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(57)【要約】
ヒトCD40およびヒトCD137に結合する多重特異性抗体、そのような多重特異性抗体を調製
するための方法、および治療目的または他の目的のためにそのような多重特異性抗体を使
用する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（I）ヒトCD40に結合する第1の抗原結合領域であって、
　　（a）それぞれSEQ ID NO:1、2および3に示すアミノ酸配列を有する重鎖可変領域CDR1
、CDR2およびCDR3、ならびにそれぞれSEQ ID NO:4、YTSおよびSEQ ID NO:5に示すアミノ
酸配列を有する軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3；
　　（b）合計1～12の変異を有する、（a）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3；ならびに
　　（c）（i）（a）もしくは（b）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2および
CDR3を含む抗体とヒトCD40結合について競合し、かつ／または（ii）（a）もしくは（b）
に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む抗体のCD40に対して特異
性を有する抗体の、重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3
からなる群より選択される重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む、該第
1の抗原結合領域と、
　（II）ヒトCD137に結合する第2の抗原結合領域と
を含む、多重特異性抗体。
【請求項２】
　前記第1の抗原結合領域が、第1の重鎖可変（VH）配列と第1の軽鎖可変（VL）配列とを
含み、前記第2の抗原結合領域が、第2のVH配列と第2のVL配列とを含み、かつ該第1および
第2のVH配列およびVL配列がそれぞれ、3つのCDR配列、それぞれCDR1、CDR2およびCDR3、
ならびに4つのフレームワーク配列、それぞれFR1、FR2、FR3およびFR4を含む、請求項1記
載の多重特異性抗体。
【請求項３】
　前記第1の抗原結合領域が、それぞれSEQ ID NO:1、2および3に示す配列を有する重鎖可
変領域CDR1、CDR2およびCDR3と、それぞれSEQ ID NO:4、YTSおよびSEQ ID NO:5に示す配
列を有する軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3とを含む、前記請求項のいずれか一項記載
の多重特異性抗体。
【請求項４】
　前記第1の抗原結合領域のVH配列が、SEQ ID NO:117および6の少なくとも1つに対して、
少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、請求項2～3のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項５】
　前記第1の抗原結合領域のVL配列が、SEQ ID NO:121および7の少なくとも1つに対して、
少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、請求項2～4のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項６】
　前記第1の抗原結合領域のVH配列が、SEQ ID NO:117に対して、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、前記第1
の抗原結合領域のVL配列が、SEQ ID NO:121に対して、少なくとも70％、少なくとも75％
、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％
、少なくとも99％、または100％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項2～5のい
ずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項７】
　前記第2の抗原結合領域がカニクイザルCD137に結合する、前記請求項のいずれか一項記
載の多重特異性抗体。
【請求項８】
　前記第2の抗原結合領域が、変異型ヒトCD137（SEQ ID NO:93）への結合よりも高程度で
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ヒトCD137（SEQ ID NO:92）に結合する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特異性抗
体。
【請求項９】
　前記第2の抗原結合領域が、変異型ヒトCD137（SEQ ID NO:94）への結合よりも高程度で
ヒトCD137（SEQ ID NO:92）に結合する、請求項1～7のいずれか一項記載の多重特異性抗
体。
【請求項１０】
　前記第2の抗原結合領域が、変異型ヒトCD137（SEQ ID NO:95）への結合と同程度でヒト
CD137（SEQ ID NO:92）に結合する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１１】
　前記ヒトCD137（SEQ ID NO:92）および前記変異型ヒトCD137（SEQ ID NO:93、94および
95それぞれ）への結合が、
　異なる種由来のCD137の対応するドメインでヒトCD137のタンパク質ドメインが置換され
ているヒトCD137由来のシャッフル構築物を調製し、ヒトCD137および異なる種のCD137を
参照構築物として使用し、参照構築物またはシャッフル構築物をそれぞれコードするプラ
スミドを細胞に形質導入し、これらのCD137構築物それぞれに対する抗体の結合をフロー
サイトメトリーにより測定すること
によって決定される、請求項8～10のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１２】
　前記第2の抗原結合領域が、
　　（a）それぞれSEQ ID NO:64、65および66に示す配列を有する重鎖可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3、ならびにそれぞれSEQ ID NO:67、GASおよびSEQ ID NO:68に示す配列を有す
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3、
　　（b）合計1～12の変異を有する、（a）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3、ならびに
　　（c）（i）（a）もしくは（b）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2および
CDR3を含む抗体とヒトCD137結合について競合し、かつ／または（ii）（a）もしくは（b
）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む抗体のCD137に対して
特異性を有する抗体の、重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3
からなる群より選択される重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む、請求
項1～8および10～11のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１３】
　前記第2の抗原結合領域のVH配列が、SEQ ID NO:123および69の少なくとも1つに対して
、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む、請求項1～8および10～12のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１４】
　前記第2の抗原結合領域のVL配列が、SEQ ID NO:127および70の少なくとも1つに対して
、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む、請求項1～8および10～13のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１５】
　前記第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列が、それぞれSEQ ID NO:123およびSEQ ID
 NO:127に対して、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の
同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項1～8および10～14のいずれか一項記載の多重
特異性抗体。
【請求項１６】
　前記第2の抗原結合領域が、
　　（a）それぞれSEQ ID NO:36、37および38に示す配列を有する重鎖可変領域CDR1、CDR
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2およびCDR3、ならびにそれぞれSEQ ID NO:39、SASおよびSEQ ID NO:40に示す配列を有す
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3、
　　（b）合計1～12の変異を有する、（a）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3、ならびに
　　（c）（i）（a）もしくは（b）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2および
CDR3を含む抗体とヒトCD137結合について競合し、かつ／または（ii）（a）もしくは（b
）に記載の重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む抗体のCD137に対して
特異性を有する抗体の、重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3
からなる群より選択される重鎖および軽鎖の可変領域CDR1、CDR2およびCDR3を含む、請求
項1～7および9～11のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１７】
　前記第2の抗原結合領域のVH配列が、SEQ ID NO:41に対して、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも97％、または少なくとも99％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項1～7、9
～11、および16のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１８】
　前記第2の抗原結合領域のVL配列が、SEQ ID NO:42に対して、少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも97％、または少なくとも99％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項1～7、9
～11、および16～17のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項１９】
　前記第2の抗原結合領域のVHおよびVL配列が、それぞれSEQ ID NO:41およびSEQ ID NO:4
2に対して、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項1～7、9～11、および16～18のいずれか一項記載の多重特異
性抗体。
【請求項２０】
　前記第1の抗原結合領域が、それぞれSEQ ID NO:1、2および3に示すアミノ酸配列を有す
る重鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3と、それぞれSEQ ID NO:4、YTSおよびSEQ ID NO:5
に示すアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3とを含み、かつ
　前記第2の抗原結合領域が、
　　（a）それぞれSEQ ID NO:64、65および66に示す配列を有する重鎖可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3、ならびにそれぞれSEQ ID NO:67、GASおよびSEQ ID NO:68に示す配列を有す
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3、または
　　（b）それぞれSEQ ID NO:36、37および38に示す配列を有する重鎖可変領域CDR1、CDR
2およびCDR3、ならびにそれぞれSEQ ID NO:39、SASおよびSEQ ID NO:40に示す配列を有す
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2およびCDR3
を含む、請求項4～19のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項２１】
　第1および／または第2の抗原結合領域のVHおよびVL配列のそれぞれのFR1、FR2、FR3お
よびFR4フレームワーク配列が、前記VHおよびVL配列のそれぞれのFR1、FR2、FR3およびFR
4フレームワーク配列に対して、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少
なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99
％アミノ酸配列同一性を有する、請求項4～20のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項２２】
　前記抗体が、（I）前記第1の抗原結合領域を含む第1の結合アームと、（II）前記第2の
抗原結合領域を含む第2の結合アームとを含む、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項２３】
　前記第1の結合アームが第1の重鎖定常配列を含み、前記第2の結合アームが第2の重鎖定
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常配列を含む、請求項22記載の多重特異性抗体。
【請求項２４】
　（I）前記第1の結合アームが、第1の重鎖可変（VH）配列および第1の重鎖定常（CH）配
列を含む第1の重鎖と、第1の軽鎖可変（VL）配列を含む第1の軽鎖とを含み、
　（II）前記第2の結合アームが、第2の重鎖可変（VH）配列および第2の重鎖定常（CH）
配列を含む第2の重鎖と、第2の軽鎖可変（VL）配列を含む第2の軽鎖とを含む、
請求項22～23のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項２５】
　前記第1の軽鎖が第1の軽鎖定常（CL）配列をさらに含み、前記第2の軽鎖が第2の軽鎖定
常（CL）配列をさらに含む、請求項24記載の多重特異性抗体。
【請求項２６】
　第1の抗原結合領域がマウス抗体に由来する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項２７】
　第1の抗原結合領域がヒト化抗体に由来する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項２８】
　第1の結合アームが全長抗体に由来する、請求項22～27のいずれか一項記載の多重特異
性抗体。
【請求項２９】
　第1の結合アームが全長IgG1,λ（ラムダ）またはIgG1,κ（カッパ）抗体に由来する、
請求項22～28のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項３０】
　第2の抗原結合領域がウサギ抗体に由来する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項３１】
　第2の抗原結合領域がヒト化抗体に由来する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項３２】
　第2の結合アームが全長抗体に由来する、請求項22～31のいずれか一項記載の多重特異
性抗体。
【請求項３３】
　第2の結合アームが全長IgG1,λ（ラムダ）またはIgG1,κ（カッパ）抗体に由来する、
請求項22～32のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項３４】
　第1および第2の抗原結合領域のそれぞれがヒト化抗体に由来する、前記請求項のいずれ
か一項記載の多重特異性抗体。
【請求項３５】
　第1および第2の結合アームのそれぞれが全長抗体に由来する、請求項22～34のいずれか
一項記載の多重特異性抗体。
【請求項３６】
　第1および第2の結合アームのそれぞれが全長IgG1,λ（ラムダ）またはIgG1,κ（カッパ
）抗体に由来する、請求項22～35のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項３７】
　前記第1および前記第2の重鎖が、IgG1、IgG2、IgG3およびIgG4からなる群より選択され
るサブクラスを有するIgGアイソタイプのものである、請求項22～36のいずれか一項記載
の多重特異性抗体。
【請求項３８】
　前記第1および第2の重鎖のそれぞれが、少なくともヒンジ領域、CH2およびCH3領域を含
む、請求項24～37のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
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【請求項３９】
　第1および第2の重鎖のCH3領域が非対称変異を含む、請求項38記載の多重特異性抗体。
【請求項４０】
　前記第1の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のT366、L368、K370、D39
9、F405、Y407およびK409からなる群より選択される位置に対応する位置の少なくとも1つ
のアミノ酸が置換されており、前記第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1
重鎖のT366、L368、K370、D399、F405、Y407およびK409からなる群より選択される位置に
対応する位置の少なくとも1つのアミノ酸が置換されており、かつ該第1の重鎖および該第
2の重鎖は同じ位置では置換されていない、請求項24～39のいずれか一項記載の多重特異
性抗体。
【請求項４１】
　（i）前記第1の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のF405に対応する位
置のアミノ酸がLであり、前記第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の
K409に対応する位置のアミノ酸がRであるか、または
　（ii）前記第1の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のK409に対応する
位置のアミノ酸がRであり、前記第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖
のF405に対応する位置のアミノ酸がLである、
請求項40記載の多重特異性抗体。
【請求項４２】
　第1および第2の重鎖を含み、
　同じ第1および第2の抗原結合領域と、ヒトIgG1ヒンジ、CH2およびCH3領域を含む2つの
重鎖とを含む多重特異性抗体と比較して、より低い程度でFc媒介性エフェクター機能を誘
導する、
前記請求項のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項４３】
　改変されていない第1および第2の重鎖を含む以外は同一である多重特異性抗体と比較し
てより低い程度で、前記多重特異性抗体がFc媒介性エフェクター機能を誘導するように、
前記第1および第2の重鎖が改変されている、請求項42記載の多重特異性抗体。
【請求項４４】
　前記Fc媒介性エフェクター機能が、Fcγ受容体への結合、C1qへの結合、またはFcRのFc
媒介性架橋の誘導によって測定される、請求項42～43のいずれか一項記載の多重特異性抗
体。
【請求項４５】
　前記Fc媒介性エフェクター機能が、C1qへの結合によって測定される、請求項44記載の
多重特異性抗体。
【請求項４６】
　前記多重特異性抗体へのC1qの結合が、野生型二重特異性抗体と比較して少なくとも70
％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または100％
減少するように、前記第1および第2の重鎖および軽鎖の定常配列が改変されており、C1q
結合がELISAによって決定される、請求項45記載の多重特異性抗体。
【請求項４７】
　前記抗体が第1および第2の重鎖を含み、前記第1および第2の重鎖の少なくとも1つにお
いて、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の位置L234、L235、D265、N297およびP331に対
応する位置の1つまたは複数のアミノ酸が、それぞれL、L、D、NおよびPではない、前記請
求項のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項４８】
　前記第1および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の位置L234およ
びL235に対応する位置がそれぞれFおよびEである、請求項47記載の多重特異性抗体。
【請求項４９】
　前記第1および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の位置L234、L2
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35およびD265に対応する位置がそれぞれF、EおよびAである、請求項48記載の多重特異性
抗体。
【請求項５０】
　第1の重鎖および第2の重鎖両方の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の位置L234、L2
35およびD265に対応する位置がそれぞれF、EおよびAであり、かつ
　（i）第1の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のF405に対応する位置がLであ
り、第2の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のK409に対応する位置がRであるか
、または
　（ii）第1の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のK409に対応する位置がRであ
り、第2の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のF405に対応する位置がLである、
請求項49記載の多重特異性抗体。
【請求項５１】
　第1の重鎖および第2の重鎖両方の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の位置L234およ
びL235に対応する位置が、それぞれFおよびEであり、かつ
　（i）第1の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のF405に対応する位置がLであ
り、第2の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のK409に対応する位置がRであるか
、または
　（ii）第1の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のK409に対応する位置がRであ
り、第2の重鎖の、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖のF405に対応する位置がLである、
請求項48記載の多重特異性抗体。
【請求項５２】
　ヒトCD40を発現する第1の細胞とヒトCD137を発現する第2の細胞とを架橋することがで
きる、前記請求項のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項５３】
　前記架橋が、ヒトCD40を発現する第1の細胞株およびヒトCD137を発現する第2の細胞株
を用いるアッセイによって決定され、かつ第1または第2の細胞株のいずれかが、NF-κB活
性化時に測定可能なレポーターを産生させるレポーター構造を含む、請求項52記載の多重
特異性抗体。
【請求項５４】
　T細胞の増殖を誘導および／または増強する、前記請求項のいずれか一項記載の多重特
異性抗体。
【請求項５５】
　前記T細胞がCD4+ T細胞および／またはCD8+ T細胞である、請求項54記載の多重特異性
抗体。
【請求項５６】
　T細胞の増殖の前記誘導または増強が、PBMCプールにおけるT細胞の最適以下の活性化に
よって決定される、請求項54～55のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項５７】
　PBMCプールに添加した抗CD3抗体の濃度を滴定し、T細胞増殖を測定し、かつT細胞増殖
は少ないがT細胞増殖のさらなる増強が可能である抗CD3抗体濃度を選択することによって
、最適以下の活性化が決定される、請求項56記載の多重特異性抗体。
【請求項５８】
　特異的T細胞受容体（TCR）を発現するT細胞を、該TCRによって認識される主要組織適合
遺伝子複合体上に対応する抗原を提示する樹状細胞（DC）と共培養することによって、T
細胞の増殖が測定される、請求項54～55のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項５９】
　前記T細胞が腫瘍浸潤性リンパ球（TIL）であり、
　ヒト腫瘍試料をインターロイキン2（IL-2）および前記抗体とインキュベートし、約10
～約14日間のインキュベーション後にTILを回収して計数することによって、該TILの増殖
の前記誘導または増強が決定される、
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請求項54～55のいずれか一項記載の多重特異性抗体。
【請求項６０】
　前記ヒト腫瘍が黒色腫または非小細胞肺がん（NSCLC）腫瘍である、請求項59記載の多
重特異性抗体。
【請求項６１】
　請求項1～2のいずれか一項記載の第2の抗原結合領域を含むが、第1の抗原結合領域がそ
れぞれSEQ ID NO:99、100および101に示す配列を有する重鎖可変領域CDR1、CDR2およびCD
R3と、それぞれSEQ ID NO:102、GVSおよびSEQ ID NO:103に示す配列を有する軽鎖可変領
域CDR1、CDR2およびCDR3とを含む、二重特異性抗体
と比較して、T細胞のより多くの増殖を誘導または増強する、請求項54～60のいずれか一
項記載の多重特異性抗体。
【請求項６２】
　二重特異性抗体である、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項６３】
　請求項1～62記載の1つまたは複数のアミノ酸配列をコードする、核酸。
【請求項６４】
　請求項1～62のいずれか一項に定義される多重特異性抗体をコードする、核酸。
【請求項６５】
　請求項63～64のいずれか一項記載の核酸を含む、発現ベクター。
【請求項６６】
　請求項63もしくは64のいずれか一項記載の核酸または請求項65記載の発現ベクターを含
む、宿主細胞。
【請求項６７】
　組換え真核生物、組換え原核生物、または組換え微生物の宿主細胞である、請求項66記
載の宿主細胞。
【請求項６８】
　請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体、請求項63および64のいずれか一項
記載の核酸、請求項65記載の発現ベクター、または請求項66および67のいずれか一項記載
の宿主細胞を含む、組成物。
【請求項６９】
　薬学的組成物である、請求項68記載の組成物。
【請求項７０】
　薬学的に許容される担体をさらに含む、請求項69記載の薬学的組成物。
【請求項７１】
　医薬としての使用のための、請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体、請求
項63もしくは64記載の核酸、請求項65記載の発現ベクター、請求項66もしくは67記載の宿
主細胞、請求項68記載の組成物、または請求項69もしくは70記載の薬学的組成物。
【請求項７２】
　疾患の治療における使用のための、請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体
、請求項63もしくは64記載の核酸、請求項65記載の発現ベクター、請求項66もしくは67記
載の宿主細胞、請求項68記載の組成物、または請求項69もしくは70記載の薬学的組成物。
【請求項７３】
　前記疾患が感染性疾患である、請求項72記載の使用のための多重特異性抗体、核酸、発
現ベクター、宿主細胞、または組成物。
【請求項７４】
　前記疾患ががんである、請求項72記載の使用のための多重特異性抗体、核酸、発現ベク
ター、宿主細胞、または組成物。
【請求項７５】
　がんが、黒色腫、肺がん、乳がん、結腸がん、腎臓がん、子宮頸がん、および前立腺が
んからなる群より選択され、例えば非小細胞肺がん（NSCLC）または黒色腫である、請求
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項74記載の使用のための多重特異性抗体、核酸、発現ベクター、宿主細胞、または組成物
。
【請求項７６】
　請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体、請求項63もしくは64記載の核酸、
請求項65記載の発現ベクター、請求項66もしくは67記載の宿主細胞、請求項68記載の組成
物、または請求項69もしくは70記載の薬学的組成物を、それを必要とする対象に投与する
工程を含む、疾患の治療方法。
【請求項７７】
　請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体、請求項63もしくは64記載の核酸、
請求項65記載の発現ベクター、請求項66もしくは67記載の宿主細胞、請求項68記載の組成
物、または請求項69もしくは70記載の薬学的組成物の、医薬の製造における使用。
【請求項７８】
　化学療法剤などの1種または複数種のさらなる治療薬との併用のための、請求項71～77
のいずれか一項記載の方法または使用。
【請求項７９】
　（a）第1のCH3領域を含むFc領域を含む第1の抗体を提供する工程；
　（b）第2のCH3領域を含む第2のFc領域を含む第2の抗体を提供する工程であって、
　　該第1の抗体が、請求項1～62のいずれか一項記載の2つの第1の抗原結合領域を含むCD
40抗体であり、該第2の抗体が、請求項1～62のいずれか一項記載の2つの第2の抗原結合領
域を含むCD137抗体であるか、またはその逆であり、かつ、該第1および第2のCH3領域の配
列が異なっており、該第1および第2のCH3領域間のヘテロダイマー相互作用が該第1および
第2のCH3領域それぞれのホモダイマー相互作用よりも強くなる、工程；
　（c）還元条件下で該第1の抗体を該第2の抗体とインキュベートする工程；ならびに
　（d）前記二重特異性CD40×CD137抗体を得る工程
を含む、請求項62記載の二重特異性抗体を製造するための方法。
【請求項８０】
　請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体を投与したとき、血液試料、リンパ
節試料、または骨髄試料などの患者から得た試料中で、CD40発現細胞とCD137発現細胞と
の間の架橋が起こるかどうかを検出するための方法であって、
　（i）請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体と該試料を、該多重特異性抗体
とCD40発現細胞およびCD137発現細胞との複合体の形成を可能にする条件下で、接触させ
る工程；ならびに
　（ii）複合体が形成されたかどうかを分析する工程
を含む、前記方法。
【請求項８１】
　血液試料、リンパ節試料、または骨髄試料などの患者から得た試料中で、CD40発現細胞
とCD137発現細胞との間の架橋を検出するためのキットであって、
　（i）請求項1～62のいずれか一項記載の多重特異性抗体；および
　（ii）該キットの使用説明書
を含む、前記キット。
【請求項８２】
　請求項1～62のいずれか一項に定義される第2または第1と第2の抗原結合領域に結合する
、抗イディオタイプ抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、CD40およびCD137に結合する多重特異性抗体、およびそのような多重特異性
抗体の使用、特に、がんの治療のための使用に関する。
【背景技術】
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【０００２】
発明の背景
　CD40は、腫瘍壊死因子(TNF)受容体(TNFR)ファミリーのメンバーであり、多様な細胞型
において見出される共刺激タンパク質として公知である。CD40は、樹状細胞(DC)、B細胞
、およびマクロファージを含む抗原提示細胞(APC)によって構成的に発現される。これは
また、内皮細胞、血小板、平滑筋細胞、線維芽細胞、および上皮細胞によっても発現され
得る。正常細胞において広範囲にわたって発現されることと矛盾なく、CD40はまた、幅広
い腫瘍細胞でも発現されている。
【０００３】
　(CD80および/またはCD86からの)共刺激シグナルと共に、MHCクラスII分子と関連したペ
プチド抗原が抗原特異的CD4+T細胞に提示されると、CD4+T細胞が活性化され、DCライセン
ス因子であるCD40リガンド(CD40L)およびリンホトキシン-α1β2(LTα1β2)が上方調節さ
れる。活性化された抗原特異的CD4+ T細胞においてCD40LおよびLTα1β2が発現されると
、CD40およびLTβ受容体(LTβR)を介したシグナル伝達が誘導され、このことによって、D
CがCD8+T細胞応答を誘導することが可能になる。CD40シグナル伝達の結果、インターロイ
キン-12(IL-12)が産生され、CD70、CD86、4-1BBリガンド(4-1BBL)、OX40リガンド(OX40L)
、およびGITRリガンド(GITRL)が上方調節されるのに対し、LTβRシグナル伝達は、I型イ
ンターフェロン(IFN)の産生をもたらす。核因子κB(NF-kB)の活性を制御するシグナル伝
達系は、事実上すべてのTNFRスーパーファミリーメンバーに応答性である。病原体関連分
子パターン(PAMP)および損傷関連分子パターン(DAMP)もまた、これらの事象の一因となっ
ている。MHCクラスI拘束性ペプチドによってCD8+T細胞が抗原刺激されると、CD27、4-1BB
、OX40、およびグルココルチコイド誘導性TNFR関連タンパク質(GITR)が上方調節される。
CD8+T細胞上のこれらの受容体が、IL-12およびI型IFNと共同してそれらの同系TNFスーパ
ーファミリーリガンドによって刺激されると、着実なCD8+T細胞の活性化、増殖、および
エフェクター機能、ならびにCD8+T細胞記憶の形成および維持が起こる。CD40抗体は、様
々な作用を及ぼすこと、すなわち、抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ADCC)、補体依存性細
胞障害(CDC)、または抗体依存性細胞媒介性食作用(ADCP)の誘導によってCD40発現腫瘍細
胞を死滅させること、細胞シグナル伝達を誘導して直接アポトーシスまたは増殖停止を誘
導することができるが、腫瘍細胞におけるCD40発現に依存せず、APCが抗がん免疫応答を
促進するのを可能にすることによる場合もある。CD40に結合する抗体は、APC上のCD40が
エフェクター細胞障害性Tリンパ球(CTL)を抗原刺激するきっかけとなり、これらの細胞に
よるIL-2の放出を誘導し、間接的にNK細胞を活性化することができる。CD40を刺激する抗
体は、先行技術において開示されており、CP-870,893、ヒトIgG2抗体(WO2003/040170（特
許文献1）);ダセツズマブ、ヒト化IgG1抗体(WO2000/075348（特許文献2）)、およびChi L
ob 7/4、キメラIgG1抗体(US2009/0074711（特許文献3）)が含まれる。さらに、CD40アン
タゴニスティック抗体である、ヒトIgG1抗体のルカツムマブも開示されている(WO2002/02
8481（特許文献4）)。
【０００４】
　CD137(4-1BB)もまた、TNFRファミリーのメンバーである。CD137は、CD8+T細胞およびCD
4+T細胞、調節性T細胞(Treg)、ナチュラルキラーT細胞(NK(T)細胞)、B細胞、ならびに好
中球の表面の共刺激分子である。T細胞において、CD137は構成的には発現されていないが
、(例えば、腫瘍浸潤リンパ球(TIL)において)T細胞受容体(TCR)が活性化されると誘導さ
れる(Gros et al., J. Clin Invest 2014;124(5):2246-59（非特許文献1）))。その天然
リガンド4-1BBLまたはアゴニスト抗体を介する刺激により、アダプターとしてTRAF-2およ
びTRAF-1を用いるシグナル伝達が起こる。CD137による初期のシグナル伝達は、核因子(NF
)-kB経路およびマイトジェン活性化タンパク質(MAP)キナーゼ経路の活性化を最終的にも
たらすK-63ポリユビキチン化反応を伴う。シグナル伝達により、T細胞の共刺激、増殖、
サイトカイン産生、成熟が高まり、CD8+T細胞の生存期間が延びる。CD137に対するアゴニ
スティック抗体は、様々な前臨床モデルにおいてT細胞による抗腫瘍制御を促進すること
が示されている(Murillo et al., Clin Cancer Res 2008;14(21):6895-906（非特許文献2
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）)。CD137を刺激する抗体は、T細胞の生存および増殖を誘導し、それによって、抗腫瘍
免疫応答を増強することができる。CD137を刺激する抗体は、先行技術において開示され
ており、ウレルマブ、すなわちヒトIgG4抗体(AU2004279877（特許文献5）)、およびウト
ミルマブ、すなわちヒトIgG2抗体(Fisher et al. 2012 Cancer Immunol. Immunother. 61
: 1721-1733（非特許文献3）)が含まれる。
【０００５】
　Westwood JA, et al., Leukemia Research 38 (2014), 948-954（非特許文献4）は、「
Combination anti-CD137 and anti-CD40 antibody therapy in murine myc-driven hemat
ological cancers」を開示している。
【０００６】
　US20090074711（特許文献3）は、「Human therapies using chimeric agonistic anti-
human CD40 antibody」を開示している。
【０００７】
　しかし、当技術分野におけるこれらおよび他の進歩にもかかわらず、CD40およびCD137
の両方に結合して、CD40発現APCおよびCD137発現T細胞に同時に結合し、それによってこ
れらの細胞型を密接させることができる多重特異性抗体が必要とされている。すなわち、
これは、両方の細胞型を活性化し、抗腫瘍免疫を効率的に誘導することができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】WO2003/040170
【特許文献２】WO2000/075348
【特許文献３】US2009/0074711
【特許文献４】WO2002/028481
【特許文献５】AU2004279877
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Gros et al., J. Clin Invest 2014;124(5):2246-59
【非特許文献２】Murillo et al., Clin Cancer Res 2008;14(21):6895-906
【非特許文献３】Fisher et al. 2012 Cancer Immunol. Immunother. 61: 1721-1733
【非特許文献４】Westwood JA, et al., Leukemia Research 38 (2014), 948-954
【発明の概要】
【００１０】
　本発明者らは、CD40およびCD137の両方に結合し、T細胞およびAPCの活性化を誘発する
ことができる多重特異性抗体を同定した。
【００１１】
　したがって、1つの局面において、本発明は、(i)ヒトCD40に結合する第1の抗原結合領
域および(ii)ヒトCD137に結合する第2の抗原結合領域を含む、多重特異性抗体に関する。
【００１２】
　いくつかの態様において、本発明は、第1の抗原結合領域が、任意で変異を有する特定
のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む
か、またはそのような特定のアミノ酸配列を含む抗体と競合するかもしくはその特異性を
有している抗体のアミノ酸配列を含む、そのような多重特異性抗体に関する。特定の態様
において、第1の抗原結合領域は、抗CD40抗体001のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む重鎖可
変配列および軽鎖可変配列を含むか、またはそのような抗体と競合するか、もしくはその
特異性を有している。
【００１３】
　いくつかの態様において、本発明は、第2の抗原結合領域が、CDR1、CDR2、およびCDR3
が、任意で変異を有する特定のアミノ酸配列を含むかもしくは特定のアミノ酸配列を提供
する重鎖可変配列および軽鎖可変配列を含むか、またはそのような特定のアミノ酸配列を
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含む抗体と競合するかもしくはその特異性を有している抗体のアミノ酸配列を含む、その
ような多重特異性抗体に関する。特定の態様において、第2の抗原結合領域は、抗CD137抗
体001、002、003、004、005、006、007、008、009、010、011、もしくは012のCDR1、CDR2
、およびCDR3を含む重鎖可変配列および軽鎖可変配列を含むか、またはそのような任意の
抗体と競合するか、もしくはその特異性を有している。
【００１４】
　このような多重特異性抗体のアミノ酸配列をコードする核酸;このような核酸を含む発
現ベクター;このような核酸または発現ベクターを含む宿主細胞;このような多重特異性抗
体を含む組成物;がんまたは他の疾患を治療する際に使用するためのこのような組成物;こ
のような多重特異性抗体を作製するための方法;ならびにこのような多重特異性抗体に基
づく診断方法およびキットを含む、これらのおよび他の局面および態様を、以下にさらに
詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ヒトCD137、アフリカゾウCD137、およびイノシシCD137の配列アラインメント。
ヒト配列中のアミノ酸と異なるアフリカゾウCD137またはイノシシCD137中のアミノ酸を黒
色で強調している。
【図２】アフリカゾウ(シャッフル5)CD137ドメインまたはイノシシ(シャッフル1～4、6)C
D137ドメインを含む、CD137シャッフル構築物。
【図３】HEK293-T17細胞におけるCD137シャッフル構築物の発現。HEK293-T17細胞にCD137
シャッフル構築物をトランスフェクトした。ヒトCD137、イノシシCD137、およびアフリカ
ゾウCD137を認識するポリクローナル抗CD137抗体を用いて、構築物の細胞表面発現をフロ
ーサイトメトリーによって測定した。
【図４】HEK293-T17細胞において発現されるCD137シャッフル構築物へのCD137抗体クロー
ンの結合。図に示したように、CD137シャッフル構築物、およびヒトCD137(hCD137野生型)
、イノシシCD137のアフリカゾウをHEK293-T17細胞にトランスフェクトした。HEK293-T17
細胞において発現されるこれらの構築物への様々なCD137抗体クローンの結合をフローサ
イトメトリーによって測定した。ポリクローナル抗CD137抗体による染色を、対照として
示している。
【図５】二重特異性抗体を自動で発見するために使用される、行列に似た混合グリッド。
図に示したように親抗体をプレーティングすることができる。次いで、単純な行列様混合
グリッドを用いて親抗体を組み合わせて、二重特異性抗体を得ることができる。その場合
、管理されたFabアーム交換を実施して、二重特異性抗体を得ることができる。
【図６】安定に形質導入されたHEK293-NFK-gfp-luc細胞およびK562細胞の細胞表面でのCD
40およびCD137の発現。NF-κB/293/GFP-Luc細胞(A)およびK562細胞(B)に、CD40またはCD1
37を安定に形質導入した。CD40(左のパネル)およびCD137(右のパネル)の表面発現を、フ
ローサイトメトリーによって測定した(白い曲線;抗体を用いない対照;灰色の曲線:抗体染
色)。
【図７】CD40およびCD137を同時に標的とする二重特異性抗体(CD40×CD137)の解析。CD40
およびCD137を標的とする二重特異性抗体(CD40-FEAL×CD137-FEAR)をレポーターアッセイ
法によって2つ組で試験した(A～L:CD40-001×CD137-001～CD40-001×CD137-012)。指定の
各二重特異性抗体およびトランス活性化のためのCD40を形質導入されたK562細胞(K562_CD
40)または対照としての野生型K562細胞(K562_野生型)とインキュベーションした際の、CD
137を形質導入されたNF-κB/293/GFP-Luc(HEK293_NFK_CD137_gfp_luc)のルシフェラーゼ
活性(相対発光単位、RLU)に基づいて、CD137の活性化を測定した。指定の各二重特異性抗
体およびトランス活性化のためのCD137を形質導入されたK562細胞(K562_CD137)または対
照としての野生型K562細胞(K562_野生型)とインキュベーションした際の、CD40をトラン
スフェクトされたNF-κB/293/GFP-Luc(HEK293_NFK_CD40_gfp_luc)のルシフェラーゼ活性(
RLU)に基づいて、CD40の活性化を測定した。1本の無関係なアームを有する2種の単特異性
一価抗体(b12-FEAL×CD137-FEAR、b12-FEAL×CD40-FEAR)を、二重特異性CD40×CD137抗体
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に対する対照として使用した。
【図８】非抗原特異的T細胞アッセイ法における、CD40×CD137二重特異性抗体によるCD8+

