
(57)【要約】
　本発明は、多重特異性を有する多価結合タンパク質、ならびにこれらの薬剤をＶＨ およ
びＶＬ ドメインから製造する方法に関する。結合タンパク質は３つ以上の結合部位を有す
るものであり、少なくとも１つの結合部位はハプテン部分と結合し、かつ、少なくとも２
つの部位は標的抗原と結合する。本発明はさらに、ヒスタミン－スクシニル－グリシル（
ＨＳＧ）部分を含む分子への親和性を有する少なくとも１つの結合部位、および癌胎児性
抗原（ＣＥＡ）への親和性を有する少なくとも２つの結合部位を有する二重特異性三価ヘ
テロダイマー、ならびにＨＳＧ部分を含む分子への親和性を有する少なくとも１つの結合
部位、ＣＥＡへの親和性を有する少なくとも１つの結合部位、および金属キレート錯体　
インジウム－ＤＴＰＡへの親和性を有する少なくとも１つの結合部位を有する三重特異性
三価ヘテロダイマーに関する。さらに、本発明は、適切な宿主におけるこれら機能的ヘテ
ロダイマーの発現に有用な組換えベクターに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 診 断 薬 、 治 療 薬 、 ま た は そ の 組 合 せ を 標 的 に 送 達 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 ａ ． ３ つ 以 上 の 結 合 部 位 を 含 ん で な り 、 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 が ハ プ テ ン 部 分 に 対
す る 親 和 性 を 有 す る も の で あ り 、 か つ 、 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位 が 標 的 抗 原 に 対 す る 親
和 性 を 有 す る も の で あ る 、 多 価 多 重 特 異 性 結 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び
　 ｂ ． 診 断 薬 、 治 療 薬 も し く は そ の 組 合 せ 、 結 合 分 子 、 お よ び ２ つ の 前 記 結 合 タ ン パ ク 質
と の 同 時 結 合 が 可 能 と な る 位 置 に 配 置 さ れ た 少 な く と も ２ つ の ハ プ テ ン 部 分 を 含 ん で な る
担 体 分 子
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ハ プ テ ン 部 分 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 一 の 結 合 部 位 、 な ら び に 各 々 が 同 一 ま た は 異 な
る 標 的 抗 原 で あ っ て も よ い 標 的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 二 お よ び 第 三 の 結 合 部 位 を
含 ん で な る 、 多 価 多 重 特 異 性 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 標 的 抗 原 が ヒ ト 疾 患 に 関 連 す る 結 合 部 位 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト 疾 患 に 関 連 す る 結 合 部 位 が 、 癌 結 合 部 位 、 自 己 免 疫 疾 患 結 合 部 位 、 感 染 症 結 合 部 位
、 循 環 器 疾 患 結 合 部 位 、 お よ び 炎 症 性 疾 患 結 合 部 位 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る
、 請 求 項 ３ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 第 一 の 結 合 部 位 が ヒ ス タ ミ ン － ス ク シ ニ ル － グ リ シ ル （ Ｈ Ｓ Ｇ ） 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す
る 親 和 性 を 有 す る も の で あ り 、 か つ 、 第 二 お よ び 第 三 の 結 合 部 位 が そ れ ぞ れ 癌 胎 児 性 抗 原
（ Ｃ Ｅ Ａ ） に 対 す る 親 和 性 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 マ ウ ス 、 ヒ ト 化 、 も し く は ヒ ト 配 列 ま た は そ の 組 合 せ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の
結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 一 の 結 合 部 位 が 、 互 い に 結 合 し て Ｈ Ｓ Ｇ 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 第 一 お よ び 第 二 の ポ
リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド が ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ４ 、 配 列 ） を 含 ん で な る
も の で あ り 、 か つ 、 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド が ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ４ 、 配
列 ） を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ５ 、 配 列 ） を 含 ん で な
る も の で あ り 、 か つ 、 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ５
、 配 列 ） を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 二 の 結 合 部 位 が 、 互 い に 結 合 し て 第 一 の Ｃ Ｅ Ａ 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 第 三 お よ び 第
四 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 三 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ６ 、 配 列 ） を 含 ん で
な る も の で あ り 、 か つ 、 第 四 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド （
図 ６ 、 配 列 ） を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 三 の 結 合 部 位 が 、 互 い に 結 合 し て 第 二 の Ｃ Ｅ Ａ 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 第 五 お よ び 第
六 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 五 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ６ 、 配 列 ） を 含 ん で
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な る も の で あ り 、 か つ 、 第 六 の ポ リ ペ プ チ ド が ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド （
図 ６ 、 配 列 ） を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 一 お よ び 第 四 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 一 の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 第 四 お よ び 第 五 の
ポ リ ペ プ チ ド が 第 二 の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 第 二 お よ び 第 三 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 三
の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 か つ 、 第 三 お よ び 第 六 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 四 の リ ン カ ー に
よ っ て 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 一 の リ ン カ ー お よ び 第 三 の リ ン カ ー が そ れ ぞ れ １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な り 、 か つ
、 第 二 の リ ン カ ー お よ び 第 四 の リ ン カ ー が そ れ ぞ れ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 、 請 求 項
１ ４ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 一 お よ び 第 三 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 一 の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 第 三 お よ び 第 五 の
ポ リ ペ プ チ ド が 第 二 の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 第 二 お よ び 第 四 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 三
の リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ 、 か つ 、 第 四 お よ び 第 六 の ポ リ ペ プ チ ド が 第 四 の リ ン カ ー に
よ っ て 連 結 さ れ た 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 一 の リ ン カ ー お よ び 第 三 の リ ン カ ー が そ れ ぞ れ １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な り 、 か つ
、 第 二 の リ ン カ ー お よ び 第 四 の リ ン カ ー が そ れ ぞ れ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 、 請 求 項
１ ６ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ れ ぞ れ 第 一 、 第 二 、 第
三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 結 合 タ
ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 図 ４ お よ び ６ （ 配 列 ） に 示 す ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 一 、 第 四 、 お よ び 第 五 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
含 ん で な る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 二 、 第 三 、 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
含 ん で な る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 発 現
カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 結 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 で
培 養 す る こ と 、 お よ び 前 記 培 地 か ら 結 合 タ ン パ ク 質 を 分 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ れ ぞ れ 第 一 、 第 二 、 第
三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 結 合 タ
ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 、 第 五 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 図 ４ お よ び ６ （ 配 列 ） に 示 す ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 第 一 、 第 三 、 お よ び 第 五 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 第 一 の 単 一 核 酸 分 子 上 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ７ に
記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 第 二 、 第 四 、 お よ び 第 六 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 第 二 の 単 一 核 酸 分 子 上 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ９ に
記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 、 発 現 カ セ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 結 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 で
培 養 す る こ と 、 お よ び 前 記 培 地 か ら 結 合 タ ン パ ク 質 を 分 離 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 診 断 薬 、 治 療 薬 も し く は そ の 組 合 せ 、 結 合 部 分 、 お よ び １ 以 上 の 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合
部 位 と の 同 時 結 合 が 可 能 と な る 位 置 に 配 置 さ れ た ２ 以 上 の ハ プ テ ン 部 分 を 含 ん で な る 、 担
体 分 子 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 担 体 分 子 に 対 す る ハ プ テ ン の モ ル 置 換 比 率 を 決 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
て 、 ハ プ テ ン 結 合 反 応 後 に 担 体 分 子 の 混 合 物 を 精 製 す る こ と 、 お よ び 精 製 し た 混 合 物 を 金
属 結 合 ア ッ セ イ に 付 し て 前 記 モ ル 置 換 比 率 を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 診 断 薬 、 治 療 薬 、 ま た は そ の 組 合 せ を 標 的 に 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と 、
　 ｂ ． あ る 量 の 非 結 合 タ ン パ ク 質 が 被 験 体 の 血 流 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 時 間 待 つ こ と
、 お よ び
　 ｃ ． 前 記 被 験 体 に 、 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 と 結 合 す る 、 診 断 薬 、 治 療 薬 、 ま た は そ
の 組 合 せ を 含 ん で な る 担 体 分 子 を 投 与 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 担 体 分 子 が 、 第 一 の 結 合 タ ン パ ク 質 の １ つ の 結 合 部 位 お よ び 第 二 の 結 合 タ ン パ ク 質 の 第
二 の 結 合 部 位 と 結 合 す る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 が 、 同 位 元 素 、 薬 剤 、 毒 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子 、
複 合 体 、 放 射 性 核 種 、 お よ び 金 属 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記
載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 同 位 元 素 が 、 ９ ０ Ｙ 、 １ １ １ Ｉ ｎ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ９ ９ ｍ Ｔ ｃ 、 １ ８ ６ Ｒ ｅ 、 １ ８ ８ Ｒ ｅ 、
１ ７ ７ Ｌ ｕ 、 ６ ７ Ｃ ｕ 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 ２ １ ３ Ｂ ｉ 、 お よ び ２ １ １ Ａ ｔ か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 薬 剤 が 担 体 分 子 と 結 合 す る 医 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 金 属 が 、 ガ ド リ ニ ウ ム お よ び 造 影 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ９
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 造 影 剤 が 、 Ｍ Ｒ Ｉ 造 影 剤 、 Ｃ Ｔ 造 影 剤 、 お よ び 超 音 波 造 影 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
も の で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ヒ ト 疾 患 を 検 出 ま た は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と 、
　 ｂ ． あ る 量 の 結 合 し て い な い 結 合 タ ン パ ク 質 が 被 験 体 の 血 流 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な
時 間 待 つ こ と 、 お よ び
　 ｃ ． 前 記 被 験 体 に 、 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 と 結 合 す る 、 診 断 薬 、 治 療 薬 、 ま た は そ
の 組 合 せ を 含 ん で な る 担 体 分 子 を 投 与 す る こ と
を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ヒ ト 疾 患 が 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 循 環 器 疾 患 、 お よ び 炎 症 性 疾 患 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ヒ ス タ ミ ン － ス ク シ ニ ル － グ リ シ ル （ Ｈ Ｓ Ｇ ） 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る
Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 部 位 、 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 金 属
キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 結 合 部 位 、 お よ び 各 々 が 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） に
対 す る 親 和 性 を 有 す る Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部 位 を 含 ん で な る 、 多 価 多 重 特 異 性 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 マ ウ ス 、 ヒ ト 化 、 ま た は ヒ ト 配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 図 ８ お よ び ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 結 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 図 ８ お よ び ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 核 酸 分 子
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 、 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 多 重 特 異 性 を 有 す る 多 価 結 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら の 薬 剤 を Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。 結 合 タ ン パ ク 質 は ３ つ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す
る も の で あ り 、 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 は ハ プ テ ン 部 分 と 結 合 し 、 か つ 、 少 な く と も ２
つ の 部 位 は 標 的 抗 原 と 結 合 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ス タ ミ ン － ス ク シ ニ ル － グ リ シ ル （
Ｈ Ｓ Ｇ ） 部 分 を 含 む 分 子 へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 お よ び 癌 胎 児 性
抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 二 重 特 異 性 三 価 ヘ
テ ロ ダ イ マ ー 、 な ら び に Ｈ Ｓ Ｇ 部 分 を 含 む 分 子 へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合
部 位 、 Ｃ Ｅ Ａ へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　
イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 三 重 特 異 性
三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 宿 主 細 胞 に お け る こ れ ら 機 能 的 組 換 え
タ ン パ ク 質 の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 人 工 の 結 合 タ ン パ ク 質 、 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 人 工 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 幅
広 く 試 験 さ れ て お り 、 こ れ ら は 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 炎 症 性 疾 患 、 お よ び 循 環 器
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疾 患 を は じ め と す る 種 々 の ヒ ト 疾 患 の 検 出 お よ び 治 療 に お い て 重 要 な も の で あ る こ と が わ
か っ て き た [Filpula and McGuire, Exp. Opin. Ther. Patents (1999) 9: 231-245頁 ]。
例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し た 抗 体 は 、 患 者 へ の 注 入 後 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 利 用
可 能 な 検 出 器 を 用 い て 腫 瘍 を 可 視 化 す る 目 的 で 分 析 さ れ て い る 。 抗 体 ま た は 抗 体 由 来 医 薬
品 の 臨 床 的 有 用 性 は 、 主 と し て 、 特 定 の 標 的 抗 原 と の そ の 結 合 能 に 依 存 し て い る 。 選 択 性
は 、 と り わ け 、 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 が 体 内 の 正 常 組 織 に 対 し て 毒 性 が あ る 場 合 に 、 ヒ ト 疾
患 の 検 出 お よ び 治 療 段 階 に お い て 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 、 例 え ば 、 同 位 元 素 、 薬 剤 、 毒 素 、
サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子 、 複 合 体 、 放 射 性 核 種 、 ま た は 金 属 を 標 的 位 置 に 送 達
す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 抗 体 系 の 主 要 な 制 限 に つ い て は 、 Goldenberg, The American Journal of Medicine (19
93) 94: 298-299頁 に 記 載 さ れ て い る 。 検 出 お よ び 治 療 技 術 に お い て 好 ま し い パ ラ メ ー タ
ー は 、 標 的 細 胞 が 存 在 す る 部 位 に 厳 密 に 限 局 さ れ た 注 入 投 与 の 量 、 お よ び 摂 取 率 、 す な わ
ち 、 正 常 組 織 周 辺 の 放 射 能 濃 度 に 対 す る 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 の 濃 度 の 比 率 で あ る 。 抗 体
を 血 流 に 注 入 す る と 、 そ れ は 代 謝 を 受 け て 排 出 さ れ る た め 、 数 多 く の コ ン パ ー ト メ ン ト を
通 過 す る 。 抗 体 は 、 標 的 細 胞 抗 原 の 位 置 を 突 き と め 、 こ れ と 結 合 す る こ と が 可 能 で な け れ
ば な ら な い が 、 そ の 一 方 で 体 の 他 の 部 分 を 通 過 す る 必 要 が あ る 。 抗 原 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を
制 御 す る 因 子 と し て は 、 位 置 、 大 き さ 、 抗 原 密 度 、 抗 原 接 近 可 能 性 、 病 理 組 織 の 細 胞 組 成
、 お よ び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 抗 体 の 薬 物 動 態 学 的 特 性 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 に よ る 腫 瘍 タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ に 特 異 的 に 影 響 を 与 え る そ の 他 の 因 子 と し て は 、 腫 瘍 お よ び そ の 他 の 組 織
の 両 方 に お け る 標 的 抗 原 の 発 現 、 お よ び 放 射 性 標 識 し た 抗 体 の 血 液 ク リ ア ラ ン ス の 遅 延 に
よ る 骨 髄 毒 性 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 標 的 腫 瘍 細 胞 と 一 体 化 さ せ る 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 抗 体 の 量 は 、 腫 瘍 の 血 管 形 成 お よ
び 抗 体 浸 透 を 妨 げ る 障 害 、 な ら び に 腫 瘍 内 圧 力 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。 非 標 的 器 官 、 例 え
ば 、 肝 臓 、 腎 臓 ま た は 骨 髄 に よ る 非 特 異 的 摂 取 が 、 特 に 骨 髄 照 射 に よ っ て 用 量 制 限 毒 性 を
引 き 起 こ す こ と が 多 い 放 射 免 疫 治 療 に お い て 、 こ の 技 術 の も う １ つ の 可 能 性 あ る 制 限 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 提 案 さ れ た 一 つ の 解 決 法 が 、 「 親 和 性 増 強 系 （ Affinity Enhancement System） 」 （ Ａ
Ｅ Ｓ ） と 呼 ば れ る 、 特 に 、 診 断 用 ま た は 治 療 用 放 射 性 同 位 元 素 を 有 す る 抗 体 に よ る 腫 瘍 タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ の 欠 陥 を 克 服 す る よ う 設 計 さ れ た 技 術 で あ る [米 国 特 許 第 ５ ， ２ ５ ６ ， ３
９ ５ 号 (1993), Barbet et al., Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals (1999) 14:
 153-166頁 ]。 Ａ Ｅ Ｓ は 、 放 射 性 標 識 し た 二 価 ハ プ テ ン 、 な ら び に 標 的 腫 瘍 お よ び 放 射 性
ハ プ テ ン の 両 方 を 認 識 す る 抗 腫 瘍 ／ 抗 ハ プ テ ン 二 重 特 異 性 抗 体 を 必 要 と す る 。 こ の 技 術 で
は 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 患 者 に 注 入 す る こ と 、 お よ び 二 重 特 異 性 抗 体 を 標 的 腫 瘍 に 局 在 さ せ
る こ と を 必 要 と す る 。 結 合 し て い な い 抗 体 が 血 流 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 時 間 の 後 、 放
射 性 標 識 し た ハ プ テ ン を 投 与 す る 。 ハ プ テ ン は 標 的 細 胞 の 部 位 に 位 置 す る 抗 体 － 抗 原 複 合
体 と 結 合 し 、 診 断 上 ま た は 治 療 上 の 効 用 を も た ら す 。 結 合 し て い な い ハ プ テ ン は 体 内 か ら
除 去 さ れ る 。 Barbetは 、 二 重 特 異 性 抗 体 が 腫 瘍 表 面 と 結 合 す る と 、 二 価 ハ プ テ ン が 二 重 特
異 性 抗 体 と 架 橋 す る と い う 可 能 性 を 記 述 し て い る 。 結 果 と し て 、 放 射 性 標 識 し た 複 合 体 は
、 よ り 安 定 化 さ れ 、 よ り 長 い 時 間 腫 瘍 に 留 ま る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 二 重 特 異 性 ま た は 三 重 特 異 性 ト リ ア ボ デ ィ (triabody)を 作 製 す る 従 来 の 方 法 に
は 問 題 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 各 々 が Ｖ Ｌ ド メ イ ン と 直 接 連 結 さ れ た Ｖ Ｈ ド メ イ ン
か ら な る ３ つ の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 を 教 示 す る も の で あ る 。 Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ の 特 異
性 に 対 し て は 二 価 で あ り 、 Ｖ Ｈ ２ ／ Ｖ Ｌ ２ の 特 異 性 に 対 し て は 一 価 で あ る 二 重 特 異 性 ト リ
ア ボ デ ィ の 場 合 、 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｈ １ － Ｖ Ｌ ２ 、 Ｖ Ｈ ２ － Ｖ Ｌ １ 、 お よ び Ｖ Ｈ １

