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(57)【要約】
　本発明は、多重特異性エピトープ結合性タンパク質、
その製造方法、および急性または慢性疾患の予防、管理
、治療または診断におけるその使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる単離された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質であって、該第1および／または第2鎖が少なくとも2つのエピトープ結合性ドメイ
ン（EBD）および1以上のFc領域を含む、タンパク質。
【請求項２】
　該第1鎖が、少なくとも1つのEBDのN末端側に連結された1以上のFc領域を含む、請求項1
記載のタンパク質。
【請求項３】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBD、として配置されたドメイン
およびFc領域を含む、請求項2記載のタンパク質。
【請求項４】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBD、として配置されたドメイン
およびFc領域を含む、請求項2記載のタンパク質。
【請求項５】
　該第1鎖が、少なくとも1つのEBDのC末端側に連結された1以上のFc領域を含む、請求項1
記載のタンパク質。
【請求項６】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域、として配置されたドメイン
およびFc領域を含む、請求項5記載のタンパク質。
【請求項７】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD、として配置されたドメ
インおよびFc領域を含む、請求項5記載のタンパク質。
【請求項８】
　該第2鎖が、少なくとも1つのEBDのN末端側に連結された1以上のCκまたはCλ領域を含
む、請求項1記載のタンパク質。
【請求項９】
　該第2鎖が、少なくとも1つのEBDのC末端側に連結された1以上のCκまたはCλ領域を含
む、請求項1記載のタンパク質。
【請求項１０】
　該第1および／または第2鎖が少なくとも3つのEBDを含む、請求項1記載のタンパク質。
【請求項１１】
　該第1および／または第2鎖が少なくとも4つのエピトープ結合性ドメインEBDを含む、請
求項10記載のタンパク質。
【請求項１２】
　各Fc領域が少なくとも3つのEBDのN末端側に連結されている、請求項10または11記載の
タンパク質。
【請求項１３】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD、として
配置されている、請求項12記載のタンパク質。
【請求項１４】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD-EBD、と
して配置されている、請求項12記載のタンパク質。
【請求項１５】
　各Fc領域が少なくとも1つのEBDのC末端側に連結されている、請求項10または11記載の
タンパク質。
【請求項１６】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域、として
配置されている、請求項15記載のタンパク質。
【請求項１７】
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　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域、と
して配置されている、請求項16記載のタンパク質。
【請求項１８】
　各Fc領域が少なくとも1つのEBDのN末端側におよび少なくとも1つのEBDのC末端側に連結
されている、請求項10または11記載のタンパク質。
【請求項１９】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、少なくとも1つのEBD-1以上のFc領域-
少なくとも1つのEBD、として配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２０】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD、として
配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２１】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD
、として配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２２】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD、と
して配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２３】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD、と
して配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２４】
　該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD、と
して配置されている、請求項18記載のタンパク質。
【請求項２５】
　該第1ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFv、として配置さ
れた3つのscFvおよびFc領域を含み、また該第2ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと、
scFv-scFv-Fc領域-scFvとして配置された3つのscFvおよびFc領域を含む、請求項10記載の
タンパク質。
【請求項２６】
　該第1ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFv-scFv、として
配置された4つのscFvおよびFc領域を含み、また該第2ポリペプチド鎖が、N末端からC末端
へと、scFv-scFv-Fc領域-scFv-scFv、として配置された4つのscFvおよびFc領域を含む、
請求項11記載のタンパク質。
【請求項２７】
　該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-Fc領域、として配置されたsc
Fv、抗体可変領域およびFc領域を含み、
　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、抗体可変領域-CκまたはCλ、として配置された
抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、請求項1記載のタンパク質。
【請求項２８】
　該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、抗体可変領域-Fc領域、として配置された抗体可
変領域およびFc領域を含み、
　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-CκまたはCλ、として配置さ
れたscFv、抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、
請求項1記載のタンパク質。
【請求項２９】
　該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-Fc領域、として配置されたsc
Fv、抗体可変領域およびFc領域を含み、
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　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-CκまたはCλ、として配置さ
れたscFv、抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、請求項1記載のタンパク質。
【請求項３０】
　少なくとも2つのEBDが少なくとも1つのFc領域のC末端側に連結されている、請求項27～
29のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項３１】
　該タンパク質が抗体重鎖および抗体軽鎖を含む、請求項27～30のいずれか1項記載のタ
ンパク質。
【請求項３２】
　第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であ
って、該第1および／または第2鎖が少なくとも2つのEBDおよび1以上のCH1ドメインを含む
、タンパク質。
【請求項３３】
　該タンパク質がCカッパ／ラムダドメインを更に含む、請求項32記載のタンパク質。
【請求項３４】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-CH1-scFv、として配置されたCH1ドメインに連
結された2つのscFvを含み、該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-Cカッパ／ラムダ-scF
v、として配置されたCカッパ／ラムダドメインに連結された2つのscFvを含む、請求項33
記載のタンパク質。
【請求項３５】
　該第1および／または第2鎖が抗体ヒンジドメインの全部または一部を含む、請求項34記
載のタンパク質。
【請求項３６】
　該第1および第2ポリペプチド鎖がジスルフィド結合により連結されている、請求項35記
載のタンパク質。
【請求項３７】
　少なくとも第1および第2鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であっ
て、該第1鎖が2つの可変ドメインおよびCκまたはCλドメインを含み、該第2鎖が2つの可
変ドメイン、CH1、ヒンジ、CH2およびCH3ドメインを含み、ここで、該第1鎖内の可変ドメ
インが該第2鎖内の可変ドメインに結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部位を
形成している、多重特異性エピトープ結合性タンパク質。
【請求項３８】
　該第1鎖が、N末端からC末端へと配置された第1エピトープおよび第2エピトープに特異
的な可変ドメインを含み、該第2鎖が、N末端からC末端へと配置された該第1および第2エ
ピトープに特異的な可変ドメインを含む、請求項37記載のタンパク質。
【請求項３９】
　第1および第2鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であって、該第1
鎖が少なくとも2つの抗体可変ドメインおよび少なくとも1つのCH1および／またはCカッパ
／ラムダドメインを含み、ここで、該第1鎖内の可変ドメインが該第2鎖内の可変ドメイン
に結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部位を形成している、多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質。
【請求項４０】
　該第1鎖が抗体重鎖可変ドメイン（VH）、CH1ドメイン、抗体軽鎖可変ドメイン（VL）お
よびCカッパ／ラムダドメインを含む、請求項39記載のタンパク質。
【請求項４１】
　該第1鎖がN末端からC末端へと、VH-CH1-VL-Cカッパ／ラムダ、として構成されている、
請求項40記載のタンパク質。
【請求項４２】
　該第1鎖がN末端からC末端へと、VL-Cカッパ／ラムダ-VH1-CH1、として構成されている
、請求項40記載のタンパク質。
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【請求項４３】
　該第1鎖が2つの抗体重鎖可変ドメイン（VH）および2つのCH1ドメインを含む、請求項39
記載のタンパク質。
【請求項４４】
　該第1鎖がN末端からC末端へと、VH-CH1-VH-CH1、として構成されている、請求項43記載
のタンパク質。
【請求項４５】
　該第1鎖が2つの抗体軽鎖可変ドメイン（VL）および2つのCカッパ／ラムダドメインを含
む、請求項39記載のタンパク質。
【請求項４６】
　該第1鎖がN末端からC末端へと、VL-Cカッパ／ラムダ-VL-Cカッパ／ラムダ、として構成
されている、請求項45記載のタンパク質。
【請求項４７】
　該第1鎖がFc領域を更に含む、請求項39～46のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項４８】
　該第2鎖がFc領域を含まない、請求項39～46のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項４９】
　少なくとも第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる逆転（inverted）抗体タンパク質
であって、該第1鎖が、CH1ドメインに連結された少なくとも1つの抗体重鎖可変領域（VH
）を含み、該第2鎖が、Cカッパ／ラムダドメインに連結された抗体軽鎖可変領域（VL）を
含み、該Cカッパ／ラムダ領域が更にFc領域に連結されており、ここで、該第1鎖内の可変
領域が該第2鎖内の可変領域に結合しエピトープ結合性部位を形成している、タンパク質
。
【請求項５０】
　該第1鎖が該第2鎖にジスルフィド結合している、請求項49記載のタンパク質。
【請求項５１】
　抗体様軽鎖および抗体様重鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であ
って、該軽鎖が2つの可変ドメインおよびCκまたはCλドメインを含み、該重鎖が2つの可
変ドメイン、CH1、ヒンジ、CH2およびCH3ドメインを含み、ここで、該軽鎖内の可変ドメ
インが該重鎖内の可変ドメインに結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部位を
形成している、タンパク質。
【請求項５２】
　該軽鎖が、N末端からC末端へと配置された、第1エピトープおよび第2エピトープに特異
的な可変ドメインを含み、該重鎖が、N末端からC末端へと配置された、該第1および第2エ
ピトープに特異的な可変ドメインを含む、請求項51記載のタンパク質。
【請求項５３】
　該タンパク質が、少なくとも2つの連結されたEBDを更に含む、請求項52記載のタンパク
質。
【請求項５４】
　少なくとも1つのEBDが該重鎖のC末端に連結されている、請求項53記載のタンパク質。
【請求項５５】
　少なくとも1つのEBDが該軽鎖のN末端に連結されている、請求項53記載のタンパク質。
【請求項５６】
　少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端に連結されている、請求項53記載のタンパク質。
【請求項５７】
　抗体軽鎖および抗体重鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であって
、該重鎖が、少なくとも2つの連結されたEBDを更に含む、タンパク質。
【請求項５８】
　少なくとも1つのEBDが該重鎖のC末端に連結されている、請求項57記載のタンパク質。
【請求項５９】
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　少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端に連結されている、請求項57記載のタンパク質。
【請求項６０】
　少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端およびC末端に連結されている、請求項57記載のタ
ンパク質。
【請求項６１】
　第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であ
って、該第1および／または第2鎖が少なくとも3つのEBDを含み、該第1鎖がCκまたはCλ
ドメインを含み、該第2鎖がCH1ドメインを含む、タンパク質。
【請求項６２】
　図1～5のいずれか1つに示される構造形態を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質。
【請求項６３】
　各EBDが同一エピトープに特異的である、請求項1～24、30～36、または53～61のいずれ
か1項記載のタンパク質。
【請求項６４】
　少なくとも2つのEBDが、異なるエピトープに特異的である、請求項1～24、30～36、ま
たは53～61のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項６５】
　各エピトープが同一抗原上に位置する、請求項63または64記載のタンパク質。
【請求項６６】
　各エピトープが、異なる抗原上に位置する、請求項65記載のタンパク質。
【請求項６７】
　2以上のEBDが同一エピトープに特異的である、請求項1～24、30～36、または53～61の
いずれか1項記載のタンパク質。
【請求項６８】
　該タンパク質が、哺乳動物に投与された際またはin vitroにおいて、少なくとも2つ、
少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つのエピトープに同時に結
合できる、請求項1～67のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項６９】
　少なくとも1つのEBDが、同一の単離された機能性EBDよりも低いアフィニティでエピト
ープに特異的に結合する、請求項1～24、30～36、または53～61のいずれか1項記載のタン
パク質。
【請求項７０】
　該EBDが、最もN末端側のEBD、N末端から2番目のEBDおよびN末端から3番目のEBDよりな
る群から選ばれる、請求項69記載のタンパク質。
【請求項７１】
　少なくとも1つのEBDが、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体模倣体（mimetic）および抗
体可変ドメインよりなる群から選ばれる、請求項1～24、30～36、53～61、63～67および6
9～70のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項７２】
　該抗体模倣体が、ミニボディ（minibody）、マキシボディ（maxybody）、アビマー（av
imer）、Fn3に基づくタンパク質スカフォールド、アンクリンリピート、VASPポリペプチ
ド、鳥類膵ポリペプチド（aPP）、テトラネクチン（Tetranectin）、アフィリリン（affi
lilin）、ノッチン（knottin）、SH3、PDZドメイン、プロテインAドメイン、リポカリン
（lipocalin）、トランスフェリンおよびクニツ（kunitz）ドメインよりなる群から選ば
れる、請求項71記載のタンパク質。
【請求項７３】
　該タンパク質が、異なる細胞表面受容体に特異的に結合し、該細胞表面受容体を阻害し
および／または中和する、請求項1～72のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項７４】
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　該細胞表面受容体が同一の受容体である、請求項73記載のタンパク質。
【請求項７５】
　該細胞表面受容体が同一の受容体ではない、請求項74記載のタンパク質。
【請求項７６】
　該タンパク質が、異なる可溶性リガンドに特異的に結合し、該リガンドを阻害しおよび
／または中和する、請求項1～75のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項７７】
　該可溶性リガンドが同一である、請求項76記載のタンパク質。
【請求項７８】
　該可溶性リガンドが同一ではない、請求項76記載のタンパク質。
【請求項７９】
　該タンパク質が、異なる標的タンパク質に特異的に結合し、該標的タンパク質を阻害し
および／または中和する、請求項1～78のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項８０】
　該標的タンパク質が同一である、請求項79記載のタンパク質。
【請求項８１】
　該標的タンパク質が同一ではない、請求項79記載のタンパク質。
【請求項８２】
　少なくとも1つのEBDが、該タンパク質から単離された同一EBDの機能活性を保持する、
請求項1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項８３】
　該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物と少なくとも同等の
機能活性を有する、請求項1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記
載のタンパク質。
【請求項８４】
　該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物よりも高い機能活性
を有する、請求項1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記載のタン
パク質。
【請求項８５】
　該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物と比べて50％低い機
能活性を有する、請求項1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記載
のタンパク質。
【請求項８６】
　該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細胞、
単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞集団を枯渇させる機能
活性を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項８７】
　該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細胞、
単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞の増殖を阻害または低
減させる機能活性を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項８８】
　該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細胞、
単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞からの炎症伝達物質の
分泌を阻害または低減させる機能活性を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパ
ク質。
【請求項８９】
　該タンパク質が、T細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、単球およびマクロ
ファージよりなる群から選ばれる細胞からの細胞質顆粒の分泌を阻害または低減させる機
能活性を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項９０】
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　該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細胞、
単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞における活性化刺激に
対する応答を阻害または低減させる機能活性を有する、請求項1～85のいずれか1項記載の
タンパク質。
【請求項９１】
　該タンパク質が、1以上のエピトープの結合によりタンパク質を活性化する機能活性を
有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項９２】
　該タンパク質が、1以上のエピトープの結合によりタンパク質を不活性化する機能活性
を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項９３】
　該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合またはin vitroにおいて、エフェクター機
能を有する、請求項1～85のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項９４】
　該エフェクター機能が抗体依存性細胞傷害である、請求項93記載のタンパク質。
【請求項９５】
　該エフェクター機能が補体依存性細胞傷害である、請求項93記載のタンパク質。
【請求項９６】
　請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質またはそのエピトープ結合性部分をコード
する単離された核酸分子。
【請求項９７】
　請求項96記載の核酸分子を含んでなる発現ベクター。
【請求項９８】
　請求項97記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項９９】
　請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質の製造方法であって、該製造方法が該タン
パク質の規模拡張可能な製造プロセスを含んでなり、そのような規模拡張可能な製造プロ
セスが約10mg/L～約300mg/Lの該タンパク質の製造効率をもたらし、該タンパク質が少な
くとも1つの機能活性を保持する、方法。
【請求項１００】
　該製造プロセスから製造されたタンパク質が、HPSECによる測定で5重量％以下のタンパ
ク質の凝集レベルを示す、請求項99記載の方法。
【請求項１０１】
　該製造プロセスにより製造されたタンパク質が、rCGEによる測定で5重量％以下のタン
パク質の凝集レベルを示す、請求項99記載の方法。
【請求項１０２】
　該製造プロセスにより製造されたタンパク質が、HPSECによる測定で、無傷の該タンパ
ク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80％以上として示される低レベルの断片化
を示す、請求項99記載の方法。
【請求項１０３】
　請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質を含んでなる液体製剤であって、該製剤が
HPSECによる測定で5重量％以下のタンパク質の凝集レベルを示す、液体製剤。
【請求項１０４】
　請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質を含んでなる液体製剤であって、該製剤が
rCGEによる測定で5重量％以下のタンパク質の凝集レベルを示す、液体製剤。
【請求項１０５】
　請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質を含んでなる液体製剤であって、該製剤が
、HPSECによる測定で、無傷の該タンパク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80
％以上として示される低レベルの断片化を示す、液体製剤。
【請求項１０６】
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　製薬上許容される賦形剤中に請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質の治療的有効
量を含んでなる無菌製剤。
【請求項１０７】
　癌またはその症状の改善、治療または予防方法であって、それを要する患者に、請求項
106記載の製剤を投与することによる方法。
【請求項１０８】
　該癌が、頭部、頸部、眼、口、喉、食道、胸部、骨、肺、結腸、直腸、結腸直腸、胃、
脾臓、腎臓部、骨格筋、皮下組織、転移性メラノーマ、子宮内膜、前立腺、乳房、卵巣、
精巣、皮膚、甲状腺、血液、リンパ節、腎臓、肝臓、膵臓、脳または中枢神経系の癌であ
る、請求項107記載の方法。
【請求項１０９】
　好酸球、好塩基球、好中球、T細胞、B細胞、マスト細胞、単球および腫瘍細胞よりなる
群から選ばれる細胞集団を、哺乳動物において枯渇させる方法であって、該細胞を請求項
106記載の製剤と接触させることを含んでなる方法。
【請求項１１０】
　哺乳動物中の病原体を請求項106記載の製剤と接触させることを含んでなる、該病原体
を殺すかまたは標的化する方法。
【請求項１１１】
　哺乳動物中のサイトカインを請求項106記載の製剤と接触させることを含んでなる、サ
イトカインを不活性化し、阻害し、または枯渇させる方法。
【請求項１１２】
　該サイトカインがC5aである、請求項111記載の方法。
【請求項１１３】
　請求項106記載の製剤を投与することによる、必要のある患者における炎症または自己
免疫疾患の予防、治療、管理または診断方法。
【請求項１１４】
　請求項106記載の製剤を投与することによる、必要のある患者における血管新生の抑制
方法。
【請求項１１５】
　該患者が癌、関節リウマチ、SLEまたはシェーグレン症候群を有する、請求項113または
114記載の方法。
【請求項１１６】
　該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合またはin vitroで細胞の集団を同定しおよ
び／または枯渇させるものであり、該細胞が、異なる細胞表面エピトープの発現により規
定され、そのような異なる細胞表面エピトープは該タンパク質の少なくとも1つのエピト
ープ結合性ドメインに選択的に結合する、請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項１１７】
　該細胞集団が、腫瘍細胞、癌幹細胞、B細胞およびT細胞よりなる群から選ばれる、請求
項116記載のタンパク質。
【請求項１１８】
　該タンパク質が、腫瘍細胞上に提示される細胞表面抗原群に特異的なエピトープ結合性
ドメインを含む、請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項１１９】
　該細胞表面抗原群が同時には提示されない、請求項118記載のタンパク質。
【請求項１２０】
　該タンパク質が哺乳動物に投与される場合、少なくとも1つのエピトープ結合性ドメイ
ンが関与する場合に該タンパク質が腫瘍細胞に対する抗体エフェクター機能を惹起する、
請求項118または119記載のタンパク質。
【請求項１２１】
　該タンパク質が少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを含み、該タンパク質が哺
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乳動物に投与された場合またはin vitroにおいて、該結合性ドメインが、細胞に送達され
るべき積荷分子に特異的である、請求項1～95のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項１２２】
　該積荷分子が、細胞毒性薬、代謝拮抗物質、毒素、ペプチド、DNA分子、RNA分子、小分
子、放射性同位体、発蛍光団、酵素、酵素インヒビター、プロドラッグまたはミトコンド
リア毒よりなる群から選ばれる、請求項121記載のタンパク質。
【請求項１２３】
　該タンパク質が、該細胞に結合するとインターナリゼーションされる、請求項121また
は122記載のタンパク質。
【請求項１２４】
　積荷分子に特異的なエピトープ結合性ドメインが、約pH7.4において該積荷分子に対す
る高い結合アフィニティを示し、約pH6.0において該積荷分子に対する低い結合アフィニ
ティを示す、請求項121～123のいずれか1項記載のタンパク質。
【請求項１２５】
　標的細胞集団を同定し、枯渇させ、活性化し、または抑制する方法であって、請求項1
～95のいずれか1項記載のタンパク質を、哺乳動物に投与された場合またはin vitroにお
いて、標的細胞集団と接触させることを含んでなり、ここで該タンパク質が非標的細胞集
団を有意に枯渇させず、活性化せず、または抑制しない、方法。
【請求項１２６】
　該タンパク質が、対照エピトープ結合性タンパク質よりも増加した、標的細胞集団に対
するアビディティを示し、ここで該対照エピトープ結合性タンパク質が、
　a．該多重特異性エピトープ結合性タンパク質中に存在するエピトープ結合性ドメイン
のサブセット、または
　b．該多重特異性エピトープ結合性タンパク質中に存在する少なくとも1つの単離された
エピトープ結合性ドメイン
のいずれかを含む、請求項125記載の方法。
【請求項１２７】
　該サブセットが、少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少
なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、または少なくとも8つのエピトープ結合性
ドメインを含む、請求項126記載の方法。
【請求項１２８】
　該標的細胞が、癌細胞、癌幹細胞、T細胞、B細胞、メラノーマ細胞、リンパ腫細胞、腫
瘍細胞、プレB細胞、プレT細胞、好塩基球、単球およびマクロファージよりなる群から選
ばれる、請求項125～127のいずれか1項記載の方法。
【請求項１２９】
　請求項1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質を使用する、患者における
急性または慢性疾患の予防、管理、治療または診断方法。
【請求項１３０】
　請求項107～115または125～128のいずれか1項記載の方法を使用する、患者における急
性または慢性疾患の予防、管理、治療または診断方法。
【請求項１３１】
　アブリン、ブルシン、シクトキシン、ジフテリア毒素、ボツリヌス毒素、志賀毒素、内
毒素、破傷風毒素、百日咳毒素、炭疽毒素、コレラ毒素、ファルカリノール（falcarinol
）、アルファ毒素、ゲルダナマイシン（geldanamycin）、ゲロニン、ロタウストラリン（
lotaustralin）、リシン、ストリキニーネ、ヘビ毒毒素およびテトラドトキシンよりなる
群から選ばれる1以上の物質への曝露に関連した毒性を低減するための、哺乳動物におけ
る請求項1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質の使用方法。
【請求項１３２】
　請求項1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質を使用して、溶液から少な
くとも1つの可溶性化合物を検出および／または精製する方法。
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【請求項１３３】
　該溶液が体液、細胞培養培地、発酵培養液、生物学的サンプルまたは飲料水である、請
求項132記載の方法。
【請求項１３４】
　該体液が、血液、汗、リンパ液、尿、涙、胆汁、唾液、血清、羊水、耳脂（耳垢）、カ
ウパー液、精液、乳び、び汁、脳脊髄液、糞便、糞便水、膵液、滑液、眼房水、腸液、母
乳、粘液、胸水、膿、皮脂および嘔吐物よりなる群から選ばれる、請求項133記載の方法
。
【請求項１３５】
　請求項1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質を使用する、哺乳動物にお
けるサイトカインストームの毒性の低減方法。
【請求項１３６】
　請求項1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質を使用する、哺乳動物にお
ける療法誘発性毒性の低減方法であって、該療法が生物学的療法である、方法。
【請求項１３７】
　該タンパク質が、該生物学的療法に由来する少なくとも1つのエピトープ結合性ドメイ
ンを含む、請求項136記載の方法。
【請求項１３８】
　該タンパク質が、該生物学的療法の少なくとも1つの成分と競合する少なくとも1つのエ
ピトープ結合性ドメインを含む、請求項136記載の方法。
【請求項１３９】
　該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合に少なくとも1日の半減期を示す、請求項1
～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　1．発明の分野
　本発明は、多重特異性エピトープ結合性タンパク質、その製造方法、および急性または
慢性疾患の予防、管理、治療または診断におけるその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　2．発明の背景
　1以上の抗原に結合しうるFab、scFv、ダイアボディ、トリボディおよびテトラボディの
ような抗体フラグメントは多数の臨床用途に適合しうる。これらのタイプのエピトープ結
合性タンパク質は抗原に対する結合特異性を保持するが、結合抗原に対する免疫応答を刺
激する機能的能力を欠く。すなわち、それらはエフェクター機能を欠く。
【０００３】
　価数、すなわち、個々の抗体分子が結合しうる抗原決定基の数を増加させるための試み
は二重特異性抗体（BsAb）の開発につながった（例えば、Jimenezら Molecular Cancer T
herapeutics 2005:4(3)427-434, Luら J. of Immun. Methods 1999:230, 159-171ならび
に米国特許公開番号20070014794および20050100543を参照されたい）。BsAbは、同じまた
は異なる抗原上の2つの異なるエピトープに結合する免疫グロブリン（Ig）に基づく分子
である。該抗体は、例えば、腫瘍細胞抗原およびエフェクター細胞（例えば、活性化T細
胞）または機能性物質（例えば、細胞毒）に特異的でありうるであろう。二重特異性T細
胞EngagersまたはBiTE（商標）分子はBsAbの一種であり、これらは臨床用途に有用である
ことが示されている（例えば、米国特許第7,112,324号を参照されたい）。
【０００４】
　特異性を、2つを超える異なる抗原に対するものへと増加させるための試みは、生じる
タンパク質を環化するためにジスルフィド結合により連結されうるヒンジ領域ドメインに
隣接する3つの異なるscFvドメインから構成される三重特異性抗体様構造体の製造につな
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がった（米国特許公開番号20050175606を参照されたい）。しかし、環化するのに単一の
ジスルフィド結合に頼っているため、該抗体様構造体の安定性が問題となっている。
【０００５】
　治療用物質としてのBsAbのような多重エピトープ結合性抗体の開発における大きな障害
は、臨床研究に十分な量および質で抗体を製造するのが困難なことである。特に、2組の
重鎖および軽鎖を発現する細胞を作製するために2つの異なるハイブリドーマを融合させ
るハイブリッドハイブリドーマおよび化学的コンジュゲート化（Carterら (1995) J. Hem
atotherapy 4:463-70）を含む伝統的な方法は不適当である。
【０００６】
　例えば、ハイブリッドハイブリドーマにおける2つの異なる組のIgG軽および重鎖の共発
現は10個までの軽鎖および重鎖ペアを産生することが可能であり、これらのペアのうちの
1つのみが機能性二重特異性ヘテロ二量体を形成する（Sureshら (1986) Methods Enzymol
. 121:210-28）。ホモ二量体ならびに非コグネイトIg軽鎖および重鎖の誤対形成ヘテロ二
量体のような非機能性種からの該抗体の精製は面倒であり、非効率的である。
【０００７】
　2つのIgGまたはそれらのフラグメントの化学的架橋も非効率的であり、抗体活性の喪失
を招きうる（Zhuら (1994) Cancer Lett. 86:127-34）。ハイブリッドハイブリドーマア
プローチと同様に、化学的コンジュゲート化から生じる多量体凝集物のような非機能性種
からの該抗体の精製はしばしば困難であり、通常、収率は低い（Caoら (1998) Bioconj. 
Chem. 9:635-44）。
【０００８】
　多重エピトープ結合性抗体の製造の効率を改善するために、種々の組換え方法が開発さ
れている。例えば、抗体フラグメント（Carterら (1995); Pluckthunら (1997) Immunote
chology 3:83-105; Todorovskaら (2001) J. Immunol. Methods 248:47-66）および完全
長IgG形態（Carter (2001) J. Immunol. Methods 248:7-15）の両方としてのBsAbの効率
的製造方法が開発されている。例えば、効率的なIg CH3ドメインヘテロ二量体化のための
いわゆる「ノブ・イントゥ・ホール（knobs-into-holes）」操作により（Ridgwayら 1996
 Protein Eng. 9:617-21; Merchantら 1998 Nat. Biotech. 16:677-81）、および異なる
特異性の一本鎖Fv（scFv）を完全長IgG分子のNまたはC末端上に融合させることにより（Z
huangら Protein Eng. 2000 13:361-7; ColomaおよびMorrison　Nat. Biotechnol. 19971
5:159-63）、均一な完全長IgG様BsAbの製造が達成されている。また、ダイアボディ（Hol
ligerら (1993) Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 1998 90:6444-8; Zhuら Bio/Technology (
NY) 1996 14:192-6）、Fab-scFv融合（Schoonjansら J. Immunol. 2000 165:7050-7）お
よび小型抗体（mini-antibody）形態（Packら Biochemistry 1992 31:1579-84; Packら B
io/Technology 1993 11:1271-7）により、ロイシンジッパー（Kostelnyら J. Immunol. 1
992148:1 547-53; de Kruifら J. Biol. Chem. 1996 271:7630-4）およびIg Cλ/CH1ドメ
イン（Mullerら FEBS Lett. 422:259-64）のような二量体化装置を介して柔軟なリンカー
を使用してまたは使用せずに（Mallenderら J. Biol. Chem. 1994 269:199-206; Mackら 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1995 92:7021-5; Zapataら Protein Eng. 1995 8.1057-62
）、2つの一本鎖Fv（scFv）またはFabフラグメントを遺伝的に融合させることによりBsAb
が構築されている。これらの場合の大多数においては、これらの組換えアプローチは、標
的抗原のそれぞれに対して一価である二価二重特異性抗体分子の産生をもたらす。
【０００９】
　多重特異性エピトープ結合性タンパク質のような抗体代替物は、伝統的な標的化エピト
ープと比べた場合の多数の利点、例えば、イムノサイレント（immunosilent）ドメインへ
の接近、標的のレパートリーの拡張、新たな結合特異性ならびに薬物、放射性核種、毒素
、酵素、リポソームおよびウイルスに対するコンジュゲート（これらに限定されるもので
はない）をもたらす。これらの重要な利点を考慮して、抗体のエフェクター機能を惹起す
る能力を保持しつつ高いアフィニティで少なくとも3つまたはそれ以上のエピトープに結
合しうる機能性多価および多重特異性エピトープ結合性タンパク質を構築し効率的に製造
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することが当技術分野で必要とされている。
【００１０】
　本明細書中の参考文献の引用または考察は、それらが本発明の先行技術であると自認す
るものと解釈されるものではない。
【発明の概要】
【００１１】
　3．本発明の概要
　本発明は、抗体定常ドメインのFc領域を含む、複数のエピトープに結合しうる新規多重
特異性エピトープ結合性タンパク質を提供する。本明細書中で用いる「Fc領域」なる語は
、CH3、CH2、および抗体の定常ドメインのヒンジ領域の少なくとも一部分を含むポリペプ
チドを意味する。場合によっては、Fc領域は、いくつかの抗体クラスにおいて存在するCH
4ドメインを含みうる。本明細書中で用いるFc領域は、抗体の定常ドメインのヒンジ領域
全体を含みうる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タン
パク質は抗体のFc領域およびCH1領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多
重特異性エピトープ結合性タンパク質は、抗体の定常ドメインからのFc領域、CH1領域お
よびCカッパ／ラムダ領域を含む。1つの実施形態においては、本明細書に記載されている
本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質および／またはポリペプチド鎖は天然に
存在せず、また、天然配列（組成および配向）Ig分子でもない。また、1つの実施形態に
おいては、本明細書に記載されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、抗体ま
たはその抗原結合性フラグメントのペアを化学的に架橋することによってはin vitroで製
造されない。
【００１２】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は1、2、3、4またはそれ以上のポリペ
プチド鎖を含む。特定の実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は2
～4のポリペプチド鎖を含む。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の各鎖は1
、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインを含みうる。該エピ
トープ結合性ドメインはscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可変領域（例えば、重鎖およ
び／または軽鎖可変領域）、ペプチド模倣体、または当技術分野で公知の他のエピトープ
結合性ドメインでありうる。
【００１３】
　該ポリペプチド鎖内に含まれるFc領域およびエピトープ結合性ドメインは多数の異なる
配向で互いに連結されうる（本明細書の全体において用いる「連結」は、直接的に隣接し
ていること、または介在配列もしくは構造体を介して間接的に連結されていることを意味
しうる。例えば、エピトープ結合性ドメインに連結されたFc領域はエピトープ結合性ドメ
インに直接的に隣接していることが可能であり、あるいはFc領域は介在配列を介してエピ
トープ結合性ドメインに連結されうる）。1つの実施形態においては、1以上の鎖のエピト
ープ結合性ドメインはFc領域のC末端に連結されている。他の実施形態においては、1以上
の鎖のエピトープ結合性ドメインはFc領域のN末端に連結されている。他の実施形態にお
いては、1以上のエピトープ結合性ドメインはFc領域のN末端およびC末端の両方に連結さ
れている。
【００１４】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性ドメインは二量体、三量体、四量体またはそれ以
上の次元の多量体であることが可能であり、ホモマーまたはヘテロマーであることが可能
であり、すなわち、そららは、同じまたは異なる複数のポリペプチド鎖を含みうる。1つ
の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は2本のポリペ
プチド鎖のホモ二量体またはヘテロ二量体を含みうる。もう1つの実施形態においては、
本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は3本のポリペプチド鎖のホモ三量体ま
たはヘテロ三量体を含みうる。さらにもう1つの実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖のホモ四量体またはヘテロ四量体
を含みうる。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のポリペプチド鎖は、Fc領
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域の成分、すなわち、CH3、CH2、ヒンジ領域（またはその一部分）および／またはCH1領
域の存在を介して多量体化（すなわち、集合）しうる。その代わりにまたはそれに加えて
、本発明の多重特性エピトープ結合性タンパク質のポリペプチド鎖は、構成ポリペプチド
鎖内に存在する他のドメインの相互作用を介して多量体化（すなわち、集合）しうる。
【００１５】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は（例え
ばin vivoまたはin vitroで）複数のエピトープに同時に結合しうる。1つの実施形態にお
いては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合性ドメインは
（例えばin vivoまたはin vitroで）少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上
のエピトープに同時に結合しうる。もう1つの実施形態においては、各エピトープ結合性
ドメインは同一エピトープに特異的である。もう1つの実施形態においては、本発明の多
重特異性エピトープ結合性タンパク質は、異なるエピトープに特異的な1以上のエピトー
プ結合性ドメインを含みうる。
【００１６】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質における
各結合性ドメインは、同じまたは異なるエピトープに特異的である。1つの実施形態にお
いては、本発明のエピトープ結合性タンパク質における各結合性ドメインは、単離された
該結合性ドメインと比べて、抗原に対する異なる（すなわち、より高いまたはより低い）
アフィニティを有する。
【００１７】
　免疫系は、抗体のエフェクター機能を介して特異的標的を抑制、低減または除去するこ
とが公知である。抗体依存性細胞傷害（ADCC）および補体依存性細胞傷害（CDC）は、伝
統的な抗体のFc領域により調節されるエフェクター機能のうちの2つである。1つの実施形
態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域を介してエフ
ェクター機能を効率的に刺激する能力を保持する。いくつかの状況においては、例えば、
リガンドと受容体との間の相互作用の遮断が、所望の結果を達成するのに十分である場合
には、エフェクター機能は望まれない。したがって、いくつかの実施形態においては、本
発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は標的に対するエフェクター機能を惹起し
得ない。
【００１８】
　本発明はまた、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の製造方法を提供する
。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を形成す
るポリペプチド鎖は単一のベクターまたは複数のベクターから発現されうる。該ベクター
内のポリペプチド鎖結合性ドメインのコード領域の配置は様々でありうる。例えば、Fc領
域（例えば、CH3、CH2、ヒンジ領域（またはその一部分）および／またはCH1領域）のコ
ード領域の配向は、該多重特異性エピトープ結合性ポリペプチド鎖内に含有されるエピト
ープ結合性ドメインのいずれかのコード領域に対して5'側または3'側でありうる。同様に
、該エピトープ結合性ドメインのいずれかのコード領域の配向はFc領域のコード領域に対
して5'側および／または3'側でありうる。いくつかの実施形態においては、エピトープ結
合性ドメインのコード領域はFc領域のコード領域の5'側および3'側の両方に存在する。あ
る実施形態においては、Fc領域のコード領域の5'側にCH1ドメインが存在しうる。
【００１９】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は多数の異なる発現系において産生さ
れうる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は
哺乳類細胞により産生され分泌される。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性
エピトープ結合性タンパク質はヒト細胞において産生され、該ヒト細胞から分泌される。
さらに他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は植物
細胞において産生され、該植物細胞から単離される。
【００２０】
　本発明はまた、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する
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。例えば、多数の細胞型は種々の共通の表面抗原を発現し、そして、細胞の特異的クラス
を識別するのはその抗原の特異的組合せである。本発明のタンパク質を使用して、1つの
実施形態においては、他の無関係な細胞集団との交差反応を伴うことなく細胞の特異的サ
ブセットを標的化することが可能である。また、多数の細胞表面受容体は該サブユニット
の架橋の結果として活性化または不活性化する。もう1つの実施形態においては、本発明
のタンパク質は、細胞表面受容体を架橋することにより標的細胞における応答を刺激また
は抑制するために使用されうる。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質は、抗原との複数の細胞表面受容体の相互作用を遮断するため
に使用されうる。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は、抗原との複数の細胞表面受容体の相互作用を増強するために使用されうる
。もう1つの実施形態においては、同一抗原に対する特異性を共有する結合性ドメインを
含有する本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を使用して細胞表面受容体のホ
モ二量体を架橋することが可能でありうる。
【００２１】
　本発明はまた、伝統的な抗体では容易には標的化されないエピトープを標的化する方法
を提供する。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は、隣接抗原を第1の標的とするために使用されることが可能であり、結合中に、別の
結合性ドメインが潜在性（cryptic）エピトープ（例えば、第1標的が結合するまでは接近
できないエピトープ）に結合しうる。
【００２２】
　本発明はまた、異なる細胞型を結び付ける（すなわち、より近い位置関係にする）ため
の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する。1つの実施形態におい
ては、本発明のタンパク質は1つの結合性ドメインで標的細胞に結合し、別の結合性ドメ
インを介して別の細胞を呼び寄せ（リクルートし）うる。特定の実施形態においては、第
1の細胞は癌細胞であり、第2の細胞は免疫エフェクター細胞、例えばNK細胞である。もう
1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、例えば
抗原提示細胞およびT細胞のような2つの異なる細胞の間の相互作用を増強して、おそらく
は免疫応答を増強するために使用されうる。
【００２３】
　本発明はまた、癌、炎症疾患および自己免疫疾患（これらに限定されるものではない）
を含む疾患、障害または感染に関連した1以上の症状の予防、管理、診断、治療または改
善のための、単独でのまたは他の療法と組合された、本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の使用を含む。本発明はまた、単独でのまたは他の療法と組合された、癌、
炎症疾患および自己免疫疾患（これらに限定されるものではない）を含む疾患、障害また
は感染に関連した1以上の症状の予防、管理、治療または改善のための、ある成分（例え
ば、治療用物質または薬物）にコンジュゲート化または融合された本発明の多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質の使用を含む。
【００２４】
　本発明はまた、診断試薬としての、多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法
を提供する。そのような複数の結合特異性は、種々の抗原が効率的に同時に捕捉される必
要があるキットまたは試薬において有用でありうる。
【００２５】
　4．図面の簡潔な説明
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１－Ａ】プロモーター、3つのscFv、ヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）をコードするポリヌ
クレオチド配列およびポリA尾部を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベク
ターの具体例の概要図を示す。ヒンジ-CH2-CH3の種々の配向が示されている。同じ色また
は網掛けの領域は構築物内の同一または重複エピトープ結合性ドメインを表すと意図され
る。また、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質内に重複した（2つの）scFvを含む
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実施形態が示されている（挿入図e）。また、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質
内に同一の（3つの）scFvを含む実施形態が示されている（挿入図f）。
【図１－Ｂ】図1A（挿入図a）に示されている構築物から構築された多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は、3つのscFvおよ
びヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）をそれぞれが含む2本のポリペプチド鎖のホモ二量体である
。
【図２－Ａ】プロモーター、4つのscFv、ヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）をコードするポリヌ
クレオチド配列およびポリA尾部を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベク
ターの具体例の概要図を示す。ヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）の種々の配向が示されている。
同じ色または網掛けの領域は構築物内の同一または重複エピトープ結合性ドメインを表す
と意図される。また、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質内に重複したscFvを含む
実施形態が示されている（挿入図e）。また、4つの異なるscFvを含む実施形態も示されて
いる（挿入図f）。
【図２－Ｂ】図2A（挿入図a）に示されている構築物から構築された多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質の代表的概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は、4つのscF
vおよびヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）をそれぞれが含む2本のポリペプチド鎖のホモ二量体で
ある。
【図２－Ｃ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードする多重特異性エピトープ結合性タン
パク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖はプロモーター、CH1ドメインに隣接す
る2つの抗体重鎖可変領域（VH1、VH2）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾
部を含む。軽鎖はプロモーター、カッパ／ラムダ領域に隣接する2つの抗体軽鎖可変領域
（VL1、VL2）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。同じ色または
網掛けの領域は構築物内の同一エピトープ結合特異性を表すと意図される。
【図２－Ｄ】図2Cに示されている構築物に類似した構築物から構築された多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質「P6」の一例の概要図を示す。該多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質は2本のポリペプチド鎖のヘテロ二量体である。重鎖は、CH1ドメインに隣接する
2つの抗体可変領域（VH1、VH2）を含む。軽鎖は、カッパ／ラムダドメインに隣接する2つ
の抗体可変領域（VL1、VL2）を含む。可変領域VH1およびVL1はC5a特異的抗体1B8から誘導
された。可変領域VH2およびVL1はC5a特異的抗体15から誘導された。1B8に対するエピトー
プと15抗体に対するエピトープとは異なる。
【図３－Ａ】プロモーター、2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド
配列を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの具体例の概要図を示す
。重鎖はプロモーター、VHドメイン、Fc領域［ヒンジ、CH2およびCH3（Fc領域）を含むも
の］、CH1、2つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖
はプロモーター、VLドメイン、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列
およびポリA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は構築物内の同一または重複エピト
ープ結合性ドメインを表すと意図される。また、該多重特異性エピトープ結合性タンパク
質内の重複scFvを含む実施形態が示されている（挿入図c）。
【図３－Ｂ】図3A（挿入図A、B）に示されている構築物から構築された多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプ
チド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体である。各重鎖はVHドメイン、ヒンジ、CH
2およびCH3（Fc領域）、CH1ならびに2つのscFvを含み、各軽鎖はVLドメインおよびCカッ
パ／ラムダ領域を含む。
【図３－Ｃ】実施例に記載されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質「P1」を製
造するために使用する発現ベクターの概要図を示す。重鎖ベクターはプロモーター、VHド
メイン、Fc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）、CH1、2つのscFvをコードするポリ
ヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。VHドメインはEphA2に特異的であり、scFv1は
、EphAファミリーRTKに特異的なscFvである「EA」を表し、scFv2は、EphBファミリーRTK
に特異的なscFvである「EB」を表す。軽鎖ベクターはプロモーター、VLドメイン、Cカッ
パ／ラムダをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖上に存在す
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るVLドメインは、EphA2に特異的なVLドメインをコードしている。
【図３－Ｄ】図3Cに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の概要図を示す。タンパク質「P1」は4本の鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）を含
む。各重鎖は、EphA2に特異的なVHドメイン、ヒンジ-CH2-CH3（Fc領域）、EphAファミリ
ーRTKに特異的なscFv、およびEphBファミリーRTKに特異的なscFvを含む。各軽鎖は、EphA
2に特異的なVLドメインおよびCカッパ／ラムダドメインを含む。
【図３－Ｅ】実施例に記載されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質「P2」を製
造するために使用する発現ベクターの概要図を示す。重鎖ベクターはプロモーター、VHド
メイン、ヒンジ、CH2およびCH3（Fc領域）、CH1、一本鎖ダイアボディをコードするポリ
ヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。VHドメインはEphA2に特異的であり、一本鎖ダ
イアボディは、EphAファミリーRTKに特異的なscFv「EA」、およびEphBファミリーRTKに特
異的な「EB」scFvを表す。軽鎖ベクターはプロモーター、VLドメイン、Cカッパ／ラムダ
をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖上に存在するVLドメイ
ンは、EphA2に特異的なVLドメインをコードしている。
【図３－Ｆ】3Eに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の概要図を示す。タンパク質「P2」は2本の重鎖および2本の軽鎖を含み、各重鎖は、
EphA2に特異的なVHドメイン、ヒンジ、CH2、CH3（Fc領域）を含み、一本鎖ダイアボディ
は、EphAファミリーRTKに特異的なscFv「EA」、およびEphBファミリーRTKに特異的な「EB
」scFvを表す。各軽鎖は、EphA2に特異的なVLドメインおよびCカッパ／ラムダドメインを
含む。
【図４－Ａ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖はプロモー
ター、2つのVHドメイン、Fc領域［CH1、ヒンジ、CH2およびCH3（Fc領域）を含むもの］、
2つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖はプロモータ
ー、2つのVLドメイン、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポ
リA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は構築物内の同一または重複エピトープ結合
性ドメインを表すと意図される。また、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質内の重
複scFvを含む実施形態が示されている（挿入図c）。
【図４－Ｂ】図4A（挿入図aおよびb）に示されている構築物から構築された多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本
のポリペプチド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖は2つのVHドメ
イン、Fc領域［CH1、ヒンジ、CH2およびCH3（Fc領域）を含む］および2つのscFvを含み、
各軽鎖は2つのVLドメインおよびCカッパ／ラムダ領域を含む。
【図４－Ｃ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、VHドメイン、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）をコード
するポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクターはプロモーター、scFv
、VLドメイン、Cカッパ／ラムダをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含
む。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特異性を有するドメインを表すと意図される
。
【図４－Ｄ】図4Cに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖はVH1ドメイン、Fc領域（CH1、ヒン
ジ、CH2およびCH3を含む）を含み、各軽鎖はscFv、VLおよびCカッパ／ラムダ領域を含む
。
【図４－Ｅ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、scFvドメイン、VHドメイン、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む
もの）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクターはプロ
モーター、VLドメイン、Cカッパ／ラムダをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA
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尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特異性を有するドメインを表すと意
図される。
【図４－Ｆ】図4Eに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖はscFvドメイン、VH1ドメイン、Fc領
域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む）を含み、各軽鎖はVLおよびCカッパ／ラムダ領域
を含む。
【図４－Ｇ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、scFvドメイン、VHドメイン、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む
もの）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクターはプロ
モーター、scFvドメイン、VLドメイン、Cカッパ／ラムダをコードするポリヌクレオチド
配列およびポリA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特異性を有するド
メインを表すと意図される。
【図４－Ｈ】図4Gに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖はscFvドメイン、VH1ドメイン、Fc領
域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む）を含み、各軽鎖はscFvドメイン、VLおよびCカッ
パ／ラムダ領域を含む。この多重特異性エピトープ結合性タンパク質「P3」は、C5a（1B8
）に結合する抗体、同様にC5aのエピトープに結合するscFv#1（15）、およびEphAファミ
リーRTKに結合するscFv#2（EA）から構成される。
【図４－Ｉ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、scFvドメイン、VHドメイン、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む
もの）、追加的な2つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。
軽鎖ベクターはプロモーター、scFvドメイン、VLドメイン、Cカッパ／ラムダをコードす
るポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は、同一結
合特異性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｊ】図4Iに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖はscFvドメイン、VH1ドメイン、Fc領
域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む）および2つの追加的なscFvを含み、各軽鎖はscFv
ドメイン、VLおよびCカッパ／ラムダ領域を含む。
【図４－Ｋ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、scFvドメイン、VHドメイン、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む
もの）、追加的なscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖
ベクターはプロモーター、scFvドメイン、VLドメイン、Cカッパ／ラムダをコードするポ
リヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特
異性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｌ】図4Kに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であり、各重鎖はscFvドメイン、VH1ドメイン、Fc領
域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含む）および追加的なscFvを含み、各軽鎖はscFvドメ
イン、VLおよびCカッパ／ラムダ領域を含む。
【図４－Ｍ】4つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクター（
a）はプロモーター、第1 VHドメイン（VH2）、第1 CH1ドメイン、第2 VHドメイン（VH1）
、Fc領域［CH1（第2）、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの］をコードするポリヌクレオチ
ド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖1ベクター（b）はプロモーター、第1 VLドメイン（V
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L2）、第1 Cカッパ／ラムダ領域、第2 VLドメイン（VL1）、第2 Cカッパ／ラムダ領域を
コードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖2ベクター（c）はプロモ
ーター、VLドメイン（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列お
よびポリA尾部を含む。軽鎖3ベクター（d）はプロモーター、VLドメイン（VL1）、Cカッ
パ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。ベクター（a
）構築物によりコードされる重鎖ポリペプチドは、軽鎖1ベクター（b）によりコードされ
るポリペプチド、または軽鎖2および3（c + d）の組合せと会合して、図4Nに示す機能性
多重特異性エピトープ結合性タンパク質を形成しうると意図される。同じ色または網掛け
の領域は、同一結合特異性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｎ】図4Mに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質（二重FabドメインIgG形態1（DFD-1））の一例の概要図を示す。該エピトープ結合
性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であること
が可能であり、各重鎖は第1 VHドメイン（VH2）、第1 CH1ドメイン、第2 VHドメイン（VH
1）、Fc領域［CH1（第2）、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの］を含み、各軽鎖は第1 VL
ドメイン（VL2）、第1 Cカッパ／ラムダ領域、第2 VLドメイン（VL1）、第2 Cカッパ／ラ
ムダ領域を含む。あるいは、該エピトープ結合性タンパク質は6本のポリペプチド鎖（2本
の重鎖、2本の第1軽鎖および2本の第2軽鎖）の多量体であることが可能である。前記の2
本の重鎖はそれぞれ、第1 VHドメイン（VH2）、第1 CH1ドメイン、第2 VHドメイン（VH1
）、第2 CH1ドメインおよびFc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）を含む。前記の2
本の第1軽鎖はそれぞれ、VLドメイン（VL2）およびCカッパ／ラムダ領域を含む（図4N、
挿入図cを参照されたい）。前記の2本の第2軽鎖はそれぞれ、VLドメイン（VL1）およびC
カッパ／ラムダ領域を含む（図4N、挿入図dを参照されたい）。
【図４－Ｏ】4つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクター（
a）はプロモーター、VLドメイン（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）、Fc
領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）をコードするポリヌクレオチド配列およ
びポリA尾部を含む。軽鎖1ベクター（b）はプロモーター、VHドメイン（VH2）、CH1、第2
 VLドメイン（VL1）、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポ
リA尾部を含む。軽鎖2ベクター（c）はプロモーター、VHドメイン（VH2）、CH1をコード
するポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖3ベクター（d）はプロモーター
、VLドメイン（VL1）、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポ
リA尾部を含む。ベクター（a）構築物によりコードされる重鎖ポリペプチドは、軽鎖1ベ
クター（b）によりコードされるポリペプチド、または軽鎖2および3（c + d）の組合せと
会合して、図4Pに示す機能性多重特異性エピトープ結合性タンパク質を形成しうると意図
される。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特異性を有するドメインを表すと意図さ
れる。
【図４－Ｐ】図4Oに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質（二重FabドメインIgG形態1（DFD-2））の一例の概要図を示す。該エピトープ結合
性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であること
が可能であり、各重鎖はVLドメイン（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）
、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2、CH3を含むもの）を含み、各軽鎖はVHドメイン（VH2）、CH
1、VLドメイン（VL1）およびCカッパ／ラムダ領域を含む。あるいは、該エピトープ結合
性タンパク質は6本のポリペプチド鎖（2本の重鎖、2本の第1軽鎖および2本の第2軽鎖）の
多量体であることが可能である。前記の2本の重鎖はそれぞれ、VLドメイン（VL2）、Cカ
ッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）、Fc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの
）を含む。前記の2本の第1軽鎖はそれぞれ、VHドメイン（VH2）およびCH1を含む（図4O、
挿入図cを参照されたい）。前記の2本の第2軽鎖はそれぞれ、VLドメイン（VL1）およびC
カッパ／ラムダ領域を含む（図4O、挿入図dを参照されたい）。
【図４－Ｑ】4つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクター（
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a）はプロモーター、第1 VLドメイン（VL2）、第1 Cカッパ／ラムダ領域、第2 VLドメイ
ン（VL1）、第2 Cカッパ／ラムダ領域およびFc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）
をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。軽鎖ベクター（b、軽鎖1
）はプロモーター、第1 VHドメイン（VH2）、第1 CH1、第2 VHドメイン（VH1）、第2 CH1
をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクター（c、軽鎖2）
はプロモーター、VHドメイン（VH2）、CH1をコードするポリヌクレオチド配列およびポリ
A尾部を含む。軽鎖ベクター（d、軽鎖3）はプロモーター、VHドメイン（VH1）、CH1をコ
ードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。ベクター（a）構築物によりコー
ドされる重鎖ポリペプチドは、軽鎖1ベクター（b）によりコードされるポリペプチド、ま
たは軽鎖2および3（c + d）の組合せと会合して、図4Rに示す機能性多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質を形成しうると意図される。同じ色または網掛けの領域は、同一結合
特異性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｒ】図4Qに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質（二重FabドメインIgG形態1（DFD-3））の一例の概要図を示す。該エピトープ結合
性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であること
が可能であり、各重鎖は第1 VLドメイン（VL2）、第1 Cカッパ／ラムダ領域、第2 VLドメ
イン（VL1）、第2 Cカッパ／ラムダ領域、およびFc領域（ヒンジ、CH2、CH3を含むもの）
を含み、各軽鎖は第1 VHドメイン（VH2）、第1 CH1、第2 VHドメイン（VH1）および第2 C
H1を含む。あるいは、示されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質は6本のポリ
ペプチド鎖（2本の重鎖、2本の第1軽鎖および2本の第2軽鎖）の多量体でありうる。前記
の2本の重鎖はそれぞれ、第1 VLドメイン（VL2）、第1 Cカッパ／ラムダ領域、第2 VLド
メイン（VL1）、第2 Cカッパ／ラムダ領域、およびFc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含む
もの）を含む。前記の2本の第1軽鎖はそれぞれ、VHドメイン（VH2）およびCH1を含む（図
4Q、挿入図cを参照されたい）。前記の2本の第2軽鎖はそれぞれ、VHドメイン（VH1）およ
びCH1を含む（図4Q、挿入図dを参照されたい）。
【図４－Ｓ】4つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクター（
a）はプロモーター、VLドメイン（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）およ
びFc領域（CH1、ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）をコードするポリヌクレオチド配列
ならびにポリA尾部を含む。軽鎖ベクター（b、軽鎖1）はプロモーター、VHドメイン（VH2
）、CH1、VLドメイン（VL1）、Cカッパ／ラムダ領域およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクタ
ー（c、軽鎖2）はプロモーター、VHドメイン（VH2）、CH1をコードするポリヌクレオチド
配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクター（d、軽鎖3）はプロモーター、VLドメイン（V
L1）、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。
該ベクター構築物によりコードされる重鎖ポリペプチドは、軽鎖1ポリペプチド（b）、ま
たは軽鎖2および3（c + d）の組合せと会合して、図4Tに示す機能性多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質を形成しうると意図される。同じ色または網掛けの領域は、同一結合
特異性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｔ】図4Sに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質（二重FabドメインIgG形態1（DFD-4））の一例の概要図を示す。該エピトープ結合
性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体であること
が可能であり、各重鎖はVLドメイン（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）
およびFc領域（CH1、ヒンジ、CH2、CH3を含むもの）を含み、各軽鎖はVHドメイン（VH2）
、CH1、VLドメイン（VL1）およびCカッパ／ラムダ領域を含む。あるいは、示されている
多重特異性エピトープ結合性タンパク質は6本のポリペプチド鎖（2本の重鎖、2本の第1軽
鎖および2本の第2軽鎖）の多量体でありうる。前記の2本の重鎖はそれぞれ、VLドメイン
（VL2）、Cカッパ／ラムダ領域、VHドメイン（VH1）およびFc領域（CH1、ヒンジ、CH2お
よびCH3を含むもの）を含む。前記の2本の第1軽鎖はそれぞれ、VHドメイン（VH2）および
CH1を含む（図4S、挿入図cを参照されたい）。前記の2本の第2軽鎖はそれぞれ、VLドメイ
ン（VL1）およびCカッパ／ラムダ領域を含む（図4S、挿入図dを参照されたい）。
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【図４－Ｕ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む逆転
抗体発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖様鎖または第1ベクター（a）はプロモータ
ー、VLドメイン（VL1）、Cカッパ／ラムダ領域、Fc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含むも
の）およびポリA尾部を含む。軽鎖様鎖または第2ベクター（b）はプロモーター、VHドメ
イン（VH1）、CH1およびポリA尾部を含む。同じ色または網掛けの領域は、同一結合特異
性を有するドメインを表すと意図される。
【図４－Ｖ】図4Uに示されている構築物から構築された逆転抗体（inverted antibody）
の一例の概要図を示す。該逆転抗体は4本のポリペプチド鎖（2本の重鎖様鎖および2本の
軽鎖様鎖）の多量体であり、各重鎖様鎖は第1 VLドメイン（VL1）、Cカッパ／ラムダ領域
Fc領域（ヒンジ、CH2およびCH3を含む）を含み、各軽鎖様鎖は第1 VHドメイン（VH1）お
よびCH1を含む。
【図４－Ｗ】図4Uおよび4Vに示されているタイプの逆転抗体の一例の構築を表す概要図を
示す。簡潔に説明すると、親抗EphA2抗体12G3H11を使用して、該抗体の構築を補助するた
めにPCRに基づくアプローチを行った。第1に、VH、CH1、および重鎖からのヒンジ領域の
部分を増幅するために、プライマーを使用した。第2に、VL、CL、およびヒンジ領域の部
分、ならびにCH3、CH2、およびヒンジ領域の重複部分を増幅するために、追加的なプライ
マーセットを使用した。第3に、重複PCR断片、ならびにVL領域のN末端およびCH3領域のC
末端へのプライマーを使用して、完全長逆転重鎖を構築した。後続のクローニングは、図
4Uおよび4Vに示されている「逆転抗体」の製造のためのベクターを与える。
【図５－Ａ】2つの異なるポリペプチド鎖を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質
発現カセットの概要図を示す。重鎖はプロモーター、2つのscFvドメイン、Fc領域（CH1、
ヒンジ、CH2およびCH3を含むもの）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む。軽鎖はプロモーター、2つのscFvドメイン、Cカッパ／ラムダ領域をコードするポ
リヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。また、該多重特異性エピトープ結合性タン
パク質内の重複scFvを含む実施形態が示されている。
【図５－Ｂ】図5Aに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は4本のポリペプチド鎖（2
本の重鎖および2本の軽鎖）の多量体である。各重鎖は2つのscFvドメインおよびFc領域（
CH1、ヒンジ、CH2およびCH3ドメインを含む）および2つのscFvを含み、各軽鎖は2つのscF
vドメインおよびCカッパ／ラムダ領域を含む。
【図５－Ｃ】2つの異なるポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む多重
特異性エピトープ結合性タンパク質発現ベクターの一例の概要図を示す。重鎖ベクターは
プロモーター、scFvドメイン、VHドメイン、CH1ドメイン、追加的scFvドメインをコード
するポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。軽鎖ベクターはプロモーター、scFv
ドメイン、VLドメイン、Cカッパ／ラムダ、追加的scFvドメインをコードするポリヌクレ
オチド配列およびポリA尾部を含む。
【図５－Ｄ】図5Cに示されている構築物から構築された多重特異性エピトープ結合性タン
パク質の一例の概要図を示す。該エピトープ結合性タンパク質は2本のポリペプチド鎖（1
本の重鎖および1本の軽鎖）の二量体である。重鎖はscFvドメイン、Fc領域（CH1を含む）
および追加的scFvドメインを含み、軽鎖はscFv、Cカッパ／ラムダ領域および追加的scFv
ドメインを含む。
【図６】本発明のポリペプチド鎖において存在するscFvおよび一本鎖ダイアボディ形態に
おけるVHおよびVLドメインの相対配置の図式的表示を示す。各形態のそれぞれに関してリ
ンカーの長さが表されている。scFv形態（挿入図1）の場合、scFvの形成を促すために、
各scFv単位のVHおよびVL領域間のリンカーの長さは長い（> 5アミノ酸より長い）。また
、各scFv間のリンカーは、同様にscFv単位の正しい折り畳みを促すために長い。一本鎖ダ
イアボディ（挿入図2～7）のリンカーの長さは、一本鎖ダイアボディ構造を形成するよう
VHおよびVL領域の「折り畳み」を促すのに必要な長さを表す。
【図７】種々の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を（A）非変性または（B）変性条
件に付したPAGEゲル実験の結果を示す。レーン1および5は、1μg/ウェルでローディング
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されたscFv-Fc領域タンパク質（3F2-522）を表す。レーン2および6は、4μg/ウェルでロ
ーディングされたscFv-Fc領域タンパク質（3F2-522）を表す。レーン3および7は、1μg/
ウェルでローディングされたscFv-Fc領域タンパク質（522-Fc）を表す。レーン4および8
は、4μg/ウェルでローディングされたscFv-Fc領域タンパク質（522-Fc）を表す。レーン
Mは標準分子量マーカーを表す（SeeBlue2（商標））。
【図８】ELISA形態における共結合実験からの結果を示す。該結果は、多エピトープ結合
性タンパク質が、それぞれの単離された機能性エピトープ結合性ドメインの結合特異性を
保持することを示している。（A）においては、ELISAプレートをαvβ3インテグリンでコ
ーティングし、522-Fc領域および３F2522-Fc領域と共にインキュベートする。プレートに
結合したタンパク質をビオチン化EphA2-Fcの結合により検出した。（B）においては、3F2
522-Fc領域タンパク質を結合EphA2またはαvβ3インテグリンによりELISAプレート上に捕
捉し、光学濃度により測定される二重特異性結合を実証する。
【図９】本発明のエピトープ結合性タンパク質の一群のポリアクリルアミドゲル電気泳動
実験からの結果を示す。簡潔に説明すると、本発明のタンパク質のそれぞれの精製サンプ
ルをPAGEゲル上でローディングし、泳動させ、ついでクーマシーブルーで染色した。ここ
に示されている本発明のタンパク質は以下のとおりである：レーン1 - 522-Fc、レーン2 
- 3F2-522-Fc、レーン3 - P1、レーン4 - 3F2-522-Fc領域、レーン5 - 12G3H11-5-8、お
よびレーン6 - 3F2-522-Fc領域。
【図１０】サイズ排除クロマトグラフィーカラムからの多重特異性エピトープ結合性タン
パク質P2の溶出プロファイルを示す。該軌跡は各カラム画分（x軸）における相対タンパ
ク質濃度を表す。該結果は、本発明のP2多エピトープ結合性タンパク質が単体として溶出
することを示している。
【図１１】カチオン交換クロマトグラフィーカラムからの多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質P1の溶出プロファイルを示す。該軌跡は各カラム画分（x軸）における相対タン
パク質濃度を表す。
【図１２】図11に示されているカチオン交換クロマトグラフィーからのプール化画分のPA
GE分析（AおよびB）および二重特異性結合分析（C）からの結果を示す。プール化画分を
実施例6に示す。（A）においては、サンプルを非変性ポリアクリルアミドゲル上でローデ
ィングし、泳動させ、該ゲルをクーマシーで染色した。（B）においては、同等のサンプ
ルを変性条件下でローディングし、泳動させ、クーマシーで染色した。（C）においては
、同等のサンプルをEphA2および別のEphA2ファミリーRTK（EA）に対する二重結合特異性
に関して試験した。各サンプルは、EphA2および他方のEphAファミリーRTK（EA）の両方に
対する結合を示した。
【図１３】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を示す
。特に示されているのは、抗体12G3H11ならびに多重特異性エピトープ結合性タンパク質P
1およびP2によるEphA2に対する特異性である。予想どおり、EA、EB1およびEB2エピトープ
結合性タンパク質はEphA2に対する特異性を示さない。
【図１４】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を示す
。特に示されているのは、エピトープ結合性タンパク質EAならびに多重特異性エピトープ
結合性タンパク質P1およびP2によるEphAファミリーRTKに対する特異性である。抗体12G3H
11ならびに多重特異性エピトープ結合性タンパク質EB1およびEB2はEphAファミリーRTKに
対する特異性を示さない。
【図１５】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を示す
。特に示されているのは、エピトープ結合性タンパク質EB1およびEB2ならびに多重特異性
エピトープ結合性タンパク質P1およびP2によるEphBファミリーRTKに対する特異性である
。抗体12G3H11ならびにエピトープ結合性タンパク質EAはEphBファミリーRTKに対する特異
性を示さない。
【図１６】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った二重特異性結合アッセイの
結果を示す。（A）においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2はプ
レート結合EphA2により捕捉され、ビオチン化EphAファミリーRTKで検出される。これは、
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多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2がEphA2およびEphAファミリーRTKに同
時に結合しうることを示している。抗体12G3H11および多重特異性エピトープ結合性タン
パク質EAは両方のエピトープに同時に結合しうる。（B）においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質P1およびP2はプレート結合EphA2により捕捉され、ビオチン化EphB
ファミリーRTKで検出される。これは、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP
2がEphA2およびEphBファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質EAおよびEB1は両方のエピトープに同時に結合しうる。
【図１７】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った二重特異性結合アッセイの
結果を示す。（A）においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2はプ
レート結合EphAファミリーRTKにより捕捉され、ビオチン化EphA2で検出される。これは、
多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2がEphA2およびEphAファミリーRTKに同
時に結合しうることを示している。抗体12G3H11および多重特異性エピトープ結合性タン
パク質EB1は両方のエピトープに同時に結合しうる。（B）においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質P1およびP2はプレート結合EphAファミリーRTKにより捕捉され、ビ
オチン化EphBファミリーRTKで検出される。これは、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質P1およびP2がEphA2およびEphBファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。
抗体12G3H11および多重特異性エピトープ結合性タンパク質EB1は両方のエピトープに同時
に結合しうる。
【図１８】種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った二重特異性結合アッセイの
結果を示す。（A）においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2はプ
レート結合EphBファミリーRTKにより捕捉され、ビオチン化EphA2で検出される。これは、
多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2がEphA2およびEphBファミリーRTKに同
時に結合しうることを示している。抗体12G3H11および多重特異性エピトープ結合性タン
パク質EB1は両方のエピトープに同時に結合しうる。（B）においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質P1およびP2はプレート結合EphBファミリーRTKにより捕捉され、ビ
オチン化EphAファミリーRTKで検出される。これは、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質P1およびP2がEphAファミリーRTKおよびEphBファミリーRTKに同時に結合しうることを
示している。抗体12G3H11および多重特異性エピトープ結合性タンパク質EAは両方のエピ
トープに同時に結合しうる。
【図１９】生細胞上で発現されたエピトープに対する本発明のタンパク質に関する結合特
異性の分析からの結果を示す。MiaPaCa2細胞をタンパク質、EA、EB2、12G3H11およびヒト
IgGと共にインキュベートした。本発明のタンパク質の結合を、FITCにコンジュゲート化
された抗ヒトFcにより検出した。本発明のタンパク質の結合をFACSにより分析した。該結
果は、MiaPaCa2細胞がEA、EB2および12G3H11に対する特異的標的エピトープを示すことを
実証している。
【図２０】生細胞上で発現されたエピトープに対する該タンパク質に関する結合特異性か
らの分析の結果を示す。MiaPaCa2細胞をタンパク質、P1、P2およびヒトIgGと共にインキ
ュベートした。残存タンパク質結合を、FITCにコンジュゲート化された抗ヒトFcにより検
出した。タンパク質結合の度合をFACSにより分析した。該結果は、MiaPaCa2細胞がP1およ
びP2に対する特異的標的エピトープを示すことを実証している。
【図２１】生細胞上で発現されたエピトープに対するエピトープ結合性タンパク質に関す
る結合特異性の分析からの結果を示す。MiaPaCa2細胞をEA、EB1、EB1、P1、P2、12G3H11
、対照AbおよびヒトIgGと共にインキュベートした。残存タンパク質結合を、FITCにコン
ジュゲート化された抗ヒトFcにより検出した。タンパク質結合の度合をFACSにより分析し
た。該結果は、MiaPaCa2細胞が12G3H11、EA、EB1、EB2、P1およびP2に対する特異的標的
エピトープを示すことを実証している。
【図２２】生細胞上で発現されたエピトープに対する或るエピトープ結合性タンパク質に
関する結合特異性の分析からの結果を示す。MiaPaCa2細胞をタンパク質P1、P2、EB2、EA
、12G3H11および抗ヒトFcと共にインキュベートした。残存タンパク質結合を、FITCにコ
ンジュゲート化された抗ヒトFcにより検出した。結合の度合をFACSにより分析した。該結
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果は、MiaPaCa2細胞がP1、P2、EA、EB2および12G3H11に対する特異的標的エピトープを示
すことを実証している。
【図２３】生細胞上で発現されたエピトープに対する或るエピトープ結合性タンパク質に
関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphA2-Fcの存在下、MiaP
aCa2細胞をタンパク質P1、P2、EB2、EA、12G3H11および抗ヒトFcと共にインキュベートし
た。残存タンパク質結合を、FITCにコンジュゲート化された抗ヒトFcにより検出した。タ
ンパク質結合の度合をFACSにより分析した。該結果は、可溶性EphA2-Fcタンパク質が、12
G3H11の結合に関しては、MiaPaCa2細胞上のエピトープと競合しうるが、P1、P2、EB2およ
びEA（これらはそれぞれ、結合を保持する）に関しては競合しないことを示している。
【図２４】生細胞上で発現されたエピトープに対する或るエピトープ結合性タンパク質に
関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphAファミリーRTKの存
在下、MiaPaCa2細胞を本発明のタンパク質、P1、P2、EB2、EA、12G3H11および抗ヒトFcと
共にインキュベートした。残存タンパク質結合を、FITCにコンジュゲート化された抗ヒト
Fcにより検出した。タンパク質結合の度合をFACSにより分析した。該結果は、可溶性EphA
ファミリーRTKタンパク質が、EAの結合に関しては、MiaPaCa2細胞上のエピトープと競合
しうるが、12G3H11、P1、P2およびEB2（これらはそれぞれ、結合を保持する）に関しては
競合しないことを示している。
【図２５】生細胞上で発現されたエピトープに対する或るエピトープ結合性タンパク質に
関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphBファミリーRTKの存
在下、MiaPaCa2細胞を本発明のタンパク質、P1、P2、EB2、EA、12G3H11および抗ヒトFcと
共にインキュベートした。タンパク質の残存結合を、FITCにコンジュゲート化された抗ヒ
トFcにより検出した。タンパク質結合の度合をFACSにより分析した。該結果は、可溶性Ep
hBファミリーRTKタンパク質が、EB2の結合に関しては、MiaPaCa2細胞上のエピトープと競
合しうるが、12G3H11、P1、P2およびEA（これらはそれぞれ、結合を保持する）に関して
は競合しないことを示している。
【図２６】生細胞上で発現されたエピトープに対する或るエピトープ結合性タンパク質に
関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphA2-FcおよびEphBファ
ミリーRTKの存在下、MiaPaCa2細胞を本発明のタンパク質、P1、P2、EB2、EA、12G3H11お
よび抗ヒトFcと共にインキュベートした。タンパク質の残存結合を、FITCにコンジュゲー
ト化された抗ヒトFcにより検出し、FACSにより分析した。該結果は、可溶性EphA2-Fcおよ
びEphBファミリーRTKタンパク質の組合せが、MiaPaCa2細胞上のエピトープと、EAおよび1
2G3H11の結合に関しては完全に競合しうるが、P1およびP2に関しては部分的に競合しうる
に過ぎず、一方、EB2のみが結合を保持したことを示している。
【図２７】生細胞上で発現されたエピトープに特異的な或るエピトープ結合性タンパク質
に関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphAファミリーRTKお
よびEphBファミリーRTKの存在下、MiaPaCa2細胞をタンパク質P1、P2、EB2、EA、12G3H11
および抗ヒトFcと共にインキュベートした。タンパク質の残存結合を、FITCにコンジュゲ
ート化された抗ヒトFcにより検出し、FACSにより分析した。該結果は、可溶性EphAファミ
リーRTKおよびEphBファミリーRTKタンパク質の組合せが、EAおよびEB2の結合に関しては
、MiaPaCa2細胞上のエピトープと完全に競合しうるが、P1、P2および12G3H11は結合を保
持したことを示している。
【図２８】生細胞上で発現されたエピトープに特異的な或るエピトープ結合性タンパク質
に関する結合の競合的抑制の分析からの結果を示す。過剰な可溶性EphA2-Fc、EphAファミ
リーRTKおよびEphBファミリーRTKの存在下、MiaPaCa2細胞を本発明のタンパク質、P1、P2
、EB2、EA、12G3H11および抗ヒトFcと共にインキュベートした。タンパク質の残存結合を
、FITCにコンジュゲート化された抗ヒトFcにより検出し、FACSにより分析した。該結果は
、可溶性EphA2-Fc、EphAファミリーRTKおよびEphBファミリーRTKタンパク質の組合せが、
P1、P2、EB2、EAおよび12G3H11の結合に関して、MiaPaCa2細胞上のエピトープと競合しう
ることを示している。
【図２９】生細胞における標的受容体のリン酸化を刺激する能力に関して或るエピトープ
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結合性タンパク質をアッセイする活性化アッセイからの結果をここに示す。標的化受容体
を免疫沈降させ、ウエスタンブロットによりリン酸含量に関して分析した。この図に示す
とおり、タンパク質P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞はEphA2を活性化し、リン酸化
する。陽性対照として、EphA2特異的抗体12G3H11を該研究に含めた。EA、EB1、EB2、対照
Abおよび培地は該細胞におけるEphA2の活性化を刺激しなかった。
【図３０】生細胞における標的受容体のリン酸化を刺激する能力に関して或るエピトープ
結合性タンパク質をアッセイする活性化アッセイからの結果をここに示す。標的化受容体
を免疫沈降させ、ウエスタンブロットによりリン酸含量に関して分析した。図30に示すと
おり、本発明のタンパク質、P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞はEphAファミリーRTK
を活性化し、リン酸化する。陽性対照として、EphAファミリー特異的抗体EAを該研究に含
めた。12G3H11、EB1、EB2、対照Abおよび培地は該細胞におけるEphAファミリーRTKの活性
化を刺激しなかった。
【図３１】生細胞における標的受容体のリン酸化を刺激する能力に関して或るエピトープ
結合性タンパク質をアッセイする活性化アッセイからの結果をここに示す。標的化受容体
を免疫沈降させ、ウエスタンブロットによりリン酸含量に関して分析した。図31に示すと
おり、タンパク質P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞はEphBファミリーRTKを活性化し
、リン酸化する。陽性対照として、EphBファミリー特異的抗体EB2を該研究に含めた。12G
3H11、EA、EB2、対照Abおよび培地は該細胞におけるEphBファミリーRTKの活性化を刺激し
なかった。
【図３２】図4Gに示す三重特異性エピトープ結合性タンパク質の発現を示すPAGEゲルをこ
こに示す。該パネルにおいては、非還元性（レーン1および2）および変性ゲル（レーン3
および4）は、それらの条件下の該三重特異性エピトープ結合性タンパク質の相対分子量
を示す。レーン2においては、該三重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非変性条件
におけるPAGEゲル上の（a）泳動により表される伝統的抗体の予想分子量より大きい約240
kDaの予想分子量を示す。レーン4においては、該三重特異性エピトープ結合性タンパク質
は、重鎖に関しては約75kDaおよび軽鎖に関しては約50kDaまでの予想分子量を示す。これ
らの値は、同様の条件下で泳動された重鎖（b）および軽鎖（c）を含む伝統的抗体により
示された予想分子量より高い。
【図３３】多重特異性エピトープ結合性タンパク質「P3」のサイズ排除クロマトグラフィ
ー（SEC）分析からの結果をここに示す。図4Hに示されているこの構築物は3つの異なるエ
ピトープ結合性領域を含む。該エピトープ結合性タンパク質を発現させ、SECにより分析
した。点線の軌跡は、P3タンパク質の分子量を決定するために使用した一定の分子量の成
分の組合せを表す。実線の軌跡はP3の溶出プロファイルを表す。ピーク1は、約240kDa（
単量体）の推定分子量において、該タンパク質の約70％に相当する。ピーク2および3は、
より高次の構造体（例えば、二量体）または凝集体を表す。
【図３４】種々の形態のエピトープ結合性タンパク質に関して行ったプロテアーゼ感受性
アッセイからの結果をここに示す。特に、タンパク質（親抗体および本明細書に記載され
ている種々の形態のエピトープ結合性タンパク質）を発現させ、精製し、トリプシン（抗
体/エピトープ結合性タンパク質1μg当たりトリプシン20ng）、キモトリプシン（抗体/エ
ピトープ結合性タンパク質1μg当たりキモトリプシン20ng）またはヒト血清（抗体/エピ
トープ結合性タンパク質1μg当たり血清1μg）の非存在下または存在下、（A）1時間また
は（B）20時間にわたって37℃でインキュベートした。該プロテアーゼの存在下のインキ
ュベーションが完了したら、サンプルを還元性PAGEゲル上で泳動させ、クーマシーで染色
して、タンパク質分解が生じたかどうかを判定した。示されているとおり、37℃で1時間
のインキュベーションは、それらの種々の親抗体またはエピトープ結合性タンパク質のタ
ンパク質分解を引き起こさない。延長して行ったインキュベーション（37℃で12時間）に
おいては、該エピトープ結合性タンパク質の検出可能なタンパク質分解は観察されなかっ
た。
【図３５】種々の形態のエピトープ結合性タンパク質に関して行ったプロテアーゼ感受性
アッセイからの結果をここに示す。特に、タンパク質（親抗体および本明細書に記載され
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ている種々の形態のエピトープ結合性タンパク質）を発現させ、精製し、カテプシンB（
抗体/エピトープ結合性タンパク質1μg当たりプロテアーゼ20ng）の非存在下（奇数）ま
たは存在下（偶数）、（A）1時間または（B）20時間にわたって37℃でインキュベートし
た。該プロテアーゼの存在下のインキュベーションが完了したら、サンプルを還元性PAGE
ゲル上で泳動させ、クーマシーで染色して、タンパク質分解が生じたかどうかを判定した
。示されているとおり、37℃で1時間のインキュベーションは、それらの種々の親抗体ま
たはエピトープ結合性タンパク質のタンパク質分解を引き起こさない。延長して行ったイ
ンキュベーション（37℃で20時間）においては、レーン8および9（タンパク質P2）ならび
にレーン14および15（タンパク質P4）における該エピトープ結合性タンパク質の或る程度
のタンパク質分解が明らかである（点線の丸印を参照されたい）。
【図３６】多重特異性エピトープ結合性タンパク質による3つの異なる抗原の同時結合を
示すBIAcore実験からの結果をここに示す。上側の曲線は、図4Dに示されている多重特異
性エピトープ結合性タンパク質「P1」上に存在する3つの異なるエピトープ結合性ドメイ
ンの結合活性を表す。可溶性EB、EAおよびEphA2抗原を固定化P1に加え、相対結合を測定
した。それらの3つの抗原に対応する矢印により示された3つの異なる屈曲は固定化P1への
結合を示す。オボアルブミン（下側の曲線）を陰性対照として使用した。該固定化オボア
ルブミンへの可溶性EB、EAおよびEphA2の特異的結合は観察されなかった。
【図３７】多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1のインターナリゼーションを分析す
る研究の結果をここに示す。該画像は、P1タンパク質、12G3H11抗体および対照抗体（R34
7）の受容体媒介インターナリゼーションの経時的実験を表す。5μg/mlのP1タンパク質お
よび抗体と共に0、10、20、30および60分間インキュベートした後、透過性亢進PC3細胞の
AlexaFluor488（蛍光緑色色素）ヤギγヒトIgG抗体を使用して、該多重特異性エピトープ
結合性タンパク質および抗体を検出した。細胞核をDAPIで染色した。対応実施例に記載さ
れているとおりに共焦点レーザー走査顕微鏡検査により画像を分析した。
【図３８】PC-3細胞におけるEBファミリーRTKおよびEphA2の分解を導くP1タンパク質の能
力を調べる研究の結果をここに示す。簡潔に説明すると、3×105個のPC-3（前立腺腺癌細
胞）細胞を6ウェルプレートにおいてプレーティングし、一晩、付着させた。ついで、図
示されているとおり、該細胞をP1タンパク質または対照抗体（抗EphA2、抗EB1、陰性対照
抗体（R347）または未処理）（67nM）で処理した。P1タンパク質および対照抗体をPC-3細
胞と共に、EB分解（A）のために4時間、そしてEphA2分解（B）のために24時間インキュベ
ートした。ウエスタンブロットを抗EphA2、抗EB1および抗GAPDH特異的抗体でプローブし
た。EBファミリーRTK、EphA2およびGAPDH（グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナー
ゼ）の位置が図示されている。分子量はKDa単位で示されている。
【図３９－１】P1タンパク質および対照抗体が投与されたPC-3腫瘍担持ヌードマウスにお
けるEBファミリーRTKおよびEphA2のin vivo経時的分解からの結果をここに示す。簡潔に
説明すると、5×106個のPC-3（前立腺腺癌細胞）をヌードマウスの右側腹部に皮下移植し
た。腫瘍を約100mm3まで進行させ、P1タンパク質、親抗EphA2または抗EB1抗体（67nmol/k
g体重）を腹腔内投与した。投与後0、1、4、8、24、48、72、120および144時間の時点で
投与群ごとに各時点で3匹のマウスから腫瘍を回収した。EBタンパク質発現（A）およびEp
hA2（C）に関してウエスタンブロットにより腫瘍ライセートを分析した。発現対照として
GAPDH（グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ）を使用した。各ゲル上にローデ
ィングされた各時点からの1つのサンプルと共に各腫瘍ライセートを3つの別々のゲルの1
つにローディングした。この図においては、だた1つの代表的ゲルが示されている。それ
らの3つのゲルにおけるタンパク質バンドをデンシトメトリー分析により定量し、0時間の
時点からのタンパク質バンドに対して正規化した。1つのPBSで処理された（0時間）対照
腫瘍を、それらの3つのブロットのそれぞれにおける対照として使用した。GraphPad Pris
m（登録商標）ソフトウェアを使用して、該正規化デンシトメトリー値を相対EB（B）また
はEphA2（D）の平均としてプロットした。
【図３９－２】図３９－１の続きである。
【図４０】PC-3腫瘍担持ヌードマウスにおけるP1タンパク質および対照抗体の薬物動態学
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的分析をここに示す。簡潔に説明すると、3×105個のPC-3前立腺腺癌細胞をヌードマウス
の右側腹部に皮下移植した。腫瘍を約100mm3まで進行させ、P1タンパク質、親抗EphA2ま
たは抗EB1抗体（67nmol/kg体重）を腹腔内投与した。投与後1、4、8、24、48、72、120お
よび144時間の時点で投与群ごとに各時点で3匹のマウスから、尾静脈から採血し、血清を
分離した。PBSが投与された3匹のマウスの、1つの追加的群からの血清を、投与直後（0時
間）に集めた。EphA2およびEB1結合ELISAを用いて、P1タンパク質（抗EphA2および抗EphB
4結合に関して、それぞれ、緑色および赤色の曲線）、親抗EphA2（黒色曲線）または抗EB
1（青色曲線）対照抗体の存在に関して血清サンプルを分析した。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　5．用語説明
　本明細書中で用いる「抗体」なる語は、例えば、モノクローナル抗体、ヒト抗体、ヒト
化抗体、ラクダ化抗体、キメラ抗体、一本鎖Fv（scFv）、ジスルフィド結合Fv（sdFv）、
Fabフラグメント、F(ab')フラグメントおよび抗イディオタイプ（抗Id）抗体（例えば、
本発明の抗体に対する抗Id抗体を含む）、および前記のいずれかのエピトープ結合性フラ
グメントを意味する。特に、抗体には、免疫グロブリン分子、および免疫グロブリン分子
の免疫学的に活性なフラグメント、すなわち、抗原結合性部位を含有する分子が含まれ、
これらのフラグメントは別の免疫グロブリンドメイン（限定的なものではないがFc領域ま
たはそのフラグメントを含む）に融合されていても融合されていなくてもよい。免疫グロ
ブリン分子は任意のタイプ（例えば、IgG、IgE、IgM、IgD、IgAおよびIgY）、クラス（例
えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1およびIgA2）またはサブクラスのものでありうる。
【００２８】
　天然抗体は、通常、2つの同一軽（L）鎖および2つの同一重（H）鎖から構成される約15
0,000ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖は1つの共有ジスルフィド結合
により重鎖に連結され、一方、ジスルフィド結合の数は種々の免疫グロブリンイソタイプ
の重鎖によって異なる。各重鎖および軽鎖は、一定間隔で隔てられた鎖内ジスルフィド架
橋をも有する。各重鎖は、一方の末端においては可変ドメイン（VH）を、そしてそれに続
いて幾つかの定常ドメインを有する。各軽鎖は、一方の末端においては可変ドメイン（VL
