
(57)【要約】
【解決手段】本発明は抗体の混合物を単一の宿主細胞クローンから生産するための方法を
提供する。それに加え、軽鎖を暗号化する核酸配列、及び異なる重鎖を暗号化する核酸配
列を、組換え宿主細胞において発現する。本発明に従う混合物における抗体は、軽鎖に対
合可能な異なる重鎖に対合する同一の軽鎖を適切に含み、それによって、機能的な抗原結
合ドメインが形成される。抗体の混合物を、また、本発明によって提供する。かかる混合
物は様々な分野で用いることができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 及 び 前 記 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 と 対 合
可 能 な 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 又 は 核 酸 配 列 群 を 発 現 さ せ る
工 程
を 含 む 、 抗 体 混 合 物 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 組 換 え 宿 主 細 胞 が 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む よ う に 、 前 記 少 な く と も ３
種 の 異 な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら に 、 次 の ：
　 抗 体 を 宿 主 細 胞 か ら か 、 又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 混 合 物 の 抗 体 に お い て 重 鎖 － 軽 鎖 の 二 量 体 を 含 む 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 が 、 異 な る
特 異 性 及 び ／ 又 は 親 和 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 組 換 え 宿 主 細 胞 が 、 前 記 細 胞 に お い て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 を 増 幅 さ
せ る 必 要 な く 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 高 － レ ベ ル 発 現 が 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 を 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の Ｅ １ 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ る ヒ
ト 胚 性 網 膜 細 胞 か ら 導 く 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 か ら 導 く 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 抗 体 混 合 物
。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 混 合 物 に お い て 存 在 す る 抗 体 が 、 同 じ 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又 は 混 合 物 を
含 む １ 種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る 異 な る 抗 原 に 結 合 す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 組 換 え 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 抗 体 の 少 な く と も ３ 種 の 異 な
る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 が 対 合 可 能 で あ る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 組 成 物 で あ っ て 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 含 み 、 少 な く と も ３ 種 の 異 な る
重 鎖 配 列 が 組 換 え 抗 体 の 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 の 軽 鎖 が 共 通 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 混 合 物 が 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 混 合 物 の 抗 体 が 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る 、 請 求 項 １ １
～ １ ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 少 な く と も ２ 種 の 前 記 抗 体 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ １ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 前 記 異 な る 特 異 性 が 同 じ 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 異 な る 特 異 性 が 、 混 合 物 を 含 む １ 種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る 異 な る 抗 原 に 向 け ら れ
る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 少 な く と も ２ 種 の 前 記 抗 体 が 同 じ エ ピ ト ー プ に つ い て の 異 な る 親 和 性 を 持 つ 、 請 求 項 １
１ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 組 成 物 が 、 前 記 組 成 物 に お い て 存 在 す る 各 々 の 個 々 の 抗 体 の 効 果 よ り も 大 き な 効 果
を 持 ち 、 前 記 効 果 が 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ～ １ ８ の い ず れ か 一
項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も １ 種 の 宿 主 細 胞 ク ロ ー ン を 識 別 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 前 記 混 合 物 の 抗 体 が 機 能 的 ア ッ セ イ に 従 う 所 望 の 効 果 を 持 ち 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 （ ｉ ） 宿 主 細 胞 に 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 少 な く と も ２ 種 の
異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 互 い に 対
合 可 能 な 工 程 ；
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン の 前 記 宿 主 細 胞 を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る
条 件 下 に 培 養 す る 工 程 ；
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン の 宿 主 細 胞 を 、 機 能 的 ア ッ セ イ に よ る 所 望 の
効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 の 生 産 に つ い て 選 別 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｉ ｖ ） 所 望 の 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン を 識 別 す
る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む よ う に 、 前 記 少 な く と も ２ 種 の 異
な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 工 程 ｉ ｉ ） に お け る 前 記 培 養 及 び 工 程 ｉ ｉ ｉ ） に お け る 前 記 選 別 を 、 少 な く と も ２ 種 の
ク ロ ー ン で 行 う 、 請 求 項 ２ ０ 又 は ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 工 程 ｉ ｉ ） の 前 記 培 養 及 び ／ 又 は 工 程 ｉ ｉ ｉ ） の 前 記 選 別 を 、 高 － 処 理 の 手 法 を 用 い て
行 う 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 前 記 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 増 幅 さ せ る 必 要
な く 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 高 － レ ベ ル 発 現 が 可 能 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 細 胞 を 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の Ｅ １ 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ る ヒ
ト 胚 性 網 膜 芽 細 胞 腫 か ら 導 く 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ か ら 導 く 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 混 合 物 の 抗 体 が 、 異 な る 特 異 性 及 び ／ 又 は 親 和 性 を 持 つ 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 を 含
む 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ６ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の ：
　 （ ｉ ） 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る 宿 主 細 胞 ク ロ ー ン
を 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 及 び 少 な く と も ２ 種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 の 発 現 を 助 長 す る
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条 件 下 に 培 養 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 さ ら に 、 次 の ：
　 （ ｉ ｉ ） 抗 体 を 、 宿 主 細 胞 か ら か 、 又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 混 合 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 組 換 え 宿 主 細 胞 を 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め に 作 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が
次 の ：
　 前 記 宿 主 細 胞 中 に 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ３
種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 核 酸 配 列 を 連 続 的 に
か 、 又 は 同 時 に 導 入 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 組 換 え 宿 主 細 胞 を 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め に 作 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が
次 の ：
　 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 、 少 な く と も ２ 種 の 前 記 重 鎖 と 対
合 可 能 な 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 非 － ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 軽 鎖 を 暗 号
化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸
配 列 又 は 配 列 群 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 前 記 核 酸 配 列 が 、 組 織 － 特 異 的 プ
ロ モ ー タ の 調 節 下 に あ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 植 物 か ら 得 ら れ 得 る 、 混 合 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 及 び 適 切 な 担 体 を 含 み 、 少
な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 前 記 混 合 物 の 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 に お い て 代 表 さ れ る
、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 混 合 物 が 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 、 ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 対 象 物 の
処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め に 代 表 さ れ る 、 混 合 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 の 混 合 物 の 使 用 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 、 ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 対
象 物 に お い て の 疾 病 又 は 疾 患 の 処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た め に 代
表 さ れ る 、 混 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 異 な る ア イ ソ タ イ プ を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 宿 主 細 胞 か ら 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
こ の 方 法 が 次 の ：
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 異 な る
ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ア イ ソ タ イ プ が 少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ａ を 含 む 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
　 所 望 の 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 、 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 識 別 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 次 の ：
　 ｉ ） 抗 体 の 混 合 物 を 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 加 え る 工 程 、 及 び
　 ｉ ｉ ） 前 記 混 合 物 の 効 果 を 前 記 ア ッ セ イ に お い て 定 め る 工 程
を 含 み 、 前 記 混 合 物 に お け る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 混 合 物 が 、 請 求 項 １ １ ～ １ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 に お い て 含 ま れ る 、 請 求
項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も １ 種 の 前 記 軽 鎖 及 び ／ 又 は 重 鎖 群 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 配 列 群 が 、 少 な
く と も １ 種 の 抗 体 提 示 の 選 定 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ 、 ２ ０ ～ ２
９ 、 ３ ９ 及 び ４ ０ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 、 又 は 請 求 項 １ ０ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 、 又
は 請 求 項 ３ １ 又 は ３ ２ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 の 作 出 方 法 、 又 は 請 求 項 ３ ３ 記 載 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 標 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 ｉ ） 抗 体 を 含 む 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ を 、 標 的 を 含 む 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 、 ｉ ｉ ） 前 記
標 的 に 結 合 す る 抗 体 を 選 定 す る 少 な く と も １ 種 の 工 程 、 ｉ ｉ ｉ ） 前 記 標 的 に 結 合 す る 少 な
く と も ２ 種 の 抗 体 を 識 別 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含
む 工 程 、 ｉ ｖ ） 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 の 重 鎖 を 暗 号 化
す る 核 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 、 ｖ ） 前 記 宿 主 細 胞 の ク ロ ー
ン を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 に 培 養 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 及 び 可 変 領 域 に お い て 異
な り 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
を 発 現 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 及 び 前 記 重 鎖 が 、 更 に 、 そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て 、 異 な る
重 鎖 の 間 の 対 合 を 減 少 さ せ る か 、 又 は 防 ぐ の に 十 分 に 異 な る 工 程
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 重 鎖 が 異 な る ア イ ソ タ イ プ で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 異 な る ア イ ソ タ イ プ が 少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ １ 及 び Ｉ ｇ Ｇ ３ を 包 含 す る 、 請 求 項 ４ ６ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 異 な る ア イ ソ タ イ プ が 少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ａ の ア イ ソ タ イ プ を 包 含 す る 、 請
求 項 ４ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ８ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る
、 混 合 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 二 量 体 の Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ プ {（ Ｉ ｇ Ａ ） ２ }抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お
い て 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も １ 部 分 の 前 記 二 量 体 Ｉ ｇ Ａ 抗 体 が 、 異 な る
結 合 領 域 を 各 々 の ２ 種 の Ｉ ｇ Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 持 ち 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 に 対
合 可 能 な Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現
さ せ る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
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【 請 求 項 ５ １ 】
　 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 特 異 性 を 持 つ Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
、 及 び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ
せ る 工 程 を 含 み 、 前 記 重 鎖 が 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 Ｉ ｇ Ａ 二 量 体 、 Ｉ ｇ Ｍ 五 量 体 又 は Ｉ ｇ Ｍ 六 量 体 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 特 異
性 を 持 つ 、 Ｉ ｇ Ａ 二 量 体 、 Ｉ ｇ Ｍ 五 量 体 又 は Ｉ ｇ Ｍ 六 量 体 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合 物 を 単 一 細 胞 か ら 生 産 す る 、 細 胞 の 培 養 物 で あ っ て 、 前 記 混 合 物
が 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 含 む 、 培 養 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 さ ら に 、 前 記 培 養 物 が 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合 物 を 、 単 一 細 胞 か ら 、 ２ ０ よ り 多 い
集 団 倍 加 数 の 間 生 産 す る 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 培 養 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 医 薬 の 分 野 、 更 に 詳 し く は 、 抗 体 の 生 産 の 分 野 、 よ り 一 層 詳 し く は 、 抗 体 の
混 合 物 の 生 産 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 免 疫 系 の 本 質 的 な 機 能 は 感 染 に 対 す る 防 衛 で あ る 。 体 液 性 免 疫 系 は 、 病 原 体 の よ う な 、
非 -自 己 と し て 認 識 さ れ る 分 子 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 対 抗 す る 。 こ れ ら の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン は 、 ま た 、 抗 体 と 呼 ば れ 、 感 染 性 因 子 (infectious agent)に 対 し 、 そ れ が 、 最 初 に
接 触 す る こ と に よ り 、 抗 原 と し て 働 き 、 こ れ に 対 し て 特 異 的 に 上 昇 す る [Roitt(ロ ア ッ ト )
, Essential Immunology(エ ッ セ ン シ ャ ル ・ イ ム ノ ロ ジ ー ), Blackwell Scientific Publi
cations(ブ ラ ッ ク ウ ェ ル ・ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ク 出 版 社 ), 第 5版 , 1984年 、 本 明 細 書 で 参 照
す る す べ て の 文 献 を 参 考 と し て そ れ ら の 全 体 に お い て 組 み 込 む ]。 抗 体 は 、 鎖 間 (intercha
in)の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 接 合 す る 重 (H)鎖 及 び 軽 (L)鎖 か ら 構 成 さ れ る 多 価 の 分 子 で あ る
。 い く つ か の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 が 、 IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgA、 IgD、 IgE、 及 び IgM
を 含 み 、 知 ら れ て い る 。 IgGは 2種 の 重 鎖 及 び 2種 の 軽 鎖 を 含 む 。 各 鎖 は 定 常 (C)及 び 可 変 (V
)領 域 を 含 み 、 こ れ ら は C H 1 、 C H 2 、 C H 3 、 V H 、 及 び C L 、 V L で 示 さ れ る ド メ イ ン に 分 け る こ と
が で き る (図 1)。 抗 体 は Fab部 分 中 に 含 ま れ て い る 可 変 領 域 ド メ イ ン を 介 し て 抗 原 に 結 合 し
、 及 び 結 合 後 に 、 定 常 ド メ イ ン を 通 し て 、 主 に 、 Fc部 分 を 通 し て 、 免 疫 系 の 分 子 及 び 細 胞
と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。
　 B-リ ン パ 球 は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 及 び そ れ ら の 有 毒 な 生 産 物 の よ う な 生 物 学 的 物 質 へ の 暴
露 に 反 応 し て 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 一 般 に 、 エ ピ ト ー プ 特 異 性 で あ り 、
及 び こ れ ら の エ ピ ト ー プ を 保 有 す る 物 質 に 強 く 結 合 す る 。 雑 種 細 胞 腫 技 術 [kohler(ケ ー ラ
ー )及 び Milstein(ミ ル ス タ イ ン )1975年 ]は 、 B-細 胞 の 能 力 を 用 い 、 特 異 的 な 抗 原 に 対 す る
単 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 産 し 、 及 び 次 い で 、 興 味 の あ る 抗 原 に 曝 し た マ ウ ス か ら の B-細 胞 を 、
不 死 化 し た ネ ズ ミ 形 質 細 胞 に 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 産 す
る 。 こ の 技 術 は 、 雑 種 細 胞 腫 の も の に よ っ て 生 産 さ れ る 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 、 研 究 、 診 断 及
び 治 療 に お い て 用 い 、 癌 及 び 自 己 免 疫 関 連 疾 患 の よ う な 異 な る 種 類 の 疾 病 を 処 置 で き る と
い う 理 解 を も た ら し た 。
　 マ ウ ス の 雑 種 細 胞 腫 の も の に お い て 生 産 さ れ る 抗 体 が ヒ ト に お い て 強 い 免 疫 反 応 を 誘 導
す る の で 、 ヒ ト の 好 首 尾 な 処 置 の た め に 求 め ら れ る 抗 体 が 、 よ り 一 層 少 な い 免 疫 原 性 か 、
又 は 好 ま し く は 非 -免 疫 原 性 で あ る 必 要 が あ る こ と は 、 こ の 技 術 に お い て 認 め ら れ て い る
。 こ の た め 、 ネ ズ ミ の 抗 体 を 、 ま ず 、 ネ ズ ミ の 定 常 領 域 を ヒ ト の 定 常 領 域 に 置 き 換 え る こ
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と に よ っ て 設 計 す る (キ メ ラ 抗 体 と 称 さ れ る )。 次 い で 、 可 変 ド メ イ ン 、 い わ ゆ る フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 に お け る 相 補 性 決 定 領 域 (CDRs)の 間 の ド メ イ ン が 、 そ れ ら の ヒ ト 対 応 物 に よ っ
て 置 き 換 え ら れ た (ヒ ト 化 抗 体 と 称 さ れ る )。 こ の ヒ ト 化 処 理 に お け る 最 終 段 階 は 、 十 分 な
ヒ ト 性 の (fully human)抗 体 の 生 産 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の 技 術 に お い て は 、 ま た 、 二 重 特 異 性 の (bispecific)抗 体 で 、 2種 の 異 な る 抗 原 の た
め の 結 合 特 異 性 を 持 つ も の が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 一 般 に 、 治 療 上 か 、 又 は 診 断 上
の 一 部 分 、 例 え ば 、 T-細 胞 、 細 胞 障 害 性 の ト リ ガ ー 分 子 又 は 放 射 性 核 種 を 結 合 す る キ レ ー
ト 剤 を 標 的 に す る た め に 用 い ら れ 、 そ れ は 、 抗 体 の 1種 の 可 変 領 域 に よ っ て 、 抗 体 の 他 の
可 変 領 域 に よ っ て 認 識 さ れ る 細 胞 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 、 認 識 さ れ る [二 重 特 異 性
抗 体 Segal(シ ー ガ ル )等 、 2001年 に つ い て 参 照 ]。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 望 ま し い 結 合 特 性 を 有 す る 十 分 な ヒ ト 性 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 得 る た め に 、 こ の 技 術 に お
い て 知 ら れ て い る 1種 の 極 め て 有 用 な 方 法 は 、 フ ァ ー ジ 提 示 (phage display)ラ イ ブ ラ リ を
採 用 す る 。 こ れ は 、 イ ン ビ ト ロ の 、 組 換 え DNAに 基 づ く 、 体 液 性 免 疫 反 応 の 重 要 な 特 色 を
擬 態 す る ア プ ロ ー チ で あ る [フ ァ ー ジ 提 示 方 法 、 例 え ば 、 CF Barbas(バ ル バ ス ) III 等 , P
hage Display. A Laboratory manual(ラ ボ ラ ト リ ・ マ ニ ュ ア ル ). Cold Spring Harbor La
boratory Press(コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 出 版 社 ), Cold Spring Harb
or, New York(ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ), 2001年 に つ い て 参 照 ]。 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ の 構 築
の た め に 、 ヒ ト の 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 遺 伝 子 の 収 集 物 を 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 、 通 常 、 単 鎖 Fv(scFv)に お い て か 、 又 は Fab形 式 に お い て 発 現
さ せ る 。 抗 体 断 片 -発 現 フ ァ ー ジ の 大 き な ラ イ ブ ラ リ は 、 典 型 的 に 、 10 9 よ り 多 い 抗 体 特 異
性 を 含 み 、 及 び B-リ ン パ 球 の 免 疫 化 さ れ る か 、 又 は 免 疫 化 さ れ て な い (non-immunized)個
体 に お い て 発 現 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の V領 域 か ら 組 み 立 て る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 フ
ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 か ら 構 築 す る こ と が で き 、 こ れ ら は
、 部 分 的 に 組 み 立 て ら れ る か 、 又 は イ ン ビ ト ロ で 再 配 置 さ れ て 、 付 加 的 な 抗 体 の 多 様 性 が
ラ イ ブ ラ リ に お い て 導 入 さ れ る (半 -合 成 的 な ラ イ ブ ラ リ )[De Kruif(ド ・ ク ラ イ フ )等 1995
b]。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ で 組 み 立 て ら れ た 可 変 領 域 は 、 抗 体 特 異 性 の た め に 重 要 な 分 子 の
そ れ ら の 領 域 に お い て 、 合 成 に よ っ て 生 産 さ れ た か 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た か 、 又 は 部 分 的 に
ラ ン ダ ム 化 さ れ た DNAの 広 が り (stretches)を 含 む 。 フ ァ ー ジ 提 示 に よ っ て 識 別 さ れ る 抗 体
を 暗 号 化 す る 遺 伝 情 報 は 、 所 望 の 形 式 、 例 え ば 、 IgG、 IgA又 は IgMに お け る 抗 体 を ク ロ ー
ン 化 す る た め に 用 い 、 抗 体 を 組 換 え DNA方 法 で 生 産 す る こ と が で き る [Boel(ボ エ ル )等 、 20
00年 ]。
　 十 分 な ヒ ト 性 の 抗 体 を 提 供 す る た め の 代 わ り と な る 方 法 は 、 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の レ
パ ー ト リ ー を 暗 号 化 す る 遺 伝 材 料 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い る [Fishwild(フ
ィ ッ シ ュ ウ ィ ル ド )等 、 1996年 ; Mendez(メ ン デ ス )等 、 1997年 ]。 か か る マ ウ ス は 、 標 的 抗
原 で 免 疫 化 す る こ と が で き 、 及 び 得 ら れ る 免 疫 反 応 は 十 分 に ヒ ト 性 の 抗 体 を 生 産 す る 。 こ
れ ら の 抗 体 の 配 列 は 、 組 換 え 生 産 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ル ー チ ン 的 な 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 生 産 は 、 抗 体 の H及 び L鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 の 組 換 え
発 現 の 使 用 に よ っ て 、 宿 主 細 胞 に お い て 行 わ れ る [例 え ば 、 EP(欧 州 特 許 )0120694号 ;EP 03
14161号 ;EP 0481790号 明 細 書 ;US Patent(米 国 特 許 )4,816,567号 明 細 書 ;WO(国 際 公 開 )00/6
3403号 明 細 書 を 参 照 ]。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 今 日 ま で 、 多 く の 異 な る 疾 病 が 、 ヒ ト 化 さ れ る か 、 又 は 十 分 に ヒ ト 性 の 単 ク ロ ー ン 抗 体
の い ず れ か で 処 置 さ れ て い る 。 ヒ ト に お け る 使 用 の た め に 現 在 承 認 さ れ て い る 単 ク ロ ー ン
抗 体 に 基 づ く 生 産 物 に は 、 Herceptin T M [ハ ー セ プ チ ン (商 標 )抗 -Her2/Neu]、 Reopro T M [レ
オ ・ プ ロ 、 抗 -糖 タ ン パ ク 質 IIB/IIIA受 容 体 ]、 Mylotarg T M (マ イ ロ タ ー ク 、 抗 -CD33)、 Rit
uxan T M [リ ツ キ サ ム 、 Rituximab(リ ツ キ シ マ ブ )、 抗 -CD20]、 Simulect T M (シ ム レ ク ト 、 抗 -
CD25)、 Remicade T M (レ ミ ケ ー ド 、 抗 -TNF)、 Synagis T M (シ ナ ギ ス 、 抗 -RSV)、 Zenapax T M (ゼ
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ナ パ ッ ク ス 、 IL2-受 容 体 )、 CAMPATH T M (カ ン パ ス 、 抗 -CD52)が 包 含 さ れ る 。 こ れ ら の 成 功
に も か か わ ら ず 、 ま だ 、 新 し い 抗 体 生 産 物 の た め の 、 及 び 既 存 の 抗 体 生 産 物 の 十 分 な 改 善
の た め の 余 地 が あ る 。 癌 処 置 に お け る 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 使 用 は 、 い わ ゆ る “ 抗 原 -損 失 腫
瘍 変 異 形 (antigen-loss tumor variant)” を 生 じ さ せ る こ と が あ り 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 で の
処 置 を 効 果 の 弱 い も の に す る こ と を 示 し た 。 極 め て 好 首 尾 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 の Rituximab(
抗 -CD20)で の 処 置 は 、 例 え ば 、 抗 原 -損 失 逸 脱 変 異 形 (escape variant)を 生 じ さ せ る こ と
が あ り 、 リ ン パ 腫 の 再 発 を 導 く こ と を 示 し た [Massengale(マ ッ セ ン ガ レ )等 、 2002年 ]。 こ
の 技 術 に お い て 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 潜 在 的 能 力 は 、 放 射 性 核 種 、 毒 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 及
び 同 種 の も の の よ う な 、 有 毒 な 化 合 物 に 、 そ れ ら を 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 高 め ら れ た 。
し か し 、 こ れ ら の 各 々 の ア プ ロ ー チ は 、 技 術 的 な 、 及 び 生 産 上 の 問 題 及 び /又 は 高 い 毒 性
を 含 む 、 そ の 限 界 を 持 つ 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 従 来 の 漠 然 と し た 多 ク ロ ー ン 抗 体 と 比 較 し た 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 特 異 性 の 増 加 が 、
有 効 性 の 損 失 を 犠 牲 に し て 行 く よ う で あ る 。 イ ン ビ ボ に お い て 、 抗 体 応 答 は 事 実 上 、 多 ク
ロ ー ン で あ り 、 す な わ ち 、 抗 体 の 混 合 物 は 、 様 々 な B-細 胞 が 抗 原 に 応 答 す る の で 、 抗 体 の
混 合 物 が 生 産 さ れ 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 中 に 存 在 す る 様 々 な 特 異 性 を も た ら す 。 ま た
、 多 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 治 療 上 の 適 用 の た め に 、 例 え ば 、 受 動 ワ ク チ ン 接 種 又 は 能 動 的 (act
ive)免 疫 療 法 の た め に 用 い る こ と が で き 、 及 び 現 在 、 通 常 、 免 疫 化 し た 動 物 か ら の か 、 又
は 疾 病 か ら 回 復 し た ヒ ト か ら の プ ー ル し た 血 清 か ら 導 か れ る 。 プ ー ル し た 血 清 は 、 タ ン パ
ク 質 性 の か 、 又 は ガ ン マ グ ロ ブ リ ン の 画 分 中 に 精 製 さ れ 、 大 部 分 が IgG分 子 を 含 ん で い る
の で そ う 称 さ れ る 。 処 置 の た め に 現 在 用 い ら れ る 多 ク ロ ー ン 抗 体 に は 、 抗 -ア カ ゲ ザ ル 多
ク ロ ー ン 抗 体 、 受 動 免 疫 化 の た め の ガ ン マ -グ ロ ブ リ ン 、 抗 -ヘ ビ 毒 多 ク ロ ー ン 性 (CroFab)
、 同 種 移 植 拒 絶 の た め の Thymoglobulin T M (チ モ グ ロ ブ リ ン )、 心 臓 病 薬 の ジ ゴ キ シ ン を 中
和 す る た め の 抗 -ジ ゴ キ シ ン 、 及 び 抗 -狂 犬 病 多 ク ロ ー ン 性 の も の が 包 含 さ れ る 。 現 在 販 売
さ れ て い る 治 療 上 の 抗 体 で は 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 と 比 較 さ れ る 多 ク ロ ー ン 抗 体 の よ り 一 層 高
い 有 効 性 の 例 は 、 抗 -T-細 胞 抗 体 で の 急 性 移 植 拒 絶 の 処 置 に お い て 見 出 す こ と が で き る 。
市 場 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 [抗 -CD25 basiliximab(バ シ リ キ シ マ ブ )]は 、 胸 腺 細 胞 に 対 す る ウ
サ ギ の 多 ク ロ ー ン 抗 体 よ り も あ ま り 有 効 で な い (Thymoglobulin T M )(報 道 発 表 は 、 2002年 の
3月 12日 、 4月 29日 、 及 び 8月 26日 付 け で 、 www.Sangstat.com上 ) 。 し か し 、 プ ー ル さ れ た
ヒ ト 血 清 の 使 用 は 、 可 能 性 と し て 、 HIV又 は 肝 炎 の よ う な ウ イ ル ス で 、 リ ポ 多 糖 の よ う な
毒 素 で 、 プ リ オ ン の よ う な タ ン パ ク 質 性 の 感 染 性 因 子 で 、 及 び 未 知 の 感 染 性 因 子 で の 、 感
染 の 危 険 を 負 担 す る 。 さ ら に 、 入 手 で き る 供 給 量 は 限 ら れ て お り 、 及 び 広 範 な ヒ ト の 処 置
の た め に は 不 十 分 で あ る 。 診 療 所 に お い て 動 物 の 血 清 か ら 導 か れ る 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 現 在
の 適 用 に 関 連 す る 問 題 に は 、 か か る 外 来 性 の 抗 体 に 対 す る ヒ ト の 免 疫 系 の 強 い 免 疫 反 応 が
包 含 さ れ る 。 し た が っ て 、 か か る 多 ク ロ ー ン 性 の も の は 、 反 復 処 置 の た め か 、 又 は 同 じ 動
物 種 か ら の 他 の 血 清 の 調 製 物 で 予 め 注 入 さ れ た 個 体 の 処 置 の た め に は 適 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 技 術 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の レ パ ー ト リ を 有 す る 動 物 を 産 生 し 、 そ れ が 次 い で 、
抗 原 で 免 疫 化 す る の に 用 い ら れ 、 こ の 抗 原 に 対 す る 多 ク ロ ー ン 抗 体 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 か ら 得 る こ と が で き る 考 え を 記 載 す る (WO 01/19394号 )。 し か し 、 か か る 系 が マ ウ ス
よ り 大 き い 動 物 に お い て 実 用 的 な 現 実 と な る 前 に は 、 ま だ 、 著 し い 技 術 的 な 障 害 物 が 克 服
さ れ な け れ ば な ら ず 、 及 び か か る 系 が 、 安 全 で 、 及 び 一 貫 し た 様 式 で 十 分 な 量 に お い て 多
ク ロ ー ン 抗 体 を 提 供 で き る 前 に は 、 数 年 の 開 発 が か か る 。 さ ら に 、 プ ー ル さ れ た 血 清 か ら
生 産 さ れ る 抗 体 は 、 そ れ が 、 ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 起 源 か ら も の で あ り 、 常 に 、 大 量 の 無 関
係 で 、 及 び 望 ま し く な い 特 異 性 を 含 み 、 そ の 理 由 は 、 所 定 の 血 清 中 に 存 在 す る 小 さ い 割 合
の 抗 体 し か 、 免 疫 化 の た め に 用 い る 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ て い な い か ら で あ る 。 例 え ば 、
正 常 な 、 す な わ ち 、 非 -ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の (non-transgenic)動 物 に お い て 、 約 1～ 10%
の 循 環 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 が 過 -免 疫 化 (hyper-immunization)の た め に 用 い る 抗 原 に 対 し
て 向 け ら れ 、 従 っ て 、 循 環 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 大 半 が 特 異 的 で な い と い う こ と が 知 ら れ て い
る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 多 ク ロ ー ン 抗 体 ラ イ ブ ラ リ の 発 現 に 向 け た 1種 の ア プ ロ ー チ が 記 述 さ れ て い る (WO 95/20
401号 、 US Patents 5,789,208号 及 び 6,335,163号 )。 Fab抗 体 断 片 の 多 ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ
を 、 フ ァ ー ジ 提 示 ベ ク タ を 用 い て 発 現 さ せ 、 及 び 抗 原 に 向 け た 反 応 性 に つ い て 選 定 す る 。
選 定 し た 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 遺 伝 子 の 組 合 せ を 、 定 常 領 域 の 遺 伝 子 を 提 供 す る 真 核
生 物 の 発 現 ベ ク タ に 対 し 、 対 に 組 み 合 わ せ る よ う に 、 集 合 で 移 動 さ せ 、 無 傷 の 多 ク ロ ー ン
抗 体 の サ ブ ラ イ ブ ラ リ を 得 る 。 こ の サ ブ ラ イ ブ ラ リ の 骨 髄 腫 細 胞 へ の 形 質 移 入 (transfect
ion)に よ っ て 、 安 定 な ク ロ ー ン が 、 混 合 さ れ 得 る 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 産 し 、 多 ク ロ ー ン 抗
体 の 混 合 物 が 得 ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 理 論 的 に は 、 混 合 さ れ た 集 団 の 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ る こ の 方 法 を 用
い 、 単 一 の 組 換 え 生 産 処 理 か ら 直 接 に 多 ク ロ ー ン 抗 体 を 得 る こ と は 可 能 で あ る 一 方 、 潜 在
的 問 題 が 、 混 合 さ れ た 細 胞 の 集 団 の 安 定 性 、 及 び そ れ 故 に 産 生 さ れ た 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 混
合 物 の 一 貫 性 に 関 し て 起 こ る 。 薬 学 的 に 許 容 で き る 大 き な (す な わ ち 、 産 業 )規 模 の 処 理 に
お け る 異 な る 細 胞 の 全 集 団 の 制 御 は 、 困 難 な 課 題 で あ る 。 そ れ は 、 細 胞 の 増 殖 速 度 及 び 抗
体 の 生 産 速 度 の よ う な 特 徴 が 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 に お け る 抗 体 の 比 率 を よ り 一 層 高
い か 、 又 は よ り 一 層 低 く 一 定 に 保 つ た め に 、 非 -ク ロ ー ン 性 (non-clonal)集 団 の 個 々 の ク
ロ ー ン の す べ て に つ い て 安 定 し た ま ま で あ る べ き で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 抗 体
の 混 合 物 の た め の 必 要 性 は こ の 技 術 で 認 識 さ れ た か も し れ な い が 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 方
法 に お い て 、 許 容 可 能 な 解 決 策 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 経 済 的 に 作 製 す る こ と に つ い て 存 在 し
な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 組 換 え 宿 主 に お け る 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 新 し い 手 段 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ 図 面 の 簡 潔 な 説 明 ）
　 図 1は 抗 体 の 模 式 的 な 表 示 で あ る 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 (点 線 )に よ っ
て 対 合 さ れ る 。 重 鎖 は α 、 γ 、 μ 、 δ 、 又 は ε の ア イ ソ タ イ プ で あ る 場 合 も あ る 。 軽 鎖 は
λ 又 は κ で も あ る 。 IgG1ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 示 す 。
　 図 2は 二 重 -特 異 性 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 模 式 的 な 表 示 で あ る 。 二 重 -特 異 性 の 抗 体 は 2種 の
異 な る 機 能 的 F(Ab)ド メ イ ン を 含 み 、 異 な る パ タ ー ン の V H ～ V L 領 域 に よ っ て 示 さ れ る 。
　 図 3は K53、 UBS-54及 び 02-237の V L 及 び V H の 配 列 比 較 で あ る 。 UBS54及 び K53の 共 通 の V L の
DNA配 列 は SEQ. ID. NO. 1(配 列 番 号 1)で あ り 、 一 方 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は SEQ. ID. No. 2と し
て 与 え る 。 02-237の V L の 、 及 び UBS54、 K53及 び 02-237の V H の DNA配 列 は 、 SEQ. ID. Nos. 3
、 5、 7及 び 9の そ れ ぞ れ で あ り 、 一 方 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は SEQ. ID. Nos. 4、 6、 8及 び 10で そ
れ ぞ れ 与 え ら れ る 。
　 図 4は プ ラ ス ミ ド pUBS3000Neo(新 )及 び pCD46_3000(Neo)の 概 観 で あ る 。
　 図 5で は 、 Aは 一 過 性 に 発 現 さ れ た pUBS3000Neo、 pCD46_3000(Neo)及 び 双 方 の 組 合 せ の IE
Fで あ る 。 Bで は 、 上 部 は 、 単 一 の 軽 鎖 及 び 単 一 の 重 鎖 が 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る と き の 期
待 さ れ る 分 子 の 模 式 的 な 表 示 を 示 し 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 UBS-54か 、 又 は K53に 導 く 。 矢 印 の
下 の 下 部 は 、 双 方 の 重 鎖 及 び 共 通 の 軽 鎖 が 宿 主 細 胞 に お い て 同 時 -発 現 さ れ る (co-express
ed)と き に 生 産 さ れ る 組 合 せ の 模 式 的 な 表 示 を 示 し 、 双 方 の 重 鎖 が 等 し い レ ベ ル で 発 現 し
、 及 び 等 し い 効 率 で 互 い に 対 合 す る と き の 理 論 的 な 量 を 有 す る 。 共 通 の 軽 鎖 は 縦 方 向 の 縞
の あ る 棒 で 示 さ れ る 。
　 図 6は 本 発 明 に 従 う 方 法 の 可 能 な 具 体 例 の 模 式 的 な 表 示 で あ る (例 え ば 、 例 9参 照 )。 (1)1
種 の 軽 鎖 及 び 機 能 的 な 抗 体 を 与 え る よ う に 共 通 の 軽 鎖 に 対 合 可 能 な 3種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す
る 核 酸 配 列 の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 ;(2)安 定 な ク ロ ー ン の 選 定 ;(3)ク ロ ー ン は 、 例 え ば 、 発 現
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レ ベ ル 、 結 合 に つ い て 選 別 す る こ と が で き る ;(4)ク ロ ー ン を 展 開 す る (expand clone);(5)
抗 体 の 機 能 的 混 合 物 の 生 産 で あ る 。 工 程 2～ 5の い く つ か か 、 又 は そ の す べ て を 、 同 時 か 、
又 は 異 な る 順 序 で 行 う こ と が で き る 。
　 図 7は CD22(ク ロ ー ン B28)、 CD72(ク ロ ー ン II-2)及 び HLA-DR(ク ラ ス II;ク ロ ー ン I-2)に 対
し て 向 け ら れ た フ ァ ー ジ の V H 及 び V L の 配 列 で あ る 。 ク ロ ー ン B28、 II-2及 び I-2の V L の DNA
配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 SEQ. ID. Nos. 11、 13及 び 15で あ り 、 一 方 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 順 序 は
、 そ れ ぞ れ 、 SEQ. ID. Nos. 12、 14及 び 16で あ る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 共 通 の 軽 鎖 の DNA
配 列 は SEQ. ID. NO. 17で あ り 、 一 方 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は SEQ. ID. NO. 18で あ る 。
　 図 8は pUBS54-IgA(EPCAMに 対 す る ヒ ト IgA1を 暗 号 化 す る pCRU-L01)の 地 図 で あ る 。
　 図 9は 単 一 の 軽 鎖 (水 平 方 向 の 縞 の あ る 棒 に よ っ て 示 さ れ る )を 有 す る 二 量 体 の 二 重 特 異
性 IgAで あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 異 な る 重 鎖 を 対 合 さ せ る こ と が で き る 形 態 の 混 合 物 を 生
産 す る が 、 最 も 簡 単 な 形 態 し か こ の 模 式 的 な 表 示 で は 描 写 し て い な い 。 J-鎖 を 2種 の 単 量
体 を 結 合 す る た め に 示 す 。
　 図 10は 単 一 の 軽 鎖 (水 平 方 向 の 縞 の あ る 棒 に よ っ て 示 さ れ る )を 有 す る 五 量 体 の 多 重 特 異
性 IgMで あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 多 く の 異 な る 形 態 の 混 合 物 を 生 産 し 、 こ こ で は 、 5種 の 異
な る 重 鎖 が 対 合 さ れ 得 、 及 び 単 一 の 軽 鎖 と 共 に 発 現 す る と き の 最 も 単 純 な 形 態 の み で あ り
、 及 び 5種 の 異 な る 重 鎖 す べ て が 五 量 体 に お い て 組 み 込 ま れ 、 及 び 同 じ 重 鎖 に 対 合 す る も
の を 、 こ の 模 式 的 な 表 示 に お い て 描 く 。 よ り 一 層 少 な い 特 異 性 を 有 す る 五 量 体 は 、 ま た 、
5種 よ り も 少 な い 種 類 の 異 な る 重 鎖 の 組 み 込 み に よ り 形 成 す る こ と が で き る 。 特 に 、 J-鎖
が 発 現 し な い と き 、 ま た 、 六 量 体 を も 得 る こ と が で き る 。
　 図 11は 、 共 通 の 軽 鎖 か ら な る が 、 単 一 細 胞 に お い て 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 し 、 二 重 特 異
性 抗 体 の 形 成 を 避 け る 、 ヒ ト IgGア イ ソ タ イ プ の 混 合 物 の 発 現 で あ る 。 異 な る 結 合 特 異 性
を VH配 列 の 異 な る 色 に よ っ て 示 す 。 共 通 の 軽 鎖 は 縦 方 向 に 縞 の あ る 棒 で 示 す 。 IgG1ア イ ソ
タ イ プ を グ レ イ の Fcで 示 し 、 IgG3ア イ ソ タ イ プ を 黒 い Fc部 分 で 示 す 。
　 図 12は K53、 UBS54及 び 02-237の IgGの 可 変 ド メ イ ン の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の DNA及 び タ ン パ ク 質
の 配 列 で あ る 。
　 図 13は K53、 02-237及 び UBS54の 重 鎖 の 可 変 配 列 の 配 列 比 較 で あ る 。  CDR1、 CDR2及 び CDR
3領 域 を ホ ー ル ド 体 で 示 す 。
　 図 14は K53及 び 02-237の BIACORE(バ イ ア コ ア )分 析 を 示 す 。 LS174T細 胞 か ら 親 和 性 精 製 し
た (Affinity purified)ヒ ト の CD46を CM5チ ッ プ (BIACORE BR-1000-14)に つ な い だ (640RU)
。 CD46に 対 し 安 定 な PER.C6TM誘 導 細 胞 株 (cell line)か ら 精 製 さ れ た 1000（ A） 、 500(B)、
250(C)、 125(D)、 63(E)、 31(F)、 16(G)、 8(H)又 は 0(I)nMの 02-237又 は k53の 結 合 を 、 37℃
で BIACORE 3000シ ス テ ム を 用 い て 監 視 し た 。 こ の 実 験 的 な 組 み 立 て を 用 い て 、 9.1× 10 - 7

