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(57)【要約】
　本発明は、操作された多価および多重特異的な結合タ
ンパク質、それらの製造方法に関し、特に疾病の予防、
診断および／または治療におけるそれらの使用に関する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ；
　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり、
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり、および
　ｎは、０または１である。）
を含むポリペプチド鎖を含み、
　ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦ
Ｒ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；ならびにＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒからなる群から
選択される抗原の対を結合することができる、
結合タンパク質。
【請求項２】
　ＶＤ１およびＶＤ２が配列番号２８、３０、３２、３４、３６、３８および４０からな
る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の結合タンパク質。
【請求項３】
　ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ；
　（ＶＤ１は、第一の軽重鎖可変ドメインであり、
　ＶＤ２は、第二の軽重鎖可変ドメインであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まず、および
　ｎは、０または１である。）
を含むポリペプチド鎖を含み、
　ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦ
Ｒ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；ならびにＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒからなる群から
選択される抗原の対を結合することができる、結合タンパク質。
【請求項４】
　ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変ドメインが配列番号２７、２９、３１、３３、３５、３７
、３９および４１からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項３に記載の結合
タンパク質。
【請求項５】
　ｎが０である、請求項１または３に記載の結合タンパク質。
【請求項６】
　第一および第二のポリペプチド鎖を含み（前記第一のポリペプチド鎖は第一のＶＤ１－
（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、および
　Ｘ２はＦｃ領域である。）
を含み、並びに
　前記第二のポリペプチド鎖は、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず、および
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　ｎは、０または１である。）
を含む。）、
　ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦ
Ｒ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；ならびにＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒからなる群から
選択される抗原の対を結合することができる、
結合タンパク質。
【請求項７】
　ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインが配列番号２８、３０、３２、３４、３６、３８
および４０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変
ドメインが配列番号２９、３１、３３、３５、３７、３９および４１からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含む、請求項６に記載の結合タンパク質。
【請求項８】
　Ｘ１またはＸ２が配列番号１から２６からなる群から選択されるアミノ酸配列である、
請求項１、３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項９】
　結合タンパク質が２つの第一のポリペプチド鎖および２つの第二のポリペプチド鎖を含
む、請求項６に記載の結合タンパク質。
【請求項１０】
　Ｆｃ領域が天然配列Ｆｃ領域および変種配列Ｆｃ領域からなる群から選択される、請求
項１、３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１１】
　Ｆｃ領域が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥおよ
びＩｇＤから得られるＦｃ領域からなる群から選択される、請求項１０に記載の結合タン
パク質。
【請求項１２】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１が、それ
ぞれ、同じ第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項１、３
または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１３】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１が、それ
ぞれ、異なる第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項１、
３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１４】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２が、それ
ぞれ、同じ第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項１、３
または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１５】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２が、それ
ぞれ、異なる第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項１、
３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１６】
　前記第一および前記第二の親抗体が前記抗原上の異なるエピトープを結合する、請求項
１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項１７】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する力価とは異なる力価で前記第一の抗原を結合する、請求項
１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項１８】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する親和性とは異なる親和性で前記第一の抗原を結合する、請
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求項１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項１９】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分および前記第二の親抗体またはその抗原結合
部分がヒト抗体、ＣＤＲ移植抗体およびヒト化抗体からなる群から選択される、請求項１
３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項２０】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分および前記第二の親抗体またはその抗原結合
部分が、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片；ヒンジ領域において、ジスルフィド架橋によ
って連結された２つのＦａｂ断片を含む二価断片；ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦ
ｄ断片；抗体の単一アームのＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖ断片；ｄＡｂ断片；単
離された相補性決定領域（ＣＤＲ）；一本鎖抗体およびダイアボディからなる群から選択
される、請求項１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項２１】
　前記結合タンパク質が、前記第一の親抗体もしくはその抗原結合部分または前記第二の
親抗体もしくはその抗原結合部分によって示される少なくとも１つの所望の特性を有する
、請求項１、３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項２２】
　前記所望の特性が１つまたは２つ以上の抗体パラメータから選択される、請求項２２に
記載の結合タンパク質。
【請求項２３】
　前記抗体パラメータが、抗原特異性、抗原に対する親和性、力価、生物学的機能、エピ
トープ認識、安定性、溶解度、生成効率、免疫原性、薬物動態学、生物学的利用性、組織
交差反応性およびオーソロガス抗原結合からなる群から選択される、請求項２１に記載の
結合タンパク質。
【請求項２４】
　４つのポリペプチド鎖（２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、
　Ｘ２は、Ｆｃ領域である。）
を含み；
　２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず；
　ｎは、０または１である。）
を含み；
　ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインは、配列番号２８、３０、３２、３４、３６、３
８および４０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可
変ドメインは、配列番号２９、３１、３３、３５、３７、３９および４１からなる群から
選択されるアミノ酸配列を含む。）
を含む、２つの抗原を結合することができる結合タンパク質。
【請求項２５】
　４つのポリペプチド鎖（２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
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　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり；
　ｎは、０または１である。）
を含み；
　２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず；
　ｎは、０または１である。）
を含む。）
を含み、
　ＤＶＤ－Ｉｇが、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥＲ－２）
、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、インスリン様増殖因子受容体（ＩＧＦ１Ｒ）および
ＮＫＧ２Ｄからなる群から選択される少なくとも１つの抗原を結合する、
２つの抗原を結合することができる結合タンパク質。
【請求項２６】
　前記結合タンパク質が、表面プラズモン共鳴によって測定した場合に、少なくとも約１
０２Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１０３Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１０４Ｍ－１ｓ－１

、少なくとも約１０５Ｍ－１ｓ－１および少なくとも約１０６Ｍ－１ｓ－１からなる群か
ら選択される前記１つまたは２つ以上の標的に対するオン速度定数（Ｋｏｎ）を有する、
請求項１、３、６、２４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２７】
　前記結合タンパク質が、表面プラズモン共鳴によって測定した場合に、最大約１０－３

ｓ－１；最大約１０－４ｓ－１；最大約１０－５ｓ－１；および最大約１０－６ｓ－１か
らなる群から選択される前記１つまたは２つ以上の標的に対するオフ速度定数（Ｋｏｆｆ

）を有する、請求項１、３、６、２４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２８】
　前記結合タンパク質が、最大約１０－７Ｍ；最大約１０－８Ｍ；最大約１０－９Ｍ；最
大約１０－１０Ｍ；最大約１０－１１Ｍ；最大約１０－１２Ｍおよび最大１０－１３Ｍか
らなる群から選択される、前記１つまたは２つ以上の標的への解離定数（ＫＤ）を有する
、請求項１、３、６、２４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２９】
　免疫接着分子、造影剤、治療剤および細胞毒性剤からなる群から選択される薬剤をさら
に含む、請求項１、３、６、２４または２５のいずれか一項に記載の結合タンパク質を含
む結合タンパク質コンジュゲート。
【請求項３０】
　前記薬剤が放射性標識、酵素、蛍光標識、発光標識、生物発光標識、磁気標識およびビ
オチンからなる群から選択される造影剤である、請求項２９に記載の結合タンパク質コン
ジュゲート。
【請求項３１】
　前記造影剤が、３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１

３１Ｉ、１７７Ｌｕ、１６６Ｈｏおよび１５３Ｓｍからなる群から選択される放射性標識
である、請求項３０に記載の結合タンパク質コンジュゲート。
【請求項３２】
　前記薬剤が、代謝拮抗剤、アルキル化剤、抗生物質、成長因子、サイトカイン、抗血管
新生剤、抗有糸分裂剤、アントラサイクリン、トキシンおよびアポトーシス剤からなる群
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から選択される治療剤または細胞毒性剤である、請求項３０に記載の結合タンパク質コン
ジュゲート。
【請求項３３】
　前記結合タンパク質が、結晶化された結合タンパク質である、請求項１、３、６、２４
または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項３４】
　前記結晶が担体を含まない医薬徐放結晶である、請求項３３に記載の結合タンパク質。
【請求項３５】
　前記結合タンパク質が前記結合タンパク質の可溶性対応物より長いインビボ半減期を有
する、請求項３３に記載の結合タンパク質。
【請求項３６】
　前記結合タンパク質が生物学的活性を保持する、請求項３３に記載の結合タンパク質。
【請求項３７】
　請求項１、３、６、２４または２５のいずれか一項に記載の結合タンパク質アミノ酸配
列をコードする単離された核酸。
【請求項３８】
　請求項３７に記載の単離された核酸を含むベクター。
【請求項３９】
　前記ベクターが、ｐｃＤＮＡ、ｐＴＴ、ｐＴＴ３、ｐＥＦＢＯＳ、ｐＢＶ、ｐＪＶ、ｐ
ｃＤＮＡ３．１ＴＯＰＯ、ｐＥＦ６ＴＯＰＯおよびｐＢＪからなる群から選択される、請
求項３８に記載のベクター。
【請求項４０】
　請求項３８に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項４１】
　前記宿主細胞が原核細胞である、請求項４０に記載の宿主細胞。
【請求項４２】
　前記宿主細胞がイー・コリである、請求項４１に記載の宿主細胞。
【請求項４３】
　前記宿主細胞が真核細胞である、請求項４０に記載の宿主細胞。
【請求項４４】
　前記真核細胞が原生生物細胞、動物細胞、植物細胞および真菌細胞からなる群から選択
される、請求項４３に記載の宿主細胞。
【請求項４５】
　前記真核細胞が哺乳動物細胞、鳥類細胞および昆虫細胞からなる群から選択される動物
細胞である、請求項４３に記載の宿主細胞。
【請求項４６】
　前記宿主細胞がＣＨＯ細胞である、請求項４５に記載の宿主細胞。
【請求項４７】
　前記宿主細胞がＣＯＳである、請求項４５に記載の宿主細胞。
【請求項４８】
　前記宿主細胞が酵母細胞である、請求項４３に記載の宿主細胞。
【請求項４９】
　前記酵母細胞がサッカロミセス・セレビシアエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅ）である、請求項４８に記載の宿主細胞。
【請求項５０】
　前記宿主細胞が昆虫Ｓｆ９細胞である、請求項４５に記載の宿主細胞。
【請求項５１】
　結合タンパク質を生成するのに十分な条件下で、培地中において、請求項４０から５０
のいずれか一項に記載の宿主細胞を培養することを含む、結合タンパク質を作製する方法
。
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【請求項５２】
　生成された結合タンパク質の５０％から７５％が二重特異的な四価結合タンパク質であ
る、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　生成された結合タンパク質の７５％から９０％が二重特異的な四価結合タンパク質であ
る、請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　生成された結合タンパク質の９０％から９５％が二重特異的な四価結合タンパク質であ
る、請求項５１に記載の方法。
【請求項５５】
　請求項５１に記載の方法に従って生成されたタンパク質。
【請求項５６】
　請求項１から３６および５５のいずれか一項に記載の結合タンパク質および医薬として
許容される担体を含む医薬組成物。
【請求項５７】
　少なくとも１つのさらなる治療剤をさらに含む、請求項５６に記載の医薬組成物。
【請求項５８】
　前記さらなる治療剤が、治療剤、造影剤、細胞毒性剤、血管新生阻害剤；キナーゼ阻害
剤；共同刺激分子遮断薬；接着分子遮断薬；抗サイトカイン抗体またはその機能的断片；
メトトレキサート；シクロスポリン；ラパマイシン；ＦＫ５０６；検出可能な標識または
レポーター；ＴＮＦアンタゴニスト；抗リウマチ薬；筋弛緩剤、催眠薬、非ステロイド性
抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、鎮痛薬、麻酔薬、鎮静薬、局所麻酔薬、神経筋遮断薬、抗微生
物薬、抗乾癬薬、コルチコステロイド、タンパク同化ステロイド、エリスロポエチン、免
疫化、免疫グロブリン、免疫抑制薬、成長ホルモン、ホルモン補充薬、放射性医薬、抗う
つ病、精神病治療薬、興奮剤、喘息薬、βアゴニスト、吸入ステロイド、エピネフリンま
たは類縁体、サイトカインおよびサイトカインアンタゴニストからなる群から選択される
、請求項５７に記載の医薬組成物。
【請求項５９】
　治療が達成されるように、請求項１から３６および５５のいずれか一項に記載の結合タ
ンパク質を対象に投与することによって、疾病または疾患に関して対象を治療する方法。
【請求項６０】
　前記疾患が関節リウマチ、骨関節炎、若年性慢性関節炎、化膿性関節炎、ライム関節炎
、乾癬性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節症、全身性紅斑性狼瘡、クローン病、潰瘍性大
腸炎、炎症性腸疾患、インシュリン依存性糖尿病、甲状腺炎、喘息、アレルギー性疾患、
乾癬、皮膚炎、強皮症、移植片対宿主病、臓器移植拒絶、臓器移植に関連する急性または
慢性免疫疾患、サルコイドーシス、アテローム性動脈硬化症、播種性血管内凝固、川崎病
、バセドウ病、ネフローゼ症候群、慢性疲労症候群、ウェゲナー肉芽腫症、ヘノッホ・シ
ェーライン紫斑症、腎臓の顕微鏡的血管炎、慢性活動性肝炎、ブドウ膜炎、敗血症性ショ
ック、毒素性ショック症候群、敗血症症候群、悪液質、感染性疾患、寄生性疾患、後天性
免疫不全症候群、急性横断性脊髄炎、ハンチントン舞踏病、パーキンソン病、アルツハイ
マー病、発作、原発性胆汁性肝硬変、溶血性貧血、悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞、アジソ
ン病、孤発性の多内分泌腺機能低下症候群Ｉ型および多内分泌腺機能低下症候群ＩＩ型、
シュミット症候群、成人（急性）呼吸促迫症候群、脱毛症、円形脱毛症、血清反応陰性関
節症、関節症、ライター病、乾癬性関節症、潰瘍性大腸性関節症、腸疾患性滑膜炎、クラ
ミジア、エルシニアおよびサルモネラ関連関節症、脊椎関節症、アテローム性疾患／動脈
硬化症、アトピー性アレルギー、自己免疫性水疱性疾患、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、
類天疱瘡、線状ＩｇＡ病、自己免疫性溶血性貧血、クームス陽性溶血性貧血、後天性悪性
貧血、若年性悪性貧血、筋痛性脳炎／ロイヤルフリー病、慢性粘膜皮膚カンジダ症、巨細
胞性動脈炎、原発性硬化性肝炎、突発性自己免疫性肝炎、後天性免疫不全症候群、後天性
免疫不全症関連疾患、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、分類不能型免疫不全症（分類不能型原発性低
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γグロブリン血症）、拡張型心筋症、女性不妊症、卵巣機能不全、早期卵巣機能不全、繊
維性肺疾患、突発性繊維化性肺胞炎、炎症後間質性肺疾患、間質性肺炎、結合組織疾患関
連間質性肺疾患、混合性結合組織疾患関連肺疾患、全身性硬化症関連間質性肺疾患、関節
リウマチ関連間質性肺疾患、全身性紅斑性狼瘡関連肺疾患、皮膚筋炎／多発性筋炎関連肺
疾患、シェーグレン病関連肺疾患、強直性脊椎炎関連肺疾患、血管炎性びまん性肺疾患（
ｖａｓｃｕｌｉｔｉｃ　ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌｕｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ヘモシデローシ
ス関連肺疾患、薬物によって誘導された間質性肺疾患、繊維症、放射性繊維症、閉塞性細
気管支炎、慢性好酸球性肺炎、リンパ球浸潤性肺疾患、感染後間質性肺疾患、通風関節炎
、自己免疫性肝炎、１型自己免疫性肝炎（古典的自己免疫性またはルポイド肝炎）、２型
自己免疫性肝炎（抗ＬＫＭ抗体肝炎）、自己免疫媒介性低血糖症、黒色表皮腫を伴うＢ型
インシュリン抵抗性、副甲状腺機能低下症、臓器移植に関連する急性免疫疾患、臓器移植
に関連する慢性免疫疾患、変形性関節症、原発性硬化性胆管炎、１型乾癬、２型乾癬、特
発性白血球減少症、自己免疫性好中球減少症、腎臓病ＮＯＳ、糸球体腎炎、腎臓の顕微鏡
的血管炎、ライム病、円板状紅斑性狼瘡、男性不妊症特発性またはＮＯＳ、精子自己免疫
、多発性硬化症（全てのサブタイプ）、交感性眼炎、結合組織疾患に続発する肺高血圧症
、グッドパスチャー症候群、結節性多発動脈炎の肺症状、急性リウマチ熱、リウマチ性脊
椎炎、スチル病、全身性硬化症、シェーグレン症候群、高安病／動脈炎、自己免疫性血小
板減少症、特発性血小板減少症、自己免疫性甲状腺疾患、甲状腺機能亢進症、甲状腺腫自
己免疫性甲状腺機能低下症（橋本病）、萎縮性自己免疫性甲状腺機能低下症、原発性粘液
水腫、水晶体起因性ブドウ膜炎、原発性血管炎、白斑急性肝疾患、慢性肝疾患、アルコー
ル性肝硬変、アルコール誘発性肝障害、胆汁うっ滞（ｃｈｏｌｅｏｓａｔａｔｉｓ）、特
異体質性肝疾患、薬物誘発性肝炎、非アルコール性脂肪性肝炎、アレルギーおよび喘息、
Ｂ群連鎖球菌（ＧＢＳ）感染、精神障害（例えば、うつ病および統合失調症）、Ｔｈ２型
およびＴｈ１型によって媒介される疾病、急性および慢性疼痛（疼痛の様々な形態）、な
らびに、肺癌、乳癌、胃癌、膀胱癌、大腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌および直腸癌お
よび造血性悪性病変（白血病およびリンパ腫）などの癌、無βリポタンパク質血症、先端
チアノーゼ、急性および慢性寄生性または感染性プロセス、急性白血病、急性リンパ芽球
性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性または慢性細菌感染、急性膵炎
、急性腎不全、腺癌、心房（ａｅｒｉａｌ）異所性拍動、ＡＩＤＳ認知症複合、アルコー
ル誘発性肝炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー性接触性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、同
種移植拒絶、α－１－アンチトリプシン欠乏症、筋萎縮性側索硬化症、貧血、狭心症、前
角細胞変性、抗ｃｄ３治療、抗リン脂質症候群、抗受容体過敏症反応、大動脈および末梢
動脈瘤、大動脈解離、動脈性高血圧、動脈硬化症、動静脈痩、運動失調、心房細動（持続
的または発作性）、心房粗動、房室ブロック、Ｂ細胞リンパ腫、骨移植拒絶、骨髄移植（
ＢＭＴ）拒絶、脚ブロック、バーキットリンパ腫、火傷、心不整脈、心機能不全症候群（
ｃａｒｄｉａｃ　ｓｔｕｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心臓腫瘍、心筋症、心肺バイパス炎症
反応、軟骨移植拒絶、小脳皮質変性、小脳疾患、無秩序なまたは多巣性心房頻脈、化学療
法関連疾患、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性アルコール症、慢性炎症性病変、慢性リ
ンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性サリチル酸中毒、結腸直
腸癌、うっ血性心不全、結膜炎、接触性皮膚炎、肺性心、冠動脈疾患、クロイツフェルト
－ヤコブ病、培養陰性敗血症、嚢胞性繊維症、サイトカイン療法関連疾患、ボクサー脳、
脱髄性疾患、デング出血熱、皮膚炎、皮膚科学的症状、糖尿病、真性糖尿病、糖尿病性動
脈硬化疾患、瀰漫性レビー小体病、拡張型うっ血性心筋症、大脳基底核の疾患、中年のダ
ウン症候群、中枢神経系ドーパミン受容体を遮断する薬物によって誘発された薬物誘発性
運動障害、薬物感受性、湿疹、脳脊髄炎、心内膜炎、内分泌疾患、喉頭蓋炎、エプスタイ
ン－バーウイルス感染、紅痛症、錐体外路および小脳疾患、家族性血球貪食性リンパ組織
球症、致死的胸腺移植拒絶、フリードライヒ失調症、機能的末梢動脈疾患、真菌性敗血症
、ガス壊疸、胃潰瘍、糸球体腎炎、いずれかの臓器または組織の移植片拒絶、グラム陰性
敗血症、グラム陽性敗血症、細胞内生物に起因する肉芽腫、有毛細胞白血病、ハラーホル
デン・スパッツ病、橋本甲状腺炎、枯草熱、心臓移植拒絶、血色素症、血液透析、溶血性
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尿毒症症候群／血栓溶解血小板減少紫斑病、出血、肝炎（Ａ型）、ヒス束不整脈、ＨＩＶ
感染／ＨＩＶ神経障害、ホジキン病、運動過剰性運動障害、過敏症反応、過敏性肺炎、高
血圧、運動低下性運動障害、視床下部－下垂体－副腎皮質系評価、特発性アジソン病、特
発性肺繊維症、抗体媒介性細胞傷害、無力症、乳児脊髄性筋萎縮症、大動脈の炎症、Ａ型
インフルエンザ、電離放射線曝露、虹彩毛様体炎／ブドウ膜炎／視神経炎、虚血再灌流障
害、虚血性発作、若年性関節リウマチ、若年性脊髄性筋萎縮症、カポジ肉腫、腎移植拒絶
、レジオネラ、リーシュマニア症、ハンセン病、皮質脊髄系の病変、脂肪浮腫、肝臓移植
拒絶、リンパ浮腫、マラリア、悪性リンパ腫、悪性組織球増殖症、悪性黒色腫、髄膜炎、
髄膜炎菌血症、代謝性／特発性疾患、偏頭痛、ミトコンドリア多系疾患（ｍｉｔｏｃｈｏ
ｎｄｒｉａｌ　ｍｕｌｔｉ－ｓｙｓｔｅｍ　ｄｉｓｏｒｄｅｒ）、混合性結合組織病、モ
ノクローナル高ガンマグロブリン血症、多発性骨髄腫、多系統変性（メンセル・デジェリ
ーヌ－トーマス　シャイ－ドレーガーおよびマシャド－ジョセフ）、重症筋無力症、マイ
コバクテリウム・アビウム・イントラセルラーレ、マイコバクテリウム・チュバキュロシ
ス、骨髄異形成症候群、心筋梗塞、心筋虚血疾患、上咽頭癌、新生児慢性肺疾患、腎炎、
ネフローゼ、神経変性疾患、神経原性Ｉ筋萎縮、好中球減少性発熱、非ホジキンリンパ腫
、腹部大動脈およびその分枝の閉塞、閉塞性動脈疾患、ｏｋｔ３療法、精巣炎／精巣上体
炎、精巣炎／精管復元術処置、臓器肥大、骨粗鬆症、膵臓移植拒絶、膵癌、腫瘍随伴性症
候群／悪性腫瘍の高カルシウム血症、副甲状腺移植拒絶、骨盤内炎症性疾患、通年性鼻炎
、心膜疾患、末梢性アテローム性動脈硬化疾患、末梢血管疾患、腹膜炎、悪性貧血、ニュ
ーモシスチス・カリニ肺炎、肺炎、ＰＯＥＭＳ症候群（多発神経炎、臓器肥大、内分泌疾
患、単クローン性γグロブリン血症および皮膚変化症候群（ｓｋｉｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　
ｓｙｎｄｒｏｍｅ））、灌流後症候群、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ　ｐｕｍｐ　ｓｙｎｄ
ｒｏｍｅ）、心筋梗塞後開心術症候群、子癇前症、進行性核上性麻痺、原発性肺高血圧、
放射線療法、レイノー現象および病、レイノー病、レフサム病、規則的なＱＲＳ幅の狭い
頻脈症（ｒｅｇｕｌａｒ　ｎａｒｒｏｗ　ＱＲＳ　ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、腎血管性
高血圧、再灌流障害、拘束型心筋症、肉腫、強皮症、老年性舞踏病、レビー小体型の老年
性認知症、血清反応陰性関節症、ショック、鎌形赤血球貧血症、皮膚同種異系移植拒絶、
皮膚変化症候群、小腸移植拒絶、固形腫瘍、固有不整脈（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｒｒｙｔ
ｈｍｉａｓ）、脊髄性運動失調、脊髄小脳変性、連鎖球菌性筋炎、小脳の構造的病変、亜
急性硬化性全脳炎、失神、心血管系の梅毒、全身性アナフィラキシー、全身性炎症反応症
候群、全身性発症若年性関節リウマチ、Ｔ細胞またはＦＡＢＡＬＬ、毛細血管拡張症、閉
塞性血栓血管炎、血小板減少症、毒性、移植、外傷／出血、ＩＩＩ型過敏症反応、ＩＶ型
過敏症、不安定狭心症、尿毒症、尿路性敗血症、じんましん、心臓弁膜症、静脈瘤、血管
炎、静脈疾患、静脈血栓症、心室細動、ウイルスおよび真菌感染、ウイルス性脳炎（ｖｉ
ｔａｌ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ）／無菌性髄膜炎、ウイルス（ｖｉｔａｌ）関連血球
貪食症候群、ウェルニッケ－コルサコフ症候群、ウィルソン病、いずれかの臓器または組
織の異種移植拒絶、急性冠動脈症候群、急性突発性多発性神経炎、急性炎症性脱髄性多発
性神経障害、急性虚血、成体スチル病、円形脱毛症、アナフィラキシー、抗リン脂質抗体
症候群、再生不良貧血、動脈硬化症、アトピー性湿疹、アトピー性皮膚炎、自己免疫性皮
膚炎、連鎖球菌感染を伴う自己免疫性疾患、自己免疫性腸疾患、自己免疫性難聴、自己免
疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ）、自己免疫性心筋炎、自己免疫性早発閉経、眼瞼炎
、気管支拡張症、水疱性類天疱瘡、心血管疾患、劇症型抗リン脂質抗体症候群、セリアッ
ク病、頚部脊椎症、慢性虚血、瘢痕性類天疱瘡、多発性硬化症に対するリスクを有する最
初のエピソードからなる症候群（ｃｉｓ；ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓ
ｙｎｄｒｏｍｅ）、結膜炎、小児発症精神疾患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、涙嚢炎
、皮膚筋炎、糖尿病性網膜症、真性糖尿病、椎間板ヘルニア、椎間板脱出、薬物によって
誘導される免疫溶血性貧血、心内膜炎、子宮内膜炎、眼内炎、上強膜炎、多型性紅斑、重
症型多型性紅斑、妊娠性類天疱瘡、ギランバレー症候群（ＧＢＳ）、枯草熱、ヒューズ症
候群、突発性パーキンソン病、突発性間質性肺炎、ＩｇＥ媒介性アレルギー、免疫溶血性
貧血、封入体筋炎、感染性眼性炎症疾患、炎症性脱髄性疾患、炎症性心臓病、炎症性腎臓
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病、ＩＰＦ／ＵＩＰ、虹彩炎、角膜炎、乾性角結膜炎、クスマウル病またはクスマウル・
マイヤー病、ランドリー麻痺、ランゲルハンス細胞組織球増殖症、網状皮斑、黄斑変性、
顕微鏡的多発性血管炎、ベフテレフ病、運動神経疾患、粘膜類天疱瘡、多発性臓器不全、
重症筋無力症、骨髄異形成症候群、心筋炎、神経根疾患、神経障害、非Ａ非Ｂ型肝炎、視
神経炎、骨溶解、卵巣癌、少関節性ＪＲＡ、末梢動脈閉塞疾患（ＰＡＯＤ）、末梢血管疾
患（ＰＶＤ）、末梢動脈疾患（ＰＡＤ）、静脈炎、結節性多発性動脈炎（または結節性動
脈周囲炎）、多発性軟骨炎、リウマチ性多発性筋痛、白毛症、多関節性ＪＲＡ、多内分泌
欠乏症候群、多発性筋炎、リウマチ性多発性筋痛（ＰＭＲ）、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ
－ｐｕｍｐ）症候群、原発性パーキンソン病、前立腺および直腸癌および造血系の悪性腫
瘍
（白血病およびリンパ腫）、前立腺炎、純赤血球形成不全、原発性副腎不全、再発性視神
経脊髄炎、再狭窄、リウマチ性心疾患、ｓａｐｈｏ（滑膜炎、ざ瘡、膿疱、骨肥大症およ
び骨炎）、強皮症、続発性アミロイドーシス、ショック肺、強膜炎、坐骨神経痛、続発性
副腎不全、シリコーン関連結合組織疾患、スネドン－ウィルキンソン皮膚病、強直性脊椎
炎、スティーブンス・ジョンソン症候群（ＳＪＳ）、全身性炎症性応答症候群、側頭動脈
炎、トキソプラズマ網膜炎、毒性表皮剥離症、横断性脊髄炎、ＴＲＡＰＳ（腫瘍壊死因子
受容体１型アレルギー性反応）、ＩＩ型糖尿病、じんましん、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ
）、血管炎、春季カタル、ウイルス性網膜炎、フォークト・コヤナギ・ハラダ症候群（Ｖ
ＫＨ症候群）、滲出型黄斑変性、創傷治癒、エルシニアおよびサルモネラ関連関節症を含
む群から選択される、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　対象への前記投与が、非経口、皮下、筋肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹部内、嚢
内、軟骨内、腔内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔｙ）、腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳
内、脳室内、結腸内、頸管内、胃内、肝臓内、心筋内、骨内、骨盤内、心臓周囲内、腹腔
内、胸膜内、前立腺内、肺内、結腸内、腎臓内、網膜内、脊髄内、滑膜内、胸腔内、子宮
内、膀胱内、ボーラス、膣、直腸、口内、舌下、鼻内および経皮から選択される少なくと
も１つの様式による、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　ａ）第一の抗原を結合することができる第一の親抗体またはその抗原結合部分を取得す
る工程；
　ｂ）第二の抗原を結合することができる第二の親抗体またはその抗原結合部分を取得す
る工程；
　ｃ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の重鎖可変ド
メインであり；
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の重鎖可変ドメ
インであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり；
　ｎは、０または１である。）
を含む第一および第三のポリペプチド鎖を構築する工程；
　ｄ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の軽鎖可変ド
メインであり；
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の軽鎖可変ドメ
インであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず；
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　ｎは、０または１である。）
を含む第二および第四のポリペプチド鎖を構築する工程；
　ｅ）前記第一および前記第二の抗原を結合することができる二重可変ドメイン免疫グロ
ブリンが作製されるように、前記第一、第二、第三および第四のポリペプチド鎖を発現さ
せる工程
を含む、（結合タンパク質は、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１
９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；ならびにＮＫＧ２Ｄおよ
び１ＧＦ１Ｒからなる群から選択される抗原の対を結合することができる。）２つの抗原
を結合することができる二重可変ドメイン免疫グロブリンを作製する方法。
【請求項６３】
　ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインが、配列番号２８、３０、３２、３４、３６、３
８および４０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可
変ドメインが、配列番号２９、３１、３３、３５、３７、３９および４１からなる群から
選択されるアミノ酸配列を含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分および前記第二の親抗体またはその抗原結合
部分がヒト抗体、ＣＤＲ移植抗体およびヒト化抗体からなる群から選択される、請求項６
２に記載の方法。
【請求項６５】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分および前記第二の親抗体またはその抗原結合
部分が、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片；ヒンジ領域において、ジスルフィド架橋によ
って連結された２つのＦａｂ断片を含む二価断片；ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦ
ｄ断片；抗体の単一アームのＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖ断片；ｄＡｂ断片；単
離された相補性決定領域（ＣＤＲ）；一本鎖抗体およびダイアボディからなる群から選択
される、請求項６２に記載の方法。
【請求項６６】
　二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なくとも１つの所望の特性を前記第一の親抗
体またはその抗原結合部分が有する、請求項６２に記載の方法。
【請求項６７】
　二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なくとも１つの所望の特性を前記第二の親抗
体またはその抗原結合部分が有する、請求項６２に記載の方法。
【請求項６８】
　Ｆｃ領域が、天然配列Ｆｃ領域および変種配列Ｆｃ領域からなる群から選択される、請
求項６２に記載の方法。
【請求項６９】
　Ｆｃ領域が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥおよ
びＩｇＤから得られるＦｃ領域からなる群から選択される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７０】
　前記所望の特性が１つまたは２つ以上の抗体パラメータから選択される、請求項６６に
記載の方法。
【請求項７１】
　前記所望の特性が１つまたは２つ以上の抗体パラメータから選択される、請求項６７に
記載の方法。
【請求項７２】
　前記抗体パラメータが、抗原特異性、抗原に対する親和性、力価、生物学的機能、エピ
トープ認識、安定性、溶解度、生成効率、免疫原性、薬物動態学、生物学的利用性、組織
交差反応性およびオーソロガス抗原結合からなる群から選択される、請求項７０に記載の
方法。
【請求項７３】
　前記抗体パラメータが、抗原特異性、抗原に対する親和性、力価、生物学的機能、エピ
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トープ認識、安定性、溶解度、生成効率、免疫原性、薬物動態学、生物学的利用性、組織
交差反応性およびオーソロガス抗原結合からなる群から選択される、請求項７１に記載の
方法。
【請求項７４】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する親和性とは異なる親和性で前記第一の抗原を結合する、請
求項６２に記載の方法。
【請求項７５】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する力価とは異なる力価で前記第一の抗原を結合する、請求項
６２に記載の方法。
【請求項７６】
　ａ）第一の抗原を結合することができ、二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なく
とも１つの望ましい特性を有する第一の親抗体またはその抗原結合部分を取得する工程；
　ｂ）第二の抗原を結合することができ、二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なく
とも１つの望ましい特性を有する第二の親抗体またはその抗原結合部分を取得する工程；
　ｃ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の重鎖可変ド
メインであり；
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の重鎖可変ドメ
インであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり；
　ｎは、０または１である。）
を含む第一および第三のポリペプチド鎖を構築する工程；
　ｄ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の軽鎖可変ド
メインであり；
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の軽鎖可変ドメ
インであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず；
　ｎは、０または１である。）
を含む第二および第四のポリペプチド鎖を構築する工程；
　ｅ）所望の特性を有し、前記第一および前記第二の抗原を結合することができる二重可
変ドメイン免疫グロブリンが作製されるように（結合タンパク質は、ＮＫＧ２ＤおよびＣ
Ｄ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２Ｄおよび
ＨＥＲ－２；ならびにＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒからなる群から選択される抗原の対を
結合することができる。）、前記第一、第二、第三および第四のポリペプチド鎖を発現さ
せる工程；
を含む、所望の特性を有し、２つの抗原を結合することができる二重可変ドメイン免疫グ
ロブリンを作製する方法。
【請求項７７】
　抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択され、
　方法は、イムノアッセイにより抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイする工
程を含み、
　イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結合タンパク質および少なくとも１種類
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の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗原またはその断片の存在、量ま
たは濃度の直接または間接指標としての検出可能な標識により発生したシグナルを、対照
または検量物質における抗原またはその断片の存在、量または濃度の直接または間接指標
として発生したシグナルと比較する工程を含み、
　検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原または
その断片の濃度が異なる一連の検量物質の一部であり、
　少なくとも１種類の結合タンパク質の１つは、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－
Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一
の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なってい
てもよい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメイン
であり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合
はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域で
ある。）を含むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ
２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；なら
びにＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択された一対の抗原と結合することが
でき、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、
　試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する方法。
【請求項７８】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬
剤が結合していない抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検
出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤複合体を形成する工
程および
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤
複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗
原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含み、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定され、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤が少なく
とも１種類の結合タンパク質である、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成し、同時またはい
ずれかの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において
試験試料における任意の抗原またはその断片と競合し得る検出可能に標識された抗原また
はその断片と接触させ、試験試料中に存在する任意の抗原（またはその断片）および検出
可能に標識された抗原が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合
体および捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体を形成する工程お
よび
　（ｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはそ
の断片複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料にお
ける抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含み、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤は少なくとも１種類の結合タンパク質であり、
　捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体における検出可能な標識
により発生したシグナルが、試験試料における抗原またはその断片の量または濃度に反比
例し、
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　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、請求項７７に記載の方法。
【請求項８０】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項９０】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項７８に記載の方法。
【請求項９１】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項７９に記載の方法。
【請求項９２】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項７２に
記載の方法。
【請求項９３】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項７８に
記載の方法。
【請求項９４】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項７９に
記載の方法。
【請求項９５】
　抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択され、
　方法は、イムノアッセイにより抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイする工
程を含み、
　イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結合タンパク質および少なくとも１種類
の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗原またはその断片の存在、量ま
たは濃度の直接または間接指標としての検出可能な標識により発生したシグナルを、対照
または検量物質における抗原またはその断片の存在、量または濃度の直接または間接指標
として発生したシグナルと比較する工程を含み、
　検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原または
その断片の濃度が異なる一連の検量物質の一部であり、
　少なくとも１種類の結合タンパク質の１つは、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－
Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽
鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていても
よい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、
Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１
以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）
を含むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２Ｄおよ
びＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；ならびにＮＫ
Ｇ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択された一対の抗原と結合することができ、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、
　試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する方法。
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【請求項９６】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬
剤と結合していない抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検
出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤複合体を形成する工
程および
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤
複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗
原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含み、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定され、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤が少なく
とも１種類の結合タンパク質である、請求項９５に記載の方法。
【請求項９７】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成し、同時またはい
ずれかの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において
試験試料における任意の抗原またはその断片と競合し得る検出可能に標識された抗原また
はその断片と接触させ、試験試料中に存在する任意の抗原またはその断片および検出可能
に標識された抗原が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体お
よび捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体を形成する工程および
　（ｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはそ
の断片複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料にお
ける抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含み、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤が少なくとも１種類の結合タンパク質であり、
　捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体における検出可能な標識
により発生したシグナルが、試験試料における抗原またはその断片の量または濃度に反比
例し、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、請求項９５に記載の方法。
【請求項９８】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項９５に記載の方法。
【請求項９９】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項９６に記載の方法。
【請求項１００】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項９７に記載の方法。
【請求項１０１】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項９５に
記載の方法。
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【請求項１０２】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項９６に
記載の方法。
【請求項１０３】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項９７に
記載の方法。
【請求項１０４】
　抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択され、
　方法は、イムノアッセイにより抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイする工
程を含み、
　イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結合タンパク質および少なくとも１種類
の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗原またはその断片の存在、量ま
たは濃度の直接または間接指標としての検出可能な標識により発生したシグナルを、対照
または検量物質における抗原またはその断片の存在、量または濃度の直接または間接指標
として発生したシグナルと比較する工程を含み、
　検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原または
その断片の濃度が異なる一連の検量物質の一部であり、
　少なくとも１種類の結合タンパク質の１つは、（ｉ’）第一のポリペプチド鎖が、第一
のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその
抗原結合部分）から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と
同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得ら
れた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合
により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場
合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二のポリペプチド鎖が、第二のＶＤ１－
（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分
から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であっても
または異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖
可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、
存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在す
るＦｃ領域である。）を含む、第一のポリペプチド鎖および第二のポリペプチド鎖を含み
、（ｉｉ’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２Ｄお
よびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからな
る群から選択された一対の抗原と結合することができ、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、
　試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する方法。
【請求項１０５】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬
剤が結合していない抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検
出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤複合体を形成する工
程および
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤
複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗
原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含む、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定され、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤が少なく
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とも１種類の結合タンパク質である、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０６】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成し、同時またはい
ずれかの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において
試験試料における任意の抗原またはその断片と競合し得る検出可能に標識された抗原また
はその断片と接触させ、試験試料中に存在する任意の抗原またはその断片および検出可能
に標識された抗原が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体お
よび捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体を形成する工程、およ
び
　（ｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはそ
の断片複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料にお
ける抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含む、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤が少なくとも１種類の結合タンパク質であり、
　捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体における検出可能な標識
により発生したシグナルが、試験試料における抗原またはその断片の量または濃度に反比
例し、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０７】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０８】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０９】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１０６に記載の方法。
【請求項１１０】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１０４
に記載の方法。
【請求項１１１】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１０５
に記載の方法。
【請求項１１２】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１０６
に記載の方法。
【請求項１１３】
　抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択され、
　方法は、イムノアッセイにより抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイする工
程を含み、
　イムノアッセイは、（ｉ）２種類の抗原と結合することができる少なくとも１種類のＤ
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ＶＤ－Ｉｇ、および少なくとも１種類の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料にお
ける抗原またはその断片の存在、量または濃度の直接または間接指標としての検出可能な
標識により発生したシグナルを、対照または検量物質における抗原またはその断片の存在
、量または濃度の直接または間接指標として発生したシグナルと比較する工程を含み、
　検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原または
その断片の濃度が異なる一連の検量物質の一部であり、
　少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇの１つは、（ｉ’）第一および第三のポリペプチド鎖
が、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体また
はその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗
体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から
得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、
場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎ

は場合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二および第四のポリペプチド鎖が、
第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはそ
の抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と
同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から
得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、
場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎ

は場合により存在するＦｃ領域である。）を含む、４本のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ
’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧ
ＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからなる群から
選択された２種類の抗原またはその断片と結合することができる、
　試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する方法。
【請求項１１４】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬
剤と結合していない抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検
出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤複合体を形成する工
程および
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原またはその断片／検出用薬剤
複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗
原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含む、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定され、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤が少なく
とも１種類のＤＶＤ－Ｉｇである、請求項１１３に記載の方法。
【請求項１１５】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体を形成し、同時またはい
ずれかの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において
試験試料における任意の抗原またはその断片と競合し得る検出可能に標識された抗原また
はその断片と接触させ、試験試料中に存在する任意の抗原またはその断片および検出可能
に標識された抗原が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原またはその断片複合体お
よび捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体を形成する工程および
　（ｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはそ
の断片複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料にお
ける抗原またはその断片の存在、量または濃度を決定する工程
　を含む、
　少なくとも１種類の捕捉用薬剤が少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇであり、
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　捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原またはその断片複合体における検出可能な標識
により発生したシグナルが、試験試料における抗原またはその断片の量または濃度に反比
例し、
　これにより、試験試料における抗原またはその断片の存在、量または濃度が決定される
、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１１３に記載の方法。
【請求項１１７】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１８】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診
断または評価する工程をさらに含み、方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価す
る工程をさらに含む場合、方法が、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効
性を改善する工程を場合によってさらに含む、請求項１１５に記載の方法。
【請求項１１９】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１１３
に記載の方法。
【請求項１２０】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１１４
に記載の方法。
【請求項１２１】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１１５
に記載の方法。
【請求項１２２】
　キットは、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための少なくとも１種
類の構成要素および抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための取扱説明
書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可
変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい
第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは
重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外
のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含
むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣ
Ｄ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２Ｄ
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択された一対の抗原と結合することができる結合タン
パク質を含む少なくとも１種類の組成物を含み、結合タンパク質は場合によって検出可能
に標識されている、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするためのキット。
【請求項１２３】
　キットは、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための少なくとも１種
類の構成要素および抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための取扱説明
書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可
変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい
第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは
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軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外
のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含
むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣ
Ｄ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２Ｄ
およびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択された一対の抗原と結合することができる結合タン
パク質を含む少なくとも１種類の組成物を含み、結合タンパク質は場合によって検出可能
に標識されている、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするためのキット。
【請求項１２４】
　キットは、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための少なくとも１種
類の構成要素および抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための取扱説明
書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）第一のポリペプチド鎖が、第一のＶ
Ｄ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結
合部分から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であ
ってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二
の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存
在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により
存在するＦｃ領域である。）を含み、第二のポリペプチド鎖が、第二のＶＤ１－（Ｘ１）

ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得ら
れた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異
なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメ
インであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する
場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領
域である。）を含む、第一のポリペプチド鎖および第二のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ
’）ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧ
ＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからなる群から
選択された一対の抗原と結合することができる結合タンパク質を含む少なくとも１種類の
組成物を含み、結合タンパク質は場合によって検出可能に標識されている、抗原またはそ
の断片に関して試験試料をアッセイするためのキット。
８０．
　キットは、抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための少なくとも１種
類の構成要素および抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための取扱説明
書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）第一および第三のポリペプチド鎖が
、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体または
その抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体
と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得
られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場
合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは
場合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二および第四のポリペプチド鎖が、第
二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその
抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同
一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られ
た第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合に
より存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合
により存在するＦｃ領域である。）を含む、４本のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）Ｎ
ＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；
ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２ならびにＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒからなる群から選択さ
れた２種類の抗原またはその断片と結合することができるＤＶＤ－Ｉｇを含む少なくとも
１種類の組成物を含み、ＤＶＤ－Ｉｇは場合によって検出可能に標識されている、抗原ま
たはその断片に関して試験試料をアッセイするためのキット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本願は、いかなる目的に対してもこれによりそれらの全体が参照により本明細書に特に
組み込まれている、２００９年７月２９日に出願された米国仮特許出願第６１／２２９，
５８６号および２００９年１０月１９日に出願された米国仮特許出願第６１／２５２，７
９０号に対する優先権を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、ＮＫＧＤ２を結合する多価および多重特異的な結合タンパク質、それらの製
造方法に関し、特に、急性および慢性炎症疾患、癌ならびにその他の疾病の診断、予防お
よび／または治療におけるそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　２つまたはそれ以上の抗原に結合する多重特異的抗体などの加工されたタンパク質が、
本分野において公知である。このような多重特異的結合タンパク質は、細胞融合、化学的
連結または組換えＤＮＡ技術を用いて作製することが可能である。
【０００４】
　二特異的抗体は、二特異的抗体の所望される特異性を有するマウスモノクローナル抗体
（ｍＡｂ）を発現する２つの異なるハイブリドーマ細胞株の体細胞融合に基づき、クアド
ローマ技術（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．ａｎｄ　Ｃｕｅｌｌｏ，Ａ．Ｃ．（１９８３）　Ｎ
ａｔｕｒｅ３０５（５９３４）：５３７－４０参照）を用いて作製されてきた。得られた
ハイブリッド－ハイブリドーマ（またはクアドローマ）細胞株内で２つの異なる免疫グロ
ブリン（Ｉｇ）重鎖と軽鎖がランダムに対合するために、最大１０個の異なるＩｇ種が生
成され、そのうち１つだけが機能的な二特異的抗体である。誤対合された副産物の存在お
よび大幅に減少した生成率は、精巧な精製操作が必要とされることを意味している。
【０００５】
　二特異的抗体は、２つの異なるｍＡｂの化学的連結によっても生産することが可能であ
る（Ｓｔａｅｒｚ，Ｕ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ３１４（６０１
２）６２８－３１参照）。このアプローチは、均一な調製を与えない。他のアプローチは
、２つの異なるｍＡｂまたはより小さな抗体断片の化学的連結を使用してきた（Ｂｒｅｎ
ｎａｎ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ２２９（４７０８）８１－３
参照）。
【０００６】
　二特異的抗体を作製するために使用される別の方法は、２つの親抗体をヘテロ二機能的
クロスリンカーとカップリングさせることであるが、クロスリンカーの親抗体との反応が
部位指定的でないので、得られた二特異的抗体には著しい分子不均一性という問題がある
。二特異的抗体のより均一な調製物を得るために、２つの異なるＦａｂ断片が、部位指定
された様式で、それらのヒンジシステイン残基において化学的に架橋されてきた（Ｇｌｅ
ｎｎｉｅ，Ｍ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９（７）：
２３６７－７５参照）。しかし、この方法は、Ｆａｂ’２断片をもたらし、完全なＩｇＧ
分子をもたらさない。
【０００７】
　多岐にわたる他の組換え二特異的抗体フォーマットが、最近、開発されている（Ｋｒｉ
ａｎｇｋｕｍ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，（２００１）Ｂｉｏｍｏｌ　Ｅｎｇｉｎ．１８（２
）：３１－４０参照）。それらのうち、直列型一本鎖Ｆｖ分子およびダイアボディならび
にこれらの様々な誘導体が、組換え二特異的抗体の構築のために、最も広く使用されてい
る。一般に、これらの分子の構築は、異なる抗原を認識する２つの一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ
）断片から始まる（Ｅｃｏｎｏｍｉｄｅｓ，Ａ．Ｎ．，ｅｔ　ａｌ．，（２００３）Ｎａ
ｔ　Ｍｅｄ．９（１）：４７－５２参照）。直列型ｓｃＦｖ分子（ｔａＦｖ）は、２つの
ｓｃＦｖ分子を付加的ペプチドリンカーと単に接続する単純なフォーマットである。これ
らの直列型ｓｃＦｖ分子中に存在する２つのｓｃＦｖ断片は、別個の折り畳み実体を形成
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する。２つのｓｃＦｖ断片および最大６３個の残基の長さを有するリンカーを接続するた
めに、様々なリンカーを使用することが可能である（Ｎａｋａｎｉｓｈｉ，Ｋ．，ｅｔ　
ａｌ．（２００１）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９：４２３－７４参照）。親ｓ
ｃＦｖ断片は、通常、細菌内で、可溶性形態で発現されることができるが、直列型ｓｃＦ
ｖ分子は、細菌中で不溶性凝集物を形成することがしばしば観察される。従って、可溶性
直列型ｓｃＦｖ分子を作製するために、一般に、再折り畳みプロトコールまたは哺乳動物
発現系の使用が適用される。最近の研究において、トランスジェニックウサギおよびウシ
による、ＣＤ２８および悪性黒色腫関連プロテオグリカンに対して誘導された直列型ｓｃ
Ｆｖのインビボ発現が報告された（Ｇｒａｃｉｅ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）
Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１０４（１０）：１３９３－４０１参照）。この構築物で
は、２つのｓｃＦｖ分子は、ＣＨ１リンカーによって接続され、二特異的抗体の最大１０
０ｍｇ／Ｌの血清濃度が見出された。細菌中での可溶性発現を可能とするために、ドメイ
ン順序の変動、または変動する長さもしくは柔軟性を有する中央リンカーを使用すること
を含む様々な戦略が使用された。現在、幾つかの研究が、極めて短いＡｌａ３リンカーま
たはグリシン／セリンが豊富な長いリンカーを用いた、細菌中での可溶性直列型ｓｃＦｖ
分子の発現が報告されている（Ｌｅｕｎｇ，Ｂ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１６４（１２）：６４９５－５０２；Ｉｔｏ，Ａ．，ｅｔ　ａｌ．（２０
０３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７０（９）：４８０２－９；Ｋａｒｎｉ，Ａ．，ｅｔ　ａ
ｌ．（２００２）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．１２５（１－２）：１３４－４０参照
）。最近の研究では、細菌中で、可溶性および活性形態で生成された分子を濃縮するため
に、３または６個の残基の長さを有する無作為化された中央リンカーを含有する直列型ｓ
ｃＦｖレパートリーのファージディスプレイが使用された。このアプローチは、６アミノ
酸残基のリンカーを有する直列型ｓｃＦｖ分子の単離をもたらした（Ａｒｎｄｔ，Ｍ．ａ
ｎｄ　Ｋｒａｕｓｓ，Ｊ．（２００３）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２０７：３
０５－２１参照）。このリンカー配列が、直列型ｓｃＦｖ分子の可溶性発現に対する一般
的な解決策であるかどうかは不明である。それにも関わらず、この研究は、位置指定突然
変異導入と組み合わせた直列型ｓｃＦｖ分子のファージディスプレイが、これらの分子（
これらの分子は、細菌内で、活性形態で発現され得る。）を濃縮するための強力なツール
であることを示した。
【０００８】
　二特異的ダイアボディ（Ｄｂ）は、発現のためにダイアボディフォーマットを使用する
。ダイアボディは、ＶＨおよびＶＬドメインを接続するリンカーの長さを、約５残基まで
減少させることによってｓｃＦｖ断片から作製される（Ｐｅｉｐｐ，Ｍ．ａｎｄ　Ｖａｌ
ｅｒｉｕｓ，Ｔ．（２００２）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓ．３０（４）：ｐ．
５０７－１１参照。）。リンカーサイズのこの減少は、ＶＨおよびＶＬドメインの交差対
合による２つのポリペプチド鎖の二量体化を促進する。二特異的ダイアボディは、構造Ｖ
ＨＡ－ＶＬＢおよびＶＨＢ－ＶＬＡ（ＶＨ－ＶＬ配置）またはＶＬＡ－ＶＨＢおよびＶＬ
Ｂ－ＶＨＡ（ＶＬ－ＶＨ配置）のいずれかとともに、２つのポリペプチド鎖を同一細胞内
で発現させることによって作製される。異なる様々な二特異的ダイアボディが過去に作製
されており、それらの多くは、細菌中で、可溶性形態で発現される。しかしながら、最近
の比較研究は、可変ドメインの方向性が、活性な結合部位の発現および形成に影響を与え
得ることを示している（Ｍａｃｋ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ　Ｓ　Ａ　９２（１５）：７０２１－５参照）。それにもかかわ
らず、細菌中での可溶性発現は、直列型ｓｃＦｖ分子に比べて重要な利点を示す。しかし
ながら、２つの異なるポリペプチド鎖が単一の細胞内で発現されるので、活性なヘテロ二
量体とともに、不活性なホモ二量体が生成され得る。これにより、二特異的ダイアボディ
の均一な調製物を得るために、さらなる精製工程の実施が必要となる。二特異的ダイアボ
ディの生成を強制する１つのアプローチは、ノブ・イントゥ・ホールダイアボディの作製
である（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ　Ｓ　Ａ，９０（１４）：６４４４－８．１８参照）。このことは、Ｈ
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ＥＲ２およびＣＤ３に対して誘導された二特異的ダイアボディに対して示された。Ｖａｌ
３７をＰｈｅと交換し、Ｌｅｕ４５をＴｒｐと交換することによって、ＶＨドメイン中に
大きなノブが導入され、抗ＨＥＲ２または抗ＣＤ３可変ドメインのいずれかにおいて、Ｐ
ｈｅ９８をＭｅｔに変異させ、Ｔｒｙ８７をＡｌａに変異させることによって、ＶＬドメ
イン中に相補的な穴が作製された。このアプローチを使用することによって、二特異的ダ
イアボディの生成は、親ダイアボディによる７２％からノブ・イントゥ・ホールダイアボ
ディによる９０％超まで増加し得る。重要なことに、生成率は、これらの変異の結果とし
て、僅かに減少したに過ぎなかった。しかしながら、幾つかの分析された構築物に対して
抗原結合活性の低下が観察された。従って、このかなり精巧なアプローチは、変化を受け
ていない結合活性を有するヘテロ二量体分子を生成する変異を同定するために、様々な構
築物の分析を必要とする。さらに、このようなアプローチは、定常領域に免疫グロブリン
配列の変異的修飾を必要とし、このため、抗体配列の非原型および非天然形態を作製し、
これは、増加した免疫原性、乏しいインビボ安定性および望ましくない薬物動態をもたら
し得る。
【０００９】
　一本鎖ダイアボディ（ｓｃＤｂ）は、二特異的ダイアボディ様分子の形成を改善するた
めの別の戦略である（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｇ．（１９９７）
，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４５（３－４）：１２８－３
０；Ｗｕ，Ａ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ２（
１）：ｐ．２１－３６参照）。二特異的一本鎖ダイアボディは、２つのダイボディ形成ポ
リペプチド鎖を、約１５アミノ酸残基の長さを有する追加の中央リンカーと接続すること
によって作製される。従って、単量体の一本鎖ダイアボディ（５０から６０ｋＤａ）に対
応する分子量を有する全ての分子が二特異的である。二特異的一本鎖ダイアボディは、細
菌中において、可溶性および活性な形態で発現され、精製された分子の大半が単量体とし
て存在することが、幾つかの研究によって示されている（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ａｎｄ
　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｇ．（１９９７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅ
ｒ．４５（３－４）：１２８－３０；Ｗｕ，Ａ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｉｍｍ
ｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌ．２（１）：２１－３６；Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ａ．ａｎｄ　Ｐａ
ｃｋ，Ｐ．（１９９７）Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌ．３（２）：８３－１０５；Ｒｉｄ
ｇｗａｙ，Ｊ．Ｂ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎ．９（７）
：６１７－２１参照）。従って、一本鎖ダイアボディは、直列型ｓｃＦｖ（全ての単量体
は二特異的である。）とダイアボディ（細菌中での可溶性発現）の利点を併有している。
【００１０】
　より最近になって、ダイアボディは、ジ－ダイアボディと名づけられた、よりＩｇ様の
分子を作製するためにＦｃに融合されている（Ｌｕ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７９（４）：２８５６－６５）。さらに、ＩｇＧの重鎖中に２
つのＦａｂリピートを含み、４つの抗原分子を結合する多価の抗体構築物が記載されてい
る（ＷＯ０１７７３４２Ａ１，およびＭｉｌｌｅｒ，Ｋ．，ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７０（９）：４８５４－６１参照）。
【００１１】
　本分野において、２つまたはそれ以上の抗原を結合する改良された多価結合タンパク質
に対する要求が存在する。米国特許第７，６１２，１８１号は、高い親和性で２つまたは
それ以上の抗原を結合する結合タンパク質の新規ファミリーを提供し、そしてそれは二重
可変ドメイン免疫グロブリン（ＤＶＤ－ＩｇＴＭ）と称されている。本開示は２つまたは
それ以上の抗原を結合するさらなる新規結合タンパク質を提供する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】国際公開第０１／７７３４２号
【特許文献２】米国特許第７，６１２，１８１号明細書
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【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．ａｎｄ　Ａ．Ｃ．Ｃｕｅｌｌｏ，Ｎａｔｕｒｅ
、３０５（５９３４）、１９８３年、ｐｐ．５３７－４０
【非特許文献２】Ｓｔａｅｒｚ，Ｕ．Ｄ．他、Ｎａｔｕｒｅ，３１４（６０１２）、１９
８５年、ｐｐ．６２８－３１
【非特許文献３】Ｂｒｅｎｎａｎ，Ｍ．他、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９（４７０８）、１９
８５年、ｐｐ．８１－３
【非特許文献４】Ｇｌｅｎｎｉｅ，Ｍ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，１３
９（７）、１９８７年、ｐｐ．２３６７－７５
【非特許文献５】Ｋｒｉａｎｇｋｕｍ，Ｊ．他、Ｂｉｏｍｏｌ　Ｅｎｇｉｎ、１８（２）
、２００１年ｐｐ．３１－４０
【非特許文献６】Ｅｃｏｎｏｍｉｄｅｓ，Ａ．Ｎ．他、Ｎａｔ　Ｍｅｄ，９（１）、２０
０３年、ｐｐ．４７－５２
【非特許文献７】Ｎａｋａｎｉｓｈｉ，Ｋ．他、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，１
９、２００１年、ｐｐ．４２３－７４
【非特許文献８】Ｇｒａｃｉｅ，Ｉ．Ａ．他、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ、１０４（１
０）、１９９９年、ｐｐ．１３９３－４０１
【非特許文献９】Ｌｅｕｎｇ，Ｂ．Ｐ．他、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、１６４（１２）、２０
００年、ｐｐ．６４９５－５０２
【非特許文献１０】Ｉｔｏ，Ａ．他、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、１７０（９）、２００３年、
ｐｐ．４８０２－９
【非特許文献１１】Ｋａｒｎｉ，Ａ．他、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ、１２５（１－
２）、２００２年、ｐｐ．１３４－４０
【非特許文献１２】Ａｒｎｄｔ，Ｍ．ａｎｄ　Ｋｒａｕｓｓ，，Ｊ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍ
ｏＩ　Ｂｉｏｌ、２０７、２００３年、ｐｐ．３０５－２１
【非特許文献１３】Ｐｅｉｐｐ，Ｍ．ａｎｄ　Ｖａｌｅｒｉｕｓ，Ｔ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ
　Ｓｏｃ　Ｔｒａｎｓ，３０（４）、２００２年、ｐｐ．５０７－１１
【非特許文献１４】Ｍａｃｋ，Ｍ．，Ｇ．Ｒｉｅｔｈｍｕｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｐ．Ｋｕｆ
ｅｒ，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，９２（１５）、１９９５年
、ｐｐ．７０２１－５
【非特許文献１５】Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．他，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　Ｕ　Ｓ　Ａ，９０（１４）、１９９３年、ｐｐ．６４４４－８．１８
【非特許文献１６】Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｇ．、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，４５（３－４）、１９９７年、ｐｐ．１２８
－３０
【非特許文献１７】Ｗｕ，Ａ．Ｍ．他、Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，．２（１）
、１９９６年、ｐｐ．２１－３６
【非特許文献１８】Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ａ．ａｎｄ　Ｐａｃｋ，Ｐ．、Ｉｍｍｕｎｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，．３（２）、１９９７年、ｐｐ．８３－１０５
【非特許文献１９】Ｒｉｄｇｗａｙ，Ｊ．Ｂ．他、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ，９（７）、
１９９６年、ｐｐ．６１７－２１
【非特許文献２０】Ｌｕ，Ｄ．他、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，２７９（４）、２００４年
、ｐｐ．２８５６－６５
【非特許文献２１】Ｍｉｌｌｅｒ，Ｋ．他、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，１７０（９）、２００
３年、ｐｐ．４８５４－６１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
（発明の要旨）
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　本発明は２つまたはそれ以上の抗原を結合する多価結合タンパク質に関する。本発明は
、高い親和性で、２つまたはそれ以上の抗原を結合することが可能な結合タンパク質の新
規ファミリーを提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　一実施形態において、本発明は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ
１は第一の可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の可変ドメインであり、Ｃは定常ドメイン
であり、Ｘ１はアミノ酸またはポリペプチドを表し、Ｘ２はＦｃ領域を表し、およびｎは
０または１である。）を含むポリペプチド鎖を含む結合タンパク質を提供する。一実施形
態において、結合タンパク質中のＶＤ１およびＶＤ２は、重鎖可変ドメインである。別の
実施形態において、重鎖可変ドメインは、マウス重鎖可変ドメイン、ヒト重鎖可変ドメイ
ン、ＣＤＲ移植された重鎖可変ドメインおよびヒト化重鎖可変ドメインからなる群から選
択される。さらに別の実施形態において、ＶＤ１およびＶＤ２は、同一の抗原を結合する
。別の実施形態において、ＶＤ１およびＶＤ２は、異なる抗原を結合する。さらに別の実
施形態において、Ｃは重鎖定常ドメインである。例えば、Ｘ１はリンカーである（但し、
Ｘ１はＣＨ１ではない。）。例えば、Ｘ１は、ＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲ（配列
番号１）；ＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号２）；ＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（
配列番号３）；ＳＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号４）；ＳＡＫＴＴＰ（配列番号５）；Ｒ
ＡＤＡＡＰ（配列番号６）；ＲＡＤＡＡＰＴＶＳ（配列番号７）；ＲＡＤＡＡＡＡＧＧＰ
ＧＳ（配列番号８）；ＲＡＤＡＡＡＡ（Ｇ４Ｓ）４（配列番号９）；ＳＡＫＴＴＰＫＬＥ
ＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号１０）；ＡＤＡＡＰ（配列番号１１）；ＡＤＡＡＰＴＶＳ
ＩＦＰＰ（配列番号１２）；ＴＶＡＡＰ（配列番号１３）；ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（
配列番号１４）；ＱＰＫＡＡＰ（配列番号１５）；ＱＰＫＡＡＰＳＶＴＬＦＰＰ（配列番
号１６）；ＡＫＴＴＰＰ（配列番号１７）；ＡＫＴＴＰＰＳＶＴＰＬＡＰ（配列番号１８
）；ＡＫＴＴＡＰ（配列番号１９）；ＡＫＴＴＡＰＳＶＹＰＬＡＰ（配列番号２０）；Ａ
ＳＴＫＧＰ（配列番号２１）；ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２２）、ＧＧＧＧ
ＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２３）；ＧＥＮＫＶＥＹＡＰＡＬＭＡＬＳ（配列番号
２４）；ＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（配列番号２５）；ＧＨＥＡＡＡＶＭＱＶＱＹ
ＰＡＳ（配列番号２６）；ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番
号２７）；およびＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２
８）からなる群から選択されるリンカーである。一実施形態において、Ｘ２はＦｃ領域で
ある。別の実施形態において、Ｘ２は変種Ｆｃ領域である。
【００１６】
　一実施形態において、本明細書に開示されている結合タンパク質はポリペプチド鎖を含
み、ポリペプチド鎖はＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は第一の重
鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメイン
であり、Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、およびＸ２はＦｃ領域であ
る。）を含む。
【００１７】
　一実施形態において、結合タンパク質中のＶＤ１およびＶＤ２は、軽鎖可変ドメインで
ある。一実施形態において、軽鎖可変ドメインは、マウス軽鎖可変ドメイン、ヒト軽鎖可
変ドメイン、ＣＤＲ移植された軽鎖可変ドメインおよびヒト化軽鎖可変ドメインからなる
群から選択される。一実施形態において、ＶＤ１およびＶＤ２は、同一の抗原を結合する
。別の実施形態において、ＶＤ１およびＶＤ２は、異なる抗原を結合する。一実施形態に
おいて、Ｃは、軽鎖定常ドメインである。別の実施形態において、Ｘ１はリンカーである
（但し、Ｘ１はＣＬ１ではない。）。一実施形態において、Ｘ１は、ＡＫＴＴＰＫＬＥＥ
ＧＥＦＳＥＡＲ（配列番号１）；ＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号２）；
ＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号３）；ＳＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号４）；ＳＡＫＴＴ
Ｐ（配列番号５）；ＲＡＤＡＡＰ（配列番号６）；ＲＡＤＡＡＰＴＶＳ（配列番号７）；
ＲＡＤＡＡＡＡＧＧＰＧＳ（配列番号８）；ＲＡＤＡＡＡＡ（Ｇ４Ｓ）４（配列番号９）
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；ＳＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号１０）；ＡＤＡＡＰ（配列番号１１
）；ＡＤＡＡＰＴＶＳＩＦＰＰ（配列番号１２）；ＴＶＡＡＰ（配列番号１３）；ＴＶＡ
ＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号１４）；ＱＰＫＡＡＰ（配列番号１５）；ＱＰＫＡＡＰＳ
ＶＴＬＦＰＰ（配列番号１６）；ＡＫＴＴＰＰ（配列番号１７）；ＡＫＴＴＰＰＳＶＴＰ
ＬＡＰ（配列番号１８）；ＡＫＴＴＡＰ（配列番号１９）；ＡＫＴＴＡＰＳＶＹＰＬＡＰ
（配列番号２０）；ＡＳＴＫＧＰ（配列番号２１）；ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列
番号２２）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２３）；ＧＥＮＫＶＥＹＡＰＡ
ＬＭＡＬＳ（配列番号２４）；ＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（配列番号２５）；ＧＨ
ＥＡＡＡＶＭＱＶＱＹＰＡＳ（配列番号２６）；ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＴＶＡＡＰＳ
ＶＦＩＦＰＰ（配列番号２７）；およびＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＡＳＴＫＧＰＳＶＦ
ＰＬＡＰ（配列番号２８）からなる群から選択されるリンカーである。一実施形態におい
て、結合タンパク質はＸ２を含まない。
【００１８】
　一実施形態において、可変重鎖および可変軽鎖はいずれも、同じリンカーを含む。別の
実施形態において、可変重鎖および可変軽鎖は、異なるリンカーを含む。別の実施形態に
おいて、可変重鎖および可変軽鎖はいずれも、短い（約６アミノ酸）リンカーを含む。別
の実施形態において、可変重鎖および可変軽鎖はいずれも、長い（６アミノ酸より多い）
リンカーを含む。別の実施形態において、可変重鎖は短いリンカーを含み、可変軽鎖は長
いリンカーを含む。別の実施形態において、可変重鎖は長いリンカーを含み、可変軽鎖は
短いリンカーを含む。
【００１９】
　一実施形態において、本明細書に開示されている結合タンパク質はポリペプチド鎖を含
み、前記ポリペプチド鎖はＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は第一
の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメ
インであり、Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）およびＸ２はＦｃ領域を
含まない。）を含む。
【００２０】
　別の実施形態において、本発明は、２つのポリペプチド鎖を含み、前記第一のポリペプ
チド鎖がＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は第一の重鎖可変ドメイ
ンであり、ＶＤ２は第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、Ｘ１
はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、およびＸ２はＦｃ領域である。）を含み
；ならびに前記第二のポリペプチド鎖がＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（
ＶＤ１は第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは
軽鎖定常ドメインであり、Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、およびＸ
２はＦｃ領域を含まない。）を含む結合タンパク質を提供する。特定の実施形態において
、二重可変ドメイン（ＤＶＤ）結合タンパク質は４つのポリペプチド鎖を含み、第一の２
つのポリペプチド鎖は、それぞれ、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ
１は第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖
定常ドメインであり、Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、およびＸ２は
Ｆｃ領域である。）を含み；ならびに第二の２つのポリペプチド鎖は、それぞれ、ＶＤ１
－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ
２は第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、Ｘ１はリンカーであ
り（但し、ＣＨ１ではない。）、およびＸ２はＦｃ領域を含まない。）を含む。このよう
な二重可変ドメイン（ＤＶＤ）タンパク質は、４つの抗原結合部位を有する。
【００２１】
　別の実施形態において、本明細書に開示されている結合タンパク質は、１つまたは２つ
以上の標的を結合する。一実施形態において、標的は、サイトカイン、細胞表面タンパク
質、酵素および受容体からなる群から選択される。別の実施形態において、結合タンパク
質は、１つまたは２つ以上の標的の生物学的機能を調節する。別の実施形態において、結
合タンパク質は、１つまたは２つ以上の標的を中和する。本発明の結合タンパク質は、リ
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ンホカイン、モノカイン、ポリペプチドホルモン、受容体または腫瘍マーカーからなる群
から選択されるサイトカインを結合する。例えば、本発明のＤＶＤ－Ｉｇは、次の内２以
上と結合することができる。ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥ
Ｒ－２）、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、インスリン様増殖因子受容体（ＩＧＦ１Ｒ
）およびＮＫＧ２Ｄ（表２も参照されたし）。特定の実施形態において、結合タンパク質
は、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列１）；ＮＫＧ２Ｄ
およびＥＧＦＲ（配列１）；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列２）；ＮＫＧ２ＤおよびＨ
ＥＲ－２（配列１）；ＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒ（配列１）ならびにＮＫＧ２Ｄおよび
ＥＧＦＲ（配列３）からなる群から選択された標的対と結合する。
【００２２】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０を結合することができる結合タン
パク質は、配列番号５０および配列番号５２からなる群から選択されるＤＶＤ重鎖アミノ
酸配列ならびに配列番号５１および配列番号５３からなる群から選択されるＤＶＤ軽鎖ア
ミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０を結合することが
できる結合タンパク質は、配列番号５０のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号５１の
ＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０を
結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有し、配列番号５２のＤＶＤ重鎖ア
ミノ酸配列および配列番号５３のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。
【００２３】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列１）を結合することができ
る結合タンパク質は、配列番号５４および配列番号５６からなる群から選択されるＤＶＤ
重鎖アミノ酸配列ならびに配列番号５５および配列番号５７からなる群から選択されるＤ
ＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列
１）を結合することができる結合タンパク質は、配列番号５４のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列
および配列番号５５のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２
ＤおよびＣＤ－１９（配列１）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有
し、配列番号５６のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号５７のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配
列を含む。
【００２４】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列２）を結合することができる
結合タンパク質は、配列番号５８および配列番号６０からなる群から選択されるＤＶＤ重
鎖アミノ酸配列ならびに配列番号５９および配列番号６１からなる群から選択されるＤＶ
Ｄ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列２）
を結合することができる結合タンパク質は、配列番号５８のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列およ
び配列番号５９のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２Ｄお
よびＥＧＦＲ（配列２）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有し、配
列番号６０のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号６１のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含
む。
【００２５】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列１）を結合することができる
結合タンパク質は、配列番号６２および配列番号６４からなる群から選択されるＤＶＤ重
鎖アミノ酸配列ならびに配列番号６３および配列番号６５からなる群から選択されるＤＶ
Ｄ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列１）
を結合することができる結合タンパク質は、配列番号６２のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列およ
び配列番号６３のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２Ｄお
よびＥＧＦＲ（配列１）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有し、配
列番号６４のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号６５のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含
む。
【００２６】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２（配列１）を結合することができ
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る結合タンパク質は、配列番号６６および配列番号６８からなる群から選択されるＤＶＤ
重鎖アミノ酸配列ならびに配列番号６７および配列番号６９からなる群から選択されるＤ
ＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２（配列
１）を結合することができる結合タンパク質は、配列番号６６のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列
および配列番号６７のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２
ＤおよびＨＥＲ－２（配列１）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有
し、配列番号６８のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号６９のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配
列を含む。
【００２７】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦＲ１（配列１）を結合することができ
る結合タンパク質は、配列番号７０および配列番号７２からなる群から選択されるＤＶＤ
重鎖アミノ酸配列ならびに配列番号７１および配列番号７３からなる群から選択されるＤ
ＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦＲ１（配列
１）を結合することができる結合タンパク質は、配列番号７０のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列
および配列番号７１のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２
ＤおよびＩＧＦＲ１（配列１）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有
し、配列番号７２のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号７３のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配
列を含む。
【００２８】
　別の実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列３）を結合することができる
結合タンパク質は、配列番号７４および配列番号７６からなる群から選択されるＤＶＤ重
鎖アミノ酸配列ならびに配列番号７５および配列番号７７からなる群から選択されるＤＶ
Ｄ軽鎖アミノ酸配列を含む。一実施形態において、ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列３）
を結合することができる結合タンパク質は、配列番号７４のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列およ
び配列番号７５のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含む。別の実施形態において、ＮＫＧ２Ｄお
よびＥＧＦＲ（配列３）を結合することができる結合タンパク質は逆の方向性を有し、配
列番号７６のＤＶＤ重鎖アミノ酸配列および配列番号７７のＤＶＤ軽鎖アミノ酸配列を含
む。
【００２９】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（Ｖ
Ｄ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ドメインであ
り、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体ま
たはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは、重鎖定常ドメ
インであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）

ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域であり、前記（Ｘ２）ｎは、
存在しまたは不存在である。）を含むポリペプチド鎖を含む結合タンパク質を提供する。
一実施形態において、Ｆｃ領域は、結合タンパク質に存在しない。
【００３０】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（Ｖ
Ｄ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の軽鎖可変ドメインであ
り、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体ま
たはその抗原結合部分から得られる第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは、軽鎖定常ドメ
インであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）

ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域を含まず、前記（Ｘ２）ｎは
、存在しまたは不存在である。）を含むポリペプチド鎖を含む結合タンパク質を提供する
。一実施形態において、（Ｘ２）ｎは、結合タンパク質に存在しない。
【００３１】
　別の実施形態において、本発明の結合タンパク質は、第一および第二のポリペプチド鎖
を含む（前記第一のポリペプチド鎖は、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２
）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の重鎖可変ドメ
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インであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の
親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは、重鎖
定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記
（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域であり、前記（Ｘ２
）ｎは、存在しまたは不存在である。）を含み、ならびに前記第二のポリペプチド鎖は、
第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはそ
の抗原結合部分から得られる第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と
同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得ら
れる第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは、軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リ
ンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であ
り、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域を含まず、前記（Ｘ２）ｎは、存在しまたは不存在である。
）を含む。）。別の実施形態において、結合タンパク質は２つの第一のポリペプチド鎖お
よび２つの第二のポリペプチド鎖を含む。さらに別の実施形態において、（Ｘ２）ｎは、
第二のポリペプチドに存在しない。さらに別の実施形態において、Ｆｃ領域は、第一のポ
リペプチド中に存在する場合、固有配列Ｆｃ領域および変種配列Ｆｃ領域からなる群から
選択される。さらに別の実施形態において、Ｆｃ領域は、ＩｇＧ１から得られるＦｃ領域
、ＩｇＧ２から得られるＦｃ領域、ＩｇＧ３から得られるＦｃ領域、ＩｇＧ４から得られ
るＦｃ領域、ＩｇＡから得られるＦｃ領域、ＩｇＭから得られるＦｃ領域、ＩｇＥから得
られるＦｃ領域またはＩｇＤから得られるＦｃ領域からなる群から選択される。
【００３２】
　別の実施形態において、本発明の結合タンパク質は、４つのポリペプチド鎖を含む２つ
の抗原を結合するＤＶＤ－Ｉｇである（第一および第三のポリペプチド鎖はそれぞれ、Ｖ
Ｄ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結
合部分から得られる第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であ
ってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二
の重鎖可変ドメインであり、Ｃは、重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーで
あり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ
２）ｎは、Ｆｃ領域であり、前記（Ｘ２）ｎは、存在しまたは不存在である。）を含み、
ならびに第二および第四のポリペプチド鎖はそれぞれ、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ
－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の軽鎖
可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよ
い第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃ
は、軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。
）、前記（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域を含まず、
前記（Ｘ２）ｎは、存在しまたは不存在である。）を含む。）。
【００３３】
　本発明は、親抗体を予め選択することによって、ＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質を作製す
る方法を提供する。一実施形態において、ａ）第一の抗原を結合する第一の親抗体または
その抗原結合部分を取得する工程；ｂ）第二の抗原を結合する第二の親抗体またはその抗
原結合部分を取得する工程；ｃ）それぞれ、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）

ｎ（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の重鎖可変ド
メインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい前記
第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは
、重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）
、前記（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域であり、前記
（Ｘ２）ｎは、存在しまたは不存在である。）を含む第一および第三のポリペプチド鎖を
構築する工程；ｄ）それぞれ、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は
、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第一の軽鎖可変ドメインであり
、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい前記第二の親抗体
またはその抗原結合部分から得られる第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは、軽鎖定常ド
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メインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１
）ｎは、存在しまたは不存在であり、（Ｘ２）ｎはＦｃ領域を含まず、前記（Ｘ２）ｎは
、存在しまたは不存在である。）を含む第二および第四のポリペプチド鎖を構築する工程
；およびｅ）ＤＶＤ－Ｉｇが前記第一の抗原および前記第二の抗原を結合するように、前
記第一、第二、第三および第四のポリペプチド鎖を発現させる工程；を含む、２つの抗原
を結合する二重可変ドメイン免疫グロブリンを作製する方法が作製される。
【００３４】
　さらに別の実施形態において、本発明は、ａ）第一の抗原を結合し、およびＤＶＤ－Ｉ
ｇが示す少なくとも１つの所望の特性を有する第一の親抗体またはその抗原結合部分を取
得する工程；ｂ）第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよく、第二の抗原
に結合することができ、二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なくとも１つの所望の
特性を有する第二の親抗体またはその抗原結合部分を取得する工程；ｃ）ＶＤ１－（Ｘ１
）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分か
ら得られる第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原
結合部分から得られる第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは、重鎖定常ドメインであり、
（Ｘ１）ｎは、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）ｎは、存在し
または不存在であり、（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域であり、前記（Ｘ２）ｎは、存在しまたは
不存在である。）を含む第一および第三のポリペプチド鎖を構築する工程；ｄ）ＶＤ１－
（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合
部分から得られる第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であっ
てもまたは異なっていてもよい前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる第
二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは、軽い鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、リンカ
ーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、前記（Ｘ１）ｎは、存在しまたは不存在であり、
（Ｘ２）ｎは、Ｆｃ領域を含まず、前記（Ｘ２）ｎは、存在しまたは不存在である。）を
含む第二および第四のポリペプチド鎖を構築する工程；ｅ）所望の特性を有し、前記第一
および前記第二の抗原を結合することができる二重可変ドメイン免疫グロブリンが作製さ
れるように、前記第一、第二、第三および第四のポリペプチド鎖を発現させる工程；を含
む、所望の特性を有し、２つの抗原を結合するＤＶＤ－Ｉｇを作製する方法を提供する。
【００３５】
　一実施形態において、本明細書に開示されている第一および第二のポリペプチド鎖のＶ
Ｄ１は、同じ親抗体またはその抗原結合部分から得られる。別の実施形態において、本明
細書に開示されている第一および第二のポリペプチド鎖のＶＤ１は、異なる親抗体または
その抗原結合部分から得られる。別の実施形態において、本明細書に開示されている第一
および第二のポリペプチド鎖のＶＤ２は、同じ親抗体またはその抗原結合部分から得られ
る。別の実施形態において、本明細書に開示されている第一および第二のポリペプチド鎖
のＶＤ２は、異なる親抗体またはその抗原結合部分から得られる。
【００３６】
　一実施形態において、第一の親抗体またはその抗原結合部分と第二の親抗体またはその
抗原結合部分は、同じ抗体である。別の実施形態において、第一の親抗体またはその抗原
結合部分と第二の親抗体またはその抗原結合部分は、異なる抗体である。
【００３７】
　一実施形態において、第一の親抗体またはその抗原結合部分は第一の抗原を結合し、第
二の親抗体またはその抗原結合部分は第二の抗原を結合する。特定の実施形態において、
第一および第二の抗原は同じ抗原である。別の実施形態において、親抗体は同じ抗原上の
異なるエピトープを結合する。別の実施形態において、第一および第二の抗原は異なる抗
原である。別の実施形態において、第一の親抗体またはその抗原結合部分は、第二の親抗
体またはその抗原結合部分が第二の抗原を結合する力価とは異なる力価で第一の抗原を結
合する。さらに別の実施形態において、第一の親抗体またはその抗原結合部分は、第二の
親抗体またはその抗原結合部分が第二の抗原を結合する親和性とは異なる親和性で第一の
抗原を結合する。
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【００３８】
　別の実施形態において、第一の親抗体またはその抗原結合部分および第二の親抗体また
はその抗原結合部分は、ヒト抗体、ＣＤＲ移植抗体およびヒト化抗体からなる群から選択
される。一実施形態において、抗原結合部分は、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片（ヒン
ジ領域において、ジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂ断片を含む二価断片
）、ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄ断片、抗体の単一アームのＶＬおよびＶＨド
メインからなるＦｖ断片、ｄＡｂ断片、単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、一本鎖抗
体およびダイアボディからなる群から選択される。
【００３９】
　別の実施形態において、本発明の結合タンパク質は、第一の親抗体もしくはその抗原結
合部分または第二の親抗体もしくはその抗原結合部分が示す少なくとも１つの所望の特性
を有する。あるいは、第一の親抗体またはその抗原結合部分および第二の親抗体またはそ
の抗原結合部分は、二重可変ドメイン免疫グロブリンが示す少なくとも１つの所望の特性
を有する。一実施形態において、所望の特性は、１つまたは２つ以上の抗体パラメータか
ら選択される。別の実施形態において、抗体パラメータは、抗原特異性、抗原に対する親
和性、力価、生物学的機能、エピトープ認識、安定性、溶解度、生成効率、免疫原性、薬
物動態学、生物学的利用性、組織交差反応性およびオーソロガス抗原結合からなる群から
選択される。一実施形態において、結合タンパク質は多価である。別の実施形態において
、結合タンパク質は多重特異的である。本明細書に記載されている多価および／または多
重特異的結合タンパク質は、特に治療的見地から望ましい特性を有する。例えば、多価お
よび／または多重特異的結合タンパク質は、（１）抗体が結合する抗原を発現している細
胞によって、二価抗体より速く内部に取り込まれ（および／または異化され）；（２）ア
ゴニスト抗体であり；および／または（３）多価抗体が結合する抗原を発現している細胞
の細胞死および／またはアポトーシスを誘導し得る。多価および／または多重特異的結合
タンパク質の少なくとも１つの抗原結合特異性を提供する「親抗体」は、抗体が結合する
抗原を発現している細胞によって内部に取り込まれ（および／または異化される）抗体で
あり得、および／またはアゴニスト、細胞死誘導および／またはアポトーシス誘導抗体で
あり得、ならびに本明細書に記載されている多価および／または多重特異的結合タンパク
質は、これらの特性の１つまたは２つ以上の改善を示し得る。さらに、本明細書に記載さ
れているように、多価結合タンパク質として構築された場合、親抗体は、これらの特性の
いずれか１つまたは２つ以上を欠如し得るが、それらを付与され得る。
【００４０】
　別の実施形態において、本発明の結合タンパク質は、表面プラズモン共鳴によって測定
された場合に、少なくとも約１０２Ｍ－１ｓ－１；少なくとも約１０３Ｍ－１ｓ－１；少
なくとも約１０４Ｍ－１ｓ－１；少なくとも約１０５Ｍ－１ｓ－１；および少なくとも約
１０６Ｍ－１ｓ－１からなる群から選択される、１つまたは２つ以上の標的へのオン速度
定数（Ｋｏｎ）を有する。一実施形態において、本発明の結合タンパク質は、表面プラズ
モン共鳴によって測定された場合に、約１０２Ｍ－１ｓ－１と約１０３Ｍ－１ｓ－１の間
、約１０３Ｍ－１ｓ－１と約１０４Ｍ－１ｓ－１の間、約１０４Ｍ－１ｓ－１と約１０５

Ｍ－１ｓ－１の間、または約１０５Ｍ－１ｓ－１と約１０６Ｍ－１ｓ－１の間の、１つま
たは２つ以上の標的に対するオン速度定数（Ｋｏｎ）を有する。
【００４１】
　別の実施形態において、結合タンパク質は、表面プラズモン共鳴によって測定された場
合に、最大約１０－３ｓ－１；最大約１０－４ｓ－１；最大約１０－５ｓ－１；および最
大約１０－６ｓ－１からなる群から選択されるからなる群から選択される、１つまたは２
つ以上の標的に対するオフ速度定数（Ｋｏｆｆ）を有する。一実施形態において、本発明
の結合タンパク質は、表面プラズモン共鳴によって測定された場合に、約１０－３ｓ－１

から約１０－４ｓ－１の、約１０－４ｓ－１から約１０－５ｓ－１の、または約１０－５

ｓ－１から約１０－６ｓ－１の、１つまたは２つ以上の標的へのオフ速度定数（Ｋｏｆｆ

）を有する。
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【００４２】
　別の実施形態において、結合タンパク質は、最大約１０－７Ｍ；最大約１０－８Ｍ；最
大約１０－９Ｍ；最大約１０－１０Ｍ；最大約１０－１１Ｍ；最大約１０－１２Ｍおよび
最大約１０－１３Ｍからなる群から選択される、１つまたは２つ以上の標的への解離定数
（ＫＤ）を有する。一実施形態において、本発明の結合タンパク質は、約１０－７Ｍから
約１０－８Ｍの；約１０－８Ｍから約１０－９Ｍの；約１０－９Ｍから約１０－１０Ｍの
；約１０－１０Ｍから約１０－１１Ｍの；約１０－１１Ｍから約１０－１２Ｍの；または
約１０－１２Ｍから約１０－１３Ｍの、その標的への解離定数（ＫＤ）を有する。
【００４３】
　別の実施形態において、本明細書に記載されている結合タンパク質は、免疫接着分子、
造影剤、治療剤および細胞毒性剤からなる群から選択される因子をさらに含む抱合体であ
る。一実施形態において、造影剤は、放射性標識、酵素、蛍光標識、発光標識、生物発光
標識、磁気標識およびビオチンからなる群から選択される。別の実施形態において、造影
剤は、３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１

