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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】特異性および親和性により複数の抗原に結合するその能力により区別される抗体
である多重特異性抗体を産生する方法の提供。
【解決手段】軽鎖ＬＣ１及び重鎖ＨＣ１を有し、かつ抗原１に結合する抗体と、軽鎖ＬＣ
２及び重鎖ＨＣ２を有し、かつ異なる抗原２に結合する他の抗体とから、多重特異性一本
鎖抗体を産生する方法であって、（ａ）前記重鎖ＨＣ１及びＨＣ２の免疫グロブリン重鎖
可変抗体領域を機能的に補完する１つの免疫グロブリン軽鎖可変抗体領域を特定する工程
、（ｂ）前記重鎖ＨＣ１及びＨＣ２の２種類の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域と、工程
（ａ）において特定された免疫グロブリン軽鎖可変抗体領域とをクローニングして、一本
鎖抗体コンストラクトを形成する工程と、（ｃ）前記一本鎖抗体コンストラクトを宿主細
胞において発現させて、前記多重特異性一本鎖抗体を産生する工程とを有する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軽鎖ＬＣ１及び重鎖ＨＣ１を有し、かつ抗原１に結合する抗体と、軽鎖ＬＣ２及び重鎖
ＨＣ２を有し、かつ異なる抗原２に結合する他の抗体とから、多重特異性一本鎖抗体を産
生する方法であって、
　（ａ）前記重鎖ＨＣ１及びＨＣ２の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域を機能的に補完す
る１つの免疫グロブリン軽鎖可変抗体領域を特定する工程であって、
　　（ｉ）前記抗原１に結合する抗体のために、前記重鎖ＨＣ１の免疫グロブリン重鎖可
変抗体領域と、前記軽鎖ＬＣ１を進化させることによって生成されたヒトＬＣ１ライブラ
リとを共発現させることによって生成された抗体ライブラリをスクリーニングする工程と
、
　　（ｉｉ）前記抗原２に結合する抗体のために、前記重鎖ＨＣ２の免疫グロブリン重鎖
可変抗体領域と、前記軽鎖ＬＣ２を進化させることによって生成されたヒトＬＣ２ライブ
ラリとを共発現させることによって生成された他の抗体ライブラリをスクリーニングする
工程と、
　　（ｉｉｉ）
　　　（１）前記抗原２に結合する抗体のために、前記抗原１に結合する工程（ｉ）由来
の抗体の軽鎖と、前記重鎖ＨＣ２の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域とを共発現させ、か
つ選択する工程、または
　　　（２）前記抗原１に結合する抗体のために、前記抗原２に結合する工程（ｉｉ）由
来の抗体の軽鎖と、前記重鎖ＨＣ１の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域とを共発現させ、
かつ選択する工程、
　　を介して抗体を選択する工程と
　によって行われ、工程（１）または（２）で選択された抗体の軽鎖可変抗体領域は、前
記重鎖ＨＣ１及びＨＣ２の２種類の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域を機能的に補完する
免疫グロブリン軽鎖可変抗体領域である、前記特定する工程と、
　（ｂ）前記重鎖ＨＣ１及びＨＣ２の２種類の免疫グロブリン重鎖可変抗体領域と、工程
（ａ）において特定された免疫グロブリン軽鎖可変抗体領域とをクローニングして、一本
鎖抗体コンストラクトを形成する工程と、
　（ｃ）前記一本鎖抗体コンストラクトを宿主細胞において発現させて、前記多重特異性
一本鎖抗体を産生する工程と
　を有する方法。
【請求項２】
　請求項１記載の方法であって、さらに、前記多重特異性一本鎖抗体の１またはそれ以上
の特徴を改善するために、前記多重特異性一本鎖抗体における前記軽鎖可変抗体領域また
は重鎖可変抗体領域を進化させる追加の工程を有する方法。
【請求項３】
　請求項２記載の方法において、前記１またはそれ以上の特徴は、平衡解離定数（ＫＤ）
；安定性；融点（Ｔｍ）；ｐＩ；溶解性；発現レベル；低下した免疫原性および改善した
エフェクター機能から成る群から選択される方法。
【請求項４】
　請求項２記載の方法において、前記進化させる追加の工程は、包括的位置進化（ＣＰＥ
）；包括的位置挿入進化（ＣＰＩ）；包括的位置欠失進化（ＣＰＤ）；包括的位置進化（
ＣＰＥ）後のコンビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）；包括的位置欠失進化（ＣＰＤ
）後のコンビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）；及び包括的位置欠失進化（ＣＰＤ）
後のコンビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）のうちの１つまたはそれ以上を有する方
法。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１つに記載の方法であって、さらに、コンジュゲートした多重
特異性一本鎖抗体を生成するために、前記多重特異性一本鎖抗体を有機部分にコンジュゲ
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ートさせる工程を有する方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法によって発現された多重特異性一本鎖抗体。
【請求項７】
　請求項５記載の方法によって産生されたコンジュゲートした多重特異性一本鎖抗体。
【請求項８】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法において、前記多重特異性一本鎖抗体は、３
つのエピトープと、または４つのエピトープと、または５つ以上のエピトープと特異的に
結合する方法。
【請求項９】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法において、前記宿主細胞は、３Ｔ３マウス繊
維芽細胞；ＢＨＫ２１シリアンハムスター繊維芽細胞；ＭＤＣＫ、イヌ上皮細胞；Ｈｅｌ
ａヒト上皮細胞；ＰｔＫ１ネズミカンガルー上皮細胞；ＳＰ２／０マウス形質細胞；およ
びＮＳ０マウス形質細胞：ＨＥＫ２９３ヒト胚腎臓細胞；ＣＯＳサル腎臓細胞；ＣＨＯ、
ＣＨＯ－Ｓチャイニーズハムスター卵巣細胞：Ｒｌマウス胚細胞；Ｅ１４．１マウス胚細
胞；Ｈ１ヒト胚細胞；Ｈ９ヒト胚細胞；ＰＥＲ　Ｃ．６、ヒト胚細胞；Ｓ．ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ酵母細胞；及びｐｉｃｈｉａ酵母細胞から選択される真核性宿主細胞株である方
法。
【請求項１０】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法において、前記宿主細胞は原核性宿主細胞で
ある方法。
【請求項１１】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法であって、さらに、前記多重特異性一本鎖抗
体を製造する工程を有する方法。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法であって、さらに、
　ｄ．前記多重特異性一本鎖抗体を進化させて、製造宿主において、進化した多重特異性
一本鎖抗体のセットを産生する工程と、
　ｅ．前記進化した多重特異性一本鎖抗体のセットを、最適化された特徴を有する最適化
された多重特異性一本鎖抗体についてスクリーニングする工程と、
　ｆ．前記最適化された多重特異性抗体を、前記最適化された多重特異性抗体が有機部分
を有するように修飾する工程と、
　ｇ．前記修飾した最適化された多重特異性一本鎖抗体を、前記製造宿主において産生す
る工程と
　を有する方法。
【請求項１３】
　請求項１２記載の方法において、前記製造宿主は、３Ｔ３マウス繊維芽細胞；ＢＨＫ２
１シリアンハムスター繊維芽細胞；ＭＤＣＫ、イヌ上皮細胞；Ｈｅｌａヒト上皮細胞；Ｐ
ｔＫ１ネズミカンガルー上皮細胞；ＳＰ２／０マウス形質細胞；およびＮＳ０マウス形質
細胞；ＨＥＫ２９３ヒト胚腎臓細胞；ＣＯＳサル腎臓細胞；ＣＨＯ、ＣＨＯ－Ｓチャイニ
ーズハムスター卵巣細胞；Ｒ１マウス胚細胞；Ｅ１４．１マウス胚細胞；Ｈ１ヒト胚細胞
；Ｈ９ヒト胚細胞；ＰＥＲ　Ｃ．６、ヒト胚細胞；Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ酵母細胞；
及びｐｉｃｈｉａ酵母細胞から選択される方法。
【請求項１４】
　請求項１２記載の方法において、前記スクリーニングする工程は、蛍光活性化細胞ソー
ティング（ＦＡＣＳ）を有する方法。
【請求項１５】
　請求項１～５のいずれか１つに記載の方法において、前記軽鎖ＬＣ１及びＬＣ２、また
は重鎖ＨＣ１及びＨＣ２は、認可された治療用抗体由来である方法。
【請求項１６】
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　請求項１２記載の方法において、前記スクリーニングする工程は、定量ＥＬＩＳＡ；親
和性ＥＬＩＳＡ；ＥＬＩＳＰＯＴ；フローサイトメトリー、免疫細胞学、Ｂｉａｃｏｒｅ
（登録商標）表面プラズモン共鳴分析、Ｓａｐｉｄｙｎｅ　ＫｉｎＥｘＡ（商標）動的排
除アッセイ；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；ウェスタンブロット、及びＨＰＬＣから選択される技術
を使用する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特異性および親和性により複数の抗原に結合するその能力により区別される
抗体である多重特異性抗体の生成に関連する。特に、本発明は、二重特異性抗体に関連す
る。本発明は、２若しくはそれ以上の標的と結合する他の多重特異性タンパク質にも関連
する。
【背景技術】
【０００２】
　低い親和性（おおよそ>１μＭ）の抗体が、多くの場合、複数の抗原に結合することが
周知であるが、親和性の成熟および最適化の自然的および人工的手法（定向進化または分
子進化）は、典型的には、高い親和性での分子の１つのエピトープのみに対して親和性お
よび特異性の両方を向上させるように設計される。一般的に、ほとんどの用途について、
特異性は、重要な特性であり、例えば、治療では、特異性は、おそらく分子の安全性を低
下させる非特異的な作用を防止することができる。特に例えば、複数の活性化経路が存在
する疾患、例えば、ガンに関連する疾患を処置するために、選択された標的抗原の限定さ
れた数（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９または１０、ただし好ましくは、２ま
たは３）と結合する能力における実質的な有用性が存在するにもかかわらず、通常のモノ
クローナル抗体によるガンについての免疫療法は、Ｔ細胞を活性化しない。それらは、Ｆ
ｃ受容体を発現しないためである。二重特異性抗体（１つのアームが腫瘍マーカーと結合
し、１つのアームがＴ細胞特異的表面抗原、例えば、ＣＤ３と結合する）は、この問題を
克服することができ、腫瘍細胞とＴ細胞とを結合させ得る。さらに、三重機能性抗体（２
種類の結合特異性およびインタクトのＦｃドメインを有するＩｇＧ）も、Ｆｃ受容体発現
細胞様マクロファージおよび樹状細胞に結合し得る。ついで、腫瘍細胞は、免疫系の１つ
または２つの細胞に結合され、その後、前記免疫系は、それを破壊する。
【０００３】
　複数のグループは、二価のＩｇＧ分子のＦａｂ’が異なり、別々の抗原に結合するよう
に、例えば、ジスルフィド結合還元による２つの独立した抗体の抗体重鎖を切り離し、つ
いで、酸化環境下において抗体を再会合させることにより異種抗体を作製することにより
、二重特異性抗体を設計するのが求められてきた。このアプローチは、同一の標的分子に
対する結合活性を有さない不利益を有し、費用のかかる生成物生成および精製プロセスを
生じる。他のスキームも開発されてきており、Ｆａｂ内の配列伸長を含み、各結合ポケッ
トが１つの抗体分子における異なる抗原特異性を有し得るように、抗体上の抗原結合ポケ
ットを効果的に複製する。これは、製造および精製を簡易にするが、その構造が、ヒトの
身体に対して異物であり、患者におけるネガティブな免疫応答を刺激するリスクを冒す。
さらに他のものは、新規な共有結合を使用して、複数のエピトープ結合を達成し、「抗体
様」分子を作製する。
【０００４】
　伝統的な二重特異性または多重特異性抗体は、製造が困難であり得る。例えば、これら
の抗体は、同じ細胞において、２つの別々の重鎖および２つの別々の軽鎖を発現させるこ
とにより構築され得る（クアドローマ技術、Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３
）。しかしながら、このアプローチには問題がある。所望の軽鎖１／重鎖１に加えて、重
鎖２／軽鎖２ヘテロ二量体、１０個全ての可能性のある重鎖と軽鎖との組み合わせが形成
されるであろうためである（Ｓｕｒｅｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６）。望ましくない軽
鎖／重鎖対合の結合親和性および特異性は、不明である。得られた集合における可能性の
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ある軽鎖／重鎖アッセンブリの複雑性を低下させる努力は、「ｋｎｏｂ　ｉｎ　ｈｏｌｅ
」設計等の方法を含む（Ｒｉｄｇｅｗａｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６、同文献は、参照に
より本明細書に組み込まれる）。前記方法において、重鎖のＦｃ部は、一部のホモ二量体
の形成を排除するように修飾され得る。しかしながら、前記集合は、これらの修飾によっ
ても、伝統的な技術共に未だに非常に複雑である。所望の二重特異性（または多重特異性
）生成物は、前記混合物のごく一部のみであり、二重特異性（多重特異性）抗体の精製を
困難にし、場合によっては、多くの場合において、商業規模での実行ができない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明の多重特異性抗体は、特異性および親和性（例えば、<１０ｎＭ）により複数の
抗原に結合するその能力により区別される。一態様では、本発明の多重特異性抗体は、（
２若しくはそれ以上の異なる抗原に結合する）２種類の重鎖可変ドメイン、両方の重鎖可
変ドメインにフィットするか、または、両方の重鎖にフィットするのに最適化されている
１つの軽鎖可変ドメイン、ならびに、ヘテロ二量体を形成するか、または、ヘテロ二量体
を形成するのに最適化されているＦｃを有する。本発明の多重特異性抗体の構築は、複数
の方法において達成され得る。例えば、１つのアプローチにおいて、２つの親モノクロー
ナル抗体の可変ドメインは、前記同じ１つの軽鎖が前記親抗体からの両重鎖を機能的に補
完し得るように、複数の方法、例えば、本明細書に記載の方法の１つを使用して進化され
る。１つは、それが第２の標的に結合し得るように１つの親抗体の重鎖も進化させて、新
たな重鎖を作製し、続けて、前記新たな重鎖を、前記親抗体からの軽鎖と対合させ得る。
さらに別のアプローチでは、１つの親抗体の軽鎖は、それが第２の標的に結合することが
できるように進化されて、新たな軽鎖を作製し、前記新たな軽鎖を前記親抗体からの重鎖
と対合させ得る。本発明の多重特異性抗体のヘテロ二量体を形成するＦｃ部分は、「ｋｎ
ｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ」型アプローチまたは、前記Ｆｃを動機付けて、Ｆｃ形成ヘテロ二
量体を形成するか、または、同二量体をもたらす、任意の他のアプローチを使用して作製
され得る。
【０００６】
　本発明の多重特異性抗体の構築の例は、本明細書にさらに記載される。
【０００７】
　一実施形態では、本発明の多重特異性抗体の単離後に、１若しくはそれ以上の抗原また
は標的に対する多重特異性抗体の親和性は、進化プロセス、例えば、包括的進化プロセス
により、さらに改善され得る。前記包括的進化プロセスの一態様では、アップ変異体は、
代わりの抗原への結合を低下させることなく、少なくとも一方または両方の抗原に対する
結合を改善するそれらの変異体としてスクリーニングする間に特定される。ついで、これ
らのアップ変異体（変化は、前記重鎖および／または軽鎖の両方においてであり得る）は
、例えば、コンビナトリアルにさらに混合およびマッチされ得る。
【０００８】
　ある他の例では、一方の標的抗原に対するより低い親和性および他方の標的抗原へのよ
り高い親和性が望ましい。例えば、Ｙ．Ｊｏｙ　Ｙｕ，ｅｔ　ａｌは、低親和性の抗トラ
ンスフェリン受容体抗体を有する一方のアームと、高親和性のＢＡＣＥ１抗体を有する他
方のアームとを有する二重特異性抗体は、血液脳関門を通過し、マウスの脳において治療
濃度に達し得たことを、Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎ
ｅ，２５　Ｍａｙ　２０１１，Ｖｏｌ　３，Ｉｓｓｕｅ　８４　８４ｒａ４４，「Ｂｏｏ
ｓｔｉｎｇ　Ｂｒａｉｎ　Ｕｐｔａｋｅ　ｏｆ　ａ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　ｂｙ　Ｒｅｄｕｃｉｎｇ　Ｉｔｓ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｆｏｒ　ａ　Ｔｒａｎ
ｓｃｙｔｏｓｉｓ　Ｔａｒｇｅｔ」に公表した。この二重特異性抗体は、親単特異性抗体
と比較して、実質的により有効であった。
【０００９】
　このため、包括的進化プロセスの別の態様では、アップ変異体は、１つの抗原に対する
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結合を改善するそれらの変異体としてスクリーニングする間に特定される。第２の抗原に
対する結合親和性を低下させる変異体が優先されないが、それらは、コンビナトリアル法
において、それらが、変異プロセスの組み合わせ中に他の変異と組み合わせられた場合に
、その阻害性作用を失う状況において有用であり得る。スクリーニングは、その全体的な
親和性ならびに、選択された抗原それぞれへの抗原：抗体結合についてのそれらの各ｏｎ
／ｏｆｆ割合に基づく第１候補を特定するのに行われ得る。
【００１０】
　本発明の多重特異性抗体は、他の条件、例えば、ｐＨ、酸化、温度、圧力または種々の
イオンの濃度において、向上または低下した活性または安定性についても最適化され得る
。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、本発明のＨ２Ｌ抗体の一実施形態を図示する。前記Ｈ２Ｌ抗体は、特定
の抗原についての結合特異性を変化させることなく、２種類の親抗体（抗体１および抗体
２）からの２つの重鎖それぞれと同じ軽鎖がアッセンブリするのを可能にする最適化され
た可変ドメインを有する。前記軽鎖は、抗体１からの重鎖１とアッセンブリして、「Ｆａ
ｂ－アーム１－Ｈ２Ｌ」を形成する。前記Ｆａｂ－アーム１－Ｈ２Ｌは、抗原１に結合す
る。前記同じ軽鎖は、抗体２からの重鎖２ともアッセンブリして、「Ｆａｂ－アーム２－
Ｈ２Ｌ」を形成する。前記Ｆａｂ－アーム２－Ｈ２Ｌは、抗原２に結合する。前記重鎖の
Ｆｃ部は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＨＣ１－ＨＣ２二量体の形成のみを可能にする方法で
修飾される（例えば、この例では、「ｋｎｏｂ　ｉｎ　ｈｏｌｅ」設計により容易にされ
、Ｆｃヘテロ二量体として標識される）。ヘテロ二量体のみを形成する２つの重鎖および
１つの軽鎖の発現は、１つの生成物である本発明の「Ｈ２Ｌ　ｍＡｂ」抗体のみの形成を
もたらす。産生された各分子は、抗原１に結合する一方のＦａｂアームと抗原２に結合す
る他方のＦａｂアームとを有する。Ｈ２Ｌ　ｍＡｂは、通常のＩｇＧｓと同様に製造およ
び精製され得る。
【図２】図２は、アレイ状のヒト免疫グロブリン軽鎖ライブラリをスクリーニングする例
を図示する。マイクロタイタープレートに固定化された抗原標的Ａを、重鎖ＨＣ１と完全
なヒト軽鎖（各ウェル毎に異なる軽鎖）とから成る組換えＩｇＧｓとインキュベートした
。結合した抗体を、抗－ヒトＩｇＧ－ＨＲＰコンジュゲートにより洗浄した後に検出した
。各バーは、固有のクローンを表す。水平な黒色の線は、バックグラウンド活性を示し；
水平な破線は、２×バックグラウンドを示す。２×バックグラウンドより高いシグナルを
有するクローンを、一次ヒットとして集計した。ｘ軸は、ウェルの位置を表し；ｙ軸は、
ＯＤ４５０値を表す。
【図３】図２は、前記２つの標的抗原に対する前記二重特異性Ｈ２Ｌ　ｍＡｂの結合につ
いてのＥＬＩＳＡデータを図示する。マイクロタイタープレートのウェルを、標的Ａ（灰
色のバー）または標的Ｂ（黒色のバー）のいずれかでコートした。野生型の軽鎖ｗｔＬＣ
１または新規な軽鎖ＬＣ－１５Ｄ１０との組み合わせにおける重鎖１（ＨＣ１）は、標的
