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(57)【要約】
　ムチン１６（ＭＵＣ１６）は卵巣癌において高度に発現され、癌細胞上での発現は腫瘍
細胞を免疫系から保護することが示されている。本発明は、ヒトおよびＭＵＣ１６に結合
する新規の全長ヒトＩｇＧ抗体（単一特異性抗体）を提供する。本発明はまた、ＭＵＣ１
６およびＣＤ３の両方に結合し、ＭＵＣ１６発現腫瘍の存在下でＣＤ３複合体を介してＴ
細胞を活性化する新規二重特異性抗体（ｂｓＡｂ）を提供する。いくつかの実施形態では
、本発明は、ヒトおよびサルのＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメイン、およ
びヒトおよびサルのＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合分子を含む二重特異性
抗原結合分子を提供する。特定の実施形態では、本発明の二重特異性抗原結合分子は、Ｍ
ＵＣ１６を発現する腫瘍の増殖を阻害することができる。本発明の二重特異性抗原結合分
子は、上方制御または誘導されたＭＵＣ１６標的免疫応答が望ましいおよび／または治療
的に有益である疾患および障害の治療に有用である。例えば、本発明の二重特異性抗体は
卵巣癌を含む様々な癌の治療に有用である。本発明はまた、インビボで腫瘍増殖を阻害す
る抗ＭＵＣ１６抗体薬物複合体を含む。いくつかの実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体
は、組織および／または血漿サンプル中のＭＵＣ１６の存在を同定するための診断方法に
おいて有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的サンプル中のＭＵＣ１６を検出する方法であって、対象から生物学的サンプル
を取得することと、前記生物学的サンプルを抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に
接触させて、ＭＵＣ１６と前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片との結合を検出する
ことによって、前記生物学的サンプル中にＭＵＣ１６が存在するかどうか検出することと
、を含む、方法。
【請求項２】
　前記生物学的サンプルが、血漿、血清、腹水、卵巣、子宮、子宮頸、肝臓、膀胱、膵臓
、胃、小腸もしくは大腸、胆嚢、乳房、肺、腎臓、唾液、および涙腺、または任意のそれ
らの類上皮腫瘍から選択される組織または体液サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１３７９１～１４４５１に対
応するヒトＭＵＣ１６の５つの膜近位ＳＥＡドメインのうちの１つ以上のヒトＭＵＣ１６
に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１３８１０～１４４５１のヒ
トＭＵＣ１６に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体または抗原結合断片が、ヒトＭＵＣ１６のＳＥＡ１、ＳＥＡ２、ＳＥＡ３、Ｓ
ＥＡ４、ＳＥＡ５、ＳＥＡ６、ＳＥＡ７、ＳＥＡ８、ＳＥＡ９、ＳＥＡ１０、ＳＥＡ１１
、ＳＥＡ１２、ＳＥＡ１３、ＳＥＡ１４、ＳＥＡ１５、またはＳＥＡ１６のうちのいずれ
か１つ以上に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６】
　患者におけるＭＵＣ１６を検出する方法であって、前記患者から組織サンプルを取得す
ることと、前記組織サンプルを抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に接触させて、
ＭＵＣ１６と前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片との結合を検出することによって
、前記組織サンプル中にＭＵＣ１６が存在するかどうか検出することと、を含む、方法。
【請求項７】
　前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１２７８３～１
３４６７のエピトープに特異的である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片が、配列番号２０２／２１０のアミノ酸配列
を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１３８１０～１
４４５１のエピトープに特異的である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片が、配列番号２５０／１９３６、２５８／２
６６、３１４／３２２、および１９４４／１９５２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／
ＬＣＶＲアミノ酸配列対のＣＤＲを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記組織サンプル中のＭＵＣ１６の存在が検出された場合、前記患者を癌であると診断
することをさらに含む、請求項６～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　患者におけるＭＵＣ１６を検出する方法であって、前記患者から血漿サンプルを取得す
ることと、前記血漿サンプルを配列番号２０２／２１０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／
ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片と接触させることによっ
て、前記血漿サンプル中にＭＵＣ１６が存在するかどうか検出することと、ＭＵＣ１６と
前記抗ＭＵＣ１６抗体または抗原結合断片との結合を検出することと、を含む、方法。
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【請求項１３】
　前記血漿サンプル中のＭＵＣ１６の存在が検出された場合、前記患者を癌であると診断
することをさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　有効量の抗ＣＤ３×ＭＵＣ１６二重特異性抗体を前記診断された患者に投与することを
さらに含む、請求項１１または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片および細胞傷害性薬剤を含む、有効量のＡＤ
Ｃを前記診断された患者に投与することをさらに含む、請求項１１または１３に記載の方
法。
【請求項１６】
　ＭＵＣ１６に結合する単離された抗体またはその抗原結合断片であって、前記抗体また
は抗原結合断片が、配列番号２０２／２１０、２５０／１９３６、２５８／２６６、３１
４／３２２、および１９４４／１９５２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲア
ミノ酸配列対のＣＤＲを含む、単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１７】
　前記抗体またはその抗原結合断片が、配列番号２０４－２０６－２０８－２１２－２１
４－２１６、２５２－２５４－２５６－１９３８－１９４０－１９４２、２６０－２６２
－２６４－２６８－２７０－２７２、３１６－３１８－３２０－３２４－３２６－３２８
、および１９４６－１９４８－１９５０－１９５４－１９５６－１９５８からなる群から
選択される、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ
３ドメインをそれぞれ含む、請求項１６に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項１８】
　前記抗体または抗原結合断片が、２０２／２１０、２５０／１９３６、２５８／２６６
、３１４／３２２、および１９４４／１９５２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣ
ＶＲアミノ酸配列対を含む、請求項１７に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項１９】
　ヒトＭＵＣ１６（配列番号１８９９）の前記５つの膜近位ＳＥＡドメインのうちの１つ
以上に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２０】
　前記抗体または抗原結合断片が、２５℃の表面プラズモン共鳴アッセイで測定される、
約５３ｎＭ未満のＫＤで結合する、請求項１９に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２１】
　前記抗体または抗原結合断片が配列番号１８９９の残基１４２３７～１４２９０に結合
する、請求項１９に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２２】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号１８／２６のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／
ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む、請求項２１に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２３】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１３９３５～１３９４７に結
合する、請求項１９に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２４】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号８２／８５８のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ
／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む、請求項２３に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２５】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号１８９９の残基１４１６５～１４１７８に結
合する、請求項１９に記載の抗体または抗原結合断片。
【請求項２６】
　前記抗体または抗原結合断片が、配列番号９８／１７０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ
／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む、請求項２５に記載の抗体または抗原結合断片。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
配列表の参照
　本出願は、２０１７年９月２２日に作成され、８９３，９８３バイトを含むファイル１
０２９５ＷＯ０２－Ｓｅｑｕｅｎｃｅ．ｔｘｔとしてコンピュータ可読形式で提出された
配列表を参照により組み入れる。
【０００２】
　本発明は、ムチン１６（ＭＵＣ１６）に特異的である、抗体、およびその抗原結合断片
、ならびにその使用方法に関する。本発明はまた、ＭＵＣ１６およびＣＤ３に結合する二
重特異性抗原結合分子、ならびにそれらの使用方法に関する。本発明はさらに、抗ＭＵＣ
１６抗体またはその断片および治療薬（例えば細胞傷害性薬剤）を含む抗体－薬物複合体
に関する。
【背景技術】
【０００３】
　癌抗原１２５、細胞癌抗原１２５、炭水化物抗原１２５、またはＣＡ－１２５としても
知られるムチン１６（ＭＵＣ１６）は、卵巣癌において高発現する内在性膜糖タンパク質
が高度にグリコシル化された単一の膜貫通ドメインである。ＭＵＣ１６は、３つの主要ド
メイン、すなわち細胞外Ｎ末端ドメイン、ウニ精子、エンテロキナーゼ、およびアグリン
（ＳＥＡ）ドメインが点在する大きな縦列反復ドメイン、ならびに膜貫通領域のセグメン
トおよび短い細胞質テールを含むカルボキシル末端ドメイン、からなる。タンパク質分解
の切断は、ＭＵＣ１６の細胞外部分の多くの血流への流出をもたらす。ＭＵＣ１６は、卵
巣癌、乳癌、膵臓癌、非小細胞肺癌、肝内胆管癌－腫瘤形成型、子宮頸部腺癌、および胃
腸腺癌を含む癌、ならびに炎症性大腸疾患、肝硬変、心不全、腹膜感染症を含む疾患およ
び病態、ならびに腹部手術において過剰発現する。（非特許文献１）。癌細胞上での発現
は腫瘍細胞を免疫系から保護することが示されている。（非特許文献２）ＭＵＣ１６に対
する抗体を使用して卵巣癌を治療するための方法が研究されている。オレゴボマブおよび
アブゴボマブは、限られた成果を収めた抗ＭＵＣ１６抗体である。（Ｆｅｌｄｅｒ，上記
、非特許文献３。）
【０００４】
　ＣＤ３は、Ｔ細胞受容体複合体（ＴＣＲ）と共にＴ細胞上に発現されるホモ二量体また
はヘテロ二量体抗原であり、Ｔ細胞活性化に必要とされる。機能的ＣＤ３は、４つの異な
る鎖：イプシロン、ゼータ、デルタ、およびガンマのうちの２つの二量体会合から形成さ
れる。ＣＤ３の二量体配置は、ガンマ／イプシロン、デルタ／イプシロン、およびゼータ
／ゼータを含む。ＣＤ３に対する抗体はＴ細胞上でＣＤ３をクラスター化し、それによっ
てペプチド負荷ＭＨＣ分子によるＴＣＲの関与と同様の方法でＴ細胞活性化を引き起こす
ことが示されている。したがって、抗ＣＤ３抗体はＴ細胞の活性化を含む治療目的のため
に提案されている。さらに、ＣＤ３および標的抗原に結合することができる二重特異性抗
体は、標的抗原を発現する組織および細胞に対するＴ細胞免疫応答を標的とすることを含
む治療的使用のために提案されている。
【０００５】
　抗体－薬物複合体を含むＭＵＣ１６を標的とする抗原結合分子、ならびにＭＵＣ１６お
よびＣＤ３の両方に結合する二重特異性抗原結合分子は、ＭＵＣ１６を発現する細胞を特
異的に標的化しＴ細胞媒介的に殺滅することが望まれる治療設定において有用である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｈａｒｉｄａｓ，Ｄ．ｅｔ　ａｌ．，２０１４，ＦＡＳＥＢ　Ｊ．，２
８：４１８３－４１９９
【非特許文献２】Ｆｅｌｄｅｒ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，２０１４，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
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ａｎｃｅｒ，１３：１２９
【非特許文献３】Ｄａｓ，Ｓ．ａｎｄ　Ｂａｔｒａ，Ｓ．Ｋ．２０１５，Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．７５：４６６０－４６７４
【発明の概要】
【０００７】
　第１の態様において、本発明は、ヒトＭＵＣ１６に結合する抗体およびその抗原結合断
片を提供する。本発明のこの態様による抗体は、とりわけ、ＭＵＣ１６を発現する細胞を
標的とするのに有用である。本発明はまた、ヒトＭＵＣ１６およびヒトＣＤ３に結合する
二重特異性抗体およびその抗原結合断片を提供する。本発明のこの態様による二重特異性
抗体は、例えばＭＵＣ１６を発現する細胞のＴ細胞媒介性死滅が有益または望ましい状況
下で、とりわけ、ＣＤ３を発現するＴ細胞を標的とし、Ｔ細胞活性化を刺激するのに有用
である。例えば、二重特異性抗体はＣＤ３媒介性Ｔ細胞活性化を卵巣腫瘍細胞のような特
異的ＭＵＣ１６発現細胞に誘導することができる。
【０００８】
　本発明の例示的な抗ＭＵＣ１６抗体を本明細書の表１および表２に列挙する。表１は、
例示的な抗ＭＵＣ１６抗体の重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）および軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）
、ならびに重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２およびＨＣＤＲ３）、および軽
鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ３）のアミノ酸配列識別子を
示す。表２は、例示的な抗ＭＵＣ１６抗体のＨＣＶＲ、ＬＣＶＲ、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ
２、ＨＣＤＲ３、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３をコードする核酸分子の配
列識別子を示す。
【０００９】
　本発明は、表１に列挙されたＨＣＶＲアミノ酸配列のいずれかから選択されるアミノ酸
配列を含むＨＣＶＲ、またはそれと少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９
８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む、
抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１０】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＶＲアミノ酸配列のいずれかから選択されるアミ
ノ酸配列を含むＬＣＶＲ、またはそれと少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくと
も９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含
む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１１】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＶＲアミノ酸配列のいずれかと対形成した、表１
に列挙されたＨＣＶＲアミノ酸配列のいずれかを含む、ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲのアミノ
酸配列対（ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。特定
の実施形態によると、本発明は、表１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体のいずれか
に含有されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む、抗体またはその抗原結合断片を
提供する。特定の実施形態において、ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対は、配列番号１
８／２６（例えば、Ｈ１Ｈ８７６７Ｐ）のものである。
【００１２】
　本発明はまた、表１に列挙されたＨＣＤＲ１アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む重鎖ＣＤＲ１（ＨＣ
ＤＲ１）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１３】
　本発明はまた、表１に列挙されたＨＣＤＲ２アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む重鎖ＣＤＲ２（ＨＣ
ＤＲ２）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１４】
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　本発明はまた、表１に列挙されたＨＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む重鎖ＣＤＲ３（ＨＣ
ＤＲ３）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１５】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＤＲ１アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１（ＬＣ
ＤＲ１）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１６】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＤＲ２アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２（ＬＣ
ＤＲ２）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１７】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少
なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３（ＬＣ
ＤＲ３）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。
【００１８】
　本発明はまた、表１に列挙されたＬＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかと対形成した表１
に列挙されたＨＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかを含むＨＣＤＲ３およびＬＣＤＲ３のア
ミノ酸配列対（ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ３）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供す
る。特定の実施形態によると、本発明は、表１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体の
いずれかに含有されるＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ３アミノ酸配列対を含む、抗体またはその抗
原結合断片を提供する。特定の実施形態において、ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ３アミノ酸配列
対は、配列番号２４／３２（例えば、Ｈ１Ｈ８７６７Ｐ）のものである。
【００１９】
　本発明はまた、表１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体のいずれかに含有される６
つのＣＤＲのセット（すなわち、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－Ｌ
ＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。特定の実施形
態において、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ
３アミノ酸配列セットは、配列番号２０－２２－２４－２８－３０－３２（例えば、Ｈ１
Ｈ８７６７Ｐ）からなる群から選択される。
【００２０】
　関連する実施形態において、本発明は、表１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体の
いずれかによって定義されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対に含有される６つのＣＤ
Ｒのセット（すなわち、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２
－ＬＣＤＲ３）を含む、抗体またはその抗原結合断片を提供する。例えば、本発明は、配
列番号１８／２６（例えば、Ｈ１Ｈ８７６７Ｐ）からなる群から選択されるＨＣＶＲ／Ｌ
ＣＶＲアミノ酸配列対に含有されるＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－
ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３アミノ酸配列セットを含む、抗体またはその抗原結合フラグメン
トを含む。ＨＣＶＲアミノ酸配列およびＬＣＶＲアミノ酸配列内のＣＤＲを同定するため
の方法および技術は、当技術分野において周知であり、それらを使用して、本明細書に開
示される特定のＨＣＶＲアミノ酸配列および／またはＬＣＶＲアミノ酸配列内のＣＤＲを
同定することができる。ＣＤＲの境界を同定するために使用可能な例示的な規則には、例
えば、Ｋａｂａｔ定義、Ｃｈｏｔｈｉａ定義、およびＡｂＭ定義が含まれる。一般的には
、Ｋａｂａｔ定義は配列の可変性に基づいており、Ｃｈｏｔｈｉａ定義は構造ループ領域
の位置に基づいており、ＡｂＭ定義はＫａｂａｔのアプローチとＣｈｏｔｈｉａのアプロ
ーチの間の折衷案である。例えば、Ｋａｂａｔ，“Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
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ｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，”Ｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１）
、Ａｌ－Ｌａｚｉｋａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７３：９２７－９
４８（１９９７）、およびＭａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：９２６８－９２７２（１９８９）を参照されたい。抗体内のＣ
ＤＲ配列を同定するために、公開データベースも利用可能である。
【００２１】
　本発明はまた、抗ＭＵＣ１６抗体またはその部分をコードする核酸分子を提供する。例
えば、本発明は、表１に列挙されたＨＣＶＲアミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分
子を提供し、特定の実施形態において、核酸分子は、表２に列挙されたＨＣＶＲ核酸配列
のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０％、少な
くとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその
実質的に類似の配列を含む。
【００２２】
　本発明は、表１に列挙されたＬＣＶＲアミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子も
提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＬＣＶＲ核酸
配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するそ
の実質的に類似の配列を含む。
【００２３】
　本発明は、表１に列挙されたＨＣＤＲ１アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＨＣＤＲ１
核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有す
るその実質的に類似の配列も含む。
【００２４】
　本発明は、表１に列挙されたＨＣＤＲ２アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＨＣＤＲ２
核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有す
るその実質的に類似の配列を含む。
【００２５】
　本発明は、表１に列挙されたＨＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＨＣＤＲ３
核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有す
るその実質的に類似の配列を含む。
【００２６】
　本発明は、表１に列挙されたＬＣＤＲ１アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態では、この核酸分子は、表２に列挙されたＬＣＤＲ１核酸
配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するそ
の実質的に類似の配列を含む。
【００２７】
　本発明は、表１に列挙されたＬＣＤＲ２アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＬＣＤＲ２
核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有す
るその実質的に類似の配列を含む。
【００２８】
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　本発明は、表１に列挙されたＬＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかをコードする核酸分子
も提供し、ある特定の実施形態において、この核酸分子は、表２に列挙されたＬＣＤＲ３
核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、またはその少なくとも９０％
、少なくとも９５％、少なくとも９８％もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有する
その実質的に類似の配列を含む。
【００２９】
　本発明はまた、ＨＣＶＲが３つのＣＤＲのセット（すなわち、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２
－ＨＣＤＲ３）を含み、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３アミノ酸配列セットが、表
１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体のいずれかによって定義されるとおりである、
ＨＣＶＲをコードする核酸分子を提供する。
【００３０】
　本発明はまた、ＬＣＶＲが、３つのＣＤＲのセット（すなわち、ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ
２－ＬＣＤＲ３）を含み、ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３アミノ酸配列セットが、
表１に列挙された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体のいずれかによって定義されるとおりである
、ＬＣＶＲをコードする核酸分子を提供する。
【００３１】
　本発明は、ＨＣＶＲが、表１に列挙されたＨＣＶＲアミノ酸配列のいずれかのアミノ酸
配列を含み、ＬＣＶＲが、表１に列挙されたＬＣＶＲアミノ酸配列のいずれかのアミノ酸
配列を含む、ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲの両方をコードする核酸分子も提供する。特定の実
施形態において、核酸分子は、表２に列挙されたＨＣＶＲ核酸配列のいずれかから選択さ
れるポリヌクレオチド配列、またはそれと少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列と
、表２に列挙されたＬＣＶＲ核酸配列のいずれかから選択されるポリヌクレオチド配列、
またはそれと少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なく
とも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列と、を含む。本発明のこの態様
によるある特定の実施形態において、この核酸分子は、ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲが両方と
も、表１に列挙された同じ抗ＭＵＣ１６抗体に由来する、ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲをコー
ドする。
【００３２】
　本発明はまた、抗ＭＵＣ１６抗体の重鎖可変領域または軽鎖可変領域を含むポリペプチ
ドを発現できる組換え発現ベクターを提供する。例えば、本発明は、上述の核酸分子、す
なわち表１に記載のＨＣＶＲ配列、ＬＣＶＲ配列、および／またはＣＤＲ配列のいずれか
をコードする核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターを含む。本発明の範囲内には
また、このようなベクターが導入された宿主細胞、ならびに抗体または抗体断片の産生を
可能にする条件下で宿主細胞を培養することによって抗体またはその一部を産生する方法
と、そのように産生された抗体および抗体断片を回収する方法とが含まれる。
【００３３】
　本発明は、修飾されたグリコシル化パターンを有する抗ＭＵＣ１６抗体を含む。いくつ
かの実施形態において、望ましくないグリコシル化部位を除去するための修飾、または例
えば抗体依存性細胞傷害作用（ＡＤＣＣ）機能を増大させるためのフコース部分を欠失し
ている抗体は有用であり得る（Ｓｈｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）ＪＢＣ　２７７
：２６７３３を参照）。他の応用において、ガラクトシル化の修飾は、補体依存性細胞障
害作用（ＣＤＣ）を修飾するために行うことができる。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、ＭＵＣ１６に特異的に結合する組換えヒト抗体またはそ
の断片と薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成物を提供する。別の関連する態様に
おいて、本発明は、抗ＭＵＣ１６抗体と第２の治療薬との組み合わせである組成物を特徴
とする。一実施形態において、第２の治療薬は、抗ＭＵＣ１６抗体と有利に組み合わされ
る任意の薬剤である。本発明の抗ＭＵＣ１６抗体を包含する追加の併用療法および併用製
剤は、本明細書の他の箇所に開示されている。
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【００３５】
　別の態様において、本発明は、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体を用いてＭＵＣ１６を発現す
る腫瘍細胞を標的化し／死滅させるための治療方法を提供し、その治療方法は本発明の抗
ＭＵＣ１６抗体を含む治療有効量の薬学的組成物を、それを必要とする対象に投与するこ
とを含む。場合によっては、抗ＭＵＣ１６抗体（またはその抗原結合断片）は、癌（例え
ば、卵巣癌）を治療するために使用することができ、またはＡＤＣＣを増強する修飾Ｆｃ
ドメイン（ｓｅｅ　ｅ．ｇ．Ｓｈｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）ＪＢＣ　２７７：
２６７３３）、放射免疫療法、抗体－薬物複合体、もしくは腫瘍切除の効率を増大させる
ための他の方法を含むがこれらに限定されない方法によって、より細胞傷害性を高めるよ
うに修飾され得る。
【００３６】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６発現細胞に関連するかまたはそれによって引き起こされる疾
患または障害（例えば、癌）の治療のための薬剤の製造における、本発明の抗ＭＵＣ１６
抗体の使用を含む。一態様において、本発明は、医薬に使用するための、本明細書に開示
されている抗ＭＵＣ１６抗体もしくは抗原結合断片、またはＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異
性抗体を含む化合物に関する。一態様において、本発明は、医薬に使用するための、本明
細書に開示されている抗体－薬物複合体（ＡＤＣ）を含む化合物に関する。
【００３７】
　さらに別の態様において、本発明は、例えば、イメージング試薬などの診断用途のため
に単一特異性抗ＭＵＣ１６抗体を提供する。
【００３８】
　さらに別の態様において、本発明は、本発明の抗ＣＤ３抗体または抗体の抗原結合部分
を使用してＴ細胞活性化を刺激するための治療方法を提供し、その治療方法は抗体を含む
治療有効量の薬学的組成物を投与することを含む。
【００３９】
　別の態様において、本発明は、２５℃の表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合に
、約５３ｎＭ未満の結合解離平衡定数（ＫＤ）でヒトムチン１６（ＭＵＣ１６）に結合す
る、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供する。さらに別の態様において、本発
明は、２５℃の表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合に、約１５分超の解離半減期
（ｔ１／２）でヒトＭＵＣ１６に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片を提
供する。
【００４０】
　本発明はさらに、ヒトＭＵＣ１６への結合について、表１に記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ
アミノ酸配列対を含む参照抗体と競合する抗体または抗原結合断片を提供する。別の態様
において、本発明は、ヒトＭＵＣ１６への結合について、配列番号２／１０、１８／２６
、３４／４２、５０／５８、６６／７４、８２／９０、９８／１０６、１１４／１２２、
１３０／１３８、１４６／１５４、１６２／１７０、１７８／１８６、１９４／３９４、
２０２／２１０、２１８／２２６、２３４／２４２、２５０／１９３６、２５８／２６６
、２７４／１９３６、２８２／２９０、２９８／３０６、３１４／３２２、３３０／３３
８、３４６／３５４、３６２／３７０、および３７８／３８６からなる群から選択される
ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む参照抗体と競合する単離された抗体または抗原
結合断片を提供する。
【００４１】
　本発明はさらに、表１に記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む参照抗体とし
てヒトＭＵＣ１６上の同じエピトープに結合する抗体またはその抗原結合断片を提供する
。別の態様において、抗体または抗原結合断片は、配列番号２／１０、１８／２６、３４
／４２、５０／５８、６６／７４、８２／９０、９８／１０６、１１４／１２２、１３０
／１３８、１４６／１５４、１６２／１７０、１７８／１８６、１９４／３９４、２０２
／２１０、２１８／２２６、２３４／２４２、２５０／１９３６、２５８／２６６、２７
４／１９３６、２８２／２９０、２９８／３０６、３１４／３２２、３３０／３３８、３
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４６／３５４、３６２／３７０、および３７８／３８６からなる群から選択されるＨＣＶ
Ｒ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む参照抗体としてヒトＭＵＣ１６上の同じエピトープに
結合する。
【００４２】
　本発明はさらに、ヒトＭＵＣ１６に結合する単離された抗体またはその抗原結合断片を
提供し、抗体または抗原結合断片は、表１に記載のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域（
ＨＣＶＲ）の相補性決定領域（ＣＤＲ）、および表１に記載のアミノ酸配列を有する軽鎖
可変領域（ＬＣＶＲ）のＣＤＲを含む。別の態様において、単離された抗体または抗原結
合断片は、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、５０／５８、６６／７４、８２
／９０、９８／１０６、１１４／１２２、１３０／１３８、１４６／１５４、１６２／１
７０、１７８／１８６、１９４／３９４、２０２／２１０、２１８／２２６、２３４／２
４２、２５０／１９３６、２５８／２６６、２７４／１９３６、２８２／２９０、２９８
／３０６、３１４／３２２、３３０／３３８、３４６／３５４、３６２／３７０、および
３７８／３８６からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対の重鎖ＣＤ
Ｒおよび軽鎖ＣＤＲを含む。さらに別の態様において、単離された抗体または抗原結合断
片が、配列番号４－６－８－１２－１４－１６、２０－２２－２４－２８－３０－３２、
３６－３８－４０－４４－４６－４８、５２－５４－５６－６０－６２－６４、６８－７
０－７２－７６－７８－８０、８４－８６－８８－９２－９４－９６、１００－１０２－
１０４－１０８－１１０－１１２、１１６－１１８－１２０－１２４－１２６－１２８、
１３２－１３４－１３６－１４０－１４２－１４４、１４８－１５０－１５２－１５６－
１５８－１６０、１６４－１６６－１６８－１７２－１７４－１７６、１８０－１８２－
１８４－１８８－１９０－１９２、１９６－１９８－２００－３９６－３９８－４００、
２０４－２０６－２０８－２１２－２１４－２１６、２２０－２２２－２２４－２２８－
２３０－２３２、２３６－２３８－２４０－２４４－２４６－２４８、２５２－２５４－
２５６－１９３８－１９４０－１９４２、２６０－２６２－２６４－２６８－２７０－２
７２、２７６－２７８－２８０－１９３８－１９４０－１９４２、２８４－２８６－２８
８－２９２－２９４－２９６、３００－３０２－３０４－３０８－３１０－３１２、３１
６－３１８－３２０－３２４－３２６－３２８、３３２－３３４－３３６－３４０－３４
２－３４４、３４８－３５０－３５２－３５６－３５８－３６０、３６４－３６６－３６
８－３７２－３７４－３７６、および３８０－３８２－３８４－３８８－３９０－３９２
からなる群から選択されるＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ
２－ＬＣＤＲ３ドメインをそれぞれ含む。
【００４３】
　別の態様において、本発明は、ヒトＭＵＣ１６に結合する単離された抗体またはその抗
原結合断片を提供し、抗体または抗原結合断片が、（ａ）配列番号２、１８、３４、５０
、６６、８２、９８、１１４、１３０、１４６、１６２、１７８、１９４、２０２、２１
８、２３４、２５０、２５８、２７４、２８２、２９８、３１４、３３０、３４６、３６
２、および３７８からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する重鎖可変領域（ＨＣＶ
Ｒ）、ならびに（ｂ）配列番号１０、２６、４２、５８、７４、９０、１０６、１２２、
１３８、１５４、１７０、１８６、２１０、２２６、２４２、２６６、２９０、３０６、
３２２、３３８、３５４、３７０、３８６、１９３６、および３９４からなる群から選択
されるアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、を含む。さらなる態様において
、単離された抗体または抗原結合断片は、配列番号２／１０、１８／２６、３４／４２、
５０／５８、６６／７４、８２／９０、９８／１０６、１１４／１２２、１３０／１３８
、１４６／１５４、１６２／１７０、１７８／１８６、１９４／３９４、２０２／２１０
、２１８／２２６、２３４／２４２、２５０／１９３６、２５８／２６６、２７４／１９
３６、２８２／２９０、２９８／３０６、３１４／３２２、３３０／３３８、３４６／３
５４、３６２／３７０、および３７８／３８６からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣ
ＶＲアミノ酸配列対を含む、請求項１０に記載の単離された抗体または抗原結合断片。
【００４４】
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　本発明はさらに、配列番号１９０２の残基４２８～残基４８１の範囲のエピトープ内の
ヒトＭＵＣ１６に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供する。場合に
よっては、単離された抗体または抗原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基４２
８～４３４、４２９～４３４、４５３～４６７、４５９～４６７、４６０～４６７、およ
び／または４７４～４８１と相互作用する。いくつかの実施形態において、抗体または抗
原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基４２８～４３４、４２９～４３４、４５
３～４６７、４５９～４６７、４６０～４６７、および４７４～４８１と相互作用する。
本発明はさらに、配列番号１９０２の残基１２６～残基１３８の範囲のエピトープ内のヒ
トＭＵＣ１６に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供する。場合によ
っては、単離された抗体または抗原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基１２６
～１３１、１２７～１３１、および／または１３２～１３８と相互作用する。いくつかの
実施形態において、抗体または抗原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基１２６
～１３１、１２７～１３１、および１３２～１３８と相互作用する。本発明はさらに、配
列番号１９０２の残基３５７～残基３６９の範囲のエピトープ内のヒトＭＵＣ１６に結合
する、単離された抗体または抗原結合断片を提供する。場合によっては、単離された抗体
または抗原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基３５７～３６９、３５８～３６
６、３５８～３６９、および／または３６１～３６９と相互作用する。いくつかの実施形
態において、抗体または抗原結合断片は、配列番号１９０２のアミノ酸残基３５７～３６
９、３５８～３６６、３５８～３６９、および３６１～３６９と相互作用する。本発明は
さらに、ヒトＭＵＣ１６（配列番号１８９９）の５つの膜近位ＳＥＡドメインのうちの１
つ以上に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供する。５つの膜近位の
ＳＥＡドメインは、配列番号１８９９の残基１３７９１～１４４５１に対応する。場合に
よっては、抗体または抗原結合断片は、２５℃での表面プラズモン共鳴アッセイにおいて
測定した場合に、約６０ｎＭ未満のＫＤで結合する。いくつかの実施形態において、抗体
または抗原結合断片は、配列番号１８９９の残基１４２３７～１４２９０に結合する。一
実施形態において、抗体または抗原結合断片は、配列番号１８／２６のアミノ酸配列を含
むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む。いくつかの実施形態において、抗体または抗原
結合断片は、配列番号１８９９の残基１３９３５～１３９４７に結合する。一実施形態に
おいて、抗体または抗原結合断片は、配列番号８２／８５８のアミノ酸配列を含むＨＣＶ
Ｒ／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む。いくつかの実施形態において、抗体または抗原結合断片
は、配列番号１８９９の残基１４１６５～１４１７８に結合する。一実施形態において、
抗体または抗原結合断片は、配列番号９８／１７０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣ
ＶＲ対のＣＤＲを含む。
【００４５】
　一態様において、本発明は、ＭＵＣ１６のＳＥＡドメインの１つ以上に結合する抗体ま
たはその抗原結合断片を提供する。様々な実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または抗
体結合断片は、ＳＥＡ１、ＳＥＡ２、ＳＥＡ３、ＳＥＡ４、ＳＥＡ５、ＳＥＡ６、ＳＥＡ
７、ＳＥＡ８、ＳＥＡ９、ＳＥＡ１０、ＳＥＡ１１、ＳＥＡ１２、ＳＥＡ１３、ＳＥＡ１
４、ＳＥＡ１５、またはＳＥＡ１６のうちのいずれか１つ以上に結合する。一実施形態に
おいて、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ１（配列番号１８９９の残基１２０７４～
１２２２９）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ２
（配列番号１８９９の残基１２２３０から１２３８７）に結合する。一実施形態において
、抗ＭＵＣ１６抗体または断片は、ＳＥＡ３（配列番号１８９９の残基１２３８８～１２
５４３）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ４（配
列番号１８９９の残基１２５４４～１２６９８）に結合する。一実施形態において、抗Ｍ
ＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ５（配列番号１８９９の残基１２６９９～１２８５４）
に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ６（配列番号１
８９９の残基１２８５５～１３０１０）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６
抗体または断片はＳＥＡ７（配列番号１８９９の残基１３０１１～１３１６６）に結合す
る。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ８（配列番号１８９９の
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は断片はＳＥＡ９（配列番号１８９９の残基１３３２４～１３４７８）に結合する。一実
施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ１０（配列番号１８９９の残基１
３４７９～１３６３４）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片
はＳＥＡ１１（配列番号１８９９の残基１３６３５～１３７９０）に結合する。一実施形
態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片は、ＳＥＡ１２（配列番号１８９９の残基１３
７９１～１３９２３）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片は
ＳＥＡ１３（配列番号１８９９の残基１３９２４～１４０７４）に結合する。一実施形態
において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ１４（配列番号１８９９の残基１４０７
５～１４２２７）に結合する。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥ
Ａ１５（配列番号１８９９の残基１４２２８～１４３２０）に結合する。一実施形態にお
いて、抗ＭＵＣ１６抗体または断片はＳＥＡ１６（配列番号１８９９の残基１４３２１～
１４４６４）に結合する。
【００４６】
　別の態様によると、本発明は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片および治療薬
（例えば細胞傷害性薬剤）を含む抗体－薬物複合体を提供する。いくつかの実施形態にお
いて、抗体または抗原結合断片および細胞傷害性薬剤は、本明細書で論じるように、リン
カーを介して共有結合している。様々な実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または抗原
結合断片は、本明細書に記載の抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片のいずれかであり得る。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、細胞傷害性薬剤は、アウリスタチン、メイタンシノイド
、ツブリシン、トマイマイシン誘導体、またはドラスタチン誘導体から選択される。場合
によっては、細胞傷害性薬剤は、ＭＭＡＥもしくはＭＭＡＦから選択されるアウリスタチ
ン、またはＤＭ１もしくはＤＭ４から選択されるメイタンシノイドである。いくつかの実
施形態において、細胞傷害性薬剤は、本明細書で論じるように、式（Ｉ）または式（ＩＩ
）の構造を有するメイタンシノイドである。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、細胞傷害性薬剤は、以下の構造

【化１】

を有するメイタンシノイドである。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、細胞傷害性薬剤は、以下の構造
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【化２】

を有するメイタンシノイドである。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、抗体－薬物複合体は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片、
および次式を含み、

【化３】

　式中、
【化４】

は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、抗体－薬物複合体は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片、
および次式を含み、
【化５】

　式中、
【化６】

は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。
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【００５２】
　いくつかの実施形態において、抗体－薬物複合体は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片、
および次式を含み、
【化７】

　式中、

【化８】

は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、結合は、システイン残基の硫黄成分を介して抗体または
その断片と接触する。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、抗体－薬物複合体は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片、
および次式
【化９】

