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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　構造的に関連する２つの異なるタンパク質と特異的に結合する二重特異性抗体又はその
抗原結合部分を得る方法であって、
　ハイブリッドペプチドを作製するために、構造的に関連する２つの異なるタンパク質の
重複する部分を共にスプライシングすることに基いて設計された抗原を提供すること、こ
こで、前記ハイブリッドペプチドは、構造Ｘ－Ｙ－Ｚ（式中、Ｙは２つの関連するペプチ
ドの間で同一または強く類似する領域を表し、Ｘは、関連するペプチドの一方に由来する
領域を表し、Ｚは、関連するタンパク質のもう一方に由来する領域を表す）を有する、
　抗体レパートリーを抗原にさらすこと、
　構造的に関連する２つの異なる分子と特異的に結合する抗体をレパートリーから選択し
、それにより二重特異性抗体を得ること
を含む方法。
【請求項２】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原で免疫化することによって、インビボで抗原に
曝される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記動物のリンパ球に由来するハイブリドーマのパネルを調製し、そして構造的に関連
する２つの異なるタンパク質と特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを選択す
ることをさらに含む請求項２に記載の方法。
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【請求項４】
　前記動物が、マウス、ラット、ウサギ及びヤギからなる群より選択される請求項２に記
載の方法。
【請求項５】
　前記動物が、抗原の内因性型について欠損したノックアウトマウスである請求項２に記
載の方法。
【請求項６】
　前記動物が、抗原刺激したときにヒト抗体を作製するようにヒト免疫グロブリン遺伝子
について遺伝子導入されているマウスである請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記動物が、ヒト末梢血の単核細胞またはリンパ系細胞またはその前駆体を用いて再構
成されている重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスである請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記動物が、致死的な全身照射、続いて、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスの骨
髄細胞を用いた放射線防護、その後、機能的なヒトリンパ球を用いた移植で処置されてい
るマウスである請求項２に記載の方法。
【請求項９】
　抗体レパートリーが、組換え抗体ライブラリーを抗原でスクリーニングすることによっ
てインビトロにおいて抗原にさらされる請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　組換え抗体ライブラリーがバクテリオファージの表面において発現している請求項９に
記載の方法。
【請求項１１】
　組換え抗体ライブラリーが酵母の表面において発現している請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　組換え抗体ライブラリーが細菌の表面において発現している請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　組換え抗体ライブラリーがＲＮＡ－タンパク質融合体として発現している請求項９に記
載の方法。
【請求項１４】
　組換え抗体ライブラリーがｓｃＦｖライブラリーまたはＦａｂライブラリーである請求
項９に記載の方法。
【請求項１５】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該ヒ
ト動物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーを抗原でインビトロにおい
てスクリーニングすることによって抗原にさらされる請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該動
物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーをインビトロにおいて親和性成
熟させることによって抗原にさらされる請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、抗原と
結合する抗体を分泌する単一細胞を選択し、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のｃＤＮＡ
をこの単一細胞から回収することによって抗原にさらされる請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　二重特異性抗体が完全なヒト抗体である請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　二重特異性抗体がキメラ抗体である請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　二重特異性抗体がＣＤＲグラフト化抗体である請求項１に記載の方法。
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【請求項２１】
　前記構造的に関連する２つの異なるタンパク質がインターロイキン－１αおよびインタ
ーロイキン－１βである請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　抗原がＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＱＩＬＥＮＱ（配列番号３）のアミノ酸配列を含む請求項
２１に記載の方法。
【請求項２３】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原で免疫化することによってインビボにおいて抗
原にさらされる請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記動物のリンパ球に由来するハイブリドーマのパネルを調製し、そしてＩＬ－１αお
よびＩＬ－１βと特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを選択することをさら
に含む請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記動物が、マウス、ラット、ウサギおよびヤギからなる群から選択される請求項２３
に記載の方法。
【請求項２６】
　前記動物が、ＩＬ－１α、またはＩＬ－１β、またはＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの両
方について欠損したノックアウトマウスである請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記動物が、抗原刺激したときにヒト抗体を作製するようにヒト免疫グロブリン遺伝子
について遺伝子導入されているマウスである請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記動物が、ヒト末梢血の単核細胞またはリンパ系細胞またはその前駆体で再構成され
ている重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスである請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記動物が、致死的な全身照射、続いて、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスの骨
髄細胞を用いた放射線防護、その後、機能的なヒトリンパ球またはその前駆体を用いた移
植で処置されているマウスである請求項２３に記載の方法。
【請求項３０】
　抗体レパートリーが、組換え抗体ライブラリーを抗原でスクリーニングすることによっ
てインビトロにおいて抗原にさらされる請求項２１に記載の方法。
【請求項３１】
　組換え抗体ライブラリーがバクテリオファージの表面において発現している請求項３０
に記載の方法。
【請求項３２】
　組換え抗体ライブラリーが酵母の表面において発現している請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　組換え抗体ライブラリーが細菌の表面において発現している請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　組換え抗体ライブラリーがＲＮＡ－タンパク質融合体として発現している請求項３０に
記載の方法。
【請求項３５】
　組換え抗体ライブラリーがｓｃＦｖライブラリーまたはＦａｂライブラリーである請求
項３０に記載の方法。
【請求項３６】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該動
物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーを抗原でインビトロにおいてス
クリーニングすることによって抗原にさらされる請求項２１に記載の方法。
【請求項３７】
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　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該動
物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーをインビトロにおいて親和性成
熟させることによって抗原にさらされる請求項２１に記載の方法。
【請求項３８】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、抗原と
結合する抗体を分泌する単一細胞を選択し、そして重鎖可変領域および軽鎖可変領域のｃ
ＤＮＡを当該単一細胞から回収することによって抗原にさらされる請求項２１に記載の方
法。
【請求項３９】
　二重特異性抗体が完全なヒト抗体である請求項２１に記載の方法。
【請求項４０】
　二重特異性抗体がキメラ抗体である請求項２１に記載の方法。
【請求項４１】
　二重特異性抗体がＣＤＲグラフト化抗体である請求項２１に記載の方法。
【請求項４２】
　インターロイキン－１αおよびインターロイキン－１βと特異的に結合する二重特異性
抗体を得る方法であって、
　ＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＱＩＬＥＮＱ（配列番号３）のアミノ酸配列を含む抗原を提供す
ること、
　抗体レパートリーを抗原にさらすこと、
　ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βと特異的に結合する抗体をレパートリーから選択し、それ
により二重特異性抗体を得ること
を含み、前記二重特異性抗体が完全なマウス抗体ではない、方法。
【請求項４３】
　抗原が、ＩＬ－１αとＩＬ－１βとの間で同一的な連続したトポロジー領域に基づいて
設計される請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　抗原がＮＥＡＱＮＩＴＤＦ（配列番号１）またはｄＮｄＥｄＡｄＱＮＩＴＤＦのアミノ
酸配列を含む請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　抗原が、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの共通する折りたたみ部のループを構造的に模倣
することに基づいて設計される請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
　抗原が、Ｃｙｃｌｏ－ＭＡＦＬＲＡＮＱＮＮＧＫＩＳＶＡＬ（ＰＧ）（配列番号２）の
アミノ酸配列を含む環状ペプチドである請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　抗原が、下記のアミノ酸配列：
ＡＰＶＲＳＬＮＣＴＬＲＤＳＱＱＫＳＬＶＭＳＧＰＹＥＬＫＡＬＨＬＱＧＱＤＭＥＱＱＶ
ＶＦＳＭＧＡＹＫＳＳＫＤＤＡＫＩＴＶＩＬＧＬＫＥＫＮＬＹＬＳＣＶＬＫＤＤＫＰＴＬ
ＱＬＥＳＶＤＰＫＮＹＰＫＫＫＭＥＫＲＦＶＦＮＫＩＥＩＮＮＫＬＥＦＥＳＡＱＦＰＮＷ
ＹＩＳＴＳＱＡＥＮＭＰＶＦＬＧＧＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＴＭＱＦＶＳＳ（配列番号４）
を含む請求項４２に記載の方法。
【請求項４８】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原で免疫化することによってインビボにおいて抗
原にさらされる請求項４２に記載の方法。
【請求項４９】
　前記動物のリンパ球に由来するハイブリドーマのパネルを調製し、そしてＩＬ－１αお
よびＩＬ－１βと特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを選択することをさら
に含む請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
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　前記動物が、マウス、ラット、ウサギおよびヤギからなる群から選択される請求項４８
に記載の方法。
【請求項５１】
　前記動物が、ＩＬ－１α、またはＩＬ－１β、またはＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの両
方について欠損したノックアウトマウスである請求項４８に記載の方法。
【請求項５２】
　前記動物が、抗原刺激したときにヒト抗体を作製するようにヒト免疫グロブリン遺伝子
について遺伝子導入されているマウスである請求項４８に記載の方法。
【請求項５３】
　前記動物が、ヒト末梢血の単核細胞またはリンパ系細胞またはその前駆体で再構成され
ている重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスである請求項４８に記載の方法。
【請求項５４】
　前記動物が、致死的な全身照射、続いて、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスの骨
髄細胞を用いた放射線防護、その後、機能的なヒトリンパ球またはその前駆体を用いた移
植で処置されているマウスである請求項４８に記載の方法。
【請求項５５】
　抗体レパートリーが、組換え抗体ライブラリーを抗原でスクリーニングすることによっ
てインビトロにおいて抗原にさらされる請求項４２に記載の方法。
【請求項５６】
　組換え抗体ライブラリーがバクテリオファージの表面において発現している請求項５５
に記載の方法。
【請求項５７】
　組換え抗体ライブラリーが酵母の表面において発現している請求項５５に記載の方法。
【請求項５８】
　組換え抗体ライブラリーが細菌の表面において発現している請求項５５に記載の方法。
【請求項５９】
　組換え抗体ライブラリーがＲＮＡ－タンパク質融合体として発現している請求項５５に
記載の方法。
【請求項６０】
　組換え抗体ライブラリーがｓｃＦｖライブラリーまたはＦａｂライブラリーである請求
項５５に記載の方法。
【請求項６１】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該動
物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーを抗原でインビトロにおいてス
クリーニングすることによって抗原にさらされる請求項４２に記載の方法。
【請求項６２】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、当該動
物のリンパ系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーをインビトロにおいて親和性成
熟させることによって抗原にさらされる請求項４２に記載の方法。
【請求項６３】
　抗体レパートリーが、非ヒト動物を抗原でインビボにおいて免疫化し、その後、抗原と
結合する抗体を分泌する単一細胞を選択し、そして重鎖可変領域および軽鎖可変領域のｃ
ＤＮＡを当該単一細胞から回収することによって抗原にさらされる請求項４２に記載の方
法。
【請求項６４】
　二重特異性抗体が完全なヒト抗体である請求項４２に記載の方法。
【請求項６５】
　二重特異性抗体がキメラ抗体である請求項４２に記載の方法。
【請求項６６】
　二重特異性抗体がＣＤＲグラフト化抗体である請求項４２に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の背景）
哺乳動物の免疫系には、数兆の異なる抗体特異性から構成される抗体レパートリーを全体
として発現するＢリンパ球が含まれる。特定の抗原に対する正常な免疫応答は、抗原と特
異的に結合する１つ以上の抗体をこのレパートリーから選択し、免疫応答の成功は、少な
くとも部分的にはこれらの抗体が、刺激抗原を特異的に認識し（そのような抗原を究極的
には排除し）、かつそのような抗体の環境において他の分子を「無視」することができる
機能により免疫応答が達成される。
【０００２】
１つの特定の標的抗原を特異的に認識する抗体の有用性は、モノクローナル抗体技術の開
発をもたらした。標準的なハイブリドーマ技術により、今日では、目的とする抗原に対し
て単一の特異性を有する抗体の調製が可能になっている。近年には、インビトロ抗体ライ
ブラリーのスクリーニングなどの様々な組換え抗体技術が開発されている。これらの技術
もまた、目的とする抗原に対して単一の特異性を有する抗体の製造を可能にしている。
【０００３】
１つの標的抗原に対する特異性を有する抗体は、少なくともある種の状況下では、他の抗
原に対する望ましくない交差反応性またはバックグラウンド結合を示すことがある。しか
しながら、通常、この交差反応性またはバックグラウンド結合は予測することができない
（すなわち、抗体がどの抗原と交差反応するかを予測することができない）。さらに、通
常、この交差反応性またはバックグラウンド結合は特異的な抗原結合と区別することがで
きない。これは、交差反応性またはバックグラウンド結合は、典型的には、抗体の結合能
の非常に小さい割合（例えば、抗体結合全体の１％以下）を表すだけであり、そして典型
的には、高い抗体濃度（例えば、特異的な抗原結合を観測するために必要とされるよりも
１０００倍以上の高い濃度）で観測されるだけであるからである。構造的に関連するタン
パク質ファミリーに属し得る抗原がいくつか存在するが、特定のファミリーメンバーに対
する抗体応答は非常に特異的である。さらに、同じ受容体または受容体成分または複数の
構造的に関連する受容体に結合するタンパク質ファミリーメンバーの例がいくつか存在す
る（例えば、ＩＬ－１ファミリーおよびＴＮＦファミリーのメンバー）が、ファミリーの
１つのメンバーに対して惹起されたモノクローナル抗体は、ファミリーの他のメンバーに
対しては大きい交差反応性を示さない。ファミリーの様々なメンバーに対するＭＡｂの交
差反応性がないことには２つの理由が考えられる。第１に、標準的なハイブリドーマ製造
では、標的抗原に対する特異性／親和性が大きい少数の抗体のみが探索され、その後、そ
の少数の選択された抗体の交差反応性またはバックグラウンド結合が調べられる。第２に
、ファミリー内のタンパク質は構造的に関連しているが、他にはない、重複しない免疫優
性エピトープを有し得る。従って、全長のタンパク質を使用することによって惹起された
ＭＡｂは、他の構造的に関連するタンパク質と交差反応しないと考えられる。
【０００４】
１つの種の抗原に対して惹起されたモノクローナル抗体が別種の同じ機能的な抗原に対し
て特異的に結合する例もまたある。例えば、抗マウスＸ抗体は、ヒトに由来する抗原Ｘと
容易に結合することができる。これは、それらが同一ではないが、それらが重要な配列お
よび構造的類似性をともに有しているからである。しかし、そのような種交差反応性抗体
は、異なる種に由来する同じ抗原に対する特異性を有するので、「二重特異性」抗体を構
成しない。
【０００５】
従って、予測可能な二重特異性または多重特異性を有するモノクローナル抗体、すなわち
、２つ以上の異なる抗原に対して真の特異性を有する抗体が依然として求められている。
【０００６】
（発明の概要）
本発明は、少なくとも２つの異なる構造的に関連する抗原に対して二重の特異性を有する
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抗体を作製するための方法を提供する。この方法は、一般には、構造的に関連する２つの
異なる分子の共通する構造的な特徴を含む抗原を提供すること；抗体レパートリーを抗原
にさらすこと；および構造的に関連する２つの異なる分子と特異的に結合する抗体をレパ
ートリーから選択し、それにより二重特異性抗体を得ることを伴う。臨床的状況において
、同じタンパク質ファミリーのいくつかのメンバーが疾患プロセスの様々な症状に寄与す
ることがある。従って、同じタンパク質ファミリーのいくつかのメンバーに結合して、そ
のタンパク質ファミリーの２つ以上のメンバーの機能を阻止する本発明の二重特異性抗体
の使用は、疾患の症状を緩和するために、または疾患プロセス自体を妨げるために有益で
あり得る。さらに、本発明のそのような二重特異性抗体は、構造的に関連する抗原を検出
するために有用であり、構造的に関連する抗原を精製するために有用であり、および構造
的に関連する抗原を伴う診断アッセイにおいて有用である。
【０００７】
好ましい実施形態において、抗原は、構造的に関連する２つの異なる分子の間で同一的な
連続したトポロジー領域に基づいて設計される。例えば、構造的に関連する２つの異なる
分子はタンパク質であり得るし、抗原は、この２つのタンパク質の間で同一的な連続した
トポロジー領域のアミノ酸配列を含むペプチドであり得る。
【０００８】
別の実施形態において、抗原は、構造的に関連する２つの異なる分子の共通する折りたた
み部のループを構造的に模倣することに基づいて設計される。例えば、抗原は、構造的に
関連する２つの異なるタンパク質の共通する折りたたみ部のループを構造的に模倣する環
状ペプチドであり得る。
【０００９】
さらに別の実施形態において、抗原は、ハイブリッド分子を作製するために、構造的に関
連する２つの異なる分子の交互に連続する部分および／または重複する部分を一緒にスプ
ライシングすることに基づいて設計される。例えば、抗原は、構造的に関連する２つの異
なる分子の交互に連続する部分および／または重複する部分を一緒にスプライシングする
ことによって作製されるハイブリッドペプチドであり得る。
【００１０】
なおさらに別の実施形態において、抗原は、構造的に関連する２つの異なる分子の一方を
含むことができ、そして方法は、両方の関連する分子を特異的に認識する抗体を選択する
ことを伴う。
【００１１】
本発明の方法において、抗体レパートリーは、目的とする抗原に対してインビボまたはイ
ンビトロのいずれにおいてもさらすことができる。例えば、１つの実施形態において、抗
原に対するレパートリーの暴露は、動物を抗原でインビボにおいて免疫化することを伴う
。このインビボ法は、動物のリンパ球からハイブリドーマのパネルを調製し、そして構造
的に関連する２つの異なる分子と特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを選択
することを伴う。免疫化される動物は、例えば、マウス、ラット、ウサギまたはヤギ、あ
るいは前記動物のいずれかの遺伝子導入体（例えば、抗原刺激したときにヒト抗体を作製
するようにヒト免疫グロブリン遺伝子について遺伝子導入されているマウスなど）であり
得る。免疫化され得る動物の他のタイプには、ヒト末梢血の単核細胞またはリンパ系細胞
またはその前駆体を用いて再構成されている重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）のマウス（
ｈｕ－ＰＢＭＣ－ＳＣＩＤキメラマウス）、および致死的な全身照射、その後、重症複合
免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスの骨髄細胞を用いた放射線防護、その後、機能的なヒトリ
ンパ球を用いた移植で処置されているマウス（トリメラ（Ｔｒｉｍｅｒａ）系）が含まれ
る。免疫化され得る動物のさらに他のタイプには、目的とする抗原（１つまたは複数）を
コードする内因性遺伝子（１つまたは複数）について（例えば、相同的組換えによって）
そのゲノムが「ノックアウト」されている動物（例えば、マウス）がある。この場合、そ
のようなＫＯ動物は、目的とする抗原（１つまたは複数）で免疫化されたとき、その抗原
を異物として認識する。
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【００１２】
別の実施形態において、抗体レパートリーは、組換え抗体ライブラリーを抗原でスクリー
ニングすることによってインビトロにおいて抗原にさらされる。組換え抗体ライブラリー
は、例えば、バクテリオファージの表面において、または酵母の表面において、または細
菌の表面において発現している。様々な実施形態において、組換え抗体ライブラリーは、
例えば、ｓｃＦｖライブラリーまたはＦａｂライブラリーである。さらに別の実施形態に
おいて、抗体ライブラリーはＲＮＡ－タンパク質融合体として発現させられる。
【００１３】
二重特異性抗体を調製する別の方法は、動物を抗原でインビボにおいて免疫化することに
よって抗体レパートリーを抗原にさらし、その後、動物のリンパ系細胞から調製された組
換え抗体ライブラリーを抗原でインビトロにおいてスクリーニングすることなどのインビ
ボ法とインビトロ法との組合せを伴う。なおさらに別の方法は、動物を抗原でインビボに
おいて免疫化することによって抗体レパートリーを抗原にさらし、その後、動物のリンパ
系細胞から調製された組換え抗体ライブラリーをインビトロにおいて親和性成熟させるこ
とを伴う。さらに別の方法は、動物を抗原でインビボにおいて免疫化することによって抗
体レパートリーを抗原にさらし、その後、目的とする抗体を分泌する単一の抗体産生細胞