Ａに結合するが、標的Ｂには結合しない。一方、野生型の軽鎖ｗｔＬＣ２または新規な軽
鎖ＬＣ－１５Ｄ１０との組み合わせにおけるＨＣ２は、標的Ｂに結合する。ＨＣ１、ＨＣ
２および新規な軽鎖ＬＣ－１５Ｄ１０から成る二重特異性Ｈ２Ｌ　ｍＡｂは、標的Ａおよ
び標的Ｂの両方に結合する。ｘ軸は、クローン名を表す。ｙ軸は、ＯＤ４５０値を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　用語の定義
　本明細書に提供される例を理解するのを容易にするために、ある頻度で生じる方法およ
び／または用語が、説明されるであろう。
【００１３】
　本明細書で使用する時、「アミノ酸」という用語は、好ましくは、遊離基としてのいず
れか、または代替的に、ペプチド結合の一部としての縮合後のアミノ基（－－ＮＨ２）と
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カルボキシル基（－－ＣＯＯＨ）とを含む任意の有機化合物を意味する。「２０個の天然
にコードされるポリペプチド形成アルファ－アミノ酸」は、当該分野において理解され、
アラニン（ａｌａまたはＡ）、アルギニン（ａｒｇまたはＲ）、アスパラギン（ａｓｎま
たはＮ）、アスパラギン酸（ａｓｐまたはＤ）、システイン（ｃｙｓまたはＣ）、グルタ
ミン酸（ｇｌｕまたはＥ）、グルタミン（ｇｌｎまたはＱ）、グリシン（ｇｌｙまたはＧ
）、ヒスチジン（ｈｉｓまたはＨ）、イソロイシン（ｉｌｅまたはＩ）、ロイシン（ｌｅ
ｕまたはＬ）、リジン（ｌｙｓまたはＫ）、メチオニン（ｍｅｔまたはＭ）、フェニルア
ラニン（ｐｈｅまたはＦ）、プロリン（ｐｒｏまたはＰ）、セリン（ｓｅｒまたはＳ）、
スレオニン（ｔｈｒまたはＴ）、トリプトファン（ｔｒｐまたはＷ）、チロシン（ｔｙｒ
またはＹ）およびバリン（ｖａｌまたはＶ）を意味する。
【００１４】
　「増幅」という用語は、ポリヌクレオチドのコピー数が増加することを意味する。
【００１５】
　本明細書で使用する時、「抗体」という用語は、インタクトの免疫グロブリン分子（例
えば、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＥおよびＩｇＡ同位体）ならびに免疫グロブリン分
子のフラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、（Ｆａｂ’）２およびＦｖフラグメント
を意味する。前記フラグメントは、抗原のエピトープに結合可能である。それらが由来さ
れる抗体の抗原（例えば、ポリペプチド抗原）に選択的に結合するいくらかの能力を保持
するこれらの抗体フラグメントは、当該分野において周知の方法を使用して作製されるこ
とができ（例えば、上記Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅを参照のこと）、下記のように
さらに説明される。
【００１６】
　（１）Ｆａｂフラグメントは、抗体分子の一価の抗原結合フラグメントから成り、全抗
体分子を酵素パパインで消化して、インタクトな軽鎖と重鎖の一部から成るフラグメント
を生じさせることにより産生され得る。
【００１７】
　（２）抗体分子のＦａｂ’フラグメントは、全抗体分子をペプシンで処理し、続けて、
還元して、インタクトの軽鎖および重鎖の一部から成る分子を生じさせることにより取得
され得る。２つのＦａｂ’フラグメントは、この方法において処理される抗体分子あたり
に取得される。
【００１８】
　（３）抗体の（Ｆａｂ’）２フラグメントは、その後の還元を行うことなく、全抗体分
子を酵素ペプシンで処理することにより取得され得る。（Ｆａｂ’）２フラグメントは、
２つのＦａｂ’フラグメントの二量体であり、２つのジスルフィド結合により互いに保持
される。
【００１９】
　（４）Ｆｖフラグメントは、２つの鎖として発現された軽鎖の可変領域と重鎖の可変領
域とを含む遺伝子操作されたフラグメントとして規定される。
【００２０】
　「キメラ」特性を有する分子は、１）第１の参照分子に対して部分的に相同性であり、
部分的に異種性であるが：２）同時に、第２の参照分子に対して部分的に相同性であり、
部分的に異種性であり；３）１若しくはそれ以上の更なる参照分子に対しても同時に部分
的に相同性であり、部分的に異種性である可能性を妨げることのない分子である。非限定
的な実施形態では、キメラ分子は、部分的な分子配列の再集合をアッセブリすることによ
り調製され得る。非限定的な態様では、キメラポリヌクレオチド分子は、複数の分子テン
プレートを使用して、前記得られたキメラポリヌクレオチドが複数のテンプレートの特性
を有するように、前記キメラポリヌクレオチドを合成することにより調製され得る。
【００２１】
　本明細書で使用する時、「比較ウインドウ」は、連続的なヌクレオチド位置、例えば、
２０若しくはそれ以上の連続的なヌクレオチド位置の概念的セグメントを意味する。前記
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セグメントでは、ポリヌクレオチド配列は、少なくとも同じ数の連続的なヌクレオチドの
参照配列に対して比較されてもよい。前記セグメントでは、前記比較ウインドウにおける
ポリヌクレオチド配列の一部は、２つの配列の最適なアライメント用の（付加または欠失
を有さない）参照配列と比較して、２０パーセント以下の付加または欠失（すなわち、ギ
ャップ）を有してもよい。比較ウインドウをアライメントするための配列の最適なアライ
メントは、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ（１９８１）Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａ
ｔｈ．２：４８２の局所相同性アルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍｅｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｃｓ
ｃｈ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）の相同性アライメントアルゴリ
ズム、Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．（Ｕ．Ｓ．Ａ．）８５：２４４４（１９８８）の類似性検索法、これらのアルゴリズム
のコンピュータ処理された実行（ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏ
ｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐ
ｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ、ウィスコン
シン州におけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ）または検査に
より行われてもよく、前記種々の方法により生成される最良のアライメント（すなわち、
前記比較ウインドウにわたる最も高い割合の相同性をもたらす）が選択される。
【００２２】
　本明細書で使用する時、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」という用語は、Ｋａｂａ
ｔおよびＣｈｏｔｈｉａにより例示されるように、当該分野において認識された用語を意
味する。ＣＤＲの定義は、一般的には、超可変領域または超可変ループとしても公知であ
る（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｋｓ，１９８７；Ｃｌｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，１
９８９；Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７；および、Ｔｒａｍｏｎｔａｎｏ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９０）。可変領域ドメインは、典型的には、天然由来の免疫グロブリン鎖の
アミノ末端のおおよそ１０５～１１５個のアミノ酸（例えばアミノ酸１～１１０）を有す
るが、いくらか短いまたは長い可変ドメインも、一本鎖抗体を形成するのに適切である。
前記ＣＤＲｓは、前記分子の特異性を決定し、特定のリガンドとの接触を形成する免疫グ
ロブリンの一部である。前記ＣＤＲｓは、前記分子の最も可変性の部分であり、これらの
分子の多様性に寄与する。各Ｖドメインにおいて、３つのＣＤＲ領域であるＣＤＲ１、Ｃ
ＤＲ２およびＣＤＲ３が存在する。ＣＤＲ－Ｈは、可変重鎖のＣＤＲ領域を表し、ＣＤＲ
－Ｌは、可変軽鎖のＣＤＲ領域に関連する。Ｈは、前記可変重鎖を意味し、Ｌは、前記可
変軽鎖を意味する。Ｉｇ由来領域のＣＤＲ領域は、Ｋａｂａｔ（１９９１）．Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅ
ｓｔ，５ｔｈ　ｅｄｉｔ．、ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　ｎｏ．９１－３２４２　
Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅｓ、Ｃｈｏｔｈｉａ（１９８７）．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６，９０１－９１７
およびＣｈｏｔｈｉａ（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ，３４２，８７７－８８３に記載のよう
に決定されてもよい。
【００２３】
　「保存アミノ酸置換」は、類似の側鎖を有する残基の互換性を意味する。例えば、脂肪
族側鎖を有するアミノ酸のグループは、グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイ
ソロイシンであり；脂肪族ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸のグループは、セリンおよ
びスレオニンであり；アミド含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、アスパラギンおよ
びグルタミンであり；芳香族側鎖を有するアミノ酸のグループは、フェニルアラニン、チ
ロシンおよびトリプトファンであり；塩基性側鎖を有するアミノ酸のグループは、リジン
、アルギニンおよびヒスチジンであり；硫黄含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、シ
ステインおよびメチオニンである。好ましい保存アミノ酸置換グループは、バリン－ロイ
シン－イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バ
リンおよびアスパラギン－グルタミンである。
【００２４】
　本明細書で使用する時、「非免疫化」という用語は、テンプレート結合分子の変異体の
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産生に関連する。前記テンプレート結合分子は、元の野生型分子と比較して、ヒトにおけ
る非免疫原性またはほとんど免疫原性を有しない前記変異体を与えることにより修飾され
る。本発明に基づく非免疫化分子は、非ヒト由来の抗体またはその一部（例えば、フレー
ムワークおよび／若しくはＣＤＲｓ）に関連する。対応する例は、米国特許第４，３６１
，５４９号に記載の抗体またはそのフラグメントである。「非免疫化された」という用語
は、Ｔ細胞エピトープを生成する低下した傾向を示す分子にも関連する。この発明に基づ
いて、「Ｔ細胞エピトープを生成する低下した傾向」という用語は、特異的なＴ細胞活性
化をもたらすＴ細胞エピトープの除去を意味する。
【００２５】
　さらに、Ｔ細胞エピトープを生成する低下した傾向は、Ｔ細胞エピトープの形成に寄与
するアミノ酸の置換、すなわち、Ｔ細胞エピトープの形成に必須のアミノ酸の置換を意味
する。言い換えれば、Ｔ細胞エピトープを生成する低下した傾向は、抗原独立性Ｔ細胞増
殖を誘引する、低下した免疫原性または低下した能力に関連する。さらに、Ｔ細胞エピト
ープを生成する低下した傾向は、非免疫化に関連する。前記非免疫化は、抗原独立性Ｔ細
胞増殖を誘引する潜在的なＴ細胞エピトープのアミノ酸配列の損失または減少を意味する
。
【００２６】
　本明細書で使用する時、「Ｔ細胞エピトープ」という用語は、細胞内でのペプチド、ポ
リペプチドまたはタンパク質の分解中に放出されることができ、その後、Ｔ細胞の活性化
を誘引するために、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）の分子により提示される、短い
ペプチド配列に関連する。特に、国際公開第０２／０６６５１４号を参照のこと。ＭＨＣ
クラスＩＩにより提示されたペプチドについて、ついで、Ｔ細胞のこのような活性化は、
Ｂ細胞の直接的な刺激により抗体反応を誘引して、前記抗体を産生し得る。
【００２７】
　ＤＮＡの「消化」は、前記ＤＮＡにおける特定の配列のみに作用する制限酵素による、
前記ＤＮＡの触媒的開裂を意味する。本明細書で使用される種々の制限酵素は、市販され
ており、その反応条件、共因子および他の要求は、当業者に公知であろうように使用され
た。分析目的について、典型的には、１μｇのプラスミドまたはＤＮＡフラグメントが、
約２０μｌの緩衝液における約２単位の酵素と共に使用される。プラスミド構築用のＤＮ
Ａフラグメントを単離する目的について、典型的には、５から５０μｇのＤＮＡが、より
大きな容量において、２０から２５０単位の酵素により消化される。具体的な制限酵素に
ついての適切なバッファーおよび基質量は、製造メーカにより特定される。３７℃での約
１時間のインキュベート時間が、通常使用されるが、供給元の説明に基づいて変更され得
る。消化後、前記反応は、ゲル上で直接電気泳動されて、所望のフラグメントを単離する
。
【００２８】
　この発明で使用する時、「エピトープ」という用語は、抗体のパラトープが結合する抗
原上の抗原決定基を意味する。抗原性決定基は、通常、アミノ酸または糖側鎖等の分子の
化学的に活性な表面グループ化から成り、特定の三次元構造特性および特定の電荷特性を
有し得る。本明細書で使用する時、「エピトープ」は、抗体の可変領域結合体と相互作用
する結合相互作用を形成可能な、抗原の一部または他の高分子を意味する。典型的には、
このような結合相互作用は、ＣＤＲの１若しくはそれ以上のアミノ酸残基との分子間接触
として証明される。
【００２９】
　本明細書で使用する時、「進化」という用語は、定向進化または分子進化のプロセスを
意味する。前記プロセスは、生体分子を所望の特性に実験的に修飾するプロセスであり、
１若しくはそれ以上の親分子テンプレートを変異誘発し、子孫分子の中から任意の所望の
分子を特定することにより達成され得る。進化（定向進化）の多くの方法が公知であり、
当該分野において、例えば、特定部位の変異誘発、エラープローンＰＣＲ、部位飽和法な
らびに他のランダムおよび非ランダム法が公表されている。これらの方法のいずれかが、
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本発明の方法に使用されてもよい。
【００３０】
　参照ポリペプチドに言及する場合の「フラグメント」、「誘導体」および「類似体」と
いう用語は、前記参照ポリペプチドのそれと少なくとも本質的に同じ、少なくとも１つの
生体機能または活性を保持するポリペプチドを有する。さらに、「フラグメント」、「誘
導体」または「類似体」という用語は、開裂により修飾されて、顕著により高い活性を有
する成熟酵素を産生し得る、「プロフォーム」分子、例えば、低活性のプロタンパク質に
より例示される。
【００３１】
　本明細書において、テンプレートポリペプチドから、「完全な範囲の１つのアミノ酸置
換」が各アミノ酸位置で表される、子孫ポリペプチドのセットを産生するための方法が提
供される。本明細書で使用する時、「完全な範囲の１つのアミノ酸置換」は、本明細書に
記載のように、天然にコードされる２０個の天然にコードされるポリペプチド形成アルフ
ァ－アミノ酸に関連する。
【００３２】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド鎖を産生するのに関与するＤＮＡのセグメント
を意味する。それは、コード領域の前後の領域（リーダおよびトレーラ）ならびに、個々
のコードセグメント（エクソン）間の介在配列（イントロン）を含む。
【００３３】
　「異種性」という用語は、１つの一本鎖核酸配列が別の一本鎖核酸配列またはその相補
鎖にハイブリダイズし得ないことを意味する。このため、異種性の区域は、ポリヌクレオ
チドの区域またはポリヌクレオチドが、別の核酸またはポリヌクレオチドにハイブリダイ
ズし得ないその配列内の区域または領域を有することを意味する。このような領域または
区域は、例えば、変異の区域である。
【００３４】
　「相同性（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ）」または「相同性（ｈｏｍｅｏｌｏｇｏｕｓ）」と
いう用語は、１つの一本鎖核酸配列が、相補な一本鎖核酸配列にハイブリダイズし得るこ
とを意味する。ハイブリダイゼーションの度合いは、数多くの要因、例えば、前記配列間
の同一性の量ならびにハイブリダイゼ―ション条件、例えば、後述する温度および塩濃度
により決まり得る。好ましくは、前記同一性の領域は、約５ｂｐより大きく、より好まし
くは、前記同一性の領域は、１０ｂｐより大きい。
【００３５】
　免疫グロブリンの軽鎖または重鎖の可変領域は、ＣＤＲ’ｓとも呼ばれる３つの超可変
領域により分断される「フレームワーク」領域から成る。前記フレームワーク領域および
ＣＤＲ’ｓの大きさは、正確に規定されてきた（「Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，」Ｋａｂａｔ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８７を参照のこと）。種々の軽鎖および重鎖のフレームワーク領域の配列
は、種内で比較的保存されている。本明細書で使用する時、「ヒトのフレームワーク領域
」は、天然由来のヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域に対して実質的に同一である
（約８５以上、通常９０～９５以上）フレームワーク領域である。抗体のフレームワーク
領域は、構成の軽鎖および重鎖の組み合わせられたフレームワーク領域であり、位置に対
して機能し、ＣＤＲ’ｓをアライメントする。前記ＣＤＲ’ｓは、抗原のエピトープに結
合するのを主に担う。この発明に基づいて、フレームワーク領域は、抗原と接触する超可
変の相補性決定領域（ＣＤＲｓ）のためのタンパク質足場を提供する、免疫グロブリンの
Ｖドメイン（ＶＨまたはＶＬドメイン）における領域に関連する。各Ｖドメインにおいて
、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４と命名される４つのフレームワーク領域が存在す
る。フレームワーク１は、ＶドメインのＮ末端からＣＤＲ１の開始までの領域を包含する
。フレームワーク２は、ＣＤＲ１とＣＤＲ２との間の領域に関連する。フレームワーク３
は、ＣＤＲ２とＣＤＲ３との間の領域を包含する。フレームワーク４は、ＣＤＲ３の末端
からＶドメインのＣ末端までの領域を意味する。特に、Ｊａｎｅｗａｙ，Ｉｍｍｕｎｏｂ
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ｉｏｌｏｇｙ，Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，２００１，５ｔｈ　ｅｄを参照
のこと。このため、前記フレームワーク領域は、ＶＨまたはＶＬのドメインにおける、Ｃ
ＤＲ領域の外側の全ての領域を包含する。
【００３６】
　当業者は、所定の配列から、フレームワーク領域およびＣＤＲｓを容易に推定するポジ
ションにいる。Ｋａｂａｔ（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　
ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　ｅｄｉｔ．、ＮＩＨ　
Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　ｎｏ．９１－３２４２　Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ
　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、Ｃｈｏｔｈｉａ（１９８７）
．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６，９０１－９１７およびＣｈｏｔｈｉａ（１９８９）Ｎ