T細胞増殖の誘導。CFSE標識したPBMCを、CD40×CD137二重特異性抗体または単特異性一価
対照抗体と共に4日間インキュベーションした。フローサイトメトリーによってCD8+細胞
の増殖を測定した。示したデータは、0.02μg/mLの指定の各二重特異性抗体および対照抗
体によって誘導されたCD8+T細胞増殖を示すCFSEプロット(A)と、FlowJoソフトウェアを用
いて算出したCD40-001-FEAL×CD137-005-FEAR(B)、CD40-001-FEAL×CD137-009-FEAR(C)、
CD40-001-FEAL×CD137-003-FEAR(D)、およびCD40-001-FEAL×CD137-011-FEAR(E)の場合の
分裂細胞率および増殖指数である。
【図９】抗原特異的T細胞アッセイ法における、CD40×CD137二重特異性抗体によるCD8+T
細胞増殖の増強。クローディン-6特異的TCRをトランスフェクトしCFSEで標識したT細胞を
、CD40×CD137二重特異性抗体または対照抗体の存在または不在下で5日間、クローディン
-6IVT-RNAをエレクトロポレーションした未成熟DCと共にインキュベーションした。フロ
ーサイトメトリーによってCD8+T細胞増殖を測定した。示したデータは、0.02μg/mLの指
定の各二重特異性抗体および対照によって誘導されたCD8+T細胞増殖を示すCFSEプロット(
A)と、FlowJoソフトウェアを用いて算出した、指定の各濃度における指定の各二重特異性
抗体(B)ならびにCD40-001-FEAL×CD137-005-FEARおよび対照抗体(C)ならびにCD40-001-FE
AL×CD137-009-FEAR抗体および対照抗体(D)の場合の分裂細胞率および増殖指数である。6
.4×10-5～5μg/mLの範囲の段階希釈した指定の各二重特異性抗体についての増殖指数曲
線もまた、示している(E)。GraphPad Prism 5ソフトウェア(GraphPad Software、San Die
go、CA、USA)を用いて、曲線を非線形回帰(可変勾配を有するシグモイド用量反応)によっ
て解析した。CD40-001-FEAL×CD137-005-FEARおよびCD40-001-FEAL×CD137-009-FEARの場
合のT細胞増殖の誘導についてのEC50値は、それぞれ0.005μg/mLおよび0.030μg/mLであ
った。
【図１０】非抗原特異的T細胞アッセイ法における、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体に
よるCD8+T細胞増殖の誘導。CFSEで標識したPBMCを、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体、
親二重特異性抗体、またはIgG1対照抗体と共に4日間インキュベーションした。フローサ
イトメトリーによってCD8+T細胞増殖を測定した。示したデータは、FlowJoソフトウェア
によって算出した分裂細胞率および増殖指数である。(n.d.=未測定)
【図１１】抗原特異的T細胞アッセイ法における、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体によ
るCD8+T細胞増殖の増強。クローディン-6特異的TCRをトランスフェクトしCFSEで標識した
T細胞を、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-H6LC1-FEAL×CD137-009-H
C7LC2-FEAR)、親二重特異性抗体、またはIgG1対照抗体の存在または不在下で4日間、クロ
ーディン-6IVT-RNAをエレクトロポレーションした未成熟DCと共にインキュベーションし
た。フローサイトメトリーによってCD8+T細胞増殖を測定した。示したデータは、FlowJo
ソフトウェアを用いて算出した、指定の抗体についての分裂細胞率および増殖指数である
。(n.d.=未測定)
【図１２】CD40×CD137二重特異性抗体による、ヒト黒色腫組織切除物からのTILのエクス
ビボ増大。切除した組織に由来する腫瘍片を100U/mLのIL-2および指定濃度のCD40×CD137
二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-FEAL×CD137-009-FEAR)と共に培養した。14日間の培養
後に、細胞を回収し、フローサイトメトリーによって解析した。試料1つ当たりの相対的
生存TIL計数値(測定される計数ビーズ1,000個に対して標準化した)を示している。各デー
タ点は1つのウェルを指し、1本のFACSチューブにおいて解析された2つの腫瘍片からのTIL
の増大を表している。線は、測定した5つの試料の平均値を示している。
【図１３】CD40×CD137二重特異性抗体による、ヒト非小細胞肺がん(NSCLC)組織切除物か
らのTILのエクスビボ増大。切除したNSCLC組織に由来する腫瘍片を10U/mLのIL-2および指
定濃度のCD40×CD137二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-FEAL×CD137-009-FEAR)と共に培
養した。10日間の培養後に、細胞を回収し、フローサイトメトリーによって解析した。試
料1つ当たりの相対的生存TIL計数値(測定される計数ビーズ1,000個に対して標準化した)
を示している。各データ点は1つのウェルを指し、1本のFACSチューブにおいて解析された
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2つの腫瘍片からのTILの増大を表している。線は、測定した5つの試料の平均値を示して
いる。
【００１６】
　（表１）配列
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*EUナンバリングに従うアミノ酸位置118～447
【発明を実施するための形態】
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【００１７】
発明の詳細な説明
定義
　本明細書において使用される用語「CD40」は、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー
メンバー5(TNFRSF5)とも呼ばれるCD40を指し、これは、リガンドTNFSF5/CD40Lに対する受
容体である。CD40は、マクロファージおよびB細胞中のERKを活性化する、TRAF6およびMAP
3K8を介したシグナルを変換して、B細胞による免疫グロブリン分泌の誘導をもたらすこと
が公知である。CD40に対して使用される他の同義語には、B細胞表面抗原CD40、Bp50、CD4
0L受容体、およびCDw40が含まれるが、それらに限定されるわけではない。1つの態様にお
いて、CD40は、UniProtアクセッション番号がP25942であるヒトCD40である。ヒトCD40の
配列はまた、SEQ ID NO: 115に示されている。SEQ ID NO: 115のアミノ酸1～20は、ヒトC
D40のシグナルペプチドに相当し;SEQ ID NO: 115のアミノ酸21～193は、ヒトCD40の細胞
外ドメインに相当し;タンパク質の残りの部分、すなわちSEQ ID NO: 115のアミノ酸194～
215および216～277は、それぞれ膜貫通ドメインおよび細胞質内ドメインである。
【００１８】
　本明細書において使用される用語「CD137」は、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリ
ーメンバー9(TNFRSF9)とも呼ばれるCD137(4-1BB)を指し、これは、リガンドTNFSF9/4-1BB
Lに対する受容体である。CD137(4-1BB)は、T細胞活性化に関与していると考えられている
。CD137の他の同義語には、4-1BBリガンド受容体、CDw137、T細胞抗原4-1BBホモログ、お
よびT細胞抗原ILAが含まれるが、それらに限定されるわけではない。1つの態様において
、CD137(4-1BB)は、UniProtアクセッション番号がQ07011であるヒトCD137(4-1BB)である
。ヒトCD137の配列はまた、SEQ ID NO: 92に示されている。SEQ ID NO: 92のアミノ酸1～
23は、ヒトCD137のシグナルペプチドに相当し;SEQ ID NO: 92のアミノ酸24～186は、ヒト
CD137の細胞外ドメインに相当し;タンパク質の残りの部分、すなわちSEQ ID NO: 92のア
ミノ酸187～213および214～255は、それぞれ膜貫通ドメインおよび細胞質内ドメインであ
る。
【００１９】
　本明細書において使用される用語「キメラ抗体」は、可変領域が非ヒト種に由来し(例
えば、げっ歯動物に由来する)、定常領域が異なる種、例えばヒトに由来する、抗体を指
す。キメラ抗体は、抗体操作によって作製することができる。「抗体操作」は、様々な種
類の抗体改変に対して総称的に使用される用語であり、抗体操作のための方法は、当業者
には周知である。具体的には、キメラ抗体は、Sambrook et al., 1989, Molecular Cloni
ng: A laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, Ch. 15に
記載されている標準的なDNA技術を用いることによって作製することができる。したがっ
て、キメラ抗体は、遺伝子的または酵素的に操作された組換え抗体であってよい。キメラ
抗体を作製することは当業者の知識の範囲に収まり、したがって、キメラ抗体の作製は、
本明細書において説明する方法以外の方法によって実施されてよい。ヒトに治療適用する
ためのキメラモノクローナル抗体が、非ヒト抗体、例えばげっ歯動物抗体の予想される抗
体免疫原性を減少させるために開発されている。これらは、典型的には、関心対象の抗原
に対して特異的である非ヒト(例えば、マウスまたはウサギ)可変領域、ならびにヒトの定
常部の抗体重鎖ドメインおよび抗体軽鎖ドメインを含み得る。キメラ抗体との関連で使用
される用語「可変領域」または「可変ドメイン」は、後述するように、免疫グロブリンの
重鎖および軽鎖の両方のCDRおよびフレームワーク領域を含む領域を指す。
【００２０】
　本明細書において使用される用語「ヒト化抗体」は、ヒト抗体定常ドメインと、ヒト可
変ドメインに対して高レベルの配列相同性を有するように改変された非ヒト可変ドメイン
とを含む、遺伝子的に操作された非ヒト抗体を指す。これは、一緒になって抗原結合部位
を形成する6つの非ヒト抗体CDRを、相同性のヒトアクセプターフレームワーク領域(FR)に
接ぎ合わせることによって実現することができる(WO92/22653およびEP0629240を参照され
たい)。親抗体の結合親和性および特異性を完全に復元するために、親抗体(すなわち非ヒ
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ト抗体)に由来するフレームワーク残基でヒトフレームワーク領域を置き換えること(復帰
変異)が必要とされる場合がある。構造ホモロジーモデリングが、抗体の結合特性にとっ
て重要であるフレームワーク領域中のアミノ酸残基を同定するのに役立つ場合がある。し
たがって、ヒト化抗体は、非ヒトCDR配列、非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミ
ノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由来のフレームワーク領域、および全面的にヒト由来
の定常領域を含み得る。任意で、必ずしも復帰変異ではない付加的なアミノ酸改変を適用
して、親和性および生化学的特性などの好ましい特徴を有するヒト化抗体を得てよく、か
つ/または付加的なアミノ酸変異を定常領域に導入してもよい。
【００２１】
　本明細書において使用される場合、別のタンパク質、例えば親タンパク質「に由来する
」タンパク質とは、そのタンパク質の1つまたは複数のアミノ酸配列が、他のタンパク質
または親タンパク質中の1つまたは複数のアミノ酸配列と同一であるか、または類似して
いることを意味する。例えば、別のまたは親の、抗体、結合アーム、抗原結合領域、また
は定常領域に由来する抗体、結合アーム、抗原結合領域、または定常領域などにおいて、
1つまたは複数のアミノ酸配列は、他のまたは親の、抗体、結合アーム、抗原結合領域、
または定常領域のアミノ酸配列と同一であるか、または類似している。そのような1つま
たは複数のアミノ酸配列の例には、VH CDRおよびVL CDR、ならびに/またはフレームワー
ク領域、VH領域、VL領域、CL領域、ヒンジ領域、もしくはCH領域のうちの1つもしくは複
数またはすべてのアミノ酸配列が含まれるが、それらに限定されるわけではない。例えば
、ヒト化抗体は、非ヒト親抗体「に由来する」と本明細書において記述することができ、
これは、少なくともVL CDR配列およびVH CDR配列が該非ヒト親抗体のVH CDR配列およびVL
 CDR配列と同一であるか、または類似していることを意味する。キメラ抗体は、非ヒト親
抗体「に由来する」と本明細書において記述することができ、これは、典型的には、VH配
列およびVL配列が、該非ヒト親抗体のものと同一であり得るか、または類似し得ることを
意味する。別の例は、特定の親抗体「に由来する」と本明細書において記述され得る結合
アームまたは抗原結合領域であり、これは、該結合アームまたは抗原結合領域が、典型的
には、該親抗体の結合アームまたは抗原結合領域と同一または類似のVH CDRおよび/もし
くはVL CDR、またはVH配列および/もしくはVL配列を含むことを意味する。しかし、本明
細書の別の箇所で説明するように、変異のようなアミノ酸改変を、CDR中、定常領域中、
または抗体中、結合アーム中、もしくは抗原結合領域中などの別の場所に起こして、所望
の特徴を導入することができる。第1のタンパク質または親タンパク質に由来する1つまた
は複数の配列という文脈で使用される場合、「類似の」アミノ酸配列は、好ましくは、少
なくとも約50％、例えば、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少
なくとも約90％、少なくとも約95％、または少なくとも約97％、98％、もしくは99％の配
列同一性を有している。
【００２２】
　非ヒト抗体は、マウス、ウサギ、ニワトリ、モルモット、ラマ、およびヤギなどのいく
つかの異なる種で生成させることができる。
【００２３】
　モノクローナル抗体は、従来のモノクローナル抗体方法論、例えばKohler and Milstei
n, Nature 256: 495 (1975)の標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技術を含む、様々
な技術によって作製することができる。モノクローナル抗体を作製するための他の技術、
例えば、Bリンパ球のウイルス性形質転換もしくはがん性形質転換、または抗体遺伝子の
ライブラリーを用いるファージディスプレイ技術を使用することができ、そのような方法
は当業者に周知である。
【００２４】
　そのような非ヒト種におけるハイブリドーマ作製は、非常に良く確立された手順である
。融合用の免疫化動物/非ヒト種の脾細胞を単離するための免疫化のプロトコールおよび
技術は、当技術分野において公知である。融合相手(例えばマウス骨髄腫細胞)および融合
手順もまた、公知である。
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【００２５】
　本明細書において使用される用語「ヒト抗体」は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に
由来する可変領域および定常領域を有する抗体を指す。ヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グ
ロブリン配列によってコードされていないアミノ酸残基(例えば、インビトロでのランダ
ムもしくは部位特異的な変異によって、またはインビボでの体細胞変異によって導入され
る変異)を含んでよい。しかし、本明細書において使用される用語「ヒト抗体」は、マウ
スのような別の哺乳動物種の生殖系列に由来するCDR配列がヒトフレームワーク配列に接
ぎ合わされている抗体を含むとは意図されない。
【００２６】
　ヒトモノクローナル抗体は、マウス系の代わりにヒト免疫系の一部分を有するトランス
ジェニックマウスまたは染色体導入されたマウスを用いて生成させることができる。
【００２７】
　用語「免疫グロブリン」は、ポリペプチド鎖の2つのペア、すなわち低分子量の軽(L)鎖
の1つのペアおよび重(H)鎖の1つのペアからなり、4本すべてがジスルフィド結合によって
相互に連結されている、構造的に関係のある糖タンパク質のクラスを指す。免疫グロブリ
ンの構造は、特徴を十分に明らかにされている。例えば、Fundamental Immunology Ch. 7
 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989))を参照されたい。簡単に説明する
と、各重鎖(「HC」と略される)は、典型的には、重鎖可変領域(本明細書においてVHまた
はVHと略される)および重鎖定常領域(本明細書においてCHまたはCHと略される)から構成
される。重鎖定常領域は、典型的には、3種のドメイン、すなわちCH1、CH2、およびCH3か
ら構成される。重鎖は、典型的には、ヒンジ領域をさらに含み得る。各軽鎖(「LC」と略
される)は、典型的には、軽鎖可変領域(本明細書においてVLまたはVLと略される)および
軽鎖定常領域(本明細書においてCLまたはCLと略される)から構成される。軽鎖定常領域は
、典型的には、1種のドメイン、すなわちCLから構成される。VH領域およびVL領域は、フ
レームワーク領域(FR)と呼ばれる保存の程度が高い領域が間に割り込んでいる、相補性決
定領域(CDR)とも呼ばれる超可変性の領域(または構造が明らかにされたループの配列およ
び/もしくは形態で超可変性であり得る超可変性領域)にさらに細分することができる。各
VHおよびVLは、典型的には、3つのCDRおよび4つのFRから構成され、アミノ末端からカル
ボキシ末端まで次の順序で配列されている:FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4(Chot
hia and Lesk J. Mol. Biol. 196, 901-917 (1987)も参照されたい)。別段の記載が無い
限り、または文脈と矛盾しない限り、本明細書のCDR配列は、DomainGapAlign(プログラム
バージョン4.9.1; 2013-12-19)を用いてIMGT規則に従って同定される(Lefranc MP., Nucl
eic Acids Research 1999;27:209-212およびEhrenmann F., Kaas Q. and Lefranc M.-P. 
Nucleic Acids Research 2010;38, D301-307;インターネットのhttpアドレスwww.imgt.or
g/も参照されたい)。
【００２８】
　別段の記載が無い限り、または文脈と矛盾しない限り、本発明における定常領域中のア
ミノ酸位置への言及は、EUナンバリングに基づいている(Edelman et al., Proc Natl Aca
d Sci U S A. 1969 May;63(1):78-85; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immuno
logical Interest, Fifth Edition. 1991 NIH Publication No. 91-3242)。
【００２９】
　本発明における用語「抗体」(Ab)は、少なくとも1つの抗体可変ドメイン、例えば、免
疫グロブリン重鎖可変領域、または免疫グロブリン重鎖可変領域および軽鎖可変領域、ま
たはその断片、またはそのいずれかの誘導体を含む分子を指し、この分子は、例えば典型
的な生理的条件下で抗原に特異的に結合する能力を有しており、半減期が、有意な期間、
例えば、少なくとも約30分、少なくとも約45分、少なくとも約1時間、少なくとも約2時間
、少なくとも約4時間、少なくとも約8時間、少なくとも約12時間、約24時間もしくはそれ
より長く、約48時間もしくはそれより長く、約3日、4日、5日、6日、7日、もしくはそれ
より長くなど、または機能面で定められた他の任意の適切な期間(例えば、抗原に結合す
る抗体に関連付けられている生理学的応答を誘導、促進、増強、および/もしくは調節す
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るのに十分な時間、ならびに/または抗体がエフェクター活性を補充するのに十分な時間)
である。具体的には、抗体は、免疫グロブリン分子、免疫グロブリン分子の断片、または
その誘導体であってよい。免疫グロブリン分子の重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相
互作用する結合ドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞(例えばエフェ
クター細胞)および補体系の成分、例えば補体活性化の古典的経路の第1成分であるC1qを
含む、宿主組織または因子への免疫グロブリンの結合を媒介し得る。先に示したように、
本明細書の抗体という用語は、別段の定めが無い限りまたは文脈と明らかに矛盾しない限
り、抗原結合断片である、すなわち、抗原に特異的に結合する能力を保持している、抗体
の断片を含む。抗体の抗原結合機能は、完全長抗体の断片によって果たされ得ることが示
されている。用語「抗体」に包含される抗原結合断片の例には、(i)Fab’断片またはFab
断片、すなわちVLドメイン、VHドメイン、CLドメイン、およびCH1ドメインからなる一価
の断片、またはWO2007059782(Genmab)に記載されている一価の抗体;(ii)F(ab')2断片、す
なわちヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された2つのFab断片を含む二価の断片
;(iii)VHドメインおよびCH1ドメインから本質的になるFd断片;(iv)抗体の1つのアームのV

LドメインおよびVHドメインから本質的になるFv断片;(v)VHドメインから本質的になり、
ドメイン抗体(Holt et al;Trends Biotechnol. 2003 Nov;21(11):484-90)とも呼ばれるdA
b断片(Ward et al., Nature 341, 544-546 (1989));(vi)キャメリドまたはナノボディ(Re
vets et al; Expert Opin Biol Ther. 2005 Jan;5(1):111-24)、ならびに(vii)単離され
た相補性決定領域(CDR)、が含まれる。さらに、Fv断片の2つのドメインであるVLおよびVH
は別々の遺伝子によってコードされているが、VL領域およびVH領域が対になって一価の分
子(単鎖抗体または単鎖Fv(scFv)として公知;例えば、Bird et al., Science 242, 423-42
6 (1988)およびHuston et al., PNAS USA 85, 5879-5883 (1988)を参照されたい)を形成
している単一のタンパク質鎖としてそれらを作製するのを可能にする合成リンカーによっ
て、組換え法を用いて、これらを連結することができる。そのような単鎖抗体は、別段の
注記の無い限り、または文脈によって明らかに示されない限り、抗体という用語に包含さ
れる。一般に、このような断片は、抗体の意味の範囲に含まれるが、これらは、集合的に
およびそれぞれ独立に、本発明の独特な特徴であり、様々な生物学的特性および有用性を
示す。本発明におけるこれらおよび他の有用な抗体断片、ならびにそのような断片の二重
特異性形態は、本明細書においてさらに考察される。抗体という用語はまた、別段の指定
が無い限り、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体(mAb)、抗体様ポリペプチド、例
えばキメラ抗体およびヒト化抗体、ならびに酵素的切断、ペプチド合成、および組換え技
術など任意の公知の技術によって提供される、抗原に特異的に結合する能力を保持してい
る抗体断片(抗原結合断片)も含むことも、理解されるべきである。生成される抗体は、任
意のアイソタイプおよび/またはサブクラスを有することができる。
【００３０】
　普通の抗体、例えば任意の種で産生される抗体は、通常、単特異性二価抗体であり、こ
れは、同じエピトープに結合する2つの抗原結合領域をそれらが含むことを意味する。
【００３１】
　本発明における用語「多重特異性抗体」は、異なる抗体配列によって定められる異なる
抗原結合領域を有している抗体を指す。したがって、多重特異性抗体は、2つ、3つ、4つ
、5つ、またはそれより多い異なる抗原結合領域を有していてよい。多重特異性抗体の例
には、2つの異なる抗原結合領域を有している抗体、すなわち二重特異性抗体が含まれる
。
【００３２】
　3つまたはそれより多い異なる抗原結合領域を含む多重特異性抗体の例には、(i)Fc部分
に付加的な単鎖可変断片(scFv)が連結された二重特異性抗体(Weidle et al., Cancer Gen
omics Proteomics. 2013 Jan-Feb;10(1):1-18)、(ii)3つまたはそれより多いscFvからな
る融合タンパク質(トリアボディ、テトラボディ;Chames et al., FEMS Microbiol Lett. 
2000 Aug 1;189(1):1-8)、および(iii)scFvに連結された融合タンパク質(Kermer et.al. 
Mol Cancer Ther. 2014 Jan;13(1):112-21)が含まれるが、それらに限定されるわけでは
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ない。
【００３３】
　本発明における用語「二重特異性抗体」は、異なる抗体配列によって定められる2つの
異なる抗原結合領域を有している抗体を指す。
【００３４】
　本明細書において使用される場合、文脈と矛盾しない限り、用語「Fabアーム」または
「アーム」は、1つの重鎖-軽鎖ペアを指し、本明細書において「半分子」と同義的に使用
される。
【００３５】
　用語「抗原結合領域を含む結合アーム」は、抗原結合領域を含む抗体分子または断片を
意味する。したがって、結合アームは、例えば、VHおよびVLの6つのCDR配列、VH配列およ
びVL配列、Fab断片もしくはFab’断片、またはFabアームを含むことができる。
【００３６】
　本明細書において使用される場合、文脈と矛盾しない限り、用語「Fc領域」は、少なく
とも1つのヒンジ領域、1つのCH2ドメイン、および1つのCH3ドメインを含む抗体領域を指
す。
【００３７】
　本明細書において使用される場合、用語「アイソタイプ」は、HC(例えば、IgG、IgD、I
gA、IgE、およびIgM)遺伝子またはLC(カッパ、κまたはラムダ、λ)遺伝子によってコー
ドされる免疫グロブリンの特殊なタイプを指す。各アイソタイプには、いくつかのサブク
ラス、例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2などがあり得る。
【００３８】
　用語「一価抗体」は、本発明において、抗体分子が抗原の単一分子に結合できる、した
がって抗原架橋をすることができないことを意味する。
【００３９】
　「CD40抗体」または「抗CD40抗体」は、抗原CD40に特異的に結合する、前述したような
抗体である。
【００４０】
　「CD137抗体」または「抗CD137抗体」は、抗原CD137に特異的に結合する、前述したよ
うな抗体である。
【００４１】
　「CD40×CD137抗体」または「抗CD40×CD137抗体」は、2つの異なる抗原結合領域を含
み、そのうちの1つが抗原CD40に特異的に結合し、そのうちの1つが抗原CD137に特異的に
結合する、二重特異性抗体である。
【００４２】
　用語「特異的に結合する」、「特異的に結合すること」、「特異的結合」、または他の
類似表現は、他の抗原と比べて特定の抗原に対して、またはある抗原の他の部分と比べて
、同じ抗原の特定の部分(エピトープ)に対して、優先的に結合する抗体の能力を指す。
【００４３】
　本明細書において使用される場合、所定の抗原またはエピトープへの抗体の結合という
文脈における用語「結合」は、典型的には、例えば、リガンドとしての抗体および分析物
としての抗原を用いる(または逆の場合も同じ)、BIAcore3000機器において表面プラズモ
ン共鳴(SPR)技術によって測定した場合に、約10-7Mもしくはそれ未満、例えば、約10-8M
もしくはそれ未満、例えば、約10-9Mもしくはそれ未満、約10-10Mもしくはそれ未満、ま
たは約10-11Mもしくはそれよりさらに小さいKDに相当する親和性での結合であり;所定の
抗原または近い関係にある抗原以外の非特異的抗原(例えば、BSA、カゼイン)に対する結
合についてのKDと比べて少なくとも10分の1、例えば少なくとも100分の1、例えば少なく
とも1,000分の1、例えば少なくとも10,000分の1、例えば少なくとも100,000分の1であるK

