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(57)【要約】
　有害な副作用が低減した治療用タンパク質を発展させるかまたは選択する方法および得
られたタンパク質が提供される。例えば、あるインビボ環境内で、別のインビボ環境と比
較して良好な活性を示す条件的活性治療用タンパク質を同定するためのインビトロアッセ
イが本明細書において提供される。方法は、ａ）正常または増大した活性が望まれる条件
下で、タンパク質の活性を試験する工程と、ｂ）正常と比較して低減した活性が望まれる
条件下でタンパク質の活性を試験する工程と、ｃ）ａ）における活性をｂ）と比較し、ｂ
）と比較してａ）においてより大きな活性を有するタンパク質を選択／同定する工程とを
含む。選択／同定されたタンパク質は、条件的活性タンパク質である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍を治療し、中性ｐＨよりも低ｐＨで活性である治療用タンパク質を同定／選択する
方法であって、
　ａ）低ｐＨを含む条件下でタンパク質の活性を試験することと、
　ｂ）中性ｐＨを含む条件下でタンパク質の活性を試験することと、
　ｃ）ａ）における活性を、ｂ）における活性と比較することと、
　ｄ）ｂ）と比較して、ａ）においてより大きな活性を有するタンパク質を選択／同定し
、それによって、高ｐＨよりも低ｐＨで活性であるタンパク質を同定することと
を含む方法。
【請求項２】
　低ｐＨが、７．４未満である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　低ｐＨが、５．８～６．８の間またはほぼ５．８～６．８の間である、請求項１または
請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　中性ｐＨが、７．２～７．６の間またはほぼ７．２～７．６の間である、請求項１から
３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　中性ｐＨが、約７．４であるかまたは７．４である、請求項１から４のいずれかに記載
の方法。
【請求項６】
　ａ）における条件が、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇および低酸素の中から選
択される１つまたは複数の条件を含む、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　ａ）における条件が、１０ｍＭ～２０ｍＭの乳酸または１５ｍＭ～１８ｍＭの乳酸また
は少なくとも約１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または少なくとも１６ｍ
Ｍ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸濃度の上昇を含み、か
つ／または
　ｂ）における条件が、０．５～５ｍＭもしくは０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸または０．５
、１、２、３、４もしくは５ｍＭの乳酸または約０．５、１、２、３、４もしくは５ｍＭ
の乳酸の中から選択される乳酸濃度を含む、請求項１から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　非腫瘍微小環境においてよりも腫瘍微小環境においてより活性である治療用タンパク質
を同定／選択する方法であって、
　ａ）腫瘍微小環境において存在するが、活性が望まれる非腫瘍環境には存在しない条件
下でタンパク質の活性を試験することと、
　ｂ）非腫瘍微小環境において存在する条件下でタンパク質の活性を試験することと、
　ｃ）ａ）における活性を、ｂ）における活性と比較することと、
　ｄ）ｂ）と比較して、ａ）において大きな活性を有するタンパク質を選択／同定し、そ
れによって、非腫瘍微小環境においてよりも腫瘍微小環境においてより活性であるタンパ
ク質を同定することと
を含む方法。
【請求項９】
　非腫瘍微小環境が、全身微小環境である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　非腫瘍微小環境が、健常組織である、請求項８または請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　健常組織が、消化（ＧＩ）管、皮膚、脈管構造、血液または細胞外マトリックスである
、請求項８から１０のいずれかに記載の方法。
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【請求項１２】
　ａ）およびｂ）の各々を、腫瘍微小環境において存在するが非腫瘍微小環境においては
存在しない条件（単数または複数）を除いて、同一条件下で実施する、請求項８から１１
のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　腫瘍微小環境において存在する条件が、血管新生の増大、低酸素、ｐＨの低下、乳酸濃
度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇、間質液圧の増大および代謝産物の変更または腫瘍を示
す代謝の中から選択される１つまたは複数の特性を含む、請求項８から１２のいずれかに
記載の方法。
【請求項１４】
　腫瘍微小環境において存在する条件が、中性より低いｐＨまたは非腫瘍微小環境よりも
低いｐＨを含む、請求項８から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　腫瘍微小環境において存在する条件が、７．４未満のｐＨを含む、請求項８から１４の
いずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　腫瘍のｐＨが、ほぼ５．８～６．８（５．８および６．８を含む）または５．８～６．
８（５．８および６．８を含む）であり、腫瘍微小環境において存在する条件が、５．８
～６．８の間またはほぼ５．８～６．８の間のｐＨを含む、請求項８から１５のいずれか
に記載の方法。
【請求項１７】
　腫瘍微小環境において存在する条件が、非腫瘍微小環境において存在する条件と比較し
て、乳酸濃度の上昇および／またはピルビン酸の上昇を含む、請求項８から１６のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１８】
　ａ）の条件が、中性より低いｐＨおよびｂ）における条件と比較して乳酸濃度の上昇を
含む、請求項８から１７のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　ｐＨが、５．８～６．８の間（５．８および６．８を含む）または５．８および６．５
（５．８および６．５を含む）である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　ａ）における条件が、１０ｍＭ～２０ｍＭの乳酸または１５ｍＭ～１８ｍＭの乳酸また
は少なくとも約１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または１６ｍＭ、１６．
５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸濃度の上昇を含み、かつ／または
　ｂ）における条件が、０．５～５ｍＭもしくは０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸または０．５
、１、２、３、４もしくは５ｍＭの乳酸または約０．５、１、２、３、４もしくは５ｍＭ
の乳酸の中から選択される乳酸濃度を含む、請求項８から１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　タンパク質が、腫瘍を治療する治療用タンパク質である、請求項８から２０のいずれか
に記載の方法。
【請求項２２】
　インビトロで実施する、請求項１から２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　治療用タンパク質が、抗体、酵素、ホルモン、サイトカインまたはその活性部分であり
、ここで、抗体への言及が、抗体またはその抗原結合断片を指す、請求項１から２２のい
ずれかに記載の方法。
【請求項２４】
　治療用タンパク質が、標的受容体のリガンドである、請求項１から２３のいずれかに記
載の方法。
【請求項２５】
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　腫瘍を治療する治療用タンパク質が、抗腫瘍抗体である、請求項１から２４のいずれか
に記載の方法。
【請求項２６】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））、トラスツズマブ（ヘル
セプチン（登録商標））、リツキシマブ（リツキサン（登録商標）、マブセラ（登録商標
））、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商
標））、パニツムマブ（ベクティビックス（登録商標））、ラニビズマブ（ルセンティス
（登録商標））、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキセタン（ゼバリン（登録商標）
）、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、カツマキ
ソマブ（レモバブ（登録商標））、ゲムツズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロ
ターグ（登録商標））、アバタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、オレンシア（登録商標））、
ベラタセプト（Ｌ１０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤ
Ｘ－０１０、ＭＤＸ－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６
）、ＰＲＳ－０１０、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ
００５）、ボロシキシマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（Ｃ
ＡＴ－５００１）、シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２０００
）、ニモツズマブ（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブ
ＩＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－４２５の中
から選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））である、請求項２５また
は請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　複数のタンパク質を、ａ）およびｂ）の各々において試験し、
　各タンパク質を、ａ）およびｂ）の各々において試験し、
　ｂ）と比較して、ａ）においてより大きな活性を有する任意のタンパク質を選択する、
請求項１から２７のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　複数のタンパク質が、治療用タンパク質の修飾された変異体を含むか、または治療用タ
ンパク質の修飾された変異体であり、変異体の収集物を、ａ）およびｂ）の各々において
試験する、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　治療用タンパク質が、多量体化ドメインを含む、請求項１から２９のいずれかに記載の
方法。
【請求項３１】
　多量体化ドメインが、Ｆｃドメインまたは修飾されたＦｃドメインを含む、請求項３０
に記載の方法。
【請求項３２】
　治療用タンパク質が、抗体、酵素、ホルモンまたはサイトカインである、請求項１から
３１のいずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　治療用タンパク質が、抗体である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　治療用タンパク質が、抗腫瘍抗体である、請求項１から３３のいずれかに記載の方法。
【請求項３５】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））、トラスツズマブ（ヘル
セプチン（登録商標））、リツキシマブ（リツキサン（登録商標）、マブセラ（登録商標
））、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商
標））、パニツムマブ（ベクティビックス（登録商標））、ラニビズマブ（ルセンティス
（登録商標））、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキセタン（ゼバリン（登録商標）
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）、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、カツマキ
ソマブ（レモバブ（登録商標））、ゲムツズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロ
ターグ（登録商標））、アバタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、オレンシア（登録商標））、
ベラタセプト（Ｌ１０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤ
Ｘ－０１０、ＭＤＸ－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６
）、ＰＲＳ－０１０、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ
００５）、ボロシキシマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（Ｃ
ＡＴ－５００１）、シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２０００
）、ニモツズマブ（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブ
ＩＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－４２５の中
から選択される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　修飾された変異体が、治療用タンパク質の修飾されていない形態と比較して、アミノ酸
残基（単数または複数）のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含有する、請求項２
９から３５のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　試験されるタンパク質が、抗体の修飾されていない形態と比較して、相補性決定領域（
ＣＤＲ）中に１つまたは複数のアミノ酸置換を含む変異型抗体である、請求項１から３６
のいずれかに記載の方法。
【請求項３８】
　各変異型タンパク質が、治療用タンパク質の修飾されていない形態と比較して、単一ア
ミノ酸置換を含有する、請求項２９から３７のいずれかに記載の方法。
【請求項３９】
　各変異型タンパク質が、治療用抗体の修飾されていない形態と比較して、２、３、４、
５、６、７、８、９またはそれ以上のアミノ酸置換を含有する、請求項２９から３７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　収集物中で、変化している位置各々のアミノ酸が、その位置の元のアミノ酸以外の最大
１～１９種のアミノ酸で置換され、
　治療用タンパク質またはその選択された部分の長さに沿ってどのアミノ酸も置換される
、請求項２９から３９のいずれかに記載の方法。
【請求項４１】
　置換アミノ酸が、治療用タンパク質中の対応する位置のアミノ酸とは異なるという条件
で、Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｉｌ
ｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒおよび
Ｖａｌの中から選択される、請求項２９から４０のいずれかに記載の方法。
【請求項４２】
　ヒスチジンが、置換アミノ酸であるか、またはタンパク質中のヒスチジンが、非塩基性
もしくは非荷電アミノ酸で置換される、請求項２９から４１のいずれかに記載の方法。
【請求項４３】
　修飾が、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＨｉｓおよびＬｙｓの中から選択されるアミノ酸と
のアミノ酸置換を含む、請求項２９から４２のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　修飾が、Ｈｉｓとのアミノ酸置換を含む、請求項２９から４３のいずれかに記載の方法
。
【請求項４５】
　タンパク質が、抗体であり、修飾される選択された部分が、ＣＤＲである、請求項２９
から４４のいずれかに記載の方法。
【請求項４６】
　収集物中の各変異型タンパク質を、個々に試験する、請求項２９から４５のいずれかに
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記載の方法。
【請求項４７】
　各変異型タンパク質を、アレイにおいて試験する、請求項２９から４６のいずれかに記
載の方法。
【請求項４８】
　試験される各変異型タンパク質が、アドレス可能である、請求項２９から４６のいずれ
かに記載の方法。
【請求項４９】
　試験される活性が、治療用タンパク質の標的タンパク質との結合である、請求項１から
４８のいずれかに記載の方法。
【請求項５０】
　結合が、イムノアッセイによって評価される、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　イムノアッセイが、ＥＬＩＳＡを含む、請求項４９または請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　イムノアッセイが、不均一であり、
　固体支持体上に標的タンパク質を固定化することと、
　検出可能に標識される治療用タンパク質を、標的タンパク質と接触させることと、
　結合していない治療用タンパク質を除去することと、
　標識された治療用タンパク質の、標的タンパク質との結合を検出または測定することと
を含む、請求項５０または請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　イムノアッセイが均一であり、
　検出可能に標識される治療用タンパク質を、標的タンパク質と接触させることと、
　標識された治療用タンパク質の、標的タンパク質との結合を検出または測定することと
を含む、請求項５０または請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　結合活性が、表面上に治療用タンパク質を発現する細胞（単数または複数）を含む細胞
表面発現系を使用して評価される、請求項１から５３のいずれかに記載の方法。
【請求項５５】
　治療用タンパク質を、細胞の表面に発現させ、
　標的タンパク質を、細胞集団と接触させ、
　標的タンパク質と結合する細胞（単数または複数）を同定し、それによって、結合活性
を示す治療用タンパク質を同定する、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　標的タンパク質が、検出可能に標識されるか、または検出され得る、請求項５５に記載
の方法。
【請求項５７】
　標的タンパク質が、蛍光標識されるか、または蛍光標識されている二次試薬によって検
出される、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　結合を検出または測定することが、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）による、請求項４
９から５７のいずれかに記載の方法。
【請求項５９】
　結合活性を、治療用タンパク質を発現する細胞を含む細胞表面発現系を使用して、条件
ｂ）下で最初に試験し、それによって、標的タンパク質と結合する細胞（単数または複数
）を選択し、標的タンパク質と結合しない細胞（単数または複数）を選択し、
　標的タンパク質と結合しない、選択された細胞（単数または複数）を単離し、細胞培養
培地中で増殖させて、表面上に治療用タンパク質を発現する第２の細胞集団を作製し、
　結合活性を、条件ａ）下で試験し、それによって第２の細胞集団に由来する細胞を、標
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的タンパク質と接触させ、
　標的タンパク質と結合する細胞（単数または複数）を同定し、それによって、条件ａ）
下で結合活性を示すが、条件ｂ）下では示さない治療用タンパク質を同定する、請求項１
から５８のいずれかに記載の方法。
【請求項６０】
　結合活性を、治療用タンパク質を発現する細胞集団を含む細胞表面発現系を使用して、
条件ａ）下で最初に試験し、それによって、標的タンパク質と結合する細胞（単数または
複数）を選択し、標的タンパク質と結合しない細胞（単数または複数）を選択し、
　標的タンパク質と結合する、選択された細胞（単数または複数）を単離し、細胞培養培
地中で増殖させて、第２の細胞集団を作製し、
　結合活性を、条件ｂ）下で試験し、それによって、第２の細胞集団に由来する細胞を、
標的タンパク質と接触させ、
　標的タンパク質と結合しない細胞（単数または複数）を同定し、標的タンパク質と結合
する細胞（単数または複数）を同定し、
　標的タンパク質と結合しない細胞（単数または複数）を選択し、それによって、結合活
性を示す治療用タンパク質を同定する、請求項１から５８のいずれかに記載の方法。
【請求項６１】
　治療用タンパク質の対象への投与が、１種または複数の有害な副作用を伴う、請求項１
から６０のいずれかに記載の方法。
【請求項６２】
　ａ）と比較して、ｂ）におけるタンパク質の活性の低減が、有害な副作用を改善または
予防する、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　ヒト血清の存在下で、ａ）およびｂ）において治療用タンパク質の活性を試験する、請
求項１から６２のいずれかに記載の方法。
【請求項６４】
　生理学的環境において存在する量のヒト血清の存在下で、ａ）およびｂ）において治療
用タンパク質の活性を試験し、ａ）における血清濃度が、ｂ）における血清濃度と等しい
、請求項１から６３のいずれかに記載の方法。
【請求項６５】
　ａ）およびｂ）を、３容量％～３０容量％（３容量％と３０容量％を含む）、５容量％
～３０容量％（５容量％と３０容量％を含む）、５容量％～２５容量％（５容量％と２５
容量％を含む）、１０容量％～３０容量％（１０容量％と３０容量％を含む）、１５容量
％～３０容量％（１５容量％と３０容量％を含む）および１５容量％～２５容量％（１５
容量％と２５容量％を含む）の中から選択される少なくともほぼその間またはその間のヒ
ト血清の存在下で実施する、請求項１から６４のいずれかに記載の方法。
【請求項６６】
　ヒト血清の濃度が、２５容量％または約２５容量％（±１０％）または１５容量％～３
５容量％である、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　治療用タンパク質の標的タンパク質が、リガンドと結合する受容体またはその一部であ
る、請求項１から６６のいずれかに記載の方法。
【請求項６８】
　治療用タンパク質の標的タンパク質が、腫瘍抗原である受容体である、請求項６７に記
載の方法。
【請求項６９】
　治療用タンパク質の標的タンパク質が、Ｈｅｒファミリーの受容体のメンバーである、
請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　治療用タンパク質の標的タンパク質が、ＥＧＦＲ受容体またはその細胞外ドメインであ
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る、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　ａ）における活性が、ｂ）においてよりも、所定の量または割合だけ大きい、請求項１
から７０のいずれかに記載の方法。
【請求項７２】
　活性が、少なくとも１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．
９、２．０、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９、２０、３０、４０、５０もしくはそれ以上または１．２、１．３、
１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２．０、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、３０、４０
、５０もしくはそれ以上の割合だけ大きい、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　ａ）における活性が、ｂ）における活性よりも、少なくとも５％、１０％、１５％、２
０％、２５％、３５％、５０％、１００％、２倍、５倍、１０倍、２０倍またはそれ以上
大きい、請求項１から７２のいずれかに記載の方法。
【請求項７４】
　抗腫瘍抗体の投与が、１種または複数の有害な副作用を伴う、請求項１から７３のいず
れかに記載の方法。
【請求項７５】
　抗体が、抗ＥＧＦＲ抗体または抗ＣＴＬＡ４抗体である、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　ハイスループット形式で実施される、請求項１から７５のいずれかに記載の方法。
【請求項７７】
　方法が自動化されている、請求項１から７６のいずれかに記載の方法。
【請求項７８】
　選択されたタンパク質が、条件的に活性であり、その結果、非腫瘍環境と比較して、腫
瘍微小環境においてより大きな活性を有する、請求項１から７７のいずれかに記載の方法
。
【請求項７９】
　複数回反復し、各反復において、選択されたタンパク質（単数または複数）のさらなる
変異体を作製し、試験し、それによって、治療用タンパク質が、非腫瘍環境においてより
も腫瘍環境において活性の増大を示すよう発展(evolved)し、それによって、毒性の低減
または有害な副作用の低減を示す、請求項１から７８のいずれかに記載の方法。
【請求項８０】
　治療用タンパク質が、抗ＥＧＦＲ抗体であり、有害な副作用の低減が、抗体への全身曝
露に伴う経皮毒性の低減を含む、請求項６１から７９のいずれかに記載の方法。
【請求項８１】
　選択されるタンパク質が、７．３～７．４の正常な生理学的ｐＨおよび１２ｍＭ未満の
正常な乳酸濃度のｂ）の条件下と比較して、５．８～６．８の低下したｐＨおよび約１２
～２０ｍＭの乳酸濃度の腫瘍微小環境内のａ）の条件下でＥＧＦＲと優先的に結合する抗
ＥＧＦＲ抗体変異体である、請求項１から８０のいずれかに記載の方法。
【請求項８２】
　工程ａ）～ｄ）に先立って、
　ｅ）ｐＨ７．４または約ｐＨ７．４のｐＨを含むバッファー中で、第１の固体支持体お
よび第２の２連の固体支持体を、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲ細胞外ドメイン（ＥＣＤ）と接
触させることと、
　ｆ）第１および第２の支持体を、ｐＨ７．４または約ｐＨ７．４のｐＨを含むバッファ
ーで洗浄することと、
　ｇ）２５％または約２５％のヒト血清を含むバッファーを、第１および第２の固体支持
体に添加することであって、
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　　ｉ）第１の固体支持体へ添加されるバッファーの条件が、ｐＨ６．０または約ｐＨ６
．０で約１２～２０ｍＭの乳酸を含み、
　　ｉｉ）第２の固体支持体へ添加されるバッファーの条件が、ｐＨ７．４または約ｐＨ
７．４で１ｍＭまたは約１ｍＭの乳酸を含むことと、
　ｈ）工程ｃ）において添加されたバッファーを、固体支持体から除去することと
を含み、工程ｅ）～ｈ）を実施した後に、工程ａ）～ｄ）を実施し、
　工程ａ）は、
　１２～２０ｍＭの乳酸、２５％ヒト血清、ｐＨ６．０を含む結合バッファー中で、検出
可能に標識された修飾された抗ＥＧＦＲ抗体を、第１の支持体に添加することと、
　第１の支持体を、ｐＨ６．０または約ｐＨ６．０で１２～２０ｍＭの乳酸を含むバッフ
ァーで洗浄することと、
　試薬を第１の固体支持体に添加して、結合している修飾された抗ＥＧＦＲを検出し、第
１の固体支持体上で、修飾されたタンパク質の、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲ　ＥＣＤとの結
合を検出することと
を含み、
　工程ｂ）は、
　１ｍＭの乳酸、２５％ヒト血清、ｐＨ７．４を含む結合バッファー中で、検出可能に標
識された修飾された抗ＥＧＦＲ抗体を、第２の支持体に添加することと、
　第２の支持体を、ｐＨ７．４または約ｐＨ７．４で１ｍＭまたは約１ｍＭの乳酸を含む
バッファーで洗浄することと、
　試薬を第２の固体支持体に添加して、結合している修飾された抗ＥＧＦＲを検出し、第
２の固体支持体上で、修飾されたタンパク質の、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲ　ＥＣＤとの結
合を検出することと
を含む、請求項１から８１のいずれかに記載の方法。
【請求項８３】
　抗ＥＧＦＲ抗体が、抗ＦＬＡＧ－タグ酵素試薬を用いる検出を促進するＦＬＡＧ－タグ
を含有する、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
　結合を検出することが、分光光度的測定を含む、請求項８２または請求項８３に記載の
方法。
【請求項８５】
　第２の条件セットにおいてよりも第１の条件セットにおいてより活性である治療用タン
パク質を同定／選択する方法であって、
　第１の条件セットが、低ｐＨ、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇および低酸素の
中から選択される、非腫瘍微小環境と比較して腫瘍微小環境において存在する１種または
複数の条件を含み、
　第２の条件セットが、非腫瘍微小環境において存在する対応する条件を含み、
　方法が、
　ａ）複数のタンパク質を、第１および第２の条件セット下で活性について試験すること
であって、
　複数のタンパク質が、治療用タンパク質の修飾された変異体を含むか、または治療用タ
ンパク質の修飾された変異体であり、
　変異体の第１の収集物が、第１および第２の条件セットの各々において試験されること
と、
　ｂ）修飾されていない治療用タンパク質と比較して、第１の条件セット下で低減した活
性と、
　修飾されていない治療用タンパク質と比較して、第２の条件セット下で低減した活性と
を有するタンパク質を選択／同定することと、
　ｃ）工程ｂ）において選択／同定されたタンパク質を分析して、修飾されるアミノ酸位
置を同定し、それによって、重大なアミノ酸位置としてアミノ酸を同定することと、
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　ｄ）重大なアミノ酸位置に隣接するかまたはその付近のアミノ酸残基の、置換アミノ酸
との置換を含む変異型タンパク質の第２の収集物を作製することであって、ライブラリー
の各メンバーが、治療用タンパク質と比較して単一アミノ酸置換を含むことと、
　ｅ）第１の条件セット下および第２の条件セット下で、修飾されたタンパク質の第２の
収集物のメンバーの活性を試験し、第２の条件セット下と比較して、大きな、またはほぼ
等しい活性を示す第２の収集物のメンバーを選択／同定することと、
　ｆ）ｅ）において選択／同定されたタンパク質を分析して、置換されたアミノ酸位置を
同定することであって、同定された位置が、重要な残基位置と呼ばれることと、
　ｇ）変異型タンパク質の第３の収集物を作製することであって、各メンバーが、１個ま
たは複数の重要な残基位置の、置換アミノ酸との置換を含むことと、
　ｈ）コンビナトリアルライブラリーのメンバーの活性を、第１の条件セット下および第
２の条件セット下で試験し、第２の条件セットと比較して、第１の条件セット下でより大
きな活性を有する第２のライブラリーのメンバーを選択／同定し、それによって、第２の
条件セットにおいてよりも、第１の条件セットにおいてより活性である治療用タンパク質
を同定することと
を含む方法。
【請求項８６】
　工程ｈ）が、
　１）第１の条件セット下で第３の収集物のメンバーの活性を試験し、所定の活性より大
きな活性を有するタンパク質を選択／同定することと、
　２）第２の条件セット下で、工程１）において選択／同定されたタンパク質の活性を試
験し、所定の活性より小さい活性を有するタンパク質を選択／同定することと
を含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
　工程ｈ）が、
　１）第２の条件セット下で第３の収集物ライブラリーのメンバーの活性を試験し、所定
の活性より小さい活性を有するタンパク質を選択／同定することと、
　２）第１の条件セット下で工程１）において選択／同定されたタンパク質の活性を試験
し、所定の活性より大きい活性を有するタンパク質を選択／同定することと
を含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８８】
　工程ｇ）を、複数回反復し、各反復において、選択／同定されたタンパク質を試験する
、請求項８５から８７のいずれかに記載の方法。
【請求項８９】
　工程ｇ）を、１、２、３または４回反復する、請求項８８に記載の方法。
【請求項９０】
　治療用タンパク質が、抗体、酵素、ホルモン、サイトカインまたはその活性部分であり
、ここで、抗体への言及が、抗体またはその抗原結合断片を指す、請求項８５から８９の
いずれかに記載の方法。
【請求項９１】
　治療用タンパク質が、標的受容体のリガンドである、請求項８５から９０のいずれかに
記載の方法。
【請求項９２】
　治療用タンパク質が、腫瘍を治療するタンパク質である、請求項８５から９１のいずれ
かに記載の方法。
【請求項９３】
　腫瘍を治療する治療用タンパク質が、抗腫瘍抗体である、請求項９２に記載の方法。
【請求項９４】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））、トラスツズマブ（ヘル
セプチン（登録商標））、リツキシマブ（リツキサン（登録商標）、マブセラ（登録商標
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））、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商
標））、パニツムマブ（ベクティビックス（登録商標））、ラニビズマブ（ルセンティス
（登録商標））、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキセタン（ゼバリン（登録商標）
）、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、カツマキ
ソマブ（レモバブ（登録商標））、ゲムツズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロ
ターグ（登録商標））、アバタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、オレンシア（登録商標））、
ベラタセプト（Ｌ１０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤ
Ｘ－０１０、ＭＤＸ－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６
）、ＰＲＳ－０１０、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ
００５）、ボロシキシマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（Ｃ
ＡＴ－５００１）、シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２０００
）、ニモツズマブ（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブ
ＩＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－４２５の中
から選択される、請求項９３に記載の方法。
【請求項９５】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））である、請求項９３また
は請求項９４に記載の方法。
【請求項９６】
　試験される活性が、標的タンパク質との結合である、請求項８５から９５のいずれかに
記載の方法。
【請求項９７】
　結合活性が、イムノアッセイによって試験される、請求項９６に記載の方法。
【請求項９８】
　イムノアッセイが、ＥＬＩＳＡを含む、請求項９７に記載の方法。
【請求項９９】
　結合活性が、細胞ベースのアッセイにおいて試験される、請求項８５から９８のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１００】
　結合活性が、細胞表面発現系において試験される、請求項８５から９９のいずれかに記
載の方法。
【請求項１０１】
　第２のライブラリーのメンバーを、細胞の表面に発現させ、
　標的タンパク質を、細胞集団と接触させ、
　標的タンパク質と結合する細胞（単数または複数）を同定し、それによって、結合活性
を示すタンパク質を同定する、請求項８５から１００のいずれかに記載の方法。
【請求項１０２】
　細胞が、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である、請求項９９から１０１の
いずれかに記載の方法。
【請求項１０３】
　細胞ベースのアッセイが、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）である、請求項９９から１
０２のいずれかに記載の方法。
【請求項１０４】
　標的タンパク質が、検出可能に標識されるか、または検出され得る、請求項９６から１
０３のいずれかに記載の方法。
【請求項１０５】
　標的タンパク質が、蛍光標識されるか、または蛍光標識されている二次試薬によって検
出される、請求項９６から１０４のいずれかに記載の方法。
【請求項１０６】
　結合を検出または測定することが、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）による、請求項９
６から１０５のいずれかに記載の方法。
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【請求項１０７】
　標的タンパク質が、Ｈｅｒファミリーの受容体のメンバーである、請求項９６から１０
６のいずれかに記載の方法。
【請求項１０８】
　標的タンパク質が、ＥＧＦＲ受容体またはその細胞外ドメインである、請求項９６から
１０７のいずれかに記載の方法。
【請求項１０９】
　第１の条件セットが、７．４未満の低ｐＨを含み、
　重大なアミノ酸が、荷電残基からなるアミノ酸置換を含むタンパク質変異体から選択さ
れる、請求項８５から１０８のいずれかに記載の方法。
【請求項１１０】
　荷電残基が、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＨｉｓおよびＬｙｓの中から選択される、請求
項１０９に記載の方法。
【請求項１１１】
　第２および第３の収集物中のアミノ酸置換が、アミノ酸のＨｉｓとの置換である、請求
項８５から１１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１１２】
　第１の条件セットが、ほぼ５．８～６．８（５．８および６．８を含む）または５．８
～６．８（５．８および６．８を含む）であるｐＨを含む、請求項８５から１１１のいず
れかに記載の方法。
【請求項１１３】
　第１の条件セットが、中性より低いｐＨおよび第２の条件セットと比較して乳酸濃度の
上昇を含む、請求項８５から１１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１１４】
　第１の条件セットが、ｐＨ６．０または約ｐＨ６．０で約１２～２０ｍＭの乳酸を含み
、
　第２の条件セットが、ｐＨ７．４または約ｐＨ７．４で、１ｍＭまたは約１ｍＭの乳酸
を含む、請求項８５から１１３のいずれかに記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　Lalitha Kodandapani、Philip Lee Sheridan、Harold Michael Shepard、Louis H. Boo
kbinderおよびGregory I. Frostの２０１０年９月８日に出願された「METHODS FOR ASSES
SING AND IDENTIFYING OR EVOLVING CONDITIONALLY ACTIVE THERAPEUTIC PROTEINS AND C
ONDITIONALLY ACTIVE THERAPEUTIC PROTEINS」と題された米国仮出願第６１／４０２，９
７９号の優先権の利益が主張される。
【０００２】
　有害な副作用が低減した治療用タンパク質を発展させる(evolving)かまたは選択する方
法および得られたタンパク質が提供される。
【背景技術】
【０００３】
　タンパク質は、癌、血友病、貧血および糖尿病などの広範なヒト疾患の治療のための、
医薬品または治療薬としての役割を有しており、いくつかの疾患については、唯一の有効
な治療である。そのようなものとして、活性または特性が変更されたかまたは改善された
タンパク質治療薬を同定する必要がある。このようなタンパク質を同定または作製する方
法を提供することが本明細書における目的である。
【発明の概要】
【０００４】
　条件的活性タンパク質を同定／選択する方法が提供される。本方法では、タンパク質の
活性が、正常または増大した活性が望まれる条件下で試験され、また、タンパク質の活性
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が、正常と比較して低減した活性が望まれる条件下で試験される。正常または増大した活
性が望まれる条件下でのタンパク質の活性を、正常と比較して低減した活性が望まれる条
件下でのタンパク質の活性と比較することができる。正常と比較して低減した活性が望ま
れる条件と比較して、正常または増大した活性が望まれる条件下で、より大きな活性を有
するタンパク質を選択および／または同定することができる。
【０００５】
　本方法では、正常と比較して低減した活性が望まれる条件下でのタンパク質の活性を、
正常と比較して低減することができる。本方法では、正常または増大した活性が望まれる
条件および正常と比較して低減した活性が望まれる条件は、タンパク質を条件的に活性に
する条件（単数または複数）を除いて同一であり得る。本明細書における方法では、試験
される活性は、タンパク質の標的との結合であり得る。標的は、固体支持体上に固定化さ
れている場合もある。本明細書における方法では、結合は、イムノアッセイによって評価
できる。イムノアッセイは、ＥＬＩＳＡイムノアッセイ、不均一イムノアッセイおよび均
一イムノアッセイを含む。
【０００６】
　本明細書における方法では、タンパク質の正常または増大した活性が望まれる条件は、
疾患微小環境をシミュレートでき、正常と比較して低減した活性が望まれる条件は、健常
組織環境をシミュレートできる。健常組織環境の例示として、全身環境または健常組織な
どの非腫瘍組織環境がある。健常組織の例示として、消化管、皮膚、脈管構造、血液およ
び細胞外マトリックスがある。病変微小環境の例示として、腫瘍微小環境がある。腫瘍ま
たは疾患微小環境は、中性より低いｐＨまたは健常組織微小環境より低いｐＨを有し得る
。腫瘍または疾患微小環境は、血管新生の増加、低酸素、ｐＨの低下、間質液圧の増大、
代謝産物の変更または腫瘍もしくはその他の疾患を示す代謝のうち１つまたは複数を含み
得る。例えば、腫瘍またはその他の疾患微小環境は、健常微小環境と比較して、乳酸濃度
の上昇および／またはピルビン酸の上昇を有し得る。
【０００７】
　また、タンパク質の正常または増大した活性が望まれる条件が、中性より低いｐＨおよ
び正常と比較して低減した活性が望まれる条件と比較して、乳酸の上昇を含み得る方法も
本明細書において提供される。
【０００８】
　本明細書における方法では、試験されるタンパク質は、治療用タンパク質および／また
は健常組織において望ましくない副作用が示されるタンパク質であり得る。本明細書にお
ける方法では、正常と比較して低減した活性が望まれる条件下でタンパク質の活性を低減
することは、望ましくない副作用を改善または予防し得る。
【０００９】
　本明細書において提供される方法では、タンパク質の活性は、ヒト血清の存在下で試験
され得る。ヒト血清は、生理的条件をシミュレートする量で存在し得、正常または増大し
た活性が望まれる条件下で存在する血清の量は、正常と比較して低減した活性が望まれる
条件下で存在する血清の量と同一であり得る。例えば、本明細書において提供される方法
は、少なくともほぼ３容量％～３０容量％（３容量％および３０容量％を含む）または５
容量％～３０容量％（５容量％と３０容量％を含む）または５容量％～２５容量％（５容
量％と２５容量％を含む）、１０容量％～３０容量％（１０容量％と３０容量％を含む）
または１５容量％～３０容量％（１５容量％と３０容量％を含む）または１５容量％～２
５容量％（１５容量％と２５容量％を含む）またはそのいずれかのヒト血清、例えば、２
５容量％または約２５容量％（±１０％）のヒト血清の存在下で実施され得る。
【００１０】
　本明細書において提供される方法では、複数のタンパク質が、正常または増大した活性
が望まれる条件下でおよび正常と比較して低減した活性が望まれる条件下で試験され得る
。この特定の方法では、各タンパク質は、両条件下で試験され、正常と比較して低減した
活性が望まれる条件下よりも、正常または増大した活性が望まれる条件下でより大きな活
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性を有する任意のタンパク質が選択され得る。一部の例では、活性は、所定の量または比
だけ大きい。例えば、活性は、少なくとも５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３５
％、５０％、１００％、２倍、５倍、１０倍、２０倍またはそれ以上増大される。
【００１１】
　本明細書において提供される方法では、標的タンパク質は、リガンドと結合する受容体
またはその一部であり得る。標的タンパク質の例示として、腫瘍抗原である受容体がある
。例えば、標的タンパク質は、Ｈｅｒファミリーの受容体のメンバーであり、または標的
タンパク質は、ＥＧＦＲ受容体もしくはその細胞外ドメインである。本明細書において提
供される方法では、その活性が試験されるタンパク質（試験されるタンパク質）は、腫瘍
またはその他の疾患を治療する治療用タンパク質であり得る。一部の例では、治療用タン
パク質は、抗体、酵素、ホルモン、サイトカインまたはその活性部分であり、本明細書に
おいて抗体への言及は、抗体またはその抗原結合断片を指す。本明細書において提供され
る方法のその他の例では、タンパク質は、治療用タンパク質の修飾された変異体であり得
る。治療用タンパク質の例示として、標的受容体のリガンドがある。本明細書において提
供される方法の一部の例では、タンパク質は、多量体化ドメイン、例えば、Ｆｃドメイン
または修飾されたＦｃドメインを含有する多量体化ドメインなどを含有する。例示的方法
では、治療用タンパク質は、抗体、酵素、ホルモンまたはサイトカインである。例えば、
治療用タンパク質は、抗体である。
【００１２】
　本明細書において提供される方法では、本方法において試験されるタンパク質は、表５
（例示的抗腫瘍抗体を列挙する本明細書中の表）中に列挙されるものの中から選択される
抗腫瘍抗体であり得る。一部の例では、抗腫瘍抗体は、健常組織において望ましくない副
作用を示す。例えば、抗体は、健常組織において望ましくない副作用を示す抗ＥＧＦＲ抗
体または抗ＣＴＬＡ４抗体である。
【００１３】
　本明細書において提供される方法のその他の例では、タンパク質は、治療用タンパク質
の修飾された変異体であり得る。修飾された変異体は、アミノ酸置換、挿入および／また
は欠失を含有し得る。一部の例では、変異体の収集物が試験される。一部の例では、各変
異体は、野生型または修飾されていないタンパク質およびすべてのその他の変異体と、単
一アミノ酸で異なる。その他の例では、各変異体は、２、３、４、５、６、７、８、９個
またはそれ以上の、修飾されていないタンパク質または野生型タンパク質と異なるアミノ
酸を含有する。本明細書において提供される方法では、変異体の収集物において、変化し
ている位置各々のアミノ酸が、元のアミノ酸以外の最大１～１９種のアミノ酸で置換され
る。その他の例では、ヒスチジンが置換アミノ酸であるか、またはタンパク質中のヒスチ
ジンが、非塩基性または非荷電アミノ酸で置換される。各変異型タンパク質は、個々に試
験され得る。例えば、各変異型タンパク質は、ハイスループット形式または自動化法で試
験され得る。
【００１４】
　本明細書において提供される方法では、選択されたタンパク質は、条件的に活性であり
得、その結果、非腫瘍環境と比較して、腫瘍またはその他の疾患微小環境においてより大
きな活性を有する。本明細書において提供される方法は、複数回反復することができ、各
反復において、選択されたタンパク質（単数または複数）のさらなる変異体を試験し、そ
れによって、治療用タンパク質は、低減した毒性または有害な副作用を示すよう発展する
。本明細書において提供される方法では、変異型タンパク質は、変異型タンパク質をコー
ドする核酸分子を含有するベクターからの発現によって製造され得る。
【００１５】
　本明細書において提供される方法の一部の例では、試験されるタンパク質は、ＣＤＲ中
に１つまたは複数のアミノ酸置換を含有する変異型抗体である。特定の例では、タンパク
質またはその選択された部分の長さに沿ってどのアミノ酸も、最大１９種のその他のアミ
ノ酸で１個ずつ置換される。その他の例では、タンパク質は、抗体であり、選択された部
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分は、ＣＤＲである。
【００１６】
　一例では、治療用タンパク質は、抗ＥＧＦＲ抗体であり、有害な副作用の低減は、抗体
に対する全身曝露に伴う経皮毒性の低減である。本明細書において提供される方法の一部
の例では、腫瘍またはその他の疾患微小環境のｐＨは、ほぼ５．８～６．８（５．８と６
．８を含む）または５．８～６．８（５．８と６．８を含む）である。その他の例では、
選択されたタンパク質は、７．３～７．４の正常な生理学的ｐＨおよび１２ｍＭ未満の正
常乳酸濃度と比較して、５．８～６．８の低下したｐＨおよび約１２～２０ｍＭの乳酸濃
度の腫瘍微小環境内でＥＧＦＲと優先的に結合する抗ＥＧＦＲ抗体である。
【００１７】
　条件的活性タンパク質を同定する方法が、本明細書において提供され、本方法は、ＥＧ
ＦＲまたはＥＧＦＲ　ＥＣＤでコーティングされた固体支持体を、１ｍＭの乳酸および約
２５％ヒト血清を含有する約ｐＨ７．３～７．４のバッファーと接触させること、第２の
２連の支持体を、１２～２０ｍＭ、例えば、１６．６ｍＭの乳酸および約２５％ヒト血清
を含有する約ｐＨ６のバッファーと接触させることと、支持体を対応するバッファー（ｐ
Ｈ６．０またはｐＨ７．４）で洗浄することと、乳酸およびヒト血清を含むｐＨ７．４バ
ッファーまたは乳酸およびヒト血清を含むｐＨ６．０バッファーのいずれか中の、抗ＥＧ
ＦＲタグ付き、例えば、ＦＬＡＧタグ付き標準を、対応する支持体と結合させることと、
対応するバッファー中のヤギ抗タグ酵素、例えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）および酵素基質を添加することによって、抗ＥＧＦＲのＥＧＦＲとの結合を検出し
て、抗ＥＧＦＲの各支持体との結合を検出または定量することとによって実施される。
【００１８】
　また、本明細書において提供される方法のいずれかによって選択／同定または発展する
治療用タンパク質も本明細書において提供される。また、修飾されていない抗体と比較し
て、低減された経皮毒性を示す変異型抗腫瘍抗体も本明細書において提供される。また、
アービタックスと比較して低減された経皮毒性を示す抗ＥＧＦＲ抗体も本明細書において
提供される。
【００１９】
　腫瘍を治療し、中性ｐＨよりも低ｐＨで活性である治療用タンパク質を同定／選択する
方法が提供される。本方法では、タンパク質の活性が、低ｐＨを含む条件下で試験され、
またタンパク質の活性が、中性ｐＨを含む条件下で試験される。低ｐＨを含む条件下での
タンパク質の活性を、中性ｐＨを含む条件下でのタンパク質の活性と比較できる。高ｐＨ
よりも低ｐＨでより活性であるタンパク質を、選択および／または同定できる。低ｐＨは
、７．４未満である任意のｐＨ、例えば、５．８～６．８の間またはほぼ５．８～６．８
の間であり得る。中性ｐＨはまた、７．２～７．６の間またはほぼ７．２～７．６の間で
ある任意のｐＨ、例えば、７．４であり得る。
【００２０】
　本方法では、低ｐＨを含む条件は、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇および低酸
素の中から選択される１つまたは複数の条件を含み得る。例えば、低ｐＨを含む条件は、
１０ｍＭ～２０ｍＭの乳酸または１５ｍＭ～１８ｍＭの乳酸または少なくとも約１６ｍＭ
、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭまたは１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸
の中から選択される乳酸濃度の上昇を含み得る。本方法では、中性ｐＨを含む条件は、０
．５～５ｍＭまたは０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸または０．５、１、２、３、４もしくは５
ｍＭもしくは約０．５、１、２、３、４もしくは５ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸濃
度を含み得る。
【００２１】
　また、非腫瘍微小環境においてよりも腫瘍微小環境において、より活性である治療用タ
ンパク質を同定／選択する方法も本明細書において提供される。本方法では、腫瘍微小環
境において存在するが、活性が望ましい非腫瘍環境では存在しない条件下で、タンパク質
の活性が試験され、また、非腫瘍微小環境において存在する条件下で、タンパク質の活性
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が試験される。腫瘍微小環境において存在する条件下でのタンパク質の活性を、非腫瘍微
小環境において存在する条件下でのタンパク質の活性と比較できる。非腫瘍微小環境にお
いて存在する条件下と比較して、腫瘍微小環境において存在する条件下でより大きな活性
を有するタンパク質を、選択および／または同定し、それによって、非腫瘍微小環境にお
いてよりも腫瘍微小環境においてより活性であるタンパク質を同定できる。非腫瘍微小環
境は、全身微小環境および／または消化（ＧＩ）管、皮膚、脈管構造、血液または細胞外
マトリックスなどの健常組織であり得る。
【００２２】
　低ｐＨを含む条件下で、および中性ｐＨを含む条件下でタンパク質の活性を試験するこ
とは、腫瘍微小環境において存在するが非腫瘍微小環境においては存在しない条件（単数
または複数）を除いて、同一条件下で実施できる。腫瘍微小環境において存在する条件の
例示として、血管新生の増大、低酸素、ｐＨの低下、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の
上昇、間質液圧の増大および代謝産物の変更または腫瘍を示す代謝などの１つまたは複数
の特性が挙げられる。
【００２３】
　腫瘍微小環境において存在する条件は、中性より低いｐＨまたは非腫瘍微小環境よりも
低いｐＨを含み得る。例えば、腫瘍微小環境において存在する条件は、７．４未満のｐＨ
であり得る。一部の例では、腫瘍のｐＨは、ほぼ５．８～６．８（５．８と６．８を含む
）または５．８～６．８（５．８と６．８を含む）であり、腫瘍微小環境において存在す
る条件は、５．８～６．８の間またはほぼ５．８～６．８の間のｐＨである。腫瘍微小環
境において存在する条件は、非腫瘍微小環境において存在する条件と比較して、乳酸濃度
の上昇および／またはピルビン酸の上昇を含み得る。
【００２４】
　腫瘍微小環境において存在するが、活性が望まれる非腫瘍環境では存在しないタンパク
質が試験される条件は、非腫瘍微小環境において存在する条件を含むタンパク質が試験さ
れる条件と比較して、中性より低いｐＨおよび乳酸濃度の上昇を含み得る。例えば、中性
より低いｐＨは、５．８～６．８の間（５．８と６．８を含む）または５．８および６．
５（５．８と６．５を含む）であり得る。腫瘍微小環境において存在するが、活性が望ま
れる非腫瘍環境では存在しないタンパク質が試験される条件は、１０ｍＭ～２０ｍＭの乳
酸または１５ｍＭ～１８ｍＭの乳酸または少なくとも約１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは
１７ｍＭまたは１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸
濃度の上昇を含み得る。非腫瘍微小環境において存在するタンパク質が試験される条件は
、０．５～５ｍＭまたは０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸または０．５、１、２、３、４もしく
は５ｍＭまたは約０．５、１、２、３、４もしくは５ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸
濃度を含み得る。本方法の一部の例では、タンパク質は、腫瘍を治療する治療用タンパク
質である。一部の例では、治療用タンパク質は、抗体、酵素、ホルモン、サイトカインま
たはその活性部分である。本明細書において抗体とは、抗体またはその抗原結合断片を含
む。一部の例では、治療用タンパク質は、標的受容体のリガンドおよび／または抗腫瘍抗
体である。
【００２５】
　本明細書において提供される方法において使用するための抗腫瘍抗体として、セツキシ
マブ（アービタックス（登録商標））、トラスツズマブ（ヘルセプチン（登録商標））、
リツキシマブ（リツキサン（登録商標）、マブセラ（登録商標））、ベバシズマブ（アバ
スチン（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商標））、パニツムマブ（ベ
クティビックス（登録商標））、ラニビズマブ（ルセンティス（登録商標））、イブリツ
モマブ、イブリツモマブチウキセタン（ゼバリン（登録商標））、トシツモマブ、ヨウ素
Ｉ１３１トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、カツマキソマブ（レモバブ（登録商
標））、ゲムツズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロターグ（登録商標））、ア
バタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、オレンシア（登録商標））、ベラタセプト（Ｌ１０４Ｅ
Ａ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤＸ－０１０、ＭＤＸ－１０
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１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６）、ＰＲＳ－０１０、ＰＲ
Ｓ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ００５）、ボロシキシマブ
（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（ＣＡＴ－５００１）、シクス
ツムマブ（Ｃｉｘｕｔｕｍｕｍａｂ）（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２００
０）、ニモツズマブ（Ｎｉｍｏｔｕｚｕｍａｂ）（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａ
ｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブＩＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ０
０４およびｍＡｂ－４２５が挙げられる。一部の例では、抗腫瘍抗体は、セツキシマブ（
アービタックス（登録商標））である。
【００２６】
　本明細書において提供される方法は、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）またはインビボ
（ｉｎ　ｖｉｖｏ）で実施できる。
【００２７】
　提供される方法では、複数のタンパク質を試験でき、中性ｐＨと比較して、低ｐＨ条件
でより大きな活性を有するタンパク質を選択できる。提供される方法では、複数のタンパ
ク質を試験でき、腫瘍微小環境において存在するが、非腫瘍微小環境では存在しない条件
下でより大きな活性を有するタンパク質を選択できる。複数のタンパク質は、治療用タン
パク質の修飾された変異体を含むことができ、変異体の収集物を試験できる。
【００２８】
　治療用タンパク質は、多量体化ドメインを含むことができ、多量体化ドメインは、Ｆｃ
ドメインまたは修飾されたＦｃドメインを含み得る。治療用タンパク質は、抗体（抗腫瘍
抗体を含めた）、酵素、ホルモンまたはサイトカインであり得る。提供される方法では、
抗腫瘍抗体は、セツキシマブ（アービタックス（登録商標））、トラスツズマブ（ヘルセ
プチン（登録商標））、リツキシマブ（リツキサン（登録商標）、マブセラ（登録商標）
）、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商標
））、パニツムマブ（ベクティビックス（登録商標））、ラニビズマブ（ルセンティス（
登録商標））、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキセタン（ゼバリン（登録商標））
、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、カツマキソ
マブ（レモバブ（登録商標））、ゲムツズマブ、ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロタ
ーグ（登録商標））、アバタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ、オレンシア（登録商標））、ベ
ラタセプト（Ｌ１０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤＸ
－０１０、ＭＤＸ－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６）
、ＰＲＳ－０１０、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ０
０５）、ボロシキシマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（ＣＡ
Ｔ－５００１）、シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２０００）
、ニモツズマブ（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブＩ
ＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－４２５の中か
ら選択され得る。
【００２９】
　治療用タンパク質または複数の治療用タンパク質の修飾された変異体は、治療用タンパ
ク質の修飾されていない形態と比較して、アミノ酸残基（単数または複数）のアミノ酸置
換、挿入および／または欠失を含み得る。例えば、各変異型タンパク質は、治療用タンパ
ク質の修飾されていない形態と比較して、単一アミノ酸置換を含有し得る。各変異型タン
パク質は、治療用抗体などの変異型タンパク質の修飾されていない形態と比較して、２、
３、４、５、６、７、８、９またはそれ以上のアミノ酸置換を含有し得る。
【００３０】
　一部の例では、試験されるタンパク質は、抗体の修飾されていない形態と比較して、相
補性決定領域（ＣＤＲ）中に１つまたは複数のアミノ酸置換を含む変異型抗体である。
【００３１】
　提供される方法では、その位置の元のアミノ酸以外の最大１～１９種のアミノ酸による
変化している位置各々のアミノ酸の置換を含む治療用タンパク質の変異体を試験でき、治
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療用タンパク質またはその選択された部分の長さに沿ってどのアミノ酸も置換され得る。
修飾されたタンパク質が抗体であり、修飾される選択された部分がＣＤＲである方法が提
供される。
【００３２】
　置換アミノ酸は、置換アミノ酸は、治療用タンパク質中の対応する位置のアミノ酸とは
異なるという条件で、Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌ
ｙ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒ
ｐ、ＴｙｒおよびＶａｌの中から選択され得る。置換アミノ酸の一例として、ヒスチジン
がある。一部の例では、タンパク質中のヒスチジンが、非塩基性または非荷電アミノ酸で
置換される。一部の方法では、修飾は、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＨｉｓおよびＬｙｓの
中から選択されるアミノ酸でのアミノ酸置換を含み、一部の例では、Ｈｉｓとの置換を含
む。
【００３３】
　提供される方法では、収集物中の変異型タンパク質などの各変異型タンパク質を、例え
ば、アドレス可能な（addresible）アレイを含めたアレイなどにおいて、個々に試験でき
る。
【００３４】
　提供される方法では、試験される活性は、治療用タンパク質の標的タンパク質との結合
であり得る。結合は、イムノアッセイ、例えば、ＥＬＩＳＡなどによって評価できる。イ
ムノアッセイの例として、標的タンパク質を固体支持体上に固定化することと、検出可能
に標識されている治療用タンパク質を、標的タンパク質と接触させることと、結合してい
ない治療用タンパク質を除去することと、標識された治療用タンパク質と標的タンパク質
との結合を検出または測定することとを含み得る不均一イムノアッセイがある。イムノア
ッセイは均一であり得、検出可能に標識されている治療用タンパク質を標的タンパク質と
接触させることと、標識された治療用タンパク質と標的タンパク質との結合を検出または
測定することとを含む。
【００３５】
　表面上に治療用タンパク質を発現する細胞（単数または複数）を含む細胞表面発現系を
使用して結合活性が評価される方法が提供される。治療用タンパク質を、細胞の表面上に
発現させることができ、標的タンパク質を、細胞集団と接触させることができ、標的タン
パク質と結合する細胞（単数または複数）を同定し、それによって結合活性を示す治療用
タンパク質を同定できる。標的タンパク質は、検出可能に標識でき、検出できる。標的タ
ンパク質は、蛍光標識でき、または蛍光標識されている二次試薬によって検出できる。
【００３６】
　結合は、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）によって検出または測定できる。
【００３７】
　結合活性は、治療用タンパク質を発現する細胞を含む細胞表面発現系を使用する方法に
おいて試験でき、標的タンパク質と結合する細胞（単数または複数）を選択でき、標的タ
ンパク質と結合しない細胞（単数または複数）を選択できる。標的タンパク質と結合しな
い、選択された細胞（単数または複数）を単離し、細胞培養培地中で増殖させて、表面上
に治療用タンパク質を発現する第２の細胞集団を作製できる。一部の例では、第２の細胞
集団に由来する細胞が標的タンパク質と接触する条件下で結合活性が試験され、標的タン
パク質と結合する細胞（単数または複数）が同定される。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】モノクローナル抗体アービタックス（登録商標）の配列。図１は、アービタック
ス（登録商標）の配列（配列番号１および２）を表す。図１Ａは、重鎖の配列を表す。図
１Ｂは、軽鎖の配列を表す。可変鎖には下線が引かれており、修飾のために選択された残
基はボールド体、イタリック体である。
【発明を実施するための形態】
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【００３９】
概要
　Ａ．定義
　Ｂ．方法の概略
　Ｃ．インビトロ生理学的高感度法
　　１．支持体が標的タンパク質を含有すること
　　２．シミュレートされた結合条件下で結合する生体分子を接触させること
　　　ａ．変異型タンパク質の作製
　　　ｂ．抗体変異体
　　　　例示的抗体結合分子：抗ＥＧＦＲ抗体
　　３．腫瘍特異的結合分子の検出および同定
　Ｄ．タンパク質を発現させる方法
　　１．ベクター
　　２．細胞および発現系
　　　ａ．原核生物発現
　　　ｂ．酵母
　　　ｃ．昆虫
　　　ｄ．哺乳類細胞
　　　ｅ．植物
　　３．精製
　Ｅ．実施例
【００４０】
Ａ．定義
　別段の定義のない限り、本明細書において使用されるすべての技術用語および科学用語
は、本発明の属する技術分野において当業者によって一般に理解されるものと同一の意味
を有する。本明細書における全開示内容を通じて参照される、すべての特許、特許出願、
公開された出願および刊行物、Ｇｅｎｂａｎｋ配列、データベース、ウェブサイトおよび
その他の公開された材料は、別段の記述のない限り、その全文が参照により組み込まれる
。本明細書における用語に対して複数の定義がある場合には、この節におけるものが優先
する。ＵＲＬまたはその他のこのような識別子またはアドレスが参照される場合には、こ
のような識別子は変わり得ることおよびインターネットに関する特定の情報は移り変わる
場合があるが、インターネットを検索することによって同等の情報を見出すことができる
ことは理解される。このような情報の利用の可能性および一般への普及は、参照すること
によって証明される。
【００４１】
　本明細書において、条件的活性タンパク質は、ある環境、特に、あるインビボ環境にお
いて、第２の環境と比較して、より活性である。例えば、条件的活性タンパク質は、皮膚
、消化管における非腫瘍環境またはその他の非腫瘍環境などの非腫瘍環境においてよりも
、腫瘍環境においてより活性であり得る。
【００４２】
　本明細書において、治療用タンパク質は、疾患または状態を有する対象を治療するため
の治療のために使用されてきた、治療のために使用され得る、または治療のための候補で
あるタンパク質である。例えば、治療のための候補は、治療のために使用されてきた治療
用タンパク質の変異体（例えば、アミノ酸修飾を含有する）である。本明細書における目
的のために、治療のために使用されてきたタンパク質を含めた治療用タンパク質は、治療
のために使用してもよく、治療のための候補であり、本明細書における方法の実施におい
て、ある条件下で別のものよりも大きい活性を示し、従って、条件的に活性である治療用
タンパク質を同定するための試験タンパク質として使用してもよい。
【００４３】
　本明細書において、「試験タンパク質」、「試験されたタンパク質」、「結合分子」、
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「結合タンパク質」またはその他のそれらの変形とは、本明細書における方法において使
用される分子またはタンパク質を指す。条件的に活性であり、非病変微小環境において存
在する条件（単数または複数）と比較して、病変微小環境（例えば、腫瘍微小環境）にお
いて存在する条件（単数または複数）下で活性を示すタンパク質を同定するために、本明
細書における方法において、任意の分子またはタンパク質を使用できる。試験されるタン
パク質の例示として、条件的に活性である治療薬を発展させるための治療用タンパク質が
ある。例示的な試験されるタンパク質を、表３に示す。
【００４４】
　本明細書において、抗体とは、天然であろうと、組換えによって製造されるなどの、部
分的もしくは全体的に合成であろうと、免疫グロブリンおよび免疫グロブリンの一部、例
えば、抗原結合部位を形成するのに十分である免疫グロブリン分子の可変領域の少なくと
も一部を含有するその任意の部分を指す。したがって、抗体またはその一部は、免疫グロ
ブリン抗原結合部位と相同である、または実質的に相同である結合ドメインを有する任意
のタンパク質を含む。例えば、抗体とは、２つの重鎖（ＨおよびＨ’と表され得る）およ
び２つの軽鎖（ＬおよびＬ’と表され得る）を含有する抗体を指し、これでは、各重鎖は
、全長免疫グロブリン重鎖または抗原結合部位を形成するのに十分であるその一部であり
得る（例えば、重鎖は、それだけには限らないが、ＶＨ鎖、ＶＨ－ＣＨ１鎖およびＶＨ－
ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３鎖を含み）、各軽鎖は、全長軽鎖または抗原結合部位を形成する
のに十分であるその一部であり得る（例えば、軽鎖は、それだけには限らないが、ＶＬ鎖
およびＶＬ－ＣＬ鎖を含む）。各重鎖（ＨおよびＨ’）は、１つの軽鎖（それぞれ、Ｌお
よびＬ’）と対を形成する。通常、抗体は、重鎖可変（ＶＨ）鎖および／または軽鎖可変
（ＶＬ）鎖のすべてまたは少なくとも一部を最小限に含む。抗体はまた、定常領域のすべ
てまたは一部を含み得る。
【００４５】
　本明細書における目的上、用語抗体は、全長抗体およびそれだけには限らないが、Ｆａ
ｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ダイアボ
ディー、ＦｄおよびＦｄ’断片、Ｆａｂ断片、Ｆｄ断片およびｓｃＦｖ断片などの抗体断
片を含めたその一部を含む。その他の公知の断片として、それだけには限らないが、ｓｃ
Ｆａｂ断片（Hust et al., BMC Biotechnology (2007), 7:14）が挙げられる。抗体は、
ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを含めた任意の免疫グロブリンクラスのメ
ンバーを含む。
【００４６】
　本明細書において、全長抗体とは、２つの全長重鎖（例えば、ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－
ＣＨ３またはＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３－ＣＨ４）および２つの全長軽鎖（ＶＬ－Ｃ