）を、他方の末端においては定常ドメインを有し、軽鎖の定常ドメインは重鎖の第1定常
ドメインと並んでおり、軽鎖可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並んでいる。「可変領
域」なる語も、重鎖または軽鎖の可変ドメインを示すために用いられうる。特定のアミノ
酸残基が軽鎖可変ドメインと重鎖可変ドメインとの境界を形成すると考えられている。そ
のような抗体は、ヒト、サル、ブタ、ウマ、ウサギ、イヌ、ネコ、マウスなど（これらに
限定されるものではない）を含む任意の哺乳動物に由来しうる。
【００２９】
　「可変」なる語は、可変ドメインの或る部分が配列において抗体間で著しく異なり、そ
れぞれの特定の抗体の、その特定の抗原に対する結合特異性をもたらすことを意味する。
しかし、可変性は抗体の可変ドメインの全体にわたって均一に分布しているのではない。
それは、軽鎖および重鎖可変ドメインの両方における相補性決定領域（CDR）と称される
部分に集中している。可変ドメインの、より高度に保存された部分は、フレームワーク領
域（FW）と称される。天然重鎖および軽鎖の可変ドメインはそれぞれ、4つのFW領域を含
み、これは大部分がβシート配置をとり、これは3つのCDRにより接続され、これは、βシ
ート構造を接続する（そして幾つかの場合にはβシート構造の一部分を形成する）ループ
を形成する。各鎖内のCDRは、FW領域により、接近してつなぎ合わされており、他方の鎖
からのCDRと共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Kabatら, Sequences of Prote
ins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institute
s of Health, Bethesda, MD (1991)を参照されたい）。定常ドメインは一般に、抗原結合
に直接的には関与しないが、抗原結合アフィニティに影響を及ぼす可能性があり、ADCC、
CDCおよび／またはアポトーシスにおける抗体の関与のような種々のエフェクター機能を
示しうる。
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【００３０】
　本明細書中で用いる「超可変領域」なる語は、抗原への抗体結合に関連した、抗体のア
ミノ酸残基を意味する。超可変領域は「相補性決定領域」もしくは「CDR」のアミノ酸残
基（例えば、軽鎖可変ドメインの残基24-34 (L1)、50-56 (L2)および89-97 (L3)ならびに
重鎖可変ドメインの残基31-35 (H1)、50-65 (H2)および95-102 (H3)；Kabatら, Sequence
s of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
 Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)）および／または「超可変ループ」からの
残基（例えば、軽鎖可変ドメイン内の残基26-32 (Ll)、50-52 (L2)および91-96 (L3)なら
びに重鎖可変ドメイン内の26-32 (H1)、53-55 (H2)および96-101 (H3); ChothiaおよびLe
sk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987)）を含む。「フレームワーク」または「FW」残
基は、CDRに隣接する可変ドメイン残基である。FW残基は、キメラ、ヒト化、ヒト、ドメ
イン抗体、一本鎖ダイアボディ、ワクシボディ（vaccibody）、直鎖状抗体および二重特
異性抗体に存在する。
【００３１】
　本明細書中で用いる「モノクローナル抗体」なる語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られた抗体を意味する。すなわち、該集団を構成する個々の抗体は、少量存在しうる天
然で生じる可能な突然変異以外では同一である。モノクローナル抗体は単一の抗原部位に
対して高度に特異的である。さらに、種々の抗原決定基（エピトープ）に対する種々の抗
体を典型的に含む通常の（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル
抗体は抗原上の単一の決定基に対するものである。それらの特異性に加えて、モノクロー
ナル抗体は、他の免疫グロブリン産生細胞により汚染されていないハイブリドーマ細胞に
よりそれが合成されうる点で有利である。代替的な製造方法も当業者に公知であり、例え
ば、モノクローナル抗体は、該モノクローナル抗体をコードする重鎖および軽鎖遺伝子で
安定または一過性にトランスフェクトされた細胞により製造されうる。
【００３２】
　「モノクローナル」なる修飾語は、実質的に均一な抗体集団から得られたものであると
いう抗体の性質を示し、いずれかの特定の方法による該抗体の操作を要するものと解釈さ
れるべきではない。「モノクローナル」なる語は、本明細書においては、任意の真核生物
クローン、原核生物クローンまたはファージクローンを含む、細胞のクローン集団に由来
する抗体を意味するものとして用いられており、該抗体が操作された方法を指して用いら
れているのではない。例えば、本発明において使用されるモノクローナル抗体は、Kohler
ら, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハイブリドーマ法により作製される
ことが可能であり、あるいは例えばClacksonら, Nature, 352:624-628 (1991) およびMar
ksら, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)に記載されている技術を用いるファージ抗体
ライブラリーからの単離を含む任意の組換えDNA法（例えば、米国特許第4,816,567号を参
照されたい）により作製されうる。これらの方法は、モノクローナル哺乳類、キメラ、ヒ
ト化、ヒト、ドメイン抗体、一本鎖ダイアボディ、ワクシボディおよび直鎖状抗体を製造
するために用いられうる。
【００３３】
　「キメラ」抗体なる語は、重鎖および／または軽鎖の少なくとも一部分が、特定の種に
由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応配列と同
一または相同であり、該鎖の少なくとも1つの他の部分が、別の種に由来するまたは別の
抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応配列と同一または相同である抗
体、ならびに所望の生物活性を示す、そのような抗体のフラグメントを含む（米国特許第
4,816,567号; Morrisonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)）。本発
明において関心のあるキメラ抗体には、非ヒト霊長類（例えば旧世界サル、例えばヒヒ、
アカゲザルまたはシノモルグスサル）に由来する可変ドメイン抗原結合性配列とヒト定常
領域配列とを含む「霊長類化（primatized）」抗体が含まれる（米国特許第5,693,780号
）。
【００３４】
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　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態としては、非ヒト免疫グロブリンに由
来する最小配列を含有するキメラ抗体が挙げられる。通例、ヒト化抗体は、所望の特異性
、アフィニティおよび能力を有する例えばマウス、ラット、ウサギまたは非ヒト霊長類の
ような非ヒト種（ドナー抗体）の対応CDRからの残基により天然CDR残基が置換されたヒト
免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの場合には、ヒト免疫グロブリン
のFW領域残基は対応非ヒト残基により置換されている。さらに、ヒト化抗体は、レシピエ
ント抗体またはドナー抗体において見出される残基を含みうる。これらの改変は、抗体の
能力を更に改善するために施される。一般に、ヒト化抗体重鎖または軽鎖は、CDRの全て
または実質的に全てが非ヒト免疫グロブリンのものに対応しFWの全てまたは実質的に全て
がヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも1以上の可変ドメインの実質的に全てを含
む。ある実施形態においては、ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域（Fc）の少なくと
も一部分、典型的にはヒト免疫グロブリンの少なくとも一部分を含む。更なる詳細に関し
ては、Jonesら, Nature, 321:522-525 (1986); Riechmannら, Nature, 332:323-329 (198
8); およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)を参照されたい。
【００３５】
　「ヒト抗体」は、ヒトに由来する抗体であってよく、あるいは抗原チャレンジに応答し
て特異的ヒト抗体を産生するよう「操作」されたトランスジェニック生物から得られた抗
体であってよく、当技術分野で公知の任意の方法により製造されうる。ある技術において
は、内因性重鎖および軽鎖遺伝子座の標的化破壊を含有する胚幹細胞系に由来する生物の
系統内にヒト重鎖および軽鎖遺伝子座の要素を導入する。該トランスジェニック生物は、
ヒト抗原に特異的なヒト抗体を合成することが可能であり、該生物は、ヒト抗体分泌ハイ
ブリドーマを製造するために使用されうる。また、ヒト抗体は、その重鎖および軽鎖が、
1以上のヒトDNA源に由来するヌクレオチド配列によりコードされている抗体でありうる。
完全ヒト抗体も、遺伝的または染色体トランスフェクション法およびファージディスプレ
イ技術、またはin vitro活性化B細胞（それらはすべて、当技術分野で公知である）にお
いて構築されうる。
【００３６】
　「抗体依存性細胞傷害」および「ADCC」は、非特異的細胞傷害性細胞（例えば、ナチュ
ラルキラー（NK）細胞、好中球およびマクロファージ）が標的細胞上の結合抗体を認識し
次いで標的細胞の細胞溶解を引き起こす細胞性反応を意味する。1つの実施形態において
は、そのような細胞はヒト細胞である。いずれの特定の作用メカニズムにも限定されるも
のではないが、ADCCを媒介するこれらの細胞傷害性細胞は一般には、Fc受容体（FcR）を
発現する。ADCCを媒介するための一次細胞であるNK細胞はFcγRIIIを発現し、一方、単球
はFcγRI、FcγRII、FcγRIIIおよび／またはFcγRIVを発現する。造血細胞上のFcR発現
はRavetchおよびKinet, Annu. Rev. Immunol., 9:457-92 (1991)において要約されている
。分子のADCC活性を評価するために、in vitro ADCCアッセイ（米国特許第5,500,362号ま
たは第5,821,337号に記載されているもの）を行った。そのようなアッセイのための有用
なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞（PBMC）およびナチュラルキラー（NK）細胞が
含まれる。その代わりにまたはそれに加えて、関心のある分子のADCC活性は、例えばClyn
esら, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 95:652-656 (1998)に開示されている動物モデル
においてin vivoで評価されうる。
【００３７】
　「補体依存性細胞傷害」または「CDC」は、補体活性化を開始し補体の存在下で標的を
細胞溶解する分子の能力を意味する。補体活性化経路は、コグネイト抗原と複合体形成し
た分子（例えば、抗体）への補体系（C1q）の第1成分の結合により開始される。補体活性
化を評価するために、CDCアッセイ（例えば、Gazzano-Santaroら, J. Immunol. Methods,
 202:163 (1996)に記載されているもの）を行うことが可能である。
【００３８】
　「エフェクター細胞」は、1以上のFcRを発現しエフェクター機能を発揮する白血球であ
る。該細胞は少なくともFcγRI、FcγRII、FcγRIIIおよび／またはFcγRIVを発現し、AD
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CCエフェクター機能を遂行する。ADCCを媒介するヒト白血球の具体例には、末梢血単核細
胞（PBMC）、ナチュラルキラー（NK）細胞、単球、細胞傷害性T細胞および好中球が含ま
れる。
【００３９】
　「エピトープ」は、当技術分野で十分に理解されている用語であり、抗体への特異的結
合を示す任意の化学的部分を意味する。「抗原」は、エピトープを含有しそのようなもの
として抗体に特異的に結合もする部分または分子である。
【００４０】
　「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、50％ ホルムアミド、5×SSC
（750mM NaCl、75mMクエン酸三ナトリウム）、50mMリン酸ナトリウム（pH 7.6）、5×デ
ンハルト液、10％硫酸デキストランおよび20μg/ml変性せん断サケ精子DNAを含む溶液中
の42℃で一晩のインキュベーション、ならびにそれに続く、0.1×SSC中の約65℃でのフィ
ルターの洗浄を意味する。当技術分野で公知の任意の方法により、該ポリヌクレオチドが
入手可能であり、該ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が決定されうる。例えば、抗体
のヌクレオチド配列が公知であれば、該抗体をコードするポリヌクレオチドは化学合成オ
リゴヌクレオチドから構築可能であり（例えば、Kutmeierら, BioTechniques 17:242 (19
94)に記載されているとおり）、簡潔に説明すると、この方法は、該抗体をコードする配
列の部分を含有する重複オリゴヌクレオチドの合成、アニーリングおよびそれらのオリゴ
ヌクレオチドの連結、そしてそれに続く、PCRによる該連結オリゴヌクレオチドの増幅を
含む。
【００４１】
　6．発明の詳細な説明
　本発明は、抗体定常ドメインのFc領域を含む新規多重特異性エピトープ結合性タンパク
質を提供する。特に、Fc領域はCH3、CH2、抗体の定常ドメインからのヒンジ領域（または
その一部分）を含みうる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結
合性タンパク質は抗体定常ドメインからのFc領域およびCH1領域を含む。他の実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は更に、Cカッパ／ラムダ領
域を含む。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は
少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少な
くとも6つ、少なくとも7つ、少なくとも8つ、またはそれ以上のCH1および／またはCカッ
パ／ラムダ領域を含む。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のCH1および／またはCカッパ／ラム
ダ領域を含む。もう1つの実施形態においては、Fc領域、CH1領域またはCカッパ／ラムダ
領域は、当技術分野で公知の任意の抗体サブタイプに由来する。他の実施形態においては
、Fc領域は、当技術分野で公知の複数の抗体サブタイプに由来するキメラである。
【００４２】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域
の非存在下、CH1またはCカッパ／ラムダ領域を含みうる。他の実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープタンパク質は、Fc領域の非存在下、少なくとも1、少なくとも2
つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、
少なくとも8つ、またはそれ以上のCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域を含む。他の
実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域の非存
在下、抗体のヒンジ領域の全部または一部を含みうる。
【００４３】
　Fc領域の変異体（例えば、アミノ酸の置換および／または付加および／または欠失）は
エフェクター機能を増強または低減する（Prestaら, 2002, Biochem Soc Trans 30:487-4
90; 米国特許第5,624,821号、第5,885,573号およびPCT公開番号WO 00/42072、WO 99/5857
2およびWO 04/029207を参照されたい）。したがって、1つの実施形態においては、本発明
の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のアミノ酸配列は変異体Fc領域を含む。1つの
実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質の変異体Fc領域は、天然Fc
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に類似したレベルのエフェクター機能の誘導を示す。もう1つの実施形態においては、変
異体Fc領域は、天然Fcより高いエフェクター機能誘導を示す。もう1つの実施形態におい
ては、変異体Fc領域は、天然Fcより低いエフェクター機能誘導を示す。もう1つの実施形
態においては、変異体Fc領域は、天然Fcより高いADCC誘導を示す。もう1つの実施形態に
おいては、変異体Fc領域は、天然Fcより低いADCC誘導を示す。もう1つの実施形態におい
ては、変異体Fc領域は、天然Fcより高いCDC誘導を示す。もう1つの実施形態においては、
変異体Fc領域は、天然Fcより低いCDC誘導を示す。変異体Fc領域の特定の実施形態を後記
で詳細に示す。
【００４４】
　また、エフェクター機能を増加または減少させるために、Fc領域のグリコシル化が修飾
されうることが当技術分野で公知である（例えば、Umanaら, 1999, Nat. Biotechnol 17:
176-180; Daviesら, 2001, Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shieldsら, 2002, J Biol C
hem 277:26733-26740; Shinkawaら, 2003, J Biol Chem 278:3466-3473, 米国特許第6,60
2,684号; U.S. Ser. No. 10/277,370; U.S. Ser. No. 10/113,929; PCT WO 00/61739A1; 
PCT WO 01/292246A1; PCT WO 02/311140A1; PCT WO 02/30954A1; Potillegent（商標）技
術 (Biowa, Inc. Princeton, N.J.); GlycoMAb（商標）グリコシル化操作技術 (GLYCART
バイオテクノロジーAG, Zurich, Switzerland)を参照されたい）。したがって、1つの実
施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域はアミノ酸残基のグリコシ
ル化の改変を含む。もう1つの実施形態においては、アミノ酸残基のグリコシル化の改変
はエフェクター機能の低下をもたらす。もう1つの実施形態においては、アミノ酸残基の
グリコシル化の改変はエフェクター機能の増加をもたらす。特定の実施形態においては、
Fc領域は、低減されたフコシル化を有する。もう1つの実施形態においては、Fc領域はフ
コシル化されていない（例えば、米国特許出願公開番号2005/0226867を参照されたい）。
【００４５】
　最近の研究は、IgG分子上のオリゴ糖へのシアル酸の付加がそれらの抗炎症活性を増強
し、それらの細胞傷害性を改変することを示唆している（Kenekoら, Science 313, 670-6
73(2006), Scallonら, Mol. Immuno. 2007 Mar;44(7):1524-34）。したがって、抗体治療
剤の効力は、意図される用途に最も適合する糖形態の選択により最適化されうる。2つの
抗体CH2ドメインの間に介在する2つのオリゴ糖鎖がFc領域のその受容体への結合に関与す
る。増加したシアリル化（シアル酸化）を有するIgG分子は抗炎症特性を有し、減少した
シアリル化を有するIgG分子は、増強した免疫刺激特性を有することを、前記の研究は示
している。したがって、抗体治療剤は、個々の用途のための適当なシアリル化プロファイ
ルを有するよう「特製（tailor-made）」されうる。抗体のシアリル化状態のモジュレー
ションのための方法がWO2007/005786（題名“Methods And Compositions With Enhanced 
Therapeutic Activity”）およびWO2007/117505（題名“Polypeptides With Enhanced An
ti-Inflammatory And Decreased Cytotoxic Properties And Related Methods”）（それ
らのそれぞれの全体をあらゆる目的のために参照により本明細書に組み入れることとする
）に記載されている。
【００４６】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の未改
変Fc領域と比べて改変されたシアリル化プロファイルを含む。1つの実施形態においては
、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の未改変Fc領域と比べて増加したシ
アリル化プロファイルを含む。いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリ
ペプチドのFc領域は、基準の未改変Fc領域と比べて約5％、約10％、約15％、約20％、約2
5％、約30％、約35％、約40％、約45％、約50％、約60％、約65％、約70％、約80％、約8
5％、約90％、約95％、約100％、約125％または約150％またはそれ以上のシアリル化の増
加を含む。いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は
、基準の未改変Fc領域と比べて約2倍、約3倍、約4倍、約5倍、約10倍、約20倍、約50倍ま
たはそれ以上のシアリル化の増加を含む。
【００４７】
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　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の
未改変Fc領域と比べて減少したシアリル化プロファイルを含む。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の未改変Fc領域と比べて約5
％、約10％、約15％、約20％、約25％、約30％、約35％、約40％、約45％、約50％、約60
％、約65％、約70％、約80％、約85％、約90％、約95％、約100％、約125％、約150％ま
たはそれ以上のシアリル化の減少を含む。いくつかの実施形態においては、本発明の多重
特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の未改変Fc領域と比べて約2倍、約3倍、約4倍、約5
倍、約10倍、約20倍、約50倍またはそれ以上のシアリル化の減少を含む。
【００４８】
　タンパク質の半減期を増加させるためにFc領域を修飾しうることが当技術分野で公知で
ある。半減期の増加は、患者に投与する薬物の量の減少および投与の頻度の減少を可能に
する。したがって、半減期の増加を伴う本発明の多重特異性エピトープは、FcとFcRn受容
体との間の相互作用に関与するものとして特定されたアミノ酸残基を改変（例えば、置換
、欠失または付加）することにより作製されうる（例えば、PCT公開番号97/34631および0
2/060919（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を参
照されたい）。また、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の半減期は、当技
術分野で広く利用されている技術によるPEGまたはアルブミンへのコンジュゲート化によ
り増加されうる。いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc
領域は、基準の未改変Fc領域と比べて約5％、約10％、約15％、約20％、約25％、約30％
、約35％、約40％、約45％、約50％、約60％、約65％、約70％、約80％、約85％、約90％
、約95％、約100％、約125％、約150％またはそれ以上の半減期における増加を含む。い
くつかの実施形態においては、本発明の多重特異性ポリペプチドのFc領域は、基準の未改
変Fc領域と比べて約2倍、約3倍、約4倍、約5倍、約10倍、約20倍、約50倍またはそれ以上
の半減期における増加を含む。
【００４９】
　A．ポリペプチド鎖配向
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は1本、2本、3本、4本またはそれ以上
のポリペプチド鎖を含む。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は2～4本のポ
リペプチド鎖を含みうる（以下、「本発明のポリペプチド鎖」と称されうる）。本発明の
多重特異性エピトープ結合性タンパク質の各ポリペプチド鎖は、少なくとも1、少なくと
も2、少なくとも3、少なくとも4または4を超えるエピトープ結合性ドメイン（本明細書に
おいては「EBD」とも称される）を含むことが可能であり、さらに、以下の領域の1以上を
含む：Fc領域、CH1領域、Cカッパ／ラムダ領域。本発明のポリペプチド鎖は1以上のエピ
トープ結合性ドメインを含み、これはscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可変領域、また
は別のタイプのエピトープ結合性ドメインでありうる。該エピトープ結合性ドメインは以
下の領域の1以上のN末端側および／またはC末端側に連結されうる：Fc領域、CH1領域、C
カッパ／ラムダ領域。他の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は1、2、3、4、
5、6、7、8またはそれ以上のFc、CH1またはCカッパ／ラムダ領域を含みうる。
【００５０】
　1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はFc領域を含む。以下の節におけ
る本発明のポリペプチド鎖の説明においては、「Fc領域」なる語は、ヒンジ領域またはそ
の一部、CH2領域およびCH3領域を含むポリペプチド鎖を含むと理解される。もう1つの実
施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は更に、抗体の定常領域からのCH1領域を含
みうる。ある実施形態においては、CH1領域はFc領域のN末端側および／またはC末端側に
連結されている。
【００５１】
　A.1.　エピトープ結合性ドメインの配向
　エピトープ結合性ドメイン（「EBD」とも称される）には、例えば、抗体可変領域、抗
体フラグメント、scFv、一本鎖ダイアボディまたは他の結合性ドメイン（当技術分野で公
知のもの）が含まれる。また、エピトープ結合性ドメインには、二重特異性一本鎖ダイア
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ボディ、または2つの異なるエピトープに結合するよう設計された一本鎖ダイアボディが
含まれる。また、エピトープに特異的に結合する抗体様分子または抗体模倣体、例えば、
ミニボディ、マキシボディ、「A」ドメインオリゴマー（アビマーとしても公知である）
（例えば、米国特許出願公開番号2005/0164301、2005/0048512および2004/017576（それ
らのそれぞれを参照により本明細書に組み入れることとする）を参照されたい）、Fn3に
基づくタンパク質スカフォールド（例えば、米国特許出願公開2003/0170753（これを参照
により本明細書に組み入れることとする）を参照されたい）、アンクリンリピート（DARp
insとしても公知である）、VASPポリペプチド、鳥類膵ポリペプチド（aPP）、テトラネク
チン（CTLD3に基づく）、アフィリリン（γB-クリスタリン／ユビキチン）、ノッチン（K
nottin）、SH3ドメイン、PDZドメイン、テンダミスタット（Tendamistat）、ネオカルジ
ノスタチン（Neocarzinostatin）、プロテインAドメイン、リポカリン（Lipocalin）、ト
ランスフェリン、およびクニツ（Kunitz）ドメイン（これらに限定されるものではない）
が含まれる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質の構築において有用なエピトープ結合性ドメインは2007年10月31日付けの米国仮特許出
願60/984,206（題名“Proteins Scaffolds”）（これをあらゆる目的に関して参照により
本明細書に組み入れることとする）において例示されている。
【００５２】
　1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖の1、2、3またはそれ以上のエピト
ープ結合性ドメインがFc領域のC末端に連結されている。他の実施形態においては、1、2
、3またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインがFc領域のN末端に連結されている。他の
実施形態においては、1、2、3またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインがFc領域のN末
端およびC末端の両方に連結されている。
【００５３】
　いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は以下の式の配向（N末端か
らC末端へ）を含みうる：EBDn-抗体可変ドメインn-Xn-Fc領域n-EBDn（ここで、XはCH1ま
たはCカッパ／ラムダであり、nは0～10の整数であり、各構造要素によって異なりうる）
。
【００５４】
　A.2.　ポリペプチド鎖を含有するC末端エピトープ結合性ドメイン
　1つの実施形態においては、エピトープ結合性ドメイン（例えば、抗体可変領域、scFv
、一本鎖ダイアボディ）は本発明のポリペプチド鎖のFc領域のC末端に連結されている。
もう1つの実施形態においては、複数のエピトープ結合性ドメイン（例えば、抗体可変領
域、scFv、一本鎖ダイアボディ）がFc領域のC末端に連結されている。もう1つの実施形態
においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数のエピトープ
結合性ドメイン（例えば、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）を含む。もう1つ
の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメイン（例えば、抗体
可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）を含む。もう1つの実施形態においては、本発明
のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数のエピトープ結合性ドメインを含
み、ここで、該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディまたは当技術分野
で公知の別のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる。
【００５５】
　ある実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された2以
上のタイプのエピトープ結合性ドメインを含む。限定的なものではないが、例えば、2つ
のエピトープ結合性ドメインを含む本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結さ
れた、scFvおよび一本鎖ダイアボディ、またはscFvおよび抗体可変領域、またはscFvおよ
び当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメイン、または一本鎖ダイアボディおよび
抗体可変領域、または一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知の別のエピトープ結合
性ドメイン、または抗体可変領域および当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメイ
ンを含みうる。
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【００５６】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインはscFvである。1つの実
施形態においては、1つのscFvが本発明のポリペプチド鎖のFc領域のC末端に連結されてい
る（例えば、図1Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、複数のscFvがFc領
域のC末端に連結されている（例えば、図2B、3B、4Bを参照されたい）。もう1つの実施形
態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数のscFvを含
む。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結さ
れた少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上scFvを含む。
【００５７】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは一本鎖ダイアボディ
である。1つの実施形態においては、一本鎖ダイアボディは本発明のポリペプチド鎖のFc
領域のC末端に連結されている（例えば、図3Fを参照されたい）。もう1つの実施形態にお
いては、複数の一本鎖ダイアボディがFc領域のC末端に連結されている。もう1つの実施形
態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数の一本鎖ダ
イアボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の一方または両方のポリペプ
チド鎖が、Fc領域のC末端に連結された少なくとも1、2、3，4、5、6、7、8またはそれ以
上の一本鎖ダイアボディを含む。
【００５８】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは抗体可変領域である
。1つの実施形態においては、抗体可変領域は本発明のポリペプチド鎖のFc領域のC末端に
連結されている。もう1つの実施形態においては、複数の抗体可変領域がFc領域のC末端に
連結されている。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のC
末端に連結された複数の抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の
ポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された少なくとも1、2、3，4、5、6、7、8また
はそれ以上の抗体可変領域を含む。
【００５９】
　A.3.　ポリペプチド鎖を含有するN末端エピトープ結合性ドメイン
　もう1つの実施形態においては、エピトープ結合性ドメイン（例えば、抗体可変領域、s
cFv、一本鎖ダイアボディ）は本発明のポリペプチド鎖のFc領域のN末端に連結されている
。もう1つの実施形態においては、複数のエピトープ結合性ドメイン（例えば、抗体可変
領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）がFc領域のC末端に連結されている。もう1つの実施形
態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数のエピトー
プ結合性ドメイン（例えば、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）を含む。もう1
つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された少な
くとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメイン（例えば、抗
体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）を含む。もう1つの実施形態においては、本発
明の複数のポリペプチド鎖は複数のエピトープ結合性ドメインを含み、ここで、該ドメイ
ンは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディまたは当技術分野で公知の別のエピトー
プ結合性ドメインよりなる群から選ばれる。
【００６０】
　ある実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された2以
上のタイプのエピトープ結合性ドメインを含む。限定的なものではないが、例えば、2つ
のエピトープ結合性ドメインを含む本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結さ
れた、scFvおよび一本鎖ダイアボディ、またはscFvおよび抗体可変領域、またはscFvおよ
び当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメイン、または一本鎖ダイアボディおよび
抗体可変領域、または一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知の別のエピトープ結合
性ドメイン、または抗体可変領域および当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメイ
ンを含みうる。
【００６１】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインはscFvである。1つの実
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施形態においては、1つのscFvが本発明のポリペプチド鎖のFc領域のN末端に連結されてい
る。もう1つの実施形態においては、複数のscFvがFc領域のN末端に連結されている。もう
1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された少な
くとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上scFvを含む。
【００６２】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは一本鎖ダイアボディ
である。1つの実施形態においては、一本鎖ダイアボディは本発明のポリペプチド鎖のFc
領域のN末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、複数の一本鎖ダイアボデ
ィがFc領域のN末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプ
チド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施
形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された少なくとも1、
2、3，4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを含む。
【００６３】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは抗体可変領域である
。1つの実施形態においては、抗体可変領域は本発明のポリペプチド鎖のFc領域のN末端に
連結されている。もう1つの実施形態においては、複数の抗体可変領域がFc領域のN末端に
連結されている（例えば、図4Dおよび5Bを参照されたい）。もう1つの実施形態において
は、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数の抗体可変領域を含む
。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結され
た少なくとも1、2、3，4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を含む。
【００６４】
　A.4.　ポリペプチド鎖を含有するC末端エピトープ結合性ドメイン
　1つの実施形態においては、当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメイン（例えば、
抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ）は本発明のポリペプチド鎖のFc領域のN末端
およびC末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、当技術分野で公知の複数
のエピトープ結合性ドメインがFc領域のN末端およびC末端に連結されている。もう1つの
実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結され
た当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態にお
いては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された当技術分野
で公知の少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメイン
を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は複数のエピトープ結
合性ドメインを含み、ここで、該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ
または当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる。
【００６５】
　ある実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連
結された2以上のタイプのエピトープ結合性ドメインを含む。限定的なものではないが、
例えば、2つのエピトープ結合性ドメインを含む本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末
端およびC末端に連結された、scFvおよび一本鎖ダイアボディ、またはscFvおよび抗体可
変領域、またはscFvおよび当技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメイン、または一
本鎖ダイアボディおよび抗体可変領域、または一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公
知の別のエピトープ結合性ドメイン、または抗体可変領域および当技術分野で公知の別の
エピトープ結合性ドメインを含みうる。
【００６６】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインはscFvである。1つの実
施形態においては、scFvは本発明のエピトープ結合性ポリペプチド鎖のFc領域のN末端お
よびC末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、複数のscFvがFc領域のN末
端およびC末端に連結されている（例えば、図4Bを参照されたい）。もう1つの実施形態に
おいては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された複数のsc
Fvを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端お
よびC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上scFvを含む。
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【００６７】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは一本鎖ダイアボディ
である。1つの実施形態においては、一本鎖ダイアボディは本発明のエピトープ結合性ポ
リペプチド鎖のFc領域のN末端およびC末端に連結されている（例えば、図3Fを参照された
い）。もう1つの実施形態においては、複数の一本鎖ダイアボディがFc領域のN末端および
C末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc
領域のN末端およびC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施
形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された少
なくとも1、2、3，4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを含む。
【００６８】
　特定の実施形態においては、1以上のエピトープ結合性ドメインは抗体可変領域である
。1つの実施形態においては、抗体可変領域は本発明のエピトープ結合性ポリペプチド鎖
のFc領域のN末端およびC末端に連結されている（例えば、図3Fを参照されたい）。もう1
つの実施形態においては、複数の抗体可変領域がFc領域のN末端およびC末端に連結されて
いる。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端および
C末端に連結された複数の抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の
ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された少なくとも1、2、3，4、5、6
、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を含む。
【００６９】
　A.5.　ポリペプチド鎖配向の特定の実施形態
　1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域に連結された3つのscFv
を含む。特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末端へ以下の
とおりに配置される：scFv-scFv-Fc領域-scFv（図1Bを参照されたい）またはその逆（scF
v-Fc領域-scFv-scFv; 図1A挿入図bを参照されたい）。もう1つの特定の実施形態において
は、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末端へ以下のとおりに配置される：Fc領域-scF
v-scFv-scFv（図1A挿入図cを参照されたい）またはその逆（scFv-scFv-scFv-Fc領域）。
【００７０】
　1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Fc領域に連結された4つのscFv
を含む。もう1つの特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末
端へ以下のとおりに配置される：scFv-scFv-Fc領域-scFv-scFv（図2Bを参照されたい）ま
たはその逆。さらにもう1つの特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末
端からC末端へ以下のとおりに配置される：scFv-Fc領域-scFv-scFv-scFv（図2A挿入図bを
参照されたい）。さらにもう1つの特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖
はN末端からC末端へ以下のとおりに配置される：scFv-scFv-scFv-Fc領域-scFv（図2A挿入
図dを参照されたい）またはその逆（図2A挿入図cを参照されたい）。
【００７１】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域およびF
c領域を含む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末端へ以
下のとおりに配置される：scFv-抗体可変領域-Fc領域（図4E挿入図a、図4G挿入図aを参照
されたい）。
【００７２】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域およびC
カッパ／ラムダ領域を含む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端
からC末端へ以下のとおりに配置される：scFv-抗体可変領域-Cカッパ／ラムダ領域（図4D
挿入図b、図4G挿入図bを参照されたい）。
【００７３】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域、Fc領
域およびscFvを含む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC
末端へ以下のとおりに配置される：scFv-抗体可変領域-Fc領域-scFv。もう1つの実施形態
においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域、Fc領域および2つのscFvを
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含む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末端へ以下のと
おりに配置される：scFv-抗体可変領域-Fc領域-scFv-scFv（図4I挿入図aを参照されたい
）。
【００７４】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域、Fc領
域およびscFvを含む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC
末端へ以下のとおりに配置される：scFv-抗体可変領域-Fc領域-scFv。もう1つの実施形態
においては、本発明のポリペプチド鎖はscFv、抗体可変領域、Fc領域およびscFvを含む。
1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN末端からC末端へ以下のとおりに
配置される：scFv-抗体可変領域-Fc領域-scFv（図4K挿入図aを参照されたい）。
【００７５】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は抗体可変領域、Fc領域およ
び2つのscFvを含む。もう1つの特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はN
末端からC末端へ以下のとおりに配置される：抗体可変領域-Fc領域-scFv-scFv（図3Bを参
照されたい）またはその逆。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は2
つの抗体可変領域および2つのscFvを含む。特定の実施形態においては、本発明のポリペ
プチド鎖はN末端からC末端へ以下のとおりに配置される：抗体可変領域-抗体可変領域-Fc
領域-scFv-scFv（図4Bを参照されたい）またはその逆。1つの実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は本発明の2つのポリペプチド鎖を含む。
【００７６】
　いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は1、2、3、4、5、6、7、8ま
たはそれ以上の抗体可変ドメインおよび1以上のCH1、Cカッパ／ラムダまたはFc領域を含
む。いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は1以上のCH1、Cカッパ／
ラムダまたはFc領域と共に2つの抗体可変領域を含む。いくつかの実施形態においては、
本発明のポリペプチド鎖は、抗体重鎖可変領域もしくはドメイン（VH）および／または抗
体軽鎖可変領域もしくはドメイン（VL）である抗体可変領域を含む。いくつかの実施形態
においては、本発明のポリペプチド鎖は抗体可変ドメイン型（限定的なものではないが例
えばVHおよびVL抗体可変領域）の混合物を含む。
【００７７】
　特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は2つの抗体可変ドメインおよび2
つのCカッパ／ラムダ領域を含む（例えば、図4Nを参照されたい）。もう1つの特定の実施
形態においては、本発明のポリペプチド鎖は2つの抗体可変ドメインおよび2つのCH1ドメ
インを含む（例えば、図4Nを参照されたい）。特定の実施形態においては、本発明のポリ
ペプチド鎖は2つの抗体可変ドメイン、CH1およびCカッパ／ラムダを含む（例えば、図4P
および4Tを参照されたい）。
【００７８】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、軽鎖可変ドメイン（VL）
、Cカッパ／ラムダおよびFc領域を更に含む抗体重鎖を含む（例えば、図4Vを参照された
い）。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、重鎖可変ドメイン（V
H）およびCカッパ／ラムダを更に含む抗体軽鎖を含む（例えば、図4Vを参照されたい）。
【００７９】
　いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、同一である抗体可変ドメ
インを含まない。他の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、同一エピトープ
結合特異性を有する抗体可変領域を含まない。いくつかの実施形態においては、本発明の
ポリペプチド鎖は縦列抗体可変重鎖ドメイン（VH）を含まない。いくつかの実施形態にお
いては、本発明のポリペプチド鎖は縦列抗体可変軽鎖ドメイン（VL）を含まない。
【００８０】
　IgG1分子の重鎖に連結されたFabドメインを含む単一特異性多価抗体は、2001年3月20日
付けのPCT公開WO 01/77342に記載されている。いくつかの実施形態においては、本発明の
タンパク質は、IgG1分子の重鎖に連結されたFabドメインを含まない（PCT公開WO 01/7734
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2の図4に示されている）。いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、
PCT公開WO 01/77342の図4に示されているとおりではない。
【００８１】
　もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はFc領域を含まない。1つの実
施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はCカッパ／ラムダ領域を含む。もう1つの実
施形態においては、本発明のポリペプチド鎖はCH1ドメインを含む。1つの実施形態におい
ては、本発明のポリペプチド鎖は、Cカッパ／ラムダ領域および／またはCH1領域に連結さ
れた抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、C
カッパ／ラムダ領域および／またはCH1領域のN末端および／またはC末端に連結された抗
体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、Cカッパ
／ラムダ領域および／またはCH1領域のN末端および／またはC末端に連結された抗体可変
領域を含む。特定の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、N末端からC末端へ
と以下の形態でCカッパ／ラムダ領域に連結された2つの抗体可変領域を含む：VL-1Cカッ
パ／ラムダ-VL2（図2Dを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のポリ
ペプチド鎖は、N末端からC末端へと以下の形態でCカッパ／ラムダに連結された抗体可変
領域および2つのscFvを含む：scFv-VL1-Cカッパ／ラムダ-scFv（図5Dを参照されたい）。
もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、N末端からC末端へと以下の
形態でCH1領域に連結された2つの抗体可変領域を含む：VH1-CH1-VH2（図2Dを参照された
い）。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、N末端からC末端へと
以下の形態でCH1領域に連結された抗体可変領域および2つscFvを含む：scFv-VH1-CH1-scF
v（すなわち、Fcドメインを欠く；図5Dを参照されたい）。
【００８２】
　A.6.　リンカー長および一本鎖ダイアボディ形態
　リンカー長は、scFvの可変領域がどのようにして折り畳まれ相互作用するのかに大きな
影響を及ぼしうることが公知である。実際、短いリンカー（5～10アミノ酸）を使用した
場合には、鎖内フォールディング（鎖内折り畳み）が妨げられ、機能性エピトープ結合部
位を形成するために2つの可変領域を合体させるためには鎖間フォールディングが必要と
なる。生じる構造体は一本鎖ダイアボディと称され、例えば図6に示す種々の配向を有す
る。リンカーの配向およびサイズのより詳しい具体例については、Hollingerら, 1993 Pr
oc Natl Acad Sci. U.S.A. 90:6444-6448、米国特許出願公開番号2005/0100543、2005/01
75606、2007/0014794ならびにPCT公開番号WO2006/020258およびWO2007/024715（それらの
それぞれをあらゆる目的のために参照により本明細書に組み入れることとする）を参照さ
れたい。
【００８３】
　また、本発明のポリペプチド鎖のドメインおよび／または領域は種々の長さのリンカー
領域により分離されうると理解される。いくつかの実施形態においては、該エピトープ結
合性ドメインは、お互い、Cカッパ／ラムダ、CH1、ヒンジ、CH2、CH3、またはFc領域全体
からリンカー領域により分離される。そのようなリンカー領域はアミノ酸のランダムな組
合せ、または限定された組合せのアミノ酸を含みうる。そのようなリンカー領域は柔軟ま
たは堅固でありうる。
【００８４】
　いくつかの場合に、リンカー配列の選択は幾つかのFab分子の結晶構造分析に基づく。F
abまたは抗体分子構造における可変ドメインとCH1／Cカッパ／ラムダ定常ドメインとの間
には天然の柔軟な連結が存在する。この天然連結は、VドメインのC末端から4～6残基およ
びCカッパ／ラムダ／CH1ドメインのN末端から4～6残基が寄与する約10～12アミノ酸残基
を含む。Cカッパ／ラムダまたはCH1ドメインのN末端残基、特に最初の5～6アミノ酸残基
は、強力な二次構造を伴わないループコンホメーションをとり、したがって、それらの2
つの可変ドメインの間の柔軟なリンカーとして機能しうる。Cカッパ／ラムダまたはCH1ド
メインのN末端残基は、Ig配列の一部分であるため、可変ドメインの天然伸長であり、し
たがって、該リンカーおよび結合部から潜在的に生じる免疫原性をかなりの度合で最小に
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する。該リンカー配列は、任意の長さのCカッパ／ラムダ／CH1ドメインの任意の配列を含
みうるが、Cカッパ／ラムダ／CH1ドメインの全ての残基を含むわけではなく（例えば、C
カッパ／ラムダ／CH1ドメインの最初の5～12アミノ酸残基）、重鎖リンカーは、Cγ1、C
γ2、Cγ3、Cγ4、Cα1、Cα2、Cδ、CεおよびCμを含む任意のイソタイプのCH1に由来
しうる。リンカー配列は、Ig様タンパク質（例えば、TCR、FcR、KIR）、ヒンジ領域由来
配列および他のタンパク質からの他の天然配列のような他のタンパク質に由来することも
可能である。
【００８５】
　本発明の1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、そのエピトープ結合
性ドメイン、Cカッパ／ラムダドメイン、CH1ドメイン、ヒンジ領域、CH2ドメイン、CH3ド
メインまたはFc領域の1以上の間に少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75個また
はそれ以上のアミノ酸残基のリンカー領域を含む。該リンカー領域は任意の天然に存在す
るアミノ酸から構成されうる。いくつかの実施形態においては、アミノ酸グリシンおよび
セリンはリンカー領域内にアミノ酸を含む。もう1つの実施形態においては、リンカー領
域の配向は、グリシン反復(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)x（ここで、Xは1以上の正の整数である
）の組合せを含む。
【００８６】
　A.7.　ジスルフィド結合の形成および位置
　抗体はCカッパ／ラムダおよびCH1ドメイン間に鎖間ジスルフィド結合を含むと当技術分
野において理解されている。いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は
、鎖間ジスルフィド結合を促進しうる少なくとも1つのシステイン残基を含む。本発明の
ポリペプチド鎖のVL、VH、CH1、ヒンジ、CH2またはCH3領域に少なくとも1つのシステイン
残基が存在しうる。いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、鎖間ジ
スルフィド結合を促進しうるシステイン残基を含まない。他の実施形態においては、本発
明のポリペプチド鎖は、鎖間ジスルフィド結合を形成しうる少なくとも1つのシステイン
残基を除去するよう操作されうる。
【００８７】
　いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は抗体ヒンジ領域の全部また
は少なくとも一部分を含みうる。ヒンジ領域またはその一部分はエピトープ結合性ドメイ
ン、CH1、Cカッパ／ラムダ、CH2またはCH3に直接的に接続されうる。他の実施形態におい
ては、ヒンジ領域またはその一部分は可変長リンカー領域を介してエピトープ結合性ドメ
イン、CH1、Cカッパ／ラムダ、CH2またはCH3に接続されうる。
【００８８】
　いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は1、2、3、4、5、6またはそ
れ以上のヒンジ領域またはその一部分を含む。他の実施形態においては、本発明のポリペ
プチド鎖は、同一であるヒンジ領域またはその一部分を含む。他の実施形態においては、
ヒンジ領域またはその一部分は同一ではない。さらに他の実施形態においては、本発明の
ポリペプチド鎖はヒトIgG1分子からのヒンジ領域またはその一部分を含む。他の実施形態
においては、ヒンジ領域またはその一部分を操作して、天然に存在するシステイン残基を
除去し、または天然に存在しないシステイン残基を導入し、または天然に存在する残基を
天然に存在しないシステイン残基で置換することが可能である。いくつかの実施形態にお
いては、本発明のポリペプチド鎖は、以下のアミノ酸配列を含む少なくとも1つのヒンジ
領域またはその一部分を含有する：EPKSC（配列番号1）。他の実施形態においては、本発
明のポリペプチド鎖は、以下のアミノ酸配列を含む少なくとも1つのヒンジ領域またはそ
の一部分を含有する：EPKSCDKTHTCPPCP（配列番号2）。いくつかの実施形態においては、
少なくとも1つのヒンジ領域またはその一部分は、少なくとも1つの天然に存在するシステ
イン残基を別のアミノ酸残基で置換するために操作される。いくつかの実施形態において
は、少なくとも1つの天然に存在するシステイン残基はセリンで置換される。特定の実施
形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、以下のアミノ酸配列を含む少なくとも1つ
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のヒンジ領域またはその一部分を含む：EPKSS（配列番号3）。
【００８９】
　追加的な実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、部位特異的コンジュゲート
化に有用な天然に存在しないシステイン残基を含みうる。そのようなアプローチ、組成お
よび方法は2008年1月18日付け出願の米国仮特許出願番号61/022,073（題名“Cysteine En
gineered Antibodies for Site-Specific Conjugation”）および2005年9月22日付け出願
の米国特許出願公開番号20070092940（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書に
組み入れることとする）に例示されている。
【００９０】
　A.8.　二量体化／多量体化ドメイン
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の構築は、多量体化を可能にするポリ
ペプチド鎖に存在するドメインに依存する。例えば、通常の抗体は、ホモ二量体分子を形
成するためにFcのCH2およびCH3領域の相互作用を利用する。同一分子内では、抗体は、ヘ
テロ二量体を形成するために重鎖および軽鎖サブユニットからのCH1およびCカッパ／ラム
ダ領域を利用する。本発明のポリペプチド鎖が多重特異性エピトープ結合性タンパク質を
形成するよう、天然に存在するタンパク質多量体化ドメインを利用することも可能である
。いくつかの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、CH1、CH2、CH3、Cカッパ
／ラムダ、ロイシンジッパードメイン（bZIP）、ヘリックス-ループ-ヘリックスモチーフ
、EFハンド、ホスホチロシン結合性（PTB）ドメイン、Srcホモロジードメイン（SH2、SH3
）、または当技術分野で公知の他のドメインから選ばれるタンパク質二量体化／多量体化
ドメインを含む。他の実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、2006年12月5日
付け出願の米国特許公開番号20070140966（その全体を参照により本明細書に組み入れる
こととする）に示されている多量体化ドメインを含む。
【００９１】
　B．本発明のポリペプチド鎖をコードするベクター
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は2～4本のポリペプチド鎖を含みうる
。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は5、6、7
、8本またはそれ以上のポリペプチド鎖を含みうる。本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の各ポリペプチド鎖は1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ
結合性ドメインを含みうる。該ポリペプチド鎖は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可
変領域または当技術分野で公知の他の公知エピトープ結合性ドメインでありうるエピトー
プ結合性ドメインを含む。該Fc領域および該エピトープ結合性ドメインは多数の異なる配
向で互いに連結されうる（例えば、第A節および図1～5を参照されたい）。本発明はまた
、本発明のポリペプチド鎖および多重特異性エピトープ結合性タンパク質を作製および／
または発現するためのポリヌクレオチドベクターを提供する。1つの実施形態においては
、ポリペプチド鎖を作製するためのベクターは、Fc領域のC末端に連結されたエピトープ
結合性ドメインをコードしている。もう1つの実施形態においては、該ポリペプチド鎖を
作製するためのベクターは、Fc領域のN末端に連結されたエピトープ結合性ドメインをコ
ードしている。もう1つの実施形態においては、該ポリペプチド鎖を作製するためのベク
ターは、Fc領域のN末端およびC末端に連結されたエピトープ結合性ドメインをコードして
いる。
【００９２】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性ポリペプチド鎖は、
プロモーター、本発明のポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA
尾部を含むベクターから発現される。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは
、プロモーター、Fc領域を含むエピトープ結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌクレ
オチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、
プロモーター、1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインのN
末端側に連結されたFc領域を含むエピトープ結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌク
レオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは
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、プロモーター、1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインの
C末端側に連結されたFc領域を含むエピトープ結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌ
クレオチド配列およびポリA尾部を含む。さらにもう1つの実施形態においては、該発現ベ
クターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端側に連結された1、2、3、4、5、6、
7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列を含
む。
【００９３】
　他の実施形態においては、本発明のベクターは更に、少なくとも1つ、少なくとも2つ、
少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少な
くとも8つまたはそれ以上のCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域を含む本発明の多重
特異性エピトープ結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列を含む。他の
実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は1、2、3、4、5
、6、7、8またはそれ以上のCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域を含む。もう1つの実
施形態においては、Fc領域、CH1領域またはCカッパ／ラムダ領域は、当技術分野で公知の
任意の抗体サブタイプに由来する。他の実施形態においては、Fc領域は、当技術分野で公
知の複数の抗体サブタイプに由来するキメラである。
【００９４】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はFc領域の
非存在下でCH1またはCカッパ／ラムダ領域を含みうる。他の実施形態においては、本発明
の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域の非存在下で少なくとも1つ、少な
くとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくと
も7つ、少なくとも8つまたはそれ以上のCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域を含む。
他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はFc領域の非
存在下で抗体のヒンジ領域の全部または一部を含みうる。
【００９５】
　B.1.　C末端エピトープ結合性ドメインを有するポリペプチド鎖をコードするベクター
　1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結さ
れたscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む（例えば、図1A（挿
入図a、b、c）を参照されたい）。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プ
ロモーター、Fc領域のC末端に連結された複数のscFvをコードするポリヌクレオチド配列
およびポリA尾部を含む（例えば、図2A（挿入図a、b、c）を参照されたい）。もう1つの
実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結された1、
2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポ
リA尾部を含む。
【００９６】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連
結された一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む
（例えば、図3E（挿入図a）を参照されたい）。もう1つの実施形態においては、該発現ベ
クターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディをコー
ドするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該
発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8ま
たはそれ以上の一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む。
【００９７】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連
結された抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1
つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結され
た複数の抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1
つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結され
た1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド
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配列およびポリA尾部を含む。
【００９８】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連
結された当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配
列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモー
ター、Fc領域のC末端に連結された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメイン
をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態において
は、該ベクターは、プロモーター、Fc領域のC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8
またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレ
オチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該ベクターは、プロ
モーター、Fc領域のC末端に連結された複数のエピトープ結合性ドメイン（該ドメインは
、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知のもう1つのエピト
ープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）をコードするポリヌクレオチド配列および
ポリA尾部を含む。
【００９９】
　B.2.　N末端エピトープ結合性ドメインを有するポリペプチド鎖をコードするベクター
　1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連結さ
れたscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む（例えば、図1A（挿
入図a、b、d、eおよびf）を参照されたい）。もう1つの実施形態においては、該発現ベク
ターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連結された複数のscFvをコードするポリヌクレ
オチド配列およびポリA尾部を含む（例えば、図2A（挿入図a、d、eおよびf）を参照され
たい）。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末
端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvをコードするポリヌクレオ
チド配列およびポリA尾部を含む。
【０１００】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連
結された一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む
。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連
結された複数の一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末
端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディをコードす
るポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。
【０１０１】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連
結された抗体可変領域（例えば、重鎖および／または軽鎖可変領域）をコードするポリヌ
クレオチド配列およびポリA尾部を含む（例えば、図3A（挿入図aおよびc）を参照された
い）。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端
に連結された複数の抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を
含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端
に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域をコードするポリヌ
クレオチド配列およびポリA尾部を含む。
【０１０２】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連
結された当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配
列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモー
ター、Fc領域のN末端に連結された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメイン
をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態において
は、該ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8
またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレ
オチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該ベクターは、プロ
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モーター、Fc領域のN末端に連結された複数のエピトープ結合性ドメイン（該ドメインは
、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知のもう1つのエピト
ープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）をコードするポリヌクレオチド配列および
ポリA尾部を含む。
【０１０３】
　B.3.　N末端およびC末端エピトープ結合性ドメインを有するポリペプチド鎖をコードす
るベクター
　また、プロモーターならびにFc領域のN末端およびC末端の両方に連結された1以上のエ
ピトープ結合性ドメインならびにポリA尾部を含む発現ベクターも本発明に含まれる。1つ
の実施形態においては、該発現ベクターは、（a）プロモーター、（b）N末端に連結され
た少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインおよびC末端に連結された少なくとも1つの
エピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列、ならびに（c）ポリA尾部
を含み、ここで、各エピトープ結合性ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボ
ディまたは当技術分野で公知のもう1つのエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ば
れる。もう1つの実施形態においては、同じタイプのエピトープ結合性ドメイン（例えば
、scFv）がFc領域のN末端およびC末端の両方に連結されている。さらにもう1つの実施形
態においては、異なるタイプのエピトープ結合性ドメインがFcのN末端およびC末端の両方
に連結されている。限定的なものではないが例えば、1以上のscFvがN末端に連結されてい
ることが可能であり、1以上の一本鎖ダイアボディがC末端に連結されていることが可能で
あり、あるいは1以上のscFvおよび1以上の一本鎖ダイアボディがN末端およびC末端に連結
されていることが可能である。
【０１０４】
　特定の実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC
末端に連結された少なくとも1つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA
尾部を含む（例えば、図1A（挿入図aおよびb）および図2A（挿入図aおよびb）を参照され
たい）。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末
端およびC末端に連結された複数のscFvをコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA
尾部を含む（例えば、図2A（挿入図a）を参照されたい）。もう1つの実施形態においては
、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結された1、2、3、4
、5、6、7、8またはそれ以上のscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む。
【０１０５】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およ
びC末端に連結された少なくとも1つの一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド
配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロ
モーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディをコードす
るポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発
現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結された1、2、3、4、5、6
、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディをコードするポリヌクレオチド配列ならびに
ポリA尾部を含む。
【０１０６】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およ
びC末端に連結された少なくとも1つの抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列な
らびにポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモータ
ー、Fc領域のN末端およびC末端に連結された複数の抗体可変領域をコードするポリヌクレ
オチド配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは
、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8または
それ以上の抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。
【０１０７】
　もう1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およ
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びC末端に連結された当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌ
クレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、該ベクターは
、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結された当技術分野で公知の複数のエピ
トープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。も
う1つの実施形態においては、該ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端
に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結
合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの実
施形態においては、該ベクターは、プロモーター、Fc領域のN末端およびC末端に連結され
た複数のエピトープ結合性ドメイン（該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイア
ボディおよび当技術分野で公知のもう1つのエピトープ結合性ドメインよりなる群から選
ばれる）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。
【０１０８】
　B.4.　本発明のポリペプチド鎖をコードするベクターの特定の実施形態
　1つの実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された3
つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。特定の実施形態に
おいては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された3つのscFv（N末端か
らC末端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFvとして配置されている）をコードするポリヌクレオ
チド配列およびポリA尾部を含む（図1A（挿入図a）を参照されたい）。もう1つの実施形
態においては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された4つのscFvをコ
ードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つの実施形態においては、
本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された4つのscFv（scFv-scFv-Fc領域-
scFv-scFvとして配置されている）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を
含む（図2A（挿入図a）を参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のベク
ターは、プロモーター、Fc領域に連結された抗体可変領域および2つのscFvをコードする
ポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。もう1つの特定の実施形態においては、
本発明のベクターは、プロモーター、抗体可変領域、2つのscFvおよびFc領域（抗体可変
領域-Fc領域-scFv-scFvとして配置されている）をコードするポリヌクレオチド配列なら
びにポリA尾部を含む（図3A（挿入図aおよびc）を参照されたい）。もう1つの実施形態に
おいては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された2つの抗体可変領域
および2つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む。特定の実
施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された2つの抗体
可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、抗体可変領域-抗体可変領域-Fc領域-sc
Fv-scFvとして配置されている）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を
含む（図4A（挿入図aおよびc）を参照されたい）。さらにもう1つの特定の実施形態にお
いては、本発明のベクターは、プロモーター、Fc領域に連結された抗体可変領域および2
つのscFv（N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-Fc領域-scFvとして配置されている
）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4K（挿入図a）を参照
されたい）。
【０１０９】
　もう1つの実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ
領域に連結された2つの抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む。特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラ
ムダ領域に連結された2つの抗体軽鎖可変ドメイン（N末端からC末端へと、以下の配向で
配置されている：VL1-Cカッパ／ラムダ-VL2）をコードするポリヌクレオチド配列および
ポリA尾部を含む（図2C挿入図Aを参照されたい）。もう1つの特定の実施形態においては
、本発明のベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ領域に連結された2つの抗体可変
領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：scFv-VL1-C
カッパ／ラムダ-scFv）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図
5C挿入図bを参照されたい）。
【０１１０】
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　もう1つの実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、CH1領域に連結さ
れた2つの抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。特定
の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、CH1領域に連結された2つの
抗体重鎖可変ドメイン（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：VH1-CH1-VH
2）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む（図2C挿入図bを参照され
たい）。もう1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、CH1
領域に連結された2つの抗体可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、以下の配向
で配置されている：scFv-VH1-CH1-scFv）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポ
リA尾部を含む（図5C挿入図aを参照されたい）。
【０１１１】
　もう1つの実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、CH1、Cカッパ／
ラムダまたはFc領域に隣接する2つの抗体可変ドメインをコードするポリヌクレオチド配
列を含む。いくつかの実施形態においては、該抗体可変ドメインは重鎖可変ドメインおよ
び／または軽鎖可変ドメインである。特定の実施形態においては、本発明のベクターは、
プロモーター、2つの重鎖抗体可変ドメイン、2つのCH1ドメインおよびFc領域（N末端から
C末端へと、以下の配向で配置されている：VH2-第1 CH1-VH1-第2 CH1-Fc領域）をコード
するポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4M、挿入図Aを参照されたい）。
もう1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、2つの抗体軽
鎖可変ドメイン（VL）および2つのCカッパ／ラムダ領域（N末端からC末端へと、以下の配
向で配置されている：VL2-第1 Cカッパ／ラムダ-VL1-第2 Cカッパ／ラムダ）をコードす
るポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4M、挿入図Bを参照されたい）。も
う1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、VLドメイン、C
カッパ／ラムダ領域、VHドメイン、CH1ドメインおよびFc領域（N末端からC末端へと、以
下の配向で配置されている：VL-Cカッパ／ラムダ-VH-CH1-Fc領域）をコードするポリヌク
レオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4O、挿入図aを参照されたい）。もう1つの特
定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、VHドメイン、CH1ドメイ
ン、VLドメイン、Cカッパ／ラムダドメイン（N末端からC末端へと、以下の配向で配置さ
れている：VH-CH1-VL-Cカッパ／ラムダ）をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA
尾部を含む（図4O、挿入図bを参照されたい）。さらにもう1つの特定の実施形態において
は、本発明のベクターは、プロモーター、2つの抗体軽鎖可変ドメイン、2つのCカッパ／
ラムダ領域およびFc領域（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：VL-Cカッ
パ／ラムダ-VL-Cカッパ／ラムダ-Fc領域）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポ
リA尾部を含む（図4Q、挿入図aを参照されたい）。もう1つの特定の実施形態においては
、本発明のベクターは、プロモーター、2つの抗体重鎖可変ドメインおよび2つのCH1ドメ
イン（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：VH2-CH1-VH1-CH1）をコード
するポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4Q、挿入図bを参照されたい）。
もう1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、抗体軽鎖可変ドメイン、Cカ
ッパ／ラムダ、抗体重鎖、CH1およびFc領域（N末端からC末端へと、以下の配向で配置さ
れている：VL-Cカッパ／ラムダ-VH-CH1-Fc領域）をコードするポリヌクレオチド配列なら
びにポリA尾部を含む（図4S、挿入図aを参照されたい）。さらにもう1つの特定の実施形
態においては、本発明のベクターは、プロモーター、抗体重鎖可変ドメイン、CH1、抗体
軽鎖可変ドメインおよびCカッパ／ラムダ（N末端からC末端へと、以下の配向で配置され
ている：VH-CH1-VL-Cカッパ／ラムダ）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA
尾部を含む（図4S、挿入図bを参照されたい）。
【０１１２】
　他の特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、抗体軽鎖可変ド
メインおよびCカッパ／ラムダ（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：VL-
Cカッパ／ラムダ）をコードするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4M、
挿入図cおよびd；図4O、挿入図d；ならびに図4S、挿入図dを参照されたい）。さらにもう
1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、抗体重鎖可変ド
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メインおよびCH1（N末端からC末端へと、以下の配向で配置されている：VH-CH1）をコー
ドするポリヌクレオチド配列ならびにポリA尾部を含む（図4O、挿入図c；図4Q、挿入図c
およびd；図4S挿入図c；ならびに図4U、挿入図bを参照されたい）。
【０１１３】
　もう1つの特定の実施形態においては、本発明のベクターは、プロモーター、抗体軽鎖
可変ドメイン、Cカッパ／ラムダおよびFc領域（N末端からC末端へと、以下の配向で配置
されている：VL-Cカッパ／ラムダ-Fc領域）をコードするポリヌクレオチド配列ならびに
ポリA尾部を含む（図4U、挿入図aを参照されたい）。
【０１１４】
　いくつかの実施形態においては、本発明のベクターは2001年3月20日付け出願のPCT公開
WO 01/77342の図5に記載されているベクターではない。
【０１１５】
　C．多重特異性エピトープ結合性タンパク質 - 2本鎖
　以下の節においては、2本のポリペプチド鎖を含む本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の構築および配向を説明する。
【０１１６】
　いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は本
発明の第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド
鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインに連結された
Fc領域を含む。本発明のポリペプチド鎖は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可変領域
または当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメインでありうるエピトープ結合性ド
メインを含む。Fc領域およびエピトープ結合性ドメインは多数の異なる配向で互いに連結
されうる（前記第A節を参照されたい）。1つの実施形態においては、該エピトープ結合性
ドメインはFc領域のC末端に連結されている。他の実施形態においては、該エピトープ結
合性ドメインはFc領域のN末端に連結されている。他の実施形態においては、該エピトー
プ結合性ドメインはFc領域のN末端およびC末端に連結されている。いくつかの実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は本発明の第1および第2ポリ
ペプチド鎖を含み、ここで、第1および／第2ポリペプチド鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8
またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインに連結された1、2、3、4、5、6、7、8または
それ以上のFc領域を含む。1つの実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインは少
なくとも1つのFc領域のC末端に連結されている。他の実施形態においては、該エピトープ
結合性ドメインは少なくとも1つのFc領域のN末端に連結されている。他の実施形態におい
ては、該エピトープ結合性ドメインは少なくとも1つのFc領域のN末端およびC末端の両方
に連結されている。
【０１１７】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はFc領域を
含まない。本発明のそのようなタンパク質においては、該エピトープ結合性ドメインはCH
1ドメインおよび／またはCカッパ／ラムダドメインにN末端、C末端またはN-およびC-末端
において連結されうる。以下の節においては、Fc領域を含まない本発明のタンパク質を含
めるために、Fc領域なる語はCH1ドメインおよび／またはCカッパ／ラムダにより置き換え
られうると理解されるべきである。いくつかの代替的実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は本発明の第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここ
で、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の
エピトープ結合性ドメインに連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のCH1お
よび／またはCカッパ／ラムダ領域を含む。1つの実施形態においては、該エピトープ結合
性ドメインは少なくとも1つのCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結され
ている。他の実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインは少なくとも1つのCH1お
よび／またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されている。他の実施形態においては、
該エピトープ結合性ドメインは少なくとも1つのCH1および／またはCカッパ／ラムダ領域
のN末端およびC末端の両方に連結されている。
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【０１１８】
　C.1.　Fc領域のC末端に連結されたエピトープ結合性ドメインを有する多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はFc領域を
含む。1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第
2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のC末端に連結され
たscFvを含む（例えば、図1Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、第1およ
び／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数のscFvを含む（例えば
、図2Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タ
ンパク質は、Fc領域のC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ
以上のscFvを有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１１９】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のC末端に連結され
た一本鎖ダイアボディを含む（例えば、図3Fを参照されたい）。もう1つの実施形態にお
いては、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数の一
本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タ
ンパク質は、Fc領域のC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ
以上の一本鎖ダイアボディを有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２０】
　1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポ
リペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のC末端に連結された
抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、第1および／または第2ポリペプチ
ド鎖は、Fc領域のC末端に連結された複数の抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態にお
いては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のC末端に連結された少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を有する第1および／または第2
鎖を含む。
【０１２１】
　1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポ
リペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のC末端に連結された
当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、
第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のC末端に連結された当技術分野で公知
の複数のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエ
ピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のC末端に連結された当技術分野で公知の少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性タンパク質（該ドメインは
、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知の別のエピトープ結
合性ドメインよりなる群から選ばれる）を有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２２】
　C.2.　Fc領域のN末端に連結されたエピトープ結合性ドメインを有する多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はFc領域を
含む。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1
および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端に
連結されたscFvを含む（例えば、図1A（挿入図b）を参照されたい）。もう1つの実施形態
においては、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数
のscFvを含む（例えば、図1A（挿入図aおよびc）を参照されたい）。もう1つの実施形態
においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端に連結された少な
くとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを有する第1および／または第2鎖を
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含む。
【０１２３】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端に連結され
た一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、第1および／または第2ポ
リペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを含む。もう1つ
の実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端に連結
された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを有する
第1および／または第2鎖を含む。
【０１２４】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端に連結され
た抗体可変領域を含む（例えば、図3Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては
、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された複数の抗体可変
領域を含む（例えば、図4Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明の
エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、
6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２５】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端に連結され
た当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては
、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端に連結された当技術分野で公
知の複数のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の
エピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端に連結された当技術分野で公知の少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性タンパク質（該ドメイン
は、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当技術分野で公知の別のエピトープ
結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２６】
　C.3.　Fc領域のN末端またはC末端に連結されたエピトープ結合性ドメインを有する多重
特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はFc領域を
含む。1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および
第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端またはC
末端に連結されたscFvを含む。もう1つの実施形態においては、第1および／または第2ポ
リペプチド鎖は、Fc領域のN末端またはC末端に連結された複数のscFvを含む。もう1つの
実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端またはC末
端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを有する第1お
よび／または第2鎖を含む。
【０１２７】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端またはC末端
に連結された一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、第1および／ま
たは第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端またはC末端に連結された複数の一本鎖ダイア
ボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は
、Fc領域のN末端またはC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ
以上の一本鎖ダイアボディを有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２８】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のC末端に連結され
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た抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、第1および／または第2ポリペプ
チド鎖は、Fc領域のN末端またはC末端に連結された複数の抗体可変領域を含む。もう1つ
の実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端またはC
末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を有
する第1および／または第2鎖を含む。
【０１２９】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端またはC末端
に連結された当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態
においては、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端またはC末端に連結
された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態
においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端またはC末端に連結
された当技術分野で公知の少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトー
プ結合性タンパク質（該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当
技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を有する第1
および／または第2鎖を含む。
【０１３０】
　C.4.　Fc領域のN末端およびC末端に連結されたエピトープ結合性ドメインを有する多重
特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はFc領域を
含む。1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および
第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端およびC
末端に連結されたscFvを含む（例えば、図1Bを参照されたい）。もう1つの実施形態にお
いては、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結され
た複数のscFvを含む（例えば、図2Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、
本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを有する第1および／または第2鎖を含
む。
【０１３１】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端およびC末端
に連結された一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、第1および／ま
たは第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された複数の一本鎖ダイア
ボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は
、Fc領域のN末端およびC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ
以上の一本鎖ダイアボディを有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１３２】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端およびC末端
に連結された抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、第1および／または第
2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結された複数の抗体可変領域を含む
。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末
端およびC末端に連結された少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可
変領域を有する第1および／または第2鎖を含む。
【０１３３】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2
ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Fc領域のN末端およびC末端
に連結された当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態
においては、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領域のN末端およびC末端に連結