７７Ｌｕ、１６６Ｈｏおよび１５３Ｓｍからなる群から選択される放射性標識である。さ
らに別の実施形態において、治療剤または細胞毒性剤は、代謝拮抗剤、アルキル化剤、抗
生物質、成長因子、サイトカイン、抗血管新生剤、抗有糸分裂剤、アントラサイクリン、
トキシンおよびアポトーシス剤からなる群から選択される。
【００４４】
　別の実施形態において、本明細書に記載されている結合タンパク質は結晶化された結合
タンパク質であり、結晶として存在する。一実施形態において、結晶は、無担体医薬徐放
結晶である。さらに別の実施形態において、結晶化された結合タンパク質は、前記結合タ
ンパク質の可溶性対応物より大きなインビボ半減期を有する。さらに別の実施形態におい
て、結晶化された結合タンパク質は生物学的活性を保持する。
【００４５】
　別の実施形態において、本明細書に記載されている結合タンパク質はグリコシル化され
ている。例えば、グリコシル化は、ヒトグリコシル化パターンである。
【００４６】
　本発明の一態様は、本明細書に開示されている結合タンパク質のいずれか１つをコード
する単離された核酸に関する。さらなる実施形態は、本明細書に開示されている単離され
た核酸を含むベクターを提供し、前記ベクターは、ｐｃＤＮＡ；ｐＴＴ（Ｄｕｒｏｃｈｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３０：２）；ｐＴＴ３
（さらなる多重クローニング部位を有するｐＴＴ；ｐＥＦＢＯＳ（Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ，
Ｓ．ａｎｄ　Ｎａｇａｔａ，Ｓ．（１９９０）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：
１７）；ｐＢＶ；ｐＪＶ；ｐｃＤＮＡ３．１ＴＯＰＯ、ｐＥＦ６ＴＯＰＯおよびｐＢＪか
らなる群から選択される。一実施形態において、ベクターは、米国特許公開第２００９／
０２３９２５９号に開示されているベクターである。
【００４７】
　別の態様において、宿主細胞は、本明細書に開示されたベクターで形質転換される。一
実施形態において、宿主細胞は原核細胞である。別の実施形態において、宿主細胞はイー
・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）である。関連する実施形態において、宿主細胞は真核細胞である
。別の実施形態において、真核細胞は、原生生物細胞、動物細胞、植物細胞および真菌細
胞からなる群から選択される。さらに別の実施形態において、宿主細胞は、ＣＨＯ、ＣＯ
Ｓ；ＮＳ０、ＳＰ２、ＰＥＲ．Ｃ６を含む（但し、これらに限定されない。）哺乳動物細
胞；またはサッカロミセス・セレビシアエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ）などの真菌細胞；またはＳｆ９などの昆虫細胞である。
【００４８】
　一実施形態において、例えば、異なる特異性を有する２つまたはそれ以上のＤＶＤ－Ｉ
ｇは、単一の組換え宿主細胞中で生成される。例えば、抗体の混合物の発現は、Ｏｌｉｇ
ｏｃｌｏｎｉｃｓＴＭと称されている、（Ｍｅｒｕｓ　Ｂ．Ｖ．，　Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅ
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ｒｌａｎｄｓ）米国特許第７，２６２，０２８号；米国特許第７，４２９，４８６号。
【００４９】
　本発明の別の態様は、結合タンパク質を生成するのに十分な条件下で、同じく本明細書
に開示されている宿主細胞のいずれか１つを培地中において培養することを含む、本明細
書に開示されている結合タンパク質を生産する方法を提供する。一実施形態において、こ
の方法によって生産された結合タンパク質の５０％から７５％が、二重特異的四価結合タ
ンパク質である。特定の実施形態において、この方法によって生産された結合タンパク質
の７５％から９０％が、二重特異的四価結合タンパク質である。特定の実施形態において
、生産された結合タンパク質の９０％から９５％が、二重特異的四価結合タンパク質であ
る。
【００５０】
　一実施形態は、結合タンパク質の放出のための組成物を提供し、組成物は、製剤を含み
、該製剤は、本明細書に開示されている結晶化された結合タンパク質および成分ならびに
少なくとも１つのポリマー性担体を含む。例えば、ポリマー性担体は、ポリ（アクリル酸
）、ポリ（シアノアクリラート）、ポリ（アミノ酸）、ポリ（無水物）、ポリ（デプシペ
プチド）、ポリ（エステル）、ポリ（乳酸）、ポリ（乳酸グリコール酸共重合体）または
ＰＬＧＡ、ポリ（ｂ－ヒドロキシブチラート）、ポリ（カプロラクトン）、ポリ（ジオキ
サノン）；ポリ（エチレングリコール）、ポリ（（ヒドロキシプロピル）メタクリルアミ
ド、ポリ［（オルガノ）ホスファゼン］、ポリ（オルトエステル）、ポリ（ビニルアルコ
ール）、ポリ（ビニルピロリドン）、無水マレイン酸－アルキルビニルエーテル共重合体
、プルロニックポリオール、アルブミン、アルギナート、セルロースおよびセルロース誘
導体、コラーゲン、フィブリン、ゼラチン、ヒアルロン酸、オリゴ糖、グリカミノグリカ
ン、硫酸化された多糖、これらの混合物および共重合体からなる群から選択される１つま
たは２つ以上のポリマーを含む。例えば、成分は、アルブミン、ショ糖、トレハロース、
ラクチトール、ゼラチン、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、メトキシポリ
エチレングリコールおよびポリエチレングリコールからなる群から選択される。別の実施
形態は、本明細書に開示された組成物の有効量を哺乳動物に投与する工程を含む哺乳動物
を治療する方法を提供する。
【００５１】
　本発明は、本明細書に開示された結合タンパク質と、および医薬として許容される担体
とを含む医薬組成物も提供する。さらなる実施形態において、医薬組成物は、疾患を治療
するための少なくとも１つの追加の治療剤を含む。例えば、追加の薬剤は、治療剤、造影
剤、細胞毒性剤、血管新生阻害剤（抗ＶＥＧＦ抗体またはＶＥＧＦ－トラップが含まれる
が、これらに限定されない。）、キナーゼ阻害剤（ＫＤＲおよびＴＩＥ－２阻害剤が含ま
れるが、これらに限定されない。）、共刺激分子遮断剤（抗Ｂ７．１、抗Ｂ７．２、ＣＴ
ＬＡ４－Ｉｇ、抗ＣＤ２０が含まれるが、これらに限定されない。）、接着分子遮断剤（
抗ＬＦＡ－１抗体、抗Ｅ／Ｌセレクチン抗体、小分子阻害剤が含まれるが、これらに限定
されない。）、抗サイトカイン抗体またはその機能的断片（抗ＩＬ－１８、抗ＴＮＦおよ
び抗ＩＬ－６／サイトカイン受容体抗体が含まれるが、これらに限定されない。）、メト
トレキサート、シクロスポリン、ラパマイシン、ＦＫ５０６、検出可能な標識またはレポ
ーター、ＴＮＦアンタゴニスト、抗リウマチ薬、筋肉弛緩剤、催眠薬、非ステロイド系抗
炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、鎮痛剤、麻酔、鎮静剤、局所麻酔、神経筋肉遮断剤、抗微生物剤
、抗乾癬剤、コルチコステロイド、アナボリックステロイド、エリスロポエチン、免疫化
、免疫グロブリン、免疫抑制剤、成長ホルモン、ホルモン置換薬、放射性薬剤、抗うつ剤
、抗精神病薬、刺激物質、喘息薬、βアゴニスト、吸引用ステロイド、エピネフリンまた
は類縁体、サイトカインおよびサイトカインアンタゴニストからなる群から選択される。
【００５２】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に開示されている結合タンパク質によって
結合されることができる標的または複数の標的が有害である疾患に罹患しているヒト対象
を治療する方法であり、ヒト対象中の標的もしくは複数の標的の活性が阻害され、および
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１つもしくはそれ以上の症候が緩和され、または治療が達成されるように、本明細書に開
示されている結合タンパク質をヒト対象に投与することを含む、前記方法を提供する。例
えば、疾患は、関節炎、骨関節炎、若年性慢性関節炎、化膿性関節炎、ライム関節炎、乾
癬性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節症、全身性紅斑性狼瘡、クローン病、潰瘍性大腸炎
、炎症性腸疾患、インシュリン依存性糖尿病、甲状腺炎、喘息、アレルギー性疾患、乾癬
、皮膚炎、強皮症、移植片対宿主病、臓器移植拒絶、臓器移植に関連する急性または慢性
免疫疾患、サルコイドーシス、アテローム性動脈硬化症、播種性血管内凝固、川崎病、バ
セドウ病、ネフローゼ症候群、慢性疲労症候群、ウェゲナー肉芽腫症、ヘノッホ・シェー
ライン紫斑症、腎臓の顕微鏡的血管炎、慢性活動性肝炎、ブドウ膜炎、敗血症性ショック
、毒素性ショック症候群、敗血症症候群、悪液質、感染性疾患、寄生性疾患、後天性免疫
不全症候群、急性横断性脊髄炎、ハンチントン舞踏病、パーキンソン病、アルツハイマー
病、発作、原発性胆汁性肝硬変、溶血性貧血、悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞、アジソン病
、孤発性の、多内分泌腺機能低下症候群Ｉ型および多内分泌腺機能低下症候群ＩＩ型、シ
ュミット症候群、成人（急性）呼吸促迫症候群、脱毛症、円形脱毛症、血清反応陰性関節
症、関節症、ライター病、乾癬性関節症、潰瘍性大腸性関節症、腸疾患性滑膜炎、クラミ
ジア、エルシニアおよびサルモネラ関連関節症、脊椎関節症、アテローム性疾患／動脈硬
化症、アトピー性アレルギー、自己免疫性水疱性疾患、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、類
天疱瘡、線状ＩｇＡ病、自己免疫性溶血性貧血、クームス陽性溶血性貧血、後天性悪性貧
血、若年性悪性貧血、筋痛性脳炎／ロイヤルフリー病、慢性粘膜皮膚カンジダ症、巨細胞
性動脈炎、原発性硬化性肝炎、突発性自己免疫性肝炎、後天性免疫不全症候群、後天性免
疫不全症関連疾患、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、分類不能型免疫不全症（分類不能型原発性低γ
グロブリン血症）、拡張型心筋症、女性不妊症、卵巣機能不全、早期卵巣機能不全、繊維
性肺疾患、突発性繊維化性肺胞炎、炎症後間質性肺疾患、間質性肺炎、結合組織疾患関連
間質性肺疾患、混合性結合組織疾患関連肺疾患、全身性硬化症関連間質性肺疾患、関節リ
ウマチ関連間質性肺疾患、全身性紅斑性狼瘡関連肺疾患、皮膚筋炎／多発性筋炎関連肺疾
患、シェーグレン病関連肺疾患、強直性脊椎炎関連肺疾患、血管炎性びまん性肺疾患（ｖ
ａｓｃｕｌｉｔｉｃ　ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌｕｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ヘモシデローシス
関連肺疾患、薬物によって誘導された間質性肺疾患、繊維症、放射性繊維症、閉塞性細気
管支炎、慢性好酸球性肺炎、リンパ球浸潤性肺疾患、感染後間質性肺疾患、通風関節炎、
自己免疫性肝炎、１型自己免疫性肝炎（古典的自己免疫性またはルポイド肝炎）、２型自
己免疫性肝炎（抗ＬＫＭ抗体肝炎）、自己免疫媒介性低血糖症、黒色表皮腫を伴うＢ型イ
ンシュリン抵抗性、副甲状腺機能低下症、臓器移植に関連する急性免疫疾患、臓器移植に
関連する慢性免疫疾患、変形性関節症、原発性硬化性胆管炎、１型乾癬、２型乾癬、特発
性白血球減少症、自己免疫性好中球減少症、腎臓病ＮＯＳ、糸球体腎炎、腎臓の顕微鏡的
血管炎、ライム病、円板状紅斑性狼瘡、男性不妊症特発性またはＮＯＳ、精子自己免疫、
多発性硬化症（全てのサブタイプ）、交感性眼炎、結合組織疾患に続発する肺高血圧症、
グッドパスチャー症候群、結節性多発動脈炎の肺症状、急性リウマチ熱、リウマチ性脊椎
炎、スチル病、全身性硬化症、シェーグレン症候群、高安病／動脈炎、自己免疫性血小板
減少症、特発性血小板減少症、自己免疫性甲状腺疾患、甲状腺機能亢進症、甲状腺腫自己
免疫性甲状腺機能低下症（橋本病）、萎縮性自己免疫性甲状腺機能低下症、原発性粘液水
腫（ｐｒｉｍａｒｙ　ｍｙｘｏｅｄｅｍａ）、水晶体起因性ブドウ膜炎、原発性血管炎、
白斑急性肝疾患、慢性肝疾患、アルコール性肝硬変、アルコール誘発性肝障害、胆汁うっ
滞（ｃｈｏｌｅｏｓａｔａｔｉｓ）、特異体質性肝疾患、薬物誘発性肝炎、非アルコール
性脂肪性肝炎、アレルギーおよび喘息、Ｂ群連鎖球菌（ＧＢＳ）感染、精神障害（例えば
、うつ病および統合失調症）、Ｔｈ２型およびＴｈ１型によって媒介される疾病、急性お
よび慢性疼痛（疼痛の様々な形態）、ならびに、肺癌、乳癌、胃癌、膀胱癌、大腸癌、膵
臓癌、卵巣癌、前立腺癌および直腸癌および造血性悪性病変（白血病およびリンパ腫）な
どの癌、無βリポタンパク質血症、先端チアノーゼ、急性および慢性寄生性または感染性
プロセス、急性白血病、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ
）、急性または慢性細菌感染、急性膵炎、急性腎不全、腺癌、心房（ａｅｒｉａｌ）異所
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性拍動、ＡＩＤＳ認知症複合、アルコール誘発性肝炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー
性接触性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、同種移植拒絶、α－１－アンチトリプシン欠乏症、
筋萎縮性側索硬化症、貧血、狭心症、前角細胞変性、抗ｃｄ３治療、抗リン脂質症候群、
抗受容体過敏症反応（ａｎｔｉ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，）、大動脈および末梢動脈瘤、大動脈解離、動脈性高血圧、動脈
硬化症、動静脈痩、運動失調、心房細動（持続的または発作性）、心房粗動、房室ブロッ
ク、Ｂ細胞リンパ腫、骨移植拒絶、骨髄移植（ＢＭＴ）拒絶、脚ブロック、バーキットリ
ンパ腫、火傷、心不整脈、心機能不全症候群（ｃａｒｄｉａｃ　ｓｔｕｎ　ｓｙｎｄｒｏ
ｍｅ）、心臓腫瘍、心筋症、心肺バイパス炎症反応、軟骨移植拒絶、小脳皮質変性、小脳
疾患、無秩序なまたは多巣性心房頻脈、化学療法関連疾患、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）
、慢性アルコール症、慢性炎症性病変、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性閉塞性肺疾
患（ＣＯＰＤ）、慢性サリチル酸中毒、結腸直腸癌、うっ血性心不全、結膜炎、接触性皮
膚炎、肺性心、冠動脈疾患、クロイツフェルト－ヤコブ病、培養陰性敗血症、嚢胞性繊維
症、サイトカイン療法関連疾患、ボクサー脳、脱髄性疾患、デング出血熱、皮膚炎、皮膚
科学的症状、糖尿病、真性糖尿病、糖尿病性動脈硬化疾患、瀰漫性レビー小体病、拡張型
うっ血性心筋症、大脳基底核の疾患、中年のダウン症候群、中枢神経系ドーパミン受容体
を遮断する薬物によって誘発された薬物誘発性運動障害、薬物感受性、湿疹、脳脊髄炎、
心内膜炎、内分泌疾患、喉頭蓋炎、エプスタイン－バーウイルス感染、紅痛症、錐体外路
および小脳疾患、家族性血球貪食性リンパ組織球症（ｆａｍｉｌｉａｌ　ｈｅｍａｔｏｐ
ｈａｇｏｃｙｔｉｃ　ｌｙｍｐｈｏｈｉｓｔｉｏｃｙｔｏｓｉｓ）、致死的胸腺移植拒絶
、フリードライヒ失調症、機能的末梢動脈疾患、真菌性敗血症、ガス壊疸、胃潰瘍、糸球
体腎炎、いずれかの臓器または組織の移植片拒絶、グラム陰性敗血症、グラム陽性敗血症
、細胞内生物に起因する肉芽腫、有毛細胞白血病、ハラーホルデン・スパッツ病、橋本甲
状腺炎、枯草熱、心臓移植拒絶、血色素症、血液透析、溶血性尿毒症症候群／血栓溶解血
小板減少紫斑病、出血、肝炎（Ａ型）、ヒス束不整脈、ＨＩＶ感染／ＨＩＶ神経障害、ホ
ジキン病、運動過剰性運動障害、過敏症反応、過敏性肺炎、高血圧、運動低下性運動障害
、視床下部－下垂体－副腎皮質系評価、特発性アジソン病、特発性肺繊維症、抗体媒介性
細胞傷害、無力症、乳児脊髄性筋萎縮症、大動脈の炎症、Ａ型インフルエンザ、電離放射
線曝露、虹彩毛様体炎／ブドウ膜炎／視神経炎、虚血再灌流障害、虚血性発作、若年性関
節リウマチ、若年性脊髄性筋萎縮症、カポジ肉腫、腎移植拒絶、レジオネラ、リーシュマ
ニア症、ハンセン病、皮質脊髄系の病変、脂肪浮腫、肝臓移植拒絶、リンパ浮腫（ｌｙｍ
ｐｈｅｄｅｒｍａ）、マラリア、悪性リンパ腫、悪性組織球増殖症、悪性黒色腫、髄膜炎
、髄膜炎菌血症（ｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃｅｍｉａ）、代謝性／特発性疾患、偏頭痛、ミ
トコンドリア多系疾患（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｕｌｔｉ－ｓｙｓｔｅｍ　ｄｉ
ｓｏｒｄｅｒ）、混合性結合組織病、モノクローナル高ガンマグロブリン血症、多発性骨
髄腫、多系統変性（メンセル・デジェリーヌ－トーマス　シャイ－ドレーガーおよびマシ
ャド－ジョセフ）、重症筋無力症、マイコバクテリウム・アビウム・イントラセルラーレ
、マイコバクテリウム・チュバキュロシス、骨髄異形成症候群、心筋梗塞、心筋虚血疾患
、上咽頭癌、新生児慢性肺疾患、腎炎、ネフローゼ、神経変性疾患、神経原性Ｉ筋萎縮、
好中球減少性発熱、非ホジキンリンパ腫、腹部大動脈およびその分枝の閉塞、閉塞性動脈
疾患、ｏｋｔ３療法、精巣炎／精巣上体炎、精巣炎／精管復元術処置、臓器肥大、骨粗鬆
症、膵臓移植拒絶、膵癌、腫瘍随伴性症候群／悪性腫瘍の高カルシウム血症、副甲状腺移
植拒絶、骨盤内炎症性疾患、通年性鼻炎、心膜疾患、末梢性アテローム性動脈硬化疾患、
末梢血管疾患、腹膜炎、悪性貧血、ニューモシスチス・カリニ肺炎、肺炎、ＰＯＥＭＳ症
候群（多発神経炎、臓器肥大、内分泌疾患、単クローン性γグロブリン血症および皮膚変
化症候群（ｓｋｉｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ））、灌流後症候群（ｐｏｓｔ
　ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ　ｐｕｍｐ　ｓ
ｙｎｄｒｏｍｅ）、心筋梗塞後開心術症候群、子癇前症、進行性核上性麻痺、原発性肺高
血圧、放射線療法、レイノー現象および病、レイノー病、レフサム病、規則的なＱＲＳ幅
の狭い頻脈症（ｒｅｇｕｌａｒ　ｎａｒｒｏｗ　ＱＲＳ　ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、腎
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血管性高血圧、再灌流障害、拘束型心筋症、肉腫、強皮症、老年性舞踏病、レビー小体型
の老年性認知症、血清反応陰性関節症、ショック、鎌形赤血球貧血症、皮膚同種異系移植
拒絶、皮膚変化症候群、小腸移植拒絶、固形腫瘍、固有不整脈（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｒ
ｒｙｔｈｍｉａｓ）、脊髄性運動失調、脊髄小脳変性、連鎖球菌性筋炎、小脳の構造的病
変、亜急性硬化性全脳炎、失神、心血管系の梅毒、全身性アナフィラキシー、全身性炎症
反応症候群、全身性発症若年性関節リウマチ、Ｔ細胞またはＦＡＢＡＬＬ、毛細血管拡張
症、閉塞性血栓血管炎、血小板減少症、毒性、移植、外傷／出血、ＩＩＩ型過敏症反応、
ＩＶ型過敏症、不安定狭心症、尿毒症、尿路性敗血症、じんましん、心臓弁膜症、静脈瘤
、血管炎、静脈疾患、静脈血栓症、心室細動、ウイルスおよび真菌感染、ウイルス性脳炎
（ｖｉｔａｌ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ）／無菌性髄膜炎、ウイルス（ｖｉｔａｌ）関
連血球貪食症候群、ウェルニッケ－コルサコフ症候群、ウィルソン病、いずれかの臓器ま
たは組織の異種移植拒絶、急性冠動脈症候群、急性突発性多発性神経炎、急性炎症性脱髄
性多発性神経障害、急性虚血、成体スチル病、円形脱毛症、アナフィラキシー、抗リン脂
質抗体症候群、再生不良貧血、動脈硬化症、アトピー性湿疹、アトピー性皮膚炎、自己免
疫性皮膚炎、連鎖球菌感染を伴う自己免疫性疾患、自己免疫性腸疾患、自己免疫性難聴、
自己免疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ）、自己免疫性心筋炎、自己免疫性早発閉経、
眼瞼炎、気管支拡張症、水疱性類天疱瘡、心血管疾患、劇症型抗リン脂質抗体症候群、セ
リアック病、頚部脊椎症、慢性虚血、瘢痕性類天疱瘡、多発性硬化症に対するリスクを有
する最初のエピソードからなる症候群（ｃｉｓ；ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅ
ｄ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、結膜炎、小児発症精神疾患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、
涙嚢炎、皮膚筋炎、糖尿病性網膜症、真性糖尿病、椎間板ヘルニア、椎間板脱出、薬物に
よって誘導される免疫溶血性貧血、心内膜炎、子宮内膜炎、眼内炎、上強膜炎、多型性紅
斑、重症型多型性紅斑、妊娠性類天疱瘡、ギランバレー症候群（ＧＢＳ）、枯草熱、ヒュ
ーズ症候群、突発性パーキンソン病、突発性間質性肺炎、ＩｇＥ媒介性アレルギー、免疫
溶血性貧血、封入体筋炎、感染性眼性炎症疾患、炎症性脱髄性疾患、炎症性心臓病、炎症
性
腎臓病、ＩＰＦ／ＵＩＰ、虹彩炎、角膜炎、乾性角結膜炎、クスマウル病またはクスマウ
ル・マイヤー病、ランドリー麻痺、ランゲルハンス細胞組織球増殖症、網状皮斑、黄斑変
性、顕微鏡的多発性血管炎、ベフテレフ病、運動神経疾患、粘膜類天疱瘡、多発性臓器不
全、重症筋無力症、骨髄異形成症候群、心筋炎、神経根疾患、神経障害、非Ａ非Ｂ型肝炎
、視神経炎、骨溶解、卵巣癌、少関節性ＪＲＡ、末梢動脈閉塞疾患（ＰＡＯＤ）、末梢血
管疾患（ＰＶＤ）、末梢動脈疾患（ＰＡＤ）、静脈炎、結節性多発性動脈炎（または結節
性動脈周囲炎）、多発性軟骨炎、リウマチ性多発性筋痛、白毛症、多関節性ＪＲＡ、多内
分泌欠乏症候群、多発性筋炎、リウマチ性多発性筋痛（ＰＭＲ）、ポンプ後症候群（ｐｏ
ｓｔ－ｐｕｍｐ）症候群、原発性パーキンソン病、前立腺および直腸癌および造血系の悪
性腫瘍（白血病およびリンパ腫）、前立腺炎、純赤血球形成不全、原発性副腎不全、再発
性視神経脊髄炎、再狭窄、リウマチ性心疾患、ＳＡＰＨＯ（滑膜炎、ざ瘡、膿疱、骨肥大
症および骨炎）、強皮症、続発性アミロイドーシス、ショック肺、強膜炎、坐骨神経痛、
続発性副腎不全、シリコーン関連結合組織疾患、スネドン－ウィルキンソン皮膚病、強直
性脊椎炎、スティーブンス・ジョンソン症候群（ＳＪＳ）、全身性炎症性応答症候群、側
頭動脈炎、トキソプラズマ網膜炎、中毒性表皮剥離症、横断性脊髄炎、ＴＲＡＰＳ（腫瘍
壊死因子受容体１型アレルギー性反応）、ＩＩ型糖尿病、じんましん、通常型間質性肺炎
（ＵＩＰ）、血管炎、春季カタル、ウイルス性網膜炎、フォークト・コヤナギ・ハラダ症
候群（ＶＫＨ症候群）、滲出型黄斑変性、創傷治癒、エルシニアおよびサルモネラ関連関
節症である。
【００５３】
　一実施形態において、本発明の組成物および方法を用いて治療または診断することがで
きる疾病には、乳癌、大腸癌、直腸癌、肺癌、口腔咽頭癌、下咽頭癌、食道癌、胃癌、膵
臓癌、肝臓癌、胆嚢および胆管癌、小腸癌、尿路癌（腎臓、膀胱および尿路上皮を含む。
）、雌性生殖路（子宮頚部、子宮、卵巣ならびに絨毛癌および妊娠性絨毛性疾患を含む。
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）、雄性生殖路（前立腺、精嚢、精巣および胚細胞腫瘍を含む。）、内分泌腺癌（甲状腺
、副腎および下垂体を含む。）および皮膚癌ならびに血管腫、悪性黒色腫、肉腫（骨およ
び軟組織から生じる肉腫ならびにカポジ肉腫を含む。）、脳、神経、眼の腫瘍および髄膜
（星状膠細胞腫、神経膠腫、神経膠芽腫、網膜芽細胞腫、神経腫、神経芽細胞腫、シュワ
ン細胞腫および髄膜腫を含む。）、白血病およびリンパ腫（ホジキンおよび非ホジキンリ
ンパ腫の両方）などの造血系悪性腫瘍から生じる固形腫瘍などの、原発性および転移性癌
が含まれるが、これらに限定されない。
【００５４】
　一実施形態において、本発明の抗体またはその抗原結合部分は、単独でまたは放射線療
法および／もしくは他の化学療法剤と組み合わせて使用される場合、癌を治療するために
、または本明細書に記載されている腫瘍からの転移の予防または阻害において使用される
。
【００５５】
　別の態様において、本発明は、本明細書に論述されているような第二の因子の投与前、
投与と同時または投与後に、本明細書に開示されている結合タンパク質のいずれか１つを
投与する工程を含む、疾患に罹患している患者を治療する方法を提供する。特定の実施形
態において、第二の因子は、ブデノシド、上皮成長因子、コルチコステロイド、シクロス
ポリン、スルファサラジン、アミノサリチラート、６－メルカプトプリン、アザチオプリ
ン、メトロニダゾール、リポキシゲナーゼ阻害剤、メサラミン、オルサラジン、バルサラ
ジド、抗酸化剤、トロンボキサン阻害剤、ＩＬ－１受容体アンタゴニスト、抗ＩＬ－１β
モノクローナル抗体、抗ＩＬ－６モノクローナル抗体、成長因子、エラスターゼ阻害剤、
ピリジニル－イミダゾール化合物、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ
－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、ＩＬ
－２３、ＥＭＡＰ－Ｅ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦの抗体またはアゴニスト、
ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ－１９、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４
０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、ＣＤ９０またはこれらのリガンドの抗体、メトトレキサート、
シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェノラート・モフェチル、レフルノ
ミド、ＮＳＡＩＤ、イブプロフェン、コルチコステロイド、プレドニゾロン、ホスホジエ
ステラーゼ阻害剤、アデノシンアゴニスト、抗血栓剤、補体阻害剤、アドレナリン作動薬
、ＩＲＡＫ、ＮＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８、ＭＡＰキナーゼ阻害剤、ＩＬ－１β変換酵素阻害
剤、ＴＮＦα変換酵素阻害剤、Ｔ細胞シグナル伝達阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害剤
、スルファサラジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、アンギオテンシン変換酵
素阻害剤、可溶性サイトカイン受容体、可溶性ｐ５５ＴＮＦ受容体、可溶性ｐ７５ＴＮＦ
受容体、ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ－１ＲＩＩ、ｓＩＬ－６Ｒ、抗炎症性サイトカイン、Ｉ
Ｌ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１３およびＴＧＦβからなる群から選択される
。
【００５６】
　特定の実施形態において、本明細書に開示されている医薬組成物は、非経口、皮下、筋
肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹腔内、嚢内、軟骨内、腔内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔ
ｙ）、腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳内、脳室内、結腸内、頸管内、胃内、肝臓
内、心筋内、骨内、骨盤内、心臓周囲内、腹腔内、胸膜内、前立腺内、肺内、結腸内、腎
臓内、網膜内、脊髄内、滑膜内、胸腔内、子宮内、膀胱内、ボーラス、膣、直腸、口内、
舌下、鼻内および経皮から選択される少なくとも１つの様式によって、患者に投与される
。
【００５７】
　本発明の一態様は、本発明の少なくとも１つの結合タンパク質に対する少なくとも１つ
の抗イディオタイプ抗体を提供する。抗イディオタイプ抗体には、本発明の結合タンパク
質中に取り込まれることができる、重鎖もしくは軽鎖またはそのリガンド結合部分の少な
くとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）、重鎖または軽鎖可変領域、重鎖または軽鎖定常
領域、フレームワーク領域またはそのいずれかの一部など（これらに限定されない。）、
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免疫グロブリン分子の少なくとも一部を含むいずれかのタンパク質またはペプチド含有分
子が含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００５８】
【図１】Ａは二重可変ドメイン（ＤＶＤ）－Ｉｇ構築物の模式図であり、２つの親抗体か
らＤＶＤ－Ｉｇを作製するための戦略を示し、Ｂはハイブリドーマクローン２Ｄ１３．Ｅ
３（抗ＩＬ－１α）および１３Ｆ５．Ｇ５（抗ＩＬ－１β）からの構築物ＤＶＤ１－Ｉｇ
、ＤＶＤ２－Ｉｇおよび２つのキメラ単一特異的抗体の模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００５９】
　本発明は、２つまたはそれ以上の抗原を結合する多価および／または多重特異的結合タ
ンパク質に関する。具体的には、本発明は、二重可変ドメイン免疫グロブリン（ＤＶＤ－
Ｉｇ）およびその医薬組成物ならびにこのようなＤＶＤ－Ｉｇを作製するための核酸、組
換え発現ベクターおよび宿主細胞に関する。インビトロまたはインビボのいずれかで、特
異的抗原を検出するために本発明のＤＶＤ－Ｉｇを使用する方法も、本発明によって包含
される。
【００６０】
　本明細書に別段の定義がなければ、本発明に関連して使用される科学用語および技術用
語は、当業者によって一般的に理解される意味を有するものとする。しかしながら、何ら
かの潜在的な曖昧さが生じた場合には、用語の意味および範囲は明瞭でなければならず、
本明細書に提供されている定義があらゆる辞書または外部的な定義に優越する。さらに、
文脈上別段の要求がなければ、単数の用語は複数を含み、複数の用語は単数を含むものと
する。本願において、別段の記載がなければ、「または」の使用は「および／または」を
意味する。さらに、「含み」ならびに「含む」および「含んだ」などの他の形態の用語の
使用は限定的でない。また、「要素」または「成分」などの用語は、具体的に別段の表記
がなければ、１つのユニットを含む要素および成分ならびに２以上のサブユニットを含む
要素および成分の両方を包含する。
【００６１】
　一般的に、本明細書に記載されている細胞および組織培養、分子生物学、免疫学、微生
物学、遺伝学ならびにタンパク質および核酸化学およびハイブリッド形成に関連して使用
される命名法およびこれらの技術は、周知のものであり、本分野において一般的に使用さ
れている。本発明の方法および技術は、別段の記載がなければ、本分野において周知の慣
用方法に従い、ならびに本明細書を通じて引用および論述されている様々な一般的参考文
献およびより具体的な参考文献中に記載されているように、一般に実施される。酵素反応
および精製技術は、製造業者の仕様書に従って、本分野で一般的に遂行されているように
、または本明細書に記載されているように、実施される。本明細書に記載されている分析
化学、合成有機化学および医薬品化学および薬化学に関して使用される命名法、ならびに
本明細書に記載されている分析化学、合成有機化学および医薬品化学および薬化学の実験
室操作および技術は、周知のものであり、本分野で一般的に使用されているものである。
化学合成、化学分析、医薬の調製、調合、および送達、および患者の治療に対しては、標
準的な技術が使用される。
【００６２】
　本発明をさらに容易に理解し得るように、特定の用語を以下に定義する。
【００６３】
　本明細書において使用される「ポリペプチド」という用語は、アミノ酸のあらゆるポリ
マー鎖を表す。「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、ポリペプチドという用
語と同じ意味で使用され、同じく、アミノ酸のポリマー鎖を表す。「ポリペプチド」とい
う用語は、固有または人工のタンパク質、タンパク質断片およびタンパク質配列のポリペ
プチド類縁体を包含する。ポリペプチドは、単量体または多量体であり得る。本明細書に
おける「ポリペプチド」の使用は、別段の記載がなければ、ポリペプチドならびにその断
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片および変種（変種の断片を含む。）を包含するものとする。抗原性ポリペプチドに関し
ては、ポリペプチドの断片は、ポリペプチドの少なくとも１つの連続するエピトープまた
は非直線エピトープを場合によって含有する。少なくとも１つのエピトープ断片の正確な
境界は、本分野における通常の技術を用いて確認することができる。断片は、少なくとも
約１０の連続するアミノ酸、少なくとも約１５の連続するアミノ酸または少なくとも約２
０の連続するアミノ酸など、少なくとも約５の連続するアミノ酸を含む。ポリペプチドの
変種は、本明細書に記載されているとおりである。
【００６４】
　「単離されたタンパク質」または「単離されたポリペプチド」という用語は、その由来
起源または由来源のために、その固有の状態において当該タンパク質またはポリペプチド
とともに存在する天然に随伴される成分を伴わないタンパク質またはポリペプチドであり
、同じ種に由来する他のタンパク質を実質的に含まず、異なる種から得られた細胞によっ
て発現され、または天然には存在しない。従って、化学的に合成されたポリペプチド、ま
たはポリペプチドが本来由来する細胞とは異なる細胞系の中で合成されたポリペプチドは
、本来付随しているその成分から「単離」されている。タンパク質は、本分野で周知のタ
ンパク質精製技術を使用し、単離によって、本来付随している成分が実質的に存在しない
ようにすることもできる。
【００６５】
　本明細書において使用される「回収する」という用語は、例えば、本分野で周知のタン
パク質精製技術を使用して、単離によって、ポリペプチドなどの化学種を、本来付随する
成分を実質的に含まないようにする過程を表す。
【００６６】
　本明細書において使用される「生物学的活性」は、分子のあらゆる１つまたは２つ以上
の固有の生物学的特性（インビボで見出されるように天然に存在するか、または組換え手
段によって提供もしくは可能にされるかどうかを問わない。）を表す。生物学的特性には
、受容体を結合すること；細胞増殖を誘導すること、細胞増殖を阻害すること、他のサイ
トカインを誘導すること、アポトーシスを誘導することおよび酵素活性が含まれるが、こ
れらに限定されない。生物学的活性には、Ｉｇ分子の活性も含まれる。
【００６７】
　第二の化学種との抗体、タンパク質またはペプチドの相互作用に関して、本明細書にお
いて使用される「特異的結合」または「特異的に結合する」という用語は、相互作用が、
化学種、例えば、抗体上の特定の構造（例えば、抗原決定基またはエピトープ）の存在に
依存し、タンパク質一般ではなく、特異的なタンパク質構造を認識し、結合することを意
味する。抗体がエピトープ「Ａ」に対して特異的であれば、標識された「Ａ」および抗体
を含有する反応中での、エピトープＡを含有する分子（すなわち、標識されていない遊離
のＡ）の存在は、抗体に結合した、標識されたＡの量を減少させる。
【００６８】
　本明細書において使用される「抗体」という用語は、４つのポリペプチド鎖（２つの重
（Ｈ）鎖および２つの軽（Ｌ）鎖）から構成されるあらゆる免疫グロブリン（Ｉｇ）分子
またはＩｇ分子の本質的なエピトープ結合特性を保持した全ての機能的分子、変異体、変
種またはこれらの誘導体を広く表す。このような変異体、変種または誘導体抗体のフォー
マットは、本分野において公知である。これらの非限定的な実施形態は、以下に論述され
ている。
【００６９】
　完全長の抗体において、各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書において、ＨＣＶＲまたは
ＶＨと略称される。）および重鎖定常領域から構成される。重鎖定常領域は、３つのドメ
インＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３から構成される。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書に
おいて、ＬＣＶＲまたはＶＬと略称される。）および軽鎖定常領域から構成される。軽鎖
定常領域は、１つのドメインＣＬから構成される。ＶＨおよびＶＬ領域は、より保存され
た領域（フレームワーク領域（ＦＲ）と称される。）が散在された超可変領域（相補性決
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定領域（ＣＤＲ）と称される。）へ、さらに細分割することが可能である。各ＶＨおよび
ＶＬは、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、およびＦＲ４の順で
、アミノ末端からカルボキシ末端に配置された３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから構成さ
れる。免疫グロブリン分子は、あらゆる種類（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ
、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、
ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）またはサブクラスであり得る。
【００７０】
　「Ｆｃ領域」という用語は、無傷の抗体のパパイン消化によって生成され得る、免疫グ
ロブリン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。Ｆｃ領域は、固有配列のＦｃ領
域または変種Ｆｃ領域であり得る。免疫グロブリンのＦｃ領域は、一般に、２つの定常ド
メイン（ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン）を含み、場合によって、ＣＨ４ドメイン
を含む。抗体エフェクター機能を変化させるために、Ｆｃ部分中のアミノ酸残基を置換す
ることが、本分野において公知である（米国特許第５，６４８，２６０号および米国特許
第５，６２４，８２１号）。抗体のＦｃ部分は、幾つかの重要なエフェクター機能、例え
ば、サイトカイン誘導、ＡＤＣＣ、食作用、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）ならびに抗体
および抗原－抗体複合体の半減期／排除速度を媒介する。幾つかの事例において、これら
のエフェクター機能は、治療用抗体のために望ましいが、別の事例では、治療目的に応じ
て、必要でない場合があり得、または有害である場合さえあり得る。ある種のヒトＩｇＧ
イソタイプ、特に、ＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、それぞれ、ＦｃγＲおよび補体Ｃ１ｑへ
の結合を介して、ＡＤＣＣおよびＣＤＣを媒介する。新生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）は、
抗体の循環半減期を決定する重要な成分である。さらに別の実施形態において、少なくと
も１つのアミノ酸残基は、抗体のエフェクター機能が変化されるように、抗体の定常領域
、例えば、抗体のＦｃ領域において置換されている。免疫グロブリンの２つの同一の重鎖
の二量体化は、ＣＨ３ドメインの二量体化によって媒介され、ヒンジ領域内のジスルフィ
ド結合によって安定化される（Ｈｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９７６）Ｎａｔｕｒｅ；２
６４：４１５－２０；Ｔｈｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
；２９３：６７－７９）。重鎖－重鎖ジスルフィド結合を防止するための、ヒンジ領域内
のシステイン残基の変異は、ＣＨ３ドメインの二量体化（ｄｉｍｅｒａｔｉｏｎ）を不安
定化させる。ＣＨ３二量体化にとって必要とされる残基が同定されている（Ｄａｌｌ’　
Ａｃｑｕａ（１９９８）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．３７：９２６６－７３．）。従って、一価の
半Ｉｇを生成することが可能である。興味深いことに、これらの一価の半Ｉｇ分子は、Ｉ
ｇＧおよびＩｇＡ両サブクラスに対して、天然に見出されている（Ｓｅｌｉｇｍａｎ（１
９７８）　Ａｎｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２９：８５５－７０．；Ｂｉｅｗｅｎｇａ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８３）　Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５１：３９５－４００）。
ＦｃＲｎ：ＩｇＦｃ領域の化学量論は、２：１であることが決定されており（Ｗｅｓｔ　
ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．３９：９６９８－７０８）、半Ｆｃは、Ｆ
ｃＲｎ結合を媒介するのに十分である（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｅｕｒ．Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．；２４：５４２－５４８）。ＣＨ３二量体化にとって重要な残基がＣ
Ｈ３ｂシート構造の内部界面上に位置しているのに対して、ＦｃＲｎ結合に必要とされる
領域は、ＣＨ２－ＣＨ３ドメインの外側界面に位置しているので、ＣＨ３ドメインの二量
体化を崩壊させるための変異は、そのＦｃＲｎ結合に対して、より大きな悪影響を有さな
い可能性もある。しかしながら、半－Ｉｇ分子は通常の抗体のサイズと比較すると、サイ
ズがより小さいので、組織透過においてある種の利点を有し得る。一実施形態において、
少なくとも１つのアミノ酸残基は、重鎖の二量体化が破壊されて、半ＤＶＤＩｇ分子をも
たらすように、本発明の結合タンパク質の定常領域、例えば、Ｆｃ領域において置換され
ている。ＩｇＧの抗炎症活性は、ＩｇＧＦｃ断片のＮ結合型グリカンのシアル化に完全に
依存する。適切なＩｇＧ１Ｆｃ断片を作製することができ、これにより、大幅に増強され
た力価を有する完全な組換えシアル化ＩｇＧ１Ｆｃが作製され得るように、抗炎症活性の
ための正確なグリカンの必要性は決定されている（Ａｎｔｈｏｎｙ，Ｒ．Ｍ．，ｅｔ　ａ
ｌ．，（２００８）Ｓｃｉｅｎｃｅ３２０：３７３－３７６）。
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【００７１】
　本明細書において使用される抗体の「抗原結合部分」（または単に「抗体部分」）とい
う用語は、抗原に特異的に結合する能力を保持する、抗体の１つまたは２つ以上の断片を
表す。抗体の抗原結合機能は、完全長抗体の断片によって実行可能であることは示されて
いる。このような抗体の実施形態は、二特異的、二重特異的または多重特異的フォーマッ
トでもあり得、２つまたはそれ以上の異なる抗原に特異的に結合する。抗体の「抗原結合
部分」という用語に包含される結合断片の例には、（ｉ）Ｆａｂ断片（ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ
およびＣＨ１ドメインからなる一価断片）、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片（ヒンジ領域に
おいて、ジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂ断片を含む二価断片）、（ｉ
ｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄ断片、（ｉｖ）抗体の単一アームのＶＬお
よびＶＨドメインからなるＦｖ断片、（ｖ）単一の可変ドメインを含むｄＡｂ断片（Ｗａ
ｒｄ（１９８９）　Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６、ＰＣＴ公開ＷＯ９０／０５
１４４Ａ１）および（ｖｉ）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は別個の遺伝子によってコードされてい
るが、これらは、ＶＬおよびＶＨ領域が対合して一価分子を形成している単一のタンパク
質鎖として、これらの作製を可能とする合成リンカーによって、組換え法を用いて連結す
ることが可能である（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られている。例えば、Ｂｉｒｄ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およびＨｕｓｔ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
５：５８７９－５８８３を参照）。このような一本鎖抗体も、抗体の「抗原結合部分」と
いう用語に包含されるものとする。ダイアボディなどの一本鎖抗体の他の形態も包含され
る。ダイアボディは、ＶＨおよびＶＬドメインが単一のポリペプチド鎖上に発現されてい
るが、同一鎖上にある２つのドメイン間での対合を可能とするには短すぎるリンカーを使
用することにより、両ドメインを別の鎖の相補的ドメインと対合するように強制し、２つ
の抗原結合部位を作出する二価の二特異的抗体である（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．
，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：６４
４４－６４４８；Ｐｏｌｊａｋ，Ｒ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ２：１１２１－１１２３を参照）。このような抗体結合部分は、本分野において公知で
ある（Ｋｏｎｔｅｒｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｄｕｂｅｌ　ｅｄｓ．，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎ
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（２００１）　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
．ｐ．７９０（ＩＳＢＮ　３－５４０－４１３５４－５）。さらに、一本鎖抗体も、相補
的軽鎖ポリペプチドと一緒に、抗原結合領域の対を形成する直列Ｆｖセグメントの対を含
む「直鎖抗体」（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）に含まれる（Ｚａｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９５）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７－１０６２；および米
国特許第５，６４１，８７０号）。
【００７２】
　本明細書を通じて、「多価結合タンパク質」という用語は、２つまたはそれ以上の抗原
結合部位を含む結合タンパク質を表すために使用される。一実施形態において、多価結合
タンパク質は、３つまたはそれ以上の抗原結合部位を有するように加工され、一般に、天
然に存在しない抗体である。「多重特異的結合タンパク質」という用語は、２つまたはそ
れ以上の関連する標的または無関係な標的に結合する結合タンパク質を表す。本発明の二
重可変ドメイン（ＤＶＤ）結合タンパク質は、２つまたはそれ以上の抗原結合部位を含み
、四価または多価結合タンパク質である。ＤＶＤは、単一特異的であり得（すなわち、１
つの抗原を結合する。）、または多重特異的（すなわち、２つまたはそれ以上の抗原を結
合することができる。）であり得る。２つの重鎖ＤＶＤポリペプチドおよび２つの軽鎖Ｄ
ＶＤポリペプチドを含むＤＶＤ結合タンパク質は、ＤＶＤＩｇと表される。ＤＶＤＩｇの
各半分は、重鎖ＤＶＤポリペプチドおよび軽鎖ＤＶＤポリペプチドおよび２つの抗原結合
部位を含む。各結合部位は、重鎖可変ドメインおよび軽鎖可変ドメインを含み、計６ＣＤ
Ｒが抗原結合部位当りの抗原結合に関与する。
【００７３】
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　本明細書に使用される「二特異的抗体」という用語は、クアドローマ技術（Ｍｉｌｓｔ
ｅｉｎ，Ｃ．ａｎｄ　Ｃｕｅｌｌｏ　Ａ．Ｃ．（１９８３）　Ｎａｔｕｒｅ　３０５（５
９３４）：ｐ．５３７－４０参照）によって、２つの異なるモノクローナル抗体の化学的
連結によって（Ｓｔａｅｒｚ，Ｕ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８５）　Ｎａｔｕｒｅ　３
１４（６０１２）：６２８－３１参照）、またはノブ・イントゥ・ホールもしくはＦｃ領
域中に変異を導入する類似のアプローチによって（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．
（１９９３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９０（１４）：６４４
４－６４４８参照）作製され、そのうち１つのみが機能的な二特異的抗体である複数の異
なる免疫グロブリン種をもたらす、完全長抗体を表す。分子機能によって、二特異的抗体
は、その２つの結合アーム（ＨＣ／ＬＣの１つの対）の１つの上に存在する１つの抗原（
またはエピトープ）を結合し、その第二のアーム（ＨＣ／ＬＣの異なる対）の上に存在す
る異なる抗原（またはエピトープ）を結合する。この定義によって、二特異的抗体は、（
特異性およびＣＤＲ配列の両者において）２つの異なる抗原結合アームを有し、それが結
合する各抗原に対して一価である。
【００７４】
　本明細書において使用される「二重特異的抗体」という用語は、その２つの結合アーム
（ＨＣ／ＬＣの対）の各々の中に存在する２つの異なる抗原（またはエピトープ）を結合
することが可能な完全長抗体を表す（ＰＣＴ公開ＷＯ０２／０２７７３参照）。従って、
二重特異的結合タンパク質は、同一の特異性と同一のＣＤＲ配列を有する２つの同一の抗
原結合アームを有し、これが結合する各抗原に対して二価である。
【００７５】
　結合タンパク質の「機能的抗原結合部位」とは、標的抗原を結合する部位である。抗原
結合部位の抗原結合親和性は、必ずしも、当該抗原結合部位が由来する親抗体と同程度に
強力であるとは限らないが、抗原を結合する能力は、抗原への抗体結合を評価するための
公知の様々な方法のいずれか１つを用いて測定可能でなければならない。さらに、本明細
書において、多価抗体の抗原結合部位の各々の抗原結合親和性は、定量的に同一である必
要はない。
【００７６】
　「サイトカイン」という用語は、１つの細胞集団によって放出され、細胞間媒介物質と
して別の細胞集団に対して作用するタンパク質に対する包括的用語である。このようなサ
イトカインの例は、リンホカイン、モノカインおよび伝統的なポリペプチドホルモンであ
る。サイトカインに含まれるのは、ヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニルヒト成長ホルモン
およびウシ成長ホルモンなどの成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュ
リン；プロインシュリン；リラキシン；プロリラキシン；卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、
甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）および黄体形成ホルモンなどの糖タンパク質ホルモン；肝
細胞成長因子；繊維芽細胞成長因子；プロラクチン；胎盤性ラクトゲン；腫瘍壊死因子－
αおよび－β；ミュラー管抑制物質；マウス性腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン
；アクチビン；血管内皮細胞成長因子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；Ｎ
ＧＦ－αなどの神経細胞成長因子；血小板成長因子；胎盤成長因子；ＴＧＦ－αおよびＴ
ＧＦ－βなどのトランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ）；インシュリン様成長因子－１
および－１１；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘導因子；インターフェロン－α、－β
および－γなどのインターフェロン；マクロファージ－ＣＳＦ（Ｍ－ＣＳＦ）などのコロ
ニー刺激因子（ＣＳＦ）；顆粒球マクロファージ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；および顆粒
球－ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）；ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ
－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１
３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、およびＩＬ－３３
などのインターロイキン（ＩＬ）；ＴＮＦ－αまたはＴＮＦ－βなどの腫瘍壊死因子；な
らびにＬＩＦおよびキットリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。本明細
書において使用される、サイトカインという用語には、天然源からまたは組換え細胞培養
から得られるタンパク質および固有配列のサイトカインの生物学的に活性な均等物が含ま
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れる。
【００７７】
　「リンカー」という用語は、ペプチド結合によって連結された２つまたはそれ以上のア
ミノ酸残基を含むポリペプチドを表し、１つまたは２つ以上の抗原結合部分を連結するた
めに使用される。このようなリンカーポリペプチドは、本分野において周知である（例え
ば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４８；Ｐｏｌｊａｋ，ＲＪ．，ｅｔ　ａｌ．
（１９９４）　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２：１１２１－１１２３参照）。典型的なリンカー
には、Ｘ１は、ＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲ（配列番号１）；ＡＫＴＴＰＫＬＥＥ
ＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号２）；ＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号３）；ＳＡＫＴＴＰＫ
ＬＧＧ（配列番号４）；ＳＡＫＴＴＰ（配列番号５）；ＲＡＤＡＡＰ（配列番号６）；Ｒ
ＡＤＡＡＰＴＶＳ（配列番号７）；ＲＡＤＡＡＡＡＧＧＰＧＳ（配列番号８）；ＲＡＤＡ
ＡＡＡ（Ｇ４Ｓ）４（配列番号９）；ＳＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号
１０）；ＡＤＡＡＰ（配列番号１１）；ＡＤＡＡＰＴＶＳＩＦＰＰ（配列番号１２）；Ｔ
ＶＡＡＰ（配列番号１３）；ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号１４）；ＱＰＫＡＡＰ
（配列番号１５）；ＱＰＫＡＡＰＳＶＴＬＦＰＰ（配列番号１６）；ＡＫＴＴＰＰ（配列
番号１７）；ＡＫＴＴＰＰＳＶＴＰＬＡＰ（配列番号１８）；ＡＫＴＴＡＰ（配列番号１
９）；ＡＫＴＴＡＰＳＶＹＰＬＡＰ（配列番号２０）；ＡＳＴＫＧＰ（配列番号２１）；
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２２）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列
番号２３）；ＧＥＮＫＶＥＹＡＰＡＬＭＡＬＳ（配列番号２４）；ＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫ
ＥＡＫＶＳ（配列番号２５）；ＧＨＥＡＡＡＶＭＱＶＱＹＰＡＳ（配列番号２６）；ＴＶ
ＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号２７）；およびＡＳＴＫＧＰ
ＳＶＦＰＬＡＰＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２８）が含まれるが、これらに限
定されない。
【００７８】
　「免疫グロブリン定常ドメイン」は、重鎖または軽鎖定常ドメインを表す。ヒトＩｇＧ
重鎖および軽鎖定常ドメインアミノ酸配列は、本分野において公知である。
【００７９】
　本明細書において使用される「モノクローナル抗体」または「ｍＡｂ」という用語は、
実質的に均一な抗体の集団から得られた抗体を表す。すなわち、該集団を構成する各抗体
は、僅かな量で存在する可能性がある天然に存在する変異を除いて同一である。モノクロ
ーナル抗体は、高度に特異的であり、単一の抗原に対して誘導される。さらに、異なる決
定基（エピトープ）に対して誘導された異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調
製物と異なり、各ｍＡｂは、抗原上の単一の決定基に対して誘導される。「モノクローナ
ル」という修飾語は、いずれかの特定の方法によって、抗体を生成することを要求するも
のと解釈すべきではない。
【００８０】
　本明細書において使用される「ヒト抗体」という用語は、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含むものとする。本発明のヒト抗
体は、例えば、ＣＤＲ、特にＣＤＲ３中に、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコ
ードされないアミノ酸残基（例えば、インビトロでのランダムな突然変異導入もしくは部
位特異的突然変異導入によって、またはインビボでの体細胞変異によって導入された変異
）を含み得る。しかしながら、本明細書において使用される「ヒト抗体」という用語は、
マウスなどの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
上に移植された抗体を含まないものとする。
【００８１】
　本明細書において使用される「組換えヒト抗体」という用語は、宿主細胞中に形質移入
された組換え発現ベクターを用いて発現された抗体（以下のＩＩ節Ｃでさらに記載されて
いる。）、組換えコンビナトリアルヒト抗体ライブラリーから単離された抗体（Ｈｏｏｇ
ｅｎｂｏｏｍ　Ｈ．Ｒ．，（１９９７）　ＴＩＢ　Ｔｅｃｈ．１５：６２－７０；Ａｚｚ
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ａｚｙ　Ｈ．，ａｎｄ　Ｈｉｇｈｓｍｉｔｈ　Ｗ．Ｅ．，（２００２）　Ｃｌｉｎ．Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．３５：４２５－４４５；Ｇａｖｉｌｏｎｄｏ　Ｊ．Ｖ．，ａｎｄ　Ｌａｒｒ
ｉｃｋ　Ｊ．Ｗ．（２００２）　ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２９：１２８－１４５；
Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　Ｈ．，ａｎｄ　Ｃｈａｍｅｓ　Ｐ．（２０００）　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｔｏｄａｙ　２１：３７１－３７８）、ヒト免疫グロブリン遺伝子に対して遺伝子導
入されている動物（例えば、マウス）から単離された抗体（Ｔａｙｌｏｒ，Ｌ．Ｄ．，ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：６２８７－６２９５；
Ｋｅｌｌｅｒｍａｎｎ　Ｓ－Ａ．，およびＧｒｅｅｎ　Ｌ．Ｌ．（２００２）　Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：５９３－５９７；Ｌｉｔ
ｔｌｅ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ（２０００）　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　２１：３６４－３
７０参照）またはヒト免疫グロブリン遺伝子配列の、他のＤＮＡ配列へのスプライシング
を含む他のいずれかの手段によって調製され、発現され、作製され、もしくは単離された
抗体など、組換え手段によって調製され、発現され、作製され、もしくは単離された全て
のヒト抗体を含むものとする。このような組換えヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリ
ン配列に由来する可変領域および定常領域を有する。しかしながら、ある種の実施形態に
おいて、このような組換えヒト抗体は、インビトロ突然変異導入（または、ヒトＩｇ配列
に対して遺伝子導入された動物が使用される場合には、インビボ体細胞突然変異導入）に
供され、従って、組換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列ＶＨ
およびＶＬ配列に由来し、これらの配列に関連しつつも、インビボで、ヒト抗体生殖系列
レパートリー内には、天然に存在しない場合があり得る配列である。
【００８２】
　「親和性成熟された」抗体とは、変化を有しない親抗体と比べて、抗体の１つまたは２
つ以上のＣＤＲ中に、抗原に対する抗体の親和性の改善をもたらす１つまたは２つ以上の
変化を有する抗体である。典型的な親和性成熟された抗体は、標的抗原に対してｎＭの親
和性を有し、またはｐＭの親和性さえ有する。親和性成熟された抗体は、本分野において
公知の操作によって生成される。「Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｂｉｄ／Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－７８３」は、ＶＨおよびＶＬドメインシャッフリン
グによる親和性成熟を記載している。ＣＤＲおよび／またはフレームワーク残基の無作為
な突然変異導入は、Ｂａｒｂａｓ，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　ＰｒｏｃＮａｔ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ，ＵＳＡ　９１：３８０９－３８１３；Ｓｃｈｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
５）　Ｇｅｎｅ　１６９：１４７－１５５；Ｙｅｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５：１９９４－２００４；Ｊａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９５）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４（７）：３３１０－９；およびＨａｗｋｉｎｓ　
ｅｔ　ａｌ（１９９２）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２６：８８９－８９６によって記載
されており、選択的な突然変異導入位置、接触または高頻度変異位置での、活性増強アミ
ノ酸残基による選択的変異は、米国特許第６，９１４，１２８号に記載されている。
【００８３】
　「キメラ抗体」という用語は、ヒト定常領域に連結されたマウス重鎖および軽鎖可変領
域を有する抗体など、ある種に由来する重鎖および軽鎖可変領域配列ならびに別の種に由
来する定常領域配列を含む抗体を表す。
【００８４】
　「ＣＤＲ移植された抗体」という用語は、マウスＣＤＲの１つまたは２つ以上（例えば
、ＣＤＲ３）がヒトＣＤＲ配列で置換されているマウス重鎖および軽鎖可変領域を有する
抗体など、ある種に由来する重鎖および軽鎖可変領域配列を含むが、ＶＨおよび／または
ＶＬのＣＤＲ領域の１つまたは２つ以上の配列が、別の種のＣＤＲ配列と置換されている
抗体を表す。
【００８５】
　「ヒト化抗体」という用語は、ヒト以外の種（例えば、マウス）由来の重鎖および軽鎖
可変領域配列を含むが、ＶＨおよび／またはＶＬ配列の少なくとも一部が、より「ヒト類
似に」、すなわち、ヒト生殖系列可変配列により類似するように改変された抗体を表す。
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ヒト化抗体の１つの種類は、ヒトＣＤＲ配列がヒト以外のＶＨおよびＶＬ配列中に導入さ
れて、対応する非ヒトＣＤＲ配列が置換されているＣＤＲ移植された抗体である。また、
「ヒト化抗体」は、目的の抗原に免疫特異的に結合し、およびヒト抗体のアミノ酸配列を
実質的に有するフレームワーク（ＦＲ）領域と非ヒト抗体のアミノ酸配列を実質的に有す
る相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む抗体またはその変種、誘導体、類縁体もしくは断片で
ある。本明細書において使用されるＣＤＲの文脈での「実質的に」という用語は、非ヒト
抗体ＣＤＲのアミノ酸配列と少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有す
るＣＤＲを表す。ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全てまたは実質的に全てが非ヒト免疫グロ
ブリン（すなわち、ドナー抗体）のものに対応し、およびフレームワーク領域の全てまた
は実質的に全てがヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のフレームワーク領域である、少
なくとも１つの、典型的には２つの可変ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、
ＦａｂＣ、Ｆｖ）の実質的に全てを含む。一実施形態において、ヒト化抗体は、免疫グロ
ブリン定常領域（典型的には、ヒト免疫グロブリンの定常領域）の少なくとも一部（Ｆｃ
）も含む。幾つかの実施形態において、ヒト化抗体は、軽鎖および重鎖の少なくとも可変
ドメインの両方を含有する。抗体は、重鎖のＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ
４領域も含み得る。幾つかの実施形態において、ヒト化抗体はヒト化軽鎖のみを含有する
。幾つかの実施形態において、ヒト化抗体はヒト化重鎖のみを含有する。特定の実施形態
において、ヒト化抗体は、軽鎖のヒト化可変ドメインおよび／またはヒト化重鎖のみを含
有する。
【００８６】
　「Ｋａｂａｔ番号」、「Ｋａｂａｔ定義」および「Ｋａｂａｔ標識」という用語は、本
明細書において、同じ意味で使用される。本分野において認知されているこれらの用語は
、抗体またはその抗原結合部分の重鎖および軽鎖可変領域中の他のアミノ酸残基に比べて
、より可変的な（すなわち、超可変的な）アミノ酸残基に付番するシステムを表す（Ｋａ
ｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９７１）　Ａｎｎ．ＮＹ　Ａｃａｄ，Ｓｃｉ．１９０：３８２
－３９１　ａｎｄ　，Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓ
ｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ
　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　ＮＯ．９
１－３２４２）。重鎖可変領域の場合、超可変領域は、ＣＤＲ１に対するアミノ酸位置３
１から３５、ＣＤＲ２に対するアミノ酸位置５０から６５およびＣＤＲ３に対するアミノ
酸位置９５から１０２にわたる。軽鎖可変領域の場合、超可変領域は、ＣＤＲ１に対する
アミノ酸位置２４から３４、ＣＤＲ２に対するアミノ酸位置５０から５６およびＣＤＲ３
に対するアミノ酸位置８９から９７にわたる。
【００８７】
　本明細書で使用される「ＣＤＲ」という用語は、抗体可変配列内の相補性決定領域を表
す。重鎖および軽鎖の各可変領域中には３つのＣＤＲが存在し、これらは、各可変領域に
対して、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と表記される。本明細書において使用される
「ＣＤＲセット」という用語は、抗原を結合する単一の可変領域中に存在する３つのＣＤ
Ｒの群を表す。これらのＣＤＲの正確な境界は、異なる系に従って、異なって定義されて
きた。Ｋａｂａｔによって記載された系（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍ
ｄ．（１９８７）　ａｎｄ（１９９１））は、抗体のいずれの可変領域に対しても適用可
能な明瞭な残基付番系を提供するのみならず、３つのＣＤＲを定義する正確な残基境界を
提供する。これらのＣＤＲは、ＫａｂａｔＣＤＲと称され得る。Ｃｈｏｔｈｉａおよび共
同研究者（Ｃｈｏｔｈｉａ　＆Ｌｅｓｋ（１９８７）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：
９０１－９１７およびＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｎａｔｕｒｅ　３４
２：８７７－８８３）は、ＫａｂａｔＣＤＲ内のある種の亜部分が、アミノ酸配列のレベ
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ルで大きな多様性を有するにも関わらず、ほぼ同一のペプチド骨格立体構造を採ることを
見出した。これらの亜部分は、Ｌ１、Ｌ２およびＬ３またはＨ１、Ｈ２およびＨ３（「Ｌ
」および「Ｈ」は、それぞれ、軽鎖および重鎖領域を表記する。）と表記される。これら
の領域は、ＣｈｏｔｈｉａＣＤＲと称される場合があり、これは、ＫａｂａｔＣＤＲと重
複する境界を有する。ＫａｂａｔＣＤＲと重複するＣＤＲを定義する他の境界が、Ｐａｄ
ｌａｎ（１９９５）　ＦＡＳＥＢ　Ｊ．９：１３３－１３９およびＭａｃＣａｌｌｕｍ（
１９９６）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６２（５）：７３２－４５によって記載されてい
る。さらに別のＣＤＲ境界定義が、本明細書の系の１つに厳格に従わない場合があり得る
が、それにも関わらず、ＫａｂａｔＣＤＲと重複するが、これらは、特定の残基または残
基の群またはＣＤＲ全体さえ、抗原結合に著しい影響を与えないという予測または実験的
な発見に照らして、短縮または延長され得る。本明細書に使用されている方法は、これら
の系のいずれかに従って定義されたＣＤＲを使用し得るが、ある種の実施形態は、Ｋａｂ
ａｔまたはＣｈｏｔｈｉａによって定義されたＣＤＲを使用する。
【００８８】
　本明細書で使用される「フレームワーク」または「フレームワーク配列」という用語は
、ＣＤＲを差し引いた可変領域の残りの配列を表す。ＣＤＲ配列の正確な定義は、異なる
系によって決定され得るので、フレームワーク配列の意義は、これに対応して、異なる解
釈に供せられる。６つのＣＤＲ（軽鎖のＣＤＲ－Ｌ１、－Ｌ２および－Ｌ３ならびに重鎖
のＣＤＲ－Ｈ１、－Ｈ２および－Ｈ３）は、軽鎖および重鎖上のフレームワーク領域も、
各鎖上の４つの亜領域（ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４）に分割し、ＣＤＲ１はＦ
Ｒ１とＦＲ２の間に位置し、ＣＤＲ２はＦＲ２とＦＲ３の間に、ＣＤＲ３はＦＲ３とＦＲ
４の間に位置する。他者によって表記されるように、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３またはＦＲ
４として特定の亜領域を特定せずに、フレームワーク領域は、天然に存在する単一の免疫
グロブリン鎖の可変領域内の組み合わされたＦＲを表す。本明細書において使用される、
１つのＦＲは、４つの亜領域の１つを表し、複数のＦＲは、フレームワーク領域を構成す
る４つの亜領域の２つまたはそれ以上を表す。
【００８９】
　本明細書において使用される「生殖系列抗体遺伝子」または「遺伝子断片」という用語
は、特定の免疫グロブリンの発現のために遺伝的再編成および変異をもたらす成熟プロセ
スを経ていない非リンパ系細胞によってコードされる免疫グロブリン配列を表す。（例え
ば、Ｓｈａｐｉｒｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
２２（３）：１８３－２００；Ｍａｒｃｈａｌｏｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）　Ａ
ｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．４８４：１３－３０参照）。本発明の様々な実施形態
によって提供される利点の１つは、生殖系列抗体遺伝子は、成熟した抗体遺伝子より、種
内の個体に特徴的な必須のアミノ酸配列構造を保存する傾向がより大きく、このため、そ
の種において治療的に使用された場合に、外来源に由来するものと認識される可能性がよ
り低いという認識から生じる。
【００９０】
　本明細書において使用される「中和」という用語は、結合タンパク質が抗原に特異的に
結合するときに、抗原の生物学的活性を減殺することを表す。一実施形態において、中和
結合タンパク質はサイトカインを結合し、少なくとも約２０％、４０％、６０％、８０％
、８５％またはそれ以上、その生物学的活性を低下させる。
【００９１】
　「活性」という用語は、２つまたはそれ以上の抗原に対するＤＶＤ－Ｉｇの結合特異性
および親和性などの活性を含む。
【００９２】
　「エピトープ」という用語には、免疫グロブリンまたはＴ細胞受容体に特異的に結合す
る、あらゆるポリペプチド決定基が含まれる。ある種の実施形態において、エピトープ決
定基は、アミノ酸、糖側鎖、ホスホリルまたはスルホニルなどの分子の化学的に活性な表
面基を含み、ある種の実施形態において、特異的な三次元構造的特徴および／または特異
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的な電荷特徴を有し得る。エピトープとは、抗体によって結合される抗原の領域である。
従って、エピトープは、特異的な結合パートナー上の相補部位と結合することが知られて
いる抗原（またはその断片）領域のアミノ酸残基からなる。抗原断片は、２個以上のエピ
トープを含み得る。ある種の実施形態において、抗体が、タンパク質および／または高分
子の複雑な混合物中で、その標的抗原を認識する場合に、抗体は抗原を特異的に結合する
と称される。抗体が交差競合すれば（一方が他方の結合または調節効果を妨げる。）、抗
体は、「同じエピトープに結合する」と称される。さらに、エピトープの構造的定義（重
複する、類似する、同一）は情報を与えるが、構造（結合）および機能的（調節、競合）
パラメータを包含するので、機能定義は、しばしば、より妥当である。
【００９３】
　本明細書において使用される「表面プラズモン共鳴」という用語は、例えば、ＢＩＡｃ
ｏｒｅ（Ｒ）システム（ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ，ａ　ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈ　ｃｏｍｐａｎｙ　Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ　ａｎｄ　Ｐｉｓｃａ
ｔａｗａｙ，ＮＪ）を用いて、バイオセンサーマトリックス内のタンパク質濃度の変化を
検出することによって、リアルタイムな生物特異的相互作用の分析を可能とする光学現象
を表す。さらなる記載については、Ｊｏｎｓｓｏｎ，Ｕ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ａ
ｎｎ．Ｂｉｏｌ．Ｃｌｉｎ．５１：１９－２６；Ｊｏｎｓｓｏｎ，Ｕ．，ｅｔ　ａｌ．（
１９９１）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１１：６２０－６２７；Ｊｏｈｎｓｓｏｎ，Ｂ
．，ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．８：１２５－１３１；
およびＪｏｈｎｎｓｏｎ，Ｂ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．
１９８：２６８－２７７を参照されたい。
【００９４】
　本明細書において使用される「Ｋｏｎ」という用語は、本分野において公知であるよう
に、例えば、抗体／抗原複合体を形成するための抗原への結合タンパク質（例えば、抗体
）の会合に対するオン速度定数を表すものとする。「Ｋｏｎ」は、本明細書において同じ
意味で使用される「会合速度定数」または「ｋａ」という用語によっても知られている。
標的抗原への抗体の結合速度または抗体と抗原間の複合体形成の速度を示すこの値は、以
下の式によっても示される。
　抗体（「Ａｂ」）＋抗原（「Ａｇ」）→Ａｂ－Ａｇ
【００９５】
　本明細書において使用される「Ｋｏｆｆ」という用語は、本分野において公知であるよ
うに、例えば、抗体／抗原複合体からの結合タンパク質（例えば、抗体）の解離に対する
オフ速度定数を表すものとする。「Ｋｏｆｆ」は、また、本明細書において互換的に用い
られている用語「解離速度定数」または「ｋｄ」によって知られている。この値は、以下
の式によって示されるように、抗体のその標的抗原からの解離速度または遊離の抗体およ
び抗原への経時的なＡｂ－Ａｇ複合体の分離を示す。
　Ａｂ＋Ａｇ←Ａｂ－Ａｇ
【００９６】
　「平衡解離定数」または「ＫＤ」という用語は、本明細書において交換可能に使用され
るように、平衡状態での滴定測定で得られた値または解離速度定数（ｋｏｆｆ）を会合速
度定数（ｋｏｎ）で割ることによって得られた値を表す。会合速度定数、解離速度定数お
よび平衡解離定数は、抗原への抗体の結合親和性を表すために使用される。会合および解
離速度定数を測定するための方法は、本分野において周知である。蛍光を基礎とする技術
を使用することによって、平衡状態での生理的緩衝液中の試料を調べるための高い感度お
よび能力が得られる。ＢＩＡｃｏｒｅ（Ｒ）（ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｎｔｅｒａ
ｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）アッセイなどの他の実験的アプローチおよび装置を使用
することができる（例えば、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ，ａ　
ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　ｃｏｍｐａｎｙ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎから入手
可能な装置）。さらに、Ｓａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ，Ｉｄ
ａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘＡ（Ｒ）　Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ａ
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ｓｓａｙ）アッセイも使用することができる。
【００９７】
　「標識」および「検出可能な標識」は、例えば、抗体および分析物などの特異的結合対
の要素間の反応を検出可能にするために、抗体または分析物などの特異的結合対に付着さ
れる部分を意味し、このようにして標識された特異的結合対（例えば、抗体または分析物
）は、「検出可能に標識された」と称される。従って、本明細書において使用される「標
識された結合タンパク質」という用語は、結合タンパク質の同定を与える取り込まれた標
識を有するタンパク質を表す。一実施形態において、標識は、視覚的または装置的手段（
例えば、放射性標識されたアミノ酸の取り込み、または印を付けたアビジン（例えば、光
学的方法または比色分析法によって検出することができる、蛍光マーカーまたは酵素活性
を含有するストレプトアビジン）によって検出することができるビオチン部分のポリペプ
チドへの付着）によって検出可能なシグナルを生成することができる検出可能なマーカー
である。ポリペプチド用の標識の例には、以下の放射性同位体または放射性核種（例えば
、３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１７７

Ｌｕ、１６６Ｈｏまたは１５３Ｓｍ）；発色原；蛍光標識（例えば、ＦＩＴＣ、ローダミ
ン、およびランタニドリン光体）；酵素的標識（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、
ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ）；化学発光マーカー；ビオチニル基、二次レ
ポーターによって認識される所定のポリペプチドエピトープ（例えば、ロイシンジッパー
対配列、二次抗体に対する結合部位、金属結合ドメイン、およびエピトープタグ）；およ
びガドリニウムキレートなどの磁気因子が含まれるが、これらに限定されない。イムノア
ッセイのために一般的に使用される標識の代表例には、光を生成する部分（例えばアクリ
ジニウム化合物）および蛍光を生成する部分（例えば、フルオレセイン）が含まれる。他
の標識が、本明細書に記載されている。これに関して、部分そのものは検出可能に標識さ
れなくてもよいが、さらに別の部分との反応に際して、検出可能となり得る。「検出可能
に標識された」という使用は、検出可能な標識の後者の種類を包含するものとする。
【００９８】
　「連結体」という用語は、第二の化学部分（治療剤または細胞毒性剤など）に化学的に
連結された抗体などの結合タンパク質を表す。本明細書において、「因子」という用語は
、化学的化合物、化学的化合物の混合物、生物学的高分子または生物学的物質から作製さ
れた抽出物を表記するために使用される。一実施形態において、治療剤または細胞毒性因
子には、百日咳毒素、タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム
、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチ
ン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、
ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン
、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロールおよ
びピューロマイシンならびにこれらの類縁体または相同体が含まれるが、これらに限定さ
れるものではない。イムノアッセイの文脈において使用される場合、連結体抗体は検出抗
体として使用される検出可能に標識された抗体である。
【００９９】
　本明細書において使用される「結晶」および「結晶化された」という用語は、結晶の形
態で存在する結合タンパク質（例えば、抗体）またはその抗原結合部分を表す。結晶は、
物質の固体状態の一形態であり、これは、非晶質の固体状態または液体の結晶状態などの
他の形態とは異なる。結晶は、原子、イオン、分子（例えば、抗体などのタンパク質）ま
たは分子集合体（例えば、抗原／抗体複合体）の規則的な反復する三次元配列から構成さ
れる。これらの三次元配列は、本分野においてよく理解されている特異的な数学的関係に
従って整列されている。結晶中で反復されている基礎的単位または構築ブロックは、非対
称単位と呼ばれる。所定の十分に確定された結晶的対称性に合致する配置での非対称単位
の反復は、結晶の「単位格子」を与える。３つの次元全てでの規則的な転換による単位格
子の反復は、結晶を与える。「Ｇｉｅｇｅ，Ｒ．ａｎｄ　Ｄｕｃｒｕｉｘ，Ａ．Ｂａｒｒ
ｅｔｔ，Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ａｎｄ
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　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，２ｎｄ　ｅａ．，ｐ
ｐ．２０１－１６，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９９９）」を参照されたい。
【０１００】
　「ポリヌクレオチド」という用語は、２つまたはそれ以上のヌクレオチド（リボヌクレ
オチドもしくはデオキシヌクレオチドのいずれかまたはヌクレオチドのいずれかのタイプ
の修飾された形態）のポリマー形態を意味する。本用語は、ＤＮＡの一本鎖および二本鎖
形態を含む。
【０１０１】
　「単離されたポリペプチド」という用語は、（例えば、ゲノム、ｃＤＮＡもしくは合成
起源またはこれらの幾つかの組み合わせの）ポリヌクレオチドを意味するものとし、その
起源のために、「単離されたポリヌクレオチド」は、「単離されたポリヌクレオチド」が
本来一緒に見出されるポリヌクレオチドの全部または一部を伴っていない、本来連結され
ていないポリヌクレオチドに作用可能に連結されている、またはより大きな配列の一部と
して本来存在しない、ことを意味する。
【０１０２】
　「ベクター」という用語は、核酸分子に連結されている別の核酸を輸送することができ
る該核酸分子を表すものとする。ベクターの１つの種類は「プラスミド」であり、これは
、その中にさらなるＤＮＡセグメントを連結し得る環状二本鎖ＤＮＡループを表す。ベク
ターの別の種類はウイルスベクターであり、ここで、追加のＤＮＡセグメントはウイルス
ゲノム中に連結され得る。ある種のベクターは、当該ベクターがその中に導入された宿主
細胞中で自律的複製を行うことができる（例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクター
およびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベ
クター）は、宿主細胞中へ導入された際に、宿主細胞のゲノム中に組み込まれることが可
能であり、これにより、宿主ゲノムとともに複製される。さらに、ある種のベクターは、
それらが作用可能に連結されている遺伝子の発現を誘導することが可能である。このよう
なベクターは、本明細書において、「組換え発現ベクター」（または単に、「発現ベクタ
ー」）と称される。一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしば
、プラスミドの形態である。プラスミドは、最も一般的に使用されるベクターの形態であ
るので、本明細書において、「プラスミド」および「ベクター」は同じ意味で使用され得
る。しかしながら、本発明は、均等な機能を果たす、ウイルスベクターなどの（例えば、
複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）発現ベクターのよ
うな他の形態を含むものとする。
【０１０３】
　「作用可能に連結された」という用語は、記載された成分がそれらを所期の様式で機能
させることができる関係にある併置を表す。コード配列に対して「作用可能に連結された
」制御配列は、制御配列と適合的な条件下で、コード配列の発現が達成されるように連結
されている。「作用可能に連結された」配列は、目的の遺伝子と連続する発現調節配列お
よび目的の遺伝子を調節するように、トランス状態でまたは離れて作用する発現調節配列
の両方を含む。本明細書において使用される「発現調節配列」という用語は、連結されて
いるコード配列の発現およびプロセッシングに影響を与えるために必要であるポリヌクレ
オチド配列を表す。発現調節配列には、適切な転写開始、終結、プロモーターおよびエン
ハンサー配列；スプライシングおよびポリアデニル化シグナルなどの効率的なＲＮＡプロ
セッシングシグナル；細胞質ｍＲＮＡを安定化させる配列；翻訳効率を増強する配列（す
なわち、Ｋｏｚａｋコンセンサス配列）；タンパク質の安定性を増強する配列；および所
望であれば、タンパク質分泌を増強させる配列が含まれる。このような調節配列の性質は
、宿主生物に応じて異なる。原核生物では、このような調節配列は、一般に、プロモータ
ー、リボソーム結合部位および転写終結配列を含む。真核生物では、一般に、このような
調節配列には、プロモーターおよび転写終結配列が含まれ得る。「調節配列」という用語
は、その存在が発現およびプロセッシングに不可欠である成分を含むものとし、その存在
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が有利である追加の成分、例えば、リーダー配列および融合対配列も含むことが可能であ
る。
【０１０４】
　「形質転換」とは、外来ＤＮＡが宿主細胞に入る全てのプロセスを表す。形質転換は、
本分野で周知の様々な方法を用いて、自然の条件または人工の条件下で起こり得る。形質
転換は、原核または真核宿主細胞中へ外来核酸配列を挿入するためのいずれかの公知の方
法に依拠し得る。本方法は、形質転換されている宿主細胞に基づいて選択され、ウイルス
感染、電気穿孔、リポフェションおよび粒子照射を含み得るが、これらに限定されない。
このような「形質転換された」細胞には、挿入されたＤＮＡが、自律的に複製するプラス
ミドとして、または宿主染色体の一部として、その中で複製することできる安定に形質転
換された細胞が含まれる。これらには、挿入されたＤＮＡまたはＲＮＡを、限られた時間
にわたって一過性に発現する細胞も含まれる。
【０１０５】
　「組換え宿主細胞」（または単に、「宿主細胞」）という用語は、外来ＤＮＡがその中
に導入されている細胞を表すものとする。一実施形態において、宿主細胞は、例えば、米
国特許第７，２６２，０２８号に記載されている宿主細胞のように、抗体をコードする２
つまたはそれ以上の（例えば、複数の）核酸を含む。このような用語は、当該細胞を表す
のみならず、このような細胞の子孫も表すものとする。突然変異または環境的な影響のた
めに、後続の世代中にある種の修飾が生じ得るので、このような子孫は、実際には親細胞
と同一でないことがあり得るが、本明細書において使用される「宿主細胞」という用語の
範囲になお含まれる。一実施形態において、宿主細胞には、生物のいずれかの界から選択
される原核および真核細胞が含まれる。別の実施形態において、真核細胞には、原生生物
、真菌、植物および動物細胞が含まれる。別の実施形態において、宿主細胞には、原核細
胞株イー・コリ；哺乳動物細胞株ＣＨＯ、ＨＥＫ２９３、ＣＯＳ、ＮＳ０、ＳＰ２および
ＰＥＲ．Ｃ６；昆虫細胞株Ｓｆ９および真菌細胞サッカロミセス・セレビシアエが含まれ
るが、これらに限定されるものではない。
【０１０６】
　組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成および組織培養および形質転換（例えば、電気
穿孔、リポフェクション）に対しては標準的な技術が使用され得る。酵素反応および精製
技術は、製造業者の仕様に従って、または本分野で一般的に遂行されているように、また
は本明細書に記載されているように、実施され得る。一般に、先述の技術および操作は、
本分野で周知の慣用的な方法に従い、ならびに本明細書を通じて引用および論述されてい
る様々な一般的参考文献およびより具体的な参考文献中に記載されているように、実施し
得る。例えば、「Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．）」を参照されたい。
【０１０７】
　本分野において公知である「トランスジェニック生物」とは、導入遺伝子を含有する細
胞を有する生物を表し、生物中に導入された導入遺伝子（または生物の子孫）は、生物中
に自然に発現されていないポリペプチドを発現する。「導入遺伝子」とは、細胞のゲノム
中に安定におよび作用可能に組み込まれているＤＮＡ構築物であり、この細胞からトラン
スジェニック生物が発達し、トランスジェニック生物の１つまたは２つ以上の細胞種また
は組織中で、コードされた遺伝子産物の発現を誘導する。
【０１０８】
　「制御する」または「調節する」という用語は同じ意味で使用され、本明細書において
使用される場合、目的の分子の活性（例えば、サイトカインの生物学的活性）の変化また
は変更を表す。調節は、目的の分子の一定の活性または機能の規模の増加または減少であ
り得る。分子の典型的な活性および機能には、結合特性、酵素活性、細胞受容体活性化お
よびシグナル伝達が含まれるが、これらに限定されない。



(51) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

【０１０９】
　これに対応して、「調節物質」という用語は、目的の分子の活性または機能（例えば、
サイトカインの生物学的活性）を変化または変更させることが可能な化合物である。例え
ば、調節物質は、調節物質の不存在下で観察される活性または機能の規模と比べて、分子
のある種の活性または機能の規模の増加または減少を引き起こし得る。ある種の実施形態
において、調節物質は、分子の少なくとも１つの活性または機能の規模を減少させる阻害
剤である。典型的な阻害剤には、タンパク質、ペプチド、抗体、ペプチバディ、炭水化物
または小有機分子が含まれるが、これらに限定されるものではない。ペプチバディは、例
えば、ＷＯ０１／８３５２５に記載されている。
【０１１０】
　「アゴニスト」という用語は、目的分子と接触したときに、アゴニストの不存在下で観
察される活性または機能の規模と比べて、分子のある種の活性または機能の規模の増加を
引き起こす調節物質を表す。興味深い具体的なアゴニストには、ポリペプチド、核酸、炭
水化物および抗原に結合する他の全ての分子が含まれ得るが、これらに限定されるもので
はない。
【０１１１】
　「アンタゴニスト」または「阻害剤」という用語は、目的分子と接触したときに、アン
タゴニストの不存在下で観察される活性または機能の規模と比べて、分子のある種の活性
または機能の規模の減少を引き起こす調節物質を表す。興味深い具体的なアンタゴニスト
には、抗原の生物学的または免疫学的活性を遮断または調節するアンタゴニストが含まれ
る。抗原のアンタゴニストおよび阻害剤には、タンパク質、核酸、炭水化物または抗原に
結合する他の全ての分子が含まれ得るが、これらに限定されるものではない。
【０１１２】
　本明細書において使用される「有効量」という用語は、疾患もしくはその１つもしくは
それ以上の症候の重度および／または持続時間を低下もしくは軽減し、疾患の進行を阻害
もしくは抑制し、疾患の退行を引き起こし、疾患に伴う１つもしくはそれ以上の症候の再
発、発達、発症もしくは進行を阻害もしくは予防し、疾患を検出し、または別の療法（例
えば、予防または治療剤）の予防的または治療的効果を増強もしくは改善するのに十分で
ある療法の量を表す。
【０１１３】
　「患者」および「対象」は、霊長類（例えば、ヒト、サルおよびチンパンジー）、非霊
長類（例えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、
モルモット、ネコ、イヌ、ラット、マウス、およびクジラ）などの哺乳動物、鳥（例えば
、アヒルまたはガチョウ）およびサメなどの動物を表すために本明細書において同じ意味
で使用され得る。好ましくは、患者または対象は、疾病、疾患もしくは症状に関して治療
されているもしくは評価されているヒト、疾病、疾患もしくは症状に対してリスクを有す
るヒト、疾病、疾患もしくは症状を有するヒトおよび／または疾病、疾患もしくは症状に
対して治療されているヒトなどのヒトである。
【０１１４】
　本明細書で使用される「試料」という用語は、その最も広義で使用される。本明細書に
おいて使用される「生物学的試料」は、生物または生物であったものから得られた物質の
いずれかの量を含むが、これらに限定されない。このような生物には、ヒト、マウス、ラ
ット、サル、イヌ、ウサギおよびその他の動物が含まれるが、これらに限定されない。こ
のような物質には、血液（例えば、全血）、血漿、血清、尿、羊水、滑液、内皮細胞、白
血球、単球、他の細胞、臓器、組織、骨髄、リンパ節および脾臓が含まれるが、これらに
限定されない。
【０１１５】
　「成分」、「複数の成分」および「少なくとも１つの成分」は、本明細書に記載されて
いる方法および本分野において公知の他の方法に従って、患者の尿、血清または血漿試料
などの検査試料のアッセイのために、キット中に含めることができる、捕捉抗体、検出ま
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たは連結体抗体、対照、検量物質、一連の検量物質、感度パネル、容器、緩衝液、希釈液
、塩、酵素、酵素に対する補因子、検出試薬、前処理試薬／溶液、基質（例えば、溶液と
して）、停止溶液などを全般的に表す。従って、本開示の文脈において、「少なくとも１
つの成分」、「成分」および「複数の成分」は、抗分析物（例えば、抗ポリペプチド）抗
体への結合などによって、固体支持体上に場合によって固定化された、ポリペプチドなど
の分析物を含む組成物などの、ポリペプチドまたは上記他の分析物を含むことができる。
幾つかの成分は、アッセイにおいて使用するために、溶液中に入れまたは再構成するため
に凍結乾燥され得る。
【０１１６】
　「対照」は、分析物を含まない（「陰性対照」）または分析物を含む（「陽性対照」）
ことが知られた組成物を表す。陽性対照は、分析物の既知濃度を含み得る。「対照」、「
陽性対照」および「検量物質」は、分析物の既知濃度を含む組成物を表すために、本明細
書において同じ意味で使用され得る。「陽性対照」は、アッセイ性能特性を確立するため
に使用することができ、試薬（例えば、分析物）の完全性の有用な指標である。
【０１１７】
　「所定のカットオフ」および「所定のレベル」は、アッセイ結果を所定のカットオフ／
レベルに対して比較することによって、診断／予後／治療の有効性結果を評価するために
使用されるアッセイカットオフ値を全般的に表し、所定のカットオフ／レベルは、様々な
臨床的パラメータ（例えば、疾病の重度、進行／非進行／改善など）と既に連関または関
連付けられている。本開示は、典型的な所定のレベルを提供し得るが、カットオフ値は、
イムノアッセイの性質（例えば、使用される抗体など）に応じて変動し得ることが周知で
ある。さらに、この開示を基礎として、他のイムノアッセイに対するイムノアッセイ特異
的カットオフ値を得るために、他のイムノアッセイに対して本明細書の開示を適宜に改変
することは、当業者の通常の技術水準に十分属する。所定のカットオフ／レベルの正確な
値はアッセイ間で変動し得るが、（相関があれば）本明細書に記載されている相関が一般
に適用可能なはずである。
【０１１８】
　本明細書に記載されている診断アッセイにおいて使用される「前処理試薬」、例えば、
溶解、沈殿および／または可溶化試薬は、検査試料中に存在するあらゆる細胞を溶解しお
よび／またはあらゆる分析物を可溶化する試薬である。本明細書中にさらに記載されてい
るように、前処理は全ての試料に対して必要なわけではない。とりわけ、分析物（例えば
、目的のポリペプチド）を可溶化することには、試料中に存在するあらゆる内在性結合タ
ンパク質からの分析物の放出を伴い得る。前処理試薬は、均質（分離工程を必要としない
。）または不均質（分離工程を必要とする。）であり得る。不均質な前処理試薬を用いる
場合、アッセイの次の工程に進む前に、検査試料からの沈殿したあらゆる分析物結合タン
パク質の除去が存在する。
【０１１９】
　本明細書に記載されているイムノアッセイおよびキットの文脈における「品質管理試薬
」には、検量物質、対照および感度パネルが含まれるが、これらに限定されない。「検量
物質」または「標準」は、分析物（抗体または分析物など）の濃度を内挿するための検量
（標準）曲線を確立するために、通例使用される（例えば、１つまたは２つ以上、複数な
ど）。あるいは、所定の陽性／陰性カットオフ値に近い単一の検量物質を使用することが
できる。「感度パネル」を構成するために、複数の検量物質（すなわち、２以上の検量物
質または検量物質の変動する量）を組み合わせて使用することができる。
【０１２０】
　「リスク」は、現在または将来のいずれかの時点で、ある事象が起こる可能性または確
率を表す。「リスク階層化」は、医師が、特定の疾病、疾患または症状を発症する低、中
、高または最高のリスクへ患者を分類することを可能にする既知の臨床的リスク因子の列
を表す。
【０１２１】
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　特異的な結合対（例えば、抗原（またはその断片）と抗体（または抗原的に反応性のそ
の断片）の要素間での相互作用の文脈における「特異的」および「特異性」は、相互作用
の選択的な反応性を表す。「に特異的に結合する」という用語および類似の用語は、分析
物（またはその断片）に特異的に結合し、他の物体には特異的に結合しない抗体（または
抗原的に反応性のその断片）の能力を表す。
【０１２２】
　「特異的な結合パートナー」は、特異的結合対の要素である。特異的結合対は、化学的
または物理的な手段を通じて互いに特異的に結合する２つの異なる分子を含む。従って、
一般的なイムノアッセイの抗原および抗体特異的結合対の他に、他の特異的結合対には、
ビオチンとアビジン（またはストレプトアビジン）、炭水化物とレクチン、相補的ヌクレ
オチド配列、エフェクターと受容体分子、補因子と酵素、酵素阻害剤と酵素などが含まれ
得る。さらに、特異的結合対には、元の特異的結合要素の類縁体である要素（例えば、分
析物類縁体）が含まれ得る。免疫反応性特異的結合要素には、単離されたかまたは組換え
的に生成されたかを問わず、抗原、抗原断片および抗体（モノクローナルおよびポリクロ
ーナル抗体を含む。）ならびにこれらの複合体、断片および変種（変種の断片を含む。）
が含まれる。
【０１２３】
　本明細書において使用される「変種」は、アミノ酸の付加（例えば、挿入）、欠失また
は保存的置換によってアミノ酸配列中の所定のポリペプチド（例えば、ＩＬ－１８、ＢＮ
Ｐ、ＮＧＡＬまたはＨＩＶポリペプチドまたは抗ポリペプチド抗体）と異なるが、所定の
ポリペプチドの生物学的活性を保持する（例えば、変種ＩＬ－１８は、ＩＬ－１８への結
合に関して、抗ＩＬ－１８抗体と競合し得る。）ポリペプチドを意味する。アミノ酸の保
存的置換（すなわち、アミノ酸を類似の特性（例えば、親水性ならびに帯電した領域の程
度および分布）の異なるアミノ酸で置換すること）は、本分野において、通例僅かな変化
を伴うものと認識されている。これらの僅かな変化は、本分野において理解されているよ
うに、アミノ酸のハイドロパチー指数を検討することによって、一部同定することができ
る（例えば、Ｋｙｔｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１
０５－１３２）参照）。アミノ酸のハイドロパチー指数は、アミノ酸の疎水性と電荷の検
討に基づいている。類似のハイドロパチー指数のアミノ酸は置換すること可能であり、な
おタンパク質機能を保持し得ることが本分野において知られている。一態様において、±
２のハイドロパチー指数を有するアミノ酸が置換される。アミノ酸の親水性も、生物学的
機能を保持するタンパク質をもたらす置換を明らかにするために使用することができる。
ペプチドに関してアミノ酸の親水性を検討することによって、そのペプチドの最大局所平
均親水性（抗原性および免疫原性とよく相関すると報告されている有用な指標（例えば、
米国特許第４，５５４，１０１号を参照）の計算が可能となる。類似の親水性値を有する
アミノ酸の置換は、本分野において理解されているように、生物学的活性、例えば、免疫
原性を保持するペプチドをもたらし得る。一態様において、互いの±２内の親水性値を有
するアミノ酸を用いて置換が行われる。アミノ酸の疎水性指数および親水性値はいずれも
、そのアミノ酸の特定の側鎖によって影響を受ける。その観察と合致して、生物学的機能
と適合するアミノ酸置換は、疎水性、親水性、電荷、サイズおよび他の特性によって明ら
かとされるように、アミノ酸（特に、アミノ酸の側鎖）の相対的類似性に依存すると理解
されている。「変種」は、タンパク分解、リン酸化または他の翻訳後修飾などによって異
なってプロセッシングされているが、その生物学的活性または抗原反応性（例えば、ＩＬ
－１８への結合能）をなお保持するポリペプチドまたはその断片を記載するためにも使用
することができる。文脈上反対の記載がなければ、本明細書における「変種」の使用は、
変種の断片を包含するものとする。
【０１２４】
　Ｉ．ＤＶＤ結合タンパク質の作製
　本発明は、１つまたは２つ以上の標的を結合する二重可変ドメイン結合タンパク質およ
びこれを作製する方法に関する。一実施形態において、結合タンパク質はポリペプチド鎖
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を含み、前記ポリペプチド鎖はＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は
第一の可変ドメインであり、ＶＤ２は第二の可変ドメインであり、Ｃは定常ドメインであ
り、Ｘ１はアミノ酸またはポリペプチドを表し、Ｘ２はＦｃ領域を表し、およびｎは０ま
たは１である。）を含む。本発明の結合タンパク質は、様々な技術を用いて作製すること
が可能である。本発明は、発現ベクター、宿主細胞および結合タンパク質を作製する方法
を提供する。
【０１２５】
　Ａ．親モノクローナル抗体の作製
　ＤＶＤ結合タンパク質の可変ドメインは、目的の抗原を結合するポリクローナルおよび
モノクローナル抗体など、親抗体から取得することが可能である。これらの抗体は、天然
に存在し得、または組換え技術によって作製され得る。
【０１２６】
　ｍＡｂは、ハイブリドーマ、組換えおよびファージディスプレイ技術またはこれらの組
み合わせの使用など、本分野で公知の多様な技術を用いて調製することが可能である。例
えば、ｍＡｂは、本分野において公知であり、例えば、「Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８８）　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ
．）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ．（１９８１）　ｉｎ：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６３－６８
１（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．）」に教示されているものなど、ハイブリドーマ技術を
用いて作製することが可能である。本明細書において使用される「モノクローナル抗体」
という用語は、ハイブリドーマ技術を通じて生成された抗体に限定されない。「モノクロ
ーナル抗体」という用語は、あらゆる真核、原核またはファージクローンなど、単一のク
ローンに由来する抗体を表し、それが生成される方法によらない。ハイブリドーマは、以
下の実施例１に論述されているように、選択され、クローニングされ、頑強なハイブリド
ーマ増殖、高い抗体生成および所望の抗体特性など、所望の特性についてさらにスクリー
ニングされる。ハイブリドーマは、培養され、同系の動物中において、免疫系を欠く動物
（例えば、ヌードマウス）中においてインビボで増殖されまたはインビトロでの細胞培養
で増殖され得る。ハイブリドーマを選択し、クローニングし、増殖させる方法は、当業者
に周知である。特定の実施形態において、ハイブリドーマはマウスハイブリドーマである
。別の実施形態において、ハイブリドーマは、ラット、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシまたは
ウマなど、非ヒト非マウス種の中で生成され得る。別の実施形態において、ハイブリドー
マは、ヒト非分泌性骨髄腫が、特異的抗原を結合する抗体を発現するヒト細胞と融合され
ているヒトハイブリドーマである。
【０１２７】
　また、組換えｍＡｂは、米国特許第５，６２７，０５２号、ＰＣＴ公開ＷＯ９２／０２
５５１およびＢａｂｃｏｃｋ，Ｊ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：７８４３－７８４８に記載されているように、選択
リンパ球抗体法（ＳＬＡＭ；ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　ｍｅｔｈｏｄ）として本分野で呼ばれている手法を用いて、単一の単離されたリンパ
球からも作製される。この方法では、目的の抗体を分泌する単一細胞、例えば、免疫され
た動物に由来するリンパ球が同定され、重鎖および軽鎖可変領域ｃＤＮＡが、逆転写酵素
－ＰＣＲによって細胞から救出される。これらの可変領域は、次いで、ＣＯＳまたはＣＨ
Ｏ細胞などの哺乳動物宿主細胞中で、適切な免疫グロブリン定常領域（例えば、ヒト定常
領域）に関連して発現することが可能である。増幅された免疫グロブリン配列で形質移入
され、インビボで選択されたリンパ球に由来する宿主細胞は、次いで、例えば、目的の抗
原に対する抗体を発現する細胞を単離するために、形質移入された細胞をパニングするこ
とによって、インビトロで、さらに分析および選択を行うことが可能である。増幅された
免疫グロブリン配列は、さらに、ＰＣＴ公開ＷＯ９７／２９１３１およびＰＣＴ公開ＷＯ
００／５６７７２に記載されているものなど、インビトロでのアフィニティー成熟法によ