を選択し、そして重鎖可変領域および軽鎖可変領域のｃＤＮＡをこれらの選択された細胞
から（例えば、ＰＣＲによって）回収し、そして重鎖可変領域および軽鎖可変領域を哺乳
動物宿主細胞においてインビトロで発現させることを伴い（これは選択的リンパ球抗体法
またはＳＬＡＭと呼ばれる）、それにより選択遺伝子配列のさらなる選択および操作が可
能になる。なおさらに、モノクローナル抗体は、重鎖および軽鎖の抗体遺伝子を哺乳動物
細胞において発現させ、そして必要な結合特異性を有する抗体を分泌する哺乳動物細胞を
選択することによる発現クローニングによって選択することができる。
【００１４】
本発明の方法は、完全なヒト抗体、キメラ抗体およびＣＤＲグラフト化抗体を含む様々な
異なるタイプの二重特異性抗体ならびにその抗原結合部分の調製を可能にする。本発明の
方法に従って調製される二重特異性抗体もまた提供される。本発明の好ましい二重特異性
抗体は、インターロイキン－１αおよびインターロイキン－１βと特異的に結合する二重
特異性抗体である。そのような二重特異性抗体は、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βを検出す
る方法において使用することができる。この方法は、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βが検出
されるように、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βをそのような二重特異性抗体またはその抗原
結合部分と接触させることを含む。中和する二重特異性抗体もまた、ＩＬ－１αまたはＩ
Ｌ－１βの活性を阻害する方法において使用することができる。この方法は、ＩＬ－１α
またはＩＬ－１βの活性が阻害されるように、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βをそのような
二重特異性抗体またはその抗原結合部分と接触させることを含む。そのような二重特異性
抗体はまた、インターロイキン－１関連障害を処置する方法において使用することができ
る。この方法は、インターロイキン－１関連障害に罹患している患者にそのような二重特
異性抗体またはその抗原結合部分を投与することを含む。
【００１５】
別の実施形態において、本発明は、下記の工程を行うことによって抗体またはその抗原結
合部分のライブラリーを作製する方法を提供する：ａ）第１の抗原にさらすことから生じ
る抗体レパートリーから組換え重鎖またはその抗原結合部分のライブラリーＡを得る工程
；ｂ）第１の抗原にさらすことから生じる抗体レパートリーから組換え軽鎖またはその抗
原結合部分のライブラリーＢを得る工程；ｃ）第２の抗原にさらすことから生じる抗体レ
パートリーから組換え重鎖またはその抗原結合部分のライブラリーＣを得る工程；ｄ）第
２の抗原にさらすことから生じる抗体レパートリーから組換え軽鎖またはその抗原結合部
分のライブラリーＤを得る工程；そしてｅ）組換え重鎖またはその抗原結合部分のライブ
ラリーＡを組換え軽鎖またはその抗原結合部分のライブラリーＤと組み合わせて、抗体ま
たはその抗原結合部分のライブラリーＸを得る工程、および／または組換え重鎖またはそ
の抗原結合部分のライブラリーＣを組換え軽鎖またはその抗原結合部分のライブラリーＢ
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と組み合わせて、抗体またはその抗原結合部分のライブラリーＹを得る工程。
【００１６】
本発明の別の実施形態において、本発明の直前に記載された方法は、抗体またはその抗原
結合部分のライブラリーＸを抗体またはその抗原結合部分のライブラリーＹと組み合わせ
て、抗体またはその抗原結合部分のライブラリーＺを得る工程をさらに含むことができる
。
【００１７】
さらなる実施形態において、本発明は、抗体またはその抗原結合部分のライブラリーＸ、
ＹおよびＺに関する。
【００１８】
別の実施形態において、本発明の方法は、第１の抗原および第２の抗原の両方と結合する
抗体またはその抗原結合部分をライブラリーＸ、Ｙおよび／またはＺから選択することに
よって二重特異性抗体またはその抗原結合部分の同定を可能にする。
【００１９】
さらなる実施形態において、本発明は、本発明の方法のいずれかによって作製および／ま
たは選択される二重特異性抗体に関する。
【００２０】
別の実施形態において、本発明はまた、ライブラリーＸ、ＹおよびＺの抗体またはその抗
原結合部分のそれぞれのメンバーをコードするヌクレオチド配列；そして二重特異性抗体
またはその抗原結合部分、上記に記載されるヌクレオチド配列を含むベクター、および上
記に記載されるベクターでトランスフェクションされた宿主細胞に関する。
【００２１】
好ましい実施形態において、第１の抗原および第２の抗原はそれぞれ独立して、タンパク
質、ポリペプチドおよびペプチドからなる群から選択されるが、第１の抗原および第２の
抗原は同じではない。さらなる実施形態において、タンパク質、ポリペプチドおよびペプ
チドは分泌型タンパク質または表面の受容体であり、分泌型タンパク質は、ＩＦＮ、ＴＮ
Ｆ、インターロイキン、ＩＰ－１０、ＰＦ４、ＧＲＯ、９Ｅ３、ＥＭＡＰ－ＩＩ、ＣＳＦ
、ＦＧＦおよびＰＤＧＦからなる群から選択される。別の好ましい実施形態において、第
１の抗原はＩＬ－１αであり、第２の抗原はＩＬ－１βである。
【００２２】
（発明の詳細な説明）
本発明は、二重特異性抗体（すなわち、構造的に関連する少なくとも２つの異なる分子に
対して親和性を有する抗体）を作製するための抗原の設計および使用、ならびにそのよう
な二重特異性抗体の選択、調製および使用に関する。本発明の抗原の構造的関連性は抗原
（例えば、タンパク質）の全域にわたってであり得るか、または特定の構造的に関連する
領域だけにおいてであり得る。本発明は、構造的に関連する２つの異なる分子と特異的に
結合する二重特異性抗体を得るための方法を提供する。この方法は、
構造的に関連する２つの異なる分子の共通する構造的な特徴を含む抗原を提供すること；
抗体レパートリーを抗原にさらすこと；
構造的に関連する２つの異なる分子と特異的に結合する抗体をレパートリーから選択し、
それにより二重特異性抗体を得ること
を含む。
【００２３】
本発明は、本明細書中では、関連する２つの異なる抗原の認識に関して記載されるが、用
語「二重特異性抗体」は、関連する２つ以上の異なる抗原さえも特異的に認識する抗体、
例えば、３つ、４つ、５つまたはそれ以上の構造的に関連する別個の抗原を認識する抗体
などを包含することを意味することを理解しなければならないことに留意しなければなら
ない。さらに、用語「構造的に関連する異なる抗原」は、その全体的な構造が関連してい
る抗原（例えば、タンパク質）、ならびに１つ以上の構造的に関連する領域をともに有す
るが、それ以外では関連性がない抗原（例えば、タンパク質）を包含することを意味する
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。従って、「構造的に関連する異なる」抗原には、例えば、共通する全体的な構造を有す
る同じタンパク質ファミリーのメンバーである２つのタンパク質を挙げることができ、ま
たは例えば、全体的な構造は似ていない（関連性がない）が、構造的に関連するドメイン
をそれぞれが含む２つのタンパク質を挙げることができる。
【００２４】
様々なタイプの抗原を使用して、本発明の抗体を誘発させることができ、そして様々な抗
体作製方法を適用して、本発明の二重特異性抗体を得ることができる。これらは、下記に
おいて、下記の節でさらに詳しく議論される。
【００２５】
Ｉ．二重特異性抗原
本発明の二重特異性抗体を調製するために、抗体が、二重特異性抗体を誘発させることが
できる抗原に対して惹起される。そのような抗原は、一般に、本明細書中では二重特異性
抗原として示される。様々な異なるタイプの二重特異性抗原を本発明において使用するこ
とができ、そして様々なタイプの二重特異性抗原の設計が下記の節においてさらに記載さ
れる。
【００２６】
Ａ．連続したトポロジー領域
１つの実施形態において、本発明の二重特異性抗原は、二重特異性抗体が惹起させられる
構造的に関連する２つの異なる分子の間で同一的および／または類似的な連続したトポロ
ジー領域を含む。好ましくは、抗原は、構造的に関連する２つの異なる分子の間で同一的
および／または類似的な最大（例えば、最長）の連続したトポロジー領域を含む。好まし
くは、構造的に関連する２つの異なる分子はタンパク質であり、二重特異性抗原は、２つ
のタンパク質の間で同一的および／または類似的な最大（例えば、最長）の連続したトポ
ロジー領域に対応する直鎖状ペプチドを含む。選ばれる同一的／類似的な適切な領域は、
好ましくは、受容体またはリガンドが結合する領域であるが、同一的／類似的な他の領域
もまた使用することができる。
【００２７】
２つの分子（例えば、タンパク質）の間で同一的な連続したトポロジー領域を決定するた
めに、２つの分子（例えば、タンパク質）が比較され（例えば、相同性モデリング、構造
情報またはアラインメントされ）、同一の領域または類似した領域が明らかにされる。タ
ンパク質の場合、アラインメントアルゴリズムを使用して、最適なアラインメントを作り
出し、そして２つのタンパク質の間で同一的／類似的な最大（例えば、最長）の連続した
トポロジー領域を同定することができる。２つの配列を比較するために利用される数学的
アルゴリズムの好ましい非限定的な例としては、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ（
１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８７：２２６４～６８）の
アルゴリズムがあり、これは、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ（１９９３）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９０：５８７３～７７）に記載されるように
改変されている。そのようなアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ他（１９９０、Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３～１０）のＮＢＬＡＳＴプログラムおよびＸＢＬＡＳＴプ
ログラムに組み込まれている。比較のためにギャップを有するアラインメントを得るため
に、Ａｌｔｓｃｈｕｌ他（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、
２５（１７）：３３８９～３４０２に記載されるようなギャップ化ＢＬＡＳＴを利用する
ことができる。ＢＬＡＳＴプログラムおよびギャップ化ＢＬＡＳＴプログラムを利用する
とき、それぞれのプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）の設定省略時
のパラメーターを使用することができる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎ
ｉｈ．ｇｏｖを参照のこと。使用され得る別の数学的アルゴリズムには、Ｍｙｅｒｓおよ
びＭｉｌｌｅｒ（１９８８）Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．４：１１～１７に
記載されるＡＬＬＩＧＮプログラムにおいて使用されるアルゴリズムがある。
【００２８】
同一的／類似的な適切な領域が選ばれると、その領域に対応する二重特異性抗原を化学合
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成することができる。例えば、ペプチド抗原の場合、ペプチドを標準的なペプチド合成法
によって合成することができる。１つの実施形態において、ペプチド抗原はＬ－アミノ酸
を含む。他の実施形態では、ペプチド抗原は、一部または全体がＤ－アミノ酸から構成さ
れ得る。構造的に類似する２つの異なるタンパク質の間で同一的および／または類似的な
連続したトポロジー領域に基づく二重特異性抗原の設計例が実施例１に詳しく記載される
。
【００２９】
Ｂ．構造的ループを模倣する環状ペプチド
別の実施形態において、本発明の二重特異性抗原は、二重特異性抗体が惹起させられる構
造的に関連する２つの異なる分子（例えば、タンパク質）の共通する折りたたみ部の重要
なループを構造的に模倣する環状分子（好ましくは環状ペプチド）を含む。このタイプの
抗原を調製するために、２つの関連する分子の構造が比較され、２つの分子において見出
される共通する折りたたみ部のループが明らかにされる。標準的な分子モデリングおよび
結晶学的解析を、そのようなループおよび共通する折りたたみ部の同定を助けるために使
用することができる。同一の領域および類似した領域（例えば、２つのタンパク質の間で
のアミノ酸配列）が同定され、コンセンサス配列を、同一ではないが、類似している領域
について設計することができる。鎖状の分子（例えば、直鎖状ペプチド）がこれらの類似
した領域および同一の領域に基づいて設計され、その後、この鎖状分子は、重要なループ
を模倣する抗原を作製するために、知られている化学的手段によって環化することができ
る。例えば、ペプチドを環化させるために、プロリンおよびグリシンを直鎖状ペプチドの
末端に付加することができる。構造的に関連する２つの異なるタンパク質がともに有する
構造的ループを模倣する環状ペプチドに基づく二重特異性抗原の設計例が実施例２に詳し
く記載される。
【００３０】
Ｃ．ハイブリッド分子
別の実施形態において、本発明の二重特異性抗原は、二重特異性抗体が惹起させられる構
造的に関する２つの異なる分子（例えば、タンパク質）の交互に連続する領域および／ま
たは重複する領域を含むハイブリッド分子（好ましくはハイブリッドペプチド）を含む。
このタイプの抗原を調製するために、２つの分子の構造が比較され、重複する領域（すな
わち、同一の領域）が、同一でない領域と同様に、２つの分子の間で明らかにされる。２
つの分子のそれぞれに由来する交互に連続する領域（例えば、アミノ酸配列）を両方の分
子に共通する重複した領域と同様に含むことが好ましいハイブリッド分子（例えば、２つ
の関連する分子がタンパク質であるときにはハイブリッドペプチド）が調製される。概略
的には、そのようなハイブリッド分子はＸ－Ｙ－Ｚとして表すことができる（式中、Ｙは
、２つの関連する分子の間で同一的または強い類似的な領域（すなわち、重複する領域）
を表し、Ｘは、関連する分子の一方に由来する領域を表し、Ｚは、関連する分子のもう一
方に由来する領域を表す）。構造的に関連する２つの異なるタンパク質の配列から構成さ
れるハイブリッドペプチドに基づく二重特異性抗原の設計例が実施例３に詳しく記載され
る。
【００３１】
別のタイプのハイブリッド分子として、（「標的」タンパク質と呼ばれる）全長のタンパ
ク質にペプチドが導入されている分子がある。構造的に関連する２つの異なるタンパク質
の機能的な領域（例えば、受容体と相互作用する領域）を表すペプチドが選択される。そ
のようなペプチドは、本明細書中では機能的ペプチドとして示される。関連するタンパク
質の一方に由来する機能的ペプチドは、その後、もう一方の関連するタンパク質の全長タ
ンパク質に導入されるか、あるいは関連性がないタンパク質に導入される。例えば、ＩＬ
－１αの受容体相互作用領域に対応するＩＬ－１αのペプチドが同定され、そしてＩＬ－
１αのこの機能的ペプチドが全長のＩＬ－１βタンパク質に導入され、ＩＬ－１α／ＩＬ
－１βのハイブリッド分子が作製される。同様に、ＩＬ－１βの受容体相互作用領域に対
応するＩＬ－１βのペプチドが同定され、そしてＩＬ－１βのこの機能的ペプチドが全長
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のＩＬ－１αタンパク質に導入され、ＩＬ－１α／ＩＬ－１βのハイブリッド分子が作製
される。関連する全長タンパク質への機能的ペプチドのこの導入により、機能的ペプチド
が両端に存在することになり、そして機能的ペプチドの折りたたみ構造が保たれる。
【００３２】
ＩＬ－１α／ＩＬ－１βハイブリッドの場合、機能的ペプチドは好ましくは、ＩＬ－１α
およびＩＬ－１βの共通する折りたたみ構造を表す標的領域に挿入される（天然アミノ酸
と置き換えられる）。そのような領域はタンパク質の全長にわたって（例えば、Ｎ末端領
域、タンパク質の中央部、Ｃ末端領域において）見出すことができる。さらに、共通する
ＩＬ－１α／ＩＬ－１β折りたたみ構造を表す機能的ペプチドもまた、アルブミンまたは
任意の他の天然に存在するタンパク質などの関連性がないタンパク質に挿入することがで
きる。この場合、ペプチドに対する好ましい挿入部位は、ペプチドが所望する折りたたみ
構造を維持することができる領域である。従って、挿入部位は、タンパク質のＮ末端、中
央部またはＣ末端のいずれかであり得る。任意の天然に存在する標的タンパク質における
ペプチドの配置は、ペプチドが由来する天然タンパク質によってペプチドに負わせられる
構造的制約を模倣するように選択される。機能的ペプチドのアミノ酸が標的タンパク質に
付加されるように機能的ペプチドを単に標的タンパク質に挿入することができる一方で、
好ましくは、機能的ペプチドのアミノ酸は、挿入される標的タンパク質の一部分を置換す
る。
【００３３】
非限定的な例として、ハイブリッド分子が、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βに対する二重特
異性抗体を惹起させるための二重特異性抗原として使用するために構築される。この場合
、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βのいずれかの特異的な構造的エレメントに対応する機能的
ペプチドが等価な構造的位置において全長のＩＬ－１βまたはＩＬ－１αに導入される。
選ばれたハイブリッド分子により、ＩＬ－１βの残基１６０～１７６がＩＬ－１αの残基
１６８～１８４で置換される。得られる分子は下記のアミノ酸配列を有する（置換された
ＩＬ－１α配列（残基１６８～１８４）には下線が付されている）：
ＡＰＶＲＳＬＮＣＴＬＲＤＳＱＱＫＳＬＶＭＳＧＰＹＥＬＫＡＬＨＬＱＧＱＤＭＥＱＱＶ
ＶＦＳＭＧＡＹＫＳＳＫＤＤＡＫＩＴＶＩＬＧＬＫＥＫＮＬＹＬＳＣＶＬＫＤＤＫＰＴＬ
ＱＬＥＳＶＤＰＫＮＹＰＫＫＫＭＥＫＲＦＶＦＮＫＩＥＩＮＮＫＬＥＦＥＳＡＱＦＰＮＷ
ＹＩＳＴＳＱＡＥＮＭＰＶＦＬＧＧＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＴＭＱＦＶＳＳ（配列番号４）
この分子は、公開されているＩＬ－１αおよびＩＬ－１βのｃＤＮＡ配列を使用する標準
的な分子生物学的技術（例えば、クローニング、ポリメラーゼ連酸反応）および組換えタ
ンパク質発現技術を使用して調製することができる。ハイブリッドＤＮＡを調製して、適
切な発現ベクターに導入することができ、そしてポリペプチドを、発現ベクターを適切な
宿主細胞に導入することによって発現させることができる。
【００３４】
Ｄ．疎水性プロットに基づくペプチド
別の実施形態において、本発明の二重特異性抗原は、非常に抗原性であることが予測され
るペプチドを選択するために疎水性プロットに基づいて選択される。例えば、ペプチドの
抗原性指数を、ＪａｍｅｓｏｎおよびＷｏｌｆ（ＣＡＢＩＯＳ、４（１）、１８１～１８
６（１９８８））によって記載されるようなコンピューターソフトウエアを使用して計算
することができる。抗体が結合するための目的とする領域を、抗原性の可能性を最大にす
るために選ぶことができる。
【００３５】
Ｅ．抗原でトランスフェクションされた細胞による免疫化
別の実施形態において、本発明の二重特異性抗体は、抗原でトランスフェクションされた
細胞による免疫化によって調製される（すなわち、本発明の二重特異性抗原は、抗原でト
ランスフェクションされた細胞であり得る）。構造的に関連する２つの異なる抗原または
それらのハイブリッド分子を安定的に発現する細胞株を作製することができる。例えば、
ＩＬ－１αまたはＩＬ－１βまたはＩＬ－１α／ＩＬ－１βハイブリッド分子（例えば、
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配列番号４）を安定的に発現する細胞株を作製することができる。目的とする分子を、（
可溶性タンパク質の場合には）細胞から分泌させることができ、または（受容体、酵素の
場合には）細胞表面において発現させることができる。宿主細胞による抗原の発現を可能
にする宿主細胞への遺伝子移入は、トランスフェクション、エレクトロポレーション、細
胞融合、リポフェクション、粒子衝撃導入、マイクロインジェクションまたはウイルス感
染（これらに限定されない）を含む多数の従来の手段によって達成することができる。目
的とする抗原を発現する細胞株は、その後、抗体を産生させるための目的とする動物の体
内に１つ以上の様々な経路（腹腔内、皮下、筋肉内など）を介して移植することができる
。その後、細胞は、目的とする抗原の徐放性供給源として役立つ。好ましくは、細胞は全
長のタンパク質を発現する。しかしながら、抗原性のフラグメントもまた発現させること
ができる。可溶性タンパク質の場合、タンパク質は好ましくは、細胞によって分泌される
。２つの非常に関連する受容体の細胞外ドメインに対する二重特異性抗体を作製するため
に、受容体は好ましくは、細胞表面において発現させられる。
【００３６】
Ｆ．構造的に関連する分子の１つによる免疫化
別の実施形態において、二重特異性抗原は、二重特異性抗体が惹起させられる構造的に関
連する２つの異なる分子の単に一方である。２つの関連する分子の一方が免疫化剤として
使用され、その後、得られる抗体レパートリーが、構造的に関連する２つの異なる分子の
両方と結合する抗体について、より好ましくは、構造的に関連する２つの異なる分子の両
方を中和する抗体についてスクリーニングされる。例えば、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１β
のいずれかで免疫化し、その後、α／βの結合体について、より好ましくは、α／βの中
和体についてスクリーニングすることができる。この実施形態において使用されるように
、用語「免疫化する」は、大ざっぱには、抗体レパートリーをＩＬ－１αまたはＩＬ－１
βなどの抗原にインビボまたはインビトロのいずれかにおいてさらすことを包含すること
が意図される。従って、この実施形態には、動物をＩＬ－１αまたはＩＬ－１βのいずれ
かで免疫化し、得られる惹起された抗体をスクリーニングして、ＩＬ－１αおよびＩＬ－
１βの両方と結合するそのような抗体を選択すること、ならびに組換え抗体ライブラリー
をインビトロにおいてＩＬ－１αまたはＩＬ－１βのいずれかでスクリーニングし、その
後、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの両方と結合する組換え抗体を選択することが包含され
る。
【００３７】
ＩＩ．二重特異性抗体の作製方法
本発明の二重特異性抗体を調製するために、抗体レパートリー（インビボまたはインビト
ロのいずれか）が、前節に記載されるように調製された二重特異性抗原にさらされ、そし
て適切な二重特異性抗体がレパートリーから選択される。抗原の抗体認識の２つの要素は
、特異的な分子相互作用に基づく構造的認識および親和性成熟である。自然の免疫応答の
とき、構造的モチーフを認識する低親和性抗体（例えば、ある種のパターン認識受容体に
よる抗原の認識）が容易に発達し、そして自然の免疫応答における初期には、少数のクロ
ーンの親和性を増大させる体細胞成熟がこれに続く。インビボおよびインビトロでの様々
なプロセスが、この自然の現象を模倣するために開発されている。低親和性の二重特異性
抗体を、本明細書中に記載されるインビトロ法およびインビボ法のいずれによっても作製
することができ、そしてより大きい親和性の二重特異性Ｍａｂを、本明細書中に記載され
る体細胞変異法によって調製することができる。さらに、高親和性の二重特異性ＭＡｂを
最適化するために、所望する抗原との低親和性ＭＡｂの同時結晶構造体を作製することが
できる。得られる構造情報は、本明細書中に記載されるように、特異的な分子相互作用を
増強するためにＭＡｂの特異的な接触残基を変化（変異）させることによってさらなる親
和性増強の指針となり得る。
【００３８】
インビボ法またはインビトロ法または両者の組合せを使用する二重特異性抗体の作製方法
が下記の節においてさらに詳しく記載される。
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【００３９】
Ａ．インビボ法
抗体を調製するための標準的なインビボ法は、適切な動物被験体を抗原で免疫化し、それ
によりインビボ抗体レパートリーを抗原にさらし、その後、目的とする抗体（１つまたは
複数）を動物から回収することによる。そのような方法は、二重特異性抗原の使用および
目的とする２つの構造的に関連する分子を特異的に認識する抗体に対する選択によって二
重特異性抗体の調製に適合させることができる。二重特異性抗体は、好適な被験体（例え
ば、ウサギ、ヤギ、マウスまたは他の哺乳動物、これにはそのような哺乳動物の遺伝子導
入体およびノックアウト体が含まれる）を二重特異性抗原の免疫原調製物で免疫化するこ
とによって調製することができる。適切な免疫原調製物は、例えば、化学合成または組換
え発現された二重特異性抗原を含むことができる。免疫原調製物は、フロイント完全アジ
ュバントもしくはフロイント不完全アジュバントなどのアジュバント、または類似する免
疫刺激化合物をさらに含むことができる。さらに、特にインビボ免疫化によって抗体を惹
起させるために使用されるとき、本発明の二重特異性抗原は単独で使用することができ、
またはより好ましくは、キャリアタンパク質との結合体として使用される。抗体応答を増
強するためのそのような方法はこの分野では十分に知られている。二重特異性抗原を結合
させることができる好適なキャリアタンパク質の例には、キーホールリンペットヘモシア
ニン（ＫＬＨ）およびアルブミンが挙げられる。
【００４０】
抗体産生細胞は被験体から得ることができ、そしてＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ
（１９７５、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５～４９７）によって最初に記載されたハイブ
リドーマ技術など標準的な技術によってモノクローナル抗体を調製するために使用するこ