－ Ｖ Ｌ １ で あ る 。 ３ つ の 特 異 性 (Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ 、 Ｖ Ｈ ２ ／ Ｖ Ｌ ２ 、 お よ び Ｖ Ｈ ３ ／ Ｖ Ｌ ３

)の 各 々 に 対 し て 一 価 で あ る 三 重 特 異 性 ト リ ア ボ デ ィ で は 、 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｈ １
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－ Ｖ Ｌ ２ 、 Ｖ Ｈ ２ － Ｖ Ｌ ３ 、 お よ び Ｖ Ｈ ３ － Ｖ Ｌ １ で あ る 。 い ず れ の 設 計 の 各 ポ リ ペ プ チ
ド も 、 そ れ 自 身 と 結 合 す る か 、 ま た は ２ つ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と に よ っ て ト
リ ア ボ デ ィ を 形 成 す る 可 能 性 が あ る た め 、 最 大 １ ０ の 異 な る ト リ ア ボ デ ィ を 作 製 し 得 る が
、 正 し い 構 造 は １ つ だ け で あ る 。 テ ト ラ ボ デ ィ (tetrabody)概 念 に 基 づ く 多 重 特 異 性 四 量
体 を 作 製 す る た め の 同 様 の ア プ ロ ー チ で は 、 第 四 の ポ リ ペ プ チ ド を 加 え る こ と に よ っ て 起
こ り 得 る 副 生 物 の 数 が 拡 大 さ れ る だ け で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ (diabody)な ど の 多 重 特 異 性 の 多 価 設 計 も ま た 、 欠 点 を
有 す る こ と が あ る 。 一 般 に 好 ま れ る そ の 他 の 抗 体 で は 、 ２ つ の 異 な る 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ

