ番
号２１０を参照されたい）。しかしながら、いずれの場合にも、他の鎖上の可変領域と定
常領域間の対応する転移リンカーはゼロではあり得ない。
【０１６８】
　上記の結果から、組み合わせＬ1＝７、Ｌ2＝５、Ｌ3＝１、及びＬ4＝２は、重鎖が鋳型
である新しいＣＯＤＶ－Ｉｇを最適化するための良い出発点であることを示した。表９に
おける範囲は２つの親抗体由来の新しいＣＯＤＶ－Ｉｇを成功裏に改変するための合理的
な範囲であることが示された。
【０１６９】

【表１２】

【０１７０】
〔実施例８〕ＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットの一般的適用性
　新しい抗体様結合タンパク質を改変するためのＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットの適切性を
評価するために、インシュリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ（１））、インシュリン
様成長因子１受容体に対する二次抗体（ＩＧＦ１Ｒ（２））、ヒト表皮成長因子受容体２
（ＨＥＲ２）、表皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）、腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦα）、イン
ターロイキン１２及び２３（ＩＬ－１２／２３）及びインターロイキン１β（ＩＬ－１β
）に対して特異性を有する多数の既存のヒト及びヒト化抗体由来の可変領域は、ＣＯＤＶ
－Ｉｇフォーマットに組み込まれた（表１０参照）。
【０１７１】
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【表１３】

【０１７２】
　二重特異性抗体様結合タンパク質を設計する場合に、ＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットの一
般的適用性を試験するために、公知ヒト及びヒト化抗体由来の抗体可変領域が使用された
。また、重鎖か又は軽鎖上の特定抗体可変領域のＮ末端か又はＣ末端の配置に対する位置
効果の可能性が調べられた。Ｌ1＝７、Ｌ2＝５、Ｌ3＝１、及びＬ4＝２のリンカー組成を
有するＣＯＤＶ－Ｉｇ分子の設計に基づいて、抗体の異なる配列がＣＯＤＶ－Ｉｇフォー
マットに導入された。
【０１７３】
　ＩＬ１β及びＴＮＦαに対する二重特異性抗体又は誘導体の活性は、市販のＨＥＫ－Ｂ
ｌｕｅのＴＮＦα／ＩＬ１βレポーター細胞(InvivoGen)を用いることによって測定され



(51) JP 2014-511684 A 2014.5.19

10

た。ＴＮＦα及びＩＬ１βに対する抗体活性を測定するために、異なる濃度の抗体でサイ
トカインが１時間プレインキュベーションされ、そして５０，０００のＨＥＫＢｌｕｅの
ＴＮＦα／ＩＬ１β細胞に加えられた。ＳＥＡＰのサイトカイン媒介誘導は、２４時間後
にＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅアッセイ(InvivoGen)により培養上清で測定された。
【０１７４】
　表１１に示されるように、全構成物は良好ないし極めて優れた収量、及び十分なレベル
の凝集を示した（特に、表１１中のバッチＩＤ番号３０１及び３０２を参照されたい）。
各抗体可変ドメインの測定された親和性は公表又は予想親和性の範囲内であった。親和性
が評価された場合には、位置効果は認められなかった。要約すれば、下記の表に示される
ように、使用されたいずれの抗体可変ドメインで、又はどちらかの抗体鎖上のこれらのド
メインの使用で、位置効果は見られなかった。
【０１７５】
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【表１４】

