
(57)【要約】

　本発明は、抗原結合ダイマーおよびマルチマー構造、

該構造をコードする発現ベクター、該構造の診断および

治療での使用に関する。この抗原結合構造は、好ましく

は、Fv抗体構築物の形態である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ４ つ の 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 有 す る 単 鎖 分 子 を 含 有 し て な る ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー
構 造 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 該 ４ つ の 可 変 ド メ イ ン の 最 初 の ２ つ ま た は 最 後 の ２ つ の い ず れ か 一 方 が 、 V H /V L
ま た は V L /V H の 向 き に 抗 原 結 合 scFvを 形 成 す る こ と に よ り 同 じ 鎖 内 で 互 い に 分 子 内 結 合 し
て い る 、 お よ び
（ ｂ ） 　 他 方 の ２ つ の ド メ イ ン が 、 別 の 鎖 の 対 応 す る V H ま た は V L ド メ イ ン と 分 子 間 結 合 し
て 抗 原 結 合 V H /V L 対 を 形 成 し て い る 、
ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 特 徴 ：
（ ａ ） 　 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の モ ノ マ ー が 少 な く と も ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ の
う ち 、 1つ の モ ノ マ ー の ２ つ の 隣 接 す る ド メ イ ン が 抗 原 結 合 V H -V L ま た は V L -V H scFv単 位 を
形 成 し 、 こ れ ら の ２ つ の 可 変 ド メ イ ン は 、 scFvの 分 子 内 形 成 を 妨 げ な い 、 少 な く と も ５ 個
の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
（ ｂ ） 　 該 モ ノ マ ー の 少 な く と も ２ つ の 可 変 ド メ イ ン が 別 の モ ノ マ ー の ２ つ の 可 変 ド メ イ
ン と 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ て お り 、 こ れ に よ り 、 少 な く と も ２ つ の さ ら な る 抗 原 結 合
部 位 の 形 成 が も た ら さ れ て マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ が 形 成 さ れ 、 各 モ ノ マ ー の こ れ ら の ２ つ
の 可 変 ド メ イ ン は 最 大 12の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
を 有 す る 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 形 態 の 請 求 項 １ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら な る 特 徴 は 、 1つ の モ ノ マ ー の ２ つ の 隣 接 す る ド メ イ ン に よ り 形 成 さ れ た 抗 原 結 合 V

H -V L ま た は V L -V H scFv単 位 が 、 マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ の 他 方 の 可 変 ド メ イ ン に 、 少 な く と
も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る こ と で あ る 、 請 求 項 ２ 記
載 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 モ ノ マ ー が ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ こ で 、 該 モ ノ マ ー の 第 ３ お よ び 第 ４ 可 変
ド メ イ ン が 12個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ２
ま た は ３ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 モ ノ マ ー が ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ こ で 、 該 モ ノ マ ー の 第 １ お よ び 第 ２ 可 変
ド メ イ ン が 12個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ２
ま た は ３ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 モ ノ マ ー の 第 １ お よ び 第 ２ ド メ イ ン ま た は 第 ３ お よ び 第 ４ ド メ イ ン の い ず れ か 一 方 が
介 在 ア ミ ノ 酸 残 基 な し で 直 接 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ま た は ５ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 モ ノ マ ー の 第 ２ お よ び 第 ３ 可 変 ド メ イ ン が 、 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る
ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ～ ６ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 モ ノ マ ー の い ず れ か の 可 変 ド メ イ ン が 、 Ｎ お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 に お い て 少 な く と も
１ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 だ け 短 縮 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ９ 】
　 モ ノ マ ー の ド メ イ ン の 順 序 が 、 V H -V L -V H -V L 、 V L -V H -V H -V L 、 V H -V L -V L -V H ま た は V L -V H -V

L -V H で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も １ つ の 可 変 ド メ イ ン 対 の 非 共 有 結 合 が 、 少 な く と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
に よ り 強 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 四 価 ダ イ マ ー 、 六 価 ト リ マ ー ま た は 八 価 テ ト ラ マ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か 記
載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 二 重 特 異 性 ま た は 三 重 特 異 性 ま た は 四 重 特 異 性 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ い ず れ か 記
載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の モ ノ マ ー が 生 物 学 的 に 活 性 な 物 質 、 化 学 薬 品 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質
ま た は 薬 物 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー
構 造 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ｂ リ ン パ 球 の CD19抗 原 ま た は CEA抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 単 一 特 異 性 抗 体
で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ い ず れ か ま た は １ ３ 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 （ ａ ） 　 CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の CD3複 合 体 ；
（ ｂ ） 　 CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の CD5複 合 体 ；
（ ｃ ） 　 CD19お よ び Ｔ リ ン パ 球 上 の CD28抗 原 ；
（ ｄ ） 　 CD19な ら び に ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 活 性 化 さ れ た 単 球 上
の CD16；
（ ｅ ） 　 CEAお よ び CD3；
（ ｆ ） 　 CEAお よ び CD28； ま た は
（ ｇ ） 　 CEAお よ び CD16
に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ い ず れ か 記 載 の
ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 （ ａ ） 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列
と 、 該 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 可 変 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 価 マ ル チ マ ー 構 造 の モ ノ マ ー を コ ー
ド す る DNA配 列 の 形 成 が も た ら さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー ト し 、 （ ｂ ） 種 々 の モ ノ マ ー を コ ー
ド す る DNA配 列 を 適 当 な 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ
マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 を コ ー ド す る DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ７ 記 載 の DNA配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 pSKK2-scFv L 1 8 抗 CD3-LL-scFv L 1 0 抗 CD19(pSKK2-scFv3LLDb19)(DSM 14470)ま た は pSKK2-s
cFv L 1 8 抗 CD19-LL-scFv L 1 0 抗 CD3(pSKK2-scFv19LLDb3)(DSM 14471)で あ る 、 請 求 項 １ ８ 記 載
の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の DNA
配 列 ま た は 請 求 項 １ ８ も し く は １ ９ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 診 断 の た め の 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 （ ａ ） 　 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 腫 瘍 も し く は プ リ オ ン 関 連 疾 患 の 治 療 、 （ ｂ ） 赤 血 球 の 凝 集
、 （ ｃ ） 免 疫 系 の 細 胞 障 害 性 細 胞 の 腫 瘍 細 胞 へ の 結 合 、 ま た は （ ｄ ） 活 性 な サ イ ト カ イ ン
、 細 胞 障 害 性 物 質 も し く は プ ロ テ ア ー ゼ の 標 的 細 胞 へ の 結 合 の た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 の
た め の 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の
DNA配 列 ま た は 請 求 項 １ ８ も し く は １ ９ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 を 含 有 す る 診 断 用 キ ッ ト
。
 
 
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 結 合 ダ イ マ ー お よ び マ ル チ マ ー 構 造 、 該 構 造 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
、 該 構 造 の 診 断 お よ び 治 療 で の 使 用 に 関 す る 。 こ の 抗 原 結 合 構 造 は 、 好 ま し く は 、 Fv抗 体
構 築 物 の 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 天 然 の 抗 体 は そ れ 自 身 が ダ イ マ ー で あ り 、 し た が っ て 二 価 で あ る 。 異 な る 抗 体 を 産 生 す
る ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 人 工 的 に 融 合 さ せ る と 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ に
よ り 産 生 さ れ る 抗 体 の い く つ か は 、 異 な る 特 異 性 を 有 す る ２ つ の モ ノ マ ー か ら 構 成 さ れ る
。 か か る 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ２ つ の 抗 体 を 化 学 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と に よ っ て も
産 生 さ れ 得 る 。 天 然 の 抗 体 お よ び そ の 二 重 特 異 性 誘 導 体 は 、 比 較 的 大 き く 、 産 生 さ せ る の
に 高 価 で あ る 。 ま た 、 マ ウ ス 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン は ヒ ト 抗 マ ウ ス (HAMA)応 答 の 主 な 原 因 で
あ り 、 治 療 剤 と し て の 広 範 な 使 用 を 妨 げ る 。 こ れ ら は ま た 、 そ の Fc受 容 体 の 結 合 に よ る 所
望 さ れ な い 効 果 を 生 じ る 。 こ れ ら の 理 由 の た め 、 分 子 免 疫 学 者 ら は 、 微 生 物 に お い て 、 よ
り ず っ と 小 さ い Fab-お よ び Fv-断 片 の 産 生 に 焦 点 を あ て て い る 。 こ れ ら の 小 断 片 は 産 生 が
ず っ と 容 易 で あ る だ け で な く 、 よ り 免 疫 原 性 が 低 く 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を も た ず 、 比 較 的
大 き さ が 小 さ い た め に 組 織 お よ び 腫 瘍 を よ り 良 好 に 透 過 し 得 る 。 Fab断 片 の 場 合 、 可 変 ド
メ イ ン に 隣 接 す る 定 常 ド メ イ ン は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ダ イ マ ー の 安 定 化 に お い て 主 要 な 役 割
を は た す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Fv断 片 は 、 よ り 安 定 性 が 低 く 、 し た が っ て 、 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め 、 ペ プ チ ド リ ン カ
ー が 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 間 に 導 入 さ れ た 。 こ の 構 築 物 は 、 単 鎖 Fv(scFv)断 片 と し
て 知 ら れ て い る 。 さ ら な る 安 定 性 の た め 、 ２ つ の ド メ イ ン 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 時 々 導
入 さ れ る 。 こ れ ま で に 、 四 価 の scFv系 抗 体 が 、 テ ト ラ マ ー を 形 成 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
モ ノ マ ー な ど の さ ら な る 重 合 ド メ イ ン へ の 融 合 、 お よ び 両 親 媒 性 α へ リ ッ ク ス へ の 融 合 に
よ り 作 製 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の さ ら な る ド メ イ ン は 、 該 四 価 分 子 の 免 疫 原 性 を
増 加 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 二 価 お よ び 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン の み を 用 い て 構 築 さ れ 得 る 。 か な り 効
率 的 で 比 較 的 簡 単 な 方 法 は 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 間 に 、 該 ド メ イ ン が フ ォ ー ル デ ィ ン グ し
得 ず 、 互 い に 結 合 し 得 な い よ う な 短 い リ ン カ ー 配 列 を 作 製 す る こ と で あ る 。 リ ン カ ー の 長
さ を ３ ～ 12残 基 に 短 縮 す る こ と は 、 scFv分 子 の モ ノ マ ー コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 抑 制 し
、 60kDaの 非 共 有 結 合 性 scFvダ イ マ ー 「 二 量 体 (diabody)」 の 形 成 を 伴 う 分 子 間 V H -V L 対 合
に 有 利 で あ る (Holligerら ,1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448)。 二 量 体
形 式 は 、 組 換 え 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 製 に も 使 用 さ れ 得 、 組 換 え 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 あ る １
つ の 抗 体 由 来 の V H ド メ イ ン が 別 の 抗 体 の V L ド メ イ ン と 短 い リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て な る
、 ２ つ の 単 鎖 融 合 産 物 の 非 共 有 結 合 性 会 合 に よ り 得 ら れ る 。 リ ン カ ー の 長 さ を さ ら に さ ら
に ３ 残 基 未 満 に 短 縮 す る と 、 ト リ マ ー （ 「 三 量 体 (triabody)」 、 約 90ｋ Da） ま た は テ ト ラ
マ ー （ 「 四 量 体 (tetrabody)」 、 約 120ｋ Da） (LeGallら , 1999, FEBS Letters 453, 164-1
68)の 形 成 が も た ら さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 小 さ な サ イ ズ の 二 重 特 異 性 二 量 体 (50～ 60kD
a)は 、 腎 臓 に よ る 血 流 か ら の 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス を も た ら し 、 し た が っ て 、 治 療 の た め に
は 比 較 的 高 用 量 の 適 用 が 必 要 と さ れ る 。 さ ら に 、 二 重 特 異 性 二 量 体 は 、 各 特 異 性 に 対 し て
結 合 ド メ イ ン を １ つ し か も た な い 。 し か し な が ら 、 二 価 結 合 は 、 機 能 性 ア フ ィ ニ テ ィ を 増
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大 さ せ 、 お そ ら く 、 高 密 度 に ク ラ ス タ ー 化 し た 抗 原 を 保 有 す る 特 定 の 細 胞 型 に 対 す る 選 択
性 を 増 大 さ せ る 重 要 な 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 基 礎 を な す 技 術 的 課 題 は 、 従 来 技 術 の Fv-抗 体 の 不 都 合 点 を 解 決
す る 、 新 規 な 抗 体 結 合 性 ダ イ マ ー お よ び マ ル チ マ ー 構 造 を 提 供 す る こ と 、 お よ び 単 一 特 異
的 ま た は 多 重 特 異 的 で あ る 、 少 な く と も ４ つ の 結 合 性 ド メ イ ン を 有 す る 構 造 を 形 成 す る た
め の 一 般 的 な 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 該 技 術 的 課 題 の 解 決 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 特 徴 付 け ら れ る 態 様 を 提 供 す る こ と に
よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 分 子 の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 部 分 に 位 置 す る scFv-ダ イ マ ー 、 -ト リ マ ー お よ び
-テ ト ラ マ ー を 、 マ ル チ マ ー Fv-分 子 の 構 築 の た め の 多 量 体 化 モ チ ー フ と し て 使 用 し 得 る と
い う 観 察 に 基 づ く も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 単 一 特 異 的 ま た は 多 重 特 異 的 で あ
る 、 少 な く と も ４ つ の 結 合 性 ド メ イ ン を 有 す る マ ル チ マ ー Fv分 子 を 形 成 す る た め の 一 般 的
な 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の Fv分 子 の 各 モ ノ マ ー は 、 V H /V L 抗 原 結 合 単 位 、 お よ び 他 の モ
ノ マ ー の 可 変 ド メ イ ン （ 多 量 体 化 モ チ ー フ ） に 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し た 後 、 V H /V L 抗 原
結 合 単 位 を 形 成 す る ２ つ の 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン を 特 徴 と す る 。 ダ イ マ ー 、 ト リ マ ー ま た は
テ ト ラ マ ー は 、 可 変 ド メ イ ン 、 お よ び 多 量 体 化 モ チ ー フ を 含 有 す る 可 変 ド メ イ ン 間 の ペ プ
チ ド リ ン カ ー の 長 さ に 応 じ て 形 成 さ れ る （ 図 １ 、 ２ 、 ３ 、 14、 21を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 好 ま し く は マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 形 態 で あ る 、 本 発 明 の 抗 原 結 合 ダ イ マ ー ま た は マ ル チ
マ ー 構 造 は 、 非 常 に 安 定 で あ り 、 か つ よ り 高 い 結 合 能 力 を 有 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 ま た
、 こ れ ま で に 使 用 さ れ た ダ イ マ ー 二 量 体 は 、 小 さ く 、 腎 臓 に よ り 血 流 か ら か な り 急 速 に 除
去 さ れ る た め 、 本 発 明 の 構 造 は 、 治 療 目 的 に 特 に 有 用 で あ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明
の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 単 鎖 形 式 は 、 細 菌 内 の み で な く 、 真 核 微 生 物 内 に お い て 作 製 可 能
と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ４ つ の 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 含 有 す る 単 鎖 分 子 を 含 有 し て な る ダ
イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 該 ４ つ の 可 変 ド メ イ ン の 最 初 の ２ つ 、 ま た は 最 後 の ２ つ の 一 方 が 、 V H /V L ま た は V