とができる（Ｂｒｏｗｎ他（１９８１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２７：５３９～４６；Ｂ
ｒｏｗｎ他（１９８０）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５：４９８０～８３；Ｙｅｈ他（
１９７６）ＰＮＡＳ、７６：２９２７～３１；Ｙｅｈ他（１９８２）Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎ
ｃｅｒ、２９：２６９～７５もまた参照のこと）。モノクローナル抗体ハイブリドーマを
作製するための技術は十分に知られている（一般的には、Ｒ．Ｈ．Ｋｅｎｎｅｔｈ、Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　Ｉｎ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅｓ、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｒ
ｐ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８０）；Ｅ．Ａ．Ｌｅｒｎｅｒ（１９
８１）Ｙａｌｅ　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．、５４：３８７～４０７；Ｍ．Ｌ．Ｇｅｆｔｅ
ｒ他（１９７７）Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．、３：２３１～３６を参照の
こと）。簡単に記載すると、不死細胞株（典型的にはミエローマ）が、上記に記載される
ように二重特異性免疫原で免疫化された哺乳動物に由来するリンパ球（典型的には、脾臓
細胞またはリンパ節細胞または末梢血リンパ球）に対して融合させられ、そして得られる
ハイブリドーマ細胞の培養上清が、目的とする構造的に関連する２つの異なる分子に対し
て二重の特異性を有するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを同定するために
スクリーニングされる。リンパ球および不死化細胞株を融合するために使用される多くの
よく知られているプロトコルはどれも、二重特異性モノクローナル抗体を作製するために
適用することができる（例えば、Ｇ．Ｇａｌｆｒｅ他（１９７７）Ｎａｔｕｒｅ、２６６
：５５０～５２；Ｇｅｆｔｅｒ他、Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．（前掲）；
Ｌｅｒｎｅｒ他、Ｙａｌｅ　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．（前掲）；Ｋｅｎｎｅｔｈ、Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（前掲）を参照のこと）。さらに、当業者は、そ
のような方法には多くの変法があり、これらもまた有用であることを理解する。典型的に
は、不死細胞株（例えば、ミエローマ細胞株）は、リンパ球と同じ哺乳動物種に由来する
。例えば、ネズミのハイブリドーマを、本発明の免疫原調製物で免疫化されたマウスに由
来するリンパ球を不死化マウス細胞株と融合することによって作製することができる。好
ましい不死細胞株は、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含有する培養培
地（「ＨＡＴ培地」）に対して感受性を有するマウスミエローマ細胞株である。多数のミ
エローマ細胞物はどれも、標準的な技術に従って、融合相手として使用することができる
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（例えば、Ｐ３－ＮＳ１／１－Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－Ａｇ８．６５３またはＳｐ２
／Ｏ－Ａｇ１４のミエローマ株）。これらのミエローマ株はＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍｄ）から
入手することができる。典型的には、ＨＡＴ感受性のマウスミエローマ細胞が、ポリエチ
レングリコール（「ＰＥＧ」）を使用してマウスの脾臓細胞に対して融合させられる。融
合から得られるハイブリドーマ細胞は、その後、融合していないミエローマ細胞および非
産生的に融合したミエローマ細胞が生存できないＨＡＴ培地を使用して選択される（融合
していない脾臓細胞は、形質転換されていないので数日後に死亡する）。目的とする２つ
の構造的に関連する分子を特異的に認識するモノクローナル抗体を産生するハイブリドー
マ細胞が、２つの関連する分子と特異的に結合するそのような抗体を選択するために、例
えば、標準的なＥＬＩＳＡアッセイを使用して、ハイブリドーマの培養上清をそのような
抗体についてスクリーニングすることによって同定される。
【００４１】
所望する抗体のタイプに依存して、様々な動物宿主をインビボ免疫化のために使用するこ
とができる。目的とする抗原（１つまたは複数）の内因性型を自身が発現する宿主を使用
することができ、あるいは目的とする抗原（１つまたは複数）の内因性型を欠損させた宿
主を使用することができる。例えば、対応する内因性遺伝子に対する相同的組換えによっ
て特定の内因性タンパク質を欠損させたマウス（すなわち、「ノックアウト」マウス）は
、そのタンパク質で免疫化されたときにタンパク質に対する液性応答を誘発し、従って、
そのタンパク質に対する高親和性のモノクローナル抗体を産生させるために使用できるこ
とが示されている（例えば、Ｒｏｓｅ，Ｊ．他（１９９５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ、１８３：２３１～２３７；Ｌｕｎｎ，Ｍ．Ｐ．他（２０００）Ｊ．Ｎｅｕｒｏ
ｃｈｅｍ．７５：４０４～４１２を参照のこと）。
【００４２】
非ヒト抗体を（例えば、ヒトの二重特異性抗原に対して）産生させる場合、様々な非ヒト
哺乳動物が抗体産生用の宿主として好適であり、これには、マウス、ラット、ウサギおよ
びヤギ（ならびにそれらのノックアウト体）（これらに限定されない）が含まれるが、マ
ウスがハイブリドーマ製造には好ましい。さらに、完全なヒト抗体をヒトの二重特異性抗
原に対して産生させる場合、ヒト抗体レパートリーを発現する非ヒト宿主動物を使用する
ことができる。そのような非ヒト動物には、ヒト免疫グロブリンのトランスジーンを有す
る遺伝子導入動物（例えば、マウス）であるｈｕ－ＰＢＭＣ－ＳＣＩＤキメラマウス、お
よびヒト／マウスの放射線照射キメラが含まれる。これらはそれぞれが下記においてさら
に議論される。
【００４３】
例えば、１つの実施形態において、二重特異性抗原で免疫化される動物は、抗原刺激した
ときに非ヒト哺乳動物（例えば、マウス）がヒト抗体を作製するようにヒト免疫グロブリ
ン遺伝子について遺伝子導入されている非ヒト哺乳動物（好ましくはマウス）である。そ
のような動物において、典型的には、ヒト生殖系列形態の重鎖免疫グロブリンおよび軽鎖
免疫グロブリンのトランスジーンが、その内因性の重鎖座および軽鎖座が不活性であるよ
うに操作されている動物に導入される。そのような動物を（例えば、ヒト抗原で）抗原刺
激したとき、ヒト免疫グロブリンの配列に由来する抗体（すなわち、ヒト抗体）が産生さ
れ、そしてヒトモノクローナル抗体を標準的なハイブリドーマ技術によってそのような動
物のリンパ球から作製することができる。ヒト抗体の産生におけるヒト免疫グロブリン遺
伝子導入マウスおよびその使用のさらなる記載については、例えば、米国特許第５，９３
９，５９８号、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９６／３３７３５、ＰＣＴ国際特許出願公開
ＷＯ９６／３４０９６、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９８／２４８９３およびＰＣＴ国際
特許出願公開ＷＯ９９／５３０４９（Ａｂｇｅｎｉｘ　Ｉｎｃ．）、ならびに米国特許第
５，５４５，８０６号、同第５，５６９，８２５号、同第５，６２５，１２６号、同第５
，６３３，４２５号、同第５，６６１，０１６号、同第５，７７０，４２９号、同第５，
８１４，３１８号、同第５，８７７，３９７号およびＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９９／
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４５９６２（Ｇｅｎｐｈａｒｍ　Ｉｎｃ．）を参照のこと。また、ＭａｃＱｕｉｔｔｙ，
Ｊ．Ｊ．およびＫａｙ，Ｒ．Ｍ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５７：１１８８；Ｔａ
ｙｌｏｒ，Ｌ．Ｄ．他（１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：６２８
７～６２９５；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．他（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ、３６８：８５６～８
５９；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．およびＨｕｓｚａｒ，Ｄ．（１９９５）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１３：６５～９３；Ｈａｒｄｉｎｇ，Ｆ．Ａ．およびＬｏｎｂｅｒｇ，Ｎ
．（１９９５）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７６４：５３６～５４６；Ｆｉｓｈ
ｗｉｌｄ，Ｄ．Ｍ．他（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１４：
８４５～８５１；Ｍｅｎｄｅｚ，Ｍ．Ｊ．他（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓ、１５：１４６～１５６；Ｇｒｅｅｎ，Ｌ．Ｌ．およびＪａｋｏｂｏｖｉｔｓ，Ａ．（
１９９８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８：４８３～４９５；Ｇｒｅｅｎ，Ｌ．Ｌ．（１９
９９）Ｊ．Ｉｎｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、２３１：１１～２３；Ｙａｎｇ，Ｘ．Ｄ．
他（１９９９）Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．６６：４０１～４１０；Ｇａｌｌｏ，Ｍ．
Ｌ．他（２０００）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３０：５３４～５４０を参照のこと。
【００４４】
別の実施形態において、二重特異性抗原で免疫化される動物は、ヒト末梢血の単核細胞ま
たはリンパ系細胞またはその前駆体を用いて再構成されている重症複合免疫不全症（ＳＣ
ＩＤ）のマウスである。ｈｕ－ＰＢＭＣ－ＳＣＩＤキメラマウスとして示されるそのよう
なマウスは、抗原刺激したときにヒト免疫グロブリン応答を産生することが明らかにされ
ている。抗体作製におけるこれらのマウスおよびその使用のさらなる記載については、例
えば、Ｌｅａｄｅｒ，Ｋ．Ａ．他（１９９２）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、７６：２２９～２
３４；Ｂｏｍｂｉｌ，Ｆ．他（１９９６）Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌ．１９５：３６０～３７
５；Ｍｕｒｐｈｙ，Ｗ．Ｊ．他（１９９６）Ｓｅｍｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．８：２３３～
２４１；Ｈｅｒｚ，Ｕ．他（１９９７）Ｉｎｔ．Ａｒｃｈ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１１３：１５０～１５２；Ａｌｂｅｒｔ，Ｓ．Ｅ．他（１９９７）Ｊ．Ｉｍｎｒｎ
ｎｏｌ．１５９：１３９３～１４０３；Ｎｇｕｙｅｎ，Ｈ．他（１９９７）Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４１：９０１～９０７；Ａｒａｉ，Ｋ．他（１９９８）Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、２１７：７９～８５；Ｙｏｓｈｉｎａｒｉ，Ｋ．および
Ａｒａｉ，Ｋ．（１９９８）Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ、１７：４１～４５；Ｈｕｔｃｈｉｎｓ
，Ｗ．Ａ．他（１９９９）Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ、１８：１２１～１２９；Ｍｕｒｐｈｙ，
Ｗ．Ｊ．他（１９９９）Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．９０：２２～２７；Ｓｍｉｔｈｓｏ
ｎ，Ｓ．Ｌ．他（１９９９）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３６：１１３～１２４；Ｃｈａｍ
ａｔ，Ｓ．他（１９９９）Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓｅａｓｅｓ、１８０：２６８～２７
７；Ｈｅａｒｄ，Ｃ．他（１９９９）Ｍｏｌｅｃ．Ｍｅｄ．５：３５～４５を参照のこと
。
【００４５】
別の実施形態において、二重特異性抗原で免疫化される動物は、致死的な全身照射、その
後、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）マウスの骨髄細胞を用いた放射線防護、その後、機
能的なヒトリンパ球を用いた移植で処置されているマウスである。このタイプのキメラは
トリメラ（Ｔｒｉｍｅｒａ）システムと呼ばれており、マウスを目的の抗原で免疫化し、
その後、標準的なハイブリドーマ技術を使用してモノクローナル抗体を調製することによ
ってヒトモノクローナル抗体を産生させるために使用されている。抗体作製におけるこれ
らのマウスおよびその使用のさらなる記載については、例えば、Ｅｒｅｎ，Ｒ．他（１９
９８）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、９３：１５４～１６１；Ｒｅｉｓｎｅｒ，ＹおよびＤａｇ
ａｎ，Ｓ．（１９９８）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：２４２～２４６；
Ｉｌａｎ，Ｅ．他（１９９９）Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ、２９：５５３～５６２；Ｂｏｃｈ
ｅｒ，Ｗ．Ｏ．他（１９９９）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、９６：６３４～６４１を参照のこ
と。
【００４６】
Ｂ．インビトロ法
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インビボ免疫化および選択により二重特異性抗体を調製することの代わりに、本発明の二
重特異性抗体は、組換えコンビナトリアル免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体フ
ァージディスプレイライブラリー）を二重特異性抗原でスクリーニングし、それにより、
目的とする２つの構造的に関連する異なる分子に対して特異的に結合する免疫グロブリン
ライブラリーのメンバーを単離することによって同定および単離することができる。ファ
ージディスプレイライブラリーを作製し、スクリーニングするためのキットが市販されて
いる（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａの組換えファージ抗体システム、カタログ番号２７－
９４００－０１；およびＳｔｒａｔａｇｅｎｅのＳｕｒｆＺＡＰ（商標）ファージディス
プレイキット、カタログ番号２４０６１２）。様々な実施形態において、ファージディス
プレイライブラリーはｓｃＦｖライブラリーまたはＦａｂライブラリーである。組換え抗
体ライブラリーをスクリーニングするためのファージディスプレイ技術はこの分野では幅
広く記載されている。抗体ディスプレイライブラリーの作製およびスクリーニングにおけ
る使用に特に適し得る方法および化合物の例を下記において見出すことができる：例えば
、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ他、国際特許出願公開ＷＯ９２／０１０４７、米国特許第５，９
６９，１０８号および欧州特許ＥＰ５８９，８７７（これらは特にｓｃＦｖのディスプレ
イを記載する）、Ｌａｄｎｅｒ他、米国特許第５，２２３，４０９号、同第５，４０３，
４８４号、同第５，５７１，６９８号、同第５，８３７，５００号および欧州特許ＥＰ４
３６，５９７（これらは、例えば、ｐＩＩＩ融合を記載する）；Ｄｏｗｅｒ他、国際特許
出願公開ＷＯ９１／１７２７１、米国特許第５，４２７，９０８号、同第５，５８０，７
１７号および欧州特許ＥＰ５２７，８３９（これらは特にＦａｂのディスプレイを記載す
る）；Ｗｉｎｔｅｒ他、国際特許出願公開ＷＯ９２／２０７９１および欧州特許ＥＰ３６
８，６８４（これらは特に免疫グロブリン可変ドメインの配列のクローニングを記載する
）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ他、米国特許第５，８８５，７９３号および欧州特許ＥＰ５８９
，８７７（これらは、特に、組換えライブラリーを使用してヒト抗原に対するヒト抗体を
単離することを記載する）；Ｇａｒｒａｒｄ他、国際特許出願公開ＷＯ９２／０９６９０
（これは特にファージ発現技術を記載する）；Ｋｎａｐｐｉｋ他、国際特許出願公開ＷＯ
９７／０８３２０（これはヒト組換え抗体ライブラリーＨｕＣａｌを記載する）；Ｓａｌ
ｆｅｌｄ他、国際特許出願公開ＷＯ９７／２９１３１（これは、ヒト抗原（ヒト腫瘍壊死
因子α）に対する組換えヒト抗体の調製、ならびに組換え抗体のインビトロ親和性成熟を
記載する）、およびＳａｌｆｅｌｄ他、米国仮特許出願第６０／１２６，６０３号（これ
もまた、ヒト抗原（ヒトインターロイキン１２）に対する組換えヒト抗体の調製、ならび
に組換え抗体のインビトロ親和性成熟を記載する）。
【００４７】
組換え抗体ライブラリースクリーニングの他の記載を、Ｆｕｃｈｓ他（１９９１）Ｂｉｏ
／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９：１３７０～１３７２；Ｈａｙ他（１９９２）Ｈｕｍ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ、３：８１～８５；Ｈｕｓｅ他（１９８９）Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ、２４６：１２７５～１２８１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ他（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ
、１２：７２５～７３４；Ｈａｗｋｉｎｓ他（１９９２）Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ、２２６
：８８９～８９６；Ｃｌａｒｋｓｏｎ他（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ、３５２：６２４～６
２８；Ｇｒａｍ他（１９９２）ＰＮＡＳ、８９：３５７６～３５８０；Ｇａｒｒａｄ他（
１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９：１３７３～１３７７；Ｈｏｏｇｅｎｂｏ
ｏｍ他（１９９１）Ｎｕｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ、１９：４１３３～４１３７；Ｂａｒｂａ
ｓ他（１９９１）ＰＮＡＳ、８８：７９７８～７９８２；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ他、Ｎａ
ｔｕｒｅ（１９９０）３４８：５５２～５５４；Ｋｎａｐｐｉｋ他（２０００）Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．２９６：５７～８６などの科学的刊行物に見出すことができる。
【００４８】
バクテリオファージディスプレイシステムを使用することの代わりに、組換え抗体ライブ
ラリーを酵母または細菌の表面に発現させることができる。酵母の表面において発現する
ライブラリーを調製し、スクリーニングする方法がさらに、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ
９９／３６５６９に記載される。細菌の表面において発現するライブラリーを調製し、ス
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クリーニングする方法がさらに、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９８／４９２８６に記載さ
れる。
【００４９】
目的とする抗体がコンビナトリアルライブラリーから同定されると、抗体の軽鎖および重
鎖をコードするＤＮＡが、ライブラリーのスクリーニングプロセスのときに単離されたデ
ィスプレイパッケージ（例えば、ファージ）からＤＮＡをＰＣＲ増幅することなどによる
標準的な分子生物学的技術によって単離される。ＰＣＲプライマーが調製され得る抗体の
軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子のヌクレオチド配列はこの分野では知られている。例えば、
多くのそのような配列が、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．他（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏ
ｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（第５版
、米国厚生省、ＮＩＨ刊行物番号９１－３２４２）に、そして「Ｖｂａｓｅ」ヒト生殖系
列配列データベースに開示されている。
【００５０】
本発明の抗体または抗体の一部は、免疫グロブリンの軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子を宿主
細胞において組換え発現することによって調製することができる。抗体を組換え発現する
ために、宿主細胞は、軽鎖および重鎖が宿主細胞において発現するように、好ましくは、
宿主細胞が培養される培地に分泌され、そしてそのような培地から抗体が回収され得るよ
うに、抗体の免疫グロブリンの軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡフラグメントを有する
１つまたは複数の組換え発現ベクターでトランスフェクションされる。標準的な組換えＤ
ＮＡ方法論が、抗体の重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子を得るために、そしてこれらの遺伝子
を組換え発現ベクターに組み込むために、そしてベクターを宿主細胞に導入するために使
用される。そのような方法論は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａ
ｎｉａｔｉｓ（編）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８９
）、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．他（編）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｓ、１９８９）および米国特許第４，８１６，３９７号（Ｂｏｓｓ他）などに
記載されている。
【００５１】
目的とする抗体のＶＨセグメントおよびＶＬセグメントをコードするＤＮＡフラグメント
が得られると、これらのＤＮＡフラグメントは、例えば、可変領域の遺伝子を全長の抗体
鎖遺伝子に、またはＦａｂフラグメントの遺伝子に、またはｓｃＦｖ遺伝子に変換するた
めに、標準的な組換えＤＮＡ技術によってさらに操作することができる。これらの操作に
おいて、ＶＬまたはＶＨをコードするＤＮＡフラグメントは、抗体の定常領域または柔軟
なリンカーなどの別のタンパク質をコードする別のＤＮＡフラグメントに対して機能的に
連結される。これに関連して使用される用語「機能的に連結される」は、２つのＤＮＡフ
ラグメントによってコードされるアミノ酸配列の読み枠が変わらないように２つのＤＮＡ
フラグメントが連結させられることを意味することが意図される。
【００５２】
ＶＨ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＨをコードするＤＮＡを、重鎖定常領域（
ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）をコードする別のＤＮＡ分子に機能的に連結することによ
って全長の重鎖遺伝子に変換することができる。ヒトの重鎖定常領域遺伝子の配列はこの
分野では知られており（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．他（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（
第５版、米国厚生省、ＮＩＨ刊行物番号９１－３２４２）を参照のこと）、これらの領域
を含むＤＮＡフラグメントを標準的なＰＣＲ増幅により得ることができる。重鎖定常領域
は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭまたはＩｇＤの
定常領域であり得るが、最も好ましくはＩｇＧ１またはＩｇＧ４の定常領域である。Ｆａ
ｂフラグメントの重鎖遺伝子の場合、ＶＨをコードするＤＮＡを、重鎖のＣＨ１定常領域
のみをコードする別のＤＮＡ分子に機能的に連結することができる。