Ｌ）およびヒンジ領域を有する抗体、例えば、抗体分泌Ｂ細胞によって産生されるヒト抗
体および合成によって製造される同一ドメインを有する抗体である。
【００４７】
　本明細書において、抗体の「その一部」または「その断片」に関連して抗体断片または
抗体部分とは、全長未満であるが、抗原結合部位を形成するのに十分である抗体の可変領
域の少なくとも一部（例えば、１つまたは複数のＣＤＲ）を含有し、したがって、全長抗
体の結合特異性および／または活性を保持する全長抗体の任意の部分を指す、抗体断片は
、全長抗体の酵素処理によって製造された抗体誘導体、ならびに合成によって、例えば、
組換えによって製造された誘導体を含む。抗体断片の例として、それだけには限らないが
、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ダ
イアボディー、ＦｄおよびＦｄ’断片（例えば、Methods in Molecular Biology、Vol 20
7:Recombinant Antibodies for Cancer Therapy Methods and Protocols (2003); Chapte
r 1; p 3-25、Kipriyanov参照のこと）が挙げられる。断片は、ジスルフィド橋によって
、および／またはペプチドリンカーなどによって一緒に連結している複数の鎖を含み得る
。抗体断片は、一般に、少なくとも約５０個のアミノ酸および、通常、少なくとも２００
個のアミノ酸を含有する。
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【００４８】
　したがって、「抗体または抗原結合部位を形成するのに十分であるその一部」への言及
は、抗体またはその一部が、６つすべてのＣＤＲを含有する対応する全長抗体の結合特異
性の少なくとも一部を保持するのに十分であるＶＨおよびＶＬの少なくとも１つまたは２
つ、通常、３つ、４つ、５つまたは６つすべてのＣＤＲを含有することを意味する。一般
に、十分な抗原結合部位は、重鎖のＣＤＲ３（ＣＤＲＨ３）を少なくとも必要とする。通
常、軽鎖のＣＤＲ３（ＣＤＲＬ３）をさらに必要とする。本明細書において記載されるよ
うに、当業者は、カバット（ｋａｂａｔ）またはコチア（Ｃｈｏｔｈｉａ）番号付けを承
知しており、それに基づいてＣＤＲを同定できる（例えば、Kabat, E.A. et al. (1991) 
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department 
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242およびChothia, C. et al
. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917参照のこと）。
【００４９】
　本明細書において、相補性決定領域（ＣＤＲ；超可変領域とも呼ばれる）は、特異的抗
原に対するタンパク質の親和性および特異性を決定する抗体内の領域である。したがって
、ＣＤＲは、抗原決定基と結合する抗体の可変領域内の限定された領域である。抗体のＣ
ＤＲは、公知であるか、または、当業者に公知のように、カバットまたはコチア番号付け
に基づいて決定することができる。
【００５０】
　本明細書において、「抗原結合部位」とは、１つまたは複数の相補性決定領域によって
形成される界面を指す（ＣＤＲ；超可変領域とも呼ばれる）。各抗原結合部位は、重鎖可
変領域に由来する３つのＣＤＲおよび軽鎖可変領域に由来する３つのＣＤＲを含有する。
抗体分子は、２つの抗原組合せ部位を有し、各々は、重鎖可変領域の一部および軽鎖可変
領域の一部を含有する。抗原組合せ部位は、ＣＤＲに加えて可変領域ドメインのその他の
部分を含有し得る。
【００５１】
　本明細書において、Ｆｖ抗体断片は、非共有結合相互作用によって連結している１つの
重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および１つの軽鎖可変（ＶＬ）ドメインからなる。
【００５２】
　本明細書において、ｄｓＦｖとは、ＶＨ－ＶＬ対を安定化する、操作された分子間ジス
ルフィド結合を有するＦｖを指す。
【００５３】
　本明細書において、Ｆｄ断片とは、抗体重鎖の可変ドメイン（ＶＨ）および１つの定常
領域ドメイン（ＣＨ１）を含有する抗体の断片である。
【００５４】
　本明細書において、「Ｆａｂ断片」とは、全長免疫グロブリンをパパインで消化した結
果得られる全長抗体の一部を含有する抗体断片または合成によって、例えば、組換えによ
って製造される同一構造を有する断片である。Ｆａｂ断片は、軽鎖（ＶＬおよびＣＬ部分
を含有する）および重鎖（ＶＨ）の可変ドメインと重鎖の１つの定常領域ドメイン部分（
ＣＨ１）を含有する別の鎖を含有し、組換えによって製造され得る。
【００５５】
　本明細書において、Ｆ（ａｂ’）２断片は、ｐＨ４．０～４．５での免疫グロブリンの
ペプシンでの消化の結果得られる抗体断片、または同一構造を有する、合成によって、例
えば、組換えによって製造された抗体である。Ｆ（ａｂ’）２断片は、２つのＦａｂ断片
を含有するが、各重鎖部分が、２つの断片を接続するジスルフィド結合を形成するシステ
イン残基を含めた追加の数個のアミノ酸を含有し、組換えによって製造され得る。
【００５６】
　Ｆａｂ’断片は、Ｆ（ａｂ’）２断片の２分の１（１つの重鎖および１つの軽鎖）を含
有する断片である。
【００５７】



(22) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

　本明細書において、Ｆｄ’断片は、Ｆ（ａｂ’）２断片の１つの重鎖部分を含有する抗
体の断片である。
【００５８】
　本明細書において、Ｆｖ’断片とは、抗体分子のＶＨおよびＶＬドメインのみを含有す
る断片である。
【００５９】
　本明細書において、ｓｃＦｖ断片とは、任意の順序でポリペプチドリンカーによって共
有結合によって結合している軽鎖可変鎖（ＶＬ）および重鎖可変鎖（ＶＨ）を含有する抗
体断片を指す。リンカーは、２つの可変ドメインが、実質的な干渉を伴うことなく架橋さ
れるような長さのものである。例示的リンカーとして、溶解度を高めるよう全体に分散さ
れたいくつかのＧｌｕまたはＬｙｓ残基を有する（Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）ｎ残基がある。
【００６０】
　本明細書において、ダイアボディーとは、二量体のｓｃＦｖであり；ダイアボディーは
、通常、ｓｃＦｖよりも短いペプチドリンカーを有し、優先的に二量体化する。
【００６１】
　本明細書において、ｈｓＦｖは、普通、Ｆａｂ断片中に存在する定常ドメインが、ヘテ
ロ二量体コイルドコイルドメインで置換されている抗体断片を指す（例えば、Arndt et a
l. (2001) J Mol Biol. 7:312:221-228参照のこと）。
【００６２】
　本明細書において、抗体に関連して「可変ドメイン」とは、種々の抗体間で異なるアミ
ノ酸の配列を含有する抗体重鎖または軽鎖の特定のＩｇドメインである。各軽鎖および各
重鎖は、１つの可変領域ドメイン（ＶＬおよびＶＨ）を有する。可変ドメインは、抗原特
異性を提供し、したがって、抗原認識に関与する。各可変領域は、抗原結合部位ドメイン
およびフレームワーク領域（ＦＲ）の一部であるＣＤＲを含有する。
【００６３】
　本明細書において、重鎖可変（ＶＨ）鎖または軽鎖可変（ＶＬ）鎖（ＶＨドメインまた
はＶＬドメインとも呼ばれる）への言及は、抗体の可変ドメインを構成するポリペプチド
鎖を指す。
【００６４】
　本明細書において、フレームワーク領域（ＦＲ）とは、βシート内に位置する抗体可変
領域ドメイン内の領域であり、ＦＲ領域は、そのアミノ酸配列の点で、超可変領域よりも
比較的より保存されている。
【００６５】
　本明細書において、定常ドメインとは、可変領域ドメインよりも、抗体の中で比較的よ
り保存されたアミノ酸の配列を含有する、抗体重鎖または軽鎖中のドメインである。各軽
鎖は、単一軽鎖定常領域（ＣＬ）ドメインを有し、各重鎖は、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３お
よびＣＨ４を含む、１つまたは複数の重鎖定常領域（ＣＨ）ドメインを含有する。全長Ｉ
ｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＧアイソタイプが、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３およびヒンジ領域を
含有する一方で、ＩｇＥおよびＩｇＭは、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４を含有す
る。ＣＨ１およびＣＬドメインは、抗体分子のＦａｂアームを延長し、従って、抗原との
相互作用および抗体アームの回転に関与している。抗体定常領域は、それだけには限らな
いが、例えば、種々の細胞、生体分子および組織との相互作用による、抗体が特異的に結
合する抗原、病原体および毒素のクリアランスなどのエフェクター機能を果たし得る。
【００６６】
　本明細書において、抗体の形態とは、抗体の特定の構造を指す。本明細書において抗体
は、全長抗体および例えば、Ｆａｂ断片またはその他の抗体断片などのその一部を含む。
したがって、Ｆａｂは、抗体の特定の形態である。
【００６７】
　本明細書において、抗体の「対応する形態」への言及は、２種の抗体の特性または活性
を比較する場合に、同一形態の抗体を使用して特性が比較されることを意味する。例えば
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、抗体が、第１の抗体の対応する形態の活性と比較して少ない活性しか有さないと記載さ
れる場合には、その抗体のＦａｂなどの特定の形態が、第１の抗体のＦａｂ形態と比較し
て少ない活性しか有さないことを意味する。
【００６８】
　本明細書において、対応する残基、例えば、「に対応するアミノ酸残基」に関連して、
対応するとは、関連する配列（例えば、対立遺伝子変異体、同一ファミリーの遺伝子、種
変異体）である２種のポリペプチドの間またはそれらの間で比較される残基を指す。当業
者ならば、ポリペプチド間またはその間で対応する残基を容易に同定できる。例えば、当
業者ならば、２種の配列を整列させることによって、ガイドとして保存されたアミノ酸お
よび同一アミノ酸を使用して対応する残基を同定できる。当業者ならば、配列を手作業に
よって整列してもよく、または利用可能な多数のアラインメントプログラムのうちいずれ
か（例えば、ＢＬＡＳＴ）を使用してもよい。したがって、互いに対応するアミノ酸残基
または位置は、特定の参照ポリペプチドと配列および／または構造アラインメントに基づ
いて互いに対応すると決定される残基である。
【００６９】
　本明細書において、「リンカー」または「スペーサー」ペプチドとは、２つのポリペプ
チド配列（またはこのようなアミノ酸配列をコードする核酸）をつなぐアミノ酸の短い配
列を指す。「ペプチドリンカー」とは、２つのポリペプチド配列をつなぐアミノ酸の短い
配列を指す。ポリペプチドリンカーの例示として、ペプチド形質導入ドメインを抗体とつ
なぐリンカーまたは２つの抗体鎖をｓｃＦｖ断片などの合成抗体断片につなぐリンカーが
ある。リンカーは、周知であり、提供される方法において任意の公知のリンカーを使用し
てよい。ポリペプチドリンカーの例示として、溶解度を高めるよう全体に分散されたいく
つかのＧｌｕまたはＬｙｓ残基を有する（Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）ｎアミノ酸配列がある。その
他の例示的リンカーが本明細書に記載され、これらおよびその他の公知のリンカーのいず
れも、提供される組成物および方法とともに使用してよい。
【００７０】
　本明細書において、「ヒト血清」とは、輸血により感染可能な任意の疾患が見られない
人から得た凝固した全血のほぼ等量の液体部分をプールすることによって得ることができ
る正常血清を指す。
【００７１】
　本明細書において、「検出可能な」または「検出可能に標識された」への言及は、原子
、分子または組成物の存在が直接または間接的に測定され得る、原子、分子または組成物
を指す。検出可能な標識を使用して、本明細書において提供される方法において１種また
は複数のタンパク質を同定できる。検出可能な標識は、本明細書において提供される方法
のいずれにおいても使用できる。検出可能な標識として、例えば、化学発光部分、生物発
光部分、蛍光部分、放射性核種および金属が挙げられる。標識を検出する方法は、当技術
分野で周知である。このような標識は、例えば、目視検査によって、蛍光分光法によって
、反射率測定によって、およびフローサイトメトリーによって検出され得る。間接検出と
は、検出可能な標識と直接的または間接的に結合する原子、分子もしくは組成物のエネル
ギーまたは粒子放出または吸収などの、検出可能な標識と直接的または間接的に結合する
原子、分子もしくは組成物の物理的現象の測定を指す。間接検出の限定されない例では、
検出可能な標識として、アビジンとの結合によって検出され得るビオチンがあり得る。し
たがって、 原子、分子または組成物の存在が、別の原子、分子もしくは組成物との標識
または部分の結合の結果として検出され得る原子、分子または組成物を指す、結合可能な
標識または結合可能な部分が、検出可能な標識または検出可能な部分の範囲内に含まれる
。
【００７２】
　本明細書において、標識は、分子に直接的もしくは間接的に付着もしくは連結され得る
、またはそれと会合され得る検出可能なマーカーである。検出法は、当技術分野で公知の
任意の方法であり得る。
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【００７３】
　本明細書において、「スクリーニング」とは、抗体またはその一部の活性または特性の
決定に基づいた、抗体および／またはその一部の収集物またはライブラリーなどの複数の
抗体からの、抗体またはその一部などのタンパク質の同定または選択を指す。スクリーニ
ングは、種々の方法のいずれで実施してもよく、一般に、収集物のメンバーを標的タンパ
ク質または抗原と接触させることと、特性または活性を、例えば、抗体の標的タンパク質
との直接結合(例えば、結合親和性)を評価するアッセイによって、または標的タンパク質
の活性の調節を評価する機能アッセイによって評価することとを含む。
【００７４】
　本明細書において、用語「評価すること」または「試験すること」は、抗体またはその
一部の標的タンパク質との結合および／または抗体またはその一部による標的タンパク質
の活性の調節の絶対値を得る、また結合または活性のレベルを示す指数、割合、パーセン
テージ、視覚的またはその他の価値を得るという意味での定量的および定性的決定を含む
ものとする。評価は、直接である場合も、間接である場合もある。例えば、結合は、抗体
もしくはその一部を検出可能な標識で直接的に標識することによって、および／または自
身が標識されている二次抗体を使用することによって決定され得る。さらに、機能的活性
は、当業者に公知の種々のアッセイのいずれか、例えば、中和アッセイおよび本明細書に
記載されるようなその他のものを使用し、抗体またはその一部の存在下対不在下での膜結
合性抗原(例えば、ウイルスなどの細胞)の活性を比較して決定され得る。
【００７５】
　本明細書において、「ハイスループット」とは、多数の分子または化合物、一般に、数
十種から数百種から数千種の化合物の操作を可能にする大規模法またはプロセスを指す。
例えば、精製およびスクリーニング法は、ハイスループットにすることができる。ハイス
ループット法は、手作業で実施できる。しかし、一般には、ハイスループット法は、自動
化、ロボット工学またはソフトウェアを含む。
【００７６】
　本明細書において、「標的タンパク質」または「タンパク質の標的」とは、試験分子ま
たはタンパク質と結合または相互作用できるタンパク質、抗原または基質である。
【００７７】
　本明細書において、「疾患」とは、それだけには限らないが、感染、後天性の状態、遺
伝的状態を含めた原因または状態に起因し、同定可能な症状を特徴とする生物における病
状を指す。疾患は、癌および腫瘍を含む。本明細書において、「病変微小環境」とは、正
常組織と比較して疾患組織において変更されているまたは変化している特定の微小環境に
おける特定の条件を指す。これらの条件として、例えば、変更されたまたは増大している
または変化している血管新生、低酸素、変更されたｐＨ、補助因子、間質液圧および変更
されている乳酸またはピルビン酸レベルなどの変更されている代謝生成物レベルが挙げら
れる。
【００７８】
　本明細書において、「非病変微小環境」または「健常組織環境」の条件とは、正常な生
理学的条件下で存在する条件を指す。例えば、正常な生理学的条件下では、非病変組織な
どの非病変微小環境のｐＨは、中性であり得る。
【００７９】
　本明細書において、病変または非病変微小環境を「シミュレートする条件」とは、イン
ビボで環境中に存在する条件（単数または複数）と対応するインビトロまたはインビボア
ッセイ条件を指す。例えば、微小環境が低ｐＨを特徴とする場合には、微小環境をシミュ
レートする条件として、低ｐＨを有するバッファーまたはアッセイ条件が挙げられる。
【００８０】
　本明細書において、腫瘍微小環境において存在する条件は、非腫瘍微小環境（例えば、
健常なまたは非病変細胞または組織）と比較して、そこに存在する条件を含む。腫瘍微小
環境において存在する条件として、血管新生の増大、低酸素、低ｐＨ、乳酸濃度の上昇、
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ピルビン酸濃度の上昇、間質液圧の増大および代謝産物の変更または腫瘍を示す代謝が挙
げられる。例えば、腫瘍微小環境において存在する条件は、７．４未満、通常、５．６～
６．８の間またはほぼ５．６～６．８の間、例えば、ｐＨ５．６、５．７、５．８、５．
９、６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７もしくは６．８
未満または約ｐＨ５．６、５．７、５．８、５．９、６．０、６．１、６．２、６．３、
６．４、６．５、６．６、６．７もしくは６．８またはｐＨ５．６、５．７、５．８、５
．９、６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７もしくは６．
８である低ｐＨである。別の例では、腫瘍微小環境（ｍｉｃｏｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
）において存在する条件は、５ｍＭ～２０ｍＭの間の乳酸またはほぼ５ｍＭ～２０ｍＭの
間の乳酸、例えば、１５ｍＭ～１８ｍＭなどの１０ｍＭ～２０ｍのＭ乳酸、特に、少なく
とも１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または少なくとも約１６ｍＭ、１６
．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸
の高乳酸濃度である。
【００８１】
　本明細書において、非腫瘍微小環境において存在する条件は、腫瘍微小環境では存在し
ない条件（単数または複数）を含む。本明細書における目的上、条件（単数または複数）
とは、ｐＨ、乳酸濃度またはピルビン酸濃度などの腫瘍微小環境および非腫瘍環境におい
て存在するが、２つの微小環境間で異なる対応する特性または特徴である。非腫瘍微小環
境において存在する条件は、約７．０～約７．８、例えば、少なくともｐＨ７．１、７．
２、７．３、７．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８または約ｐＨ７．１、７．
２、７．３、７．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８またはｐＨ７．１、７．２
、７．３、７．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８のｐＨ（例えば、米国特許第
７７８１４０５号参照のこと）、一部の例では、ｐＨ７．４である。非腫瘍微小環境にお
いて存在する条件は、０．５～５ｍＭの乳酸、例えば、０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸など、
０．５、１、２、３、４または５ｍＭの乳酸などである乳酸濃度である。
【００８２】
　本明細書において、「タンパク質の収集物」または「抗体の収集物」とは、少なくとも
１０種の異なるタンパク質および／またはその活性部分を含有する、一般に、少なくとも
５０、１００、５００、１０００、１０４、１０５種またはそれ以上のメンバーを含有す
る収集物を指す。収集物は、通常、活性についてスクリーニングされる予定のタンパク質
を含有する。天然に存在するタンパク質（またはその活性部分）および／または修飾され
たタンパク質、特に、抗体変異体またはその活性断片が収集物中に含まれる。修飾は、タ
ンパク質の長さに沿ったランダム突然変異および／または標的とされた領域もしくは選択
された領域における修飾（すなわち、集中的な突然変異）を含む。修飾は、コンビナトリ
アルである場合も、特定の遺伝子座もしくはすべての遺伝子座のすべてのアミノ酸の置換
またはそれらのサブセットによるすべての順列を含む場合もある。収集物は、全長のタン
パク質またはより短いタンパク質を含み得る。収集物および特定の収集物の大きさは、ユ
ーザーによって決定される。本明細書において用語収集物は、用語「ライブラリー」と同
義的に使用され、同じことを意味する。
【００８３】
　本明細書において、「鋳型タンパク質」または「突然変異を含有しないタンパク質」と
は、突然変異誘発に使用されるアミノ酸の配列を有するタンパク質を指す。鋳型タンパク
質は、野生型タンパク質の配列であってもよく、さらなる突然変異が行われる変異型タン
パク質の配列であってもよい。
【００８４】
　本明細書において、「選択する」またはその文法的変化は、タンパク質の１つまたは複
数の活性に基づいて、タンパク質を選び取ることまたは選ぶことを指す。選択は、タンパ
ク質の絶対活性に基づく場合もあり、または選択は、異なる条件下での別のタンパク質、
異なる条件下での同一タンパク質または異なる条件下での異なるタンパク質と比較した、
タンパク質の相対活性の比較に基づく場合もある。
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【００８５】
　本明細書において、「同定する」およびその文法的変化は、所望の条件下で定義された
活性を有するタンパク質を認識することまたは知ることを指す。通常、本明細書における
方法では、タンパク質は、非病変または正常生理学的環境と比較して、病変環境をシミュ
レートする条件下での、その優先的結合によって同定される。
【００８６】
　本明細書において、検出または分離のために標識される分子とは、抗体またはタンパク
質などの分子が、フルオロフォアなどの検出可能な標識と会合されることまたは精製もし
くは単離もしくは分離などのためのタグもしくはその他の部分と会合されることを意味す
る。検出可能に標識されたとは、検出または分離のために標識されている分子を指す。
【００８７】
　本明細書において、エピトープタグとは、エピトープに対応するアミノ酸残基の短いス
トレッチを指し、エピトープタグがつけられたタンパク質またはペプチドのその後の生化
学的および免疫学的分析を促進する。エピトープタグをつけることは、適当な発現ベクタ
ー中にエピトープタグの配列をタンパク質をコードする配列に付加することによって達成
され得る。エピトープタグが付けられたタンパク質は、タグに対して作製された高度に特
異的な抗体を使用して親和性精製できる。
【００８８】
　本明細書において、反応混合物に関連して均一なとは、反応物が、溶液または懸濁液と
してを含めて混合物として液相にあることを意味する。
【００８９】
　本明細書において、反応混合物に関連して不均一なとは、反応物が固相にある、または
溶液もしくは懸濁液としてを含めて混合物として液相にあることを意味する。不均一な反
応混合物の一例として、ＥＬＩＳＡアッセイがある。
【００９０】
　本明細書において、「変異タンパク質」「修飾されたタンパク質」または「ムテイン」
またはその変化とは、野生型または鋳型タンパク質と比較して、一次配列中に１つまたは
複数の修飾を有するポリペプチド（タンパク質）を意味する。１つまたは複数の突然変異
は、１つまたは複数のアミノ酸置換（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｓ）（置換（ｓｕｂｓｔｉ
ｔｕｔｉｏｎｓ））、挿入、欠失およびそれらの任意の組合せであり得る。修飾されたタ
ンパク質ポリペプチドとして、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０またはそれ以上の修飾された位置を
有するものが挙げられる。修飾されたタンパク質は、全長抗体などの全長タンパク質であ
る場合も、その抗体断片である場合もある。修飾されたタンパク質は、通常、突然変異を
含有しない野生型またはスキャフォールドタンパク質のアミノ酸の対応する配列に対して
、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有する。
【００９１】
　本明細書において、「重大なアミノ酸残基」への言及は、変化している（例えば、アミ
ノ酸置換によって）場合に、タンパク質の活性を低減または除去するタンパク質中の残基
を指す。通常、活性は、変化しているアミノ酸または置換されたアミノ酸を含有しない修
飾されていないタンパク質の活性よりも７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、２０
％、１０％未満またはそれ以下低減する。
【００９２】
　本明細書において、「重要な残基」への言及は、重大なアミノ酸位置に近い、またはそ
れに隣接する、変化している（例えば、アミノ酸置換によって）場合に、望ましくないま
たは所定の活性または状態を示すタンパク質をもたらさない、例えば、望ましくない条件
下で、タンパク質または活性の発現が低減されたまたはタンパク質または活性の発現がな
い（例えば、ｐＨ７．４では活性であるが、ｐＨ６．０では活性でない）残基を指す。し
たがって、重要な残基とは、変化している場合に発現され、所望の活性を示す残基である
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。
【００９３】
　本明細書において、活性とは、全長（完全）タンパク質と関連する、ポリペプチドまた
はその一部の機能活性（単数または複数）を指す。機能的活性として、それだけには限ら
ないが、生物活性、触媒または酵素活性、抗原性（ポリペプチドと結合または抗ポリペプ
チド抗体との結合について競合する能力）、免疫原性、多量体を形成する能力および、ポ
リペプチドの受容体またはリガンドと特異的に結合する能力が挙げられる。
【００９４】
　本明細書において、結合活性とは、１種または複数の結合パートナーと結合するか否か
、どのように結合するかに関連する分子、例えば、ポリペプチドの特徴を指す。結合活性
は、結合パートナー（複数可）と結合する能力、結合パートナーと結合する親和性（例え
ば、高親和性）、結合パートナーと結合するアビディティー、結合パートナーとの結合の
強度および結合パートナーとの結合の特異性を含む。
【００９５】
　本明細書において、「結合する」、「結合された」またはその文法的変化とは、２種の
分子が互いに近接している安定な会合をもたらす別の分子との任意の誘引性相互作用にお
ける分子の参加を指す。結合は、それだけには限らないが、非共有結合、共有結合（可逆
性および不可逆性共有結合など）を含み、それだけには限らないが、タンパク質、核酸、
炭水化物、脂質および薬物を含めた化学物質などの小分子などの分子間の相互作用を含む
。結合の例示として、抗体－抗原相互作用および受容体－リガンド相互作用がある。抗体
が特定の抗原と「結合する」場合には、結合とは、抗体結合部位でのコグネイト抗体－抗
原相互作用を介した、抗体による抗原の特異的認識を指す。結合はまた、ジスルフィド結
合を介して相互作用する抗体鎖などのポリペプチドの複数の鎖の会合を含み得る。
【００９６】
　本明細書において、抗体またはその抗原結合断片に関して「特異的に結合する」または
「免疫特異的に結合する」とは、本明細書において同義的に使用され、抗体の抗体結合部
位（複数可）および抗原間の非共有結合相互作用による、抗体またはその抗原結合断片の
、コグネイト抗原と１つまたは複数の非共有結合を形成する能力を指す。通常、抗原と免
疫特異的に結合する（または特異的に結合する）抗体は、抗原と約１×１０７Ｍ－１もし
くは１×１０８Ｍ－１もしくはそれ以上または１×１０７Ｍ－１もしくは１×１０８Ｍ－