L /V H の 向 き に 抗 体 結 合 性 scFvを 形 成 す る こ と に よ り 同 じ 鎖 内 で 互 い に 分 子 内 結 合 し て い る
、 お よ び
（ ｂ ） 　 他 方 の ２ つ の ド メ イ ン が 、 別 の 鎖 の 対 応 す る V H ま た は V L ド メ イ ン と 分 子 間 結 合 し
て 抗 体 結 合 性 V H /V L 対 を 形 成 し て い る 、
ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 特 徴 ：
（ ａ ） 　 該 Fv-抗 体 の モ ノ マ ー が 少 な く と も ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ の う ち 、 1つ
の モ ノ マ ー の ２ つ の 隣 接 す る ド メ イ ン が 抗 原 結 合 V H -V L ま た は V L -V H scFv単 位 を 形 成 し ； こ
れ ら の ２ つ の 可 変 ド メ イ ン は 、 scFvの 分 子 内 形 成 を 妨 げ な い 、 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸
残 基 の 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11ま た は 12個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド
リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
（ ｂ ） 　 該 モ ノ マ ー の 少 な く と も ２ つ の 可 変 ド メ イ ン が 別 の モ ノ マ ー の ２ つ の 可 変 ド メ イ
ン と 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ て お り 、 こ れ が 、 少 な く と も ２ つ の さ ら な る 抗 原 結 合 部 位
の 形 成 を も た ら し 、 マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ を 形 成 し て お り ； 各 モ ノ マ ー の こ れ ら の ２ つ の
可 変 ド メ イ ン は 最 大 12、 好 ま し く は 最 大 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連
結 さ れ て い る 、
を 特 徴 と す る 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 さ ら に 好 ま し い 特 徴 は 、 1つ の モ ノ マ ー の ２ つ の 隣 接 す る ド メ イ ン に よ り 形 成 さ れ る 抗
原 結 合 V H -V L ま た は V L -V H scFv単 位 が 、 多 量 体 化 モ チ ー フ の 他 方 の 可 変 ド メ イ ン と 、 少 な く
と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11ま た は 12個 の
ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 し て い る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 用 語 「 Fv-抗 体 」 は 、 可 変 ド メ イ ン を 含 有 す る が 、 定 常 ド メ イ ン は 含 有 し な い 抗 体 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 用 語 「 ペ プ チ ド リ ン カ ー 」 は 、 ２ つ の 可 変 ド メ イ ン を 連 結 さ せ る こ と が で き 、 そ の 長 さ
が 連 結 す る 可 変 ド メ イ ン の 種 類 に 依 存 す る 任 意 の ペ プ チ ド に 関 す る 。 ペ プ チ ド リ ン カ ー は
、 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 得 、 第 ２ お よ び 第 ３ 可 変 ド メ イ ン を 連 結 す る ペ プ チ ド リ ン カ
ー と し て は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 グ リ シ ン 、 セ リ ン お よ び プ ロ リ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 用 語 「 分 子 内 」 は 、 機 能 的 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 を 伴 う 、 同 じ ペ プ チ ド 鎖 （ モ ノ マ ー ） に
属 す る V H お よ び V L ド メ イ ン 間 の 相 互 作 用 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 用 語 「 分 子 間 」 は 、 異 な る モ ノ マ ー に 属 す る V H お よ び V L ド メ イ ン 間 の 相 互 作 用 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 原 結 合 ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 築 物 、 例 え ば 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 は 、
標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 該 Fv-抗 体 は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 す
る よ う に 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列
と 、 該 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 可 変 ド メ イ ン を 連 結 し て マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の モ ノ マ ー を コ ー
ド す る DNA配 列 の 形 成 が も た ら さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー ト し 、 種 々 の モ ノ マ ー を コ ー ド す る D
NA配 列 を 適 当 な 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 原 結 合 構 造 、 特 に Fv-抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 慣 用 技 術 、 例 え
ば 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 、 挿 入 、 置 換 、 付 加 お よ び ／ ま た は 組 換 え お よ び ／ ま た は 当 該 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 他 の 修 飾 の い ず れ か を 単 独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 さ
ら に 修 飾 し 得 る 。 可 変 ド メ イ ン ま た は ペ プ チ ド リ ン カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 の 下 地 と な る DNA
配 列 内 に か か る 修 飾 を 導 入 す る た め の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Sambrook,Mol
ecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)N.Y.を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 原 結 合 構 造 は 、 少 な く と も １ つ の さ ら な る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 有 し 得 、
該 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い る 。 連 結 は 、 当
該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 、 お よ び 上 記 の 方 法 に 従 う 遺 伝 子 融 合 に 基 づ き 得 、 例 え ば 、 WO
 94/04686な ど に 記 載 の よ う な 化 学 架 橋 に よ り 行 な わ れ 得 る 。 本 発 明 に し た が っ て 使 用 さ
れ る 構 造 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 内 に 存 在 す る さ ら な る ド メ イ ン は 、 好 ま し く は 、 フ レ
キ シ ブ ル リ ン カ ー 、 有 利 に は ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ 得 、 こ こ で 、 ペ プ チ ド リ ン
カ ー は 、 該 さ ら な る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 と Fv-抗 体 の Ｎ 末 端 （ ま た は そ の 逆 ） と
の 間 隔 に ま た が る の に 充 分 な 長 さ の 複 数 の 親 水 性 ペ プ チ ド 結 合 ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 。 上 述
の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ の た め の 切 断 可 能 な リ ン カ ー ま た は 切 断 可 能 な 部 位
を さ ら に 含 有 し 得 る 。 ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ス チ ジ ン -タ グ 、 例 え ば (His) 6 な ど の
タ グ を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 原 結 合 構 造 の モ ノ マ ー は 、 ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含
有 し 、 該 モ ノ マ ー の 第 １ お よ び 第 ２ ま た は 第 ３ お よ び 第 ４ 可 変 ド メ イ ン の い ず れ か が 、 12
、 11、 10個 ま た は そ れ 未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は ５ 個 未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ
ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 。 さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 １ お よ び 第 ２ ま
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た は 第 ３ お よ び 第 ４ ド メ イ ン の い ず れ か は 、 介 在 ア ミ ノ 酸 残 基 な し で 直 接 連 結 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 モ ノ マ ー の 第 ２ お よ び 第 ３ 可 変 ド メ イ ン が 、 少
な く と も ５ 個 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11ま た は 12個 の ア ミ ノ 酸 残 基
か ら な る ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 最 大 数 は
30で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 い ず れ か の 可 変 ド メ イ ン は 、 Ｎ 末 端 お よ び ／ ま た
は Ｃ 末 端 で 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 だ け 短 縮 さ れ て い る 。 あ る 状 況 に お い て 、 こ の
短 縮 型 形 態 は 、 独 国 特 許 出 願 100 63 048.0に 記 載 の よ う に 、 よ り 良 好 な 安 定 性 の 分 子 を 与
え る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 モ ノ マ ー の ド メ イ ン の 順 序 は 、 V H -V L -V H -V L 、 V L -
V H -V H -V L 、 V H -V L -V L -V H ま た は V L -V H -V L -V H で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 あ る 場 合 に お い て 、 ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 会 合 を 強 化 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。
し た が っ て 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 可 変 ド メ イ ン
の 少 な く と も １ つ の 対 の 結 合 は 、 少 な く と も １ つ の 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 強 化 さ
れ て い る 。 こ れ は 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 相 応 に 修 飾 す る こ と に よ り 、 す
な わ ち 、 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 導 入
す る た め の ２ つ の 最 も 有 望 な 部 位 は 、 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク ２ を 軽 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク ４
に 連 結 す る V H 44-V L 100お よ び 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 4を 軽 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 2に 連 結 す る
V H 105-V L 43の よ う で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 は 、 四 価 ダ イ マ ー 、 六 価 ト
リ マ ー ま た は 八 価 テ ト ラ マ ー で あ る 。 か か る 形 態 の 形 成 は 、 好 ま し く は 、 多 量 体 化 モ チ ー
フ を 含 有 す る 特 定 の V H お よ び V L ド メ イ ン に よ り 、 お よ び リ ン カ ー の 長 さ に よ り 決 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 は 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性
、 四 重 特 異 性 ・ ・ ・ な ど の 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 モ ノ マ ー サ ブ ユ ニ ッ ト の 多 量 体 化 は 、 第 ４ 可 変 ド メ イ ン の Ｃ 末 端 に お け る 二 量 体 化 モ チ
ー フ の 存 在 に よ り 促 進 さ れ 得 、 こ れ は 、 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 直 接 連 結 さ れ た
（ ポ リ ） ペ プ チ ド で あ る 。 か か る 二 量 体 化 モ チ ー フ の 例 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 、 両 親 媒 性 α へ リ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 二 量 体 化 モ チ ー フ は 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 少 な く と も ２ つ の モ ノ マ ー の
最 後 の ド メ イ ン に 融 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 特 定 の 治 療 用 途 に は 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー 抗 体 の 少 な く と も １ つ の モ ノ マ ー を 、 非 共 有
結 合 ま た は 共 有 結 合 よ り 、 生 物 学 的 に 活 性 な 物 質 （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 ホ ル
モ ン ） 、 化 学 薬 品 （ 例 え ば 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン ） 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 α
-ア マ ニ チ ン ） 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 グ ラ ン ザ イ ム Ａ お よ び Ｂ ） と 結 合 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 は 、 （ Ｉ ） Ｂ リ ン パ 球
の CD19抗 原 ま た は 癌 胎 児 抗 原 (CEA)に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 単 一 特 異 性 抗 体 ； ま
た は （ II） （ ａ ） CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の CD3複 合 体 ； （ ｂ ） CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体
の CD5複 合 体 ； （ ｃ ） CD19お よ び Ｔ リ ン パ 球 の CD28抗 原 ； （ ｄ ） CD19な ら び に ナ チ ュ ラ ル
キ ラ ー 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 活 性 化 さ れ た 単 球 上 の CD16； （ ｅ ） CEAお よ び CD3； （
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ｆ ） CEAお よ び CD28； ま た は （ ｇ ） CEAお よ び CD16に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 二 重 特
異 性 抗 体 で あ る 。 可 変 ド メ イ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 す で に 得 ら れ て お り 、 抗 体 抗 CD19
(Kipriyanovら , 1996, J. Immunol. Methods 200, 51-62)、 抗 CD3 (Kipriyanovら , 1997,
Protein Engineer. 10, 445-453)、 抗 CD28 (Takemuraら , 2000, EFBS Lett. 476, 266-27
1)、 抗 CD16(独 国 特 許 出 願 DE 199 37 264 A1)、 抗 CEA (Griffithsら , 1993, EMBO J. 12, 
725-734)お よ び 抗 CD5(Betterら , 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 457-461)の
場 合 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 驚 い た こ と に 、 特 異 性 抗 CD3お よ び 抗 CD19を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 四 価 構 造 は 、 対 応 す
る 二 価 (scFv)x2構 造 、 お よ び ４ つ の ド メ イ ン す べ て が 別 の 鎖 の 対 応 す る ド メ イ ン と 対 を 形
成 し た 四 価 構 造 よ り も イ ン ビ ト ロ で ず っ と 高 い 有 効 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 （ ａ ） ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 可 変 ド メ イ ン
を コ ー ド す る DNA配 列 と 、 該 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 可 変 ド メ イ ン を 連 結 し て マ ル チ マ ー Fv-抗
体 の モ ノ マ ー を コ ー ド す る DNA配 列 の 形 成 が も た ら さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー ト し 、 （ ｂ ） 種
々 の モ ノ マ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 適 当 な 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る 、 本 発 明 の マ ル チ
マ ー Fv-抗 体 の 調 製 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 の 種 々 の 工 程 は 、 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば 、 Sambr
ookら ,に 記 載 の 、 ま た は 以 下 の 実 施 例 に 記 載 の 方 法 に よ り 行 な わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る DNA配 列 お よ び ベ ク タ ー 、 好 ま
し く は 該 DNA配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 を 含 め る た め 、 お よ び 発 現 さ せ る た め に 種 々 の 発
現 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 系 を 用 い 得 る 。 こ れ ら と し て は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ 、 プ ラ ス ミ ド も し く は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 な ど の 微 生 物 ；
酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス ） で 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク
ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Ti
も し く は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； ま た は 動 物 細 胞 系 が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 は 使 用 す る 宿 主 細 胞 に よ り 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 対 照 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 調 節 配 列 」 は 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 行 な う た め に 、 宿 主 の 細
胞 性 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 、 ベ ク タ ー -エ ン ハ ン サ ー の 非 翻 訳 領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 、 5
'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 で あ る 。 か か る エ レ メ ン ト は 、 そ の 強 度 お よ び 特 異 性 に お い て 異 な
り 得 る 。 使 用 す る ベ ク タ ー 系 お よ び 宿 主 に 応 じ て 、 構 成 的 お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含
む 、 任 意 の 数 の 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト を 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 細 菌 系 に お い て
ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 Bluescript.RTM.フ ァ ー ジ ミ ド （ Stratagene,LaJolla, Calif.）
ま た は pSport1.TM.プ ラ ス ミ ド （ Gibco BRL） の ハ イ ブ リ ッ ド LacZプ ロ モ ー タ ー な ど の 誘 導
性 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し 得 る 。 昆 虫 細 胞 に お い て は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ
ー タ ー を 使 用 し 得 る 。 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム 由 来 （ 例 え ば 、 熱 シ ョ ッ ク RUBISCO； お よ び 保 存
タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） ま た は 植 物 ウ イ ル ス 由 来 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー も し く は リ
ー ダ ー 配 列 ） の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー を ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 得 る 。 哺 乳
動 物 細 胞 系 に お い て 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 ま た は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が
好 ま し い 。 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 多 数 の コ ピ ー を 含 む 細 胞 株 を 作 製 す る
こ と が 必 要 で あ る 場 合 、 SV40ま た は EBVに 基 づ く ベ ク タ ー を 、 適 切 な 選 択 マ ー カ ー と と も
に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 細 菌 系 に お い て 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 に つ い て 意 図 さ れ る 用 途 に 応 じ て い く つ か の 発 現
ベ ク タ ー を 選 択 し 得 る 。 本 発 明 で の 使 用 に 好 適 な ベ ク タ ー と し て は 、 細 菌 に お け る 発 現 用
の pSKK発 現 ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeに お い て 、 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び PGH
な ど の 構 成 的 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る い く つ か の ベ ク タ ー を 使 用 し 得 る 。 概
説 は 、 Grantら ,(1987) Methods Enzymol. 153:516-544を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 植 物 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 は 、 い
く つ か の プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か に よ り 誘 導 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 CaMVの 35Sお よ び 19Sプ ロ
モ ー タ ー な ど の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 単 独 で 、 ま た は
TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し 得 る (Takamatsu, N. (1987) EMBO J.
 6:307-311)。 あ る い は ま た 、 RUBISCOま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な
ど の 植 物 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し 得 る (Coruzzi,Gら , (1984) EMBO J. 3:1671-1680; Brogli
e, R.ら  (1984) Science 224:838-843; お よ び Winter,J.ら , (1991) Results Probl. Cel
l Differ. 17:85-105)。 こ れ ら の 構 築 物 は 、 直 接 DNA形 質 転 換 ま た は 病 原 体 媒 介 性 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 植 物 細 胞 内 に 導 入 さ れ 得 る 。 か か る 技 術 は 、 一 般 的 に 入 手 可 能 な 概
説 の い く つ か に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 McGrawHill Yearbook of Science and Technol
ogy (1992) McGraw Hill, New York, N.Y.; 第 191～ 196頁 の Hobbs,S.ま た は Murry, L. E.
 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 、 昆 虫 系 も 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 か か る 系 の １
つ で は 、 Spodoptera frugiperda細 胞 ま た は Trichoplusia幼 虫 に お い て 外 来 遺 伝 子 を 発 現
さ せ る た め に 、 Autographacalifornia核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcNPV)を ベ ク タ ー と し て 使 用
す る 。 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 は 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 な ど の ウ イ ル ス の 非
必 須 領 域 内 に ク ロ ー ニ ン グ し 得 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 し 得 る 。 マ ル
チ マ ー Fv-抗 体 の 良 好 な 挿 入 は 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 を 不 活 性 と し 、 被 覆 タ ン パ ク 質 を 欠
く 組 換 え ウ イ ル ス を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 次 い で 、 こ の 組 換 え ウ イ ル ス を 、 APOPが 発 現 さ れ 得 る 、 例 え ば S. frugiperda細 胞 ま た
は Trichoplusia幼 虫 を 感 染 さ せ る た め に 使 用 し 得 る (Engelhard,E. K.ら (1994) Proc. Nat
. Acad. Sci. 91:3224-3227)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お い て は 、 い く つ か の ウ イ ル ス 系 発 現 系 を 使 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス を 発 現 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る 場 合 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 を 、 後 期
プ ロ モ ー タ ー お よ び 三 部 分 リ ー ダ ー 配 列 か ら な る ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に ラ イ
ゲ ー ト し 得 る 。 感 染 し た 宿 主 細 胞 に お い て マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を 発 現 す る こ と が で き る 生
存 可 能 な ウ イ ル ス を 得 る た め に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 E1ま た は E3領 域 の 挿 入 を 使 用 し
得 る (Logan,J.お よ び Shenk, T. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3655-3659)。 ま た 、
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ る た め 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス (RSV)エ ン ハ ン サ
ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 プ ラ ス ミ ド 内 に 含 有 さ れ 、 発 現 さ れ 得 る よ り も 大 き な DNAの フ ラ グ メ ン ト を 送 達
す る た め に 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 (HAC)を 用 い 得 る 。 ６ ～ 10Ｍ の HACを 構 築 し 、 治 療 目 的 の た め
に 従 来 の 送 達 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー ま た は 小 胞 ） に よ り 送 達 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の よ り 効 率 的 な 翻 訳 を 達 成 す る た め に 、 特
定 の 開 始 シ グ ナ ル を 使 用 し 得 る 。 か か る シ グ ナ ル と し て は 、 ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配
列 が 挙 げ ら れ る 。 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 場 合 、 そ の 開 始 コ ド ン お よ び 上
流 配 列 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 さ ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 必 要 と な
り 得 な い 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 の み が 挿 入 さ れ る 場 合 は 、 ATG開 始 コ ド ン を 含 む 外
因 性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 提 供 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 開 始 コ ド ン は 、 挿 入 物 全 体 の 翻 訳 を
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確 実 に す る た め 、 正 し い リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 挿 入 さ れ る べ き で あ る 。 外 因 性 翻 訳 エ
レ メ ン ト お よ び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 お よ び 合 成 両 方 の 種 々 の 起 源 の も の で あ り 得 る 。 発 現
の 効 率 は 、 文 献 （ Scharf,D.ら  (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162） に 記
載 さ れ て い る も の な ど の 、 使 用 さ れ る 具 体 的 な 細 胞 系 に 適 切 で あ る エ ン ハ ン サ ー を 含 め る
こ と に よ り 向 上 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 宿 主 細 胞 株 は 、 そ の 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 ま た は 発 現 さ れ た タ ン
パ ク 質 を 所 望 の 様 式 で プ ロ セ ッ シ ン グ す る 能 力 で 選 択 さ れ 得 る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 の 「 プ
レ プ ロ 」 型 を 切 断 す る 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 正 し い 挿 入 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ お よ び ／
ま た は 機 能 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 特 定 の 細 胞 機 構 お よ び 翻 訳 後 活 性 の た め の 特
徴 的 な 機 構 を 有 す る 異 な る 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 CHO、 HeLa、 MDCK、 HEK293お よ び W138） は
、 American Type Culture Collection(ATCC; Bethesda, Md.)か ら 入 手 可 能 で あ り 、 外 来
タ ン パ ク 質 の 正 確 な 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る た め に 選 択 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 長 期 の 高 収 率 で の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば
、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 を 安 定 的 に 発 現 す る 細 胞 株 を 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 お よ び ／ ま た は
内 因 性 発 現 エ レ メ ン ト な ら び に 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 じ ま た は 別 個 の ベ ク タ ー 上
に 含 み 得 る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し 得 る 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 富 化 培 地 内 に お い
て 細 胞 を １ ～ ２ 日 間 増 殖 さ せ た 後 、 選 択 培 地 に 交 換 し 得 る 。 選 択 マ ー カ ー の 目 的 は 、 選 択
の た め の 耐 性 を 付 与 す る こ と で あ り 、 そ の 存 在 に よ り 、 導 入 さ れ た 配 列 を 良 好 に 発 現 す る
細 胞 の 成 長 お よ び 回 収 を 可 能 に す る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 細
胞 型 に 適 切 な 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 す る た め 、 任 意 の 数 の 選 択 系 を 使 用 し 得 る 。 こ れ ら と し て は 、 そ
れ ぞ れ 、 tk.sup.細 胞 ま た は aprt.sup.細 胞 に お い て 使 用 し 得 る 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ
ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wigler, M.ら (1977) Cell 11:223-32)遺 伝 子 お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowy, I.ら  (1980) Cell22:817-23)遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 抗 代 謝 剤 、 抗 生 物 質 ま た は 除 草 剤 耐 性 、 例 え ば 、 メ ト ト レ キ
セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る dhfr(Wigler, M.ら  (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77:3
567-70);ア ミ ノ グ リ コ シ ド ネ オ マ イ シ ン お よ び G-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る npt(Colbere
-Garapin, F.ら  (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14)な ら び に 、 そ れ ぞ れ ク ロ ル ス ル フ ロ ン
お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る alsお よ
び pat(Murry,上 記 )も 選 択 の 根 拠 と し て 使 用 し 得 る 。 さ ら な る 選 択 可 能 な 遺 伝 子 、 例 え ば
、 細 胞 が ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り に イ ン ド ー ル を 利 用 可 能 に す る trpBま た は 細 胞 が ヒ ス チ
ジ ン の 代 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 利 用 可 能 に す る hisDが 記 載 さ れ て い る （ Hartman,S. C.お
よ び R. C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:8047-51） 。 最 近 、 ア ン ト シ ア
ニ ン 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 GUSな ら び に ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び そ の 基 質 ル
シ フ ェ リ ン な ど の 可 視 マ ー カ ー の 使 用 の 人 気 が 高 ま っ て お り 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に よ る 形
質 転 換 体 を 同 定 す る た め だ け で な く 、 一 過 性 ま た は 安 定 な タ ン パ ク 質 発 現 の 量 を 定 量 す る
た め に 広 く 使 用 さ れ て い る （ Rhodes,C.A.ら , (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131）
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 特 定 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 pSKK2-scFv L 1 8 抗 CD3-LL-scFv L 1 0 抗 CD19(pSKK2-scFv3LLDb19)(2
001年 ８ 月 22日 に DSM 14470で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に し た が っ て DSMZに 寄 託 )ま た は pSKK2-scFv L
1 8 抗 CD19-LL-scFv L 1 0 抗 CD3(pSKK2-scFv19LLDb3)(2001年 ８ 月 22日 に DSM 14471で ブ ダ ペ ス
ト 条 約 に し た が っ て DSMZに 寄 託 )で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 好 ま し く は 適 切 な 医 薬 用 担 体 と 組 み 合 わ さ れ た 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv
-抗 体 、 DNA配 列 ま た は 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 適 切 な 医 薬 用 担 体 の
例 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 、 水 、 油 ／ 水 エ マ ル