Ｌ ド メ イ ン の 両 方 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が そ れ 自 身 の 上 に 折 り 重 な っ て 、 各 々 の 特 異 性 に
対 し て 一 価 性 の 二 重 特 異 性 単 鎖 が 生 じ る 可 能 性 が あ る 場 合 に は 、 恐 ら く 、 ホ モ ダ イ マ ー は
容 易 に は 形 成 し 得 な い 。 実 際 に は 、 い ず れ の 場 合 に も 、 タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ の 代 わ り に
二 重 特 異 性 単 鎖 構 造 を も た ら す タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ 設 計 を も と に し て 、 い く つ か の 構 築
物 が 作 製 さ れ た (Rossi and Chang、 未 発 表 の 結 果 )。 よ っ て 、 同 じ ポ リ ペ プ チ ド に 両 方 の
タ イ プ が 存 在 す る 場 合 、 特 に 、 同 種 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 の 距 離 が 十 分 に 長 く 、 フ
レ キ シ ブ ル で あ る 場 合 に は 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 鎖 内 対 合 が 明 ら か に 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ２ つ の 異 な る Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト の 化 学 的 架 橋 に よ っ て 作 製 し た 二 重 特 異 性 多 価 抗 体
を 、 適 用 可 能 な 二 価 ハ プ テ ン と と も に 使 用 す る こ と が 成 功 に 終 わ っ て お り 、 動 物 モ デ ル お
よ び ヒ ト 患 者 の 両 方 に お け る 腫 瘍 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の 改 善 の た め の Ａ Ｅ Ｓ の 有 用 性 が 確 認
さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 当 技 術 分 野 で は Ａ Ｅ Ｓ に お い て 有 用 で あ る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術
に よ る 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 製 の 必 要 性 が 残 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 標 的 抗 原 で の 抗 体 摂
取 の 増 大 、 血 中 の 抗 体 の 減 少 、 毒 性 医 薬 か ら の 正 常 組 織 お よ び 正 常 細 胞 の 最 適 な 防 御 を 示
す 抗 体 の 必 要 性 が 残 さ れ て い る 。 さ ら に 、 多 価 性 お よ び 多 重 特 異 性 の ｓ ｃ Ｆ ｖ ベ ー ス の 薬
剤 の 製 造 に 関 連 す る 問 題 を 克 服 す る 結 合 タ ン パ ク 質 の 必 要 性 が 残 さ れ て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 多 重 特 異 性 を 有 す る 多 価 結 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら の 薬 剤 を Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。 結 合 タ ン パ ク 質 は ３ つ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す
る も の で あ り 、 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 は ハ プ テ ン 部 分 と 結 合 し 、 か つ 、 少 な く と も ２
つ の 部 位 は 標 的 抗 原 と 結 合 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ス タ ミ ン － ス ク シ ニ ル － グ リ シ ル （
Ｈ Ｓ Ｇ ） 部 分 を 含 む 分 子 へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 お よ び 癌 胎 児 性
抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 二 重 特 異 性 三 価 タ
ン パ ク 質 、 な ら び に Ｈ Ｓ Ｇ 部 分 を 含 む 分 子 へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位
、 Ｃ Ｅ Ａ へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン
ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ へ の 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 三 重 特 異 性 三 価
結 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 宿 主 （ 好 ま し く は 微 生 物 宿 主 ） に お け る こ
れ ら 機 能 的 結 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、 ハ プ テ ン 部 分 お よ び 標 的 抗 原 と 結 合 す る 二 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ
ダ イ マ ー 、 な ら び に 宿 主 （ 好 ま し く は 微 生 物 宿 主 ） に お け る こ れ ら 機 能 的 組 換 え タ ン パ ク
質 の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 第 二 の 態 様 に よ れ ば 、 Ｈ Ｓ Ｇ 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の
結 合 部 位 、 お よ び Ｃ Ｅ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 二 重
特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 な ら び に 宿 主 （ 好 ま し く は 微 生 物 宿 主 ） に お け る こ れ ら 機 能
的 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の ヘ テ ロ ダ イ マ ー
は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ 、 こ れ に よ り Ｈ Ｓ Ｇ お よ び Ｃ Ｅ Ａ に 対 し て 特 異 的 な
親 和 性 を 示 す 新 規 Ａ Ｅ Ｓ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 第 三 の 態 様 に よ れ ば 、 Ｈ Ｓ Ｇ 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の
結 合 部 位 、 Ｃ Ｅ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 お よ び 金 属 キ レ ー
ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 を 有 す
る 三 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 提 供 さ れ る 。 こ の 態 様 に は 、 微 生 物 宿 主 に お け る こ れ
ら 機 能 的 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ヘ テ ロ ダ イ
マ ー は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ 、 こ れ に よ り 新 規 Ａ Ｅ Ｓ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 第 四 の 態 様 は 、 診 断 薬 、 治 療 薬 、 ま た は そ の 組 合 せ を 標 的 に 送 達 す る 方 法 に 関
す る 。 こ の 方 法 は 、 薬 剤 を 必 要 と す る 被 験 体 に 前 記 結 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と 、 あ る
量 の 非 結 合 タ ン パ ク 質 が 被 験 体 の 血 流 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 時 間 待 つ こ と 、 お よ び 前
記 担 体 分 子 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 上 述 の 薬 剤 の 標 的 へ
の 送 達 方 法 を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を 検 出 ま た は 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 目 的 は 、 ハ プ テ ン 部 分 お よ び 抗 原 と 結 合 す る こ と が 可 能 な 結 合 タ ン パ ク
質 を 作 製 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 多 重 特 異 性 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 配
列 を 含 み 、 か つ 、 微 生 物 宿 主 細 胞 に お い て 容 易 に 発 現 さ れ る ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と で あ
る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 作 製 す る 方 法 を 包 含
す る 。 こ の 方 法 は 、 前 記 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 で 培 養 す る こ と 、 お よ び 培 地 か ら ヘ テ ロ ダ
イ マ ー を 分 離 す る こ と を 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 図 ４ ～ ７ （ 配 列 ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 に
関 す る 。 ６ ７ ９ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ お よ び ｈ Ｍ Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ に つ い て の 核 酸 の Ｄ
Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る 対 応 ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ぞ れ 図 ４ お よ び ６ （ 配 列 ） に 記
載 さ れ て い る 。 ｍ ７ ３ ４  Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 図 ７ に 記 載 さ れ て い る 。
【 好 ま し い 実 施 形 態 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 特 に 断 り の な い 限 り 、 可 算 名 詞 ("a"ま た は "an")は １ つ 以 上 の も の を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 は 、 多 重 特 異 性 を 有 す る 多 価 結 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら
の 薬 剤 を Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。 結 合 タ ン パ ク 質 は ３ つ 以 上
の 結 合 部 位 を 有 す る も の で あ り 、 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 は ハ プ テ ン 部 分 と 結 合 し 、 か
つ 、 少 な く と も ２ つ の 部 位 は 標 的 抗 原 と 結 合 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ス タ ミ ン － ス ク シ
ニ ル － グ リ シ ル （ Ｈ Ｓ Ｇ ） 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合
部 位 、 お よ び 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位
を 有 す る 二 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 な ら び に Ｈ Ｓ Ｇ 部 分 を 含 む 分 子 に 対 す る 親 和 性
を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結 合 部 位 、 Ｃ Ｅ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 結
合 部 位 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く
と も １ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 三 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は
、 微 生 物 宿 主 に お け る こ れ ら 機 能 的 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 発 現 に 有 用 な 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 構 造 的 に 、 完 全 抗 体 は ４ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 む Ｙ 形 ユ ニ ッ ト の １ 以 上 の コ ピ ー か ら
な る 。 ２ つ の 鎖 は 重 鎖 と 呼 ば れ る １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 同 一 コ ピ ー で あ り 、 ２ つ の 鎖 は 軽
鎖 と 呼 ば れ る １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 同 一 コ ピ ー で あ る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド は 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ に
よ っ て 、 ま た は 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 ２ つ の 重 鎖 は １ つ 以 上 の ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 互 い に 連 結 さ れ て お り 、 各 軽 鎖 は １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ
て 一 方 の 重 鎖 と 連 結 さ れ て い る 。 各 鎖 に は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 Ｖ Ｈ お
よ び Ｖ Ｌ と 呼 ば れ る Ｎ 末 端 可 変 領 域 が あ り 、 Ｆ ｖ 断 片 と 呼 ば れ る １ 対 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ の
非 共 有 結 合 が １ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 個 々 の Ｆ ｖ 断 片 は 低 タ ン パ ク 質 濃 度 お よ び 生 理 学 的 条 件 下 に て 解 離 す る 傾 向 が あ り [Glo
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ckshuber et al., Biochemistry (1990) 29: 1362-1367頁 ]、 そ の 用 途 は 限 ら れ て い る 。
安 定 性 を 向 上 さ せ 、 潜 在 的 有 用 性 を 高 め る た め に 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン （ ま た は Ｖ Ｌ ） の Ｃ 末 端
が 、 長 さ を 変 え る こ と が 可 能 な ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て Ｖ Ｌ ド メ イ ン （ ま た は Ｖ Ｈ ） の
Ｎ 末 端 と 連 結 さ れ て い る 組 換 え 単 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） 断 片 が 作 製 さ れ 、 広 範 囲 に わ た っ て
調 査 さ れ て い る 。 [最 近 の 総 説 に 関 し て は 、 Hudson and Kortt, J. Immunological method
s (1999) 231: 177-189頁 を 参 照 ]。 ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 (1990)
お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， １ ３ ２ ， ４ ０ ５ 号 （ 1992） に 開 示 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 作 製 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 １ ２ ア ミ ノ 酸 残 基 長 を 超 え る リ ン カ ー （ 例 え ば 、 １ ５ ま た は １ ８ 残 基 リ ン カ ー ） を 有 す
る ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 同 一 鎖 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に し 、 一 般 に 、 モ ノ
マ ー 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー お よ び 少 量 の 高 分 子 量 マ ル チ マ ー の 混 合 物 を 形 成 す る [米 国 特 許 第
４ ， ６ ４ ２ ， ３ ３ ４ 号 (1987); Kortt et al., Eur. J. Biochem. (1994) 221: 151-157頁
]。 し か し な が ら 、 ５ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 の リ ン カ ー を 有 す る ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 同 一 鎖 の Ｖ Ｈ

お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 分 子 内 対 合 を 妨 げ 、 異 な る 鎖 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 対 合 を 促
進 す る 。 ３ ～ １ ２ 残 基 間 の リ ン カ ー は 、 主 に ダ イ マ ー を 形 成 す る [Atwell et al., Protei
n Engineering (1999) 12: 597-604頁 ]。 ０ ～ ２ 残 基 間 の リ ン カ ー で は 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ の ト リ
マ ー 構 造 （ ト リ ア ボ デ ィ と 呼 ば れ る ） 、 テ ト ラ マ ー 構 造 （ テ ト ラ ボ デ ィ と 呼 ば れ る ） ま た
は よ り 高 度 な オ リ ゴ マ ー 構 造 が 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 オ リ ゴ マ ー 化 の 正 確 な パ タ ー
ン は 、 リ ン カ ー の 長 さ に 加 え て 、 組 成 、 な ら び に Ｖ ド メ イ ン の 方 向 性 に よ っ て 異 な る と 考
え ら れ る 。 例 え ば 、 抗 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 抗 体 Ｎ Ｃ １ ０ の ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 ０ 残 基 リ ン カ ー に よ
っ て 、 主 に ト リ マ ー （ Ｖ Ｈ か ら Ｖ Ｌ へ の 方 向 )ま た は テ ト ラ マ ー （ Ｖ Ｌ か ら Ｖ Ｈ へ の 方 向 )
を 形 成 し た [Dolezal et al., Protein Engineering (2000) 13: 565-574頁 ]。 １ お よ び ２
残 基 リ ン カ ー を 用 い て Ｎ Ｃ １ ０ か ら 構 築 し た ｓ ｃ Ｆ ｖ に 関 し て は 、 Ｖ Ｈ か ら Ｖ Ｌ へ の 方 向
で は 主 に ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 し [Atwell et al., Protein Engineering (1999) 12: 597
-604頁 ]、 こ れ に 対 し て 、 Ｖ Ｌ か ら Ｖ Ｈ へ の 方 向 で は テ ト ラ マ ー 、 ト リ マ ー 、 ダ イ マ ー 、
お よ び 高 分 子 量 マ ル チ マ ー の 混 合 物 を 形 成 し た [Dolezal et al., Protein Engineering (
2000) 13: 565-574頁 ]。 Ｖ Ｈ か ら Ｖ Ｌ へ の 方 向 に 抗 Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 Ｈ Ｄ ３ ７ か ら 構 築 し た ｓ
ｃ Ｆ ｖ に 関 し て は 、 ０ 残 基 リ ン カ ー で は 専 ら ト リ マ ー を 形 成 し 、 １ 残 基 リ ン カ ー で は 専 ら
テ ト ラ マ ー を 形 成 し た [Le Gall et al., FEBS Letters (1999) 453: 164-168
頁 ]。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ２ つ 以 上 の ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 の 非 共 有 結 合 に よ っ て 、 多 価 で あ る が 単 一 特 異 的 な 機 能 的 ダ イ
ア ボ デ ィ 、 ト リ ア ボ デ ィ お よ び テ ト ラ ボ デ ィ が 形 成 さ れ 得 る た め 、 ２ つ 以 上 の 異 な る ｓ ｃ
Ｆ ｖ 分 子 の 同 様 の 結 合 に よ っ て は 、 適 切 に 構 築 さ れ れ ば 、 機 能 的 多 重 特 異 性 ｓ ｃ Ｆ ｖ マ ル
チ マ ー が 形 成 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 多 価 性 を 有 す る 単 一 特 異 性 ダ イ ア ボ デ ィ 、 ト リ ア ボ デ
ィ 、 お よ び テ ト ラ ボ デ ィ は 、 ５ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド リ ン カ ー を 用 い て
得 ら れ て い る 。 二 重 特 異 性 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 一 般 に 、 ２ つ の 異 な る ｓ ｃ Ｆ ｖ の ヘ テ ロ ダ イ
マ ー で あ り 、 各 ｓ ｃ Ｆ ｖ は シ ョ ー ト リ ン カ ー に よ っ て 別 の 抗 体 の Ｖ Ｌ ド メ イ ン と 連 結 さ れ
た １ つ の 抗 体 由 来 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 含 ん で な る 。 数 種 類 の 二 重 特 異 性 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 一
方 の シ ス ト ロ ン に Ｖ Ｈ １ － リ ン カ ー － Ｖ Ｌ ２ を 含 ん で な る 組 換 え 遺 伝 子 構 築 物 、 お よ び も
う 一 方 の シ ス ト ロ ン に Ｖ Ｈ ２ － リ ン カ ー － Ｖ Ｌ １ を 含 ん で な る 第 二 の 組 換 え 遺 伝 子 構 築 物
を 含 む ２ シ ス ト ロ ン 性 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 作 製 さ れ て い る [Holliger et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA (1993) 90: 6444-6448頁 ； Atwell et al., Molecular Immunology (
1996) 33: 1301-1302頁 ； Holliger et al., Nature Biotechnology (1997) 15: 632-631
頁 ； Helfrich et al., Int. J. Cancer (1998) 76: 232-239頁 ； Kipriyanov et al., Int
. J. Cancer (1998) 77: 763-772頁 ； Holiger et al., Cancer Research (1999) 59: 290
9-2916頁 を 参 照 ]。 ｓ ｃ Ｆ ｖ を 構 築 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 (1990)
お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， １ ３ ２ ， ４ ０ ５ 号 (1992)に 開 示 さ れ て い る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ に 基 づ く 多 価
多 重 特 異 性 結 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 は 、 二 重 特 異 性 ダ イ ア ボ デ ィ に つ い て は 米 国 特
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許 第 ５ ， ８ ３ ７ ， ２ ４ ２ 号 (1998)、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ４ ４ ， ０ ９ ４ 号 (1998)お よ び Ｗ Ｏ －
９ ８ ／ ４ ４ ０ ０ １ (1998)に 、 タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ に つ い て は Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｄ Ｅ ９ ９ ／ ０ １ ３
５ ０ に 開 示 さ れ て い る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 組 み 換 え 工 学 、 化 学 結 合 、 お よ び ク ア ド ロ ー
マ 技 術 (quadroma technology)な ど の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 多 価 性 お よ び
多 重 特 異 性 を 有 す る ｓ ｃ Ｆ ｖ ベ ー ス の 薬 剤 を 、 一 方 の 鎖 が 少 な く と も ２ つ の 抗 体 に 由 来 す
る Ｖ Ｈ ド メ イ ン か ら な り 、 も う 一 方 の 鎖 が 対 応 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら な る ２ つ の ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 を 構 築 す る こ と に よ り 製 造 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ ９ ， ８ ３ ０ 号 (1999)お
よ び 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ３ ９ ， ２ ５ ９ 号 (2001)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 多 重 特 異 性 お よ び 多 価 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 を Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら 製 造 す る 他 の
方 法 が 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ ９ ， ８ ３ ０ 号 お よ び 同 第 ６ ， ２ ３ ９ ， ２ ５ ９ 号 に 開 示 さ れ て
い る 。 こ の よ う な 多 価 お よ び 多 重 特 異 性 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 一 方 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が
ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 直 列 に つ な が れ た ２ つ 以 上 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン （ 同 じ ま た は 異 な る
抗 体 に 由 来 す る も の ） か ら な り 、 も う 一 方 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て
直 列 に つ な が れ た 相 補 的 Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら な る ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る ２ シ ス
ト ロ ン 性 ベ ク タ ー を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 つ い 最 近 、 二 元 的 な 特 異 性 を 有 す る 四 価 タ ン デ ム ダ イ ア ボ デ ィ （ ｔ ａ ｎ ｄ ａ ｂ と 呼 ば れ
る )に つ い て も 報 告 さ れ た [Cochlovius et al., Cancer Research (2000) 60: 4336-4341
頁 ]。 二 重 特 異 性 ｔ ａ ｎ ｄ ａ ｂ は ２ つ の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド の ダ イ マ ー で あ り 、 そ の 各 々 の
ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 己 会 合 の 際 に ２ つ の 異 な る 特 異 性 そ れ ぞ れ に つ い て の ２ つ の 可 能 性 あ
る 結 合 部 位 の 形 成 を 容 易 に す る 方 向 に 連 結 さ れ た ２ つ の 異 な る 抗 体 の ４ つ の 可 変 領 域 (Ｖ Ｈ