ａｔｕｒｅ，３４２，８７７－８８３を参照のこと。
【００３７】
　「同一の」または「同一性」という用語は、２つ核酸配列が同じ配列または相補配列を
有することを意味する。このため、「同一性の区域」は、ポリヌクレオチドの領域若しく
は区域またはポリヌクレオチド全体が、別のポリヌクレオチドの区域またはポリヌクレオ
チドに対して同一または相補であることを意味する。
【００３８】
　「単離された」という用語は、材料がその元の環境（例えば、それが天然由来である場
合、自然環境）から取り出されていることを意味する。例えば、天然由来のポリヌクレオ
チドまたは酵素は、生きている動物に存在し、単離されていないが、天然系において共存
する材料の一部または全部から分離された同じポリヌクレオチドまたは酵素は単離されて
いる。このようなポリヌクレオチドは、ベクターおよび／若しくはこのようなポリヌクレ
オチドの一部であることができ、または、酵素は、組成物の一部であることができ、この
ようなベクターまたは組成物がその自然環境の一部でない点でも単離されている。
【００３９】
　「単離された核酸」は、核酸、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子を意味し、前記核酸は
、有機体から派生した天然由来のゲノムに存在する場合、通常、直ちに連続している５’
および３’フランキング配列により直ちに連続していない。このため、前記用語は、例え
ば、ベクター、例えば、プラスミドまたはウイルスベクター内に包含される核酸；異種細
胞のゲノム（または同種細胞のゲノムであるが、天然由来のそれとは異なる部位）内に包
含される核酸；および、分離した分子、例えば、ＰＣＲ増幅または制限酵素消化により産
生されたＤＮＡフラグメントまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写により産生されたＲＮＡ分子と
して存在する核酸を説明する。前記用語は、例えば、融合タンパク質の産生において使用
され得る更なるポリペプチド配列をコードする、ハイブリッド遺伝子の一部を形成する組
換え核酸も説明する。
【００４０】
　本明細書で使用する時、「リガンド」は、ランダムペプチドまたは可変性のセグメント
配列等の分子を意味する。前記分子は、特定の受容体により認識される。当業者が認識す
るであろうように、分子（または高分子複合体）は、受容体およびリガンドの両方であり
得る。一般的には、より小さい分子量を有する結合パートナーが、リガンドと呼ばれ、よ
り大きい分子量を有する結合パートナーが、受容体と呼ばれる。
【００４１】
　「ライゲーション」は、２つの二本鎖核酸フラグメント間にホスホジエステル結合を形
成するプロセスを意味する（Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ，１９８２，ｐ．１４６）。
他の方法で提供されない限り、ライゲーションは、０．５μｇのおおよそ等モル量のライ
ゲーションされるＤＮＡフラグメントあたりに、１０単位のＴ４ＤＮＡリガーゼ（「リガ
ーゼ」）を含む、公知のバッファーおよび条件を使用して達成され得る。
【００４２】
　本明細書で使用する時、「リンカー」または「スペーサ」は、２つの分子、例えば、Ｄ
ＮＡ結合タンパク質およびランダムペプチドを結合する分子または分子群を意味し、例え
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ば、前記ランダムペプチドが前記ＤＮＡ結合タンパク質からの最小立体障害により受容体
に結合し得るように、好ましい構成に前記２つの分子を配置するのに機能する。
【００４３】
　本明細書で使用する時、「進化される特性」は、ポリヌクレオチド配列を含む分子、ポ
リペプチド配列を含む分子ならびにポリヌクレオチド配列の一部およびポリペプチド配列
の一部を含む分子への言及を含む。具体的に関連するが、決して制限されない、進化され
る特性の例は、特定の条件、例えば、関連する温度；塩度；圧力；ｐＨ；ならびに、グリ
セロール、ＤＭＳＯ、洗剤および／若しくは反応環境において接触する任意の他の分子種
の濃度での結合親和性、特異性および活性を含む。更なる具体的な関連ではあるが、決し
て制限されない、進化される特性の例は、安定性、例えば、特定の環境に対する特定の暴
露時間後に存在する残った特性の量を含む。
【００４４】
　「多重特異性抗体」という用語は、特異性により２若しくはそれ以上の抗原に結合する
能力を有する抗体を意味する。多重特異性抗体は、２つの抗原と結合する能力を有する抗
体である二重特異性抗体を含む。
【００４５】
　「変異」という用語は、野生型の核酸配列の配列における変化またはペプチド配列にお
ける変化を意味する。このような変異は、点変異、例えば、転移または転換であり得る。
前記変異は、欠失、挿入または複製であり得る。
【００４６】
　本明細書で使用する時、変性「Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔ」ヌクレオチド配列は、３２個の可能性
のあるトリプレットを表す。前記配列中、「Ｎ」は、Ａ、Ｃ、ＧまたはＴであり得る。
【００４７】
　本明細書で使用する時、変性「Ｎ，Ｎ，Ｎ」ヌクレオチド配列は、６４個の可能性のあ
るトリプレットを表す。前記配列中、「Ｎ」は、Ａ、Ｃ、ＧまたはＴであり得る。
【００４８】
　本明細書で使用する時、物体に適用される場合の「天然由来」という用語は、物体が自
然に見出され得る事実を意味する。例えば、自然における供給源から単離されることがで
き、研究室において人間により意図的に修飾されていない有機体（例えば、ウイルス）に
存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列は、天然由来である。一般的には、天
然由来という用語は、非病的（無疾患）の個体に存在する場合の物体を意味し、例えば、
その種に典型的であろう。
【００４９】
　本明細書で使用する時、「核酸分子」には、それが一本鎖または二本鎖のそれぞれであ
るかどうかにより、少なくとも１つの塩基または１つの塩基対が含まれる。さらに、核酸
分子は、排他的またはキメラ的に、これに限定されるものではないが、核酸分子の下記グ
ループ：ＲＮＡ、ＤＮＡ、ゲノム核酸、非ゲノム核酸、天然由来および非天然由来の核酸
ならびに合成核酸により例示される、ヌクレオチド含有分子のいずれかのグループに属し
得る。これは、非限定的な例を通じて、任意の細胞小器官、例えば、ミトコンドリア、リ
ボソームＲＮＡに関連する核酸、および、天然由来の成分に加えて非天然の１若しくはそ
れ以上の成分をキメラ的に有する核酸分子を含む。
【００５０】
　したがって、「核酸分子」は、これに限定されるものではないが、アミノ酸および糖に
より例示される、１若しくはそれ以上の非ヌクレオチド系成分を部分的に含み得る。この
ため、例として、これに限定されるものではないが、部分的にヌクレオチド系および部分
的にタンパク質系であるリボザイムは、「核酸分子」と考えられる。
【００５１】
　さらに、例として、これに限定されるものではないが、検出可能部分、例えば、放射活
性または代替的に非放射活性の標識により標識される核酸分子は、同様に、「核酸分子」
と考えられる。
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【００５２】
　具体的な酵素について「コードする核酸配列」または具体的な酵素の「ＤＮＡコード配
列」または具体的な酵素を「コードするヌクレオチド配列」という用語、ならびに他の同
義語は、適切な制御配列の制御下に置かれた場合に、転写され、酵素に翻訳されるＤＮＡ
配列を意味する。「プロモータ配列」は、細胞におけるＲＮＡポリメラーゼと結合可能で
あり、下流（３’方向）のコード配列の転写を開始可能であるＤＮＡ制御領域である。前
記プロモータは、前記ＤＮＡ配列の一部である。この配列領域は、その３’末端における
開始コドンを有する。前記プロモータ配列は、バックグラウンドを上回って検出可能なレ
ベルでの転写を開始するのに必要な要素である、最少数の塩基を含む。ただし、前記ＲＮ
Ａポリメラーゼが前記配列と結合し、転写が前記開始コドン（プロモータを含む３’末端
）で開始された後に、転写は、前記３’方向における下流に進行する。前記プロモータ配
列内には、（便宜上、ヌクレアーゼＳ１によるマッピングにより規定される）転写開始部
位およびＲＮＡポリメラーゼの結合を担うタンパク質結合ドメイン（コンセンサス配列）
が見出されるであろう。
【００５３】
　「酵素（タンパク質）をコードする核酸」または「酵素（タンパク質）をコードするＤ
ＮＡ」または「酵素（タンパク質）をコードするポリヌクレオチド」という用語および他
の同義語は、酵素についてのコード配列のみを含むポリヌクレオチドならびに更なるコー
ド配列および／若しくは非Ｃｑ３コード配列を含むポリヌクレオチドを包含する。
【００５４】
　好ましい一実施形態では、「特定の核酸分子種」は、これに限定されるものではないが
、その一次配列により例示されるように、その化学構造により規定される。別の好ましい
実施形態では、特定の「核酸分子種」は、核酸種の機能により、または、前記核酸種由来
の生成物の機能により規定される。このため、非限定的な例として、「特定の核酸分子種
」は、それに起因し得る１若しくはそれ以上の活性または特性、例えば、その発現生成物
に起因し得る活性または特性により規定され得る。
【００５５】
　「核酸ライブラリ内に実用的な核酸サンプルをアッセンブリすること」の即時の定義は
、例えば、ベクター内にライゲーションし、宿主を形質転換することにより、ベクター系
コレクション内に核酸サンプルを包含するプロセスを含む。関連するベクター、宿主およ
び他の試薬ならびにその具体的な非限定的な例の説明は、以下に提供される。「核酸ライ
ブラリ内に実用的な核酸サンプルをアッセンブリすること」の即時の定義は、例えば、ア
ダプタにライゲーションすることにより、非ベクター系コレクション内に核酸サンプルを
包含するプロセスも含む。好ましくは、前記アダプタは、ＰＣＲプライマーにアニーリン
グして、ＰＣＲによる増幅を促進し得る。
【００５６】
　したがって、非限定的な実施形態では、「核酸ライブラリ」には、１若しくはそれ以上
の核酸分子のベクター系コレクションが含まれる。別の好ましい実施形態では、「核酸ラ
イブラリ」には、核酸分子の非ベクター系コレクションが含まれる。さらに別の好ましい
実施形態では、「核酸ライブラリ」には、部分的にベクター系および部分的に非ベクター
系である核酸分子の組み合わせたコレクションが含まれる。好ましくは、ライブラリを有
する分子のコレクションは、個々の核酸分子種に基づいて検索可能であり、分離可能であ
る。
【００５７】
　本発明は、「核酸構築物」または代替的に、「ヌクレオチド構築物」または代替的に「
ＤＮＡ構築物」を提供する。本明細書において、「構築物」という用語は、ポリヌクレオ
チド等の分子を説明するのに使用される。前記ポリヌクレオチドは、選択的に、１若しく
はそれ以上の更なる分子部分、例えば、ベクターまたはベクターの一部に、化学的に結合
され得る。具体的な、ただし決して限定的でない態様では、ヌクレオチド構築物は、宿主
細胞の形質転換に適したＤＮＡ発現構築物により例示される。
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【００５８】
　「オリゴヌクレオチド」（または同義的に「オリゴ」）は、化学的に合成され得る、一
本鎖ポリデオキシヌクレオチドまたは２つの相補なポリデオキシヌクレオチド鎖のいずれ
かを意味する。このような合成のオリゴヌクレオチドは、５’リン酸を有してもよいし、
または、有さなくてもよい。有さないものは、キナーゼの存在下においてＡＴＰを含むリ
ン酸を付加することなしに、別のオリゴヌクレオチドにライゲートしないであろう。合成
のオリゴヌクレオチドは、脱リン酸化されていないフラグメントにライゲートするであろ
う。（例えば、ＰＣＲによる）ポリメラーゼ系増幅を達成するために、「少なくとも第１
の相同配列が連続して含まれる３２倍変性オリゴヌクレオチドである、変性Ｎ，Ｎ，Ｇ／
Ｔ配列および第２の相同配列」が記載される。この文脈において使用する時、「相同」は
、ポリメラーゼ系増幅に供される、前記オリゴと親ポリヌクレオチドとの間の相同性に関
連する。
【００５９】
　本明細書で使用する時、「操作可能に結合される」という用語は、機能的相関における
ポリヌクレオチド要素の結合を意味する。核酸は、それが別の核酸配列との機能的相関内
に配置された場合、「操作可能に結合される」。例えば、プロモータまたはエンハンサは
、それがコード配列の転写に影響を及ぼす場合、コード配列に操作可能に結合される。操
作可能に結合されるは、結合されるＤＮＡ配列が典型的には隣接することを意味し、必要
に応じて、隣接する読み枠における２つのタンパク質コード領域に結合することを意味す
る。
【００６０】
　コード配列は、ＲＮＡポリメラーゼが前記２つのコード配列を１つのｍＲＮＡに転写す
るであろう場合に、別のコード配列に「操作可能に結合される」。ついで、前記ｍＲＮＡ
は、両コード領域に由来するアミノ酸を有する１つのポリペプチドに翻訳される。前記コ
ード配列は、発現配列が最後に処理されて所望のタンパク質を産生する限りにおいて、必
ずしも互いに隣接している必要はない。
【００６１】
　本明細書で使用する場合、「生理的条件」という用語は、生きた有機体に適合可能であ
り、および／または、典型的には、生きた培養酵母細胞若しくは哺乳類の細胞における細
胞内に存在する、温度、ｐＨ、イオン強度、粘度等の生化学的パラメータを意味する。例
えば、典型的な研究室の培養条件下において増殖した酵母細胞における細胞内条件は、生
理的条件である。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写カクテルに適切なｉｎ　ｖｉｔｒｏ反応条件は、
一般的には、生理的条件である。一般的には、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの生理的条件は、５０～
２００ｍＭ　ＮａＣｌまたはＫＣｌ、ｐＨ６．５～８．５、２０～４５℃および０．００
１～１０ｍＭ　二価カチオン（例えば、Ｍｇ＋＋、Ｃａ＋＋）；好ましくは、約１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌまたはＫＣｌ、ｐＨ７．２～７．６、５ｍＭ　二価カチオンを有し、多くの
場合、０．０１～１．０パーセントの非特異的タンパク質（例えば、ＢＳＡ）を含む。非
イオン性洗剤（Ｔｗｅｅｎ、ＮＰ－４０、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）が、多くの場合、
通常、約０．００１から２％、典型的には、０．０５～０．２％（ｖ／ｖ）で存在し得る
。具体的な水性条件は、従来の方法に基づいて実務家により選択され得る。全体的なガイ
ダンスについて、下記の緩衝化された水性条件：１０～２５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５～５０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ、ｐＨ５～８が、二価カチオンおよび／または金属キレート剤お
よび／または非イオン性洗剤および／または膜画分および／または消泡剤および／または
シンチラントの任意の添加を含んで適用可能であり得る。
【００６２】
　本明細書で使用する時、「集合」という用語は、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチド
の一部またはタンパク質等の成分のコレクションを意味する。「混合集合」は、核酸また
はタンパク質の同じファミリーに属する（すなわち、関連する）が、その配列において異
なる（すなわち、同一でない）ために、その生体活性が異なる成分のコレクションを意味
する。
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【００６３】
　「プロフォーム」を有する分子は、１若しくはそれ以上の共有的および非共有的な化学
修飾（例えば、グリコシル化、タンパク質分解的開裂、二量体化または多量体化、温度誘
引若しくはｐＨ誘引配座変化、共因子との関連等）の任意の組み合わせを受け、参照プロ
フォーム分子との比較において特性差（例えば、活性の向上）を有するより成熟した分子
型を途中で達成する分子を意味する。２若しくはそれ以上の化学的修飾（例えば、２つの
タンパク質分解的開裂またはタンパク質分解的開裂および脱グリコシル化）が成熟分子の
産生に対して途中で区別され得る場合、前記参照前駆体分子は、「プレプロフォーム」分
子と呼ばれ得る。
【００６４】
　本明細書で使用する時、「疑似ランダム」という用語は、制限された変異性を有する配
列のセットを意味する。したがって、例えば、別の位置であるが任意の疑似ランダム位置
での残基変異性の度合いは、残基変異性のいくらかの度合いを可能にするが、限局的であ
る。
【００６５】
　本明細書で使用する時、「ランダムペプチドライブラリ」は、ランダムペプチドのセッ
トをコードするポリヌクレオチド配列のセットおよびそれらのポリヌクレオチド配列によ
りコードされるランダムペプチドのセットを意味し、融合タンパク質がそれらのランダム
ペプチドを含むことを意味する。
【００６６】
　本明細書で使用する時、「ランダムペプチド配列」は、２若しくはそれ以上のアミノ酸
モノマーから構成され、確率的またはランダムなプロセスにより構築されるアミノ酸配列
を意味する。ランダムペプチドは、不変な配列を有し得る、フレームワークまたは足場モ
チーフを含み得る。
【００６７】
　本明細書で使用する時、「受容体」は、所定のリガンドに対する親和性を有する分子を
意味する。受容体は、天然由来または合成の分子であり得る。受容体は、変化しない状態
または他の種との凝集体において使用され得る。受容体は、結合メンバーに共有的または
非共有的に、直接的または特定の結合物質を介して付着され得る。受容体の例は、これに
限定されるものではないが、抗体、例えば、モノクローナル抗体および、特定の抗原決定
基（例えば、ウイルス、細胞または他の材料）と反応性の抗血清、細胞膜受容体、複雑な
炭水化物および糖タンパク質、酵素およびホルモン受容体を含む。
【００６８】
　「組換え」酵素は、組換えＤＮＡ技術により産生される、すなわち、所望の酵素をコー
ドする外因性のＤＮＡ構築物により形質転換された細胞から産生される酵素を意味する。
「合成の」酵素は、化学合成により調製されるものである。
【００６９】
　「関連するポリヌクレオチド」という用語は、前記ポリヌクレオチドの領域または区域
が同一であり、前記ポリヌクレオチドの領域または区域が異種性であることを意味する。
【００７０】
　本明細書で使用する時、「減少的再組み合わせ」は、繰り返し配列により媒介される欠
失（および／または挿入）事象から生じる分子多様性の向上を意味する。
【００７１】
　下記用語：「参照配列」、「比較ウインドウ」、「配列同一性」、「配列同一性の割合
」および「実質的な同一性」は、２若しくはそれ以上のポリヌクレオチド間の配列相関を
説明するのに使用される。
【００７２】
　「参照配列」は、配列比較用の基礎として使用される規定配列である。参照配列は、よ
り大きい配列、例えば、全長ｃＤＮＡ若しくは配列表に与えられる遺伝子配列のセグメン
トとしての部分集合でもよいし、または、完全なｃＤＮＡ若しくは遺伝子配列を有しても
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よい。一般的には、参照配列は、長さが少なくとも２０ヌクレオチドであり、多くの場合
、長さが少なくとも２５ヌクレオチド、および多くの場合、長さが少なくとも５０ヌクレ
オチドである。２つのポリヌクレオチドが、（１）前記２つのポリヌクレオチド間で類似
する配列（すなわち、完全なポリヌクレオチド配列の一部）をそれぞれ有してもよく、（
２）前記２つのポリヌクレオチド間で異なる配列をさらに有してもよいため、２つ（また
はそれ以上）のポリヌクレオチド間の配列比較が、典型的には、「比較ウインドウ」にわ
たる前記２つのポリヌクレオチドの配列を比較することにより行われて、配列類似性の局
所的な領域を特定および比較する。
【００７３】
　「配列同一性」という用語は、２つのポリヌクレオチド配列が、比較のウインドウにわ
たって（すなわち、ヌクレオチド－対－ヌクレオチドの基準において）同一であることを
意味する。「配列同一性の割合」という用語は、前記比較ウインドウにわたる、２つの最
適にアライメントされた配列を比較し、同一の核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕま
たはＩ）が両方の配列において生じる位置の数を決定してマッチした位置の数を生成し、
前記比較ウインドウにおける位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）により前記マッ
チした位置の数を割り、その結果に１００を掛けて、配列同一性の割合を生成することに