及 び 2.2× 10 - 8 の Kdを 、 K53及 び 02-237に つ い て そ れ ぞ れ 見 出 し た 。
　 図 15は LS174T細 胞 に 対 す る K53及 び 02-237の 結 合 で あ る 。 ビ オ チ ン に 複 合 さ せ た 精 製 し
た 02-237(黒 四 角 )、 K53(*)及 び 陰 性 対 照 (control)GBSIII(◇ )の 連 続 的 希 釈 物 を 、 正 常 な
ヒ ト 血 清 と 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た LS147T細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て Fcγ 受 容 体 の 相
互 作 用 を ブ ロ ッ ク し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 化 -フ ィ コ エ リ ト リ ン と の イ ン キ ュ ベ ー
ト の 後 、 結 合 性 (MFI、 縦 軸 )を FACSに よ り 定 め た 。
　 図 16は 精 製 さ れ た IgG画 分 の SDS-PAGE(ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電
気 泳 動 )分 析 で あ る 。 3μ gの 精 製 さ れ た IgGを 、 還 元 ぜ ず に (non-reduced)(A)及 び 還 元 し て
(B)、 4～ 20%の Nupage(ヌ ペ ー ジ )ゲ ル [Novex(ノ ベ ッ ク ス 社 )]上 で 、 製 造 者 の 推 薦 に 従 い 分
析 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 コ ロ イ ド 性 ブ ル ー (colloidal blue)[Novex, cat. No(目 録 番 号 )L
C6025]を 用 い 、 製 造 者 の 推 薦 に 従 い 染 色 す る こ と に よ り 視 覚 化 し た 。 ク ロ ー ン の 同 一 性 を
SDS-PAGEの 頂 部 に 示 す 。 各 ゲ ル は 対 照 を 含 み 、 そ れ は い ず れ も 精 製 し た 02-237又 は K53で
も あ る . NRは 非 -還 元 ； Rは 還 元 で あ る 。
　 図 17は 精 製 さ れ た IgG画 分 の IEF分 析 で あ る 。 10μ gの 精 製 し た IgGを 、 Isogel(ア イ ソ ゲ
ル )3-10の ゲ ル (BMA)上 で 製 造 者 の 推 薦 に 従 い 分 析 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 コ ロ イ ド 性 ブ ル ー
(Novex, cat. No LC6025)を 用 い 、 製 造 者 の 推 薦 に 従 う 染 色 に よ り 視 覚 化 し た 。 ク ロ ー ン
の 同 一 性 を IEFの 頂 上 に 示 す 。 各 ゲ ル は 対 照 を 含 み 、 1:1:1の 02-237、 K53及 び UBS54の 混 合
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物 か ら な る 。
　 図 18は 単 一 の K53、 02-237及 び UBS54と 比 較 し た 多 ク ロ ー ン 性 の 混 合 物 241、 280、 282、 3
61及 び 402の IEF分 析 で あ る 。 10μ gの 精 製 し た IgGを 、 Isogel 3-10の ゲ ル (BMA)上 で 製 造 者
の 推 薦 に 従 い 分 析 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 コ ロ イ ド 性 ブ ル ー (Novex, cat. No LC6025)を 用
い 、 製 造 者 の 推 薦 に 従 い 染 色 に よ り 視 覚 化 し た 。 IgGの 同 一 性 を IEFの 頂 上 に 示 す 。
　 図 19は K53、 02-237、 UBS54及 び IgG画 分 Poly(ポ リ )1-280中 の 2種 の 独 特 な 軽 鎖 の ペ プ チ
ド L1-K53/UBS54及 び L1-237の CDR3ペ プ チ ド の マ ス ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。 各 々 の マ ス ク ロ
マ ト グ ラ ム の 右 側 上 で 、 ペ プ チ ド の 同 位 体 的 な パ タ ー ン を 示 す 。 m/z 1058.98 (Mw 2115.9
6 Da)で の 二 重 荷 電 イ オ ン は ペ プ チ ド H11-K53に 起 因 す る 。 m/z 1029.96 (Mw 2057.92 Da)
で の 二 重 荷 電 イ オ ン は ペ プ チ ド H11-02-237に 起 因 す る 。 m/z 770.03 (Mw 2307.09 Da)で の
三 重 荷 電 イ オ ン は ペ プ チ ド H9-UBS54に 起 因 す る 。 m/z 1291.08 (Mw 2580.16 Da)で の 二 重
荷 電 イ オ ン は ペ プ チ ド L1-K53/UBS54に 起 因 す る 。 m/z 1278.11 (Mw 2554.22 Da)で 二 重 荷
電 イ オ ン は ペ プ チ ド L1-02-237に 起 因 す る 。
　 精 製 し た IgGを 、 50mMの NH 4 HCO 3 中 の 1%の RapiGestTM(ラ ピ ゲ ス ト )[Waters(ウ ォ ー タ ー ズ
社 )に お い て 溶 解 し た 。 ジ ス ル フ ィ ド を 1Mの DTT(1,4-ジ チ オ -DL-ス レ イ ト ー ル )を 用 い て 還
元 し 、 次 い で 、 30分 間 、 65℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 す べ て の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の
ア ル キ ル 化 の た め に 、 1Mの ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド を 添 加 し 、 次 い で 、 室 温 で 45分 間 、 暗 所 中
、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル キ ル 化 を 1Mの DTTの 添 加 に よ り 停 止 さ せ た 。 緩 衝 液 を 、 25mM
の NH 4 HCO 3 、 pH 7.5に 交 換 し た 。 最 終 的 に 、 抗 体 を 25mMの NH 4 HCO 3 中 の 新 た に 調 製 し た ト リ
プ シ ン 溶 液 の 添 加 に よ り 一 昼 夜 37℃ で 消 化 し た 。 ペ プ チ ド 混 合 物 を LC-MSに よ り 分 析 し た
。 LC-系 は 、 Vydac(ビ ダ ッ ク )の 逆 -相 C18カ ラ ム か ら な り 、 そ れ を 溶 媒 A(5/95/1の ア セ ト ニ
ト リ ル 、 水 、 氷 酢 酸 v/v/v)及 び 溶 媒 B(90/10/1の ア セ ト ニ ト リ ル 、 水 、 氷 酢 酸 v/v/v)の 勾
配 を 適 用 す る こ と で 溶 出 さ せ た 。 LCを 、 3kVで 作 動 す る 熱 ス プ レ ー (electrospray)源 を 備
え る Q-TOF2の 質 量 分 析 計 [Micromass(マ イ ク ロ マ ス 社 )]に オ ン ラ イ ン で つ な い だ 。 マ ス ス
ペ ク ト ル を 、 35Vの 円 錐 形 の 電 圧 (cone voltage)で m/z50か ら 1500ま で の 陽 性 の イ オ ン モ ー
ド に お い て 記 録 し た 。 >10,000の 機 器 の 分 解 能 は 電 荷 、 及 び 従 っ て 少 な く と も +7ま で の ほ
と ん ど の イ オ ン の 質 量 の 明 瞭 な 決 定 を 可 能 に し た 。 こ の よ う に し て 、 す べ て の ペ プ チ ド を
、 そ れ ら の 分 子 量 に 従 い 識 別 し た 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 MS/MS-実 験 に よ り 確 認 し
た 。 MS/MSス ペ ク ト ル を 、 20及 び 35 eVolts(電 子 ボ ル ト )の 間 の 衝 突 エ ネ ル ギ ー を 有 す る m/
z 50～ 2000か ら の 陽 性 イ オ ン モ ー ド に お い て 記 録 し た 。
　 図 20は 多 ク ロ ー ン 280の BIACORE分 析 で あ る 。 LS174T細 胞 か ら 親 和 性 精 製 し た ヒ ト CD46を
、 CM5チ ッ プ (BIACOREの BR-1000-14)に つ な い だ (640RU)。 CD46に 対 す る 1000(A)、 500(B)、
250(C)、 125(D)、 63(E)、 31(F)、 16(G)、 8(H)又 は 0(I)nMの ポ リ l-280の 結 合 を 、 BIACORE 
3000系 を 用 い 37℃ で 監 視 し た 。
　 図 21は 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る ク ロ ー ン の ポ リ 1-241、 ポ リ 1-280及 び ポ リ 1-402か ら の
サ ブ -ク ロ ー ン の IEF分 析 で あ る 。
　 Aは ク ロ ー ン の ポ リ 1-241及 び ポ リ 1-280で あ る 。 レ ー ン 1は pIマ ー カ ー [Amersham(ア マ シ
ャ ム 社 )、 Cat. No 17-0471-01]を 含 む 。 レ ー ン 2は 親 ク ロ ー ン の ポ リ 1-241か ら 分 離 し た Ig
Gを 含 む (図 18で の よ う に )。 レ ー ン 3、 4及 び 5は 、 そ れ ぞ れ 、 ポ リ 1-241か ら 限 界 希 釈 法 (li
miting dilution)に よ り 導 い た 3種 の 独 立 し た サ ブ -ク ロ ー ン か ら の 分 離 し た IgGを 含 む 。
レ ー ン 6は 親 ク ロ ー ン の ポ リ 1-280か ら 分 離 し た IgGを 含 む (図 18で の よ う に )。 レ ー ン 7、 8
及 び 9は 、 そ れ ぞ れ 、 限 界 希 釈 に よ り 導 い た 形 態 の ポ リ 1-280の 3種 の 独 立 し た サ ブ -ク ロ ー
ン か ら 分 離 し た IgGを 含 む 。 Bは ク ロ ー ン の ポ リ 1-402で あ る 。 レ ー ン 1及 び 7は pIマ ー カ ー
を 含 む 。 レ ー ン 2は 親 ク ロ ー ン の ポ リ 1-402か ら 分 離 し た IgGを 含 む (図 18で の よ う に )。 レ
ー ン 3、 4及 び 5は 、 そ れ ぞ れ 、 限 界 希 釈 に よ り ポ リ 1-402か ら 導 い た 3種 の 独 立 し た サ ブ -ク
ロ ー ン か ら 分 離 し た IgGを 含 む 。 レ ー ン 6は 対 照 (1:1:1の 02-237、 K53及 び UBS54の 混 合 物 )
を 含 む 。
　 図 22は ポ リ 1-241(A)、 ポ リ 1-280(B)及 び ポ リ 1-402(C)の サ ブ -ク ロ ー ン か ら 生 産 さ れ る
抗 体 の 混 合 物 の FACS分 析 で あ る 。 CD46、 EpCAM、 又 は 陰 性 の 対 照 (CD38)の cDNAで 形 質 移 入
し た 細 胞 へ の 抗 体 の 混 合 物 の 結 合 を 、 FACS分 析 を 用 い て 定 め 、 及 び 平 均 の 蛍 光 強 度 (MFI)
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を 、 様 々 な 親 ク ロ ー ン 及 び 3種 の 独 立 し た サ ブ -ク ロ ー ン の 各 々 に つ い て 示 す 。 対 照 の 抗 体
の GBS-III(陰 性 対 照 )、 抗 -CD72(02-004;陰 性 対 照 )及 び 単 一 の 抗 体 UBS54、 02-237及 び K53
を ま た 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 1種 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る 方 法 を 提 供 す
る も の で 、 こ の 方 法 は 、 次 の 工 程 で 構 成 さ れ る :
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 及 び 前 記 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 と 対 合
可 能 な 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 (sequence)、 又 は 核 酸 配 列 群 (s
equences)を 発 現 さ せ る 工 程 。 本 発 明 の 更 な る 局 面 は 、 予 め 選 定 さ れ る 重 鎖 -軽 鎖 の 組 合 せ
を 用 い る こ と に よ る 、 潜 在 的 に 非 -機 能 的 な 軽 鎖 -重 鎖 の 対 合 の 生 成 の 排 除 で あ る 。 単 一 の
軽 鎖 及 び 多 く の 異 な る 重 鎖 か ら 構 築 さ れ る フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ が 、 著 し く 明 確 な 結 合
特 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 暗 号 化 で き る こ と が 認 識 さ れ て い る 。 こ の 特 色 を 用 い 、 同 じ 軽 鎖
を 持 つ が 、 同 じ 標 的 か 、 又 は 異 な る 標 的 に 対 す る も の で 、 そ こ で は 、 標 的 は そ の 全 体 の 抗
原 又 は エ ピ ト ー プ で あ り 得 る 、 異 な る 重 鎖 を 持 た な い 抗 体 を 見 出 す こ と が で き る 。 か か る
異 な る 標 的 は 、 例 え ば 、 同 じ 表 面 上 (例 え ば 、 細 胞 か 、 又 は 組 織 )に あ っ て よ い 。 フ ァ ー ジ
提 示 に よ り 得 ら れ る か か る 抗 体 断 片 は 、 望 ま し い 形 式 、 例 え ば 、 IgG、 IgA又 は IgMの た め
の ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き 、 及 び こ れ ら の 形 式 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 用 い
て 、 宿 主 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と が で き る 。 1種 の ア プ ロ ー チ で は 、 H鎖 及 び L鎖 を 異 な る
構 築 物 に よ り 暗 号 化 す る こ と が で き 、 そ れ は 、 細 胞 へ の 形 質 移 入 に 際 し 、 そ こ で そ れ ら が
発 現 し 、 無 傷 の Ig分 子 を 生 じ さ せ る 。 異 な る H鎖 の 構 築 物 が 、 単 一 の L鎖 の 構 築 物 を 用 い て
細 胞 中 に 形 質 移 入 さ れ る と き 、 H-鎖 及 び L-鎖 が 組 み 立 て ら れ 、 す べ て の 可 能 な 組 合 せ を 形
成 す る 。 し か し 、 異 な る 軽 鎖 が 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 生 産 の た め の よ う に 発 現 さ れ る ア プ ロ
ー チ と 対 照 を な し て 、 こ の 方 法 は 機 能 的 な 結 合 領 域 し か も た ら さ な い 。 そ れ は 、 宿 主 、 例
え ば 、 単 一 の 細 胞 株 が 組 換 え 抗 体 の 許 容 可 能 な レ ベ ル を 発 現 で き 、 前 記 細 胞 に お い て 、 抗
体 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 最 初 に 増 幅 さ せ る 必 要 の な い と き に 、 特 に 、 有 用 で あ る 。 利 点
は 、 前 記 核 酸 の 限 ら れ た コ ピ ー 数 だ け を 有 す る 細 胞 株 が 遺 伝 学 的 に よ り 一 層 安 定 と 考 え ら
れ る こ と で あ り 、 そ の 理 由 は 、 多 数 の こ れ ら の コ ピ ー が 存 在 す る 細 胞 株 に お い て よ り も 、
重 鎖 を 暗 号 化 す る 配 列 の 間 に よ り 一 層 少 な い 組 換 え し か な い か ら で あ る 。 本 発 明 に 従 う 方
法 に お い て 用 い る の に 適 切 な 細 胞 株 は 、 ヒ ト 細 胞 株 PER.C6 T M で あ る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、
確 定 さ れ た (defined)特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 混 合 物 を 、 単 一 細 胞 ク ロ ー ン か ら 、 安 全 で 、
制 御 さ れ た 、 及 び 一 貫 し た 様 式 に お い て 、 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法
は 、 次 の 工 程 で 構 成 さ せ る :少 な く と も 1種 の 軽 鎖 及 び 前 記 少 な く と も 1種 の 軽 鎖 と 対 合 可
能 な 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 、 組 換 え 宿 主 細
胞 に お い て 発 現 さ せ る 工 程 。 好 ま し い 局 面 に お い て 、 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 前 記 少 な く と も
3種 の 異 な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 そ の よ う に し て
、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む 。 明 ら か に 、 当 業 者 は 、 “ 共 通 ” が ま た 、 ア ミ ノ 酸
配 列 が 同 一 で な い 軽 鎖 の 機 能 的 な 同 等 物 に も 言 及 す る こ と を 認 識 す る 。 前 記 軽 鎖 に は 、 多
く の 変 異 形 が 存 在 し 、 そ こ で は 、 機 能 的 な 結 合 領 域 の 形 成 に 物 質 的 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 突
然 変 異 (欠 失 、 置 換 、 付 加 )が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 組 換 え 的 に (recombinantly)生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 含 む 組 成 物 を
提 供 し 、 そ こ で は 、 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 配 列 が 前 記 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 。 1
具 体 例 で は 、 か か る 混 合 物 の 軽 鎖 は 共 通 配 列 を 持 つ 。 抗 体 の 混 合 物 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法
に よ っ て 生 産 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 抗 体 の 混 合 物 は 、 そ れ を 構 成 す る 個 々 の 抗
体 よ り も よ り 一 層 有 効 で あ り 、 更 に 好 ま し く は 、 混 合 物 は 機 能 的 ア ッ セ イ (functional as
say)に お い て 相 乗 的 に 働 く 。
【 ０ ０ １ ６ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-515503 A 2006.6.1



　 本 発 明 は 、 更 に 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 組 換 え 宿 主 細 胞 、 及 び か か る 宿 主 細 胞
を 作 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 軽 鎖 及 び 1種 よ り も 多 い 種 類 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 の 形 質 移 入 か ら 得 ら れ る 独 立
し た ク ロ ー ン は 、 混 合 物 に お い て 異 な る 抗 体 を 異 な る レ ベ ル で 発 現 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 別 の 局 面 は 、 抗 体 の 最 も 有 力 な 混 合 物 の た め に 、 機 能 的 ア ッ セ イ を 用 い て ク ロ ー ン
を 選 定 す る こ と で あ る 。 本 発 明 は 、 従 っ て 、 更 に 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も 1
種 の 宿 主 細 胞 の ク ロ ー ン を 識 別 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で は 、 前 記 抗 体 の 混 合 物 が
機 能 的 ア ッ セ イ に 従 う 望 ま し い 効 果 を 持 ち 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :(i)宿 主 細 胞 に 、
少 な く と も 1種 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る
核 酸 配 列 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 そ こ で は 、 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 互 い に 対 合 可 能 で あ り ;(
ii)前 記 宿 主 細 胞 の 少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 が 助 長 さ れ る 条 件 下
で 培 養 す る 工 程 ;(iii)前 記 宿 主 細 胞 の 少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン を 、 望 ま し い 効 果 を 持 つ
抗 体 の 混 合 物 の 生 産 の た め に 、 機 能 的 ア ッ セ イ に よ っ て 選 別 す る 工 程 ;及 び (iv)望 ま し い
効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン を 識 別 す る 工 程 。 本 発 明 に
従 う こ の 方 法 は 、 所 望 の 場 合 、 高 -処 理 の (high-throughput)手 法 を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 こ の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る ク ロ ー ン は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 混 合 物 を 生 産 す る の に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 抗 体 の 混 合 物 を 発 現 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 非 -ヒ ト
動 物 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 細 胞 、 及 び こ れ ら に よ っ て
生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 及 び 適 切 な 担 体 を 含 む 薬 学 的 組 成
物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め の 、 及 び ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 対 象 物
に お け る 疾 病 又 は 疾 患 の 処 置 又 は 診 断 に お い て 用 い る た め の 薬 剤 の 調 製 用 の 抗 体 混 合 物 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 単 一 の 宿 主 細 胞 の ク ロ ー ン か ら 、 異 な る ア イ ソ タ イ プ を 含 む 抗 体 の 混
合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 望 ま し い 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 識 別 す る た め の
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 標 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の
方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :i)抗 体 を 含 む フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 、 標 的 を 含 む 物 質 と 接 触 さ せ
る 工 程 、 ii)前 記 標 的 に 対 す る フ ァ ー ジ 結 合 を 選 定 す る 少 な く と も 1種 の 工 程 、 iii)前 記 標
的 に 対 す る 抗 体 結 合 を 含 む 少 な く と も 2種 の フ ァ ー ジ を 識 別 す る 工 程 で あ り 、 前 記 少 な く
と も 2種 の 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 み 、 iv)軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 少 な く と も 2
種 の 抗 体 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 配 列 群 を 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 、 v)前 記
宿 主 細 胞 の ク ロ ー ン を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
　 本 発 明 の 目 的 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 少 な く と も 1種 の 軽 鎖 及
び 前 記 少 な く と も 1種 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配
列 又 は 核 酸 配 列 群 を 発 現 さ せ る 工 程 。 本 発 明 に 従 っ て 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 は 、 対 合 す る と き 、
機 能 的 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 形 成 す る 。 機 能 的 抗 原 結 合 ド メ イ ン は 、 抗 原 に 対 し 特 異 的 に 結
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合 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 に 従 う 1種 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 は
、 更 に 、 細 胞 か 、 又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る 工 程 を 含 み 、 更 な る 使 用 に と っ
て 適 切 な 抗 体 の 混 合 物 を 得 る 。 本 発 明 の 1具 体 例 で は 、 方 法 を 、 抗 体 の 混 合 物 の 生 産 の た
め に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化
す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る
核 酸 配 列 又 は 配 列 群 を 発 現 さ せ る 工 程 で あ り 、 そ の よ う に し て 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の
軽 鎖 を 含 む 。 1種 の 局 面 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 は 、 各 軽 鎖 /重 鎖 の 対 に お い て 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る よ う に 、 用 語 “ 抗 体 ” は 、 抗 原 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 1種
又 は そ れ よ り 多 い 種 類 の ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 し 、 そ こ で は 、 か か る ド メ イ
ン が 、 抗 体 の 可 変 領 域 か ら 導 か れ る か 、 又 は か か る 領 域 と の 配 列 の 同 一 性 を 持 つ 。 抗 体 の
構 造 を 図 1に お い て 模 式 的 に 表 す 。 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 例 に は 、 完 全 な 長 さ の 抗 体 、 抗 体
の 断 片 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 免 疫 複 合 体 、 及 び 同 種 の も の が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に 従 う 抗 体
は 、 ア イ ソ タ イ プ IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgAl、 IgA2、 IgD、 IgE、 IgM、 及 び 同 種 の も
の 、 又 は こ れ ら の 誘 導 体 で よ い 。 抗 体 の 断 片 に は 、 Fv、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 断 片 、 及 び 同
種 の も の が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に 従 う 抗 体 は 、 任 意 の 起 源 、 ネ ズ ミ を 含 む 、 1種 の 起 源 よ
り も 多 い 種 類 の 、 す な わ ち 、 キ メ ラ の 、 ヒ ト 化 さ れ た 、 又 は 十 分 な ヒ ト 性 の 抗 体 で あ る こ
と が で き る 。 免 疫 複 合 体 は 、 抗 原 結 合 ド メ イ ン 、 及 び 毒 素 、 放 射 標 識 (radiolabel)、 酵 素
、 及 び 同 種 の も の の よ う な 非 -抗 体 部 分 を 含 む 。 “ 抗 原 結 合 ド メ イ ン ” は 、 好 ま し く は 、
重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を 含 み 、 興 味 の あ る 抗 原 に 特 異 的 な 結 合 に 関 与 す る 。 組 換 え 抗 体
は 、 宿 主 細 胞 に お い て 、 双 方 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 同 様
に 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 軽 鎖 (又 は 共 通 の 軽 鎖 )を 有 す る 2種 の 鎖 を 発 現 さ せ る こ と に よ り
、 そ こ で は 、 各 々 の 重 鎖 /軽 鎖 は そ れ 自 身 の 特 異 性 を 持 ち 、 い わ ゆ る “ 二 重 特 異 性 ” 抗 体
を 調 製 す る こ と が で き る 。 “ 二 重 特 異 性 抗 体 ” は 、 2種 の 同 一 で な い (non-identical)重 鎖
-軽 鎖 の 組 合 せ を 含 み (図 2)、 及 び 二 重 特 異 性 抗 体 の 双 方 の 抗 原 結 合 領 域 は 、 異 な る 抗 原 か
、 又 は 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う “ 共 通 の 軽 鎖 ” は 、 同 一 で あ る か 、 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 違 を 持 つ こ と が
で き る 軽 鎖 を 言 及 す る 。 前 記 軽 鎖 は 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 し な い で 、 同 じ 重 鎖 と 組 み 合
わ せ ら れ る と き 、 抗 体 の 特 異 性 を 変 え な い 突 然 変 異 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 明 細
書 で 用 い る よ う な 共 通 の 軽 鎖 の 定 義 の 範 囲 内 で 、 同 一 で な い が 、 ま だ 機 能 的 に 同 等 な 、 例
え ば 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 の 変 化 、 重 鎖 と 対 合 さ れ る と き に 結 合 の 特 異 性 に 寄 与 し な い か 、
又 は 部 分 的 に し か 寄 与 し な い 領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 化 、 及 び 同 種 の も の を 導 入 し 、 及
び 試 験 す る こ と に よ り 、 軽 鎖 を 調 製 す る か 、 又 は 見 出 す こ と が で き る 。 本 発 明 の あ る 局 面
は 、 機 能 的 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 を 形 成 す る た め に 、 1種 の 同 一 の 軽 鎖 を 共 通 の
軽 鎖 と し て 用 い 、 異 な る 重 鎖 と 組 み 合 わ せ る こ と で あ る 。 1種 の 共 通 の 軽 鎖 の 使 用 は 、 軽
鎖 及 び 重 鎖 の 対 合 が 、 機 能 的 で な い 、 言 い 換 え れ ば 、 標 的 抗 原 又 は 抗 原 群 に 結 合 す る こ と
が で き な い 抗 原 結 合 ド メ イ ン を も た ら す ヘ テ ロ 二 量 体 の 形 成 を 回 避 す る 。 共 通 の 軽 鎖 及 び
2種 の 重 鎖 の 使 用 は 、 異 な る 目 的 の た め に 、 つ ま り 、 機 能 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 の 形 成 を 抗
体 混 合 物 の 複 雑 さ を 犠 牲 に し て 高 め る た め に 、 [Merchant(マ ー チ ャ ン ト )等 、 1998年 ;WO　
98/50431号 ]に よ り 提 案 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 版 物 は 、 1種 の 定 義 さ れ た 、 及 び 望 ま し い
二 重 特 異 性 抗 体 を 優 先 的 に (preferentially)生 産 す る 方 法 を 教 示 し 、 そ れ に よ り 、 生 産 さ
れ る 混 合 物 の 複 雑 さ を 最 小 に す る 。 そ れ 故 に 、 Merchantは 、 単 一 特 異 性 (monospecific)抗
体 の 生 産 を 妨 げ る よ う に 特 別 に 教 示 し 、 そ の 理 由 は 、 こ れ ら が 、 そ れ ら の 出 版 物 に お い て
記 述 さ れ て い る 二 重 特 異 性 抗 体 の 生 産 の た め の 処 理 に お け る 望 ま し く な い 副 産 物 だ か ら で
あ る 。 明 ら か に 、 従 来 技 術 に お い て 、 非 -機 能 的 結 合 ド メ イ ン の 形 成 を 回 避 す る 組 換 え 宿
主 細 胞 か ら の 抗 体 の 複 合 混 合 物 を 調 製 す る こ と 、 又 は そ の 利 点 は 、 ま し て い か に か は 言 う
ま で も な く 、 そ こ に は 教 示 さ れ て い な い 。 本 発 明 に 従 う 方 法 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 と 対 合
可 能 な 少 な く と も 3種 の 重 鎖 が 発 現 さ れ る 。 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 が 、
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共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 重 鎖 を 暗 号 化
す る 核 酸 配 列 を 提 供 さ れ 、 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 の 複 雑 さ を 高 め る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う “ 異 な る 重 鎖 ” は 、 可 変 領 域 に お い て 異 な り 、 及 び 同 じ 定 常 領 域 を 持 つ こ
と が で き る 。 他 の 具 体 例 で は 、 そ こ で は 、 そ れ が 前 後 関 係 か ら 明 確 で あ り 、 そ れ ら は 、 同
じ 可 変 領 域 を 持 ち 、 及 び 定 常 領 域 に お い て 異 な り 、 例 え ば 、 別 の ア イ ソ タ イ プ で あ る こ と
が で き る 。 Fc-部 分 の よ う な 異 な る 定 常 領 域 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 の 使 用 は 、 免 疫 系 の 異 な
る ア ー ム が ヒ ト か 、 又 は 動 物 体 の 処 置 に お い て 動 態 化 さ れ る べ き 場 合 、 有 利 で あ る か も し
れ な い 。 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 ま た 、 前 後 関 係 か ら 明 確 に す る た め に 、 双 方 の 可 変 領 域
及 び 定 常 領 域 が 異 な る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う “ 抗 体 の 混 合 物 ” は 、 少 な く と も 2種 の 同 一 で な い 抗 体 を 含 む が 、 3、 4、 5
、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 異 な る 抗 体 を 含 む こ と が で き 、 及 び 多 ク ロ
ー ン 性 か 、 又 は 複 雑 さ 及 び 機 能 的 抗 原 結 合 分 子 の 数 に 関 し て 少 な く と も 少 ク ロ ー ン 性 の (o
ligoclonal)抗 体 の 混 合 物 に 似 て い る こ と が あ る 。 本 発 明 に 従 い 生 産 さ れ る 混 合 物 は 、 通
常 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。 所 望 の 場 合 、 混 合 物 に お け る 単 一 特 異 性 抗 体 の 形 成 が 二 重 特
異 性 抗 体 の 形 成 に 対 し て 恵 ま れ る こ と が あ る 。 n種 の 重 鎖 及 び 1種 の 共 通 の 軽 鎖 が 、 本 発 明
に 従 い 宿 主 細 胞 に お い て 等 し い レ ベ ル で 発 現 さ れ る と き 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 生 産
さ れ る 二 重 特 異 性 抗 体 の 理 論 的 な 割 合 は (l-l/n)*100%で あ る 。 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て
生 産 さ れ る 混 合 物 に お け る 異 な る 抗 体 の 総 数 は 、 論 理 上 n+{(N 2 -n)/2}で あ り 、 そ の (n 2 -n/
2)が 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 。 異 な る 重 鎖 の 発 現 の レ ベ ル の 比 率 の 歪 み は 、 理 論 的 な 値 か ら
逸 脱 す る 値 を も た ら す こ と が あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 量 は 、 ま た 、 す べ て の 重 鎖 が 等 し い
効 率 で 対 合 し な い 場 合 、 こ れ ら の 理 論 的 な 値 と 比 較 し 、 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば
、 重 鎖 を 設 計 す る こ と は 、 例 え ば 、 上 記 Merchantに よ り 提 案 さ れ て い る も の と は 逆 に 、 特
異 的 な 及 び 相 補 的 な 相 互 作 用 表 面 を 選 定 さ れ た 重 鎖 の 間 に 導 入 し 、 ヘ テ ロ 二 量 体 の 対 合 に
わ た り ホ モ 二 量 体 の 対 合 を 促 進 す る こ と に よ っ て 可 能 で あ る 。 重 鎖 を 、 ま た 、 混 合 物 に お
け る ヘ テ ロ 二 量 体 の 形 成 が 最 小 に な る よ う に 選 定 す る こ と が で き る 。 こ の 具 体 例 の 特 別 な
形 態 に は 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 異 な る ア イ ソ タ イ プ (例 え ば 、 IgG1、 IgG3、 IgA)
の 重 鎖 が 包 含 さ れ る 。 異 な る ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 が 同 じ 宿 主 細 胞 に お い て 本 発 明 及 び こ れ
ら の 重 鎖 に 対 合 す る こ と が で き る 1種 の 軽 鎖 に 従 っ て 発 現 さ れ る と き 、 二 重 特 異 性 抗 体 の
量 は 、 お そ ら く 、 非 常 に 低 い レ ベ ル ま で か 、 又 は 検 出 不 可 能 な レ ベ ル に ま で さ え も 減 少 す
る 。 し た が っ て 、 二 重 特 異 性 抗 体 が あ ま り 好 ま し く な い と き 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物
を 生 産 す る こ と が 可 能 で 、 こ こ で は 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 共 通 の 軽
鎖 に 対 合 可 能 な 異 な る 可 変 領 域 を 有 す る 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配
列 を 、 組 換 え 宿 主 に お い て 発 現 さ せ 、 及 び そ こ で は 、 前 記 重 鎖 は 、 更 に 、 異 な る 重 鎖 の 間
の 対 合 を 減 少 さ せ る か 、 又 は 防 止 す る の に 十 分 な よ う に 、 そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て 異 な
る 。 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 は 、 単 一 の 宿 主 細 胞 か ら 、 す な わ ち 、 同 じ 組 換 え 核 酸 配 列
を 含 む 細 胞 の 集 団 か ら 導 か れ る ク ロ ー ン か ら 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に 従 う 異 な る 重 鎖 は 、 別 々 の 核 酸 分 子 上 で 暗 号 化 さ れ 得 る が 、 ま た 、 前 記 少 な く
と も 3種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 異 な る 領 域 を 含 む 1種 の 核 酸 分 子 上 に 存 在 す る こ と も あ る こ と
は 、 理 解 さ れ る 。 核 酸 分 子 は 、 通 常 、 軽 鎖 及 び /又 は 重 鎖 の 前 駆 体 を 暗 号 化 し 、 そ れ は 発
現 さ れ た と き 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、 そ れ に よ り 、 成 熟 形 態 を 産 出 す る よ う に 生 成 が 処 理
さ れ る 。 こ れ ら の 、 及 び 宿 主 細 胞 に お け る 抗 体 の 発 現 の 他 の 局 面 は 、 こ の 技 術 に お い て 、
通 常 の 技 術 を 持 つ 者 に よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い る よ う に “ 組 換 え 宿 主 細 胞 ” は 、 1種 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の い わ ゆ
る 導 入 遺 伝 子 (transgenes)、 す な わ ち 、 前 記 細 胞 に お い て 自 然 に 存 在 し な い 組 換 え 核 酸 配
列 を 含 む 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 が 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る
と き 、 こ れ ら の 導 入 遺 伝 子 が 前 記 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 に よ っ て
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暗 号 化 さ れ る 組 換 え 抗 体 を 生 産 す る 。 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 は 、 導 入 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た
単 一 の 宿 主 細 胞 か ら 導 か れ る ク ロ ー ン か ら の 培 養 物 の 形 態 に お い て 存 在 す る 場 合 が あ る 。
抗 体 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 の 発 現 を 得 る た め 、 当 業 者 に と っ て 、 か か る 発 現 を 推 進 可 能 な
配 列 が 抗 体 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ 得 る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 機 能
的 に 連 結 さ れ る と は 、 こ れ ら の 配 列 が 抗 体 又 は そ れ ら の 前 駆 体 の 発 現 を 推 進 す る こ と が で
き る よ う に 、 抗 体 の 断 片 又 は そ れ ら の 前 躯 体 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 が 、 発 現 の 推 進 を 可 能
に す る 配 列 に 連 結 さ れ る こ と を 記 述 す る の を 意 味 す る 。 有 用 な 発 現 ベ ク タ は 、 こ の 技 術 に
お い て 入 手 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 Invitrogen(イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 )の pcDNAベ ク タ 系 列
で あ る 。 興 味 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を 暗 号 化 す る 配 列 を 、 暗 号 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 転 写
及 び 翻 訳 を 管 理 す る 配 列 に 関 連 し て 適 切 に 挿 入 し 、 得 ら れ る 発 現 カ セ ッ ト は 、 発 現 と 称 さ
れ る 、 興 味 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る の に 有 用 で あ る 。 発 現 を 推 進 す る 配 列 に は 、 プ
ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 及 び 同 種 の も の 、 及 び そ れ ら の 組 合 が 包 含 さ れ る 。 こ れ ら は 宿 主 細
胞 に お い て 、 機 能 可 能 で あ る べ き で あ り 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 核 酸
配 列 の 発 現 を 推 進 す る 。 プ ロ モ ー タ は 、 構 成 的 で あ る か 、 又 は 調 節 さ れ る こ と が で き 、 及
び 様 々 な 起 源 、 ウ イ ル ス を 含 み 、 原 核 生 物 、 又 は 真 核 生 物 の 起 源 か ら 得 ら れ る か 、 又 は 人
工 的 に 設 計 す る こ と が で き る 。 興 味 の あ る 核 酸 の 発 現 は 、 自 然 な プ ロ モ ー タ か 、 又 は そ れ
ら の 誘 導 体 か ら か 、 又 は 完 全 に 異 種 の プ ロ モ ー タ か ら の も の で あ っ て よ い 。 真 核 生 物 細 胞
に お け る 発 現 の た め の 、 い く つ か の よ く 知 ら れ 、 及 び 大 い に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ に は 、
ア デ ノ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 E1Aプ ロ モ ー タ の よ う な 、 ウ イ ル ス か ら 導 か れ る プ ロ モ ー タ 、 C
MV即 時 型 (IE、 immediate early)プ ロ モ ー タ の よ う な 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)か ら 導
か れ る プ ロ モ ー タ 、 サ ル (Simian)ウ イ ル ス 40(SV40)か ら 導 か れ る プ ロ モ ー タ 、 及 び 同 種 の
も の が 包 含 さ れ る 。 適 切 な プ ロ モ ー タ は 、 ま た 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン (methallothionein)(M
T)プ ロ モ ー タ 、 伸 長 因 子 1α (EF-1α )プ ロ モ ー タ 、 ア ク チ ン プ ロ モ ー タ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
プ ロ モ ー タ 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ 、 及 び 同 種 の も の の よ う な 、 真 核 生 物 細 胞 か ら 導 く こ
と が で き る 。 興 味 の あ る 配 列 の 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 の 推 進 が 可 能 な 任 意 の プ ロ モ ー タ 又
は エ ン ハ ン サ /プ ロ モ ー タ が 本 発 明 に お い て 適 す る 。 1具 体 例 で は 、 発 現 の 推 進 が 可 能 な 配
列 に は 、 CMVプ ロ モ ー タ か ら の 領 域 、 好 ま し く は 、 CMV即 時 型 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ /プ ロ モ ー
タ の ヌ ク レ オ チ ド -735か ら +95ま で を 含 む 領 域 を 含 む 領 域 が 包 含 さ れ る 。 熟 練 者 は 、 本 発
明 で 用 い ら れ る 発 現 配 列 が 、 イ ン ス レ ー タ (絶 縁 体 )、 マ ト リ ク ス 付 着 領 域 (attachment re
gion)、 ス タ ー 要 素 (STAR elements)(WO 03/004704号 )、 及 び 同 種 の も の の よ う な 発 現 を 安
定 化 さ せ る か 、 又 は 高 め る こ と が で き る 要 素 と 適 切 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る こ と に 気
付 く 。 こ れ は 、 発 現 の 安 定 性 及 び /又 は レ ベ ル を 高 め る こ と が で き る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 に
お け る タ ン パ ク 質 の 生 産 は 、 広 範 囲 に 、 例 え ば 、 Current Protocols in Protein Science
(タ ン パ ク 質 科 学 の 現 在 の プ ロ ト コ ル )、 1995年 、 Coligan(コ リ ガ ン ) JE、 Dunn(ダ ン ) BM
、 Ploegh (プ ロ エ イ ) HL、 Speicher(ス パ イ カ ー ) DW、 Wingfield(ウ ィ ン フ ィ ー ル ド ) PT
、 ISBN 0-471-11184-8; Bendig(ベ ン デ ィ ゴ )、 1988年 に お い て 記 述 さ れ て い る 。 細 胞 を 培
養 す る こ と を 行 い 、 そ れ が 新 陳 代 謝 し 、 及 び /又 は 成 長 し 、 及 び /又 は 分 裂 し 、 及 び /又 は
興 味 の あ る 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ
る 方 法 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き 、 及 び 細 胞 に 対 し て 栄 養 素 を 提 供 す る こ と が 含 ま れ る
が 、 そ れ に 限 ら れ な い 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 表 面 に 接 着 す る 増 殖 、 懸 濁 液 に お け る 増 殖 、
又 は そ れ ら の 組 合 せ が 包 含 さ れ る 。 い く つ か の 培 養 条 件 を 、 こ の 技 術 で よ く 知 ら れ る 方 法
に よ っ て 最 適 化 し て 、 タ ン パ ク 質 生 産 の 収 率 を 最 適 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 培 養 は
、 皿 、 ロ ー ラ ボ ト ル に お い て 、 又 は 生 物 反 応 器 に お い て 、 バ ッ チ 、 流 加 バ ッ チ (fed-batch
)、 連 続 系 、 中 空 繊 維 、 及 び 同 種 の も の を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 細 胞 培 養 を 通 し て 組
換 え タ ン パ ク 質 の 大 規 模 な (連 続 的 な )生 産 を 達 成 す る た め に は 、 こ の 技 術 に お い て 、 懸 濁
液 に お い て 増 殖 可 能 な 細 胞 を 持 つ こ と が 好 ま し く 、 及 び 動 物 -又 は ヒ ト -誘 導 血 清 又 は 動 物
-又 は ヒ ト -誘 導 血 清 成 分 の 欠 損 下 に 培 養 可 能 な 細 胞 を 持 つ こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、
精 製 が よ り 一 層 容 易 で あ り 、 及 び 培 養 培 地 か ら 導 か れ る 付 加 的 な 、 動 物 か 又 は ヒ ト の タ ン
パ ク 質 が 欠 損 す る た め 、 安 全 性 が 高 め ら れ 、 一 方 で 、 こ の 系 は 、 ま た 、 非 常 に 信 頼 で き る
と 共 に 、 再 現 性 に お い て 合 成 培 地 が 最 良 で あ る 。
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　 本 発 明 に 従 う “ 宿 主 細 胞 ” は 、 組 換 え DNA分 子 を 発 現 す る こ と が で き る 任 意 の 宿 主 細 胞
で あ り 得 、 (エ シ ェ リ キ ア 属 )[例 え ば 、  (大 腸 菌 )]、 (エ ン
テ ロ バ ク タ ー 属 )、 (サ ル モ ネ ラ 属 )、 (バ シ ラ ス 属 )、 (シ
ュ ー ド モ ナ ス 属 )、 (ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 )の よ う な 細 菌 、  (
サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ヴ ィ シ エ 、 出 芽 酵 母 )、  (ケ ー ． ラ ク テ ィ ス )、  
(ピ ー ． パ ス ト リ ス )の よ う な 酵 母 、 (カ ン ジ ダ 属 )、 又 は yarrowia(ヤ ロ ワ イ ア )