１もしくはそれ以上の親和性定数Ｋａ（または１×１０－７Ｍもしくは１×１０-８Ｍ以
下の解離定数（Ｋｄ））で結合するものである。親和性定数は、抗体反応の標準動力学方
法論、例えば、イムノアッセイ、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）（Rich and Myszka (200
0) Curr. Opin. Biotechnol 11:54;Englebienne (1998) Analyst. 123:1599）、等温滴定
熱量測定法（ＩＴＣ）または当技術分野で公知のその他の動力学相互作用アッセイ（例え
ば、Paul, ed., Fundamental Immunology, 2nd ed., Raven Press, New York, pages 332
-336 (1989)参照のこと；また、例示的ＳＰＲおよびＩＴＣ法の説明については米国特許
第７，２２９，６１９号も参照のこと）によって決定できる。結合速度のリアルタイム検
出およびモニタリングのための機器使用および方法は公知であり、市販されている（例え
ば、ＢｉａＣｏｒｅ　２０００、Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ，Ｕｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎお
よびＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ; Malmqvist (2000) Bio
chem. Soc. Trans. 27:335）。
【００９７】
　本明細書において、本明細書において提供されるポリペプチドまたは抗体に関連して、
用語「選択的に結合する（ｂｉｎｄ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ）」または「選択的に結合
する（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｂｉｎｄｓ）」とは、ポリペプチドまたは抗体が、エピ
トープ、抗原または基質と、別のエピトープ、抗原または基質と実質的に結合することな
く結合することを意味する。一般に、選択されたエピトープと選択的に結合する抗体また
はその断片は、エピトープと、約１×１０７Ｍ－１もしくは１×１０８Ｍ－１もしくはそ
れ以上または１×１０７Ｍ－１もしくは１×１０８Ｍ－１もしくはそれ以上の親和性定数
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などで特異的に結合する。
【００９８】
　本明細書において、「親和性」または「結合親和性」とは、抗体分子またはその一部が
標的タンパク質または抗原上のエピトープと結合する強度を指す。親和性は、平衡会合定
数（ＫＡ）または平衡解離定数（ＫＤ）によって測定されることが多い。低親和性抗体－
抗原相互作用は弱く、分子は迅速に解離する傾向がある一方、高親和性抗体－抗原結合は
強く、分子は、より長い時間結合しているままである。高抗体親和性とは、抗体が、約１
０６Ｍ－１を超えるまたはそれに匹敵する、約１０７Ｍ－１を超えるまたはそれに匹敵す
る、約１０８Ｍ－１を超えるまたはそれに匹敵する、または約１０９Ｍ－１、１０１０Ｍ
－１、１０１１Ｍ－１もしくは１０１２Ｍ－１を超えるまたはそれに匹敵する平衡会合定
数（ＫＡ）で標的タンパク質と特異的に結合することを意味する。抗体はまた、平衡解離
定数（ＫＤ）１０－４Ｍ、１０－６Ｍから１０－７Ｍまたは１０－８Ｍ、１０－１０Ｍ、
１０－１１Ｍもしくは１０－１２Ｍ以下を特徴とする場合もある。一般に、ナノモルまた
はナノモル未満の解離定数を有する抗体が、高親和性抗体であると見なされる。このよう
な親和性は、平衡透析によって、ＢＩＡｃｏｒｅ　２０００機器を製造業者によって概説
された一般的な手順を使用して使用することによって、放射標識された標的抗原を使用し
てラジオイムノアッセイによって、または当業者に公知の別の方法によってなど、従来技
術を使用して容易に決定できる。親和性データは、例えば、Scatchard et al., Ann N.Y.
 Acad. ScL、51:660 (1949)の方法によって分析できる。
【００９９】
　本明細書において、「アドレス可能な」とは、メンバーが、同定可能であるまたは推測
的に公知である、例えば、そのアドレス、マイクロタイタープレートのウェルなどの空間
アレイ中の、もしくは固相支持体上の位置によって、または同定可能なもしくは検出可能
な標識によって、例えば、色、蛍光、電子信号（すなわち、ＲＦ、マイクロ波もしくは対
象とする分子の相互作用を実質的に変更しないその他の周波数）、バーコードもしくはそ
の他の記号、化学的もしくはその他のこのような標識によって同定可能であることを意味
する。
【０１００】
　本明細書において、アドレス可能なアレイとは、アレイのメンバーが、固相の表面上の
同定可能な場所にある、または同定可能な標識と直接的もしくは間接的に連結しているも
しくはその他の形で会合している、例えば、マイクロスフェアまたはその他の微粒子支持
体（本明細書においてビーズと呼ばれる）に取り付けられている、溶液中に懸濁されてい
る、または表面上に広がっているものである。
【０１０１】
　本明細書において、蛍光（ｆｌｕｒｏｅｓｃｅｎｃｅ）活性化細胞選別（ＦＡＣｓ）と
は、蛍光に基づいて細胞を同定または選別する方法を指す。例えば、ＦＡＣＳでは、細胞
は１種または複数の蛍光マーカーで染色されるまたはそれを発現する。この方法では、細
胞は、マーカー（複数可）からの蛍光を励起し、検出する装置を通過する。細胞によるス
ペクトルの所与の部分において蛍光を検出すると、ＦＡＣＳ装置は、その細胞をその蛍光
スペクトルを発現しないものから分離することができる。
【０１０２】
　本明細書において、「細胞表面発現系」または「細胞表面ディスプレイ系」への言及は
、細胞の表面での、タンパク質またはその一部のディスプレイまたは発現を指す。通常、
細胞表面タンパク質と融合している対象とするタンパク質を発現する細胞を作製する。例
えば、タンパク質は、膜貫通ドメインとの融合タンパク質として発現される。
【０１０３】
　本明細書において、「多量体化ドメイン」とは、ポリペプチド分子の、１種または複数
の追加のポリペプチド分子との安定な相互作用を促進するアミノ酸の配列を指し、各々は
、第１のドメインと安定な多量体を形成するために同一または異なる多量体化ドメインで
あり得る相補的多量体化ドメインを含有する。一般に、ポリペプチドは、多量体化ドメイ
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ンと直接的または間接的につながっている。例示的多量体化ドメインとして、免疫グロブ
リン配列またはその一部、ロイシンジッパー、疎水性領域、親水性領域および適合性タン
パク質－タンパク質相互作用ドメインが挙げられる。多量体化ドメインは、例えば、免疫
グロブリン定常領域または例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４サブタ
イプを含めたＩｇＧに由来するＦｃドメインもしくはその一部、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ
およびＩｇＭおよびそれらの修飾された形態などのドメインであり得る。
【０１０４】
　本明細書において、ヒトタンパク質とは、すべての対立遺伝子変異体およびそれらの保
存的変化を含めたヒトのゲノム中に存在するＤＮＡなどの核酸分子によってコードされる
ものである。タンパク質の変異体または修飾は、修飾がヒトタンパク質の野生型または顕
著な配列に基づく場合には、ヒトタンパク質である。
【０１０５】
　本明細書において、天然に存在するα－アミノ酸の残基とは、ヒトにおいて、そのコグ
ネイトｍＲＮＡコドンを用いる荷電ｔＲＮＡ分子の特異的認識によってタンパク質中に組
み込まれる天然に見られる２０種のα－アミノ酸の残基である。
【０１０６】
　本明細書において、天然に存在しないアミノ酸とは、遺伝的にコードされないアミノ酸
を指す。
【０１０７】
　本明細書において、核酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡならびにペプチド核酸（ＰＮＡ）およびそ
の混合物を含めたその類似体を含む。核酸は、一本鎖であっても、二本鎖であってもよい
。所望により、蛍光または放射標識などの検出可能な標識などで標識されていてもよいプ
ローブまたはプライマーを指す場合には、一本鎖分子が考慮される。このような分子は、
通常、その標的が、統計的に独特であるような長さのものであるか、ライブラリーをプロ
ービングまたはプライミングするために低コピー数（通常、５未満、一般に、３未満）の
ものである。一般に、プローブまたはプライマーは、対象とする遺伝子と相補的であるか
または同一である少なくとも１４、１６または３０個の連続するヌクレオチドの配列を含
有する。プローブおよびプライマーは、１０、２０、３０、５０、１００またはそれ以上
の核酸長であり得る。
【０１０８】
　本明細書において、ペプチドとは、２～４０個のアミノ酸の長さであるポリペプチドを
指す。
【０１０９】
　本明細書において、本明細書において提供されるアミノ酸の種々の配列中に生じるアミ
ノ酸は、その公知の３文字または１文字略語に従って同定される（表１）。種々の核酸断
片中に生じるヌクレオチドは、当技術分野で日常的に使用される標準１文字指定を用いて
指定される。
【０１１０】
　本明細書において、「アミノ酸」とは、アミノ基およびカルボン酸基を含有する有機化
合物である。ポリペプチドは、２個以上のアミノ酸を含有する。本明細書における目的上
、アミノ酸は、２０種の天然に存在するアミノ酸、非天然アミノ酸およびアミノ酸類似体
（すなわち、α－炭素が側鎖を有するアミノ酸）を含む。
【０１１１】
　本明細書において、「アミノ酸残基」とは、ポリペプチドのそのペプチド結合での化学
的消化（加水分解）の際に形成されるアミノ酸を指す。本明細書において記載されるアミ
ノ酸残基は、「Ｌ」異性体の形態であると推定される。そのように指定される「Ｄ」異性
体の形態の残基は、ポリペプチドによって所望の機能特性が保持される限り、任意のＬ－
アミノ酸残基と置換され得る。ＮＨ２とは、ポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離ア
ミノ基を指す。ＣＯＯＨとは、ポリペプチドのカルボキシル末端に存在する遊離カルボキ
シ基を指す。J. Biol. Chem., 243:3557-3559 (1968)に記載され、３７Ｃ．Ｆ．Ｒ．§§



(30) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

１．８２１－１．８２２に採用された標準ポリペプチド命名法を踏まえて、アミノ酸残基
の略語は、表１に示されている。
【０１１２】
【表１】

【０１１３】
　式によって本明細書において表されるすべてのアミノ酸残基配列は、アミノ末端からカ
ルボキシル末端の従来方向に左から右の配向を有するということは、留意しなくてはなら
ない。さらに、語句「アミノ酸残基」は、対応表（表１）に列挙されるアミノ酸および３
７Ｃ．Ｆ．Ｒ．§§１．８２１－１．８２２に参照され、本明細書において参照により組
み込まれるものなどの修飾されたアミノ酸および普通でないアミノ酸を含むよう広く定義
される。さらに、アミノ酸残基配列の始めまたは最後のダッシュ記号は、１個または複数
のアミノ酸残基のさらなる配列との、ＮＨ２などのアミノ末端基との、またはＣＯＯＨな
どのカルボキシル末端基とのペプチド結合を示すことは留意されなければならない。
【０１１４】
　本明細書において、「天然に存在するアミノ酸」とは、ポリペプチド中に生じる２０種
のＬ－アミノ酸を指す。
【０１１５】
　本明細書において、「非天然アミノ酸」とは、天然アミノ酸と類似の構造を有するが、
天然アミノ酸の構造および反応性を摸倣するよう構造的に修飾されている有機化合物を指
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す。したがって、天然に存在しないアミノ酸は、例えば、アミノ酸または２０種の天然に
存在するアミノ酸以外のアミノ酸の類似体を含み、それだけには限らないが、アミノ酸の
Ｄ－イソステレオマーを含む。例示的非天然アミノ酸は、本明細書に記載されており、当
業者に公知である。
【０１１６】
　本明細書において、等速性混合物とは、アミノ酸のモル比が、その報告された反応速度
に基づいて調整されているものである（例えば、Ostresh et al., (1994) Biopolymers 3
4:1681参照のこと）。
【０１１７】
　本明細書において、修飾は、ポリペプチドのアミノ酸の配列または核酸分子中のヌクレ
オチドの配列の修飾に関連しており、それぞれ、アミノ酸およびヌクレオチドの欠失、挿
入および置換を含む。組換えＤＮＡ法を使用することなどによってポリペプチドを修飾す
る方法は、当業者には日常的なものである。
【０１１８】
　本明細書において、アミノ酸の適した保存的置換は、当業者に公知であり、一般に、得
られる分子の生物活性を変更することなく行うことができる。当業者ならば、一般に、ポ
リペプチドの非必須領域中の単一アミノ酸置換は、生物活性を実質的に変更しないという
ことは認識している（例えば、Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 4th Edi
tion, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., p.224参照のこと）。このような置換は
、以下の表２に示されるものに従って行うことができる。
【０１１９】

【表２】

その他の置換も許容され、経験的にまたは公知の保存的置換に従って決定され得る。
【０１２０】
　本明細書において、ＤＮＡコンストラクトは、天然には見られない方法で組み合わされ
た、および並置されたＤＮＡのセグメントを含有する一本鎖または二本鎖、直鎖または環
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状ＤＮＡ分子である。ＤＮＡコンストラクトは、ヒトの操作の結果として存在し、操作さ
れた分子のクローンおよびその他のコピーを含む。
【０１２１】
　本明細書において、ＤＮＡセグメントとは、特定の特質を有する大きなＤＮＡ分子の一
部である。例えば、特定のポリペプチドをコードするＤＮＡセグメントは、プラスミドま
たはプラスミド断片などのより長いＤＮＡ分子の一部であり、５’から３’方向に読まれ
る場合に、特定のポリペプチドのアミノ酸の配列をコードする。
【０１２２】
　本明細書において、用語ポリヌクレオチドとは、５’から３’末端に読まれるデオキシ
リボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド塩基の一本鎖または二本鎖ポリマーを意味する
。ポリヌクレオチドは、ＲＮＡおよびＤＮＡを含み、天然の供給源から単離される場合も
、インビトロ合成される場合も、天然および合成分子の組合せから調製される場合もある
。ポリヌクレオチド分子の長さは、ヌクレオチドを単位として（「ｎｔ」と略される）ま
たは塩基対を単位として（「ｂｐ」と略される）本明細書では与えられている。用語ヌク
レオチドは、文脈が許す場合には、一本鎖および二本鎖分子のために使用される。この用
語が二本鎖分子に適用される場合には、長さ全体を表すよう使用され、用語塩基対と同等
であると理解される。当業者ならば、二本鎖ポリヌクレオチドの２つの鎖が、長さがわず
かに異なっている場合もあることおよびその末端がねじれ型である場合もあり、したがっ
て、二本鎖ポリヌクレオチド分子内のすべてのヌクレオチドが対を形成していない場合も
あるということは認識されよう。このような対を形成していない末端は、一般に、２０ヌ
クレオチドの長さを超えない。
【０１２３】
　本明細書において、２種のタンパク質または核酸間の「類似性」とは、タンパク質のア
ミノ酸の配列または核酸のヌクレオチド配列間の関連性を指す。類似性は、残基の配列お
よびそれに含有される残基の同一性および／または相同性の程度に基づき得る。タンパク
質または核酸間の類似性の程度を評価する方法は、当業者に公知である。例えば、配列類
似性を評価する一方法では、２種のアミノ酸またはヌクレオチド配列が、配列間で最大レ
ベルの同一性を生じる方法でアラインされる。「同一性」とは、アミノ酸またはヌクレオ
チド配列が不変である程度を指す。アミノ酸配列のアラインメントおよびある程度はヌク
レオチド配列のアラインメントは、アミノ酸（またはヌクレオチド）の保存的相違および
／または高頻度の置換も考慮できる。保存的相違とは、関与する残基の物理－化学的特性
を保つものである。アラインメントは、グローバル（配列の全長にわたる、すべての残基
を含む比較される配列のアラインメント）である場合も、ローカル（最も類似した領域（
単数または複数）のみを含む配列の一部のアラインメント）である場合もある。
【０１２４】
　「同一性」は、それ自体、技術分野で認識された意味を有し、公開された技術を使用し
て算出できる。（例えば:Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford 
University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects,
 Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence
 Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey,
 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1
987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockt
on Press, New York, 1991参照のこと）。２種のポリヌクレオチドまたはポリペプチド間
の同一性を測定するためのいくつかの方法が存在するが、用語「同一性」は、当業者には
周知である（Carrillo, H. & Lipton, D., SIAM J Applied Math 48:1073 (1988)）。
【０１２５】
　本明細書において、相同である（核酸および／またはアミノ酸配列に関して）とは、お
よそ２５％を超えるまたはそれに匹敵する配列相同性、通常、２５％、４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％、８５％、９０％もしくは９５％を超えるまたはそれに匹敵する
配列相同性を意味し、正確なパーセンテージは必要に応じて指定できる。本明細書におけ
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る目的上、用語「相同性」および「同一性」は、文脈によって別段の指示のない限り、同
義的に使用されることが多い。一般に、相同性または同一性パーセンテージの決定には、
最高次のマッチが得られるよう配列をアラインする（例えば:Computational Molecular B
iology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: 
Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 199
3; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H.G.,
 eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, v
on Heinje, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer、Gribskov, M. 
and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; Carrillo et al. (1988)
 SIAM J Applied Math 48:1073参照のこと）。配列相同性によって、標準アラインメント
アルゴリズムプログラムによって保存されたアミノ酸の数を決定し、各供給者によって確
立されたデフォルトギャップペナルティーを用いて使用できる。実質的に相同な核酸分子
は、対象とする核酸の長さすべてに沿って、通常、中程度のストリンジェンシーで、また
は高ストリンジェンシーでハイブリダイズする。また、核酸分子のハイブリダイズにおい
ては、コドンの代わりに縮重コドンを含有する核酸分子も考慮される。
【０１２６】
　任意の２種の分子が、少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、
９６％、９７％、９８％または９９％の「同一である」または「相同である」ヌクレオチ
ド配列またはアミノ酸配列を有するかどうかは、例えば、Pearson et al. (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 85:2444におけるようなデフォルトパラメータを使用する「ＦＡＳ
ＴＡ」プログラムなどの既知コンピュータアルゴリズムを使用して決定できる（その他の
プログラムとして、ＧＣＧプログラムパッケージ（Devereux, J. et al., Nucleic Acids
 Research 12(I):387(1984)）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ（Altschul, S
.F. et al., J. Molec Biol 215:403(1990)）; Guide to Huge Computers, Martin J. Bi
shop, ed., Academic Press, San Diego, 1994およびCarrillo et al. (1988) SIAM J Ap
plied Math 48:1073が挙げられる）。例えば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎデータベースのＢＬＡＳＴ関数
を使用して同一性を決定できる。その他の市販の、または公的に入手可能なプログラムと
して、ＤＮＡＳｔａｒ「ＭｅｇＡｌｉｇｎ」プログラム（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）および
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅ
ｒ　Ｇｒｏｕｐ　（ＵＷＧ）「Ｇａｐ」プログラム（Ｍａｄｉｓｏｎ　ＷＩ）が挙げられ
る。タンパク質および／または核酸分子の相同性または同一性パーセントは、例えば、Ｇ
ＡＰコンピュータプログラム（例えば、Smith and Waterman((1981) Adv. Appl. Math. 2
:482によって修正されたようなNeedleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443）を使用
して配列情報を比較することによって決定できる。手短には、ＧＡＰプログラムは、２種
の配列のうち短いほうの記号の総数によって除された、類似であるアラインされた記号（
すなわち、ヌクレオチドまたはアミノ酸）の数として類似性を規定する。ＧＡＰプログラ
ムのデフォルトパラメータは：（１）単項比較マトリックス（同一性に対して１および非
同一性に対して０の値を含有する）およびSchwartz and Dayhoff, eds., ATLAS OF PROTE
IN SEQUENCE AND STRUCTURE、National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 
(1979)によって記載される、Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:6745の加重
比較マトリックス；（２）各ギャップに対して３．０のペナルティーおよび各ギャップ中
の各記号に対してさらなる０．１０のペナルティー；および（３）末端ギャップに対する
ペナルティーなしを含む。
【０１２７】
　したがって、本明細書において、用語「同一性」または「相同性」とは、試験および参
照ポリペプチドまたはポリヌクレオチド間の比較を表す。本明細書において、用語少なく
とも「９０％同一である」とは、参照核酸またはポリペプチドのアミノ酸配列に対して、
９０～９９．９９％の同一性パーセントを指す。９０％以上のレベルの同一性は、例示目
的で、１００個のアミノ酸の試験および参照ポリペプチドの長さが比較されると仮定して
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、試験ポリペプチド中のアミノ酸の１０％（すなわち、１００個のうち１０個）以下が参
照ポリペプチドのものとは異なっているという事実を示す。試験および参照ポリヌクレオ
チド間で同様の比較を行うことができる。このような相違は、ポリペプチドの全長にわた
って無作為に分配された点突然変異として表される場合もあり、または最大の許容可能な
、例えば、１０／１００のアミノ酸の相違（およそ９０％の同一性）までの変動する長さ
の１つまたは複数の位置に密集している場合もある。相違は、核酸またはアミノ酸置換、
挿入または欠失として定義される。約８５～９０％を上回る相同性または同一性のレベル
では、結果は、プログラムおよびギャップパラメータセットとは無関係であるはずである
。このような高レベルの同一性は、多くの場合、ソフトウェアに頼らない手作業によるア
ラインメントによって容易に評価できる。
【０１２８】
　本明細書において、アラインされた配列とは、ヌクレオチドまたはアミノ酸の配列中の
対応する位置をアラインするための相同性（類似性および／または同一性）の使用を指す
。一般に、５０％以上の同一性によって関連している２種以上の配列がアラインされる。
アラインされた配列のセットとは、対応する位置でアラインされている２種以上の配列を
指し、ゲノムＤＮＡ配列とアラインされる、ＥＳＴおよびその他のｃＤＮＡなどのＲＮＡ
に由来するアラインする配列を含み得る。
【０１２９】
　本明細書において、「プライマー」とは、適当なバッファー中の適当な条件下（例えば
、４種の異なるヌクレオシド三リン酸およびＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼま
たは逆転写酵素などの重合剤の存在下で）、適した温度で、鋳型による（ｔｅｍｐｌａｔ
ｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ）ＤＮＡ合成の開始点として作用し得る核酸分子を指す。当然のこ
とではあるが、特定の核酸分子は、「プローブ」として、および「プライマー」として役
立ち得る。しかし、プライマーは、伸長のための３’ヒドロキシル基を有する。プライマ
ーは、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写酵素（ＲＴ）－ＰＣＲ、ＲＮＡ
　ＰＣＲ、ＬＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ、パンハンドルＰＣＲ、キャプチャーＰＣＲ
、発現ＰＣＲ、３’および５’ＲＡＣＥ、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ＰＣＲ、ライゲーション介在
ＰＣＲおよびその他の増幅プロトコールをはじめとする種々の方法で使用できる。
【０１３０】
　本明細書において、「プライマー対」とは、増幅される（例えば、ＰＣＲによって）配
列の５’末端とハイブリダイズする５’（上流）プライマーおよび増幅される配列の３’
末端の相補体とハイブリダイズする３’（下流）プライマーを含むプライマーのセットを
指す。
【０１３１】
　本明細書において、「特異的にハイブリダイズする」とは、核酸分子（例えば、オリゴ
ヌクレオチド）の、標的核酸分子との相補的塩基対形成によるアニーリングを指す。当業
者ならば、個々の分子の長さおよび組成などの特定のハイブリダイゼーションに影響を及
ぼすインビトロおよびインビボパラメータに精通している。インビトロハイブリダイゼー
ションに特に関連しているパラメータとして、さらに、アニーリングおよび洗浄温度、バ
ッファー組成および塩濃度が挙げられる。高ストリンジェンシーで非特異的に結合してい
る核酸分子を除去するための例示的洗浄条件として、０．１×ＳＳＰＥ、０．１％　ＳＤ
Ｓ、６５℃があり、中程度のストリンジェンシーでは、０．２×ＳＳＰＥ、０．１％　Ｓ
ＤＳ、５０℃がある。同等のストリンジェンシー条件は、当技術分野で公知である。当業
者ならば、これらのパラメータを、核酸分子の、特定の適用にとって適当な標的核酸分子
との特異的ハイブリダイゼーションを達成するよう容易に調整できる。
【０１３２】
　本明細書において、製剤に対して実質的に同一とは、製剤の代わりに実質的に同一の製
剤を使用することができるよう、対象とする特性が十分に不変であるよう十分に類似して
いることを意味する。
【０１３３】
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　本明細書において、用語「実質的に同一」または「類似している」は、関連技術分野の
当業者によって理解されるように文脈に応じて変わるということも理解される。
【０１３４】
　本明細書において、対立遺伝子変異体または対立遺伝子変動とは、同じ染色体遺伝子座
を占める遺伝子の２種以上の代替形態のいずれかに言及する。対立遺伝子変動は、突然変
異によって天然に起こり、集団内に表現型多型をもたらし得る。遺伝子突然変異は、サイ
レント（コードされるポリペプチドには変化がない）である場合も、変更されたアミノ酸
配列を有するポリペプチドをコードする場合もある。用語「対立遺伝子変異体」はまた、
本明細書では、遺伝子の対立遺伝子変異体によってコードされるタンパク質を示すために
使用される。通常、遺伝子の参照形態は、種の集団または単一参照メンバーから得たポリ
ペプチドの野生型形態および／または優勢な形態をコードする。通常、種間および種の中
で変異体を含む対立遺伝子変異体は、通常、同一種に由来する野生型および／または優勢
な形態と少なくとも８０％、９０％またはそれ以上のアミノ酸同一性を有し、同一性の程
度は、遺伝子および比較が種間であるか、種内であるかに応じて変わる。一般に、種内対
立遺伝子変異体は、野生型および／または優勢な形態と少なくとも約８０％、８５％、９
０％または９５％の同一性またはそれ以上、例えば、ポリペプチドの野生型および／また
は優勢な形態と９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の同一性を有する。本明
細書において、対立遺伝子変異体への言及は、一般に、同一種のメンバー間のタンパク質
における変動を指す。
【０１３５】
　本明細書において、本明細書において、「対立遺伝子変異体」と同義的に使用される「
対立遺伝子」とは、遺伝子またはその一部の代替形態を指す。対立遺伝子は、相同染色体
上の同じ遺伝子座または位置を占める。対象が遺伝子の２つの同一の対立遺伝子を有する
場合には、対象は、その遺伝子または対立遺伝子についてホモ接合性であるといわれる。
対象が、遺伝子の２種の異なる対立遺伝子を有する場合には、対象は、その遺伝子につい
てヘテロ接合性であるといわれる。特定の遺伝子の対立遺伝子は、単一ヌクレオチドまた
はいくつかのヌクレオチドで互いに異なる場合があり、ヌクレオチドの置換、欠失および
挿入を含み得る。遺伝子の対立遺伝子はまた、突然変異を含有する遺伝子の形態であり得
る。
【０１３６】
　本明細書において、種変異体とは、マウスおよびヒトなどの異なる哺乳類種を含めた異
なる種間でのポリペプチドにおける変異体を指す。
【０１３７】
　本明細書において、スプライス変異体とは、２種以上のｍＲＮＡをもたらす、ゲノムＤ
ＮＡの一次転写物の異なるプロセシングによって生じた変異体を指す。
【０１３８】
　本明細書において、ペプチドミメティックは、個々のペプチドの生物学的に活性な形態
のコンホメーションおよび特定の立体化学的特徴を摸倣する化合物である。一般に、ペプ
チドミメティックは、化合物の特定の望ましい特性は摸倣するが、生物学的に活性なコン
ホメーションの喪失および結合分解につながる可動性などの望ましくない特性は摸倣しな
いよう設計される。ペプチドミメティックは、望ましくない特性に貢献している特定の基
または結合を、生物学的等価体（ｂｉｏｉｓｏｓｔｅｒｅｓ）で置換することによって生
物学的に活性な化合物から調製できる。生物学的等価体は、当業者には公知である。例え
ば、メチレン生物学的等価体ＣＨ２Ｓは、エンケファリン類似体におけるアミド置換とし
て使用されてきた（例えば、Spatola (1983) pp. 267-357 in Chemistry and Biochemist
ry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, Weinstein, Ed. volume 7, Marcel Dekke
r, New York参照のこと）。経口投与できるモルヒネは、ペプチドエンドルフィンのペプ
チドミメティックである化合物である。本明細書における目的上、１つまたは複数のペプ
チド結合がミミックによって置換されるポリペプチドと同様に、ペプチドミメティックの
中に環状ペプチドが含まれる。



(36) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

【０１３９】
　本明細書において、指定のパーセンテージの参照ポリペプチド中に示されるアミノ酸を
含むポリペプチドとは、ポリペプチドおよび参照ポリペプチド間で共有される連続する同
一アミノ酸の割合を指す。例えば、１４７個のアミノ酸を列挙する配列番号ＸＸに示され
るアミノ酸の配列を有する参照ポリペプチドに示されるアミノ酸の７０％を含むイソ型と
は、参照ポリペプチドが、配列番号ＸＸのアミノ酸配列に示される少なくとも１０３個の
連続するアミノ酸を含有することを意味する。
【０１４０】
　本明細書において、用語プロモーターとは、ＲＮＡポリメラーゼの結合および転写の開
始を提供するＤＮＡ配列を含有する遺伝子の一部を意味する。プロモーター配列は、一般
に、常にではないが、遺伝子の５’非コード領域中に見られる。
【０１４１】
　本明細書において、単離されたまたは精製されたポリペプチドまたはタンパク質または
その生物学的に活性な部分は、タンパク質が導かれる細胞または組織に由来する細胞性物
質またはその他の混入タンパク質を実質的に含まない、または化学的に合成される場合に
は、化学的前駆体もしくはその他の化学物質を実質的に含まない。調製物は、このような
純度を評価するために当業者によって使用される、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、
ゲル電気泳動および高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの分析の標準法によ
って決定されるように、容易に検出可能な不純物を含まないと思われる場合には、実質的
に含まない、またはさらなる精製が、物質の酵素活性および生物活性などの物理的および
化学的特性を検出可能に変更しないよう十分に純粋であると決定できる。実質的に化学的
に純粋な化合物を製造するために化合物を精製する方法は、当業者に公知である。しかし
、実質的に化学的に純粋な化合物は、立体異性体の混合物であってもよい。このような例
では、さらなる精製は、化合物の特定の活性を増大し得る。
【０１４２】
　用語細胞性物質を実質的に含まないとは、それから単離されるか、組換えによって製造
される細胞の細胞成分からタンパク質が分離されるタンパク質の調製物を含む。一実施形
態では、用語細胞性物質を実質的に含まないとは、約３０％未満（乾重で）の非プロテア
ーゼタンパク質（本明細書において混入タンパク質とも呼ばれる）、一般に、約２０％未
満の非プロテアーゼタンパク質または１０％の非プロテアーゼタンパク質または約５％未
満の非プロテアーゼタンパク質を有するプロテアーゼタンパク質の調製物を含む。プロテ
アーゼタンパク質またはその活性部分が組換えによって製造される場合には、培養培地も
実質的に含まない、すなわち、培養培地は、プロテアーゼタンパク質調製物の容量の約２
０％、１０％もしくは５％未満または２０％、１０％もしくは５％に相当する。
【０１４３】
　本明細書において、用語化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まないとは
、タンパク質が、タンパク質の合成に関与している化学的前駆体またはその他の化学物質
から分離されるプロテアーゼタンパク質の調製物を含む。この用語は、約３０％（乾重で
）２０％、１０％、５％未満またはそれ以下の化学的前駆体または非プロテアーゼ化学物
質または成分を有するプロテアーゼタンパク質の調製物を含む。
【０１４４】
　本明細書において、例えば、合成核酸分子または合成遺伝子または合成ペプチドに関連
して合成とは、組換え法によって、および／または化学合成法によって製造される核酸分
子またはポリペプチド分子を指す。
【０１４５】
　本明細書において、組換えＤＮＡ法を使用することによる組換え手段による製造とは、
クローニングされたＤＮＡによってコードされるタンパク質を発現させるための分子生物
学の周知の方法の使用を意味する。
【０１４６】
　本明細書において、ベクター（またはプラスミド）とは、異種核酸をその発現または複
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製いずれかのために細胞中に導入するために使用される別個のエレメントを指す。通常、
ベクターは、エピソームのままであるが、遺伝子またはそのタンパク質のゲノムの染色体
への組み込みを達成するよう設計できる。また、酵母人工染色体および哺乳類人工染色体
などの人工染色体であるベクターも考慮される。このような媒体の選択および使用は、当
業者には周知である。
【０１４７】
　本明細書において、発現ベクターは、このようなＤＮＡ断片の発現を達成できるプロモ
ーター領域などの調節配列と作動可能に連結されているＤＮＡを発現できるベクターを含
む。このようなさらなるセグメントは、プロモーターおよびターミネーター配列を含む場
合もあり、所望により、１つまたは複数の複製起点、１種または複数の選択マーカー、エ
ンハンサー、ポリアデニル化シグナルなどを含む場合もある。発現ベクターは、一般に、
プラスミドまたはウイルスＤＮＡから誘導され、または両方のエレメントを含有する場合
もある。したがって、発現ベクターとは、プラスミド、ファージ、組換えウイルスまたは
適当な宿主細胞に導入すると、クローニングされたＤＮＡの発現をもたらすその他のベク
ターなどの組換えＤＮＡまたはＲＮＡコンストラクトを指す。適当な発現ベクターは、当
業者には周知であり、真核細胞および／または原核細胞において複製可能であるものおよ
びエピソームのままであるものまたは宿主細胞ゲノム中に組み込まれるものを含む。
【０１４８】
　本明細書において、ベクターはまた、「ウイルスベクター（ｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ
）」または「ウイルスベクター（ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒ）」を含む。ウイルスベクタ
ー（ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒ）とは、外因性遺伝子を細胞中に移すための（媒体または
シャトルとして）、外因性遺伝子と作動可能に連結されている操作されたウイルスである
。
【０１４９】
　本明細書において、アデノウイルスとは、ヒトにおいて結膜炎および上気道感染を引き
起こすＤＮＡ含有ウイルスの群のいずれかを指す。本明細書において、裸のＤＮＡとは、
ワクチンおよび遺伝子療法に使用できるヒストンを含まないＤＮＡを指す。裸のＤＮＡと
は、形質転換と呼ばれる処理される遺伝子導入の際に細胞から細胞へ通過される遺伝物質
である。形質転換では、精製されたまたは裸のＤＮＡが、レシピエント細胞によって取り
込まれ、これがレシピエント細胞に新規特徴または表現型を与える。
【０１５０】
　本明細書において、ＤＮＡセグメントに関して作動可能に（operably）または作動可能
に（operatively）連結されたとは、セグメントが、それらが意図される目的に呼応して
機能するよう配置されることを意味する。例えば、転写は、プロモーターにおいて開始し
、コーディングセグメントを通って、ターミネーターに進む。
【０１５１】
　本明細書において、タンパク質結合配列とは、その他のタンパク質またはペプチド配列
との、一般に、一連のタンパク質もしくはペプチド配列との、または特定のタンパク質も
しくはペプチド配列との特異的結合を可能にするタンパク質またはペプチド配列を指す。
【０１５２】
　本明細書において、用語評価することとは、タンパク質の活性の絶対値を得るという意
味で、また活性のレベルを示す指数、割合、パーセンテージ、視覚的価値またはその他の
価値を得るという意味で定量的および定性的決定を含むものとする。評価は、直接的であ
る場合も間接的である場合もあり、実際に検出される化学種はもちろん、活性生成物自体
である必要はなく、例えば、その誘導体または何らかのさらなる物質であってもよい。
【０１５３】
　本明細書において、対照とは、試験パラメータで処理されないという点を除いて、試験
サンプルと実質的に同一であるサンプルを指す。または、サンプル血漿サンプルである場
合には、対象とする状態を患っていない正常なボランティアから得たものである場合もあ
る。対照はまた、内部対照である場合もある。
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【０１５４】
　本明細書において、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（ｔｈ
ｅ）」は、文脈上別段の明確な指示のない限り、複数形の指示対象を含む。したがって、
例えば、「細胞外ドメイン」を含む化合物への言及は、１種または複数の細胞外ドメイン
を有する化合物を含む。
【０１５５】
　本明細書において、範囲および量は、「約」特定の値または範囲として表現され得る。
約はまた、正確な量も含む。したがって、「約５塩基」とは、「約５塩基」および「５塩
基」も意味する。
【０１５６】
　本明細書において、「任意選択の」または「所望により」とは、続いて記載される事象
または状況が起こるか起こらないことおよび記載が前記事象または状況が起こる場合およ
び起こらない場合を含むことを意味する。例えば、所望により置換されていてもよい基と
は、基が非置換であるか、置換されていることを意味する。
【０１５７】
　本明細書において、任意の保護基、アミノ酸およびその他の化合物の略語は、別段の指
示のない限り、その一般的な使用、認識されている略語または生化学命名法に関するＩＵ
ＰＡＣ－ＩＵＢ委員会（ＩＵＰＡＣーＩＵＢ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ　ｏｎ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ）（(1972) Biochem. 11:1726参照のこと）を
踏まえる。
【０１５８】
Ｂ．条件的活性分子を同定する方法
　正常組織微小環境よりも病変微小環境においてより活性である、またはその逆である治
療用タンパク質などの条件的活性分子を同定または選択する方法が、本明細書において提
供される。特に、本方法は、正常微小環境においてよりも腫瘍微小環境においてより活性
である、またはその逆である治療用タンパク質などの分子を同定するためのものである。
本方法では、治療用タンパク質などの分子の活性を、第１の条件セット下で試験し、分子
の活性を、第１の条件セット下の活性と比較して低減された活性が望まれる第２の条件セ
ット下で試験する。第２の条件セット下よりも第１の条件セット下で、活性であるまたは
より活性であるタンパク質などの分子が同定され得、その結果、所定の条件セット下で条
件的に活性である分子が同定される。一般に、本方法では、第１の条件セットは、腫瘍微
小環境などの病変微小環境においてインビボで存在する条件を摸倣またはシミュレートす
る。第２の条件セットは、正常な組織または細胞における生理学的条件を摸倣またはシミ
ュレートする。
【０１５９】
　したがって、本明細書における方法は、病変微小環境および正常組織微小環境において
存在する所定の条件をシミュレートまたは摸倣するよう設計されているインビトロアッセ
イにおいて実施される。所定の条件は、例えば、ｐＨ、温度、Ｏ２濃度および乳酸濃度な
どの条件を含む。例えば、所定の第１の条件セットが、腫瘍微小環境において存在する条
件を含むことができ、第２の条件セットが、正常環境において存在する条件を含むことが
できる。したがって、周囲の正常組織においてよりも腫瘍などの病変環境においてより大
きな活性を示す、治療用タンパク質などの生物学的有効性を有する分子が同定され得る。
したがって、本明細書において提供される方法は、一定の条件セット下で条件的活性を有
する治療用タンパク質などの修飾された分子を同定するために使用できる。
【０１６０】
　これは、局所および全身性副作用を含めた副作用を低減または予防するために、治療を
腫瘍組織などの病変組織のみにターゲッティングすることによって有利であり得る。同定
された治療用タンパク質は、全身曝露に伴う副作用を低減しながら癌治療薬として使用で
きる。低減された副作用を伴う治療用タンパク質は、高投薬計画で使用でき、改善された
有効性および安全性を有し得る。低減され得る副作用として、悪心、嘔吐、胸部絞扼感、
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頭痛ならびに血圧不安定性および動脈収縮などの関連する心血管効果、経皮毒性、骨髄抑
制、心毒性、脱毛、腎機能障害、口内炎、貧血、てんかん発作、急性アナフィラキシーな
どの免疫反応、血清の病的状態、抗体の生成、感染、癌、自己免疫疾患および心毒性など
の任意の望ましくない（ｕｎｄｅｓｉｒｅａｂｌｅ）非治療的効果が挙げられる。
【０１６１】
　方法の第１の工程では、１種または複数の分子またはタンパク質が、本明細書において
提供される方法において試験されるように選択される。分子（複数可）は、小分子、ペプ
チド、タンパク質、酵素、抗体またはその他の生体分子を含めた、生物学的有効性を有す
る任意の分子（複数可）または生物学的有効性を有する任意の修飾された分子であり得る
。分子（複数可）は、修飾されていないものである場合も、本明細書に記載された任意の
修飾を含む場合もある。一部の例では、修飾された分子のライブラリーが調製される。試
験分子を調製する方法は、当業者に公知である。節Ｄには、抗体を含めたタンパク質をク
ローニング、修飾および調製する方法を記載している。さらに、標準的な組換えＤＮＡ技
術を使用して、ライブラリーまたは変異型分子の収集物を突然変異誘発および作製する方
法が本明細書に記載されており、当業者に公知である。
【０１６２】
　タンパク質（単数または複数）などの分子（単数または複数）は、選択および調製され
た後、それらは、第１の条件セット下および異なる第２の条件セット下で活性または特性
について試験またはスクリーニングされる。第１および第２の条件セットとは、それぞれ
、病変または正常組織または微小環境において生理学的に存在するものをシミュレートま
たは摸倣する条件である。例えば、病変組織または病変微小環境条件は、腫瘍微小環境に
おいて存在するものであり得る。このような条件の例示として、例えば、ｐＨなどの化学
的条件およびＯ２または乳酸の濃度などの化学的濃度ならびに温度および圧力などの物理
的条件が挙げられる。したがって、第１および第２の条件は、ｐＨ、濃度またはＯ２もし
くは乳酸のレベルまたはその他の化学的条件、温度および／または圧力のうちいずれか１
種または複数において異なり得る。
【０１６３】
　分子の試験は、試験される分子またはタンパク質の活性または特性を検出または区別で
きる任意のインビトロまたはインビボ法を使用して実施できる。通常、試験は、インビト
ロで実施される。使用される特定のアッセイは、試験される分子またはタンパク質に応じ
て変わる。方法の例として、本明細書に記載されたかまたは当業者に公知である任意の方
法が挙げられ、生化学的アッセイおよび／または細胞ベースのアッセイが挙げられる。
【０１６４】
　一例では、試験される分子は、プールおよびスクリーニングされ得る。別の例では、試
験される分子は、アドレス可能なアレイなどのアレイに形式を合わせることによって、物
理的に分離され、個々にスクリーニングされ得る。また、第２の条件セット下での分子（
複数可）の試験は、第１の条件セット下でのスクリーニングの前、後またはそれと同時に
行ってもよい。例えば、分子を、第１の条件セットおよび第２の条件セット下で同時にス
クリーニングおよび／または選択してもよく、または分子を、第１の条件セット下でスク
リーニングおよび／または選択してもよく、次いで、第２の条件セット下でスクリーニン
グおよび／または選択してもよい。
【０１６５】
　分子を両条件セット下で試験した後に、一方または両方の条件下での分子の活性を評価
して、第２の条件よりも第１の条件下でより活性である得られた分子を同定する。活性は
、例えば、発光、酵素活性またはコグネイト生体分子との結合などの分子の相互作用など
の任意の観察可能な生物学的、生化学的または生物物理的現象を含み得る。活性の比較は
、定性的である場合も定量的である場合もある。
【０１６６】
　一例では、分子を両条件セット下で試験した後に、両条件セット下での各分子の活性を
比較して、第２の条件よりも第１の条件下でより活性である（すなわち、条件的に活性で
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ある）分子を同定する。
【０１６７】
　その他の例では、条件的活性分子は、工程において２つの異なる条件下でのスクリーニ
ングおよび／または選択することによって同定される。例えば、条件的活性分子は、まず
、第１の条件セット下で活性である分子を選択することおよび／または第１の条件セット
下で不活性である分子を排除することによって同定され得る（ポジティブ選択）。スクリ
ーニングのその後のラウンドは、第２の条件セット下で実施でき、第２の条件セットより
も第１の条件セット下でより大きな活性を示す分子が同定される。別の例では、条件的活
性分子は、まず、第２の条件セット下で活性である分子を排除することによって同定され
得る（ネガティブ選択）。ネガティブ選択の一例では、活性の閾値を上回るまたは下回る
などの特定の判定基準を満たさない分子が、スクリーニングおよび／または選択のその後
のラウンドから排除される。スクリーニングのその後のラウンドは、第１の条件セット下
で実施できる。したがって、第１の条件セット下でのみ活性を示す分子が同定される。し
たがって、第１および／または第２の条件セット下でスクリーニングされる分子は、その
他の条件セット下でスクリーニングされる分子のすべてまたはセブセットを含み得る。ポ
ジティブおよびネガティブ選択は、所定の条件的活性を有する分子が同定されるまで反復
してもよい。
【０１６８】
　本方法は、複数回実施してもよく、それによって、方法の工程が１、２、３、４または
５回反復される。例えば、試験分子、例えば、第２の条件セットと比較して第１の条件セ
ット下で増大した活性を示すと同定されるタンパク質変異体を再スクリーニングし、活性
を確認することができる。本明細書において提供される方法はまた、反復性である。一例
では、方法を実施した後、任意の同定された条件的活性分子を、条件的活性を増大または
最適化するために修飾またはさらに修飾してもよい。例えば、最初に同定された条件的活
性タンパク質に追加の修飾を導入することによって二次ライブラリーを作製してもよい。
例えば、条件的活性を増大すると同定された修飾を組み合わせてもよい。二次ライブラリ
ーは、本明細書に記載されたアッセイおよび方法を使用して試験できる。本方法の反復性
態様の別の例では、第１の条件セット下で活性ではないかまたは増大した活性を有さない
ような条件的活性を示さないと同定されている分子を、さらに修飾し、条件的活性につい
て再試験できる。追加の修飾は、分子の活性および／または安定性と関連している特定の
領域（例えば、特定のアミノ酸残基）付近を標的にできる。
【０１６９】
　本方法の工程および本方法の成分の説明は、以下の小区分において提供される。
【０１７０】
　１．治療用タンパク質
　条件的活性分子を同定するための本方法の実施において使用するための試験される分子
は、１種または複数の特定の疾患または状態を治療または改善すると知られているタンパ
ク質である治療用タンパク質であり得る。例えば、治療用タンパク質は、腫瘍または癌を
治療または改善すると知られているタンパク質である。一部の例では、試験される分子は
、アミノ酸置換（複数可）、挿入（複数可）または欠失（複数可）などの１つまたは複数
の修飾を含む治療用タンパク質の変異体である。したがって、本方法を使用して、正常組
織または細胞と比較して、腫瘍環境などの病変微小環境において条件的に活性である変異
型治療用タンパク質を同定できる。例示的治療用タンパク質は、腫瘍または癌治療薬であ
り、その結果、本方法を使用して、正常な微小環境よりも腫瘍微小環境においてより活性
である条件的活性治療薬を同定できる。
【０１７１】
　本方法の一部の例では、本方法は、正常な生理学的条件下と比較して腫瘍微小環境にお
いて変更されている活性を示す分子を同定するためのハイスループットスクリーニング法
である。したがって、本方法を使用して、治療用タンパク質の活性、例えば、結合活性を
発展させることができる。特に、本方法を使用して、腫瘍の疾患微小環境において優先的
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ク質の変異体をスクリーニングできる。例えば、既知毒性を伴う治療用タンパク質を、突
然変異誘発し、本明細書において提供されたアッセイにおいてスクリーニングし、突然変
異を含有しない治療薬と比較して、腫瘍微小環境のみにおける優先的活性によって副作用
が低減した変異型タンパク質を同定できる。したがって、本方法を使用して、条件的活性
生物製剤（ＣＡＢ）を同定できる。得られた同定されたＣＡＢは、候補癌治療薬であり得
る。
【０１７２】
　　ａ．腫瘍または癌治療薬
　一部の例では、試験分子は、既知の臨床候補癌治療薬の、または既存の癌治療薬の変異
体である治療用タンパク質である。公知の癌治療用タンパク質の変異体は、正常環境にお
いてよりも、腫瘍微小環境などの病変微小環境においてより高く活性を示す発展した治療
用タンパク質を同定するために、本明細書において提供される方法においてスクリーニン
グできる。例えば、活性が結合活性である場合は、本明細書において提供される方法を使
用して、正常微小環境と比較して、腫瘍または癌微小環境において優先的に結合する条件
的活性癌治療用タンパク質を同定できる。
【０１７３】
　例えば、試験分子として、または変異体を作製するためのスキャフォールドとして使用
される治療用タンパク質は、腫瘍または癌の治療における介入点である標的タンパク質と
相互作用するタンパク質であり得る。このような癌を促進する標的タンパク質として、任
意のリガンド、受容体、酵素または癌細胞および腫瘍の増殖、血管新生または細胞成長特
性と関連しているその他の薬剤が挙げられる。標的タンパク質は、治療的介入の既知標的
に基づいて選択できる。標的は、治療用タンパク質のコグネイト結合パートナーまたは代
替タンパク質抗原であり得る。既知癌治療薬の標的は公知である。このような標的タンパ
ク質の例示として、それだけには限らないが、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＣＤ２０、ＶＥＧＦ
－Ａ、ＥｐＣＡＭ、ＣＤ３、ＣＤ３３、ＣＤ８０、ＣＴＬＡ－４、α５β１インテグリン
、メソテリンまたはＩＧＦ－１Ｒを含めて、表中に示されるいずれかがある。例えば、例
示的治療用分子は、ＥＧＦＲと相互作用するかまたはＥＧＦＲとの相互作用と関連してい
る治療効果を有する分子またはタンパク質である。
【０１７４】
　修飾されたタンパク質を作製するために使用され、本明細書におけるアッセイにおいて
スクリーニングされ得る例示的腫瘍または癌治療用タンパク質が、表３に示されている。
表はまた、癌治療薬のコグネイトまたは代替タンパク質抗原などの標的タンパク質も示す
。したがって、本明細書において提供される方法において、癌治療用タンパク質または修
飾された癌治療用タンパク質（複数可）を、代替タンパク質リガンドなどのそのコグネイ
ト標的タンパク質との結合についてスクリーニングでき、および／または標的タンパク質
の活性の変更を達成することについてスクリーニングできる。腫瘍微小環境において条件
的に活性である同定されるかまたは選択される突然変異型タンパク質などのタンパク質と
は、正常な生理学的条件と比較して、腫瘍微小環境をシミュレートするインビトロ条件下
で優先的結合活性および／またはその他の活性を示すものである。一部の例では、修飾さ
れていないタンパク質、例えば、突然変異を含有しない治療用抗体または親対照抗体と比
較して、腫瘍微小環境において増大した活性を示す修飾されたタンパク質も同定できる。
【０１７５】
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(45) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