１ 、 Ｖ Ｌ １ 、 Ｖ Ｈ ２ 、 Ｖ Ｌ ２ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 非 共 有 結 合 に よ り ３ つ の 結 合 部 位 を 形 成 す る ２ つ の
異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 ん で な る 二 重 特 異 性 三 価 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ
、 前 記 ３ つ の 結 合 部 位 の う ち 、 ２ つ の 部 位 は １ つ の 標 的 に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、 第 三 の 部
位 は 、 診 断 薬 お よ び ／ ま た は 治 療 薬 用 の 担 体 と 結 合 し 得 る ハ プ テ ン に 対 す る 親 和 性 を 有 す
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 結 合 タ ン パ ク 質 は ２ つ の Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部 位 と １ つ の Ｈ Ｓ Ｇ
結 合 部 位 を 有 す る 。 二 重 特 異 性 三 価 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 剤 は ２ つ の 異 な る ｓ ｃ Ｆ ｖ を 有 し 、
１ つ の ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 シ ョ ー ト リ ン カ ー に よ っ て も う １ つ の 抗 体 の Ｖ Ｌ ド メ イ ン と 連 結 さ れ
た １ つ の 抗 体 に 由 来 す る ２ つ の Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 含 み 、 第 二 の ｓ ｃ Ｆ ｖ は 、 シ ョ ー ト リ ン カ
ー に よ っ て 他 の 抗 体 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 連 結 さ れ た 第 一 の 抗 体 由 来 の ２ つ の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を
含 む 。 多 価 多 重 特 異 性 薬 剤 を Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら 製 造 す る 方 法 に よ る と 、 宿 主 生
物 に お い て Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド か ら 合 成 さ れ る 各 鎖 は 、 多 価 性 お よ び 多 重 特 異 性 を 有 す る 薬
剤 を １ つ の Ｖ Ｈ 鎖 の １ つ の Ｖ Ｌ 鎖 と の 非 共 有 結 合 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る よ う に 、
全 て Ｖ Ｈ ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ 鎖 ） で 構 成 さ れ る か 、 ま た は 全 て Ｖ Ｌ ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ 鎖 ） で 構 成
さ れ る 。 例 え ば 、 三 価 の 三 重 特 異 性 薬 剤 を 形 成 す る 場 合 、 Ｖ Ｈ 鎖 は 、 各 々 が 、 長 さ を 変 え
る こ と が 可 能 な ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ る 異 な る 特 異 性 の 抗 体 由 来 の ３ つ の Ｖ

Ｈ ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 Ｖ Ｌ 鎖 は 、 Ｖ Ｈ 鎖 に 用 い ら れ る も の と 同 様 の ペ プ チ
ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ る 相 補 的 Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら な る 。 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ
イ ン は 逆 平 行 に 結 合 す る た め 、 本 発 明 に お い て 好 ま し い 方 法 は 、 以 下 の ダ イ ア グ ラ ム に 示
す よ う に 、 Ｖ Ｈ 鎖 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン と は 逆 の 順 序 に 配 置 さ れ た Ｖ Ｌ 鎖 の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 有 す
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｎ Ｈ ２ － － － － － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ３ － － － － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ
　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｎ Ｈ ２ － － － － － Ｖ Ｌ ３ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ａ － Ｖ Ｌ １ － － － － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー Ｌ ａ お よ び Ｌ ｂ は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て も よ い
。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 価 数 ま た は 特 異 性 の 数 を 増 や す よ う に 、 よ り 多 く の 可 変 領 域 を 含 め る こ と が で き る 。 例
え ば 、 以 下 に 示 す ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ つ の 特 異 性 の 各 々 に 対 し て 二 価 で あ る 四 価 二
重 特 異 性 ダ イ マ ー を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｎ Ｈ ２ － － － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｈ ２ － － Ｃ Ｏ Ｏ
Ｈ
　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｎ Ｈ ２ － － － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｌ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｌ １ － － Ｃ Ｏ Ｏ
Ｈ
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ペ プ チ ド リ ン カ ー Ｌ ａ 、 Ｌ ｂ 、 お よ び Ｌ ｃ は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い
て も よ い 。 各 鎖 の 可 変 領 域 の 順 序 が 各 特 異 性 の 機 能 活 性 の 保 持 に 重 要 で あ る か 否 か は ま だ
決 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 抗 原 特 異 的 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 構 築 す る た め の Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 作 製 す る た め に 、 ３ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ６ ７ ９ 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 、 お
よ び ７ ３ ４ が 用 い ら れ る 。 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ お よ び ７ ３ ４ を 作 製 し 、 こ れ ら を 使 用 す る 方 法 は 、
全 開 示 内 容 が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る 米 国 出 願 第 ０ ９ ／ ３ ３ ７ ， ７ ５
６ 号 、 第 ０ ９ ／ ８ ２ ３ ， ７ ４ ６ 号 お よ び 第 １ ０ ／ １ ５ ０ ， ６ ５ ４ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 ６
７ ９ と 呼 ば れ る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｋ ） は 高 い 親 和 性 で ト リ ペ プ チ ド
部 分 ヒ ス タ ミ ン ス ク シ ニ ル グ リ シ ル （ Ｈ Ｓ Ｇ ） を 含 む 分 子 と 結 合 す る （ Morel et al, Mol
ecular immunology, , 995-1000頁 , 1990)。 ６ ７ ９ の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｋ ） に つ
い て の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 決 定 さ れ て い る (Qu et al、 未 発 表 の 結 果 )。 Ｖ Ｋ は 、 抗 体 軽 鎖
、 Ｖ Ｌ の ２ つ の イ ソ タ イ プ の う ち の １ つ で あ る 。 ２ つ の イ ソ タ イ プ の 機 能 は 同 じ で あ る 。
図 １ に 示 す よ う に 、 ６ ７ ９ ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現 さ せ る た め の 遺 伝 子 構 築 物 （ ６ ７ ９ － ｓ
ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ ） の 設 計 は 次 の 特 徴 を 有 し て い る ： １ ） Ｖ Ｈ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ペ プ チ ド
リ ン カ ー Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ （ Ｇ ４ Ｓ ） に よ っ て Ｖ Ｋ の ア ミ ノ 末 端
と 連 結 さ れ て い る 。 Ｇ ４ Ｓ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 分 泌 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド の ヘ テ ロ ダ イ マ ー へ の 二 量 化 を 可 能 に し 、 Ｈ Ｓ Ｇ の ２ つ の 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 ２ ）
ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 は Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の 前 に 配 置 し 、 大 腸 菌 （ Ｅ ． ｃ ｏ ｌ
ｉ ） の ペ リ プ ラ ス ム 空 間 で の ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 を 容 易 に す る 。 ３ ） ６ ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ
ｓ ） 残 基 を カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 付 加 し て Ｉ Ｍ Ａ Ｃ に よ る 精 製 を 可 能 に す る 。 ６ ７ ９ － ｓ ｃ
Ｆ ｖ － Ｌ ５ の 核 酸 の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 対 応 す る コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 を 図 ４ （ 配 列
） に 示 す 。 図 １ で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 除 去 後 の 成 熟 ポ リ ペ プ
チ ド の 棒 線 画 お よ び Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 部 位 を 含 む ６ ７ ９ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 棒 線 画 も 示 し て い る 。
６ ７ ９ は マ ウ ス 抗 体 に 対 す る 有 害 反 応 を 回 避 す る た め に 、 ヒ ト 化 す る こ と が で き る し 、 ま
た は 完 全 に ヒ ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ は Ｃ Ｅ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ ｂ ） で あ る (S
hevitz et al, J. Nucl. Med., suppl., , 217頁 , 1993； 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ５ ４ ， ８ ６
８ 号 (2001))。 元 々 の Ｍ ａ ｂ は マ ウ ス で あ り 、 ヒ ト 化 抗 体 試 薬 は 現 在 、 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体
応 答 を 減 少 さ せ る の に 用 い ら れ て い る 。 こ の 抗 体 の 可 変 領 域 を 発 現 構 築 物 （ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ －
ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ )へ と 組 み 込 ん だ 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現
さ せ る た め の 遺 伝 子 構 築 物 （ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ ） の 設 計 は 次 の 特 徴 を 有 し て い
る ： １ ） Ｖ Ｈ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ペ プ チ ド リ ン カ ー Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ －
Ｓ ｅ ｒ （ Ｇ ４ Ｓ ） に よ っ て Ｖ Ｋ の ア ミ ノ 末 端 と 連 結 さ れ て い る 。 Ｇ ４ Ｓ ペ プ チ ド リ ン カ ー
を 使 用 す る こ と に よ っ て 分 泌 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ヘ テ ロ ダ イ マ ー へ の 二 量 化 を 可 能 に し
、 Ｃ Ｅ Ａ の ２ つ の 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 ２ ） ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー 配 列 は Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の 前 に 配
置 し 、 大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ス ム 空 間 で の ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 を 容 易 に す る 。 ３ ） ６ ヒ ス チ ジ
ン （ Ｈ ｉ ｓ ） 残 基 を カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 付 加 し て Ｉ Ｍ Ａ Ｃ に よ る 精 製 を 可 能 に す る 。 ｈ Ｍ
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Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ の 核 酸 の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 対 応 す る コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
を 図 ６ （ 配 列 ） に 示 す 。 図 ２ で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 除 去 後 の
成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 棒 線 画 お よ び Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部 位 を 含 む ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 棒 線
画 も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ７ ３ ４ は 高 い 親 和 性 で 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ （ ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ
ン 五 酢 酸 ） と 結 合 す る 、 指 定 さ れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 図 ２ に 示 す よ う に
、 ７ ３ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現 さ せ る た め の 遺 伝 子 構 築 物 (７ ３ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ )の 設
計 は 次 の 特 徴 を 有 し て い る ： １ ） Ｖ Ｈ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ペ プ チ ド リ ン カ ー Ｇ ｌ ｙ － Ｇ
ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ （ Ｇ ４ Ｓ ） に よ っ て Ｖ Ｋ の ア ミ ノ 末 端 と 連 結 さ れ て い る 。
Ｇ ４ Ｓ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 分 泌 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ヘ テ ロ ダ イ マ
ー へ の 二 量 化 を 可 能 に し 、 Ｈ Ｓ Ｇ の ２ つ の 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 ２ ） ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー シ
グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 は Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の 前 に 配 置 し 、 大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ス ム 空 間 で の ポ リ ペ プ
チ ド の 合 成 を 容 易 に す る 。 ３ ） ６ ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ ） 残 基 を カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 付 加 し
て Ｉ Ｍ Ａ Ｃ に よ る 精 製 を 可 能 に す る 。 ７ ３ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ の 核 酸 の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列
お よ び 対 応 す る コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 を 図 ７ （ 配 列 ） に 示 す 。 図 ３ で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ
ー ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 除 去 後 の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 棒 線 画 お よ び Ｉ ｎ － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 結
合 部 位 を 含 む ７ ３ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 棒 線 画 も 示 し て い る 。 ７ ３ ４ は 、 マ ウ ス 抗 体 に 対 す
る 有 害 反 応 を 回 避 す る た め に 、 ヒ ト 化 す る こ と が で き る し 、 ま た は 完 全 に ヒ ト で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ シ ス ト ロ ン 性 発 現 ベ ク タ ー を 一 連 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 手 順 に よ っ て 構 築 し た 。 三 価 二
重 特 異 性 ６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ の ２ シ ス ト ロ ン 性 発 現 カ セ ッ ト を 、 宿 主 細 胞 に
お い て 染 色 体 外 自 己 複 製 遺 伝 因 子 を 形 成 す る 小 型 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る プ ラ ス ミ ド 内 に 含
め て も よ い 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 微 生 物 宿 主 細 胞 に お い て 自 己 複 製 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 分 子
で あ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 二 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 発 現 す る ベ ク タ ー を 包 含 す る
。 宿 主 細 胞 は 増 殖 を 目 的 と し て ベ ク タ ー を 受 け 入 れ 、 宿 主 細 胞 が 分 裂 す る た び に ベ ク タ ー
は 複 製 す る 。 一 般 的 に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 大 腸 菌 (Escherichia Coli(E. Coli))で あ る
が 、 そ の 他 の 宿 主 細 胞 も 利 用 可 能 で あ る 。 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 通 じ て 可 能 と な る 組 換 え 抗 体
断 片 の 大 量 生 産 に よ り 、 こ れ ら の 抗 体 は 有 望 な 送 達 系 と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ２ シ ス ト ロ ン 性 カ セ ッ ト が 大 腸 菌 に お い て 発 現 す る と 、 い く つ か の ポ リ ペ プ チ ド が 折 り
畳 ま れ 、 自 然 発 生 的 に 可 溶 性 の 二 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 形 成 さ れ る 。 例 示 し た 二
重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 互 い に 相 互 作 用 し て Ｈ Ｓ Ｇ に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る
Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 部 位 を 形 成 す る ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 結 合 し て Ｃ Ｅ Ａ 抗 原 に 対 し て 高 い
親 和 性 を 有 す る ２ つ の Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部 位 を 形 成 す る ４ つ の ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 。 抗 原 は 特
異 的 な 抗 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ 、 架 橋 し て い る 抗 原 お よ び 抗 体 分 子 の 非 共 有 相 互 作 用 に よ っ
て 結 合 さ れ る 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 三 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 互 い に 相
互 作 用 し て Ｈ Ｓ Ｇ に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 部 位 を 形 成 す る ２ つ の ポ リ ペ プ
チ ド 、 結 合 し て Ｃ Ｅ Ａ 抗 原 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部 位 を 形 成 す る ２ つ の
ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 結 合 し て 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に 対 し て 高 い 親
和 性 を 有 す る 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 結 合 部 位 を 形 成 す る ２ つ の ポ リ ペ
プ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 二 重 特 異 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 発 現 用 の ２ つ の 構 築 物 が
設 計 さ れ 、 構 築 さ れ 、 調 査 さ れ て い る 。 Ｂ Ｓ ６ ま た は Ｂ Ｓ ８ （ ～ ８ ０ ｋ Ｄ ） は Ｃ Ｅ Ａ の ２
つ の 結 合 部 位 お よ び Ｈ Ｓ Ｇ の １ つ の 結 合 部 位 を 含 む 。 Ｂ Ｓ ６ は 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 上 に
お け る 各 Ｖ ド メ イ ン の 配 置 が Ｂ Ｓ ８ と は 異 な っ て い る 。 Ｂ Ｓ ６ を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド は
ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ６ ７ ９ Ｖ Ｈ － ６ Ｈ ｉ ｓ お よ び ６
７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － ６ Ｈ ｉ ｓ で あ る 。 Ｂ
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Ｓ ８ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド は ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ５ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ｂ ）
－ ６ ７ ９ Ｖ Ｈ － ６ Ｈ ｉ ｓ お よ び ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ
Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － ６ Ｈ ｉ ｓ で あ る 。 Ｂ Ｓ ６ の 場 合 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は
、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る
ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て
お り 、 ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １
４ 　 Ｍ Ａ Ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド
と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る 。 各 鎖 が ６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ
Ｎ １ ４ 二 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成 す る 。 Ｂ Ｓ ８ は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン
カ ー に よ っ て ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ

Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ
の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ

ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 、 オ リ ゴ ペ プ チ
ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 。 各 鎖 が
６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成 す る 。 Ｂ Ｓ ６ お よ び Ｂ Ｓ ８
の オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て も よ い 。 Ｂ Ｓ ６
の 第 一 お よ び 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に つ い て の 核 酸 の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 対 応 す る
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ６ ７
９ Ｖ Ｈ － ６ Ｈ ｉ ｓ お よ び ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４
Ｖ Ｋ － ６ Ｈ ｉ ｓ で あ り 、 Ｂ Ｓ ８ の 場 合 で は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ

－ （ Ｌ ｂ ） －  ６ ７ ９ Ｖ Ｈ － ６ Ｈ ｉ ｓ お よ び ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － （
Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － ６ Ｈ ｉ ｓ で あ り 、 こ こ で 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｋ 、 な ら び
に ６ ７ ９ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｋ は 各 々 、 図 ６ お よ び ４ （ 配 列 ） に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 三 重 特 異 性 三 価 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｔ Ｓ １ は 、 Ｃ Ｅ Ａ の １ つ の 結 合 部 位 、 Ｈ Ｓ Ｇ の １ つ の
結 合 部 位 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 　 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ の １ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 。 Ｔ Ｓ
１ を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ａ ） － ７ ３ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ ｂ ） － ６ ７
９ Ｖ Ｈ お よ び ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ｂ ） － ７ ３ ４ Ｖ Ｋ － （ Ｌ ａ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ で あ る 。 Ｔ
Ｓ １ で は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て
６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ７ ３ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と
、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て お り 、 ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド
が 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ
て い る ７ ３ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ
て い る 。 各 鎖 が ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ７ ３ ４ ｘ ６ ７ ９ 三 重 特 異 性 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成
す る 。 リ ン カ ー は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て も よ い 。 ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｋ は 図 ７ （ 配 列 ） に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 二 重 特 異 性 三 価 結 合 タ ン パ ク 質 の 最 終 的 な 用 途 は 、 Ｈ Ｓ Ｇ 含 有 ペ プ チ ド に よ っ
て 運 ば れ る 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 の そ の 後 の 特 異 的 な 送 達 を 目 的 と し た Ｃ Ｅ Ａ 陽 性 腫 瘍 の プ
レ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に 向 け た も の で あ る 。 こ れ ら の ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 親 和 性 の 増 強 お よ
び 所 望 の 位 置 で の 滞 留 時 間 の 延 長 を 考 慮 し て 、 ２ つ の 標 的 抗 原 と 選 択 的 に 結 合 す る 。 Ｂ Ｓ
６ お よ び Ｂ Ｓ ８ は 、 二 価 Ｃ Ｅ Ａ 結 合 お よ び 循 環 時 間 の 延 長 に よ り 高 レ ベ ル の 腫 瘍 摂 取 を 達
成 す る 能 力 を 有 す る た め 、 魅 力 的 な プ レ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 剤 で あ る 。 さ ら に 、 非 抗 原 結 合
ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 迅 速 に 体 内 か ら 除 去 し 、 正 常 組 織 の 曝 露 を 最 小 限 に 抑 え る 。 診 断 薬 お よ
び 治 療 薬 と し て は 、 同 位 元 素 、 薬 剤 、 毒 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子 、 複 合 体
、 放 射 性 核 種 、 お よ び 金 属 を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ガ ド リ ニ ウ ム 金 属 は 磁 気 共 鳴
画 像 診 断 (magnet resonance imaging)に 用 い ら れ 、 Ｍ Ｒ Ｉ 造 影 剤 、 Ｃ Ｔ 造 影 剤 、 お よ び 超
音 波 造 影 剤 も ま た 利 用 さ れ る 。 放 射 性 核 種 の 例 は 、 例 え ば 、 ９ ０ Ｙ 、 １ １ １ Ｉ ｎ 、 １ ３ １

Ｉ 、 ９ ９ ｍ Ｔ ｃ 、 １ ８ ６ Ｒ ｅ 、 １ ８ ８ Ｒ ｅ 、 １ ７ ７ Ｌ ｕ 、 ６ ７ Ｃ ｕ 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 ２ １ ３