　それらの混合物を含み、
　式中、
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【化１０】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。
【００５５】
　いくつかの実施形態において、結合は、リジン残基の窒素成分を介して抗体またはその
断片と接触する。
【００５６】
　上記または本明細書で論じられる抗体－薬物複合体の様々な実施形態のいずれかにおい
て、抗体－薬物複合体は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片あたり１～４つの細胞傷害性
薬剤を含むことができる。
【００５７】
　別の態様によると、本発明は、ＭＵＣ１６およびＣＤ３に結合する二重特異性抗原結合
分子（例えば抗体）を提供する。そのような二重特異性抗原結合分子はまた、本明細書に
おいて「抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性分子」、「抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異
性分子」、または「ＭＵＣ１６×ＣＤ３　ｂｓＡｂ」とも呼ばれる。抗ＭＵＣ１６／抗Ｃ
Ｄ３二重特異性分子の抗ＭＵＣ１６部分は、ＭＵＣ１６（例えば卵巣腫瘍）を発現する細
胞（例えば腫瘍細胞）を標的化するのに有用であり、二重特異性分子の抗ＣＤ３部分はＴ
細胞を活性化するのに有用である。腫瘍細胞上のＭＵＣ１６およびＴ細胞上のＣＤ３の同
時結合は、活性化Ｔ細胞によって標的腫瘍細胞を直接死滅させる（細胞溶解）を促進する
。したがって、本発明の抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性分子は、とりわけ、ＭＵＣ１
６発現腫瘍（例えば、卵巣癌）に関連するかまたはそれによって引き起こされる疾患およ
び障害を治療するために有用である。
【００５８】
　本発明のこの態様による二重特異性抗原結合分子は、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第
１の抗原結合ドメイン、およびＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインを
含む。本発明は、各抗原結合ドメインが軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）と対をなす重鎖可変領
域（ＨＣＶＲ）を含む抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性分子（例えば、二重特異性抗体
）を含む。本発明の特定の例示的実施形態において、抗ＣＤ３抗原結合ドメインおよび抗
ＭＵＣ１６抗原結合ドメインがそれぞれ共通のＬＣＶＲと対をなす異なる別個のＨＣＶＲ
を含む。例えば、本明細書の実施例３に示すように、第１の抗原結合ドメインが抗ＭＵＣ
１６抗体（例えば、抗ＭＵＣ１６抗原結合ドメインに含まれるものと同じＬＣＶＲ）に由
来するＬＣＶＲと対をなす抗ＣＤ３抗体に由来するＨＣＶＲを含む、ＣＤ３に特異的に結
合する第１の抗原結合ドメインと、第２の抗原結合ドメインが抗ＭＵＣ１６抗体に由来す
るＨＣＶＲ／ＬＣＶＲを含む、ＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインと
、を含む、二重特異性抗体が構築された。言い換えれば、本明細書に開示される例示的な
分子において、抗ＣＤ３抗体由来のＨＣＶＲと抗ＭＵＣ１６抗体由来のＬＣＶＲとの対合
は、ＣＤ３に特異的に結合する（しかしＭＵＣ１６には結合しない）抗原結合ドメインを
生成する。このような実施形態において、第１および第２の抗原結合ドメインは、異なる
抗ＣＤ３および抗ＭＵＣ１６のＨＣＶＲを含むが、共通の抗ＭＵＣ１６のＬＣＶＲを共有
する。他の実施形態において、二重特異性抗原結合分子は異なる抗ＣＤ３および抗ＭＵＣ
１６のＨＣＶＲを含むが、共通のＬＣＶＲを共有する。このＬＣＶＲのアミノ酸配列は、
例えば配列番号１８９０に示されており、対応するＣＤＲのアミノ酸配列（すなわちＬＣ
ＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３）は配列番号１８９２、１８９４、および１８９６にそ
れぞれ示される。遺伝子改変マウスを使用して、２つの異なるヒト軽鎖可変領域遺伝子セ
グメントのうちの１つに由来する可変ドメインを含む同一の軽鎖と会合する２つの異なる
重鎖を含む完全ヒト型二重特異性抗原結合分子を産生することができる。あるいは、可変
重鎖を１つの共通の軽鎖と対にし、宿主細胞中で組換えにより発現させてもよい。このよ
うに、本発明の抗体は、単一の再編成された軽鎖と会合した免疫グロブリン重鎖を含み得
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る。いくつかの実施形態において、軽鎖は、ヒトＶκ１－３９遺伝子セグメントまたはＶ
κ３－２０遺伝子セグメントに由来する可変ドメインを含む。他の実施形態において、軽
鎖は、ヒトＪκ５またはヒトＪκ１遺伝子セグメントと再編成されたヒトＶκ１－３９遺
伝子セグメントに由来する可変ドメインを含む。
【００５９】
　本発明は、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的に結合す
る第１の抗原結合ドメインは、２０１４年３月２７日公開の米国特許公開第２０１４／０
０８８２９５号および２０１６年７月２９日出願のＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０４４７３２
に記載のとおり、ＨＣＶＲアミノ酸配列のいずれか、ＬＣＶＲアミノ酸配列のいずれか、
ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対のいずれか、重鎖ＣＤＲ１－ＣＤＲ２－ＣＤＲ３アミ
ノ酸配列のいずれか、または軽鎖ＣＤＲ１－ＣＤＲ２－ＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれか
を含む。
【００６０】
　さらに、本発明は、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的
に結合する第１の抗原結合ドメインは本明細書の表１６、１８、および２２に記載のＨＣ
ＶＲアミノ酸配列のいずれかを含む。ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメイン
はまた、本明細書の表１、１６、１９、および２３に記載のＬＣＶＲアミノ酸配列のいず
れかを含んでもよい。特定の実施形態によると、ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結
合ドメインは、本明細書の表１６、１８、１９、２２、および２３に記載のＨＣＶＲ／Ｌ
ＣＶＲアミノ酸配列対のいずれかを含む。本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特
異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表
１６、１８、および２２に記載の重鎖ＣＤＲ１－ＣＤＲ２－ＣＤＲ３アミノ酸配列のいず
れか、および／または本明細書の表１、１６、１９、および２３に記載の軽鎖ＣＤＲ１－
ＣＤＲ２－ＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかを含む。
【００６１】
　特定の実施形態によると、本発明は、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し
、ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表１６、１８、およ
び２２に記載のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）、または少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有
するその実質的に類似の配列を含む。
【００６２】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的に結
合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表１、６、１９、および２３に記載のアミ
ノ酸配列を有する軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、または少なくとも９０％、少なくとも９５
％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類
似の配列を含む。
【００６３】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的に結
合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表１６、１８、１９、２２、および２３に
記載のＨＣＶＲおよびＬＣＶＲ（ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ）アミノ酸配列対を含む。
【００６４】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＣＤ３に特異的に結
合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表１６、１８、および２２に記載のアミノ
酸配列を有する重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３）ドメイン、またはそれと少なくとも９０％、
少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有する
その実質的に類似の配列と、本明細書の表１、１６、１９、および２３に記載のアミノ酸
配列を有する軽鎖ＣＤＲ３（ＬＣＤＲ３）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくと
も９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質
的に類似の配列と、を含む。
【００６５】
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　特定の実施形態において、ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインは、本明
細書の表１６、１８、１９、２２、および２３に記載のＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ３アミノ酸
配列対を含む。
【００６６】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を提供し、ＣＤ３に特
異的に結合する第１の抗原結合ドメインは、本明細書の表１６、１８、および２２に記載
のアミノ酸を有する重鎖ＣＤＲ１（ＨＣＤＲ１）ドメイン、または少なくとも９０％、少
なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するそ
の実質的に類似の配列と、表１６、１８、および２２に記載のアミノ酸を有する重鎖ＣＤ
Ｒ２（ＨＣＤＲ２）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも
９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列と、表
１６、１８、および２２に記載のアミノ酸を有する重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３）ドメイン
、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも
９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列と、本明細書の表１、１６、１９、
および２３に記載のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１（ＬＣＤＲ１）ドメイン、または
少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の
配列同一性を有するその実質的に類似の配列と、本明細書の表１、１６、１９、および２
３に記載のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２（ＬＣＤＲ２）ドメイン、または少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一
性を有するその実質的に類似の配列と、本明細書の表１、１６、１９、および２３に記載
のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ３（ＬＣＤＲ３）ドメイン、または少なくとも９０％
、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有す
るその実質的に類似の配列と、を含む。
【００６７】
　本発明の特定の非限定的で例示的な抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子は
、本明細書の表１６、１８、１９、２２、および２３に記載のアミノ酸配列をそれぞれ有
する、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３ドメ
インを含む、ＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインを含む。
【００６８】
　本発明はさらに、二重特異性抗原結合分子を提供し、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第
１の抗原結合ドメインは、表１６、表１８、または表２２に記載のアミノ酸を含む重鎖可
変領域（ＨＣＶＲ）由来の重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣＤ
Ｒ３）と、表１、表１６、表１９、または表２３に記載のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領
域（ＬＣＶＲ）由来の軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３
）とを含む。
【００６９】
　別の態様において、本発明は、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメイン
が、配列番号１７３０、１７６２、１７７８、１７８６、および１８６６からなる群から
選択される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）由来の重鎖相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ
２、およびＨＣＤＲ３）と、配列番号２６のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ
）由来の軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）とを含む、
二重特異性抗原結合分子を提供する。
【００７０】
　本発明は二重特異性抗原結合分子提供し、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結
合ドメインは、３つの重鎖相補性決定領域（Ａ１－ＨＣＤＲ１、Ａ１－ＨＣＤＲ２、およ
びＡ１－ＨＣＤＲ３）ならびに３つの軽鎖相補性決定領域（Ａ１－ＬＣＤＲ１、Ａ１－Ｌ
ＣＤＲ２、およびＡ１－ＬＣＤＲ３）を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ１は配列番号１７３２、１
７６４、１７８０、１７８８、および１８６８からなる群から選択されるアミノ酸配列を
含み、Ａ１－ＨＣＤＲ２は配列番号１７３４、１７６６、１７８２、１７９０、および１
８７０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ３は配列番号１７
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３６、１７６８、１７８４、１７９２、および１８７２からなる群から選択されるアミノ
酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ１は配列番号２８のアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ
２は配列番号３０のアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ３は配列番号３２のアミノ酸配
列を含む。
【００７１】
　さらなる態様において、本発明は、二重特異性抗原結合分子を提供し、ヒトＣＤ３に特
異的に結合する第１の抗原結合ドメインは、配列番号１７３０／２６、１７６２／２６、
１７７８／２６、および１８６６／２６からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲア
ミノ酸配列対の重鎖ＣＤＲおよび軽鎖ＣＤＲを含む。
【００７２】
　別の態様において、本発明は抗原結合分子を提供し、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第
１の抗原結合ドメインが、３つの重鎖相補性決定領域（Ａ１－ＨＣＤＲ１、Ａ１－ＨＣＤ
Ｒ２、およびＡ１－ＨＣＤＲ３）と３つの軽鎖相補性決定領域（Ａ１－ＬＣＤＲ１、Ａ１
－ＬＣＤＲ２、およびＡ１－ＬＣＤＲ３）とを含み、ヒトＭＵＣ１６に特異的に結合する
第２の抗原結合ドメインが、３つの重鎖相補性決定領域（Ａ２－ＨＣＤＲ１、Ａ２－ＨＣ
ＤＲ２、およびＡ２－ＨＣＤＲ３）と３つの軽鎖相補性決定領域（Ａ２－ＬＣＤＲ１、Ａ
２－ＬＣＤＲ２、およびＡ２－ＬＣＤＲ３）とを含み、Ａ１－ＨＣＤＲ１は、配列番号１
７３２、１７６４、１７８０、１７８８、および１８６８からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ２は、配列番号１７３４、１７６６、１７８２、１７９
０、および１８７０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ３は
、配列番号１７３６、１７６８、１７８４、１７９２、および１８７２からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ１は配列番号２８のアミノ酸配列を含み、
Ａ１－ＬＣＤＲ２は配列番号３０のアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ３は配列番号３
２のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＨＣＤＲ１は配列番号２０のアミノ酸配列を含み、Ａ２
－ＨＣＤＲ２は配列番号２２のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＨＣＤＲ３は配列番号２４の
アミノ酸配列を含み、Ａ２－ＬＣＤＲ１は配列番号２８のアミノ酸配列を含み、Ａ２－Ｌ
ＣＤＲ２は配列番号３０のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＬＣＤＲ３は配列番号３２のアミ
ノ酸配列を含む。
【００７３】
　本発明の特定の非限定的で例示的な抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子は
、ＦＲ１（配列番号１９０３）、ＦＲ２（配列番号１９０４）、ＦＲ３（配列番号１９０
５）、およびＦＲ４（配列番号１９０６）から選択されるアミノ酸配列を有する可変ドメ
インフレームワーク領域を含む重鎖を含むＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメ
インを含む。
【００７４】
　さらなる実施形態において、本発明の例示的な抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原
結合分子は、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインが配列番号１９０７
－１９０８－１９０９のアミノ酸配列を有するＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３を含
むＨＣＶＲを含む、二重特異性抗原結合分子を含む。
【００７５】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＭＵＣ１６に特異的
に結合する第２の抗原結合ドメインは、配列番号２、１８、３４、５０、６６、８２、９
８、１１４、１３０、１４６、１６２、１７８、１９４、２０２、２１８、２３４、２５
０、２５８、２７４、２８２、２９８、３１４、３３０、３４６、３６２、および３７８
からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）、または少な
くとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列
同一性を有するその実質的に類似の配列を含む。
【００７６】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＭＵＣ１６に特異的
に結合する第２の抗原結合ドメインは、配列番号１０、２６、４２、５８、７４、９０、
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１０６、１２２、１３８、１５４、１７０、１８６、２１０、２２６、２４２、２６６、
２９０、３０６、３２２、３３８、３５４、３７０、３８６、１９３６、および３９４か
らなる群から選択されるアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、または少なく
とも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同
一性を有するその実質的に類似の配列を含む。
【００７７】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＭＵＣ１６に特異的
に結合する第２の抗原結合ドメインは、配列番号１８／２６からなる群から選択されるＨ
ＣＶＲおよびＬＣＶＲ（ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ）のアミノ酸配列対を含む。
【００７８】
　本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性分子を提供し、ＭＵＣ１６に特異的
に結合する第２の抗原結合ドメインは、配列番号８、２４、４０、５６、７２、８８、１
０４、１２０、１３６、１５２、１６８、１８４、２００、２０８、２２４、２４０、２
５６、２６４、２８０、２８８、３０４、３２０、３３６、３５２、３６８、および３８
４からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３）ドメイン
、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも
９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列、ならびに配列番号１６、３２、４
８、６４、８０、９６、１１２、１２８、１４４、１６０、１７６、１９２、２１６、２
３２、２４８、２７２、２９６、３１２、３２８、３４４、３６０、３７６、３９２、４
００、および１９４２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ３（Ｌ
ＣＤＲ３）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、
もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列を含む。
【００７９】
　特定の実施形態において、ＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインは、
配列番号２４／３２からなる群から選択されるＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ３アミノ酸配列対を
含む。
【００８０】
本発明はまた、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を提供し、ＭＵＣ１６に
特異的に結合する第２の抗原結合ドメインは、配列番号４、２０、３６、５２、６８、８
４、１００、１１６、１３２、１４８、１６４、１８０、１９６、２０４、２２０、２３
６、２５２、２６０、２７６、２８４、３００、３１６、３３２、３４８、３６４、およ
び３８０からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１（ＨＣＤＲ１）ド
メイン、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少な
くとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列、ならびに配列番号６、２２
、３８、５４、７０、８６、１０２、１１８、１３４、１５０、１６６、１８２、１９８
、２０６、２２２、２３８、２５４、２６２、２７８、２８６、３０２、３１８、３３４
、３５０、３６６、および３８２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する重鎖Ｃ
ＤＲ２（ＨＣＤＲ２）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくと
も９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列、な
らびに配列番号８、２４、４０、５６、７２、８８、１０４、１２０、１３６、１５２、
１６８、１８４、２００、２０８、２２４、２４０、２５６、２６４、２８０、３０４、
３２０、３３６、３５２、３６８、および３８４からなる群から選択されるアミノ酸配列
を有する重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくとも９
５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に
類似の配列、ならびに配列番号１２、２８、４４、６０、７６、９２、１０８、１２４、
１４０、１５６、１７２、１８８、３９６、２１２、２２８、２４４、３９６、２６８、
３９６、２９２、３０８、３２４、３４０、３５６、３７２、１９３８、および３８８か
らなる群から選択されるアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１（ＬＣＤＲ１）ドメイン、ま
たは少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９
％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列、ならびに配列番号１４、３０、４６、
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６２、７８、９４、１１０、１２６、１４２、１５８、１７４、１９０、３９８、２１４
、２３０、２４６、３９８、２７０、３９８、２９４、３１０、３２６、３４２、３５８
、３７４、１９４０、および３９０からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する軽鎖
ＣＤＲ２（ＬＣＤＲ２）ドメイン、または少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一性を有するその実質的に類似の配列、
ならびに配列番号１６、３２、４８、６４、８０、９６、１１２、１２８、１４４、１６
０、１７６、１９２、４００、２１６、２３２、２４８、４００、２７２、４００、２９
６、３１２、３２８、３４４、３６０、３７６、１９４２、および３９２からなる群から
選択されるアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ３（ＬＣＤＲ３）ドメイン、または少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、もしくは少なくとも９９％の配列同一
性を有するその実質的に類似の配列、を含む。
【００８１】
　本発明の特定の非限定的で例示的な抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子は
、配列番号２０－２２－２４－２８－３０－３２からなる群から選択されるアミノ酸配列
をそれぞれ有する、ＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－Ｌ
ＣＤＲ３を含む、ＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインを含む。
【００８２】
　関連する実施形態において、本発明は、ＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合
ドメインが、配列番号１８／２６からなる群から選択される重鎖および軽鎖可変領域（Ｈ
ＣＶＲ／ＬＣＶＲ）配列内に含有される重鎖および軽鎖ＣＤＲドメインを含む、抗ＣＤ３
／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を含む。
【００８３】
　一実施形態において、本発明は、配列番号１９５９のアミノ酸配列を含む重鎖および配
列番号１９６０のアミノ酸配列を含む軽鎖を含む抗ＭＵＣ１６結合アーム、配列番号１９
６１のアミノ酸配列を含む重鎖および配列番号１９６０のアミノ酸配列を含む軽鎖を含む
抗ＣＤ３結合アームを含む、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗体を提供する。別の実
施形態において、本発明は、配列番号１９５９のアミノ酸配列を含む重鎖および配列番号
１９６０のアミノ酸配列を含む軽鎖を含む抗ＭＵＣ１６結合アーム、配列番号１９６２の
アミノ酸配列を含む重鎖および配列番号１９６０のアミノ酸配列を含む軽鎖を含む抗ＣＤ
３結合アームを含む、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗体を提供する。
【００８４】
　別の態様において、本発明は、ヒトＣＤ３に結合する第１の抗原結合ドメインおよびヒ
トＭＵＣ１６に結合する第２の抗原結合ドメインを含む二重特異性抗原結合分子を提供し
、第２の抗原結合ドメインは、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体のいずれか１つの抗体または抗
原結合断片に由来する。さらなる態様において、本発明は、ヒトＣＤ３に特異的に結合す
る第１の抗原結合ドメイン、およびヒトＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ド
メインを含む二重特異性抗原結合分子を提供する。
【００８５】
　本発明はさらに、ヒトＣＤ３を発現するヒト細胞およびカニクイザルＣＤ３を発現する
カニクイザル細胞に結合する二重特異性抗原結合分子を提供する。別の態様において、二
重特異性抗原結合分子は、ヒトＭＵＣ１６を発現しているヒト細胞に結合する。
【００８６】
　別の態様において、本発明は、ヒト卵巣癌異種移植を保有する免疫無防備状態のマウス
における腫瘍増殖を阻害する二重特異性抗原結合分子を提供する。本発明はさらに、ヒト
卵巣癌異種移植片を保有する免疫無防備状態マウスにおける既存腫瘍の腫瘍増殖を抑制す
る、二重特異性抗原結合分子を提供する。
【００８７】
　別の態様において、本発明は、ｉ）約４ｎＭを超えるＥＣ５０値でエフェクター細胞と
特異的に結合する第１の抗原結合ドメインと、ｉｉ）３ｎＭ未満のＥＣ５０値で標的ヒト
卵巣腫瘍細胞に特異的に結合する第２の抗原結合分子ドメインと、を含む、二重特異性抗
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原結合分子を提供し、このようなＥＣ５０結合値はインビトロＦＡＣＳ結合アッセイで測
定される。
【００８８】
　一実施形態において、二重特異性抗原結合分子は、約２ｎＭ未満のＥＣ５０値で、標的
とする卵巣腫瘍細胞に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインを含む。場合によっては
、第１の抗原結合ドメインは、約４０ｎＭ超、約１００ｎＭ超、約２００ｎＭ超、約３０
０ｎＭ超、約４００ｎＭ超、約５００ｎＭ超、または約１μＭ超のＥＣ５０値で、ヒトＣ
Ｄ３およびカニクイザルＣＤ３のそれぞれに結合する。場合によっては、第１の抗原結合
ドメインは、弱いもしくは測定不可能な結合もしくは結合親和性で、ヒトＣＤ３およびカ
ニクイザルＣＤ３のそれぞれに特異的に結合する。
【００８９】
　いくつかの実施形態において、抗原結合分子は、インビトロＴ細胞媒介性腫瘍細胞死滅
アッセイで測定した場合に、約３１ｐＭ未満のＥＣ５０値でＴ細胞媒介性腫瘍細胞死滅を
誘導し、例えば、腫瘍細胞はＯＶＣＡＲ３細胞である。
【００９０】
　場合によっては、第１の抗原結合ドメインは、インビトロ表面プラズモン共鳴結合アッ
セイで測定した場合に、約１１ｎＭ超のＫＤ値で、ヒトＣＤ３に結合する。場合によって
は、第１の抗原結合ドメインは、インビトロ表面プラズモン共鳴結合アッセイで測定した
場合に、約１５ｎＭ超、約３０ｎＭ超、約６０ｎＭ超、約１２０ｎＭ超、約３００ｎＭ超
、または約５００ｎＭ超のＫＤ値で、ヒトＣＤ３およびカニクイザルＣＤ３のそれぞれに
結合する。
【００９１】
　特定の実施形態において、本発明の抗ＣＤ３抗体、その抗体結合断片および二重特異性
抗体は、生殖系列配列と親抗体配列との間の相違に基づいて段階的に親のアミノ酸残基を
置き換えることによって作製された。
【００９２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、二重特異性抗原結合分子を提供し、第２の抗
原結合ドメインは、ヒトＭＵＣ１６への結合について、３つの重鎖相補性決定領域（Ａ２
－ＨＣＤＲ１、Ａ２－ＨＣＤＲ２、およびＡ２－ＨＣＤＲ３）ならびに３つの軽鎖相補性
決定領域（Ａ２－ＬＣＤＲ１、Ａ２－ＬＣＤＲ２、およびＡ２－ＬＣＤＲ３）を含む、参
照抗原結合タンパク質と競合し、Ａ２－ＨＣＤＲ１は配列番号２０のアミノ酸配列を含み
、Ａ２－ＨＣＤＲ２は配列番号２２のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＨＣＤＲ３は配列番号
２４のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＬＣＤＲ１は配列番号２８のアミノ酸配列を含み、Ａ
２－ＬＣＤＲ２は配列番号３０のアミノ酸配列を含み、Ａ２－ＬＣＤＲ３は配列番号３２
のアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、本発明は、二重特異性抗原結合分
子を提供し、第２の抗原結合ドメインは、ヒトＭＵＣ１６への結合について、配列番号１
８のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）と、配列番号２６のアミノ酸配列を含
む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）とを含む、参照抗原結合タンパク質と競合する。
【００９３】
　いくつかの実施形態において、本発明は、二重特異性抗原結合分子を提供し、ヒトＣＤ
３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインが、ヒトＣＤ３への結合について、３つの
重鎖相補性決定領域（Ａ１－ＨＣＤＲ１、Ａ１－ＨＣＤＲ２、およびＡ１－ＨＣＤＲ３）
ならびに３つの軽鎖相補性決定領域（Ａ１－ＬＣＤＲ１、Ａ１－ＬＣＤＲ２、およびＡ１
－ＬＣＤＲ３）を含む、参照抗原結合タンパク質と競合し、Ａ１－ＨＣＤＲ１は配列番号
１７３２、１７６４、１７８０、１７８８、および１８６８からなる群から選択されるア
ミノ酸配列を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ２は配列番号１７３４、１７６６、１７８２、１７９
０、および１８７０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＨＣＤＲ３は
配列番号１７３６、１７６８、１７８４、１７９２、および１８７２からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ１は配列番号２８のアミノ酸配列を含み、Ａ
１－ＬＣＤＲ２は配列番号３０のアミノ酸配列を含み、Ａ１－ＬＣＤＲ３は配列番号３２
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のアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、本発明は二重特異性抗原結合分子
を提供し、第１の抗原結合ドメインは、ヒトＣＤ３への結合について、配列番号１７３０
、１７６２、１７７８、１７８６、および１８６６からなる群から選択されるアミノ酸配
列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）と、配列番号２６のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域
（ＬＣＶＲ）とを含む、参照抗原結合タンパク質と競合する。
【００９４】
　いくつかの実施形態において、本発明は、二重特異性抗原結合分子を提供し、第１の抗
原結合ドメインが、ヒトＣＤ３への結合について、配列番号１７３０、１７６２、１７７
８、１７８６、および１８６６からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領
域（ＨＣＶＲ）と、配列番号２６のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）とを含
む、参照抗原結合タンパク質と競合し、第２の抗原結合ドメインは、ヒトＭＵＣ１６への
結合について、配列番号１８のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）と、配列番
号２６のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）とを含む、参照抗原結合タンパク
質と競合する。
【００９５】
一態様において、本発明は、抗ＭＵＣ１６抗原結合分子または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二
重特異性抗原結合分子および薬学的に許容される担体または希釈剤を含む薬学的組成物を
提供する。本発明はさらに、抗ＭＵＣ１６抗原結合分子または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二
重特異性抗原結合分子および薬学的に許容される担体または希釈剤を含む薬学的組成物を
対象に投与することを含む、対象における癌の治療方法を提供する。いくつかの実施形態
において、癌は、卵巣癌、乳癌、膵臓癌、非小細胞肺癌、肝内胆管細胞癌腫瘤形成型、子
宮頸部の腺癌、および胃腸管の腺癌を含む癌からなる群から選択される。場合によっては
、癌は卵巣癌である。
【００９６】
　別の態様において、本発明は、本明細書に開示の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗
原結合分子のＨＣＶＲ、ＬＣＶＲまたはＣＤＲ配列のいずれかをコードする核酸分子を提
供し、本明細書の表２、１７、２０、２１、２３、および２５に記載のポリヌクレオチド
配列を含む核酸分子、ならびに表２、１７、２０、２１、２３、および２５に記載のポリ
ヌクレオチド配列のうちの２つ以上をその機能的組み合わせまたは配置のいずれかで含む
核酸分子を包含する。本発明の核酸を保有する組換え発現ベクター、およびそのようなベ
クターが導入された宿主細胞もまた、抗体の産生を可能にする条件下で宿主細胞を培養す
ることによって、および産生された抗体を回収することによって、抗体を産生する方法と
同様に本発明に含まれる。
【００９７】
　本発明は、ＣＤ３とＭＵＣ１６に結合する二重特異性抗原結合分子を形成するために、
ＣＤ３に特異的に結合する前述の抗原結合ドメインのいずれかが、ＭＵＣ１６に特異的に
結合する前述の抗原結合ドメインのいずれかと組み合わされ、連結され、あるいは関連付
けられる、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を含む。
【００９８】
　本発明は、改変グリコシル化パターンを有する抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原
結合分子を含む。いくつかの用途において、望ましくないグリコシル化部位を除去するた
めの修飾、または例えば抗体依存性細胞傷害作用（ＡＤＣＣ）機能を増大させるためのフ
コース部分を欠失している抗体は有用であり得る（Ｓｈｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００
２）ＪＢＣ　２７７：２６７３３を参照）。他の応用において、ガラクトシル化の修飾は
、補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を修飾するために行うことができる。
【００９９】
　別の態様において、本発明は、本明細書に開示の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗
原結合分子と薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成物を提供する。関連する態様に
おいて、本発明は、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子と第２の治療薬との
組み合わせである組成物を特徴とする。一実施形態において、第２の治療薬は、抗ＣＤ３
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／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子と有利に組み合わされる任意の薬剤である。抗Ｃ
Ｄ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子と有利に組み合わせることができる例示的な
薬剤は、本明細書の他所に詳細に論じられている。
【０１００】
　さらに別の態様において、本発明は、本発明の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原
結合分子を用いてＭＵＣ１６を発現する腫瘍細胞を標的化し／死滅させるための治療方法
を提供し、その治療方法は、本発明の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を
含む治療有効量の薬学的組成物を、それを必要とする対象に投与することを含む。
【０１０１】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６発現細胞に関連するかまたはそれによって引き起こされる疾
患または障害の治療のための薬剤の製造における本発明の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特
異性抗原結合分子の使用を含む。
【０１０２】
　別の態様において、本発明は、対象から生物学的サンプルを得ることと、生物学的サン
プルを抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に接触させて、ＭＵＣ１６と抗ＭＵＣ１
６抗体または抗原結合断片との結合を検出することによって、生物学的サンプル中にＭＵ
Ｃ１６が存在するかどうかを検出することと、を含む、生物学的サンプル中のＭＵＣ１６
を検出する方法を提供する。場合によっては、生物学的サンプルは、血漿、血清、腹水、
卵巣、子宮、子宮頸管、肝臓、膀胱、膵臓、胃、小腸もしくは大腸、胆嚢、乳房、肺、腎
臓、唾液、および涙腺、または任意のそれらの類上皮悪性腫瘍から選択される組織または
体液サンプルである。いくつかの実施形態において、抗体または抗原結合断片は、配列番
号１８９９の残基１３７９１～１４４５１に対応するヒトＭＵＣ１６の５つの膜近位ＳＥ
Ａドメインのうちの１つ以上にヒトＭＵＣ１６に結合する。いくつかの実施形態において
、抗体または抗原結合断片は、配列番号１８９９の残基１３８１０～１４４５１のヒトＭ
ＵＣ１６と結合する。いくつかの実施形態において、抗体または抗原結合断片は、ヒトＭ
ＵＣ１６のＳＥＡ１、ＳＥＡ２、ＳＥＡ３、ＳＥＡ４、ＳＥＡ５、ＳＥＡ６、ＳＥＡ７、
ＳＥＡ８、ＳＥＡ９、ＳＥＡ１０、ＳＥＡ１１、ＳＥＡ１２、ＳＥＡ１３、ＳＥＡ１４、
ＳＥＡ１５、またはＳＥＡ１６のうちのいずれか１つ以上に結合する。
【０１０３】
　別の態様において、本発明は、患者から組織サンプルを得ることと、組織サンプルを抗
ＭＵＣ１６抗体と接触させて、ＭＵＣ１６と抗ＭＵＣ１６抗体との結合を検出することに
よって、ＭＵＣ１６が組織サンプル中に存在するかどうかを検出することと、を含む、患
者におけるＭＵＣ１６を検出する方法を提供する。場合によっては、この方法は、組織サ
ンプル中のＭＵＣ１６の存在が検出された場合に、癌を有する患者を診断することをさら
に含む。一実施形態において、組織サンプルは卵巣組織である。場合によっては、抗ＭＵ
Ｃ１６抗体は、配列番号１８９９の残基１２７８３～１３４６７のエピトープに特異的で
ある。一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体は、配列番号２０２／２１０のアミノ酸配
列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む。場合によっては、抗ＭＵＣ１６抗体は、
配列番号１８９９の残基１３８１０～１４４５１のエピトープに特異的である。一実施形
態において、抗ＭＵＣ１６抗体は、配列番号２５０／１９３６、２５８／２６６、３１４
／３２２、および１９４４／１９５２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミ
ノ酸配列対のＣＤＲを含む。
【０１０４】
　別の態様において、本発明は、患者から血漿サンプルを得ることと、血漿サンプルを配
列番号２０２／２１０のアミノ酸配列を含むＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対のＣＤＲを含む抗ＭＵ
Ｃ１６抗体と接触させて、ＭＵＣ１６と抗ＭＵＣ１６抗体との結合を検出することによっ
て、ＭＵＣ１６が血漿サンプル中に存在するかどうかを検出することと、を含む、患者に
おけるＭＵＣ１６を検出する方法を提供する。場合によっては、この方法は、血漿サンプ
ル中のＭＵＣ１６の存在が検出された場合に、癌を有する患者を診断することをさらに含
む。いくつかの実施形態において、方法は、有効量の抗ＣＤ３ｘＭＵＣ１６二重特異性抗
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体を診断した患者に投与することをさらに含む。いくつかの実施形態において、方法は、
抗ＭＵＣ１６抗体もしくはその抗原結合断片および細胞傷害性薬剤を含む有効量のＡＤＣ
を診断した患者に投与することをさらに含む。
【０１０５】
　別の態様において、本発明は、ＭＵＣ１６に結合する単離された抗体またはその抗原結
合断片を提供し、抗体または抗原結合断片が、配列番号２０２／２１０、２５０／１９３
６、２５８／２６６、３１４／３２２、８２／８５８、９８／１７０、および１９４４／
１９５２からなる群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対のＣＤＲを含む。
いくつかの実施形態において、抗体またはその抗原結合断片は、配列番号２０４－２０６
－２０８－２１２－２１４－２１６、２５２－２５４－２５６－１９３８－１９４０－１
９４２、２６０－２６２－２６４－２６８－２７０－２７２、３１６－３１８－３２０－
３２４－３２６－３２８、８４－８６－８８－１８９２－１８９４－１８９６、１００－
１０２－１０４－１７２－１７４－１７６、および１９４６－１９４８－１９５０－１９
５４－１９５６－１９５８からなる群から選択されるＨＣＤＲ１－ＨＣＤＲ２－ＨＣＤＲ
３－ＬＣＤＲ１－ＬＣＤＲ２－ＬＣＤＲ３ドメインをそれぞれ含む。いくつかの実施形態
において、抗体または抗原結合断片が、２０２／２１０、２５０／１９３６、２５８／２
６６、３１４／３２２、８２／８５８、９８／１７０、および１９４４／１９５２からな
る群から選択されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲアミノ酸配列対を含む。
【０１０６】
　他の実施形態において、後述の詳細な説明の総説から明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】野生型マウス（図１）における抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体の薬物動態
プロファイルを示す。
【図２】ヒト化ＣＤ３マウス（図２）における抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体の薬
物動態プロファイルを示す。
【図３】ヒト化ＭＵＣ１６×ＣＤ３マウス（図３）における抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特
異性抗体の薬物動態プロファイルを示す。
【図４】ＯＶＣＡＲ－３モデル試験１（６日目の平均放射輝度［ｐ／ｓ／ｃｍ２／ｓｒ］
）の結果を示す。全ての群は、投与開始前にＢＬＩによって評価されたものと同様の腫瘍
量を有していた。示したデータは、腫瘍移植後６日目にＢＬＩによって評価された腫瘍量
である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン・ホイットニーｔ検定を
用いて決定した。群間の腫瘍量に有意差はなかった。
【図５】ＯＶＣＡＲ－３モデル試験１（２０日目の平均放射輝度［ｐ／ｓ／ｃｍ２２／ｓ
ｒ］）の結果を示す。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１は、０．１および０．５ｍｇ／ｋ
ｇで腫瘍量を有意に減少させる。ヒトＴ細胞を移植したＮＳＧマウスにヒトＯＶＣＡＲ－
３／Ｌｕｃ細胞を移植した。腫瘍移植の６日後に処置を開始した。マウスを６、１０、１
３、１６、および２１日目に、０．０１、０．１、または０．５ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ
１６／ＣＤ３－００１を腹腔内投与して、またはＣＤ３結合対照もしくは非結合対照（０
．５ｍｇ／ｋｇ腹腔内）で処置した。示したデータは、腫瘍移植後２０日目にＢＬＩによ
って評価された腫瘍量である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン・
ホイットニーｔ検定を用いて決定した。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１による処置を非
結合対照と比較した（ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１　０．５ｍｇ／ｋｇについて＊＊
ｐ＜０．０１、０．１ｍｇ／ｋｇについて＃ｐ＜０．０５）。
【図６】は、ＯＶＣＡＲ－３モデル試験１（Ｄ６とＤ２０との間のＢＬＩ顕性腫瘍におけ
る倍率変化）の結果を示す。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１は、０．１および０．５ｍ
ｇ／ｋｇで腫瘍量における倍率変化を有意に減少させる。ヒトＴ細胞を移植したＮＳＧマ
ウスにヒトＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ細胞を移植した。マウスを６、１０、１３、１６、お
よび２１日目に、０．０１、０．１、または０．５ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３
－００１を腹腔内投与して、またはＣＤ３結合対照もしくは非結合対照（０．５ｍｇ／ｋ
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ｇ腹腔内）で処置した。示されたデータは、最初の測定値（処置開始前に実施）および試
験終了時の２０日目の腫瘍量の倍率変化である。統計的有意性は、対応のないノンパラメ
トリックなマン・ホイットニーｔ検定を用いて決定した。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００
１による処置を非結合対照と比較した（ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１　０．５ｍｇ／
ｋｇについて＊＊ｐ＜０．０１、０．１ｍｇ／ｋｇについて＃ｐ＜０．０５、０．０１ｍ
ｇ／ｋｇについて＄ｐ＜０．０５）。
【図７】ＯＶＣＡＲ－３モデル試験２（４日目の平均放射輝度［ｐ／ｓ／ｃｍ２／ｓｒ］
）の結果を示す。全ての群は、投与開始前にＢＬＩによって評価されたものと同様の腫瘍
量を有していた。示したデータは、腫瘍移植後４日目にＢＬＩによって評価された腫瘍量
である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン・ホイットニーｔ検定を
用いて決定した。群間で４日目の腫瘍量に有意差はなかった。
【図８】ＯＶＣＡＲ－３モデル試験２（２５日目の平均放射輝度［ｐ／ｓ／ｃｍ２２／ｓ
ｒ］）の結果を示す。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５は、０．５、１および５ｍｇ／ｋ
ｇで腫瘍量を有意に減少させる。ヒトＴ細胞を移植したＮＳＧマウスにヒトＯＶＣＡＲ－
３／Ｌｕｃ細胞を移植した。腫瘍移植の５日後に処置を開始した。マウスを５、８、１２
、１５、１９、および２２日目に、０．１、０．５、１、または５ｍｇ／ｋｇのＲＥＧＮ
４０１９を静脈内投与、またはＣＤ３結合対照もしくは非結合対照（５ｍｇ／ｋｇ静脈内
）を投与した。示したデータは、腫瘍移植後２５日目にＢＬＩによって評価された腫瘍量
である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン・ホイットニーｔ検定を
用いて決定した。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５による処置を非結合対照と比較した（
ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５　５ｍｇ／ｋｇについて＊＊ｐ＜０．０１、１ｍｇ／ｋ
ｇについて＃＃ｐ＜０．０１、０．５ｍｇ／ｋｇについて＄＄ｐ＜０．０１）。
【図９】ＯＶＣＡＲ－３モデル試験２（Ｄ４とＤ２５との間のＢＬＩ顕性腫瘍における倍
率変化）の結果を示す。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５は、０．５、１および５ｍｇ／
ｋｇで腫瘍増殖を有意に減少させる。ヒトＴ細胞を移植したＮＳＧマウスにヒトＯＶＣＡ
Ｒ－３／Ｌｕｃ細胞を移植した。マウスを５、８、１２、１５、１９、および２２日目に
、０．１、０．５、１、または５ｍｇ／ｋｇのＲＥＧＮ４０１９を静脈内投与、またはＣ
Ｄ３結合対照もしくは非結合対照（５ｍｇ／ｋｇ静脈内）で処置した。示されたデータは
、最初の測定値（処置開始の前日に実施）および試験終了時の２５日目の腫瘍量の倍率変
化である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン・ホイットニーｔ検定
を用いて決定した。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５による処置を非結合対照と比較した
（ＲＥＧＮ４０１９　５ｍｇ／ｋｇについて＊＊ｐ＜０．０１、１ｍｇ／ｋｇについて＃
＃ｐ＜０．０１、０．５ｍｇ／ｋｇについて＄＄ｐ＜０．０１）。
【図１０】ＩＤ８－ＶＥＧＦ／ｈｕＭＵＣ１６モデルの結果を示す。ＢＳＭＵＣ１６／Ｃ
Ｄ３－００１移植後４７日目の腫瘍サイズは、移植日または腫瘍移植後１０日のいずれか
に処置を開始する場合、同系モデルにおいて腫瘍増殖を有意に減少させる。マウスＣＤ３
およびキメラＭＵＣ１６分子の代わりにヒトＣＤ３を発現するマウスに、ヒトＭＵＣ１６
の一部を発現するマウス卵巣腫瘍株を移植した。移植日または移植後１０日に、マウスに
ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１（１００μg腹腔内）を投与するか、または移植日にＣ
Ｄ３結合対照（１００μg腹腔内）を投与した。即時処置群については０、４、７、１０
、１３、１７、２０、または２４日目にマウスを処置し、Ｄ１０に投与を開始した群につ
いては１０、１３、１７、２０、および２４日目にマウスを処置した。示したデータは移
植後４７日目の腫瘍体積である。統計的有意性は、対応のないノンパラメトリックなマン
・ホイットニーｔ検定を用いて決定した。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１による処置を
ＣＤ３結合対照と比較した（＊＊ｐ＜０．０１、Ｄ０から開始、＊ｐ＜０．０５、Ｄ１０
から開始）。
【図１１Ａ】ＰＥＯ－１、ＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ、ジャーカット細胞、およびカニクイザ
ルＴ細胞に選択二重特異性抗体の結合のフローサイトメトリー分析（またはＦＡＣＳ）の
結果を示す。滴定分析は、各抗体の一連の段階希釈物、すなわちＭＵＣ１６×ＣＤ３二重
特異性抗体ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００２、もしく
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はＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００３、または第１もしくは第２のアイソタイプ対照抗体（
ＣＤ３またはＭＵＣ１６に対する交差反応性を有さない）を試験することによって行った
。
【図１１Ｂ】ＰＥＯ－１、ＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ、ジャーカット細胞、およびカニクイザ
ルＴ細胞に選択二重特異性抗体の結合のフローサイトメトリー分析（またはＦＡＣＳ）の
結果を示す。滴定分析は、各抗体の一連の段階希釈物、すなわちＭＵＣ１６×ＣＤ３二重
特異性抗体ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００２、もしく
はＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００３、または第１もしくは第２のアイソタイプ対照抗体（
ＣＤ３またはＭＵＣ１６に対する交差反応性を有さない）を試験することによって行った
。
【図１１Ｃ】ＰＥＯ－１、ＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ、ジャーカット細胞、およびカニクイザ
ルＴ細胞に選択二重特異性抗体の結合のフローサイトメトリー分析（またはＦＡＣＳ）の
結果を示す。滴定分析は、各抗体の一連の段階希釈物、すなわちＭＵＣ１６×ＣＤ３二重
特異性抗体ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００２、もしく
はＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００３、または第１もしくは第２のアイソタイプ対照抗体（
ＣＤ３またはＭＵＣ１６に対する交差反応性を有さない）を試験することによって行った
。
【図１２Ａ】ヒトＰＢＭＣ存在下で抗ＭＵＣ１６×抗ＣＤ３処置後に、４８時間細胞傷害
性アッセイにおけるＰＥＯ－１（図１２Ａ）細胞死滅の例を示す。
【図１２Ｂ】ヒトＰＢＭＣ存在下で抗ＭＵＣ１６×抗ＣＤ３処置後に、４８時間細胞傷害
性アッセイにおけるＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ（図１２Ｂ）細胞死滅の例を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０８】
　本発明を説明する前に、本発明は、特定の方法および説明される実験条件が変わり得る
ので、このような方法および条件に制限されないことは理解されるべきである。本明細書
で使用する用語は、特定の実施形態のみを説明するためのものであり、本発明の範囲が添
付の特許請求の範囲によってのみ制限されるので、制限することを企図するものではない
ことも理解されることになっている。
【０１０９】
　別段の定義がない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語は全て、本発明の
属する技術分野の当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書で使用
される場合、用語「約」は、特定の列挙された数値に関して使用されるとき、その値が列
挙された値から１％以下だけ変動し得ることを意味する。例えば、本発明で使用する場合
、表現「約１００」は、９９および１０１、ならびにその間の全値（例えば、９９．１、
９９．２、９９．３、９９．４など）を含む。
【０１１０】
　本明細書に説明されるものと類似のまたは等価の任意の方法および材料を本発明の実施
または試験に使用することができるが、好ましい方法および材料をこれから説明する。本
明細書で言及される特許、出願、および非特許刊行物は全て、それらの全体が参照により
本明細書に組み込まれる。
【０１１１】
定義
　本明細書で用いられる「ＣＤ３」という表現は、多分子Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の一部
としてＴ細胞上に発現され、４つの受容体鎖すなわちＣＤ３－イプシロン、ＣＤ３－デル
タ、ＣＤ３－ゼータ、ＣＤ３－ガンマのうち２つの会合から形成されるホモ二量体または
ヘテロ二量体からなる抗原を指す。ヒトＣＤ３－イプシロンは、配列番号１８９７に記載
のアミノ酸配列を含み、ヒトＣＤ３－デルタは、配列番号１８９８に記載のアミノ酸配列
を含む。本明細書におけるタンパク質、ポリペプチド、およびタンパク質断片への全ての
言及は、非ヒト種由来であると明確に特定されない限り、それぞれのタンパク質、ポリペ
プチド、またはタンパク質断片のヒト型を指すことを意図している。したがって、表現「
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ＣＤ３」は、非ヒト種、例えば「マウスＣＤ３」、「サルＣＤ３」などに由来するものと
して特定されない限り、ヒトＣＤ３を意味する。
【０１１２】
　本明細書で使用される場合、「ＣＤ３に結合する抗体」または「抗ＣＤ３抗体」は、単
一のＣＤ３サブユニット（例えば、イプシロン、デルタ、ガンマ、またはゼータ）を特異
的に認識する抗体およびその抗原結合断片、ならびに２つのＣＤ３サブユニットの二量体
複合体を特異的に認識する抗体およびその抗原結合断片（例えば、ガンマ／イプシロン、
デルタ／イプシロン、およびゼータ／ゼータＣＤ３二量体）を含む。本発明の抗体および
抗原結合断片は、可溶性ＣＤ３および／または細胞表面発現ＣＤ３に結合することができ
る。可溶性ＣＤ３には、天然ＣＤ３タンパク質、ならびに膜貫通ドメインを欠くかまたは
細胞膜と会合していない、例えば単量体および二量体ＣＤ３構築物などの組換えＣＤ３タ
ンパク質変異体が含まれる。
【０１１３】
　本明細書で使用される場合、表現「細胞表面発現ＣＤ３」は、インビトロまたはインビ
ボで細胞表面上に発現される１つ以上のＣＤ３タンパク質（複数可）を意味し、ＣＤ３タ
ンパク質の少なくとも一部は細胞膜の細胞外側に曝され、抗体の抗原結合部分に接近可能
である。「細胞表面発現ＣＤ３」としては、細胞膜内の機能的Ｔ細胞受容体の中に含まれ
るＣＤ３タンパク質が挙げられる。「細胞表面発現ＣＤ３」という表現は、細胞の表面上
のホモ二量体またはヘテロ二量体の一部として発現されるＣＤ３タンパク質（例えば、ガ
ンマ／イプシロン、デルタ／イプシロン、およびゼータ／ゼータＣＤ３二量体）を含む。
「細胞表面発現ＣＤ３」という表現はまた、他のＣＤ３鎖型なしで、細胞の表面上にそれ
自体で発現するＣＤ３鎖（例えば、ＣＤ３－イプシロン、ＣＤ３－デルタ、またはＣＤ３
－ガンマ）も含む。「細胞表面発現ＣＤ３」は、通常その表面にヒトＣＤ３を発現しない
がその表面にＣＤ３を発現するように人工的に操作されている細胞の表面上に発現される
ＣＤ３タンパク質を含むかまたはそれからなることができる。あるいは、「細胞表面発現
ＣＤ３」は、通常その表面にヒトＣＤ３を発現しないがその表面にＣＤ３を発現するよう
に人工的に操作されている細胞の表面上に発現されるＣＤ３タンパク質を含むかまたはそ
れからなることができる。
【０１１４】
　本発明で使用する場合、「ＭＵＣ１６」という表現は、ムチン１６を指す。ＭＵＣ１６
は、卵巣癌において高度に発現される単一の膜貫通ドメインの高度にグリコシル化された
内在性膜糖タンパク質である。ヒトＭＵＣ１６のアミノ酸配列を配列番号１８９９に示す
。
【０１１５】
　本明細書で使用される場合、「ＭＵＣ１６に結合する抗体」または「抗ＭＵＣ１６抗体
」は、ＭＵＣ１６を特異的に認識する抗体およびその抗原結合断片を含む。
【０１１６】
　用語「抗原結合分子」は、抗体および抗体の抗原結合断片を含み、例えば二重特異性抗
体を含む。
【０１１７】
　本発明で使用する場合、「抗体」という用語は、特定の抗原（例えばＭＵＣ１６または
ＣＤ３）に特異的に結合するかまたはそれと相互作用する少なくとも１つの相補性決定領
域（ＣＤＲ）を含む、任意の抗原結合分子または分子複合体を意味する。用語「抗体」は
、ジスルフィド結合によって相互連結された４本のポリペプチド鎖、２本の重（Ｈ）鎖お
よび２本の軽（Ｌ）鎖を含む免疫グロブリン分子、ならびにそれらの多量体（例えば、Ｉ
ｇＭ）を含む。各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＨＣＶＲまたはＶＨと略される）
および重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は、３つのドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２、および
ＣＨ３を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＬＣＶＲまたはＶＬと略される）
および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領域は１つのドメイン（ＣＬ１）を含む。ＶＨ領域
およびＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる、より保存された領域が点在
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する相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変領域へとさらに細分することができる。
各ＶＨおよびＶＬは、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４
の順でアミノ末端からカルボキシ末端へと配置された３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから
なる。本発明の異なる実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体または抗ＣＤ３抗体（または
その抗原結合部分）のＦＲは、ヒト生殖系列配列と同一であってもよく、または天然にも
しくは人工的に修飾されていてもよい。アミノ酸コンセンサス配列は、２つ以上のＣＤＲ
の並列分析に基づいて定義され得る。
【０１１８】
　本発明で使用する場合、「抗体」という用語は、完全抗体分子の抗原結合断片も含む。
抗体の「抗原結合部分」、抗体の「抗原結合断片」という用語、およびこれらに類するも
のは、本明細書で使用する場合、天然の、酵素処理で入手可能な、合成の、または遺伝子
操作された、抗原を特異的に結合して複合体を形成するポリペプチドまたは糖タンパク質
を含む。抗体の抗体結合断片は、例えば、抗体可変ドメインおよび場合により定常ドメイ
ンをコードするＤＮＡの操作および発現に関連するタンパク質消化技術または組換え遺伝
子操作技術などの任意の適切な標準的技術を用いて、完全抗体分子から誘導され得る。こ
のようなＤＮＡは既知であり、および／または例えば市販の供給源、ＤＮＡライブラリー
（例えばファージ－抗体ライブラリーを含む）から容易に入手可能であるか、または合成
することができる。ＤＮＡは、例えば、１つ以上の可変ドメインおよび／もしくは定常ド
メインを適切な配置変更と配置し、またはコドンを導入し、システイン残基を生成し、ア
ミノ酸を修飾、付加もしくは欠失などするために、化学的にまたは分子生物学技術を用い
て配列決定および操作され得る。
【０１１９】
　抗体結合断片の非限定例としては、（ｉ）Ｆａｂ断片、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片、
（ｉｉｉ）Ｆｄ断片、（ｉｖ）Ｆｖ断片、（ｖ）一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子、（ｖｉ）
ｄＡｂ断片、および（ｖｉｉ）抗体の超可変領域（例えば、ＣＤＲ３ペプチドなどの単離
された相補性決定領域（ＣＤＲ））を模倣するアミノ酸残基、または拘束ＦＲ３－ＣＤＲ
３－ＦＲ４ペプチドからなる最小認識単位が挙げられる。ドメイン特異的抗体、単一ドメ
イン抗体、ドメイン欠失抗体、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、ダイアボディ、トリアボデ
ィ、テトラボディ、ミニボディ、ナノボディ（例えば、一価ナノボディ、二価ナノボディ
など）、小型モジュール型免疫医薬品（ＳＭＩＰ）、およびサメ可変ＩｇＮＡＲドメイン
などの他の操作された分子も、本明細書で使用する「抗原結合断片」という表現に包含さ
れる。
【０１２０】
　抗体の抗原結合断片は、典型的には、少なくとも１つの可変ドメインを含むことになっ
ている。可変ドメインは、任意のサイズまたはアミノ酸組成物であり得、概して、１つ以
上のフレームワーク配列に隣接しているかまたは１つ以上のフレームワーク配列と共にイ
ンフレームである少なくとも１つのＣＤＲを含む。ＶＬドメインと結合したＶＨドメイン
を有する抗体結合断片において、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、任意の適切な配置
で互いに対して配置され得る。例えば、可変領域は二量体であり、ＶＨ－ＶＨ、ＶＨ－Ｖ