【表３－４】

【０１７６】
　　ｂ．修飾されたタンパク質のライブラリーの作製
　本方法において使用される治療用タンパク質は、既存の治療薬である非修飾タンパク質
であり得る。既存の治療薬のライブラリーまたは収集物もスクリーニングされ得る。その
他の例では、治療用タンパク質は、修飾されたペプチド、修飾された酵素、修飾された抗
体またはその他の修飾されたポリペプチドなどの修飾されたタンパク質を含む。修飾され
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た治療薬が、方法の実施において使用される例では、陽性対照として非修飾タンパク質を
使用するか、または修飾されたタンパク質を用いて実施されたアッセイから得た結果と比
較するためにアッセイを実施できる。
【０１７７】
　治療用タンパク質は、タンパク質の構造を変更し得る当業者に公知の任意のプロセスに
よって修飾され得る。修飾の例として、修飾された治療用タンパク質のライブラリーまた
は収集物を形成するためのタンパク質の１個または複数のアミノ酸の置換、付加および欠
失が挙げられる。ライブラリーまたは収集物は、条件的活性治療用タンパク質を同定する
ために、病変微小環境および正常な微小環境をシミュレートする条件下で、本明細書にお
いて提供されたアッセイにおいてスクリーニングされ得る。
【０１７８】
　本明細書における方法において使用するために修飾されたタンパク質または変異型タン
パク質を作製することは、当業者のレベル内である。突然変異を誘発する方法は、当技術
分野で周知であり、例えば、ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）などの位置
指定突然変異誘発または飽和突然変異誘発が挙げられる。突然変異誘発法として、それだ
けには限らないが、部位媒介性突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、カセット突然変異誘
発、位置指定突然変異誘発、ランダム点突然変異誘発、ウラシル含有鋳型を使用する突然
変異誘発、オリゴヌクレオチド指定突然変異誘発、ホスホロチオエート修飾されたＤＮＡ
突然変異誘発、ギャップのある二本鎖ＤＮＡを使用する突然変異誘発、点ミスマッチ修復
、修復欠損宿主株を使用する突然変異誘発、制限選択および制限精製、欠失突然変異誘発
、全遺伝子合成による突然変異誘発、二本鎖分解修復および当業者に公知の多数のその他
のものが挙げられる。本明細書における方法では、突然変異誘発は、タンパク質の全長中
で、またはタンパク質の領域内で行うことができる。突然変異は、合理的にまたはランダ
ムになすことができる。
【０１７９】
　試験分子がタンパク質である場合は、修飾は、タンパク質の１個または複数のアミノ酸
の置換を含み得る。一部の例では、修飾は、無作為に選択される。一部の例では、修飾は
、条件的活性を有する分子をもたらすよう選択される。例えば、合理的な突然変異誘発は
、当技術分野で公知のまたは治療用タンパク質の活性および／または構造的安定性にとっ
て重要であると同定されたアミノ酸の突然変異を含む。重要であるとわかっている残基の
例として、例えば、活性部位残基または結合ポケット中のアミノ酸がある。例えば、治療
用タンパク質の活性または構造的安定性にとって重要であるアミノ酸は、条件的活性治療
用タンパク質を同定するためにスクリーニングされ得る修飾された治療用タンパク質のラ
イブラリーを形成するよう置換されるよう選択され得る。また、突然変異させるための残
基は、位置指定突然変異誘発、アラニンスキャニング、構造／機能関係、相同性モデリン
グ、理論的モデリングおよび本明細書に記載された任意のアッセイを含めた当業者に公知
の任意の方法によって経験的に同定され得る。さらに、ライブラリーは、置換されるアミ
ノ酸を無作為に選択することによって形成され得る。突然変異型タンパク質のライブラリ
ーまたは収集物は、本明細書における方法において作製および試験またはスクリーニング
できる。
【０１８０】
　疾患条件、例えば、腫瘍環境において存在する酸性条件下でより活性である条件的活性
タンパク質を同定するために、修飾される予定のタンパク質中の１個または複数のアミノ
酸を、２つのｐＨ条件間でプロトン化状態を変更できるイオン化できる基を有するアミノ
酸で独立に置換してもよい。アミノ酸の特定の選択は、条件的活性について試験されてい
る特定のｐＨ条件に応じて変わる。当業者ならば、２つの異なるｐＨ値間でイオン化状態
を変更できるイオン化できる基を含む１個または複数の置換アミノ酸を選択できる。例え
ば、ヘンダーソン・ハッセルバルヒ方程式（ｐＨ＝ｐＫａ＋ｌｏｇ（［Ａ－］／［ＨＡ］
）を使用して、側鎖ｐＫａの関数としてアミノ酸のプロトン化された側鎖と非プロトン化
された側鎖の割合を決定でき、これは、当業者に公知の任意の方法（例えば、滴定曲線お
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よび／または核磁気共鳴）を用いて測定でき、または、分子動態モデリング（例えば、Li
 et al. (2005), Proteins, 61:704-721;Bas et al. (2008), Proteins, 73:765-783）ま
たはポアソン・ボルツマン方程式（Fogolari et al. (2002) J. Mol. Recognit. 15(6):3
77-392）などの当業者に公知の任意の方法を使用して算出できる（Davies et al. (2006)
, BMC Biochem. 7:18; Juffer (1998), Biochem. Cell Biol. 76(2-3):198-209; Sham et
 al. (1997), J. Phys. Chem. B 101(22):4458-4472; Nielsen (2007) J. Mol. Graph. M
odel. 25(5):691-699; Bas et al. (2008), Proteins 73(3):765-783）。一部の例では、
アミノ酸のｐＫａは、アミノ酸側鎖のモデル値を使用して決定される（例えば、Nielsen 
(2001), Proteins 43(4):403-12参照のこと。タンパク質中のイオン化できる残基のプロ
トン化状態は、ｐＨ依存的に、タンパク質の１つまたは複数の活性（親和性、触媒活性、
溶解度、電荷および安定性など）を変更できる。（Rostkowski et al. (2011), BMC Stru
ct. Biol. 11:6）。このような残基の例示として、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇおよ
びＨｉｓがある。
【０１８１】
　特に、本明細書において提供される方法の目的上、低ｐＨ腫瘍微小環境において活性が
変更されているタンパク質を同定するために、治療用分子のアミノ酸残基をヒスチジンに
変化させてもよい。例えば、ヒスチジン側鎖は、ｐＨ７．０と比較してｐＨ６．０で抗体
のｐＨ依存性親和性に関与していると同定されている（例えば、Raghavan et al. (1995)
 Biochemistry, 34:14649-14657参照のこと）。
【０１８２】
　一部の例では、本明細書において提供される方法は、タンパク質が試験される前に、各
突然変異型タンパク質の正体が推測的に公知であるように実施される。例えば、アドレス
可能である本明細書において提供される方法は、突然変異誘発およびスクリーニングまた
は試験方法の助けとなり得る。これは、二重比較アッセイ法において病変微小環境および
正常な微小環境をシミュレートする結合アッセイ条件などの活性測定法条件間の比較の容
易性を可能にし得る。例えば、位置指定突然変異誘発法を使用して、突然変異型タンパク
質を個々に作製できる。突然変異誘発は、特定の標的位置での単一アミノ酸残基の１個ず
つの置換によって実施でき、その結果、作製された個々の突然変異体は各々、各単一突然
変異誘発反応の単一の生成物である。突然変異型ＤＮＡ分子は、突然変異誘発によって設
計、作製することができ、アドレス可能なアレイなどにおいて個々にクローニングでき、
その結果、互いに物理的に分離され、各々が独立した突然変異誘発反応の単一の生成物で
ある。最適化されている特定のタンパク質上の標的位置を置換するために選択されるアミ
ノ酸は、残りの１９種のアミノ酸のいずれかすべて、または選択されたアミノ酸のみを含
有するより制限された群であり得る。本明細書において提供される一部の方法では、置換
される各アミノ酸は、１９種の残りのアミノ酸によって、または１９種未満の残りのアミ
ノ酸、例えば、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７もしくは１８種の残り
のアミノ酸によって独立に置換される。
【０１８３】
　突然変異型ＤＮＡ分子の収集物に由来する突然変異型タンパク質分子などの修飾された
タンパク質は、アドレス可能なアレイなどのアレイに形式を合わせることによって、互い
に、物理的に分離できる。したがって、複数の、突然変異型タンパク質分子などの修飾さ
れたタンパク質分子を製造できる。例えば、本明細書において提供される方法において使
用される修飾されたタンパク質は、標的位置に単一アミノ酸置換を含有し得る。本明細書
において提供される方法は、本明細書に記載される１種または複数のアッセイ条件下で、
各修飾されたタンパク質で実施できる。病変微小環境において優先的活性を示す単一突然
変異を含有する修飾されたタンパク質が同定されると、単一アミノ酸突然変異の順列の一
部またはすべて、例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０以上の突然変異を含有する組合せ突然変異体
を作製できる。
【０１８４】
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　　　（ａ）修飾された治療用抗体
　一部の例では、アッセイは、修飾された治療用抗体である修飾された治療用タンパク質
を使用して実施される。本明細書において提供される方法において使用するための抗体は
、通常、重鎖可変鎖および軽鎖可変鎖または抗原結合部位を形成するのに十分であるその
一部を含有する。しかし、抗体はまた、定常重鎖（例えば、１つまたは複数のＣＨドメイ
ン、例えば、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４、および／または定常軽鎖（ＣＬ））
のすべてまたは一部を含み得るということは理解される。したがって、抗体は、全長抗体
であるものを含む場合も、また例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖Ｆｖ
ｓ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ダイアボディー、ＦｄおよびＦｄ’断片、Ｆａｂ断片
、ｓｃＦｖ断片およびｓｃＦａｂ断片を含めたその断片もしくは一部を含む場合もある。
得られた修飾された抗体は、全長抗体またはＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖
Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ダイアボディー、ＦｄおよびＦｄ’断片、Ｆａｂ
断片、ｓｃＦｖ断片およびｓｃＦａｂ断片などのその断片として製造され得るということ
は理解される。さらに、任意のアイソタイプの定常領域を、全長またはＩｇＧ、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥ定常領域を含めた部分抗体断片の作製において使用できる。
このような定常領域は、任意のヒトまたは動物種から得ることができる。活性および結合
親和性は、抗体の構造に応じて異なり得るということは理解される。例えば、一般に、二
価抗体、例えば、二価Ｆ（ａｂ’）２断片または全長ＩｇＧは、一価Ｆａｂ抗体よりも良
好な結合親和性を有する。結果として、Ｆａｂが、特定の標的に対して指定の結合親和性
を有する場合には、結合親和性は、二価である全長ＩｇＧに対してさらにより大きいこと
が予想される。したがって、抗体間の結合親和性の比較は、通常、同一構造を有する抗体
間、例えば、Ｆａｂと比較されるＦａｂで行われる。
【０１８５】
　本明細書において提供される方法において、抗体変異体を、作製し、スクリーニングで
きる。特に、既存の抗体癌治療薬の変異体、例えば、抗ＥＧＦＲ抗体の突然変異体、例え
ば、アービタックス（Ｅｒｂｉｔｒｕｘ）の突然変異体を作製できる。一部の例では、本
方法は、抗体中の任意の位置に位置する１つまたは複数のアミノ酸修飾を含有する修飾さ
れた抗体を用いて実施される。本明細書において提供される方法の一部の例では、修飾は
、抗体の重鎖可変鎖および／または軽鎖可変鎖中で行われる。
【０１８６】
　通常、アミノ酸突然変異は、ＣＤＲの１つまたは複数において抗体中に導入する。例え
ば、アミノ酸突然変異は、重鎖および／または軽鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および
／またはＣＤＲ３領域をコードする配列内に導入できる。一部の例では、突然変異は、抗
体のフレームワーク領域（ＦＲ）において、特に、抗原との接触に関与していると分かっ
ているＦＲ残基において行うことができる。当業者ならば、ＣＤＲおよびＦＲを承知して
おり、カバット（Ｋａｂａｔ）またはコチア（Ｃｈｏｔｈｉａ）番号付けに基づいて同定
できる（例えば、Kabat, E.A. et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
 Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publ
ication No. 91-3242, and Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917参照
のこと）。例えば、カバット番号付けに基づいて、ＣＤＲ－Ｌ１は、残基Ｌ２４～Ｌ３４
に対応し、ＣＤＲ－Ｌ２は、残基Ｌ５０～Ｌ５６に対応し、ＣＤＲ－Ｌ３は、残基Ｌ８９
～Ｌ９７に対応し、ＣＤＲ－Ｈ１は、長さに応じて残基Ｈ３１～Ｈ３５、３５ａまたは３
５ｂに対応し、ＣＤＲ－Ｈ２は、残基Ｈ５０～Ｈ６５に対応し、ＣＤＲ－Ｈ３は、残基Ｈ
９５～Ｈ１０２に対応する。例えば、カバット番号付けに基づいて、ＦＲ－Ｌ１は、残基
Ｌ１～Ｌ２３に対応し、ＦＲ－Ｌ２は、残基Ｌ３５～Ｌ４９に対応し、ＦＲ－Ｌ３は、残
基Ｌ５７～Ｌ８８に対応し、ＦＲ－Ｌ４は、残基Ｌ９８～Ｌ１０９に対応し、ＦＲ－Ｈ１
は、残基Ｈ１～Ｈ３０に対応し、ＦＲ－Ｈ２は、残基Ｈ３６～Ｈ４９に対応し、ＦＲ－Ｈ
３は、残基Ｈ６６～Ｈ９４に対応し、ＦＲ－Ｈ４は、残基Ｈ１０３～Ｈ１１３に対応する
。
【０１８７】
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　突然変異を含有する抗体ライブラリーを作製する方法は、当業者に周知であり、例えば
、鋳型として公知の抗体を使用し、エラープローンＰＣＲを使用してインビトロで突然変
異を無作為に導入すること（Zhou et al., (1991) Nucleic Acids Research 19(21):6052
; およびＵＳ２００４／０１１０２９４）、１つまたは複数のＣＤＲまたはＦＲを無作為
に突然変異すること（例えば、ＷＯ９６／０７７５４; Barbas et al. (1994) Proc. Nat
l. Acad. Sci., 91:3809-3813; Cumbers et al. (2002) Nat. Biotechnol., 20:1129-113
4; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol., 226:889-896; Jackson et al., (1995) J. I
mmunol., 154:3310-3319; Wu et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci., 95: 6037-6042; 
McCall et al. (1999) Molecular Immunology, 36:433-445参照のこと）、オリゴヌクレ
オチド指定突然変異誘発（Rosok et al., (1998) The Journal of Immunology, 160:2353
-2359）、コドンカセット突然変異誘発（Kegler-Ebo et al., (1994) Nucleic Acids Res
earch, 22(9):1593-1599）、２工程ＰＣＲおよびオーバーラップＰＣＲを含めた縮重プラ
イマーＰＣＲ（米国特許第５，５４５，１４２号、同６，２４８，５１６号および同７，
１８９，８４１号;Higuchi et al., (1988) Nucleic Acids Research 16(15):7351-7367;
およびDubreuil et al., (2005) The Journal of Biological Chemistry 280(26):24880-
24887）、Marks et al., Biotechnology, 10: 779-783(1992)に記載されるような、未免
疫のドナーから得られた天然に存在するＶドメイン変異体のレパートリーを用いて、ファ
ージディスプレイによって選択されたＶＨまたはＶＬドメインを組換えることによるドメ
インシャッフリングおよび数ラウンドの鎖リシャッフリングにおいて高親和性についてス
クリーニングすることを含む。例えば、上記で論じられるように、ＣＤＲまたはＦＲ中の
残基の突然変異誘発は、アドレス可能な形式で１個ずつ行うことができ、それによって、
本明細書における二重アッセイ法において容易にスクリーニングされ得る個々の突然変異
体を作製できる。
【０１８８】
　　　　ｉ．修飾された抗ＥＧＦＲ治療薬
　本明細書において提供される方法の一部の例では、本明細書における方法において使用
するための修飾されている治療用タンパク質は、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）のすべ
てまたは一部と相互作用するものである。したがって、例えば、本明細書における方法に
おける突然変異誘発およびスクリーニングのための治療用タンパク質は、ＥＧＦＲの細胞
外ドメイン、ＥＧＦＲの細胞質ドメインと、またはＥＧＦＲの内部チロシンキナーゼドメ
インと相互作用するものである。一部の例では、非修飾治療用タンパク質は、ＥＧＦＲ媒
介性シグナル変換を阻害するものである。例えば、タンパク質のＥＧＦＲとの相互作用は
、ＥＧＦＲが、例えば、ＥＧＦ、ＴＧＦ－α、アンフィレギュリン、ヘパリン結合性ＥＧ
Ｆ（ＨＢ－ＥＧＦ）およびベータセルリンを含めたＥＧＦＲの１つまたは複数のリガンド
と相互作用するのを妨げ得る。特定の例では、ＥＧＦＲに対する治療用タンパク質は、Ｅ
ＧＦＲがＥＧＦおよび／またはＴＧＦ－αと相互作用するのを妨げる。治療用タンパク質
は、ＥＧＦＲと相互作用し、その他のＥＧＦＲ受容体サブユニットとのＥＧＦＲ二量体化
（すなわち、ＥＧＦＲホモ二量体）またはその他の増殖因子受容体（例えば、ＨＥＲ２）
とのヘテロ二量体化を阻害し得る。
【０１８９】
　一部の例では、ＥＧＦＲと相互作用するタンパク質は、抗ＥＧＦＲ抗体である。抗ＥＧ
ＦＲ抗体は、ヒト化抗ＥＧＦＲ抗体であり得る。したがって、本明細書において提供され
る方法において使用するための、本明細書において提供された抗体変異体などの修飾され
たタンパク質の例示として、修飾された抗ＥＧＦＲ抗体がある。突然変異誘発に付され、
本明細書において提供される方法において使用され得る抗ＥＧＦＲ抗体の例として、Zhu 
（ＷＯ２００５／０９０４０７）によって１１Ｆ８と表される抗体、ＥＭＤ７２０００（
マツズマブ）、ベクティビックス（商標）（パニツムマブ；ＡＢＸ－ＥＧＦ）、Ｔｈｅｒ
ａＣＩＭ（ニモツズマブ）およびＨｕ－Ｍａｘ－ＥＧＦＲ（ザルツムマブ）および本明細
書に記載される任意の抗ＥＧＦＲ抗体が挙げられる。特に、抗ＥＧＦＲ抗体アービタック
ス（登録商標）の変異体が、正常環境よりも腫瘍微小環境においてより活性である条件的
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活性タンパク質のために、本明細書における方法におけるスクリーニングに提供される。
【０１９０】
　抗ＥＧＦＲ抗体、ならびに小分子は、正常および腫瘍両細胞上のＥＧＦ受容体と特異的
に結合し、上皮成長因子（ＥＧＦ）のそのコグネイト受容体との結合を競合的に阻害でき
る。遮断によって、受容体リン酸化および受容体関連キナーゼ活性の活性化、細胞死につ
ながる受容体媒介性細胞シグナル伝達を最終的にとめることを防ぐことができる。具体的
に言えば、抗ＥＧＦＲ抗体アービタックス（登録商標）（セツキシマブまたはＣ２２５）
（配列番号１および２）は、結腸直腸癌腫および扁平上皮癌の治療のために使用されるＥ
ＧＦＲに対するキメラ抗体である。アービタックス（登録商標）は、ＥＧＦＲの細胞外ド
メインと結合し、リガンド結合を遮断できるヒト－マウスキメラモノクローナルＥＧＦＲ
アンタゴニスト抗体である。ＥＧＦＲとのアービタックス（登録商標）結合は、二量体化
を阻害し、最終的に、腫瘍増殖および転移を阻害する（Blick et al.,(2007) Drugs 67(1
7):2585-2607）。アービタックス（登録商標）はまた、血管新生の阻害によって抗腫瘍効
果を誘導し得る。アービタックス（登録商標）は、高転移性ヒトＴＣＣ　２５３ＪＢ－Ｖ
細胞においてＶＥＧＦ、ＩＬ－８およびｂＦＧＦの発現を用量依存的に阻害し、微小血管
密度を低下させる（Perrotte et al. (1999), Clin. Cancer Res., 5:257-264）。アービ
タックス（登録商標）は、インビトロおよびインビボで、腫瘍細胞においてＶＥＧＦ発現
を下方制御できる（Petit et al. (1997), Am. J. Pathol., 151:1523-1530; Prewett et
 al. (1998), Clin. Cancer Res.4:2957-2966）。
【０１９１】
　米国では、アービタックス（登録商標）は、世界で癌死の第６の主な原因である頭頸部
の扁平上皮癌（ＳＣＣＨＮ）を治療するために単独かまたは放射線療法と組み合わせて使
用するために承認されている。ＳＣＣＨＮの患者のおよそ４０％が、転移性疾患を示し、
ある研究では、５年生存率は、ステージＩ疾患については９１％、ステージＩＩについて
は７７％、ステージＩＩＩについては６１％、ステージＩＶａについては３２％、ステー
ジＩＶｂについては２５％、ステージＩＶｃ疾患については４％未満であった（Lefebvre
 (2005) Ann. Oncol. 16(Suppl 6):vi7-vi12）。イリノテカンと組み合わせたセツキシマ
ブは、イリノテカンをベースとする治療に対して抵抗性であるＥＧＦＲ発現性腫瘍を有す
る患者において、転移性結腸直腸癌（ｍＣＲＣ）を治療するために承認されている（Blic
k et al., (2007) Drugs 67(17):2585-2607）。
【０１９２】
　抗体アービタックス（登録商標）などの抗ＥＧＦＲ剤は、皮膚毒性および消化妨害（悪
心、嘔吐、下痢を含めた）などの重大な、特徴的な有害事象を伴い、これが投薬の中断お
よび治療の中止につながることが多い。アービタックスは、皮膚ＥＧＦＲリガンドが未分
化ケラチノサイト上の受容体と結合するのを妨げ、未分化細胞の蓄積および表皮を補充す
るための成熟細胞の欠如につながり得る。これは、ざ瘡様皮膚発疹をもたらし得る（Eng 
C (2009) Nat. Rev. Clin. Oncol. 6:207-18）。副作用の結果として、患者の７６％が投
薬中断、６０％が用量低減、３２％が用量中止を伴う。アービタックス（登録商標）のそ
の他のあり得る副作用として、深静脈および動脈血栓症、ざ瘡、呼吸困難、疲労、腹痛、
無力症および心房細動が挙げられる（Fakih and Vincent, (2010) Curr. Oncol. 17(S1):
S18-S30)。一部の例では、副作用が、患者がセツキシマブを用いるさらなる治療を受ける
のを妨げることもある。したがって、最小化されたかまたは限定された全身性副作用しか
示さないが、腫瘍微小環境内でその標的結合の活性を保持する治療用タンパク質などの治
療用分子が必要である。
【０１９３】
　抗ＥＧＦＲ抗体の抗体変異体は、病変および正常微小環境をシミュレートするために実
施される二重アッセイなどの本明細書に提供されたアッセイにおいて作製し、スクリーニ
ングできる。抗ＥＧＦＲ抗体アービタックス（登録商標）の可変重鎖および軽鎖において
単一アミノ酸置換を含有する抗ＥＧＦＲ抗体の抗体変異体の収集物が本明細書において提
供される（例えば、実施例８および図１参照のこと）。特に、ＥＧＦＲとの接触と関連し
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ている、ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２、ＣＤＲＬ３、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２およびＣＤＲＨ
３中およびフレームワーク残基中の１００個の残基の各々は、最大１９種のその他のアミ
ノ酸、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８または１９種のアミノ酸、特に、少なくともまたは約少なくとも
１５種のその他のアミノ酸残基で独立に置換され得る。抗ＥＧＦＲ抗体アービタックスで
は、ＣＤＲ－Ｈ１は、配列番号２のアミノ酸２６～３５または３１～３５に対応し、ＣＤ
Ｒ－Ｈ２は、配列番号２のアミノ酸５０～６５に対応し、ＣＤＲ－Ｈ３は、配列番号２の
アミノ酸９８～１０８に対応し、ＣＤＲ－Ｌ１は、配列番号１のアミノ酸２４～３４に対
応し、ＣＤＲ－Ｌ２は、配列番号１のアミノ酸５０～５６に対応し、ＣＤＲ－Ｌ３は、配
列番号１のアミノ酸８９～９７に対応する。修飾のために選択されるアミノ酸として、配
列番号２の重鎖残基２３～３７、５０～７７、９３～９４および９６～１１２および配列
番号１の軽鎖残基１～５、２４～３４、４８～５６、８６～８７および８９～１００が挙
げられる（図１参照のこと）。変異型抗ＥＧＦＲ抗体の収集物では、親アービタックス抗
体中にヒスチジンが存在する位置を除く収集物中のすべての位置が、ヒスチジンへのアミ
ノ酸置換を含有し得る。抗ＥＧＦＲ抗体の収集物は、アドレス可能なアレイ中で提供され
得る。
【０１９４】
　抗ＥＧＦＲ抗体の抗体変異体、例えば、変異型アービタックス抗体は、癌の治療のため
に、改善された変異型抗ＥＧＦＲ類似体を同定するために、本明細書における二重アッセ
イにおいて作製し、スクリーニングできる。例えば、本明細書において提供される方法を
使用して、抗ＥＧＦＲ変異型抗体、例えば、変異型アービタックス抗体を試験し、ｐＨが
低下し、乳酸濃度が上昇している腫瘍微小環境内でＥＧＦＲと結合するが、正常生理学的
ｐＨでは結合しない変異体（単数または複数）を同定できる。
【０１９５】
　２．条件的活性についての、２種の異なる生理学的条件下での活性のスクリーニングま
たは試験
　本明細書において提供される方法では、上記のいずれかなどの１種または複数の分子の
活性、例えば、病変微小環境および非病変微小環境の正常生理学的条件などの２つの異な
る生理学的環境における条件（単数または複数）をシミュレートする２つの異なる条件セ
ット下でスクリーニングまたは試験される。通常、条件は、インビトロでシミュレートま
たは再現され得る条件である。条件セットは、疾病と関連している微小環境をシミュレー
トする１つまたは複数の条件を含み得る。疾患は、細胞内および細胞外ホメオスタシスを
変更し得る。例えば、病変微小環境は、腫瘍微小環境または癌微小環境における１つまた
は複数の条件をシミュレートし得る。通常、２つの条件セット下での活性の相違（単数ま
たは複数）は、分子の条件的活性をもたらし得る。したがって、第２の条件セット（例え
ば、正常または非病変環境における条件をシミュレートする）と比較して、第１の条件セ
ット（例えば、腫瘍微小環境における条件をシミュレートする）下でより大きな活性を示
す分子が、条件的活性である候補分子として同定される。
【０１９６】
　２つの条件セットは、それだけには限らないが、化学的条件、生物学的条件または物理
的条件を含めて本明細書に記載されたものまたは当業者に公知のものなどの２つの生理学
的環境において異なる１つまたは複数のパラメータによって異なるよう選択され得る。２
つの条件セット間で異なり得るパラメータとして、圧力、温度、ｐＨ、イオン強度、濁度
、光（ＵＶ、赤外光または可視光を含めた）に対する曝露、１種または複数の電解質など
の溶質の濃度、乳酸の濃度、Ｏ２の濃度および酸化体または還元体の存在の中から選択さ
れる１種または複数の条件が挙げられ得る。較正溶液中の電解質およびバッファー系を変
化させることによって、ｐＨ、緩衝能、イオン環境、温度、グルコース濃度およびイオン
強度などの生理的条件をシミュレートされる生物学的環境のものに調整することができる
。正常な生理学的環境をシミュレートする条件セットは、腫瘍微小環境などの病変微小環
境をシミュレートする条件セットとは、本明細書に記載された１つまたは複数の条件によ
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って異なるよう選択され得る。
【０１９７】
　例えば、以下に論じられるように、腫瘍微小環境の、それだけには限らないが、酸素濃
度、圧力、補助因子の存在、ｐＨ、乳酸濃度およびピルビン酸濃度を含めた種々のパラメ
ータが、非腫瘍微小環境と比較して異なる。これらのパラメータのいずれも、非腫瘍また
は正常環境において存在する条件と比較して、腫瘍または癌環境において存在する１つま
たは複数の条件をシミュレートするためにインビトロで再現され得る。シミュレートされ
得る正常な生理学的条件として、消化管、皮膚、脈管構造、血液および細胞外マトリック
スなどの身体の任意の位置での健常または非病変組織において見られる環境が挙げられる
。
【０１９８】
　通常、本明細書におけるアッセイでは、生理学的条件が、タンパク質の活性を評価する
ために使用されるバッファーの選択によってインビトロでシミュレートされ得る。例えば
、病変微小環境（腫瘍微小環境など）および非病変環境の任意の１つまたは複数の条件が
、アッセイにおいて活性を評価するために使用されるアッセイバッファーにおける相違に
よってシミュレートされ得る。したがって、条件的活性タンパク質を同定するための本明
細書における方法では、アッセイバッファーの成分（単数または複数）または特徴（単数
または複数）が、第１の条件下で活性を試験するための第１のアッセイにおいておよび第
２の条件下で活性を試験するための第２のアッセイにおいて異なるよう変更されているか
または製造されている。例えば、本明細書において論じられるように、腫瘍微小環境の、
それだけには限らないが、酸素、圧力、補助因子の存在、ｐＨ、乳酸濃度（増大したかま
たは低減した乳酸濃度など）およびピルビン酸濃度（増大したかまたは低減したピルビン
酸濃度を含めた）を含めた種々のパラメータは、非腫瘍環境と比較して異なる。これらの
条件の任意の１つまたは複数は、特定のアッセイバッファーの選択によってインビトロで
シミュレートされ得る。
【０１９９】
　病変微小環境をシミュレートするアッセイバッファーの組成は、病変微小環境において
変更されていると公知であるかまたは本明細書に記載される１つまたは複数の条件を除い
て、正常環境をシミュレートするアッセイバッファーの組成と同一であるよう選択され得
る。さらに、２つの異なる条件セット下での１種または複数の試験分子の活性のスクリー
ニングまたは同定では、一般に、アッセイにおいて変化している唯一の条件は、インビボ
微小環境をシミュレートするバッファー条件に関する。時間、温度およびインキュベート
条件などのアッセイのその他の条件は、両条件セットについて同一であり得る。
【０２００】
　通常、病変微小環境をシミュレートする条件および正常微小環境をシミュレートする条
件のセットでは同一基本バッファーが使用されるが、バッファー組成の設計は、ｐＨ、酸
素、圧力、補助因子の存在、ｐＨ、乳酸濃度（増大したかまたは低減した乳酸濃度など）
および／またはピルビン酸濃度（増大したかまたは低減したピルビン酸濃度を含めた）な
どの１種または複数のパラメータにおいて異なるよう行われ得る。病変微小環境をシミュ
レートする条件および正常微小環境をシミュレートする条件において、ＴＡＰＳ（（Ｎ－
トリス［ヒドロキシメチル］メチル－３－アミノプロパンスルホン酸））、トリス（トリ
ス（ヒドロキシメチル）メチルアミン）、トリシン（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メ
チルグリシン、ＴＡＰＳＯ（３－［Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルアミノ］－２
－ヒドロキシプロパンスルホン酸、ＨＥＰＥＳ（４－２－ヒドロキシエチル－１－ピペラ
ジンエタンスルホン酸）、ＴＥＳ（２－｛［トリス（ヒドロキシメチル）メチル］アミノ
｝エタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸）、ＰＩ
ＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸））、カコジル酸（ジメチ
ルアルシン酸）、ＳＳＣ（クエン酸ナトリウム生理食塩水）、ＭＥＳ（２－（Ｎ－モルホ
リノ）エタンスルホン酸）およびグッドバッファー（ＭＥＳ、ＡＤＡ、ＰＩＰＥＳ、ＡＣ
ＥＳ、コラミン塩酸、ＢＥＳ、ＴＥＳ、ＨＥＰＥＳ、アセトアミドグリシン、トリセン（
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ヒドロキシエチル）グリシン））のいずれかを含めた、使用できる当業者に公知の任意の
塩基バッファー。
【０２０１】
　当業者ならば、バッファーｐＫａ、溶解度、膜不透過性、最小の塩効果、バッファー解
離に対する培地のバッファー濃度、温度およびイオン組成の最小の影響、安定性、低い光
学的吸収（例えば、Good et al., (1966) Biochemistry 5(2):467-477参照のこと）など
の適当な因子を考慮することによって適当なバッファーを選択できる。使用されるバッフ
ァーの選択は、シミュレートされている特定のパラメータ（単数または複数）に応じて当
業者によって経験的に決定され得る。アッセイにおいて使用できるバッファーとして、ｐ
Ｈ範囲に対して適当な緩衝能を有する任意のバッファーが挙げられる。通常、イオン強度
またはバッファーの濃度が高いほど、緩衝能が高い。一般に、バッファーは、生理学的環
境を反映するよう選択される。生理学的バッファーの例示として、それだけには限らない
が、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、ハンクス緩衝塩溶液（ＨＢＳＳ）、リンガーまた
はクレブスが挙げられる。
【０２０２】
　さらに、本明細書に記載された任意の条件において、生理学的環境をシミュレートする
ためにヒト血清が、生理的条件をシミュレートする濃度、例えば、１～４０％のヒト血清
、一部の例では、５～３０％のヒト血清、一部の例では、５％、１０％、１５％、２０％
、２５％または３０％のヒト血清で添加され得る。
【０２０３】
　　ａ．腫瘍微小環境
　アッセイにおける条件セットは、非腫瘍環境または正常生理学的条件と比較して、例え
ば、腫瘍微小環境内の細胞外および／または細胞内条件（腫瘍微小環境内の細胞外マトリ
ックスにおいて見られる条件など）をシミュレートするよう選択され得る。一部の例では
、アッセイにおいて使用される条件セットは、腫瘍と関連しているか、または腫瘍に特有
である条件の存在などによって腫瘍微小環境の条件をシミュレートする。例えば、癌は、
ｐＨの変更および酸化能の増大、血管新生の変更、低酸素、細胞外および細胞ｐＨ、間質
液圧（ＩＦＰ）の上昇、酸素レベル、圧力、乳酸濃度およびピルビン酸濃度ならびに補助
因子の誘導（以下の表４参照のこと）を含めた多数のバイオマーカーと関連している（Al
uri et al. (2009), Adv. Drug. Deliv. Rev. 61(11):940-952; Gerweck and Seetharama
n (1996), Cancer Res. 56(6):1194-1198; Cook et al. (2004), Semin. Radiat. Oncol.
 14(3):259-266; Schafer and Buettner (2001); Free Radic. Biol. Med. 30(11):1191-
1212）。アッセイでは、これらの条件のいずれか１種または複数が、シミュレートされ得
る。
【０２０４】
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【表４】

【０２０５】
　　（１）ｐＨ
　腫瘍微小環境をシミュレートするための条件セットの一部の例では、１種または複数の
バッファーのｐＨが、腫瘍の微小環境をシミュレートするよう調整される。変更されたｐ
Ｈ微小環境は、腫瘍微小環境などの病状において見られる最も一般的な微小環境であり、
低酸素などのその他の特性と比較して、疾患微小環境内で最も不変である（例えば、Fogh
 Andersen et al. (1995) Clin. Chem., 41:1522-1525; Bhujwalla et al. (2002) NMR B
iomed., 15:114-119; Helmlinger et al. (1997) Nature Med., 3:177; Gerweck and See
tharaman (1996), Cancer Res. 56(6):1194-1198参照のこと）。例えば、多数の腫瘍では
、「ワールブルグ効果」が、５．６～６．８の範囲のｐＨを有する微小環境を作り出す。
本明細書に記載された条件は、正常な生理学的ｐＨ環境と比較して、低いｐＨ細胞外微小
環境（ＥＣＭ）をシミュレートする条件を含む。したがって、活性を低ｐＨをシミュレー
トする条件下で、また正常な生理学的ｐＨ（例えば、中性ｐＨ）をシミュレートする条件
下で測定するアッセイを使用して、腫瘍微小環境において条件的に活性である生物学的有
効性を有する分子を同定できる。
【０２０６】
　例えば、正常な微小環境条件のｐＨは、生理学的条件下で存在する任意のｐＨ、例えば
、約７．０～約７．８の任意のｐＨ、例えば、少なくともｐＨ７．１、７．２、７．３、
７．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８または約ｐＨ７．１、７．２、７．３、
７．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８またはｐＨ７．１、７．２、７．３、７
．４、７．５、７．６、７．７もしくは７．８（例えば、米国特許第７７８１４０５号を
参照のこと）、一部の例では、ｐＨ７．４であり得る。
【０２０７】
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　腫瘍微小環境のｐＨは、正常微小環境からより酸性であるｐＨ、例えば、約５．６～６
．８の任意のｐＨ、例えば、ｐＨ５．６、５．７、５．８、５．９、６．０、６．１、６
．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７もしくは６．８未満または約ｐＨ５．６
、５．７、５．８、５．９、６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６
、６．７または６．８未満またはｐＨ５．６、５．７、５．８、５．９、６．０、６．１
、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７または６．８未満を有するよう選択
される。したがって、正常微小環境をシミュレートする条件セットのｐＨは、腫瘍条件よ
りも塩基性であり得る。当業者に公知の、または本明細書に記載された任意のバッファー
を、所望のｐＨに調整できる。
【０２０８】
　一部の例では、腫瘍のｐＨ環境は、アッセイに使用されるバッファーのｐＨを変更する
ことによってアッセイにおいてシミュレートされる。ｐＨおよび緩衝能は、アッセイ条件
の関数であり、当業者によって経験的に決定または選択され得る。当業者に公知の、また
は本明細書に記載された任意のバッファーを、所望のｐＨに調整し、本明細書に記載され
たアッセイにおいて使用できる。当業者ならば、ＨＣｌなどの酸またはＮａＯＨなどの塩
基を添加することによってバッファーのｐＨを調整できる。通常、バッファーは、アッセ
イ条件の温度を平衡化でき、バッファーのｐＨは、使用前に必要に応じて、確認され、調
整される。
【０２０９】
　例えば、クレブス－リンガー重炭酸バッファー（ＫＲＢ）などの生理学的バッファーは
、５．６～６．８の間またはほぼ５．６～６．８の間、例えば、６．０～６．５、例えば
、６．０または約６．０である低ｐＨに調整され得る。一部の例では、生理学的バッファ
ー、例えば、ＫＲＢは、７．４または約７．４であるｐＨに調整され得る。ＫＲＢバッフ
ァーは、確立された細胞株およびヒト一次細胞の構造的完全性を維持し得る平衡塩溶液で
ある。さらに、重炭酸緩衝システムは、哺乳類血液のｐＨを維持するために使用され、粘
膜保護および管腔緩衝関与している主要な緩衝システムの１つである（Kaunitz and Akib
a (2006), Ailment Pharmacol. Ther. 24(S4):169-176）。したがって、ＫＲＢバッファ
ーとは、身体内に見られる条件をシミュレートできる生理学的バッファーである。表５は
、ＰＢＳと比較されるような、クレブス－リンガー重炭酸バッファーのバッファー成分を
示す。バッファーは、１Ｎ　ＨＣｌを用いて最終ｐＨに調整され得る。
【０２１０】
【表５】

【０２１１】
　　（２）乳酸濃度
　正常環境および腫瘍環境などの病変環境間で異なり得る条件として、乳酸の濃度を挙げ
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ることができる。乳酸は、肝臓の糖新生基質であることに加え（Gladden, (2008), Med. 
Sci. Sports Exerc. 40(3):477-485）、創傷修復、再生、有酸素代謝を含めた多数の生化
学的プロセスにおける重要な中間体である（Gladden (2004), J. Physiol.558(Pt 1):5-3
0）。当業者ならば、身体中の健常組織における乳酸の産生および維持の機序について（
例えば、Brooks (2010) J. Appl. Physiol. 108(6):1450-1451参照のこと）、また健常お
よび病変両組織における例示的乳酸濃度について（例えば、Soliman and Vincent (2010)
, Acta Clin. Belg. 65(3):176-181; Friedman et al. (1995), Crit. Care. Med 23(7):
1184-1193; Myburgh et al. (2001), Med. Sci. Sports Exer. 33(1):152-156）精通して
いる。
【０２１２】
　多数の腫瘍では、「ワールブルグ効果」が、１０～１５ｍＭの間の乳酸濃度を有する微
小環境を作り出す。乳酸レベルの上昇は、それだけには限らないが、頭頸部、転移性結腸
直腸癌、子宮頸癌および扁平上皮癌を含めた種々の腫瘍と関連して見られている（例えば
、Correlation of High Lactate Levels in Head and Neck Tumors with Incidence of M
etastasis. Stefan Walenta, Ahmad Salameh, Heidi Lyng, Jan F. Evensen, Margarethe
 Mitze, Einar K. Rofstad, and Wolfgang Mueller-Klieser. (1997) American Journal 
of Pathology 150(2): 409-415; Correlation of High Lactate Levels in Human Cervic
al Cancer with Incidence of Metastasis. Georg Schwickert, Stefan Walenta, Kolbei
n Suiulfor. Einar K. Rofstad, and Wolfgang Mueller-Klieser. (1995) Cancer Resear
ch 55: 4757-4759; High Lactate Levels Predict Likelihood of Metastases, Tumor Re
currence, and Restricted Patient Survival in Human Cervical Cancers. Stefan Wale
nta, Michael Wetterling, Michael Lehrke, Georg Schwickert, Kolbein Sundfor, Eina
r K. Rofstad, and Wolfgang Mueller-Klieser. (2000) Cancer Research 60: 916-921; 
In vitro Proton Magnetic Resonance Spectroscopic Lactate and Choline Measurement
s, 18F-FDG Uptake, and Prognosis in Patients with Lung Adenocarcinoma. JianFei G
uo, Kotaro Higashi, Hajime Yokota, Yosinobu Nagao, Yoshimichi Ueda, Yuko Kodama,
 Manabu Oguchi, Suzuka Taki, Hisao Tonami, and Itaru Yamamoto. (2004) J Nucl Med
  45: 1334-1339; Lactate and malignant tumors: A therapeutic target at the end s
tage of glycolysis. Saroj P. Mathupala, Chaim B. Colen, Prahlad Parajuli, Andrew
 E. Sloan (2007) J Bioenerg Biomembr 39: 73-77; Lactate Metabolism in Patients w
ith Metastatic Colorectal Cancer. Christopher P. Holroyde, Rita S. Axelrod, Char
les L. Skutches, Agnes C. Haff, Pavle Paul, and George A. Reichard. (1979) Cance
r Research 39: 4900-4904; Lactate, not pyruvate, is neuronal aerobic glycolysis 
end product: an in vitro electrophysiological study. A Schurr and R.S. Payne. (2
007) Neuroscience 147: 613-619; Tumor Lactate content predicts for response to f
ractionated irradiation of human squamous cell carcinomas in nude mice. Verena Q
uennet, Ala Yarominab, Daniel Zipsb, Andrea Rosnerb, Stefan Walentaa, Michael Ba
umannb, Wolfgang Mueller-Kliesera. (2006) Radiotherapy and Oncology 81: 130-135
参照のこと）。
【０２１３】
　腫瘍微小環境をシミュレートする本明細書に記載された条件セットは、１種または複数
のバッファーにおいて増大したレベルの乳酸を含み得る。腫瘍の乳酸濃度は、１種または
複数のバッファーにおいて乳酸の濃度を調整することによって、アッセイにおいてシミュ
レートされ得る。例えば、アッセイは、５ｍＭ～２０ｍＭの間の乳酸またはほぼ５ｍＭ～
２０ｍＭの間の乳酸、例えば、１５ｍＭ～１８ｍＭなどの１０ｍＭ～２０ｍＭの乳酸、特
に、少なくとも１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または少なくとも約１６
ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７ｍＭの乳酸または１６ｍＭ、１６．５ｍＭもしくは１７
ｍＭの乳酸を含有し得る１種または複数のバッファーを使用して実施され得る。一部の例
では、本明細書において提供されるアッセイにおいて使用するための正常環境をシミュレ
ートする１種または複数のバッファーの乳酸濃度は、０．５～５ｍＭの間の乳酸またはほ
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ぼ０．５～５ｍＭの間の乳酸、例えば、０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸など、例えば、０．５
、１、２、３、４もしくは５ｍＭの乳酸であるよう調整される。
【０２１４】
　　（３）低酸素
　正常環境および腫瘍環境などの病変環境間で異なり得る条件セットの別の例として、低
酸素を挙げることができる。低酸素、酸素の入手可能性の低下は、ほとんどの固形腫瘍の
特徴であり、乳癌（Favaro et al., Genome Med. (2011), 3(8):55）を含めたいくつかの
癌の種類において、化学療法抵抗性、放射線抵抗性、血管新生、脈管形成、侵襲性、転移
、細胞死に対する抵抗性、代謝の変更およびゲノム不安定性への貢献のために予後不良と
関連している（Wilson and Hay (2011), Nat. Rev. Cancer 11(6):393-410））。低酸素
および予後不良間の相関に関与している因子は、転写因子低酸素誘導因子（ＨＩＦ）であ
り、これは、低酸素に応じて活性化され、細胞増殖および生存、ｐＨおよび遊走、細胞不
死化および脱分化、幹細胞維持、遺伝的不安定性、グルコース取り込みおよび代謝、自己
分泌増殖／生存、血管新生、浸潤／転移および化学療法に対する抵抗性を調節する遺伝子
を活性化し得る（Semenza (2009), Curr. Pharm. Des. 15(33):3839-3843; Patiar and H
arris (2006), Endocr. Relat Cancer S1:S61-75）。低酸素は、攻撃性および遠隔転移の
増大と関連しており（Hashimoto et al., (2011) Pathobiology, 78(4):181-192）、腫瘍
において抵抗性および血管新生を促進する（Facciabene et al. (2011), Nature 475(735
5):226-230）。腫瘍低酸素は、不適切な血液供給および混乱した腫瘍脈管構造および酸素
の送達の障害に起因し得る（Carroll and Ashcroft (2005), Expert. Rev. Mol. Med. 7(
6):1-16）。
【０２１５】
　低酸素条件は、バッファー脱気を含めた当業者に公知の任意の方法によってアッセイに
おいてシミュレートされ得る。例えば、使用前に、不活性ガスをバッファーに通してバブ
リングさせてもよい（例えば、Nayler et al., (1979), 11(10):1053-1071参照のこと）
。低酸素条件は、Ｎ２：ＣＯ２（１９：１ｖｏｌ／ｖｏｌ）の混合物を用いてバッファー
をバブリングさせることによってシミュレートされ得る（Martou et al., (2006) J. App
l. Physiol. 101(5):1335-1342）。さらに、低酸素条件は、大気の酸素より低い酸素（Ｏ