(50) JP 2010-535032 A 2010.11.18

10

20

30

40

50

された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態
においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、Fc領域のN末端およびC末端に連結
された当技術分野で公知の少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトー
プ結合性タンパク質（該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディおよび当
技術分野で公知の別のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を有する第1
および／または第2鎖を含む。
【０１３４】
　C.5.　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の構築
　もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および
第2ポリペプチド鎖を含み、各鎖はFc領域を含む。もう1つの実施形態においては、第1お
よび／または第2ポリペプチド鎖は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域および当
技術分野で公知の任意のエピトープ結合性ドメインを含む任意のエピトープ結合性ドメイ
ンを含む。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は
、Fc領域により二量体化された第1および第2ポリペプチド鎖を含む。もう1つの実施形態
においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を
含み、ここで、第1および第2ポリペプチド鎖はアミノ酸配列において同一ではない。もう
1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポ
リペプチド鎖を含み、第1および第2ポリペプチド鎖はアミノ酸配列において同一である。
もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はヘテ
ロ二量体である。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質はホモ二量体である。
【０１３５】
　C.6.　特定の実施形態 - 2本鎖
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はFc領域を
含み。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖は
、Fc領域に連結された3つのscFvを含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、第1および／また
は第2ポリペプチド鎖は、Fc領域に連結された3つのscFv（N末端からC末端へと、scFv-scF
v-Fc領域-scFv（図1Bを参照されたい）またはその逆として配置されている）を含む。も
う1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、第1お
よび第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖は、Fc領
域に連結された4つのscFvを含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／ま
たは第2ポリペプチド鎖は、Fc領域に連結された4本のscFv（N末端からC末端へと、scFv-s
cFv-Fc領域-scFv-scFv（図2Bを参照されたい）またはその逆（C末端からN末端にscFv-scF
v-Fc領域-scFv-scFv）として配置されている）を含む。
【０１３６】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び第2ポリペプチドを含み、ここで、第1および／または第2ポリペプチド鎖はCカッパ／ラ
ムダ領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、
Cカッパ／ラムダドメインに連結された2つの抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド
鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結された2つの
抗体可変領域（N末端からC末端へと、VL1-Cカッパ／ラムダ-VL2として配置されている）
を含む（図2Dを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／
または第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結された抗体可変領域および2つのscFvを含む
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。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1お
よび第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領
域に連結された抗体可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、scFv-VL1-Cカッパ
／ラムダ-scFvとして配置されている）を含む（図5Cを参照されたい）。
【０１３７】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1
および／または第2ポリペプチド鎖を含み、第1および／または第2鎖は、CH1に連結された
2つの抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は第1および／または第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および
／または第2鎖は、CH1に連結された2つの抗体可変領域（N末端からC末端へと、VH1-CH1-V
H2として配置されている）を含む（図2Dを参照されたい）。もう1つの実施形態において
は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1および第2ポリペプチド鎖を含
み、ここで、第1および／または第2鎖は、CH1領域に連結された抗体可変領域および2つの
scFvを含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は第1および第2ポリペプチド鎖を含み、ここで、第1および／または第2鎖は、CH1に連
結された抗体可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、scFv-VH1-CH1-scFvとして
配置されている）を含む（図5Cを参照されたい）。
【０１３８】
　D．多重特異性エピトープ結合性タンパク質 - 4本鎖
　本発明は、4本のポリペプチド鎖、すなわち、それぞれ第1鎖、第2鎖、第3鎖および第4
鎖（以下、「本発明のポリペプチド鎖」と総称されうる；例えば、図3B、3D、3F、4Bおよ
び5Bを参照されたい）を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質を提供する。本発明
の4本鎖多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、本明細書中に例示されているとおり
、4本の鎖のうちの2本は、前記節に記載されているとおりにFc領域を含むが、4本の鎖の
うちの2本はFc領域を含まない。したがって、4本の鎖のうちの2本は、第A節に記載されて
いるとおり本発明のポリペプチドを含むことが可能であり、2本は、後記で開示するとお
り、ポリペプチドでありうる。
【０１３９】
　D.1.　Cカッパ／ラムダ領域
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は更に、抗体の定常領域からのCカッ
パ／ラムダ領域を含みうる。Cカッパ／ラムダの配向は該タンパク質内で様々でありうる
。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、他の成分（例えば、scFv、一
本鎖ダイアボディ、抗体可変領域など）に対して任意の配向でCカッパ／ラムダ領域を含
む。
【０１４０】
　1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は抗体のCカッパ／ラムダ領域を含
む。1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、エピトープ結合性ドメイン
に融合されたCカッパ／ラムダ領域を含む。1つの実施形態においては、Cカッパ／ラムダ
領域はscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の別のエピトー
プ結合性タンパク質に融合される。もう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチ
ド鎖は、Cカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されたエピトープ結合性ドメインを含む。も
う1つの実施形態においては、複数のエピトープ結合性ドメインがCカッパ／ラムダ領域の
N末端に連結されている。さらにもう1つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖
は、Cカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された複数のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可
変領域および／または当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメインを含む。
【０１４１】
　a．Cカッパ／ラムダ領域を含むポリペプチド鎖をコードするベクター
　本発明はまた、Cカッパ／ラムダドメイン（前記のとおり）を含む本発明のポリペプチ
ド鎖を作製および／または発現するためのポリヌクレオチドベクターを提供する。1つの
実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は、プロモーター、Cカッパ／ラムダを含
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むエピトープ結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含むベクターから発現される。1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモ
ーター、Cカッパ／ラムダ領域に連結されたエピトープ結合性ドメインを含むエピトープ
結合性ポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1
つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ領域に連
結されたscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の別のエピト
ープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。もう1つ
の実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ領域のN末端
に連結されたscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の別のエ
ピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む。も
う1つの実施形態においては、該発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ領域の
N末端に連結された複数のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で
公知の別のエピトープ結合性ドメインをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾
部を含む。
【０１４２】
　特定の実施形態においては、本発明の発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラム
ダ領域のN末端に連結された抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA
尾部を含む（例えば、図3A（挿入図bおよびd）を参照されたい）。もう1つの特定の実施
形態においては、本発明の発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダドメインのN
末端に連結された2つの抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部
を含む（例えば、図4A（挿入図bおよびd）を参照されたい）。もう1つの特定の実施形態
においては、本発明の発現ベクターは、プロモーター、Cカッパ／ラムダ領域のN末端に連
結された2つのscFvをコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む（例えば、
図5A（挿入図a）を参照されたい）。
【０１４３】
　もう1つの特定の実施形態においては、本発明の発現ベクターは、プロモーター、Cカッ
パ／ラムダ領域のN末端に連結されたscFvおよび抗体可変領域をコードするポリヌクレオ
チド配列およびポリA尾部を含む（例えば、図4C挿入図bを参照されたい）。もう1つの特
定の実施形態においては、本発明の発現ベクターは、プロモーター、CH1領域のN末端に連
結された抗体可変領域をコードするポリヌクレオチド配列およびポリA尾部を含む（例え
ば、図4C挿入図aを参照されたい）。
【０１４４】
　D.2.　多重特異性エピトープ結合性タンパク質 - 4本鎖
　以下の節においては、4本のポリペプチド鎖を含む本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の構築および配向を説明する。
【０１４５】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1およ
び／または第2および／または第3および／または第4ポリペプチド鎖を含み、第1および／
または第2および／または第3および／または第4ポリペプチド鎖は、1、2、3、4、5、6、7
、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインに連結されたCH1およびFc領域（本明細書
においては一緒にして「CH1／Fc領域」とも称される）またはCカッパ／ラムダ領域を含む
。本発明のタンパク質は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可変領域または当技術分野
で公知の他の公知エピトープ結合性ドメインでありうるエピトープ結合性ドメインを含む
。
【０１４６】
　1つの実施形態においては、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域および該エピトー
プ結合性ドメインは多数の異なる配向で互いに連結されうる。1つの実施形態においては
、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結
されている。他の実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域また
はCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されている。他の実施形態においては、該エピトー
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プ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結さ
れている。他の実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはC
カッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結されている。
【０１４７】
　他の実施形態においては、4本の鎖を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質のFc
領域はCH1ドメインに結合していない。他の実施形態においては、4本の鎖を含む多重特異
性エピトープ結合性タンパク質のFc領域はCカッパ／ラムダ領域に結合している。
【０１４８】
　D.3.　逆転抗体
　他の実施形態においては、本発明は、「抗体様」鎖を含む逆転抗体（inverted antibod
y）（以下、「逆転抗体」または「本発明の逆転抗体タンパク質」と称する）を提供する
。本発明の逆転抗体は少なくとも4本の鎖を含み、そのうちの少なくとも2本は抗体「重鎖
様」鎖であり、少なくとも2本は抗体「軽鎖様」鎖である。本発明の逆転抗体を形成する
ポリペプチド鎖は、本明細書においては「本発明の逆転抗体ポリペプチド鎖」と称される
ことがあり、1つのタイプの本発明のポリペプチド鎖として含まれると理解されるべきで
ある。
【０１４９】
　いくつかの実施形態においては、本発明の重鎖様ポリペプチド鎖は少なくとも1つの抗
体軽鎖可変領域および少なくとも1つのCカッパ／ラムダ領域を含みうる。他の実施形態に
おいては、本発明の重鎖様鎖は、Cカッパ／ラムダドメインに対して縦列に並んだ少なく
とも1つまたはそれ以上の抗体軽鎖可変領域（VL）を含む。いくつかの実施形態において
は、本発明の重鎖様ポリペプチド鎖は少なくとも1つまたはそれ以上のFc領域を含みうる
。いくつかの実施形態においては、本発明の重鎖様ポリペプチド鎖はヒンジ領域の全部ま
たは一部を含む。他の実施形態においては、本発明の重鎖様ポリペプチド鎖は更に、本明
細書に記載されている他のエピトープ結合性ドメインを含みうる。
【０１５０】
　いくつかの実施形態においては、本発明の軽鎖様ポリペプチド鎖は少なくとも1つの抗
体重鎖可変領域および少なくとも1つのCH1ドメインを含みうる。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の軽鎖様鎖は更に、CH1ドメインに対して縦列に並んだ少なくとも1つの追
加的な抗体重鎖可変領域、またはCカッパ／ラムダ領域に対して縦列に並んだ少なくとも1
つの追加的な抗体軽鎖可変ドメインを含む。いくつかの実施形態においては、本発明の軽
鎖様ポリペプチド鎖は、ヒンジ領域の全部または一部を含みうる。他の実施形態において
は、本発明の軽鎖様ポリペプチド鎖は更に、本明細書に記載されている他のエピトープ結
合性ドメインを含みうる。
【０１５１】
　抗体重鎖様鎖および軽鎖様鎖が会合して、1本の重鎖様鎖の抗体可変ドメインが軽鎖様
鎖の抗体可変ドメインに接近して機能性エピトープ結合部位を形成することにより、逆転
抗体が形成される。例えば、抗体重鎖様鎖からのVLドメインは抗体軽鎖様鎖からのVHドメ
インと共に機能性結合部位を形成する（例えば、図4Uを参照されたい）。いくつかの実施
形態においては、軽鎖様鎖は逆転抗体の重鎖様鎖にジスルフィド結合される。他の実施形
態においては、1本の鎖からの抗体可変領域はもう1つの鎖と鎖間ジスルフィド結合を形成
する。さらに他の実施形態においては、軽鎖様鎖の抗体可変領域は重鎖様鎖と鎖間ジスル
フィド結合を形成する。他の実施形態においては、重鎖様鎖の抗体可変領域は軽鎖様鎖と
鎖間ジスルフィド結合を形成する。
【０１５２】
　D.4.　CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結されたエピトープ結合性
ドメインを有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結されたscFvを含む（例えば、図4
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Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク
質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された複数のscFvを含む（
例えば、図4Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結
合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された1、2、3
、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖
を含む。
【０１５３】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された一本鎖ダイアボディを含
む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領
域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを含む。も
う1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域また
はCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一
本鎖ダイアボディを含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１５４】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された抗体可変ドメインを含む
。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域
またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された複数の抗体可変領域を含有する少なくと
も第1、第2、第3または第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトー
プ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された1、
2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を含有する少なくとも第1、第2、第3
または第4鎖を含む。
【０１５５】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された当技術分野で公知のエピ
トープ結合性タンパク質を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結
合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された当技術
分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含有する少なくとも第1、第2、第3また
は第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8
またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメイン（該エピトープ結合性ド
メインは、scFv、一本鎖ダイアボディ、当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメイ
ンの抗体可変領域よりなる群から選ばれる）を含有する少なくとも第1、第2、第3または
第4鎖を含む。
【０１５６】
　D.5.　CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されたエピトープ結合性
ドメインを有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されたscFvを含む（例えば、図5
Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク
質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結された複数のscFvを含む（
例えば、図5Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結
合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された1、2、3
、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖
を含む。
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【０１５７】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された一本鎖ダイアボディを含
む。もう1つの実施形態においては、複数の一本鎖ダイアボディがCH1／Fc領域またはCカ
ッパ／ラムダ領域のN末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、本発明のエ
ピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結さ
れた1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを含有する少なくとも
第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１５８】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された抗体可変ドメインを含む
。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域
またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された複数の抗体可変領域を含有する少なくと
も第1、第2、第3または第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトー
プ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された1、
2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を含有する少なくとも第1、第2、第3
または第4鎖を含む。
【０１５９】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された当技術分野で公知のエピ
トープ結合性タンパク質を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結
合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された当技術
分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含有する少なくとも第1、第2、第3また
は第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8
またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメイン（該エピトープ結合性ド
メインは、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域、または当技術分野で公知の他のエ
ピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を含有する少なくとも第1、第2、第3
または第4鎖を含む。
【０１６０】
　D.6.　CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結されたエピト
ープ結合性ドメインを有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、1本の鎖は更に、CH1／Fc領域またはCカッパ／
ラムダ領域のN末端またはC末端に連結されたscFvを含む（例えば、図4Bを参照されたい）
。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域
またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結された複数のscFvを含む（例えば
、図5Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タ
ンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結された1
、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを含有する少なくとも第1、第2、第3または
第4鎖を含む。
【０１６１】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結されたscFvを含む。
もう1つの実施形態においては、複数の一本鎖ダイアボディがCH1／Fc領域またはCカッパ
／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結されている。もう1つの実施形態においては、本
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発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端
またはC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態において
は、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域の
N末端またはC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボ
ディを含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１６２】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結された抗体可変ドメ
インを含む（例えば、図4Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明の
エピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC
末端に連結された複数の抗体可変領域を含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖を
含む（例えば、図4Bを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明のエピト
ープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に
連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域を含有する少なくとも
第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１６３】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結された当技術分野で
公知のエピトープ結合性タンパク質を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエ
ピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末
端に連結された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含有する少なくと
も第1、第2、第3または第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトー
プ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連
結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性
ドメイン（該ドメインは、抗体可変領域、scFv、一本鎖ダイアボディ、当技術分野で公知
の別のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を含有する少なくとも第1、
第2、第3または第4鎖を含む。
【０１６４】
　D.7.　CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結されたエピト
ープ結合性ドメインを有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、1本の鎖は更に、CH1／Fc領域またはCカッパ／
ラムダ領域のN末端およびC末端に連結されたscFvを含む。もう1つの実施形態においては
、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN
末端およびC末端に連結された複数のscFvを含む。もう1つの実施形態においては、本発明
のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およ
びC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFvを含有する少なくと
も第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１６５】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結されたscFvを含む。
もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域ま
たはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結された複数の一本鎖ダイアボディを
含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc
領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、
8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖
を含む。
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【０１６６】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結された抗体可変ドメ
インを含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、C
H1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結された複数の抗体可変
領域を含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含む。もう1つの実施形態におい
ては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域
のN末端およびC末端に連結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の抗体可変領域
を含有する少なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含む。
【０１６７】
　1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、ここで、少なくとも第1、第2、第3または第4鎖は更に
、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連結された当技術分野で
公知のエピトープ結合性タンパク質を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエ
ピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末
端に連結された当技術分野で公知の複数のエピトープ結合性ドメインを含有する少なくと
も第1、第2、第3または第4鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本発明のエピトー
プ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端に連
結された1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の当技術分野で公知のエピトープ結合性
ドメイン（該ドメインは、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域、当技術分野で公知
のエピトープ結合性ドメインよりなる群から選ばれる）を含有する少なくとも第1、第2、
第3または第4鎖を含む。
【０１６８】
　D.8.　4本鎖多重特異性エピトープ結合性タンパク質集合体
　もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は4本の鎖を
含み、各鎖はCH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域を含む。もう1つの実施形態におい
ては、各ポリペプチド鎖は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野
で公知の任意のエピトープ結合性ドメインを包含する任意のエピトープ結合性ドメインを
含む。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、CH1
／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域により形成された二量体を含有する4本の鎖を含む。
もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は2本以上の非
同一ポリペプチド鎖を含む。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ
結合性タンパク質は2本以上のポリペプチド鎖の多量体を含む。もう1つの実施形態におい
ては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、CH1／Fc領域またはCカッパ／
ラムダ領域により二量体化された2本の同一鎖を含む。もう1つの実施形態においては、本
発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は4本の鎖を含み、そのうちの2本はFc領域
により二量体化されており、2本の鎖はCH1およびCカッパ／ラムダ領域により二量体化さ
れている。
【０１６９】
　D.9.　4本鎖多重特異性エピトープ結合性タンパク質の特定の実施形態
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc領域に連結さ
れた抗体可変領域および2つのscFvを含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結された
抗体可変領域を含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は第1、第2、第3および第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc領域に連
結された抗体可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、抗体可変領域-CH1／Fc領
域-scFv-scFvとして配置されている）を含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結され
た抗体可変領域を含む（図3Bを参照されたい）。
【０１７０】
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　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc領域に連結さ
れた抗体可変領域および一本鎖ダイアボディを含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連
結された抗体可変領域を含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は第1、第2、第3および第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc
領域に連結された抗体可変領域および一本鎖ダイアボディ（N末端からC末端へと、抗体可
変領域-CH1／Fc領域-一本鎖ダイアボディとして配置されている）を含み、第2鎖は、Cカ
ッパ／ラムダ領域に連結された抗体可変領域を含む（図3Fを参照されたい）。
【０１７１】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc領域に連結さ
れた2つの抗体可変領域および2つのscFvを含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結さ
れた2つの抗体可変領域を含む。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質は第1、第2、第3および第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／
Fc領域に連結された2つの抗体可変領域および2つのscFv（N末端からC末端へと、抗体可変
領域-抗体可変領域-CH1／Fc領域-scFv-scFvとして配置されている）を含み、第2鎖は、C
カッパ／ラムダ領域に連結された2つの抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域（N末端
からC末端へと、抗体可変領域-抗体可変領域-Cカッパ／ラムダとして配置されている）を
含む（図4Bを参照されたい）。
【０１７２】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1領域に連結された
2つのscFvを含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結された2つのscFvを含む。特定の
実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、第2、第3
および第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1領域に連結された2つのscFv（N末端からC
末端へと、scFv-scFv-CH1として配置されている）を含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領
域に連結された2つのscFv（N末端からC末端へと、scFv-scFv-Cカッパ／ラムダとして配置
されている）を含む（図5Bを参照されたい）。
【０１７３】
　特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は第1、
第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は、CH1／Fc領域に連結された2つの抗体
可変領域を含み、第2鎖は、Cカッパ／ラムダ領域に連結された2つの抗体可変領域を含む
。
【０１７４】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：scFv-抗体可変領域-Cカッパ／ラムダでCカッパ／ラムダ領域に連結されたscFvおよび抗
体可変領域を含み、第2鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：抗体可変領域-CH1／Fc
領域でCH1／Fc領域に連結された抗体可変領域を含む（図4Dを参照されたい）。
【０１７５】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：scFv-抗体可変領域-CH1領域でCH1領域に連結されたscFvおよび抗体可変領域を含み、第
2鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：抗体可変領域-Cカッパ／ラムダ領域でCカッパ
／ラムダ領域に連結された抗体可変領域を含む（図4Fを参照されたい）。
【０１７６】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：scFv-抗体可変領域-Cカッパ／ラムダでCカッパ／ラムダ領域に連結されたscFvおよび抗
体可変領域を含み、第2鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：scFv-抗体可変領域-CH1
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／Fc領域-scFv-scFvでCH1／Fc領域に連結された3つのscFvおよび抗体可変領域を含む（図
4Jを参照されたい）。
【０１７７】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：scFv-抗体可変領域-Cカッパ／ラムダでCカッパ／ラムダ領域に連結されたscFvおよび抗
体可変領域を含み、第2鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：scFv-抗体可変領域-CH1
／Fc領域-scFvでCH1／Fc領域に連結された2つのscFvおよび抗体可変領域を含む（図4Kを
参照されたい）。
【０１７８】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：抗体可変領域（VL2）-第1 Cカッパ／ラムダ-抗体可変領域（VL1）-第2 Cカッパ／ラム
ダで2つの抗体軽鎖可変領域および2つのCカッパ／ラムダ領域を含み、第2鎖は、N末端か
らC末端へと、以下の配向：抗体可変領域（VH2）-第1 CH1-抗体可変領域（VH1）-第2 CH1
-Fc領域で2つの抗体重鎖可変領域、2つのCH1およびFc領域を含む（図4Nを参照されたい）
。
【０１７９】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：抗体重鎖可変領域（VH2）-CH1-抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダで抗体重鎖
可変領域、CH1、抗体軽鎖可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含み、第2鎖は、N末端か
らC末端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダ-抗体重鎖可変領
域（VH1）-CH1-Fc領域で抗体軽鎖可変領域、Cカッパ／ラムダ、抗体重鎖可変領域、CH1お
よびFc領域を含む（図4Pを参照されたい）。
【０１８０】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向
：抗体重鎖可変領域（VH2）-CH1-抗体可変領域（VH1）-CH1で2つの抗体可変重鎖領域およ
び2つのCH1ドメインを含み、第2鎖は、2つの抗体軽鎖可変領域、2つのCカッパ／ラムダ領
域およびFc領域（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ
／ラムダ-抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダ-Fc領域で配置されている）を含む
（図4Rを参照されたい）。
【０１８１】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3または第4鎖を含み、第1鎖は、抗体重鎖可変領域、CH1、抗体軽鎖
可変領域およびCカッパ／ラムダ（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体重鎖可変領域
（VH2）-CH1-抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダで配置されている）を含み、第2
鎖は、抗体軽鎖可変領域、Cカッパ／ラムダ、抗体可変重鎖、CH1およびFc領域（N末端か
らC末端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダ-抗体重鎖可変領
域（VH1）-CH1-Fc領域で配置されている）を含む（図4Tを参照されたい）。
【０１８２】
　他の実施形態においては、本発明はまた、第1鎖が抗体重鎖可変領域およびCH1ドメイン
（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体重鎖可変領域-CH1で配置されている）を含み、
第2鎖が抗体軽鎖可変領域、Cカッパ／ラムダおよびFc領域（N末端からC末端へと、以下の
配向：抗体軽鎖可変領域-Cカッパ／ラムダ-Fc領域で配置されている）を含む、少なくと
も第1、第2、第3または第4ポリペプチド鎖を含む逆転抗体を含む（図4Vを参照されたい）
。
【０１８３】
　いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性ポリペプチドは
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、本出願において提供されている図面のいずれかにおける構造形態を含む。いくつかの実
施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、本出願において
提供されている図面のいずれかにおける構造形態を含む。いくつかの実施形態においては
、本発明のベクターは、本出願において提供されている図面のいずれかにおける構造形態
を含む。
【０１８４】
　D.10.　6本鎖多重特異性エピトープ結合性タンパク質集合体
　以下の節においては、6本のポリペプチド鎖を含む本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の構築（集合）および配向を説明する。
【０１８５】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、第1、
および／または第2、および／または第3、および／または第4、および／または第5、およ
び／または第6のポリペプチド鎖を含み、ここで、第1、および／または第2、および／ま
たは第3、および／または第4、および／または第5、および／または第6ポリペプチド鎖は
、1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープ結合性ドメインに連結されたCH1
およびFc領域（本明細書においては一緒にして「CH1／Fc領域」とも称される）またはCカ
ッパ／ラムダ領域を含む。本発明のタンパク質は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体の可
変領域または当技術分野で公知の他の公知エピトープ結合性ドメインでありうるエピトー
プ結合性ドメインを含む。
【０１８６】
　1つの実施形態においては、CH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域および該エピトー
プ結合性ドメインは多数の異なる配向で互いに連結されうる。1つの実施形態においては
、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のC末端に連結
されている。他の実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域また
はCカッパ／ラムダ領域のN末端に連結されている。他の実施形態においては、該エピトー
プ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはCカッパ／ラムダ領域のN末端またはC末端に連結さ
れている。他の実施形態においては、該エピトープ結合性ドメインはCH1／Fc領域またはC
カッパ／ラムダ領域のN末端およびC末端の両方に連結されている。
【０１８７】
　他の実施形態においては、4本の鎖を含む多重特異性エピトープ結合性タンパク質のFc
領域はCH1ドメインに結合していない。他の実施形態においては、6本の鎖を含む多重特異
性エピトープ結合性タンパク質のFc領域はCカッパ／ラムダ領域に結合している。
【０１８８】
　D.11.　6本鎖多重特異性エピトープ結合性タンパク質の特定の実施形態
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3、第4、第5または第6鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、
以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダで抗体軽鎖可変領域およびCカッ
パ／ラムダ領域を含み、第2鎖は、抗体軽鎖可変領域およびCカッパ／ラムダ（N末端からC
末端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダで配置されている）
を含み、第3鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：抗体可変領域（VH2）-第1 CH1-抗
体可変領域（VH1）-第2 CH1-Fc領域で2つの抗体重鎖可変領域、2つのCH1およびFc領域を
含む（図4MおよびNを参照されたい）。
【０１８９】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3、第4、第5または第6鎖を含み、第1鎖は、抗体重鎖可変領域およ
びCH1（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体重鎖可変領域（VH2）-CH1で配置されてい
る）を含み、第2鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカ
ッパ／ラムダで抗体軽鎖可変領域およびCカッパ／ラムダを含み、第3鎖は、N末端からC末
端へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダ-抗体重鎖可変領域（VH
1）-CH1-Fc領域で抗体軽鎖可変領域、Cカッパ／ラムダ、抗体重鎖可変領域、CH1およびFc
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領域を含む（図4OおよびPを参照されたい）。
【０１９０】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3、第4、第5または第6鎖を含み、第1鎖は、N末端からC末端へと、
以下の配向：抗体重鎖可変領域（VH2）-CH1で抗体重鎖可変領域およびCH1を含み、第2鎖
は、抗体重鎖可変領域およびCH1（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体重鎖可変領域
（VH1）-CH1で配置されている）を含み、第3鎖は、N末端からC末端へと、以下の配向：抗
体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダ-抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダ-Fc
領域で2つの抗体軽鎖可変領域、2つのCカッパ／ラムダおよびFc領域を含む（図4QおよびR
を参照されたい）。
【０１９１】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は少
なくとも第1、第2、第3、第4、第5または第6鎖を含み、第1鎖は抗体重鎖可変領域およびC
H1（N末端からC末端へと、以下の配向：抗体重鎖可変領域（VH2）-CH1で配置されている
）を含み、第2鎖は抗体軽鎖可変領域およびCカッパ／ラムダ（N末端からC末端へと、以下
の配向：抗体軽鎖可変領域（VL1）-Cカッパ／ラムダで配置されている）を含み、第3鎖は
抗体軽鎖可変領域、Cカッパ／ラムダ、抗体可変重鎖、CH1およびFc領域（N末端からC末端
へと、以下の配向：抗体軽鎖可変領域（VL2）-Cカッパ／ラムダ-抗体重鎖可変領域（VH1
）-CH1-Fc領域で配置されている）を含む（図4SおよびTを参照されたい）。
【０１９２】
　IgG1分子に連結されたFabドメインを含む単一特異性多価抗体は2001年3月20日付け出願
のPCT公開WO 01/77342に記載されている。いくつかの実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、IgG1分子に連結されたFabドメインを含まない。
いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、Fc
領域にN末端において連結されたFabを含まない。他の実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、IgG1分子に連結された少なくとも1つまたはそれ
以上のFabドメインを含まない。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は、IgG1分子に連結された同一Fabを含まない。他の実施形態におい
ては、多重特異性エピトープは、IgG1分子に連結されたFabを含まず、ここで、該Fabは、
該IgG1分子と同一の抗体可変領域を含む。いくつかの実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、IgG1分子に連結された少なくとも1つのFabを含み
、ここで、該FabおよびIgG1は同じ結合特異性を有さない。いくつかの実施形態において
は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、IgG1分子のFc領域にC末端にお
いて連結された少なくとも1つのFabを含む。いくつかの実施形態においては、本発明のタ
ンパク質は、2001年3月20日付け出願のPCT公開WO 01/77342に記載されている。
【０１９３】
　E．多重特異性エピトープ結合性タンパク質の構築に関する特定の実施形態
　いくつかの実施形態においては、本発明のタンパク質は、以下のものからの少なくとも
1つのエピトープ結合性ドメイン、または結合に関して以下のものからのエピトープ結合
性ドメインと競合するエピトープ結合性ドメインを含む：アバゴボマブ（abagovomab）、
アバタセプト（abatacept）（ORENCIA（登録商標）としても公知である）、アブシキマブ
（abciximab）（REOPRO（登録商標）、c7E3 Fab）、アダリムマブ（adalimumab）（HUMIR
A（登録商標）としても公知である）、アデカツムマブ（adecatumumab）、アレムツズマ
ブ（alemtuzumab）（CAMPATH（登録商標）、MabCampathまたはCampath-1Hとしても公知で
ある）、アルツモマブ（altumomab）、アフェリモマブ（afelimomab）、アナツモマブ・
マフェナトックス（anatumomab mafenatox）、アネツムマブ（anetumumab）、アンルキズ
マブ（anrukizumab）、アポリズマブ（apolizumab）、アルシツモマブ（arcitumomab）、
アセリズマブ（aselizumab）、アトリズマブ（atlizumab）、アトロリムマブ（atorolimu
mab）、バピネウズマブ（bapineuzumab）、バシリキシマブ（basiliximab）（SIMULECT（
登録商標）としても公知である）、バビツキシマブ（bavituximab）、ベクツモマブ（bec
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tumomab）（LYMPHOSCAN（登録商標）としても公知である）、ベリムマブ（belimumab）（
LYMPHO-STAT-B（登録商標）)、ベルチリムマブ（bertilimumab）、ベシレソマブ（besile
somab）、ベバシズマブ（bevacizumab）（AVASTIN（登録商標）としても公知である）、
ビシロマブ・ブラロバルビタール（biciromab brallobarbital）、ビバツズマブ・メルタ
ンシン（bivatuzumab mertansine）、カンパス（campath）、カナキヌマブ（canakinumab
）（ACZ885としても公知である）、カンツズマブ・メルタンシン（cantuzumab mertansin
e）、カプロマブ（capromab）（PROSTASCINT（登録商標）としても公知である）、カツマ
キソマブ（catumaxomab）（REMOVAB（登録商標）としても公知である）、セデリズマブ（
cedelizumab）（CIMZIA（登録商標）としても公知である）、セルトリズマブ・ペゴール
（certolizumab pegol）、セツキシマブ（cetuximab）（ERBITUX（登録商標）としても公
知である）、クレノリキシマブ（clenoliximab）、ダセツズマブ（dacetuzumab）、ダク
リキシマブ（dacliximab）、ダクリズマブ（daclizumab）（ZENAPAX（登録商標）として
も公知である）、デノスマブ（denosumab）（AMG 162としても公知である）、デツモマブ
（detumomab）、ドルリモマブ・アリトクス（dorlimomab aritox）、ドルリキシズマブ（
dorlixizumab）、ダンツムマブ（duntumumab）、ドゥリムルマブ（durimulumab）、ドゥ
ルムルマブ（durmulumab）、エクロメキシマブ（ecromeximab）、エクリズマブ（eculizu
mab）（SOLIRIS（登録商標）としても公知である）、エドバコマブ（edobacomab）、エド
レコロマブ（edrecolomab）（Mab17-1A、PANOREX（登録商標）としても公知である）、エ
ファリズマブ（efalizumab）（RAPTIVA（登録商標）としても公知である）、エフングマ
ブ（efungumab）（MYCOGRAB（登録商標）としても公知である）、エルシリモマブ（elsil
imomab）、エンリモマブ・ペゴール（enlimomab pegol）、エピツモマブ・シツキセタン
（epitumomab cituxetan）、エファリズマブ（efalizumab）、エピツモマブ（epitumomab
）、エプラツズマブ（epratuzumab）、エルリズマブ（erlizumab）、エルツマキソマブ（
ertumaxomab）（REXOMUN（登録商標））、エタネルセプト（etanercept）（ENBREL（登録
商標）としても公知である）、エタラシズマブ（etaracizumab）（エタラツズマブ（etar
atuzumab）、VITAXIN（登録商標）、ABEGRIN（商標））、エクスビビルマブ（exbiviruma
b）、ファノレソマブ（fanolesomab）（NEUTROSPEC（登録商標）としても公知である）、
ファラリモマブ（faralimomab）、フェルビズマブ（felvizumab）、フォントリズマブ（f
ontolizumab）（HUZAF（登録商標）としても公知である）、ガリキシマブ（galiximab）
、ガンテネルマブ（gantenerumab）、ガビリモマブ（gavilimomab）（ABX-CBL（登録商標
）としても公知である）、ゲンツズマブ・オゾガミシン（gemtuzumab ozogamicin）（MYL
OTARG（登録商標）としても公知である）、ゴリムマブ（golimumab）（CNTO 148としても
公知である）、ゴミリキシマブ（gomiliximab）、イバリズマブ（ibalizumab）（TNX-355
としても公知である）、イブリツモマブ・チウキセタン（ibritumomab tiuxetan）（ZEVA
LIN（登録商標）としても公知である）、イゴボマブ（igovomab）、インシロマブ（imcir
omab）、インフリキシマブ（infliximab）（REMICADE（登録商標）としても公知である）
、イノリモマブ（inolimomab）、イノツズマブ・オゾガミシン（inotuzumab ozogamicin
）、イピリムマブ（ipilimumab）（MDX-010、MDX-101としても公知である）、イラツムマ
ブ（iratumumab）、ケリキシマブ（keliximab）、ラベツズマブ（labetuzumab）、レマレ
ソマブ（lemalesomab）、レブリリズマブ（lebrilizumab）、レルデリムマブ（lerdelimu
mab）、レキサツムマブ（lexatumumab）（HGS-ETR2、ETR2-ST01としても公知である）、
レキシツムマブ（lexitumumab）、リビビルマブ（libivirumab）、リンツズマブ（lintuz
umab）、ルカツムマブ（lucatumumab）、ルミリキシマブ（lumiliximab）、マパツムマブ
（mapatumumab）（HGS-ETR1、TRM-1としても公知である）、マスリモマブ（maslimomab）
、マツズマブ（matuzumab）（EMD72000としても公知である）、メポリズマブ（mepolizum
ab）（BOSATRIA（登録商標）としても公知である）、メテリムマブ（metelimumab）、ミ
ラツズマブ（milatuzumab）、ミンレツモマブ（minretumomab）、ミツモマブ（mitumomab
）、モロリムマブ（morolimumab）、モタビズマブ（motavizumab）（NUMAX（商標）とし
ても公知である）、ムロモナブ（muromonab）（OKT3としても公知である）、ナコロマブ
・タフェナトクス（nacolomab tafenatox）、ナプツモマブ・エスタフェナトクス（naptu
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momab estafenatox）、ナタリズマブ（natalizumab）（TYSABRI（登録商標）、ANTEGREN
（登録商標）としても公知である）、ネバクマブ（nebacumab）、ネレリモマブ（nerelim
omab）、ニモツズマブ（nimotuzumab）（THERACIM hR3（登録商標）、THERA-CIM-hR3（登
録商標）、THERALOC（登録商標）としても公知である）、ノフェツモマブ・メルペンタン
（nofetumomab merpentan）（VERLUMA（登録商標）としても公知である）、オクレリズマ
ブ（ocrelizumab）、オデュリモマブ（odulimomab）、オファツムマブ（ofatumumab）、
オマリズマブ（omalizumab）（XOLAIR（登録商標）としても公知である）、オレゴボマブ
（oregovomab）（OVAREX（登録商標）としても公知である）、オテリキシズマブ（otelix
izumab）、パジバキシマブ（pagibaximab）、パリビズマブ（palivizumab）（SYNAGIS（
登録商標）としても公知である）、パニツムマブ（panitumumab）（ABX-EGF、VECTIBIX（
登録商標）としても公知である）、パスコリズマブ（pascolizumab）、ペンツモマブ（pe
mtumomab）（THERAGYN（登録商標）としても公知である）、ペルツズマブ（pertuzumab）
（2C4、OMNITARG（登録商標）としても公知である）、ペキセリズマブ（pexelizumab）、
ピンツモマブ（pintumomab）、プリリキシマブ（priliximab）、プリツムマブ（pritumum
ab）、ラニビズマブ（ranibizumab）（LUCENTIS（登録商標）としても公知である）、ラ
キシバクマブ（raxibacumab）、レガビルマブ（regavirumab）、レスリズマブ（reslizum
ab）、リツキシマブ（rituximab）（RITUXAN（登録商標）、MabTHERA（登録商標）として
も公知である）、ロベリズマブ（rovelizumab）、ルプリズマブ（ruplizumab）、サツモ
マブ（satumomab）、セビルマブ（sevirumab）、シブロツズマブ（sibrotuzumab）、シプ
リズマブ（siplizumab）（MEDI-507としても公知である）、ソンツズマブ（sontuzumab）
、スタムルマブ（stamulumab）（MYO-029としても公知である）、スレソマブ（sulesomab
）（LEUKOSCAN（登録商標）としても公知である）、タカツズマブ・テトラキセタン（tac
atuzumab tetraxetan）、タドシズマブ（tadocizumab）、タリズマブ（talizumab）、タ
プリツモマブ・パプトクス（taplitumomab paptox）、テフィバズマブ（tefibazumab）（
AUREXIS（登録商標）としても公知である）、テリモマブ・アリトクス（telimomab arito
x）、テネリキシマブ（teneliximab）、テプリズマブ（teplizumab）、チシリムマブ（ti
cilimumab）、トシリズマブ（tocilizumab）（ACTEMRA（登録商標）としても公知である
）、トラリズマブ（toralizumab）、トシツモマブ（tositumomab）、トラスツズマブ（tr
astuzumab）（HERCEPTIN（登録商標）としても公知である）、トレメリムマブ（tremelim
umab）（CP-675,206としても公知である）、ツコツズマブ・セルモレウキン（tucotuzuma
b celmoleukin）、ツビルマブ（tuvirumab）、ウルトキサズマブ（urtoxazumab）、ウス
テキヌマブ（ustekinumab）（CNTO 1275としても公知である）、バパリキシマブ（vapali
ximab）、ベルツズマブ（veltuzumab）、ベパリモマブ（vepalimomab）、ビシリズマブ（
visilizumab）（NUVION（登録商標）としても公知である）、ボロシキシマブ（volocixim
ab）（M200としても公知である）、ボツムマブ（votumumab）（HUMASPECT（登録商標）と
しても公知である）、ザルツムマブ（zalutumumab）、ザノリムマブ（zanolimumab）（Hu
MAX-CD4としても公知である）、ジラリムマブ（ziralimumab）またはゾリモマブ・アリト
クス（zolimomab aritox）。
【０１９４】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、2
005年2月11日付け出願の米国特許出願公開番号20050215767および2004年11月26日付け出
願の米国特許出願公開番号20080014141（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書
に組み入れることとする）に開示されているエピトープ結合性タンパク質を含む少なくと
も1つのエピトープ結合性ドメインを含む。
【０１９５】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、前記の
抗体と同じ抗原に結合する少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを含む。
【０１９６】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、以下の
ものから選ばれる抗原に特異的に結合する少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを



(64) JP 2010-535032 A 2010.11.18

10

20

30

40

50

含む：PDGFRアルファ, PDGFRベータ, PDGF, VEGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C. VEGF-D, VE
GF-E, VEGF-F, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, FGF, FGF2, HGF, KDR, flt-1, FLK-1 Ang-2
, Ang-1, PLGF, CEA, CXCL13, Baff, IL-21, CCL21, TNF-アルファ, CXCL12, SDF-1, bFG
F, MAC-1, IL23p19, FPR, IGFBP4, CXCR3, TLR4, CXCR2, EphA2, EphA4, EphrinB2, EGFR
(ErbB1), HER2(ErbB2またはp185neu), HER3(ErbB3), HER4 ErbB4またはtyro2), SC1, LRP
5, LRP6, RAGE, Nav1.7, GLP1, RSV, RSV Fタンパク質, インフルエンザHAタンパク質, 
インフルエンザNAタンパク質, HMGB1, CD16, CD19, CD20, CD21, CD28, CD32, CD32b, CD
64, CD79, CD22, ICAM-1, FGFR1, FGFR2, HDGF, EphB4, GITR, β-アミロイド, hMPV, PI
V-1, PIV-2, OX40L, IGFBP3, cMet, PD-1, PLGF, ネプロリシン（Neprolysin）, CTD, IL
-18, IL-6, CXCL-13, IL-1R1, IL-15, IL-4R, IgE, PAI-1, NGF, EphA2, CEA, uPARt, DL
L-4, αvβ6, α5β1, インターフェロン受容体I型およびII型, CD19, ICOS, IL-17, 因
子II, Hsp90, IGF, CD19, GM-CSFR, PIV-3, CMV, IL-13, IL-9ならびにEBV。
【０１９７】
　他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、TNFス
ーパーファミリーのメンバー（受容体またはリガンド）に特異的に結合する少なくとも1
つのエピトープ結合性ドメインを含む。種々の分子には、限定的なものではないが以下の
ものが含まれる：腫瘍壊死因子（「TNFアルファ」）、腫瘍壊死因子ベータ（「TNF-ベー
タ」）、リンホトキシン-アルファ（「LT-アルファ」）、CD30リガンド、CD27リガンド、
CD40リガンド、4-1 BBリガンド、Apo-1リガンド（FasリガンドまたはCD95リガンドとも称
される）、Apo-2リガンド（TRAILとも称される）、Apo-3リガンド（TWEAKとも称される）
、オステオプロテゲリン（OPG）、APRIL、RANKリガンド（TRANCEとも称される）、TALL-1
（BlyS、BAFFまたはTHANKとも称される）、DR4、DR5（Apo-2、TRAIL-R2、TR6、Tango-63
、hAPO8、TRICK2またはKILLERとしても公知である）、DR6、DcR1、DcR2、DcR3（TR6また
はM68としても公知である）、CAR1、HVEM（ATARまたはTR2としても公知である）、GITR、
ZTNFR-5、NTR-1、TNFL1、CD30、LTBr、4-1BB受容体およびTR9。
【０１９８】
　もう1つの実施形態においては、本発明の結合性タンパク質は、以下のものよりなる群
から選ばれる1以上の標的に結合しうる：5T4, ABL, ABCFl, ACVRl, ACVRlB, ACVR2, ACVR
2B, ACVRLl, ADORA2A, アグレカン（Aggrecan）, AGR2, AICDA, AIFI, AIGl, AKAPl, AKA
P2, AMH, AMHR2, ANGPTl, ANGPT2, ANGPTL3, ANGPTL4, ANPEP, APC, APOCl, AR, アロマ
ターゼ, ATX, AXl, AZGPl (亜鉛-a-糖タンパク質), B7.1, B7.2, B7-H1, BAD, BAFF, BAG
l, BAIl, BCR, BCL2, BCL6, BDNF, BLNK, BLRl (MDR15), BIyS, BMPl, BMP2, BMP3B (GDF
lO), BMP4, BMP6, BMP8, BMPRlA, BMPRlB, BMPR2, BPAGl (プレクチン), BRCAl, C19orfl
O (IL27w), C3, C4A, C5, C5R1, CANTl, CASPl, CASP4, CAVl, CCBP2 (D6 / JAB61), CCL
l (1-309), CCLI l (エオタキシン), CCL13 (MCP-4), CCL15 (MIP-Id), CCL16 (HCC-4), 
CCL17 (TARC), CCL18 (PARC), CCL19 (MIP-3b), CCL2 (MCP-1), MCAF, CCL20 (MIP-3a), 
CCL21 (MEP-2), SLC, エキソデュス（exodus）-2, CCL22(MDC / STC-I), CCL23 (MPIF-I)
, CCL24 (MPIF-2 / エオタキシン-2), CCL25 (TECK), CCL26(エオタキシン-3), CCL27 (C
TACK / ILC), CCL28, CCL3 (MIP-Ia), CCL4 (MIP-Ib), CCL5(RANTES), CCL7 (MCP-3), CC
L8 (mcp-2), CCNAl, CCNA2, CCNDl, CCNEl, CCNE2, CCRl (CKRl / HM145), CCR2 (mcp-lR
B / RA),CCR3 (CKR3 / CMKBR3), CCR4, CCR5(CMKBR5 / ChemR13), CCR6 (CMKBR6 / CKR-L
3 / STRL22 / DRY6), CCR7 (CKR7 / EBIl),CCR8 (CMKBR8 / TERl / CKR-Ll), CCR9 (GPR-
9-6), CCRLl (VSHKl), CCRL2 (L-CCR),CD164, CD19, CDlC, CD20, CD200, CD-22, CD24, 
CD28, CD3, CD33, CD35, CD37, CD38, CD3E, CD3G,CD3Z, CD4, CD40, CD40L, CD44, CD45
RB, CD52, CD69, CD72, CD74, CD79A, CD79B, CD8, CD80, CD81, CD83, CD86, CD137, CD
Hl (E-カドヘリン), CDHlO, CDH12, CDH13, CDH18, CDH19, CDH20, CDH5, CDH7, CDH8, C
DH9, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7, CDK9, CDKNlA (p21Wapl/Cipl), CDKNlB (p2
7Kipl), CDKNlC, CDKN2A (pl6INK4a), CDKN2B, CDKN2C, CDKN3, CEBPB, CERl, CHGA, CHG
B, キチナーゼ, CHSTlO, CKLFSF2, CKLFSF3, CKLFSF4, CKLFSF5, CKLFSF6, CKLFSF7, CKL
FSF8, CLDN3, CLDN7 (クラウジン（claudin）-7), CLN3, CLU (クラステリン（clusterin
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）), CMKLRl, CMKORl (RDCl), CNRl, COL18A1, COLlAl, COL4A3, COL6A1, CR2, クリプト
（Cripto）, CRP, CSFl (M-CSF), CSF2 (GM-CSF), CSF3 (GCSF), CTLA4, CTL8, CTNNBl (
b-カテニン), CTSB (カテプシンB), CX3CL1 (SCYDl), CX3CR1 (V28), CXCLl(GROl), CXCL
lO (IP-IO), CXCLIl (I-TAC / IP-9), CXCL12 (SDFl), CXCL13, CXCL14, CXCL16, CXCL2 
(GRO2), CXCL3 (GRO3), CXCL5 (ENA-78 / LIX), CXCL6 (GCP-2), CXCL9 (MIG), CXCR3 (G
PR9/CKR-L2), CXCR4, CXCR6 (TYMSTR /STRL33 / ボンゾ(Bonzo)), CYB5, CYCl, CYSLTRl,
 DAB2IP, DES, DKFZp451J0118, DNCLl, DPP4, E2F1, ECGFl, EDGl, EFNAl, EFNA3, EFNB2
, EGF, EGFR, ELAC2, ENG, ENOl, ENO2, ENO3, EPHA1, EPHA2, EPHA3, EPHA4, EPHA5, EP
HA6, EPHA7, EPHA8, EPHA9, EPHA10, EPHB1, EPHB2, EPHB3, EPHB4, EPHB5, EPHB6, EPHR
IN-A1, EPHRIN-A2, EPHRIN-A3, EPHRIN-A4, EPHRIN-A5, EPHRIN-A6, EPHRIN-B1, EPHRIN-
B2, EPHRIN-B3, EPHB4, EPG, ERBB2 (Her-2), EREG, ERK8, エストロゲン受容体, ESRl, 
ESR2, F3 (TF), FADD, ファルネシルトランスフェラーゼ, FasL, FASNf, FCERlA, FCER2,
 FCGR3A, FGF, FGFl (aFGF), FGFlO, FGFl 1, FGF12, FGF12B, FGF13, FGF14, FGF16, FG
F17, FGF18, FGF19, FGF2 (bFGF), FGF20, FGF21, FGF22, FGF23, FGF3 (int-2), FGF4 (
HST), FGF5, FGF6 (HST-2), FGF7 (KGF), FGF8, FGF9, FGFR3, FIGF (VEGFD), FILl(EPSI
LON), FBLl(ZETA), FLJ12584, FLJ25530, FLRTl (フィブロネクチン), FLTl, FLT-3, FOS
, FOSLl (FRA-I), FY (DARC), GABRP (GABAa), GAGEBl, GAGECl, GALNAC4S-6ST, GATA3, 
GD2, GDF5, GFIl, GGTl, GM-CSF, GNASl, GNRHl, GPR2 (CCRlO), GPR31, GPR44, GPR81 (
FKSG80), GRCClO (ClO), GRP, GSN (ゲルゾリン), GSTPl , HAVCR2, HDAC, HDAC4, HDAC5
, HDAC7A, HDAC9, ヘッジホッグ, HGF, HIFlA, HIPl, ヒスタミンおよびヒスタミン受容
体, HLA-A, HLA-DRA, HM74, HMOXl, HSP90, HUMCYT2A, ICEBERG, ICOSL, ID2, IFN-a, IF
NAl, IFNA2, IFNA4, IFNA5, EFNA6, BFNA7, IFNBl, IFNガンマ, IFNWl, IGBPl, IGFl, IG
FlR, IGF2, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP6, DL-I, ILlO, ILlORA, ILlORB, IL-l, IL1R1 (CD12
1a), IL1R2(CD121b), IL-lRA, IL-2, IL2RA (CD25), IL2RB(CD122), IL2RG(CD132), IL-4
, IL-4R(CD123), IL-5, IL5RA(CD125), IL3RB(CD131), IL-6, IL6RA (CD126), IR6RB(CD1
30), IL-7, IL7RA(CD127), IL-8, CXCR1 (IL8RA), CXCR2 (IL8RB/CD128), IL-9, IL9R (C
D129), IL-10, IL10RA(CD210), IL10RB(CDW210B), IL-11, IL11RA, IL-12, IL-12A, IL-1
2B, IL-12RB1, IL-12RB2, IL-13, IL13RA1, IL13RA2, IL14, IL15, IL15RA, 1L16, IL17,
 IL17A, IL17B, IL17C, IL17R, IL18, IL18BP, IL18R1, IL18RAP, IL19, ILIA, ILlB, IL
1F10, IL1F5, IL1F6, IL1F7, IL1F8, DL1F9, ILlHYl, ILlRl, IL1R2, ILlRAP, ILlRAPLl,
 IL1RAPL2, IL1RL1, IL1RL2, ILlRN, IL2, IL20, IL20RA, IL21R, IL22, IL22R, IL22RA2
, IL23, DL24, IL25, IL26, IL27, IL28A, IL28B, IL29, IL2RA, IL2RB, IL2RG, IL3, IL
30, IL3RA, IL4,IL4R, IL6ST (糖タンパク質130), ILK, INHA, INHBA, INSL3, INSL4, IR
AKI, IRAK2, ITGAl, ITGA2, ITGA3, ITGA6 (α6インテグリン), ITGAV, ITGB3, ITGB4 (
β4インテグリン), JAGl, JAKl, JAK3, JTB, JUN, K6HF, KAIl, KDR, KITLG, KLF5 (GCボ
ックスBP), KLF6, KLKlO, KLK12, KLK13, KLK14, KLK15, KLK3, KLK4, KLK5, KLK6, KLK9
, KRTl, KRT19 (ケラチン19), KRT2A, KRTHB6(毛特異的II型ケラチン), LAMA5, LEP(レプ
チン), リンゴ（Lingo）-p75, リンゴ-Troy, LPS, LTA (TNF-b), LTB, LTB4R (GPR16), L
TB4R2, LTBR, MACMARCKS, MAGまたはOmgp, MAP2K7 (c-Jun), MCP-1, MDK, MIBl, ミドカ
イン（midkine）, MIF, MISRII, MJP-2, MK, MKI67 (Ki-67), MMP2, MMP9, MS4A1, MSMB,
 MT3 (メタロチオネクチン-UI), mTOR, MTSSl, MUCl (ムチン), MYC, MYD88, NCK2, ニュ
ーロカン（neurocan）, NFKBl, NFKB2, NGFB (NGF), NGFR, NgR-リンゴ, NgR-Nogo66 (ノ
ゴ(Nogo)), NgR-p75, NgR-Troy, NMEl (NM23A), NOTCH, NOTCH1, NOX5, NPPB, NROBl, NR
0B2, NRlDl, NR1D2, NR1H2, NR1H3, NR1H4, NR1I2, NR1I3, NR2C1, NR2C2, NR2E1, NR2E3
, NR2F1, NR2F2, NR2F6, NR3C1, NR3C2, NR4A1, NR4A2, NR4A3, NR5A1, NR5A2, NR6A1, N
RPl, NRP2, NT5E, NTN4, ODZl, OPRDl, P2RX7, PAP, PARTl, PATE, PAWR, PCA3, PCDGF, 
PCNA, PDGFA, PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PECAMl, peg-アスパラギナーゼ, PF4 (CXCL4), P
GF, PGR, ホスファカン(phosphacan), PIAS2, PI3キナーゼ, PIK3CG, PLAU (uPA), PLG, 
PLXDCl, PKC, PKC-ベータ, PPBP (CXCL7), PPID, PRl, PRKCQ, PRKDl, PRL, PROC, PROK2
, PSAP, PSCA, PTAFR, PTEN, PTGS2 (COX-2), PTN, RAC2 (P21Rac2), RANK, RANKリガン
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ド, RARB, RGSl, RGS13, RGS3, RNFIlO (ZNF144), Ron, ROBO2, RXR, S100A2, SCGB 1D2 
(リポフィリンB), SCGB2A1 (マンマグロビン2), SCGB2A2 (マンマグロビン1), SCYEl (内
皮単球活性化サイトカイン), SDF2,SERPENA1, SERPINA3, SERPINB5 (マスピン(maspin)),
 SERPINEl (PAI-I), SERPINFl, SHIP-1, SHIP-2, SHB1, SHB2, SHBG, SfcAZ, SLC2A2, SL
C33A1, SLC43A1, SLIT2, SPPl, SPRRlB (Sprl), ST6GAL1, STABl, STAT6, STEAP, STEAP2
, TB4R2, TBX21, TCPlO, TDGFl, TEK, TGFA, TGFBl, TGFBlIl, TGFB2,TGFB3, TGFBI, TGF
BRl, TGFBR2, TGFBR3, THlL, THBSl (トロンボスポンジン-1), THBS2,THBS4, THPO, TIE 
(Tie-1), TIMP3, 組織因子, TLRlO, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9,
 TNF, TNF-a, TNFAIP2 (B94), TNFAIP3, TNFRSFIlA, TNFRSFlA, TNFRSFlB, TNFRSF21, TN
FRSF5, TNFRSF6 (Fas), TNFRSF7, TNFRSF8, TNFRSF9, TNFSFlO (TRAIL), TNFSFl 1 (TRAN
CE), TNFSF12 (APO3L), TNFSF13 (April), TNFSF13B, TNFSF14 (HVEM-L), TNFSF15 (VEGI
), TNFSF18, TNFSF4 (OX40リガンド), TNFSF5 (CD40リガンド), TNFSF6 (FasL), TNFSF7 
(CD27リガンド), TNFSF8 (CD30リガンド), TNFSF9 (4-1BBリガンド), TOLLIP, Toll様受
容体, TOP2A (トポイソメラーゼIia), TP53, TPMl, TPM2, TRADD, TRAFl, TRAF2, TRAF3,
 TRAF4, TRAF5, TRAF6, TRKA, TREMl, TREM2, TRPC6, TSLP, TWEAK, チロシナーゼ, uPAR
, VEGF, VEGFB, VEGFC, ベルシカン（versican）, VHL C5, VLA-4, Wnt-1, XCLl (リンホ
タクチン(lymphotactin)), XCL2 (SCM-Ib), XCRl (GPR5 / CCXCRl), YYlならびにZFPM2。
【０１９９】
　F．本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の結合特性
　b．結合特異性
　本発明は、複数の結合部位を含むエピトープ結合性タンパク質を提供する。本発明のタ
ンパク質は、複数のエピトープ結合部位を含む2～4本のポリペプチド鎖を含む。そのよう
な複数のエピトープ結合部位は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術
分野で公知の他のエピトープ結合性ドメインからの結合性ドメインを含む。
【０２００】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同一
の結合特異性を有するscFvを含む（図1A挿入図fを参照されたい）。もう1つの実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非同一の結合特異性を有
するscFvを含む（図1A挿入図aを参照されたい）。もう1つの実施形態においては、本発明
の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他のscFvと同じ結合特異
性を有するscFvを含む（たとえば、図1A挿入図eを参照されたい）。もう1つの実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はscFvを含み、それらの少な
くとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同じ結合特異性を有する。もう1つの実
施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はscFvを含み、それ
らの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同じ結合特異性を有さない。も
う1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タ
ンパク質内の他のscFvと同じ抗原上の別のエピトープに特異的であるscFvを含む。もう1
つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパ
ク質内の別のscFvと同じ抗原上の別のエピトープに特異的である少なくとも1、2、3、4、
5、6、7、8またはそれ以上のscFvを含む。
【０２０１】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同一
の結合特異性を有する一本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非同一の結合特異性を有する一本鎖ダイ
アボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は、該タンパク質内の他の一本鎖ダイアボディと同じ結合特異性を有しうる一
本鎖ダイアボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は一本鎖ダイアボディを含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6
、7、8またはそれ以上は同じ結合特異性を有する。もう1つの実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は一本鎖ダイアボディを含み、それらの少な
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くとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同じ結合特異性を有さない。もう1つの
実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質
内の他の一本鎖ダイアボディと同じ抗原上の別のエピトープに特異的である一本鎖ダイア
ボディを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質は、該タンパク質内の別の一本鎖ダイアボディと同じ抗原上の別のエピトープに
特異的である少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の一本鎖ダイアボディを
含む。
【０２０２】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同一
の結合特異性を有する抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多
重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非同一の結合特異性を有する抗体可変領域を含
む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は
、該タンパク質内の他の抗体可変領域と同じ結合特異性を有しうる抗体可変領域を含む。
もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は抗体
可変領域を含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同じ結合
特異性を有する。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は抗体可変領域を含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそ
れ以上は同じ結合特異性を有さない。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他の可変領域と同じ抗原上の別のエ
ピトープに特異的である抗体可変領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の
多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の別の抗体可変領域と同じ抗
原上の別のエピトープに特異的である少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上
の抗体可変領域を含む。
【０２０３】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同一
の結合特異性を有する当技術分野で公知のエピトープ結合性領域を含む。もう1つの実施
形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非同一の結合特異
性を有する当技術分野で公知のエピトープ結合性領域を含む。もう1つの実施形態におい
ては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の当技術分野
で公知の他のエピトープ結合性領域と同じ結合特異性を有しうる当技術分野で公知のエピ
トープ結合性領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は当技術分野で公知のエピトープ結合性領域を含み、それらの少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同じ結合特異性を有する。もう1つの実施
形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は当技術分野で公知の
エピトープ結合性領域を含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以
上は同じ結合特異性を有さない。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の当技術分野で公知の他のエピトープ結合
性領域と同じ抗原上の別のエピトープに特異的である当技術分野で公知のエピトープ結合
性領域を含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質は、該タンパク質内の当技術分野で公知の別のエピトープ結合性領域と同じ抗原
上の別のエピトープに特異的である当技術分野で公知の少なくとも1、2、3、4、5、6、7
、8またはそれ以上のエピトープ結合性領域を含む。
【０２０４】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、scFv
、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメイ
ンよりなる群から選ばれる2以上のタイプのエピトープ結合性ドメインを含む。1つの実施
形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同一の結合特異性
を有する異なるエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非同一の結合特異性を有する異なるエピ
トープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
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トープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変
領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインと同じ結合特異性を有しうるsc
Fv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメ
インを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タン
パク質はscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ
結合性ドメインを含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上は同
じ結合特異性を有する。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ
結合性タンパク質はscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の
エピトープ結合性ドメインを含み、それらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそ
れ以上は同じ結合特異性を有さない。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗
体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインと同じ抗原上の別のエピ
トープに特異的であるscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知
のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の別のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗
体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインと同じ抗原上の別のエピ
トープに特異的である少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のscFv、一本鎖
ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む
。
【０２０５】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、エピ
トープに同時に結合しうるscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で
公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、エピトープに同時に結合しうる、非同一の結合特
異性を有するscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピト
ープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領
域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインと同じ結合特異性を有していても
有していなくてもよい、エピトープに同時に結合しうるscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体
可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形
態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はscFv、一本鎖ダイアボ
ディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含み、それら
の少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープは同時に結合される。
【０２０６】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、エピ
トープに連続的に結合しうるscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野
で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多
重特異性エピトープ結合性タンパク質は、エピトープに同時に結合しうる、非同一の結合
特異性を有するscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピ
トープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は、該タンパク質内の他のscFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変
領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインと同じ結合特異性を有していて
も有していなくてもよい、エピトープに連続的に結合しうるscFv、一本鎖ダイアボディ、
抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実
施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質はscFv、一本鎖ダイ
アボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知のエピトープ結合性ドメインを含み、そ
れらの少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上のエピトープは連続的に結合さ
れる。抗原に連続的に結合する種々のエピトープ結合性ドメインを得るために、1つの方
法は、特異的抗原に対するエピトープ結合性ドメインに関する結合（アフィニティ）およ
び／または解離定数の調節を利用する。結合および／または解離定数の値の調節は、当技
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術分野で受け入れられている公知の技術により行われうる。そのような結合および／また
は解離定数が改変されたドメインは、以下の節において表される値を示しうる。
【０２０７】
　F.1.　多重特異性エピトープ結合性タンパク質のアフィニティ
　本発明のエピトープ結合性タンパク質は、そのコグネイト抗原の1以上に対する高い結
合アフィニティを有しうる。例えば、本明細書に記載されているエピトープ結合性タンパ
ク質は、少なくとも2×105 M-1s-1、少なくとも5×105 M-1s-1、少なくとも106 M-1s-1、
少なくとも5×106 M-1s-1、少なくとも107 M-1s-1、少なくとも5×107 M-1s-1または少な
くとも108 M-1s-1の会合速度定数またはkon速度（エピトープ結合性タンパク質（EBP）+ 
抗原->EBP-Ag）を有する。
【０２０８】
　もう1つの実施形態においては、エピトープ結合性タンパク質は、5×10-1 s-1未満、10
-1 s-1未満、5×10-2 s-1未満、10-2 s-1未満、5×10-3 s-1未満、10-3 s-1未満、5×10-
4 s-1未満または10-4 s-1未満のkoff速度（EBP-Ag -> EBP + Ag）を有しうる。もう1つの
実施形態においては、エピトープ結合性タンパク質は、5×10-5 s-1未満、10-5 s-1未満
、5×10-6 s-1未満、10-6 s-1未満、5×10-7 s-1未満、10-7 s-1未満、5×10-8 s-1、10-
8 s-1未満、5×10-9 s-1、10-9 s-1未満または10-10 s-1未満のkoff速度（EBP-Ag -> EBP
 + Ag）を有しうる。
【０２０９】
　もう1つの実施形態においては、エピトープ結合性タンパク質は、少なくとも102 M-1、
少なくとも5×102 M-1、少なくともl03 M-1、少なくとも5×103 M-1、少なくとも104 M-1

、少なくとも5×104 M-1、少なくとも105 M-1、少なくとも5×105 M-1、少なくとも106 M
-1、少なくとも5×106 M-1、少なくとも107 M-1、少なくとも5×107 M-1、少なくとも108

 M-1、少なくとも5×108 M-1、少なくともl09 M-1、少なくとも5×l09 M-1、少なくとも1
010 M-1、少なくとも5×1010 M-1、少なくとも1011 M-1、少なくとも5×1011 M-1、少な
くとも1012 M-1、少なくとも5×1012 M-1、少なくとも1013 M-1、少なくとも5×l013 M-1

、少なくとも1014 M-1、少なくとも5×1014 M-1、少なくともl015 M-1または少なくとも5
×l015 M-1の結合（アフィニティ）定数またはKa (kon/koff)を有しうる。さらにもう1つ
の実施形態においては、エピトープ結合性タンパク質は、5×10-2 M未満、10-2 M未満、5
×l0-3 M未満、l0-3 M未満、5×10-4 M未満、10-4 M未満、5×10-5 M未満、10-5 M未満、
5×10-6 M未満、10-6 M未満、5×10-7 M未満、10-7 M未満、5×10-8 M未満、10-8 M未満
、5×l0-9 M未満、l0-9 M未満、5×10-10 M未満、10-10 M未満、5×10-11 M未満、10-11 
M未満、5×10-12 M未満、10-12 M未満、5×10-13 M未満、l0-13 M未満、5×10-14 M未満
、10-14 M未満、5×l0-15 Mまたはl0-15 M未満の解離定数またはKd (koff/kon)を有しう
る。
【０２１０】
　本明細書に記載されている方法に従い使用されるエピトープ結合性タンパク質は、本明
細書に記載されているまたは当業者に公知の方法（例えば、BIAcoreアッセイ、ELISA）（
Biacore International AB, Uppsala, Sweden）を用いた評価で3000 pM未満、2500 pM未
満、2000 pM未満、1500 pM未満、1000 pM未満、750 pM未満、500 pM未満、250 pM未満、2
00 pM未満、150 pM未満、100 pM未満、75 pM未満の解離定数（Kd）を有しうる。特定の実
施形態においては、本明細書に記載されている方法に従い使用されるエピトープ結合性タ
ンパク質は、本明細書に記載されているまたは当業者に公知の方法（例えば、BIAcoreア
ッセイ、ELISA）を用いた評価で25～3400 pM、25～3000 pM、25～2500 pM、25～2000 pM
、25～1500 pM、25～1000 pM、25～750 pM、25～500 pM、25～250 pM、25～100 pM、25～
75 pM、25～50 pMの解離定数（Kd）を有しうる。もう1つの実施形態においては、本明細
書に記載されている方法に従い使用されるエピトープ結合性タンパク質は、本明細書に記
載されているまたは当業者に公知の方法（例えば、BIAcoreアッセイ、ELISA）を用いた評
価で500 pM、100 pM、75 pMまたは50 pMの解離定数（Kd）を有しうる。
【０２１１】