【０１７６】
〔実施例９〕ＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットにおける親抗体親和性の保持
　抗ＩＬ４及び抗ＩＬ１３の同一抗体配列は、これらの立体配置、リンカーの位置決め、
及びその結果得られた分子の親和性の直接比較のためにＴＢＴＩ／ＤＶＤ－Ｉｇか又はＣ
ＯＤＶ－Ｉｇフォーマットに組み込まれた。図７に示されるように、抗体のそれぞれの親
の親和性はＣＯＤＶフォーマット中に維持された。図７の上方パネルに示されるように、
可変領域がＴＢＴＩ／ＤＶＤ－Ｉｇフォーマットに置かれたとき、内部Ｆｖ２位置に位置
付けられるＩＬ４抗体の親和性の低下は抗原に結合している抗体のオンレートの減少とし
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て現れた。対照的に、親抗体と比べてＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットの親和性の欠如はなか
った（図７、下方パネル参照）。
【０１７７】
〔実施例１０〕ＦａｂフォーマットへのＣＯＤＶ－Ｉｇの適応性
　ＦａｂフラグメントのようなフラグメントをもたらすＣＯＤＶ－Ｉｇフォーマットの能
力が次に評価された。２つの異なる可変重鎖は、リンカーＬ3を介して互いに融合され、
そしてリンカーＬ4によりＣ末端で延長された。このＶH複合体は次いで、ヒンジ領域から
の５アミノ酸配列ＤＫＴＨＴ（配列番号６０）をＣ末端に固定するＩＧＨＧ１（ＧｅｎＢ
ａｎｋ登録番号Ｑ５６９Ｆ４）のＣH1ドメインに融合され、６ヒスチジン残基が続いた。
２つの異なる可変軽鎖は、リンカーＬ1を通して対応する重鎖に交差立体配置で互いに融
合され、そしてリンカーＬ2によりＣ末端に伸長しその結果として定常κ鎖（ＩＧＫＣ、
ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｑ５０２Ｗ４）に融合された。
【０１７８】
　Ｆａｂフラグメントは既述のように一過性トランスフェクションにより発現された。ト
ランスフェクション後７日で、細胞は遠心分離によって除かれ、１０容積／容積％の１Ｍ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８.０が加えられ、そして粒子を除くために上清を０．２２μｍ
フィルターに通した。Ｆａｂタンパク質はＨｉｓＴｒａｐ高性能カラム(GE Healthcare)
を用いて捕捉され、そしてイミダゾール勾配を介して溶出された。タンパク質含有画分は
プールされ、そしてＰＤ－１０又はＳｅｐｈａｄｅｘカラムを用いて脱塩された。濃縮及
び除菌濾過（０．２２μｍ）タンパク質溶液は１ｍｇ／ｍｌに調整され、そして使用まで
４℃に保たれた。
【０１７９】
　目前の利点は、ＣＯＤＶ配向のＦａｂ様分子が凝集傾向を示さず、そして親抗体の親和
性を保持した点に認められた（表１２参照）。バッチＩＤ番号４０１－４２１からの結合
タンパク質構成物では、抗体可変領域がＣＯＤＶ－Ｉｇ分子中のように配列された抗体様
タンパク質を、鋳型（４０１、４０２、４０６、及び４０７）としての重鎖、ＣＯＤＶＦ
ａｂ様フラグメント（４０２、４０８、４１３、４１８、及び４２１）、ＴＢＴＩ／ＤＶ
Ｄ－Ｉｇフォーマット（４０４、４０９、４１４、及び４１９）中の４つのドメイン抗体
様分子、及びリンカーのないＣＯＤＶ－Ｉｇ（４０５、４１０、４１５、及び４２０）と
直接比較した。表１２に示されるように、この比較の結果は、可変領域がＴＢＴＩ又はＤ
ＶＤ－Ｉｇフォーマットに組み込まれるとき、親抗体と比べて親和性の欠如がより確から
しいことを示した。対照的に、ＣＯＤＶ－Ｉｇ及びＣＯＤＶ－ＩｇＦａｂ様フォーマット
の両方は、親の親和性をより良く維持することができた。結果は更に、ＣＯＤＶ－Ｉｇ分
子が、可変領域間及び可変領域と定常ドメイン間にリンカーを必要とすることを確認した
（表１２参照）。
【０１８０】
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【０１８１】
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【表１６】