(19) JP 4955185 B2 2012.6.20

10

20

30

40

50

【００５３】
ＶＬ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＬをコードするＤＮＡを、軽鎖定常領域Ｃ
Ｌをコードする別のＤＮＡ分子に機能的に連結することによって全長の軽鎖遺伝子（なら
びにＦａｂ軽鎖遺伝子）に変換することができる。ヒトの軽鎖定常領域遺伝子の配列はこ
の分野では知られており（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．他（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ
（第５版、米国厚生省、ＮＩＨ刊行物番号９１－３２４２）を参照のこと）、これらの領
域を含むＤＮＡフラグメントを標準的なＰＣＲ増幅により得ることができる。軽鎖定常領
域はカッパまたはラムダの定常領域であり得るが、最も好ましくはカッパの定常領域であ
る。
【００５４】
ｓｃＦｖ遺伝子を作製するために、ＶＨおよびＶＬをコードするＤＮＡフラグメントは、
ＶＬ領域およびＶＨ領域が柔軟なリンカーによって連結されている連続した単一鎖タンパ
ク質としてＶＨ配列およびＶＬ配列が発現し得るように、柔軟なリンカーをコードする別
のフラグメントに、例えば、アミノ酸配列（Ｇｌｙ４－Ｓｅｒ）３をコードする別のフラ
グメントに機能的に連結される（例えば、Ｂｉｒｄ他（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４
２：４２３～４２６；Ｈｕｓｔｏｎ他（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ、８５：５８７９～５８８３；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ他、Ｎａｔｕｒｅ（１９
９０）、３４８：５５２～５５４を参照のこと）。
【００５５】
本発明の組換え抗体または抗体の一部分を発現させるために、部分的または全長の軽鎖お
よび重鎖をコードするＤＮＡ（これは上記に記載されるようにして得られる）を、これら
の遺伝子が転写制御配列および翻訳制御配列に機能的に連結されるように発現ベクターに
挿入することができる。これに関連して、用語「機能的に連結される」は、ベクター内の
転写制御配列および翻訳制御配列が、抗体遺伝子の転写および翻訳を調節するその意図さ
れた機能を果たすように、抗体遺伝子がベクター内に連結されることを意味することが意
図される。発現ベクターおよび発現制御配列は、使用される発現宿主細胞と適合し得るよ
うに選ばれる。抗体の軽鎖遺伝子および抗体の重鎖遺伝子は別個のベクターに挿入するこ
とができ、またはより典型的には、両方の遺伝子は同じ発現ベクター内に挿入される。こ
れらの抗体遺伝子は標準的な方法（例えば、抗体遺伝子フラグメントおよびベクターにお
ける相補的な制限部位の連結、または制限部位が存在しない場合の平滑末端連結）によっ
て発現ベクターに挿入される。軽鎖配列または重鎖配列の挿入に先立って、発現ベクター
は抗体の定常領域配列を既に有することができる。例えば、ＶＨ配列およびＶＬ配列を全
長の抗体遺伝子に変換する１つの方法は、ＶＨセグメントがベクター内のＣＨセグメント
（１つまたは複数）に機能的に連結され、かつＶＬセグメントがベクター内のＣＬセグメ
ントに機能的に連結されるように、重鎖定常領域および軽鎖定常領域をそれぞれ既にコー
ドしている発現ベクターにそれらを挿入することである。さらに、または代わりに、組換
え発現ベクターは、宿主細胞からの抗体鎖の分泌を容易にするシグナルペプチドをコード
することができる。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端に読
み枠を合わせて連結されるようにベクター内にクローン化することができる。シグナルペ
プチドは免疫グロブリンのシグナルペプチドまたは異種のシグナルペプチド（すなわち、
免疫グロブリン以外のタンパク質に由来するシグナルペプチド）であり得る。
【００５６】
抗体鎖遺伝子に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における抗体鎖遺伝子
の発現を制御する調節配列を有する。用語「調節配列」は、抗体鎖遺伝子の転写または翻
訳を制御するプロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御配列（例えば、ポリアデニ
ル化シグナル）を含むことが意図される。そのような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅ
ｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、
ＣＡ（１９９０）に記載されている。調節配列の選択を含む発現ベクターの設計は、形質
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転換される宿主細胞の選択、所望するタンパク質の発現レベルなどのような要因に依存し
得ることが当業者によって理解される。哺乳動物宿主細胞での発現について好ましい調節
配列には、哺乳動物細胞における高レベルのタンパク質発現を行わせるウイルスエレメン
トが含まれ、例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）由来のプロモーターおよび／また
はエンハンサー（ＣＭＶプロモーターおよび／またはエンハンサーなど）、シミアンウイ
ルス４０由来のプロモーターおよび／またはエンハンサー（ＳＶ４０プロモーターおよび
／またはエンハンサーなど）、アデノウイルス由来のプロモーターおよび／またはエンハ
ンサー（例えば、アデノウイルス主要後期プロモーター（ＡｄＭＬＰ））、およびポリオ
ーマ由来のプロモーターおよび／またはエンハンサーなどがある。ウイルス調節エレメン
トのさらなる記載およびその配列については、例えば、米国特許第５，１６８，０６２号
（Ｓｔｉｎｓｋｉ）、米国特許第４，５１０，２４５号（Ｂｅｌｌ他）および米国特許第
４，９６８，６１５号（Ｓｃｈａｆｆｎｅｒ他）を参照のこと。
【００５７】
抗体鎖遺伝子および調節配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞におけ
るベクターの複製を調節する配列（例えば、複製起点）および選択マーカー遺伝子などの
さらなる配列を有することができる。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている
宿主細胞の選択を容易にする（例えば、米国特許第４，３９９，２１６号、同第４，６３
４，６６５号および同第５，１７９，０１７号（すべてＡｘｅｌ他）を参照のこと）。例
えば、典型的には、選択マーカー遺伝子は、Ｇ４１８、ヒグロマイシンまたはメトトレキ
サートなどの薬物に対する耐性を、ベクターが導入されている宿主細胞に付与する。好ま
しい選択マーカー遺伝子には、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレ
キサート選択／増幅とともにｄｈｆｒ－宿主細胞において使用される）およびｎｅｏ遺伝
子（Ｇ４１８選択用）が挙げられる。
【００５８】
軽鎖および重鎖を発現させるために、軽鎖および重鎖をコードする発現ベクター（１つま
たは複数）は標準的な技術によって宿主細胞にトランスフェクションされる。用語「トラ
ンスフェクション」の様々な形態は、外因性のＤＮＡを原核生物宿主細胞または真核生物
宿主細胞に導入するために一般的に使用されている広範囲の技術、例えば、エレクトロポ
レーション、リン酸カルシウム沈殿、ＤＥＡＥデキストラントランスフェクションなどを
包含することが意図される。本発明の抗体を原核生物宿主細胞または真核生物宿主細胞の
いずれかにおいて発現させることは理論的には可能であるが、真核生物細胞（最も好まし
くは哺乳動物宿主細胞）において抗体を発現させることが最も好ましい。そのような真核
生物細胞（特に哺乳動物細胞）は、正しく折り畳まれた免疫学的に活性な抗体を組み立て
て、分泌する可能性が原核生物細胞よりも高いからである。抗体遺伝子の原核生物での発
現は、大量の活性な抗体を製造するためには効果的ではないことが報告されている（Ｂｏ
ｓｓ，Ｍ．Ａ．およびＷｏｏｄ，Ｃ．Ｒ．（１９８５）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａ
ｙ、６：１２～１３）。
【００５９】
本発明の組換え抗体を発現させるための好ましい哺乳動物宿主細胞には、チャイニーズハ
ムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞（ｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む；これはＵｒｌａｕｂおよび
Ｃｈａｓｉｎ（１９８０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７７：４２
１６～４２２０に記載され、例えば、Ｒ．Ｊ．ＫａｕｆｍａｎおよびＰ．Ａ．Ｓｈａｒｐ
（１９８２）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１～６２１に記載されるように、ＤＨＦＲ
選択マーカーとともに使用される）、ＮＳ０ミエローマ細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２細
胞が含まれる。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターが哺乳動物宿主細胞に導入さ
れたとき、抗体は、宿主細胞における抗体の産生を可能にする十分な期間にわたって宿主
細胞を培養することによって、またはより好ましくは、宿主細胞が増殖する培養培地中へ
の抗体の分泌を可能にする十分な期間にわたって宿主細胞を培養することによって産生さ
れる。抗体は、標準的なタンパク質精製方法を使用して培養培地から回収することができ
る。
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【００６０】
宿主細胞はまた、ＦａｂフラグメントまたはｓｃＦｖ分子などの無傷の抗体の一部分を製
造するために使用することができる。上記手法に対する様々な変法は本発明の範囲内に含
まれることが理解される。例えば、宿主細胞を、本発明の抗体の軽鎖または重鎖の（両方
ではなく）いずれかをコードするＤＮＡでトランスフェクションすることが望ましい場合
がある。組換えＤＮＡ技術はまた、目的とする抗原に対する結合のためには必要ない、軽
鎖および重鎖のいずれかまたはその両方をコードするＤＮＡの一部またはすべてを除くた
めに使用することができる。そのような短縮型ＤＮＡ分子から発現する分子もまた本発明
の抗体によって包含される。さらに、本発明の抗体を別の抗体に標準的な化学的架橋方法
によって架橋することによって、１つの重鎖および１つの軽鎖が本発明の抗体であり、そ
れ以外の重鎖および軽鎖が目的とする抗原とは異なる抗原に対して特異的である二官能性
抗体を製造することができる。
【００６１】
本発明の抗体またはその抗原結合部分を組換え発現させる好ましいシステムにおいて、抗
体の重鎖と抗体の軽鎖との両方をコードする組換え発現ベクターが、リン酸カルシウム媒
介トランスフェクションによってｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞に導入される。組換え発現ベクタ
ー内において、抗体の重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子はそれぞれ、遺伝子の高レベルの転写
を行わせるＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモーターの調節エレメントに機能的に連
結されている。組換え発現ベクターはまた、ベクターでトランスフェクションされたＣＨ
Ｏ細胞の選択を、メトトレキサートによる選択／増幅を使用して可能にするＤＨＦＲ遺伝
子を有する。選択された形質転換宿主細胞は、抗体の重鎖および軽鎖の発現を行わせるた
めに培養され、そして完全な抗体が培養培地から回収される。標準的な分子生物学的技術
が、組換え発現ベクターを調製するために、宿主細胞をトランスフェクションするために
、形質転換体を選択するために、宿主細胞を培養するために、そして抗体を培養培地から
回収するために使用される。なおさらに、本発明は、本発明の組換え抗体が合成されるま
で本発明の宿主細胞を好適な培養培地において培養することによって本発明の組換え抗体
を合成する方法を提供する。この方法は、組換え抗体を培養培地から単離することをさら
に含むことができる。
【００６２】
ファージディスプレイによる組換え抗体ライブラリーをスクリーニングすることの代わり
に、大きいコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングするためにこの分野で知られ
ている他の方法論を適用して、本発明の二重特異性抗体を同定することができる。代わり
の発現システムの１つのタイプは、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９８／３１７００（Ｓｚ
ｏｓｔａｋおよびＲｏｂｅｒｔｓ）に、そしてＲｏｂｅｒｔｓ，Ｒ．Ｗ．およびＳｚｏｓ
ｔａｋ，Ｊ．Ｗ．（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９４：
１２２９７～１２３０２に記載されるような、組換え抗体ライブラリーをＲＮＡ－ペプチ
ド融合体として発現させるシステムである。このシステムでは、共有結合した融合体が、
ピューロマイシン（ペプチジルのアクセプター抗生物質）をその３’末端に有する合成ｍ
ＲＮＡをインビトロ翻訳することによって、ｍＲＮＡと、ｍＲＮＡがコードするペプチド
またはタンパク質との間で生じる。従って、特定のｍＲＮＡを、コードされるペプチドま
たはタンパク質（例えば、抗体またはその一部分）の性質に基づいて、例えば、抗体また
はその一部分の結合が二重特異性抗原に結合することなどの性質に基づいてｍＲＮＡの複
雑な混合物（例えば、コンビナトリアルライブラリー）から濃縮することができる。その
ようなライブラリーのスクリーニングから回収された抗体またはその一部分をコードする
核酸配列を、（例えば、哺乳動物宿主細胞において）上記に記載されるような組換え手段
によって発現させることができ、そしてさらには、上記に記載されるように、最初に選択
された配列（１つまたは複数）に変異が導入されているｍＲＮＡ－ペプチド融合体のスク
リーニングをさらに行うか、または組換え抗体のインビトロでの親和性成熟に関する他の
方法のいずれかによってさらなる親和性成熟に供することができる。
【００６３】
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Ｃ．組合せ法
本発明の二重特異性抗体はまた、二重特異性抗原と結合する抗体の産生を刺激するために
、二重特異性抗原が最初に宿主動物においてインビボで抗体レパートリーにさらされるが
、１つ以上のインビトロ技術を使用して、抗体のさらなる選択および／または成熟（すな
わち、改善）が達成される方法などの、インビボ法とインビトロ法との組合せを使用して
調製することができる。
【００６４】
１つの実施形態において、そのような組合せ法は、最初に非ヒト動物（例えば、マウス、
ラット、ウサギ、ヤギ、またはそれらの遺伝子導入体、またはキメラマウス）を二重特異
性抗原で免疫化して、抗原に対する抗体応答を刺激し、その後、二重特異性抗原にさらさ
れることによってインビボで刺激されたリンパ球に由来する免疫グロブリンの配列を使用
してファージディスプレイ抗体ライブラリーを調製し、スクリーニングすることを含む。
この組合せ手法の最初の段階は、上記のＩＩＡ節に記載されるように行うことができ、こ
の手法の第２段階は、上記にＩＩＢ節に記載されるように行うことができる。非ヒト動物
を過免疫化し、その後、刺激されたリンパ球から調製されたファージディスプレイライブ
ラリーをインビトロでスクリーニングする好ましい方法論には、ＢｉｏＳｉｔｅ　Ｉｎｃ
．により記載される方法論が含まれる。例えば、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９８／４７
３４３、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９１／１７２７１、米国特許第５，４２７，９０８
号および米国特許第５，５８０，７１７号を参照のこと。
【００６５】
別の実施形態において、組合せ法は、最初に非ヒト動物（例えば、マウス、ラット、ウサ
ギ、ヤギ、あるいはそれらのノックアウト体および／または遺伝子導入体、またはキメラ
マウス）を二重特異性抗原で免疫化して、抗原に対する抗体応答を刺激し、そして（例え
ば、免疫化された動物から調製されるハイブリドーマをスクリーニングすることによって
）所望する二重特異性を有する抗体を産生しているリンパ球を選択することを含む。選択
されたクローンに由来する再配置された抗体遺伝子が、その後、（逆転写酵素－ポリメラ
ーゼ連鎖反応などの標準的なクローニング方法によって）単離され、そしてインビトロ親
和性成熟に供され、それにより、選択された抗体（１つまたは複数）の結合特性が強化さ
れる。この手法の最初の段階は、上記のＩＩＡ節に記載されるように行うことができ、こ
の手法の第２段階は、特に、ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９７／２９１３１およびＰＣＴ
国際特許出願公開ＷＯ００／５６７７２に記載される方法などのインビトロ親和性成熟法
を使用して、上記のＩＩＢ節に記載されるように行うことができる。
【００６６】
さらに別の組合せ法では、組換え抗体が、米国特許第５，６２７，０５２号、ＰＣＴ国際
特許出願公開ＷＯ９２／０２５５１、およびＢａｂｃｏｃｋ，Ｊ．Ｓ．他（１９９６）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９３：７８４３～７８４８に記載される
ように、選択的リンパ球抗体法（ＳＬＡＭ）としてこの分野では呼ばれている手法を使用
して、単一の単離されたリンパ球から作製される。この方法では、本発明の二重特異性抗
体に適用されるように、非ヒト動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、またはそ
れらの遺伝子導入体、またはキメラマウス）が最初に二重特異性抗原でインビボにおいて
免疫化され、抗原に対する抗体応答が刺激され、その後、目的とする抗体、例えば、二重
特異性抗原に対して特異的である抗体を分泌する単一細胞が、抗原に特異的な溶血性プラ
ークアッセイを使用して選択される（例えば、二重特異性抗原自体、または目的とする構
造的に関連する分子は、ビオチンなどのリンカーを使用してヒツジの赤血球にカップリン
グされ、それにより、適切な特異性を有する抗体を分泌する単一細胞の同定が、溶血性プ
ラークアッセイを使用して可能になる）。目的とする抗体分泌細胞を同定した後、重鎖お
よび軽鎖の可変領域のｃＤＮＡが逆転写酵素－ＰＣＲによって細胞から取り出され、その
後、これらの可変領域を、適切な免疫グロブリンの定常領域（例えば、ヒトの定常領域）
との組合せで、ＣＯＳ細胞またはＣＨＯ細胞などの哺乳動物宿主細胞において発現させる
ことができる。インビボで選択されたリンパ球に由来する増幅された免疫グロブリン配列
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でトランスフェクションされた宿主細胞は、その後、例えば、所望する二重特異性を有す
る抗体を発現する細胞を単離するためにトランスフェクション細胞をパンニングすること
によって、インビトロでのさらなる分析および選択を受けることができる。増幅された免
疫グロブリン配列は、上記に記載されるように、インビトロ親和性成熟などによってイン
ビトロでさらに操作することができる。
【００６７】
別の実施形態において、二重特異性抗体を製造するための組合せ法は下記の工程を伴う。
第１の非ヒト動物が第１の抗原で免疫化され、そして、第１の抗原と構造的に類似してい
ることが好ましい第２の異なる抗原で第２の非ヒト動物が免疫化され、抗体応答がインビ
ボで刺激される。組換え重鎖ライブラリーおよび組換え軽鎖ライブラリーが、第１の非ヒ
ト動物および第２の非ヒト動物に由来する抗体遺伝子から、ＩＩＢ節に記載されるように