より算出される。本明細書で使用する時、この「実質的に同一」は、ポリヌクレオチド配
列の特徴を意味する。前記ポリヌクレオチドは、少なくとも２５～５０ヌクレオチドの比
較ウインドウの参照配列と比較して、少なくとも８０パーセントの配列同一性、好ましく
は少なくとも８５パーセントの同一性、多くの場合、９０から９５パーセントの配列同一
性、最も一般的には、少なくとも９９パーセントの配列同一性を有する配列を有する。前
記配列同一性の割合は、前記比較ウインドウにわたる参照配列の合計２０パーセント以下
の欠失または付加を含み得る前記ポリヌクレオチド配列に対して前記参照配列を比較する
ことにより算出される。
【００７４】
　当該分野において公知のように、２つの酵素間の「類似性」は、第２の酵素の配列に対
する、一方の酵素のアミノ酸配列およびその保存アミノ酸置換を比較することにより決定
される。類似性は、当該分野において周知の手法、例えば、ＢＬＡＳＴ　ｐｒｏｇｒａｍ
（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ　ａｔ　ｔｈ
ｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ）により決定され得る。
【００７５】
　本明細書で使用する時、「一本鎖抗体」という用語は、スペーサペプチド（例えば、［
Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ］ｘ）を介して遺伝的に結合された、ポリペプ
チド結合におけるＶＨドメインおよびＶＬドメインを有するポリペプチドを意味する。前
記一本鎖抗体は、アミノ－および／またはカルボキシ－末端において、更なるアミノ酸配
列を有する場合がある。例えば、一本鎖抗体は、コードポリヌクレオチドに結合するため
の係留セグメントを有してもよい。例として、ｓｃＦｖが、一本鎖抗体である。一本鎖抗
体は、一般的には、免疫グロブリンスーパーファミリーの遺伝子により実質的にコードさ
れた少なくとも１０個の隣接するアミノの１若しくはそれ以上のポリペプチドセグメント
から成るタンパク質である（例えば、Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａｎｄ　Ｂａｒｃｌａｙ，１９
８９，ｐｐ．３６１－３６８を参照のこと。同文献は、参照により本明細書に組み込まれ
る）。前記セグメントは、最も多くの場合、げっ歯類、非ヒト霊長類、鳥類、ブタ、ウシ
、ヒツジ、ヤギまたはヒトの重鎖若しくは軽鎖の遺伝子配列によりコードされる。機能的
な一本鎖抗体は、一般的には、特定の標的分子、典型的には、受容体または抗原（エピト
ープ）に結合する特性を保持するように、免疫グロブリンスーパーファミリーの遺伝子産
物の十分な部分を含む。
【００７６】
　分子対（例えば、抗体－抗原対または核酸対）の数は、それらが他の非特異的な分子に
対してより高い親和性で互いに結合する場合に、互いに「特異的に結合する」と言う。例
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えば、非特異的なタンパク質に対してより効率よく結合する、抗原に対して生じる抗体は
、前記抗原に特異的に結合すると記載され得る（同様に、核酸プローブは、それが塩基対
相互作用（上記を参照のこと）により標的と特異的な二重鎖を形成する場合、核酸標的に
対して特異的に結合すると記載され得る）。
【００７７】
　本明細書において、「特異的なハイブリダイゼーション」は、第１のポリヌクレオチド
と第２のポリヌクレオチド（例えば、前記第１のポリヌクレオチドに対して区別されるが
、実質的に同一の配列を有するポリヌクレオチド）との間のハイブリッドの形成として規
定される。実質的に無関係のポリヌクレオチド配列は、混合物においてハイブリッドを形
成しない。
【００７８】
　「特異的なポリヌクレオチド」という用語は、特定の終点を有し、特定の核酸配列を有
するポリヌクレオチドを意味する。一方のポリヌクレオチドが前記第２のポリヌクレオチ
ドの一部と同一の配列を有するが、異なる末端を有する２つのポリヌクレオチドは、２つ
の異なる特異的なポリヌクレオチドを有する。
【００７９】
　「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、ハイブリダイゼーションが、
前記配列間における少なくとも９０％の同一性、好ましくは少なくとも９５％の同一性、
最も好ましくは少なくとも９７％の同一性が存在する場合にのみ生じるであろうことを意
味する。Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，１９８９を参照のこと。同文献は、その全体が
参照により組み込まれる。
【００８０】
　「実質的に同一の」アミノ酸配列は、保存アミノ酸置換、例えば、同じクラスの別のも
のについての１つのアミノ酸の置換（例えば、１つの疎水性アミノ酸、例えば、イソロイ
シン、バリン、ロイシンまたはメチオニンの置換、別のものについて、または、１つの極
性アミノ酸の置換、別のものについて、例えば、リジンについてのアルギニン、アスパラ
ギン酸についてのグルタミン酸若しくはアスパラギンについてのグルタミンの置換）によ
ってのみ参照配列と異なる配列である。
【００８１】
　さらに、「実質的に同一の」アミノ酸配列は、特に、このような置換が分子の活性部位
でなく、ポリペプチドが本質的にその挙動的特性を保持することが提供される部位で生じ
る場合、１若しくはそれ以上の非保存置換、欠失または挿入により参照配列と異なる配列
である。例えば、１若しくはそれ以上のアミノ酸がポリペプチドから欠失されて、その生
体活性を顕著に変えることなく、前記ポリペプチドの構造の修飾をもたらし得る。例えば
、生体活性に必要とされないアミノ－またはカルボキシル－末端アミノ酸は除去され得る
。このような修飾は、より小さい活性なポリペプチドの開発をもたらし得る。
【００８２】
　本明細書で使用する時、「実質的に純粋」は、物体種が存在する主な種である（すなわ
ち、モルベースで、組成物における任意の他の個々の高分子種より豊富である）ことを意
味する。好ましくは、実質的に精製された画分は、前記物体種が存在する全ての高分子種
の（モルベースで）少なくとも約５０パーセントを有する組成物である。一般的には、実
質的に純粋な組成物は、前記組成物に存在する全ての高分子種の約８０から９０パーセン
トより大きいものを有するであろう。最も好ましくは、前記物体種は、本質的な同質性に
精製される（夾雑種は、従来の検出法により前記組成物において検出され得ない）。前記
組成物は、本質的に、単一の高分子種から成る。溶媒種、小分子（<５００ダルトン）お
よび元素イオン種は、高分子種とは考えられない。
【００８３】
　本明細書で使用する時、「同質遺伝子的」は、遺伝的に同一または十分に同一であり、
免疫学的に適合可能であることを意味する。
【００８４】
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　本明細書で使用する時、「テンプレート」、「テンプレート抗体」または「親抗体」は
、本発明の多重特異性抗体を製造するタンパク質を意味する。当業者により理解されるで
あろうように、任意の数のテンプレートが、本発明における使用を見出す。具体的には、
公知のタンパク質のフラグメントおよびドメイン、例えば、機能性ドメイン、例えば、酵
素ドメイン、結合ドメイン等ならびにより小さいフラグメント、例えば、ターン、ループ
等が、「タンパク質」または「オリゴペプチド」の定義内に含まれる。すなわち、タンパ
ク質の一部が使用され得る。さらに、本明細書で使用する時、「タンパク質」は、タンパ
ク質、オリゴペプチドおよびペプチドを含む。さらに、タンパク質変異体、すなわち、非
天然由来のタンパク質類似体構造が使用され得る。
【００８５】
　適切なタンパク質は、これに限定されるものではないが、薬学的タンパク質、例えば、
リガンド、細胞表面受容体、抗原、抗体、サイトカイン、ホルモン、転写因子、シグナル
伝達モジュール、細胞骨格タンパク質および酵素を含む。適切なタンパク質骨格は、これ
に限定されるものではないが、ｔｈｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　ｆｏｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ（ＲＣＳＢ、ｆｏｒｍ
ｅｒｌｙ　ｔｈｅ　Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌａｂ）により遵守され
、提供されるタンパク質データベースに見出されるもの全てを含む。
【００８６】
　本明細書で使用する時、「可変性のセグメント」という用語は、ランダム、疑似ランダ
ムまたは規定されたカーネル配列を有する新生ペプチドの一部を意味する。「可変性のセ
グメント」は、ランダム、疑似ランダムまたは規定されたカーネル配列を有する新生ペプ
チドの一部を意味する。可変性のセグメントは、変異型および不変型両方の残基位置を有
することができ、変異型残基位置において残基変異の度合いが限定され得る。両選択肢は
、実務家の裁量において選択される。典型的には、可変性のセグメントは、長さが約５か
ら２０個のアミノ酸残基（例えば、８から１０個）であるが、可変性のセグメントは、よ
り長くてもよいし、抗体の一部または受容体タンパク質、例えば、抗体フラグメント、核
酸結合タンパク質、受容体タンパク質等を有してもよい。
【００８７】
　「野生型」という用語は、前記ポリヌクレオチドが何らの変異を有さないことを意味す
る。「野生型」タンパク質は、前記タンパク質が自然において見出された活性レベルで活
性であろうこと、および、自然において見出されたアミノ酸配列を有するであろうことを
意味する。
【００８８】
　本発明の説明
　本発明の多重特異性抗体の生成
　種々の特性（例えば、改善された親和性、結合活性および薬物動態）および構造を有す
る抗体、例えば、完全なヒト抗体、ヒトおよび非ヒトの要素を含むキメラ抗体、Ｆａｂ抗
体ならびに他の抗体構造は、分子生物学的技術、例えば、クローニング、ファージディス
プレイ、トランスジェニックマウスおよび変異誘発を使用して、研究室において構築され
てきた。本発明の多重特異性抗体は、開始分子またはテンプレートとして使用される抗体
から生成され得る。親抗体は、完全なヒト抗体、げっ歯類、ウサギ、イヌ、ウシ、偶蹄類
、魚類、軟骨魚類、キメラ抗体、ヒト化抗体、部分的にヒト抗体または他の抗体であり得
る。このような抗体を生成するための方法は、当該分野において周知である。かなりの情
報が公開されており、モノクローナル抗体ならびに、研究、診断および複数の疾患、例え
ば、ガンの処置におけるその有用性について知られている。例えば、１２個以上のモノク
ローナル抗体が、患者における治療的使用についての政府規制承認を有する。
【００８９】
　ヒトゲノムの解読は、治療剤として使用され得る完全なヒト抗体を構築するための新た
な機会を開いてきた。ヒトの免疫系は、限られた数の生殖細胞系の抗体遺伝子から、全て
の免疫原性分子に対する抗体を産生可能である。多様性は、Ｖ、ＤおよびＪフラグメント
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（重鎖）ならびに軽鎖についてのＶおよびＪフラグメントの柔らかい（柔軟な）組換えに
より生成される。得られた可変性の抗体ドメインは、３つの相補性決定領域（ＣＤＲｓ）
と４つのフレームワーク領域から成る。前記フレームワークは、足場を提供して、抗原へ
の最適な結合用の適切な空間的配向であるＣＤＲループを与える。本発明の一態様では、
初めから、完全にヒトの抗体ライブラリが生成およびスクリーニングされて、当該分野に
おいて周知の方法に基づく本発明用のテンプレートを特定し得る。
【００９０】
　本発明の分子についての親抗体として使用され得るモノクローナル抗体も、標的抗原に
よるげっ歯類または他の宿主動物の免疫化、および、当該分野において周知の方法を使用
するハイブリドーマ細胞株のその後の生成により産生され得る。
【００９１】
　本発明の方法では、（既知または未知の）１若しくはそれ以上の標的上のエピトープと
結合する任意の抗体も進化されて、前記１若しくはそれ以上の標的上の２番目、３番目ま
たは複数のエピトープと結合し得ることも想定される。このため、親抗体は、１若しくは
それ以上の抗体であり得る。
【００９２】
　抗体ライブラリも、各種公知の方法、例えば、本明細書に記載のものを使用してスクリ
ーニングされて、１若しくはそれ以上の親抗体を生成し得る。
【００９３】
　部位特異的な変異誘発および、より近年では分子進化によるタンパク質の遺伝子操作が
、うまく使用されて、抗体の治療特性を改善してきた。熱安定性、特異性、結合親和性等
の特性および他の特性全てが、特定の目的により良好に適合する抗体に変化されてきた。
【００９４】
　その開始のために、分子進化についての多くの種々の方法が、説明および適用されて、
標的タンパク質の特徴を改善してきた。非常に多くの場合、単一の点変異のセットが生成
され、アップ変異体についてスクリーニングされる。ついで、有益な１つのアミノ酸置換
が、組換えおよびスクリーニングされて、前記標的分子における所望の特徴をさらに最適
化し得る。
【００９５】
　本発明において、進化方法が使用されて、先に特定された二重結合の多重特異性抗体（
または、場合によっては単機能性抗体）のテンプレートポリペプチドから、または、同ポ
リペプチドに基づいて形成される変異体ポリペプチドを特定する。
【００９６】
　例えば、本明細書において、これらのポリペプチドを進化させる１つの方法は、選択的
に、コンビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）後の包括的位置進化（ＣＰＥ）と呼ばれ
る。他の方法は、包括的位置挿入進化（ＣＰＩ）、包括的位置欠失進化（ＣＰＤ）；コン
ビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）後の包括的位置欠失進化（ＣＰＤ）；またはコン
ビナトリアルタンパク質合成（ＣＰＳ）後の包括的位置欠失進化（ＣＰＤ）を含む。この
ような方法は、発明の名称がＮｏｖｅｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｖ
ｏｌｕｔｉｏｎである国際公開第２０１２／００９０２６号に詳細に記載されている（同
文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
【００９７】
　進化は、本発明の多重特異性抗体に使用されて、タンパク質－タンパク質凝集を減少さ
せ、タンパク質の溶解性を改善し、グリコシル化ライブラリによる薬物動態を最適化し、
タンパク質の二次および三次構造を最適化し、変異セットによる直接的、または、グリコ
シル化マスクによる間接的のいずれかにより、抗原部位を非免疫化させ得る。
【００９８】
　進化は、非免疫化にも使用されて、機能を維持しながら、免疫原性を除外し得る。進化
非免疫化は、グリコシル化による免疫原性をマスクすること、機能を維持しながら免疫原
性を除外し得るヒトの高浸透圧性変異スペクトルアミノ酸置換を特定すること、免疫原性
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の可能性を避けるために用量を低下させること、ならびに、非表面アミノ酸残基変化を最
少化することにより行われ得る。さらに、免疫原性のデータベースおよびアルゴリズムが
使用されて、可能性のあるＭＨＣ結合エピトープを特定および置換し得る。
【００９９】
　Ｔ細胞エピトープを生成する低下した傾向および／または非免疫化は、当該分野におい
て公知の技術により測定され得る。好ましくは、タンパク質の非免疫化は、Ｔ細胞増殖ア
ッセイにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて試験され得る。このアッセイでは、世界中の>
８０％のＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子を表すドナーからのＰＢＭＣｓが、野生型または非免疫
化ペプチドのいずれかに対する応答における増殖についてスクリーニングされる。理想的
には、細胞増殖は、野生型ペプチドによる抗原提示細胞の負荷に基づいてのみ検出される
。非免疫化の更なるアッセイは、ヒトのｉｎ　ｖｉｔｒｏＰＢＭＣ再刺激アッセイ（例え
ば、インターフェロンガンマ（ＴＨ１）またはＩＬ４（ＴＨ２）ＥＬＩＳＡ）を含む。ま
たは、１つは、全てのハプロタイプを提示するＨＬＡ－ＤＲ四量体を発現することにより
、非免疫化を試験され得る。非免疫化ペプチドがＨＬＡ－ＤＲハプロタイプ上に提示され
る場合に試験するために、例えば、ＰＢＭＣｓ上の蛍光標識ペプチドの結合が測定され得
る。標的抗原（例えば、インターフェロンガンマまたはＩＬ４）に対する応答についての
、ＨＬＡクラスＩおよびクラスＩＩトランスジェニックマウスの測定。または、ＰＢＭＣ
および／またはトランスジェニックマウスアッセイからの教育されたＴ細胞（ＭＨＣＩ　
９ｍｅｒ；ＭＨＣＩＩ　２０ｍｅｒ）によるエピトープライブラリのスクリーニング。さ
らに、非免疫化は、前記非免疫化分子に対する抗体が患者における投与後に生成されてい
るかどうかを決定することにより証明され得る。
【０１００】
　進化技術は、発現の最適化についても使用され得る。一態様では、本発明は、哺乳類の
細胞における改善された発現を有する、沈黙変異コドン最適化Ｆｃ変異体を開発するタン
パク質遺伝子操作法の使用を開示する。沈黙変異は、ＤＮＡ配列の変異がタンパク質のア
ミノ酸配列の変化をもたらさないものである。一態様では、コドン変異誘発が、哺乳類細
胞発現の最適化のために、定常領域において行われる。エフェクター機能を媒介する能力
を保持しながら改善された発現特性を有するコドン最適化Ｆｃ変異体は、治療抗体の産生
を改善する。この態様では、例えば、抗体分子の定常領域は、種々の発現宿主におけるス
クリーニング、例えば、ＣＨＯ、ＨＥＫ２９３およびＣＯＳ－７を使用する哺乳類の細胞
株の発現スクリーニング用に進化され得る。
【０１０１】
　テンプレートという用語は、ベースとなるポリペプチドまたはこのようなポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを意味し得る。当業者に理解されるであろうように、任意
のテンプレートが、本発明の方法および組成物に使用され得る。変異されることにより進
化され得るテンプレートは、本発明に記載の別のポリぺプチドまたはポリペプチドライブ
ラリの合成をガイドするのに使用され得る。本明細書においてより詳細に記載されるよう
に、進化可能なテンプレートは、ポリペプチドの合成をコードし、後に前記ポリペプチド
の合成履歴をデコードし、前記ポリペプチドを間接的に増幅し、および／または、前記ポ
リペプチドを進化させる（すなわち、多様化させ、選択し、増幅する）のに使用され得る
。ある実施形態では、前記進化可能なテンプレートは、核酸である。本発明のある実施形
態では、前記テンプレートは、核酸に基づく。他の実施形態では、前記テンプレートは、
ポリペプチドである。
【０１０２】
　本発明に使用される核酸テンプレートは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡとＲＮＡとのハイブ
リッドまたはＤＮＡおよびＲＮＡの誘導体から作製され、一本鎖または二本鎖であり得る
。前記テンプレートの配列は、合成のポリペプチド、好ましくは、核酸または核酸類似体
でないか、または、似ていない化合物（例えば、非天然のポリマーまたは小分子）をコー
ドするのに使用される。特定の非天然のポリマーの場合には、前記核酸テンプレートが、
それらが反応し、共有結合により結合されるであろうように、前記ポリマーにおいて表れ
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るであろう配列におけるモノマー単位をアライメントし、前記テンプレートに沿って隣接
するモノマー単位と共に近くにそれらをもたらすのに使用される。ある他の実施形態では
、前記テンプレートが、ヌクレオチドのランダム領域から成る合成ＤＮＡテンプレートラ
イブラリのＰＣＲ増幅により、非天然のポリマーを生成するのに使用され得る。
【０１０３】
　前記テンプレートは、塩基数において非常に変動し得ることが理解されるであろう。例
えば、ある実施形態では、前記テンプレートは、１０から１０，０００の塩基長、好まし
くは１０と１，５００との間の塩基長、より好ましくは１０と１，０００との間の塩基長
であり得る。前記テンプレートの長さは、当然、コドンの長さ、ライブラリの複雑性、合
成される非天然のポリマーの長さ、合成される小分子の複雑性、空間配列の使用等により
決まるであろう。核酸配列は、当該分野において公知の任意の方法を使用して調製されて
、核酸配列を調製し得る。これらの方法は、ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏの両