(70) JP 2010-535032 A 2010.11.18

10

20

30

40

50

　F.2.　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の相対結合アフィニティ
　本発明は、単離された状態で示される機能性と同様に該タンパク質における機能性を保
持しうる複数のエピトープ結合性ドメインを含有するタンパク質を提供すると理解される
べきである（すなわち、該エピトープ結合性ドメインは、独立して発現または単離された
ドメインと比べて類似した、多重特異性エピトープ結合性タンパク質の部分としての特性
を示す）。例えば、エピトープYに特異的な単離されたscFvは、結合アフィニティ、アゴ
ニストまたはアンタゴニスト機能を含む特異的機能性プロファイルを示す。本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質内の結合性ドメインとして発現された同じscFvは、単
離されたscFvに類似した結合アフィニティおよび／またはアゴニストもしくはアンタゴニ
スト特性を示すと理解されるべきである。
【０２１２】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、scFv
、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ド
メインからの同じ単離された（該多重特異性タンパク質の他の成分を含有しない）エピト
ープ結合性ドメインより低い結合アフィニティを有する、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗
体可変領域または当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメインからのエピトープ結
合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結
合性タンパク質は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の
他のエピトープ結合性ドメインからの同じ単離された（該多重特異性タンパク質の他の成
分を含有しない）エピトープ結合性ドメインより高い結合アフィニティを有する、scFv、
一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメ
インからのエピトープ結合性ドメインを含む。もう1つの実施形態においては、本発明の
多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域ま
たは当技術分野で公知の他のエピトープ結合性ドメインからの対応する単離された（該多
重特異性タンパク質の他の成分を含有しない）エピトープ結合性ドメインと実質的に同じ
結合アフィニティを有する、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体可変領域または当技術分野
で公知の他のエピトープ結合性ドメインからのエピトープ結合性ドメインを含む。
【０２１３】
　結合アフィニティは、当技術分野で公知の多数の技術、例えばELISA、BiaCore（商標）
、KinExA（商標）、細胞表面受容体結合、結合アッセイの競合阻害により、常套的にアッ
セイされうる。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の結合アフィニティは、実施例10に記載されている技術によりアッセイされうる。も
う1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、実施例10に
記載されている技術により測定された場合に、単離された機能性結合性ドメインより低い
、特異性エピトープに対する結合アフィニティを示す。もう1つの実施形態においては、
該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、実施例10に記載されている技術により測定
された場合に、単離された機能性結合性ドメインより高い、特異性エピトープに対する結
合アフィニティを示す。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性
タンパク質は、実施例10に記載されている技術により測定された場合に、単離された機能
性結合性ドメインに類似した、特異性エピトープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１４】
　1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合
性ドメインは、当技術分野で公知のいずれかのアッセイにより測定された場合に、単離さ
れた同一の機能性エピトープ結合性ドメインのアフィニティと比べて99％未満、95％未満
、90％未満、80％未満、70％未満、60％未満、50％未満、40％未満、30％未満、20％未満
または10％未満の、特異性エピトープに対する結合アフィニティを示す。もう1つの実施
形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合性ドメインは
、実施例10に記載されている技術により測定された場合に、単離された同一の機能性結合
性ドメインのアフィニティと比べて99％未満、95％未満、90％未満、80％未満、70％未満
、60％未満、50％未満、40％未満、30％未満、20％未満または10％未満の、特異的エピト
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ープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１５】
　1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合
性ドメインは、当技術分野で公知のいずれかのアッセイにより測定された場合に、単離さ
れた同一の機能性結合性ドメインのアフィニティと比べて99％超、95％超、90％超、80％
超、70％超、60％超、50％超、40％超、30％超、20％超または10％超の、特異的エピトー
プに対する結合アフィニティを示す。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は、実施例10に記載されている技術により測定された場合に、単
離された同一の機能性結合性ドメインのアフィニティと比べて99％超、95％超、90％超、
80％超、70％超、60％超、50％超、40％超、30％超、20％超または10％超の、特異的エピ
トープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１６】
　結合アフィニティは、当技術分野で公知の多数の技術、例えばELISA、BiaCore（商標）
、KinExA（商標）、細胞表面受容体結合、結合アッセイの競合阻害により、常套的にアッ
セイされうる。特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の結合アフィニティは、実施例13～20のいずれかに記載されている技術によりアッセ
イされうる。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は、実施例13～20のいずれかに記載されている技術により測定された場合に、単離された
機能性エピトープ結合性ドメインより低い、特異的エピトープに対する結合アフィニティ
を示す。もう1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピ
トープ結合性ドメインは、実施例13～20のいずれかに記載されている技術により測定され
た場合に、単離された同一の機能性エピトープ結合性ドメインより高い、特異的エピトー
プに対する結合アフィニティを示す。もう1つの実施形態においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質のエピトープ結合性ドメインは、実施例13～20のいずれかに記載さ
れている技術により測定された場合に、単離された同一の機能性結合性ドメインに類似し
た、特異的エピトープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１７】
　もう1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ
結合性ドメインは、当技術分野で公知のいずれかのアッセイにより測定された場合に、単
離された同一の機能性エピトープ結合性ドメインのアフィニティと比べて99％未満、95％
未満、90％未満、80％未満、70％未満、60％未満、50％未満、40％未満、30％未満、20％
未満または10％未満の、特異的エピトープに対する結合アフィニティを示す。もう1つの
実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合性ドメイ
ンは、実施例13～20のいずれかに記載されている技術により測定された場合に、単離され
た同一の機能性エピトープ結合性ドメインのアフィニティと比べて99％未満、95％未満、
90％未満、80％未満、70％未満、60％未満、50％未満、40％未満、30％未満、20％未満ま
たは10％未満の、特異的エピトープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１８】
　1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質のエピトープ結合
性ドメインは、当技術分野で公知のいずれかのアッセイにより測定された場合に、単離さ
れた同一の機能性結合性ドメインのアフィニティと比べて99％超、95％超、90％超、80％
超、70％超、60％超、50％超、40％超、30％超、20％超または10％超の、特異的エピトー
プに対する結合アフィニティを示す。もう1つの実施形態においては、該多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は、実施例13～20のいずれかに記載されている技術により測定さ
れた場合に、単離された同一の機能性結合性ドメインのアフィニティと比べて99％超、95
％超、90％超、80％超、70％超、60％超、50％超、40％超、30％超、20％超または10％超
の、特異的エピトープに対する結合アフィニティを示す。
【０２１９】
　特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は3つのs
cFvを含み、ここで、最もN末端側のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合ア
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フィニティを有し、N末端から2番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合
アフィニティを有し、N末端から3番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結
合アフィニティを有する。
【０２２０】
　もう1つの特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は4つのscFvを含み、ここで、最もN末端側のscFvは、単離された同一の機能性scFvより
低い結合アフィニティを有するエピトープに結合し、N末端から2番目のscFvは、単離され
た同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエピトープに結合し、N末端から3
番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエピトー
プに結合し、N末端から3番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合アフィ
ニティを有するエピトープに結合し、N末端から4番目のscFvは、単離された同一の機能性
scFvより低い結合アフィニティを有するエピトープに結合する。
【０２２１】
　もう1つの特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性ポリペプ
チド鎖は、抗体鎖に連結された2つのscFvを含み、ここで、該抗体は、単離された同一の
機能性抗体に類似した結合アフィニティを有するエピトープに結合し、最もN末端側のscF
vは、単離された同一の機能性scFvより低いアフィニティを有するエピトープに結合し、N
末端から2番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低いアフィニティを有するエ
ピトープに結合する。
【０２２２】
　特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は2本の
ポリペプチド鎖を含み、第1鎖は2つのscFvを含み、ここで、最もN末端側のscFvは、単離
された同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエピトープに結合し、N末端
から2番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエ
ピトープに結合し、第2鎖は2つのscFvを含み、ここで、最もN末端側のscFvは、単離され
た同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエピトープに結合し、N末端から2
番目のscFvは、単離された同一の機能性scFvより低い結合アフィニティを有するエピトー
プに結合する。
【０２２３】
　もう1つの特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は、2つの抗体可変領域により形成される2つのエピトープ結合部位を含み、ここで、第
1抗原可変領域は、単離された同一の機能性抗原可変領域より低いアフィニティを有する
エピトープに結合し、第2抗原可変領域は、単離された同一の機能性抗原可変領域より低
いアフィニティを有するエピトープに結合する。
【０２２４】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選
択的に、細胞の表面上の異なる受容体に結合し、該受容体を阻害しうる（例えば、哺乳動
物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。1つの実施形態に
おいては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、少なくとも1、2
、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる細胞表面受容体に結合し、該受容体を阻害し
うる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitro
で）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は選択的に、細胞の表面上の異なる受容体に結合し、該受容体を活性化しうる（例えば、
哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。1つの実施
形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、少なくと
も1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる細胞表面受容体に結合し、該受容体を
活性化しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはi
n vitroで）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タン
パク質は選択的に、細胞の表面上の異なる受容体に結合し、該受容体を活性化または抑制
しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitr
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oで）。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選
択的に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる細胞表面受容体に結
合しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vi
troで）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は細胞の表面上の異なる受容体に同時に結合する（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）
においてin vivoで、および／またはin vitroで）。
【０２２５】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選
択的に、異なる可溶性リガンドに結合し、該リガンドを中和しうる（例えば、哺乳動物（
例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。1つの実施形態におい
ては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、少なくとも1、2、3
、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる可溶性リガンドに結合し、および／または該リ
ガンドを中和しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／
またはin vitroで）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結
合性タンパク質は選択的に、異なる可溶性リガンドに同時に結合しうる（例えば、哺乳動
物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。
【０２２６】
　もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選
択的に、異なる標的タンパク質に結合し、該標的タンパク質を抑制しうる（例えば、哺乳
動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。1つの実施形態
においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、少なくとも1
、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる標的タンパク質に結合し、該標的タンパ
ク質を抑制しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／ま
たはin vitroで）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質は選択的に、異なる標的タンパク質に結合し、該標的タンパク質を活性化し
うる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選
択的に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上の異なる標的タンパク質に結
合し、該標的タンパク質を活性化しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin
 vivoで、および／またはin vitroで）。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特
異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、異なる標的タンパク質に結合し、該標的タ
ンパク質を活性化または抑制しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin viv
oで、および／またはin vitroで）。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は選択的に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8またはそれ以上
の異なる標的タンパク質に結合し、該標的タンパク質を活性化または抑制しうる（例えば
、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）。もう1つ
の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は選択的に、異
なる標的タンパク質に同時に結合しうる（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin
 vivoで、および／またはin vitroで）。
【０２２７】
　G．本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質およびその製剤の使用
　本発明はまた、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する
。本発明はまた、癌、炎症および自己免疫疾患（これらに限定されるものではない）を含
む疾患、疾患の障害または障害に関連した1以上の症状の予防、診断、管理、治療または
改善のための、単独でのまたは他の両方と組合された本発明の多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の使用を含む。本発明はまた、単独でのまたは他の療法と組合された、癌、
炎症および自己免疫疾患（これらに限定されるものではない）を含む疾患、障害または感
染に関連した1以上の症状の予防、診断、管理、治療または改善のための、ある成分（例
えば、治療用物質または薬物）にコンジュゲート化または融合された本発明の多重特異性
エピトープ結合性タンパク質の使用を含む。
【０２２８】
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　多数の細胞型は種々の共通の表面抗原を発現し、そして、細胞の一定のサブセットを識
別するのは抗原の特異的組合せである。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
を使用して、他の無関係な細胞集団との交差反応を伴うことなく細胞の特異的サブセット
を標的化することが可能である。さらに、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は、非標的細胞集団上に存在する細胞表面抗原に結合する1～数個（2、3、4、5、6、7
、8、9、10個など）のエピトープ結合性ドメインを含むことが可能であるが、標的細胞集
団への有効レベルの結合（すなわち、治療的に有効なレベルの結合）をもたらすのは、エ
ピトープ結合性ドメインのセットの、組合されたアビディティである。言い換えると、該
エピトープ結合性ドメインの幾つかは、特定の細胞型の標的化を促進するよう関与し、こ
れは、個々の単離された（例えば、多重特異性タンパク質から単離された）ドメインの結
合によっては達成されず、また、多重特異性タンパク質の一部分としてではなく同じ細胞
にさらされた、全部ではない1以上（すなわち、サブセット）のエピトープ結合性ドメイ
ン（対照ペプチド）によっても達成されないであろう。各エピトープ結合性ドメインの相
対アビディティの寄与は、関心のある特異的細胞集団のみを標的化するよう適合化されう
ると予想される。そのようなアフィニティの改変は、当技術分野で受け入れられている技
術、例えばアフィニティ成熟、部位特異的突然変異誘発および当技術分野で公知の他の技
術により行われうる。また、各エピトープ結合性ドメインの相対アビディティの寄与は、
多重特異性エピトープ結合性タンパク質における該エピトープ結合性ドメインの相対的配
向を変化させることによっても改変されうると想定されうる。
【０２２９】
　したがって、本発明は、1つの実施形態においては、（例えば、哺乳動物（例えば、ヒ
ト）においてin vivoで、および／またはin vitroで）細胞集団を同定し、枯渇させ、モ
ジュレーション（例えば、活性化、抑制）するための、本発明の多重特異性エピトープ結
合性タンパク質の使用方法を提供する。1つの特定の実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、哺乳動物（例えば、ヒト）に投与された場合に、
正常組織（例えば、非癌組織または非罹患組織、すなわち、非標的組織）には有意には結
合しない。非標的組織への有意な結合の回避は1以上の非標的化細胞集団の枯渇、モジュ
レーション（活性化、抑制）を回避または最小化する。いくつかの実施形態においては、
in vitroでまたは哺乳動物（例えば、ヒト）に投与された場合に標的細胞集団に関して本
発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質により示されるアビディティの増加は、該
多重特異性エピトープ結合性タンパク質から単離されたエピトープ結合性ドメインの全部
ではなく1以上（すなわち、サブセット）を含む「対照エピトープ結合性タンパク質」と
比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍
、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少なくとも9倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、
少なくとも20倍または少なくとも25倍である。いくつかの実施形態においては、本発明の
多重特異性エピトープ結合性タンパク質により示されるアビディティの増加は、前記の「
対照エピトープ結合性タンパク質」に対して少なくとも5％、少なくとも10％、少なくと
も15％、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少なくと
も75％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％または少なくとも150％であ
る。
【０２３０】
　いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、
該多重特異性エピトープ結合性タンパク質から単離されたエピトープ結合性ドメインの全
部ではなく1以上（すなわち、サブセット）を含む対照エピトープ結合性タンパク質と比
べて、特定の抗原に対するアビディティの増加を示す。いくつかの実施形態においては、
本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質により示されるアビディティの増加は、
前記の対照エピトープ結合性タンパク質に対して少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なく
とも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少なくとも9
倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍または少なくとも25倍である。い
くつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質により示
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されるアビディティの増加は、前記の対照エピトープ結合性タンパク質に対して少なくと
も5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくと
も40％、少なくとも50％、少なくとも75％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくと
も95％または少なくとも150％である。
【０２３１】
　他の実施形態においては、X個（ここで、Xは1～20の任意の正の整数である）のエピト
ープ結合性ドメインを含む本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、対照エピ
トープ結合性タンパク質（限定的なものではないが例えば、抗体、他の多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質、scFvまたは一本鎖ダイアボディ）と比べて特定の抗原に対する（
in vitroでの、または哺乳動物（例えば、ヒト）に投与された場合の）アビディティの増
加を示し、ここで、該対照エピトープ結合性タンパク質は、X-Y個（ここで、XおよびYは1
～20の任意の正の整数であり、XはYより大きい）のエピトープ結合性ドメインを含み、該
対照エピトープ結合性ドメインタンパク質における少なくとも1つのエピトープ結合性ド
メインは、本発明のタンパク質に存在するエピトープ結合性ドメインと同じエピトープに
特異的である。言い換えると、本発明は、より多いまたはより少ないエピトープ結合性ド
メイン（ここで、少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインは、本発明のタンパク質と
共通の抗原に特異的である）を有する対照エピトープ結合性タンパク質と比べて増加した
、特定の標的に対するアビディティを有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質を提
供する。
【０２３２】
　多重特異性エピトープ結合性タンパク質におけるそのようなアビディティ変化は、動物
におけるそのような治療用タンパク質（例えば、第E節「多重特異性エピトープ結合性集
合体の特定の実施形態」に挙げられているいずれかの抗体の組合せ）の毒性の低減を可能
にする。本発明のタンパク質は、in vivoでの毒性を低減する「適合化（tailor-fit）」
されたアビディティおよび／またはアフィニティを示しうると理解される。したがって、
本発明はまた、対照エピトープ結合性タンパク質より低い毒性を動物において示す本発明
の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を提供する。また、本発明は、本明細書に記載
されている方法による本発明のタンパク質の毒性の低減方法も提供すると理解される。
【０２３３】
　また、アビディティ変化は、容易に利用可能なin vitro法、例えば機能アッセイ（限定
的なものではないが、サイトカイン発現／遊離／結合、遺伝子発現、形態学的変化、走化
性、カルシウム流動などを含む）、BIAcoreにより測定される結合測定、または対照エピ
トープ結合性ドメインタンパク質を使用するKinExa測定により評価されうると理解される
。いくつかの実施形態においては、対照エピトープ結合性タンパク質は本発明のタンパク
質からのエピトープ結合性ドメインのサブセットを含有しうる。他の実施形態においては
、対照エピトープ結合性タンパク質は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
からの少なくとも1つまたはそれ以上の単離されたエピトープ結合性ドメインを含みうる
。例えば、8つのエピトープ結合性ドメインを含有する本発明のタンパク質の場合、対照
エピトープ結合性タンパク質は1、2、3、4、5、6または7つのエピトープ結合性ドメイン
を含むことが可能であり、少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインは、本発明のタン
パク質と該対照タンパク質との両方により認識される抗原に対する特異性を有する。他の
実施形態においては、該対照エピトープ結合性タンパク質は、単離されたエピトープ結合
性ドメインと本発明のタンパク質との両方により認識される抗原に対する特異性を有する
単離されたエピトープ結合性ドメインを含む。
【０２３４】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、複数
の細胞表面抗原の発現により定められる中和細胞を特異的に同定し、枯渇させ、活性化し
、抑制し、または標的化するために使用される。もう1つの実施形態においては、本発明
は、該タンパク質内の複数のエピトープ結合部位により認識される複数の抗原を発現する
細胞を精製するための、本発明のタンパク質の使用を含む。したがって、本発明の方法は
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、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質内の各エピトープ結合性ドメインの相対的ア
ビディティ寄与をモジュレーションすることを含む。
【０２３５】
　いくつかの実施形態においては、中和細胞を同定し、枯渇させ、活性化し、抑制し、ま
たは標的化するために使用される本発明の方法は、非標的細胞集団を有意には枯渇させず
、活性化せず、または抑制しない。そのような実施形態においては、本発明のタンパク質
の投与は、該治療自体から得られる利益に勝る負の結果を示さない。そのような負の結果
には、非標的組織への結合、毒性の増強、細胞の病的枯渇、感染のリスクの増加などが含
まれうる（それらに限定されるものではない）。伝統的なエピトープ結合性ドメイン（限
定的なものではないが、抗体、scFv、一本鎖ダイアボディなどを含む）による療法により
示される負の結果は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を使用する療法の
実施により最小化されうる。
【０２３６】
　また、癌細胞は腫瘍進行中に細胞表面分子を差示的に発現することが十分に理解されて
いる。例えば、腫瘍細胞は良性状態においては細胞表面抗原を発現しうるが、転移すると
その特定の細胞表面抗原をダウンレギュレーションしうる。この過程は多数の異なる腫瘍
細胞型で生じうると理解される。したがって、本発明の多重特異性エピトープ結合性タン
パク質は、多数の異なる癌進行段階においてそのような腫瘍細胞を標的化しうるエピトー
プ結合性ドメインを含むよう設計されうると予想される。言い換えると、本発明の多重特
異性エピトープ結合性タンパク質は、腫瘍細胞型をその進行段階には無関係に標的化する
ために使用されうる。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、種々の腫瘍進
行段階において発現される特異的腫瘍細胞表面抗原に結合する複数のエピトープ結合性ド
メインを含みうる。
【０２３７】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、同時
に提示されてもされなくてもよい腫瘍細胞表面抗原に特異的であるエピトープ結合性ドメ
インを含む。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は、腫瘍細胞表面抗原に特異的である少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、
少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少なくとも7つ、また
は少なくとも8つのエピトープ結合性ドメインを含み、ここで、該抗原は、腫瘍細胞の表
面上に同時に提示されなくてもよい。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は、腫瘍細胞表面抗原に特異的である少なくとも1つ、少なくと
も2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ
、少なくとも7つ、または少なくとも8つのエピトープ結合性ドメインを含み、ここで、少
なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なく
とも6つ、少なくとも7つ、少なくとも7つ、または少なくとも8つの腫瘍細胞表面抗原は、
例えばエフェクター機能、インターナリゼーションなどのような応答を惹起するよう該タ
ンパク質により利用される。
【０２３８】
　他の実施形態においては、本発明は、複数の細胞表面抗原の発現により定められる細胞
型を枯渇させ、殺し、中和し、および／または隔離する方法を提供する。そのような細胞
型には、T細胞（例えば、細胞傷害性記憶およびNK細胞）、B細胞、マスト細胞、好酸球、
好塩基球、好中球、幹細胞（例えば、癌幹細胞）およびマクロファージが含まれるが、こ
れらに限定されるものではない。
【０２３９】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、所望の治療効果を得るためおよび
副作用を軽減するための両方に有効な量で使用される。サイトカインストームは、例えば
免疫系が病原体と戦っているときに引き起こされるサイトカインと免疫細胞との間の正の
フィードバックループよりなる潜在的に致死性の免疫反応である。サイトカインストーム
（高サイトカイン血症（hypercytokinemia））は、150以上の炎症伝達物質（inflammator
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y mediator）（サイトカイン、酸素フリーラジカルおよび凝固因子）の遊離を引き起こす
健常で強力な免疫系の全身性発現である。サイトカインストームに罹っている患者の血清
においては炎症性サイトカイン（例えば、腫瘍壊死因子アルファ、インターロイキン1お
よびインターロイキン6）および抗炎症性サイトカイン（例えば、インターロイキン10お
よびインターロイキン1受容体アンタゴニスト）の両方が上昇する。サイトカインストー
ムは、移植片対宿主病（GVHD）、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、敗血症、トリインフルエ
ンザ、天然痘、卒中、アレルギー反応（過敏症）、心停止、中毒性ショック症候群および
全身性炎症応答症候群（SIRS）を含む多数の感染性および非感染性疾患において生じうる
。サイトカインストームは伝統的な小分子または生物学的療法の結果としても誘導されう
る。いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性結合性タンパク質は、遊離サイ
トカインを抑制し／拮抗し／中和し、および／または枯渇させることにより、サイトカイ
ンストームの予防、管理、抑制および／または改善において有用である。そのような多重
特異性エピトープ結合性タンパク質は、サイトカインストームにおいて存在するサイトカ
インに特異的な少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを含むであろう。そのような
タンパク質は患者における複数の上昇サイトカインに対する単剤療法に相当するであろう
。他の実施形態においては、そのようなタンパク質およびその製剤は、サイトカインスト
ームを予防または抑制するために予防的に投与されうるであろう。他の実施形態において
は、そのようなタンパク質およびその製剤は、それを要する患者、例えば、サイトカイン
ストームに現在罹っている患者に投与されうるであろう。他の実施形態においては、本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、OX40に基づく療法（OX40-Ig、Ox40リガ
ンド）、アンジオテンシン変換酵素（ACE）インヒビター、アンジオテンシンII受容体ブ
ロッカー（ARB）、コルチコステロイド、NSAIDおよび／またはフリーラジカルスカベンジ
ャー（抗酸化剤）と組合せて、それを要する患者に投与されうる。他の実施形態において
は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、本発明のタンパク質の投与の前
または非存在下と比べて少なくとも10％、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも
40％、少なくとも50％、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも
90％、または少なくとも95％、哺乳動物（例えば、ヒトまたは非ヒト霊長類）においてサ
イトカインストームを阻止し、拮抗し、抑制し、および／または中和しうる。
【０２４０】
　他の実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパク質は特定の抗原の分解
産物の標的化において有用である。β-アミロイドタンパク質は種々の断片へのタンパク
質分解に付され、疾患の進行における原因因子であると考えられるのはこれらの断片であ
ることが、十分に理解されている。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、
例えばβ-アミロイドタンパク質断片のような分解産物の種々の断片を減少させるのに有
用でありうる。本発明のタンパク質は、各断片に特異的な少なくとも1つのエピトープ結
合性ドメインを露出することにより、種々の断片を除去しうる。もう1つの実施形態にお
いては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、修飾後に露出されるに過ぎ
ないエピトープ（例えば、分解産物）に特異的な少なくとも1つのEBDをも含みうる。本発
明のタンパク質は、そのような潜在性エピトープを抑制し、阻止し、拮抗し、または中和
するのに有用でありうる。
【０２４１】
　また、多数の細胞表面受容体はサブユニットの架橋の結果として活性化または不活性化
する。本発明のタンパク質は、細胞表面受容体の架橋により、標的細胞における応答を刺
激または抑制するために使用されうる。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特
異性エピトープ結合性タンパク質は、抗原との複数の細胞表面受容体の相互作用を遮断す
るために使用されうる。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ
結合性タンパク質は、抗原との複数の細胞表面受容体の相互作用を増強するために使用さ
れうる。もう1つの具体例においては、同一抗原に対する特異性を共有する結合性ドメイ
ンを含有する本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を使用して、細胞表面受容
体のホモ二量体を架橋することが可能でありうる。もう1つの実施形態においては、本発
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明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、サブユニットまたはヘテロ多量体受容体
（限定的なものではないが例えば、ヘテロ二量体受容体）を架橋するのに有用である。他
の実施形態においては、本発明のタンパク質は、少なくとも2つの異なる抗原を結合させ
ることにより、ヘテロ多量体形成を拮抗し、阻止し、または抑制しうる。他の実施形態に
おいては、本発明のタンパク質は、多量体受容体の種々のタンパク質成分との、該タンパ
ク質内に存在する複数のエピトープ結合性ドメインの相互作用による、多量体受容体の標
的化、作動、拮抗、抑制および／または刺激に有用である。
【０２４２】
　もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク質は、特異的細胞表面受容体にリガ
ンドまたはリガンドアナログを送達するために使用されうる。いくつかの実施形態におい
ては、本発明のタンパク質は、受容体に存在するリガンドの化学量論量を増加させるため
に有用でありうる。この場合、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、特定
されたリガンドに結合する複数のエピトープ結合性ドメインを介してその他のものに対し
て2以上のリガンドアイソフォームを示しうることが可能である。他の実施形態において
は、本発明のタンパク質は1以上のリガンドを協同的に働かせて、該リガンドとの複数の
エピトープ結合性ドメインの相互作用を介して受容体を適切に利用しうる。
【０２４３】
　本発明はまた、伝統的な抗体では容易には達成されない、エピトープを標的化する方法
を提供する。例えば、1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性
タンパク質を使用して、まず、隣接抗原を標的化し、結合中に、もう1つの結合ドメイン
が潜在性抗原に嵌合しうる。
【０２４４】
　本発明はまた、複数のエピトープ結合性ドメインの使用による、細胞表面上に存在しな
いエピトープを標的化する方法を提供する。本発明のタンパク質は細胞の内部へのエピト
ープ結合性ドメインの送達において有用であると理解されるべきである。細胞表面抗原に
特異的な少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを使用して、本発明のタンパク質は
、直接的に（結合抗原のインターナリゼーションにより）、または本発明のタンパク質上
に存在する連続的な膜透過性構造体（すなわち、イントラボディ）を介して間接的に標的
化されうる。そのような場合、本発明のタンパク質で細胞内標的を標的化することが可能
である。
【０２４５】
　本発明はまた、循環可溶性抗原に結合させ、該抗原を拮抗し、抑制し、および／または
中和する方法を提供する（例えば、哺乳動物（例えば、ヒト）においてin vivoで、およ
び／またはin vitroで）。そのような抗原には、種々のサイトカイン、炎症伝達物質、ホ
ルモン、アルブミン、ビタミン、トリグリセリド、小分子薬などが含まれる。また、本発
明のタンパク質は、種々の異なる可溶性リガンドに特異的なエピトープ結合性ドメインを
含みうると予想される。いくつかの実施形態においては、本発明のタンパク質は、特定の
相互作用または効果を制御するために、患者に投与された種々の薬物に結合させ、該薬物
を中和し、および／または抑制する方法において有用である。いくつかの実施形態におい
ては、本発明のタンパク質は循環可溶性抗原の半減期を増加または減少させうる。他の実
施形態においては、本発明のタンパク質は循環可溶性抗原の半減期には影響を及ぼさない
。
【０２４６】
　本発明のタンパク質は、個体内で循環する望ましくない物質の除去においても有用であ
る。例えば、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を使用して、病原体、サイ
トカイン、炎症伝達物質、ホルモン、アルブミン、ビタミン、トリグリセリドおよび小分
子薬から選ばれる物質に対して結合および標的化して、それを除去することが可能である
。
【０２４７】
　本発明はまた、本発明のタンパク質を使用する、1以上の抗体または抗体フラグメント
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（またはいずれかのペプチド）に基づく療法に関連した、治療により誘発される毒性を低
減する方法を提供する。例えば、2つのポリペプチドが一緒に投与された場合（またはそ
れらがin vivoで相互作用しうる時点で投与された場合）にそれらのポリペプチドが毒性
である場合、そのような相互作用に関連した毒性は、本発明の多重特異性タンパク質にお
ける個々のタンパク質の結合特性を操作することにより回避されうる。いくつかの実施形
態においては、本発明の方法を使用する毒性の低減は、本発明のタンパク質での個々の療
法の同一抗原の標的化を含む。いくつかの実施形態においては、本発明のタンパク質は、
個々の療法と同じエピトープ結合性ドメインを含む。他の実施形態においては、本発明の
タンパク質は、個々の療法と同じエピトープおよび／または抗原に対するエピトープ結合
性ドメインを含む。いくつかの実施形態においては、本発明の方法は、1以上の抗体およ
び／または抗体フラグメントに基づく療法（例えば、第E節「多重特異性エピトープ結合
性集合体の特定の実施形態」に挙げられているいずれかの抗体の組合せ）に関連した毒性
を、1以上の抗体および／または抗体フラグメントに基づく療法に関連した毒性と比べて
少なくとも約10％、約20％、約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％
または約95％低減する。
【０２４８】
　本発明はまた、異なる細胞型を結びつけるための、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の使用方法を提供する。1つの実施形態においては、本発明のタンパク質は1つの結合
性ドメインで標的細胞に結合し、もう1つの結合性ドメインを介して別の細胞を呼び寄せ
（recruit）うる。もう1つの実施形態においては、第1細胞は癌細胞であることが可能で
あり、第2細胞は免疫エフェクター細胞、例えばNK細胞である。もう1つの実施形態におい
ては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を使用して、例えば抗原提示細胞
およびT細胞のような2つの異なる細胞の間の相互作用を増強して、おそらくは免疫応答を
増強することが可能である。
【０２４９】
　本発明はまた、癌またはその症状を改善、治療または予防するための、多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質の使用方法を提供する。1つの実施形態においては、本発明の方
法は、頭部、頸部、眼、口、喉、食道、胸部、皮膚、骨、肺、結腸、直腸、結腸直腸、胃
、脾臓、腎臓、骨格筋、皮下組織、転移性メラノーマ、子宮内膜、前立腺、乳房、卵巣、
精巣、甲状腺、血液、リンパ節、腎臓、肝臓、膵臓、脳または中枢神経系の癌の治療にお
いて有用である。本発明の方法により予防、管理、治療または改善されうる癌の具体例に
は、頭部、頸部、眼、口、喉、食道、胸部、骨、肺、結腸、直腸、胃、前立腺、乳房、卵
巣、腎臓、肝臓、膵臓および脳の癌が含まれるが、これらに限定されるものではない。追
加的な癌には、限定的なものではないが以下のものが含まれる：急性白血病、急性リンパ
性白血病、急性骨髄性白血病、例えば骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性、赤
白血病性白血病および骨髄形成異常症候群、慢性白血病、限定的なものではないが例えば
慢性骨髄性（顆粒球性）白血病、慢性リンパ性白血病、へアリー細胞白血病; 真性多血症
; リンパ腫、限定的なものではないが例えばホジキン病、非ホジキン病; 多発性骨髄腫、
限定的なものではないが例えば、くすぶり型多発性骨髄腫、非分泌性（nonsecretory）骨
髄腫、骨硬化性骨髄腫、形質細胞性白血病、単発性形質細胞腫および髄外性形質細胞腫; 
ワルデンシュトレーム・マクログロブリン血症; MGUS（monoclonal gammopathy of undet
ermined significance）; 良性単クローン性γグロブリン異常症; 重鎖病; 骨癌および結
合組織肉腫、限定的なものではないが例えば骨肉腫、骨髄腫骨疾患、多発性骨髄腫、真珠
腫誘発性骨肉腫、骨パジェット病、骨肉腫、軟骨肉腫、ユーイング肉腫、悪性巨細胞腫、
骨線維肉腫、脊索腫、骨膜肉腫、軟部肉腫、血管肉腫、線維肉腫、カポジ肉腫、平滑筋肉
腫、脂肪肉腫、リンパ管肉腫、神経線維鞘腫、横紋筋肉腫および骨膜肉腫; 脳腫瘍、限定
的なものではないが例えば神経膠腫、星状細胞腫、脳幹神経膠腫、上衣腫、乏突起神経膠
腫、非グリア腫瘍、聴神経鞘腫、頭蓋咽頭腫、髄芽腫、髄膜腫、松果体細胞腫、松果体芽
細胞腫および原発性脳リンパ腫；乳癌、限定的なものではないが例えば、腺癌、小葉癌、
管内癌、髄様乳癌、ムチン産生乳癌、細管乳癌、乳頭状乳癌、パジェット病（若年性パジ
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ェット病を含む）および炎症性乳癌；副腎癌、限定的なものではないが例えば、褐色細胞
腫および副腎皮質癌；甲状腺癌、限定的なものではないが例えば、乳頭状または小胞性甲
状腺癌、髄様甲状腺癌および退形成甲状腺癌；膵臓癌、限定的なものではないが例えば、
インスリノーマ、ガストリン産生腫瘍、グルカゴン産生腫瘍、VIP産生腫瘍、ソマトスタ
チン分泌腫瘍およびカルチノイドまたは島細胞腫；下垂体癌、限定的なものではないが例
えば、クッシング病、プロラクチン分泌腫瘍、先端巨大症および尿崩症；眼癌、限定的な
ものではないが例えば、眼メラノーマ、例えば虹彩メラノーマ、脈絡膜メラノーマおよび
毛様体メラノーマおよび網膜芽細胞腫；膣癌、例えば扁平上皮癌、腺癌およびメラノーマ
；外陰癌、例えば扁平上皮癌、メラノーマ、腺癌、基底細胞癌、肉腫およびパジェット病
；子宮頸癌、限定的なものではないが例えば、扁平上皮癌および腺癌；子宮癌、限定的な
ものではないが例えば、子宮内膜癌および子宮肉腫；卵巣癌、限定的なものではないが例
えば、卵巣上皮癌、境界（borderline）腫瘍、胚細胞腫瘍および間質腫瘍；食道癌、限定
的なものではないが例えば、扁平上皮癌、腺癌、腺様嚢包癌、粘表皮癌、腺様扁平上皮癌
、肉腫、メラノーマ、プラスマ細胞腫、疣状癌および燕麦細胞（小細胞）癌；胃癌、限定
的なものではないが例えば、腺癌、菌状発育（fungating）（ポリプ状）、潰瘍性、表在
性、びまん性、悪性リンパ腫、脂肪肉腫、線維肉腫および癌肉腫；結腸癌；直腸癌；肝癌
、限定的なものではないが例えば、肝細胞癌および肝芽腫、胆嚢癌、例えば腺癌；胆管癌
、限定的なものではないが例えば、乳頭状、結節性およびびまん性；肺癌、例えば非小細
胞肺癌、扁平上皮癌（類表皮癌）、腺癌、大細胞癌および小細胞肺癌；精巣癌、限定的な
ものではないが例えば、胚芽性腫瘍、セミノーマ、無形成性、古典的（典型的）、精母細
胞、非セミノーマ、胎児性癌、テラトーマ癌、絨毛癌（卵黄嚢腫瘍）、前立腺癌、限定的
なものではないが例えば、腺癌、平滑筋肉腫および横紋筋肉腫；ペナル（penal）癌；口
内癌、限定的なものではないが例えば、扁平上皮癌；基底癌；唾液腺癌、限定的なもので
はないが例えば、腺癌、粘表皮癌および腺様嚢胞癌；咽頭癌、限定的なものではないが例
えば、鱗状細胞癌および疣状；皮膚癌、限定的なものではないが例えば、基底細胞癌、扁
平上皮癌およびメラノーマ、表在性メラノーマ、結節性メラノーマ、悪性ほくろ、末端性
ほくろ性メラノーマ、；腎臓癌、限定的なものではないが例えば、腎細胞癌、腺癌、副腎
腫、線維肉腫、移行上皮癌（腎盤および/または尿管）；ウィルムス腫瘍；膀胱癌、限定
的なものではないが例えば、移行上皮癌、鱗状細胞癌、腺癌、癌肉腫。また、癌には以下
のものが含まれる：粘液肉腫、骨原性肉腫、内皮肉腫、リンパ管内皮腫、中皮腫、滑膜腫
、血管芽細胞腫、上皮癌、嚢胞腺癌、気管支癌、汗腺癌、脂腺癌、乳頭状癌および乳頭状
腺癌（そのような障害の概説としては、Fishmanら, 1985, Medicine, 2d Ed., J. B. Lip
pincott Co., PhiladelphiaおよびMurphyら, 1997, Informed Decisions: The Complete 
Book of Cancer Diagnosis, Treatment, and Recovery, Viking Penguin, Penguin Books
 U.S.A., inc., United States of Americaを参照されたい）。また、アポトーシスにお
ける異常により引き起こされる癌も本発明の方法および組成物により治療されうると想定
される。そのような癌には、限定的なものではないが以下のものが含まれる：濾胞性リン
パ腫、p53突然変異を有する癌、乳房、前立腺および卵巣のホルモン依存性腫瘍、ならび
に前癌性病変、例えば家族性腺腫様ポリプ症、および骨髄形成異常症候群。本発明はまた
、細胞集団を枯渇させるための、多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提
供する。1つの実施形態においては、本発明の方法は、以下の細胞型を枯渇させるのに有
用である：好酸球、好塩基球、好中球、T細胞、B細胞、マスト細胞、単球、癌幹細胞およ
び腫瘍細胞。
【０２５０】
　本発明はまた、サイトカインを不活性化し、抑制し、または枯渇させるための、多重特
異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する。1つの実施形態においては、本
発明の方法は、以下のサイトカインの少なくとも1つを不活性化し、抑制し、または枯渇
させるのに有用である：TGF-β、TNF-α、C5a、fMLP、ロイコトリエンA4およびB4、プロ
スタグランジンD、EおよびF、トロンボキサンA2、インターフェロンアルファ（1, 2a, 2b
, 4, 4b, 5, 6, 7, 8, 10, 14, 16, 17および21を含む）、インターフェロンベータ、イ
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ンターフェロンオメガ、インターフェロンガンマ、インターロキンIL-1-33、CCL1-28、CX
CL 1-17およびCX3CL1。
【０２５１】
　本発明はまた、合成受容体としての多重特異性エピトープ結合性タンパク質の使用方法
を提供する。少なくとも1つまたはそれ以上のエピトープ結合性ドメインは、種々の分子
（例えば、薬物分子、イメージング物質、およびそのような分子に対する受容体として使
用される他の物質）に結合するよう操作されうる。例えば、細胞（限定的なものではない
が例えば、癌細胞）の集団に特異的な多重特異性エピトープ結合性タンパク質は細胞表面
抗原に結合し、該細胞集団に対する小分子物質の特異的標的化のための足場（プラットフ
ォーム）を与えるであろう。この方法は標的部位における物質濃度の増加を招きうる。該
方法は、物質の全身投与量の減少により、正常組織に対する毒性を低減しうる。該方法は
薬物／物質の薬動力学的プロファイルおよび治療域（therapeutic window）の改変を可能
にする。いくつかの実施形態においては、該物質は該多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の投与の前、途中または後で投与されるであろう。
【０２５２】
　本発明はまた、アブリン、ブルシン、シクトキシン、ジフテリア毒素、ボツリヌス毒素
、志賀毒素、内毒素、破傷風毒素、百日咳毒素、炭疽毒素、コレラ毒素、ファルカリノー
ル（falcarinol）、アルファ毒素、ゲルダナマイシン（geldanamycin）、ゲロニン、ロタ
ウストラリン（lotaustralin）、リシン、ストリキニーネ、ヘビ毒毒素およびテトラドト
キシンよりなる群から選ばれる1以上の物質への曝露に関連した哺乳動物（例えば、ヒト
または非ヒト霊長類）における毒性を低減するための、本発明のタンパク質の使用方法を
提供する。
【０２５３】
　いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、
要求される課題を達成するために、本明細書に記載されている1以上の使用を利用しうる
。例えば、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、受容体二量体化を遮断し
、それに伴ってコグネイト抗原を中和しうる。例えば、本発明の多重特異性エピトープ結
合性タンパク質は、活性に要求される二量体化を遮断するためのIFNAR1受容体に対する少
なくとも1つのエピトープを含むことが可能であり、一方、少なくとも1つの他のエピトー
プ結合性ドメインを使用して、IFNAR1に結合する可溶性インターフェロンアルファサブタ
イプに結合し、それを中和する。したがって、本発明のタンパク質は、相互作用の種々の
特性に対する複数のエピトープ結合性ドメインの投与により、複数の課題を達成する方法
を提供する。
【０２５４】
　本発明はまた、in vivo（例えば、哺乳動物、例えばヒトに投与された場合）またはin 
vitro（例えば、患者由来のサンプル）での診断試薬としての多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の使用方法を提供する。複数の結合特異性は、種々の抗原が同時に効率的に
捕捉される必要があるキットまたは試薬において有用でありうる。したがって、いくつか
の実施形態においては、本発明は、本発明のタンパク質を使用して、少なくとも1つの可
溶性化合物を検出し、および／または溶液から精製する方法を提供する。いくつかの実施
形態においては、そのような溶液は体液、細胞培養培地、発酵培養液、生物学的サンプル
、飲料水でありうる。体液には、例えば、血液、汗、リンパ液、尿、涙、胆汁、唾液、血
清、羊水、耳脂（耳垢）、カウパー液、精液、乳び、び汁、脳脊髄液、糞便、糞便水、膵
液、滑液、眼房水、腸液、母乳、粘液、胸水、膿、皮脂および嘔吐物が含まれうる。
【０２５５】
　本発明のタンパク質およびそれを含む組成物は、多数の目的に、例えば、限定的なもの
ではないが以下のものを含む広範囲の慢性および急性の疾患および障害に対する治療用物
質として有用である：シェーグレン症候群、関節リウマチ、狼瘡、乾癬、アテローム性動
脈硬化症、糖尿病性および他の網膜症、水晶体後線維増殖症、加齢性黄斑変性、血管新生
性緑内障、血管腫、甲状腺過形成（グレーヴス病を含む）、角膜および他の組織移植、お
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よび慢性炎症、敗血症、関節リウマチ、腹膜炎、クローン病、再灌流障害、敗血症、内毒
素ショック、嚢胞性線維症、心内膜炎、乾癬、関節炎（例えば、乾癬性関節炎）、アナフ
ィラキシーショック、臓器虚血、再灌流障害、脊髄損傷および同種移植片拒絶。自己免疫
および／または炎症障害の他の具体例には、限定的なものではないが以下のものが含まれ
る：円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、自己免疫性アジソン病、副腎の自己
免疫疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性卵巣炎および精巣炎、シ
ェーグレン症候群、乾癬、アテローム性動脈硬化症、糖尿病性および他の網膜症、水晶体
後線維増殖症、加齢性黄斑変性、血管新生性緑内障、血管腫、甲状腺過形成（グレーヴス
病を含む）、角膜および他の組織移植、および慢性炎症、敗血症、関節リウマチ、腹膜炎
、クローン病、再灌流障害、敗血症、内毒素ショック、嚢胞性線維症、心内膜炎、乾癬、
関節炎（例えば、乾癬性関節炎）、アナフィラキシーショック、臓器虚血、再灌流障害、
脊髄損傷および同種移植片拒絶、自己免疫性血小板減少症、ベーチェット病、水疱性類天
疱瘡、心筋症、セリアックスプルー皮膚炎、慢性疲労免疫機能不全症候群（CFIDS）、慢
性炎症性脱髄多発性神経障害、チャーグーストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、CREST症
候群、寒冷凝集素症、クローン病、円板状狼瘡、必須混合クリオグロブリン血症、線維筋
肉痛-線維筋炎、糸球体腎炎、グレーヴズ病、ギランバレー、橋本病甲状腺炎、特発性肺
線維症、特発性血小板減少性紫斑病（ITP）、IgAニューロパチー、若年性関節炎、扁平苔
癬、エリテマトーデス、メニエール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、1型または免
疫性糖尿病、重症筋無力症、尋常性性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨
炎、多腺性症候群、リウマチ性多発筋痛症、多発性筋炎および皮膚筋炎、原発性ガンマグ
ロブリン欠乏血症、原発性胆汁性肝硬変、乾癬、乾癬性関節炎、レイノー現象、ライター
症候群、関節リウマチ、サルコイドーシス、強皮症、シェーグレン症候群、全身硬直症候
群、全身性エリテマトーデス、エリテマトーデス、高安動脈炎、側頭動脈炎／巨細胞性動
脈炎、潰瘍性大腸炎、ぶどう膜炎、脈管炎、例えば疱疹状皮膚炎脈管炎、尋常性白斑およ
びウェゲナー肉芽腫症。炎症障害の具体例には、限定的なものではないが以下のものが含
まれる：喘息、脳炎、炎症性腸疾患、慢性閉塞性肺疾患（COPD）、アレルギー障害、敗血
性ショック、肺線維症、未分化脊椎関節症、未分化関節障害、関節炎、炎症性骨溶解およ
び慢性炎症（慢性ウイルスまたは細菌感染から生じるもの）。本発明の組成物および方法
は、前記疾患を予防、管理または治療するために使用される1以上の通常の療法と共に使
用されうる。
【０２５６】
　1つの実施形態においては、本発明は、慢性炎症を治療しうる組成物を含む。1つの実施
形態においては、該組成物は、破壊または不活性化のための免疫細胞の標的化において有
用である。1つの実施形態においては、該組成物は活性化T細胞、休眠T細胞、B細胞、好中
球、好酸球、好塩基球、マスト細胞、樹状細胞またはマクロファージの標的化において有
用である。もう1つの実施形態においては、本発明は、免疫細胞の機能を低下させうる組
成物を含む。もう1つの実施形態においては、該組成物は免疫細胞機能を除去しうる。
【０２５７】
　T細胞は細胞性免疫において中心的な役割を果たしており、ヘルパーT細胞、細胞傷害性
T細胞、記憶T細胞およびNK T細胞を含む細胞集団を一括して表す。ヘルパーT細胞は、活
性化されると、迅速に分裂し、サイトカインを分泌して免疫応答を調節する。1つの実施
形態においては、本発明は、ヘルパーT細胞の分裂および／または増殖を抑制しうる組成
物を含む。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ヘルパーT細胞の分裂お
よび／または増殖を、未処理活性化ヘルパーT細胞と比べて少なくとも5％、少なくとも10
％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35
％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60
％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80
％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％または
それ以上低減しうる。もう1つの実施形態においては、本発明の組成物は、分裂および／
または増殖を、未処理活性化ヘルパーT細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少
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なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少な
くとも50倍またはそれ以上低減しうる。もう1つの実施形態においては、本発明の組成物
は活性化ヘルパーT細胞からのサイトカインの産生および／または分泌を抑制または低減
しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ヘルパーT細胞からのサイ
トカインの産生および／または分泌を、未処理活性化ヘルパーT細胞と比べて少なくとも5
％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30
％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55
％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80
％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％または
それ以上抑制および／または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成
物は、ヘルパーT細胞からのサイトカインの産生および／または分泌を、未処理活性化ヘ
ルパーT細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、
少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍またはそれ以上抑制
および／または低減しうる。
【０２５８】
　細胞傷害性T細胞は、例えば腫瘍細胞またはウイルスもしくは他の病原体に感染した細
胞における細胞死を誘導しうる。細胞傷害性T細胞は、活性化されると、IL-2サイトカイ
ンの補助によりクローン増殖を受ける。また、活性化に際して、細胞毒であるパーフォリ
ンおよびグラニュリシン（granulysin）が細胞傷害性T細胞から遊離されて、標的細胞の
破壊を補助する。1つの実施形態においては、本発明は、細胞傷害性T細胞の分裂および／
または増殖を抑制しうる組成物を含む。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物
は、細胞傷害性T細胞の分裂および／または増殖を、未処理活性化細胞傷害性T細胞と比べ
て少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％
、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％
、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％
、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％
もしくは少なくとも100％またはそれ以上低減しうる。もう1つの実施形態においては、本
発明の組成物は、細胞傷害性T細胞の分裂および／または増殖を、未処理活性化細胞傷害
性T細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少な
くとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍またはそれ以上低減しう
る。もう1つの実施形態においては、本発明の組成物は活性化細胞傷害性T細胞からの細胞
毒の産生および／または分泌を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、
本発明の組成物は、細胞傷害性T細胞からの細胞毒の産生および／または分泌を、未処理
活性化細胞傷害性T細胞と比べて少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少な
くとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少な
くとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少な
くとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少な
くとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％またはそれ以上抑制および／また
は低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ヘルパーT細胞から
の細胞毒の産生および／または分泌を、未処理活性化細胞傷害性T細胞と比べて少なくと
も2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15
倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍またはそれ以上抑制および／または低減しうる。も
う1つの実施形態においては、該細胞毒は、パーフォリンおよびグラニュリシン（granuly
sin）よりなる群から選ばれる。もう1つの実施形態においては、パーフォリンの産生およ
び／または分泌が低減される。もう1つの実施形態においては、グラニュリシンの産生お
よび／または分泌が低減される。もう1つの実施形態においては、パーフォリンおよびグ
ラニュリシンの産生および／または分泌が低減される。
【０２５９】
　記憶T細胞は、過去の感染またはワクチン接種中に遭遇した細菌およびウイルスのよう
な外来侵入体を認識しうるT細胞のクラスを代表するものである。該侵入体の2度目の遭遇
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時には、最初の遭遇より迅速かつより強力な免疫応答を惹起するよう記憶T細胞が再生さ
れうる。記憶T細胞は、免疫応答を刺激するサイトカインを産生し分泌する。いくつかの
実施形態においては、本発明の組成物は、記憶T細胞の分裂および／または増殖を、未処
理活性化記憶T細胞と比べて少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくと
も20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくと
も45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくと
も65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくと
も90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％またはそれ以上低減しうる。もう1つの
実施形態においては、本発明の組成物は、分裂および／または増殖を、未処理活性化記憶
T細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なく
とも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍またはそれ以上抑制および
／または低減しうる。もう1つの実施形態においては、本発明の組成物は活性化記憶T細胞
からのサイトカインの産生および／または分泌を抑制または低減しうる。いくつかの実施
形態においては、本発明の組成物は、記憶T細胞からのサイトカインの産生および／また
は分泌を、未処理活性化記憶T細胞と比べて少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも
15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも
40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも
60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも
85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％またはそれ以上抑制お
よび／または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、記憶T細
胞からのサイトカインの産生および／または分泌を、未処理活性化記憶T細胞と比べて少
なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なく
とも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50倍またはそれ以上抑制および／または低減しう
る。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、Il-2、インターフェロンガンマ
および／またはIL-4の産生を低減する。
【０２６０】
　ナチュラルキラー細胞（あるいはNK細胞として公知である）は、腫瘍細胞およびウイル
ス感染細胞の標的化破壊において或る役割を果たす細胞傷害性リンパ球の一種である。NK
細胞は、標的細胞におけるアポトーシスを誘発するパーフォリンおよびグランザイムを含
有する小さな細胞質顆粒を遊離することにより標的細胞を殺す。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の組成物はNK細胞からのパーフォリンおよび／またはグランザイムの遊離
を阻害または減少させる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、NK細胞か
らのパーフォリンおよび／またはグランザイムの遊離を、未処理活性化NK細胞と比べて少
なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少
なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少
なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少
なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もし
くは少なくとも100％またはそれ以上抑制および／または低減しうる。いくつかの実施形
態においては、本発明の組成物は、NK細胞からのパーフォリンおよび／またはグランザイ
ムの遊離を、未処理活性化NK細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4
倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍、少なくとも50
倍またはそれ以上抑制および／または低減しうる。
【０２６１】
　B細胞は、体液性免疫応答において或る役割を果たすリンパ球である。B細胞の主な機能
は可溶性抗原に対する抗体の産生である。各B細胞は、1つの特定の抗原に結合する特有の
受容体を有する。B細胞がそのコグネイト抗原に結合し、ヘルパーT細胞から追加的シグナ
ルを受け取ると、それは抗体産生細胞となりうる。いくつかの実施形態においては、本発
明の組成物はB細胞の活性化を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、
本発明の組成物は、B細胞の活性化を、未処理B細胞と比べて少なくとも5％、少なくとも1
0％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも3
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5％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも6
0％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも8
0％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％または
それ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物はB細
胞の活性化を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は
、B細胞の活性化を、未処理B細胞と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4
倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍もしくは少なく
とも50倍またはそれ以上抑制および／または低減しうる。
【０２６２】
　もう1つの実施形態においては、本発明の組成物はB細胞からの抗体の産生および／また
は分泌を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、B
細胞からの抗体の産生および／または分泌を、未処理B細胞と比べて少なくとも5％、少な
くとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少な
くとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少な
くとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少な
くとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100
％またはそれ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成
物は、B細胞からの抗体の産生および／または分泌を、未処理B細胞と比べて少なくとも2
倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍
、少なくとも20倍もしくは少なくとも50倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６３】
　好酸球は、寄生虫による感染との戦いに関与する白血球である。また、好酸球は、アレ
ルギーおよび喘息に関連したメカニズムにも関与する。好酸球は、例えばIL-3、IL-5およ
びGM-CSFのようなサイトカインに応答性である。活性化後、好酸球は、多数の免疫系メデ
ィエーター、例えば、反応性酸素種（限定的なものではないが例えば、スーパーオキシド
）、脂質メディエーター（限定的なものではないが例えば、ロイコトリエン（LTB4, LTC4
, LTD4, LTE4）、プロスタグランジン（PGE2, トロンボキサンA2））、酵素（例えば、エ
ラスターゼ）、増殖因子（限定的なものではないが例えば、TGFベータ, VEGFおよびPDGF
）およびサイトカイン（限定的なものではないが、IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8
, IL-13およびTNF-アルファを含む）を産生し分泌する。いくつかの実施形態においては
、本発明の組成物は活性化好酸球からの免疫系メディエーターの産生および／または分泌
を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、活性化好
酸球からの免疫系メディエーターの産生および／または分泌を、未処理活性化好酸球と比
べて少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25
％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50
％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70
％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95
％もしくは少なくとも100％またはそれ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態
においては、本発明の組成物は、活性化好酸球からの免疫系メディエーターの産生および
／または分泌を、未処理活性化好酸球と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくと
も4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍もしくは少な
くとも50倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６４】
　好塩基球は、重要なヒスタミンおよびIl-4源の1つである白血球である。活性化される
と、ヒスタミン、ヘパリン、コンドロイチン、エラスターゼ、リゾホスホリパーゼおよび
種々のロイコトリエン（限定的なものではないが例えば、LTB4, LTC4, LTD4, LTE4）およ
び幾つかのサイトカイン（限定的なものではないが、IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL
-8, IL-13およびTNFアルファを含む）を含有する大きな細胞質顆粒。いくつかの実施形態
においては、本発明の組成物は活性化好塩基球からの細胞質顆粒の産生および／または遊
離を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、活性化
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好塩基球からの細胞質顆粒の産生および／または遊離を、未処理活性化好塩基球と比べて
少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、
少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、
少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％も
しくは少なくとも100％またはそれ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の組成物は、活性化好塩基球からの細胞質顆粒の産生および／または遊離
を、未処理活性化好塩基球と比べて少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少
なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍もしくは少なくとも50
倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６５】
　好中球は、免疫応答の急性期に、特に細菌感染に応答して活性化される。好中球は、炎
症部位へのそのリクルートメントを誘発するfMLP、C5a、LTB4、IL-8およびインターフェ
ロンガンマ（これらに限定されるものではない）を含む多数の異なるケモカインに高応答
性である。感染部位に到達すると、好中球は細菌および他の病原体を迅速に探索し破壊す
る。標的病原体の破壊は食作用および／または反応性酸素種の産生により達成される。好
中球はまた、脱顆粒と称される過程において、一群のタンパク質（限定的なものではない
が例えば、ラクトフェリン、カテリシジン、ミエロペルオキシダーゼ、デンフェシン、セ
リンプロテアーゼ、エラスターゼ、カテプシン、ゼラチナーゼ）を遊離する。いくつかの
実施形態においては、本発明の組成物はケモカインに対する活性化好中球の応答を抑制ま
たは低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ケモカインに対す
る活性化好中球の応答を、未処理活性化好中球と比べて少なくとも5％、少なくとも10％
、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％
、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％
、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％
、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％またはそ
れ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ケモ
カインに対する活性化好中球の応答を、未処理活性化好中球と比べて少なくとも2倍、少
なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少な
くとも20倍もしくは少なくとも50倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６６】
　いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は活性化好中球の脱顆粒を抑制または
低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、活性化好中球の脱顆粒
を、未処理活性化好中球と比べて少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少
なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少
なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少
なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少
なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも100％またはそれ以上抑制または低減
しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は活性化好中球の脱顆粒を抑制
または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の組成物は、ケモカインに対
する活性化好中球の脱顆粒を、未処理活性化好中球と比べて少なくとも2倍、少なくとも3
倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも20倍
もしくは少なくとも50倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６７】
　マスト細胞は炎症過程において重要な役割を果たす。マスト細胞は、活性化されると、
特徴的な顆粒および種々の体液性メディエーターを迅速に遊離する。マスト細胞は、直接
的な損傷、IgE受容体の架橋により、または活性化補体タンパク質により、脱顆粒するよ
う刺激されうる。マスト細胞顆粒は、免疫系モジュレーター、例えばヒスタミン、ヘパリ
ン、セリンプロテアーゼ、プロスタグランジン、ロイコトリエンおよび他のサイトカイン
（これらに限定されるものではない）を含有する。1つの実施形態においては、本発明の
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組成物はマスト細胞の脱顆粒を抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、
本発明の組成物は、マスト細胞の脱顆粒を、未処理マスト細胞と比べて少なくとも5％、
少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少なくとも30％、
少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、
少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、
少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしくは少なくとも
100％またはそれ以上抑制または低減しうる。いくつかの実施形態においては、本発明の
組成物は、マスト細胞の脱顆粒を、未処理マスト細胞と比べて少なくとも2倍、少なくと
も3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも15倍、少なくとも2
0倍もしくは少なくとも50倍またはそれ以上抑制または低減しうる。
【０２６８】
　マクロファージは、循環血単球に由来する組織内の細胞である。その役割は、細胞残渣
および病原体を貪食すること、ならびに該病原体に応答するよう他のリンパ球および他の
免疫細胞を刺激することである。また、マクロファージは、それらの位置に基づいて呼称
されている。例えば、肝臓内のマクロファージはクッパー細胞と称され、骨内のマクロフ
ァージは破骨細胞として公知である。定められている他の群のマクロファージには、塵埃
細胞（肺胞）、組織球（結合組織）、ミクログリア細胞（神経組織）およびシノソイド（
Sinosoidal）裏打ち細胞（脾臓）が含まれる。マクロファージは低酸素状態に応答性であ
り、慢性炎症を促進すると考えられている。いくつかの実施形態においては、本発明の組
成物はマクロファージの貪食活性を阻害または減少させる。いくつかの実施形態において
は、本発明の組成物は、マクロファージの貪食能を、未処理マクロファージと比べて少な
くとも5％、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも20％、少なくとも25％、少な
くとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少な
くとも55％、少なくとも60％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少な
くとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％もしく
は少なくとも100％またはそれ以上阻害または減少させる。いくつかの実施形態において
は、本発明の組成物は、マクロファージの貪食能を、未処理マクロファージと比べて少な
くとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくと
も15倍、少なくとも20倍もしくは少なくとも50倍またはそれ以上阻害または減少させる。
【０２６９】
　もう1つの実施形態においては、本発明の組成物は血管新生を抑制または低減しうる。
もう1つの実施形態においては、血管新生は腫瘍成長、関節リウマチ、SLE、シェーグレン
症候群などに関連している。
【０２７０】
　本発明はまた、例えばウイルス、真菌、真核微生物および細菌のような種々の感染因子
を不活性化するための、エピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する。いくつかの
実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質は、RSV、hMPV、PIVまたはイ
ンフルエンザウイルスを不活性化するために使用されうる。他の実施形態においては、本
発明のエピトープ結合性タンパク質は、真菌病原体、例えばNaegleria、Aspergillus、Bl
astomyces、Histoplasma、CandidaまたはTinea属（これらに限定されるものではない）の
メンバーを不活性化するために使用されうる。他の実施形態においては、本発明のエピト
ープ結合性タンパク質は、真核微生物、例えばGiardia、Toxoplasma、Plasmodium、Trypa
nosomaおよびEntamoeba属（これらに限定されるものではない）のメンバーを不活性化す
るために使用されうる。他の実施形態においては、本発明のエピトープ結合性タンパク質
は、細菌病原体、例えばStaphylococcus、Streptococcus、Pseudomonas、Clostridium、B
orrelia、VibroおよびNeiserria属（これらに限定されるものではない）のメンバーを不
活性化するために使用されうる。
【０２７１】
　本発明のタンパク質およびそれを含む組成物は多数の目的に有用であり、例えば、ウイ
ルス性、細菌性および真菌性疾患などの感染症（これらに限定されるものではない）を含
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む多種多様な慢性および急性の疾患および障害に対する治療用物質として有用である。ウ
イルス病原体の具体例には、限定的なものではないが以下のものが含まれる：アデノウイ
ルス科（例えば、マストアデノウイルス属およびアビアデノウイルス属）、ヘルペスウイ
ルス科（例えば、単純ヘルペスウイルス1、単純ヘルペスウイルス2、単純ヘルペスウイル
ス5および単純ヘルペスウイルス6）、レヴィウイルス科（例えば、レヴィウイルス属、大
腸菌ファージMS2、アロレヴィウイルス属）、ポックスウイルス科（例えば、チョルドポ
ックスウイルス亜科、パラポックスウイルス属、アビポックスウイルス属、カプリポック
スウイルス属、レポリポックスウイルス属、スイポックスウイルス属、モルスサイポック
スウイルス属およびエントモポックスウイルス亜科）、パポーバウイルス科（例えば、ポ
リオーマウイルス属およびパピローマウイルス属）、パラミクソウイルス科（例えば、パ
ラミクソウイルス属、パラインフルエンザウイルス1、モルビリウイルス属（例えば、麻
疹ウイルス）、ルブラウイルス属（例えば、ムンプスウイルス）、ニューモウイルス亜科
（例えば、ニューモウイルス属、ヒトRSウイルス）、メタニューモウイルス（例えば、ト
リニューモウイルスおよびヒトメタニューモウイルス））、ピコナウイルス科（例えば、
エンテロウイルス属、ライノウイルス属、ヘパトウイルス属（例えば、ヒトA型肝炎ウイ
ルス）、カルヂオウイルス属およびアフトウイルス属）、レオウイルス科（例えば、オル
ソレオウイルス属、オルビウイルス属、ロタウイルス属、シポウイルス属、フィジーウイ
ルス属、フィトレオウイルス属およびオリザウイルス属）、レトロウイルス科（例えば、
哺乳類B型レトロウイルス属、哺乳類C型レトロウイルス属、トリC型レトロウイルス属、D
型レトロウイルス群、BLV-HTLVレトロウイルス、レンチウイルス属（例えば、ヒト免疫不
全ウイルス1およびヒト免疫不全ウイルス2）、スプマウイルス属）、フラビウイルス科（
例えば、C型肝炎ウイルス）、ヘパドナウイルス科（例えば、B型肝炎ウイルス）、トガウ
イルス科（例えば、アルファウイルス属（例えば、シンドビスウイルス）およびルビウイ
ルス属（例えば、風疹ウイルス））、ラブドウイルス科（例えば、ベシクロウイルス属、
リッサウイルス属、エフェメロウイルス属、シトラブドウイルス属およびヌクレオラブド
ウイルス属）、アレナウイルス科（例えば、アレナウイルス属、リンパ球性脈絡髄膜炎ウ
イルス、イッピーウイルスおよびラッサウイルス）、およびコロナウイルス科（例えば、
コロナウイルス属およびトロウイルス属）。細菌病原体の具体例には、限定的なものでは
ないが以下のものが含まれる：Aquaspirillum科、Azospirillum科、Azotobacteraceae科
、Bacteroidaceae科、Bartonella種、Bdellovibrio科、Campylobacter種、Chlamydia種（
例えば、Chlamydia pneumoniae）、クロストリジウム、Enterobacteriaceae科（例えば、
Citrobacter種、Edwardsiella、Enterobacter aerogenes、Erwinia種、Escherichia coli
、Hafnia種、Klebsiella種、Morganella種、Proteus vulgaris、Providencia、Salmonell
a種、Serratia marcescensおよびShigella flexneri）、Gardinella科、Haemophilus inf
luenzae、Halobacteriaceae科、Helicobacter科、Legionallaceae科、Listeria種、Methy
lococcaceae科、マイコバクテリア（例えば、Mycobacterium tuberculosis）、Neisseria
ceae科、Oceanospirillum科、Pasteurellaceae科、Pneumococcus種、Pseudomonas種、Rhi
zobiaceae科、Spirillum科、Spirosomaceae科、Staphylococcuss（例えば、メチシリン耐
性Staphylococcus aureusおよびStaphylococcus pyrogenes）、Streptococcus（例えば、
Streptococcus enteritidis、Streptococcus fasciaeおよびStreptococcus pneumoniae）
、Vampirovibr Helicobacter科、およびVampirovibrio科。真菌病原体の具体例には、限
定的なものではないが以下のものが含まれる：Absidia種（例えば、Absidia corymbifera
およびAbsidia ramosa）、Aspergillus種（例えば、Aspergillus flavus、Aspergillus f
umigatus、Aspergillus nidulans、Aspergillus nigerおよびAspergillus terreus）、Ba
sidiobolus ranarum、Blastomyces dermatitidis、Candida種（例えば、Candida albican
s、Candida glabrata、Candida kerr、Candida krusei、Candida parapsilosis、Candida
 pseudotropicalis、Candida quillermondii、Candida rugosa、Candida stellatoideaお
よびCandida tropicalis）、Coccidioides immitis、Conidiobolus種、Cryptococcus neo
forms、Cunninghamella種、皮膚糸状菌、Histoplasma capsulatum、Microsporum gypseum
、Mucor pusillus、Paracoccidioides brasiliensis、Pseudallescheria boydii、Rhinos
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poridium seeberi、Pneumocystis carinii、Rhizopus種（例えば、Rhizopus arrhizus、R
hizopus oryzaeおよびRhizopus microsporus）、Saccharomyces種、Sporothrix schencki
i、接合菌綱、ならびに例えばZygomycetes、Ascomycetes、Basidiomycetes、Deuteromyce
tesおよびOomycetesの等の綱。
【０２７２】
　もう1つの実施形態においては、本発明は、癌、自己免疫、炎症もしくは感染症または
それらの1以上の症状を予防、管理、治療または改善するための方法であって、それを要
する対象に、本発明の1以上のエピトープ結合性タンパク質の予防的または治療的に有効
な量を、手術と組合せてまたは単独で、あるいは更に、標準的または実験的な化学療法、
ホルモン療法、生物学的療法／免疫療法および／または放射線療法と組合せて投与するこ
とを含む方法を提供する。これらの実施形態においては、癌、自己免疫、炎症もしくは感
染症またはそれらの1以上の症状を予防、管理、治療または改善するために使用される本
発明のエピトープ結合性タンパク質は、ある要素（例えば、治療用物質または薬物）にコ
ンジュゲート化または融合されていてもされていなくてもよい。
【０２７３】
　本発明は、癌、自己免疫、炎症もしくは感染症またはそれらの1以上の症状を予防、管
理、治療または改善するための方法であって、それを要する対象に、本発明の1以上のエ
ピトープ結合性タンパク質を、癌治療用物質ではない治療用物質（すなわち、非癌治療用
物質）の1以上と組合せて投与することを含む方法を提供する。そのような物質の具体例
には、制吐剤、抗真菌剤、抗細菌剤、例えば抗生物質、抗炎症剤および抗ウイルス剤が含
まれるが、これらに限定されるものではない。制吐剤の非限定的な具体例には、メトピマ
ジン（metopimazin）およびメトクロプラミド（metochlopramide）が含まれる。抗真菌剤
の非限定的な具体例には、アゾール薬、イミダゾール、トリアゾール、ポリエン、アンホ
テリシンおよびリリミジン（ryrimidine）が含まれる。抗細菌剤の非限定的な具体例には
、ダクチノマイシン、ブレオマイシン、エリスロマイシン、ペニシリン、ミトラマイシン
、セファロスポリン、イミペネム、アクストレオナム（axtreonam）、バンコマイシン、
シクロセリン、バシトラシン、クロラムフェニコール、クリンダマイシン、テトラサイク
リン、ストレプトマイシン、トブラマイシン、ゲンタマイシン、アミカシン、カナマイシ
ン、ネオマイシン、スペクチノマイシン、トリメトプリム、ノルフロキサシン、レファン
ピン（refampin）、ポリミキシン、アンホテリシンB、ナイスタチン、ケトカナゾール、
イソニアジド、メトロニダゾールおよびペンタミジンが含まれる。抗ウイルス剤の非限定
的な具体例には、ヌクレオシド類似体（例えば、ジドブジン、アシクロビル、ガンシクロ
ビル（gangcyclivir）、ビダラビン（vidarbine）、イドクスウリジン、トリフルリジン
およびリバビリン）、フォスカルネット（foscaret）、アマンタジン、リマンタジン、サ
キナビル（saquinavir）、インジナビル（indinavir）、リトナビル、インターフェロン
（「IFN」）-α,βまたはγおよびAZTが含まれる。抗炎症剤の非限定的な具体例には、非
ステロイド性抗炎症薬（「NSAID」）、ステロイド性抗炎症薬、ベータ-アゴニスト、抗コ
リン作用剤およびメチルキサンチンが含まれる。
【０２７４】
　もう1つの実施形態においては、本発明は、癌細胞表現型を抑制しうる組成物を含む。1
つの実施形態においては、該癌細胞表現型は細胞成長、細胞付着、細胞付着の喪失、受容
体発現（例えば、Eph）の低減、受容体発現（例えば、Eph）の増強、転移能、細胞周期抑
制、受容体チロシンキナーゼ、活性化／抑制などである。
【０２７５】
　1つの実施形態においては、本発明は、慢性炎症を治療しうる組成物を含む。1つの実施
形態においては、該組成物は、破壊または不活性化のための免疫細胞の治療において有用
である。1つの実施形態においては、該組成物は活性化T細胞、休眠T細胞、B細胞、好中球
、好酸球、好塩基球、マスト細胞または樹状細胞の標的化において有用である。もう1つ
の実施形態においては、本発明は、免疫細胞の機能を低減しうる組成物を含む。もう1つ
の実施形態においては、該組成物は免疫細胞機能を排除しうる。
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【０２７６】
　本発明はまた、診断試薬としてのエピトープ結合性タンパク質の使用方法を提供する。
本発明のタンパク質は、種々の抗原が同時に効率的に捕捉される必要があるキットまたは
試薬において有用でありうる。
【０２７７】
　H．本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質をコードするポリヌクレオチドの
作製
　本発明は更に、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質をコードするヌクレオ
チド配列を含むポリヌクレオチドおよびその断片を提供する。本発明は更に、本発明のポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドおよびその断片を提供
する。本発明はまた、ストリンジェントなまたはより低いストリンジェンシーのハイブリ
ダイゼーション条件下（例えば、本明細書中で定義されているもの）、本発明のエピトー
プ結合性タンパク質および／またはポリペプチド鎖をコードするポリヌクレオチドにハイ
ブリダイズするポリヌクレオチドを含む。
【０２７８】
　エピトープ結合性タンパク質をコードするポリヌクレオチドは適当な起源からの核酸か
ら製造されうる。例えば、特定のエピトープ結合性タンパク質をコードする核酸を含有す
るクローンが入手できないが該エピトープ結合性タンパク質分子の配列が公知である場合
には、該タンパク質をコードする核酸を化学合成し、または適当な起源［例えば、cDNAラ
イブラリー、または該エピトープ結合性タンパク質を発現する任意の組織もしくは細胞（
例えば、本発明のタンパク質を発現するよう選択されたハイブリドーマ細胞）から作製さ
れたcDNAライブラリー、またはそのような組織もしくは細胞から単離された核酸、好まし
くは、ポリA + RNA］から得ることが可能であり、これは、該配列の3'および5'末端にハ
イブリダイズしうる合成プライマーを使用するPCR増幅により、または個々の遺伝子配列
に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを使用するクローニングにより行うことが可能で
あり、それにより、例えば、該タンパク質をコードするcDNAライブラリーからのcDNAクロ
ーンを特定することが可能である。ついで、PCRにより得られた増幅された核酸を、当技
術分野でよく知られた任意の方法を用いて、複製可能なクローニングベクター内にクロー
ニングすることが可能である。
【０２７９】
　該エピトープ結合性タンパク質のヌクレオチド配列および対応アミノ酸配列を決定した
ら、ヌクレオチド配列の操作のための当技術分野でよく知られた方法、例えば組換えDNA
技術、部位特異的突然変異誘発、PCRなどを用いて（例えば、Sambrookら, 1990, Molecul
ar Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spr
ing Harbor, NYおよびAusubelら編, 1998, Current Protocols in Molecular Biology, J
ohn Wiley & Sons, NYに記載されている技術を参照されたい）、該ヌクレオチド配列を操
作して、異なるアミノ酸配列を有するエピトープ結合性タンパク質を得、そのようにして
、例えばアミノ酸の置換、欠失および／または挿入を行うことが可能である。
【０２８０】
　特定の実施形態においては、当技術分野で公知の方法により（例えば、配列超可変性の
領域を決定するために他の重鎖および軽鎖可変領域の公知アミノ酸配列と比較することに
より）、相補性決定領域（CDR）の配列を特定するために、本発明のエピトープ結合性タ
ンパク質の重鎖および／または軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列を調べることが可能であ
る。通常の組換えDNA技術を用いて、該CDRの1以上をフレームワーク領域内、例えばヒト
フレームワーク領域内に挿入して、非ヒト抗体をヒト化することが可能である。該フレー
ムワーク領域は、天然に存在するまたはコンセンサスフレームワーク領域であることが可
能であり、好ましくはヒトフレームワーク領域である（例えば、ヒトフレームワーク領域
の一覧は、Chothiaら, J. Mol. Biol. 278: 457-479 (1998)を参照されたい）。好ましく
は、フレームワーク領域およびCDRの組合せにより作製されたポリヌクレオチドは本発明
のエピトープ結合性タンパク質をコードしている。
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【０２８１】
　好ましくは、1以上のアミノ酸置換は該フレームワーク領域内に施され、好ましくは、
該アミノ酸置換は該エピトープ結合性タンパク質のその抗原への結合を改善する。該ポリ
ヌクレオチドに対する他の改変も本発明に含まれ、通常の技量の範囲内である。
【０２８２】
　I．多重特異性エピトープ結合性タンパク質コンジュゲートおよび誘導体
　本発明のタンパク質は、（例えば、該タンパク質への任意のタイプの分子の共有結合に
より）修飾された誘導体を含む。限定的なものではないが例えば、該誘導体は、修飾（例
えば、グリコシル化、アセチル化、ペジル化（pegylation）、リン酸化、アミド化、公知
の保護／遮蔽基による誘導体化、タンパク質分解切断、細胞リガンドまたは他のタンパク
質への連結など）された本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む。特異的
化学的切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシン（tunicamycin）の代謝的合成な
ど（これらに限定されるものではない）を含む公知技術により、多数の化学的修飾のいず
れかが行われうる。さらに、該誘導体は1以上の非古典的アミノ酸を含有しうる。
【０２８３】
　本発明のエピトープ結合性タンパク質またはその断片は、マーカー配列、例えば精製を
促進するペプチドに融合されうる。ある実施形態においては、該マーカーアミノ酸配列は
、とりわけ、pQEベクター（QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311）
において提供されるタグのようなヘキサ-ヒスチジンペプチド（それらの多くは商業的に
入手可能である）である。例えばGentzら, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-8
24に記載されているとおり、ヘキサ-ヒスチジンは融合タンパク質の簡便な精製をもたら
す。精製に有用な他のペプチドタグには、インフルエンザ赤血球凝集素タンパク質に由来
するエピトープに相当する赤血球凝集素（HA）タグ（Wilsonら, 1984, Cell, 37:767）、
および「flag」タグが含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０２８４】
　本発明は更に、診断用または治療用物質にコンジュゲート化された多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質を含む。該タンパク質は、臨床試験法の一部として腫瘍の発生または
進行をモニターする（例えば、与えられた治療計画の有効性を決定する）ために診断的に
用いられうる。検出は、検出可能な物質に該抗体を結合させることにより促進されうる。
検出可能な物質には、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放
射性物質、種々の陽電子放射断層撮影法を使用する陽電子放出性金属、および非放射性常
磁性金属イオンが含まれる。該検出可能物質は、当技術分野で公知の技術を用いて、該抗
体（またはそのフラグメント）に直接的に、あるいは中間体（例えば、当技術分野で公知
のリンカー）を介して間接的に結合またはコンジュゲート化されうる。例えば、本発明の
診断用物質として使用される抗体にコンジュゲート化されうる金属イオンに関しては、米
国特許第4,741,900号を参照されたい。適当な酵素の具体例には、ホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータ-カラクトシダーゼまたはアセチルコ
リンエステラーゼが含まれ、適当な補欠分子族複合体の具体例には、ストレプトアビジン
／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが含まれ、適当な蛍光物質の具体例には、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、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが含まれ
、発光物質の具体例には、ルミノールが含まれ、生物発光物質の具体例には、ルシフェラ
ーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンが含まれ、適当な放射性物質の具体例には、125I、
131I、111Inまたは99Tcが含まれ（これらに限定されるものではない）、さらに、種々の
陽電子放射断層撮影法を使用する陽電子放出性金属、非放射性常磁性金属イオン、および
放射性標識されたまたは特定の放射性同位体にコンジュゲート化された分子が本発明のタ
ンパク質にコンジュゲート化されうる。
【０２８５】
　さらに、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、治療用要素、例えば細胞
毒、例えば静細胞または殺細胞物質、治療用物質または放射性金属イオン、例えばアルフ
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ァ-放射体、例えば213Biにコンジュゲート化されうる。細胞毒または細胞毒性物質には、
細胞に有害な任意の物質が含まれる。具体例には以下のものが含まれる：パクリタキソー
ル、サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エ
トポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン
、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトザントロン、ミトラマイシン
、アクチノマイシンD、1-デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、
テトラカイン、リドカイン、プロプラノロールおよびピューロマイシンならびにそれらの
類似体またはホモログ。治療用物質には以下のものが含まれるが、それらに限定されるも
のではない：代謝拮抗剤（例えば、メトトレキセート、6-メルカプトプリン、6-チオグア
ニン、シタラビン、5-フルオロウラシルデカルバジン）、アルキル化剤（例えば、メクロ
ルエタミン、チオエパクロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（BCNU）およびロム
スチン（CCNU）、シクロトスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプ
トゾトシン、マイトマイシンC、およびシスジクロロジアミン白金（II）（DDP）シスプラ
チン）、アントラサイクリン（例えば、ダウノルビシン（旧称ダウノマイシン）およびド
キソルビシン）、抗生物質（例えば、ダクチノマイシン（旧称アクチノマイシン）、ブレ
オマイシン、ミトラマイシンおよびアントラマイシン（AMC））、抗有糸分裂物質（例え
ば、ビンクリスチンおよびビンブラスチン）。治療用要素の更に詳細な一覧はPCT公開WO 
03/075957において見出されうる。
【０２８６】
　本発明のコンジュゲートは、与えられた生物学的応答を修飾するために使用されうる。
治療用物質または薬物要素は（薬物部分）は古典的な化学療法剤に限定されると解釈され
るべきではない。例えば、該薬物要素は、所望の生物活性を有するタンパク質またはポリ
ペプチドでありうる。そのようなタンパク質には例えば以下のものが含まれる：アブリン
、リシンA、シュードモナス外毒素またはジフテリア毒素のような毒素；腫瘍壊死因子、
アルファ-インターフェロン、ベータ-インターフェロン、神経成長因子、血小板由来増殖
因子、組織プラスミノーゲンアクチベーター、アポトーシス剤、例えばTNF-アルファ、TN
F-ベータ、AIM I（国際公開番号WO 97/33899を参照されたい）、AIM II（国際公開番号WO
 97/34911を参照されたい）、Fasリガンド（Takahashiら, Int. Iminunol., 6: 1567-157
4 (1994)）、VEGI（国際公開番号WO 99/23105を参照されたい）、CD40リガンド、血栓物
質または抗血管新生物質、例えばアンジオスタチンまたはエンドスタチンのようなタンパ
ク質；あるいは生物応答修飾物質、例えばリンホカイン、インターロイキン1（「IL-1」
）、インターロイキン2（「IL-2」）、インターロイキン6（「IL-6」）、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（「GM-CSF」）、顆粒球コロニー刺激因子（「G-CSF」）または
他の増殖因子。
【０２８７】
　J．多重特異性エピトープ結合性タンパク質担体分子
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、積荷（cargo）を細胞へ送達する
ためにも使用されうる。例えば、多重特異性エピトープ結合性タンパク質に積荷、例えば
細胞毒性薬（これに限定されるものではない）を載せて、該薬物を特定の細胞集団に送達
することが可能である。そのような技術はモノクローナル抗体に関して開発されており、
薬物へのコンジュゲート化のためには、通常は不対システインにおける該抗体への共有結
合修飾を要する。これらの化学的修飾は面倒であり、非効率的であり、しばしば、該抗体
を不安定化させる。また、どのくらい多数の薬物分子が単一抗体に結合されるのかに関し
て一定の制限があるため、製造におけるばらつきが生じる。本発明の多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質は、効率的かつ予測可能な様態で積荷を細胞へ送達するよう操作され
うる。該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、細胞へ送達されるのに適した積荷、
すなわち積荷に特異的であるエピトープ結合性ドメインを含みうると予想される。そのよ
うなエピトープ結合性ドメインの具体例は、タキソール（Leuら, 1993. Cancer Research
 Mar 15;53(6):1388-91）およびドキソルビシン（Morelliら, 1996 Cancer Research May
 1;56(9);2082-5）に対する抗体のように、既に記載されている。これらの多重特異性エ
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ピトープ結合性タンパク質担体分子には、エピトープ結合性ドメインに結合した少なくと
も1つの積荷が載せられ、該担体分子は患者に投与されうるであろう。
【０２８８】
　1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、積荷
分子を細胞へ送達するために使用されうる。他の実施形態においては、本発明の多重特異
性エピトープ結合性タンパク質は、細胞へ送達すべき積荷分子に特異的な少なくとも1つ
のエピトープ結合性ドメインを含む。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質は、送達すべき同一積荷に特異的な複数のエピトープ結合性ドメ
インを含む。他の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は、送達すべき異なる積荷分子に特異的な複数のエピトープ結合性ドメインを含む。
【０２８９】
　いくつかの実施形態においては、送達すべき積荷分子は、細胞毒性薬、代謝拮抗物質、
毒素、ペプチド、DNA分子、RNA分子、小分子、放射性同位体、発蛍光団、酵素、酵素イン
ヒビター、プロドラッグまたはミトコンドリア毒である。他の実施形態においては、該積
荷特異的エピトープ結合性ドメインは、細胞へ送り届けられる前は、該積荷分子の活性部
位／領域を遮蔽しうる。他の実施形態においては、該積荷特異的エピトープ結合性ドメイ
ンはインターナリゼーションに際して該積荷分子を可逆的に放出する。
【０２９０】
　いくつかの実施形態においては、該積荷特異的エピトープ結合性ドメインは該積荷分子
への結合に関してpH依存性を示す。いくつかの実施形態においては、該積荷特異的エピト
ープ結合性ドメインは生理的pH（例えば、血液において見出されるpH）で該積荷分子に結
合するが、リソソームpH（pH約6.0）においては該積荷分子に結合しない。
【０２９１】
　いくつかの実施形態においては、少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインは、種々
の標的へのコンジュゲート化に有用なリンカー要素に特異的でありうる。そのような場合
、使用者は、選択した積荷に該リンカー要素を「特別に適合化」させ、該特製積荷を細胞
へ送達するために該リンカー特異的エピトープ結合性ドメインを使用することが可能であ
る。伝統的な抗体に関するそのようなアプローチは、2005年11月8日付けで付与された米
国特許第6,962,702号（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に既に
記載されている。
【０２９２】
　K．エピトープ結合および活性に関するアッセイ
　本発明の多重特異性結合性タンパク質は、当技術分野で公知の任意の方法により、特異
的（すなわち、免疫特異的）結合に関してアッセイされうる。用いられうるイムノアッセ
イには、少数しか挙げないが例えばウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA
（酵素結合イムノソルベントアッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降ア
ッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定アッ
セイ、免疫放射線アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロテインAイムノアッセイのような
技術を用いる競合および非競合アッセイ系が含まれるが、これらに限定されるものではな
い。そのようなアッセイは常套的なものであり、当技術分野で公知である（例えば、Ausu
belら編, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons
, Inc., New Yorkを参照されたい）。典型的なイムノアッセイを以下に簡潔に説明する（
が、それらに限定されるものではない）。
【０２９３】
　免疫沈降法は、一般に、タンパク質ホスファターゼおよび／またはプロテアーゼインヒ
ビター（例えば、EDTA、PMSF、アプロチニン、バナジン酸ナトリウム）で補足されたRIPA
バッファー（1％ NP-40またはTriton X-100、1％　デオキシコール酸ナトリウム、0.1％ 
SDS、0.15M NaCl、0.01M リン酸ナトリウム(pH 7.2)、1％ Trasylol）のような細胞溶解
バッファー中で細胞集団を細胞溶解し、関心のあるエピトープ結合性タンパク質を該細胞
ライセートに加え、4℃で或る時間（例えば、1～4時間）にわたってインキュベートし、
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プロテインAおよび／またはプロテインGセファロースビーズを該細胞ライセートに加え、
4℃で約1時間またはそれ以上インキュベートし、細胞溶解バッファー中で該ビーズを洗浄
し、該ビーズをSDS／サンプルバッファーに再懸濁させることを含む。関心のあるタンパ
ク質が特定の抗原を免疫沈降させる能力を、例えばウエスタンブロット分析によりアッセ
イすることが可能である。抗原への該エピトープ結合性タンパク質の結合を増強しバック
グラウンドを減少させる（例えば、該細胞ライセートをセファロースビーズで予め清澄化
する）ために修飾されうるパラメーターに関しては、当業者に認識可能であろう。免疫沈
降法に関する更なる考察に関しては、例えば、Ausubelら編, 1994, Current Protocols i
n Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York, 10.16.1を参照さ
れたい。
【０２９４】
　ウエスタンブロット分析は、一般に、タンパク質サンプルを調製し、ポリアクリルアミ
ドゲル（例えば、抗原の分子量に応じた8％～20％のSDS-PAGE）における該タンパク質サ
ンプルの電気泳動を行い、該ポリアクリルアミドゲルからのタンパク質サンプルをニトロ
セルロース、PVDFまたはナイロンのような膜へトランスファーし、該膜をブロッキング溶
液（例えば、3％ BSAまたは脱脂乳を含有するPBS）中でブロッキングし、該膜を洗浄バッ
ファー（例えば、PBS-Tween20）中で洗浄し、ブロッキングバッファーで希釈された一次
抗体で該膜をブロッキングし、該膜を洗浄バッファー中で洗浄し、ブロッキングバッファ
ー中で希釈された酵素基質（例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼまたはアルカ
リホスファターゼ）または放射性分子（例えば、32Pまたは125I）にコンジュゲート化さ
れた二次抗体（これは該一次抗体を認識する）で該膜をブロッキングし、該膜を洗浄バッ
ファー中で洗浄し、該抗原の存在を検出することを含む。検出されるシグナルを増加させ
るためおよびバックグラウンドノイズを減少させるために修飾されうるパラメーターに関
しては、当業者に認識可能であろう。ウエスタンブロット法に関する更なる考察は、例え
ば、Ausubelら編, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wile
y & Sons, Inc., New York, 10.8.1を参照されたい。
【０２９５】
　ELISAは、抗原を調製し、96ウェルマイクロタイタープレートのウェルを該抗原でコー
トし、検出可能な化合物、例えば酵素基質（例えば、ホースラディッシュペルオキシダー
ゼまたはアルカリホスファターゼ）のようなコンジュゲート化された関心のあるエピトー
プ結合性タンパク質を該ウェルに加え、ある時間にわたってインキュベートし、該抗原の
存在を検出することを含む。ELISAにおいては、関心のあるエピトープ結合性タンパク質
は、検出可能な化合物にコンジュゲート化される必要はなく、その代わりに、検出可能な
化合物にコンジュゲート化された二次抗体（これは、関心のあるタンパク質を認識する）
が該ウェルに加えられうる。さらに、該抗原で該ウェルをコートする代わりに、関心のあ
るタンパク質で該ウェルをコートすることが可能である。この場合、関心のある抗原を該
コート化ウェルに加えた後で、検出可能な化合物にコンジュゲート化された二次抗体を加
えることが可能である。検出されるシグナルを増強するために修飾されうるパラメーター
および当技術分野で公知のELISAにおける他の変数に関しては、当業者に認識可能であろ
う。ELISAに関する更なる考察は、例えば、Ausubelら編, 1994, Current Protocols in M
olecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York, 11.2.1を参照された
い。
【０２９６】
　抗原へのエピトープ結合性タンパク質の結合アフィニティおよび他の結合特性は、例え
ば平衡法（例えば、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ELISA）またはラジオイムノア
ッセイ（RIA））または動力学（例えば、BIACORE（登録商標）分析）および他の方法、例
えば間接結合アッセイ、競合結合アッセイ、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）、ゲル電気
泳動およびクロマトグラフィー（例えば、ゲル濾過）を含む当技術分野で公知の種々のin
 vitroアッセイ法により決定されうる。これらおよび他の方法においては、検査されてい
る1以上の成分上の標識を利用することが可能であり、および／または、色素原標識、蛍
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光標識、発光標識または同位体標識（これらに限定されるものではない）を含む種々の検
出方法を利用することが可能である。結合アフィニティおよび動力学の詳細な説明は、抗
体-免疫原相互作用を中心に説明しているPaul, W.E.編, Fundamental Immunology, 4th E
d., Lippincott-Raven, Philadelphia (1999)において見出されうる。競合結合アッセイ
の一例としては、漸増量の未標識抗原の存在下、関心のあるエピトープ結合性タンパク質
と共に標識抗原をインキュベートし、標識抗原に結合したエピトープ結合性タンパク質を
検出することを含むラジオイムノアッセイが挙げられる。特定の抗原に対する、関心のあ
るエピトープ結合性タンパク質のアフィニティ、および結合オフ速度（binding off-rate
）は、スキャッチャードプロット分析によるデータから決定されうる。また、二次抗体と
の競合は、ラジオイムノアッセイを用いて決定されうる。この場合、漸増量の未標識二次
抗体の存在下、標識化合物にコンジュゲート化された関心のあるエピトープ結合性タンパ
ク質と共に該抗原をインキュベートする。
【０２９７】
　L．変異Fc領域
　本発明はまた、改変されたFc領域（本明細書においては「変異Fc領域」とも称される）
を含有する多重特異性エピトープ結合性タンパク質を提供する。したがって、本発明の1
つの実施形態においては、本発明のポリペプチド鎖は変異Fc領域（すなわち、後記のとお
りに改変されたFc領域）を含む。変異Fc領域を含む本発明のポリペプチド鎖は本明細書に
おいては「Fc変異タンパク質」とも称される。
【０２９８】
　変異Fc領域の説明においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のFc領
域は、Kabatら（1991, NIH Publication 91-3242, National Technical Information Ser
vice, Springfield, VA）におけるのと同様のEU指針に従う番号付けスキームを含むと理
解される。
【０２９９】
　本発明は、比較分子（例えば、野生型Fc領域を有する以外は同一のアミノ酸配列を有す
るタンパク質）と比べて改変された、Fcリガンド（例えば、Fc受容体、C1q）に対する結
合特性を有するFc変異タンパク質を含む。結合特性の具体例には、結合特異性、平衡解離
定数（KD）、解離および会合速度（それぞれkoffおよびkon）、結合アフィニティならび
に／またはアビディティが含まれるが、これらに限定されるものではない。低いKDを有す
る結合性分子（例えば、Fc変異タンパク質、例えば、抗体）は、高いKDを有する結合性分
子にとって好ましいかもしれないと一般に理解されている。しかし、いくつかの場合には
、konまたはkoffの値がKDの値より重要でありうる。当業者は、与えられたエピトープ結
合性タンパク質の用途にとって、どの動力学的パラメーターが最も重要であるかを決定し
うる。
【０３００】
　Fc領域のそのリガンドに対するアフィニティおよび結合特性は、Fc-FcγR相互作用、す
なわち、FcγRへのFc領域の特異的結合を決定するための当技術分野で公知の種々のin vi
troアッセイ法（生化学的または免疫学的アッセイ）、例えば平衡法（例えば、酵素結合
イムノソルベントアッセイ（ELISA）またはラジオイムノアッセイ（RIA））または動力学
（例えば、BIACORE（登録商標）分析）および他の方法、例えば間接結合アッセイ、競合
阻害アッセイ、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）、ゲル電気泳動およびクロマトグラフィ
ー（例えば、ゲル濾過）を含む当技術分野で公知の種々のin vitroアッセイ法（これらに
限定されるものではない）により決定されうる。これらおよび他の方法においては、検査
されている1以上の成分上の標識を利用することが可能であり、および／または、色素原
標識、蛍光標識、発光標識または同位体標識（これらに限定されるものではない）を含む
種々の検出方法を利用することが可能である。結合アフィニティおよび動力学の詳細な説
明は、抗体-免疫原相互作用を中心に説明しているPaul, W.E.編, Fundamental Immunolog
y, 4th Ed., Lippincott-Raven, Philadelphia (1999)において見出されうる。
【０３０１】
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　1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて増強された、1以上
のFcリガンドへの結合を示す。もう1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比
較分子の場合より少なくとも2倍、または少なくとも3倍、または少なくとも5倍、または
少なくとも7倍、または少なくとも10倍、または少なくとも20倍、または少なくとも30倍
、または少なくとも40倍、または少なくとも50倍、または少なくとも60倍、または少なく
とも70倍、または少なくとも80倍、または少なくとも90倍、または少なくとも100倍、ま
たは少なくとも200倍以上大きい、Fcリガンドに対するアフィニティを有する。特定の実
施形態においては、Fc変異タンパク質は、Fc受容体への、増強された結合を示す。もう1
つの特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、Fc受容体FcγRIIIAへの、増強さ
れた結合を示す。もう1つの特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、Fc受容体F
cγRIIBへの、増強された結合を示す。さらにもう1つの特定の実施形態においては、Fc変
異タンパク質は、Fc受容体FcRnへの、増強された結合を示す。さらにもう1つの特定の実
施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて増強された、C1qへの結合を
示す。
【０３０２】
　Fc領域を含むタンパク質の血清半減期は、FcRnに対するFc領域の結合アフィニティを増
加させることにより増加されうる。1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比
較分子と比べて増加した血清半減期を示す。
【０３０３】
　ADCCにより標的細胞の細胞溶解を媒介するいずれかの特定のFc変異タンパク質の能力は
アッセイ可能である。ADCC活性を評価するためには、関心のあるFc変異タンパク質を標的
細胞に免疫エフェクター細胞と共に加え、これは、抗原抗体複合体により活性化されて、
該標的細胞の細胞溶解を引き起こしうる。細胞溶解は、一般に、細胞溶解された細胞から
の標識（例えば、放射性基質、蛍光色素または天然細胞内タンパク質）の遊離により検出
される。そのようなアッセイのための有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞（PB
MC）およびナチュラルキラー（NK）細胞が含まれる。in vitro ADCCアッセイの具体例はW
isecarverら, 1985 79:277-282; Bruggemannら, 1987, J Exp Med 166:1351-1361; Wilki
nsonら, 2001, J Immunol Methods 258:183-191; Patelら, 1995 J Immunol Methods 184
:29-38に記載されている。関心のあるFc変異タンパク質のADCC活性は、in vivo、例えば
動物モデル、例えばClynesら, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:652-656に開示さ
れているものにおいても評価されうる。
【０３０４】
　1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて増強されたADCC活
性を示す。特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子の場合より少なく
とも2倍、または少なくとも3倍、または少なくとも5倍、または少なくとも10倍、または
少なくとも50倍、または少なくとも100倍大きいADCC活性を有する。もう1つの特定の実施
形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて、Fc受容体FcγRIIIAへの、増
強された結合を示し、増強されたADCC活性を示す。他の実施形態においては、Fc変異タン
パク質は、比較分子と比べて増強されたADCC活性および増加した血清半減期の両方を示す
。
【０３０５】
　1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて減少したADCC活性
を示す。特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子の場合より少なくと
も2倍、または少なくとも3倍、または少なくとも5倍、または少なくとも10倍、または少
なくとも50倍、または少なくとも100倍低いADCC活性を有する。もう1つの特定の実施形態
においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて、Fc受容体FcγRIIIAへの、低減し
た結合を示し、低減したADCC活性を示す。他の実施形態においては、Fc変異タンパク質は
、比較分子と比べて低減したADCC活性および増加した血清半減期の両方を示す。
【０３０６】
　1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて増強されたCDC活性
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を示す。特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子の場合より少なくと
も2倍、または少なくとも3倍、または少なくとも5倍、または少なくとも10倍、または少
なくとも50倍、または少なくとも100倍以上大きいCDC活性を有する。他の実施形態におい
ては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて増強されたCDC活性および増強された血清
半減期の両方を示す。1つの実施形態においては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べ
て低減した、1以上のFcリガンドへの結合を示す。もう1つの実施形態においては、Fc変異
タンパク質は、比較分子の場合より少なくとも2倍、または少なくとも3倍、または少なく
とも5倍、または少なくとも7倍、または少なくとも10倍、または少なくとも20倍、または
少なくとも30倍、または少なくとも40倍、または少なくとも50倍、または少なくとも60倍
、または少なくとも70倍、または少なくとも80倍、または少なくとも90倍、または少なく
とも100倍、または少なくとも200倍低い、Fcリガンドに対するアフィニティを示す。特定
の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、Fc受容体への、低減した結合を示す。もう
1つの特定の実施形態においては、Fc変異タンパク質は、Fc受容体FcγRIIIAへの、低減し
た結合を示す。もう1つの特定の実施形態においては、本明細書に記載されているFc変異
体は、比較分子の場合より少なくとも約5倍低い、Fc受容体FcγRIIIAに対するアフィニテ
ィを示し、ここで、該Fc変異体は、比較分子の場合の約2倍以内である、Fc受容体FcγRII
Bに対するアフィニティを示す。さらにもう1つの特定の実施形態においては、Fc変異タン
パク質は、Fc受容体FcRnへの、低減した結合を示す。さらにもう1つの特定の実施形態に
おいては、Fc変異タンパク質は、比較分子と比べて低減した、C1qへの結合を示す。
【０３０７】
　1つの実施形態においては、本発明は、Fc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kabat
に記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に234, 235, 236, 237, 238,
 239, 240, 241, 243, 244, 245, 247, 251, 252, 254, 255, 256, 262, 263, 264, 265,
 266, 267, 268, 269, 279, 280, 284, 292, 296, 297, 298, 299, 305, 313, 316, 325,
 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 339, 341, 343, 370, 373, 378, 392,
 416, 419, 421, 440および443よりなる群から選ばれる1以上の位置における、非天然に
生じるアミノ酸残基を含む。場合によっては、該Fc領域は、当業者に公知の追加的および
／または代替的位置における非天然に生じるアミノ酸残基を含みうる（例えば、米国特許
第5,624,821号; 第6,277,375号; 第6,737,056号; PCT特許公開WO 01/58957; WO 02/06919
; WO 04/016750; WO 04/029207; WO 04/035752; WO 04/074455; WO 04/099249; WO 04/06
3351; WO 05/070963; WO 05/040217, WO 05/092925およびWO 06/020114を参照されたい）
。
【０３０８】
　特定の実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kabat
に記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に234D, 234E, 234N, 234Q, 
234T, 234H, 234Y, 234I, 234V, 234F, 235A, 235D, 235R, 235W, 235P, 235S, 235N, 23
5Q, 235T, 235H, 235Y, 235I, 235V, 235F, 236E, 239D, 239E, 239N, 239Q, 239F, 239T
, 239H, 239Y, 240I, 240A, 240T, 240M, 241W, 241 L, 241Y, 241E, 241 R. 243W, 243L
 243Y, 243R, 243Q, 244H, 245A, 247L, 247V, 247G, 251F, 252Y, 254T, 255L, 256E, 2
56M, 262I, 262A, 262T, 262E, 263I, 263A, 263T, 263M, 264L, 264I, 264W, 264T, 264