ＬまたはＶＬ－ＶＬ二量体を含んでもよい。あるいは、抗体の抗原結合断片は、単量体の
ＶＨドメインまたはＶＬドメインを含有し得る。
【０１２１】
　ある特定の実施形態において、抗体の抗原結合断片は、少なくとも１つの定常ドメイン
へ共有結合した少なくとも１つの可変ドメインを含有し得る。本発明の抗体の抗原結合断
片に見出すことができる可変および定常ドメインの非限定的で例示的な構成としては、（
ｉ）ＶＨ－ＣＨ１、（ｉｉ）ＶＨ－ＣＨ２、（ｉｉｉ）ＶＨ－ＣＨ３、（ｉｖ）ＶＨ－Ｃ

Ｈ１－ＣＨ２、（ｖ）ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３、（ｖｉ）ＶＨ－ＣＨ２－ＣＨ３、
（ｖｉｉ）ＶＨ－ＣＬ、（ｖｉｉｉ）ＶＬ－ＣＨ１、（ｉｘ）ＶＬ－ＣＨ２、（ｘ）ＶＬ

－ＣＨ３、（ｘｉ）ＶＬ－ＣＨ１－ＣＨ２、（ｘｉｉ）ＶＬ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３、
（ｘｉｉｉ）ＶＬ－ＣＨ２－ＣＨ３、および（ｘｉｖ）ＶＬ－ＣＬが挙げられる。先に列
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挙した例示的な立体配置のいずれかを含む、可変ドメインおよび定常ドメインの任意の立
体配置において、可変ドメインおよび定常ドメインは、互いに直接連結されていてもよく
、または完全もしくは部分的ヒンジ領域もしくはリンカー領域によって連結されていても
よい。ヒンジ領域は、単一のポリペプチド分子において隣接する可変ドメインおよび／ま
たは定常ドメイン間の可撓性または半可撓性の結合をもたらす少なくとも２つの（例えば
、５、１０、１５、２０、４０、６０またはそれより多数の）アミノ酸からなり得る。そ
のうえ、本発明の抗体の抗原結合断片は、互いとのおよび／または１つ以上の単量体ＶＨ

ドメインもしくはＶＬドメインとの非共有結合において、先に列挙した可変ドメイン立体
配置および定常ドメイン立体配置のいずれかのホモ二量体またはヘテロ二量体（または他
の多量体）を含み得る。
【０１２２】
　完全抗体分子と同様に、抗体結合断片は、単一特異性または多重特異性（例えば、二重
特異性）であり得る。抗体の多重特異性抗原結合断片は、典型的には、少なくとも２つの
異なる可変ドメインを含むことになっており、各可変ドメインは、別個の抗原へまたは同
じ抗原上の異なるエピトープへ特異的に結合することができる。本明細書に開示される例
示的な二重特異性抗体フォーマットを含む任意の多重特異性抗体フォーマットは、当該技
術分野で利用可能な通例の技術を使用して、本発明の抗体の抗原結合断片との関連で使用
に適合し得る。
【０１２３】
　本発明の抗体は、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）または抗体依存性細胞媒介細胞傷害（
ＡＤＣＣ）を介して機能し得る。「補体依存性細胞傷害」（ＣＤＣ）は、補体の存在下に
おける本発明の抗体による抗原発現細胞の溶解を指す。「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
」（ＡＤＣＣ）は、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）を発現する非特異的細胞傷害性細胞（例えば、
ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球、およびマクロファージ）が標的細胞上の結合抗
体を認識し、それによって標的細胞の溶解をもたらす、細胞媒介性反応を指す。ＣＤＣお
よびＡＤＣＣは、当技術分野において周知であり利用可能なアッセイを用いて測定するこ
とができる。（例えば、米国特許第５，５００，３６２号および第５，８２１，３３７号
、ならびにＣｌｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．（ＵＳＡ）９５：６５２－６５６を参照されたい）。抗体の定常領域は、補体を固
定して細胞依存性細胞傷害性を媒介する抗体の能力において重要である。したがって、抗
体のアイソタイプは、その抗体が細胞毒性を媒介することが望ましいかどうかに基づいて
選択されてよい。
【０１２４】
　本発明の特定の実施形態において、本発明の抗ＭＵＣ１６単一特異性抗体または抗ＭＵ
Ｃ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体はヒト抗体である。「ヒト抗体」という用語は、本明細
書で使用する場合、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よう企図される。本発明のヒト抗体は、例えば、ＣＤＲ、特にＣＤＲ
３における、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列（例えば、インビトロでのランダムもしく
は部位特異的変異誘発によってまたはインビボでの体細胞突変異によって導入された変異
）によってコードされないアミノ酸残基を含み得る。しかしながら、「ヒト抗体」という
用語は、本明細書で使用する場合、別の哺乳類種（例えば、マウス）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へと移植された抗体を含むことを意図するもので
はない。
【０１２５】
　本発明の抗体は、いくつかの実施形態において、組換えヒト抗体であり得る。本明細書
で使用される用語「組換えヒト抗体」は、宿主細胞にトランスフェクトされた組換え発現
ベクターを用いて発現される抗体など組換え手段によって調製、発現、作成または単離さ
れる全てのヒト抗体（後述）、組換え型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（後述）、ヒト免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニックである動物
（例えばマウス）から単離された抗体（例えば、Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２
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）Ｎｕｃｌ．Ｒｅｓ．２０：６２８７－６２９５）、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任意の他の手段によって調製、発現、生成
、または単離された抗体を含むことを意図する。そ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。特定の実施形態に
おいて、しかしながら、そのような組換えヒト抗体は、インビトロ突然変異誘発（または
、ヒトＩｇ配列についてトランスジェニック動物が使用される場合は、インビボ体細胞突
然変異誘発）を受け、したがって、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配列に由来し関連してはいるが、インビボでヒト抗体生殖系
列レパートリーに天然には存在し得ない配列である。
【０１２６】
　ヒト抗体は、ヒンジの不均一性に関連する２つの形態で存在することができる。一形態
において、免疫グロブリン分子は、二量体が鎖間重鎖ジスルフィド結合によって一緒に保
持されている約１５０～１６０ｋＤａの安定な四本鎖構築物を含む。第２の形態において
、二量体は鎖間ジスルフィド結合を介して連結されておらず、共有結合した軽鎖と重鎖か
らなる約７５～８０ｋＤａの分子が形成される（半抗体）。これらの形態は、親和性精製
後でさえも分離することが極めて困難であった。
【０１２７】
　様々な無傷のＩｇＧアイソタイプにおける第２の形態の出現頻度は、抗体のヒンジ領域
アイソタイプに関連する構造上の相違によるが、それに限定されない。ヒトＩｇＧ４ヒン
ジのヒンジ領域における単一アミノ酸置換は、ヒトＩｇＧ１ヒンジを用いて典型的に観察
されるレベルまで第２の形態の出現を有意に減少させることができる（Ａｎｇａｌ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９３）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　３０：１０５）。本
発明は、ヒンジ、ＣＨ２またはＣＨ３領域に１つ以上の変異を有する抗体を包含し、例え
ば産生において、所望の抗体形態の収率を改善するのに望ましい場合がある。
【０１２８】
　本発明の抗体は単離された抗体であり得る。本明細書で使用される「単離された抗体」
は、同定された抗体、およびその天然環境の少なくとも１つの成分から分離および／また
は回収された抗体を意味する。例えば、生物の少なくとも１つの成分から、または抗体が
天然に存在するかもしくは天然に産生される組織または細胞から分離または除去された抗
体は、本発明の目的のための「単離された抗体」である。単離された抗体はまた、組換え
細胞内の原位置の抗体を含む。単離された抗体は、少なくとも１つの精製または単離工程
を受けた抗体である。特定の実施形態によると、単離された抗体は他の細胞性物質および
／または化学物質を実質的に含まなくてもよい。
【０１２９】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６に結合するワンアーム抗体も含む。本明細書中で使用される
場合、「ワンアーム抗体」とは、単一の抗体重鎖および単一の抗体軽鎖を含む抗原結合分
子を意味する。本発明のワンアーム抗体は、表１に記載のＨＣＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤ
Ｒアミノ酸配列のいずれかを含み得る。
【０１３０】
　本明細書に開示する抗ＭＵＣ１６または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３抗体は、対応する生殖
系列配列と比較して、重鎖可変ドメインおよび軽鎖可変ドメインのフレームワーク領域お
よび／またはＣＤＲ領域に１つ以上のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含み得る
。このような変異は、本明細書中に開示するアミノ酸配列を、例えば公共の抗体配列デー
タベースから入手可能な生殖系列配列と比較することによって容易に確認することができ
る。本発明は、本明細書に開示するアミノ酸配列のいずれかに由来する抗体およびその抗
原結合断片を含み、１つ以上のフレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内の１つ以上の
アミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または別のヒト
生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または対応する生殖系列残基（複数可）の保
存的アミノ酸置換へ変異する（このような配列変化はまとめて、「生殖系列変異」と本明
細書で呼ばれる）。当業者は、本明細書に開示する重鎖可変領域配列および軽鎖可変領域
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配列から出発して、１つ以上の個々の生殖系列変異またはこれらの組み合わせを含む多数
の抗体および抗体結合断片を容易に産生することができる。ある特定の実施形態において
、ＶＨドメインおよび／またはＶＬドメイン内のフレームワークおよび／またはＣＤＲ残
基は全て、抗体が由来した元の生殖系列配列において認められる残基へと変異し戻される
。他の実施形態において、ある特定の残基のみが元の生殖系列配列へと変異し戻され、例
えば、変異した残基はＦＲ１の最初の８個のアミノ酸内に、もしくは変異した残基はＦＲ
４の最後の８個のアミノ酸内に認められ、または変異した残基は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２も
しくはＣＤＲ３内にのみ認められる。他の実施形態において、フレームワークおよび／ま
たはＣＤＲ残基（複数可）の１つ以上は、異なる生殖系列配列（すなわち、抗体が本来由
来した生殖系列配列とは異なる生殖系列配列）の対応する残基（複数可）へ変異する。さ
らに、本発明の抗体は、フレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内に２つ以上の生殖系
列変異の任意の組み合わせを含有してもよく、例えば、ある特定の個々の残基は、特定の
生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに対し、元の生殖系列配列とは異なるある特定
の他の残基は、維持され、または異なる生殖系列配列の対応する残基へ変異する。いった
ん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含有する抗体および抗体結合断片は、結合特異
性の改善、結合（例えば、細胞結合滴定またはＦＡＣＳ結合により測定した場合）または
結合親和性（例えば、ＫＤ）の増大、アンタゴニストまたはアゴニストの生物学的特性の
改善または増強（場合によって）、免疫原性の低下などの１つ以上の所望の特性について
容易に試験することができる。この一般的な方法で得られた抗体および抗体結合断片は、
本発明の範囲内に包含される。
【０１３１】
　本発明はまた、１つ以上の保存的置換を有する本明細書に開示のＨＣＶＲアミノ酸配列
、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲアミノ酸配列のいずれかの変異体を含む
抗ＭＵＣ１６抗体または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３抗体を含む。例えば、本発明は、本明細
書の表１に記載のまたは本明細書の表１６、１８、１９、２２、および２３に記載のＨＣ
ＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲアミノ酸配列のいずれ
かに対して、例えば、１０個以下、８個以下、６個以下、または４個以下などの保存的ア
ミノ酸置換を有する、ＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣ
ＤＲアミノ酸配列を有する抗ＭＵＣ１６または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３抗体を含む。
【０１３２】
　「エピトープ」という用語は、パラトープとして既知の抗体分子の可変領域における特
異的抗原結合部位と相互作用する抗原決定基を指す。単一の抗原は２つ以上のエピトープ
を有してもよい。したがって、異なる抗体は、抗原上の異なる領域へ結合し得、異なる生
物学的効果を有し得る。エピトープは、立体配座または線状のいずれでもよい。立体配座
エピトープは、直鎖状ポリペプチド鎖の異なるセグメントから空間的に並置されたアミノ
酸によって産生される。直鎖状エピトープは、ポリペプチド鎖中の隣接するアミノ酸残基
によって産生されるものである。特定の状況において、エピトープは、抗原上の糖類、ホ
スホリル基、またはスルホニル基の部分を含み得る。
【０１３３】
　「実質的な同一性」または「実質的に同一である」という用語は、核酸またはその断片
を指す場合、別の核酸（またはその相補鎖）との適切なヌクレオチド挿入または欠失と最
適に整列した場合、以下に考察するように、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴまたはＧａｐなど、
配列同一性の任意の周知のアルゴリズムによって測定される場合に、ヌクレオチド塩基の
少なくとも約９５％、より好ましくは少なくとも約９６％、９７％、９８％、または９９
％においてヌクレオチド配列同一性があることを示す。参照核酸分子と実質的な同一性を
有する核酸分子は、ある特定の場合において、参照核酸分子によってコードされるポリペ
プチドと同じまたは実質的に類似のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードすること
ができる。
【０１３４】
　ポリペプチドへ適用される場合、「実質的な類似性」または「実質的に類似の」という
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用語は、２つのペプチド配列が、既定のギャップ重みを用いてプログラムＧＡＰまたはＢ
ＥＳＴＦＩＴなどによって最適に整列した場合、少なくとも９５％の配列同一性、さらに
より好ましくは少なくとも９８％または９９％の配列同一性を共有する。好ましくは、同
一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換だけ異なる。「保存的アミノ酸置換」とは、
アミノ酸残基が、類似の化学的特性（例えば、電荷または疎水性）を備えた側鎖（Ｒ基）
を有する別のアミノ酸残基によって置換されたものである。概して、保存的アミノ酸置換
は、タンパク質の機能的特性を実質的に変化させないことになっている。２つ以上のアミ
ノ酸配列が保存的置換だけ互いに異なる場合、配列同一性の割合または類似性の程度は、
置換の保存的性質を補正するために上向きに調整してもよい。この調整を行うための手段
は、当業者に周知である。例えば、参照により本明細書に組み込まれるＰｅａｒｓｏｎ（
１９９４）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４：３０７－３３１を参照されたい。
類似の化学的特性を備えた側鎖を有するアミノ酸の基の例としては、（１）脂肪族側鎖：
グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン、（２）脂肪族－ヒドロキシ
ル側鎖：セリンおよびトレオニン、（３）アミド含有側鎖：アスパラギンおよびグルタミ
ン、（４）芳香族側鎖：フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン、（５）塩
基性側鎖：リジン、アルギニン、およびヒスチジン、（６）酸性側鎖：アスパラギン酸お
よびグルタミン酸、ならびに（７）含硫側鎖：システインおよびメチオニンが挙げられる
。好ましい保存的アミノ酸置換基は、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラニ
ン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バリン、グルタミン酸－アスパラギン酸
およびアスパラギン－グルタミンである。あるいは、保存的置換とは、参照により本明細
書に組み込まれるＧｏｎｎｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：１
４４３－１４４５に開示されるＰＡＭ２５０対数尤度行列において正値を有する任意の変
化である。「適度に保存的な」置換とは、ＰＡＭ２５０対数尤度マトリックスにおいて負
以外の値を有する任意の変化である。
【０１３５】
　ポリペプチドに対する配列類似性は、配列同一性とも呼ばれ、典型的には配列分析ソフ
トウェアを用いて測定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を含
む種々の置換、欠失および他の修飾へ割り当てられた類似の測定値を用いて類似の配列と
一致させる。例えば、ＧＣＧソフトウェアは、異なる種の生物由来の相同ポリペプチドの
ような密接に関連するポリペプチド間の、または野生型タンパク質とその変異タンパク質
の間の配列相同性または配列同一性を決定するための既定パラメータと共に使用すること
ができるＧａｐおよびＢｅｓｔｆｉｔなどのプログラムを含有する。例えば、ＧＣＧ第６
．１版を参照されたい。ポリペプチド配列は、ＧＣＧ第６．１版におけるプログラムであ
る、既定パラメータまたは推奨パラメータを備えたＦＡＳＴＡを使用して比較することも
できる。ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ３）は、問い合わせ配列と
検索配列の間の最良重複の領域の整列およびパーセント配列同一性を提供する（Ｐｅａｒ
ｓｏｎ（２０００）上述）。本発明の配列を、異なる生物由来の多数の配列を含有するデ
ータベースと比較する場合の別の好ましいアルゴリズムは、既定パラメータを用いるコン
ピュータプログラムＢＬＡＳＴ、特にＢＬＡＳＴＰまたはＴＢＬＡＳＴＮである。例えば
、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－４０２を
参照されたい。
【０１３６】
生殖系列変異
　本明細書に開示する抗ＣＤ３抗体は、対応する生殖系列配列と比較して、重鎖可変ドメ
インのフレームワーク領域および／またはＣＤＲ領域に１つ以上のアミノ酸置換、挿入お
よび／または欠失を含む。
【０１３７】
　本発明はまた、本明細書に開示するアミノ酸配列のいずれかに由来する抗体およびその
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抗原結合断片を含み、１つ以上のフレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内の１つ以上
のアミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または別のヒ
ト生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または対応する生殖系列残基（複数可）の
保存的アミノ酸置換へ変異し（このような配列変化はまとめて、「生殖系列変異」と本明
細書で呼ばれる）、ＣＤ３抗原への検出可能な結合が弱いまたはない。ＣＤ３を認識する
いくつかのそのような例示的抗体は、本明細書の表１６、１８、１９、２２、および２３
に記載されている。
【０１３８】
　さらに、本発明の抗体は、フレームワークおよび／またはＣＤＲ領域内に２つ以上の生
殖系列変異の任意の組み合わせを含有してもよく、例えば、ある特定の個々の残基は、特
定の生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに対し、元の生殖系列配列とは異なるある
特定の他の残基は、維持され、または異なる生殖系列配列の対応する残基へ変異する。い
ったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含む抗体および抗体結合断片を、結合特異
性の向上、結合または結合親和性の弱さまたは低下、薬物動態学的特性の向上または増強
、免疫原性の低下などの１つ以上の所望の特性に関して試験することができる。本開示の
指針を考慮してこの一般的な方法で得られた抗体および抗原結合断片は、本発明の範囲内
に包含される。
【０１３９】
　本発明はまた、１つ以上の保存的置換を有する本明細書に開示するＨＣＶＲアミノ酸配
列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲアミノ酸配列のいずれかの変異体を含
む抗ＣＤ３抗体を含む。例えば、本発明は、本明細書の表１６、１８、１９、２２、およ
び２３に記載のＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲア
ミノ酸配列のいずれかに対して、例えば１０個以下、８個以下、６個以下または４個以下
などの保存的アミノ酸置換を有するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、およ
び／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗ＣＤ３抗体を含む。本発明の抗体および二重特
異性抗原結合分子は、個々の抗原結合ドメインが由来した対応する生殖系列配列と比較し
て、重鎖および軽鎖可変ドメインのフレームワークおよび／またはＣＤＲ領域に１つ以上
のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含むが、ＣＤ３抗原への所望の弱い結合から
検出不可能な結合を維持または改善する。「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸残基が
、類似の化学的特性（例えば、電荷または疎水性）を備えた側鎖（Ｒ基）を有する別のア
ミノ酸残基によって置換されたものである。一般に、保存的アミノ酸置換はタンパク質の
機能的特性を実質的に変化させない、すなわち、アミノ酸置換が、抗ＣＤ３結合分子の場
合における所望の弱から検出不可能な結合または結合親和性を維持または改善する。類似
の化学的特性を備えた側鎖を有するアミノ酸の基の例としては、（１）脂肪族側鎖：グリ
シン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン、（２）脂肪族－ヒドロキシル側
鎖：セリンおよびトレオニン、（３）アミド含有側鎖：アスパラギンおよびグルタミン、
（４）芳香族側鎖：フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン、（５）塩基性
側鎖：リジン、アルギニン、およびヒスチジン、（６）酸性側鎖：アスパラギン酸および
グルタミン酸、ならびに（７）含硫側鎖：システインおよびメチオニンが挙げられる。好
ましい保存的アミノ酸置換基は、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラニン－
チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バリン、グルタミン酸－アスパラギン酸およ
びアスパラギン－グルタミンである。あるいは、保存的置換とは、参照により本明細書に
組み込まれるＧｏｎｎｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：１４４
３－１４４５に開示されるＰＡＭ２５０対数尤度行列において正値を有する任意の変化で
ある。「適度に保存的な」置換とは、ＰＡＭ２５０対数尤度マトリックスにおいて負以外
の値を有する任意の変化である。
【０１４０】
　本発明はまた、本明細書に開示されるＨＣＶＲおよび／またはＣＤＲアミノ酸配列のい
ずれかと実質的に同一であるＨＣＶＲおよび／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗原結
合ドメインを含む抗原結合分子を含むが、ＣＤ３抗原への所望の弱い親和性を維持または
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改善する。アミノ酸配列意味する場合、「実質的な同一性」または「実質的に同一の」と
いう用語は、２つのアミノ酸配列が、既定のギャップ重みを用いてプログラムＧＡＰまた
はＢＥＳＴＦＩＴなどによって最適に整列した場合、少なくとも９５％の配列同一性、さ
らにより好ましくは少なくとも９８％、または９９％の配列同一性を共有する。好ましく
は、同一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換だけ異なる。２つ以上のアミノ酸配列
が保存的置換だけ互いに異なる場合、配列同一性の割合または類似性の程度は、置換の保
存的性質を補正するために上向きに調整してもよい。この調整を行うための手段は、当業
者に周知である。例えば、Ｐｅａｒｓｏｎ（１９９４）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．２４：３０７－３３１を参照されたい。
【０１４１】
　ポリペプチドに対する配列類似性は、配列同一性とも呼ばれ、典型的には配列分析ソフ
トウェアを用いて測定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を含
む種々の置換、欠失および他の修飾へ割り当てられた類似の測定値を用いて類似の配列と
一致させる。例えば、ＧＣＧソフトウェアは、異なる種の生物由来の相同ポリペプチドの
ような密接に関連するポリペプチド間の、または野生型タンパク質とその変異タンパク質
の間の配列相同性または配列同一性を決定するための既定パラメータと共に使用すること
ができるＧａｐおよびＢｅｓｔｆｉｔなどのプログラムを含有する。例えば、ＧＣＧ第６
．１版を参照されたい。ポリペプチド配列は、ＧＣＧ第６．１版におけるプログラムであ
る、既定パラメータまたは推奨パラメータを備えたＦＡＳＴＡを使用して比較することも
できる。ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ３）は、問い合わせ配列と
検索配列の間の最良重複の領域の整列およびパーセント配列同一性を提供する（Ｐｅａｒ
ｓｏｎ（２０００）上述）。本発明の配列を、異なる生物由来の多数の配列を含有するデ
ータベースと比較する場合の別の好ましいアルゴリズムは、既定パラメータを用いるコン
ピュータプログラムＢＬＡＳＴ、特にＢＬＡＳＴＰまたはＴＢＬＡＳＴＮである。例えば
、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３
－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－４０２を参照されたい。
【０１４２】
いったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含む抗原結合ドメインを、１つ以上のイ
ンビトロアッセイを利用して結合または結合親和性の低下について試験した。特定の抗原
を認識する抗体は、典型的には、抗原に対する高い（すなわち強い）結合または結合親和
性について試験することによってそれらの目的がスクリーニングされるが、本発明の抗体
は弱い結合または検出不可能な結合を示す。この一般的な方法で得られた１つ以上の抗原
結合ドメインを含む二重特異性抗原結合分子もまた本発明の範囲内に含まれ、結合活性駆
動腫瘍療法として有利であることが見出された。
【０１４３】
　予想外の利益、例えば、改善された薬物動態特性および患者に対する低毒性が、本明細
書に記載の方法から実現され得る。
【０１４４】
抗体の結合特性
　本明細書で使用される場合、抗体、免疫グロブリン、抗体結合断片、またはＦｃ含有タ
ンパク質のいずれかが、例えば、細胞表面タンパク質またはその断片などの所定の抗原へ
結合する文脈における用語「結合」は、典型的には、最低２つの実体または抗体－抗原相
互作用などの分子構造間の相互作用または会合を指す。
【０１４５】
　例えば、結合親和性は、リガンドとして抗原を、分析物（または抗リガンド）として抗
体、Ｉｇ、抗体結合断片、またはＦｃ含有タンパク質を使用して、例えば、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ　３０００機器における表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術により決定される場合、典
型的には約１０－７Ｍ以下、例えば約１０－８Ｍ以下、例えば約１０－９Ｍ以下のＫＤ値
に対応する。蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）結合アッセイなどの細胞ベースの結合戦略
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もまた日常的に使用されており、ＦＡＣＳデータは放射性リガンド競合結合およびＳＰＲ
（Ｂｅｎｅｄｉｃｔ、ＣＡ、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．１９９７，２０１（
２）：２２３－３１；Ｇｅｕｉｊｅｎ，ＣＡ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ．２００５，３０２（１－２）：６８－７７）などの他の方法とよく相関する。
【０１４６】
　したがって、本発明の抗体または抗原結合タンパク質は、非特異的抗原（例：ＢＳＡ、
カゼイン）へ結合するその親和性よりも少なくとも１０倍低いＫＤ値に対応する親和性を
有する所定の抗原または細胞表面分子に結合する。本発明によると、非特異的抗原よりも
１０倍以下の低いＫＤ値に対応する抗体の親和性は、検出不可能な結合とみなすことがで
きるが、そのような抗体は、本発明の二重特異性抗体を産生するための第２の抗原結合ア
ームと対をなすことができる。
【０１４７】
　用語「ＫＤ」（Ｍ）は、特定の抗体－抗原相互作用の解離平衡定数、または抗原に結合
する抗体もしくは抗体結合断片の解離平衡定数を指す。ＫＤと結合親和性との間には逆の
関係があり、したがって、ＫＤ値が小さいほど、親和性は高い、すなわちより強い。した
がって、「より高い親和性」または「より強い親和性」という用語は、相互作用を形成す
るより高い能力、つまりより小さいＫＤ値に関し、逆に「より低い親和性」または「より
弱い親和性」という用語は、相互作用を形成するより低い能力、つまりより大きなＫＤ値
に関する。状況によっては、他の相互作用パートナー分子（例えば抗原Ｙ）に対する分子
（例えば抗体）の結合親和性と比較して、その相互作用パートナー分子（例えば抗原Ｘ）
に対する特定の分子（例えば抗体）のより高い結合親和性（またはＫＤ）は、より大きな
ＫＤ値（より低い、またはより弱い、親和性）をより小さなＫＤ（より高い、またはより
強い、親和性）で割ることによって決定される結合比として表され、例えば、場合によっ
て５倍または１０倍高い結合親和性として表される。
【０１４８】
　用語「ｋｄ」（ｓｅｃ－１または１／ｓ）は、特定の抗体－抗原相互作用の解離速度定
数、または抗体もしくは抗体結合断片の解離速度定数を指す。その値はｋｏｆｆ値とも呼
ばれる。
【０１４９】
　用語「ｋａ」（Ｍ－１×ｓｅｃ－１または１／Ｍ）は、特定の抗体－抗原相互作用の会
合速度定数、または抗体もしくは抗体結合断片の会合速度定数を指す。
【０１５０】
　用語「ＫＡ」（Ｍ－１または１／Ｍ）は、特定の抗体－抗原相互作用の会合平衡定数、
または抗体もしくは抗体結合断片の会合平衡定数を指す。会合平衡定数は、ｋａをｋｄで
割ることによって得られる。
【０１５１】
　「ＥＣ５０」または「ＥＣ５０」という用語は、最大半量の有効濃度を指し、特定の曝
露時間後にベースラインと最大値との間の中間で応答を誘導する抗体の濃度を含む。ＥＣ