方の方法、例えば、ＰＣＲ、プラスミド調製、エンドヌクレアーゼ消化、固相合成、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ転写、鎖分離等を含む。前記核酸テンプレートは、自動ＤＮＡ合成機を使用
しても合成され得る。
【０１０４】
　１９個全てのアミノ酸置換が１つの残基において生成され得ることについての高い効率
のために、単独またはタンパク質内の他の変異との組み合わせのいずれかで、所望の数多
くの残基における飽和変異誘発を行うことが可能である。本明細書で使用する時、「完全
な飽和」変異誘発は、他の１９個の天然由来のアミノ酸による、タンパク質内の所定のア
ミノ酸の置換と規定される。例えば、タンパク質配列に沿って、全ての可能性のある一ア
ミノ酸置換を最少に統計的に検索する遺伝子部位飽和変異誘発は、Ｋｒｅｔｚ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２００４，３８８：３－１１、Ｓ
ｈｏｒｔの米国特許第６，１７１，８２０号およびＳｈｏｒｔの米国特許第６，５６２，
５９４号に開示されている。各文献は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１０５】
　（変性Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔ配列を含む）コドンプライマーは、全範囲の一アミノ酸置換が各
アミノ酸位置で表される子孫ポリペプチドのセットを生成するように、ポリヌクレオチド
内に点変異を導入するのに使用され得る（例えば、米国特許第６，１７１，８２０号を参
照のこと；米国特許第５，６７７，１４９号も参照のこと。各文献は、参照により本明細
書に組み込まれる）。使用されるオリゴには、近接して、第１の相同配列、変性Ｎ，Ｎ，
Ｇ／Ｔ配列および、好ましくは、必ずしも必要ではないが、第２の相同配列が含まれる。
このようなオリゴの使用からの下流の子孫翻訳生成物は、前記ポリペプチドに沿った各ア
ミノ酸部位における全ての可能性のあるアミノ酸変化を含む。前記Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔ配列の
縮重は、２０個全てのアミノ酸についてのコドンを含むためである。
【０１０６】
　コドンの使用は、哺乳類の遺伝子発現における重要な要因の１つである。種々のコドン
が使用される頻度は、種々の宿主間および同じ有機体内における高レベルまたは低レベル
で発現されたタンパク質間で顕著に変動する。この変動の最もあり得る理由は、好ましい
コドンが細胞内で利用可能な同族のｔＲＮＡｓの豊富さと関連することである。コドンの
使用とｔＲＮＡアクセプタ濃度とは共進化し、この共進化についての選択圧が低レベルで
発現された遺伝子より高く発現した遺伝子について明確であることが可能である。
【０１０７】
　（１つの変性Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔカセットに含まれる）１つのこのような変性オリゴは、全
範囲のコドン置換に対する親ポリヌクレオチドテンプレートにおける各元のコドンを従属
させるのに使用され得る。さらに、少なくとも２つの変性Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔカセットが、同
じオリゴまたは同じオリゴでないかのいずれかにおいて、全範囲のコドン置換に対する親
ポリヌクレオチドテンプレートにおける、少なくとも２つの元のコドンを従属させるのに
使用され得る。このため、２若しくはそれ以上のＮ，Ｎ，Ｇ／Ｔ配列は、１つのオリゴに
含まれて、２若しくはそれ以上の部位にアミノ酸変異を導入し得る。この複数のＮ，Ｎ，
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Ｇ／Ｔ配列は、直接近接していることができるか、または、１若しくはそれ以上の更なる
ヌクレオチド配列により分離され得る。付加および欠失を導入するのに役立つオリゴも、
単独または、Ｎ，Ｎ，Ｇ／Ｔ配列を含むコドンとの組み合わせで使用されて、アミノ酸付
加、欠失および／または置換の任意の組み合わせまたは前突然変異を導入し得る。
【０１０８】
　前記テンプレートポリペプチドは、任意のタンパク質でもよいが、触媒活性またはリガ
ンド結合等の活性について都合の良いアッセイを有するタンパク質が好ましい。本明細書
で使用する時、リガンドは、異なる分子、例えば、タンパク質に結合する小分子に特異的
に結合する任意の分子である。標的相互作用の代表例は、触媒、酵素－基質相互作用、タ
ンパク質－核酸相互作用、受容体－リガンド相互作用、タンパク質－金属相互作用および
抗体－抗原相互作用を含む。代表的な標的タンパク質は、酵素、抗体、サイトカイン、受
容体、ＤＮＡ結合タンパク質、キレート剤およびホルモンを含む。
【０１０９】
　テンプレートは、抗体ライブラリを生成およびスクリーニングすることにより発見され
得る。抗体ライブラリを生成およびスクリーニングするための種々の方法が、示されるよ
うに、当該分野において公知である。例えば、完全なヒト抗体ディスプレイライブラリが
使用され得る。この場合における前記「ライブラリ」は、宿主細胞の表面上に提示される
抗体の集合である。好ましくは、前記抗体ライブラリは、それらが広い範囲の抗原に対す
る広い結合能力を有する点で、抗体のヒトレパートリーを代表する。また、前記ライブラ
リは、好ましくは、提示された数千の二価抗体を有する。前記抗体が細胞表面上に提示さ
れるため、前記ライブラリにおける各抗体の（結合活性による）効果的な親和性が向上さ
れる。スクリーニングおよび特定の目的についての抗体の結合活性がほとんど必要とされ
ない他の一般的なライブラリタイプ、例えば、ファージディスプレイライブラリとは違っ
て、本発明における細胞表面ディスプレイにより提供される超結合活性が必要とされる。
細胞表面ディスプレイライブラリは、低い、中程度および高い結合親和性の抗体の特定、
ならびに、スクリーニングまたは選択工程における非免疫原性および弱いエピトープの特
定を可能にする。任意の化学合成または組換え変異原性法が、変異体ポリペプチドの集合
を生成するのに使用され得る。本発明の実用化は、特に断らない限り、細胞生物学、細胞
培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮＡおよび免疫学の
従来の技術を使用し得る。前記技術は、当業者の範囲内である。このような技術は、文献
において完全に説明される。例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，ｅｄ．ｂｙ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒ
ｉｔｓｃｈ　ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：１９８９）；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｖｏｌｕｍｅｓ
　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ（Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ　ｅｄ．，１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ　ｅｄ．，１９８４）；Ｍｕｌｌ
ｉｓ　ｅｔ　ａｌ．の米国特許第４，６８３，１９５号；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　&　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ
．１９８４）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｄ
．Ｈａｍｅｓ　&　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．１９８４）；Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｏ
ｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，
Ｉｎｃ．，１９８７）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ
（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９８６）；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕ
ｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９８４）；ｔｈｅ　ｔｒｅａｔ
ｉｓｅ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，Ｉｎｃ．，Ｎ．Ｙ．）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍａ
ｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｈ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｂｓ　ｅｄ
ｓ．，１９８７，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）；Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．１５４　ａｎｄ　１５５（Ｗ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．）、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　
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Ｃｅｌｌ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌ
ｋｅｒ，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，１９８７）；Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ　Ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅｓ
　Ｉ－ＩＶ（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，１９
８６）；Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｉｙｏ，（Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８６）を参照のこと。
【０１１０】
　好ましい実施形態では、前記テンプレートポリペプチドは、抗体である。前記抗体は、
本明細書に記載の方法、例えば、ＣＤＲ内の位置が結合親和性に有効であることをマッピ
ングおよび理解するのに供される。種々の抗体系構築物およびそのフラグメントを調製お
よび使用するための技術は、当該分野において周知である。本発明の重要な態様は、所望
の相互作用（例えば、抗原－抗体相互作用、金属キレート化、受容体結合、基質結合等）
における役割を果たすか、または、おそらく果たす残基の特定である。任意の抗体または
抗体フラグメントは、本発明に基づいて使用され得る。前記抗体の特異性は、軽鎖可変領
域（ＶＬ）および重鎖可変領域（ＶＨ）内の相補性決定領域（ＣＤＲｓ）により決定され
る。前記抗体のＦａｂフラグメントは、完全な抗体の約１／３サイズであり、重鎖および
軽鎖の可変領域、完全な軽鎖の定常領域および重鎖定常領域の一部を含む。Ｆａｂ分子は
安定しており、前記定常領域配列の寄与により十分に会合している。しかしながら、細菌
系において発現された機能的なＦａｂの収率は、前記重鎖および軽鎖の可変領域のみを含
む、より小さいＦｖフラグメントのそれより低い。前記Ｆｖフラグメントは、機能的な抗
原結合部位を未だに保持する抗体の最小部分である。前記Ｆｖフラグメントは、前記Ｆａ
ｂと同じ結合特性を有するが、前記定常領域による安定性がなく、前記Ｆｖの２つの鎖は
、希釈条件において比較的容易に解離し得る。
【０１１１】
　この問題を克服するために、ＶＨおよびＶＬ領域は、ポリペプチドリンカーを介して融
合されて（Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１）、前記抗原結合部位を安定化し得る
。この一本鎖ポリペプチドＦｖフラグメントは、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）として公知であ
る。前記ＶＨおよびＶＬは、まず、どちらかのドメインにより配列され得る。前記リンカ
ーは、第１の鎖のカルボキシ末端を、第２の鎖のアミノ末端に結合させる。
【０１１２】
　当業者は、重鎖若しくは軽鎖のＦｖまたはＦａｂフラグメントが、この系によっても使
用され得ることを認識するであろう。重鎖または軽鎖は、変異誘発され、続けて、溶液に
相補鎖が添加され得る。ついで、前記２つの鎖が、組み合わせられ、機能的な抗体フラグ
メントを形成可能になる。ランダムな非特異的軽鎖および重鎖の配列の添加は、多様なメ
ンバーのライブラリを生成するコンビナトリアル系の産生を可能にする。
【０１１３】
　一般的には、一本鎖発現ポリヌクレオチドが生成される。この発現ポリヌクレオチドは
、（１）操作可能に結合されたＶＨドメイン、スペーサペプチドおよびＶＬドメインから
成り、一本鎖抗体をコードする一本鎖抗体カセット、（２）操作可能に結合され、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ転写に適しており、一本鎖抗体をコードするｍＲＮＡを形成する前記一本鎖抗
体カセットのｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写を確保するプロモータ（例えば、Ｔ７プロモータ、Ｓ
Ｐ６プロモータ等）ならびに（３）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写反応において機能するのに適し
た転写終了配列を含む。選択的に、前記発現ポリヌクレオチドは、複製起点および／また
は選択マーカーも有し得る。適切な発現ポリヌクレオチドの例は、ｐＬＭ１６６である。
【０１１４】
　前記ＶＨおよびＶＬ配列は、Ｖ遺伝子ファミリー特異的プライマーまたはＶ遺伝子特異
的プライマーを使用するＰＣＲ増幅により産生されるＶＨおよびＶＬ配列のライブラリか
ら、都合良く取得されることができ（Ｎｉｃｈｏｌｌｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１６５：８１；国際公開第９３／１２２２７号）、または、
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利用可能な配列情報に基づいて、当該分野において公知の標準的な方法に従って設計され
る。典型的には、マウスまたはヒトのＶＨおよびＶＬ配列が単離される。ついで、前記Ｖ

ＨおよびＶＬ配列は、通常、（例えば、インフレームの柔軟なペプチドスペーサをコード
する）介在スペーサ配列と共にライゲートされて、一本鎖抗体をコードするカセットを形
成する。典型的には、複数のＶＨおよびＶＬ配列を（場合により、表された複数のスペー
サペプチド種をも）有するライブラリが使用される。前記ライブラリは、特にＣＤＲ残基
、場合により、フレームワーク残基における配列多様性を向上させるために変異された、
１若しくはそれ以上のＶＨおよびＶＬ配列により構築される。Ｖ領域配列は、免疫グロブ
リン発現細胞用のｃＤＮＡまたはＰＣＲ増幅産物として、都合良くクローニングされ得る
。例えば、細胞表面または分泌型の免疫グロブリンのいずれかを合成するヒトのハイブリ
ドーマ、リンパ腫または他の細胞株からの細胞が、ポリＡ＋ＲＮＡの単離に使用され得る
。ついで、前記ＲＮＡは、酵素逆転写を使用するオリゴｄＴ刺激されたｃＤＮＡの合成に
使用される（一般的な方法については、Ｇｏｏｄｓｐｅｅｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）
Ｇｅｎｅ　７６：１；Ｄｕｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６４：１３０５７を参照のこと）。Ｖ領域のｃＤＮＡまたはＰＣＲ産物が単離されると、
ベクター内にクローニングされて、一本鎖抗体カセットを形成する。
【０１１５】
　抗体および抗体フラグメントの構築を達成するために、前記コード遺伝子が単離および
特定される。前記遺伝子は修飾されて、発現ベクター内へのクローニングまたはｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写／翻訳を可能にし得る。ハイブリドーマｃＤＮＡからＶＨおよびＶＬについ
てのＤＮＡを探索すること（Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９８２）、または、Ｖ
ＨおよびＶＬについての合成遺伝子を構築すること（Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９２）等の方法が使用されることができるが、都合の良い方式は、テンプレート定向法を
使用して、抗体配列を増幅することである。抗体遺伝子の多様な集合は、テンプレートサ
ンプルから、フレームワークとして公知の可変領域の３’および５’末端における保存配
列に対するプライマー、または、前記抗体の定常領域に対するプライマーを設計すること
により増幅され得る（Ｉｖｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９）。前記プライマー内に
おいて、制限部位が、発現ベクター内でのクローニングを容易にするのに配置され得る。
これらの保存領域に前記プライマーを定向させることにより、前記抗体群の多様性が維持
されて、多様なライブラリの構築を可能にする。抗体の具体的な種および分類は、Ｋａｂ
ａｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７において提供される全ての種類の抗体についての多量の配
列により説明されるように、プライマー配列の選択により規定され得る。同文献は、参照
により組み込まれる。
【０１１６】
　動物の脾臓または末梢血から単離されたメッセンジャーＲＮＡは、抗体ライブラリの増
幅用テンプレートとしても使用され得る。特定の環境では、細胞表面上に抗体フラグメン
トの相同集合を提示するのが望まれる場合、ｍＲＮＡは、モノクローナル抗体の集合から
単離され得る。いずれかの供給源からのメッセンジャーＲＮＡは、標準的な方法により調
製され、直接使用されるか、または、ｃＤＮＡテンプレートの調製に使用され得る。抗体
をクローニングする目的でのｍＲＮＡの生成は、抗体の調製および特徴決定についての周
知の手法に基づくことにより容易に達成される（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，１９８８を参照のこと。同文献は、参照により本明
細書に組み込まれる）。
【０１１７】
　モノクローナル抗体（ＭＡｂｓ）の生成は、一般的には、ポリクローナル抗体を調製す
るためのものと同じ手法に基づく。簡潔に、ポリクローナル抗体は、免疫原性成分により
動物を免疫し、その免疫した動物から抗血清を収集することにより調製される。広い範囲
の動物種が、抗血清の産生に使用され得る。典型的には、抗－抗血清の産生に使用される
動物は、ウサギ、マウス、ラット、ハムスター、モルモットまたはヒツジである。ウサギ
の比較的多くの血液量のために、ポリクローナル抗体の産生には、ウサギが通常好ましい
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。
【０１１８】
　免疫原性成分は、多くの場合、免疫原性において変動する。したがって、多くの場合、
キャリアにペプチドまたはポリペプチドの免疫原を結合させることにより達成され得るよ
うに、宿主の免疫系を後押しすることが必要である。例示となる好ましいキャリアは、キ
ーホール・リンペット・ヘモシアニン（ＫＬＨ）およびウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）で
ある。他のアルブミン、例えば、卵アルブミン、マウス血清アルブミンまたはウサギ血清
アルブミンも、キャリアとして使用され得る。ポリペプチドをキャリアタンパク質にコン
ジュゲートさせるための認識された手段は、周知であり、グルタルアルデヒド、ｍ－マレ
イミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、カルボジイミドおよびビス
－ジアゾ化ベンジジンを含む。
【０１１９】
　特定の免疫原成分の免疫原性は、アジュバントとして知られる、免疫応答の非特異的刺