、 (ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 属 、 パ ン カ ビ 属 )、  (ア ス ペ ル ギ ル ス ・
オ リ ザ 、 コ ウ ジ カ ビ )、  (ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ド ラ ン ス 、 偽 巣 性 コ ウ
ジ 菌 )及 び  (ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ 、 ク ロ カ ビ )の よ う な 糸 状 菌 類 、

 (ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル タ )の SF-9又 は SF-21細 胞 の よ う な 昆 虫 細 胞
、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 BHK細 胞 、 SP2/0細 胞 及 び NS-0骨 髄 腫 細 胞 を 含
む マ ウ ス 細 胞 の よ う な 哺 乳 類 細 胞 、 COS及 び Vero細 胞 の よ う な 霊 長 類 細 胞 、 MDCK細 胞 、 BRL
 3A細 胞 、 雑 種 細 胞 腫 (ハ イ ブ リ ド ー マ )、 腫 瘍 -細 胞 、 不 死 化 一 次 細 胞 (primary cell)、 W1
38、 HepG2、 HeLa(ヒ ー ラ )、 HEK293、 HT1080の よ う な ヒ ト 細 胞 又 は PER.C6 T M の よ う な 胚 性
網 膜 細 胞 、 及 び 同 種 の も の を 包 含 す る 。 発 現 系 の 選 択 に は 、 哺 乳 類 細 胞 の 発 現 ベ ク タ 及 び
抗 体 が 適 切 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る よ う な 宿 主 が 包 含 さ れ る こ と が 多 い 。 ヒ ト 細 胞 株 、 好 ま
し く は 、 PER.C6 T M を 有 利 に 用 い 、 完 全 な ヒ ト 性 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 抗 体 を 得
る こ と が で き る 。 細 胞 を 成 長 さ せ る か 、 又 は 増 殖 さ せ る た め の 条 件 [例 え ば 、 Tissue Cult
ure(組 織 培 養 )、 Academic Press(ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 )、 Kruse(ク ル ー ズ )及 び Paterson
(パ タ ー ソ ン )、 editors (編 )(1973年 )を 参 照 ]及 び 組 換 え 生 産 物 の 発 現 の た め の 条 件 は 、
幾 分 か 異 な っ て よ く 、 及 び 通 常 、 処 理 の 最 適 化 が 行 わ れ 、 当 業 者 に 一 般 に 知 ら れ る 方 法 に
従 っ て 、 生 産 物 の 収 率 及 び /又 は 細 胞 の 増 殖 が 互 い に 関 し て 高 め ら れ る 。 概 し て 、 哺 乳 類
細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ ル 、 及 び 実 用 的 な 技 術 は 、 Mammalia
n Cell Biotechnnology(哺 乳 類 細 胞 生 物 工 学 ):a Practical Approach(実 用 的 な ア プ ロ ー
チ )[M. Butler(バ ト ラ ー )、 ed. (編 )、 IRL Press(出 版 社 )、 1991年 ]に 見 出 す こ と が で き
る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る 抗 体 の 発 現 は 、 こ の 技 術 に お い て 広 く 記 述 さ れ て い る (例 え
ば 、 EP 0120694号 ;EP 0314161号 ;EP 0481790号 ;EP 0523949号 ;US patent 4816567号 ;WO 0
0/63403号 を 参 照 )。 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 は 染 色 体 外 コ ピ ー と し て 存 在 し 、
及 び /又 は 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 に 安 定 し て 組 み 込 ま れ る こ と が で き る 。 生 産 の 安 定 性 に 関
し て 、 後 者 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 体 は 、 本 発 明 に 従 い 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 及 び 細 胞 か ら 、 又 は 好 ま し く は 、 細 胞 培
養 培 地 か ら 、 当 業 者 に 一 般 に 知 ら れ る 方 法 に よ っ て 、 回 収 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法
に は 、 沈 殿 、 遠 心 分 離 、 ろ 過 、 寸 法 -排 除 (size-exclusion)ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 陽 イ オ ン -及 び /又 は 陰 イ オ ン -交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 疎 水 性 相
互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 及 び 同 種 の も の が 包 含 さ れ る 。 IgG分 子 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 に
つ い て 、 プ ロ テ イ ン A又 は プ ロ テ イ ン Gの ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 適 切 に 用 い る こ
と が で き る (例 え ば 、 US patents 4,801,687号 及 び 5,151,504号 参 照 )。  
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 1具 体 例 で は 、 本 発 明 に 従 い 生 産 さ れ る 混 合 物 か ら の 少 な く と も 2種 の 抗 体 は 、 異 な る 特
異 性 及 び /又 は 親 和 性 を 持 つ 重 鎖 -軽 鎖 の 二 量 体 を 含 む 。 特 異 性 は 、 抗 原 又 は そ の エ ピ ト ー
プ が 抗 体 に よ っ て 制 約 さ れ る か を 定 め る 。 親 和 性 は 、 特 定 の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ へ の 結 合
の 強 さ の 尺 度 で あ る 。 特 定 の 結 合 は 、 少 な く と も 5*10E4リ ッ ト ル /モ ル 、 よ り 好 ま し く は
、 5*10E5、 よ り 一 層 好 ま し く は 、 5*10E6よ り 大 き く 、 更 に よ り 一 層 好 ま し く は 、 5*10E7、
又 は そ れ よ り も 多 い 親 和 性 (Ka)で の 結 合 と し て 定 義 さ れ る 。 典 型 的 に 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 は
、 1モ ル に つ き 10E10リ ッ ト ル ま で 、 あ る い は よ り 一 層 高 く 上 が る 親 和 性 を 持 つ 。 本 発 明 に
従 い 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 は 、 同 じ 抗 原 分 子 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 少 な く と
も 2種 の 抗 体 を 含 む こ と が で き る か 、 及 び /又 は 混 合 物 を 含 む 1種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る
異 な る 抗 原 分 子 に 結 合 す る 少 な く と も 2種 の 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 混 合 物 を 含 む か か
る 抗 原 は 、 毒 素 、 膜 成 分 及 び タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス の 外 被 タ ン パ ク 質 の よ う な 、 部 分 的 に
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か 、 又 は 全 体 的 に 精 製 さ れ る 抗 原 の 混 合 物 で あ る こ と が で き 、 又 は そ れ は 、 正 常 な 細 胞 、
疾 病 細 胞 、 細 胞 の 混 合 物 、 組 織 又 は 組 織 の 混 合 物 、 腫 瘍 、 器 官 、 完 全 な ヒ ト か 、 又 は 動 物
の 対 象 物 、 菌 類 又 は 酵 母 、 細 菌 又 は 細 菌 培 養 物 、 ウ イ ル ス 又 は ウ イ ル ス 系 統 (virus stock
)、 こ れ ら の 組 合 せ 、 及 び 同 種 の も の で あ っ て よ い 。 単 一 の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ だ け に 結
合 で き る 単 ク ロ ー ン 抗 体 と は 違 い 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 は 、 従 っ て 、 多 ク ロ ー ン 抗
体 又 は 少 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 の 多 く の 利 点 を 持 ち 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 適 例 で は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 う 宿 主 細 胞 は 、 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 高 レ ベ ル 発 現 が
、 す な わ ち 、 少 な く と も 1pg/細 胞 /日 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 10pg/細 胞 /日 及 び 更 に よ
り 一 層 好 ま し く は 、 少 な く と も 20pg/細 胞 /日 又 は そ れ よ り も 多 く が 、 前 記 宿 主 細 胞 に お け
る 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 の 増 幅 に つ い て の 必 要 性 な し に 、 可 能 で あ る 。 好 ま
し く は 、 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 は 、 発 現 さ れ る べ き 各 々 の 組 換 え 核 酸 の 1及 び 10コ ピ ー の
間 を そ れ ら の ゲ ノ ム に お い て 含 む 。 こ の 技 術 で は 、 例 え ば 、 CHO細 胞 に お い て 、 興 味 あ る
タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 の コ ピ ー 数 の 増 幅 を 用 い て 、 細 胞 に よ っ て 組 換 え タ ン パ
ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と が で き る (例 え ば 、 Bendig(ベ ン デ ィ グ )、 1988年 ;Cock
ett(コ ケ ッ ト )等 、 1990年 ;US patent 4,399,216号 を 参 照 )。 こ れ は 、 現 在 、 広 く 用 い ら れ
る 方 法 で あ る 。 し か し 、 著 し く 時 間 の か か る 努 力 が 、 望 ま し い 高 コ ピ ー 数 及 び 高 発 現 レ ベ
ル を 有 す る ク ロ ー ン が 確 立 さ れ る 前 に 求 め ら れ 、 及 び 更 に 、 発 現 カ セ ッ ト の 非 常 に 高 い コ
ピ ー 数 (何 百 ま で も )を 宿 す ク ロ ー ン は 不 安 定 で あ る こ と が 多 い [例 え ば 、 Kim(キ ム )等 、 19
98年 ]。 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 適 例 で は 、 興 味 の あ る 抗 体 の 高 レ ベ ル 発 現 の た め の か か
る 増 幅 戦 略 を 要 求 し な い 宿 主 細 胞 を 用 い る 。 こ れ は 、 一 貫 し た 様 式 に お い て 、 本 発 明 に 従
う 抗 体 の 混 合 物 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 安 定 し た ク ロ ー ン の 迅 速 な 産 生 (generation)を 可 能
に す る 。 本 発 明 者 は 、 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 を 得 、 サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 及 び 更 に 、 少 な く
と も お よ そ 30の 細 胞 分 裂 [population doublings(集 団 倍 加 数 )]の 間 繁 殖 (propagate)さ せ
る と 共 に 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 、 安 定 し た 様 式 に お い て 、 淘 汰 圧 (selection pre
ssure)の 欠 損 下 に 発 現 さ せ る こ と が で き る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 あ る 局 面
に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 少 な く と も 20、 好 ま し く は 25、 更 に 好 ま し く は 、 30の 集 団 倍
加 数 の 間 、 細 胞 を 培 養 す る こ と を 包 含 し 、 及 び 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞
は 、 少 な く と も 20、 好 ま し く は 25、 更 に 好 ま し く は 30の 集 団 倍 加 数 に 耐 え 、 及 び 更 に 、 本
発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 発 現 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合
物 を 単 一 細 胞 か ら 生 産 す る 、 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 し 、 前 記 混 合 物 は 、 少 な く と も 3種 の 異
な る 重 鎖 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 少 な く と も 3種 の 異 な る 単 一 特 異 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を
単 一 細 胞 か ら 生 産 す る 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 す る 。 一 定 の 好 ま し い 局 面 で は 、 前 記 培 養 物 は
、 前 記 混 合 物 又 は 前 記 少 な く と も 3種 の 異 な る 単 一 特 異 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 単 一 細 胞
に お い て 、 20よ り も 多 く の 、 好 ま し く は 25よ り も 多 く の 、 更 に 好 ま し く は 30よ り も 多 く の
集 団 倍 加 数 の 間 、 生 産 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 う 宿 主 細 胞 は 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の
E1配 列 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ る ヒ ト 網 膜 細 胞 か ら 導 か れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 う 特 に 好 ま
し い 宿 主 細 胞 は 、 ECACC番 号 第 96022940の 下 で 寄 託 さ れ た よ う な PER.C6 T M か 、 又 は そ の 誘
導 物 で あ る 。 PER.C6-誘 導 ク ロ ー ン は 、 迅 速 に 発 生 し 、 通 常 、 導 入 遺 伝 子 の 限 定 数 の コ ピ
ー (約 1～ 10)を 含 み 、 及 び 組 換 え 抗 体 の 高 レ ベ ル 発 現 が 可 能 で あ る [Jones(ジ ョ ー ン ズ )等
、 2003年 ]。 し た が っ て 、 か か る ク ロ ー ン は 、 多 く の 発 生 に わ た り 安 定 し た コ ピ ー 数 を 維
持 す る と 期 待 さ れ 、 そ れ は 生 物 薬 剤 (biopharmaceuticals)の 生 産 に お い て 有 利 で あ る 。 PE
R.C6 T M 細 胞 は 、 広 範 に 特 徴 付 け ら れ 、 及 び 文 書 化 さ れ て お り 、 大 規 模 化 の 良 好 な 処 理 、 懸
濁 液 で の 増 殖 及 び 増 殖 因 子 の 独 立 性 が 例 証 さ れ て い る 。 更 に 、 PER.C6 T M は 、 著 し い 再 現 性
の あ る 様 式 に お い て 懸 濁 液 中 に 組 み 込 む こ と が で き 、 そ れ を 大 規 模 生 産 の た め に 特 に 適 し
た よ う に す る 。 こ の 点 で 、 PER.C6 T M 細 胞 株 は 、 生 物 反 応 器 の 増 殖 の た め に 特 徴 付 け ら れ 、
そ こ で 、 そ れ は き わ め て 高 い 密 度 に ま で 増 殖 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 組 換 え 生 産 の た め
の PER.C6 T M の 使 用 は 、 出 版 物 WO 00/63403号 及 び (Jones等 、 2003年 )に お い て 詳 し く 記 述 さ
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れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 抗 体 の 混 合 物 を 提 供 す る こ
と で あ る 。 か か る 抗 体 の 混 合 物 は 、 通 常 、 同 じ 標 的 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 よ り も 有 効 で
あ る 多 ク ロ ー ン 抗 体 に 類 似 し て 、 そ れ が 含 む 単 独 の 成 分 よ り も 一 層 有 効 で あ る と 期 待 さ れ
る 。 か か る 混 合 物 は 、 様 々 な 標 的 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に 対 し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 抗 体 の 少 な く と も 3種 の 異
な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と で あ
り 、 こ こ で は 、 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 が 対 合 可 能 で あ り 、 好 ま し く は 、 機 能 的 結 合 ド メ イ ン を
形 成 す る 。 対 合 す る 重 鎖 及 び 軽 鎖 は 、 標 的 抗 原 又 は 標 的 抗 原 群 に 対 す る 機 能 的 な 抗 原 結 合
領 域 を 形 成 す る 。 本 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に 有 用 で あ る 。 そ れ ら は 、
本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す
る こ と で あ り 、 こ こ で は 、 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 配 列 が 組 換 え 抗 体 の 混 合 物 に お い
て 代 表 さ れ る 。 単 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 組 換 え 方 法 に よ っ て ル ー チ ン 的 に 生 産 さ れ る 。 本 発 明
は 種 々 の 分 野 に お け る 診 断 又 は 処 置 の た め に 有 用 な 抗 体 の 混 合 物 を 開 示 す る 。 本 発 明 に 従
う 組 成 物 は 、 抗 体 の 形 態 に お い て 軽 鎖 に 対 合 す る 少 な く と も 3種 の 異 な る 重 鎖 の 混 合 物 を
含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 混 合 物 に お け る 抗 体 の 軽 鎖 は 、 共 通 の 軽 鎖 を 持 つ 。 混 合 物 は 二 重
特 異 性 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 混 合 物 は 、 単 一 の 宿 主 細 胞 か ら 、 す な わ ち 、 同 じ 組 換 え
核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 の 集 団 か ら 導 か れ る ク ロ ー ン か ら 生 産 す る こ と が で き る 。 混 合 物 は 、
本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き 、 又 は 発 明 に 従 う 宿 主 細 胞 に よ っ て 生 産 す る こ
と が で き る 。 他 の 具 体 例 で は 、 前 記 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 重 鎖 の 数 は 4、 5、 6、 7、 8
、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 。 一 定 の 目 的 の た め の 最 適 な 混 合 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ る
方 法 に よ っ て か 、 又 は 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 方 法 に よ っ て 実 験 的 に 定 め る こ と が で き る
。 本 発 明 に 従 う か か る 組 成 物 は 、 そ れ ら が 生 産 さ れ る 様 式 の た め 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合
物 の い く つ か の 利 点 を 持 ち 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 に 固 有 に 関 連 す る 欠 点 を 伴 わ な い 。
さ ら に 、 抗 体 の 混 合 物 が 別 個 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 よ り も 一 層 効 果 的 で あ る こ と が 期 待 さ れ る
。 し た が っ て 、 投 与 量 (dosage)、 及 び そ れ 故 に 、 求 め ら れ る 生 産 能 力 は 、 単 ク ロ ー ン 抗 体
に つ い て の も の よ り も 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 に つ い て の も の が よ り 少 な く て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス の 神 経 毒 (BoNT/A)に 対 す る 単 一 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 十 分 に 毒 素 を
中 和 し な か っ た が 、 3種 の か か る 単 ク ロ ー ン 抗 体 (少 ク ロ ー ン 抗 体 )の 組 合 せ が 、 450,000の
BoNT/Aの 50%致 死 量 を 中 和 し 、 ヒ ト の 過 免 疫 (hyperimmune)グ ロ ブ リ ン よ り も 潜 在 的 能 力 で
90倍 高 い こ と が 記 述 さ れ て い る [Nowakowski(ノ バ コ フ ス キ )等 、 2002年 ]。 こ の 結 果 は 2か
ら 3種 ま で の 異 な る 特 異 性 だ け を 含 む 抗 体 の 少 ク ロ ー ン 性 混 合 物 が 非 常 に 高 い 潜 在 的 能 力
を 持 ち 得 る こ と を 例 証 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 混 合 物 が 標 的 又 は エ ピ ト ー プ の 損 失 の た め に 活 性 を 失 う 可 能 性 は 、 単
一 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 と 比 較 す る と き 、 減 少 す る 。 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 混 合 物
に お い て 存 在 す る 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 抗 体 は 、 異 な
る 特 異 性 を 持 つ 。 前 記 異 な る 特 異 性 は 、 同 じ 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ る こ と
が で き 、 及 び /又 は 混 合 物 を 含 む 1種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る 異 な る 抗 原 に 向 け ら れ る こ と
が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に 従 う 組 成 物 は 、 更 に 、 同 じ エ ピ ト ー プ に つ い て の 異 な る 親 和 性
を 持 つ 、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 抗 体 を 含 む こ と が で き
る 。 例 え ば 、 同 じ エ ピ ト ー プ に つ い て の 相 違 す る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 は 、 当 業 者 に 知 ら れ
て い る 、 親 和 性 の 成 熟 (affinity maturation)の 方 法 に よ っ て 発 生 さ せ る こ と が で き る 。
　 特 に 好 ま し い 具 体 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 組 成 物 は 、 前 記 組 成 物 に お い て 存 在 す る 各 々 の
個 々 の 単 一 特 異 性 抗 体 の 効 果 よ り も 大 き い 効 果 を 持 つ 。 前 記 効 果 は 機 能 的 ア ッ セ イ に お い
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て 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に か か る “ 機 能 的 ア ッ セ イ ” は 、 ア ッ セ イ 条 件 の 支 配 下
に 、 抗 体 の か 、 又 は 抗 体 の 混 合 物 の 1又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 望 ま し い パ ラ メ ー タ を 定
め る の に 用 い る こ と が で き る ア ッ セ イ で あ る 。 適 切 な 機 能 的 ア ッ セ イ は 、 結 合 ア ッ セ イ (b
inding assay)、 ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ 、 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 (ADCC)ア ッ セ イ 、 補 体
依 存 性 細 胞 障 害 性 (CDC)ア ッ セ イ 、 細 胞 成 長 又 は 増 殖 の 抑 制 (細 胞 分 裂 停 止 効 果 )ア ッ セ イ
、 細 胞 殺 滅 (cell killing)(細 胞 毒 性 効 果 )ア ッ セ イ 、 細 胞 情 報 伝 達 (cell signaling)ア ッ
セ イ 、 標 的 細 胞 に 対 す る 病 原 体 の 結 合 の 抑 制 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ 、 血 管 内 皮 増 殖 因
子 (VEGF)の 分 泌 又 は 他 の 分 泌 分 子 を 測 定 す る ア ッ セ イ 、 静 菌 、 殺 菌 性 の 活 性 、 ウ イ ル ス の
中 和 に つ い て の ア ッ セ イ 、 イ ン シ ト ゥ の 雑 種 形 成 方 法 、 標 識 化 方 法 が 含 ま れ る 、 抗 体 が 結
合 す る 部 位 に 対 す る 免 疫 系 の 成 分 の 誘 引 力 を 測 定 す る ア ッ セ イ 、 及 び 同 種 の も の で よ い 。
明 ら か に 、 ま た 、 マ ウ ス の 腫 瘍 モ デ ル を 含 む 、 動 物 モ デ ル の よ う な イ ン ビ ボ の ア ッ セ イ 、
自 己 免 疫 病 の モ デ ル 、 ウ イ ル ス -感 染 か 、 又 は 細 菌 -感 染 さ せ た 齧 歯 動 物 又 は 霊 長 類 モ デ ル
、 及 び 同 種 の も の を 、 こ の 目 的 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物
の 有 効 性 は 、 か か る モ デ ル に お い て 、 一 般 に 当 業 者 に 知 ら れ る 方 法 に よ っ て 、 個 々 の 抗 体
と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も 1種 の 宿 主 細 胞 ク ロ ー
ン を 識 別 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ こ で は 、 前 記 抗 体 の 混 合 物 は 、 機 能 的
ア ッ セ イ に 従 う 望 ま し い 効 果 を 持 ち 、 こ の 方 法 は 、 次 の 工 程 を 含 む :(i)少 な く と も 1種 の
軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 配
列 群 を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 、 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 互 い に 対 合 可 能
で あ り ;(ii)少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン の 前 記 宿 主 細 胞 を 、 前 記 核 酸 配 列 群 の 発 現 を 助 長 す
る 条 件 下 に 培 養 す る 工 程 ;(iii)前 記 少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン の 宿 主 細 胞 を 望 ま し い 効 果
を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 の 生 産 に つ い て 、 機 能 的 ア ッ セ イ に よ っ て 選 別 す る 工 程 ;及 び (iv)望
ま し い 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も 1種 の ク ロ ー ン を 識 別 す る 工 程 。 好
ま し く は 、 前 記 宿 主 細 胞 は 、 上 述 の よ う に 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む よ う に 、
前 記 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。
特 定 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 の 工 程 (ii)に お け る 前 記 培 養 及 び 工 程 (iii)に お け る 前
記 選 別 を 少 な く と も 2種 の ク ロ ー ン を 用 い て 行 う 。 こ の 方 法 は 、 随 意 に 、 生 産 さ れ る 抗 体
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ を 含 む こ と が で き 、 そ の ア ッ セ イ は 、 こ の 方 法 に
従 う 工 程 (ii)の 間 又 は そ の 後 か 、 又 は そ の 手 法 の 後 半 で よ い 。 か か る ア ッ セ イ は 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ 、 及 び 、 タ ン パ ク 質 濃 度 ア ッ セ イ (concentration assay)、 ELISA、 RIA、 DEL
FIAの よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 特 異 的 ア ッ セ イ 、 及 び 同 種 の も の が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に 従
う 前 記 方 法 の 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 、 前 記 少 な く と も 1種 の 軽 鎖 と 対 合 可 能
な 少 な く と も 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核
酸 配 列 又 は 配 列 群 を 含 む 。 本 発 明 に 従 う 方 法 に 対 し 有 用 な 機 能 的 ア ッ セ イ は 、 ア ポ ト ー シ
ス 、 ADCC、 CDC、 細 胞 殺 滅 、 増 殖 の 抑 制 、 ウ イ ル ス の 中 和 、 細 菌 の オ プ ソ ニ ン 化 、 受 容 体 -
媒 介 情 報 伝 達 、 細 胞 情 報 伝 達 、 殺 菌 性 の 活 性 、 及 び 同 種 の も の の た め の ア ッ セ イ で よ い 。
例 え ば 、 抗 -癌 性 抗 体 に つ い て 有 用 な 選 抜 ア ッ セ イ は 、 US patent 6,180,357号 に 記 述 さ れ
て い る 。 か か る ア ッ セ イ は 、 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い ク ロ ー ン を 識 別 す る の に 用 い る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISAs)を 、 そ れ ら の 標 的 に 対 す る 抗 体 結 合 の
試 験 の た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 か か る ア ッ セ イ を 用 い て 、 最 も 貪 欲 に 標 的 抗 原 (
又 は 試 験 さ れ る べ き 抗 体 の 混 合 物 に 対 す る 標 的 の 混 合 物 )に 結 合 す る 抗 体 混 合 物 に つ い て
選 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 探 索 が 可 能 な も う 一 つ の 可 能 性 は 、 直 接 に 、 細 胞 障 害 性 又 は
細 胞 分 裂 停 止 効 果 に つ い て 選 別 す る こ と で あ る 。 か か る 異 な る 選 別 に よ り 、 上 述 の ELISA
に 比 べ て 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 他 の 又 は 同 じ ク ロ ー ン を 選 ぶ こ と が で き る 。 細 胞 殺 滅
又 は 癌 性 細 胞 の 増 殖 の 休 止 に つ い て の 選 別 を 本 発 明 に 従 い 適 切 に 用 い る こ と が で き る 。 細
胞 死 は 、 代 謝 の 欠 損 又 は 酵 素 の 変 性 を 含 め 、 種 々 の 終 点 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の 1種 の 可 能 な 具 体 例 で は 、 ア ッ セ イ を 、 終 点 と し て 癌 性 細 胞 に 向 か う 細 胞 毒 性 の
活 性 上 に 焦 点 を 合 わ せ る こ と に よ っ て 行 う 。 こ の ア ッ セ イ の 場 合 、 生 存 /死 滅 (live/dead)
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ア ッ セ イ キ ッ ト 、 例 え ば 、 Molecular Probes(モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ 社 )に よ る LIVE/DEA
D ( R )  (商 標 )(ラ イ ブ /デ ッ ド )の Viability/Cytotoxicity Assay Kit(生 存 度 /細 胞 障 害 性 ・
ア ッ セ イ ・ キ ッ ト )(L-3224)を 、 適 切 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除
、 5 l Cr放 出 、 カ ル セ イ ン -AM、 Alamar blue T M (ア ラ マ ー ブ ル ー )、 LDH活 性 の よ う な 、 細 胞
の 生 存 度 を 評 価 す る 他 の 方 法 、 及 び 同 様 の 方 法 を も 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 ま
た 、 組 織 を 含 む 望 ま し い 抗 原 に 対 す る 特 異 性 に つ い て の 抗 体 の 混 合 物 の 選 別 を 含 ん で よ い
。 本 発 明 に 従 う 抗 体 は 、 限 ら れ た 組 織 分 布 を 持 つ こ と が で き る 。 様 々 な 細 胞 、 細 胞 種 類 、
又 は 組 織 に 対 す る 抗 体 の 混 合 物 の 試 験 を 含 む こ と が で き 、 好 ま し く は 、 興 味 あ る 細 胞 、 細
胞 種 類 又 は 組 織 に 結 合 す る 抗 体 の 混 合 物 に つ い て 選 別 す る こ と が で き る 。
　 上 述 の よ う な 機 能 的 ア ッ セ イ に 関 係 な く 、 本 発 明 は 、 ま た 、 ク ロ ー ン に よ っ て 発 現 さ れ
る 抗 体 の 同 一 性 を 、 等 電 点 電 気 泳 動 (iso-electric focusing)(IEF)、 質 量 分 析 法 (MS)、 及
び 同 種 の も の を 用 い る こ と に よ っ て 定 め る 方 向 を 教 示 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 局
面 は 、 本 発 明 に 従 い 抗 体 の 混 合 物 を 発 現 す る ク ロ ー ン の 選 定 に お け る MS及 び /又 は IEFの 使
用 を 提 供 す る 。
　 単 ク ロ ー ン 抗 体 が 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る と き 、 通 常 、 選 別 の 工 程 を 、 発 生
し た 個 々 の ク ロ ー ン の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る た め に 行 う 。 抗 体 を 生 産 す る た め に よ り 一 層
多 く の 重 鎖 を 添 加 す る こ と は 、 抗 体 の 生 産 に 対 し て あ る レ ベ ル の 複 雑 さ を 加 え る 。 宿 主 細
胞 を 、 望 ま し い 抗 体 の 混 合 物 を 形 成 す る 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 を 用 い て 形 質
移 入 す る と き 、 独 立 し た ク ロ ー ン が 生 じ 、 同 じ 遺 伝 情 報 を 含 む か も し れ な い が 、 そ れ に も
か か わ ら ず 、 発 現 レ ベ ル で 異 な り 、 そ れ に よ り 、 暗 号 化 さ れ た 抗 体 の 異 な っ た 比 率 が 生 産
さ れ 、 同 じ 遺 伝 的 レ パ ー ト リ か ら 抗 体 の 異 な る 混 合 物 が も た ら さ れ る 。 本 発 明 に 従 う 方 法
は 、 一 定 の 目 的 の た め の 最 適 な 混 合 物 を 生 産 す る ク ロ ー ン を 識 別 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 工 程 (ii)及 び (iii)に 従 う 培 養 及 び /又 は 選 別 は 、 そ れ ぞ れ 、 高 -処 理 の 手 法 を 用 い 、 随
意 に 、 自 動 化 さ れ た 様 式 に お い て 、 適 切 に 行 う こ と が で き る 。 ク ロ ー ン を 、 例 え ば 、 96-w
ell(ウ ェ ル )又 は 他 の multi-well(マ ル チ -ウ ェ ル )の 平 板 に お い て 、 例 え ば 、 整 列 さ れ た 形
式 に お い て 培 養 し 、 及 び 望 ま し い 混 合 物 の 生 産 の た め に 選 別 す る こ と が で き る 。 ロ ボ ッ ト
工 学 を こ の 目 的 の た め に 適 切 に 採 用 す る こ と が で き る 。 高 -処 理 の 培 養 及 び ア ッ セ イ を 実
行 す る た め の 方 法 は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ り 、 及 び 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 ま た 、 本 発 明
に 従 う こ の 方 法 の た め 、 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル の 発 現 が 可 能 な 宿 主 細 胞 を 用 い る こ と が 有
利 で あ り 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 の 前 記 細 胞 に お け る 増 幅 の 必 要 性 が な い こ と
は 明 確 で あ る 。 1具 体 例 で は 、 前 記 宿 主 細 胞 は 、 ヒ ト の 胚 性 網 膜 芽 細 胞 腫 の 細 胞 か ら 導 か
れ 、 こ れ は 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス E1配 列 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ る 。 好 適
例 に お い て 、 前 記 細 胞 は PER.C6 T M 細 胞 か ら 導 か れ る 。 こ の 細 胞 株 は 、 既 に 、 培 養 を 含 む 、
高 -処 理 の 操 作 に 受 け 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ て い る (WO 99/64582号 )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 少 な く と も 1種 の 宿 主 細 胞 を 識 別 す る 方 法 に
か か る 前 記 混 合 物 の 抗 体 は 、 少 な く と も 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多
い 種 類 の 、 異 な る 特 異 性 及 び /又 は 親 和 性 を 持 つ 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 方 法 の 潜 在 的 な 利 点 は 、 そ れ が 、 多 く の 可 能 な 組 合 せ を 同 時 に 探 索 さ れ る よ う に し
、 こ れ ら の 組 合 せ に は 、 本 質 的 に 、 生 産 さ れ る 混 合 物 に お け る 二 重 特 異 性 抗 体 の 存 在 が 包
含 さ れ る 。 し た が っ て 、 単 に 、 精 製 し た 既 知 の 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 混 合 す る こ と に よ る よ り
も 、 よ り 一 層 多 く の 組 合 せ を 、 双 方 の 、 組 合 せ の 数 に お い て 及 び こ れ ら の 組 合 せ に お け る
異 な る 抗 体 の 存 在 の 比 率 に お い て 、 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 識 別 さ れ る ク ロ ー ン は 、 抗 体 の 望 ま し い 混 合 物 を 生 産 す る の
に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 他 の 局 面 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 方 法
を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す
る 少 な く と も 1種 の 宿 主 細 胞 の ク ロ ー ン を 識 別 す る 方 法 に よ っ て 識 別 さ れ る 宿 主 細 胞 の ク
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ロ ー ン を 培 養 す る 工 程 で あ り 、 前 記 培 養 を 、 少 な く と も 1種 の 軽 鎖 及 び 少 な く と も 2種 の 異
な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 で 行 う 。 生 産 さ れ る 抗 体 は 、 宿 主
細 胞 か ら 、 及 び /又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 、 例 え ば 、 培 養 培 地 か ら 、 回 収 す る こ と が で き
る 。 抗 体 の 混 合 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ る 様 々 な 技 術 に 従 っ て 回 収 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 更 に 別 の 局 面 は 、 上 述 の 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る 抗 体 の 混 合 物 を 提 供
す る こ と で あ る 。 前 記 混 合 物 は 、 疾 病 の 処 置 又 は 診 断 に お け る よ う な 、 様 々 な 目 的 の た め
に 用 い る こ と が で き 、 及 び 置 換 す る か 、 又 は 単 ク ロ ー ン 性 又 は 多 ク ロ ー ン 性 の 抗 体 へ の 添
加 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 抗 体 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 を 適 切 に 用 い る こ と が で き 、 こ こ で は
、 核 酸 分 子 を 、 イ ン ビ ボ の 、 例 え ば 、 免 疫 化 、 方 法 又 は イ ン ビ ト ロ の 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ
提 示 、 リ ボ ゾ ー ム 提 示 又 は mRNA提 示 [C. Schaffitzel(シ ャ フ ィ ッ エ ル )等 、 In vitro sele
ction and evolution of protein-ligand interactions by ribosome display(リ ボ ゾ ー
ム 提 示 に よ る タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド の 相 互 作 用 の イ ン ビ ト ロ 選 定 及 び 発 展 )。 In: Protein-
Protein Interactions(イ ン :タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 )。 A Molecular Cloning 
Manual(分 子 ク ロ ー ン 化 マ ニ ュ ア ル )、 E. Golemis(ゴ レ ミ ス )、 Ed.、 Cold Spring Harbor 
Laboratory Press(コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス 社 )、 New Yo
rk(米 国 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 )、 2001年 、 pp 535-567]、 及 び 酵 母 提 示 (例 え ば 、 WO 99/36569号 )
の よ う な 抗 体 提 示 方 法 を 含 む 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 得 ら れ る [A. Pluckthun(プ ラ ッ
ク ト ゥ ー ン )等 、 In vitro selection and evolution of proteins(タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト
ロ 選 定 及 び 発 展 )。 In: Adv. Prot. Chem.(イ ン :ア ド バ ン シ ー ズ ・ イ ン ・ プ ロ テ イ ン ・ ケ
ミ ス ト リ ), F. M. Richards(リ チ ャ ー ズ )等 、 Eds、 Academic Press、  San Diego(米 国 サ
ン ジ エ ゴ )、 2001年 、 vol 55: 367-403]。 フ ァ ー ジ 提 示 に よ っ て 、 一 定 の 標 的 を 識 別 す る
方 法 は 、 標 的 が 既 知 の 抗 原 で あ っ て も 、 又 は 抗 原 性 混 合 物 に お い て 存 在 す る 未 知 の 抗 原 で
あ っ て も よ い が 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 概 し て 、 抗 原 結 合 ド メ イ ン 又 は そ の 誘 導 物 を フ
ァ ー ジ の 表 面 上 に 発 現 す る フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ は 、 前 記 抗 原 結 合 ド メ イ ン が 前 記 フ ァ ー
ジ に お い て 存 在 す る 遺 伝 的 物 質 に よ っ て 暗 号 化 さ れ て い る が 、 興 味 の あ る 抗 原 又 は 抗 原 混
合 物 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 し か る 後 、 望 ま し い 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 提
示 す る フ ァ ー ジ の 亜 集 団 (subpopulation)の 結 合 が 得 ら れ る 一 方 、 結 合 し て な い (non-bind
ing)フ ァ ー ジ が 廃 棄 さ れ る 。 か か る 選 定 の 工 程 は 、 1、 2、 又 は そ れ よ り も 多 い 回 数 繰 り 返
し て 、 興 味 の あ る 抗 原 に と っ て よ り 一 層 高 い か 、 又 は よ り 低 い 特 異 性 の あ る フ ァ ー ジ の 集
団 を 得 る こ と が で き る 。 抗 体 、 そ の 部 分 又 は 誘 導 体 を 得 る た め の フ ァ ー ジ 提 示 方 法 は 、 広
範 に 、 例 え ば 、 (CF Barbas(バ ル バ ス )III等 、 Phage Display(フ ァ ー ジ 提 示 )。 A Laborato
ry manual。 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 New York、 20
01年 )に 記 述 さ れ て い る 。 か か る 選 別 の た め に 用 い る ラ イ ブ ラ リ は 、 1又 は そ れ よ り 多 い 種
類 の 軽 鎖 の 遺 伝 情 報 を 、 複 数 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 遺 伝 情 報 と 結 合 し て 使 用 す る こ と に よ っ
て 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 De Kruif等 に よ っ て 記 述 さ れ る ラ イ ブ ラ リ (1995b)は 、 7種 の
軽 鎖 を 含 む 。 し た が っ て 、 標 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ の パ ネ ル に お い て 、 そ れ は 、 例 え ば 、
De Kruif等 (上 記 );US patent 6,265,150号 に お い て 記 述 さ れ る 方 法 に よ っ て 得 ら れ る が ;7
種 以 下 の 異 な る 軽 鎖 が 示 さ れ 、 及 び パ ネ ル が 十 分 に 大 き け れ ば 、 無 関 係 な 重 鎖 に つ な が れ
る 同 じ 軽 鎖 を 有 す る い く つ か の フ ァ ー ジ を 見 出 す こ と が で き る 。 か か る フ ァ ー ジ を 用 い 、
本 発 明 に 従 う 方 法 に お い て 有 用 な 核 酸 分 子 を 得 る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 標 的 に 対 す る 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る こ と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :i)抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ
リ を 、 標 的 を 含 む 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 、 ii)前 記 標 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 選
定 す る 少 な く と も 1種 の 工 程 、 iii)前 記 標 的 に 結 合 す る 少 な く と も 2種 の 抗 体 又 は 抗 体 断 片
を 識 別 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 、 前 記 少 な く と も 2種 の 抗 体 又 は 抗 体 断 片 が 共 通 の 軽 鎖 を
含 み 、 iv)軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 少 な く と も 2種 の 抗 体 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核
酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 、 v)ク ロ ー ン の 前 記 宿 主 細 胞 を 前 記 核
酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 。 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ は 、 フ ァ ー ジ 提 示 ラ
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イ ブ ラ リ 、 リ ボ ゾ ー ム 提 示 ラ イ ブ ラ リ 、 mRNA提 示 ラ イ ブ ラ リ 、 又 は 酵 母 提 示 ラ イ ブ ラ リ で
よ い 。 工 程 i)及 び ii)は 、 随 意 に 、 1又 は そ れ よ り 多 い 回 数 繰 り 返 す こ と が で き る 。
　 フ ァ ー ジ 提 示 、 リ ボ ゾ ー ム 提 示 又 は 酵 母 提 示 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 核 酸 配 列 は 、 当 業 者
に 知 ら れ る 標 準 的 な 分 子 ク ロ ー ン 化 方 法 及 び 手 段 を 用 い て 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 前 に 、
IgGl、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgA、 IgM、 IgD、 IgEの よ う な 任 意 の 望 ま し い 抗 体 の 形 式 を 暗 号
化 す る よ う に 変 換 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Boel等 、 2000年 に お い て 記 述 さ れ る )。
　 当 業 者 に と っ て 、 1種 の 軽 鎖 し か 示 さ な い ラ イ ブ ラ リ が 本 発 明 に 照 ら し 合 わ せ て 特 に 有
用 で あ る こ と は 明 確 で あ り 、 そ の 理 由 は 、 か か る ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ と が で き る す べ て
の 抗 体 が 標 的 抗 原 の 各 々 の 重 鎖 と の 結 合 に お い て 機 能 的 な 共 通 の 軽 鎖 を 持 つ か ら で あ る 。
言 い 換 え れ ば 、 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 非 機 能 的 な 軽 鎖 -重 鎖 二 量 体 の 形 成 が 避 け ら れ る 。
広 汎 な H鎖 レ パ ー ト リ を 持 つ フ ァ ー ジ 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ 、 及 び 独 特 な 、 又 は 極 め て 少 な
い L鎖 配 列 が 、 こ の 技 術 に お い て 開 示 さ れ て い る [Nissim(ニ ッ シ ム )等 、 1994年 ;Vaughan(
ボ ー ガ ン )等 、 1996年 ]。 概 し て 、 抗 体 の 特 異 性 は 、 そ の 重 鎖 に よ っ て 大 部 分 に つ い て 定 め
ら れ る と 思 わ れ る 。 抗 体 の 結 合 に あ ま り 貢 献 し な い 軽 鎖 に つ い て 選 別 し 及 び 識 別 す る こ と
は 可 能 で あ り 、 そ こ で 、 軽 鎖 を 、 ま た 、 本 発 明 に 従 い 適 切 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、
本 発 明 の 教 示 に 従 う が 、 1種 の 重 鎖 を 用 い 、 及 び 軽 鎖 を 変 え る こ と も 可 能 な 場 合 が あ る 。
し か し 、 共 通 の 軽 鎖 及 び 異 な る 重 鎖 の 使 用 は 好 ま し い と 思 わ れ 、 次 の 観 察 は 、 抗 体 の 特 異
性 が そ の 重 鎖 配 列 に よ っ て 支 配 さ れ る よ う で あ る と い う 考 え を 支 持 す る 。 受 容 体 編 集 (edi
ting)の 処 理 に お い て 、 B-細 胞 の 機 構 が 、 そ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 が 潜 在 的 に 有 害
な 自 己 抗 体 を 暗 号 化 す る 場 合 を 監 視 し 、 自 己 抗 体 を 発 現 す る B-細 胞 が 、 発 現 し た 重 鎖 を 、
発 現 し た 軽 鎖 を 保 持 し な が ら 別 の 重 鎖 と 置 き 換 え る 。 し た が っ て 、 新 し い 抗 体 の 特 異 性 を
発 生 さ せ 、 こ れ は 自 己 抗 体 を 暗 号 化 し な い 。 こ れ は 、 単 一 の 軽 鎖 が 多 数 の 重 鎖 と 好 首 尾 に
二 量 体 化 し 、 異 な る 抗 体 の 特 異 性 を 形 成 す る こ と を 示 す [Nemazee(ネ マ ゼ )、 2000年 ;Casel
las(カ セ ラ ス )等 、 2001年 ]。 単 一 の 重 鎖 遺 伝 子 を 異 な る 軽 鎖 遺 伝 子 と 共 に 用 い る 一 連 の 形
質 移 入 し た 細 胞 株 が 報 告 さ れ て お り 、 生 産 さ れ る 抗 体 は 、 軽 鎖 に か か わ ら ず 、 大 部 分 に つ
い て そ れ ら の 特 異 性 が 維 持 さ れ る [Radic(ラ デ ィ チ )等 、 1991年 ]。 異 な る 抗 体 は 、 単 一 の
軽 鎖 を 用 い て 構 築 さ れ る ラ イ ブ ラ リ か ら 得 ら れ る (Nissim等 、 1994年 )。 本 発 明 者 は 、 De K
ruif等 に よ り 記 述 さ れ る ラ イ ブ ラ リ (1995年 )か ら い く つ か の 抗 体 を 得 た が 、 そ れ は 、 7種
の 軽 鎖 を 用 い て 構 築 さ れ 、 そ れ は 同 じ 軽 鎖 で あ る が 、 異 な る 特 異 性 を 持 つ (例 え ば 、 例 1:E
pCAMに 対 し て 及 び CD46に 対 し て 結 合 す る 抗 体 、 WO 01/48485号 及 び WO 02/18948号 に お い て
、 そ れ ぞ れ 記 述 さ れ る を 参 照 )。 標 的 に 対 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 選 別 の 他 に 、 ま た 、
フ ァ ー ジ 提 示 の よ う な 、 当 業 者 に 知 ら れ る 方 法 に 従 い 、 既 に そ の 利 点 が 証 明 さ れ て い る 抗
体 か ら 始 め 、 及 び こ の 抗 体 の 軽 鎖 を 、 こ の 特 定 の 軽 鎖 の み と 組 み 合 わ せ る 重 鎖 の ラ イ ブ ラ
リ の 調 製 に お い て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 戦 略 を 用 い て 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 用 い 、
本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 得 る こ と が で き 、 こ れ は 、 同 じ タ ー ゲ ッ ト に 対 す る 多 ク ロ ー
ン 性 又 は 少 ク ロ ー ン 性 の 抗 体 に 機 能 的 に 類 似 す る 。 代 わ り に 、 機 能 的 な 齧 歯 類 の 抗 体 に 基
づ く ヒ ト 抗 体 を 得 る た め に 、 Jespers(イ ェ ス ペ ル ス )等 (1994年 )に よ り 記 述 さ れ て い る 方
法 に よ く 似 た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 非 -ヒ ト 起 源 の 既 知 抗 体 の 重 鎖 を 、 ま ず ク ロ ー
ン 化 し 、 及 び フ ァ ー ジ 提 示 に お い て 用 い る た め に 、 鋳 型 鎖 と し て 、 ヒ ト 軽 鎖 の レ パ ー ト リ
と 対 合 さ れ 、 し か る 後 、 フ ァ ー ジ を 抗 原 又 は 抗 原 の 混 合 物 へ の 結 合 に つ い て 選 定 す る 。 選
定 さ れ る 軽 鎖 を 、 順 に 、 フ ァ ー ジ 上 に 表 示 さ れ る ヒ ト 重 鎖 の レ パ ー ト リ と 対 合 し 、 及 び フ
ァ ー ジ を 、 再 び 選 定 し て 、 軽 鎖 と 対 合 す る と き 、 興 味 の あ る 抗 原 又 は 抗 原 の 混 合 物 に 結 合
可 能 な い く つ か の 重 鎖 が 見 出 さ れ る 。 こ れ は 、 こ れ ま で に 非 -ヒ ト 単 ク ロ ー ン 抗 体 し か 記
述 さ れ て い な い 標 的 に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 混 合 物 を 創 出 す る こ と を 可 能 に す る 。 個 々 の 抗 体
が 標 的 の た め の 高 い 親 和 性 を 持 た な い と き 、 本 発 明 に 従 う 混 合 物 が 既 に 有 利 な 機 能 的 効 果
を 持 つ こ と は 可 能 で あ る が 、 一 方 、 高 い 親 和 性 が 、 有 効 で あ る べ き 単 ク ロ ー ン 抗 体 に と っ
て 求 め ら れ る こ と が 多 い 。 こ れ は 、 親 和 性 の 成 熟 が 、 本 発 明 に 従 う 方 法 及 び 混 合 物 に つ い
て 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 で の ア プ ロ ー チ が 予 想 さ れ る と き よ り も 、 少 な い 例 に お い て 求 め ら れ
得 る と い う 利 点 を 持 つ 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 重 鎖 及 び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は 、 宿 主 細 胞 中 に 、 同 時 に か 、 又 は 連 続 的 に 導 入 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 の あ る 局 面 は 、 ま た 、 抗 体 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 組 換 え 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞
を 調 製 す る こ と で あ る 。 か か る 細 胞 は 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 の 形 質 移 入 に よ っ て 得 ら れ 、 及
び 、 随 意 に 、 軽 鎖 の 高 い 発 現 を 持 つ ク ロ ー ン を 識 別 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 確 立 さ れ
た ク ロ ー ン を 用 い 、 本 発 明 の 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 重
鎖 を 暗 号 化 す る 遺 伝 情 報 を 、 既 に 軽 鎖 を 含 む ク ロ ー ン の 細 胞 中 に こ れ ら を 導 入 す る こ と に
よ っ て 、 付 加 す る こ と が で き る 。 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 は 、 前 記 宿 主 細 胞 中 に 付 随 し
て 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 も ち ろ ん 、 そ れ ら を 連 続 的 に 、 例 え ば 、 異 な る 選 択 マ ー
カ を 用 い る こ と に よ り 、 導 入 す る こ と も で き 、 そ れ は 、 細 胞 が 組 換 え 核 酸 分 子 の 十 分 な コ
ピ ー を 取 れ な い の で 、 す べ て の 重 鎖 を 同 時 に 導 入 す る こ と が で き な い 場 合 に 有 利 で あ り 得
る 。 組 換 え 核 酸 分 子 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、
及 び 形 質 移 入 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ウ イ ル ス 感 染 、 及 び 同 種 の も の が 包
含 さ れ る 。 当 業 者 は 、 興 味 あ る 核 酸 配 列 を 有 す る よ り 一 層 多 く の ベ ク タ を 同 じ 宿 主 細 胞 中
に 導 入 す る い く つ か の 可 能 性 を 持 ち 、 例 え ば 、 Sambrook(サ ン ブ ロ ッ ク )、 Fritsch(フ リ ッ
チ ェ )及 び Maniatis(マ ニ ア テ ィ ス )、 Molecular Cloning(分 子 ク ロ ー ン 化 ):A Laboratory 
Manual、 2 n d (第 2版 )、 1989年 ;Current Protocols in Molecular Biology(分 子 生 物 学 に お
け る 現 在 の プ ロ ト コ ル )、 Ausubel(ア ウ ス ベ ル ) FM等 、 eds、 1987年 ;the series Methods 
in Enzymology(酵 素 学 に お け る 一 連 の 方 法 )(Academic Press, Inc.)を 参 照 。 本 発 明 に 従
い 核 酸 を 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る た め の 適 切 で 有 力 な 選 択 マ ー カ は 、 G418又 は ネ
オ マ イ シ ン [geneticin(ジ ェ ネ テ シ ン )]、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 又 は ミ コ フ ェ ノ ー ル (mycophen
olic)酸 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 及 び 同 種 の も の で よ く 、 そ れ ら に つ い て 、 抵 抗 性 を 暗 号 化
す る 遺 伝 子 は 、 発 現 ベ ク タ 上 で 利 用 で き る 。 更 な る 可 能 性 に は 、 例 え ば 、 DHFR - 細 胞 に お
け る メ ト ト レ キ セ ー ト の 存 在 又 は グ ル タ ミ ン 栄 養 要 求 体 の グ ル タ ミ ン の 欠 損 の そ れ ぞ れ に
お い て 選 定 す る た め の DHFR遺 伝 子 又 は グ ル タ ミ ン 酸 合 成 酵 素 を 含 む ベ ク タ の 使 用 が 包 含 さ
れ る 。 異 な る 選 択 マ ー カ を 用 い る 発 現 ベ ク タ の 使 用 は 、 そ れ に 続 く 興 味 あ る 重 鎖 配 列 の 宿
主 細 胞 中 へ の 形 質 導 入 を 可 能 に し 、 そ れ は 、 既 に 他 の 選 択 マ ー カ の 使 用 に よ っ て 予 め 導 入
さ れ た 他 の 重 鎖 を 安 定 に 含 む 。 ま た 、 選 択 マ ー カ を 用 い る こ と も 可 能 で あ り 、 そ れ は 、 例
え ば 、 そ れ ら を 濃 度 依 存 性 に す る 、 突 然 変 異 、 イ ン ト ロ ン 、 又 は 弱 め ら れ た プ ロ モ ー タ を
含 む と き 、 1回 よ り 多 く 用 い る こ と が で き る (例 え ば 、 EP 0724639号 ;WO 01/32901号 ;US pa
tent 5,733,779号 )。 代 わ り に 、 選 択 マ ー カ を 、 使 用 の 後 の 宿 主 細 胞 か ら そ れ を 欠 失 さ せ
る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 部 位 -特 異 的 組 換 え に よ っ て 、 再 -使 用 す る こ と が で き る 。 部 位
-特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ っ て 認 識 さ れ る 配 列 の 間 に 位 置 す る 選 択 可 能 な マ ー カ 、 例 え
ば 、 lox(ロ ッ ク ス )-部 位 又 は FRT-部 位 は 、 最 初 の 安 定 し た 形 質 移 入 体 の 生 成 の た め に 用 い
ら れ る [Cre-loxの 部 位 -特 異 的 組 換 え 、 Wilson(ウ イ ル ソ ン )及 び Kola(コ ー ラ )、 2001年 に
つ い て 参 照 ]。 次 い で 、 選 択 可 能 な マ ー カ を 、 宿 主 細 胞 の DNAか ら 、 整 合 す る 部 位 -特 異 的
リ コ ン ビ ナ ー ゼ 、 例 え ば 、 Cre又 は Flpに よ っ て 切 除 す る 。 そ れ に 続 く 形 質 移 入 は 、 同 じ 選
択 マ ー カ を 適 切 に 用 い る こ と が で き る 。 異 な る 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 遺 伝 情 報 の 各 々 を 含 む 異
な る 宿 主 細 胞 ク ロ ー ン を 調 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 が 抗 体 提 示 方 法 に よ っ て 識 別 さ れ る
場 合 、 そ れ 故 に 、 い く つ か の 宿 主 細 胞 を 調 製 す る こ と が で き 、 各 々 は 、 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ
リ に お い て 存 在 す る 1種 の 軽 鎖 を 含 む 。 標 的 に 結 合 す る 抗 体 を 抗 体 提 示 を 用 い て 識 別 し た
後 、 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 を 重 鎖 に 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 含 む 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す
る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 局 面 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 宿 主
細 胞 を 作 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :前 記 宿 主 細 胞 中
に 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、
又 は そ れ よ り も 多 く の 種 類 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 配 列 群 を 導 入 す る 工 程
で あ り 、 こ こ で 、 前 記 核 酸 分 子 を 連 続 的 に か 、 又 は 同 時 に 導 入 す る 。 も ち ろ ん 、 ま た 、 少
な く と も 2種 の 前 記 核 酸 分 子 を 、 同 時 に 導 入 す る こ と 、 及 び 少 な く と も 1種 の 他 の 前 記 核 酸
分 子 を 連 続 的 に 導 入 す る こ と も で き る 。 本 発 明 に 従 う 更 に 別 の 局 面 で は 、 抗 体 の 混 合 物 の
生 産 用 の 組 換 え 宿 主 細 胞 の 作 出 の た め に 、 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :2、
3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
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又 は 核 酸 配 列 群 を 、 少 な く と も 2種 の 前 記 重 鎖 と 対 合 可 能 な 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を
含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う 組 換 え 宿 主 細 胞 が 、 発 現 さ れ る 少 な く と も 2種 の 重 鎖 の す べ て と 二 量 体 化
す る の に 十 分 な 軽 鎖 を 発 現 し な い と 考 え ら れ る 場 合 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 の 余 分 な
コ ピ ー を 細 胞 中 に 形 質 移 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 形 質 移 入 後 の ラ ン ダ ム な 組 込 み の 他 に 、 導 入 遺 伝 子 を ゲ ノ ム の 所 定 の 位 置 に 組 み 込 み 、
好 ま し い 発 現 レ ベ ル を も た ら す 方 法 を 、 ま た 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と が で き る 。 か か
る 方 法 は 、 例 え ば 、 相 同 的 組 換 え に よ る 部 位 -特 異 的 組 込 み を 採 用 す る か (例 え ば 、 WO 98/
41645号 参 照 )、 又 は 部 位 -特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ を 用 い る こ と が で き る [Gorman(ゴ ー マ ン )
及 び Bullock(ブ ロ ッ ク )、 2000年 ]。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 局 面 は 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く
と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
な 非 -ヒ ト 哺 乳 類 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ こ で は 、 前 記 軽
鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 前 記 核 酸 配 列 は 、 組 織 -特 異 的 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に あ る 。 植 物
に お け る プ ロ モ ー タ は 、 ま た 、 非 -組 織 特 異 的 で あ っ て も よ く 、 及 び CaMV 35Sプ ロ モ ー タ
及 び ノ パ リ ン 合 成 酵 素 ポ リ A付 加 部 位 の よ う な 、 一 般 的 な 遺 伝 子 発 現 要 素 も 、 ま た 、 用 い
る こ と が で き る 。 前 記 軽 鎖 は 本 発 明 に 従 う 共 通 の 軽 鎖 で あ る 。 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明
に 従 う ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 植 物 は 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も
多 い 種 類 の 重 鎖 配 列 を 含 む 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の た め の 生 産 系 と し て の 細 胞 培 養 の 他 に 、
こ の 技 術 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 使 用 、 及 び 例 え ば
、 興 味 あ る 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め に 、 卵 及 び 同 種 の も の に お い て タ ン パ ク 質 を
生 産 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ を も 開 示 す る [Pollock(ポ ロ ッ ク )等 、 1999年 ;Larri
ck(ラ リ ッ ク )及 び Thomas(ト マ ス )、 2001年 ;WO 91/08216号 ]。 こ れ ら は 、 通 常 、 興 味 あ る 1
又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 組 換 え 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 群 を 、 組 織 -
特 異 的 プ ロ モ ー タ と 操 作 可 能 に 関 連 し て 含 む 。 例 え ば 、 組 換 え 抗 体 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の ミ ル ク に お い て 高 い レ ベ ル で 生 産 す る こ と が で き 、 そ れ が 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 暗 号
化 す る 核 酸 を 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ の 下 位 に 含 む (例 え ば 、 Pollock等 、 1999年 ;WO 95/170
85号 )。 こ の 点 で 特 に 有 用 な の は 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ラ ビ ッ ト (ウ サ ギ )、 マ ウ
ス 、 及 び 同 様 な も の で あ り 、 及 び こ れ ら を 、 抗 体 を 得 る た め に 搾 乳 す る こ と が で き る 。 有
用 な プ ロ モ ー タ は 、 β -カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ 、 α S1-カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ 、 乳 清 酸 性 タ ン パ
ク 質 (WAP)プ ロ モ ー タ 、 β -ラ ク ト グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー
タ の よ う な 、 カ ゼ イ ン プ ロ モ ー タ 、 及 び 同 様 の も の で あ る 。 生 物 薬 剤 タ ン パ ク 質 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 類 の 乳 に お け る 生 産 は 、 広 範 に 記 述 さ れ て い る (例 え ば 、 Pollock 等 、 1
999年 )。 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ の 他 に 、 ま た 、 他 の 組 織 -特 異 的 プ ロ モ ー タ を 、 血 液 、 尿
、 唾 液 、 及 び 同 様 な も の に 対 す る 発 現 に 向 け て 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え 核 酸 分 子 を 含
む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 成 は 、 広 く 文 書 化 さ れ て お り 、 及 び 卵 母 細 胞 の マ イ ク ロ -
注 入 [例 え ば 、 Wilmut(ウ ィ ル マ ッ ト )及 び Clark(ク ラ ー ク )、 1991年 参 照 ]、 形 質 移 入 後 の
核 移 植 [例 え ば 、 Schnieke(シ ュ ナ イ ケ )等 、 1997年 ]、 組 換 え ウ イ ル ス に よ る 感 染 (例 え ば
、 US patent 6291740号 )、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細 胞 の た め の
核 移 植 及 び ク ロ ー ン 化 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 及 び 、 例 え ば 、 [Cambell(キ ャ ン
ベ ル )等 、 1996年 ;Wilmut等 、 1997年 ;Dinnyes(デ ィ ニ ー ズ )等 、 2002年 ;WO 95/17500号 ;WO 
98/39416号 ]に お い て 記 述 さ れ て い る 。 今 日 で は 、 こ れ ら の 動 物 の ほ と ん ど を ク ロ ー ン 化
し 、 遺 伝 的 に 同 一 の 動 物 の 系 統 (line)を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ は 、 当 業 者 に
と っ て 、 望 ま し い 混 合 物 の 抗 体 を 生 産 す る 個 々 の 動 物 が 一 旦 識 別 さ れ れ ば 、 か か る 系 統 を
創 出 す る こ と を 可 能 に す る 。 代 わ り に 、 古 典 的 な 育 種 方 法 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 を
発 生 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 。 乳 に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 産 の た め の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 成 の た め の 戦 略 は 、 Brink(ブ リ ン ク )等 、 2000年 に お い て 記 述 さ れ
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て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 抗 体 を 生 産 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 又 は 植 物 細 胞 は 、 [Hiatt(ハ イ ア ッ ト )等
、 1989年 ;Peeters(ペ ー テ ル ス )等 、 2001年 ]に 記 述 さ れ 、 及 び こ の 目 的 の た め の 有 用 な 植
物 に は 、 コ ー ン 、 メ イ ズ 、 タ バ コ 、 ダ イ ズ 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 コ メ 、 及 び 同 様 の も の が 包
含 さ れ る 。 構 成 的 な プ ロ モ ー タ (Constitutive promoter)、 例 え ば 、 植 物 細 胞 に お い て 用
い る こ と が で き る も の は 、 CaMV 35S及 び l9Sプ ロ モ ー タ 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム プ ロ モ ー タ n
os及 び ocsで あ る 。 他 の 有 用 な プ ロ モ ー タ は 、 rbcSの よ う な 、 ラ イ ト 誘 導 性 (light induci
ble)プ ロ モ ー タ で あ る 。 組 織 -特 異 的 プ ロ モ ー タ は 、 例 え ば 、 ゼ イ ン 、 ナ ピ ン (napin) 、
ベ ー タ -フ ァ ゼ オ リ ン 、 ユ ビ キ チ ン か ら の プ ロ モ ー タ の よ う な 種 子 -特 異 的 で あ り 得 、 又 は
塊 茎 -特 異 的 、 葉 -特 異 的 (例 え ば 、 タ バ コ に お い て 有 用 )、 根 -特 異 的 、 及 び 同 様 の も の で
あ り 得 る 。 ま た 、 色 素 体 細 胞 小 器 官 を 相 同 的 組 換 え に よ り 形 質 転 換 し て 、 植 物 に お い て タ
ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 組 換 え 植 物 又 は そ の 部 分 、 又 は 組 換 え 植 物 の 細
胞 培 養 に お い て 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の 方 法 及 び 手 段 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り
、 及 び 例 え ば 、 [Giddings(ギ デ ィ ン グ ズ )等 、 2000年 ;WO 01/64929号 ;WO 97/42313号 ;US p
atents 5888789号 、 6080560号 ; 実 用 的 な 指 針 に つ い て 参 照 (See for practical guidelin
es): Methods In Molecular Biology(分 子 生 物 学 に お け る 方 法 ) vol. 49 “ Plant Gene T
ransfer And Expression Protocols(植 物 遺 伝 子 の 移 動 及 び 発 現 プ ロ ト コ ル )” 、 Jones H
、 1995年 ]に 記 述 さ れ て い る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 系 は 、 ま た 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 卵 に お い て 生 産 す る た め の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 鳥 類 の
使 用 (例 え ば 、 WO 97/47739号 )、 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 魚 類 の 使 用 (例 え ば 、 WO 98/1562
7号 )を 含 み 、 記 述 さ れ て お り 、 及 び 本 発 明 の 教 示 と 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 抗 体 の 混 合 物 を
得 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に 従 い 抗 体 の 混 合 物 の 発 現 の た め に 、 イ ン ビ ト ロ の 転 写
/翻 訳 又 は イ ン ビ ト ロ の 翻 訳 系 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 当 業 者 に と っ て 、 本 発 明 の 教
示 が 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 組 換 え 核 酸 を 導 入 し 、 及 び 発 現 さ せ る こ と が で き る 系 に
お い て 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 さ せ る こ と は 明 確 で あ る 。 好 ま し く は 、 か か る 系 は 、 前 記 核
酸 配 列 の 増 幅 を 用 い る こ と な く 、 前 記 核 酸 配 列 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 生 産 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 に 従 う ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 -ヒ ト 動 物 又
は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 か ら の 細 胞 を 提 供 す る 。 か か る 細 胞 を 用 い 、 核 移 植 又 は 単 一 の
細 胞 か ら 全 生 物 体 を ク ロ ー ン 化 す る 他 の 既 知 方 法 の よ う な 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 技 術 を
用 い て 、 本 発 明 に 従 う 動 物 又 は 植 物 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う 細 胞 は 、 ま
た 、 軽 鎖 及 び 少 な く と も 2種 の 重 鎖 配 列 を 、 非 -ヒ ト 動 物 又 は 植 物 の 分 離 さ れ た 細 胞 中 に 導
入 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き 、 そ れ ら の 細 胞 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 植 物 の
部 分 に な る こ と が で き る 。 か か る 目 的 の た め に 特 に 有 用 な の は 、 胚 性 幹 細 胞 で あ る 。 こ れ
ら は 、 生 殖 系 列 (germ line)に 寄 与 し 、 及 び 従 っ て 、 か か る 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 遺 伝 情 報
は 将 来 の 世 代 に 引 き 継 が れ 得 る 。 加 え て 、 ワ タ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ト マ ト 、 ダ イ ズ 、 ポ テ ト
、 ペ チ ュ ニ ア 、 及 び タ バ コ の 植 物 細 胞 培 養 は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 分 子 を 用 い
て 形 質 転 換 す る と き 、 例 え ば 、 植 物 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 細 菌 の  
(ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス )を 用 い る こ と に よ る か 、 又 は 微 粒 子 銃 (part