Dに相当する親和性で、所定の抗原に結合する。親和性がより高い量は、抗体のKDによっ
て決まり、したがって、抗体のKDが非常に小さい(すなわち、抗体の特異性が高い)場合、
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抗原に対する親和性が非特異的抗原に対する親和性よりも高い量は、少なくとも10,000倍
であり得る。
【００４４】
　本明細書において使用される用語「kd」(sec-1)は、特定の抗体-抗原相互作用の解離速
度定数を指す。この値は、koff値とも呼ばれる。
【００４５】
　本明細書において使用される用語「KD」(M)は、特定の抗体-抗原相互作用の解離平衡定
数を指す。
【００４６】
　2つの抗体が、同じ抗原におよび同じエピトープに結合する場合、それらは「同じ特異
性」を有している。試験される抗体が、ある種の抗原結合抗体と同じエピトープを認識す
るか、すなわち、それらの抗体が同じエピトープに結合するかどうかは、当業者に周知の
様々な方法によって試験することができる。
【００４７】
　抗体間の競合は、交差ブロッキングアッセイ法によって検出することができる。例えば
、競合ELISAアッセイ法が、交差ブロッキングアッセイ法として使用され得る。例えば、
標的抗原がマイクロタイタープレートのウェルにコーティングされてよく、抗原結合抗体
および候補競合試験抗体が添加されてよい。ウェル中の抗原に結合する抗原結合抗体の量
は、同じエピトープへの結合に関してそれと競合する候補競合試験抗体の結合能力と間接
的に相関している。具体的には、同じエピトープに対して候補競合試験抗体の親和性が大
きいほど、抗原でコーティングされたウェルに結合する抗原結合抗体の量は小さい。ウェ
ルに結合する抗原結合抗体の量は、検出可能または測定可能な標識物質で抗体を標識する
ことによって測定することができる。
【００４８】
　抗原への結合に関して別の抗体、例えば本明細書において説明する重鎖可変領域および
軽鎖可変領域を含む抗体、と競合する抗体、または別の抗体、例えば本明細書において説
明する重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む抗体、の抗原に対する特異性を有する抗体
は、本明細書において説明する該重鎖可変領域および/または軽鎖可変領域の変異体、す
なわち本明細書において説明するCDR中の改変および/またはある程度の同一性を含む抗体
であり得る。
【００４９】
　本明細書において使用される「単離された多重特異性抗体」は、異なる抗原特異性を有
する他の抗体を実質的に含まない多重特異性抗体を指すものとする(例えば、CD40およびC
D137に特異的に結合する単離された二重特異性抗体は、CD40またはCD137に特異的に結合
する単特異性抗体を実質的に含まない)。
【００５０】
　用語「エピトープ」は、抗体に特異的に結合することができるタンパク質決定基を意味
する。エピトープは、通常、アミノ酸または糖側鎖などの分子の表面基からなり、通常、
特殊な三次元構造特徴ならびに特殊な電荷特徴を有している。コンフォメーショナルエピ
トープおよび非コンフォメーショナルエピトープは、変性溶媒の存在下で前者への結合は
失われるが後者への結合は失われないという点で区別される。エピトープは、結合に直接
的に関与しているアミノ酸残基および結合に直接的には関与していない他のアミノ酸残基
、例えば、特異的に抗原に結合するペプチドによって効果的に妨害されるかまたは覆われ
るアミノ酸残基を含んでよい(言い換えると、そのアミノ酸残基は、特異的に抗原に結合
するペプチドの影響の及ぶ範囲に含まれる)。
【００５１】
　本明細書において使用される用語「モノクローナル抗体」は、単一の分子組成の抗体分
子の調製物を指す。モノクローナル抗体組成物は、特定のエピトープに対する単一の結合
特異性および親和性を示す。
【００５２】
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　本明細書において使用される場合、用語「第1のCH3領域と第2のCH3領域のヘテロ二量体
相互作用」は、第1のCH3/第2のCH3ヘテロ二量体抗体中の第1のCH3領域と第2のCH3領域の
相互作用を指す。
【００５３】
　本明細書において使用される場合、用語「第1のCH3領域と第2のCH3領域のホモ二量体相
互作用」は、第1のCH3/第1のCH3ホモ二量体抗体中の第1のCH3領域と別の第1のCH3領域の
相互作用、および第2のCH3/第2のCH3ホモ二量体抗体中の第2のCH3領域と別の第2のCH3領
域の相互作用を指す。
【００５４】
　本明細書において使用される場合、用語「ホモ二量体抗体」は、2つの第1のFabアーム
または半分子を含み、該Fabアームまたは半分子のアミノ酸配列が同じである、抗体を指
す。
【００５５】
　本明細書において使用される場合、用語「ヘテロ二量体抗体」は、第1のFabアームおよ
び第2のFabアームまたは半分子を含み、該第1および第2のFabアームまたは半分子のアミ
ノ酸配列が異なる、抗体を指す。具体的には、該第1および第2のFabアーム/半分子のCH3
領域、もしくは抗原結合領域、またはCH3領域および抗原結合領域が異なる。
【００５６】
　用語「還元条件」または「還元性環境」は、抗体のヒンジ領域中のシステイン残基のよ
うな基質が酸化されるよりも還元される可能性がより高い、条件または環境を指す。
【００５７】
　本発明はまた、実施例の二重特異性抗体のVL領域、VH領域、または1つもしくは複数のC
DRの機能的変異体を含む、二重特異性抗体などの多重特異性抗体も提供する。二重特異性
抗体との関連で使用されるVL、VH、またはCDRの機能的変異体は、その二重特異性抗体の
各抗原結合領域が親二重特異性抗体の親和性および/または特異性/選択性の少なくともか
なりの比率(少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、またはそれより多い)を
保持することを引き続き可能にし、いくつかの場合において、そのような二重特異性抗体
は、親二重特異性抗体より大きな親和性、選択性、および/または特異性に関連している
場合がある。
【００５８】
　典型的には、そのような機能的変異体は、親二重特異性抗体に対するかなりの配列同一
性を保持している。2つの配列の一致率は、2つの配列の最適アライメントのために導入さ
れる必要があるギャップ数および各ギャップの長さを考慮に入れた、これらの配列に共通
である同一位置の数の関数である(すなわち、相同率(％)=同一位置の数/位置の総数×100
)。2つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の一致率は、例えば、PAM120重み付け残基
表、ギャップ長ペナルティ12、およびギャップペナルティ4を用いて、ALIGNプログラム(
バージョン2.0)に組み入れられたE. Meyers and W. Miller, Comput. Appl. Biosci 4, 1
1-17 (1988)のアルゴリズムを使用して、決定することができる。さらに、2つのアミノ酸
配列の一致率は、Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970)のアルゴリ
ズムを用いて決定してもよい。
【００５９】
　本発明において、下記の表記は、別段の定めが無い限り、変異を説明するのに使用され
る;変異しているアミノ酸の名称、続いて、変異している位置番号、続いて、変異が含む
内容。したがって、変異が置換である場合は、前のアミノ酸を置換するアミノ酸の名称が
含まれ、アミノ酸が欠失している場合は*によって示され、変異が付加である場合は、付
加されるアミノ酸が元のアミノ酸の後に含まれる。アミノ酸の名称は、1文字コードまた
は3文字コードであってよい。したがって、例えば、アルギニンによる409位のリジンの置
換は、K409Rと表され、任意のアミノ酸による409位のリジンの置換はK409Xと表され、409
位のリジンの欠失はK409*と表され、K409の位置のリジンの後へのPの付加はK409KPと表さ
れる。
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【００６０】
　例示的な変異体には、主に保存的置換によって親配列のVHおよび/もしくはVLならびに/
またはCDRと異なるものが含まれ;例えば、変異体における置換のうちの12個、例えば、11
個、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個、または1個が、保存的アミノ酸残
基置換である。
【００６１】
　本発明において、保存的置換は、下記に示されるアミノ酸のクラス内での置換と定義さ
れ得る。
【００６２】
保存的置換のためのアミノ酸残基クラス:
　酸性残基：Asp(D)およびGlu(E)
　塩基性残基：Lys(K)、Arg(R)、およびHis(H)
　親水性非荷電性残基：Ser(S)、Thr(T)、Asn(N)、およびGln(Q)
　脂肪族非荷電性残基：Gly(G)、Ala(A)、Val(V)、Leu(L)、およびIle(I)
　非極性非荷電性残基：Cys(C)、Met(M)、およびPro(P)
　芳香族残基：Phe(F)、Tyr(Y)、およびTrp(W)
【００６３】
　本発明の第1の抗原結合領域および/または第2の抗原結合領域はまた、それぞれ、本明
細書において開示される第1の抗原結合領域および/または第2の抗原結合領域の変異体で
あってもよい。
【００６４】
　改変を導入する方法、ならびにCDR配列のいくつかのアミノ酸を、例えばアミノ酸置換
によって改変して、例えば、標的抗原に対する抗体の親和性を高めること、ヒトで使用さ
れる非ヒト抗体の潜在的な免疫原性を低下させること、および/または宿主細胞によって
発現される抗体の収量を増やすことができることは、当業者には周知である。このような
改変は、抗体が結合する標的抗原のエピトープに影響を及ぼさずに導入することができる
。
【００６５】
　用語「組換え宿主細胞」(または単に「宿主細胞」または「細胞」)は、本明細書におい
て使用される場合、発現ベクターのような核酸、例えば、本発明の多重特異性抗体をコー
ドする発現ベクターのような核酸が導入される細胞を指すものとする。組換え宿主細胞に
は、例えば、トランスフェクトーマ、例えば、CHO細胞、CHO-S細胞、HEK細胞、HEK293細
胞、HEK-293F細胞、Expi293F細胞、PER.C6細胞、またはNS0細胞、およびリンパ球細胞が
含まれる。
【００６６】
　用語「治療」は、症状または疾患の状態を和らげるか、改善するか、抑制するか、また
はなくす(治す)ための、治療的に活性な本発明の多重特異性抗体の有効量の投与を指す。
【００６７】
　用語「有効量」または「治療的有効量」とは、所望の治療結果を達成するのに必要な投
与量および期間にて有効な量を指す。多重特異性抗体の治療的有効量は、因子、たとえば
個体の疾患の状態、年齢、性別、および体重、ならびに多重特異性抗体が個体において所
望の応答を誘発する能力に応じて変動し得る。治療的有効量はまた、多重特異性抗体また
はその断片の任意の毒性作用または有害作用を、治療的に有益な作用が上回っている量で
もある。
【００６８】
　用語「抗イディオタイプ抗体」は、抗体の抗原結合部位に通常は関連している独特な決
定基を認識する抗体を指す。
【００６９】
　本発明において、多重特異性抗体を含む抗体に関して使用される用語「低い程度で、Fc
を介したエフェクター機能を誘導する」とは、抗体がFcを介したエフェクター機能(この
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ような機能は、特に、IgG Fc受容体(FcガンマR、FcγR)結合、C1q結合、ADCC、またはCDC
のリストより選択される)を誘導する程度が、(i)該抗体と同じ第1の抗原結合領域および
第2の抗原結合領域を特に含む、同じCDR配列、ならびに(ii)ヒトIgG1のヒンジ領域、CH2
領域、およびCH3領域を含む2つの重鎖、を含むヒトIgG1抗体と比べて、低いことを意味す
る。
【００７０】
　Fcを介したエフェクター機能は、FcγRへの結合、C1qへの結合、またはFcを介したFcγ
Rによる架橋の誘導に基づいて測定され得る。
【００７１】
発明のさらなる局面および態様
　本発明は、2つの異なる抗原結合領域を含み、そのうちの1つがヒトCD40に対する特異性
を有し、そのうちの1つがヒトCD137に対する特異性を有する、分子に関する。
【００７２】
　特定の態様において、前記分子は、多重特異性抗体であってよい。
【００７３】
　したがって、本発明は、(i)ヒトCD40に結合する第1の抗原結合領域および(ii)ヒトCD13
7に結合する第2の抗原結合領域を含む多重特異性抗体に関する。
【００７４】
　本発明の発明者によって示されるように、本発明による二重特異性抗体は、1つの細胞
で発現されるCD40に結合し、かつ別の細胞で発現されるCD137に結合すると、細胞内シグ
ナル伝達を誘導し得る。したがって、本発明による多重特異性抗体は、2つの異なる細胞
をトランス活性化することができる。ヒトでは、CD40は、樹状細胞のような抗原提示細胞
(APC)を含むいくつかの細胞で発現されるのに対し、CD137は、T細胞および他の細胞で発
現される。したがって、CD40およびCD137に結合する、本発明による二重特異性抗体のよ
うな多重特異性抗体は、これらの受容体を発現するAPCおよびT細胞に同時に結合すること
ができる。理論に拘束されるわけではないが、本発明による二重特異性抗体のような多重
特異性抗体は、したがって、(i)受容体結合によってAPCとT細胞の細胞間相互作用をもた
らし、かつ(ii)CD40とCD137の両方を同時に活性化することができ、これは、架橋および
細胞間相互作用の際の受容体クラスター形成によって最初に誘導され、単特異性二価の親
抗体のアゴニスト活性に必ずしも依存しない。したがって、二重特異性抗体のようなこれ
らのトランス活性化多重特異性抗体は、APC:T細胞相互作用という状況で共刺激活性を発
揮し、腫瘍細胞に対するT細胞応答を誘発することができる。したがって、この作用メカ
ニズムは、活性化されたAPCによる抗原提示を介する天然T細胞の活性化を反映して、T細
胞へのAPCによる様々な腫瘍特異的抗原の提示を可能にすることができる。理論に制限さ
れるわけではないが、共刺激活性は、(i)任意のT細胞とは対照的に、特定のT細胞のみ(す
なわち、APCと接触しているもの)が活性化されること、ならびに(ii)活性化APCおよびCD1
37作動を介する強力な共刺激による、消耗したT細胞の再活性化、ならびに(iii)活性化AP
Cによる抗原提示を誘導し、かつ同時にCD137を作動させることによる、T細胞の抗原刺激
、のうちの1つまたは複数をもたらし得る。
【００７５】
　したがって、本発明の多重特異性、例えば二重特異性の抗体は、T細胞の活性化の恩恵
を受けると思われる疾患、例えばがんの治療に使用され得る。
【００７６】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、
　(I)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む、ヒトCD40に結合する第1の抗原結合領域:
　　(a)SEQ ID NO: 3に示す配列もしくはSEQ ID NO: 3において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 5に示す配列もしくは
SEQ ID NO: 5において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領
域CDR3;ならびに
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　　(b)(i) (a)に記載の重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変領域CDR3を含む抗体と、ヒトCD
40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)に記載の重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変
領域CDR3を含む抗体のCD40に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域CDR3および軽鎖
可変領域CDR3、ならびに
　(II)ヒトCD137に結合する第2の抗原結合領域
を含む。
【００７７】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 1に示す配列もしくはSEQ I
D NO: 1において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重鎖可変領域CDR1
、および/またはSEQ ID NO: 2に示す配列もしくはSEQ ID NO: 2において最高2個のアミノ
酸が改変されている配列を有している重鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 4
に示す配列もしくはSEQ ID NO: 4において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有
している軽鎖可変領域CDR1、および/または配列YTSもしくはYTSにおいて最高2個のアミノ
酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR2、をさらに含んでよい。
【００７８】
　したがって、1つの態様において、本発明は、
　(I)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む、ヒトCD40に結合する第1の抗原結合領域:
　　(a)それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、C
DR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を
有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3;
　　(b)合計1～12個の変異を有している、(a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域
のCDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
　　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD40に
対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCD
R3、ならびに
　(II)ヒトCD137に結合する第2の抗原結合領域
を含む、多重特異性抗体に関する。
【００７９】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、第1の重鎖可変(VH)配列および第1の軽
鎖可変(VL)配列を含み、第2の抗原結合領域は、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の軽鎖
可変(VL)配列を含み、各可変配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配
列、ならびにそれぞれFR1、FR2、FR3、およびFR4である4つのフレームワーク配列を含む
。
【００８０】
　さらなる態様において、多重特異性抗体は、(I)第1の抗原結合領域を含む第1の結合ア
ームおよび(II)第2の抗原結合領域を含む第2の結合アームを含む。
【００８１】
　1つの態様において、第1の結合アームは、第1の抗原結合領域および第1の重鎖定常配列
を含み、第2の結合アームは、第2の抗原結合領域および第2の重鎖定常配列を含む。
【００８２】
　さらなる態様において、(i)第1の結合アームは第1の抗原結合領域を含み、その際、第1
の結合アームは、第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖
ならびに第1の軽鎖可変(VL)配列を含む第1の軽鎖を含み、(ii)第2の結合アームは第2の抗
原結合領域を含み、その際、第2の結合アームは、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重
鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖ならびに第2の軽鎖可変(VL)配列を含む第2の軽鎖を含む
。
【００８３】
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　さらなる態様において、第1の軽鎖は、第1の軽鎖定常(CL)配列をさらに含み、第2の軽
鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列をさらに含む。
【００８４】
　1つの態様において、第1の結合アームは、第1の抗原結合領域を含む第1のFabアームを
含み、第2の結合アームは、第2の抗原結合領域を含む第2のFabアームを含む。
【００８５】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体の第1の抗原結合領域および第2の抗
原結合領域は、ヒト化抗体に由来する。1つの態様において、第1の結合アームおよび第2
の結合アームは、ヒト化抗体に由来してよい。
【００８６】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体の第1の結合アームおよび第2の結合
アームは、完全長抗体に由来する。
【００８７】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体の第1の結合アームおよび第2の結合
アームは、完全長のIgG1、λ(ラムダ)抗体またはIgG1、κ(カッパ)抗体に由来する。
【００８８】
　1つの態様において、第1の結合アームおよび第2の結合アームは、モノクローナル抗体
に由来する。
【００８９】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体の第1の重鎖および第2の重鎖は、IgG
アイソタイプのものである。第1の重鎖および第2の重鎖のサブクラスは、例えば、IgG1、
IgG2、IgG3、およびIgG4からなる群より別々に選択されてよい。1つの態様において、第1
の重鎖および第2の重鎖は、同じIgGサブクラス、例えばIgG1のものである。
【００９０】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、単離された抗体である。
【００９１】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のそれぞれは、少なくとも1つのヒ
ンジ領域、CH2領域、およびCH3領域を含む。さらなる態様において、第1の重鎖および第2
の重鎖のCH3領域は、非対称的な変異を含む。
【００９２】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、二重特異性抗体である。
【００９３】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、ヒトCD40を発現する1つの細胞、
例えば第1の細胞と、ヒトCD137を発現する別の細胞、例えば第2の細胞とを架橋すること
ができる。
【００９４】
　1つの態様において、架橋は、ヒトCD40を発現する第1の細胞株およびヒトCD137を発現
する第2の細胞株を用いるアッセイ法によって確認され、その際、第1の細胞株または第2
の細胞株のいずれかは、NF-кBが活性化されると測定可能なレポーターの産生をもたらす
レポーター構造体を含む。
【００９５】
　1つの態様において、第1の細胞は、抗原提示細胞であってよく、第2の細胞は、CD4+ T
細胞またはCD8+T細胞などのT細胞であってよい。
【００９６】
　様々な方法が、CD40を発現する第1の細胞およびCD137を発現する第2の細胞の架橋を確
認するために使用されてよく、本発明は、いかなる特定の方法にも限定されない。
【００９７】
　1つの態様において、架橋は、例えば実施例4に説明するレポーターアッセイ法によって
確認され得る。手短に言えば、該アッセイ法は、第1の標的抗原を発現し、NF-κB応答エ
レメントによって駆動されるレポーター遺伝子(例えばルシフェラーゼ)を形質導入された
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レポーター細胞株を、第2の標的抗原を発現する第2の細胞株と共に同時培養する段階;100
ng/mL～10,000ng/mLの濃度の本発明による多重特異性抗体を細胞同時培養物に添加する段
階;ならびにレポーター遺伝子発現、例えばルシフェラーゼ生成を測定する段階を含み、
その際、第1の標的抗原がヒトCD40であり、第2の標的抗原がヒトCD137であるか、または
逆もまた同様である。
【００９８】
　異なる細胞で発現されるCD40およびCD137の架橋を誘導することができる多重特異性抗
体は、このアッセイ法において、NF-κB経路が活性化された際のレポーター遺伝子発現に
基づく第1の標的抗原の測定可能な活性化をもたらす。
【００９９】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、NF-кBレポーター遺伝子を有し
ていない第2の標的抗原を発現する第2の細胞株を添加した場合にのみ、NF-кB活性化の際
に生じるレポーター遺伝子発現を誘導することができる場合がある。
【０１００】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、NF-кBレポーター遺伝子を有し
ていない第2の標的抗原を発現する第2の細胞株が添加された場合に、第2の標的抗原を発
現しない第2の細胞株の添加と比べて、NF-кB活性化の際に生じるレポーター遺伝子発現
をより高いレベルで誘導することができる場合がある。
【０１０１】
　1つの態様において、多重特異性抗体は二重特異性抗体であり、該二重特異性抗体は、1
つの態様において、
　(i)CD137を発現するレポーター細胞株およびCD40を発現する第2の細胞株の同時培養物
に添加された場合にレポーター遺伝子発現を誘導することができるか、または
　(ii)CD137を発現するレポーター細胞株およびCD40を発現する第2の細胞株の同時培養物
に添加された場合に、ヒトCD137に結合する同じ第2の抗原結合領域を含む参照二重特異性
抗体と比べて、より多量のレポーター遺伝子発現を誘導することができ、ただしその際、
参照二重特異性抗体の第1の抗原結合領域は、無関係な標的抗原に結合し、例えば第1の抗
原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 99、100、および101に示す配列を有している重鎖可
変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 102、GVS、および103に示す
配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０１０２】
　1つの態様において、多重特異性抗体は二重特異性抗体であり、該二重特異性抗体は、1
つの態様において、
　(i)CD40を発現するレポーター細胞株およびCD137を発現する第2の細胞株の同時培養物
に添加された場合にレポーター遺伝子発現を誘導することができるか、または
　(ii)CD40を発現するレポーター細胞株およびCD137を発現する第2の細胞株の同時培養物
に添加された場合に、ヒトCD40に結合する同じ第1の抗原結合領域を含む参照二重特異性
抗体と比べて、より多量のレポーター遺伝子発現を誘導することができ、ただしその際、
参照二重特異性抗体の第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 99、100、および101に
示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO:
 102、GVS、および103に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含
む。
【０１０３】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、T細胞増殖を誘導および/または
増強し、例えば、該T細胞は、CD4+ T細胞および/またはCD8+T細胞である。
【０１０４】
　T細胞増殖を確認または測定するための様々な方法が使用されてよく、本発明は、いか
なる特定の方法にも限定されない。
【０１０５】
　1つの態様において、T細胞増殖の誘導または増強は、例えば実施例5に説明する非抗原
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特異的T細胞増殖アッセイ法によって測定される。したがって、T細胞増殖の誘導および/
または増強は、PBMCプール(peripheral blood mononuclear lymphocyte)中のT細胞の準最
適活性化に基づいて確認することができる。準最適活性化は、PBMCプールに添加される抗
CD3抗体の濃度を少しずつ変更し、T細胞増殖を測定し、低レベルのT細胞増殖をもたらす
がT細胞増殖のさらなる増強を可能にする抗CD3抗体濃度を選択することによって、確認す
ることができる。この濃度は、PBMCドナーに依存し、アッセイ法が実施される前に各ドナ
ーについて決定される。
【０１０６】
　1つの態様において、T細胞増殖の誘導または増強は、前記準最適濃度の抗CD3抗体を用
いてPBMC中のT細胞を活性化し、PBMCを多重特異性抗体と接触させ、T細胞増殖を測定する
ことによって、確認される。さらなる態様において、PBMCはCFSEで標識されてよく、PBMC
を多重特異性抗体と接触させる段階は、4日間のインキュベーションによって実施されて
よく、T細胞増殖はフローサイトメトリーによって測定されてよい。
【０１０７】
　ある種の反応または作用を誘導すること、例えば「T細胞増殖を誘導すること」は、誘
導前にはそのような反応または作用、例えばT細胞増殖がなかったことを意味してよいが
、同様に、誘導前に一定のレベルの反応または作用、例えばT細胞増殖があって、誘導後
に該反応または作用、例えばT細胞増殖が増強されることも意味してよい。したがって、
「誘導すること」は、「増強すること」も含む。
【０１０８】
　T細胞増殖はまた、関心対象の試験抗原を用いて、例えば実施例6に説明する抗原特異的
T細胞増殖アッセイ法によって測定され得る。したがって、T細胞増殖の誘導および/また
は増強は、主要組織適合遺伝子複合体(MHC)において提示される試験抗原のペプチドに特
異的なTCRを発現しているT細胞と、次いでTCRによって認識される対応するペプチドをMHC
において提示しているDCとを同時培養することによって測定され得る。例えば、T細胞がC
D8+T細胞であってよく、かつMHCがMHCクラスIであってよいか、またはT細胞がCD4+ T細胞
であってよく、かつMHCがMHCクラスIIであってよい。特異的TCRを発現するT細胞は、TCR
をコードするmRNAによる形質導入によって作製されてよい。対応するペプチドを提示する
DCは、抗原をコードするmRNAによるDCへの形質導入によって作製されてよい。抗原提示細
胞と共にTCR陽性T細胞を同時培養すると、T細胞増殖が誘導される;増殖の程度は、DCによ
って提示される抗原密度および/または共刺激シグナルの強度に依存し得る。1つの態様に
おいて、T細胞増殖は、CFSE標識されたT細胞を用い、試験する抗体を添加し、かつ4日後
にT細胞増殖をフローサイトメトリーによって測定する、そのような抗原特異的T細胞アッ
セイ法によって測定され得る。
【０１０９】
　1つの態様において、T細胞増殖の誘導または増強は、例えば実施例11に説明するエクス
ビボ増大アッセイ法において腫瘍浸潤リンパ球(TIL)を用いて測定される。TILの増殖の誘
導または増強に対する本発明の多重特異性抗体の効果は、ヒト腫瘍試料をインターロイキ
ン-2(IL-2)および該抗体と共にインキュベーションし、インキュベーション後に約10～約
14日の間、生存能力があるTILを回収し計数することによって、評価され得る。その場合
、TILの増殖の誘導または増強は、適切な対照、例えば、いかなる多重特異性抗体も伴わ
ずにインキュベーションされたかまたは参照(対照)多重特異性抗体と共にインキュベーシ
ョンされたヒト腫瘍試料との比較によって、測定することができる。例えば、ヒト腫瘍組
織の試料は、例えば生検によってまたは外科的標本から単離し、無血清培地中で洗浄し、
直径約1～2mmの腫瘍片を培養皿またはウェルに入れ、例えば1mLの適切な培地中に1つまた
は2つの腫瘍片を入れ、37℃でインキュベーションすることができる。適切な培地は、例
えば、10％ヒト血清アルブミン、1％ペニシリン/ストレプトマイシン、1％ファンギゾン
、および10～100U/mLの範囲の濃度、例えば10U/mLまたは100U/mLのIL-2を添加した無血清
培地(例えばX-VIVO 15)であることができる。次いで、多重特異性抗体をTIL培地中に適切
な濃度で添加することができる。必要ならばこの期間中に細胞培養物を任意で分割して、
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10～14日の合計培養期間の後、TILを回収し、生存能力があるCD4+ T細胞およびCD8+T細胞
ならびにNK細胞の検出を可能にするために例えば抗CD3抗体、抗CD4抗体、抗CD8抗体、抗C
D56抗体、および抗7-AAD抗体を用いるフローサイトメトリーなどによって、計数すること
ができる。
【０１１０】
　1つの態様において、多重特異性抗体は二重特異性抗体であり、この二重特異性抗体は
、本明細書において説明する任意の局面または態様に記載の第2の抗原結合領域を含むが
、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 99、100、および101に示す配列を有してい
る重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 102、GVS、および1
03に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含む参照二重特異性抗
体と比べて、T細胞のより多くの増殖を誘導および/または増強する。
【０１１１】
　1つの態様において、多重特異性抗体は二重特異性抗体であり、この二重特異性抗体は
、本明細書において説明する任意の局面または態様に記載の第1の抗原結合領域を含むが
、第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 99、100、および101に示す配列を有してい
る重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 102、GVS、および1
03に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含む参照二重特異性抗
体と比べて、T細胞のより多くの増殖を誘導および/または増強する。
【０１１２】
CD40への結合
　前述したように、本発明による多重特異性抗体は、ヒトCD40に結合する第1の抗原結合
領域を含む。
【０１１３】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、ヒトCD40に結合する第1の抗原結
合領域を含み、該第1の抗原結合領域は、
　　(a)SEQ ID NO: 3に示す配列またはSEQ ID NO: 3において最高4個のアミノ酸が改変さ
れている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 5に示す配列またはSEQ 
ID NO: 5において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR
3、
　　(b)(i) (a)に記載の重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変領域CDR3を含む抗体と、ヒトCD
40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)に記載の重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変
領域CDR3を含む抗体のCD40に対する特異性を有する、抗体の重鎖可変領域CDR3および軽鎖
可変領域CDR3
からなる群より選択される重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変領域CDR3を含む。
【０１１４】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 1に示す配列もしくはSEQ I
D NO: 1において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重鎖可変領域CDR1
、および/またはSEQ ID NO: 2に示す配列もしくはSEQ ID NO: 2において最高2個のアミノ
酸が改変されている配列を有している重鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 4
に示す配列もしくはSEQ ID NO: 4において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有
している軽鎖可変領域CDR1、および/または配列YTSもしくはYTSにおいて最高2個のアミノ
酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR2、をさらに含んでよい。
【０１１５】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、ヒトCD40に結合する第1の抗原結
合領域を含み、該第1の抗原結合領域は、
　　(a)それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、C
DR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を
有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3、
　　(b)合計1～12個の変異を有している、(a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域
のCDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
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　　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD40に
対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCD
R3
からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を
含む。
【０１１６】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、第1の重鎖可変(VH)配列および第1の軽鎖可
変(VL)配列を含み、各可変配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配列
を含む。
【０１１７】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、第1の重鎖可変(VH)配列および第1の軽鎖可
変(VL)配列を含み、各可変配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配列
、ならびにそれぞれFR1、FR2、FR3、およびFR4である4つのフレームワーク配列を含む。
【０１１８】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す
配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、
YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3
を含む。したがって、第1の抗原結合領域は、表1に示すCD40抗体の配列を有している重鎖
可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み得る。
【０１１９】
　このような第1の抗原結合領域を含む抗体の例は、本明細書において開示されるキメラ
抗体Chi Lob 7/4およびCD40-001である。
【０１２０】
　別の態様において、第1の抗原結合領域は、合計1～12個の変異、例えば、1～11個の変
異、1～10個の変異、1～8個の変異、1～7個の変異、1～6個の変異、1～5個の変異、1～4
個の変異、1～3個の変異、または1～2個の変異を有している、それぞれSEQ ID NO: 1、2
、および3に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞ
れSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、C
DR2、およびCDR3を含む。
【０１２１】
　1つの態様において、変異は、保存的アミノ酸置換のようなアミノ酸置換であってよい
。
【０１２２】
　1つの態様において、変異は、VHおよびVLのCDR3のそれぞれが最大で3個の変異を含み、
VHおよびVLのCDR2およびCDR1のそれぞれが最大で2個のアミノ酸変異を含むように、VHのC
DR1、CDR2、およびCDR3ならびにVLのCDR1、CDR2、およびCDR3の全域に分布していてよい
。
【０１２３】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、合計1～12個の変異を有している、それ
ぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している重鎖および軽鎖のCDR
1、CDR2、およびCDR3を含み、その際、VHおよびVLのCDR3はそれぞれ、最高3個のアミノ酸
変異を含み、VHおよびVLのCDR1およびCDR2はそれぞれ、最高2個のアミノ酸変異を含む。
【０１２４】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、合計1～10個、例えば1～8個の変異を有
している、それぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している重鎖
および軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み、その際、VHおよびVLのCDR1、CDR2、および
CDR3はそれぞれ、最高2個のアミノ酸変異を含む。
【０１２５】
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　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、合計1～6個の変異を有している、それ
ぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している重鎖および軽鎖のCDR
1、CDR2、およびCDR3を含み、その際、VHおよびVLのCDR1、CDR2、およびCDR3はそれぞれ
、最大で1個のアミノ酸変異を含む。
【０１２６】
　変異を導入する方法、ならびにCDR配列のいくつかのアミノ酸を、例えばアミノ酸置換
によって変異させて、例えば、標的抗原に対する抗体の親和性を高めること、ヒトで使用
される非ヒト抗体の潜在的な免疫原性を低下させること、および/または宿主細胞によっ
て発現される抗体の収量を増やすことができることは、当業者には周知である。このよう
な変異は、抗体が結合する標的のエピトープに影響を及ぼさずに導入することができる。
【０１２７】
　別の態様において、第1の抗原結合領域は、(i)(a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について競合し
、かつ/または(ii)(a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR
2、およびCDR3を含む抗体のCD40に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽
鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０１２８】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域は、(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変
領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について
競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCD
R1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD40に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域を含む。
【０１２９】
　この文脈において、用語「競合する」は、標的抗原への結合についての2種の抗体間の
競合を指す。2種の抗体が、標的抗原への結合について互いに妨害しない場合、このよう
な抗体は非競合的であり、このことは、それらの抗体が標的抗原の同じ部分、すなわちエ
ピトープに結合しないことを示す。標的抗原への結合についての抗体の競合を試験するた
めの方法は、当業者に周知である。このような方法の例は、例えばELISAとして、または
フローサイトメトリーによって実施され得る、いわゆる交差競合アッセイ法である。
【０１３０】
　例えば、ELISAに基づくアッセイ法は、ELISAプレートウェルを各抗体でコーティングし
;競合する抗体および標的抗原のHisタグ付き細胞外ドメインを添加し、インキュベーショ
ンすることによって実施することができ;添加した抗体が、コーティングされた抗体へのH
isタグ付きタンパク質の結合を阻害するかどうかを明らかにする段階は、ビオチン標識し
た抗His抗体、続いてストレプトアビジン-ポリHRPを添加し、かつさらに、ABTSを用いて
反応を発色させ、405nmでの吸光度を測定することによって、実施することができる。例
えば、フローサイトメトリーアッセイ法は、標的抗原を発現する細胞を過剰な未標識抗体
と共にインキュベーションし、それらの細胞を準最適濃度のビオチン標識抗体と共にイン
キュベーションし、続いて蛍光標識したストレプトアビジンと共にインキュベーションし
、フローサイトメトリーによって解析することによって、実施することができる。
【０１３１】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 117およびSEQ ID NO:
 6のうちの少なくとも1つ、例えばSEQ ID NO: 117に対して少なくとも70％、少なくとも7
5％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも9
7％、少なくとも99％、または100％の同一性を有しているアミノ酸配列を含む。
【０１３２】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO:121およびSEQ ID NO: 
7のうちの少なくとも1つ、例えばSEQ ID NO: 121に対して少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97
％、少なくとも99％、または100％の同一性を有しているアミノ酸配列を含む。
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【０１３３】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 6およびSEQ ID NO: 7に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少な
くとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、また
は100％の同一性を有している配列をそれぞれ含む。
【０１３４】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 117およびSEQ ID NO: 121に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、
または100％の同一性を有している配列をそれぞれ含む。
【０１３５】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 6およびSEQ ID NO: 
7に示す非CDR配列だけが異なる。
【０１３６】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 117およびSEQ ID NO
: 121に示す非CDR配列だけが異なる。
【０１３７】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、フレームワーク配列だけが異なる。
【０１３８】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、前記VH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4
フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なく
とも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または
100％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０１３９】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 6に示すVH配列およびSEQ ID NO: 7に示すVL
配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０１４０】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 6に示すVH配列およびSEQ ID NO: 7に示すVL
配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なく
とも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第1の抗原結
合領域の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3は、それぞれSEQ ID
 NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している重鎖可変領域および軽鎖可変領
域のCDR1、CDR2、およびCDR3と比べて合計1～12個の変異を有している。さらなる態様に
おいて、該変異は、前述したとおりであってよい。
【０１４１】
　さらに別の態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3
、およびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 6に示すVH配列およびSEQ ID NO: 7に示
すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少
なくとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第1の抗
原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している
重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０１４２】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
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よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 117に示すVH配列およびSEQ ID NO: 121に示
すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少
なくとも97％、少なくとも99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ
第1の抗原結合領域の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3は、そ
れぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を有している重鎖可変領域およ
び軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3と比べて合計1～12個の変異を有している。さ
らなる態様において、該変異は、前述したとおりであってよい。
【０１４３】
　さらに別の態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3
、およびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 117に示すVH配列およびSEQ ID NO: 121
に示すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％
、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％
、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有しており、
かつ第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、3、4、YTS、および5に示す配列を
有している重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０１４４】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 117のアミノ酸配列を
含む。
【０１４５】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 121のアミノ酸配列を
含む。
【０１４６】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID 
NO: 117およびSEQ ID NO: 121のアミノ酸配列を含む。
【０１４７】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 6のアミノ酸配列を含
む。
【０１４８】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 7のアミノ酸配列を含
む。
【０１４９】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID 
NO: 6およびSEQ ID NO: 7のアミノ酸配列を含む。
【０１５０】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、本明細書の任意の局面または態
様の第1の抗原結合領域を含む第1の結合アームを含み得る。
【０１５１】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第1の抗原結合領域および第1の
重鎖定常配列を含む第1の結合アームを含む。
【０１５２】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第1の抗原結合領域を含む第1の
結合アームを含み、この第1の結合アームは、第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定
常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1の軽鎖可変(VL)配列を含む第1の軽鎖を含む。
【０１５３】
　1つの態様において、第1の軽鎖は、第1の軽鎖定常(CL)配列をさらに含む。
【０１５４】
　さらなる態様において、第1の重鎖は、少なくとも1つのヒンジ領域、CH2領域、およびC
H3領域を含む。
【０１５５】
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　特定の態様において、本発明による多重特異性抗体は、第1の抗原結合領域を含む第1の
Fabアームを含む。
【０１５６】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、マウス抗体に由来してよい。
【０１５７】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、Chi Lob7/4のようなキメラ抗体に由来して
よい。
【０１５８】
　1つの態様において、第1の抗原結合領域は、ヒト化抗体に由来してよい。
【０１５９】
　1つの態様において、第1の結合アームは、完全長抗体に由来してよい。
【０１６０】
　1つの態様において、第1の結合アームは、完全長のIgG1、λ(ラムダ)抗体またはIgG1、
κ(カッパ)抗体に由来してよい。
【０１６１】
　1つの態様において、第1の結合アームは、モノクローナル抗体に由来してよい。
【０１６２】
　1つの態様において、第1の重鎖は、IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4からなる群より任意
で選択される、IgGアイソタイプのものであってよい。
【０１６３】
　1つの態様において、第1の結合アームは、SEQ ID NO: 118を含むHCおよびSEQ ID NO: 1
22を含むLCを含む抗体に由来してよく、HCの定常領域中に1つまたは複数の変異、例えば1
～10個、例えば1～5個、例えば1個、2個、3個、4個、または5個の変異を任意で含む。
【０１６４】
　1つの態様において、第1の結合アームは、SEQ ID NO: 118、SEQ ID NO: 119、またはSE
Q ID NO: 120を含むHCおよびSEQ ID NO: 122を含むLCを含む。
【０１６５】
CD137への結合
　本発明による多重特異性抗体は、ヒトCD137に結合する第2の抗原結合領域を含む。
【０１６６】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域はまた、カニクイザルCD137にも結合する。
【０１６７】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される重鎖可変領
域CDR3および軽鎖可変領域CDR3を含む:
　(a)SEQ ID NO: 10に示す配列もしくはSEQ ID NO: 10において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 12に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 12において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン001)、
　(b)SEQ ID NO: 17に示す配列もしくはSEQ ID NO: 17において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 19に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 19において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン002)、
　(c)SEQ ID NO: 24に示す配列もしくはSEQ ID NO: 24において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 26に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 26において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン003)、
　(d)SEQ ID NO: 31に示す配列もしくはSEQ ID NO: 31において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 33に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 33において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン004)、
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　(e)SEQ ID NO: 38に示す配列もしくはSEQ ID NO: 38において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 40に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 40において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン005)、
　(f)SEQ ID NO: 45に示す配列もしくはSEQ ID NO: 45において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 47に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 47において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン006)、
　(g)SEQ ID NO: 52に示す配列もしくはSEQ ID NO: 52において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 54に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 54において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン007)、
　(h)SEQ ID NO: 59に示す配列もしくはSEQ ID NO: 59において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 61に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 61において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン008)、
　(i)SEQ ID NO: 66に示す配列もしくはSEQ ID NO: 66において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 68に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 68において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン009)、
　(j)SEQ ID NO: 73に示す配列もしくはSEQ ID NO: 73において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 75に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 75において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン010)、
　(k)SEQ ID NO: 80に示す配列もしくはSEQ ID NO: 80において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 82に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 82において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン011)、
　(l)SEQ ID NO: 87に示す配列もしくはSEQ ID NO: 87において最高4個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR3、およびSEQ ID NO: 89に示す配列もしく
はSEQ ID NO: 89において最高4個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変
領域CDR3(CD137クローン012)、ならびに
　(m)(i) (a)～(l)のいずれかに記載の重鎖可変領域CDR3および軽鎖可変領域CDR3を含む
抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (a)～(l)のいずれかに記載の
重鎖可変CDR3および軽鎖可変CDR3を含む抗体のCD137に対する特異性を有する抗体の、重
鎖可変領域CDR3および軽鎖可変領域CDR3。
【０１６８】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される重鎖領
域および/または軽鎖領域のCDR1 およびCDR2をさらに含む:
　(a)SEQ ID NO: 8に示す配列もしくはSEQ ID NO: 8において最高2個のアミノ酸が改変さ
れている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 9に示す配列も
しくはSEQ ID NO: 9において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重鎖
可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 11に示す配列もしくはSEQ ID NO: 11におい
て最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/また
は配列KASもしくはKASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽
鎖可変領域CDR2(CD137クローン001)、
　(b)SEQ ID NO: 15に示す配列もしくはSEQ ID NO: 15において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 16に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 16において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 18に示す配列もしくはSEQ ID NO: 18にお
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いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列KASもしくはKASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン002)、
　(c)SEQ ID NO: 22に示す配列もしくはSEQ ID NO: 22において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 23に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 23において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 25に示す配列もしくはSEQ ID NO: 25にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列RTSもしくはRTSにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン003)、
　(d)SEQ ID NO: 29に示す配列もしくはSEQ ID NO: 29において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 30に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 30において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 32に示す配列もしくはSEQ ID NO: 32にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列GASもしくはGASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン004)、
　(e)SEQ ID NO: 36に示す配列もしくはSEQ ID NO: 36において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 37に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 37において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 39に示す配列もしくはSEQ ID NO: 39にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列SASもしくはSASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン005)、
　(f)SEQ ID NO: 43に示す配列もしくはSEQ ID NO: 43において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 44に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 44において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 46に示す配列もしくはSEQ ID NO: 46にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列AASもしくはAASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン006)、
　(g)SEQ ID NO: 50に示す配列もしくはSEQ ID NO: 50において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 51に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 51において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 53に示す配列もしくはSEQ ID NO: 53にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列KASもしくはKASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン007)、
　(h)SEQ ID NO: 57に示す配列もしくはSEQ ID NO: 57において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 58に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 58において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 60に示す配列もしくはSEQ ID NO: 60にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列RASもしくはRASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン008)、
　(i)SEQ ID NO: 64に示す配列もしくはSEQ ID NO: 64において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 65に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 65において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 67に示す配列もしくはSEQ ID NO: 67にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
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たは配列GASもしくはGASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン009)、
　(j)SEQ ID NO: 71に示す配列もしくはSEQ ID NO: 71において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 72に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 72において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 74に示す配列もしくはSEQ ID NO: 74にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列KASもしくはKASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン010)、
　(k)SEQ ID NO: 78に示す配列もしくはSEQ ID NO: 78において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 79に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 79において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 81に示す配列もしくはSEQ ID NO: 81にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列DTSもしくはDTSにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン011)、ならびに
　(l)SEQ ID NO: 85に示す配列もしくはSEQ ID NO: 85において最高2個のアミノ酸が改変
されている配列を有している重鎖可変領域CDR1、および/またはSEQ ID NO: 86に示す配列
もしくはSEQ ID NO: 86において最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している重
鎖可変領域CDR2;ならびに/あるいはSEQ ID NO: 88に示す配列もしくはSEQ ID NO: 88にお
いて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している軽鎖可変領域CDR1、および/ま
たは配列SASもしくはSASにおいて最高2個のアミノ酸が改変されている配列を有している
軽鎖可変領域CDR2(CD137クローン012)。
【０１６９】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される重鎖可変領
域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む:
　(a)それぞれSEQ ID NO: 8、9、および10に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CD
R2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 11、KAS、およびSEQ ID NO: 12に示す配列
を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン001)、
　(b)それぞれSEQ ID NO: 15、16、および17に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 18、KAS、およびSEQ ID NO: 19に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン002)、
　(c)それぞれSEQ ID NO: 22、23、および24に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 25、RTS、およびSEQ ID NO: 26に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン003)、
　(d)それぞれSEQ ID NO: 29、30、および31に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 32、GAS、およびSEQ ID NO: 33に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン004)、
　(e)それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン005)、
　(f)それぞれSEQ ID NO: 43、44、および45に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 46、AAS、およびSEQ ID NO: 47に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン006)、
　(g)それぞれSEQ ID NO: 50、51、および52に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 53、KAS、およびSEQ ID NO: 54に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン007)、
　(h)それぞれSEQ ID NO: 57、58、および59に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 60、RAS、およびSEQ ID NO: 61に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン008)、
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　(i)それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン009)、
　(j)それぞれSEQ ID NO: 71、72、および73に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 74、KAS、およびSEQ ID NO: 75に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン010)、
　(k)それぞれSEQ ID NO: 78、79、および80に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 81、DTS、および82に示す配列を有してい
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン011)、
　(l)それぞれSEQ ID NO: 85、86、および87に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 88、SAS、および89に示す配列を有してい
る軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン012)、
　(m)合計1～12個の変異を有している、(a)～(l)のいずれかに記載の重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3、ならびに
　(n)(i) (a)～(m)のいずれかに記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (a)～(m)の
いずれかに記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体
のCD137に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2
、およびCDR3。
【０１７０】
　したがって、第2の抗原結合領域は、表1に示すCD137抗体、すなわち、CD137クローン00
1、CD137クローン002、CD137クローン003、CD137クローン004、CD137クローン005、CD137
クローン006、CD137クローン007、CD137クローン008、CD137クローン009、CD137クローン
010、CD137クローン011、またはCD137クローン012の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のC
DR1配列、CDR2配列、およびCDR3配列を含み得る。特に、第2の抗原結合領域は、任意でフ
レームワーク領域が、非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意
で含む主にヒト由来のフレームワーク領域である、同じCD137抗体クローンに由来する重
鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1配列、CDR2配列、およびCDR3配列を含み得る。
【０１７１】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、(i) (a)～(m)のいずれかに記載の重鎖
可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合に
ついて競合し、かつ/または(ii) (a)～(m)のいずれかに記載の重鎖可変領域および軽鎖可
変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD137に対する特異性を有する抗体の、重
鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む。
【０１７２】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、変異型ヒトCD137(SEQ ID NO: 93)に結合す
る場合よりもより強く、ヒトCD137(SEQ ID NO: 92)に結合する。SEQ ID NO: 93の変異型
ヒトCD137はまた、本明細書においてシャッフル6とも呼ばれる。
【０１７３】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、変異型ヒトCD137(SEQ ID NO: 94)に結合す
る場合よりもより強く、ヒトCD137(SEQ ID NO: 92)に結合する。SEQ ID NO: 94の変異型
ヒトCD137はまた、本明細書においてシャッフル5とも呼ばれる。
【０１７４】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、変異型ヒトCD137(SEQ ID NO: 95)に結
合するのと同程度の強さでヒトCD137(SEQ ID NO: 92)に結合する。SEQ ID NO: 95の変異
型ヒトCD137はまた、本明細書においてシャッフル4とも呼ばれる。
【０１７５】
　本発明において、「より強く」とは、第2の抗原結合領域の親和性が、変異型ヒトCD137
(SEQ ID NO: 93およびSEQ ID NO: 94、それぞれシャッフル6およびシャッフル5)に対して
よりもヒトCD137(SEQ ID NO: 92)に対して強いことを意味する。変異型CD137への結合が
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ない場合、ヒトCD137に対する親和性は、変異型CD137に対するよりもはるかに強いと考え
られる。しかし、変異型CD137への結合がある場合、ヒトCD137に対する親和性は、各変異
型CD137に対する親和性の2倍、例えば、3倍、または4倍、または5倍、または6倍であり得
る。
【０１７６】
　本発明において、「同程度の強さで」とは、第2の抗原結合領域の親和性が、ヒトCD137
(SEQ ID NO: 92)に対してと変異型ヒトCD137(SEQ ID NO: 95、シャッフル4)に対してとで
同様であることを意味する。具体的には、この文脈での「同様」とは、ヒトCD137に対す
る親和性と変異型CD137に対する親和性の差が、最大で2.5倍、例えば、2.2倍、または2.0
倍、または1.8倍、または1.75倍、または1.5倍であることを意味してよい。
【０１７７】
　SEQ ID NO: 93の変異型ヒトCD137は、アミノ酸24～47(シャッフル6)がイノシシCD137由
来の対応するアミノ酸で置換された、ヒトCD137のアミノ酸配列に相当する。
【０１７８】
　したがって、1つの態様において、第2の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 92の24～47位(SE
Q ID NO: 129に対応する)にアミノ酸L、Q、D、P、C、S、N、C、P、A、G、T、F、C、D、N
、N、R、N、Q、I、C、S、およびPのうちの1つまたは複数を含むか、または必要とする、
ヒトCD137のエピトープに結合する。
【０１７９】
　SEQ ID NO: 94の変異型ヒトCD137は、アミノ酸48～88(シャッフル5)がアフリカゾウCD1
37由来の対応するアミノ酸で置換された、ヒトCD137のアミノ酸配列に相当する。
【０１８０】
　したがって、1つの態様において、第2の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 92の48～88位(SE
Q ID NO: 130に対応する)にアミノ酸C、P、P、N、S、F、S、S、A、G、G、Q、R、T、C、D
、I、C、R、Q、C、K、G、V、F、R、T、R、K、E、C、S、S、T、S、N、A、E、C、D、および
Cのうちの1つまたは複数を含むか、または必要とする、ヒトCD137のエピトープに結合す
る。
【０１８１】
　SEQ ID NO: 95の変異型ヒトCD137は、アミノ酸59～114(シャッフル4)がアフリカゾウCD
137由来の対応するアミノ酸で置換された、ヒトCD137のアミノ酸配列に相当する。
【０１８２】
　したがって、1つの態様において、第2の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 92の89～114位(S
EQ ID NO: 131に対応する)にアミノ酸T、P、G、F、H、C、L、G、A、G、C、S、M、C、E、Q
、D、C、K、Q、G、Q、E、L、T、およびKのうちの1つまたは複数を含むか、または必要と
する、ヒトCD137のエピトープに結合しない。
【０１８３】
　1つの態様において、変異型CD137およびヒトCD137への結合は、実施例2に説明するシャ
ッフルアッセイ法として実施してよい。すなわち、ヒトCD137のタンパク質ドメインが異
なる種に由来するCD137の対応するドメインで置換されている、ヒトCD137に由来するシャ
ッフル構築物を作り、ヒトCD137および異なる種のCD137を参照構築物として用いて、参照
構築物またはシャッフル構築物をそれぞれコードするプラスミドを用いて細胞に形質導入
し、これらの各CD137構築物への抗体の結合をフローサイトメトリー、例えばFACSによっ
て測定することによって、ヒトCD137(SEQ ID NO: 92)および変異型ヒトCD137(SEQ ID NO:
 93、94、および95)への結合を測定してよい。
【０１８４】
　ある種のシャッフル構築物への結合が失われる場合、対応する領域が抗体エピトープに
関与している可能性が高いことが示される。このように、抗ヒトCD137抗体のエピトープ
に寄与しているヒトCD137のタンパク質ドメインは、したがってシャッフルアッセイ法に
よって測定され得る。シャッフル構築物を作り出すのに使用される異なる種のCD137は、
モノクローナル抗ヒトCD137抗体がこれらの異なる種に由来する全CD137タンパク質に結合
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しないように選択すべきである(参照構築物)。
【０１８５】
　ヒトCD137およびその変異体への結合の測定は、具体的には、本発明による2つの第2の
抗原結合領域を含むモノクローナル抗体を用いて実施され得る。
【０１８６】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される重鎖可変領
域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む:
　(a)それぞれSEQ ID NO: 8、9、および10に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CD
R2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 11、KAS、およびSEQ ID NO: 12に示す配列
を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン001)、
　(b)それぞれSEQ ID NO: 15、16、および17に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 18、KAS、およびSEQ ID NO: 19に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン002)、
　(c)それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン005)、
　(d)それぞれSEQ ID NO: 43、44、および45に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 46、AAS、およびSEQ ID NO: 47に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン006)、
　(e)それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン009)、
　(f)それぞれSEQ ID NO: 71、72、および73に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 74、KAS、およびSEQ ID NO: 75に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン010)、
　(g)それぞれSEQ ID NO: 85、86、および87に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 88、SAS、およびSEQ ID NO: 89に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン012)、
　(h)合計1～12個の変異を有している、(a)～(g)のいずれかに記載の重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3、ならびに
　(i)(i) (a)～(h)のいずれかに記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (a)～(h)の
いずれかに記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体
のCD137に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2
、およびCDR3。
【０１８７】
　それゆえ、1つの態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される
重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む:
　(a)それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン009)、
　(b)合計1～12個の変異を有している、(a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のC
DR1、CDR2、およびCDR3;
　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およ
びCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD137
に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および
CDR3。
【０１８８】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、下記からなる群より選択される重鎖可変領
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域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む:
　(a)それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン005)、
　(b)合計1～12個の変異を有している、(a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のC
DR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およ
びCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD137
に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および
CDR3。
【０１８９】
　特定の態様において、第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に
示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO:
 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およ
びCDR3を含む。このような抗体の例には、本明細書においてCD137クローン009と呼ばれる
抗体が含まれるがそれに限定されるわけではない。
【０１９０】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示
す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 3
9、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびC
DR3を含む。このような抗体の例には、本明細書においてCD137クローン005と呼ばれる抗
体が含まれるがそれに限定されるわけではない。
【０１９１】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～12個の変異、例えば、1～10個の変
異、または1～8個の変異、または1～6個の変異、または1～4個の変異、または2個までの
変異を有している、それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖
可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID N
O: 68に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含む(CD137クロー
ン009)。
【０１９２】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～12個の変異、例えば、1～10個の変
異、または1～8個の変異、または1～6個の変異、または1～4個の変異、または1～2個の変
異を有している、それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可
変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO:
 40に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含む(CD137クローン0
05)。
【０１９３】
　1つの態様において、変異は、保存的アミノ酸置換のようなアミノ酸置換であってよい
。
【０１９４】
　1つの態様において、変異は、VHおよびVLのCDR3のそれぞれが最大で3個の変異を含み、
VHおよびVLのCDR2およびCDR1のそれぞれが最大で2個のアミノ酸改変を含むように、VHのC
DR1、CDR2、およびCDR3ならびにVLのCDR1、CDR2、およびCDR3の全域に分布していてよい
。
【０１９５】
　それゆえ、さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～12個の変異を有して
いる、それぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有している重鎖
および軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン009)、その際、VHおよびVLの
CDR3はそれぞれ、最高3個のアミノ酸改変を含み、VHおよびVLのCDR1およびCDR2はそれぞ
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れ、最高2個のアミノ酸改変を含む。
【０１９６】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～10個、例えば1～8個の変異を有
している、それぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有している
重鎖および軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン009)、その際、VHおよび
VLのCDR1、CDR2、およびCDR3はそれぞれ、最高2個のアミノ酸改変を含む。
【０１９７】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～6個の変異を有している、それ
ぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有している重鎖および軽鎖
のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン009)、その際、VHおよびVLのCDR1、CDR2
、およびCDR3はそれぞれ、最大で1個のアミノ酸改変を含む。
【０１９８】
　別の態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～12個の変異を有している、それぞれ
SEQ ID NO: 36、37、38、39、SAS、および40に示す配列を有している重鎖および軽鎖のCD
R1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン005)、その際、VHおよびVLのCDR3はそれぞれ
、最高3個のアミノ酸改変を含み、VHおよびVLのCDR1およびCDR2はそれぞれ、最高2個のア
ミノ酸改変を含む。
【０１９９】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～10個、例えば1～8個の変異を有
している、それぞれSEQ ID NO: 36、37、38、39、SAS、および40に示す配列を有している
重鎖および軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン005)、その際、VHおよび
VLのCDR1、CDR2、およびCDR3はそれぞれ、最高2個のアミノ酸改変を含む。
【０２００】
　さらなる態様において、第2の抗原結合領域は、合計1～6個の変異を有している、それ
ぞれSEQ ID NO: 36、37、38、39、SAS、および40に示す配列を有している重鎖および軽鎖
のCDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クローン005)、その際、VHおよびVLのCDR1、CDR2
、およびCDR3はそれぞれ、最大で1個のアミノ酸改変を含む。
【０２０１】
　さらなる態様において、合計1～12個の変異、例えば、1～10個の変異、または1～8個の
変異、または1～6個の変異、または1～4個の変異、または1～2個の変異があってよく;か
つ各CDR配列は、最大で2個のアミノ酸置換を含む。
【０２０２】
　変異を導入する方法、ならびにCDR配列のいくつかのアミノ酸を、例えばアミノ酸置換
によって変異させて、例えば、標的抗原に対する抗体の親和性を高めることまたはヒトの
治療に使用される非ヒト抗体の免疫原性を低下させることができることは、当業者には周
知である。このような変異は、抗体が結合する標的抗原のエピトープに影響を及ぼさずに
導入することができる。
【０２０３】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の軽鎖可
変(VL)配列を含み、各可変配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配列
を含む。
【０２０４】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の軽鎖可
変(VL)配列を含み、各可変配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配列
、ならびにそれぞれFR1、FR2、FR3、およびFR4である4つのフレームワーク配列を含む。
【０２０５】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、下記からなる群より選択されるア
ミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の
同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
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　(a)SEQ ID NO: 123に示すVH配列(ヒト化CD137クローン009)
　(b)SEQ ID NO: 13に示すVH配列(CD137クローン001)
　(c)SEQ ID NO: 20に示すVH配列(CD137クローン002)
　(d)SEQ ID NO: 27に示すVH配列(CD137クローン003)
　(e)SEQ ID NO: 34に示すVH配列(CD137クローン004)
　(f)SEQ ID NO: 41に示すVH配列(CD137クローン005)
　(g)SEQ ID NO: 48に示すVH配列(CD137クローン006)
　(h)SEQ ID NO: 55に示すVH配列(CD137クローン007)
　(i)SEQ ID NO: 62に示すVH配列(CD137クローン008)
　(j)SEQ ID NO: 69に示すVH配列(CD137クローン009)
　(k)SEQ ID NO: 76に示すVH配列(CD137クローン010)
　(l)SEQ ID NO: 83に示すVH配列(CD137クローン011)
　(m)SEQ ID NO: 90に示すVH配列(CD137クローン012)。
【０２０６】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、下記からなる群より選択されるア
ミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の
同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
　(a)SEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クローン009)
　(b)SEQ ID NO: 14に示すVL配列(CD137クローン001)
　(c)SEQ ID NO: 21に示すVL配列(CD137クローン002)
　(d)SEQ ID NO: 28に示すVL配列(CD137クローン003)
　(e)SEQ ID NO: 35に示すVL配列(CD137クローン004)
　(f)SEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)
　(g)SEQ ID NO: 49に示すVL配列(CD137クローン006)
　(h)SEQ ID NO: 56に示すVL配列(CD137クローン007)
　(i)SEQ ID NO: 63に示すVL配列(CD137クローン008)
　(j)SEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)
　(k)SEQ ID NO: 77に示すVL配列(CD137クローン010)
　(l)SEQ ID NO: 84に示すVL配列(CD137クローン011)
　(m)SEQ ID NO: 91に示すVL配列(CD137クローン012)。
【０２０７】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列はそれぞれ、下記からな
る群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも
80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも
99％、または100％の同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
　(a)SEQ ID NO: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クロ
ーン009)
　(b)SEQ ID NO: 13に示すVH配列およびSEQ ID NO: 14に示すVL配列(CD137クローン001)
　(c)SEQ ID NO: 20に示すVH配列およびSEQ ID NO: 21に示すVL配列(CD137クローン002)
　(d)SEQ ID NO: 27に示すVH配列およびSEQ ID NO: 28に示すVL配列(CD137クローン003)
　(e)SEQ ID NO: 34に示すVH配列およびSEQ ID NO: 35に示すVL配列(CD137クローン004)
　(f)SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)
　(g)SEQ ID NO: 48に示すVH配列およびSEQ ID NO: 49に示すVL配列(CD137クローン006)
　(h)SEQ ID NO: 55に示すVH配列およびSEQ ID NO: 56に示すVL配列(CD137クローン007)
　(i)SEQ ID NO: 62に示すVH配列およびSEQ ID NO: 63に示すVL配列(CD137クローン008)
　(j)SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)
　(k)SEQ ID NO: 76に示すVH配列およびSEQ ID NO: 77に示すVL配列(CD137クローン010)
　(l)SEQ ID NO: 83に示すVH配列およびSEQ ID NO: 84に示すVL配列(CD137クローン011)
　(m)SEQ ID NO: 90に示すVH配列およびSEQ ID NO: 91に示すVL配列(CD137クローン012)