【０１８２】
〔実施例１１〕ＣＯＤＶ－Ｉｇ及びＣＯＤＶ－Ｆａｂ内の可変ドメインの置換
　Ｔ細胞関与方法におけるＣＯＤＶフォーマットを特徴付けるために、ＴＣＲ結合部位（
ＣＤ３ε）及びＣＤ１９結合部位を有する二重特異性ＣＯＤＶＦａｂ用結合タンパク質（
ＣＯＤＶ－Ｆａｂ）が生成され、そしてＴＢＴＩ／ＤＶＤ－Ｉｇフォーマット（Ｂ－Ｆａ
ｂ）から由来する二重特異性Ｆａｂと比較された。結合部位（ＴＣＲｘＣＤ１９ｖｓ．Ｃ
Ｄ１９ｘＴＣＲ）の配向の重要性を調べるために、結合タンパク質それぞれについて両方
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の配向が評価された。
【０１８３】
　結合タンパク質は、標的細胞としてＮＡＬＭ－６（ＣＤ１９発現）細胞及びエフェクタ
ー細胞として一次ヒトＴ細胞を用いた細胞毒性アッセイで特徴付けられた。ＣＤ３陽性細
胞は新たにヒトＰＢＭＣから調製された。エフェクター及び標的細胞は１０：１の比で混
合され、そして二重特異性結合タンパク質の表示濃度で２０時間インキュベーションされ
た。アポトーシス標的細胞は、７－アミノアクチノマイシン染色を用いてＦＡＣＳベース
アッセイで測定された。
【０１８４】
　ＣＤ３－ＣＤ１９（１０６０）の立体配置中のＢ－Ｆａｂフォーマットは、３．７ｎｇ
／ｍｌのＥＣ５０で、ＮＡＬＭ－６細胞へＴ細胞媒介細胞毒性を誘導するのに活性である
ことが示された。同様に高い活性は、３．２ｎｇ／ｍｌのＥＣ５０で、ＣＤ１９－ＣＤ３
のＣＯＤＶ－Ｆａｂ（１１０９）に対して認められた（図８参照）。
【０１８５】
　ＣＤ１９－ＣＤ３配向へのＢ－Ｆａｂ分子（ＴＢＴＩ／ＤＶＤ－ＩｇフォーマットのＦ
ａｂ）の立体配置の交換は活性の著しい欠如をもたらした（図８参照）。交換されたＢ－
Ｆａｂ分子は、ＣＯＤＶ－ＩｇＦａｂの配向及びＢ－Ｆａｂの他の配向の両方に対して最
大の濃度において活性を示さなかった。ＣＯＤＶ－ＩｇＦａｂ及びＢ－Ｆａｂの１つの配
向では、最大反応が認められた（１と１００ｎｇ／ｍｌ間に変動する）。Ｂ－ＦａｂのＣ
Ｄ１９－ＣＤ３配向では、最大濃度においても（３０μｇ／ｍｌ）、最適細胞毒性反応が
達成されなかった。際立って対照的に、ＣＯＤＶ－Ｆａｂ中のドメインのＣＤ３－ＣＤ１
９（１１０８）への配向の変化は、このアッセイにおいて著しい活性の分子をもたらした
（図８参照）。ＣＯＤＶ－Ｆａｂにおいて交換するドメインも、Ｔ細胞媒介細胞毒性（～
１００だけのＥＣ５０の増加）の誘導を減少させたが、この効果はＢ－Ｆａｂフォーマッ
トで見られたものよりもはるかに目立たないものであり、そして分子は最大レベルまでの
細胞毒性を誘導することができた。そのデータは代表的なものでそして３つの独立した実
験から得られた。
【０１８６】
〔実施例１２〕ＣＯＤＶ－Ｉｇリンカーに及ぼすアミノ酸配列同一性の影響
　バッチＩＤ２０４（実施例７及び表８参照）に対応する最適化構成物が、リンカーＬ１
～Ｌ４に及ぼすリンカー組成の影響を調べるために選択された。リンカー長は、Ｌ1、Ｌ2

、Ｌ3、及びＬ4に対して長さでそれぞれ７、５、１、及び２残基に設定された（表１３参
照）。試験配列は、自然抗体ＶHとＣH1ドメイン間又はκ又はλ軽鎖の抗体Ｆｖ及びＣLド
メイン間の転移における自然発生リンカーから生じた。候補配列は、ＶH及びＣH1ドメイ
ン転移から生じるＡＳＴＫＧＰＳ（配列番号４８）、それぞれκ及びλ軽鎖のＦｖ及びＣ