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-508628 A 2005.4.7



ジ ョ ン な ど の エ マ ル ジ ョ ン 、 種 々 の タ イ プ の 湿 潤 剤 、 滅 菌 溶 液 な ど が 挙 げ ら れ る 。 か か る
担 体 は 、 従 来 法 に よ り 製 剤 化 さ れ 得 、 適 切 な 投 薬 量 で 被 験 体 に 投 与 さ れ 得 る 。 適 切 な 組 成
物 の 投 与 は 、 種 々 の 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 局 所 ま た は 皮
内 投 与 に よ り 行 な わ れ 得 る 。 投 与 経 路 は 、 も ち ろ ん 、 疾 患 、 例 え ば 腫 瘍 の 性 質 、 お よ び 医
薬 組 成 物 に 含 有 さ れ る 化 合 物 の 種 類 に 依 存 す る 。 投 薬 計 画 は 、 担 当 医 師 お よ び 他 の 臨 床 的
因 子 に よ り 決 定 さ れ る 。 医 学 分 野 で は 周 知 の よ う に 、 任 意 の 一 患 者 に 対 す る 用 量 は 、 患 者
の 体 格 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 性 別 、 投 与 さ れ る 具 体 的 な 化 合 物 、 投 与 の 時 間 お よ び 経 路 、 障
害 の 種 類 、 一 般 健 康 状 態 な ら び に 同 時 に 投 与 さ れ て い る 他 の 薬 物 を 含 む 多 く の 因 子 に 依 存
す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 好 ま し い 薬 学 的 用 途 は 、 （ ａ ） ウ イ ル ス 、 細 菌 、 腫 瘍 も し く は プ リ オ
ン 関 連 疾 患 の 治 療 、 （ ｂ ） 赤 血 球 の 凝 集 、 （ ｃ ） 免 疫 系 の 細 胞 障 害 性 細 胞 、 例 え ば 、 Ｔ 細
胞 も し く は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 の 腫 瘍 細 胞 へ の 結 合 、 ま た は （ ｄ ） 活 性 な サ イ ト カ イ ン
、 好 ま し く は Ｉ Ｌ － １ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｆ Ｎ γ 、 Ｔ Ｎ Ｆ α も し く は Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 細 胞 障 害
性 物 質 （ 例 え ば 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 α -ア マ ニ チ ン も し く は プ ロ テ ア ー
ゼ 、 好 ま し く は グ ラ ン ザ イ ム Ｂ の 標 的 細 胞 へ の 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 診 断 の た め の 本 発 明 の マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 使 用 で あ る 。 診
断 用 試 験 に お い て 使 用 す る た め 、 本 発 明 に よ り キ ッ ト も 提 供 さ れ 、 該 キ ッ ト は 本 発 明 の マ
ル チ マ ー Fv-抗 体 を 含 有 す る 。 Fv-抗 体 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 該 キ ッ ト は ELISAに よ る 診 断 を 可 能 に し 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 固 体 支 持 体 、 例 え ば ポ リ
ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 に 結 合 さ せ た Fv-抗 体 を
含 有 す る 。 あ る い は ま た 、 該 キ ッ ト は 、 RIAに 基 づ く も の で あ り 、 放 射 性 同 位 体 で マ ー キ
ン グ し た Fv-抗 体 を 含 有 す る 。 本 発 明 の キ ッ ト の 好 ま し い 態 様 で は 、 抗 体 は 、 酵 素 、 蛍 光
性 化 合 物 、 発 光 性 化 合 物 、 強 磁 性 プ ロ ー ブ ま た は 放 射 性 化 合 物 で 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 を 図 面 に 関 し て さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 １ ： 細 菌 に お け る マ ル チ マ ー Fv分 子 の 発 現 の た め の プ ラ ス ミ ド pSKK2scFvL 1 8 抗 CD3-
LL-scFvL 1 0 抗 CD19(scFv3-Db19)お よ び pSKK2 scFvL 1 8 抗 CD19-LL-scFvL 1 0 抗 CD3(scFv19-Db3
)の 構 築
　 マ ル チ マ ー Fv構 築 物 の 作 製 の た め に 、 ヒ ト CD19に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ HD37(Kipriya
novら 、 1996、 J.Immumol. Meth. 196, 51-62;Le Gallら 、 1999, FEBS Lett., 453, 164-1
68)ま た は ヒ ト CD3に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ OKT3(Kipriyanovら 、 1997,Protein Eng. 10,
 445-453)の い ず れ か に 由 来 す る 抗 体 断 片 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド pHOG_HD37、 pHOG_Dia_H
D37、 pHOG_mOKT3+NotIお よ び pHOG_Dia_mOKT3を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 c-mycエ ピ ト ー プ お よ び ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ニ ル テ ー ル を コ ー ド す る セ グ メ ン ト に 続 く 抗 CD1
9scFv L 1 0 遺 伝 子 を PvuII/XbaIを 用 い て プ ラ ス ミ ド pHOG Dia HD37か ら 切 断 し 、 PvuII/XbaI
線 状 ベ ク タ ー pDISC-1LLに 再 度 ク ロ ー ン 化 し た (Kipriyanovら 、 1999, J. Mol. Biol. 293,
 41-56)（ 図 ４ ） 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド プ ラ ス ミ ド を 、 NcoI/NotIに よ り 線 状 し 、 プ ラ ス ミ ド
pHOGmOKT3+NotIか ら NcoI/NotIに よ り 切 断 し た scFv L 1 0 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 こ の プ ラ ス
ミ ド に ラ イ ゲ ー ト し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pHOGscFv L 1 8 α CD3-LL-scFv L 1 0 α CD19(sc
Fv3-Db19)で あ る （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 線 状 ハ イ ブ リ ッ ド プ ラ ス ミ ド NcoI/NotIを ま た 、 プ ラ ス ミ ド pHOGHD37に 由 来 す る scFv L 1 8
α CD19を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 使 用 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pHOG s
cFv L 1 8 α CD19-LL-scFv L 1 0 α CD19(scFv19× Db19)で あ る （ 図 ４ ） 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 、 Pvu
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II/XbaIに よ り 線 状 し 、 c-mycエ ピ ト ー プ お よ び ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ニ ル テ ー ル を コ ー ド す る セ
グ メ ン ト に 続 く scFv L 1 0 遺 伝 子 を 、 PvuII/XbaIを 用 い て プ ラ ス ミ ド pHOGDia mOKT3か ら 切 断
し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pHOG scFv L 1 8 α CD19-LL-scFv L 1 0 α CD3(scFv19-Db3)で あ る
（ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム に お け る 機 能 的 抗 体 断 片 の 収 率 を 増 加 す る た め に 、 最 適 化 発 現 ベ ク タ
ー pSKKを 作 製 し た 。 こ の ベ ク タ ー を 、 hok/sokプ ラ ス ミ ド 無 含 有 細 胞 自 殺 系 (plasmid-free
 cell suicidesystem)(Thistedら 、 1994, EMBO J., 13, 1950-1956)を 含 有 す る プ ラ ス ミ
ド pHKK(Horn, 1996, Appl.Microbiol. Biotechnol., 46, 524-532)に 基 づ い て 構 築 し た 。
最 初 に 、 プ ラ イ マ ー 5-NDE、 5'-GATATA AAATACCTATTGCCTACGGCお よ び 3-AFL、 5'-CGAA
TT TTAGCACAGGCCTCTAGAGACACACAGATCTTTAGを 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド pHOG3-19(Kipriyan
ovら 、 1998,Int. J. Cancer 77, 763-772)か ら PCRに よ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド scFv V H 3-V L 19を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 921bpの PCR断 片 を NdeIお よ び AflIIを 用 い て 消 化
し 、 NdeI/AflII線 状 プ ラ ス ミ ド pHKKに ク ロ ー ン 化 し 、 ベ ク タ ー pHKK3-19を 作 製 し た 。 余 分
の XbaI部 位 を 削 除 す る た め に 、 lacI遺 伝 子 (lacレ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る )の 3'末 端 部 分
を 含 有 す る pHKKプ ラ ス ミ ド の 断 片 、 強 い 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー t H P お よ び 野 生 型 lacプ ロ モ ー
タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー を 、 プ ラ イ マ ー 5-NAR、 5'-CACCCT CAATACGCAAACCGCCお よ び 3-ND
E、 5'-GGTATTT TATATCTCCTTCTTCAGAAATTCGTAATCATGGを 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た 。
得 ら れ た 329bpDNA断 片 を 、 NarIお よ び NdeIで 消 化 し 、 NarI/NdeI線 状 プ ラ ス ミ ド pHKK3-19
に ク ロ ー ン 化 し 、 ベ ク タ ー
　
　
を 作 製 し た 。 よ り 高 い 組 換 え 抗 体 産 生 の た め に Skp/OmpHペ リ プ ラ ズ ム 因 子 を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 導 入 す る た め に (Bothmannお よ び Plueckthun,1988, Nat. Biotechnol., 16, 376-38
0)、 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド pGAH317(Holckお よ び Kleppe, 1988,Gene, 67, 117-124)を 使 用
し て プ ラ イ マ ー skp-3、 5'-CGAATT AAGGAGATATACATATGAAAAAGTGGTTATTAGCTGCAGGお よ
び skp-4、 5'-CGAATT CATTATTTAACCTGTTTCAGTACGTCGGを 用 い る PCRに よ り 、 skp遺 伝 子
を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 528bpPCR断 片 を AflIIお よ び XhoIを 用 い て 消 化 し 、 発 現 プ ラ ス ミ ド p
SKK2を 生 じ る AflII/XhoI消 化 プ ラ ス ミ ド
　
　
に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pHOG scFv L 1 8 α CD3-LL-scFv L 1 0 α CD19(scFv3-Db19)お よ び pHOGscFv L 1 8 α CD1
9-LL-scFv L 1 0 α CD3(scFv19-Db3)を 、 NcoI/XbaIに よ り 切 断 し 、 NcoI/XbaI線 状 プ ラ ス ミ ド p
SKK2に ラ イ ゲ ー ト し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pSKK2scFv L 1 8 α CD3-LL-scFv L 1 0 α CD19お
よ び pSKK2 scFv L 1 8 α CD19-LL-scFv L 1 0 α CD3で あ る 。 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸
配 列 を 、 そ れ ぞ れ 図 6お よ び 図 7に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 ２ ： 細 菌 に お け る マ ル チ マ ー Fv分 子 の 発 現 お よ び 精 製
　 発 現 プ ラ ス ミ ド pSKK2scFv L 1 8 α CD3-LL-scFv L 1 0 α CD19お よ び pSKK2 scFv L 1 8 α CD19-LL-s
cFv L 1 0 α CD3を 用 い て 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 K12株 RV308(Maurerら 、 1980,J. Mol. Biol. 139
, 147-161)を 、 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン お よ び 100mMグ ル コ ー ス を 有 す る 2xYT培 地 (2xYT G A )
中 で 28℃ に て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 2xYT G A に お け る 一 晩 培 養 物 の 希 釈 物 (1:50)を 、 200rpmで 振
盪 し な が ら 28℃ に て フ ラ ス コ 培 養 物 と し て 増 殖 さ せ た 。 培 養 物 が OD 6 0 0 ＝ 0.8に 達 し た 時 、
細 菌 を 20℃ で 10分 間 の 5,000× gで の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン
を 含 有 す る 同 容 量 の 新 し い YTBS培 地 (1Mソ ル ビ ト ー ル お よ び 2.5mMグ リ シ ン ベ タ イ ン を 含 有
す る 2xYT； Blacwell& Horgan, 1991, FEBS Letters. 295, 10-12)に 再 懸 濁 し た 。 IPTGを
最 終 濃 度 0.2mMま で 添 加 し 、 20℃ で 18～ 20時 間 増 殖 を 続 け た 。 4℃ に て 20分 間 9,000× gで の
遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 採 取 し た 。 可 溶 性 ペ リ プ ラ ズ ム タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に 、 ペ レ
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ッ ト 化 細 菌 を 開 始 容 量 の 5％ の 氷 冷 50mMTris-HCl、 20％ ス ク ロ ー ス 、 1mM EDTA、 pH 8.0に
再 懸 濁 し た 。 時 々 撹 拌 し な が ら 氷 上 で の 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス
ト を 4℃ に て 30分 間 30,000× gで 遠 心 分 離 し 、 可 溶 性 ペ リ プ ラ ズ ム 抽 出 物 を 上 清 と し 、 ス フ
ェ ロ プ ラ ス ト ＋ 不 溶 性 ペ リ プ ラ ズ ム 材 料 を ペ レ ッ ト と し て 取 り 出 し た 。 ペ リ プ ラ ズ ム 画 分
を 4℃ で 開 始 緩 衝 液 (50mMTris-HCl、 1M NaCl、 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.0)に 対 し て 透 析 し
た 。 組 換 え 産 物 を 含 む 透 析 溶 液 を 、 4℃ に て 30分 間 30,000× gに て 遠 心 分 離 し た 。 組 換 え 産
物 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 に よ り 濃 縮 し た (最 終 濃 度 は 飽 和 の 70％ )。 タ ン パ ク 質 沈 殿 物 を
遠 心 分 離 (10,000× g、 4℃ 、 40分 間 )に よ り 回 収 し 、 開 始 容 量 の 10％ の 50mMTris-HCl、 1M N
aCl、 pH7.0に 溶 解 し た 。 固 定 化 金 属 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (IMAC)を 、 Cu 2 ＋ で 荷 電 し
、 か つ 50mMTris-HCl、 1M NaCl、 pH7.0（ 開 始 緩 衝 液 ） で 平 衡 化 し た キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス
(Pharmacia)の 5mlの カ ラ ム を 用 い て 4℃ で 行 っ た 。 試 料 を カ ラ ム に 通 過 さ せ る こ と に よ り
、 試 料 を 負 荷 し た 。 次 に 、 溶 出 物 の 吸 光 度 (280nm)が 最 小 に な る ま で 、 20カ ラ ム 容 積 の 開
始 緩 衝 液 、 続 い て 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る 開 始 緩 衝 液 で 洗 浄 し た （ 約 30カ ラ ム 容 量 ）
。 吸 収 物 質 を 、 50mMTris-HCl、 1M NaCl、 250mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.0で 溶 出 し た 。 マ ル チ
マ ー Fv分 子 を 含 む 溶 出 画 分 を 、 scFv3-Db19に つ い て 図 8Aお よ び scFv19-Db3に つ い て 図 8Bに
示 さ れ る よ う に 、 以 前 記 載 さ れ た (Kipriyanovら 、 1994、 Mol.Immunol. 31, 1047-1058)よ
う に 機 能 す る 抗 c-myc Mab 9E10を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 陽 性 画 分 を 回 収 し 、 Ultrafree-15遠 心 分 離 フ ィ ル タ ー デ バ イ ス (MilliporeCorporation,
 Eschborn, Germany)で 0.5mlま で 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 PBSI(15mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M NaCl、 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.0)中 で Superdex200
 HR10/30カ ラ ム (Pharmacia)を 通 す サ イ ズ 排 除 FPLCに よ り 、 マ ル チ マ ー Fv-分 子 の さ ら な る
精 製 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ 、 調 製 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め の 試 料 容 積 は 500μ lで あ り 、
流 速 は 0.5ml／ 分 で あ っ た 。 高 お よ び 低 分 子 量 ゲ ル 濾 過 検 定 用 キ ッ ト (Pharmacia)を 用 い て
カ ラ ム を 検 定 し た 。 マ ル チ マ ー Fv分 子 を 含 む 溶 出 画 分 を 、 以 前 記 載 さ れ た (Kipriyanovら
、 1994、 Mol.Immunol. 31, 1047-1058)よ う に 機 能 す る 抗 c-myc Mab 9E10を 用 い る ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 同 定 し 、 scFv3-Db19お よ び scFv19-Db3分 子 に つ い て そ れ ぞ れ 図 9A
お よ び 9Bに 結 果 を 示 す 。 画 分 を 回 収 し 、 氷 上 に 個 々 に 保 管 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 作 製 し た Fv分 子 を 、 同 じ 条 件 で 作 製 お よ び 精 製 し た ２ つ の scFv-scFvタ ン デ ム 、 scFv3-s
cFv19お よ び scFv19-scFv3（ 図 10） と 比 較 し た 。 図 10は 、 scFv3× scFv19お よ び scFv19× sc
Fv3と 比 較 し て 、 scFv3× Db19お よ び scFv19× Db3に 対 し て よ り 高 い 分 子 形 態 が 得 ら れ る こ
と を は っ き り と 示 し て い る 。 scFv3-scFv19お よ び scFv19-scFv3分 子 の 主 な ピ ー ク は 分 子 量
約 67kDaに 相 当 し 、 scFv3-Db19お よ び scFv19-Db3に 対 し て は 約 232kDaに 相 当 す る 。 分 子 の C
末 端 に お け る ダ イ マ ー 化 モ チ ー フ の 存 在 は 、 分 子 の マ ル チ マ ー 化 に つ い て 陽 性 効 果 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 ３ ： フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る マ ル チ マ ー Fv分 子 の 特 徴 づ け
　 ヒ ト CD3 + /CD19 - 急 性 T細 胞 白 血 病 株 ジ ャ ー カ ッ ト お よ び CD19 + /CD3 - B細 胞 株 JOK-1を フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に 使 用 し た 。 簡 単 に は 、 10％ FCSお よ び 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 補 充 し
た 50μ lの RPMI1640培 地 (GIBCO BRL, Eggenstein, Germany)（ 完 全 培 地 と も 言 う ） 中 5× 10
5 細 胞 を 、 氷 上 で 45分 間 100μ lの マ ル チ マ ー Fv分 子 調 製 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 完
全 培 地 を 用 い て 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を 、 氷 上 で 45分 間 同 じ 緩 衝 液 中 で 10μ g/mlの 抗 c-mycMAb
 9E10(IC Chemikalien, Ismaning, Germany)100mlと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ の 洗
浄 サ イ ク ル の 後 、 100μ lの FITC標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(GIBCOBRL)と 共 に 前 と 同 じ 条 件 下 で
細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 を 再 び 洗 浄 し 、 完 全 培 地 に 1μ g/mlの ヨ ウ 化 プ
ロ ピ ジ ウ ム (propidiumiodide)(Sigma, Deisenhofen, Germany)を 含 有 す る 溶 液 100μ lに 再
懸 濁 し 、 死 滅 細 胞 を 排 除 し た 。 染 色 細 胞 の 相 対 蛍 光 を 、 FACScanフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Be
ctonDickinson, Mountain View, CA)ま た は Epics XLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー シ ス テ ム (Beck
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man Coulter, Miami,FL)を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 実 験 は 、 全 て の マ ル チ マ ー Fv-分 子 に 対 し て CD3＋ ジ ャ ー カ ッ ト お
よ び CD19＋ JOK-1細 胞 の 両 方 と 特 異 的 な 相 互 作 用 を 示 し た （ 図 11） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 CD19お よ び CD3結 合 親 和 性 に つ い て 、 scFv3× scFv19お よ び scFv19-scFv3に 対 し て モ ノ マ
ー 、 な ら び に scFv3× Db19お よ び scFv19× Db3に 対 し て マ ル チ マ ー に 対 応 す る 画 分 を 使 用 す
る こ と を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 ４ ： マ ル チ マ ー Fv分 子 の イ ン ビ ト ロ 細 胞 表 面 保 持 ア ッ セ イ
　 細 胞 表 面 保 持 ア ッ セ イ を 、 保 持 さ れ た 抗 体 断 片 の 検 出 を 抗 c-myc MAb9E10、 続 い て FITC-
標 識 抗 マ ウ ス IgGを 用 い て 行 っ た 他 は 、 37℃ で 本 質 的 に (Adamsら 、 1998, Cancer Res. 58,
 485-490)に 記 載 の よ う に 行 な っ た 。 マ ル チ マ ー Fv-分 子 の 解 離 の 速 度 論 的 解 離 定 数 (K o f f )
お よ び 半 減 期 (t 1 / 2 )を 、 「 GraphPad」 Prism(GraphPadSoftware, San Diego, CA)を 用 い る
実 験 デ ー タ の １ 段 階 指 数 減 衰 フ ィ ッ ト (one-phase exponential decay fit)か ら 推 論 し た
。 対 照 の た め に 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (Kipriyanovら 、 1998、 Int.J. Cancer 77, 763-7
77;Cochloviusら 、 2000, J. Immunol. 165, 888-895)二 重 特 異 性 二 量 体 CD19× CD3(BsDb19
× 3)を 使 用 し た 。 実 験 の 結 果 を 図 12に 示 し 、 表 １ に 要 約 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 scFv3-scFv19は 、 CD19＋ JOK-1細 胞 に つ い て 相 対 的 に 短 い 保 持 半 減 期 (t 1 / 2 )を 有 し 、 BsD
b19× 3の t 1 / 2 よ り ほ ぼ 2倍 少 な い (表 １ )。 対 照 的 に 、 scFv3-Db19は 、 JOK-1細 胞 の 表 面 上 に
よ り 長 く 保 持 さ れ た 。 scFv19-scFv3に つ い て 、 t 1 / 2 は BsDb19× 3の t 1 / 2 と 同 じ 範 囲 で あ る
。 scFv3-Db19の 保 持 は 、 他 の 分 子 と 比 較 し て か な り 高 く 、 t 1 / 2 ＝ 65.71分 で あ る (表 １ )。 C
D3＋ ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 の 表 面 上 の 全 て の 多 特 異 的 Fv-分 子 の 半 減 期 は 、 相 対 的 に 短 か っ た
。 リ ン カ ー の 長 さ は 、 抗 原 結 合 に い く つ か 影 響 を 有 す る よ う で あ っ た 。 な ぜ な ら 、 scFv3-
Db19お よ び scFv19-Db3は 、 BsDb19× 3、 scFv3× scFv19お よ び scFv19-scFv3よ り も か な り 遅
い CD19-陽 性 細 胞 か ら の k o f f 値 を 示 し た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 ５ ： 組 換 え 多 価 分 子 の 抗 腫 瘍 活 性 の イ ン ビ ト ロ 解 析
　 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)を 罹 患 し て い る 患 者 か ら 新 し く 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 (PB
MC)を 、 12ウ エ ル プ レ ー ト (Invitrogen,Breda, The Netherlands)の 個 々 の ウ エ ル の 2mlの R
PMI培 地 ／ 10％ FCSに 2× 10 6 細 胞 ／ mlの 密 度 で 播 種 し た 。 組 換 え 抗 体 scFv3-scFv19お よ び sc
Fv3-Db19を 5μ g／ mlの 濃 度 で 添 加 し た 。 5日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 採 取 し 、
計 数 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の た め に 抗 CD3MAb OKT3(DKFZ, Heidelberg, Germany)
、 抗 CD4 MAb Edu-2(Chemicon, Hofheim, Germany)、 抗 CD8MAb UCH-T4(Chemicon, Hofheim
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, Germany)お よ び 抗 CD19 MAb HD37(DKFZ, Heidelberg,Germany)を 用 い て 染 色 し た 。 10 4 生
存 細 胞 を 、 Beckman-Coulterフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 解 析 し 、 CD3＋ 、 CD4＋ 、 CD8＋