Ｂ ｉ 、 お よ び ２ １ １ Ａ ｔ で あ る 。 そ の 他 の 放 射 性 核 種 も 診 断 薬 お よ び 治 療 薬 と し て 利 用 可
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能 で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 へ と 設 計 さ れ る 特 異 性 に 応 じ て 、 免 疫 応 答 の 誘 導 に よ っ て 、 ま た
は 放 射 性 ハ プ テ ン ま た は 薬 剤 － ハ プ テ ン 複 合 体 を 用 い る Ａ Ｅ Ｓ 技 術 と 組 み 合 わ せ て 達 成 し
得 る 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 感 染 症 の 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 三 重 特 異 性 お よ
び 四 重 特 異 性 薬 剤 は 、 血 液 サ ン プ ル 中 の 特 異 的 な 標 的 細 胞 の 検 出 お よ び 区 別 に 有 用 で あ り
得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 組 み 合 わ せ て 機 能 的 構 造 を 形 成 す る の に ２ つ の 相 補 的 ポ リ ペ プ チ ド
を 必 要 と す る だ け で あ り 、 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 す る こ と は 決 し て な い た め 、 多 数 の
副 生 物 を 形 成 す る と い う 問 題 が 回 避 さ れ る 。 そ の た め 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 不 適 切 な 対 合 に
よ っ て 不 活 性 な 混 入 物 質 が 形 成 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が Ｖ Ｈ ま
た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン し か 含 ん で い な い こ と か ら 、 他 方 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と 結 合 す る 場 合 に の
み 機 能 的 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る た め 、 分 子 内 対 合 の 問 題 が 回 避 さ れ る 。 本 発 明 は 、
各 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン し か 含 ん で い な い （ Ｂ Ｓ ８ お よ び Ｔ Ｓ １ ） こ
と か ら 、 ま た は そ れ ら が 奇 数 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら な る （ Ｂ Ｓ ６ ） こ と か ら 、 相
補 鎖 と 結 合 す る 場 合 に 機 能 的 構 造 だ け を 形 成 す る こ と が で き る た め 、 分 子 内 対 合 の 問 題 が
回 避 さ れ る 。 Davis et al.は 、 一 方 が 少 な く と も ２ つ の 抗 体 由 来 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン か ら な り
、 も う 一 方 が 対 応 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン か ら な る ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 対 合 に 基 づ く 多 価 多
重 特 異 性 タ ン パ ク 質 の 構 築 の 同 様 の ア プ ロ ー チ を 開 示 し て い る （ 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ ９ ,
８ ３ ０ 号 (1999)お よ び 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ３ ９ ,２ ５ ９ 号 (2001))が 、 多 価 多 重 特 異 性 分 子 各
々 の 分 子 的 同 一 性 を 確 立 す る 証 拠 は ほ と ん ど 掲 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 診 断 ま た は 治 療 を 目 的 と す る 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 の 標 的 へ の 送 達 に は
、 患 者 に 前 記 結 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と 、 あ る 量 の 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 が 患 者
の 血 流 か ら 除 去 さ れ る の に 十 分 な 時 間 待 つ こ と 、 お よ び 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 と 結 合
す る 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。 診 断 に は さ ら に 、 公 知 の 技 術 に よ る
結 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 工 程 が 必 要 で あ る 。 診 断 用 ま た は 治 療 用 担 体 分 子 は 、 診 断 上 ま た は
治 療 上 有 効 な 薬 剤 、 結 合 部 分 、 お よ び １ 以 上 の ハ プ テ ン 部 分 を 含 ん で な る 。 こ の ハ プ テ ン
部 分 は 、 該 ハ プ テ ン 部 分 の 結 合 タ ン パ ク 質 と の 同 時 結 合 が 可 能 と な る 位 置 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 の 哺 乳 動 物 へ の 投 与 は 、 静 脈 内
、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 胸 腔 内 、 く も 膜 下 、 局 所 カ テ ー テ ル を 通 じ た 潅 流 に よ
っ て 、 ま た は 直 接 病 変 内 局 注 に よ っ て も よ い 。 注 入 に よ り 結 合 成 分 を 投 与 す る 場 合 、 投 与
は 持 続 注 入 ま た は 単 一 回 も し く は 複 数 回 ボ ー ラ ス に よ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 混 合 さ れ て い な い 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 お よ び 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 注 入
ビ ヒ ク ル 、 好 ま し く は 生 理 学 的 ｐ Ｈ お よ び 濃 度 の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 に お
い て 、 ヒ ト 治 療 用 お よ び 診 断 用 キ ッ ト と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 調 製 物 は 、 特 に 、 ヒ
ト で の 使 用 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 好 ま し く は 無 菌 で あ る 。 こ の よ う な キ ッ ト の 任 意 の 成
分 と し て は 、 安 定 剤 、 バ ッ フ ァ ー 、 標 識 試 薬 、 放 射 性 同 位 元 素 、 常 磁 性 化 合 物 、 ク リ ア ラ
ン ス を 高 め る た め の 第 二 の 抗 体 、 お よ び 従 来 の シ リ ン ジ 、 カ ラ ム 、 バ イ ア ル な ど が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 多 価 多 重 特 異 性 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 循 環 器 疾 患 お よ び
炎 症 性 疾 患 を は じ め と す る 種 々 の ヒ ト 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 に 有 用 で あ る 。 こ の 実 施 態 様
で は 、 標 的 抗 原 は 、 癌 結 合 部 位 、 自 己 免 疫 疾 患 結 合 部 位 、 感 染 症 結 合 部 位 、 循 環 器 疾 患 結
合 部 位 、 お よ び 炎 症 性 疾 患 結 合 部 位 な ど 、 ヒ ト 疾 患 に 関 連 す る 結 合 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に お い て 有 用 な 抗 体 お よ び 抗 原 と し て は 、 上 記 の よ う な 特 性 を 有 す る ｍ Ａ
ｂ が 挙 げ ら れ 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 癌 に お い て は 、 次 の ｍ Ａ ｂ の 使 用 が 考 え ら れ
る ： Ｌ Ｌ １ （ 抗 Ｃ Ｄ ７ ４ ） 、 Ｌ Ｌ ２ （ 抗 Ｃ Ｄ ２ ２ ） 、 Ｒ Ｓ ７ （ 抗 上 皮 糖 タ ン パ ク 質 － １ （
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Ｅ Ｇ Ｐ － １ ） ） 、 Ｐ Ａ Ｍ － ４ お よ び Ｋ Ｃ ４ （ と も に 抗 Ｍ Ｕ Ｃ １ ） 、 Ｍ Ｎ － １ ４ （ 抗 癌 胎 児
性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） ） 、 Ｍ ｕ － ９ （ 抗 結 腸 特 異 的 抗 原 － ｐ ） 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ３ １ （ 抗 α － フ ェ ト
プ ロ テ イ ン ） 、 Ｔ Ａ Ｇ － ７ ２ （ 例 え ば 、 Ｃ Ｃ ４ ９ ） 、 Ｔ ｎ 、 Ｊ ５ ９ １ （ 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） お よ
び Ｇ ２ ５ ０ （ 抗 炭 酸 脱 水 酵 素 Ｉ Ｘ ｍ Ａ ｂ ） 。 こ れ ら の 複 合 体 を 用 い て タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ し
得 る そ の 他 の 有 用 な 抗 原 と し て は 、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ ／ ｎ ｅ ｕ 、 Ｂ ｒ Ｅ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ ０
（ 例 え ば 、 Ｃ ２ Ｂ ８ 、 ｈ Ａ ２ ０ 、 １ Ｆ ５ 　 Ｍ ａ ｂ ） Ｃ Ｄ ２ １ 、 Ｃ Ｄ ２ ３ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ 、 α －
フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ Ａ Ｆ Ｐ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 、 Ｐ １ Ｇ Ｆ 、 Ｍ Ｕ Ｃ １ 、 Ｍ Ｕ Ｃ ２
、 Ｍ Ｕ Ｃ ３ 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 ガ ン グ リ オ シ ド 、 Ｈ Ｃ Ｇ 、 Ｅ Ｇ Ｆ － ２ （ 例 え ば 、 １ ７ － １ Ａ ） 、
Ｃ Ｄ ３ ７ 、 Ｈ Ｌ Ｄ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 Ｉ ａ 、 Ａ ３ 、 Ａ ３ ３ 、 Ｅ ｐ － Ｃ Ａ Ｍ 、 Ｋ Ｓ － １ 、 Ｌ
ｅ （ ｙ ） 、 Ｓ １ ０ ０ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 テ ネ イ シ ン 、 葉 酸 受 容 体 、 Ｔ ｈ ｏ ｍ ａ ｓ ‐ Ｆ ｒ ｉ ｅ ｄ ｅ ｎ
ｒ ｅ ｉ ｃ ｈ 抗 原 、 腫 瘍 壊 死 抗 原 、 腫 瘍 血 管 新 生 抗 原 、 Ｇ ａ ７ ３ ３ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｔ １ ０ １ 、
Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 Ｌ ２ ４ ３ ま た は そ の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 数 多 く の 上 記 の 抗 体 お よ び 抗 原 、 な
ら び に 本 発 明 の 範 囲 に お い て 有 用 な さ ら な る 抗 体 お よ び 抗 原 （ 例 え ば 、 抗 Ｃ Ｓ Ａ Ｐ 、 Ｍ Ｎ
－ ３ お よ び 抗 顆 粒 球 抗 体 ） は 、 引 用 す る こ と に よ り 全 開 示 内 容 が 本 明 細 書 の 一 部 と さ れ る
、 ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 １ ５ 日 出 願 の "Use of Multi-specific, Non-covalent Complexes for
 Targeted Delivery of Therapeutics,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ ２ ６ ， ３ ７ ９ 号 、
２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ 日 出 願 の "RS7 Antibodies,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ ０ ， ２ ２
９ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ４ 日 出 願 の "Anti-CD20 Antibodies and Fusion Proteins Thereo
f and Mehods of Use,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ６ ， １ ３ ２ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １
月 ２ ８ 日 出 願 の "Anti-DOTA Antibody,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ３ ， ４ ７ ９ 号 、
２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ３ １ 日 出 願 の "Polymeric Delivery Systems,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ３ ０ ８ ， ６ ０ ５ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ 日 出 願 の "Antibody point mutations for enhanc
ing rate of clearance,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ １ ， ０ ３ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３
月 １ 日 出 願 の "Internalizing Anti-CD-74 Antibodies and Methods of Use,"と 題 す る 米
国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ６ ０ ， ２ ５ ９ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 １ 日 出 願 の "Immunotherapy of B-
cell malignancies using anti-CD22 antibodies,"と 題 す る 米 国 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ６ ５ ， ７
９ ６ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ２ ６ 日 出 願 の "Labeling Targeting Agents With Gallium-68 a
nd Gallium-67,"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ６ ０ ／ ３ ４ ２ ， １ ０ ４ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月
５ 日 出 願 の "Labeling Targeting Agents With Gallium-68 and Gallium-67,"と 題 す る 米
国 出 願 第 １ ０ ／ １ １ ６ ， １ １ ６ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 １ 日 出 願 の "Alpha-Fetoprotein Immu3
1 Antibodies and Fusion Proteins and Methods of Use Thereof,"と 題 す る 米 国 仮 出 願
第 ６ ０ ／ ３ ９ ９ ， ７ ０ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ６ 月 １ ４ 日 出 願 の "Monoclonal Antibody hPAM4,"
と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ８ ， ３ １ ４ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 ３ ０ 日 出 願 の "Chi
meric, Human and Humanized Anti-granulocyte Antibodies and Methods of Use,"と 題
す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ４ １ ４ ,３ ４ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 迅 速 に 内 在 化 し た 後 、 再 び 発 現 さ れ 、 プ ロ セ
シ ン グ さ れ 、 細 胞 表 面 に 提 示 さ れ て 、 細 胞 に よ る 循 環 免 疫 複 合 体 の 連 続 摂 取 お よ び 付 着 を
可 能 に す る 抗 体 が 用 い ら れ る 。 最 も 好 ま し い 抗 体 ／ 抗 原 対 の 例 は 、 Ｌ Ｌ １  抗 Ｃ Ｄ ７ ４  ｍ
Ａ ｂ （ 不 変 鎖 、 ク ラ ス II特 異 的 シ ャ ペ ロ ン 、 Ｉ ｉ ） で あ る 。 Ｃ Ｄ ７ ４ 抗 原 は 、 Ｂ 細 胞 リ ン
パ 腫 、 特 定 の Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 お よ び 特 定 の そ の 他 の 癌 （ Ong et al., Immunology
 98: 296-302頁  (1999)） 、 な ら び に 特 定 の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 高 度 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ７ ４ 抗 体 に よ り 好 適 に 治 療 さ れ る 疾 患 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 非
ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 お よ び 多 発 性 骨 髄 腫 が 挙 げ ら れ る 。 標 的 細 胞 の 表 面 で の 短 期 間
の Ｃ Ｄ ７ ４ 抗 原 の 連 続 発 現 後 に 、 抗 原 の 内 在 化 、 お よ び 抗 原 の 再 発 現 を 受 け て 、 標 的 Ｌ Ｌ
１ 抗 体 が 、 そ れ が 「 ペ イ ロ ー ド 」 と し て 運 ぶ 化 学 療 法 成 分 と と も に 内 在 化 さ れ る こ と を 可
能 に す る 。 こ の こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 細 胞 の 内 部 に 蓄 積 さ れ る Ｌ Ｌ １ － 化 学 療 法 薬 免
疫 複 合 体 の 高 い 治 療 上 の 濃 度 が 実 現 可 能 と な る 。 内 在 化 さ れ た Ｌ Ｌ １ － 化 学 療 法 薬 免 疫 複
合 体 は 、 リ ソ ソ ー ム お よ び エ ン ド ソ ー ム を 通 じ て 循 環 さ れ 、 標 的 細 胞 内 に お い て 化 学 療 法
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成 分 が 活 性 型 で 放 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 上 有 効 な 量 の 本 発 明 の
好 ま し い 実 施 態 様 に よ る 治 療 用 複 合 体 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 に 関 す る
。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に よ る 治 療 用 複 合 体 に よ っ て 治 療 し 得 る 疾 患 と し て は 、 限 定
さ れ る も の で は な い が 、 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 慢 性 リ ン パ
性 白 血 病 、 例 え ば 、 Ｌ Ｌ ２  ｍ Ａ ｂ を 用 い る ； 米 国 特 許 第 ６ ， １ ８ ３ ， ７ ４ ４ 号 を 参 照 ）
、 内 胚 葉 由 来 の 消 化 器 系 上 皮 の 腺 癌 、 乳 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 な ど の 癌 、 な ら び に そ の 他
の 癌 腫 、 肉 腫 、 神 経 膠 腫 、 骨 髄 性 白 血 病 な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 悪 性 固 形 腫 瘍 ま た は 造
血 器 新 生 物 、 例 え ば 、 胃 腸 、 肺 、 乳 房 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 精 巣 、 脳 ま た は リ ン パ 腺 の 腫 瘍 、
肉 腫 ま た は 黒 色 腫 に よ っ て 産 生 さ れ る か 、 ま た は そ れ と 関 連 し た 抗 原 、 例 え ば 、 腫 瘍 胎 児
抗 原 に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 具 体 例 の 例 示 で あ り 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る も の と し て 使
用 す る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 に よ り 導 入 さ れ た 概 念 を 用 い て 、 Ｃ Ｅ Ａ に 対 し て 二 価 、 Ｈ Ｓ Ｇ に 対 し て は 一 価 で
あ る 二 重 特 異 性 三 価 分 子 （ Ｂ Ｓ ８ ） を 以 下 の ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 化 に よ っ て 得 た ：
Ｖ Ｈ 鎖 ： ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｍ － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － Ｇ Ｇ Ｇ
Ｇ Ｓ － ６ ７ ９ Ｖ Ｈ