激物質の使用により向上され得る。例示となる好ましいアジュバントは、フロイント完全
アジュバント（死滅させたＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓを含
む免疫応答の非特異的刺激物質）、フロイント不完全アジュバントおよび水酸化アルミニ
ウムアジュバントを含む。
【０１２０】
　ポリクローナル抗体の産生に使用される免疫原性成分の量は、免疫原の性質および免疫
化に使用される動物に基づいて変動する。各種の経路（皮下、筋肉内、皮内、静脈内およ
び腹腔内）が、前記免疫原を投与するのに使用され得る。前記ポリクローナル抗体の産生
は、免疫化後の種々の時点での免疫した動物の血液をサンプリングすることによりモニタ
ーされ得る。第２の追加免疫注射も与えられ得る。追加免疫および力価のプロセスが、適
切な力価が達成されるまで繰り返される。所望のレベルの免疫原性が取得された時点で、
前記免疫した動物から血を採り、血清が単離、保存され、脾臓が、ポリクローナル応答か
らのｍＲＮＡの単離のために収集され、または、前記動物が相同抗体集合からのｍＲＮＡ
の単離のためにＭＡｂｓを生成するのに使用され得る。
【０１２１】
　ＭＡｂｓは、周知の技術、例えば、米国特許第４，１９６，２６５号に例示されるもの
の使用により、容易に調製され得る。同文献は、参照により本明細書に組み込まれる。典
型的には、この技術は、選択された免疫原性成分、例えば、キャリアにコンジュゲートし
た小分子ハプテン、精製若しくは部分的に精製されたタンパク質、ポリペプチド若しくは
ペプチドにより、適切な動物を免疫化することを含む。前記免疫化成分は、抗体産生細胞
を刺激するのに効果的な方法において投与される。マウスおよびラット等のげっ歯類は、
多くの場合使用される動物である。ただし、ウサギ、ヒツジ、カエルの細胞の使用も可能
である。ラットの使用は、特定の利益を提供する（Ｇｏｄｉｎｇ，ｐｐ．６０－６１，１
９８６）が、マウスが好ましく、これとして特にＢＡＬＢ／ｃマウスが、最もルーチンに
使用され、一般的に、より高い割合の安定した融合を提供する。
【０１２２】
　免疫化後、抗体を産生する潜在能力を有する体細胞、具体的には、Ｂリンパ球（Ｂ細胞
）が、ＭＡｂ生成プロトコルに使用するのに選択される。これらの細胞は、生検された脾
臓、扁桃若しくはリンパ節から、または、血液サンプルから取得され得る。脾臓細胞およ
び血液細胞が好ましい。前者は、分割形質芽球段階にある抗体産生細胞の豊富な供給源で
あるため、後者は、血液が容易にアクセス可能であるために好ましい。多くの場合、動物
パネルが免疫されるであろうし、最も高い抗体力価を有する動物の脾臓が取り出されるで
あろうし、脾臓のリンパ球が、シリンジにより脾臓をホモジナイズすることにより取得さ
れる。典型的には、免疫したマウスからの脾臓は、おおよそ５×１０７から２×１０８個
のリンパ球を含む。
【０１２３】
　ついで、前記免疫した動物からの抗体産生Ｂリンパ球が、不死の骨髄腫細胞の細胞、一
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般的には、免疫された動物と同じ種のものと融合される。ハイブリドーマ産生融合手法に
使用するのに適した骨髄腫細胞株は、好ましくは、非抗体産生であり、高い融合効率を有
し、ついで、所望の融合細胞（ハイブリドーマ）のみの増殖を支持する特定の選択的培地
における増殖が不可能になる酵素の機能不全である。
【０１２４】
　数多くの骨髄腫細胞のいずれか１つが使用されることができ、当業者に公知である（Ｇ
ｏｄｉｎｇ，ｐｐ．６５－６６，１９８６；Ｃａｍｐｂｅｌｌ，１９８４）。例えば、前
記免疫した動物がマウスである場合、Ｐ３－Ｘ６３／Ａｇ８、Ｘ６３－Ａｇ８．６５３、
ＮＳｌ／ｌ．Ａｇ　４　１、Ｓｐ２１０－Ａｇｌ４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ－１１、
ＭＰＣ１１－Ｘ４５－ＧＴＧ　１．７およびＳ１９４／５ＸＸ０　Ｂｕｌが使用され得る
。ラットについては、Ｒ２１０．ＲＣＹ３、Ｙ３－Ａｇ　１．２．３、ＩＲ９８３Ｆおよ
び４Ｂ２１０が使用され得る。Ｕ－２６６、ＧＭ１５００－ＧＲＧ２、ＬＩＣＲ－ＬＯＮ
－ＨＭｙ２およびＵＣ７２９－６は全て、ヒトの細胞融合との関連で有用である。
【０１２５】
　好ましい１つのマウス骨髄腫細胞は、ＮＳ－１骨髄腫細胞株（Ｐ３－ＮＳ－１－Ａｇ４
－１とも呼ばれる）である。前記細胞株は、細胞株リポジトリ番号ＧＭ３５７３を要求す
ることにより、ＮＩＧＭＳ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｕｔａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒ
ｅｐｏｓｉｔｏｒｙから容易に入手できる。使用され得る別のマウス骨髄腫細胞株は、８
－アザグアニン抵抗性マウス骨髄腫ＳＰ２／０非産生細胞株である。
【０１２６】
　抗体産生脾臓またはリンパ節の細胞と骨髄腫細胞とのハイブリッドを生成するための方
法は、通常、体細胞と骨髄腫細胞とを、２：１の割合で混合することを有する。前記割合
は、細胞膜の融合を促進する１若しくはそれ以上の（化学的または電気的）手段の存在に
おいて、約２０：１から約１：１にそれぞれ変動し得る。センダイウイルスを使用する融
合法は、Ｋｏｈｌｅｒ　&　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５；１９７６）により記載されて
いる。それらは、Ｇｅｆｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９７７により、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）、例えば、３７％（ｖ／ｖ）ＰＥＧを使用する。電気誘引融合法の使用も適
切である（Ｇｏｄｉｎｇ　ｐｐ．７１－７４，１９８６）。
【０１２７】
　融合手法は、通常、低頻度、約１×１０－６から１×１０－８で、生きたハイブリッド
を産生する。ただし、これは、生きた融合ハイブリッドは、選択培地において培養するこ
とにより、親の未融合細胞（特に、通常無制限に分割し続けるであろう未融合の骨髄腫細
胞）から区別される場合、問題を引き起こさない。前記選択培地は、一般的には、組織培
養培地に、核酸の合成を初めから防止する手段を含むものである。例示となる好ましい手
段は、アミノプテリン、メトトレキサートおよびアザセリンである。アミノプテリンおよ
びメトトレキサートは、プリンおよびピリミジン両方の合成を初めから防止する。一方、
アザセリンは、プリン合成のみを防止する。アミノプテリンまたはメトトレキサートが使
用される場合、前記培地は、ヌクレオチドの供給源としてヒポキサンチンおよびチミジン
を添加される（ＨＡＴ培地）。アザセリンが使用される場合、前記培地は、ヒポキサンチ
ンを添加される。
【０１２８】
　好ましい選択培地は、ＨＡＴである。ヌクレオチド・サルベージ経路を動作可能な細胞
のみが、ＨＡＴ培地において生存し得る。前記骨髄腫細胞は、前記サルベージ経路の重要
な酵素、例えば、ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＰＲＴ）を欠損
しており、生存できない。前記Ｂ細胞は、この経路を動作できるが、培養において限られ
た寿命を有し、一般的には、約２週間以内に死ぬ。したがって、前記選択培地において生
存し得る細胞のみが、骨髄腫細胞とＢ細胞とから形成されたそれらのハイブリッドである
。
【０１２９】
　この培養は、特定のハイブリドーマが選択される、ハイブリドーマの集合を提供する。
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典型的には、ハイブリドーマの選択は、マイクロタイタープレートにおける単クローン希
釈により細胞を培養し、続けて、（約２から３週間後に）個々のクローン上清を所望の反
応性について試験することにより行われる。簡易で素早いアッセイは、放射免疫アッセイ
、酵素免疫アッセイ、細胞毒性アッセイ、プラークアッセイ、ドット免疫結合アッセイ等
を含む。
【０１３０】
　前記選択されたハイブリドーマは、連続的に希釈され、個々の抗体産生細胞株内にクロ
ーニングされる。ついで、そのクローンは、曖昧に播種されて、ＭＡｂｓを提供し得る。
前記細胞株は、２つの基本的な方法において、ＭＡｂ産生用に開発され得る。前記ハイブ
リドーマのサンプルは、元の融合用の体細胞および骨髄腫細胞を提供するのに使用された
種類の、組織適合性の動物内（多くの場合、腹腔内）に注入され得る。前記注入された動
物は、前記融合細胞ハイブリッドにより産生される特定のモノクローナル抗体を分泌する
腫瘍を発達させる。ついで、前記動物の体液、例えば、血清または羊水が捕捉されて、高
濃度でＭＡｂｓを提供し得る。前記個々の細胞株は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいても培養さ
れ得る。この場合、ＭＡｂｓは、培養培地中に自然に分泌され、高濃度で容易に取得され
得る。いずれかの手段により産生されたＭＡｂｓは、必要に応じて、ろ過、遠心分離およ
び種々のクロマトグラフ法、例えば、ＨＰＬＣ若しくは親和性クロマトグラフィーを使用
してさらに精製され得る。
【０１３１】
　所望のモノクローナル抗体の単離および特徴決定後、ｍＲＮＡが、当該分野において周
知の技術を使用して単離されることができ、標的配列の増幅用のテンプレートとして使用
されることができる。
【０１３２】
　数多くのテンプレート依存性プロセスが、変異誘発の前後に、前記標的配列を増幅する
のに利用可能である。例えば、最も良く知られている増幅法の１つは、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲとも呼ばれる）であり、米国特許第４，６８３，１９５、４，６８３，２０
２および４，８００，１５９号ならびにＩｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）に詳細に
記載されている。各文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。簡潔に、Ｐ
ＣＲにおいて、２つのプライマー配列が調製される。前記プライマーは、標的配列の対向
する相補鎖上の領域に対して相補である。過剰のデオキシヌクレオシド三リン酸が、ＤＮ
Ａポリメラーゼ、例えば、Ｔａｑポリメラーゼと共に反応混合物に添加される。前記標的
配列がサンプルに存在する場合、前記プライマーが標的に結合するであろうし、前記ポリ
メラーゼがヌクレオチド上に付加することにより、前記プライマーを前記標的配列に沿っ
て伸長させるであろう。前記反応混合物の温度を上昇および低下させることにより、前記
伸長したプライマーは、前記標的から解離し、反応生成物を形成するであろう。過剰のプ
ライマーが、前記標的および前記反応生成物に結合するであろう。前記プロセスが繰り返
される。好ましくは、逆転写酵素ＰＣＲ増幅法が、増幅された標的の量を定量するために
行われ得る。ポリメラーゼ連鎖反応法は、当該分野において周知である。酵素増幅技術、
例えば、ＰＣＲを使用することにより、所望の制御因子が前記プライマー内に設計される
ため、ＤＮＡ生成物内に包含されるであろう。
【０１３３】
　多くの他の増幅法が当該分野において公知である。
【０１３４】
　遺伝子合成の固相法に対する１つの利点は、コンビナトリアル合成技術を使用する変異
誘発についての機会である。コンビナトリアル合成技術は、種々の構築ブロックを連続し
て結合することにより、化合物の大きなコレクションまたはライブラリを同時に産生する
それらの技術として規定される。ライブラリは、溶液において遊離している化合物を使用
して構築され得るが、好ましくは、前記化合物は、固体支持体、例えば、ビーズ、固体粒
子に結合され、微生物の表面上に提示もされる。
【０１３５】
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　複数の方法が、コンビナトリアル合成（Ｈｏｌｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｂｕ
ｒｂａｕｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｆｒｅ
ｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｐｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１；Ｂｒｕｃｅ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９５；Ｏｈｌｍｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３）、例えば、スプリッ
ト合成または平行合成について存在する。または、平行合成として公知の技術が、固相ま
たは溶液のいずれかにおいて行われ得る。コンビナトリアル法を使用して、大量の変異体
遺伝子テンプレートが合成され得る。
【０１３６】
　変異体遺伝子も、当該分野において公知の半合成法により生成され得る（Ｂａｒｂａｓ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９２）。フレームワークとしての抗体フラグメントの保存領域を使
用して、可変領域が、１若しくはそれ以上のタイミングにおいて、ランダムな組み合わせ
で挿入されて、前記抗体フラグメントの特異性を変え、新規な結合部位を生成、特に、免
疫化に役立たない抗原、例えば、毒性または不安定な化合物に対する抗体を生成し得る。
同じラインに沿って、公知の抗体配列が、ランダムにまたは非ランダムに変異を導入する
ことにより変異させられ得る。
【０１３７】
　タンパク質産生用の原核生物ｉｎ　ｖｉｔｒｏ技術は、最初に使用されたものであった
（Ｚｕｂａｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９７０）。その後、真核生物系が、小麦胚芽（Ｒｏｂｅ
ｒｔｓ，１９７３）およびウサギの網状赤血球（Ｐｅｌｈａｍ，１９７６）を使用して開
発された。複数の新たな開発は、これらの技術の効率を向上させてきた。例としては、Ｅ
．ｃｏｌｉのヌクレアーゼ欠損株の開発を含み、直鎖状のＤＮＡテンプレート（Ｙａｎｇ
，１９８０）および、前記系からの任意のバックグラウンド発生を低下させる小球菌ヌク
レアーゼによる網状赤血球のライゼートの処理を使用して、結果を改善する。
【０１３８】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写／翻訳用に開発された最近の系は、ファージＲＮＡポリメラーゼ
、例えば、ＳＰ６およびＳＰ７による転写に基づいている（Ｋｒｉｅｇ，１９８７、Ｓｔ
ｕｄｉｅｒ，１９９０）。Ｔ７プロモータ因子の制御下に置かれたＤＮＡは、Ｔ７　ＲＮ
Ａポリメラーゼによるｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写用テンプレート、または、原核生物若しくは
真核生物のタンパク質合成系のいずれかに添加されるポリメラーゼによる完全なｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写／翻訳用のテンプレートとして使用され得る。本発明の方法は、任意のｉｎ
　ｖｉｔｒｏ転写／翻訳系と共に使用され得るが、Ｔ７系が転写について好ましく、原核
生物転写系の使用がＲＮＡのキャッピングを必要としないため好ましい。
【０１３９】
　転写用のｉｎ　ｖｉｔｒｏ法を使用して、アミノ酸誘導体が、タンパク質合成系混合物
に対して誘導体化アミノ酸を添加することにより、タンパク質内に包含され得る。正常な
アミノ酸に関する前記誘導体の濃度を変化させて、混合集合を作製し、相対的な効果を測
定するのを可能にする。Ｇ．特徴決定。
【０１４０】
　本発明により生成された変異体ポリペプチドは、各種の技術を使用して特徴付けられる
。一般的には、タンパク質生成物は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して、正しい見かけ分子量
について分析され得る。これは、前記ポリペプチドが実際に合成されたことの最初の兆候
を提供する。天然分子と比較した場合、それは、正常なフォールディングまたは加工が前
記変異体に起こっているかどうかも示す。その点については、前記ポリペプチドを標識す
るのに有用であることを証明し得る。または、前記ポリぺプチドは、ゲルの染色により特
定され得る。
【０１４１】
　単なる合成を超えて、タンパク質は、種々の特性および広い範囲の機能に基づいて特徴
付けられ得る。特性は、等電点、熱安定性、沈降速度およびフォールディングを含む。フ
ォールディングを検査する１つの方法は、同族の結合パートナーにより認識される能力で
ある。この機能の典型的な例は、抗体－抗原相互作用である。広い各種の異なる免疫アッ
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セイフォーマットが、この目的について利用可能であり、当該分野において周知である。
原理的に、親和性または特異性のいずれかにおける変化は、前記タンパク質が特定のリガ
ンドまたは関連するリガンドのパネルと接触する際に決定され得る。
【０１４２】
　免疫アッセイは、一般的には、２つの種類：複数の分離工程を必要とする異種性アッセ
イ、および、直接的に行われる同質性アッセイに分割され得る。一般的には、異種性免疫
アッセイは、固体マトリクス上に固定化されたリガンドまたは抗体を含む。リガンドを含
むサンプルは、前記固定化された抗体と接触し、前記マトリクス支持体上に形成された複
合体の量が、前記固定化された複合体に直接的または間接的に付着された標識から決定さ
れる。本発明の文脈において使用される場合、リガンドは、非同一分子と相互作用し、タ
イトに結合された安定した複合体を形成する種と規定される。実用的な目的について、結
合親和性は、通常、約１０６Ｍ－１より大きく、好ましくは１０９～１０１５Ｍ－１の範
囲である。前記リガンドは、複数種の有機分子、問えば、非環式炭化水素、多核芳香族、
ハロゲン化化合物、ベンゼノイド、多核炭化水素、窒素複素環、硫黄複素環、酸素複素環
ならびにアルカン、アルケン、アルキンの炭化水素等のいずれかであり得る。生体分子は
、具体的な関心のもの、例えば、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、脂質、糖類、核酸お
よびそれらの組み合わせである。当然、これらは、例示のみであり、所望のリガンドと結
合する抗体を取得可能である限り、考慮される免疫アッセイ法が非常に広い範囲の化合物
を検出するのに適用可能であることが理解されるであろう。
【０１４３】
　異種性の免疫アッセイが、サンドイッチアッセイとして行われ得る。前記サンドイッチ
アッセイでは、所望の分子が、高親和性でその分子と特異的に結合する固定化された抗体
と反応する。第２の工程では、抗原およびマーカー分子に対する同じまたは異なる抗体か
ら形成されたコンジュゲートは、固定化マトリクス上の抗原－抗体複合体と反応する。過
剰の遊離マーカーコンジュゲートを除去した後、サンプル中のリガンド量に比例する前記
結合したマーカーコンジュゲートが測定される。
【０１４４】
　免疫複合体形成の検出は、当該分野において周知であり、複数のアプローチの適用によ
り達成され得る。これらのアプローチは、典型的には、標識またはマーカー、例えば、放
射活性、蛍光、化学発光、電気化学発光、生物学的若しくは酵素的なタグまたは当該分野
において公知の標識の検出に基づいている。このような標識の使用に関する米国特許は、
米国特許第３，８１７，８３７；３，８５０，７５２；３，９３９，３５０；３，９９６
，３４５；４，２７７，４３７；４，２７５，１４９および４，３６６，２４１号を含む
。各文献は、参照により本明細書に組み込まれる。当然、当該分野において公知のように
、二次的な結合リガンド、例えば、第２の抗体またはビオチン／アビジンリガンド結合配
置の使用により、更なる利点が見出され得る。
【０１４５】
　検出のための好ましい方法は、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着測
定法（ＥＬＩＳＡ）を含む。ＥＬＩＳＡは、一般的に向上した感度により最も好ましい。
ＥＬＩＳＡｓは、バイオテクノロジー用途、特に広い範囲の抗原物質についての免疫アッ
セイとして広く使用される。ＥＬＩＳＡの感度は、シグナルの酵素的増幅に基づいている
。
【０１４６】
　本発明に基づく使用に考慮される他の好ましいタンパク質は、活性についての都合の良
いアッセイを有するものである。標的相互作用の典型例は、触媒、酵素－基質相互作用、
タンパク質－核酸相互作用、受容体－リガンド相互作用およびタンパク質－金属相互作用
を含む。これらのアッセイにおいて、変異体タンパク質は、能力の変化について、野生型
タンパク質と比較されて、前述の機能のいずれかを行い得る。