それぞれ構築される。第１の抗原で免疫化された動物に由来する重鎖ライブラリーを第２
の抗原で免疫化された動物に由来する軽鎖ライブラリーと組み合わせて、抗体ライブラリ
ーＸが作製される。同様に、第２の抗原で免疫化された動物に由来する重鎖ライブラリー
を第１の抗原で免疫化された動物に由来する軽鎖ライブラリーと組み合わせて、抗体ライ
ブラリーＹが作製される。さらに、ライブラリーＸおよびライブラリーＹを組み合わせて
、ライブラリーＸＹを作製することができる。第１の抗原および第２の抗原の両方と結合
する二重特異性抗体を、Ｘライブラリー、Ｙライブラリーおよび／またはＸＹライブラリ
ーから同定および単離することができる。
【００６８】
ＩＩＩ．二重特異性抗体の特徴
本発明は、本発明の方法に従って調製され得る二重特異性抗体ならびにその抗体部分を提
供する。好ましくは、抗体またはその一部分は単離抗体である。好ましくは、抗体または
その一部分は中和抗体である。本発明の抗体には、モノクローナル抗体および組換え抗体
およびそれらの一部分が含まれる。様々な実施形態において、抗体またはその一部分は、
完全なヒト抗体または完全なマウス抗体またはそれらの一部分などの、１つの種に全体が
由来するアミノ酸配列を含むことができる。他の実施形態において、抗体またはその一部
分はキメラ抗体またはＣＤＲグラフト抗体または他の形態のヒト化抗体であり得る。
【００６９】
本明細書中で使用される用語「抗体」は、ジスルフィド結合によって相互に連結された２
つの重（Ｈ）鎖と２つの軽（Ｌ）鎖との４つのポリペプチド鎖から構成される免疫グロブ
リン分子を示すことが意図される。ぞれぞれの重鎖は重鎖可変領域（本明細書中ではＨＣ
ＶＲまたはＶＨと略記される）および重鎖定常領域から構成される。重鎖定常領域は３つ
のドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）から構成される。ぞれぞれの軽鎖は軽鎖可変
領域（本明細書中ではＬＣＶＲまたはＶＬと略記される）および軽鎖定常領域から構成さ
れる。軽鎖定常領域は１つのドメイン（ＣＬ）から構成される。ＶＨ領域およびＶＬ領域
はさらに、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変領域に分割することができ、超可
変領域には、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる、より保存された領域が点在してい
る。それぞれのＶＨおよびＶＬは３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから構成され、これらは
アミノ末端からカルボキシ末端に下記の順で配置されている：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２
、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４。
【００７０】
抗体の「抗原結合部分」（または単に「抗体部分」）の用語は、本明細書中で使用される
場合、構造的に関連する２つの異なる抗原と特異的に結合する能力を保持している二重特
異性抗体の１つ以上のフラグメントを示す。抗体の抗原結合機能が全長抗体のフラグメン
トによって発揮され得ることが示されている。抗体の「抗原結合部分」の用語に包含され
る結合フラグメントの例には、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、すなわち、ＶＬドメイン、Ｖ
Ｈドメイン、ＣＬドメインおよびＣＨ１ドメインからなる一価のフラグメント；（ｉｉ）
Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、すなわち、ヒンジ領域におけるジスルフィド結合によって
連結された２つのＦａｂフラグメントを含む二価のフラグメント；（ｉｉｉ）ＶＨドメイ
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ンおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の単一アームのＶＬド
メインおよびＶＨドメインからなるＦｖフラグメント；（ｖ）ＶＨドメインからなるｄＡ
ｂフラグメント（Ｗａｒｄ他（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ、３４１：５４４～５４６）；そ
して（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）が挙げられる。さらに、Ｆｖフラグメ
ントの２つのドメイン（ＶＬおよびＶＨ）は、別個の遺伝子によってコードされるが、組
換え法を使用して、それらが単一のタンパク質鎖として作製されることを可能にする合成
リンカーによって連結させることができ、この場合、単一のタンパク質鎖において、ＶＬ
領域およびＶＨ領域は対形成して、（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる）一価の分子
を形成する（例えば、Ｂｉｒｄ他（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２３～４２６
；Ｈｕｓｔｏｎ他（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：
５８７９～５８８３を参照のこと）。そのような単鎖抗体もまた、抗体の「抗原結合部分
」の用語に包含されることが意図される。ジアボディーなどの他の形態の単鎖抗体もまた
包含される。ジアボディーは、ＶＨドメインおよびＶＬドメインが単一のポリペプチド鎖
で発現される二価の二重特異的抗体であるが、同じ鎖における２つのドメインの間での対
形成ができない短いリンカーが使用され、それにより、そのドメインが別の鎖の相補的な
ドメインと対形成させられ、そして２つの抗原結合部位が生じている二価の二重特異的抗
体である（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．他（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９０：６４４４～６４４８；Ｐｏｌｊａｋ，Ｒ．Ｊ．他（１９９４
）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、２：１１２１～１１２３を参照のこと）。
【００７１】
なおさらに、抗体またはその抗原結合部分は、抗体または抗体部分が１つ以上の他のタン
パク質またはペプチドと共有結合的または非共有結合的に結合することによって形成され
るより大きい免疫接着分子の一部であり得る。そのような免疫接着分子の例には、四量体
のｓｃＦＶ分子を作製するためのストレプトアビジンコア領域の使用（Ｋｉｐｒｉｙａｎ
ｏｖ，Ｓ．Ｍ．他（１９９５）Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒｉ
ｄｏｍａｓ、６：９３～１０１）、そして二価のビオチン化ｓｃＦｖ分子を作製するため
のシステイン残基、マーカーペプチドおよびＣ末端ポリヒスチジン標識の使用（Ｋｉｐｒ
ｉｙａｎｏｖ，Ｓ．Ｍ．他（１９９４）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３１：１０４７～１０
５８）が含まれる。ＦａｂフラグメントおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントなどの抗体部
分はそれぞれ、完全な抗体のパパイン消化またはペプシン消化などの従来技術を使用して
完全な抗体から調製することができる。さらに、抗体、抗体部分および免疫接着分子は、
標準的な組換えＤＮＡ技術を使用して得ることができる。
【００７２】
本明細書中で使用される「単離された二重特異性抗体」は、異なる抗原特異性を有する他
の抗体を実質的に含まない二重特異性抗体を示すことが意図される（例えば、構造的に関
連する２つの異なる抗原と特異的に結合するか、またはそうでない場合には関連性がない
抗原の構造的に関連する領域と特異的に結合する単離された抗体であるが、関連性がない
他の抗原と特異的に結合する抗体を実質的に含まない単離された抗体）。さらに、単離さ
れた二重特異性抗体は他の細胞物質および／または化学物質を実質的に含まない場合があ
る。
【００７３】
本明細書中で使用される「中和抗体」は、特定の抗原に対するその結合が抗原の生物学的
活性の阻害を生じさせる抗体を示すことが意図される。抗原の生物学的活性のこの阻害は
、適切なインビトロアッセイまたはインビボアッセイを使用して抗原の生物学的活性の１
つ以上の指標を測定することによって評価することができる。
【００７４】
本明細書中で使用される「モノクローナル抗体」は、ハイブリドーマに由来する抗体（例
えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎの標準的なハイブリドーマ方法論などのハイ
ブリドーマ技術により調製されたハイブリドーマによって分泌される抗体）を示すことが
意図される。従って、ハイブリドーマに由来する本発明の二重特異性抗体は、２つ以上の
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抗原に対する抗原特異性を有するが、それでもモノクローナル抗体として示される。
【００７５】
用語「組換え抗体」は、組換え手段によって調製、発現、作製または単離される抗体を示
し、例えば、宿主細胞にトランスフェクションされた組換え発現ベクターを使用して発現
させられた抗体、組換えのコンビナトリアル抗体ライブラリーから単離された抗体、ヒト
免疫グロブリン遺伝子が遺伝子導入されている動物（例えば、マウス）から単離された抗
体（例えば、Ｔａｙｌｏｒ，Ｌ．Ｄ．他（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２
０：６２８７～６２９５を参照のこと）、または特定の免疫グロブリン遺伝子の配列（ヒ
ト免疫グロブリン遺伝子の配列など）をスプライシングして他のＤＮＡ配列にすることを
伴う任意の他の手段によって調製、発現、作製もしくは単離された抗体などをいう。組換
え抗体の例には、キメラ抗体、ＣＤＲグラフト化抗体およびヒト化抗体が含まれる。
【００７６】
用語「ヒト抗体」は、例えば、Ｋａｂａｔ他によって記載されるように、ヒト生殖系列の
免疫グロブリンの配列に対応または由来する可変領域および定常領域を有する抗体をいう
（Ｋａｂａｔ他（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（第５版、米国厚生省、ＮＩＨ刊行物番号９
１－３２４２）を参照のこと）。しかし、本発明のヒト抗体は、例えば、ＣＤＲにおいて
、特にＣＤＲ３において、ヒト生殖系列の免疫グロブリンの配列によってコードされてい
ないアミノ酸残基（例えば、インビトロでのランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘
発によって、またはインビボでの体細胞変異によって導入された変異）を含むことができ
る。
【００７７】
本発明の組換えヒト抗体は、ヒト生殖系列の免疫グロブリンの配列に由来する可変領域を
有し、そしてヒト生殖系列の免疫グロブリンの配列に由来する定常領域もまた含むことが
できる（Ｋａｂａｔ，Ｓ．Ａ．他（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（第５版、米国厚生省、Ｎ
ＩＨ刊行物番号９１－３２４２）を参照のこと）。しかし、いくつかの実施形態において
、そのような組換えヒト抗体はインビトロ変異誘発に供され（またはヒトＩｇ配列に対す
る遺伝子導入された動物が使用されるときには、インビボ体細胞変異誘発に供され）、従
って、組換え抗体のＶＨ領域およびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列のＶＨ配列
およびＶＬ配列に由来し、かつ関連する一方で、インビボでのヒト抗体生殖系列レパート
リーにおいて天然に存在しないことがある配列である。しかし、いくつかの実施形態にお
いて、そのような組換えヒト抗体は選択変異誘発または逆変異またはその両方の結果であ
る。
【００７８】
用語「逆変異」は、ヒト抗体の体細胞変異したアミノ酸の一部またはすべてが、相同的な
生殖系列の抗体配列に由来する対応した生殖系列残基によって置換されるプロセスをいう
。本発明のヒト抗体の重鎖配列および軽鎖配列は、最も大きい相同性を有する配列を同定
するために、ＶＢＡＳＥデータベース内の生殖系列配列と別々にアラインメントされる。
本発明のヒト抗体において異なるところが、そのような異なるアミノ酸をコードする明ら
かにされたヌクレオチド位置を変異させることによって生殖系列の配列に戻される。逆変
異の候補としてこのようにして同定された各アミノ酸の役割が、抗原結合における直接的
または間接的な役割について調べられるはずであり、そしてヒト抗体の何らかの望ましい
特徴に影響を及ぼすことが変異後に見出される何らかのアミノ酸は最終的なヒト抗体には
含められないはずである。逆変異を受けるアミノ酸の数を最小限に抑えるために、最も近
縁の生殖系列の配列とは異なるが、別の生殖系列の配列において対応するアミノ酸と同一
であることが見出されたそのようなアミノ酸位置は、別の生殖系列の配列が少なくとも１
０アミノ酸（好ましくは１２アミノ酸）について本発明のヒト抗体の配列と同一であり、
かつ共直線的であるならば、問題としているアミノ酸の両側に残留させることができる。
逆変異は、抗体を最適化する任意の段階で行うことができる。
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【００７９】
用語「キメラ抗体」は、１つの種に由来する重鎖可変領域配列および軽鎖可変領域配列と
、別の種に由来する定常領域配列とを含む抗体を示し、例えば、ネズミの重鎖可変領域配
列および軽鎖可変領域配列がヒトの定常領域に連結されている抗体などをいう。
【００８０】
用語「ＣＤＲグラフト化抗体」は、１つの種に由来する重鎖可変領域配列および軽鎖可変
領域配列を含むが、ＶＨおよび／またはＶＬのＣＤＲ領域の１つ以上の配列が別の種のＣ
ＤＲ配列で置換されている抗体を示し、例えば、ネズミの重鎖可変領域配列および軽鎖可
変領域配列を有し、１つ以上のネズミＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ３）がヒトのＣＤＲ配列で
置換されている抗体をいう。
【００８１】
用語「ヒト化抗体」は、非ヒト種（例えば、マウス）に由来する重鎖可変領域配列および
軽鎖可変領域配列を含むが、ＶＨ配列および／またはＶＬ配列の少なくとも一部が、より
「ヒト様」であるように、すなわち、ヒトの生殖系列の可変配列により類似するように変
化している抗体をいう。１つのタイプのヒト化抗体には、ヒトＣＤＲ配列が、対応する非
ヒトＣＤＲ配列を置換するために非ヒトのＶＨ配列およびＶＬ配列に導入されているＣＤ
Ｒグラフト化抗体がある。
【００８２】
抗体の結合速度論を測定する１つの方法は表面プラズモン表面による。本明細書中で使用
される用語「表面プラズモン表面」は、例えば、ＢＩＡｃｏｒｅシステム（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ（スェーデン）およびＰｉｓｃａｔ
ａｗａｙ、ＮＪ）を使用して、バイオセンサーマトリックス内でのタンパク質濃度の変化
を検出することによってリアルタイムでの生物特異的な相互作用の分析を可能にする光学
的現象をいう。さらなる記載については、Ｊｏｎｓｓｏｎ，Ｕ．他（１９９３）Ａｎｎ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｌｉｎ．５１：１９～２６；Ｊｏｎｓｓｏｎ，Ｕ．他（１９９１）Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１１：６２０～６２７；Ｊｏｈｎｓｓｏｎ，Ｂ．（１９９５）Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．８：１２５～１３１；Ｊｏｈｎｓｓｏｎ，Ｂ．（１９９１）
Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９８：２６８～２７７を参照のこと。
【００８３】
本明細書中で使用される用語「Ｋｏｆｆ」は、抗体／抗原複合体から抗体が解離すること
に関する解離速度定数を示すことが意図される。
【００８４】
本明細書中で使用される用語「Ｋｄ」は、特定の抗体－抗原相互作用の解離定数を示すこ
とが意図される。
【００８５】
本発明の二重特異性抗体は、上記のＩＩ節に記載される抗体を調製するための様々な方法
のいずれかを使用して調製される。本発明の二重特異性抗体は、本質的には任意の構造的
に関連する抗原に対し得るが、本発明の好ましい二重特異性抗体は、ＩＬ－１αおよびＩ
Ｌ－１βと特異的に結合する二重特異性抗体であり、そのような抗体は、実施例１から４
に記載される二重特異性抗原などの二重特異性抗原を使用して調製することができる。本
発明に適用され得る他の構造的に関連する抗原には、カスパーゼファミリーのメンバー、
サイトカインファミリー、例えば、ＩＬ－１ファミリーのメンバー（例えば、ＩＬ－１／
ＩＬ－１８）、ＴＮＦファミリーメンバー（例えば、ＴＮＦα／ＴＮＦβ）、ＩＬ－６フ
ァミリーのメンバー、インターフェロン、ＴＧＦβファミリーのメンバー、ＥＧＦファミ
リーのメンバー、ＦＧＦファミリーのメンバー、ＰＤＧＦファミリーのメンバー、ＶＥＧ
ＦＦファミリーのメンバー、アンギオポエチンファミリーのメンバー、骨形態形成タンパ
ク質、分泌型プロテイナーゼ（メタロプロテイナーゼ）など、ならびにサイトカイン受容
体のファミリー、例えば、ＩＬ－１受容体ファミリーのメンバー、ＴＮＦ受容体ファミリ
ーのメンバー、ＴＧＦβ受容体ファミリーのメンバー、ＥＧＦ受容体ファミリーのメンバ
ー、ＦＧＦ受容体ファミリーのメンバー、ＰＤＧＦ受容体ファミリーのメンバー、ＶＥＧ
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Ｆ受容体ファミリーのメンバー、およびアンギオポエチン受容体ファミリーのメンバーな
どが含まれるが、これらに限定されない。
【００８６】
本発明の二重特異性抗体は、二重特異性抗体が結合する構造的に関連する２つの異なる抗
原に対して等しい結合活性を示すことができ、あるいは２つの抗原の一方に対してより優
先的に結合することができるが、関連性がない抗原と比較して、その２つの抗原に対する
特異性を依然として有する。構造的に関連する抗原に対する二重特異性抗体の結合活性、
ならびに関連性がない抗原に対する二重特異性抗体の結合活性は、ＥＬＩＳＡ分析または
ＢＩＡｃｏｒｅ分析などの標準的なインビトロ免疫アッセイを使用して評価することがで
きる。好ましくは、構造的に関連しない抗原に対する抗体のＫｄと、構造的に関連する抗
原に対する抗体のＫｄとの比は、少なくとも３であることが望ましく、さらにより好まし
くは、その比は少なくとも５であることが望ましく、さらにより好ましくは、その比は少
なくとも１０であることが望ましく、さらにより好ましくは、その比は少なくとも５０、
１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００または１０
００であることが望ましい。
【００８７】
定量的には、バックグラウンド結合と二重特異性との差はレベルまたは程度の差である。
例えば、バックグラウンド結合は低いレベルであり、例えば、５％未満であり、より好ま
しくは３％未満であり、最も好ましくは約０．１％から１％であり、これに対して、特異
的な交差反応性または二重特異性の結合はより大きいレベルであり、例えば、１％よりも
大きく、より好ましくは３％よりも大きく、さらにより好ましくは５％よりも大きく、さ
らにより好ましくは１０％よりも大きい。さらに、好ましくは、標的抗原に対する二重特
異性抗体のＩＣ５０は所与のバイオアッセイにおける抗原のＥＤ５０に近い。
【００８８】
本発明の二重特異性抗体またはその抗原結合部分は、二重特異性抗体またはその抗原結合
部分が特異的に結合する抗原の一方について、より好ましくはそのような抗原の両方につ
いて望ましい結合速度論（例えば、大きい親和性、低い解離、遅い解離速度、強い中和活
性）を有するように選択されることが好ましい。例えば、二重特異性抗体またはその抗原
結合部分は、表面プラズモン共鳴によって測定されたときに、０．１ｓ－１以下のｋｏｆ