お よ び CD19＋ 細 胞 の 相 対 量 お よ び 絶 対 量 を プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 13に 示 さ れ る 結 果 は 、 四 価 scFv3-Db19分 子 が 自 己 T細 胞 の 活 発 な 増 殖 お よ び C19＋ 腫 瘍
細 胞 の 死 滅 を 生 じ た こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 二 価 scFv3-scFv19分 子 は 、 ほ と ん ど 影 響 し な
か っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 ６ ： 細 菌 に お け る マ ル チ マ ー Fv-抗 体 (Db19-SL-scFv3)の 発 現 に 対 す る プ ラ ス ミ ド pS
KK3-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1 8 抗 CD3の 構 築
　 マ ル チ マ ー Fv構 築 物 の 作 製 の た め に 、 ヒ ト CD19に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ HD37(Kipriya
novら 、 1996、 J.Immumol. Meth. 196, 51-62;Le Gallら 、 1999, FEBS Lett., 453, 164-1
68)ま た は ヒ ト CD3に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ OKT3(Kipriyanovら 、 1997,Protein Eng. 10,
 445-453)の い ず れ か に 由 来 す る 抗 体 断 片 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド pHOG_HD37、 pHOG_Dia_H
D37、 pHOG_mOKT3+NotIお よ び pHOG_Dia_mOKT3を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 V L -V H の 向 き を 有 す る 抗 CD19scFv L 7 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 作 製 す る た め に 、 鋳 型 と し て
プ ラ ス ミ ド DNA pHOG_HD37(Kipriyanovら 、 1996、 J.Immumol. Meth. 196, 51-62)お よ び プ
ラ イ マ ー VL Nco、 5'-CAGCCGG CG TTGCTCACCCAAACTCCAGCお よ び 3Ck、 5'-AGACGG
TGCAGCAACAGTACGTTTGATTTCCAGCを 用 い る PCRに よ り 、 V L -HD37遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た
371bpPCR断 片 は 、 抗 CD19 VLド メ イ ン 、 続 い て 7ア ミ ノ 酸 Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro-Serリ
ン カ ー を コ ー ド す る 。 順 番 に 、 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド DNApHOG_HD37(Kipriyanovら 、 1996
、 J. Immumol. Meth. 196, 51-62)お よ び プ ラ イ マ ー 5 Ck、 5'-CGTACTGTTGCTGCACCGTCTCAG
GTGCAACTGCAGCAGTCお よ び VHNot、 5'-GAAGAT A TGAGGAGACGGTGACTGAGGTTCCを
用 い る PCRに よ り 、 V L -HD37遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 416bpPCR断 片 は 、 7ア ミ ノ 酸 Arg-T
hr-Val-Ala-Ala-Pro-Serリ ン カ ー の 前 に 抗 CD19 VHド メ イ ン を コ ー ド す る 。 プ ラ イ マ ー VL
Ncoお よ び VHNotを 用 い る 371bpお よ び 416bp DNA断 片 か ら の PCRに よ り 、 抗 CD19 scFv L 7 に 対
す る 全 体 の 遺 伝 子 を 合 成 し た 。 得 ら れ た 764bpの PCR断 片 を NcoIお よ び NotIを 用 い て 消 化 し
、 NcoI/NotI線 状 プ ラ ス ミ ド pDISC2/SL(Kipriyanovら 、 1999,J. Mol. Biol. 293, 41-56)
に ク ロ ー ン 化 し 、 し た が っ て プ ラ ス ミ ド pDISC-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1 0 抗 CD3を 作 製 し た
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム (periplasm)に お け る 機 能 的 scFv抗 体 の 収 率 を 増 加 す る た め に 、 最 適
化 発 現 ベ ク タ ー pSKK3を 作 製 し た （ 図 15） 。 こ の ベ ク タ ー を 、 hok/sokプ ラ ス ミ ド 無 含 有 細
胞 自 殺 系 (Thistedら 、 1994,EMBO J. 13, 1960-1968)を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド pHKK(Hornら 、
1996, Appl. Microbiol. Biotechnol.46, 524-532)に 基 づ い て 構 築 し た 。 最 初 に 、 プ ラ イ
マ ー 5-NDE、 5'-GATATA AAATACCTATTGCCTACGGCお よ び 3-AFL、 5'-CGAATT TTAGCA
CAGGCCTCTAGAGACACACAGATCTTTAGを 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド pHOG3-19(Kipriyanovら 、 1998,Int
. J. Cancer 77, 763-772)か ら PCRに よ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド scFv V H 3-V L 19を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 921bpの PCR断 片 を NdeIお よ び AflIIを 用 い て 消 化 し 、 NdeI/AflII
線 状 プ ラ ス ミ ド pHKKに ク ロ ー ン 化 し 、 ベ ク タ ー pHKK3-19を 作 製 し た 。 余 分 の XbaI部 位 を 削
除 す る た め に 、 lacI遺 伝 子 (lacレ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る )の 3'末 端 部 分 を 含 有 す る pHKK
プ ラ ス ミ ド の 断 片 、 強 い 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー tHPお よ び 野 生 型 lacプ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー
タ ー を 、 プ ラ イ マ ー 5-NAR、 5'-CACCCT CAATACGCAAACCGCCお よ び 3-NDE、 5'-GGTATTT