２）濃度、例えば、２１％未満のＯ２を有する雰囲気中で反応を実施することによって（
McCord et al. (2009), Mol. Cancer Res. 7:489-497）または２１％未満のＯ２を有する
空気を反応物中にバブリングすることによって、アッセイの間、維持され得る。低酸素条
件は、酸素濃度が、大気曝露からの酸素の平衡濃度未満である任意の条件を含み、例えば
、０～１０％の酸素、例えば、０％、１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％
、９％、１０％または１５％の酸素を含めた０～２０％の酸素を含み得る。
【０２１６】
　さらに、正常微小環境をシミュレートする条件は、通常、生理学的条件下で見られるＯ

２濃度に対応するＯ２濃度を含み得る。例えば、健常な環境をシミュレートする条件下で
実施されるアッセイは、空気（およそ２１％の気相酸素）に曝露されている反応において
実施され得る。これらの条件下で、細胞は、２００μＭ以下の溶存酸素濃度に曝露され得
る。しかし、細胞は、２００μＭを上回るかまたは下回る酸素濃度、例えば、４０μＭ～
４００μＭなどで増殖し得る。したがって、正常微小環境をシミュレートする条件は、４
０μＭ～４００μＭの間またはほぼ４０μＭ～４００μＭの間、一部の例では、４０μＭ
～２００μＭ、一部の例では、４０μＭ～１４０μＭの範囲内の酸素濃度を含み得る。必
要に応じて、溶存酸素濃度は、大気または空気／酸素混合物のいずれかを用いて通気する
ことによって増大できる（例えば、Oller et al. (1989), J. Cell Sci. 94:43-49参照の
こと）。
【０２１７】
　３．条件的に活性である修飾されたタンパク質の検出および同定
　本方法では、条件（単数または複数）を選択した後、治療用タンパク質または修飾され
た治療用タンパク質、例えば、修飾された抗ＥＧＦＲ抗体などの試験分子が、第１の条件
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および第２の条件下での活性について評価される。分子またはタンパク質の活性を評価す
るための種々のアッセイは、当業者に公知であり、特定の分子またはタンパク質に応じて
変わる。例えば、アッセイは、結合アッセイまたは機能アッセイを含む。例示的アッセイ
は、以下の節Ｃに記載されている。例えば、抗ＥＧＦＲ抗体の活性を評価するために、Ｅ
ＧＦＲとの結合が評価され得る。
【０２１８】
　次いで、各条件下で得られた活性を比較する。通常、腫瘍環境において存在するなどの
病変条件をシミュレートするかまたは再現する条件である第１の条件セット下でより大き
な活性を示す分子またはタンパク質が同定され、選択される。例えば、腫瘍微小環境をシ
ミュレートする条件下での活性（例えば、結合活性）を、非腫瘍または正常な生理学的環
境をシミュレートする条件下での同一活性（例えば、結合活性）と比較する。比較のため
に、活性は、第１の条件セット（例えば、非病変正常微小環境の条件）下と比較した、第
２の条件（例えば、疾患微小環境の条件）下での活性の割合として表され得る。例えば、
第１および第２の条件間で異なるパラメータが、ｐＨである場合には、活性は、酸性ｐＨ
対より中性のｐＨで観察される活性の割合、例えば、ｐＨ６．０／７．４での活性の割合
として表され得る。１より大きい割合を示し、その結果、分子が、病変または腫瘍微小環
境においてより大きな活性を示す、治療用タンパク質または修飾された治療用タンパク質
、例えば、抗体または変異型抗体、例えば、修飾された抗ＥＧＦＲ抗体などの試験分子が
同定され、選択される。例えば、割合は、１．５～１００の間またはほぼ１．５～１００
の間、例えば、２～５０、例えば、５～３０以上である。したがって、本方法では、条件
的に活性であるタンパク質または変異体が同定され得る。
【０２１９】
　さらに、活性を、突然変異を含有しないタンパク質などの対照と比較して、突然変異（
単数または複数）を含有しないタンパク質と比較して、病変または腫瘍微小環境において
増大した活性を示すタンパク質を同定できる。一部の例では、修飾されたタンパク質の活
性は、非修飾タンパク質の活性に対して正規化できる。したがって、修飾されたタンパク
質の条件的活性は、正規化された活性に基づいて決定され得る。例示的な例として、非修
飾タンパク質が、それぞれ、正常微小環境および病変微小環境において１０および１の活
性を有し、修飾されたタンパク質が、それぞれ、正常微小環境および病変微小環境におい
て２および１の活性を有する場合に、正常および病変環境における修飾されたタンパク質
の正規化された活性は、それぞれ、０．２（２／１０）および１（１／１）である。した
がって、この仮説上の例では、修飾されたタンパク質は、正常微小環境において、病変微
小環境においての２倍活性であるが、病変環境における修飾されたタンパク質の正規化さ
れた活性が、正常環境における正規化された活性の５倍（１／０．２＝５）であるので、
病変微小環境について条件的に活性であり得る。したがって、本明細書において提供され
る方法を使用して、修飾されたタンパク質の正規化された活性の割合を変更し得る修飾を
同定できる。
【０２２０】
　４．反復法
　一例では、本明細書を実施した後に、任意の同定された条件的活性分子を、条件的活性
を増大するまたは最適化するために修飾またはさらに修飾できる。例えば、同定された治
療用タンパク質または変異体を鋳型として使用し、最初に同定された条件的活性タンパク
質にさらなる修飾を導入することによって二次ライブラリーを作製できる。例えば、条件
的活性を増大すると同定された修飾を組み合わせることができる。二次ライブラリーは、
本明細書に記載されたアッセイおよび方法を使用して試験できる。
【０２２１】
　本方法の反復性態様の別の例では、所望により、活性ではないかまたは第１の条件セッ
ト下で増大した活性を有さないような条件的活性を示さないと同定される分子を、さらに
修飾し、条件的活性について再試験してもよい。さらなる修飾は、分子の活性および／ま
たは安定性と関連している特定の領域（例えば、特定のアミノ酸残基）付近にターゲッテ
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ィングできる。例えば、分子の活性および／または安定性と関連している残基は、一般に
、重大な残基であり、構造的フォールディングまたは結合などの分子のその他の活性に関
与している。
【０２２２】
　重大な残基は、突然変異されると、タンパク質の正常な活性が取り除かれるかまたは減
少するので、同定できる。例えば、突然変異されると、治療用タンパク質のそのコグネイ
ト結合パートナーとの減少した結合活性かまたは取り除かれた結合活性を示す重大な残基
が同定できる。重大な残基は、結合ポケット中にある残基を含み得る。特に、本明細書に
おける目的上、条件的活性が、ｐＨの相違（例えば、腫瘍環境の酸性ｐＨ環境）に依存し
ている場合には、荷電アミノ酸残基（例えば、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、ＡｒｇおよびＨ
ｉｓ）に突然変異されると、コグネイト結合パートナーとの結合が取り除かれるかまたは
減少する重大な残基を同定することによって、タンパク質相互作用に対する荷電効果を決
定することができる。次いで、重大な残基は、それらが活性にとって必要であるので、条
件的活性タンパク質を作製するための突然変異誘発の標的とされてはならない残基として
同定される。それにもかかわらず、同定された重大な残基に隣接するかまたはその付近の
残基は、変化され得る、結合などの特定の活性に影響を及ぼし得る特定の標的であり得る
。例えば、隣接する残基の突然変異は、結合のポケットに影響を及ぼし、それによって結
合活性を変更し得る。
【０２２３】
　したがって、本方法の任意選択の工程の一例では、本明細書において重大な残基と呼ば
れる、タンパク質活性および／または安定性、および特に、結合（例えば、酸性ｐＨでの
）にとって重要であるアミノ酸残基を同定できる。次いで、同定された重大なアミノ酸残
基の付近を標的とする、例えば、同定された重大なアミノ酸残基に隣接するアミノ酸突然
変異を用いて修飾されたタンパク質のさらなるライブラリーを作製できる。一部の例では
、突然変異は、隣接する位置での最大１９種のその他のアミノ酸残基のうちの任意のその
他のものへのアミノ酸置換であり得る。その他の例では、突然変異は、例えば、発展して
いる特定の条件付き活性に応じて合理的にかまたは経験的に行うことができる。例えば、
ｐＨ条件下での条件的活性が発展している場合には、重大な残基の付近のまたはそれに隣
接するアミノ酸残基の突然変異は、荷電残基へ、特に、弱く荷電しており、６．５～６．
８あたりのｐＫを有するヒスチジン（Ｈ）残基へであり得る。例えば、各々、重大なアミ
ノ酸残基に隣接するかまたはその付近のアミノ酸残基でのヒスチジンへの単一アミノ酸置
換を含有する複数の突然変異体または変異型タンパク質が作製される、タンパク質突然変
異体のライブラリーを作製できる。
【０２２４】
　重大な残基に隣接する残基で突然変異を含有する新しい複数の突然変異体各々の活性を
、評価または決定できる。例えば、さらなるライブラリーの各メンバーは、個々に発現さ
せ、上記で本明細書において記載されるように、第１の条件および第２の条件で活性につ
いて個々に試験できる。両条件下で試験した後、第２の条件（例えば、正常組織の生理学
的環境または中性ｐＨ環境などの望ましくない環境）下で、発現されないかまたは優先的
結合を示すタンパク質変異体を排除する。したがって、いずれの条件下でも同様の活性を
示す（すなわち、結合などの活性に影響を及ぼさない）および／または第１の条件で優先
的活性を示す変異体のみを選択する。突然変異された残基の正体を決定でき、重要な残基
と呼ばれる。
【０２２５】
　次いで、重要な残基位置での突然変異の組合せを含むさらなるコンビナトリアルライブ
ラリーを作製する。重要な残基での突然変異は、１９種のその他のアミノ酸残基のうち任
意のその他のものへのアミノ酸置換であり得る。その他の例では、突然変異は、発展して
いる特定の条件付き活性に応じて合理的にかまたは経験的に行うことができる。例えば、
ｐＨ条件下での条件的活性が発展している場合には、重要なアミノ酸残基での突然変異は
、荷電残基へ、特に、ヒスチジン（Ｈ）残基へであり得る。例えば、１１個の重要な残基
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が同定されている場合には、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０個または１１個
すべての残基が変化しているタンパク質変異体を、任意の組合せで含有するコンビナトリ
アルライブラリーを作製することができる。例として、重要な残基のみがヒスチジン（Ｈ
）残基に突然変異されているコンビナトリアルライブラリーが作製される場合には、各位
置は、野生型アミノ酸またはヒスチジンであり得、突然変異され得る１１部位があり、組
み合わせられるので、ライブラリー中の突然変異体の数（ライブラリーの大きさ）は、２
１１個のメンバーまたは２０４８の組合せの突然変異体として算出できる。野生型および
１１種の単一Ｈｉｓ突然変異（上記ですでに試験された）を排除すると、ライブラリーは
、２０３６の組合せを含有するということは理解される。ライブラリーの大きさは、同定
された重要な残基の数および重要な残基位置各々で行われるアミノ酸置換の数に応じて増
大または減少し得るということも理解される。次いで、本明細書に上記に記載される方法
においてさらなるライブラリーをスクリーニングして、非腫瘍または健常環境よりも腫瘍
環境において増大した活性などの、所定の条件で条件的活性タンパク質を同定できる。
【０２２６】
　例えば、正常微小環境（例えば、ｐＨ７．４）と比較して、腫瘍微小環境（例えば、ｐ
Ｈ６．０）をシミュレートする条件下で増大した活性を有する、条件的活性の修飾された
、治療用抗体、例えば、アービタックスなどの治療用タンパク質を選択するために、治療
用タンパク質中のアミノ酸を突然変異させて、単一アミノ酸が修飾された治療用タンパク
質のライブラリーを形成してもよい。このライブラリーを、腫瘍微小環境および正常環境
をシミュレートするインビトロアッセイ条件下でアッセイして、突然変異されると、両条
件下で活性の喪失をもたらす重大な残基を同定することができる。例えば、ライブラリー
の１種または複数のメンバーとして、２つのｐＨ条件間でプロトン化状態を変更し得るイ
オン化できる基を有するアミノ酸（例えば、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓな
ど）で独立に置換され得る修飾されたタンパク質が挙げられる。タンパク質中のイオン化
できる残基のプロトン化状態は、タンパク質の１つまたは複数の活性（親和性、触媒活性
、溶解度、電荷および安定性など）をｐＨ依存的に変更し得る（Rostkowski et al. (201
1), BMC Struct. Biol. 11:6）。重大な残基は、荷電アミノ酸に突然変異されると、両条
件下で活性がなくなるアミノ酸位置として定義され得る。したがって、残基は、結合ポケ
ット中にある、および／または、その他の形でそのコグネイト結合パートナーとの結合へ
の荷電効果と関連しているものである。ＥＬＩＳＡスクリーニングなどの活性スクリーニ
ングから、ｐＨ６．０および７．４で、荷電残基に突然変異されると、結合を失う重大な
残基が同定され得る。
【０２２７】
　第２の工程では、重大な残基を同定した後に、重大な残基に隣接するアミノ酸の置換を
含有するタンパク質変異体の活性を、決定または評価できる。置換アミノ酸は、すべての
可能性あるアミノ酸から、またはすべての可能性あるアミノ酸のサブセットから無作為に
選択され得る。例えば、置換アミノ酸は、帯電しているアミノ酸残基などの、上記で論じ
たように腫瘍および正常状態間でイオン化状態を変更し得るアミノ酸を含み得る。特定の
例では、隣接する残基で置換されるアミノ酸がヒスチジンである。重大な残基に隣接する
残基で突然変異を含有する新規の複数の突然変異体各々の活性は、腫瘍環境の条件（例え
ば、酸性ｐＨおよび／または高乳酸の条件）を摸倣またはシミュレートする第１の条件で
、また非腫瘍環境を摸倣またはシミュレートする第２の条件（例えば、中性ｐＨ７．４お
よび／または低乳酸濃度の条件）で評価または決定できる。いずれの条件下でも同様の活
性を示し（すなわち、結合などの活性に影響を及ぼさない）、発現され、および／または
第１の条件で優先的活性を示す変異体が選択される。選択された突然変異体の突然変異さ
れた残基の正体が決定され、重要な残基と呼ばれる。
【０２２８】
　次いで、最終工程として、同定された重要な残基位置での突然変異体のすべての組合せ
を含有するさらなるコンビナトリアルライブラリーを作製する。正常微小環境（例えば、
ｐＨ７．４）と比較して、腫瘍微小環境（例えば、ｐＨ６．０）をシミュレートする条件
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下で増大した活性を有する、条件的活性の修飾された、治療用抗体、例えば、アービタッ
クス（Ｅｒｂｉｔｒｕｘ）などの治療用タンパク質を選択するために、置換アミノ酸は、
２つのｐＨ条件間でプロトン化状態を変更し得るイオン化できる基を有するもの（例えば
、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓなど）である。例えば、各重要な残基での置
換アミノ酸がヒスチジンであるコンビナトリアルライブラリーを作製する。コンビナトリ
アルライブラリーの各メンバーの活性は、腫瘍環境の条件（例えば、ｐＨ６．０などの酸
性ｐＨおよび／または高乳酸の条件）を摸倣またはシミュレートする第１の条件で、また
非腫瘍環境を摸倣またはシミュレートする第２の条件（例えば、中性ｐＨ７．４および／
または低乳酸濃度の条件）で評価または決定できる。第１の条件で増大した活性を示す変
異体が、条件的活性タンパク質として同定されるかまたは選択される。
【０２２９】
Ｃ．条件的活性分子を同定するためのアッセイ
　条件的に活性である治療用分子、例えば、抗体治療薬（例えば、変異型アービタックス
（Ｅｒｂｉｔｒｕｘ）抗体などの変異型抗ＥＧＦＲ抗体）などの治療用タンパク質を選択
または同定するための上記の節Ｂに提供される方法の工程は、生理学的環境と関連してい
る１つまたは複数の条件パラメータを変化させることまたは変更することに適している任
意のインビトロまたはインビボアッセイにおいて実施できる。通常、アッセイは、インビ
トロアッセイである。アッセイは、検出可能な方法またはその他測定可能な方法で治療用
分子の活性を試験または評価でき、その結果、第１の条件下で決定される活性と第２の条
件下で決定される活性を比較できる任意のアッセイであり得る。したがって、アッセイま
たは方法は２回（すなわち、二重形式で）実施し、それによって、第１の反復および第２
の反復でのアッセイの唯一の相違が、第２の条件（非病変または正常生理学的環境）と比
較して第１の条件（例えば、病変または腫瘍環境）間で異なるパラメータまたは条件とな
る。例えば、活性が、腫瘍環境において存在するような酸性ｐＨおよび／または高乳酸濃
度で評価される第１のアッセイを実施でき、活性が非腫瘍または正常生理学的環境におい
て存在するような高ｐＨ（例えば、中性ｐＨ）および／または低乳酸濃度で評価される点
を除いて、第１のアッセイと同一である第２のアッセイを実施する。
【０２３０】
　ある環境において別の環境よりも活性であるタンパク質を作製および同定するために、
タンパク質の活性を評価するために本明細書に記載された任意のアッセイを使用できる。
例えば、例示的アッセイとは、治療用分子のそのコグネイト結合パートナーとの結合活性
または治療用分子の機能活性を測定するものである。本明細書において提供されたアッセ
イは、多数の試験分子、例えば、タンパク質変異体の活性を一度に二重形式で評価するた
めにハイスループット形式で開発してもよい。本明細書において提供される方法において
使用できる例示的アッセイが、本明細書において提供される。アッセイは、制限であると
意味するものではない。結合を検出するアッセイおよび機能アッセイを含めた、当業者に
公知である任意のアッセイが、本明細書において提供される方法において使用するために
考慮される。
【０２３１】
　１．結合を検出するアッセイ
　一部の例では、本明細書において提供される方法において使用するためのアッセイは、
治療用タンパク質またはその変異体、例えば、抗体変異体（例えば、抗ＥＧＦＲ）などの
試験分子の、受容体、リガンドまたは抗原などのコグネイト結合パートナーとの結合を測
定する。したがって、２種の異なる生理学的微小環境間のリガンド－結合対の結合活性な
どの活性を同定および区別するためのインビトロ生理学的高感度法が、本明細書において
提供される。方法は、別の環境よりもある環境で、高い活性、例えば、結合活性を示すタ
ンパク質を同定するための競合法である。例えば、本明細書において提供されたインビト
ロアッセイは、１）腫瘍微小環境内の細胞外マトリックスにおいて見られる結合条件をシ
ミュレートする、２）非病変部位で見られるものなどの生理学的結合条件をシミュレート
する条件下で、別個に（例えば、並行して、または逐次）実施される結合アッセイである
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。方法は、皮膚、消化管またはその他の組織において存在するような非腫瘍微小環境の正
常な生理学的条件と比較して、腫瘍微小環境の病的状態下で、そのリガンドまたは受容体
と優先的に結合する任意の試験分子を同定するために使用できる。方法は、２つの異なる
結合条件下で、コグネイト結合パートナー（例えば、標的抗原またはリガンド）を、試験
分子と別個に接触させる二重アッセイ競合法である。
【０２３２】
　アッセイでは、各結合分子（例えば、治療用タンパク質または変異体）は、そのコグネ
イト（ｃｏｎｇｎａｔｅ）結合パートナー（例えば、標的抗原）との結合について、両方
のシミュレートされた条件下で、個々に、および別個にスクリーニングされる。例えば、
治療用タンパク質を、標的抗原などのコグネイト結合パートナーと接触させることができ
、治療用タンパク質のコグネイト結合パートナーに対する結合活性を評価し、比較するこ
とができる。結合を測定するアッセイの例として、溶液結合アッセイおよび表面プラズモ
ン共鳴などの固体支持体結合アッセイおよびＥＬＩＳＡなどのイムノアッセイが挙げられ
る。
【０２３３】
　本明細書に記載された結合アッセイにおいて使用するための例示的コグネイト結合パー
トナーとして、小分子、ペプチド、タンパク質、酵素、抗体またはその他の生体分子が挙
げられる。一部の例では、癌細胞および腫瘍の増殖、血管新生または細胞増殖特性と関連
している任意のリガンド、受容体、酵素またはその他のタンパク質などのコグネイト結合
パートナーは、腫瘍または癌の治療における介入点である。したがって、コグネイト結合
パートナーおよび標的タンパク質への言及は、同義的に使用される。標的タンパク質は、
治療介入の公知の標的に基づいて選択できる。例えば、公知の癌治療薬の代替標的は、本
明細書における方法において標的タンパク質として選択できる。本明細書における結合ア
ッセイにおいて使用される標的タンパク質の選択は、スクリーニングされる試験分子標的
タンパク質に応じて変わるということは理解される。表３は、例示的治療用タンパク質の
コグネイト結合パートナーまたは標的タンパク質を示す。このような標的タンパク質の例
は、上記の表３に示されており、これとして、例えば、ＥＧＦＲ（全長タンパク質または
細胞外ドメインを含む）、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ、ＣＤ２０（全長または大きな細胞外ループ
）、ＶＥＧＦ－Ａ、ＣＤ５２（全長または細胞外ドメイン）、ＥｐＣＡＭ（全長または細
胞外ドメイン）ＣＤ３（全長、細胞外ドメイン、γ鎖、ζ鎖またはε鎖）、ＣＤ３３（全
長または細胞外ドメイン）、ＣＤ８０（全長または細胞外ドメイン）、ＣＤ８６（全長ま
たは細胞外ドメイン）、ＣＴＬＡ－４（全長または細胞外ドメイン）、ＰＬＧＦ、α５β
１インテグリン（全長、細胞外ドメイン、α５またはβ１）、メソテリン（全長または細
胞外ドメイン）およびＩＧＦ－１Ｒ（全長または細胞外ドメイン）が挙げられる。
【０２３４】
　さらに、本明細書において提供されるアッセイにおいて、標的タンパク質の断片を使用
してもよい。例えば、標的抗原などの標的タンパク質を、可溶性タンパク質として発現さ
せてもよい。例えば、標的タンパク質として使用するための可溶性ＥＧＦＲとして、可溶
性ＥＧＦ受容体細胞外ドメイン（ｓＥＣＤ）がある。コグネイト結合パートナーとしてま
た、細胞外ドメインおよび／または細胞内ドメインを含む本明細書に記載された任意のコ
グネイト結合パートナーの細胞外ドメインまたは細胞内ドメインが挙げられる。
【０２３５】
　本明細書において提供される方法の一部の例では、試験分子は、抗ＥＧＦＲ抗体または
その変異体であり、コグネイト結合パートナーは、リガンドまたは例えば、可溶性ＥＧＦ
Ｒ受容体などのその可溶性断片である。上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ、ＨＥＲ１、ｃ－
ＥｒｂＢ－１；配列番号１０）は、種々の癌の介入および治療のための標的である。ＥＧ
ＦＲは、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３およびＨＥＲ４を含めた、Ｉ型受容体チロシンキ
ナーゼのサブファミリーのメンバーである膜貫通糖タンパク質である。ＥＧＦＲは、皮膚
および毛包を含めた多数の正常上皮組織において構成的に発現される。ＥＧＦＲは、上皮
起源のいくつかの癌では過剰発現される。ＥＧＦＲの発現は、頭頸部、結腸および直腸の
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ＦＲの過剰発現を伴う（Parikh et al., (2011) Indian J Cancer 48:145-147）。ＥＧＦ
Ｒは、患者の予後不良および細胞傷害性化学療法に対する抵抗性と関連している（Ryan a
nd Chabner (2000), Clin. Cancer Res. 6:4607-4609; Fox et al., (1994) Breast Res.
 Treat., 29:41-49; Rubin Grandis et al., (1998) J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda)
, 90: 824-832; Uhlman et al. (1995) Clin. Cancer Res., 1:913-920; Neal et al., (
1990) Cancer (Phila.), 65:1619-1625）。ＥＧＦＲは、上皮腫瘍において頻繁に過剰発
現され、ＥＧＦＲ発現は、細胞傷害性薬剤および化学療法に対する腫瘍の抵抗性と相関す
る可能性がある（Ryan and Chabner (2000), Clin. Cancer Res. 6:4607-4609）。
【０２３６】
　リガンドのＥＧＦＲの細胞外ドメインとの結合は、二量体化を促進し、内部チロシンキ
ナーゼドメインを活性化し得、例えば、ｂｃｌ－２をリン酸化し得るプロテインキナーゼ
Ａを含めたいくつかの下流シグナルを活性化し得る（Ryan and Chabner (2000), Clin. C
ancer Res. 6:4607-4609; Ciardiello and Tortora (1998), Clin Cancer Res. 4:821-82
8）。
【０２３７】
　本明細書における特定の例では、抗ＥＧＦＲ抗体またはその変異体のＥＧＦＲまたは可
溶性ＥＧＦＲとの結合活性を、低ｐＨ（＜７．４）および高乳酸濃度の条件下および約７
．３～７．４の生理学的ｐＨおよび低乳酸濃度の条件下で評価できる。さらに、天然環境
をさらに摸倣するために結合アッセイにヒト血清を含めてもよい。結合活性を、２種の条
件間で比較して、正常生理学的条件下と比較して、腫瘍微小環境条件下でより大きな結合
活性を示す生体分子結合剤を同定できる。正常な生理学的条件をシミュレートする条件と
比較して、腫瘍微小環境をシミュレートする条件下で、そのＥＧＦＲコグネイト結合パー
トナーに対してより大きな結合を示す抗ＥＧＦＲ抗体を同定できる。
【０２３８】
　通常、試験分子またはコグネイト結合パートナーは、検出可能に標識され、その結果、
結合活性を評価および決定できる。例えば、結合を検出するために、治療用タンパク質、
例えば、抗体変異体（例えば、抗ＥＧＦＲ抗体変異体）などの試験分子を、検出可能な部
分またはタグで標識して、検出を容易にすることができる。当業者ならば、アッセイ条件
にとって適当な検出可能な部分またはタグを選択できる。例えば、抗Ｉｇ抗体などの一部
の二次試薬は、ヒト血清を含有する溶液中の抗体である修飾されたタンパク質の結合を検
出するためには使用できない。さらに、抗ＩｇＧ抗体は、抗体である生体分子の結合を検
出するためには使用できない。
【０２３９】
　任意の検出可能な部分または検出または同定され得る当業者に公知のその他の部分を使
用してよい。部分またはタグは、治療用タンパク質または抗体などの試験分子と、直接的
に連結されても、例えば、リンカーを使用して間接的に連結されてもよい。連結は、治療
用抗体のＮ末端であっても、Ｃ末端であってもよい。本明細書における方法において使用
できる例示的タグおよび部分として、それだけには限らないが、表６に示される任意のも
のが挙げられる。
【０２４０】
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【表６】