５０は本質的に、その最大効果の５０％が観察される抗体の濃度を表す。特定の実施形態
において、ＥＣ５０値は、例えばＦＡＣＳ結合アッセイによって決定されるように、ＣＤ
３または腫瘍関連抗原を発現する細胞に最大半量の結合を与える本発明の抗体の濃度に等
しい。したがって、低下したまたは弱い結合は、ＥＣ５０の増加、または最大半量の有効
濃度値で観察される。
【０１５２】
　一実施形態において、結合の低下は、最大半量の標的細胞への結合を可能にするＥＣ５

０抗体濃度の増加として定義することができる。
【０１５３】
　別の実施形態において、ＥＣ５０値は、Ｔ細胞細胞傷害活性による標的細胞の最大半量
の枯渇を誘発する本発明の抗体の濃度を表す。したがって、細胞傷害活性の増加（例えば
、Ｔ細胞媒介性腫瘍細胞死滅）は、ＥＣ５０の低下、または最大有効濃度値の半分で観察
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される。
【０１５４】
二重特異性抗原結合分子
　本発明の抗体は、単一特異性、二重特異性または多重特異性であり得る。多重特異性抗
体は、１つの標的ポリペプチドの異なるエピトープに特異的であり得るか、または２つ以
上の標的ポリペプチドに特異的な抗原結合ドメインを含有し得る。例えば、Ｔｕｔｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９、Ｋｕｆｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，２００４，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：２３８－２４４を参照
されたい。本発明の抗ＭＵＣ１６単一特異性抗体または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異
性抗体は、別の機能性分子、例えば、別のペプチドまたはタンパク質に連結するか、また
はそれと同時発現させることができる。例えば、抗体またはその断片は、別の抗体または
抗体断片などの１つ以上の他の分子実体に（例えば、化学結合、遺伝的融合、非共有結合
性会合などにより）機能的に連結されて、第２のまたは追加の結合特異性を有する二重特
異性または多重特異性抗体を生成することができる。
【０１５５】
　本明細書での表現「抗ＣＤ３抗体」または「抗ＭＵＣ１６抗体」の使用は、単一特異性
の抗ＣＤ３抗体または抗ＭＵＣ１６抗体、ならびにＣＤ３結合アームおよびＭＵＣ１６結
合アームを含む二重特異性抗体の両方を含むことを意図する。したがって、本発明は、免
疫グロブリンの一方のアームがヒトＣＤ３に結合し、免疫グロブリンの他方のアームがヒ
トＭＵＣ１６に特異的である二重特異性抗体を含む。ＣＤ３結合アームは、本明細書の表
１、１６、１８、１９、２２、および２３に記載の、ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤＲア
ミノ酸配列のいずれかを含み得る。
【０１５６】
　特定の実施形態において、ＣＤ３結合アームはヒトＣＤ３に結合し、ヒトＴ細胞活性化
を誘導する。特定の実施形態において、ＣＤ３結合アームはヒトＣＤ３に弱く結合し、ヒ
トＴ細胞活性化を誘導する。他の実施形態において、ＣＤ３結合アームはヒトＣＤ３に弱
く結合し、二重特異性抗体または多重特異性抗体との関連で腫瘍関連抗原発現細胞死滅を
誘導する。他の実施形態において、ＣＤ３結合アームはヒトおよびカニクイザル（サル）
ＣＤ３と弱く結合または会合するが、それでも結合相互作用は当技術分野で既知のインビ
トロアッセイでは検出できない。ＭＵＣ１６結合アームは、本明細書の表１に記載のＨＣ
ＶＲ／ＬＣＶＲまたはＣＤＲアミノ酸配列のいずれかを含み得る。
【０１５７】
　特定の例示的な実施形態によると、本発明はＣＤ３およびＭＵＣ１６に特異的に結合す
る二重特異性抗原結合分子を含む。そのような分子は、本明細書において、例えば、「抗
ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６」、または「抗ＣＤ３×ＭＵＣ１６」もしくは「ＣＤ３×ＭＵＣ１
６」二重特異性分子、または他の同様の用語（例えば、抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３）と称す
ることができる。本発明は、ＭＵＣ１６に結合する第１の抗原結合アームおよびＣＤ３に
結合する第２の抗原結合アームを用いて構築された二重特異性抗原結合分子を提供する。
いくつかの実施形態において、抗ＣＤ３アームは、ＩＧＨＶ３－９＊０１、ＩＧＨＪ６＊
０２、ＩＧＨＤ５－１２＊０１由来の重鎖を含む。他の実施形態において、二重特異性抗
原結合分子はヒトＰＢＭＣ細胞を活性化し、および／または腫瘍抗原発現細胞株に対する
細胞傷害活性を誘導する。
【０１５８】
　本発明で使用する場合、「ＭＵＣ１６」という用語は、非ヒト種由来であると特定され
ない限り、ヒトＭＵＣ１６タンパク質を指す（例えば、「マウスＭＵＣ１６」、「サルＭ
ＵＣ１６」など）。ヒトＭＵＣ１６タンパク質は、配列番号１８９９に示されるアミノ酸
配列を有する。
【０１５９】
　ＣＤ３およびＭＵＣ１６に特異的に結合する前述の二重特異性抗原結合分子は、インビ
トロ親和性結合アッセイで測定した場合に、約４０ｎＭ超のＫＤを示す弱い結合親和性で



(37) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40

50

ＣＤ３に結合する、抗ＣＤ３抗原結合分子を含むことができる。前述の二重特異性抗原結
合分子は、ＦＡＣＳ滴定アッセイで測定した場合に、ＣＤ３に結合して約１００ｎＭ超の
ＥＣ５０を示す、抗ＣＤ３抗原結合分子を含むことができる。前述の二重特異性抗原結合
分子は、インビトロ親和性結合アッセイまたはＦＡＣＳ滴定アッセイによって測定される
ように、ＣＤ３への測定可能なまたは観察可能な結合を示さないが、ヒトＰＢＭＣ細胞を
活性化する能力を保持し、および／または腫瘍抗原発現細胞株に対して細胞傷害活性を誘
導する、抗ＣＤ３抗原結合分子を含み得る。
【０１６０】
　本明細書で使用される場合、表現「抗原結合分子」は、単独で、または特定の抗原に特
異的に結合する、１つ以上のさらなるＣＤＲおよび／またはフレームワーク領域（ＦＲ）
と組み合わせて少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むまたはそれからなるタ
ンパク質、ポリペプチド、または分子複合体を意味する。特定の実施形態において、抗原
結合分子は、それらの用語が本明細書の他所で定義されているように、抗体または抗体の
断片である。
【０１６１】
　本明細書で使用される場合、表現「二重特異性抗原結合分子」は、少なくとも第１の抗
原結合ドメインおよび第２の抗原結合ドメインを含むタンパク質、ポリペプチドまたは分
子複合体を意味する。二重特異性抗原結合分子内の各抗原結合ドメインは、単独で、また
は１つ以上の追加のＣＤＲおよび／またはＦＲと組み合わせて、特定の抗原に特異的に結
合する少なくとも１つのＣＤＲを含む。本発明の文脈において、第１の抗原結合ドメイン
は第１の抗原（例えばＣＤ３）に特異的に結合し、第２の抗原結合ドメインは第２の異な
る抗原（例えばＭＵＣ１６）に特異的に結合する。
【０１６２】
　本発明の特定の例示的実施形態において、二重特異性抗原結合分子は二重特異性抗体で
ある。二重特異性抗体の各抗原結合ドメインは、重鎖可変ドメイン（ＨＣＶＲ）および軽
鎖可変ドメイン（ＬＣＶＲ）を含む。第１および第２の抗原結合ドメインを含む二重特異
性抗原結合分子（例えば、二重特異性抗体）の文脈において、第１の抗原結合ドメインの
ＣＤＲは接頭辞「Ａ１」を付けて指定され、第２の抗原結合ドメインのＣＤＲは接頭辞「
Ａ２」を付けて指定され得る。したがって、第１の抗原結合ドメインのＣＤＲは、本明細
書においてＡ１－ＨＣＤＲ１、Ａ１－ＨＣＤＲ２、およびＡ１－ＨＣＤＲ３と呼ばれても
よく、第２の抗原結合ドメインのＣＤＲは、本明細書においてＡ２－ＨＣＤＲ１、Ａ２－
ＨＣＤＲ２、およびＡ２－ＨＣＤＲ３と呼ばれてもよい。
【０１６３】
　第１の抗原結合ドメインおよび第２の抗原結合ドメインは、互いに直接的または間接的
に結合して、本発明の二重特異性抗原結合分子を形成し得る。あるいは、第１の抗原結合
ドメインおよび第２の抗原結合ドメインは、それぞれ別々の多量体化ドメインに連結され
ていてもよい。１つの多量体化ドメインと別の多量体化ドメインとの会合は、２つの抗原
結合ドメイン間の会合を促進し、それによって二重特異性抗原結合分子を形成する。本明
細書で使用される場合、「多量体化ドメイン」は、同一または類似の構造または構成の第
２の多量体化ドメインと会合する能力を有する任意の高分子、タンパク質、ポリペプチド
、ペプチド、またはアミノ酸である。例えば、多量体化ドメインは、免疫グロブリンＣＨ

３ドメインを含むポリペプチドであってもよい。多量体化成分の非限定的な例は、免疫グ
ロブリンのＦｃ部分（ＣＨ２－ＣＨ３ドメインを含む）、例えばアイソタイプＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４から選択されるＩｇＧのＦｃドメイン、ならびに各
アイソタイプ群内のアロタイプである。
【０１６４】
　本発明の二重特異性抗原結合分子は、典型的には２つの多量体化ドメイン、例えば、そ
れぞれ別々の抗体重鎖の一部である２つのＦｃドメインを含む。第１および第２の多量体
化ドメインは、例えば、ＩｇＧ１／ＩｇＧ１、ＩｇＧ２／ＩｇＧ２、ＩｇＧ４／ＩｇＧ４
などの同じＩｇＧアイソタイプであり得る。あるいは、第１および第２の多量体化ドメイ
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ンは、例えば、ＩｇＧ１／ＩｇＧ２、ＩｇＧ１／ＩｇＧ４、ＩｇＧ２／ＩｇＧ４などの異
なるＩｇＧアイソタイプのものであり得る。
【０１６５】
　特定の実施形態において、多量体化ドメインは、Ｆｃ断片または少なくとも１つのシス
テイン残基を含有する長さが１～約２００アミノ酸のアミノ酸配列である。他の実施形態
において、多量体化ドメインはシステイン残基、または短いシステイン含有ペプチドであ
る。他の多量体化ドメインには、ロイシンジッパー、ヘリックスループヘリックス、また
はコイルドコイルモチーフを含むかまたはそれらからなるペプチドまたはポリペプチドが
含まれる。
【０１６６】
　任意の二重特異性抗体フォーマットまたは技術を使用して、本発明の二重特異性抗原結
合分子を作製することができる。例えば、第１の抗原結合特異性を有する抗体またはその
断片は、第２の抗原結合性を有する他の抗体または抗体断片などの１つ以上の他の分子実
体に（例えば、化学結合、遺伝的融合、非共有結合などにより）機能的に連結されて、二
重特異性抗原結合分子を生成することができる。本発明の文脈において使用できる特定の
例示的な二重特異性フォーマットには、例えば、ｓｃＦｖ系フォーマットまたはダイアボ
ディ二重特異性フォーマット、ＩｇＧ－ｓｃＦｖ融合、二重可変ドメイン（ＤＶＤ）－Ｉ
ｇ、Ｑｕａｄｒｏｍａ、ノブズ－イントゥ－ホールズ（ｋｎｏｂｓ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅ
ｓ）、共通の軽鎖（例えば、ノブズ－イントゥ－ホールズを備えた共通の軽鎖など）、Ｃ
ｒｏｓｓＭａｂ、ＣｒｏｓｓＦａｂ、（ＳＥＥＤ）ボディ、ロイシンジッパー、Ｄｕｏｂ
ｏｄｙ、ＩｇＧ１／ＩｇＧ２、二重作用型Ｆａｂ（ＤＡＦ）－ＩｇＧ、およびＭａｂ２二
重特異性フォーマットが含まれるが、これらに限定されない（上述のフォーマットの総説
については、例えば、Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２０１２，ｍＡｂｓ　４：６，１－１１
、およびそこに引用されている参考文献を参照されたい）。
【０１６７】
　本発明の二重特異性抗原結合分子との関連で、多量体化ドメイン、例えば、Ｆｃドメイ
ンは、野生型の、天然に存在するＦｃドメインと比較して、１つ以上のアミノ酸変化（例
えば、挿入、欠失または置換）を含んでもよい。例えば、本発明は、ＦｃとＦｃＲｎとの
間の修飾された結合相互作用（例えば、増強または減少）を有する改変Ｆｃドメインをも
たらす、Ｆｃドメイン中の１つ以上の修飾を含む二重特異性抗原結合分子を含む。一実施
形態において、二重特異性抗原結合分子は、ＣＨ２またはＣＨ３領域に修飾を含み、この
修飾は酸性環境（例えば、ｐＨ範囲約５．５～約６．０のエンドソーム内）において、Ｆ
ｃＲｎに対するＦｃドメインの親和性を高める。そのようなＦｃ修飾の非限定的な例には
、例えば、２５０位（例えば、ＥまたはＱ）、２５０位および４２８位（例えば、Ｌまた
はＦ）、２５２位（例えば、Ｌ／Ｙ／Ｆ／ＷまたはＴ）、２５４位（例えば、ＳまたはＴ
）、および２５６位（例えば、Ｓ／Ｒ／Ｑ／Ｅ／ＤまたはＴ）での修飾、または４２８位
および／または４３３位（例えばＬ／Ｒ／Ｓ／Ｐ／ＱまたはＫ）および／または４３４位
（例えばＨ／ＦまたはＹ）での修飾、あるいは２５０位および／または４２８位の修飾、
あるいは３０７位もしくは３０８位（例えば、３０８Ｆ、Ｖ３０８Ｆ）、および４３４位
での修飾が含まれる。一実施形態において、修飾は４２８Ｌ（例えばＭ４２８Ｌ）および
４３４Ｓ（例えばＮ４３４Ｓ）の修飾、４２８Ｌ、２５９Ｉ（例えば、Ｖ２５９Ｉ）、お
よび３０８Ｆ（例えば、Ｖ３０８Ｆ）の修飾、４３３Ｋ（例えば、Ｈ４３３Ｋ）および４
３４（例えば、４３４Ｙ）の修飾、２５２、２５４、および２５６（例えば、２５２Ｙ、
２５４Ｔ、および２５６Ｅ）の修飾、２５０Ｑおよび４２８Ｌの修飾（例えば、Ｔ２５０
ＱおよびＭ４２８Ｌ）、３０７および／または３０８の修飾（例えば、３０８Ｆまたは３
０８Ｐ）を含む。
【０１６８】
　本発明はまた、第１のＣＨ３ドメインおよび第２のＩｇ　ＣＨ３ドメインを含む二重特
異性抗原結合分子を含み、第１および第２のＩｇ　ＣＨ３ドメインは、少なくとも１つの
アミノ酸ほど互いに異なっており、少なくとも１つのアミノ酸の相違は、アミノ酸の相違
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を欠失する二重特異性抗体と比較して、プロテインＡへの二重特異性抗体の結合を低減さ
せる。一実施形態において、第１のＩｇ　ＣＨ３ドメインはプロテインＡを結合し、第２
のＩｇ　ＣＨ３ドメインはＨ９５Ｒ修飾（ＩＭＧＴエクソン番号付けによる、ＥＵ番号付
けではＨ４３５Ｒ）などのプロテインＡ結合を低減または消失させる変異を含有する。第
２のＣＨ３は、Ｙ９６Ｆ修飾（ＩＭＧＴによるものであり、ＥＵではＹ４３６Ｆ）をさら
に含み得る。例えば、米国特許第８，５８６，７１３号を参照されたい。第２のＣＨ３内
に認められ得るさらなる修飾には、ＩｇＧ１抗体の場合、Ｄ１６Ｅ、Ｌ１８Ｍ、Ｎ４４Ｓ
、Ｋ５２Ｎ、Ｖ５７Ｍ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴによるものであり、ＥＵによるＤ３５
６Ｅ、Ｌ３５８Ｍ、Ｎ３８４Ｓ、Ｋ３９２Ｎ、Ｖ３９７Ｍ、およびＶ４２２Ｉ）、ＩｇＧ
２抗体の場合、Ｎ４４Ｓ、Ｋ５２Ｎ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴであって、ＥＵによるＮ
３８４Ｓ、Ｋ３９２Ｎ、およびＶ４２２Ｉ）、ならびにＩｇＧ４抗体の場合、Ｑ１５Ｒ、
Ｎ４４Ｓ、Ｋ５２Ｎ、Ｖ５７Ｍ、Ｒ６９Ｋ、Ｅ７９Ｑ、およびＶ８２Ｉ（ＩＭＧＴによる
ものであり、ＥＵによるＱ３５５Ｒ、Ｎ３８４Ｓ、Ｋ３９２Ｎ、Ｖ３９７Ｍ、Ｒ４０９Ｋ
、Ｅ４１９Ｑ、およびＶ４２２Ｉ）が含まれる。
【０１６９】
　特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、２つ以上の免疫グロブリンアイソタイプに
由来するＦｃ配列を組み合わせたキメラであり得る。例えば、キメラＦｃドメインは、ヒ
トＩｇＧ１、ヒトＩｇＧ２、またはヒトＩｇＧ４のＣＨ２領域に由来するＣＨ２配列の一
部または全部、およびヒトＩｇＧ１、ヒトＩｇＧ２、またはヒトＩｇＧ４に由来するＣＨ

３配列の一部または全部を含むことができる。キメラＦｃドメインはまた、キメラヒンジ
領域を含み得る。例えば、キメラヒンジは、ヒトＩｇＧ１ヒンジ領域、ヒトＩｇＧ２ヒン
ジ領域、またはヒトＩｇＧ４ヒンジ領域に由来する「下部ヒンジ」配列と組み合わせた、
ヒトＩｇＧ１ヒンジ領域、ヒトＩｇＧ２ヒンジ領域、またはヒトＩｇＧ４ヒンジ領域に由
来する「上部ヒンジ」配列を含むことができる。本明細書に記載の抗原結合分子のいずれ
かに含まれ得るキメラＦｃドメインの特定の例は、Ｎ末端からＣ末端に、［ＩｇＧ４　Ｃ

Ｈ１］－［ＩｇＧ４上方ヒンジ］－［ＩｇＧ２下方ヒンジ］－［ＩｇＧ４　ＣＨ２］－［
ＩｇＧ４　ＣＨ３］を含む。本明細書に記載の抗原結合分子のいずれかに含まれ得るキメ
ラＦｃドメインの別の例は、Ｎ末端からＣ末端に、［ＩｇＧ１　ＣＨ１］－［ＩｇＧ１上
方ヒンジ］－［ＩｇＧ２下方ヒンジ］－［ＩｇＧ４　ＣＨ２］－［ＩｇＧ１　ＣＨ３］を
含む。本発明の抗原結合分子のいずれかに含まれ得るキメラＦｃドメインのこれらおよび
他の例は、２０１４年８月２８日に公開された米国特許公開第２０１４／０２４３５０４
号に記載されており、その全体が本明細書に組み込まれる。これらの一般的な構造配置を
有するキメラＦｃドメイン、およびその変異体は、Ｆｃ受容体結合を変えてしまうことが
でき、そのことがＦｃエフェクター機能に影響を及ぼす。
【０１７０】
　特定の実施形態において、本発明は、重鎖定常領域（ＣＨ）領域が、配列番号１９１１
、配列番号１９１２、配列番号１９１３、配列番号１９１４、配列番号１９１５、配列番
号１９１６、配列番号１９１７、配列番号１９１８、配列番号１９１９、または配列番号
１９２０のいずれか１つと少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少
なくとも９８％、少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を含む抗体重鎖を提供する。
いくつかの実施形態において、重鎖定常領域（ＣＨ）領域は、配列番号１９１１、配列番
号１９１２、配列番号１９１３、配列番号１９１４、配列番号１９１５、配列番号１９１
６、配列番号１９１７、配列番号１９１８、配列番号１９１９および配列番号１９２０か
らなる群から選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１７１】
　他の実施形態において、本発明は、Ｆｃドメインが、配列番号１９２１、配列番号１９
２２、配列番号１９２３、配列番号１９２４、配列番号１９２５、配列番号１９２６、配
列番号１９２７、配列番号１９２８、配列番号１９２９、または配列番号１９３０のいず
れか１つと少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を含む、抗体重鎖を提供する。いくつかの実施形
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態において、Ｆｃドメインは、配列番号１９２１、配列番号１９２２、配列番号１９２３
、配列番号１９２４、配列番号１９２５、配列番号１９２６、配列番号１９２７、配列番
号１９２８、配列番号１９２９、および配列番号１９３０からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む。
【０１７２】
配列変異体
　本明細書の抗体および二重特異性抗原結合分子は、個々の抗原結合ドメインが由来した
対応する生殖系列配列と比較して、重鎖および軽鎖可変ドメインのフレームワークおよび
／またはＣＤＲ領域に１つ以上のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含み得る。こ
のような変異は、本明細書中に開示するアミノ酸配列を、例えば公共の抗体配列データベ
ースから入手可能な生殖系列配列と比較することによって容易に確認することができる。
本発明の抗原結合分子は、本明細書に開示する例示的なアミノ酸配列のいずれかに由来す
る抗原結合ドメインを含んでもよく、１つ以上のフレームワークおよび／またはＣＤＲ領
域内の１つ以上のアミノ酸は、抗体が由来した生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ
、または別のヒト生殖系列配列の対応する残基（複数可）へ、または対応する生殖系列残
基（複数可）の保存的アミノ酸置換へ変異する（このような配列変化はまとめて、「生殖
系列変異」と本明細書で呼ばれる）。当業者は、本明細書に開示する重鎖可変領域配列お
よび軽鎖可変領域配列から出発して、１つ以上の個々の生殖系列変異またはこれらの組み
合わせを含む多数の抗体および抗体結合断片を容易に産生することができる。特定の実施
形態において、ＶＨドメインおよび／またはＶＬドメイン内のフレームワークおよび／ま
たはＣＤＲ残基は全て、抗原結合ドメインが由来した元の生殖系列配列において認められ
る残基へと戻り変異する。他の実施形態において、ある特定の残基のみが元の生殖系列配
列へと変異し戻され、例えば、変異した残基はＦＲ１の最初の８個のアミノ酸内に、もし
くは変異した残基はＦＲ４の最後の８個のアミノ酸内に認められ、または変異した残基は
、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２もしくはＣＤＲ３内にのみ認められる。他の実施形態において、フ
レームワークおよび／またはＣＤＲ残基（複数可）の１つ以上は、異なる生殖系列配列（
すなわち、抗原結合ドメインが本来由来した生殖系列配列とは異なる生殖系列配列）の対
応する残基（複数可）へ変異する。さらに、抗原結合ドメインは、フレームワークおよび
／またはＣＤＲ領域内に２つ以上の生殖系列変異のいずれかの組み合わせを含有してもよ
く、例えば、特定の個々の残基は、特定の生殖系列配列の対応する残基へ変異するのに対
し、元の生殖系列配列とは異なるある特定の他の残基は維持され、または異なる生殖系列
配列の対応する残基へ変異する。いったん得られれば、１つ以上の生殖系列変異を含有す
る抗原結合ドメインは、結合特異性の改善、結合または結合親和性の増大、アンタゴニス
トまたはアゴニストの生物学的特性の改善または増強（場合によって）、免疫原性の低下
などの１つ以上の所望の特性について容易に試験することができる。この一般的な方法で
得られた１つ以上の抗原結合ドメインを含む二重特異性抗原結合分子は、本発明の範囲内
に包含される。
【０１７３】
　本発明はまた、一方または両方の抗原結合ドメインが、１つ以上の保存的置換を有する
本明細書に開示するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤ
Ｒアミノ酸配列のいずれかの変異体を含む、抗原結合分子を含む。例えば、本発明は、本
明細書に開示するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、および／またはＣＤＲ
アミノ酸配列のいずれかに対して、例えば１０個以下、８個以下、６個以下、または４個
以下などの保存的アミノ酸置換を有するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、
および／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗原結合ドメインを含む抗原結合分子を含む
。「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸残基が、類似の化学的特性（例えば、電荷また
は疎水性）を備えた側鎖（Ｒ基）を有する別のアミノ酸残基によって置換されたものであ
る。概して、保存的アミノ酸置換は、タンパク質の機能的特性を実質的に変化させないこ
とになっている。類似の化学的特性を備えた側鎖を有するアミノ酸の基の例としては、（
１）脂肪族側鎖：グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン、（２）脂