TATATCTCCTTCTTCAGAAATTCGTAATCATGGを 用 い る PCRに よ り 増 幅 し た 。 得 ら れ た 329bpDN
A断 片 を 、 NarIお よ び NdeIで 消 化 し 、 NarI/NdeI線 状 プ ラ ス ミ ド pHKK3-19に ク ロ ー ン 化 し 、
ベ ク タ ー pHKKΔ Xbaを 作 製 し た 。 よ り 高 い 組 換 え 抗 体 産 生 の た め に Skp/OmpHペ リ プ ラ ズ ム
因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 す る た め に (Bothmannお よ び Plueckthun,1998, Nat. Biote
chnol. 16, 376-380)、 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド pGAH317(Holckお よ び Kleppe, 1988,Gene 67
, 117-124)を 使 用 し て プ ラ イ マ ー skp-3、 5'-CGAATT AAGGAGATATACATATGAAAAAGTGGTT
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ATTAGCTGCAGGお よ び skp-4、 5'-CGAATT CATTATTTAACCTGTTTCAGTACGTCGGを 用 い る PCR
に よ り 、 skp遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 528bpPCR断 片 を AflIIお よ び XhoIを 用 い て 消 化 し
、 AflII/XhoI消 化 プ ラ ス ミ ド
　
　
に ク ロ ー ン 化 し 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pSKK2を 生 じ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 潜 在 的 に 免 疫 原 性 で あ る c-mycエ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 を 除 去 す る た め に 、 NcoI/Xb
aI線 状 プ ラ ス ミ ド pSKK2を 、 scFvphOx31E(Marksら 、 1997, BioTechnology 10, 779-783)を
コ ー ド す る NcoI/XbaI-消 化 902bp PCR断 片 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し 、 プ ラ イ マ ー D
P1お よ び His-Xba、 5'-CAGGCC TTAGTGATGGTGATGGTGATGGGを 用 い て 増 幅 し た 。 得 ら れ
た プ ラ ス ミ ド psKK3を NcoIお よ び NotIを 用 い て 消 化 し 、 抗 CD3scFv 1 8 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
ク ロ ー ニ ン グ す る た め の ベ ク タ ー と し て 使 用 し 、 NcoIお よ び NotIを 用 い た プ ラ ス ミ ド pHOG
21 dmOKT3＋ NotI(Kipriyanovら 、 1997,Protein Eng. 10, 445-453)の 消 化 後 751bp DNA断
片 と し て 単 離 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pSKK3 scFv L 1 8 抗 CD3を 、 プ ラ イ マ ー Bi3h、 5'-CCG
G CGCAGGTG CAGTCTGGお よ び P-skp、 5'-GCTGCCCATGTTGACGATTGCを 用 い る 抗 C
D3scFv 1 8 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の PCR増 幅 の た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 作 製 し た 919bpの PC
R断 片 を PvuIIお よ び XbaIを 用 い て 消 化 し 、 PvuII/XbaI切 断 プ ラ ス ミ ド pDISC-scFv L 7 抗 CD19
-SL-scFv L 1 0 抗 CD3に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pDISC-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1
8 抗 CD3を NcoIお よ び XbaIで 消 化 し 、 1536bpDNA断 片 を 単 離 し 、 NcoI/XbaI-線 状 ベ ク タ ー pSK
K3に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 作 製 し た プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1 8 抗 CD3（ 図 15） は 、 プ ラ ス ミ ド 挙 動
を 改 善 し 、 振 盪 フ ラ ス コ 培 養 お よ び 高 細 胞 密 度 発 酵 の 両 方 の 条 件 下 で 大 腸 菌 ペ リ プ ラ ズ ム
に お い て 機 能 的 二 価 産 物 の 増 加 し た 蓄 積 を も た ら す 数 個 の 特 徴 を 含 む 。 こ れ ら は 、 プ ラ ス
ミ ド の 損 失 を 妨 げ る hok/sok分 離 後 死 滅 系 、 強 タ ン デ ム リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 細 菌 に
お け る 抗 体 断 片 の 機 能 的 収 率 を 増 加 す る ペ リ プ ラ ズ ム 因 子 Skp/OmpHを コ ー ド す る 遺 伝 子 で
あ る 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 wtlacプ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー 系 の 転 写 制 御 下 に あ り 、 大 腸
菌 LacZ遺 伝 子 に 由 来 す る 第 １ rbsを 有 す る β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (lacZ')の N末 端 ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 短 い 配 列 、 続 い て フ ァ ー ジ T7の 遺 伝 子 10(T7g10)に 由 来 す る 強 い rbsの 翻 訳 制 御
下 に scFv抗 体 お よ び Skp/OmpHペ リ プ ラ ズ ム 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 そ の 上 、 scFv
抗 体 の 遺 伝 子 は 、 免 疫 検 出 お よ び 固 定 化 金 属 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (IMAC)に よ る 組 換
え 産 物 の 精 製 の 両 方 の た め の ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 続 く
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ７ ： 細 菌 に お け る 発 現 お よ び マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 精 製
　 大 腸 菌 K12株 RV308(Δ lacχ 74galISII::OP308strA)(Maurerら 、 1980, J. Mol. Biol. 13
9, 147-161)(ATCC31608)を scFv抗 体 の 機 能 的 発 現 の た め に 使 用 し た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド pSKK
3-scFv 7 抗 CD19-SL-scFv 1 8 抗 CD3を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 菌 を 、 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン お
よ び 100mMグ ル コ ー ス を 有 す る 2xYT培 地 (2xYT G A )中 で 28℃ に て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 一 晩 培 養
物 を 新 し い 2xYT G A 培 地 中 で 600nm(OD 6 0 0 )が 0.1で あ る 最 適 密 度 ま で 希 釈 し 、 フ ラ ス コ 培 養
物 と し て 28℃ で 激 し く 振 盪 し な が ら (180-220rpm)OD 6 0 0 が 0.8に 達 す る ま で 増 殖 を 続 け た 。
細 菌 を 20℃ で 15分 間 の 5,000gで の 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 同 容 量 の 新 し い YTBS培 地 (1Mソ ル
ビ ト ー ル 、 2.5mMグ リ シ ン ベ タ イ ン お よ び 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る 2xYT)に 再 懸
濁 し た 。 イ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)を 最 終 濃 度 0.2mMま で 添 加 し
、 21℃ で 18～ 20時 間 増 殖 を 続 け た 。 4℃ に て 20分 間 9,000gで の 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 採 取
し た 。 可 溶 性 ペ リ プ ラ ズ ム タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に 、 ペ レ ッ ト 化 細 菌 を 開 始 容 量 の 5
％ の 氷 冷 200mMTris-HCl、 20％ ス ク ロ ー ス 、 1mM EDTA、 pH 8.0に 再 懸 濁 し た 。 時 々 撹 拌 し
な が ら 氷 上 で の 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト を 4℃ に て 30分 間 30,000
gで 遠 心 分 離 し 、 可 溶 性 ペ リ プ ラ ズ ム 抽 出 物 を 上 清 と し 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト ＋ 不 溶 性 ペ リ
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プ ラ ズ ム 材 料 を ペ レ ッ ト と し て 取 り 出 し た 。 ペ リ プ ラ ズ ム 画 分 を 50mMTris-HCl、 1M NaCl
、 pH7.0に 対 し て 入 念 に 透 析 し 、 scFv抗 体 を 単 離 す る た め の 出 発 物 質 と し て 使 用 し た 。 組
換 え 産 物 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 に よ り 濃 縮 し た (最 終 濃 度 は 飽 和 の 70％ )。 タ ン パ ク 質 沈
殿 物 を 遠 心 分 離 (10,000g、 4℃ 、 40分 間 )に よ り 回 収 し 、 開 始 容 量 の 2.5％ の 50mMTris-HCl
、 1M NaCl、 pH7.0に 溶 解 し 、 続 い て 同 じ 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。 固 定 化 金 属 親 和 性 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー (IMAC)を 、 Cu 2 ＋ で 荷 電 し 、 か つ 50mMTris-HCl、 1M NaCl、 pH7.0（ 開 始 緩
衝 液 ） で 平 衡 化 し た キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス (Amersham Pharmacia, Freiburg,Germany)の 5m
lの カ ラ ム を 用 い て 4℃ で 行 っ た 。 重 力 流 に よ り 試 料 を カ ラ ム に 通 過 さ せ る こ と に よ り 、 試
料 を 負 荷 し た 。 次 に 、 溶 出 物 の 吸 光 度 (280nm)が 最 小 に な る ま で 、 20カ ラ ム 容 積 の 開 始 緩
衝 液 、 続 い て 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る 開 始 緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 し た （ 約 30カ ラ ム 容
量 ） 。 吸 収 物 質 を 、 50mMTris-HCl、 1M NaCl、 300mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.0で 1mlの 画 分 と し
て 溶 出 し た 。 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 出 画 分 を 、 以 前 記 載 さ れ た よ う に (Kipriyanovら
、 1994、 Mol.Immunol. 31, 1047-1058)機 能 す る 抗 ペ ン タ -His mAb(QIAGEN, Hilden, Germ
any)お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGHRP-コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 (Dianova, Hamburg, Germany)を 用 い
る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 同 定 し た 。 陽 性 画 分 を プ ー ル し 、 予 め 充 填 し た PD-10カ
ラ ム (PharmaciaBiotech, Freiburg, Germany)を 用 い て 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル -HCl、 50mM NaCl
(pH6.0)に 対 し て 緩 衝 液 交 換 を 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 の 濁 り を 遠 心 分 離 に よ り 除 去 し た (
30,000g、 1時 間 、 4℃ )。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 最 終 精 製 を 、 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル -HCl、 50mM NaCl、 pH6.0中 で 線 形 0.05-1MNaCl勾 配 を 用
い る Mono S HR 5/5カ ラ ム (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)を 通 す イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 達 成 し た 。 マ ル チ マ ー Fv抗 体 を 含 む 画 分 を 、 Ultrafree-15遠 心
分 離 フ ィ ル タ ー デ バ イ ス (MilliporeEschborn, Germany)を 用 い て 、 50mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH
7.0を 含 む PBS(PBSI緩 衝 液 )に 対 し て 同 時 に 緩 衝 液 交 換 し な が ら 濃 縮 し た 。 Bio-Rad(Munich
,Germany)タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト を 使 用 す る Bradford染 料 結 合 ア ッ セ イ (Bradford, 19
76, Anal. Biochem., 72,248-254)に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し た 。 SDS-PAGE解 析 は 、 D
b19-SL-scFv3が 分 子 量 (M r )約 56kDaを 有 す る 単 一 バ ン ド と し て 移 動 す る こ と を 示 し た （ 図 1
7） 。 検 定 用 Superdex200 HR 10/30カ ラ ム (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)を
通 す サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 Db19-SL-scFv3が 主 に 約 150kDaの M r を 有 す る ダ イ
マ ー 形 態 で あ る こ と を 示 し た （ 図 18） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 ８ ： 細 胞 結 合 測 定
　 ヒ ト CD3 + T細 胞 白 血 病 細 胞 株 ジ ャ ー カ ッ ト お よ び ヒ ト CD19＋ B細 胞 細 胞 株 JOK-1を 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 実 験 に 使 用 し た 。 10％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS)、 2mML-グ ル タ ミ ン
、 100U/mLペ ニ シ リ ン Gナ ト リ ウ ム お よ び 100μ g/ml硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (全 て Invitrog
en, Groningen, TheNetherlands)を 補 充 し た RPMI 1640培 地 中 で 5％ CO 2 を 有 す る 加 湿 雰 囲
気 下 に 37℃ に て 細 胞 を 培 養 し た 。 希 釈 し た Db19-SL-scFv3を 含 み 、 2％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔
血 清 (FCS,Invitrogen, Groningen, The Netherlands)お よ び 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム (Roth
, Karlsruhe,Germany)を 補 充 し た 0.1mlの リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (PBS, Invitrogen, Gro
ningen, The Netherlands)(FACS緩 衝 液 と も 言 う )と 共 に 、 氷 上 で 45分 間 1× 10 6 細 胞 を イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 FACS緩 衝 液 を 用 い て 洗 浄 し た 後 、 0.01mg/mlの 抗 -(His) 6 マ ウ ス mAb13/45
/31-2(Dianova, Hamburg, Germany)を 含 有 す る 同 じ 緩 衝 液 0.1mlと 共 に 氷 上 で 45分 間 細 胞
を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ 洗 浄 サ イ ク ル の 後 、 0.015mg/mlの FITC-コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ
抗 マ ウ ス IgG(Dianova,Hamburg, Germany)0.1mlと 共 に 前 と 同 じ 条 件 下 に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 次 に 細 胞 を 再 び 洗 浄 し 、 2μ g/mlの ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (Sigma-Aldrich,Taufki
rchen, Germany)を 含 む FACS緩 衝 液 0.5mlに 再 懸 濁 し 、 死 滅 細 胞 を 排 除 し た 。 1× 10 4 染 色 細
胞 の 蛍 光 を 、 Beckman-CoulterEpics XLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Beckman-Coulter, Krefeld
, Germany)を 用 い て 測 定 し た 。 System-IIお よ び Expo32ソ フ ト ウ エ ア (Beckman-Coulter,Kr
efeld, Germany)を 使 用 し て 平 均 蛍 光 (F)を 計 算 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 差 し 引 い た 。
ソ フ ト ウ エ ア プ ロ グ ラ ム PRISM(GraphPadSoftware, San Diego, CA)を 使 用 し て ラ イ ン ウ ィ
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ー バ ー -バ ー ク 等 式 ： 1/F＝ 1/F m a x ＋ (K d /F m a x )(1/[Ab])に 実 験 値 を 適 合 さ せ る こ と に よ り
平 衡 解 離 定 数 (K d )を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 実 験 は 、 表 面 上 に CD3を 発 現 す る ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 、 お よ び 表 面
上 に CD19を 発 現 す る JOK-1細 胞 に 対 す る Db19-SL-scFv3分 子 の 特 異 的 相 互 作 用 を 示 し た （ 図
19、 Aお よ び B） 。 測 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 定 数 は 、 分 子 の CD-3お よ び CD-19結 合 部 分 の 両
方 に み ご と に 匹 敵 す る こ と を 証 明 し た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 ９ ： 組 換 え 多 価 分 子 の 抗 腫 瘍 活 性 の イ ン ビ ト ロ 解 析
　 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)を 罹 患 し て い る 患 者 か ら 新 し く 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 (PB
MC)を 、 12ウ エ ル プ レ ー ト (Invitrogen,Breda, The Netherlands)の 個 々 の ウ エ ル の 2mlの R
PMI培 地 ／ 10％ FCSに 2× 10 6 細 胞 ／ mlの 密 度 で 播 種 し た 。 組 換 え 抗 体 Db19-SL-scFv3を 5、 1
、 0.1μ g／ mlの 濃 度 で 添 加 し た 。 6日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 計 数 し
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の た め に 抗 CD3MAb OKT3(DKFZ, Heidelberg, Germany)、 抗 CD
4 MAb Edu-2(Chemicon, Hofheim, Germany)、 抗 CD8MAb UCH-T4(Chemicon, Hofheim, Germ
any)お よ び 抗 CD19 MAb HD37(DKFZ, Heidelberg,Germany)を 用 い て 染 色 し た 。 10 4 生 存 細 胞
を 、 Beckman-Coulterフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 解 析 し 、 CD3＋ 、 CD4＋ 、 CD8＋ お よ び
CD19＋ 細 胞 の 相 対 量 を プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 図 20に 示 さ れ る 結 果 は 、 四 価 Db19-SL-scFv3分 子 が 自 己 T細 胞 の 活 発 な 増 殖 お よ び C19＋

腫 瘍 細 胞 の 死 滅 を 生 じ る こ と を 示 し た 。 観 察 さ れ た T細 胞 増 殖 お よ び 死 滅 CLL細 胞 は 、 以 前
記 載 し た CD19× CD3タ ン デ ム 二 量 体 で 観 察 さ れ た も の よ り も 高 く さ え あ っ た (Tandab;Kipri
yanovら 、 1999,J. Mol. Biol. 293, 41-56； Cochloviusら 、 2000, Cancer Res. 60, 4336
-4341)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 10： 細 菌 に お け る マ ル チ マ ー Fv-抗 体 (Db19-L6-scFv3)の 発 現 に 対 す る プ ラ ス ミ ド pS
KK3-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3の 構 築
　 抗 CD3 scFv L 1 0 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 、 抗 ヒ ト CD3scFv 1 8 に 対 す る 遺 伝 子
を 含 む プ ラ ス ミ ド pHOG21-dmOKT3(Kipriyanovら 、 1997, Protein Engineering10, 445-453
)を 使 用 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 手 順 を 容 易 に す る た め に 、 プ ラ イ マ ー Bi3sk、 5'-CAGCCGGCCAT
GGCGCAGGTGCAACTGCAGCAGお よ び Bi9sk、 5'-GAAGATGGATCCAGCGGCCGCAGTATCAGCCCGGTTを 用 い
る scFv 1 8 遺 伝 子 の PCR増 幅 に よ り NotI制 限 部 位 を プ ラ ス ミ ド pHOG21-dmOKT3に 導 入 し た 。 得
ら れ た 776bpPCR断 片 を NcoIお よ び NotIを 用 い て 消 化 し 、 NcoI/NotI線 状 ベ ク タ ー pHOG21-CD
19(Kipriyanovら 、 1996, J. Immunol.Methods 196, 51-62)に ク ロ ー ン 化 し 、 し た が っ て
プ ラ ス ミ ド pHOG21-dmOKT3＋ Notを 作 製 し た 。 プ ラ イ マ ー DP1、 5'-TCACACAGAATTCTTAGATCTA
TTAAAGAGGAGAAATTAACCお よ び DP2、 5'-AGCACACGATATCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGCを 用 い
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る PCRに よ り 、 Kabatナ ン バ リ ン グ ス キ ー ム (Kipriyanovら 、 1997,Protein Engineering 10
, 445-453)に 従 う 100A位 の Cys-Ser置 換 を 有 す る OKT3 V H ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増
幅 し 、 抗 CD3V H 、 続 く 10ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Pro-Lys-Leu-Gly-Glyに
対 す る 遺 伝 子 を 作 製 し た 。 得 ら れ た 507bpの PCR断 片 を NocIお よ び EcoRVを 用 い て 消 化 し 、 N
coI/EcoRV線 状 プ ラ ス ミ ド pHOG21-dmOKT3＋ Notに ク ロ ー ン 化 し 、 し た が っ て プ ラ ス ミ ド pHO
G21-scFv10/抗 CD3を 生 じ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 V L -V H 配 向 、 続 い て 6ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Proを 有 す る 抗 CD1
9scFv L 7 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 作 製 す る た め に 、 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド DNA pHOG_HD37(Kip
riyanovら 、 1996、 J.Immumol. Meth. 196, 51-62)お よ び プ ラ イ マ ー VL Nco、 5'-CAGCCGG