【０２４１】
　検出可能な部分を、本明細書に記載された治療用抗体と連結できる当業者に公知である
任意のリンカーを使用してよい。例示的リンカーとして、グリシンリッチ可動性リンカー
（－Ｇ４Ｓ－）ｎ（式中、ｎは、１（配列番号４）、２（配列番号７０）、３（配列番号
７１）、４（配列番号７２）、５（配列番号７３）またはそれ以上などの正の整数である
）が挙げられる。
【０２４２】
　結合アッセイは、溶液中で実施しても、試験分子もしくはコグネイト結合パートナーを
固体支持体に取り付けることによって実施してもよい。一部の例では、コグネイト結合分
子または試験分子を、細胞から発現させることができ、結合は細胞ベースのアッセイにお
いて評価できる。
【０２４３】
　　ａ）固体支持体結合アッセイ
　本明細書において提供される方法において使用するためのアッセイとして、治療標的タ
ンパク質またはその変異体などの試験分子の、コグネイト結合パートナーとの結合が、一
方または両方が固体支持体と結合している条件下で測定される結合アッセイが挙げられる
。例えば、溶液中のコグネイト結合パートナーは、固体支持体上に固定化されている試験
分子と相互作用し得る、または溶液中の試験分子は、固体支持体上に固定化されているコ
グネイト結合パートナーと相互作用し得る。固体支持体結合アッセイは、固相上への固定
が、結合していないタンパク質から結合しているタンパク質を分離することを容易にし得
るので、溶液結合アッセイと比較して有利であり得る。表面プラズモン共鳴およびＥＬＩ
ＳＡを含めた、当業者に公知の任意の固体支持体結合アッセイが、本明細書において提供
される方法において使用するために考慮される。
【０２４４】
　例えば、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を使用して、サンプル中の分析物分子の、固定
された分子との分子結合の際に生じる屈折率の変化を測定することによって、高感度アッ
セイにおいて標識されていない分子の結合を検出できる（Piliarik et al., (2009) Meth
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ods Mol Biol. 503:65-88）。ＳＰＲは、金属中の電子の集団振動である表面プラズモン
波が、金属／誘電体界面で励起されると生じる。ＳＰＲは、角度および波長の特定の組合
せで反射光強度を低減する。分子結合は、金属膜上の極薄有機（誘電）層の屈折率および
厚みを変化させ得、これがＳＰＲ共鳴条件を変化させる。コグネイト結合パートナーを有
する溶液を、固定化された治療用タンパク質上に通過させてもよく、または治療用タンパ
ク質を有する溶液を、固定化されたコグネイト結合パートナー上に通過させてもよい。時
間の関数としてＳＰＲシグナルを測定することによって会合速度を測定できる。会合後、
ブランク溶液を、固定化された治療用タンパク質またはコグネイト結合パートナー上に通
過させてもよく、解離速度を時間の関数として測定できる。会合および解離速度から、平
衡結合定数を算出できる（Jecklin et al. (2009), J. Mol. Recognit. 22(4):319-29; N
guyen et al, (2007) Methods. 42(2):150-61; Tanious et al. (2008), Methods Cell B
iol. 84:53-77）。したがって、ＳＰＲを使用して、治療用タンパク質およびコグネイト
結合パートナー間の相互作用の動力学および熱力学を測定できる。
【０２４５】
　別の例では、治療用タンパク質およびコグネイト結合パートナー間の結合は、酵素結合
免疫測定法（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ）
（ＥＬＩＳＡ）によって検出され得る。ＥＬＩＳＡは、抗体／抗原相互作用などのタンパ
ク質／リガンド相互作用を検出するために使用できる免疫学的アッセイである。通常、Ｅ
ＬＩＳＡでは、抗体／抗原複合体と直接的または間接的に連結している酵素マーカーから
のシグナルを測定することによって、抗体／抗原相互作用が検出される。いくつかのＥＬ
ＩＳＡ法が当業者に公知であり、直接ＥＬＩＳＡおよび間接ＥＬＩＳＡを含めた、当業者
に公知の、または本明細書に記載された任意のＥＬＩＳＡ法を使用してよい。直接ＥＬＩ
ＳＡでは、固定化された分子と相互作用する標識された一次抗体が検出される。直接ＥＬ
ＩＳＡは、１）固相を、抗体などの試験分子のコグネイト結合パートナー（すなわち、リ
ガンドまたは抗原）と接触させる工程；２）固相を、ブロッキング試薬とともにインキュ
ベートして、固相上の非特異的結合部位をブロッキングする工程；３）固相を、コグネイ
ト結合パートナーと結合する検出可能な試験分子とともにインキュベートする工程；およ
び４）結合している検出可能な試験分子を検出する工程を含み得る。間接ＥＬＩＳＡでは
、一次抗体と相互作用する標識された二次抗体が検出される。間接ＥＬＩＳＡは、１）固
相を、抗体などの試験分子のコグネイト結合パートナー（すなわち、リガンドまたは抗原
）でコーティングする工程；２）固相を、ブロッキング試薬とともにインキュベートして
、固相上の非特異的結合部位をブロッキングする工程；３）固相を、コグネイト結合パー
トナーと結合する試験分子とともにインキュベートする工程；４）治療抗体と結合できる
、試験分子を検出できるが、アッセイバッファー中に含有されるヒト血清成分は検出でき
ない標識された二次抗体などの二次検出剤とともにインキュベートする工程；および５）
二次検出剤を検出する工程を含み得る。さらに、直接または間接ＥＬＩＳＡ法に、方法の
任意の工程間に１回以上の洗浄工程（例えば、１、２、３、４回またはそれ以上の洗浄工
程）を含めてもよい。
【０２４６】
　スクリーニングされているコグネイト結合タンパク質および生体分子に応じて正確なア
ッセイまたはアッセイ条件を経験的に決定することは当業者のレベル内である。固体支持
体結合アッセイにおいて実施される方法の工程は、１）コグネイト結合タンパク質を固体
支持体に固定化すること；２）試験分子（単数または複数）（例えば、抗体変異体）を、
コグネイト結合タンパク質と接触させること；および３）コグネイト結合タンパク質との
結合活性を示す結合している試験分子を検出および同定することを含む。方法の工程は、
試験分子が固体支持体に固定化され、コグネイト結合分子がそれと接触するように実施さ
れ得ることは理解される。工程のいずれも、２種のインビボ生理学的条件をシミュレート
する条件下で実施され得る。例えば、アッセイがＥＬＩＳＡである場合には、コーティン
グ、ブロッキング、試験分子（例えば、治療用抗体またはその変異体）ととものインキュ
ベーションまたは検出などのＥＬＩＳＡの工程のいずれも、腫瘍微小環境（例えば、ｐＨ
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６．０）をシミュレートする条件または正常微小環境（例えば、ｐＨ７．４）をシミュレ
ートする条件下などの本明細書に記載された条件下または当業者に公知のその他の適した
条件で実施され得る。
【０２４７】
　一般的なアッセイ法の説明を、イムノアッセイベースの形式に関連して以下に提供する
。当業者ならば、表面プラズモン共鳴などによるその他の固体支持体形式で結合アッセイ
を実施するために、工程（単数または複数）を適応させることができる。上記の節Ｂにお
いて記載された治療用タンパク質または変異体などの任意の試験分子は、本明細書に記載
されたように、そのコグネイト結合タンパク質に対する結合活性について試験され得る。
特に、抗ＥＧＦＲ抗体の抗体変異体、例えば、変異型アービタックス抗体を、二重アッセ
イにおいて作製し、スクリーニングし、低ｐＨおよび高乳酸濃度の腫瘍微小環境内でＥＧ
ＦＲと結合するが、正常な生理学的ｐＨでは結合しない、癌の治療のための改良された変
異型抗ＥＧＦＲ類似体を同定できる。
【０２４８】
　　１）固体支持体への固定化
　本方法の第１の工程として、対象とするコグネイト結合タンパク質（例えば、リガンド
または抗原）を、結合している分子の検出または同定が後に達成され得るよう、結合して
いる分子の捕獲を促進するために使用するために適合させる。捕獲を促進するために、ス
クリーニングのためのコグネイト結合タンパク質は、溶液中、懸濁液中で提供されてもよ
いし、アッセイ法の必要に応じて固体支持体に結合されてもよい。例えば、コグネイト結
合タンパク質が、固体支持体に固定化される。あるいは、またはさらに、捕獲を促進する
ために試験分子が修飾されてもよい。例えば、試験分子は、固体支持体に固定化し、また
はその他の形で検出可能に標識することができる。一般に、結合アッセイは、固体支持体
上で行われる。
【０２４９】
　本明細書において提供された結合アッセイにおいて使用できる固体支持体として、分子
、例えば、試験分子またはリガンド、受容体または抗原などのタンパク質のコグネイト結
合パートナーが取り付けされ得る任意の担体が挙げられる。通常、変異型試験分子（例え
ば、抗ＥＧＦＲ抗体変異体などの抗体変異体のライブラリーまたは収集物）のハイスルー
プットスクリーニングを促進するために、コグネイト結合パートナーが固体支持体に取り
付けられる。本明細書において提供された方法において固体支持体として使用するための
担体の例として、それだけには限らないが、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポ
リエチレン、デキストラン、ナイロン、アミロース、天然および修飾されたセルロース、
ポリアクリルアミド、アガロースおよび磁性固体支持体、例えば、マグネタイトを含む固
体支持体が挙げられる。固体支持体は、１種または複数のビーズまたは粒子、マイクロス
フェア、試験管またはプレートの表面、フィルターメンブレンおよび当技術分野で公知の
その他の固体支持体であり得る。例示的固体支持体システムは、それだけには限らないが
、マルチウェルプレートまたはメンブランを含めた、例えば、ガラス、シリコン、金属、
ナイロン、セルロース、プラスチックまたは合成物で構成される平坦な表面を含むか、ま
たはシリカゲル、コントロールドポアガラス（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｐｏｒｅ　ｇｌａ
ｓｓ）、磁性（ダイナビーズ）またはセルロースビーズなどのビーズの形態であり得る。
さらに、このような方法を、懸濁液における、またはカラムの形態での使用に適合させる
ことができる。
【０２５０】
　特定のアッセイ条件に応じて適した固体支持体を選択することは当業者のレベル内であ
る。例えば、バッファーｐＨが、Ｎｉコーティングとの抗原コーティングに影響を及ぼし
得るが、ハイバインド（ｈｉｇｈ－ｂｉｎｄ）プレートには影響を及ぼさないので、ニッ
ケルコーティングされたマイクロプレートが、Ｈｉｓタグを付けられたタンパク質の結合
にはあまり適していない場合がある。固体支持体が、変動するｐＨ条件を用いる使用に適
しているかどうかを決定することは当業者のレベル内である。
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【０２５１】
　試験分子またはコグネイト結合パートナーは、当業者に公知の任意の方法によって固体
支持体に固定化され得る。結合のために共有結合または非共有結合法を使用できる。通常
、試験分子またはコグネイト結合パートナー（リガンドまたは抗原など）は、水性媒体か
らの吸着によって固定化される。一部の例では、吸着は、病変微小環境（腫瘍または癌微
小環境など）をシミュレートする条件下で、正常微小環境をシミュレートする条件下で、
または当業者に公知の標準条件下で実施され得る。例えば、吸着は、６．０～７．４の間
またはほぼ６．０～７．４の間のｐＨ範囲、一部の例では、ｐＨ７．４または約ｐＨ７．
４を有するバッファーを使用して実施され得る。特に、吸着を達成するために、高結合性
マイクロプレートを固体支持体として使用してもよい。高結合性プレートは、当業者に公
知であり、種々の製造業者から容易に入手可能である（例えば、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ、カタログ番号４４－２４０４－２１から入手可能なＮｕｎ
ｃ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ平底プレート；Ｃｏｓｔａｒ　９６ウェルＥＩＡ／ＲＩＡ　Ｓｔｒ
ｉｐｗｅｌｌプレート、Ｃｏｓｔａｒ２５９２）。
【０２５２】
　共有結合カップリングまたは固体マトリックスへの標的タンパク質の取り付けのその他
の周知の方法などのその他の取り付け様式も使用できる。治療用タンパク質および／また
はコグネイト結合パートナーの付着の共有結合法として、化学的架橋法が挙げられる。反
応試薬は、支持体とタンパク質またはコグネイト結合パートナー上の官能基間の共有結合
を作り出すことができる。化学的に反応され得る官能基の例として、アミノ、チオールお
よびカルボキシル基がある。Ｎ－エチルマレイミド、ヨードアセトアミド、Ｎ－ヒドロス
クシンイミドおよびグルタルアルデヒドは、官能基と反応する試薬の例である。その他の
例では、試験分子および／またはコグネイト結合パートナーを、それだけには限らないが
、免疫親和性またはリガンド－受容体相互作用（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン
またはグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ－グルタチオン）などの方法によって固体支
持体と間接的に結合させることができる。例えば、試験分子を、ＥＬＩＳＡプレートまた
はその他の同様のアドレス可能なアレイにコーティングしてもよい。
【０２５３】
　一例では、マイクロプレートのウェルなどの固体支持体を、試験分子またはコグネイト
結合パートナーと結合し、捕獲する親和性捕獲剤でコーティングして、それを固体支持体
に取り付けてもよい。試験分子および／またはコグネイト結合パートナーを、任意の選択
された親和性捕獲剤と適合するタグを含有するよう修飾してもよい。本明細書におけるア
ッセイにおいて使用できる例示的タグまたは部分として、それだけには限らないが、Ｈｉ
ｓ、Ｔ７、Ｍｙｃ、ＨＡ、ＶＳＶ－ＧまたはＦｌａｇタグ（例えば、配列番号３、５、７
、１５～１６、２５）が挙げられる。このようなタグは、当業者に周知である。例えば、
ビオチン化抗Ｈｉｓ抗体を、ストレプトアビジンを含有するプレート上にコーティングし
、Ｈｉｓ－タグを含有するコグネイト結合パートナーまたは試験分子タンパク質の捕獲を
容易にできる。ストレプトアビジンおよび親和性捕獲剤でコーティングされたプレートは
、製造業者から入手可能であるか（例えば、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ；カタログ番号１５５００参照のこと）または当業者
によって調製できる。上記のように、吸着または固定化技術の選択は、一般に、変動する
ｐＨ環境と適合するよう選択される。
【０２５４】
　コグネイト結合パートナーが固体支持体に取り付けられる本明細書における例では、コ
グネイト結合パートナー（例えば、ｓＥＧＦＲ）の固体支持体との結合は、スクリーニン
グされた試験分子または試験分子のライブラリーとの接触の前、その間、またはそれに続
いてのいずれで実施してもよい。例えば、１種または複数のコグネイト結合パートナーを
、クロマトグラフィーカラムまたはマイクロプレートのウェルなどの固体支持体に事前に
吸収（ｐｒｅ－ａｂｓｏｒｂｅｄ）させ、その後に、試験分子とともにインキュベートし
てもよい。その他の例では、コグネイト結合パートナーおよび試験分子を、溶液中で接触
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させ、その後、固体支持体上にコグネイト結合パートナーを捕獲する。
【０２５５】
　二重形式または二連アッセイでは、固定化された物質、通常、コグネイト結合パートナ
ーを、同一である標準条件下で固定化する。通常、両条件下での吸着または固定化を容易
にするために使用されるバッファーは、中性または生理学的バッファーである。生理学的
バッファーの例示として、それだけには限らないが、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、
ハンクス平衡塩溶液（ＨＢＳＳ）、リンガーまたはクレブスが挙げられる。ｐＨおよび緩
衝能は、アッセイ条件の関数であり、当業者によって経験的に決定または選択され得る。
生理学的バッファーの例示として、クレブス－リンガー重炭酸（ＫＲＢ）バッファー（Ｓ
ｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、カタログ番号Ｋ４００２）がある。さらに、固体支持体への
固定化される物質、通常、コグネイト結合パートナーの吸着または固定化は、ヒト血清を
含有しないバッファー中で行われるが、これは、ヒト血清が、天然環境条件をシミュレー
トするために接触工程またはスクリーニングにおいて使用されるからである。
【０２５６】
　例えば、ＫＲＢバッファーまたはその他の同様の生理学的バッファー中の変動する濃度
の、抗原などのコグネイト結合パートナーを固体支持体上に吸着させてもよい。例えば、
ＫＲＢバッファーまたはその他の同様生理学的バッファー中、１～５０ｎＭの間またはほ
ぼ１～５０ｎＭの間、例えば、３～３０ｎＭ、例えば、５～２０ｎＭ、例えば、３、６、
９、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０
もしくは５０ｎＭまたは約３、６、９、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２５、３０、３５、４０もしくは５０ｎＭのコグネイト結合パートナー（例え
ば、ｓＥＧＦＲなどの抗原）を吸着させてもよい。吸着される標的抗原の量は、結合剤の
関数であり、標的抗原と結合することがわかっている対照を使用することなどによって経
験的に決定できる。吸着は、コグネイト結合タンパク質が固体支持体上の結合部位と結合
するのを可能にするよう、任意の所望の時間および温度で進めることができる。例えば、
吸着は、通常、４℃～３７℃で、例えば、４℃、室温（すなわち、２２℃）または３７℃
で実施される。吸着の時間は、通常、３０分～４８時間またはそれ以上であり、温度の関
数として変わり得る。例えば、コグネイト結合タンパク質は、高結合性マイクロウェルプ
レートなどの固体支持体に、４℃で６時間～４８時間、例えば、１２時間～３６時間、通
常、一晩、例えば、１２時間～２４時間吸着され得る。別の例では、コグネイト結合タン
パク質は、高結合性マイクロウェルプレートなどの固体支持体に、室温で、３０分～４時
間、例えば、１時間～２時間、特に、２時間吸着される。固体支持体は、結合していない
標的抗原を除去するために、吸着に使用される同一バッファーで１回または複数回、例え
ば、１、２、３、４回またはそれ以上洗浄され得る。
【０２５７】
　　２）シミュレートされた条件下での接触
　アッセイでは、結合パートナーおよび結合剤の結合は、２つの異なる生理学的条件、病
変微小環境および非病変微小環境の正常な生理学的条件をシミュレートする条件下で行わ
れる。例えば、病変微小環境は、腫瘍微小環境における条件をシミュレートし得る。した
がって、標的抗原を支持体に取り付けた後、方法のその後の工程は、一般に、２種の別個
のアッセイとして実施される。したがって、各標的抗原について、２連の固体支持体上に
、上記のように、抗原が吸着され、結合されるかまたは固定化される。続いて、二連の支
持体が、一方が、腫瘍微小環境をシミュレートし、もう一方が、正常な生理学的環境をシ
ミュレートする２つの変化に富んだアッセイ条件下での結合アッセイの実施のために別個
に処理される。このような条件は、節Ｂにおいて上記で記載されている。節Ｂにおいて上
記で論じられるように、別個のアッセイの実施において、変更される唯一の条件は、イン
ビボ微小環境をシミュレートするバッファー条件に関するということは理解される。時間
および温度インキュベーション条件は、一般に、並行アッセイ間で同一である。
【０２５８】
　例えば、本明細書に提供された方法では、２種の別個のアッセイにおいて試験分子をコ
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グネイト結合タンパク質と接触させて、結合活性について試験する。一アッセイでは、上
記の腫瘍微小環境をシミュレートするバッファーの存在下で、試験分子を、コグネイト結
合タンパク質と接触させるかまたはそれとともにインキュベートする。第２のアッセイで
は、上記の正常な生理学的条件をシミュレートするバッファーの存在下で、試験結合分子
を、コグネイト結合タンパク質と接触させるかまたはそれとともにインキュベートする。
通常、インキュベーション反応は、試験分子またはタンパク質がコグネイト結合パートナ
ー（例えば、抗原）と結合するのを可能にするよう、任意の所望の時間および温度で進め
ることができる。例えば、結合は、一般に、４℃～３７℃で、例えば、４℃、室温または
３７℃で実施される。結合の時間は、一般に、３０分～４８時間またはそれ以上であり、
温度の関数であり得る。通常、結合分子またはタンパク質の結合は、室温で、３０分～４
時間の間またはほぼ３０分～４時間の間、例えば、１時間～２時間、例えば、約１時間で
ある。固体支持体は、任意の結合していない標的抗原を除去するために、結合に使用され
る同一バッファーで洗浄され得る。
【０２５９】
　例えば、接触することは、非腫瘍または微小環境をシミュレートするために、１ｍＭ乳
酸、ｐＨ７．４および２５％ヒト血清を用いて実施できる。それとは別に、接触工程は、
腫瘍微小環境をシミュレートするために、１６．５ｍＭ乳酸、ｐＨ６．０、２５％ヒト血
清を用いて実施される。各接触反応において、接触は、室温（すなわち、２２℃）で１時
間であり得る。
【０２６０】
　したがって、各アッセイ条件では、治療用抗体または抗体変異体（例えば、抗ＥＧＦＲ
抗体変異体）などの試験分子を、標的抗原などのコグネイト結合パートナーとともに、結
合が、必要なバッファー条件（例えば、病変または正常微小環境）の存在下で起こること
を可能にするよう、適当な時間および温度でインキュベートしてもよい。微小環境をシミ
ュレートするバッファー条件を除いて、アッセイ条件（時間および温度）は、同一である
。アッセイは、変動する濃度の試験分子の存在下で実施できる。コグネイト結合タンパク
質（例えば、抗原）と接触される試験分子の量は、例えば、コグネイト結合タンパク質お
よび試験分子（例えば、ＥＧＦＲおよび抗ＥＧＦＲまたは変異体）および特定の結合条件
の関数であり、経験的に決定できる。一般に、変動する濃度が、段階希釈で試験される。
全上清、希釈された上清または精製タンパク質を試験できる。上記で論じたように、試験
分子は、結合している抗原結合性分子複合体の検出を促進して、結合活性を評価するため
に、検出可能な部分またはタグを用いて標識される。
【０２６１】
　一部の例では、試験分子（例えば、修飾された治療用タンパク質）をコグネイト結合タ
ンパク質（例えば、標的抗原）と接触させる前に、固相支持体表面上の非特異的タンパク
質結合部位が、通常、ブロッキングされる。したがって、治療用抗体またはその変異体（
例えば、抗ＥＧＦＲ変異体）およびコグネイト結合パートナー（例えば、ＥＧＦＲまたは
ｓＥＧＦＲ）を接触させる工程は、通常、ブロッキング工程の後に実施され得る。固体支
持体のブロッキングは、固体支持体との非特異的結合を低減し、バックグラウンドシグナ
ルを低減し、吸着されたタンパク質との非特異的結合を低減し、吸着されたタンパク質を
安定化し得る。ブロッキングの条件の選択は、当業者の能力の範囲内である。当技術分野
で記載された任意のブロッキング条件を、本明細書において提供される方法において使用
してよい。
【０２６２】
　したがって、例えば、固相の、標的抗原などの結合されるコグネイト結合パートナーの
吸着後に、アッセイを干渉しないタンパク質の水溶液を固相と混合して、抗原分子によっ
て占有されていない表面上のタンパク質結合部位で、抗原を含有する固体支持体表面上に
混合されたタンパク質を吸着できる。例えば、ブロッキング溶液として、ヒト、ウシ、ウ
マまたはその他の血清アルブミンを含有するものが挙げられる。一般に、ブロッキング溶
液は、ヒト血清を含有する。プレートなどの固体支持体のブロッキングは、１種または複
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数のブロッキングブロッキング剤が添加されている結合アッセイバッファーを使用して実
施できる。例示的ブロッキング剤として、１～５％ウシ血清アルブミン、１～５％脱脂粉
乳および２５％ヒト血清が挙げられる。Ｔｗｅｅｎ－２０などの界面活性剤およびチメリ
ソール（ｔｈｉｍｅｒｉｓｏｌ）などの保存料をブロッキング溶液に添加してもよい。結
合アッセイバッファーは、すなわち、腫瘍微小環境バッファーまたは正常な生理学的バッ
ファーを含む。水性タンパク質溶液－固体支持体混合物は、通常、３０分、１時間または
それ以上の時間維持され、温度の関数として変わり得る。ブロッキング反応は、任意の温
度で実施され得、一般に、４℃～３７℃で、例えば、４℃、室温（すなわち、２２℃）ま
たは３７℃で実施され得る。一部の例では、反応は、約４℃～３７℃の温度で少なくとも
１時間進めることが可能である。例えば、ブロッキングは、室温で１時間達成され得る。
インキュベーションおよびブロッキング後に、得られた固相を、その後、すすいで、結合
していないタンパク質を除去し、その後、試験分子（例えば、治療用タンパク質または抗
体またはその変異体）と接触させてもよい。
【０２６３】
　　　３）条件的に活性である試験分子の検出および同定
　コグネイト結合パートナーと特異的に結合する、治療用タンパク質、例えば、抗体変異
体（例えば、抗ＥＧＦＲ抗体）などの試験分子を、選択または同定できる。結合していな
いタンパク質を洗浄除去した後に、当業者に公知の任意のアッセイまたは方法を使用して
治療用タンパク質を検出できる。例えば、検出は、蛍光、放射活性またはその他の検出可
能な部分の存在によって容易にされ得る。通常、試験分子（例えば、抗体変異体などの治
療用タンパク質）にタグが付けられるので、検出は、抗タグ試薬を使用して行われる。抗
タグ試薬の選択は、結合分子またはタンパク質とともに使用されるタグの関数である。さ
らに、アッセイにおいて使用される環境条件（例えば、ｐＨ）と適合する抗タグ試薬が選
択される。このような試薬を同定または選択し、そのアッセイ条件との適合性を調べるこ
とは、当業者のレベル内である。例えば、実施例は、このような手順を例示する。
【０２６４】
　抗タグ試薬は、市販の供給源またはその他の供給源などから容易に入手可能である。本
明細書における方法において検出のために使用できる例示的抗タグ試薬として、それだけ
には限らないが、抗ＦＬＡＧ抗体または抗Ｍｙｃ抗体（Ａｂｃａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ
，ＭＡ；ＧｅｎｅＴｅｘ，Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）などのベンダーから入手可能）が挙げら
れる。
【０２６５】
　通常、本明細書における方法では、結合している複合体の検出の方法は、活性のレベル
が評価され得るような定量化され得るものである。例えば、標識は、比色シグナル、化学
発光シグナル、化学蛍光シグナルまたは放射活性シグナルなどのシグナルを生じ得る。標
識の性質に応じて、標識の検出または検出および定量のために種々の技術を使用できる。
例えば、定量化の方法として、それだけには限らないが、分光光度法、蛍光法および放射
活性法が挙げられる。
【０２６６】
　酵素標識の例として、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼおよ
びβ－Ｄ－ガラクトシダーゼが挙げられる。シグナルを作り出すために添加できる酵素基
質の例として、ＰＮＰＰ（ｐ－ニトロフェニルホスフェート、二ナトリウム塩）、ＡＢＴ
Ｓ（２，２’－アジノビス［３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸］－二アンモ
ニウム塩）、ＯＰＤ（ｏ－フェニレンジアミンジヒドロクロリド）およびＳｕｒｅｂｌｕ
ｅ　ＴＭＢマイクロウェルペルオキシダーゼ基質１－成分（ＫＰＬ、番号５２－００－０
３）を含めたＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン）（ＳＯＭＡ　Ｌａ
ｂｓ，Ｒｏｍｅｏ，Ｍｉｃｈ．）が挙げられる。反応は、停止試薬（例えば、ＴＭＢ停止
溶液）を添加することによって停止できる。適した波長（すなわち、４５０ｎｍ）での吸
光度を求めることができる。
【０２６７】
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　蛍光には、多数の蛍光光度計が利用可能である。セイヨウワサビペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）などの化学発光物質（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｒｓ）には、ルミノメーター
またはフィルムが利用可能である。酵素を用いて、蛍光、化学発光または着色生成物を、
蛍光定量的に、発光定量的に、分光光度的にまたは視覚的に決定または測定してもよい。
例えば、抗タグ試薬を、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）またはその他の検出
可能な薬剤とコンジュゲートしてもよい。
【０２６８】
　通常、インキュベーション反応は、結合分子またはタンパク質の検出を可能にするよう
、任意の所望の時間および温度で進めることができる。例えば、検出は、一般に、４℃～
３７℃で、例えば、４℃、室温（すなわち、２２℃）または３７℃で実施される。結合の
時間は、一般に、３０分～４８時間またはそれ以上であり、温度の関数である。通常、結
合分子またはタンパク質の結合は、室温で、３０分～４時間の間またはほぼ３０分～４時
間の間、例えば、１時間～２時間、例えば、約１時間である。固体支持体は、任意の結合
していない標的抗原を除去するために、結合に使用される同一バッファーで洗浄され得る
。
【０２６９】
　各アッセイ条件下で結合活性が決定されると、上記の節Ｂ．３に記載されるように、第
１の条件（例えば、病変環境、例えば、腫瘍環境）および第２の条件（例えば、非病変ま
たは正常環境）下での結合活性を比較する。第２の条件よりも第１の条件下でより大きな
活性、例えば、１．５～１００の間またはほぼ１．５～１００の間、例えば、２～５０、
例えば、５～３０またはそれ以上である活性の割合を示す条件的活性分子が同定される。
【０２７０】
　　ｂ．溶液結合アッセイ
　本明細書において提供される方法において使用するためのアッセイとして、治療用タン
パク質の、コグネイト結合パートナーとの結合が、溶液中で測定されるアッセイが挙げら
れる。当業者ならば、本明細書において提供される方法において使用するための溶液結合
アッセイを選択できる。以下は、本明細書において提供される方法において使用できる例
示的溶液結合アッセイの簡単な説明である。しかし、これらは、制限を意味するものでは
なく、本明細書において提供される方法において使用するために、平衡透析、競合結合ア
ッセイ（例えば、Myers et al., (1975) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72(9):3683-3686
）、放射標識結合アッセイ（例えば、Feau et al., (2009) J. Biomol. Screen. 14(1):4
3-48）、熱量測定法（等温滴定熱量測定法（ＩＴＣ）および示唆走査熱量測定法（例えば
、Perozzo et al., (2004) J. Recept Signal. Transduct Res. 24(1-2):1-52; Holdgate
 (2001) Biotechniques 31(1):164-166, 168, 170), Celej et al. (2006) Anal. Bioche
m. 350(2):277-284)を含めた）および蛍光共鳴エネルギー移動アッセイを含めた分光学的
蛍光アッセイを含めた、当業者に公知の任意の溶液結合アッセイが考慮される。結合活性
が溶液中で決定される本明細書における方法の条件は、本明細書における説明に基づいて
当業者によって決定できる。例えば、条件は、固体支持体上で実施される結合アッセイに
ついて上記で論じた条件から適応させることができる。
【０２７１】
　　　１）等温滴定熱量測定法（ＩＴＣ）
　ＩＴＣでは、一方の結合パートナーが、もう一方の結合パートナーを含有する溶液中に
滴定され、それによって熱が発生するかまたは吸収され、これが熱量計によって定量化さ
れる。ＩＴＣを使用して、反応物からの熱効果をナノモル以下の量で検出できる。例えば
、等温滴定熱量測定アッセイを実施して、治療用タンパク質の、コグネイト結合パートナ
ーとの結合に関与する、結合の自由エネルギー（ΔＧ）、結合のエンタルピー（ΔＨ）お
よびエントロピー（ΔＳ）および熱容量変化（ΔＣｐ）を含めたすべての熱力学的パラメ
ータを測定できる。これらの特徴の分析は、治療用タンパク質およびコグネイト結合パー
トナー間の結合の機序および熱力学的パラメータを解明するのに役立ち得る（Perozzo et
 al., (2004) J. Recept. Signal. Transduct. Res. 24(1-2):1-52）。
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【０２７２】
　　　２）分光学的アッセイ
　本明細書において提供される方法では、当業者に公知の任意の分光学的アッセイを使用
して、治療用タンパク質の結合が検出できる。修飾されたタンパク質およびコグネイト結
合パートナー間の相互作用は、ＵＶ－ｖｉｓ分光学的技術、蛍光共鳴エネルギー移動アッ
セイおよび蛍光消光アッセイなどの蛍光アッセイを含めた、当業者に公知の任意の分光学
的アッセイによって検出できる（Wu (2007), J. Pharm. Biomed. Anal.44(3):796-801）
。例えば、固有の蛍光の消光（ｑｕｅｎｄｉｎｇ）などの、コグネイト結合パートナーと
の治療用タンパク質結合の結果としての、蛍光またはＵＶ／ｖｉｓ吸収の変化を検出でき
る。一部の例では、治療用タンパク質および／またはコグネイト結合パートナーを、蛍光
標識またはＵＶ／ｖｉｓ標識を用いて標識できる。分光学的シグナルを測定した後、観察
された結合定数を算出できる（例えば、Zhang et al. (2009) Spectrochim Acta A Biomo
l. Spectrosc. 72(3):621-626）。
【０２７３】
　　ｃ．細胞ベースのアッセイ
　治療用タンパク質の、コグネイト結合パートナーとの結合を検出するために、本明細書
において提供される方法において使用するためのアッセイとして、細胞ベースのアッセイ
、特に、哺乳類細胞表面ディスプレイ系などの細胞表面ディスプレイ系を使用して実施さ
れるアッセイが挙げられる。例示的方法では、治療用タンパク質または修飾された治療用
タンパク質のライブラリーを含めた変異型治療用タンパク質のライブラリーをコードする
核酸が、哺乳類細胞などの細胞における発現に適したベクターに導入され得る。次いで、
細胞がベクターを用いてトランスフェクトされ、治療用タンパク質（複数可）が細胞によ
って発現される。表面に発現された治療用タンパク質を含有する細胞のライブラリーが、
可溶性または表面と結合しているコグネイト結合パートナーを含有する溶液と接触され得
る。結合活性は、細胞の表面との結合を検出できる任意のアッセイを使用して検出され得
る。活性はまた、試験分子または治療用タンパク質の機能活性を評価することによって評
価され得る。本明細書において提供される方法において使用するために、細胞増殖アッセ
イ、細胞死アッセイ、フローサイトメトリー、細胞分離技術、蛍光活性化細胞選別（ＦＡ
ＣＳ）、位相差顕微鏡法、蛍光顕微鏡法、受容体結合アッセイ、細胞シグナル伝達アッセ
イ、免疫細胞化学およびリポーター遺伝子アッセイを含めた当業者に公知の任意の細胞ベ
ースのアッセイが考慮される。一部の例では、アッセイは、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣ
Ｓ）アッセイである。
【０２７４】
　タンパク質を、分泌型、可溶性分子、細胞表面分子または細胞内抗体として、哺乳類細
胞によって発現させることができる。例示的方法では、細胞のほとんどまたはすべてが、
細胞表面上に固定されたタンパク質ライブラリーのメンバーをディスプレイする条件下で
、細胞を、タンパク質のライブラリーを用いてトランスフェクトできる。所望により、哺
乳類細胞トランスフェクタントのほとんどが、そのゲノム中に組み込まれた１つのプラス
ミドのみを有する発現系が使用され得る。したがって、トランスフェクタントのほとんど
（すなわち、少なくとも約７０％または約８０％または約９０％）が、１種の治療用タン
パク質の１つまたは複数の分子を発現する。これは、例えば、個々のトランスフェクタン
トを単離および培養すること、発現された配列を増幅し、配列決定することによって確認
され、それらが単一の配列を有するかどうかを調べることができる。
【０２７５】
　本明細書において提供される方法の一部の例では、治療用タンパク質は、哺乳類細胞の
表面上にディスプレイされる抗体である。全長抗体、二価抗体、ＩｇＧ抗体などの機能的
抗体を含めた本明細書に記載された任意の抗体を、哺乳類細胞の表面上に発現させること
ができる。抗体は断片、例えば、Ｆａｂ断片またはｓｃＦｖ断片であってもよい。抗体は
、ｓｃＦｖ－ＦｃなどのＦｃ領域または２つの重鎖および２つの軽鎖を含む全長抗体を含
み得る。当業者ならば、適した抗体断片を選択できる。例えば、哺乳類細胞において製造



(73) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

されたＳｃＦｖ－Ｆｃおよび全長抗体は、その多量体性およびその長いインビボ半減期、
抗原に対する高親和性および凝集体を形成する低い傾向を含めて、ｓｃＦｖまたはＦａｂ
断片を上回るいくつかの利点を有し得る。例えば、抗ＥＧＦＲ変異型抗体を、細胞の表面
上にディスプレイし、コグネイト結合パートナー（例えば、およびＥＧＦＲまたは可溶性
ＥＧＦＲ）に対する活性を評価する。
【０２７６】
　　　（ａ）試験分子の細胞表面発現
　治療用タンパク質、例えば、抗体変異体（例えば、抗ＥＧＦＲ抗体変異体）などの試験
分子を、細胞の表面上に発現させることができる。治療用タンパク質などの試験分子をコ
ードする核酸を、本明細書に記載されたベクターなどの適したベクター中に挿入し、細胞
をトランスフェクトするために使用できる。使用できる細胞株として、当技術分野で記載
されたか、またはＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
などのリポジトリから得ることができる任意の細胞株が挙げられる。当業者ならば、所望
の特性を有する細胞株を選択できる。例えば、哺乳類細胞において製造された抗体は、適
切にフォールディングされ、グリコシル化される可能性が、原核細胞において製造された
ものよりも高い。一部の例では、治療用タンパク質は、チャイニーズハムスター卵巣（Ｃ
ＨＯ）細胞などの哺乳類細胞において発現される。
【０２７７】
　抗体などのタンパク質を哺乳類細胞の表面上にティスプレイするための当技術分野で公
知の任意のベクターを、本明細書において提供される方法において使用できる（例えば、
Zhou et al. (2010), MAbs 2(5):508-518参照のこと）。例えば、ベクターは、治療用タ
ンパク質をコードする核酸を、分泌タンパク質、可溶性タンパク質として、または細胞表
面タンパク質として発現できる。所望により、ベクターは、哺乳類トランスフェクション
のために、適切な純度および量の核酸を製造する目的上、細胞中での発現に適している。
これらの細胞は、例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）もしくはバチル
ス・サブチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｕｓ）などの細菌細胞またはサッカロ
ミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）などの真菌
細胞であり得る。宿主細胞によって、形質転換されたライブラリーから１種類のみの治療
用タンパク質が発現されるよう、ベクターを選択できる。細胞のトランスフェクションの
方法は、当業者に公知であり（例えば、Hahn and Scanlan (2010) Top. Curr. Chem. 296
:1-13）、例えば、ポリカチオンシクロデキストリンベクター（例えば、Cryan et al, (2
004) Eur J Pharm Sci. 21(5):625-33）およびカチオン性リポソームを含めたリポソーム
複合体（例えば、Gao and Huang (1995) Gene Ther. 2(10):710-722）などの化学的方法
が挙げられる。使用できる例示的カチオン性リポソームとして、３－β－［Ｎ－（Ｎ’，
Ｎ’－ジメチル－アミノエタン）－１－カルバモイル］－コレステロール（ＤＣ－Ｃｈｏ
ｌ）、１，２－ビス（オレオイルオキシ－３－トリメチルアンモニオ－プロパン（ＤＯＴ
ＡＰ）（例えば、ＷＯ９８／０７４０８参照のこと）、リジニルホスファチジルエタノー
ルアミン（Ｌ－ＰＥ）、リポスペルミンなどのリポポリアミン、Ｎ－（２－ヒドロキシエ
チル）－Ｎ，Ｎ－ｄ－ジメチル－２，３－ビス（ドデシルオキシ）１－プロパンアミニウ
ムブロミド、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、ジオレオイル
ホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、ジオレオイルホスファチジルコリン（Ｄ
ＯＰＣ）、Ｎ（１，２，３－ジオレイルオキシ）プロピル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリエチルアン
モニウム（ＤＯＴＭＡ）、ＤＯＳＰＡ、ＤＭＲＩＥ、ＧＬ－６７、ＧＬ－８９、リポフェ
クチンおよびリポフェクタミン（Thiery, et al. Gene Ther. (1997); Felgner, et al.,
 Annals N.Y. Acad. Sci. (1995);Eastman, et al., Hum. Gene Ther. (1997)）を含めて
、ＵＳ７９８９６０６に記載されるものが挙げられる。トランスフェクションの方法とし
てまた、エレクトロポレーション（Chu et al. (1987), Nucl. Acid. Res. 15(3) 1311-1
326.）、ソノポレーション（ｓｏｎｏｐｏｒｔａｔｉｏｎ）（例えば、Kumon, et al (20
09), Ultrasound Med Biol. 35(3):494-506）、遺伝子銃（例えば、O'Brien and Lummis 
(2004) Methods 33(2):121-125）およびウイルス形質導入（例えば、Flotte and Carter 
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(1995), Gene Ther. 2(6):357-362）などの非化学的方法も挙げられる。
【０２７８】
　一部の例では、トランスフェクタントは、治療用タンパク質を細胞表面タンパク質とし
て発現し得る。当業者ならば、本明細書に記載された修飾されたタンパク質を発現させる
ためにベクターを選択できる。例えば、哺乳類細胞株のゲノム中の特定の部位に組み込ま
れるベクターを使用できる。使用できるベクターの一例として、ＦＬＰ－ＩＮ（商標）ベ
クター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）があり、これは、部位特異的染色体組み込みにとって適
当な部位を含有する細胞中にトランスフェクトされ得る。ＦＬＰ－ＩＮ（商標）ベクター
は、サッカロミセス・セレビシエのＦＬＰリコンビナーゼを使用してＦＬＰ組換え標的（
ＦＲＴ）部位を含有するよう遺伝子操作されている哺乳類細胞株のゲノム中の特定の部位
中に組み込まれ得る（例えば、米国特許第５，６５４，１８２号、同５，６７７，１７７
号、同５，８８５，８３６号、同６，９５６，１４６号および同７，８８４，０５４号お
よびO'Gorman et al. (1991), Science 251:1351-1355参照のこと）。使用できるその他
のベクター系として、Ｃｒｅ－ＬｏｘＰ系（Trinh and Morrison (2000), J. Immunol. M
ethods 244:185-193）がある。Ｃｒｅリコンビナーゼは、２つのＬｏｘＰ部位間の組換え
を触媒し得る。一部の実施形態では、わずかに異なる配列を有する２つのＬｏｘＰ部位（
２つの異なる部位間の組換えが、Ｃｒｅリコンビナーゼによって触媒され得ないような）
が、同じ２つの異なるＬｏｘＰ部位がそれぞれ両端に位置する修飾された抗体をコードす
る配列でトランスフェクトされる哺乳類細胞中に存在し得る。この状況では、抗体をコー
ドする配列を、Ｃｒｅリコンビナーゼによって同様に切除される可能性を伴わずに、２つ
の異なるＬｏｘＰ部位間に導入できる。その他の実施形態では、ＬｏｘＰ部位は同一であ
り得る。別の態様では、Ｃｒｅリコンビナーゼの発現または活性は、条件的に制御可能で
あり得る。
【０２７９】
　ベクター中に使用される調節配列は、通常、哺乳類、微生物、ウイルスおよび／または
昆虫遺伝子に由来する。調節配列の例として、転写プロモーター、オペレーターおよびエ
ンハンサー、リボソーム結合部位（例えば、Kozak (1991), J. Biol. Chem. 266:19867-1
9870参照のこと）、配列内リボソーム進入部位、転写および翻訳開始および終結を制御す
るための適当な配列、ポリアデニル化シグナル（例えば、McLauchlan et al. (1988), Nu
cleic Acids Res. 16:5323-5333参照のこと）ならびにマトリックスおよびスキャフォー
ルド付着部位（Phi-Van et al. (1988), Mol. Cell. Biol. 10:2302-2307; Stief et al.
 (1989), Nature 341:343-345; Bonifer et al. (1990), EMBO J. 9:2843-2848参照のこ
と）が挙げられる。ヌクレオチド配列は、調節配列がポリペプチドコード配列と機能的に
関連する場合に作動可能に連結される。したがって、プロモーターヌクレオチド配列は、
プロモーターヌクレオチド配列が、コード配列の転写を制御する場合に、ポリペプチドコ
ード配列と作動可能に連結され得る。
【０２８０】
　発現ベクターは、通常、治療用タンパク質をコードする核酸と作動可能に連結された、
哺乳類細胞において転写を指示できるプロモーターを含む。高レベルの転写が可能となる
ことが多い。結合を検出するために高レベルの発現が必要である状況では、ＦＬＰ－ＩＮ
（商標）型ベクターと比較して、発現ベクターが有利であり得る。このようなプロモータ
ーの例として、ＣＭＶおよびＳＶ４０ウイルスプロモーター、哺乳類アクチンプロモータ
ー、ラウス肉腫ウイルスの３’側の長い末端反復配列内に含有されるプロモーター、ヘル
ペスチミジンキナーゼプロモーターまたはメタロチオネイン遺伝子のプロモーターが挙げ
られる。例えば、前初期遺伝子１のヒトＣＭＶプロモーター／エンハンサーを使用しても
よい（例えば、Paterson et al. (1994), Applied Microbiol. Biotechnol. 40:691-698
参照のこと）。哺乳類宿主細胞において構造遺伝子配列を発現するためのその他の遺伝子
エレメントを提供するために、ＳＶ４０ウイルスゲノムに由来するＤＮＡ配列、例えば、
ＳＶ４０起源の、初期および後期プロモーター、エンハンサー、スプライスおよびポリア
デニル化部位を使用できる。ウイルス初期および後期プロモーターは、両者とも、ウイル



(75) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

スゲノムから、ウイルス複製起点も含有し得る断片として容易に得られるので特に有用で
ある（Fiers et al. (1978), Nature 273:113; Kaufman (1990), Meth. in Enzymol. 185
:487-511）。ＳＶ４０ウイルス複製起点部位中に位置するＨｉｎｄ　ＩＩＩ部位からＢｇ
ｌ　Ｉ部位に向けて伸びるおよそ２５０ｂｐの配列が含まれるという条件で、小または大
ＳＶ４０断片も使用できる。
【０２８１】
　その他の高度に発現される哺乳類遺伝子に由来するプロモーターも使用できる。発現ベ
クターはまた、通常、細菌のＤＮＡ複製起点、細菌において正に選択され得る遺伝子産物
をコードする配列、ポリアデニル化部位、リボソーム結合部位および所望により、ハイグ
ロマイシン、ネオマイシンまたはＧ４１８に対する抵抗性を付与する配列などの哺乳類細
胞において正に選択され得る遺伝子産物をコードする配列も含む。発現ベクターの一例と
して、ｐＤＣ３０２（Mosley et al. (1989), Cell 59:335-348）がある。発現ベクター
のその他の例として、ｐＴｒｉＥ（商標）－４　Ｅｋ／ＬＩＣベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ
，Ｗｉｓ．，ＵＳＡ）またはｐＧＥＮベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｗｉｓ．，ＵＳＡ）な
どの市販のベクターが挙げられる。
【０２８２】
　一部の例では、膜貫通ドメインの、タンパク質のＮ末端および／またはＣ末端への付着
などによって、細胞の表面上にディスプレイするための１つまたは複数の膜貫通ドメイン
を有する治療用タンパク質が発現される。本明細書において提供される方法において膜会
合配列として使用できる膜貫通ドメインとして、本明細書に記載された、当技術分野で公
知の、または予測され得る、任意の膜貫通ドメインが挙げられる（例えば、Kahsay et al
. (2005) Bioinformatics 21(9):1853-1858参照のこと）。例示的膜会合配列は、当業者
に公知の、膜貫通ドメインおよびグリコホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカー
配列を含む（例えば、Udenfriend and Kodukula (1995), Methods Enzymol. 250:571-582
参照のこと）。膜貫通ドメインを治療用タンパク質に付着できる例示的ベクターとして、
ベクターＦＶＴＭが挙げられる（Zhou et al. (2010), MAbs 2(5):508-518）。
【０２８３】
　当業者ならば、治療用タンパク質の発現を提供するその他の発現系を選択できる。例え
ば、治療用タンパク質が抗体である場合、抗体の発現に適しているベクターを選択できる
。細胞の表面上での抗体の哺乳類発現のための多数のベクターが、当業者に公知である。
例えば、重鎖および軽鎖コード配列が、別個に転写および翻訳され得るベクターを選択し
てもよいし、または重鎖および軽鎖コード配列が一緒に転写および翻訳され得るベクター
を選択してもよい。膜貫通ドメインなどの膜会合配列は、重鎖に、もしくは軽鎖に付着さ
れてもよく、または膜貫通ドメインは、重鎖および軽鎖に付着されてもよい。膜会合配列
は、重鎖および／または軽鎖のＮ末端またはＣ末端に付着されてもよい。
【０２８４】
　（ｂ）結合および蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）による検出
　蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）は、蛍光細胞を非蛍光細胞と区別する細胞分離技術で
ある（Current Protocols in Cytometry, Robinson et al., eds., John Wiley & Sons (
2004); Edidin (1989), Methods in Cell Biology 29:87-102; Herzenberg et al., (197
6) Sci. Am. 234(3):108-117、米国特許第５，９６８，７３８号および同５，８０４，３
８７号）。フローソーターは、多数の個々の、ライブラリーインサートを含有する細胞を
迅速に調べることができる（例えば、１時間当たり１千万個～１億個の細胞）（Shapiro 
et al., Practical Flow Cytometry, 1995）。手短には、懸濁液中の細胞を、各々単細胞
を含有する液滴でレーザーの前に通す。液的に電荷を加え、静電偏向システムが、適当な
収集試験管中に荷電液滴を集める（Basu et al. (2010), J. Vis. Exp (41):1546）。生
体細胞を選別し、調べるためのフローサイトメーターは、当技術分野で周知である。公知
のフローサイトメーターは、例えば、米国特許第４，３４７，９３５号；同５，４６４，
５８１号；同５，４８３，４６９号；同５，６０２，０３９号；同５，６４３，７９６号
および同６，２１１，４７７号に記載されている。その他の公知のフローサイトメーター



(76) JP 2013-541940 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

として、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙによって製造され
たＦＡＣＳ　Ｖａｎｔａｇｅ（商標）システムおよびＵｎｉｏｎ　Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃａ
　によって製造されたＣＯＰＡＳ（商標）システムがある。
【０２８５】
　ＦＡＣＳを使用して、望ましい（ｄｅｓｉｒｅａｂｌｅ）結合特性を有するタンパク質
をディスプレイする細胞を選択できる。本明細書において提供される方法では、タンパク
質などの条件的に活性である試験分子を、異なる条件下でタンパク質をコグネイト結合パ
ートナーとの結合についてスクリーニングすることによって、ＦＡＣＳアッセイによって
同定できる。例示的方法では、細胞を、細胞表面上にディスプレイされるタンパク質をコ
ードするベクターを用いてトランスフェクトする。次いで、細胞をコグネイト結合パート
ナーと接触させる。細胞表面上にディスプレイされたタンパク質の、コグネイト結合パー
トナーとの結合は、細胞が関連している蛍光をもたらし得る。蛍光細胞を非蛍光細胞から
分離し、コグネイト結合パートナーと結合する活性タンパク質を、コグネイト結合パート
ナーと結合しないタンパク質をディスプレイする細胞からこのように分離する。活性およ
び／または不活性タンパク質をコードする核酸を単離し、配列決定して、コグネイト結合
パートナーと相互作用するタンパク質を同定できる。さらに、分離された細胞を、さらな
るＦＡＣＳアッセイを含めた、本明細書に記載されたアッセイなどのさらなるアッセイに
付すことができる。
【０２８６】
　通常、コグネイト結合パートナーは、検出において助けとなるよう検出可能に標識され
る。あるいは、コグネイト結合パートナーは標識されないが、二次物質の使用によって検
出され得る。二次試薬のコグネイト結合パートナーの標識として、蛍光標識（例えば、Fr
ancisco et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10444-10448）または蛍光二次
標識と相互作用する標識が挙げられる。当業者に公知の任意のフルオロフォアを、例えば
、コグネイト結合パートナー上の蛍光標識または二次標識などの蛍光標識として使用でき
る。例示的フルオロフォアとして、フルオレセイン、ローダミンまたはテキサスレッド、
ＦＬＵＯＲ　Ｘ（登録商標）、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ、ＯＲＥＧＯＮ　ＧＲＥＥＮ、Ｔ
ＭＲ（テトラメチルローダミン）、ＲＯＸ（Ｘ－ローダミン）、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／
６５０およびＣｙ５（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ｏｆ　
Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．からかまたはＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎ
ｃ．ｏｆ　Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．から入手可能）または当業者に公知の任意のその他
の蛍光標識が挙げられる（例えば、Giepmans et al. (2006), Science Apr 14;312(5771)
:217-24参照のこと）。蛍光サンプルを分析する時点で検討する判定基準は、Alexay et a
l. (1996) The PCT International Society of Optical Engineering 2705/63によってま
とめられている。
【０２８７】
　さらなる例では、二次試薬との相互作用において助けとなるように、コグネイト結合パ
ートナーは、蛍光二次標識と相互作用する標識を含み得る。コグネイト結合パートナー上
の標識と相互作用する任意の二次標識を使用できる。一部の例では、ＥＧＦＲまたはＥＧ
ＦＲ　ｓＥＣＤなどのコグネイト結合パートナーを、当業者に公知の、または本明細書に
記載されたリンカーを有するビオチンで標識し、細胞をストレプトアビジンなどのビオチ
ンと相互作用する分子に付着された蛍光二次標識と混合する。一部の例では、二次標識は
、フルオレセインに付着されたストレプトアビジンである。
【０２８８】
　一例では、ＦＡＣＳ分析を、同時にかまたは並行して実施される、異なる条件セット下
での２つの別個のアッセイとして実施できる。一例では、アッセイを並行して実施し、試
験分子または治療用タンパク質を発現する細胞集団を、２つの集団に分割する。活性が望
まれる第１の条件（例えば、病変微小環境または腫瘍環境）をシミュレートするアッセイ
バッファー中で１つの集団を試験分子または治療用タンパク質と接触させる。第２の集団
を、活性が望まれない条件（例えば、生理学的に正常な環境）をシミュレートするアッセ
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イバッファー中で試験分子と接触させる。ＦＡＣＳアッセイでは、接触させることなどの
工程のいずれも、腫瘍などの病変微小環境をシミュレートする条件または正常な微小環境
をシミュレートする条件下で実施できる。腫瘍微小環境をシミュレートする例示的条件と
して、１６．５ｍＭ乳酸、ｐＨ６．０、２５％ヒト血清などの条件セットがある。正常な
微小環境をシミュレートする例示的条件セットとして、非腫瘍または微小環境をシミュレ
ートするための１ｍＭ乳酸、ｐＨ７．４および２５％ヒト血清などの条件セットがある。
【０２８９】
　例えば、治療用タンパク質を発現する細胞を、例えば、コグネイト結合パートナーを含
有する溶液またはバッファーと混合することによって、標識されたコグネイト結合パート
ナーと接触させることができ、ここで、結合バッファーは、所望の条件（本明細書に記載
されたような第１の条件または第２の条件のいずれか）を摸倣またはシミュレートするも
のである。別個に（同時にか、または本明細書に記載されるようなポジティブもしくはネ
ガティブ選択後に反復工程として実施される）、アッセイされる治療用タンパク質を発現
する第２の同一細胞集団を、例えば、コグネイト結合パートナーを含有する溶液またはバ
ッファーと混合することによって、標識されたコグネイト結合パートナーと接触させるこ
とができ、ここで、結合バッファーは、もう一方の条件を摸倣またはシミュレートするも
のである。各工程では、接触工程は、特定の結合バッファーまたは溶液を除いて同一であ
る。接触工程は、細胞表面タンパク質がコグネイト結合パートナー（例えば、抗原）と結
合することを可能にするよう、任意の所望の時間および温度で実施できる。例えば、結合
は、一般に、４℃～３７℃で、例えば、４℃、室温または３７℃で実施される。結合の時
間は、一般に、３０分～４８時間またはそれ以上であり、温度の関数であり得る。通常、
結合分子またはタンパク質の結合は、室温で、３０分～４時間の間またはほぼ３０分～４
時間の間、例えば、１時間～２時間、例えば、約１時間である。細胞は、任意の結合して
いないコグネイト結合パートナーを除去するために、結合に使用される同一バッファーで
洗浄され得る。さらに、最適化のために変えることができる特定のパラメータとして、そ
れだけには限らないが、コグネイト結合パートナーの濃度、動力学的競合時間およびＦＡ
ＣＳストリンジェンシーが挙げられる。さらに、ＦＡＣＳスクリーニングは、平衡条件ま
たは動力学条件下で実施できる。
【０２９０】
　検出工程において、二次試薬が使用される場合には、細胞を洗浄して結合していないコ
グネイト結合パートナーを除去した後に、細胞を適当な二次試薬と接触させる。このさら
なる接触工程は、二次試薬がコグネイト結合タンパク質と結合するのを可能にするよう、
任意の所望の時間および温度で実施できる。例えば、結合は、一般に、４℃～３７℃で、
例えば、４℃、室温または３７℃で実施される。結合の時間は、一般に、５分～２時間ま
たはそれ以上であり、温度の関数であり得る。一般に、二次試薬および細胞の結合は、室
温で、３０分～４時間の間またはほぼ３０分～４時間の間、例えば、１時間～２時間、例
えば、約１時間である。細胞は、任意の結合していない二次試薬を除去するために、結合
に使用される同一バッファーで洗浄され得る。
【０２９１】
　蛍光細胞は非蛍光細胞から分離し、コグネイト結合パートナーと結合するタンパク質を
ディスプレイする細胞を、コグネイト結合パートナーと結合しないタンパク質をディスプ
レイする細胞から分離できる。核酸を、分離された蛍光細胞および非蛍光細胞から単離で
き、核酸を、配列決定して、発現された、コグネイト結合パートナーと相互作用するかま
たは相互作用しないタンパク質を同定できる。
【０２９２】
　通常、結合アッセイは、まずポジティブまたはネガティブ選択工程を実施することによ
って実施する。フローソーターは、特定の蛍光特性を有する細胞を集めるかまたは選別す
ることができる。この特徴を使用して、望まれる特定の結合特徴に応じて、結合を示すお
よび／または結合を示さないと同定される第１の細胞集団を選択または排除できる。例え
ば、ポジティブ選択工程では、接触させることおよび結合反応を、上記のように実施し、
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細胞を分離して、条件セット下でコグネイト結合パートナーと結合するタンパク質をディ
スプレイする細胞を濃縮する。通常、ポジティブ選択工程では、接触させること、標識す
ることおよび選別することを、タンパク質の活性が望まれる生理的条件をシミュレートす
る条件セット下で実施する。ポジティブ選択工程のための条件の例として、腫瘍微小環境
の生理的条件をシミュレートする条件がある。ネガティブ選択工程では、細胞を分離して
、条件セット下でコグネイト結合パートナーとほとんど結合しないかまたは全く結合しな
いタンパク質をディスプレイする細胞を分離および／または濃縮する。通常、ネガティブ
選択工程では、接触させること、標識することおよび選別することを、タンパク質の活性
が望まれない生理的条件をシミュレートする条件セット下で実施する。ネガティブ選択工
程のための条件の例として、正常な微小環境の生理的条件をシミュレートする条件がある
。
【０２９３】
　選択工程または一連の代替選択工程は、１回または複数回、例えば、少なくとも約２、
３、４、５、６または７回実施できる。必要に応じて、２種以上の異なる選択工程を、同
時にかまたは連続して（ｉｎ　ｓｕｃｅｓｓｉｏｎ）実施できる。例えば、ポジティブ選
択工程に、ネガティブ選択工程を続けてもよく、ポジティブ選択工程およびネガティブ選
択工程の組合せを、条件的に活性であるタンパク質をディスプレイする細胞を単離するた
めに必要な回数反復してもよい。一部の例では、当業者に公知の、または本明細書に記載
された任意のＦＡＣＳ選択パラメータを、選択のストリンジェンシーを増大または減少す
るよう適合させることができる。例えば、選択のストリンジェンシーは、細胞が、条件的
に活性であるタンパク質をディスプレイする細胞集団で濃縮されるようになるので、選択
の最初のラウンドでは低いものであり、後のラウンドで高めることができる。ソートゲー
トは、コグネイト結合パートナーに対して最高の親和性または最低の親和性を示す細胞を
選択するよう確立できる。ソートゲートは、当業者によって経験的に確立できる。さらに
、ライブラリーは、稀なクローンを単離する可能性を改善するために少なくとも１０倍オ
ーバーサンプリングされ得る。
【０２９４】
　各選択ラウンドの間に、細胞を再増殖させるおよび／または細胞が回復できるよう誘導
するおよび／または細胞表面上でのタンパク質発現を増大させることができる。特定の作
用様式によって束縛されるものではないが、この反復プロセスが、条件的に活性であるタ
ンパク質を発現する細胞の集団を濃縮するのに役立つ。
【０２９５】
Ｄ．タンパク質を発現する方法
　本明細書におけるスクリーニングアッセイにおいて使用するための試験分子、特に、治
療用タンパク質または抗体は、標準細胞培養および当技術分野で公知のその他の発現系を
使用して発現させることができる。スクリーニング法において使用する前に、タンパク質
を精製してもよい。あるいは、全上清または希釈上清を、本明細書における二重アッセイ
においてスクリーニングできる。
【０２９６】
　本明細書における方法において使用される結合分子、タンパク質および標的抗原は、組
換えによって製造でき、または商業的ベンダーから購入できる。例えば、抗体などの結合
分子は、当業者の範囲内にある組換えＤＮＡ法によって製造できる。対象とするタンパク
質をコードするＤＮＡは、合成によって製造できるか、または従来の手順を使用して（例
えば、抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子と特異的に結合できるオリゴヌクレオチ
ドプローブを使用することによって）容易に単離し、配列決定できる。例えば、対象とす
るタンパク質または抗体を製造または発現するとわかっている任意の細胞供給源は、この
ようなＤＮＡの好ましい供給源として役立ち得る。別の例では、抗体をコードするＤＮＡ
の配列を決定すると、遺伝子合成技術を使用して核酸配列を構築できる。
【０２９７】
　さらにまた、突然変異誘発技術を使用して、任意のタンパク質の変異体の形態を作製で
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きる。ＤＮＡはまた、修飾することもできる。例えば、遺伝子合成または日常的な分子生
物学技術を使用して、ヌクレオチドの挿入、欠失、付加または置換を達成できる。例えば
、さらなるヌクレオチド配列を核酸配列につなぐことができる。一例では、合成遺伝子を
ベクター、例えば、タンパク質発現ベクター中にクローニングする目的のために、制限エ
ンドヌクレアーゼ部位を含有する配列などのリンカー配列を加えることができる。さらに
、機能的ＤＮＡエレメントを規定するさらなるヌクレオチド配列を、核酸分子に作動可能
に連結してもよい。このような配列の例として、それだけには限らないが、細胞内タンパ
ク質発現を促進するよう設計されるプロモーター配列およびタンパク質分泌を促進するよ
う設計されるリーダーペプチド配列が挙げられる。
【０２９８】
　抗体などのタンパク質を、全長タンパク質または全長未満のタンパク質として発現させ
ることができる。例えば、抗体断片を発現させることができる。本明細書において提供さ
れる核酸分子およびタンパク質は、当業者に公知の任意の方法によって作製できる。この
ような手順は日常的なものであり、当業者に周知である。それらとして、遺伝子合成、Ｐ
ＣＲ、連結、クローニング、トランスフェクションおよび精製技術を含めた、日常的な分
子生物学技術が挙げられる。このような手順の説明は、以下に提供される。
【０２９９】
　ＤＮＡは単離されると、発現ベクター中に入れることができ、次いで、これを宿主細胞
中にトランスフェクトする。ベクターの選択は、所望の適用に応じて変わり得る。例えば
、核酸の挿入後、例えば、タンパク質遺伝子を、その複製および／または発現のために増
幅するために、通常、ベクターを使用して、宿主細胞を形質転換する。このような例では
、高レベル発現に適したベクターが使用される。
【０３００】
　抗体の発現のために、一般に、抗体の重鎖をコードする核酸を、ベクター中にクローニ
ングし、抗体の軽鎖をコードする核酸をベクター中にクローニングする。遺伝子は、その
二重発現のために単一ベクター中にクローニングしてもよく、別個のベクター中にクロー
ニングしてもよい。必要に応じて、ベクターはまた、その他の抗体の形態を作製するため
に、さらなる定常領域（複数可）またはヒンジ領域をコードするさらなる配列を含有し得
る。ベクターを、宿主細胞にトランスフェクトし、発現させることができる。発現は、当
業者に公知の任意の細胞発現系においてであり得る。例えば、宿主細胞として、本来なら
組換え宿主細胞において合成抗体を得るための免疫グロブリンタンパク質を産生しない細
胞が挙げられる。例えば、宿主細胞として、それだけには限らないが、サルＣＯＳ細胞、
チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、２９３ＦＳ細胞、ＨＥＫ２９３－６Ｅ細胞
、ＮＳＯ細胞またはその他の骨髄腫細胞が挙げられる。その他の発現ベクターおよび宿主
細胞は以下に記載される。
【０３０１】
　一例では、抗体の重鎖をコードする核酸を第１の発現ベクター中にライゲーションし、
抗体の軽鎖をコードする核酸を第２の発現ベクター中にライゲーションする。発現ベクタ
ーは同一であっても異なっていてもよいが、一般に、それらは、それからのタンパク質（
重鎖および軽鎖）の匹敵する発現を可能にするよう十分に適合している。一般に、第１お
よび第２の発現ベクターを、通常、１：１の割合で宿主細胞中に同時トランスフェクトす
る。ベクターの例示として、それだけには限らないが、ｐγ１ＨＣおよびｐκＬＣが挙げ
られる（Tiller et al. (2008)  J Immunol. Methods, 329:112-24）。その他の発現ベク
ターとして、軽鎖発現ベクターｐＡＧ４６２２および重鎖発現ベクターｐＡＨ４６０４が
挙げられる（Coloma et al. (1992) J Immunol. Methods, 152:89-104）。ｐＡＧ４６２
２ベクターは、ヒトκＬ鎖のＣ領域ドメインおよびｇｐｔ選択マーカーをコードするゲノ
ム配列を含有する。ｐＡＨ４６０４ベクターは、ｈｉｓＤ選択マーカーおよびヒトＨ鎖γ
１　Ｃ領域ドメインをコードする配列を含有する。別の例では、重鎖および軽鎖を、重鎖
および軽鎖両方の発現カセットを有する単一ベクター中にクローニングできる。
【０３０２】
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　したがって、本明細書において提供された抗体は、全長抗体としてまたはそれだけには
限らないが、Ｆａｂ、Ｆａｂヒンジ断片、ｓｃＦｖ断片、ｓｃＦｖタンデム断片およびｓ
ｃＦｖヒンジおよびｓｃＦｖヒンジ（ΔＥ）断片を含めた、全長未満である抗体として作
製または発現できる。抗体断片の製造のために、種々の技術が開発されている。伝統的に
、これらの断片は、無傷の抗体のタンパク質分解消化によって誘導された（例えば、Mori
moto et al. (1992) Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 24:107-117; B
rennan et al. (1985) Science, 229:81）。断片はまた、組換え宿主細胞によって直接的
に製造できる。Ｆａｂ、ＦｖおよびｓｃＦｖ抗体断片はすべて、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）
などの宿主細胞において発現させることができ、それから分泌させることができ、このよ
うにして、多量のこれらの断片の容易な製造が可能となる。また、Ｆａｂ’－ＳＨ断片を
化学的にカップリングして、Ｆ（ａｂ’）２断片を形成してもよい（Carter et al. (199
2) Bio/Technology, 10:163-167）。別のアプローチによれば、Ｆ（ａｂ’）２断片を、
組換え宿主細胞培養物から直接単離できる。その他の例では、最適な抗体は、一本鎖Ｆｖ
断片（ｓｃＦｖ）である（例えば、ＷＯ９３／１６１８５；米国特許第５，５７１，８９
４号および同５，５８７，４５８号参照のこと）。ＦｖおよびｓＦｖは、定常領域を欠く
無傷の結合部位を有する唯一の種であり、したがって、それらはインビボ使用の際の非特
異的結合の低減に適している。ｓＦｖ融合タンパク質を構築して、ｓＦｖのアミノまたは
カルボキシ末端いずれかでのエフェクタータンパク質の融合物を得ることができる。抗体
断片はまた、直鎖抗体であり得る（例えば、米国特許第５，６４１，８７０号参照のこと
）。このような直鎖抗体断片は、単一特異性である場合も、二重特異性である場合もある
。抗体断片を製造するためのその他の技術は、当業者に公知である。
【０３０３】
　例えば、抗体重鎖および軽鎖は、発現の際に、ジスルフィド結合によって対を形成して
、全長抗体またはその断片を形成する。例えば、全長Ｉｇの発現には、ＶＨ－ＣＨ１－ヒ
ンジ－ＣＨ２－ＣＨ３をコードする配列を、第１の発現ベクター中にクローニングでき、
ＶＬ－ＣＬドメインをコードする配列を第２の発現ベクター中にクローニングできる。Ｖ