(41) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40

50

肪族－ヒドロキシル側鎖：セリンおよびトレオニン、（３）アミド含有側鎖：アスパラギ
ンおよびグルタミン、（４）芳香族側鎖：フェニルアラニン、チロシン、およびトリプト
ファン、（５）塩基性側鎖：リジン、アルギニン、およびヒスチジン、（６）酸性側鎖：
アスパラギン酸およびグルタミン酸、ならびに（７）含硫側鎖：システインおよびメチオ
ニンが挙げられる。好ましい保存的アミノ酸置換基は、バリン－ロイシン－イソロイシン
、フェニルアラニン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バリン、グルタミン酸
－アスパラギン酸およびアスパラギン－グルタミンである。あるいは、保存的置換とは、
参照により本明細書に組み込まれるＧｏｎｎｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２５６：１４４３－１４４５に開示されるＰＡＭ２５０対数尤度行列において正値
を有する任意の変化である。「適度に保存的な」置換とは、ＰＡＭ２５０対数尤度マトリ
ックスにおいて負以外の値を有する任意の変化である。
【０１７４】
　本発明はまた、本明細書に開示するＨＣＶＲアミノ酸配列、ＬＣＶＲアミノ酸配列、お
よび／またはＣＤＲアミノ酸配列のいずれかと実質的に同一であるＨＣＶＲ、ＬＣＶＲ、
および／またはＣＤＲアミノ酸配列を有する抗原結合ドメインを含む抗原結合分子を含む
。アミノ酸配列意味する場合、「実質的な同一性」または「実質的に同一の」という用語
は、２つのアミノ酸配列が、既定のギャップ重みを用いてプログラムＧＡＰまたはＢＥＳ
ＴＦＩＴなどによって最適に整列した場合、少なくとも９５％の配列同一性、さらにより
好ましくは少なくとも９８％、または９９％の配列同一性を共有する。好ましくは、同一
ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換だけ異なる。２つ以上のアミノ酸配列が保存的
置換だけ互いに異なる場合、配列同一性の割合または類似性の程度は、置換の保存的性質
を補正するために上向きに調整してもよい。この調整を行うための手段は、当業者に周知
である。例えば、参照により本明細書に組み込まれるＰｅａｒｓｏｎ（１９９４）Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４：３０７－３３１を参照されたい。
【０１７５】
　ポリペプチドに対する配列類似性は、配列同一性とも呼ばれ、典型的には配列分析ソフ
トウェアを用いて測定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を含
む種々の置換、欠失および他の修飾へ割り当てられた類似の測定値を用いて類似の配列と
一致させる。例えば、ＧＣＧソフトウェアは、異なる種の生物由来の相同ポリペプチドの
ような密接に関連するポリペプチド間の、または野生型タンパク質とその変異タンパク質
の間の配列相同性または配列同一性を決定するための既定パラメータと共に使用すること
ができるＧａｐおよびＢｅｓｔｆｉｔなどのプログラムを含有する。例えば、ＧＣＧ第６
．１版を参照されたい。ポリペプチド配列は、ＧＣＧ第６．１版におけるプログラムであ
る、既定パラメータまたは推奨パラメータを備えたＦＡＳＴＡを使用して比較することも
できる。ＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ３）は、問い合わせ配列と
検索配列の間の最良重複の領域の整列およびパーセント配列同一性を提供する（Ｐｅａｒ
ｓｏｎ（２０００）上述）。本発明の配列を、異なる生物由来の多数の配列を含有するデ
ータベースと比較する場合の別の好ましいアルゴリズムは、既定パラメータを用いるコン
ピュータプログラムＢＬＡＳＴ、特にＢＬＡＳＴＰまたはＴＢＬＡＳＴＮである。例えば
、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－４０２を
参照されたい。
【０１７６】
ｐＨ依存性の結合
　本発明は、ｐＨ依存的な結合特性を有する、抗ＭＵＣ１６抗体、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１
６二重特異性抗原結合分子を含む。例えば、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体は、中性ｐＨと比
較して酸性ｐＨでＭＵＣ１６への結合の低下を示し得る。あるいは、本発明の抗ＭＵＣ１
６抗体は、中性ｐＨと比較して酸性ｐＨでＭＵＣ１６への増強された結合を示し得る。「
酸性ｐＨ」という表現は、約６．２未満、例えば、約６．０、５．９５、５、９、５．８
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５、５．８、５．７５、５．７、５．６５、５．６、５．５５、５．５、５．４５、５．
４、５．３５、５．３、５．２５、５．２、５．１５、５．１、５．０５、５．０以下の
ｐＨ値を含む。本明細書で使用される場合、表現「中性ｐＨ」は、約７．０～約７．４の
ｐＨを意味する。「中性ｐＨ」という表現は、約７．０、７．０５、７．１、７．１５、
７．２、７．２５、７．３、７．３５、および７．４のｐＨ値を含む。
【０１７７】
　場合によっては、「中性ｐＨと比較して、酸性ｐＨで．．．結合の低下」は、中性ｐＨ
でその抗原に結合する抗体のＫＤ値に対する酸性ｐＨでその抗原に結合する抗体のＫＤ値
の比に関して、表される。（またはその逆）。例えば、抗体またはその抗原結合断片が約
３．０以上の酸性／中性ＫＤ比を示す場合、本発明の目的のために、抗体またはその抗原
結合断片は「中性ｐＨと比較して酸性ｐＨではＭＵＣ１６への結合の低下」を示すとみな
され得る。特定の例示的実施形態において、本発明の抗体または抗原結合断片の酸性／中
性ＫＤ比は、約３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７
．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０、１０．５、１１．０、１１
．５、１２．０、１２．５、１３．０、１３．５、１４．０、１４．５、１５．０、２０
．０、２５．０、３０．０、４０．０、５０．０、６０．０、７０．０、１００．０以上
であり得る。
【０１７８】
　ｐＨ依存性結合特性を有する抗体は、例えば、中性ｐＨと比較して酸性ｐＨで特定の抗
原への結合の低下（または増強）について抗体の集団をスクリーニングすることによって
得ることができる。さらに、アミノ酸レベルでの抗原結合ドメインの修飾は、ｐＨ依存的
特徴を有する抗体を産生し得る。例えば、抗原結合ドメイン（例えばＣＤＲ内）の１つ以
上のアミノ酸をヒスチジン残基で置換することにより、中性ｐＨに対して酸性ｐＨで抗原
結合が低下した抗体を得ることができる。
【０１７９】
Ｆｃ変異体を含む抗体
　本発明の特定の実施形態によると、例えば中性ｐＨと比較した酸性ｐＨで、ＦｃＲｎ受
容体へ結合する抗体を増強または低下させる、１つ以上の突然変異を含むＦｃドメインを
含む、抗ＭＵＣ１６抗体、および抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を提供
する。例えば、本発明は、ＦｃドメインのＣＨ２またはＣＨ３領域に変異を含む抗体を含
み、変異（複数可）は、酸性環境においてＦｃＲｎに対するＦｃドメインの親和性を増加
させる（例えば、ｐＨが約５．５～約６．０の範囲のエンドソームにおいて）。そのよう
な突然変異は、動物に投与したときに抗体の血清半減期の増加をもたらし得る。そのよう
なＦｃ修飾の非限定的な例には、例えば、２５０位（例えば、ＥまたはＱ）、２５０位お
よび４２８位（例えば、ＬまたはＦ）、２５２位（例えば、Ｌ／Ｙ／Ｆ／ＷまたはＴ）、
２５４位（例えば、ＳまたはＴ）、および２５６位（例えば、Ｓ／Ｒ／Ｑ／Ｅ／Ｄまたは
Ｔ）での修飾、または４２８位および／または４３３位（例えばＨ／Ｌ／Ｒ／Ｓ／Ｐ／Ｑ
またはＫ）および／または４３４位（例えばＨ／ＦまたはＹ）での修飾、あるいは２５０
位および／または４２８位の修飾、あるいは３０７位もしくは３０８位（例えば、３０８
Ｆ、Ｖ３０８Ｆ）、および４３４位での修飾が含まれる。一実施形態において、修飾は４
２８Ｌ（例えばＭ４２８Ｌ）および４３４Ｓ（例えばＮ４３４Ｓ）の修飾、４２８Ｌ、２
５９Ｉ（例えば、Ｖ２５９Ｉ）、および３０８Ｆ（例えば、Ｖ３０８Ｆ）の修飾、４３３
Ｋ（例えば、Ｈ４３３Ｋ）および４３４（例えば、４３４Ｙ）の修飾、２５２、２５４、
および２５６（例えば、２５２Ｙ、２５４Ｔ、および２５６Ｅ）の修飾、２５０Ｑおよび
４２８Ｌの修飾（例えば、Ｔ２５０ＱおよびＭ４２８Ｌ）、３０７および／または３０８
の修飾（例えば、３０８Ｆまたは３０８Ｐ）を含む。
【０１８０】
　例えば、本発明は、抗ＭＵＣ１６抗体、および抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原
結合分子を含み、それらは、２５０Ｑおよび２４８Ｌ（例えば、Ｔ２５０ＱおよびＭ２４
８Ｌ）、２５２Ｙ、２５４Ｔ、および２５６Ｅ（例えば、Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およ
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びＴ２５６Ｅ）、４２８Ｌおよび４３４Ｓ（例えば、Ｍ４２８ＬおよびＮ４３４Ｓ）、な
らびに４３３Ｋおよび４３４Ｆ（例えば、Ｈ４３３ＫおよびＮ４３４Ｆ）からなる群から
選択される１つ以上の対または群の変異を含むＦｃドメインを含む。前述のＦｃドメイン
変異、および本明細書に開示される抗体可変ドメイン内の他の変異の全ての可能な組み合
わせは、本発明の範囲内で企図される。
【０１８１】
抗体および二重特異性抗原結合分子の生物学的特性
　本発明は、ヒトＭＵＣ１６に高い親和性（例えば、ナノモル以下のＫＤ値）で結合する
抗体およびその抗原結合断片を含む。
【０１８２】
　特定の実施形態によると、本発明は、例えば、本明細書の実施例４に記載のように、表
面プラズモン共鳴による測定で約６０ｎＭ未満のＫＤでヒトＭＵＣ１６に結合する（例え
ば２５℃で）抗体および抗体の抗原結合断片を含む。特定の実施形態において、表面プラ
ズモン共鳴、例えば本明細書の実施例４で定義するアッセイフォーマット（例えば、ｍＡ
ｂ捕捉または抗原捕捉フォーマット）を用いて、または実質的に類似のアッセイによって
測定した場合に、本発明の抗体または抗原結合断片は、約６０ｎＭ未満、約４０ｎＭ未満
、約２０ｎＭ未満、約１０ｎＭ未満、約８ｎＭ未満、約７ｎＭ未満、約６ｎＭ未満、約５
ｎＭ未満、約４ｎＭ未満、約３ｎＭ未満、約２ｎＭ未満、約１ｎＭ未満、約８００ｐＭ未
満、約７００ｐＭ未満、約５００ｐＭ未満、約４００ｐＭ未満、または約３００ｐＭ未満
のＫＤでＭＵＣ１６に結合する。本発明は、二重特異性抗原結合分子（例えば、表面プラ
ズモン共鳴、例えば本明細書の実施例４に定義されているアッセイフォーマット（例えば
ｍＡｂ捕捉または抗原捕捉フォーマット）を用いて、または実質的に同様のアッセイによ
って測定した場合に、約７ｎＭ未満のＫＤでＭＵＣ１６に結合する二重特異性抗体を含む
。
【０１８３】
　本発明はまた、２５℃での表面プラズモン共鳴、例えば、本明細書の実施例４に定義さ
れるアッセイフォーマットを用いて、または実質的に類似のアッセイによって測定した場
合に、約１０分超または約１２５分超の解離半減期（ｔ１／２）でＭＵＣ１６に結合する
抗体およびその抗原結合断片を含む。ある特定の実施形態において、２５℃での表面プラ
ズモン共鳴、例えば本明細書の実施例４で定義するアッセイフォーマット（例えば、ｍＡ
ｂ捕捉または抗原捕捉フォーマット）を用いて、または実質的に類似のアッセイによって
測定した場合に、本発明の抗体または抗原結合断片は、約１０分超、約２０分超、約３０
分超、約４０分超、約５０分超、約６０分超、約７０分超、約８０分超、約９０分超、約
１００分超、約１１０分超、または約１２０分超のｔ１／２で、ＭＵＣ１６に結合する。
本発明は、二重特異性抗原結合分子（例えば、２５℃の表面プラズモン共鳴、例えば、本
明細書の実施例４において定義されたアッセイフォーマットを用いて、または実質的に類
似のアッセイにより測定した場合に、約１０分超または約２０分超でＭＵＣ１６に結合す
る二重特異性抗体を含む。
【０１８４】
　実施例２に記載の電気化学発光ベースの検出アッセイまたは実質的に類似のアッセイに
よって決定されるように、本発明はまた、内因性ＭＵＣ１６（例えば、ＯＶＣＡＲ－３）
を発現するヒト細胞株に特異的に結合する抗体およびその抗原結合断片も含む。
【０１８５】
　本発明はまた、（ａ）ヒト卵巣癌異種移植片を保有する免疫無防備状態マウスにおける
腫瘍増殖を阻害すること、および（ｂ）ヒト卵巣癌異種移植片を保有する免疫無防備状態
マウスにおける既存腫瘍の腫瘍増殖を抑制すること（例えば、実施例８参照）からなる群
から選択される１つ以上の特性を示す、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子
を含む。
【０１８６】
　本発明は、ヒトＣＤ３に高い親和性で結合する抗体およびその抗原結合断片を含む。本
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発明はまた、治療状況および所望される特定の標的化特性に応じて、中程度または低い親
和性でヒトＣＤ３に結合する抗体およびその抗原結合断片を含む。場合によっては、低親
和性には、３００ｎＭ超、５００ｎＭ超、または１μＭ超のＫＤまたはＥＣ５０（例えば
、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合）でＣＤ３と結合する抗体が含まれる。本
発明はまた、ヒトＣＤ３に検出不可能な親和性で結合する抗体およびその抗原結合断片を
含む。例えば、一方のアームがＣＤ３と結合し、別のアームが標的抗原（例えば、ＭＵＣ
１６）と結合する二重特異性抗原結合分子の状況下では、標的抗原結合アームが標的抗原
に高い親和性で結合することが望ましいが、抗ＣＤ３アームは中程度または低い親和性で
または親和性なしでＣＤ３に結合する。このようにして、標的抗原を発現する細胞への抗
原結合分子の優先的標的化は、一般的／非標的化ＣＤ３結合およびそれに付随する結果と
して生じる有害な副作用を回避しながら達成され得る。
【０１８７】
　本発明は、ヒトＣＤ３およびヒトＭＵＣ１６に同時に結合することができる二重特異性
抗原結合分子（例えば、二重特異性抗体）を含む。ＣＤ３を発現する細胞と相互作用する
結合アームは、適切なインビトロ結合アッセイで測定した場合に、弱い結合から検出不可
能な結合を有し得る。二重特異性抗原結合分子がＣＤ３および／またはＭＵＣ１６を発現
する細胞と結合する程度は、本明細書の実施例５に示すように、蛍光標示式細胞分取（Ｆ
ＡＣＳ）によって評価することができる。
【０１８８】
　例えば、本発明は、ＣＤ３を発現するヒト細胞株に特異的に結合するが、ＭＵＣ１６（
例えば、ジャーカット）、霊長類Ｔ細胞（例えば、カニクイザル末梢血単核球［ＰＢＭＣ
］）、および／またはＭＵＣ１６発現細胞を発現しない抗体、抗体結合断片、およびその
二重特異性抗体を含む。
【０１８９】
　本発明は、弱い（すなわち低い）親和性またはさらに検出不可能な結合もしくは結合親
和性でヒトＣＤ３に結合する抗体、その抗体結合断片、およびその二重特異性抗体を含む
。
【０１９０】
　本発明は、弱い（すなわち低い）親和性またはさらに検出不可能な結合もしくは結合親
和性でサル（すなわちカニクイザル）ＣＤ３に結合する抗体、その抗体結合断片、および
その二重特異性抗体を含む。
【０１９１】
　本発明は、ヒトＣＤ３に結合してＴ細胞活性化を誘導する抗体、その抗体結合断片、お
よびその二重特異性抗体を含む。
【０１９２】
　本発明は、対象において腫瘍抗原発現細胞を枯渇させることができる、抗ＣＤ３／抗Ｍ
ＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を含む（例えば、実施例８、生物発光イメージングアッ
セイ、または実質的に類似のアッセイを参照されたい）。例えば、特定の実施形態による
と、抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子が提供され、対象への１０μｇの二
重特異性抗原結合分子の単回投与が対象におけるＭＵＣ１６発現細胞数の減少を引き起こ
す。（例えば、対象における腫瘍増殖が抑制または阻害される）。特に明記しない限り、
生物発光放射輝度は、［ｐ／ｓ／ｃｍ２２／ｓｒ］を指す。
【０１９３】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６陽性卵巣癌異種移植モデルにおいて腫瘍増殖を阻害する、抗
ＭＵＣ１６抗体薬物複合体を含む（例えば、実施例１０、生物発光イメージングアッセイ
、または実質的に類似のアッセイを参照されたい）。特定の実施形態において、８５μｇ
／ｋｇの用量で投与される４回分の週１回の用量が、インビボでの腹腔内ＯＶＣＡＲ３／
ｌｕｃ腫瘍増殖を阻害する、化合物７との抗ＭＵＣ１６抗体薬物結合体が提供される。特
定の実施形態において、８５μｇ／ｋｇの用量で投与される４回分の週１回の用量が、イ
ンビボでの皮下ＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ腫瘍増殖を阻害する、化合物７との抗ＭＵＣ１６抗
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体薬物複合体が提供される。特定の実施形態において、８５μｇ／ｋｇ、１７０μｇ／ｋ
ｇ、または３４０μｇ／ｋｇの用量の単回用量が、インビボでの腹腔内ＯＶＣＡＲ３／ｌ
ｕｃ腫瘍増殖を阻害する、化合物１０との抗ＭＵＣ１６抗体薬物複合体が提供される。特
に明記しない限り、生物発光放射輝度は、［ｐ／ｓ／ｃｍ２２／ｓｒ］を指す。
【０１９４】
　本発明はまた、実施例７に記載し、図１、２、および３に示すように、ヒト化ＭＵＣ１
６×ＣＤ３マウス（ヒトＭＵＣ１６およびＣＤ３発現に対してホモ接合性のマウス、ＭＵ
Ｃ１６ｈｕ／ｈｕ×ＣＤ３ｈｕ／ｈｕ）、ＣＤ３ヒト化マウス（ヒトＣＤ３発現に対して
ホモ接合性のマウス、ＣＤ３ｈｕ／ｈｕ）、および系統適合（７５％Ｃ５７ＢＬ、２５％
１２９Ｓｖ）野生型（ＷＴ）マウスにおける薬物動態プロファイルを示す、抗ＣＤ３／抗
ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を含む。
【０１９５】
エピトープマッピングおよび関連技術
　本発明の抗原結合分子が結合するＣＤ３および／またはＭＵＣ１６上のエピトープは、
３つ以上（例えば、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９、２０またはそれより多数）のＣＤ３またはＭＵＣ１６タンパ
ク質のアミノ酸の単一連続配列からなってもよい。あるいは、エピトープは、ＣＤ３また
はＭＵＣ１６の複数の非連続アミノ酸（またはアミノ酸配列）からなっていてもよい。本
発明の抗体は、単一のＣＤ３鎖内に含まれるアミノ酸（例えば、ＣＤ３－イプシロン、Ｃ
Ｄ３－デルタ、またはＣＤ３－ガンマ）と相互作用し得るか、または２つ以上の異なるＣ
Ｄ３鎖上のアミノ酸と相互作用し得る。本発明で使用する場合、「エピトープ」という用
語は、パラトープとして既知の抗体分子の可変領域における特異的抗原結合部位と相互作
用する抗原決定基を指す。単一の抗原は２つ以上のエピトープを有してもよい。したがっ
て、異なる抗体は、抗原上の異なる領域へ結合し得、異なる生物学的効果を有し得る。エ
ピトープは、立体配座または線状のいずれでもよい。立体配座エピトープは、直鎖状ポリ
ペプチド鎖の異なるセグメントから空間的に並置されたアミノ酸によって産生される。直
鎖状エピトープは、ポリペプチド鎖中の隣接するアミノ酸残基によって産生されるもので
ある。特定の状況において、エピトープは、抗原上の糖類、ホスホリル基、またはスルホ
ニル基の部分を含み得る。
【０１９６】
　当業者に既知の種々の技術を用いて、抗体の抗原結合ドメインがポリペプチドまたはタ
ンパク質内にある「１つ以上のアミノ酸と相互作用する」かどうかを判定することができ
る。例示的な技術としては、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌ
ａｎｅ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂ．，ＮＹ）に記載されている日常的なクロスブロッキングアッセイ、アラニ
ンスキャニング突然変異分析、ペプチドブロット分析（Ｒｅｉｎｅｋｅ，２００４，Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２４８：４４３－４６３）、およびペプチド切断分析が
挙げられる。加えて、エピトープ切除、エピトープ抽出、および抗原の化学修飾などの方
法を採用することができる（Ｔｏｍｅｒ，２０００，Ｐｒｏｔｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　９
：４８７－４９６）。抗体の抗原結合ドメインが相互作用するポリペプチド内のアミノ酸
を同定するために用いることができる別の方法は、質量分析によって検出される水素／重
水素交換である。一般的にいえば、水素／重水素交換法は、関心対象のタンパク質を重水
素標識した後、抗体を重水素標識タンパク質へ結合させることを包含する。次に、タンパ
ク質／抗体複合体を水に移して、抗体によって保護されている残基（重水素標識されたま
まである）を除く全ての残基で水素－重水素交換を生じさせる。抗体の解離後、標的タン
パク質をプロテアーゼ切断および質量分析へ供し、それにより、抗体が相互作用する特異
的アミノ酸に対応する重水素標識残基を明らかにする。例えば、Ｅｈｒｉｎｇ（１９９９
）Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２６７（２）：２５２－２５９、
Ｅｎｇｅｎ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：２５６Ａ－２
６５Ａを参照されたい。抗原／抗体複合体のＸ線結晶解析もまた、エピトープマッピング
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目的に使用してもよい。
【０１９７】
　本発明はさらに、本明細書に記載の特定の例示的な抗体のいずれかと同じエピトープ（
例えば、本明細書の表１に記載のアミノ酸配列のいずれかを含む抗体）に結合した抗ＭＵ
Ｃ１６抗体を含む。同様に、本発明はまた、ＭＵＣ１６への結合について、本明細書に記
載の特定の例示的な抗体のいずれかと競合する抗ＭＵＣ１６抗体（例えば、本明細書の表
１に記載のアミノ酸配列のいずれかを含む抗体）も含む。
【０１９８】
　本発明はまた、低いまたは検出不可能な結合または結合親和性でヒトＣＤ３および／ま
たはカニクイザルＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメインと、ヒトＭＵＣ１６
に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインとを含む二重特異性抗原結合分子を含み、第
１の抗原結合ドメインは、本明細書に記載の特定の例示的なＣＤ３特異的抗原結合ドメイ
ンのいずれかと同じＣＤ３上のエピトープに結合し、および／または第２の抗原結合ドメ
インは、本明細書に記載の特定の例示的なＭＵＣ１６特異的抗原結合ドメインのいずれか
と同じＭＵＣ１６上の同じエピトープに結合する。
【０１９９】
　同様に、本発明はまた、ヒトＣＤ３に特異的に結合する第１の抗原結合ドメイン、およ
びヒトＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインを含む二重特異性抗原結合
分子を含み、第１の抗原結合ドメインは、ＣＤ３への結合について、本明細書に記載の特
定の例示的なＣＤ３特異的抗原結合ドメインのいずれかと競合し、および／または第２の
抗原結合ドメインは、ＭＵＣ１６への結合について、本明細書に記載の特定の例示的なＭ
ＵＣ１６特異的抗原結合ドメインのいずれかと競合する。
【０２００】
　特定の抗原結合分子（例えば、抗体）またはその抗原結合ドメインが、本発明の参照抗
原結合分子と同じエピトープに結合するか、または結合するために本発明の参照抗原結合
分子と競合するかどうかは、当技術分野で既知の常法を用いて容易に判定できる。例えば
、試験抗体が本発明の参照二重特異性抗原結合分子と同じＭＵＣ１６（またはＣＤ３）上
のエピトープに結合するかどうかを決定するために、参照二重特異性分子は最初にＭＵＣ
１６タンパク質（またはＣＤ３タンパク質）に結合させた。次に、ＭＵＣ１６（またはＣ
Ｄ３）分子へ結合する試験抗体の能力を評価する。試験抗体が参照二重特異性抗原結合分
子と飽和結合後にＭＵＣ１６（またはＣＤ３）に結合することができる場合、試験抗体は
参照二重特異性抗原とは異なるＭＵＣ１６（またはＣＤ３）のエピトープに結合すると結
論付けることができる。その一方で、試験抗体が、参照二重特異性抗原結合分子に飽和結
合後にＭＵＣ１６（またはＣＤ３）分子へ結合できない場合、試験抗体は、本発明の参照
二重特異性抗原結合分子によって結合したエピトープと同じＭＵＣ１６（またはＣＤ３）
のエピトープへ結合してもよい。次に、試験抗体の結合の観察された欠失が、実際に、参
照二重特異性抗原結合分子と同じエピトープへの結合によるものであるか、それとも立体
遮断（または別の現象）が、観察された結合の欠失の原因であるのかを確認するために、
さらなる通例の実験（例えば、ペプチド変異および結合分析）を実施することができる。
この種の実験は、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、Ｂｉａｃｏｒｅ、フローサイトメトリー、または
当該技術分野で利用可能な任意の他の定量的っもしくは定性的な抗体結合アッセイを用い
て行うことができる。本発明の特定の実施形態によると、例えば、１倍、５倍、１０倍、
２０倍、または１００倍過剰量の一方の抗原結合タンパク質が、競合結合アッセイでの測
定で少なくとも５０％、しかし、好ましくは７５％、９０％、またはさらに９９％他方の
結合を阻害する場合、２つの抗原結合タンパク質は、同一（または重複）エピトープに結
合する。（例えば、Ｊｕｎｇｈａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１９９０
：５０：１４９５－１５０２を参照されたい）あるいは、一方の抗原結合タンパク質の結
合を低減または排除する抗原における本質的に全てのアミノ酸変異が、もう一方の結合を
低減または排除する場合、２つの抗原結合タンパク質は同じエピトープと結合するとみな
される。一方の抗原結合タンパク質の結合を減少または排除するアミノ酸変異のサブセッ
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トのみが他方の結合を減少または排除する場合、２つの抗原結合タンパク質は「重複エピ
トープ」を有するとみなされる。
【０２０１】
　抗体またはその抗原結合ドメインが、結合について、参照抗原結合分子と競合するかど
うかを決定するために、上述の結合方法を２つの方向性で実施する。第１の方向性おいて
、参照抗原結合分子を飽和条件下でＭＵＣ１６タンパク質（またはＣＤ３タンパク質）へ
結合させた後、ＭＵＣ１６（またはＣＤ３）分子への試験抗体の結合を評価する。第２の
方向性において、試験抗体を飽和条件下でＭＵＣ１６（またはＣＤ３）分子に結合させた
後、参照抗原結合分子のＭＵＣ１６（またはＣＤ３）分子への結合を評価する。両方向に
おいて、第１の（飽和）抗原結合分子のみがＭＵＣ１６（またはＣＤ３）分子に結合する
ことができる場合、試験抗体および参照抗原結合分子は、ＭＵＣ１６（またはＣＤ３）へ
の結合について、競合すると結論される。当業者によって認識されるように、参照抗原結
合分子との結合について競合する抗体は、必ずしも参照抗体と同一のエピトープへ結合す
るわけではないが、重複しているまたは隣接しているエピトープに結合することによって
、参照抗体の結合を立体的に遮断し得る。
【０２０２】
抗原結合ドメインの調製と二重特異性分子の構築
　特定の抗原に特異的な抗原結合ドメインは、当技術分野で既知の任意の抗体産生技術に
よって調製することができる。いったん得られれば、２つの異なる抗原（例えばＣＤ３お
よびＭＵＣ１６）に特異的な２つの異なる抗原結合ドメインを互いに適切に配置して、常
法を用いて本発明の二重特異性抗原結合分子を産生することができる。（本発明の二重特
異性抗原結合分子を構築するために使用できる例示的な二重特異性抗体フォーマットの考
察は、本明細書の他所に提供される）。特定の実施形態において、本発明の多重特異性抗
原結合分子の１つ以上の個々の構成要素（例えば、重鎖および軽鎖）は、キメラ抗体、ヒ
ト化抗体または完全ヒト型抗体に由来する。そのような抗体を作製するための方法は当技
術分野において周知である。例えば、本発明の二重特異性抗原結合分子の１つ以上の重鎖
および／または軽鎖は、ＶＥＬＯＣＩＭＭＵＮＥ（商標）技術を用いて調製することがで
きる。ＶＥＬＯＣＩＭＭＵＮＥ（商標）技術（または任意の他のヒト抗体産生技術）を使
用して、特定の抗原（例えば、ＣＤ３またはＭＵＣ１６）に対する高親和性キメラ抗体が
、ヒト可変領域およびマウス定常領域を有して最初に単離される。抗体を、親和性、選択
性、エピトープなどを含む望ましい特徴について特徴付けし選択する。マウス定常領域は
、所望のヒト定常領域と置換されて、本発明の二重特異性抗原結合分子に組み込まれ得る
完全ヒト型重鎖および／または軽鎖を産生する。
【０２０３】
　遺伝子操作された動物は、ヒト二重特異性抗原結合分子を作製するために使用し得る。
例えば、内因性マウス免疫グロブリン軽鎖可変配列を再編成および発現することができな
い、遺伝子改変マウスを使うことができ、マウスは、内在性マウスカッパ遺伝子座のマウ
スカッパ定常遺伝子に作動可能に連結されているヒト免疫グロブリン配列によってコード
される１つまたは２つのヒト軽鎖可変ドメインのみを発現する。そのような遺伝子改変マ
ウスを使用して、２つの異なるヒト軽鎖可変領域遺伝子セグメントのうちの１つに由来す
る可変ドメインを含む同一の軽鎖と会合する２つの異なる重鎖を含む完全ヒト型二重特異
性抗原結合分子を産生することできる。（例えば、ＵＳ２０１１／０１９５４５４を参照
されたい）。完全ヒト型とは、抗体またはその抗原結合断片もしくは免疫グロブリンドメ
インの各ポリペプチドの全長にわたるヒト配列に由来するＤＮＡによってコードされるア
ミノ酸配列を含む、抗体、またはその抗原結合断片もしくは免疫グロブリンドメインを指
す。いくつかの例において、完全ヒト型配列は、ヒトに対して内因性のタンパク質に由来
する。他の例において、完全ヒト型タンパク質またはタンパク質配列は、各成分配列がヒ
ト配列に由来するキメラ配列を含む。いずれの理論にも縛られないが、キメラタンパク質
またはキメラ配列は、一般に、例えば任意の野生型ヒト免疫グロブリン領域またはドメイ
ンと比較して、成分配列の接合部における免疫原性エピトープの生成を最小にするように
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設計される。
【０２０４】
生物学的等価物
　本発明は、本明細書に開示の例示的な分子のものとは異なるが、ＣＤ３および／または
ＭＵＣ１６に結合する能力を保持するアミノ酸配列を有する抗原結合分子を包含する。こ
のような変異体抗体は、親配列と比較してアミノ酸の１つ以上の付加、欠失、または置換
を含むが、説明された二重特異性抗原結合分子の生物学的活性とは本質的に等価である生
物学的活性を呈する。
【０２０５】
　本発明は、本明細書に記載の例示的な抗原結合分子のいずれかと生物学的に等価な抗原
結合分子を含む。２つの抗原結合タンパク質または抗体は、例えば、それらが類似の実験
条件下で単回用量または複数回用量のいずれかで同じモル用量で投与された場合に、吸収
速度および吸収の程度が有意差を示さない医薬的等価物または医薬的選択肢である場合、
生物学的等価物とみなされる。これらの吸収の程度は等価であるが吸収速度は等価ではな
く、吸収速度におけるこのような差が意図的、かつ標識に反映されているので生物学的に
等価とみなされ得る場合、いくつかの抗原結合タンパク質は、等価物または薬学的選択肢
とみなされることになっており、例えば長期使用に及ぼす有効な身体薬剤濃度の達成に必
須ではなく、試験した特定の薬剤製品にとって医学的に有意ではないとみなされる。
【０２０６】
　一実施形態において、２つの抗原結合タンパク質は、これらの安全性、純度、または効
力において臨床的に有意性のある差がない場合、生物学的に等価である。
【０２０７】
一実施形態において、免疫原性の臨床的に有意な変化、または有効性の減退を含む有害作
用のリスクにおいて予想される上昇を伴わずに、患者が参照製品と生物製品の間で１回以
上切り替えることができる場合、２つの抗原結合タンパク質は、そのような切り替えなし
で継続される療法と比較して、生物学的に等価である。
【０２０８】
　一実施形態において、２つの抗原結合タンパク質は、これらが両方とも、条件または使
用条件についての共通の機序または作用機序によって、このような機序が既知である程度
まで作用する場合、生物学的に等価である。
【０２０９】
　生物学的等価性は、インビボおよびインビトロの方法によって実証され得る。生物学的
等価性測定法には、例えば、（ａ）抗体またはその代謝産物の濃度が血液、血漿、血清ま
たは他の生物学的流体中で時間の関数として測定される、ヒトまたは他の哺乳類における
インビボでの試験、（ｂ）ヒト生物学的利用能データと相関した、このデータを合理的に
予測しているインビトロ試験、（ｃ）抗体（またはその標的）の適切な急性薬理学的効果
が時間の関数として測定されるヒトまたは他の哺乳類におけるインビボ試験、および（ｄ
）抗原結合タンパク質の安全性、効能、または生物学的利用能もしくは生物学的等価性を
確立する、十分に管理された臨床試験が含まれる。
【０２１０】
　本明細書に示す例示的な二重特異性抗原結合分子の生物学的に等価な変異体は、例えば
、残基もしくは配列の種々の置換を生じること、または生物活性に必要とされない末端も
しくは内部の残基もしくは配列を欠失することによって構築され得る。例えば、生物学的
活性にとって必須ではないシステイン残基は、再生の際の不必要または不正確な分子内ジ
スルフィド架橋の形成を防止するために、欠失または他のアミノ酸で置換することができ
る。他の文脈において、生物学的等価な抗原結合タンパク質は、分子のグリコシル化特性
を修飾するアミノ酸変化、例えばグリコシル化を排除または除去する変異を含む、本明細
書に記載の例示的な二重特異性抗原結合分子の変異体を含み得る。
【０２１１】
種の選択性および種の交差反応性
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　本発明の特定の実施形態によると、ヒトＣＤ３に結合するが他の種由来のＣＤ３には結
合しない抗原結合分子が提供される。ヒトＭＵＣ１６に結合する抗原結合分子もまた提供
される。本発明はまた、ヒトＣＤ３および１つ以上の非ヒト種由来のＣＤ３に結合する抗
原結合分子、および／またはヒトＭＵＣ１６に結合する抗原結合分子を含む。
【０２１２】
　本発明の特定の例示的な実施形態によると、ヒトＣＤ３および／またはヒトＭＵＣ１６
に結合し、場合によってはマウス、ラット、モルモット、ハムスター、スナネズミ、ブタ
、ネコ、イヌ、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ウマ、ラクダ、カニクイザル、マーモセッ
ト、アカゲザルまたはチンパンジーＣＤ３および／またはＭＵＣ１６のうちの１つ以上に
結合または結合しない抗原結合分子が提供される。例えば、本発明の特定の例示的な実施
形態において、ヒトＣＤ３およびカニクイザルＣＤ３に結合する第１の抗原結合ドメイン
と、ヒトＭＵＣ１６に特異的に結合する第２の抗原結合ドメインとを含む、二重特異性抗
原結合分子を提供する。
【０２１３】
抗体－薬物複合体（ＡＤＣ）
　本発明は、細胞傷害性薬剤、化学療法剤、免疫抑制剤または放射性同位元素などの治療
用部分にコンジュゲートした抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片を含む抗体－薬物
複合体（ＡＤＣ）を提供する。一般論として、ＡＤＣは、Ａ－［Ｌ－Ｐ］ｙを含み、式中
、Ａは抗原結合分子、例えば抗ＭＵＣ１６抗体、またはその断片（例えば、表１に列挙さ
れたＨＣＤＲ３アミノ酸配列のいずれかから選択される少なくとも１つのＨＣＤＲ３を含
む断片）であり、Ｌはリンカーであり、Ｐはペイロードまたは治療部分（例えば、細胞傷
害性薬剤）であり、ｙは１～３０の整数である。様々な実施形態において、ＡＤＣは、表
１に記載の配列番号（例えば、配列番号２および１０）のアミノ酸配列を有するＨＣＶＲ
およびＬＣＶＲのＣＤＲ、または特異的ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ対（例えば、配列番号２／１
０）を含む抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片を含む。場合によっては、抗ＭＵＣ
１６抗体または断片は、表１に記載の配列番号（例えば、配列番号４－６－８－１２－１
４－１６）のアミノ酸配列を有するＣＤＲを含む。場合によっては、抗ＭＵＣ１６抗体ま
たは断片は、表１に記載の配列番号（例えば、配列番号２および１０）のアミノ酸配列、
または特異的なアミノ酸配列対（例えば、配列番号２／１０）を有するＨＣＶＲおよびＬ
ＣＶＲを含む。場合によっては、抗ＭＵＣ１６抗体は、配列番号１８９９の残基１３７９
１～１４４５１に対応するヒトＭＵＣ１６の５つの膜近位ＳＥＡドメインのうちの１つ以
上のヒトＭＵＣ１６に結合する、抗体または抗原結合断片である。場合によっては、抗Ｍ
ＵＣ１６抗体は、配列番号１８９９の残基１３８１０～１４４５１のヒトＭＵＣ１６に結
合する抗体または抗原結合断片である。場合によっては、抗ＭＵＣ１６は、ヒトＭＵＣ１
６のＳＥＡ１、ＳＥＡ２、ＳＥＡ３、ＳＥＡ４、ＳＥＡ５、ＳＥＡ６、ＳＥＡ７、ＳＥＡ
８、ＳＥＡ９、ＳＥＡ１０、ＳＥＡ１１、ＳＥＡ１２、ＳＥＡ１３、ＳＥＡ１４、ＳＥＡ
１５、またはＳＥＡ１６のうちのいずれか１つ以上に結合する、抗体または抗原結合断片
である。
【０２１４】
　細胞傷害性薬剤は、細胞の増殖、生存能力、または伝播に有害な任意の薬剤を含む。本
発明の抗原結合分子または抗体は、本明細書で「ペイロード」と呼ばれるこれらの細胞傷
害性薬剤を標的細胞に送達する。ＡＤＣを形成するための適切な細胞傷害剤および化学療
法剤の例は当該分野で公知である。
【０２１５】
　本発明のこの態様に従って抗ＭＵＣ１６抗体にコンジュゲートすることができる好適な
細胞障害性薬剤および化学療法剤の例としては、例えば、１－（２－クロロエチル）－１
，２－ジメタンスルホニルジヒドラジド、１，８－ジヒドロキシ－ビシクロ［７．３．１
］トリデカ－４，９－ジエン－２，６－ジイン－１３－オン、１－デヒドロテストステロ
ン、５－フルオロウラシル、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、９－アミノカン
プトテシン、アクチノマイシンＤ、アマニチン、アミノプテリン、アングイジン、アンス
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ンＥまたはモノメチルアウリスタチンＦ）、ブレオマイシン、ブスルファン、酪酸、カリ
ケアマイシン、カンプトセシン、カルミノマイシン、カルムスチン、セマドチン、シスプ
ラチン、コルチシン、コンブレタスタチン、シクロホスファミド、シタラビン、サイトカ
ラシンＢ、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デカルバジン、ジアセトキシペンチルド
キソルビシン、ジブロモマンニトール、ジヒドロキシアントラシンジオン、ジソラゾール
、ドラスタチン、ドキソルビシン、デュオカルマイシン、エキノマイシン、エリューテロ
ビン、エメチン、エポチロン、エスペラミシン、エストラムスチン、臭化エチジウム、エ
トポシド、フルオロウラシル、ゲルダナマイシン、グラミシジンＤ、グルココルチコイド
、イリノテカン、レプトマイシン、ロイロシン、リドカイン、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、
メイタンシノイド、メクロレタミン、メルファラン、ｍｅｒｃａｔｏｐｕｒｉｎｅｓ、メ
トプテリン、メトトレキサート、ミトラマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、
Ｎ８－アセチルスペルミジン、ポドフィロトキシン、プロカイン、プロプラノロール、プ
テリジン、ピューロマイシン、リゾキシン、ストレプトゾトシン、タルトソマイシン、タ
キソール、テノポシド、テトラカイン、チオエパクロラムブシル、トマイマイシン、トポ
テカン、ツブリシン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン、ビノレルビン、お
よび前述のいずれかの誘導体が挙げられる。
【０２１６】
　特定の実施形態によると、抗ＭＵＣ１６抗体にコンジュゲートする細胞傷害性薬剤は、
モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）またはモノメチルアウリスタチンＦ（ＭＭＡＦ
）などのアウリスタチン、ＴＵＢ－ＯＨまたはＴＵＢ－ＯＭＯＭなどのツブリシン、トマ
イマイシン誘導体、ドラスタチン誘導体、またはＤＭ１もしくはＤＭ４のようなメイタン
シノイドである。いくつかの実施形態において、細胞傷害性薬剤は、式（Ｉ）の化合物の
立体異性体を含む、式（Ｉ）の構造を有するメイタンシノイドである。
【化１１】

式中、Ａはアリーレンまたはヘテロアリーレンである。
【０２１７】
　いくつかの実施形態において、Ａは、置換されていてもよいベンゼン、ピリジン、ナフ
タレン、またはキノロンの二価の基である。
【０２１８】
　いくつかの実施形態において、Ａはアリーレンである。
【０２１９】
　いくつかの実施形態において、Ａは、
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であり、
式中、
　Ｒ１は、各出現時に独立して、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、アルカ
リール、アラルキル、ハロ、ヘテロアリール、ヘテロシクロアルキル、ヒドロキシル、シ
アノ、ニトロ、
【化１３】

またはアジドであり、
　　式中、ＲＡはアルキルまたはヘテロアルキルであり、
　ｎは０～４の整数であり、
　ｍは０～３の整数であり、
　ｐは０～６の整数であり、
　ｑは０～５の整数である。
【０２２０】
　いくつかの実施形態において、式Ｉの化合物は、
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【化１４】
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【化１５】
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【化１６】

からなる群から選択される。
【０２２１】
一実施形態において、式（Ｉ）の化合物は、
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【化１７】

である。
【０２２２】
　いくつかの実施形態において、式（Ｉ）のメイタンシノイドは、以下の式（ＩＡ）に示
すように、リンカーを介して抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片にコンジュゲート
する。

【化１８】

　式中、
　　Ａは、式（Ｉ）に関連して上述したように、アリーレンまたはヘテロアリーレンであ
り、
　　Ｌはリンカーであり、
　　ＢＡは抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片であり、
　　ｋは１～３０の整数である。
【０２２３】
　様々な実施形態において、Ｌは次式であり、
【化１９】

　式中、
　　ＳＰはスペーサーであり、

【化２０】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への１つ以上の結合であり、
　　ＡＡ１はアミノ酸であり、
　　ＡＡ２はアミノ酸である。
【０２２４】
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　いくつかの実施形態において、ＡＡ１－ＡＡ２は、バリン－シトルリン、シトルリン－
バリン、リジン－フェニルアラニン、フェニルアラニン－リジン、バリン－アスパラギン
、アスパラギン－バリン、スレオニン－アスパラギン、アスパラギン－スレオニン、セリ
ン－アスパラギン、アスパラギン－セリン、フェニルアラニン－アスパラギン、アスパラ
ギン－フェニルアラニン、ロイシン－アスパラギン、アスパラギン－ロイシン、イソロイ
シン－アスパラギン、アスパラギン－イソロイシン、グリシン－アスパラギン、アスパラ
ギン－グリシン、グルタミン酸－アスパラギン、アスパラギン－グルタミン酸、シトルリ
ン－アスパラギン、アスパラギン－シトルリン、アラニン－アスパラギン、またはアスパ
ラギン－アラニンである。
【０２２５】
　いくつかの実施形態において、ＳＰは、
【化２１】

であり、
　式中、
【化２２】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合であり、
　　ｂは２～８の整数である。
他の実施形態では、Ｌは、
【化２３】

であり、
　式中、
【化２４】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合であり、
　　ｂは２～８の整数である。
【０２２６】
　一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に結合するリンカーを
含む式（ＩＡ）の化合物は、次式であり、
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【化２５】

　式中、
【化２６】

は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。場合によっては、この部分は「化合
物１０」と呼ばれる。
【０２２７】
　一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に結合するリンカーを
含む式（ＩＡ）の化合物は、次式であり、
【化２７】

　式中、
【化２８】

は抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。場合によっては、この部分は「化合
物６０」と呼ばれる。
【０２２８】
　いくつかの実施形態において、細胞傷害性薬剤は、式（ＩＩ）の化合物の立体異性体を
含む、式（ＩＩ）の構造を有するメイタンシノイドであり、
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式中、
　Ａ３ａは、アミノ酸、２－２０個のアミノ酸を有するペプチド、アルキル、アルキニル
、アルケニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクリル、－ＣＲ５

Ｒ６－、－Ｏ－、－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｃ
（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｃ（＝Ｏ）－（ＣＨｘ）ｐ１－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－（ＣＨｘ）ｐ１

－、－（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝Ｏ）－、－（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－（Ｏ－
（ＣＨ２）ｐ２－）ｐ３－、－（（ＣＨ２）ｐ２－Ｏ－）ｐ３－、－Ｃ（＝Ｓ）－、－Ｃ
（＝Ｓ）－Ｓ－、－Ｃ（＝Ｓ）－ＮＨ－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－Ｓ－
、－Ｓ－、－ＳＯ－、－ＳＯ２－、－ＮＲ４－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ８）
－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）Ｏ－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（
Ｒ４）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－、または－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－ＮＲ４

－であり、アルキル、アルキニル、アルケニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロアリ
ール、およびヘテロシクリルは置換されていてもよく、
　ｐ１、ｐ２、およびｐ３は、それぞれ独立して０、または１～１００の整数であり、
　ｘは０、１または２であり、
　Ｒ４、Ｒ５、Ｒ６、およびＲ８は、それぞれ独立してＨ、または置換もしくは非置換の
アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロアリール、またはヘテロシクリル
であり、
　Ｒ４ａは、置換または非置換のアルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロ
アリール、またはヘテロシクリルである。
【０２２９】
　いくつかの実施形態において、式（ＩＩ）の化合物は、



(59) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40

【化３０】

からなる群から選択される。
【０２３０】
　一実施形態において、式（ＩＩ）の化合物は、
【化３１】

である。
【０２３１】
　いくつかの実施形態において、式（ＩＩ）のメイタンシノイドは、以下の式（ＩＩＡ）
に示すように、リンカーを介して抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片にコンジュゲ
ートする。
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【化３２】

　式中、
　　ＢＡは抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片であり、
　　ａは１～３０の整数であり、
　　Ｚ２は、以下の構造式－Ｚ２Ａ－Ｚ２Ｂ－Ｚ２Ｃ－Ｚ２Ｄによって表され、式中、Ｚ

２Ａ、Ｚ２Ｂ、Ｚ２Ｃ、およびＺ２Ｄは、それぞれ独立して不在であるか、アミノ酸、２
～２０個のアミノ酸を有するペプチド、アルキル、アルキニル、アルケニル、シクロアル
キル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクリル、－ＣＲ５Ｒ６－、－Ｏ－、－Ｃ（＝
Ｏ）－、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｃ（＝
Ｏ）－（ＣＨｘ）ｐ１、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－（ＣＨｘ）ｐ１、－（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝
Ｏ）－、－（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－（Ｏ－（ＣＨ２）ｐ２－）ｐ３－、－
（（ＣＨ２）ｐ２－Ｏ－）ｐ３－、－Ｃ（＝Ｓ）－、－Ｃ（＝Ｓ）－Ｓ－、－Ｃ（＝Ｓ）
－ＮＨ－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－Ｓ－、－Ｓ－、－ＳＯ－、－ＳＯ２

－、－ＮＲ４－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ８）－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）
Ｏ－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（
Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ４）、－Ｏ－Ｃ（＝Ｓ）－Ｎ（Ｒ４）
－、－Ｃ（＝Ｓ）－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｎ＝Ｃ＝Ｓ、－Ｎ＝Ｃ＝Ｏ、
【化３３】

であり、
　　Ａは天然もしくは非天然アミノ酸、または２～２０個のアミノ酸を含むペプチドであ
り、
　　Ｗは、－Ｏ－、－Ｓ－、－ＣＲ５Ｒ６－、－ＮＲ４－であり、
　　Ｘはアリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、またはヘテロシクリルであり、ア
リール、ヘテロアリール、シクロアルキル、およびヘテロシクリルは置換されていてもよ
く、
　　式中、Ａ１、Ａ３、およびＲ１は、それぞれ独立して、アミノ酸、２－２０個のアミ
ノ酸を有するペプチド、アルキル、アルキニル、アルケニル、シクロアルキル、アリール
、ヘテロアリール、ヘテロシクリル、－ＣＲ５Ｒ６－、－Ｏ－、－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｏ－
Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－Ｃ（＝Ｏ）－（ＣＨｘ

）ｐ１－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－（ＣＨｘ）ｐ１－、－（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝Ｏ）－、－
（ＣＨｘ）ｐ１－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－、－（Ｏ－（ＣＨ２）ｐ２－）ｐ３－、－（（ＣＨ２
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）ｐ２－Ｏ－）ｐ３－、－Ｃ（＝Ｓ）－、－Ｃ（＝Ｓ）－Ｓ－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－、－
Ｃ（＝Ｓ）－ＮＨ－、－Ｓ－Ｃ（＝Ｓ）－Ｓ－、－Ｓ－、－ＳＯ－、－ＳＯ２－、－ＮＲ

４－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ８）－、－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）Ｏ－、－Ｎ
（Ｒ４）－Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｎ（Ｒ４）－Ｃ
（＝Ｏ）－、または－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）－ＮＲ４－であり、アルキル、アルキニル、アルケ
ニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロアリール、およびヘテロシクリルは置換されて
いてもよく、
　　Ｒ１７は、Ｏ、Ｓ、ＮＲ１８、およびＣＲ５Ｒ６からなる群から選択され、
　　Ｒ１８は、Ｈ、アルキル、アルキニル、アルケニル、シクロアルキル、アリール、ヘ
テロアリール、ヘテロシクリル、およびアシルからなる群から選択され、アルキル、アル
キニル、アルケニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロアリール、ヘテロシクリル、お
よびアシルは置換されていてもよく、
　　Ｒ４、Ｒ５、Ｒ６、およびＲ８は、それぞれ独立してＨ、または置換もしくは非置換
のアルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテロアリール、またはヘテロシクリ
ルであり、
　　Ｒ４ａは、置換または非置換のアルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、ヘテ
ロアリール、またはヘテロシクリルであり、
　　ｐ１、ｐ２、およびｐ３は、それぞれ独立して０、または１～１００の整数であり、
　　ｘは０、１または２である。
【０２３２】
　式（ＩＩＡ）のいくつかの実施形態において、Ａは、バリン－シトルリン、シトルリン
－バリン、リジン－フェニルアラニン、フェニルアラニン－リジン、バリン－アスパラギ
ン、アスパラギン－バリン、スレオニン－アスパラギン、アスパラギン－スレオニン、セ
リン－アスパラギン、アスパラギン－セリン、フェニルアラニン－アスパラギン、アスパ
ラギン－フェニルアラニン、ロイシン－アスパラギン、アスパラギン－ロイシン、イソロ
イシン－アスパラギン、アスパラギン－イソロイシン、グリシン－アスパラギン、アスパ
ラギン－グリシン、グルタミン酸－アスパラギン、アスパラギン－グルタミン酸、シトル
リン－アスパラギン、アスパラギン－シトルリン、アラニン－アスパラギン、およびアス
パラギン－アラニンからなる群から選択されるペプチドである。
【０２３３】
　一実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体またはその抗原結合断片に結合する式（ＩＩＡ
）の化合物は、次式であり、
【化３４】