Lドメイン転移から生じたＲＴＶＡＡＰＳ（配列番号４９）及びＧＱＰＫＡＡＰ（配列番
号５０）であった。更に、１つの構成物は、いずれの配列も潜在的にリンカーＬ1～Ｌ4で
使用されることができることを示すために、任意のリンカー組成で生成された。このリン
カー組成は、アミノ酸としてバリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、トレオニン、リ
ジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパラギン、グルタ
ミン、グリシン、及びプロリンを４つのリンカーの１５位置にランダムに分配することに
よって得られた。芳香族アミノ酸としてフェニルアラニン、チロシン、及びトリプトファ
ン、並びにアミノ酸としてメチオニン及びシステインは、凝集の増加可能性を回避するた
めに意図的に除外された。
【０１８７】
　バッチＩＤ番号２０４に対する構成物の三次元モデルは、リンカー組成の適合性を確実
にし又は選択を精密にするために作り出された。このように、正及び負電荷残基が三次元
モデルの直ぐ近くに認められることから、セリンがリンカーＬ3に選択された。リンカー
Ｌ4中の残基は、モデルによって示唆されるようにこれらの位置の溶媒露出に適合性であ
るように選択された。同様に、Ｌ1及びＬ2のリンカー組成に対する問題は予期又は予想さ
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れなかった。リンカー組成に対する選択提案の三次元モデルが構成された。
【０１８８】
　表１２に示されるように、リンカー組成は収量に劇的な影響を有する可能性がある。Ｌ

1上のλ鎖から生じた配列は（バッチＩＤ番号５０５－５０７をバッチＩＤ番号５０１－
５０３と比較して）、より生産性の高い発生器（最大で８倍増加）であった。実際に、ラ
ンダム発生に基づくリンカーはまた、表１３、バッチＩＤ番号５０８で示されるように良
い収量をもたらした。従って、リンカー組成はＣＯＤＶ－Ｉｇ最適化中に検討された１つ
のパラメータであり得る。
【０１８９】
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【表１７】