【０１４７】
　本明細書で使用する時、「接触」という用語は、所望の相互作用が生じるのを可能にす
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る、互いに十分密接する反応成分の結合として規定される。接触は、溶液中で前記成分を
混合することにより、例えば、または、異種性相互作用により、例えば、前記成分の１つ
に結合するカラム若しくは固定化マトリクスによる流動接触により達成され得る。
【０１４８】
　触媒活性を有する変異体タンパク質について、適切な反応は、触媒速度の変化または特
異性の変化についてモニターされ得る。
【０１４９】
　ＤＮＡ発現構築物は、典型的には、コード配列、例えば、天然関連若しくは異種性のプ
ロモータ領域に、操作可能に結合される発現制御ＤＮＡ配列を含むであろう。好ましくは
、前記発現制御配列は、真核生物宿主細胞を形質転換または形質導入可能なベクターにお
ける、真核生物のプロモータ系であるであろう。前記ベクターが適切な宿主内に包含され
ている場合、前記宿主は、ヌクレオチド配列の高レベルの発現、ならびに、変異体「遺伝
子操作」抗体の収集および精製に適した条件下で維持される。
【０１５０】
　ＤＮＡ配列は、前記配列が発現制御配列に操作可能に結合された（すなわち、構造遺伝
子の転写および翻訳を確保するように配置された）後、宿主において発現されるであろう
。これらの発現ベクターは、典型的には、エピソーム、または、宿主染色体ＤＮＡの必須
部分のいずれかとして、宿主有機体において複製可能である。一般的には、発現ベクター
は、選択マーカー、例えば、テトラサイクリンまたはネオマイシンを含み、所望のＤＮＡ
配列により形質転換されたそれらの細胞の検出を可能にするであろう（例えば、米国特許
第４，７０４，３６２号を参照のこと。同文献は、参照により本明細書に組み込まれる）
。
【０１５１】
　真核性微生物、例えば、酵母に加えて、哺乳類の組織細胞培養物も、本発明のポリペプ
チドを産生するのに使用され得る（Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ，「Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ
　Ｃｌｏｎｅｓ，」ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎ．Ｙ．，Ｎ．Ｙ．（１９８７）を
参照のこと。同文献は、参照により本明細書に組み込まれる）。インタクトの免疫グロブ
リンを分泌可能な数多くの適切な宿主細胞株が当該分野において開発されているため、真
核細胞が好ましく、ＣＨＯ細胞株、種々のＣＯＳ細胞株、ＨｅＬａ細胞、骨髄腫細胞等を
含むが、好ましくは、形質転換されたＢ細胞またはハイブリドーマである。これらの細胞
についての発現ベクターは、発現制御配列、例えば、複製起点、プロモータ、エンハンサ
（Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．８９：４９）ならび
に、必須加工情報部位、例えば、リボソーム結合部位、ＲＮＡスプライシング部位、ポリ
アデニル化部位および転写終了配列を含み得る。好ましい発現制御配列は、免疫グロブリ
ン遺伝子、サイトメガロウイルス、ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシ乳頭腫ウイルス等由
来のプロモータである。
【０１５２】
　真核生物のＤＮＡ転写は、前記ベクター内にエンハンサ配列を挿入することにより向上
され得る。エンハンサは、プロモータにより転写を向上させる、１０から３０ｂｐの間の
シス作用性配列である。エンハンサは、転写単位に対する５’または３’のいずれかの場
合に、転写を効果的に向上させ得る。それらは、イントロン内またはコード配列自体の中
に配置された場合にも効果的である。典型的には、ウイルスのエンハンサ、例えば、ＳＶ
４０エンハンサ、サイトメガロウイルスエンハンサ、ポリオーマエンハンサおよびアデノ
ウイルスエンハンサが使用される。哺乳類系からのエンハンサ配列、例えば、マウス免疫
グロブリン重鎖エンハンサも、一般的に使用される。
【０１５３】
　哺乳類の発現ベクター系は、典型的には、選択マーカー遺伝子も含むであろう。適切な
マーカーの例は、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子（ＤＨＦＲ）、チミジンキナーゼ遺伝子（
ＴＫ）または、薬剤耐性を付与する原核生物の遺伝子を含む。前記最初の２つのマーカー
遺伝子は、増殖培地へのチミジンの添加なしに成長する能力を欠いている変異体細胞株の
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使用を好む。ついで、形質転換された細胞は、非添加培地で増殖するその能力により特定
され得る。マーカーとして有用な原核生物の薬剤耐性遺伝子の例は、Ｇ４１８、ミコフェ
ノール酸およびヒグロマイシンに対する耐性を付与する遺伝子を含む。
【０１５４】
　所望のＤＮＡセグメントを含むベクターは、細胞性宿主の種類に応じて、周知の方法に
より前記宿主細胞内にトランスファーされ得る。例えば、塩化カルシウム形質転換が、原
核細胞について通常使用される。一方、リン酸カルシウム処理、リポフェクションまたは
エレクトロポレーションが、他の細胞性宿主に使用され得る。哺乳類細胞を形質転換する
のに使用される他の方法は、ポリブレン、プロトプラスト融合、リポソーム、エレクトロ
ポレーションおよびマイクロインジェクションの使用を含む（一般的に、上記Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，を参照のこと）。
【０１５５】
　発現されると、本発明の、抗体、個々の変異した免疫グロブリン鎖、変異した抗体フラ
グメントおよび他の免疫グロブリンポリペプチドは、当該分野の標準的な手法、例えば、
硫酸アンモニウム沈殿、分画カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動等に基づいて精製
され得る（一般的には、Ｓｃｏｐｅｓ，Ｒ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９８２）を参照のこと）。部分的ま
たは必要に応じて同質に精製されると、ついで、前記ポリペプチドは、治療的に、または
、アッセイ手法、免疫蛍光染色等を開発および実施するのに使用され得る（一般的には、
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｖｏｌｓ．Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ，Ｅｄｓ．
Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ　ａｎｄ　Ｐｅｒｎｉｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．
Ｎ．Ｙ．（１９７９　ａｎｄ　１９８１）を参照のこと）。
【０１５６】
　前記テンプレートペプチドがマッピングされると、各種の技術が、ペプチドライブラリ
のテンプレートまたはメンバーを多様化し、改善された特性を有するリガンドを構築する
のに使用され得る。オリゴヌクレオチドが、これらのペプチド配列に基づいて合成される
ことができ、設計された濃度で各工程において全ての塩基を使用して、最初のオリゴヌク
レオチド配列のわずかな変異を産生する。ついで、（わずかに）変性したオリゴヌクレオ
チドのこの混合物は、本明細書に記載のランダムペプチドライブラリ発現ベクター内にク
ローニングされる。この方法は、開始ペプチド配列の、系統的で、制御された変異を産生
するが、個々の陽性ベクターが変異誘発前に配列決定される必要がある。この方法は、少
数の回収されたベクターの多様性を拡張するのに有用である。
【０１５７】
　選択されたランダムペプチドベクターを多様化するためのさらに別のアプローチは、回
収したベクターのプールまたは部分集合の変異誘発を含む。パニングから回収されたベク
ターにより形質転換された組換え宿主細胞は、プールされ、単離される。前記ベクターの
ＤＮＡは、例えば、亜硝酸、ギ酸、ヒドラジンにより細胞を処理することにより、または
、以下に記載の各種の変異誘発種の使用により変異誘発される。これらの処理は、ベクタ
ーＤＮＡにおける各種の変異を産生する。可変性のペプチドをコードする配列を含むセグ
メントは、選択的に、可変領域に隣接する部位に特異的な制限ヌクレアーゼにより切断す
ることにより単離されることができ、ついで、未損傷のベクターＤＮＡ内に再クローニン
グされる。または、前記変異誘発されたベクターは、前記変異誘発されたランダムペプチ
ドコード配列の再クローニングをすることなく使用され得る。
【０１５８】
　活性であることが見出された１若しくはそれ以上のペプチドに更なるアミノ酸を付加す
る、ペプチドリガンドのセットを多様化するための第２の一般的なアプローチにおいて、
各種の方法が利用可能である。１つにおいて、初期のパニングにおいて選択されたペプチ
ド配列は個々に決定され、前記決定された配列の全部または一部を包含するオリゴヌクレ
オチドを近づけ、隣接する変性配列が合成される。ついで、これらがクローニングされて
、二次的なライブラリを産生する。
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【０１５９】
　翻訳機による合成中または合成後に修飾されない限り、組換えペプチドライブラリは、
２０個の通常のＬ－アミノ酸の配列から成る。このようなライブラリについての利用可能
な構造多様性は大きいが、更なる多様性が、各種の手段、例えば、アミノ酸の化学修飾に
より導入され得る。例えば、追加された多様性の１つの供給源として、本発明のペプチド
ライブラリは、カルボキシ末端アミド化に供され得る。カルボキシ末端アミド化は、多く
の天然由来の生体活性ペプチドの活性に必須である。この修飾は、酵素であるぺプチジル
グリシンアルファ－アミド化モノオキシゲナーゼ（ＰＡＭ）およびヒドロキシグリシンア
ミノトランスフェラーゼ（ＨＧＡＴ）により触媒される２工程反応における、カルボキシ
末端Ｇｌｙ残基のＮ－－Ｃ結合の開裂によりｉｎ　ｖｉｖｏにおいて起こる。Ｅｉｐｐｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６，７８２７－７８３３（１９９１）
；Ｍｉｚｕｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．
１３７（３），９８４－９９１（１９８６）；Ｍｕｒｔｈｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６１（４），１８１５－１８２２（１９８６）；Ｋａｔｏｐｏｄｉｓ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２９，６１１５－６１２０（１９９０）；お
よびＹｏｕｎｇ　ａｎｄ　Ｔａｍｂｕｒｉｎｉ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１１，
１９３３－１９３４（１９８９）を参照のこと。各文献は、参照により本明細書に組み込
まれる。
【０１６０】
　アミド化は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、融合タンパク質／ベク
ター複合体の構造的完全性を維持するのに役立つ条件下において、ＰＡＭおよびＨＧＡＴ
等の酵素による処理により行われ得る。本発明のランダムペプチドライブラリにおいて、
アミド化は、ライブラリの部分集合、すなわち、カルボキシ末端Ｇｌｙを有するそれらの
ペプチドにおいて起こるであろう。アミド化用に設計されたペプチドライブラリは、前記
ライブラリの可変領域ドメインの末端において、Ｇｌｙコドンを導入することにより構築
され得る。アミド化後、濃縮されたライブラリは、アミド化されたペプチドと優先的に結
合する受容体に対するリガンドの特に効率的な供給源として機能する。
【０１６１】
　天然由来のペプチドおよびタンパク質に見出される他の修飾が、前記ライブラリに導入
されて、更なる多様性を提供することができ、所望の生体活性に寄与することができる。
例えば、前記可変領域ライブラリは、リン酸化、グリコシル化、硫酸化、イソプレニル化
（または、他の脂質の付加）等に関与するアミノ酸残基についてコードするコドンにより
提供され得る。天然由来の酵素により触媒されない修飾は、（比較的温和な条件下におけ
る）化学的手段または、例えば、触媒抗体等の作用により導入され得る。ほとんどの場合
、ライブラリ構築についての効率的な戦略は、前記ライブラリの大部分のメンバーが修飾
されるように、前記ライブラリの可変ヌクレオチド領域内または同領域に隣接する酵素（
または化学的）基質認識部位を特定することを含む。追加された前記基質認識部位は、単
に一残基（例えば、リン酸化についてのセリン）または記載のように複雑なコンセンサス
配列であり得る。
【０１６２】
　伝統的な技術を使用して二重特異性抗体を生成、産生または製造することの１つの不利
益は、一般的には、１つの細胞における２つの抗体の発現は、（抗体あたりに２つの重鎖
および２つの軽鎖を有する）１０の可能性のあるＬＣ／ＨＣ抗体組み合わせの形成をもた
らす。その１つのみが、所望の二重特異性生成物である。このため、前記所望の二重特異
性生成物は、混合物の少量のみであり、前記二重特異性抗体を精製するのは、商業規模で
は非常に困難である。例えば、第１の抗体（抗体１）が左側ＬＣ（ｌ－ＬＣ１）および左
側ＨＣ（ｌ－ＨＣ１）ならびに右側ＬＣ（ｒ－ＬＣ１）および右側ＨＣ（ｒ－ＨＣ１）を
有し、第２の抗体（抗体２）が左側ＬＣ（ｌ－ＬＣ２）および左側ＨＣ（ｌ－ＨＣ２）な
らびに右側ＬＣ（ｒ－ＬＣ２）および右側ＨＣ（ｒ－ＨＣ２）を有する場合、１つの細胞
における抗体１および抗体２の発現は、下記の可能性のあるＬＣ／ＨＣの組み合わせ：（
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１）ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣｌとｒ－ＬＣ１／ｒ－ＨＣ１；（２）ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣｌ
とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ１；（３）ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ１／ｒ－ＨＣ２；
（４）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ１；（５）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ
２とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ２；（６）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ２とｒ－ＨＣ２／ｒ－ＬＣｌ
；（７）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＨＣ２／ｒ－ＬＣ２；（８）ｌ－ＬＣ１／ｌ－Ｈ
Ｃ２とｒ－ＨＣ２／ｒ－ＬＣ１；（９）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ
２；（１０）ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ２の形成をもたらす。前記
組み合わせの１つのみが、両抗原に結合する（ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣｌとｒ－ＬＣ２／ｒ
－ＨＣ２）。さらに、望ましくないＬＣ／ＨＣ対合の結合親和性および特異性は不明であ
る。重鎖ＣＨ３ドメインに対する修飾（例えば、Ｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ設計）は、重
鎖ホモ二量体の形成を除外することができ、産生される可能性のあるＬＣ／ＨＣ抗体組み
合わせの数を、４種類の生成物に減らすことができる（１つの重鎖対を有する２種類の軽
鎖の共発現）。例えば、前記Ｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ設計において、前記４種類の生成
物は、（１）ｌ－ＬＣ１／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ２；（２）ｌ－ＬＣ１／ｌ
－ＨＣ１とｒ－ＬＣ１／ｒ－ＨＣ２；（３）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ１／ｒ－
ＨＣ２；（４）ｌ－ＬＣ２／ｌ－ＨＣ１とｒ－ＬＣ２／ｒ－ＨＣ２であるであろう。
【０１６３】
　本発明のＨ２Ｌ多重特異性抗体は、これらの産生／製造の困難を克服する。本発明のＨ
２Ｌ抗体は、特定の抗原についての結合特異性を変化させることなく、同じ軽鎖が前記２
つの重鎖のそれぞれとアッセンブリするのを可能にする、最適化された可変ドメインを有
する。前記軽鎖は、重鎖１とアッセンブリして、抗原１に結合するＦａｂ－アームを形成
する。前記軽鎖は、重鎖２ともアッセンブリすることができ、抗原２に結合するＦａｂア
ームを形成する。前記重鎖のＦｃ部は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＨＣ１－ＨＣ２二量体の
形成のみを可能にする（例えば、「Ｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ」設計により促進される）
方法において修飾される。ヘテロ二量体のみを形成する２つの重鎖および１つの軽鎖の発
現は、１つの生成物である、本発明のＨ２Ｌ多重特異性抗体のみの形成をもたらす。産生
された各分子は、抗原１に結合する一方のＦａｂアームと、抗原２に結合する他方のＦａ
ｂアームを有する。Ｈ２Ｌ　ｍＡｂｓ。前記１つの軽鎖は、本発明の方法に基づいて最適
化されて、両重鎖とアッセンブリ可能であり、抗原１または抗原２のいずれかに結合する
機能性Ｆａｂアームを形成可能である。本発明のＨ２Ｌ抗体は、当該分野において周知の
プロセスにより、通常のＩｇＧｓと同様に製造および精製され得る。
【０１６４】
　Ｈ２Ｌ　ｍＡｂｓの構築
　開始親抗体は、種々の抗原に対する公知のバインダー（例えば、抗体１を有するＬＣ１
／ＨＣ１対および抗体２を有するＬＣ２／ＨＣ２対）であることができ（例えば、抗体１
は抗原１と結合し、抗体２は抗原２と結合する）、非ヒト、ヒト化または完全にヒト抗体
であることができる。
【０１６５】
　第１の工程において、両抗体の前記２種類の軽鎖（ＬＣ１およびＬＣ２）は、１つの軽
鎖（新規なＬＣ）により置き換えられる。このプロセスは、軽鎖のライブラリにより開始
し得る。本発明の可能性のある新規な軽鎖（新規なＬＣ）のライブラリは、複数の方法に
おいて生成され得る。例えば、全ての機能的なヒト生殖細胞系カッパ軽鎖（Ｖｋ）可変領
域は公開されており、公衆に利用可能なデータベースから取得され得る。可変遺伝子は、
ライブラリ構築に選択され得る。軽鎖可変遺伝子は、遺伝子特異的プライマーを使用して
、ヒトのゲノムＤＮＡから増幅され得る。結果として、遺伝子がばらばらに増幅され、部
分的な遺伝子は、公表されているように、オーバーラップＰＣＲにより組み合わせられ得
る。再配列されたカッパおよびラムダ軽鎖は、前記軽鎖の分泌シグナルの５’端に特異的
なフォワードプライマーおよび前記カッパまたはラムダ定常領域の３’端に特異的なリバ
ースプライマーを使用して、（例えば、非免疫化ドナーのプールからのＰＢＭＣｓ由来の
）ヒトｃＤＮＡからも増幅され得る。ＬＣライブラリは、各公知の親抗体からのＬＣ（Ｌ
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Ｃ１およびＬＣ２）を取得し、本明細書に記載の進化法または他の方法に基づいて一方（
または両方）を進化させて、ＬＣｓの集合またはライブラリ（ＬＣ１ライブラリおよびＬ
Ｃ２ライブラリ）を生成することによっても生成され得る。
【０１６６】
　本発明の一方法では、抗体１のＨＣ（ＨＣ１）は、ヒトのＬＣ１ライブラリ、例えば、
本明細書に記載のように生成されたＬＣ１ライブラリと共発現される。ついで、このＨＣ
１－ＬＣ１ライブラリは、抗原１に対するバインダーまたはヒットについてスクリーニン
グされ、続けて、前記バインダーまたはヒットの軽鎖を単離する。前記抗体２のＨＣ２（
ＨＣ２）は、ヒトのＬＣ２ライブラリ、例えば、本明細書に記載のように生成されたＬＣ
１ライブラリと共発現される。そして、このＨＣ２－ＬＣ２ライブラリは、抗原２に対す
るバインダーまたはヒットについてスクリーニングされ、続けて、前記バインダーまたは
ヒットの軽鎖を単離する。スクリーニングは、（例えば、前記ＬＣ／ＨＣの組み合わせが
細胞表面上で発現される場合）ＦＡＣＳまたは（分泌または細胞表面結合のライブラリを