ｆ速度定数で、より好ましくは１×１０－２ｓ－１以下のｋｏｆｆ速度定数で、さらによ
り好ましくは１×１０－３ｓ－１以下のｋｏｆｆ速度定数で、さらにより好ましくは１×
１０－４ｓ－１以下のｋｏｆｆ速度定数で、さらにより好ましくは１×１０－５ｓ－１以
下のｋｏｆｆ速度定数で、構造的に関連する抗原の一方と結合することができ、より好ま
しくはその両方と結合することができる。あるいは、またはさらに、二重特異性抗体また
はその一部分は、１×１０－６Ｍ以下のＩＣ５０で、さらにより好ましくは１×１０－７

Ｍ以下のＩＣ５０で、さらにより好ましくは１×１０－８Ｍ以下のＩＣ５０で、さらによ
り好ましくは１×１０－９Ｍ以下のＩＣ５０で、さらにより好ましくは１×１０－１０Ｍ
以下のＩＣ５０で、さらにより好ましくは１×１０－１１Ｍ以下のＩＣ５０で、構造的に
関連する抗原の一方の活性を阻害することができ、より好ましくはその両方の活性を阻害
することができる。好ましくは、ＩＣ５０は高感度なバイオアッセイを使用して測定され
ることが望ましく、そのようなバイオアッセイでは、ＩＣ５０値は、そのアッセイにおけ
る抗原のＥＤ５０に近いはずである。
【００８９】
本発明はまた、本発明の二重特異性抗体またはその抗原結合部分と、医薬適合性のキャリ
アとを含む医薬組成物を提供する。本発明の医薬組成物はさらに、少なくとも１つのさら
なる治療剤含むことができ、例えば、二重特異性抗体の使用が障害の緩和に対して有益で
ある障害を処置するための１つ以上のさらなる治療剤を含むことができる。例えば、二重
特異性抗体がＩＬ－１αおよびＩＬ－１βと特異的に結合する場合、医薬組成物は、ＩＬ
－１活性が有害である障害を処置するための１つ以上のさらなる治療剤をさらに含むこと
ができる。
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【００９０】
本発明の抗体および抗体部分は、患者への投与に好適な医薬組成物に配合することができ
る。典型的には、医薬組成物は、本発明の抗体または抗体部分と、医薬適合性のキャリア
とを含む。本明細書中で使用される「医薬適合性のキャリア」には、生理学的に適合し得
る任意およびすべての溶媒、分散媒体、コーティング剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤
および吸収遅延剤などが含まれる。医薬適合性のキャリアの例には、水、生理的食塩水、
リン酸塩緩衝化生理的食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノールなどの１つま
たは複数、ならびにそれらの組合せが挙げられる。多くの場合、等張剤（例えば、糖、ポ
リアルコール（マンニトール、ソルビトールなど）または塩化ナトリウム）を組成物に含
むことは好ましい。医薬適合性のキャリアはさらに、抗体または抗体部分の貯蔵安定性ま
たは有効性を高める微量の補助的な物質、例えば、湿潤化剤または乳化剤、保存剤または
緩衝剤を含むことができる。
【００９１】
本発明の抗体および抗体部分は、非経口投与に好適な医薬組成物に配合することができる
。好ましくは、抗体または抗体部分は、０．１ｍｇ／ｍｌから２５０ｍｇ／ｍｌの抗体を
含有する注射可能な溶液として調製される。注射可能な溶液は、フリントガラスもしくは
褐色のバイアル、アンプル、または充填済みのシリンジにおいて、液体の投薬形態物また
は凍結乾燥された投薬形態物のいずれかから構成され得る。緩衝剤は、ｐＨが５．０から
７．０（最適にはｐＨ６．０）であるＬ－ヒスチジン（１ｍＭから５０ｍＭ）（最適には
５ｍＭから１０ｍＭ）であり得る。他の好適な緩衝剤には、コハク酸ナトリウム、クエン
酸ナトリウム、リン酸ナトリウムまたはリン酸カリウムが挙げられるが、これらに限定さ
れない。塩化ナトリウムを、０ｍＭから３００ｍＭ（最適には、液体の投薬形態物につい
ては１５０ｍＭ）の濃度で溶液の張性を変化させるために使用することができる。凍結保
護剤を凍結乾燥された投薬形態物の場合には含めることができ、凍結保護剤は主として０
％から１０％のスクロース（最適には０．５％から１．０％）である。他の好適な凍結保
護剤には、トレハロースおよびラクトースが挙げられる。増量剤を凍結乾燥された投薬形
態物の場合には含めることができ、増量剤は主として１％から１０％のマンニトール（最
適には２％から４％）である。安定化剤を液体の投薬形態物および凍結乾燥された投薬形
態物の両方において使用することができ、安定化剤は主として１ｍＭから５０ｍＭのメチ
オニン（最適には５ｍＭから１０ｍＭ）である。他の好適な増量剤には、グリシン、アル
ギニンが含まれ、他の好適な増量剤は、０％から０．０５％のポリソルベート－８０（最
適には０．００５％から０．０１％）として含めることができる。さらなる界面活性剤に
は、ポリソルベート２０およびＢＲＩＪの界面活性剤が含まれるが、これらに限定されな
い。
【００９２】
本発明の組成物は様々な形態にすることができる。これらには、例えば、液体および半固
体および固体の投薬形態物が含まれ、例えば、液体溶液（例えば、注射可能な溶液および
注入可能な溶液）、分散物または懸濁物、錠剤、ピル、粉末、リポソームおよび坐薬など
が含まれる。好ましい形態は、意図された投与様式および治療的適用に依存する。典型的
な好ましい組成物は、他の抗体を用いたヒトの受動免疫化のために使用される組成物に類
似する組成物などの注射可能な溶液または注入可能な溶液の形態である。好ましい投与様
式は非経口的（例えば、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内）である。好ましい実施形態にお
いて、抗体は静脈内への注入または注射によって投与される。別の好ましい実施形態にお
いて、抗体は筋肉内注射または皮下注射によって投与される。
【００９３】
治療組成物は、典型的には、製造および保存の条件のもとで無菌および安定でなければな
らない。組成物は、溶液、マイクロエマルション、分散物、リポソーム、または大きい薬
物濃度に好適な他の規定された構造物として配合することができる。無菌の注射溶液は、
必要に応じて上記に列記された成分の１つまたはその組合せとともに、必要とされる量の
活性な化合物（すなわち、抗体または抗体部分）を適切な溶媒に混合し、その後、ろ過滅
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菌することによって調製することができる。一般には、分散物が、基礎となる分散媒体と
、上記に列記された成分に由来する必要とされる他の成分とを含有する無菌のビヒクルに
活性な化合物を混合することによって調製される。無菌の注射溶液を調製するための無菌
の凍結乾燥粉末の場合、好ましい調製方法は、活性成分およびさらなる所望する成分の粉
末がその前記の無菌ろ過された溶液から得られる真空乾燥およびスプレー乾燥である。溶
液の適正な流動性を、例えば、レシチンなどのコーティング剤の使用によって、分散物の
場合には必要とされる粒子サイズを維持することによって、そして界面活性剤の使用によ
って維持することができる。注射可能な組成物の長期にわたる吸収が、吸収を遅らせる薬
剤（例えば、モノステアラート塩およびゼラチン）を組成物に含めることによってもたら
され得る。
【００９４】
本発明の抗体および抗体部分は、この分野で知られている様々な方法で投与することがで
きるが、多くの治療的適用の場合、好ましい投与経路／様式は皮下注射または静脈内への
注射もしくは注入である。当業者によって理解されるように、投与経路／様式は、所望す
る結果に依存して変化する。いくつかの実施形態において、活性な化合物は、インプラン
ト、経皮パッチおよびマイクロカプセル化送達システムを含む制御放出配合物などの、迅
速な放出から化合物を保護するキャリアとともに調製され得る。生分解性の生体適合性ポ
リマー、例えば、エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポ
リオルトエステルおよびポリ乳酸などを使用することができる。そのような配合物を調製
する多くの方法が特許化され、または当業者に広く知られている。例えば、Ｓｕｓｔａｉ
ｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ
．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９７８）を参照のこと。
【００９５】
いくつかの実施形態において、本発明の抗体または抗体部分は、例えば、不活性な希釈剤
または吸収され得る食用キャリアとともに経口投与することができる。化合物（および所
望する場合には他の成分）はまた、硬殻ゼラチンカプセルまたは軟殻ゼラチンカプセルで
包むことができ、または錠剤に圧縮成形することができ、または患者の食事に直接混合す
ることができる。経口による治療的投与の場合、化合物は賦形剤と混合され、摂取可能な
錠剤、口内錠剤、トローチ剤、カプセル、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤、カシュ剤
などの形態で使用することができる。本発明の化合物を非経口投与以外で投与するために
は、化合物を、その不活性化を防止する物質でコーティングするか、または化合物を、そ
の不活性化を防止する物質と同時に投与することが必要になる場合がある。
【００９６】
補助的である活性な化合物もまた組成物に配合することができる。いくつかの実施形態に
おいて、本発明の抗体または抗体部分は、ＩＬ－１活性が有害である障害を処置するため
に有用な１つ以上のさらなる治療剤と同時に配合され、かつ／または同時に投与される。
例えば、本発明の抗ＩＬ－１α／ＩＬ－１β二重特異性抗体または抗体部分は、他の標的
と結合する１つ以上のさらなる抗体（例えば、他のサイトカインと結合する抗体または細
胞表面分子と結合する抗体）と同時に配合することができ、かつ／または同時に投与する
ことができる。さらに、本発明の１つまたは複数の抗体は、２つ以上の前記治療剤と組み
合わせて使用することができる。そのような組合せ療法は、好都合には、投与される治療
剤のより少ない投薬量を利用することができ、従って、様々な単一療法に付随する考えら
れる毒性または合併症を避けることができる。
【００９７】
ＩＶ．二重特異性抗体の使用
構造的に関連する２つの異なる抗原と結合するその能力を考えた場合、本発明の二重特異
性抗体またはその一部分は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセ
イ（ＲＩＡ）または組織免疫組織化学などの従来の免疫アッセイを使用して、（例えば、
血清または血漿などの生物学的サンプルにおける）これらの抗原のいずれかまたはその両
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方を検出するために使用することできる。本発明は、生物学的サンプルにおける抗原を検
出するための方法を提供する。この方法は、生物学的サンプルを、抗原を特異的に認識す
る本発明の二重特異性抗体または抗体部分と接触させること、そして抗原に結合した抗体
（もしくは抗体部分）または結合していない抗体（もしくは抗体部分）のいずれかを検出
し、それにより生物学的サンプル中の抗原を検出することを含む。抗体は、結合した抗体
または結合していない抗体の検出を容易にするために検出可能な物質で直接的または間接
的に標識される。好適な検出可能な物質には、様々な酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光
物質および放射性物質が含まれる。好適な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙
げられる。好適な補欠分子族複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビ
ジン／ビオチンが挙げられる。好適な蛍光物質の例には、ウンベリフェロン、フルオレセ
イン、フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフ
ルオレセイン、ダンシル塩化物またはフィコエリトリンが挙げられる。発光物質の例には
、ルミノールが挙げられる。好適な放射性物質の例には、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓま
たは３Ｈが挙げられる。
【００９８】
抗体を標識することの代わりに、抗原（１つまたは複数）は、検出可能な物質で標識され
た抗原標準物およびその抗原に対して特異的な標識されていない二重特異性抗体を用いる
競合的な放射免疫アッセイによって生物学的体液においてアッセイすることができる。こ
のアッセイにおいて、生物学的サンプル、標識された抗原標準物、および二重特異性抗体
は一緒にされ、標識されていない抗体に結合した標識された抗原標準物の量が測定される
。生物学的サンプルにおける抗原の量は、標識されていない抗体に結合した標識された抗
原標準物の量に反比例する。
【００９９】
好ましい実施形態において、二重特異性抗体はＩＬ－１αおよびＩＬ－１βを特異的に認
識し、従って前記の検出方法は、ＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βを検出するために
使用される。従って、本発明はさらに、生物学的サンプルまたは組織におけるＩＬ－１α
またはＩＬ－１βを検出する方法を提供する。この方法は、ＩＬ－１αまたはＩＬ－１β
を含有することが疑われる生物学的サンプルまたは組織を本発明の二重特異性抗体または
その抗原結合部分と接触させること、そして生物学的サンプルまたは組織におけるＩＬ－
１αまたはＩＬ－１βを検出することを含む。生物学的サンプルは、例えば、細胞、組織
または体液（例えば、血液、血漿、尿、唾液など）のサンプルなどのインビトロサンプル
であり得る。さらに、検出される組織は、患者の体内に存在する組織であり、例えば、（
例えば、標識された抗体を使用して）組織をインビボ画像化することによって可視化され
た組織であり得る。
【０１００】
本発明の二重特異性抗体はまた診断目的のために使用することができる。１つの実施形態
において、本発明の抗体はインビトロでの診断アッセイにおいて使用され、例えば、目的
とする抗原（１つまたは複数）を検出するための試験室試験において、または目的とする
抗原（１つまたは複数）を検出するための管理試験のときに使用される。抗体を利用する
十分に確立されたインビトロアッセイの例には、各種のＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ウエスタン
ブロットなどが含まれる。別の実施形態において、本発明の抗体は、インビボ画像化試験
などのインンビボでの診断アッセイにおいて使用される。例えば、抗体は、インビボで検
出され得る検出可能な物質で標識することができ、標識された抗体を患者に投与すること
ができ、そして標識された抗体をインビボで検出することができ、それによりインビボ画
像化が可能になる。
【０１０１】
ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βを特異的に認識する本発明の二重特異性抗体は、例えば、様
々な炎症性の疾患および障害ならびに胎児の自然吸収における診断目的のためにＩＬ－１
αおよび／またはＩＬ－１βを検出する診断アッセイにおいて使用することができる。特