【０１９０】
　サイトカインＩＬ４及びＩＬ１３に対する二重特異性抗体及び誘導体の活性は、　市販
のＨＥＫ－ＢｌｕｅのＩＬ－４／ＩＬ－１３レポーター細胞 (InvivoGen)中で測定された
。 ＨＥＫ－ＢｌｕｅのＩＬ－４／ＩＬ－１３細胞は、ＩＬ－４又はＩＬ１３によるＳＴ
ＡＴ６経路の活性化をモニターするために設計された。どちらかのサイトカインによる細
胞の刺激は、レポーター遺伝子分泌胚性アルカリホスアターゼ（ＳＥＡＰ）の産生をもた
らし、ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅアッセイにより培養上清中で測定されることができる。Ｉ
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Ｌ４又はＩＬ１３に対する抗体活性を試験するために、サイトカインは異なる濃度の抗体
で１時間プレインキュベーションされ、そして５０，０００ＨＥＫ－ＢｌｕｅのＩＬ－４
／ＩＬ－１３細胞に加えられた。ＳＥＡＰのサイトカイン媒介誘導は、２４時間インキュ
ベーション後ＱＵＡＮＴＩ－Ｂｌｕｅアッセイ（InvivoGen）により細胞培養上清中で測
定された。
【０１９１】
〔実施例１３〕ＣＯＤＶ－Ｉｇリンカーへのシステインの導入
　公開データは、抗体及び抗体由来タンパク質の安定性が非天然ジスルフィド架橋（Wozn
iak-Knopp et al., ２０１２、「改変ドメイン内ジスルフィド結合によるヒトＩｇＧ１の
Ｆｃフラグメントの安定化，」PLoS ONE 7(1): ｅ３００８３を参照されたい）の導入に
よって増加されることができることを示唆する。ヒトＩｇＧ１抗体から生じそしてＣＯＤ
Ｖ－Ｉｇ分子へ改変された等価Ｆｃフラグメントが、鎖間及び鎖内ジスルフィド架橋の導
入によって安定化され得るかを調べるために、ＣＯＤＶ－Ｉｇ構成物バッチＩＤ番号２０
４（実施例７参照）の等価Ｆｃ位置がシステイン残基に変異され、そして変異タンパク質
は過剰産生され、精製され、そして特徴付けられた（表１４参照）。
【０１９２】
　表１４に示されるように、更なるシステイン残基を含有する変異ＣＯＤＶ－Ｉｇ分子の
それぞれは、ＣＯＤＶ－Ｉｇ構成物バッチＩＤ番号２０４の融解温度と同じ融解温度を有
した。
【０１９３】
　また、２つの同時のシステインが、Brinkmann et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
 U.S.A. 90: 7538-42に記載のように、可変ドメインのそれぞれの上に、軽鎖ではＫａｂ
ａｔ位置１００にそして重鎖では４４に導入された。これらの位置は抗体折り畳み内に構
造的に保存されて、そしてそれ故に個々のドメインの完全性を妨害することなしにシステ
イン置換に耐容性であることが示されている。
【０１９４】
　表１５に示されるように、システイン残基が可変ドメインのそれぞれの上に軽鎖ではＫ
ａｂａｔ位置１００にそして重鎖では４４に導入された、ＣＯＤＶ及びＣＯＤＶ－Ｉｇ構
成物は、システイン残基がこれらの位置（例えばバッチＩＤ番号７０４及び７０６並びに
バッチＩＤ番号７１３及び７１４を参照されたい）に導入されなかったＣＯＤＶ及びＣＯ
ＤＶ－Ｉｇ構成物よりも高い融解温度を有した。
【０１９５】
１. ＣＯＤＶ及びＴＢＴＩバリアントの熱安定性測定
　ＣＯＤＶ及びＴＢＴＩバリアントの融点（Ｔｍ）は示差走査蛍光分析（ＤＳＦ）を用い
て測定された。試料はＤ－ＰＢＳ緩衝液(Invitrogen) 中で０．２μｇ／μｌの最終濃度
まで希釈され、そして白色半スカート９６ウェルにおいてＤ－ＰＢＳ中でＳＹＰＲＯ－オ
レンジ色素(Invitrogen) の４０ｘ濃縮溶液の２μｌに加えられた。全測定がＭｙｉＱ２
リアルタイムＰＣＲ機器 (Biorad)を用いて２回ずつ行われた。Ｔｍ値はｉＱ５ソフトウ
ェアｖ２．１を用いて融解曲線の負の一次導関数から導かれた。
【０１９６】
　次にシステイン残基をリンカーへ又は可変領域内に直接導入する効果を調べた。この実
施例では、バッチＩＤ番号２０４（実施例７及び表８から）がモデルＣＯＤＶ－Ｉｇ結合
タンパク質として使用され、そしてシステインは三次元モデルに基づいてＬ1、Ｌ3、及び
可変領域においてグリシンで置換された。下記の表１６に示されるように、結果はシステ
イン対の導入が収量及び凝集にどのような影響を与え得るかを示す。想定される変異はす
べて、ジスルフィド結合が適切に形成され、そして正しい幾何図形がリンカー及びモデル
中の環境で維持されたことを確認するためにモデル化された。いずれにせよ、バッチＩＤ
番号８０８は良い収量及び少ない凝集を示し、それ故適切なシステイン架橋が形成し得る
ことを示唆する。
【０１９７】
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　本発明が種々の実施態様に関して記載されている一方で、当然のことながら、変動及び
改変は当業者で生じ得る。それ故に、補足請求の範囲は、請求の範囲に記載されている本
発明の範囲内になる全てのそのような同等の変動をカバーするものである。加えて、本明
細書で使用される項目見出しは構成の目的のためだけであり、そして記載の対象を限定す
ると解釈されるべきものではない。
【０１９８】
　本明細書に記載の各実施態様は、別に明瞭に示されない限りその他の実施態様又は複数
の実施態様と組み合わせられ得る。特に、好ましい又は有利であるとして示されるいずれ
もの特徴又は実施態様は、別に明瞭に示されない限り、好ましい又は有利であるとして示
されるその他の特徴若しくは複数の特徴又は実施態様若しくは複数の実施態様と組み合わ
せられ得る。
【０１９９】
　本出願におけるすべての引用文献は、参照することにより本明細書に明確に組み入れら
れる。
【０２００】
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