Ｌ－ＣＬドメインをコードする第２の発現ベクターとの同時発現の際に、全長抗体が発現
される。Ｆａｂを作製する別の例では、ＶＨ－ＣＨ１をコードする配列を、第１の発現ベ
クター中にクローニングでき、ＶＬ－ＣＬドメインをコードする配列を、第２の発現ベク
ター中にクローニングできる。重鎖は、軽鎖と対を形成し、Ｆａｂモノマーが生じる。種
々のＩｇＧサブタイプのＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２および／またはＣＨ３の配列は、当業者
に公知である（例えば、米国公開出願第２００８０２４８０２８号参照のこと）。同様に
、ＣＬ、λまたはκの配列も公知である（例えば、米国公開出願第２００８０２４８０２
８号参照のこと）。
【０３０４】
　全抗体および抗体断片の発現のためにベクター中に挿入できる例示的配列として、表３
に提供される抗体断片の配列が挙げられる。例えば、アービタックス（登録商標）（セツ
キシマブ）の重鎖および軽鎖配列（それぞれ、配列番号２および１）または任意のその他
の抗体の重鎖および軽鎖配列（すなわち、それぞれ、配列番号７４および７５（ヘルセプ
チン（登録商標））；それぞれ、配列番号７６および７７（リツキサン（登録商標））；
それぞれ、配列番号７８および７９（アバスチン（登録商標））；それぞれ、配列番号８
０および８１（セムパス（Ｃｅｍｐａｔｈ）（登録商標））；それぞれ、配列番号８２お
よび８３（ベクティビックス（登録商標））；それぞれ、配列番号４１および４２（イブ
リツモマブ（登録商標））；それぞれ、配列番号４３および４４（トシツモマブ（登録商
標））；それぞれ、配列番号４５および４６（ボロシキシマブ）；それぞれ、配列番号４
７および４６（Ｆ２００）；またはそれぞれ、配列番号４８および４９（シクスツムマブ
)を、ＩｇＧ抗体の発現のために、本明細書に記載された、または当業者に公知の適した
発現ベクター中に挿入できる。さらに、それぞれ、配列番号８４および８５などのＶＨ－
ＣＨ１およびＶＬ－ＣＬ配列（ルセンティス（登録商標））を、Ｆａｂ分子の発現のため
に、適した発現ベクター中に挿入してもよい。抗体の重鎖可変鎖および軽鎖可変鎖ドメイ
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ン（すなわち、それぞれ、配列番号２９および３０（ヘルセプチン（登録商標））；それ
ぞれ、配列番号３１および３２（リツキシン（Ｒｉｔｕｘｉｎ）（登録商標））；それぞ
れ、配列番号３３および３４（アバスチン（登録商標））；それぞれ、配列番号３５およ
び３６（キャンパス（登録商標））；それぞれ、配列番号３７および３８（ベクティビッ
クス（登録商標））；ならびにそれぞれ、配列番号３９および４０（ルセンティス（登録
商標））も、重鎖可変鎖および軽鎖可変鎖間にリンカーをコードするベクターなどの適し
た発現ベクターにおいて発現させることができる。例示的リンカーとして、グリシンリッ
チ可動性リンカー（－Ｇ４Ｓ－）ｎ（式中、ｎは、正の整数、例えば、１（配列番号４）
、２（配列番号７０）、３（配列番号７１）、４（配列番号７２）、５（配列番号７３）
またはそれ以上である）が挙げられる。
【０３０５】
　１．ベクター
　ベクターの選択は、所望の適用に応じて変わり得る。組み換えられた抗体またはその一
部の発現のために、多数の発現ベクターが利用可能であり、当業者に公知である。発現ベ
クターの選択は、宿主発現系の選択によって影響を受ける。このような選択は、十分に、
当業者の技術レベルの範囲内である。一般に、発現ベクターは、転写プロモーターおよび
所望により、エンハンサー、翻訳シグナルおよび転写および翻訳終結シグナルを含み得る
。安定な形質転換のために使用される発現ベクターは、通常、形質転換された細胞の選択
および維持を可能にする選択マーカーを有する。一部の場合には、複製起点を使用して、
細胞中のベクターのコピー数を増幅できる。ベクターはまた、一般に、ライゲーションさ
れる核酸分子と作動可能に連結されるさらなるヌクレオチド配列を含有し得る（例えば、
Ｈｉｓタグ、Ｆｌａｇタグ）。抗体を用いる適用には、ベクターは、一般に、定常領域を
コードする配列を含む。したがって、抗体またはその一部を、タンパク質融合物として発
現させることもできる。例えば、ポリペプチドにさらなる機能性を付与するために、融合
物を作製できる。融合タンパク質の例として、それだけには限らないが、シグナル配列、
局在性などのためのエピトープタグ、例えば、ｈｉｓ６タグまたはｍｙｃタグまたは精製
のためのタグ、例えば、ＧＳＴ融合物およびタンパク質分泌および／または膜会合を指示
するための配列の融合物が挙げられる。
【０３０６】
　例えば、タンパク質の発現は、当技術分野で公知の任意のプロモーター／エンハンサー
によって制御され得る。適した細菌プロモーターは、当技術分野で周知であり、本明細書
において以下に記載される。哺乳類細胞、酵母細胞および昆虫細胞のためのその他の適し
たプロモーターは、当技術分野で周知であり、一部を以下に例示する。異種核酸の発現を
指示するために使用されるプロモーターの選択は、特定の適用に応じて変わる。使用でき
るプロモーターとして、それだけには限らないが、ＳＶ４０初期プロモーターを含有する
真核細胞の発現ベクター（Bernoist and Chambon, Nature 290:304-310 (1981)）、ラウ
ス肉腫ウイルスの３’側の長い末端反復配列中に含有されるプロモーター（Yamamoto et 
al. Cell 22:787-797 (1980)）、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Wagner et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1441-1445 (1981)）、メタロチオネイン遺伝子の調
節配列（Brinster et al., Nature 296:39-42 (1982)）、β-ラクタマーゼプロモーター
などの原核生物の発現ベクター（Jay et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5
543）またはｔａｃプロモーター（DeBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-2
5 (1983)）; Scientific American 242:79-94 (1980)中の「Useful Proteins from Recom
binant Bacteria」も参照のこと、ノパリンシンセターゼプロモーターを含有する植物発
現ベクター（Herrera-Estrella et al., Nature 303:209-213 (1984)）またはカリフラワ
ーモザイクウイルス３５ＳＲＮＡプロモーター（Gardner et al., Nucleic Acids Res. 9
:2871 (1981)）および光合成酵素リブロース二リン酸脱炭酸酵素のプロモーター（Herrer
a-Estrella et al., Nature 310:115-120 (1984)）、Ｇａｌ４プロモーター、アルコール
デヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホグリセロールキナーゼプロモーター、アルカリホ
スファターゼプロモーターなどの酵母およびその他の真菌由来のプロモーターエレメント
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および組織特異性を示し、トランスジェニック動物において使用されてきた以下の動物転
写制御領域、膵腺房細胞において活性であるエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Swift et a
l., Cell 38:639-646 (1984); Ornitz et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.
 50:399-409 (1986); MacDonald, Hepatology 7:425-515 (1987)）、膵臓β細胞において
活性であるインスリン遺伝子制御領域（Hanahan et al., Nature 315:115-122 (1985)）
、リンパ球系細胞において活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域（Grosschedl et al
., Cell 38:647-658 (1984); Adams et al., Nature 318:533-538 (1985); Alexander et
 al., Mol. Cell Biol. 7:1436-1444 (1987)）、精巣、乳房、リンパ球系細胞および肥満
細胞において活性であるマウス乳癌ウイルス制御領域（Leder et al., Cell 45:485-495 
(1986)）、肝臓において活性であるアルブミン遺伝子制御領域（Pinkert et al., Genes 
and Devel. 1:268-276 (1987)）、肝臓において活性であるαフェトプロテイン遺伝子制
御領域（Krumlauf et al.、Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648 (1985); Hammer et al., Sci
ence 235:53-58 (1987)）、肝臓において活性であるα－1アンチトリプシン遺伝子制御領
域（Kelsey et al., Genes and Devel. 1:161-171 (1987)）、骨髄系細胞において活性で
あるβグロビン遺伝子制御領域（Magram et al., Nature 315:338-340 (1985); Kollias 
et al., Cell 46:89-94 (1986)）、脳の乏突起神経膠細胞において活性であるミエリン塩
基性タンパク質遺伝子制御領域（Readhead et al., Cell 48:703-712 (1987)）、骨格筋
において活性であるミオシン軽鎖-2遺伝子制御領域（Shani, Nature 314:283-286 (1985)
）および視床下部の性腺刺激ホルモン分泌細胞において活性である性腺刺激ホルモン放出
ホルモン遺伝子制御領域（Mason et al., Science 234:1372-1378 (1986)）が挙げられる
。
【０３０７】
　発現ベクターは、通常、プロモーターに加えて、宿主細胞において抗体またはその一部
を発現するのに必要なすべてのさらなるエレメントを含有する、転写ユニットまたは発現
カセットを含有する。通常の発現カセットは、タンパク質をコードする核酸配列と作動可
能に連結されたプロモーターおよび転写物の効率的なポリアデニル化に必要なシグナル、
リボソーム結合部位および翻訳終結を含有する。カセットのさらなるエレメントは、エン
ハンサーを含み得る。さらに、カセットは、通常、効率的な終結を提供するために構造遺
伝子の下流に転写終結領域を含有する。終結領域は、プロモーター配列と同一遺伝子から
得てもよく、異なる遺伝子から得てもよい。
【０３０８】
　一部の発現系は、チミジンキナーゼおよびジヒドロ葉酸レダクターゼなどの遺伝子増幅
を提供するマーカーを有する。あるいは、多角体プロモーターまたはその他の強力なバキ
ュロウイルスプロモーターの指示の下でタンパク質をコードする核酸配列を用い、昆虫細
胞において、バキュロウイルスベクターを使用するといった遺伝子増幅を含まない高収率
発現系も適している。
【０３０９】
　抗体または抗体変異体の発現に関して本明細書における目的上、抗体のｒ可変領域をコ
ードする核酸配列と作動可能に連結された抗体の定常領域をコードするヌクレオチドの配
列を含有するベクターが提供される。ベクターは、ＣＨ１、ＣＨ２、ヒンジ、ＣＨ３また
はＣＨ４および／またはＣＬのうち１種またはすべての配列を含み得る。一般に、ベクタ
ーは、Ｆａｂの発現などのためには、ＣＨ１またはＣＬ（κまたはλ軽鎖）の配列を含有
する。定常領域またはヒンジ領域の配列は、当業者に公知である（例えば、米国公開出願
第２００８０２４８０２８号参照のこと）。
【０３１０】
　例示的発現ベクターとして、例えば、ｐＣＭＶなどの任意の哺乳類発現ベクターが挙げ
られる。細菌発現のためには、このようなベクターとして、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ、ｐＳ
ＫＦ、ｐＥＴ２３ＤならびにＭＢＰ、ＧＳＴおよびＬａｃＺなどの融合ベクターが挙げら
れる。その他の真核細胞ベクター、例えば、真核細胞のウイルス由来の調節エレメントを
含有する任意のものを、真核細胞の発現ベクターとして使用してもよい。これらとして、
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例えば、ＳＶ４０ベクター、パピローマウイルスベクターおよびエプスタイン・バーウイ
ルスに由来するベクターが挙げられる。その他の例示的真核細胞ベクターとして、ｐＭＳ
Ｇ、ｐＡＶ００９／Ａ＋、ｐＭＴ０１０／Ａ＋、ｐＭＡＭｎｅｏ－５、バキュロウイルス
ｐＤＳＣＥおよびＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター、ＳＶ４０後期プロモ
ーター、メタロチオネインプロモーター、マウス乳癌ウイルスプロモーター、ラウス肉腫
ウイルスプロモーター、多面体プロモーターもしくは真核生物における発現にとって有効
であるとわかっているその他のプロモーターの指示の下でタンパク質の発現を可能にする
任意のその他のベクターが挙げられる。
【０３１１】
　ＤＮＡ断片をベクター中に挿入するための当業者に公知の任意の方法を使用して、タン
パク質または抗体鎖をコードする核酸を含有する発現ベクターを構築できる。これらの方
法は、インビトロ組換えＤＮＡおよび合成技術ならびにインビボ組換え体（遺伝子組換え
）を含み得る。クローニングベクターへの挿入は、例えば、ＤＮＡ断片を、相補的な付着
末端を有するクローニングベクター中にライゲーションすることによって達成できる。Ｄ
ＮＡを断片化するために使用される相補的な制限部位が、クローニングベクター中に存在
しない場合には、ＤＮＡ分子の末端を酵素的に修飾してもよい。あるいは、ヌクレオチド
配列（リンカー）をＤＮＡ末端にライゲーションすることによって望ましい任意の部位を
製造でき、これらのライゲーションされたリンカーは、制限エンドヌクレアーゼ認識配列
をコードする特定の化学的に合成された核酸を含有し得る。
【０３１２】
　２．細胞および発現系
　ベクターを含有する細胞も提供される。一般に、異種ＤＮＡを発現するよう操作でき、
分泌経路を有する任意の細胞種が適している。発現宿主として、細菌細胞（例えば、大腸
菌）、酵母細胞、真菌細胞、古細菌、植物細胞、昆虫細胞およびヒト細胞を含めた動物細
胞などの原核生物および真核生物が挙げられる。発現宿主は、そのタンパク質製造レベル
ならびに発現されたタンパク質に存在する翻訳後修飾の種類において異なり得る。さらに
、発現宿主の選択は、使用されるベクターならびに転写および翻訳エレメントの選択に関
連することが多い。例えば、発現宿主の選択は、利用される前駆体配列の選択に応じて異
なることが多いが、常にではない。例えば、多数の異種シグナル配列は、同一種の宿主細
胞においてのみ発現させることができる（すなわち、昆虫細胞シグナル配列は、昆虫細胞
において最適に発現される）。対照的に、例えば、酵母、昆虫または哺乳類宿主細胞にお
いて良好に作動するヒト血清アルブミン（ｈＨＳＡ）シグナル配列および昆虫および哺乳
類細胞において機能的であると実証されている組織プラスミノーゲン活性化因子プレ／プ
ロ配列などのその他のシグナル配列は、異種宿主において使用できる（Tan et al., (200
2) Protein Eng. 15:337）。発現宿主の選択は、これらおよび調節および安全性の検討、
製造費用および精製の必要および方法などのその他の因子に基づいて行うことができる。
したがって、ベクター系は、使用される宿主細胞適合しなくてはならない。
【０３１３】
　真核細胞宿主における発現として、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）およびピチア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔ
ｏｒｉｓ）などの酵母、ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）細胞および鱗翅目細
胞などの昆虫細胞、タバコ、トウモロコシ、コメ、藻類およびアオウキクサなどの植物お
よび植物細胞における発現を挙げることができる。発現のための真核細胞としてまた、チ
ャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞またはベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞な
どの哺乳類細胞株が挙げられる。真核細胞の発現宿主はまた、例えば、血清、乳および卵
における製造を含めた、トランスジェニック動物における製造を含む。
【０３１４】
　組換え分子は、例えば、形質転換、トランスフェクション、感染、エレクトロポレーシ
ョンおよびソノポレーションによって宿主細胞中に導入でき、その結果、遺伝子配列の多
数のコピーが作製される。一般に、多量の抗体鎖を発現する細菌、哺乳類、酵母または昆
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虫細胞株を製造するために、標準トランスフェクション法が使用され、次いで、それらを
標準技術を使用して精製する（例えば、Colley et al. (1989) J. Biol. Chem., 264:176
19-17622; Guide to Protein Purification, in Methods in Enzymology, vol. 182 (Deu
tscher, ed.), 1990参照のこと）。真核細胞および原核細胞の形質転換は、標準技術にし
たがって実施される（例えば、Morrison (1977) J. Bact. 132:349-351; Clark-Curtiss 
and Curtiss (1983) Methods in Enzymology, 101, 347-362参照のこと）。例えば、外来
ヌクレオチド配列を宿主細胞中に導入するための周知の手順のいずれも使用できる。これ
らは、リン酸カルシウムトランスフェクション、ポリブレン、プロトプラスト融合、エレ
クトロポレーション、微粒子銃、リポソーム、マイクロインジェクション、プラズマベク
ター、ウイルスベクターおよびクローニングされたゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡ
またはその他の外来遺伝物質を宿主細胞中に導入するための任意のその他の周知の方法の
使用を含む。一般に、抗体を発現させる目的のために、宿主細胞を少なくともＶＨ鎖をコ
ードする第１のベクターおよび少なくともＶＬ鎖をコードする第２のベクターでトランス
フェクトする。したがって、使用される特定の遺伝子工学手順が、少なくとも両遺伝子を
、抗体ポリペプチドまたはその修飾された形態を発現できる宿主細胞中に成功裏に導入で
きることは唯一必要である。
【０３１５】
　宿主細胞を、ｃＤＮＡを組み込む組換えＤＮＡ分子または合成ＤＮＡ配列で形質転換す
ることによって、遺伝子のマルチプルコピーを作製できる。したがって、形質転換体を増
殖させること、形質転換体から組換えＤＮＡ分子を単離することおよび必要に応じて、単
離された組換えＤＮＡから挿入された遺伝子を回収することによって遺伝子を多量に得る
ことができる。
【０３１６】
　抗体およびその一部を含めたタンパク質は、例えば、タンパク質をコードする核酸分子
を宿主細胞または宿主動物に導入することおよびインビトロで組み換えられた抗体をコー
ドする核酸分子から発現させることなどのインビトロおよびインビボ法を含めた、タンパ
ク質製造のための当技術分野で公知の任意の方法によって、ハイスループットアプローチ
を使用して製造できる。原核生物、特に、大腸菌は、多量の組み換えられた抗体またはそ
の一部を製造するための系を提供し、タンパク質のハイスループット発現および精製の適
用においては特に望ましい。大腸菌の形質転換は、当業者に周知の簡単な、迅速な技術で
ある。ハイスループット発現のための大腸菌宿主株として、それだけには限らないが、Ｂ
Ｌ２１（ＥＭＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）およびＬＭＧ１９４（ＡＴＣＣ）が挙げられ
る。このような大腸菌宿主株の例示として、ＢＬ２１がある。ハイスループット発現のた
めのベクターとして、それだけには限らないが、ｐＢＲ３２２およびｐＵＣベクターが挙
げられる。
【０３１７】
　　ａ．原核生物発現
　原核生物、特に、大腸菌は、多量の組み換えられた抗体またはその一部を製造するため
の系を提供する。大腸菌の形質転換は、当業者に周知の簡単な、迅速な技術である。大腸
菌の発現ベクターは、高レベルのタンパク質発現を誘導するために、また宿主細胞に対し
て幾分かの毒性を示すタンパク質を発現させるために有用である誘導プロモーターを含有
し得る。誘導プロモーターの例として、ｌａｃプロモーター、ｔｒｐプロモーター、ハイ
ブリッドｔａｃプロモーター、Ｔ７およびＳＰ６　ＲＮＡプロモーターならびに温度によ
って調節されるλＰＬプロモーターが挙げられる。
【０３１８】
　抗体またはその一部を含めたタンパク質は、大腸菌の細胞質環境中で発現させることが
できる。細胞質は、還元環境であり、一部の分子にとっては、これは不溶性封入体の形成
をもたらし得る。ジチオトレイトールおよびβ－メルカプトエタノールおよび変性剤（例
えば、グアニジン－ＨＣｌおよび尿素など）などの還元剤を使用して、タンパク質を再可
溶化できる。例示的代替アプローチは、酸化環境およびシャペロニン様およびジスルフィ
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ドイソメラーゼを提供する細菌の細胞膜周辺腔における組み換えられた抗体またはその断
片の発現であり、可溶性タンパク質の製造につながる。通常、リーダー配列は、タンパク
質を周辺質に向ける発現されるタンパク質に融合される。次いで、リーダーが、周辺質の
内側で、シグナルペプチダーゼによって除去される。発現されたタンパク質を周辺質中に
移動させる３つの主要な経路、すなわち、Ｓｅｃ経路、ＳＲＰ経路およびＴＡＴ経路があ
る。周辺質を標的とするリーダー配列の例として、ペクチン酸リアーゼ遺伝子に由来する
ｐｅｌＢリーダー、ＳｔＩＩリーダー配列およびＤｓｂＡリーダー配列が挙げられる。例
示的リーダー配列として、ＤｓｂＡリーダー配列がある。一部の場合には、周辺質発現に
よって、発現されたタンパク質の培養培地への漏出が可能となる。タンパク質の分泌によ
って、培養上清からの迅速な、簡単な精製が可能になる。分泌されないタンパク質は、浸
透圧溶解によって周辺質から得ることができる。細胞質発現と同様に、一部の場合には、
タンパク質は不溶性になることがあり、変性剤および還元剤を使用して、可溶化および再
折りたたみを促進できる。誘導および増殖の温度はまた、発現レベルおよび溶解度に影響
を及ぼし得る。一般に、２５℃～３７℃の間の温度が使用される。また、突然変異を使用
して、発現されたタンパク質の溶解度を高めることもできる。通常、細菌は、グリコシル
化されていないタンパク質を産生する。したがって、タンパク質が、機能のためにグリコ
シル化を必要とする場合には、宿主細胞から精製した後にインビトロでグリコシル化を付
与できる。
【０３１９】
　　b.酵母
　サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
、シゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ
）、ヤロウィア・リポリティカ（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）、クロイベ
ロミセス・ラクチス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ）およびピキア・パス
トリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）などの酵母は、組み換えられた抗体またはそ
の一部の有用な発現宿主である。酵母は、エピソーム複製ベクターを用いて、または相同
組換えによる安定な染色体組込みによって形質転換できる。通常、遺伝子発現を調節する
ために誘導プロモーターが使用される。このようなプロモーターの例として、ＡＯＸ１、
ＧＡＬ１、ＧＡＬ７およびＧＡＬ５ならびにＣＵＰ１などのメタロチオネインプロモータ
ーが挙げられる。発現ベクターは、形質転換されたＤＮＡの選択および維持のためにＬＥ
Ｕ２、ＴＲＰ１、ＨＩＳ３およびＵＲＡ３などの選択マーカーを含むことが多い。酵母に
おいて発現されたタンパク質は、可溶性であることが多い。Ｂｉｐなどのシャペロニンお
よびタンパク質ジスルフィドイソメラーゼを用いる同時発現は、発現レベルおよび溶解度
を改善し得る。さらに、酵母において発現されたタンパク質は、サッカロミセス・セレビ
シエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓａｅ）由来の酵母交配型α－因子分
泌シグナルなどの分泌シグナルペプチド融合およびＡｇａ２ｐ交配接着受容体またはアー
クスラ・アデニニボランス（Ａｒｘｕｌａ　ａｄｅｎｉｎｉｖｏｒａｎｓ）グルコアミラ
ーゼなどの酵母細胞表面タンパク質との融合を使用して分泌に向けることができる。Ｋｅ
ｘ－２プロテアーゼのものなどのプロテアーゼ切断部位を、分泌経路を出るときに発現さ
れたポリペプチドから融合された配列を除去するよう操作することができる。酵母はまた
、Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒモチーフでグリコシル化できる。
【０３２０】
　　ｃ．昆虫
　特に、バキュロウイルス発現を使用する昆虫細胞は、抗体またはその一部を発現させる
のに有用である。昆虫細胞は、高レベルのタンパク質を発現し、高等真核生物によって使
用される翻訳後修飾のほとんどが可能である。バキュロウイルスは、真核細胞発現の安全
性を改善し、規制上の懸念を低減する制限的宿主域を有する。通常の発現ベクターは、バ
キュロウイルスのポリヘドリンプロモーターおよびｐ１０プロモーターなどの高レベル発
現のためのプロモーターを使用する。よく使用されるバキュロウイルス系として、オート
グラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）核多核体
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病ウイルス（ＡｃＮＰＶ）およびボンビックス・モリ（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）核多核
体病ウイルス（ＢｍＮＰＶ）などのバキュロウイルスならびにスポドプテラ・フルギペル
ダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）由来Ｓｆ９およびトリコプルシア・
ニ（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ）由来のＴＮなどの昆虫細胞株が挙げられる。高レ
ベル発現のためには、発現される分子のヌクレオチド配列を、ウイルスのポリヘドリン開
始コドンのすぐ下流に融合する。ヒト抗体を発現できるバキュロウイルス組換え体を作製
するために、ｐＡｃＵＷ５１（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）などの二重発現トランスファー（
ｄｕａｌ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）が利用される。哺乳類分泌シグナ
ルは、昆虫細胞において正確にプロセシングされ、発現されたタンパク質を培養培地中に
分泌するために使用できる。
【０３２１】
　昆虫細胞における代替発現系は、安定に形質転換された細胞の使用である。スポドプテ
ラ・フルギペルダ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）由来Ｓｆ９およびト
リコプルシア・ニ（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ）由来のＴＮなどの細胞株を発現の
ために使用できる。バキュロウイルス前初期遺伝子プロモーターＩＥ１を使用して、一貫
した発現レベルを誘導できる。通常の発現ベクターとして、ｐＩＥ１－３およびｐＩ３１
－４トランスファーベクター（Ｎｏｖａｇｅｎ）が挙げられる。発現ベクターは、通常、
ネオマイシンおよびハイグロマイシンなどの選択マーカーの使用によって維持される。
【０３２２】
　　ｄ．哺乳類細胞
　哺乳類発現系を使用して、抗体またはその一部を含めた修飾されたタンパク質を発現さ
せることができる。発現コンストラクトを、アデノウイルスなどのウイルス感染によって
、またはリポソーム、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストランなどの直接ＤＮＡトラ
ンスファーによって、またエレクトロポレーションおよびマイクロインジェクションなど
の物理的手段によって哺乳類細胞に移すことができる。哺乳類細胞の発現ベクターは、通
常、ｍＲＮＡキャップ部位、ＴＡＴＡボックス、翻訳開始配列（コザックコンセンサス配
列）およびポリアデニル化エレメントを含む。このようなベクターは、高レベル発現のた
めの転写プロモーター－エンハンサー、例えば、ＳＶ４０プロモーター－エンハンサー、
ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターおよびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）
の長い末端反復配列を含むことが多い。これらのプロモーター－エンハンサーは、多数の
細胞種において活性である。組織および細胞種プロモーターおよびエンハンサー領域も、
発現のために使用できる。例示的プロモーター／エンハンサー領域として、それだけには
限らないが、エラスターゼＩ、インスリン、免疫グロブリン、マウス乳癌ウイルス、アル
ブミン、αフェトプロテイン、α１アンチトリプシン、βグロビン、ミエリン塩基性タン
パク質、ミオシン軽鎖２および性腺刺激ホルモン放出ホルモン遺伝子制御などの遺伝子に
由来するものが挙げられる。選択マーカーを使用して、発現コンストラクトを有する細胞
を選択および維持できる。選択マーカー遺伝子の例として、それだけには限らないが、ハ
イグロマイシンＢホスホトランスフェラーゼ、アデノシンデアミナーゼ、キサンチン－グ
アニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、アミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ
、ジヒドロ葉酸レダクターゼおよびチミジンキナーゼが挙げられる。抗体は、通常、ＮＥ
Ｏ（登録商標）／Ｇ４１８系、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）系またはグルタミ
ンシンセターゼ（ＧＳ）系を使用して製造される。ＧＳ系は、ｐＥＥ１２／ｐＥＥ６など
の関節発現ベクターを使用して、重鎖および軽鎖の両方を発現する。ＴＣＲ－ζおよびＦ
ｃεＲＩ－γなどの細胞表面シグナル伝達分子との融合によって、細胞表面で活性な状態
でタンパク質の発現を指示できる。
【０３２３】
　哺乳類発現には、マウス、ラット　ヒト、サル、ニワトリおよびハムスター細胞を含め
て多数の細胞株が利用可能である。例示的細胞株として、それだけには限らないが、ＣＨ
Ｏ、Ｂａｌｂ／３Ｔ３、ＨｅＬａ、ＭＴ２、マウスＮＳ０（非分泌）およびその他の骨髄
腫細胞株、ハイブリドーマおよびヘテロハイブリドーマ細胞株、リンパ球、線維芽細胞、
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Ｓｐ２／０、ＣＯＳ、ＮＩＨ３Ｔ３、ＨＥＫ２９３、２９３Ｓ、２Ｂ８およびＨＫＢ細胞
が挙げられる。細胞培養培地からの分泌タンパク質の精製を促進する血清不含培地に適応
された細胞株もまた、利用可能である。このような一例として、血清不含ＥＢＮＡ－１細
胞株がある（Pham et al., (2003) Biotechnol. Bioeng. 84:332-42.）。
【０３２４】
　　ｅ.植物
　トランスジェニック植物細胞および植物を使用して、本明細書に記載された任意の抗体
またはその一部などのタンパク質を発現させることができる。発現コンストラクトは、通
常、微粒子銃などの直接ＤＮＡ導入およびプロトプラストへのＰＥＧ媒介性導入を使用し
て、またアグロバクテリウム媒介性形質転換を用いて植物に移される。発現ベクターは、
プロモーターおよびエンハンサー配列、転写終結エレメントおよび翻訳制御エレメントを
含み得る。発現ベクターおよび形質転換技術は、普通、シロイヌナズナおよびタバコなど
の双子葉植物宿主とトウモロコシおよびコメなどの単子葉植物宿主間でわけられる。発現
に使用される植物プロモーターの例として、カリフラワーモザイクウイルスＣａＭＶ３５
Ｓプロモーター、ノパリンシンターゼプロモーター、リボースビスホスフェートカルボキ
シラーゼプロモーターおよびトウモロコシユビキチン－１（ｕｂｉ－１）プロモータープ
ロモーターが挙げられる。形質転換された細胞の選択および維持を促進するために、ハイ
グロマイシン、ホスホマンノースイソメラーゼおよびネオマイシンホスホトランスフェラ
ーゼなどの選択マーカーが使用されることが多い。形質転換された植物細胞は細胞、凝集
体（カルス組織）として培養物中で維持してもよく、または全植物体に再生してもよい。
トランスジェニック植物細胞としてまた、プロテアーゼまたは修飾されたプロテアーゼを
産生するよう操作された藻類を挙げることができる（例えば、Mayfield et al. (2003) P
NAS 100:438-442を参照のこと）。植物は、哺乳類細胞とは異なるグリコシル化パターン
を有するので、これは、これらの宿主において産生されるタンパク質の選択に影響を及ぼ
し得る。
【０３２５】
　３．精製
　抗体およびその抗原結合部分を含めたタンパク質は、当業者に公知の任意の手順によっ
て精製される。タンパク質は、それだけには限らないが、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、サイズ分画
およびサイズ排除クロマトグラフィー、硫酸アンモニウム沈殿、キレートクロマトグラフ
ィー、イオン交換クロマトグラフィーまたはカラムクロマトグラフィーを含めた、当技術
分野で公知の標準タンパク質精製技術を使用して実質的に純粋に精製できる。例えば、抗
体をカラムクロマトグラフィーによって精製できる。抗体を精製する方法の例示として、
固体支持体カラム材料が、免疫グロブリンと高親和性で結合するプロテインＧ、連鎖球菌
に由来する細胞表面会合型タンパク質と連結されているカラムクロマトグラフィーを使用
することによるものがある。抗体は、６０％、７０％、８０％の純度、通常、少なくとも
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９
％の純度に精製できる。純度は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクマシー染色などの標準法によ
って評価できる。
【０３２６】
　抗体またはその一部を含めたタンパク質を宿主細胞から精製する方法は、選択された宿
主細胞および発現系に応じて変わる。分泌された分子について、タンパク質は、一般に、
細胞を除去した後に培養培地から精製される。細胞内発現については、細胞を溶解し、抽
出物からタンパク質を精製することができる。トランスジェニック植物および動物などの
トランスジェニック生物が、発現に使用される場合、組織または臓器を、溶解細胞抽出物
を作製するための出発材料として使用することができる。さらに、トランスジェニック動
物製造は、乳または卵におけるポリペプチドの製造を含む場合があり、これは集めること
ができ、必要に応じて、さらに、当技術分野における標準方法を使用して、タンパク質を
抽出し、さらに精製できる。
【０３２７】
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　タンパク質が、形質転換された細菌によって多量に発現される場合には、発現は構成的
であり得るが、通常、プロモーター誘導後に、ポリペプチドが不溶性凝集体を形成し得る
。当業者に公知の、ポリペプチド封入体の精製に適しているいくつかのプロトコールがあ
る。当業者には、多数の変法が明らかである。
【０３２８】
　例えば、一方法では、細胞懸濁液を、一般に、遠心分離し、封入体を含有するペレット
を、封入体を溶解しないが洗浄するバッファー、例えば、２０ｍＭトリス－ＨＣＬ（ｐＨ
７．２）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌおよび２％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ　１
００、非イオン性界面活性剤に再懸濁する。できる限り多くの細胞破片を除去するために
洗浄工程を反復することが必要である場合もある。残存する封入体のペレットを、適当な
バッファー（例えば、２０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）
に再懸濁できる。その他の適当なバッファーは、当業者に明らかである。
【０３２９】
　あるいは、タンパク質を細菌周辺質から精製してもよい。ポリペプチドが、細菌の周辺
質中に運ばれる場合には、細菌の周辺質画分を、当業者に公知のその他の方法に加えて冷
浸透圧ショックによって単離できる。例えば、一方法では、周辺質から組換えポリペプチ
ドを単離するために、細菌細胞を遠心分離してペレットを形成する。ペレットを、２０％
スクロースを含有するバッファーに再懸濁する。細胞を溶解するために、細菌を遠心分離
し、ペレットを、氷冷５ｍＭ　ＭｇＳＯ４に再懸濁し、氷浴中におよそ１０分間維持する
。細胞懸濁液を遠心分離し、上清をデカントし、保存する。上清中に存在する組換えポリ
ペプチドは、当業者に周知の標準分離技術によって宿主タンパク質から分離できる。これ
らの方法は、それだけには限らないが、以下の工程：溶解度分画、サイズ分画濾過（ｓｉ
ｚｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）およびカラムクロマトグラフ
ィーを含む。
【実施例】
【０３３０】
Ｅ．実施例
　以下の実施例は、単に例示目的で含まれ、本発明の範囲を制限するものではない。
【実施例１】
【０３３１】
　ベクターおよび発現プラスミド
　この実施例は、ＣＨＯ哺乳類細胞におけるＥＧＦ受容体抗原の製造およびＣＨＯ哺乳類
細胞におけるアービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の製造を可能にするための発現
コンストラクトを作製した。ＣＨＯ細胞の使用によって、μｇ／ｍＬ量の抗体の製造およ
び関連する翻訳後修飾（例えば、グリコシル化）が可能となる。
【０３３２】
　ＥＧＦＲ抗原（配列番号１０）を、完全ＥＣＤ（Ｎ末端の６４０個のアミノ酸、配列番
号１３、配列番号１２に示されるＤＮＡ）を包含する可溶性細胞外ドメイン（ｓＥＣＤ）
として製造した。精製を可能にするために、ヒスチジンタグ（Ｈｉｓ－タグ、配列番号７
）をＣ末端ドメインに組み込んだ。プラスミドは、天然（配列番号１１）またはＩｇＧ　
ＨＣ（配列番号６）リーダー配列のいずれか、コザックコンセンサス配列および所望によ
り、ＥＧＦＲ細胞外ドメインおよびタグ間のＧｌｙ４Ｓｅｒリンカー（配列番号４）をさ
らに含有する。
【０３３３】
　親和性タグ（ｃ－Ｍｙｃ、配列番号５またはＦＬＡＧ、配列番号３）がアービタックス
（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体のＦｃドメインのＣ末端に連結されている、アービタックス
（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体（配列番号１および２、配列番号９および８に示されるＤＮ
Ａ、それぞれ、軽鎖および重鎖）プラスミドを作製した。プラスミドは、発現時に、Ｉｇ
Ｇ　抗体が製造されるよう、重鎖および軽鎖両方の遺伝子を含有する。プラスミドは、所
望により、Ｆｃドメインおよび親和性タグ間にＧｌｙ４Ｓｅｒリンカー（配列番号４）を
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含有する。プラスミドの説明を、以下の表７に示す。
【０３３４】
【表７】