使用する）ＥＬＩＳＡにより行われ得る。
【０１６７】
　前記ＨＣ１－ＬＣ１ライブラリにおける特定されたヒットの単離された軽鎖は、抗体２
からの重鎖（ＨＣ２）と共発現される。このＨＣ２－ＬＣ１ライブラリは、抗原２に対す
るバインダーまたはヒットについてスクリーニングされる。前記ＨＣ２－ＬＣ２ライブラ
リにおける特定されたヒットの単離された軽鎖も単離され、抗体１からの重鎖（ＨＣ１）
と共発現され、抗原１に対するバインダーまたはヒットについてスクリーニングされる。
このプロセスは、ＨＣ１およびＨＣ２の両方を機能的に補完し得る軽鎖を含むクローンの
集合を特定する。ＨＣ１およびＨＣ２の両方を機能的に補完し得る軽鎖を含むこれらのク
ローンは、さらに、（例えば、野生型の抗原１または抗原２との競合ＥＬＩＳＡにより）
特徴付けられて、抗原１および／または抗原２のいずれかに対する各クローンの結合特異
性の保存、ならびに、各親分子（抗原１および／または抗原２）としての抗原１および／
または抗原２における同じエピトープを確認する。これらのクローンの軽鎖も、ＨＣ１お
よびＨＣ２の両方により再度試験されて、それらが、ＨＣ１およびＨＣ２の両方を機能的
に補完する能力を保持することを確認し得る。
【０１６８】
　特定された前記新規な軽鎖は、（例えば、本明細書に記載の進化法により）さらに進化
されて、前記親分子の結合親和性をマッチするまたは上回るために、親和性を改善させる
ことができ、または、他の特徴、例えば、熱安定性、特異性、結合親和性および／若しく
は他の特徴を適応させることができる。
【０１６９】
　前記ＨＣ１の可変ドメインは、もはやそれ自体がアッセンブリしてＨＣ１ホモ二量体を
形成し得ないように、例えば、本明細書に記載のｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ技術により修
飾されている修飾されたＩｇＧの定常ドメインを含むフレームにクローニングされる。平
行して、前記ＨＣ２の可変ドメインは、もはやそれ自体がアッセンブリしてＨＣ２ホモ二
量体を形成し得ないように、例えば、本明細書に記載のｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ技術に
より修飾されている修飾されたＩｇＧの定常ドメインを含むフレームにクローニングされ
る。ＨＣ１およびＨＣ２における修飾は、ホモ二量体の形成を除外するが、ＨＣ１－ＨＣ
２ヘテロ二量体の形成を可能にするように設計される。ｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ技術は
、Ｒｉｄｇｗａｙ　ＪＢ，Ｐｒｅｓｔａ　ＬＧ，Ｃａｒｔｅｒ　Ｐ（１９９６）「Ｋｎｏ
ｂｓ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅｓ」ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ＣＨ
３　ｄｏｍａｉｎｓ　ｆｏｒ　ｈｅａｖｙ　ｃｈａｉｎ　ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｚａ
ｔｉｏｎ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ　９：６１７－６２１に詳細に記載される。前記ｋｎ
ｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ技術において、大きなアミノ酸側鎖が、他の重鎖のＣＨ３ドメイン
における適切に設計された空洞内にフィットする重鎖のＣＨ３ドメイン内に導入される。
【０１７０】
　本発明では、同じ細胞においてＨＣ１およびＨＣ２と共に（両重鎖を機能的に補完する
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）最適化された軽鎖の発現は、二重特異性抗体の直接的なアッセンブリをもたらす。
【０１７１】
　開始親抗体が１つの抗体である場合、前記親抗体のＨＣ可変ドメインは、（任意の進化
法、例えば、本明細書に記載のものにより）進化されて、第２（またはそれ以上）の標的
に結合する。ついで、１つの新規な進化したＨＣｓは、前記親抗体からの元のＨＣｓの一
方および前記親抗体の元のＬＣと組み合わせられて、本発明のＨ２Ｌ抗体を形成し得る。
【０１７２】
　全長ＩｇＧｓは、高い組織浸透性および／またはより短い半減期が重要である特定の用
途のために、（例えば、ＣＨ２をスキップして、または、Ｆ（ａｂ’）２を作製して）よ
り小さいフラグメントにも変換され得る。
【０１７３】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載のように、多重特異性抗体および抗原結合フ
ラグメントに関し、前記多重特異性抗体および抗原結合フラグメントは、有機部分の共有
結合により修飾される。このような修飾は、改善された薬物動態特性（例えば、向上した
ｉｎ　ｖｉｖｏ血清半減期）を有する抗体または抗原結合フラグメントを産生し得る。前
記有機部分は、直鎖状または分岐鎖状の親水性ポリマー基、脂肪酸基または脂肪酸エステ
ル基であり得る。具体的な実施形態では、前記親水性ポリマー基は、約８００から約１２
０，０００ダルトンの分子量を有することができ、ポリアルカングリコール（例えば、ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレングリコール（ＰＰＧ））、炭水化物ポ
リマー、アミノ酸ポリマーまたはポリビニルピロリドンであり得る。前記脂肪酸または脂
肪酸エステルの基は、約８から約４０個の炭素原子を有し得る。
【０１７４】
　本発明の修飾された多重特異性抗体および抗原結合フラグメントは、前記抗体に直接的
または間接的に共有結合された、１若しくはそれ以上の有機部分を有し得る。本発明の抗
体または抗原結合フラグメントに結合された各有機部分は、独立して、親水性ポリマー基
、脂肪酸基または脂肪酸エステル基であり得る。本明細書で使用する時、「脂肪酸」とい
う用語は、モノ－カルボン酸およびジ－カルボン酸を包含する。本明細書で使用する用語
としての「親水性ポリマー基」は、オクタンにおいてより水に溶解性の有機ポリマーを意
味する。例えば、ポリリジンは、オクタンにおいてより水に溶解性である。このため、ポ
リリジンの共有結合により修飾された抗体は、本発明に包含される。本発明の抗体を修飾
するのに適した親水性ポリマーは、直鎖状または分岐鎖状であることができ、例えば、ポ
リアルカングリコール（例えば、ＰＥＧ、モノメトキシ－ポリエチレングリコール（ｍＰ
ＥＧ）、ＰＰＧ等）、炭水化物（例えば、デキストラン、セルロース、オリゴ糖、多糖類
等）、親水性アミノ酸のポリマー（例えば、ポリリジン、ポリアルギニン、ポリアスパラ
ギン酸エステル等）、ポリアルカンオキシド（例えば、ポリエチレンオキシド、ポリプロ
ピレンオキシド等）ならびにポリビニルピロリドンを含む。好ましくは、本発明の抗体を
修飾する前記親水性ポリマーは、別々の分子実体として、約８００から約１５０，０００
ダルトンの分子量を有する。例えば、ＰＥＧ５０００およびＰＥＧ２０，０００（下付き
文字は、ダルトンにおける前記ポリマーの平均分子量である）が使用され得る。前記親水
性ポリマー基は、１から約６個のアルキル、脂肪酸または脂肪酸エステルの基により置換
され得る。脂肪酸または脂肪酸エステルの基により置換される親水性ポリマーは、適切な
方法を使用することにより調製され得る。例えば、アミン基を有するポリマーは、脂肪酸
または脂肪酸エステルのカルボキシレートに結合され得る。（例えば、Ｎ，Ｎ－カルボニ
ルジイミダゾールにより活性化される）脂肪酸または脂肪酸エステルにおける活性化カル
ボキシレートは、ポリマーにおけるヒドロキシル基に結合され得る。
【０１７５】
　本発明の多重特異性抗体を修飾するのに適した脂肪酸および脂肪酸エステルは、飽和で
あることができるか、または、１若しくはそれ以上の不飽和単位を含むことができる。本
発明の抗体を修飾するのに適した脂肪酸は、例えば、ｎ－ドデカノエート（Ｃ１２、ラウ
レート）、ｎ－テトラデカノエート（Ｃ１４、ミリステート）、ｎ－オクタデカノエート
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（Ｃ１８、ステアレート）、ｎ－エイコサノエート（Ｃ２０、アラキデート）、ｎ－ドコ
サノエート（Ｃ２２、ベヘネート）、ｎ－トリアコンタノエート（Ｃ３０）、ｎ－テトラ
コンタノエート（Ｃ４０）、シス－δ　９－オクタデカノエート（Ｃ１８、オレエート）
、全てのシス－δ　５，８，１１，１４－エイコサテトラエノエート（Ｃ２０、アラキド
ネート）、オクタン二酸、テトラデカン二酸、オクタデカン二酸、ドコサン二酸等を含む
。適切な脂肪酸エステルは、直鎖状または分岐鎖状の低級アルキル基を有するジカルボン
酸のモノエステルを含む。前記低級アルキル基は、１から約１２個、好ましくは１から約
６個の炭素原子を有し得る。
【０１７６】
　前記修飾された多重機能性抗体および抗原結合フラグメントは、適切な方法を使用して
、例えば、１若しくはそれ以上の改質剤との反応により調製され得る。本明細書で使用さ
れる用語としての「改質剤」は、活性化基を有する適切な有機基（例えば、親水性ポリマ
ー、脂肪酸、脂肪酸エステル）を意味する。「活性化基」は、適切な条件下において、第
２の化学基と反応し得る化学部分または官能基であり、これにより、前記改質剤と前記第
２の化学基との間に共有結合を形成する。例えば、アミン反応性活性化基は、求電子性基
、例えば、トシレート、メシレート、ハロ（クロロ、ブロモ、フルオロ、ヨード）、Ｎ－
ヒドロキシスクシンイミジルエステル（ＮＨＳ）等を含む。チオールと反応し得る活性化
基は、例えば、マレイミド、ヨードアセチル、アクリロリル、ピリジルジスルフィド、５
－チオール－２－ニトロ安息香酸チオール（ＴＮＢ－チオール）等を含む。アルデヒド官
能基は、アミン－またはヒドラジド－含有分子に結合され得る。アジド基は、三価のリン
酸基と反応して、ホスホラミデートまたはホスホラミド結合を形成し得る。分子内に活性
化基を導入する適切な方法は、当該分野において公知である（例えば、Ｈｅｒｎａｎｓｏ
ｎ，Ｇ．Ｔ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ：Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、カリフォルニア州（１９９６）を参照のこと）。活性
化基は、前記有機基（例えば、親水性ポリマー、脂肪酸、脂肪酸エステル）に直接的また
は、リンカー部分、例えば、二価のＣ１～Ｃ１２基を介して結合され得る。前記基におい
て、１若しくはそれ以上の炭素原子は、ヘテロ原子、例えば、酸素、窒素または硫黄によ
り置き換えられ得る。適切なリンカー部分は、例えば、テトラエチレングリコール、－－
（ＣＨ２）３－－、－－ＮＨ－－（ＣＨ２）６－－ＮＨ－－、－－（ＣＨ２）２－－ＮＨ
－－および－－ＣＨ２－－Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２－－Ｏ－
－ＣＨ－－ＮＨ－－を含む。リンカー部分を有する改質剤は、例えば、モノ－Ｂｏｃ－ア
ルキルジアミン（例えば、モノ－Ｂｏｃ－エチレンジアミン、モノ－Ｂｏｃ－ジアミノヘ
キサン）と脂肪酸とを、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド（ＥＤＣ）の存在下で反応させて、遊離アミンと脂肪酸のカルボキシレートとの間のア
ミン結合を形成することより産生され得る。前記Ｂｏｃ保護基は、トリフルオロ酢酸（Ｔ
ＦＡ）による処理により、生成物から除去されて、記載の別のカルボキシレートに結合さ
れ得るか、または、無水マレイン酸と得られた環化生成物とを反応させて、前記脂肪酸の
活性化されたマレイミド誘導体を産生し得る一級アミンを曝し得る（例えば、Ｔｈｏｍｐ
ｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，国際公開第９２／１６２２１号パンフレットを参照のこと。その
全技術は、参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１７７】
　本発明の修飾された多重機能性抗体は、多重機能性抗体または抗原結合フラグメントと
、改質剤とを反応させることにより産生され得る。例えば、前記有機部分は、アミン反応
性改質剤、例えば、ＰＥＧのＮＨＳエステルを使用することにより、非部位特異的方法に
おいて、前記抗体に結合され得る。修飾された多重機能性抗体または抗原結合フラグメン
トは、抗体または抗原結合フラグメントのジスルフィド結合（例えば、鎖内ジスルフィド
結合）を還元することによっても調製され得る。ついで、前記還元された抗体または抗原
結合フラグメントは、チオール反応性改質剤と反応して、本発明の修飾された多重機能性
抗体を産生し得る。本発明の多重機能性抗体の特定部位に結合される有機部分を有する修
飾された多重機能性抗体または抗原結合フラグメントは、適切な方法、例えば、逆タンパ
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ク質分解（Ｆｉｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，３：１
４７－１５３（１９９２）；Ｗｅｒｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｃｈｅｍ．，５：４１１－４１７（１９９４）；Ｋｕｍａｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．６（１０）：２２３３－２２４１（１９９７）；Ｉｔｏｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．，２４（１）：５９－６８（１９９６）；Ｃａｐｅｌｌ
ａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｅｎｇ．，５６（４）：４５６－４
６３（１９９７））および、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ．Ｔ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、カルフ
ォルニア州（１９９６）に記載の方法を使用して調製され得る。
【０１７８】
　本発明の多重機能性抗体は、診断および治療用に使用され得る。実例として、制限され
ず、多重機能性抗体は、ガン、自己免疫疾患またはウイルス感染を処置するのに使用され
得る。ガンの処置について、前記多重機能性抗体は、典型的には、ガン細胞において優先
的に発現されている抗原、例えば、ｅｒｂＢ－２、ＣＥＡ、ＣＤ３３および、当業者に周
知の多くの他の抗原に結合するであろう。自己免疫疾患の処置について、前記抗体は、典
型的には、Ｔ細胞において発現されている抗原、例えば、ＣＤ４、ＩＬ－２受容体、種々
のＴ細胞抗原受容体および、当業者に周知の多くの他の抗原に結合するであろう（例えば
、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ
，ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．を参照のこと。同文献
は、参照により本明細書に組み込まれる）。ウイルス感染の処置について、前記抗体は、
典型的には、特定のウイルスに感染した細胞において発現される抗原、例えば、単純ヘル
ペスウイルスおよびサイトメガロウイルスの種々の糖タンパク質（例えば、ｇＢ、ｇＤ、
ｇＥ）ならびに、当業者に周知の多くの他の抗原に結合されるであろう（例えば、Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｂ．Ｎ．Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，（１９
９０），Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．を参照のこと）。
【０１７９】
　本発明の多重機能性抗体は、中枢神経系の疾患を処置するのに使用され得る。血液脳関
門を通過し、脳のタンパク質と結合する、二重特異性抗体は、潜在的に治療用に記載され
ている（Ｙｕ　ＹＪ，ｅｔ　ａｌ，「Ｂｏｏｓｔｉｎｇ　ｂｒａｉｎ　ｕｐｔａｋｅ　ｏ
ｆ　ａ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｂｙ　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ｉｔｓ
　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｆｏｒ　ａ　ｔｒａｎｓｃｙｔｏｓｉｓ　ｔａｒｇｅｔ」，Ｓｃｉ
　Ｔｒａｎｓｌ　Ｍｅｄ　２０１１　Ｍａｙ　２５；３（８４）：８４ｒａ４４；同文献
は、参照により本明細書に組み込まれる）。本発明の方法は、このような抗体を作製する
のに、特に有用である。
【０１８０】
　本発明の方法は、同時係属の特許出願である、国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ１０／２６
６１１号、発明の名称「Ｍｉｒａｃ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」に記載のように、条件的に活性
なタンパク質を作製するのに使用され得る。条件的に活性なタンパク質は、野生型の正常
な生理条件において、可逆的または不可逆的に不活性化される、生物学的タンパク質、特
に治療タンパク質である。例えば、条件的に活性なタンパク質は、体温において実質的に
不活性化されるが、より低い温度で活性である。条件的に活性なタンパク質は、記載のよ
うに各種の疾患を処置するのに潜在的に有用である。本発明の方法では、多重特異性抗体
は、条件的に活性なタンパク質であると特定される。条件的に活性なこれらの多重特異性
抗体は、さらに、有機部分により修飾されて、コンジュ―ゲートされた条件的に活性な多
重特異性抗体を作製し得る。
【０１８１】
　本発明の抗体を有する薬学的組成物は、非経口投与、すなわち、皮下、筋肉内または静
脈内投与に有用である。非経口投与用の組成物は、一般的には、抗体の溶液または許容可
能なキャリア、好ましくは水性キャリアに溶解されたそのカクテルを有するであろう。各
種の水性キャリア、例えば、水、緩衝化された水、０．４％生理食塩水、０．３％グリシ
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。これらの組成物は、従来の周知の滅菌技術により滅菌され得る。前記組成物は、おおよ
そ生理的条件、例えば、ｐＨ調節に要求される薬学的に許容され得る補助剤、および緩衝
剤、毒性調節剤等、例えば、酢酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カル
シウム、乳酸ナトリウム等を含み得る。これらの配合物における変異体抗体の濃度は、広
く、すなわち、約０．０１重量％未満、通常少なくとも約０．１％から５重量％の分で変
動させることができ、選択された特定の方式の投与に従って、主に、流量、粘度等に基づ
いて選択されるであろう。
【０１８２】
　このため、筋肉内注射用の典型的な薬学的組成物は、１ｍｌの滅菌した緩衝化された水
および約１ｍｇの変異体抗体を含むように構成され得る。静脈内注入用の典型的な組成物
は、２５０ｍｌの滅菌したリンゲル液および１０ｍｇの変異体抗体を含むように構成され
得る。非経口的に投与可能な組成物を調製するための実際の方法は、当業者に公知である
か、または、明らかであろうし、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０ｔｈ　Ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（２０００）により詳細に記載されている。同文献
は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１８３】
　本発明の利益は、「工業用途」（または工業的プロセス）に拡張される。前記用語は、
商業的工業に適した用途（または、単に工業）および、非商業的工業用途（例えば、非営
利団体における生体医療研究）を含むように使用される。関連する用途は、診断、医薬、
農業、製造および大学の分野におけるものを含む。
【０１８４】
　本明細書で引用された全ての文献、これに限定されるものではないが、刊行物、特許お
よび特許出願、例えば、米国特許第６，１７１，８２０および５，６７７，１４９号は、
参照により本明細書に組み込まれる。
【０１８５】
　更なる試行錯誤をすることなく、当業者は、先の記載を使用して、本発明をその最も完
全な範囲に使用し得ると考えられる。下記の例は、説明であると考えられるため、いかな
る方法によっても前記開示の残り部分を限定するものではない。
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