CG TTGCTCACCCAAACTCCAGCお よ び 3Ck、 5'-AGACGGTGCAGCAACAGTACGTTTGATTTCCAG
Cを 用 い る PCRに よ り 、 V L -HD37遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 371bpPCR断 片 は 、 抗 CD19 VLド
メ イ ン 、 続 い て 7ア ミ ノ 酸 Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro-Serリ ン カ ー を コ ー ド す る 。 順 番 に 、
鋳 型 と し て プ ラ ス ミ ド DNApHOG_HD37(Kipriyanovら 、 1996、 J. Immumol. Meth. 196, 51-6
2)お よ び プ ラ イ マ ー 5 Ck、 5'-CGTACTGTTGCTGCACCGTCTCAGGTGCAACTGCAGCAGTCお よ び VH-L6P
vu、 5'-CTGCTG CACCTGGGGTGTTGTTTTGGCTGAGGAGを 用 い る PCRに よ り 、 V H -HD37遺 伝 子
を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 428bpPCR断 片 は 、 抗 CD19 VHド メ イ ン 、 そ の 前 に 7ア ミ ノ 酸 Arg-Thr-
Val-Ala-Ala-Pro-Serリ ン カ ー 、 後 に 6ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Pr
oを コ ー ド す る 。 プ ラ イ マ ー VLNcoお よ び VH-L6 Pvuを 用 い て 371bpお よ び 428bp DNA断 片 か
ら PCRに よ り 抗 CD19 scFv L 7 -L 6 の 全 体 の 遺 伝 子 を 合 成 し た 。 得 ら れ た 790bpの PCR断 片 を Nco
Iお よ び PvuIIを 用 い て 消 化 し 、 NcoI/PvuII線 状 プ ラ ス ミ ド pHOG21-scFv10/抗 CD3に ク ロ ー
ン 化 し 、 し た が っ て 、 プ ラ ス ミ ド pDISC-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム に お け る 機 能 的 scFv抗 体 の 収 率 を 増 加 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド pDISC-
scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3を 、 NcoIお よ び XbaIを 用 い て 消 化 し 、 1503bpDNA断 片 を 単
離 し 、 NcoI/XbaI線 状 ベ ク タ ー pSKK3に ク ロ ー ン 化 し た （ 実 施 例 6参 照 ） 。 作 製 し た プ ラ ス
ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3（ 図 22） は 、 振 盪 フ ラ ス コ 培 養 お よ び 高 細 胞 密
度 発 酵 の 両 条 件 下 に て 大 腸 菌 ペ リ プ ラ ズ ム に お け る 機 能 的 二 価 産 物 の 発 現 に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 11： Db19-L6-scFv3抗 体 の 特 徴 づ け
　 プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 RV308細 胞 中 で
組 換 え scFv抗 体 Db19-L6-scFv3を 発 現 さ せ 、 本 質 的 に 実 施 例 ７ に 記 載 の よ う に 可 溶 性 ペ リ
プ ラ ズ ム 画 分 か ら 精 製 し た 。 SDS-PAGE解 析 は 、 Db19-L6-scFv3が 分 子 量 (M r )約 56kDaを 有 す
る 単 一 バ ン ド と し て 移 動 す る こ と を 示 し た （ 図 24） 。 検 定 用 Superdex200 HR 10/30カ ラ ム
(Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)を 通 す サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 D
b19-L6-scFv3が 主 に 約 150kDaの M r を 有 す る ダ イ マ ー 形 態 で あ る こ と を 示 し た （ 図 25） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト CD3 + T細 胞 白 血 病 細 胞 株 ジ ャ ー カ ッ ト お よ び ヒ ト CD19＋ B細 胞 細 胞 株 JOK-1を 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 実 験 に 使 用 し た 。 10％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS)、 2mML-グ ル タ ミ ン
、 100U/mLペ ニ シ リ ン Gナ ト リ ウ ム お よ び 100μ g/ml硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (全 て Invitrog
en, Groningen, TheNetherlands)を 補 充 し た RPMI 1640培 地 中 で 5％ CO 2 を 有 す る 加 湿 雰 囲
気 下 に 37℃ に て 細 胞 を 培 養 し た 。 希 釈 し た Db19-SL-scFv3を 含 み 、 2％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔
血 清 (FCS,Invitrogen, Groningen, The Netherlands)お よ び 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム (Roth
, Karlsruhe,Germany)を 補 充 し た 0.1mlの リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (PBS, Invitrogen, Gro
ningen, The Netherlands)(FACS緩 衝 液 と も 言 う )と 共 に 、 氷 上 で 45分 間 1× 10 6 細 胞 を イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 FACS緩 衝 液 を 用 い て 洗 浄 し た 後 、 同 じ 緩 衝 液 中 0.01mg/mlの 抗 -(His) 6 マ
ウ ス mAb13/45/31-2(Dianova, Hamburg, Germany)0.1mlと 共 に 氷 上 で 45分 間 細 胞 を イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ 洗 浄 サ イ ク ル の 後 、 0.015mg/mlの FITC-コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 マ ウ ス I
gG(Dianova,Hamburg, Germany)0.1mlと 共 に 前 と 同 じ 条 件 下 に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 次 に 細 胞 を 再 び 洗 浄 し 、 2μ g/mlの ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (Sigma-Aldrich,Taufkirchen, G
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ermany)を 含 む FACS緩 衝 液 0.5mlに 再 懸 濁 し 、 死 滅 細 胞 を 排 除 し た 。 1× 10 4 染 色 細 胞 の 蛍 光
を 、 Beckman-CoulterEpics XLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Beckman-Coulter, Krefeld, German
y)を 用 い て 測 定 し た 。 System-IIお よ び Expo32ソ フ ト ウ エ ア (Beckman-Coulter,Krefeld, G
ermany)を 使 用 し て 平 均 蛍 光 (F)を 計 算 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 差 し 引 い た 。 ソ フ ト ウ
エ ア プ ロ グ ラ ム PRISM(GraphPadSoftware, San Diego, CA)を 使 用 し て ラ イ ン ウ ィ ー バ ー -
バ ー ク 等 式 ： 1/F＝ 1/F m a x ＋ (K d /F m a x )(1/[Ab])に 実 験 値 を 適 合 さ せ る こ と に よ り 平 衡 解 離
定 数 (K d )を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 実 験 は 、 表 面 上 に CD3を 発 現 す る ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 、 お よ び 表 面
上 に CD19を 発 現 す る JOK-1細 胞 に 対 す る Db19-L6-scFv3分 子 の 特 異 的 相 互 作 用 を 示 し た （ 図
26、 Aお よ び B） 。 測 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 定 数 は 、 分 子 の CD-3お よ び CD-19結 合 部 分 に み
ご と に 匹 敵 す る こ と を 証 明 し た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 特 定 の 抗 体 ド メ イ ン と マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ を 含 有 す る 可 変 ド メ イ ン の
間 の ペ プ チ ド リ ン カ ー LLの 長 さ と に 依 存 す る マ ル チ マ ー F V 分 子 の 略 図 を 示 す 。 略 語 L0： V H
お よ び V L ド メ イ ン は 、 介 在 す る リ ン カ ー ペ プ チ ド 無 く 直 接 連 結 さ れ る ； L1： Ser残 基 を コ
ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； L10： V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuG
lyGlyポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； LL： ハ イ ブ リ ッ ド scFv断 片 を 連 結 す る (Gl
y 4 Ser) 4 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； L18： V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る Se
rAlaLysThrThrProLysLeuGluGluGlyGluPheSerGluAlaArgValポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン
カ ー 配 列 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 特 定 の 抗 体 ド メ イ ン と マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ を 含 有 す る 可 変 ド メ イ ン の
間 の ペ プ チ ド リ ン カ ー LLの 長 さ と に 依 存 す る マ ル チ マ ー F V 分 子 の 略 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 特 定 の 抗 体 ド メ イ ン と マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ を 含 有 す る 可 変 ド メ イ ン の
間 の ペ プ チ ド リ ン カ ー LLの 長 さ と に 依 存 す る マ ル チ マ ー F V 分 子 の 略 図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 プ ラ ス ミ ド pHOG scFv 1 8 α CD3-LL-scFv 1 0 α CD19お よ び pHOGscFv 1 8 α CD19
-LL-scFv 1 0 α CD3を 構 築 す る 略 図 を 示 す 。 略 語 c-myc： mAb 9E10に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー
プ を コ ー ド す る 配 列 ； His： 6個 の C末 端 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 ： PelB： 細 菌 ペ
ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ (PelBリ ー ダ ー )の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 ； rbs： リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； S
top： 終 止 コ ド ン (TAA)； V H お よ び V L ： 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ； L10： V H お よ び V L ド メ
イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGlyGlyポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列
； LL： ハ イ ブ リ ッ ド scFv-断 片 を 連 結 す る (Gly 4 Ser) 4 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー
配 列 ； L18： V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGluGluGlyGluPheSe
rGluAlaArgValポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； B： BamHI、 Ea： EagI、 E： EcoRI
、 Nc： NcoI、 N.NotI、 P： PvuII、 X： XbaI。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 プ ラ ス ミ ド pHOG scFv 1 8 α CD3-LL-scFv 1 0 α CD19お よ び pHOGscFv 1 8 α CD19
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-LL-scFv 1 0 α CD3を 構 築 す る 略 図 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 プ ラ ス ミ ド pSKK2 scFv3-LL-Db19の ヌ ク レ オ チ ド お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。 略 語 His6 tail： 6個 の C末 端 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 ； β ラ ク タ マ ー
ゼ ： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 対 す る 耐 性 を 与 え る β ラ ク タ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； bp： 塩
基 対 ； c-mycエ ピ ト ー プ ： mAb9E10に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 ； Lac P/
0： wt lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー ； Pel Bリ ー ダ ー ： 細 菌 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー
ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 ； V H お よ び V L ： 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ； L10： V H お よ び V L
ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGlyGlyポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー
配 列 ； LL： ハ イ ブ リ ッ ド scFv-断 片 を 連 結 す る (Gly 4 Ser) 4 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン
カ ー 配 列 ； L18： V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGluGluGlyGluP
heSerGluAlaArgValポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； rbs： リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ；
V H お よ び V L ： 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ； hok-sok： プ ラ ス ミ ド 安 定 化 DNA座 ； lacI： lac-
レ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； lacP/O： wt lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー
； lacZ'： β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の α ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； skp遺 伝 子 ： 細 菌 ペ リ プ
ラ ズ ム 因 子 Skp/OmpHを コ ー ド す る 遺 伝 子 ； tLPP： リ ポ 蛋 白 質 タ ー ミ ネ ー タ ー の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ； M13ori： DNA複 製 起 点 ； pBR322ori： DNA複 製 起 点 ； tHP： 転 写 の 強 い タ ー ミ ネ ー タ
ー ； SD1： 大 腸 菌 lacZ遺 伝 子 (lacZ)に 由 来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 (シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ
)； SD2お よ び SD3： 強 く 発 現 し た T7遺 伝 子 10タ ン パ ク 質 (T7g10)に 対 す る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ
ル ノ 配 列 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 プ ラ ス ミ ド pSKK2 scFv19-LL-Db3の ヌ ク レ オ チ ド お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。 略 語 His6 tail： 6個 の C末 端 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 ； β ラ ク タ マ ー
ゼ ： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 対 す る 耐 性 を 与 え る β ラ ク タ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； bp： 塩
基 対 ； c-mycエ ピ ト ー プ ： mAb9E10に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 配 列 ； Lac P/
0： wt lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー ； Pel Bリ ー ダ ー ： 細 菌 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー
ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 ； V H お よ び V L ： 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ； L10： V H お よ び V L
ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGlyGlyポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー
配 列 ； LL： ハ イ ブ リ ッ ド scFv-断 片 を 連 結 す る (Gly4Ser)4ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン
カ ー 配 列 ； L18： V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る SerAlaLysThrThrProLysLeuGluGluGlyGluP
heSerGluAlaArgValポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る リ ン カ ー 配 列 ； rbs： リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ；
hok-sok： プ ラ ス ミ ド 安 定 化 DNA座 ； lacI： lac-レ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； lacP/O
： wt lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー ； lacZ'： β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の α ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； skp遺 伝 子 ： 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム 因 子 Skp/OmpHを コ ー ド す る 遺 伝 子
； tLPP： リ ポ 蛋 白 質 タ ー ミ ネ ー タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； M13ori： DNA複 製 起 点 、 pBR322o
ri： DNA複 製 起 点 ； tHP： 転 写 の 強 い タ ー ミ ネ ー タ ー ； SD1： 大 腸 菌 lacZ遺 伝 子 (lacZ)に 由
来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 (シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ )； SD2お よ び SD3： 強 く 発 現 し た T7遺 伝
子 10タ ン パ ク 質 (T7g10)に 対 す る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ 配 列 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 IMAC後 ピ ー ク の タ ン パ ク 質 含 量 の 解 析 を 示 す 。 還 元 条 件 下 で 電 気 泳 動 を
行 っ た ； scFv3-Db19（ 図 8A） お よ び scFv19× Db3（ 図 8B） 分 子 の 場 合 の 抗 c-mycモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 サ イ ズ 排 除 FPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 検 定 用 (c
alibrated)Superdex200 HR10/30カ ラ ム を 使 用 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る ピ ー ク の タ
ン パ ク 質 含 量 の 解 析 を 、 scFv3-Db19（ 図 9A） お よ び scFv19-Db3（ 図 9B） 分 子 の 場 合 に つ い
て 抗 c-mycモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 な っ た 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 サ イ ズ 排 除 FPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 scFv
3-Db19、 scFv19-Db3、 scFv19-scFv3お よ び scFv3-scFv19分 子 に 対 す る 検 定 用 Superdex200H
R10/30カ ラ ム を 使 用 し た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 CD3＋ ジ ャ ー カ ッ ト お よ び CD19＋ JOK-1細 胞 に 関 す る フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 scFv3-scFv19お よ び scFv3-Db19分 子 (A,C)な ら び に scFv19-scFv3お
よ び scFv19× Db3分 子 (B,D)に 関 す る CD19＋ JOK-1細 胞 (A,B)お よ び CD3＋ ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (
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C,D)の 細 胞 表 面 保 持 の 解 析 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 CD19× CD3二 重 特 異 性 分 子 を 介 す る 自 己 Tリ ン パ 球 の 漸 増 に よ る 一 次
悪 性 CD19＋ CLL-細 胞 の 減 少 を 示 す 。 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)を 罹 患 し て い る 患 者 か ら 新
し く 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 、 12ウ エ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ エ ル の 2mlの RPMI
培 地 ／ 10％ FCSに 2× 10 6 細 胞 ／ mlの 密 度 で 播 種 し た 。 組 換 え 抗 体 scFv3-scFv19お よ び scFv3
-Db19を 5μ g／ mlの 濃 度 で 添 加 し た 。 5日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 計 数
し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の た め に 抗 CD3MAb OKT3、 抗 CD4 MAb Edu-2、 抗 CD8 MAb UC
H-T4お よ び 抗 CD19 MAb HD37を 用 い て 染 色 し た 。 10 4 生 存 細 胞 を 、 Beckman-Coulterフ ロ ー
サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 解 析 し 、 CD3＋ 、 CD4＋ 、 CD8＋ お よ び CD19＋ 細 胞 の 相 対 量 を プ ロ
ッ ト し た 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 N末 端 「 二 量 体 (diabody)」 モ チ ー フ を 介 す る ダ イ マ ー 化 に よ り 形 成
さ れ る マ ル チ マ ー Fv抗 体 構 築 物 の 概 略 図 を 示 す 。 L7： ダ イ マ ー 化 「 二 量 体 」 モ チ ー フ に お
い て V L お よ び V H ド メ イ ン を 連 結 す る 7ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro
-Ser； SL： ダ イ マ ー 化 モ チ ー フ お よ び scFvの 間 の 8ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Ala-Ala-Ala
-Gly-Gly-Pro-Gly-Ser； L18： scFvに お い て V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る 18ア ミ ノ 酸 リ
ン カ ー ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Pro-Lys-Leu-Glu-Glu-Gly-Glu-Phe-Ser-Glu-Ala-Ar
g-Val。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1 8 抗 CD3の 図 を 示 す 。
bla： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 担 う β ラ ク タ マ ー ゼ の 遺 伝 子 ； bp： 塩 基 対 ； CDR-H1、 CDR-H2お
よ び CDR-H3： 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)1～ 3を コ ー ド す る 配 列 ； CDR-L1、 CDR-L2お よ び C
DR-L3： 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)1～ 3を コ ー ド す る 配 列 ； His6タ グ ： 6個 の C末 端 ヒ ス チ
ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 ： hok-sok： プ ラ ス ミ ド 安 定 化 DNA座 ； L7リ ン カ ー ： 抗 CD19の V L
お よ び V H ド メ イ ン を 連 結 す る 7ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Arg-Thr-Val-Ala-Ala-Pro-Serを コ ー ド す
る 配 列 ； L18リ ン カ ー ： 抗 CD-3の V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る 18ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Ser-A
la-Lys-Thr-Thr-Pro-Lys-Leu-Glu-Glu-Gly-Glu-Phe-Ser-Glu-Ala-Arg-Valを コ ー ド す る 配
列 ： lacI： lac-レ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； lacP/O： 野 生 型 lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー
タ ー ／ オ ペ レ ー タ ー ； M13ori： バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ M13の 遺 伝 子 間 領 域 ； pBR322ori： DNA
複 製 起 点 ； PelBリ ー ダ ー ： 細 菌 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 ； SD1： 大 腸
菌 lacZ遺 伝 子 (lacZ)に 由 来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； SD2お よ び SD3： 強 く 発 現 し た バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ T7の 遺 伝 子 10(T7g10)に 由 来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； skp遺 伝 子 ： 細 菌 ペ リ
プ ラ ズ ム 因 子 Skp/OmpHを コ ー ド す る 遺 伝 子 ； SLリ ン カ ー ： 抗 CD19お よ び 抗 CD3の V H ド メ イ
ン を 連 結 す る 9ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Ser-Ala-Ala-Ala-Gly-Gly-Pro-Gly-Serを コ ー ド す る 配 列
； tHP： 強 い 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ； tLPP： 転 写 の リ ポ 蛋 白 質 タ ー ミ ネ ー タ ー ； V H お よ び V L
： そ れ ぞ れ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 配 列 。 特 有 の 制 限 部 位
が 示 さ れ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-SL-scFv L 1 8 抗 CD3の ヌ ク レ オ チ ド お
よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 還 元 条 件 下 で の 12％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)に よ る 精 製 Db19-SL-scFv3分 子 の 解 析 を 示 す 。 レ ー ン １ ： M r マ ー
カ ー (kDa、 数 千 の M r )　 レ ー ン ２ ： Db19-SL-scFv3。 ゲ ル を ク ー マ シ ー ブ ル ー を 用 い て 染 色
し た 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 検 定 用 Superdex200カ ラ ム を 通 す サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ る 精 製 Db19-SL-scFv3分 子 の 解 析 を 示 す 。 分 子 質 量 標 準 の 溶 出 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 さ れ る 抗 体 濃 度 の 蛍 光 依 存 の ラ イ
ン ウ ィ ー バ ー -バ ー ク 解 析 を 示 す 。 CD3＋ ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (A)お よ び CD19＋ JOK-1細 胞 (B)
へ の Db19-SL-scFv3の 結 合 を 測 定 し た 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 Db19-SL-scFv3を 介 す る 自 己 Tリ ン パ 球 の 漸 増 に よ る 一 次 悪 性 CD19＋