R, 264F, 264M, 264Y, 264E, 265G, 265N, 265Q, 265Y, 265F, 265V, 265I, 265L, 265H,
 265T, 266I, 266A, 266T, 266M, 267Q, 267L, 268E, 269H, 269Y, 269F, 269R, 270E, 2
80A, 284M, 292P, 292L, 296E, 296Q, 296D, 296N, 296S, 296T, 296L, 296I, 296H, 269
G, 297S, 297D, 297E, 298H, 298I, 298T, 298F, 299I, 299L, 299A, 299S, 299V, 299H,
 299F, 299E, 305I, 313F, 316D, 325Q, 325L, 325I, 325D, 325E, 325A, 325T, 325V, 3
25H, 327G, 327W, 327N, 327L, 328S, 328M, 328D, 328E, 328N, 328Q, 328F, 328I, 328
V, 328T, 328H, 328A, 329F, 329H, 329Q, 330K, 330G, 330T, 330C, 330L, 330Y, 330V,
 330I, 330F, 330R, 330H, 331G, 331A, 331L, 331M, 331F, 331W, 331K, 331Q, 331E, 3
31S, 331V, 331I, 331C, 331Y, 331H, 331R, 331N, 331D, 331T, 332D, 332S, 332W, 332
F, 332E, 332N, 332Q, 332T, 332H, 332Y, 332A, 339T, 370E, 370N, 378D, 392T, 396L,
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 416G, 419H, 421K, 440Yおよび434Wよりなる群から選ばれる少なくとも1つの非天然に生
じるアミノ酸残基を含む。場合によっては、該Fc領域は、当業者に公知の追加的および／
または代替的な非天然に生じるアミノ酸残基を含みうる（例えば、米国特許第5,624,821
号; 第6,277,375号; 第6,737,056号; PCT特許公開WO 01/58957; WO 02/06919; WO 04/016
750; WO 04/029207; WO 04/035752およびWO 05/040217を参照されたい）。
【０３０９】
　もう1つの実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kab
atに記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に239、330および332より
なる群から選ばれる1以上の位置における少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸を含む
。特定の実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kabat
に記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に239D、330Lおよび332Eより
なる群から選ばれる少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸を含む。場合によっては、
該Fc領域は更に、Kabatに記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に252
、254および256よりなる群から選ばれる1以上の位置における追加的な非天然に生じるア
ミノ酸を含みうる。特定の実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該
Fc領域は、Kabatに記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に239D、330
Lおよび332Eよりなる群から選ばれる少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸、ならびに
Kabatに記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に252Y、254Tおよび256
Eよりなる群から選ばれる1以上の位置における少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸
を含む。
【０３１０】
　もう1つの実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kab
atに記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に234、235および331より
なる群から選ばれる1以上の位置における少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸を含む
。特定の実施形態においては、本発明はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kabat
に記載されているとおりのEU指針により番号付けされた場合に234F、235F、235Yおよび33
1Sよりなる群から選ばれる少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸を含む。もう1つの特
定の実施形態においては、本発明のFc変異体は、Kabatに記載されているとおりのEU指針
により番号付けされた場合に234F、235Fおよび331Sの非天然に生じるアミノ酸残基を含む
。もう1つの特定の実施形態においては、本発明のFc変異体は、Kabatに記載されていると
おりのEU指針により番号付けされた場合に234F、235Yおよび331Sの非天然に生じるアミノ
酸残基を含む。場合によっては、該Fc領域は更に、Kabatに記載されているとおりのEU指
針により番号付けされた場合に252、254および256よりなる群から選ばれる1以上の位置に
おける追加的な非天然に生じるアミノ酸を含みうる。特定の実施形態においては、本発明
はFc変異体を提供し、ここで、該Fc領域は、Kabatに記載されているとおりのEU指針によ
り番号付けされた場合に234F、235F、235Yおよび331Sよりなる群から選ばれる少なくとも
1つの非天然に生じるアミノ酸、ならびにKabatに記載されているとおりのEU指針により番
号付けされた場合に252Y、254Tおよび256Eよりなる群から選ばれる1以上の位置における
少なくとも1つの非天然に生じるアミノ酸を含む。
【０３１１】
　他の実施形態においては、本発明のFc変異体は、例えばGhetie etら, 1997, Nat Biote
ch. 15:637-40; Duncanら, 1988, Nature 332:563-564; Lundら, 1991, J. Immunol 147:
2657-2662; Lundら, 1992, Mol Immunol 29:53-59; Alegreら, 1994, Transplantation 5
7:1537-1543; Hutchinsら, 1995, Proc Natl. Acad Sci U S A 92:11980-11984; Jefferi
sら, 1995, Immunol Lett. 44:111-117; Lundら, 1995, Faseb J 9:115-119; Jefferisら
, 1996, Immunol Lett 54:101-104; Lundら, 1996, J Immunol 157:4963-4969; Armourら
, 1999, Eur J Immunol 29:2613-2624; Idusogieら, 2000, J Immunol 164:4178-4184; R
eddyら, 2000, J Immunol 164:1925-1933; Xuら, 2000, Cell Immunol 200:16-26; Iduso
gieら, 2001, J Immunol 166:2571-2575; Shieldsら, 2001, J Biol Chem 276:6591-6604
; Jefferisら, 2002, Immunol Lett 82:57-65; Prestaら, 2002, Biochem Soc Trans 30:
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487-490); 米国特許第5,624,821号; 第5,885,573号; 第5,677,425号; 第6,165,745号; 第
6,277,375号; 第5,869,046号; 第6,121,022号; 第5,624,821号; 第5,648,260号; 第6,528
,624号; 第6,194,551号; 第6,737,056号; 第6,821,505号; 第6,277,375号; 米国特許公開
番号2004/0002587およびPCT公開WO 94/29351; WO 99/58572; WO 00/42072; WO 02/060919
; WO 04/029207; WO 04/099249; WO 04/063351に開示されているような他の公知Fc変異体
と組合されうる。また、欠失、付加および／または修飾を含むFc領域も本発明に含まれる
。Fcドメインの更に他の修飾／置換／付加／欠失は当業者に容易に理解されるであろう。
【０３１２】
　M．本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のグリコシル化
　もう1つの実施形態においては、本発明において使用されるエピトープ結合性タンパク
質のグリコシル化が修飾される。例えば、非グリコシル化エピトープ結合性タンパク質（
すなわち、該抗体はグリコシル化を欠く）が製造されうる。グリコシル化は、例えば、標
的抗原に対するエピトープ結合性タンパク質のアフィニティを増強するために改変されう
る。そのような炭水化物修飾は、例えば、タンパク質配列内のグリコシル化の1以上の部
位を改変することにより達成されうる。そのような非グリコシル化は、本発明のタンパク
質のその抗原に対するアフィニティを増強しうる。そのようなアプローチは米国特許第5,
714,350号および第6,350,861号に更に詳細に記載されている。また、Fc領域内に存在する
グリコシル化部位（例えば、IgGのアスパラギン297）の除去をもたらす1以上のアミノ酸
置換が施されうる。さらに、非グリコシル化エピトープ結合性タンパク質は、必要なグリ
コシル化装置を欠く細菌細胞において産生されうる。
【０３１３】
　減少した量のフコシル残基を有する低フコシル化タンパク質または増加した二等分（bi
secting）GlcNAc構造を有するタンパク質のような改変されたタイプのグリコシル化を有
する本発明のエピトープ結合性タンパク質も製造されうる。そのような改変されたグリコ
シル化パターンは抗体のADCC能を増強することが示されている。そのような炭水化物修飾
は、例えば、改変されたグリコシル化装置を有する宿主細胞において本発明のタンパク質
を発現させることにより達成されうる。改変されたグリコシル化装置を有する細胞は当技
術分野において既に記載されており、本発明の組換えタンパク質を発現させて改変グリコ
シル化を有するタンパク質を産生させるための宿主細胞として使用されうる。例えば、Sh
ields, R.L.ら (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Umanaら (1999) Nat. Biotech
. 17:176-1および米国特許第6,946,292号、欧州特許番号EP 1,176,195、PCT公開WO 03/03
5835、WO 99/54342（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書に組み入れることと
する）を参照されたい。
【０３１４】
　抗体IgG分子のFc領域に結合性の複合型N-グリコシド結合糖鎖の非還元性末端へのガラ
クトースの付加、および還元性末端におけるN-アセチルグルコサミンへのフコースの付加
に関して、多様性の存在が公知であり［Biochemistry, 36, 130 (1997)］、特に、糖鎖内
の還元性末端におけるN-アセチルグルコサミンへの付加により、抗体のADCC活性が著しく
低下することが報告されている［WO00/61739, J. Biol. Chem., 278, 3466 (2003)］。し
たがって、効力を最大にするためには、Fc領域のフコシル化が低減または排除された多重
特異性エピトープ結合性タンパク質が望ましい。
【０３１５】
　特定の実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、未修
飾多重特異性エピトープ結合性タンパク質と比べて低減したフコシル化を有する。1つの
実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質のフコシル化は、
未修飾多重特異性エピトープ結合性タンパク質のレベルの少なくとも99％、95％、90％、
85％、80％、75％、70％、65％、60％、55％、50％、45％、40％、35％、30％、25％、20
％、15％、10％、5％、2.5％または1％である。もう1つの実施形態においては、本発明の
多重特異性エピトープ結合性タンパク質は非フコシル化体である。もう1つの実施形態に
おいては、本発明の非フコシル化多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、未修飾多重
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特異性エピトープ結合性タンパク質のフコシル化のレベルの5％、2.5％、1％、0.5％、0.
1％または0.05％未満を含む。
【０３１６】
　N．多重特異性エピトープ結合性タンパク質の製造／産生
　本発明はまた、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の製造方法を提供する
。該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、単一のベクターから、または複数のベク
ターから発現されうる。該ベクター内の結合性ドメインの配置は様々でありうる。Fc領域
（またはCH1/Fc領域）の配向は、該多重特異性エピトープ結合性ポリペプチド鎖内に含有
される結合性ドメインのいずれかのN末端側またはC末端側でありうる。いくつかの実施形
態においては、該エピトープ結合性ドメインは該ポリペプチド鎖内のFc領域（またはCH1/
Fc領域）のN末端側またはC末端側に存在する。
【０３１７】
　所望の多重特異性エピトープ結合性タンパク質が操作されたら、抗体の大規模製造のた
めの当技術分野で公知の方法を用いて、該タンパク質は商業的規模で製造されうる。例え
ば、これは、限定的なものではないが例えば以下に記載する組換え発現系を用いて達成さ
れうる。
【０３１８】
　N.1.　組換え発現系
　本発明のエピトープ結合性タンパク質の組換え発現は、本発明のエピトープ結合性タン
パク質をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターの構築を要する。本発明の
タンパク質をコードするポリヌクレオチドが得られたら、当技術分野で良く知られた技術
を用いる組換えDNA技術により、該エピトープ結合性分子の製造のためのベクターが製造
されうる。例えば、米国特許第6,331,415号（その全体を参照により本明細書に組み入れ
ることとする）を参照されたい。したがって、ヌクレオチド配列をコードするポリヌクレ
オチドを発現させることによりタンパク質を製造するための方法は本明細書に記載されて
いる。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は多種多様な発現系において製造
されうる。1つの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は哺乳類細胞により産生され分泌される。もう1つの実施形態においては、本発明の多重
特異性エピトープ結合性タンパク質はヒト細胞により産生され分泌される。特定の実施形
態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は293F、CHOまたはNS0細
胞系の細胞において製造される。
【０３１９】
　タンパク質コード配列ならびに適当な転写および翻訳制御シグナルを含有する発現ベク
ターを構築するためには、当業者に公知の方法が用いられうる。これらの方法には、例え
ば、in vitro組換えDNA技術、合成技術、およびin vivo遺伝的組換えが含まれる。したが
って、本発明は、プロモーターに機能的に連結されたエピトープ結合性タンパク質分子を
コードするヌクレオチド配列を含む複製可能なベクターを提供する。
【０３２０】
　通常の技術により該発現ベクターを宿主細胞に導入したら、ついでトランスフェクト化
細胞を通常の技術により培養してエピトープ結合性タンパク質を得る。したがって、本発
明は、異種プロモーターに機能的に連結された本発明のタンパク質をコードするポリヌク
レオチドを含有する宿主細胞を含む。
【０３２１】
　本発明のエピトープ結合性タンパク質またはその一部分を発現させるためには、米国特
許第5,807,715号に記載されているとおり、種々の宿主-発現ベクター系が使用されうる。
例えば、ヒトサイトメガロウイルス由来の主要中間（major intermediate）初期遺伝子プ
ロモーター要素のようなベクターと組合されたチャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO）
のような哺乳類細胞はエピトープ結合性タンパク質のための有効な発現系である（Foecki
ngら, Gene, 45:101 (1986); およびCockettら, Bio/Technology, 8:2 (1990)）。また、
所望の特定の様態で挿入配列の発現をモジュレーションしまたは遺伝子産物を修飾しプロ
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セシングする宿主細胞株が選択されうる。タンパク質産物のそのような修飾（例えば、グ
リコシル化）およびプロセシング（例えば、切断）は該タンパク質の機能に重要でありう
る。種々の宿主細胞は、タンパク質および遺伝子産物の翻訳後プロセシングおよび修飾の
ための特徴的かつ特異的なメカニズムを有する。本発明のタンパク質の適切な修飾および
プロセシングが保証されるよう、適当な細胞系または宿主系が選択されうる。この目的に
は、一次転写産物の適切なプロセシング、遺伝子産物のグリコシル化およびリン酸化のた
めの細胞装置を有する真核宿主細胞が使用されうる。そのような哺乳類宿主細胞には、CH
O、VERY、BHK、HeLa、COS、MDCK、293、3T3、W138、BT483、Hs578T、HTB2、BT20およびT4
7D、NSO、CRL7030およびHsS78Bst細胞が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０３２２】
　細菌系においては、発現されるタンパク質分子に意図される用途に応じて多数の発現ベ
クターが有利に選択されうる。例えば、本発明のエピトープ結合性タンパク質を含む医薬
組成物の製造のために大量のそのようなエピトープ結合性タンパク質を製造したい場合に
は、容易に精製される高レベルの融合タンパク質産物の発現を導くベクターが望ましいか
もしれない。そのようなベクターには、大腸菌（E. coli）発現ベクターpUR278（Ruther
ら, EMBO, 12:1791 (1983)）（この場合、融合タンパク質が産生されるよう、コード配列
は個々に、lacZコード領域とインフレームで該ベクター内に連結されうる）、pINベクタ
ー（Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res., 13:3101-3109; Van Heeke & Schuste
r, 1989, J. Biol. Chem., 24:5503-5509 (1989)）などが含まれるが、これらに限定され
るものではない。グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）との融合タンパク質として
外来ポリペプチドを発現させるためには、pGEXベクターも使用されうる。一般に、そのよ
うな融合タンパク質は可溶性であり、吸着、およびグルタチオン-アガロースアフィニテ
ィマトリックスへの結合、およびそれに続く、遊離グルタチオンの存在下での溶出により
、細胞溶解細胞から容易に精製されうる。クローン化標的遺伝子産物がGST部分から遊離
されうるよう、pGEXベクターは、トロンビンおよび／またはXa因子プロテアーゼ切断部位
を導入するように設計される。
【０３２３】
　昆虫細胞系においては、外来遺伝子を発現させるためのベクターとして、Autographa c
alifornica核多角体病ウイルス（AcNPV）が使用される。該ウイルスはSpodoptera frugip
erda細胞内で増殖する。該タンパク質コード配列は該ウイルスの非必須領域（例えば、多
角体遺伝子）内に個々にクローニングされ、AcNPVプロモーター（例えば、多角体プロモ
ーター）の制御下に配置されうる。
【０３２４】
　哺乳類宿主細胞においては、ウイルスに基づく多数の発現系が使用されうる。発現ベク
ターとしてアデノウイルスを使用する場合には、関心のあるコード配列がアデノウイルス
転写／翻訳制御複合体（例えば、後期プロモーターおよび三成分リーダー配列）に連結さ
れうる。ついでこのキメラ遺伝子はin vitroまたはin vivo組換えによりアデノウイルス
ゲノム内に挿入されうる。該ウイルスゲノムの非必須領域（例えば、領域E1またはE3）内
への挿入は、感染宿主内で該抗体分子を発現しうる生存可能な組換えウイルスを与える（
例えば、Logan & Shenk, PNAS, 81:3655-3659 (1984)を参照されたい）。挿入された抗体
コード配列の効率的な翻訳のためには、特異的開始シグナルも要求されうる。これらのシ
グナルはATG開始コドンおよび隣接配列を含む。さらに、全インサートの翻訳が保証され
るためには、開始コドンは、一般に、所望のコード配列のリーディングフレームとインフ
レームであるべきである。これらの外因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然物
および合成物の両方を含む種々のものに由来しうる。発現の効率は、適当な転写エンハン
サー要素、転写ターミネーターなどを含有させることにより改善されうる（例えば、Bitt
erら, Methods in Enzymol., 153:51-544 (1987)を参照されたい）。
【０３２５】
　組換えタンパク質の長期的な高収率の産生のためには、安定な発現が用いられうる。例
えば、該タンパク質分子を安定に発現する細胞系が作製されうる。発現制御要素（例えば
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、プロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位など）および
選択マーカー遺伝子を含む適当に操作されたベクターで宿主細胞が形質転換されうる。外
来DNAの導入の後、該細胞は富化培地内で1～2日間の増殖に付され、ついで選択培地と交
換されうる。組換えプラスミド内の選択マーカーは該選択に対する耐性を付与し、染色体
内に該プラスミドを安定に組み込んだ細胞が増殖しフォーカスを形成するのを可能にし、
そしてそれはクローニングされ、細胞系にまで増殖されうる。本発明のエピトープ結合性
タンパク質をコードするプラスミドは、培養内での製造に適した任意の細胞系内に遺伝子
／cDNAを導入するために使用されうる。単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Wigler
ら, Cell, 11:223 (1977)）、ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ（Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 48:202 (1992)）およびアデ
ニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Lowyら, Cell, 22:8-17 (1980)）遺伝子（これ
らに限定されるものではない）を含む多数の選択系が、それぞれ、tk-、hgprt-またはapr
T-細胞において使用されうる。また、以下の遺伝子に関する選択の基礎として、代謝拮抗
物質耐性が用いられうる：dhfr, これはメトトレキセートに対する耐性を付与する（Wigl
erら, Natl. Acad. Sci. USA, 77:357 (1980); O'Hareら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 78:1527 (1981)）；gpt, これはミコフェノール酸に対する耐性を付与する（Mulligan &
 Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:2072 (1981)）；neo, これはアミノグリコシド
G-418に対する耐性を付与する（WuおよびWu, Biotherapy, 3:87-95 (1981); Tolstoshev,
 Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32:573-596 (1993); Mulligan, Science, 260:926-93
2 (1993); ならびにMorganおよびAnderson, Ann. Rev. Biochem., 62:191-217 (1993); M
ay, TIB TECH 11:155-215 (1993)）、およびhygro, これはハイグロマイシンに対する耐
性を付与する（Santerreら, Gene, 30:147 (1984)）。所望の組換えクローンを選択する
ためには、組換えDNA技術の当技術分野で一般に公知の方法が常套的に適用されることが
可能であり、そのような方法は、例えば、Ausubelら(編), Current Protocols in Molecu
lar Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); Kriegler, Gene Transfer and Expressio
n, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990); ならびにChapters 12および13, 
Dracopoliら(編), Current Protocols in Human Genetics, John Wiley & Sons, NY (199
4); Colberre-Garapinら, 1981, J. Mol. Biol., 150:1（それらの全体を参照により本明
細書に組み入れることとする）に記載されている。本発明のエピトープ結合性タンパク質
が組換え発現により産生されたら、それは、免疫グロブリン分子の精製のための当技術分
野で公知の任意の方法、例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換、アフィニテ
ィー、特に、特異的抗原プロテインAまたはプロテインGに対するアフィニティによるもの
、およびサイズカラムクロマトグラフィー）、遠心分離、溶解度差、またはタンパク質の
精製のための任意の他の標準的な技術により精製されうる。さらに、本発明のタンパク質
またはその断片は、精製を促進する本明細書に記載のまたは当技術分野で公知の異種ポリ
ペプチド配列に融合されうる。
【０３２６】
　O．多重特異性エピトープ結合性タンパク質の規模拡張可能な製造
　多量の本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を得るために、これは、規模拡
張可能（scalable）なプロセス（process）（以下、「本発明の規模拡張可能なプロセス
」と称される）により製造されうる。いくつかの実施形態においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質は、該タンパク質の機能活性を維持しながら分析用基準バイオリア
クター（限定的なものではないが例えば、5L、10L、15L、30Lまたは50Lのバイオリアクタ
ー）において本発明のタンパク質を製造するために大規模化されうる、研究実験室におけ
る本発明の規模拡張可能なプロセスにより製造されうる。例えば、1つの実施形態におい
ては、本発明の規模拡張可能なプロセスにより製造されるタンパク質は、HPSECまたはrCG
Eにより測定された場合に低レベルないし検出不能レベルの凝集、すなわち、5％以下、4
％以下、3％以下、2％以下、1％以下もしくは0.5％以下（タンパク質の重量％）の凝集、
および／または低レベルないし検出不能レベルの断片化、すなわち、無傷多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80％以上、85％以上、
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90％以上、95％以上、98％以上もしくは99％以上もしくは99.5％以上を示す。他の実施形
態においては、該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、製造用基準バイオリアクタ
ー（限定的なものではないが例えば、75L、100L、150L、300Lまたは500L）において本発
明のタンパク質を製造するために大規模化されうる、研究実験室における本発明の規模拡
張可能な方法により製造されうる。いくつかの実施形態においては、本発明の規模拡張可
能なプロセスは、該研究実験室において行われる製造プロセスと比べて製造効率をほとん
どまたは全く減少させない。他の実施形態においては、本発明の規模拡張可能なプロセス
は、約10 mg/L、約20 m/L、約30 mg/L、約50 mg/L、約75 mg/L、約100 mg/ L、約125 mg/
L、約150 mg/L、約175 mg/L、約200 mg/L、約250 mg/Lまたは約300 mg/Lまたはそれ以上
の製造効率で多重特異性エピトープ結合性タンパク質を製造する。
【０３２７】
　他の実施形態においては、本発明の規模拡張可能なプロセスは、少なくとも約10 mg/L
、少なくとも約20 mg/L、少なくとも約30 mg/L、少なくとも約50 mg/L、少なくとも約75 
mg/L、少なくとも約100 mg/L、少なくとも約125 mg/L、少なくとも約150 mg/L、少なくと
も約175 mg/L、少なくとも約200 mg/L、少なくとも約250 mg/Lまたは少なくとも約300 mg
/Lまたはそれ以上の製造効率で多重特異性エピトープ結合性タンパク質を製造する。
【０３２８】
　他の実施形態においては、本発明の規模拡張可能な方法は、約10 mg/L～約300 mg/L、
約10 mg/L～約250 mg/L、約10 mg/L～約200 mg/L、約10 mg/L～約175 mg/L、約10 mg/L～
約150 mg/L、約10 mg/L～約100 mg/L、約20 mg/L～約300 mg/L、約20 mg/L～約250 mg/L
、約20 mg/L～約200 mg/L、約20 mg/L～約175 mg/L、約20 mg/L～約150 mg/L、約20 mg/L
～約125 mg/L、約20 mg/L～約100 mg/L、約30 mg/L～約300 mg/L、約30 mg/L～約250 mg/
L、約30 mg/L～約200 mg/L、約30 mg/L～約175 mg/L、約30 mg/L～約150 mg/L、約30 mg/
L～約125 mg/L、約30 mg/L～約100 mg/L、約50 mg/L～約300 mg/L、約50 mg/L～約250 mg
/L、約50 mg/L～約200 mg/L、約50 mg/L～約175 mg/L、約50 mg/L～約150 mg/L、約50 mg
/L～約125 mg/L、または約50 mg/L～約100 mg/Lの製造効率で多重特異性エピトープ結合
性タンパク質を製造する。
【０３２９】
　P．多重特異性エピトープ結合性タンパク質の精製および単離
　組換え技術を用いる場合、本発明のエピトープ結合性タンパク質は細胞内で産生され、
あるいは細胞周辺腔で産生され、あるいは培地内に直接分泌されうる。該タンパク質が細
胞内で産生される場合、第1工程として、例えば遠心分離または限外濾過により、粒子状
残渣（宿主細胞または細胞溶解断片）が除去される。Carterら, Bio/Technology, 10:163
-167 (1992)は、大腸菌（E. coli）の細胞周辺腔内に分泌される抗体を単離するための方
法を記載している。簡潔に説明すると、細胞ペーストを酢酸ナトリウム（pH3.5）、EDTA
およびフェニルメチルスルホニルフルオリド（PMSF）の存在下で約30分間にわたって解凍
する。細胞残渣は遠心分離により除去されうる。該エピトープ結合性タンパク質が培地内
に分泌される場合、そのような発現系からの上清を、まず、商業的に入手可能なタンパク
質濃縮フィルター、例えばAmiconまたはMillipore Pellicon限外濾過ユニットを使用して
濃縮する。前記工程のいずれかにおいては、タンパク質分解を抑制するために、プロテア
ーゼインヒビター、例えばPMSFを含めることが可能であり、偶発的な混入物の増殖を妨げ
るために、抗生物質を含めることが可能である。
【０３３０】
　該細胞から製造されたエピトープ結合性タンパク質組成物は、例えば、ヒドロキシアパ
タイトクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグ
ラフィー、ゲル電気泳動、透析および／またはアフィニティクロマトグラフィーを単独で
または他の精製工程と組合せて用いて精製されうる。アフィニティリガンドとしてのプロ
テインAの適合性は、該エピトープ結合性タンパク質において存在するいずれかの免疫グ
ロブリンFcの種およびイソタイプに左右される。プロテインAは、ヒトγ1、γ2またはγ4
重鎖に基づく抗体を精製するために使用されうる（Lindmarkら, J. Immunol. Methods, 6
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2:1-13 (1983)）。すべてのマウスイソタイプおよびヒトγ3には、プロテインGが推奨さ
れる（Gussら, EMBO J., 5:15671575 (1986)）。アフィニティリガンドが結合されるマト
リックスは十中八九はアガロースであるが、他のマトリックスも利用可能である。物理的
に安定なマトリックス、例えば制御化多孔性ガラスまたはポリ(スチレンジビニル)ベンゼ
ンは、アガロースで達成されうるものより速い流速およびより短い加工時間を可能にする
。本発明のタンパク質がCH3ドメインを含む場合には、Bakerbond ABX樹脂（J.T. Baker, 
Phillipsburg, NJ）が精製に有用である。タンパク質精製のための他の技術、例えばイオ
ン交換カラム上での分画、エタノール沈殿、逆相HPLC、シリカ上のクロマトグラフィー、
ヘパリン上のクロマトグラフィー、アニオンまたはカチオン交換樹脂上のSEPHAROSEクロ
マトグラフィー（例えば、ポリアスパラギン酸カラム）、等電点電気泳動、SDS-PAGEおよ
び硫酸アンモニウム沈殿も、回収すべき抗体に応じて利用可能である。
【０３３１】
　いずれかの予備精製工程の後、関心のあるエピトープ結合性タンパク質および混入物を
含む混合物は、約2.5～4.5のpHの溶出バッファーを使用し低い塩濃度（例えば、約0～0.2
5Mの塩）で行われる低pH疎水性相互作用クロマトグラフィーに付されうる。
【０３３２】
　組換えタンパク質の単離および精製は、関心のあるタンパク質の物理的特性、例えばサ
イズ、電荷、疎水性、アフィニティなどを利用して、当技術分野で受け入れられている多
数の技術により達成されうる。1つの実施形態においては、本発明のタンパク質は、当技
術分野で公知の単離／精製方法、例えばサイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロ
マトグラフィーおよびアフィニティクロマトグラフィーに付される。もう1つの実施形態
においては、本発明のタンパク質はプロテインAアフィニティクロマトグラフィーにより
精製される。もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク質は、該タンパク質にお
ける1以上の結合特異性を利用するアフィニティクロマトグラフィーにより精製される。
【０３３３】
　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の構成エピトープ結合性ドメインは、同じ単離
された機能性エピトープ結合性ドメインにより示される機能の実質的に全てを保持すると
理解されるべきである。1つの実施形態においては、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の構成エピトープ結合性ドメインは、同じ単離された機能性エピトープ結合性ドメイ
ンにより示される機能の1以上を保持する。1つの実施形態においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質のエピトープ結合性ドメインにより示される機能には、同じ単離さ
れたエピトープ結合性ドメインにより示される機能と実質的に同じ特異性、アフィニティ
、作動性（例えば、図29、30および31を参照されたい）、拮抗性、架橋特性が含まれるが
、これらに限定されるものではない。もう1つの実施形態においては、多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質の構成エピトープ結合性ドメインは、同じ単離されたエピトープ結
合性ドメインにより示される1以上の機能の少なくとも10％、少なくとも20％、少なくと
も30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少なくとも60 ％、少なくとも70％、少なく
とも80％、少なくとも90％、少なくとも100％、少なくとも110％、少なくとも120％、少
なくとも130％、少なくとも140％、少なくとも150％または少なくとも160％の活性を保持
する。
【０３３４】
　本発明のタンパク質の機能性を保証するために、適当な結合アッセイが開発されている
。当技術分野で十分に記載されている技術、例えばELISA、BIACore（登録商標）およびKi
nExA（商標）に加えて、本発明は、多重特異性エピトープ結合性タンパク質の機能性を決
定するためのアッセイを提供する。1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の機
能性は、実施例の節に記載されている方法を用いてアッセイされうる。もう1つの実施形
態においては、本発明のタンパク質の機能性は、実施例10に記載されている方法を用いて
アッセイされうる。もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の機能性は、実
施例13～20のいずれかに記載されている方法を用いてアッセイされうる。
【０３３５】
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　本発明のタンパク質の安定性を保証するために、適当なアッセイが開発されている。1
つの実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性は当技術分野における公知技術に
より特徴づけられる。他の実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性は凝集およ
び／または断片化の率（速度）またはプロファイルにより評価されうる。凝集または断片
化のレベルを決定するためには、多数の技術が用いられうる。1つの実施形態においては
、該凝集および／または断片化プロファイルは、分析用限界濾過（AUC）、サイズ排除ク
ロマトグラフィー（SEC）、高速サイズ排除クロマトグラフィー（HPSEC）、融解温度（Tm
）、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）、キャピラリーゲル電気泳動（CGE）、光
散乱（SLS）、フーリエ変換赤外分光法（FTIR）、円二色性（CD）、尿素誘発性タンパク
質アンフォールディング技術、内在性トリプトファン蛍光、示差走査熱量測定または1-ア
ニリノ-8-ナフタレンスルホン酸（ANS）タンパク質結合技術の使用により評価されうる。
もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性はポリアクリルアミドゲル
電気泳動（PAGE）分析により特徴づけられる。もう1つの実施形態においては、本発明の
タンパク質の安定性は、実施例3および6に記載されている方法により特徴づけられる。も
う1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性はサイズ排除クロマトグラフ
ィー（SEC）プロファイル分析により特徴づけられる。もう1つの実施形態においては、本
発明のタンパク質の安定性は、実施例10に記載されている方法により特徴づけられる。も
う1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性は、実施例13～20のいずれか
に記載されている方法を用いてアッセイされうる。
【０３３６】
　安定性のもう1つの尺度は、タンパク質により示されるプロテアーゼ分解に対する相対
的抵抗性である。1つの実施形態においては、本発明のタンパク質の安定性はプロテアー
ゼ抵抗性アッセイにより特徴づけられる。1つの実施形態においては、該プロテアーゼ抵
抗性アッセイにおいて利用されるプロテアーゼはセリンプロテアーゼ、トレオニンプロテ
アーゼ、システインプロテアーゼ、アスパラギン酸プロテアーゼ、メタロプロテアーゼま
たはグルタミン酸プロテアーゼである。1つの実施形態においては、本発明のタンパク質
は、プロテアーゼがトリプシン、キモトリプシン、カテプシンB、D、LまたはG、ペプシン
、パパイン、エラスターゼ、HIV-1プロテアーゼ、キモシン、レンン、プラスメプシン、
プラスミン、カルボキシペプチダーゼE、カスパーゼ1-10またはカルパインであるプロテ
アーゼ抵抗性アッセイに付される。もう1つの実施形態においては、本発明の多重特異性
エピトープ結合性タンパク質は低レベルのプロテアーゼ分解を示す。いくつかの実施形態
においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、例えば37℃で1時間、1
2時間または24時間にわたるプロテアーゼの存在下のインキュベーションの後に該タンパ
ク質の少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも
90％、少なくとも95％またはそれ以上が未消化のままである、プロテアーゼ（例えば、ト
リプシン（20ng/1μgの抗体/エピトープ結合性タンパク質）またはキモトリプシン（20ng
/1μgの抗体/エピトープ結合性タンパク質））抵抗性を示す。もう1つの実施形態におい
ては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は低レベルのプロテアーゼ分解を
示す。いくつかの実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
は、実施例28～29に記載されているのと実質的に同じ方法によるプロテアーゼの存在下の
インキュベーションの後に該タンパク質の少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも
80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％またはそれ以上が未消化のまま
である、プロテアーゼ抵抗性を示す。
【０３３７】
　本発明はまた、本発明の複数のエピトープ結合性タンパク質の試験方法を提供する。抗
体または抗体様分子の結合特異性は、当技術分野で受け入れられている多種多様の技術、
例えばファージディスプレイおよび他のELISA利用技術により評価されうる。1つの実施形
態においては、本発明のタンパク質の結合特異性は当技術分野における任意の公知技術に
より試験されうる。もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク質は、本明細書に
記載されている技術のいずれかにより試験されうる。もう1つの実施形態においては、本
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発明のタンパク質の結合特異性は、ELISAに基づくアッセイ、例えば実施例10に記載され
ているアッセイにより試験されうる。もう1つの実施形態においては、本発明のタンパク
質の結合特異性は、実施例13～20のいずれかに記載されている方法により試験されうる。
【０３３８】
　Q．多重特異性エピトープ結合性タンパク質製剤の安定性および凝集のモニター方法
　タンパク質の物理的および化学的構造に基づいて並びにその生物活性に基づいてタンパ
ク質製剤の安定性を評価するために利用可能な種々の方法が存在する。例えば、タンパク
質の変性を研究するためには、電荷移動吸収、熱分析、蛍光分光法、円二色性、NMR、rCG
E（還元性キャピラリーゲル電気泳動）およびHPSEC（高速サイズ排除クロマトグラフィー
）のような方法が利用可能である。例えば、Wangら, 1988, J. of Parenteral Science &
 Technology 42(Suppl):S4-S26を参照されたい。
【０３３９】
　rCGEおよびHPSECは、タンパク質凝集、タンパク質分解およびタンパク質断片化の形成
を評価するための最も一般的かつ最も単純な方法である。したがって、本発明の液体製剤
の安定性はこれらの方法により評価されうる。
【０３４０】
　例えば、本発明の液体製剤の安定性はHPSECまたはrCGEにより評価可能であり、この場
合、ピークの面積の百分率は未分解多重特異性エピトープ結合性タンパク質に相当する。
1つの実施形態においては、TSK SW×1ガードカラム（6.0 mm CX 4.0 cm）を備えたTosoH 
Biosep TSK G3000SWXLカラム（7.8 mm×30 cm）上に約250μgの多重特異性エピトープ結
合性タンパク質が注入される。該多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、0.8～1.0ml
/分の流速で、0.1M硫酸ナトリウムおよび0.05％アジ化ナトリウムを含有する0.1Mリン酸
二ナトリウムで無勾配で溶出される。溶出タンパク質は、280nmにおけるUV吸光度を用い
て検出される。多重特異性エピトープ結合性タンパク質は参照標準との比較において移動
されることが可能であり、結果は、含まれる実測体積ピークを除く全ての他のピークと比
べた産物単量体ピークの面積の百分率として表される。該単量体ピークより早く溶出した
ピークは凝集物の百分率として表される。
【０３４１】
　本発明の液体製剤は、HPSECまたはrCGEにより測定された場合に低レベルないし検出不
能レベルの凝集、すなわち、5％以下、4％以下、3％以下、2％以下、1％以下もしくは0.5
％以下（タンパク質の重量％）の凝集、および／または低レベルないし検出不能レベルの
断片化、すなわち、無傷多重特異性エピトープ結合性タンパク質に相当するピークにおけ
る全ピーク面積の80％以上、85％以上、90％以上、95％以上、98％以上もしくは99％以上
もしくは99.5％以上を示す。SDS-PAGEの場合、染色されたまたは放射性同位体で標識され
た各バンドの濃度または放射活性を測定することが可能であり、未分解多重特異性エピト
ープ結合性タンパク質に相当するバンドの濃度（％）または放射活性（％）を得ることが
可能である。
【０３４２】
　本発明の液体製剤は、低レベルないし検出不能レベルの非機能性（例えば、in vivoお
よび／またはin vitroで機能性でない）二量体または多量体副産物（限定的なものではな
いが例えば、望ましくない軽鎖二量体）を示す。そのような望ましくない二量体または多
量体副産物はHPSEC、rCGEまたはSDS-PAGEにより測定されうる。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の液体製剤は、HPSECまたはrCGEにより測定された場合に、低レベルない
し検出不能レベル、すなわち、15％以下、10％以下、5％以下、4％以下、3％以下、2％以
下、1％以下もしくは0.5％以下（全タンパク質の重量％）の、または無傷多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80％以上、85％以上、
90％以上、95％以上、98％以上もしくは99％以上もしくは99.5％以上により表される非機
能性二量体または多量体副産物を示す。あるいは、望ましくない副産物は、放射性標識ア
ミノ酸の取り込みを用いるSDS-PAGEにより、または種々の免疫特異的試薬でのウエスタン
ブロット法により検出されうる。
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【０３４３】
　また、本発明の液体製剤の安定性は、該製剤中の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質の生物活性を測定する任意のアッセイにより評価されうる。多重特異性エピトープ結合
性タンパク質の生物活性には、抗原結合活性、補体活性化活性、Fc-受容体結合活性、受
容体／リガンド中和活性、受容体作動性または拮抗性などが含まれるが、これらに限定さ
れるものではない。該多重特異性エピトープ結合性タンパク質の抗原結合活性は、ELISA
、ラジオイムノアッセイ、ウエスタンブロットなど（これらに限定されるものではない）
を含む当業者に公知の任意の方法により測定されうる（Harlowら, Antibodies: A Labora
tory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988（その全体を参照
により本明細書に組み入れることとする）も参照されたい）。本発明の液体多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質製剤の純度は、当業者に良く知られた任意の方法（例えば、HP
SEC）により測定されうる。液体多重特異性エピトープ結合性タンパク質製剤の無菌性は
以下のとおりに評価されうる。0.45μmの公称多孔度を有する無菌フィルターで液体多重
特異性エピトープ結合性タンパク質製剤を濾過することにより、無菌ダイズ-カゼイン消
化物培地および流体チオグリコラート培地に試験液体抗体製剤を接種する。Sterisur（商
標）またはSteritest（商標）法を用いる場合には、各フィルター装置を約100mlの無菌ダ
イズ-カゼイン消化物培地または流体チオグリコラート培地で無菌的に満たす。通常の方
法を用いる場合には、該負荷フィルターを100mlの無菌ダイズ-カゼイン消化物培地または
流体チオグリコラート培地に無菌的に移す。該培地を適当な温度でインキュベートし、細
菌または真菌の増殖の証拠に関して14日間にわたって3回観察する。
【０３４４】
　本発明の液体製剤はまた、in vivo（例えば、哺乳動物への投与の際）における安定性
の増強を示す。したがって、製剤中に存在する成分多重特異性エピトープ結合性タンパク
質は、哺乳動物への投与の後の安定性を評価するための前記方法により分析されうる。い
くつかの実施形態においては、本発明の製剤は少なくとも1時間、2時間、3時間、4時間、
5時間、6時間、7時間、8時間、9時間、10時間、12時間もしくは24時間またはそれ以上に
わたってin vivoで安定である。他の実施形態においては、本発明の製剤は少なくとも1日
間、2日間、3日間、4日間、5日間、6日間、7日間、14日間、21日間もしくは30日間または
それ以上にわたってin vivoで安定である。他の実施形態においては、本発明のタンパク
質または製剤は哺乳動物への投与の後の少なくとも1時間、2時間、3時間、4時間、5時間
、6時間、7時間、8時間、9時間、10時間、12時間もしくは24時間またはそれ以上の半減期
を示す。他の実施形態においては、本発明のタンパク質または製剤は哺乳動物への投与の
後の少なくとも1日間、2日間、3日間、4日間、5日間、6日間、7日間、14日間、21日間も
しくは30日間またはそれ以上の半減期を示す。
【０３４５】
　R．医薬組成物
　もう1つの態様においては、本発明は、製薬上許容される担体と共に製剤化された本発
明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の1つまたは組合せを含有する組成物、例え
ば医薬組成物（これに限定されるものではない）を提供する。そのような組成物は、限定
的なものではないが例えば、本発明の2以上の異なる多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質の1つまたは組合せを含みうる。例えば、本発明の医薬組成物は、標的抗原上の異な
るエピトープに結合するまたは相補的活性を有する多重特異性エピトープ結合性タンパク
質の組合せを含みうる。
【０３４６】
　本発明の医薬組成物は、例えば他の物質と組合された組合せ療法（併用療法）において
も投与されうる。例えば、該組合せ療法は、少なくとも1つの他の療法（該療法は免疫療
法、化学療法、放射線療法または薬物療法でありうる）と組合された本発明の多重特異性
エピトープ結合性タンパク質を含みうる。
【０３４７】
　本発明の医薬組成物は、1以上の製薬上許容される塩を含みうる。そのような塩の具体
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例には、酸付加塩および塩基付加塩が含まれる。酸付加塩には、無毒性無機酸、例えば塩
酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、リンなどに由来するもの、および
無毒性有機酸、例えば脂肪族モノ-およびジ-カルボン酸、フェニル置換アルカン酸、ヒド
ロキシアルカン酸、芳香族酸、脂肪族酸および芳香族スルホン酸などに由来するものが含
まれる。塩基付加塩には、アルカリ土類金属、例えばナトリウム、カリウム、マグネシウ
ム、カルシウムなどに由来するもの、および無毒性有機酸、例えばN,N'-ジベンジルエチ
レンジアミン、N-メチルグルカミン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン、
エチレンジアミン、プロカインなどが含まれる。
【０３４８】
　本発明の医薬組成物はまた、製薬上許容される抗酸化剤を含みうる。製薬上許容される
抗酸化剤の具体例には、（1）水溶性抗酸化剤、例えばアスコルビン酸、塩酸システイン
、硫酸水素ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウムなど、（2）油溶性
抗酸化剤、例えばアスコルビルパルミタート、ブチル化ヒドロキシアニソール（BHA）、
ブチル化ヒドロキシトルエン（BHT）、レシチン、プロピルガラート、アルファ-トコフェ
ロールなど、および（3）金属キレート剤、例えばクエン酸、エチレンジアミン四酢酸（E
DTA）、ソルビトール、酒石酸、リン酸などが含まれる。
【０３４９】
　本発明の医薬組成物において使用されうる適当な水性および非水性担体には、水、エタ
ノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コールなど）およびそれらの適当な混合物、植物油、例えばオリーブ油、ならびに注射可
能な有機エステル、例えばオレイン酸エチルが含まれる。適当な流動性は、例えば、コー
ティング剤、例えばレシチンの使用により、および分散液の場合には要求される粒径の維
持により、および界面活性剤の使用により維持されうる。
【０３５０】
　これらの組成物は、補助剤、例えば保存剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤をも含有しう
る。微生物の存在の予防は、滅菌法、ならびに種々の抗細菌および抗真菌剤、例えばパラ
ベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸などの配合の両方により確保されうる。
等張化剤、例えば糖、塩化ナトリウムなどを該組成物に配合することも望ましいかもしれ
ない。また、注射可能な医薬形態の持続的吸収は、吸収を遅らせる物質、例えばモノステ
アリン酸ナトリウムおよびゼラチンを配合することによりもたらされうる。
【０３５１】
　医薬組成物は、典型的には、無菌であり、製造および貯蔵の条件下で安定でなければな
らない。該組成物は、溶液、マイクロエマルション、リポソーム、または高薬物濃度に適
した他の一定の構造体として製剤化されうる。担体は、例えば水、エタノール、ポリオー
ル（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチレングリコールなど
）およびそれらの適当な混合物を含む溶媒または分散媒でありうる。適当な流動性は、例
えば、コーティング剤、例えばレシチンの使用により、および分散液の場合には要求され
る粒径の維持により、および界面活性剤の使用により維持されうる。多くの場合、等張化
剤、例えば糖、多価アルコール、例えばマンニトール、ソルビトールまたは塩化ナトリウ
ムを該組成物に配合するのが適当であろう。注射可能な組成物の持続的吸収は、吸収を遅
らせる物質、例えばモノステアリン酸塩およびゼラチンを該組成物に配合することにより
もたらされうる。
【０３５２】
　無菌注射可能溶液は、前記成分の1つまたは組合せと共に活性化合物の必要量を適当な
溶媒に配合し、ついで滅菌精密濾過することにより製造されうる。一般に、分散液は、基
礎分散媒および前記のものからの必要な他の成分を含有する無菌ビヒクルに活性化合物を
配合することにより製造されうる。無菌注射可能溶液の製造のための無菌散剤の場合、好
ましい製造方法は、有効成分およびその予め滅菌濾過された溶液からの任意の追加的な所
望の成分の粉末を与える真空乾燥および凍結乾燥である。
【０３５３】
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　1つの実施形態においては、本発明の組成物は、内毒素および／または関連発熱原性物
質を実質的に含有しない発熱物質非含有製剤である。内毒素には、微生物の内部に封じ込
められた毒素および微生物が破壊または死亡した場合に放出される毒素が含まれる。また
、発熱原性物質には、細菌および他の微生物の外膜からの発熱誘発性、熱安定性物質（糖
タンパク質）が含まれる。これらの物質は共に、ヒトに投与されると発熱、低血圧および
ショックを引き起こしうる。潜在的な有害な作用のため、少量の内毒素であっても静脈内
投与医薬溶液から除去するのが有利である。Food & Drug Administration（「FDA」）は
、静脈内薬物適用に関して1回の1時間における体重1kg当たり1用量当たり5内毒素単位（E
U）の上限を設定している（The United States Pharmacopeial Convention, Pharmacopei
al Forum 26 (1):223 (2000)）。治療用タンパク質を体重1kg当たり数百または数千ミリ
グラムの量で投与する場合、微量の内毒素であっても除去するのが有利である。1つの実
施形態においては、該組成物中の内毒素および発熱物質レベルは10 EU/mg未満、または5 
EU/mg未満、または1 EU/mg未満、または0.1 EU/mg未満、または0.01 EU/mg未満、または0
.001 EU/mg未満である。もう1つの実施形態においては、該組成物中の内毒素および発熱
物質レベルは約10 EU/mg未満、または約5 EU/mg未満、または約1 EU/mg未満、または約0.
1 EU/mg未満、または約0.01 EU/mg未満、または約0.001 EU/mg未満である。
【０３５４】
　1つの実施形態においては、本発明のタンパク質およびそれを含むタンパク質は癌また
はその症状の治療において有用である。1つの実施形態においては、本発明は、頭部、頸
部、皮膚、喉、肺、骨、乳房、結腸、肝臓、膵臓、胃、腸、尿道、甲状腺、眼、精巣、中
枢神経系、前立腺、卵巣、腎臓、直腸および副腎の充実性腫瘍の治療において有用な組成
物を含む。もう1つの実施形態においては、本発明は、癌転移の治療において有用な組成
物を含む。もう1つの実施形態においては、本発明は、非充実性腫瘍、例えば骨髄腫、リ
ンパ腫および白血病（これらに限定されるものではない）の治療において有用な組成物を
含む。
【０３５５】
　もう1つの実施形態においては、本発明は、癌細胞表現型を抑制しうる組成物を含む。1
つの実施形態においては、該癌細胞表現型は細胞増殖、細胞付着、細胞付着の喪失、受容
体発現（例えば、Eph）の低減、受容体発現（例えば、Eph）の増強、転移能、細胞周期抑
制、受容体チロシンキナーセ活性化／抑制などである。
【０３５６】
　もう1つの実施形態においては、本発明は、組成物を投与することを含み、該投与は、
経口、非経口、筋肉内、鼻腔内、膣、直腸、舌、舌下、頬側、頬内、静脈内、皮膚、皮下
または経皮である。
【０３５７】
　もう1つの実施形態においては、本発明は更に、他の療法、例えば化学療法、ホルモン
療法、生物学的療法、免疫療法または放射線療法と組合せて組成物を投与することを含む
。
【０３５８】
　S．用量／投与
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む医薬組成物または無菌組成物を
製造するためには、多重特異性エピトープ結合性タンパク質を製薬上許容される担体また
は賦形剤と混合する。治療用および診断用物質の製剤は、例えば凍結乾燥粉末、スラリー
、水溶液、ローションまたは懸濁液の形態で、生理的に許容される担体、賦形剤または安
定剤と混合することにより製造されうる（例えば、Hardmanら, (2001) Goodman and Gilm
an's The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, N.Y.; Gen
naro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, William
s, and Wilkins, New York, N.Y.; Avisら, (編) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms:
 Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Liebermanら, (編) (1990) Pharmaceuti
cal Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Liebermanら,(編) (1990) Pharmaceut
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ical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; WeinerおよびKotkoskie (2
000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.を参照さ
れたい）。
【０３５９】
　治療のための投与計画の選択は、該物質の血清または組織ターンオーバー速度、症状の
レベル、該物質の免疫原性、および生物学的マトリックスにおける標的細胞の接近性を含
む幾つかの要因に左右される。ある実施形態においては、投与計画は、許容される副作用
レベルと調和させて、患者に送達される治療用物質の量を最大にする。したがって、送達
される生物学的製剤の量は、部分的には、個々の物質および治療される状態の重症度に左
右される。抗体、サイトカインおよび小分子の適当な用量を選択する際の指針は入手可能
である（Wawrzynczak (1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshi
re, UK; Kresina (編) (1991) Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marc
el Dekker, New York, N.Y.; Bach (編) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide Th
erapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York, N.Y.; Baertら, (2003) New
 Engl. J. Med. 348:601-608; Milgromら, (1999) New Engl. J. Med. 341:1966-1973; S
lamonら, (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitzら, (2000) New Engl.
 J. Med. 342:613-619; Ghoshら, (2003) New Engl. J. Med. 348:24-32; Lipskyら, (20
00) New Engl. J. Med. 343:1594-1602）。
【０３６０】
　適当な用量の決定は、例えば、治療に影響を及ぼすことまたは治療に影響を及ぼすと予
想されることが当技術分野で公知であるまたは疑われるパラメータおよび要因を用いて、
臨床家によってなされる。一般に、投与は、最適用量より若干少ない量から開始され、つ
いで、いずれかの負の副作用との対比において所望のまたは最適な効果が達成されるまで
、少しずつ投与量を増加させる。重要な診断尺度には、例えば炎症の症状の尺度、または
産生される炎症サイトカインのレベルが含まれる。
【０３６１】
　本発明の医薬組成物におけるの有効成分の実際の投与レベルは、患者にとって毒性とな
ることなく個々の患者、組成物および投与方法に関する所望の治療応答を達成するのに有
効な有効成分量が得られるよう様々なレベルとなりうる。選択される投与レベルは、使用
される本発明の個々の組成物またはそのエステル、塩もしくはアミドの活性、投与経路、
投与時点、使用される個々の化合物の排泄速度、治療の持続期間、使用される個々の組成
物と組合せて使用される他の薬物、化合物および／または物質、治療される患者の年齢、
性別、体重、状態、全身健康状態および既往歴ならびに医学分野で公知の他の要因を含む
種々の薬物動態学的要因に左右される。
【０３６２】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む組成物は、連続的注入により、
または例えば1日、1週間または週1～7回の間隔での投与により投与されうる。投与は、静
脈内、皮下、局所、経口的、鼻腔内、直腸、筋肉内、脳内に、または吸入により行われう
る。特定の投与プロトコールは、有意な望ましくない副作用を回避する最大用量または投
与頻度を含むものである。週当たりの合計用量は、少なくとも0.05μg/kg体重、少なくと
も0.2μg/kg、少なくとも0.5μg/kg、少なくとも1μg/kg、少なくとも10μg/kg、少なく
とも100μg/kg、少なくとも0.2mg/kg、少なくとも1.0mg/kg、少なくとも2.0mg/kg、少な
くとも10mg/kg、少なくとも25mg/kg、または少なくとも50mg/kgでありうる（例えば、Yan
gら, (2003) New Engl. J. Med. 349:427-434; Heroldら, (2002) New Engl. J. Med. 34
6:1692-1698; Liuら, (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych. 67:451-456; Portieljiら,
 (20003) Cancer Immunol. Immunother. 52:133-144を参照されたい）。多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質の所望の用量は、モル/kg体重に基づいた抗体またはポリペプチ
ドの場合とほぼ同じである。多重特異性エピトープ結合性タンパク質治療用物質の所望の
血漿濃度は、モル/kg体重に基づいた抗体の場合とほぼ同じである。該用量は、少なくと
も15μg、少なくとも20μg、少なくとも25μg、少なくとも30μg、少なくとも35μg、少
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なくとも40μg、少なくとも45μg、少なくとも50μg、少なくとも55μg、少なくとも60μ
g、少なくとも65μg、少なくとも70μg、少なくとも75μg、少なくとも80μg、少なくと
も85μg、少なくとも90μg、少なくとも95μg、または少なくとも100μgでありうる。対
象に投与される投与回数は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11もしくは12
またはそれ以上でありうる。
【０３６３】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の場合、患者に投与される投与量は0.
0001 mg/kg～100 mg/kg（患者の体重1kg当たりのmg）でありうる。該投与量は、0.0001 m
g/kg～20 mg/kg、0.0001 mg/kg～10 mg/kg、0.0001 mg/kg～5 mg/kg、0.0001～2 mg/kg、
0.0001～1 mg/kg、0.0001 mg/kg～0.75 mg/kg、0.0001 mg/kg～0.5 mg/kg、0.0001 mg/kg
～0.25 mg/kg、0.0001～0.15 mg/kg、0.0001～0.10 mg/kg、0.001～0.5 mg/kg、0.01～0.
25 mg/kg、または0.01～0.10 mg/kg（患者の体重1kg当たりのmg）でありうる。
【０３６４】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の投与量は、キログラム（kg）単位の
患者の体重とmg/kg単位の投与用量とを掛け算することにより算出されうる。本発明の多
重特異性エピトープ結合性タンパク質の投与量は、150 μg/kg未満、125 μg/kg未満、10
0 μg/kg未満、95 μg/kg未満、90 μg/kg未満、85 μg/kg未満、80 μg/kg未満、75 μg
/kg未満、70 μg/kg未満、65 μg/kg未満、60 μg/kg未満、55 μg/kg未満、50 μg/kg未
満、45 μg/kg未満、40 μg/kg未満、35 μg/kg未満、30 μg/kg未満、25 μg/kg未満、2
0 μg/kg未満、15 μg/kg未満、10 μg/kg未満、5 μg/kg未満、2.5 μg/kg未満、2 μg/
kg未満、1.5 μg/kg未満、1 μg/kg未満、0.5 μg/kg未満、または0.5 μg/kg（患者の体
重1kg当たりのμg）でありうる。
【０３６５】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の単位用量は0.1 mg～20 mg、0.1 mg
～15 mg、0.1 mg～12 mg、0.1 mg～10 mg、0.1 mg～8 mg、0.1 mg～7 mg、0.1 mg～5 mg
、0.1～2.5 mg、0.25 mg～20 mg、0.25～15 mg、0.25～12 mg、0.25～10 mg、0.25～8 mg
、0.25 mg～7 mg、0.25 mg～5 mg、0.5 mg～2.5 mg、1 mg～20 mg、1 mg～15 mg、1 mg～
12 mg、1 mg～10 mg、1 mg～8 mg、1 mg～7 mg、1 mg～5 mg、または1 mg～2.5 mgであり
うる。
【０３６６】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の投与量は、対象において少なくとも
0.1 μg/ml、少なくとも0.5 μg/ml、少なくとも1 μg/ml、少なくとも2 μg/ml、少なく
とも5 μg/ml、少なくとも6 μg/ml、少なくとも10 μg/ml、少なくとも15 μg/ml、少な
くとも20 μg/ml、少なくとも25 μg/ml、少なくとも50 μg/ml、少なくとも100 μg/ml
、少なくとも125 μg/ml、少なくとも150 μg/ml、少なくとも175 μg/ml、少なくとも20
0 μg/ml、少なくとも225 μg/ml、少なくとも250 μg/ml、少なくとも275 μg/ml、少な
くとも300 μg/ml、少なくとも325 μg/ml、少なくとも350 μg/ml、少なくとも375 μg/
mlまたは少なくとも400 μg/mlの血清力価を達成しうる。あるいは、本発明の多重特異性
エピトープ結合性タンパク質の投与量は、対象において少なくとも0.1 μg/ml、少なくと
も0.5 μg/ml、少なくとも1 μg/ml、少なくとも2 μg/ml、少なくとも5 μg/ml、少なく
とも6 μg/ml、少なくとも10 μg/ml、少なくとも15 μg/ml、少なくとも20 μg/ml、少
なくとも25 μg/ml、少なくとも50 μg/ml、少なくとも100 μg/ml、少なくとも125 μg/
ml、少なくとも150 μg/ml、少なくとも175 μg/ml、少なくとも200 μg/ml、少なくとも
225 μg/ml、少なくとも250 μg/ml、少なくとも275 μg/ml、少なくとも300 μg/ml、少
なくとも325 μg/ml、少なくとも350 μg/ml、少なくとも375 μg/mlまたは少なくとも40
0 μg/mlの血清力価を達成しうる。
【０３６７】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の投与は反復可能であり、それらの投
与は、少なくとも1日間、2日間、3日間、5日間、10日間、15日間、30日間、45日間、2ヶ
月間、75日間、3ヶ月間または少なくとも6ヶ月間、隔てられうる。
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【０３６８】
　個々の患者に対する有効量は、治療される状態、患者の全身健康状態、投与の方法、経
路および用量ならびに副作用の重症度のような要因によって様々となりうる（例えば、Ma
ynardら, (1996) A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press,
 Boca Raton, Fla.; Dent (2001) Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch 
Publ., London, UKを参照されたい）。
【０３６９】
　投与の経路は、例えば、局所または皮膚適用、静脈内、腹腔内、脳内、筋肉内、眼内、
動脈内、脳脊髄内、病変内への注射または注入、あるいは徐放系またはインプラントによ
るものでありうる（例えば、Sidmanら (1983) Biopolymers 22:547-556; Langerら, (198
1) J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277; Langer (1982) Chem. Tech. 12:98-105; Epste
inら, (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692; Hwangら, (1980) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 77:4030-4034; 米国特許第6,350466号および第6,316,024号を参照され
たい）。必要に応じて、該組成物は、可溶化剤、および注射部位の疼痛を低減するための
局所麻酔薬、例えばリドカインをも含みうる。また、例えばを吸入器またはネブライザー
の使用およびエアゾール化剤の配合により、肺投与も行われうる。例えば、米国特許第6,
019,968号、第5,985,320号、第5,985,309号、第5,934,272号、第5,874,064号、第5,855,9
13号、第5,290,540号および第4,880,078号; ならびにPCT公開番号WO 92/19244、WO 97/32
572、WO 97/44013、WO 98/31346およびWO 99/66903（それらのそれぞれの全体を参照によ
り本明細書に組み入れることとする）を参照されたい。1つの実施形態においては、本発
明の抗体、組合せ療法または組成物は、Alkermes AIR（商標）肺薬物送達技術（Alkermes
, Inc., Cambridge, Mass.）を用いて投与される。
【０３７０】
　また、本発明の組成物は、当技術分野で公知の種々の方法の1以上を用いて、1以上の投
与経路で投与されうる。当業者に理解されるとおり、投与の経路および／または方法は、
所望の結果に応じて様々となろう。本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質に関
する選択される投与経路には、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、皮下、脊髄または他の非
経口投与経路、例えば注射または注入が含まれる。非経口投与は経腸および局所投与以外
の投与方法に相当しうるものであり、通常は注射によるものであり、限定的なものではな
いが静脈内、筋肉内、動脈内、鞘内、包内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮
下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、髄腔内、硬膜外および胸骨内の注射および注入
を包含する。あるいは、本発明の組成物は、非-非経口経路、例えば局所、表皮または粘
膜投与経路、例えば鼻腔内、経口、膣、直腸、舌下または局所経路により投与されうる。
【０３７１】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質が制御放出または徐放系で投与される
場合には、制御放出または徐放を達成するためにポンプが使用されうる（例えば、Langer
, 前掲; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20; Buchwaldら, 1980, Surge
ry 88:507; Saudekら, 1989, N. Engl. J. Med. 321:574を参照されたい）。本発明の治
療用物質の制御放出または徐放を達成するためには、高分子物質が使用されうる（例えば
、Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (編), CRC Pres., B
oca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and
 Performance, SmolenおよびBall (編), Wiley, New York (1984); RangerおよびPeppas,
 1983, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61を参照された; また、Levyら, 
1985, Science 228:190; Duringら, 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howardら, 1989, J. N
eurosurg. 7 1:105; 米国特許第5,679,377号; 米国特許第5,916,597号; 米国特許第5,912
,015号; 米国特許第5,989,463号; 米国特許第5,128,326号; PCT公開番号WO 99/15154; お
よびPCT公開番号WO 99/20253も参照されたい）。徐放製剤において使用される重合体の具
体例には、限定的なものではないが以下のものが含まれる：ポリ(2-ヒドロキシエチルメ
タクリラート)、ポリ(メチルメタクリラート)、ポリ(アクリル酸)、ポリ(エチレン-コ-ビ
ニルアセタート)、ポリ(メタクリル酸)、ポリグリコリド (PLG)、ポリ無水物、ポリ(N-ビ
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ニルピロリドン)、ポリ(ビニルアルコール)、ポリアクリルアミド、ポリ(エチレングリコ
ール)、ポリラクチド (PLA)、ポリ(ラクチド-コ-グリコリド) (PLGA)、およびポリオルト
エステル。1つの実施形態においては、徐放製剤において使用される高分子は不活性であ
り、浸出性不純物を含有せず、貯蔵時に安定であり、無菌であり、生分解性である。制御
放出または徐放系は予防または治療標的に接近して配置され、したがって、全身投与量の
ごく一部を要するに過ぎない（例えば、Goodson, in Medical Applications of Controll
ed Release, supra, vol. 2, pp. 115-138 (1984)を参照されたい）。
【０３７２】
　制御放出系はLanger (1990, Science 249:1527-1533)による総説において考察されてい
る。本発明の1以上の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む徐放製剤を製造する
ためには、当業者に公知の任意の技術が用いられうる。例えば、米国特許第4,526,938号,
 PCT公開WO 91/05548, PCT公開WO 96/20698, Ningら, 1996, "Intratumoral Radioimmuno
theraphy of a Human Colon Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel," Radio
therapy & Oncology 39:179-189, Songら, 1995, "Antibody Mediated Lung Targeting o
f Long-Circulating Emulsions," PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technolog
y 50:372-397, Cleekら, 1997, "Biodegradable Polymeric Carriers for a bFGF Antibo
dy for Cardiovascular Application," Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mate
r. 24:853-854, およびLamら, 1997, "Microencapsulation of Recombinant Humanized M
onoclonal Antibody for Local Delivery," Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. 
Mater. 24:759-760（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書に組み入れることと
する）を参照されたい。
【０３７３】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を局所投与する場合、それは、軟膏剤
、クリーム剤、経皮パッチ、ローション剤、ゲル剤、シャンプー、噴霧剤、エアゾール剤
、溶液剤（水剤）、乳剤または当業者によく知られた他の形態で製剤化されうる。例えば
、Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to Pharmaceutical Dosage 
Forms, 19th ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995)を参照されたい。非噴霧可能局所
剤形の場合、局所適用に適しており幾つかの場合には水より大きな粘性率を有する担体ま
たは1以上の賦形剤を含む粘性ないし半固体または固体形態が典型的に使用される。適当
な製剤には、溶液剤（水剤）、懸濁剤、乳剤、クリーム剤、軟膏剤、散剤、リニメント剤
、ロウ剤などが含まれ（これらに限定されるものではない）、これらは、所望により、滅
菌され、または例えば浸透圧のような種々の特性に影響を及ぼすための補助物質（例えば
、保存剤、安定剤、湿潤剤、バッファーまたは塩）と混合される。他の適当な局所剤形に
は、噴霧可能なエアゾール剤が含まれ、この場合、有効成分は、いくつかの場合には固体
または液体不活性担体と組合されており、加圧揮発性物質（例えば、気体プロペラント、
例えばフレオン）との混合物として、またはスクィーズボトル内に充填される。所望によ
り、医薬組成物および剤形に保湿剤または湿潤剤も加えられうる。そのような追加的成分
の具体例は当技術分野でよく知られている。
【０３７４】
　多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む組成物を鼻腔内に投与する場合には、そ
れは、エアゾール形態、噴霧剤、ミストまたは滴剤の形態で製剤化されうる。特に、本発
明において使用する予防用または治療用物質は、適当なプロペラント（例えば、ジクロロ
ジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化
炭素または他の適当な気体）の使用により、加圧パックまたはネブライザーから、エアゾ
ール噴霧剤の形態で簡便に送達されうる。加圧エアゾールの場合、一定量を送達するため
の弁を設けることにより投与単位が定められうる。吸入器または通気器において使用され
るカプセル剤およびカートリッジ剤（例えばゼラチンから構成されるもの）は、該化合物
と適当な粉末基剤（例えば、ラクトースまたはデンプン）との粉末混合物を含有するよう
製剤化されうる。
【０３７５】
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　第2の治療用物質、例えばサイトカイン、ステロイド、化学療法剤、抗生物質または放
射線による共投与または治療のための方法は当技術分野で公知である（例えば、Hardman
ら, (編) (2001) GoodmanおよびGilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics,
 10.sup.th ed., McGraw-Hill, New York, N.Y.; PooleおよびPeterson (編) (2001) Pha
rmacotherapeutics for Advanced Practice:A Practical Approach, Lippincott, Willia
ms & Wilkins, Phila., Pa.; ChabnerおよびLongo (編) (2001) Cancer Chemotherapy an
d Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., Pa.を参照されたい）。治療
用物質の有効量は、少なくとも10％、少なくとも20％、少なくとも約30％、少なくとも40
％または少なくとも50％、症状を軽減しうる。
【０３７６】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質と組合せて投与されうる追加的な療法
（例えば、予防用または治療用因子）は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク
質から5分未満を隔てて、30分未満を隔てて、1時間未満を隔てて、約1時間を隔てて、約1
～約2時間を隔てて、約2時間～約3時間を隔てて、約3時間～約4時間を隔てて、約4時間～
約5時間を隔てて、約5時間～約6時間を隔てて、約6時間～約7時間を隔てて、約7時間～約
8時間を隔てて、約8時間～約9時間を隔てて、約9時間～約10時間を隔てて、約10時間～約
11時間を隔てて、約11時間～約12時間を隔てて、約12時間～18時間を隔てて、18時間～24
時間を隔てて、24時間～36時間を隔てて、36時間～48時間を隔てて、48時間～52時間を隔
てて、52時間～60時間を隔てて、60時間～72時間を隔てて、72時間～84時間を隔てて、84
時間～96時間を隔てて、または96時間～120時間を隔てて投与されうる。それらの2以上の
療法は患者の1回の同じ来院時に投与されうる。
【０３７７】
　本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質およびその他の療法は周期的に投与さ
れうる。周期的（cycling）療法は、ある期間にわたる第1療法（例えば、第1の予防用ま
たは治療用因子）の投与、およびそれに続く、ある期間にわたる第2療法（例えば、第2の
予防用または治療用因子）の投与、および場合によってはそれに続く、ある期間にわたる
第3療法（例えば、予防用または治療用因子）などの投与、ならびにこの連続的投与の反
復を含み、該周期は、それらの療法の1つに対する耐性の発生を低減するため、および／
またはそれらの療法の1つの副作用を回避または軽減するため、および／またはそれらの
療法の効力を改善するためのものである。
【０３７８】
　ある実施形態においては、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質は、in viv
oにおける適切な分布が確保されるよう製剤化されうる。例えば、血液-脳関門（BBB）は
多数の高親水性化合物を排除する。本発明の治療用化合物が（所望により）BBBを通過す
ることを保証するために、それらは例えばリポソーム中に製剤化されうる。リポソームの
製造方法に関しては、例えば、米国特許第4,522,811号、第5,374,548号および第5,399,33
1号を参照されたい。リポソームは、標的化薬物送達を促進するよう特定の細胞または器
官へ選択的に輸送される1以上の部分を含みうる（例えば、V.V. Ranade (1989) J. Clin.
 Pharmacol. 29:685を参照されたい）。典型的な標的化部分には、ホラートまたはビオチ
ン（例えば、Lowらの米国特許第5,416,016号を参照されたい）；マンノシド（Umezawaら,
 (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038）；抗体（P.G. Bloemanら, (1995) 
FEBS Lett. 357:140; M. Owaisら, (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180）；
界面活性剤プロテインA受容体（Briscoeら, (1995) Am. J. Physiol. 1233:134）；p120
（Schreierら, (1994) J. Biol. Chem. 269:9090）（K. Keinanen; M.L. Laukkanen (199
4) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273も参
照されたい）が含まれる。
【０３７９】
　本発明は、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含む医薬組成物を、単独
でまたは他の療法と組合せて、それを要する対象に投与するための方法を提供する。本発
明の組合せ療法の療法（例えば、予防用または治療用因子）は同時または連続的に対象に
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投与されうる。本発明の組合せ療法の療法（例えば、予防用または治療用因子）は周期的
にも投与されうる。周期的（cycling）療法は、ある期間にわたる第1療法（例えば、第1
の予防用または治療用因子）の投与、およびそれに続く、ある期間にわたる第2療法（例
えば、第2の予防用または治療用因子）の投与、ならびにこの連続的投与の反復を含み、
該周期は、それらの療法（例えば、因子）の1つに対する耐性の発生を低減するため、お
よび／またはそれらの療法（例えば、因子）の1つの副作用を回避または低減するため、
および／またはそれらの療法の効力を改善するためのものである。
【０３８０】
　本発明の組合せ療法の療法（例えば、予防用または治療用因子）は同時に対象に投与さ
れうる。「同時」なる語は、厳密に同一時点での療法（例えば、予防用または治療用因子
）の投与に限定されるものではなく、本発明の多重特異性エピトープ結合性タンパク質が
その他の療法と共に作用して、それらがそれ以外の様態で投与された場合に比べて増加し
た利益をもたらしうるように或る順序および時間間隔で、本発明の多重特異性エピトープ
結合性タンパク質を含む医薬組成物が対象に投与されることを意味する。例えば、各療法
は、同時に、または異なる時点においていずれかの順序で連続的に対象に投与されうるが
、それらは、所望の治療または予防効果が得られるよう時間的に十分に接近して投与され
るべきである。各療法は、任意の適当な形態および任意の適当な経路で、別々に対象に投
与されうる。種々の実施形態においては、該療法（例えば、予防用または治療用因子）は
、15分未満を隔てて、30分未満を隔てて、1時間未満を隔てて、約1時間を隔てて、約1～
約2時間を隔てて、約2時間～約3時間を隔てて、約3時間～約4時間を隔てて、約4時間～約
5時間を隔てて、約5時間～約6時間を隔てて、約6時間～約7時間を隔てて、約7時間～約8
時間を隔てて、約8時間～約9時間を隔てて、約9時間～約10時間を隔てて、約10時間～約1
1時間を隔てて、約11時間～約12時間を隔てて、24時間を隔てて、48時間を隔てて、72時
間を隔てて、または1週間を隔てて、対象に投与されうる。他の実施形態においては、2以
上の療法（例えば、予防用または治療用因子）は患者の同一来院時に投与されうる。
【０３８１】
　該組合せ療法の予防用または治療用因子は同一医薬組成物中で対象に投与されうる。あ
るいは、該組合せ療法の予防用または治療用因子は別々の医薬組成物中で同時に対象に投
与されうる。該予防用または治療用因子は、同じまたは異なる投与経路により対象に投与
されうる。
【０３８２】
　T．キット
　本発明の範囲内には、本発明の組成物（例えば、多重特異性エピトープ結合性タンパク
質）と使用説明とを含むキットも含まれる。該キットは更に、少なくとも1つの追加的試
薬または1以上の本発明の追加的多重特異性エピトープ結合性タンパク質を含有しうる。
キットは、典型的には、該キットの内容物の意図される用途を示すラベルを含む。ラベル
なる語は、該キット上で若しくは該キットと共に供給されるまたは該キットに付随するい
ずれかの文書または記録部材を含む。
【０３８３】
　均等物
　当業者は、本明細書に記載されている本発明の特定の実施形態に対する多数の均等物を
認識し、またはごく通常の実験によりそれを確認しうるであろう。そのような均等物は以
下の特許請求の範囲に含まれると意図される。
【０３８４】
　本明細書に挙げられている全ての刊行物、特許および特許出願を、それぞれの個々の刊
行物、特許または特許出願が参照により本明細書に組み入れられると明示的かつ個別に示
されているのと同等に、参照により本明細書に組み入れることとする。
【０３８５】
　U．特定の実施形態
　1．第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる単離された多重特異性エピトープ結合性
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タンパク質であって、該第1および／または第2鎖が少なくとも2つのエピトープ結合性ド
メイン（EBD）および1以上のFc領域を含む、タンパク質。
【０３８６】
　2．該第1鎖が、少なくとも1つのEBDのN末端側に連結された1以上のFc領域を含む、実施
形態1記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３８７】
　3．該第1鎖が、N末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBDとして配置されたドメイ
ンおよびFc領域を含む、実施形態2記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０３８８】
　4．該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBDとして配置されたドメイ
ンおよびFc領域を含む、実施形態2記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０３８９】
　5．該第1鎖が、少なくとも1つのEBDのC末端側に連結された1以上のFc領域を含む、実施
形態1記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９０】
　6．該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域として配置されたドメイ
ンおよびFc領域を含む、実施形態5記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０３９１】
　7．該第1鎖が、N末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBD-EBDとして配置されたド
メインおよびFc領域を含む、実施形態5記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタ
ンパク質）。
【０３９２】
　8．該第2鎖が、少なくとも1つのEBDのN末端側に連結された1以上のCκまたはCλ領域を
含む、実施形態1記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９３】
　9．該第2鎖が、少なくとも1つのEBDのC末端側に連結された1以上のCκまたはCλ領域を
含む、実施形態1記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９４】
　10．該第1および／または第2鎖が少なくとも3つのEBDを含む、実施形態1記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９５】
　11．該第1および／または第2鎖が少なくとも4つのエピトープ結合性ドメインEBDを含む
、実施形態10記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９６】
　12．各Fc領域が少なくとも3つのEBDのN末端側に連結されている、実施形態10または11
記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０３９７】
　13．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBD-EBDとし
て配置されている、実施形態12記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質
）。
【０３９８】
　14．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD-EBD
として配置されている、実施形態12記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０３９９】
　15．各Fc領域が少なくとも1つのEBDのC末端側に連結されている、実施形態10または11
記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
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【０４００】
　16．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域とし
て配置されている、実施形態15記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質
）。
【０４０１】
　17．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域
として配置されている、実施形態16記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０４０２】
　18．各Fc領域が少なくとも1つのEBDのN末端側におよび少なくとも1つのEBDのC末端側に
連結されている、実施形態10または11記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタン
パク質）。
【０４０３】
　19．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、少なくとも1つのEBD-1以上のFc領
域-少なくとも1つのEBDとして配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本
発明のいずれかのタンパク質）。
【０４０４】
　20．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBDとし
て配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質
）。
【０４０５】
　21．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD-
EBDとして配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタ
ンパク質）。
【０４０６】
　22．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD
として配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０４０７】
　23．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD
として配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０４０８】
　24．該ドメインおよびFc領域がN末端からC末端へと、EBD-1以上のFc領域-EBD-EBD-EBD
として配置されている、実施形態18記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０４０９】
　25．該第1ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFvとして配置
された3つのscFvおよびFc領域を含み、また該第2ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと
、scFv-scFv-Fc領域-scFvとして配置された3つのscFvおよびFc領域を含む、実施形態10記
載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１０】
　26．該第1ポリペプチド鎖が、N末端からC末端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFv-scFvとし
て配置された4つのscFvおよびFc領域を含み、また該第2ポリペプチド鎖が、N末端からC末
端へと、scFv-scFv-Fc領域-scFv-scFvとして配置された4つのscFvおよびFc領域を含む、
実施形態11記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１１】
　27．該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-Fc領域として配置されたscFv
、抗体可変領域およびFc領域を含み、
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　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、抗体可変領域-CκまたはCλとして配置された抗
体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、実施形態1記載のタンパク質（または本発
明のいずれかのタンパク質）。
【０４１２】
　28．該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、抗体可変領域-Fc領域として配置された抗体可変
領域およびFc領域を含み、
　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-CκまたはCλとして配置され
たscFv、抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、実施形態1記載のタンパク質（
または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１３】
　29．該タンパク質が第1および第2鎖を含み、
　a．該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-Fc領域として配置されたscFv
、抗体可変領域およびFc領域を含み、
　b．該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-抗体可変領域-CκまたはCλとして配置され
たscFv、抗体可変領域およびCカッパ／ラムダ領域を含む、実施形態1記載のタンパク質（
または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１４】
　30．少なくとも2つのEBDが少なくとも1つのFc領域のC末端側に連結されている、実施形
態27～29のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１５】
　31．該タンパク質が抗体重鎖および抗体軽鎖を含む、実施形態27～30のいずれか1項記
載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１６】
　32．第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質
であって、該第1および／または第2鎖が少なくとも2つのEBDおよび1以上のCH1ドメインを
含む、多重特異性エピトープ結合性タンパク質。
【０４１７】
　33．該タンパク質がCカッパ／ラムダドメインを更に含む、実施形態32記載のタンパク
質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１８】
　34．該第1鎖が、N末端からC末端へと、scFv-CH1-scFvとして配置されたCH1ドメインに
連結された2つのscFvを含み、該第2鎖が、N末端からC末端へと、scFv-Cカッパ／ラムダ-s
cFvとして配置されたCカッパ／ラムダドメインに連結された2つのscFvを含む、実施形態3
3記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４１９】
　35．該第1および／または第2鎖が抗体ヒンジドメインの全部または一部を含む、実施形
態34記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２０】
　36．該第1および第2ポリペプチド鎖がジスルフィド結合により連結されている、実施形
態35記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２１】
　37．少なくとも第1および第2鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質で
あって、該第1鎖が2つの可変ドメインおよびCκまたはCλドメインを含み、該第2鎖が2つ
の可変ドメイン、CH1、ヒンジ、CH2およびCH3ドメインを含み、ここで、該第1鎖内の可変
ドメインが該第2鎖内の可変ドメインに結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部
位を形成している、多重特異性エピトープ結合性タンパク質。
【０４２２】
　38．該第1鎖が、N末端からC末端へと配置された第1エピトープおよび第2エピトープに
特異的な可変ドメインを含み、該第2鎖が、N末端からC末端へと配置された第1および第2
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エピトープに特異的な可変ドメインを含む、実施形態37記載のタンパク質（または本発明
のいずれかのタンパク質）。
【０４２３】
　39．第1および第2鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であって、該
第1鎖が少なくとも2つの抗体可変ドメインおよび少なくとも1つのCH1および／またはCカ
ッパ／ラムダドメインを含み、ここで、該第1鎖内の可変ドメインが該第2鎖内の可変ドメ
インに結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部位を形成している、多重特異性
エピトープ結合性タンパク質。
【０４２４】
　40．該第1鎖が抗体重鎖可変ドメイン（VH）、CH1ドメイン、抗体軽鎖可変ドメイン（VL
）およびCカッパ／ラムダドメインを含む、実施形態39記載のタンパク質（または本発明
のいずれかのタンパク質）。
【０４２５】
　41．該第1鎖がN末端からC末端へと、VH-CH1-VL-Cカッパ／ラムダとして構成されている
、実施形態40記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２６】
　42．該第1鎖がN末端からC末端へと、VL-Cカッパ／ラムダ-VH1-CH1として構成されてい
る、実施形態40記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２７】
　43．該第1鎖が2つの抗体重鎖可変ドメイン（VH）および2つのCH1ドメインを含む、実施
形態39記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２８】
　44．該第1鎖がN末端からC末端へと、VH-CH1-VH-CH1として構成されている、実施形態43
記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４２９】
　45．該第1鎖が2つの抗体軽鎖可変ドメイン（VL）および2つのCカッパ／ラムダドメイン
を含む、実施形態39記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３０】
　46．該第1鎖がN末端からC末端へと、VL-Cカッパ／ラムダ-VL-Cカッパ／ラムダとして構
成されている、実施形態45記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３１】
　47．該第1鎖がFc領域を更に含む、実施形態39～46のいずれか1項記載のタンパク質（ま
たは本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３２】
　48．該第2鎖がFc領域を含まない、実施形態39～46のいずれか1項記載のタンパク質（ま
たは本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３３】
　49．少なくとも第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる逆転抗体タンパク質であって
、該第1鎖が、CH1ドメインに連結された少なくとも1つの抗体重鎖可変領域（VH）を含み
、該第2鎖が、Cカッパ／ラムダドメインに連結された抗体軽鎖可変領域（VL）を含み、該
Cカッパ／ラムダ領域が更にFc領域に連結されており、ここで、該第1鎖内の可変領域が該
第2鎖内の可変領域に結合しエピトープ結合性部位を形成している、逆転抗体タンパク質
。
【０４３４】
　50．該第1鎖が該第2鎖にジスルフィド結合している、実施形態49記載のタンパク質（ま
たは本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３５】
　51．抗体様軽鎖および抗体様重鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質
であって、該軽鎖が2つの可変ドメインおよびCκまたはCλドメインを含み、該重鎖が2つ
の可変ドメイン、CH1、ヒンジ、CH2およびCH3ドメインを含み、ここで、該軽鎖内の可変
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ドメインが該重鎖内の可変ドメインに結合し少なくとも2つの異なるエピトープ結合性部
位を形成している、多重特異性エピトープ結合性タンパク質。
【０４３６】
　52．該軽鎖が、N末端からC末端へと配置された、第1エピトープおよび第2エピトープに
特異的な可変ドメインを含み、該重鎖が、N末端からC末端へと配置された、該第1および
第2エピトープに特異的な可変ドメインを含む、実施形態51記載のタンパク質（または本
発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３７】
　53．該タンパク質が、少なくとも2つの連結されたEBDを更に含む、実施形態52記載のタ
ンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３８】
　54．少なくとも1つのEBDが該重鎖のC末端に連結されている、実施形態53記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４３９】
　55．少なくとも1つのEBDが該軽鎖のN末端に連結されている、実施形態53記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４０】
　56．少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端に連結されている、実施形態53記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４１】
　57．抗体軽鎖および抗体重鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質であ
って、該重鎖が、少なくとも2つの連結されたEBDを更に含む、多重特異性エピトープ結合
性タンパク質。
【０４４２】
　58．少なくとも1つのEBDが該重鎖のC末端に連結されている、実施形態57記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４３】
　59．少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端に連結されている、実施形態57記載のタンパ
ク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４４】
　60．少なくとも1つのEBDが該重鎖のN末端およびC末端に連結されている、実施形態57記
載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４５】
　61．第1および第2ポリペプチド鎖を含んでなる多重特異性エピトープ結合性タンパク質
であって、該第1および／または第2鎖が少なくとも3つのEBDを含み、該第1鎖がCκまたは
Cλドメインを含み、該第2鎖がCH1ドメインを含む、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質。
【０４４６】
　62．図1～5のいずれか1つに示される構造形態を含んでなる多重特異性エピトープ結合
性タンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４７】
　63．各EBDが同一エピトープに特異的である、実施形態1～24、30～36、または53～61の
いずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４４８】
　64．少なくとも2つのEBDが、異なるエピトープに特異的である、実施形態1～24、30～3
6、または53～61のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質
）。
【０４４９】
　65．各エピトープが同一抗原上に位置する、実施形態63または64記載のタンパク質（ま
たは本発明のいずれかのタンパク質）。
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【０４５０】
　66．各エピトープが、異なる抗原上に位置する、実施形態65記載のタンパク質（または
本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５１】
　67．2以上のEBDが同一エピトープに特異的である、実施形態1～24、30～36、または53
～61のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５２】
　68．該タンパク質が、哺乳動物に投与された際またはin vitroにおいて、少なくとも2
つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つのエピトープに同時
に結合できる、実施形態1～67のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれか
のタンパク質）。
【０４５３】
　69．少なくとも1つのEBDが、同一の単離された機能性EBDよりも低いアフィニティでエ
ピトープに特異的に結合する、実施形態1～24、30～36、または53～61のいずれか1項記載
のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５４】
　70．該EBDが、最もN末端側のEBD、N末端から2番目のEBDおよびN末端から3番目のEBDよ
りなる群から選ばれる、実施形態69記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０４５５】
　71．少なくとも1つのEBDが、scFv、一本鎖ダイアボディ、抗体模倣体（mimetic）およ
び抗体可変ドメインよりなる群から選ばれる、実施形態1～24、30～36、53～61、63～67
および69～70のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）
。
【０４５６】
　72．該抗体模倣体が、ミニボディ（minibody）、マキシボディ（maxybody）、アビマー
（avimer）、Fn3に基づくタンパク質スカフォールド、アンクリンリピート、VASPポリペ
プチド、鳥類膵ポリペプチド（aPP）、テトラネクチン（Tetranectin）、アフィリリン（
affililin）、ノッチン（knottin）、SH3、PDZドメイン、プロテインAドメイン、リポカ
リン（lipocalin）、トランスフェリンおよびクニツ（kunitz）ドメインよりなる群から
選ばれる、実施形態71記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５７】
　73．該タンパク質が、異なる細胞表面受容体に特異的に結合し、該細胞表面受容体を阻
害しおよび／または中和する、実施形態1～72のいずれか1項記載のタンパク質（または本
発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５８】
　74．該細胞表面受容体が同一の受容体である、実施形態73記載のタンパク質（または本
発明のいずれかのタンパク質）。
【０４５９】
　75．該細胞表面受容体が同一の受容体ではない、実施形態74記載のタンパク質（または
本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４６０】
　76．該タンパク質が、異なる可溶性リガンドに特異的に結合し、該リガンドを阻害しお
よび／または中和する、実施形態1～75のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）。
【０４６１】
　77．該可溶性リガンドが同一である、実施形態76記載のタンパク質（または本発明のい
ずれかのタンパク質）。
【０４６２】
　78．該可溶性リガンドが同一ではない、実施形態76記載のタンパク質（または本発明の
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いずれかのタンパク質）。
【０４６３】
　79．該タンパク質が、異なる標的タンパク質に特異的に結合し、該標的タンパク質を抑
制しおよび／または中和する、実施形態1～78のいずれか1項記載のタンパク質（または本
発明のいずれかのタンパク質）。
【０４６４】
　80．該標的タンパク質が同一である、実施形態79記載のタンパク質（または本発明のい
ずれかのタンパク質）。
【０４６５】
　81．該標的タンパク質が同一ではない、実施形態79記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）。
【０４６６】
　82．少なくとも1つのEBDが、該タンパク質から単離された同一EBDの機能活性を保持す
る、実施形態1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記載のタンパク
質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４６７】
　83．該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物と少なくとも同
等の機能活性を有する、実施形態1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれ
か1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４６８】
　84．該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物よりも高い機能
活性を有する、実施形態1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1項記載
のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４６９】
　85．該タンパク質が、該タンパク質から単離された各EBDを含む組成物と比べて50％低
い機能活性を有する、実施形態1～24、30～36、53～61、63～67および69～70のいずれか1
項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４７０】
　86．該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細
胞、単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞集団を枯渇させる
機能活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいず
れかのタンパク質）。
【０４７１】
　87．該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細
胞、単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞の増殖を阻害また
は低減させる機能活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または
本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４７２】
　88．該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細
胞、単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞からの炎症伝達物
質の分泌を阻害または低減させる機能活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載の
タンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４７３】
　89．該タンパク質が、T細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、単球およびマ
クロファージよりなる群から選ばれる細胞からの細胞質顆粒の分泌を阻害または低減させ
る機能活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のい
ずれかのタンパク質）。
【０４７４】
　90．該タンパク質が、T細胞、B細胞、マスト細胞、好酸球、好塩基球、好中球、樹状細
胞、単球、マクロファージおよび腫瘍細胞よりなる群から選ばれる細胞における活性化刺
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激に対する応答を阻害または低減させる機能活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項
記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４７５】
　91．該タンパク質が、1以上のエピトープの結合によりタンパク質を活性化する機能活
性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかの
タンパク質）。
【０４７６】
　92．該タンパク質が、1以上のエピトープの結合によりタンパク質を不活性化する機能
活性を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれか
のタンパク質）。
【０４７７】
　93．該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合またはin vitroにおいてエフェクター
機能を有する、実施形態1～85のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれか
のタンパク質）。
【０４７８】
　94．該エフェクター機能が抗体依存性細胞傷害である、実施形態93記載のタンパク質（
または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４７９】
　95．該エフェクター機能が補体依存性細胞傷害である、実施形態93記載のタンパク質（
または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０４８０】
　96．実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）またはそのエピトープ結合性部分をコードする単離された核酸分子。
【０４８１】
　97．実施形態96記載の核酸分子を含んでなる発現ベクター。
【０４８２】
　98．実施形態97記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【０４８３】
　99．実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）の製造方法であって、該製造方法が該タンパク質の規模拡張可能な製造プロセスを
含んでなり、そのような規模拡張可能な製造プロセスが約10mg/L～約300mg/Lの該タンパ
ク質の製造効率をもたらし、該タンパク質が少なくとも1つの機能活性を保持する、製造
方法。
【０４８４】
　100．該製造プロセスから製造されたタンパク質が、HPSECによる測定で5重量％以下の
タンパク質の凝集レベルを示す、実施形態99記載の製造方法。
【０４８５】
　101．該製造プロセスにより製造されたタンパク質が、rCGEによる測定で5重量％以下の
タンパク質の凝集レベルを示す、実施形態99記載の製造方法。
【０４８６】
　102．該製造プロセスにより製造されたタンパク質が、HPSECによる測定で、無傷の該タ
ンパク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80％以上により示される低レベルの断
片化を示す、実施形態99記載の製造方法。
【０４８７】
　103．実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタン
パク質）を含んでなる液体製剤であって、該製剤がHPSECによる測定で5重量％以下のタン
パク質の凝集レベルを示す、液体製剤。
【０４８８】
　104．実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタン
パク質）を含んでなる液体製剤であって、該製剤がrCGEによる測定で5重量％以下のタン
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パク質の凝集レベルを示す、液体製剤。
【０４８９】
　105．実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタン
パク質）を含んでなる液体製剤であって、該製剤が、HPSECによる測定で、無傷の該タン
パク質に相当するピークにおける全ピーク面積の80％以上として示される低レベルの断片
化を示す、液体製剤。
【０４９０】
　106．製薬上許容される賦形剤中に実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（ま
たは本発明のいずれかのタンパク質）の治療的有効量を含んでなる無菌製剤。
【０４９１】
　107．癌またはその症状の改善、治療または予防方法であって、それを要する患者に、
実施形態106記載の製剤を投与することによる方法。
【０４９２】
　108．該癌が、頭部、頸部、眼、口、喉、食道、胸部、骨、肺、結腸、直腸、結腸直腸
、胃、脾臓、腎臓部、骨格筋、皮下組織、転移性メラノーマ、子宮内膜、前立腺、乳房、
卵巣、精巣、皮膚、甲状腺、血液、リンパ節、腎臓、肝臓、膵臓、脳または中枢神経系の
癌である、実施形態107記載の方法。
【０４９３】
　109．好酸球、好塩基球、好中球、T細胞、B細胞、マスト細胞、単球および腫瘍細胞よ
りなる群から選ばれる細胞集団を、哺乳動物において枯渇させる方法であって、該細胞を
実施形態106記載の製剤と接触させることを含んでなる方法。
【０４９４】
　110．哺乳動物中の該病原体を実施形態106記載の製剤と接触させることを含んでなる、
病原体を殺すかまたは標的化する方法。
【０４９５】
　111．哺乳動物中のサイトカインを実施形態106記載の製剤と接触させることを含んでな
る、サイトカインを不活性化し、阻害し、または枯渇させる方法。
【０４９６】
　112．該サイトカインがC5aである、実施形態111記載の方法。
【０４９７】
　113．実施形態106記載の製剤を投与することによる、必要のある患者における炎症また
は自己免疫疾患の予防、治療、管理または診断方法。
【０４９８】
　114．実施形態106記載の製剤を投与することによる、必要のある患者における血管新生
の抑制方法。
【０４９９】
　115．該患者が癌、関節リウマチ、SLEまたはシェーグレン症候群を有する、実施形態11
3または114記載の方法。
【０５００】
　116．該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合またはin vitroで細胞の集団を同定
しおよび／または枯渇させるものであり、該細胞が、異なる細胞表面エピトープの発現に
より規定され、そのような異なる細胞表面エピトープは該タンパク質の少なくとも1つの
エピトープ結合性ドメインに選択的に結合する、実施形態1～95のいずれか1項記載のタン
パク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０１】
　117．該細胞集団が、腫瘍細胞、癌幹細胞、B細胞およびT細胞よりなる群から選ばれる
、実施形態116記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０２】
　118．該タンパク質が、腫瘍細胞上に提示される細胞表面抗原群に特異的なエピトープ
結合性ドメインを含む、実施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
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いずれかのタンパク質）。
【０５０３】
　119．該細胞表面抗原群が同時には提示されない、実施形態118記載のタンパク質（また
は本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０４】
　120．該タンパク質が哺乳動物に投与される場合、少なくとも1つのエピトープ結合性ド
メインが関与する場合に該タンパク質が腫瘍細胞に対する抗体エフェクター機能を惹起す
る、実施形態118または119記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０５】
　121．該タンパク質が少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインを含み、該タンパク質
が哺乳動物に投与された場合またはin vitroにおいて、該結合性ドメインが、細胞に送達
されるべき積荷（cargo）分子に特異的である、実施形態1～95のいずれか1項記載のタン
パク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０６】
　122．該積荷分子が、細胞毒性薬、代謝拮抗物質、毒素、ペプチド、DNA分子、RNA分子
、小分子、放射性同位体、発蛍光団、酵素、酵素インヒビター、プロドラッグまたはミト
コンドリア毒よりなる群から選ばれる、実施形態121記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）。
【０５０７】
　123．該タンパク質が、該細胞に結合するとインターナリゼーションされる、実施形態1
21または122記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）。
【０５０８】
　124．積荷分子に特異的なエピトープ結合性ドメインが、約pH7.4において該積荷分子に
対する高い結合アフィニティを示し、約pH6.0において該積荷分子に対する低い結合アフ
ィニティを示す、実施形態121～123のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のい
ずれかのタンパク質）。
【０５０９】
　125．標的細胞集団を同定し、枯渇させ、活性化し、または抑制する方法であって、実
施形態1～95のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパク質）を
、哺乳動物に投与された場合またはin vitroにおいて、標的細胞集団と接触させることを
含んでなり、ここで該タンパク質が非標的細胞集団を有意に枯渇させず、活性化せず、ま
たは抑制しない、方法。
【０５１０】
　126．該タンパク質が、対照エピトープ結合性タンパク質よりも増加した、標的細胞集
団に対するアビディティを示し、ここで該対照エピトープ結合性タンパク質が、
　a．該多重特異性エピトープ結合性タンパク質中に存在するエピトープ結合性ドメイン
のサブセット、または
　b．該多重特異性エピトープ結合性タンパク質中に存在する少なくとも1つの単離された
エピトープ結合性ドメイン
のいずれかを含む、実施形態125記載の方法。
【０５１１】
　127．該サブセットが、少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4
つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、または少なくとも8つのエピトープ
結合性ドメインを含む、実施形態126記載の方法。
【０５１２】
　128．該標的細胞が、癌細胞、癌幹細胞、T細胞、B細胞、メラノーマ細胞、リンパ腫細
胞、腫瘍細胞、プレB細胞、プレT細胞、好塩基球、単球およびマクロファージよりなる群
から選ばれる、実施形態125～127のいずれか1項記載の方法。
【０５１３】
　129．実施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
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いずれかのタンパク質）を使用する、患者における急性または慢性疾患の予防、管理、治
療または診断方法。
【０５１４】
　130．実施形態107～115または125～128のいずれか1項記載の方法を使用する、患者にお
ける急性または慢性疾患の予防、管理、治療または診断方法。
【０５１５】
　131．アブリン、ブルシン、シクトキシン、ジフテリア毒素、ボツリヌス毒素、志賀毒
素、内毒素、破傷風毒素、百日咳毒素、炭疽毒素、コレラ毒素、ファルカリノール（falc
arinol）、アルファ毒素、ゲルダナマイシン（geldanamycin）、ゲロニン、ロタウストラ
リン（lotaustralin）、リシン、ストリキニーネ、ヘビ毒毒素およびテトラドトキシンよ
りなる群から選ばれる1以上の物質への曝露に関連した毒性を低減するための、哺乳動物
における実施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）の使用方法。
【０５１６】
　132．実施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）を使用して、溶液から少なくとも1つの可溶性化合物を検出およ
び／または精製する方法。
【０５１７】
　133．該溶液が体液、細胞培養培地、発酵培養液、生物学的サンプルまたは飲料水であ
る、実施形態132記載の方法。
【０５１８】
　134．該体液が、血液、汗、リンパ液、尿、涙、胆汁、唾液、血清、羊水、耳脂（耳垢
）、カウパー液、精液、乳び、び汁、脳脊髄液、糞便、糞便水、膵液、滑液、眼房水、腸
液、母乳、粘液、胸水、膿、皮脂および嘔吐物よりなる群から選ばれる、実施形態133記
載の方法。
【０５１９】
　135．実施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）を使用する、哺乳動物におけるサイトカインストームの毒性の低
減方法。
【０５２０】
　136．実施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明の
いずれかのタンパク質）を使用する、哺乳動物における療法誘発性毒性の低減方法であっ
て、該療法が生物学的療法である、方法。
【０５２１】
　137．該タンパク質が、該生物学的療法に由来する少なくとも1つのエピトープ結合性ド
メインを含む、実施形態136記載の方法。
【０５２２】
　138．該タンパク質が、該生物学的療法の少なくとも1つの成分と競合する少なくとも1
つのエピトープ結合性ドメインを含む、実施形態136記載の方法。
【０５２３】
　139．該タンパク質が、哺乳動物に投与された場合に少なくとも1日の半減期を示す、実
施形態1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかの
タンパク質）。
【０５２４】
　140．該Fc領域が少なくとも1つの追加的ドメインに直接的に連結されている、実施形態
1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
ク質）。
【０５２５】
　141．該Fc領域が少なくとも1つの追加的ドメインに間接的に連結されている、実施形態
1～95または116～124のいずれか1項記載のタンパク質（または本発明のいずれかのタンパ
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ク質）。
【０５２６】
　また、以下の米国仮特許出願の全体を、あらゆる目的で、参照により本明細書に組み入
れることとする：2007年7月31日付け出願の60/935,199、2007年12月10日付け出願の61/01
2,656、および2008年6月20日付け出願の61/074,330。
【実施例】
【０５２７】
　7．実施例
　以下の実施例は本発明を単に例示するためのものであり、本発明を何ら限定するもので
はないと意図される。
【０５２８】
実施例１．　Fc領域に融合されたscFvドメインを含むタンパク質の発現
　目的：Fc領域に連結されたscFvドメインを含むエピトープ結合性タンパク質の高レベル
発現を実証すること。
【０５２９】
　方法：293Fectin（商標）試薬（Invitrogen Cat. 51-0031）およびFreestyle（商標）
培地（Invitrogen Cat. 12338）+10％ウシ胎児血清を該製造業者の推奨に従い使用して29
3F細胞をトランスフェクトするために、3F2-522-Fc領域および522-Fc領域をコードするベ
クターを使用する。トランスフェクション後の第3日に該細胞にフィードし、第6日に上清
を回収する。該抗体の精製をプロテインAカラムにより行い、ついでPBS中への透析を行う
。該タンパク質のサイズおよび相対純度を決定するために、タンパク質ゲル上の変性およ
び非変性形態で該分子を評価する。
【０５３０】
　結果：種々のタンパク質を（A）非変性または（B）変性条件に付したPAGEゲル実験の結
果を図7に示す。レーン1および5は、1μg/ウェルでローディングされた3F2-522-Fc領域（
Fc領域に連結された2つのscFvドメインの一例）を表す。レーン2および6は、4μg/ウェル
でローディングされた3F2-522-Fc領域を表す。レーン3および7は、1μg/ウェルでローデ
ィングされたscFc-Fc領域タンパク質522-Fc（Fc領域に連結された1つのscFvの一例）を表
す。レーン4および8は、4μg/ウェルでローディングされた522-Fcを表す。レーンMは標準
分子量マーカー（SeeBlue2（商標））を表す。該タンパク質の製造およびそれに続く精製
は予想サイズの相当に純粋な産物を与えた。これらの結果は、タンパク質3F2-522scFv-Fc
および522-Fcが、前記方法を用いて製造可能であり、均一状態にまで精製可能であること
を示している。
【０５３１】
実施例２．　多重特異性結合性タンパク質は標的抗原に対する特異性を示す
　目的：標的抗原への所定タンパク質の結合能を評価すること。
【０５３２】
　方法：522-Fc領域および3F2-522-Fcの結合を評価するために、ELISAに基づく形態を用
いた。一般には、EIA/RIA ELISAプレート（Costar cat. 3690）をPBS（pH 7.2）中の50μ
lの1μg/mlの捕捉タンパク質でコーティングし、4℃で一晩インキュベートした。翌日、3
秒間の振とう間隔により隔てられた1×PBST（1×PSB, 0.1％ Tween 20）を使用する5つの
分注／吸引洗浄工程に関してプログラムされたElx405自動プレート洗浄装置を使用して、
該プレートを洗浄した。該プレートを、重ねた紙タオル上で叩いて乾燥させ、170μlのブ
ロッキングバッファー（1×PBST中の2％ BSA w/v）で室温で1時間ブロッキングした。522
-Fc領域および3F2-522-Fcを、別のプレート内でブロッキングバッファーで8ウェルにより
、5μg/mlから開始して力価測定し、そのブロッキングされたウェルELISAプレートに50μ
lを加えた。室温で1時間のインキュベーション工程の後、Elx405自動プレート洗浄装置を
使用して該プレートを再び洗浄し、叩いて乾燥させた。各ウェルに、50μlの二次HRP標識
抗体を加え、1時間インキュベートした。該プレートを洗浄し、180度回転させ、再び洗浄
した。それらを叩いて乾燥させ、50μlのSureBlue TMBペルオキシダーゼ（KPL cat. 52-0
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0-03）を各ウェルに加え、約3分間にわたって現像した。該反応を50μlの0.2M H2SO4で停
止させ、ELISAシグナルを450nMで読み取った。（A）においては、捕捉タンパク質はαvβ