(55) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

るなど、インビトロで操作することが可能である。
【０１２８】
　モノクローナル抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座の幾つかまたは全てを含む非ヒト
動物を目的の抗原で免疫することによっても生成される。一実施形態において、非ヒト動
物は、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥトランスジェニックマウス（ヒト免疫グロブリン遺伝子座の巨
大断片を含み、マウス抗体生成を欠失している改変されたマウス系統）である。例えば、
Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　７：１３－
２１ならびに米国特許第５，９１６，７７１号、米国特許第５，９３９，５９８号、米国
特許第５，９８５，６１５号、米国特許第５，９９８，２０９号、米国特許第６，０７５
，１８１号、米国特許第６，０９１，００１号、米国特許第６，１１４，５９８号および
米国特許第６，１３０，３６４号を参照されたい。ＰＣＴ公開ＷＯ９１／１０７４１、Ｗ
Ｏ９４／０２６０２、ＷＯ９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５、ＷＯ９８／１６６
５４、ＷＯ９８／２４８９３、ＷＯ９８／５０４３３、ＷＯ９９／４５０３１、ＷＯ９９
／５３０４９、ＷＯ００／０９５６０およびＷＯ００／０３７５０４も参照されたい。Ｘ
ＥＮＯＭＯＵＳＥトランスジェニックマウスは、完全なヒト抗体の成人様ヒトレパートリ
ーを生成し、抗原特異的ヒトモノクローナル抗体を生成する。ＸＥＮＯＭＯＵＳＥトラン
スジェニックマウスは、ヒト重鎖遺伝子座およびｘ軽鎖遺伝子座のメガ塩基サイズの生殖
系列配置ＹＡＣ断片の導入を通じて、ヒト抗体レパートリーの約８０％を含有する。Ｍｅ
ｎｄｅｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５：１４６
－１５６；Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ（１９９８）　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅ
ｄ．１８８：４８３－４９５を参照されたい。
【０１２９】
　親抗体を作製するために、インビトロ法も使用することが可能であり、抗体ライブラリ
ーは、所望の結合特異性を有する抗体を同定するためにスクリーニングされる。組換え抗
体ライブラリーのこのようなスクリーニングの方法は、本分野において周知であり、例え
ば、Ｌａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第５，２２３，４０９号；ＰＣＴ公開ＷＯ９２
／１８６１９；ＷＯ９１／１７２７１；ＷＯ９２／２０７９１；ＷＯ９２／１５６７９；
ＷＯ９３／０１２８８；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／０９６９０およびＷＯ９７／
２９１３１；Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９
：１３７０－１３７２；Ｈａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　
Ｈｙｈｒｉｄｏｍａｓ　３：８１－８５；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４６：１２７５－１２８１；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
０）　Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　ａｌ（１９
９３）ＥＭＢＯ　Ｊ　１２：７２５－７３４；Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２
）　Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２２６：８８９－８９６；Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９１）　Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８；Ｇｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９２）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８９：３５７６－３５８０；Ｇａｒｒ
ａｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７３－１３
７７；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ
．１９：４１３３－４１３７；ａｎｄ　Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８８：７９７８－７９８２、および米国特許公開第
２００３／０１８６３７４号に記載されている方法が含まれる。
【０１３０】
　本発明の親抗体は、本分野で公知の様々なファージディスプレイ法を用いて作製するこ
とも可能である。ファージディスプレイ法では、機能的抗体ドメインは、これらをコード
しているポリヌクレオチド配列を担持するファージ粒子の表面上にディスプレイされる。
特に、このようなファージは、レパートリーまたはコンビナトリアル抗体ライブラリー（
例えば、ヒトまたはマウス）から発現される抗原結合ドメインをディスプレイするために
使用することが可能である。目的の抗原を結合する抗原結合ドメインを発現するファージ
は、抗原を用いて、例えば、標識された抗原または固体表面もしくはビーズに結合もしく
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は捕捉された抗原を用いて、選択または同定することが可能である。これらの方法で使用
されるファージは、典型的には、ファージ遺伝子ＩＩＩまたは遺伝子ＶＩＩＩタンパク質
のいずれかに組換え的に融合されたＦａｂ、Ｆｖまたはジスルフィドで安定化されたＦｖ
抗体ドメインとともにファージから発現されたｆｄおよびＭ１３結合ドメインを含む糸状
ファージである。本発明の抗体を作製するために使用することが可能なファージディスプ
レイ法の例には、「Ｂｒｉｎｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８２：４１－５０；Ａｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８４：１７７－１８６；Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：９５２－９５８；Ｐ
ｅｒｓｉｃ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｇｅｎｅ　１８７　９－１８；Ｂｕｒｔｏｎ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．５７：１９１－
２８０；ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４；ＰＣＴ国際公開ＷＯ９０／０２８０
９；ＷＯ９１／１０７３７；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／１８６１９；ＷＯ９３／
１１２３６；ＷＯ９５／１５９８２；およびＷＯ９５／２０４０１；ならびに米国特許第
５，６９８，４２６号；米国特許第５，２２３，４０９号；米国特許第５，４０３，４８
４号；米国特許第５，５８０，７１７号；米国特許第５，４２７，９０８号；米国特許第
５，７５０，７５３号；米国特許第５，８２１，０４７号；米国特許第５，５７１，６９
８号；米国特許第５，４２７，９０８号；米国特許第５，５１６，６３７号；米国特許第
５，７８０，２２５号；米国特許第５，６５８，７２７号；米国特許第５，７３３，７４
３号および米国特許第５，９６９，１０８号」に開示されているものが含まれる。
【０１３１】
　本明細書中の参考文献に記載されているように、ファージ選択後、ヒト抗体または他の
所望される全ての抗原結合断片を含む完全な抗体を作製するために、ファージから得た抗
体コード領域を単離および使用し、例えば、以下に詳述されているように、哺乳動物細胞
、昆虫細胞、植物細胞、酵母および細菌など、あらゆる所望の宿主中で発現させることが
可能である。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９２／２２３２４；Ｍｕｌｌｉｎａｘ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９２）　ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ１２（６）：８６４－８６９；Ｓａｗａｉ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　ＡＪＲＩ　３４：２６－３４；およびＢｅｔｔｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－１０４３に開示されている
方法などの本分野で公知の方法を用いて、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２断片を
組換え的に生成するための技術も使用することが可能である。一本鎖Ｆｖおよび抗体を作
製するために使用することが可能な技術の例には、米国特許第４，９４６，７７８号およ
び米国特許第５，２５８，４９８号；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２０３：４６－８８；Ｓｈｕ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９０：７９９５－７９９９；なら
びにＳｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０３８－１
０４０に記載されているものが含まれる。
【０１３２】
　ファージディスプレイによる組換え抗体ライブラリーのスクリーニングに代えて、巨大
なコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングするための本分野で公知の他の方法を
、親抗体の同定のために適用することが可能である。代替的発現系の１つの種類は、ＰＣ
Ｔ公開ＷＯ９８／３１７００ならびにＲｏｂｅｒｔｓ，Ｒ．Ｗ．ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ
，Ｊ．Ｗ．（１９９７）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４，１２
２９７－１２３０２に記載されているような、組換え抗体ライブラリーがＲＮＡ－タンパ
ク質融合物として発現されるものである。この系では、ピューロマイシン（ペプチジルア
クセプター抗生物質）をその３’末端に担持する合成ｍＲＮＡのインビトロ翻訳によって
、ｍＲＮＡとｍＲＮＡがコードするペプチドまたはタンパク質との間で、共有結合的融合
物が作製される。従って、特異的なｍＲＮＡは、コードされているペプチドまたはタンパ
ク質、例えば抗体またはその一部の特性（抗体またはその一部の、二重特異性抗原への結
合など）に基づいて、ｍＲＮＡの複雑な混合物（例えば、コンビナトリアルライブラリー
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）から濃縮することが可能である。このようなライブラリーのスクリーニングから回収さ
れた、抗体またはその一部をコードする核酸配列は、本明細書に記載されている組換え手
段によって（例えば、哺乳動物宿主細胞中で）発現されることが可能であり、さらに、最
初に選択された配列中に変異が導入されているｍＲＮＡ－ペプチド融合物のスクリーニン
グのさらなるラウンドによって、または本明細書に記載されているような、組換え抗体の
インビトロでの親和性成熟のためのその他の方法によって、さらなる親和性成熟に供する
ことが可能である。
【０１３３】
　別のアプローチにおいて、親抗体は、本分野で公知の酵母ディスプレイ法を用いて作製
することも可能である。酵母ディスプレイ法では、抗体ドメインを酵母細胞壁に繋留し、
これらを酵母の表面上にディスプレイするために、遺伝学的な方法が使用される。特に、
このような酵母は、レパートリーまたはコンビナトリアル抗体ライブラリー（例えば、ヒ
トまたはマウス）から発現される抗原結合ドメインをディスプレイするために使用するこ
とが可能である。親抗体を作製するために使用することが可能な酵母ディスプレイ法の例
には、米国特許第６，６９９，６５８号に開示されているものが含まれる。
【０１３４】
　本明細書に開示されている抗体は、ＣＤＲ移植されたおよびヒト化された親抗体を作製
するために、さらに修飾を施すことが可能である。ＣＤＲ移植された親抗体は、ヒト抗体
由来の重鎖および軽鎖可変領域配列を含み、ＶＨおよび／またはＶＬのＣＤＲ領域の１つ
または２つ以上が、目的の抗原を結合するマウス抗体のＣＤＲ配列と置換される。あらゆ
るヒト抗体から得られるフレームワーク配列が、ＣＤＲ移植のためのテンプレートとして
の役割を果たし得る。しかしながら、このようなフレームワーク上への直鎖の置換は、し
ばしば、抗原への結合親和性を若干喪失させる。元のマウス抗体に対して、ヒト抗体がよ
り相同であるほど、ヒトフレームワークとマウスＣＤＲの組み合わせは、親和性を低下さ
せ得るＣＤＲ中の歪みを導入する可能性がより低くなる。従って、一実施形態において、
ＣＤＲ以外のマウス可変フレームワークを置換するために選択されたヒト可変フレームワ
ークは、マウス抗体可変領域フレームワークと少なくとも６５％の配列同一性を有する。
一実施形態において、ＣＤＲを除くヒトおよびマウス可変領域は、少なくとも７０％の配
列同一性を有する。特定の実施形態において、ＣＤＲを除くヒトおよびマウス可変領域は
、少なくとも７５％の配列同一性を有する。別の実施形態において、ＣＤＲを除くヒトお
よびマウス可変領域は、少なくとも８０％の配列同一性を有する。このような抗体を作製
する方法は、本分野において公知である（ＥＰ２３９，４００；ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０
９９６７；および米国特許第５，２２５，５３９号；米国特許第５，５３０，１０１号；
および米国特許第５，５８５，０８９号参照）、ベニアリング（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）ま
たはリサーフェシング（ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎｇ）（ＥＰ　５９２，１０６；ＥＰ　５１
９，５９６；Ｐａｄｌａｎ（１９９１）　Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２８（４／５）：４
８９－４９８；Ｓｔｕｄｎｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ．７（６）：８０５－８１４；およびＲｏｇｕｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９４）　Ｐｒｏｃ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：９６９－９７３），チェーンシャ
ッフリング（米国特許第５，５６５，３５２号）および抗イディオタイプ抗体。
【０１３５】
　ヒト化抗体は、所望の抗原を結合し、非ヒト種に由来する１つまたは２つ以上のＣＤＲ
と、ヒト免疫グロブリン分子由来のフレームワーク領域とを有する非ヒト種由来の抗体分
子である。公知のヒトＩｇ配列は、開示されている。例えば、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ
．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ－／ｑｕｅｒｙ．ｆｃｇｉ；ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ
／ｐｈａｇｅ／ｈｄｂ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｓｃｉｑｕｅｓｔ．ｃｏｍ／；ｗｗｗ．ａｂ
ｃａｍ．ｃｏｍ／；ｗｗｗ．ａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｏｕｒｃｅ．ｃｏｍ／ｏｎｌｉｎｅ
ｃｏｍｐ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｐｕｂｌｉｃ．ｉａｓｔａｔｅ．ｅｄｕ／．ａｂｏｕｔ．
ｐｅｄｒｏ／ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｔｏｏｌｓ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｍｇｅｎ．ｕｎｉ－ｈ
ｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ＳＤ／ＩＴ／ＩＴ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｗｈｆｒｅｅｍａｎ
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．ｃｏｍ／ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ／ＣＨ－０５／ｋｕｂｙ０５．ｈｔｍ；ｗｗｗ．ｌｉｂ
ｒａｒｙ．ｔｈｉｎｋｑｕｅｓｔ．ｏｒｇ／１２４２９／Ｉｍｍｕｎｅ／Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｈｈｍｉ．ｏｒｇ／ｇｒａｎｔｓ／ｌｅｃｔｕｒｅｓ／１９９６
／ｖｌａｂ／；ｗｗｗ．ｐａｔｈ．ｃａｍ．ａｃ．Ｕｋ／．ａｂｏｕｔ．ｍｒｃ７／ｍ．
－ｉｋｅｉｍａｇｅｓ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｏｕｒｃｅ．ｃｏｍ
／；ｍｃｂ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ＢｉｏＬｉｎｋｓ／Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．ｈｔ
ｍｌ．ｗｗｗ．ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙｌｉｎｋ．ｃｏｍ／；ｐａｔｈｂｏｘ．ｗｕｓｔｌ
．ｅｄｕ／．ａｂｏｕｔ．ｈｃｅｎｔｅｒ／ｉｎｄｅｘ．－ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｂｉｏｔ
ｅｃｈ．ｕｆｌ．ｅｄｕ／．ａｂｏｕｔ．ｈｃｌ／；ｗｗｗ．ｐｅｂｉｏ．ｃｏｍ／ｐａ
／３４０９１３／３４０９１３．ｈｔｍｌ－；ｗｗｗ．ｎａｌ．ｕｓｄａ．ｇｏｖ／ａｗ
ｉｃ／ｐｕｂｓ／ａｎｔｉｂｏｄｙ／；ｗｗｗ．ｍ．ｅｈｉｍｅ－ｕ．ａｃｊｐ／．ａｂ
ｏｕｔ．ｙａｓｕｈｉｔｏ－／Ｅｌｉｓａ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ．ｃ
ｏｍ／ｔａｂｌｅ．ａｓｐ；ｗｗｗ．ｉｃｎｅｔ．ｕｋ／ａｘｐ／ｆａｃｓ／ｄａｖｉｅ
ｓ／ｌｉｎ－ｋｓ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｂｉｏｔｅｃｈ．ｕｆｌ．ｅｄｕ／．ａｂｏｕｔ
．ｆｃｃｌ／ｐｒｏｔｏｃｏｌ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｉｓａｃ－ｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｉｔ
ｅｓ　ｇｅｏ．ｈｔｍｌ；ａｘｉｍｔｌ．ｉｍｔ．ｕｎｉ－ｍａｒｂｕｒｇ．ｄｅ／．ａ
ｂｏｕｔ．ｒｅｋ／ＡＥＰ－Ｓｔａｒｔ．ｈｔｍｌ；ｂａｓｅｒｖ．ｕｃｉ．ｋｕｎ．ｎ
ｌ／．ａｂｏｕｔ．ｊｒａａｔｓ／ｌｉｎｋｓｌ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｒｅｃａｂ．ｕｎ
ｉ－ｈｄ．ｄｅ／ｉｍｍｕｎｏ．ｂｍｅ．ｎｗｕ．ｅｄｕ／；ｗｗｗ．ｍｒｃ－ｃｐｅ．
ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｉｍｔ－ｄｏｃ／ｐｕｂｌｉｃ／ＩＮＴＲＯ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．
ｉｂｔ．ｕｎａｍ．ｍｘ／ｖｉｒ／Ｖ　ｍｉｃｅ．ｈｔｍｌ；ｉｍｇｔ．ｃｎｕｓｃ．ｆ
ｒ：８１０４／；ｗｗｗ．ｂｉｏｃｈｅｍ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／．ａｂｏｕｔ．ｍａｒ
ｔｉｎ／ａｂｓ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ；ａｎｔｉｂｏｄｙ．ｂａｔｈ．ａｃ．ｕｋ／；
ａｂｇｅｎ．ｃｖｍ．ｔａｍｕ．ｅｄｕ／ｌａｂ／ｗｗｗａｂｇｅｎ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ
．ｕｎｉｚｈ．ｃｈ／．ａｂｏｕｔ．ｈｏｎｅｇｇｅｒ／ＡＨＯｓｅｍｉｎａｒ／Ｓｌｉ
ｄｅ０１．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｃｒｙｓｔ．ｂｂｋ．ａｃ．ｕｋ／．ａｂｏｕｔ．ｕｂｃ
ｇ０７ｓ／；ｗｗｗ．ｎｉｍｒ．ｍｒｃ．ａｃ．ｕｋ／ＣＣ／ｃｃａｅｗｇ／ｃｃａｅｗ
ｇ．ｈｔｍ；ｗｗｗ．ｐａｔｈ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／．ａｂｏｕｔ．ｍｒｃ７／ｈｕｍ
ａｎｉｓａｔｉｏｎ／ＴＡＨＨＰ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｉｂｔ．ｕｎａｍ．ｍｘ／ｖｉｒ
／ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｓｔａｔ　ａｉｍ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｂｉｏｓｃｉ．ｍｉｓｓ
ｏｕｒｉ．ｅｄｕ／ｓｍｉｔｈｇｐ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｃｒｙｓｔ．ｂｉ
ｏｃ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／．ａｂｏ－ｕｔ．ｆｍｏｌｉｎａ／Ｗｅｂ－ｐａｇｅｓ／Ｐ
ｅｐｔ／ｓｐｏｔｔｅｃｈ．ｈｔｍｌ；ｗｗｗ．ｊｅｒｉｎｉ．ｄｅ／ｆｒ　ｒｏｄｕｃ
ｔｓ．ｈｔｍ；ｗｗｗ．ｐａｔｅｎｔｓ．ｉｂｍ．ｃｏｍ／ｉｂｍ．ｈｔｍｌ；およびＫ
ａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．Ｈｅａｌｔｈ（１９８３
）。このような導入された配列は、免疫原性を低下させるために、または結合、親和性、
結合速度、解離速度、結合力、特異性、半減期もしくは本分野で公知の他のいずれかの適
切な特性を減少、増強もしくは修飾するために使用することが可能である。
【０１３６】
　ヒトフレームワーク領域中のフレームワーク残基は、抗原結合を変化させるために、例
えば、抗原結合を改善させるために、ＣＤＲドナー抗体由来の対応する残基で置換され得
る。これらのフレームワーク置換は、本分野で周知の方法によって、例えば、抗原結合に
とって重要なフレームワーク残基を同定するために、ＣＤＲとフレームワーク残基の相互
作用をモデル化することによって、および特定の位置における異常なフレームワーク残基
を同定するための配列比較によって同定される。（例えば、米国特許第５，５８５，０８
９号；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３
を参照されたい。）。三次元免疫グロブリンモデルが一般的に利用可能であり、当業者に
よく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列が採り得る三次元立体構造を図式
および表示するコンピュータプログラムを利用可能である。これらのディスプレイの検査
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は、候補免疫グロブリン配列の機能における残基の推定される役割の分析、すなわち、候
補免疫グロブリンがその抗原を結合する能力に影響を与える残基の分析を可能とする。こ
のようにして、ＦＲ残基は、所望される抗体特性（標的抗原に対する増加された親和性な
ど）が達成されるように、コンセンサスおよび輸入配列から選択され、組み合わせること
が可能である。一般に、ＣＤＲ残基は、抗原結合に影響を与えることに直接、および最も
実質的に関与する。抗体は、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）　Ｎａｔｕｒｅ３２
１：５２２）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３
９：１５３４），Ｓｉｍｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：
２２９６；Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ（１９８７）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１
９６：９０１，Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８９：４２８５；Ｐｒｅｓｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：２６２３，Ｐａｄｌａｎ（１９９１）　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２８（４／５）：４８９－４９８；Ｓｔｕｄｎｉｃｋａ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒ．７（６）：８０５－８１４；Ｒ
ｏｇｕｓｋａ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　９１：９６９－９７３；ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０９９６７；ＵＳ９８／１６２８０
；ＵＳ９６／１８９７８；ＵＳ９１／０９６３０；ＵＳ９１／０５９３９；ＵＳ９４／０
１２３４；ＧＢ８９／０１３３４；ＧＢ９１／０１１３４；ＧＢ９２／０１７５５；ＷＯ
９０／１４４４３；ＷＯ９０／１４４２４；およびＷＯ９０／１４４３０；欧州特許公開
ＥＰ２２９２４６；ＥＰ５９２，１０６；ＥＰ５１９，５９６；およびＥＰ２３９，４０
０；および米国特許第５，５６５，３３２号；米国特許第５，７２３，３２３号；米国特
許第５，９７６，８６２号；米国特許第５，８２４，５１４；５，８１７，４８３号；５
，８１４，４７６号；米国特許第５，７６３，１９２号；米国特許第５，７２３，３２３
号；米国特許第５，７６６，８８６号；米国特許第５，７１４，３５２号；米国特許第６
，２０４，０２３号；米国特許第６，１８０，３７０号；米国特許第５，６９３，７６２
号；米国特許第５，５３０，１０１号；米国特許第５，５８５，０８９号；米国特許第５
，２２５，５３９号；および米国特許第４，８１６，５６７号に記載されているものなど
の（但し、これらに限定されない。）、本分野で公知の様々な技術を用いてヒト化するこ
とが可能である。
【０１３７】
　Ｂ．親モノクローナル抗体を選択するための基準
　本発明の一実施形態は、ＤＶＤ－Ｉｇ分子中に所望される少なくとも１つまたは２つ以
上の特性を有する親抗体を選択することに関する。一実施形態において、所望の特性は１
つまたは２つ以上の抗体パラメータから選択される。別の実施形態において、抗体パラメ
ータは、抗原特異性、抗原に対する親和性、力価、生物学的機能、エピトープ認識、安定
性、溶解度、生成効率、免疫原性、薬物速度論、生物学的利用性、組織交差反応性および
オーソロガス抗原結合から選択される。
【０１３８】
　Ｂ１．抗原に対する親和性
　治療用ｍＡｂの所望される親和性は、抗原の性質および所望される治療的評価項目に依
存し得る。一実施形態において、サイトカイン－サイトカイン受容体相互作用は通常高い
親和性の相互作用（例えば、＜ｐＭから＜ｎＭの範囲）なので、モノクローナル抗体は、
サイトカイン－サイトカイン受容体相互作用を遮断する場合に、より高い親和性（Ｋｄ＝
０．０１から０．５０ｐＭ）を有する。このような事例において、標的に対するｍＡｂの
親和性は、サイトカインの受容体に対するサイトカイン（リガンド）の親和性と等しくま
たはそれより優れているべきである。他方、より低い親和性を有するｍＡｂ（＞ｎＭ範囲
）は、例えば、病原性を有する可能性がある循環タンパク質、例えば、Ａ－βアミロイド
の循環種に結合し、取り囲み、および排除するモノクローナル抗体を除去する上で、治療
的に有効であり得る。他の事例では、起こり得る副作用（例えば、高親和性ｍＡｂは、そ
の意図する標的の全てを取り囲み／中和することによって、標的とされるタンパク質の機



(60) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

能を完全に枯渇／除去し得る。）を回避するために、部位指定突然変異導入によって既存
の高親和性ｍＡｂの親和性を低下させることまたはその標的に対してより低い親和性を有
するｍＡｂを使用することを使用し得る。このシナリオでは、低親和性ｍＡｂは、疾病の
症候の原因となり得る標的の一部を囲い込み／中和し得るので（病理学的なまたは過剰生
成されたレベル）、標的の一部はその正常な生理的機能を遂行し続けることが可能である
。従って、用量を調整し、および／または副作用を低減するために、Ｋｄを低下させるこ
とが可能であり得る。親ｍＡｂの親和性は、所望の治療的結果を達成するために、細胞表
面分子に適切に標的化する上で役割を果たし得る。例えば、標的が、高い密度で癌細胞上
に発現され、低い密度で正常な細胞上に発現されていれば、より低い親和性のｍＡｂは、
正常な細胞より腫瘍細胞上の標的のより多数を結合し、ＡＤＣＣまたはＣＤＣを介した腫
瘍細胞の除去をもたらし、従って、治療的に望ましい効果を有し得る。従って、所望の親
和性を有するｍＡｂを選択することは、可溶性および表面標的の両方に関して妥当であり
得る。
【０１３９】
　そのリガンドと相互作用した際の受容体を通じたシグナル伝達は、受容体－リガンド相
互作用の親和性に依存し得る。同様に、表面受容体に対するｍＡｂの親和性は、細胞内シ
グナル伝達の性質およびそのｍＡｂがアゴニストまたはアンタゴニストシグナルを伝達し
得るかどうかを決定し得ると考えられる。ｍＡｂ媒介性シグナル伝達の親和性を基礎とす
る性質は、その副作用特性に影響を有し得る。従って、治療用モノクローナル抗体の所望
される親和性および所望される機能は、インビトロおよびインビボ実験操作によって注意
深く決定される必要がある。
【０１４０】
　結合タンパク質（例えば、抗体）の所望されるＫｄは、所望される治療結果に応じて実
験的に決定され得る。一実施形態において、特定の抗原に対してＤＶＤ－Ｉｇの所望され
る親和性と等しいまたはそれを上回る同抗原に対する親和性（Ｋｄ）を有する親抗体が選
択される。所定のＤＶＤ－Ｉｇ分子の親抗体は、同一の抗体であってもまたは異なる抗体
であってもよい。抗原結合の親和性および速度論は、Ｂｉａｃｏｒｅまたは別の類似の技
術によって評価される。一実施形態において、各親抗体は、最大約１０－７Ｍ；最大約１
０－８Ｍ；最大約１０－９Ｍ；最大約１０－１０Ｍ；最大約１０－１１Ｍ；最大約１０－

１２Ｍおよび最大１０－１３Ｍからなる群から選択される、その抗原への解離定数（Ｋｄ

）を有する。ＶＤ１がそこから得られる第一の親抗体およびＶＤ２がそこから得られる第
二の親抗体は、それぞれの抗原に対して、類似のまたは異なる親和性（ＫＤ）を有し得る
。各親抗体は、表面プラズモン共鳴によって測定された場合に、少なくとも約１０２Ｍ－

１ｓ－１、少なくとも約１０３Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１０４Ｍ－１ｓ－１、少なく
とも約１０５Ｍ－１ｓ－１および少なくとも約１０６Ｍ－１ｓ－１からなる群から選択さ
れる、抗原へのオン速度定数（Ｋｏｎ）を有する。ＶＤ１がそこから得られる第一の親抗
体およびＶＤ２がそこから得られる第二の親抗体は、それぞれの抗原に対して、類似のま
たは異なるオン速度定数（Ｋｏｎ）を有し得る。一実施形態において、各親抗体は、表面
プラズモン共鳴によって測定された場合に、最大約１０－３ｓ－１；最大約１０－４ｓ－

１；最大約１０－５ｓ－１；および最大約１０－６ｓ－１からなる群から選択される、抗
原へのオフ速度定数（Ｋｏｆｆ）を有する。ＶＤ１がそこから得られる第一の親抗体およ
びＶＤ２がそこから得られる第二の親抗体は、それぞれの抗原に対して、類似のまたは異
なるオフ速度定数（Ｋｏｆｆ）を有し得る。
【０１４１】
　Ｂ２．力価
　親モノクローナル抗体の所望される親和性／力価は、所望される治療結果に依存する。
例えば、受容体－リガンド（Ｒ－Ｌ）相互作用に関して、親和性（ｋｄ）は、Ｒ－Ｌのｋ

ｄ（ｐＭ範囲）と等しくまたはそれを上回る。病的な循環タンパク質の単純な排除のため
に、ｋｄは、低ｎＭ範囲であり得る（例えば、循環しているＡ－βペプチドの様々な種の
排除）。さらに、ｋｄは、標的が同じエピトープの複数コピーを発現するかどうかにも依
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存する（例えば、Ａβオリゴマー中の立体構造エピトープを標的とするｍＡｂ）。
【０１４２】
　ＶＤ１とＶＤ２が同じ抗原を結合するが、異なるエピトープを結合する場合には、ＤＶ
Ｄ－Ｉｇは、同じ抗原に対する４つの結合部位を含有し、従って、結合力を増加させ、こ
れにより、ＤＶＤ－Ｉｇの見かけのｋｄを増加させる。一実施形態において、ＤＶＤ－Ｉ
ｇにおいて所望されるｋｄと等しくまたはそれより低いｋｄを有する親抗体が選択される
。親ｍＡｂの親和性の検討は、ＤＶＤ－Ｉｇが４つまたはそれ以上の同じ抗原結合部位を
含有するかどうかにも依存し得る（すなわち、単一のｍＡｂに由来するＤＶＤ－Ｉｇ）。
この場合には、見かけのｋｄは、結合力のために、ｍＡｂより大きい。このようなＤＶＤ
－Ｉｇは、表面受容体を架橋し、中和能力を増加させ、病的タンパク質の排除を増大させ
るなどのために使用することができる。
【０１４３】
　一実施形態において、特異的な抗原に対してＤＶＤ－Ｉｇの所望される中和能に等しい
またはそれを上回る同じ抗原に対する中和能を有する親抗体が選択される。中和能は、標
的刺激に応答して、適切な種類の細胞が測定可能なシグナル（すなわち、増殖またはサイ
トカインの生成）を生成し、ｍＡｂによる標的の中和が用量依存的な様式でシグナルを低
下させ得る標的依存性バイオアッセイによって評価することができる。
【０１４４】
　Ｂ３．生物学的機能
　モノクローナル抗体は、潜在的に幾つかの機能を発揮し得る。これらの機能の幾つかが
、表１に列記されている。これらの機能は、インビトロアッセイ（例えば、細胞を基礎と
する生化学的アッセイ）およびインビボ動物モデルの両方によって評価することができる
。
【０１４５】
【表１】

【０１４６】
　表１中のこの例に記載されている異なる機能を有するｍＡｂが、所望される治療的結果
を達成するために選択され得る。次いで、単一のＤＶＤ－Ｉｇ分子中で２つの異なる機能
を達成するために、２つまたはそれ以上の選択された親モノクローナル抗体は、ＤＶＤ－
Ｉｇフォーマットで使用することができる。例えば、ＤＶＤ－Ｉｇは、特異的なサイトカ
インの機能を中和する親ｍＡｂを選択し、および病的タンパク質の排除を強化する親ｍＡ
ｂを選択することによって作製され得る。同様に、２つの異なる細胞表面受容体を認識す
る２つの親モノクローナル抗体（一方のｍＡｂはある受容体に対してアゴニスト機能を有
し、および他方のｍＡｂは異なる受容体に対してアンタゴニスト機能を有する）を選択す
ることができる。それぞれが異なる機能を有するこれら２つの選択されたモノクローナル
抗体は、単一の分子中に選択されたモノクローナル抗体の２つの異なる機能（アゴニスト
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およびアンタゴニスト）を有する単一のＤＶＤ－Ｉｇ分子を構築するために使用すること
ができる。同様に、それぞれの受容体リガンド（例えば、ＥＧＦおよびＩＧＦ）の結合を
それぞれ遮断する細胞表面受容体に対する２つの拮抗性モノクローナル抗体を、ＤＶＤ－
Ｉｇフォーマット中に使用することができる。逆に、ＤＶＤ－Ｉｇを作製するために、拮
抗性抗受容体ｍＡｂ（例えば、抗ＥＧＦＲ）および中和抗可溶性媒介物質（例えば、抗Ｉ
ＧＦ１／２）ｍＡｂを選択することができる。
【０１４７】
　Ｂ４．エピトープ認識：
　タンパク質の異なる領域は、異なる機能を発揮し得る。例えば、サイトカインの特異的
な領域は、サイトカイン受容体と相互作用して受容体の活性化をもたらすのに対して、こ
のタンパク質の他の領域はサイトカインを安定化させるために必要とされ得る。この事例
では、サイトカイン上の受容体相互作用領域を特異的に結合することにより、サイトカイ
ン－受容体相互作用を遮断するｍＡｂを選択し得る。幾つかの事例では、例えば、複数の
リガンドを結合するある種のケモカイン受容体、１つのリガンドのみと相互作用するエピ
トープ（ケモカイン受容体上の領域）に結合するｍＡｂを選択することができる。他の事
例では、モノクローナル抗体は、タンパク質の生理的機能に直接必要とされないが、これ
らの領域へのｍＡｂの結合が生理機能を妨害し（立体的妨害）またはタンパク質が機能で
きないようにタンパク質の立体構造を変化させ得る（いずれのリガンドも結合できないよ
うに、受容体の立体構造を変化させる、複数のリガンドを有する受容体に対するｍＡｂ）
標的上のエピトープに結合することができる。その受容体へのサイトカインの結合を遮断
しないが、シグナル伝達を遮断する抗サイトカインモノクローナル抗体も、同定されてい
る（例えば、１２５－２Ｈ、抗ＩＬ－１８ｍＡｂ）。
【０１４８】
　エピトープおよびｍＡｂ機能の例には、受容体－リガンド（Ｒ－Ｌ）相互作用を遮断す
ること（Ｒ－相互作用部位を結合する中和ｍＡｂ）、減少したＲ－結合をもたらすまたは
Ｒ－結合をなくす立体的妨害が含まれるが、これらに限定されない。Ａｂは、受容体結合
部位以外の部位において標的を結合することができるが、立体構造の変化を誘導すること
によって、および機能を喪失させることによって（例えば、Ｘｏｌａｉｒ）、標的の受容
体結合および機能をなお妨害する（例えば、Ｒに結合するが、シグナル伝達を遮断する（
１２５－２Ｈ））。
【０１４９】
　一実施形態において、親ｍＡｂは、最大の有効性のために、適切なエピトープを標的と
する必要がある。このようなエピトープは、ＤＶＤ－Ｉｇ中で保存されるべきである。ｍ
Ａｂの結合エピトープは、共結晶回折学、ｍＡｂ－抗原複合体の限定的タンパク質分解＋
質量分析的ペプチドマッピング（Ｌｅｇｒｏｓ　Ｖ．ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．９：１００２－１０）、ファージによってディスプレイされたペプチ
ドライブラリー（Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ，Ｋ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．２９９：２１－３５）および突然変異導入（Ｗｕ　Ｃ．ｅｔ　
ａｌ．（２００３）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７０：５５７１－７）などの幾つかのアプ
ローチによって決定することができる。
【０１５０】
　Ｂ５．生理化学および薬学的特性：
　抗体を用いた治療的処置には、（典型的に高い分子量の結果、質量当りの能力が低いた
めに）高い用量（しばしば、数ｍｇ／ｋｇ）の投与をしばしば必要とする。患者に服薬を
遵守させ、および慢性疾患の療法および外来患者の治療に十分に対処するために、治療用
ｍＡｂの皮下（ｓ．ｃ．）または筋肉内（ｉ．ｍ．）投与が望ましい。例えば、皮下投与
のための最大の望ましい容量は、約１．０ｍＬであり、従って、＞１００ｍｇ／ｍＬの濃
度は、注射回数／投薬を限定することが望ましい。一実施形態において、治療用抗体は１
回の投薬で投与される。しかしながら、タンパク質－タンパク質相互作用（例えば、免疫
原性リスクを増大させる可能性を有する凝集）によって、ならびに加工および輸送の間の
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限界によって（例えば、粘度）、このような製剤の開発は制約される。その結果、臨床的
な有効性のために必要とされる多量および付随する開発の制約は、抗体製剤の可能性の完
全な活用および高用量治療計画での皮下投与を制約する。タンパク質分子およびタンパク
質溶液の生理化学的および薬学的特性（例えば、安定性、溶解度および粘度特性）は、最
も有用であると思われる。
【０１５１】
　Ｂ５．１．安定性：
　「安定な」抗体製剤は、保存に際して、その中の抗体がその物理的安定性および／また
は化学的安定性および／または生物活性を実質的に保持する抗体製剤である。安定性は、
選択された期間にわたって、選択された温度で測定することができる。一実施形態におい
て、製剤中の抗体は、室温で（約３０℃）でまたは４０℃で少なくとも１ヶ月間および／
または約２から８℃で、例えば少なくとも２年間など、少なくとも１年間安定である。さ
らに、一実施形態において、製剤は、凍結（例えば、－７０℃への）、および製剤の融解
（以下、「凍結／融解サイクル」と称される。）後に安定である。別の例では、「安定な
」製剤は、製剤中の凝集物として、タンパク質の約１０％未満および約５％未満が存在す
る製剤であり得る。
【０１５２】
　様々な温度で長期間にわたってインビトロで安定なＤＶＤ－Ｉｇが望ましい。上昇した
温度で、例えば、４０℃で、２から４週間、インビトロで安定な親ｍＡｂの迅速なスクリ
ーニングによってこれを達成し、次いで、安定性を評価することができる。２から８℃で
の保存の間、タンパク質は、少なくとも１２ヶ月間、例えば、少なくとも２４ヶ月間、安
定性を示す。安定性（単量体、完全な状態の分子の％）は、陽イオン交換クロマトグラフ
ィー、サイズ排除クロマトグラフィー、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび生物活性検査などの様々
な技術を用いて評価することができる。共有的および立体構造的修飾を分析するために使
用され得る分析技術のより包括的なリストに関しては、「Ｊｏｎｅｓ，Ａ．Ｊ．Ｓ．（１
９９３）　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ａｓｓｅｓｓｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　
ｓｙｓｔｅｍｓ．Ｉｎ：Ｃｌｅｌａｎｄ，Ｊ．Ｌ．；　Ｌａｎｇｅｒ，Ｒ．，ｅｄｉｔｏ
ｒｓ．Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　
ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，１ｓｔ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＡＣＳ，
ｐｇ．２２－４５；およびＰｅａｒｌｍａｎ，Ｒ．；　Ｎｇｕｙｅｎ，Ｔ．Ｈ．（１９９
０）　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｒｕｇｓ．Ｉｎ：Ｌｅｅ，Ｖ．Ｈ．
，ｅｄｉｔｏｒ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒ
ｙ，１ｓｔ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ
．，ｐｇ．２４７－３０１」を参照されたい。
【０１５３】
　不均一性および凝集物の形成：抗体の安定性は、製剤が、凝集物として存在するＧＭＰ
抗体材料中に、約１０％未満、例えば約５％未満、例えば約２％未満、または０．５％か
ら１．５％またはそれ以下の範囲内を呈し得るような安定性であり得る。サイズ排除クロ
マトグラフィーは、タンパク質凝集物の検出において、高感度で、再現性があり、極めて
強固な方法である。
【０１５４】
　低い凝集物レベルに加えて、一実施形態において、抗体は化学的に安定でなければなら
ない。化学的な安定性は、イオン交換クロマトグラフィー（例えば、陽イオンまたは陰イ
オン交換クロマトグラフィー）、疎水性相互作用クロマトグラフィーまたは等電点電気泳
動もしくはキャピラリー電気泳動などの他の方法によって測定され得る。例えば、抗体の
化学的安定性は、２から８℃での少なくとも１２ヶ月の保存後に、保存検査の前の抗体溶
液と比べて、陽イオン交換クロマトグラフィー中の修飾されていない抗体に相当するピー
クが２０％以下、例えば１０％以下、または５％以下増加し得るような化学的安定性であ
り得る。



(64) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

【０１５５】
　一実施形態において、親抗体は、構造的な完全性；正しいジスルフィド結合の形成およ
び正しい折り畳みを示し、抗体の二次または三次構造の変化による化学的な不安定性は抗
体活性に影響を及ぼし得る。例えば、抗体の活性によって示される安定性は、２から８℃
での少なくとも１２ヶ月の保存後に、保存検査前の抗体溶液と比べて、抗体の活性が５０
％以下、例えば３０％以下、１０％以下、または５％もしくは１％以下減少し得るような
安定性である。抗体の活性を測定するために、適切な抗原結合アッセイを使用することが
できる。
【０１５６】
　Ｂ５．２．溶解度：
　ｍＡｂの「溶解度」は、正確に折り畳まれた単量体ＩｇＧの生成と相関する。従って、
ＩｇＧの溶解度がＨＰＬＣによって評価され得る。例えば、可溶性（単量体）ＩｇＧはＨ
ＰＬＣクロマトグラフィー上に単一のピークを生じるのに対して、不溶性の（例えば、多
量体および凝集した）は複数のピークを生じる。従って、当業者は、定型的なＨＰＬＣ技
術を用いて、ＩｇＧの溶解度の増加または減少を検出することができる。溶解度を分析す
るために使用され得る分析技術のより包括的なリストに関しては、Ｊｏｎｅｓ，Ａ．Ｇ．
（１９９３）　Ｄｅｐ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｅｎｇ．，Ｕｎｉｖ．Ｃｏｌｌ．Ｌ
ｏｎｄｏｎ，Ｌｏｎｄｏｎ，ＵＫ．Ｅｄｉｔｏｒ（ｓ）：Ｓｈａｍｌｏｕ，Ｐ．Ａｙａｚ
ｉ．Ｐｒｏｃｅｓｓ．Ｓｏｌｉｄ－Ｌｉｑ．Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ，９３－１１７．Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｅｒ：Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ，Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ
　ａｎｄ　Ｐｅａｒｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）　Ａｄｖ．ｉｎ　Ｐａｒｅｎｔ
ｅｒａｌ　Ｓｃｉ．４（Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ）：２
４７－３０１）を参照されたい。治療用ｍＡｂの溶解度は、十分な投薬のためにしばしば
必要とされる高い濃度になるように調合するために不可欠である。本明細書に概説されて
いるように、効率的な抗体投薬量を収容するためには、＞１００ｍｇ／ｍＬの溶解度が必
要とされ得る。例えば、抗体の溶解度は、初期研究期では約５ｍｇ／ｍＬ以上であり得、
進んだプロセス科学段階では約２５ｍｇ／ｍＬ以上であり得、または約１００ｍｇ／ｍＬ
以上であり得、または約１５０ｍｇ／ｍＬ以上であり得る。タンパク質分子の固有の特性
は、タンパク質溶液の重要な物理化学的特性（例えば、安定性、溶解度、粘度）であるこ
とが当業者に自明である。しかしながら、当業者は、最終のタンパク質製剤の特性に有益
な影響を与えるための添加物として使用され得る幅広い様々な賦形剤が存在することを理
解する。これらの賦形剤には、（ｉ）液体溶媒、共溶媒（例えば、エタノールなどのアル
コール）、（ｉｉ）緩衝剤（例えば、ホスファート、アセタート、シトラート、およびア
ミノ酸緩衝液）；（ｉｉｉ）糖または糖アルコール（例えば、ショ糖、トレハロース、フ
ルクトース、ラフィノース、マニトール、ソルビトール、およびデキストラン）；（ｉｖ
）界面活性剤（例えば、ポリソルベート２０、４０、６０、８０、およびポロキサマー）
；（ｖ）等張性改変物質（例えば、ＮａＣｌなどの塩、糖、および糖アルコール）および
（ｖｉ）その他（例えば、防腐剤、キレート剤、抗酸化剤、キレート物質（例えば、ＥＤ
ＴＡ）、生物分解性ポリマー、および担体分子（例えば、ＨＳＡおよびＰＥＧ）が含まれ
得る。
【０１５７】
　粘度は、抗体の製造および抗体の加工処理（例えば、透析ろ過／限外ろ過）、充填仕上
げプロセス（ポンプ送出の側面、ろ過の側面）および送達の側面（注射可能性、精巧な装
置の送達）に関して、極めて重要なパラメータである。低い粘度は、より高い濃度を有す
る抗体の液体溶液を可能にする。これは、同じ用量がより少容量で投与され得ることを可
能にする。小さな注射容量には、注射感覚に対するより小さな痛みという利点が備わって
おり、患者内への注射時に痛みを低減するために、必ずしも溶液を等張にする必要がない
。抗体溶液の粘度は、１００（１／ｓ）の剪断速度で、抗体溶液の粘度が２００ｍＰａｓ
を下回るように、１２５ｍＰａｓを下回るように、７０ｍＰａｓを下回るように、および
２５ｍＰａｓまたは１０ｍＰａｓさえ下回るような粘度であり得る。
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【０１５８】
　Ｂ５．３．製造効率
　チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）などの哺乳動物細胞中で効率的に発現され
るＤＶＤ－Ｉｇの作製は、一実施形態において、哺乳動物中でそれ自体効率的に発現され
る２つの親モノクローナル抗体を必要とする。安定な哺乳動物株（すなわち、ＣＨＯ）か
らの作製収率は、約０．５ｇ／Ｌ超、約１ｇ／Ｌ超、または約２から５ｇ／Ｌまたはそれ
以上の範囲内とすべきである（Ｋｉｐｒｉｙａｎｏｖ　Ｓ．Ｍ．ａｎｄ　Ｌｉｔｔｌｅ，
Ｍ．（１９９９）　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１２：１７３－２０１；　Ｃａｒｒ
ｏｌｌ　Ｓ．ａｎｄ　Ａｌ－Ｒｕｂｅａｉ，Ｍ．（２００４）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ
．Ｂｉｏｌ．Ｔｈｅｒ．４：１８２１－９）。
【０１５９】
　哺乳動物細胞中での抗体およびＩｇ融合タンパク質の作製は、幾つかの因子によって影
響を受ける。強力なプロモーター、エンハンサーおよび選択マーカーの取り込みを介した
発現ベクターの操作は、組み込まれたベクターコピーからの目的の遺伝子の転写を最大化
し得る。遺伝子転写の高いレベルを許容するベクター組み込み部位の同定は、ベクターか
らのタンパク質の発現を増強し得る（Ｗｕｒｍ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２（１１）：１３９３－１３９８）。さらに、生成のレベ
ルは、抗体重鎖および軽鎖の比ならびにタンパク質の集合および分泌の過程における様々
な工程によって影響を受ける（Ｊｉａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．Ｐｒｏｇ．２２（１）：３１３－８）。
【０１６０】
　Ｂ６．免疫原性
　治療用ｍＡｂの投与は、免疫応答のある種の発生（すなわち、治療用ｍＡｂに対して誘
導された内在性抗体の形態）をもたらし得る。免疫原性を誘導し得る潜在的な要素は、親
モノクローナル抗体の選択の間に分析すべきであり、ＤＶＤ－Ｉｇの構築の前に、親モノ
クローナル抗体を最適化するために、このようなリスクを低減させるための工程を踏むこ
とができる。マウス由来の抗体は、患者内で高度に免疫原性であることが見出されている
。マウスの可変領域とヒトの定常領域から構成されるキメラ抗体の作製が、治療用抗体の
免疫原性を低下させるための論理的な次のステップを与える（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ
　Ｓｃｈｌｏｍ，１９９０）。あるいは、免疫原性は、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８８）　Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７によって治療用抗体に関して記
載されたように、ヒト抗体フレームワーク中にマウスＣＤＲ配列を転移させることによっ
て低減させることができる（リシェーピング／ＣＤＲグラフティング／ヒト化）。別の方
法は、げっ歯類の可変軽および重ドメインから始まり、表面接近可能なフレームワークア
ミノ酸のみがヒトのアミノ酸に改変される一方、ＣＤＲおよび埋没されたアミノ酸は親げ
っ歯類抗体のままである、「リサーフェシング」または「ベニアリング」と称される（Ｒ
ｏｇｕｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒ　９：８９５－
９０４）。ヒト化の別の種類では、ＣＤＲ全体を移植する代わりに、１つの技術は、抗体
の標的への抗体の結合に関与するＣＤＲ残基の亜群と定義される「特異性決定領域」（Ｓ
ＤＲ）のみを移植する（Ｋａｓｈｍｉｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　３６（１）：２５－３４）。これには、抗体－標的複合体の利用可能な三次元構造の分
析またはいずれが標的と相互作用するかを決定するための抗体ＣＤＲ残基の変異分析のい
ずれかを通じたＳＤＲの同定が必要とされる。あるいは、完全なヒト抗体は、マウス、キ
メラまたはヒト化抗体と比べて低下した免疫原性を有し得る。
【０１６１】
　治療用抗体の免疫原性を低下させるための別のアプローチは、免疫原性であると予想さ
れるある特定の配列を除去することである。１つのアプローチでは、第一世代の生物薬が
ヒトで検査され、許容できないほどに免疫原性であることが見出された後に、Ｂ細胞エピ
トープをマッピングし、次いで、免疫検出を回避するために変化させることができる。別
のアプローチは、Ｔ細胞エピトープの候補を予測し、除去するための方法を使用する。Ｍ
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ＨＣタンパク質に結合する可能性を有する生物的治療薬のペプチド配列を走査および同定
するために、コンピュータ法が開発されている（Ｄｅｓｍｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５
）　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　５８：５３－６９）。あるいは、タンパク質アレルゲン候補中の
ＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープを同定するために、ヒトの樹状細胞を基礎とする方法を使用す
ることができる（Ｓｔｉｃｋｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈ
ｅｒ．２３：６５４－６０；Ｓ．Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｊ．Ｓｃｈｌｏｍ（１
９９０）　Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　Ａｄｖ．Ｏｎｃｏｌ．３－１８；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｒｏｇｕｓｋａ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ．：８９５－９０４；Ｋ
ａｓｈｍｉｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　３６（１）：２５－３４
；Ｄｅｓｍｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　５８：５３－６９；Ｓ
ｔｉｃｋｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　２３：
６５４－６０）。
【０１６２】
　Ｂ７．インビボでの有効性
　所望のインビボ有効性を有するＤＶＤ－Ｉｇ分子を作製するために、組み合わせて与え
られたときに、同様に所望のインビボ有効性を有するｍＡｂを作製および選択することが
重要である。しかしながら、幾つかの事例において、ＤＶＤ－Ｉｇは、２つの別個のｍＡ
ｂの組み合わせを用いて達成することができないインビボ有効性を示し得る。例えば、Ｄ
ＶＤ－Ｉｇは２つの標的を近接させて、２つの別個のｍＡｂの組み合わせを用いて達成す
ることができない活性をもたらし得る。さらなる望ましい生物学的機能が、本明細書の節
Ｂ３に記載されている。ＤＶＤ－Ｉｇ分子において望ましい特徴を有する親抗体は、薬物
速度論ｔ１／２；組織分布；可溶性対細胞表面標的および標的濃度－可溶性／密度－表面
などの要因に基づいて選択され得る。
【０１６３】
　Ｂ８．インビボ組織分布
　所望のインビボ組織分布のＤＶＤ－Ｉｇ分子を作製するために、一実施形態において、
類似の所望のインビボ組織分布特性を有する親ｍＡｂが選択されなければならない。この
点において、親ｍＡｂは、同一の抗体であってもまたは異なる抗体であってもよい。ある
いは、二重特異的標的化戦略の機序に基づいて、別の時点では、組み合わせて与えられた
ときに、同様に所望のインビボ組織分布を有する親ｍＡｂを選択することが必要でない場
合があり得る。（例えば、１つの結合成分がＤＶＤ－Ｉｇを特異的な部位へ標的化するＤ
ＶＤ－Ｉｇの場合には、これにより、第二の結合成分を同じ標的部位へもたらす。）例え
ば、ＤＶＤ－Ｉｇの一方の結合特異性は膵臓（膵頭細胞）を標的化することができ、他方
の特異性はインシュリンを誘導するためにＧＬＰ１を膵臓にもたらすことができる。
【０１６４】
　Ｂ９．イソタイプ：
　イソタイプ、エフェクター機能および循環半減期などの（但し、これらに限定されない
。）所望の特性を有するＤＶＤ－Ｉｇ分子を作製するために、一実施形態において、治療
用途および所望の治療的評価項目に応じて適切なＦｃ－エフェクター機能を有する親ｍＡ
ｂが選択される。親ｍＡｂは同一の抗体であってもまたは異なる抗体であってもよい。５
つの主要な重鎖クラスまたはイソタイプが存在し、そのうち幾つかは数個のサブタイプを
有し、これらが抗体分子のエフェクター機能を決定する。これらのエフェクター機能は、
抗体分子のヒンジ領域、ＣＨ２およびＣＨ３ドメイン中に存在する。しかしながら、抗体
分子の他の部分の残基も、エフェクター機能に影響を及ぼし得る。ヒンジ領域Ｆｃ－エフ
ェクター機能には、（ｉ）抗体依存性細胞性細胞傷害、（ｉｉ）補体（Ｃ１ｑ）結合、活
性化および補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、（ｉｉｉ）抗原－抗体複合体の貪食作用／排
除ならびに（ｉｖ）幾つかの事例におけるサイトカインの放出が含まれる。抗体分子のこ
れらのＦｃ－エフェクター機能は、クラス特異的な細胞表面受容体の組みとのＦｃ領域の
相互作用を通じて媒介される。ＩｇＧ１イソタイプの抗体は最も活性が高いのに対して、
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ＩｇＧ２およびＩｇＧ４は最小限のエフェクター機能を有しまたはエフェクター機能を有
さない。ＩｇＧ抗体のエフェクター機能は、３つの構造的に相同的な細胞性Ｆｃ受容体の
タイプ（およびサブタイプ）（ＦｃｇＲ１、ＦｃｇＲＩＩおよびＦｃｇＲＩＩＩ）との相
互作用を通じて媒介される。ＩｇＧ１のこれらのエフェクター機能は、ＦｃｇＲおよびＣ
１ｑ結合に必要とされるヒンジ領域下方の特定のアミノ酸残基（例えば、Ｌ２３４Ａ、Ｌ
２３５Ａ）を変異させることによって除去することができる。Ｆｃ領域中のアミノ酸残基
、特に、ＣＨ２－ＣＨ３ドメインも、抗体分子の循環半減期を決定する。このＦｃ機能は
、酸性リソゾームから全身循環へ抗体分子をリサイクルするために必要な新生Ｆｃ受容体
（ＦｃＲｎ）へのＦｃ領域の結合を通じて媒介される。
【０１６５】
　ｍＡｂが活性なイソタイプまたは不活性なイソタイプを有するべきかどうかは、抗体に
対して所望される治療的評価項目に依存する。イソタイプの使用および所望される治療結
果の幾つかの例が、以下に列記されている。
　ａ）所望の評価項目が可溶性サイトカインの機能的な中和である場合、不活性なイソタ
イプを使用し得る。
　ｂ）所望の結果が病的タンパク質の排除である場合、活性なイソタイプを使用し得る。
　ｃ）所望の結果がタンパク質凝集物の排除である場合、活性なイソタイプを使用し得る
。
　ｄ）所望の結果が表面受容体を拮抗することである場合、不活性なイソタイプが使用さ
れる（Ｔｙｓａｂｒｉ、ＩｇＧ４；ＯＫＴ３、変異されたＩｇＧ１）；
　ｅ）所望の結果が標的細胞を除去することである場合、活性なイソタイプが使用される
（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ、ＩｇＧ１（および増強されたエフェクター機能を有する。）；お
よび
　ｆ）所望の結果が、中枢神経系に入らずに循環からタンパク質を除去することである場
合、ＩｇＭイソタイプが使用され得る（例えば、循環Ａｂペプチド種の除去）。
【０１６６】
　親ｍＡｂのＦｃエフェクター機能は、本分野で周知の様々なインビトロ法によって測定
され得る。
【０１６７】
　論述されているように、イソタイプの選択、従って、エフェクター機能の選択は所望の
治療的評価項目に依存する。循環標的の単純な中和（例えば、受容体－リガンド相互作用
を遮断すること）が望まれる場合には、エフェクター機能は必要とされない場合があり得
る。このような事例では、エフェクター機能を除去する抗体のＦｃ領域中のイソタイプま
たは変異が望ましい。標的細胞の除去、例えば、腫瘍細胞の除去が治療的評価項目である
他の事例では、エフェクター機能を増強するＦｃ領域中のイソタイプまたは変異または脱
フコシル化が望ましい（Ｐｒｅｓｔａ，Ｇ．Ｌ．（２００６）　Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｌｉｖ．Ｒｅｖ．５８：６４０－６５６および；Ｓａｔｏｈ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００
６）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｌ．Ｔｈｅｒ．６：１１６１－１１７３）。同様
に、治療用途に応じて、Ｆｃ領域中に特異的な変異を導入することによって抗体－ＦｃＲ
ｎ相互作用を調節することによって、抗体分子の循環半減期を短縮／延長することができ
る（Ｄａｌｌ’Ａｃｑｕａ，Ｗ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（２００６）　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ．２８１：２３５１４－２３５２４；Ｐｅｔｋｏｖａ，Ｓ．Ｂ．（２００６）　ｅｔ　
ａｌ．，Ｉｎｔｅｒｎａｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１８：１７５９－１７６９；Ｖａｃｃａｒ
ｏ，Ｃ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
１０３：１８７０９－１８７１４）。
【０１６８】
　正常な治療用ｍＡｂの異なるエフェクター機能に影響を及ぼす様々な残基に関する公表
された情報が、ＤＶＤ－Ｉｇに関して確認される必要があり得る。ＤＶＤ－Ｉｇフォーマ
ットでは、モノクローナル抗体エフェクター機能の調節に関して同定されたもの以外のさ
らなる（異なる）Ｆｃ領域残基が重要であり得ることが可能であり得る。
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【０１６９】
　総合すると、いずれのＦｃエフェクター機能（イソタイプ）が最終的なＤＶＤ－Ｉｇフ
ォーマットにおいて不可欠であるのかについての決定は、疾病の適応症、治療の標的、お
よび所望される治療の評価項目および安全性についての考慮に依存する。以下に列記され
ているのは、
　・ＩｇＧ１－アロタイプ：Ｇ１ｍｚ
　・ＩｇＧ１変異体－Ａ２３４、Ａ２３５
　・ＩｇＧ２－アロタイプ：Ｇ２ｍ（ｎ－）
　・κ－Ｋｍ３
　・λ
などの典型的な適切な重鎖および軽鎖定常領域であるが、これらに限定されない。
【０１７０】
　Ｆｃ受容体およびＣ１ｑ研究：細胞膜上のいずれかの過剰発現された標的への抗体の複
合体形成による望ましくない抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）および補体依存
性細胞傷害（ＣＤＣ）の可能性は、ヒンジ領域の変異（例えば、Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ
）によって除去され得る。ＦｃｇＲ結合はＩｇＧ１ヒンジ領域上の重複する部位内で起こ
ると考えられているので、ｍＡｂのＩｇＧ１ヒンジ領域中に存在するこれらの置換された
アミノ酸は、ヒトＦｃ受容体へのｍＡｂの減少した結合をもたらす（が、ＦｃＲｎへの減
少した結合はもたらさない）と予想される。ｍＡｂのこの特徴は、野生型ＩｇＧを含有す
る抗体に比べて改善された安全性特性をもたらし得る。ヒトＦｃ受容体へのｍＡｂの結合
は、細胞株（例えば、ＴＨＰ－１、Ｋ５６２）およびＦｃｇＲＩＩｂ（または他のＦｃｇ
Ｒ）を発現する加工されたＣＨＯ細胞株を用いるフローサイトメトリー実験によって測定
することができる。ＩｇＧ１対照モノクローナル抗体と比べて、ｍＡｂはＦｃｇＲＩおよ
びＦｃｇＲＩＩａへの低下した結合を示すのに対して、ＦｃｇＲＩＩｂへの結合は影響を
受けない。抗原／ＩｇＧ免疫複合体によるＣ１ｑの結合および活性化は、古典的な補体カ
スケードの引き金を引き、その結果、炎症性および／または免疫制御応答の引き金を引く
。ＩｇＧ上のＣ１ｑ結合部位は、ＩｇＧヒンジ領域内の残基に局在化されている。ｍＡｂ
の増加する濃度へのＣ１ｑの結合は、Ｃ１ｑＥＬＩＳＡによって評価された。結果は、野
生型対照ＩｇＧ１の結合と比較したときに予想通り、ｍＡｂがＣ１ｑに結合できないこと
を示す。総合すると、Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａヒンジ領域の変異は、ＦｃｇＲＩ、Ｆｃｇ
ＲＩＩａおよびＣ１ｑへのｍＡｂの結合を失わせるが、ＦｃｇＲＩＩｂとのｍＡｂの相互
作用に影響を与えない。このデータは、インビボにおいて、変異体Ｆｃを有するｍＡｂは
、阻害的ＦｃｇＲＩＩｂと正常に相互作用するが、活性化ＦｃｇＲＩおよびＦｃｇＲＩＩ
ａ受容体またはＣ１ｑと相互作用できない可能性が高いことを示唆する。
【０１７１】
　ヒトＦｃＲｎ結合：新生受容体（ＦｃＲｎ）は、胎盤を横切るＩｇＧの輸送およびＩｇ
Ｇ分子の異化的半減期の調節に必要である。有効性を改善するために、投与の用量もしく
は頻度を減らすために、または標的への局在化を改善するために、抗体の最終半減期を増
加させることが望ましい場合があり得る。あるいは、これとは逆のことを行う、すなわち
、全身曝露を減らすために、または標的対非標的結合比を改善するために、抗体の最終半
減期を減少させることが有利であり得る。ＩｇＧとそのサルベージ受容体ＦｃＲｎ間の相
互作用を改変することは、ＩｇＧの最終半減期を増加または減少させるための方法を提供
する。ＩｇＧなどの循環中のタンパク質は、血管内皮の細胞などのある種の細胞による微
小飲作用を通じて液体相へ取り込まれる。ＩｇＧは、僅かに酸性の条件下で（ｐＨ６．０
から６．５）、エンドソーム中でＦｃＲｎを結合することができ、細胞表面へリサイクル
され、そこで、ほぼ中性の条件下で（ｐＨ７．０から７．４）放出される。ＦｃＲｎ８０
、１６、１７上のＦｃ領域結合部位のマッピングは、種間で保存されている２つのヒスチ
ジン残基Ｈｉｓ３１０およびＨｉｓ４３５が、この相互作用のｐＨ依存性に必要であるこ
とを示した。ファージディスプレイ技術を用いて、ＦｃＲｎへの結合を増加させ、マウス
ＩｇＧの半減期を延長するマウスＦｃ領域の変異が同定された（Ｖｉｃｔｏｒ，Ｇ．ｅｔ
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　ａｌ．（１９９７）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５（７），６３７－６
４０参照）。ｐＨ６．０でＦｃＲｎに対するヒトＩｇＧの結合親和性を増加させるが、ｐ
Ｈ７．４では増加させないＦｃ領域の変異も同定されている（Ｄａｌｌ’Ａｃｑｕａ　Ｗ
ｉｌｌｉａｍ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６９（９），５
１７１－８０参照）。さらに、ある事例では、結合の同様のｐＨ依存性増加（最大２７倍
）は、アカゲザルＦｃＲｎに対しても観察され、これは、親ＩｇＧと比べて、アカゲザル
中での血清半減期の２倍の増加をもたらした（Ｈｉｎｔｏｎ，Ｐ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（２
００４）　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７９（８），６２１３－６２１６参照）。これら
の知見は、ＦｃＲｎとのＦｃ領域の相互作用を改変することによって、抗体治療薬の血漿
半減期を延長させることができることを示唆する。逆に、ＦｃＲｎとの相互作用を弱める
Ｆｃ領域の変異は抗体半減期を短縮し得る。
【０１７２】
　Ｂ．１０　薬物速度論（ＰＫ）：
　所望の薬物速度論特性を有するＤＶＤ－Ｉｇ分子を作製するために、一実施形態におい
て、同様に所望の薬物速度論特性を有する親ｍＡｂが選択される。１つの考慮事項は、モ
ノクローナル抗体に対する免疫原性応答（すなわち、ヒト抗ヒト抗体応答；ＨＡＣＡ、ヒ
ト抗キメラ抗体応答）がこれらの治療剤の薬物速度論をさらに複雑にすることである。一
実施形態において、得られたＤＶＤ－Ｉｇが最小限の免疫原性を有するように、または免
疫原性を有さないように、ＤＶＤ－Ｉｇ分子を構築するために、最小限の免疫原性を有す
るモノクローナル抗体または免疫原性を有さないモノクローナル抗体が使用される。ｍＡ
ｂのＰＫを決定する要因の幾つかには、ｍＡｂの固有の特性（ＶＨアミノ酸配列）；免疫
原性；ＦｃＲｎ結合およびＦｃ機能が含まれるが、これらに限定されない。
【０１７３】
　げっ歯類でのＰＫ特性はカニクイザルおよびヒトでのモノクローナル抗体のＰＫ特性と
良好に相関する（または密接に予測する）ので、選択された親モノクローナル抗体のＰＫ
特性は、げっ歯類において容易に測定することができる。ＰＫ特性は、実施例のセクショ
ン１．２．２．３．Ａに記載されているように測定される。
【０１７４】
　所望のＰＫ特徴（および本明細書に論述されているような他の所望の機能的特性）を有
する親モノクローナル抗体を選択した後、ＤＶＤ－Ｉｇを構築する。ＤＶＤ－Ｉｇ分子は
２つの親モノクローナル抗体由来の２つの抗原結合ドメインを含有するので、ＤＶＤ－Ｉ
ｇのＰＫ特性も評価される。従って、ＤＶＤ－ＩｇのＰＫ特性を測定しながら、２つの親
モノクローナル抗体由来の両抗原結合ドメインの機能性に基づいてＰＫ特性を測定するＰ
Ｋアッセイが使用され得る。ＤＶＤ－ＩｇのＰＫ特性は、実施例１．２．２．３．Ａに記
載されているように測定することができる。ＤＶＤ－ＩｇのＰＫ特性に影響を及ぼし得る
さらなる要因には、抗原結合ドメイン（ＣＤＲ）の方向性；リンカーのサイズおよびＦｃ
／ＦｃＲｎ相互作用が含まれる。親抗体のＰＫの特徴は、以下のパラメータ：吸収、分布
、代謝および排泄を評価することによって評価することができる。
【０１７５】
　吸収：現在まで、治療用モノクローナル抗体の投与は、非経口経路（例えば、静脈内［
ＩＶ］、皮下［ＳＣ］または筋肉内［ＩＭ］）を介して行われている。皮下または筋肉内
投与のいずれかの後の細胞間隙から全身循環中へのｍＡｂの吸収は、主に、リンパ経路を
通じて行われる。飽和性、前全身性、タンパク分解性の分解は、血管外投与後に可変的な
絶対的生物学的利用性をもたらし得る。通常、より高い用量での飽和したタンパク分解能
のために、モノクローナル抗体の増加する用量に伴う、絶対的生物学的利用性の増加が観
察され得る。リンパ液は血管系内にゆっくり排出するので、ｍＡｂに対する吸収プロセス
は、通常極めて遅く、吸収の期間は、数時間から数日に起こり得る。皮下投与後のモノク
ローナル抗体の絶対的生物利用可能性は、一般に、５０％から１００％の範囲である。Ｄ
ＶＤ－Ｉｇ構築物によって標的とされる脳血液関門での輸送を媒介とする構造の場合には
、中枢神経系区画（ＤＶＤ－Ｉｇは、ここで解離されて、その第二の抗原認識部位を介し
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た相互作用が可能となる。）内への脳血液関門（ＢＢＢ）での増強された経細胞輸送のた
めに、血漿中の循環時間が短縮され得る。
【０１７６】
　分布：静脈投与後に、モノクローナル抗体は、急速な分布期から開始し、その後に遅い
除去期が続く、二相性の血清（または血漿）濃度－時間特性に通常従う。一般に、二相性
の指数関数的薬物速度論モデルが、この種の薬物速度論特性を最もよく記載する。ｍＡｂ
に対する中枢コンパートメント（Ｖｃ）中での分布の容積は、通常、血漿容積（２から３
Ｌ）と等しく、またはそれより僅かに大きい。長い吸収部分によって、血清（血漿）濃度
－時間曲線の分布相が覆い隠されるので、血清（血漿）濃度対時間特性の明瞭な二相性パ
ターンは、投与の他の非経口経路（筋肉内または皮下など）では明白でない場合があり得
る。物理化学的特性、部位特異的および標的に向けられた受容体媒介性取り込み、組織の
結合能力およびｍＡｂ用量などの多くの要因が、ｍＡｂの生物分布に影響を及ぼし得る。
これらの要因の幾つかは、ｍＡｂに対する生物分布の非線形性に寄与し得る。
【０１７７】
　代謝および排泄：分子サイズのために、完全な状態のモノクローナル抗体は、腎臓を介
して尿内に排泄される。完全な状態のモノクローナル抗体は、主に、代謝（例えば、異化
）によって不活化される。ＩｇＧを基礎とする治療用モノクローナル抗体に関して、半減
期は、通例、数時間または１から２日ないし２０日以上の範囲である。ｍＡｂの除去は、
ＦｃＲｎ受容体に対する親和性、ｍＡｂの免疫原性、ｍＡｂのグリコシル化の程度、タン
パク分解に対するｍＡｂの感受性および受容体媒介性の除去などの（但し、これらに限定
されない。）、多くの因子によって影響を受け得る。
【０１７８】
　Ｂ．１１　ヒトおよびｔｏｘ種に対する組織交差反応性パターン：
　同じ染色パターンは、ｔｏｘ種における、潜在的なヒト毒性を評価できることを示唆す
る。Ｔｏｘ種とは、無関係な毒性が研究される動物である。
【０１７９】
　２つの基準を充足する個別の抗体を選択する。（１）抗体標的の既知の発現に関して適
切な組織染色。および（２）同じ臓器からのヒトおよびｔｏｘ種の組織間での類似の染色
パターン。
【０１８０】
　基準１：免疫化および／または抗体選択は、組換えまたは合成された抗原（タンパク質
、炭水化物または他の分子）を典型的に使用する。天然の対応物への結合および無関係の
抗原に対する対比スクリーニングは、しばしば、治療用抗体のためのスクリーニング漏斗
の一部である。しかしながら、多数の抗原に対するスクリーニングは、しばしば非現実的
である。従って、全ての主要な臓器から得られるヒト組織との組織交差反応性研究は、い
ずれかの無関係の抗原への抗体の望ましくない結合を除外する役割を果たす。
【０１８１】
　基準２：ヒトおよびｔｏｘ種の組織（カニクイザル、イヌ、おそらくげっ歯類およびそ
の他、同じ３６または３７の組織がヒトの研究におけるように検査されている。）を用い
た比較組織交差反応性研究は、ｔｏｘ種の選択の妥当性を確認するのに役立つ。凍結組織
切片に関する典型的な組織交差反応性研究では、治療用抗体は既知の抗原への予想される
結合および／または、より低い程度で、低レベルの相互作用に基づく組織への結合（非特
異的結合、類似の抗原への低レベルの結合、低レベルの電荷を基礎とする相互作用など）
を示し得る。いずれの場合でも、最も妥当な毒性学動物種は、ヒトおよび動物組織への結
合の一致の最も高い程度を有する動物種である。
【０１８２】
　組織交差反応性研究は、ＥＣＣＰＭＰガイドラインＩＩＩ／５２７１／９４“Ｐｒｏｄ
ｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｍＡｂｓ”および１９
９７ＵＳＦＤＡ／ＣＢＥＲ“Ｐｏｉｎｔｓ　ｔｏ　Ｃｏｎｓｉｄｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｍ
ａｎｕｆａｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔ
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ｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｕｓｅ”などの適切な規制ガイド
ラインに従う。剖検または生検で得られたヒト組織の凍結切片（５μｍ）を対物グラス上
に固定し、乾燥させた。アビジン－ビオチン系を用いて、組織切片のペルオキシダーゼ染
色を行った。食品医薬品局の指針“Ｐｏｉｎｔｓ　ｔｏ　Ｃｏｎｓｉｄｅｒ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｕｓｅ”
【０１８３】
　組織交差反応性研究は、しばしば、２段階で行われ、第一の段階は、１人のヒトドナー
から得られる３２の組織（典型的には、副腎、胃腸管、前立腺、膀胱、心臓、骨格筋、血
液細胞、腎臓、皮膚、骨髄、肝臓、脊髄、乳房、肺、脾臓、小脳、リンパ節、精巣、大脳
皮質、卵巣、胸腺、大腸、膵臓、甲状腺、内皮、副甲状腺、尿管、眼、下垂体、子宮、フ
ァロピア管および胎盤）の凍結切片を含む。第二相では、完全な交差反応性研究は、３人
の無関係な成人から得られる最大３８の組織（副腎、血液、血管、骨髄、小脳、大脳、頚
部、食道、眼、心臓、腎臓、大腸、肝臓、肺、リンパ節、乳房の乳腺、卵巣、卵管、膵臓
、副甲状腺、末梢神経、下垂体、胎盤、前立腺、唾液腺、皮膚、小腸、脊髄、脾臓、胃、
横紋筋、精巣、胸腺、甲状腺、扁桃腺、尿管、膀胱および子宮を含む。）を用いて行われ
る。研究は、典型的には、最低２つの投薬レベルで行われる。
【０１８４】
　治療用抗体（すなわち、検査品）およびイソタイプを合致させた対照抗体は、アビジン
－ビオチン複合体（ＡＢＣ）検出のためにビオチン化され得る。他の検出法には、ＦＩＴ
Ｃ（またはその他の）標識された検査品のための三次抗体検出または標識されていない検
査品のための標識された抗ヒトＩｇＧとの事前の複合体形成が含まれ得る。
【０１８５】
　要約すれば、剖検または生検で得られたヒト組織の凍結切片（約５μｍ）を対物グラス
上に固定し、乾燥させる。アビジン－ビオチン系を用いて、組織切片のペルオキシダーゼ
染色を行う。まず（事前に複合体を形成する検出系の場合）、ビオチン化された二次抗ヒ
トＩｇＧとともに検査品を温置し、免疫複合体を生じさせる。検査品の２および１０μｇ
／ｍＬの最終濃度の免疫複合体を対物ガラス上の組織切片上に添加し、次いで、アビジン
－ビオチン－ペルオキシダーゼキットと組織切片を３０分間反応させた。その後、組織染
色のために、ペルオキシダーゼ反応に対する基質であるＤＡＢ（３，３’－ジアミノベン
ジジン）を４分間適用した。陽性対照組織切片として、抗原－セファロースビーズを使用
する。
【０１８６】
　いずれの特異的染色も、問題となっている標的抗原の既知の発現に基づいて、予想され
た（例えば、抗原の発現と合致）反応性または予想されない反応性のいずれかであると判
断される。特異的と判断された全ての染色には、強度と頻度に関してスコアを付与する。
抗原または血清競合または遮断研究は、観察された染色が特異的または非特異的であるか
どうかの決定をさらに補助し得る。
【０１８７】
　２つの選択された抗体が選択基準を充足する（適切な組織染色、およびヒトと毒性学動
物特異的組織間での合致する染色）ことが見出されたら、ＤＶＤ－Ｉｇ作製のために、そ
れらを選択することができる。
【０１８８】
　組織交差反応性研究は、最終のＤＶＤ－Ｉｇ構築物を用いて繰り返さなければならない
が、２つの親抗体のいずれかから何らかの結合が生じ得、複雑な抗原競合研究を用いて、
何らかの説明されない結合を確認する必要があるので、これらの研究は、本明細書に概説
されているものと同じプロトコールに従うものの、より評価が複雑である。
【０１８９】
　（１）予想されない組織交差反応性の知見の欠如に関して、ならびに（２）対応するヒ
トおよび毒性学動物種の組織間での、組織交差反応性の知見の適切な類似性に関して、２
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つの親抗体が選択されれば、ＤＶＤ－Ｉｇのような多重特異的分子を用いた組織交差反応
性研究の複雑な作業が大幅に簡略化されることは自明である。
【０１９０】
　Ｂ．１２　特異性および選択性：
　所望の特異性と選択性を有するＤＶＤ－Ｉｇ分子を作製するために、同様に所望の特異
性および選択性特性を有する親ｍＡｂを作製および選択することが必要である。この点で
は、親ｍＡｂは同一の抗体であってもまたは異なる抗体であってもよい。
【０１９１】
　ＤＶＤ－Ｉｇを用いた特異性および選択性に関する結合研究は、４つまたはそれ以上の
結合部位（それぞれ２つが各抗原に対する）のために複雑であり得る。簡潔に述べれば、
酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ），ＢＩＡｃｏｒｅ、ＫｉｎＥｘＡを使用する結合
研究またはＤＶＤ－Ｉｇとの他の相互作用研究は、ＤＶＤ－Ｉｇ分子への１つ、２つまた
はそれ以上の抗原の結合をモニターする必要がある。ＢＩＡｃｏｒｅ技術は、複数の抗原
の逐次的な独立した結合を分割することができるが、ＥＬＩＳＡなどのより伝統的な方法
またはＫｉｎＥｘＡなどのより近代的な技術は分割できない。従って、各親抗体の注意深
い性質決定が不可欠である。それぞれの個別の抗体が特異性に関して性質決定された後、
ＤＶＤ－Ｉｇ分子中の個別の結合部位の特異性の保持の確認は大幅に簡略化される。
【０１９２】
　ＤＶＤ－Ｉｇ中に組み合わされる前に、特異性に関して２つの親抗体が選択されれば、
ＤＶＤ－Ｉｇの特異性を測定するという複雑な作業が大幅に簡略化されることは自明であ
る。
【０１９３】
　抗原－抗体相互作用の研究は、ＥＬＩＳＡ、質量分析法、化学的架橋、光散乱を用いた
ＳＥＣ、平衡透析、ゲル浸透、限外ろ過、ゲルクロマトグラフィー、巨大ゾーン分析的Ｓ
ＥＣ、微量調製超遠心（沈降平衡）、分光学的方法、滴定微量熱量測定、（分析的超遠心
での）沈降平衡、（分析的遠心での）沈降速度、および表面プラズモン共鳴（ＢＩＡｃｏ
ｒｅを含む。）などの多くの古典的なタンパク質－タンパク質相互作用研究など、多くの
形態を採り得る。関連する参考文献には、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ
．，によって出版された「“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ”Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｊ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）　Ｖｏｌｕｍ
ｅ　３，ｃｈａｐｔｅｒｓ　１９　ａｎｄ　２０」およびＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ　Ｉｎｃ．，によって出版された「“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ”，Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｊ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）」およ
びその中に含まれる関連する参考文献が含まれる。
【０１９４】
　全血中のサイトカイン放出：ヒト血液細胞とのｍＡｂの相互作用は、サイトカイン放出
によって調べることができる（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃによって出
版されたＷｉｎｇ，Ｍ．Ｇ．（１９９５）　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２（
４）：１８３－１９０；“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｌｏｇｙ”，Ｅｎｎａ，Ｓ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）；Ｍａｄｈｕｓｕｄａｎ，
Ｓ．（２００４）　Ｃｌｉｎ．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ．１０（１９）：６５２８－６５３４
；Ｃｏｘ，Ｊ．（２００６）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　３８（４）：２７４－２８２；　Ｃｈｏ
ｉ，Ｉ．（２００１）　Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３１（１），９４－１０６）。簡
潔に述べれば、ｍＡｂの様々な濃度をヒト全血とともに２４時間温置する。検査される濃
度は、患者中の典型的な血液レベルを模倣する最終濃度を含む幅広い範囲を包含すべきで
ある（１００ｎｇ／ｍＬから１００μｇ／ｍＬなど、これに限定されない。）。温置後、
ＩＬ－１Ｒ、ＴＮＦ－、ＩＬ－１ｂ、ＩＬ－６およびＩＬ－８の存在に関して、上清およ
び細胞可溶化液を分析した。ｍＡｂに関して作製されたサイトカイン濃度特性を、陰性ヒ
トＩｇＧ対照および陽性ＬＰＳまたはＰＨＡ対照によって作製された特性と比較した。細
胞上清および細胞可溶化液の両方から得られたｍＡｂによって示されたサイトカイン特性
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は、対照ヒトＩｇＧと同等であった。一実施形態において、モノクローナル抗体は、炎症
性サイトカインを自発的に放出するために、ヒト血液細胞と相互作用しない。
【０１９５】
　４つまたはそれ以上の結合部位（各抗原に対してそれぞれ２つ）のために、ＤＶＤ－Ｉ
ｇに対するサイトカイン放出研究は複雑である。簡潔に述べれば、本明細書に記載されて
いるサイトカイン放出研究は、全血または他の細胞系に対する完全なＤＶＤ－Ｉｇ分子の
効果を測定するが、分子のいずれの部分がサイトカインの放出を引き起こすかを解決する
ことはできない。サイトカインの放出が検出されたら、幾つかの同時精製された細胞成分
が単独でサイトカインの放出を引き起こし得るので、ＤＶＤ－Ｉｇ調製物の純度が確認さ
れなければならない。純度が問題でなければ、いずれかの観察結果を解析するために、Ｄ
ＶＤ－Ｉｇの断片化（Ｆｃ部分の除去、結合部位の分離などを含むが、これらに限定され
ない。）、結合部位の突然変異導入または他の方法を使用することが必要であり得る。Ｄ
ＶＤ－Ｉｇ中に組み合わされる前に、サイトカインの放出の欠如に関して、２つの親抗体
が選択されれば、この複雑な作業が大幅に簡略化されることは自明である。
【０１９６】
　Ｂ．１３　毒性学的研究のための他の種への交差反応性：
　一実施形態において、適切なｔｏｘ種（例えば、カニクイザル）への十分な交差反応性
を有する各抗体が選択される。親抗体は、オーソロガスな種の標的（すなわち、カニクイ
ザル）に結合し、適切な応答（調節、中和、活性化）を惹起することが必要である。一実
施形態において、オーソロガスな種の標的への交差反応性（親和性／力価）は、ヒト標的
の１０倍以内とすべきである。実際に、親抗体は、マウス、ラット、イヌ、サル（および
他の非ヒト霊長類）および疾病モデル種（すなわち、喘息モデル用のヒツジ）などの複数
の種に関して評価される。親モノクローナル抗体からのｔｏｘ種への許容可能な交差反応
性は、同じ種内のＤＶＤ－Ｉｇ－Ｉｇの将来の毒性学的研究を可能にする。この理由のた
めに、２つの親モノクローナル抗体は、共通のｔｏｘ種に対して許容可能な交差反応性を
有し、従って、同じ種内でのＤＶＤ－Ｉｇの毒性学的研究を可能にすべきである。
【０１９７】
　親ｍＡｂは、特異的な標的を結合する様々なｍＡｂから選択され得、本分野において周
知である。親抗体は同一の抗体であってもまたは異なる抗体であってもよい。これらには
、抗ＴＮＦ抗体（米国特許第６，２５８，５６２号）、抗ＩＬ－１２および／または抗Ｉ
Ｌ－１２ｐ４０抗体（米国特許第６，９１４，１２８号）；抗ＩＬ－１８抗体（米国特許
公開第２００５／０１４７６１０号）、抗Ｃ５、抗ＣＢＬ、抗ＣＤ１４７、抗ｇｐ１２０
、抗ＶＬＡ－４、抗ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８、抗ＶＥＧＦ、抗ＣＤ４０Ｌ、抗ＣＤ－４０
（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ２００７／１２４２９９参照）抗Ｉｄ、抗ＩＣＡＭ－、抗ＣＸ
ＣＬ１３、抗ＣＤ２、抗ＥＧＦＲ、抗ＴＧＦ－β２、抗ＨＧＦ、抗ｃＭｅｔ、抗ＤＬＬ－
４、抗ＮＰＲ１、抗ＰＬＧＦ、抗ＥｒｂＢ３、抗Ｅ－セレクチン、抗ＶＩＩ因子、抗Ｈｅ
ｒ２／ｎｅｕ、抗Ｆｇｐ、抗ＣＤ１１／１８、抗ＣＤ１４、抗ＩＣＡＭ－３、抗ＲＯＮ、
抗－ＳＯＳＴ、抗ＣＤ－１９、抗ＣＤ８０（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ２００３／０３９４
８６参照）、抗ＣＤ４、抗ＣＤ３、抗ＣＤ２３、抗β２－インテグリン、抗α４β７、抗
ＣＤ５２、抗ＨＬＡＤＲ、抗ＣＤ２２（例えば、米国特許第５，７８９，５５４号参照）
、抗ＣＤ２０、抗ＭＩＦ、抗ＣＤ６４（ＦｃＲ）、抗ＴＣＲαβ、抗ＣＤ２、抗ＨｅｐＢ
、抗ＣＡ１２５、抗ＥｐＣＡＭ、抗ｇｐ１２０、抗ＣＭＶ、抗ｇｐＩＩｂＩＩＩａ、抗Ｉ
ｇＥ、抗ＣＤ２５、抗ＣＤ３３、抗ＨＬＡ、抗ＩＧＦ１，２、抗ＩＧＦＲ、抗ＶＮＲイン
テグリン、抗ＩＬ－１α、抗ＩＬ－１β、抗ＩＬ－１受容体、抗ＩＬ－２受容体、抗ＩＬ
－４、抗ＩＬ－４受容体、抗ＩＬ５、抗ＩＬ－５受容体、抗ＩＬ－６、抗ＩＬ－８、抗Ｉ
Ｌ－９、抗ＩＬ－１３、抗ＩＬ－１３受容体、抗ＩＬ－１７；抗ＩＬ－２３（Ｐｒｅｓｔ
ａ　Ｌ．Ｇ．（２００５）　Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１６：
７３１－６および　ｗｗｗ．ｐａｔｈ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／～ｍｒｃ７／ｈｕｍａｎｉ
ｓａｔｉｏｎ／ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．ｈｔｍｌ参照）。
【０１９８】
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　親ｍＡｂは、使用に関して、臨床試験においてまたは臨床的使用のための開発において
承認を受けた様々な治療用抗体からも選択され得る。このような治療用抗体には、リツキ
シマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ（Ｒ）、ＩＤＥＣ／Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ／Ｒｏｃｈｅ）（例えば
、米国特許第５，７３６，１３７号参照）、非ホジキンリンパ腫を治療するために承認を
受けたキメラ抗ＣＤ２０抗体；ＨｕＭａｘ－ＣＤ２０、Ｇｅｎｍａｂによって現在開発さ
れている抗ＣＤ２０、米国特許第５，５００，３６２号に記載されている抗ＣＤ２０抗体
、ＡＭＥ－１３３（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）、ｈＡ
２０（Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓ，Ｉｎｃ．）、ＨｕｍａＬＹＭ（Ｉｎｔｒａｃｅｌ）お
よびＰＲＯ７０７６９（ＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ２００３／０４０４２６）、トラスツズ
マブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（Ｒ），Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）（例えば、米国特許第５，６７
７，１７１号参照）、乳癌を治療するために承認を受けたヒト化抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕ抗体
；Ｇｅｎｅｎｔｅｃによって現在開発されているペルツズマブ（ｒｈｕＭａｂ－２Ｃ４，
Ｏｍｎｉｔａｒｇ（Ｒ））；抗Ｈｅｒ２抗体（米国特許第４，７５３，８９４号）；セツ
キシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（Ｒ）、Ｉｍｃｌｏｎｅ）（米国特許第４，９４３，５３３号
；ＰＣＴ公開ＷＯ９６／４０２１０）、様々な癌に対する臨床試験におけるキメラ抗ＥＧ
ＦＲ抗体；Ａｂｇｅｎｉｘ－Ｉｍｍｕｎｅｘ－Ａｍｇｅｎによって現在開発されているＡ
ＢＸ－ＥＧＦ（米国特許第６，２３５，８８３号）；Ｇｅｎｍａｂによって現在開発され
ているＨｕＭａｘ－ＥＧＦｒ（米国特許第７，２４７，３０１号）；４２５、ＥＭＤ５５
９００、ＥＭＤ６２０００およびＥＭＤ７２０００（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ）（米国特許
第５，５５８，８６４号；Ｍｕｒｔｈｙ，ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　Ａｒｃｈ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５２（２）：５４９－６０；Ｒｏｄｅｃｋ，ｅｔ　ａｌ．
（１９８７）　Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．３５（４）：３１５－２０；Ｋｅｔｔｌ
ｅｂｏｒｏｕｇｈ，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．４（７）：７
７３－８３）；ＩＣＲ６２（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ）（ＰＣＴ公開ＷＯ９５／２００４５；Ｍｏｄｊｔａｈｅｄｉ，ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）　Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２２（ｌ－３）：１２９－４６；Ｍｏｄｊｔａｈ
ｅｄｉ，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６７（２）：２４７－５
３；Ｍｏｄｊｔａｈｅｄｉ，ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，７３
（２）：２２８－３５；Ｍｏｄｊｔａｈｅｄｉ，ｅｔ　ａｌ．（２００３）　Ｉｎｔ．Ｊ
．Ｃａｎｃｅｒ，１０５（２）：２７３－８０）；ＴｈｅｒａＣＩＭｈＲ３（ＹＭ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃａｎａｄａ　ａｎｄ　Ｃｅｎｔｒｏ　ｄｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉａ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ，Ｃｕｂａ（米国特許第５，８９１，９９６号；米国特許第６
，５０６，８８３号；Ｍａｔｅｏ，ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．３（１）：７１－８１）；ｍＡｂ－８０６（Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｅ　ｆ
ｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｍｅｍｏｒｉａｌ　Ｓｌｏａｎ－Ｋｅｔｔｅｒ
ｉｎｇ）（Ｊｕｎｇｂｌｕｔｈ，ｅｔ　ａｌ．（２００３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．１００（２）：６３９－４４）；ＫＳＢ－１０２（ＫＳ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｘ）；ＭＲ１－１（ＩＶＡＸ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅ）（ＰＣＴ公開ＷＯ０１／６２９３１Ａ２）；ならびにＳＣ１００（Ｓｃａｎｃｅ
ｌｌ）（ＰＣＴ公開ＷＯ０１／８８１３８）；アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（Ｒ），
Ｍｉｌｌｅｎｉｕｍ）、Ｂ細胞慢性リンパ性白血病の治療に関して現在承認を受けている
ヒト化ｍＡｂ；ムロモナブ－ＣＤ３（Ｏｒｔｈｏｃｌｏｎｅ　ＯＫＴ３（Ｒ））、Ｏｒｔ
ｈｏ　Ｂｉｏｔｅｃｈ／Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊｏｈｎｓｏｎによって開発された抗ＣＤ
３抗体、イブリツモマブ・チウキセタン（Ｚｅｖａｌｉｎ（Ｒ））、ＩＤＥＣ／Ｓｃｈｅ
ｒｉｎｇ　ＡＧによって開発された抗ＣＤ２０抗体、ゲムツズマブ・オゾガマイシン（Ｍ
ｙｌｏｔａｒｇ（Ｒ））、Ｃｅｌｌｔｅｃｈ／Ｗｙｅｔｈによって開発された抗ＣＤ３３
（ｐ６７タンパク質）抗体、アレファセプト（Ａｍｅｖｉｖｅ（Ｒ））、Ｂｉｏｇｅｎに
よって開発された抗ＬＦＡ－３Ｆｃ融合物）、Ｃｅｎｔｏｃｏｒ／Ｌｉｌｌｙによって開
発されたアブシキシマブ（ＲｅｏＰｒｏ（Ｒ））、Ｎｏｖａｒｔｉｓによって開発された
バシリキシマブ（Ｓｉｍｕｌｅｃｔ（Ｒ））、Ｍｅｄｉｍｍｕｎｅによって開発されたパ
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リビズマブ（Ｓｙｎａｇｉｓ（Ｒ））、インフリキシマブ（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（Ｒ））、
Ｃｅｎｔｏｃｏｒによって開発された抗ＴＮＦα抗体、アダリムマブ（Ｈｕｍｉｒａ（Ｒ