CLL-細 胞 の 減 少 を 示 す 。 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)を 罹 患 し て い る 患 者 か ら 新 し く 単 離 さ
れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 、 2mlの RPMI培 地 ／ 10％ FCSに お け る 12ウ エ ル プ レ ー ト の 個 々
の ウ エ ル に 2× 10 6 細 胞 ／ mlの 密 度 で 播 種 し た 。 組 換 え scFv-抗 体 Db19-SL-scFv3ま た は CD19
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× CD3タ ン デ ム 二 量 体 (Tandab;Kipriyanovら 、 1999、 J.Mol. Biol. 293, 41-56; Cochlovi
usら 、 2000, Cancer Res. 60, 4336-4341)を 、 5μ g／ ml、 1μ g／ mlお よ び 0.1μ g／ mlの 濃
度 で 添 加 し た 。 5日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 計 数 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー 解 析 の た め に 抗 CD3MAb OKT3、 抗 CD4 MAb Edu-2、 抗 CD8 MAb UCH-T4お よ び 抗 CD19 M
Ab HD37を 用 い て 染 色 し た 。 10 4 生 存 細 胞 を 、 Beckman-Coulterフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用
い て 解 析 し 、 CD3＋ 、 CD4＋ 、 CD8＋ お よ び CD19＋ 細 胞 の 相 対 量 を プ ロ ッ ト し た 。 n.d.： CD1
9の 被 覆 お よ び ／ ま た は モ ジ ュ レ ー シ ョ ン の た め に 決 定 し な か っ た 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 N末 端 「 二 量 体 」 モ チ ー フ を 介 す る ダ イ マ ー 化 に よ り 形 成 さ れ た マ
ル チ マ ー scFv 7 -L 6 -scFv 1 0 Fv抗 体 構 築 物 の 概 略 図 を 示 す 。 L7： ダ イ マ ー 化 「 二 量 体 」 モ チ
ー フ に お け る V L お よ び V H ド メ イ ン を 連 結 す る 7ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Arg-Thr-Val-Ala
-Ala-Pro-Ser； L6： ダ イ マ ー 化 モ チ ー フ お よ び scFvsの 間 の 6ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ペ プ チ ド Se
r-Ala-Lys-Thr-Thr-Pro； L10： scFvsに お け る V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る 10ア ミ ノ 酸
リ ン カ ー ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Pro-Lys-Leu-Gly-Gly。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3の 図 を 示 す 。
bla： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 担 う β ラ ク タ マ ー ゼ の 遺 伝 子 ； bp： 塩 基 対 ； CDR-H1、 CDR-H2お
よ び CDR-H3： 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)1～ 3を コ ー ド す る 配 列 ； CDR-L1、 CDR-L2お よ び C
DR-L3： 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)1～ 3を コ ー ド す る 配 列 ； His6タ グ ： 6個 の C末 端 ヒ ス チ
ジ ン 残 基 を コ ー ド す る 配 列 ： hok-sok： プ ラ ス ミ ド 安 定 化 DNA座 ； L6： 抗 CD19お よ び 抗 CD3
の V H ド メ イ ン を 連 結 す る 6ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Proを コ ー ド す る 配 列 ；
L7リ ン カ ー ： 抗 CD19の V L お よ び V H ド メ イ ン を 連 結 す る 7ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Arg-Thr-Val-Ala
-Ala-Pro-Serを コ ー ド す る 配 列 ； L10リ ン カ ー ： 抗 CD3の V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る 10
ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド Ser-Ala-Lys-Thr-Thr-Pro-Lys-Leu-Gly-Glyを コ ー ド す る 配 列 ； lacI： l
ac-レ プ レ ッ サ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ； lacP/O： 野 生 型 lacオ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー ／ オ ペ レ
ー タ ー ； M13ori： バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ M13の 遺 伝 子 間 領 域 ； pBR322ori： DNA複 製 起 点 ； Pel
Bリ ー ダ ー ： 細 菌 ペ ク チ ン 酸 リ ア ー ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 ； SD1： 大 腸 菌 lacZ遺 伝 子 (l
acZ)に 由 来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； SD2お よ び SD3： 強 く 発 現 し た バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7
の 遺 伝 子 10(T7g10)に 由 来 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 ； skp遺 伝 子 ： 細 菌 ペ リ プ ラ ズ ム 因 子 Sk
p/OmpHを コ ー ド す る 遺 伝 子 ； tHP： 強 い 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー ； tLPP： 転 写 の リ ポ 蛋 白 質 タ
ー ミ ネ ー タ ー ； V H お よ び V L ： そ れ ぞ れ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド
す る 配 列 。 特 有 の 制 限 部 位 が 示 さ れ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 プ ラ ス ミ ド pSKK3-scFv L 7 抗 CD19-L6-scFv L 1 0 抗 CD3の ヌ ク レ オ チ ド お
よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 還 元 条 件 下 で の 12％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)に よ る 精 製 Db19-L6-scFv3の 分 子 の 解 析 を 示 す 。 レ ー ン １ ： M r マ
ー カ ー (kDa、 数 千 の M r )　 レ ー ン ２ ： Db19-L6-scFv3。 ゲ ル を ク ー マ シ ー ブ ル ー を 用 い て 染
色 し た 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 検 定 用 Superdex200カ ラ ム で の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
る 精 製 Db19-L6-scFv3分 子 の 解 析 を 示 す 。 分 子 質 量 標 準 の 溶 出 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 さ れ る Db19-L6-scFv3の 濃 度 に 対
す る 蛍 光 依 存 の ラ イ ン ウ ィ ー バ ー -バ ー ク 解 析 を 示 す 。 CD3＋ ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (A)お よ び C
D19＋ JOK-1細 胞 (B)へ の Db19-L6-scFv3の 結 合 を 測 定 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ － １ 】

【 図 ６ － ２ 】 【 図 ６ － ３ 】
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【 図 ７ － １ 】 【 図 ７ － ２ 】

【 図 ７ － ３ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ － １ 】 【 図 １ ６ － ２ 】
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【 図 １ ６ － ３ 】 【 図 １ ６ － ４ 】

【 図 １ ６ － ５ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ － １ 】
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【 図 ２ ３ － ２ 】 【 図 ２ ３ － ３ 】

【 図 ２ ３ － ４ 】 【 図 ２ ３ － ５ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 12月 3日 (2003.12.3)
【 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 】
　 ２ つ 以 上 の 同 一 の タ ン パ ク 質 モ ノ マ ー を 含 有 し て な る マ ル チ マ ー 構 造 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 該 構 造 の モ ノ マ ー が 少 な く と も ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ の う ち 、 最 初 ま
た は 最 後 の ２ つ の 可 変 ド メ イ ン が 抗 原 結 合 VH-VLま た は VL-VH scFv単 位 を 形 成 し 、 こ こ で
、 ２ つ の 可 変 ド メ イ ン は 、 scFvの 分 子 内 形 成 を 妨 げ な い 、 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基
の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
（ ｂ ） 　 モ ノ マ ー の 他 方 の ２ つ の 隣 接 す る 可 変 ド メ イ ン が 、 別 の モ ノ マ ー の 相 補 ド メ イ ン
と 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ 、 少 な く と も ２ つ の さ ら な る 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 が も た ら さ
れ て マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ が 形 成 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 特 徴 ：
（ ａ ） 　 該 Fv-抗 体 の モ ノ マ ー が 少 な く と も ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ の う ち 、 最
初 ま た は 最 後 の ２ つ の 可 変 ド メ イ ン が 、 scFvの 分 子 内 形 成 を 妨 げ な い 、 ５ ～ 30個 の ア ミ ノ
酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
（ ｂ ） 　 モ ノ マ ー の 他 方 の ２ つ の 隣 接 す る 可 変 ド メ イ ン が 、 別 の モ ノ マ ー の ２ つ の 相 補 可
変 ド メ イ ン と 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ 、 少 な く と も ２ つ の さ ら な る 抗 原 結 合 部 位 の 形 成
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が も た ら さ れ て マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ が 形 成 さ れ 、 該 ２ つ の 可 変 ド メ イ ン は 最 大 12個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、
を 有 す る 、 マ ル チ マ ー Fv-抗 体 の 形 態 の 請 求 項 １ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら な る 特 徴 は 、 1つ の モ ノ マ ー の ２ つ の 隣 接 す る ド メ イ ン に よ り 形 成 さ れ た 抗 原 結 合 V

H -V L ま た は V L -V H scFv単 位 が 、 マ ル チ マ ー 化 モ チ ー フ の 他 方 の 可 変 ド メ イ ン に 、 ５ ～ 30個
の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る こ と で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の マ
ル チ マ ー Fv-抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 モ ノ マ ー が ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ こ で 、 該 モ ノ マ ー の 一 端 の 第 ３ お よ び 第
４ 可 変 ド メ イ ン が 12個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求
項 １ 、 ２ ま た は ３ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 モ ノ マ ー が ４ つ の 可 変 ド メ イ ン を 含 有 し 、 こ こ で 、 該 モ ノ マ ー の 一 端 の 第 １ お よ び 第
２ 可 変 ド メ イ ン が 12個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い
る 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 モ ノ マ ー の 第 ２ お よ び 第 ３ 可 変 ド メ イ ン が 、 ５ ～ 30個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ
ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ～ ５ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 モ ノ マ ー の い ず れ か の 可 変 ド メ イ ン が 、 Ｎ お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 に お い て 少 な く と も
１ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 だ け 短 縮 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ６ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ８ 】
　 モ ノ マ ー の ド メ イ ン の 順 序 が 、 V H -V L -V H -V L 、 V L -V H -V H -V L 、 V H -V L -V L -V H ま た は V L -V H -V

L -V H で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 可 変 ド メ イ ン 対 の 非 共 有 結 合 が 、 少 な く と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
に よ り 強 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ８ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 四 価 ダ イ マ ー 、 六 価 ト リ マ ー ま た は 八 価 テ ト ラ マ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か 記
載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 二 重 特 異 性 ま た は 三 重 特 異 性 ま た は 四 重 特 異 性 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か 記
載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も １ つ の モ ノ マ ー が 生 物 学 的 に 活 性 な 物 質 、 化 学 薬 品 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質
ま た は 薬 物 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ １ １ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｂ リ ン パ 球 の CD19抗 原 ま た は CEA抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 単 一 特 異 性 抗 体
で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か ま た は １ ２ 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 （ ａ ） 　 CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の CD3複 合 体 ；
（ ｂ ） 　 CD19お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の CD5複 合 体 ；
（ ｃ ） 　 CD19お よ び Ｔ リ ン パ 球 上 の CD28抗 原 ；
（ ｄ ） 　 CD19な ら び に ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 活 性 化 さ れ た 単 球 上
の CD16；
（ ｅ ） 　 CEAお よ び CD3；
（ ｆ ） 　 CEAお よ び CD28； ま た は
（ ｇ ） 　 CEAお よ び CD16
に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の
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マ ル チ マ ー 構 造 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 （ ａ ） 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列
と 、 該 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 可 変 ド メ イ ン を 連 結 し て 多 価 マ ル チ マ ー 構 造 の モ ノ マ ー を コ ー
ド す る DNA配 列 の 形 成 が も た ら さ れ る よ う に ラ イ ゲ ー ト し 、 （ ｂ ） 種 々 の モ ノ マ ー を コ ー
ド す る DNA配 列 を 適 切 な 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の マ ル
チ マ ー 構 造 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 を コ ー ド す る DNA配 列 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ 記 載 の DNA配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 pSKK2-scFv L 1 8 抗 CD3-LL-scFv L 1 0 抗 CD19(pSKK2-scFv3LLDb19)(DSM 14470)ま た は pSKK2-s
cFv L 1 8 抗 CD19-LL-scFv L 1 0 抗 CD3(pSKK2-scFv19LLDb3)(DSM 14471)で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載
の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の DNA
配 列 ま た は 請 求 項 １ ８ も し く は １ ９ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 診 断 の た め の 請 求 項 １ ～ １ ５ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 （ ａ ） 　 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 腫 瘍 も し く は プ リ オ ン 関 連 疾 患 の 治 療 、 （ ｂ ） 赤 血 球 の 凝 集
、 （ ｃ ） 免 疫 系 の 細 胞 障 害 性 細 胞 の 腫 瘍 細 胞 へ の 結 合 、 ま た は （ ｄ ） 活 性 な サ イ ト カ イ ン
、 細 胞 障 害 性 物 質 も し く は プ ロ テ ア ー ゼ の 標 的 細 胞 へ の 結 合 の た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 の
た め の 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の ダ イ マ ー ま た は マ ル チ マ ー 構 造 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の
DNA配 列 ま た は 請 求 項 １ ７ も し く は １ ８ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の マ ル チ マ ー 構 造 を 含 有 す る 診 断 用 キ ッ ト 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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