icle bombardment)に よ っ て か 、 又 は 組 換 え 植 物 ウ イ ル ス で の 感 染 に よ っ て 、 宿 主 と し て
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 及 び 適 切 な 担 体 を 含 む
薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ こ で は 、 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 が 組 換 え 的
に 生 産 さ れ る 抗 体 の 前 記 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う な
薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 は 、 制 限 さ れ な い が 、 ア ジ ェ バ ン ト 、 固 形 担 体 、 水 、 緩 衝 液 、 又
は 治 療 上 の 成 分 を 保 持 す る た め に こ の 技 術 で 用 い ら れ る 他 の 担 体 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ が
例 示 さ れ る 。 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種
類 の 異 な る 重 鎖 が 、 前 記 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 。 前 記 混 合 物 は 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ
た 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 に よ っ て 得 る こ と が で き る が 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て も ま た
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得 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 前 記 混 合 物 は 、 前 記 抗 体 の た め の 共 通 の 軽 鎖 を 含 む こ と
が で き る 。 前 記 混 合 物 は 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 混 合 物 は 、 単 一 の 宿 主
細 胞 か ら 導 か れ る ク ロ ー ン か ら 、 す な わ ち 、 同 じ 組 換 え 核 酸 分 子 を 含 む 細 胞 の 集 団 か ら 生
産 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る よ う に 、 用 語 “ 組 換 え 的 に 生 産 ” は 、 か か る 宿 主
細 胞 又 は そ の 祖 先 に お い て 導 入 さ れ た 組 換 え 核 酸 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 生 産 す る 宿
主 細 胞 に よ る 生 産 を 示 す 。 し た が っ て 、 そ れ に は 、 多 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 産 す る 古 典 的 な 方
法 が 含 ま れ ず 、 そ れ に よ っ て 、 対 象 物 が 、 抗 原 又 は 混 合 物 を 含 む 抗 原 で 免 疫 化 さ れ 、 し か
る 後 、 こ の 対 象 物 に よ っ て 生 産 さ れ る 抗 体 を 、 対 象 物 か ら 、 例 え ば 、 血 液 か ら 回 収 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 少 な く と も 2種 の 重 鎖 が 代 表 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 、 ヒ ト
又 は 動 物 の 対 象 物 の 処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め に 、 提 供 す る こ と で あ る 。 別 の 局 面
で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 や 動 物 の 対 象 物 に お け る 疾 病 又 は 疾 患 の 処 置 又 は 診 断 に お い て 用
い る た め の 薬 剤 の 調 製 用 に 、 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 が 代 表 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 の 使
用 を 提 供 す る 。 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多
い 種 類 の 重 鎖 が 前 記 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ る 。 抗 体 の 前 記 混 合 物 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体
の 混 合 物 で あ る か 、 又 は 本 発 明 に 従 う 方 法 に よ っ て 得 ら れ て も よ い 。 前 記 混 合 物 に お い て
存 在 す る 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 共 通 の 軽 鎖 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 混 合 物 は 、 二 重
特 異 性 抗 体 を 含 む こ と が で き 、 及 び 単 一 の 宿 主 細 胞 か ら 導 か れ る ク ロ ー ン か ら 、 す な わ ち
、 同 じ 組 換 え 核 酸 分 子 を 含 む 細 胞 の 集 団 か ら 、 組 換 え 的 に 生 産 す る こ と が で き る 。 標 的 を
用 い 、 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ を 、 上 述 の よ う に 選 別 し 、 標 的 に 結 合 す る 共 通 の 軽 鎖 を 含 む 2
、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の 抗 体 を 得 、 及 び 本 発 明 の 教 示 に
従 い こ れ ら の 混 合 物 を 生 産 す る こ と が で き る 。 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 薬 の
実 質 上 任 意 の 領 域 で も 、 本 発 明 に 従 う 混 合 物 の 使 用 の た め に 受 け 入 れ ら れ る 。 こ れ は 、 例
え ば 、 自 己 免 疫 病 及 び 癌 の 処 置 を 包 含 す る こ と が で き 、 脳 、 頭 部 -及 び 首 、 胸 、 前 立 腺 、
大 腸 、 肺 、 及 び 同 様 の も の の 固 形 腫 瘍 、 並 び に B-細 胞 の 腫 瘍 の よ う な 血 液 学 的 な 腫 瘍 を 含
む 。 本 発 明 に 従 う 混 合 物 で 処 置 す る こ と が で き る 腫 瘍 性 疾 患 に は 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 肉
腫 、 癌 腫 、 神 経 細 胞 腫 瘍 、 扁 平 細 胞 癌 腫 、 胚 細 胞 腫 瘍 、 転 移 、 未 分 化 型 腫 瘍 、 精 上 皮 腫 、
黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 混 合 細 胞 腫 瘍 (mixed cell tumor)、 感 染 性 因 子 に よ っ て
生 じ る 新 形 成 、 及 び 他 の 悪 性 物 が 包 含 さ れ る 。 抗 体 混 合 物 の た め の 標 的 に は 、 制 限 さ れ な
い が 、 HER-2/Neu受 容 体 、 VEGFR1及 び VEGFR2受 容 体 の よ う な 他 の 成 長 因 子 受 容 体 、 CD19、 C
D20、 CD22、 CD37、 CD72、 等 の よ う な B-細 胞 マ ー カ 、 CD3、 CD25、 等 の よ う な T-細 胞 マ ー カ
、 CD33又 は HLA-DRの よ う な 他 の 白 血 球 細 胞 表 面 マ ー カ 、 TNF、 イ ン タ ー ロ イ キ ン の よ う な
サ イ ト カ イ ン 、 TNF受 容 体 フ ァ ミ リ の 一 員 の よ う な こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の た め の 受 容 体
、 及 び 同 様 の も の が 包 含 さ れ る 。 癌 性 組 織 、 又 は 微 生 物 又 は ウ イ ル ス の よ う な 細 胞 を 含 む
他 の 複 雑 な 多 -抗 原 (multi-antigen)の 処 置 に お け る 抗 体 の か か る 混 合 物 の 使 用 が 、 単 一 の
単 ク ロ ー ン 抗 体 の 使 用 よ り も 、 エ ピ ト ー プ -損 失 回 避 変 異 形 (epitope-loss escape varian
t)を 少 な く し か 発 生 さ せ な い こ と が 予 想 さ れ る 。 い く つ か の 処 置 は 、 今 日 で は 、 抗 体 の 他
ク ロ ー ン 性 混 合 物 を 用 い 、 こ れ ら は 、 免 疫 化 し た ヒ ト 又 は 動 物 か ら 導 か れ る 。 こ れ ら の 処
置 は 、 本 発 明 に 従 う 混 合 物 の 使 用 に よ っ て 置 き 換 え る こ と が で き る 。 こ れ ら の 混 合 物 の 使
用 に は 、 ま た 、 移 植 の 技 術 に お い て 知 ら れ る 、 例 え ば 、 抗 -胸 腺 細 胞 抗 体 の 使 用 に よ る 、
移 植 片 -対 -宿 主 の 拒 絶 反 応 に お け る 使 用 を 包 含 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 混 合 物 が 、 複 合
抗 原 、 又 は 細 菌 又 は ウ イ ル ス の よ う な 混 合 物 を 含 む 抗 原 の 処 置 に お け る 単 ク ロ ー ン 抗 体 よ
り も 優 れ て い る こ と は 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 従 う 使 用 は 、 ま た 、 細 菌 及 び 菌
類 の 株 に 対 す る 、 例 え ば 、 多 種 薬 剤 (multidrug)耐 性 の  (  
、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 )及 び 同 様 の も の の よ う な 病 原 性 細 菌 、  (カ ン ジ ダ ・ ア
ル ビ カ ン ス )及 び  species(コ ウ ジ カ ビ 菌 種 )の よ う な 菌 類 、 酵 母 及 び 同 様 の も
の に よ る 感 染 症 の 処 置 に お け る 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う 混 合 物 は 、 ま た 、
属 リ ッ サ ウ イ ル ス (genus Lyssavirus)の 一 員 、 例 え ば 、 狂 犬 病 の ウ イ ル ス の よ う な 、 ウ イ
ル ス に 対 す る 暴 露 後 の 予 防 (post exposure profylaxis)の た め の か 、 又 は 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ
イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Respiratory Syncitium Virus(呼 吸 器 系 シ ン シ チ ウ ム ウ イ ル ス
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)、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 ヒ ト Metapneumovirus(メ タ ニ ュ ー モ ウ イ ル ス )、 イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス 、 西 ナ イ ル ウ イ ル ス 、 重 症 急 性 呼 吸 器 症 候 群 (SARS)を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス の よ
う な ウ イ ル ス 、 及 び 同 様 の も の に 対 す る 、 治 療 上 の 又 は 予 防 的 な 使 用 の た め に 用 い る こ と
が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に 従 う 混 合 物 は 、 薬 剤 、 細 菌 及 び ウ イ ル ス の 双 方 に 対 し 、 及 び 生
物 学 的 戦 争 の 潜 在 的 な 脅 威 で あ る 有 毒 物 質 に 対 す る 保 護 に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ
て 、 本 発 明 に 従 う 使 用 に は 、 ま た 、  (炭 疽 菌 )、  
(ボ ツ リ ヌ ス 菌 )毒 素 、 Clostridium (ウ ェ ル シ ュ 菌 )の イ プ シ ロ ン 毒 素 、
 (ペ ス ト 菌 )、  (野 兎 病 菌 )、  (コ ク

シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ )、 (ブ ル セ ラ )菌 種 、 (ブ ド ウ 球 菌 )エ ン テ
ロ ト キ シ ン Bの よ う な 細 菌 の 株 、 又 は 大 痘 瘡 (Variola major)、 髄 膜 脳 炎 症 候 群 を 生 じ さ せ
る ア ル フ ァ ウ イ ル ス (EEEV、 VEEV、 及 び WEEV)、 エ ボ ラ 、 マ ー ル ブ ル グ 及 び フ ニ ン ウ イ ル ス
の よ う な 出 血 性 熱 を も た ら す と 知 ら れ る ウ イ ル ス に 対 す る か 、 又 は ニ パ (Nipah)ウ イ ル ス
、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 ダ ニ 媒 介 脳 炎 ウ イ ル ス 及 び 黄 熱 病 ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス に 対 す る
か 、 又 は 毒 素 、 例 え ば 、  (ト ウ ゴ マ )か ら の リ シ ン 毒 素 (Ricin toxin)及
び 同 様 の も の に 対 す る 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う 混 合 物 の 使 用 は 、 ま た 、 単
細 胞 又 は 多 細 胞 の 寄 生 体 に 対 す る 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 組 換 え 混
合 物 は 、 受 動 免 疫 の た め の ヒ ト 血 清 の プ ー ル か ら か 、 又 は 過 -免 疫 化 動 物 の 血 清 か ら 得 ら
れ る 多 ク ロ ー ン 抗 体 に 対 す る 安 全 な 代 替 物 に な る こ と が で き る 。 混 合 物 は 、 癌 、 ア レ ル ギ
ー 、 ウ イ ル ス 疾 病 、 慢 性 的 な 炎 症 、 及 び 同 様 の も の を 含 む 種 々 の 治 療 上 の 適 用 に お い て 、
組 換 え 単 ク ロ ー ン 抗 体 よ り も 効 果 的 で あ り 得 る 。
　 腫 瘍 -反 応 性 (tumor-reactive)単 ク ロ ー ン 抗 体 の ホ モ 二 量 体 化 が 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 抑 制
又 は ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す そ れ ら の 能 力 を 著 し く 高 め る こ と が 記 述 さ れ て い る [Gheti
e(ゲ ー テ ィ )等 、 1997年 ]。 お そ ら く 、 受 容 体 、 又 は 腫 瘍 細 胞 又 は 感 染 性 微 生 物 の よ う な 標
的 細 胞 上 の 他 の 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 、 本 発 明 に 従 っ て 生 産 さ れ る と き 、 本 発 明 に 従 う
混 合 物 に お い て 存 在 す る 二 重 特 異 性 抗 体 が 、 ま た 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 の 異 な る 受 容 体 又 は
他 の 抗 原 を 架 橋 結 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 か か る 混 合 物 は 、 か か る 細 胞 を 死 滅 さ
せ る の に 極 め て 適 切 で あ り 得 る 。 代 わ り に 、 二 重 特 異 性 抗 体 が あ ま り 好 ま し く な い と き 、
本 発 明 は ま た 、 主 と し て 、 単 一 特 異 性 抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 的 に 生 産 す る 方 法
を 提 供 す る 。 抗 -CD59抗 体 が 加 え ら れ る と き 、 Rituximab T M (抗 -CD20単 ク ロ ー ン 抗 体 )で の
処 置 の 有 効 性 が 高 め ら れ る こ と が 記 述 さ れ て い る [Herjunpaa(ヘ ル ジ ャ ン パ )等 、 2000年 ]
。 し た が っ て 、 抗 体 を 認 識 す る B-細 胞 受 容 体 の 形 態 に お い て 抗 -腫 瘍 抗 体 を 含 む 、 本 発 明
に 従 う 混 合 物 に お け る CD59に 対 す る 抗 体 の 包 含 が 、 腫 瘍 細 胞 の 補 体 の 攻 撃 に 対 す る 感 受 性
を 高 め る こ と が 期 待 さ れ る 。 ま た 、 抗 -CDl9、 抗 -CD22、 及 び 抗 -CD38-サ ポ リ ン (saporin)
の 免 疫 毒 素 の 三 重 の 組 合 せ の カ ク テ ル が 免 疫 不 全 マ ウ ス モ デ ル に お け る ヒ ト B-細 胞 リ ン パ
腫 の 処 置 に お い て 、 個 々 の 成 分 よ り も は る か に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る [Flavell(
フ ラ ベ ル )等 、 1997年 ]。 ま た 、 多 く の 他 の 組 合 せ も 可 能 で あ り 得 、 及 び 、 当 業 者 に よ り 設
計 す る こ と が で き る 。 概 し て 、 多 重 の (multiple)B-細 胞 エ ピ ト ー プ を 認 識 可 能 な 抗 体 混 合
物 の 使 用 は 、 多 分 、 回 避 変 異 体 の 発 生 を 減 ら す 。
　 も う 一 つ の 可 能 な 標 的 は 、 貫 膜 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 で あ り 、 Her-2/Neu(ErbB2)プ ロ
ト オ ン コ ジ ー ン に よ っ て 暗 号 化 さ れ る (例 え ば 、 抗 -Her2抗 体 に つ い て 、 US patents 5,772
,997号 及 び 5,783,186号 を 参 照 )。 Her-2は 、 非 常 に 高 い 悪 性 の 乳 癌 の 30%で 過 剰 発 現 さ れ 、
及 び こ の 標 的 に 対 す る 好 首 尾 の 抗 体 は 、 Herceptin T M (Trastuzumab)の 名 称 の 下 で 販 売 さ れ
、 開 発 さ れ て い る 。 多 重 Her-2エ ピ ト ー プ を 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 で 標 的 に す る こ と は
、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ の ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 の 増 進 さ れ た 反 増 殖 (antigrowth)活 性 を も た
ら す こ と が 示 さ れ て い る [Spiridon(ス ピ リ ド ン )等 、 2002年 ]。 し た が っ て 、 Her-2は 、 本
発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 の た め の 良 好 な 標 的 で あ り 得 る 。 こ の 目 的 の た め に 有 用 な 抗 体 は
、 抗 体 提 示 方 法 を 含 む 、 本 発 明 に お い て 記 載 す る 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 免 疫 効 果 細 胞 上 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 へ の 結 合 を 介 し て エ フ ェ ク タ 機 能
を 引 き 出 す こ と が で き る 。 ヒ ト IgG、 及 び 特 に IgG 1 及 び IgG 3 は 、 補 体 に 固 定 し 、 CDCを 誘 導
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し 、 及 び Fcγ 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 細 胞 障 害 性 (ADCC)、 食 作 用 、 エ
ン ド サ イ ト ー シ ス 、 呼 吸 バ ー ス ト の 誘 導 、 及 び 炎 症 性 媒 介 物 及 び サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 誘
導 す る 。 ヒ ト IgAは 、 Fcα Rと 相 互 作 用 し 、 ま た 、 ADCCの 有 効 な 活 性 化 及 び 標 的 細 胞 の 食 作
用 を も た ら す 。 そ れ 故 に 、 末 梢 血 細 胞 上 の Fcγ R及 び Fcα Rの 差 動 的 な 分 布 (differential 
distribution)の た め [Huls(ヒ ュ ル ス )等 、 1999年 ]、 標 的 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の 混 合
物 の 使 用 及 び IgG及 び IgAの 双 方 か ら 構 成 す る こ と は 、 異 な る 免 疫 効 果 細 胞 の 補 充 及 び 活 性
化 を 潜 在 的 に 最 大 に す る 。 IgG及 び IgA双 方 の か か る 混 合 物 は 、 2種 の 別 々 の 生 産 細 胞 株 を
用 い る 別 個 の 生 産 処 理 に お い て IgG及 び IgA単 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 産 す る こ と に よ っ て 得 る こ
と が で き る が 、 ま た 、 IgG及 び IgA単 ク ロ ー ン 抗 体 の 双 方 を 生 産 す る 単 一 の 細 胞 株 か ら 得 る
こ と も で き る 。 こ れ は 、 単 一 の 生 産 処 理 だ け を 開 発 す る こ と で す む 利 点 を 持 つ 。 し た が っ
て 、 異 な る 重 鎖 が 言 及 さ れ る と き 、 ま た 、 そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て 異 な る 重 鎖 が 、 本 発
明 に お い て 包 含 さ れ る 。 共 通 の 軽 鎖 を 用 い る 原 理 は 、 ま た 、 宿 主 細 胞 か ら ア イ ソ タ イ プ の
混 合 物 を 生 産 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 更 に 別 の 局 面 は 、 異 な
る ア イ ソ タ イ プ を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 、 宿 主 細 胞 か ら 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り
、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 異 な
る ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も 2種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 前 記 核
酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 。 本 発 明 の こ の 局 面 に 従 い 、 異 な る 重 鎖 は
、 同 一 の 可 変 領 域 を 持 ち 、 及 び そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て だ け 異 な る こ と が で き る (即 ち
、 異 な る ア イ ソ タ イ プ で あ り 、 及 び 同 じ 特 異 性 を 持 つ )。 特 定 の 具 体 例 で は 、 前 記 ア イ ソ
タ イ プ は 、 少 な く と も IgG及 び IgA 及 び /又 は IgM、 好 ま し く は 、 IgG1又 は IgG3及 び IgAを 含
む 。 IgG1、 IgG2、 IgG3及 び IgG4 の 他 の 組 合 せ も 、 ま た 、 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の
具 体 例 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 可 変 領 域 が 同 じ で あ る の で 生 産 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 に 従 う 他 の 具 体 例 で は 、 重 鎖 の 定 常 領 域 が 異 な る の み な ら ず 、 可 変 領
域 も 異 な り 、 そ れ に よ り 、 異 な る 特 異 性 を 生 じ さ せ 、 同 じ 軽 鎖 と 対 合 す る 。 二 重 特 異 性 抗
体 が 、 所 定 の 目 的 の た め に 望 ま れ な い と き 、 例 え ば 、 抗 体 の 混 合 物 が 、 二 重 特 異 的 抗 体 の
存 在 の た め に 、 あ ま り 効 果 が な い の で 、 本 発 明 に 従 っ て 共 通 の 軽 鎖 と 組 み 合 わ せ ら れ る 少
な く と も 2種 の 重 鎖 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 そ こ で 、 前 記 重 鎖 が そ れ ら の 定 常 領 域 に
お い て 十 分 に 異 な り 、 異 な る 重 鎖 の 間 の 対 合 を 、 例 え ば 、 異 な る ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 、 例
え ば 、 IgG1及 び IgG3を 用 い る こ と に よ っ て 、 減 少 さ せ る か 、 又 は 防 ぐ (模 式 的 な 表 示 に つ
い て 図 11を 参 照 )。 異 な る ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 が 、 全 然 、 同 じ 重 鎖 と 比 較 し て 、 ま し て 有
効 に 対 合 し な い こ と が 予 想 さ れ る 。 代 わ り に 、 ま た 、 ホ モ 二 量 体 化 が ヘ テ ロ 二 量 体 化 に 対
し て 好 ま れ る よ う に 、 例 え ば 、 自 己 相 補 的 な 相 互 作 用 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の
定 常 領 域 に お い て 異 な る 重 鎖 を 設 計 す る こ と が で き る [例 え ば 、 “ キ ャ ビ テ ィ へ の 隆 起 (pr
otuberance-into-cabity)” 戦 略 (WO 96/27011号 を 参 照 )の よ う な 可 能 性 に つ い て の 、 例 え
ば 、 WO 98/50431号 を 参 照 ]。 し た が っ て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 抗 体 の 混 合 物 を 組
換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :組 換
え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 及 び 可 変 領 域 に お い て 異 な り 、
及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 、 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を
発 現 さ せ る 工 程 で あ り 、 及 び そ こ で は 、 前 記 重 鎖 は 、 そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て 、 異 な る
重 鎖 の 間 の 対 合 を 減 少 さ せ る か 、 又 は 防 ぐ の に 十 分 に 更 に 異 な る 。 1具 体 例 で は 、 前 記 重
鎖 は 異 な る ア イ ソ タ イ プ で あ る 。 特 定 の 具 体 例 で は 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 又 は そ
れ よ り も 多 い 種 類 の 異 な る 重 鎖 を 発 現 す る 。 こ の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 抗 体 の 混 合 物 は 、
ま た 、 本 発 明 に お い て も 具 体 化 さ れ る 。 か か る 混 合 物 は 、 主 と し て 、 単 一 特 異 性 抗 体 を 含
む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 教 示 は 、 ま た 、 新 し い 多 重 特 異 性 抗 体 又 は そ れ ら の 混 合 物 を 得 る の に 用
い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 二 量 体 の IgAア イ ソ タ イ
プ ｛ (IgA) 2 ｝ を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ
こ で は 、 少 な く と も 一 部 の 前 記 二 量 体 IgA抗 体 は 、 各 々 の IgAサ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 異 な る
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結 合 領 域 を 持 ち 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗
号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 に 対 合 可 能 な IgAア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も 2種 の 異
な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る 工 程 で あ り 、 そ こ で は 、 前 記 異 な る 重 鎖 が そ
れ ら の 可 変 領 域 に お い て 異 な る 。 IgA分 子 の 二 量 体 化 は J-鎖 の 同 時 -発 現 に よ っ て 高 め る こ
と が で き る [Yoo(ヨ ー )等 、 1999年 ]。 前 記 二 量 体 IgA抗 体 は 2種 の 特 異 性 を 持 つ (混 合 物 に お
い て 生 産 さ れ 及 び 存 在 す る 1種 の 可 能 な 形 態 の 模 式 的 な 表 示 に つ い て 図 9を 参 照 )。 更 に 別
の 局 面 で は 、 本 発 明 は 少 な く と も 2種 の 異 な る 特 異 性 を 持 つ IgM抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を
生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号
化 す る 核 酸 配 列 及 び IgMア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も 2種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
を 発 現 さ せ る 工 程 を 含 み 、 そ こ で は 、 前 記 重 鎖 が 前 記 共 通 の 軽 鎖 に 対 合 可 能 で あ り 、 及 び
機 能 的 な 抗 原 結 合 領 域 を 形 成 す る 。 5種 ま で の 特 異 性 を J-鎖 の 存 在 に お け る IgMの 五 量 体 に
お い て 、 及 び J-鎖 の 欠 損 下 の IgMの 六 量 体 に お い て の 6種 ま で を 構 成 さ せ る こ と が で き る (Y
oo等 1999年 )。 し た が っ て 、 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 3、 4、 5、 又 は 6種 の IgMの 重 鎖 を 、 本
発 明 の こ の 局 面 に 従 い 共 通 の 軽 鎖 と 共 に 同 時 発 現 す る 。 5種 の 異 な る 重 鎖 が 共 通 の 軽 鎖 と
共 に 発 現 さ れ る と き 、 本 発 明 の こ の 局 面 に 従 う 混 合 物 に お い て 生 産 さ れ 及 び 存 在 し 得 る 可
能 な 形 態 の 1種 の 模 式 的 な 表 示 に つ い て 、 図 10を 参 照 。 本 発 明 は 、 ま た 、 少 な く と も 2種 の
異 な る 特 異 性 を 持 つ 、 IgA二 量 体 、 IgM五 量 体 又 は 六 量 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 本
発 明 に 従 い 単 一 の 宿 主 細 胞 の ク ロ ー ン か ら 生 産 す る こ と が で き る 。 か か る 分 子 は 、 異 な る
特 異 性 を 有 す る 抗 原 結 合 領 域 を 宿 し 、 同 じ 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ 、 1種 の 細 胞 上 の 異
な る 抗 原 、 又 は 異 な る 細 胞 上 の 異 な る 抗 原 を 結 合 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 、 抗 原 又 は
細 胞 を 架 橋 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 局 面 は 、 望 ま し い 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て
識 別 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ の 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む :i)抗 体 の 混 合 物
を 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 加 え る 工 程 、 及 び ii)前 記 混 合 物 の 効 果 を 前 記 ア ッ セ イ に お い
て 定 め る 工 程 で あ り 、 こ こ で は 、 前 記 混 合 物 の 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 持 つ 抗 体 を 含 む 。 好 適
例 に お い て 、 前 記 混 合 物 は 本 発 明 に 従 う 組 成 物 に お い て 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 1又 は そ れ よ り も 多 い 種 類 の タ ン パ ク 質 の 単 一 の 宿 主 細 胞 に お け る 組
換 え 的 な 発 現 の た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で は 、 少 な く と も 4種 の ポ リ ペ プ チ ド が 前 記 単
一 の 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド は 、 独 自 に 発 現 さ れ 、 及 び 異 種 の プ ロ
モ ー タ の 調 節 下 で あ り 得 る 。 タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 群 は 、 前 記 宿 主 細 胞 の 培 養 物 か ら
別 々 に か 、 又 は 混 合 物 と し て 分 離 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 具 体 例 の 宿 主 細 胞
は 、 ヒ ト 細 胞 で あ る か 、 及 び /又 は 網 膜 細 胞 、 よ り 一 層 好 ま し く は 、 そ の ゲ ノ ム に お い て
ア デ ノ ウ イ ル ス E1配 列 を 含 む 細 胞 、 最 も 好 ま し く は 、 PER.C6細 胞 か ら 導 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
(例 )
　 次 の 例 は 、 本 発 明 を 例 証 す る た め に 提 供 し 、 及 び 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の と 解 釈 さ
れ る べ き で は な い 。 本 発 明 の 実 践 は 、 特 に 示 さ な い 限 り 、 こ の 技 術 の 習 熟 内 に あ る 、 免 疫
学 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 及 び 組 換 え DNAの 慣 習 的 な 技 術 を 採 用 す る 。 例
え ば 、 Sambrook, Fritsch及 び Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2n d

 Edition, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel FM, et al, Eds, 
1987; the series Methods in Enzymology(Academic Press, Inc.); PCR2: A Practical 
Approach、 Macpherson(マ ク フ ァ ー ソ ン )MJ, Hams(ハ ム ス )BD, Taylor(テ イ ラ )GR, eds, 1
995; Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow(ハ ー ロ ウ )及 び Lane(レ ー ン ), eds, 198
8年 を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
(例 1)(共 通 の 軽 鎖 及 び 2種 の 異 な る 重 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 混 合 物 の 単 一
細 胞 に お け る 生 産 )
　 ク ロ ー ン UBS-54及 び ク ロ ー ン K53を 、 結 腸 直 腸 の 細 胞 株 SW40(Huls等 1999年 )上 で の 、 及
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び 多 発 性 骨 髄 腫 を 患 う 患 者 の 単 核 細 胞 の 異 種 混 合 物 (WO 02/18948号 )上 で の 、 そ れ ぞ れ の
選 定 に よ り 、 半 合 成 ラ イ ブ ラ リ (de Kruif, 1995b)を 用 い る こ と に よ っ て 、 予 め 分 離 し た
。 更 な る 調 査 は 、 ク ロ ー ン UBS-54及 び K53が 、 EP-CAM(カ ム )ホ モ タ イ プ の 接 着 分 子 (Huls等
、 1999年 )及 び 膜 補 助 因 子 タ ン パ ク 質 CD46(WO 02/18948号 )に 、 そ れ ぞ れ 結 合 す る こ と を 明
ら か に し た 。 ク ロ ー ン の DNA配 列 決 定 は 、 そ れ ら が 重 鎖 CDRsに お い て 独 特 で あ る こ と 、 し
か し 、 そ れ ら が 同 一 の 軽 鎖 配 列 を 含 ん で い る こ と を 明 ら か に し た (図 3)。 ク ロ ー ン の UBS-5
4及 び K53の V H 及 び V L を 、 本 質 的 に 記 述 さ れ て い る よ う な 方 法 (Boel等 、 2000年 )に よ っ て 、
HAVT20リ ー ダ 配 列 及 び Kappa(カ ッ パ ー )の 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト の IgG1の 定 常 ド メ イ ン の た め
の す べ て の コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 中 に 挿 入 し 、 そ れ ら は 、 プ ラ ス ミ ド pUBS3000Neo
及 び pCD46_3000(Neo)を も た ら し た (図 4)。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 、 単 独 で 又 は 組 合 せ で 、
PER.C6 T M 細 胞 に お い て 、 一 過 性 に 発 現 さ せ た 。 簡 単 に は 、 各 々 の 80cm 2 の フ ラ ス コ を 、 140
μ Lの リ ポ フ ェ ク タ ミ ン +10μ gの DNA[pUBS3000Neo、 pCD46_3000(Neo)の い ず れ か 、 又 は 双
方 の 10μ g]を 用 い 、 4時 間 、 無 -血 清 DMEM培 地 に お い て 37℃ で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ っ て 形 質 移 入 し た 。 4時 間 後 、 こ れ を 、 DMEM+10%FBSで 置 き 換 え 、 及 び 細 胞 を 一 昼 夜 37℃
で 増 殖 さ せ た 。 次 い で 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 及 び 培 地 を Excell(エ ク セ ル ) 525培 地 [JRH 
Bioscience(バ イ オ サ イ エ ン ス 社 )]で 置 き 換 え た 。 細 胞 を 、 37℃ で 6日 間 増 殖 さ せ 、 し か る
後 、 細 胞 培 養 上 清 を 収 集 し た 。 ヒ ト IgG特 異 的 ELISA分 析 (WO 00/63403号 で 記 述 )は 、 発 現
プ ラ ス ミ ド を 含 む す べ て の フ ラ ス コ に つ い て 、 お よ そ 10μ g/mLで IgGが 存 在 す る こ と を 示
し た 。 IgG1は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 さ れ な い 対 照 フ ラ ス コ に お い て 存 在 し な か っ た
。 各 上 清 か ら の ヒ ト IgGを 、 次 い で 、 標 準 的 方 法 に 従 う プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ
ラ フ ィ [Hightrap Protein(ハ イ ト ラ ッ プ ・ プ ロ テ イ ン ) A HP、 cat. no. 1-040203]を 用 い
、 製 造 者 (Amersham Biosciences)の 推 薦 に 従 っ て 精 製 し た 。 溶 出 後 、 試 料 を Microcon YM3
0濃 縮 機 [Amicon(ア ミ コ ン 社 )]に お い て 濃 縮 し 、 及 び 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH6.7に 緩 衝
液 交 換 し た 。 次 い で 、 12μ gの 精 製 し た IgGを 、 等 電 点 電 気 泳 動 ゲ ル [Serva Pre-casut(セ
ル バ ・ プ レ ‐ キ ャ ス ト )IEFゲ ル 、 pH範 囲 3～ 10、 cat. no. 42866]上 で 分 析 し た 。 試 料 を 低
い pH側 上 に 負 荷 し 、 及 び 集 束 後 に コ ロ イ ド 性 ブ ル ー を 用 い て 染 色 し た (図 5)。 レ ー ン 1は 一
過 性 に 発 現 し た K53を 示 し 、 レ ー ン 2は 一 過 性 に 発 現 し た UBS-54を 示 し 、 及 び レ ー ン 3は 細
胞 の IgG試 料 を 示 し 、 そ こ で は 、 双 方 の 抗 体 が 同 時 ‐ 形 質 移 入 さ れ た 。 明 瞭 に 、 K53及 び UB
S-54 は そ れ ぞ れ 独 特 な pIプ ロ フ ァ イ ル を 持 ち 、 及 び 試 料 は 、 他 の 独 特 の イ ソ 型 を 示 す 同
時 形 質 移 入 を 形 成 し 、 K53及 び UBS-54の そ れ ら の 間 に お い て pIを 持 つ 、 主 要 な イ ソ 型 を 有
す る 。 こ れ は 、 ま た 、 Expasy(エ ク パ シ ー )の ホ ー ム ペ ー ジ [http://www.expasy.ch; Appel
(ア ペ ル )等 、 1994年 ]で 提 供 さ れ る ProtParam tool(プ ロ ト パ ラ ム 用 具 )を 用 い て 算 出 さ れ
る と き 、 理 論 的 な pIに 基 づ い て 予 想 さ れ る 。 K53及 び UBS-54は 、 そ れ ぞ れ 、 8.24及 び 7.65
の 理 論 的 な pIを 持 つ が 、 1種 の UBS-54重 鎖 及 び 1種 の K53重 鎖 の ヘ テ ロ 二 量 体 を 表 す イ ソ 型
は 、 8.01の 理 論 的 な pIを 持 つ 。 か か る ヘ テ ロ 二 量 体 の 組 立 体 は 、 単 一 細 胞 が K53の 重 鎖 及
び UBS-54の 重 鎖 の 双 方 を 翻 訳 す る と き に だ け 生 じ 得 、 及 び こ れ ら を 、 共 通 の 軽 鎖 と 一 緒 に
完 全 な 長 さ の IgG 分 子 に 組 み 立 て る 。
　 し た が っ て 、 こ の 実 験 は 、 2種 の 独 特 な ヒ ト IgG分 子 を 単 一 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る こ と
が 可 能 で あ る こ と 、 及 び こ れ ら の 2種 の 独 特 な 結 合 特 異 性 か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 が 、 ま た
、 効 率 的 に 形 成 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ 例 2） (ヒ ト B-細 胞 マ ー カ に 対 す る 抗 体 の 混 合 物 の PER.C6 T M 細 胞 株 誘 導 ク ロ ー ン に お け る
生 産 )
　 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る 、 単 一 の
軽 鎖 及 び 単 一 の 軽 鎖 に 対 合 可 能 で 機 能 的 な 抗 体 を 形 成 す る 3種 の 異 な る 重 鎖 の 発 現 を 用 い
る が 、 こ れ は 、 こ こ に お い て 実 証 し 、 及 び 図 6に お い て 模 式 的 に 示 す 。 ヒ ト B-細 胞 上 に 存
在 す る タ ン パ ク 質 、 即 ち 、 CD22、 CD72及 び 主 要 組 織 適 合 複 合 体 (MHC)ク ラ ス II(更 に 、 HLA-
DRと 称 さ れ る )に 結 合 可 能 な 抗 体 を 暗 号 化 す る フ ァ ー ジ を 、 予 め 、 半 -合 成 フ ァ ー ジ ラ イ ブ
ラ リ [de Kruif等 、 1995年 ;van der Vuurst de Vries(フ ァ ン ・ デ ア ・ ビ ュ ル ス ト ・ デ ・ フ
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リ ー ス )及 び Logtenberg(ロ グ テ ン ベ ル グ )、 1999年 ]か ら 分 離 し た 。 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン B28(
抗 -CD22)、 ク ロ ー ン I-2(抗 ‐ HLA-DR)及 び ク ロ ー ン II-2(抗 -CD72)の V H 及 び V L 配 列 の DNA配
列 決 定 は 、 そ れ ら が す べ て 独 特 な V H 配 列 を 含 む が 、 同 一 の CDR領 域 を 有 す る 共 通 の 軽 鎖 配
列 (Vλ 3)を 含 む こ と を 明 ら か に し た (図 7)。
　 ク ロ ー ン B28、 I-1及 び II-2の V H 及 び V L 配 列 は 、 重 鎖 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド の HAVT20リ ー
ダ 配 列 の 後 方 で ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 か か る プ ラ ス ミ ド の 例 は 、 ECACCで 、 第 03041601号 の
下 で 寄 託 し た よ う な 、 pCRU-K01で あ る (カ ッ パ 重 鎖 配 列 を 含 み 、 そ れ は 容 易 に ラ ム ダ 重 鎖
配 列 と 、 所 望 の 場 合 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 交 換 す る こ と が で き る )。 ク ロ ー ン 化 は 、 CD2
2、 CD72及 び HLA-DRに つ い て の 結 合 特 異 性 を 有 す る 完 全 な 長 さ の ヒ ト IgG 1 を 暗 号 化 す る プ
ラ ス ミ ド を 生 じ さ せ る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 更 に 、 そ れ ぞ れ 、 pCRU-CD22 、 pCRU-CD7
2及 び pCRU-HLA-DRと 称 さ れ る 。
　 安 定 な PER.C6 T M 誘 導 細 胞 株 を 当 業 者 に 知 ら れ る 方 法 に 従 い 発 生 さ せ (例 え ば 、 WO 00/634
03号 を 参 照 )、 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 い ず れ か の 、 pCRU-CD22、 pCRU-CD72又 は pCRU-HLA-DR上
の 遺 伝 情 報 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 し 、 及 び あ る 細 胞 株 は す べ て の 3種 の プ ラ ス
ミ ド に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 す る 。 し た が っ て 、 PER.C6 T M 細 胞 を 、 組 織 培 養 皿 (1
0cmの 直 径 )又 は T80フ ラ ス コ に お い て 10%の FBSを 加 え た DMEM中 、 1皿 に つ き お よ そ 2.5× 10 6

個 の 細 胞 を 用 い て 、 播 種 し 、 及 び 一 昼 夜 、 そ れ ら の 正 常 な 培 養 条 件 下 (10%の CO 2 濃 度 及 び 3
7℃ )で 保 つ 。 翌 日 、 形 質 移 入 を 、 別 々 の 皿 に お い て 、 37℃ で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン [Invitro
gen Life Technologies(イ ン ビ ト ロ ゲ ン ・ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー 社 )]を 用 い て 、 製 造 者 に
よ り 提 供 さ れ る 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に 従 い 、 い ず れ か の 、 1～ 2μ gの pCRU-CD22、 1～ 2μ g
の pCRU-CD72、 1～ 2μ gの pCRU-HLA-DR又 は 1μ gの 混 合 物 の pCRU-CD22、 pCRU-CD72及 び pCRU-
HLA-DRを 用 い て 、 実 行 す る 。 形 質 移 入 の 効 率 の た め の 制 御 と し て 、 少 数 の 皿 を 、 LacZ調 節
ベ ク タ を 用 い て 形 質 移 入 す る 一 方 、 少 数 の 皿 を 形 質 移 入 さ せ ず 、 及 び 陰 性 対 照 と し て 働 か
せ る 。
　 4か ら 5時 間 ま で の 後 に 、 細 胞 を 、 DMEMで 2回 洗 浄 し 、 選 定 を 伴 わ な い 新 し い 培 地 を 再 び
与 え る 。 翌 日 、 培 地 を 500μ g/mLの G418を 含 む 新 し い 培 地 で 置 き 換 え る 。 細 胞 を 、 同 じ 濃
度 の G418を 含 む 培 地 で 2又 は 3日 毎 に リ フ レ ッ シ ュ す る 。 播 種 後 、 約 20～ 22日 で 、 多 数 の コ
ロ ニ が 現 れ 、 及 び 各 形 質 移 入 か ら 少 な く と も 300を 採 集 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 24-ウ
ェ ル を 介 し 、 6-ウ ェ ル の 平 板 を 介 し T25フ ラ ス コ ま で 増 殖 さ せ る 。 こ の 段 階 で 、 細 胞 を 凍
ら せ (サ ブ -培 養 コ ロ ニ 当 た り 少 な く と も 1つ で あ る が 、 通 常 は 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換
え ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 に 特 異 的 な ELISAを 用 い て 定 め る
(WO 00/63403号 に 記 述 )。 ま た 、 こ の 段 階 で 、 G418を 培 養 培 地 か ら 除 去 し 、 及 び 決 し て 再
び 再 適 用 し な い 。 コ ロ ニ の 代 表 的 な 数 の た め に 、 よ り 一 層 大 き い 容 量 で 培 養 し 、 馴 化 上 清
(conditioned supernatant)か ら 、 組 換 え ヒ ト IgG 1 画 分 を 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 、 標 準 法 に 従 い 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を
、 SDS－ PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 法 (IEF)上 で の 分 析 、 及 び 標 的 の CD22、 CD72及 び HLA-DRへ の
結 合 性 を 、 細 胞 の 形 質 移 入 体 で 、 そ れ ら の 細 胞 表 面 上 に こ れ ら の ヒ ト 抗 原 を 発 現 す る も の
を 用 い て 分 析 す る (CD72及 び HLA-DRを 発 現 す る 形 質 移 入 体 は 、 van der Vuurst-de Vries及
び Logtenbergに よ っ て 記 述 さ れ て い る 、 1999年 ;CD22形 質 移 入 体 は 、 PER.C6 T M に お け る 同
様 な 標 準 法 に 従 い 調 製 さ れ る )。 pCRU-CD22、 pCRU-CD72及 び pCRU-HLA-DRで の 同 時 -形 質 移
入 か ら 得 ら れ る コ ロ ニ を 、 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA
上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 PCR生 成 物 の 同 一 性 を DNA配 列 決 定 に よ っ て 更 に 確 認 す る 。
　 次 に 、 ク ロ ー ン 細 胞 株 が 3種 の 結 合 特 異 性 の そ れ ぞ れ の 生 産 を 説 明 す る こ と が 例 証 さ れ
、 す な わ ち 、 単 一 細 胞 が 2種 よ り も 多 い 機 能 的 な ヒ ト IgGの 混 合 物 を 生 産 で き る こ と を 証 明
す る 。 し た が っ て 、 限 ら れ た 数 の コ ロ ニ が 、 3種 の 結 合 特 異 性 の そ れ ぞ れ の 生 産 に つ い て
陽 性 で 選 別 さ れ る が (DNAレ ベ ル で の PCRに よ っ て 並 び に CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 す る 特
定 さ れ た 結 合 ア ッ セ イ に お い て 双 方 で )、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (fluorescence activated
 cell sorter)(FACS)[Becton & Dickinson(ベ ク ト ン ・ デ ィ キ ン ソ ン )FACS VANTAGE SE(バ
ン テ ー ジ ・ エ ス イ ー )]を 用 い る 単 一 細 胞 の 仕 分 け に か け ら れ る 。 代 わ り に 、 コ ロ ニ を 0.3
細 胞 /ウ ェ ル で 播 種 し 、 ク ロ ー ン の 成 長 を 保 証 す る 。 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン と 称 す る ク ロ ー ン

10

20

30

40

50

(32) JP 2006-515503 A 2006.6.1



細 胞 集 団 を 、 新 鮮 培 地 で 週 に １ 回 リ フ レ ッ シ ュ す る 。 サ ブ -ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 及 び 96
ウ ェ ル か ら 24-及 び 6-ウ ェ ル 平 板 を 介 し て T25フ ラ ス コ に 移 す 。 こ の 段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー
ン を 凍 ら せ (サ ブ -ク ロ ー ン 当 り 少 な く と も 1、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え
ヒ ト IgG 1 抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 特 異 的 ELISAを 用 い て 定 め る 。 サ
ブ -ク ロ ー ン の 代 表 的 な 数 に つ い て 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG l 画 分
を 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い 、 標 準 的 手 法 に 従
い 精 製 す る 。
　 次 い で 、 種 々 の サ ブ -ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 親 ク ロ ー ン か ら 得 る ヒ ト IgG 1
に つ い て 、 上 述 の よ う に 、 す な わ ち 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び 標 的 CD22、 CD7
2及 び HLA-DRに 対 す る 結 合 性 に よ っ て 分 析 す る 。 ま た 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 、 3種 の 構 築 物 pCR
U-CD22 、 pCRU-CD72及 び pCRU-HLA-DRの そ れ ぞ れ の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA上
の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 さ ら に 、 PCR生 成 物 の 同 一 性 を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る
。
　 ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの よ う な 他 の 方 法 を 用 い 、 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ
が ク ロ ー ン 細 胞 株 に お い て 存 在 す る か ど う か 定 め る こ と が で き る 。
　 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る と 証 明 さ れ た サ ブ -ク ロ ー ン
を 、 広 範 囲 に 及 ぶ 期 間 培 養 し 、 導 入 遺 伝 子 の 存 在 が 安 定 か ど う か 、 及 び 抗 体 混 合 物 の 発 現
が 同 じ に 残 る か ど う か 、 発 現 レ ベ ル に つ い て の み な ら ず 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 種 々 の 抗 体
の イ ソ 型 の 間 の 比 率 に つ い て 定 め る 。 し た が っ て 、 サ ブ -ク ロ ー ン 培 養 を 、 少 な く と も 25
の 集 団 倍 加 数 の 時 間 の 間 、 付 着 培 養 又 は 浮 遊 培 養 の い ず れ か と し て 維 持 す る 。 4～ 6の 集 団
倍 加 数 毎 に 、 特 異 的 な 生 産 の 試 験 を 、 ヒ ト IgG特 異 的 ELISAを 用 い て 行 い 、 及 び よ り 一 層 大
き い 容 量 を 培 養 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト 及 び 上 清 を 得 る 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 用 い 、 ゲ ノ ム DNAに お
け る 3種 の 構 築 物 の 存 在 を 、 PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHに よ っ て 評 価 す る 。 上 清
を 用 い 、 上 記 の よ う に 組 換 え ヒ ト IgG 1 画 分 を 精 製 す る 。 種 々 の 集 団 倍 加 数 で 得 ら れ る 精 製
さ れ た ヒ ト IgG 1 を 、 記 述 さ れ て い る よ う に 、 す な わ ち 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)
及 び 標 的 CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 す る 結 合 を 、 こ れ ら の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 の 形 質 移 入
体 を 用 い る こ と に よ っ て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(例 3)(機 能 的 ヒ ト IgGの 最 も 有 効 な 混 合 物 の た め の 多 重 ヒ ト IgGsを 発 現 す る ク ロ ー ン の 選
別 )
　 抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ に お い て 分 析 し 、 ヒ ト IgG 1 混 合 物 が 、 例 え
ば 、 Ramos(ラ モ ス )の よ う な B-細 胞 株 の 増 殖 を 抑 制 す る か 、 及 び /又 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
す る か ど う か を 定 め る 。 ま た 、 他 の 細 胞 株 を 用 い る こ と が で き る 。 加 え て 、 抗 体 混 合 物 を
、 抗 体 依 存 性 の 細 胞 毒 性 、 及 び 、 例 え ば 、 Ramos細 胞 の 補 体 依 存 性 の 細 胞 障 害 性 を 誘 導 す
る そ れ ら の 潜 在 能 力 に つ い て 分 析 す る 。
　 次 の 実 験 の そ れ ぞ れ で は 、 標 的 CD22、 CD72及 び HLA-DRを 認 識 す る 抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を
分 析 し 、 及 び 個 々 の IgG1抗 体 の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 及 び 3種 の 個 々 の IgG1の 特 異 性 の 等 モ
ル の 組 合 せ に 対 し て 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ramos細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 抗 体 混 合 物 の 能 力 を 評 価 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 を 96-ウ
ェ ル 平 板 に お い て (0.1～ 1.0× 10 5 /mL)、 CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 す る い く つ か の 濃 度 (5
～ 20μ g/mL)の 抗 体 混 合 物 を 用 い 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 の 増 殖 を 、 別 の 16時
間 の 培 養 の 間 の 3 H-チ ミ ジ ン の 組 込 み に よ っ て 測 定 す る 。 増 殖 の 抑 制 を 、 未 処 置 の 細 胞 (10
0%の 基 準 値 に な る )に 比 較 す る 3 H-チ ミ ジ ン の 組 込 み の 割 合 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 定
め る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ramos細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 分 析 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 48-ウ ェ ル 平 板 に
お い て (0.2～ 1.0× 10 6 /mL)、 標 的 CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 す る い く つ か の 濃 度 (5～ 20μ
g/mL)の 抗 体 混 合 物 を 用 い 、 24又 は 48時 間 刺 激 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 期 間 後 、 ア ポ ト ー シ
ス の 細 胞 上 の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 暴 露 を 分 析 す る [Koopman(コ ー プ マ ン )G等 1994年 ]。
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し た が っ て 、 細 胞 を 収 集 し 、 2回 PBSで 洗 浄 し 、 及 び ア ネ キ シ ン V結 合 緩 衝 液 [Caltag(カ ル
タ グ )]に お い て 1:25に 希 釈 し た FITC-標 識 化 ア ネ キ シ ン V(Caltag)の 100μ Lを 用 い 、 10分 間
RTで イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試 料 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ [FACSCalibur(フ ァ ッ ク ス キ ャ リ バ
ー ), Becton Dickinson(ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン )、 San Jose, CA(サ ン ・ ホ セ ), CA(米
国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )]に よ る 分 析 に 先 立 ち 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI)[Sigma(シ グ マ 社 )]
を 、 5μ g/mLの 終 濃 度 ま で 添 加 し 、 ア ポ ト ー シ ス の 細 胞 (ア ネ キ シ ン V+/PI-、 初 期 の ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 ;ア ネ キ シ ン V+/PI+、 遅 発 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 )か ら 壊 死 性 細 胞 を 区 別 す る 。
　 代 わ り の ア ッ セ イ に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 、 Ramos細 胞 の 細 胞 表 面 上 の CD22、 CD72及
び HLA-DRに 対 す る 抗 体 混 合 物 を 、 ヤ ギ -抗 -ヒ ト (Fc-特 異 的 )多 ク ロ ー ン 抗 体 [Jackson Immu
noresearch Laboratories, West Grove, PA(ジ ャ ク ソ ン 免 疫 研 究 所 、 ウ エ ス ト ・ グ ロ ー ブ
、 米 国 ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 )]の F(ab)2の 25μ g/mLを 用 い る イ ン キ ュ ベ ー ト 期 間 中 の 架 橋 結 合
に よ っ て 誘 導 す る 。
　 別 の 代 わ り と な る ア ッ セ イ で は 、 ア ポ ト ー シ ス を 、 CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 す る い く
つ か の 濃 度 (5～ 20μ g/mL)の 抗 体 混 合 物 を 用 い 、 Ramos細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 一 方 、 そ
れ ら を 化 学 感 作 剤 (chemosensitizing agent)の ド キ ソ ル ビ ジ ン [Calbiochem(カ ル ビ オ ケ ム
社 )]又 は デ キ サ メ タ ゾ ン [UMCU, Utrecht(ユ ト レ ヒ ト ),オ ラ ン ダ 国 ]と 共 に 同 時 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と に よ っ て 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 抗 体 混 合 物 の 抗 体 依 存 性 細 胞 の 細 胞 障 害 性 (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicit
y)を 、 効 果 細 胞 と し て の 末 梢 血 の 単 核 細 胞 を 用 い 、 標 準 的 な 5 l Cr遊 離 ア ッ セ イ (Huls等 、 1
999年 )に お い て 分 析 す る 。 こ の 目 的 の た め 、 1～ 3× 10 6 個 の Ramos細 胞 を 、 100μ Ci[Amersh
am、 Buckinghamshire(バ ッ キ ン ガ ム シ ャ ー 州 )、 英 国 ]を 用 い て 、 37℃ 1時 間 、 標 識 化 す る
。 3回 の 培 地 で の 洗 浄 の 後 、 Ramos標 的 細 胞 を 、 U字 状 底 の 96ウ ェ ル 平 板 に お い て 、 5× 10 3