　式中、
【化３５】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。場合によっては、この部分は「化
合物７」と呼ばれる。
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【０２３４】
　いくつかの実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片にコンジュゲートする
細胞傷害性薬剤は、ＤＭ１の純粋な、または実質的に純粋なジアステレオマーであり、
【化３６】

ｙは１～０の整数である。
【０２３５】
　別の実施形態において、ＡＤＣは「Ａ－［Ｌ－Ｐ］ｙ」構造を含み、式中、Ａは抗ＭＵ
Ｃ１６抗体またはその抗原結合断片であり、［Ｌ－Ｐ］は、
【化３７】

　それらの混合物であり、
　式中、ｙは１～３０の整数であり、

【化３８】

は、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片への結合である。
【０２３６】
　他のメイタンシノイド誘導体は、ＷＯ２０１４／１４５０９０、ＷＯ２０１６／１６０
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６１５、およびＷＯ２０１５／０３１３９６に論じられており、それぞれその全体が参照
により本明細書に組み入れられる。
【０２３７】
　いくつかの実施形態において、抗ＭＵＣ１６抗体またはその断片にコンジュゲートする
細胞傷害性薬剤は、ＭＭＡＥまたはＭＭＡＦである。
【０２３８】
　当技術分野において既知の他の細胞傷害性薬剤が本発明の範囲内で企図され、例えば、
リシン、Ｃ．ディフィシル毒素、シュードモナス外毒素、ジフテリア毒素、ボツリヌス毒
素、ブリオジン、サポリン、ヤマゴボウ毒素（すなわち、フィトラカトキシンおよびフィ
トラクゲゲニン）、ならびにＳａｐｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．＆Ｔｈｅ
ｒａｐｅｕｔｉｃｓ，２０１３，１３８：４５２－４６９に記載のものなどのタンパク質
毒素を含む。
【０２３９】
　細胞傷害性薬剤（「ペイロード」）は、ペイロード化合物をタンパク質分子（すなわち
抗体）に共有結合する化学リンカーを介して、本発明の抗ＭＵＣ１６抗原結合分子または
抗体につながれ得る。特異的リンカーの例示的な実施形態は上述した。より一般的には、
本明細書で使用される場合、用語「リンカー」は、結合剤（例えば、抗体またはその抗原
結合断片）を本明細書に記載のペイロード化合物と連結、接続、または結合する任意の二
価基または部分を指す。一般に、本明細書に記載の抗体複合体に適した結合剤リンカーは
、抗体の循環半減期を利用するのに十分安定であり、同時に、抗原媒介による複合体の内
在化後にそのペイロードを放出することができるものである。リンカーは切断可能または
切断不可能であり得る。切断可能なリンカーは、内在化に続く細胞内代謝、例えば加水分
解、還元、または酵素反応による切断によって切断されるリンカーである。切断不可能な
リンカーは、内在化後の抗体のリソソーム分解を介して結合ペイロードを放出するリンカ
ーである。適切なリンカーとしては、酸不安定リンカー、加水分解不安定リンカー、酵素
的に切断可能なリンカー、還元不安定的リンカー、自己犠牲的リンカー、および非切断可
能リンカーが挙げられるが、これらに限定されない。適切なリンカーとしては、ペプチド
、グルクロニド、スクシンイミド－チオエーテル、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）単
位、ヒドラゾン、ｍａｌ－カプロイル単位、ジペプチド単位、バリン－シトルリン単位、
およびパラ－アミノベンジル（ＰＡＢ）単位であるかまたはそれらを含むものも挙げられ
るが、それらに限定されない。場合によっては、リンカーは、リジン残基もしくはシステ
イン残基を介して（例えば、抗体もしくは断片のジスルフィド基の開裂を介して、または
抗体もしくは断片に組み込まれたシステイン残基を介して）、抗体または抗原結合断片に
結合することができる。場合によっては、リンカーは、トランスグルタミナーゼ媒介結合
を介して誘導されるものを含む、グルタミン残基を介して抗体または断片に結合すること
ができる。
【０２４０】
　本発明の文脈において使用できる例示的なリンカーとしては、例えば、ＭＣ（６－マレ
イミドカプロイル）、ＭＣＣ（マレイミドメチルシクロヘキサン－１－カルボキシレート
）、ＭＰ（マレイミドプロパノイル）、ｖａｌ－ｃｉｔ（バリン－シトルリン）、ｖａｌ
－ａｌａ（バリン－アラニン）、ａｌａ－ｐｈｅ（アラニン－フェニルアラニン）、ｐｈ
ｅ－ｌｙｓ（フェニルアラニン－リジン）、プロテアーゼ切断可能なリンカーのジペプチ
ド部位、ＰＡＢ（ｐ－アミノベンジルオキシカルボニル）、ＳＰＰ（Ｎ－スクシンイミジ
ル４－（２－ピリジルチオ）ペンタノエート）、ＳＭＣＣ（Ｎ－スクシンイミジル４－（
Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１カルボキシレート）、ＳＩＡＢ（Ｎ－スクシ
ンイミジル（４－ヨード－アセチル）アミノベンゾエート）、ならびにそれらの変異体お
よび組み合わせを含むまたはからなるリンカーが挙げられる。本発明の文脈において使用
できるリンカーのさらなる例は、例えば、米国特許第７，７５４，６８１号およびＤｕｃ
ｒｙ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ．Ｃｈｅｍ．，２０１０，２１：５－１３、およびそこ
に引用される参考文献に開示され、その内容は参照によりその全体が本明細書に組み込ま
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れる。場合によっては、リンカーは、Ｊｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍ
ｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，２０：３４６５－３４６９、および
Ｗｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
，２０１６，２４：２６９７－２７０６に記載されているような自己犠牲スペーサーであ
るかまたはそれを含む。
【０２４１】
　ペイロードは、抗体または抗原結合分子内の特定のアミノ酸での結合を介して抗ＭＵＣ
１６抗体または抗原結合断片に連結され得る。本発明のこの態様の文脈において使用でき
る例示的なアミノ酸結合としては、例えば、リジン（例えば、米国特許第５，２０８，０
２０号、ＵＳ２０１０／０１２９３１４、Ｈｏｌｌａｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，２００８，１９：３５８－３６１、ＷＯ２００５／０８
９８０８、米国特許第５，７１４，５８６号、ＵＳ２０１３／０１０１５４６、およびＵ
Ｓ２０１２／０５８５５９２参照）、システイン（例えば、ＵＳ２００７／０２５８９８
７、ＷＯ２０１３／０５５９９３、ＷＯ２０１３／０５５９９０、ＷＯ２０１３／０５３
８７３、ＷＯ２０１３／０５３８７２、ＷＯ２０１１／１３０５９８、ＵＳ２０１３／０
１０１５４６、および米国特許第７，７５０，１１６号参照）、セレノシステイン（例え
ば、ＷＯ２００８／１２２０３９、およびＨｏｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，２００８，１０５：１２４５１－１２４５６参照）、
ホルミルグリシン（例えば、Ｃａｒｒｉｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏ
ｌ．，２００７，３：３２１－３２２；Ａｇａｒｗａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，２０１３，１１０：４６－５１，およびＲａｂｕｋ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，２０１２，１０：１０５２－１０６７
参照）、非天然アミノ酸（例えば、ＷＯ２０１３／０６８８７４、およびＷＯ２０１２／
１６６５５９）、ならびに酸性アミノ酸（例えば、ＷＯ２０１２／０５９８２参照）が挙
げられる。リンカーはまた、炭水化物への結合（例えば、ＵＳ２００８／０３０５４９７
、およびＲｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｏｏｄ　＆　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．，２００１，１３：１２７－１３０を参照されたい）およびジスルフィドリンカー
を介して抗原結合タンパク質にコンジュゲートされることもできる。（例えば、ＷＯ２０
１３／０８５９２５、ＷＯ２０１０／０１０３２４、ＷＯ２０１１／０１８６１１、およ
びＳｈａｕｎａｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，２００６，２：３１
２－３１３を参照されたい）。
【０２４２】
　薬物対抗体比（ＤＡＲ）は、抗体または抗原結合断片にコンジュゲートした薬物の平均
数であり、ＡＤＣの有効性、効力、および薬物動態に重要な影響を及ぼす。様々な実施形
態において、ＤＡＲは、抗体１個あたり１、２、３、４、５、６、７、または８個の薬物
分子である。いくつかの実施形態において、ＤＡＲは１～４である。特定の実施形態にお
いて、ＤＡＲは２～４である。場合によっては、ＤＡＲは２～３である。場合によっては
、ＤＡＲは３～４である。いくつかの実施形態において、ＤＡＲは１～１０、１～２０、
または１～３０（すなわち、抗体またはその抗原結合断片あたり１～３０の薬物分子）で
ある。
【０２４３】
治療用製剤および投与
　本発明は、本発明の抗原結合分子を含む薬学的組成物を提供する。本発明の薬学的組成
物は、適切な担体、賦形剤、および改善された移動、送達、耐性などをもたらす他の薬剤
と共に製剤化される。多くの適切な製剤は、製薬化学者全員に既知の処方集：Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡにおいて認めることができる。これ
らの製剤には、例えば、粉末、ペースト、軟膏、ゼリー、ワックス、油、ベシクル（ＬＩ
ＰＯＦＥＣＴＩＮ（商標）、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、
ＣＡなど）を含有する脂質（カチオン性またはアニオン性）、ＤＮＡ複合体、無水吸収ペ
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ースト、水中油エマルションおよび油中水エマルション、エマルションカーボワックス（
種々の分子量のポリエチレングリコール）、半固体ゲル、ならびにカーボワックスを含有
する半固体混合物が含まれる。Ｐｏｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．”Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏ
ｆ　ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ
”ＰＤＡ（１９９８）Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　５２：２３８－３１１
も参照されたい。
【０２４４】
　患者に投与される抗原結合分子の用量は、患者の年齢および大きさ、標的疾患、病態、
投与経路などに応じて変わり得る。好ましい用量は、典型的には体重または体表面積に従
って計算される。本発明の二重特異性抗原結合分子が成人患者の治療目的に使用される場
合、本発明の二重特異性抗原結合分子を通常約０．０１～約２０ｍｇ／ｋｇ体重の単回投
与で、より好ましくは約０．０２～約７、約０．０３～約５、または約０．０５～約３ｍ
ｇ／ｋｇ体重の単回投与で静脈内投与することが有利であり得る。容態の重症度に応じて
、治療の頻度および期間を調整することができる。二重特異性抗原結合分子を投与するた
めの有効投与量およびスケジュールは経験的に決定され、例えば、患者の経過を定期的な
評価によってモニターし、それに応じて用量を調整することができる。さらに、投与量の
種間スケーリングは、当技術分野において周知の方法を用いて実施することができる（例
えば、Ｍｏｒｄｅｎｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ．Ｒｅｓ．８
：１３５１）。
【０２４５】
　種々の送達系が既知であり、本発明の薬学的組成物を投与するために使用することがで
き、例えば、リポソーム、微粒子、マイクロカプセルにおける封入、変異ウイルスを発現
することのできる組換え細胞、受容体媒介性エンドサイトーシスである（例えば、Ｗｕ　
ｅｔ　ａｌ．１９８７）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２を参照さ
れたい）。導入方法には、皮内経路、経皮経路、筋肉内経路、腹腔内経路、静脈内経路、
皮下経路、鼻腔内経路、硬膜外経路および経口経路が含まれるが、これらに限定されない
。組成物は、例えば、注入もしくはボーラス注射による、上皮もしくは粘膜皮膚の裏打ち
（例えば、口腔粘膜、直腸および腸の粘膜など）を通じての吸収による任意の簡便な経路
によって投与され得、他の生物学的に活性のある薬剤と共に投与され得る。投与は全身ま
たは局所であり得る。
【０２４６】
本発明の薬学的組成物は、標準的な針および注射器を用いて皮下にまたは静脈内に送達す
ることができる。加えて、皮下送達に関して、ペン送達装置は、本発明の薬学的組成物を
送達する上での適用を容易に有する。このようなペン送達装置は、再利用可能または使い
捨て可能であり得る。再利用可能なペン送達装置は、概して、薬学的組成物を含有する交
換可能なカートリッジを使用する。いったん、カートリッジ内の薬学的組成物が全て投与
され、カートリッジが空になると、この空のカートリッジは容易に廃棄することができ、
薬学的組成物を含有する新しいカートリッジと容易に交換することができる。次に、ペン
送達装置は再利用することができる。使い捨てのペン送達装置において、交換可能なカー
トリッジはない。むしろ、使い捨てペン送達装置は、この装置内の貯蔵器の中に保持され
た薬学的組成物が事前に充填されている。いったん、貯蔵器が薬学的組成物に関して空に
なると、装置全体が廃棄される。
【０２４７】
　多数の再利用可能なペン送達装置および自動注射送達装置は、本発明の薬学的組成物の
皮下送達における応用を有する。例としては、ＡＵＴＯＰＥＮ（商標）（Ｏｗｅｎ　Ｍｕ
ｍｆｏｒｄ，Ｉｎｃ．，Ｗｏｏｄｓｔｏｃｋ，ＵＫ）、ＤＩＳＥＴＲＯＮＩＣ（商標）ｐ
ｅｎ（Ｄｉｓｅｔｒｏｎｉｃ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｂｅｒｇｄｏｒｆ，Ｓ
ｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）、ＨＵＭＡＬＯＧ　ＭＩＸ　７５／２５（商標）ｐｅｎ、ＨＵＭ
ＡＬＯＧ（商標）ｐｅｎ、ＨＵＭＡＬＩＮ　７０／３０（商標）ｐｅｎ（Ｅｌｉ　Ｌｉｌ
ｌｙ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）、ＮＯＶＯＰＥＮ（商標）Ｉ
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，ＩＩおよびＩＩＩ（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ，Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒ
ｋ）、ＮＯＶＯＰＥＮ　ＪＵＮＩＯＲ（商標）（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ，Ｃｏｐｅｎ
ｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）、ＢＤ（商標）ｐｅｎ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）、ＯＰＴＩＰＥＮ（商標）、ＯＰＴＩＰＥＮ
　ＰＲＯ（商標）、ＯＰＴＩＰＥＮ　ＳＴＡＲＬＥＴ（商標）、およびＯＰＴＩＣＬＩＫ
（商標）（ｓａｎｏｆｉ－ａｖｅｎｔｉｓ，Ｆｒａｎｋｆｕｒｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）が挙
げられるが、ほんの数種類のみ挙げており、これらに限定されない。本発明の薬学的組成
物の皮下送達での用途を有する使い捨てペン送達装置の例としては、ＳＯＬＯＳＴＡＲ（
商標）ｐｅｎ（Ｓａｎｏｆｉ－Ａｖｅｎｔｉｓ）、ＦＬＥＸＰＥＮ（商標）（Ｎｏｖｏ　
Ｎｏｒｄｉｓｋ）、およびＫＷＩＫＰＥＮ（商標）（Ｅｌｉ　Ｌｉｌｌｙ）、ＳＵＲＥＣ
ＬＩＣＫ（商標）自動注射器（Ａｍｇｅｎ，Ｔｈｏｕｓａｎｄ　Ｏａｋｓ，ＣＡ）、ＰＥ
ＮＬＥＴ（商標）（Ｈａｓｅｌｍｅｉｅｒ，Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、Ｅ
ＰＩＰＥＮ（Ｄｅｙ，Ｌ．Ｐ．）およびＨＵＭＩＲＡ（商標）ｐｅｎ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌ
ａｂｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ　ＩＬ）が挙げられるが、ほんの数種類のみ挙げており
、これらに限定されない。
【０２４８】
　特定の状況において、薬学的組成物は徐放系で送達することができる。一実施形態にお
いて、ポンプを使用することができる（Ｌａｎｇｅｒ，ｓｕｐｒａ；Ｓｅｆｔｏｎ，１９
８７，ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０１を参照されたい
。）他の実施形態において、ポリマー材料を使用することができる。Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，Ｌａｎｇｅｒ
　ａｎｄ　Ｗｉｓｅ　（ｅｄｓ．），１９７４，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔ
ｏｎ，Ｆｌｏｒｉｄａを参照されたい。さらに別の実施形態において、徐放系を組成物の
標的の近傍に配置することができ、それによって全身用量のほんの一部のみが必要となる
。（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，１９８４，ｉｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，ｓｕｐｒａ，ｖｏｌ．２，ｐｐ．
１１５－１３８を参照されたい）。他の徐放系は、Ｌａｎｇｅｒ，１９９０，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ２４９：１５２７－１５３３による総説で論じられている。
【０２４９】
　注射可能な調製物には、静脈内注射、皮下注射、皮内注射および筋肉内注射、点滴注入
などのための剤形が含まれ得る。これらの注射可能な調製物は、公的に既知の方法によっ
て調製され得る。例えば、注射可能な調製物は、例えば、注射用に従来どおり使用される
滅菌水性媒体または油性媒体中に上述の抗体またはその塩を溶解、懸濁または乳化させる
ことによって調製され得る。注射用水性媒体としては、例えば、生理食塩水、グルコース
含有等張液、および他の補助剤などがあり、これらは、アルコール（例えば、エタノール
）、ポリアルコール（例えば、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イ
オン性界面活性剤［例えば、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－５０（水素化ヒマシ油のポリ
オキシエチレン（５０モル）付加物）］などの適切な可溶化剤と組み合わせて使用してよ
い。油性媒体として、例えば、ゴマ油、ダイズ油などが使用され、ベンジルベンゾエート
、ベンジルアルコールなどの可溶化剤と組み合わせて使用してよい。このように調製され
た注射は、好ましくは適切なアンプルに充填される。
【０２５０】
　有利なことに、先に説明した経口または非経口での使用のための薬学的組成物は、有効
成分の用量に適合するのに適した単位用量の剤形へと調製される。このような単位用量の
剤形には、例えば、錠剤、ピル、カプセル、注射（アンプル）、坐薬などが含まれる。前
述の含有される抗体の量は概して、単位用量の剤形あたり約５～約５００ｍｇであり、特
に注射の形態では、前述の抗体は、約５～約１００ｍｇで、他の剤形については約１０～
約２５０ｍｇで含有されることが好ましい。
【０２５１】
抗原結合分子の治療的使用
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　本発明は、抗ＭＵＣ１６抗体もしくはその抗原結合断片、またはＣＤ３およびＭＵＣ１
６に特異的に結合する二重特異性抗原結合分子を含む治療用組成物を、それを必要とする
対象に投与することを含む方法を含む。治療用組成物は、本明細書に開示される抗体また
は二重特異性抗原結合分子のいずれかと薬学的に許容される担体または希釈剤とを含み得
る。本明細書で使用される場合、「それを必要とする対象」という表現は、癌の１つ以上
の症状または徴候を示すヒトまたは非ヒト動物（例えば、腫瘍を発現する対象または本明
細書で後述される癌のいずれかを患う対象）、あるいは、そうでなければＭＵＣ１６活性
の阻害もしくは減少またはＭＵＣ１６＋細胞（例えば、卵巣癌細胞）の枯渇から利益を得
る者を意味する。
【０２５２】
　本発明の抗体および二重特異性抗原結合分子（およびそれを含む治療用組成物）は、と
りわけ、免疫応答の刺激、活性化および／または標的化が有益である任意の疾患または障
害の治療に有用である。特に、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体または抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６
二重特異性抗原結合分子は、ＭＵＣ１６発現またはＭＵＣ１６＋細胞の活性もしくは増殖
に関連するかまたはそれによって媒介される任意の疾患または障害の治療、予防および／
または改善のために使用され得る。本発明の治療方法が達成される作用機序は、エフェク
ター細胞の存在下で、例えばＣＤＣ、アポトーシス、ＡＤＣＣ、食作用、またはこれらメ
カニズムの２つ以上の組み合わせによるＭＵＣ１６を発現する細胞の死滅を含む。本発明
の二重特異性抗原結合分子を用いて阻害または死滅させることができるＭＵＣ１６を発現
する細胞には、例えば卵巣癌細胞が含まれる。
【０２５３】
　本発明の抗原結合分子を使用して、例えば、卵巣癌、乳癌、膵臓癌、非小細胞肺癌、肝
内胆管癌－腫瘤形成型、子宮頸部腺癌、および胃腸腺癌などの癌を含む、ＭＵＣ１６発現
と関連する疾患または障害を治療することができる。本発明の特定の実施形態によると、
抗ＭＵＣ１６抗体または抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体は、卵巣癌に罹患してい
る患者を治療するのに有用である。本発明の他の関連実施形態によると、本明細書に開示
の抗ＭＵＣ１６抗体または抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を、卵巣癌に
罹患している患者に投与することを含む方法が提供される。腫瘍スキャニングなどの当技
術分野において公知の分析的／診断的方法を使用して、患者が卵巣腫瘍を抱えているかど
うかを確認することができる。
【０２５４】
　本発明はまた、対象における残存癌を治療するための方法も含む。本明細書で使用され
る場合、用語「残存癌」は、抗癌療法による治療後の対象における１つ以上の癌性細胞の
存在または持続を意味する。
【０２５５】
　特定の態様によると、本発明は、対象が前立腺癌であると判定された後、本明細書の他
所に記載の抗ＭＵＣ１６または二重特異性抗原結合分子のうちの１つ以上を対象に投与す
ることを含む、ＭＵＣ１６発現に関連する疾患または障害（例えば卵巣癌）の治療方法を
提供する。例えば、本発明は、対象がホルモン療法（例えば、抗アンドロゲン療法）を受
けた１日、２日、３日、４日、５日、６日、１週間、２週間、３週間、または４週間、２
ヶ月、４ヶ月、６ヶ月、８ヶ月、１年、またはそれ以上後に、抗ＭＵＣ１６抗体または抗
ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合分子を患者に投与することを含む卵巣癌の治療
方法を含む。
【０２５６】
併用療法と製剤
　本発明は、本明細書に記載の例示的な抗体および二重特異性抗原結合分子のいずれかを
含む薬学的組成物を１つ以上の追加の治療薬と組み合わせて投与することを含む方法を提
供する。本発明の抗原結合分子と組み合わせてまたは併用投与することができる例示的な
追加の治療薬には、例えば、ＥＧＦＲアンタゴニスト（例えば、抗ＥＧＦＲ抗体［例えば
、セツキシマブまたはパニツムマブ］またはＥＧＦＲの小分子阻害剤［例えば、ゲフィチ
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ニブまたはエルロチニブ］）、Ｈｅｒ２／ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、またはＥｒｂＢ４な
どの他のＥＧＦＲファミリーメンバーのアンタゴニスト（例えば抗ＥｒｂＢ２、抗Ｅｒｂ
Ｂ３、もしくは抗ＥｒｂＢ４抗体、またはＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、またはＥｒｂＢ４活
性の小分子阻害剤）、ＥＧＦＲｖＩＩＩのアンタゴニスト（例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩに
特異的に結合する抗体）、ｃＭＥＴアンタゴニスト（例えば、抗ｃＭＥＴ抗体）、ＩＧＦ
１Ｒアンタゴニスト（例えば、抗ＩＧＦ１Ｒ抗体）、Ｂ－ｒａｆ阻害剤（例えば、ベムラ
フェニブ、ソラフェニブ、ＧＤＣ－０８７９、ＰＬＸ－４７２０）、ＰＤＧＦＲ－α阻害
剤（例えば、抗ＰＤＧＦＲ－α抗体）、ＰＤＧＦＲ－β阻害剤（例えば、抗ＰＤＧＦＲ－
β抗体）、ＶＥＧＦアンタゴニスト（例えばＶＥＧＦトラップ、例えばＵＳ７，０８７，
４１１（本明細書では「ＶＥＧＦ阻害融合タンパク質」とも呼ばれる）を参照されたい）
、抗ＶＥＧＦ抗体（例えば、ベバシズマブ）、ＶＥＧＦ受容体の小分子キナーゼ阻害剤（
例えば、スニチニブ、ソラフェニブ、またはパゾパニブ））、ＤＬＬ４アンタゴニスト（
例えば、ＵＳ２００９／０１４２３５４に開示されている抗ＤＬＬ４抗体、例えばＲＥＧ
Ｎ４２１）、Ａｎｇ２アンタゴニスト（例えば、ＵＳ２０１１／００２７２８６に開示さ
れている抗Ａｎｇ２抗体、例えばＨ１Ｈ６８５Ｐ）、ＦＯＬＨ１（ＰＳＭＡ）アンタゴニ
スト、ＰＲＬＲアンタゴニスト（例えば抗ＰＲＬＲ抗体）、ＳＴＥＡＰ１またはＳＴＥＡ
Ｐ２アンタゴニスト（例えば抗ＳＴＥＡＰ１抗体または抗ＳＴＥＡＰ２抗体）、ＴＭＰＲ
ＳＳ２アンタゴニスト（例えば、抗ＴＭＰＲＳＳ２抗体）、ＭＳＬＮアンタゴニスト（例
えば、抗ＭＳＬＮ抗体）、ＣＡ９アンタゴニスト（例えば、抗ＣＡ９抗体）、ウロプラキ
ンアンタゴニスト（例えば、抗ウロプラキン抗体）など、が含まれる。本発明の抗原結合
分子と組み合わせて有益に投与され得る他の薬剤は、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、Ｉ
Ｌ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１
３、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８などのサイトカイン、またはそれらの受容体それぞれに結合
する、低分子サイトカイン阻害剤および抗体を含む、サイトカイン阻害剤を含む。本発明
の薬学的組成物（例えば、本明細書に開示の抗ＣＤ３／抗ＭＵＣ１６二重特異性抗原結合
分子を含む薬学的組成物）はまた、「ＩＣＥ」：イホスファミド（例えば、Ｉｆｅｘ（登
録商標））、カルボプラチン（例えば、Ｐａｒａｐｌａｔｉｎ（登録商標））、エトポシ
ド（例えば、Ｅｔｏｐｏｐｈｏｓ（登録商標）、Ｔｏｐｏｓａｒ（登録商標）、ＶｅＰｅ
ｓｉｄ（登録商標）、ＶＰ－１６）、「ＤＨＡＰ」：デキサメタゾン（例えば、Ｄｅｃａ
ｄｒｏｎ（登録商標））、シタラビン（例えば、Ｃｙｔｏｓａｒ－Ｕ（登録商標）、シト
シンアラビノシド、ａｒａ－Ｃ）、シスプラチン（例えば、Ｐｌａｔｉｎｏｌ（登録商標
）－ＡＱ）、および「ＥＳＨＡＰ」：エトポシド（例えば、Ｅｔｏｐｏｆｏｓ（登録商標
）、Ｔｏｐｏｓａｒ（登録商標）、ＶｅＰｅｓｉｄ（登録商標）、ＶＰ－１６）、メチル
プレドニゾロン（例えば、Ｍｅｄｒｏｌ（登録商標））、高用量シタラビン、シスプラチ
ン（例えば、Ｐｌａｔｉｎｏｌ（登録商標）－ＡＱ）から選択される１つ以上の治療用組
み合わせを含む治療計画の一部として投与され得る。
【０２５７】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合分子のいずれか、およびＶＥＧＦ、Ａｎｇ２
、ＤＬＬ４、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ｃＭ
ｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、Ｂ－ｒａｆ、ＰＤＧＦＲ－α、ＰＤＧＦＲ－β、ＦＯＬＨ１（ＰＳＭ
Ａ）、ＰＲＬＲ、ＳＴＥＡＰ１、ＳＴＥＡＰ２、ＴＭＰＲＳＳ２、ＭＳＬＮ、ＣＡ９、ウ
ロプラキンのうちの１つ以上の阻害剤、または前述のサイトカインのいずれかを含む治療
組み合わせを含み、その阻害剤は、アプタマー、アンチセンス分子、リボザイム、ｓｉＲ
ＮＡ、ペプチボディ、ナノボディもしくは抗体断片（例えば、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ'）

２断片、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ｓｃＦｖ、ｄＡｂ断片、またはダイアボディ、トリアボデ
ィ、テトラボディ、ミニボディ、および最小認識ユニット）である。本発明の抗原結合分
子は、抗ウイルス薬、抗生物質、鎮痛薬、コルチコステロイドおよび／またはＮＳＡＩＤ
と組み合わせて投与および／または同時製剤することもできる。本発明の抗原結合分子は
また、放射線治療および／または従来の化学療法も含む治療計画の一部として投与しても
よい。
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【０２５８】
　追加の治療活性成分は（複数可）、本発明の抗原結合分子の投与の直前、同時に、また
は直後に投与してもよい。（本開示の目的のために、このような投与計画は、追加の治療
活性成分と「組み合わせて」抗原結合分子を投与することとみなされる。
【０２５９】
　本発明には、本発明の抗原結合分子が、本明細書の他所に記載の追加の治療活性成分（
複数可）の１つ以上と同時製剤された薬学的組成物が含まれる。
【０２６０】
投与様式
　本発明の特定の実施形態によると、複数用量の抗原結合分子（例えば、ＭＵＣ１６およ
びＣＤ３に特異的に結合する抗ＭＵＣ１６抗体または二重特異性抗原結合分子）を所定の
期間にわたって対象に投与することができる。本発明のこの態様による方法は、本発明の
抗原結合分子の複数回用量を対象へ連続的に投与することを含む。本明細書で使用する場
合、「連続的に投与すること」は、抗原結合分子の各用量が、異なる時点、例えば、所定
の間隔（例えば、数時間、数日間、数週間または数か月間）によって分けられた異なる日
に対象へ投与されることを意味する。本発明には、抗原結合分子の単回の初回用量と、そ
れに続く抗原結合分子の１回以上の２次用量、次いで場合により抗原結合分子の１回以上
の３次用量を患者へ連続的に投与することを含む方法が含まれる。
【０２６１】
　「１次用量」、「２次用量」、および「３次用量」という用語は、本発明の抗原結合分
子の投与の時系列を指す。したがって、「１次用量」とは、治療様式の開始時に投与され
る用量（「ベースライン用量」とも呼ばれる）であり、「２次用量」とは、１次用量後に
投与される用量であり、「３次用量」とは、２次用量後に投与される用量である。１次用
量、２次用量、および３次用量は全て、同じ量の抗原結合分子を含有し得るが、概して、
投与頻度に関して互いに異なり得る。しかし、特定の実施形態において、１次用量、２次
用量および／または３次用量に含有される抗原結合分子の量は、治療経過の間、互いに異
なる（例えば、適宜上下に調整される）。ある特定の実施形態において、２回以上（例え
ば、２回、３回、４回、または５回）の用量が、「負荷用量」として治療様式の開始時に
投与された後、その後の用量が、それより低い頻度ベースで投与される（例えば、維持用
量」）。
【０２６２】
　本発明のある例示的な実施形態において、各２次用量および／または３次用量は、直前
の用量の１～２６（例えば、１、１と１／２、２、２と１／２、３、３と１／２、４、４
と１／２、５、５と１／２、６、６と１／２、７、７と１／２、８、８と１／２、９、９
と１／２、１０、１０と１／２、１１、１１と１／２、１２、１２と１／２、１３、１３
と１／２、１４、１４と１／２、１５、１５と１／２、１６、１６と１／２、１７、１７
と１／２、１８、１８と１／２、１９、１９と１／２、２０、２０と１／２、２１、２１
と１／２、２２、２２と１／２、２３、２３と１／２、２４、２４と１／２、２５、２５
と１／２、２６、２６と１／２、またはそれ以上）週間後に投与される。「直前の用量」
という句は、本明細書で使用する場合、一連の複数回投与において、抗原結合分子の用量
を意味し、これは、介入用量のない直後の用量の投与の前に患者へ投与される。
【０２６３】
　本発明のこの態様による方法は、抗原結合分子（例えば、ＭＵＣ１６およびＣＤ３に特
異的に結合する抗ＭＵＣ１６抗体または二重特異性抗原結合分子）の２次用量および／ま
たは３次用量の任意の回数を患者へ投与することを含んでよい。例えば、ある特定の実施
形態において、単回の２次用量のみが患者へ投与される。他の実施形態において、２回以
上（例えば、２，３、４、５、６、７、８回またはそれ以上）の２次用量が患者へ投与さ
れる。同様に、ある特定の実施形態において、単回の３次用量のみが患者へ投与される。
他の実施形態において、２回以上（例えば、２，３、４、５、６、７、８またはそれより
多数）の３次用量が患者へ投与される。
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【０２６４】
　複数の２次用量を含む実施形態において、各２次用量は他の２次用量と同じ頻度で投与
されてもよい。例えば、各２次用量は、直前の用量の１～２週間後に患者に投与されても
よい。同様に、複数の３次用量を含む実施形態において、各３次用量は他の３次用量と同
じ頻度で投与されてもよい。例えば、各３次用量は、直前の用量の２～４週間後に患者に
投与されてもよい。あるいは、２次用量および／または３次用量が患者へ投与される頻度
は、治療計画の経過にわたって変動し得る。投与頻度はまた、臨床検査後の個々の患者の
必要性に応じて、医師によって治療過程の間に調整され得る。
【０２６５】
抗体の診断上の使用
　本発明の抗ＭＵＣ１６抗体を使用して、例えば、診断目的のための生物学的サンプルな
どの、ＭＵＣ１６またはサンプル中のＭＵＣ１６発現細胞を検出および／または測定して
もよい。例えば、抗ＭＵＣ１６抗体、またはその断片を使用して、ＭＵＣ１６の異常な発
現（例えば、過剰発現、過少発現、発現欠如など）を特徴とする病態または疾患を診断し
てよい。ＭＵＣ１６についての例示的な診断アッセイは、例えば、患者から得られたサン
プルを本発明の抗ＭＵＣ１６抗体と接触させることを含んでよく、抗ＭＵＣ１６抗体は検
出可能な標識またはレポーター分子で標識されている。あるいは、標識されていない抗Ｍ
ＵＣ１６抗体は、それ自体が検出可能に標識された２次抗体との組み合わせで診断用途に
使用することができる。検出可能な標識またはレポーター分子は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ
、３５Ｓもしくは１２５Ｉなどの放射性同位体、フルオレセインイソチオシアナートもし
くはローダミンなどの蛍光部分もしくは化学発光部分、またはアルカリホスファターゼ、
β－ガラクトシダーゼ、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、もしくはルシフェラーゼなど
の酵素であり得る。本発明の抗ＭＵＣ１６抗体の別の例示的な診断用途は、８９Ｚｒ－デ
スフェリオキサミン標識などの、対象において腫瘍細胞の非侵襲的識別および追跡の目的
のための８９Ｚｒ－標識抗体（例えば、ポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）イメージング
）を含む。（例えば、Ｔａｖａｒｅ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０１６
　Ｊａｎ　１；７６（１）：７３－８２、およびＡｚａｄ，ＢＢ．ｅｔ　ａｌ．Ｏｎｃｏ
ｔａｒｇｅｔ．２０１６　Ｍａｒ　１５；７（１１）：１２３４４－５８）サンプル中の
ＭＵＣ１６を検出または測定するために使用することのできる特定の例示的アッセイには
、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍
光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）が含まれる。
【０２６６】
　本発明によるＭＵＣ１６診断アッセイにおいて使用することのできるサンプルには、正
常条件または病理学的条件下で、検出可能な量のＭＵＣ１６タンパク質またはその断片を
含有する、患者から得ることのできる任意の組織または体液サンプルが含まれる。一般に
、健常な患者（例えば、異常なＭＵＣ１６レベルまたは活性と関連した疾患または病態に
罹患していない患者）から得られた特定のサンプル中のＭＵＣ１６のレベルを測定し、Ｍ
ＵＣ１６のベースラインレベルまたは標準レベルをまず確立する。次いで、このＭＵＣ１
６のベースラインレベルを、ＭＵＣ１６に関連する疾患（例えば、ＭＵＣ１６発現細胞を
含む腫瘍）または病態を有することが疑われる個体から得られたサンプルにおいて測定さ
れたＭＵＣ１６のレベルと比較することができる。
組織または体液サンプルの例としては、血漿、血清、腹水、卵巣、子宮、子宮頸管、肝臓
、膀胱、膵臓、胃、小腸もしくは大腸、胆嚢、乳房、肺、腎臓、唾液、および涙腺、また
はその任意の類上皮悪性腫瘍が挙げられるが、これに限定されるものではない。組織また
は体液サンプルのさらなる例には、子宮頸部の漿液性乳癌、子宮内膜の腺癌、膀胱の明細
胞腺癌、精嚢癌、胃癌、結腸直腸腺癌および類上皮中皮腫が挙げられるが、これに限定さ
れるものではない。検出可能な量のＭＵＣ１６タンパク質またはその断片を含有する任意
の体液または組織サンプルが、本明細書に記載の検出方法に供され得ることが想定される
。記載された方法を使用して、悪性疾患の発症および進行をモニターし、あるいは正常状
態と疾患状態とを区別してもよい。したがって、記載された方法を使用して、卵巣癌、膀
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び胃腸管の腺癌を含む癌を検出またはモニターしてもよい。
【実施例】
【０２６７】
　以下の実施例は、本発明の方法および組成物をどのように作製および使用するかに関す
る完全な開示および説明を当業者に提供するために提示されており、本発明者らが本発明
とみなすことの範囲を制限するよう企図するものではない。使用される数値（例えば、量
、温度など）に関して正確性を確保するための努力はしたが、いくつかの実験上の誤差お
よび偏差が考慮されるべきである。別段の記載がない限り、部分は重量部分であり、分子
量は平均分子量であり、温度は摂氏度であり、圧力は大気圧またはそれに近い圧力である
。
【０２６８】
実施例１：抗ＭＵＣ１６抗体の産生
　抗ＭＵＣ１６抗体は、遺伝子改変マウスをヒトＭＵＣ１６抗原で免疫することによって
、またはヒト免疫グロブリン重鎖およびカッパ軽鎖可変領域をコードするＤＮＡを含む遺
伝子操作マウスをヒトＭＵＣ１６抗原で免疫することによって得た。
【０２６９】
　遺伝子改変マウスをｈＭＵＣ１６．ｎｕｂ（ムチン１６（配列番号１９０２）の最後の
５つのＳＥＡドメイン包含する切断型形態）で免疫し、またはＯＶＣＡＲ－３細胞などの
ｈＭＵＣ１６発現細胞株で免疫した。配列番号１９０２は、配列番号１８９９の残基１３
８１０～１４４５１、ならびにＣ末端タグを含む。免疫後、各マウスから脾細胞を採取し
て、（１）マウス骨髄腫細胞と融合してそれらの生存率を維持し、ハイブリドーマ細胞を
形成してＭＵＣ１６特異性についてスクリーニングし、または（２）反応性抗体（抗原陽
性Ｂ細胞）に結合して同定する選別試薬としてヒトＭＵＣ１６断片を用いて、Ｂ細胞を選
別した（ＵＳ２００７／０２８０９４５Ａ１に記載のとおり）。
【０２７０】
　ヒト可変領域およびマウス定常領域を有するＭＵＣ１６に対するキメラ抗体が最初に単
離された。抗体を、親和性、選択性などを含む望ましい特徴について特徴付けし選択する
。必要ならば、マウス定常領域を所望のヒト定常領域、例えば野生型または改変ＩｇＧ１
またはＩｇＧ４定常領域と置き換えて、完全ヒト型抗ＭＵＣ１６抗体を産生した。選択し
た定常領域は特異的用途に応じて変化し得るが、高親和性抗原結合特徴および標的特異性
特徴は可変領域に存在する。Ｈ１Ｈ８７５５ＰおよびＨ１Ｍ７１２９Ｎなどの抗体名表記
は、完全ヒト抗体「Ｈ１Ｈ」またはキメラヒト可変領域／マウス定常領域抗体「Ｈ１Ｍ」
を表す。ハイブリドーマ法によって同定された抗体は、「Ｎ」または「Ｎ２」で終わる抗
体ＩＤ番号で示される。Ｂ細胞選別法によって同定された抗体は、「Ｐ」または「Ｐ２」
で終わる抗体ＩＤ番号で示される。
【０２７１】
　本実施例の方法に従って産生された例示的な抗ＭＵＣ１６抗体の特定の生物学的特性を
、以下に示す実施例において詳細に説明する。
【０２７２】
抗ＭＵＣ１６抗体の重鎖および軽鎖可変領域アミノ酸配列および核酸配列
　表１は、選択された本発明の抗ＭＵＣ１６抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域なら
びにＣＤＲのアミノ酸配列識別子を示す。対応する核酸配列識別子を表２に示す。
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【表２】