））、Ａｂｂｏｔｔによって開発された抗ＴＮＦα抗体、Ｈｕｍｉｃａｄｅ（Ｒ）、Ｃｅ
ｌｌｔｅｃｈによって開発された抗ＴＮＦα抗体、ゴリムマブ（ＣＮＴＯ－１４８）、Ｃ
ｅｎｔｏｃｏｒによって開発された完全ヒトＴＮＦ抗体、エタネルセプト（Ｅｎｂｒｅｌ
（Ｒ））、Ｉｍｍｕｎｅｘ／Ａｍｇｅｎによって開発されたｐ７５ＴＮＦ受容体Ｆｃ融合
物、レネルセプト、Ｒｏｃｈｅによって以前に開発されたｐ５５ＴＮＦ受容体Ｆｃ融合物
、ＡＢＸ－ＣＢＬ、Ａｂｇｅｎｉｘによって開発されている抗ＣＤ１４７抗体、ＡＢＸ－
ＩＬ８、Ａｂｇｅｎｉｘによって開発されている抗ＩＬ－８抗体、ＡＢＸ－ＭＡ１、Ａｂ
ｇｅｎｉｘによって開発されている抗ＭＵＣ１８抗体、ペムツモマブ（Ｒ１５４９，９０
Ｙ－ｍｕＨＭＦＧ１）、Ａｎｔｉｓｏｍａによって開発中の抗ＭＵＣ１、Ｔｈｅｒｅｘ（
Ｒ１５５０）、Ａｎｔｉｓｏｍａによって開発されている抗ＭＵＣ１抗体、Ａｎｔｉｓｏ
ｍａによって開発されているＡｎｇｉｏＭａｂ（ＡＳ１４０５）、Ａｎｔｉｓｏｍａによ
って開発されているＨｕＢＣ－１、Ａｎｔｉｓｏｍａによって開発されているＴｈｉｏｐ
ｌａｔｉｎ（ＡＳ１４０７）、Ａｎｔｅｇｒｅｎ（Ｒ）（ナタリズマブ）、Ｂｉｏｇｅｎ
によって開発されている抗α－４－β－１（ＶＬＡ－４）およびα－４－β－７－抗体、
ＶＬＡ－１ｍＡｂ、Ｂｉｏｇｅｎによって開発されている抗ＶＬＡ－１インテグリン抗体
、ＬＴＢＲｍＡｂ、Ｂｉｏｇｅｎによって開発されている抗リンホトキシンβ受容体（Ｌ
ＴＢＲ）抗体、ＣＡＴ－１５２、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙによって開発されている抗ＴＧＦ－β２抗体、ＡＢＴ８７４（Ｊ６９５）、Ａｂ
ｂｏｔｔによって開発されている抗ＩＬ－１２ｐ４０抗体、ＣＡＴ－１９２、Ｃａｍｂｒ
ｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙおよびＧｅｎｚｙｍｅによって開発
されている抗ＴＧＦ－β１抗体、ＣＡＴ２１３、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙによって開発されている抗エオタキシン１抗体、ＬｙｍｐｈｏＳ
ｔａｔ－Ｂ（Ｒ）、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙおよ
びＨｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．，によって開発されている抗
Ｂｌｙｓ抗体、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１ｍＡｂ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙおよびＨｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．，によ
って開発されている抗ＴＲＡＩＬ－Ｒ１抗体、Ａｖａｓｔｉｎ（Ｒ）ベバシズマブ、ｒｈ
ｕＭＡｂ－ＶＥＧＦ、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈによって開発されている抗ＶＥＧＦ抗体、Ｇｅ
ｎｅｎｔｅｃｈによって開発されている抗ＨＥＲ受容体ファミリー抗体、Ａｎｔｉ－Ｔｉ
ｓｓｕｅ　Ｆａｃｔｏｒ　（ＡＴＦ）、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈによって開発されている抗組
織因子抗体、Ｘｏｌａｉｒ（Ｒ）（オマリズマブ）、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈによって開発さ
れている抗ＩｇＥ抗体、Ｒａｐｔｉｖａ（Ｒ）（エファリズマブ）、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ
およびＸｏｍａによって開発されている抗ＣＤ１１ａ抗体、ＧｅｎｅｎｔｅｃｈおよびＭ
ｉｌｌｅｎｉｕｍ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発されているＭＬＮ－０
２抗体（以前には、ＬＤＰ－０２）、ＨｕＭａｘＣＤ４、Ｇｅｎｍａｂによって開発され
ている抗ＣＤ４抗体、ＨｕＭａｘ－ＩＬ１５、ＧｅｎｍａｂおよびＡｍｇｅｎによって開
発されている抗ＩＬ－１５抗体、ＧｅｎｍａｂおよびＭｅｄａｒｅｘによって開発されて
いるＨｕＭａｘ－Ｉｎｆｌａｍ、Ｈｕｍａｘ－Ｃａｎｃｅｒ、ＧｅｎｍａｂおよびＭｅｄ
ａｒｅｘおよびＯｘｆｏｒｄ　ＧｅｏＳｃｉｅｎｃｅｓによって開発されている抗ヘパラ
ナーゼＩ抗体、ＧｅｎｍａｂおよびＡｍｇｅｎによって開発されているＨｕＭａｘ－Ｌｙ
ｍｐｈｏｍａ、Ｇｅｎｍａｂによって開発されているＨｕＭａｘ－ＴＡＣ、ＩＤＥＣ－１
３１およびＩＤＥＣＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発されている抗ＣＤ４０
Ｌ抗体、ＩＤＥＣ－１５１（Ｃｌｅｎｏｌｉｘｉｍａｂ）、ＩＤＥＣ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓによって開発されている抗ＣＤ４抗体、ＩＤＥＣ－１１４、ＩＤＥＣ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発されている抗ＣＤ８０抗体、ＩＤＥＣ－１５
２、ＩＤＥＣ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発されている抗ＣＤ２３、Ｉ
ＤＥＣ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発されている抗マクロファージ遊走
因子（ＭＩＦ）抗体、ＢＥＣ２、Ｉｍｃｌｏｎｅによって開発されている抗イディオタイ
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プ抗体、ＩＭＣ－ＩＣ１１、Ｉｍｃｌｏｎｅによって開発されている抗ＫＤＲ抗体、ＤＣ
１０１、Ｉｍｃｌｏｎｅによって開発されている抗ｆｌｋ－１抗体、Ｉｍｃｌｏｎｅによ
って開発されている抗ＶＥカドヘリン抗体、ＣＥＡ－Ｃｉｄｅ（Ｒ）（ラベツズマブ）、
Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓによって開発されている抗癌胎児性抗原（ＣＥＡ）抗体、Ｌｙ
ｍｐｈｏＣｉｄｅ（Ｒ）（エプラツズマブ）、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓによって開発さ
れている抗ＣＤ２２抗体、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓによって開発されているＡＦＰ－Ｃ
ｉｄｅ、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓによって開発されているＭｙｅｌｏｍａＣｉｄｅ、Ｉ
ｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓによって開発されているＬｋｏＣｉｄｅ、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉ
ｃｓによって開発されているＰｒｏｓｔａＣｉｄｅ、ＭＤＸ－０１０、Ｍｅｄａｒｅｘに
よって開発されている抗ＣＴＬＡ４抗体、ＭＤＸ－０６０、Ｍｅｄａｒｅｘによって開発
されている抗ＣＤ３０抗体、Ｍｅｄａｒｅｘによって開発されているＭＤＸ－０７０、Ｍ
ｅｄａｒｅｘによって開発されているＭＤＸ－０１８、Ｏｓｉｄｅｍ（Ｒ）（ＩＤＭ－１
）ならびにＭｅｄａｒｅｘおよびＩｍｍｕｎｏ－Ｄｅｓｉｇｎｅｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
によって開発されている抗Ｈｅｒ２抗体、Ｈｕｍａｘ（Ｒ）－ＣＤ４、Ｍｅｄａｒｅｘお
よびＧｅｎｍａｂによって開発されている抗ＣＤ４抗体、ＨｕＭａｘ－ＩＬ１５、Ｍｅｄ
ａｒｅｘおよびＧｅｎｍａｂによって開発されている抗ＩＬ１５抗体、ＣＮＴＯ１４８、
ＭｅｄａｒｅｘおよびＣｅｎｔｏｃｏｒ／Ｊ＆Ｊによって開発されている抗ＴＮＦα抗体
、ＣＮＴＯ１２７５、Ｃｅｎｔｏｃｏｒ／Ｊ＆Ｊによって開発されている抗サイトカイン
抗体、ＭＯＲ１０１およびＭＯＲ１０２、ＭｏｒｐｈｏＳｙｓによって開発されている抗
細胞間接着分子－１（ＩＣＡＭ－１）（ＣＤ５４）抗体、ＭＯＲ２０１、ＭｏｒｐｈｏＳ
ｙｓによって開発されている抗繊維芽細胞成長因子受容体３（ＦＧＦＲ－３）抗体、Ｎｕ
ｖｉｏｎ（Ｒ）（ビシリズマブ）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｌａｂｓによって開
発されている抗ＣＤ３抗体、ＨｕＺＡＦ（Ｒ）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｌａｂ
ｓによって開発されている抗γインターフェロン抗体、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇｎ　
Ｌａｂｓによって開発され
ている抗α５β１インテグリン、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｌａｂｓによって開発
されている抗ＩＬ１２、ＩＮＧ－１、Ｘｏｍａによって開発されている抗Ｅｐ－ＣＡＭ抗
体、Ｘｏｌａｉｒ（Ｒ）（オマリズマブ）、ＧｅｎｅｎｔｅｃｈおよびＮｏｖａｒｔｉｓ
によって開発されているヒト化抗ＩｇＥ抗体ならびにＭＬＮ０１、Ｘｏｍａによって開発
されている抗β２インテグリン抗体が含まれるが、これらに限定されない。別の実施形態
において、治療薬には、ＫＲＮ３３０（Ｋｉｒｉｎ）；ｈｕＡ３３抗体（Ａ３３，Ｌｕｄ
ｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）；ＣＮＴＯ９
５（αＶインテグリン，Ｃｅｎｔｏｃｏｒ）；ＭＥＤＩ－５２２（αＶβ３インテグリン
，Ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ）；ボロシキシマブ（αＶβ１インテグリン，Ｂｉｏｇｅｎ／ＰＤ
Ｌ）；ヒトｍＡｂ２１６（Ｂ細胞グリコシル化されたエピトープ，ＮＣＩ）；ＢｉＴＥＭ
Ｔ１０３（二特異的ＣＤ１９×ＣＤ３，Ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ）；４Ｇ７ｘＨ２２（二重特
異的Ｂｃｅｌｌ×ＦｃｇａｍｍａＲ１，Ｍｅｄａｒｅｘ／Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａ）；ｒＭ２
８（二特異的ＣＤ２８×ＭＡＰＧ、欧州特許ＥＰ１４４４２６８）；ＭＤＸ４４７（ＥＭ
Ｄ８２６３３）（二特異的ＣＤ６４×ＥＧＦＲ，Ｍｅｄａｒｅｘ）；カツマキソマブ（レ
モバブ）（二特異的ＥｐＣＡＭ×抗ＣＤ３，Ｔｒｉｏｎ／Ｆｒｅｓ）；エルツマキソマブ
（二特異的ＨＥＲ２／ＣＤ３，Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）；オレゴボマブ（
ＯｖａＲｅｘ）（ＣＡ－１２５，ＶｉＲｅｘｘ）；Ｒｅｎｃａｒｅｘ（Ｒ）（ＷＸ　Ｇ２
５０）（炭酸脱水酵素ＩＸ、Ｗｉｌｅｘ）；ＣＮＴＯ８８８（ＣＣＬ２，Ｃｅｎｔｏｃｏ
ｒ）；ＴＲＣ１０５（ＣＤ１０５（エンドグリン），Ｔｒａｃｏｎ）；ＢＭＳ－６６３５
１３（ＣＤ１３７アゴニスト，Ｂｒｙｓｔｏｌ　Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）；ＭＤＸ－
１３４２（ＣＤ１９，Ｍｅｄａｒｅｘ）；シプリズマブ（ＭＥＤＩ－５０７）（ＣＤ２，
Ｍｅｄｉｍｍｕｎｅ）；オファツムマブ（Ｈｕｍａｘ－ＣＤ２０）（ＣＤ２０，Ｇｅｎｍ
ａｂ）；リツキシマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ）（ＣＤ２０，Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）；ベルツズ
マブ（ｈＡ２０）（ＣＤ２０，Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓ）；エプラツズマブ（ＣＤ２２
，Ａｍｇｅｎ）；ルミリキシマブ（ＩＤＥＣ１５２）（ＣＤ２３，Ｂｉｏｇｅｎ）；ムロ
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モナブ－ＣＤ３（ＣＤ３，Ｏｒｔｈｏ）；ＨｕＭ２９１（ＣＤ３ｆｃ受容体，ＰＤＬ　Ｂ
ｉｏｐｈａｒｍａ）；ＨｅＦｉ－１，ＣＤ３０，ＮＣＩ）；ＭＤＸ－０６０（ＣＤ３０，
Ｍｅｄａｒｅｘ）；ＭＤＸ－１４０１（ＣＤ３０，Ｍｅｄａｒｅｘ）；ＳＧＮ－３０（Ｃ
Ｄ３０，Ｓｅａｔｔｌｅ　Ｇｅｎｅｎｔｉｃｓ）；ＳＧＮ－３３（リンツズマブ）（ＣＤ
３３，Ｓｅａｔｔｌｅ　Ｇｅｎｅｎｔｉｃｓ）；ザノリムマブ（ＨｕＭａｘ－ＣＤ４）（
ＣＤ４，Ｇｅｎｍａｂ）；ＨＣＤ１２２（ＣＤ４０，Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；ＳＧＮ－４０
（ＣＤ４０，Ｓｅａｔｔｌｅ　Ｇｅｎｅｎｔｉｃｓ）；Ｃａｍｐａｔｈ１ｈ（アレムツズ
マブ）（ＣＤ５２，Ｇｅｎｚｙｍｅ）；ＭＤＸ－１４１１（ＣＤ７０，Ｍｅｄａｒｅｘ）
；ｈＬＬ１（ＥＰＢ－１）（ＣＤ７４．３８，Ｉｍｍｕｎｏｍｅｄｉｃｓ）；ガリキシマ
ブ（ＩＤＥＣ－１４４）（ＣＤ８０，Ｂｉｏｇｅｎ）；ＭＴ２９３（ＴＲＣ０９３／Ｄ９
３）（切断されたコラーゲン，Ｔｒａｃｏｎ）；ＨｕＬｕｃ６３（ＣＳ１，ＰＤＬ　Ｐｈ
ａｒｍａ）；イピリムマブ（ＭＤＸ－０１０）（ＣＴＬＡ４，Ｂｒｙｓｔｏｌ　Ｍｙｅｒ
ｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）；トレメリムマブ（チシリムマブ，ＣＰ－６７５，２）（ＣＴＬＡ４
，Ｐｆｉｚｅｒ）；ＨＧＳ－ＥＴＲ１（マパツムマブ）（ＤＲ４　ＴＲＡＩＬ－Ｒ１アゴ
ニスト、Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ／ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ
）；ＡＭＧ－６５５（ＤＲ５，Ａｍｇｅｎ）；アポマブ（ＤＲ５，Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）
；ＣＳ－１００８（ＤＲ５，Ｄａｉｉｃｈｉ　Ｓａｎｋｙｏ）；ＨＧＳ－ＥＴＲ２（レキ
サツマブ）（ＤＲ５　ＴＲＡＩＬ－Ｒ２　アゴニスト，ＨＧＳ）；セツキシマブ（Ｅｒｂ
ｉｔｕｘ）（ＥＧＦＲ，Ｉｍｃｌｏｎｅ）；ＩＭＣ－１１Ｆ８，（ＥＧＦＲ，Ｉｍｃｌｏ
ｎｅ）；ニモツズマブ（ＥＧＦＲ，ＹＭ　Ｂｉｏ）；パニツムマブ（Ｖｅｃｔａｂｉｘ）
（ＥＧＦＲ，Ａｍｇｅｎ）；ザルツムマブ（ＨｕＭａｘＥＧＦｒ）（ＥＧＦＲ，Ｇｅｎｍ
ａｂ）；ＣＤＸ－１１０（ＥＧＦＲｖＩＩＩ，ＡＶＡＮＴ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｅ
ｕｔｉｃｓ）；アデカツムマブ（ＭＴ２０１）（Ｅｐｃａｍ，Ｍｅｒｃｋ）；エドレコロ
マブ（Ｐａｎｏｒｅｘ，１７－１Ａ）（Ｅｐｃａｍ，Ｇｌａｘｏ／Ｃｅｎｔｏｃｏｒ）；
ＭＯＲＡｂ－００３（葉酸受容体ａ、Ｍｏｒｐｈｏｔｅｃｈ）；ＫＷ－２８７１（ガング
リオシドＧＤ３，Ｋｙｏｗａ）；ＭＯＲＡｂ－００９（ＧＰ－９，Ｍｏｒｐｈｏｔｅｃｈ
）；ＣＤＸ－１３０７（ＭＤＸ－１３０７）（ｈＣＧｂ，Ｃｅｌｌｄｅｘ）；トラスツズ
マブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）（ＨＥＲ２，Ｃｅｌｌｄｅｘ）；ペルツズマブ（ｒｈｕＭＡ
ｂ　２Ｃ４）（ＨＥＲ２（ＤＩ），Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）；アポリズマブ（ＨＬＡ－ＤＲ
β鎖，ＰＤＬ　Ｐｈａｒｍａ）；ＡＭＧ－４７９（ＩＧＦ－ＩＲ，Ａｍｇｅｎ）；抗ＩＧ
Ｆ－１Ｒ　Ｒ１５０７（ＩＧＦｌ－Ｒ，Ｒｏｃｈｅ）；ＣＰ　７５１８７１（ＩＧＦ１－
Ｒ，Ｐｆｉｚｅｒ）；ＩＭＣ－Ａ１２（ＩＧＦ１－Ｒ，Ｉｍｃｌｏｎｅ）；ＢＩＩＢ０２
２（ＩＧＦ－１Ｒ，Ｂｉｏｇｅｎ）；Ｍｉｋ－β－１（ＩＬ－２Ｒｂ（ＣＤ１２２），Ｈ
ｏｆｆｍａｎ　ＬａＲｏｃｈｅ）；ＣＮＴＯ　３２８（ＩＬ６，Ｃｅｎｔｏｃｏｒ）；抗
ＫＩＲ（１－７Ｆ９）（Ｋｉｌｌｅｒ細胞Ｉｇ様受容体（ＫＩＲ），Ｎｏｖｏ）；Ｈｕ３
Ｓ１９３（Ｌｅｗｉｓ（ｙ），Ｗｙｅｔｈ，Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）；ｈＣＢＥ－１１（ＬＴＢＲ，Ｂｉｏｇｅｎ）；Ｈｕ
ＨＭＦＧｌ（ＭＵＣ１，Ａｎｔｉｓｏｍａ／ＮＣＩ）；ＲＡＶ１２（Ｎ結合型炭水化物エ
ピトープ，Ｒａｖｅｎ）；ＣＡＬ（副甲状腺ホルモン関連タンパク質（ＰＴＨ－ｒＰ），
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）；ＣＴ－０１１（ＰＤ１，Ｃｕｒ
ｅＴｅｃｈ）；ＭＤＸ－１１０６（ｏｎｏ－４５３８）（ＰＤ１，Ｍｅｄａｒｅｘ／Ｏｎ
ｏ）；ＭＡｂＣＴ－０１１（ＰＤ１，Ｃｕｒｅｔｅｃｈ）；ＩＭＣ－３Ｇ３（ＰＤＧＦＲ
ａ，Ｉｍｃｌｏｎｅ）；バビツキシマブ（ホスファチジルセリン、Ｐｅｒｅｇｒｉｎｅ）
；ｈｕＪ５９１（ＰＳＭＡ，Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
）；ｍｕＪ５９１（ＰＳＭＡ，Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏ
ｎ）；ＧＣ１００８（ＴＧＦｂ（ｐａｎ）阻害剤（ＩｇＧ４），Ｇｅｎｚｙｍｅ）；イン
フリキシマブ（レミケイド）（ＴＮＦａ，Ｃｅｎｔｏｃｏｒ）；Ａ２７．１５（トランス
フェリン受容体、Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＩＮＳＥＲＮＷＯ２００５／１１１０
８２）；Ｅ２．３（トランスフェリン受容体、Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）；ベバシ
ズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ）（ＶＥＧＦ，Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）；ＨｕＭＶ８３３（ＶＥＧ
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Ｆ，Ｔｓｕｋｕｂａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂ－、ＰＣＴ公開ＷＯ／２０００／０３４
３３７，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘａｓ）；ＩＭＣ－１８Ｆ１（ＶＥＧＦＲ１
，Ｉｍｃｌｏｎｅ）；ＩＭＣ－１１２１（ＶＥＧＦＲ２，Ｉｍｃｌｏｎｅ）が含まれる。
【０１９９】
　Ｂ．ＤＶＤ分子の構築：
　二重可変ドメイン免疫グロブリン（ＤＶＤ－Ｉｇ）分子は、同一であってもまたは異な
っていてもよい２つの親モノクローナル由来の２つの異なる軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）が
、組換えＤＮＡ技術によって、直接または短いリンカーを介して直列に連結され、その後
に軽鎖定常ドメイン、場合によってはＦｃ領域が続くように設計される。同様に、重鎖は
、直列に連結された２つの異なる重鎖可変ドメイン（ＶＨ）の後に、定常ドメインＣＨ１
およびＦｃ領域（図１Ａ）を含む。
【０２００】
　可変ドメインは、本明細書に記載されている方法のいずれか１つによって作製された親
抗体から、組換えＤＮＡ技術を用いて取得することが可能である。一実施形態において、
可変ドメインは、マウス重鎖または軽鎖可変ドメインである。別の実施形態において、可
変ドメインは、ＣＤＲ移植されたまたはヒト化された可変重鎖または軽鎖ドメインである
。一実施形態において、可変ドメインは、ヒト重鎖または軽鎖可変ドメインである。
【０２０１】
　一実施形態において、第一および第二の可変ドメインは、組換えＤＮＡ技術を用いて、
互いに直接連結されている。別の実施形態において、可変ドメインは、リンカー配列を介
して連結されている。一実施形態において、２つの可変ドメインが連結されている。３つ
またはそれ以上の可変ドメインも、直接またはリンカー配列を介して連結され得る。可変
ドメインは、同じ抗原を結合し得、または異なる抗原を結合し得る。本発明のＤＶＤ－Ｉ
ｇ分子は、１つの免疫グロブリン可変ドメインおよび受容体のリガンド結合ドメイン、ま
たは酵素の活性ドメインなどの１つの非免疫グロブリン可変ドメインを含み得る。ＤＶＤ
－Ｉｇ分子は、２つまたはそれ以上の非Ｉｇドメインも含み得る。
【０２０２】
　リンカー配列は、単一のアミノ酸またはポリペプチド配列であり得る。一実施形態にお
いて、リンカー配列は、ＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲ（配列番号１）；ＡＫＴＴＰ
ＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（配列番号２）；ＡＫＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号３）；ＳＡＫ
ＴＴＰＫＬＧＧ（配列番号４）；ＳＡＫＴＴＰ（配列番号５）；ＲＡＤＡＡＰ（配列番号
６）；ＲＡＤＡＡＰＴＶＳ（配列番号７）；ＲＡＤＡＡＡＡＧＧＰＧＳ（配列番号８）；
ＲＡＤＡＡＡＡ（Ｇ４Ｓ）４（配列番号９）；ＳＡＫＴＴＰＫＬＥＥＧＥＦＳＥＡＲＶ（
配列番号１０）；ＡＤＡＡＰ（配列番号１１）；ＡＤＡＡＰＴＶＳＩＦＰＰ（配列番号１
２）；ＴＶＡＡＰ（配列番号１３）；ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号１４）；ＱＰ
ＫＡＡＰ（配列番号１５）；ＱＰＫＡＡＰＳＶＴＬＦＰＰ（配列番号１６）；ＡＫＴＴＰ
Ｐ（配列番号１７）；ＡＫＴＴＰＰＳＶＴＰＬＡＰ（配列番号１８）；ＡＫＴＴＡＰ（配
列番号１９）；ＡＫＴＴＡＰＳＶＹＰＬＡＰ（配列番号２０）；ＡＳＴＫＧＰ（配列番号
２１）；ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２２）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧ
Ｓ（配列番号２３）；ＧＥＮＫＶＥＹＡＰＡＬＭＡＬＳ（配列番号２４）；ＧＰＡＫＥＬ
ＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（配列番号２５）；およびＧＨＥＡＡＡＶＭＱＶＱＹＰＡＳ（配列番
号２６）からなる群から選択される。リンカー配列の選択は、幾つかのＦａｂ分子の結晶
構造分析に基づいている。Ｆａｂまたは抗体分子構造中の可変ドメインとＣＨ１／ＣＬ定
常ドメインの間には、天然の柔軟な連結が存在する。この天然の連結は、ＶドメインのＣ
末端由来の４から６残基およびＣＬ／ＣＨ１ドメインのＮ末端由来の４から６残基によっ
て寄与される約１０から１２個のアミノ酸残基を含む。本発明のＤＶＤＩｇは、それぞれ
、ＤＶＤ－Ｉｇの軽鎖および重鎖中のリンカーとしてＣＬまたはＣＨ１のＮ末端の５から
６アミノ酸残基、または１１から１２アミノ酸残基を用いて作製された。ＣＬまたはＣＨ
１ドメインのＮ末端残基、特に最初の５から６個のアミノ酸残基は、強い二次構造なしに
ループ立体構造を採り、従って、２つの可変ドメイン間の柔軟なリンカーとして作用する
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で、可変ドメインの天然の伸長であり、従って、リンカーおよび連結から生じ得るあらゆ
る免疫原性の大部分を最小限に抑える。
【０２０３】
　他のリンカー配列は、ＣＬ／ＣＨ１ドメインのあらゆる長さのあらゆる配列を含み得る
が、ＣＬ／ＣＨ１ドメインの全ての残基は含まない（例えば、ＣＬ／ＣＨ１ドメインの最
初の５から１２個のアミノ酸残基）。軽鎖リンカーは、ＣκまたはＣλに由来することが
可能であり；ならびに重鎖リンカーは、Ｃγ１、Ｃγ２、Ｃγ３、Ｃγ４、Ｃα１、Ｃα
２、Ｃδ、ＣεおよびＣμを含む、いずれかのイソタイプのＣＨ１に由来することが可能
である。リンカー配列は、Ｉｇ様タンパク質（例えば、ＴＣＲ、ＦｃＲ、ＫＩＲ）、Ｇ／
Ｓを基礎とする配列（例えば、Ｇ４Ｓリピート）（配列番号２７）；ヒンジ領域に由来す
る配列および他のタンパク質から得られる他の天然配列などの他のタンパク質からも由来
し得る。
【０２０４】
　一実施形態において、定常ドメインは、組換えＤＮＡ技術を用いて、２つの連結された
可変ドメインに連結されている。一実施形態において、連結された重鎖可変ドメインを含
む配列は、重鎖定常ドメインに連結され、連結された軽鎖可変ドメインを含む配列は、軽
鎖定常ドメインに連結される。一実施形態において、定常ドメインは、それぞれ、ヒト重
鎖定常ドメインおよびヒト軽鎖定常ドメインである。一実施形態において、ＤＶＤ重鎖は
、Ｆｃ領域にさらに連結されている。Ｆｃ領域は、固有配列のＦｃ領域または変種Ｆｃ領
域であり得る。別の実施形態において、Ｆｃ領域は、ヒトＦｃ領域である。別の実施形態
において、Ｆｃ領域には、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＭ、
ＩｇＥまたはＩｇＤから得られるＦｃ領域が含まれる。
【０２０５】
　別の実施形態において、２つの重鎖ＤＶＤポリペプチドおよび２つの軽鎖ＤＶＤポリペ
プチドは組み合わされて、ＤＶＤ－Ｉｇ分子を形成する。表２は、疾病を治療するのに（
例えば、癌を治療するのに）有用な標的に対する典型的な抗体のＶＨおよびＶＬ領域のア
ミノ酸配列を列記する。一実施形態において、本発明は、いずれの方向性でも、表２に列
記されているＶＨおよび／またはＶＬ領域の少なくとも２つを含むＤＶＤを提供する。
【０２０６】
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【０２０７】
　特異的な標的を結合することができる特異的ＤＶＤ－Ｉｇ分子の詳細な説明およびこれ
を作製する方法は、以下の実施例のセクションに記載されている。
【０２０８】
　Ｃ．ＤＶＤタンパク質の作製
　本発明の結合タンパク質は、本分野で公知の多数のいずれかによって作製され得る。例
えば、宿主細胞からの発現において、ＤＶＤ重鎖およびＤＶＤ軽鎖をコードする発現ベク
ターは、標準的な技術によって、宿主細胞中に形質移入される。「形質移入」という用語
の様々な形態は、原核または真核宿主細胞中への外来ＤＮＡの導入のために一般に使用さ
れる多様な技術、例えば、電気穿孔、リン酸カルシウム沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラン形
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質移入などを包含するものとする。原核または真核宿主細胞のいずれの中でも、本発明の
ＤＶＤタンパク質を発現することは可能であるが、真核細胞（特に、哺乳動物細胞）は、
原核細胞に比べて、適切に折り畳まれ、免疫学的に活性なＤＶＤタンパク質を組み立てお
よび分泌する傾向がより大きいので、ＤＶＤタンパク質は、真核細胞中、例えば、哺乳動
物宿主細胞中で発現される。
【０２０９】
　本発明の組換え抗体を発現するための典型的な哺乳動物宿主細胞には、チャイニーズハ
ムスター卵巣（ＣＨＯ細胞）（Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，（１９８０）　Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６－４２２０に記載されて
おり、例えば「Ｋａｕｆｍａｎ，Ｒ．Ｊ．ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｐ．Ａ．（１９８２）Ｍ
ｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１－６２１」に記載されているようにＤＨＦＲ選択可能マ
ーカーとともに使用されるｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ
細胞およびＳＰ２およびＰＥＲ．Ｃ６細胞が含まれる。ＤＶＤタンパク質をコードする組
換え発現ベクターが哺乳動物宿主細胞中に導入されると、宿主細胞中でＤＶＤタンパク質
の発現を可能とするのに十分な期間にわたってまたは、宿主細胞がその中で増殖されてい
る培地中へのＤＶＤタンパク質の分泌を可能とするのに十分な期間にわたって宿主細胞を
培養することによって、ＤＶＤタンパク質が生成される。ＤＶＤタンパク質は、標準的な
タンパク質精製方法を用いて、培地から回収することが可能である。
【０２１０】
　本発明のＤＶＤタンパク質の組換え発現用の典型的なシステムにおいて、リン酸カルシ
ウムによって媒介された形質移入によって、ＤＶＤ重鎖およびＤＶＤ軽鎖の両方をコード
する組換え発現ベクターが、ｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞中に導入される。組換え発現ベクター
内で、ＤＶＤ重鎖および軽鎖遺伝子は、遺伝子の転写の高いレベルを誘導するために、各
々、ＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＰＬプロモーター制御要素へ作用可能に連結されている
。組換え発現ベクターは、メトトレキサート選択／増幅を用いて、ベクターで形質移入さ
れたＣＨＯ細胞の選択を可能とするＤＨＦＲ遺伝子も担持する。選択された形質転換体宿
主細胞は、ＤＶＤ重鎖および軽鎖の発現を可能とするために培養され、完全な状態のＤＶ
Ｄタンパク質が培地から回収される。組換え発現ベクターを調製し、宿主細胞を形質移入
し、形質転換体を選択し、宿主細胞を培養し、培地からＤＶＤタンパク質を回収するため
に、標準的な分子生物学的技術が使用される。さらに、本発明は、本発明のＤＶＤタンパ
ク質が合成されるまで、適切な培地中で、本発明の宿主細胞を培養することによって、本
発明のＤＶＤタンパク質を合成する方法を提供する。本方法は、培地からＤＶＤタンパク
質を単離することをさらに含むことが可能である。
【０２１１】
　ＤＶＤ－Ｉｇの重要な特徴は、ＤＶＤ－Ｉｇが、旧来の抗体と同様の様式で作製および
精製され得ることである。ＤＶＤ－Ｉｇの作製は、定常領域のいずれの配列修飾もなしに
、またはいずれの種類の化学的修飾もなしに、所望される二重特異的活性を有する均一な
単一主要産物をもたらす。「二特異的」、「多重特異的」および「多重特異的多価」完全
長結合タンパク質を作製するための他の以前に記載された方法は、単一の主要産物をもた
らさず、代わりに、集合した不活性な単一特異的、多重特異的、多価の完全長結合タンパ
ク質と、異なる結合部位の組み合わせを有する多価完全長結合タンパク質との混合物の細
胞内生成または分泌された生成をもたらす。例として、Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｐｒｅｓ
ｔａ（ＰＣＴ公開ＷＯ２００１／０７７３４２（Ａ１））によって記載された設計に基づ
いて、重鎖および軽鎖の１６の可能な組み合わせが存在する。その結果、タンパク質の僅
か６．２５％が、所望の活性形態であり、他の１５個の可能な可能性と比べて、単一の主
要な産物または単一の主な産物として存在しない可能性がある。典型的には、大規模な製
造において使用される標準的クロマトグラフィー技術を用いて、タンパク質の所望される
完全に活性な形態を、タンパク質の不活性な形態および部分的に活性な形態から分離する
ことは、未だ示されていない。
【０２１２】
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　驚くべきことに、本発明の「二重特異的多価完全長結合タンパク質」の設計は、主とし
て、所望される「二重特異的多価完全長結合タンパク質」へ集合する二重可変ドメイン軽
鎖および二重可変ドメイン重鎖をもたらす。
【０２１３】
　集合され、および発現された二重可変ドメイン免疫グロブリン分子の少なくとも５０％
、好ましくは７５％およびより好ましくは９０％が、所望される二重特異的四価タンパク
質である。本発明の本態様は、特に、本発明の商業的な利用を強化する。従って、本発明
は、単一の細胞中で二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を発現し、「二重
特異的四価完全長結合タンパク質」の単一の主要産物をもたらす方法を含む。
【０２１４】
　本発明は、単一の細胞中で二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を発現し
、「二重特異的四価完全長結合タンパク質」の「主要産物」をもたらす方法を提供し、こ
こで、「主要産物」は、二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を含む全ての
集合されたタンパク質の５０％を上回る。
【０２１５】
　本発明は、単一の細胞中で二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を発現し
、「二重特異的四価完全長結合タンパク質」の単一の「主要産物」をもたらすより方法を
提供し、ここで、「主要産物」は、二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を
含む全ての集合されたタンパク質の７５％を上回る。
【０２１６】
　本発明は、単一の細胞中で二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を発現し
、「二重特異的四価完全長結合タンパク質」の単一の「主要産物」をもたらす方法を提供
し、ここで、「主要産物」は、二重可変ドメイン軽鎖および二重可変ドメイン重鎖を含む
全ての集合されたタンパク質の９０％を上回る。
【０２１７】
　ＩＩ．誘導体化されたＤＶＤ結合タンパク質：
　一実施形態は、標識された結合タンパク質を提供し、ここで、本発明の結合タンパク質
は、別の機能的分子（例えば、別のペプチドまたはタンパク質）へ誘導体化され、または
連結される。例えば、本発明の標識された結合タンパク質は、別の抗体（例えば、二特異
的抗体またはダイアボティ）、検出可能な因子、細胞毒性剤、薬剤および／または別の分
子（ストレプトアビジンコア領域またはポリヒスチジンタグなど）との、結合タンパク質
の会合を媒介可能なタンパク質もしくはペプチドなどの１つまたは２つ以上の他の分子実
体へ、（化学的カップリング、遺伝的融合、非共有会合またはその他によって）本発明の
結合タンパク質を機能的に連結することによって誘導することが可能である。
【０２１８】
　本発明の結合タンパク質を誘導体化し得る有用な検出可能因子には、蛍光化合物が含ま
れる。典型的な蛍光検出可能因子には、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアナ
ート、ローダミン、５－ジメチルアミン－１－ナフタレンスルホニルクロリド、フィコエ
リトリンなどが含まれる。結合タンパク質は、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペル
オキシダーゼ、グルコースオキシダーゼなどの検出可能な酵素でも誘導体化され得る。結
合タンパク質が検出可能な酵素で誘導体化される場合には、検出可能な反応産物を生成さ
せるために、本酵素が使用するさらなる試薬を添加することによって結合タンパク質が検
出される。例えば、検出可能因子西洋ワサビペルオキシダーゼが存在する場合には、過酸
化水素およびジアミノベンジジンの添加は、検出可能な発色した反応産物をもたらす。結
合タンパク質は、ビオチンを用いて誘導体化し、アビジンまたはストレプトアビジン結合
の間接的な測定を通じても検出され得る。
【０２１９】
　本発明の別の実施形態は、結晶化された結合タンパク質ならびにこのような結晶を含む
製剤および組成物を提供する。一実施形態において、結晶化された結合タンパク質は、結
合タンパク質の可溶性対応物より大きなインビボ半減期を有する。別の実施形態において
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、結合タンパク質は、結晶化後の生物活性を保持する。
【０２２０】
　本発明の結晶化された結合タンパク質は、本分野で公知の方法に従って、およびＰＣＴ
公開ＷＯ０２／０７２６３６に開示されているように生成され得る。
【０２２１】
　本発明の別の実施形態は、抗体またはその抗原結合部分が１つまたは２つ以上の炭水化
物残基を含む、グリコシル化された結合タンパク質を提供する。新生インビボタンパク質
生成は、翻訳後修飾として知られるさらなるプロセッシングを経ることがあり得る。特に
、糖（グリコシル）残基は、酵素的に付加され得る（グリコシル化として知られる過程）
。共有結合されたオリゴ糖側鎖を有する得られたタンパク質は、グリコシル化されたタン
パク質または糖タンパク質として知られる。抗体は、Ｆｃドメイン中、および可変ドメイ
ン中に１つまたは２つ以上の炭水化物残基を有する糖タンパク質である。Ｆｃドメイン中
の炭水化物残基は、抗体の抗原結合または半減期に対する効果を最小限に抑えながら、Ｆ
ｃドメインのエフェクター機能に対して重要な効果を有する（Ｊｅｆｆｅｒｉｓ，Ｒ．（
２００５）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．２１：１１－１６）。これに対して、可
変ドメインのグリコシル化は、抗体の抗原結合活性に対して影響を及ぼし得る。可変ドメ
イン中のグリコシル化は、おそらくは、立体的な妨害のために、抗体結合親和性に対して
負の影響を有し得（Ｃｏ，Ｍ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．３０：１３６１－１３６７）または抗原に対する増加した親和性をもたらし得る（Ｗ
ａｌｌｉｃｋ，Ｓ．Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６８：１０９
９－１１０９；Ｗｒｉｇｈｔ，Ａ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：
２７１７－２７２３）。
【０２２２】
　本発明の一態様は、結合タンパク質のＯ結合型またはＮ結合型グリコシル化部位が変異
されているグリコシル化部位変異体を作製することに関する。当業者は、標準的な周知の
技術を用いて、このような変異体を作製することが可能である。生物学的活性を保持する
が、増加または減少した結合活性を有するグリコシル化部位変異体が、本発明の別の目的
である。
【０２２３】
　さらに別の実施形態において、本発明の抗体または抗原結合部分のグリコシル化は修飾
される。例えば、無グリコシル化抗体を作製することが可能である（すなわち、抗体は、
グリコシル化を欠如する。）。グリコシル化は、例えば、抗原に対する抗体の親和性を増
加させるために改変することが可能である。このような炭水化物修飾は、例えば、抗体配
列内のグリコシル化の１つまたは２つ以上の部位を変化させることによって達成すること
が可能である。例えば、それによって、当該部位のグリコシル化を除去するために、１つ
または２つ以上の可変領域グリコシル化部位の除去をもたらす１つまたは２つ以上のアミ
ノ酸置換を施すことが可能である。このような無グリコシル化は、抗原に対する抗体の親
和性を増加させ得る。このようなアプローチは、ＰＣＴ公開ＷＯ２００３／０１６４６６
Ａ２ならびに米国特許第５，７１４，３５０号および米国特許第６，３５０，８６１号に
、さらに詳しく記載されている。
【０２２４】
　これに加えてまたはこれに代えて、フコシル残基の減少した量を有する低フコシル化抗
体（Ｋａｎｄａ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．（２００７）　Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１３０（３）：
３００－３１０参照）または増加した二分岐ＧｌｃＮＡｃ構造を有する抗体など、グリコ
シル化の変化した種類を有する本発明の修飾された結合タンパク質を作製することが可能
である。このような変化されたグリコシル化パターンは、抗体のＡＤＣＣ能力を増加させ
ることが示されている。このような炭水化物修飾は、例えば、変化したグリコシル化機構
を有する宿主細胞中で抗体を発現させることによって達成することが可能である。変化し
たグリコシル化機構を有する細胞は本分野において記載されており、その中で、本発明の
組換え抗体を発現させることによって、変化したグリコシル化を有する抗体を生成するた
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めの宿主細胞として使用することができる。例えば、Ｓｈｉｅｌｄｓ，Ｒ．Ｌ．ｅｔ　ａ
ｌ．（２００２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７：２６７３３－２６７４０；Ｕｍａｎ
ａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）　Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１７：１７６－１および欧州
特許ＥＰ１，１７６，１９５およびＰＣＴ公開ＷＯ０３／０３５８３５およびＷＯ９９／
５４３４２８０を参照されたい。
【０２２５】
　タンパク質グリコシル化は、対象のタンパク質のアミノ酸配列およびその中でタンパク
質が発現される宿主細胞に依存する。異なる生物は、異なるグリコシル化酵素（例えば、
グリコシル転移酵素およびグリコシダーゼ）を生成し得、利用可能な異なる基質（ヌクレ
オチド糖）を有し得る。このような要因のために、タンパク質グリコシル化パターンおよ
びグリコシル残基の組成は、当該タンパク質がその中で発現されている宿主系に応じて異
なり得る。本発明において有用なグリコシル残基には、グルコース、ガラクトース、マン
ノース、フコース、ｎ－アセチルグルコサミンおよびシアル酸が含まれ得るが、これらに
限定されない。一実施形態において、グリコシル化された結合タンパク質は、グリコシル
化パターンがヒトであるように、グリコシル残基を含む。
【０２２６】
　異なるタンパク質グリコシル化は異なるタンパク質特性をもたらし得ることが、当業者
に公知である。例えば、酵母などの微生物宿主中で生成され、酵母内在経路を用いてグリ
コシル化された治療用タンパク質の効力は、ＣＨＯ細胞株などの哺乳動物細胞中で発現さ
れた同じタンパク質の効力と比べて低下され得る。また、このような糖タンパク質は、ヒ
トにおいて免疫原性であり得、投与後に、減少したインビボ半減期を示し得る。ヒトおよ
び他の動物中の特異的な受容体は、特異的なグリコシル残基を認識し得、血流からのタン
パク質の迅速な排除を促進し得る。他の有害な効果は、タンパク質の折り畳み、溶解度、
プロテアーゼに対する感受性、運搬、輸送、区画化、分泌、他のタンパク質または因子に
よる認識、抗原性またはアレルギー誘発性の変化が含まれ得る。従って、当業者は、グリ
コシル化の特異的な組成およびパターン、例えば、ヒト細胞中または意図される対象動物
の種特異的細胞中で生成されるものと同一または少なくとも類似のグリコシル化組成およ
びパターンを有する治療タンパク質を選択し得る。
【０２２７】
　宿主細胞のものとは異なるグリコシル化されたタンパク質を発現することは、異種グリ
コシル化酵素を発現するために宿主細胞を遺伝的に修飾することによって達成され得る。
本分野で公知の技術を使用して、当業者は、ヒトタンパク質グリコシル化を呈する抗体ま
たはその抗原結合部分を作製し得る。例えば、酵母株中で生成されたグリコシル化された
タンパク質（糖タンパク質）が、動物細胞、特にヒト細胞のものと同一のタンパク質グリ
コシル化を呈するように（米国特許第７，４４９，３０８号および米国特許第７，０２９
，８７２号ならびにＰＣＴ公開ＷＯ２００５／１００５８４）、酵母株は、天然に存在し
ないグリコシル化酵素を発現するように遺伝的に修飾されている。
【０２２８】
　結合タンパク質に加えて、本発明は、本発明のこのような結合タンパク質に対して特異
的な抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体にも関する。抗Ｉｄ抗体は、別の抗体の抗原結合領
域に一般的に付随する固有の決定基を認識する抗体である。抗Ｉｄは、結合タンパク質ま
たはそのＣＤＲ含有領域で動物を免疫化することによって調製することが可能である。免
疫された動物は、免疫抗体のイディオタイプ決定基を認識し、これに応答し、および抗Ｉ
ｄ抗体を生成する。ＤＶＤ－Ｉｇ分子中に取り込まれた２つまたはそれ以上の親抗体に対
する抗イディオタイプ抗体を作製し、各親抗体のイディオタイプに対して特異的な抗イデ
ィオタイプ抗体がＤＶＤ－Ｉｇにおけるイディオタイプ（例えば、抗原結合部位）も認識
することを確かめるために、本分野で十分に認知されている方法（例えば、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ、ＥＬＩＳＡ）による結合研究を確認することがより容易であることは自明である。Ｄ
ＶＤ－Ｉｇの２つまたはそれ以上の抗原結合部位の各々に対して特異的な抗イディオタイ
プ抗体は、ヒト患者血清中のヒトＤＶＤ－ＩｇのＤＶＤ－Ｉｇ濃度を測定するための理想
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的な試薬を提供する。ＤＶＤ－Ｉｇ濃度アッセイは、第一の抗原結合領域に対する抗体が
固相（例えば、ＢＩＡｃｏｒｅチップ、ＥＬＩＳＡプレートなど）上に被覆され、濯ぎ緩
衝液で濯ぎ、血清試料との温置、再度の濯ぎおよびそれ自体結合反応の定量用酵素で標識
された別の抗原結合部位に対する別の抗イディオタイプ抗体とともに最終的に温置する「
サンドイッチアッセイＥＬＩＳＡフォーマット」を使用して確立することが可能である。
一実施形態において、３以上の異なる結合部位を有するＤＶＤ－Ｉｇに関して、２つの最
も外側の結合部位（定常領域から最も遠いおよび近い）に対する抗イディオタイプ抗体は
、ヒト血清中のＤＶＤ－Ｉｇ濃度を測定するのに役立つのみならず、インビボでの分子の
完全性も記述する。各抗Ｉｄ抗体は、いわゆる抗抗Ｉｄ抗体を生成するさらに別の動物中
に免疫応答を誘導するための「免疫原」としても使用し得る。
【０２２９】
　さらに、ライブラリーのメンバー宿主細胞が変種グリコシル化パターンを有する目的の
タンパク質を生成するように、様々なグリコシル化酵素を発現するように遺伝学的に改変
された宿主細胞のライブラリーを用いて、目的のタンパク質を発現させ得ることが、当業
者によって理解されている。次いで、当業者は、特定の新規グリコシル化パターンを有す
る目的のタンパク質を選択および単離し得る。一実施形態において、特に選択された新規
グリコシル化パターンを有するタンパク質は、改善または改変された生物学的特性を示す
。
【０２３０】
　ＩＩＩ．ＤＶＤ－Ｉｇの使用
　本発明の結合タンパク質は２つまたはそれ以上の抗原に結合することができるので、本
発明の結合タンパク質は、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ）または組織免疫組織化学など慣用のイムノアッセイを用いて、（例えば、血
清または血漿などの生物学的試料中で）抗原を検出するために使用することが可能である
。ＤＶＤ－Ｉｇは、結合したまたは結合していない抗体の検出を促進するために、検出可
能な物質で直接または間接的に標識される。適切な検出可能な物質には、様々な酵素、補
欠分子族、蛍光物質、発光物質および放射性物質が含まれる。適切な酵素の例には、西洋
ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはアセチ
ルコリンエステラーゼが含まれる。適切な補欠分子族複合体の例には、ストレプトアビジ
ン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが含まれる。適切な蛍光物質の例には、ウンベリ
フェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、ジクロロ
トリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが含まれ
る。発光物質の例には、ルミノールが含まれる；および適切な放射性材料の例には、３Ｈ
、１４Ｃ、

３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１７７Ｌｕ、
１６６Ｈｏまたは１５３Ｓｍが含まれる。
【０２３１】
　一実施形態において、本発明の結合タンパク質は、インビトロおよびインビボの両者で
、抗原の活性を中和する。従って、このようなＤＶＤ－Ｉｇは、例えば、抗原を含有する
細胞培地中で、ヒト対象中で、本発明の結合タンパク質が交差反応する抗原を有するその
他の哺乳動物対象中で、抗原活性を阻害するために使用することができる。別の実施形態
において、本発明は、抗原活性が有害である疾病または疾患に罹患している対象中の抗原
活性を低下させる方法を提供する。本発明の結合タンパク質は、治療目的のために、ヒト
対象に投与することができる。
【０２３２】
　本明細書において使用される「抗原活性が有害である疾患」という用語は、本疾患に罹
患している対象中での抗原の存在が、疾患の病態生理の原因であることが示されもしくは
疑われまたは疾患の悪化に寄与している因子であることが示されもしくは疑われている疾
病およびその他の疾患を含むものとする。従って、抗原活性が有害である疾患は、抗原活
性の低下が疾患の症候および／または進行を緩和することが予測される疾患である。この
ような疾患は、例えば、本疾患に罹患している患者の生物学的液体中の抗原濃度の増加（
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例えば、対象の血清、血漿、滑液中などの抗原の濃度の増加）によって明らかとされ得る
。本発明の結合タンパク質で治療することが可能な疾患の非限定的な例には、以下に、お
よび本発明の抗体の医薬組成物に関するセクションに論述されている疾患が含まれる。
【０２３３】
　本発明のＤＶＤ－Ｉｇは、１つの抗原または複数の抗原を結合し得る。このような抗原
には、以下のデータベースに列記されている標的が含まれるが、これらに限定されるもの
ではない。これらの標的データベースには、以下のリストが含まれる。
【０２３４】
　治療の標的（ｈｔｔｐ：／／ｘｉｎ．ｃｚ３．ｎｕｓ．ｅｄｕ．ｓｇ／ｇｒｏｕｐ／ｃ
ｊｔｔｄ／ｔｔｄ．ａｓｐ）；
　サイトカインおよびサイトカイン受容体（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｙｔｏｋｉｎｅｗ
ｅｂｆａｃｔｓ．ｃｏｍ／、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｐｅｗｉｔｈｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓ．ｄｅ／ｃｏｐｅ．ｃｇｉおよびｈｔｔｐ：／／ｃｍｂｉ．ｂｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／
ｃｍｂｉｄａｔａ／ｃｇｆ／ＣＧＦ　Ｄａｔａｂａｓｅ／ｃｙｔｏｋｉｎｅ．ｍｅｄｉｃ
．ｋｕｍａｍｏｔｏ－ｕ．ａｃ．ｊｐ／ＣＦＣ／ｉｎｄｅｘＲ．ｈｔｍｌ）；
　ケモカイン（ｈｔｔｐ：／／ｃｙｔｏｋｉｎｅ．ｍｅｄｉｃ．ｋｕｍａｍｏｔｏ－ｕ．
ａｃ．ｊｐ／ＣＦＣ／ＣＫ／Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ．ｈｔｍｌ）；
　ケモカイン受容体およびＧＰＣＲ（ｈｔｔｐ：／／ｃｓｐ．ｍｅｄｉｃ．ｋｕｍａｍｏ
ｔｏ－ｕ．ａｃ．ｊｐ／ＣＳＰ／Ｒｅｃｅｐｔｏｒ．ｈｔｍｌ、およびｈｔｔｐ：／／ｗ
ｗｗ．ｇｐｃｒ．ｏｒｇ／７ｔｍ／）；
　嗅覚受容体（ｈｔｔｐ：／／ｓｅｎｓｅｌａｂ．ｍｅｄ．ｙａｌｅ．ｅｄｕ／ｓｅｎｓ
ｅｌａｂ／ＯＲＤＢ／ｄｅｆａｕｌｔ．ａｓｐ）；
　受容体（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｕｐｈａｒ－ｄｂ．ｏｒｇ／ｉｕｐｈａｒ－ｒｄ／
ｌｉｓｔ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ）；
　癌標的（ｈｔｔｐ：／／ｃｇｅｄ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｉｎｐｕｔ．ｃｇ
ｉ）；
　潜在的な抗体標的としての分泌タンパク質（ｈｔｔｐ：／／ｓｐｄ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ／）；
　タンパク質キナーゼ（ｈｔｔｐ：／／ｓｐｄ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）なら
びに
　ヒトＣＤマーカー（ｈｔｔｐ：／／ｃｏｎｔｅｎｔ．ｌａｂｖｅｌｏｃｉｔｙ．ｃｏｍ
／ｔｏｏｌｓ／６／１２２６／ＣＤ　ｔａｂｌｅ　ｆｉｎａｌ　ｌｏｃｋｅｄ．ｐｄｆ）
および（Ｚｏｌａ　Ｈ，（２００５）　Ｂｌｏｏｄ　１０６：３１２３－６）。
【０２３５】
　ＤＶＤ－Ｉｇは、効力／安全を増強し、および／または患者の範囲を増加させるために
、２つの異なる標的を同時に遮断するための治療剤として有用である。このような標的は
、可溶性標的（例えばＴＮＦ）および細胞表面受容体標的（例えばＶＥＧＦＲおよびＥＧ
ＦＲ）が含まれ得る。このような標的は、癌療法のために腫瘍細胞とＴ細胞（例えばＨｅ
ｒ２とＣＤ３）との間に、または自己免疫疾患もしくは移植のために自己反応性細胞とエ
フェクター細胞の間に、またはある所定の疾病において疾病を引き起こす細胞を除去する
ためにいずれかの標的細胞とエフェクター細胞の間に、再誘導された細胞障害を誘導する
ために使用することも可能である。
【０２３６】
　さらに、同一受容体上の２つの異なるエピトープを標的とするように設計されている場
合には、ＤＶＤ－Ｉｇは、受容体のクラスタリングおよび活性化を惹起するために使用す
ることが可能である。これは、アゴニストおよびアンタゴニスト作用を有する抗ＧＰＣＲ
治療剤を作製する上で有用性を有し得る。この場合には、ＤＶＤ－Ｉｇは、クラスタリン
グ／シグナル伝達（２つの細胞表面分子）またはシグナル伝達（１つの分子上）のために
、１つの細胞上に存在する２つの異なるエピトープ（ループ領域および細胞外ドメインの
両方の上のエピトープを含む。）を標的とするために使用することが可能である。同様に
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、ＤＶＤ－Ｉｇ分子は、ＣＴＬＡ－４連結、およびＣＴＬＡ－４細胞外ドメインの２つの
異なるエピトープ（または同一エピトープの２コピー）を標的として免疫応答の下方制御
をもたらすことによって、負のシグナルを惹起するように設計することが可能である。Ｃ
ＴＬＡ－４は、多数の免疫学的疾患の治療的処置に対して、臨床的に妥当性が確認された
標的である。ＣＴＬＡ－４／Ｂ７相互作用は、細胞周期の進行、ＩＬ－２生成および活性
化に続くＴ細胞の増殖を弱化することによって、Ｔ細胞活性化を負に制御し、ＣＴＬＡ－
４（ＣＤ１５２）の拘束は、Ｔ細胞の活性化を下方制御し、免疫寛容の誘導を促進するこ
とができる。しかしながら、ＣＴＬＡ－４の活性化は連結を必要とするので、アゴニスト
性抗体によるＣＴＬＡ－４の拘束によって、Ｔ細胞の活性化を弱化するという戦略は成功
を収めていない。ＣＴＬＡ－４／Ｂ７の分子相互作用は、結晶構造分析によって示された
ように（Ｓｔａｍｐｅｒ（２００１）　Ｎａｔｕｒｅ４１０：６０８）、「歪んだジッパ
ー」アレイである。しかしながら、抗ＣＴＬＡ－４ｍＡｂを含む、現在利用可能なＣＴＬ
Ａ－４結合試薬はいずれも、連結特性を有しない。この問題に対処するために、幾つかの
試みが行われてきた。１つの事例では、細胞要素が結合された一本鎖抗体が作製され、マ
ウス中での同種異系拒絶を著しく阻害した（Ｈｗａｎｇ（２００２）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１６９：６３３）。別の事例では、人工のＡＰＣ表面に連結された、ＣＬＴＡ－４に
対する一本鎖抗体が作製され、Ｔ細胞応答を弱化させることが示された（Ｇｒｉｆｆｉｎ
（２０００）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６４：４４３３）。いずれの事例でも、人工の系
内に近接して配置された膜結合型抗体によって、ＣＴＬＡ－４連結が達成された。これら
の実験は、ＣＴＬＡ－４の負のシグナル伝達を引き起こすことによる免疫の下方制御とい
う概念に対する証明を与えるが、これらの報告で使用された試薬は、治療的用途には適し
ていない。この目的のために、ＣＴＬＡ－４細胞外ドメインの２つの異なるエピトープ（
または同一エピトープの２コピー）を標的とするＤＶＤ－Ｉｇ分子を使用することによっ
て、ＣＴＬＡ－４連結が達成され得る。論拠は、ＩｇＧの２つの結合部位を貫く距離（約
１５０から１７０Å）が、ＣＴＬＡ－４の活性な連結（２個のＣＴＬＡ－４ホモ二量体間
で３０から５０Å）には大きすぎるということである。しかしながら、ＤＶＤ－Ｉｇ（１
つのアーム）上の２つの結合部位間の距離はずっと短く、３０から５０Åの範囲にあるの
で、ＣＴＬＡ－４の適切な連結を可能とする。
【０２３７】
　同様に、ＤＶＤ－Ｉｇは、細胞表面受容体複合体の２つの異なる要素（例えば、ＩＬ－
１２Ｒαおよびβ）を標的とすることが可能である。さらに、ＤＶＤ－Ｉｇは、標的可溶
性タンパク質／病原体の迅速な排除を誘導するために、ＣＲ１および可溶性タンパク質／
病原体を標的とすることが可能である。
【０２３８】
　さらに、本発明のＤＶＤ－Ｉｇは、細胞内送達（内部移行受容体および細胞内分子を標
的化すること）、脳内への送達（脳血液関門を横切るために、トランスフェリン受容体お
よび中枢神経系疾患媒介物質を標的化すること）など、組織特異的な送達（増強された局
所ＰＫにより、より高い効力および／またはより低い毒性を得るために、組織マーカーお
よび疾病媒介物質を標的とすること）のために使用することが可能である。ＤＶＤ－Ｉｇ
は、その抗原の非中和エピトープへの結合を介して特異的な位置へ抗原を送達するための
担体タンパク質としての役割も果たすことができ、抗原の半減期を増加させることも可能
である。さらに、ＤＶＤ－Ｉｇは、患者中に植え込まれた医療用具に物理的に連結され、
またはこれらの医療用具を標的とするように設計することが可能である（Ｂｕｒｋｅ，Ｓ
．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５８（３）：
４３７－４４６；Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ，Ｈ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（２００６）　Ｓｕｒｆ
ａｃｅ　ａｎｄ　Ｃｏａｔｉｎｇｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．２００（２２－２３）：６３１８
－６３２４；Ｗｕ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（２００６）　Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２７（
１１）：２４５０－２４６７；Ｍａｒｑｕｅｓ，Ａ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｂｉ
ｏｄｅｇｒａｄ．Ｓｙｓｔ．Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ．ａｎｄ　Ｒｅｇｅｎ．Ｍｅｄ．３７
７－３９７参照）。要約すれば、医療用インプラントの部位へ、細胞の適切な種類を誘導
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することは、正常な組織機能の治癒および回復を促進し得る。あるいは、用具に連結され
たＤＶＤ、または用具を標的とするＤＶＤによって、装置の植え込み時に放出される媒介
物質（サイトカインが含まれるが、これに限定されない。）の阻害も提供される。例えば
、封鎖された動脈をきれいにし、心筋への血流を改善するために、介入的心臓病学におい
て、長年にわたってステントが使用されている。しかしながら、伝統的な地金ステントは
、一部の患者に、再狭窄（治療された領域中の動脈が再び狭くなること）を引き起こすこ
とが知られており、血栓を引き起こし得る。最近、抗ＣＤ３４抗体によって被覆されたス
テントが記載されており、これは、再狭窄を軽減し、血液全体を循環している内皮前駆細
胞（ＥＰＣ）を捕捉することによって、血液凝固の発生を予防する。内皮細胞は、血管に
整列している細胞であり、血液が滑らかに流れるようにしている。ＥＰＣは、ステントの
硬い表面に付着して滑らかな層を形成し、この層は、治癒を促進するのみならず、従来ス
テントの使用に付随してきた合併症である再狭窄および血液凝固を予防する（Ａｏｊｉ　
ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌ．Ｃａｒｄｉｏｌ．４５（１０）：１５
７４－９）。ステントを必要としている患者に対する結果を改善させることに加えて、心
血管バイパス手術を必要としている患者に対しても改善が示唆されている。例えば、抗Ｅ
ＰＣ抗体で被覆された人工血管導管（人工動脈）は、バイパス手術移植のために、患者の
足または腕からの動脈を使用する必要性をなくする。これは、手術および麻酔時間を短縮
し、それにより、冠動脈手術死を低下させる。ＤＶＤ－Ｉｇは、細胞動員を促進するため
に、植え込まれた装置上に被覆された、細胞表面マーカー（ＣＤ３４など）およびタンパ
ク質（または、タンパク質、脂質および多糖を含む（但し、これらに限定されない。）あ
らゆる種類のエピトープ）に結合するように設計されている。このようなアプローチは、
一般的に、他の医療用インプラントに対しても適用することが可能である。あるいは、Ｄ
ＶＤ－Ｉｇは、医療用具上に被覆することも可能であり、植え込まれた時に、（または既
に充填されたＤＶＤ－Ｉｇの老朽化および変性など、さらなる新鮮なＤＶＤ－Ｉｇを必要
とし得る全ての他の要請に応じて）用具から全てのＤＶＤを放出し、装置は、新鮮なＤＶ
Ｄ－Ｉｇを患者に全身投与することによって、最充填することが可能であり、この場合、
ＤＶＤ－Ｉｇは、結合部位の１セットを有する目的標的（サイトカイン、細胞表面マーカ
ー（ＣＤ３４など）など）に結合し、および結合部位の他のセットを有する装置上に被覆
された標的（タンパク質、あらゆる種類のエピトープ（脂質、多糖およびポリマーを含む
が、これらに限定されない。）を含む。）に結合するように設計されている。この技術は
、被覆されたインプラントの有用性を拡張するという利点を有している。
【０２３９】
　Ａ．様々な疾病におけるＤＶＤ－Ｉｇの使用
　本発明のＤＶＤ－Ｉｇ分子は、様々な疾病を治療するための治療分子としても有用であ
る。このようなＤＶＤ分子は、特定の疾病に関与する１つまたは２つ以上の標的を結合し
得る。様々な疾病におけるこのような標的の例が、以下に記載されている。
【０２４０】
　１．ヒト自己免疫および炎症性応答
　Ｃ５、ＣＣＬ１（１－３０９）、ＣＣＬ１１（エオタキシン）、ＣＣＬ１３（ｍｃｐ－
４）、ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－１ｄ）、ＣＣＬ１６（ＨＣＣ－４）、ＣＣＬ１７（ＴＡＲＣ
）、ＣＣＬ１８（ＰＡＲＣ）、ＣＣＬ１９、ＣＣＬ２（ｍｃｐ－１）、ＣＣＬ２０（ＭＩ
Ｐ－３ａ）、ＣＣＬ２１（ＭＩＰ－２）、ＣＣＬ２３（ＭＰＩＦ－１）、ＣＣＬ２４（Ｍ
ＰＩＦ－２／エオタキシン－２）、ＣＣＬ２５（ＴＥＣＫ）、ＣＣＬ２６、ＣＣＬ３（Ｍ
ＩＰ－１ａ）、ＣＣＬ４（ＭＩＰ－１ｂ）、ＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）、ＣＣＬ７（ｍｃ
ｐ－３）、ＣＣＬ８（ｍｃｐ－２）、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ１０（ＩＰ－１０）、ＣＸＣ
ＬＩｌ（Ｉ－ＴＡＣ／ＩＰ－９）、ＣＸＣＬ１２（ＳＤＦｌ）、ＣＸＣＬ１３、ＣＸＣＬ
１４、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＣＸＣＬ５（ＥＮＡ－７８／ＬＩＸ）、ＣＸＣＬ６（Ｇ
ＣＰ－２）、ＣＸＣＬ９、ＩＬ１３、ＩＬ８、ＣＣＬ１３（ｍｃｐ－４）、ＣＣＲ１、Ｃ
ＣＲ２、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、ＣＣＲ７、ＣＣＲ８、ＣＣＲ９、Ｃ
Ｘ３ＣＲ１、ＩＬ８ＲＡ、ＸＣＲ１（ＣＣＸＣＲ１）、ＩＦＮＡ２、ＩＬ１０、ＩＬ１３
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、ＩＬ１７Ｃ、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１Ｆ１０、ＩＬ１Ｆ５、ＩＬ１Ｆ６、ＩＬ１Ｆ
７、ＩＬ１Ｆ８、ＩＬ１Ｆ９、ＩＬ２２、ＩＬ５、ＩＬ８、ＩＬ９、ＬＴＡ、ＬＴＢ、Ｍ
ＩＦ、ＳＣＹＥ１（内皮単球活性化サイトカイン）、ＳＰＰ１、ＴＮＦ、ＴＮＦＳＦ５、
ＩＦＮＡ２、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＬ１０ＲＢ、ＩＬ１３、ＩＬ１３ＲＡ１、ＩＬ５ＲＡ、Ｉ
Ｌ９、ＩＬ９Ｒ、ＡＢＣＦ１、ＢＣＬ６、Ｃ３、Ｃ４Ａ、ＣＥＢＰＢ、ＣＲＰ、ＩＣＥＢ
ＥＲＧ、ＩＬ１Ｒ１、ＩＬ１ＲＮ、ＩＬ８ＲＢ、ＬＴＢ４Ｒ、ＴＯＬＬＩＰ、ＦＡＤＤ、
ＩＲＡＫ１、ＩＲＡＫ２、ＭＹＤ８８、ＮＣＫ２、ＴＮＦＡＩＰ３、ＴＲＡＤＤ、ＴＲＡ
Ｆ１、ＴＲＡＦ２、ＴＲＡＦ３、ＴＲＡＦ４、ＴＲＡＦ５、ＴＲＡＦ６、ＡＣＶＲ１、Ａ
ＣＶＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ２、ＡＣＶＲ２Ｂ、ＡＣＶＲＬ１、ＣＤ２８、ＣＤ３Ｅ、ＣＤ３Ｇ
、ＣＤ３Ｚ、ＣＤ６９、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＮＲ１、ＣＴＬＡ４、ＣＹＳＬＴＲ１、
ＦＣＥＲ１Ａ、ＦＣＥＲ２、ＦＣＧＲ３Ａ、ＧＰＲ４４、ＨＡＶＣＲ２、ＯＰＲＤ１、Ｐ
２ＲＸ７、ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ６、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、
ＴＬＲ９、ＴＬＲ１０、ＢＬＲ１、ＣＣＬ１、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５
、ＣＣＬ７、ＣＣＬ８、ＣＣＬ１１、ＣＣＬ１３、ＣＣＬ１５、ＣＣＬ１６、ＣＣＬ１７
、ＣＣＬ１８、ＣＣＬ１９、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２１、ＣＣＬ２２、ＣＣＬ２３、ＣＣＬ
２４、ＣＣＬ２５、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、Ｃ
ＣＲ７、ＣＣＲ８、ＣＣＲ９、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸ３ＣＲ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、
ＣＸＣＬ３、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ６、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ１２、Ｃ
ＸＣＬ１３、ＣＸＣＲ４、ＧＰＲ２、ＳＣＹＥ１、ＳＤＦ２、ＸＣＬ１、ＸＣＬ２、ＸＣ
Ｒ１、ＡＭＨ、ＡＭＨＲ２、ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＢＭＰＲ２、Ｃ１９ｏｒｆ１
０（ＩＬ２７ｗ）、ＣＥＲ１、ＣＳＦ１、ＣＳＦ２、ＣＳＦ３、ＤＫＦＺｐ４５１Ｊ０１
１８、ＦＧＦ２、ＧＦＩ１、ＩＦＮＡ１、ＩＦＮＢ１、ＩＦＮＧ、ＩＧＦ１、ＩＬ１Ａ、
ＩＬ１Ｂ、ＩＬ１Ｒ１、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ２、ＩＬ２ＲＡ、ＩＬ２ＲＢ、ＩＬ２ＲＧ、Ｉ
Ｌ３、ＩＬ４、ＩＬ４Ｒ、ＩＬ５、ＩＬ５ＲＡ、ＩＬ６、ＩＬ６Ｒ、ＩＬ６ＳＴ、ＩＬ７
、ＩＬ８、ＩＬ８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ、ＩＬ９、ＩＬ９Ｒ、ＩＬ１０、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＬ
１０ＲＢ、ＩＬ１１、ＩＬ１１ＲＡ、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２Ｂ、ＩＬ１２ＲＢ１、ＩＬ１
２ＲＢ２、ＩＬ１３、ＩＬ１３ＲＡ１、ＩＬ１３ＲＡ２、ＩＬ１５、ＩＬ１５ＲＡ、ＩＬ
１６、ＩＬ１７、ＩＬ１７Ｒ、ＩＬ１８、ＩＬ１８Ｒ１、ＩＬ１９、ＩＬ２０、ＫＩＴＬ
Ｇ、ＬＥＰ、ＬＴＡ、ＬＴＢ、ＬＴＢ４Ｒ、ＬＴＢ４Ｒ２、ＬＴＢＲ、ＭＩＦ、ＮＰＰＢ
、ＰＤＧＦＢ、ＴＢＸ２１、ＴＤＧＦ１、ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦＢ１Ｉ１、ＴＧ
ＦＢ２、ＴＧＦＢ３、ＴＧＦＢＩ、ＴＧＦＢＲ１、ＴＧＦＢＲ２、ＴＧＦＢＲ３、ＴＨ１
Ｌ、ＴＮＦ、ＴＮＦＲＳＦ１Ａ、ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ、ＴＮＦＲＳＦ７、ＴＮＦＲＳＦ８、
ＴＮＦＲＳＦ９、ＴＮＦＲＳＦ１１Ａ、ＴＮＦＲＳＦ２１、ＴＮＦＳＦ４、ＴＮＦＳＦ５
、ＴＮＦＳＦ６、ＴＮＦＳＦ１１、ＶＥＧＦ、ＺＦＰＭ２およびＲＮＦ１１０（ＺＮＦ１
４４）など、多くのタンパク質が、一般的な自己免疫および炎症性応答に関与していると
推定されている。一態様において、本明細書に列記されている標的の１つまたは２つ以上
を結合するＤＶＤ－Ｉｇが提供される。
【０２４１】
　炎症性疾患を治療するための標的の以下の対を結合することができるＤＶＤＩｇが想定
される。ＴＮＦおよびＩＬ－１７Ａ；ＴＮＦおよびＲＡＮＫＬ；ＴＮＦおよびＶＥＧＦ；
ＴＮＦおよびＳＯＳＴ（配列１）；ＴＮＦおよびＤＫＫ；ＴＮＦおよびαＶβ３；ＴＮＦ
およびＮＧＦ；ＴＮＦおよびＩＬ－２３ｐ１９；ＴＮＦおよびＩＬ－６；ＴＮＦおよびＳ
ＯＳＴ（配列２）；ＴＮＦおよびＩＬ－６Ｒ；ＴＮＦおよびＣＤ－２０；ＩｇＥおよびＩ
Ｌ－１３（配列１）；ＩＬ－１３（配列１）およびＩＬ２３ｐ１９；ＩｇＥおよびＩＬ－
４；ＩｇＥおよびＩＬ－９（配列１）；ＩｇＥおよびＩＬ－９（配列２）；ＩｇＥおよび
ＩＬ－１３（配列２）；ＩＬ－１３（配列１）およびＩＬ－９（配列１）；ＩＬ－１３（
配列１）およびＩＬ－４；ＩＬ－１３（配列１）およびＩＬ－９（配列２）；ＩＬ－１３
（配列２）およびＩＬ－９（配列１）；ＩＬ－１３（配列２）およびＩＬ－４；ＩＬ－１
３（配列２）およびＩＬ－２３ｐ１９；ＩＬ－１３（配列２）およびＩＬ－９（配列２）
；ＩＬ－６ＲおよびＶＥＧＦ；ＩＬ－６ＲおよびＩＬ－１７Ａ；ＩＬ－６ＲおよびＲＡＮ
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ＫＬ；ＩＬ－１７ＡおよびＩＬ－１β（配列１）；ＩＬ－１β（配列１）およびＲＡＮＫ
Ｌ；ＩＬ－１β（配列１）およびＶＥＧＦ；ＲＡＮＫＬおよびＣＤ－２０；ＩＬ－１αお
よびＩＬ－１β（配列１）；ＩＬ－１αおよびＩＬ－１β（配列２）；ＮＫＧ２Ｄおよび
ＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列１）；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列
１）；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列２）；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２（配列１）；
およびＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒ（配列１）；およびＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列
３）。
【０２４２】
　２．喘息
　アレルギー性喘息は、好酸球増加症、杯細胞異形成、上皮細胞の変化、気道過敏症（Ａ
ＨＲ）ならびにＴｈ２およびＴｈ１サイトカイン発現ならびに上昇した血清ＩｇＥレベル
の存在によって特徴付けられる。気道炎症が、喘息の発病の基礎を成す中心的な因子であ
ることは、現在では広く受け入れられており、Ｔ細胞、Ｂ細胞、好酸球、肥満細胞および
マクロファージなどの炎症性細胞と、サイトカインおよびケモカインなどの分泌されるこ
れらの媒介物質の複雑な相互作用が関与している。コルチコステロイドは、今日、喘息に
対する最も重要な抗炎症性治療であるが、それらの作用機序は非特異的であり、特に、若
い患者集団では、安全性についての懸念が存在する。従って、より特異的で、標的化され
た治療の開発が必要とされる。マウス中のＩＬ－１３が、好酸球性炎症とは独立に、ＡＨ
Ｒ、粘膜の過剰分泌および気道繊維症など、喘息の特徴の多くを模倣するという、証拠が
増加している。（Ｆｉｎｏｔｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１７（８），９９３－１００７；Ｐａｄｉｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１７４（１２）：８０９７－８１０５）。
【０２４３】
　ＩＬ－１３は、喘息を伴う病的応答を引き起こす上で中心的な役割を有すると推定され
ている。肺でのＩＬ－１３の効果を抑制するための抗ＩＬ－１３ｍＡｂ療法の開発は、喘
息のための新規治療としてかなりの有望性を与える、刺激的な新しいアプローチである。
しかしながら、異なる免疫学的経路の他の媒介物質も喘息の発病に関与しており、ＩＬ－
１３に加えて、これらの媒介物質を遮断することは、さらなる治療的利点を与え得る。こ
のような標的対には、ＩＬ－１３および腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α）などの炎症促進
性サイトカインが含まれるが、これに限定されるものではない。ＴＮＦ－αは、喘息にお
ける炎症性応答を増幅し得、疾病の重度と関連し得る（ＭｃＤｏｎｎｅｌｌ，ｅｔ　ａｌ
．（２００１）　Ｐｒｏｇｒ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｒｅｓ．３１：２４７－２５０）。これは
、ＩＬ－１３およびＴＮＦ－αの両方を遮断し、特に、重い気道疾病において、有益な効
果を有し得ることを示唆する。別の実施形態において、本発明のＤＶＤ－Ｉｇは、標的で
あるＩＬ－１３およびＴＮＦを結合し、喘息を治療するために使用される。
【０２４４】
　炎症およびＡＨＲをともに評価することができる、ＯＶＡによって誘導された喘息マウ
スモデルなどの動物モデルが本分野において公知であり、様々なＤＶＤ－Ｉｇ分子が喘息
を治療する能力を測定するために使用し得る。喘息を研究するための動物モデルは、Ｃｏ
ｆｆｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．２０１（１２），１８７
５－１８７９；Ｌｌｏｙｄ，ｅｔ　ａｌ．（２００１）　Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７７
，２６３－２９５；Ｂｏｙｃｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．２０１
（１２）：１８６９－１８７３；およびＳｎｉｂｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ
．Ｂｒｉｔ．Ｓｏｃ．Ａｌｌｅｒｇ．Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３５（２）：１４６－
５２に開示されている。これらの標的対の定型的な安全性評価に加えて、免疫抑制の程度
に対する特異的検査が保証され、最高の標的対を選択する上で役立ち得る（Ｌｕｓｔｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　９２（１－３）：２２９－４３；
Ｄｅｓｃｏｔｅｓ，ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｄｅｖｅｌ．Ｂｉｏｌ．Ｓｔａｎｄ．７
７：９９－１０２；Ｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）　Ｊ．Ａｌｌｅｒｇ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０８（２）：２５０－２５７参照）。
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【０２４５】
　本明細書に開示されている論拠に基づいて、ならびに効力および安全性のための同じ評
価モデルを使用して、ＤＶＤ－Ｉｇ分子が結合することができ、喘息を治療するために有
用であり得る他の標的対を決定し得る。ＩＬ－１βは、喘息における炎症応答にも関与が
推定されているので、一実施形態において、このような標的には、ＩＬ－１３およびＩＬ
－１β；ＩＬ－１３およびＩＬ－９など、炎症に関与しているＩＬ－１３およびサイトカ
インおよびケモカイン；ＩＬ－１３およびＩＬ－４；ＩＬ－１３およびＩＬ－５；ＩＬ－
１３およびＩＬ－２５；ＩＬ－１３およびＴＡＲＣ；ＩＬ－１３およびＭＤＣ；ＩＬ－１
３およびＭＩＦ；ＩＬ－１３およびＴＧＦ－β；ＩＬ－１３およびＬＨＲアゴニスト；Ｉ
Ｌ－１３およびＣＬ２５；ＩＬ－１３およびＳＰＲＲ２ａ；ＩＬ－１３およびＳＰＲＲ２
ｂ；ならびにＩＬ－１３およびＡＤＡＭ８が含まれるが、これらに限定されるものではな
い。本発明は、ＣＳＦ１（ＭＣＳＦ）、ＣＳＦ２（ＧＭ－ＣＳＦ）、ＣＳＦ３（ＧＣＳＦ
）、ＦＧＦ２、ＩＦＮＡ１、ＩＦＮＢ１、ＩＦＮＧ、ヒスタミンおよびヒスタミン受容体
、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ２、ＩＬ３、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、Ｉ
Ｌ９、ＩＬ１０、ＩＬ１１、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２Ｂ、ＩＬ１３、ＩＬ１４、ＩＬ１５、
ＩＬ１６、ＩＬ１７、ＩＬ１８、ＩＬ１９、ＫＴＩＬＧ、ＰＤＧＦＢ、ＩＬ２ＲＡ、ＩＬ
４Ｒ、ＩＬ５ＲＡ、ＩＬ８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ、ＩＬ１２ＲＢ１、ＩＬ１２ＲＢ２、ＩＬ１
３ＲＡ１、ＩＬ１３ＲＡ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＴＳＬＰ、ＣＣＬ１、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、
ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ７、ＣＣＬ８、ＣＣＬ１３、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ１８、ＣＣ
Ｌ１９、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＣＬ２４，ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２
、ＣＸＣＬ３、ＸＣＬ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、ＣＣＲ
７、ＣＣＲ８、ＣＸ３ＣＲ１、ＧＰＲ２、ＸＣＲ１、ＦＯＳ、ＧＡＴＡ３、ＪＡＫ１、Ｊ
ＡＫ３、ＳＴＡＴ６、ＴＢＸ２１、ＴＧＦＢ１、ＴＮＦ、ＴＮＦＳＦ６、ＹＹ１、ＣＹＳ
ＬＴＲ１、ＦＣＥＲ１Ａ、ＦＣＥＲ２、ＬＴＢ４Ｒ、ＴＢ４Ｒ２、ＬＴＢＲおよびキチナ
ーゼからなる群から選択される、喘息に関与している１つまたは２つ以上の標的を結合す
ることが可能なＤＶＤ－Ｉｇも提供する。
【０２４６】
　３．関節リウマチ
　全身性疾患である関節リウマチ（ＲＡ）は、関節の滑液中の慢性的炎症反応によって特
徴付けられ、軟骨の変性と隣接する関節骨の磨耗を伴う。ＴＮＦ、ケモカインおよび成長
因子など、多くの炎症促進性サイトカインが、罹患した関節中に発現されている。抗ＴＮ
Ｆ抗体またはｓＴＮＦＲ融合タンパク質の、ＲＡのマウスモデルへの全身投与は、抗炎症
性および関節保護的であることが示された。ＲＡ患者中のＴＮＦの活性が、静脈内に投与
されたインフリキシマブ（キメラ抗ＴＮＦモノクローナル抗体（ｍＡＢ））で遮断された
臨床的調査（Ｈａｒｒｉｍａｎ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．（１９９９）　Ａｎｎ．Ｒｈｅｕｍ．
Ｄｉｓ．５８（Ｓｕｐｐｌ　１）：１６１－４）は、ＴＮＦがＩＬ－６、ＩＬ－８、ＭＣ
Ｐ－１およびＶＥＧＦ生成、免疫および炎症性細胞の関節中への動員、血管新生ならびに
マトリックスメタロプロテイナーゼ－１および－３の血液レベルの低下を制御するという
証拠を提供した。関節リウマチにおける炎症性経路をより深く理解することによって、関
節リウマチに関与する他の治療標的の同定に結びついた。過去、インターロイキン－６ア
ンタゴニスト（Ｃｈｕｇａｉ，Ｒｏｃｈｅによって開発されたＩＬ－６受容体抗体ＭＲＡ
（Ｎｉｓｈｉｍｏｔｏ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ａｒｔｈｒｉｔ．Ｒｈｅｕｍ．
５０（６）：１７６１－１７６９参照））、ＣＴＬＡ４Ｉｇ（アバタセプト、Ｇｅｎｏｖ
ｅｓｅ　Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３５３：１１１４－
２３）、および抗Ｂ細胞療法（リツキシマブ、Ｏｋａｍｏｔｏ　Ｈ，Ｋａｍａｔａｎｉ，
Ｎ．（２００４）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３５１：１９０９）などの有望な治療が
、無作為の対照化された臨床試験において既に検査されてきた。インターロイキン－１５
（治療用抗体ＨｕＭａｘ－ＩＬ　１５，ＡＭＧ７１４　Ｂａｓｌｕｎｄ，Ｂ．ｅｔ　ａｌ
．（２００５）　Ａｒｔｈｒｉｔ．Ｒｈｅｕｍ．５２（９）：２６８６－２６９２）、イ
ンターロイキン－１７およびインターロイキン－１８など、他のサイトカインが同定され
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、動物モデルにおいて有益であることが示されており、これらの因子の臨床試験が現在進
行中である。抗ＴＮＦおよび別の媒介物質を組み合わせた二重特異的抗体療法は、臨床的
効力および／または患者の対象範囲を増大させる上で大きな可能性を秘めている。例えば
、ＴＮＦとＶＥＧＦ（いずれも、ＲＡの病態生理学に関与している。）の両方を遮断する
ことは、炎症および血管新生を根絶することができる可能性を秘めている。ＴＮＦおよび
ＩＬ－１８；ＴＮＦおよびＩＬ－１２；ＴＮＦおよびＩＬ－２３；ＴＮＦおよびＩＬ－１
β；ＴＮＦおよびＭＩＦ；ＴＮＦおよびＩＬ－１７；ＴＮＦおよびＩＬ－１５、ＴＮＦお
よびＳＯＳＴを含む（但し、これらに限定されない。）、ＲＡに関与している標的の他の
対を、特異的ＤＶＤＩｇで遮断することも想定される。これらの標的対の定型的な安全性
評価に加えて、免疫抑制の程度に対する特異的検査が保証され、最高の標的対を選択する
上で役立ち得る（Ｌｕｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｔｏｘｉｃｏｌ．９２（１
－３）：２２９－４３；Ｄｅｓｃｏｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｄｅｖｅｌ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｓｔａｎｄ．７７：９９－１０２；Ｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）　Ｊ．
Ａｌｌｅｒｇ．Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０８（２）：２５０－２５７参照）。ＤＶ
ＤＩｇ分子が関節リウマチの治療に対して有用であるかどうかは、コラーゲンによって誘
導された関節炎マウスモデルなど、前臨床動物ＲＡモデルを用いて評価することが可能で
ある。他の有用なモデルも本分野において周知である（Ｂｒａｎｄ，Ｄ．Ｄ．（２００５
），Ｃｏｍｐ　Ｍｅｄ．５５（２）：１１４－２２参照）。ヒトおよびマウスのオルソロ
グ（例えば、ヒトおよびマウスＴＮＦ、ヒトおよびマウスＩＬ－１５に対する反応性など
）に対する親抗体の交差反応性に基づいて、マウスＣＩＡモデルでの検証研究は、「合致
されたサロゲート抗体」由来のＤＶＤ－Ｉｇ分子を用いて実施され得る。要約すると、２
つ（またはそれ以上の）マウス標的特異的抗体を基礎とするＤＶＤ－Ｉｇを、ヒトＤＶＤ
－Ｉｇ構築のために使用された親ヒトまたはヒト化抗体の特徴に可能な限り合致させ得る
（類似の親和性、類似の中和能、類似の半減期など）。
【０２４７】
　４．ＳＬＥ
　ＳＬＥの免疫病原性の特徴は、ポリクローナルＢ細胞活性化であり、これは、高グロブ
リン血症、自己抗体生成および免疫複合体形成をもたらす。基本的な異常は、全般的なＴ
細胞の調節不全のために、Ｔ細胞が禁じられたＢ細胞クローンを抑制できないことである
ように見受けられる。さらに、ＢおよびＴ細胞の相互作用は、第二のシグナルを開始する
、ＩＬ－１０ならびにＣＤ４０とＣＤ４０Ｌ、Ｂ７およびＣＤ２８およびＣＴＬＡ－４な
どの共刺激分子などの幾つかのサイトカインによって促進される。これらの相互作用は、
免疫複合体およびアポトーシス材料の食細胞性排除の異常とともに、生じた組織傷害によ
って免疫応答を永続化させる。以下の標的がＳＬＥに関与し得、治療的介入のためのＤＶ
Ｄ－Ｉｇアプローチのために使用できる可能性を秘めている。Ｂ細胞標的化療法：ＣＤ－
２０、ＣＤ－２２、ＣＤ－１９、ＣＤ２８、ＣＤ４、ＣＤ８０、ＨＬＡ－ＤＲＡ、ＩＬ１
０、ＩＬ２、ＩＬ４、ＴＮＦＲＳＦ５、ＴＮＦＲＳＦ６、ＴＮＦＳＦ５、ＴＮＦＳＦ６、
ＢＬＲ１、ＨＤＡＣ４、ＨＤＡＣ５、ＨＤＡＣ７Ａ、ＨＤＡＣ９、ＩＣＯＳＬ、ＩＧＢＰ
１、ＭＳ４Ａ１、ＲＧＳ１、ＳＬＡ２、ＣＤ８１、ＩＦＮＢ１、ＩＬ１０、ＴＮＦＲＳＦ
５、ＴＮＦＲＳＦ７、ＴＮＦＳＦ５、ＡＩＣＤＡ、ＢＬＮＫ、ＧＡＬＮＡＣ４Ｓ－６ＳＴ
、ＨＤＡＣ４、ＨＤＡＣ５、ＨＤＡＣ７Ａ、ＨＤＡＣ９、ＩＬ１０、ＩＬ１１、ＩＬ４、
ＩＮＨＡ、ＩＮＨＢＡ、ＫＬＦ６、ＴＮＦＲＳＦ７、ＣＤ２８、ＣＤ３８、ＣＤ６９、Ｃ
Ｄ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＤＰＰ４、ＦＣＥＲ２、ＩＬ２ＲＡ、ＴＮＦＲＳＦ８、Ｔ
ＮＦＳＦ７、ＣＤ２４、ＣＤ３７、ＣＤ４０、ＣＤ７２、ＣＤ７４、ＣＤ７９Ａ、ＣＤ７
９Ｂ、ＣＲ２、ＩＬ１Ｒ２、ＩＴＧＡ２、ＩＴＧＡ３、ＭＳ４Ａ１、ＳＴ６ＧＡＬ１、Ｃ
Ｄ１Ｃ、ＣＨＳＴ１０、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－ＤＲＡおよびＮＴ５Ｅ；共刺激シグナル：
ＣＴＬＡ４またはＢ７．１／Ｂ７．２；Ｂ細胞生存の阻害：ＢｌｙＳ、ＢＡＦＦ；補体不
活化：Ｃ５；サイトカイン調節。中心的な原理は、いずれかの組織中での正味の生物応答
が、炎症促進性サイトカインまたは抗炎症性サイトカインの局所レベル間のバランスの結
果であるということである（Ｓｆｉｋａｋｉｓ，Ｐ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｃ
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ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ．１７：５５０－７参照）。ＳＬＥは、血清ＩＬ
－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０の文献に報告された上昇を伴う、Ｔｈ２によって誘導される
疾病であると考えられる。ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＮＦ－αおよびＴＮＦ－
αからなる群から選択される１つまたは２つ以上の標的に結合するＤＶＤＩｇも想定され
る。本明細書において論述されている標的の組み合わせは、多数の狼瘡前臨床モデル中で
検査することが可能なＳＬＥに対して治療的な効力を増強する（Ｐｅｎｇ，Ｓ．Ｌ．（２
００４）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．１０２：２２７－７２参照）。ヒトおよび
マウスのオルソログ（例えば、ヒトおよびマウスＣＤ２０、ヒトおよびマウスインターフ
ェロンαに対する反応性など）に対する親抗体の交差反応性に基づいて、マウス狼瘡モデ
ルでの検証研究は、「合致されたサロゲート抗体」由来のＤＶＤ－Ｉｇ分子を用いて実施
され得る。要約すると、２つ（またはそれ以上の）マウス標的特異的抗体を基礎とするＤ
ＶＤ－Ｉｇを、ヒトＤＶＤ－Ｉｇ構築のために使用された親ヒトまたはヒト化抗体の特徴
に可能な限り合致させ得る（類似の親和性、類似の中和能、類似の半減期など）。
【０２４８】
　５．多発性硬化症
　多発性硬化症（ＭＳ）は、主に病因が不明である複雑なヒト自己免疫型疾病である。神
経系全体でのミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）の免疫学的破壊が、多発性硬化症の主
要な病因である。ＭＳは、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞による浸潤を伴う複雑な病変の
疾病であり、中枢神経系内の応答の疾病である。サイトカイン、反応性窒素種および共刺
激分子の中枢神経系中での発現は全て、ＭＳにおいて記載されている。主に検討すべきで
あるのは、自己免疫の発達に寄与する免疫学的機序である。特に、Ｔｈ１およびＴｈ２細
胞などの他のＴ細胞のバランス／調節を助ける、抗原発現、サイトカインおよび白血球相
互作用ならびに調節性Ｔ細胞は、治療標的の同定のための重要な領域である。
【０２４９】
　ＩＬ－１２は、ＡＰＣによって生成される炎症促進性サイトカインであり、Ｔｈ１エフ
ェクター細胞の分化を促進する。ＩＬ－１２は、ＭＳ患者およびＥＡＥに罹患した動物中
の発達している病変中で生成される。以前、ＩＬ－１２経路中の妨害がげっ歯類中のＥＡ
Ｅを効果的に抑制すること、およびコモンマモセット中のミエリン誘発性ＥＡＥモデル中
で、抗ＩＬ－１２ｍＡｂを用いたＩＬ－１２ｐ４０のインビボ中和が有益な効果を有する
ことが示された。
【０２５０】
　ＴＷＥＡＫは、中枢神経系（ＣＮＳ）中で恒常的に発現されるＴＮＦファミリーのメン
バーであり、細胞の種類に応じて炎症促進性、増殖性またはアポトーシス効果を有する。
その受容体Ｆｎ１４は、内皮細胞、反応性星状膠細胞および神経細胞によって、中枢神経
系中で発現されている。ＴＷＥＡＫおよびＦＮ１４ｍＲＮＡ発現は、実験的自己免疫脳脊
髄炎（ＥＡＥ）の間に、脊髄中で増加した。ミエリン乏突起膠細胞糖タンパク質（ＭＯＧ
）によってＣ５７ＢＬ／６マウス中に誘導されたＥＡＥにおける抗ＴＷＥＡＫ抗体治療は
、マウスが初回刺激相後に治療された場合に、疾病の重度および白血球の浸潤の低下をも
たらした。
【０２５１】
　本発明の一態様は、ＩＬ－１２、ＴＷＥＡＫ、ＩＬ－２３、ＣＸＣＬ１３、ＣＤ４０、
ＣＤ４０Ｌ、ＩＬ－１８、ＶＥＧＦ、ＶＬＡ－４、ＴＮＦ、ＣＤ４５ＲＢ、ＣＤ２００、
ＩＦＮγ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦ、Ｃ５、ＣＤ５２およびＣＣＲ２からなる群から選択さ
れる１つまたは２つ以上、例えば２つの標的を結合することができるＤＶＤＩｇ分子に関
する。一実施形態には、ＭＳの治療に対して有益な治療剤としての二重特異的抗ＩＬ－１
２／ＴＷＥＡＫＤＶＤＩｇが含まれる。
【０２５２】
　ＭＳを治療するためのＤＶＤ分子の有用性を評価するための幾つかの動物モデルが、本
分野において公知である（Ｓｔｅｉｎｍａｎ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．，（２００５）　Ｔｒｅ
ｎｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２６（１１）：５６５－７１；Ｌｕｂｌｉｎ　ＦＤ．，ｅｔ　
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ａｌ．，（１９８５）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｓｅｍｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．８（
３）：１９７－２０８；Ｇｅｎａｉｎ　ＣＰ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９７）　Ｊ　Ｍｏｌ
　Ｍｅｄ．７５（３）：１８７－９７；Ｔｕｏｈｙ　ＶＫ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）
　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１８９（７）：１０３３－４２；Ｏｗｅｎｓ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．
，（１９９５）　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｃｌｉｎ．ｌ３（１）：５１－７３；および’ｔ　Ｈａ
ｒｔ　ＢＡ，ｅｔ　ａｌ．，（２００５）　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７５（７）：４７６
１－８参照）。ヒトおよび動物種のオルソログ（例えば、ヒトおよびマウスＩＬ－１２、
ヒトおよびマウスＴＷＥＡＫに対する反応性など）に対する親抗体の交差反応性に基づい
て、マウスＥＡＥモデルでの検証研究は、「合致されたサロゲート抗体」由来のＤＶＤ－
Ｉｇ分子を用いて実施され得る。要約すると、２つ（またはそれ以上の）マウス標的特異
的抗体を基礎とするＤＶＤ－Ｉｇを、ヒトＤＶＤ－Ｉｇ構築のために使用された親ヒトま
たはヒト化抗体の特徴に可能な限り合致させ得る（類似の親和性、類似の中和能、類似の
半減期など）。同じ概念が、他の非げっ歯類種の動物モデルにも当てはまる。「合致され
たサロゲート抗体」由来のＤＶＤ－Ｉｇは、予想される薬理学および可能であれば安全性
研究のために選択される。これらの標的対の定型的な安全性評価に加えて、免疫抑制の程
度に対する特異的検査が保証され、最高の標的対を選択する上で役立ち得る（Ｌｕｓｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｔｏｘｉｃｏｌ．９２（１－３），２２９－４３；Ｄｅ
ｓｃｏｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｄｅｖｅｌ．Ｂｉｏｌ．Ｓｔａｎｄ．７７：
９９－１０２；Ｊｏｎｅｓ　Ｒ．（２０００）　ＩＤｒｕｇｓ　３（４）：４４２－６）
参照）。
【０２５３】
　６．敗血症
　敗血症の病態生理は、グラム陰性生物（リポ多糖［ＬＰＳ］、リピドＡ、エンドトキシ
ン）およびグラム陽性生物（リポテイコ酸、ペプチドグリカン）の両方の外膜成分によっ
て開始される。これらの外膜成分は、単球の表面上のＣＤ１４受容体に結合することが可
能である。最近記載されたトール様受容体によって、シグナルは、その後、細胞へと伝達
され、炎症促進性サイトカインである腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）およびインターロイ
キン－１（ＩＬ－１）の最終的な生成をもたらす。圧倒的な炎症性応答および免疫応答は
、敗血症性ショックの本質的な特徴であり、敗血症によって誘導される組織損傷、多臓器
不全および死亡の発病において中心的な役割を果たす。サイトカイン、特に、腫瘍壊死因
子（ＴＮＦ）およびインターロイキン（ＩＬ）－１は、敗血症性ショックの極めて重要な
媒介物質であることが示されている。これらのサイトカインは、組織に対して直接的な毒
性効果を有しており、ホスホリパーゼＡ２も活性化させる。これらの効果および他の効果
は、血小板活性化因子の増加した濃度、一酸化窒素合成酵素活性の促進、好中球による組
織浸潤の促進および好中球活性の促進をもたらす。
【０２５４】
　敗血症および敗血症性ショックの治療は、なお臨床的な難問であり、炎症性応答を標的
とした生物学的応答修飾物質（すなわち、抗ＴＮＦおよび抗ＭＩＦ）を用いた最近の前向
き臨床試験は、若干の臨床的有益性を示したに過ぎなかった。最近、免疫抑制の付随期間
を逆転させることを目指した治療法に関心が移っている。実験動物および重病の患者にお
ける研究は、リンパ系臓器および幾つかの実質組織の増加したアポトーシスが、この免疫
抑制、アネルギーおよび臓器系機能不全に寄与することを示している。敗血症症候群の間
、リンパ球アポトーシスは、ＩＬ－２の不存在によってまたはグルココルチコイド、グラ
ンザイムもしくはいわゆる「死亡（ｄｅａｔｈ）」サイトカイン：腫瘍壊死因子αまたは
Ｆａｓリガンドの放出によって引き金を引かれ得る。アポトーシスは、Ｂｃｌ－２ファミ
リーのアポトーシス促進性のメンバーおよびアポトーシス抑制性のメンバーによって影響
を受け得る、細胞質および／またはミトコンドリアのカスパーゼの自己活性化を介して進
行する。実験動物では、アポトーシスの阻害剤を用いた治療はリンパ系細胞のアポトーシ
スを抑制することができるのみならず、予後も改善し得る。抗アポトーシス因子を用いた
臨床試験は、主にそれらの投与および組織標的化に伴う技術的困難さが原因で、実現性が
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低いままであるが、リンパ球アポトーシスの阻害は、敗血症患者に対する魅力的な治療の
標的である。同様に、炎症媒介物質およびアポトーシス媒介物質の両方を標的とする二重
特異的因子は、さらなる有益性を有し得る。本発明の一態様は、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＭＩ
Ｆ、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１８、ＩＬ－１２、ＩＬ－２３、ＦａｓＬ、ＬＰＳ、ト
ール様受容体、ＴＬＲ－４、組織因子、ＭＩＰ－２、ＡＤＯＲＡ２Ａ、ＣＡＳＰ１、ＣＡ
ＳＰ４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１Ｂ、ＮＦＫＢ１、ＰＲＯＣ、ＴＮＦＲＳＦ１Ａ、ＣＳＦ３
、ＣＣＲ３、ＩＬ１ＲＮ、ＭＩＦ、ＮＦＫＢ１、ＰＴＡＦＲ、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＧＰ
Ｒ４４、ＨＭＯＸ１、ミッドカイン、ＩＲＡＫ１、ＮＦＫＢ２、ＳＥＲＰＩＮＡ１、ＳＥ
ＲＰＩＮＥ１およびＴＲＥＭ１からなる群から選択される、敗血症に関与する１つまたは
２つ以上の標的（一実施形態では、２つの標的）を結合することができるＤＶＤ－Ｉｇに
関する。敗血症に対するこのようなＤＶＤＩｇの有効性は、本分野において公知の前臨床
動物モデルにおいて評価することが可能である（Ｂｕｒａｓ　ＪＡ，ｅｔ　ａｌ．，（２
００５）　Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．４（１０）：８５４－６５および
Ｃａｌａｎｄｒａ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ，（２０００）Ｎａｔ　Ｍｅｄ．６（２）：１６４－
７０）参照）。
【０２５５】
　７．神経疾患
　７．１神経変性疾患
　神経変性疾患は、通常年齢依存性である慢性または急性（例えば、発作、外傷性脳傷害
、脊髄傷害など）のいずれかである。神経変性疾患は、神経細胞機能の進行性の喪失（神
経細胞死、脱ミエリン化）、運動の喪失および記憶の喪失によって特徴付けられる。慢性
神経変性疾患（例えば、アルツハイマー病）の基礎を成す機序として明らかになりつつあ
る知見は、複雑な病因を示しており、それらの発達および進行に、様々な要因、例えば、
年齢、血糖状態、アミロイド生成および多量体化、ＲＡＧＥ（ＡＧＥに対する受容体）に
結合する後天的糖化終末産物（ＡＧＥ；ａｄｖａｎｃｅｄ　ｇｌｙｃａｔｉｏｎ－ｅｎｄ
　ｐｒｏｄｕｃｔ）の蓄積、増加した脳の酸化的ストレス、減少した脳の血流、炎症性サ
イトカインおよびケモカインの放出を含む神経炎症、神経細胞の機能不全およびミクログ
リアの活性化が寄与していることが認められている。従って、これらの慢性神経変性疾患
は、複数の細胞種および媒介物質の間で複雑な相互作用を示す。このような疾病に対する
治療戦略は限られており、非特異的抗炎症剤（例えば、コルチコステロイド、ＣＯＸ阻害
剤）か、神経細胞の喪失および／またはシナプス機能を抑制する薬剤のいずれかによる炎
症プロセスの遮断が大部分を占める。これらの治療は疾病の進行を止められない。近年の
研究は、可溶性Ａ－ｂペプチド（Ａ－ｂオリゴマー形態等）に対する抗体等、より標的化
された治療法が、疾病進行の停止に有用となり得るだけでなく、記憶の維持に有用となり
得ることを示唆する。これらの予備的な観察は、２以上の疾病メディエータ（例えば、Ａ
－ｂおよびＴＮＦ等の炎症促進性サイトカイン）を標的とする特異的な治療法が、単一の
疾病機序（例えば、可溶性Ａ－β単独）を標的化する場合に観察されるものよりも、慢性
神経変性疾患に対してさらに優れた治療効果を提供し得ることを示唆する。ＭＳ治療にお
けるＤＶＤ分子の有用性を評価するための数種類の動物モデルは、本技術分野において公
知のものである（Ｓｔｅｉｎｍａｎ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．２６（１１）：５６５－７１；Ｌｕｂｌｉｎ，Ｆ．Ｄ．ｅｔ　ａｌ．（１９
８５）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｓｅｍｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．８（３）：１９７－
２０８；Ｇｅｎａｉｎ，Ｃ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．７５（
３）：１８７－９７；Ｔｕｏｈｙ，Ｖ．Ｋ．ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅ
ｄ．１８９（７）：１０３３－４２；Ｏｗｅｎｓ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｎｅｕ
ｒｏｌ．Ｃｌｉｎ．１３（１）：５１－７３；およびＨａｒｔ，Ｂ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（
２００５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７５（７）：４７６１－８を参照）。親抗体のヒトお
よび動物種のオルソログに対する交差反応性（例えば、ヒトおよびマウスのＩＬ－１２や
、ヒトおよびマウスのＴＷＥＡＫ等に対する反応性）に基づき、マウスＥＡＥモデルにお
いて「合致されたサロゲート（ｍａｔｃｈｅｄ　ｓｕｒｒｏｇａｔｅ）抗体」由来のＤＶ
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Ｄ－Ｉｇ分子を用いた確認試験が行われてよい。すなわち、２種（またはそれ以上）のマ
ウス標的特異抗体に基づくＤＶＤ－Ｉｇは、ヒトＤＶＤ－Ｉｇ構築に用いられた親ヒトま
たはヒト化抗体の特徴に可能な限り合致（類似の親和性、類似の中和能、類似の半減期等
）されてよい。予測される薬理作用および恐らく安全性試験のために「合致されたサロゲ
ート抗体」由来のＤＶＤ－Ｉｇが選択された、他の非げっ歯類の種における動物モデルに
同じ概念が適用される。これらの標的対に対してルーチンで行われる安全性評価に加えて
、免疫抑制の程度の特異性検査が保証され、最良の標的対の選択に有用となり得る（Ｌｕ
ｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｔｏｘｉｃｏｌ．９２（１－３）：２２９－４３；
Ｄｅｓｃｏｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｄｅｖｅｌ．Ｂｉｏｌ．Ｓｔａｎｄ．７７
：９９－１０２；Ｊｏｎｅｓ，Ｒ．（２０００）ＩＤｒｕｇｓ　３（４）：４４２－６を
参照）。
【０２５６】
　本発明のＤＶＤ－Ｉｇ分子は、アルツハイマー病などの慢性神経変性疾患に関与する１
つまたは２つ以上の標的を結合することができる。このような標的には、ＡＤの発病に関
与すると推定されている全ての媒介物質（可溶性または細胞表面）、例えば、ＡＧＥ（Ｓ
１００Ａ、アムホテリン）、炎症促進性サイトカイン（例えば、ＩＬ－１）、ケモカイン
（例えば、ＭＣＰ１）、神経再生を阻害する分子（例えば、Ｎｏｇｏ、ＲＧＭ－Ａ）、神
経突起の成長を増強する分子（ニューロトロフィン）および脳血液関門での輸送を媒介す
ることができる分子（例えば、トランスフェリン受容体、インシュリン受容体またはＲＡ
ＧＥ）が含まれるが、これらに限定されない。ＤＶＤ－Ｉｇ分子の効力は、アミロイド前
駆体タンパク質またはＲＡＧＥを過剰発現し、アルツハイマー病様の症候を発症するトラ
ンスジェニックマウスなどの前臨床動物モデルで妥当性を確認することが可能である。さ
らに、ＤＶＤ－Ｉｇ分子を構築し、動物モデルで効力について検査することが可能であり
、ヒト患者での検査のために、最良の治療的ＤＶＤ－Ｉｇを選択することができる。ＤＶ
Ｄ－Ｉｇ分子は、パーキンソン病などの他の神経変性疾患の治療のためにも使用すること
が可能である。α－シヌクレインが、パーキンソン病に関与している。α－シヌクレイン
および炎症性媒介物質（ＴＮＰ、ＩＬ－１、ＭＣＰ－１など）を標的とすることができる
ＤＶＤ－Ｉｇは、パーキンソン病に対する有効な治療であることを証明することが可能で
あり、本発明において想定される。
【０２５７】
　７．２神経細胞の再生および脊髄損傷
　病的機序の知見の増大に関わらず、脊髄損傷（ＳＣＩ）は、なお、多大な損害を与える
症状であり、高い医学的な要求を特徴とする医学的な適応症である。多くの脊髄損傷は、
挫傷または圧迫傷害であり、通常、原発性損傷に続いて、最初の損傷を悪化させ、病変部
位の著しい拡大（特には、１０倍超）をもたらす続発性損傷機序（炎症媒介物質、例えば
、サイトカインおよびケモカイン）が起こる。ＳＣＩにおけるこれらの原発および続発性
の機序は、他の手段、例えば発作によって引き起こされた脳損傷における機序と極めて類
似している。満足する治療は存在せず、メチルプレドニゾロン（ＭＰ）の高用量大量瞬時
注射は、損傷から８時間後という狭い時間枠内で使用される唯一の療法である。しかしな
がら、この治療は、顕著な機能的回復が全くなしに、続発性損傷を予防することのみを目
的としている。明瞭な効果の欠如ならびにその後の感染症を伴う免疫抑制および重い組織
病理学的な筋肉の変化などの重い副作用に対して大きな批判が為されている。内在性の再
生能を刺激する他の薬物、生物物質または小分子は承認されていないが、有望な治療原理
および薬物候補が、近年、ＳＣＩの動物モデルにおいて有効性を示している。多くの場合
、ヒトＳＣＩにおける機能的回復の欠如は、病変部位における、瘢痕組織中、ミエリン中
および損傷を伴う細胞上における神経突起の増殖を阻害する因子によって引き起こされる
。このような因子は、ミエリン随伴タンパク質ＮｏｇｏＡ、ＯＭｇｐおよびＭＡＧ、ＲＧ
ＭＡ、瘢痕随伴ＣＳＰＧ（コンドロイチン硫酸プロテオグリカン）および反応性星状膠細
胞に対する阻害因子（一部のセマホリンおよびエフリン）である。しかしながら、病変部
位では、増殖阻害分子が見出されるのみならず、ニューロトロフィン、ラミニン、Ｌ１お
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よびその他のような神経突起成長刺激因子も見出される。阻害的な影響の低下が、バラン
スを、増殖阻害から増殖促進へとシフトさせ得るので、神経突起成長阻害分子と神経突起
成長促進分子のこの協調は、ＮｏｇｏＡまたはＲＧＭＡのような単一の因子を遮断するこ
とが、げっ歯類ＳＣＩモデルにおいて著しい機能回復をもたらしたことを説明し得る。し
かしながら、単一の神経突起成長阻害分子を遮断することによって観察された回復は完全
ではなかった。より速く、より顕著な回復を達成するためには、２つの神経突起成長阻害
分子（例えば、ＮｏｇｏおよびＲＧＭＡ）を遮断し、または神経突起成長阻害分子を遮断
し、および神経突起成長増強分子の機能を増強し（例えば、Ｎｏｇｏおよびニューロトロ
フィン）、または神経突起成長阻害分子（例えば、Ｎｏｇｏ）および炎症促進性分子（例
えば、ＴＮＦ）を遮断することが、望ましい場合があり得る（ＭｃＧｅｅ　ＡＷ，ｅｔ　
ａｌ．（２００３）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２６：１９３；Ｄｏｍｅｎｉｃｏ
ｎｉ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃｉ．２３３：４３；Ｍａ
ｋｗａｎａｌ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）ＦＥＢＳ　Ｊ．２７２：２６２８；Ｄｉｃ
ｋｓｏｎ，Ｂ．Ｊ．（２００２）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９８：１９５９；Ｙｕ，Ｆ．ａｎ
ｄ　Ｔｅｎｇ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（２００５）　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ．７９：
２７３；Ｋａｒｎｅｚｉｓ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｎｅｕｒｏ
ｓｃｉ．７：７３６；Ｘｕ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．
９１：１０１８参照）。
【０２５８】
　一態様において、ＮｇＲおよびＲＧＭＡ；ＮｏｇｏＡおよびＲＧＭＡ；ＭＡＧおよびＲ
ＧＭＡ；ＯＭＧｐおよびＲＧＭＡ；ＲＧＭＡおよびＲＧＭＢ；ＣＳＰＧおよびＲＧＭＡ；
アグレカン、ミッドカイン、ニューロカン、ベルシカン、ホスファカン、Ｔｅ３８および
ＴＮＦ－α；樹状突起および軸索の出芽を促進する抗体と組み合わされたＡβ球状体（ｇ
ｌｏｂｕｌｏｍｅｒ）特異的抗体などの標的対を結合することができるＤＶＤ－Ｉｇが提
供される。樹状突起の病変は、ＡＤの極めて早期の兆候であり、ＮＯＧＯＡが樹状突起の
成長を制限することが知られている。ａｂの１つのこのような種類を、ＳＣＩ候補（ミエ
リンタンパク質）Ａｂのいずれかと組み合わせることが可能である。他のＤＶＤ－Ｉｇ標
的は、ＮｇＲ－ｐ７５、ＮｇＲ－Ｔｒｏｙ、ＮｇＲ－Ｎｏｇｏ６６（Ｎｏｇｏ）、ＮｇＲ
－Ｌｉｎｇｏ、Ｌｉｎｇｏ－Ｔｒｏｙ、Ｌｉｎｇｏ－ｐ７５、ＭＡＧまたはＯｍｇｐのあ
らゆる組み合わせを含み得る。さらに、標的には、神経突起の阻害に関与すると推定され
ている全ての媒介物質（可溶性または細胞表面）、例えば、Ｎｏｇｏ、Ｏｍｐｇ、ＭＡＧ
、ＲＧＭＡ、セマフォリン、エフリン、可溶性Ａ－ｂ、炎症促進性サイトカイン（例えば
、ＩＬ－１）、ケモカイン（例えば、ＭＩＰ１ａ）、神経再生を阻害する分子も含まれ得
る。抗ｎｏｇｏ／抗ＲＧＭＡまたは類似のＤＶＤ－Ｉｇ分子の効力は、脊髄損傷の前臨床
動物モデルにおいて、妥当性を確認することが可能である。さらに、これらのＤＶＤ－Ｉ
ｇ分子を構築し、動物モデルで効力について検査することが可能であり、ヒト患者での検
査のために、最良の治療的ＤＶＤ－Ｉｇを選択することができる。さらに、単一の受容体
、例えば３つのリガンドＮｏｇｏ、ＯｍｐｇおよびＭＡＧを結合するＮｏｇｏ受容体なら
びにＡ－ｂおよびＳ１００Ａを結合するＲＡＧＥ上の２つの異なるリガンド結合部位を標
的とするＤＶＤ－Ｉｇ分子を構築することが可能である。さらに、神経突起成長阻害剤、
例えば、ｎｏｇｏおよびｎｏｇｏ受容体は、多発性硬化症のような免疫学的疾患において
神経再生を抑制する上でも役割を果たす。ｎｏｇｏ－ｎｏｇｏ受容体の相互作用の阻害は
、多発性硬化症の動物モデルの回復を増強させることが示されている。従って、１つの免
疫媒介物質、例えば、ＩＬ－１２のようなサイトカイン、および神経突起成長阻害分子、
例えば、ｎｏｇｏまたはＲＧＭの機能を遮断することができるＤＶＤ－Ｉｇ分子は、免疫
または神経突起成長阻害剤分子のみを遮断するより、より速く、より大きな効力を与え得
る。
【０２５９】
　一般に、抗体は、脳血液関門（ＢＢＢ）を効率的および適切な様式で横切らない。しか
しながら、ある種の神経疾患（例えば、発作、外傷性脳傷害、多発性硬化症など）では、
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ＢＢＢが損なわれる場合があり得、ＤＶＤ－Ｉｇおよび抗体の脳内への増加した透過を許
容する。ＢＢＢの漏出が起こらない他の神経症状では、グルコースおよびアミノ酸担体な
どの担体媒介性輸送体ならびにＢＢＢの血管内皮における受容体媒介性トランスサイトー
シス媒介細胞構造／受容体を含む内在性輸送系の標的化を使用し得、これにより、ＤＶＤ
－Ｉｇの経ＢＢＢ輸送が可能になる。このような輸送を可能にするＢＢＢでの構造には、
インシュリン受容体、トランスフェリン受容体、ＬＲＰおよびＲＡＧＥが含まれるが、こ
れらに限定されない。さらに、戦略は、低分子量の薬物、ナノ粒子および核酸を含む、中
枢神経系内へ薬物候補を輸送するためのシャトルとしてＤＶＤ－Ｉｇを使用することも可
能にする（Ｃｏｌｏｍａ　ＭＪ，　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ．１７
（３）：２６６－７４；Ｂｏａｄｏ　ＲＪ，　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｂｉｏｃｏｎｊ
ｕｇ．Ｃｈｅｍ．１８（２）：４４７－５５）。
【０２６０】
　８．腫瘍疾患
　モノクローナル抗体療法が、癌に対する重要な治療様式として登場している（ｖｏｎ　
Ｍｅｈｒｅｎ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．５４：３４３
－６９）。抗体は、アポトーシス、再誘導された細胞毒性、リガンド－受容体相互作用の
妨害を誘導し、または新生物表現型にとって不可欠なタンパク質の発現を抑制することに
よって、抗腫瘍効果を発揮し得る。さらに、抗体は、腫瘍微小環境の成分を標的とするこ
とが可能であり、腫瘍に付随する脈管構造の形成など不可欠な構造を擾乱する。抗体は、
そのリガンドが増殖因子である受容体（上皮増殖因子受容体など）を標的とすることも可
能である。従って、抗体は、細胞増殖を刺激する天然のリガンドが標的とされる腫瘍細胞
へ結合することを阻害する。あるいは、抗体は、抗イディオタイプネットワーク、補体媒
介性細胞傷害または抗体依存性細胞性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導し得る。２つの別個の
腫瘍媒介物質を標的とする二重特異的抗体の使用は、単一特異的療法に比べて、さらなる
有利さを与えるものと思われる。腫瘍性疾病を治療するための、次の標的対と結合するこ
とができるＤＶＤ　Ｉｇも企図される。ＩＧＦ１およびＩＧＦ２；ＩＧＦ１／２およびＨ
ＥＲ－２；ＶＥＧＦＲおよびＥＧＦＲ；ＣＤ２０およびＣＤ３；ＣＤ１３８およびＣＤ２
０；ＣＤ３８およびＣＤ２０；ＣＤ３８およびＣＤ１３８；ＣＤ４０およびＣＤ２０；Ｃ
Ｄ１３８およびＣＤ４０；ＣＤ３８およびＣＤ４０；ＣＤ－２０およびＣＤ－１９；ＣＤ
－２０およびＥＧＦＲ；ＣＤ－２０およびＣＤ－８０；ＣＤ－２０およびＣＤ－２２；Ｃ
Ｄ－３およびＨＥＲ－２；ＣＤ－３およびＣＤ－１９；ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２；ＥＧ
ＦＲおよびＣＤ－３；ＥＧＦＲおよびＩＧＦ１，２；ＥＧＦＲおよびＩＧＦ１Ｒ；ＥＧＦ
ＲおよびＲＯＮ；ＥＧＦＲおよびＨＧＦ；ＥＧＦＲおよびｃ－ＭＥＴ；ＨＥＲ－２および
ＩＧＦ１，２；ＨＥＲ－２およびＩＧＦ１Ｒ；ＲＯＮおよびＨＧＦ；ＶＥＧＦおよびＥＧ
ＦＲ；ＶＥＧＦおよびＨＥＲ－２；ＶＥＧＦおよびＣＤ－２０；ＶＥＧＦおよびＩＧＦ１
，２；ＶＥＧＦおよびＤＬＬ４；ＶＥＧＦおよびＨＧＦ；ＶＥＧＦおよびＲＯＮ；ＶＥＧ
ＦおよびＮＲＰ１；ＣＤ２０およびＣＤ３；ＶＥＧＦおよびＰＬＧＦ；ＤＬＬ４およびＰ
ＬＧＦ；ＥｒｂＢ３およびＥＧＦＲ；ＨＧＦおよびＥｒｂＢ３；ＨＥＲ－２およびＥｒｂ
Ｂ３；ｃ－ＭｅｔおよびＥｒｂＢ３；ＨＥＲ－２およびＰＬＧＦ；ＨＥＲ－２およびＨＥ
Ｒ－２；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列１）；ＮＫＧ
２ＤおよびＥＧＦＲ（配列１）；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２（配列１）；ＮＫＧ２Ｄお
よびＩＧＦ１Ｒ（配列１）ならびにＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列３）。
【０２６１】
　別の実施形態において、本発明のＤＶＤは、ＶＥＧＦおよびホスファチジルセリン；Ｖ
ＥＧＦおよびＥｒｂＢ３；ＶＥＧＦおよびＰＬＧＦ；ＶＥＧＦおよびＲＯＢＯ４；ＶＥＧ
ＦおよびＢＳＧ２；ＶＥＧＦおよびＣＤＣＰ１；ＶＥＧＦおよびＡＮＰＥＰ；ＶＥＧＦお
よびｃ－ＭＥＴ；ＨＥＲ－２およびＥＲＢ３；ＨＥＲ－２およびＢＳＧ２；ＨＥＲ－２お
よびＣＤＣＰ１；ＨＥＲ－２およびＡＮＰＥＰ；ＥＧＦＲおよびＣＤ６４；ＥＧＦＲおよ
びＢＳＧ２；ＥＧＦＲおよびＣＤＣＰ１；ＥＧＦＲおよびＡＮＰＥＰ；ＩＧＦ１Ｒおよび
ＰＤＧＦＲ；ＩＧＦ１ＲおよびＶＥＧＦ；ＩＧＦ１ＲおよびＣＤ２０；ＣＤ２０およびＣ
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Ｄ７４；ＣＤ２０およびＣＤ３０；ＣＤ２０およびＤＲ４；ＣＤ２０およびＶＥＧＦＲ２
；ＣＤ２０およびＣＤ５２；ＣＤ２０およびＣＤ４；ＨＧＦおよびｃ－ＭＥＴ；ＨＧＦお
よびＮＲＰ１；ＨＧＦおよびホスファチジルセリン；ＥｒｂＢ３およびＩＧＦ１Ｒ；Ｅｒ
ｂＢ３およびＩＧＦ１，２；ｃ－ＭｅｔおよびＨｅｒ－２；ｃ－ＭｅｔおよびＮＲＰ１；
ｃ－ＭｅｔおよびＩＧＦ１Ｒ；ＩＧＦ１，２およびＰＤＧＦＲ；ＩＧＦ１，２およびＣＤ
２０；ＩＧＦ１，２およびＩＧＦ１Ｒ；ＩＧＦ２およびＥＧＦＲ；ＩＧＦ２およびＨＥＲ
２；ＩＧＦ２およびＣＤ２０；ＩＧＦ２およびＶＥＧＦ；ＩＧＦ２およびＩＧＦ１Ｒ；Ｉ
ＧＦ１およびＩＧＦ２；ＰＤＧＦＲａおよびＶＥＧＦＲ２；ＰＤＧＦＲａおよびＰＬＧＦ
；ＰＤＧＦＲａおよびＶＥＧＦ；ＰＤＧＦＲａおよびｃ－Ｍｅｔ；ＰＤＧＦＲａおよびＥ
ＧＦＲ；ＰＤＧＦＲｂおよびＶＥＧＦＲ２；ＰＤＧＦＲｂおよびｃ－Ｍｅｔ；ＰＤＧＦＲ
ｂおよびＥＧＦＲ；ＲＯＮおよびｃ－Ｍｅｔ；ＲＯＮおよびＭＴＳＰ１；ＲＯＮおよびＭ
ＳＰ；ＲＯＮおよびＣＤＣＰ１；ＶＧＦＲ１およびＰＬＧＦ；ＶＧＦＲ１およびＲＯＮ；
ＶＧＦＲ１およびＥＧＦＲ；ＶＥＧＦＲ２およびＰＬＧＦ；ＶＥＧＦＲ２およびＮＲＰ１
；ＶＥＧＦＲ２およびＲＯＮ；ＶＥＧＦＲ２およびＤＬＬ４；ＶＥＧＦＲ２およびＥＧＦ
Ｒ；ＶＥＧＦＲ２およびＲＯＢＯ４；ＶＥＧＦＲ２およびＣＤ５５；ＬＰＡおよびＳ１Ｐ
；ＥＰＨＢ２およびＲＯＮ；ＣＴＬＡ４およびＶＥＧＦ；ＣＤ３およびＥＰＣＡＭ；ＣＤ
４０およびＩＬ６；ＣＤ４０およびＩＧＦ；ＣＤ４０およびＣＤ５６；ＣＤ４０およびＣ
Ｄ７０；ＣＤ４０およびＶＥＧＦＲ１；ＣＤ４０およびＤＲ５；ＣＤ４０およびＤＲ４；
ＣＤ４０およびＡＰＲＩＬ；ＣＤ４０およびＢＣＭＡ；ＣＤ４０およびＲＡＮＫＬ；ＣＤ
２８およびＭＡＰＧ；ＣＤ８０およびＣＤ４０；ＣＤ８０およびＣＤ３０；ＣＤ８０およ
びＣＤ３３；ＣＤ８０およびＣＤ７４；ＣＤ８０およびＣＤ２；ＣＤ８０およびＣＤ３；
ＣＤ８０およびＣＤ１９；ＣＤ８０およびＣＤ４；ＣＤ８０およびＣＤ５２；ＣＤ８０お
よびＶＥＧＦ；ＣＤ８０およびＤＲ５；ＣＤ８０およびＶＥＧＦＲ２；ＣＤ２２およびＣ
Ｄ２０；ＣＤ２２およびＣＤ８０；ＣＤ２２およびＣＤ４０；ＣＤ２２およびＣＤ２３；
ＣＤ２２およびＣＤ３３；ＣＤ２２およびＣＤ７４；ＣＤ２２およびＣＤ１９；ＣＤ２２
およびＤＲ５；ＣＤ２２およびＤＲ４；ＣＤ２２およびＶＥＧＦ；ＣＤ２２およびＣＤ５
２；ＣＤ３０およびＣＤ２０；ＣＤ３０およびＣＤ２２；ＣＤ３０およびＣＤ２３；ＣＤ
３０およびＣＤ４０；ＣＤ３０およびＶＥＧＦ；ＣＤ３０およびＣＤ７４；ＣＤ３０およ
びＣＤ１９；ＣＤ３０およびＤＲ５；ＣＤ３０およびＤＲ４；ＣＤ３０およびＶＥＧＦＲ
２；ＣＤ３０およびＣＤ５２；ＣＤ３０およびＣＤ４；ＣＤ１３８およびＲＡＮＫＬ；Ｃ
Ｄ３３およびＦＴＬ３；ＣＤ３３およびＶＥＧＦ；ＣＤ３３およびＶＥＧＦＲ２；ＣＤ３
３およびＣＤ４４；ＣＤ３３およびＤＲ４；ＣＤ３３およびＤＲ５；ＤＲ４およびＣＤ１
３７；ＤＲ４およびＩＧＦ１，２；ＤＲ４およびＩＧＦ１Ｒ；ＤＲ４およびＤＲ５；ＤＲ
５およびＣＤ４０；ＤＲ５およびＣＤ１３７；ＤＲ５およびＣＤ２０；ＤＲ５およびＥＧ
ＦＲ；ＤＲ５およびＩＧＦ１，２；ＤＲ５およびＩＧＦＲ，ＤＲ５およびＨＥＲ－２，Ｅ
ＧＦＲおよびＤＬＬ４を結合することができる。他の標的の組み合わせには、ＥＧＦ／ｅ
ｒｂ－２／ｅｒｂ－３ファミリーの１つまたは２つ以上のメンバーが含まれる。ＤＶＤＩ
ｇが結合し得る、腫瘍疾患に関与する他の標的（１つまたは２つ以上）には、ＣＤ５２、
ＣＤ２０、ＣＤ１９、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＢＭＰ６、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１Ａ、ＩＬ
１Ｂ、ＩＬ２、ＩＬ２４、ＩＮＨＡ、ＴＮＦ、ＴＮＦＳＦ１０、ＢＭＰ６、ＥＧＦ、ＦＧ
Ｆ１、ＦＧＦ１０、ＦＧＦ１１、ＦＧＦ１２、ＦＧＦ１３、ＦＧＦ１４、ＦＧＦ１６、Ｆ
ＧＦ１７、ＦＧＦ１８、ＦＧＦ１９、ＦＧＦ２、ＦＧＦ２０、ＦＧＦ２１、ＦＧＦ２２、
ＦＧＦ２３、ＦＧＦ３、ＦＧＦ４、ＦＧＦ５、ＦＧＦ６、ＦＧＦ７、ＦＧＦ８、ＦＧＦ９
、ＧＲＰ、ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ２、ＩＮＨＡ、
ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦＢ２、ＴＧＦＢ３、ＶＥＧＦ、ＣＤＫ２、ＦＧＦ１０、Ｆ
ＧＦ１８、ＦＧＦ２、ＦＧＦ４、ＦＧＦ７、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬ２、ＢＣＬ２、ＣＤ１６４
、ＣＤＫＮ１Ａ、ＣＤＫＮ１Ｂ、ＣＤＫＮ１Ｃ、ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＤＫＮ２Ｂ、ＣＤＫＮ
２Ｃ、ＣＤＫＮ３、ＧＮＲＨ１、ＩＧＦＢＰ６、ＩＬ１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＯＤＺ１、ＰＡＷ
Ｒ、ＰＬＧ、ＴＧＦＢ１Ｉ１、ＡＲ、ＢＲＣＡ１、ＣＤＫ３、ＣＤＫ４、ＣＤＫ５、ＣＤ
Ｋ６、ＣＤＫ７、ＣＤＫ９、Ｅ２Ｆ１、ＥＧＦＲ、ＥＮＯ１、ＥＲＢＢ２、ＥＳＲ１、Ｅ
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ＳＲ２、ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦＢＰ６、ＩＬ２、ＩＮＳＬ４、ＭＹＣ、ＮＯＸ５、ＮＲ６
Ａ１、ＰＡＰ、ＰＣＮＡ、ＰＲＫＣＱ、ＰＲＫＤ１、ＰＲＬ、ＴＰ５３、ＦＧＦ２２、Ｆ
ＧＦ２３、ＦＧＦ９、ＩＧＦＢＰ３、ＩＬ２、ＩＮＨＡ、ＫＬＫ６、ＴＰ５３、ＣＨＧＢ
、ＧＮＲＨ１、ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＮＨＡ、ＩＮＳＬ３、ＩＮＳＬ４、ＰＲＬ、ＫＬ
Ｋ６、ＳＨＢＧ、ＮＲ１Ｄ１、ＮＲ１Ｈ３、ＮＲ１Ｉ３、ＮＲ２Ｆ６、ＮＲ４Ａ３、ＥＳ
Ｒ１、ＥＳＲ２、ＮＲ０Ｂ１、ＮＲ０Ｂ２、ＮＲ１Ｄ２、ＮＲ１Ｈ２、ＮＲ１Ｈ４、ＮＲ
１Ｉ２、ＮＲ２Ｃ１、ＮＲ２Ｃ２、ＮＲ２Ｅ１、ＮＲ２Ｅ３、ＮＲ２Ｆ１、ＮＲ２Ｆ２、
ＮＲ３Ｃ１、ＮＲ３Ｃ２、ＮＲ４Ａ１、ＮＲ４Ａ２、ＮＲ５Ａ１、ＮＲ５Ａ２、ＮＲ６Ａ
１、ＰＧＲ、ＲＡＲＢ、ＦＧＦ１、ＦＧＦ２、ＦＧＦ６、ＫＬＫ３、ＫＲＴ１、ＡＰＯＣ
１、ＢＲＣＡ１、ＣＨＧＡ、ＣＨＧＢ、ＣＬＵ、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ６Ａ１、ＥＧＦ、
ＥＲＢＢ２、ＥＲＫ８、ＦＧＦ１、ＦＧＦ１０、ＦＧＦ１１、ＦＧＦ１３、ＦＧＦ１４、
ＦＧＦ１６、ＦＧＦ１７、ＦＧＦ１８、ＦＧＦ２、ＦＧＦ２０、ＦＧＦ２１、ＦＧＦ２２
、ＦＧＦ２３、ＦＧＦ３、ＦＧＦ４、ＦＧＦ５、ＦＧＦ６、ＦＧＦ７、ＦＧＦ８、ＦＧＦ
９、ＧＮＲＨ１、ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦＢＰ６、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ
１Ａ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ２、ＩＬ２４、ＩＮＨＡ、ＩＮＳＬ３、ＩＮＳＬ４、ＫＬＫ１０、
ＫＬＫ１２、ＫＬＫ１３、ＫＬＫ１４、ＫＬＫ１５、ＫＬＫ３、ＫＬＫ４、ＫＬＫ５、Ｋ
ＬＫ６、ＫＬＫ９、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＭＳＭＢ、ＮＴＮ４、ＯＤＺ１、ＰＡＰ、ＰＬ
ＡＵ、ＰＲＬ、ＰＳＡＰ、ＳＥＲＰＩＮＡ３、ＳＨＢＧ、ＴＧＦＡ、ＴＩＭＰ３、ＣＤ４
４、ＣＤＨ１、ＣＤＨ１０、ＣＤＨ１９、ＣＤＨ２０、ＣＤＨ７、ＣＤＨ９、ＣＤＨ１、
ＣＤＨ１０、ＣＤＨ１３、ＣＤＨ１８、ＣＤＨ１９、ＣＤＨ２０、ＣＤＨ７、ＣＤＨ８、
ＣＤＨ９、ＲＯＢＯ２、ＣＤ４４、ＩＬＫ、ＩＴＧＡ１、ＡＰＣ、ＣＤ１６４、ＣＯＬ６
Ａ１、ＭＴＳＳ１、ＰＡＰ、ＴＧＦＢ１Ｉ１、ＡＧＲ２、ＡＩＧ１、ＡＫＡＰ１、ＡＫＡ
Ｐ２、ＣＡＮＴ１、ＣＡＶ１、ＣＤＨ１２、ＣＬＤＮ３、ＣＬＮ３、ＣＹＢ５、ＣＹＣ１
、ＤＡＢ２ＩＰ、ＤＥＳ、ＤＮＣＬ１、ＥＬＡＣ２、ＥＮＯ２、ＥＮＯ３、ＦＡＳＮ、Ｆ
ＬＪ１２５８４、ＦＬＪ２５５３０、ＧＡＧＥＢ１、ＧＡＧＥＣ１、ＧＧＴ１、ＧＳＴＰ
１、ＨＩＰ１、ＨＵＭＣＹＴ２Ａ、ＩＬ２９、Ｋ６ＨＦ、ＫＡＩ１、ＫＲＴ２Ａ、ＭＩＢ
１、ＰＡＲＴ１、ＰＡＴＥ、ＰＣＡ３、ＰＩＡＳ２、ＰＩＫ３ＣＧ、ＰＰＩＤ、ＰＲ１、
ＰＳＣＡ、ＳＬＣ２Ａ２、ＳＬＣ３３Ａ１、ＳＬＣ４３Ａ１、ＳＴＥＡＰ、ＳＴＥＡＰ２
、ＴＰＭ１、ＴＰＭ２、ＴＲＰＣ６、ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＡＮＰＥＰ、ＥＣＧ
Ｆ１、ＥＲＥＧ、ＦＧＦ１、ＦＧＦ２、ＦＩＧＦ、ＦＬＴ１、ＪＡＧ１、ＫＤＲ、ＬＡＭ
Ａ５、ＮＲＰ１、ＮＲＰ２、ＰＧＦ、ＰＬＸＤＣ１、ＳＴＡＢ１、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＣ
、ＡＮＧＰＴＬ３、ＢＡＩ１、ＣＯＬ４Ａ３、ＩＬ８、ＬＡＭＡ５、ＮＲＰ１、ＮＲＰ２
、ＳＴＡＢ１、ＡＮＧＰＴＬ４、ＰＥＣＡＭ１、ＰＦ４、ＰＲＯＫ２、ＳＥＲＰＩＮＦ１
、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＣＬ１１、ＣＣＬ２、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ３、Ｃ
ＸＣＬ５、ＣＸＣＬ６、ＣＸＣＬ９、ＩＦＮＡ１、ＩＦＮＢ１、ＩＦＮＧ、ＩＬ１Ｂ、Ｉ
Ｌ６、ＭＤＫ、ＥＤＧ１、ＥＦＮＡ１、ＥＦＮＡ３、ＥＦＮＢ２、ＥＧＦ、ＥＰＨＢ４、
ＦＧＦＲ３、ＨＧＦ、ＩＧＦ１、ＩＴＧＢ３、ＰＤＧＦＡ、ＴＥＫ、ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ
１、ＴＧＦＢ２、ＴＧＦＢＲ１、ＣＣＬ２、ＣＤＨ５、ＣＯＬ１８Ａ１、ＥＤＧ１、ＥＮ
Ｇ、ＩＴＧＡＶ、ＩＴＧＢ３、ＴＨＢＳ１、ＴＨＢＳ２、ＢＡＤ、ＢＡＧ１、ＢＣＬ２、
ＣＣＮＡ１、ＣＣＮＡ２、ＣＣＮＤ１、ＣＣＮＥ１、ＣＣＮＥ２、ＣＤＨ１（Ｅ－カドヘ
リン）、ＣＤＫＮ１Ｂ（ｐ２７Ｋｉｐ１）、ＣＤＫＮ２Ａ（ｐ１６ＩＮＫ４ａ）、ＣＯＬ
６Ａ１、ＣＴＮＮＢ１（ｂ－カテニン）、ＣＴＳＢ（カテプシンＢ）、ＥＲＢＢ２（Ｈｅ
ｒ－２）、ＥＳＲ１、ＥＳＲ２、Ｆ３（ＴＦ）、ＦＯＳＬ１（ＦＲＡ－１）、ＧＡＴＡ３
、ＧＳＮ（ゲルソリン）、ＩＧＦＢＰ２、ＩＬ２ＲＡ、ＩＬ６、ＩＬ６Ｒ、ＩＬ６ＳＴ（
糖タンパク質１３０）、ＩＴＧＡ６（ａ６インテグリン）、ＪＵＮ、ＫＬＫ５、ＫＲＴ１
９、ＭＡＰ２Ｋ７（ｃ－Ｊｕｎ）、ＭＫＩ６７（Ｋｉ－６７）、ＮＧＦＢ（ＮＧＦ）、Ｎ
ＧＦＲ、ＮＭＥ１（ＮＭ２３Ａ）、ＰＧＲ、ＰＬＡＵ（ｕＰＡ）、ＰＴＥＮ、ＳＥＲＰＩ
ＮＢ５（マスピン）、ＳＥＲＰＩＮＥ１（ＰＡＩ－１）、ＴＧＦＡ、ＴＨＢＳ１（トロン
ボスポンジン－１）、ＴＩＥ（Ｔｉｅ－１）、ＴＮＦＲＳＦ６（Ｆａｓ）、ＴＮＦＳＦ６
（ＦａｓＬ）、ＴＯＰ２Ａ（トポイソメラーゼＩｉａ）、ＴＰ５３、ＡＺＧＰ１（亜鉛－