(57) JP 2019-533466 A 2019.11.21

10

20

30

40

50

。
【０２０８】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、下記からなる群より選択されるア
ミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の
同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
　(a)SEQ ID NO: 123に示すVH配列(ヒト化CD137クローン009)
　(b)SEQ ID NO: 41に示すVH配列(CD137クローン005)
　(c)SEQ ID NO: 69に示すVH配列(CD137クローン009)。
【０２０９】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、下記からなる群より選択されるア
ミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％
、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の
同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
　(a)SEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クローン009)
　(b)SEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)
　(c)SEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)。
【０２１０】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列はそれぞれ、下記からな
る群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも
80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも
99％、または100％の同一性を有しているアミノ酸配列を含む:
　(a)SEQ ID NO: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クロ
ーン009)
　(b)SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)
　(c)SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)
。
【０２１１】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 41(CD137クローン005
)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
とも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有してい
るアミノ酸配列を含む。
【０２１２】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 69(CD137クローン009
)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
とも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有してい
るアミノ酸配列を含む。
【０２１３】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 123(ヒト化CD137クロ
ーン009)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、
少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同
一性を有しているアミノ酸配列を含む。
【０２１４】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 42(CD137クローン005
)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
とも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有してい
るアミノ酸配列を含む。
【０２１５】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 70(CD137クローン009
)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なく
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とも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有してい
るアミノ酸配列を含む。
【０２１６】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 127(ヒト化CD137クロ
ーン009)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、
少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同
一性を有しているアミノ酸配列を含む。
【０２１７】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 41およびSEQ ID NO: 42(CD137クローン005)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、
少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、
または少なくとも99％の同一性を有しているアミノ酸配列をそれぞれ含む。
【０２１８】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 69およびSEQ ID NO: 70(CD137クローン009)に対して少なくとも70％、少なくとも75％、
少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、
または少なくとも99％の同一性を有しているアミノ酸配列をそれぞれ含む。
【０２１９】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 123およびSEQ ID NO: 127(ヒト化CD137クローン009)に対して少なくとも70％、少なくと
も75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくと
も97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有しているアミノ酸配列をそれぞれ含
む。
【０２２０】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、フレームワーク配列だけが異なる。
【０２２１】
　1つの態様において、第1および/または第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR
1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列は、前記VH配列およびVL配列の各FR1、FR2、
FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくと
も80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくと
も99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０２２２】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 41およびSEQ ID NO:
 42(CD137クローン005)に示す非CDR配列だけが異なる。
【０２２３】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 69およびSEQ ID NO:
 70(CD137クローン009)に示す非CDR配列だけが異なる。
【０２２４】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 123およびSEQ ID NO
: 127(ヒト化CD137クローン009)に示す非CDR配列だけが異なる。
【０２２５】
　1つの態様において、VH配列およびVL配列は、フレームワーク配列だけが異なる。
【０２２６】
　1つの態様において、第1および/または第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR
1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列は、前記VH配列およびVL配列の各FR1、FR2、
FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくと
も80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくと
も99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０２２７】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
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よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に示すV
L配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少な
くとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０２２８】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に示すV
L配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少な
くとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第2の抗原
結合領域の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3は、それぞれSEQ 
ID NO: 36、37、38、39、SAS、および40に示す配列を有している重鎖可変領域および軽鎖
可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3と比べて合計1～12個の変異を有している。さらなる
態様において、該変異は、前述したとおりであってよい。
【０２２９】
　さらに別の態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3
、およびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に
示すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、
少なくとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第2の
抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 36、37、38、39、SAS、および40に示す配列を有し
ている重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０２３０】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に示すV
L配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少な
くとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０２３１】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に示すV
L配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少な
くとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第2の抗原
結合領域の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3は、それぞれSEQ 
ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有している重鎖可変領域および軽鎖
可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3と比べて合計1～12個の変異を有している。さらなる
態様において、該変異は、前述したとおりであってよい。
【０２３２】
　さらに別の態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3
、およびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に
示すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、
少なくとも97％、または少なくとも99％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ第2の
抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有し
ている重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０２３３】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127に示
すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少
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なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少
なくとも97％、少なくとも99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有している。
【０２３４】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3、お
よびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127に示
すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少
なくとも97％、少なくとも99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有しており、かつ
第2の抗原結合領域の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3は、そ
れぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す配列を有している重鎖可変領域
および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3と比べて合計1～12個の変異を有している
。さらなる態様において、該変異は、前述したとおりであってよい。
【０２３５】
　さらに別の態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列の各FR1、FR2、FR3
、およびFR4フレームワーク配列は、SEQ ID NO: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127
に示すVL配列の各FR1、FR2、FR3、およびFR4フレームワーク配列に対して少なくとも70％
、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％
、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％のアミノ酸配列同一性を有しており、
かつ第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 64、65、66、67、GAS、および68に示す
配列を有している重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む。
【０２３６】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、SEQ ID NO: 123(ヒト化CD137クロ
ーン009)を含む。
【０２３７】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、SEQ ID NO: 127(ヒト化CD137クロ
ーン009)を含む。
【０２３８】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO:
 123およびSEQ ID NO: 127を含む。
【０２３９】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列は、
　(a)SEQ ID NO: 41(CD137クローン005)
　(b)SEQ ID NO: 69(CD137クローン009)
からなる群より選択されるVH配列を含む。
【０２４０】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVL配列は、
　(a)SEQ ID NO: 42(CD137クローン005)
　(b)SEQ ID NO: 70(CD137クローン009)
からなる群より選択されるVL配列を含む。
【０２４１】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、
　(a)SEQ ID NO: 41に示すVH配列およびSEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)
、
　(b)SEQ ID NO: 69に示すVH配列およびSEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)
からなる群より選択される。
【０２４２】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第2の抗原結合領域を含む第2の
結合アームを含む。
【０２４３】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第2の抗原結合領域および第2の
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重鎖定常配列を含む第2の結合アームを含む。
【０２４４】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第2の抗原結合領域を含む第2の
結合アームを含み、この第2の結合アームは、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定
常(CH)配列を含む第2の重鎖ならびに第2の軽鎖可変(VL)配列を含む第2の軽鎖を含む。
【０２４５】
　1つの態様において、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常配列をさらに含む。
【０２４６】
　さらなる態様において、第2の重鎖は、少なくとも1つのヒンジ領域、CH2領域、およびC
H3領域を含む。
【０２４７】
　特定の態様において、本発明による多重特異性抗体は、第2の抗原結合領域を含む第2の
Fabアームを含む。
【０２４８】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、ウサギ抗体、例えば、本明細書において開
示される抗CD137クローン1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、および12のいずれか、特
にクローン5および9のいずれかに由来する。
【０２４９】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、キメラ抗体、例えば、本明細書において開
示される抗CD137クローン1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、および12のいずれか、特
にクローン5および9のいずれかに由来する可変領域を含む抗体に由来する。
【０２５０】
　1つの態様において、第2の抗原結合領域は、ヒト化抗体に由来する。
【０２５１】
　1つの態様において、第2の結合アームは、完全長抗体に由来する。
【０２５２】
　1つの態様において、第2の結合アームは、完全長のIgG1、λ(ラムダ)抗体またはIgG1、
κ(カッパ)抗体に由来する。
【０２５３】
　1つの態様において、第2の結合アームは、モノクローナル抗体に由来する。
【０２５４】
　1つの態様において、第2の重鎖は、IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4からなる群よりサブ
クラスを任意で有している、IgGアイソタイプのものである。
【０２５５】
　1つの態様において、第1の結合アームは、SEQ ID NO: 124を含むHCおよびSEQ ID NO: 1
28を含むLCを含む抗体に由来してよく、HCの定常領域中に1つまたは複数の変異、例えば1
～10個、例えば1～5個、例えば1個、2個、3個、4個、または5個の変異を任意で含む。
【０２５６】
　1つの態様において、第1の結合アームは、SEQ ID NO: 124、125、または126を含むHCお
よびSEQ ID NO: 128を含むLCを含む。
【０２５７】
CD40およびCD137への結合
　いくつかの態様において、本発明は、下記を含む多重特異性抗体に関する: 
　(I)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む、ヒトCD40
に結合する第1の抗原結合領域:
　　(a)それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、C
DR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を
有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3、
　　(b)合計1～12個の変異を有している、a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の
CDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
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　　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD40に
対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCD
R3、ならびに
　(II)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む、ヒトCD13
7に結合する第2の抗原結合領域:
　　(x)それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1
、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す
配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン009)、
　　(y)合計1～12個の変異を有している、x)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の
CDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
　　(z)(i) (x)もしくは(y)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (x)もしくは(y
)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD137
に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および
CDR3。
【０２５８】
　別の態様において、本発明は、下記を含む多重特異性抗体に関する: 
　(I)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む、ヒトCD40
に結合する第1の抗原結合領域:
　　(a)それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、C
DR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を
有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3、
　　(b)合計1～12個の変異を有している、(a)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域
のCDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
　　(c)(i) (a)もしくは(b)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD40結合について競合し、かつ/または(ii) (a)もしくは(b)
に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD40に
対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCD
R3、ならびに
　(II)下記からなる群より選択される重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む、ヒトCD13
7に結合する第2の抗原結合領域:
　　(x)それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1
、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す
配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン005)、
　　(y)合計1～12個の変異を有している、(x)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域
のCDR1、CDR2、およびCDR3;ならびに
　　(z)(i) (x)もしくは(y)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、お
よびCDR3を含む抗体と、ヒトCD137結合について競合し、かつ/または(ii) (x)もしくは(y
)に記載の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3を含む抗体のCD137
に対する特異性を有する抗体の、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および
CDR3。
【０２５９】
　それゆえ、1つの態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、お
よび3に示すアミノ酸配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそ
れぞれSEQ ID NO: 4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示すアミノ酸配列を有している軽鎖可
変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含み、かつ第2の抗原結合領域は、
　(a)それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配
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列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD136クローン009)、または
　(b)それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を有している重鎖可変領域CDR1、
CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配
列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3(CD137クローン005)
を含む。
【０２６０】
　別の態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す
配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、
YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3
を含み;かつ第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を
有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、
およびSEQ ID NO: 68に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含
む(CD137クローン009)。
【０２６１】
　別の態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す
配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、
YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3
を含み;かつ第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を
有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、
およびSEQ ID NO: 40に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含
む(CD137クローン005)。
【０２６２】
　さらなる態様において、本発明による多重特異性抗体の第1の抗原結合領域は、第1の重
鎖可変(VH)配列および第1の軽鎖可変(VL)配列を含み、本発明による多重特異性抗体の第2
の抗原結合領域は、第2の重鎖可変(VH)配列および第2の軽鎖可変(VL)配列を含み、各可変
配列は、それぞれCDR1、CDR2、およびCDR3である3つのCDR配列、ならびにそれぞれFR1、F
R2、FR3、およびFR4である4つのフレームワーク配列を含む。
【０２６３】
　さらなる態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID 
NO: 6に示すVH配列およびSEQ ID NO: 7に示すVL配列のアミノ酸配列に対して少なくとも7
0％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも9
5％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有している配列をそれぞれ含み
、かつ第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 41に示すVH配列
およびSEQ ID NO: 42に示すVL配列(CD137クローン005)のアミノ酸配列に対して少なくと
も70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくと
も95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有している配列をそれぞれ含
む。
【０２６４】
　別のさらなる態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ
 ID NO: 6に示すVH配列およびSEQ ID NO: 7に示すVL配列のアミノ酸配列に対して少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なく
とも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有している配列をそれぞれ
含み、かつ第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO: 69に示すVH
配列およびSEQ ID NO: 70に示すVL配列(CD137クローン009)のアミノ酸配列に対して少な
くとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少な
くとも95％、少なくとも97％、または少なくとも99％の同一性を有している配列をそれぞ
れ含む。
【０２６５】
　別のさらなる態様において、第1の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ
 ID NO: 117に示すVH配列およびSEQ ID NO: 121に示すVL配列のアミノ酸配列に対して少
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なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少
なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有している配
列をそれぞれ含み、かつ第2の抗原結合領域のVH配列およびVL配列は、それぞれSEQ ID NO
: 123に示すVH配列およびSEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クローン009)のアミ
ノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、
少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同
一性を有している配列をそれぞれ含む。
【０２６６】
　特定の態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1の重鎖可変配列が、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列
を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含み、該第1の軽鎖配列が、それぞれSEQ ID NO: 
4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、第
1の結合アーム、ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2の重鎖可変配列が、それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示
す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含み、該第2の軽鎖配列が、それぞれSEQ I
D NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68に示す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を
含む(CD137クローン009)、第2の結合アーム;
　ここで、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG1アイソタイプのものであり、第1の軽
鎖および第2の軽鎖はIgG1、κのものであり、かつ第1の定常重鎖および第2の定常重鎖の
両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に
対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ(a)第1の定常重鎖についての、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の定常重鎖につ
いての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであるか;または
(b)第1の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位
置はRであり、第2の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に
対応する位置はLである。
【０２６７】
　さらなる特定の態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1の重鎖可変配列が、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す配列
を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含み、該第1の軽鎖配列が、それぞれSEQ ID NO: 
4、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、第
1の結合アーム、ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2の重鎖可変配列が、それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示
す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を含み、該第2の軽鎖配列が、それぞれSEQ I
D NO: 39、SAS、およびSEQ ID NO: 40に示す配列を有しているCDR1、CDR2、およびCDR3を
含む(CD137クローン005)、第2の結合アーム;
　ここで、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG1アイソタイプのものであり、第1の軽
鎖および第2の軽鎖はIgG1、κのものであり、かつ第1の定常重鎖および第2の定常重鎖の
両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に
対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ(a)第1の定常重鎖についての、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の定常重鎖につ
いての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであるか;または
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(b)第1の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位
置はRであり、第2の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に
対応する位置はLである。
【０２６８】
　特定の態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1のVH配列およびVL配列が、それぞれSEQ ID NO: 117に示すVH配列お
よびSEQ ID NO: 121に示すVL配列のアミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97
％、少なくとも99％、または100％の同一性を有している配列をそれぞれ含む、第1の結合
アーム、ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2のVH配列およびVL配列が、それぞれSEQ ID NO: 123に示すVH配
列およびSEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クローン009)のアミノ酸配列に対して
少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有している
配列を含む、第2の結合アーム。
【０２６９】
　さらなる具体的な態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1のVH配列がSEQ ID NO: 117を含み、該第1のVL配列がSEQ ID NO: 121
を含む、第1の結合アーム、ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2のVH配列がSEQ ID NO: 123を含み、該第2のVL配列がSEQ ID NO:
 127を含む(ヒト化CD137クローン009)、第2の結合アーム。
【０２７０】
　特定の態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1のVH配列およびVL配列が、それぞれSEQ ID NO: 117に示すVH配列お
よびSEQ ID NO: 121に示すVL配列のアミノ酸配列に対して少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97
％、少なくとも99％、または100％の同一性を有している配列を含む、第1の結合アーム、
ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2のVH配列およびVL配列が、それぞれSEQ ID NO: 123に示すVH配
列およびSEQ ID NO: 127に示すVL配列(ヒト化CD137クローン009)のアミノ酸配列に対して
少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％の同一性を有している
配列を含む、第2の結合アーム;
　ここで、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG1アイソタイプのものであり、第1の軽
鎖および第2の軽鎖はIgG1、κのものであり、かつ第1の定常重鎖および第2の定常重鎖の
両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に
対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ(a)第1の定常重鎖についての、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の定常重鎖につ
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いての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであるか;または
(b)第1の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位
置はRであり、第2の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に
対応する位置はLである。
【０２７１】
　さらなる具体的な態様において、本発明は、下記を含む二重特異性抗体に関する:
　(I)第1の重鎖可変(VH)配列および第1の重鎖定常(CH)配列を含む第1の重鎖ならびに第1
の軽鎖可変(VL)配列および第1の軽鎖定常(CL)配列を含む第1の軽鎖を含む、第1の結合ア
ームであって、該第1のVH配列がSEQ ID NO: 117を含み、該第1のVL配列がSEQ ID NO: 121
を含む、第1の結合アーム、ならびに
　(II)第2の重鎖可変(VH)配列および第2の重鎖定常(CH)配列を含む第2の重鎖を含む、第2
の結合アームであって、第2の軽鎖は、第2の軽鎖定常(CL)配列および第2の軽鎖可変(VL)
配列をさらに含み、該第2のVH配列がSEQ ID NO: 123を含み、該第2のVL配列がSEQ ID NO:
 127を含む(ヒト化CD137クローン009)、第2の結合アーム、
　ここで、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG1アイソタイプのものであり、第1の軽
鎖および第2の軽鎖はIgG1、κのものであり、かつ第1の定常重鎖および第2の定常重鎖の
両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に
対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ(a)第1の定常重鎖についての、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の定常重鎖につ
いての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであるか;または
(b)第1の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位
置はRであり、第2の定常重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に
対応する位置はLである。
【０２７２】
　別の局面において、本発明は、ヒトCD40に結合する第1の結合アームおよびヒトCD137に
結合する第2の結合アームを含む二重特異性抗体に関し、その際、
　(i)第1の結合アームは、SEQ ID NO: 118を含むかまたはSEQ ID NO: 118からなる重鎖(H
C)アミノ酸配列およびSEQ ID NO: 122を含むかまたはSEQ ID NO: 122からなる軽鎖(LC)ア
ミノ酸配列を含み、かつ
　(ii)第2の結合アームは、SEQ ID NO: 124を含むかまたはSEQ ID NO: 124からなるHCア
ミノ酸配列およびSEQ ID NO: 128を含むかまたはSEQ ID NO: 128からなるLCアミノ酸配列
を含み、
　任意で、SEQ ID NO: 118、SEQ ID NO: 124、または両方は、HCの定常領域中に1つまた
は複数の変異、例えば1～10個、例えば1～5個、例えば1個、2個、3個、4個、または5個の
変異を含む。
【０２７３】
　別の局面において、本発明は、ヒトCD40に結合する第1の結合アームおよびヒトCD137に
結合する第2の結合アームを含む二重特異性抗体に関し、その際、
　(i)第1の結合アームは、SEQ ID NO: 119を含むかまたはSEQ ID NO: 119からなるHCアミ
ノ酸配列およびSEQ ID NO: 122を含むかまたはSEQ ID NO: 122からなるLCアミノ酸配列を
含み、かつ
　(ii)第2の結合アームは、SEQ ID NO: 125を含むかまたはSEQ ID NO: 125からなるHCア
ミノ酸配列およびSEQ ID NO: 128を含むかまたはSEQ ID NO: 128からなるLCアミノ酸配列
を含む。
【０２７４】
　別の局面において、本発明は、ヒトCD40に結合する第1の結合アームおよびヒトCD137に
結合する第2の結合アームを含む二重特異性抗体に関し、その際、
　(i)第1の結合アームは、SEQ ID NO: 120を含むかまたはSEQ ID NO: 120からなるHCアミ
ノ酸配列およびSEQ ID NO: 122を含むかまたはSEQ ID NO: 122からなるLCアミノ酸配列を
含み、かつ
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　(ii)第2の結合アームは、SEQ ID NO: 126を含むかまたはSEQ ID NO: 126からなるHCア
ミノ酸配列およびSEQ ID NO: 128を含むかまたはSEQ ID NO: 128からなるLCアミノ酸配列
を含む。
【０２７５】
二重特異性形態
　特定の態様において、本発明による多重特異性抗体は、二重特異性抗体である。
【０２７６】
　本発明は、CD40を発現する細胞とCD137を発現する細胞、例えばそれぞれ抗原提示細胞
とT細胞とを架橋することができる二重特異性CD40×CD137抗体を提供する。個々の用途の
ために望ましい機能的特性に応じて、本発明によって提供される一連の抗体または抗原結
合領域から、特定の抗原結合領域を選択することができる。二重特異性抗体の多くの様々
な形態および用途が当技術分野において公知であり、Kontermann; Drug Discov Today, 2
015 Jul;20(7):838-47およびMAbs, 2012 Mar-Apr;4(2):182-97にその総説がある。
【０２７７】
　本発明による二重特異性抗体は、いかなる特定の二重特異性形態にも、それを作製する
方法にも、限定されない。
【０２７８】
　本発明において使用され得る二重特異性抗体分子の例には、(i)異なる抗原結合領域を
含む2つの結合アームを有する単一の抗体;(ii)例えば、追加されたペプチドリンカーによ
って縦に並んで連結された2つのscFvを介して、2つの異なるエピトープに対する特異性を
有する単鎖抗体;(iii)各軽鎖および重鎖が、短いペプチド結合によって縦に並んだ2つの
可変ドメインを含む、二重可変ドメイン抗体(DVD-Ig)(Wu et al., Generation and Chara
cterization of a Dual Variable Domain Immunoglobulin (DVD-IgTM) Molecule, In: An
tibody Engineering, Springer Berlin Heidelberg (2010));(iv)化学的に結合させた二
重特異性(Fab’)2断片;(v)各標的抗原に対して2つの結合部位を有する四価の二重特異性
抗体を生じる、2つの単鎖ダイアボディの融合物である、Tandab;(vi)多価分子を生じる、
scFvとダイアボディの組合せである、フレキシボディ;(vii)Fabに添加された場合に、異
なるFab断片に連結された2つの同一のFab断片からなる三価の二重特異性結合タンパク質
を生じることができる、プロテインキナーゼAにおける「二量体形成およびドッキングド
メイン」に基づく、いわゆる「ドックアンドロック」分子;(viii)例えば、ヒトFabアーム
の両方の末端に融合された2つのscFvを含む、いわゆるスコーピオン分子;ならびに(ix)ダ
イアボディが含まれる。
【０２７９】
　1つの態様において、本発明の二重特異性抗体は、(WO2011131746 (Genmab)に記載され
ているような)管理されたFabアーム交換によって得られるダイアボディ、クロスボディ、
または二重特異性抗体である。
【０２８０】
　様々なクラスの二重特異性抗体の例には、(i)ヘテロ二量体化を強いる相補的CH3ドメイ
ンを有するIgG様分子;(ii)分子の2つの側面が、少なくとも2種の異なる抗体のFab断片ま
たはFab断片の一部分をそれぞれ含む、組換えIgG様デュアルターゲティング分子;(iii)完
全長IgG抗体が、余分なFab断片またはFab断片の一部分に融合されている、IgG融合分子;(
iv)単鎖Fv分子または安定化されたダイアボディが、重鎖の定常ドメイン、Fc領域、また
はその一部分に融合されている、Fc融合分子;(v)異なるFab断片が、共に融合され、重鎖
の定常ドメイン、Fc領域、またはその一部分に融合されている、Fab融合分子;ならびに(v
i)異なる単鎖Fv分子または異なるダイアボディまたは異なる重鎖抗体(例えば、ドメイン
抗体、ナノボディ)が、互いに、または重鎖定常ドメイン、Fc領域、もしくはその一部分
に融合された別のタンパク質もしくは担体分子に融合されている、ScFvをベースとする抗
体およびダイアボディをベースとする抗体ならびに重鎖抗体(例えば、ドメイン抗体、ナ
ノボディ)が含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【０２８１】