Ｖ Ｌ 鎖 ： ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － Ｌ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ
－ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ

【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 準 分 子 生 物 学 技 術 を 用 い て ｐ Ｅ Ｔ － Ｅ Ｒ ベ ク タ ー
、 ２ シ ス ト ロ ン 性 細 菌 発 現 プ ラ ス ミ ド へ と 設 計 し た 。 発 現 の 際 に は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド は 大
腸 菌 の ペ リ プ ラ ス ム 空 間 で の 合 成 に 向 け る ア ミ ノ 末 端 の ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー 配 列 お よ び Ｉ Ｍ
Ａ Ｃ に よ る 精 製 に 関 連 す る カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ６ Ｈ ｉ ｓ ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 有 す る 。 我
々 は 、 二 重 特 異 性 薬 剤 、 そ の 後 続 い て Ｃ Ｅ Ａ ま た は Ｗ Ｉ ２ （ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ に 対 す る ラ ッ ト 抗
ｉ ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） の 連 続 注 入 時 の 応 答 単 位 の さ ら な る 増 大 を 測 定 す る こ と に よ る
Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 セ ン サ ー チ ッ プ を 用 い る Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ に よ っ て ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 実 際 に
、 Ｃ Ｅ Ａ と は 二 価 で 結 合 し 、 Ｈ Ｓ Ｇ と は 一 価 で 結 合 す る 二 重 特 異 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成
す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 具 体 例 で は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ
ー に よ っ て ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー
に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て お り 、 ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ

ポ リ ペ プ チ ド は 、 ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 　 Ｍ Ａ Ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ
ド と 連 結 さ れ て い る １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ
プ チ ド と 連 結 さ れ て い る 。 各 鎖 が ６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 二 重 特 異 性 、 三 価 ヘ テ
ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 あ る い は 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 両 方 か ら な る 各 鎖 が 対 合 の 際 に 多 価 多 重 特 異 性 結
合 部 位 を 形 成 す る よ う 作 製 さ れ て い て も よ い 。 こ の よ う な 例 は 以 下 に 記 載 す る よ う に Ｂ Ｓ
６ に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 に よ り 導 入 さ れ た 概 念 の 改 変 を 用 い て 、 Ｃ Ｅ Ａ に 対 し て 二 価 、 Ｈ Ｓ Ｇ に 対 し て は
一 価 で あ る さ ら な る 二 重 特 異 性 三 価 分 子 （ Ｂ Ｓ ６ ） を 以 下 の ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 化
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実 施 例 １ － 大 腸 菌 内 で Ｂ Ｓ ８ を 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド の 構 築

実 施 例 ２ － 大 腸 菌 内 で Ｂ Ｓ ６ を 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド の 構 築



に よ っ て 得 た ：
　 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ － Ｌ Ｅ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ －
６ ７ ９ Ｖ Ｈ

　 ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｍ － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ － ｈ Ｍ
Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ

【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｂ Ｓ ６ は 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ド メ イ ン の 配 置 が Ｂ Ｓ ８ と は 異 な っ て い る 。 Ｂ Ｓ ８
の 各 鎖 は 全 て Ｖ Ｈ ド メ イ ン で 構 成 さ れ る か 、 ま た は 全 て Ｖ Ｌ ド メ イ ン で 構 成 さ れ る 。 Ｂ Ｓ
６ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 そ の 代 わ り に ２ つ の Ｖ Ｈ と １ つ の Ｖ Ｌ ま た は １ つ の Ｖ Ｈ と ２ つ の
Ｖ Ｌ で 構 成 さ れ る 。 Ｂ Ｓ ６ で は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ お よ び ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ 間 の リ ン カ ー が た
っ た ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 そ れ が そ れ ら の 鎖 内 結 合 を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｂ Ｓ ６ の ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 準 分 子 生 物 学 技 術 を 用 い て ｐ Ｅ Ｔ － Ｅ Ｒ
ベ ク タ ー へ と 設 計 し た 。 発 現 の 際 に は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド は ア ミ ノ 末 端 の ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー
配 列 お よ び カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ６ Ｈ ｉ ｓ ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 有 す る 。 我 々 は Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ
ｒ ｅ に よ っ て ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 実 際 に 、 Ｃ Ｅ Ａ と は 二 価 で 結 合 し 、 Ｈ Ｓ Ｇ と は 一 価 で
結 合 す る 二 重 特 異 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 具 体 例 で は 、 Ｂ Ｓ ６ は １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ
リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ

ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ５ ア ミ ノ 酸
残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る １ ６ ア ミ
ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る ６ ７
９ 　 Ｍ Ａ Ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 。 各 鎖 が ６ ７ ９ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 二 重 特
異 性 、 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 に よ り 導 入 さ れ た 概 念 を 用 い て 、 Ｃ Ｅ Ａ 、 Ｈ Ｓ Ｇ お よ び Ｉ ｎ － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ の 結 合 部
分 を 有 す る 三 重 特 異 性 三 価 分 子 (Ｔ Ｓ １ )を 以 下 の ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 化 に よ っ て 得
た ：
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ － （ Ｌ １ ５ ） － ７ ３ ４ Ｖ Ｈ － (Ｌ １ ５ ） － ６ ７ ９ Ｖ Ｈ  
　 Ｖ Ｌ 鎖 ： ６ ７ ９ Ｖ Ｋ － （ Ｌ １ ５ ） － ７ ３ ４ Ｖ Ｋ － （ Ｌ １ ５ ） － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ

【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 標 準 分 子 生 物 学 技 術 を 用 い て ｐ Ｅ Ｔ － Ｅ Ｒ ベ ク タ ー
へ と 設 計 し た 。 （ 図 ８ お よ び ９ を 参 照 ） 。 発 現 の 際 に は  各 ポ リ ペ プ チ ド は 大 腸 菌 の ペ リ
プ ラ ス ム 空 間 で の 合 成 に 向 け る ア ミ ノ 末 端 の ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー 配 列 お よ び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ に よ る
精 製 に 関 連 す る カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ６ Ｈ ｉ ｓ ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 有 す る 。 我 々 は Ｂ Ｉ Ａ
ｃ ｏ ｒ ｅ お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 実 際 に 、 Ｃ Ｅ Ａ 、 Ｈ Ｓ Ｇ お よ び
Ｉ ｎ － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 二 重 特 異 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る こ と を 示 し
た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 具 体 例 で は 、 ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ
ー に よ っ て ６ ７ ９  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ
ー に よ っ て ７ ３ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て お り 、 ６ ７ ９ 　 Ｍ Ａ Ｂ の Ｖ Ｋ

ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４ 　 Ｍ Ａ Ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ ペ プ
チ ド と 連 結 さ れ て い る １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー に よ っ て ｈ Ｍ Ｎ １ ４  Ｍ Ａ ｂ の Ｖ Ｋ ポ リ
ペ プ チ ド と 連 結 さ れ て い る 。 Ｔ Ｓ １ で は 、 各 々 の 1５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン カ ー が 配 列 Ｇ
ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ －  Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ ｌ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ
－ Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ ｌ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ を 有 し て い る 。 各 鎖 が ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｘ ７ ３ ４
ｘ ６ ７ ９ 三 重 特 異 性 、 三 価 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 半 分 を 形 成 す る 。
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実 施 例 ３ － 大 腸 菌 内 で Ｔ Ｓ １ を 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド の 構 築



【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 は 、 三 価 二 重 特 異 性 、 三 価 三 重 特 異 性 、 四 価 二 重 特 異 性 、 四 価 三 重 特 異 性 、 ま た
は 四 価 四 重 特 異 性 で あ っ て よ い in vivoタ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 剤 の 製 造 に 最 も 有 効 に 用 い ら れ
る 。 三 価 二 重 特 異 性 （ ３ － ２ Ｓ ） 薬 剤 は ２ つ の 異 な る 抗 体 （ Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ お よ び Ｖ Ｈ ２

／ Ｖ Ｌ ２ ） の 可 変 領 域 か ら 誘 導 さ れ 、 ２ つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー
プ と の 結 合 が 可 能 で あ る 。 結 合 は １ つ の 特 異 性 に 対 し て 二 価 、 も う １ つ の 特 異 性 に 対 し て
は 一 価 で あ る 。 ３ － ２ Ｓ 薬 剤 は ダ イ ア グ ラ ム １ に 示 す ２ つ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 二 量 化
に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ダ イ ア グ ラ ム １ ． 三 価 二 重 特 異 性 薬 剤
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ２

　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｌ １ － Ｌ ｄ － Ｖ Ｌ １

【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ３ つ の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 特 定 の 順 序 を 変 更 し て も よ く 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Ｌ
ａ 、 Ｌ ｂ 、 Ｌ ｃ 、 Ｌ ｄ ） は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て も よ い 。  
【 ０ ０ ６ １ 】
　 三 価 三 重 特 異 性 （ ３ － ３ Ｓ ） 薬 剤 は ３ つ の 異 な る 抗 体 （ Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ 、 Ｖ Ｈ ２ ／ Ｖ Ｌ

２ 、 お よ び Ｖ Ｈ ３ ／ Ｖ Ｌ ３ ） の 可 変 領 域 か ら 誘 導 さ れ 、 ３ つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗
原 ま た は エ ピ ト ー プ と の 結 合 が 可 能 で あ る 。 結 合 は ３ つ の 異 な る 特 異 性 の 各 々 に 対 し て 一
価 で あ る 。 ３ － ３ Ｓ 薬 剤 は ダ イ ア グ ラ ム ２ に 示 す ２ つ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 二 量 化 に よ
っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ダ イ ア グ ラ ム ２ ． 三 価 三 重 特 異 性 薬 剤
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ３

　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｖ Ｌ ３ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｄ － Ｖ Ｌ １

【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ３ つ の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 特 定 の 順 序 を 変 更 し て も よ く 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Ｌ
ａ 、 Ｌ ｂ 、 Ｌ ｃ 、 Ｌ ｄ ） は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 四 価 二 重 特 異 性 （ ４ － ２ Ｓ ） 薬 剤 は ２ つ の 異 な る 抗 体 （ Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ お よ び Ｖ Ｈ ２ ／
Ｖ Ｌ ２ ） の 可 変 領 域 か ら 誘 導 さ れ 、 ２ つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ
と の 結 合 が 可 能 で あ る 。 結 合 は ２ つ の 異 な る 特 異 性 の 各 々 に 対 し て 二 価 で あ る 。 ４ － ２ Ｓ
薬 剤 は ダ イ ア グ ラ ム ３ に 示 す ２ つ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 二 量 化 に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ダ イ ア グ ラ ム ３ ． 四 価 二 重 特 異 性 薬 剤
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｈ ２

　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｄ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｅ － Ｖ Ｌ １ － Ｌ ｆ － Ｖ Ｌ １