【実施例２】
【０３３５】
結合アッセイ開発
　この実施例では、ＥＬＩＳＡアッセイを、市販の試薬を使用する予備的結合アッセイと
して開発した。このアッセイでは、可溶性ＥＧＦＲ受容体を９６ウェルプレートに結合さ
せ、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体を加え、結合させ、ウサギ抗ヒト－Ｆｃ
－ＨＲＰコンジュゲート二次抗体を使用して結合を検出した。バッファーｐＨを、１）可
溶性ＥＧＦＲ受容体の、ハイバインドまたはＮｉでコーティングされたプレートのいずれ
かとの結合、２）二次抗体結合および３）可溶性ＥＧＦＲ受容体－アービタックス（登録
商標）抗ＥＧＦＲ抗体結合に対するその効果について評価した。
【０３３６】
市販の試薬を使用する標準直接ＥＬＩＳＡプロトコール：
　９６ウェルハイバインドプレート（Ｈｉ　ｂｉｎｄ、Ｃｏｓｔａｒ番号２５９２）を、
ＰＢＳ中、１２ｎＭ（１．３２μｇ／ｍＬ）のｓＥＧＦＲ－Ｈ６抗原（Ｓｉｎｏ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃｓ、Ｃａｔ番号１０００１－Ｈ０８Ｈ）１００μＬを用いて４℃で一晩コーテ
ィングした。次いで、プレートを２５０μＬ／ウェルのＰＢＳで３回洗浄し、続いて、２
５０μＬのＰＢＳ／ＢＳＡ（ＰＢＳ、ｐＨ７．４、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ）を用いて室温
で１時間ブロッキングした。アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の段階希釈（３
×、出発濃度５００ｎｇ／ｍＬ、それに続く１：３希釈）をＰＢＳ／ＢＳＡで調製し、ウ
ェルあたり１００μＬを添加し、プレートを室温で１時間インキュベートした。次いで、
プレートを２５０μＬ／ウェルのＰＢＳ／ＢＳＡで３回洗浄した。各ウェルに、１００μ
Ｌ／ウェルのウサギ抗ヒト－Ｆｃ－ＨＲＰコンジュゲート二次抗体（ＰＢＳ／ＢＳＡで１
：５０００希釈した）を添加し、プレートを室温で１時間インキュベートした。次いで、
プレートを２５０μＬ／ウェルのＰＢＳ／ＢＳＡで３回洗浄した。最後に、各ウェルに１
００μＬのＨＲＰ基質を添加し、プレートを室温で１５分間発色させた（光から離して）
。各ウェルに１００μＬの停止溶液を添加することによって反応を停止させ、マイクロプ
レート分光光度計（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｍ
２）を使用して、プレートをＯＤ４５０　ｎＭで３０分以内の間読み取った。ダイナミッ
クレンジは、約３ｌｏｇであり、感度は、約５０ｐｇであった（５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを
有するＰＢＳ、ｐＨ７．４中）。
【０３３７】
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ＥＧＦＲ　ｓＥＣＤ－Ｈ６抗原の９６ウェルプレートへのコーティングに対するバッファ
ーｐＨの効果
　上記のアッセイを、以下の修飾を用いて実施した：（１）ハイバインドまたはＮｉでコ
ーティングされたプレートのいずれかを使用した；（２）ｓＥＧＦＲ－Ｈ６抗原を、ＰＢ
ＳまたはＫＲＢ（クレブス－リンガー重炭酸バッファー）、ｐＨ７．４のいずれか中、３
、６、１２および２４ｎＭでコーティングした；（３）プレートを、ＰＢＳまたはＫＲＢ
、ｐＨ７．４、６．５また６．０中、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした；
および（４）ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４中、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ中、２５０ｎｇ
／ｍＬでアービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体を添加した。
【０３３８】
　結果は、バッファーｐＨは、ＥＧＦＲ　ｓＥＣＤ－Ｈ６の、ハイバインドプレートと結
合する能力に対して効果がなかったが、Ｈｉｓタグ（Ｈ６）を介したニッケルプレートと
の結合には影響を与えたことを示す。
【０３３９】
二次抗体検出に対するバッファーｐＨの効果
　二次抗体結合に対するバッファーｐＨの効果を、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦ
Ｒ抗体を、ハイバインドプレート上に直接コーティングし、次いで、二次抗体結合を、Ｐ
ＢＳ、ｐＨ７．４またはＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５または６．０を用いる５ｍｇ／ｍＬ
　ＢＳＡの存在下で評価した、上記のものから修飾されたアッセイにおいて評価した。結
果は、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の二次抗体検出は、ｐＨ６．０～７．
４で影響を受けなかったことを示した。
【０３４０】
ＥＧＦＲ　ｓＥＣＤ－アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体結合のバッファーｐＨ
の効果
　ＥＧＦＲ　ｓＥＣＤ－アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体結合のバッファーｐ
Ｈの効果を評価するために、アッセイにおけるアービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗
体の濃度ならびにバッファーｐＨを変化させた。上記のアッセイでは、１００ｎｇ／ｍＬ
で出発する、ＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５または６．０でのアービタックス（登録商標）
抗ＥＧＦＲ抗体の３回（３×）段階希釈を使用した。結果は、高アービタックス（登録商
標）抗ＥＧＦＲ抗体濃度（すなわち、３ｎｇ／ｍＬ超）では、各ｐＨについて結合の変動
が起こり、ｐＨ７．４が、ｐＨ６．０よりも良好な結合を有することを示す。
【実施例３】
【０３４１】
ＥＬＩＳＡに対するヒト血清の添加の効果
　この実施例では、ＥＬＩＳＡ結合アッセイに対するヒト血清の添加の効果を決定した。
腫瘍微小環境を摸倣するために、ヒト血清を添加した。ＥＬＩＳＡを、上記の実施例２に
記載されたように実施した。正常ヒト血清を、バッファーの５％のレベルで添加した。Ｉ
ｇＧを枯渇させたヒト血清を、バッファーの１％または５％で添加した。対照として５（
５）ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを添加した。すべての実験は、ＫＲＢ、ｐＨ７．４中で実施した
。
【０３４２】
　結果は、正常またはＩｇＧを枯渇させたヒト血清の添加は、ＥＬＩＳＡアッセイに十分
に影響を及ぼすことを示した。５％ヒト血清の添加は、ヒト血清がＩｇＧを含有し、した
がって、ヤギ抗ヒト－Ｆｃ－ＨＲＰコンジュゲート二次抗体が、血清ならびにアービタッ
クス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体と結合するので、ＫＤの増大をもたらした。ＩｇＧを枯
渇させたヒト血清の添加は、アッセイのダイナミックレンジの３０％低減をもたらした。
【実施例４】
【０３４３】
抗マウスＦａｂ二次抗体の使用の効果
　この実施例では、６種の異なる抗マウスＦａｂ抗体を、上記の実施例２に記載されたア
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ッセイにおける二次抗体としての使用について評価した。アービタックス（登録商標）抗
ＥＧＦＲ抗体は、最初はマウスにおいて作製されたキメラ抗体である。これらの二次抗体
を、ヒト血清がアッセイにおいて使用される場合に、ヤギ抗ヒト－Ｆｃ二次の相互作用を
避けるために、異なる二次抗体を使用できるかどうかを調べるために評価した。
【０３４４】
　ＥＬＩＳＡアッセイにおいて、どの抗マウス二次抗体も、アービタックス（登録商標）
抗ＥＧＦＲ抗体を認識しないことが観察された。
【実施例５】
【０３４５】
タグ付き代替タンパク質間接ＥＬＩＳＡ
　この実施例では、タグ付き代替タンパク質間接ＥＬＩＳＡアッセイを、エピトープ－タ
グ特異的間接ＥＬＩＳＡの開発のためのモデルとして使用した。アッセイにおける試薬／
バッファーとしてのヒト血清の使用を可能にするために、エピトープ－タグ特異的間接Ｅ
ＬＩＳＡの使用を評価した。ヒト血清は、抗体を含有し、したがって、抗ヒト－Ｆｃ二次
抗体の使用は、抗体、すなわち、アービタックス、ならびに血清との結合に起因するシグ
ナルをもたらす。このアッセイでは、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体を、タ
ンパク質タグとそのＣ末端で直接的にコンジュゲートし、アービタックス（登録商標）抗
ＥＧＦＲ抗体上のタグと結合する抗エピトープタグ抗体を、二次抗体として使用した。一
般的なタンパク質エピトープタグを以下の表８に示す。アッセイ試薬および条件、すなわ
ち、バッファーｐＨおよび実現可能性を評価した。
【０３４６】

【表８】

【０３４７】
　９６ウェルプレートを、タグ付き代替タンパク質で直接的にコーティングし、二次抗タ
グ抗体の、タグ付き代替タンパク質との結合を検出した、簡易化したタグ付き代替タンパ
ク質間接ＥＬＩＳＡを使用して、アッセイ試薬および条件を評価した。３種のエピトープ
タグ付き代替タンパク質を使用した（以下の表９参照のこと）。抗ｍｙｃ抗体（ＧｅｎＳ
ｃｒｉｐｔ、番号Ａ００１７３、Ａｂｃａｍ、番号ａｂ１３２６またはＡｂｃａｍ、番号
１２６１）、抗ＦＬＡＧ抗体（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ、番号Ａ０１４２８）、抗ＨＡ抗体（
ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ、番号Ａ００１６９）および抗ＶＳＶ－Ｇ抗体（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ
、番号Ａ００８７２）を含めた市販の抗タグ抗体を使用して６種のエピトープタグを評価
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した。
【０３４８】
【表９】

【０３４９】
タグ検出抗体の試験
　抗タグ抗体による検出を試験するために、ハイバインド９６ウェルプレートを、上記の
表８に従って、ＰＢＳで希釈された代替タグ付きタンパク質でコーティングした。プレー
トを、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした。次いで、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ
を有するＰＢＳで、１０００、５００、２５０、１２０および０ｎｇ／ｍＬの濃度に希釈
した抗タグ抗体を用いてエピトープタグを検出した。
【０３５０】
　結果は、抗ＨＡおよび抗ＦＬＡＧ抗体は、抗Ｍｙｃ抗体よりも高いシグナルを生じるこ
とを実証した。
【０３５１】
ハイバインドプレートにタグ付きタンパク質をコーティングすることに対するバッファー
ｐＨの効果
　ハイバインドプレートにタグ付きタンパク質をコーティングすることに対するバッファ
ーｐＨの効果を試験するために、ｃ－Ｍｙｃ－、ＦＬＡＧおよびマルチフュージョン（ｍ
ｕｌｔｉｆｕｓｉｏｎ）タグ付きタンパク質を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４またはクレブス－リ
ンガーバッファー（ＫＲＢ）、ｐＨ７．４いずれか中、１０、５、２．５および１μｇ／
ｍＬの濃度でコーティングした。次いで、プレートを、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４
、６．５および６．０いずれか中、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした。エ
ピトープタグを、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４で希釈した、抗タグＡｂ（５００ｎｇ
／ｍＬおよび５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ）を用いて検出した。
【０３５２】
　結果は、ｐＨ７．４、６．５または６．０のＰＢＳまたはＫＲＢでブロッキングされた
プレート間で相違が観察されなかったので、バッファーｐＨは、ハイバインドプレートへ
のタグ付きタンパク質のコーティング安定性に対して効果がないことを実証した。
【０３５３】
ハイバインドプレートでのタグ付きタンパク質の検出に対するバッファーｐＨの効果
　タグ付きタンパク質の検出に対するバッファーｐＨの効果を試験するために、ハイバイ
ンドプレートを、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４中、１０μｇ／ｍＬの出発濃度で、２
×段階希釈した、ｃ－Ｍｙｃ－およびＦＬＡＧ－タグ付きタンパク質を用いてコーティン
グした。プレートを、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．０いずれか中
、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした。エピトープタグを、ＰＢＳまたはＫ
ＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．０で希釈した抗タグＡｂ（抗ｃ－Ｍｙｃ－タグＡｂ
について１μｇ／ｍＬ、抗ＦＬＡＧ－タグＡｂについて０．５μｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ
　ＢＳＡを含む）を用いて検出した。
【０３５４】
　結果は、バッファーｐＨは、結合が、ｐＨ６．５および６．０と比較して、ｐＨ７．４
でわずかに低減するので、抗ＦＬＡＧ－タグ抗体によるエピトープタグ検出に対してわず
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かな効果を有することを実証した。抗ｃ－Ｍｙｃ－タグ抗体について、同様の全体的な効
果が観察された。
【０３５５】
抗Ｍｙｃ－タグ抗体のｐＨ感受性
　３種の抗Ｍｙｃ－タグ抗体（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ、番号Ａ００１７３、Ａｂｃａｍ、番
号ａｂ１３２６またはＡｂｃａｍ、番号１２６１）を、そのｐＨ感受性についてさらに評
価した。ハイバインドプレートを、マルチフュージョンタグタンパク質を、ＰＢＳまたは
ＫＲＢ、ｐＨ７．４いずれか中、２５０ｎｇ／ｍＬの濃度で出発する４×段階希釈で用い
てコーティングした。プレートを、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．
０いずれか中、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした。タグ付きタンパク質を
、ＰＢＳまたはＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．０いずれか中の、ヤギまたはウサ
ギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂ（２００または５００ｎｇ／ｍＬ）を用いて検出した。
【０３５６】
　結果は、Ａｂｃａｍ抗体は、ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ抗体よりも感受性であることを示す。
さらに、バッファーｐＨは、Ａｂｃａｍ製のヤギまたはウサギ抗ｃ－ｍｙｃ抗体によるエ
ピトープタグ検出に対して最小の効果しか有していなかった。
【０３５７】
抗Ｍｙｃ－タグ抗体に対するバッファーｐＨの効果
　バッファーｐＨを、Ａｂｃａｍ抗Ｍｙｃ－タグ抗体（Ａｂｃａｍ、番号ａｂ１３２６ま
たはＡｂｃａｍ、番号１２６１）の結合に対するその効果についてさらに評価した。ハイ
バインドプレートを、マルチフュージョンタグタンパク質を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中、２
５０ｎｇ／ｍＬの濃度で出発する３×段階希釈で用いてコーティングした。プレートを、
ＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．０中、５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキン
グした。タグ付きタンパク質を、ＫＲＢ、ｐＨ７．４、６．５および６．０中、ヤギまた
はウサギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂ（２５０または５００ｎｇ／ｍＬ）を用いて検出した。
【０３５８】
　結果は、バッファーｐＨは、Ａｂｃａｍ製のヤギまたはウサギ抗ｃ－ｍｙｃ抗体による
エピトープタグ検出に対して最小の効果しか有さないことを実証した。
【０３５９】
さらなる抗Ｍｙｃ－タグ抗体の評価
　これらのさらなる抗Ｍｙｃ－タグ抗体を評価し、Ａｂｃａｍ抗Ｍｙｃ－タグ抗体（Ａｂ
ｃａｍ、番号ａｂ１３２６またはＡｂｃａｍ、番号１２６１）と、また抗ＶＳＶ－Ｇ抗体
（Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ、番号Ａ００８７２）と比較した。抗体は、ヤギ抗ｃ－Ｍｙｃタグ
Ａｂ（ＧｅｎｅＴｅｘ、カタログ番号ＧＴＸ２１２６１）、ウサギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂ
（ＧｅｎｅＴｅｘ、カタログ番号ＧＴＸ１９３１２）およびヤギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂ（
Ａｌｐｈａ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、カタログ番号ＭＹＣ１３－ＨＲＰ）とした。ハイ
バインドプレートを、マルチフュージョンタグタンパク質を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中、２
５０ｎｇ／ｍＬの濃度で用いてコーティングした。プレートを、ＰＢＳ　ｐＨ７．４中、
５ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡを用いてブロッキングした。タグ付きタンパク質を、ＰＢＳ　ｐＨ
７．４中、ヤギまたはウサギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂ（段階希釈、２５０ｎｇ／ｍＬで出発
）を用いて検出した。
【０３６０】
　結果は、Ａｂｃａｍ抗体およびＧｅｎｅＴｅｘ製のヤギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂはすべて
、マルチフュージョンタグタンパク質と同様の親和性で結合し、ＧｅｎｅＴｅｘ製のウサ
ギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂはわずかに低い親和性を有することを実証した。Ａｌｐｈａ　Ｄ
ｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ製の抗ＶＳＶ－Ｇ抗体およびヤギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂは両方とも
、試験されたその他の抗体よりも約５倍低い親和性を有する。
【０３６１】
抗ｃ－Ｍｙｃ対抗ＨＡ抗体に対するブロッキング剤としてのヒト血清の効果
　５種の抗ｃ－ｍｙｃ抗体（上記参照のこと）を、５％ヒト血清の存在下での結合につい
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て抗ＨＡ－タグ抗体（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ、番号Ａ００１６９）と比較した。ハイバイン
ドプレートを、マルチフュージョンタグ付きマーカータンパク質を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４
中、２５０ｎｇ／ｍＬの濃度で出発する３×段階希釈で用いてコーティングした。プレー
トを、ＫＲＢ、ｐＨ７．４中、５％ヒト血清を用いてブロッキングした。タグ付きタンパ
ク質は、ＫＲＢ、ｐＨ７．４中、ヤギまたはウサギ抗ｃ－ＭｙｃタグＡｂまたはヤギ抗Ｈ
Ａ抗体（３×段階希釈、２５０ｎｇ／ｍＬで出発）を用いて検出した。
【０３６２】
　結果は、抗ＨＡ抗体ならびに抗ｃ－Ｍｙｃ抗体は、５％ヒト血清の存在下で結合しない
ということを示した。ＡｂｃａｍおよびＧｅｎｅＴｅｘ抗ｃ－ｍｙｃ抗体はすべて、同様
の親和性を有していた。結果はまた、ヒト血清は、二次抗体によるタグ付きタンパク質の
検出を干渉しないことも示した。
【０３６３】
２５％ヒト血清の存在下でのタグ付きタンパク質検出
　抗ＦＬＡＧ抗体（Ａｂｃａｍ、ａｂ１２３８）を、そのＫＲＢバッファー、ｐＨ６．０
および７．４中、２５％ヒト血清の存在下でのＦＬＡＧ－タグタンパク質の検出について
評価した。ｐＨ７．４でのＫＤは、およそ２２４ｎｇ／ｍＬであったのに対し、ｐＨ６．
０でのＫＤは、およそ１３５ｎｇ／ｍＬであった。
【０３６４】
　抗ｍｙｃ抗体（Ａｂｃａｍ、ａｂ１３２６）もまた、その、ＫＲＢバッファー、ｐＨ６
．０および７．４中、２５％ヒト血清の存在下でのｍｙｃ－タグタンパク質の検出につい
て評価した。ｐＨ７．４でのＫＤは、およそ７．９８ｎｇ／ｍＬであるのに対し、ｐＨ６
．０でのＫＤは、およそ７．７３ｎｇ／ｍＬであった。
【０３６５】
　抗Ｍｙｃ抗体（Ａｂｃａｍ、ａｂ１３２６）は、その、ＫＲＢバッファー、ｐＨ７．４
中、２５％ヒト血清の存在下でのマルチフュージョンタグタンパク質の検出について評価
した。ＫＤは、およそ２０ｎｇ／ｍＬであった。
【実施例６】
【０３６６】
抗ＥＧＦＲ－ＦＬ　ＭＡｂ　ｐＨ感受性ＥＬＩＳＡに対するヒト血清の効果
　この実施例では、ヒト血清の量を増大する効果を、ＦＬＡＧタグ付きアービタックス（
登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体およびヤギ抗ＦＬＡＧ－ＨＲＰコンジュゲート二次抗体を使用
して評価した。実験は、５％または２５％ヒト血清のいずれかおよび異なる量の乳酸（以
下の表９参照のこと）を含む、ｐＨ７．４または６．０のいずれかのＫＲＢを使用して実
施した。ヒト血清および乳酸は、腫瘍微小環境を摸倣するために添加した。
【０３６７】
　手短には、９６ウェルハイバインドプレート（Ｃｏｓｔａｒ番号２５９２）を、ＫＲＢ
、ｐＨ７．４中、１２ｎＭ（１．３２μｇ／ｍＬ）のｓＥＧＦＲ－ＨＧ抗原（Ｓｉｎｏ　
Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、カタログ番号１０００１－Ｈ０８Ｈ）１００μＬを用いて４℃で一
晩コーティングした。次いで、プレートを２５０μＬ／ウェルのＫＲＢ、ｐＨ７．４で３
回洗浄し、続いて、ｐＨ７．４および６．０でヒト血清および乳酸を含む（以下の表９に
示される）ＫＲＢ２５０μＬを用いて室温で１時間ブロッキングした。ＦＬＡＧ－ＥＧＦ
Ｒ　ＭＡｂ標準または試験標準の段階希釈（３×、出発濃度１００ｎｇ／ｍＬ、それに続
く１：３希釈）を、ｐＨ７．４および６．０でヒト血清および乳酸を含むＫＲＢで調製し
、ウェルあたり１００μＬを添加し、プレートを室温で１時間インキュベートした。次い
で、プレートを、２５０μＬ／ウェルのｐＨ７．４および６．０でヒト血清および乳酸を
含むＫＲＢで３回洗浄した。１００μＬ／ウェルのヤギ抗ＦＬＡＧ－ＨＲＰコンジュゲー
ト二次抗体（ｐＨ７．４および６．０で２５％ヒト血清および乳酸を含むＫＲＢで１：２
０００希釈した）を、各ウェルに添加し、プレートを室温で１時間インキュベートした。
次いで、プレートを、２５０μＬ／ウェルのｐＨ７．４および６．０でヒト血清および乳
酸を含むＫＲＢで３回洗浄した。最後に、１００μＬのＳｕｒｅｂｌｕｅ　ＴＭＢマイク
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ロウェルペルオキシダーゼ基質１－成分（ＫＰＬ、番号５２－００－０３）溶液を各ウェ
ルに添加し、プレートを室温で１５～２０分間発色させた（光から離して）。各ウェルに
１００μＬのＴＭＢ停止溶液（ＫＰＬ、番号５０－８５－０６）を添加することによって
反応を停止させ、マイクロプレート分光光度計（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、
Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｍ２）を使用して、プレートをＯＤ４５０　ｎＭで３０分以内
の間読み取った。
【０３６８】
【表１０】

【０３６９】
　結果は、ヒト血清濃度にかかわらず、各試験されたｐＨについて一致していた。例えば
、２５％ヒト血清、ｐＨ６．０における抗ＥＧＦＲ抗体の結合のＫＤは、２．２１ｎｇ／
ｍＬであったのに対し、５％ヒト血清、ｐＨ６．０を利用するアッセイのＫＤは、２．１
２ｎｇ／ｍＬであった。同様の効果が、ｐＨ７．４についても観察された。結果は、３人
の異なるオペレーターによって各々行われた３実験について確認された。結果が、ヒト血
清の２つのパーセンテージ間に相違がないと示し、２５％が、生理的条件をより厳密に摸
倣するので、さらなる実験には２５％を選択した。５％および２５％ヒト血清両方の頑強
性についての適合性判定基準を以下の表１１～１２に示す。
【０３７０】
【表１１】

(α-EGFR-FLAG抗体)の濃度の変化1.0Logは、ODの変化約2.5に相当する。
【０３７１】

【表１２】

LLOQ:定量化の下限;ULOQ:定量化の上限;(α-EGFR-FLAG抗体)の濃度の変化1.0Logは、ODの
変化約2.5に相当する。
【実施例７】
【０３７２】
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腫瘍微小環境および正常な生理的条件をシミュレートするＥＬＩＳＡ
　この実施例では、並行する、ハイスループットｐＨ感受性間接ＥＬＩＳＡを開発し、こ
れを使用して、腫瘍微小環境内の細胞外マトリックスにおける結合条件をシミュレートす
る結合条件、例えば、低ｐＨ（ｐＨ＜７．４、例えば、６．０）、高乳酸濃度（１２～２
０ｍＭ）およびヒト血清の存在を試験した。同時に、正常な生理学をシミュレートする条
件（例えば、ｐＨ７．４、１ｍＭ　乳酸、２５％ヒト血清）も試験した。この方法では、
正常な生理的条件よりも腫瘍微小環境を表す条件において標的タンパク質と優先的に結合
する、別の場所および以下の実施例８において記載された方法を使用して製造された変異
型抗体などの抗体を同定できる。
【０３７３】
　生理学的バッファーを最も厳密に反映するので、クレブス－リンガー重炭酸バッファー
をスクリーニングのために選択した。アッセイバッファー中に、乳酸を指定の濃度で含め
、バッファーのｐＨを、１ＮのＨＣｌを使用して７．４または６．０のいずれかに調整し
た。さらに、ヒト血清をスクリーニングに使用したので、標準的な、容易に入手可能な抗
ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ抗体は、ヒト血清中に見られるＩｇＧの量のために使用できない（上
記の実施例３を参照のこと）。したがって、ＦＬＡＧ－タグ付き抗ＥＧＦＲ親抗体を、ア
ッセイにおける標準として使用した。
【０３７４】
　手短には、ＥＧＦ受容体（ＥＧＦＲ　ｓＥＣＤ）の細胞外ドメインを、９６ウェルプレ
ート上に固定化した。この抗原コーティング工程は、ｐＨ７．４バッファーを使用して実
施する。次いで、結合している抗原を、ＦＬＡＧ－タグ付き抗ＥＧＦＲ抗体変異体を含有
する細胞培養上清の所定の希釈物とともにインキュベートした。タグ付き抗体変異体を、
ＨＲＰコンジュゲート抗ＦＬＡＧ抗体の結合後に検出した。最初のブロッキング、ＦＬＡ
Ｇ－抗体変異体の結合、洗浄およびコンジュゲート抗ＦＬＡＧ二次抗体による検出は、以
下に記載されるようにｐＨ７．４またはｐＨ６．０バッファーを用いる並行条件下で実施
した。
【０３７５】
アッセイ：
　９６ウェルハイバインドプレート（Ｃｏｓｔａｒ番号２５９２）を、バッファーＡ（ク
レブス－リンガーバッファー（ＫＲＢ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、番号Ｋ４００２）
、ｐＨ７．４、ヒト血清不含）中、１２ｎＭ（１．３２μｇ／ｍＬ）のＥＧＦＲ　ｓＥＣ
Ｄ－Ｈ６抗原（実施例１に記載されるように調製された、またはｓＥＧＦＲ－Ｈ６（Ｓｉ
ｎｏ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、カタログ番号１０００１－Ｈ０８Ｈ））１００μＬを用いて
、４℃で一晩または室温（ＲＴ）で２時間コーティングする。次いで、プレートを、２５
０μＬ／ウェルのバッファーＡで３回洗浄し、続いて、２５０μＬのｐＨ７．４バッファ
ーＢ（１ｍＭ乳酸／２５％ヒト血清）またはｐＨ６．０バッファーＣ（１６．６ｍＭ乳酸
／２５％ヒト血清）を用い、覆いをして室温で１時間ブロッキングした。ｐＨ７．４バッ
ファーＢ（ＫＲＢ、ｐＨ７．４、１ｍＭ乳酸／２５％ヒト血清）またはｐＨ６．０バッフ
ァーＣ（ＫＲＢ、ｐＨ６．０、１６．６ｍＭ乳酸／２５％ヒト血清）のいずれかで、抗Ｅ
ＧＦＲ－ＦＬＡＧ抗体標準の段階希釈（３×、出発濃度１００ｇ／ｍＬ、それに続く１：
３希釈）を調製し、ウェルあたり１００μＬを添加した。希釈後、抗ＥＧＦＲ－ＦＬＡＧ
抗体の濃度は、６６６．６７ｐＭ（１００ｎｇ／ｍＬ）、２２２．２２ｐＭ（３３．３３
ｎｇ／ｍＬ）、７４．０７ｐＭ（１１．１１ｎｇ／ｍＬ）、２４．６９ｐＭ（３．７０ｎ
ｇ／ｍＬ）、８．２３ｐＭ（１．２３ｎｇ／ｍＬ）、２．７４ｐＭ（０．４１ｎｇ／ｍＬ
）、０．９１ｐＭ（０．１３７ｎｇ／ｍＬ）および０であった。試験サンプル希釈物を、
抗体標準について上記で記載したように調製し、ウェルあたり１００μＬを添加した。抗
ＥＧＦＲ－ＦＬＡＧ抗体標準および試験サンプルに覆いをし、室温で１時間インキュベー
トした。次いで、プレートを、２５０μＬ／ウェルのｐＨ７．４バッファーＢまたはｐＨ
６．０バッファーＣのいずれかで３回洗浄した。１００μＬ／ウェルの、ｐＨ７．４バッ
ファーＢまたはｐＨ６．０バッファーＣいずれか中、５００ｎｇ／ｍＬのヤギ抗ＦＬＡＧ
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－ＨＲＰ検出抗体（Ａｂｃａｍ、番号ａｂ１２３８）を各ウェルに添加し、プレートに覆
いをし、室温で１時間インキュベートした。次いで、プレートを、ｐＨ７．４バッファー
ＢまたはｐＨ６．０バッファーＣいずれかの２５０μＬ／ウェルで３回洗浄した。最後に
、各ウェルに、１００μＬのＳｕｒｅｂｌｕｅ　ＴＭＢマイクロウェルペルオキシダーゼ
基質１－成分（ＫＰＬ、番号５２－００－０３）溶液を添加し、プレートを室温で１５～
２０分間発色させた（光から離して）。各ウェルに１００μＬのＴＭＢ停止溶液（ＫＰＬ
、番号５０－８５－０６）を添加することによって反応を停止させ、マイクロプレート分
光光度計（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｍ２）を使
用して、プレートをＯＤ４５０　ｎＭで３０分以内の間読み取った。
【０３７６】
　各プレートは、抗ＥＧＦＲ－ＦＬＡＧ抗体標準、陽性対照（親抗体）および陰性対照ト
ランスフェクションを含んでいた。ＥＬＩＳＡは３連で実施した。
【０３７７】
　正常な生理的条件よりも腫瘍微小環境をシミュレートする条件において標的タンパク質
と優先的に結合する、変異型抗体などの抗体を同定するための選択判定基準は、ｐＨ６．
０／７．４での抗体変異体結合の割合および親の対照抗体を上回る指定の増大倍数として
決定した。タグ付きアービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体対照抗体などの親の対照
抗体と比較して、ｐＨ６．０で強力な結合活性を有し、中性ｐＨ７．４で結合が減少する
、変異型抗体などの抗体が、対象とする抗体である。
【実施例８】
【０３７８】
抗ＥＧＦＲ抗体突然変異体の作製
　この実施例では、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の単一点突然変異の包括
的ポジショナルエボリューション（ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　ｐｏｓｉｔｉｏｎａｌ
　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）（ＣＰＥ）ライブラリーを構築し、作製した。ＣＰＥライブラリ
ー構築の位置は、アービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の軽鎖および重鎖の可変領
域ＣＤＲ中に集中しており、抗原認識において役割を果たし得るさらなるアミノ酸を含め
た。アービタックス（登録商標）の重鎖または軽鎖（それぞれ、配列番号２および１）の
可変領域内の１００のアミノ酸位置の各々で、少なくとも１５種のアミノ酸変異体を含む
単一点変異体のライブラリーを作製した（図１参照のこと）。各位置の１５種の変異体の
中にはアミノ酸ヒスチジンを含めた。ライブラリーのメンバーのグリセロールストックを
調製し、－８０℃で保存した。
【０３７９】
　ライブラリーの各メンバーを配列決定し、ＩｇＧ抗体としてＣＨＯ細胞において発現さ
せ、９６ウェルプレート中のアドレス可能なアレイに配置し、実施例７に記載されるよう
に、腫瘍微小環境をシミュレートする条件下で、また、正常な生理的条件をシミュレート
する条件下でＥＧＦＲ抗原の可溶性細胞外ドメインとの結合についてＥＬＩＳＡによって
試験して、６．０の低いｐＨで結合活性を有し、親のタグ付きアービタックス（登録商標
）抗ＥＧＦＲ対照抗体と比較してｐＨ７．４で結合活性が減少する抗体を同定した。
【０３８０】
　さらに、ＳＥＡＰまたは定量的アッセイが使用される。このアッセイでは、細胞培養上
清中の分泌型アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）の活性が測定される。ＳＥＡＰ活性／
抗体タンパク質濃度を使用して、トランスフェクション／発現効率の変動を補正し、抗体
変異体結合活性を野生型に対して正規化する。ＣＰＥスクリーニングから同定された陽性
クローンは、低ｐＨ（６．０）条件下でＥＧＦＲ　ｓＥＣＤとの結合が増大したムテイン
についてスクリーニングするためのＣＰＳライブラリーの構築によるさらなる発展のため
に考慮される。
【実施例９】
【０３８１】
抗ＥＧＦＲ抗体突然変異体の条件的活性
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　実施例８に記載されたアービタックス（登録商標）抗ＥＧＦＲ抗体の単一点突然変異体
のＣＰＥライブラリーのメンバーを、ｐＨ６．０およびｐＨ７．４でのＥＧＦＲ　ｓＥＣ
Ｄ－Ｈ６抗原との結合を測定するためにＥＬＩＳＡによって評価し、実施例７に記載され
るような条件的に活性である突然変異体を同定した。結果を、表１３に示す。試験された
１５０１種のアービタックス（登録商標）突然変異体のうち、２４８種の突然変異体が、
条件的に活性であった（ｐＨ７．４で正規化された比活性＞０．４およびｐＨ６．０で＜
０．４を有する２０９種の突然変異体、ならびにｐＨ６．０で正規化された比活性＞０．
４およびｐＨ７．４で＜０．４を有する３９種の突然変異体）。残りの突然変異体のうち
、２８３種は、低い発現レベル（＜２０ｎｇ／ｍｌ）を有しており、１４９種は、ｐＨ６
．０またはｐＨ７．４で結合活性を有さず、７３７種の突然変異体は、ｐＨ６．０および
ｐＨ７．４で正規化された比活性＞０．４を有していた。
【０３８２】
【表１３】

【０３８３】
　改変は、当業者には明らかであるので、本発明は添付の特許請求の範囲の範囲によって
のみ制限されると意図される。
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【配列表】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年9月3日(2013.9.3)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍を治療し、非腫瘍環境と比較して腫瘍微小環境においてより大きな活性を有し、中
性ｐＨよりも低ｐＨで高い活性である修飾された治療用タンパク質を同定／選択するイン
ビトロでの方法であって、
　ａ）腫瘍環境において存在する条件ａ）下および非腫瘍微小環境において存在する条件
ｂ）下で複数の修飾された治療用タンパク質の活性を試験すること、
　ここで、ａ）における条件は、７．４未満である低ｐＨおよびヒト血清を含み、
　ｂ）における条件は、中性ｐＨおよびヒト血清を含み、
　ａ）における血清濃度は、ｂ）における血清濃度と等しく、生理学的環境において存在
する濃度であり、
　それぞれの修飾された治療用タンパク質は、治療用タンパク質の修飾されていない形態
と比較して、アミノ酸残基のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含有し、
　それぞれの修飾されたタンパク質は、ａ）およびｂ）のそれぞれにおいて試験される、
および、
　ｂ）ｂ）と比較して、ａ）においてより大きな活性を有する修飾された治療用タンパク
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質を選択／同定し、それによって、条件的に活性であり、その結果、非腫瘍環境と比較し
て、腫瘍微小環境においてより大きな活性を有するタンパク質を同定すること
を含む方法。
【請求項２】
　低ｐＨが、５．８～６．８の間である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　中性ｐＨが、７．２～７．６の間である、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　ａ）における条件が、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇および低酸素の中から選
択される１つまたは複数の条件を含む、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　ａ）における条件が、１０ｍＭ～２０ｍＭの乳酸の中から選択される乳酸濃度を含み、
かつ／または
　ｂ）における条件が、０．５～５ｍＭもしくは０．２ｍＭ～４ｍＭの乳酸の中から選択
される乳酸濃度を含む、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　治療用タンパク質が、抗体、酵素、ホルモン、サイトカインまたはその活性部分、標的
受容体のリガンドであり、ここで、抗体への言及が、抗体またはその抗原結合断片を指す
、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　治療用タンパク質が、多量体化ドメインを含む、請求項１から６のいずれかに記載の方
法。
【請求項８】
　多量体化ドメインが、Ｆｃドメインまたは修飾されたＦｃドメインを含む、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
　治療用タンパク質が、セツキシマブ、トラスツズマブ、リツキシマブ、ベバシズマブ、
アレムツズマブ、パニツムマブ、ラニビズマブ、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキ
セタン、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ、カツマキソマブ、ゲムツズマブ、
ゲムツズマブオゾガマイシン（マイロターグ（登録商標））、アバタセプト（ＣＴＬＡ４
－Ｉｇ）、ベラタセプト（Ｌ１０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリム
マブ（ＭＤＸ－０１０、ＭＤＸ－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７
５，２０６）、ＰＲＳ－０１０、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａ
ｐ、ＡＶＥ００５）、ボロシキシマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、Ｓ
Ｓ１Ｐ（ＣＡＴ－５００１）、シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ
７２０００）、ニモツズマブ（ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネ
シツムマブＩＭＣ－１１Ｆ８、ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－
４２５の中から選択される、請求項１から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　抗体が、抗ＥＧＦＲ抗体または抗ＣＴＬＡ４抗体である、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　抗体が、セツキシマブである抗腫瘍抗体である、請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　修飾されたタンパク質が、抗体の修飾されていない形態と比較して、相補性決定領域（
ＣＤＲ）中に１つまたは複数のアミノ酸置換を含む修飾された抗体である、請求項１から
１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　複数のタンパク質が、治療用タンパク質と比較して修飾されており、治療用タンパク質
またはその選択された部分の長さに沿ってどのアミノ酸も修飾され、各タンパク質が単一
アミノ酸修飾を含有し、そして



(101) JP 2013-541940 A 2013.11.21

修飾されている位置各々のアミノ酸が、その位置の元のアミノ酸以外の最大１～１９種の
アミノ酸で置換され、置換アミノ酸が、修飾されていない治療用タンパク質中の対応する
位置のアミノ酸とは異なるという条件で、Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇ
ｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓ
ｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、ＴｙｒおよびＶａｌの中から選択される、
請求項１から１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　アミノ酸置換が、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＨｉｓおよびＬｙｓの中から選択されるア
ミノ酸との置換であるか、または
アミノ酸置換が、Ｈｉｓとの置換であるか、またはタンパク質中のヒスチジンが、非塩基
性もしくは非荷電アミノ酸で置換される、請求項１から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　試験される活性が、治療用タンパク質の標的タンパク質との結合である、請求項１から
１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　ヒト血清が、反応混合物の容量に対して、３容量％～３０容量％（３容量％と３０容量
％を含む）、５容量％～３０容量％（５容量％と３０容量％を含む）、５容量％～２５容
量％（５容量％と２５容量％を含む）、１０容量％～３０容量％（１０容量％と３０容量
％を含む）、１５容量％～３０容量％（１５容量％と３０容量％を含む）および１５容量
％～２５容量％（１５容量％と２５容量％を含む）の中から選択される、請求項１から１
５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　ヒト血清の濃度が、２５容量％（±１０％）または１５容量％～３５容量％である、請
求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　ａ）における活性が、ｂ）における活性よりも、少なくとも１．２または少なくとも２
倍大きい、請求項１から１７のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　複数回反復し、各反復において、選択された修飾されたタンパク質（単数または複数）
のさらなる修飾されたタンパク質を作製し、試験し、それによって、治療用タンパク質が
、非腫瘍環境においてよりも腫瘍環境において活性の増大を示すよう発展(evolved)し、
それによって、毒性の低減または有害な副作用の低減を示す、請求項１から１８のいずれ
かに記載の方法。
【請求項２０】
　選択されるタンパク質が、修飾された抗ＥＧＦＲ抗体であり、
腫瘍微小環境において存在するａ）の条件が、ヒト血清、５．８～６．８のｐＨおよび１
２～２０ｍＭの乳酸濃度を含み、
非腫瘍微小環境において存在するｂ）の条件が、ヒト血清、７．３～７．４のｐＨおよび
１２ｍＭ未満の乳酸濃度を含む、請求項１から１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　第２の条件セットにおいてよりも第１の条件セットにおいてより活性である治療用タン
パク質を同定／選択する方法であって、
　第１の条件セットが、低ｐＨ、乳酸濃度の上昇、ピルビン酸濃度の上昇および低酸素の
中から選択される、非腫瘍微小環境と比較して腫瘍微小環境において存在する１種または
複数の条件を含み、
　第２の条件セットが、非腫瘍微小環境において存在する対応する条件を含み、
　方法が、
　ａ）複数のタンパク質を、第１および第２の条件セット下で活性について試験すること
であって、
　複数のタンパク質が、治療用タンパク質の修飾された変異体を含むか、または治療用タ
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ンパク質の修飾された変異体であり、
　変異体の第１の収集物が、第１および第２の条件セットの各々において試験されること
と、
　ｂ）修飾されていない治療用タンパク質と比較して、第１の条件セット下で低減した活
性と、
　修飾されていない治療用タンパク質と比較して、第２の条件セット下で低減した活性と
を有するタンパク質を選択／同定することと、
　ｃ）工程ｂ）において選択／同定されたタンパク質を分析して、修飾されるアミノ酸位
置を同定し、それによって、重大なアミノ酸位置としてアミノ酸を同定することと、
　ｄ）同定された重大なアミノ酸位置に隣接するかまたはその付近のアミノ酸残基の、置
換アミノ酸との置換を含む修飾されたタンパク質の第２の収集物を作製することであって
、ライブラリーの各メンバーが、治療用タンパク質と比較して単一アミノ酸置換を含むこ
とと、
　ｅ）第１の条件セット下および第２の条件セット下で、修飾されたタンパク質の第２の
収集物のメンバーの活性を試験し、第２の条件セット下と比較して、第１の条件セット下
で大きな、または等しい活性を示す第２の収集物のメンバーを選択／同定することと、
　ｆ）ｅ）において選択／同定されたタンパク質を分析して、置換されたアミノ酸位置を
同定することであって、同定された位置が、重要な残基位置と呼ばれることと、
　ｇ）修飾されたタンパク質の第３の収集物を作製することであって、各メンバーが、１
個または複数の重要な残基位置の、置換アミノ酸との置換を含むことと、
　ｈ）修飾されたタンパク質の第３の収集物のメンバーの活性を、第１の条件セット下お
よび第２の条件セット下で試験し、第２の条件セットと比較して、第１の条件セット下で
より大きな活性を有する第３の収集物のメンバーを選択／同定し、それによって、第２の
条件セットにおいてよりも、第１の条件セットにおいてより活性である治療用タンパク質
を同定することと
を含む方法。
【請求項２２】
　治療用タンパク質が、抗体、酵素、ホルモン、サイトカイン、標的受容体のリガンドま
たはその活性部分であり、ここで、抗体への言及が、抗体またはその抗原結合断片を指す
、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　治療用タンパク質が、腫瘍を治療するタンパク質である、請求項２１または請求項２２
に記載の方法。
【請求項２４】
　腫瘍を治療する治療用タンパク質が、抗腫瘍抗体である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　治療用タンパク質が、セツキシマブ、トラスツズマブ、リツキシマブ、ベバシズマブ、
アレムツズマブ、パニツムマブ、ラニビズマブ、イブリツモマブ、イブリツモマブチウキ
セタン、トシツモマブ、ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ、カツマキソマブ、ゲムツズマブ、
ゲムツズマブオゾガマイシン、アバタセプト（ＣＴＬＡ４－Ｉｇ）、ベラタセプト（Ｌ１
０４ＥＡ２９ＹＩｇ；ＬＥＡ２９Ｙ；ＬＥＡ）、イピリムマブ（ＭＤＸ－０１０、ＭＤＸ
－１０１）、トレメリムマブ（チシリムマブ、ＣＰ－６７５，２０６）、ＰＲＳ－０１０
、ＰＲＳ－０５０、アフリベルセプト（ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、ＡＶＥ００５）、ボロシキ
シマブ（Ｍ２００）、Ｆ２００、ＭＯＲＡｂ－００９、ＳＳ１Ｐ（ＣＡＴ－５００１）、
シクスツムマブ（ＩＭＣ－Ａ１２）、マツズマブ（ＥＭＤ７２０００）、ニモツズマブ（
ｈ－Ｒ３）、ザルツムマブ（ＨｕＭａｘ－ＥＧＦＲ）、ネシツムマブＩＭＣ－１１Ｆ８、
ｍＡｂ８０６／ｃｈ８０６、Ｓｙｍ００４およびｍＡｂ－４２５の中から選択される、請
求項２３または請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　抗腫瘍抗体が、セツキシマブである、請求項２４または請求項２５に記載の方法。
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【請求項２７】
　試験される活性が、標的タンパク質との結合である、請求項２１から２６のいずれかに
記載の方法。
【請求項２８】
　第１の条件セットが、７．４未満の低ｐＨを含み、
　重大なアミノ酸が、荷電残基からなるアミノ酸置換を含むタンパク質変異体から選択さ
れる、請求項２１から２７のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　荷電残基が、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、ＨｉｓおよびＬｙｓの中から選択される、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　第２および第３の収集物中のアミノ酸置換が、アミノ酸のＨｉｓとの置換である、請求
項２１から２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３１】
　第１の条件セットが、５．８～６．８（５．８および６．８を含む）であるｐＨを含む
、請求項２１から３０のいずれかに記載の方法。
【請求項３２】
　第１の条件セットが、中性より低いｐＨおよび第２の条件セットと比較して乳酸濃度の
上昇を含む、請求項２１から３１のいずれかに記載の方法。
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摘要(译)

提供了用于进化或选择或产生表现出降低的不良副作用的治疗性蛋白质的方法和所得蛋白质。例如，本文提供了体外测定法，以鉴
定与另一种体内环境相比在一种体内环境中表现出更好活性的条件活性治疗性蛋白质。该方法包括以下步骤：a）在需要正常或增
加活性的条件下测试蛋白质的活性; b）在需要与正常相比活性降低的条件下测试蛋白质的活性; c）将a）中的活性与b）进行比较，
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并选择/鉴定a）中与b）相比具有更高活性的蛋白质。选择/鉴定的蛋白质
是条件活性蛋白质。