(31) JP 4955185 B2 2012.6.20

10

20

30

40

50

定タイプの疾患および障害に関して、本発明の二重特異性の抗ＩＬ－１α／ＩＬ－１β抗
体は、そのような抗体の治療的使用に関して本明細書中に記載される疾患／障害のいずれ
か、例えば、下記にさらに議論される、ＩＬ－１活性が有害である障害などにおける診断
目的のために使用することができる（下記を参照のこと）。
【０１０２】
本発明の二重特異性抗体および抗体部分は、好ましくは、二重特異性抗体および抗体部分
が結合する抗原の活性をインビトロおよびインビボの両方で中和することができる。従っ
て、本発明のそのような抗体および抗体部分は、例えば、抗原を含有する細胞培養物にお
いて、または本発明の二重特異性抗体が反応する抗原を有するヒト患者もしくは他の哺乳
動物患者において抗原の活性を阻害するために使用することができる。１つの実施形態に
おいて、本発明は、抗原の活性を阻害するための方法を提供する。この方法は、抗原の活
性が阻害されるように抗原を本発明の二重特異性抗体または抗体部分と接触させることを
含む。好ましい実施形態において、二重特異性抗体はＩＬ－１αおよびＩＬ－１βと結合
し、従って、この方法は、ＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βを二重特異性抗体または
その一部分と接触させることによってＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βの活性を阻害
するための方法である。ＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βの活性は、例えば、インビ
トロで阻害することができる。例えば、ＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βを含有する
か、またはＩＬ－１αおよび／またはＩＬ－１βを含有することが疑われる細胞培養物に
おいて、本発明の抗体または抗体部分は、培養物におけるＩＬ－１αおよび／またはＩＬ
－１βの活性を阻害するために培養培地に加えることができる。あるいは、ＩＬ－１αお
よび／またはＩＬ－１βの活性は患者におけるインビボで阻害することができる。
【０１０３】
別の実施形態において、本発明は、抗原の活性が有害である障害に罹患している患者にお
ける抗原の活性を阻害するための方法を提供する。本発明は、そのような障害に罹患して
いる患者における抗原の活性を阻害するための方法を提供する。この方法は、患者におけ
る抗原の活性が阻害されるように本発明の二重特異性抗体または抗体部分を患者に投与す
ることを含む。好ましくは、抗原はヒト抗原であり、患者はヒト患者である。本発明の抗
体は、治療目的のためにヒト患者に投与することができる。さらに、本発明の抗体は、獣
医学的目的のために、またはヒト疾患の動物モデルとして、抗体が結合する抗原を発現す
る非ヒト哺乳動物に投与することができる。後者に関して、そのような動物モデルは、本
発明の抗体の治療効力を評価するために有用であり得る（例えば、投薬量および投与時間
経過を試験することに関して有用であり得る）。
【０１０４】
好ましくは、二重特異性抗体はＩＬ－１αおよびＩＬ－１βと結合し、従って患者におけ
る抗原の活性を阻害するためのこの方法は、患者（例えば、ＩＬ－１の活性が有害である
障害に罹患している患者）においてＩＬ－１の活性を阻害するための方法である。本明細
書中で使用される「ＩＬ－１の活性が有害である障害」は、そのような障害に罹患してい
る患者におけるＩＬ－１（これはＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの両方を包含する）の存在
が、障害の病理生理学または障害の悪化に寄与する因子のいずれかに関わっていることが
示されているか、または障害の病理生理学または障害の悪化に寄与する因子のいずれかに
関わっていることが疑われる疾患および他の障害を包含することが意図される。従って、
ＩＬ－１の活性が有害である障害は、ＩＬ－１活性（すなわち、ＩＬ－１αおよびＩＬ－
１βのいずれかまたはその両方）の阻害により、障害の症状および／または進行の緩和が
期待される障害である。そのような障害は、例えば、障害に罹患している患者の生物学的
体液におけるＩＬ－１濃度の増大（例えば、患者の血清、血漿、滑液などにおけるＩＬ－
１濃度の増大）によって明らかにされ得る。この場合、ＩＬ－１は、例えば、抗ＩＬ－１
抗体を上記に記載されるように使用して検出することができる。
【０１０５】
インターロイキン１は、様々な免疫エレメントおよび炎症エレメントを伴う様々な疾患に
関連する病理学において重要な役割を果たしている。このような疾患には、下記が含まれ
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るが、それらに限定されない：慢性滑節リウマチ、変形性関節症、若年性慢性関節炎、ラ
イム関節炎、乾癬性関節炎、反応性関節炎、脊椎関節症、全身性エリテマトーデス、クロ
ーン病、潰瘍性大腸炎、炎症性腸疾患、インスリン依存性糖尿病、甲状腺炎、喘息、アレ
ルギー疾患、乾癬、皮膚炎、強皮症、移植片対宿主病、臓器移植拒絶、臓器移植に伴う急
性免疫疾患または慢性免疫疾患、類肉腫症、アテローム性動脈硬化症、汎発性血管内凝固
、川崎病、グレーヴズ病、ネフローゼ症候群、慢性疲労症候群、ヴェーゲナー肉芽腫症、
ヘノッホ－シェーンライン紫斑病、腎臓の顕微鏡的脈管炎、慢性の活動性肝炎、ブドウ膜
炎、敗血症性ショック、毒性ショック症候群、敗血症症候群、悪液質、感染性疾患、寄生
虫疾患、後天性免疫不全症症候群、急性横断脊髄炎、ハンチントン病、パーキンソン病、
アルツハイマー病、発作、原発性胆汁性肝硬変、溶血性貧血、悪性腫瘍、心不全、心筋梗
塞、アジソン病、散発性のＩ型多線性不全症およびＩＩ型多線性不全症、シュミット症候
群、成人（急性）呼吸窮迫症候群、脱毛症、円形脱毛症、血清陰性関節症、関節症、ライ
ター病、乾癬性関節症、潰瘍性大腸炎性関節症、腸症性滑膜炎、クラミジアおよびエルシ
ニアおよびサルモネラに関連する関節症、脊椎関節症、アテローム性の疾患／動脈硬化症
、アトピー性アレルギー、自己免疫性水疱疾患、尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、類天疱瘡
、線状ＩｇＡ疾患、自己免疫性溶血性貧血、クーム陽性溶血性貧血、後天性悪性貧血、若
年性悪性貧血、筋痛性脳炎／ロイヤルフリー病、慢性粘膜皮膚カンジダ症、巨細胞性動脈
炎、原発性硬化性肝炎、突発性自己免疫性肝炎、後天性免疫不全症疾患症候群、後天性免
疫不全症関連疾患、Ｃ型肝炎、分類不能型免疫不全症（分類不能型低γグロブリン血症）
、拡張型心筋症、女性不妊症、卵巣機能不全、成熟前の卵巣機能不全、線維症性肺疾患、
突発性線維化肺胞炎、炎症後の間質性肺疾患、間質性肺炎、結合組織疾患関連間質性肺疾
患、混合型結合組織疾患関連肺疾患、全身性硬化症関連間質性肺疾患、慢性関節リウマチ
関連間質性肺疾患、全身性エリテマトーデス関連間質性肺疾患、皮膚筋炎／多発性筋炎関
連肺疾患、シェーグレン病関連肺疾患、強直性脊椎炎関連肺疾患、血管炎性びまん性肺疾
患、ヘモジデリン沈着症関連肺疾患、薬物誘導による間質性肺疾患、放射線線維症、閉塞
性細気管支炎、慢性好酸性肺炎、リンパ球浸潤性肺疾患、感染後の間質性肺疾患、痛風関
節炎、自己免疫性肝炎、１型自己免疫性肝炎（古典的な自己免疫性肝炎またはルポイド肝
炎）、２型自己免疫性肝炎（抗ＬＫＭ抗体肝炎）、自己免疫媒介による低血糖症、黒色表
皮肥厚症を伴うＢ型インスリン耐性、上皮小体機能低下症、臓器移植に伴う急性免疫疾患
、臓器移植に伴う慢性免疫疾患、変形性関節症、原発性硬化性胆管炎、１型乾癬、２型乾
癬、特発性白血球減少症、自己免疫性好中球減少症、腎臓疾患（ＮＯＳ型）、糸球体腎炎
、腎臓の顕微鏡的脈管炎、ライム病、円板状エリテマトーデス、男性不妊症（特発性また
はＮＯＳ型）、精子自己免疫性、多発性硬化症（すべてのサブタイプ）、交感性眼炎、結
合組織疾患の二次的な肺性高血圧症、グッドパスチャー症候群、結節性動脈周囲炎の肺発
現、急性リウマチ熱、リウマチ様脊椎炎、スティル病、全身性硬化症、シェーグレン症候
群、高安病／関節炎、自己免疫性血小板減少症、特発性血小板減少症、自己免疫性甲状腺
疾患、甲状腺機能亢進症、甲状腺腫性自己免疫性甲状腺機能低下症（橋本病）、萎縮性自
己免疫性甲状腺機能低下症、原発性粘液水腫、水晶体原性ブドウ膜炎、原発性血管炎、白
斑、中枢神経系の疾患（例えば、うつ病、精神分裂病、アルツハイマー病、パーキンソン
病など）、急性痛および慢性痛、ならびに脂質不均衡。本発明のヒト抗体および抗体部分
は、自己免疫疾患（特に、リウマチ様脊椎炎、アレルギー、自己免疫性糖尿病、自己免疫
性ブドウ膜炎を含む、炎症を伴う自己免疫疾患）に罹患しているヒトを処置するために使
用することができる。
【０１０６】
好ましくは、本発明のＩＬ－１α／ＩＬ－１β二重特異性抗体またはその抗原結合部分は
、慢性関節リウマチ、クローン病、多発性硬化症、インスリン依存性糖尿病および乾癬を
処置するために使用される。
【０１０７】
本発明のＩＬ－１α／ＩＬ－１β二重特異性抗体または抗体部分はまた、自己免疫性疾患
および炎症性疾患の処置において有用な１つ以上のさらなる治療剤とともに投与すること
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ができる。
【０１０８】
本発明の抗体またはその抗原結合部分は、そのような疾患を処置するために単独または組
合せで使用することができる。本発明の抗体またはその抗原結合部分は単独で使用するこ
とができ、またはその意図された目的のために当業者によって選択されるさらなる薬剤（
例えば、治療剤）と組み合わせて使用できることを理解しなければならない。例えば、そ
のようなさらなる薬剤は、本発明の抗体によって処置されている疾患または状態を処置す
るために有用であることがこの分野で認識されている治療剤であり得る。そのようなさら
なる薬剤はまた、治療組成物に有益な特性を付与する薬剤、例えば、組成物の粘性をもた
らす薬剤であり得る。
【０１０９】
本発明の範囲に包含され得る組合せ物は、その意図された目的のために有用であるそのよ
うな組合せ物であることをさらに理解しなければならない。下記に示される薬剤は例示目
的であり、限定することを目的としていない。本発明の一部である組合せ物は、本発明の
抗体、および下記のリストから選択される少なくとも１つの薬剤であり得る。組合せはま
た、形成された組成物がその意図された機能を発揮し得るように組合せがなされるならば
、２つ以上のさらなる薬剤（例えば、２つまたは３つのさらなる薬剤）を含むことができ
る。
【０１１０】
好ましい組合せ物は、ＮＳＡＩＤＳとも呼ばれる非ステロイド性抗炎症薬であり、これは
イブプロフェンおよびＣＯＸ－２阻害剤のような薬物を含む。他の好ましい組合せ物は、
プレドニゾロンを含むコルチコステロイドである；ステロイド使用のよく知られている副
作用を、患者を処置するときに必要とされるステロイド量を本発明の抗ＩＬ－１抗体と組
合せて徐々に減少させることによって低下させることができ、または除くことさえできる
。本発明の抗体または抗体部分を組み合わせることができる慢性関節リウマチ用治療剤の
非限定的な例には、下記が挙げられる：サイトカイン抑制性抗炎症薬（ＣＳＡＩＤ）；他
のヒトサイトカインもしくは増殖因子（例えば、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－２、ＩＬ－６、Ｉ
Ｌ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、ＥＭＡＰ－ＩＩ
、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦ）に対する抗体またはそれらのアンタゴニスト。
本発明の抗体またはその抗原結合部分は、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、
ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、ＣＤ８０（Ｂ７．１）、ＣＤ８６
（Ｂ７．２）、ＣＤ９０またはそれらのリガンド（ＣＤ１５４（ｇｐ３９またはＣＤ４０
Ｌ）を含む）などの細胞表面分子に対する抗体と組み合わせることができる。
【０１１１】
治療剤の好ましい組合せ物は、自己免疫およびその後の炎症カスケードにおける種々の点
を妨害することができる；好ましい例には、キメラＴＮＦ抗体またはヒト化ＴＮＦ抗体ま
たはヒトＴＮＦ抗体であるＤ２Ｅ７（ＰＣＴ国際特許出願公開ＷＯ９７／２９１３１）、
ＣＡ２（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商標））、ＣＤＰ５７１、ＣＤＰ８７０、サリドマイドのよ
うなＴＮＦアンタゴニスト、および可溶性のｐ５５ＴＮＦ受容体またはｐ７５ＴＮＦ受容
体、その誘導体（ｐ７５ＴＮＦＲ１ｇＧ（Ｅｎｂｒｅｌ（商標））またはｐ５５ＴＮＦＲ
１ｇＧ（Ｌａｎｅｒｃｅｐｔ））、そしてまたＴＮＦα変換酵素（ＴＡＣＥ）阻害剤が含
まれる；同様に、同じ理由から、ＩＬ－１阻害剤（インターロイキン－１変換酵素阻害剤
、ＩＬ－１ＲＡなど）は効果的であり得る。他の好ましい組合せ物はインターロイキン１
１を含む。さらに別の好ましい組合せ物は、ＩＬ－１の機能と同時に、またはＩＬ－１の
機能に依存して、またはＩＬ－１の機能と協調して作用し得る自己免疫応答の他の重要な
因子である；ＩＬ－１２抗体および／もしくはＩＬ－１８抗体、または可溶性のＩＬ－１
２受容体および／もしくはＩＬ－１８受容体、またはＩＬ－１２結合タンパク質および／
もしくはＩＬ－１８結合タンパク質を含むＩＬ－１２アンタゴニストおよび／もしくはＩ
Ｌ－１８アンタゴニストが特に好ましい。ＩＬ－１２およびＩＬ－１８は、重複するが、
異なる機能を有しており、両者に対するアンタゴニストの組合せは最も効果的であり得る
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ことが示されている。さらに別の好ましい組合せ物は、枯渇しない抗ＣＤ４阻害剤である
。さらに別の好ましい組合せ物には、抗体、可溶性の受容体またはアンタゴニスト性リガ
ンドを含む同時刺激経路のアンタゴニストであるＣＤ８０（Ｂ７．１）またはＣＤ８６（
Ｂ７．２）が含まれる。
【０１１２】
本発明の抗体またはその抗原結合部分はまた、様々な薬剤と組み合わせることができ、例
えば、メトトレキサート、６－ＭＰ、アザチオプリン、スルファサラジン、メサラジン、
オルサラジンクロロキニン／ヒドロキシクロロキン、ペンシラミン、金チオリンゴ酸塩（
筋肉内および経口）、アザチオプリン、コチシン、コルチコステロイド（経口、吸入およ
び局所注射）、β－２アドレナリン受容体アゴニスト（サルブタモール、テルブタリン、
サルメテラール）、キサンチン類（テオフィリン、アミノフィリン）、クロモグリカート
、ネドクロミル、ケトチフェン、イプラトロピウムおよびオキシトロピウム、シクロスポ
リン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェノラートモフェチル、レフルノミド、ＮＳＡ
ＩＤ（例えば、イブプロフェン）、コルチコステロイド（プレドニゾロンなど）、ホスホ
ジエステラーゼ阻害剤、アデノシンアゴニスト、抗血栓剤、補体阻害剤、アドレナリン作
動剤、ＴＮＦαまたはＩＬ－１などの前炎症性サイトカインによるシグナル変換を妨害す
る薬剤（例えば、ＩＲＡＫ、ＮＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８キナーゼ阻害剤またはＭＡＰキナー
ゼ阻害剤）、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤、ＴＮＦα変換酵素（ＴＡＣＥ）阻害剤、キナー
ゼ阻害剤などのＴ細胞シグナル変換阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害剤、スルファサラ
ジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、アンギオテンシン変換酵素阻害剤、可溶
性サイトカイン受容体およびその誘導体（例えば、可溶性のｐ５５ＴＮＦ受容体またはｐ
７５ＴＮＦ受容体およびその誘導体（ｐ７５ＴＮＦＲＩｇＧ（Ｅｎｂｒｅｌ（商標））お
よびｐ５５ＴＮＦＧＩｇＧ（Ｌｅｎｅｒｃｅｐｔ））、ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ－１ＲＩ
Ｉ、ｓＩＬ－６Ｒ）、ならびに抗炎症性サイトカイン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、
ＩＬ－１１、ＩＬ－１３およびＴＧＦβ）などと組み合わせることができる。好ましい組
合せ物はメトトレキサートまたはレフルノミドを含み、そして中程度または重度の慢性関
節リウマチの場合にはシクロスポリンを含む。
【０１１３】
本発明の抗体または抗体部分を組み合わせることができる炎症性腸疾患用治療剤の非限定
的な例には、下記が挙げられる：ブデノシド；上皮増殖因子；コルチコステロイド；シク
ロスポリン、スルファサラジン；アミノサリチラート；６－メルカプトプリン；アザチオ
プリン；メトロニダゾール；リポキシゲナーゼ阻害剤；メサラミン；オルサラジン；バル
サラジド；抗酸化剤；トロンボキサン阻害剤；ＩＬ－１受容体アンタゴニスト；抗ＩＬ－
１βモノクローナル抗体；抗ＩＬ－６モノクローナル抗体；増殖因子；エラスターゼ阻害
剤；ピリジニルイミダゾール化合物；他のヒトサイトカインまたは増殖因子（例えば、Ｔ
ＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ
－１６、ＩＬ－１８、ＥＭＡＰ－ＩＩ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦ）に対する
抗体またはそれらのアンタゴニスト。本発明の抗体は、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８