(68) JP 2019-533466 A 2019.11.21

10

20

30

40

50

　相補的CH3ドメイン分子を有するIgG様分子の例には、トリオマブ/クアドローマ分子(Tr
ion Pharma/Fresenius Biotech; Roche、WO2011069104)、いわゆるノブイントゥーホール
分子(Genentech、WO9850431)、CrossMAb(Roche、WO2011117329)および静電気的にマッチ
させた分子(Amgen、EP1870459およびWO2009089004; Chugai、US201000155133; Oncomed、
WO2010129304)、LUZ-Y分子(Genentech、Wranik et al. J. Biol. Chem. 2012, 287(52): 
43331-9, doi: 10.1074/jbc.M112.397869. Epub 2012 Nov 1)、DIGボディ分子およびPIG
ボディ分子(Pharmabcine、WO2010134666、WO2014081202)、鎖交換操作されたドメインボ
ディ(SEEDbody)分子(EMD Serono、WO2007110205)、Biclonics分子(Merus、WO2013157953)
、FcΔAdp分子(Regeneron、WO201015792)、二重特異性のIgG1分子およびIgG2分子(Pfizer
/Rinat、WO11143545)、アジメトリック骨格分子(Zymeworks/Merck、WO2012058768)、mAb-
Fv分子(Xencor、WO2011028952)、二価の二重特異性抗体(WO2009080254)、ならびにDuoBod
y(登録商標)分子(Genmab A/S、WO2011131746)が含まれるが、それらに限定されるわけで
はない。
【０２８２】
　組換えIgG様二重ターゲティング分子の例には、デュアルターゲティング(DT)-Ig分子(W
O2009058383)、ツーインワン抗体(Genentech; Bostrom, et al 2009. Science 323, 1610
-1614.)、架橋Mab(Karmanos Cancer Center)、mAb2(F-Star、WO2008003116)、ザイボディ
分子(Zyngenia; LaFleur et al. MAbs. 2013 Mar-Apr;5(2):208-18)、共通の軽鎖を用い
るアプローチ(Crucell/Merus, US7,262,028)、κλボディ(NovImmune、WO2012023053)、
およびCovXボディ(CovX/Pfizer; Doppalapudi, V.R., et al 2007. Bioorg. Med. Chem. 
Lett. 17,501-506.)が含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【０２８３】
　IgG融合分子の例には、二重可変ドメイン(DVD)-Ig分子(Abbott、US7,612,181)、二重ド
メインダブルヘッド抗体(Unilever; Sanofi Aventis、WO20100226923)、IgG様二重特異性
分子(ImClone/Eli Lilly、Lewis et al. Nat Biotechnol. 2014 Feb;32(2):191-8)、Ts2A
b(MedImmune/AZ; Dimasi et al. J Mol Biol. 2009 Oct 30;393(3):672-92)、ならびにBs
Ab分子(Zymogenetics、WO2010111625)、HERCULES分子(Biogen Idec、US007951918)、scFv
融合分子(Novartis)、scFv融合分子(Changzhou Adam Biotech Inc、CN 102250246)、およ
びTvAb分子(Roche、WO2012025525、WO2012025530)が含まれるが、それらに限定されるわ
けではない。
【０２８４】
　Fc融合分子の例には、ScFv/Fc融合物(Pearce et al., Biochem Mol Biol Int. 1997 Se
p;42(6):1179-88)、SCORPION分子(Emergent BioSolutions/Trubion, Blankenship JW, et
 al. AACR 100th Annual meeting 2009 (Abstract # 5465); Zymogenetics/BMS、WO20101
11625)、二重親和性リターゲティング技術(Fc-DART)分子(MacroGenics、WO2008157379、W
O2010080538)、およびデュアル(ScFv)2-Fab分子(抗体医薬の国立調査センター（中国))が
含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【０２８５】
　Fab融合二重特異性抗体の例には、F(ab)2分子(Medarex/AMGEN; Deo et al J Immunol. 
1998 Feb 15;160(4):1677-86.)、二重作用分子またはビス-Fab分子(Genentech, Bostrom,
 et al 2009. Science 323, 1610-1614.)、ドックアンドロック(DNL)分子(ImmunoMedics
、WO2003074569、WO2005004809)、二価二重特異性分子(Biotecnol, Schoonjans, J Immun
ol. 2000 Dec 15;165(12):7050-7.)、およびFab-Fv分子(UCB-Celltech、WO 2009040562 A
1)が含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【０２８６】
　ScFvをベースとする抗体、ダイアボディをベースとする抗体、およびドメイン抗体の例
には、二重特異性T細胞誘導(BiTE)分子(Micromet、WO2005061547)、タンデムダイアボデ
ィー分子(TandAb)(Affimed) Le Gall et al., Protein Eng Des Sel. 2004 Apr;17(4):35
7-66.)、二重親和性リターゲティング技術(DART)分子(MacroGenics、WO2008157379、WO20
10080538)、単鎖ダイアボディ分子(Lawrence, FEBS Lett. 1998 Apr 3;425(3):479-84)、
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TCR様抗体(AIT、ReceptorLogics)、ヒト血清アルブミンScFv融合物(Merrimack、WO201005
9315)、ならびにCOMBODY分子(Epigen Biotech、Zhu et al. Immunol Cell Biol. 2010 Au
g;88(6):667-75.)、デュアルターゲティングナノボディ(Ablynx、Hmila et al., FASEB J
. 2010)およびデュアルターゲティング重鎖のみのドメイン抗体が含まれるが、それらに
限定されるわけではない。
【０２８７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のそれぞれは、少なくとも1つのヒンジ
領域、CH2領域、およびCH3領域を含む。
【０２８８】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のCH3領域は、非対称的変異、例え
ば、安定なヘテロ二量体抗体をもたらす非対称的変異(本明細書において改変とも呼ばれ
る)を含む。
【０２８９】
　1つの態様において、本発明の二重特異性抗体は、第1のCH3領域を含む第1の重鎖および
第2のCH3領域を含む第2の重鎖を含み、その際、該第1のCH3領域および該第2のCH3領域の
配列は異なり、該第1のCH3領域と該第2のCH3領域のヘテロ二量体相互作用が該第1のCH3領
域および該第2のCH3領域の各ホモ二量体相互作用より強くなるような配列である。これら
の相互作用およびそれらを実現できる方法に関するより詳細な内容は、例えば、参照によ
り本明細書に組み入れられるWO 2011/131746およびWO 2013/060867(Genmab)において提供
されている。
【０２９０】
　本明細書においてさらに説明するように、CH3領域中にごく少数のかなり保存的な非対
称的変異を含む1つのホモ二量体親CD40抗体および1つのホモ二量体親CD137抗体に基づく
特別な方法を用いて、安定な二重特異性CD40×CD137抗体を高収率で得ることができる。
非対称的変異とは、第1のCH3領域および第2のCH3領域の配列が、同一ではない位置にアミ
ノ酸置換を含むことを意味する。
【０２９１】
　したがって、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体
の1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のCH3領域の配列は、非対称的変異、例
えば、CH3領域の一方における、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の405位に対応する位
置の変異、および他方のCH3領域における、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖の409位に
対応する位置の変異を含む。
【０２９２】
　1つの局面において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1の重鎖および第2の重鎖を含み、その際、第1の重鎖において、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中のT366、L368、K370、D399、F405、Y407、およびK409からな
る群より選択される位置に対応する位置のアミノ酸のうちの少なくとも1つが置換されて
おり、かつ第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のT366、L368、K37
0、D399、F405、Y407、およびK409からなる群より選択される位置に対応する位置のアミ
ノ酸のうちの少なくとも1つが置換されており、かつ第1の重鎖および第2の重鎖は、同じ
位置において置換されていない。
【０２９３】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の366、368、370、399、4
05、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有しており、かつ第
2の重鎖は、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の366、368、370、399、405、407、お
よび409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有しており、かつ第1の重鎖およ
び第2の重鎖は、同じ位置において置換されていない。
【０２９４】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
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において、第1の重鎖は、366位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、368、37
0、399、405、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。1つの態様において、366位のアミノ酸は、Ala、Asp、Glu、His、Asn、Val、またはGl
nより選択される。
【０２９５】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、368位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、37
0、399、405、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０２９６】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、370位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、36
8、399、405、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０２９７】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、399位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、36
8、370、405、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０２９８】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、405位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、36
8、370、399、407、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０２９９】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、407位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、36
8、370、399、405、および409からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０３００】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、409位にアミノ酸置換を有しており、かつ第2の重鎖は、366、36
8、370、399、405、および407からなる群より選択される位置にアミノ酸置換を有してい
る。
【０３０１】
　したがって、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体
の1つの態様において、第1のCH3領域および第2のCH3領域の配列は、非対称的変異、すな
わち、2つのCH3領域中の異なる位置の変異、例えば、CH3領域の一方における405位の変異
および他方のCH3領域における409位の変異を含む。
【０３０２】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Al
a、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはC
ysを有しており、かつ第2の重鎖は、366、368、370、399、405、および407からなる群よ
り選択される位置にアミノ酸置換を有している。1つのこのような態様において、第1の重
鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser
、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを有しており、
かつ第2の重鎖は、405位にPhe以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr
、Lys、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、Cys、Lys、またはLeuを有して
いる。これの別の態様において、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミ
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ノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、P
ro、Trp、Tyr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、405位にPhe、Arg、またはGly
以外のアミノ酸、例えば、Leu、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Met、Lys、His、Asp、Asn、G
lu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを有している。
【０３０３】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、405位にPheを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例
えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp
、Tyr、またはCysを含み、かつ第2の重鎖は、405位にPhe以外のアミノ酸、例えば、Gly、
Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Lys、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、Leu、
Met、またはCysを、409位にLysを含む。これの別の態様において、第1の重鎖は、405位に
Pheを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser
、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを含み、かつ第
2の重鎖は、405位にPhe、Arg、またはGly以外のアミノ酸、例えば、Leu、Ala、Val、Ile
、Ser、Thr、Met、Lys、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを、409位
にLysを含む。
【０３０４】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、405位にPheを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例
えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp
、Tyr、またはCysを含み、かつ第2の重鎖は、405位にLeuおよび409位にLysを含む。これ
の別の態様において、第1の重鎖は、405位にPheおよび409位にArgを含み、かつ第2の重鎖
は、405位にPhe、Arg、またはGly以外のアミノ酸、例えば、Leu、Ala、Val、Ile、Ser、T
hr、Lys、Met、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを、409位にLysを
含む。別の態様において、第1の重鎖は、405位にPheおよび409位にArgを含み、かつ第2の
重鎖は、405位にLeuおよび409位にLysを含む。
【０３０５】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala
、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCy
sを含み、かつ第2の重鎖は、409位にLys、370位にThr、および405位にLeuを含む。さらな
る態様において、第1の重鎖は409位にArgを含み、かつ第2の重鎖は、409位にLys、370位
にThr、および405位にLeuを含む。
【０３０６】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体のさらに別の
態様において、第1の重鎖は、370位にLys、405位にPhe、および409位にArgを含み、かつ
第2の重鎖は、409位にLys、370位にThr、および405位にLeuを含む。
【０３０７】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala
、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCy
sを含み、かつ第2の重鎖は、409位にLysを、かつa)350位にIleおよび405位にLeuまたはb)
370位にThrおよび405位にLeuを含む。
【０３０８】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は409位にArgを含み、かつ第2の重鎖は、409位にLysを、かつa)350位
にIleおよび405位にLeuまたはb)370位にThrおよび405位にLeuを含む。
【０３０９】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、350位にThr、370位にLys、405位にPhe、および409位にArgを含み
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、かつ第2の重鎖は、409位にLysを、かつa)350位にIleおよび405位にLeuまたはb)370位に
Thrおよび405位にLeuを含む。
【０３１０】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、350位にThr、370位にLys、405位にPhe、および409位にArgを含み
、かつ第2の重鎖は、350位にIle、370位にThr、405位にLeu、および409位にLysを含む。
【０３１１】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の1つの態様
において、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、もしくはMet以外のアミノ酸を有しており、
かつ第2の重鎖は、405位にPhe以外のアミノ酸、例えば、405位にPhe、Arg、もしくはGly
以外のアミノ酸を有しているか;または第1のCH3領域が、409位にLys、Leu、もしくはMet
以外のアミノ酸を有しており、かつ第2のCH3領域が、407位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、
Gln、Arg、Ser、もしくはThr以外のアミノ酸を有している。
【０３１２】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸を有している第1の重鎖および4
07位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、Gln、Arg、Ser、またはThr以外のアミノ酸を有してい
る第2の重鎖を含む。
【０３１３】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、407位にTyrおよび409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸を有している
第1の重鎖および407位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、Gln、Arg、Ser、またはThr以外のア
ミノ酸および409位にLysを有している第2の重鎖を含む。
【０３１４】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、407位にTyrおよび409位にArgを有している第1の重鎖ならびに407位にTyr、A
sp、Glu、Phe、Lys、Gln、Arg、Ser、またはThr以外のアミノ酸および409位にLysを有し
ている第2の重鎖を含む。
【０３１５】
　別の態様において、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例え
ば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、T
yr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、407位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、Gln
、Arg、Ser、またはThr以外のアミノ酸、例えば、Leu、Met、Gly、Ala、Val、Ile、His、
Asn、Pro、Trp、またはCysを有している。別の態様において、第1の重鎖は、409位にLys
、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、
His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、
407位にAla、Gly、His、Ile、Leu、Met、Asn、Val、またはTrpを有している。
【０３１６】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala
、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCy
sを有しており、かつ第2の重鎖は、407位にGly、Leu、Met、Asn、またはTrpを有している
。
【０３１７】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例
えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp
、Tyr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、407位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、G
ln、Arg、Ser、またはThr以外のアミノ酸、例えば、Leu、Met、Gly、Ala、Val、Ile、His
、Asn、Pro、Trp、またはCysを、409位にLysを有している。
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【０３１８】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例
えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp
、Tyr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、407位にAla、Gly、His、Ile、Leu、M
et、Asn、Val、またはTrpを、409位にLysを有している。
【０３１９】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrを、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例
えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp
、Tyr、またはCysを有しており、かつ第2の重鎖は、407位にGly、Leu、Met、Asn、または
Trpを、409位にLysを有している。
【０３２０】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrおよび409位にArgを有しており、かつ第2の重鎖は、40
7位にTyr、Asp、Glu、Phe、Lys、Gln、Arg、Ser、またはThr以外のアミノ酸、例えば、Le
u、Met、Gly、Ala、Val、Ile、His、Asn、Pro、Trp、またはCysを、409位にLysを有して
いる。
【０３２１】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrおよび409位にArgを有しており、かつ第2の重鎖は、40
7位にAla、Gly、His、Ile、Leu、Met、Asn、Val、またはTrpを、409位にLysを有している
。
【０３２２】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、407位にTyrおよび409位にArgを有しており、かつ第2の重鎖は、40
7位にGly、Leu、Met、Asn、またはTrpを、409位にLysを有している。
【０３２３】
　本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異性抗体の別の態様に
おいて、第1の重鎖は、409位にLys、Leu、またはMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala
、Val、Ile、Ser、Thr、Phe、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、またはCy
sを有しており、かつ第2の重鎖は、
　(i)368位に、Phe、Leu、およびMet以外のアミノ酸、例えば、Gly、Ala、Val、Ile、Ser
、Thr、Lys、Arg、His、Asp、Asn、Glu、Gln、Pro、Trp、Tyr、もしくはCys、または
　(ii)370位にTrp、または
　(iii)399位に、Asp、Cys、Pro、Glu、もしくはGln以外のアミノ酸、例えば、Phe、Leu
、Met、Gly、Ala、Val、Ile、Ser、Thr、Lys、Arg、His、Asn、Trp、Tyr、もしくはCys、
または
　(iv)366位に、Lys、Arg、Ser、Thr、もしくはTrp以外のアミノ酸、例えば、Phe、Leu、
Met、Ala、Val、Gly、Ile、Asn、His、Asp、Glu、Gln、Pro、Tyr、もしくはCys
を有している。
【０３２４】
　1つの態様において、第1の重鎖は409位にArg、Ala、His、またはGlyを有しており、か
つ第2の重鎖は、
　(i)368位にLys、Gln、Ala、Asp、Glu、Gly、His、Ile、Asn、Arg、Ser、Thr、Val、も
しくはTrp、または
　(ii)370位にTrp、または
　(iii)399位にAla、Gly、Ile、Leu、Met、Asn、Ser、Thr、Trp、Phe、His、Lys、Arg、
もしくはTyr、または
　(iv)366位にAla、Asp、Glu、His、Asn、Val、Gln、Phe、Gly、Ile、Leu、Met、もしく
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はTyr
を有している。
【０３２５】
　1つの態様において、第1の重鎖は409位にArgを有しており、かつ第2の重鎖は、
　(i)368位にAsp、Glu、Gly、Asn、Arg、Ser、Thr、Val、もしくはTrp、または
　(ii)370位にTrp、または
　(iii)399位にPhe、His、Lys、Arg、もしくはTyr、または
　(iv)366位にAla、Asp、Glu、His、Asn、Val、Gln
を有している。
【０３２６】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1の重鎖および第2の重鎖を含み、その際、(i)EUナンバリングに従うヒトI
gG1重鎖中のF405に対応する位置のアミノ酸は、第1の重鎖においてLであり、かつEUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置のアミノ酸は、第2の重鎖においてR
であるか、または(ii)EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置のアミ
ノ酸は、第1の重鎖においてRであり、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に
対応する位置のアミノ酸は、第2の重鎖においてLである。
【０３２７】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG1アイソタイプのもので
ある。
【０３２８】
　別のさらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG2アイソタイプのも
のである。
【０３２９】
　別のさらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖は、ヒトIgG3アイソタイプのも
のである。
【０３３０】
　別の態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特異
性抗体は、ヒトIgG4アイソタイプの第1の重鎖および第2の重鎖を含み、その際、(i)EUナ
ンバリングに従うヒトIgG4重鎖中のS228に対応する位置のアミノ酸は、第1の重鎖におい
てPであり、かつEUナンバリングに従うヒトIgG4重鎖中のS228、F405、およびR409に対応
する位置のアミノ酸は、第2の重鎖においてそれぞれP、L、およびKであるか、または(ii)
EUナンバリングに従うヒトIgG4重鎖中のS228、F405、およびR409に対応する位置のアミノ
酸は、第1の重鎖においてそれぞれP、L、およびKであり、かつEUナンバリングに従うヒト
IgG4重鎖中のS228に対応する位置のアミノ酸は、第2の重鎖においてPである。
【０３３１】
　本明細書において第1の重鎖の特定の位置のアミノ酸および/または第2の重鎖の特定の
位置のアミノ酸に言及する場合、そのような言及は、第1の重鎖の特定の位置のアミノ酸
が、第1の重鎖ではなく第2の重鎖の対応する位置に存在する、および/または第2の重鎖の
特定の位置のアミノ酸が、第2の重鎖ではなく第1の重鎖の対応する位置に存在する態様を
含むと理解されるべきである。
【０３３２】
　上記に指定したアミノ酸置換に加えて、第1の重鎖および第2の重鎖は、野生型重鎖配列
に対する、さらなるアミノ酸置換、欠失、または挿入も含んでよい。
【０３３３】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖を含む第1のFabアームおよび第2のF
abアーム(または重鎖定常ドメイン)は、指定した変異以外に、以下、すなわち(IgG1m(a))
(SEQ ID NO: 106)、(IgG1m(f))(SEQ ID NO: 107)、および(IgG1m(ax)(SEQ ID NO: 108)よ
り独立に選択されるCH3配列を含む。
【０３３４】
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　1つの態様において、第1の重鎖も第2の重鎖も、(コア)ヒンジ領域中にCys-Pro-Ser-Cys
配列を含まない。
【０３３５】
　さらなる態様において、第1の重鎖と第2の重鎖の両方とも、(コア)ヒンジ領域中にCys-
Pro-Pro-Cys配列を含む。
【０３３６】
　別々および個々の態様において、Fabアームの一方または両方は、SEQ ID NO: 109、110
、111、112、113、および116より独立に選択される重鎖定常領域配列を含む(表1を参照さ
れたい)。
【０３３７】
二重特異性抗体を調製する方法
　ハイブリッドハイブリドーマ法および化学的連結法などの従来の方法(Marvin and Zhu 
(2005) Acta Pharmacol Sin 26:649)を、本発明の二重特異性抗体を調製するのに使用す
ることができる。異なる重鎖および軽鎖からなる2種の抗体を宿主細胞において同時発現
させると、所望の二重特異性抗体に加えて、生じ得る抗体産物の混合物が生じ、次いで、
例えばアフィニティークロマトグラフィーまたは同様の方法によって、所望の二重特異性
抗体を単離することができる。
【０３３８】
　異なる抗体構築物を同時発現した場合に機能的な二重特異性産物の形成を促進する戦略
もまた、例えば、Lindhofer et al. (1995 J Immunol 155:219)によって説明されている
方法によって使用することができる。異なる抗体を産生するラットおよびマウスのハイブ
リドーマの融合により、種によって拘束される優先的な重鎖/軽鎖対形成が原因で、限定
された数のヘテロ二量体タンパク質が生じる。ホモ二量体よりもヘテロ二量体の形成を促
進する別の戦略は、第1の重鎖ポリペプチド表面に隆起が導入され、対応する窪みが第2の
重鎖ポリペプチドに導入され、その結果、これら2つの重鎖の境界面で隆起が窪みの中に
おさまって、ヘテロ二量体形成を促進しホモ二量体形成を妨げることができる、「ノブイ
ントゥーホール」戦略である。「隆起」は、第1のポリペプチドの境界面に由来する小型
のアミノ酸側鎖を、より大型の側鎖で置換することによって作られる。大型アミノ酸側鎖
をより小型のもので置換することによって、隆起と同一または類似したサイズの補填的「
空洞」が、第2のポリペプチドの境界面に作り出される(米国特許第5,731,168号)。EP1870
459 (Chugai)およびWO 2009/089004 (Amgen)は、宿主細胞において異なる抗体ドメインを
同時発現させた際にヘテロ二量体形成を促進するための他の戦略を説明している。これら
の方法では、両方のCH3ドメインにおいてCH3-CH3境界面を構成する1つまたは複数の残基
が、荷電アミノ酸で置換され、その結果、ホモ二量体形成が静電気的に不都合になり、ヘ
テロ二量体化が静電気的に好都合になる。WO2007110205 (Merck)では、IgAおよびIgGのCH
3ドメインの差を利用してヘテロ二量体化を促進する、さらに別の戦略を説明している。
【０３３９】
　本発明の二重特異性CD40×CD137抗体を調製するための好ましい方法には、下記の段階
を含む、WO 2011/131746およびWO 2013/060867(Genmab)に記載されている方法が含まれる
:
　(a)第1のCH3領域を含むFc領域を含む、第1の抗体を提供する段階;
　(b)第2のCH3領域を含む第2のFc領域を含む、第2の抗体を提供する段階;
　その際、第1の抗体は、本明細書において説明する2つの第1の抗原結合領域を含むCD40
抗体であり、第2の抗体は、本明細書において説明する2つの第2の抗原結合領域を含むCD1
37抗体であるか、または逆もまた同じであり;かつ該第1のCH3領域および該第2のCH3領域
の配列は異なり、該第1のCH3領域と該第2のCH3領域のヘテロ二量体相互作用が該第1のCH3
領域および該第2のCH3領域の各ホモ二量体相互作用より強くなるような配列である;
　(c)還元条件下で、該第1の抗体を該第2の抗体と共にインキュベーションする段階;なら
びに
　(d)二重特異性CD40×CD137抗体を取得する段階。
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【０３４０】
　1つの態様において、第1の抗体は、ヒンジ領域中のシステインにジスルフィド結合異性
化を起こさせるのに十分な還元条件下で、第2の抗体と共にインキュベーションされ、そ
の際、結果として生じるヘテロ二量体抗体における第1の抗体と第2の抗体のヘテロ二量体
相互作用は、37℃で24時間後に、0.5mM GSHでFabアーム交換が起こらないようなものであ
る。
【０３４１】
　理論に制限されるわけではないが、段階c)において、親抗体(段階a)およびb)の第1の抗
体および第2の抗体)のヒンジ領域中の重鎖ジスルフィド結合が還元され、結果として生じ
るシステインが、その後、(元来、異なる特異性を有している)別の親抗体分子のシステイ
ン残基と、重鎖間ジスルフィド結合を形成することができる。この方法の1つの態様にお
いて、段階c)の還元条件は、還元剤、例えば2-メルカプトエチルアミン(2-MEA)、ジチオ
トレイトール(DTT)、ジチオエリトリトール(DTE)、グルタチオン、トリス(2-カルボキシ
エチル)ホスフィン(TCEP)、L-システイン、およびβ-メルカプト-エタノールからなる群
より選択される還元剤、好ましくは、2-メルカプトエチルアミン、ジチオトレイトール、
およびトリス(2-カルボキシエチル)ホスフィンからなる群より選択される還元剤の添加を
含む。さらなる態様において、段階c)は、例えば、脱塩等によって還元剤を除去すること
によって、非還元性または還元性が弱くなるように条件を戻す段階を含む。1つの特定の
態様において、二重特異性抗体は、次のようにして作製される:両方とも同じ量の相補的
な2種の親抗体を、31℃で5時間、緩衝液(例えばPBSまたはTris-EDTA)に溶かした75mM 2-
メルカプトエチルアミン-HCl(2-MEA)と共にインキュベーションする;スピンカラム(例え
ば、Microcon遠心式フィルター、30ｋ、Millipore)を用いて還元剤2-MEAを除去すること
によって、還元反応を停止させる(Labrijn et al. Nature Protocols, Vol 9 No 10, p24
50-2463; 2014)。別の特定の態様において、方法は、実施例3の方法である。
【０３４２】
　この方法のために、本明細書において開示されるCD40抗体およびCD137抗体のいずれか
を使用することができる。特定の態様において、それぞれヒトCD40およびヒトCD137に結
合する第1の抗体および第2の抗体は、本明細書において説明する二重特異性抗体を得るた
めに選択されてよい。
【０３４３】
　この方法の1つの態様において、第1の抗体および/または第2の抗体は、完全長抗体であ
る。
【０３４４】
　第1の抗体および第2の抗体のFc領域は、IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4からなる群より
選択されるサブクラスを有するIgGアイソタイプを非限定的に含む、任意のアイソタイプ
のものであってよい。この方法の1つの態様において、第1の抗体と第2の抗体の両方のFc
領域は、IgG1アイソタイプのものである。別の態様において、これらの抗体のFc領域のう
ちの一方はIgG1アイソタイプのものであり、他方はIgG4アイソタイプのものである。後者
の態様において、結果として生じる二重特異性抗体は、IgG1のFc領域およびIgG4のFc領域
を含む。
【０３４５】
　さらなる態様において、親抗体のうちの1つは、プロテインAに結合しないように操作さ
れ、したがって、産物にプロテインAカラムを通過させることによって、ホモ二量体親抗
体からヘテロ二量体抗体を分離することが可能になる。
【０３４６】
　前述したように、ホモ二量体親抗体の第1のCH3領域および第2のCH3領域の配列は異なり
、該第1のCH3領域と該第2のCH3領域のヘテロ二量体相互作用が該第1のCH3領域および該第
2のCH3領域の各ホモ二量体相互作用より強くなるような配列である。これらの相互作用お
よびそれらを実現できる方法に関するより詳細な内容は、その全体が参照により本明細書
に組み入れられるWO 2011/131746およびWO 2013/060867(Genmab)において提供されている
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。
【０３４７】
　具体的には、それぞれCD40およびCD137に結合し、かつCH3領域中にごく少数のかなり保
存的な非対称的変異を含む2つのホモ二量体抗体に基づく本発明の上記の方法を用いて、
安定な二重特異性CD40×CD137抗体を高収率で得ることができる。非対称的変異とは、第1
のCH3領域および第2のCH3領域の配列が、同一ではない位置にアミノ酸置換を含むことを
意味する。
【０３４８】
　本発明の二重特異性抗体はまた、第1のポリペプチドおよび第2のポリペプチドをコード
する構築物を単一細胞において同時発現させることによって得ることもできる。したがっ
て、さらなる局面において、本発明は、二重特異性抗体を作製するための方法に関し、こ
の方法は、下記の段階を含む:
　(a)第1のCH3領域を含む第1のFc領域と本明細書の任意の局面または態様に記載のヒトCD
40に結合する第1の抗原結合領域とを含む第1のポリペプチドをコードする第1の核酸構築
物を提供する段階、
　(b)第2のCH3領域を含む第2のFc領域と本明細書の任意の局面または態様に記載のヒトCD
137に結合する第2の抗原結合領域とを含む第2のポリペプチドをコードする第2の核酸構築
物を提供する段階、
　その際、該第1のCH3領域および該第2のCH3領域の配列は異なり、該第1のCH3領域と該第
2のCH3領域のヘテロ二量体相互作用が該第1のCH3領域および該第2のCH3領域の各ホモ二量
体相互作用より強くなるような配列であり、かつ該第1のCH3領域において、EUナンバリン
グに従うヒトIgG1重鎖中のT366、L368、K370、D399、F405、Y407、およびK409からなる群
より選択される位置に対応する位置のアミノ酸のうちの少なくとも1つが置換されており
、かつ該第2のCH3領域において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のT366、L368、K3
70、D399、F405、Y407、およびK409からなる群より選択される位置に対応する位置のアミ
ノ酸のうちの少なくとも1つが置換されており、かつ第1の重鎖および第2の重鎖は、同じ
位置において置換されておらず、
任意で、第1の核酸構築物および第2の核酸構築物は、第1の抗体および第2の抗体の軽鎖配
列をコードする、
　(c)第1の核酸構築物および第2の核酸構築物を宿主細胞において同時発現させる段階、
ならびに
　(d)細胞培養物からヘテロ二量体タンパク質を取得する段階。
【０３４９】
　したがって、本発明はまた、本発明の二重特異性抗体を産生する組換え真核宿主細胞ま
たは組換え原核宿主細胞にも関する。
【０３５０】
　本発明の1つの態様において、二重特異性抗体は、本発明による方法のいずれかによっ
て得られる。
【０３５１】
　プロモーター、エンハンサーなどを含む適切な発現ベクターおよび抗体を産生させるた
めの適切な宿主細胞は、当技術分野において周知である。宿主細胞の例には、酵母細胞、
細菌細胞、および哺乳動物細胞、例えばCHO細胞またはHEK細胞が含まれる。
【０３５２】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、指定した変異以外にSEQ ID NO: 107(IgG1m(f))の配列を含む第1のCH3領域お
よび第2のCH3領域を含む。
【０３５３】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、該第1のFc領域も該第2のFc領域も、
ヒンジ領域中にCys-Pro-Ser-Cys配列を含まない。
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【０３５４】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、該第1のFc領域と該第2のFc領域の両
方とも、ヒンジ領域中にCys-Pro-Pro-Cys配列を含む。
【０３５５】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、該第1のFc領域および該第2のFc領域
は、ヒト抗体Fc領域である。
【０３５６】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、該第1のFc領域および該第2のFc領域
は、指定した変異以外に、SEQ ID NO: 109、110、111、112、113、および116からなる群
より独立に選択される配列を含む。
【０３５７】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、第1の抗原結合領域および第2の抗原
結合領域は、重鎖抗体に由来する。
【０３５８】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される二重特
異性抗体は、第1のFc領域および第2のFc領域を含み、第1の抗原結合領域および第2の抗原
結合領域は、第1の軽鎖および第2の軽鎖を含む。
【０３５９】
　さらなる態様において、本発明による同時発現方法は、上記のインビトロ方法のところ
で説明した他の特徴のいずれかを含む。
【０３６０】
不活性な形態
　抗体のFc領域によって媒介されるエフェクター機能によって、外来の存在物を破壊する
こと、例えば、病原体を死滅させることならびに抗原の排除および分解が可能になる。抗
体依存性細胞媒介性細胞障害(ADCC)および抗体依存性細胞媒介性食作用(ADCP)は、Fc受容
体(FcR)を有する細胞にFc領域が結合することによって開始されるのに対し、補体依存性
細胞障害(CDC)および補体依存性細胞媒介性細胞障害(CDCC)は、補体活性化の古典経路を
開始するC1qにFc領域が結合することによって開始される。
【０３６１】
　ADCCおよび補体活性化などのFcを介したエフェクター機能は、がんの治療に使用される
モノクローナル抗体の治療的有効性に寄与することが示唆されている(Weiner et al. Cel
l 2012, 148:1081-1084)。
【０３６２】
　本発明による二重特異性抗体のような多重特異性抗体は、T細胞、例えばCD4+T細胞およ
び/またはCD8+T細胞上で発現されるCD137に結合する。例えば抗原提示細胞(APC)上で発現
されるCD40に抗体が同時に結合することにより、CD40を発現するAPCとCD137を発現するT
細胞の両方に刺激が与えられ、それによって、例えばT細胞増殖が増加し得る。
【０３６３】
　一般に、細胞によって発現される標的抗原への抗体の結合は、Fc受容体または補体タン
パク質などのエフェクター分子との相互作用をもたらすことができ、それによってADCCま
たは補体活性化などのFcを介したエフェクター機能を誘導することができ、その結果、標
的抗原を発現する細胞を死滅させることができる。
【０３６４】
　本発明による二重特異性抗体のような多重特異性抗体の用途は、APCおよびT細胞に同時
刺激を与えるその能力に基づいている。
【０３６５】
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　特定の態様においては、多重特異性抗体がFcR、例えばFcγRに結合せず、したがってFc
Rを介した架橋を誘導しないことが好ましい。
【０３６６】
　さらなる態様においては、CD40発現細胞および/またはCD137発現細胞の死滅を回避する
ように、多重特異性抗体がエフェクター機能を作動させないことが好ましい。
【０３６７】
　本発明の1つの局面において、本発明による多重特異性CD40×CD137抗体は、本明細書に
おいて説明する任意の局面または態様に記載の(i)第1の重鎖および第1の抗原結合領域を
含む第1の結合アームならびに(ii)第2の重鎖および第2の抗原結合領域を含む第2の結合ア
ームを含む。
【０３６８】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第1の重鎖および第2の重鎖を含
み、該抗体は、Fcを介したエフェクター機能を誘導および/または増強する程度が、該抗
体と同じ第1の抗原結合領域および第2の抗原結合領域を含み、かつヒトIgG1のヒンジ領域
、CH2領域、およびCH3領域を含む2つの重鎖を含む多重特異性抗体と比べて、低い。
【０３６９】
　1つの態様において、本発明による多重特異性抗体は、第1の抗原結合領域および第2の
抗原結合領域、ならびにそれぞれがヒトIgG1のヒンジ領域、CH2領域、およびCH3領域を含
む第1の重鎖および第2の重鎖を含み、その際、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1
つは、該抗体と同じ第1の抗原結合領域および第2の抗原結合領域を含み、かつヒトIgG1の
ヒンジ領域、CH2領域、およびCH3領域を含み改変を含まない2つの重鎖を含む参照多重特
異性抗体と比べて、Fcを介したエフェクター機能を誘導および/または増強する程度が低
くなるような改変を含む。
【０３７０】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖は、多重特異性抗体がFcを介したエフ
ェクター機能を誘導および/または増強する程度が、改変されていない第1の重鎖および第
2の重鎖を含む以外は同一である多重特異性抗体と比べて低くなるように改変されている
。
【０３７１】
　1つの態様において、Fcを介したエフェクター機能は、Fcγ受容体への結合、C1qへの結
合、またはFcを介したFcR架橋の誘導に基づいて測定され得る。
【０３７２】
　1つの態様において、Fcを介したエフェクター機能は、C1qへの結合に基づいて測定され
る。
【０３７３】
　1つの態様において、第1および第2の重鎖定常配列および軽鎖定常配列は、C1qの結合を
ELISAによって測定した場合に、多重特異性抗体へのC1qの結合が野生型多重特異性抗体と
比べて少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも
97％、または100％減少するように改変されていた。
【０３７４】
　ヒトIgG1は、Fcを介したエフェクター機能を誘導する能力が公知であるのに対し、IgG4
のような他のヒトアイソタイプは、Fcを介したエフェクター機能を誘導する能力が劣る。
【０３７５】
　第1の重鎖および第2の重鎖はそれぞれ、IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4からなる群より
選択されるIgG1アイソタイプを非限定的に含む任意のアイソタイプのものであってよく、
任意で1つまたは複数の変異または改変を含んでよい。1つの態様において、第1の重鎖お
よび第2の重鎖はそれぞれ、IgG4アイソタイプのものであるか、またはそれに由来し、任
意で1つまたは複数の変異または改変を含む。1つの態様において、第1の重鎖および第2の
重鎖はそれぞれ、IgG1アイソタイプのものであるか、またはそれに由来し、任意で1つま
たは複数の変異または改変を含む。別の態様において、重鎖の一方がIgG1アイソタイプの
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ものであり、かつ他方がIgG4タイプのものであるか、またはそのようなそれぞれのアイソ
タイプに由来し、任意で1つまたは複数の変異または改変を含む。
【０３７６】
　1つの態様において、第1および重鎖の一方または両方は、2つの第1の重鎖または2つの
第2の重鎖を含む抗体がエフェクター機能を欠くと思われるようなものである。例えば、
第1の重鎖および第2の重鎖は、ADCCのようなエフェクター機能を媒介する能力が、未変異
重鎖と比べて低下または消失さえするように変異させられた、IgG4アイソタイプまたはIg
G4ではないタイプ、例えば、IgG1、IgG2、またはIgG3のものであってよい。このような変
異は、例えば、Dall'Acqua WF et al., J Immunol. 177(2):1129-1138 (2006)およびHeza
reh M, J Virol.; 75(24):12161-12168 (2001)に記載されている。本発明による多重特異