(102) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

ａ－糖タンパク質）、ＢＰＡＧ１（プレクチン）、ＣＤＫＮ１Ａ（ｐ２１Ｗａｐ１／Ｃｉ
ｐ１）、ＣＬＤＮ７（クラウジン－７）、ＣＬＵ（クラステリン）、ＥＲＢＢ２（Ｈｅｒ
－２）、ＦＧＦ１、ＦＬＲＴ１（フィブロネクチン）、ＧＡＢＲＰ（ＧＡＢＡａ）、ＧＮ
ＡＳ１、ＩＤ２、ＩＴＧＡ６（ａ６インテグリン）、ＩＴＧＢ４（ｂ４インテグリン）、
ＫＬＦ５（ＧＣ　Ｂｏｘ　ＢＰ）、ＫＲＴ１９（ケラチン１９）、ＫＲＴＨＢ６（毛髪特
異的ＩＩ型ケラチン）、ＭＡＣＭＡＲＣＫＳ、ＭＴ３（メタロチオネクチン－ＩＩＩ）、
ＭＵＣ１（ムチン）、ＰＴＧＳ２（ＣＯＸ－２）、ＲＡＣ２（ｐ２１Ｒａｃ２）、Ｓ１０
０Ａ２、ＳＣＧＢ１Ｄ２（リポフィリンＢ）、ＳＣＧＢ２Ａ１（マンマグロビン２）、Ｓ
ＣＧＢ２Ａ２（マンマグロビン１）、ＳＰＲＲ１Ｂ（Ｓｐｒ１）、ＴＨＢＳ１、ＴＨＢＳ
２、ＴＨＢＳ４およびＴＮＦＡＩＰ２（Ｂ９４）、ＲＯＮ、ｃ－Ｍｅｔ、ＣＤ６４、ＤＬ
Ｌ４、ＰＬＧＦ、ＣＴＬＡ４、ホスファチジルセリン（ｐｈｏｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉ
ｎｅ）、ＲＯＢＯ４、ＣＤ８０、ＣＤ２２、ＣＤ４０、ＣＤ２３、ＣＤ２８、ＣＤ８０、
ＣＤ５５、ＣＤ３８、ＣＤ７０、ＣＤ７４、ＣＤ３０、ＣＤ１３８、ＣＤ５６、ＣＤ３３
、ＣＤ２、ＣＤ１３７、ＤＲ４、ＤＲ５、ＲＡＮＫＬ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＧＦＲ、ＶＥ
ＧＦＲ１、ＭＴＳＰ１、ＭＳＰ、ＥＰＨＢ２、ＥＰＨＡ１、ＥＰＨＡ２、ＥｐＣＡＭ、Ｐ
ＧＥ２、ＮＫＧ２Ｄ、ＬＰＡ、ＳＩＰ、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡ、ＭＡＰＧ、ＦＬＴ３、Ｐ
ＤＧＦＲα、ＰＤＧＦＲβ、ＲＯＲ１、ＰＳＭＡ、ＰＳＣＡ、ＳＣＤ１およびＣＤ５９か
らなる群から選択されるものが含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０２６２】
　ＩＶ．医薬組成物
　本発明は、本発明の結合タンパク質と、および医薬として許容される担体とを含む医薬
組成物も提供する。本発明の結合タンパク質を含む医薬組成物は、疾患の診断、検出もし
くはモニタリング、疾患もしくはその１もしくは複数の症状の予防（例えば、疾病、疾患
もしくは他の状態の発症抑制もしくは遅延）、治療、管理もしくは寛解および／または研
究において用いるためのものであるが、これらに限定されるものではない。特定の実施形
態において、組成物は、１つまたは２つ以上の本発明の結合タンパク質を含む。別の実施
形態において、医薬組成物は、１つまたは２つ以上の本発明の結合タンパク質と、および
疾患を治療するための、本発明の結合タンパク質以外の１つまたは２つ以上の予防または
治療剤とを含む。一実施形態において、予防剤または治療剤は、疾患または１つもしくは
それ以上のその症候の予防、治療、管理または軽減に有用であり、または疾患または１つ
もしくはそれ以上のその症候の予防、治療、管理または軽減においてこれまで使用されて
おり、もしくは現在使用されている。これらの実施形態に従えば、組成物は、担体、希釈
剤または賦形剤をさらに含み得る。
【０２６３】
　本発明の結合タンパク質は、対象への投与に適した医薬組成物中に取り込ませることが
できる。典型的には、医薬組成物は、本発明の結合タンパク質と医薬として許容される担
体とを含む。本明細書において使用される、「医薬として許容される担体」には、生理的
に適合的であるあらゆる全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等
張および吸収遅延剤などが含まれる。医薬として許容される担体の例には、水、生理的食
塩水、リン酸緩衝化された生理的食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノールな
どの１つまたは２つ以上ならびにこれらの組み合わせが含まれる。幾つかの実施形態にお
いて、等張剤（例えば、糖、マニトール、ソルビトールなどの多価アルコールまたは塩化
ナトリウム）が組成物中に含められる。医薬として許容される担体は、抗体または抗体部
分の保存寿命または有効性を増強する湿潤または乳化剤、防腐剤または緩衝剤などの補助
物質の微量をさらに含み得る。
【０２６４】
　様々な送達系が公知であり、例えば、リポソーム、微粒子、ミクロカプセル、抗体また
は抗体断片を発現することができる組換え細胞、受容体によって媒介されるエンドサイト
ーシス（例えば、Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ（１９８７）　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：
４４２９－４４３２参照）、レトロウイルスまたは他のベクターの一部としての核酸の構
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築物などの中に封入して、本発明の１つもしくはそれ以上の抗体または本発明の１つもし
くはそれ以上の抗体および疾患または１つもしくはそれ以上のその症候を予防し、管理し
、治療し、もしくは軽減するのに有用な予防剤または治療剤の組み合わせを投与するため
に使用することが可能である。本発明の予防剤または治療剤を投与する方法には、非経口
投与（例えば、皮内、筋肉内、腹腔内、静脈内および皮下）、硬膜外投与、腫瘍内投与お
よび粘膜投与（例えば、鼻内および経口経路）が含まれるが、これらに限定されない。さ
らに、例えば、吸入装置または噴霧器およびエアロゾル化剤を加えた製剤の使用によって
、経肺投与を使用することが可能である。例えば、米国特許第６，０１９，９６８号、米
国特許第５，９８５，３２０号、米国特許第５，９８５，３０９号、米国特許第５，９３
４，２７２号、米国特許第５，８７４，０６４号、米国特許第５，８５５，９１３号；米
国特許第５，２９０，５４０および米国特許第４，８８０，０７８号；ならびにＰＣＴ公
開ＷＯ９２／１９２４４、ＷＯ９７／３２５７２、ＷＯ９７／４４０１３、ＷＯ９８／３
１３４６およびＷＯ９９／６６９０３を参照されたい。一実施形態において、本発明の結
合タンパク質、組み合わせ療法または本発明の組成物は、ＡｌｋｅｒｍｅｓＡＩＲ（Ｒ）

経肺薬物送達技術（Ａｌｋｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）を
用いて投与される。特定の実施形態において、本発明の予防剤または治療剤は、筋肉内、
静脈内、腫瘍内、経口、鼻内、経肺または皮下投与される。予防剤または治療剤は、あら
ゆる都合のよい経路によって、例えば、注入もしくはボーラス注射によって、上皮または
粘膜皮下の裏打ち（例えば、口粘膜、直腸および腸粘膜など）を通じた吸収によって投与
され得、および生物学的に活性な他の因子と一緒に投与され得る。投与は、全身または局
所であり得る。
【０２６５】
　一実施形態において、抗体連結されたカーボンナノチューブ（ＣＮＴ）のインビトロで
の腫瘍細胞への特異的結合に続く、近赤外（ＮＩＲ）光による極めて特異的な切除を、腫
瘍細胞を標的とするために使用することができる。例えば、その後、１つまたは２つ以上
の腫瘍抗原（例えば、ＣＤ２２）に対して誘導された、１つまたは２つ以上の異なるｎｅ
ｕｔｒａｌｉｔｅアビジン誘導体化されたＤＶＤ－Ｉｇに付着される、安定で、生物適合
的な非細胞障害性ＣＮＴ分散物を調製するために、ビオチン化された極性脂質を使用する
ことができる（Ｃｈａｋｒａｖａｒｔｙ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ１０５：８６９７－８７０２）。
【０２６６】
　特定の実施形態において、治療を必要としている部位へ局所的に、本発明の予防剤また
は治療剤を投与することが望ましい場合があり得る。これは、例えば、局所的注入によっ
て、注射によって、またはインプラントの手段によって達成され得るが、これらに限定さ
れるものではなく、前記インプラントは、シアラスチック（ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜、ポ
リマー、繊維性マトリックス（例えば、Ｔｉｓｓｕｅｌ（Ｒ））またはコラーゲンマトリ
ックスなどの、膜およびマトリックスを含む多孔性または非多孔性材料である。一実施形
態において、本発明の１つまたは２つ以上の抗体アンタゴニストの有効量は、疾患または
その症候を予防し、治療し、管理し、および／または軽減するために、対象の罹患した部
位へ局所的に投与される。別の実施形態において、本発明の１つまたは２つ以上の抗体の
有効量は、疾患または１つもしくはそれ以上のその症候を予防し、治療し、管理し、およ
び／または軽減するために、本発明の結合タンパク質以外の１つまたは２つ以上の治療薬
（例えば、１つまたは２つ以上の予防剤または治療剤）の有効量と組み合わせて、対象の
罹患した部位へ局所的に投与される。
【０２６７】
　別の実施形態において、予防剤または治療剤は、調節された放出系または徐放系に入れ
て送達することが可能である。一実施形態において、調節された放出または徐放を達成す
るためにポンプを使用し得る（Ｌａｎｇｅｒ，上記；Ｓｅｆｔｏｎ，１９８７，ＣＲＣ　
Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０；Ｂｕｃｈｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８０）　Ｓｕｒｇｅｒｙ　８８：５０７；Ｓａｕｄｅｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８
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９）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：５７４参照）。別の実施形態において、本開
示の治療薬の調節された放出または徐放を達成するために、ポリマー材料を使用すること
が可能である。（例えば、Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔ
ｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，Ｌａｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｗｉｓｅ（ｅｄｓ．），ＣＲＣ
　Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．（１９７４）；Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　
Ｄｒｕｇ　Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｄｅｓｉｇｎ
　ａｎｄ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，Ｓｍｏｌｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｌ（ｅｄｓ．），Ｗ
ｉｌｅｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８４）；Ｒａｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｐｅｐｐａｓ（１９
８３）　Ｊ．，Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｒｅｖ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３
：６１を参照されたい。Ｌｅｖｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８
：１９０；Ｄｕｒｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２５：３５
１；Ｈｏｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７１：１０５
）；米国特許第５，６７９，３７７号；米国特許第５，９１６，５９７号；米国特許第５
，９１２，０１５号；米国特許第５，９８９，４６３号；米国特許第５，１２８，３２６
号；ＰＣＴ公開ＷＯ９９／１５１５４；およびＷＯ９９／２０２５３も参照されたい。徐
放製剤中で使用されるポリマーの例には、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリラート）
、ポリ（メチルメタクリラート）、ポリ（アクリル酸）、ポリ（エチレン－コビニルアセ
タート）、ポリ（メタクリル酸）、ポリグリコリド（ＰＬＧ）、ポリ無水物、ポリ（Ｎ－
ビニルピロリドン）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリアクリルアミド、ポリ（エチレン
グリコール）、ポリラクチド（ＰＬＡ）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ
）およびポリオルトエステルが含まれるが、これらに限定されるものではない。一実施形
態において、徐放製剤中で使用されるポリマーは、不活性であり、溶脱可能な不純物を含
まず、保存時に安定であり、無菌であり、生物分解性である。さらに別の実施形態におい
て、調節された放出系または徐放系は、予防剤または治療剤の近くに配置されて、全身投
薬量の一部のみを必要とするようにすることができる（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，ｉｎ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａ
ｓｅ，上記，ｖｏｌ．２，ｐｐ．１１５－１３８（１９８４）参照）。
【０２６８】
　徐放系は、Ｌａｎｇｅｒ（１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７－１５３３）
による概説中に論述されている。本開示の１つまたは２つ以上の治療剤を含む徐放製剤を
作製するために、当業者に公知のあらゆる技術を使用することが可能である。例えば、米
国特許第４，５２６，９３８号、ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０５５４８、ＷＯ９６／２０６９
８、Ｎｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐ．Ｏｎｃｏｌ．３９
：１７９－１８９，Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　ＰＤＡ　Ｊ．Ｐｈａｒｍａ．
Ｓｃｉ．Ｔｅｃｈ．５０：３７２－３９７，Ｃｌｅｅｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｐ
ｒｏ．Ｉｎｔ’ｌ．Ｓｙｍｐ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌ．Ｂｉｏａｃｔ．Ｍａｔｅｒ．２
４：８５３－８５４，ａｎｄ　Ｌａｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｐｒｏｃ．Ｉｎｔ’
ｌ．Ｓｙｍｐ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌ．Ｂｉｏａｃｔ．Ｍａｔｅｒ．２４：７５９－７
６０を参照されたい。
【０２６９】
　本発明の組成物が予防剤または治療剤をコードする核酸である特定の実施形態において
、適切な核酸発現ベクターの一部として、核酸を構築し、例えば、レトロウイルスベクタ
ー（米国特許第４，９８０，２８６号参照）の使用によって、核酸が細胞内となるように
核酸を投与することによって、または直接の注射によって、または微粒子照射（例えば、
遺伝子銃；Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ，Ｄｕｐｏｎ）の使用によって、または脂質もしくは細胞
表面受容体もしくは形質移入剤でコーティングし、または核内に入ることが知られている
ホメオボックス様ペプチドに連結して核酸を投与することによって（例えば、Ｊｏｌｉｏ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８８：１
８６４－１８６８参照）、核酸がコードしている予防剤または治療剤の発現を促進するた
めに、核酸をインビボで投与することができる。あるいは、相同的組換えによる発現のた
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めに、核酸を細胞内に導入し、宿主細胞ＤＮＡ内に取り込むことができる。
【０２７０】
　本発明の医薬組成物は、その予定された投与経路と適合的であるように製剤化される。
投与の経路の例には、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口、鼻内（例えば、吸入
）、経皮（例えば、局所）、経粘膜および直腸投与が含まれるが、これらに限定されない
。特異的な実施形態において、組成物は、ヒトへの静脈内、皮下、筋肉内、経口、鼻内ま
たは局所投与に適合された医薬組成物として、定型的な操作に従って製剤化される。典型
的には、静脈内投与のための組成物は、無菌の等張水性緩衝液中の溶液である。必要な場
合には、組成物は、可溶化剤および注射の部位における痛みを和らげるための局所麻酔剤
（リグノカムン（ｌｉｇｎｏｃａｍｎｅ）など）も含み得る。
【０２７１】
　本発明の組成物が局所的に投与されるべき場合には、組成物は、軟膏、クリーム、経皮
パッチ、ローション、ゲル、シャンプー、スプレー、エアロゾル、溶液、エマルジョンの
形態でまたは当業者に周知の他の形態で製剤化することが可能である。例えば、「Ｒｅｍ
ｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｉｎｔ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ
，１９ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（１９９５）」
を参照されたい。一実施形態において、噴霧不能な局所剤形の場合には、局所適用に適合
性のある担体または１つもしくはそれ以上の賦形剤を含み、および水より大きな動粘性係
数を有する粘性ないし半固体または固体の形態が使用される。適切な製剤は、所望であれ
ば、滅菌され、または、例えば、浸透圧などの様々な特性に影響を及ぼすための補助剤（
例えば、防腐剤、安定化剤、湿潤剤、緩衝剤または塩）と混合された、溶液、懸濁液、エ
マルジョン、クリーム、軟膏（ｏｉｎｔｍｅｎｔ）、粉末、リニメント剤、軟膏（ｓａｌ
ｖｅ）など（これらに限定されない）を含む。他の適切な局所剤形には、一実施形態にお
いて、固体または液体不活性担体と組み合わされた活性成分が、加圧された揮発性物質（
例えば、フレオンなどの気体状噴射剤）との混合物中または搾り出し瓶中に梱包されてい
る噴霧可能なエアロゾル調製物が含まれる。所望であれば、医薬組成物および剤形に、加
湿剤または湿潤剤も添加することが可能である。このような追加の成分の例は、本分野に
おいて周知である。
【０２７２】
　本発明の方法が組成物の鼻内投与を含む場合には、組成物は、エアロゾル形態、スプレ
ー、ミスト中に、または点鼻薬の形態で製剤化することができる。特に、本発明に従って
使用するための予防剤または治療剤は、適切な噴射剤（例えば、ジクロロジフルオロメタ
ン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素またはその
他の適切な気体）を用いて、加圧されたパックまたは噴霧器からエアロゾルスプレー提示
の形態で都合よく送達することが可能である。加圧されたエアロゾルの場合には、投薬単
位は、定量された量を送達するためのバルブを付与することによって決定され得る。化合
物とラクトースまたはデンプンなどの適切な粉末基剤との粉末混合物を含有する、吸入装
置またはガス注入装置で使用するためのカプセルおよびカートリッジ（例えば、ゼラチン
から構成される。）を製剤化し得る。
【０２７３】
　本発明の方法が経口投与を含む場合、錠剤、カプセル、カシェ剤、ゲルキャップ、溶液
、懸濁液などの形態で、組成物を経口的に製剤化することができる。錠剤またはカプセル
は、従来の手段によって、結合剤（例えば、予めゼラチン化されたトウモロコシデンプン
、ポリビニルピロリドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）；充填剤（例えば
、ラクトース、微結晶セルロースまたはリン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例えば、ステ
アリン酸マグネシウム、タルクまたはシリカ）；崩壊剤（例えば、イモデンプンまたはグ
リコール酸デンプンナトリウム）；または湿潤剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）な
どの、医薬として許容される賦形剤とともに調製することが可能である。錠剤は、本分野
において周知な方法によって被覆され得る。経口投与用の液体調製物は、溶液、シロップ
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もしくは懸濁液の形態（これらに限定されない。）を採り得、または、使用前に、水もし
くは他の適切なビヒクルを用いて構成するための乾燥製品として与えられ得る。このよう
な液体調製物は、慣用の手段によって、懸濁剤（例えば、ソルビトールシロップ、セルロ
ース誘導体または硬化食用脂肪）；乳化剤（例えば、レシチンまたはアカシア）；非水性
ビヒクル（例えば、アーモンド油、油状エステル、エチルアルコールまたは分画された植
物油）；および防腐剤（例えば、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチルもしくはプロピルまたは
ソルビン酸）などの医薬として許容される添加物とともに調製され得る。調製物は、適宜
、緩衝液塩、着香剤、着色剤および甘味剤も含有し得る。経口投与用調製物は、予防剤ま
たは治療剤の遅い放出、調節された放出または徐放のために、適切に製剤化され得る。
【０２７４】
　本発明の方法は、例えば、吸入装置または噴霧器の使用、エアロゾル化剤とともに製剤
化された組成物の使用による経肺投与を含み得る。例えば、米国特許第６，０１９，９６
８号、米国特許第５，９８５，３２０号、米国特許第５，９８５，３０９号、米国特許第
５，９３４，２７２号、米国特許第５，８７４，０６４号、米国特許第５，８５５，９１
３号、米国特許第５，２９０，５４０号および米国特許第４，８８０，０７８号；ならび
にＰＣＴ公開ＷＯ９２／１９２４４、ＷＯ９７／３２５７２、ＷＯ９７／４４０１３、Ｗ
Ｏ９８／３１３４６およびＷＯ９９／６６９０３を参照されたい。特定の実施形態におい
て、本発明の結合タンパク質、組み合わせ療法および／または本発明の組成物は、Ａｌｋ
ｅｒｍｅｓＡＩＲ（Ｒ）経肺薬物送達技術（Ａｌｋｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．Ｃａｍｂｒｉｄ
ｇｅ，Ｍａｓｓ．）を用いて投与される。
【０２７５】
　本発明の方法は、注射による（例えば、大量瞬時注射または連続的注入による）非経口
投与のために製剤化された組成物の投与を含み得る。注射用製剤は、添加された防腐剤と
ともに、単位剤形で（例えば、アンプルまたは複数投薬容器に入れて）与え得る。組成物
は、油性または水性ビヒクル中の懸濁液、溶液またはエマルジョンなどの形態を採り得、
懸濁剤、安定化剤および／または分散剤などの処方剤を含有し得る。あるいは、活性成分
は、使用前に適切なビヒクル（例えば、発熱物質を含まない無菌水）で構成するための粉
末形態であり得る。
【０２７６】
　本発明の方法は、さらに、デポ調製物として製剤化された組成物の投与を含み得る。こ
のような長期作用製剤は、（例えば、皮下または筋肉内への）植え込みによって、または
筋肉内注射によって投与され得る。従って、例えば、組成物は、適切なポリマー材料もし
くは疎水性材料（例えば、許容される油中のエマルジョンとして）またはイオン交換樹脂
とともに、または難溶性誘導体として（例えば、難溶性塩として）調合され得る。
【０２７７】
　本発明の方法は、中性または塩形態として製剤化された組成物の投与を包含する。医薬
として許容される塩には、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するものな
どの陰イオンとともに形成された塩、および水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化
アンモニウム、水酸化カルシウム、水酸化第二鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミ
ン、２－エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来するものなど、陽
イオンとともに形成された塩が含まれる。
【０２７８】
　一般に、組成物の成分は、別個に、または単位剤形中に（例えば、活性剤の量を示した
注射器または小さい袋など、密閉された容器中の凍結乾燥された乾燥粉末または無水濃縮
物として）一緒に混合されて供給される。投与の様式が注入である場合には、組成物は、
医薬等級の無菌水または生理的食塩水を含有する注入瓶を用いて分配することが可能であ
る。投与の様式が注射による場合には、注射用の無菌水または生理的食塩水の注射器は、
投与前に成分が混合され得るように提供することが可能である。
【０２７９】
　特に、本発明は、本発明の予防剤もしくは治療剤の１つもしくはそれ以上または医薬組
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成物が、薬剤の量を示した注射器または小さい袋など、密閉された容器中に梱包されるこ
とも提供する。一実施形態において、本発明の予防剤もしくは治療剤の１つもしくはそれ
以上または医薬組成物は、密閉された容器中の凍結乾燥された乾燥無菌粉末または無水濃
縮物として供給され、対象に投与するための適切な濃度になるように（例えば、水または
生理的食塩水で）再構成することができる。一実施形態において、本発明の予防剤もしく
は治療剤の１つもしくはそれ以上または医薬組成物は、少なくとも５ｍｇ、少なくとも１
０ｍｇ、少なくとも１５ｍｇ、少なくとも２５ｍｇ、少なくとも３５ｍｇ、少なくとも４
５ｍｇ、少なくとも５０ｍｇ、少なくとも７５ｍｇまたは少なくとも１００ｍｇの単位投
薬量で、密封された容器中の凍結乾燥された乾燥無菌粉末として供給される。本発明の凍
結乾燥された予防もしくは治療剤または医薬組成物は、その元の容器中で、２℃と８℃の
間で保存されるべきであり、本発明の予防剤もしくは治療剤または医薬組成物は、再構成
された後、１週以内、例えば、５日以内、７２時間以内、４８時間以内、２４時間以内、
１２時間以内、６時間以内、５時間以内、３時間以内または１時間以内に投与されるべき
である。別の実施形態において、本発明の予防剤もしくは治療剤の１つもしくはそれ以上
または本発明の医薬組成物は、薬剤の量および濃度を示す密閉された容器中に、液体形態
で供給される。一実施形態において、投与された組成物の液体形態は、少なくとも０．２
５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも０．５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも１ｍｇ／ｍｌ、少なくとも２．
５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも８ｍｇ／ｍｌ、少なくとも１０ｍｇ
／ｍｌ、少なくとも１５ｍｇ／ｋｇ、少なくとも２５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも５０ｍｇ／
ｍｌ、少なくとも７５ｍｇ／ｍｌまたは少なくとも１００ｍｇ／ｍｌで、密封された容器
中に供給される。液体形態は、その元の容器中で、２℃と８℃の間で保存されるべきであ
る。
【０２８０】
　本発明の結合タンパク質は、非経口投与に適した医薬組成物中に取り込ませることが可
能である。一実施形態において、抗体または抗体部分は、０．１から２５０ｍｇ／ｍＬの
結合タンパク質を含有する注射可能溶液として調製される。注射可能溶液は、フリント容
器または琥珀色の容器、注射器または予め充填されたシリンジ中の液体または凍結乾燥さ
れた剤形から構成され得る。緩衝液は、ｐＨ５．０から７．０（最適にはｐＨ６．０）の
Ｌ－ヒスチジン（１から５０ｍＭ）、最適には５から１０ｍＭであり得る。他の適切な緩
衝液には、コハク酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、リン酸ナトリウムまたはリン酸カ
リウムが含まれるが、これらに限定されない。０から３００ｍＭの濃度に（最適には、液
体剤形に対して１５０ｍＭ）の溶液の毒性を修飾するために、塩化ナトリウムを使用する
ことが可能である。凍結乾燥された剤形に対して、凍結保護剤、主に、０から１０％のス
クロース（最適には、０．５から１．０％）を含めることが可能である。他の適切な凍結
保護剤には、トレハロースおよびラクトースが含まれる。他の適切な充填剤には、グリシ
ンおよびアルギニンが含まれ、どちらも０から０．０５％の濃度で、およびポリソルベー
ト－８０（最適には、０．００５から０．０１％の濃度で）を含めることが可能である。
さらなる界面活性剤には、ポリソルベート２０およびＢＲＩＪ界面活性剤が含まれるが、
これらに限定されない。非経口投与用の注射可能な溶液として調製された本発明の結合タ
ンパク質を含む医薬組成物は、治療用タンパク質（例えば、抗体）の吸収または分散を増
加させるために使用されるものなど、アジュバントとして有用な因子をさらに含むことが
できる。特に有用なアジュバントは、Ｈｙｌｅｎｅｘ（Ｒ）（組換えヒトヒアルロニダー
ゼ）などのヒアルロニダーゼである。注射可能な溶液中へのヒアルロニダーゼの添加は、
非経口投与、特に皮下投与後に、ヒト生物学的利用可能性を改善する。注射可能な溶液中
へのヒアルロニダーゼの添加は、痛みおよび不快感がより小さく、および注射部位反応の
発生を最小限に抑えながら、より大きな注射部位容量（すなわち、１ｍＬより大きい）も
可能にする（ＰＣＴ公開ＷＯ２００４／０７８１４０および米国特許公開第２００６／１
０４９６８を参照）。
【０２８１】
　本発明の組成物は、様々な形態であり得る。これらには、例えば、液体溶液（例えば、
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注射可能な溶液および注入可能な溶液）など、分散液または懸濁液、錠剤、丸薬、粉末、
リポソームおよび坐薬）などの、液体、半固体および固体剤形が含まれる。選択された形
態は、予定される投与の様式および治療用途に依存する。典型的な組成物は、他の抗体を
用いたヒトの受動免疫に対して使用される組成物と同様の組成物など、注射可能溶液また
は注入可能溶液の形態である。選択される投与の様式は、非経口（例えば、静脈内、皮下
、腹腔内、筋肉内）である。一実施形態において、抗体は、静脈内注入または注射によっ
て投与される。別の実施形態において、抗体は、筋肉内注入または皮下注射によって投与
される。
【０２８２】
　治療組成物は、典型的には、製造および保存の条件下で、無菌および安定でなければな
らない。組成物は、溶液、ミクロエマルジョン、分散液、リポソームまたは高薬物濃度に
適したその他の秩序化された構造として製剤化することができる。無菌注射可能溶液は、
本明細書に列記されている成分の１つまたは組み合わせを加えた適切な溶媒中に、必要な
量で活性な化合物（すなわち、抗体、抗体部分）を取り込ませ、その後、必要に応じて、
ろ過された滅菌によって調製することが可能である。一般に、分散液は、塩基性分散溶媒
および本明細書に列記されたものから得られる必要なその他の成分を含有する無菌ビヒク
ル中に活性化合物を取り込ませることによって調製される。無菌注射可能溶液の調製のた
めの凍結乾燥された無菌粉末の場合には、調製の方法は、予め滅菌ろ過されたその溶液か
ら、あらゆる追加の所望される成分を加えた活性成分の粉末を与える真空乾燥および粉末
乾燥である。溶液の適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングを使用するこ
とによって、分散液の場合には、必要とされる粒径を維持することによって、および界面
活性剤を使用することによって維持することができる。注射可能組成物の延長された吸収
は、吸収を遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸塩およびゼラチンを組成物中に含
めることによって実現することができる。
【０２８３】
　本発明の結合タンパク質は、本分野で公知の様々な方法によって投与することが可能で
あるが、多くの治療用途に関して、一実施形態では、投与の経路／様式は皮下注射、静脈
内注射または注入である。当業者によって理解されるように、投与の経路および／または
様式は、所望される結果に応じて変動する。ある種の実施形態において、活性化合物は、
インプラント、経皮パッチおよび微小封入された送達系を含む徐放製剤など、迅速な放出
に対して化合物を保護する担体とともに調製され得る。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など、生物分解可
能な生物適合性ポリマーを使用することが可能である。このような製剤を調製するための
多くの方法は、特許が付与されており、または、一般的に当業者に公知である。例えば、
「Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄ
ｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　
Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８」を参照されたい。
【０２８４】
　ある種の実施形態において、本発明の結合タンパク質は、例えば、不活性希釈剤または
同化可能な食用担体とともに経口投与され得る。また、化合物（および、所望であれば、
その他の成分）は、硬いもしくは軟らかい殻のゼラチンカプセル中に封入され、錠剤へと
圧縮され、または対象の食事中に直接取り込ませ得る。経口治療投与の場合、化合物は、
賦形剤とともに取り込まれ、摂取可能な錠剤、口腔錠、トローチ、カプセル、エリキシル
、懸濁液、シロップ、ウェハースなどの形態で使用され得る。非経口投与以外によって本
発明の化合物を投与するために、その不活化を妨げるための物質で化合物を被覆し、また
はその不活化を妨げるための物質とともに化合物を同時投与することが必要であり得る。
【０２８５】
　補助的活性化合物も、組成物中に取り込ませることが可能である。ある種の実施形態に
おいて、本発明の結合タンパク質は、本発明の結合タンパク質を用いて疾患を治療するの
に有用である、１つまたは２つ以上のさらなる治療剤とともに共製剤化され、および／ま
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たは同時投与される。例えば、本発明の結合タンパク質は、他の錠剤を結合する１つまた
は２つ以上のさらなる抗体（例えば、他のサイトカインを結合する抗体または細胞表面分
子を結合する抗体）とともに共製剤化され、および／または同時投与され得る。さらに、
本発明の１つまたは２つ以上の抗体は、先述の治療剤の２つまたはそれ以上と組み合わせ
て使用され得る。このような組み合わせ療法は、投与される治療剤のより低い投薬量を有
利に使用し得るので、様々な単独療法に付随する可能性がある毒性または合併症が回避さ
れる。
【０２８６】
　ある種の実施形態において、結合タンパク質は、本分野で公知の半減期延長ビヒクルに
連結される。このようなビヒクルには、Ｆｃドメイン、ポリエチレングリコールおよびデ
キストランが含まれるが、これらに限定されない。このようなビヒクルは、例えば、米国
特許第６，６６０，８４３号および公開されたＰＣＴ出願ＷＯ９９／２５０４４に記載さ
れている。
【０２８７】
　特定の実施形態において、本発明の結合タンパク質または本発明の別の予防剤もしくは
治療剤をコードする核酸配列は、遺伝子治療によって、疾患または１つもしくはそれ以上
のその症候を治療し、予防し、管理し、または軽減するために投与される。遺伝子治療は
、発現された核酸または発現可能な核酸の、対象への投与によって実行される治療を表す
。本発明のこの実施形態において、核酸は、予防的効果または治療的効果を媒介する、本
発明のコードされたそれらの抗体または予防剤もしくは治療剤を生成する。
【０２８８】
　本発明に従って、本分野で利用可能な遺伝子治療のためのあらゆる方法を使用すること
が可能である。遺伝子治療の方法の一般的な概説については、Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９３）　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　１２：４８８－５０５；
Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ（１９９１）　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ　３：８７－９５；Ｔｏｌｓｔ
ｏｓｈｅｖ（１９９３）　Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２
：５７３－５９６；Ｍｕｌｌｉｇａｎ（１９９３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０：９２６－
９３２；およびＭｏｒｇａｎ　ａｎｄ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ（１９９３）　Ａｎｎ．Ｒｅｖ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６２：１９１－２１７；Ｍａｙ（１９９３）　ＴＩＢＴＥＣＨ　１１
（５）：１５５－２１５を参照されたい。使用可能な組換えＤＮＡ技術の分野で一般的に
知られた方法は、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９３）；およびＫｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　
ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋ
ｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（１９９０）に記載されている。遺伝子治療の様々な方法の詳
細な記述は、米国特許公開第２００９０２９７５１４に開示されている。
【０２８９】
　本発明の結合タンパク質は、結合タンパク質によって認識される標的が有害である様々
な疾病を治療する上で有用である。このような疾病には、関節リウマチ、骨関節炎、若年
性慢性関節炎、敗血症性関節炎、ライム関節炎、乾癬性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節
症、全身性紅斑性狼瘡、クローン病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸疾患、インシュリン依存性
糖尿病、甲状腺炎、喘息、アレルギー性疾患、乾癬、皮膚炎、強皮症、移植片対宿主病、
臓器移植拒絶、臓器移植に関連する急性または慢性免疫疾患、サルコイドーシス、アテロ
ーム性動脈硬化症、播種性血管内凝固、川崎病、バセドウ病、ネフローゼ症候群、慢性疲
労症候群、ウェゲナー肉芽腫症、ヘノッホ・シェーライン紫斑症、腎臓の顕微鏡的血管炎
、慢性活動性肝炎、ブドウ膜炎、敗血症性ショック、毒素性ショック症候群、敗血症症候
群、悪液質、感染性疾患、寄生性疾患、後天性免疫不全症候群、急性横断性脊髄炎、ハン
チントン舞踏病、パーキンソン病、アルツハイマー病、発作、原発性胆汁性肝硬変、溶血
性貧血、悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞、アジソン病、孤発性の、多内分泌腺機能低下症候
群Ｉ型および多内分泌腺機能低下症候群ＩＩ型、シュミット症候群、成人（急性）呼吸促
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迫症候群、脱毛症、円形脱毛症、血清反応陰性関節症、関節症、ライター病、乾癬性関節
症、潰瘍性大腸性関節症、腸疾患性滑膜炎、クラミジア、エルシニアおよびサルモネラ関
連関節症、脊椎関節症、アテローム性疾患／動脈硬化症、アトピー性アレルギー、自己免
疫性水疱性疾患、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、類天疱瘡、線状ＩｇＡ病、自己免疫性溶
血性貧血、クームス陽性溶血性貧血、後天性悪性貧血、若年性悪性貧血、筋痛性脳炎／ロ
イヤルフリー病、慢性粘膜皮膚カンジダ症、巨細胞性動脈炎、原発性硬化性肝炎、突発性
自己免疫性肝炎、後天性免疫不全症候群、後天性免疫不全症関連疾患、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝
炎、分類不能型免疫不全症（分類不能型低γグロブリン血症）、拡張型心筋症、女性不妊
症、卵巣機能不全、早期卵巣機能不全、繊維性肺疾患、突発性繊維化性肺胞炎、炎症後間
質性肺疾患、間質性肺炎、結合組織疾患関連間質性肺疾患、混合性結合組織疾患関連肺疾
患、全身性硬化症関連間質性肺疾患、関節リウマチ関連間質性肺疾患、全身性紅斑性狼瘡
関連肺疾患、皮膚筋炎／多発性筋炎関連肺疾患、シェーグレン病関連肺疾患、強直性脊椎
炎関連肺疾患、血管炎性びまん性肺疾患（ｖａｓｃｕｌｉｔｉｃ　ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌｕ
ｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ヘモシデローシス関連肺疾患、薬物によって誘導された間質性
肺疾患、繊維症、放射性繊維症、閉塞性細気管支炎、慢性好酸球性肺炎、リンパ球浸潤性
肺疾患、感染後間質性肺疾患、通風関節炎、自己免疫性肝炎、１型自己免疫性肝炎（古典
的自己免疫性またはルポイド肝炎）、２型自己免疫性肝炎（抗ＬＫＭ抗体肝炎）、自己免
疫媒介性低血糖症、黒色表皮腫を伴うＢ型インシュリン抵抗性、副甲状腺機能低下症、臓
器移植に関連する急性免疫疾患、臓器移植に関連する慢性免疫疾患、変形性関節症、原発
性硬化性胆管炎、１型乾癬、２型乾癬、特発性白血球減少症、自己免疫性好中球減少症、
腎臓病ＮＯＳ、糸球体腎炎、腎臓の顕微鏡的血管炎、ライム病、円板状紅斑性狼瘡、男性
不妊症特発性またはＮＯＳ、精子自己免疫、多発性硬化症（全てのサブタイプ）、交感性
眼炎、結合組織疾患に続発する肺高血圧症、グッドパスチャー症候群、結節性多発動脈炎
の肺症状、急性リウマチ熱、リウマチ性脊椎炎、スチル病、全身性硬化症、シェーグレン
症候群、高安病／動脈炎、自己免疫性血小板減少症、特発性血小板減少症、自己免疫性甲
状腺疾患、甲状腺機能亢進症、甲状腺腫自己免疫性甲状腺機能低下症（橋本病）、萎縮性
自己免疫性甲状腺機能低下症、原発性粘液水腫（ｐｒｉｍａｒｙ　ｍｙｘｏｅｄｅｍａ）
、水晶体起因性ブドウ膜炎、原発性血管炎、白斑急性肝疾患、慢性肝疾患、アルコール性
肝硬変、アルコール誘発性肝障害、胆汁うっ滞（ｃｈｏｌｅｏｓａｔａｔｉｓ）、特異体
質性肝疾患、薬物誘発性肝炎、非アルコール性脂肪性肝炎、アレルギーおよび喘息、Ｂ群
連鎖球菌（ＧＢＳ）感染、精神障害（例えば、うつ病および統合失調症）、Ｔｈ２型およ
びＴｈ１型によって媒介される疾病、急性および慢性疼痛（疼痛の様々な形態）、ならび
に、肺癌、乳癌、胃癌、膀胱癌、大腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌および直腸癌および
造血性悪性病変（白血病およびリンパ腫）などの癌、無βリポタンパク質血症、先端チア
ノーゼ、急性および慢性寄生性または感染性プロセス、急性白血病、急性リンパ芽球性白
血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性または慢性細菌感染、急性膵炎、急
性腎不全、腺癌、心房（ａｅｒｉａｌ）異所性拍動、ＡＩＤＳ認知症複合、アルコール誘
発性肝炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー性接触性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、同種移
植拒絶、α－１－アンチトリプシン欠乏症、筋萎縮性側索硬化症、貧血、狭心症、前角細
胞変性、抗ｃｄ３治療、抗リン脂質症候群、抗受容体過敏症反応（ａｎｔｉ－ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ　ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，）、大動脈および末
梢動脈瘤、大動脈解離、動脈性高血圧、動脈硬化症、動静脈痩、運動失調、心房細動（持
続的または発作性）、心房粗動、房室ブロック、Ｂ細胞リンパ腫、骨移植拒絶、骨髄移植
（ＢＭＴ）拒絶、脚ブロック、バーキットリンパ腫、火傷、心不整脈、心機能不全症候群
（ｃａｒｄｉａｃ　ｓｔｕｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心臓腫瘍、心筋症、心肺バイパス炎
症反応、軟骨移植拒絶、小脳皮質変性、小脳疾患、無秩序なまたは多巣性心房頻脈、化学
療法関連疾患、慢性（ｃｈｒｏｍｉｃ）骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性アルコール症、慢
性炎症性病変、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性サ
リチル酸中毒、結腸直腸癌、うっ血性心不全、結膜炎、接触性皮膚炎、肺性心、冠動脈疾
患、クロイツフェルト－ヤコブ病、培養陰性敗血症、嚢胞性繊維症、サイトカイン療法関
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連疾患、ボクサー脳、脱髄性疾患、デング出血熱、皮膚炎、皮膚科学的症状、糖尿病、真
性糖尿病、糖尿病性動脈硬化疾患、瀰漫性レビー小体病、拡張型うっ血性心筋症、大脳基
底核の疾患、中年のダウン症候群、中枢神経系ドーパミン受容体を遮断する薬物によって
誘発された薬物誘発性運動障害、薬物感受性、湿疹、脳脊髄炎、心内膜炎、内分泌疾患、
喉頭蓋炎、エプスタイン－バーウイルス感染、紅痛症、錐体外路および小脳疾患、家族性
血球貪食性リンパ組織球症（ｆａｍｉｌｉａｌ　ｈｅｍａｔｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ　ｌ
ｙｍｐｈｏｈｉｓｔｉｏｃｙｔｏｓｉｓ）、致死的胸腺移植拒絶、フリードライヒ失調症
、機能的末梢動脈疾患、真菌性敗血症、ガス壊疸、胃潰瘍、糸球体腎炎、いずれかの臓器
または組織の移植片拒絶、グラム陰性敗血症、グラム陽性敗血症、細胞内生物に起因する
肉芽腫、有毛細胞白血病、ハラーホルデン・スパッツ病、橋本甲状腺炎、枯草熱、心臓移
植拒絶、血色素症、血液透析、溶血性尿毒症症候群／血栓溶解血小板減少紫斑病、出血、
肝炎（Ａ型）、ヒス束不整脈、ＨＩＶ感染／ＨＩＶ神経障害、ホジキン病、運動過剰性運
動障害、過敏症反応、過敏性肺炎、高血圧、運動低下性運動障害、視床下部－下垂体－副
腎皮質系評価、特発性アジソン病、特発性肺繊維症、抗体媒介性細胞傷害、無力症、乳児
脊髄性筋萎縮症、大動脈の炎症、Ａ型インフルエンザ、電離放射線曝露、虹彩毛様体炎／
ブドウ膜炎／視神経炎、虚血再灌流障害、虚血性発作、若年性関節リウマチ、若年性脊髄
性筋萎縮症、カポジ肉腫、腎移植拒絶、レジオネラ、リーシュマニア症、ハンセン病、皮
質脊髄系の病変、脂肪血症（ｌｉｐｅｄｅｍａ）、肝臓移植拒絶、リンパ浮腫（ｌｙｍｐ
ｈｅｄｅｒｍａ）、マラリア、悪性リンパ腫、悪性組織球増殖症、悪性黒色腫、髄膜炎、
髄膜炎菌血症（ｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃｅｍｉａ）、代謝性／特発性疾患、偏頭痛、ミト
コンドリア多系疾患（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｕｌｔｉ－ｓｙｓｔｅｍ　ｄｉｓ
ｏｒｄｅｒ）、混合性結合組織病、モノクローナル高ガンマグロブリン血症、多発性骨髄
腫、多系統変性（メンセル・デジェリーヌ－トーマス　シャイ－ドレーガーおよびマシャ
ド－ジョセフ）、重症筋無力症、マイコバクテリウム・アビウム・イントラセルラーレ、
マイコバクテリウム・チュバキュロシス、骨髄異形成症候群、心筋梗塞、心筋虚血疾患、
上咽頭癌、新生児慢性肺疾患、腎炎、ネフローゼ、神経変性疾患、神経原性Ｉ筋萎縮、好
中球減少性発熱、非ホジキンリンパ腫、腹部大動脈およびその分枝の閉塞、閉塞性動脈疾
患、ｏｋｔ３療法、精巣炎／精巣上体炎、精巣炎／精管復元術処置、臓器肥大、骨粗鬆症
、膵臓移植拒絶、膵癌、腫瘍随伴性症候群／悪性腫瘍の高カルシウム血症、副甲状腺移植
拒絶、骨盤内炎症性疾患、通年性鼻炎、心膜疾患、末梢性アテローム性動脈硬化疾患、末
梢血管疾患、腹膜炎、悪性貧血、ニューモシスチス・カリニ肺炎、肺炎、ＰＯＥＭＳ症候
群（多発神経炎、臓器肥大、内分泌疾患、単クローン性γグロブリン血症および皮膚変化
症候群（ｓｋｉｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ））、灌流後症候群（ｐｏｓｔ　
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ　ｐｕｍｐ　ｓｙ
ｎｄｒｏｍｅ）、心筋梗塞後開心術症候群、子癇前症、進行性核上性麻痺、原発性肺高血
圧、放射線療法、レイノー現象および病、レイノー病、レフサム病、規則的なＱＲＳ幅の
狭い頻脈症（ｒｅｇｕｌａｒ　ｎａｒｒｏｗ　ＱＲＳ　ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、腎血
管性高血圧、再灌流障害、拘束型心筋症、肉腫、強皮症、老年性舞踏病、レビー小体型の
老年性認知症、血清反応陰性関節症、ショック、鎌形赤血球貧血症、皮膚同種異系移植拒
絶、皮膚変化症候群、小腸移植拒絶、固形腫瘍、固有不整脈（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｒｒ
ｙｔｈｍｉａｓ）、脊髄性運動失調、脊髄小脳変性、連鎖球菌性筋炎、小脳の構造的病変
、亜急性硬化性全脳炎、失神、心血管系の梅毒、全身性アナフィラキシー、全身性炎症反
応症候群、全身性発症若年性関節リウマチ、Ｔ細胞またはＦＡＢ　ＡＬＬ、毛細血管拡張
症、閉塞性血栓血管炎、血小板減少症、毒性、移植、外傷／出血、ＩＩＩ型過敏症反応、
ＩＶ型過敏症、不安定狭心症、尿毒症、尿路性敗血症、じんましん、心臓弁膜症、静脈瘤
、血管炎、静脈疾患、静脈血栓症、心室細動、ウイルスおよび真菌感染、ウイルス性脳炎
（ｖｉｔａｌ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ）／無菌性髄膜炎、ウイルス関連血球貪食症候
群、ウェルニッケ－コルサコフ症候群、ウィルソン病、いずれかの臓器または組織の異種
移植拒絶が含まれるが、これらに限定されない（ＰＣＴ公開ＷＯ２００２／０９７０４８
；ＷＯ９５／２４９１８およびＷＯ００／５６７７２参照）。