細 胞 /ウ ェ ル で 平 板 培 養 す る 。 次 い で 、 Ficoll-hypaque(フ ィ コ ー ル -ヒ パ ー ク )密 度 勾 配 に
よ っ て 健 康 な 提 供 者 か ら 得 ら れ る 末 梢 血 の 単 核 細 胞 を 、 各 ウ ェ ル に 、 エ フ ェ ク タ :標 的 比
率 で 80:1か ら 10:1に 及 ば せ て 3回 添 加 す る 。 細 胞 を 、 37℃ で 、 種 々 の 濃 度 の 抗 体 混 合 物 (5
～ 20μ g/mL)の 存 在 下 に 、 200μ Lの 最 終 的 な 容 量 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 4時 間 の イ
ン ユ ベ ー ト の 後 、 上 清 の 一 部 分 を 、 収 集 し 、 及 び 5 l Cr遊 離 を 測 定 す る 。 特 異 的 な 溶 解 の 割
合 (percantage)を 、 次 の 式 を 用 い て 算 出 す る :特 異 的 溶 解 の %=([実 験 的 cpm-自 発 の cpm]/[
最 大 の cpm-自 発 の cpm]× 100%)。 最 大 の 5 l Cr遊 離 を 、 ト リ ト ン X-100を 1%の 終 濃 度 ま で 標 的
細 胞 に 添 加 す る こ と に よ っ て 定 め 、 及 び 自 発 的 遊 離 を 、 培 地 単 独 で の 標 的 細 胞 の イ ン キ ュ
ベ ー ト 後 に 定 め る 。
　 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 性 を 同 様 の ア ッ セ イ に お い て 定 め る 。 効 果 細 胞 の 代 り に 、 こ こ で は
50μ Lの ヒ ト 血 清 を 標 的 細 胞 に 添 加 す る 。 続 い て 、 ア ッ セ イ を 同 じ 様 式 に お い て 行 う 。
　 代 わ り に 、 抗 体 混 合 物 の ADCC及 び CDCを 、 ユ ー ロ ピ ウ ム (Europium)遊 離 ア ッ セ イ を 用 い
る か [Patel(パ ー テ ル )及 び Boyd(ボ イ ド )、 1995年 ]、 又 は LDH遊 離 ア ッ セ イ を 用 い て [Shiel
ds(シ ー ル ズ )等 、 2001年 ]定 め る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
(例 4)[所 定 の 標 的 (Her-2)に 対 す る 同 一 の V L 配 列 を 有 す る 多 重 フ ァ ー ジ を 分 離 す る た め の
フ ァ ー ジ 提 示 の 使 用 、 及 び こ の 標 的 を 結 合 可 能 な 抗 体 の 混 合 物 の 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る
生 産 ]
　 同 じ タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 Her-2上 に 存 在 す る 多 数 の エ ピ ト ー プ を
結 合 可 能 な scFv断 片 を 提 示 す る フ ァ ー ジ を 、 半 -合 成 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ (de Kruif等 、 19
95a, b)か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 か か る フ ァ ー ジ の い く つ か を 識 別 し 、 及 び 更 に 本 発
明 に 従 う 使 用 の た め に 、 同 じ 軽 鎖 配 列 を 含 む も の を 選 定 す る こ と が で き る 。 半 -合 成 ラ イ
ブ ラ リ を 、 7種 の サ ブ -ラ イ ブ ラ リ で 、 そ れ は そ れ ぞ れ が 異 な る 軽 鎖 (de Kruif等 、 1995a, 
b)を 含 む も の で あ り 、 こ れ ら を 混 合 す る こ と に よ っ て 形 成 す る 。 し た が っ て 、 か か る サ ブ
-ラ イ ブ ラ リ で 、 唯 一 の 軽 鎖 及 び 多 く の 重 鎖 を 含 む も の を 、 選 別 の た め に 用 い る こ と は 、
特 に 実 際 的 で あ り 、 そ の 結 果 、 同 一 の V L 配 列 を 有 す る 多 数 の 抗 体 が 得 ら れ 、 及 び 本 発 明 に
従 う 抗 体 混 合 物 を 発 現 さ せ る の に 用 い ら れ る 。
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　 Her-2に 対 す る フ ァ ー ジ の 選 定 の た め に 、 い く つ か の 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ さ せ 、 こ れ
は ヒ ト IgG1の CH2及 び CH3ド メ イ ン に 融 合 す る Her-2の 細 胞 外 ド メ イ ン の 異 な る 部 分 を 含 む
。 こ の 目 的 の た め に 、 pCDNA3.1zeo発 現 ベ ク タ (InVitrogen)を 構 築 し 、 こ れ は 、 そ の 多 数
の ク ロ ー ン 化 領 域 に お い て 、 ヒ ト IgG1の CH2及 び CH3ド メ イ ン に 先 立 つ フ レ ー ム 中 の ヒ ン ジ
領 域 に お け る XhoIの 制 限 部 位 を 含 む 。 Her-2cDNAク ロ ー ン を 鋳 型 と し て 用 い 、 PCR断 片 を 、
当 業 者 に 知 ら れ る 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 技 術 を 用 い て 生 じ さ せ る 。 こ れ ら の 断 片 は 独 特 な
5′ 制 限 部 位 、 開 始 コ ド ン に 次 ぐ 真 核 生 物 リ ー ダ 配 列 か ら な り 、 こ れ は 、 Her-2の 全 体 の 細
胞 外 (EC)ド メ イ ン へ か 、 又 は フ レ ー ム に お い て XhoI制 限 部 位 に よ っ て 続 け ら れ る Her-2の E
Cド メ イ ン の 一 部 分 に フ レ ー ム に お い て 連 結 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の PCR断 片 を 、 フ レ ー ム
に お い て 、 CH2-CH3の IgG1の 領 域 を 用 い 、 pCDNA3.1zeo発 現 ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 す る 。 He
r-2の 全 体 の ECド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 い く つ か の よ り 一 層 小 さ い 融 合
タ ン パ ク 質 を 生 じ さ せ 、 こ れ は Her-2の ECド メ イ ン の 重 複 し て な い 断 片 を 含 む 。 Her-2-Ig
融 合 タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る こ れ ら の 構 築 物 を 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 試 薬 [Gibco(ギ ブ コ 社 )
]を 用 い る 293T細 胞 の 一 過 性 の 形 質 移 入 の た め に 用 い る 。 形 質 移 入 後 5日 で 、 293T細 胞 の 上
清 を 収 集 し 、 及 び Her-2-Ig融 合 タ ン パ ク 質 を 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ を 用 い て 、 標 準 的 手 法 に 従 い 精 製 す る 。
　 Her-2の ECド メ イ ン の 重 複 し て な い 断 片 を 含 む Her-2-Ig融 合 タ ン パ ク 質 を 、 2時 間 、 37℃
で 、 Maxisorp T M (マ キ シ ソ ウ プ )の プ ラ ス チ ッ ク 製 試 験 管 [Nunc(ヌ ン ク 社 )]の 表 面 上 に 、 飽
和 濃 度 (0.5～ 5μ g/mL)で 被 覆 す る 。 試 験 管 を PBS(MPBS)中 に 溶 解 さ せ た 脂 肪 を 含 ま な い 2%
の 粉 乳 に お い て 1時 間 ブ ロ ッ ク す る 。 同 時 に 、 半 -合 成 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ (上 記 で 用
い る 専 門 用 語 に 従 う サ ブ -ラ イ ブ ラ リ )の 500μ L(お よ そ 10 1 3 の cfu)で 、 そ れ で は 、 唯 一 の v
カ ッ パ 1の 軽 鎖 が 代 表 さ れ る も の を 、 de Kruif等 (1995a,b)及 び そ の 中 の 参 考 文 献 群 に よ っ
て 記 述 さ れ る よ う に 調 製 さ れ 、 及 び そ れ を 、 2容 量 の 4%MPBSに 添 加 す る 。 加 え て 、 ヒ ト 血
清 を 、 15%の 終 濃 度 に ま で 添 加 し 、 及 び ブ ロ ッ キ ン グ を 30～ 60分 間 進 行 さ せ る 。 Her-2-Ig
被 覆 試 験 管 を 空 に し 、 及 び ブ ロ ッ ク さ れ た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 添 加 す る 。 管 を 密 封 し 、
及 び 緩 徐 に 1時 間 回 転 さ せ 、 次 い で 、 回 転 さ せ な い で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 管 を 空 に
し 、 及 び 10回 0.1%の Tween(ト ウ ィ ー ン )-20を 含 有 す る PBSに お い て 洗 浄 し 、 次 い で 、 PBSに
お い て 5回 洗 浄 す る 。 1mLの グ リ シ ン -HCl、 0.05M、 pH 2.2を 添 加 し 、 及 び 管 を 10分 間 緩 徐
に 回 転 さ せ る 。 溶 離 さ れ た フ ァ ー ジ を 、 500μ Lの 1Mの Tris-HCl pH 7.4に 添 加 す る 。 こ の
混 合 物 に 、 3.5mLの 指 数 関 数 的 に 増 殖 す る XL-1ブ ル ー 細 菌 培 養 物 を 添 加 す る 。 管 を 30分 間 3
7℃ で 振 と う さ せ ず に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 細 菌 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ
ク リ ン 及 び ブ ド ウ 糖 を 含 む 2TY寒 天 平 板 上 で 平 板 培 養 す る 。 37℃ で の 平 板 の 一 昼 夜 の イ ン
キ ュ ベ ー ト の 後 、 コ ロ ニ を 平 板 か ら 擦 り 取 り 、 及 び 本 質 的 に de Kruif(1995a)等 に よ っ て
記 述 さ れ て い る よ う に 豊 富 な フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る の に 用 い る 。 簡 潔 に は 、 擦 り
取 っ た 細 菌 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び ブ ド ウ 糖 を 含 む 2TY培 地 に 接 種 す る
の に 用 い 、 及 び 37℃ で ～ 0.3の OD 6 0 0 n m ま で 増 殖 さ せ る 。 ヘ ル パ フ ァ ー ジ を 添 加 し 、 及 び 細
菌 に 感 染 さ せ 、 し か る 後 、 培 地 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び カ ナ マ イ シ ン を
含 む 2TYに 変 え る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト を 一 昼 夜 30℃ で 続 け る 。 翌 日 、 細 菌 を 遠 心 分 離 に よ っ
て 2TY培 地 か ら 除 き 、 し か る 後 、 フ ァ ー ジ を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000/NaClを 用 い て 沈
殿 さ せ る 。 最 終 的 に 、 フ ァ ー ジ を PBS-1%BSAの 小 容 量 に お い て 溶 解 さ せ 、 フ ィ ル タ -殺 菌 し
、 及 び 選 定 の 次 の ラ ウ ン ド の た め に 用 い る 。 選 定 /再 -感 染 の 手 法 を ２ 回 行 う 。 選 定 の 第 2
ラ ウ ン ド の 後 、 個 々 の E. coliコ ロ ニ を 、 単 ク ロ ー ン フ ァ ー ジ 抗 体 を 調 製 す る の に 用 い る
。 本 質 的 に 、 個 々 の コ ロ ニ を 対 数 -相 に ま で 増 殖 さ せ 、 及 び ヘ ル パ フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、
し か る 後 、 フ ァ ー ジ 抗 体 の 生 産 を 一 昼 夜 進 行 さ せ る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 を 含 む 上 清 を 、 96ウ ェ
ル の 平 板 に 被 覆 さ れ た Her-2-総 EC-Iｇ に 対 す る 結 合 活 性 に つ い て ELISAに お い て 試 験 す る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 述 の 選 別 に お い て 得 ら れ る 選 定 し た フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 特 異 性 に つ い て の ELISAに よ っ
て 認 証 す る 。 こ の 目 的 の た め 、 Her-2の ECド メ イ ン の 重 複 が な い 断 片 を 含 む Her-2-Ig融 合
タ ン パ ク 質 を 、 Maxisorpの ELISA平 板 に 被 覆 す る 。 被 覆 後 、 平 板 を 2%の MPBSに お い て ブ ロ
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ッ ク す る 。 選 定 し た フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 4%の MPBSの 等 し い 容 量 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 平 板 を 空 に し 、 PBSに お い て １ 回 洗 浄 し 、 し か る 後 、 ブ ロ ッ ク し た フ ァ ー ジ を 添 加 す る
。 イ ン キ ュ ベ ー ト を 1時 間 進 行 さ せ 、  平 板 を PBSの 0.1%Tween-20に お い て 洗 浄 し 、 及 び 結
合 し た フ ァ ー ジ を 過 酸 化 酵 素 に 複 合 化 す る 抗 -M13抗 体 を 用 い て 検 出 す る 。 手 法 を チ ロ グ ロ
ブ リ ン に 対 し て 向 け ら れ る 対 照 の フ ァ ー ジ 抗 体 を 用 い て 同 時 に 行 い (de Kruif等 、 1995a, 
b)、 こ れ は 、 陰 性 対 照 と し て 働 く 。
　 別 の ア ッ セ イ に お い て 、 選 定 さ れ た フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 Her-2を 発 現 す る BT474ヒ ト 乳 癌 細
胞 に 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 分 析 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 分 析 の た め に 、 フ ァ ー
ジ 抗 体 を 、 ま ず 、 BT474細 胞 の 染 色 に 先 立 ち 、 4%の MPBSの 等 し い 容 量 に お い て 、 15分 間 4℃
で ブ ロ ッ ク す る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 の 細 胞 へ の 結 合 を 、 ビ オ チ ン 化 抗 -M13抗 体 [Santa Cruz Bi
otechnology(サ ン タ ク ル ス 生 物 工 学 社 )]、 次 い で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ ン (
Caltag)を 用 い て 視 覚 化 す る 。
　 代 わ り に 、 Her-2上 の 多 数 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 Her-2に 対 す る フ ァ
ー ジ 結 合 の 、 良 く 特 徴 付 け ら れ た ネ ズ ミ 抗 -Her-2抗 体 HER50、 HER66及 び HER70の 結 合 と の
競 合 に 基 づ く 方 法 (Spiridon等 、 2002年 )を 用 い て 選 定 す る 。 こ の 目 的 の た め に 、 2× 10 6 個
の BT474細 胞 を 、 4℃ で 、 お よ そ 10 1 3 の cfu(0.5mL)の 半 -合 成 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ こ で は 、 1種 の Vカ ッ パ 1の 軽 鎖 し か 上 述 の よ う に 調 製 さ れ な い こ
と が 表 わ さ れ 、 及 び 10%の FBSを 含 む 培 地 の 2容 量 で ブ ロ ッ ク さ れ る 。 混 合 物 を 緩 徐 に 4℃ で
2時 間 密 閉 管 に お い て 回 転 す る 。 続 い て 、 結 合 し て な い フ ァ ー ジ を 、 10%の FBSを 含 む 50mL
の 冷 培 地 で の 2回 の 洗 浄 に よ っ て 除 去 す る 。 以 後 、 Her-2上 の 多 数 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る
フ ァ ー ジ を 、 BT474細 胞 を 、 飽 和 濃 度 (5～ 20μ g/mL)の HER50、 HER66及 び HER70の ネ ズ ミ 抗 -
Her-2抗 体 を 含 む 1mLの 冷 培 地 に お い て 再 懸 濁 す る こ と に よ り 溶 出 さ せ る 。 細 胞 を 氷 上 で 10
分 間 放 置 し 、 遠 沈 さ せ 、 及 び 抗 -Her-2フ ァ ー ジ 抗 体 を 含 む 上 清 を 用 い 、 XL1-ブ ル ー 細 胞 に
上 述 の よ う に 再 感 染 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 述 の 脱 選 別 (de screens)に よ り 生 じ た Her-2-特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の パ ネ ル か ら 、 3種
の フ ァ ー ジ 抗 体 を 選 定 し 、 こ れ ら は Her-2タ ン パ ク 質 上 の 3種 の 異 な る 重 複 し な い エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の V H 配 列 及 び 独 特 な Vカ ッ パ 1の 軽 鎖 配 列 は 、 暫 定 的 に 、
VK1HER2-1、 VK1HER2-2及 び VKLHER2-3と 示 さ れ 、 こ れ ら を 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pCRU-K01(ECAC
C受 託 第 03041601号 )の HAVT20リ ー ダ 配 列 の 後 ろ で か 、 又 は 同 様 な 発 現 プ ラ ス ミ ド で ク ロ ー
ン 化 し 、 Her-2に つ い て の 結 合 特 異 性 を 有 す る 全 長 の ヒ ト IgG 1 -カ ッ パ を 暗 号 化 す る プ ラ ス
ミ ド を 得 る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 、 暫 定 的 に 、 そ れ ぞ れ 、 pCRU-VK1HER2-1、 pCRU-VK1HE
R2-2及 び PCRU-VK1HER2-3と し て 示 す 。 安 定 な PER.C6 T M 誘 導 細 胞 株 を 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法
に 従 い 生 じ さ せ 、 こ れ ら の 細 胞 株 が 、 pCRU-VK1HER2-1、 pCRU-VK1HER2-2又 は PCRU-VK1HER2
-3の い ず れ か に お け る 遺 伝 情 報 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 し 、 及 び あ る 細 胞 株 が す
べ て の 3種 の プ ラ ス ミ ド に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 す る 。 し た が っ て 、 PER.C6 T M 細
胞 を 、 DEMに 10%FBSを 加 え た 組 織 培 養 皿 (10cm直 径 )か 、 又 は T80フ ラ ス コ に お い て 、 1皿 に
つ き お よ そ 2.5× 10 6 個 の 細 胞 を 用 い て 播 種 し 、 及 び 一 昼 夜 そ れ ら の 正 常 な 培 養 条 件 下 (10%
CO 2 濃 度 及 び 37℃ )に 保 つ 。 翌 日 、 形 質 移 入 を 、 別 々 の 皿 に お い て 37℃ で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ
ン (Invitrogen Life Technologies)を 用 い 、 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ る 標 準 的 プ ロ ト コ ル に
従 い 、 1～ 2μ gの pCRU-VK1HER2-1、 1～ 2μ gの pCRU-VK1HER2-2、 1～ 2μ gの pCRU-VK1HER2-3
又 は 1μ gの pCRU-VK1HER2-1、 pCRU-VK1HER2-2及 び pCRU-VK1HER2-3の 混 合 物 の い ず れ か で 行
う 。 形 質 移 入 の 効 率 の た め の 制 御 と し て 、 少 数 の 皿 を LacZの 対 照 ベ ク タ で 形 質 移 入 す る 一
方 、 少 数 の 皿 を 形 質 移 入 さ せ ず 、 及 び 陰 性 対 照 と し て 働 か せ る 。
　 5時 間 後 、 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 及 び 選 択 の な い 新 鮮 培 地 を 補 給 す る 。 翌 日 、 培 地 を
500μ g/mLの G418を 含 有 す る 新 鮮 培 地 で 置 換 す る 。 細 胞 を 、 2又 は 3日 毎 に 、 同 じ 濃 度 の G41
8を 含 有 す る 培 地 で リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 播 種 後 の 約 20～ 22日 で 、 多 数 の コ ロ ニ が 現 れ 、
及 び 各 形 質 移 入 か ら 少 な く と も 300種 を 採 取 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 6-ウ ェ ル を 介 す
る 24-ウ ェ ル 平 板 を 介 し 、 T25フ ラ ス コ に ま で 増 殖 さ せ る 。 こ の 段 階 で 、 細 胞 を 凍 ら せ [sub
-cultured(継 代 培 養 し た )コ ロ ニ 1個 に つ き 、 少 な く と も 1つ 、 通 常 4つ の バ イ ア ル ]、 及 び
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組 換 え ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 に つ い て 特 異 的 な ELISAを 用
い て 定 め る 。 ま た 、 こ の 段 階 で 、 G418を 培 地 か ら 除 去 し 、 及 び 決 し て 再 度 再 適 用 し な い 。
コ ロ ニ の 代 表 的 な 数 の た め に 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG 1 画 分 を 、 馴
化 し た 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 、 標 準 的 な 手 法 に
従 い 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら の 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (I
EF)上 で 分 析 し 、 及 び Her-2-Ig融 合 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を ELISAに よ っ て ア ッ セ イ し 、 及 び
BT474細 胞 の 表 面 上 の Her-2へ の 結 合 に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ に よ っ て 分 析 す る 。
　 pCRU-VK1HER2-1、 pCRU-VK1HER2-2及 び pCRU-VK1HER2-3の 同 時 -形 質 移 入 か ら 得 ら れ る ク
ロ ー ン を 、 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ
て 選 別 す る 。 PCR生 成 物 の 同 一 性 を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て 更 に 確 認 す る 。
　 次 に 、 ク ロ ー ン 細 胞 株 が 3種 の 結 合 特 異 性 の そ れ ぞ れ の 生 産 を 説 明 す る こ と が 例 証 さ れ
る 。 し た が っ て 、 限 ら れ た 数 の コ ロ ニ が 、 3種 の 結 合 特 異 性 の そ れ ぞ れ の 生 産 に つ い て の
陽 性 を 選 別 さ れ (DNAレ ベ ル で の PCRに よ っ て 並 び に Her-2に 対 す る 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ に お
け る 双 方 で )、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (FACS)(Becton & Dickinson FACS VANTAGE SE)を 用
い る 単 一 細 胞 の 仕 分 け に か け ら れ る 。 代 わ り に 、 コ ロ ニ を 0.3細 胞 /ウ ェ ル で 播 種 し 、 ク ロ
ー ン の 成 長 を 保 証 す る 。 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン と 称 す る ク ロ ー ン 細 胞 集 団 を 、 新 鮮 培 地 を 用
い 週 に １ 回 リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 サ ブ -ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 及 び 96-ウ ェ ル か ら 24-及 び 6
-ウ ェ ル 平 板 を 介 し て T25フ ラ ス コ に 移 す 。 こ の 段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 凍 ら せ (サ ブ -ク
ロ ー ン 当 り 少 な く と も 1、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え ヒ ト IgG 1 抗 体 の 生 産
レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 特 異 的 ELISAを 用 い て 定 め る 。 サ ブ -ク ロ ー ン の 代 表 的
な 数 に つ い て 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG l 画 分 を 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ
ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 、 標 準 的 手 法 に 従 い 精 製 す る 。
　 次 い で 、 種 々 の サ ブ -ク ロ ー ン か ら の 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 親 の ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る
ヒ ト IgG 1 に つ い て 、 上 述 の よ う に 、 す な わ ち 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び Her-2
に 対 す る 結 合 性 に よ っ て 分 析 す る 。 ま た 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 、 3種 の 構 築 物 pCRU-VK1HER-2-
1、 pCRU-VK1HER-2-2及 び pCRU-VK1HER-2-3の そ れ ぞ れ の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム D
NA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 さ ら に 、 PCR生 成 物 の 同 一 性 を DNA配 列 分 析 に よ っ て 確 認 す
る 。
　 ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの よ う な 他 の 方 法 を 用 い 、 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ
が ク ロ ー ン 細 胞 株 に お い て 存 在 す る か ど う か 定 め る こ と が で き る 。
　 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る と 証 明 さ れ た サ ブ -ク ロ ー ン
を 、 広 範 囲 に 及 ぶ 期 間 培 養 し 、 導 入 遺 伝 子 の 存 在 が 安 定 か ど う か 、 及 び 抗 体 混 合 物 の 発 現
が 同 じ に 残 る か ど う か 、 発 現 レ ベ ル に つ い て の み な ら ず 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 種 々 の 抗 体
の 間 の 比 率 に つ い て も 定 め る 。 し た が っ て 、 サ ブ -ク ロ ー ン の 培 養 を 、 少 な く と も 25の 集
団 倍 加 数 の 時 間 の 間 、 付 着 培 養 又 は 浮 遊 培 養 の い ず れ か と し て 維 持 す る 。 4～ 6の 集 団 倍 加
数 毎 に 、 特 異 的 な 生 産 の 試 験 を 、 ヒ ト IgG特 異 的 ELISAを 用 い て 行 い 、 及 び よ り 一 層 大 き な
容 量 を 培 養 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト 及 び 上 清 を 得 る 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 用 い 、 3種 の 構 築 物 の 存 在
を 、 ゲ ノ ム DNAに お い て 、 PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの い ず れ か に よ っ て 評 価 す
る 。 上 清 を 用 い 、 上 記 の よ う に 組 換 え ヒ ト IgG 1 画 分 を 精 製 す る 。 種 々 の 集 団 倍 加 数 で 得 ら
れ る 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 記 述 す る よ う に 、 す な わ ち 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)
及 び ELISAに よ る Her-2に 対 す る 結 合 性 及 び BT474細 胞 を 用 い る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ に よ っ
て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 -Her-2抗 体 の 抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ に お い て 分 析 し 、 ヒ ト IgG 1
混 合 物 が 、 BT474細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る か 、 及 び /又 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る か ど う か を
定 め る 。 加 え て 、 抗 体 混 合 物 を 、 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 、 及 び 、 BT474細 胞 の 補 体 依 存 性 細
胞 障 害 性 を 誘 導 す る そ れ ら の 潜 在 能 力 に つ い て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 以 下 に 記 載 す る 実 験 の そ れ ぞ れ で は 、 Her-2を 認 識 す る 抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を 分 析 し 、
及 び 個 々 の IgG1抗 体 の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 及 び 3種 の 個 々 の 単 一 特 異 性 IgG1分 子 の 等 モ ル
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の 組 合 せ に 対 し て 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 BT474細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 抗 体 混 合 物 の 能 力 を 評 価 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 を 一 昼
夜 96-ウ ェ ル 平 板 に お い て 付 着 さ せ (1.5× 10 5 /ウ ェ ル )、 及 び 次 い で い く つ か の 濃 度 (5～ 20
μ g/mL)の Her-2に 対 す る 抗 体 混 合 物 を 用 い 、 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 の 増 殖 を 最
後 の 6時 間 の 培 養 の 間 の 3 H-チ ミ ジ ン の 組 込 み に よ っ て 測 定 す る 。 増 殖 の 抑 制 を 、 未 処 置 の
細 胞 (100%の 基 準 値 に な る )に 比 較 す る 3 H-チ ミ ジ ン の 組 込 み の 割 合 を プ ロ ッ ト す る こ と に
よ っ て 定 め る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 BT474細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 分 析 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 を 48-ウ ェ ル 平 板 に お
い て 付 着 さ せ (2.5× 10 5 /ウ ェ ル )、 及 び 次 い で い く つ か の 濃 度 (5～ 20μ g/mL)の Her-2に 対
す る 抗 体 混 合 物 を 用 い 、 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 し か る 後 、 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン 処 理
に よ り 収 集 し 、 及 び 2回 PBSで 洗 浄 し 、 及 び ア ネ キ シ ン V結 合 緩 衝 液 (Caltag)に お い て 1:25
に 希 釈 す る FITC-標 識 化 ア ネ キ シ ン V(Caltag)の 100μ Lを 用 い 、 10分 間 RTで イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 試 料 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA)に よ
る 分 析 に 先 立 ち 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI)(Sigma)を 、 5μ g/mLの 終 濃 度 ま で 添 加 し 、 ア ポ
ト ー シ ス の 細 胞 (ア ネ キ シ ン V + /PI - 、 初 期 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 ;ア ネ キ シ ン V + /PI + 、 遅 発 ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 )か ら 壊 死 性 細 胞 (ア ネ キ シ ン V - /PI + )を 区 別 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 混 合 物 の 抗 体 依 存 性 細 胞 の 細 胞 障 害 性 を 、 効 果 細 胞 と し て の 末 梢 血 単 核 細 胞 及 び 標
的 細 胞 と し て の BT474細 胞 を 用 い 、 上 述 の よ う な 標 準 的 な 5 l Cr遊 離 ア ッ セ イ (Huls等 、 1999
年 )に お い て 分 析 す る 。 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 性 を 同 様 の ア ッ セ イ に お い て 定 め る 。 効 果 細
胞 の 代 り に 、 こ こ で は 50μ Lの ヒ ト 血 清 を 標 的 細 胞 に 添 加 す る 。 続 い て 、 ア ッ セ イ を 上 述
の よ う に 行 う 。
　 代 わ り に 、 抗 体 混 合 物 の ADCC及 び CDCを 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 遊 離 ア ッ セ イ を 用 い る か (Patel
及 び Boyd、 1995年 )、 又 は LDH遊 離 ア ッ セ イ を 用 い て (Shields等 、 2001年 )定 め る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 Her-2に 対 す る 抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を 、 例 え ば 、 Spiridon等 、 2002年 に お い て 記
述 さ れ る よ う な 、 イ ン ビ ボ の 動 物 モ デ ル を 用 い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
(例 5)
(ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 乳 に お け る 異 な る 機 能 的 ヒ ト IgGsの 発 現 )
　 ヒ ト B-細 胞 上 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る フ ァ ー ジ の V H 及 び V H 配 列 、 す な わ ち CD22(
ク ロ ー ン B28)、 CD72(ク ロ ー ン II-2)及 び HLA-DR(ク ロ ー ン I-2)(図 7)を 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pB
C1[pBC1 Mouse Milk Expression System(マ ウ ス ミ ル ク 発 現 系 )、 Invitrogen Life Techno
logiesに お い て 提 供 さ れ る ]中 に ク ロ ー ン 化 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る こ れ ら
の ヒ ト IgG分 子 の 乳 -腺 及 び 乳 分 泌 -特 異 的 発 現 を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 得 る 。 こ れ ら の
乳 -腺 特 異 的 発 現 ベ ク タ は 、 抗 -CD22、 抗 -CD72及 び 抗 -HLA-DRに つ い て の 抗 体 配 列 を 暗 号 化
し 、 こ れ ら を 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て ネ ズ ミ 生 殖 系 列 中 に 導 入 す る 。 得 ら れ る 子 を 、 3種 の
構 築 物 の そ れ ぞ れ の 存 在 に つ い て 、 尾 部 か ら 分 離 さ れ る DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 子
は 、 雄 性 又 は 雌 性 の い ず れ で も よ く 、 3種 の 抗 体 の そ れ ぞ れ に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
で あ る こ と に つ い て 確 認 さ れ 、 離 乳 さ れ 、 及 び 成 熟 す る 。 雌 性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス を 、 6～ 8週 歳 で 受 胎 さ せ 、 及 び 乳 試 料 を 妊 娠 後 の 複 数 の 時 間 点 で 得 る 。 雄 性 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 雌 性 と 交 尾 さ せ 、 及 び 雌 性 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 子 孫 (上 述 の よ う に PCRで 定 め ら れ る )を 交 尾 さ せ 、 及 び 雌 性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
の 初 代 に つ い て 上 述 さ れ て い る よ う に 搾 乳 す る 。 必 要 と さ れ る と き は 、 雌 性 又 は 雄 性 の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 初 代 を 、 別 の 世 代 の た め に 交 尾 さ せ 、 各 初 代 株 の た め の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 乳 の 十 分 な 量 を 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 乳 を 、 ヒ ト IgGの 存 在 に つ
い て 、 ヒ ト IgG特 異 的 ELISAを 用 い て 分 析 し 、 こ れ は 、 マ ウ ス IgG又 は 他 の マ ウ ス の 乳 成 分
と 交 差 反 応 し な い 。 ヒ ト IgGを 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 乳 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ

10

20

30

40

50

(38) JP 2006-515503 A 2006.6.1



ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 、 標 準 的 手 法 に 従 い 精 製 す る 。 精 製 し た ヒ ト IgGを 、 SDS
-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 及 び 標 的 CD22、 CD72及 び HLA-DR上 へ の 結 合 性 に お い て 分 析 す る 。
抗 体 混 合 物 の 機 能 性 を 、 上 述 し た よ う に 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
(例 6)(PER.C6 T M 誘 導 ク ロ ー ン に お け る 所 定 の 標 的 に 対 す る IgA/IgG混 合 物 の 生 産 )
　 ホ モ タ イ プ 付 着 分 子 EP-CAMに 対 し て 向 け ら れ た フ ァ ー ジ UBS-54の V H -V L 配 列 (Huls等 、 19
99年 )を 、 カ ッ パ の 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト IgG1の 定 常 ド メ イ ン を 暗 号 化 す る ベ ク タ (発 現 ベ ク タ
pUBS3000Neo)中 だ け で な く 、 ま た 、 カ ッ パ の 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト IgA1の 定 常 ド メ イ ン を 暗 号
化 す る 発 現 ベ ク タ (発 現 ベ ク タ pUBS54-IgA、 図 8)中 に も ク ロ ー ン 化 し た 。 そ れ 故 に 、 pUBS3
000Neo及 び pUBS54-IgAか ら 導 か れ る 抗 体 は 、 EPCAM上 の 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 pUBS3
000Neo及 び pUBS54-IgAか ら 導 か れ る 唯 一 の 相 違 す る 抗 体 は 、 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン を 暗 号 化
す る 配 列 に お い て で あ り 、 IgG 1 又 は IgA 1 ア イ ソ タ イ プ の い ず れ で も 生 じ る 。 こ れ ら の 2種
の ベ ク タ の カ ッ パ 軽 鎖 配 列 は 同 一 で あ る 。
　 pUBS3000Neo及 び pUBS54-IgA上 の 遺 伝 情 報 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 す る 安 定 な P
ER.C6 T M 誘 導 細 胞 株 を 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 手 法 に よ っ て 生 じ さ せ る 。 し た が っ て 、 PER
.C6 T M 細 胞 を 、 10%の FBSを 加 え た DMEMで 、 組 織 培 養 皿 (10cm直 径 )又 は T80の フ ラ ス コ に お い
て 、 お よ そ 1皿 に つ き 2.5× 10 6 個 の 細 胞 を 用 い て 播 種 し 、 及 び 一 昼 夜 、 そ れ ら の 正 常 な 培
養 条 件 下 (10%の CO 2 濃 度 及 び 37℃ )で 保 つ 。 翌 日 、 形 質 移 入 を 、 別 々 の 皿 に お い て 37℃ で 、
リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Invitrogen Life Technologies)を 用 い 、 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ る 標 準
的 な プ ロ ト コ ル に 従 い 、 1～ 2μ gの pUBS3000Neo及 び pUBS54-IgAの い ず れ か で 行 う 。 形 質 移
入 の 効 率 の た め の 制 御 と し て 、 少 数 の 皿 を LacZの 対 照 ベ ク タ で 形 質 移 入 す る 一 方 、 少 数 の
皿 を 形 質 移 入 さ せ ず 、 及 び 陰 性 対 照 と し て 働 か せ る 。
　 4～ 5時 間 後 、 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 及 び 選 択 の な い 新 鮮 培 地 を 補 給 す る 。 翌 日 、 培
地 を 500μ g/mLの G418を 含 有 す る 新 鮮 培 地 で 置 換 す る 。 細 胞 を 、 2又 は 3日 毎 に 、 同 じ 濃 度
の G418を 含 有 す る 培 地 で リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 播 種 後 の 約 20～ 22日 で 、 多 数 の コ ロ ニ が 現
れ 、 及 び 各 形 質 移 入 か ら 少 な く と も 300種 を 採 取 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 6-ウ ェ ル を
介 す る 24-ウ ェ ル 平 板 を 介 し 、 T25フ ラ ス コ に ま で 増 殖 さ せ る 。 こ の 段 階 で 、 細 胞 を 凍 ら せ
(継 代 培 養 し た コ ロ ニ 当 り 、 少 な く と も 1つ 、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え ヒ
ト IgG及 び ヒ ト IgA抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG1に つ い て 特 異 的 な ELISA
、 並 び に ヒ ト IgAに つ い て 特 異 的 な ELISAを 用 い て 定 め る 。 ま た 、 こ の 段 階 で 、 G418を 培 養
培 地 か ら 除 去 し 、 及 び 決 し て 再 度 再 適 用 し な い 。 コ ロ ニ の 代 表 的 な 数 の た め に 、 よ り 一 層
大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG 1 及 び ヒ ト IgA画 分 を 、 馴 化 さ れ た 上 清 か ら 、 例 え ば (
以 下 の 組 合 せ )、 プ ロ テ イ ン L又 は LAア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ 、 疎 水 的 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 及 び ゲ ル ろ 過 を 用 い て 精 製 す る 。 種 々 の ク
ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び こ の 分
子 の 高 い 発 現 を 持 つ 細 胞 株 を 用 い る 標 的 EPCAMへ の 結 合 性 に お い て 分 析 す る 。 ま た 、 ク ロ
ー ン を 、 pUBS3000Neo及 び pUBS54-IgAの 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ
っ て 選 別 す る 。 PCR生 成 物 の 同 一 性 を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て 更 に 確 認 す る 。
　 ク ロ ー ン の 限 ら れ た 数 は 、 EPCAM IgG 1 及 び EPCAM IgAの 双 方 の 生 産 に つ い て の 陽 性 を 選
別 さ れ 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (FACS)(Becton & Dickinson FACS VANTAGE SE)を 用 い る 単
一 細 胞 の 仕 分 け に か け ら れ る 。 代 わ り に 、 コ ロ ニ を 0.3細 胞 /ウ ェ ル で 播 種 し 、 ク ロ ー ン の
成 長 を 保 証 す る 。 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン と 称 す る ク ロ ー ン 細 胞 集 団 を 、 新 鮮 培 地 で 週 に １ 回
リ フ レ ッ シ ュ す る 。 サ ブ -ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 及 び 96-ウ ェ ル か ら 24-及 び 6-ウ ェ ル 平 板
を 介 し て T25フ ラ ス コ に 移 す 。 こ の 段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 凍 ら せ (サ ブ ク ロ ー ン 当 り 少
な く と も 1、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え ヒ ト IgG 1 及 び IgA抗 体 の 生 産 レ ベ ル
を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 特 異 的 ELISA及 び ヒ ト IgA特 異 的 ELISAを 用 い て 定 め る 。 サ ブ -
ク ロ ー ン の 代 表 的 な 数 に つ い て 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG l 及 び ヒ ト
IgA画 分 を 、 馴 化 上 清 か ら 、 例 え ば (以 下 の 組 合 せ )、 プ ロ テ イ ン L又 は LAア フ ィ ニ テ ィ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ 、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 及 び ゲ
ル ろ 過 を 用 い て 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 SDS-PAGE
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、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び こ の 分 子 の 高 い 発 現 を 持 つ 細 胞 株 を 用 い る 標 的 EPCAMに 対 す る
結 合 性 に お い て 分 析 す る 。 ま た 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 、 pUBS3000Neo及 び pUBS54-IgAの 存 在 又
は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 さ ら に 、 PCR生 成 物 の 同 一 性 を D
NA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る 。
　 ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの よ う な 他 の 方 法 を 用 い 、 双 方 の 構 築 物 が ク ロ ー
ン 細 胞 株 に お い て 存 在 す る か ど う か 定 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
(例 7)(ク ロ ー ン PER.C6 T M 細 胞 株 に お け る 多 重 標 的 に 対 す る ヒ ト IgG 1 /IgG 3 混 合 物 の 生 産 )
　 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン UBS-54及 び ク ロ ー ン K53(図 3)を 、 例 1で 記 載 し た よ う に 得 た 。 ク ロ ー
ン UBS-54の V H 及 び V L を 、 カ ッ パ 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト IgG 1 の 定 常 ド メ イ ン の た め の HAVT20リ ー
ダ 配 列 及 び コ ー デ ィ ン グ 配 列 の す べ て を 含 む 発 現 ベ ク タ 中 に 、 本 質 的 に 記 述 さ れ た 方 法 (B
oel等 、 2000年 )に よ っ て 挿 入 し た 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 、 pUBS3000Neoと し て 示 し た (図
4)。 任 意 の 望 ま し い ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 定 常 ド メ イ ン を 含 む 発 現 ベ ク タ を 、 日 常 的 な 分 子
生 物 学 の 方 法 に よ っ て 、 こ の 技 術 で 利 用 で き る す べ て の こ れ ら の 領 域 の 配 列 を 用 い て 、 構
築 す る こ と が で き る こ と は 、 明 ら か で あ る 。 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン K53の V H 及 び V L 配 列 を 、 カ
ッ パ 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト IgG 3 の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の た め の HAVT20リ ー ダ 配 列 及 び コ ー ド 配
列 の す べ て を 含 む 発 現 ベ ク タ 中 に 、 本 質 的 に 記 述 さ れ た 方 法 (Boel等 、 2000年 )に よ っ て ク
ロ ー ン 化 す る 。 こ の 発 現 ベ ク タ を 、 pK53IgG3と し て 示 す 。
　 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 単 独 で 又 は 組 合 せ に お い て 一 過 性 に 、 PER.C6 T M 細 胞 に お い て 発 現
さ れ る 。 簡 潔 に は 、 80cm 2 の 各 フ ラ ス コ を 、 4時 間 、 140μ Lの リ ポ フ ェ ク タ ミ ン +10μ gの DN
A(pUBS3000Neo、 pK53IgG3又 は 10μ gの 双 方 )を 用 い 、 無 血 清 DMEM培 地 中 、 37℃ で 、 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 形 質 移 入 す る 。 4時 間 後 、 こ れ を DMEM+10%FBSで 置 換 し 、 及 び 細
胞 を 一 昼 夜 37℃ で 増 殖 さ せ る 。 次 い で 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 及 び 培 地 を Excell525培 地 (J
RH Bioscience)で 置 換 す る 。 細 胞 を 37℃ で 6日 間 増 殖 さ せ 、 し か る 後 、 細 胞 培 養 物 の 上 清
を 収 集 す る 。 ヒ ト IgG特 異 的 ELISA分 析 を 、 す な わ ち 、 IgGサ ブ -タ イ プ す べ て を 測 定 し て 行
い 、 形 質 移 入 さ れ た 、 及 び 形 質 移 入 さ れ て な い PER.C6 T M 細 胞 に お け る ヒ ト IgGの 濃 度 を 定
め る 。 次 い で 、 各 上 清 か ら の ヒ ト IgGを 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ [Hig
htrap Protein A(ハ イ ト ラ ッ プ ・ プ ロ テ イ ン A) HP、 cat. no. 1-040203]を 用 い て 、 標 準
的 手 法 、 次 い で 、 製 造 者 (Amersham Biosciences)の 推 薦 に 従 い 精 製 す る 。 溶 出 後 、 試 料 を
Microcon(マ イ ク ロ コ ン )YM30の 濃 縮 機 [amicon(ア ミ コ ン 社 )]に お い て 濃 縮 し 、 及 び 緩 衝 液
を 、 pH 6.7の 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に 交 換 す る 。 試 料 を 、 標 的 EPCAM及 び CD46に 対 す る 結
合 性 に つ い て 、 LS174T細 胞 の よ う な こ れ ら の 分 子 の 高 い 発 現 を 持 つ 細 胞 株 を 用 い て 分 析 す
る 。 次 い で 、 精 製 し た IgGの 12μ gを 、 い ず れ も 、 一 過 性 に 、 UBS-54 IgG1、 K53 IgG3又 は
細 胞 か ら の IgGを 発 現 し 、 そ こ で は 、 双 方 の 抗 体 が 同 時 -形 質 移 入 さ れ て お り 、 こ れ を 等 電
点 電 気 泳 動 の ゲ ル (Serva Pre-cast IEF gels, pH range 3-10, cat. no. 42866)上 で 分 析
す る 。 試 料 を 、 低 い pHの 側 部 上 に 負 荷 し 、 及 び 集 束 の 後 、 コ ロ イ ド 性 ブ ル ー で 染 色 す る 。
各 試 料 に つ い て 主 要 な イ ソ 型 の pI値 を 定 め 、 UBS-54 IgGl、 K53 IgG3又 は 二 重 特 異 性 ヘ テ
ロ 二 量 体 の 発 現 が 、 ど の よ う に 細 胞 が 形 質 移 入 さ れ る か に 依 存 し て あ る か ど う か 例 示 す る
。 ヘ テ ロ 二 量 体 の 同 定 は 、 単 一 細 胞 が K53の IgG3重 鎖 及 び
UBS-54の IgGl重 鎖 の 双 方 を 翻 訳 し 、 及 び 完 全 な 長 さ の IgG分 子 中 に 共 通 の 軽 鎖 と 共 に こ れ
ら を 組 み 立 て た こ と を 示 す 。 二 重 特 異 性 ヘ テ ロ 二 量 体 の 不 存 在 は 、 単 一 細 胞 に お け る K53
の IgG3重 鎖 及 び UBS-54の IgGlの 重 鎖 の 双 方 を 翻 訳 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 こ れ ら が 共 通
の 軽 鎖 と 共 に 完 全 な 長 さ の IgG分 子 に 組 み 立 て ら れ ず 、 す な わ ち 、 IgGl及 び IgG3重 鎖 の 選
択 的 な 結 合 が あ る こ と を 示 す 。 し か し 、 こ れ は ま た 、 UBS-54 IgG 1 及 び K53 IgG 3 の 同 時 -発
現 の 欠 乏 に よ っ て 説 明 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 pUBS3000Neo及 び pK53 IgG3の 双 方
を 発 現 す る 安 定 し た ク ロ ー ン 細 胞 株 を 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た よ う な 手 法 に よ っ て 生 じ さ
せ る 。 PER.C6 T M 細 胞 を 、 10%の FBSを 加 え た DMEM中 で 、 組 織 培 養 皿 (10cm直 径 )又 は T80フ ラ
ス コ に お い て 、 お よ そ 1皿 に つ き 2.5× 10 6 個 の 細 胞 を 用 い て 播 種 し 、 及 び 一 昼 夜 、 そ れ ら
の 正 常 な 培 養 条 件 下 (10%の CO 2 濃 度 及 び 37℃ )で 保 つ 。 翌 日 、 形 質 移 入 を 、 別 々 の 皿 に お い
て 37℃ で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Invitrogen Life Technologies)を 用 い 、 製 造 者 に よ り 提 供
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さ れ る 標 準 的 プ ロ ト コ ル に 従 い 、 1～ 2μ gの pUBS3000Neo、 pK53IgG3又 は 双 方 の い ず れ か で
行 う 。 形 質 移 入 の 効 率 の た め の 制 御 と し て 、 少 数 の 皿 を LacZの 対 照 ベ ク タ で 形 質 移 入 す る
一 方 、 少 数 の 皿 を 形 質 移 入 さ せ ず 、 及 び 陰 性 対 照 と し て 働 か せ る 。
　 4～ 5時 間 後 、 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 及 び 選 択 を 伴 わ な い 新 鮮 培 地 を 補 給 す る 。 翌 日
、 培 地 を 500μ g/mLの G418を 含 有 す る 新 鮮 培 地 で 置 換 す る 。 細 胞 を 、 2又 は 3日 毎 に 、 同 じ
濃 度 の G418を 含 有 す る 培 地 で リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 播 種 後 約 20～ 22日 で 、 多 数 の コ ロ ニ が
現 れ 、 及 び 各 形 質 移 入 か ら 少 な く と も 300種 を 採 取 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 6-ウ ェ ル
を 介 す る 24-ウ ェ ル 平 板 を 介 し 、 T25フ ラ ス コ に ま で 増 殖 さ せ る 。 こ の 段 階 で 、 細 胞 を 凍 ら
せ (継 代 培 養 し た コ ロ ニ 当 り 、 少 な く と も 1つ 、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え
ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 す べ て の サ ブ -タ イ プ の ヒ ト IgGに つ い て 特
異 的 な ELISAを 用 い て 定 め る 。 ま た 、 こ の 段 階 で 、 G418を 培 養 培 地 か ら 除 去 し 、 及 び 決 し
て 再 度 再 適 用 し な い 。 コ ロ ニ の 代 表 的 な 数 の た め に 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換
え ヒ ト IgGを 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (Hightrap Prot
ein A HP, cat. no. 1-040203)を 用 い 、 標 準 的 手 法 、 次 い で 製 造 者 (Amersham Bioscience
s)の 推 薦 に 従 い 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 SDS-PAGE
、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び LS174T細 胞 の よ う な 、 こ れ ら の 分 子 の 高 い 発 現 を 持 つ 細 胞 株
を 用 い る 標 的 EPCAM及 び CD46へ の 結 合 性 に お い て 分 析 す る 。 ま た 、 ク ロ ー ン を 、 pUBS3000N
eo及 び pK54IgG3の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て の ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 PCR生
成 物 の 同 一 性 を 、 更 に DNA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る 。 ク ロ ー ン の 限 ら れ た 数 は 、 EPCAM I
gG1及 び K53 IgG3の 双 方 の 生 産 に つ い て の 陽 性 を 選 別 さ れ 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (FACS)(
Becton & Dickinson FACS VANTAGE SE)を 用 い る 単 一 細 胞 の 仕 分 け に か け ら れ る 。 代 わ り
に 、 コ ロ ニ を 0.3細 胞 /ウ ェ ル で 播 種 し 、 ク ロ ー ン の 成 長 を 保 証 す る 。 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン
と 称 す る ク ロ ー ン 細 胞 集 団 を 、 新 鮮 培 地 で 週 に １ 回 リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 サ ブ -ク ロ ー ン
を 増 殖 さ せ 、 及 び 96-ウ ェ ル か ら 24-及 び 6-ウ ェ ル 平 板 を 介 し て T25フ ラ ス コ に 移 す 。 こ の
段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 凍 ら せ (サ ブ -ク ロ ー ン 当 り 少 な く と も 1、 し か し 、 通 常 4つ の バ
イ ア ル )、 及 び 組 換 え ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG特 異 的 ELISAを
用 い て 定 め る 。 サ ブ -ク ロ ー ン の 代 表 的 な 数 に つ い て 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組
換 え ヒ ト IgG画 分 を 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (Hightra
p Protein A HP, cat. no. 1-040203)を 用 い 、 標 準 的 手 法 、 次 い で 製 造 者 (Amersham Bios
ciences)の 推 薦 に 従 い 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 SD
S-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び 例 え ば 、 LS174T細 胞 の よ う な 、 こ の 分 子 の 高 い 発 現 を
持 つ 細 胞 株 、 又 は こ れ ら の 分 子 を 発 現 す る 形 質 移 入 体 を 用 い る 標 的 EPCAM及 び CD46に 対 す
る 結 合 性 に お い て 分 析 す る 。 ま た 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 、 pUBS3000Neo及 び pK53IgG3の 存 在 又
は 不 存 在 に つ い て ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 さ ら に 、 PCR生 成 物 の 同 一 性 を 、 D
NA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る 。
　 ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの よ う な 他 の 方 法 を 用 い 、 双 方 の 構 築 物 が ク ロ ー
ン 細 胞 株 に お い て 存 在 す る か ど う か 定 め る こ と が で き る 。
　 一 旦 、 ク ロ ー ン 性 サ ブ -ク ロ ー ン が 入 手 可 能 で 、 及 び UBS-54 IgGl及 び K53 IgG3の 双 方 の
発 現 に つ い て 陽 性 が 確 認 さ れ る と 、 機 能 的 な K53及 び UBS-54の 存 在 は 、 単 一 細 胞 に お け る
共 通 の 軽 鎖 を 備 え る 異 な る ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 機 能 的 IgG’ sの 混 合 物 を 生 じ さ せ る こ と
が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 EPCAM及 び CD46の 双 方 を 結 合 す る 二 重 特 異 性 抗 体 の 発 現 の 分 析
は 、 異 な る サ ブ タ イ プ を 持 つ 異 な る 重 鎖 が ど ん な 範 囲 に 対 合 し 、 そ れ が 、 生 成 さ れ る 二 重
特 異 性 抗 体 の 量 に 影 響 を 及 ぼ す か を 明 ら か に す る 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 全 く な い か 又 は 著 し
く 低 い レ ベ ル が こ の 場 合 に 見 つ け ら れ る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
(例 8)[狂 犬 病 ウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 (RVGP)を 特 異 的 に 認 識 す る 単 一 鎖 の Fv断 片 を 所 有 す
る フ ァ ー ジ の RVGP-Ig融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る 選 定 、 及 び 狂 犬 病 ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 の
混 合 物 の 発 現 ]
　 こ の 例 は 、 別 の 潜 在 的 な 標 的 と し て 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 の 混 合 物 の 生 産 を 記
載 す る 。 抗 原 と し て 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 (RVGP)を 選 ぶ が 、 他 の 狂 犬 病 の 抗 原 を
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選 び 、 又 は 同 様 に こ の 目 的 の た め に 包 含 す る こ と が で き る 。 RVGPを 認 識 す る い く つ か の 単
ク ロ ー ン 抗 体 は 、 こ の 技 術 で 既 に 記 述 さ れ て お り 、 及 び 多 ク ロ ー ン 抗 体 は 、 狂 犬 病 の 感 染
の 処 置 に お い て 同 様 に 有 用 で あ る こ と が 認 識 さ れ て い る (例 え ば 、 EP 0402029号 ; EP 0445
625号 )。
　 抗 体 の 断 片 を 、 US patent 6,265,150号 に お い て 及 び WO 98/15833号 に お い て 本 質 的 に 記
述 さ れ て い る よ う に 、 抗 体 の フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ 及 び Mabstract T M の 技 術 を 用 い て 選
定 す る 。 別 に 示 さ れ な い 限 り 、 す べ て の 手 法 は 室 温 で 行 う 。 RVGPの 配 列 は 、 当 業 者 に と っ
て ク ロ ー ン 化 の 目 的 の た め に 入 手 で き る [例 え ば 、 Yelverton(イ ェ ル ベ ル ト ン )等 、 1983年
]。 ヒ ト IgG1の CH2及 び CH3ド メ イ ン に 遺 伝 的 に 融 合 し た 全 体 の RVGPか ら な る RVGP-Ig融 合 タ
ン パ ク 質 を 、 PER.C6 T M に お い て 発 現 す る ベ ク タ pcDNA3.1 Zeo-CH2-CH3を 用 い て 生 産 し 、 及
び 2時 間 37℃ で 、 Maxisorp T M の プ ラ ス チ ッ ク 管 (Nunc)上 に 、 1.25μ g/mLの 濃 度 で 被 覆 す る
。 管 を 1時 間 PBS(MPBS)中 に 溶 解 し た 2%の 無 脂 肪 粉 乳 に お い て ブ ロ ッ ク す る 。 同 時 に 、 本 質
的 に de Kruif等 (1995a, b)及 び そ の 中 の 文 献 に よ り 記 述 さ れ た よ う に 調 製 す る 単 一 鎖 Fvの
断 片 (scFv’ s)を 発 現 す る フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ の 500μ L(お よ そ 10 1 3 cfu)を 、 4%の MPBS
の 2容 量 に 添 加 す る 。 こ の 実 験 で は 、 選 定 を 、 唯 一 の 単 一 の 可 変 的 な 軽 鎖 の 遺 伝 子 種 だ け
を 用 い て 組 み 立 て ら れ た 元 の ラ イ ブ ラ リ の 画 分 (例 え ば 、 ‘ VK1’ -ラ イ ブ ラ リ )を 用 い て 行
う 。 加 え て 、 ヒ ト 血 清 を 15%の 終 濃 度 ま で 添 加 し 、 及 び ブ ロ ッ キ ン グ を 30～ 60分 間 進 行 さ
せ る 。 RVGP-Ig-被 覆 管 を 空 に し 、 及 び ブ ロ ッ ク し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 添 加 す る 。 管 を
、 密 閉 し 、 及 び 1時 間 緩 徐 に 回 転 さ せ 、 次 い で 、 回 転 せ ず に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 管
を 空 に し 、 及 び 10回 0.1%の Tween-20を 含 有 す る PBSで 洗 浄 し 、 次 い で 、 5回 PBSに お い て 洗
浄 す る 。 1mLの グ リ シ ン -HCl、 0.05M、 pH 2.2を 添 加 し 、 及 び 管 を 緩 徐 に 10分 間 回 転 さ せ る
。 溶 離 さ れ た フ ァ ー ジ を 、 500μ Lの 1Mの Ttris-HCl pH 7.4に 添 加 す る 。 こ の 混 合 物 に 、 3.
5mLの 指 数 関 数 的 に 増 殖 す る XL-1ブ ル ー 細 菌 培 養 物 を 添 加 す る 。 管 を 30分 間 37℃ で 振 と う
さ せ ず に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 細 菌 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び ブ
ド ウ 糖 を 含 有 す る 2TYの 寒 天 平 板 上 に 平 板 培 養 す る 。 平 板 で の 一 昼 夜 の 37℃ で の イ ン キ ュ
ベ ー ト 後 、 コ ロ ニ を 平 板 か ら
擦 り 取 り 、 及 び 本 質 的 に De Kruif等 (1995a, b)に よ っ て 記 述 さ れ て い る よ う に 、 豊 富 な フ
ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る の に 用 い る 。 簡 潔 に は 、 擦 り 取 っ た 細 菌 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、
テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び ブ ド ウ 糖 を 含 む 2TY培 地 に 接 種 す る の に 用 い 、 及 び 37℃ の 温 度 で ～ 0
.3の OD 6 0 0 n m ま で 増 殖 さ せ る 。 ヘ ル パ フ ァ ー ジ を 添 加 し 、 及 び 細 菌 に 感 染 さ せ 、 し か る 後
、 培 地 を 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び カ ナ マ イ シ ン を 含 む 2TYに 変 え る 。 イ ン
キ ュ ベ ー ト を 一 昼 夜 30℃ で 続 け る 。 翌 日 、 細 菌 を 2TY培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 除 き 、 し
か る 後 、 フ ァ ー ジ を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000/NaClを 用 い て 沈 殿 さ せ る 。 最 終 的 に 、
フ ァ ー ジ を PBS-1%BSAの 小 容 量 に お い て 溶 解 さ せ 、 フ ィ ル タ -殺 菌 し 、 及 び 選 定 の 次 の ラ ウ
ン ド の た め に 用 い る 。 選 定 /再 -感 染 の 手 法 を 2回 行 う 。 選 定 の 第 2ラ ウ ン ド 後 、 個 々 の E. c
oliコ ロ ニ を 用 い 、 単 ク ロ ー ン フ ァ ー ジ 抗 体 を 調 製 す る 。 本 質 的 に 、 個 々 の コ ロ ニ を 対 数 -
相 に ま で 増 殖 さ せ 、 及 び ヘ ル パ フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、 し か る 後 、 フ ァ ー ジ 抗 体 の 生 産 を 一
昼 夜 進 行 さ せ る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 を 含 む 上 清 を 、 96ウ ェ ル 平 板 に 被 覆 さ れ た ヒ ト RVGP-Iｇ に
対 す る 結 合 活 性 に つ い て 、 ELISAに お い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 述 の 選 別 に お い て 得 ら れ る 選 定 し た フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 特 異 性 に つ い て の ELISAに よ っ
て 認 証 す る 。 こ の 目 的 の た め 、 ヒ ト RVGP-Igを 、 Maxisorpの ELISA平 板 に 対 し て 被 覆 す る 。
被 覆 後 、 平 板 を 2%の MPBSに お い て ブ ロ ッ ク す る 。 選 定 し た フ ァ ー ジ 抗 体 を 4%の MPBSの 等 容
量 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 平 板 を 空 に し 、 PBSに お い て 1回 洗 浄 し 、 し か る 後 、 ブ ロ
ッ ク し た フ ァ ー ジ を 添 加 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト を 1時 間 進 行 さ せ 、 平 板 を PBS中 の 0.1%の Tw
een-20に お い て 洗 浄 し 、 及 び 結 合 し た フ ァ ー ジ を 過 酸 化 酵 素 に 複 合 化 す る 抗 -M13抗 体 を 用
い て 検 出 す る 。 対 照 と し て 、 手 法 を チ ロ グ ロ ブ リ ン に 対 し て 向 け ら れ る 対 照 の フ ァ ー ジ 抗
体 を 用 い て 同 時 に 行 い (De Kruif等 、 1995a, b)、 こ れ は 、 陰 性 対 照 と し て 働 く 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 次 い で 、 ヒ ト RVGP-Igに 結 合 す る フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 ヒ ト 血 清 IgGに 対 す る 結 合 性 に つ い て
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試 験 し 、 そ れ ら が 融 合 タ ン パ ク 質 の Fc部 分 を 認 識 す る 可 能 性 を 排 除 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の ア ッ セ イ に お い て 、 フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 RVGPを 発 現 す る PER.C6 T M 細 胞 に 結 合 す る そ れ
ら の 能 力 に つ い て 分 析 す る 。 こ の 目 的 の た め に 、 PER.C6 T M 細 胞 を 、 RVGPを 暗 号 化 す る cDNA
配 列 を 所 有 す る プ ラ ス ミ ド を 用 い て 又 は 空 ベ ク タ (empty vector)を 用 い て 形 質 移 入 し 、 及
び 安 定 な 形 質 移 入 体 を 、 当 業 者 に 既 知 の 標 準 的 技 術 [例 え ば 、 Coligan J. E.等 、 (2001年 )
 Current protocols in protein science(タ ン パ ク 質 科 学 に お け る 目 下 の プ ロ ト コ ル ), v
olume I. John Wiley & Sons, Inc. New York]を 用 い て 選 定 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 分
析 の た め に 、 フ ァ ー ジ 抗 体 を 、 ま ず 、 RVGP-及 び 対 照 の 形 質 移 入 さ れ た PER.C6 T M 細 胞 の 染
色 に 先 立 ち 、 4%の MPBSの 等 容 量 に お い て 、 15分 間 4℃ で ブ ロ ッ ク す る 。 ブ ロ ッ ク し た フ ァ
ー ジ を 、 標 識 化 さ れ て な い 対 照 の 形 質 移 入 さ れ た PER.C6 T M 細 胞 及 び 親 油 性 (lipophylic)染
料 (PKH67、 Sigma)を 用 い て 緑 色 に 標 識 化 さ れ た RGVP形 質 移 入 PER.C6 T M 細 胞 の 混 合 物 に 添 加
す る 。 フ ァ ー ジ 抗 体 の 細 胞 へ の 結 合 を 、 ビ オ チ ン 化 抗 -M13抗 体 (Santa Cruz Biotechnolog
y)、 次 い で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ ン (Caltag)を 用 い て 視 覚 化 す る 。 抗 RVGPs
cFvは 選 択 的 に PER.C6 T M RVGP形 質 移 入 体 を 染 色 し 、 一 方 、 そ れ ら は 対 照 の 形 質 移 入 体 に は
結 合 し な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ヒ ト RVGPを 特 異 的 に 認 識 す る 単 一 鎖 Fv断 片 を 所 有 す る フ ァ ー ジ に つ い て の 選 別 の 代 わ り
の 方 法 は 、 RVGP-形 質 移 入 PER.C6 T M 細 胞 の 使 用 に よ る も の で あ る 。 膜 結 合 RVGPを 発 現 す る P
ER.C6 T M 細 胞 を 、 上 述 の よ う に 生 産 す る 。 フ ァ ー ジ 選 定 実 験 を 、 上 述 の よ う に 、 標 的 と し
て こ れ ら の 細 胞 を 用 い て 行 う 。 唯 一 の 単 一 の scFv種 を 用 い る scFv-フ ァ ー ジ 粒 子 か ら 構 成
さ れ る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ の 画 分 (500μ L、 お よ そ 10 1 3 cfu)を 、 2mLの RPMI/10%FCS/1%NHS
で 15’ に つ い て RTで ブ ロ ッ ク す る 。 形 質 移 入 し て な い PER.C6 T M 細 胞 (～ 10*10 6 細 胞 )を 、 PE
R.C6-RVGP細 胞 (～ 1.0*10 6 細 胞 )に 添 加 す る 。 こ の 混 合 物 を 、 ブ ロ ッ ク し た 軽 鎖 の 制 限 さ れ
た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ に 添 加 し 、 及 び 2,5時 間 、 4℃ で 緩 徐 に 回 転 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 次 い で 、 細 胞 を 2回 洗 浄 し 、 及 び 500μ Lの RPMI/10%FCSに お い て 再 懸 濁 さ せ 、 及 び
ネ ズ ミ 抗 -RVGP抗 体 (Becton Dickinson)を 用 い 、 次 い で 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)-複 合 化 抗
-マ ウ ス -IgG抗 体 (Calltag)に よ っ て 、 15’ に つ い て 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 を 1
回 洗 浄 し 、 及 び 4mLの 管 に 移 す 。 細 胞 の 仕 分 け を 、 FACSvantageの 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (B
ecton Dickinson)上 で 行 い 、 及 び RVGP(PE陽 性 )細 胞 を 仕 分 け る 。 仕 分 け た 細 胞 を 、 遠 心 沈
澱 さ せ 、 上 清 を 確 保 し 、 及 び 結 合 し た フ ァ ー ジ を 、 細 胞 か ら 、 500μ Lの 50mMの グ リ シ ン pH
 2.2に お い て 細 胞 を 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て 、 次 い で 、 5分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ っ て 溶 離 す る 。 混 合 物 を 、 250μ Lの 1Mの Tris-HCl pH 7.4を 用 い 中 和 さ せ 、 及 び
取 り 出 し た 上 清 に 添 加 す る 。 集 合 的 に こ れ ら の フ ァ ー ジ を 用 い 、 豊 富 な フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ
リ を 上 述 の よ う に 調 製 す る 。 選 定 /再 -感 染 の 手 法 を 2回 行 う 。 選 定 の 第 2ラ ウ ン ド 後 、 単 ク
ロ ー ン フ ァ ー ジ 抗 体 を 調 製 し 、 及 び 上 述 し た よ う に 、 RVGP-PER.C6 T M 細 胞 及 び 形 質 移 入 さ
れ て な い PER.C6 T M 細 胞 に 対 す る 結 合 性 に つ い て 試 験 す る 。 次 い で 、 RVGP-形 質 移 入 細 胞 上
で 陽 性 の フ ァ ー ジ を 、 上 述 の よ う に 、 RVGP-IgG融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 性 に つ い て 、
ELISAに お い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 選 定 し た scFvの 断 片 を 、 ヒ ト IgG1の 形 式 に お い て 、 こ の 技 術 で 既 知 の 方 法 (例 え ば 、 Boe
l等 、 2000年 )に 従 っ て ク ロ ー ン 化 す る 。 こ の 目 的 の た め 、 選 定 し た scFvに よ っ て 共 有 さ れ
る VL断 片 を 、 適 切 な 制 限 部 位 を 加 え る オ リ ゴ の も の (oligo’ s)を 用 い て PCR増 幅 す る 。 同
様 の 手 法 を 、 VH遺 伝 子 の た め に 用 い る 。 し た が っ て 、 修 飾 さ れ た 遺 伝 子 を 、 発 現 pCRU-K01
(ECACC受 託 第 03041601号 )に お い て ク ロ ー ン 化 し 、 こ れ は 、 元 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン と 同 じ
特 異 性 を 持 つ 完 全 な huIgG1の 重 鎖 及 び 完 全 な ヒ ト 軽 鎖 の 遺 伝 子 を 暗 号 化 す る 発 現 ベ ク タ を
も た ら す 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 3種 の 異 な る 重 鎖 を 別 々 の 発 現 ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し 、
一 方 、 唯 一 の ベ ク タ が 共 通 の 軽 鎖 配 列 か ら 構 成 さ れ る の に 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク
タ を 、 暫 定 的 に 、 pCRU-RVGP-l、 pCU-RVGP-2、 及 び pCRU-RVGP-3で 示 す 。 代 わ り に 、 こ れ ら
の 3種 の ベ ク タ は 、 V L 領 域 を 暗 号 化 す る DNAを 欠 く こ と が で き 、 こ れ を 、 次 い で 、 重 鎖 を 暗
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号 化 し な い 第 4の 別 の 発 現 の ベ ク タ に お い て 暗 号 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 異 な る V H 配
列 を 含 む 3種 の ベ ク タ の す べ て の 3種 又 は 2種 に お い て 存 在 す る V L 配 列 を 持 つ こ と も で き る
。
　 安 定 な PER.C6 T M 誘 導 細 胞 株 を 、 当 業 者 に 既 知 の 手 法 (例 え ば 、 WO 00/63403号 参 照 )に 従
い 生 じ さ せ 、 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 pCRU-RVGP-1、 pCRU-RVGP-2又 は pCRU-RVGP-3上 の 遺 伝 情
報 に よ っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 し 、 及 び あ る 細 胞 株 が 3種 の す べ て の プ ラ ス ミ ド に よ
っ て 暗 号 化 さ れ る 抗 体 を 発 現 す る 。 し た が っ て 、 PER.C6 T M 細 胞 を 、 10%の FBSを 加 え た DMEM
で 、 組 織 培 養 皿 (10cm直 径 )又 は T80の フ ラ ス コ に お い て 、 お よ そ 1皿 に つ き 2.5× 10 6 個 の 細
胞 を 用 い て 播 種 し 、 及 び 一 昼 夜 、 そ れ ら の 正 常 な 培 養 条 件 下 (10%CO 2 濃 度 及 び 37℃ )で 保 つ
。 翌 日 、 形 質 移 入 を 、 別 々 の 皿 に お い て 37℃ で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Invitrogen Life Tec
hnologies)を 用 い 、 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ る 標 準 的 プ ロ ト コ ル に 従 い 、 1～ 2μ gの pCRU-RV
GP-1、 1～ 2μ gの pCRU-RVGP-2、 1～ 2μ gの pCRU-RVGP-3又 は PCRU-RVGP-1、 pCRU-RVGP-2及 び
pCRU-RVGP-3の 混 合 物 の 1μ gの い ず れ か を 用 い て 行 う 。 形 質 移 入 の 効 率 の た め の 制 御 と し
て 、 少 数 の 皿 を LacZの 対 照 ベ ク タ で 形 質 移 入 す る 一 方 、 少 数 の 皿 を 形 質 移 入 さ せ ず 、 及 び
陰 性 対 照 と し て 働 か せ る 。
　 4～ 5時 間 後 、 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 及 び 選 択 を 伴 わ な い 新 鮮 培 地 を 補 給 す る 。 翌 日
、 培 地 を 500μ g/mLの G418を 含 有 す る 新 鮮 培 地 で 置 換 す る 。 細 胞 を 、 2又 は 3日 毎 に 、 同 じ
濃 度 の G418を 含 有 す る 培 地 で リ フ レ ッ シ ュ さ せ る 。 播 種 後 約 20～ 22日 で 、 多 数 の コ ロ ニ が
現 れ 、 及 び 各 形 質 移 入 か ら 少 な く と も 300種 を 採 取 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 6-ウ ェ ル
を 介 す る 24-ウ ェ ル 平 板 を 介 し 、 T25フ ラ ス コ に ま で 増 殖 さ せ る 。 こ の 段 階 で 、 細 胞 を 凍 ら
せ (継 代 培 養 し た コ ロ ニ 当 り 、 少 な く と も 1つ 、 し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え
ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 に つ い て 特 異 的 な ELISAを 用 い て 定
め る (WO 00/63403号 に 記 述 )。 ま た 、 こ の 段 階 で 、 G418を 培 養 培 地 か ら 除 去 し 、 及 び 決 し
て 再 度 再 適 用 し な い 。 コ ロ ニ の 代 表 的 な 数 の た め に 、 よ り 一 層 大 き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換
え ヒ ト IgG 1 画 分 を 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い 、
標 準 的 手 法 に 従 い 精 製 す る 。 種 々 の ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 SDS-PAGE、 等 電 点
電 気 泳 動 (IEF)及 び 上 述 の RVGP PER.C6-形 質 移 入 体 を 用 い る 標 的 RVGPへ の 結 合 性 に お い て
分 析 す る 。
　 pCRU-RVGP-1、 pCRU-RVGP-2及 び pCRU-RVGP-3で の 同 時 -形 質 移 入 か ら 得 ら れ る ク ロ ー ン を
、 3種 の 構 築 物 の 各 々 の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 PCR
生 成 物 の 同 一 性 を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て 更 に 確 認 す る 。
　 ク ロ ー ン の 限 ら れ た 数 は 、 3種 の 結 合 特 異 性 の 各 々 の 生 産 に つ い て の 陽 性 を 選 別 さ れ (DN
Aレ ベ ル で の PCRに よ っ て 、 並 び に RVGPに 対 す る 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て 双 方 で )、 蛍
光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (FACS)(Becton & Dickinson FACS VANTAGE SE)を 用 い る 単 一 細 胞 の 仕
分 け に か け ら れ る 。 代 わ り に 、 コ ロ ニ を 0.3細 胞 /ウ ェ ル で 播 種 し 、 ク ロ ー ン の 成 長 を 保 証
す る 。 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン と 称 す る ク ロ ー ン 細 胞 集 団 を 、 新 鮮 培 地 で 週 に 1回 リ フ レ ッ シ ュ
す る 。 サ ブ -ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 及 び 96-ウ ェ ル か ら 24-及 び 6-ウ ェ ル 平 板 を 介 し て T25フ
ラ ス コ に 移 す 。 こ の 段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 凍 ら せ (サ ブ -ク ロ ー ン 当 り 少 な く と も 1つ 、
し か し 、 通 常 4つ の バ イ ア ル )、 及 び 組 換 え ヒ ト IgG 1 抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、
ヒ ト IgG 1 特 異 的 ELISAを 用 い て 定 め る 。 サ ブ -ク ロ ー ン の 代 表 的 な 数 に つ い て 、 よ り 一 層 大
き な 容 量 を 培 養 し 、 組 換 え ヒ ト IgG l 画 分 を 、 馴 化 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い 、 標 準 的 手 法 に 従 い 精 製 す る 。 次 い で 、 種 々 の サ ブ -ク ロ ー ン か ら
精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 親 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る ヒ ト IgG 1 に つ い て 上 述 の よ う に 、 す な わ ち
、 SDS-PAGE、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)及 び 標 的 RVGPに 対 す る 結 合 性 に よ っ て 分 析 す る 。 ま た
、 サ ブ -ク ロ ー ン を 、 3種 の 構 築 物 pCRU-RVGP-1、 pCRU-RVGP-2及 び pCRU-RVGP-3の 各 々 の 存
在 又 は 不 存 在 に つ い て ゲ ノ ム DNA上 の PCRに よ っ て 選 別 す る 。 さ ら に 、 PCR生 成 物 の 同 一 性
を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る 。
　 ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの よ う な 他 の 方 法 を 用 い 、 3種 の 構 築 物 の 各 々 が ク
ロ ー ン 細 胞 株 に お い て 存 在 す る か ど う か 定 め る こ と が で き る 。
　 3種 の 構 築 物 の そ れ ぞ れ に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る と 証 明 さ れ た サ ブ -ク ロ ー ン
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を 、 広 範 囲 に 及 ぶ 期 間 培 養 し 、 導 入 遺 伝 子 の 存 在 が 安 定 か ど う か 、 及 び 抗 体 混 合 物 の 発 現
が 同 じ ま ま か ど う か 、 発 現 レ ベ ル に つ い て の み な ら ず 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 様 々 な 抗 体 の
イ ソ 型 間 の 比 率 に つ い て も 定 め る 。 し た が っ て 、 サ ブ -ク ロ ー ン の 培 養 を 、 少 な く と も 25
の 集 団 倍 加 数 の 時 間 の 間 、 付 着 培 養 と し て 又 は 浮 遊 培 養 と し て の い ず れ か で 維 持 す る 。 4
～ 6の 集 団 倍 加 数 毎 に 、 特 異 的 な 生 産 の 試 験 を 、 ヒ ト IgG特 異 的 ELISAを 用 い て 行 い 、 及 び
よ り 一 層 大 き い 容 量 を 培 養 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト 及 び 上 清 を 得 る 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 用 い 、 ゲ ノ
ム DNAに お け る 3種 の 構 築 物 の 存 在 を 、 PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び /又 は FISHの い ず れ か を 介
し て 評 価 す る 。 上 清 を 用 い 、 上 記 の よ う に 組 換 え ヒ ト IgG 1 画 分 を 精 製 す る 。 種 々 の 集 団 倍
加 数 で 得 ら れ る 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 記 述 さ れ て い る よ う に 、 す な わ ち 、 SDS-PAGE、 等 電
点 電 気 泳 動 (IEF)及 び 標 的 RVGPに 対 す る 結 合 性 に よ っ て 分 析 す る 。
　 狂 犬 病 に 対 す る 抗 体 混 合 物 の 有 効 性 を 、 イ ン ビ ト ロ の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に お い て 試 験 し
、 こ こ で は 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス の 広 が り の 減 少 を 測 定 し 、 並 び に 、 イ ン ビ ボ の 狂 犬 病 に よ っ
て 感 染 し た 動 物 モ デ ル に お い て 試 験 す る 。 か か る モ デ ル は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 及 び 例 え
ば 、 EP 0402029号 に お い て 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
(例 9)(共 通 の 軽 鎖 及 び 3種 の 異 な る 重 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 抗 体 の 合 物 の 単 一 細 胞 に お け る
生 産 )
　 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 で 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る 単 一 の 軽
鎖 及 び 単 一 の 軽 鎖 に 対 合 可 能 な 3種 の 異 な る 重 鎖 の 発 現 を 用 い て 、 機 能 的 な 抗 体 を 形 成 す
る も の は 、 本 明 細 書 に お い て 実 証 さ れ 、 及 び 図 6に お い て 模 式 的 に 示 さ れ る 。
　 EP-CAMホ モ タ イ プ 付 着 分 子 (Huls等 、 1999年 )及 び 膜 補 助 因 子 タ ン パ ク 質 CD46(WO 02/189
48号 )に 対 す る ヒ ト IgGの UBS54及 び K53を 、 そ れ ぞ れ 、 例 1に 記 載 す る 。 補 助 因 子 タ ン パ ク
質 CD46に 結 合 す る こ と が 識 別 さ れ た 別 の ク ロ ー ン は 、 ク ロ ー ン 02-237で あ っ た (図 12に 提
供 す る VHの 配 列 )。 こ の ク ロ ー ン の DNA配 列 決 定 は 、 そ れ が 、 UBS54及 び K53と 同 じ 軽 鎖 を 含
む が 、 独 特 な 重 鎖 可 変 配 列 (図 3に お け る 配 列 比 較 参 照 )を 含 む こ と を 明 ら か に し た 。 結 果
と し て 、 02-237の 重 鎖 の CDR3は 、 K53の そ れ と は 4種 の 位 置 で 異 な る (図 13の 配 列 比 較 参 照 )
。 フ ァ ー ジ 02-237の 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 配 列 を 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pCRU-K01中 に ク ロ ー ン 化 し
、 [pCRU-K01は 、 第 03041601号 の 下 、 European Collection of Cell Cultures(細 胞 培 養 物
の 欧 州 収 集 物 )(ECACC)で 寄 託 さ れ る ]、 こ れ は 、 IgG1抗 体 に つ い て の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 定 常
ド メ イ ン を 含 む 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を pgG102-237と 示 し た 。 引 き 続 く ク ロ ー ン 化 戦 略 の
た め 、 pgG102-237に よ っ て 暗 号 化 さ れ る よ う な 、 02-237の 軽 鎖 の 得 ら れ る N-末 端 は 、 pUBS
3000Neo、 pCD46_3000(Neo)の そ れ ぞ れ (図 3)に よ っ て 示 さ れ る よ う な 、 UBS54及 び K53の N-
末 端 か ら わ ず か に 異 な っ た 。 プ ラ ス ミ ド pgG102-237は 、 ヒ ト 293(T)細 胞 に お い て 一 過 性 に
か 、 又 は PER.C6細 胞 に お い て 安 定 に 生 産 さ れ た 。 精 製 し た 02-237IgGが 、 精 製 し た CD46(図
14)に つ い て 、 K53 IgGよ り も 著 し く 高 い 親 和 性 を 持 ち 、 す な わ ち 、 親 和 性 が 、 K53及 び 02-
237に つ い て 、 9.1× 10 - 7 Mか ら 2.2× 10 - 8 Mま で 、 そ れ ぞ れ 増 加 し た よ う で あ っ た 。 ま た 、 0
2-237は 、 ヒ ト 大 腸 癌 腫 LS174T細 胞 上 で 、 K53よ り も CD46に 対 し 著 し く 良 好 に 結 合 し た (図 1
5)。
　 ヒ ト IgG 02-237を 暗 号 化 す る プ ラ ス ミ ド pUBS3000Neo、 pCD46_3000(Neo)及 び pgG102-237
の 組 合 せ を 発 現 す る 安 定 な PER.C6 T M 誘 導 細 胞 株 を 、 当 業 者 に 既 知 の よ う な 方 法 従 い 生 じ さ
せ た (例 え ば 、 WO 00/63403号 参 照 )。 し た が っ て 、 PER.C6 T M 細 胞 を 、 10%FBSを 加 え た DMEM
中 で 、 組 織 培 養 皿 (10cm直 径 )に お い て 、 お よ そ 1皿 に つ き 2.5× 10 6 個 の 細 胞 を 用 い て 播 種
し 、 及 び 一 昼 夜 、 そ れ ら の 正 常 な 培 養 条 件 下 (10%CO 2 濃 度 及 び 37℃ )で 保 つ 。 翌 日 、 形 質 移
入 を 、 別 々 の 皿 に お い て 37℃ で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Invitrogen Life Technologies)を 用
い 、 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ る 標 準 的 プ ロ ト コ ル に 従 い 、 pUBS3000Neo、 pCD46_3000(Neo)及
び pgG102-237の 2μ gの 当 モ ル 混 合 物 を 用 い て 行 っ た 。 選 定 の た め の 陰 性 対 照 と し て 、 少 数
の 皿 を 形 質 移 入 し な か っ た 。 4～ 5時 間 後 、 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 及 び 選 択 を 伴 わ な い
新 鮮 培 地 を 補 給 し た 。 翌 日 、 培 地 を 500μ g/mLの G418を 含 有 す る 新 鮮 培 地 で 置 換 し た 。 細
胞 を 、 2又 は 3日 毎 に 、 同 じ 濃 度 の G418を 含 有 す る 培 地 で リ フ レ ッ シ ュ さ せ た 。 播 種 後 約 20
～ 22日 で 、 多 数 の コ ロ ニ が 現 れ 、 及 び 約 300種 を 採 取 し 、 及 び 96-ウ ェ ル 及 び /又 は 6-ウ ェ
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ル を 介 す る 24-ウ ェ ル 平 板 を 介 し 、 T25フ ラ ス コ に ま で 増 殖 さ せ た 。 継 代 培 養 の 間 、 組 換 え
ヒ ト IgG抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG1に つ い て 特 異 的 な ELISAを 用 い て 定
め た (WO 00/63403号 に お い て 記 述 )。 約 25%の す べ て の コ ロ ニ は 、 こ の 高 い 特 異 性 の ア ッ セ
イ に お い て 陽 性 で あ る こ と が 明 ら か で あ っ た 。 こ の 段 階 で 測 定 さ れ た 生 産 レ ベ ル を 、 単 一
の IgGが PER.C6 T M 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る と き の レ ベ ル (Jones等 、 2003年 に お い て 記 述 さ
れ た 単 一 IgGの 発 現 )に 匹 敵 し た 。 こ れ ら の 高 い 発 現 レ ベ ル を 導 入 遺 伝 子 の 増 幅 の た め の 任
意 の 方 法 を 用 い な い で 得 た こ と 、 及 び そ れ ら が 導 入 遺 伝 子 の 低 コ ピ ー 数 で 起 こ る こ と を 強
調 す る の は 重 要 で あ る 。
　 30種 の 最 も 良 好 に 生 産 す る コ ロ ニ を 、 バ イ ア ル に お い て 凍 ら せ 、 及 び 19種 の 最 も 高 く 生
産 す る ク ロ ー ン を 、 IgGの 精 製 の た め に 選 定 し た (表 1)。 そ れ ら を T80フ ラ ス コ に お い て 継
代 培 養 し 、 及 び 次 い で 、 各 ク ロ ー ン か ら の ヒ ト IgGを 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ を 用 い て 精 製 し た 。 し た が っ て 、 15～ 25mLの 馴 化 培 地 を 5mLの プ ロ テ イ ン A FFセ
フ ァ ロ ー ス カ ラ ム (Amersham Biosciences)上 に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を 、 0.1Mの ク エ ン 酸 塩 pH
 3.0で の 溶 出 の 前 に 、 4mMの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 pH 7.4(PBS)を 用 い て 洗 浄 し た 。 次 い で 、
溶 離 さ れ た 画 分 を 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G25 Fine HiPrep Desalting(フ ァ イ ン ・ ハ イ プ レ プ ・
デ ソ ル テ ィ ン グ )カ ラ ム (Amersham Biotech)上 で PBSに 対 し て 脱 塩 し た 。 精 製 し た IgG画 分
の 濃 度 を 、 0.1%(w/v)の 溶 液 に つ い て の 1.4の 係 数 を 用 い て 280nmで の 吸 光 度 測 定 に よ っ て
定 め た (表 1)。
　 精 製 し た IgG試 料 を 、 非 -還 元 性 及 び 還 元 性 SDS-PAGE及 び IEF上 で 分 析 し た 。 非 -還 元 性 SD
S-PAGE(図 16A)は 、 移 動 し た IgG試 料 す べ て が 、 お よ そ 150kDaの 、 組 み 立 て ら れ た 、 無 傷 の
IgG分 子 の よ う に 、 対 照 の K53又 は 02-237に 匹 敵 す る こ と を 示 し た 。 還 元 性 SDS-PAGE(図 16B
)で は 、 IgG試 料 は 、 約 50及 び 25kDaの 重 鎖 及 び 軽 鎖 と し て 、 そ れ ぞ れ 移 動 し 、 対 照 K53又 は
02-237の 重 鎖 、 軽 鎖 に 匹 敵 す る 。
　 IEF上 で は 、 精 製 し た IgG画 分 を 、 ま ず 、 等 し い 量 の K53、 UBS54及 び 02-237の 混 合 物 と 比
較 し た (図 17)。 明 瞭 に 、 精 製 し た K53、 UBS54及 び 02-237を 含 む 混 合 物 と 比 較 す る と き 、 い
く つ か の 試 料 が 独 特 の pIプ ロ フ ァ イ ル を 有 す る イ ソ 型 を 含 ん で い た 。 い く つ か の 主 要 な 独
特 な イ ソ 型 は 、 1種 の ハ ン ド 上 で K53及 び UBS54の 、 及 び 他 の ハ ン ド に お い て UBS54の 間 に お
け る pIを 持 つ 。 こ れ は 、 ま た 、 Expasyの ホ ー ム ペ ー ジ (http://www.expasy.ch;Appel等 、 1
994年 )に お い て 提 供 さ れ る ProtParam用 具 を 用 い て 算 出 さ れ る と き 、 理 論 的 な pIに 基 づ き
予 測 さ れ る 。 K53、 02-237及 び UBS54は そ れ ぞ れ 、 8.24、 8.36及 び 7.65の 理 論 的 pIを 持 つ が
、 1種 の UBS54の 重 鎖 及 び 1種 の K53の 重 鎖 の ヘ テ ロ 二 量 体 を 表 す イ ソ 型 は 、 8.01の 理 論 的 な
pIを 持 つ 。 か か る ヘ テ ロ 二 量 体 の 組 立 体 は 、 単 一 細 胞 が K53の 重 鎖 及 び UBS54の 重 鎖 の 双 方
を 翻 訳 し 、 及 び こ れ ら を 完 全 な 長 さ の IgG分 子 に 共 通 の 軽 鎖 と 一 緒 に 組 み 立 て る と き に し
か 起 こ ら な い 場 合 が あ る 。 そ れ 故 に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 一 定 の ク ロ ー ン が 2種 の 機 能 的 な
抗 体 を 少 な く と も 発 現 す る こ と を 示 唆 す る 。 い く つ か の イ ソ 型 の 独 特 な 同 一 性 を 確 認 す る
た め に 、 最 も 興 味 深 い ク ロ ー ン の 試 料 を 、 K53、 UBS54及 び 02-237に 平 行 し て 、 単 独 で か 、
又 は 混 合 物 に お い て 、 動 か し た (図 18)。 こ れ は 、 な お 、 い く つ か の ク ロ ー ン が 少 な く と も
2種 の 抗 体 (241、 282、 361)を 発 現 し た こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 そ れ は 、 い く つ か の ク ロ ー
ン が 3種 の 機 能 的 抗 体 の す べ て を 発 現 す る と い う 証 拠 を 提 供 し た (280及 び 402)。
　 ク ロ ー ン が 3種 の 重 鎖 の す べ て を 含 む IgG混 合 物 を 発 現 し た こ と を 確 認 す る た め に 、 ペ プ
チ ド 地 図 作 製 [Garnick(ガ ル ニ ッ ク )、 1992年 Gelpi(ジ ェ ル ピ )、 1995年 ]を 用 い 、 多 ク ロ ー
ン の IgG画 分 を 分 析 し た 。 本 発 明 者 は 、 以 前 、 ペ プ チ ド 地 図 作 製 を 採 用 し 、 K53の タ ン パ ク
質 配 列 の 99%を 回 収 し た 。 図 12に 提 供 す る タ ン パ ク 質 配 列 に 基 づ き 、 K53、 UBS54及 び 02-23
7の 理 論 的 な ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の 質 量 を 算 出 し た (表 II及 び III)。 各 IgGに つ い て の 少 数
の 独 特 な ペ プ チ ド は 、 識 別 で き 、 す な わ ち 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 、 2116.05、 2057.99及 び 23
07.15Daの MWを 有 す る K53、 02-237及 び UBS54の た め の CDR3ペ プ チ ド で あ る 。 次 に 、 ポ リ 1-2
80の ト リ プ シ ン 消 化 物 を 調 製 し 、 及 び こ れ を LC-MSを 用 い て 分 析 し た (図 19)。 K53、 02-237
及 び UBS54の そ れ ぞ れ の 独 特 な CDR3ペ プ チ ド を 表 す 2116、 2057及 び 2308Daの MWを 有 す る ペ
プ チ ド を 検 出 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 精 密 な ア ミ ノ 酸 配 列 (表 IIIに リ ス ト す る よ う な )
を 、 MS-MS分 析 に よ っ て 確 認 し た (表 IV、 V及 び VI)。 本 発 明 者 は 、 ま た 、 2580及 び 2554Daの
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そ れ ぞ れ の MWを 有 す る 2種 の 独 特 な N-末 端 軽 鎖 ペ プ チ ド の 存 在 を 確 認 し た 。 ペ プ チ ド 地 図
作 製 デ ー タ は 、 明 白 に 、 共 通 の 軽 鎖 及 び 3種 の 異 な る 重 鎖 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 が PER.C6 T M