【０２７３】
実施例２：抗ＭＵＣ１６抗体はＯＶＣＡＲ－３細胞株上で内因的に発現されたｈＭＵＣ１
６に特異的に結合する
　ヒト卵巣癌細胞株（ＯＶＣＡＲ－３）上に内因的に発現するＭＵＣ１６に特異的に結合
する抗ＭＵＣ１６抗体の能力を、電気化学発光ベースの検出アッセイ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａ
ｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　（ＭＳＤ），Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）によって評価した
。
簡潔に説明すると、ＯＶＣＡＲ－３、および検出可能なｈＭＵＣ１６発現を有さない対照
卵巣腺癌細胞株、ＳＫ－ＯＶ－３を、Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋を補充した１×ＰＢＳで（Ｉｒ
ｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｓａｎｔａ　Ａｎａ，ＣＡ）洗浄した後、無酵素細胞
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解離緩衝液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）中、３７℃で１０分間イ
ンキュベートした。次いで、剥離した細胞を、Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋を補充した１×ＰＢＳ
中で１回洗浄し、計数した（（Ｃｅｌｌｏｍｅｔｅｒ　Ａｕｔｏ　Ｔ４細胞計数器，Ｎｅ
ｘｃｅｌｏｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｌａｗｒｅｎｃｅ，ＭＡ）。約１．０x１０４個
の細胞をＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡＹ９６穴カーボン電極プレート（ＭＳＤ）に播種し、３７
℃で１時間インキュベートした。非特異的結合部位を、ＰＢＳ中の２％ＢＳＡ（ｗ／ｖ）
により室温で１時間遮断した。次に、抗ＭＵＣ１６または対照抗体（０．８５ρＭ～５０
ｎＭ）および無抗体緩衝液対照の段階希釈物をプレート結合細胞に添加し、室温（ＲＴ）
で１時間インキュベートした。次に、ＡｑｕａＭａｘ２０００プレート洗浄機（ＭＤＳ　
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を用い
て、プレートを洗浄し、未結合抗体を除去した。プレート結合抗体を、ＳＵＬＦＯ－ＴＡ
Ｇ（商標）結合型抗ヒトκ軽鎖抗体（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ）またはＳＵＬＦＯ－ＴＡＧ（
商標）結合型抗マウスＩｇＧ抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｗ
ｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）を用いて室温で１時間検出した。洗浄後、プレートを製造元
のプロトコルに従ってＲｅａｄ　Ｂｕｆｆｅｒ（ＭＳＤ）で発色させ、ＳＥＣＴＯＲ　Ｉ
ｍａｇｅｒ　６０００（ＭＳＤ）装置で発光シグナルを記録した。
【０２７４】
　２つの細胞株について、相対発光量（ＲＬＵ）で測定した発光強度を、各抗体の結合強
度を示すために記録した。抗ＭＵＣ１６抗体結合ＯＶＣＡＲ－３対ＳＫ－ＯＶ－３の１．
９ｎＭまたは１６．７ｎＭで検出されたシグナルの比を、特異性および結合の効力の指標
として報告した（表３）。
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【表３】

【０２７５】
　表３の結果が示すように、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体の大部分は、高い（１６．７ｎＭ
）および低い（１．９ｎＭ）抗体濃度の両方でＯＶＣＡＲ－３に特異的に結合した。ｍＩ
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はＳＫ－ＯＶ－３細胞株のいずれに対しても特異的結合を示さなかった。さらに、表面プ
ラズモン共鳴結合アッセイ（以下の実施例４を参照）で可溶性単量体ヒトＭＵＣ１６タン
パク質への結合を示さなかったいくつかの抗体が、この細胞ベースの結合アッセイで、Ｏ
ＶＣＡＲ－３細胞上で発現される内在性ヒトＭＵＣ１６への特異的結合を示したので、方
法は不安定であるという証拠が存在する。
【０２７６】
実施例３：卵巣細胞特異的（ＭＵＣ１６）およびＣＤ３に結合する二重特異性抗体の産生
　本発明は、ＣＤ３およびＭＵＣ１６に結合する二重特異性抗原結合分子を提供し、この
ような二重特異性抗原結合分子はまた、本明細書において「抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３また
は抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性分子」とも呼ばれる。抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特
異性分子の抗ＭＵＣ１６部分は、ＭＵＣ１６（ＣＡ－１２５としても知られる）を発現す
る腫瘍細胞を標的化するのに有用であり、二重特異性分子の抗ＣＤ３部分は、Ｔ細胞を活
性化するのに有用である。腫瘍細胞上のＭＵＣ１６およびＴ細胞上のＣＤ３の同時結合は
、活性化Ｔ細胞によって標的腫瘍細胞を直接死滅させる（細胞溶解）を促進する。
【０２７７】
　抗ＭＵＣ１６特異的結合ドメインおよび抗ＣＤ３特異的結合ドメインを含む二重特異性
抗体を、標準的な方法を用いて構築し、抗ＭＵＣ１６特異的結合ドメインおよび抗ＣＤ３
抗原結合ドメインがそれぞれ共通のＬＣＶＲと対をなす異なる別個のＨＣＶＲを含む。例
示された二重特異性抗体では、抗ＣＤ３抗体由来の重鎖、抗ＭＵＣ１６抗体由来の重鎖、
および抗ＭＵＣ１６抗体由来の共通軽鎖を利用して分子を構築した。他の例では、二重特
異性抗体は、抗ＣＤ３抗体由来の重鎖、抗ＭＵＣ１６抗体由来の重鎖、および抗ＣＤ３抗
体由来の軽鎖、または乱雑であって、あるいは様々な重鎖アームと効果的に対をなすこと
が知られている抗体軽鎖を利用して構築され得る。
以下の実施例に記載の二重特異性抗体は、ヒト可溶性ヘテロ二量体ｈＣＤ３３ε/δタン
パク質（本明細書の実施例１５に記載）およびヒトＭＵＣ１６（上記実施例１～２参照）
への様々な結合親和性を有する抗ＣＤ３結合アームからなる。２０１４年８月２８日に公
開された米国特許出願公開ＵＳ２０１４０２４３５０４Ａ１に記載の、Ｆｃドメイン（Ｂ
ＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１、－００２、－００３、および－００４）または改変（キ
メラ）ＩｇＧ４　Ｆｃドメイン（ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５）を有する例示的な二
重特異性抗体を製造した。
【０２７８】
　構築した様々な抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体の抗原結合ドメインの構成部分の
要約を表４に示す。
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【表４】

【０２７９】
　表４に挙げた軽鎖は、二重特異性抗体のＣＤ３およびＭＵＣ１６標的化アームの両方に
共通していた。表１および２は、本実施例の二重特異性抗体の抗ＭＵＣ１６アームの様々
な重鎖可変領域、およびそれらの対応するＣＤＲについて、アミノ酸識別子および核酸配
列識別子をそれぞれ示す。表２２および２３は、本実施例の二重特異性抗体の抗ＣＤ３ア
ームの様々な重鎖可変領域、およびそれらの対応するＣＤＲについて、アミノ酸識別子お
よび核酸配列識別子をそれぞれ示す。
【０２８０】
実施例４：ヒトモノクローナル抗ＭＵＣ１６単一特異性抗体および抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３
二重特異性抗体の表面プラズモン共鳴由来の結合親和性および速度定数
　ヒト抗ＭＵＣ１６抗体の結合親和性および速度定数をリアルタイム表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ；Ｂｉａｃｏｒｅ　４０００　ｏｒ　Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ－２００，ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，ＰＡ）によっ
て２５°Cで測定した。本実施例において試験された抗ＭＵＣ１６抗体は、ＭＵＣ１６に
対する二価の単一特異的結合（ｈＩｇＧ１（Ｈ１Ｈ）、ｍＩｇＧ１（Ｈ１Ｍ）、ｍＩｇＧ
２（Ｈ２Ｍ）、またはｍＩｇＧ３（Ｈ３Ｍ）定常領域）、または抗ＭＵＣ１６結合ドメイ
ンおよび抗CD3結合ドメインからなる二重特異性抗体であった。モノクローナル抗ヒトＦ
ｃ抗体（ＧＥ，＃ＢＲ－１００８－３９）またはモノクローナルヤギ抗マウスＦｃ抗体（
ＧＥ，＃ＢＲ－１００８－３８）とのアミンカップリングによって誘導体化された、ＣＭ
４またはＣＭ５　Ｂｉａｃｏｒｅセンサー表面（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上に抗体を捕捉した。ムチン－１６（ｈＭＵＣ１６．ｍｍｈ、また
はＭＵＣ１６「ｎｕｂ」、配列番号１９０２）の最後の５つのＳＥＡドメインを包含する
切断型形態の可溶性単量体ヒトＭＵＣ１６の様々な濃度を、流速５０μＬ／分（Ｂｉａｃ
ｏｒｅ　Ｔ－２００）または３０μＬ／分（Ｂｉａｃｏｒｅ　４０００）で、抗ＭＵＣ１
６抗体補足表面上に注入した。抗体－試薬会合を４分間モニターし、解離を６～１０分間
モニターした。全ての結合試験はＨＢＳ－ＥＴ緩衝液（０．０１Ｍ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７
．４、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０５％ｖ／ｖ界面活性剤Ｐ２０）中で実施した。
【０２８１】
　Ｓｃｒｕｂｂｅｒ　２．０ｃ曲線適合ソフトウェアを用いてリアルタイムセンサーグラ
ムを１：１結合モデルへあてはめることによって、動的結合（ｋａ）速度定数および動的
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解離（ｋｄ）速度定数を測定した。結合解離平衡定数（ＫＤ）および解離半減期（ｔ１／
２）を、動的速度定数から以下のように計算した：
【数１】

【０２８２】
　単一特異性抗ＭＵＣ１６抗体の単量体ヒトＭＵＣ１６タンパク質断片への結合動態パラ
メータを以下の表５Ａおよび５Ｂに示す。単量体ヒトＭＵＣ１６タンパク質に対する抗Ｍ
ＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体の結合動態パラメータを以下の表６に示す。
【表５】
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【表６】

【表７】

【０２８３】
　結果が示すように、本発明の抗ＭＵＣ１６抗体の大部分は可溶性ヒトＭＵＣ１６タンパ
ク質に結合し、いくつかはナノモル以下の親和性を示した。いくつかの抗体（Ｈ１Ｍ９５
１９Ｎ、Ｈ１Ｍ９５２１Ｎ、Ｈ３Ｍ９５２４Ｎ、Ｈ３Ｍ９５２５Ｎ、Ｈ１Ｍ９５２８Ｎ、
Ｈ３Ｍ９５２９Ｎ）は、表面プラズモン共鳴によって最後の５つのＳＥＡドメインを含む
切断型形態に結合を示さなかったが、細胞ベースの結合アッセイにおいて、ＯＶＣＡＲ－
３細胞に発現した内在性ヒトＭＵＣ１６に特異的結合を示した。本発明の抗ＭＵＣ１６ｘ
ＣＤ３二重特異性抗体はまた、このアッセイにおいてナノモルの親和性を示す可溶性の切
断型ヒトＭＵＣ１６タンパク質に結合した。
【０２８４】
実施例５：例示的な二重特異性抗体の追加の結合、Ｔ細胞活性化、および細胞傷害性特性
　この例では、ＭＵＣ１６xＣＤ３二重特異性抗体がヒトＣＤ３発現（ヒトＴ細胞）細胞
株に結合する能力を、標的特異的（ＭＵＣ１６特異的）細胞株への結合と比較して、ＦＡ
ＣＳによって決定した。さらに、これらの二重特異性抗体が標的特異的（ＭＵＣ１６特異
的）細胞株に対して活性化する能力も同様のアッセイで比較した。
【０２８５】
ＦＡＣＳ分析により測定した例示的二重特異性抗体の結合滴定
　Ａ．簡単に説明すると、フローサイトメトリー分析（すなわち、蛍光標示式細胞分取、
またはＦＡＣＳ）を使用して、ヒトＭＵＣ１６を発現するジャーカット細胞または細胞に
対する二重特異性抗体の結合を決定し、続いてフィコエリトリン（ＰＥ）標識またはＡＰ
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Ｃ標識の抗ヒトＩｇＧ抗体で検出した。簡潔に説明すると、２×１０５細胞／ウェルを１
．３３Ｅ－０７Ｍ～８．０３Ｅ－１２Ｍの範囲の各試験抗体またはアイソタイプ対照（Ｍ
ＵＣ１６またはＣＤ３に対する交差反応性を示さない、異なる抗原に結合する同じアイソ
タイプの抗体）の段階希釈物と共に４℃で３０分間インキュベートした。インキュベーシ
ョン後、細胞を、１％濾過ＦＢＳを含有する冷ＰＢＳで２回洗浄し、ＰＥ結合型またはＡ
ＰＣ結合型抗ヒト２次抗体を細胞に添加して、さらに３０分間インキュベートした。抗体
または２次抗体のみを含有しないウェルを対照として使用した。インキュベーション後、
細胞を洗浄し、１％濾過したＦＢＳを含有する２００μＬの冷ＰＢＳに再懸濁し、ＢＤ　
ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩでフローサイトメトリーにより分析した。表７Ａを参照され
たい。
【０２８６】
　Ｂ．上述したものと類似の条件による別の実験において、フローサイトメトリー分析（
またはＦＡＣＳ）を使用して、ジャーカット細胞、ＰＥＯ－１、ＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ、
およびカニクイザルＴ細胞に対して選択された二重特異性抗体の結合を決定した。滴定分
析のために、６６．６ｎＭ～０．００１ｎＭの範囲の、選択されたＭＵＣ１６×ＣＤ３二
重特異性抗体、第１のアイソタイプ対照抗体（ヒトまたはカニクイザルＣＤ３に対して交
差反応性を示さずに無関係のヒト抗原に結合するヒトキメラＩｇＧ４抗体）、および第２
のアイソタイプ対照抗体（ヒトＭＵＣ１６とは交差反応性を示さずに無関係のヒト抗原に
結合するヒトキメラＩｇＧ４抗体）の段階希釈物表７Ｂおよび図１１Ａ～図１１Ｃを参照
されたい。
【０２８７】
　ＦＡＣＳ分析について、単一イベント選択のために、前方散乱高さ対前方散乱領域で細
胞をゲートした後、側面散乱および前方散乱でゲートした。細胞結合滴定のＥＣ５０は、
ＰＲＩＳＭ（商標）ソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｌ
ａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）を用いて決定した。値は、４パラメータ非線形回帰分析を用いて
計算した。（Ｌｉｕ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．２００５，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｌｅｔｔｅ
ｒｓ　２７：１８２１－１８２７）。ＥＣ５０値は、その最大結合の５０％が観察される
試験抗体の濃度を表す。

【表８】

【表９】

【０２８８】
　表７Ａおよび７Ｂに示すように、各ＭＵＣ１６二重特異性抗体のＣＤ３結合アームは、
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Ｔ細胞を発現するヒトおよびサルＣＤ３に結合する細胞の範囲を示した（例えば、３．２
ｎＭのＥＣ５０から非常に弱い結合）。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１二重特異性抗体
は、ＣＤ３発現細胞への結合の高い測定値を示した（すなわち、＜７ｎＭ）が、ＢＳＭＵ
Ｃ１６／ＣＤ３－００２二重特異性抗体は、ヒトおよびサルのＣＤ３発現細胞に対して、
弱い結合から非結合を示した。ＦＡＣＳアッセイまたは同等のアッセイにおける測定不可
能な結合、または測定不可能な結合は、アッセイの検出限界（例えば、１μＭ以上）を超
える、抗体とその標的抗原との間の結合相互作用を指す。試験した二重特異性抗体は、Ｍ
ＵＣ１６発現細胞株に対して同様の細胞結合を示し、ＣＤ３との高いまたは弱い（もしく
は測定可能でない）相互作用を示す個々のＣＤ３アームとの二重特異性対合は、腫瘍標的
特異的結合に影響を及ぼさない、またはそれを減少させることを確認した。（これらの実
施例では、ＭＵＣ１６特異的結合は３ｎＭ以下（高結合）であった。第１の対照抗体はＣ
Ｄ３＋細胞に結合せず、第２の対照抗体はＭＵＣ１６＋細胞に結合しなかった。図１１Ａ
～図１１Ｃも参照されたい。
【０２８９】
　ヒトＣＤ３への弱い結合から検出不可能な結合を示す抗体は、結合活性駆動型二重特異
性対合のためになお有利であると考えられ、インビトロ（下記参照）およびインビボアッ
セイ（実施例８）で、細胞障害性についてさらに試験した。
【０２９０】
インビトロ測定した二重特異性抗体により示されるＴ細胞活性化および腫瘍特異的細胞毒
性
　Ａ．ＭＵＣ１６を発現する腫瘍標的細胞の特異的死滅を、ＣＤ３ベースの二重特異性抗
体の存在下で、フローサイトメトリーによってモニターした。先に報告したように、二重
特異性抗体はＣＤ３タンパク質およびＣＤ３発現細胞株に対して特異的結合能力（すなわ
ち非常に弱いまたは強い結合）を示した。これらの同じ二重特異性抗体を、ナイーブヒト
Ｔ細胞が標的発現細胞に対して殺滅するのを再誘導する能力について試験した。
【０２９１】
　簡潔に説明すると、ＭＵＣ１６を発現する（ＯＶＣＡＲ３）細胞株を蛍光追跡用色素バ
イオレット細胞トラッカーの１μＭで標識した。標識後、細胞を３７℃で一晩播種した。
別に、ヒトＰＢＭＣを１×１０６細胞／ｍＬで補充ＲＰＭＩ培地に播種し、付着マクロフ
ァージ、樹状細胞、およびいくつかの単球を枯渇させることによってリンパ球を濃縮する
ために３７℃で一晩インキュベートした。翌日、標的細胞を、接着性細胞除去非刺激ＰＢ
ＭＣ（エフェクター／標的細胞４：１の比率）、および関連二重特異性抗体またはアイソ
タイプ対照（濃度範囲：６６．７ｎＭ～０．２５ρＭ）の段階希釈物と共に３７℃で４８
時間インキュベートした。無酵素胞解離緩衝液を用いて細胞を細胞培養プレートから取り
出し、ＦＡＣＳにより分析した。表８Ａに表される結果を参照されたい。
【０２９２】
　Ｂ．類似の試験において、記載されているように、ＭＵＣ１６を発現する（ＰＥＯ－１
またはＯＶＣＡＲ３－Ｌｕｃ）細胞株を一晩、標識播種し、インキュベートした。ＭＵＣ
１６×ＣＤ３二重特異性抗体またはアイソタイプ対照の段階希釈物を同時インキュベート
した。表８Ｂおよび８Ｃ、ならびに図１２Ａ～１２Ｂに示される結果を参照されたい。
【０２９３】
　ＦＡＣＳ分析のために、細胞を死／生の遠赤細胞トラッカー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
で染色した。ＦＡＣＳ分析の直前に、５×１０５個の計数ビーズを各ウェルに加えた。各
サンプルにつき１×１０４個のビーズを集めた。殺傷の特異性を評価するために、細胞を
生きたバイオレット標識集団にゲートした。生きている集団の割合を記録し、正規化され
た生存率の計算に使用した。
【０２９４】
　Ｔ細胞活性化は、細胞をＣＤ２、ＣＤ６９および／またはＣＤ２５に直接コンジュゲー
トした抗体と共にインキュベートし、全Ｔ細胞（ＣＤ２＋）のうち初期に活性化された（
ＣＤ６９＋）Ｔ細胞および／または後期に活性化された（ＣＤ２５＋）Ｔ細胞の割合を報
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告することによって評価された。
表８Ａ～８Ｃの結果が示すように、ＭＵＣ１６発現細胞の枯渇は抗ＭＵＣ１６ｘＣＤ３二
重特異性抗体で観察された。試験した二重特異性抗体は全て、ヒトＴ細胞を活性化して、
標的細胞をピコモル範囲のＥＣ５０で枯渇するようにヒトＴ細胞を誘導した。さらに、観
察された標的細胞溶解（枯渇）は、同じくピコモル（ｐＭ）ＥＣ５０で、ＣＤ２＋Ｔ細胞
上のＣＤ６９（またはＣＤ２５）の上方制御と関連していた。
【０２９５】
　重要なことに、この実施例の結果はまた、ＣＤ３タンパク質またはＣＤ３発現細胞（す
なわち、ＣＤ３－ＶＨ－Ｇ５）への弱い結合から測定不可能な結合を示したＣＤ３結合ア
ームで構築された二重特異性抗体が、Ｔ細胞を活性化する能力をまだ保持し、腫瘍抗原発
現細胞の強力な細胞傷害性を示した。
【表１０】

【表１１】

【表１２】

【０２９６】
実施例６：ｈＭＵＣ１６のＣ末端ドメインの一部に結合する抗Ｍｕｃ１６抗体Ｈ４ｓＨ８
７６７Ｐ、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２、およびＨ１Ｈ８７９９Ｐ２の水素／重水素（Ｈ／Ｄ）交
換ベースのエピトープマッピング
　実験は、抗ＭＵＣ１６抗体のＨ４ｓＨ８７６７Ｐ、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２、およびＨ１Ｈ
８７９９Ｐ２と相互作用する、Ｃ末端の５つのＳＥＡドメイン内ＭＵＣ１６アミノ酸残基
（配列番号１９０２、以後ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂと称する）を決定するために実施した。
この目的のために、質量分析による水素／重水素（Ｈ／Ｄ）交換エピトープマッピング（
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ＨＤＸ－ＭＳ）を利用した。Ｈ／Ｄ交換法の一般的な説明は、Ｅｈｒｉｎｇ（１９９９）
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２６７（２）：２５２－２５９、お
よびＥｎｇｅｎ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：２５６Ａ
－２６５Ａに記載されている。
【０２９７】
　重水素標識のためのＬｅａｐｔｅｃ　ＨＤＸ　ＰＡＬシステム、サンプルの消化および
ローディングのためのＷａｔｅｒｓ　Ａｃｑｕｉｔｙ　Ｍ－Ｃｌａｓｓ（Ａｕｘｉｌｉａ
ｒｙ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍａｎａｇｅｒ）、分析カラム勾配のためのＷａｔｅｒｓ　Ａｃ
ｑｕｉｔｙ　Ｍ－Ｃｌａｓｓ（μＢｉｎａｒｙ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｍａｎａｇｅｒ）、お
よびペプシンペプチド質量測定のためのＳｙｎａｐｔ　Ｇ２－Ｓｉ質量分析計で構成され
るＷａｔｅｒｓ　ＨＤＸ／ＭＳ統合プラットフォーム上で、ＨＤＸ－ＭＳ実験を実行した
。
【０２９８】
　ｐＤ７．０でＤ２Ｏの１０ｍＭのＰＢＳ緩衝液中で標識溶液を調製した。重水素標識の
ために、３．８μＬのｈＭＵＣ１６．ｎｕｂ（１２ｐｍｏｌ／μＬ）または抗ＭＵＣ１６
抗体Ｈ４ｓＨ８７６７Ｐ、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２、またはＨ１Ｈ８７９９Ｐ２と２：１のモ
ル比で混合したｈＭＵＣ１６．ｎｕｂを５６．２μＬでインキュベートした。様々な時点
でのＤ２Ｏ標識溶液（例：非重水素化対照＝０秒、重水素化標識：１分と２０分）５０μ
Ｌのサンプルを５０μＬの予め冷却したクエンチ緩衝液（１００ｍＭのリン酸緩衝液中の
０．２ＭのＴＣＥＰ、６Ｍの塩化グアニジン、ｐＨ２．５）に移すことによって重水素化
をクエンチし、混合サンプルを１．０℃で２分間インキュベートした。次に、クエンチし
たサンプルをオンラインペプシン／プロテアーゼＸＩＩＩ消化のためにＷａｔｅｒｓ　Ｈ
ＤＸ　Ｍａｎａｇｅｒに注入した。消化したペプチドをＡＣＱＵＩＴＹ　ＵＰＬＣ　ＢＥ
Ｈ　Ｃ１８　１．７－μｍ、２．１×５ｍｍ　ＶａｎＧｕａｒｄプレカラムに、０℃でト
ラップし、９分間の５％～４０％Ｂ勾配分離（移動相Ａ：水中０．１％ギ酸、移動相Ｂ：
アセトニトリル中０．１％ギ酸）で分析カラムＡＣＱＵＩＴＹ　ＵＰＬＣ　ＢＥＨ　Ｃ１
８（１．７－μｍ、１．０ｘ５０ｍｍ）に溶出した。質量分析計は、３７Ｖのコーン電圧
、０．５秒のスキャン時間、および５０～１７００Ｔｈの質量／電荷範囲を使用した。
【０２９９】
　Ｈ４ｓＨ８７６７Ｐ、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２、およびＨ１Ｈ８７９９Ｐ２と相互作用する
、ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂのペプチド残基の同定については、非重水素化サンプルからのＬ
Ｃ－ＭＳＥデータを処理し、Ｗａｔｅｒｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＬｙｎｘ　Ｇｌｏｂａｌ　Ｓ
ｅｒｖｅｒ（ＰＬＧＳ）ソフトウェアを用いて、ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂ、ペプシンの配列
および無作為化配列を含むデータベースに対して検索した。同定されたペプチドをＤｙｎ
ａｍＸソフトウェアにインポートし、２つの基準１）アミノ酸あたりの最小産物：０．２
５、および２）複製ファイル閾値：２でフィルタリングした。その後、ＤｙｎａｍＸソフ
トウェアは、各時点で３回反復して、複数時点にわたる保持時間および高い質量精度（＜
１０ｐｐｍ）に基づいて、各ペプチドの重水素取り込みを自動的に決定した。
【０３００】
　ＭＳＥデータ取得と結合したオンラインペプシン／プロテアーゼＸＩＩＩカラムを用い
て、ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂからの１０９個のペプチドの総数が、Ｈ４ｓＨ８７６７Ｐの非
存在下または存在下で同定され、６４％の配列範囲を表した。Ｈ４ｓＨ８７６７Ｐに結合
した場合、６つのペプチドは重水素の取り込みを有意に減少させ（ｐ値＜０．０５の少な
くとも１つの時点から重心デルタ値＞０．５ダルトン）、それは表９Ａに示される。記録
されたペプチド質量は、３つの複製からの重心ＭＨ＋質量の平均値に対応する。ｈＭｕｃ
１６．ｎｕｂのアミノ酸４２８～４３４、４５３～４６７、および４７４～４８１に対応
するこれらのペプチドは、Ｈ４ｓＨ８７６７Ｐに結合したとき、重水素化速度はより遅か
った。これらの同定された残基はまた、ＵｎｉｐｒｏｔエントリーＱ８ＷＸＩ７（ＭＵＣ
１６＿ＨＵＭＡＮ）、配列番号１８９９によって定義される、ｈＭＵＣ１６の残基１４２
３７～１４２４３、１４２６２～１４２７６、および１４２８３～１４２９０に対応する
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。
【表１３】

【０３０１】
　ＭＳＥデータ取得と結合したオンラインペプシン／プロテアーゼＸＩＩＩカラムを用い
て、ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂからの１０９個のペプチドの総数が、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２の非
存在下または存在下で同定され、６４％の配列範囲を表した。Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２に結合
したとき、３つのペプチドは重水素の取り込みを有意に減少させ（ｐ値＜０．０５の少な
くとも１つの時点から重心デルタ値＞０．５ダルトン）、それは表９Ｂに示される。記録
されたペプチド質量は、３つの複製からの重心ＭＨ＋質量の平均値に対応する。ｈＭｕｃ
１６．ｎｕｂのアミノ酸１２６～１３１、１２７～１３１、および１３２～１３８に対応
するこれらのペプチドは、Ｈ１Ｈ８７９４Ｐ２に結合したとき、重水素化速度はより遅か
った。これらの同定された残基はまた、ＵｎｉｐｒｏｔエントリーＱ８ＷＸＩ７（ＭＵＣ
１６＿ＨＵＭＡＮ）、配列番号１８９９によって定義される、ｈＭＵＣ１６の残基１３９
３５～１３９４０、１３９３６～１３９４０、および１３９４１～１３９４７に対応する
。
【表１４】
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【０３０２】
　ＭＳＥデータ取得と結合したオンラインペプシン／プロテアーゼＸＩＩＩカラムを用い
て、ｈＭＵＣ１６．ｎｕｂからの１０９個のペプチドの総数が、Ｈ１Ｈ８７９９Ｐ２の非
存在下または存在下で同定され、６４％の配列範囲を表した。Ｈ１Ｈ８７９９Ｐ２に結合
したとき、４つのペプチドは重水素の取り込みを有意に減少させ（ｐ値＜０．０５の少な
くとも１つの時点から重心デルタ値＞０．５ダルトン）、それは表９Ｃに示される。記録
されたペプチド質量は、３つの複製からの重心ＭＨ＋質量の平均値に対応する。ｈＭｕｃ
１６．ｎｕｂのアミノ酸３５７～３６９、３５８～３６６、３５８～３６９、および３６
１～３６９に対応するこれらのペプチドは、Ｈ１Ｈ８７９９Ｐ２に結合したとき、重水素
化速度はより遅かった。これらの同定された残基はまた、ＵｎｉｐｒｏｔエントリーＱ８
ＷＸＩ７（ＭＵＣ１６＿ＨＵＭＡＮ）、配列番号１８９９によって定義される、ｈＭＵＣ
１６の残基１４１６５～１４１７８、１４１６６～１４１７６、１４１６６～１４１７８
、および１４１７０～１４１７８に対応する。
【表１５】

【０３０３】
実施例７：抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体の薬物動態学的評価
　ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１およびＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５およびアイソ
タイプ対照の抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体の薬物動態の評価を、ヒト化ＭＵＣ１
６×ＣＤ３マウス（ヒトＭＵＣ１６およびＣＤ３発現についてホモ接合性のマウス、ＭＵ
Ｃ１６ｈｕ／ｈｕ×ＣＤ３ｈｕ／ｈｕ）、ＣＤ３ヒト化マウス（ヒトＣＤ３発現について
ホモ接合性のマウス、ＣＤ３ｈｕ／ｈｕ）、および系統適合（７５％Ｃ５７ＢＬ、２５％
１２９Ｓｖ）野生型（ＷＴ）マウスで実施した。コホートは、試験抗体あたりおよびマウ
ス系統あたり４～５匹のマウスを含んだ。全てのマウスに単一の腹腔内（ｉ．ｐ．）を投
与した。０．４ｍｇ／ｋｇ用量投与後３および６時間後、１、３、７、１４および２８日
後に血液サンプルを採取した。血液を血清に処理し、分析するまで－８０℃で凍結した。
【０３０４】
　抗体濃度の循環は、ＧｙｒｏＬａｂｘＰｌｏｒｅ（商標）（Ｇｙｒｏｓ，Ｕｐｐｓａｌ
ａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を用いて、全ヒトＩｇＧ抗体の分析により決定した。簡潔に説明する
と、血清中に存在するヒトＩｇＧを捕捉するために、ビオチン化ヤギ抗ヒトＩｇＧポリク
ローナル抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ
，ＰＡ）を、Ｇｙｒｏｌａｂ　Ｂｉｏａｆｆ　２００　ＣＤ（Ｇｙｒｏｓ）上のストレプ
トアビジン被覆ビーズ上に捕捉した。アフィニティーカラム捕捉後、サンプル中の結合ヒ
トＩｇＧ抗体をＡｌｅｘａ－６４７標識ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏＲｅｓｅａｒｃｈ）で検出した。カラム上の蛍光シグナルは、結合ＩｇＧの検出を可能
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にし、応答単位（ＲＵ）を機器で読み取った。サンプル濃度は、Ｇｙｒｏｌａｂ　Ｅｖａ
ｌｕａｔｏｒ　Ｓｏｆｔｗａｒｅを使用して５パラメータロジスティック曲線フィットを
使用してフィットした標準曲線からの内挿によって決定した。
ＰＫパラメータは、フェニックス（登録商標）ウィンノンリン（登録商標）ソフトウェア
バージョン６．３（Ｃｅｒｔａｒａ，Ｌ．Ｐ．，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ，ＮＪ）、および血
管外投与モデルを用いた非コンパートメント解析（ＮＣＡ）によって決定した。各抗体の
それぞれの平均濃度値を用いて、血清中で観察された最大濃度（Ｃｍａｘ）、推定半減期
（ｔ１／２）、および最後の測定可能な濃度までの時間に対する濃度曲線下面積（ＡＵＣ

ｌａｓｔ）を含む全てのＰＫパラメータを線形補間および均一の重み付けによる線形台形
法則を用いて決定した。
【０３０５】
ＷＴマウスにおける抗体の腹腔内投与後、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１、ＢＳＭＵＣ
１６／ＣＤ３－００５およびアイソタイプ対照の総ＩｇＧ濃度－時間プロファイルは全て
同様で、まず短時間の薬物分布で、続いて残りの試験の間の単一薬物消失段階で特徴付け
られた。３つの抗体の最大血清濃度（Ｃｍａｘ）および計算された薬物曝露（ＡＵＣｌａ

ｓｔ）は同程度であった（互いに１．３倍以内）。
【０３０６】
　ＣＤ３ｈｕ／ｈｕマウスにおける抗体の腹腔内投与後、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００
１、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５およびアイソタイプ対照は同等のＣｍａｘ濃度だっ
た。（それぞれ４．６、３．６、および4.1 / mlの４．１μｇ／ｍＬ）ＢＳＭＵＣ１６／
ＣＤ３－００５およびアイソタイプ対照は類似の薬物消失曲線を示したが、ＢＳＭＵＣ１
６／ＣＤ３－００１は両者より急勾配の薬物排除を示し、ヒトＣＤ３標的結合がクリアラ
ンスを促進することを示唆している。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１の末端抗体濃度は
０．０３μｇ／ｍＬであり、これはアイソタイプ対照について決定された末端抗体濃度（
０．８５μｇ／ｍＬ）より約２８倍低く、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５（０．６６μ
ｇ／ｍｌ）血清濃度より２２倍低い。
【０３０７】
　ＭＵＣ１６ｈｕ／ｈｕ×ＣＤ３ｈｕ／ｈｕ二重ヒト化マウスで、ＭＵＣ１６xＣＤ３二
重特異性抗体およびアイソタイプ対照抗体は、同等のＣｍａｘ濃度（Ｃｍａｘ範囲：４．
５～６．９μｇ／ｍＬ）だった。両方の二重特異性抗体は、アイソタイプ対照よりも急勾
配の薬物消失を示し、これは標的媒介性効果を示唆している。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－
００１およびＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５の末端抗体濃度は、アイソタイプ対照につ
いて決定された末端抗体濃度（０．８６μｇ／ｍＬ）よりもそれぞれ約２９倍および２．
９倍低かった。
【０３０８】
　全抗ＭＵＣ１６xＣＤ３二重特異性抗体のデータの要約およびアイソタイプ対照抗体濃
度は、表１０にまとめられている。平均ＰＫパラメータは表１１Ａおよび１１Ｂに記載さ
れている。時間に対する平均総抗体濃度を図１、２、および３に示す。結論として、ＭＵ
Ｃ１６xＣＤ３二重特異性抗体はＷＴマウスにおいて同様のＣｍａｘおよび薬物消失曲線
を示したが、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１は、ＣＤ３単一ヒト化マウスおよびＭＵＣ
１６／ＣＤ３二重ヒト化マウスのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５およびアイソタイプ対
照よりも急勾配の消失速度を示す。このＰＫ試験において投与された二重特異性抗体は同
じ抗ＭＵＣ１６結合アームからなるので、結果は、ＣＤ３標的化アームの結合強度が薬物
曝露レベル（ＡＵＣｌａｓｔ）および薬物消失速度において役割を果たし得ることを示唆
する。ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１もＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５もマウスＭＵ
Ｃ１６またはマウスＣＤ３には結合しない。
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【表１６】
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【表１７】