(112) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

【０２９０】
　本発明のＤＶＤ－Ｉｇは、以下の疾病の１つまたは２つ以上も治療し得る。急性冠動脈
症候群、急性突発性多発性神経炎、急性炎症性脱髄性多発性神経障害、急性虚血、成体ス
チル病、円形脱毛症、アナフィラキシー、抗リン脂質抗体症候群、再生不良貧血、動脈硬
化症、アトピー性湿疹、アトピー性皮膚炎、自己免疫性皮膚炎、連鎖球菌感染を伴う自己
免疫性疾患、自己免疫性難聴、自己免疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ）、自己免疫性
心筋炎、自己免疫性血小板減少症（ＡＩＴＰ）、眼瞼炎、気管支拡張症、水疱性類天疱瘡
、心血管疾患、劇症型抗リン脂質抗体症候群、セリアック病、頚部脊椎症、慢性虚血、瘢
痕性類天疱瘡、多発性硬化症に対するリスクを有する最初のエピソードからなる症候群（
ＣＩＳ；ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、結膜炎、小児
発症精神疾患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、涙嚢炎、皮膚筋炎、糖尿病性網膜症、真
性糖尿病、椎間板ヘルニア、椎間板脱出、薬物によって誘導される免疫溶血性貧血、心内
膜炎、子宮内膜炎、眼内炎、上強膜炎、多型性紅斑、重症型多型性紅斑、妊娠性類天疱瘡
、ギランバレー症候群（ＧＢＳ）、枯草熱、ヒューズ症候群、突発性パーキンソン病、突
発性間質性肺炎、ＩｇＥ媒介性アレルギー、免疫溶血性貧血、封入体筋炎、感染性眼性炎
症疾患、炎症性脱髄性疾患、炎症性心臓病、炎症性腎臓病、ＩＰＦ／ＵＩＰ、虹彩炎、角
膜炎、乾性角結膜炎、クスマウル病またはクスマウル・マイヤー病、ランドリー麻痺、ラ
ンゲルハンス細胞組織球増殖症、網状皮斑、黄斑変性、悪性腫瘍、顕微鏡的多発性血管炎
、ベフテレフ病、運動神経疾患、粘膜類天疱瘡、多発性臓器不全、重症筋無力症、骨髄異
形成症候群、心筋炎、神経根疾患、神経障害、非Ａ非Ｂ型肝炎、視神経炎、骨溶解、卵巣
癌、少関節性ＪＲＡ、末梢動脈閉塞疾患（ＰＡＯＤ）、末梢血管疾患（ＰＶＤ）、末梢動
脈疾患（ＰＡＤ）、静脈炎、結節性多発性動脈炎（または結節性動脈周囲炎）、多発性軟
骨炎、リウマチ性多発性筋痛、白毛症、多関節性ＪＲＡ、多内分泌欠乏症候群、多発性筋
炎、リウマチ性多発性筋痛（ＰＭＲ）、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ－ｐｕｍｐ）症候群、
原発性パーキンソン病、前立腺および直腸癌および造血系の悪性腫瘍（白血病およびリン
パ腫）、前立腺炎、純赤血球形成不全、原発性副腎不全、再発性視神経脊髄炎、再狭窄、
リウマチ性心疾患、ＳＡＰＨＯ（滑膜炎、ざ瘡、膿疱、骨肥大症および骨炎）、強皮症、
続発性アミロイドーシス、ショック肺、強膜炎、坐骨神経痛、続発性副腎不全、シリコー
ン関連結合組織疾患、スネドン－ウィルキンソン皮膚病、強直性脊椎炎、スティーブンス
・ジョンソン症候群（ＳＪＳ）、全身性炎症性応答症候群、側頭動脈炎、トキソプラズマ
網膜炎、毒性表皮剥離症、横断性脊髄炎、ＴＲＡＰＳ（腫瘍壊死因子受容体１型アレルギ
ー性反応）、ＩＩ型糖尿病、じんましん、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）、血管炎、春季カ
タル、ウイルス性網膜炎、フォークト・コヤナギ・ハラダ症候群（ＶＫＨ症候群）、滲出
型黄斑変性および創傷治癒。
【０２９１】
　本発明の結合タンパク質は、自己免疫疾患、特に、関節リウマチ、脊椎炎、アレルギー
、自己免疫性糖尿病、自己免疫性ブドウ膜炎などの、炎症を伴う自己免疫疾患を罹患して
いるヒトを治療するために使用することができる。一実施形態において、本発明の結合タ
ンパク質またはその抗原結合部分は、関節リウマチ、クローン病、多発性硬化症、インシ
ュリン依存性糖尿病および乾癬を治療するために使用される。
【０２９２】
　一実施形態において、本発明の組成物および方法を用いて治療または診断することがで
きる疾病には、乳癌、大腸癌、直腸癌、肺癌、口腔咽頭癌、下咽頭癌、食道癌、胃癌、膵
臓癌、肝臓癌、胆嚢および胆管癌、小腸癌、尿路癌（腎臓、膀胱および尿路上皮を含む。
）、雌性生殖路（子宮頚部、子宮および卵巣ならびに絨毛癌および妊娠性絨毛性疾患を含
む。）、雄性生殖路（前立腺、精嚢、精巣および胚細胞腫瘍を含む。）、内分泌腺癌（甲
状腺、副腎および下垂体を含む。）および皮膚癌ならびに血管腫、悪性黒色腫、肉腫（骨
および軟組織から生じる肉腫ならびにカポジ肉腫を含む。）、脳、神経、眼の腫瘍および
髄膜（星状膠細胞腫、神経膠腫、神経膠芽腫、網膜芽細胞腫、神経腫、神経芽細胞腫、シ
ュワン細胞腫および髄膜腫を含む。）、白血病およびリンパ腫（ホジキンおよび非ホジキ
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ンリンパ腫の両方）などの造血系悪性腫瘍から生じる固形腫瘍などの、原発性および転移
性癌が含まれるが、これらに限定されない。
【０２９３】
　一実施形態において、本発明の抗体またはその抗原結合部分は、単独でまたは放射線療
法および／もしくは他の化学療法剤と組み合わせて使用される場合、癌を治療するために
、または本明細書に記載されている腫瘍からの転移の予防において使用される。
【０２９４】
　本発明の抗体またはその抗原結合部分は、ＤＮＡアルキル化剤、シスプラチン、カルボ
プラチン、抗チュブリン剤、パクリタキセル、ドセタキセル、タキソール、ドキソルビシ
ン、ゲムシタビン、ゲムザール、アンスラサイクリン、アドリアマイシン、トポイソメラ
ーゼＩ阻害剤、トポイソメラーゼＩＩ阻害剤、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、ロイ
コボリン、イリノテカン、受容体チロシンキナーゼ阻害剤（例えば、エルロチニブ、ゲフ
ェチニブ）、ＣＯＸ－２阻害剤（例えば、セレコキシブ）、キナーゼ阻害剤およびｓｉＲ
ＮＡなどの抗新生物剤、放射線療法、化学療法を含む（但し、これらに限定されない。）
因子とともに組み合わされ得る。
【０２９５】
　本発明の結合タンパク質は、様々な疾病の治療において有用な１つまたは２つ以上の追
加の治療剤とともに投与することも可能である。
【０２９６】
　本発明の結合タンパク質は、このような疾病を治療するために、単独で、または組み合
わせて使用することが可能である。結合タンパク質は、単独で、または追加の因子、例え
ば治療剤と組み合わせて使用することが可能であり、前記追加の因子は、その意図される
目的に対して、当業者によって選択されることを理解すべきである。例えば、追加の因子
は、本発明の抗体によって治療されている疾病または症状を治療するのに有用であると本
分野で認識されている治療剤であり得る。追加の因子は、治療組成物に有益な属性を付与
する因子、例えば、組成物の粘性に影響を与える因子とすることもできる。
【０２９７】
　本発明に含まれるべき組み合わせは、それらの意図される目的に対して有用な組み合わ
せであることをさらに理解すべきである。以下に記されている因子は、例示であって、限
定を意図するものではない。本発明の一部である組み合わせは、本発明の抗体および以下
のリストから選択される少なくとも１つの追加の因子であり得る。当該組み合わせにおい
て、形成された組成物がその意図される機能を発揮することが可能であれば、組み合わせ
は、２以上の追加の因子、例えば、２または３個の追加の因子を含むこともできる。
【０２９８】
　自己免疫疾患および炎症性疾患を治療するための組み合わせは、ＮＳＡＩＤとも称され
る非ステロイド性抗炎症薬（イブプロフェンのような薬物が含まれる。）である。他の組
み合わせは、プレドニゾロンなどのコルチコステロイドである。ステロイド使用の周知の
副作用は、本発明のＤＶＤＩｇと組み合わせて患者を治療するときに必要とされるステロ
イド用量を徐々に減らすことによって、低減することが可能であり、または除去すること
さえ可能である。本発明の抗体または抗体部分とともに組み合わせることが可能な関節リ
ウマチに対する治療剤の非限定的な例には、以下のもの：サイトカイン抑制性抗炎症薬（
ＣＳＡＩＤ）；その他のヒトサイトカインまたは成長因子（例えば、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ
－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ
－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、ＩＬ－２１、ＩＬ－２３、インターフェロン、ＥＭＡ
Ｐ－ＩＩ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦ）に対する抗体またはこれらのアンタゴ
ニストが含まれる。本発明の結合タンパク質またはその抗原結合部分は、ＣＤ２、ＣＤ３
、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、Ｃ
Ｄ８０（Ｂ７．１）、ＣＤ８６（Ｂ７．２）、ＣＤ９０、およびＣＴＬＡまたはＣＤ１５
４を含むこれらのリガンド（ｇｐ３９またはＣＤ４０Ｌ）などの細胞表面分子に対する抗
体と組み合わせることが可能である。
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【０２９９】
　治療剤の好ましい組み合わせは、異なる点で、自己免疫およびこれに続く炎症カスケー
ドを干渉し得る。例には、キメラ、ヒト化またはヒトＴＮＦ抗体、ＡＤＡＬＩＭＵＭＡＢ
、（ＰＣＴ公開ＷＯ９７／２９１３１）、ＣＡ２（ＲｅｍｉｃａｄｅＴＭ）、ＣＤＰ５７
１、および可溶性ｐ５５またはｐ７５ＴＮＦ受容体、これらの誘導体、（ｐ７５ＴＮＦＲ
ＩｇＧ（ＥｎｂｒｅｌＴＭ）またはｐ５５ＴＮＦＲ１ｇＧ（Ｌｅｎｅｒｃｅｐｔ）および
ＴＮＦα変換酵素（ＴＡＣＥ）阻害剤などのようなＴＮＦアンタゴニストが含まれる。同
様にＩＬ－１阻害剤（インターロイキン－１変換酵素阻害剤、ＩＬ－１ＲＡなど）は、同
じ理由のために有効であり得る。他の組み合わせには、インターロイキン１１が含まれる
。さらに別組み合わせには、ＩＬ－１２機能と平行して、ＩＬ－１２機能に依存して、ま
たはＩＬ－１２と協調して作用し得る自己免疫応答の中心的プレーヤーが含まれ、特に、
ＩＬ－１８抗体、可溶性ＩＬ－１８受容体、およびＩＬ－１８結合タンパク質を含むＩＬ
－１８アンタゴニストである。ＩＬ－１２およびＩＬ－１８は、重複しているが、異なる
機能を有しており、両者に対するアンタゴニストの組み合わせは、最も有効であり得るこ
とが示されている。さらに別の組み合わせは、非枯渇性抗ＣＤ４阻害剤である。さらに別
の組み合わせには、抗体、可溶性受容体および拮抗性リガンドを含む、共同刺激経路ＣＤ
８０（Ｂ７．１）またはＣＤ８６（Ｂ７．２）のアンタゴニストが含まれる。
【０３００】
　本発明の結合タンパク質は、メトトレキサート、６－ＭＰ、アザチオプリンスルファサ
ラジン、メサラジン、オルサラジン、クロロキニン／ヒドロキシクロロキン、ペニシラミ
ン、金チオリンゴ酸塩（筋肉内および経口）、アザチオプリン、コルヒチン（ｃｏｃｈｉ
ｃｉｎｅ）、コルチコステロイド（経口、吸入および局所注射）、β－２アドレナリン作
動性受容体アゴニスト（サルブタモール、テルブタリン、サルメテラール）、キサンチン
（テオフィリン、アミノフィリン）、クロモグリカート、ネドクロミル、ケトチフェン、
イプラトロピウムおよびオキシトロピウム、シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン
、ミコフェノラート・モフェチル、レフルノミド、ＮＳＡＩＤ、例えば、イブプロフェン
、プレドニゾロンなどのコルチコステロイド、ホスホジエステラーゼ阻害剤、アデノシン
アゴニスト、抗血栓剤、補体阻害剤、アドレナリン作用薬、ＴＮＦ－αまたはＩＬ－１な
どの炎症促進性サイトカインによるシグナル伝達を妨害する因子（例えば、ＩＲＡＫ、Ｎ
ＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８またはＭＡＰキナーゼ阻害剤）、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤、ＴＮ
Ｆα変換酵素（ＴＡＣＥ）阻害剤、キナーゼ阻害剤などのＴ細胞シグナル伝達阻害剤、メ
タロプロテイナーゼ阻害剤、スルファサラジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン
、アンギオテンシン変換酵素阻害剤、可溶性サイトカイン受容体およびそれらの誘導体（
例えば、可溶性ｐ５５またはｐ７５ＴＮＦ受容体および誘導体ｐ７５ＴＮＦＲＩｇＧ（Ｅ
ｎｂｒｅｌＴＭおよびｐ５５ＴＮＦＲＩｇＧ（Ｌｅｎｅｒｃｅｐｔ））、ｓＩＬ－１ＲＩ
、ｓＩＬ－１ＲＩＩ、およびｓＩＬ－６Ｒ）、炎症抑制性サイトカイン（例えば、ＩＬ－
４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１３およびＴＧＦβ）、セレコキシブ、葉酸、硫酸
ヒドロキシクロロキン、ロフェコキシブ、エタネルセプト、インフリキシマブ、ナプロキ
セン、バルデコキシブ、スルファサラジン、メチルプレドニゾロン、メロキシカム、酢酸
メチルプレドニゾロン、金チオリンゴ酸ナトリウム、アスピリン、トリムシノロン・アセ
トニド、プロポキシフェンナプシラート／ａｐａｐ、フォラート、ナブメトン、ジクロフ
ェナク、ピロキシカム、エトドラク、ジクロフェナクナトリウム、オキサプロジン、塩酸
オキシコドン、ヒドロコドン二酒石酸塩／ａｐａｐ、ジクロフェナクナトリウム／ミソプ
ロストール、フェンタニル、アナキンラ、ヒト組換え、塩酸トラマドール、サルサラート
、スリンダク、シアノコバラミン／ｆａ／ピリドキシン、アセトアミノフェン、アレンド
ロナートナトリウム、プレドニゾロン、硫酸モルヒネ、塩酸リドカイン、インドメタシン
、硫酸グルコサミン／コンドロイチン、塩酸アミトリプチリン、スルファジアジン、塩酸
オキシコドン／アセトアミノフェン、塩酸オロパタジン、ミソプロストール、ナプロキセ
ンナトリウム、オメプラゾール、シクロホスファミド、リツキシマブ、ＩＬ－１ＴＲＡＰ
、ＭＲＡ、ＣＴＬＡ４－ＩＧ、ＩＬ－１８ＢＰ、抗ＩＬ－１８、抗ＩＬ１５、ＢＩＲＢ－
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７９６、ＳＣＩＯ－４６９、ＶＸ－７０２，ＡＭＧ－５４８、ＶＸ７４０、ロフルミラス
ト、ＩＣ－４８５、ＣＤＣ－８０１およびメソプラムなどの因子とも組み合わされ得る。
組み合わせには、メトトレキサートまたはレフルノミドが含まれ、中度または重度の関節
リウマチの症例では、シクロスポリンが含まれる。
【０３０１】
　関節リウマチを治療するために、結合タンパク質と組み合わせて使用することも可能な
非限定的な追加の因子には、以下の非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤｓ）；サイトカ
イン抑制性抗炎症薬（ＣＳＡＩＤｓ）；ＣＤＰ－５７１／ＢＡＹ－１０－３３５６（ヒト
化された抗ＴＮＦα抗体；Ｃｅｌｌｔｅｃｈ／Ｂａｙｅｒ）；ｃＡ２／インフリキシマブ
（キメラ抗ＴＮＦα抗体；Ｃｅｎｔｏｃｏｒ）；７５ｋｄＴＮＦＲ－ＩｇＧ／エタネルセ
プト（７５ｋＤＴＮＦ受容体－ＩｇＧ融合タンパク質；イムネックス；例えば、（１９９
４）Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３７：Ｓ２９５；（１９９６）　Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｍｅ
ｄ．４４：２３５Ａを参照；５５ｋｄＴＮＦ－ＩｇＧ（５５ｋＤＴＮＦ受容体－ＩｇＧ融
合タンパク質；Ｈｏｆｆｍａｎｎ－ＬａＲｏｃｈｅ）；ＩＤＥＣ－ＣＥ９．１／ＳＢ２１
０３９６（抗原刺激された（ｐｒｉｍａｔｉｚｅｄ）非枯渇性抗ＣＤ４抗体；ＩＤＥＣ／
ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ；例えば、（１９９５）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３８：Ｓ１８
５を参照；ＤＡＢ４８６－ＩＬ－２および／またはＤＡＢ３８９－ＩＬ－２（ＩＬ－２融
合タンパク質；Ｓｅｒａｇｅｎ；例えば、（１９９３）　Ａｒｔｈｒｉｔ．Ｒｈｅｕｍ．
３６：１２２３）参照；抗Ｔａｃ（ヒト化抗ＩＬ－２Ｒα；Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉｇ
ｎ　Ｌａｂｓ／Ｒｏｃｈｅ）；ＩＬ－４（抗炎症性サイトカイン；ＤＮＡＸ／Ｓｃｈｅｒ
ｉｎｇ）；ＩＬ－１０（ＳＣＨ５２０００；組換えＩＬ－１０、抗炎症性サイトカイン；
ＤＮＡＸ／Ｓｃｈｅｒｉｎｇ）；ＩＬ－４；ＩＬ－１０および／またはＩＬ－４アゴニス
ト（例えば、アゴニスト抗体）；ＩＬ－１ＲＡ（ＩＬ－１受容体アンタゴニスト；Ｓｙｎ
ｅｒｇｅｎ／Ａｍｇｅｎ）；アナキンラ（Ｋｉｎｅｒｅｔ（Ｒ）／Ａｍｇｅｎ）；ＴＮＦ
－ｂｐ／ｓ－ＴＮＦ（可溶性ＴＮＦ結合タンパク質；例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ
．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８４参照；Ａｍｅｒ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．－
Ｈｅａｒｔ　ａｎｄ　Ｃｉｒｃ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２６８：３７－４２）；Ｒ９７３４０
１（ホスホジエステラーゼＩＶ型阻害剤；例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕ
ｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８２参照；ＭＫ－９６６（ＣＯＸ－２阻害剤；例えば、（
１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ８１参照）；Ｉｌｏｐｒ
ｏｓｔ（例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ８２
参照）；メトトレキサート；サリドマイド（例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅ
ｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８２参照）およびサリドマイド関連薬（例えば、Ｃｅｌ
ｇｅｎ）；レフノミド（抗炎症性およびサイトカイン阻害剤；例えば、（１９９６）　Ａ
ｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ１３１；（１９９６）　Ｉｎｆｌａｍｍ
．Ｒｅｓ．４５：１０３－１０７参照）；トラネキサム酸（プラスミノーゲン活性化の阻
害剤；例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８４
参照）；Ｔ－６１４（サイトカイン阻害剤；例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅ
ｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８２参照）；プロスタグランジンＥ１（例えば、（１９
９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８２参照）；Ｔｅｎｉｄａ
ｐ（非ステロイド性抗炎症薬；例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（
９（補遺））：Ｓ２８０参照）；ナプロキセン（非ステロイド性抗炎症薬；例えば、（１
９９６）　Ｎｅｕｒｏ．Ｒｅｐｏｒｔ　７：１２０９－１２１３参照）；メロキシカム（
非ステロイド性抗炎症薬）；イブプロフェン（非ステロイド性抗炎症薬）；ピロキシカム
（非ステロイド性抗炎症薬）；ジクロフェナク（非ステロイド性抗炎症薬）；インドメタ
シン（非ステロイド性抗炎症薬）；スルファサラジン（例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈ
ｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８１参照）；アザチオプリン（例えば、（１
９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ２８１参照）；ＩＣＥ阻害
剤（酵素インターロイキン１β変換酵素の阻害剤）；ｚａｐ－７０および／またはｌｃｋ
阻害剤（チロシンキナーゼｚａｐ－７０またはｌｃｋの阻害剤）；ＶＥＧＦ阻害剤および
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／またはＶＥＧＦ－Ｒ阻害剤（血管内皮細胞増殖因子または血管内皮細胞増殖因子受容体
の阻害剤；血管新生の阻害剤）；コルチコステロイド抗炎症薬（例えば、ＳＢ２０３５８
０）；ＴＮＦ－コンベルターゼ阻害剤；抗ＩＬ－１２抗体；抗ＩＬ－１８抗体；インター
ロイキン－１１（例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））
：Ｓ２９６参照）；インターロイキン－１３（例えば、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈ
ｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ３０８参照）；インターロイキン－１７阻害剤（例えば
、（１９９６）　Ａｒｔｈｒ．Ｒｈｅｕｍ．３９（９（補遺））：Ｓ１２０参照）；金；
ペニシラミン；クロロキン；クロラムブシル；ヒドロキシクロロキン；シクロスポリン；
シクロホスファミド；全リンパ系照射；抗胸腺細胞グロブリン；抗ＣＤ４抗体；ＣＤ５ト
キシン；経口投与されたペプチドおよびコラーゲン；ロベンザリト二ナトリウム；サイト
カイン制御因子（ＣＲＡｓ）ＨＰ２２８およびＨＰ４６６（Ｈｏｕｇｈｔｅｎ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．）；ＩＣＡＭ－Ｉアンチセンスホスホロチオアートオ
リゴデオキシヌクレオチド（ＩＳＩＳ２３０２；Ｉｓｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌｓ，Ｉｎｃ．）；可溶性補体受容体１（ＴＰ１０；Ｔ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｉｎｃ．）；プレドニゾン；オルゴテイン；グリコサミノグリカンポリサルファート；ミ
ノサイクリン；抗ＩＬ２Ｒ抗体；マウスおよび植物脂質（魚および植物種子脂肪酸；例え
ば、ＤｅＬｕｃａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｒｈｅｕｍ．Ｄｉｓ．Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｔ
ｈ　Ａｍ．２１：７５９－７７７参照）；アウラノフィン；フェニルブタゾン；メクロフ
ェナミン酸；フルフェナミン酸；静脈内免疫グロブリン；ジレウトン；アザリビン；ミコ
フェノール酸（ＲＳ－６１４４３）；タクロリムス（ＦＫ－５０６）；シロリムス（ラパ
マイシン）；アミプリロース（テラフェクチン）；クラドリビン（２－クロロデオキシア
デノシン）；メトトレキサート；ｂｃｌ－２阻害剤（Ｂｒｕｎｃｋｏ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．
（２００７）　Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．５０（４）：６４１－６６２参照）抗ウイルス剤
；および免疫調節剤が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０３０２】
　一実施形態において、結合タンパク質またはその抗原結合部分は、関節リウマチの治療
用の以下の因子の１つと組み合わせて投与される。ＫＤＲの小分子阻害剤、Ｔｉｅ－２の
小分子阻害剤；メトトレキサート；プレドニゾン；セレコキシブ；葉酸；硫酸ヒドロキシ
クロロキン；ロフェコキシブ；エタネルセプト；インフリキシマブ；レフルノミド；ナプ
ロキセン；バルデコキシブ；スルファサラジン；メチルプレドニゾロン；イブプロフェン
；メロキシカム；酢酸メチルプレドニゾロン、金チオリンゴ酸ナトリウム；アスピリン；
アザチオプリン；トリアムシノロン・アセトニド；プロプキシフェン・ナプシラート／ａ
ｐａｐ；フォラート；ナブメトン；ジクロフェナク；ピロキシカム；エトドラク；ジクロ
フェナクナトリウム；オキサプロジン、塩酸オキシコドン、重酒石酸ヒドロコドン／ａｐ
ａｐ；ジクロフェナクナトリウム／ミソプロストール；フェンタニル；アナキンラ、ヒト
組換え；塩酸トラマドール；サルサラート；スリンダク；シアノコバラミン／ｆａ／ピリ
ドキシン；アセトアミノェン；アレンドロナートナトリウム；プレドニゾロン；硫酸モル
ヒネ；塩酸リドカイン；インドメタシン；硫酸グルコサミン／コンドロイチン；シクロス
ポリン；塩酸アミトリプチリン；スルファジアジン；塩酸オキシコドン／アセトアミノフ
ェン；塩酸オロパタジン；ミソプロストール；ナプロキセンナトリウム；オメプラゾール
；ミコフェノラート・モフェチル；シクロホスファミド；リツキシマブ、ＩＬ－１ＴＲＡ
Ｐ；ＭＲＡ；ＣＴＬＡ４－ＩＧ；ＩＬ－１８ＢＰ；ＩＬ－１２／２３；抗ＩＬ－１８；抗
ＩＬ－１５；ＢＩＲＢ－７９６；ＳＣＩＯ－４６９；ＶＸ－７０２；ＡＭＧ－５４８；Ｖ
Ｘ７４０；ロフルミラスト；ＩＣ－４８５；ＣＤＣ－８０１およびメソプラム。
【０３０３】
　本発明の結合タンパク質とともに組み合わせることが可能な炎症性腸疾患に対する治療
剤の非限定的な例には、以下のもの：ブデノシド；上皮成長因子；コルチコステロイド；
シクロスポリン；スルファサラジン；アミノサリチラート；６－メルカプトプリン；アザ
チオプリン；メトロニダゾール；リポキシゲナーゼ阻害剤；メサラミン；オルサラジン；
バルサラジド；抗酸化剤；トロンボキサン阻害剤；ＩＬ－１受容体アンタゴニスト；抗Ｉ
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Ｌ－１βモノクローナル抗体；抗ＩＬ－６モノクローナル抗体；成長因子；エラスターゼ
阻害剤；ピリジニル－イミダゾール化合物；および他のヒトサイトカインまたは成長因子
（例えば、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－
１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＥＭＡＰ－ＩＩ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦお
よびＰＤＧＦ）に対する抗体またはこれらのアンタゴニストが含まれる。本発明の抗体ま
たはその抗原結合部分は、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ
３０、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、およびＣＤ９０ならびにこれらのリガンドなどの
細胞表面分子に対する抗体と組み合わせることが可能である。本発明の抗体またはその抗
原結合部分は、メトトレキサート、シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフ
ェノラート・モフェチル、レフルノミド、ＮＳＡＩＤ、例えば、イブプロフェン、プレド
ニゾロンなどのコルチコステロイド、ホスホジエステラーゼ阻害剤、アデノシンアゴニス
ト、抗血栓剤、補体阻害剤、アドレナリン作用薬、ＴＮＦαまたはＩＬ－１などの炎症促
進性サイトカインによるシグナル伝達を妨害する因子（例えば、ＩＲＡＫ、ＮＩＫ、ＩＫ
Ｋ、ｐ３８またはＭＡＰキナーゼ阻害剤）、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤、ＴＮＦα変換酵
素阻害剤、キナーゼ阻害剤などのＴ細胞シグナル伝達阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害
剤、スルファサラジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、アンギオテンシン変換
酵素阻害剤、可溶性サイトカイン受容体およびそれらの誘導体（例えば、可溶性ｐ５５ま
たはｐ７５ＴＮＦ受容体、ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ－１ＲＩＩ、およびｓＩＬ－６Ｒ）お
よび炎症抑制性サイトカイン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１３
およびＴＧＦβ）およびｂｃｌ－２阻害剤などの因子とも組み合わされ得る。
【０３０４】
　結合タンパク質を組み合わせることが可能な、クローン病に対する治療剤の例には、以
下のもの：ＴＮＦアンタゴニスト、例えば、抗ＴＮＦ抗体、ＡＤＡＬＩＭＵＭＡＢ（ＰＣ
Ｔ公開９７／２９１３１；ＨＵＭＩＲＡ）、ＣＡ２（ＲＥＭＩＣＡＤＥ）、ＣＤＰ５７１
、ＴＮＦＲ－Ｉｇ構築物、（ｐ７５ＴＮＦＲＩｇＧ（ＥＮＢＲＥＬ）およびｐ５５ＴＮＦ
ＲＩｇＧ（ＬＥＮＥＲＣＥＰＴ））阻害剤およびＰＤＥ４阻害剤が含まれる。本発明の抗
体またはその抗原結合部分は、コルチコステロイド、例えば、ブデノシドおよびデキサメ
タゾンと組み合わせることが可能である。本発明の結合タンパク質またはその抗原結合部
分は、スルファサラジン、５－アミノサリチル酸およびオルサラジンなどの因子と、なら
びにＩＬ－１などの炎症促進性サイトカインの合成または作用を妨害する因子（例えば、
ＩＬ－１β変換酵素阻害剤およびＩＬ－１ｒａ）とも組み合わされ得る。本発明の抗体ま
たはその抗原結合部分は、Ｔ細胞シグナル伝達阻害剤、例えば、チロシンキナーゼ阻害剤
６－メルカプトプリンとともに使用され得る。本発明の結合タンパク質またはその抗原結
合部分は、ＩＬ－１１と組み合わせることが可能である。本発明の結合タンパク質または
その抗原結合部分は、メサラミン、プレドニゾン、アザチオプリン、メルカプトプリン、
インフリキシマブ、コハク酸メチルプレドニゾロンナトリウム、ジフェノキシラート／硫
酸アトロピン、塩酸ロペラミド、メトトレキサート、オメプラゾール、フォラート、シプ
ロフロキサシン／デキストロース－水、重酒石酸ヒドロコドン／ａｐａｐ、テトラサイク
リン塩酸塩、フルオシノニド、メトロニダゾール、チメロサール／ホウ酸、コレスチラミ
ン／スクロース、塩酸シプロフロキサシン、硫酸ヒオスチアミン、塩酸メペリジン、塩酸
ミダゾラム、塩酸オキシコドン／アセトアミノフェン、塩酸プロメタジン、リン酸ナトリ
ウム、スルファメトキサゾール／トリメトプリム、セレコキシブ、ポリカルボフィル、ナ
プシル酸プロポキシフェン、ヒドロコルチゾン、マルチビタミン、バルサラジド二ナトリ
ウム、リン酸コデイン／アセトアミノフェン（ａｐａｐ）、塩酸コレセベラム、シアノコ
バラミン、葉酸、レボフロキサシン、メチルプレドニゾロン、ナタリズマブおよびインタ
ーフェロンγと組み合わせることが可能である。
【０３０５】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、多発性硬化症のための治療剤の
非限定的な例には、以下のもの：コルチコステロイド；プレドニゾロン；メチルプレドニ
ゾロン；アザチオプリン；シクロホスファミド；シクロスポリン；メトトレキサート；４
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－アミノピリジン；チザニジン；インターフェロン－β１ａ（ＡＶＯＮＥＸ；Ｂｉｏｇｅ
ｎ）；インターフェロン－β１ｂ（ＢＥＴＡＳＥＲＯＮ；Ｃｈｉｒｏｎ／Ｂｅｒｌｅｘ）
；インターフェロンα－ｎ３）（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ／Ｆｕｊｉｍ
ｏｔｏ）、インターフェロン－α（Ａｌｆａ　Ｗａｓｓｅｒｍａｎｎ／Ｊ＆Ｊ）、インタ
ーフェロン－β１Ａ－ＩＦ（Ｓｅｒｏｎｏ／Ｉｎｈａｌｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ）
、ＰＥＧインターフェロンα２ｂ（Ｅｎｚｏｎ／Ｓｃｈｅｒｉｎｇ－Ｐｌｏｕｇｈ）、コ
ポリマー１（Ｃｏｐ－１；ＣＯＰＡＸＯＮＥ；Ｔｅｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）；高圧酸素；静脈内免疫グロブリン；クラブリビン
；他のヒトサイトカインまたは成長因子（例えば、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、
ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－２３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、Ｅ
ＭＡＰ－ＩＩ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦ）およびそれらの受容体に対する抗
体またはこれらのアンタゴニストが含まれる。本発明の結合タンパク質は、ＣＤ２、ＣＤ
３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４０、
ＣＤ４５、ＣＤ６９、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ９０またはこれらのリガンドなどの細胞
表面分子に対する抗体と組み合わせることが可能である。本発明の結合タンパク質は、メ
トトレキサート、シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェノラート・モフ
ェチル、レフルノミド、ＮＳＡＩＤ、例えば、イブプロフェン、プレドニゾロンなどのコ
ルチコステロイド、ホスホジエステラーゼ阻害剤、アデノシンアゴニスト、抗血栓剤、補
体阻害剤、アドレナリン作用薬、ＴＮＦαまたはＩＬ－１などの炎症促進性サイトカイン
によるシグナル伝達を妨害する因子（例えば、ＩＲＡＫ、ＮＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８または
ＭＡＰキナーゼ阻害剤）、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤、ＴＡＣＥ阻害剤、キナーゼ阻害剤
などのＴ細胞シグナル伝達阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害剤、スルファサラジン、ア
ザチオプリン、６－メルカプトプリン、アンギオテンシン変換酵素阻害剤、可溶性サイト
カイン受容体およびそれらの誘導体（例えば、可溶性ｐ５５またはｐ７５ＴＮＦ受容体、
ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ－１ＲＩＩ、およびｓＩＬ－６Ｒ）および炎症抑制性サイトカイ
ン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１３およびＴＧＦβ）およびｂｃｌ－２阻害
剤などの因子とも組み合わされ得る。
【０３０６】
　本発明の結合タンパク質を組み合わせることが可能な、多発性硬化症のための治療剤の
例には、インターフェロン－β、例えば、ＩＦＮβ１ａおよびＩＦＮ１ｂ；コパキソン（
ｃｏｐａｘｏｎｅ）、コルチコステロイド、カスパーゼ阻害剤、例えばカスパーゼ－１の
阻害剤、ＩＬ－１阻害剤、ＴＮＦ阻害剤ならびにＣＤ４０リガンドおよびＣＤ８０に対す
る抗体が含まれる。
【０３０７】
　本発明の結合タンパク質は、アレムツズマブ、ドロナビノール、ユニメド、ダクリズマ
ブ、ミトキサントロン、塩酸キサリプロデン、ファムプリジン、酢酸グラチラマー、ナタ
リズマブ、シンナビドール、ａ－イムノカインＮＮＳＯ３、ＡＢＲ－２１５０６２、Ａｎ
ｅｒｇｉＸ．ＭＳ、ケモカイン受容体アンタゴニスト、ＢＢＲ－２７７８、カラグアリン
、ＣＰＩ－１１８９、ＬＥＭ（リポソーム封入されたミトキサントロン）、ＴＨＣ．ＣＢ
Ｄ（カンナビノイドアゴニスト）ＭＢＰ－８２９８、メソプラム（ＰＤＥ４阻害剤）、Ｍ
ＮＡ－７１５、抗ＩＬ－６受容体抗体、ニューロバックス、ピルフェニドンアロトラップ
１２５８（ＲＤＰ－１２５８）、ｓＴＮＦ－Ｒ１、タラムパネル、テリフルノミド、ＴＧ
Ｆ－β２、チプリモチド、ＶＬＡ－４アンタゴニスト（例えば、ＴＲ－１４０３５、ＶＬ
Ａ４Ｕｌｔｒａｈａｌｅｒ、Ａｎｔｅｇｒａｎ－ＥＬＡＮ／Ｂｉｏｇｅｎ）、インターフ
ェロンγアンタゴニスト、およびＩＬ－４アゴニストなどの因子とも組み合わされ得る。
【０３０８】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、狭心症のための治療剤の非限定
的な例には、以下のもの：アスピリン、ニトログリセリン、イソソルバイド・モノニトラ
ート、コハク酸メトプロロール、アテノロール、酒石酸メトプロロール、ベシル酸アムロ
ジピン、塩酸ジルチアゼム、二硝酸イソソルビド、重硫酸クロピドグレル、ニフェジピン



(119) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

、アトロバスタチンカルシウム、塩化カリウム、フロセミド、シンバスタチン、塩酸ベラ
パミル、ジゴキシン、塩酸プロプラノロール、カルベジロール、リシノプリル、スピロノ
ラクトン、ヒドロクロロチアジド、マレイン酸エナラプリル、ナドロール、ラミプリル、
エノキサパリンナトリウム、ヘパリンナトリウム、バルサルタン、塩酸ソタロール、フェ
ノフィブラート、エゼチミブ、ブメタニド、ロサルタンカリウム、リシノプリル／ヒドロ
クロロチアジド、フェロジピン、カプトプリル、およびフマル酸ビソプロロールが含まれ
る。
【０３０９】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、強直性脊椎炎のための治療剤の
非限定的な例には、以下のもの：イブプロフェン、ジクロフェナクおよびミソプロストー
ル、ナプロキセン、メロキシカム、インドメタシン、ジクロフェナク、セレコキシブ、ロ
フェコキシブ、スルファサラジン、メトトレキサート、アザチオプリン、ミノサイクリン
、プレドニゾン、エタネルセプト、およびインフリキシマブが含まれる。
【０３１０】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、喘息のための治療剤の非限定的
な例には、以下のもの：アルブテロール、サルメテロール／フルチカゾン、モンテルカス
トナトリウム、プロピオン酸フルチカゾン、ブデソニド、プレドニゾン、キシナホ酸サル
メテロール、塩酸レバルブテロール、硫酸アルブテロール／イプラトロピウム、リン酸プ
レドニゾロンナトリウム、トリアムシノロン・アセトニド、二プロピオン酸ベクロメタゾ
ン、イプラトロピウムブロミド、アジスロマイシン、酢酸ピルブテロール、プレドニゾロ
ン、テオフィリン無水物、コハク酸メチルプレドニゾロンナトリウム、クラリスロマイシ
ン、ザフィルルカスト、フマル酸フォルモテロール、インフルエンザウイルスワクチン、
メチルプレドニゾロン、アミノキシシリン三水和物、フルニソリド、アレルギー注射、ク
ロモリンナトリウム、塩酸フェキソフェナジン、フルニソリド／メントール、アモキシシ
リン／クラブラナート、レボフロキサシン、吸入補助装置、グアイフェネシン、リン酸デ
キサメタゾンナトリウム、塩酸モキシフロキサシン、ドキシサイクリン水和物（ｈｙｃｌ
ａｔｅ）、グアイフェネシン／ｄ－メトルファン、ｐ－エフェドリン／ｃｏｄ／クロルフ
ェニル、ガチフロキサシン、塩酸セチリジン、フロ酸モメタゾン、キシナホ酸サルメテロ
ール、ベンゾナタート、セファレキシン、ｐｅ／ヒドロコドン／クロルフェニル、塩酸セ
チリジン／シュードエフェドリン、フェニレフリン／ｃｏｄ／プロメタジン、コデイン／
プロメタジン、セフプロジル、デキサメタゾン、グアイフェネシン／シュードエフェドリ
ン、クロルフェニラミン／ヒドロコドン、ネドクロミルナトリウム、硫酸テルブタリン、
エピネフリン、メチルプレドニゾロン、および硫酸メタプロテレノールが含まれる。
【０３１１】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることができる、ＣＯＰＤに対する治療剤の非限
定的な例には、以下のもの：硫酸アルブテロール／イプラトロピウム、イプラトロピウム
ブロミド、サルメテロール／フルチカゾン、アルブテロール、キシナホ酸サルメテロール
、プロピオン酸フルチカゾン、プレドニゾン、テオフィリン無水物、コハク酸メチルプレ
ドニゾロンナトリウム、モンテルカストナトリウム、ブデソニド、フマル酸フォルモテロ
ール、トリアムシノロン・アセトニド、レボフロキサシン、グアイフェネシン、アジスロ
マイシン、ジプロピオン酸ベクロメタゾン、塩酸レバルブテロール、フルニソリド、セフ
トリアキソンナトリウム、アミノキシシリン三水和物、ガチフロキサシン、ザフィルルカ
スト、アモキシシリン／クラブラナート、フルニソリド／メントール、クロルフェニラミ
ン／ヒドロコドン、硫酸メタプロテレノール、メチルプレドニゾロン、フロ酸モメタゾン
、ｐ－エフェドリン／ｃｏｄ／クロロフェニル、酢酸ピルブテロール、ｐ－エフェドリン
／ロラタジン、硫酸テルブタリン、チオトロピウムブロミド、（Ｒ，Ｒ）－フォルモテロ
ール、ＴｇＡＡＴ、シロミラスト、およびロフルミラストが含まれる。
【０３１２】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることができる、ＨＣＶに対する治療剤の非限定
的な例には、以下のもの：インターフェロン－α－２ａ、インターフェロン－α－２ｂ、
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インターフェロン－αｃｏｎ１、インターフェロン－α－ｎｌ、ＰＥＧ化されたインター
フェロン－α－２ａ、ＰＥＧ化されたインターフェロン－α－２ｂ、リバビリン、Ｐｅｇ
インターフェロンα－２ｂ＋リバビリン、ウルソデオキシコール酸、グリシルリジン酸、
チマルファシン、マキサミン、ＶＸ－４９７および以下の標的：ＨＣＶポリメラーゼ、Ｈ
ＣＶプロテアーゼ、ＨＣＶヘリカーゼ、およびＨＣＶＩＲＥＳ（配列内リボソーム進入部
位）への介入を通じて、ＨＣＶを治療するために使用されるあらゆる化合物が含まれる。
【０３１３】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることができる、特発性肺繊維症のための治療剤
の非限定的な例には、以下のもの：プレドニゾン、アザチオプリン、アルブテロール、コ
ルヒチン、硫酸アルブテロール、ジゴキシン、γインターフェロン、コハク酸メチルプレ
ドニゾロンナトリウム、ロラゼパム、フロセミド、リシノプリル、ニトログリセリン、ス
ピロノラクトン、シクロホスファミド、イプラトロピウムブロミド、アクチノマイシンｄ
、アルテプラーゼ、プロピオン酸フルチカゾン、レボフロキサシン、硫酸メタプロテレノ
ール、硫酸モルヒネ、塩酸オキシコドン、塩化カリウム、トリアムシノロン・アセトニド
、タクロリムス無水物、カルシウム、インターフェロン－α、メトトレキサート、ミコフ
ェノラート・モフェチル、およびインターフェロン－γ－１βが含まれる。
【０３１４】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることができる、心筋梗塞のための治療剤の非限
定的な例には、以下のもの：アスピリン、ニトログリセリン、酒石酸メトプロロール、エ
ノキサパリンナトリウム、ヘパリンナトリウム、重硫酸クロピドグレル、カルベジロール
、アテノロール、硫酸モルヒネ、コハク酸メトプロロール、ワルファリンナトリウム、リ
シノプリル、一硝酸イソソルビド、ジゴキシン、フロセミド、シンバスタチン、ラミプリ
ル、テネクテプラーゼ、マレイン酸エナラプリル、トルセミド、レタバーゼ、ロサルタン
カリウム、塩酸キナプリル／ｍａｇ　ｃａｒｂ、ブメタニド、アルテプラーゼ、エナラプ
リラート、塩酸アミオダロン、塩酸チロフィバンｍ－水和物、塩酸ジルチアゼム、カプト
プリル、イルベサルタン、バルサルタン、塩酸プロプラノロール、フォシノプリルナトリ
ウム、塩酸リドカイン、エプチフィバチド、セファゾリンナトリウム、硫酸アトロピン、
アミノカプロン酸、スピロノラクトン、インターフェロン、塩酸ソタロール、塩化カリウ
ム、ドキュセートナトリウム、塩酸ドブタミン、アルプラゾラム、プラバスタチンナトリ
ウム、アトロバスタチンカルシウム、塩酸ミダゾラム、塩酸メペリジン、二硝酸イソソル
ビド、エピネフリン、塩酸ドーパミン、ビバリルジン、ロスバスタチン、エゼチミブ／シ
ンバスタチン、アバシミブ、およびカリポリドが含まれる。
【０３１５】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、乾癬のための治療剤の非限定的
な例には、以下のもの：ＫＤＲの小分子阻害剤Ｔｉｅ－２の小分子阻害剤、カルシポトリ
エン、プロピオン酸クロベタゾール、トリアムシノロン・アセトニド、プロピオン酸ハロ
ベタゾール、タザロテン、メトトレキサート、フルオシノニド、増強された（ａｕｇｍｅ
ｎｔｅｄ）二プロピオン酸ベタメタゾン、フルオシノロン・アセトニド、アシトレチン、
タールシャンプー、吉草酸ベタメタゾン、フロ酸モメタゾン、ケトコナゾール、パラモキ
シン／フルオシノロン、吉草酸ヒドロコルチゾン、フルランドレノリド、尿素、ベタメタ
ゾン、プロピオン酸クロベタゾール／皮膚軟化剤（ｅｍｏｌｌ）、プロピオン酸フルチカ
ゾン、アジスロマイシン、ヒドロコルチゾン、保湿処方、葉酸、デソニド、ピメクロリム
ス、コールタール、二酢酸ジフロラゾン、葉酸エタネルセプト、乳酸、メトキサレン、ｈ
ｃ／次没食子酸ビスマス（ｂｉｓｍｕｔｈ　ｓｕｂｇａｌ）／酸化亜鉛（ｚｎｏｘ）／ｒ
ｅｓｏｒ、酢酸メチルプレドニゾロン、プレドニゾン、日焼け止め、ハルシノニド、サリ
チル酸、アンスラリン、ピバル酸クロコルトロン、石炭抽出物、コールタール／サリチル
酸、コールタール／サリチル酸／硫黄、デスオキシメタゾン、ジアゼパム、皮膚軟化剤、
フルオシノニド／皮膚軟化剤、鉱物油／ひまし油／ｎａ　ｌａｃｔ、鉱物油／落花生油、
石油／ミリスチン酸イソプロピル、ソラーレン、サリチル酸、石鹸／トリブロムサラン、
チメロサール／ホウ酸、セレコキシブ、インフリキシマブ、シクロスポリン、アレファセ
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プト、エファリズマブ、タクロリムス、ピメクロリムス、ＰＵＶＡ、ＵＶＢ、およびスル
ファサラジンが含まれる。
【０３１６】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることができる、乾癬性関節炎のための治療剤の
非限定的な例には、以下のもの：メトトレキサート、エタネルセプト、ロフェコキシブ、
セレコキシブ、葉酸、スルファサラジン、ナプロキセン、レフルノミド、酢酸メチルプレ
ドニゾロン、インドメタシン、硫酸ヒロドキシクロロキン、プレドニゾン、スリンダク、
増強された二プロピオン酸ベタメタゾン、インフリキシマブ、メトトレキサート、フォラ
ート、トリアムシノロン・アセトニド、ジクロフェナク、ジメチルスルホキシド、ピロキ
シカム、ジクロフェナクナトリウム、ケトプロフェン、メロキシカム、メチルプレドニゾ
ロン、ナブメトン、トルメチンナトリウム、カルシポトリエン、シクロスポリン、ジクロ
フェナクナトリウム／ミソプロストール、フルオシノニド、硫酸グルコサミン、金チオリ
ンゴ酸ナトリウム、二酒石酸ヒドロコドン／アセトアミノフェン、イブプロフェン、リセ
ドロン酸ナトリウム、スルファジアジン、チオグアニン、バルデコキシブ、アレファセプ
ト、エファリズマブおよびｂｃｌ－２阻害剤が含まれる。
【０３１７】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、再狭窄のための治療剤の非限定
的な例には、以下のもの：シロリムス、パクリタキセル、エベロリムス、タクロリムス、
ゾタロリムス、およびアセトアミノフェンが含まれる。
【０３１８】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、坐骨神経痛のための治療剤の非
限定的な例には、以下のもの：二酒石酸ヒドロコドン／アセトアミノフェン、ロフェコキ
シブ、塩酸シクロベンザプリン、メチルプレドニゾロン、ナプロキセン、イブプロフェン
、塩酸オキシコドン／アセトアミノフェン、セレコキシブ、バルデコキシブ、酢酸メチル
プレドニゾロン、プレドニゾロン、リン酸コデイン／アセトアミノフェン、塩酸トラマド
ール／アセトアミノフェン、メタキサロン、メロキシカム、メトカルバモール、塩酸リド
カイン、ジクロフェナクナトリウム、ギャバペンチン、デキサメタゾン、カリソプロドー
ル、ケトロラク・トロメタミン、インドメタシン、アセトアミノフェン、ジアゼパム、ナ
ブメトン、塩酸オキシコドン、塩酸チザニジン、ジクロフェナクナトリウム／ミソプロス
トール、ナプシル酸プロポキシフェン／アセトアミノフェン、ａｓａ／ｏｘｙｃｏｄ／コ
キシコドンｔｅｒ、イブプロフェン／重酒石酸ヒドロコドン、塩酸トラマドール、エトド
ラク、塩酸プロポキシフェン、塩酸アミトリプチリン、カリソプロドール／リン酸コデイ
ン／ａｓａ、硫酸モルヒネ、マルチビタミン、ナプロキセンナトリウム、クエン酸オルフ
ェナドリン、およびテマゼパムが含まれる。
【０３１９】
　本発明の結合タンパク質と組み合わせることが可能な、ＳＬＥ（狼瘡）のための治療剤
の例には、以下のもの：ＮＳＡＩＤ、例えば、ジクロフェナク、ナプロキセン、イブプロ
フェン、ピロキシカム、インドメタシン；ＣＯＸ２阻害剤、例えば、セレコキシブ、ロフ
ェコキシブ、バルデコキシブ；抗マラリア剤、例えば、ヒドロキシクロロキン；ステロイ
ド、例えば、プレドニゾン、プレドニゾロン、ブデノシド、デキサメタゾン；細胞毒性剤
、例えば、アザチオプリン、シクロホスファミド、ミコフェノラート・モフェチル、メト
トレキサート；およびＰＤＥ４の阻害剤またはプリン合成阻害剤、例えば、Ｃｅｌｌｃｅ
ｐｔが含まれる。本発明の結合タンパク質は、スルファサラジン、５－アミノサリチル酸
、オルサラジン、イムランなどの因子と、ならびにＩＬ－１などの炎症促進性サイトカイ
ンの合成、生成または作用を妨害する因子、例えば、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤およびＩ
Ｌ－１ｒａのようなカスパーゼ阻害剤とも組み合わされ得る。本発明の結合タンパク質は
、また、Ｔ細胞シグナル伝達阻害剤、例えば、チロシンキナーゼ阻害剤；またはＴ細胞活
性化分子を標的とする分子、例えば、ＣＴＬＡ－４－ＩｇＧまたは抗Ｂ７抗体ファミリー
抗体、および抗ＰＤ－１ファミリー抗体とともに使用され得る。本発明の結合タンパク質
は、ＩＬ－１１または抗サイトカイン抗体、例えば、ホノトリズマブ（抗ＩＦＮｇ抗体）
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、または抗受容体受容体抗体、例えば、抗ＩＬ－６受容体抗体およびＢ細胞表面分子に対
する抗体と組み合わせることが可能である。本発明の抗体またはその抗原結合部分は、ま
た、ＬＪＰ３９４（アベチムス（ａｂｅｔｉｍｕｓ））（Ｂ細胞を枯渇させ、または不活
化する因子）、例えば、リツキシマブ（抗ＣＤ２０抗体）、リンホスタット－Ｂ（抗Ｂｌ
ｙＳ抗体）、ＴＮＦアンタゴニスト、例えば、抗ＴＮＦ抗体、Ａｄａｌｉｍｕｍａｂ（Ｐ
ＣＴ公開ＷＯ９７／２９１３１；ＨＵＭＩＲＡ）、ＣＡ２（ＲＥＭＩＣＡＤＥ）、ＣＤＰ
５７１、ＴＮＦＲ－Ｉｇ構築物（ｐ７５ＴＮＦＲＩｇＧ（ＥＮＢＲＥＬおよびｐ５５ＴＮ
ＦＲＩｇＧ（ＬＥＮＥＲＣＥＰＴ））およびｂｃｌ－２阻害剤（トランスジェニックマウ
ス中でのｂｃｌ－２の過剰発現は、狼瘡様の表現型を引き起こすことが示されているので
（Ｍａｒｑｕｉｎａ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７２（１
１）：７１７７－７１８５）、阻害は治療効果を有すると予想される。）とともに使用さ
れ得る。
【０３２０】
　本発明の医薬組成物は、本発明の結合タンパク質の「治療的有効量」または「予防的有
効量」を含み得る。「治療的有効量」は、必要な投薬量でおよび必要な期間にわたって、
所望の治療的結果を達成するのに有効な量を表す。結合タンパク質の治療的有効量は、当
業者によって決定され得、個体の病状、年齢、性別および体重ならびに結合タンパク質が
個体内で所望の応答を惹起する能力などの因子に従って変動し得る。治療的有効量は、治
療的に有益な効果が抗体または抗体部分のあらゆる毒性効果または有害効果を上回る量で
もある。「予防的有効量」は、必要な投薬量でおよび必要な期間にわたって、所望の予防
的結果を達成するのに有効な量を表す。典型的には、疾病のより初期段階の前にまたは疾
病のより初期段階において、予防的投薬が対象に使用されるので、予防的有効量は、治療
的有効量より少ない。
【０３２１】
　投薬計画は、最適な所望の応答（例えば、治療的応答または予防的応答）を与えるよう
に調整され得る。例えば、単一のボーラスを投与することができ、複数の分割された用量
を経時的に投与することができ、または治療状況の緊急性によって示されるように、用量
を比例的に減少もしくは増加させ得る。投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投
薬単位形態で非経口組成物を製剤化することが特に有利である。本明細書において使用さ
れる投薬単位形態は、治療されるべき哺乳動物対象に対する統一された投薬として適した
、物理的に分離された単位を表し、各単位は、必要とされる医薬担体とともに、所望され
る治療効果を生じるように計算された活性化合物の所定量を含有する。本発明の投薬単位
形態に対する規格は、（ａ）活性化合物の特有の特徴および達成されるべき具体的な治療
効果または予防効果ならびに（ｂ）個体における過敏症の治療用のこのような活性化合物
を配合する分野に固有の制約によって規定され、これらに直接依存する。
【０３２２】
　本発明の結合タンパク質の治療的または予防的有効量に対する典型的な非限定的範囲は
、０．１から２０ｍｇ／ｋｇ、例えば１から１０ｍｇ／ｋｇである。緩和されるべき症状
の種類および重度に応じて、投薬量の値が変化し得ることに注意すべきである。いずれか
の具体的な患者に対して、個体の要求に従って、組成物の投与を行いまたは監督している
者の専門的判断に従って、具体的な投薬計画を経時的に調整すべきこと、および、本明細
書に記載されている投薬量の範囲は典型的なものに過ぎず、特許請求の範囲に記載されて
いる組成物の範囲または実施に限定することを意図したものではないことをさらに理解す
べきである。
【０３２３】
　本明細書に記載されている本発明の方法の他の適切な改変および適合が明白であり、本
発明の範囲または本明細書に開示されている実施形態から逸脱することなく、適切な均等
物を用いてこれらを行い得ることが当業者に自明である。ここに、本発明を詳しく記載し
てきたが、例示のみを目的とし、本発明を限定することを意図したものではない以下の実
施例を参照することによって、本発明がより明確に理解される。
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【０３２４】
　Ｖ．診断薬
　本明細書中の開示は、診断的用途も提供する。これは、以下でさらに明解にされる。
【０３２５】
　Ｉ．アッセイの方法
　本開示は、本明細書に記載されている少なくとも１つのＤＶＤ－Ｉｇを用いて、検査試
料中の分析物（またはその断片）の存在、量または濃度を測定するための方法も提供する
。本分野において公知であるあらゆる適切なアッセイを前記方法において使用することが
できる。例には、サンドイッチイムノアッセイ（放射性同位体検出（ラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ））および酵素検出（酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）または酵素結合免疫吸着
検定法（ＥＬＩＳＡ）（例えば、Ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ　ＥＬＩＳＡアッセイ、Ｒ＆ＤＳ
ｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ））を含む、例えば、モノクローナル、ポ
リクローナルおよび／またはＤＶＤ－Ｉｇサンドイッチイムノアッセイまたはそのあらゆ
る変形（例えば、モノクローナル／ＤＶＤ－Ｉｇ、ＤＶＤ－Ｉｇ／ポリクローナルなど）
）、競合阻害イムノアッセイ（例えば、フォワードおよびリバース）、蛍光偏光イムノア
ッセイ（ＦＰＩＡ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙ）、酵素多重化イムノアッセイ技術（ＥＭＩＴ；ｅｎｚｙｍｅ　ｍｕｌｔｉ
ｐｌｉｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）、生物発光共鳴エネルギー
転移（ＢＲＥＴ）；および均質な化学発光アッセイなどのイムノアッセイが含まれるが、
これらに限定されない。ＳＥＬＤＩをベースとするイムノアッセイでは、目的の分析物（
またはその断片）を特異的に結合する捕捉試薬が、予め活性化されたタンパク質チップア
レイなどの、質量分析プローブの表面に付着される。次いで、分析物（またはその断片）
は、バイオチップ上に特異的に捕捉され、捕捉された分析物（またはその断片）は、質量
分析によって検出される。あるいは、分析物（またはその断片）は捕捉試薬から溶出され
、伝統的なＭＡＬＤＩ（マトリックス支援レーザー脱離／イオン化）によってまたはＳＥ
ＬＤＩによって検出することができる。化学発光微粒子イムノアッセイ、特に、ＡＲＣＨ
ＩＴＥＣＴ（Ｒ）自動化分析装置（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ａｂｂ
ｏｔｔ　Ｐａｒｋ，　ＩＬ）を使用するものは、好ましいイムノアッセイの一例である。
【０３２６】
　例えば、本明細書に記載されているＤＶＤ－Ｉｇが免疫診断試薬としておよび／または
分析物イムノアッセイキット中で使用される場合、尿、血液、血清および血漿ならびにそ
の他の体液を収集し、取り扱い、および加工処理するための本分野で周知の方法が本開示
の実施において使用される。検査試料は、抗体、抗原、ハプテン、ホルモン、薬物、酵素
、受容体、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、オリゴヌクレオチドおよび／またはポ
リヌクレオチドなど、目的の分析物の他にさらなる部分を含むことができる。例えば、試
料は、対象から得られる全血試料であり得る。検査試料（特に、全血）は、例えば、前処
理試薬を用いて、本明細書に記載されているイムノアッセイの前に処理されることが必要
であり得または所望され得る。前処理が必要でない場合でさえ（例えば、多くの尿試料）
、（例えば、市販のプラットフォーム上での治療計画の一環として）場合によって、前処
理を行うことができる。
【０３２７】
　前処理試薬は、本発明のイムノアッセイおよびキットと共に使用するのに適したあらゆ
る試薬であり得る。前処理は、（ａ）１つもしくはそれ以上の溶媒（例えば、メタノール
およびエチレングリコール）、および場合によって塩、（ｂ）１つもしくはそれ以上の溶
媒および塩、および場合によって界面活性剤、（ｃ）界面活性剤または（ｄ）界面活性剤
および塩を場合によって含む。前処理試薬は本分野において公知であり、このような前処
理は、例えば、文献に記載されているように（例えば、Ｙａｔｓｃｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９０）　Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３６：１９６９－１９７３およびＷａｌｌｅｍａｃ
ｑ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）　Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４５：４３２－４３５を参照）、
および／または市販されているように、Ａｂｂｏｔｔ　ＴＤｘ、ＡｘＳＹＭ（Ｒ）および



(124) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）分析装置（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，　ＩＬ）上でのアッセイのために使用される場合のように、使用す
ることができる。さらに、前処理は、米国特許第５，１３５，８７５号、欧州特許公開第
０４７１２９３号、米国特許第６，６６０，８４３号および米国特許出願第２００８００
２０４０１号に記載されているように行うことができる。前処理試薬は、不均質剤または
均質剤であり得る。
【０３２８】
　不均質な前処理試薬を用いると、前処理試薬は試料中に存在する分析物結合タンパク質
（例えば、分析物またはその断片に結合することができるタンパク質）を沈殿させる。こ
のような前処理工程は、試料に前処理剤を添加することによって形成された混合物の上清
を沈殿された分析物結合タンパク質から分離することによって、全ての分析物結合タンパ
ク質を除去することを含む。このようなアッセイでは、結合タンパク質が一切存在しない
混合物の上清がアッセイにおいて使用され、抗体捕捉工程へと直接進む。
【０３２９】
　均質な前処理試薬を用いると、このような分離工程は存在しない。検査試料と前処理試
薬の完全な混合物を、標識された抗分析物抗体（または抗原的に反応性のその断片）など
の、分析物（またはその断片）に対する標識された特異的結合対と接触させる。このよう
なアッセイのために使用される前処理試薬は、第一の特異的結合対による捕捉の前または
間のいずれかに、前処理された検査試料混合物中に通例希釈される。このような希釈に関
わらず、前処理試薬のある量が、捕捉の間に、検査試料混合物中になお存在（または残存
）する。本発明によれば、標識された特異的結合対は、ＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、
変種または変種の断片）であり得る。
【０３３０】
　不均質なフォーマットでは、対象から検査試料を取得した後に、第一の混合物が調製さ
れる。混合物は、分析物（またはその断片）と第一の特異的結合対に関して評価されてい
る検査試料を含有し、検査試料中に含有される第一の特異的結合対およびいずれかの分析
物は第一の特異的結合対－分析物複合体を形成する。好ましくは、第一の特異的結合対は
、抗分析物抗体またはその断片である。第一の特異的結合対は、本明細書中に記載されて
いるＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の断片）であり得る。混合物を形
成するために検査試料および第一の特異的結合対が添加される順番は重要でない。好まし
くは、第一の特異的結合対は固相上に固定化される。（第一の特異的結合対および場合に
よって、第二の特異的結合対に対する）イムノアッセイにおいて使用される固相は、磁気
粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイタープレート、キュベット、膜、足場分子、フィル
ム、ろ紙、ディスクおよびチップなどの（但し、これらに限定されない。）、本分野にお
いて公知のあらゆる固相であり得る。
【０３３１】
　第一の特異的結合対－分析物複合体を含有する混合物が形成された後、本分野において
公知のいずれかの技術を用いて、全ての結合していない分析物を複合体から除去する。例
えば、結合していない分析物は洗浄によって除去することができる。しかしながら、望ま
しくは、検査試料中に存在する全ての分析物が第一の特異的結合対によって結合されるよ
うに、第一の特異的結合対は検査試料中に存在する全ての分析物より過剰に存在する。
【０３３２】
　全ての結合していない分析物が除去された後、第一の特異的結合対－分析物－第二の特
異的結合対複合体を形成するために、第二の特異的結合対を混合物に添加する。好ましく
は、第二の特異的結合対は、第一の特異的結合対によって結合された分析物上のエピトー
プとは異なる分析物上のエピトープに結合する抗分析物抗体である。さらに、同じく好ま
しくは、第二の特異的結合対は、上記されている検出可能な標識で標識され、または上記
されている検出可能な標識を含有する。第二の特異的結合対は、本明細書中に記載されて
いるＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の断片）であり得る。
【０３３３】
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　本分野において公知のあらゆる適切な検出可能な標識を使用することができる。例えば
、検出可能な標識は、放射性標識（３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐおよび３３

Ｐなど）、酵素標識（西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリペルオキシダーゼ、グルコ
ース６－リン酸脱水素酵素など）、化学発光標識（アクリジニウムエステル、チオエステ
ルまたはスルホンアミド；ルミノール、イソルミノール、フェナントリジニウムエステル
など）、蛍光標識（フルオレセイン（例えば、５－フルオレセイン、６－カルボキシフル
オレセイン、３’６－カルボキシフルオレセイン、５（６）－カルボキシフルオレセイン
、６－ヘキサクロロ－フルオレセイン、６－テトラクロロフルオレセイン、フルオレセイ
ンイソチオシアナートなど））、ローダミン、フィコビリタンパク質、Ｒ－フィコエリト
リン、量子ドット（例えば、硫化亜鉛でキャップされたセレン化カドミウム）、温度測定
標識またはイムノ－ポリメラーゼ連鎖反応標識であり得る。標識、標識手法および標識の
検出についての序説は、「Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ，　Ｉｎｔｒｏ
ｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　２ｎｄ　ｅｄ．，
　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，　Ｎ．Ｙ．（１９９７）」およびＭｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｅｕｇｅｎｅ，　Ｏｒｅｇｏｎによって発行されたハ
ンドブック兼カタログである「Ｈａｕｇｌａｎｄ，　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　（１
９９６）」に見出される。ＦＰＩＡでは、蛍光標識を使用することができる（例えば、米
国特許第５，５９３，８９６号、米国特許第５，５７３，９０４号、米国特許第５，４９
６，９２５号、米国特許第５，３５９，０９３号および米国特許第５，３５２，８０３号
参照）。均質なまたは不均質な化学発光アッセイでは、アクリジニウム化合物を検出可能
な標識として使用することができる（例えば、Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００
６）　Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１６：１３２４－１３２８；Ａｄａ
ｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．
４：２３１３－２３１７；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）　Ｂｉｏｒｇ．
Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１４：３９１７－３９２１；およびＡｄａｍｃｚｙｋ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２００３）　Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．５：３７７９－３７８２参照）。
【０３３４】
　好ましいアクリジニウム化合物は、アクリジニウム－９－カルボキサミドである。アク
リジニウム９－カルボキサミドを調製するための方法は、「Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ（１９９
１）　Ｊ．Ｂｉｏｌｕｍｉｎ．Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎ．６：１０７－１１４；Ａｄａｍｃ
ｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６３：５６３６－５６３９；
Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）　Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　５５：１０８
９９－１０９１４；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）　Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．
１　：７７９－７８１；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｂｉｏｃｏｎ．
Ｃｈｅｍ．１１：７１４－７２４；Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｌｕｍｉ
ｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；Ｄｙｋｅ，Ｋ．Ｖ．Ｅｄ．；ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：Ｂｏｃａ　
Ｒａｔｏｎ，　ｐｐ．７７－１０５（２００２）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２
００３）　Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．５：３７７９－３７８２；および米国特許第５，４６８，
６４６号、米国特許第５，５４３，５２４号および米国特許第５，７８３，６９９号に記
載されている。別の好ましいアクリジニウム化合物は、アクリジニウム－９－カルボキシ
ラートアリールエステルである。アクリジニウム－９－カルボキシラートアリールエステ
ルの例は、１０－メチル－９－（フェノキシカルボニル）アクリジニウムフルオロスルホ
ナート（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，　Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，　ＭＩから入手可能
）である。アクリジニウム９－カルボキシラートアリールエステルを調製する方法は、「
ＭｃＣａｐｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９６５）　Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ
．４：１１１１－２１；Ｒａｚａｖｉ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅ
ｎｃｅ　１５：２４５－２４９；Ｒａｚａｖｉ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）　Ｌｕｍｉｎ
ｅｓｃｅｎｃｅ　１５：２３９－２４４および米国特許第５，２４１，０７０号に記載さ
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れている。アクリジニウム９－カルボキシラートアリールエステルおよびその使用に関す
るさらなる詳細は、米国特許公開第２００８０２４８４９３号に記載されている。
【０３３５】
　（例えば、上記アクリジニウムまたは他の化学発光剤を使用する）化学発光アッセイは
、「Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）　Ａｎａｌ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　５
７９（１）：６１－６７」に記載されている方法に従って実施することができる。あらゆ
る適切なアッセイフォーマットを使用することが可能であり、マイクロプレート化学発光
測定装置（Ｍｉｔｈｒａｓ　ＬＢ－９４０，Ｂｅｒｔｈｏｌｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ　Ｕ．Ｓ．Ａ．，ＬＬＣ，Ｏａｋ　Ｒｉｄｇｅ，ＴＮ）は、少量の複数試料のアッセイ
を迅速に可能にする。
【０３３６】
　化学発光アッセイのための混合物を形成するために検査試料および特異的結合対が添加
される順番は重要でない。第一の特異的結合対が、アクリジニウム化合物などの化学発光
剤で検出可能に標識されていれば、検出可能に標識された第一の特異的結合対－分析物複
合体が形成される。あるいは、第二の特異的結合対が使用され、および第二の特異的結合
対がアクリジニウム化合物などの化学発光剤で検出可能に標識されていれば、検出可能に
標識された第一の特異的結合対－分析物－第二の特異的結合体の複合体が形成される。標
識されているかまたは標識されていないかを問わず、全ての結合されていない特異的結合
対は、洗浄などの本分野で公知のいずれかの技術を用いて混合物から除去することができ
る。
【０３３７】
　過酸化水素は、混合物中において原位置で生成され得、または上記アクリジニウム化合
物の添加前、添加と同時もしくは添加後に、混合物に提供もしくは供給され得る（例えば
、過酸化水素源は、過酸化水素を含有することが知られている１つもしくはそれ以上の緩
衝液または他の溶液である。）。過酸化水素は、当業者に自明な多数の方法で、原位置に
て生成され得る。
【０３３８】
　試料に少なくとも１つの塩基性溶液を同時にまたはその後に添加すると、分析物の存在
の指標となる検出可能なシグナル（すなわち、化学発光シグナル）が生成される。塩基性
溶液は、少なくとも１つの塩基を含有し、１０より大きいまたは１０に等しい、好ましく
は、１２より大きいまたは１２に等しいｐＨを有する。塩基性溶液の例には、水酸化ナト
リウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、水酸化アンモニウム、水酸化マグネシウム
、炭酸ナトリウム、炭酸水素ナトリウム、水酸化カルシウム、炭酸カルシウムおよび炭酸
水素カルシウムが含まれるが、これらに限定されない。試料に添加される塩基性溶液の量
は、塩基性溶液の濃度に依存する。使用される塩基性溶液の濃度に基づいて、当業者は、
試料に添加される塩基性溶液の量を容易に決定することができる。
【０３３９】
　生成される化学発光シグナルは、当業者に公知の定型的な技術を用いて検出することが
できる。生成されたシグナルの強度に基づいて、試料中の分析物の量を定量することがで
きる。具体的には、試料中の分析物の量は生成されたシグナルの強度に比例する。存在す
る分析物の量は、生成された光の量を分析物に対する標準曲線と比較することによって、
または参照標準と比較することによって定量することができる。標準曲線は、質量分析法
、重力測定法および本分野で公知の他の技術によって、分析物の既知濃度の系列希釈また
は溶液を用いて作製することができる。上記は、化学発光剤としてアクリジニウム化合物
を使用することを強調して記載されているが、当業者は、他の化学発光剤を使用するため
に、容易にこの記述を改変することができる。
【０３４０】
　一般に、分析物イムノアッセイは、サンドイッチフォーマットなど（但し、これに限定
されない。）の本分野で公知のあらゆるフォーマットを用いて実施することができる。具
体的には、１つのイムノアッセイフォーマットにおいて、試料中の分析物（ヒト分析物な
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ど）またはその断片を分離および定量するために、少なくとも２つの抗体が使用される。
より具体的には、少なくとも２つの抗体は、分析物（またはその断片）上の異なるエピト
ープに結合して、免疫複合体を形成し、これは、「サンドイッチ」と称される。一般に、
イムノアッセイでは、検査試料中の分析物（またはその断片）を捕捉するために、１つま
たは２つ以上の抗体を使用することが可能であり（これらの抗体は、しばしば、「捕捉」
抗体と称される。）、１つまたは２つ以上の抗体は、サンドイッチに検出可能な（すなわ
ち、定量可能な）標識を結合させるために使用することができる（これらの抗体は、しば
しば、「検出抗体」、「連結体」と称される。）。従って、サンドイッチイムノアッセイ
フォーマットにおいて、本明細書に記載されている結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇ（
またはその断片、変種もしくは変種の断片）は、捕捉抗体、検出抗体または両者として使
用することができる。例えば、分析物（またはその断片）上の第一のエピトープを結合す
ることができるドメインを有する１つの結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇを捕捉用薬剤
として使用することができ、および／または分析物（またはその断片）上の第二のエピト
ープを結合することができるドメインを有する別の結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇを
検出用薬剤として使用することができる。これに関して、分析物（またはその断片）上の
第一のエピトープを結合することができる第一のドメインおよび分析物（またはその断片
）上の第二のエピトープを結合することができる第二のドメインを有する結合タンパク質
またはＤＶＤ－Ｉｇは捕捉用薬剤および／または検出用薬剤として使用することができる
。あるいは、２つまたはそれ以上の分析物を検出し、場合によって定量するために、第一
の分析物（またはその断片）上のエピトープを結合することができる第一のドメインおよ
び第二の分析物（またはその断片）上のエピトープを結合することができる第二のドメイ
ンを有する１つの結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇを捕捉用薬剤および／または検出用
薬剤として使用することができる。単量体形態および二量体／多量体形態など、ホモまた
はヘテロ形態（ｈｅｔｅｒｏｍｅｒｉｃ）であり得る２以上の形態で、分析物が試料中に
存在し得る場合には、単量体形態上にのみ露出されているエピトープを結合することがで
きるドメインを有する１つの結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇおよび二量体／多量体形
態の異なる部分上のエピトープを結合することができるドメインを有する別の結合タンパ
ク質またはＤＶＤ－Ｉｇを捕捉用薬剤および／または検出用薬剤として使用することがで
き、これにより、その分析物の異なる形態の検出および場合によって定量が可能になる。
さらに、単一の結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇ内でおよび／または結合タンパク質ま
たはＤＶＤ－Ｉｇ間で異なる親和性を有する結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇを使用す
ることは、結合力の利点を与え得る。本明細書に記載されているイムノアッセイにおいて
、結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇの構造内に１つまたは２つ以上のリンカーを取り込
ませることが一般に有用であり得、または所望され得る。存在する場合、最適には、リン
カーは、内側ドメインによるあるエピトープの結合および外側ドメインによる別のエピト
ープの結合を可能にするのに十分な長さと構造的柔軟性を有するリンカーとすべきである
。この点に関して、結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇが２つの異なる分析物を結合する
ことができ、および一方の分析物が他方より大きい場合には、望ましくは、より大きな分
析物は外側ドメインによって結合される。
【０３４１】
　一般的に言えば、分析物（またはその断片）に関して検査されている試料（例えば、分
析物を含有することが疑われている試料）は、少なくとも１つの捕捉用薬剤および少なく
とも１つの検出用薬剤（例えば、捕捉用薬剤および／または検出用薬剤が複数の薬剤を含
む場合のように、第二の検出用薬剤または第三の検出用薬剤または連続した次数の薬剤で
さえあり得る。）と、同時にまたは任意の順序で逐次に、接触させることができる。例え
ば、検査試料は、まず、少なくとも１つの捕捉用薬剤と接触させ、次いで（逐次に）少な
くとも１つの検出用薬剤と接触させることができる。あるいは、検査試料は、まず、少な
くとも１つの検出用薬剤と接触させ、次いで（逐次に）少なくとも１つの捕捉用薬剤と接
触させることができる。さらに別の方法では、検査試料は、捕捉用薬剤および検出用薬剤
と同時に接触させることができる。
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【０３４２】
　サンドイッチアッセイフォーマットでは、分析物（またはその断片）を含有すると疑わ
れている試料を、まず、第一の薬剤／分析物複合体の形成を可能にする条件下で、少なく
とも１つの第一の捕捉用薬剤と接触させる。２以上の捕捉用薬剤が使用される場合、２つ
またはそれ以上の捕捉用薬剤を含む第一の捕捉用薬剤／分析物複合体が形成される。サン
ドイッチアッセイでは、薬剤、すなわち、好ましくは、少なくとも１つの捕捉用薬剤は、
検査試料中に予想される分析物（またはその断片）の最大量のモル濃度過剰量で使用され
る。例えば、薬剤の約５μｇから約１ｍｇ／ｍＬ緩衝液（例えば、微粒子コーティング緩
衝液）を使用することができる。
【０３４３】
　多くの場合小分子分析物の測定に用いられる競合阻害イムノアッセイは、単一の抗体（
すなわち、本開示の文脈における結合タンパク質および／またはＤＶＤ－Ｉｇ）による結
合が必要とされるため、逐次的で古典的なフォーマットを含む。逐次的競合阻害イムノア
ッセイにおいて、目的の分析物に対する捕捉用薬剤は、マイクロタイタープレートのウェ
ルまたはその他の固体支持体上に被覆される。目的の分析物を含有する試料がウェルに添
加される場合、目的の分析物は捕捉用薬剤に結合する。洗浄後、捕捉抗体に結合すること
が可能な、標識された（例えば、ビオチンまたは西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
）分析物の既知量がウェルに添加される。シグナルを生成するために、酵素標識に対する
基質が必要である。ＨＲＰに対する適切な基質の例は、３，３’，５，５’－テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）である。洗浄後、標識された分析物によって生成されたシグナル
が測定され、シグナルは試料中の分析物の量に反比例する。古典的な競合阻害イムノアッ
セイでは通常、目的の分析物に対する抗体（すなわち、本開示の文脈における結合タンパ
ク質および／またはＤＶＤ－Ｉｇ）が固体支持体（例えば、マイクロタイタープレートの
ウェル）上に被覆される。しかしながら、逐次的競合阻害イムノアッセイと異なり、試料
および標識された分析物は同時にウェルに添加される。試料中のいずれかの分析物が、捕
捉用薬剤への結合に関して、標識された分析物と競合する。洗浄後、標識された分析物に
よって生成されたシグナルが測定され、シグナルは試料中の分析物の量に反比例する。当
然ながら、これらのフォーマットには多くの変法が存在し（例えば、固体基質との結合が
行われる場合、フォーマットが一段階、二段階、遅延型二段階等であるか等）、これらは
当業者に認識されている。
【０３４４】
　場合によって、少なくとも１つの捕捉用薬剤（例えば、第一の捕捉用薬剤）と検査試料
を接触させる前に、少なくとも１つの捕捉用薬剤を固体支持体に結合させることが可能で
あり、これは検査試料からの第一の薬剤／分析物（またはその断片）複合体の分離を容易
にする。捕捉用薬剤が結合される基材は、試料からの捕捉用薬剤－分析物複合体の分離を
容易にするあらゆる適切な固体支持体または固相であり得る。
【０３４５】
　例には、マイクロタイタープレートなどのプレートのウェル、試験管、多孔性ゲル（例
えば、シリカゲル、アガロース、デキストランまたはゼラチン）、ポリマー性フィルム（
例えば、ポリアクリルアミド）、ビーズ（例えば、ポリスチレンビーズまたは磁気ビーズ
）、フィルター／膜（例えば、ニトロセルロースまたはナイロン）の細片、微粒子（例え
ば、ラテックス粒子、磁気化可能な微粒子（例えば、酸化第二鉄または酸化クロムコアお
よびホモまたはヘテロポリマー性コートおよび約１から１０ミクロンの半径を有する微粒
子））が含まれる。基材は、抗原を結合するための適切な表面親和性および検出抗体によ
る接近を可能にするのに十分な多孔性を有する適切な多孔性材料を含み得る。一般に、微
孔性材料が好ましいが、水和された状態のゼラチン性材料を使用することができる。好ま
しくは、このような多孔性基材は、約０．０１から約０．５ｍｍ、好ましくは約０．１ｍ
ｍの厚さを有するシートの形態である。孔の大きさは大きく変動し得るが、好ましくは、
孔の大きさは、約０．０２５から約１５ミクロン、より好ましくは、約０．１５から約１
５ミクロンである。このような基材の表面は、基材への抗体の共有結合を引き起こす化学
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的プロセスによって受動的に被覆する、または活性化することができる。一般に疎水性の
力を通じた吸着による、抗原または抗体の基材への不可逆的な結合が生じる。あるいは、
抗体を基材へ共有的に結合させるために化学的カップリング剤または他の手段を使用する
ことができる（但し、このような結合は、分析物に結合する抗体の能力を妨害しない。）
。あるいは、抗体（すなわち、本開示の文脈における結合タンパク質および／またはＤＶ
Ｄ－Ｉｇ）は、ストレプトアビジン（例えば、ＤＹＮＡＬ（Ｒ）Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｂｅ
ａｄｓ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ）またはビオチン（例えば
、Ｐｏｗｅｒ－ＢｉｎｄＴＭ－ＳＡ－ＭＰストレプトアビジンによって被覆された微粒子
（Ｓｅｒａｄｙｎ，　Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，　ＩＮ）を用いて）で予め被覆されて
いる微粒子または抗種特異的モノクローナル抗体（すなわち、本開示の文脈における結合
タンパク質および／またはＤＶＤ－Ｉｇ）と結合させることができる。必要または所望で
あれば、抗体（すなわち、本開示の文脈における結合タンパク質および／またはＤＶＤ－
Ｉｇ）上の様々な官能基との反応性を許容するために、基材（例えば標識用）を誘導体化
することができる。このような誘導体化は、ある種のカップリング剤の使用を必要とし、
その例には、無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドおよび１－エチル－３－（
３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドが含まれるが、これらに限定されない。所
望であれば、それぞれが分析物に対して特異的である１つまたは２つ以上の捕捉用薬剤（
抗体（またはその断片）など）（すなわち、本開示の文脈における結合タンパク質および
／またはＤＶＤ－Ｉｇ）を、（例えば、バイオチップ構成におけるように）異なる物理的
なまたは割り当て可能な位置において、固相に付着させることができる（例えば、米国特
許第６，２２５，０４７号、ＰＣＴ公開ＷＯ９９／５１７７３、米国特許第６，３２９，
２０９号；ＰＣＴ公開ＷＯ００／５６９３４および米国特許第５，２４２，８２８号を参
照）。捕捉用薬剤が固相支持体としての質量分析プローブに付着されている場合、プロー
ブに結合された分析物の量は、レーザー脱離イオン化質量分析法によって検出することが
できる。あるいは、１つまたは２つ以上の捕捉用薬剤で誘導体化されており、それにより
、単一の場所に分析物を捕捉する異なるビーズを単一のカラムに充填することができる（
抗体によって誘導体化された、ビーズをベースとする技術、例えば、Ｌｕｍｉｎｅｘ（Ａ
ｕｓｔｉｎ，ＴＸ）のｘＭＡＰ技術を参照）。
【０３４６】
　分析物（またはその断片）に関してアッセイされている検査試料を少なくとも１つの捕
捉用薬剤（例えば、第一の捕捉用薬剤）と接触させた後、第一の補足用薬剤（または複数
の補足用薬剤）－分析物（またはその断片）複合体の形成を可能にするために、混合物を
温置する。温置は、約４．５から約１０．０のｐＨで、約２℃から約４５℃の温度で、少
なくとも約１分から約１８時間、好ましくは約１から約２４分間、最も好ましくは約４か
ら約１８分間実施され得る。本明細書に記載されているイムノアッセイは、１工程で（検
査試料、少なくとも１つの捕捉用薬剤および少なくとも１つの検出用薬剤が、反応容器へ
逐次にまたは同時に全て添加されることを意味する。）または２工程、３工程などの２以
上の工程で実施することができる。
【０３４７】
　（第一のまたは複数の）捕捉用薬剤／分析物（またはその断片）複合体の形成後、次い
で、この複合体を、（第一のまたは複数の）捕捉用薬剤／分析物（またはその断片）／第
二の検出用薬剤複合体の形成を可能にする条件下で少なくとも１つの検出用薬剤と接触さ
せる。明確にするために、「第二の」薬剤（例えば、第二の検出用薬剤）という見出しが
付いているが、実際には、捕捉および／または検出のために複数の薬剤が使用される場合
、少なくとも１つの検出用薬剤は、イムノアッセイにおいて使用される第二、第三、第四
の薬剤などであり得る。捕捉用薬剤／分析物（またはその断片）複合体を２以上の検出抗
体と接触させる場合、（第一のまたは複数の）捕捉用薬剤／分析物（またはその断片）／
（複数の）検出用薬剤複合体が形成される。捕捉用薬剤（例えば、第一の捕捉用薬剤）と
同様に、少なくとも１つの（例えば、第二のおよびあらゆる以降の）検出用薬剤を捕捉用
薬剤／分析物（またはその断片）複合体と接触させる場合、（第一のまたは複数の）捕捉
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用薬剤／分析物（またはその断片）／（第二のまたは複数の）検出用薬剤複合体の形成の
ために、上に記載されている条件と同様の条件下での温置の期間が必要とされる。好まし
くは、少なくとも１つの検出用薬剤は検出可能な標識を含有する。検出可能な標識は、（
第一のまたは複数の）捕捉用薬剤／分析物（またはその断片）／（第二のまたは複数の）
検出用薬剤複合体の形成の前に、同時にまたは後に、少なくとも１つの検出用薬剤（例え
ば、第二の検出用薬剤）に結合させることができる。本分野において公知のあらゆる検出
可能な標識を使用することができる（Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ　（
１９９７）　ａｎｄ　Ｈａｕｇｌａｎｄ　（１９９６）参考文献を含む、上記考察を参照
）。
【０３４８】
　検出可能な標識は、直接またはカップリング剤を通じて薬剤に結合させることができる
。使用可能なカップリング剤の例は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＯから市販されているＥＤＡＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カ
ルボジイミド、塩酸塩）である。使用可能な他のカップリング剤が、本分野において公知
である。抗体に検出可能な標識を結合させる方法は、本分野において公知である。さらに
、ＣＰＳＰ－アクリジニウムエステル（すなわち、９－［Ｎ－トシル－Ｎ－（３－カルボ
キシプロピル）］－１０－（３－スルホプロピル）アクリジニウムカルボキサミド）また
はＳＰＳＰ－アクリジニウムエステル（すなわち、Ｎ１０－（３－スルホプロピル）－Ｎ
－（３－スルホプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサミドなど、検出可能な標識
の薬剤へのカップリングを容易にする末端基を既に含有する多くの検出可能な標識を購入
し、または合成することができる。
【０３４９】
　（第一のまたは複数の）捕捉用薬剤／分析物／（第二のまたは複数の）検出用薬剤複合
体は、標識の定量前に、検査試料の残りから分離することができるが、分離しなければな
らないわけではない。例えば、少なくとも１つの捕捉用薬剤（例えば、第一の捕捉用薬剤
、例えば本開示による結合タンパク質および／またはＤＶＤ－Ｉｇ）をウェルまたはビー
ズなどの固体支持体に結合させる場合、分離は、固体支持体との接触から（検査試料の）
流体を除去することによって達成され得る。あるいは、少なくとも１つの第一の捕捉用薬
剤が固体支持体に結合されている場合には、第一の（複数の）薬剤／分析物／第二の（複
数の）薬剤複合体を形成させるために、少なくとも１つの第一の捕捉用薬剤を、分析物を
含有する試料および少なくとも１つの第二の検出抗体と同時に接触させた後、固体支持体
との接触から流体（検査試料）を除去し得る。少なくとも１つの第一の捕捉用薬剤が固体
支持体に結合されていない場合、標識の量の定量のために、（第一のまたは複数の）捕捉
用薬剤／分析物／（第二のまたは複数の）検出用薬剤複合体を検査試料から除去する必要
はない。
【０３５０】
　標識された捕捉用薬剤／分析物／検出用薬剤複合体（例えば、第一の捕捉用薬剤／分析
物／第二の検出用薬剤複合体）の形成後、本分野において公知の技術を用いて、複合体中
の標識の量を定量する。例えば、酵素標識が使用される場合、標識された複合体は、発色
などの定量可能な反応を与える標識に対する基質と反応させる。標識が放射性標識であれ
ば、標識は、シンチレーションカウンターなどの適切な手段を用いて定量される。標識が
蛍光標識である場合、１つの色の光（「励起波長」として知られる。）で標識を刺激し、
刺激に応答して標識により発せられる別の色（「発光波長」として知られる。）を検出す
ることによって、標識を定量する。標識が化学発光標識である場合、視覚的にまたはルミ
ノメータ、Ｘ線フィルム、高速写真フィルム、ＣＣＤカメラなどを使用することによって
発せられた光を検出することによって、標識を定量する。複合体中の標識の量が定量され
たら、既知の濃度の分析物またはその断片の系列希釈を用いて作製された標準曲線の使用
によるなど、適切な手段によって、検査試料中の分析物またはその断片の濃度を測定する
。分析物またはその断片の系列希釈を使用する以外に、標準曲線は、重量分析的に、質量
分析によっておよび本分野で公知の他の技術によって作製することができる。



(131) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

【０３５１】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）分析装置を使用する化学発光微粒子アッセイでは、連結体希
釈液のｐＨは約６．０＋／－０．２とすべきであり、微粒子コーティング緩衝液は概ね室
温（すなわち、約１７から約２７℃）に維持すべきであり、微粒子コーティング緩衝液の
ｐＨは約６．５＋／－０．２とすべきであり、微粒子希釈液のｐＨは約７．８＋／－０．
２とすべきである。固体は、好ましくは約０．２％未満、約０．１５％未満、約０．１４
％未満、約０．１３％未満、約０．１２％未満または約０．１１％未満など、約０．１０
％などである。
【０３５２】
　ＦＰＩＡは、競合的結合イムノアッセイの原理に基づく。蛍光標識された化合物は、線
形的に偏光された光によって励起されると、その回転速度に反比例する偏光度を有する蛍
光を発する。蛍光的に標識された追跡物質－抗体複合体が線形的に偏光された光によって
励起されると、光が吸収される時点と光が発せられる時点の間に、蛍光色素の回転が抑制
されるので、発せられた光は高度に偏光された状態を保つ。「遊離の」追跡物質化合物（
すなわち、抗体に結合されていない化合物）が線形的に偏光された光によって励起される
と、その回転は、競合的結合イムノアッセイにおいて生成された対応する追跡物質－抗体
連結体（または本開示による追跡物質－結合タンパク質および／または追跡物質－ＤＶＤ
－Ｉｇ）よりずっと速い。特殊な取り扱いおよび廃棄を必要とする放射性物質が存在しな
いので、ＦＰＩＡはＲＩＡより有利である。さらに、ＦＰＩＡは、容易におよび迅速に実
施することができる均質なアッセイである。
【０３５３】
　上記に照らして、検査試料中の分析物（またはその断片）の存在、量または濃度を測定
する方法が提供される。この方法は、（ｉ）（ｉ’）抗体、分析物に結合することができ
る抗体の断片、分析物に結合することができる抗体の変種、分析物に結合することができ
る抗体の変種の断片、本明細書に開示されているような結合タンパク質、および分析物に
結合することができるＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の断片）の少な
くとも１つおよび（ｉｉ’）少なくとも１つの検出可能な標識を使用すること、ならびに
（ｉｉ）検査試料中の分析物（またはその断片）の存在、量または濃度の直接的なまたは
間接的な指標としての検出可能な標識によって生成されたシグナルを、対照または検量物
質中の分析物（またはその断片）の存在、量または濃度の直接的なまたは間接的な指標と
して生成されたシグナルと比較することを含む、アッセイによって、分析物（またはその
断片）に関して検査試料をアッセイすることを含む。場合によって、検量物質は、検量物
質の各々が分析物の濃度において他の検量物質と異なる一連の検量物質の一部である。
【０３５４】
　前記方法は、（ｉ）第一の特異的結合対／分析物（またはその断片）複合体を形成する
ために、抗体、分析物に結合することができる抗体の断片、分析物に結合することができ
る抗体の変種、分析物に結合することができる抗体の変種の断片、本明細書に開示されて
いるような結合タンパク質、および分析物に結合することができるＤＶＤ－Ｉｇ（または
その断片、変種もしくは変種の断片）からなる群から選択される、分析物（またはその断
片）に対する少なくとも１つの第一の特異的結合対と検査試料を接触させること、（ｉｉ
）第一の特異的結合対／分析物（またはその断片）／第二の特異的結合対複合体を形成す
るために、検出可能に標識された抗分析物抗体、分析物に結合することができる抗分析物
抗体の検出可能に標識された断片、分析物に結合することができる抗分析物抗体の検出可
能に標識された変種、分析物に結合することができる抗分析物抗体の変種の検出可能に標
識された断片、分析物に結合することができる本明細書に開示されているような検出可能
に標識された結合タンパク質、および検出可能に標識されたＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断
片、変種もしくは変種の断片）からなる群から選択される、分析物（またはその断片）に
対する少なくとも１つの第二の特異的結合対と第一の特異的結合対／分析物（またはその
断片）複合体を接触させること、ならびに（ｉｉｉ）（ｉｉ）で形成された第一の特異的
結合対／分析物（またはその断片）／第二の特異的結合対複合体中の検出可能な標識によ
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って生成されるシグナルを検出または測定することによって、検査試料中の分析物の存在
、量または濃度を測定することを含み得る。本明細書中に記載されているような、分析物
（またはその断片）に対する少なくとも１つの第一の特異的結合対および／または分析物
（またはその断片）に対する少なくとも１つの第二の特異的結合対が本明細書に開示され
ているような結合タンパク質またはＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の
断片）である方法は、好ましい場合があり得る。
【０３５５】
　あるいは、前記方法は、抗体、分析物に結合することができる抗体の断片、分析物に結
合することができる抗体の変種、分析物に結合することができる抗体の変種の断片、本明
細書に開示されているような結合タンパク質、およびＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変
種もしくは変種の断片）からなる群から選択される、分析物（またはその断片）に対する
少なくとも１つの第一の特異的結合対と検査試料を接触させること、ならびに、同時にま
たはいずれかの順序で逐次的に、少なくとも１つの第一の特異的結合対への結合に関して
分析物（またはその断片）と競合することが可能でありおよび検出可能に標識された分析
物、第一の特異的結合対に結合することができる分析物の検出可能に標識された断片、第
一の特異的結合対に結合することができる分析物の検出可能に標識された変種および第一
の特異的結合対に結合することができる分析物の変種の検出可能に標識された断片からな
る群から選択される少なくとも１つの第二の特異的結合対と検査試料を接触させることを
含み得る。検査試料中に存在するいずれかの分析物（またはその断片）および少なくとも
１つの第二の特異的結合対は、互いに競合して、それぞれ、第一の特異的結合対／分析物
（またはその断片）複合体および第一の特異的結合対／第二の特異的結合対複合体を形成
する。前記方法は、（ｉｉ）で形成された第一の特異的結合対／第二の特異的結合対複合
体中の検出可能な標識によって生成されたシグナルを検出または測定することによって、
検査試料中の分析物の存在、量または濃度を測定することをさらに含み、第一の特異的結
合対／第二の特異的結合対／第二の特異的結合対複合体中の検出可能な標識によって生成
されるシグナルは、検査試料中の分析物の量または濃度に反比例する。
【０３５６】
　上記方法は、検査試料が得られた患者の治療的／予防的処置の有効性を診断し、予測し
、または評価することをさらに含み得る。前記方法が、検査試料が得られた患者の治療的
／予防的処置の有効性を評価することをさらに含む場合には、前記方法は、有効性を向上
させる必要に応じて、患者の治療的／予防的処置を修正することを場合によってさらに含
む。前記方法は、自動化されたシステムまたは半自動化されたシステムで使用するために
適宜に改変され得る。
【０３５７】
　より具体的には、試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決
定する方法が提供される。方法は、イムノアッセイにより抗原（またはその断片）に関し
て試験試料をアッセイする工程を含む。イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結
合タンパク質および少なくとも１種類の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料にお
ける抗原（またはその断片）の存在、量または濃度の直接または間接指標としての検出可
能な標識により発生したシグナルを、対照または検量物質における抗原（またはその断片
）の存在、量または濃度の直接または間接指標として発生したシグナルと比較する工程を
含む。検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原（
またはその断片）の濃度が異なる一連の検量物質の一部である。少なくとも１種類の結合
タンパク質の１つは、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は
、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の重鎖可変ドメインであり
、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（ま
たはその抗原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメ
インであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものである
リンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含むポリペプチ
ド鎖を含み、（ｉｉ’）一対の抗原と結合することができる。方法は、（ｉ）試験試料を
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、抗原（またはその断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接
触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体を形成する工程、（ｉｉ）捕捉用薬
剤／抗原（またはその断片）複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬剤が結合してい
ない抗原（またはその断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検出用薬剤と
接触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用薬剤複合体を形成する工程およ
び（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用
薬剤複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料におけ
る抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少な
くとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤は少なくとも１
種類の結合タンパク質である。あるいは、方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（またはその
断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤
／抗原（またはその断片）複合体を形成し、同時またはいずれかの順序で逐次的に、試験
試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において試験試料における任意の抗原（
またはその断片）と競合し得る検出可能に標識された抗原（またはその断片）と接触させ
、試験試料中に存在する任意の抗原（またはその断片）および検出可能に標識された抗原
が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体および捕捉用薬
剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）複合体を形成する工程および（ｉｉ）
（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）
複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗
原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少なくと
も１種類の捕捉用薬剤は少なくとも１種類の結合タンパク質であり、捕捉用薬剤／検出可
能に標識された抗原（またはその断片）複合体における検出可能な標識により発生したシ
グナルは、試験試料における抗原（またはその断片）の量または濃度に反比例する。試験
試料は患者に由来するものであってよく、この場合、方法は、治療上／予防上の患者処置
の有効性を診断、予後診断または評価する工程をさらに含むことができる。方法が治療上
／予防上の患者処置の有効性を評価する工程をさらに含む場合、方法は、治療上／予防上
の患者処置を必要に応じ修正して有効性を改善する工程を場合によってさらに含む。方法
は、自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合されてよい。
【０３５８】
　試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定する別の方法が
提供される。方法は、イムノアッセイにより抗原（またはその断片）に関して試験試料を
アッセイする工程を含む。イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結合タンパク質
および少なくとも１種類の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗原（ま
たはその断片）の存在、量または濃度の直接または間接指標としての検出可能な標識によ
って発生したシグナルを、対照または検量物質における抗原（またはその断片）の存在、
量または濃度の直接または間接指標として発生したシグナルと比較する工程を含む。検量
物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原（またはその
断片）の濃度が異なる一連の検量物質の一部である。少なくとも１種類の結合タンパク質
の１つは、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親
抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は
、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗
原結合部分）から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり
、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーで
あり、（Ｘ２）ｎは、場合により存在するＦｃ領域である。）を含むポリペプチド鎖を含
み、（ｉｉ’）一対の抗原と結合することができる。方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（
またはその断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、
捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体を形成する工程、（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原
（またはその断片）複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬剤と結合していない抗原
（またはその断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検出用薬剤と接触させ
、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用薬剤複合体を形成する工程および（ｉｉ
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ｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用薬剤複合
体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗原（
またはその断片）の存在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少なくとも１
種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類の検出用薬剤は少なくとも１種類の結
合タンパク質である。あるいは、方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（またはその断片）上
のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原（
またはその断片）複合体を形成し、同時またはいずれかの順序で逐次的に、試験試料を、
少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において試験試料における任意の抗原（またはそ
の断片）と競合し得る検出可能に標識された抗原（またはその断片）と接触させ、試験試
料中に存在する任意の抗原（またはその断片）および検出可能に標識された抗原が互いに
競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体および捕捉用薬剤／検出
可能に標識された抗原（またはその断片）複合体を形成する工程および（ｉｉ）（ｉｉ）
において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）複合体に
おける検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗原（また
はその断片）の存在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少なくとも１種類
の捕捉用薬剤は少なくとも１種類の結合タンパク質であり、捕捉用薬剤／検出可能に標識
された抗原（またはその断片）複合体における検出可能な標識により発生したシグナルは
、試験試料における抗原（またはその断片）の量または濃度に反比例する。試験試料が患
者に由来する場合、方法は、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診断または
評価する工程をさらに含むことができる。方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評
価する工程をさらに含む場合、方法は、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して
有効性を改善する工程を場合によってさらに含む。方法は、自動システムまたは半自動シ
ステムにおいて使用するために適合されてよい。
【０３５９】
　試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定するさらに別の
方法が提供される。方法は、イムノアッセイにより抗原（またはその断片）に関して試験
試料をアッセイする工程を含む。イムノアッセイは、（ｉ）少なくとも１種類の結合タン
パク質および少なくとも１種類の検出可能な標識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗
原（またはその断片）の存在、量または濃度の直接または間接指標としての検出可能な標
識により発生したシグナルを、対照または検量物質における抗原（またはその断片）の存
在、量または濃度の直接または間接指標として発生したシグナルと比較する工程を含む。
検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原（または
その断片）の濃度が異なる一連の検量物質の一部である。少なくとも１種類の結合タンパ
ク質の１つは、（ｉ’）第一のポリペプチド鎖が、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－
Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一
の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なってい
てもよい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメイン
であり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合
はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは、場合により存在するＦｃ領域
である。）を含み、第二のポリペプチド鎖が、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の軽
鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていても
よい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第二の軽鎖可変ドメインであ
り、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣ
Ｈ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは、場合により存在するＦｃ領域であ
る。）を含む、第一のポリペプチド鎖および第二のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）一
対の抗原と結合することができる。方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（またはその断片）
上のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原
（またはその断片）複合体を形成する工程、（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原（またはその断片
）複合体を、検出可能な標識を含み、捕捉用薬剤と結合していない抗原（またはその断片
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）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗
原（またはその断片）／検出用薬剤複合体を形成する工程および（ｉｉｉ）（ｉｉ）にお
いて形成された捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用薬剤複合体における検出可
能な標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗原（またはその断片）
の存在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少なくとも１種類の捕捉用薬剤
および／または少なくとも１種類の検出用薬剤は少なくとも１種類の結合タンパク質であ
る。あるいは、方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（またはその断片）上のエピトープと結
合する少なくとも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）
複合体を形成し、同時またはいずれかの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類
の捕捉用薬剤との結合において試験試料における任意の抗原（またはその断片）と競合し
得る検出可能に標識された抗原（またはその断片）と接触させ、試験試料中に存在する任
意の抗原（またはその断片）および検出可能に標識された抗原が互いに競合して、それぞ
れ捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体および捕捉用薬剤／検出可能に標識された
抗原（またはその断片）複合体を形成する工程および（ｉｉ）（ｉｉ）において形成され
た捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）複合体における検出可能な
標識により発生したシグナルに基づいて、試験試料における抗原（またはその断片）の存
在、量または濃度を決定する工程を含むことができ、少なくとも１種類の捕捉用薬剤は少
なくとも１種類の結合タンパク質であり、捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（また
はその断片）複合体における検出可能な標識により発生したシグナルは、試験試料におけ
る抗原（またはその断片）の量または濃度に反比例する。試験試料が患者に由来する場合
、方法は、治療上／予防上の患者処置の有効性を診断、予後診断または評価する工程をさ
らに含むことができる。方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価する工程をさら
に含む場合、方法は、治療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効性を改善する
工程を場合によってさらに含む。方法は、自動システムまたは半自動システムにおいて使
用するために適合されてよい。
【０３６０】
　試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定するさらにまた
別の方法が提供される。方法は、イムノアッセイにより抗原（またはその断片）に関して
試験試料をアッセイする工程を含む。イムノアッセイは、（ｉ）２種類の抗原と結合する
ことができる少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇ、および少なくとも１種類の検出可能な標
識を利用し、（ｉｉ）試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度の
直接または間接指標としての検出可能な標識により発生したシグナルを、対照または検量
物質における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度の直接または間接指標として
発生したシグナルと比較する工程を含む。検量物質は、場合によって、検量物質の各々が
シリーズ内の他の検量物質と抗原（またはその断片）の濃度が異なる一連の検量物質の一
部である。少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇの１つは、（ｉ’）第一および第三のポリペ
プチド鎖が、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親
抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は
、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗
原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり
、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーで
あり、（Ｘ２）ｎは、場合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二および第四の
ポリペプチド鎖が、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第
一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、Ｖ
Ｄ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（または
その抗原結合部分）から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメイン
であり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリン
カーであり、（Ｘ２）ｎは、場合により存在するＦｃ領域である。）を含む、４本のポリ
ペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）２種類の抗原（またはその断片）と結合することができる
。方法は、（ｉ）試験試料を、抗原（またはその断片）上のエピトープと結合する少なく