3インテグリンであり、（B）においては、捕捉タンパク質はEphA2またはαvβ3インテグ
リンであった。
【０５３３】
　結果：エピトープ結合性タンパク質522-Fcおよび3F2-522-Fcをαvβ3インテグリンおよ
びビオチン化EphA2-Fcへの結合能に関して分析した。その結果を図8Aに示す。3F2-522-Fc
タンパク質の2つの異なるサンプルは、αvβ3インテグリン（該プレート上に固定化され
ているもの）および可溶性EphA2-Fcに同時に結合する能力を示した。該522-Fc領域タンパ
ク質は該ビオチン化EphA2によっては検出されなかった。なぜなら、それはαvβ3インテ
グリンのみに特異的であるからである。αvβ3インテグリンおよびEphA2に対する3F2-522
-Fc領域タンパク質の二重特異性を分析した。その結果を図8Bに示す。EphA2またはαvβ3

（該プレート上に固定化されているもの）を漸増濃度の可溶性3F2-522-Fc-ビオチンに結
合させた。洗浄後、3F2-522-Fc-ビオチンの存在をストレプトアビジン結合試薬により検
出した。漸増濃度において、該可溶性3F2-522-Fcは両方のプレート結合EphA2およびαvβ

3インテグリンに特異的に結合する。これらの結果は、エピトープ結合性タンパク質3F2-5
22-Fc領域がEphA2およびαvβ3インテグリンの両方に結合できることを示している。
【０５３４】
実施例３．　Fc領域に融合したscFvドメインを含むエピトープ結合性タンパク質の高レベ
ル発現
　目的：Fc領域に融合したscFvドメインを含むエピトープ結合性タンパク質の高レベル発
現を示す。
【０５３５】
　方法：3つのエピトープ結合性タンパク質、EphA2に特異的な抗体（12G3H11）、EphAフ
ァミリーRTK（EA）に特異的なscFvおよびEphBファミリーRTK（EB）に特異的なscFvを合体
させることにより、エピトープ結合性タンパク質P1を構築した。得られた構造を図3Cおよ
び3Dに開示する。
【０５３６】
　293Fectin（商標）試薬（Invitrogen Cat. 51-0031）およびFreestyle（商標）培地（I
nvitrogen Cat. 12338）+10％ウシ胎児血清を該製造業者の推奨に従い使用して293F細胞
をトランスフェクトするために、522-Fc領域、3F2-522-Fc領域、P1および12G3H11をコー
ドするベクターを使用した。トランスフェクション後の第3日に該細胞をフィードし、第6
日に上清を回収した。該エピトープ結合性タンパク質の精製をプロテインAカラムにより
行い、ついでPBS中への透析を行う。該タンパク質のサイズおよび相対純度を決定するた
めに、タンパク質ゲル上の変性および非変性形態で該分子を評価した。
【０５３７】
　結果：一群の所定エピトープ結合性タンパク質のポリアクリルアミドゲル電気泳動から
の結果を図9に示す。簡潔に説明すると、該タンパク質のそれぞれの精製サンプルをPAGE
ゲル上にローディングし泳動させ、ついでクーマシーブルーで染色した。示されているタ
ンパク質は以下のとおりである：レーン1 - 522-Fc領域、レーン2 - 3F2-522-Fc領域、レ
ーン3 - P1（構造の概要図は、図3C、Dを参照されたい）、レーン4 - F2-522-Fc、レーン
5 - 12G3H11（EphA2に特異的な抗体）およびレーン6 - 3F2-522-Fc。該タンパク質の製造
およびそれに続く精製は予想サイズの相当に純粋な産物を与えた。これらの結果は、図面
および詳細な説明に記載されているようなエピトープ結合性タンパク質が、前記方法を用
いて製造可能であり、均一状態にまで精製可能であることを示している。
【０５３８】
実施例４．　エピトープ結合性タンパク質P2のSEC精製
　目的：サイズ排除クロマトグラフィーによるタンパク質組成の均一性を示すこと。
【０５３９】
　方法：2つのエピトープ結合性タンパク質、EphA2に特異的な抗体（12G3H11）および一
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本鎖ダイアボディ［一方はEphAファミリーRTK（EA）に特異的であり、他方はEphBファミ
リーRTK（EB）に特異的である、2組の可変領域を含むもの］を合体させることにより、エ
ピトープ結合性タンパク質P2を構築した。得られた構造を図3Eおよび3Fに開示する。
【０５４０】
　P2多重特異性エピトープ結合性タンパク質（構造の概要図は、図3E、Fを参照されたい
）をその大きなサイズに基づいて精製するために、該タンパク質をHi Prep 16/60 Sephac
ryl S-200カラム（Amersham cat. 17-1166-01）上で移動させた。P2多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質分子を4.3mg/mlで1mlの最終体積まで濃縮した。まず、Aktaプライマ
ーを使用して、1×PBS中、1ml/分で1.5時間にわたってSECカラムを平衡化して、カラム貯
蔵バッファーを除去した。該濃縮タンパク質を2mlのループ内に、ついでSECカラム上に注
入した。該PBSバッファーを該カラム上に1ml/分で120分間にわたってローディングし、全
実施で1mlの画分を集めた。
【０５４１】
　結果：SECカラムからのP2タンパク質の溶出プロファイルを図10に示す。該軌跡は各カ
ラム画分（x軸）における相対タンパク質濃度を表す。結果は、P2多重特異性エピトープ
結合性タンパク質が均一な単一物として溶出することを示している。
【０５４２】
実施例５．　エピトープ結合性タンパク質のカチオン交換クロマトグラフィープロファイ
ル
　目的：P1多重エピトープ結合性タンパク質のカチオン交換クロマトグラフィープロファ
イル
　方法：イオン交換クロマトグラフィーによりP1タンパク質を精製した。約9.1のpIでは
、pH6における該多重エピトープ結合性タンパク質は正味の正の電荷を有するであろう。
種々の分子種を分離するために、強カチオン交換カラム（Amersham Cat. 17-5054-01）を
使用した。20mM NaClを含有する50mM リン酸バッファー中で該カラムを平衡化した。平衡
化後、該タンパク質をHitrap SP FFカラム上に1ml/分でローディングし、該カラムを3カ
ラム体積の平衡化バッファーで洗浄した。該平衡化バッファーに関して、20mM NaClを含
有する50mMリン酸バッファーへのAktaプライム上での100分間にわたる勾配溶出を準備し
た。種々のピークの、より良好なサンプリングを可能にするために、該勾配を種々の時点
で保持した。全勾配にわたって画分を集めた。
【０５４３】
　結果：カチオン交換カラムからのP1タンパク質の溶出プロファイルを図11に示す。該軌
跡は各カラム画分（x軸）における相対タンパク質濃度を表す。
【０５４４】
実施例６．　精製P1タンパク質画分のPAGE分析
　目的：実施例5に示すカチオン交換カラムからのP1含有画分の純度および機能性を評価
すること。
【０５４５】
　方法：実施例5に記載されているとおりに、該カラム画分を調製した。後続の分析は以
下のとおりであった。該カラムから観察された溶出ピークに従いカラム画分をプールした
（図11）。特に、以下のとおりに画分をプールした：群1（5～22）、群2（22～28）、群3
（29～34）、群4（35～41）、群5（42～49）、群6（50～54）および群7（55～73）。各群
（元のもの、1～7）からのサンプルを非変性（A）および変性（B）の両方のPAGEゲル上に
ローディングし、標準的な条件下で泳動させた。また、サンプル（元のもの、1～7）を、
実施例2に記載されているのに類似したELISAに基づく結合アッセイにおいて、EphA2およ
びもう1つのEphAファミリーRTKへの結合能に関して試験した。P1タンパク質含有サンプル
をELISAプレートに結合させ、ついで可溶性EphA2-FcまたはEphAファミリーRTK-Fcと共に
インキュベートした。図12Cに示すとおり、該画分の全ては、元のサンプルと比べてEphA2
およびもう1つのEphAファミリーRTKへの特異的結合を示している。群6および7は他方のEp
hAファミリーRTKへの結合の低減を示している。該結果は、P1タンパク質が、前記節に記