、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、ＣＤ９０またはそれ
らのリガンドなどの細胞表面分子に対する抗体と組み合わせることができる。本発明の抗
体またはその抗原結合部分はまた、様々な薬剤と組み合わせることができ、例えば、メト
トレキサート、シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェノラートモフェチ
ル、レフルノミド、ＮＳＡＩＤ（例えば、イブプロフェン）、コルチコステロイド（プレ
ドニゾロンなど）、ホスホジエステラーゼ阻害剤、アデノシンアゴニスト、抗血栓剤、補
体阻害剤、アドレナリン作動剤、ＴＮＦαまたはＩＬ－１などの前炎症性サイトカインに
よるシグナル変換を妨害する薬剤（例えば、ＩＲＡＫ、ＮＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８キナーゼ
阻害剤またはＭＡＰキナーゼ阻害剤）、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤、ＴＮＦα変換酵素阻
害剤、キナーゼ阻害剤などのＴ細胞シグナル変換阻害剤、メタロプロテイナーゼ阻害剤、
スルファサラジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン類、アンギオテンシン変換酵
素阻害剤、可溶性サイトカイン受容体およびその誘導体（例えば、可溶性のｐ５５ＴＮＦ
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受容体またはｐ７５ＴＮＦ受容体、ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ－１ＲＩＩ、ｓＩＬ－６Ｒ）
、ならびに抗炎症性サイトカイン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－
１３およびＴＧＦβ）などと組み合わせることができる。
【０１１４】
抗体または抗原結合部分を組み合わせることができるクローン病用治療剤の好ましい例に
は、下記が挙げられる：ＴＮＦアンタゴニスト、例えば、抗ＴＮＦ抗体のＤ２Ｅ７（ＰＣ
Ｔ国際特許出願公開ＷＯ９７／２９１３１）、ＣＡ２（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商標））、Ｃ
ＤＰ５７１、ＴＮＦＲ－Ｉｇ構築物（ｐ７５ＴＮＦＲＩｇＧ（Ｅｎｂｒｅｌ（商標））お
よびｐ５５ＴＮＦＧＩｇＧ（Ｌｅｎｅｒｃｅｐｔ））阻害剤、ならびにＰＤＥ４阻害剤。
本発明の抗体またはその抗原結合部分またはその抗原結合部分はコルチコステロイド（例
えば、ブデノシドおよびデキサメタゾン）と組み合わせることができる。本発明の抗体ま
たはその抗原結合部分はまた、スルファサラジン、５－アミノサリチル酸およびオルサラ
ジンなどの薬剤と組み合わせることができ、そしてＩＬ－１などの前炎症性サイトカイン
の合成または作用を妨害する薬剤（例えば、ＩＬ－１β変換酵素阻害剤およびＩＬ－１ｒ
ａ）と組み合わせることができる。本発明の抗体またはその抗原結合部分はまた、Ｔ細胞
シグナル変換阻害剤（例えば、チロシンキナーゼ阻害剤の６－メルカプトプリン類）と組
み合わせることができる。本発明の抗体またはその抗原結合部分はＩＬ－１１とと組み合
わせることができる。
【０１１５】
本発明の抗体または抗体部分を組み合わせることができる多発性硬化症用治療剤の非限定
的な例には、下記が挙げられる：コルチコステロイド；プレドニゾロン；メチルプレドニ
ゾロン；アザチオプリン；シクロホスファミド；シクロスポリン；メトトレキサート；４
－アミノピリジン；チザニジン；インターフェロン－β１ａ（Ａｖｏｎｅｘ；Ｂｉｏｇｅ
ｎ）；インターフェロン－β１ｂ（Ｂｅｔａｓｅｒｏｎ；Ｃｈｉｒｏｎ／Ｂｅｒｌｅｘ）
；コポリマー１（Ｃｏｐ－１；Ｃｏｐａｘｏｎｅ；Ｔｅｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）；高圧酸素；静脈注射免疫グロブリン；クラブ
リビン；他のヒトサイトカインまたは増殖因子（例えば、ＴＮＦ、ＬＴ、ＩＬ－２、ＩＬ
－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、ＥＭＡ
Ｐ－ＩＩ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＦＧＦおよびＰＤＧＦ）に対する抗体またはそれらのアンタゴ
ニスト。本発明の抗体またはその抗原結合部分は、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、Ｃ
Ｄ２５、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ６９、ＣＤ８０、ＣＤ８６、Ｃ
Ｄ９０またはそれらのリガンドなどの細胞表面分子に対する抗体と組み合わせることがで
きる。本発明の抗体またはその抗原結合部分はまた、様々な薬剤と組み合わせることがで
き、例えば、メトトレキサート、シクロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェ
ノラートモフェチル、レフルノミド、ＮＳＡＩＤ（例えば、イブプロフェン、ＣＯＸ－２
阻害剤）、コルチコステロイド（プレドニゾロンなど）、ホスホジエステラーゼ阻害剤、
アデノシンアゴニスト、抗血栓剤、補体阻害剤、アドレナリン作動剤、ＴＮＦαまたはＩ
Ｌ－１などの前炎症性サイトカインによるシグナル変換を妨害する薬剤（例えば、ＩＲＡ
Ｋ、ＮＩＫ、ＩＫＫ、ｐ３８キナーゼ阻害剤またはＭＡＰキナーゼ阻害剤）、ＩＬ－１β
変換酵素阻害剤、ＴＡＣＥ阻害剤、キナーゼ阻害剤などのＴ細胞シグナル変換阻害剤、メ
タロプロテイナーゼ阻害剤、スルファサラジン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン
類、アンギオテンシン変換酵素阻害剤、可溶性サイトカイン受容体およびその誘導体（例
えば、可溶性のｐ５５ＴＮＦ受容体またはｐ７５ＴＮＦ受容体、ｓＩＬ－１ＲＩ、ｓＩＬ
－１ＲＩＩ、ｓＩＬ－６Ｒ）、ならびに抗炎症性サイトカイン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ
－１０、ＩＬ－１３およびＴＧＦβ）などと組み合わせることができる。
【０１１６】
本発明の抗体またはその抗体部分を組み合わせることができる多発性硬化症用治療剤の好
ましい例には、インターフェロン－β（例えば、ＩＦＮβ１ａおよびＩＦＮβ１ｂ）；コ
パキソン、コルチコステロイド、ＩＬ－１阻害剤、ＴＮＦ阻害剤、ならびにＣＤ４０リガ
ンドおよびＣＤ８０に対する抗体が挙げられる。
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【０１１７】
本発明の医薬組成物は、本発明の抗体または抗体部分の「治療効果的な量」または「予防
効果的な量」を含むことができる。「治療効果的な量」は、所望する治療的結果を達成す
るための必要な投薬量および時間での効果的な量をいう。抗体または抗体部分の治療効果
的な量は、個体の疾患状態、年齢、性別および体重、ならびに個体において所望する応答
を生じさせる抗体または抗体部分の能力などの要因に依存して変化し得る。治療効果的な
量はまた、抗体または抗体分子の何らかの毒性作用または有害作用よりも、治療的に有益
な作用が勝っている量である。「予防効果的な量」は、所望する予防的結果を達成するた
めの必要な投薬量および時間での効果的な量をいう。典型的には、予防的用量が、より初
期の疾患段階に先立って、またはより初期の疾患段階で対象体において使用されるので、
予防効果的な量は、治療効果的な量よりも少ない。
【０１１８】
投薬法は、最適な所望する応答（例えば、治療的または予防的な応答）が得られるように
調節することができる。例えば、単回のボーラス剤を投与することができ、または数個の
分割用量を所定時間にわたって投与することができ、または用量を、治療状況の要件によ
って示されるように対応して減少もしくは増大させることができる。投与を容易にし、か
つ投薬を均一にするために投薬ユニット形態で非経口組成物を配合することは特に好都合
である。本明細書中で使用される投薬ユニット形態は、処置される哺乳動物患者に対する
単位投薬量として適する物理的に分離したユニットをいう。この場合、ユニットは、所望
する治療効果をもたらすために計算された所定量の活性な化合物を、必要とされる薬学的
キャリアと一緒に含有する。本発明の投薬ユニット形態物の仕様は、（ａ）活性な化合物
の特徴的な特性および達成される特定の治療効果または予防効果、そして（ｂ）個体にお
ける感受性を処置するためにそのような活性な化合物を配合することのこの分野における
固有的な制限によって決定され、かつそれらに直接依存している。
【０１１９】
本発明の抗体または抗体部分の治療効果的または予防効果的な量の例示的で非限定的な範
囲は０．１ｍｇ／ｋｇから２０ｍｇ／ｋｇであり、より好ましくは１ｍｇ／ｋｇから１０
ｍｇ／ｋｇである。投薬量の値は、緩和される状態のタイプおよび重篤度によって変化し
得ることに留意しなければならない。任意の特定の患者に対して、特定の投薬法は、個体
の必要性および組成物を投与する医師または組成物の投与を監督する医師の専門的判断に
従って時間とともに調節されなければならないこと、そして本明細書中に示される投薬量
の範囲は例示にすぎず、請求項に記載される組成物の範囲または実施を制限することを意
図していないことをさらに理解しなければならない。
【０１２０】
本発明は下記の実施例によってさらに例示されるが、下記の実施例は決して限定として解
釈してはならない。本明細書中を通して引用されているすべての引用参考文献（文献、発
行された特許および公開された特許明細書を含む）の内容はこれらにより参考として特に
組み込まれる。
【０１２１】
実施例１：同一の連続したトポロジー領域に基づく二重特異性抗原の設計
本実施例では、構造的に関連する２つの異なるタンパク質のＩＬ－１αおよびＩＬ－１β
の間で最も長い同一の連続したトポロジー領域が、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βに対する
二重特異性抗体を惹起させるための二重特異性抗原を示すための基礎として決定された。
ＢＬＡＳＴアルゴリズムが、この２つのタンパク質を比較するために使用された。これに
より、類似する構造的領域または機能的領域において別の残基に置換するための残基の傾
向を見積もることができる。この分析により、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの間で最も長
い同一の連続したトポロジー領域の同定が可能になり、そして二重特異性抗原として役立
つ直鎖状ペプチドを作製するために類似する妥当な領域を伴ってこの領域を拡大すること
ができた。これらの基準を最も良く満たすペプチドは下記のアミノ酸配列を有する：
ＮＥＡＱＮＩＴＤＦ（配列番号１）
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＊　＊＊＊＊
アスタリクス（＊）は両方のタンパク質において同一の残基を示し、それ以外の残基は、
ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより強い類似性を有する。例えば、リシンは、相同的なタンパ
ク質において、フェニルアラニンではなく、アルギニンの代わりに使用されることが多い
。配列番号１のこのペプチドは、反対方向で伸びている構造の２つの異なる部分から得ら
れるハイブリッドであり、従って、このエピトープの別の妥当な表示を下記に示す：
ｄＮｄＥｄＡｄＱＮＩＴＤＦ
（式中、「ｄ」の添え字は、そのアミノ酸残基がＤ－アミノ酸残基であることを示す）。
ペプチドのＬ－アミノ酸型およびＤ－アミノ酸残基で部分的に置換された型はともに標準
的な化学的方法によって合成される。その後、ペプチドはキャリアタンパク質（例えば、
ＫＬＨまたはアルブミン）に結合させられ、そして結合させられたペプチドは、インビト
ロ法またはインビボ法によって抗体を選択するために使用される。
【０１２２】
実施例２：共通する折りたたみ部のループを模倣する環状ペプチドに基づく二重特異性抗
原の設計
本実施例では、構造的に関連する２つの異なるタンパク質のＩＬ－１αおよびＩＬ－１β
の間において共通する折りたたみ部の重要なループを構造的に模倣する環状ペプチドが、
ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βに対する二重特異性抗体を惹起させるための二重特異性抗原
として使用するために構築された。選ばれたループはＩＬ－１αの残基１６８～１８４お
よびＩＬ－１βの残基１６０～１７６を表す。そのコンセンサス配列を下記に示す：
Ｃｙｃｌｏ－ＭＡＦＬＲＡＮＱＮＮＧＫＩＳＶＡＬ（ＰＧ）（配列番号２）
＊ｃｂｃｃｃｃｃｃｃｃ＊＊ｃ＊ｂ＊
アスタリクス（＊）はＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの間で同一の残基を示し、ｃはコンセ
ンサス残基（すなわち、ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βに類似しているが、実際にはいずれ
かのタンパク質においてこの位置には存在していない残基）を示し、そしてｂは、明瞭な
コンセンサス残基が存在せず、従ってＩＬ－１β配列そのものが保持されていたことを示
す。この直鎖状ペプチドは標準的な化学的合成法によって合成される。このペプチドを環
化するために、プロリン残基およびグリシン残基が付加される。この環状ペプチドは、Ｎ
，Ｎ－ジメチルホルムアミドにおける高希釈度（１ｍｇ／ｍｌ）での標準的なカップリン
グ条件を使用して合成することができる。典型的な反応が、ベンゾトリアゾール－１－イ
ルオキシトリスピロリジノホスホニウム・ヘキサフルオロホスファート（ＰｙＢＯＰ；２
当量）および重炭酸ナトリウム（１０当量）などの過剰なカップリング試薬を使用して室
温で行われる。その後、ペプチドはキャリアタンパク質（例えば、ＫＬＨまたはアルブミ
ン）に結合させられ、そして結合させられたペプチドは、インビトロ法またはインビボ法
によって抗体を選択するために使用される。
【０１２３】
実施例３：ハイブリッドペプチドに基づく二重特異性抗原の設計
本実施例では、構造的に関連する２つの異なるタンパク質のＩＬ－１αおよびＩＬ－１β
の交互に連続する配列または重複する配列を含むハイブリッドペプチドが、ＩＬ－１αお
よびＩＬ－１βに対する二重特異性抗体を惹起させるための二重特異性抗原として使用す
るために構築された。ハイブリッドペプチドを作製するために、ＩＬ－１αおよびＩＬ－
１βの交互に連続するアミノ酸配列または重複するアミノ酸配列が、下記のペプチドを作
製するために同定され、一緒にスプライシングされた：
ＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＱＩＬＥＮＱ（配列番号３）
ｂｂｂｂｂｂｂｂｂｂ
ａａａａａａａａａａ
ａおよびｂは、残基がどのタンパク質から由来するかを示している（ａ＝ＩＬ－１α；ｂ
＝ＩＬ－１β）。両方のタンパク質に共通するＩＴＤＦ（配列番号４）モチーフがハイブ
リッドペプチドに含まれた。さらに、このハイブリッドペプチドは、両方のタンパク質の
カルボキシ末端に由来する配列に集中しており、そして両方のタンパク質における中和抗
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体に対して抗原性であることもまた知られている。このハイブリッドペプチドは標準的な
化学的合成法によって合成される。その後、ペプチドはキャリアタンパク質（例えば、Ｋ
ＬＨまたはアルブミン）に結合させられ、そして結合させられたペプチドは、インビトロ
法またはインビボ法によって抗体を選択するために使用される。
【０１２４】
実施例４：ＩＬ－１αおよびＩＬ－１βに対する二重特異性抗体の作製
ＮＥＡＱＮＩＴＤＦ（配列番号１）
Ｃｙｃｌｏ－ＭＡＦＬＲＡＮＱＮＮＧＫＩＳＶＡＬ（ＰＧ）（配列番号２）
ＴＫＧＧＱＤＩＴＤＦＱＩＬＥＮＱ（配列番号３）
配列番号１、２および３のペプチドをＫＬＨと結合して、個々のウサギを免疫化した。３
つのペプチドのそれぞれで免疫化されたウサギから得られた抗血清は、抗原として使用さ
れたペプチドに対して良好な抗体応答を示した。しかし、配列番号３のペプチドで免疫化
されたウサギから得られた抗血清だけは、ＩＬ－１αタンパク質およびＩＬ－１βタンパ
ク質の両方と結合することができた。
【０１２５】
５匹のマウス（ＢＡ１１９～ＢＡ１２３）を、ＫＬＨと結合させた配列番号３のペプチド
およびフロインド不完全アジュバント（ＦＩＡ）を用いて、３週間毎に１回、合計で３回
、皮下注射によって免疫化し、その後、ＫＬＨと結合させた配列番号３のペプチドを用い
た２回の静脈内注射による追加免疫を行った。各マウスはそれぞれの免疫化の１０日後に
採血され、抗体力価がＥＬＩＳＡによって測定された。ＢＡ１１９およびＢＡ１２３のマ
ウスから得られた脾臓細胞をそれぞれ、ＩＩＡ節に記載されるように、ミエローマ細胞株
Ｐ３Ｘ３６Ａｇ８．６３５と融合し、得られた融合細胞を、限界希釈を使用して数枚の９
６ウエルプレートにウエルあたり１個の細胞で播種した。増殖したハイブリドーマクロー
ンを、抗体産生クローンを同定するために、標準的なＥＬＩＳＡによってＩｇＧおよびＩ
ｇＭの産生について最初にアッセイした。マウス＃ＢＡ１２３の融合から合計で９４５個
のクローンが単離された。ＥＬＩＳＡで試験された３５５個のクローンから得られた上清
が、ＩＬ－１α、またはＩＬ－１β、またはＩＬ－１αおよびＩＬ－１βの両方に対する
抗原結合活性を示した。
【０１２６】
【表１】

【０１２７】
均等物
当業者は、日常的にすぎない実験を使用して、本明細書中に記載されている本発明の特定
の実施形態に対する多くの均等物を認識し、またはそのような均等物を確認することがで
きる。そのような均等物は、添付されている請求項によって包含されるものとする。
【０１２８】
【表２】
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