【表１８】

【０３０９】
実施例８：抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体はインビボで強力な抗腫瘍効果を示す
。
　ヒトおよびカニクイザルＣＤ３への弱い結合または検出不可能な結合を有すると同定さ
れる、例示的な抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体のインビボでの有効性を決定する
ために、ヒト前立腺癌異種移植片を保有する免疫無防備状態マウスにおいて試験を行った
。選択された二重特異性抗体の有効性を、即時処置投薬モデルおよび治療用処置投薬モデ
ルの両方において試験した。
【０３１０】
ヒト腫瘍異種移植片モデルにおける抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体の有効性
　ヒト腫瘍異種移植片試験における抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性のインビボでの有
効性を評価するために、ＮＯＤ　ｓｃｉｄガンマ（ＮＳＧ）マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｍａｉｎｅ）に、ヒト末梢血単核球（
ＰＢＭＣ、ＲｅａｃｈＢｉｏ　ＬＬＣ．，Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）を予め移植し、次いで
ルシフェラーゼを形質導入したヒト卵巣癌細胞株ＯＶＣＡＲ－３（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔ
ｙｐｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）（ＯＶＣＡＲ－３／
Ｌｕｃ）の腹水細胞を与えた。ＯＶＣＡＲ－３細胞は内因的にＭＵＣ－１６を発現する。
【０３１１】
　簡潔に説明すると、ＮＳＧマウスに５．０×１０６個のヒトＰＢＭＣを腹腔内（ｉ．ｐ
．）注射した。８日後、予めインビボで継代培養した、ＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ細胞株か
らの１．５×１０６腹水細胞を、ＰＢＭＣを移植したＮＳＧマウスに腹腔内投与した。即
時処置群では、ＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ細胞移植の日に、マウスをＭＵＣ１６／ＣＤ３二
重特異性抗体ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１またはＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５、
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またはアイソタイプ対照を１０μｇ用量／マウスで腹腔内処置した。（Ｎ＝５マウス／処
置群）。治療用量モデルでは、マウスを腹腔内処置した。腫瘍移植後７日目に、上記のＭ
ＵＣ１６／ＣＤ３二重特異性抗体または対照抗体を１０μｇ／マウスの用量で投与した（
Ｎ＝５／処置群）。
【０３１２】
　全ての試験において、腫瘍増殖は生物発光イメージング（ＢＬＩ）によってモニターし
た。マウスにＰＢＳに懸濁したルシフェラーゼ基質Ｄ－ルシフェリン（１５０ｍｇ／ｋｇ
）を腹腔内注射し、１０分後にイソフルラン麻酔下で画像化した。ＢＬＩはＸｅｎｏｇｅ
ｎ　ＩＶＩＳシステム（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ，ＭＡ）を用い
て行い、ＢＬＩシグナルはＬｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェア（Ｘｅｎｏｇｅｎ／Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）を用いて抽出した。目的の領域を各細胞量の周囲に描き、光子
強度を光子（ｐ）／秒（ｓ）／ｃｍ２／ステラジアン（ｓｒ）として記録した。即時処置
群については、データは腫瘍移植後２６日目のＢＬＩレベルとして示される（表１２Ａ）
。治療処置群については、データは、６日目（処置１日前）と試験終点（腫瘍移植後２６
日、表１２Ｂ）との間のＢＬＩの倍率変化として示されている。
【０３１３】
　結果が示すように、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１とＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００
５の両方が、ＢＬＩを即時投与モデルにおいて２６日目に測定した場合、アイソタイプ対
照と比較して腫瘍増殖を抑制することで同様の効力を示した。両方の抗ＭＵＣ１６／抗Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体はまた、対照と比較して、腫瘍移植の７日後に投与された場合に、既
存腫瘍の増殖を抑制した。要約すると、本発明の二重特異性抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３抗体
はいくつかのモデルにおいて強力な抗腫瘍効果を示す。
【表１９】

【表２０】

【０３１４】
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　さらなる実験において、抗ＭＵＣ１６／抗ＣＤ３二重特異性抗体のインビボでの有効性
を、異種および同系腫瘍モデルで評価した。第１の異種モデルについては、ＮＳＧマウス
に、ヒトＰＢＭＣを移植した１１日後に予めインビボで継代培養した（０日目）ＯＶＣＡ
Ｒ－３／Ｌｕｃ細胞を腹腔内（ＩＰ）注射した。マウスを０．０１、０．１または０．５
ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１で腹腔内処置、または６、１０、１３、１
６、および２１日目に０．５ｍｇ／ｋｇの非結合対照またはＣＤ３結合対照を投与した。
腫瘍量は、腫瘍移植後６、１４、および２０日目にＢＬＩによって評価された。０．１ま
たは０．５ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１による処置は、表１３Ａ～Ｃお
よび図４～６に示されるように、２０日目のＢＬＩ測定によって決定されるように有意な
抗腫瘍効果をもたらした。第２の異種モデルについては、ＮＳＧマウスに、ヒトＰＢＭＣ
を移植した１３日後に予めインビボで継代培養した（０日目）ＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ細
胞を注射し、４日目にＰＢＭＣの第２のバッチを移した。マウスを０．１、０．５、１ま
たは５ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５で静脈内（ＩＶ）処置、または５、
８、１２、１５、１９、および２２日目に、５ｍｇ／ｋｇの非結合対照またはＣＤ３結合
対照を投与した。４、１１、１８および２５日目に、腫瘍量をＢＬＩによって評価した。
０．５、１、または５ｍｇ／ｋｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００５による処置は、ＢＬ
Ｉ測定および倍率変化によって示されるように、有意な抗腫瘍効果をもたらした（表１３
Ｄ～Ｆおよび図７～９）。免疫適格モデルにおける有効性を調べるために、マウスＣＤ３
遺伝子をヒトＣＤ３と置き換え、マウスＭＵＣ１６遺伝子の一部をヒト配列と置き換えた
。置換により、そのＴ細胞がヒトＣＤ３を発現し、ＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１二重
特異性抗体が結合するヒトＭＵＣ１６の一部を含むキメラＭＵＣ１６分子を発現するマウ
スが得られた。同系腫瘍モデルについては、ヒトＭＵＣ１６の一部を発現するように操作
されたＩＤ８－ＶＥＧＦ細胞株を使用した。マウスにＩＤ８－ＶＥＧＦ／ｈｕＭＵＣ１６
細胞を皮下に移植し、移植日または腫瘍形成時の移植後１０日目のいずれかに１００μｇ
のＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１で処置した。表１３Ｇおよび図１０に示されるように
、１００μｇのＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１による処置は、有意な抗腫瘍効果をもた
らした。
【０３１５】
　移植および異種移植腫瘍の測定：予めインビボで継代培養したＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ
細胞株由来の腹水細胞を、予めヒトＰＢＭＣを移植したＮＳＧマウスに腹腔内投与した。
ＢＬＩを、ＯＶＣＡＲ－３／Ｌｕｃ移植の数日後および試験中の複数回の腫瘍増殖につい
ての読み出しとして測定した。コホート化のための最初のＢＬＩ測定の後、マウスをそれ
ぞれ４～６匹の動物の群に分け、試験を通して週に２回ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗
体または対照抗体を投与した。
【０３１６】
　異種移植腫瘍増殖および阻害の計算：生物発光イメージングを使用して腫瘍量を測定し
た。マウスに、ＰＢＳ中に懸濁したルシフェラーゼ基質のＤ－ルシフェリン１５０ｍｇ／
ｋｇ（実験開始時の体重により決定）を腹腔内注射した。投与の１０分後、マウスのＢＬ
Ｉイメージングを、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳシステムを用いてイソフルラン麻酔下で行
った。Ｄでの視野、１．５ｃｍの被写体の高さ、および０．５分間の露光時間の中程度の
ビニングレベルで、画像取得を行った。ＢＬＩシグナルはＬｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフ
トウェアを用いて抽出した。目的の領域を各腫瘍量の周囲に描き、光子強度をｐ／ｓ／ｃ
ｍ２／ｓｒとして記録した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェア（バージョン６
）を用いて統計分析を行った。ＢＬＩ結果の統計的有意性は、対応のないノンパラメトリ
ックなマン・ホイットニーｔ検定を用いて決定した。倍率変化は、式１：試験１では（２
０日目～６日目）／６日目、試験２では（２５日目～４日目）／４日目で計算した。
【０３１７】
　移植および同系腫瘍の測定：対応するマウス遺伝子座においてヒトＣＤ３およびＭＵＣ
１６のヒト－マウスキメラを発現するマウスに１０ｅ６　ＩＤ８－ＶＥＧＦ／ｈｕＭＵＣ
１６細胞を皮下（ＳＣ）移植した。試験を通して、マウスにＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－０
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０１またはＣＤ３結合対照ＩＰを１週間に２回投与した。移植後０日目または１０日目に
処置を開始した。腫瘍増殖を、キャリパーを用いて週２回測定した。腫瘍移植後４７日目
にマウスを屠殺した。
【０３１８】
　同系腫瘍増殖および阻害の計算：外部キャリパーで腫瘍体積を測定するために、最大長
径（長さ）および最大横径（幅）を測定した。キャリパー測定値に基づいて、腫瘍体積を
式：体積＝（長さ×幅２）／２により計算した。統計的有意性は、対応のないノンパラメ
トリックなマン・ホイットニーｔ検定を用いて決定した。
【０３１９】
　異種および同系のインビボ腫瘍モデルにおけるＢＳＭＵＣ１６／ＣＤ３－００１二重特
異性抗体の抗腫瘍効果を、以下の表１３Ａ～Ｄに示す。
【表２１】

【表２２】

【表２３】
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【表２４】

【表２５】

【表２６】



(93) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

【表２７】

【０３２０】
実施例９：複合体の調製および特徴付け
　全てのモノクローナル抗体をＣＨＯ細胞中で発現させ、プロテインＡにより精製した。
アイソタイプ対照もまた同様にして調整した。非結合アイソタイプ対照抗体は、腫瘍学と
は無関係の免疫学的抗原に由来した。
【０３２１】
　５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．５中の抗体（１０ｍｇ／ｍｌ
）を１ｍＭジチオトレイトールで、３７℃で３０分間処理した。ゲル濾過（Ｇ－２５、ｐ
Ｈ４．５酢酸ナトリウム）後、ＤＭＳＯ（１０ｍｇ／ｍｌ）中のマレイミドリンカーペイ
ロード誘導体化合物７または化合物１０（表１４参照）（１．２当量／ＳＨ基）の１つを
還元抗体に加え、混合物を１Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）でｐＨ７．０に調整した。化
合物７および化合物１０、ならびにこれらの化合物の製造方法は、それぞれ、２０１４年
９月１８日に公開されたＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１４／１４５０９０および２０１６年１
０月６日に公開されたＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１６／１６０６１５に記載されており、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。１時間後、反応を過剰のＮ－エチルマレイ
ミドでクエンチした。複合体をサイズ排除クロマトグラフィーにより精製し、滅菌濾過し
た。タンパク質およびリンカーのペイロード濃度は、ＵＶスペクトル分析によって決定し
た。サイズ排除ＨＰＬＣは、使用された全ての複合体が＞９５％の単量体であることを立
証した。収量は、タンパク質測定に基づいて表１４に報告されている。Ｈａｍｂｌｅｔｔ
　ｅｔ　ａｌ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２００４　１０　７０６３に従って、リンカーペ
イロード負荷値について、全ての複合化抗体をＵＶによって分析した。結果を表１４に要
約する。
【０３２２】
　化合物６０を含む複合体は、同様の方法を用いて調製することができる。化合物６０、
およびその化合物の製造方法は、２０１６年１０月６日に公開されたＰＣＴ公開番号ＷＯ
２０１６／１６０６１５（実施例２０）に記載されており、その全体が参照により本明細
書に組み込まれる。化合物６０は、メイタンシン－Ｎ－メチル－Ｌ－アラニン－（３－メ
トキシ－４－アミノ）ベンズアミド－Ｃｉｔ－Ｖａｌ－Ｃａｐ－Ｍａｌである。
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【表２８】

【０３２３】
実施例１０：抗ＭＵＣ１６抗体薬物複合体は、インビボＭＵＣ１６陽性前立腺癌異種移植
モデルにおける腫瘍増殖の強力な阻害剤である。
　化合物７および化合物１０にコンジュゲートした抗ＭＵＣ１６抗体のインビボ有効性を
決定するために、ＭＵＣ１６陽性卵巣癌異種移植片を保有する免疫無防備状態のマウスに
おいて研究を行った。
【０３２４】
　これらの試験のために、雌性ＳＣＩＤマウス（Ｔａｃｏｎｉｃ，Ｈｕｄｓｏｎ　ＮＹ）
に、内因的にＭＵＣ１６を発現するルシフェラーゼ（ＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ）でトランス
フェクトされた、ＯＶＣＡＲ３［ＮＩＨ：ＯＶＣＡＲ－３（ＯＶＣＡＲ３、ＡＴＣＣ　Ｈ
ＴＢ－１６１）］細胞を移植した。腹腔内（ＩＰ）腫瘍については、マウスを処置群に無
作為化し、腫瘍発光シグナルの検出後に、抗ＭＵＣ１６薬物複合化抗体（実施例９参照）
、非結合複合化抗体、またはビヒクルのいずれかを投与した。皮下（ＳＣ）異種移植片に
ついては、腫瘍が平均体積２００ｍｍ３に達したら（約１６日目）、マウスを処置群に無
作為に分け、抗ＭＵＣ１６薬物複合化抗体、非結合複合化抗体、またはビヒクルのいずれ
かを投与した。これらのインビボ試験では、抗体を投与し、次いでビヒクルのみを投与し
たコホートにおいて腹水症が発症するか平均腫瘍サイズが約１２００ｍｍ３に達するまで
腫瘍をモニターした。この時点で腫瘍増殖阻害を計算した。
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　初期腹腔内（ＩＰ）の試験において、化合物７にコンジュゲートされた例示的な抗ＭＵ
Ｃ１６抗体は、ＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ発光シグナルを減少させる効果について調べた。マ
ウスに、週１回４回の抗ＭＵＣ１６および対照ＡＤＣを、ＡＤＣ薬物：抗体比に基づいて
、８５μｇ／ｋｇの薬物当量で投与した。表１５Ａに要約されるように、Ｈ１Ｈ９５１９
Ｎ－化合物７およびＨ１Ｈ９５２１Ｎ－化合物７は腹水腫瘍増殖を強力に阻害した。これ
らの抗ＭＵＣ１６　ＡＤＣは、ビヒクル対照に対する腫瘍発光を１００％減少させながら
、腫瘍サイズを効率的に減少させた。対照ＡＤＣは、ＯＶＣＡＲ／ｌｕｃ腹水癌細胞増殖
のいかなる阻害も媒介しなかった。
【０３２６】
　皮下（ＳＣ）ＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ腫瘍に対して抗ＭＵＣ１６ＡＤＣの有効性を評価す
るさらなる試験を表１５Ｂに要約する。マウスに、週１回４回の抗ＭＵＣ１６および対照
ＡＤＣを、ＡＤＣ薬物：抗体比に基づいて、８５μｇ／ｋｇの薬物当量で投与した。化合
物７にコンジュゲートした場合、ＭＵＣ１６　ＡＤＣ　Ｈ１Ｈ９５１９Ｎ－化合物７およ
びＨ１Ｈ９５２１Ｎ－化合物７は、今回、皮下のＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ腫瘍に対して、再
び有意な抗腫瘍効果を生じた。したがって、これらのＡＤＣはそれぞれ腫瘍増殖の１００
％および１０９％の阻害を媒介した。対照ＡＤＣは、ＯＶＣＡＲ／ｌｕｃ皮下腫瘍増殖の
いかなる阻害も媒介しなかった。
【０３２７】
　第３の試験において、リンカー薬剤化合物１０にコンジュゲートされた抗ＭＵＣ１６抗
体Ｈ１Ｈ９５２１Ｎの有効性を腹腔内ＯＶＣＡＲ３／ｌｕｃ腫瘍モデルで評価した。マウ
スに、ＡＤＣ薬物：抗体比に基づいて８５μｇ／ｋｇ、１７０μｇ／ｋｇ、および３４０
μｇ／ｋｇの薬物当量で単回用量の抗ＭＵＣ１６および対照ＡＤＣを投与した。表１５Ｃ
に要約されるように、Ｈ１Ｈ９５１９Ｎ－１０は腹水腫瘍増殖を強力に阻害した。Ｈ１Ｈ
９５１９Ｎ－化合物１０の用量は、ビヒクルコントロールに対する腫瘍発光の９９～１０
０％の阻害をもたらした。化合物１０を使用した対照ＡＤＣではいくらかの阻害が観察さ
れたが、これは抗ＭＵＣ１６Ｈ１Ｈ９５１９Ｎ－化合物１０の後に観察されたものよりも
穏やかであった。

【表２９】
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【表３０】

【表３１】

【０３２８】
実施例１１：抗ＣＤ３抗体の産生
　抗ＣＤ３抗体は、ヒト免疫グロブリン重鎖およびカッパ軽鎖可変領域をコードするＤＮ
Ａを含む遺伝子操作マウスを、ＣＤ３を発現する細胞またはＣＤ３をコードするＤＮＡで
免疫することによって得た。抗体の免疫応答を、ＣＤ３特異的イムノアッセイによってモ
ニターした。所望の免疫応答が達成されたとき、脾細胞を収集し、マウス骨髄腫細胞と融
合させて、それらの生存率を維持し、ハイブリドーマ細胞株を形成した。ハイブリドーマ
細胞株をスクリーニングおよび選択して、ＣＤ３特異的抗体を産生する細胞株を同定した
。この技術を用いて、いくつかの抗ＣＤ３キメラ抗体（すなわち、ヒト可変ドメインとマ
ウス定常ドメインとを有する抗体）を得た。さらに、ＵＳ２００７／０２８０９４５Ａ１
に記載されるように、いくつかの完全ヒト型抗ＣＤ３抗体を骨髄腫細胞に融合させること
なく抗原陽性Ｂ細胞から直接単離した。
【０３２９】
　本実施例の方法に従って産生された例示的な抗ＣＤ３抗体の特定の生物学的特性を、本
明細書の実施例において詳細に説明する。
【０３３０】
実施例１２：重鎖可変領域および軽鎖可変領域のアミノ酸配列および核酸配列
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　表１６は、本発明の選択された抗ＣＤ３抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域ならび
にＣＤＲのアミノ酸配列識別子を示す。対応する核酸配列識別子を表１７に示す。本明細
書に開示の抗ＣＤ３抗体を作製する方法はまた、米国特許公開第２０１４／００８８２９
５号に見出すことができる。
【表３２】
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【表３３】
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【表３４】
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【表３５】
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【表３６】
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【表３７】

【０３３１】
　抗体は、以下の命名法：Ｆｃ接頭辞（例えば、「Ｈ１Ｈ」、「Ｈ１Ｍ」、「Ｈ２Ｍ」な
ど）、続いて数値識別子（例えば、表１に示すように、「２７１２」、「２６９２」など
）、続いて「Ｐ」、「Ｎ」、または「Ｂ」の接尾辞により、本明細書で典型的に参照され
る。したがって、この命名法によれば、抗体は、本明細書では、例えば、「Ｈ１Ｈ２７１
２Ｎ」、「Ｈ１Ｍ２６９２Ｎ」、「Ｈ２Ｍ２６８９Ｎ」などと言及され得る。本明細書に
使用される抗体名のＨ１Ｈ、Ｈ１Ｍ、およびＨ２Ｍの接頭辞は、抗体の特定のＦｃ領域ア
イソタイプを示す。例えば、「Ｈ１Ｈ」抗体はヒトＩｇＧ１　Ｆｃを有し、「Ｈ１Ｍ」抗
体はマウスＩｇＧ１　Ｆｃを有し、「Ｈ２Ｍ」抗体はマウスＩｇＧ２　Ｆｃを有する（抗
体名の最初の「Ｈ」によって示されるように全ての可変領域は完全ヒト型である）。当業
者によって理解されているように、特定のＦｃアイソタイプを有する抗体は、異なるＦｃ
アイソタイプを有する抗体へ変換することができる（例えば、マウスＩｇＧ１　Ｆｃを有
する抗体は、ヒトＩｇＧ４を有する抗体へ変換することができる、など）が、いずれの事
象においても、表１に示す数値識別子によって示される可変ドメイン（ＣＤＲを含む）は
同じままであることになっており、結合特性はＦｃドメインの性質にかかわらず、同一ま
たは実質的に類似であると期待される。
【０３３２】
　表１８および１９は、本発明の抗ＭＵＣ１６×ＣＤ３二重特異性抗体に有用な追加の抗
ＣＤ３　ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲの重鎖可変領域（表１８）および軽鎖可変領域（表１９
）のアミノ酸配列識別子、ならびにそれらの対応するＣＤＲを示す。
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【表３８】

【表３９】

【０３３３】
　ＣＤ３－ＶＨ－ＦおよびＣＤ３－ＶＬ－Ｆの重鎖および軽鎖可変領域は、ＷＯ２００４
／１０６３８０に記載の「Ｌ２Ｋ」と命名された抗ＣＤ３抗体に由来した。
【０３３４】
　さらに、表２０および２１は、本発明の抗ＭＵＣ１６×抗ＣＤ３二重特異性抗体に有用
な追加の抗ＣＤ３　ＨＣＶＲおよびＬＣＶＲの重鎖可変領域（表２０）および軽鎖可変領
域（表２１）をコードするヌクレオチド配列の配列識別子、ならびにそれらの対応するＣ
ＤＲを示す。
【表４０】
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【表４１】

【０３３５】
以下の実施例にて使用される対照構築物
　比較の目的で、種々の対照構築物（抗ＣＤ３抗体）を以下の実験に含めた。すなわち、
カタログ番号ＣＲＬ－８００１でＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から入手可能なヒトＴ細胞表面抗原に対するマウスモノクロ
ーナル抗体「ＯＫＴ－３」、およびヒトＴリンパ球細胞上のＴ３複合体のイプシロン鎖に
対して反応性である、例えば、Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（Ｃａｔ
．Ｎｏ．３０２９１４）またはＢＤ　Ｐｈａｒｍａｇｅｎ，Ｃａｔ．５５０５２から入手
可能な市販のマウスモノクローナル抗体「ＳＰ３４」。
【０３３６】
実施例１３：さらなる抗ＣＤ３抗体の産生
　以下の手順は、抗原としてＣＤ３（Ｔ細胞コレセプター）を特異的に認識する抗体を同
定することを目的とした。
【０３３７】
　抗ＣＤ３抗体のプールは、遺伝子改変マウスに由来した。簡潔に説明すると、マウスを
ＣＤ３抗原で免疫し、多様なレパートリーの高親和性抗原特異的抗体を発現させるために
多様なヒトＶＨ再編成を含むＢ細胞を産生した。表２２～２５に記載の抗体は、ＶＫ１－
３９ＪＫ５の同じ軽鎖配列（配列番号１８９０に記載のＬＣＶＲ）を有する。
【０３３８】
　産生された抗体を、インビトロ結合アッセイにおいてヒトおよびカニクイザルＣＤ３抗
原に対する結合について試験し、他のいくつかの中でも特に、例えば、ＣＤ３－ＶＨ－Ｐ
（配列番号１８８２に記載のＨＣＶＲ）と命名された１つのＣＤ３抗体が同定され、ジャ
ーカット細胞およびカニクイザルＴ細胞のＦＡＣＳ滴定において決定されるように、１～
４０ｎＭの結合（または細胞結合滴定）のＥＣ５０を有するヒトおよびカニクイザルＣＤ
３の両方にそれぞれ結合することが見出された。例えば、実施例１５および２０１６年７
月２９日に出願されたＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０４４７３２に概説されているＦＡＣＳ結
合実験も参照されたい。
【０３３９】
　続いてＣＤ３－ＶＨ－Ｐの生殖系列アミノ酸残基を同定し（ＣＤ３－ＶＨ－ＰのＶ－Ｄ
－Ｊ再編成は、ＩＧＨＶ３－９＊０１、ＩＧＨＪ６＊０２、ＩＧＨＤ５－１２＊０１であ
る）、「ＣＤ３－ＶＨ－Ｇ」と命名された抗体を生殖系列フレームワークのみを含むよう
に操作した。生殖系列配列とＣＤ３－ＶＨ－Ｐ配列との間の相違に基づいて段階的な方法
でアミノ酸残基を置換するために、他の抗体誘導体を周知の分子クローニング技術によっ
て操作した。各抗体誘導体は、「ＣＤ３－ＶＨ－Ｇ」番号表示を与えられる。表１８を参
照されたい。
【０３４０】
　ＦＡＣＳアッセイで見られるように、ＣＤ３－ＶＨ－Ｇおよびいくつかの他の操作され
た抗体はそれらの結合を保持したが、いくつかの抗ＣＤ３抗体は、４０ｎＭのＥＣ５０な
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どの弱い結合から測定不可能な結合で、ヒトまたはカニクイザルＣＤ３にインビトロで結
合する。続いて、例示的な抗ＣＤ３抗体を含む二重特異性抗体について、結合親和性、結
合動態、ならびに毒性および薬物動態（ｐＫ）プロファイルを解明する他の生物学的特性
を調べ、本実施例の方法に従って産生し、本明細書の実施例に詳細に記述する。
【０３４１】
実施例１４：重鎖および軽鎖可変領域（ＣＤＲのアミノ酸配列および核酸配列）
　表２２は、選択された本発明の抗ＣＤ３抗体の重鎖可変領域およびＣＤＲのアミノ酸配
列識別子を示す。対応する核酸配列識別子を表２３に示す。
【０３４２】
　アミノ酸配列および核酸配列は、各抗体重鎖配列について決定された。生殖系列配列（
配列番号１９１０）に由来する各抗体重鎖には、一貫した命名法のために「Ｇ」番号表示
を割り当てた。表２２は、操作された本発明の抗ＣＤ３抗体の重鎖可変領域およびＣＤＲ
のアミノ酸配列識別子を示す。対応する核酸配列識別子を表２３に示す。軽鎖可変領域お
よびＣＤＲのアミノ酸識別子および核酸配列識別子もまた、それぞれ下記の表２４および
２５に同定されている。
【表４２】
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【表４３】

【表４４】

【表４５】

【０３４３】
　「ＣＤ３－Ｌ２Ｋ」と命名された対照１抗体は、既知の抗ＣＤ３抗体（すなわち、ＷＯ
２００４／１０６３８０に記載の抗ＣＤ３抗体「Ｌ２Ｋ」）に基づいて構築された。
【０３４４】
　本明細書の実施例において言及されるアイソタイプ対照抗体は、無関係の抗原、すなわ



(107) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40

50

ちＦｅｌＤ１抗原と相互作用するアイソタイプ適合（改変ＩｇＧ４）抗体である。
【０３４５】
実施例１５：ヒトモノクローナル抗ＣＤ３抗体に関するインビトロおよびインビボ試験
　ヒトモノクローナル抗ＣＤ３抗体に関するインビボおよびインビトロ試験を、２０１４
年３月２７日に公開された米国特許公開第２０１４／００８８２９５号および２０１６年
７月２９日に出願されたＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０４４７３２に記載のとおり実施した。
【０３４６】
　本発明のいくつかのヒトモノクローナル抗ＣＤ３抗体は、抗体捕捉フォーマットまたは
抗原捕捉フォーマットのいずれかで、高い親和性で可溶性ヘテロ二量体ＣＤ３タンパク質
に結合する。可溶性ヘテロ二量体ＣＤ３タンパク質（ｈＣＤ３－イプシロン／ｈＣＤ３－
デルタ；配列番号１９００／１９０１）は、ヒトＦｃタグ（ｈＦｃΔＡｄｐ／ｈＦｃ；配
列番号１９３１／１９３２）またはマウスＦｃタグ（ｍＦｃΔＡｄｐ／ｍＦｃ；配列番号
１９３３／１９３４）のいずれかを用いて調製した。ヘテロ二量体ＣＤ３タンパク質は、
Ｄａｖｉｓら（ＵＳ２０１０／０３３１５２７）に記載の方法を用いて精製した。
【０３４７】
　本発明のいくつかのヒトモノクローナル抗ＣＤ３抗体は、ヒトＴ細胞に結合し、Ｔ細胞
増殖を誘導した。本発明のいくつかのヒトモノクローナル抗ＣＤ３抗体はＣＤ２＋ＣＤ４
＋サルＴ細胞に結合し、それらの増殖を誘導した。いくつかのヒトモノクローナル抗ＣＤ
３抗体は、カルセインベースのＵ９３７死滅アッセイにおいて、Ｆｃ／ＦｃＲ相互作用を
介した再指向性のＴ細胞媒介性死滅を支持した。観察された死滅は、隣接するＴ細胞上の
ＣＤ３のクラスター化をもたらすＵ９３７細胞上のＦｃ受容体との抗体のＦｃ結合に依存
すると考えられ、非特異的ヒトＩｇＧの添加によってスケルチされた（データは示さず）
。本明細書に記載の抗ＣＤ３アーム変異体（特にＩＧＨＶ３－９＊０１、ＩＧＨＪ６＊０
２、ＩＧＨＤ５－１２＊０１由来のＣＤ３－ＶＨ－Ｐ重鎖に基づく抗ＣＤ３アーム）を用
いて構築された広範囲の二重特異性抗体は、ヒトＰＢＭＣ細胞およびサルＰＢＭＣを活性
化し、腫瘍抗原発現細胞株に対して細胞傷害活性を示す。
【０３４８】
実施例１６：ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）サンプル上の免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）に適した抗ＭＵＣ１６モノクローナル抗体のスクリーニングおよび同定
　ＭＵＣ１６発現の既知レベルでのヒト腫瘍細胞株が識別され、１０％中性緩衝ホルマリ
ンで固定し、パラフィンに包埋した。これらの系統を用いて種々の抗ＭＵＣ１６抗体をス
クリーニングしてＩＨＣ試験の候補を同定した。
【０３４９】
　細胞株は、以下のＭＵＣ１６陰性細胞株を含んでいた。
ＨＴ２９（結腸）、およびＰＣ３／ＡＴＣＣ親（前立腺）、低レベルから無レベルのＭＵ
Ｃ１６を有する膵臓細胞株、Ｃａｐａｎ１（膵臓腺癌）、ＨＰＡＣ（膵臓腺癌）。
内因的にＭＵＣ１６を発現する細胞株は、ＯＶＣＡＲ３（卵巣）およびＰＥＯ－１（漿液
性卵巣癌）を含む。
【０３５０】
次のようにトランスフェクトされた細胞株を操作した：ＰＣ３／ＡＴＣＣ（親前立腺癌株
）細胞をＰＣ３／ＭＵＣ１６「ｓｈｏｒｔ」およびＰＣ３／ＭＵＣ１６「ｈｉｇｈ」細胞
株を生成するようにトランスフェクトした。両構築物は、アミノ酸１３，８１０～１４，
５０７（配列番号１８９９）由来のＭＵＣ１６のＣ末端ドメインを含み、これはＳＥＡ１
２ドメインの一部、ＳＥＡ１３、ＳＥＡ１４、ＳＥＡ１５、ＳＥＡ１６、Ｃ末端の非ＳＥ
Ａ領域、膜貫通領域および細胞質ドメインを含む。さらに、ＰＣ３／ＭＵＣ　ｈｉｇｈ細
胞は、ＳＥＡ５（部分）からＳＥＡ９まで、およびＳＥＡ９ドメインとＭＵＣ１６　ｓｈ
ｏｒｔ構築物の開始との間の短いリンカーを含む、追加のＮ末端アミノ酸１２７８３～１
３４６７（配列番号１８９９）を有する。これにより、反復領域に結合する抗ＭＵＣ１６
抗体と、酵素的切断および反復領域の放出後に膜に隣接するＭＵＣ１６の「ｎｕｂ」部分
（ＭＵＣ１６のＣＡ１２５部分に類似）に結合する抗ＭＵＣ１６抗体との区別が可能にな
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【０３５１】
　全ての染色は、標準的なプロトコルを使用してＶｅｎｔａｎａ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　
ＸＴ自動染色上で行った。細胞ペレットを脱パラフィンし、熱誘発性エピトープ検索を最
適化し、内因性ビオチンをブロックし、タンパク質ブロッキングを行った。抗体を初期濃
度１０μｇ／ｍｌで手動で適用し、またシグナルの特異性を確実にするために滴定した。
ＣＡ－１２５の反復領域に特異的な市販の抗ＭＵＣ１６抗体（ＯＣ－１２５）（Ｒｏｃｈ
ｅ，Ｖｅｎｔａｎａ　カタログ番号７６０－２６１０）、および陰性対照（一次抗体の非
存在）に対して比較を行った。検出は、ロバ抗マウスビオチン、続いてストレプトアビジ
ン－西洋ワサビペルオキシダーゼを用いた。基質であるジアミノベンジジン（ＤＡＢ）の
変換は褐色染色として観察された。核を可視化するために、サンプルをヘマトキシリンで
対比染色した。染色実験の結果を以下の表２６に示す。
【表４６】

【０３５２】
　試験した抗体（Ｈ１Ｍ７１３０Ｎ、Ｈ２ａＭ７１２８Ｎ、Ｈ２ａＭ７１３１Ｎ、および
Ｈ２ａＭ７１３８Ｎ）の４つは、反復領域（ＰＣ３／ＭＵＣ１６　ｓｈｏｒｔ）を伴わな
いＭＵＣ１６の「ｎｕｂ」部分を発現する細胞に陽性結合を示した。これらの抗体は「ｎ
ｕｂ結合剤」として同定された。試験した抗体の１つ（Ｈ１Ｍ９５１９Ｎ）は、ＭＵＣ１
６の反復領域を発現する細胞（ＰＣ３／ＭＵＣ１６　ｈｉｇｈ）に陽性結合を示したが、
ＭＵＣ１６の「ｎｕｂ」部分のみを発現する細胞（ＰＣ３／ＭＵＣ１６　ｓｈｏｒｔ）に
は陰性結合を示した。この抗体は、市販のＯＣ－１２５抗体と同様に、「反復結合剤」と
して同定されている。試験した抗体は、本明細書に記載の発現タンパク質および／または
タンパク質断片を有する異なる起源の組織または細胞に結合すると予想される。
【０３５３】
　本発明は、本明細書に記載の特定の実施形態によって範囲が限定されるべきではない。
実際、本明細書に記載されたものに加えて本発明の様々な修飾は、前述の記載から当業者
には明らかである。そのような修正は、添付の特許請求の範囲内に含まれることが意図さ
れている。



(109) JP 2019-533807 A 2019.11.21

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(110) JP 2019-533807 A 2019.11.21

【図５】 【図６】

【図７】 【図８】



(111) JP 2019-533807 A 2019.11.21

【図９】 【図１０】

【図１１Ａ】 【図１１Ｂ】



(112) JP 2019-533807 A 2019.11.21

【図１１Ｃ】 【図１２Ａ】

【図１２Ｂ】



(113) JP 2019-533807 A 2019.11.21

【配列表】
2019533807000001.app



(114) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40

【国際調査報告】



(115) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

40



(116) JP 2019-533807 A 2019.11.21

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ  15/13     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/13     　　　　        　　　　　

(81)指定国・地域　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DJ,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,G
T,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JO,JP,KE,KG,KH,KN,KP,KR,KW,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX
,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,
TN,TR,TT

(72)発明者  ラウリック・ハーバー
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  エリック・スミス
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  マーカス・ケリー
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  ジェシカ・アール・カーシュナー
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  サンドラ・クッツェー
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  アリソン・クロフォード
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  トーマス・ニトリ
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
(72)発明者  ヤシュ・リウ
            アメリカ合衆国ニューヨーク州１０５９１．タリータウン．オールドソーミルリバーロード７７７
            ．リジェネロン・ファーマシューティカルズ・インコーポレイテッド
Ｆターム(参考) 4C085 AA14  AA16  CC23  DD62  EE01 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA30  BA10  BA40  CA40  DA75  EA20  EA50  FA74  GA26 



专利名称(译) 抗muc16（粘蛋白16）抗体

公开(公告)号 JP2019533807A 公开(公告)日 2019-11-21

申请号 JP2019515904 申请日 2017-09-22

[标]申请(专利权)人(译) 再生元医药公司

申请(专利权)人(译) Regeneron公司制药公司

[标]发明人 ラウリックハーバー
エリックスミス
ジェシカアールカーシュナー
アリソンクロフォード

发明人 ラウリック·ハーバー
エリック·スミス
マーカス·ケリー
ジェシカ·アール·カーシュナー
サンドラ·クッツェー
アリソン·クロフォード
トーマス·ニトリ
ヤシュ·リウ

IPC分类号 G01N33/53 C07K16/18 C07K16/46 A61K39/395 A61P35/00 C12N15/13

CPC分类号 A61K39/395 A61K39/39558 A61P35/00 C07K16/2809 C07K16/2863 C07K16/3069 C07K16/3092 
C07K16/44 C07K16/468 C07K2317/24 C07K2317/31 C07K2317/565 C07K2317/92 A61K47/6849 
A61K47/6851 A61K47/6869 A61K2039/505 C07K2317/33 C07K2317/51 C07K2317/515 C07K2317/56 
C07K2317/73 C07K2317/94 G01N33/57492 G01N33/6854 G01N2333/705

FI分类号 G01N33/53.V C07K16/18.ZNA C07K16/46 A61K39/395.N A61P35/00 C12N15/13

F-TERM分类号 4C085/AA14 4C085/AA16 4C085/CC23 4C085/DD62 4C085/EE01 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045
/BA10 4H045/BA40 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA74 4H045/GA26

优先权 62/399249 2016-09-23 US
62/558711 2017-09-14 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

Mucin 16（MUC16）在卵巢癌中高表达，并且在癌细胞上的表达已显示
可保护肿瘤细胞免受免疫系统的侵害。 本发明提供了结合人和MUC16的
新型全长人IgG抗体（单特异性抗体）。 本发明还提供了新颖的双特异
性抗体（bsAb），其在表达MUC16的肿瘤存在下结合MUC16和CD3两
者并通过CD3复合物激活T细胞。 在一些实施方案中，本发明包括特异
性结合人和猴CD3的第一抗原结合结构域和特异性结合人和猴MUC16的
第二抗原结合分子。 提供了多特异性抗原结合分子。 在某些实施方案
中，本发明的双特异性抗原结合分子能够抑制表达MUC16的肿瘤的生
长。 本发明的双特异性抗原结合分子可用于治疗其中期望上调或诱导的
MUC16靶向的免疫应答和/或对治疗有益的疾病和病症。 例如，本发明
的双特异性抗体可用于治疗各种癌症，包括卵巢癌。 本发明还包括在体
内抑制肿瘤生长的抗MUC16抗体药物缀合物。 在一些实施方案中，抗
MUC16抗体可用于诊断方法中，以鉴定组织和/或血浆样品中MUC16的
存在。
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