性抗体は、野生型ヒトIgG1配列と比べて、第1の重鎖および第2の重鎖中に改変を含んでよ
い。抗体のFc領域中にそのような改変を含む多重特異性抗体は、不活性多重特異性抗体ま
たは非活性化多重特異性抗体になり得る。本明細書において使用される用語「不活性」、
「不活性な」、または「非活性化」は、少なくとも、いかなるFcγ(ガンマ)受容体にも結
合できないか、C1qに結合できないか、またはFcを介したFcR架橋を誘導できないFc領域を
意味する。本発明の多重特異性抗体のFc領域、または第1の重鎖および/もしくは第2の重
鎖が不活性であることは、該Fc領域、または2つの第1の重鎖もしくは2つの第2の重鎖を含
む二価の単特異性抗体を用いて試験することができる。これはまた、第1の重鎖および第2
の重鎖を含む多重特異性抗体を用いて試験することもできる。
【０３７７】
　治療的抗体開発のためにFcγ受容体およびC1qとの相互作用について不活性な抗体のFc
領域を作製するために、いくつかの変異体を構築することができる。本発明は、Fcを介し
たエフェクター機能を低下させるのに関連する任意の特定の変異に限定されない。このよ
うな変異体の例は、本明細書において説明する。
【０３７８】
　したがって、C1qおよびFcγ受容体との相互作用において主要な役割を果たすFc領域中
のアミノ酸を改変してよい。改変してよいアミノ酸位置の例には、位置L234、L235、およ
びP331が含まれる。
【０３７９】
　それゆえ、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、
EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびP331に対応する少なくとも1
つの位置のアミノ酸は、それぞれA、A、およびSであってよい。(Xu et al., 2000, Cell 
Immunol. 200(1):16-26; Oganesyan et al., 2008, Acta Cryst. (D64):700-4)。また、
アミノ酸置換L234FおよびL235Eによっても、Fcγ受容体およびC1qとの相互作用が抑制さ
れたFc領域を得ることができる(Canfield et al., 1991, J. Exp.Med. (173):1483-91; D
uncan et al., 1988, Nature (332):738-40)。それゆえ、1つの態様において、第1の重鎖
および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234
およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれFおよびEであってよい。アミノ酸置換
D265Aによって、すべてのFcγ受容体への結合を減らし、ADCCを防止することができる(Sh
ields et al., 2001, J. Biol. Chem. (276):6591-604)。それゆえ、1つの態様において
、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリングに従うヒトIgG1
重鎖中のD265に対応する位置のアミノ酸は、Aであってよい。C1qへの結合は、位置D270、
K322、P329、およびP331を変異させることによって抑制することができる。これらの位置
をD270AまたはK322AまたはP329AまたはP331Aのいずれかに変異させることによって、抗体
がCDC活性を欠くようにすることができる(Idusogie EE, et al., 2000, J Immunol. 164:
 4178-84)。それゆえ、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つ
において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のD270、K322、P329、およびP331に対応
する少なくとも1つの位置のアミノ酸は、それぞれA、A、A、およびAであってよい。
【０３８０】
　Fc領域とFcγ受容体およびC1qとの相互作用を最小化するための代替アプローチは、抗
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体のグリコシル化部位を除去することによる。位置N297を例えばQ、A、またはEに変異さ
せることにより、IgG-Fcγ受容体相互作用にとって不可欠なグリコシル化部位を除去する
。それゆえ、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、
EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中で、N297に対応する位置のアミノ酸は、G、Q、A、
またはEであってよい(Leabman et al., 2013, MAbs; 5(6):896-903)。Fc領域とFcγ受容
体との相互作用を最小化するための別の代替アプローチは、次の変異:P238A、A327Q、P32
9A、またはE233P/L234V/L235A/G236delによって得ることができる(Shields et al., 2001
, J. Biol. Chem. (276):6591-604)。
【０３８１】
　あるいは、ヒトのIgG2サブクラスおよびIgG4サブクラスは、Fcγ受容体との相互作用が
報告されてはいるものの、C1qおよびFcγ受容体との相互作用がもともと弱いとみなされ
ている(Parren et al., 1992, J. Clin Invest. 90: 1537-1546; Bruhns et al., 2009, 
Blood 113: 3716-3725)。これらの残存相互作用を抑制する変異を両方のアイソタイプに
おいて生じさせて、FcR結合に関連する不必要な副次的効果を減少させることができる。I
gG2の場合、これらにはV234AおよびG237Aが含まれ、IgG4の場合、L235Eが含まれる。それ
ゆえ、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、例えば
、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従うヒトIgG2重鎖中のV2
34およびG237に対応する位置のアミノ酸は、それぞれAおよびAであってよい。1つの態様
において、EUナンバリングに従うヒトIgG4重鎖中のL235に対応する位置のアミノ酸は、E
であってよい。
【０３８２】
　IgG2抗体においてFcγ受容体およびC1qとの相互作用をさらに最小化するための他のア
プローチには、WO2011066501およびLightle, S., et al., 2010, Protein Science (19):
753-62に記載されているものが含まれる。
【０３８３】
　抗体のヒンジ領域もまた、Fcγ受容体および補体との相互作用に関して重要であり得る
(Brekke et al., 2006, J Immunol 177:1129-1138; Dall'Acqua WF, et al., 2006, J Im
munol 177:1129-1138)。したがって、ヒンジ領域中の変異またはヒンジ領域の欠失は、抗
体のエフェクター機能に影響することができる。
【０３８４】
　1つの態様において、多重特異性抗体は第1の重鎖および第2の重鎖を含み、その際、第1
の免疫グロブリン重鎖および第2の免疫グロブリン重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、
EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、D265、N297、およびP331に対応
する位置の1つまたは複数のアミノ酸は、それぞれL、L、D、N、およびPではない。
【０３８５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、D265、N297、およびP331に対応する位置の1つまた
は複数のアミノ酸は、それぞれL、L、D、N、およびPではない。
【０３８６】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EUナ
ンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置の1つま
たは複数のアミノ酸は、それぞれL、L、およびDではなく、EUナンバリングに従うヒトIgG
1重鎖中のN297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０３８７】
　1つの態様において、重鎖の一方または両方は、Asn連結グリコシル化のためのアクセプ
ター部位を除去する変異を含むか、またはさもなければ、グリコシル化特性を変えるよう
に処理されている。例えば、IgG1 Fc領域中でN297Q変異を用いて、Asn連結グリコシル化
部位を除去することができる。したがって、特定の態様において、一方または両方の重鎖
は、N297Q変異を含むIgG1野生型配列を含む。
【０３８８】
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　本明細書において使用される用語「位置に対応するアミノ酸」は、ヒトIgG1重鎖中のア
ミノ酸位置番号を指す。他の免疫グロブリン中の対応するアミノ酸位置は、ヒトIgG1との
アライメントによって見つけることができる。別段の記載が無い限り、または文脈と矛盾
しない限り、定常領域配列のアミノ酸は、本明細書において、EUの番号付与指針に基づい
て番号をつけられている(Kabat, E.A. et al., 1991, Sequences of proteins of immuno
logical interest. 5th Edition - US Department of Health and Human Services, NIH 
publication No. 91-3242, pp 662, 680, 689に記載されている)。したがって、別の配列
中のアミノ酸またはセグメント「に対応する」1つの配列中のアミノ酸またはセグメント
とは、ALIGN、ClustalW、または類似物などの標準的な配列アライメントプログラムを典
型的には既定の設定で用いた場合に他のアミノ酸またはセグメントとアラインし、ヒトIg
G1重鎖に対して少なくとも50％、少なくとも80％、少なくとも90％、または少なくとも95
％の同一性を有するものである。配列または配列中のセグメントをアラインし、それによ
って本発明によるアミノ酸位置に対する配列中の対応位置を決定する方法は、周知である
とみなされている。
【０３８９】
　本発明において、アミノ酸位置は、前述したように定義され得る。
【０３９０】
　重鎖中のアミノ酸に言及する場合の、用語「アミノ酸は～ではない」または類似の言い
回しは、そのアミノ酸が、言及された具体的アミノ酸以外の他の任意のアミノ酸であるこ
とを意味すると理解されるべきである。例えば、ヒトIgG1重鎖中のL234に対応する位置の
アミノ酸がLではないとは、そのアミノ酸が、L以外の他の天然アミノ酸または非天然アミ
ノ酸のいずれかであってよいことを意味する。
【０３９１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトI
gG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、Dではない。
【０３９２】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトI
gG1重鎖中のD265に対応する位置のアミノ酸は、Dではなく、かつEUナンバリングに従うヒ
トIgG1重鎖中の位置N297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPであ
る。
【０３９３】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトI
gG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミノ酸または極性アミノ酸
である。
【０３９４】
　アミノ酸残基に関して本明細書において使用される用語「疎水性の」は、A、C、F、G、
H、I、L、M、R、T、V、W、およびYからなる群より選択されるアミノ酸残基を指す。
【０３９５】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリン
グに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、C、F、G、H、I、L
、M、R、T、V、W、およびYからなるアミノ酸の群より選択される。
【０３９６】
　アミノ酸残基に関して本明細書において使用される用語「極性の」は、C、D、E、H、K
、N、Q、R、S、およびTからなる群より選択される任意のアミノ酸残基を指す。したがっ
て、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒ
トIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、C、E、H、K、N、Q、R、S、および
Tからなる群より選択される。
【０３９７】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトIg
G1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、脂肪族非荷電アミノ酸、芳香族アミノ
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酸、または酸性アミノ酸である。
【０３９８】
　アミノ酸残基に関して本明細書において使用される用語「脂肪族非荷電の」は、A、G、
I、L、およびVからなる群より選択される任意のアミノ酸残基を指す。
【０３９９】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリン
グに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、G、I、L、およびV
からなる群より選択される。
【０４００】
　アミノ酸残基に関して本明細書において使用される用語「芳香族の」は、F、T、および
Wからなる群より選択される任意のアミノ酸残基を指す。
【０４０１】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリン
グに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、F、T、およびWからな
る群より選択される。
【０４０２】
　アミノ酸残基に関して本明細書において使用される用語「酸性の」は、DおよびEからな
る群より選ばれる任意のアミノ酸残基を指す。
【０４０３】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、Dおよ
びEからなる群より選択される。
【０４０４】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、DおよびEからな
る群より選択される。
【０４０５】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G、I、L
、T、V、およびWからなる群より選択される。
【０４０６】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G、I、L、T、V、お
よびWからなる群より選択される。
【０４０７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、Dではない。
【０４０８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、Dではない。
【０４０９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中のD265に対応する位置のアミノ酸は、Dではなく、かつEUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それ
ぞれNおよびPである。
【０４１０】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のD265に対応する位置のアミノ酸は、Dではなく、かつEUナンバリング
に従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNお
よびPである。
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【０４１１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミノ酸また
は極性アミノ酸である。
【０４１２】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミノ酸または極性ア
ミノ酸である。
【０４１３】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、C、
F、G、H、I、L、M、R、T、V、W、およびYからなるアミノ酸の群より選択される。
【０４１４】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒト重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、C、E、H、K
、N、Q、R、S、およびTからなる群より選択される。1つの態様において、第1の重鎖およ
び第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応す
る位置のアミノ酸は、A、C、F、G、H、I、L、M、R、T、V、W、およびYからなるアミノ酸
の群より選択される。
【０４１５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒト重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、C、E、H、K、N、Q、R、S、および
Tからなる群より選択される。
【０４１６】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、脂肪族非荷電アミノ
酸、芳香族アミノ酸、または酸性アミノ酸である。
【０４１７】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、G、
I、L、およびVからなる群より選択される。
【０４１８】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、F、T、
およびWからなる群より選択される。
【０４１９】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、Dおよ
びEからなる群より選択される。
【０４２０】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G、I、L
、T、V、およびWからなる群より選択される。
【０４２１】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従う
ヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、脂肪族非荷電アミノ酸、芳香族
アミノ酸、または酸性アミノ酸である。
【０４２２】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、G、I、L、お
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よびVからなる群より選択される。
【０４２３】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、F、T、およびW
からなる群より選択される。
【０４２４】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、DおよびEからな
る群より選択される。
【０４２５】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G、I、L、T、V、お
よびWからなる群より選択される。
【０４２６】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297に対応する位置のアミノ酸は、Nではない。
【０４２７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中のN297に対応する位置のアミノ酸は、Nではなく、かつEUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置P331に対応する位置のアミノ酸は、Pである。
【０４２８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖において、EUナンバリングに従うヒトI
gG1重鎖中の位置N297に対応する位置のアミノ酸は、Nではない。
【０４２９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のN297に対応する位置のアミノ酸は、Nではなく、かつEUナンバリング
に従うヒトIgG1重鎖中の位置P331に対応する位置のアミノ酸は、Pである。
【０４３０】
　さらなる態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それ
ぞれLおよびLではない。
【０４３１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EUナ
ンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞ
れLおよびLではなく、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に
対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４３２】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応するアミノ酸は、A、C、D、E、F
、G、H、I、K、M、N、P、Q、R、S、T、Y、Vからなる群より選択される。
【０４３３】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミ
ノ酸または極性アミノ酸である。
【０４３４】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、A、C、F、G、H、I、M、R、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４３５】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
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、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、C、D、E、H、K、N、Q、R、S、およびTからなるアミノ酸の群よりそれぞれ選択される
。
【０４３６】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、C、
D、E、F、G、H、I、K、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択さ
れる。
【０４３７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれLおよびL
ではない。
【０４３８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれLおよびLでは
なく、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に対応する位置の
アミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４３９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミノ酸または
極性アミノ酸である。
【０４４０】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、C、F、G、H、I
、M、R、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４４１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、C、D、E、H、K、N
、Q、R、S、およびTからなるアミノ酸の群よりそれぞれ選択される。
【０４４２】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、C、D、E、F、G
、H、I、K、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４４３】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、脂肪族非荷
電アミノ酸、芳香族アミノ酸、または酸性アミノ酸である。
【０４４４】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、A、G、I、およびVからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４４５】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、F、T、およびWからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４４６】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、DおよびEからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４４７】
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　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、L234およ
びL235に対応する位置のアミノ酸は、A、D、E、F、G、I、T、V、およびWからなる群より
それぞれ選択される。
【０４４８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれ
FおよびEまたはAおよびAである。
【０４４９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EUナ
ンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞ
れFおよびEまたはAおよびAであり、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297
およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４５０】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれFおよびEまた
はAおよびAである。
【０４５１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれFおよびEまた
はAおよびAであり、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に対
応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４５２】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞ
れFおよびEである。
【０４５３】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それぞれFおよびE
である。
【０４５４】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、少なくとも
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、それぞれAおよびAである。
【０４５５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、少なくとも、EUナン
バリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、それ
ぞれAおよびAである。
【０４５６】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、
それぞれL、L、およびDではない。
【０４５７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EUナ
ンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は
、それぞれL、L、およびDではなく、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N29
7およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４５８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応するアミノ酸は、A、C、D、E、F
、G、H、I、K、M、N、P、Q、R、S、T、Y、V、およびWからなる群より選択され、かつ位置
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D265に対応する位置のアミノ酸は、A、C、E、F、G、H、I、K、L、M、N、P、Q、R、S、T、
Y、V、およびWからなる群より選択される。
【０４５９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、
疎水性アミノ酸または極性アミノ酸である。
【０４６０】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つに
おいて、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、
A、C、F、G、H、I、L、M、R、T、V、W、およびYからなるアミノ酸の群より選択され、か
つEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸
は、A、C、F、G、H、I、M、R、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４６１】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つに
おいて、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のア
ミノ酸は、C、D、E、H、K、N、Q、R、S、およびTからなるアミノ酸の群よりそれぞれ選択
され、EUナンバリングに従うヒト重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、C、E、
H、K、N、Q、R、S、およびTからなる群より選択される。
【０４６２】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、
A、C、D、E、F、G、H、I、K、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ
選択され、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ
酸は、A、C、E、F、G、H、I、K、L、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群より選
択される。
【０４６３】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、疎水性アミノ
酸または極性アミノ酸である。
【０４６４】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、C、F、G、H、I、L、M、R
、T、V、W、およびYからなるアミノ酸の群より選択され、かつEUナンバリングに従うヒト
IgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、C、F、G、H、I、M、R
、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４６５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、C、D、E、H、K、N
、Q、R、S、およびTからなるアミノ酸の群よりそれぞれ選択され、EUナンバリングに従う
ヒト重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、C、E、H、K、N、Q、R、S、およびT
からなる群より選択される。
【０４６６】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、C、D、E、F、G
、H、I、K、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群よりそれぞれ選択され、かつEU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、C、E、F
、G、H、I、K、L、M、N、Q、R、S、T、V、W、およびYからなる群より選択される。
【０４６７】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、
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脂肪族非荷電アミノ酸、芳香族アミノ酸、または酸性アミノ酸である。
【０４６８】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つに
おいて、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、
A、G、I、L、およびVからなる群より選択され、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖
中の位置L234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、G、I、およびVからなる群より
それぞれ選択される。
【０４６９】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置の
アミノ酸は、F、T、およびWからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７０】
　したがって、1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて
、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置の
アミノ酸は、DおよびEからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７１】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EU
ナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G
、I、L、T、V、およびWからなる群より選択され、L234およびL235に対応する位置のアミ
ノ酸は、A、D、E、F、G、I、T、V、およびWからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７２】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、それぞれ
L、L、およびDではない。
【０４７３】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、それぞれL、L
、およびDではなく、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置N297およびP331に
対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４７４】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、脂肪族非荷電
アミノ酸、芳香族アミノ酸、または酸性アミノ酸である。
【０４７５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、G、I、L、およびVからな
る群より選択され、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234およびL235に対
応する位置のアミノ酸は、A、G、I、およびVからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７６】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、DおよびE
からなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７７】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置D265に対応する位置のアミノ酸は、A、E、F、G、I、L、T、V、お
よびWからなる群より選択され、かつL234およびL235に対応する位置のアミノ酸は、A、D
、E、F、G、I、T、V、およびWからなる群よりそれぞれ選択される。
【０４７８】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、
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それぞれF、E、およびAまたはA、A、およびAである。
【０４７９】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖のうちの少なくとも1つにおいて、EUナ
ンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は
、それぞれF、E、およびAまたはA、A、およびAであり、かつEUナンバリングに従うヒトIg
G1重鎖中の位置N297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４８０】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、それぞれ
F、E、およびAまたはA、A、およびAである。
【０４８１】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中のL234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、それぞれF、E
、およびAまたはA、A、およびAであり、かつEUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置
N297およびP331に対応する位置のアミノ酸は、それぞれNおよびPである。
【０４８２】
　特定の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバ
リングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は
、それぞれF、E、およびAである。
【０４８３】
　特に好ましい態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリン
グに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、そ
れぞれF、E、およびAである。
【０４８４】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、
それぞれA、A、およびAである。
【０４８５】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミノ酸は、それぞれ
A、A、およびAである。
【０４８６】
　別の態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つにおいて、EUナンバリ
ングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、D265、N297、およびP331に対応する位置の
アミノ酸は、それぞれF、E、A、Q、およびSである。
【０４８７】
　1つの態様において、第1の重鎖および第2の重鎖の両方において、EUナンバリングに従
うヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、D265、N297、およびP331に対応する位置のアミノ酸
は、それぞれF、E、A、Q、およびSである。
【０４８８】
　特定の態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示
す配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4
、YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR
3を含み;かつ第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 64、65、および66に示す配列を
有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 67、GAS、
およびSEQ ID NO: 68に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含
み(CD137クローン009)、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つ、例えば第1の重鎖お
よび第2の重鎖の両方において、ヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応す
る位置のアミノ酸は、それぞれF、E、およびAである。
【０４８９】
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　別の態様において、第1の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 1、2、および3に示す
配列を有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 4、
YTS、およびSEQ ID NO: 5に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3
を含み;かつ第2の抗原結合領域は、それぞれSEQ ID NO: 36、37、および38に示す配列を
有している重鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3ならびにそれぞれSEQ ID NO: 39、SAS、
および40に示す配列を有している軽鎖可変領域CDR1、CDR2、およびCDR3を含み(CD137クロ
ーン005)、第1の重鎖および第2の重鎖の少なくとも1つ、例えば第1の重鎖および第2の重
鎖の両方において、ヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、およびD265に対応する位置のアミ
ノ酸は、それぞれF、E、およびAである。
【０４９０】
　非活性化Fc領域は、抗体が単球のような血液細胞上に存在するFc受容体とまたはC1qと
相互作用して古典的補体経路を活性化するのを妨げる。Fc領域中に様々な組合せのアミノ
酸置換を含む抗体変異体において、Fc活性の低下を調査した。変異L234F、L235E、および
D265Aを含む、3つのアミノ酸置換を、本発明の親抗体に導入した。これら3つのアミノ酸
位置における置換を、K409R IgG1骨格および/またはF405L IgG1骨格に導入した。結果と
して生じる非活性化抗体変異体を、それぞれ接尾辞「FEAR」または「FEAL」を用いて名付
ける。前記親抗体を用いて、実施例で説明するような本発明の二重特異性抗体を作製した
。
【０４９１】
　1つの局面において、本発明による多重特異性抗体は、発現レベルおよび/または作製収
率を高めるために軽鎖および/または重鎖を改変されてよい。1つの態様において、本発明
による抗体は、軽鎖を改変されてよい。このような改変は当技術分野において公知であり
、例えばZheng, L., Goddard, J.-P., Baumann, U., & Reymond, J.-L. (2004). Express
ion improvement and mechanistic study of the retro-Diels-Alderase catalytic anti
body 10F11 by site-directed mutagenesis. Journal of Molecular Biology, 341(3), 8
07-14に記載されている方法に従って実施されてよい。
【０４９２】
　本発明のさらなる態様において、本発明の多重特異性抗体の一部分を形成する抗体の一
方または両方は、多重特異性抗体の血清半減期を巧みに操るために、新生児型Fc受容体 (
FcRn)への結合を減少または増加させるように操作されている。血清半減期を延長または
短縮するための技術は当技術分野において周知である。例えば、Dall'Acqua et al. 2006
, J. Biol. Chem., 281:23514-24; Hinton et al. 2006,J. Immunol., 176:346-56;およ
びZalevsky et al. 2010 Nat. Biotechnol., 28:157-9を参照されたい。
【０４９３】
　1つの局面において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される多重特
異性抗体は、第1の定常重鎖(HC)および第1の定常軽鎖(LC)を含み、その際、第1の重鎖お
よび第2の重鎖の両方についての、SEQ ID NO: 109のヒトIgG1重鎖中の位置L234、L235、
およびD265に対応する位置は、それぞれF、E、およびAである。
【０４９４】
　1つの態様において、本明細書において開示される態様のいずれかで定義される多重特
異性抗体は、第1および第2の定常重鎖(HC)ならびに第1および第2の定常軽鎖(LC)を含み、
その際、第1の重鎖および第2の重鎖の両方についての、SEQ ID NO: 109のヒトIgG1重鎖中
の位置L234およびL235に対応する位置は、それぞれFおよびEである。
【０４９５】
　1つの態様において、多重特異性抗体は、第1および第2の重鎖を含み、その際、第1の重
鎖および第2の重鎖の両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234
およびL235に対応する位置は、それぞれFおよびEであり、かつ(i)第1の重鎖についての、
EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の重鎖につい
ての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであるか;または(i
i)第1の重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はR
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であり、第2の重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する
位置はLである。
【０４９６】
　1つの態様において、多重特異性抗体は、第1および第2の重鎖を含み、その際、第1の重
鎖および第2の重鎖の両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234
、L235、およびD265に対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ第1の重鎖に
ついての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLであり、第2の
重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRである
。したがって、さらなる態様において、第1の重鎖は、SEQ ID NO: 113に示す定常重鎖配
列を含み、第2の重鎖は、SEQ ID NO: 112に示す定常重鎖配列を含む。
【０４９７】
　1つの態様において、多重特異性抗体は、第1および第2の重鎖を含み、その際、第1の重
鎖および第2の重鎖の両方についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中の位置L234
、L235、およびD265に対応する位置は、それぞれF、E、およびAであり、かつ第1の重鎖に
ついての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のK409に対応する位置はRであり、第2の
重鎖についての、EUナンバリングに従うヒトIgG1重鎖中のF405に対応する位置はLである
。したがって、さらなる態様において、第1の重鎖は、SEQ ID NO: 112に示す定常重鎖配
列を含み、第2の重鎖は、SEQ ID NO: 113に示す定常重鎖配列を含む。
【０４９８】
核酸
　本発明はまた、本明細書において開示される任意の局面または態様に記載の1つまたは
複数のアミノ酸配列をコ―ドする核酸にも関する。
【０４９９】
　本発明はまた、本明細書において開示される任意の局面または態様で定義される多重特
異性抗体をコ―ドする核酸にも関する。
【０５００】
　本発明はまた、本発明の核酸を含む発現ベクターにも関する。
【０５０１】
　本発明はまた、本発明による核酸または発現ベクターを含む宿主細胞にも関する。
【０５０２】
　1つの態様において、宿主細胞は、組換え真核宿主細胞、組換え原核宿主細胞、または
組換え微生物宿主細胞である。
【０５０３】
　さらなる態様において、発現ベクターは、抗体、例えばヒト抗体の軽鎖、重鎖、または
軽鎖と重鎖の両方の定常領域をコードするヌクレオチド配列をさらに含む。
【０５０４】
　本発明における発現ベクターは、染色体核酸ベクター、非染色体核酸ベクター、および
合成核酸ベクターを含む任意の適切なベクター(発現制御エレメントの適切な一式を含む
核酸配列)であってよい。このようなベクターの例には、SV40、細菌プラスミド、ファー
ジDNA、バキュロウイルス、酵母プラスミドの派生物、プラスミドおよびファージDNAの組
合せから得られるベクター、ならびにウイルス核酸(RNAまたはDNA)ベクターが含まれる。
1つの態様において、核酸は、例えば、直線状発現エレメント(例えば、Sykes and Johnst
on, Nat Biotech 17, 355 59 (1997)に記載されている)、ぎっしり詰められた核酸ベクタ
ー(例えば、US 6,077,835および/もしくはWO 00/70087に記載されている)、pBR322、pUC1
9/18、もしくはpUC118/119などのプラスミドベクター、最小限の大きさの核酸ベクター「
ミッジ」(例えば、Schakowski et al., Mol Ther 3, 793 800 (2001)に記載されている)
を含む、裸DNAベクターまたは裸RNAベクター中に、またはCaP04で沈殿させた構築物のよ
うな、沈殿させた核酸ベクター構築物(例えば、WO200046147、Benvenisty and Reshef, P
NAS USA 83, 9551 55 (1986)、Wigler et al., Cell 14, 725 (1978)、およびCoraro and
 Pearson, Somatic Cell Genetics 7, 603 (1981)に記載されている)として、含まれる。
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このような核酸ベクターおよびその用法は、当技術分野において周知である(例えば、US5
,589,466およびUS5,973,972を参照されたい)。
【０５０５】
　1つの態様において、ベクターは、細菌細胞におけるCD40抗体および/またはCD137抗体
の発現に適している。このようなベクターの例には、BlueScript(Stratagene)、pINベク
ター(Van Heeke & Schuster, J Biol Chem 264, 5503 5509 (1989))、およびpETベクター
(Novagen, Madison WI)などの発現ベクターが含まれる。
【０５０６】
　発現ベクターは、同様にまたは別法として、酵母系での発現に適したベクターであって
もよい。酵母系での発現に適した任意のベクターが、使用され得る。適切なベクターには
、例えば、α因子、アルコール酸化酵素、およびPGHなどの構成的プロモーターまたは誘
導性プロモーターを含むベクターが含まれる(F. Ausubel et al., ed. Current Protocol
s in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley InterScience New York (1987)
、およびGrant et al., Methods in Enzymol 153, 516 544 (1987)に総説がある)。
【０５０７】
　発現ベクターは、同様にまたは別法として、哺乳動物細胞での発現に適したベクター、
例えば、Bebbington (1992) Biotechnology (NY) 10:169-175に記載されているベクター
のような、選択マーカーとしてグルタミン合成酵素を含むベクターであってもよい。
【０５０８】
　核酸および/またはベクターはまた、新生ポリペプチド鎖のようなポリペプチドを細胞
周辺腔にまたは細胞培地中に導くことができる分泌/局在化配列をコードする核酸配列を
含んでもよい。このような配列は当技術分野において公知であり、分泌リーダーまたはシ
グナルペプチドが含まれる。
【０５０９】