(136) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

とも１種類の捕捉用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体を形成
する工程、（ｉｉ）捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体を、検出可能な標識を含
み、捕捉用薬剤が結合していない抗原（またはその断片）上のエピトープと結合する少な
くとも１種類の検出用薬剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）／検出用薬
剤複合体を形成する工程および（ｉｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／抗原
（またはその断片）／検出用薬剤複合体における検出可能な標識により発生したシグナル
に基づいて、試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定する
工程を含むことができ、少なくとも１種類の捕捉用薬剤および／または少なくとも１種類
の検出用薬剤は少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇである。あるいは、方法は、（ｉ）試験
試料を、抗原（またはその断片）上のエピトープと結合する少なくとも１種類の捕捉用薬
剤と接触させ、捕捉用薬剤／抗原（またはその断片）複合体を形成し、同時またはいずれ
かの順序で逐次的に、試験試料を、少なくとも１種類の捕捉用薬剤との結合において試験
試料における任意の抗原（またはその断片）と競合し得る検出可能に標識された抗原（ま
たはその断片）と接触させ、試験試料中に存在する任意の抗原（またはその断片）および
検出可能に標識された抗原が互いに競合して、それぞれ捕捉用薬剤／抗原（またはその断
片）複合体および捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）複合体を形
成する工程および（ｉｉ）（ｉｉ）において形成された捕捉用薬剤／検出可能に標識され
た抗原（またはその断片）複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づ
いて、試験試料における抗原（またはその断片）の存在、量または濃度を決定する工程を
含むことができ、少なくとも１種類の捕捉用薬剤は少なくとも１種類のＤＶＤ－Ｉｇであ
り、捕捉用薬剤／検出可能に標識された抗原（またはその断片）複合体における検出可能
な標識により発生したシグナルは、試験試料における抗原（またはその断片）の量または
濃度に反比例する。試験試料が患者に由来する場合、方法は、治療上／予防上の患者処置
の有効性を診断、予後診断または評価する工程をさらに含むことができる。方法が治療上
／予防上の患者処置の有効性を評価する工程をさらに含む場合、方法は、治療上／予防上
の患者処置を必要に応じ修正して有効性を改善する工程を場合によってさらに含む。方法
は、自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合されてよい。
【０３６１】
　アッセイ（およびそのためのキット）の方法に関して、市販の抗分析物抗体または文献
に記載されている抗分析物を作製するための方法を使用することが可能であり得る。様々
な抗体の商業的な供給物には、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉ
ｎｃ．（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）、Ｇｅｎ　Ｗａｙ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，　Ｉｎｃ．
（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）およびＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（ＲＤＳ；Ｍｉｎｎｅａｐ
ｏｌｉｓ，ＭＮ）が含まれるが、これらに限定されない。
【０３６２】
　一般に、例えば、疾病または疾病のリスクを検出するために、分析物またはその断片に
関して検査試料をアッセイする際に得られた結果を評価するためのベンチマークとして、
所定のレベルを使用することができる。一般に、このような比較を行う際には、分析物の
存在、量または濃度の、疾病、疾患もしくは症状の特定の段階もしくは評価項目とのまた
は特定の臨床的徴候との結び付けまたは関連付けができるような適切な条件下で、十分な
回数、特定のアッセイを実施することによって、所定のレベルが得られる。典型的には、
所定のレベルは、参照対象（または対象の集団）のアッセイを用いて得られる。測定され
る分析物には、その断片、その分解産物および／またはその酵素的切断産物が含まれ得る
。
【０３６３】
　特に、疾病の進行および／または治療をモニターするために使用される所定のレベルに
関して、分析物またはその断片の量または濃度は、「変化せず」、「好ましい」（または
「好ましく変化した」）または「好ましくない」（または「好ましくないように変化した
」）であり得る。「上昇した」または「増加した」は、典型的なもしくは正常なレベルも
しくは範囲（例えば、所定のレベル）より高い、または別の参照レベルもしくは範囲（例
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えば、より早いまたはベースライン試料）より高い検査試料中の量または濃度を表す。「
低下した」または「減少した」という用語は、典型的なもしくは正常なレベルもしくは範
囲（例えば、所定のレベル）より低い、または別の参照レベルもしくは範囲（例えば、よ
り早いまたはベースライン試料）より低い検査試料中の量または濃度を表す。「変化した
」という用語は、典型的なもしくは正常なレベルもしくは範囲（例えば、所定のレベル）
に比べてまたは別の参照レベルもしくは範囲（例えば、より早いまたはベースライン試料
）に比べて変化した（増加したまたは減少した）試料中の量または濃度を表す。
【０３６４】
　分析物に対する典型的なまたは正常なレベルまたは範囲は、標準的な慣行に従って定義
される。幾つかの事例における分析物のレベルは極めて低いので、典型的なもしくは正常
なレベルもしくは範囲または参照レベルもしくは範囲と比べて、実験誤差または試料の変
動によって説明できない何らかの正味の変化が存在するときには、いわゆる変化したレベ
ルまたは変化が起こったと考えることができる。従って、ある試料中で測定されたレベル
は、いわゆる正常な対象から得られた類似の試料中で測定されたレベルまたはレベルの範
囲と比較される。この文脈において、「正常な対象」は、検出可能な疾病を持たない個体
であり、例えば、「正常な」（時に、「対照」と称される。）患者または集団は、それぞ
れ、例えば、検出可能な疾病を示さない患者または集団である。さらに、分析物はヒト集
団の大半に高いレベルで一般に見出されないことに鑑みれば、「正常な対象」は、分析物
の大幅な検出可能な増加したまたは上昇した量または濃度を持たない個体と考えることが
でき、「正常な」（時に、「対照」と称される。）患者または集団は、分析物の大幅な検
出可能な増加したまたは上昇した量または濃度を示さない患者または集団である。「見か
け上正常な対象」は、分析物が未だ評価されていないまたは現在評価されている対象であ
る。分析物が通常検出不能である（例えば、正常なレベルがゼロであり、または正常集団
の約２５から約７５パーセンタイルの範囲内にある）が、検査試料中には検出される場合
に、および正常なレベルより高いレベルで、分析物が検査試料中に存在する場合に、分析
物のレベルは「上昇した」と言われる。従って、とりわけ、本開示は、特定の疾病、疾患
または症状を有するまたは有するリスクがある対象に対してスクリーニングする方法を提
供する。アッセイの方法は、他のマーカーのアッセイなども含み得る。
【０３６５】
　従って、本明細書に記載されている方法は、対象が所定の疾病、疾患もしくは症状を有
するかどうか、またはこれらを発症するリスクを有するかどうかを決定するために使用す
ることもできる。具体的には、このような方法は、以下の工程を含み得る。
【０３６６】
　（ａ）（例えば、本明細書に記載されている方法または本分野で公知の方法を用いて）
分析物（またはその断片）の、対象から得た検査試料中の濃度または量を測定する工程；
および
　（ｂ）工程（ａ）で測定された分析物（またはその断片）の濃度または量を所定のレベ
ルと比較し、工程（ａ）で測定された分析物の濃度または量が所定のレベルに関して好ま
しければ、対象は所定の疾病、疾患もしくは症状を有しておらず、またはこれらに対する
リスクを有していないと決定される工程。しかしながら、工程（ａ）において測定された
分析物の濃度または量が所定のレベルに関して好ましくなければ、対象は、所定の疾病、
疾患もしくは症状を有しており、またはこれらに対するリスクを有していると決定される
。
【０３６７】
　さらに、対象中の疾病の進行をモニターする方法が本明細書中に提供される。最適には
、前記方法は、
　（ａ）対象から得られた検査試料中の分析物の濃度または量を測定する工程；
　（ｂ）前記対象から得られたより後の検査試料中の分析物の濃度または量を測定する工
程；および
　（ｃ）工程（ｂ）で測定された分析物の濃度または量を工程（ａ）で測定された分析物
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の濃度または量と比較し、工程（ａ）で測定された分析物の濃度または量と比較したとき
に、工程（ｂ）で測定された濃度または量が変化せずまたは好ましくなければ、対象中の
疾病は継続し、進行し、または悪化したと決定される工程を含む。比較すると、工程（ａ
）で測定された分析物の濃度または量と比較したときに、工程（ｂ）で測定された分析物
の濃度または量が好ましければ、対象中の疾病は継続せず、後退し、または改善したと決
定される。
【０３６８】
　場合によって、前記方法は、工程（ｂ）で測定された分析物の濃度または量を、例えば
、所定のレベルと比較することをさらに含む。さらに、場合によって、比較が工程（ｂ）
で測定された分析物の濃度または量が、例えば、所定のレベルに関して好ましくないよう
に変化した場合、前記方法は、ある期間、１つまたは２つ以上の医薬組成物で対象を治療
することを含む。
【０３６９】
　さらに、前記方法は、１つまたは２つ以上の医薬組成物での治療を受けている対象中の
治療をモニターするために使用することができる。具体的には、このような方法は、対象
が１つまたは２つ以上の医薬組成物を投与される前に、第一の検査試料を対象から得るこ
とを含む。次に、（例えば、本明細書に記載されている方法または本分野で公知の方法を
用いて）、対象から得られた第一の検査試料中の分析物の濃度または量が測定される。分
析物の濃度または量が測定された後に、分析物の濃度または量は、次いで、所定のレベル
と場合によって比較される。第一の検査試料中で測定された分析物の濃度または量が所定
のレベルより低ければ、対象は１つまたは２つ以上の医薬組成物で治療されない。しかし
ながら、第一の検査試料中で測定された分析物の濃度または量が所定のレベルより高けれ
ば、対象は、ある期間、１つまたは２つ以上の医薬組成物で治療される。１つまたは２つ
以上の医薬組成物で対象が治療される期間は、当業者によって決定され得る（例えば、前
記期間は、約７日から約２年間、好ましくは、約１４日から約１年であり得る。）。
【０３７０】
　１つまたは２つ以上の医薬組成物での治療の期間中、次いで、第二のおよびその後の検
査試料が対象から得られる。検査試料の数および前記検査試料が対象から得られる時は重
要ではない。例えば、１つまたは２つ以上の医薬組成物が対象に最初に投与されてから７
日後に、第二の検査試料を取得することができ、１つまたは２つ以上の医薬組成物が対象
に最初に投与されてから２週後に、第三の検査試料を取得することができ、１つまたは２
つ以上の医薬組成物が対象に最初に投与されてから３週後に、第四の検査試料を取得する
ことができ、１つまたは２つ以上の医薬組成物が対象に最初に投与されてから４週後に、
第五の検査試料を取得することができる。
【０３７１】
　各第二のまたはその後の検査試料が対象から取得された後、（例えば、本明細書に記載
されているまたは本分野において公知の方法を用いて）、第二のまたはその後の検査試料
中の分析物の濃度または量を測定する。次いで、第二のおよびその後の各検査試料中にお
いて測定された分析物の濃度または量を、第一の検査試料（例えば、最初に、所定のレベ
ルと場合によって比較された検査試料）中で測定された分析物の濃度または量と比較する
。工程（ａ）で測定された分析物の濃度または量と比較したときに、工程（ｃ）で測定さ
れた分析物の濃度または量が好ましければ、対象中の疾病は継続せず、後退し、または改
善したと決定され、対象は工程（ｂ）の１つまたは医薬組成物の投与を継続すべきである
。しかしながら、工程（ａ）において測定された分析物の濃度または量と比較したときに
、工程（ｃ）において測定された濃度または量が変化せず、または好ましくない場合には
、対象中の疾病は継続し、進行し、または悪化したと決定され、対象は、工程（ｂ）にお
いて対象に投与された１つもしくはそれ以上の医薬組成物のより高い濃度で治療されるべ
きであり、または対象は、工程（ｂ）において対象に投与された１つもしくはそれ以上の
医薬組成物とは異なる１つもしくはそれ以上の医薬組成物で治療されるべきである。具体
的には、対象の分析物のレベルを減少または低下させるために以前に対象が服用した１つ
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または２つ以上の医薬組成物とは異なる１つまたは２つ以上の医薬組成物で対象を治療す
ることができる。
【０３７２】
　一般に、反復検査が行われ得るアッセイ（例えば、疾病の進行および／または治療に対
する応答をモニターする）に関しては、第二のまたはそれ以降の検査試料は、第一の検査
試料が対象から得られた後の時点のある期間に得られる。具体的には、対象から得られた
第二の検査試料は、第一の検査試料が対象から得られた後の分、時間、日、週または年に
取得され得る。例えば、第二の検査試料は、第一の検査試料が対象から得られた約１分、
約５分、約１０分、約１５分、約３０分、約４５分、約６０分、約２時間、約３時間、約
４時間、約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約９時間、約１０時間、約１１時間
、約１２時間、約１３時間、約１４時間、約１５時間、約１６時間、約１７時間、約１８
時間、約１９時間、約２０時間、約２１時間、約２２時間、約２３時間、約２４時間、約
２日、約３日、約４日、約５日、約６日、約７日、約２週、約３週、約４週、約５週、約
６週、約７週、約８週、約９週、約１０週、約１１週、約１２週、約１３週、約１４週、
約１５週、約１６週、約１７週、約１８週、約１９週、約２０週、約２１週、約２２週、
約２３週、約２４週、約２５週、約２６週、約２７週、約２８週、約２９週、約３０週、
約３１週、約３２週、約３３週、約３４週、約３５週、約３６週、約３７週、約３８週、
約３９週、約４０週、約４１週、約４２週、約４３週、約４４週、約４５週、約４６週、
約４７週、約４８週、約４９週、約５０週、約５１週、約５２週、約１．５年、約２年、
約２．５年、約３．０年、約３．５年、約４．０年、約４．５年、約５．０年、約５．５
．年、約６．０年、約６．５年、約７．０年、約７．５年、約８．０年、約８．５年、約
９．０年、約９．５年または約１０．０年後の時点で対象から取得され得る。
【０３７３】
　疾病の進行をモニターするために使用される場合、上記アッセイは急性症状に罹患して
いる対象中の疾病の進行をモニターするために使用することができる。急性症状（救急救
命症状）としても知られる。）は、急性の命に関わる疾病または例えば、心血管系もしく
は排泄系が関与する他の重大な医学的症状を表す。典型的には、救急救命症状は、病院を
基本とする状況（緊急治療室、集中治療室、負傷センターまたは他の緊急治療状況など（
但し、これらに限定されない。））での急性の医学的介入または救急隊もしくは他の現場
を拠点とする医療職員による管理を必要とする症状を表す。救急救命症状に関しては、反
復モニタリングは、より短い時間枠内で、すなわち、分、時間または日に（例えば、約１
分、約５分、約１０分、約１５分、約３０分、約４５分、約６０分、約２時間、約３時間
、約４時間、約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約９時間、約１０時間、約１１
時間、約１２時間、約１３時間、約１４時間、約１５時間、約１６時間、約１７時間、約
１８時間、約１９時間、約２０時間、約２１時間、約２２時間、約２３時間、約２４時間
、約２日、約３日、約４日、約５日、約６日または約７日）一般に行われ、同様に、最初
のアッセイは、より短い時間枠内で（例えば、疾病または症状の開始の概ね分、時間また
は日に）一般に行われる。
【０３７４】
　アッセイは、慢性または非急性症状に罹患している対象中の疾病の進行をモニターする
ために使用することもできる。非救急救命症状または非急性症状は、急性の、命に関わる
疾病または、例えば、心血管系および／もしくは排泄系が関与する他の重大な医学的症状
以外の症状を表す。典型的には、非急性症状には、より長期のまたは慢性の期間の症状が
含まれる。非急性症状に関しては、反復モニタリングは、一般に、より長い時間枠で、例
えば、時間、日、週、月または年で（例えば約１時間、約２時間、約３時間、約４時間、
約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約９時間、約１０時間、約１１時間、約１２
時間、約１３時間、約１４時間、約１５時間、約１６時間、約１７時間、約１８時間、約
１９時間、約２０時間、約２１時間、約２２時間、約２３時間、約２４時間、約２日、約
３日、約４日、約５日、約６日、約７日、約２週、約３週、約４週、約５週、約６週、約
７週、約８週、約９週、約１０週、約１１週、約１２週、約１３週、約１４週、約１５週
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、約１６週、約１７週、約１８週、約１９週、約２０週、約２１週、約２２週、約２３週
、約２４週、約２５週、約２６週、約２７週、約２８週、約２９週、約３０週、約３１週
、約３２週、約３３週、約３４週、約３５週、約３６週、約３７週、約３８週、約３９週
、約４０週、約４１週、約４２週、約４３週、約４４週、約４５週、約４６週、約４７週
、約４８週、約４９週、約５０週、約５１週、約５２週、約１．５年、約２年、約２．５
年、約３．０年、約３．５年、約４．０年、約４．５年、約５．０年、約５．５年、約６
．０年、約６．５年、約７．０年、約７．５年、約８．０年、約８．５年、約９．０年、
約９．５年または約１０．０年）に行われ、同様に、最初のアッセイは、より長い時間枠
内で（例えば、疾病または症状の開始の概ね分、時間、日、月または年）一般に行われる
。
【０３７５】
　さらに、上記アッセイは、対象から得られた第一の検査試料を用いて実施することが可
能であり、第一の検査試料は、尿、血清または血漿などのある源から得られる。場合によ
って、次いで、上記アッセイは、対象から得られた第二の検査試料を用いて反復すること
が可能であり、第二の検査試料は別の源から得られる。例えば、第一の検査試料が尿から
得られれば、第二の検査試料は血清または血漿から得ることができる。第一の検査試料お
よび第二の検査試料を用いるアッセイから得られた結果を比較することができる。比較は
、対象中の疾病または症状の状況を評価するために使用することができる。
【０３７６】
　さらに、本開示は、所定の疾病、疾患もしくは症状に対して素因を有する対象または所
定の疾病、疾患もしくは症状に罹患している対象に治療が有益かどうかを測定する方法に
も関する。特に、本開示は、分析物コンパニオン診断法および製品に関する。従って、本
明細書に記載されている「対象中の疾病の治療をモニターする」方法は、さらに、治療に
対する候補を選択しまたは同定することも最適に包含し得る。
【０３７７】
　従って、特定の実施形態において、本開示は、所定の疾病、疾患もしくは症状を有する
対象または所定の疾病、疾患もしくは症状に対してリスクを有する対象が治療の候補であ
るかどうかを測定する方法も提供する。一般に、対象は、所定の疾病、疾患もしくは症状
のある症候を経験した者または所定の疾病、疾患もしくは症状を有しもしくは所定の疾病
、疾患もしくは症状に対してリスクを有すると実際に診断された者および／または本明細
書に記載されているように、分析物もしくはその断片の好ましくない濃度もしくは量を示
す者である。
【０３７８】
　前記方法は、１つもしくはそれ以上の医薬組成物で（例えば、特に、分析物を伴う作用
機序に関連する医薬で）、免疫抑制療法でもしくは免疫吸収療法によって、対象を治療す
る前および後に分析物が評価され、またはこのような治療後に、分析物が評価され、およ
び分析物の濃度もしくは量が所定のレベルに対して比較される、本明細書に記載されてい
るアッセイを場合によって含む。治療後に観察される分析物の好ましくない濃度または量
は、さらなる治療または継続した治療を受けることが対象にとって有益でないことを確認
するのに対して、治療後に観察される分析物の好ましい濃度または量は、さらなる治療ま
たは継続した治療を受けることが対象にとって有益であることを確認する。この確認は、
臨床試験の管理および改善された患者の世話の提供を補助する。
【０３７９】
　本明細書中のある実施形態は、本明細書に論述されている所定の疾病、疾患または症状
を評価するために使用された場合に有利であるが、他の疾病、疾患および症状において分
析物を評価するために、アッセイおよびキットを使用できることは言うまでもない。アッ
セイの方法は、他のマーカーのアッセイなども含み得る。
【０３８０】
　アッセイの方法は、所定の疾病、疾患または症状を軽減する化合物を同定するために使
用することもできる。例えば、分析物を発現する細胞は、候補化合物と接触させることが
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できる。化合物と接触された細胞中の分析物の発現のレベルは、本明細書に記載されてい
るアッセイの方法を用いて、対照細胞中のレベルと比較することができる。
【０３８１】
　Ｂ．キット
　検査試料中の分析物（またはその断片）の存在、量または濃度に関して検査試料をアッ
セイするためのキットも提供される。キットは、分析物（またはその断片）に関して検査
試料をアッセイするための少なくとも１つの成分および分析物（またはその断片）に関し
て検査試料をアッセイするための指示書を含む。分析物（またはその断片）に関して検査
試料をアッセイするための少なくとも１つの成分は、場合によって固相上に固定化された
本明細書に開示されているような結合タンパク質および／または抗分析物ＤＶＤ－Ｉｇ（
またはその断片、変種もしくは変種の断片）を含む組成物を含み得る。
【０３８２】
　キットは、イムノアッセイ（例えば、化学発光微粒子イムノアッセイ）によって、分析
物に関して検査試料をアッセイするための少なくとも１つの成分およびイムノアッセイ（
例えば、化学発光微粒子イムノアッセイ）によって、分析物に関して検査試料をアッセイ
するための指示書を含み得る。例えば、キットは、分析物に対する少なくとも１つの特異
的結合対（抗分析物、モノクローナル／ポリクローナル抗体（または分析物に結合するこ
とができるその断片、分析物に結合することができるその変種もしくは分析物に結合する
ことができる変種の断片）、本明細書に開示されているような結合タンパク質または抗分
析物ＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の断片）など、これらのいずれも
検出可能に標識することができる。）を含むことができる。これに代えてまたはこれに加
えて、キットは、抗分析物モノクローナル／ポリクローナル抗体（または分析物に結合す
ることができるその断片、分析物に結合することができるその変種もしくは分析物に結合
することができる変種の断片）、本明細書に開示されているような結合タンパク質または
抗分析物ＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、変種もしくは変種の断片）（これらのいずれも
、固体支持体上に固定化され得る。）への結合に関して、検査試料中のいずれかの分析物
と競合することができる、検出可能に標識された分析物（または抗分析物モノクローナル
／ポリクローナル抗体、本明細書に開示されているような結合タンパク質もしくは抗分析
物ＤＶＤ－Ｉｇ（またはこれらの断片、変種もしくは変種の断片）に結合することができ
るその断片）を含み得る。キットは、検量物質または対照（例えば、単離されたまたは精
製された分析物）を含み得る。キットは、アッセイを実施するための少なくとも１つの容
器（例えば、例えば第一の特異的結合対で既に被覆され得るチューブ、マイクロタイター
プレートまたは片）および／またはアッセイ緩衝液もしくは洗浄緩衝液（これらのいずれ
の１つも、濃縮された溶液、検出可能な標識（例えば、酵素標識）に対する基質溶液また
は停止溶液として与えることができる。）などの緩衝液を含み得る。好ましくは、キット
は、アッセイを実施するために必要である全ての成分、すなわち、試薬、標準物質、緩衝
液、希釈剤などを含む。指示書は、紙の形態またはディスク、ＣＤ、ＤＶＤなどのコンピ
ュータ読み取り可能な形態であり得る。
【０３８３】
　より具体的には、抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするためのキッ
トが提供される。キットは、抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするた
めの少なくとも１種類の構成要素および抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッ
セイするための取扱説明書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）ＶＤ１－（
Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分
）から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であって
もまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第二
の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存
在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により
存在するＦｃ領域である。）を含むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）一対の抗原と結合
することができる結合タンパク質を含む少なくとも１種類の組成物を含み、結合タンパク
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質は場合によって検出可能に標識されている。
【０３８４】
　抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするための別のキットが、さらに
提供される。キットは、抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするための
少なくとも１種類の構成要素および抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイ
するための取扱説明書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）ＶＤ１－（Ｘ１
）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）か
ら得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもま
たは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第二の軽
鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し
、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在
するＦｃ領域である。）を含むポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）一対の抗原と結合する
ことができる結合タンパク質を含む少なくとも１種類の組成物を含み、結合タンパク質は
場合によって検出可能に標識されている。
【０３８５】
　抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするための別のキットが、さらに
また提供される。キットは、抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするた
めの少なくとも１種類の構成要素および抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッ
セイするための取扱説明書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）第一のポリ
ペプチド鎖が、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の
親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２
は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその
抗原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ドメインであ
り、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカー
であり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二のポリペプチ
ド鎖が、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１は、第一の親抗体
（またはその抗原結合部分）から得られた第一の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第
一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（またはその抗原結
合部分）から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定常ドメインであり、（
Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであるリンカーであり
、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含む第一のポリペプチド鎖およ
び第二のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）一対の抗原と結合することができる結合タン
パク質を含む少なくとも１種類の組成物を含み、結合タンパク質は場合によって検出可能
に標識されている。
【０３８６】
　抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするための別のキットが、さらに
なお提供される。キットは、抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッセイするた
めの少なくとも１種類の構成要素および抗原（またはその断片）に関して試験試料をアッ
セイするための取扱説明書を含み、少なくとも１種類の構成要素は、（ｉ’）第一および
第三のポリペプチド鎖が、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（ＶＤ１
は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の重鎖可変ドメインであ
り、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗体（
またはその抗原結合部分）から得られた第二の重鎖可変ドメインであり、Ｃは重鎖定常ド
メインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のものであ
るリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含み、第二お
よび第四のポリペプチド鎖が、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（Ｖ
Ｄ１は、第一の親抗体（またはその抗原結合部分）から得られた第一の軽鎖可変ドメイン
であり、ＶＤ２は、第一の親抗体と同一であってもまたは異なっていてもよい第二の親抗
体（またはその抗原結合部分）から得られた第二の軽鎖可変ドメインであり、Ｃは軽鎖定
常ドメインであり、（Ｘ１）ｎは、場合により存在し、存在する場合はＣＨ１以外のもの
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であるリンカーであり、（Ｘ２）ｎは場合により存在するＦｃ領域である。）を含む、４
本のポリペプチド鎖を含み、（ｉｉ’）２種類の抗原（またはその断片）と結合すること
ができるＤＶＤ－Ｉｇを含む少なくとも１種類の組成物を含み、ＤＶＤ－Ｉｇは場合によ
って検出可能に標識されている。
【０３８７】
　抗分析物抗体、本明細書に開示されているようなあらゆる結合タンパク質、あらゆる抗
分析物ＤＶＤ－Ｉｇなどのあらゆる抗体もしくは追跡物質は、蛍光色素、放射性部分、酵
素、ビオチン／アビジン標識、発色原、化学発光標識などの本明細書に記載されている検
出可能な標識を取り込むことができ、またはキットは、検出可能な標識を実施するための
試薬を含むことができる。抗体、検量物質および／または対照は、別の容器中に与え、ま
たは適切なアッセイフォーマット中に（例えば、マイクロタイタープレート中に）予め分
配することができる。
【０３８８】
　場合によって、キットは、品質管理成分（例えば、感度パネル、検量物質および陽性対
照）を含む。品質管理試薬の調製は本分野において周知であり、様々な免疫診断製品に対
する同封シート上に記載されている。感度パネルの要素は、アッセイ性能特性を確立する
ために場合によって使用され、さらに、場合によってイムノアッセイキット試薬の完全性
およびアッセイの標準化の有用な指標である。
【０３８９】
　キットは、診断アッセイを実施し、または品質管理評価を容易にするために必要とされ
る他の試薬（緩衝液、塩、酵素、酵素補因子、酵素基質、検出試薬など）も場合によって
含み得る。検査試料の単離および／または処理のための緩衝液および溶液などの他の成分
（例えば、前処理試薬）も、キット中に含めることができる。キットは、１つまたは２つ
以上の他の対照をさらに含むことができる。キットの成分の１つまたは２つ以上は凍結乾
燥させることが可能であり、この場合には、キットは、凍結乾燥された成分を再構成する
のに適した試薬をさらに含むことができる。
【０３９０】
　キットの様々な成分は、必要に応じて、適切な容器（例えば、マイクロタイタープレー
ト）中に場合によって提供される。キットは、試料を保持または保存するための容器（例
えば、尿試料用の容器またはカートリッジ）をさらに含むことができる。適切な場合には
、キットは、反応容器、混合容器および試薬または検査試料の調製を容易にする他の成分
も場合によって含有し得る。キットは、注射器、ピペット、鉗子、計量スプーンなどの、
検査試料の取得を補助するための１つまたは２つ以上の器具も含み得る。
【０３９１】
　検出可能な標識が少なくとも１つのアクリジニウム化合物である場合、キットは、少な
くとも１つのアクリジニウム－９－カルボキサミド、少なくとも１つのアクリジニウム－
９－カルボキシラートアリールエステルまたはこれらのあらゆる組み合わせを含むことが
できる。検出可能な標識が少なくとも１つのアクリジニウム化合物である場合、キットは
、緩衝液、溶液および／または少なくとも１つの塩基性溶液などの、過酸化水素源も含む
ことができる。所望であれば、キットは、磁気粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイター
プレート、キュベット、膜、足場分子、フィルム、ろ紙、ディスクまたはチップなどの固
相を含有し得る。
【０３９２】
　Ｃ．キットおよび方法の改変
　キット（またはその成分）およびアッセイ（本明細書中に記載されているイムノアッセ
イなど）によって検査試料中の分析物の存在、量または濃度を測定する方法は、例えば、
米国特許第５，０８９，４２４号および米国特許第５，００６，３０９号に記載されてい
るように、ならびに例えば、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）としてＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）によって市販されているように、様々
な自動化および半自動化された系（固相が微粒子を含む系を含む。）で使用するために改
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変することができる。
【０３９３】
　自動化されていない系（例えば、ＥＬＩＳＡ）と比べた自動化または半自動化された系
の差の幾つかには、第一の特異的結合対（例えば、抗分析物モノクローナル／ポリクロー
ナル抗体（またはその断片、その変種もしくはその変種の断片）、本明細書に開示されて
いるような結合タンパク質または抗分析物ＤＶＤ－Ｉｇ（またはその断片、その変種もし
くはその変種の断片）が付着されており、いずれかの方式で、サンドイッチの形成および
分析物の反応性を充填することができる基材ならびに捕捉、検出および／または場合によ
って行われるいずれかの洗浄工程の長さおよびタイミングが含まれる。ＥＬＩＳＡなどの
自動化されていないフォーマットは、試料および捕捉試薬との相対的により長い温置時間
（例えば、約２時間）を必要とし得るのに対して、自動化されたまたは半自動化されたフ
ォーマット（例えば、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ）は、相対的により短い温置時間（例えば、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）に関して、約
１８分）を有し得る。同様に、ＥＬＩＳＡなどの自動化されていないフォーマットは、相
対的により長い温置時間（例えば、約２時間）、連結体試薬などの検出抗体を温置し得る
のに対して、自動化されたまたは半自動化されたフォーマット（例えば、ＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ（Ｒ））は、相対的により短い温置時間（例えば、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）に関し
て、約４分）を有し得る。
【０３９４】
　Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから入手可能な他のプラットフォームには、
ＡｘＳＹＭ（Ｒ）、ＩＭｘ（Ｒ）（例えば、米国特許第５，２９４，４０４号参照）、Ｐ
ＲＩＳＭ（Ｒ）、ＥＩＡ（ビーズ）およびＱｕａｎｔｕｍＴＭＩＩならびに他のプラット
フォームが含まれるが、これらに限定されない。さらに、アッセイ、キットおよびキット
成分は、他のフォーマット中で、例えば、電気化学的または他の携帯式または治療地点（
ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ）アッセイ系上で使用することができる。本開示は、例えば
、サンドイッチイムノアッセイを実施する市販のＡｂｂｏｔｔ　Ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａ
ｒｅ（ｉ－ＳＴＡＴ（Ｒ）、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）電気化学的イム
ノアッセイ系に対して適用することができる。イムノセンサーならびに使い捨て検査装置
におけるその製造および操作方法は、例えば、米国特許第５，０６３，０８１号、米国特
許第７，４１９，８２１号、および米国特許第７，６８２，８３３号、および米国特許公
開第２００４００１８５７７号および米国特許公開第２００６０１６０１６４号に記載さ
れている。
【０３９５】
　特に、Ｉ－ＳＴＡＴ（Ｒ）システムに対する分析物アッセイの改変に関しては、以下の
構成が好ましい。微小作製されたシリコンチップは、金電流測定作用電流測定電極と銀－
塩化銀参照電極の対を用いて製造される。作用電極の１つの上では、固定化された抗分析
物モノクローナル／ポリクローナル抗体（またはその断片、その変種もしくはその変種の
断片）、本明細書に開示されているような結合タンパク質または抗分析物ＤＶＤ－Ｉｇ（
またはその断片、その変種もしくはその変種の断片）を有するポリスチレンビーズ（０．
２ｍｍ直径）が、電極上のパターン化されたポリビニルアルコールのポリマーコーティン
グへ接着される。このチップは、イムノアッセイに適した流体工学フォーマットを用いて
、Ｉ－ＳＴＡＴ（Ｒ）カートリッジ中に組み立てられる。カートリッジの試料保持チャン
バーの壁の一部の上には、抗分析物モノクローナル／ポリクローナル抗体（または分析物
を結合することができる、その断片、その変種もしくはその変種の断片）、本明細書に開
示されているような結合タンパク質または抗分析物ＤＶＤ－Ｉｇ（または分析物を結合す
ることができる、その断片、その変種もしくはその変種の断片）などの（これらのいずれ
もが、検出可能に標識され得る。）分析物に対する特異的結合対を含む層が存在する。カ
ートリッジの流体小袋内には、ｐ－アミノフェノールホスファートを含む水性試薬が存在
する。
【０３９６】
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　動作時に、分析物を含有すると疑われる試料が検査カートリッジの保持チャンバーに添
加され、カートリッジはＩ－ＳＴＡＴ（Ｒ）リーダー中に挿入される。分析物に対する特
異的結合対を試料中に溶解させた後、カートリッジ内のポンプ要素がチップを含有する導
管内に試料を押し出す。ここでは、サンドイッチの形成を促進するように、ポンプ要素が
振動する。アッセイの最後から２番目の工程では、チップから試料を洗浄除去し、廃棄チ
ャンバー中に入れるために、流体は小袋から導管の中に押し出される。アッセイの最後の
工程では、アルカリホスファターゼ標識は、ｐ－アミノフェノールホスファートと反応し
てホスファート基を切断し、解離されたｐ－アミノフェノールを作用電極において電気化
学的に酸化させる。測定された電流に基づいて、読み取り装置は、埋め込まれたアルゴリ
ズムおよび工場によって測定された検量曲線を用いて、試料中の分析物の量を計算するこ
とができる。
【０３９７】
　さらに、本明細書に記載されている方法およびキットがイムノアッセイを実施するため
の他の試薬および方法を必ず包含することは言うまでもない。例えば、本分野で公知であ
り、ならびに／または例えば、洗浄のために、連結体希釈液、微粒子希釈液として、およ
び／もしくは検量物質希釈液として使用するために容易に調製されもしくは最適化され得
る様々な緩衝液が包含される。典型的な連結体希釈液は、ある種のキット（Ａｂｂｏｔｔ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）中で使用されならびに２
－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸（ＭＥＳ）、塩、タンパク質遮断剤、抗微生物剤
および界面活性剤を含有するＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）連結体希釈液である。典型的な検
量物質希釈液は、ＭＥＳ、他の塩、タンパク質遮断剤および抗微生物剤を含有する緩衝液
を含む、ある種のキット（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐ
ａｒｋ，ＩＬ）で使用されるＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）ヒト検量物質希釈液である。さら
に、２００８年１２月３１日に出願された米国特許出願第６１／１４２，０４８号に記載
されているように、改善されたシグナル生成は、例えば、シグナル増幅物質としてシグナ
ル抗体に連結された核酸配列を用いて、Ｉ－Ｓｔａｔカートリッジフォーマットで取得さ
れ得る。
【０３９８】
（例示）
　当業者であれば、本明細書に記載されている方法の他の適切な修正および適合が明らか
であり、特許請求の範囲に記されている本発明または本明細書に開示されている実施形態
の範囲を逸脱することなく適切な均等物を用いて行われてよいことを容易に理解できる。
本発明を詳細に説明してきたが、本発明は、次の実施例を参照することによってより明解
に理解され、実施例は説明目的のためだけに含まれており、特許請求の範囲に記されてい
る本発明を限定するためのものではない。
【実施例】
【０３９９】
　［実施例１］
　ＤＶＤ－Ｉｇの設計、構築および分析
　［実施例１．１］
　親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇを同定および性質決定するために使用されたアッセイ
　別段の記載がなければ、実施例を通じて、親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇを同定および性質
決定するために、以下のアッセイを使用した。
【０４００】
　［実施例１．１．１］
　それらの標的抗原に対する親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇの結合および親和性を測定するた
めに使用されたアッセイ
　［実施例１．１．１Ａ］
　直接結合ＥＬＩＳＡ
　所望の標的抗原を結合する抗体に関してスクリーニングするための酵素結合免疫吸着検
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定法を以下のように行った。所望の標的抗原（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐ
ｏｌｉｓ，ＭＮ）または所望の標的抗原細胞外ドメイン／ＦＣ融合タンパク質（Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）またはリン酸緩衝化された生理的食塩
水（１０×ＰＢＳ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｍｅｄｉａ
　Ｐｒｅｐ＃　ＭＰＳ－０７３，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，ＭＡ）中のモノクローナルマウス
抗ポリヒスチジン抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　＃　ＭＡＢ０５０，Ｍｉｎｎｅａｐｏ
ｌｉｓ，ＭＮ）の１０μｇ／ｍＬの１００μＬ／ウェルで、４℃で一晩、Ｈｉｇｈ　ｂｉ
ｎｄ　ＥＬＩＳＡプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔａｒ　＃　３３６９，Ａｃｔｏｎ
，ＭＡ）を被覆した。０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳで、プレートを４回洗
浄した。室温で１／２時間、３００μＬ／ウェルのブロッキング溶液（無脂肪ドライミル
ク粉末、様々な小売業者、ＰＢＳ中に２％になるように希釈）の添加によってプレートを
ブロッキングした。ブロッキングの後、０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳで、
プレートを４回洗浄した。
【０４０１】
　あるいは、上記モノクローナルマウス抗ポリヒスチジン抗体で被覆されたＥＬＩＳＡプ
レートに、ヒスチジン（Ｈｉｓ）タグ付加された所望の標的抗原（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）の１０μｇ／ｍＬの１００μＬ／ウェルを添加し、
室温で１時間温置した。０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳで、ウェルを４回洗
浄した。
【０４０２】
　上述のようにブロッキング溶液中に希釈された抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ調製物１００μ
Ｌを、上述のように調製された、所望の標的抗原プレートまたは所望の標的抗原／ＦＣ融
合プレートまたは抗ポリヒスチジン抗体／Ｈｉｓタグ付加された所望の標的抗原プレート
に添加し、室温で１時間温置した。０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳで、ウェ
ルを４回洗浄する。
【０４０３】
　所望の標的抗原プレートまたは抗ポリヒスチジン抗体／ヒスチジンタグ付加された所望
の標的抗原プレートの各ウェルに、ヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＦＣ特異的ＨＲＰ連結抗体（Ｓｏ
ｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　＃　２０４０－０５，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）１
０ｎｇ／ｍＬの１００μＬを添加した。あるいは、所望の標的抗原／ＦＣ融合プレートの
各ウェルに、ヤギ抗ヒトＩｇＧκ軽鎖特異的ＨＲＰ連結抗体（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ　＃　２０６０－０５Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）１０ｎｇ／ｍＬの１００μ
Ｌを添加し、室温で１時間温置した。０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳで、プ
レートを４回洗浄した。
【０４０４】
　各ウェルに、強化されたＴＭＢ溶液１００μＬ（Ｎｅｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．＃３０８１
７７，Ｋ　Ｂｌｕｅ，Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ，ＫＹ）を添加し、室温で１０分間温置した。
１Ｎ硫酸５０μＬの添加によって、反応を停止させた。４５０ｎｍの波長で、プレートを
分光学的に読み取った。
【０４０５】
　［実施例１．１．１Ｂ］
　捕捉ＥＬＩＳＡ
　抗ヒトＦｃ抗体（ＰＢＳ中５μｇ／ｍＬ、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒ
ｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）とともに、ＥＬＩＳＡプレート（Ｎｕｎｃ，Ｍａｘ
ｉＳｏｒｐ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，ＮＹ）を４℃で一晩温置する。洗浄緩衝液（０．０５
％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ）中で、プレートを３回洗浄し、ブロッキング緩衝液
（１％ＢＳＡを含有するＰＢＳ）中において、２５℃で１時間ブロッキングする。ウェル
を３回洗浄し、０．１％ＢＳＡを含有するＰＢＳ中の各抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの系列希
釈をウェルに添加し、２５℃で１時間温置する。ウェルを３回洗浄し、ビオチン化された
抗原（２ｎＭ）をプレートに添加し、２５℃で１時間温置する。ウェルを３回洗浄し、そ
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の後ストレプトアビジン－ＨＲＰ（ＫＰＬ　＃４７４－３０００，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕ
ｒｇ，ＭＤ）とともに、２５℃で１時間温置する。ウェルを３回洗浄し、ウェル当りＵＬ
ＴＲＡ－ＴＭＢＥＬＩＳＡ（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）の１００μＬを添
加する。呈色後、１ＮＨＣｌを用いて反応を停止させ、４５０ｎｍでの吸光度を測定する
。
【０４０６】
　［実施例１．１．１．Ｃ］
　ＩｇＧ－Ｆｃ捕捉ＥＬＩＳＡ
　９６ウェルＮｕｎｃ－Ｉｍｍｕｎｏプレートを、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ　＃１００１０－
０２３　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）中の２μｇ／ｍＬ
ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ特異抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ　＃
１０９－０５５－０９８，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ，５０μＬ／ウェル）でコーティ
ングし、一晩４℃でインキュベートする。プレートを洗浄バッファー（ＰＢＳ、０．０５
％Ｔｗｅｅｎ２０）で３回洗浄し、続いて１００ｕＬ／ウェルのブロッキングバッファー
（ＰＢＳ、２％ＢＳＡ）で１時間室温にてブロッキングする。プレートを３回洗浄し、５
０μＬ／ウェル、１μｇ／ｍＬの適切な抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ溶液で１時間室温にてイ
ンキュベートする。１時間インキュベーションの後、プレートを３回洗浄し、５０μＬ／
ウェルのｈｉｓタグ付き組換え抗原タンパク質（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａ
ｐｏｌｉｓ，ＭＮ、１０００ｎＭから０ｎＭの最終用量範囲）で１時間室温にてインキュ
ベートする。プレートを３回洗浄し、５０μＬ／ウェルのウサギ抗Ｈｉｓタグ－ＨＲＰ抗
体（Ａｂｃａｍ　ａｂ１１８７，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ、２％ＢＳＡ／ＰＢＳ溶液で
１：１０，０００希釈）を添加し、プレートを室温で１時間インキュベートする。最後の
洗浄の後、５０μｌ／ウェルのＴＭＢ基質（Ｐｉｅｒｃｅ　＃３４０２８，Ｒｏｃｋｆｏ
ｒｄ，ＩＬ）を添加し、５分後に５０μｌ／ウェルの２Ｎ　Ｈ２ＳＯ４を用いて反応を停
止させる。４５０ｎｍにおける吸光度を読み取る（Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｐｌｕｓプ
レートリーダー，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）。
ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　４．０３においてＥＣ５０を計算する。
【０４０７】
　［実施例１．１．１．Ｄ］
　ＢＩＡＣＯＲＥ技術を用いた親和性決定
　ＢＩＡＣＯＲＥ法：
　ＢＩＡＣＯＲＥアッセイ（Ｂｉａｃｏｒｅ，Ｉｎｃ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＩ）は
、ｏｎ速度およびｏｆｆ速度定数の速度論的測定を用いて、抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの親
和性を測定する。標的抗原（例えば、精製された組換え標的抗原）への抗体またはＤＶＤ
－Ｉｇの結合は、２５℃で走行ＨＢＳ－ＥＰ（１０ｍＭＨＥＰＥＳ［ｐＨ７．４］、１５
０ｍＭＮａＣｌ、３ｍＭＥＤＴＡおよび０．００５％界面活性剤Ｐ２０）を使用して、Ｂ
ｉａｃｏｒｅ（Ｒ）１０００または３０００装置（Ｂｉａｃｏｒｅ（Ｒ）ＡＢ，Ｕｐｐｓ
ａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を用いる表面プラズモン共鳴を基礎とする測定によって測定され
る。全ての化学物質は、Ｂｉａｃｏｒｅ（Ｒ）ＡＢ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）ま
たは本文中に記載されている別の入手先から取得する。例えば、製造業者の指示書に従う
標準的なアミンカップリングキットおよび２５μｇ／ｍＬでの操作を用いて、ＣＭ５研究
等級バイオセンサーチップを横切って、１０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．５）中に希釈
されたヤギ抗マウスＩｇＧ、（Ｆｃγ）断片特異的ポリクローナル抗体（Ｐｉｅｒｃｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）の約５０００ＲＵを直
接固定化する。バイオセンサー表面上の未反応部分は、エタノールアミンでブロックする
。フローセル２および４中の修飾されたカルボキシメチルデキストラン表面は、反応表面
として使用する。フローセル１および３中のヤギ抗マウスＩｇＧなしの修飾されていない
カルボキシメチルデキストランは参照表面として使用する。速度論的分析のために、Ｂｉ
ａｅｖａｌｕａｔｉｏｎ４．０．１ソフトウェアを用いて、８つの注射全ての会合および
解離相へ、（グローバルフィット解析を用いて）１：１のＬａｎｇｍｕｉｒ結合モデルか
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ら誘導される速度方程式を同時にフィッティングさせる。ヤギ抗マウスＩｇＧ特異的な反
応表面を横切る捕捉のために、ＨＥＰＥＳによって緩衝化された生理的食塩水中に、精製
された抗体またはＤＶＤ－Ｉｇを希釈する。リガンド（２５μｇ／ｍＬ）として捕捉され
るべき抗体またはＤＶＤ－Ｉｇを、５μＬ／分の流速で反応マトリックス上に注入する。
２５μＬ／分の継続的な流速下で、会合および解離速度定数ｋｏｎ（Ｍ－１ｓ－１）およ
びｋｏｆｆ（ｓ－１）を測定する。１０から２００ｎＭの範囲の異なる抗原濃度で速度論
的結合測定を行うことによって、速度定数が導かれる。次いで、以下の式：ＫＤ＝ｋｏｆ

ｆ／ｋｏｎによって速度論的速度定数から抗体またはＤＶＤ－Ｉｇと標的抗原間での反応
の平衡解離定数（Ｍ）を計算する。結合は、時間の関数として記録され、速度論的速度定
数が計算される。このアッセイでは、最大１０６Ｍ－１Ｓ－１の速さのオン速度および最
小１０－６ｓ－１までの遅さのオフ速度を測定することができる。
【０４０８】
　［実施例１．１．２］
　親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇの機能的活性を測定するために使用されたアッセイ
　［実施例１．１．２．Ａ］
　サイトカインバイオアッセイ
　抗サイトカインまたは抗成長因子配列を含有する抗サイトカインまたは抗成長因子親抗
体またはＤＶＤ－Ｉｇが標的サイトカインまたは成長因子の生物活性を阻害または中和す
る能力は、抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの阻害能力を測定することによって分析される。例え
ば、抗ＩＬ－４抗体がＩＬ－４媒介性ＩｇＥ生成を阻害する能力が使用され得る。例えば
、ヒトナイーブＢ細胞は、それぞれ、Ｆｉｃｏｌｌ－ｐａｑｕｅ密度遠心による軟膜、続
いて、ヒトｓＩｇＤＦＩＴＣ標識されたヤギＦ（ａｂ）２抗体に対して特異的なＭＡＣＳ
ビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）、続いて、抗ＦＩＴＣＭＡＣＳビーズを用いる磁気分離によって、末梢血か
ら単離される。３×１０５細胞／ｍＬになるように、磁気的に分別されたナイーブＢ細胞
をＸＶ１５中に調整し、３７℃、５％ＣＯ２存在下での培養の１０日の間に、ＰＢＳが充
填されたウェルによって取り囲まれたプレートの中心に、６×６アレイで、９６ウェルプ
レートの１００μＬ／ウェル中に播種する。検査されるべき抗体当り、それぞれ非誘導お
よび誘導対照の３ウェルからなるそれぞれ１つのプレートを調製し、７μｇ／ｍＬから始
まり、２９ｎｇ／ｍＬの最終濃度まで３倍希釈で行う抗体滴定の５つ組みの反復を、希釈
前の４倍濃縮された５０μＬ中に添加する。ＩｇＥ生成を誘導するために、２０ｎｇ／ｍ
ＬのｒｈＩＬ－４＋０．５μｇ／ｍＬの最終濃度の抗ＣＤ４０モノクローナル抗体（Ｎｏ
ｖａｒｔｉｓ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）をそれぞれ５０μＬで、各ウェル
に添加し、標準的なサンドイッチＥＬＩＳＡ法によって、培養期間の終了時にＩｇＥ濃度
を測定する。
【０４０９】
　［実施例１．１．２．Ｂ］
　サイトカイン放出アッセイ
　親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇがサイトカイン放出を引き起こす能力が分析される。ヘパリ
ン処理されたｖａｃｕｔａｉｎｅｒ管の中に、静脈穿刺によって、３人の健康なドナーか
ら末梢血を採取する。ＲＰＭＩ－１６４０培地で全血を１：５希釈し、０．５ｍＬ／ウェ
ルで、２４ウェルの組織培養プレート中に配置する。抗サイトカイン抗体（例えば、抗Ｉ
Ｌ－４）をＲＰＭＩ－１６４０中に希釈し、０．５ｍＬ／ウェルでプレート中に配置して
、２００、１００、５０、１０および１μｇ／ｍＬの最終濃度を得た。培養プレート中の
全血の最終希釈は、１：１０である。サイトカイン放出に対する陽性対照として、２μｇ
／ｍＬおよび５μｇ／ｍＬの最終濃度で、ＬＰＳおよびＰＨＡを別々のウェルに添加する
。陰性対照抗体として、ポリクローナルヒトＩｇＧを使用する。実験は、２つ組みで行う
。３７℃、５％ＣＯ２でプレートを温置する。２４時間後、ウェルの内容物を試験管の中
に移し、１２００ｒｐｍで５分間遠心する。無細胞上清を集め、サイトカインアッセイの
ために凍結した。プレート上および管中に残った細胞を溶解溶液０．５ｍＬで溶解し、－
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２０℃に配置し、融解する。（容量を無細胞上清試料と同じレベルにするために）培地０
．５ｍＬを添加し、細胞調製物を集め、サイトカインアッセイのために凍結する。ＥＬＩ
ＳＡによって、サイトカインレベルに関して（例えば、ＩＬ－８、ＩＬ－６、ＩＬ－１β
、ＩＬ－１ＲＡまたはＴＮＦ－αのレベルに関して）無細胞上清および細胞可溶化液をア
ッセイする。
【０４１０】
　［実施例１．１．２．Ｃ］
　サイトカイン交差反応性研究
　目的のサイトカインに対して誘導された抗サイトカイン親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇが他
のサイトカインと交差反応する能力を分析する。Ｂｉａｃｏｒｅバイオセンサーマトリッ
クス上に、親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇを固定化する。まず、１００ｍＭＮ－ヒドロキシス
クシンイミド（ＮＨＳ）および４００ｍＭＮ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）でマトリックス上のカルボキシル基を活性化す
ることによって、遊離のアミン基を介して、抗ヒトＦｃｍＡｂをデキストランマトリック
スに共有結合させる。酢酸ナトリウムｐＨ４．５中に希釈された２５μｇ／ｍＬの濃度の
各抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ調製物の約５０μＬを、活性化されたバイオセンサーを横切っ
て注入し、タンパク質上の遊離アミンを活性化されたカルボキシル基に直接結合させる。
典型的には、５０００共鳴単位（ＲＵ）を固定化する。未反応のマトリックスＥＤＣ－エ
ステルは、１Ｍエタノールアミンの注入によって不活化させる。標準的なアミンカップリ
ングキットを用いてヒトＩｇＧ１／Ｋを固定化することによって、参照標準として第二の
フローセルを調製する。ＣＭバイオセンサーチップを用いて、ＳＰＲ測定を行う。バイオ
センサー表面上の分析すべき全ての抗原を、０．０１％Ｐ２０を含有するＨＢＳ－ＥＰ走
行緩衝液中に希釈する。
【０４１１】
　サイトカイン結合特異性を調べるために、抗サイトカイン親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇが
固定化されたバイオセンサー表面を横切って、過剰な目的のサイトカイン（１００ｎＭ、
例えば、可溶性組換えヒト）を注入する（５分の接触時間）。目的のサイトカインの注入
前および直後に、ＨＢＳ－ＥＰ緩衝液のみが各フローセルを通過して流れる。最終的な結
合値を表すために、ベースラインとサイトカイン注入完了から約３０秒後に対応する点と
の間のシグナルの正味の差を取る。再度、共鳴単位で応答を測定する。結合現象を観察す
る場合には、次の試料の注入前に、１０ｍＭＨＣｌを用いてバイオセンサーマトリックス
を再生し、そうでなければ、マトリックス上に走行緩衝液を注入した。あらゆる非特異的
結合のバックグラウンドを記録するために、固定化されたマウスＩｇＧ１／Ｋ参照表面上
に、ヒトサイトカイン（例えば、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－
４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、Ｉ
Ｌ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９
、ＩＬ－２０、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、ＩＬ－２７、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－βおよびＩ
ＦＮ－γ）も同時に注入する。参照および反応表面を調製することによって、Ｂｉａｃｏ
ｒｅは、屈折率の変化および注入のノイズの大半を除去するために、反応表面のデータか
ら参照表面のデータを自動的に差し引くことができる。従って、抗サイトカイン抗体また
はＤＶＤ－Ｉｇ結合反応に起因する真の結合応答を確かめることができる。
【０４１２】
　目的のサイトカインが、固定された抗サイトカイン抗体を横切って注入されると、著し
い結合が観察される。１０ｍＭＨＣｌ再生は、全ての非共有的に会合されたタンパク質を
完全に除去する。センサーグラムの検査は、可溶性サイトカインへの固定された抗サイト
カイン抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ結合が強力で、強固であることを示す。目的のサイトカイ
ンを用いて予想された結果を確認した後、各抗体またはＤＶＤ－Ｉｇに対して別々に、残
りの組換えヒトサイトカインの群を検査する。各注入サイクルに対して、抗サイトカイン
抗体またはＤＶＤ－Ｉｇによって結合されたまたは結合されていないサイトカインの量を
記録する。各抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの特異性プロファイルを測定するために、３つの独
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立した実験から得られた結果を使用する。目的のサイトカインに対して予想された結合を
有し、他のいずれのサイトカインにも結合しない抗体またはＤＶＤ－Ｉｇを選択する。
【０４１３】
　［実施例１．１．２．Ｄ］
　組織交差反応性
　組織交差反応性研究は、３２の組織の凍結切片を含む第一の段階、最大３８の組織を含
む第二の段階および以下に記載されているように、３人の無関係な成人から得られたさら
なる組織を含む第三の段階という３つの段階で行われる。研究は、典型的には、２つの投
薬レベルで行われる。
【０４１４】
　段階１：ヒト組織（剖検または生検で得られた１人のヒトドナーから得られる３２の組
織（典型的には、副腎、胃腸管、前立腺、膀胱、心臓、骨格筋、血液細胞、腎臓、皮膚、
骨髄、肝臓、脊髄、乳房、肺、脾臓、小脳、リンパ節、精巣、大脳皮質、卵巣、胸腺、大
腸、膵臓、甲状腺、内皮、副甲状腺、尿管、眼、下垂体、子宮、ファロピア管および胎盤
））の凍結切片（約５μｍ）を対物ガラス上に固定し、乾燥させる。アビジン－ビオチン
系を用いて、組織切片のペルオキシダーゼ染色を行う。
【０４１５】
　段階２：ヒト組織の３８の組織（剖検または生検で得られた３人の無関係な成人由来の
副腎、血液、血管、骨髄、小脳、大脳、頚部、食道、眼、心臓、腎臓、大腸、肝臓、肺、
リンパ節、乳房の乳腺、卵巣、卵管、膵臓、副甲状腺、末梢神経、下垂体、胎盤、前立腺
、唾液腺、皮膚、小腸、脊髄、脾臓、胃、横紋筋、精巣、胸腺、甲状腺、扁桃腺、尿管、
膀胱および子宮を含む。）の凍結切片（約５μｍ）を対物ガラス上に固定し、乾燥させる
。アビジン－ビオチン系を用いて、組織切片のペルオキシダーゼ染色を行う。
【０４１６】
　段階３：カニクイザル組織の凍結切片（約５μｍ）（３８の組織（剖検または生検で得
られた３人の無関係な成体サル由来の副腎、血液、血管、骨髄、小脳、大脳、頚部、食道
、眼、心臓、腎臓、大腸、肝臓、肺、リンパ節、乳房の乳腺、卵巣、卵管、膵臓、副甲状
腺、末梢神経、下垂体、胎盤、前立腺、唾液腺、皮膚、小腸、脊髄、脾臓、胃、横紋筋、
精巣、胸腺、甲状腺、扁桃腺、尿管、膀胱および子宮を含む。）を対物ガラス上に固定し
、乾燥させる。アビジン－ビオチン系を用いて、組織切片のペルオキシダーゼ染色を行う
。
【０４１７】
　ビオチン化された二次抗ヒトＩｇＧとともに抗体またはＤＶＤ－Ｉｇを温置し、免疫複
合体を生じさせる。抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの２および１０μｇ／ｍＬの最終濃度の免疫
複合体を対物ガラス上の組織切片上に添加し、次いで、アビジン－ビオチン－ペルオキシ
ダーゼキットと組織切片を３０分間反応させる。その後、組織染色のために、ペルオキシ
ダーゼ反応に対する基質であるＤＡＢ（３，３’－ジアミノベンジジン）を４分間適用す
る。陽性対照組織切片として、抗原－セファロースビーズを使用する。標的抗原およびヒ
ト血清ブロッキング研究は、さらなる対照としての役割を果たす。抗体またはＤＶＤ－Ｉ
ｇの２および１０μｇ／ｍＬの最終濃度の免疫複合体を、標的抗原（１００μｇ／ｍＬの
最終濃度）またはヒト血清（最終濃度１０％）とともに、３０分間、予め温置し、次いで
、対物ガラス上の組織切片上に添加し、次いで、アビジン－ビオチン－ペルオキシダーゼ
キットと組織切片を３０分間反応させる。その後、組織染色のために、ペルオキシダーゼ
反応に対する基質であるＤＡＢ（３，３’－ジアミノベンジジン）を４分間適用する。
【０４１８】
　いずれの特異的染色も、問題となっている標的抗原の既知の発現に基づいて、予想され
た（例えば、抗原の発現と合致）または予想されない反応性であると判断される。特異的
と判断された全ての染色には、強度と頻度のスコアを付与する。段階２（ヒト組織）およ
び段階３（カニクイザル組織）の間の組織染色は、類似であるまたは異なると判断される
。
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【０４１９】
　［実施例１．１．２．Ｅ］
　ＥＧＦＲモノクローナル抗体またはＤＶＤ－Ｉｇのインビトロにおける増殖抑制効果
　腫瘍細胞上の標的抗原と結合する親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇは、殺腫瘍活性に関して解
析することができる。すなわち、親抗体またはＤＶＤ－ＩｇをＤ－ＰＢＳ－ＢＳＡ（０．
１％ＢＳＡを含有するダルベッコのリン酸緩衝食塩水）で希釈し、その２０μＬを、１８
０ｕＬにおいて最終濃度０．０１μｇ／ｍＬから１００μｇ／ｍＬとなるようヒト腫瘍細
胞に添加する。プレートを３７℃で加湿５％ＣＯ２雰囲気下にて３日間インキュベートす
る。ＭＴＳ試薬を用いてメーカーの取扱説明書に従って（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏ
ｎ，ＷＩ）ウェル毎の生細胞数を計数し、腫瘍増殖抑制のパーセントを決定する。抗体処
理なしのウェルは０％抑制の対照として用い、一方、細胞なしのウェルは１００％抑制を
示すものと考える。
【０４２０】
　［実施例１．１．２．Ｆ］
　親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ抗体のインビトロにおける殺腫瘍効果
　腫瘍細胞上の標的抗原と結合する親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇは、殺腫瘍活性に関して解
析することができる。すなわち、親抗体またはＤＶＤ－ＩｇをＤ－ＰＢＳ－ＢＳＡ（０．
１％ＢＳＡを含有するダルベッコのリン酸緩衝食塩水）で希釈し、２００μＬにおいて最
終濃度０．０１μｇ／ｍＬから１００μｇ／ｍＬとなるようヒト腫瘍細胞に添加する。プ
レートを３７℃で加湿５％ＣＯ２雰囲気下にて３日間インキュベートする。ＭＴＳ試薬を
用いてメーカーの取扱説明書に従って（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）ウェル
毎の生細胞数を計数し、腫瘍増殖抑制のパーセントを決定する。抗体処理なしのウェルは
０％抑制の対照として用い、一方、細胞なしのウェルは１００％抑制を示すものと考えた
。
【０４２１】
　アポトーシスの評価のため、次のプロトコルによりカスパーゼ－３活性化を決定する。
９６ウェルプレート内の抗体処理細胞を、１２０μｌの１×溶解バッファー（１．６７ｍ
Ｍ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．４、７ｍＭ　ＫＣｌ、０．８３ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．１１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ、０．１１ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．５７％ＣＨＡＰＳ、１ｍＭ　ＤＴＴ、１×
プロテアーゼ阻害剤カクテル錠剤；ＥＤＴＡフリー；Ｒｏｃｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌｓ，Ｎｕｔｌｅｙ，ＮＪ）中で、室温で振盪しつつ２０分間溶解する。細胞の溶
解後、８０μｌのカスパーゼ－３反応バッファー（４８ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．５、
２５２ｍＭスクロース、０．１％ＣＨＡＰＳ、４ｍＭ　ＤＴＴおよび２０μＭ　Ａｃ－Ｄ
ＥＶＤ－ＡＭＣ基質；Ｂｉｏｍｏｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ，Ｉｎｃ．，Ｐｌｙｍ
ｏｕｔｈ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，ＰＡ）を添加し、プレートを２時間３７℃でインキュベート
する。１４２０ＶＩＣＴＯＲ　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　
Ｅｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｄｏｗｎｅｒｓ　Ｇｒｏｖｅ，ＩＬ）におい
て次の設定を用いてプレートを読み取る。励起＝３６０／４０、発光＝４６０／４０。イ
ソタイプ抗体対照処理細胞と比べて抗体処理細胞から得られた蛍光ユニットの増加が観察
されるが、これはアポトーシスを示唆する。
【０４２２】
　［実施例１．１．２．Ｇ］
　インビトロにおける抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ構築物による受容体活性化抑制
　細胞受容体またはそのリガンドと結合する親抗体またはＤＶＤ－Ｉｇは、受容体活性化
の抑制に関して試験することができる。親抗体またはＤＶＤ－ＩｇをＤ－ＰＢＳ－ＢＳＡ
（０．１％ＢＳＡを含有するダルベッコのリン酸緩衝食塩水）に希釈し、最終濃度０．０
１μｇ／ｍＬから１００μｇ／ｍＬ（１８０μＬ）となるようヒト癌細胞に添加する。プ
レートを３７℃で加湿５％ＣＯ２雰囲気下にて１時間インキュベートする。最終濃度１－
１００ｎｇ／ｍＬ（２０μＬ）の増殖因子（例えば、ＥＧＦ）を細胞に５－１５分間添加
し、受容体（例えば、ＥＧＦＲ）の自己リン酸化を刺激する。抗体処理なしのウェルは０
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％抑制の対照として用い、一方、増殖因子刺激なしのウェルは１００％抑制を示すものと
考える。細胞抽出バッファー（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．４、１００ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１ｍＭ　ＮａＦ、１ｍＭオルトバナジウム酸ナ
トリウム、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１０％グリセロール、０．１％ＳＤＳおよび
プロテアーゼ阻害剤カクテル）とインキュベーションすることにより、細胞ライセートを
作製する。例えば、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ製のｐ－ＥＧＦＲ　ＥＬＩＳＡキット（＃Ｄ
ＹＣ１０９５，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）を用いてメーカーの取扱説明書に従って
、このような細胞ライセート中のリン酸－ＥＧＦＲを決定する。
【０４２３】
　［実施例１．１．２．Ｈ］
　ヒト癌異種移植（皮下側腹部、同所性または自発性転移）の増殖における、抗腫瘍細胞
抗原抗体またはＤＶＤ－Ｉｇの単独または化学療法との併用における有効性
　ヒト癌細胞を組織培養フラスコ内で９９％生存率、８５％コンフルエンスになるようイ
ンビトロで培養する。１９－２５グラムのＳＣＩＤマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ
ｓ　Ｌａｂｓ）に耳標を付け、剪毛する。実験０日目に０．２ｍｌの２×１０６ヒト腫瘍
細胞（１：１マトリゲル）をマウス右側腹部の皮下に接種する。マウスを約１５０から２
００ｍｍ３の平均腫瘍体積を有する別個の年齢のマウスにサイズ適合した後に、賦形剤（
ＰＢＳ）、抗体もしくはＤＶＤ－Ｉｇの投与（ＩＰ、Ｑ３Ｄ／週）、および／または化学
療法を開始する。接種後約１０日目から腫瘍をノギスで１週間に２回測定し、次式、Ｖ＝
Ｌ×Ｗ２／２（Ｖ：体積、ｍｍ３；Ｌ：長さ、ｍｍ；Ｗ：幅、ｍｍ）に従って腫瘍体積を
計算する。賦形剤またはイソタイプ対照ｍＡｂのみを投与された動物における腫瘍と比べ
て、抗体もしくはＤＶＤ－Ｉｇ単独または化学療法との併用で処理した動物において、腫
瘍体積の減少が観察される。
【０４２４】
　［実施例１．１．２．Ｉ］
　フローサイトメトリーにより評価したヒト腫瘍細胞株表面とモノクローナル抗体との結
合
　対象とする細胞表面抗原を過剰発現する安定発現細胞株、またはヒト腫瘍細胞株を組織
培養フラスコから回収し、５％ウシ胎児血清を含有するリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）（Ｐ
ＢＳ／ＦＢＳ）に再懸濁する。染色する前に、ヒト腫瘍細胞をＰＢＳ／ＦＣＳ中の５μｇ
／ｍｌヒトＩｇＧ（１００μｌ）と共に氷上でインキュベートする。１－５×１０５細胞
をＰＢＳ／ＦＢＳ中の抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ（２μｇ／ｍＬ）と共に３０－６０分間、
氷上でインキュベートする。細胞を２回洗浄し、１００μｌのＦ（ａｂ’）２ヤギ抗ヒト
ＩｇＧ、Ｆｃγ－フィコエリトリン（ＰＢＳで１：２００希釈）（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍ
ｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ，Ｃａｔ．＃１０９－１１６－
１７０）を添加する。氷上で３０分間インキュベーションした後、細胞を２回洗浄し、Ｐ
ＢＳ／ＦＢＳに再懸濁する。Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕ
ｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）を用いて蛍光を測定
する。
【０４２５】
　［実施例１．１．２．Ｋ］
　フローサイトメトリーにより評価した活性ＮＫ細胞表面とモノクローナル抗体との結合
　０．５×１０５細胞／ウェルになるよう９６ウェル丸底プレートに活性ＮＫ細胞を播種
した。抗体およびＤＶＤ－ＩｇをＦＡＣＳバッファー（ＰＢＳ中の１％ＦＢＳ、ｐＨ７．
４）で１０μｇ／ｍｌに希釈した。細胞から上清を除去し、３０μＬの希釈抗体またはＤ
ＶＤ－Ｉｇをウェルに添加した。細胞を抗体と共に４℃で３０分間インキュベートした。
インキュベーションに続き、細胞を１５０μＬのＦＡＣＳバッファーで３回洗浄した。１
：１２５希釈したＲ－ＰＥコンジュゲート抗ヒトＩｇＧ　Ｆ（Ａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ，Ｃａｔ．＃１０９－
１１６－１７０）、抗ＣＤ５６－ＡＰＣ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
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，ＣＡ，Ｃａｔ．＃１７－０５６９）または抗ＣＤ３－４８８（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，Ｃａｔ．＃５３－００３７）を含む５０μＬのＦＡＣＳバ
ッファーに細胞を再懸濁し、４℃で３０分間インキュベートした。細胞を３回洗浄し、最
後に１００μＬのＦＡＣＳバッファーに再懸濁した。ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ装置（Ｂｅ
ｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）で試料を試験した。非抗体処
理対照試料においてＧＭＦＩが３となるよう、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ設定ＦＬ１、ＦＬ
２およびＦＬ４を調整した。続いて実験試料を試験した。ＦｌｏｗＪｏソフトウェア（Ｔ
ｒｅｅｓｔａｒ，Ｉｎｃ，Ａｓｈｌａｎｄ，ＯＲ）を用いてデータを解析し、前方および
側方散乱ゲートにより指定されたＣＤ５６陽性生細胞におけるＲ－ＰＥ　ＧＭＦＩを決定
した。
【０４２６】
　表３は、安定発現細胞株またはＮＫ細胞の両方における親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇ構築
物のＦＡＣＳ幾何平均を含む。
【０４２７】

【表３】

【０４２８】
　全ＤＶＤ－Ｉｇは、その細胞表面標的との結合を示した。ＤＶＤ－ＩｇのＮ末端ドメイ
ンは、親抗体と同程度またはより良好に、その細胞表面上の標的と結合した。結合は、リ
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ンカー長を調整することによって回復または改善され得る。
【０４２９】
　［実施例１．１．２．Ｌ］
　ＦＡＣＳＣａｎｔｏを用いたフローサイトメトリーにより評価したヒト腫瘍細胞株表面
とモノクローナル抗体との結合
　対象とする細胞表面抗原を過剰発現する安定発現細胞株、またはヒト腫瘍細胞株を組織
培養フラスコから回収し、５％ウシ胎児血清を含有するリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）（Ｐ
ＢＳ／ＦＢＳ）に再懸濁した。染色する前に、ヒト腫瘍細胞をＰＢＳ／ＦＣＳ中の５μｇ
／ｍｌヒトＩｇＧ（１００μｌ）と共に氷上でインキュベートした。１－５×１０５細胞
をＰＢＳ／ＦＢＳ中の抗体またはＤＶＤ－Ｉｇ（２μｇ／ｍＬ）と共に３０－６０分間、
氷上でインキュベートした。細胞を２回洗浄し、１００μｌのＦ（ａｂ’）２ヤギ抗ヒト
ＩｇＧ、Ｆｃγ－Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８（ＰＢＳで１：２００希釈）（Ｊａｃｋｓｏｎ　
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ，Ｃａｔ．＃１０９－４８
６－０９８）を添加した。氷上で３０分間インキュベーションした後、細胞を２回洗浄し
、ＰＢＳ／ＦＢＳ中に再懸濁した。Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｎ
ｔｏ装置（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）を用いて蛍光
を測定した。
【０４３０】
　表４は、親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇ構築物のＦＡＣＳ幾何平均を含む。
【０４３１】
【表４】

【０４３２】
　全ＤＶＤ－Ｉｇは、その細胞表面標的との結合を示した。ＤＶＤ－ＩｇのＮ末端ドメイ
ンは、親抗体と同程度またはより良好に、その細胞表面上の標的と結合した。結合は、リ
ンカー長を調整することによって回復または改善され得る。
【０４３３】
　［実施例１．２］
　目的のヒト抗原に対する親モノクローナル抗体の作製
　親マウスｍＡｂは、目的のヒト抗原に結合して中和することができ、その変種は、以下
のようにして得られる。
【０４３４】
　［実施例１．２．Ａ］
　目的のヒト抗原でのマウスの免疫化
　完全フロイントアジュバントまたはＩｍｍｕｎｏｅａｓｙアジュバント（Ｑｉａｇｅｎ
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，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）と混合された組換え精製ヒト抗原（例えば、ＩＧＦ１，２）
２０μｇを、第１日目に、５匹の６から８週齢のＢａｌｂ／Ｃ、５匹のＣ５７Ｂ／６マウ
スおよび５匹のＡＪマウス中に皮下注射する。２４日、３８日および４９日目に、不完全
フロイントアジュバントまたはＩｍｍｕｎｏｅａｓｙアジュバントと混合された組換え精
製ヒト抗原変種２０μｇを同じマウス中に皮下注射する。８４日または１１２日または１
４４日目に、目的の組換え精製ヒト抗原１μｇをマウスの静脈内に注射する。
【０４３５】
　［実施例１．２．Ｂ］
　ハイブリドーマの作製
　ハイブリドーマを作製するために、「Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（
１９７５）　Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５」に記載されている確立された方法に従って
、実施例１．２．Ａに記載されている免疫化されたマウスから得られた脾細胞を、５：１
の比で、ＳＰ２／Ｏ－Ａｇ－１４細胞と融合する。ウェル当り２．５×１０６個の脾細胞
の密度で、９６ウェルプレート中のアザセリンおよびヒポキサンチンを含有する選択培地
中に融合産物を播種する。融合から７ないし１０日後に、肉眼で観察できるハイブリドー
マコロニーが観察される。ハイブリドーマコロニーを含有する各ウェルからの上清を、（
実施例１．１．１．Ａに記載されているように）目的の抗原に対する抗体の存在に関して
、ＥＬＩＳＡによって検査する。次いで、抗原特異的活性を示す上清を（実施例１．１．
２のアッセイに記載されているように）活性（例えば、実施例１．１．２．Ｉに記載され
ているようなバイオアッセイにおいて、目的の抗原を中和する能力）に関して検査する。
【０４３６】
　［実施例１．２．Ｃ］
　目的のヒト標的抗原に対する親モノクローナル抗体の同定および性質決定
　［実施例１．２．Ｃ．１］
　親モノクローナル抗体の中和活性の分析
　実施例１．２．Ａおよび１．２Ｂに従って作製された、目的の抗原を結合し、目的抗原
の変種（「抗原変種」）も結合する親抗体の存在に関して、ハイブリドーマ上清をアッセ
イする。次いで、例えば、実施例１．１．２．Ｉのサイトカインバイオアッセイにおいて
、抗原中和力価に関して、両アッセイにおいて陽性の抗体を有する上清を検査する。バイ
オアッセイにおいて１０００ｐＭ未満のＩＣ５０値、一実施形態では、１００ｐＭ未満の
ＩＣ５０値を有する抗体を生成するハイブリドーマを増やし、限界希釈によってクローニ
ングした。１０％の低ＩｇＧウシ胎児血清を含有する培地（Ｈｙｃｌｏｎｅ＃ＳＨ３０１
５１，Ｌｏｇａｎ，ＵＴ）中に、ハイブリドーマ細胞を増殖させる。平均して、（クロー
ン集団に由来する）各ハイブリドーマ上清２５０ｍＬを採集し、「Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．ａ
ｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｄ．１９８８　“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ”」に記載されているように、濃縮し、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精製する。例えば、実施例１．１．２．Ｉに記載されているような
サイトカインバイオアッセイを用いて、精製されたｍＡｂがその標的抗原の活性を阻害す
る能力を測定する。
【０４３７】
　［実施例１．２．Ｃ．２］
　目的のカニクイザル標的抗原に対する親モノクローナル抗体交差反応性の分析
　本明細書に記載されている選択されたｍＡｂが目的のカニクイザル抗原を認識するかど
うかを測定するために、組換えカニクイザル標的抗原を用いて、本明細書に記載されてい
るように（実施例１．１．１．Ｇ）、ＢＩＡＣＯＲＥ分析を行う。さらに、目的の組換え
カニクイザル抗原に対するｍＡｂの中和能力は、サイトカインバイオアッセイにおいても
測定され得る（実施例１．１．２．Ｉ）。良好なカニクイザル交差反応性（一実施形態に
おいて、ヒト抗原に対する反応性の５倍以内）を有するｍＡｂを、さらなる性質決定のた
めに選択する。
【０４３８】
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　［実施例１．２．Ｄ］
　各マウス抗ヒトモノクローナル抗体に対する可変領域のアミノ酸配列の測定
　ｃＤＮＡの単離、組換え抗ヒトマウスｍＡｂの発現および性質決定は、以下のように行
われる。各アミノ酸配列の決定のために、約１×１０６個のハイブリドーマ細胞を遠心に
よって単離し、製造業者の指示書に従って、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ／Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ．）を用いて全ＲＮＡを単離するために処理し
た。製造業者の指示書に従って、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
を用いて、全ＲＮＡを第一鎖ＤＮＡの合成に供する。ポリ（Ａ）＋ＲＮＡを選択するため
の第一鎖合成を開始するために、オリゴ（ｄＴ）を使用する。次いで、マウス免疫グロブ
リン可変領域の増幅のために設計されたプライマーを用いるＰＣＲによって、第一鎖ｃＤ
ＮＡ産物を増幅する（Ｉｇ－Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｔｓ，Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ
，ＷＩ）。アガロースゲル上でＰＣＲ産物を分離し、切り出し、精製し、次いで、ｐＣＲ
２．１－ＴＯＰＯベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）中に、Ｔ
ＯＰＯＣｌｏｎｉｎｇキットを用いてサブクローニングし、化学的に形質転換受容能力を
有するＴＯＰ１０イー・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａ
ｄ，ＣＡ）中に形質転換する。挿入物を含有するクローンを同定するために、形質転換体
に対してコロニーＰＣＲを行う。ＱＩＡｐｒｅｐ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐキット（Ｑｉａｇｅ
ｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を用いて、挿入物を含有するクローンからプラスミドＤＮ
Ａを単離する。Ｍ１３フォワードおよびＭ１３リバースプライマー（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｎｏｖｅｒ　ＭＤ）を用いて、可変重鎖または可変
軽鎖ＤＮＡ配列を決定するために、両鎖に対して、プラスミド中の挿入物を配列決定する
。ｍＡｂの可変重鎖および可変軽鎖配列を同定する。一実施形態において、次工程の開発
（ヒト化）のための、リードｍＡｂの群に関する選択基準には、以下のものが含まれる。
【０４３９】
　・抗体は、ＣＨ２中の標準的なＮ結合型グリコシル化部位（ＮＸＳ）を除き、Ｎ結合型
グリコシル化部位を一切含有しない
　・抗体は、全ての抗体中の通常のシステインの他に、余分のシステインを一切含まない
　・抗体配列はＶＨおよびＶＬに対して最も近いヒト生殖系列配列と並置され、あらゆる
異常なアミノ酸は、他の天然のヒト抗体中での発生に関してチェックされるべきである
　・抗体の活性に影響を及ぼさなければ、Ｎ末端のグルタミン（Ｑ）はグルタミン酸（Ｅ
）に変化させる。これは、Ｑの環状化による不均一性を低減する
　・効率的なシグナル配列の切断を質量分析法によって確認する。これは、ＣＯＳ細胞ま
たは２９３細胞材料を用いて行うことができる
　・活性の喪失をもたらし得るＡｓｎの脱アミド化のリスクに関して、タンパク質配列が
チェックされる
　・抗体は、凝集の低いレベルを有する
　・抗体は、（研究相では）＞５から１０ｍｇ／ｍＬの溶解度を有する；＞２５ｍｇ／ｍ
Ｌ
　・抗体は、動的光散乱（ＤＬＳ）によって、正常なサイズ（５から６ｎｍ）を有する
　・抗体は、低い電荷不均一性を有する
　・抗体は、サイトカインの放出を欠如する（実施例１．１．２．Ｂ参照）
　・抗体は、目的とするサイトカインに対して特異性を有する（実施例１．１．２．Ｃ参
照）
　・抗体は、予想外の組織交差反応性を欠如する（実施例１．１．２．Ｄ参照）
　・抗体は、ヒトとカニクイザル組織交差反応性の間で類似性を有する（実施例１．１．
２．Ｄ参照）
【０４４０】
　［実施例１．２．２］
　組換えヒト化親抗体
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　［実施例１．２．２．１］
　組換えキメラ抗ヒト親抗体の構築および発現
　細菌中での相同的組換えによって、２つのヒンジ領域アミノ酸変異を含有するヒトＩｇ
Ｇ１定常領域をコードするｃＤＮＡ断片によって、マウス抗ヒト親ｍＡｂの重鎖定常領域
をコードするＤＮＡを置き換える。これらの変異は、２３４位のロイシンからアラニンへ
の変化（ＥＵ付番）および２３５位のロイシンからアラニンへの変化である（Ｌｕｎｄ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７：２６５７）。これらの抗体の
それぞれの軽鎖定常領域は、ヒトκ定常領域によって置き換えられる。ｐＢＯＳ発現プラ
スミド中に連結されたキメラ重鎖および軽鎖ｃＤＮＡの同時形質移入によって、完全長キ
メラ抗体をＣＯＳ細胞中で一過性に発現させる（Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ　ａｎｄ　Ｎａｇａ
ｔａ（１９９０）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：５３２２）。プロテインＡセ
ファロースクロマトグラフィーによって、組換えキメラ抗体を含有する細胞上清を精製し
、酸緩衝液の添加によって、結合された抗体を溶出する。抗体を中性にし、ＰＢＳ中に透
析する。
【０４４１】
　キメラｍＡｂをコードする重鎖ｃＤＮＡを、そのキメラ軽鎖ｃＤＮＡとともに（いずれ
も、ｐＢＯＳベクター中に連結されている。）ＣＯＳ細胞中へ同時形質移入する。プロテ
インＡセファロースクロマトグラフィーによって、組換えキメラ抗体を含有する細胞上清
を精製し、酸緩衝液の添加によって、結合された抗体を溶出する。抗体を中性にし、ＰＢ
Ｓ中に透析する。
【０４４２】
　次いで、結合する能力に関して（Ｂｉａｃｏｒｅによる）および機能的活性（例えば、
実施例１．１．１および１．１．２中に記載されているように、ＩｇＥのサイトカイン誘
導性生成を阻害すること）に関して、精製されたキメラ抗ヒト親ｍＡｂを検査する。親ハ
イブリドーマｍＡｂの活性を維持するキメラｍＡｂを、将来の開発のために選択する。
【０４４３】
　［実施例１．２．２．２］
　ヒト化抗ヒト親抗体の構築および発現
　［実施例１．２．２．２．Ａ］
　ヒト抗体フレームワークの選択
　ＶｅｃｔｏｒＮＴＩソフトウェアを用いて（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ
．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｉｇｂｌａｓｔ／ｒｅｔｒｉｅｖｅｉｇ．ｈｔｍｌ．で、ＮＣＢＩ　
Ｉｇ　Ｂｌａｓｔウェブサイトから得られた）、４４のヒト免疫グロブリン生殖系列可変
重鎖または４６の生殖系列可変軽鎖配列に対して、それぞれのマウス可変重鎖および可変
軽鎖遺伝子配列を別々に並置する。
【０４４４】
　ヒト化は、アミノ酸配列の相同性、ＣＤＲクラスター分析、発現されたヒト抗体間での
使用頻度およびヒト抗体の結晶構造に関して利用可能な情報に基づく。抗体結合、ＶＨ－
ＶＬ対合およびその他の要因に対して起こり得る効果を考慮に入れて、少数の例外を有し
つつ、マウスとヒトのフレームワーク残基が異なる場所で、マウス残基をヒト残基へ変異
させる。マウス抗体可変領域の実際のアミノ酸配列に対する相同性の高い程度（すなわち
、配列類似性）を有するヒト生殖系列抗体配列またはその亜群の解析に基づいて、さらな
るヒト化戦略を設計する。
【０４４５】
　抗体の結合部位であるＣＤＲの構造にとって不可欠であると予想されるマウス抗体配列
に特有の残基を同定するために、相同性モデリングを使用する。相同性モデリングは、タ
ンパク質に対して、近似的な三次元座標を作製するコンピュータを利用した方法である。
最初の座標の源およびそのさらなる精緻化のための指針は、三次元座標が公知でありおよ
びその配列が第一のタンパク質の配列と関連する第二のタンパク質（参照タンパク質）で
ある。参照タンパク質と座標が所望されるタンパク質（標的タンパク質）との間の対応を
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作製するために、２つのタンパク質の配列間での関連性が使用される。参照および標的タ
ンパク質の一次配列を、参照タンパク質から標的タンパク質へ直接転移された２つのタン
パク質の同一部分の座標と並置する。既に転移されたモデル座標との一貫性を確保するた
めに精緻化された包括的構造テンプレートおよびエネルギーから、（例えば、残基の変異
、挿入または欠失から得られる）２つのタンパク質の合致しない部分に対する座標を構築
する。このコンピュータによるタンパク質構造は、さらに精緻化され、またはモデル化研
究で直接使用され得る。モデル構造の品質は、参照および標的タンパク質が関連している
という主張の正確さ、ならびに配列の並置が構築される精度によって決定される。
【０４４６】
　マウスｍＡｂに関しては、適切な参照構造を同定するために、ＢＬＡＳＴ検索と視覚的
検査の組み合わせが使用される。参照および標的アミノ酸配列間での２５％の配列同一性
は、相同性モデル化作業を試みるのに必要な最低条件と考えられる。配列の並置は手動で
構築され、モデル座標はプログラムＪａｃｋａｌを用いて作製される（Ｐｅｔｒｅｙ，Ｄ
．ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｒｏｔｅｉｎｓ５３（補遺６）：４３０－４３５参照）。
【０４４７】
　選択された抗体のマウスおよびヒトフレームワーク領域の一次配列は、著しい同一性を
共有する。異なる残基の位置は、マウス抗体の観察された結合力を保持するために、ヒト
化された配列中にマウス残基を含めるための候補である。ヒトおよびマウス配列の間で異
なるフレームワーク残基のリストは、手作業で構築される。表５は、この研究のために選
択されたフレームワーク配列を示している。
【０４４８】

【表５】

【０４４９】
　あるフレームワーク残基が抗体の結合特性に影響を及ぼす確率は、ＣＤＲ残基へのその
近接性に依存する。従って、モデル構造を使用する場合、マウスとヒト配列間で異なる残
基は、ＣＤＲ中のいずれかの原子からのそれらの距離に従って順位付けされる。いずれか
のＣＤＲ原子の４．５オングストローム以内に存在する残基は最も重要であると同定され
、ヒト化抗体中にマウス残基を保持する（すなわち、逆変異）ための候補とすることが推
奨される。
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【０４５０】
　コンピュータによって構築されたヒト化抗体は、オリゴヌクレオチドを用いて構築され
る。それぞれの可変領域ｃＤＮＡに対して、それぞれ６０から８０個のヌクレオチドのう
ち６個のヌクレオチドが、各オリゴヌクレオチドの５’および／または３’末端の２０ヌ
クレオチドだけ互いに重複するように設計される。徐冷反応では、６つのオリゴヌクレオ
チド全てを合わせ、沸騰させ、ｄＮＴＰの存在下で、徐冷する。重複するオリゴヌクレオ
チド間の約４０塩基対の間隙を埋めるために、ＤＮＡポリメラーゼＩ、巨大（Ｋｌｅｎｏ
ｗ）断片（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ　＃Ｍ０２１０，Ｂｅｖｅｒｌｅｙ
，ＭＡ．）を添加する。修飾されたｐＢＯＳベクター中の多重クローニング部位に対して
相補的な突出配列を含有する２つの最も外側のプライマーを用いて、可変領域遺伝子全体
を増幅するために、ＰＣＲを実施する（Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ，Ｓ．ａｎｄ　Ｎａｇａｔａ
，Ｓ．（１９９０）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：１７）。各ｃＤＮＡ集
合物から得られたＰＣＲ産物をアガロースゲル上で分離し、予想された可変領域ｃＤＮＡ
サイズに対応するバンドを切り出し、精製する。細菌中での相同的組換えによって、２つ
のヒンジ領域アミノ酸変異を含有するヒトＩｇＧ１定常領域をコードするｃＤＮＡ断片上
に、可変重領域をインフレームに挿入する。これらの変異は、２３４位のロイシンからア
ラニンへの変化（ＥＵ付番）および２３５位のロイシンからアラニンへの変化である（Ｌ
ｕｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：２６５７）。可変軽鎖
領域は、相同的組換えによって、ヒトκ定常領域とインフレームに挿入する。細菌のコロ
ニーを単離し、プラスミドＤＮＡを抽出する。ｃＤＮＡ挿入物の全体を配列決定する。完
全長のヒト化抗ヒト抗体を一過性に作製するために、各抗体に対応する正しいヒト化重鎖
および軽鎖をＣＯＳ細胞中に同時形質移入する。プロテインＡセファロースクロマトグラ
フィーによって、組換えキメラ抗体を含有する細胞上清を精製し、酸緩衝液の添加によっ
て、結合された抗体を溶出する。抗体を中性にし、ＰＢＳ中に透析する。
【０４５１】
　［実施例１．２．２．３］
　ヒト化抗体の性質決定
　例えば、実施例１．１．２．Ａに記載されているサイトカインバイオアッセイを用いて
、精製されたヒト化抗体が機能的活性を阻害する能力を測定する。実施例１．１．１．Ｂ
に記載されている表面プラズモン共鳴（Ｂｉａｃｏｒｅ（Ｒ））測定を用いて、組換えヒ
ト抗原へのヒト化抗体の結合親和性を測定する。バイオアッセイから得られたＩＣ５０値
およびヒト化抗体の親和性に順位を付ける。親ハイブリドーマｍＡｂの活性を完全に維持
するヒト化ｍＡｂを、将来の開発のための候補として選択する。最も好ましい上位２から
３個のヒト化ｍＡｂをさらに性質決定する。
【０４５２】
　［実施例１．２．２．３．Ａ］
　ヒト化抗体の薬物速度論的分析
　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットおよびカニクイザルにおいて、薬物速度論的研究
を実施する。雄および雌のラットおよびカニクイザルに、４ｍｇ／ｋｇのｍＡｂの単回用
量を静脈内または皮下に投薬し、抗原捕捉ＥＬＩＳＡを用いて試料を分析し、ノンコンパ
ートメント分析によって、薬物速度論的パラメータを測定する。要約すれば、ヤギ抗ビオ
チン抗体（５ｍｇ／ｍＬ、４℃、一晩）でＥＬＩＳＡプレートを被覆し、Ｓｕｐｅｒｂｌ
ｏｃｋ（Ｐｉｅｒｃｅ）でブロッキングし、室温で２時間、１０％Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ
ＴＴＢＳ中の５０ｎｇ／ｍＬのビオチン化されたヒト抗原とともに温置する。血清試料を
系列希釈し（ＴＴＢＳ中の０．５％血清、１０％Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ）、室温で３０分
間、プレート上で温置する。ＨＲＰ標識されたヤギ抗ヒト抗体を用いて検出を行い、４パ
ラメータロジスティックフィッティングを使用する標準曲線の助けを得て濃度を測定する
。薬物速度論的パラメータに対する値は、ＷｉｎＮｏｎｌｉｎソフトウェア（Ｐｈａｒｓ
ｉｇｈｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）を使用するノ
ンコンパートメントモデルによって測定する。優れた薬物速度論的特性（Ｔ１／２は、８
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から１３日またはこれより良好、低い排除速度および優れた生物学的利用性５０から１０
０％を有する。）を有するヒト化ｍＡｂを選択する。
【０４５３】
　［実施例１．２．２．３．Ｂ］
　ヒト化モノクローナル抗体の物理化学的およびインビトロ安定性分析
　サイズ排除クロマトグラフィー
　２．５ｍｇ／ｍＬになるように、抗体を水で希釈し、ＴＳＫゲルＧ３０００ＳＷＸＬカ
ラム（Ｔｏｓｏｈ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，　ｃａｔ＃　ｋ５５３９－０５ｋ）を使用す
るＳｈｉｍａｄｚｕＨＰＬＣシステム上で２０ｍＬを分析する。０．３ｍＬ／分の流速で
、２１１ｍＭ硫酸ナトリウム、９２ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ７．０で、試料をカラム
から溶出する。ＨＰＬＣシステムの作動条件は、以下のとおりである。
　移動相：２１１ｍＭＮａ２ＳＯ４、９２ｍＭＮａ２ＨＰＯ４＊７Ｈ２Ｏ、ｐＨ７．０
　勾配：等濃度
　流速：０．３ｍＬ／分
　検出波長：２８０ｎｍ
　自動試料採取装置冷却温度：４℃
　カラムオーブン温度：室温
　実行時間：５０分
【０４５４】
【表６】