(130) JP 2010-535032 A 2010.11.18

10

20

30

40

50

載されているカチオン交換クロマトグラフィーに付された後で結合特異性を保持すること
を実証している。
【０５４６】
実施例７．　エピトープ結合性タンパク質P1およびP2の結合特異性の決定
　方法：該実験は、実施例2に記載されているとおりに行ったが、この場合、捕捉抗原は
別のEphAファミリーRTKとして示されている。
【０５４７】
　結果：種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を図13に
示す。ここで特に示されているのは抗体12G3H11ならびに多重特異性エピトープ結合性タ
ンパク質P1およびP2によるEphA2に対する特異性である。予想どおり、EA、EB1およびEB2
エピトープ結合性タンパク質はEphA2に対する特異性を示していない。なぜなら、それら
はEphA2特異的結合性モチーフを含有していないからである。これらの結果は、P1およびP
2タンパク質が、12G3H11に基づく抗体に類似したプロファイルでEphA2への結合を保持す
ることを示している。
【０５４８】
実施例８．　エピトープ結合性タンパク質P1およびP2の結合特異性の決定
　方法：該実験は、実施例2に記載されているとおりに行ったが、この場合、捕捉抗原は
別のEphAファミリーRTKとして示されている。
【０５４９】
　結果：種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を図14に
示す。ここで特に示されているのは多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2な
らびにEAによるEphAファミリーRTKに対する特異性である。予想どおり、12G3H11、EB1お
よびEB2エピトープ結合性タンパク質はEphAファミリーRTKに対する特異性を示していない
。なぜなら、それらはEphAファミリーRTKに対する特異的結合性モチーフを含有していな
いからである。これらの結果は、P1およびP2タンパク質が、EAに基づく結合性タンパク質
に類似したプロファイルでEphAファミリーRTKへの結合を保持することを示している。
【０５５０】
実施例９．　エピトープ結合性タンパク質P1およびP2の結合特異性の決定
　方法：該実験は、実施例2に記載されているとおりに行ったが、この場合、捕捉抗原はE
phBファミリーRTKとして示されている。
【０５５１】
　結果：種々のエピトープ結合性タンパク質に関して行った結合アッセイの結果を図14に
示す。ここで特に示されているのはEB1、EB2ならびに多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質P1およびP2によるEphBファミリーRTKに対する特異性である。予想どおり、12G3H11お
よびEAエピトープ結合性タンパク質はEphBファミリーRTKに対する特異性を示していない
。なぜなら、それらはEphBファミリーRTKに対する特異的結合性モチーフを含有していな
いからである。P2タンパク質は、EphBファミリーRTKに対する、より低いアフィニティを
有しているらしいが、それは特異性を示している。これらの結果は、P1およびP2タンパク
質が、EB1およびEB2に基づく結合性タンパク質に類似したプロファイルでEphBファミリー
RTKへの結合を保持することを示している。
【０５５２】
実施例１０．　エピトープ結合性タンパク質P1およびP2の多重結合特異性の決定
　方法：あるエピトープ結合性タンパク質の多重結合特異性を評価するために、修飾され
たELISAに基づく結合アッセイを行った。EIA/RIA ELISAプレート（Costar cat. 3690）を
PBS（pH 7.2）中の50μlの1μg/mlのEph受容体またはαvβ3インテグリンでコーティング
し、4℃で一晩インキュベートした。翌日、3秒間の振とう間隔により隔てられた1×PBST
（1×PSB, 0.1％ Tween 20）を使用する5つの分注／吸引洗浄工程に関してプログラムさ
れたElx405自動プレート洗浄装置を使用して、該プレートを洗浄した。該プレートを、重
ねた紙タオル上で叩いて乾燥させ、170μlのブロッキングバッファー（1×PBST中の2％ B
SA w/v）で室温で1時間ブロッキングした。該抗体を、別のプレート内でブロッキングバ
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ッファーで8ウェルにより、5μg/mlから開始して力価測定し、そのブロッキングされたウ
ェルELISAプレートに50μlを加えた。室温で1時間のインキュベーション工程の後、Elx40
5自動プレート洗浄装置を使用して該プレートを再び洗浄し、叩いて乾燥させた。各ウェ
ルに、50μlの二次HRP標識抗体を加え、1時間インキュベートした。該プレートを洗浄し
、180度回転させ、再び洗浄した。それらを叩いて乾燥させ、50μlのSureBlue TMBペルオ
キシダーゼ（KPL cat. 52-00-03）を各ウェルに加え、約3分間にわたって現像した。該反
応を50μlの0.2M H2SO4で停止させ、ELISAシグナルを450nMで読み取った。個々の抗原へ
の多重特異性および親抗体結合の分析をEphA2、EphAファミリーRTK、EphBファミリーRTK
またはαvβ3インテグリンに関して社内で行った。
【０５５３】
　各結合ドメインが機能性であることを確認するために、二重抗原結合に関する分析を行
った。具体的には、EIA/RIA ELISAプレート（Costar cat. 3690）をPBS（pH 7.2）中の50
μlの1μg/mlのEph受容体またはαvβ3インテグリンでコーティングし、4℃で一晩インキ
ュベートした。翌日、前記のとおりのElx405自動プレート洗浄装置を使用して、該プレー
トを洗浄した。該プレートを170μlのブロッキングバッファーで室温で1時間ブロッキン
グした。Eph受容体またはαvβ3インテグリンを、1つのEph受容体分子当たり8つのビオチ
ンの負荷率でEZ-連結スルホ-NHS-ビオチン試薬（Pierce cat. 21335）でビオチン化した
。NAP5カラム（Pierce Cat. 17-0853-02）を使用して遊離ビオチンを除去し、ビオチン化
タンパク質をブロッキングバッファー中で1μg/mlに希釈した。該プレートを、Elx405自
動プレート洗浄装置を使用して再び洗浄し、叩いて乾燥させた。各ウェルに、50μlの該
希釈ビオチン化Eph受容体またはαvβ3を加え、37℃で1時間インキュベートした。前記の
とおりに該プレートを洗浄し乾燥させ、50μlのニュートラビジン（neutravidin）-HRP 1
:12500（Pierce cat. 31002）を加えた。37℃で1時間のインキュベーションの後、該プレ
ートを洗浄し、180度回転させ、再び洗浄した。それらを叩いて乾燥させ、50μlのSureBl
ue TMBペルオキシダーゼ（KPL cat. 52-00-03）を各ウェルに加え、約5～10分間にわたっ
て現像した。該反応を50μlの0.2M H2SO4で停止させ、ELISAシグナルを450nMで読み取っ
た。該コート化Eph受容体抗原は、ELISAにおける後の工程に使用したビオチン化抗原とは
異なるものであった。
【０５５４】
　結果：図16（A）においては、結合EphA2によりELISAプレート上で捕捉されビオチン化E
phAファミリーRTKタンパク質により検出される能力に関して、12G3H11、EA、P1およびP2
タンパク質を分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphA2およびビオチン
化EphAファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。12G3H11およびEAはEphA2で
捕捉され得ず、ビオチン化EphAファミリーRTKに同時には結合し得なかった。図16（B）に
おいては、結合EphAファミリーRTKによりELISAプレート上で捕捉されビオチン化EphBファ
ミリーRTKタンパク質により検出される能力に関して、EB2、EA、P1およびP2タンパク質を
分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphAファミリーRTKおよびビオチン
化EphBファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。EAおよびEB2はEphAファミリ
ーRTKで捕捉され得ず、ビオチン化EphBファミリーRTKに同時には結合し得なかった。
【０５５５】
実施例１１．　エピトープ結合性タンパク質P1およびP2の多重結合特異性の決定
　方法：以下の改変を伴うこと、すなわち、捕捉抗原がEphAファミリーRTKであったこと
以外は実施例10に記載されているとおりに、該実験を行った。
【０５５６】
　結果：図17（A）においては、結合EphAファミリーRTKによりELISAプレート上で捕捉さ
れビオチン化EphA2タンパク質により検出される能力に関して、12G3H11、EB1、P1およびP
2タンパク質を分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphAファミリーRTKお
よびビオチン化EphA2に同時に結合しうることを示している。12G3H11およびEB1はEphAフ
ァミリーRTKで捕捉され得ず、ビオチン化EphA2に同時には結合し得なかった。図17（B）
においては、結合EphAファミリーRTKによりELISAプレート上で捕捉されビオチン化EphBフ
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ァミリーRTKタンパク質により検出される能力に関して、12G3H11、EB1、P1およびP2タン
パク質を分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphAファミリーRTKおよび
ビオチン化EphBファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。12G3H11およびEB2
はEphAファミリーRTKで捕捉され得ず、ビオチン化EphBファミリーRTKに同時には結合し得
なかった。これらの結果は、P1およびP2タンパク質により示される多重結合特異性を更に
裏付けるものである。
【０５５７】
実施例１２．　P1およびP2タンパク質の多重特異性の評価
　方法：以下の改変を伴うこと、すなわち、捕捉抗原がEphBファミリーRTKであったこと
以外は実施例10に記載されているとおりに、該実験を行った。
【０５５８】
　結果：図18（A）においては、結合EphBファミリーRTKによりELISAプレート上で捕捉さ
れビオチン化EphA2タンパク質により検出される能力に関して、12G3H11、EB1、P1およびP
2タンパク質を分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphBファミリーRTKお
よびビオチン化EphA2に同時に結合しうることを示している。12G3H11およびEB1はEphBフ
ァミリーRTKで捕捉され得ず、ビオチン化EphA2に同時には結合し得なかった。図18（B）
においては、結合EphBファミリーRTKによりELISAプレート上で捕捉されビオチン化EphAフ
ァミリーRTKタンパク質により検出される能力に関して、EA、12G3H11、EB1、P1およびP2
タンパク質を分析した。該軌跡は、P1およびP2のみがプレート結合EphBファミリーRTKお
よびビオチン化EphAファミリーRTKに同時に結合しうることを示している。12G3H11および
EA2はEphBファミリーRTKで捕捉され得ず、ビオチン化EphAファミリーRTKに同時には結合
し得なかった。これらの結果は、P1およびP2タンパク質により示される多重結合特異性を
更に裏付けるものである。
【０５５９】
実施例１３．　細胞表面上に提示される結合性エピトープの検査
　目的：ある多重特異性エピトープ結合性タンパク質を構築するために使用する単一特異
性結合性タンパク質に関するベースライン測定値を確定すること。
【０５６０】
　方法：細胞表面上で全3種のEph受容体を発現するヒト膵臓癌細胞系MiaPaCa2に関して、
結合分析を行った。MiaPaCa2細胞を、コンフルエントなT-175フラスコから回収し、PBSで
2回洗浄して残留培地およびトリプシンを除去した。200μlのPBS中の50万個の細胞を、20
0ngのエピトープ結合性タンパク質を含有する丸底96ウェルプレート（Falcon Cat. 35-30
77）内に配置し、4℃で1時間インキュベートした。該細胞を冷PBSで2回洗浄し、200μlの
1:1000希釈の免疫純粋ウサギ（Immunopure Rabbit）抗ヒトIgG FCフルオレセイン（Fluor
escein）（Pierce Cat. 31535）と共に4℃で30分間インキュベートした。該インキュベー
ションの後、該細胞をPBSで再び、2回洗浄した。該標識細胞を200μlのPBSおよび10μlの
1μg/ml ヨウ化プロピジウム（Calibiochem Cat.537059）に再懸濁させた。分析をGuava 
FACS分析装置で行った。
【０５６１】
　結果：MiaPaCa2細胞への単一特異性エピトープ結合性タンパク質の結合のFACS分析を図
19に示す。陰性対照として、検出試薬であるフルオレセイン結合抗ヒトIgG Fcを該細胞と
共にインキュベートした。これは該細胞への低レベルの結合を示している。12G3H11抗体
はMiaPaCa2細胞への高いアフィニティを示しており、一方、EB2およびEA単一特異性タン
パク質は有意なレベルの染色を示している。これらの結果は、MiaPaCa2細胞が、12G3H11
、EAおよびEB2の結合単位により結合されうる抗原を発現し提示することを示している。
タンパク質P1およびP2の構築において、これらの結合単位を使用した。
【０５６２】
実施例１４．　細胞表面上に提示される多重特異性エピトープ結合性タンパク質に対する
結合性エピトープの検査
　方法：前記実施例12に記載されているのと実質的に同じ方法で、該実験を行った。
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【０５６３】
　結果：MiaPaCa2細胞への多重特異性エピトープ結合性タンパク質の結合のFACS分析を図
20に示す。陰性対照として、検出試薬であるフルオレセイン結合抗ヒトIgG Fcを該細胞と
共にインキュベートした。これは該細胞への低レベルの結合を示した。P1およびP2多重特
異性エピトープ結合性タンパク質はMiaPaCa2細胞への高いアフィニティを示した。これら
の結果は、MiaPaCa2細胞が、P1およびP2の結合単位により結合されうる抗原を発現し提示
することを示している。これらの結果は、MiaPaCa2細胞が、タンパク質P1およびP2により
結合されるエピトープを提示することを示している。
【０５６４】
実施例１５．　細胞表面上に提示されるエピトープ結合性タンパク質に対する結合性エピ
トープの検査
　目的：所定エピトープ結合性タンパク質に関する相対結合特異性を確定すること。
【０５６５】
　方法：前記実施例12に記載されているのと実質的に同じ方法で、該実験を行った。
【０５６６】
　結果：多重特異性および単一特異性エピトープ結合性タンパク質の結合のFACS分析を図
21に示す。陰性対照として、検出試薬であるフルオレセイン結合抗ヒトIgG Fcを該細胞と
共にインキュベートした。これは該細胞への低レベルの結合を示した。また、対照抗体を
該細胞と共にインキュベートした。これもまた、MiaPaCa2細胞への低いアフィニティを示
した。P1およびP2多重特異性エピトープ結合性タンパク質はMiaPaCa2細胞への高いアフィ
ニティを示した。単一特異性エピトープ結合性タンパク質EB2、EAおよび12G3H11は、該細
胞上で提示されるエピトープに対する高いアフィニティを示した。単一特異性エピトープ
結合性タンパク質EB1は、MiaPaCa2細胞に対する、より低いが特異的なアフィニティを示
した。これらの結果は、MiaPaCa2細胞が、単一および多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質により結合されうる抗原を提示することを示している。
【０５６７】
実施例１６．　エピトープ結合性タンパク質に関する競合アッセイ
　目的：MiaPaCa2細胞に結合する所定タンパク質に関するベースライン結合プロファイル
を確定すること。
【０５６８】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例12に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
結合アッセイを行った。全結合ドメインが細胞表面受容体への結合に能動的に関与するこ
とを確認するために、該エピトープ結合性タンパク質を50倍モル過剰の遊離抗原と共に、
該細胞とのインキュベーションの前に1時間プレインキュベートすることにより、遊離抗
原での抑制アッセイを行った。ついで該エピトープ結合性タンパク質：抗原混合物を、実
施例12に記載されているとおりにMiaPaCa2細胞と共にインキュベートした。該多重特異性
ドメインの機能的結合を実証するために、該エピトープ結合性タンパク質を単一抗原およ
び組合せ体と共にプレインキュベートした。この実施例においては、今後の研究のための
ベースラインを確定するために、該エピトープ結合性タンパク質をビヒクル対照と混合し
た。
【０５６９】
　結果：特定のタンパク質が関与する結合アッセイの模擬競合抑制からの結果を図22に示
す。該軌跡はMiaPaCa2細胞の表面へのP2、P1、EB2、EAおよび12G3H11タンパク質の特異的
結合を表す。これらの結果は、P2、P1、EB2、EAおよび12G3H11タンパク質が、生細胞上で
提示されるエピトープに結合しうることを更に例証するものである。
【０５７０】
実施例１７．　細胞表面結合の競合抑制
　目的：あるエピトープ結合性タンパク質との結合を妨げるまたは該結合に関して競合す
る可溶性抗原の能力を評価すること。
【０５７１】
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　方法：以下の改変を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。可溶性抗原EphA2を50倍モル過剰でエピトープ結合性タンパク質の溶液と
共にプレインキュベートした。
【０５７２】
　結果：該エピトープ結合性タンパク質および可溶性EphA2リガンドが関与する結合実験
の競合抑制からの結果を図23に示す。該軌跡は、可溶性リガンドと共にインキュベートし
次いでMiaPaCa2細胞に適用した後のMiaPaCa2細胞への或るタンパク質の残留結合を表す。
P2、P1タンパク質はEphA2特異的結合性要素を含有するが、それらは該細胞に結合したま
まである。一方、12G3H11の軌跡は、EphA2に対する単一特異性を有し非特異的抗hu-Fc軌
跡に類似したタンパク質を表す。これは、遊離リガンドEphA2が、細胞表面上で提示され
るエピトープへの結合能を完全に飽和していることを示唆している。したがって、P1およ
びP2タンパク質は、おそらく別の結合モチーフによりもたらされる特異性により、結合を
保持している。EB2およびEAタンパク質は、可溶性EphA2に特異的ではないため、結合を保
持している。これらの結果は、可溶性EphA2が単一特異性エピトープ結合性タンパク質12G
3H11の結合を抑制しうるが、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2（これら
は共にEphA2結合性ドメインを含有する）の結合を抑制し得ないことを示している。P1お
よびP2タンパク質は、別の結合特異性により、細胞表面エピトープへの結合を保持しうる
。該研究におけるその他のエピトープは依然として利用可能である。なぜなら、EAおよび
EB2タンパク質は可溶性EphA2の存在下で細胞表面への結合を保持するからである。
【０５７３】
実施例１８．　MiaPaCa2細胞へのタンパク質の結合の競合抑制
　目的：エピトープ結合を妨げるまたは該結合に関して競合する可溶性抗原の能力を評価
すること。
【０５７４】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。可溶性抗原EphAファミリーRTKを50倍モル過剰で種々のタンパク質の溶液
と共にプレインキュベートした。
【０５７５】
　結果：P2、P1、EB2、EAおよび12G3H11タンパク質ならびに可溶性EphAファミリーRTKリ
ガンドが関与する結合実験の競合抑制からの結果を図24に示す。該軌跡は、可溶性リガン
ドと共にインキュベートし次いでMiaPaCa2細胞に適用した後のMiaPaCa2細胞への該タンパ
ク質の残留結合を表す。P2およびP1タンパク質はEphAファミリーRTK特異的結合性要素を
含有するが、それらは該細胞に結合したままである。一方、EAの軌跡は、EphAファミリー
RTKに対する単一特異性を有し非特異的抗hu-Fc軌跡に類似したタンパク質を表す。これは
、遊離リガンドEphAファミリーRTKが、細胞表面上で提示されるエピトープへの結合能を
完全に飽和していることを示唆している。P1およびP2タンパク質は、おそらく別の結合モ
チーフによりもたらされる特異性により、結合を保持している。EB2および12G3H11タンパ
ク質は、可溶性EphAファミリーRTKに特異的ではないため、結合を保持している。これら
の結果は、可溶性EphAファミリーRTKが単一特異性エピトープ結合性タンパク質EAの結合
を抑制しうるが、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびP2（これらは共にEphA
ファミリーRTK結合性ドメインを含有する）の結合を抑制し得ないことを示している。P1
およびP2タンパク質は、別の結合特異性により、細胞表面エピトープへの結合を保持しう
る。該研究におけるその他のエピトープは依然として利用可能である。なぜなら、12G3H1
1およびEB2タンパク質は可溶性EphAファミリーRTKの存在下で細胞表面への結合を保持す
るからである。
【０５７６】
実施例１９．　MiaPaCa2細胞へのタンパク質の結合の競合抑制
　目的：結合を妨げるまたは該結合に関して競合する可溶性抗原の能力を評価すること。
【０５７７】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
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実験を行った。可溶性抗原EphBファミリーRTKを50倍モル過剰で種々のタンパク質の溶液
と共にプレインキュベートした。
【０５７８】
　結果：該タンパク質および可溶性EphBファミリーRTKリガンドが関与する結合実験の競
合抑制からの結果を図25に示す。該軌跡は、可溶性リガンドと共にインキュベートし次い
でMiaPaCa2細胞に適用した後のMiaPaCa2細胞への該タンパク質の残留結合を表す。P2およ
びP1タンパク質はEphBファミリーRTK特異的結合性要素を含有するが、それらは該細胞に
結合したままである。一方、EBの軌跡は、EphBファミリーRTKに対する単一特異性を有し
非特異的抗hu-Fc軌跡に類似したタンパク質を表す。これは、遊離リガンドEphBファミリ
ーRTKが、細胞表面上で提示されるエピトープへの結合能を完全に飽和していることを示
唆している。P1およびP2タンパク質は、おそらく別の結合モチーフによりもたらされる特
異性により、結合を保持している。EAおよび12G3H11タンパク質は、可溶性EphBファミリ
ーRTKに特異的ではないため、結合を保持している。これらの結果は、可溶性EphBファミ
リーRTKが単一特異性エピトープ結合性タンパク質EB2の結合を抑制しうるが、多重特異性
エピトープ結合性タンパク質P1およびP2（これらは共にEphBファミリーRTK結合性ドメイ
ンを含有する）の結合を抑制し得ないことを示している。P1およびP2タンパク質は、別の
結合特異性により、細胞表面エピトープへの結合を保持しうる。該研究におけるその他の
エピトープは依然として利用可能である。なぜなら、12G3H11およびEAタンパク質は可溶
性EphBファミリーRTKの存在下で細胞表面への結合を保持するからである。
【０５７９】
実施例２０．　2つの異なる可溶性抗原でのMiaPaCa2細胞へのタンパク質の結合の競合抑
制
　目的：結合を妨げるまたは該結合に関して競合する可溶性抗原の能力を評価すること。
【０５８０】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。可溶性抗原EphA2およびもう1つのEphAファミリーRTKを50倍モル過剰で或
るタンパク質の溶液と共にプレインキュベートした。
【０５８１】
　結果：タンパク質P2、P1、EB2、EAおよび12G3H11ならびに可溶性EphA2およびEphAファ
ミリーRTKリガンドが関与する結合実験の競合抑制からの結果を図26に示す。該軌跡は、
可溶性リガンドと共にインキュベートし次いでMiaPaCa2細胞に適用した後のMiaPaCa2細胞
への該タンパク質の残留結合を表す。P1タンパク質はEphA2およびEphBファミリーRTK特異
的結合性要素を含有するが、それぞれEphA2およびEphAファミリーRTKに対する特異性を有
する単一特異性12G3H11およびEAと比べて該細胞への残留結合を示す。一方、EBの軌跡は
、EphBファミリーRTKに対する単一特異性を有し実施例15における模擬軌跡に類似したタ
ンパク質を表す。これは、遊離リガンドEphA2およびEphAファミリーRTKが、細胞表面上で
提示されるエピトープへの結合能を完全に飽和していることを示唆している。P1タンパク
質は、おそらく他方の結合モチーフによりもたらされる特異性により、結合を保持してい
る。EB2タンパク質は、可溶性EphA2にもEphAファミリーRTKにも特異的ではないため、結
合を保持している。
【０５８２】
実施例２１．　2つの異なる可溶性抗原でのMiaPaCa2細胞へのタンパク質の結合の競合抑
制
　目的：細胞表面受容体への結合を妨げるまたは該結合に関して競合する可溶性抗原の能
力を評価すること。
【０５８３】
　方法：以下の修飾を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。可溶性抗原EphA2およびもう1つのEphAファミリーRTKを50倍モル過剰で或
るタンパク質の溶液と共にプレインキュベートした。
【０５８４】
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　結果：タンパク質P2、P1、EB2、EAおよび12G3H11ならびに可溶性EphAファミリーRTKお
よびEphBファミリーRTKリガンドが関与する結合実験の競合抑制からの結果を図27に示す
。該軌跡は、可溶性リガンドと共にインキュベートし次いでMiaPaCa2細胞に適用した後の
MiaPaCa2細胞への該タンパク質の残留結合を表す。P1およびP2タンパク質はEphAファミリ
ーRTKおよびEphBファミリーRTK特異的結合性要素の両方を含有するが、それぞれEphAファ
ミリーRTKおよびEphBファミリーRTKに対する特異性を有する単一特異性EAおよびEB2と比
べて該細胞への残留結合を示す。一方、12G3H11の軌跡は、EphA2に対する単一特異性を有
し実施例15における模擬軌跡に類似したタンパク質を表す。これは、遊離リガンドEphAフ
ァミリーRTKおよびEphBファミリーRTKが、細胞表面上で提示されるエピトープへの結合能
を完全に飽和していることを示唆している。P1およびP2タンパク質は、おそらく他方の結
合モチーフによりもたらされる特異性により、結合を保持している。12G3H11タンパク質
は、可溶性EphAファミリーRTKにもEphBファミリーRTKにも特異的ではないため、結合を保
持している。
【０５８５】
実施例２２．　三重特異性エピトープ結合性タンパク質の競合抑制
　目的：可溶性リガンドが細胞表面抗原とタンパク質の結合に関して競合しうることを示
すこと。
【０５８６】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例15に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。可溶性抗原EphA2、もう1つのEphAファミリーRTKおよびEphBファミリーRTK
を50倍モル過剰で或るタンパク質の溶液と共にプレインキュベートした。
【０５８７】
　結果：タンパク質P2、P1、EB2、EAおよび12G3H11ならびに可溶性EphA2、EphAファミリ
ーRTKおよびEphBファミリーRTKリガンドが関与する結合実験の競合抑制からの結果を図28
に示す。該軌跡は、可溶性リガンドと共にインキュベートし次いでMiaPaCa2細胞に適用し
た後のMiaPaCa2細胞への該タンパク質の残留結合を表す。調べたタンパク質（P2、P1、EB
2、EAおよび12G3H11）の全ては、過剰のそれらの3つのリガンドとのプレインキュベーシ
ョンの後で残留結合をほとんどまたは全く示さなかった。これらの結果は、それらのタン
パク質が、別のメカニズムによってではなく、MiaPaCa2細胞上で発現される特異的エピト
ープに結合することを示している。三重特異性タンパク質P1およびP2は、含有されるエピ
トープ結合性単位の全てを介して特異的に結合する。
【０５８８】
実施例２３．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の機能分析
　目的：エピトープ結合性タンパク質が、親抗体および／または同一の単離された機能性
エピトープ結合性ドメインに由来する機能的特性を保持することを示すこと。特に、親抗
体の多数は、標的細胞に適用されると受容体アゴニストとして機能する。
【０５８９】
　方法：受容体を作動させる多重特異性エピトープ結合性タンパク質の能力を評価するた
めに、以下の実験プロトコールを用いた。MiaPaCa2細胞を6ウェルプレート内で0.5×106

の密度で播き、24時間インキュベートした。該ウェルをPBSで2回洗浄した。該受容体を活
性化するために、10μgの親タンパク質または三重特異性エピトープ結合性タンパク質を3
mlの培地に加え、37℃で30分間インキュベートした。該培地を除去し、該細胞を冷PBSで
注意深く2回洗浄した。ついで該細胞を、1×プロテイナーゼインヒビター混合物（Sigma 
cat. P8340）と共に200mlのトリトン細胞溶解バッファー（Boston Bioproducts Cat. BP 
115）を加えることにより細胞溶解し、室温で5分間インキュベートした。該ライセートを
集め、6000×g、4℃で5分間遠心分離して細胞残渣を除去した。該ライセート中の全タン
パク質濃度は、BCAアッセイ（Pierce Cat 23225）を用いて定量されたものであった。受
容体活性化を分析するために、細胞表面受容体を以下のとおりに精製し分析した。EphBフ
ァミリー受容体を4G10アガロース（Upstate Cat. 16-199）で免疫沈降させ、ヤギ抗マウ
スIgG（Pierce Cat. 31437）を二次抗体として使用して特異的抗EphBファミリー抗体で検
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出した。EphA2を免疫沈降させるために、特異的EphA2抗体（1C1）を使用した。EphAファ
ミリーRTKを免疫沈降させるために、ストレプトアビジンM280ビーズ（Invitrogen cat. 6
02-10）を500μgのビオチン化抗EphAファミリー抗体に結合させた。EZ-連結スルホ-NHS-
ビオチン試薬（Pierce cat. 21335）を該製造業者の推奨に従い1:4の負荷比で使用して、
該抗体をビオチン化した。該ビオチン化抗体および500μlのM280ビーズを混合し、室温で
1時間インキュベートし、PBSで洗浄して未結合抗体を除去した。ビオチン化4G10（1:1000
）抗ホスホチロシン（Upstate Cat. 16-204）抗体およびニュートラビジン（neutravidin
）-HRP 1:12500（Pierce Cat. 31003）をウエスタンブロット検出において二次的に使用
した。
【０５９０】
　100μgの全ライセートタンパク質を20μlの4G10アガロースまたは50μlの該抗体結合M2
80ストレプトアビジンビーズと混合することにより、該処理細胞ライセートからのEph受
容体の免疫沈降を行った。該ライセートビーズ混合物をローテーター上で4℃で2時間イン
キュベートした。ついで該混合物を2000×gで遠心分離して該ビーズをペレット化し、上
清を除去した。未結合物質を除去するために、該ビーズを冷細胞溶解バッファー中で2回
洗浄した。該洗浄バッファーを該ビーズから除去し、5％ β-メルカプトエタノールを含
有する35μlのサンプルバッファー（Invirogen cat. NP 0007）を加え、ついで100℃に10
分間にわたって加熱した。上清を10％ Nupageタンパク質ゲル（Invitrogen cat.NP0301）
上にローディングし、200V（一定）で35分間にわたって電気泳動した。ニトロセルロース
膜へのトランスファーを、Invitrogenのトランスファーバッファー（Invirogen cat.NP00
06-1）およびそれらの推奨条件を用いて行った。該膜をブロッキングバッファー（1×PBS
、1％ Tween20および1％ BSA中の30％ 冷魚ゼラチン）中で1時間インキュベートした。ブ
ロッキングバッファーをデカントし、10mlの一次抗体を該膜に直接的に加えた。該膜を1
時間インキュベートした後、それを洗浄バッファー（1×PBS、1％ Tween20および1％ BSA
）で5回洗浄した。ついで二次HRP標識試薬を洗浄バッファーに加え、ロッカー（rocker）
上で室温で1時間にわたってインキュベートした。該ブロットを前記のとおりに洗浄し、E
CL溶液（Pierce Cat. 32106）に、該製造業者の示唆に従い浸漬した後、Hyperfilm ECLフ
ィルム（Cat. RPN1674K）に曝露した。
【０５９１】
　結果：タンパク質12G3H11、EA、EB2、EB1、P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞のEph
A2受容体活性化アッセイのウエスタンブロット分析を図29に示す。陽性対照として、精製
されたリン酸化EphA2を含めた（レーン9）。陰性対照として、非特異的抗体（レーン7）
および培地（レーン8）を含めた。この図に示されているとおり、12G3H11（レーン1）、P
1（レーン5）およびP2（レーン6）で処理されたMiaPaCa2細胞は、受容体リン酸化により
測定された場合に受容体活性化を模擬する。タンパク質EA（レーン2）、EB2（レーン3）
およびEB1（レーン4）はEphA2を刺激しなかった。EA、EB1およびEB2は、EphA2に特異的な
結合性ドメインを含有しないため、これらの結果は予想どおりである。12G3H11、P1およ
びP2タンパク質は、EphA2を作動させる能力を保持すると予想される。なぜなら、それら
は、EphA2に特異的な結合性ドメインを含有するからである。これらの結果は、タンパク
質P1およびP2が、親タンパク質に関して記載されているとおりにEphA2を作動させる能力
を保持することを示唆している。
【０５９２】
実施例２４．　種々のエピトープ結合性タンパク質の機能分析
　目的：エピトープ結合性タンパク質が、親抗体に由来する機能的特性を保持することを
示すこと。特に、親抗体の多数は、標的細胞に適用されると受容体アゴニストとして機能
する。
【０５９３】
　方法：以下の改変を伴う以外は実施例21に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。標的はEphAファミリーRTKであった。
【０５９４】
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　結果：タンパク質12G3H11、EA、EB2、EB1、P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞のEph
Aファミリー受容体活性化アッセイのウエスタンブロット分析を図30に示す。陽性対照と
して、精製されたリン酸化EphAファミリーRTKを含めた（レーン9）。陰性対照として、非
特異的抗体（レーン7）および培地（レーン8）を含めた。この図に示されているとおり、
EA（レーン2）、P1（レーン5）およびP2（レーン6）で処理されたMiaPaCa2細胞は、受容
体リン酸化により測定された場合に受容体活性化を模擬する。タンパク質12G3H11（レー
ン1）、EB2（レーン3）およびEB1（レーン4）はEphAファミリーRTKを刺激しなかった。12
G3H11、EB1およびEB2は、EphAファミリーRTKに特異的な結合性ドメインを含有しないため
、これらの結果は予想どおりである。EA、P1およびP2タンパク質は、EphAファミリーRTK
を作動させる能力を保持すると予想される。なぜなら、それらは、EphAファミリーRTKに
特異的な結合性ドメインを含有するからである。これらの結果は、タンパク質P1およびP2
が、親タンパク質に関して記載されているとおりにEphAファミリーRTKを作動させる能力
を保持することを示唆している。
【０５９５】
実施例２５．　種々のエピトープ結合性タンパク質の機能分析
　目的：多重特異性エピトープ結合性タンパク質が、親抗体に由来する機能的特性を保持
することを示すこと。特に、親抗体の多数は、標的細胞に適用されると受容体アゴニスト
として機能する。
【０５９６】
　方法：以下の例外を伴う以外は実施例21に記載されているのと実質的に同じ方法で、該
実験を行った。標的はEphBファミリーRTKであった。
【０５９７】
　結果：タンパク質12G3H11、EA、EB2、EB1、P1およびP2で処理されたMiaPaCa2細胞のEph
Bファミリー受容体活性化アッセイのウエスタンブロット分析を図31に示す。陽性対照と
して、精製されたリン酸化EphBファミリーRTKを含めた（レーン9）。陰性対照として、非
特異的抗体（レーン7）および培地（レーン8）を含めた。この図に示されているとおり、
EB2（レーン2）、P1（レーン5）およびP2（レーン6）で処理されたMiaPaCa2細胞は、受容
体リン酸化により測定された場合に受容体活性化を模擬する。タンパク質12G3H11（レー
ン1）、EA（レーン2）およびEB1（レーン4）はEphBファミリーRTKを刺激しなかった。12G
3H11およびEAに関する結果は予想どおりである。なぜなら、これらのタンパク質は、EphB
ファミリーRTKに特異的な結合性ドメインを含有しないからである。EphBファミリーRTKを
EB1が作動し得ないことは、十中八九、細胞の表面上に提示された抗原へのEB1の非効率的
結合によるものであろう（実施例14を参照されたい）。EB1、P1およびP2タンパク質は、E
phBファミリーRTKを作動させる能力を保持すると予想される。なぜなら、それらは、EphB
ファミリーRTKに特異的な結合性ドメインを含有するからである。これらの結果は、タン
パク質P1およびP2が、親タンパク質に関して記載されているとおりにEphBファミリーRTK
を作動させる能力を保持することを示唆している。
【０５９８】
実施例２６．　三重特異性多重特異性エピトープ結合性タンパク質P3の発現
　目的：抗体重鎖および軽鎖に融合されたscFvドメインを含む三重特異性エピトープ結合
性タンパク質P3の高レベル発現を示すこと。
【０５９９】
　方法：3つのエピトープ結合性タンパク質、C5aに特異的な抗体（1B8）、C5aに特異的な
scFv（1B8）、C5aに特異的なscFv（15）およびEphAファミリーRTK（EA）に特異的なscFv
を合体させることにより、エピトープ結合性タンパク質P3を構築した。得られた構造体を
図2Dに開示する。エピトープ結合性タンパク質P3は、親抗体と少なくとも同等レベルで結
合特異性およびアフィニティを保持する（データ非表示）。
【０６００】
　293Fectin（商標）試薬（Invitrogen Cat. 51-0031）およびFreestyle（商標）培地（I
nvitrogen Cat. 12338）+10％ウシ胎児血清を該製造業者の推奨に従い使用して293F細胞
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をトランスフェクトするために、P3をコードするベクターを使用した。トランスフェクシ
ョン後の第3日に該細胞をフィードし、第6日に上清を回収した。該エピトープ結合性タン
パク質P3の精製をプロテインAカラムにより行い、ついでPBS中への透析を行った。該タン
パク質のサイズおよび相対純度を決定するために、タンパク質ゲル上の変性および非変性
形態で該分子を評価した。
【０６０１】
　結果：図4Gに示す三重特異性エピトープ結合性タンパク質の発現を示すPAGEゲルを図32
に示す。該パネルにおいては、非還元性（レーン1および2）および変性ゲル（レーン3お
よび4）は、それらの条件下の該三重特異性エピトープ結合性タンパク質の相対分子量を
示す。レーン2においては、該三重特異性エピトープ結合性タンパク質は、非変性条件に
おけるPAGEゲル上の（a）泳動により表される伝統的抗体の予想分子量より大きい約240kD
aの予想分子量を示す。レーン4においては、該三重特異性エピトープ結合性タンパク質は
、重鎖に関しては約75kDaおよび軽鎖に関しては約50kDaまでの予想分子量を示す。これら
の値は、同様の条件下で泳動された重鎖（b）および軽鎖（c）を含む伝統的抗体により示
された予想分子量より高い。これらの結果は、2つのscFv（一方は重鎖のN末端、他方は軽
鎖のN末端）に融合された抗体から構成される多重特異性エピトープ結合性タンパク質が
発現可能であり、予想された構造体の予想された分子量および組成（重鎖および軽鎖）を
示すことを示している。
【０６０２】
実施例２７．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質P3のサイズ排除クロマトグラフィ
ー（SEC）分析
　目的：多重特異性エピトープ結合性タンパク質P3が、正しい見掛け分子量を示すことを
示すこと。
【０６０３】
　材料および方法：サイズ排除クロマトグラフィーは、分子（例えば、タンパク質）のそ
の天然状態での見掛け分子量を決定するための当技術分野で公知の方法である。この実施
例においては、実施例26に記載されているとおりに、多重特異性エピトープ結合性タンパ
ク質P3を発現させ精製した。精製されたP3タンパク質を、100mM 硫酸ナトリウム、100mM 
リン酸ナトリウムを含有するバッファー（pH 6.8）中、SECカラム（TSK-GEL G3000SWXL）
上にローディングした。該カラムを1ml/分の流量で運転した。見掛け分子量の決定のため
に加えた校正標準には以下のものが含まれた：チログロブリン（670kDa）、ウシガンマ-
グロブリン（158kDa）、ニワトリオボアルブミン（44kDa）、ウマミオグロビン（17kDa）
およびビタミンB12（1.35kDa）。
【０６０４】
　結果：多重特異性エピトープ結合性タンパク質「P3」のサイズ排除クロマトグラフィー
（SEC）分析からの結果を図33に示す。図4Hに示されているこの構築物は3つの異なるエピ
トープ結合性領域を含む。該エピトープ結合性タンパク質を発現させ、SECにより分析し
た。点線の軌跡は、P3タンパク質の分子量を決定するために使用した一定の分子量の成分
の組合せを表す。実線の軌跡はP3の溶出プロファイルを表す。ピーク1は、約240kDa（単
量体）の推定分子量において、該タンパク質の約70％に相当する。ピーク2および3は、よ
り高次の構造体（例えば、二量体）または凝集体を表す。これらの結果は、P3のような多
重特異性エピトープ結合性タンパク質が天然状態におけるその推定分子量を示すことを示
している。
【０６０５】
実施例２８．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質のプロテアーゼ感受性
　目的：親抗体との対比において多重特異性エピトープ結合性タンパク質のプロテアーゼ
感受性のレベルを決定すること。
【０６０６】
　材料および方法：抗体および該抗体由来の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を前
記のとおりに発現させ精製した。具体的には、多重特異性エピトープ結合性タンパク質P4
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、P5およびP6は親抗体1B8および15に由来する。抗体15に由来するscFvから多重特異性エ
ピトープ結合性タンパク質P4（図4Fに示されている）を構築し、ついでこれを1B8抗体の
重鎖のN末端に融合させた。抗体15に由来するscFvから多重特異性エピトープ結合性タン
パク質P5（図4Dに示されている）を構築し、ついでこれを1B8抗体の軽鎖のN末端に融合さ
せた。該図に示されているとおりに1B8抗体のFabフラグメントに融合された抗体15の可変
領域からの多重特異性エピトープ結合性タンパク質P6（図2Dに示されている）を構築した
。エピトープ結合性タンパク質P4、P5およびP6は、親抗体と少なくとも同等レベルの結合
特異性およびアフィニティを保持する（データ非表示）。それらの種々の抗体および多重
特異性エピトープ結合性タンパク質を、トリプシン（20ng/1μgの抗体/エピトープ結合性
タンパク質）、キモトリプシン（20ng/1μgの抗体/エピトープ結合性タンパク質）または
ヒト血清（1μg血清/1μgの抗体/エピトープ結合性タンパク質）の非存在下または存在下
、37℃で1時間（パネルA）または37℃で12時間（パネルB）インキュベートした。ついで
、プロテアーゼまたは血清の非存在下でインキュベートされたサンプルと比較して断片化
プロファイルを決定するために、該サンプルをPAGEにより分析した。
【０６０７】
　結果：種々の形態のエピトープ結合性タンパク質に関して行ったプロテアーゼ感受性ア
ッセイからの結果を図34に示す。該プロテアーゼの存在下のインキュベーションが完了し
たら、サンプルを還元性PAGEゲル上で泳動させ、クーマシーで染色して、タンパク質分解
が生じたかどうかを判定した。示されているとおり、37℃で1時間のインキュベーション
は、それらの種々の親抗体またはエピトープ結合性タンパク質のタンパク質分解を引き起
こさない。延長して行ったインキュベーション（37℃で12時間）においては、該エピトー
プ結合性タンパク質の検出可能なタンパク質分解は観察されなかった。これらの結果は、
本明細書に記載されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質が、抗体分子に関して
観察されたのと同様の高レベルのプロテアーゼ抵抗性を示すことを示している。
【０６０８】
実施例２９．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質のプロテアーゼ感受性
　目的：親抗体との対比において多重特異性エピトープ結合性タンパク質のプロテアーゼ
感受性のレベルを決定すること。
【０６０９】
　材料および方法：抗体および該抗体由来の多重特異性エピトープ結合性タンパク質を前
記のとおりに発現させ精製した。それらの種々の抗体および多重特異性エピトープ結合性
タンパク質を、カテプシンB（20ng/1μgの抗体/エピトープ結合性タンパク質）の非存在
下または存在下、37℃で1時間（パネルA）または37℃で20時間（パネルB）インキュベー
トした。ついで、プロテアーゼまたは血清の非存在下でインキュベートされたサンプルと
比較して断片化プロファイルを決定するために、該サンプルをPAGEにより分析した。
【０６１０】
　結果：種々の形態のエピトープ結合性タンパク質に関して行ったプロテアーゼ（カテプ
シンB）感受性アッセイからの結果を図35に示す。具体的には、タンパク質（親抗体およ
び本明細書に記載されている種々の形態のエピトープ結合性タンパク質）を発現させ、精
製し、カテプシンB（抗体/エピトープ結合性タンパク質1μg当たりプロテアーゼ20ng）の
非存在下（奇数）または存在下（偶数）、（A）1時間または（B）20時間にわたって37℃
でインキュベートした。該プロテアーゼの存在下のインキュベーションが完了したら、サ
ンプルを還元性PAGEゲル上で泳動させ、クーマシーで染色して、タンパク質分解が生じた
かどうかを判定した。示されているとおり、37℃で1時間のインキュベーションは、それ
らの種々の親抗体またはエピトープ結合性タンパク質のタンパク質分解を引き起こさない
。延長して行ったインキュベーション（37℃で20時間）においては、レーン8および9（タ
ンパク質P2）ならびにレーン14および15（タンパク質P4）における該エピトープ結合性タ
ンパク質の或る程度のタンパク質分解が明らかである（点線の丸印を参照されたい）。こ
れらの結果は、本明細書に記載されている多重特異性エピトープ結合性タンパク質が、抗
体分子に関して観察されたのと同様の高レベルのプロテアーゼ（カテプシンB）抵抗性を
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【０６１１】
実施例３０．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の一過性発現
　目的：種々の多重特異性エピトープ結合性タンパク質形態を一過性に発現させること。
【０６１２】
　方法：全ての構築物を、Invitrogen Freestyle（商標）内で培養されたHEK293F細胞に
おいて発現させた。トランスフェクションの10日後に該培地を集め、全ての抗体形態を、
製造業者のプロトコール（GE Healthcare, Piscataway, NJ）に従い、標準的なプロテイ
ンAアフィニティクロマトグラフィーにより精製し、バッファーを25mM ヒスチジン-HCl（
pH 6.0）と交換した。還元性および非還元性条件下、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）を用いて、また、分析用サイズ排除クロマトグラフィ
ーを用いて、該構築物の純度を分析した。社内で開発されたプロテインA結合アッセイを
用いて、全IgG発現を測定した。簡潔に説明すると、HPLC系（Agilent 1100 Capillary LC
 System, Foster City, CA）を用いて、プロテインAカラム上に培地を自動的にローディ
ングした。未結合物質を100mM リン酸ナトリウムバッファー（pH 6.8）の溶液で洗浄し、
0.1％ リン酸（pH 1.8）で抗体を溶出した。溶出ピークに対応する面積を積分し、IgG標
準と比較することにより全抗体濃度を決定した。また、理論的に決定された吸光係数を用
いて、280nmにおける吸光度を読取ることにより、精製抗体の濃度を決定した。結果を以
下の表1に示す。
【表１】

【０６１３】
　これらの結果は、典型的な多重特異性エピトープ結合性タンパク質（例えば、表1に詳
記されているもの）が、通常の抗体と同様のレベルまで一過性に発現されうることを示し
ている。
【０６１４】
実施例３１．　種々の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の絶対分子量の決定
　目的：多重特異性エピトープ結合性タンパク質の種々の溶液内パラメーターを決定する
こと。
【０６１５】
　方法：溶液内分子量および他の分子パラメーター、例えば流体力学的半径および固有粘
度を決定するために、示差屈折率、示差粘度および光散乱を自動的に測定する三重検出系
に接続された分析用サイズ排除HPLCを用いた。表2は、三重検出分析により得られた分子
パラメーターを示す。
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【表２】

【０６１６】
　約3.5KDaに相当する2つの抗体CH2ドメインのそれぞれにおける1つのN-連結炭水化物部
分の存在を考慮すれば、表2に示されている実験的分子量値は理論値と相関する。流体力
学的半径（Rh）の計算値（これは、分子の拡散により決定された分子の有効サイズである
）は、該構築物への少なくとも1つのエピトープ結合性ドメインの付加から予想されると
おり、5.2nmから増加した。固有粘度（η）（これはタンパク質鎖の長さに直接関連して
いる）も、対照抗体の6mg/gから多重特異性構築物の7ml/g～8ml/gへと増加した。流体力
学的半径および固有粘度値は、無傷抗体に関して報告されているものに相関する。例えば
、無傷IgGの報告されている流体力学的半径は5.4nmであり、固有粘度は6ml/gである。総
合すると、これらのデータは、実験的に決定された分子パラメーターが、操作された多重
特異性エピトープ結合性形態のサイズおよび構造トポロジーと合致しており、該対照抗体
と良く相関することを示している。また、これらのデータは、該多重特異性エピトープ結
合性タンパク質形態が凝集物を形成せず、有意な構造的均一性を有することを示している
。さらに、これらの生物物理学的特性は4℃で数週間の貯蔵後に不変のままである。
【０６１７】
実施例３２．　示差走査熱量測定法による種々の多重特異性エピトープ結合性タンパク質
形態の熱安定性
　この実施例においては、種々の多重特異性エピトープ結合性タンパク質の熱変性プロフ
ァイルを示差走査熱量測定法により分析した。
【０６１８】
　方法：Microcal VP-DSC超高感度走査微小熱量測定法（Microcal, Northampton, MA）を
用いて、1℃/分の加熱速度での示差走査熱量測定法（DSC）実験を行った。25mM ヒスチジ
ン-HCl（pH 6）中でDSC実験を行った。DSCに使用した全ての溶液およびサンプルを、0.22
ミクロン-フィルターを使用して濾過し、脱気した後、該熱量計内にローディングした。
該DSC研究に使用した全ての抗体形態は、分析用ゲル濾過クロマトグラフィーによる判定
で、> 90％単量体であった。各組の測定に関して、まず、少なくとも1つのバッファー対
ベースライン測定値を得た。その直後に、該バッファー溶液をサンプルセルから除去し、
約0.5mlのサンプルを1mg/mlの濃度でローディングした。各測定に関して、参照セルをサ
ンプルバッファーで満たした。各サンプル対バッファー実験に関して、対応するバッファ
ー対バッファーベースライン測定値を差し引いた。濃度および走査速度に関して生データ
を正規化した。Microcalにより提供されたOrigin（商標）DSCソフトウェアを使用して、
データ分析およびデコンボリューションを行った。非二状態モデル（non-two-state mode
l）を用いるPrivalov & Potekhin（"Scanning microcalorimetry in studying temperatu
re-induced changes in proteins", Methods Enzymol. (1986) 131, 4-51）に従い、デコ
ンボリューション分析を行い、100反復サイクルを用いて最良フィットを得た。簡潔に説
明すると、最良のデコンボリューションフィットを非依存性または依存性スキーム（非二
状態モデル）により分析した。非依存性スキームは、多ドメインタンパク質における各ド
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メインが、隣接ドメインの状態には無関係に、独立してアンフォールドするという仮定に
基づく。依存性スキームは、相互作用性ドメインが連続的にアンフォールドして、いずれ
かの与えられたドメインのアンフォールディングがその隣接部の状態に依存する定序的過
程を仮定する。DSCデコンボリューションの結果の解釈は、多重特異性抗体形態中の異な
るドメインが、免疫グロブリン（Tischenkoら (1982) "A thermodynamic study of coope
rative structures in rabbit immunoglobulin G, Eur J Biochem., 126, 517-521）また
は他の多重ドメインタンパク質（Bateyら (2008), "The folding pathway of a single d
omain in a multiple domain protein is not affected by its neighboring domain", J
. Mol. Biol. 印刷中）に関して記載されているとおりに協調転移しながら独立にアンフ
ォールドするという事実に基づくものであった。転移ピークの最高値に対応する変性温度
Tmを、少なくとも3つの反復実験から、各構築物に関して決定し、それは、±2％より大き
な変動を示さなかった。変性後にサンプルを再走査することにより、リフォールディング
を分析した。結果を以下の表3にまとめる。
【表３】

【０６１９】
　結果：対照抗体1B8に関するサーモグラムは、69℃、75℃および82℃の変性温度Tmを有
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する3つの異なるアンフォールディング転移を示している。これらの転移は、それぞれ、C

H2、FabおよびCH3ドメインの変性に対応する。該IgG分子は、異なる条件下で変性する少
なくとも3つの異なるドメインまたはドメイン群が存在する多重ドメインタンパク質であ
ることを、これらの3つの異なるピークの存在は示している。したがって、該構築物およ
びそれらの潜在的多重ドメイン協同的変性の全安定性を調べるために、該多重特異性エピ
トープ結合性タンパク質形態の変性転移を分析することは興味深い。図4Dに示す多重特異
性形態のデコンボリューション分析（表3）は、4つの転移、すなわち、57℃のTmを有する
もの、69℃のTmを有するもの、73℃のTmを有するもの、および82℃のTmを有するものを明
らかに示している。57℃のTmを有するピークは、軽鎖のN末端に結合したscFvの変性転移
に対応する（図4D）。一般に、scFvは、単一の転移事象により特徴づけられるアンフォー
ルディングを伴う、ある与えられた抗体ドメインより低い変性温度を有する。図4Dの形態
における軽鎖のN末端に連結されたscFvは該タンパク質スカフォールドの全安定性を不安
定化しない。実際、図4Dの形態のFabドメインの変性のための73℃のTmは、親Fabで観察さ
れるTm（これは75℃である）と有意には異ならない（データ非表示）。また、図4Dの形態
のCH2ドメインの変性温度（Tm = 69℃）およびCH3ドメインの変性温度（Tm = 82℃）は、
対照抗体に比べて変化していない。同様に、図4の形態のタンパク質における抗体重鎖のN
末端において連結されたscFv（Tm = 63℃）は該タンパク質スカフォールドの全フォール
ディングを不安定化しない。実際、この形態に関しては、デコンボリューション（deconv
olution）分析は、Fabドメインの変性（Tm = 73℃）が対照抗体のFabドメインの変性（Tm
 = 75℃）に非常に類似しており、図4Dの形態におけるFabドメインで観察される変性転移
（Tm = 73℃）と同じであることを示している。さらに、この抗体形態では、CH2ドメイン
の変性（Tm = 69℃）およびCH3ドメインの変性（Tm = 82℃）は対照抗
体と比べて不変のままである（表3）。
【０６２０】
　図3Dの形態のタンパク質の変性に関するデンコンボリューションサーモグラムは、CH3
ドメインのC末端に連結されたscFvが、図3Dの形態における重鎖のC末端に連結された第1 
scFvに関して57℃のTmおよび図3Dの形態における重鎖のC末端に連結された第2 scFvに関
して65℃のTmを有する特有の変性転移を有することを示している。CH3ドメインの後に連
結されたこれらのscFvのアンフォールディングは該タンパク質スカフォールドの全体的な
アンフォールディングを不安定化しない。実際、これらの2つの構築物は、Fab、CH2およ
びCH3ドメインに関して、対照抗体に類似した変性転移を有する（表3）。
【０６２１】
　図4Hの形態のタンパク質のサーモグラムのデンコンボリューション分析は、61℃、63℃
、69℃、75℃および82℃のTmを有する5つの転移を明らかに示している（表3）。61℃の転
移Tmを有するピークは、軽鎖のN末端に連結されたscFvの変性転移に対応する。63℃の転
移Tmを有するピークは、重鎖のN末端に連結されたscFvの変性転移に対応し、一方、69℃
、75℃、82℃の転移Tmを有するその他の3つのピークは、それぞれ、Fab、CH2およびCH3ド
メインの変性転移に対応する。これらの前者のTm値は、図4Hの形態が対照抗体と同程度に
安定であることを証明している。
【０６２２】
　総合すると、これらの実験は、多重ドメインアンフォールディングにより特徴づけられ
た多重特異性エピトープ結合性タンパク質形態が、確固たる熱安定性を有することを証明
している。また、非依存性DSCアンフォールディング転移は、該多重特異性エピトープ結
合性タンパク質形態と同様に多重ドメインタンパク質における単一ドメインのフォールデ
ィング経路がその隣接ドメインにより影響されないことを示している最近の研究に合致し
ている。
【０６２３】
実施例３３．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質により示される3つの異なる抗原
の同時結合
　目的：BIAcore装置上に固定化された多重特異性エピトープ結合性タンパク質上の3つの
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異なる抗原の同時結合を示すこと。
【０６２４】
　方法：3つの抗原、すなわち、EB、EAおよびEphA2を連続的にP1コート化チップ上に注入
することにより、P1（図3D）の三重特異性結合能をBIAcoreにより評価した。P1エピトー
プが第1抗原（EB）で飽和されていたら、第2抗原（EA）を注入し、ついで第3抗原（EphA2
）を注入した。陰性結合対照として、オボアルブミンを使用した。
【０６２５】
　結果：図36に示されているとおり、P1エピトープ結合性タンパク質は、3つの異なる抗
原、すなわち、EB、EAおよびEphA2に同時に結合する能力を示している（上側の曲線）。
この結合能はP1エピトープ結合性タンパク質に特異的である。なぜなら、オボアルブミン
で行った類似実験は特異的結合を示さなかったからである（下側の曲線）。これらの結果
は、多重特異性エピトープ結合性タンパク質が、成分エピトープ結合性ドメインにより認
識される異なる抗原に同時に結合しうることを示している。
【０６２６】
実施例３４．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の細胞インターナリゼーション
　目的：多重特異性エピトープ結合性タンパク質の細胞インターナリゼーションを示すこ
と。
【０６２７】
　方法：共焦点顕微鏡検査を用いる抗体インターナリゼーション - EphA2を発現するPC3
細胞を1×106/ウェルの濃度で96ウェルU底プレートに加えた。該細胞をPBSで2回洗浄し、
5μgの対照（R347）、親（12G3H11）または多重特異性エピトープ結合性タンパク質（P1
）で氷上で30分間標識した。ついで細胞をPBSで2回洗浄し、37℃で増殖培地と共に0、10
、20、30、60分間インキュベートした。ついで該細胞を3.7％ パラホルムアルデヒド中で
20分間固定し、PBS中で2回洗浄し、0.5％ Triton X-100を使用して室温で5分間にわたり
透過性亢進させた。該細胞を再びPBSで2回洗浄し、最後に1μgのAlexaFluor-488ヤギ-γ-
ヒトIgG抗体（Invitrogen）で標識した。冷PBSでの2回の洗浄により、過剰の二次抗体を
除去した。該細胞をコート化細胞スライド上へ遠心し、DAPI（Vector Laboratories）と
共にVectasheild Hardsetマウンティング培地を使用してカバーガラス下にマウントした
。Leica SP5（Mannheim, Germany）顕微鏡を使用して、63倍の倍率での共焦点レーザー走
査顕微鏡検査により、インターナリゼーションを分析した。
【０６２８】
　結果：該親抗体および多重特異性エピトープ結合性タンパク質の細胞取り込みを確認す
るために、3つの全ての標的受容体（EphA2、EAおよびEB）を発現するMiaPaca腫瘍細胞系
を多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1、親抗体または陰性対照抗体と共に5μg/ml
で37℃で0、10、20、30および60分間インキュベートした。共焦点レーザー走査顕微鏡検
査を用いて、蛍光標識抗Fc抗体により、受容体媒介インターナリゼーションが検出された
。陽性インターナリゼーションは、典型的には、膜（細胞外）蛍光の減少と共に細胞の細
胞質内の明るい蛍光により特徴づけられる。図37BおよびCから理解されるとおり、多重特
異性エピトープ結合性タンパク質P1および親抗体（12G3H11）は、受容体媒介インターナ
リゼーションに典型的なパターンを伴う細胞内染色（緑色蛍光色）により示されるとおり
、迅速（約10分間）にインターナリゼーションされた。293細胞での対照実験はP1または
親抗体（12G3H11）の取り込みを示さなかった（データ非表示）。さらに、無関係な抗体
（R347、図7A）を使用した場合には、MiaPaca細胞においてインターナリゼーションは検
出されず、インターナリゼーションのために許容的でない条件である4℃において、検出
可能なインターナリゼーションは観察できなかった。このデータは、多重特異性エピトー
プ結合性タンパク質P1が、抗EphA2親抗体と同様に、in vitroで効率的にインターナリゼ
ーションされることを証明している。
【０６２９】
実施例３５．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1によるin vitroおよびin vivo
受容体分解
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　目的：多重特異性エピトープ結合性タンパク質がその標的エピトープとin vivoで機能
的に相互作用しうることを示すこと。
【０６３０】
　方法：in vivo薬物動態学的（PK）および薬動力学的（PD）分析：PC-3前立腺腺癌細胞
を7週齢のヌードマウス（Harlan Sprague Dawley）の右側腹部に5×106細胞/マウスで皮
下移植した。腫瘍を約100mm3まで進行させ、多重特異性エピトープ結合性タンパク質Pま
たは親抗EphA2または抗EB1抗体を67nmol/kg体重で投与した。投与後1、4、8、24、48、72
、120および144時間の時点で投与群ごとに各時点で3匹のマウスから腫瘍および血清を回
収した。PBSが投与された3匹のマウスの追加的な1群からの腫瘍および血清を投与直後（0
時間）に回収した。腫瘍および血清を、処理前に-80℃で保存した。Fast Prep 24 System
（MP Biomedicals）上のLysing Matrix Aチューブ（MP Biomedicals）内で、25μg/ml ア
プロチニンおよび10μg/ml ロイペプチンを含有する1％ Triton-細胞溶解バッファー中、
腫瘍をホモジナイズした。ライセートを10,000rpm、4℃で5分間遠心分離した。上清を集
め、BCA Protein Assay（Pierce）によりタンパク質濃度に関して分析した。該腫瘍上清
からの30μgの全タンパク質を10％ビス-トリスゲル上にローディングし、EphA2、EBおよ
びGAPDHに関してウエスタンブロットにより分析した。各ゲル上にローディングされた各
時点からの1つのサンプルと共に腫瘍ライセートを3つの別々のゲル上にローディングした
。ウエスタンブロット後のタンパク質バンドをデンシトメトリー分析により定量し、それ
らの3つのブロットのそれぞれに存在する0時間の時点のPBS対照からの単一のタンパク質
バンドに対して正規化した。EphA2またはEB結合性ELISAを用いて、P1タンパク質または親
抗EphA2または抗EB対照抗体の存在に関して、該血清サンプルを分析した。簡潔に説明す
ると、96ウェルMaxisorp Elisaプレート（Nunc）をPBS（pH 7.4）中の5μg/mlのヒトEphA
2またはEBで4℃で一晩コートした。プレートを4％ 脱脂乾燥乳でブロッキングし、洗浄し
、血清サンプル（1:1000希釈物）をローディングし、22℃で1時間インキュベートした。E
BおよびEphA2結合性ELISAの両方に関して、1mg/mlから10ng/mlまでの系列希釈で標準曲線
を作成した。EB結合性ELISAでは、P1タンパク質血清サンプルを定量のためにP1タンパク
質標準曲線と比較し、抗EB対照抗体血清サンプルを抗EB対照抗体標準曲線と比較した。使
用したHRP結合二次抗体は、抗EB対照抗体ELISAの場合にはヤギ抗マウス（Jackson Immuno
labs）、P1タンパク質特異的ELISAの場合にはヤギ抗ヒト（Jackson Immunolabs）であっ
た。EphA2結合性ELISAでは、P1タンパク質血清サンプルを定量のためにP1タンパク質標準
曲線と比較し、抗EphA2対照抗体血清サンプルを抗EphA2対照抗体標準曲線と比較した。抗
EphA2対照抗体および三重特異性抗体EphA2 ELISAの両方に使用したHRP結合二次抗体はヤ
ギ抗ヒト（Jackson Immunolabs）であった。
【０６３１】
　結果：多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1がin vitroおよびin vivoにおいてそ
の標的受容体（EphA2、EAおよびEB）の分解を誘導するかどうかを判定するために、受容
体分解アッセイを行った。EBおよびEphA2を発現するPC-3細胞を選択した。なぜなら、そ
れは、ヌードマウスに注射されると腫瘍へと増殖しうるからである。残念なことに、PC-3
細胞はEAを発現しない。したがって、この受容体のin vitro分解に関してはアッセイする
ことができなかった。一方、in vitro受容体リン酸化に関して記載されているとおり、Mi
aPaca細胞系はEA、EphA2およびEBを発現するが、これらの細胞を該受容体分解アッセイに
使用することはできなかった。なぜなら、（1）それらは、in vivoにおいて、低く且つ可
変的な腫瘍成長速度を示し、（2）MiaPaca細胞またはEAを発現する他の腫瘍細胞系におい
ては、親抗EA抗体（ひいては多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1）はEA分解を誘導
し得ないからである。図6から理解されるとおり、P1タンパク質、PC3細胞と共にインキュ
ベートされると、EB（図38A）およびEphA2（図38B）は共に、個々の抗EphA2および抗EB親
抗体と比べて強力に分解される。つぎに、本発明者らは、P1タンパク質が全身投与後にin
 vivo腫瘍モデル系において標的受容体の分解を誘導するのかどうかを問うた。in vivo受
容体分解を誘導するためには、該三重特異性抗体が腫瘍部位に到達する必要があるだけで
なく腫瘍自体の内部へ浸透する必要もあることを指摘することは重要である。PC-3細胞を
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ヌードマウスに接種し、P1タンパク質または親抗体での処理の後のEphA2およびEBの発現
レベルを決定することにより、in vivo EphA2およびEB分解の成功を証明した。図7におい
て理解されるとおり、EB（A, B）およびEphA2（C, D）は共に、それぞれの親抗EphA2およ
び抗EB抗体より良好にP1タンパク質により効率的に分解される。これらの結果は、3つの
異なる抗原に同時に結合するよう設計されたP1タンパク質が細胞表面における異なる受容
体の組合せのクラスター化を（個々の抗体より良好に）効率的に促進して、インターナリ
ゼーションおよび分解の効率を改善し、これが相当な
受容体ダウンレギュレーションを引き起こして、有意な抗腫瘍応答を招きうることを示唆
している。
【０６３２】
実施例３６．　多重特異性エピトープ結合性タンパク質の薬物動態学的分析
　多重特異性エピトープ結合性タンパク質P1およびその親抗EphA2および抗EB抗体の薬物
動態学的分析を、PC-3腫瘍担持ヌードマウスを使用して行った。P1タンパク質および親抗
体の血漿中濃度を特定の時点においてELISAにより測定した。図40に示されているとおり
、P1タンパク質は、投与後144時間の時点で尚も、EphA2またはEB ELISAを用いて検出可能
（> 200nM）であり、P1タンパク質の血漿中濃度のレベルは個々の親抗体のレベルに匹敵
する。これらのデータは、in vivo腫瘍モデルにおけるP1タンパク質の半減期が、そのそ
れぞれの親抗体のものに類似していることを示唆している。これらの結果はまた、P1タン
パク質がin vivoで非常に安定であることを示唆している。

【図１－Ａ】 【図１－Ｂ】
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