　発現ベクターは、任意の適切なプロモーター、エンハンサー、および他の発現促進エレ
メントを含むか、または伴っていてよい。このようなエレメントの例には、強力な発現プ
ロモーター(例えば、ヒトCMV IEプロモーター/エンハンサーならびにRSVプロモーター、S
V40プロモーター、SL3 3プロモーター、MMTVプロモーター、およびHIV LTRプロモーター)
、効果的なポリ(A)終止配列、大腸菌(E.coli)におけるプラスミド産物のための複製起点
、選択マーカーとしての抗生物質耐性遺伝子、ならびに/または好都合なクローニング部
位(例えばポリリンカー)が含まれる。核酸はまた、CMV IEのような構成的プロモーターと
は対照的な誘導性プロモーターを含んでもよい。
【０５１０】
　1つの態様において、CD40抗体および/またはCD137抗体をコードする発現ベクターは、
ウイルスベクターを介して宿主細胞または宿主動物中に配置されるか、かつ/または送達
されてよい。
【０５１１】
　さらに別の局面において、本発明は、本明細書において上記に指定した第1の核酸構築
物および第2の核酸構築物を含む宿主細胞に関する。
【０５１２】
　したがって、本発明はまた、トランスフェクトーマのような、本発明の多重特異性抗体
を産生する組換え真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞にも関する。
【０５１３】
　第1のCD40特異的抗体は、本明細書において定義される抗体を産生するトランスフェク
トーマのような組換え真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞において発現されてもよい
。第2のCD137特異的抗体も、同様に、抗体を産生するトランスフェクトーマのような組換
え真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞において発現されてよい。このような抗体は、
本発明による多重特異性抗体を調製するのに使用され得る。本発明による多重特異性抗体
はまた、トランスフェクトーマのような組換え真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞に
おいて発現されてもよい。
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【０５１４】
　宿主細胞の例には、酵母細胞、細菌細胞、植物細胞、および哺乳動物細胞、例えばCHO
細胞、CHO-S細胞、HEK細胞、HEK293細胞、HEK-293F細胞、Expi293F細胞、PER.C6細胞、も
しくはNS0細胞、またはリンパ球細胞が含まれる。例えば、1つの態様において、宿主細胞
は、細胞ゲノム中に安定に組み込まれた第1の核酸構築物および第2の核酸構築物を含んで
よい。別の態様において、本発明は、上記に指定した第1の核酸構築物および第2の核酸構
築物を含むプラスミド、コスミド、ファージミド、または直線状発現エレメントなどの非
組込み型核酸を含む細胞を提供する。
【０５１５】
　さらに別の局面において、本発明は、ヒト重鎖およびヒト軽鎖の1つまたは2つのセット
をコードする核酸を含み、本発明の多重特異性抗体を産生する、トランスジェニック非ヒ
ト動物またはトランスジェニック植物に関する。
【０５１６】
　第1のCD40特異的抗体および/または第2のCD137特異的抗体はまた、ヒト重鎖およびヒト
軽鎖の1つまたは2つのセットをコードする核酸を含む、ハイブリドーマ、トランスジェニ
ック非ヒト動物、またはトランスジェニック植物によって産生されてよく、この動物また
は植物は、多重特異性抗体または本発明の多重特異性抗体において使用するための抗体を
産生する。
【０５１７】
　1つの局面において、本発明は、表 1に記述する1つまたは複数のアミノ酸配列をコ―ド
する核酸に関する。
【０５１８】
　1つの局面において、本発明は、下記を含む発現ベクターに関する：
　(i)本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の第1の結合アームの重鎖配
列をコ―ドする核酸配列;
　(ii)本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の第1の結合アームの軽鎖配
列をコ―ドする核酸配列;
　(iii)本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の第2の結合アームの重鎖
配列をコ―ドする核酸配列;
　(iv)本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の第2の結合アームの軽鎖配
列をコ―ドする核酸配列;
　(v)(i)で述べた核酸および(ii)で述べた核酸;
　(vi)(iii)で述べた核酸および(iv)で述べた核酸
　(vii)(i)、(ii)、(iii)、および(iv)で述べた核酸。
【０５１９】
　特定の態様において、核酸は、表1に列挙したCD40抗体のVH CDR1、VH CDR2、およびVH 
CDR3を含む重鎖可変領域をコードしてよく、かつSEQ ID NO: 110、111、112、113、およ
び116からなる群より選択される配列を有するヒトIgG1重鎖をコードしてよい。
【０５２０】
　別の態様において、核酸は、表1に列挙したCD137抗体のうちの1つ、すなわちクローン0
01～012のいずれか1つのVH CDR1、VH CDR2、およびVH CDR3を含む重鎖可変領域をコード
してよく、かつSEQ ID NO: 110、111、112、113、および116からなる群より選択される配
列を有するヒトIgG1重鎖をコードしてよい。
【０５２１】
　別々の具体的な態様において、本発明による核酸、核酸構築物、第1の核酸構築物およ
び第2の核酸構築物の組合せ、発現ベクター、または第1の発現ベクターおよび第2の発現
ベクターの組合せは、下記をコードしてよい:
　(a)(i)表1のCD40抗体のVH CDR1、VH CDR2、およびVH CDR3を含むVH、ならびに非ヒトア
ミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由来のフレーム
ワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 110、111、112、113、および116からなる群より選
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択される配列を有するヒトIgG1重鎖を含む、HC;
　(b)(i)表1に列挙したCD137抗体のうちの1つ、すなわちクローン001～012のいずれか1つ
のVH CDR1、VH CDR2、およびVH CDR3を含むVH、ならびに非ヒトアミノ酸配列への1つまた
は複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由来のフレームワーク領域、ならびに(i
i)SEQ ID NO: 110、111、112、113、および116からなる群より選択される配列を有するヒ
トIgG1重鎖を含む、HC;
　(c)(i)表1のCD40抗体のVL CDR1、VL CDR2、およびVL CDR3を含むVL、ならびに非ヒトア
ミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由来のフレーム
ワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 114の配列を有する軽鎖定常領域を含む、LC;
　(d)(i)表1に列挙したCD137抗体のうちの1つ、すなわちクローン001～012のいずれかのV
L CDR1、VL CDR2、およびVL CDR3を含むVL、ならびに非ヒトアミノ酸配列への1つまたは
複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由来のフレームワーク領域、ならびに(ii)
SEQ ID NO: 114の配列を有する軽鎖定常領域を含む、LC;
　(e)(a)と(b)の両方;
　(f)(a)と(c)の両方;
　(g)(b)と(d)の両方;
　(h)(c)と(d)の両方;または
　(i)(a)、(b)、(c)、および(d)のすべて。
【０５２２】
　他の別々の具体的な態様において、本発明による核酸、核酸構築物、第1の核酸構築物
および第2の核酸構築物の組合せ、発現ベクター、または第1の発現ベクターおよび第2の
発現ベクターの組合せは、下記をコードしてよい:
　(a)(i)SEQ ID NO: 1、2、および3のVH CDR1、VH CDR2、およびVH CDR3を含むVH、なら
びに非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト由
来のフレームワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 110、111、112、113、および116から
なる群より選択される配列を有するヒトIgG1重鎖を含む、HC;
　(b)(i)SEQ ID NO: 64、65、および66のVH CDR1、VH CDR2、およびVH CDR3を含むVH、な
らびに非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で含む主にヒト
由来のフレームワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 110、111、112、113、および116か
らなる群より選択される配列を有するヒトIgG1重鎖を含む、HC;
　(c)(i)SEQ ID NO: 4、YTS およびSEQ ID NO: 5のVL CDR1、VL CDR2、およびVL CDR3を
含むVL、ならびに非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で含
む主にヒト由来のフレームワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 114の配列を有する軽鎖
定常領域を含む、LC;
　(d)(i)SEQ ID NO: 67、GAS、およびSEQ ID NO: 68のVL CDR1、VL CDR2、およびVL CDR3
を含むVL、ならびに非ヒトアミノ酸配列への1つまたは複数のアミノ酸復帰変異を任意で
含む主にヒト由来のフレームワーク領域、ならびに(ii)SEQ ID NO: 114の配列を有する軽
鎖定常領域を含む、LC;
　(e)(a)と(b)の両方;
　(f)(a)と(c)の両方;
　(g)(b)と(d)の両方;
　(h)(c)と(d)の両方;または
　(i)(a)、(b)、(c)、および(d)のすべて。
【０５２３】
　他の別々の具体的な態様において、本発明による核酸、核酸構築物、第1の核酸構築物
および第2の核酸構築物の組合せ、発現ベクター、または第1の発現ベクターおよび第2の
発現ベクターの組合せは、下記をコードしてよい
　(a)SEQ ID NO: 117を含むVHならびにSEQ ID NO: 110、111、112、113、および116から
なる群より選択される配列を有するヒトIgG1重鎖を含む、HC;
　(b)SEQ ID NO: 123を含むVHならびにSEQ ID NO: 110、111、112、113、および116から
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なる群より選択される配列を有するヒトIgG1重鎖を含む、HC;
　(c)SEQ ID NO: 121を含むVLおよびSEQ ID NO: 114の配列を有する軽鎖定常領域を含む
、LC;
　(d)SEQ ID NO: 127を含むVLおよびSEQ ID NO: 114の配列を有する軽鎖定常領域を含む
、LC;
　(e)(a)と(b)の両方;
　(f)(a)と(c)の両方;
　(g)(b)と(d)の両方;
　(h)(c)と(d)の両方;または
　(i)(a)、(b)、(c)、および(d)のすべて。
【０５２４】
　他の別々の具体的な態様において、本発明による核酸、核酸構築物、第1の核酸構築物
および第2の核酸構築物の組合せ、発現ベクター、または第1の発現ベクターおよび第2の
発現ベクターの組合せは、下記をコードしてよい:
　(a)SEQ ID NO: 118を含むHC(CD40-001-HC6、IgG1);
　(b)SEQ ID NO: 119を含むHC(CD40-001-HC6-FEAL);
　(c)SEQ ID NO: 120を含むHC(CD40-001-HC6-FEAR);
　(d)SEQ ID NO: 124を含むHC(CD137-009-HC7);
　(e)SEQ ID NO: 125を含むHC(CD137-009-HC7-FEAR);
　(f)SEQ ID NO: 126を含むHC(CD137-009-HC7-FEAL);
　(g)SEQ ID NO: 122を含むLC(CD40-001-LC1);
　(h)SEQ ID NO: 128を含むLC(CD137-009-LC2);
　(i)(a)と(g)の両方;
　(j)(b)と(g)の両方;
　(k)(c)と(g)の両方;
　(l)(d)と(h)の両方;
　(m)(e)と(h)の両方;
　(n)(f)と(h)の両方;
　(o)(b)と(e)の両方;
　(p)(c)と(f)の両方;
　(q)(g)と(h)の両方;
　(r)(b)、(e)、(g)、および(h)のすべて;
　(s)(c)、(f)、(g)、および(h)のすべて。
【０５２５】
　1つの局面において、本発明は、本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載
の二重特異性抗体を作製するための方法に関し、この方法は、下記の段階を含む:
　(a)本明細書において開示される第1の抗体を発現する本明細書において開示される発現
ベクターを含む、本明細書において開示される宿主細胞を培養し、かつ該抗体を培地から
精製する段階;
　(b)本明細書において開示される第2の抗体を発現する本明細書において開示される発現
ベクターを含む、本明細書において開示される宿主細胞を培養し、かつ該抗体を培地から
精製する段階;
　(c)ヒンジ領域中のシステインにジスルフィド結合異性化を起こさせるのに十分な還元
条件下で、該第1の抗体を該第2の抗体と共にインキュベーションする段階;ならびに
　(d)二重特異性抗体を取得する段階。
【０５２６】
　1つの局面において、本発明は、上記に定義した発現ベクターを含む宿主細胞に関する
。1つの態様において、宿主細胞は、組換え真核宿主細胞、組換え原核宿主細胞、または
組換え微生物宿主細胞である。
【０５２７】
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組成物
　本発明はまた、本発明による多重特異性抗体、本発明による核酸、本発明による発現ベ
クター、または本発明による宿主細胞を含む組成物にも関する。
【０５２８】
　さらなる態様において、本発明による組成物は、薬学的組成物である。
【０５２９】
　さらに別の態様において、本発明による薬学的組成物は、薬学的に許容される担体をさ
らに含む。
【０５３０】
　さらなる局面において、本発明は、
　- 本明細書において開示される態様のいずれかで定義される多重特異性CD40×CD137抗
体、および
　- 薬学的に許容される担体
を含む薬学的組成物に関する。
【０５３１】
　本発明の薬学的組成物は、本発明の1種の多重特異性抗体または本発明の様々な多重特
異性抗体の組合せを含んでよい。
【０５３２】
　薬学的組成物は、Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Edition,
 Gennaro, Ed. , Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995に開示されているもののよう
な従来の技術に従って製剤化されてよい。本発明の薬学的組成物は、例えば、希釈剤、賦
形剤、塩、緩衝剤、界面活性剤(例えば、Tween-20またはTween-80などの非イオン性界面
活性剤)、安定化剤(例えば、糖もしくは無タンパク質アミノ酸)、保存剤、組織固定液、
可溶化剤、および/または薬学的組成物に含めるのに適した他の材料を含んでよい。
【０５３３】
　薬学的に許容される担体には、本発明の多重特異性抗体と生理学的に適合性である任意
およびすべての適切な溶媒、分散媒、被覆剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張化剤、抗酸化
剤、および吸収遅延剤などが含まれる。本発明の薬学的組成物中で使用され得る適切な水
性担体および非水性担体の例には、水、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、エタノール
、デキストロース、ポリオール(グリセロール、プロピレングリコール、およびポリエチ
レングリコールなど)、ならびにそれらの適切な混合物、植物油、カルボキシメチルセル
ロースコロイド溶液、トラガカントゴム、およびオレイン酸エチルのような注射剤用の有
機エステル、ならびに/または様々な緩衝剤が含まれる。薬学的に許容される担体には、
無菌の水溶液または水性分散液、および無菌の注射用溶液または注射用分散液を用時調製
するための無菌粉末が含まれる。適切な流動性は、例えば、レシチンのようなコーティン
グ材料の使用によって、分散液の場合は必要とされる粒子径の維持によって、および表面
活性剤の使用によって、維持することができる。
【０５３４】
　本発明の薬学的組成物はまた、薬学的に許容される抗酸化剤、例えば、(1)アスコルビ
ン酸、システイン塩酸塩、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、および亜硫酸ナ
トリウムなどの水溶性抗酸化剤;(2)パルミチン酸アスコルビル、ブチル化ヒドロキシアニ
ソール、ブチル化ヒドロキシトルエン、レシチン、没食子酸プロピル、およびα-トコフ
ェロールなどの油溶性抗酸化剤;ならびに(3)クエン酸、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)、
ソルビトール、酒石酸、およびリン酸などの金属キレート剤も含んでよい。
【０５３５】
　本発明の薬学的組成物はまた、等張化剤、例えば糖、多価アルコール、例えばマンニト
ール、ソルビトール、グリセロール、または塩化ナトリウムを組成物中に含んでもよい。
【０５３６】
　本発明の薬学的組成物はまた、薬学的組成物の貯蔵寿命または有効性を向上させ得る、
選択した投与経路に適切な1種または複数種の補助剤、例えば、保存剤、湿潤剤、乳化剤
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、分散剤、保存剤、または緩衝剤も含んでよい。本発明の薬学的組成物は、埋め込み剤、
経皮パッチ、およびマイクロカプセル化送達系を含む制御放出製剤のように、急速な放出
から多重特異性抗体を保護すると考えられる担体と共に調製されてよい。このような担体
には、単独またはワックスを伴う、ゼラチン、モノステアリン酸グリセリル、ジステアリ
ン酸グリセリル、生分解性の生体適合性ポリマー、例えば、エチレン酢酸ビニル、ポリ無
水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸、または当
技術分野において周知の他の物質が含まれ得る。一般に、このような製剤を調製するため
の方法は、当業者に公知である。
【０５３７】
　無菌注射液剤は、必要に応じて、適切な溶媒中の必要量の活性化合物を、例えば上記に
列挙した成分の1種または組合せと混合し、続いて滅菌精密ろ過することによって調製さ
れ得る。一般に、分散剤は、基本となる分散媒体、および例えば上記に列挙したものから
の必要な他の成分を含む無菌ビヒクル中に活性化合物を混合することによって調製される
。無菌注射液剤を調製するための無菌粉末の場合、調製方法の例は、有効成分および任意
の付加的な所望の成分の粉末を、予め滅菌ろ過したその溶液から生じさせる、真空乾燥お
よびフリーズドライ法(凍結乾燥)である。
【０５３８】
　薬学的組成物中の有効成分の実際の投与量レベルは、患者に毒性とならずに、個々の患
者、組成物、および投与様式にとって望ましい治療応答を達成するのに有効である量の有
効成分を得られるように変更することができる。選択される投与量レベルは、使用される
本発明の個々の組成物の活性、投与経路、投与時間、使用される個々の化合物の排出速度
、治療の継続期間、使用される個々の組成物と組み合わせて使用される他の薬物、化合物
、および/または材料、治療される患者の年齢、性別、体重、状態、全体的健康状態、お
よび以前の病歴、ならびに医薬分野で周知である同様の因子を含む様々な薬物動態学的因
子に依存すると考えられる。
【０５３９】
　医薬組成物は、任意の適切な経路および様式によって投与されてよい。1つの態様にお
いて、本発明の薬学的組成物は、非経口的に投与される。本明細書において使用される「
非経口的に投与される」とは、通常は注射による、経腸投与および局所投与以外の投与様
式を意味し、表皮、静脈内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、包内、眼窩内、心臓内、皮
内、腹腔内、腱内、経気管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、脊髄内、頭蓋内
、胸腔内、硬膜外、および胸骨内の注射および注入が含まれる。
【０５４０】
　1つの態様において、薬学的組成物は、静脈内または皮下の注射または注入によって投
与される。
【０５４１】
使用
　本発明はまた、本発明による多重特異性抗体、本発明による核酸、本発明による発現ベ
クター、本発明による宿主細胞、本発明による組成物、または医薬として使用するための
本発明による薬学的組成物にも関する。
【０５４２】
　本発明はまた、本発明による多重特異性抗体、本発明による核酸、本発明による発現ベ
クター、本発明による宿主細胞、本発明による組成物、またはがんもしくは感染症などの
疾患の治療において使用するための本発明による薬学的組成物にも関する。
【０５４３】
　本発明によれば、用語「疾患」とは、任意の病理学的状態、特に、がん、感染症、炎症
性疾患、代謝疾患、自己免疫障害、変性疾患、アポトーシスに関連した疾患、および移植
拒絶を指す。
【０５４４】
　本明細書において使用される場合、用語「がん」は、異常に調節された細胞の成長、増
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殖、分化、接着、および/または遊走を特徴とする疾患を含む。「がん細胞」とは、急速
かつ制御不能な細胞増殖によって成長し、新しい成長を開始させた刺激がなくなった後に
成長し続ける、異常な細胞を意味する。
【０５４５】
　本発明による用語「がん」は、白血病、精上皮腫、黒色腫、奇形腫、リンパ腫、神経芽
細胞腫、神経膠腫、直腸がん、子宮内膜がん、腎臓がん、副腎がん、甲状腺がん、血液が
ん、皮膚がん、脳のがん、子宮頸がん、腸のがん、肝臓がん、結腸がん、胃がん、腸がん
、頭頸部がん、消化管がん、リンパ節がん、食道がん、結腸直腸がん、膵臓がん、耳鼻咽
喉(ENT)がん、乳がん、前立腺がん、子宮がん、卵巣がん、および肺がん、ならびにそれ
らの転移を含む。それらの例は、肺がん腫、乳房がん腫、前立腺がん腫、結腸がん腫、腎
細胞がん腫、子宮頸がん腫、または前述のがん型もしくは腫瘍の転移である。
【０５４６】
　本発明による用語「がん」はまた、がん転移も含む。「転移」とは、がん細胞が最初の
部位から別の身体部分へ広がることを意味する。転移の成立は、非常に複雑なプロセスで
あり、原発腫瘍から悪性細胞が脱離すること、細胞外基質に侵入すること、体腔および血
管に移行するために内皮基底膜を通過すること、次いで、血液によって輸送された後に、
標的器官に浸潤すること、に依存する。最終的に、標的部位での新しい腫瘍、すなわち続
発性腫瘍または転移性腫瘍の成長は、血管新生に依存する。腫瘍転移は、しばしば、原発
腫瘍の除去後にさえ起こり、これは、腫瘍の細胞または構成要素が残存し、転移能を持つ
ようになる場合があるためである。1つの態様において、本発明による用語「転移」は、
原発腫瘍および局所リンパ節系から離れた転移に関する「遠隔転移」に関する。
【０５４７】
　用語「感染症」は、個体から個体へ、または生物から生物へと伝染することができ、か
つ微生物病原体によって引き起こされる任意の疾患(例えば、一般的な風邪)を指す。
【０５４８】
　感染症の例には、AIDS(HIV)、A型肝炎、B型肝炎、もしくはC型肝炎、疱疹、帯状疱疹(
水疱)、風疹(風疹ウイルス)、黄熱病、デング熱など、フラビウイルス、インフルエンザ
ウイルス、出血性感染症(マールブルグウイルスもしくはエボラウイルス)、および重症急
性呼吸器症候群(SARS)などのウイルス感染症;レジオネラ病(レジオネラ(Legionella))、
性感染症(例えば、クラミジア感染症もしくは淋病)、胃潰瘍(ヘリコバクター(Helicobact
er))、コレラ(ビブリオ(Vibrio))、結核、ジフテリア、大腸菌、ブドウ球菌(Staphylococ
ci)、サルモネラ菌(Salmonella)、もしくは連鎖球菌(Streptococci)(破傷風)による感染
症などの細菌感染症;マラリア、睡眠病、リーシュマニア症、トキソプラズマ症などの原
虫病原体による感染症、すなわち、プラスモディウム(Plasmodium)、トリパノソーマ(Try
panosoma)、リーシュマニア(Leishmania)、およびトキソプラズマ(Toxoplasma)による感
染症;または、例えば、クリプトコッカス・ネオフォルマンス(Cryptococcus neoformans)
、ヒストプラスマ・カプスラーツム(Histoplasma capsulatum)、コクシジオイデス・イミ
チス(Coccidioides immitis)、ブラストミセス・デルマチチジス(Blastomyces dermatiti
dis)、もしくはカンジダ・アルビカンス(Candida albicans)によって引き起こされる真菌
感染症が含まれる。
【０５４９】
　用語「炎症性疾患」は、組織、特に結合組織の高レベルの炎症またはこれらの組織の変
性を特徴とするか、または伴う、任意の疾患を指す。慢性炎症性疾患は、持続的な炎症を
特徴とする医学的状態である。(慢性)炎症性疾患の例には、セリアック病、脈管炎、狼瘡
、慢性閉塞性肺疾患(COPD)、過敏性腸疾患、アテローム性動脈硬化症、関節炎、強直性脊
椎炎、クローン病、結腸炎、慢性活動性肝炎、皮膚炎、および乾癬が含まれる。
【０５５０】
　用語「代謝疾患」は、正常な代謝を混乱させる任意の疾患または障害を指す。例には、
シスチン症、糖尿病、異脂肪血症、甲状腺機能亢進症、甲状腺機能低下症、高脂血症、低
脂血症、ガラクトース血症、ゴーシェ病、肥満、およびフェニルケトン尿症が含まれる。
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【０５５１】
　用語「自己免疫障害」は、身体が自身の組織の何らかの構成成分に対する免疫原性(す
なわち免疫系)応答を示す、任意の疾患/障害を指す。言い換えると、免疫系が、体内の何
らかの組織または系を自己として認識する能力を失い、まるでそれが異物であるかのよう
にそれを標的とし攻撃する。自己免疫疾患は、主に1つの器官が影響を受けるもの(例えば
、溶血性貧血および抗免疫甲状腺炎)および自己免疫疾患プロセスが多数の組織を介して
拡散される疾患(例えば全身性エリテマトーデス)に分類することができる。例えば、多発
性硬化症は、脳および脊髄の神経線維を取り囲む鞘を攻撃するT細胞によって引き起こさ
れると考えられている。この結果、協調の低下、衰弱、および霧視が起こる。自己免疫疾
患は当技術分野において公知であり、例えば、橋本甲状腺炎、グレーブス病、狼瘡、多発
性硬化症、リウマチ関節炎、溶血性貧血、抗免疫甲状腺炎、全身性エリテマトーデス、セ
リアック病、クローン病、結腸炎、糖尿病、強皮症、および乾癬などが含まれる。
【０５５２】
　用語「変性疾患」は、罹患した組織または器官の機能または構造が時間とともに次第に
劣化する任意の疾患を指す。例には、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索
硬化症(ALS)、ハンチントン病、黄斑変性症、多発性硬化症、筋ジストロフィー、ニーマ
ン・ピック病、骨粗しょう症、および関節リウマチが含まれる。
【０５５３】
　用語「アポトーシスに関連した疾患」は、アポトーシスの変化が関与している任意の疾
患を指す。例には、がん;アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮
性側索硬化症(ALS)、および脳卒中などの神経障害;虚血再灌流および慢性心不全などの心
疾患;感染症、ならびに自己免疫疾患が含まれる。
【０５５４】
　用語「移植拒絶」は、移植された組織または器官がレシピエントの免疫系によって拒絶
されることを指し、これは最終的に、移植された組織または器官を破壊する場合がある。
【０５５５】
　1つの態様において、本発明に従って使用するための多重特異性抗体、核酸、発現ベク
ター、宿主細胞、または組成物の使用は、がんを治療するためであってよい。
【０５５６】
　1つの態様において、本発明に従って使用するための多重特異性抗体、核酸、発現ベク
ター、宿主細胞、または組成物の使用は、感染症を治療するためであってよい。
【０５５７】
　本発明はまた、本発明による多重特異性抗体、本発明による核酸、本発明による発現ベ
クター、本発明の請求項に記載の宿主細胞、本発明による組成物、本発明による薬学的組
成物を、それを必要とする対象に投与する段階を含む、がんまたは感染症などの疾患を治
療する方法にも関する。
【０５５８】
　本発明はまた、本発明による多重特異性抗体、本発明による核酸、本発明による発現ベ
クター、本発明による宿主細胞、本発明による組成物、または本発明による薬学的組成物
の、医薬を製造するための使用にも関する。
【０５５９】
　1つの態様において、本発明による方法または使用は、化学療法剤のような1種または複
数種の別の治療物質と組み合わせた使用のためのものである。
【０５６０】
　1つの局面において、本発明は、医薬として使用するための、本明細書において開示さ
れる態様のいずれか1つに記載の二重特異性抗体のような多重特異性抗体、本明細書にお
いて開示される組成物、または本明細書において開示される薬学的組成物に関する。
【０５６１】
　別の局面において、本発明は、がんまたは感染症などの疾患の治療のための医薬の製造
における、本発明による多重特異性抗体の使用に関する。
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【０５６２】
　1つの局面において、本発明は、がんまたは感染症などの疾患の治療において使用する
ための、本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の多重特異性抗体、本明
細書において開示される組成物、または本明細書において開示される薬学的組成物に関す
る。
【０５６３】
　1つの局面において、本発明は、本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載
の多重特異性抗体、本明細書において開示される組成物、または本明細書において開示さ
れる薬学的組成物を、それを必要とする対象に投与する段階を含む、疾患を治療する方法
に関する。
【０５６４】
　本発明の多重特異性抗体は、いくつかの目的のために使用され得る。特に、本発明の多
重特異性抗体は、転移がんおよび難治性がんを含む様々な形態のがんの治療のために使用
され得る。
【０５６５】
　1つの態様において、本発明による使用は、化学療法剤のような1種または複数種の別の
治療物質と組み合わせられる。
【０５６６】
　特に、本発明による多重特異性抗体は、T細胞増殖の増加が関連している治療状況にお
いて有用である場合がある。このような治療状況の例には、がんまたは腫瘍、例えば血液
腫瘍および固形腫瘍、例えば、黒色腫、肺がん、乳がん、非小細胞肺がん(NSCLC)、結腸
がん、腎臓がん、子宮頸がん、および前立腺がん、例えば黒色腫またはNSCLCが含まれる
が、それらに限定されるわけではない。それらの例は、肺がん腫、乳房がん腫、前立腺が
ん腫、結腸がん腫、腎細胞がん腫、子宮頸がん腫、またはこのようながん型もしくは腫瘍
の転移である。
【０５６７】
　本発明はまた、
　(a)がんに罹患している対象を選択する段階、および
　(b)本発明の多重特異性抗体または本発明の薬学的組成物を対象に投与する段階
を含む、がんを治療するための方法に関する。
【０５６８】
　本発明はまた、本明細書において挙げられる具体的ながん適応症のうちの1つのような
がんを治療するための医薬を調製するための、ヒトCD40およびヒトCD137に結合する多重
特異性抗体の使用にも関する。
【０５６９】
　本発明はさらに、前述のがん適応症のうちの1つのようながんの治療において使用する
ための多重特異性抗体にも関する。
【０５７０】
　1つの態様において、本発明による方法または使用は、化学療法剤のような1種または複
数種の別の治療物質と組み合わせた使用のためのものである。
【０５７１】
　前述の使用のために、本発明の二重特異性抗体のような任意の多重特異性抗体が使用さ
れ得る。
【０５７２】
　1つの局面において、本発明は、本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載
の多重特異性抗体を含む診断用組成物に関する。
【０５７３】
　1つの態様において、診断用組成物は、多重特異性抗体を用いる治療の恩恵を受けると
考えられる患者を選別および選択するのに使用されるコンパニオン診断薬である。
【０５７４】
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　本発明の治療方法のさらなる態様において、治療の有効性は、治療中に、例えば既定の
時点に、腫瘍量を測定することによってモニターされている。
【０５７５】
　上記の治療方法および使用における投与レジメンは、最適な所望の応答(例えば治療応
答)を提供するように調整される。例えば、単回ボーラスを投与してよく、いくつかに分
割した用量を時間をかけて投与してよく、または治療状況の緊急性によって必要とされる
ように用量を比例的に減少もしくは増加させてよい。投与を容易にし、かつ投与量を均一
にするために、非経口組成物を単位剤形に製剤化してよい。
【０５７６】
　多重特異性抗体についての効率的な投与量および投与レジメンは、治療しようとする疾
患または病態に応じて変わり、当業者によって決定され得る。本発明の多重特異性抗体の
治療的有効量の例示的な非限定的範囲は、約0.001～30mg/kgである。
【０５７７】
　当技術分野において通常の技能を有する医師または獣医は、必要とされる薬学的組成物
の有効量を容易に決定し、処方することができる。例えば、医師または獣医は、薬学的組
成物中で使用される多重特異性抗体の用量を、所望の治療効果を実現するために必要とさ
れるよりも低いレベルで開始し、所望の効果が実現されるまで投与量を徐々に増加させて
よい。一般に、本発明の多重特異性抗体の適切な1日量は、治療効果を生じるのに有効な
最小用量である化合物量であると考えられる。投与は、例えば、静脈内、筋肉内、または
皮下など、非経口であってよい。1つの態様において、多重特異性抗体は、mg/m2の単位で
計算される1週投与量で、輸注によって投与されてよい。このような投与量は、例えば、
次式、すなわち用量(mg/kg)×70:1.8に従って上記に提供されるmg/kg投与量に基づくこと
ができる。このような投与は、例えば1～8回、例えば3～5回、繰り返されてよい。投与は
、2～24時間、例えば2～12時間の期間にわたる持続輸注によって行うことができる。1つ
の態様において、多重特異性抗体は、毒性の副作用を軽減するために、24時間を超えるよ
うな長い期間にわたる緩徐な持続輸注によって投与されてよい。
【０５７８】
　1つの態様において、多重特異性抗体は、週に1回与えられる場合、一定用量として算出
された1週投与量で、最大8回、例えば4～6回、投与されてよい。このようなレジメンは、
例えば6ヶ月後または12ヶ月後に、必要に応じて1回または複数回、繰り返されてよい。こ
のような一定投与量は、例えば、体重推定値70kgを用いる、上記に提供されたmg/kg投与
量に基づくことができる。投与量は、例えば生物試料を採取し、本発明の多重特異性抗体
のCD137抗原抗原結合領域を標的とする抗イディオタイプ抗体を用いることにより、投与
時の血液中の本発明の多重特異性抗体の量を測定することによって、決定または調整して
よい。
【０５７９】
　1つの態様において、多重特異性抗体は、維持療法として、例えば、6ヶ月以上の期間に
わたって1週1回、投与されてよい。
【０５８０】
　多重特異性抗体はまた、がんを発症するリスクを減らすため、がん進行時の事象の発生
の始まりを遅らせるため、かつ/またはがんが寛解状態にある場合に再発のリスクを減ら
すために、予防的に投与されてもよい。
【０５８１】
　本発明の多重特異性抗体はまた、併用療法において、すなわち治療しようとする疾患ま
たは病態にとって適切な他の治療物質と組み合わせて投与されてもよい。したがって、1
つの態様において、多重特異性抗体を含む医薬は、細胞障害剤、化学療法剤、または抗血
管新生剤などの1種または複数種の別の治療物質と組み合わせるためのものである。
【０５８２】
　このような併用投与は、同時、別々、または逐次的であってよい。同時投与の場合、こ
れらの作用物質は、適宜、1つの組成物としてまたは別々の組成物として投与されてよい
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。したがって、本発明はまた、後述する1種または複数種の付加的な治療物質と組み合わ
せられた本発明の多重特異性抗体の投与を含む、障害を治療するための方法も提供する。
【０５８３】
　1つの態様において、本発明は、治療的有効量の本発明の多重特異性抗体および任意で
少なくとも1種の付加的な治療物質の、それを必要とする対象への投与を含む、障害を治
療するための方法を提供する。
【０５８４】
　1つの態様において、本発明は、治療的有効量の本発明の多重特異性抗体および少なく
とも1種の付加的な治療物質の、それを必要とする対象への投与を含む、がんを治療また
は予防するための方法を提供する。
【０５８５】
　本発明の薬学的組成物はまた、併用療法において、すなわち他の作用物質と組み合わせ
て、または他の治療レジメンと組み合わせて、投与することもできる。例えば、多重特異
性抗体は、放射線療法および/もしくは手術ならびに/または自己もしくは同種の末梢幹細
胞もしくは骨髄の移植と組み合わされてよい。
【０５８６】
バイオマーカー
　したがって、1つの局面において、本発明はまた、バイオマーカーとしての多重特異性
抗体の使用に関する。
【０５８７】
　別の局面において、本発明は、
　(i)本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の多重特異性抗体;および
　(ii)キットを使用するための取扱説明書
を含む、血液試料、リンパ節試料、または骨髄試料などの患者から得られた試料において
、CD40発現細胞とCD137発現細胞の架橋を検出するためのキットに関する。
【０５８８】
　さらなる局面において、本発明は、
　(i)試料と本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の多重特異性抗体とを
、該多重特異性抗体とCD40発現細胞およびCD137発現細胞との複合体の形成を可能にする
条件下で接触させる段階;ならびに
　(ii)複合体が形成されたかどうかを解析する段階
を含む、本明細書において開示される態様のいずれか1つに記載の二重特異性抗体を投与
した際に、血液試料、リンパ節試料、または骨髄試料などの患者から得られた試料におい
て、CD40発現細胞とCD137発現細胞の架橋が起こるかどうかを検出するための方法に関す
る。
【０５８９】
　複合体の検出は、実施例4、5、6、10、11、または12で実施されるような当技術分野に
おいて公知の方法によって行うことができる。
【０５９０】
抗イディオタイプ抗体
　別の局面において、本発明は、本明細書において開示される態様のいずれか1つで定義
される第1の抗原結合領域および/または第2の抗原結合領域に結合する抗イディオタイプ
抗体に関する。
【０５９１】
　特定の態様において、抗イディオタイプ抗体は、多重特異性抗体の第1の抗原結合領域
および/または第2の抗原結合領域に結合し、その際、
　- 第1の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 117に示すVH配列およびSEQ ID NO: 121に示すVL
配列を含み、かつ
　- 第2の抗原結合領域は、SEQ ID NO: 123を含むVH配列およびSEQ ID NO: 127を含むVL
配列を含む。
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【０５９２】
　1つの態様において、抗イディオタイプ抗体は、本明細書において開示される態様のい
ずれか1つで定義される第1の抗原結合領域に結合する。特定の態様において、第1の抗原
結合領域は、SEQ ID NO: 117を含むVH配列およびSEQ ID NO: 121を含むVL配列を含む。
【０５９３】
　別の態様において、抗イディオタイプ抗体は、本明細書において開示される態様のいず
れか1つで定義される第2の抗原結合領域に結合する。特定の態様において、第2の抗原結
合領域は、SEQ ID NO: 123を含むVH配列およびSEQ ID NO: 127を含むVL配列を含む。
【０５９４】
　本発明は、本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではない以下の実施例に
よってさらに例示される。
【実施例】
【０５９５】
実施例1：抗体の作製
　上記の表1で挙げたCD40抗体および各CD137抗体(すなわちクローン1～12)を、表1に記載
したVH配列およびVL配列と、ヒトκ軽鎖と、ヒトIgG1重鎖を用いて作製した。CD40抗体は
、2種の異なるヒトIgG1重鎖、すなわち、1)次のアミノ酸変異:L234F、L235E、D265A、お
よびF405L(FEAL)を含むヒトIgG1重鎖(アミノ酸位置の番号は、EUナンバリングに従う)(SE
Q ID NO: 113に対応する);ならびに2)次のアミノ酸変異:L234F、L235E、D265A、およびK4
09R(FEAR)を含むヒトIgG1重鎖(アミノ酸位置の番号は、EUナンバリングに従う)(SEQ ID N
O: 112に対応する)を用いて作製した。
【０５９６】
　CD137抗体はすべて、次のアミノ酸変異:L234F、L235E、D265A、およびK409R(FEAR)を含
むヒトIgG1重鎖(アミノ酸位置の番号は、EUナンバリングに従う)(SEQ ID NO: 112に対応
する)を用いて作製した。
【０５９７】
　同様に、表1に挙げたVH配列およびVL配列を含むb12抗体も、ヒトIgG1軽鎖ならびに次の
アミノ酸変異:L234F、L235E、D265A、およびF405L(FEAL)を含むヒトIgG重鎖(アミノ酸位
置の番号は、EUナンバリングに従う)(SEQ ID NO: 113に対応する)を用いて、作製した。
【０５９８】
　抗体は、製造業者の取扱い説明書に従って、ExpiFectamine(商標)293(ThermoFisherカ
タログ番号A14525)を用いて、Expi293F(商標)細胞(ThermoFisherカタログ番号A14527)に
適切な重鎖発現ベクターおよび軽鎖発現ベクターを同時トランスフェクトすることにより
、無血清条件下で作製した。プロテインAアフィニティークロマトグラフィーによって抗
体を精製し、12.6mM NaH2PO4、140mM NaCl、pH7.4緩衝液(B.BraunまたはThermo Fisher)
にバッファー交換した。バッファー交換後、試料を0.2μmデットエンドフィルターに通し
て滅菌ろ過した。精製タンパク質をCE-SDSおよびHP-SECによって解析した。280nmでの吸
光度に基づいて濃度を測定した。精製抗体を2～8℃で保存した。
【０５９９】
実施例2：抗CD137抗体の結合に重要なドメインを決定するための、イノシシCD137または
ゾウCD137とヒトCD137間のDNAシャッフリング
　ヒトCD137への抗CD137抗体の結合に重要なドメインを決定するために、ヒトCD137とイ
ノシシCD137(イノシシ(sus scrofa);XP_005665023)間またはヒトCD137とアフリカゾウCD1
37(アフリカゾウ(loxodonta Africana);XP_003413533)間でDNAシャッフリングを実施した
。ヒトドメインをイノシシ(シャッフル構築物1～4、6)ドメインまたはゾウ(シャッフル構
築物5)ドメインで置換することによって、ヒトCD137をコードするDNAからシャッフル構築
物を作製した。ヒトCD137中のあるドメインが抗CD137抗体の結合にとって重要である場合
、そのドメインがイノシシドメインまたはアフリカゾウドメインによって置換されると結
合が失われると考えられる。必要条件は、抗体がゾウCD137全体配列にもイノシシCD137全
体配列にも結合しないことである。ヒトCD137とイノシシCD137の相同性およびヒトCD137
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とアフリカゾウCD137の相同性は、それぞれ70.2％および74.5％である。図1は、ヒトCD13
7、イノシシCD137、およびアフリカゾウCD137の配列アラインメントを示す。図2は、記載
したようにイノシシCD137ドメインまたはアフリカゾウCD137ドメインを含む、ヒトCD137
の構築物を示す。
【０６００】
　3×106個のHEK293T-17細胞を、T75培養フラスコ(Greiner Bio-One、カタログ番号65817
5)に入れた10％FCS(Biochrom、カタログ番号S 0115)含有RPMI 1640 GlutaMAX培地20mL中
に播種した。一晩インキュベーションした後、製造業者の取扱い説明書に従って、TransI
T(登録商標)-LT1トランスフェクション試薬、Mirus Bio(VWR International、カタログ番
号731-0029)を用いて、構成的に活性なヒト伸長因子-1α(EF-1α)プロモーターの下流で
シャッフル構築物またはイノシシCD137、アフリカゾウCD137、もしくはヒトCD137をコー
ドする発現ベクターを用いて、細胞に一過性に形質導入した。翌日、1.5mLアクターゼ(Si
gma Aldrich、カタログ番号A6964)(37℃で5分間インキュベーション)を用いて細胞を回収
し、本質的には実施例4で説明するようにしてフローサイトメトリーを実施して、シャッ
フル構築物ならびにヒトCD137、アフリカゾウCD137、およびイノシシCD137の表面発現を
測定し、かつ様々なシャッフル構築物に対する抗体クローンの結合を測定した。構築物の
細胞表面発現を測定するために、形質導入された細胞を、FACS緩衝液(5mM EDTA(Sigma Al
drich、カタログ番号03690)および5％(v/v)ウシ胎児血清(FBS、Biochrom、カタログ番号S
0115)を添加したD-PBS)に溶かした1μg/mLヤギポリクローナル抗ヒトCD137(R&D Systems
、カタログ番号AF838)と共にインキュベーションし(4℃、20分)、続いてAPC標識抗ヤギIg
G(H+L)(R&D Systems、カタログ番号F0108)と共にインキュベーションした(4℃、20分)。
形質導入された細胞を1μg/mLの抗体クローン、続いてAPC標識AffiniPure F(ab')2断片(
最終希釈倍率1:50、Jackson、カタログ番号109-136-127)と共にインキュベーションする
ことによって、シャッフル構築物を発現する細胞への様々なCD137抗体クローンの結合を
測定した。
【０６０１】
　すべてのCD137シャッフル構築物、ならびにヒトCD137、アフリカゾウCD137、およびイ
ノシシCD137が、同様の発現レベルで細胞表面に発現された(図3)。
【０６０２】
　表2および図4は、クローン1を除いて、すべてのクローンが、少なくともアフリカゾウC
D137またはイノシシCD137への結合の喪失を示したことを示している。クローン2、3、4、
5、6、7、8、9、10、および11は、シャッフル構築物の少なくとも1つへの結合の喪失を示
した。クローン1は、ヒトCD137への結合と比べて、アフリカゾウおよびシャッフル構築物
5への結合の減少を示した。クローン12は、シャッフル構築物のどれに対しても結合の喪
失は示さなかったが、シャッフル構築物5への結合の減少を示した。クローンのいずれも
、シャッフル構築物1および2に対する結合の喪失も結合の減少も示さなかった。
【０６０３】
　（表２）シャッフル構築物へのCD137抗体の結合についての要約
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【０６０４】
実施例3：2-MEAによって誘導されるFabアーム交換による、二重特異性抗体の作製
　IgG1をベースとする安定な二重特異性抗体を作製するための方法は、WO2011131746(Gen
mab)に記載されている。後述するこの方法によって生じる二重特異性抗体産物は、Fabア
ーム交換にもはや関与しない。この方法の基本原理は、特定のアッセイ条件下でヘテロ二
量体の形成を促進する相補的CH3ドメインの使用であった。この方法による二重特異性抗
体の作製を可能にするために、CH3ドメイン中にある種の変異、すなわち、一方の親IgG1
抗体中にT350I、K370T、およびF405L変異(または最小限F405L)、他方の親IgG1抗体中にK4
09R変異、を有するIgG1分子を作製した。
【０６０５】
　F405L点変異またはK409R点変異のいずれかを最小限含む親IgG1抗体の濃度を、280nmで
のそれらの吸光度を用いて測定した。アミノ酸配列に基づく固有の吸光係数を用いて、タ
ンパク質濃度を推測した。
【０６０６】
　Cubeシステムは、Genmab社の順応性のあるロボットワークセルである。このシステムは
、Peak Analysis and Automation(PAA)(Farnborough UK)と共同で設計および構築された
。
【０６０７】
　実施例1で得た下記の抗体を組み合わせることによって、二重特異性抗体を作製した:
　- 各CD137-FEAR抗体と組み合わせられたCD40-FEAL抗体、
　- b12-FEAL抗体と組み合わせられたCD40-FEAR抗体、および
　- b12-FEAL抗体と組み合わせられた各CD137-FEAR抗体。
【０６０８】
　二重特異性抗体の発見工程は、図5に示し後述するように、Cubeシステムにおいて自動
式で実施する。
【０６０９】
　二重特異性抗体を作製するために、下記の(自動化)段階が実施される:
　- 必要とされる容積に応じて、深型ウェルソースプレート(96ウェルの透明V底2mLポリ
プロピレン深型ウェルプレート、Corning、カタログ番号3960;48ウェルRiplate(登録商標
)SW 5mL、Ritter、カタログ番号43001-1062;24ウェルRiplate SW 10mL、Ritter、カタロ
グ番号43001-1066)が、(1×PBS(B.Braun)に溶かした)濃度1.0mg/mLの親抗体で満たされる
(異なるプレートに、F405Lを含む抗体およびK409Rを含む抗体)(図5、左のプレート)。
　- これらのソースプレートから、図5の中央のプレートに従って、プレグリッドプレー
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ト(96ウェルV底、Corning)がCubeによって準備される。交換グリッド中の親抗体との各組
合せに対して、67.5μLの親抗体が、適切なプレグリッドプレートに添加される。
　- プレグリッド後、交換が実施される。このとき、異なるプレグリッドプレートにそれ
ぞれ由来する2種の親抗体(各67.5μL、1.0mg/mL)が、交換プレート(96ウェル丸底ポリプ
ロピレンプレート、Greiner、カタログ番号650293)に、各抗体の最終濃度0.5mg/mL(等モ
ル濃度)で、添加される(図5、右のプレート)。
　- (1×PBS(B.Braun)に溶かした)15μLの75mM 2-メルカプトエチルアミン-HCl(2-MEA)を
交換プレートに添加することによって、交換反応が開始される。交換プレート中の総体積
は、この時点で150μL(2-MEA最終濃度7.5mM)である。
　- 交換プレートが、Cytomat 6000自動インキュベーター(Thermo Scientific)中、31℃
で5時間、インキュベーションされる。
　- 流出が重力に基づいている脱塩カラム(PhyTip脱塩カラム、600μL樹脂、PhyNexus、
カタログ番号PDR91-60-06)を用いることによって、還元剤2-MEAが除去される。
　・96本のカラムの付いたアダプターを廃棄物位置に配置し、450μLの1×PBS(B.Braun)
を2回添加し、溶液にカラムを通過させ廃棄物へと流入させることによって、カラムがコ
ンディショニングされる。
　　・コンディショニング後、交換プレートに由来する100μLの試料が添加され、それに
よって、残存PBSがカラムの外へと押し出される。
　　・溶液にカラムを通過させ廃棄物へと流入させた後、カラムの付いたアダプターが、
脱塩(または送り先)プレート(96ウェル丸底、Greiner)に置かれる。
　　・交換プレートに由来する残りの試料が、カラムに添加される。
　　・試料にカラムを通過させ脱塩プレートへと流入させた後、225μLの1×PBS(B.Braun
)がカラムに添加され、試料が脱塩プレートに溶出される。
　　・2-MEAは、カラムの内部に残る。適切な場合には、カラムは、1×PBS(B.Braun)で洗
浄することによって、再生することができる。
　- 脱塩プレートが、Cytomat 6001自動インキュベーター(Thermo Scientific)中、8℃で
保存される。これらのプレートは、この時点で、二重特異性抗体を含む。
【０６１０】
　最終的な二重特異性抗体試料を0.2μmデットエンドフィルターに通してろ過し、二重特
異性産物の280nmでの吸光度(A280)を測定して最終濃度を明らかにした。試料は、さらに
使用する前に少なくとも24時間、2～8℃で保存した。
【０６１１】
　高圧液体クロマトグラフィー(HPLC)、すなわちブチル-NPR、2.5μm、4.6×35mm HIC-HP
LCカラム(Tosoh Bioscience)を流速1mL/分で用いる疎水性相互作用クロマトグラフィー(H
IC)によって、二重特異性抗体交換効率を定量した。親抗体および解析試料の濃度を標準
化し、HIC溶出剤A(15.4mM K2HPO4、9.6mM KH2PO4、1.5M (NH4)2SO4;pH7.0)を用いて2倍希
釈した。50μLの試料を注入し、HIC溶出剤AからHIC溶出剤B(15.4mM K2HPO4、9.6mM KH2PO