【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ４ つ の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 特 定 の 順 序 を 変 更 し て も よ く 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Ｌ
ａ 、 Ｌ ｂ 、 Ｌ ｃ 、 Ｌ ｄ 、 Ｌ ｅ お よ び Ｌ ｆ ） は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て
も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 四 価 三 重 特 異 性 （ ４ － ３ Ｓ ） 薬 剤 は ３ つ の 異 な る 抗 体 （ Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ 、 Ｖ Ｈ ２ ／ Ｖ Ｌ

２ 、 お よ び Ｖ Ｈ ３ ／ Ｖ Ｌ ３ ） の 可 変 領 域 か ら 誘 導 さ れ 、 ３ つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗
原 ま た は エ ピ ト ー プ と の 結 合 が 可 能 で あ る 。 結 合 は ３ つ の 特 異 性 の う ち の １ つ に 対 し て 二
価 、 別 の ２ つ の 特 異 性 の 各 々 に 対 し て は 一 価 で あ る 。 ４ － ３ Ｓ 薬 剤 は ダ イ ア グ ラ ム ４ に 示
す ２ つ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 二 量 化 に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ダ イ ア グ ラ ム ４ ． 四 価 三 重 特 異 性 薬 剤
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実 施 例 ４ － 多 重 特 異 性 を 有 す る 多 価 薬 剤 の 使 用



　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ １ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｈ ３

　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｖ Ｌ ３ － Ｌ ｄ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｅ － Ｖ Ｌ １ － Ｌ ｆ － Ｖ Ｌ １

【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ４ つ の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 特 定 の 順 序 を 変 更 し て も よ く 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Ｌ
ａ 、 Ｌ ｂ 、 Ｌ ｃ 、 Ｌ ｄ 、 Ｌ ｅ お よ び Ｌ ｆ ） は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て
も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 四 価 四 重 特 異 性 （ ４ － ４ Ｓ ） 薬 剤 は ４ つ の 異 な る 抗 体 （ Ｖ Ｈ １ ／ Ｖ Ｌ １ 、 Ｖ Ｈ ２ ／ Ｖ Ｌ

２ 、 Ｖ Ｈ ３ ／ Ｖ Ｌ ３ 、 お よ び Ｖ Ｈ ４ ／ Ｖ Ｌ ４ ） の 可 変 領 域 か ら 誘 導 さ れ 、 ４ つ の 抗 体 に よ
っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ と の 結 合 が 可 能 で あ る 。 結 合 は ４ つ の 特 異 性 の 各 々
に 対 し て 一 価 で あ る 。 ４ － ４ Ｓ 薬 剤 は ダ イ ア グ ラ ム ５ に 示 す ２ つ の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の
二 量 化 に よ っ て 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ダ イ ア グ ラ ム ５ ． 四 価 四 重 特 異 性 薬 剤
　 Ｖ Ｈ 鎖 ： Ｖ Ｈ １ － Ｌ ａ － Ｖ Ｈ ２ － Ｌ ｂ － Ｖ Ｈ ３ － Ｌ ｃ － Ｖ Ｈ ４

　 Ｖ Ｌ 鎖 ： Ｖ Ｌ ４ － Ｌ ｄ － Ｖ Ｌ ３ － Ｌ ｅ － Ｖ Ｌ ２ － Ｌ ｆ － Ｖ Ｌ １

【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ４ つ の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 特 定 の 順 序 を 変 更 し て も よ く 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ Ｌ
ａ 、 Ｌ ｂ 、 Ｌ ｃ 、 Ｌ ｄ 、 Ｌ ｅ お よ び Ｌ ｆ ） は 同 じ で あ っ て も よ い し 、 ま た は 異 な っ て い て
も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ れ ら の 多 価 多 重 特 異 性 薬 剤 を 作 製 す る た め の 注 目 す べ き 抗 体 と し て は 、 Ｃ Ｅ Ａ お よ び
Ｍ Ｕ Ｃ １ な ど の 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 、 イ ン ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 、 イ
ッ ト リ ウ ム － Ｄ Ｏ Ｔ Ａ な ど の 金 属 キ レ ー ト に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 、 ヒ ス タ ミ ン －
ス ク シ ニ ル － グ リ シ ン な ど の 特 定 の ペ プ チ ド に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 、 Ｃ Ｄ ２ ０ 、
Ｃ Ｄ ２ ２ 、 Ｃ Ｄ ７ ４ な ど の 細 胞 分 化 抗 原 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 、 ア ル カ リ 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ な ど の 酵 素 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ な ど の 臨 床 的 に 有 用
で あ る 可 能 性 の あ る 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 お よ び 方 法 に 対 し て 種 々 の 修 飾 お よ び 変 形 を な し 得 る こ と は 当 業 者
な ら ば 分 か る で あ ろ う 。 よ っ て 、 こ の よ う な 修 飾 お よ び 変 形 が 添 付 す る 特 許 請 求 の 範 囲 お
よ び そ れ ら の 等 価 物 の 範 囲 に あ る な ら ば 、 本 発 明 は そ れ ら を 包 含 す る こ と を 表 す 。  
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 以 上 に 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 の 開 示 内 容 は 、 各 々 が 個 別 に 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書
の 一 部 と さ れ る の と 同 じ 程 度 に 、 明 示 的 に そ の 全 て が 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部
と さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ 】 大 腸 菌 に お い て ６ ７ ９ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ 発 現 プ ラ ス ミ ド か ら 合 成 さ れ 、 ６ ７ ９ ヘ
テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る ６ ７ ９ 単 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） ポ リ ペ プ チ ド の 略 図 。 プ ロ セ シ ン グ
を 受 け て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ５ ア ミ ノ 酸
リ ン カ ー で あ る Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ （ Ｇ ４ Ｓ ） に よ っ て 連 結 さ れ た
６ ７ ９ Ｖ Ｈ コ ー ド 配 列 お よ び Ｖ Ｋ コ ー ド 配 列 、 な ら び に カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ６ ヒ ス チ ジ ン
（ Ｈ ｉ ｓ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 含 む 。 こ の 図 で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の タ ン パ
ク 質 分 解 除 去 後 の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 棒 線 画 お よ び Ｈ Ｓ Ｇ 結 合 部 位 を 含 む ６ ７ ９ ヘ テ ロ ダ
イ マ ー の 棒 線 画 も 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 大 腸 菌 に お い て ｈ Ｍ Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ 発 現 プ ラ ス ミ ド か ら 合 成 さ れ 、 ｈ Ｍ
Ｎ １ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ｓ ｃ Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド の 略 図 。 プ ロ セ シ ン グ
を 受 け て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ５ ア ミ ノ 酸
リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ コ ー ド 配 列 お よ び Ｖ Ｋ コ ー ド 配 列 、 な ら び に
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カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ６ ヒ ス チ ジ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 含 む 。 こ の 図 で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー
ダ ー ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 除 去 後 の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 棒 線 画 、 お よ び Ｃ Ｅ Ａ 結 合 部
位 を 含 む ｈ Ｍ Ｎ １ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 棒 線 画 も 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 大 腸 菌 に お い て ７ ３ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ 発 現 プ ラ ス ミ ド か ら 合 成 さ れ 、 ７ ３ ４ ヘ
テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 し 得 る ｍ ７ ３ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド の 略 図 。 プ ロ セ シ ン グ を 受 け
て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ５ ア ミ ノ 酸 リ ン カ
ー に よ っ て 連 結 さ れ た ７ ３ ４ Ｖ Ｈ コ ー ド 配 列 お よ び Ｖ Ｋ コ ー ド 配 列 、 な ら び に カ ル ボ キ シ
ル 末 端 の ６ ヒ ス チ ジ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 含 む 。 こ の 図 で は 、 ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ
ド の タ ン パ ク 質 分 解 除 去 後 の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 棒 線 画 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 　 イ ン
ジ ウ ム － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 結 合 部 位 を 含 む ７ ３ ４ ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 棒 線 画 も 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 ６ ７ ９ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ に つ い て の 核 酸 の コ ー ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 。 １ ～ ６ ６ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ０ ～ ４ ２ ６ は ６ ７ ９ Ｖ

Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ２ ７ ～ ４ ４ １ は リ ン カ ー ペ プ チ ド （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ ） の コ ー ド 配 列
で あ る 。 ４ ４ ２ ～ ７ ８ ０ は ６ ７ ９ Ｖ Ｋ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ８ ７ ～ ８ ０ ４ は ６ ヒ ス チ ジ
ン ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ５ 】 ｈ ６ ７ ９ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ に つ い て の 核 酸 の コ ー ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 。 １ ～ ６ ６ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ０ ～ ４ ２ ６ は ｈ ６ ７
９ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ２ ７ ～ ４ ４ １ は リ ン カ ー ペ プ チ ド （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ ） の コ ー ド
配 列 で あ る 。 ４ ４ ２ ～ ７ ８ ０ は ｈ ６ ７ ９ Ｖ Ｋ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ８ ７ ～ ８ ０ ４ は ６ ヒ
ス チ ジ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ６ 】 ｈ Ｍ Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｌ ５ に つ い て の 核 酸 の コ ー ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 。 １ ～ ６ ６ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ０ ～ ４ ２ ３ は ｈ Ｍ
Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ２ ４ ～ ４ ３ ８ は リ ン カ ー ペ プ チ ド （ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ ） の コ
ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ３ ９ ～ ７ ５ ９ は ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ６ ６ ～ ７ ８ ３
は ６ ヒ ス チ ジ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ７ 】 ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ に つ い て の 核 酸 の コ ー ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 。
【 図 ８ Ａ 】 Ｔ Ｓ １ の Ｖ Ｈ 鎖 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 。 １ ～ ６
３ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ９ ０ ～ ４ ０ ５ は ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ の コ
ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ６ ９ ～ ８ １ ９ は ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ８ ６ ６ ～ １ ２ ２ ２
は ｍ ６ ７ ９ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 Ｔ Ｓ １ の Ｖ Ｈ 鎖 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 。 １ ～ ６
３ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ９ ０ ～ ４ ０ ５ は ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｈ の コ
ー ド 配 列 で あ る 。 ４ ６ ９ ～ ８ １ ９ は ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ８ ６ ６ ～ １ ２ ２ ２
は ｍ ６ ７ ９ Ｖ Ｈ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ９ Ａ 】 Ｔ Ｓ １ の Ｖ Ｌ 鎖 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 。 １ ～ ６
３ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ０ ～ ４ ０ ８ は ｍ ６ ７ ９ Ｖ Ｋ の コ ー
ド 配 列 で あ る 。 ４ ５ ２ ～ ７ ６ ８ は ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｌ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ８ ２ ９ ～ １ １ ４ ９ は
ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 Ｔ Ｓ １ の Ｖ Ｌ 鎖 に つ い て の Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 。 １ ～ ６
３ は ｐ ｅ ｌ Ｂ リ ー ダ ー ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ７ ０ ～ ４ ０ ８ は ｍ ６ ７ ９ Ｖ Ｋ の コ ー
ド 配 列 で あ る 。 ４ ５ ２ ～ ７ ６ ８ は ｍ ７ ３ ４ Ｖ Ｌ の コ ー ド 配 列 で あ る 。 ８ ２ ９ ～ １ １ ４ ９ は
ｈ Ｍ Ｎ １ ４ Ｖ Ｋ の コ ー ド 配 列 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及多特异性，多价结合蛋白和从VH和VL结构域产生这些试剂的
方法。 结合蛋白具有三个或更多个结合位点，其中至少一个结合位点与
半抗原部分结合，并且至少两个位点与靶抗原结合。 本发明进一步涉及
双特异性三价异二聚体，该双特异性三价异二聚体具有至少一个对含有
组胺-琥珀酰-甘氨酰基（HSG）部分的分子具有亲和力的结合位点和至
少两个对癌胚抗原（CEA）具有亲和力的结合位点。 三价异二聚体，其
具有至少一个对含有HSG部分的分子具有亲和力的结合位点，至少一个
对CEA具有亲和力的结合位点，以及至少一个对金属螯合物-铟-DTPA具
有亲和力的结合位点。 而且，本发明涉及用于在合适的宿主中表达这些
功能性异二聚体的重组载体。