【０４５５】
　ＤＶＤ－Ｉｇは、多くのＤＶＤ－Ｉｇが９０％を超える単量体を示す優れたＳＥＣ特性
を示した。このＤＶＤ－Ｉｇの特性は、親抗体に対して観察されたものと似ている。
【０４５６】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　還元および非還元条件下の両方で、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル
電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって抗体を分析する。アダリムマブロットＡＦＰ０４
Ｃを対照として使用する。還元条件に関しては、１００ｍＭＤＴＴを加えた２×ｔｒｉｓ
グリシンＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　ｃａｔ＃　ＬＣ２６７
６，　ｌｏｔ＃　１３２３２０８）と試料を１：１で混合し、６０℃で３０分間加熱する
。非還元条件に関しては、試料を試料緩衝液と１：１で混合し、１００℃で５分間加熱す
る。還元された試料（１０ｍｇ／レーン）は１２％プレキャストｔｒｉｓ－グリシンゲル
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（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　ｃａｔ＃　ＥＣ６００５ｂｏｘ，　ｌｏｔ＃　６１１１０２
１）上に搭載し、還元されていない試料（１０ｍｇ／レーン）は、８％から１６％のｐｒ
ｅｃａｓｔｔｒｉｓ－グリシンゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ｃａｔ＃　ＥＣ６０４５ｂ
ｏｘ，ｌｏｔ＃　６１１１０２１）上に搭載する。分子量マーカーとして、ＢｌｕｅＰｌ
ｕｓ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　ｃａｔ＃ＬＣ５９２５，ｌｏｔ＃１３５１５４２）を
使用する。ＸＣｅｌｌＳｕｒｅＬｏｃｋミニセルゲルボックス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
　ｃａｔ＃　ＥＩ０００１）中でゲルを走行させ、試料をゲル中に積み重ねるために、ま
ず７５の電圧を印加した後、色素の先頭がゲルの底に到達するまで、１２５の定常電圧を
印加することによってタンパク質を分離する。使用する走行緩衝液は、１０×ｔｒｉｓグ
リシンＳＤＳ緩衝液（ＡＢＣ，ＭＰＳ－７９－０８０１０６）から調製される１×ｔｒｉ
ｓグリシンＳＤＳ緩衝液である。コロイド状青色染色（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ｃａｔ＃
４６－７０１５，４６－７０１６）を用いて、ゲルを一晩染色し、バックグラウンドが透
明になるまで、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水で脱色させる。次いで、ＥｐｓｏｎＥｘｐｒｅｓｓｉｏ
ｎスキャナー（モデル１６８０、Ｓ／ＮＤＡＳＸ００３６４１）を用いて、染色されたゲ
ルをスキャンした。
【０４５７】
　沈降速度分析
　３つの標準的な２セクターカーボンエポンセンターピースのそれぞれの試料チャンバー
中に抗体を搭載する。これらのセンターピースは１．２ｃｍの光路長を有しており、サフ
ァイアウィンドウを用いて作製されている。参照緩衝液のためにＰＢＳを使用し、各チャ
ンバーは１４０μＬを含有した。ＢｅｃｋｍａｎＰｒｏｔｅｏｍｅＬａｂＸＬ－Ｉ分析用
超遠心装置（シリアル番号ＰＬ１０６Ｃ０１）中の４つ穴（ＡＮ－６０Ｔｉ）ローターを
用いて、全ての試料を同時に調べる。
【０４５８】
　走行条件はプログラムされ、遠心の管理は、ＰｒｏｔｅｏｍｅＬａｂ（ｖ５．６）を用
いて行われる。試料およびローターは、分析の前に１時間、熱的に平衡化させる（２０．
０±０．１℃）。３０００ｒｐｍで適切な細胞の搭載の確認を行い、各細胞に対して単一
の走査を記録する。沈降速度条件は、以下のとおりである。
　試料セル容積：４２０ｍＬ
　参照セル容積：４２０ｍＬ
　温度：２０℃
　ローター速度：３５，０００ｒｐｍ
　時間：８：００時間
　ＵＶ波長：２８０ｎｍ
　放射状（ｒａｄｉａｌ）ステップのサイズ：０．００３ｃｍ
　データ収集：シグナル平均化なしに、ステップ毎に１つのデータポイント
　走査の総数：１００
【０４５９】
　完全な状態の抗体のＬＣ－ＭＳ分子量測定
　ＬＣ－ＭＳによって、完全な状態の抗体の分子量を分析する。約１ｍｇ／ｍＬになるよ
うに、水で各抗体を希釈する。脱塩し、ＡＰＩＱｓｔａｒｐｕｌｓａｒｉ質量分析装置（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）中に、試料５ｍｇを導入するために、タンパク
質マイクロトラップ（Ｍｉｃｈｒｏｍ　Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓ，Ｉｎｃ，ｃａｔ＃０
０４／２５１０９／０３）を備えた１１００ＨＰＬＣ（Ａｇｉｌｅｎｔ）システムを使用
する。試料を溶出するために、短い勾配を使用する。５０ｍＬ／分の流速で、移動相Ａ（
ＨＰＬＣ水中、０．０８％ＦＡ、０．０２％ＴＦＡ）および移動相Ｂ（アセトニトリル中
、０．０８％ＦＡおよび０．０２％ＴＦＡ）を用いて勾配を実行する。質量分析装置は、
２０００から３５００質量対電荷比の走査範囲で、４．５ｋＶのスプレー電圧で操作する
。
【０４６０】
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　抗体軽鎖および重鎖のＬＣ－ＭＳ分子量測定
　抗体軽鎖（ＬＣ）、重鎖（ＨＣ）および脱グリコシル化されたＨＣの分子量測定は、Ｌ
Ｃ－ＭＳによって分析する。１ｍｇ／ｍＬになるように、水で抗体を希釈し、３７℃で３
０分間、１０ｍＭＤＴＴの最終濃度で、試料をＬＣおよびＨＣに還元する。抗体を脱グリ
コシル化するために、１００ｍＬの総容量で、ＰＧＮアーゼＦ２ｍＬ、１０％Ｎ－オクチ
ルグルコシド５ｍＬとともに、３７℃で一晩、抗体１００ｍｇを温置する。脱グリコシル
化後、１０ｍＭＤＴＴの最終濃度を用いて、３７℃で３０分間、試料を還元する。脱塩し
、ＡＰＩＱｓｔａｒｐｕｌｓａｒｉ質量分析装置（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ）中に、試料（５ｍｇ）を導入するために、Ｃ４カラム（Ｖｙｄａｃ，ｃａｔ＃２１４
ＴＰ５１１５，Ｓ／Ｎ０６０２０６５３７２０４０６９）を備えたＡｇｉｌｅｎｔ１１０
０ＨＰＬＣシステムを使用する。試料を溶出するために、短い勾配を使用する。５０ｍＬ
／分の流速で、移動相Ａ（ＨＰＬＣ水中、０．０８％ＦＡ、０．０２％ＴＦＡ）および移
動相Ｂ（アセトニトリル中、０．０８％ＦＡおよび０．０２％ＴＦＡ）を用いて勾配を実
行する。質量分析装置は、８００から３５００質量対電荷比の走査範囲で、４．５ｋＶの
スプレー電圧で操作する。
【０４６１】
　ペプチドマッピング
　７５ｍＭ炭酸水素アンモニウム中の６Ｍ塩酸グアニジンの最終濃度を用いて、室温で１
５分間、抗体を変性させる。変性された試料を、３７℃で６０分間、１０ｍＭＤＴＴの最
終濃度で還元した後、暗所にて、３７℃で３０分間、５０ｍＭヨード酢酸（ＩＡＡ）でア
ルキル化する。アルキル化に続いて、４℃で、１０ｍＭ炭酸水素アンモニウムの４リット
ルに対して、試料を一晩透析する。１０ｍＭ炭酸水素アンモニウム、ｐＨ７．８によって
、透析された試料を１ｍｇ／ｍＬになるように希釈し、３７℃で４時間、１：２０（ｗ／
ｗ）のトリプシン／Ｌｙｓ－Ｃ：抗体比で、トリプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ，ｃａｔ＃Ｖ５
１１１）またはＬｙｓ－Ｃ（Ｒｏｃｈｅ，ｃａｔ＃１１　０４７　８２５　００１）を用
いて、抗体１００ｍｇを消化する。１ＮＨＣｌの１ｍＬで、消化物を反応停止させる。質
量分析検出を用いたペプチドマッピングのために、Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣシス
テムを有するＣ１８カラム（Ｖｙｄａｃ，ｃａｔ＃２１８ＴＰ５１，Ｓ／Ｎ　ＮＥ９６０
６　１０．３．５）上での逆相高性能液体クロマトグラフィー（ＲＰＨＰＬＣ）によって
、消化物４０ｍＬを分離する。５０ｍＬ／分の流速で、移動相Ａ（ＨＰＬＣ等級の水中の
０．０２％ＴＦＡおよび０．０８％ＦＡ）および移動相Ｂ（アセトニトリル中の０．０２
％ＴＦＡおよび０．０８％ＦＡ）を使用する勾配を用いて、ペプチドの分離を行う。４．
５ｋＶのスプレー電圧での陽性モードおよび８００から２５００質量対電荷比のスキャン
範囲で、ＡＰＩＱＳＴＡＲ　Ｐｕｌｓａｒｉ質量分析装置を操作する。
【０４６２】
　ジスルフィド結合マッピング
　抗体を変性させるために、抗体１００ｍＬを１００ｍＭ炭酸水素アンモニウム中の８Ｍ
塩酸グアニジン３００ｍＬと混合する。ｐＨが７と８の間にあることを確かめるために、
ｐＨをチェックし、６Ｍ塩酸グアニジンの最終濃度で、室温で１５分間、試料を変性させ
る。変性された試料の一部（１００ｍＬ）を、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水で６００ｍＬに希釈して
、１Ｍの最終塩酸グアニジン濃度を得る。３７℃で約１６時間、１：５０のトリプシンま
たは１：５０のＬｙｓ－Ｃ：抗体（ｗ／ｗ）比（４．４ｍｇ酵素：２２０ｍｇ試料）のト
リプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ，ｃａｔ＃Ｖ５１１１，ｌｏｔ＃２２２６５９０１）またはＬ
ｙｓ－Ｃ（Ｒｏｃｈｅ，ｃａｔ＃１１０４７８２５００１，ｌｏｔ＃１２８０８０００）
のいずれかで、試料（２２０ｍｇ）を消化する。試料に、トリプシンまたはＬｙｓ－Ｃを
さらに５ｍｇ添加し、３７℃でさらに２時間、消化を進行させる。各試料にＴＦＡ１ｍＬ
を添加することによって、消化を停止させる。ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＬＣシステム上のＣ１
８カラム（Ｖｙｄａｃ，ｃａｔ＃２１８ＴＰ５１　Ｓ／Ｎ　ＮＥ０２０６３０－４－１Ａ
）を用いるＲＰＨＰＬＣによって、消化された試料を分離する。５０ｍＬ／分の流速で、
移動相Ａ（ＨＰＬＣ等級の水中の０．０２％ＴＦＡおよび０．０８％ＦＡ）および移動相
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Ｂ（アセトニトリル中の０．０２％ＴＦＡおよび０．０８％ＦＡ）を使用するペプチドマ
ッピングに対して使用したのと同じ勾配を用いて、分離を行う。ＨＰＬＣ操作条件は、ペ
プチドマッピングに対して使用したものと同じである。４．５ｋＶのスプレー電圧での陽
性モードおよび８００から２５００質量対電荷比のスキャン範囲で、ＡＰＩＱＳＴＡＲ　
Ｐｕｌｓａｒｉ質量分析装置を操作する。ペプチドの観察された分子量を、ジスルフィド
結合によって結合されたトリプシンまたはＬｙｓ－Ｃペプチドの予想される分子量とマッ
チさせることによって、ジスルフィド結合を割り振る。
【０４６３】
　遊離のスルフヒドリルの決定
　抗体中の遊離のシステインを定量するために使用した方法は、Ｅｌｌｍａｎ試薬、５，
５ｃ－ビチオ－ビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）の、スルフヒドリル基（ＳＨ）
との反応（この反応は、特徴的な発色性産物である５－チオ－（２－ニトロ安息香酸）（
ＴＮＢ）を生成する。）を基礎とする。反応は、式：
　ＤＴＮＢ＋ＲＳＨ（Ｒ）ＲＳ－ＴＮＢ＋ＴＮＢ－＋Ｈ＋で図示される。
【０４６４】
　ＴＮＢ－の吸光度は、Ｃａｒｙ５０分光光度計を用いて、４１２ｎｍで測定される。遊
離のＳＨ標準として、２メルカプトエタノール（ｂ－ＭＥ）の希釈物を用いて、吸光度曲
線をプロットし、タンパク質中の遊離のスルフヒドリル基の濃度を試料の４１２ｎｍの吸
光度から求める。
【０４６５】
　０．１４２ｍＭの最終濃度まで、ＨＰＬＣ等級の水で１４．２Ｍｂ－ＭＥを系列希釈す
ることによって、ｂ－ＭＥ標準原液を調製する。次いで、各濃度に対する３つ組みの標準
を調製する。ａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ　１０，０００ＭＷＣＯ遠心フィルター（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ，ｃａｔ＃　ＵＦＣ８０１０９６，ｌｏｔ＃　Ｌ３ＫＮ５２５１）を用いて
、抗体を１０ｍｇ／ｍＬまで濃縮し、アダリムマブに対して使用される製剤緩衝液（５．
５７ｍＭ一塩基性リン酸ナトリウム、８．６９ｍＭ二塩基性リン酸ナトリウム、１０６．
６９ｍＭＮａＣｌ、１．０７ｍＭクエン酸ナトリウム、６．４５ｍＭクエン酸、６６．６
８ｍＭマニトール、ｐＨ５．２、０．１％（ｗ／ｗ）Ｔｗｅｅｎ）に緩衝液を交換する。
室温で２０分間、振盪装置上で試料を混合する。次いで、１００ｍＭＴｒｉｓ緩衝液、ｐ
Ｈ８．１の１８０ｍＬを各試料および標準に添加した後、１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ８．
１中の２ｍＭＤＴＮＢの３００ｍＬを添加する。完全な混合後、Ｃａｒｙ５０分光光度計
上で、４１２ｎｍでの吸収に関して、試料および標準を測定する。遊離のＳＨの量とｂ－
ＭＥ標準のＯＤ４１２ｎｍをプロットすることによって標準曲線を得る。ブランクを差し
引いた後のこの曲線に基づいて、試料の遊離ＳＨ含量を計算する。
【０４６６】
　弱陽イオン交換クロマトグラフィー
　１０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．０を用いて、抗体を１ｍｇ／ｍＬまで希釈する。
ＷＣＸ－１０　ＰｒｏＰａｃ分析用カラム（Ｄｉｏｎｅｘ，ｃａｔ＃０５４９９３，Ｓ／
Ｎ０２７２２）を備えたＳｈｉｍａｄｚｕＨＰＬＣシステムを用いて、電荷の不均一性を
分析する。８０％の移動相Ａ（１０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．０）および２０％の
移動相Ｂ（１０ｍＭリン酸ナトリウム、５００ｍＭＮａＣｌ、ｐＨ６．０）中のカラムに
試料を搭載し、１．０ｍＬ／分の流速で溶出する。
【０４６７】
　オリゴ糖の特性決定
　抗体のＰＮＧアーゼＦ処理後に放出されるオリゴ糖を、２－アミノベンズアミド（２－
ＡＢ）標識試薬を用いて誘導化する。順相高性能液体クロマトグラフィー（ＮＰＨＰＬＣ
）によって、蛍光標識されたオリゴ糖を分離し、既知標準と比較した保持時間に基づいて
、オリゴ糖の異なる形態を性質決定する。
【０４６８】
　重鎖のＦｃ部分からＮ結合型オリゴ糖を切断するために、まず、ＰＮＧアーゼＦを用い
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て抗体を消化する。ＰＮＧアーゼＦ２ｍＬおよび１０％Ｎ－オクチルグルコシド３ｍＬと
ともに、抗体（２００ｍｇ）を５００ｍＬのＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管に入れる。最終容量を
６０ｍＬにするために、リン酸緩衝化された生理的食塩水を添加する。７００ＲＰＭに設
定されたＥｐｐｅｎｄｏｒｆ温熱ミキサー中にて、試料を３７℃で一晩温置する。対照と
して、アダリムマブロットＡＦＰ０４ＣもＰＮＧアーゼＦで消化する。
【０４６９】
　ＰＮＧアーゼＦ処理の後、タンパク質を沈殿させるために、７５０ＲＰＭに設定された
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ温熱ミキサー中にて、９５℃で５分間、試料を温置し、次いで、沈殿
したタンパク質を回転して沈降させるために、１０，０００ＲＰＭで２分間、Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ遠心管に試料を入れる。オリゴ糖を含有する上清を５００ｍＬのＥｐｐｅｎｎｄ
ｏｒｆ管に移し、６５℃で、ｓｐｅｅｄ－ｖａｃ中で乾燥させる。
【０４７０】
　Ｐｒｏｚｙｍｅから購入した２ＡＢ標識キット（ｃａｔ＃ＧＫＫ－４０４，ｌｏｔ＃１
３２０２６）を用いて、オリゴ糖を２ＡＢで標識する。標識試薬は、製造業者の指示書に
従って調製する。酢酸（１５０ｍＬ、キットに付属）をＤＭＳＯバイアル（キットに付属
）に添加し、ピペット操作で溶液を数回上下させることによって混合する。（使用直前に
）酢酸／ＤＭＳＯ混合物（１００ｍＬ）を２－ＡＢ色素のバイアルに移し、色素が完全に
溶解するまで混合する。次いで、還元剤のバイアル（キットに付属）に色素溶液を添加し
、よく混合する（標識試薬）。各乾燥されたオリゴ糖試料のバイアルに、標識試薬（５ｍ
Ｌ）を添加し、完全に混合する。反応の２時間、６５℃および７００から８００ＲＰＭに
設定されたＥｐｐｅｎｄｏｒｆ温熱ミキサー中に、反応バイアルを入れる。
【０４７１】
　標識反応後、ＰｒｏｚｙｍｅのＧｌｙｃｏＣｌｅａｎ　Ｓ　Ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ（ｃ
ａｔ＃ＧＫＩ－４７２６）を用いて、過剰な蛍光色素を除去する。試料を添加する前に、
ｍｉｌｌｉ－Ｑ水１ｍＬでカートリッジを洗浄した後、３０％酢酸溶液１ｍＬの５ｉｓｈ
ｅで洗浄する。試料を添加する直前に、アセトニトリル（Ｂｕｒｄｉｃｋ　ａｎｄ　Ｊａ
ｃｋｓｏｎ，ｃａｔ＃ＡＨ０１５－４）１ｍＬをカートリッジに添加する。
【０４７２】
　アセトニトリルの全てがカートリッジを通過した後、洗浄直後のディスクの中心に試料
を点状に配置し、ディスク上に１０分間吸着させる。アセトニトリル１ｍＬ、続いて、９
６％アセトニトリル１ｍＬの５つのｉｓｈｅで、ディスクを洗浄する。１．５ｍＬのＥｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ管上にカートリッジを配置し、ｍｉｌｌｉＱ水の３回ｉｓｈｅ（各ｉｓｈ
４００ｍＬ）を用いて、２－ＡＢ標識されたオリゴ糖を溶出する。
【０４７３】
　Ｓｈｉｍａｄｚｕ　ＨＰＬＣシステムに接続されたＧｌｙｃｏｓｅｐＮ　ＨＰＬＣ（ｃ
ａｔ＃　ＧＫＩ－４７２８）カラムを用いて、オリゴ糖を分離する。ＳｈｉｍａｄｚｕＨ
ＰＬＣシステムは、システム制御装置、脱気装置、２つのポンプ、試料冷却装置が付いた
自動試料採取装置および蛍光検出装置からなった。
【０４７４】
　高温での安定性
　抗体の緩衝液は、５．５７ｍＭ一塩基性リン酸ナトリウム、８．６９ｍＭ二塩基性リン
酸ナトリウム、１０６．６９ｍＭＮａＣｌ、１．０７ｍＭクエン酸ナトリウム、６．４５
ｍＭクエン酸、６６．６８ｍＭマニトール、０．１％（ｗ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ、ｐＨ５．２
；または１０ｍＭヒスチジン、１０ｍＭメチオニン、４％マニトール、ｐＨ５．９のいず
れかであり、Ａｍｉｃｏｎ超遠心フィルターを使用する。適切な緩衝液を用いて、抗体の
最終濃度を２ｍｇ／ｍＬに調整する。次いで、抗体溶液をフィルター滅菌し、０．２５ｍ
Ｌの分取試料を無菌条件下で調製する。１、２または３週間、分取試料を－８０℃、５℃
、２５℃または４０℃に放置する。温置期間の終了時に、サイズ排除クロマトグラフィー
およびＳＤＳ－ＰＡＧＥによって試料を分析する。
【０４７５】
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　還元条件および非還元条件下の両方でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって、安定性試料を分析
する。使用した操作は、本明細書に記載されているものと同じである。コロイト状青色染
色（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ｃａｔ＃４６－７０１５，４６－７０１６）を用いて、ゲル
を一晩染色し、バックグラウンドが透明になるまで、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水で脱色させる。次
いで、ＥｐｓｏｎＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎスキャナー（モデル１６８０、Ｓ／ＮＤＡＳＸ０
０３６４１）を用いて、染色されたゲルをスキャンした。より高い感度を得るために、銀
染色キット（Ｏｗｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて、同じゲルを銀染色し、製造業者
によって与えられた推奨操作を使用する。
【０４７６】
　［実施例１．２．２．３．Ｃ］
　ヒト癌腫異種移植片の増殖に対するヒト化モノクローナル抗体単独または化学療法との
組み合わせの有効性
　９９％の生存率、組織培養フラスコ中で８５％の集密度になるように、ヒト癌細胞をイ
ンビトロで増殖させる。１９から２５グラムの雌または雄のＳＣＩＤマウス（Ｃｈａｒｌ
ｅｓ　Ｒｉｖｅｒｓ　Ｌａｂｓ）に耳標を付け、毛を剃った。次いで、研究の０日目に、
２×１０６個のヒト腫瘍細胞０．２ｍＬ（１：１マトリゲル）をマウスの右脇腹に皮下接
種する。約１５０から２００ｍｍ３の平均腫瘍容積を有するマウスの別々のカゴの中に、
マウスの大きさを合わせた後に、ビヒクル（ＰＢＳ）、ヒト化抗体および／または化学療
法の投与（腹腔内、Ｑ３Ｄ／週）を開始する。接種から約１０日後に開始して、週に２回
、測径器の対によって腫瘍を測定し、式Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２（Ｖ：容積、ｍｍ３；Ｌ：長さ
、ｍＭ；Ｗ：幅、ｍｍ）に従って腫瘍容積を計算する。ｍＡｂのみで、または化学療法と
組み合わせて処理された動物中には、ビヒクルのみまたはイソタイプ対照ｍＡｂを与えた
動物中の腫瘍と比べて、腫瘍容積の低下が見られる。
【０４７７】
　［実施例１．２．２．３．Ｄ］
　ＦＡＣＳを基礎とする再誘導された細胞傷害（ｒＣＴＬ）アッセイ
　予め凍結させた単離された末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から、負の選択濃縮カラム（Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ；　Ｃａｔ．＃ＨＴＣＣ－５２５
）によってヒトＣＤ３＋Ｔ細胞を単離した。フラスコ（ｖｅｎｔ　ｃａｐ，Ｃｏｒｎｉｎ
ｇ，Ａｃｔｏｎ，ＭＡ）中でＴ細胞を４日間刺激し、Ｄ－ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）中の、１０μｇ／ｍＬ抗ＣＤ３（ＯＫＴ－３，ｅＢｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）および２μｇ／ｍＬ抗ＣＤ２８（Ｃ
Ｄ２８．２，ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）で被覆し
、Ｌ－グルタミン、５５ｍＭβ－ＭＥ、ペニシリン／ストレプトマイシン、１０％ＦＢＳ
を加えた完全ＲＰＭＩ１６４０培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
中の３０Ｕ／ｍＬＩＬ－２（Ｒｏｃｈｅ）中で培養する。次いで、アッセイを使用する前
に、３０Ｕ／ｍＬのＩＬ－２中で、Ｔ細胞を一晩休息させた。製造業者の指示書に従って
、ＤｏＨＨ２またはＲａｊｉ標的細胞をＰＫＨ２６（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で標識した。ｒＣＴＬアッセイを通じて、Ｌ－グルタミンおよび１
０％ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，Ｌｏｇａｎ，ＵＴ）を含有するＲＰＭＩ１６４０培地（フ
ェノールなし、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を使用した。（Ｄｒｅ
ｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　１００：６９０を参照
）。
【０４７８】
　１０：１のＥ：Ｔ比を与えるために、それぞれ、９６ウェルプレート（Ｃｏｓｔａｒ　
＃３７９９，Ａｃｔｏｎ，ＭＡ）中の１０５および１０４細胞／ウェルの最終細胞濃度で
、エフェクターＴ細胞（Ｅ）および標的（Ｔ）を播種した。濃度依存的滴定曲線を得るた
めに、ＤＶＤ－Ｉｇ分子を希釈した。一晩の温置後、細胞を沈降させ、Ｄ－ＰＢＳ中に０
．１％ＢＳＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、０．１％アジ化ナト
リウムおよび０．５μｇ／ｍＬヨウ化プロピジウム（ＢＤ）を含有するＦＡＣＳ緩衝液中
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に再懸濁する前に、Ｄ－ＰＢＳを用いて１回洗浄する。ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ装置（Ｂ
ｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）にＦＡＣＳデータを収集し
、Ｆｌｏｗｊｏ（Ｔｒｅｅｓｔａｒ）中で解析した。パーセント特異的溶解を測定するた
めに、パーセント総標的（対照、無処置）によって除した、ＤＶＤ－Ｉｇ処理された試料
中の生きた標的のパーセントを計算した。Ｐｒｉｓｍ（Ｇｒａｐｈｐａｄ）で、ＩＣ５０

を計算した。
【０４７９】
　［実施例１．２．２．３．Ｅ］
　抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）法
　標的（ＤｏＨＨ２、Ａ４３１およびＵ８７ＭＧｄｅ２－７）細胞を回収し、１０ｍＬの
ＲＰＭＩフェノールレッド不含培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，
Ｃａｔ．＃１１８３５）で洗浄し、カルセイン－ＡＭ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，Ｃａｔ．＃６５－０８５３）において４×ｌ０６細胞／ｍＬ濃度で
３０分間インキュベートした。標的細胞を１０ｍＬのＲＰＭＩフェノールレッド不含１０
％ＦＢＳ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ＨｙＣｌｏｎｅ，Ｌｏｇａｎ，ＵＴ，
Ｃａｔ．＃ＳＨ３００７０．０３）で３回洗浄し、１８０，０００細胞／ウェルとなるよ
う９６ウェル丸底プレート内に分注した。ＲＰＭＩフェノールレッド不含１０％ＦＢＳで
抗体およびＤＶＤ－Ｉｇを１０μｇ／ｍＬになるよう希釈した。標的細胞から上清を除去
し、３０μＬ／ウェルの希釈抗体およびＤＶＤ－Ｉｇを添加した。細胞を氷上で１時間イ
ンキュベートし、次に１５０μＬ／ウェルのＲＰＭＩフェノールレッド不含１０％ＦＢＳ
で３回洗浄した。細胞を２ｍＬアッセイブロックに移し、１．３３×１０５細胞／ｍＬ濃
度に再懸濁した。不活性ヒトＮＫ細胞（Ａｓｔａｒｔｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒｅｄｍ
ｏｎｄ，ＷＡ，Ｃａｔ．＃１０２７）または活性ヒトＮＫ細胞（キット、Ｍｙｌｔｅｎｙ
ｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ，Ｃａｔ．＃１３０－０９４－４８３を用いて
２週間活性化した自家製作の供血者プログラムＰＢＭＣ）を解凍し、１０ｍＬのＲＰＭＩ
フェノールレッド不含１０％ＦＢＳで２回洗浄し、１．２×１０６細胞／ｍＬとなるよう
再懸濁した。次に、７５μＬのＮＫ細胞および７５μＬの標的細胞を同じウェルに移すこ
とによって、ＮＫ細胞および標的細胞を９：１の比率で９６ウェルＶ字底プレートに分注
した。自発性のカルセイン－ＡＭ遊離の決定に用いたウェルには、ＮＫ細胞の代わりに培
地を添加した。全溶解の決定に用いたウェルには、ＮＫ細胞の代わりに２％ｔｒｉｔｏｎ
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，Ｃａｔ．＃９３４４３）を添
加した。全条件を３回複製して播種した。
【０４８０】
　細胞を２－２．５時間、３７℃でインキュベートし、次に１３００ｒｐｍで５分間スピ
ンダウンした。１００μＬ／ウェルの上清をｂｌａｃｋ　ｃｌｉｎｉｐｌａｔｅに移した
。２１０３ＥｎＶｉｓｉｏｎ　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅ
ｌｍｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）においてプレートを読み取った。
【０４８１】
　ＤＶＤ－ＩｇのＡＤＣＣ活性を表７、８および９に示す。
【０４８２】
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【表７】

【０４８３】
　Ｎ末端またはＣ末端位置のいずれかにＮＫＧ２Ｄ由来のＶＤを含む全ＤＶＤ－Ｉｇは、
ＡＤＣＣ活性を示した。
【０４８４】
【表８】

【０４８５】
　Ｎ末端またはＣ末端位置のいずれかにＮＫＧ２Ｄ由来のＶＤを含む全ＤＶＤ－Ｉｇは、
ＡＤＣＣ活性を示した。
【０４８６】
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【表９】

【０４８７】
　Ｎ末端またはＣ末端位置のいずれかにＮＫＧ２Ｄ由来のＶＤを含む全ＤＶＤ－Ｉｇは、
ＡＤＣＣ活性を示した。
【０４８８】
　［実施例１．２．２．３．Ｆ］
　ＦｃＲ結合方法
　細胞（ＦｃＲｎ：ＦｃＲｎＧＰＩ－ＣＨＯ、ＦｃγＲＩ：ＴＨＰ－１、ＦｃγＲＩＩａ
：Ｋ５６２、ＦｃγＲＩＩｂ：ＣＨＯ－ＦｃγＲＩＩ－ｂ－１）を１×１０５細胞／ウェ
ルになるよう９６ウェル丸底プレートに播種した。ＦＡＣＳバッファー（ＰＢＳ中の１％
ＦＢＳ、ＦｃＲｎ試料はｐＨ６．４、その他はｐＨ７．４）中に、抗体およびＤＶＤ－Ｉ
ｇを１００μｇ／ｍｌになるよう希釈した。細胞から上清を除去し、３０μＬの希釈抗体
およびＤＶＤ－Ｉｇをウェルに添加した。細胞を抗体と共に４℃で２時間インキュベート
した。インキュベーションに続いて、細胞を１５０μＬのＦＡＣＳバッファー（ＦｃＲｎ
試料はｐＨ６．４、その他はｐＨ７．４）で３回洗浄した。１：１２５希釈したＲ－ＰＥ
コンジュゲート抗ヒトＩｇＧ　Ｆ（Ａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅ
ａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ，Ｃａｔ．＃１０９－１１６－１７０）を含む５
０μＬのＦＡＣＳバッファー（ＦｃＲｎ試料はｐＨ６．４、その他はｐＨ７．４）中に細
胞を再懸濁し、４℃で４０分間インキュベートした。細胞を３回洗浄し、最後に１００μ
ＬのＦＡＣＳバッファー（ＦｃＲｎ試料はｐＨ６．４、その他はｐＨ７．４）中に再懸濁
した。試料をＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ装置（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ
　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）において試験した。非抗体処理対照試料のＧＭＦＩが３となるよう、
ＦＬ２のＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ設定を調整した。続いて実験試料を試験した。Ｆｌｏｗ
Ｊｏソフトウェア（Ｔｒｅｅｓｔａｒ，Ｉｎｃ，Ａｓｈｌａｎｄ，ＯＲ）を用いてデータ
を解析し、前方および側方散乱ゲートにより指定された生細胞におけるＲ－ＰＥ　ＧＭＦ
Ｉを決定した。
【０４８９】
　ＤＶＤ－ＩｇのＦｃ受容体結合を表１０に示す。
【０４９０】



(169) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

【表１０】

【０４９１】
　Ｎ末端またはＣ末端位置のいずれかにＮＫＧ２Ｄ由来のＶＤを含む全ＤＶＤ－Ｉｇは、
Ｆｃ受容体結合を示した。
【０４９２】
　［実施例１．４］
　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
　本明細書に記載されているように選択された２つの親モノクローナル抗体（一方はヒト
抗原Ａに対し、他方はヒト抗原Ｂに対する。）を用いて、２つの抗原を結合するＤＶＤ－
Ｉｇ分子を構築する。
【０４９３】
　［実施例１．４．１］
　２つのリンカー長を有するＤＶＤ－Ｉｇの作製



(170) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

　ＡＤＣＣ／ＣＤＣエフェクター機能を除去するために、２３４および２３５に変異を有
するμ１Ｆｃを含有する定常領域を使用する。４つの異なる抗Ａ／ＢＤＶＤ－Ｉｇ構築物
（２つは短いリンカー（ＳＬ）を有し、２つは長いリンカー（ＬＬ）を有する（それぞれ
、２つの異なるドメイン方向性：ＶＡ－ＶＢ－ＣおよびＶＢ－ＶＡ－Ｃ）。）を作製する
（表１１参照）。ヒトＣ１／ＣｋまたはＣＨ１ドメインのＮ末端配列に由来するリンカー
配列は、以下のとおりである。
　ＤＶＤＡＢ構築物の場合：
　軽鎖（抗Ａがλを有する場合）：短いリンカー：ＱＰＫＡＡＰ（配列番号１５）；長い
リンカー：ＱＰＫＡＡＰＳＶＴＬＦＰＰ（配列番号１６）
　軽鎖（抗Ａがκを有する場合）：短いリンカー：ＴＶＡＡＰ（配列番号１３）；長いリ
ンカー：ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号１４）
　重鎖（γ１）：短いリンカー：ＡＳＴＫＧＰ（配列番号２１）；長いリンカー；ＡＳＴ
ＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２２）
　ＤＶＤＢＡ構築物の場合：
　軽鎖（抗Ｂがλを有する場合）：短いリンカー：ＱＰＫＡＡＰ（配列番号１５）；長い
リンカー：ＱＰＫＡＡＰＳＶＴＬＦＰＰ（配列番号１６）
　軽鎖（抗Ｂがκを有する場合）：短いリンカー：ＴＶＡＡＰ（配列番号１３）；長いリ
ンカー：ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ（配列番号１４）
　重鎖（γ１）：短いリンカー：ＡＳＴＫＧＰ（配列番号２１）；長いリンカー：ＡＳＴ
ＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰ（配列番号２２）
【０４９４】
　ｐＢＯＳ発現ベクター中に、重鎖および軽鎖構築物をサブクローニングし、ＣＯＳ細胞
中で発現させた後、プロテインＡクロマトグラフィーによって精製する。精製された物質
をＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＳＥＣ分析に供する。
【０４９５】
　表１１は、各抗Ａ／ＢＤＶＤ－Ｉｇタンパク質を発現させるために使用された重鎖およ
び軽鎖構築物を記載する。
【０４９６】

【表１１】

【０４９７】
　［実施例１．４．２］
　ＤＶＤＡＢＳＬおよびＤＶＤＡＢＬＬに対するＤＮＡ構築物の分子クローニング：
　重鎖構築物ＤＶＤＡＢＨＣ－ＬＬおよびＤＶＤＡＢＨＣ－ＳＬを作製するために、Ａ抗
体のＶＨドメインは特異的なプライマー（３’プライマーは、それぞれ、ＳＬ／ＬＬ構築
物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて、ＰＣＲ増幅されるのに対し
て、Ｂ抗体のＶＨドメインは、特異的なプライマー（５’プライマーは、それぞれ、ＳＬ
／ＬＬ構築物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて増幅される。両Ｐ
ＣＲ反応は、標準的なＰＣＲ技術と操作に従って行われる。２つのＰＣＲ生成物をゲル精
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製し、その後の重複ＰＣＲ反応のための重複テンプレートとして一緒に使用する。標準的
な相同的組換えアプローチを使用することによって、ＳｒｆＩおよびＳａｌＩによって二
重消化されたｐＢＯＳ－ｈＣγｌ，ｚ、非ａ哺乳動物発現ベクター（Ａｂｂｏｔｔ）の中
に重複するＰＣＲ産物をサブクローニングする。
【０４９８】
　軽鎖構築物ＤＶＤＡＢＬＣ－ＬＬおよびＤＶＤＡＢＬＣ－ＳＬを作製するために、Ａ抗
体のＶＬドメインは特異的なプライマー（３’プライマーは、それぞれ、ＳＬ／ＬＬ構築
物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて、ＰＣＲ増幅されるのに対し
て、Ｂ抗体のＶＬドメインは、特異的なプライマー（５’プライマーは、それぞれ、ＳＬ
／ＬＬ構築物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて増幅される。両Ｐ
ＣＲ反応は、標準的なＰＣＲ技術と操作に従って行われる。２つのＰＣＲ生成物をゲル精
製し、標準的なＰＣＲ条件を使用するその後の重複ＰＣＲ反応のための重複テンプレート
として一緒に使用する。標準的な相同的組換えアプローチを使用することによって、Ｓｒ
ｆＩおよびＮｏｔＩによって二重消化されたｐＢＯＳ－ｈＣｋ哺乳動物発現ベクター（Ａ
ｂｂｏｔｔ）の中に重複するＰＣＲ産物をサブクローニングする。以下に記載されている
ＤＶＤＢＡＳＬおよびＤＶＤＢＡＬＬを作製するために、類似のアプローチが使用される
。
【０４９９】
　［実施例１．４．３］
　ＤＶＤＢＡＳＬおよびＤＶＤＢＡＬＬに対するＤＮＡ構築物の分子クローニング：
　重鎖構築物ＤＶＤＢＡＨＣ－ＬＬおよびＤＶＤＢＡＨＣ－ＳＬを作製するために、抗体
ＢのＶＨドメインは特異的なプライマー（３’プライマーは、それぞれ、ＳＬ／ＬＬ構築
物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて、ＰＣＲ増幅されるのに対し
て、抗体ＡのＶＨドメインは、特異的なプライマー（５’プライマーは、それぞれ、ＳＬ
／ＬＬ構築物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて増幅される。両Ｐ
ＣＲ反応は、標準的なＰＣＲ技術と操作に従って行われる。２つのＰＣＲ生成物をゲル精
製し、標準的なＰＣＲ条件を使用するその後の重複ＰＣＲ反応のための重複テンプレート
として一緒に使用する。標準的な相同的組換えアプローチを使用することによって、Ｓｒ
ｆＩおよびＳａｌＩによって二重消化されたｐＢＯＳ－ｈＣγｌ，ｚ、非ａ哺乳動物発現
ベクター（Ａｂｂｏｔｔ）の中に重複するＰＣＲ産物をサブクローニングする。
【０５００】
　軽鎖構築物ＤＶＤＢＡＬＣ－ＬＬおよびＤＶＤＢＡＬＣ－ＳＬを作製するために、抗体
ＢのＶＬドメインは特異的なプライマー（３’プライマーは、それぞれ、ＳＬ／ＬＬ構築
物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて、ＰＣＲ増幅されるのに対し
て、抗体ＡのＶＬドメインは、特異的なプライマー（５’プライマーは、それぞれ、ＳＬ
／ＬＬ構築物に対する短い／長いライナー配列を含有する。）を用いて増幅される。両Ｐ
ＣＲ反応は、標準的なＰＣＲ技術と操作に従って行われる。２つのＰＣＲ生成物をゲル精
製し、標準的なＰＣＲ条件を使用するその後の重複ＰＣＲ反応のための重複テンプレート
として一緒に使用する。標準的な相同的組換えアプローチを使用することによって、Ｓｒ
ｆＩおよびＮｏｔＩによって二重消化されたｐＢＯＳ－ｈＣｋ哺乳動物発現ベクター（Ａ
ｂｂｏｔｔ）の中に重複するＰＣＲ産物をサブクローニングする。
【０５０１】
　［実施例１．４．４］
　さらなるＤＶＤ－Ｉｇの構築および発現
　［実施例１．４．４．１］
　ＤＶＤ－Ｉｇベクター構築物の調製
　ＤＶＤ－Ｉｇの中に取り込ませるために、特異的な抗原またはそのエピトープを認識す
る特異的抗体に対する親抗体アミノ酸配列は、上記ハイブリドーマの調製によって取得す
ることが可能であり、または公知の抗体タンパク質または核酸を配列決定することによっ
て取得することが可能である。さらに、文献から公知の配列を得ることができる。標準的
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なＤＮＡ合成または増幅技術を使用し、所望の抗体断片を発現ベクター中に集合させ、標
準的な組換えＤＮＡ技術を使用して、細胞内で発現させるための核酸を合成するために、
前記配列を使用することができる。
【０５０２】
　例えば、アミノ酸配列から核酸のコドンを決定し、Ｂｌｕｅ　Ｈｅｒｏｎ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（ｗｗｗ．ｂｌｕｅｈｅｒｏｎｂｉｏ．ｃｏｍ）Ｂｏｔｈｅ
ｌｌ，ＷＡ　ＵＳＡによって、オリゴヌクレオチドＤＮＡを合成した。３００から２，０
００塩基対の二本鎖ＤＮＡ断片中にオリゴヌクレオチドを集合させ、プラスミドベクター
中にクローニングし、配列を確認した。完全な遺伝子を得るために、酵素的方法を用いて
、クローニングされた断片を集合させ、発現ベクター中にサブクローニングした。（米国
特許第７，３０６，９１４号；米国特許第７，２９７，５４１号；米国特許第７，２７９
，１５９号；米国特許第７，１５０，９６９号；米国特許出願公開第２００８０１１５２
４３号；米国特許出願公開第２００８０１０２４７５号；米国特許出願公開第２００８０
０８１３７９号；米国特許出願公開第２００８００７５６９０号；米国特許出願公開第２
００８００６３７８０号；米国特許出願公開第２００８００５０５０６号；米国特許出願
公開第２００８００３８７７７号；米国特許出願公開第２００８００２２４２２号；米国
特許出願公開第２００７０２８９０３３号；米国特許出願公開第２００７０２８７１７０
号；米国特許出願公開第２００７０２５４３３８号；米国特許出願公開第２００７０２４
３１９４号；米国特許出願公開第２００７０２２５２２７号；米国特許出願公開第２００
７０２０７１７１号；米国特許出願公開第２００７０１５０９７６号；米国特許出願公開
第２００７０１３５６２０号；米国特許出願公開第２００７０１２８１９０号；米国特許
出願公開第２００７０１０４７２２号；米国特許出願公開第２００７００９２４８４号；
米国特許出願公開第２００７００３７１９６号；米国特許出願公開第２００７００２８３
２１号；米国特許出願公開第２００６０１７２４０４号；米国特許出願公開第２００６０
１６２０２６号；米国特許出願公開第２００６０１５３７９１号；米国特許出願公開第２
００３０２１５４５８号；米国特許出願公開第２００３０１５７６４３号参照）。
【０５０３】
　親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇのクローニングのために、ｐＨｙｂＥベクター（米国特許出
願第６１／０２１，２８２号）の群を使用した。野生型定常領域を有する抗体およびＤＶ
Ｄ重鎖をクローニングするために、ｐＪＰ１８３；ｐＨｙｂＥ－ｈＣｇ１、ｚ、非－ａＶ
２に由来するＶ１を使用した。κ定常領域を有する抗体およびＤＶＤ軽鎖をクローニング
するために、ｐＪＰ１９１；ｐＨｙｂＥ－ｈＣｋＶ２に由来するＶ２を使用した。λ定常
領域を有する抗体およびＤＶＤ軽鎖をクローニングするために、ｐＪＰ１９２；ｐＨｙｂ
Ｅ－ｈＣ１Ｖ２に由来するＶ３を使用した。λ－κハイブリッドＶドメインを有するＤＶ
Ｄ軽鎖をクローニングするために、λシグナルペプチドおよびκ定常領域を用いて構築さ
れたＶ４を使用した。κ－λハイブリッドＶドメインを有するＤＶＤ軽鎖をクローニング
するために、κシグナルペプチドおよびλ定常領域を用いて構築されたＶ５を使用した。
（２３４，２３５ＡＡ）変異体定常領域を有する抗体およびＤＶＤ重鎖をクローニングす
るために、ｐＪＰ１８３；ｐＨｙｂＥ－ｈＣｇ１、ｚ、非－ａＶ２に由来するＶ７を使用
した。
【０５０４】
　［実施例１．４．４．２］
　２９３細胞中での形質移入および発現
　ＤＶＤ－Ｉｇタンパク質生成のために、ＤＶＤ－Ｉｇベクター構築物を２９３細胞にト
ランスフェクトする。用いた２９３一過性トランスフェクション手順は、Ｄｕｒｏｃｈｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３０（２）：Ｅ９
およびＰｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ　９０（３）：３３２－４４において発表されている方法を改変したものである。ト
ランスフェクションに用いた試薬として、次のものが挙げられる。
　・１３０ｒｐｍ、３７℃および５％ＣＯ２に設定した加湿インキュベーター内の使い捨
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てエルレンマイヤーフラスコにおいて培養した、ＨＥＫ２９３－６Ｅ細胞（ＥＢＮＡ１を
安定的に発現するヒト胎児腎臓細胞株；カナダ国家研究会議（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　Ｃｏｕｎｃｉｌ　Ｃａｎａｄａ）から入手）。
　・培地：ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３発現培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　１２３３８－０
１８）に、２５μｇ／ｍＬジェネテシン（Ｇ４１８）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　１０１３
１－０２７）および０．１％プルロニックＦ－６８（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　２４０４０
－０３２）を添加したもの。
　・トランスフェクション培地：ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３発現培地に、１０ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳを添加したもの（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　１５６３０－０８０）。
　・ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）ストック：１ｍｇ／ｍＬ滅菌ストック溶液、ｐＨ７．
０、直鎖状２５ｋＤａ　ＰＥＩ（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて調製し、－１５℃
未満で保存。
　・Ｔｒｙｐｔｏｎｅ　Ｆｅｅｄ培地：Ｔｒｙｐｔｏｎｅ　Ｎ１（Ｏｒｇａｎｏｔｅｃｈ
ｎｉｅ，１９５５４）のＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３発現培地中５％ｗ／ｖ滅菌ストック。
【０５０５】
　トランスフェクション用の細胞調製：トランスフェクションの約２－４時間前に、ＨＥ
Ｋ２９３－６Ｅ細胞を遠心分離により回収し、細胞密度が１ｍＬ当り約百万個の生細胞に
なるよう培地中に再懸濁する。各トランスフェクションにつき、４０ｍＬの細胞懸濁液を
使い捨て２５０ｍＬエルレンマイヤーフラスコに移し、２－４時間インキュベートする。
【０５０６】
　トランスフェクション：トランスフェクション培地およびＰＥＩストックを室温（ＲＴ
）に予め温めておく。各トランスフェクションにつき、５ｍＬのトランスフェクション培
地中に２５μｇのプラスミドＤＮＡおよび５０μｇのポリエチレンイミン（ＰＥＩ）を合
わせ、１５－２０分間、ＲＴでインキュベートしてＤＮＡ：ＰＥＩ複合体を形成させる。
ＢＲ３－Ｉｇのトランスフェクションのために、トランスフェクション毎に２５μｇのＢ
Ｒ３－Ｉｇプラスミドを用いる。予め調製しておいた４０ｍＬの培養物にそれぞれ５ｍＬ
のＤＮＡ：ＰＥＩ複合体混合液を添加し、１３０ｒｐｍ、３７℃および５％ＣＯ２に設定
した加湿インキュベーターに戻す。２０－２８時間後、各トランスフェクションにつき５
ｍＬのＴｒｙｐｔｏｎｅ　Ｆｅｅｄ培地を添加し、培養を６日間継続する。
【０５０７】
　ＤＶＤ－Ｉｇの発現特性を表１２に示す。
【０５０８】
【表１２】
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【０５０９】
　全てのＤＶＤ－Ｉｇは、２９３細胞中で良好に発現された。ＤＶＤ－Ｉｇは、プロテイ
ンＡカラム上で容易に精製することができる。多くの事例で、２９３細胞の上清から、５
ｍｇ／Ｌ超の精製されたＤＶＤ－Ｉｇを容易に得ることができた。
【０５１０】
　［実施例１．４．５］
　Ａ／ＢＤＶＤ－Ｉｇの性質決定およびリード選択
　タンパク質Ａおよびタンパク質Ｂの両方に対して、抗Ａ／ＢＤＶＤ－Ｉｇの結合親和性
をＢｉａｃｏｒｅ上で分析する。Ｂｉａｃｏｒｅ上での多重結合研究によって、ＤＶＤ－
Ｉｇの四価特性を調べる。一方、本明細書に記載されているように、それぞれ、バイオア
ッセイによって、タンパク質Ａおよびタンパク質Ｂに対するＤＶＤ－Ｉｇの中和能を評価
する。各ｍＡｂに対して本明細書に記載されているように、詳しい物理化学的および生物
分析的（ラットＰＫ）性質決定のために、元の親ｍＡｂの親和性および力価を最もよく保
持するＤＶＤ－Ｉｇ分子を選択する。多数の分析に基づいて、最終リードＤＶＤ－Ｉｇは
ＣＨＯ安定細胞株の開発に進み、カニクイザルでの安定性、薬物速度論および有効性研究
ならびに前製剤活性において、ＣＨＯ由来の物質を使用する。
【０５１１】
　［実施例２］
　二重可変ドメイン免疫グロブリン（ＤＶＤ－Ｉｇ）の作製および性質決定
　ＤＶＤ－Ｉｇ可変重およびＤＶＤ－Ｉｇ可変軽鎖配列をコードするポリヌクレオチド断
片を合成し、実施例１．４．４．１に従って、ｐＨｙｂＣ－Ｄ２ベクター中に断片をクロ
ーニングすることによって、既知のアミノ酸配列を有する親抗体を用いて二重可変ドメイ
ン免疫グロブリン（ＤＶＤ－Ｉｇ）を作製した。実施例１．４．４．２に記載されている
ように、ＤＶＤ－Ｉｇ構築物を２９３細胞中にクローニングし、発現させた。標準的な方
法に従って、ＤＶＤ－Ｉｇタンパク質を精製した。表記されているように、実施例１．１
．１および１．１．２に記載されている方法に従って、機能的な特徴を決定した。本発明
のＤＶＤ－Ｉｇに対するＤＶＤ－ＩｇＶＨおよびＶＬ鎖が、以下に記載されている。
【０５１２】
　［実施例２．１］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
【０５１３】
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【表１３】

【０５１４】
　［実施例２．２］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９（配列１）　ＤＶＤ－Ｉｇの作
製
【０５１５】
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【表１４】

【０５１６】
　［実施例２．３］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列２）　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
【０５１７】
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【表１５】

【０５１８】
　［実施例２．４］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列１）　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
【０５１９】



(178) JP 2013-500721 A 2013.1.10

10

20

【表１６】

【０５２０】
　［実施例２．５］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ２（配列１）　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
【０５２１】
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【表１７】

【０５２２】
　［実施例２．６］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒ（配列１）　ＤＶＤ－Ｉｇの作
製
【０５２３】
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【表１８】

【０５２４】
　［実施例２．７］
　リンカーセット１を有するＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ（配列３）　ＤＶＤ－Ｉｇの作製
【０５２５】
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【表１９】

【０５２６】
　［実施例２．７］
　親抗体およびＤＶＤ－Ｉｇ配列をクローニングするために使用されたクローニングベク
ター配列
【０５２７】
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【表２０】
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【０５２８】
　本発明は、分子生物学および薬物送達の分野において周知の技術全体を、参照により組
み込む。これらの技術には、以下の刊行物に記載されている技術が含まれるが、これらに
限定されない。
【０５２９】
　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ
（１９９３）；
Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ．（
４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，１９９９）（ＩＳＢＮ　０－４７１－３２９３８－Ｘ）．
　Ｇｉｅｇｅ，Ｒ．ａｎｄ　Ｄｕｃｒｕｉｘ，Ａ．Ｂａｒｒｅｔｔ，Ｃｒｙｓｔａｌｌｉ
ｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，２ｎｄ　ｅａ．，ｐｐ．２０　１－１６，Ｏｘｆ
ｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（
１９９９）；
　Ｇｏｏｄｓｏｎ，ｉｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔ
ｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，ｖｏｌ．２，ｐｐ．１１５－１３８（１９８４）；
　Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，ｉｎ：　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６３－６８１（Ｅｌｓｅｖ
ｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８１；
　Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
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ｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ．１９８８）；
　Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９８７）ａｎｄ（１９９１）；
　Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅ
ｄｉｔｉｏｎ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａ
ｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２；
　Ｋｏｎｔｅｒｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｄｕｂｅｌ　ｅｄｓ．，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ（２００１）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．７９
０　ｐｐ．（ＩＳＢＮ　３－５４０－４１３５４－５）．
　Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（１９９
０）；
　Ｌａｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｗｉｓｅ（ｅｄｓ．），Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ．，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃ
ａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ（１９７４）；
　Ｌｕ　ａｎｄ　Ｗｅｉｎｅｒ　ｅｄｓ．，Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｉｏ
ｎ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（２００
１）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｐｒｅｓｓ．Ｗｅｓｔｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ．２９８
ｐｐ．（ＩＳＢＮ　１－８８１２９９－２１－Ｘ）；
　Ｏｌｄ，Ｒ．Ｗ．＆Ｓ．Ｂ．Ｐｒｉｍｒｏｓｅ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｇｅｎ
ｅ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ：Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｏ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（３ｄ　Ｅｄ．１９８５）　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂｏｓｔｏｎ．Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ；Ｖ．２：４０９ｐｐ．（ＩＳＢＮ　０－６３２－０１３１８－４
）；
　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，Ｊ．Ｒ．（ｅｄ．），Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏ
ｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍａｒｃｅ
ｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，ＮＹ（１９７８）；
　Ｒｕａｎ，Ｑ．，Ｓｋｉｎｎｅｒ，Ｊ．Ｐ．ａｎｄ　Ｔｅｔｉｎ，Ｓ．Ｙ．Ｕｓｉｎｇ
　ｎｏｎ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ＦＲＥＴ　ａｃｃｅｐｔｏｒｓ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｔｕｄｉｅｓ．Ａｎａｌｙｔ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２
００９），３９３，１９６－２０４；
　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｄ　Ｅｄ．１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ．Ｖｏｌｓ．１－３．
（ＩＳＢＮ　０－８７９６９－３０９－６）；
　Ｓｍｏｌｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｌ（ｅｄｓ．），Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｂ
ｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９８４）；
　Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ，Ｅ．Ｌ．Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　Ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ：Ｉｎｔｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｏ　Ｇｅｎｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９８７）　ＶＣＨ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｅｒｓ，ＮＹ（ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　ｂｙ　Ｈｏｒｓｔ　Ｉｂｅｌｇａｕｆ
ｔｓ）．６３４　ｐｐ．（ＩＳＢＮ　０－８９５７３－６１４－４）
【０５３０】
　参照による組み込み
　本願を通じて引用され得る全ての引用された参考文献（文献、特許、特許出願、データ
ベースおよびウェブサイトを含む。）の内容の全体は、本明細書中にこれらの参考文献が
引用されるように、参照により、あらゆる目的のために本明細書に明示的に組み込まれる
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。本発明の実施は、別段の記載がなければ、本分野において周知である免疫学、分子生物
学および細胞生物学の慣用技術を使用する。
【０５３１】
　均等物
　本発明は、その精神または不可欠な特徴から逸脱することなく、他の具体的な形態で具
現化され得る。従って、前記実施形態は、本明細書に記載されている本発明の限定ではな
く、あらゆる点で例示的なものと考えなければならない。従って、本発明の範囲は、前記
記載ではなく、添付の特許請求の範囲によって示され、従って、特許請求の範囲の均等の
意義および範囲に属する全ての変化は本発明に包含されるものとする。

【図１】
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【配列表】
2013500721000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年5月25日(2011.5.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり、
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、
　（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ２）１である。）
を含むポリペプチド鎖を含み、
　ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦ
Ｒ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；またはＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒである抗原の対を
結合することができる、
結合タンパク質。
【請求項２】
　ＶＤ１およびＶＤ２が独立して配列番号３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２ま
たは４４を含む、請求項１に記載の結合タンパク質。
【請求項３】
　ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり、
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まず、および
　ｎは、０または１である。）
を含むポリペプチド鎖を含み、
　ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦ
Ｒ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；またはＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒである抗原の対を
結合することができる、結合タンパク質。
【請求項４】
　ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変ドメインが独立して配列番号２９、３１、３３、３５、３
７、３９、４１、４３または４５を含む、請求項３に記載の結合タンパク質。
【請求項５】
　ｎが０である、請求項１または３に記載の結合タンパク質。
【請求項６】
　第一および第二のポリペプチド鎖を含み（前記第一のポリペプチド鎖は第一のＶＤ１－
（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
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　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、
　Ｘ２はＦｃ領域である。）
を含み、
　前記第二のポリペプチド鎖は、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まない。）
を含む。）、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１であり、ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２Ｄ
およびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２ＤおよびＨＥＲ－２；またはＮＫＧ２Ｄおよび１ＧＦ１Ｒであ
る抗原の対を結合することができる、
結合タンパク質。
【請求項７】
　ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインが個々に配列番号３０、３２、３４、３６、３８
、４０、４２または４４を含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変ドメインが個々に配列番号
３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３または４５を含む、請求項６に記載の結合タ
ンパク質。
【請求項８】
　Ｘ１が配列番号１から２９のいずれか１つである、請求項１、３または６に記載の結合
タンパク質。
【請求項９】
　結合タンパク質が２つの第一のポリペプチド鎖および２つの第二のポリペプチド鎖を含
む、請求項６に記載の結合タンパク質。
【請求項１０】
　Ｆｃ領域が変種配列Ｆｃ領域である、請求項１、３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１１】
　Ｆｃ領域が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥまた
はＩｇＤから得られるＦｃ領域である、請求項１、３または６に記載の結合タンパク質。
【請求項１２】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１が、それ
ぞれ、同じ第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項６に記
載の結合タンパク質。
【請求項１３】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ１が、それ
ぞれ、異なる第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項６に
記載の結合タンパク質。
【請求項１４】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２が、それ
ぞれ、同じ第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項６に記
載の結合タンパク質。
【請求項１５】
　第一のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２および第二のポリペプチド鎖の前記ＶＤ２が、それ
ぞれ、異なる第一および第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られる、請求項６に
記載の結合タンパク質。
【請求項１６】
　前記第一および前記第二の親抗体が前記抗原上の異なるエピトープを結合する、請求項
１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
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【請求項１７】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する力価とは異なる力価で前記第一の抗原を結合する、請求項
１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項１８】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原を結合する親和性とは異なる親和性で前記第一の抗原を結合する、請
求項１３から１５のいずれか一項に記載の結合タンパク質。
【請求項２４】
　４つのポリペプチド鎖（２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）、
　Ｘ２は、Ｆｃ領域である。）
を含み；
　２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まない。）
を含み；
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１であり、ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインは個々に、配列番号３０、３２、３
４、３６、３８、４０、４２または４４を含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変ドメインは
個々に、配列番号３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３または４５を含む。）
を含む、２つの抗原を結合することができる結合タンパク質。
【請求項２５】
　４つのポリペプチド鎖（２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の重鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の重鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、重鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域であり；
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、
　（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ２）１である。）
を含み；
　２つのポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、第一の軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＤ２は、第二の軽鎖可変ドメインであり；
　Ｃは、軽鎖定常ドメインであり；
　Ｘ１は、リンカーであり（但し、ＣＨ１ではない。）；
　Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず；
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、
　（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ２）１である。）
を含む。）
を含み、
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　抗原の少なくとも１つが、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥ
Ｒ－２）、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、インスリン様増殖因子受容体（ＩＧＦ１Ｒ
）およびＮＫＧ２Ｄである、
２つの抗原を結合することができる結合タンパク質。
【請求項２６】
　前記結合タンパク質が、表面プラズモン共鳴によって測定した場合に、少なくとも約１
０２Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１０３Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１０４Ｍ－１ｓ－１

、少なくとも約１０５Ｍ－１ｓ－１または少なくとも約１０６Ｍ－１ｓ－１の、前記１つ
または２つ以上の標的に対するオン速度定数（Ｋｏｎ）を有する、請求項１、３、６、２
４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２７】
　前記結合タンパク質が、表面プラズモン共鳴によって測定した場合に、最大約１０－３

ｓ－１；最大約１０－４ｓ－１；最大約１０－５ｓ－１；または最大約１０－６ｓ－１の
、前記１つまたは２つ以上の標的に対するオフ速度定数（Ｋｏｆｆ）を有する、請求項１
、３、６、２４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２８】
　前記結合タンパク質が、最大約１０－７Ｍ；最大約１０－８Ｍ；最大約１０－９Ｍ；最
大約１０－１０Ｍ；最大約１０－１１Ｍ；最大約１０－１２Ｍまたは最大１０－１３Ｍの
、前記１つまたは２つ以上の標的への解離定数（ＫＤ）を有する、請求項１、３、６、２
４または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２９】
　免疫接着分子、造影剤、治療剤または細胞毒性剤である薬剤をさらに含む、請求項１、
３、６、２４または２５のいずれか一項に記載の結合タンパク質を含む結合タンパク質コ
ンジュゲート。
【請求項３０】
　前記薬剤が造影剤であって、前記造影剤が放射性標識、酵素、蛍光標識、発光標識、生
物発光標識、磁気標識またはビオチンである、請求項２９に記載の結合タンパク質コンジ
ュゲート。
【請求項３３】
　前記結合タンパク質が、結晶化された結合タンパク質である、請求項１、３、６、２４
または２５に記載の結合タンパク質。
【請求項３７】
　請求項１、３、６、２４または２５のいずれか一項に記載の結合タンパク質アミノ酸配
列をコードする単離された核酸。
【請求項３８】
　請求項３７に記載の単離された核酸を含むベクター。
【請求項３９】
　前記ベクターが、ｐｃＤＮＡ、ｐＴＴ、ｐＴＴ３、ｐＥＦＢＯＳ、ｐＢＶ、ｐＪＶ、ｐ
ｃＤＮＡ３．１ＴＯＰＯ、ｐＥＦ６ＴＯＰＯまたはｐＢＪである、請求項３８に記載のベ
クター。
【請求項４０】
　請求項３８に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項４１】
　前記宿主細胞が原核細胞である、請求項４０に記載の宿主細胞。
【請求項４３】
　前記宿主細胞が真核細胞である、請求項４０に記載の宿主細胞。
【請求項４４】
　前記真核細胞が原生生物細胞、動物細胞、植物細胞、酵母細胞、哺乳動物細胞、鳥類細
胞、昆虫細胞または真菌細胞である、請求項４３に記載の宿主細胞。
【請求項５１】
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　結合タンパク質を生成するのに十分な条件下で、培地中において、請求項４０、４１、
４３または４４のいずれか一項に記載の宿主細胞を培養することを含む、結合タンパク質
を作製する方法。
【請求項５５】
　請求項５１に記載の方法に従って生成されたタンパク質。
【請求項５６】
　請求項１、３、６、２４、２５または５５のいずれか一項に記載の結合タンパク質およ
び医薬として許容される担体を含む医薬組成物。
【請求項５７】
　少なくとも１つのさらなる治療剤をさらに含む、請求項５６に記載の医薬組成物。
【請求項５８】
　前記さらなる治療剤が、造影剤、細胞毒性剤、血管新生阻害剤、キナーゼ阻害剤、共同
刺激分子遮断薬、接着分子遮断薬、抗サイトカイン抗体またはその機能的断片、メトトレ
キサート、シクロスポリン、ラパマイシン、ＦＫ５０６、検出可能な標識またはレポータ
ー、ＴＮＦアンタゴニスト、抗リウマチ薬、筋弛緩剤、催眠薬、非ステロイド性抗炎症薬
（ＮＳＡＩＤ）、鎮痛薬、麻酔薬、鎮静薬、局所麻酔薬、神経筋遮断薬、抗微生物薬、抗
乾癬薬、コルチコステロイド、タンパク同化ステロイド、エリスロポエチン、免疫化、免
疫グロブリン、免疫抑制薬、成長ホルモン、ホルモン補充薬、放射性医薬、抗うつ病、精
神病治療薬、興奮剤、喘息薬、βアゴニスト、吸入ステロイド、エピネフリンまたは類縁
体、サイトカインまたはサイトカインアンタゴニストである、請求項５７に記載の医薬組
成物。
【請求項５９】
　治療が達成されるように、請求項１、３、６、２４、２５または５５のいずれか一項に
記載の結合タンパク質を対象に投与することによって、疾病または疾患に関して対象を治
療する方法。
【請求項６０】
　前記疾患が関節リウマチ、骨関節炎、若年性慢性関節炎、化膿性関節炎、ライム関節炎
、乾癬性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節症、全身性紅斑性狼瘡、クローン病、潰瘍性大
腸炎、炎症性腸疾患、インシュリン依存性糖尿病、甲状腺炎、喘息、アレルギー性疾患、
乾癬、皮膚炎、強皮症、移植片対宿主病、臓器移植拒絶、臓器移植に関連する急性または
慢性免疫疾患、サルコイドーシス、アテローム性動脈硬化症、播種性血管内凝固、川崎病
、バセドウ病、ネフローゼ症候群、慢性疲労症候群、ウェゲナー肉芽腫症、ヘノッホ・シ
ェーライン紫斑症、腎臓の顕微鏡的血管炎、慢性活動性肝炎、ブドウ膜炎、敗血症性ショ
ック、毒素性ショック症候群、敗血症症候群、悪液質、感染性疾患、寄生性疾患、急性横
断性脊髄炎、ハンチントン舞踏病、パーキンソン病、アルツハイマー病、発作、原発性胆
汁性肝硬変、溶血性貧血、悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞、アジソン病、孤発性の多内分泌
腺機能低下症候群Ｉ型および多内分泌腺機能低下症候群ＩＩ型、シュミット症候群、成人
（急性）呼吸促迫症候群、脱毛症、円形脱毛症、血清反応陰性関節症、関節症、ライター
病、乾癬性関節症、潰瘍性大腸性関節症、腸疾患性滑膜炎、クラミジア、エルシニアおよ
びサルモネラ関連関節症、脊椎関節症、アテローム性疾患／動脈硬化症、アトピー性アレ
ルギー、自己免疫性水疱性疾患、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、類天疱瘡、線状ＩｇＡ病
、自己免疫性溶血性貧血、クームス陽性溶血性貧血、後天性悪性貧血、若年性悪性貧血、
筋痛性脳炎／ロイヤルフリー病、慢性粘膜皮膚カンジダ症、巨細胞性動脈炎、原発性硬化
性肝炎、突発性自己免疫性肝炎、後天性免疫不全症候群、後天性免疫不全症関連疾患、Ｂ
型肝炎、Ｃ型肝炎、分類不能型免疫不全症（分類不能型原発性低γグロブリン血症）、拡
張型心筋症、女性不妊症、卵巣機能不全、早期卵巣機能不全、繊維性肺疾患、突発性繊維
化性肺胞炎、炎症後間質性肺疾患、間質性肺炎、結合組織疾患関連間質性肺疾患、混合性
結合組織疾患関連肺疾患、全身性硬化症関連間質性肺疾患、関節リウマチ関連間質性肺疾
患、全身性紅斑性狼瘡関連肺疾患、皮膚筋炎／多発性筋炎関連肺疾患、シェーグレン病関
連肺疾患、強直性脊椎炎関連肺疾患、血管炎性びまん性肺疾患（ｖａｓｃｕｌｉｔｉｃ　
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ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌｕｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）、ヘモシデローシス関連肺疾患、薬物によ
って誘導された間質性肺疾患、繊維症、放射性繊維症、閉塞性細気管支炎、慢性好酸球性
肺炎、リンパ球浸潤性肺疾患、感染後間質性肺疾患、通風関節炎、自己免疫性肝炎、１型
自己免疫性肝炎（古典的自己免疫性またはルポイド肝炎）、２型自己免疫性肝炎（抗ＬＫ
Ｍ抗体肝炎）、自己免疫媒介性低血糖症、黒色表皮腫を伴うＢ型インシュリン抵抗性、副
甲状腺機能低下症、臓器移植に関連する急性免疫疾患、臓器移植に関連する慢性免疫疾患
、変形性関節症、原発性硬化性胆管炎、１型乾癬、２型乾癬、特発性白血球減少症、自己
免疫性好中球減少症、腎臓病ＮＯＳ、糸球体腎炎、腎臓の顕微鏡的血管炎、ライム病、円
板状紅斑性狼瘡、男性不妊症特発性またはＮＯＳ、精子自己免疫、多発性硬化症（全ての
サブタイプ）、交感性眼炎、結合組織疾患に続発する肺高血圧症、グッドパスチャー症候
群、結節性多発動脈炎の肺症状、急性リウマチ熱、リウマチ性脊椎炎、スチル病、全身性
硬化症、シェーグレン症候群、高安病／動脈炎、自己免疫性血小板減少症、特発性血小板
減少症、自己免疫性甲状腺疾患、甲状腺機能亢進症、甲状腺腫自己免疫性甲状腺機能低下
症（橋本病）、萎縮性自己免疫性甲状腺機能低下症、原発性粘液水腫、水晶体起因性ブド
ウ膜炎、原発性血管炎、白斑急性肝疾患、慢性肝疾患、アルコール性肝硬変、アルコール
誘発性肝障害、胆汁うっ滞、特異体質性肝疾患、薬物誘発性肝炎、非アルコール性脂肪性
肝炎、アレルギーおよび喘息、Ｂ群連鎖球菌（ＧＢＳ）感染、うつ病および統合失調症な
どの精神障害、Ｔｈ２型およびＴｈ１型によって媒介される疾病、急性および慢性疼痛、
ならびに、肺癌、乳癌、胃癌、膀胱癌、大腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌および直腸癌
および造血性悪性病変（白血病およびリンパ腫）などの癌、無βリポタンパク質血症、先
端チアノーゼ、急性および慢性寄生性または感染性プロセス、急性白血病、急性リンパ芽
球性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性または慢性細菌感染、急性膵
炎、急性腎不全、腺癌、心房（ａｅｒｉａｌ）異所性拍動、ＡＩＤＳ認知症複合、アルコ
ール誘発性肝炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー性接触性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、
同種移植拒絶、α－１－アンチトリプシン欠乏症、筋萎縮性側索硬化症、貧血、狭心症、
前角細胞変性、抗ｃｄ３治療、抗リン脂質症候群、抗受容体過敏症反応、大動脈および末
梢動脈瘤、大動脈解離、動脈性高血圧、動脈硬化症、動静脈痩、運動失調、心房細動（持
続的または発作性）、心房粗動、房室ブロック、Ｂ細胞リンパ腫、骨移植拒絶、骨髄移植
（ＢＭＴ）拒絶、脚ブロック、バーキットリンパ腫、火傷、心不整脈、心機能不全症候群
（ｃａｒｄｉａｃ　ｓｔｕｎ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心臓腫瘍、心筋症、心肺バイパス炎
症反応、軟骨移植拒絶、小脳皮質変性、小脳疾患、無秩序なまたは多巣性心房頻脈、化学
療法関連疾患、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性アルコール症、慢性炎症性病変、慢性
リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性サリチル酸中毒、結腸
直腸癌、うっ血性心不全、結膜炎、接触性皮膚炎、肺性心、冠動脈疾患、クロイツフェル
ト－ヤコブ病、培養陰性敗血症、嚢胞性繊維症、サイトカイン療法関連疾患、ボクサー脳
、脱髄性疾患、デング出血熱、皮膚炎、皮膚科学的症状、糖尿病、真性糖尿病、糖尿病性
動脈硬化疾患、瀰漫性レビー小体病、拡張型うっ血性心筋症、大脳基底核の疾患、中年の
ダウン症候群、中枢神経系ドーパミン受容体を遮断する薬物によって誘発された薬物誘発
性運動障害、薬物感受性、湿疹、脳脊髄炎、心内膜炎、内分泌疾患、喉頭蓋炎、エプスタ
イン－バーウイルス感染、紅痛症、錐体外路および小脳疾患、家族性血球貪食性リンパ組
織球症、致死的胸腺移植拒絶、フリードライヒ失調症、機能的末梢動脈疾患、真菌性敗血
症、ガス壊疸、胃潰瘍、いずれかの臓器または組織の移植片拒絶、グラム陰性敗血症、グ
ラム陽性敗血症、細胞内生物に起因する肉芽腫、有毛細胞白血病、ハラーホルデン・スパ
ッツ病、橋本甲状腺炎、枯草熱、心臓移植拒絶、血色素症、血液透析、溶血性尿毒症症候
群／血栓溶解血小板減少紫斑病、出血、肝炎（Ａ型）、ヒス束不整脈、ＨＩＶ感染／ＨＩ
Ｖ神経障害、ホジキン病、運動過剰性運動障害、過敏症反応、過敏性肺炎、高血圧、運動
低下性運動障害、視床下部－下垂体－副腎皮質系評価、特発性アジソン病、特発性肺繊維
症、抗体媒介性細胞傷害、無力症、乳児脊髄性筋萎縮症、大動脈の炎症、Ａ型インフルエ
ンザ、電離放射線曝露、虹彩毛様体炎／ブドウ膜炎／視神経炎、虚血再灌流障害、虚血性
発作、若年性関節リウマチ、若年性脊髄性筋萎縮症、カポジ肉腫、腎移植拒絶、レジオネ
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ラ、リーシュマニア症、ハンセン病、皮質脊髄系の病変、脂肪浮腫、肝臓移植拒絶、リン
パ浮腫、マラリア、悪性リンパ腫、悪性組織球増殖症、悪性黒色腫、髄膜炎、髄膜炎菌血
症、代謝性／特発性疾患、偏頭痛、ミトコンドリア多系疾患（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｌ　ｍｕｌｔｉ－ｓｙｓｔｅｍ　ｄｉｓｏｒｄｅｒ）、混合性結合組織病、モノクローナ
ル高ガンマグロブリン血症、多発性骨髄腫、多系統変性（メンセル・デジェリーヌ－トー
マス　シャイ－ドレーガーおよびマシャド－ジョセフ）、重症筋無力症、マイコバクテリ
ウム・アビウム・イントラセルラーレ、マイコバクテリウム・チュバキュロシス、骨髄異
形成症候群、心筋虚血疾患、上咽頭癌、新生児慢性肺疾患、腎炎、ネフローゼ、神経変性
疾患、神経原性Ｉ筋萎縮、好中球減少性発熱、非ホジキンリンパ腫、腹部大動脈およびそ
の分枝の閉塞、閉塞性動脈疾患、ｏｋｔ３療法、精巣炎／精巣上体炎、精巣炎／精管復元
術処置、臓器肥大、骨粗鬆症、膵臓移植拒絶、膵癌、腫瘍随伴性症候群／悪性腫瘍の高カ
ルシウム血症、副甲状腺移植拒絶、骨盤内炎症性疾患、通年性鼻炎、心膜疾患、末梢性ア
テローム性動脈硬化疾患、末梢血管疾患、腹膜炎、悪性貧血、ニューモシスチス・カリニ
肺炎、肺炎、ＰＯＥＭＳ症候群（多発神経炎、臓器肥大、内分泌疾患、単クローン性γグ
ロブリン血症および皮膚変化症候群（ｓｋｉｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ））
、灌流後症候群、ポンプ後症候群（ｐｏｓｔ　ｐｕｍｐ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、心筋梗塞
後開心術症候群、子癇前症、進行性核上性麻痺、原発性肺高血圧、放射線療法、レイノー
現象および病、レイノー病、レフサム病、規則的なＱＲＳ幅の狭い頻脈症（ｒｅｇｕｌａ
ｒ　ｎａｒｒｏｗ　ＱＲＳ　ｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ）、腎血管性高血圧、再灌流障害、
拘束型心筋症、肉腫、強皮症、老年性舞踏病、レビー小体型の老年性認知症、血清反応陰
性関節症、ショック、鎌形赤血球貧血症、皮膚同種異系移植拒絶、皮膚変化症候群、小腸
移植拒絶、固形腫瘍、固有不整脈（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｒｒｙｔｈｍｉａｓ）、脊髄性
運動失調、脊髄小脳変性、連鎖球菌性筋炎、小脳の構造的病変、亜急性硬化性全脳炎、失
神、心血管系の梅毒、全身性アナフィラキシー、全身性炎症反応症候群、全身性発症若年
性関節リウマチ、Ｔ細胞またはＦａｂＡＬＬ、毛細血管拡張症、閉塞性血栓血管炎、血小
板減少症、毒性、移植、外傷／出血、ＩＩＩ型過敏症反応、ＩＶ型過敏症、不安定狭心症
、尿毒症、尿路性敗血症、じんましん、心臓弁膜症、静脈瘤、血管炎、静脈疾患、静脈血
栓症、心室細動、ウイルスおよび真菌感染、ウイルス性脳炎（ｖｉｔａｌ　ｅｎｃｅｐｈ
ａｌｉｔｉｓ）／無菌性髄膜炎、ウイルス（ｖｉｔａｌ）関連血球貪食症候群、ウェルニ
ッケ－コルサコフ症候群、ウィルソン病、いずれかの臓器または組織の異種移植拒絶、急
性冠動脈症候群、急性突発性多発性神経炎、急性炎症性脱髄性多発性神経障害、急性虚血
、成体スチル病、アナフィラキシー、抗リン脂質抗体症候群、再生不良貧血、アトピー性
湿疹、アトピー性皮膚炎、自己免疫性皮膚炎、連鎖球菌感染を伴う自己免疫性疾患、自己
免疫性腸疾患、自己免疫性難聴、自己免疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ）、自己免疫
性心筋炎、自己免疫性早発閉経、眼瞼炎、気管支拡張症、水疱性類天疱瘡、心血管疾患、
劇症型抗リン脂質抗体症候群、セリアック病、頚部脊椎症、慢性虚血、瘢痕性類天疱瘡、
多発性硬化症に対するリスクを有する最初のエピソードからなる症候群（ｃｉｓ；ｃｌｉ
ｎｉｃａｌｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、小児発症精神疾患、涙嚢炎、
皮膚筋炎、糖尿病性網膜症、椎間板ヘルニア、椎間板脱出、薬物によって誘導される免疫
溶血性貧血、子宮内膜炎、眼内炎、上強膜炎、多型性紅斑、重症型多型性紅斑、妊娠性類
天疱瘡、ギランバレー症候群（ＧＢＳ）、枯草熱、ヒューズ症候群、突発性パーキンソン
病、突発性間質性肺炎、ＩｇＥ媒介性アレルギー、免疫溶血性貧血、封入体筋炎、感染性
眼性炎症疾患、炎症性脱髄性疾患、炎症性心臓病、炎症性腎臓病、ＩＰＦ／ＵＩＰ、虹彩
炎、角膜炎、乾性角結膜炎、クスマウル病またはクスマウル・マイヤー病、ランドリー麻
痺、ランゲルハンス細胞組織球増殖症、網状皮斑、黄斑変性、顕微鏡的多発性血管炎、ベ
フテレフ病、運動神経疾患、粘膜類天疱瘡、多発性臓器不全、骨髄異形成症候群、心筋炎
、神経根疾患、神経障害、非Ａ非Ｂ型肝炎、視神経炎、骨溶解、卵巣癌、少関節性ＪＲＡ
、末梢動脈閉塞疾患（ＰＡＯＤ）、末梢血管疾患（ＰＶＤ）、末梢動脈疾患（ＰＡＤ）、
静脈炎、結節性多発性動脈炎（または結節性動脈周囲炎）、多発性軟骨炎、リウマチ性多
発性筋痛、白毛症、多関節性ＪＲＡ、多内分泌欠乏症候群、多発性筋炎、ポンプ後症候群
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（ｐｏｓｔ－ｐｕｍｐ）症候群、原発性パーキンソン病、前立腺および直腸癌および造血
系の悪性腫瘍（白血病およびリンパ腫）、前立腺炎、純赤血球形成不全、原発性副腎不全
、再発性視神経脊髄炎、再狭窄、リウマチ性心疾患、ｓａｐｈｏ（滑膜炎、ざ瘡、膿疱、
骨肥大症および骨炎）、強皮症、続発性アミロイドーシス、ショック肺、強膜炎、坐骨神
経
痛、続発性副腎不全、シリコーン関連結合組織疾患、スネドン－ウィルキンソン皮膚病、
強直性脊椎炎、スティーブンス・ジョンソン症候群（ＳＪＳ）、全身性炎症性応答症候群
、側頭動脈炎、トキソプラズマ網膜炎、毒性表皮剥離症、横断性脊髄炎、ＴＲＡＰＳ（腫
瘍壊死因子受容体１型アレルギー性反応）、ＩＩ型糖尿病、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）
、春季カタル、ウイルス性網膜炎、フォークト・コヤナギ・ハラダ症候群（ＶＫＨ症候群
）、滲出型黄斑変性または創傷治癒である、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　対象への前記投与が、非経口、皮下、筋肉内、静脈内、関節内、気管支内、腹部内、嚢
内、軟骨内、腔内（ｉｎｔｒａｃａｖｉｔｙ）、腔内（ｉｎｔｒａｃｅｌｉａｌ）、小脳
内、脳室内、結腸内、頸管内、胃内、肝臓内、心筋内、骨内、骨盤内、心臓周囲内、腹腔
内、胸膜内、前立腺内、肺内、結腸内、腎臓内、網膜内、脊髄内、滑膜内、胸腔内、子宮
内、膀胱内、ボーラス、膣、直腸、口内、舌下、鼻内または経皮である、請求項６０に記
載の方法。
【請求項６２】
　ａ）第一の抗原と結合することができる第一の親抗体またはその抗原結合部分を得る工
程、
　ｂ）第二の抗原と結合することができる第二の親抗体またはその抗原結合部分を得る工
程、
　ｃ）（ｉ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは重鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域であり、
　（Ｘ１）ｎは、（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、
　（Ｘ２）ｎは、（Ｘ２）０または（Ｘ２）１である。）
　を含むポリペプチド鎖であって、
　結合タンパク質は一対の抗原と結合することができ、一対の抗原は、ＮＫＧ２Ｄおよび
ＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２Ｄおよ
びＨＥＲ－２、またはＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒであるポリペプチド鎖、
　（ｉｉ）ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まず、
　（Ｘ１）ｎは、（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、
　（Ｘ２）ｎは、（Ｘ２）０または（Ｘ２）１である。）
　を含むポリペプチド鎖であって、
　結合タンパク質は一対の抗原と結合することができ、一対の抗原は、ＮＫＧ２Ｄおよび
ＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫＧ２Ｄおよ
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びＨＥＲ－２、またはＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒであるポリペプチド鎖、
　（ｉｉｉ）第一のポリペプチド鎖は、第一のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２
）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは重鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域である。）
　を含み、
　第二のポリペプチド鎖は、第二のＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まない。）
　を含む、第一および第二のポリペプチド鎖であって、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１であり、結合タンパク質は一対の抗原と結合することができ、一対の抗原はＮＫＧ
２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫ
Ｇ２ＤおよびＨＥＲ－２、またはＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒである第一および第二のポ
リペプチド鎖、
　（ｉｖ）２本のポリペプチド鎖は、ＶＤ１一（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは重鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域である。）
　を含み、
　２本のポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まない。）
　を含む、４本のポリペプチド鎖であって、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１であり、結合タンパク質は一対の抗原と結合することができ、一対の抗原はＮＫＧ
２ＤおよびＣＤ－２０；ＮＫＧ２ＤおよびＣＤ－１９；ＮＫＧ２ＤおよびＥＧＦＲ；ＮＫ
Ｇ２ＤおよびＨＥＲ－２、またはＮＫＧ２ＤおよびＩＧＦ１Ｒである４本のポリペプチド
鎖
　または
　（ｖ）２本のポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ
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　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の重鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の重鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは重鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域であり、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１である。）
　を含み、
　２本のポリペプチド鎖は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ

　（ＶＤ１は、前記第一の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第一の軽鎖可変ド
メインであり、
　ＶＤ２は、前記第二の親抗体またはその抗原結合部分から得られた第二の軽鎖可変ドメ
インであり、
　Ｃは軽鎖定常ドメインであり、
　Ｘ１はリンカーであり（但し、ＣＨ１ではない）、
　Ｘ２はＦｃ領域を含まず、
　（Ｘ１）ｎは（Ｘ１）０または（Ｘ１）１であり、（Ｘ２）ｎは（Ｘ２）０または（Ｘ
２）１である。）
　を含む、４本のポリペプチド鎖であって、
　結合タンパク質は２種類の抗原と結合し、抗原の少なくとも１つはＣＤ－２０、ＣＤ－
１９、ヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥＲ－２）、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、イ
ンスリン様増殖因子受容体（ＩＧＦ１Ｒ）またはＮＫＧ２Ｄである４本のポリペプチド鎖
　を構築する工程、
　ｄ）前記第一および前記第二の抗原と結合することができる二重可変ドメイン免疫グロ
ブリンが作製されるように、前記ポリペプチド鎖を発現させる工程
　を含む、２種類の抗原と結合することができる二重可変ドメイン免疫グロブリンを作製
するための方法。
【請求項６３】
　ＶＤ１およびＶＤ２重鎖可変ドメインが配列番号３０、３２、３４、３６、３８、４０
、４２または４４を独立的に含み、ＶＤ１およびＶＤ２軽鎖可変ドメインが配列番号３１
、３３、３５、３７、３９、４１、４３または４５を独立的に含む、請求項６２に記載の
方法。
【請求項６８】
　Ｆｃ領域が変種配列のＦｃ領域である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６９】
　Ｆｃ領域が、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥまた
はＩｇＤ由来のＦｃ領域である、請求項６２に記載の方法。
【請求項７４】
　前記第一の親抗体またはその抗原結合部分が、前記第二の親抗体またはその抗原結合部
分が前記第二の抗原と結合する親和性および／または力価とは異なる親和性および／また
は力価で前記第一の抗原と結合する、請求項６２に記載の方法。
【請求項１２５】
　イムノアッセイは、試験試料を少なくとも１種類の結合タンパク質および少なくとも１
種類の検出可能な標識と接触させる工程を含み、
　少なくとも１種類の抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、Ｅ
ＧＦＲ、ＨＥＲ－２およびＩＧＦ１Ｒであり、
　少なくとも１種類の結合タンパク質は、請求項１、３、６、２４、２５または５５に記
載の結合タンパク質を含む、
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　イムノアッセイにより試験試料における少なくとも１種類の抗原またはその断片の存在
を決定する方法。
【請求項１２６】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
結合タンパク質と接触させ、第一の複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）複合体を、結合タンパク質または結合タンパク質が結合していない抗原もしく
はその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の検出可能な標識と接触させ、第
二の複合体を形成する工程および
　（ｉｉｉ）第二の複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、
試験試料における抗原またはその断片の存在を検出する、抗原またはその断片の存在が、
検出可能な標識により発生したシグナルと直接的に相関する工程
　を更に含む、請求項１２５に記載の方法。
【請求項１２７】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
結合タンパク質と接触させ、第一の複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）複合体を、結合タンパク質との結合において抗原またはその断片と競合する少
なくとも１種類の検出可能な標識と接触させ、第二の複合体を形成する工程および
　（ｉｉｉ）第二の複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、
試験試料における抗原またはその断片の存在を検出する、抗原またはその断片の存在が、
検出可能な標識により発生したシグナルと間接的に相関する工程
　を更に含む、請求項１２５に記載の方法。
【請求項１２８】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の効率性を診断、予後診
断または評価する工程を更に含み、
　方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価する工程を更に含む場合、方法が、治
療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効性を改善する工程を場合によって更に
含む、請求項１２５から１２７の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２９】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１２５
から１２８の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３０】
　試料中の２種類以上の抗原の存在を決定する、請求項１２５から１２９の何れか一項に
記載の方法。
【請求項１３１】
　イムノアッセイは、（ａ）少なくとも１種類の結合タンパク質および少なくとも１種類
の検出可能な標識を利用し、（ｂ）検出可能な標識により発生したシグナルを抗原または
その断片を含む対照または検量物質と比較する工程を含み、
　検量物質は、場合によって、検量物質の各々がシリーズ内の他の検量物質と抗原または
その断片の濃度が異なる一連の検量物質の一部であり、
　少なくとも１種類の抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、Ｅ
ＧＦＲ、ＨＥＲ－２およびＩＧＦ１Ｒであり、
　少なくとも１種類の結合タンパク質は、請求項１、３、６、２４、２５または５５に記
載の結合タンパク質を含む、
　イムノアッセイにより試験試料における抗原またはその断片の量または濃度を決定する
方法。
【請求項１３２】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
結合タンパク質と接触させ、第一の複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）複合体を、結合タンパク質と結合していない抗原またはその断片上のエピトー
プと結合する少なくとも１種類の検出可能な標識と接触させ、第二の複合体を形成する工
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程および
　（ｉｉｉ）第二の複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、
試験試料における抗原またはその断片の量または濃度を決定する、抗原またはその断片の
量または濃度が、検出可能な標識により発生したシグナルと直接的に比例する工程
　を更に含む、請求項１３１に記載の方法。
【請求項１３３】
　（ｉ）試験試料を、抗原またはその断片上のエピトープと結合する少なくとも１種類の
結合タンパク質と接触させ、第一の複合体を形成する工程、
　（ｉｉ）複合体を、結合タンパク質との結合において抗原またはその断片と競合する少
なくとも１種類の検出可能な標識と接触させ、第二の複合体を形成する工程および
　（ｉｉｉ）第二の複合体における検出可能な標識により発生したシグナルに基づいて、
試験試料における抗原またはその断片の量または濃度を決定する、抗原またはその断片の
存在が、検出可能な標識により発生したシグナルと間接的に比例する工程
　を更に含む、請求項１３１に記載の方法。
【請求項１３４】
　試験試料が患者に由来し、方法が、治療上／予防上の患者処置の効率性を診断、予後診
断または評価する工程を更に含み、
　方法が治療上／予防上の患者処置の有効性を評価する工程を更に含む場合、方法が、治
療上／予防上の患者処置を必要に応じ修正して有効性を改善する工程を場合によって更に
含む、請求項１３１から１３３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３５】
　自動システムまたは半自動システムにおいて使用するために適合された、請求項１３１
から１３４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３６】
　試料中の２種類以上の抗原の量または濃度を決定する、請求項１３１から１３５の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項１３７】
　抗原またはその断片は、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ－２０、ＣＤ－１９、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２
およびＩＧＦ１Ｒであり、
　（ａ）抗原またはその断片に関して試験試料をアッセイするための取扱説明書および（
ｂ）請求項１、３、６、２４、２５または５５に記載の結合タンパク質を含む少なくとも
１種類の結合タンパク質を含む、
　抗原またはその断片の存在、量または濃度に関して試験試料をアッセイするためのキッ
ト。
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   Ａ６１Ｐ   7/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  33/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  33/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   5/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/24     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  15/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/24    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  27/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
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