ク ロ ー ン ポ リ l-280に よ っ て 発 現 さ れ た こ と を 示 し た 。 ま た 、 ク ロ ー ン 055、 241及 び 402を
、 ペ プ チ ド 地 図 作 製 に よ っ て 選 別 し た 。 ク ロ ー ン 241及 び 402は す べ て の 3種 の 重 鎖 配 列 に
つ い て 陽 性 と 確 認 さ れ た が 、 ク ロ ー ン 055の み が 、 K53及 び 02-237の 重 鎖 の 発 現 を 示 し 、 UB
S54の も の は 示 さ な か っ た 。 こ れ は IEF選 別 を 確 認 し (図 18)、 そ こ で は 、 UBS54関 連 バ ン ド
が 試 料 055に お い て 見 ら れ な か っ た 。
　 ポ リ l-280を 、 CD46へ の 結 合 性 に つ い て 、 BIACOREに よ っ て 分 析 し た (図 20)。 CD46の た め
の ポ リ l-280の 親 和 性 は 2.1× 10 - 8 Mで あ っ た が 、 そ れ は 、 IgG混 合 物 が 単 独 で 02-237 IgGと
同 じ 親 和 性 を 持 つ CD46結 合 分 子 を 包 含 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 総 合 す れ ば 、 こ の 実 験 は 、 単 一 細 胞 に お い て 、 3種 の 独 特 な 重 鎖 を 含 む 機 能 的 IgG分 子 の
混 合 物 を 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る こ と 、 及 び ホ モ 二 量 体 は 別 に し て 、 2種 の 結 合 特 異 性
か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 も 形 成 さ れ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 3種 の 異 な る 重 鎖 を 発 現 す る ク
ロ ー ン の 頻 度 は 、 ま た 、 少 な く と も 4、 5又 は そ れ よ り 多 い 種 類 の 重 鎖 を 、 同 じ 手 法 を 用 い
て 得 る こ と も 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 重 鎖 の よ り 一 層 多 い 数 を 発 現 す る ク ロ ー ン を 得
る の が 困 難 な 場 合 、 本 発 明 に 従 う 少 な く と も 3種 の 重 鎖 を 発 現 す る ク ロ ー ン を 用 い て 、 形
質 移 入 の 別 の ラ ウ ン ド に お い て 、 例 え ば 、 異 な る 選 択 マ ー カ を 用 い る こ と に よ っ て 、 よ り
一 層 多 い 重 鎖 を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 次 に 、 単 一 細 胞 が 2種 よ り も 多 い 機 能 的 ヒ ト IgGの も の の 混 合 物 を 生 産 す る こ と が 可 能 で
あ る こ と を 例 証 し た 。 し た が っ て 、 ク ロ ー ン 241、 280及 び 402は 、 IEF及 び MSの 双 方 に よ っ
て 3種 の IgGの 各 々 の 生 産 に つ い て 陽 性 で 選 別 さ れ た が 、 限 界 希 釈 に か け ら れ 、 す な わ ち 、
0.3細 胞 /ウ ェ ル で 、 96-ウ ェ ル 平 板 に お い て 播 種 さ れ 、 ク ロ ー ン の 成 長 が 保 証 さ れ た 。
　 ク ロ ー ン 細 胞 集 団 、 以 後 サ ブ -ク ロ ー ン と 称 す る が 、 こ れ を 週 に 1回 新 鮮 培 地 を 用 い て リ
フ レ ッ シ ュ さ せ た 。 サ ブ -ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 及 び 96-ウ ェ ル か ら 24-及 び 6-ウ ェ ル 平 板
を 介 し て 、 T25、 T80及 び T175フ ラ ス コ に 移 し た 。 T80の 段 階 で 、 サ ブ -ク ロ ー ン を 凍 ら せ た
。 組 換 え ヒ ト IgG 1 抗 体 の 生 産 レ ベ ル を 、 上 清 に お い て 、 ヒ ト IgG 1 特 異 的 ELISAを 用 い て 定
め た 。 各 々 の 親 ク ロ ー ン に 対 し て 、 3種 の サ ブ -ク ロ ー ン を 選 び 、 及 び 少 数 の T175フ ラ ス コ
に お い て 培 養 し 、 上 述 の よ う に 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い る 精
製 の た め に 十 分 な 馴 化 培 地 を 得 た 。
　 次 い で 、 サ ブ -ク ロ ー ン か ら 精 製 し た ヒ ト IgG 1 を 、 上 述 の よ う に 、 親 ク ロ ー ン か ら 得 ら
れ る ヒ ト IgG 1 に 対 し て 、 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)に よ っ て 分 析 し た 。 結 果 を 図 21に 示 す 。 ク
ロ ー ン の ポ リ 1-241の 各 々 か ら の サ ブ ク ロ ー ン は 、 同 じ パ タ ー ン を 持 つ が 、 親 ク ロ ー ン と
は 異 な り 、 そ こ で は 、 そ れ ら は 一 定 の バ ン ド を 失 う と 思 わ れ る 。 ク ロ ー ン の ポ リ 1-280か
ら の サ ブ ク ロ ー ン の す べ て は 、 互 い に 、 及 び 親 ク ロ ー ン と 異 な る と 思 わ れ る 。 親 ク ロ ー ン
の ポ リ 1-402か ら の サ ブ ク ロ ー ン に つ い て IEFに よ り 得 ら れ る パ タ ー ン は 、 す べ て の 3種 の
サ ブ ク ロ ー ン 及 び 親 ク ロ ー ン に つ い て 同 一 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ か ら 、 ク ロ ー ン 402が
安 定 に 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 し て い る と 結 論 付 け る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 に 従
う 抗 体 の 混 合 物 を 単 一 細 胞 ク ロ ー ン か ら 生 産 す る こ と が 実 行 可 能 で あ る こ と を 例 証 す る 。
図 21に お い て 分 析 さ れ る 物 質 を 収 集 す る 前 に 、 ク ロ ー ン を 最 初 の 分 析 (図 18に お い て 示 す )
ま で 選 択 圧 力 の 下 で 形 質 移 入 の 手 法 か ら 約 25の 集 団 倍 加 数 (細 胞 分 裂 )を 受 け さ せ 、 及 び そ
の 点 か ら 更 に 選 択 圧 力 の な い サ ブ -ク ロ ー ン 化 の 手 法 の 間 の 約 30の 集 団 倍 加 数 受 け さ せ た
。 し た が っ て 、 単 一 細 胞 か ら の ク ロ ー ン か ら 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る こ と は 、 少 な く と も
30世 代 に わ た っ て 安 定 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 親 の 241、 280及 び 402の ク ロ ー ン 及 び サ ブ ク ロ ー ン か ら の 精 製 し た IgG1を 、 ま た 、 CD46-
及 び EpCAM抗 原 の 方 の 結 合 反 応 性 に つ い て 分 析 し た 。 こ の た め に 、 EpCAM、 CD46及 び 対 照 抗
原 CD38の cDNAを 、 発 現 ベ ク タ pcDNA(Invitrogen)中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 こ れ ら の ベ ク タ を
、 Fugene(フ ジ ー ン )[Roche(ロ シ ュ 社 )]を 用 い 、 CHO(dhfr-)細 胞 中 に 、 製 造 者 に よ り 提 供
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さ れ る プ ロ ト コ ル に 従 い 形 質 移 入 し た 。 細 胞 を 10%FBS及 び HT捕 捉 物 を 含 有 す る Iscove’ s(
ア イ ソ コ ベ )培 地 (Gibco)に お い て 培 養 し た 。 2日 間 の 培 養 後 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ
っ て 収 集 し 、 及 び FACS分 析 に 用 い る た め に PBS-1%BSA(PBSB)中 に 懸 濁 し た 。
　 抗 体 の 混 合 物 を 発 現 す る ク ロ ー ン の 精 製 し た IgGl、 及 び 抗 -GBSIIIの 対 照 IgG1試 料 、 抗 -
CD72抗 体 (02-004)、 並 び に 、 抗 -EpCAMク ロ ー ン UBS54及 び 抗 -CD46ク ロ ー ン K53及 び 02-237
か ら の 抗 体 を 、 20μ gの IgGl/mLの 濃 度 に PBSBに お い て 希 釈 し た 。 そ れ ぞ れ の 20μ Lを 200.0
00の 形 質 移 入 細 胞 に 添 加 し 、 及 び 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 し か る 後 、 細 胞 を 氷 -
冷 PBSBに お い て 1回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 結 合 し た IgGを 、 ヤ ギ -抗 -ヒ ト IgG-ビ オ チ ン と の イ
ン キ ュ ベ ー ト を 用 い 、 次 い で 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PEに よ っ て 検 出 し た 。 最 終 的 な 洗 浄
工 程 の 後 、 細 胞 を 1μ g/mLの ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 含 有 す る PBSBに お い て 懸 濁 し た 。 試 料
を FACS(FACSvantage、 Becton Dickinson)上 で 分 析 し た 。 生 き て い る 細 胞 を ゲ ー ト 制 御 し (
gate)、 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を FACSプ ロ ッ ト か ら 算 出 し た 。 結 果 を 図 22に 示 す 。 予 想 さ れ る
よ う に 、 UBS54は EpCAM形 質 移 入 細 胞 に 選 択 的 に 結 合 し 、 及 び 02-237及 び K53は CD46形 質 移
入 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 一 方 、 無 関 係 な 抗 体 は こ れ ら の 形 質 移 入 体 に 結 合 し な か っ た 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 EpCAM及 び CD46の 方 へ の 結 合 活 性 が 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 混 合 物 を 発
現 す る ほ と ん ど の ク ロ ー ン の 精 製 し た IgG1調 製 物 (preps)に お い て 存 在 す る こ と を 例 証 し
、 機 能 的 抗 体 の 混 合 物 が 30回 よ り も 多 い 分 裂 を 受 け 、 及 び 単 一 細 胞 か ら も た ら さ れ る サ ブ
-ク ロ ー ン に よ っ て 生 産 さ れ る こ と を 例 証 す る 。 サ ブ ク ロ ー ン 280-015で は 、 CD46及 び EpCA
Mの 方 へ の 結 合 パ タ ー ン は 、 他 の ク ロ ー ン と 対 照 的 に 、 親 ク ロ ー ン の ポ リ 1-280で の も の と
類 似 し て い た 。 こ の ア ッ セ イ の 量 的 な 局 面 が 完 全 に 明 ら か で な い こ と を 述 べ て お く べ き で
あ る 。 日 常 的 な 選 別 を 用 い 、 例 え ば 、 機 能 的 試 験 に よ っ て 、 望 ま し い 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
有 す る ク ロ ー ン を 見 出 す こ と が で き る 。 量 的 な 局 面 は 、 ま た 、 か か る 選 別 に お い て 包 含 す
る こ と が で き る 。 か か る 選 別 は 、 量 的 に 安 定 し た 様 式 に お い て 所 定 の 機 能 性 を 有 す る 抗 体
の 混 合 物 を 発 現 す る 望 ま し い ク ロ ー ン の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
【 図 １ 】 抗 体 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 二 重 特 異 性 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 K53、 UBS-54及 び 02-237の V H 及 び V L の 配 列 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 プ ラ ス ミ ド pUBS3000Neo及 び pCD46_3000(Neo)の 概 観 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 (A)は 一 過 性 に 発 現 さ れ た pUBS3000Neo、 pCD46_3000(Neo)及 び 双 方 の 組 合 せ の IEF
を 示 す 図 で あ り 、 (B)は 期 待 さ れ る 分 子 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 に 従 う 方 法 の 可 能 な 具 体 例 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 CD22、 CD72及 び HLA-DRに 対 し て 向 け ら れ た フ ァ ー ジ の V H 及 び V L の 配 列 を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ８ 】 pUBS54-IgAの 地 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 単 一 の 軽 鎖 を 有 す る 二 量 体 の 二 重 特 異 性 IgAの 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 単 一 の 軽 鎖 を 有 す る 五 量 体 の 多 重 特 異 性 IgMの 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト IgGア イ ソ タ イ プ の 混 合 物 の 発 現 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 K53、 UBS54及 び 02-237IgGの 可 変 ド メ イ ン の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の DNA及 び タ ン パ ク 質
の 配 列 の 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 K53、 02-237及 び UBS54の 重 鎖 の 可 変 配 列 の 配 列 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 K53及 び 02-237の BIACORE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 LS174T細 胞 に 対 す る K53及 び 02-237の 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 精 製 さ れ た IgG画 分 の SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 精 製 さ れ た IgG画 分 の IEF分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 単 一 の K53、 02-237及 び UBS54と 比 較 し た 多 ク ロ ー ン 性 の 混 合 物 241、 280、 282
、 361及 び 402の IEF分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 K53、 02-237、 UBS54及 び IgG画 分 Poly1-280中 の 2種 の 独 特 な 軽 鎖 の ペ プ チ ド L1-
K53/UBS54及 び l1-237の CDR3ペ プ チ ド の マ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 多 ク ロ ー ン 280の BIACORE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る ク ロ ー ン の ポ リ 1-241、 ポ リ 1-280及 び ポ リ 1-402か ら
の サ ブ -ク ロ ー ン の IEF分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 ポ リ 1-241(A)、 ポ リ 1-280(B)及 び ポ リ 1-402(C)の サ ブ -ク ロ ー ン か ら 生 産 さ れ
る 抗 体 の 混 合 物 の FACS分 析 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 3月 23日 (2005.3.23)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 及 び 前 記 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 と 対 合
可 能 な 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 又 は 核 酸 配 列 群 を 発 現 さ せ る
工 程
を 含 む 、 抗 体 混 合 物 の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 組 換 え 宿 主 細 胞 が 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む よ う に 、 前 記 少 な く と も ３
種 の 異 な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら に 、 次 の ：
　 抗 体 を 宿 主 細 胞 か ら か 、 又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
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　 前 記 混 合 物 の 抗 体 に お い て 重 鎖 － 軽 鎖 の 二 量 体 を 含 む 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 が 、 異 な る
特 異 性 及 び ／ 又 は 親 和 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 組 換 え 宿 主 細 胞 が 、 前 記 細 胞 に お い て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 を 増 幅 さ
せ る 必 要 な く 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 高 － レ ベ ル 発 現 が 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 を 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の Ｅ １ 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ る ヒ
ト 胚 性 網 膜 細 胞 か ら 導 く 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ 細 胞 か ら 導 く 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　  抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か の 方 法 に よ り 得 ら れ 得

、 混 合 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 混 合 物 に お い て 存 在 す る 抗 体 が 、 同 じ 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又 は 混 合 物 を
含 む １ 種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る 異 な る 抗 原 に 結 合 す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 混 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 組 換 え 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 抗 体 の 少 な く と も ３ 種 の 異 な
る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 が 対 合 可 能 で あ る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 組 成 物 で あ っ て 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 を 含 み 、 少
な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 配 列 が 組 換 え 抗 体 の 混 合 物 に お い て 代 表 さ れ 、

組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 、 請 求 項 １ １
又 は １ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 、 請 求 項 １ １ ～ １ ３ の い ず れ か 一 項 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の

組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 異 な る 特 異 性 が 向 け ら れ
る 、 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 、

の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 組 成 物 が 、 前 記 組 成 物 に お い て 存 在 す る 各 々 の 個 々 の 抗 体 の 効 果 よ り も 大 き な 効 果
を 持 ち 、 前 記 効 果 が 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ～ の い ず れ か 一
項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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、 前 記 混 合 物
が 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ １ 、 Ｉ ｇ Ａ ２
、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｍ を 含 む

薬 学 的 及 び 適 切 な 担 体
及 び 前 記 抗 体 の

軽 鎖 が 共 通 の 配 列 を 含 む 、 薬 学 的

前 記 混 合 物 が 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 、 薬 学 的

前 記 混 合 物 の 抗 体 が 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る
薬 学 的

少 な く と も ２ 種 の 前 記 抗 体 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ
薬 学 的

前 記 異 な る 特 異 性 が 同 じ 抗 原 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ る 薬
学 的

、 混 合 物 を 含 む １ 種 の 抗 原 に お い て 存 在 す る 異 な る 抗 原 に
請 求 項 １ ４ 薬 学 的

少 な く と も ２ 種 の 前 記 抗 体 が 同 じ エ ピ ト ー プ に つ い て の 異 な る 親 和 性 を 持 つ 請 求 項 １
１ ～ １ ３ 薬 学 的

１ ７
薬 学 的

抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も １ 種 の 宿 主 細 胞 ク ロ ー ン を 識 別 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 前 記 混 合 物 の 抗 体 が 機 能 的 ア ッ セ イ に 従 う 所 望 の 効 果 を 持 ち 、 こ の 方 法 が 次 の ：

（ ｉ ） 宿 主 細 胞 に 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 少 な く と も ２ 種 の



　

　

　

。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　

方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　

２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　

の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　

の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　

の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　

の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　
　

方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　
　

方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　

　

。
【 請 求 項 ３ １ 】
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異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 互 い に 対
合 可 能 な 工 程 ；

（ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン の 前 記 宿 主 細 胞 を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る
条 件 下 に 培 養 す る 工 程 ；

（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン の 宿 主 細 胞 を 、 機 能 的 ア ッ セ イ に よ る 所 望 の
効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 の 生 産 に つ い て 選 別 す る 工 程 ； 及 び

（ ｉ ｖ ） 所 望 の 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 少 な く と も １ 種 の ク ロ ー ン を 識 別 す
る 工 程
を 含 む 、 方 法

前 記 宿 主 細 胞 が 、 生 産 さ れ る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む よ う に 、 前 記 少 な く と も ２ 種 の 異
な る 重 鎖 と 対 合 可 能 な 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の

工 程 ｉ ｉ ） に お け る 前 記 培 養 及 び 工 程 ｉ ｉ ｉ ） に お け る 前 記 選 別 を 、 少 な く と も ２ 種 の
ク ロ ー ン で 行 う 、 請 求 項 １ ９ 又 は

工 程 ｉ ｉ ） の 前 記 培 養 及 び ／ 又 は 工 程 ｉ ｉ ｉ ） の 前 記 選 別 を 、 高 － 処 理 の 手 法 を 用 い て
行 う 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か 一 項 記 載

前 記 宿 主 細 胞 が 、 前 記 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 増 幅 さ せ る 必 要
な く 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 高 － レ ベ ル 発 現 が 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ２

前 記 細 胞 を 、 不 死 化 さ れ る か 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の Ｅ １ 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ る ヒ
ト 胚 性 網 膜 芽 細 胞 腫 か ら 導 く 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ３

前 記 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ か ら 導 く 、 請 求 項 ２ ４

前 記 混 合 物 の 抗 体 が 、 異 な る 特 異 性 及 び ／ 又 は 親 和 性 を 持 つ 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 を 含
む 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ５

抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の ：
（ ｉ ） 請 求 項 １ ９ ～ ２ ６ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る 宿 主 細 胞 ク ロ ー ン

を 、 少 な く と も １ 種 の 軽 鎖 及 び 少 な く と も ２ 種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 の 発 現 を 助 長 す る
条 件 下 に 培 養 す る 工 程
を 含 む 、

さ ら に 、 次 の ：
（ ｉ ｉ ） 抗 体 を 、 宿 主 細 胞 か ら か 、 又 は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程

を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の

抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ７ 又 は ２ ８ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 、 混 合 物

組 換 え 宿 主 細 胞 を 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め に 作 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が
次 の ：

前 記 宿 主 細 胞 中 に 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ３
種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 核 酸 配 列 を 連 続 的 に
か 、 又 は 同 時 に 導 入 す る 工 程
を 含 む 、 方 法



　 組 換 え 宿 主 細 胞 を 、 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め に 作 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が
次 の ：
　

工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　

。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　

。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　

。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　

。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　

。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　

　

。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　  

　
　

。
【 請 求 項 ４ １ 】
　

方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　

。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 、 少 な く と も ２ 種 の 前 記 重 鎖 と 対
合 可 能 な 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 非 － ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 軽 鎖 を 暗 号
化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸
配 列 又 は 配 列 群 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 を 暗 号 化 す る 前 記 核 酸 配 列 が 、 組 織 － 特 異 的 プ
ロ モ ー タ の 調 節 下 に あ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物

抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 植 物 か ら 得 ら れ 得 る 、 混 合 物

薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 及 び 適 切 な 担 体 を 含 み 、 少
な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 前 記 混 合 物 の 組 換 え 的 に 生 産 さ れ る 抗 体 に お い て 代 表 さ れ る
、 薬 学 的 組 成 物

前 記 混 合 物 が 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の

抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 、 ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 対 象 物 の
処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め に 代 表 さ れ る 、 混 合 物

抗 体 の 混 合 物 の 使 用 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 が 、 ヒ ト か 、 又 は 動 物 の 対
象 物 に お い て の 疾 病 又 は 疾 患 の 処 置 又 は 診 断 に お け る 使 用 の た め の 薬 剤 の 調 製 の た め に 代
表 さ れ る 、 混 合 物 の 使 用

異 な る ア イ ソ タ イ プ を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 宿 主 細 胞 か ら 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
こ の 方 法 が 次 の ：

組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 異 な る
ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る 工 程
を 含 む 、 方 法

前 記 ア イ ソ タ イ プ が 少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ａ を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の

所 望 の 効 果 を 持 つ 抗 体 の 混 合 物 を 、 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 識 別 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 次 の ：

ｉ ） 抗 体 の 混 合 物 を 機 能 的 ア ッ セ イ に お い て 加 え る 工 程 、 及 び
ｉ ｉ ） 前 記 混 合 物 の 効 果 を 前 記 ア ッ セ イ に お い て 定 め る 工 程

を 含 み 、 前 記 混 合 物 に お け る 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含 む 、 方 法

前 記 混 合 物 が 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 に お い て 含 ま れ る 、 請 求
項 ４ ０ 記 載 の

少 な く と も １ 種 の 前 記 軽 鎖 及 び ／ 又 は 重 鎖 群 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 又 は 配 列 群 が 、 少 な
く と も １ 種 の 抗 体 提 示 の 選 定 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ 、 １ ９ ～ ２
８ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 、 又 は 請 求 項 １ ０ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 、 又
は 請 求 項 ３ ０ 又 は ３ １ 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 の 作 出 方 法 、 又 は 請 求 項 ３ ２ 記 載 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物



　
　

。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　
　

。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 異 な る ア イ ソ タ イ プ が

記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　

。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　

　

。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　

。
【 請 求 項 ５ １ 】
　

。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　

。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　

培 養 物 。
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標 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
ｉ ） 抗 体 を 含 む 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ を 、 標 的 を 含 む 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程 、 ｉ ｉ ） 前 記

標 的 に 結 合 す る 抗 体 を 選 定 す る 少 な く と も １ 種 の 工 程 、 ｉ ｉ ｉ ） 前 記 標 的 に 結 合 す る 少 な
く と も ２ 種 の 抗 体 を 識 別 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 が 共 通 の 軽 鎖 を 含
む 工 程 、 ｉ ｖ ） 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 及 び 前 記 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 の 重 鎖 を 暗 号 化
す る 核 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 群 を 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 工 程 、 ｖ ） 前 記 宿 主 細 胞 の ク ロ ー
ン を 、 前 記 核 酸 配 列 の 発 現 を 助 長 す る 条 件 下 に 培 養 す る 工 程
を 含 む 、 方 法

抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お い て 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 次 の ：
組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 及 び 可 変 領 域 に お い て 異

な り 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 な 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
を 発 現 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 及 び 前 記 重 鎖 が 、 更 に 、 そ れ ら の 定 常 領 域 に お い て 、 異 な る
重 鎖 の 間 の 対 合 を 減 少 さ せ る か 、 又 は 防 ぐ の に 十 分 に 異 な る 工 程
を 包 含 す る 、 方 法

前 記 重 鎖 が 異 な る ア イ ソ タ イ プ で あ る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の

前 記 異 な る ア イ ソ タ イ プ が 少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ １ 及 び Ｉ ｇ Ｇ ３ を 包 含 す る 、 請 求 項 ４ ５

少 な く と も Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ａ の ア イ ソ タ イ プ を 包 含 す る 、 請
求 項 ４ ５

抗 体 の 混 合 物 で あ っ て 、 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ７ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る
、 混 合 物

二 量 体 の Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ プ {（ Ｉ ｇ Ａ ） ２ }抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 組 換 え 宿 主 に お
い て 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も １ 部 分 の 前 記 二 量 体 Ｉ ｇ Ａ 抗 体 が 、 異 な る
結 合 領 域 を 各 々 の ２ 種 の Ｉ ｇ Ａ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 持 ち 、 こ の 方 法 が 次 の ：

組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 、 及 び 前 記 共 通 の 軽 鎖 に 対
合 可 能 な Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現
さ せ る 工 程
を 含 む 、 方 法

少 な く と も ２ 種 の 異 な る 特 異 性 を 持 つ Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 を 含 む 抗 体 の 混 合 物 を 生 産 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 こ の 方 法 が 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、 共 通 の 軽 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列
、 及 び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 重 鎖 を 暗 号 化 す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ
せ る 工 程 を 含 み 、 前 記 重 鎖 が 前 記 共 通 の 軽 鎖 と 対 合 可 能 で あ る 、 方 法

Ｉ ｇ Ａ 二 量 体 、 Ｉ ｇ Ｍ 五 量 体 又 は Ｉ ｇ Ｍ 六 量 体 で あ っ て 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な る 特 異
性 を 持 つ 、 Ｉ ｇ Ａ 二 量 体 、 Ｉ ｇ Ｍ 五 量 体 又 は Ｉ ｇ Ｍ 六 量 体

免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合 物 を 単 一 細 胞 か ら 生 産 す る 、 細 胞 の 培 養 物 で あ っ て 、 前 記 混 合 物
が 少 な く と も ３ 種 の 異 な る 重 鎖 を 含 む 、 培 養 物

さ ら に 、 前 記 培 養 物 が 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 混 合 物 を 、 単 一 細 胞 か ら 、 ２ ０ よ り 多 い
集 団 倍 加 数 の 間 生 産 す る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の
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　　　　 　　        DD62  EE03 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  BA10  BA40  CA40  DA76  EA20  EA50  FA74 
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本发明提供了从单一宿主细胞克隆产生抗体混合物的方法。另外，编码
轻链的核酸序列和编码不同重链的核酸序列在重组宿主细胞中表达。根
据本发明的混合物中的抗体合适地包含与能够与轻链配对的不同重链配
对的相同轻链，由此形成功能性抗原结合结构域。本发明还提供了抗体
的混合物。这种混合物可用于各种领域。