4、pH7.0)への12分にわたる勾配を用いて溶離を実施し、280nmで検出した。あるいは、HP
LC、すなわち解析的陽イオン交換クロマトグラフィー(CIEX)を用いて、二重特異性抗体の
交換効率を定量した。移動相A(10mM NaPO4、pH7.0)に溶かした1mg/mLの親抗体および解析
試料をHPLCに注入した。流速1mL/分で4mm×250mmのProPac WCX-10解析用カラムを用いる
ことによって、荷電状態の異なるIgG分子を分離した。50μLの試料を注入し、移動相A(10
mM NaPO4、pH7.0; Milli-Q 1リットルにつき10.3gのNa2HPO4・2H2Oおよび5.07gのNaH2PO4
を添加することによって得られるリン酸ナトリウム緩衝液の0.1M原液から調製される)か
ら移動相B(10mM NaPO4、pH7.0、0.25M NaCl)への勾配を用いて溶離を実施し、280nmで検
出した。Empower3ソフトウェア(Waters)を用いて、ピークを親抗体または二重特異性反応
産物に割り当て、かつピーク面積を積分して二重特異性抗体交換反応の程度を定量した。
製造業者の取扱い説明書に従って、TSK HP-SECカラム(G3000SWxl;Tosoh Biosciences、Om
nilabo, Breda、The Netherlandsを介する)を用いる解析的サイズ排除クロマトグラフィ
ー、ならびに還元条件および非還元条件下でLabChip GXII(Caliper Life Sciences、MA)
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においてHTタンパク質発現LabChip(Caliper Life Sciences、MA)を用いるキャピラリー電
気泳動-ドデシル硫酸ナトリウム(CE-SDS)によって、二重特異性抗体反応産物をさらに解
析した。
【０６１２】
実施例4：CD40およびCD137に結合する二重特異性抗体によるトランス活性化を測定するレ
ポーターアッセイ法
　CD40は、樹状細胞のような抗原提示細胞(APC)で主に発現されるのに対し、CD137は、活
性化されたT細胞で主に発現される。したがって、CD40およびCD137に結合する二重特異性
抗体は、これらの受容体を発現するAPCおよびT細胞に同時に結合することができる。それ
によって、これらの二重特異性抗体は、受容体結合によってAPCとT細胞の細胞間接触を媒
介し、両方の受容体を活性化することができる。この受容体活性化は、架橋および細胞間
相互作用の際の受容体クラスター形成によって誘導されることができ、単特異性二価の親
抗体のアゴニスト活性に必ずしも依存しない。したがって、これらのトランス活性化二重
特異性抗体は、APCとT細胞の相互作用という状況で共刺激活性を発揮することができる。
【０６１３】
　レポーターアッセイ系を確立して、二重特異性抗体による各受容体の活性化を測定した
。NF-κB/293/GFP-Luc(商標)転写レポーター細胞株(System Biosciences;カタログ番号TR
860A-1)は、NF-κBシグナル伝達経路をインビトロでモニターするために設計されたレポ
ーター細胞株である。NF-κB経路の活性化は、定量的転写活性化レポーターアッセイ法の
ための緑色蛍光タンパク質(GFP)蛍光ならびにルシフェラーゼ活性を検出することによっ
てモニターすることができる。製造業者の取扱い説明書に従って、TransIT(登録商標)-LT
1トランスフェクション試薬、Mirus Bio(VWR International、カタログ番号731-0029)を
用いて、構成的に活性なヒト伸長因子-1α(EF-1α)プロモーターの下流で完全長ヒトCD40
またはCD137をコードする発現ベクターを用いて、NF-κB/293/GFP-Luc細胞に安定に形質
導入した。10mg/mLブラスチシジン(Invivogen、カタログ番号ant-bl-1)を用いて、安定な
クローンを選択した。さらに、前述したようにして、ヒトCD40およびCD137をK562細胞に
安定に形質導入して、二重特異性抗体の他方のアームに対する対応する標的抗原を提供で
きる細胞株を作製した。受容体の細胞表面発現をフローサイトメトリーによって測定した
。0.3×106個の細胞を遠心沈殿させ(460×g、5分)、FACS緩衝液(5mM EDTA(Sigma Aldrich
、カタログ番号03690)および5％(v/v)ウシ胎児血清(FBS、Biochrom、カタログ番号S0115)
を添加したD-PBS)中で洗浄した(460×g、5分)。50μLの1:50希釈したアロフィコシアニン
(APC)標識抗ヒトCD40(BD Biosciences、クローン5C3、カタログ番号555591)またはフィコ
エリトリン(PE)標識抗ヒトCD137(BD Biosciences、クローン4B4-1、カタログ番号555956)
を細胞プレートに添加し、暗所、4℃で20分間、インキュベーションした。FACS緩衝液で3
回洗浄した後、細胞をFACS緩衝液100μL中に再懸濁し、FACSCanto II(BD Biosciences)を
用いたフローサイトメトリーによって、抗体の結合を検出した。形質導入されたNF-κB/2
93/GFP-Luc細胞(図6A)およびK562細胞(図6B)におけるCD40およびCD137の細胞表面発現が
、うまく示された。
【０６１４】
　トランス活性化を測定するレポーターアッセイ法を次のように設定した:指定の2種のTN
F受容体のうちの1つを発現するNF-κB/293/GFP-Luc細胞を、白色不透明の384ウェル細胞
培養プレート(PerkinElmer、カタログ番号6007680)に入れたGlutaMAX補助成分(Life Tech
nologies、カタログ番号61870)を含むRPMI 1640培地30μL中に10,000細胞/ウェルの濃度
で播種した。一方のアームでCD40に結合し他方のアームでCD137に結合する二重特異性抗
体および対応する単特異性一価(1本の無関係な対照アームを含む[b12])対照抗体を、最終
濃度0.078μg/mL～10μg/mLの範囲に(培地中で)段階希釈し、緩衝液対照を含めて、レポ
ーター細胞に10μL/ウェルの量で添加した。第2のTNF受容体を発現するK562細胞または野
生型K562(K562_wt)細胞17,000個を、10μL培地に加えて各ウェルに添加し、37℃および5
％CO2で18時間、インキュベーションした。したがって、二重特異性抗体は、NF-κB/293/
GFP-Luc細胞株表面の第1のTNF受容体に、かつ同時に、K562細胞株表面の第2のTNF受容体
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に、結合することができる。NF-κB/293/GFP-Luc細胞表面の第1のTNF受容体の受容体活性
化のみを、NF-κBシグナル伝達の際に誘導されるルシフェラーゼ活性に基づいて測定する
。したがって、CD40およびCD137を標的とする二重特異性抗体を、次の2つのレポーターア
ッセイ法によって解析した:レポーター細胞株表面のCD137およびK562細胞表面のCD40への
同時結合によって誘導されるCD137活性化を測定する第1のアッセイ法(HEK293_NFK_CD137_
gfp_luc+K562_CD40)ならびにレポーター細胞株表面のCD40およびK562細胞表面のCD137へ
の同時結合によって誘導されるCD40活性化を測定する第2のアッセイ法(HEK293_NFK_CD40_
gfp_luc+K562_CD137)。Glo溶解緩衝液(Promega;カタログ番号E266A)を加えて復元した50
μL/ウェルのSteady-Glo(登録商標)試薬(Promega;カタログ番号E2520)を添加し、室温で3
0分間インキュベーションした後に、Envisionプレートリーダー(PerkinElmer)によって相
対発光単位としてルシフェラーゼ活性を測定した。
【０６１５】
　CD40×CD137二重特異性抗体(図7A～L、下側のパネル、1番目および3番目のグラフ)のみ
が、トランス活性化条件(それぞれK562-CD40またはK562-CD137とのインキュベーション)
下で、CD137またはCD40のいずれかを形質導入されたNF-κB/293/GFP-Luc細胞において(約
100ng/mLおよびそれより高い濃度において)ルシフェラーゼ活性を誘導した。単特異性一
価(1本の無関係な対照アームを含む[b12])対照抗体のどれも、形質導入されたNF-κB/293
/GFP-Luc細胞においてルシフェラーゼ活性を誘導しなかった(上側のパネル)。さらに、ト
ランス活性化条件下ではない場合(野生型K562細胞を使用)、二重特異性CD40×CD137抗体
によってルシフェラーゼ活性は誘導されなかった(下側のパネル、2番目および4番目のパ
ネル)。
【０６１６】
実施例5：CD40およびCD137に結合する二重特異性抗体によるトランス活性化を測定するた
めの、非抗原特異的T細胞増殖アッセイ法
　非抗原特異的増殖を測定するために、末梢血単核細胞(PBMC)集団中のT細胞を、CD40×C
D137二重特異性抗体または対照抗体と組み合わせた準最適濃度の抗CD3抗体(クローンUCHT
1)と共にインキュベーションした。このPBMC集団内で、CD40を発現する抗原提示細胞は、
二重特異性抗体のCD40特異的アームによって結合されることができるのに対し、集団中の
T細胞は、CD137特異的アームによって結合されることができる。二重特異性抗体を介した
抗原提示細胞への架橋によって誘導されるT細胞のトランス活性化を、T細胞増殖として測
定する。
【０６１７】
　PBMCは、健常なドナーのバフィコート(Transfusionszentrale、大学病院、Mainz、Germ
any)からフィコール勾配(VWR、カタログ番号17-5446-02)を用いて得た。PBMCは、製造業
者の取扱い説明書に従って、PBSに溶かした1.6μMカルボキシフルオレセインスクシンイ
ミジルエステル(CFSE)(Thermo Fisher、カタログ番号C34564)を用いて標識した。96ウェ
ル丸底プレート(Sigma Aldrich、CLS3799-50EA)中にウェル当たり75,000個のCFSE標識PBM
Cを播種し、5％ヒトAB血清を添加した150μLのIMDM GlutaMAXに溶かした、各ドナーにつ
いて予め決定された準最適濃度の抗CD3抗体(R&D Systems、クローンUCHT1、カタログ番号
MAB100;最終濃度0.01～0.1μg/mL)、および二重特異性抗体または対照抗体と共に、37℃
、5％CO2で4日間、インキュベーションした。CD4+T細胞およびCD8+T細胞の増殖を、本質
的には前述したようにして、フローサイトメトリーによって解析した。FACS緩衝液中にPE
標識CD4抗体(BD Biosciences、カタログ番号555347;最終希釈倍率1:80)、PE-Cy7標識CD8
α抗体(クローンRPA-T8、eBioscience、カタログ番号25-0088-41;最終希釈倍率1:80)、AP
C標識CD56抗体(eBiosciences、カタログ番号17-0567;最終希釈倍率1:80)、および7-AAD(B
eckman Coulter、カタログ番号A07704;最終希釈倍率1:80)を含む30μLを用いて、細胞を
染色し、ナチュラルキラー(NK)細胞(CD56)および死細胞(7-AAD)を解析から除外した。試
料をFACSCanto II(BD Biosciences)で測定した。細胞分裂を示すCFSEピークに基づくT細
胞増殖の詳細な解析を、FlowJo7.6.5ソフトウェアによって行った。分裂を始めたT細胞の
平均比率(分裂細胞率(％))および分裂を始めた細胞の平均分裂回数(増殖指標)を算出した
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。
【０６１８】
　図8Aは、CD40×CD137二重特異性抗体のみがCD8+T細胞増殖を効率的に増強したことを示
す。単特異性一価の対照抗体(b12xCD40;b12xCD137)および単特異性一価CD40抗体と単特異
性一価CD137抗体の組合せ(b12xCD40+b12xCD137)は、対照(弱く活性化されたPBMCのみ、対
照、なし)で観察されたよりも大規模な増殖を誘導しなかった。異なる濃度の異なる抗体
について、フローサイトメトリーのヒストグラムを定量して、前述したように、分裂細胞
率(図8B)および増殖指標(図8C)を示した。これらの図は、二重特異性抗体のみがCD8+細胞
の増殖を誘導することができ、最適濃度が0.04～0.2μg/mLの間であったことを示す。
【０６１９】
実施例6：CD40およびCD137に結合する二重特異性抗体によるトランス活性化を測定するた
めの、抗原特異的CD8+T細胞増殖アッセイ法
　抗原特異的アッセイ法において二重特異性抗体による増殖誘導を測定するために、樹状
細胞(DC)にクローディン6インビトロ転写RNA(IVT-RNA)をトランスフェクトして、クロー
ディン6抗原を発現させた。クローディン-6に特異的なHLA-A2拘束性T細胞受容体(TCR)をT
細胞にトランスフェクトした。このTCRは、DC表面のHLA-A2において提示されるクローデ
ィン-6由来エピトープを認識することができる。CD40×CD137二重特異性抗体は、樹状細
胞上のCD40とT細胞上のCD137を架橋して、DCの活性化およびT細胞への共刺激シグナルを
もたらし、その結果、T細胞増殖を起こすことができる。
【０６２０】
　HLA-A2+ PBMCは、健常なドナー(Transfusionszentrale、大学病院、Mainz、Germany)か
ら得た。製造業者の取扱い説明書に従って抗CD14マイクロビーズ(Miltenyi;カタログ番号
130-050-201)を用いる磁気活性化細胞選別(MACS)技術によって、単球をPBMCから単離した
。後でT細胞を単離するために、末梢血リンパ球(PBL、CD14陰性画分)を凍結した。未成熟
DC(iDC)に分化させるために、1×106個/mLの単球を、5％ヒトAB血清(Sigma-Aldrich Chem
ie GmbH、カタログ番号H4522-100ML)、ピルビン酸ナトリウム(Life technologies GmbH、
カタログ番号11360-039)、非必須アミノ酸(Life technologies GmbH、カタログ番号11140
-035)、100IU/mLペニシリン-ストレプトマイシン(Life technologies GmbH、カタログ番
号15140-122)、1000IU/mL顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF; Miltenyi、カ
タログ番号130-093-868)、および1000IU/mLインターロイキン4(IL-4;Miltenyi、カタログ
番号130-093-924)を含むRPMI GlutaMAX(Life technologies GmbH、カタログ番号61870-04
4)中で、5日間培養した。この5日間の間に一度、培地の半分を新しい培地に交換した。非
接着細胞を採取することによってiDCを回収した;接着細胞は、2mM EDTAを含むPBSと共に3
7℃で10分間インキュベーションすることによって剥離した。洗浄後、後で行う抗原特異
的T細胞アッセイ法のために、10％ v/v DMSO(AppliChem GmbH、カタログ番号A3672,0050)
および50％v/vヒトAB血清を含むRPMI GlutaMAX中でiDCを凍結させた。
【０６２１】
　T細胞アッセイ法を開始する1日前に、同じドナーに由来する凍結したPBLおよびiDCを解
凍した。製造業者の取扱い説明書に従って抗CD8マイクロビーズ(Miltenyi;カタログ番号1
30-045-201)を用いるMACS技術によってCD8+T細胞を単離するために、PBLを使用した。BTX
 ECM(登録商標)830エレクトロポレーションシステム装置(BTX;500V、1×3msパルス)を用
いて、4mmエレクトロポレーションキュベット(VWR International GmbH、カタログ番号73
2-0023)中で、250μLのX-Vivo15(Biozym Scientific GmbH、カタログ番号881026)に溶か
したα鎖をコードする10μgのIVT-RNAおよびクローディン-6に特異的なマウスTCR(HLA-A2
拘束性;WO 2015150327 A1に記載されている)のβ鎖をコードする10μgのIVT-RNAを、約10
～15×106個のCD8+T細胞にエレクトロポレーションした。エレクトロポレーションの直後
に、5％ヒトAB血清を添加した新しいIMDM培地(Life Technologies GmbH、カタログ番号12
440-061)に細胞を移し、37℃、5％ CO2で少なくとも1時間休ませた。T細胞を、製造業者
の取扱い説明書に従って、PBSに溶かした1.6μMカルボキシフルオレセインスクシンイミ
ジルエステル(CFSE;Invitrogen、カタログ番号C34564)を用いて標識し、5％ヒトAB血清を
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【０６２２】
　前述したエレクトロポレーションシステム(300V、1×12msパルス)を用いて、250μLのX
-Vivo15培地に溶かした完全長クローディン-6(UniProt P56747)をコードする0.4～5μgの
IVT-RNAを、最高で5×106個の解凍したiDCにエレクトロポレーションし、5％ヒトAB血清
を添加したIMDM培地中で一晩インキュベーションした。
【０６２３】
　翌日、細胞を回収した。DCにおけるクローディン-6およびT細胞におけるTCRの細胞表面
発現をフローサイトメトリーによって確認した。したがって、Alexa647結合CLDN6特異的
抗体(市販されていない。施設内で作製)でDCを染色し、抗マウスTCR β鎖抗体(Becton Di
ckinson GmbH、カタログ番号553174)でT細胞を染色した。96ウェル丸底プレートにおいて
、5％ヒトAB血清を添加したIMDM GlutaMAX(Life Technologies、カタログ番号12440-061)
に溶かした二重特異性抗体または対照抗体の存在下で、エレクトロポレーションされた5,
000個のDCを、エレクトロポレーションされた50,000個のCFSE標識T細胞と共にインキュベ
ーションした。5日後、フローサイトメトリーによってT細胞増殖を測定した。細胞分裂を
示すCFSEピークに基づくT細胞増殖の詳細な解析を、FlowJo 7.6.5ソフトウェアによって
行った。分裂を始めたT細胞の平均比率(分裂細胞率(％))および分裂を始めた細胞の平均
分裂回数(増殖指標)を算出した。
【０６２４】
　図9Aは、CD40×CD137二重特異性抗体のみがCD8+T細胞増殖を効率的に増強したことを示
す。単特異性一価の対照抗体(b12xCD40;b12xCD137)および単特異性一価CD40抗体と単特異
性一価CD137抗体の組合せ(b12xCD40+b12xCD137)は、対照(弱く活性化されたPBMCのみ、対
照、なし)で観察されたよりも大規模な増殖を誘導しなかった。同じことが、分裂細胞率
にも反映されており(図9B)、増殖指標から極めて明確である(図9C)。図9Dは、CD40×CD13
7二重特異性抗体による抗原特異的増殖の誘導が濃度依存性であり、このアッセイ法での
最適濃度が0.1μg/mL前後であったことを示している。
【０６２５】
実施例7：マウス抗体およびウサギ抗体のヒト化
　マウス抗CD40-001抗体およびウサギ抗CD137-009抗体に由来するヒト化抗体配列は、Ant
itope(Cambridge、UK)で作られた。生殖系列ヒト化(CDRグラフティング)技術を用いてヒ
ト化抗体配列を作った。ヒト化V領域遺伝子は、マウス抗体およびウサギ抗体のVHアミノ
酸配列およびVκアミノ酸配列に最も近い相同性を有するヒト生殖系列配列をベースとし
て設計した。一連の4～6個のVHおよび4個または5個のVκ(VL)生殖系列ヒト化V領域遺伝子
を、各非ヒト親抗体について設計した。抗体の結合特性にとって重要である可能性がある
V領域フレームワーク中のアミノ酸を同定するために、Swiss PDBを用いて非ヒト親抗体V
領域の構造モデルを作成し、解析した。1種または複数種のCDRグラフト化変異体抗体に組
み入れるために、これらのアミノ酸に注目した。ヒト化設計のための基盤として使用した
最もよく一致している生殖系列配列を表3に示している。
【０６２６】
　（表３）最もよく一致しているヒト生殖系列Vセグメント配列およびJセグメント配列
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【０６２７】
　次いで、Antitope社が登録商標権をもつインシリコ技術であるiTope(商標)およびTCED(
商標)(T Cell Epitope Database)(Perry, L.C.A, Jones, T.D. and Baker, M.P. New App
roaches to Prediction of Immune Responses to Therapeutic Proteins during Preclin
ical Development (2008). Drugs in R&D 9 (6): 385-396; 20; Bryson, C.J., Jones, T
.D. and Baker, M.P. Prediction of Immunogenicity of Therapeutic Proteins (2010).
 Biodrugs 24 (1):1-8)を用いて、潜在的なT細胞エピトープの出現率が最も低い変異体配
列を選択した。最後に、ヒト細胞において発現させるために、設計した変異体のヌクレオ
チド配列をコドン最適化した。
【０６２８】
　ヒト化CD40抗体およびヒト化CD137抗体の可変領域配列を、上記の配列表および表1に示
している。
【０６２９】
実施例8：抗体の発現構築物、一過性発現、および精製
　抗体発現のために、VH配列およびVL配列を発現ベクター(pcDNA3.3)にクローニングした
。この発現ベクター(pcDNA3.3)は、VHの場合、F405L変異もしくはK409R変異ならびに/ま
たはL234F、L235E、およびD265Aをいくつかの場合に含む適切な定常重鎖(HC)を含み、VL
の場合、軽鎖(LC)領域を含んだ。抗体は、IgG1、κとして発現させた。本質的にはVinkら
によって説明されているようにして(Vink et al., Methods, 65 (1), 5-10 2014)、293フ
ェクチン(Life technologies)を用いて、Expi293F細胞(Life technologies, USA)に、抗
体の重鎖および軽鎖の両方をコードするプラスミドDNA混合物を一過性にトランスフェク
トした。次に、プロテインG固定化クロマトグラフィーによって抗体を精製した。
【０６３０】
実施例9：CD40およびCD137に結合するヒト化二重特異性抗体の機能性を試験するための非
特異的T細胞増殖アッセイ法
　CD40およびCD137に結合するヒト化二重特異性抗体の機能性を測定するために、前述し
たようにして非抗原特異的T細胞増殖アッセイ法を実施した。要するに、1名のドナーのPB
MCをCFSEで標識し、準最適濃度の抗CD3抗体(クローンUCHT1;このドナーについて決定され
た0.01μg/mL)および0.008μg/mL、0.04μg/mL、0.2μg/mL、または1μg/mLのヒト化CD40
×CD137二重特異性抗体、親二重特異性抗体、またはIgG1対照抗体と共にインキュベーシ
ョンした。
【０６３１】
　CD8+T細胞増殖を、本質的には前述したようにして、フローサイトメトリーによって解
析した。細胞分裂を示すCFSEピークに基づくT細胞増殖の詳細な解析を、FlowJo 7.6.5ソ
フトウェアによって行った。分裂を始めたT細胞の平均比率(分裂細胞率(％))および分裂
を始めた細胞の平均分裂回数(増殖指標)を算出した。
【０６３２】
　図10は、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-HC6LC1-FEAL×CD137-009
-HC7LC2-FEAR)がCD8+T細胞増殖を効率的に増強したことを示す。ヒト化二重特異性抗体は
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、分裂細胞の比率およびCD8+細胞の平均分裂回数の両方を増大させた。ヒト化二重特異性
抗体の有効性は、親二重特異性抗体(CD40-001×CD137-009)の有効性に匹敵していた。
【０６３３】
実施例10：CD40およびCD137に結合するヒト化二重特異性抗体の機能性を試験するための
抗原特異的CD8+T細胞増殖アッセイ法
　CD40およびCD137に結合するヒト化二重特異性抗体の機能性を測定するために、前述し
たようにして抗原特異的CD8+T細胞増殖アッセイ法を実施した。要するに、CFSEで標識しC
LDN6-TCRをトランスフェクトしたCD8+T細胞を、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体、親抗
体、またはIgG1対照抗体の存在下で、CLDN6 RNAをエレクトロポレーションされたDCと共
にインキュベーションした。4日後、フローサイトメトリーによってT細胞増殖を測定した
。細胞分裂を示すCFSEピークに基づくT細胞増殖の詳細な解析を、FlowJo 7.6.5ソフトウ
ェアによって行った。分裂を始めたT細胞の平均比率(分裂細胞率(％))および分裂を始め
た細胞の平均分裂回数(増殖指標)を算出した。
【０６３４】
　図11は、ヒト化CD40×CD137二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-H6LC1-FEAL×CD137-009-
HC7LC2-FEAR)がCD8+T細胞増殖を効率的に増強したことを示す。ヒト化二重特異性抗体の
有効性は、親二重特異性抗体(CD40-001×CD137-009)の有効性に匹敵していた。ヒト化二
重特異性抗体および親二重特異性抗体の両方とも、このアッセイ法において、分裂細胞の
比率およびCD8+細胞の増殖指標を増大させた。
【０６３５】
実施例11：腫瘍浸潤リンパ球に対するCD40×CD137二重特異性抗体の作用を評価するため
のエクスビボTIL増大アッセイ法
　腫瘍浸潤リンパ球(TIL)に対するCD40×CD137二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-FEAL/CD
137-009-FEAR)の作用を評価するために、ヒト腫瘍組織のエクスビボ培養を下記のように
して実施した。単離された腫瘍の大きな塊を、スパーテルまたはセロロジカルピペットを
用いて、洗浄培地を入れた6ウェルプレート(Fisher Scientificカタログ番号10110151)の
1つのウェルからすぐ隣のウェルに移すことによって、新たにヒト腫瘍組織切除物を3回洗
浄した。洗浄培地は、1％ペニシリン/ストレプトマイシン(Thermo Fisher、カタログ番号
15140-122)および1％ファンギゾン(Thermo Fisher、カタログ番号15290-026)を添加したX
-VIVO 15(Biozym、カタログ番号881024)から構成された。次に、メス(Braun/Roth、カタ
ログ番号5518091 BA223)を用いて腫瘍を切断し、直径約1～2mmの腫瘍片に切り分けた。2
片ずつを、1mLのTIL培地(X-VIVO 15、10％ヒト血清アルブミン(HSA、CSL Behring、カタ
ログ番号PZN-6446518)、1％ペニシリン/ストレプトマイシン、1％ファンギゾン、および
指定濃度のIL-2(Proleukin(登録商標)S、Novartis Pharma、カタログ番号02238131)を含
む24ウェルプレート(VWR international、カタログ番号701605)の1つのウェルに入れた。
CD40およびCD137に結合する二重特異性抗体を、指定の最終濃度で添加した。培養プレー
トを37℃および5％CO2で72時間インキュベーションし、指定のIL-2濃度および指定濃度の
二重特異性抗体を含む1mLの新鮮なTIL培地を各ウェルに添加した。5.0メガピクセルカメ
ラを装備されたLeica DMi1顕微鏡を用いて、TILクラスターの出現についてウェルを1日お
きにモニターした。25個を超えるTILマイクロクラスターが検出された場合、ウェルを個
々に分割した。TIL培養物を分割するために、細胞を再懸濁し、6ウェルプレートの1つの
ウェルに移し、新たな2mLのTIL培地を添加した。
【０６３６】
　10～14日の合計培養期間の後に、TILを回収し、フローサイトメトリーによって解析し
た。異なる治療群の定量的比較を可能にするために、BD(商標)CompBeads(BD biosciences
、カタログ番号51-90-9001291)を添加したFACS緩衝液による最後の洗浄段階の後に細胞ペ
レットを再懸濁した。BD FACSCanto(商標)IIフローサイトメーター(Becton Dickinson)に
よってフローサイトメトリー解析を実施し、獲得したデータをFlowJo 7.6.5ソフトウェア
を用いて解析した。ビーズ1,000個当たりの相対的生存TIL計数値(7-AAD陰性細胞)を各ウ
ェルについて算出した。
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【０６３７】
　図12は、ヒト黒色腫組織からのTIL増大の解析を示す。このとき、100U/mLのIL-2をTIL
培地のための補助成分として使用した。さらに、CD40およびCD137に結合する次の濃度の
二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-FEAL/CD137-009-FEAR)を添加した:0.016μg/mL、0.08
μg/mL、0.4μg/mL、2.0μg/mL、および10.0μg/mL;抗体添加のないウェルは陰性対照と
しての機能を果たした。14日間の培養後に、TILを回収し、フローサイトメトリーによっ
て解析した。24ウェルプレートの異なるウェルに由来する、各抗体濃度について5つの試
料を測定した。CD40およびCD137に結合する二重特異性抗体と共に培養された試料すべて
において、生存TIL計数値は、抗体を用いない対照試料と比較して実質的に増加していた
。全般的にみて、生存TILの平均相対計数値の約100倍の増加が観察された(図12)。
【０６３８】
　図13は、非小細胞肺がん(NSCLC)組織からのTIL増大の解析を示す。このとき、10U/mLの
IL-2をTIL培地のための補助成分として使用した。さらに、CD40およびCD137に結合する次
の最終濃度の二重特異性抗体(ビスG1-CD40-001-FEAL/CD137-009-FEAR)を投与した:0.01μ
g/mL、0.1μg/mL、および1.0μg/mL;抗体添加のないウェルは陰性対照としての機能を果
たした。10日間の培養後に、TILを回収し、フローサイトメトリーによって解析した。24
ウェルプレートの異なるウェルに由来する、各抗体濃度について5つの試料を測定した。C
D40およびCD137に結合する二重特異性抗体と共に培養された試料すべてにおいて、生存TI
L計数値は、抗体を用いない対照試料と比較して実質的に増加していた。全般的にみて、
生存TILの平均相対計数値の最高10倍の増加が、0.1μg/mLまたは1μg/mLで観察された(図
13)。

【図１】 【図２】
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与人CD40和人CD137结合的多特异性抗体，制备这种多特异性抗体的方
法以及将这种多特异性抗体用于治疗或其他目的的方法。


