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【57】申請專利範圍
1.　一種用以生成 2-10種抗體的方法，其中該等抗體包含至少一單特異性及至少一多特異性
抗體，包括：

–  提供帶有編碼該等抗體的核酸之細胞；
–  培養該等細胞；
–  從培養物來收集該等抗體；以及
–  藉由離子交換層析法(IEX)而將該等被生成的抗體與半抗體分開來；
該方法特徵在於：在所使用的 IEX條件下，該等抗體展現出 IEX滯留時間係與個別的抗
體之滯留時間的平均值偏差為 10%或者更低，其中該 IEX是係陽離子交換層析法，其在
一為 5至 9的 pH範圍下被執行。

2.　一種用以生成 2-10種抗體的方法，其中該等抗體包含至少一單特異性及至少一多特異性
抗體，包括：

–  提供帶有編碼該等抗體的核酸之細胞；
–  培養該等細胞；
–  從培養物來收集該等抗體；以及
–  藉由離子交換層析法(IEX)而將該等被生成的抗體與半抗體分開來；
該方法特徵在於：在所使用的 IEX條件下，該等抗體展現出 IEX滯留時間係與個別的抗
體之滯留時間的平均值偏差為 10%或者更低，以及該等抗體具有等電點(pI)，其係與該
等抗體的平均 pI值差異為 0.4單位或更少。

3.　如請求項 1或 2的方法，其進一步包括選擇在所使用的 IEX條件下具有基本上相同的
IEX滯留時間之至少兩種抗體。

4.　如請求項 1或 2的方法，其中從該培養物來收集該等抗體包括藉由抗體親和力純化而從
其他蛋白質純化出抗體。

5.　如請求項 4的方法，其中從該培養物來收集該等抗體包括藉由蛋白質 A萃取而從其他蛋
白質純化出抗體。
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6.　如請求項 4的方法，其中進一步包括將親和力純化的抗體引至粒徑篩析層析法(size-
exclusion chromatography)、凝膠過濾層析法和/或陰離子交換層析法。

7.　如請求項 1或 2的方法，其中在該 IEX之後，被收集的抗體係藉由疏水性交互作用層析
法(HIC)來予以定量分析相對的表現位準。

8.　如請求項 7的方法，其中被收集的抗體之特異性係藉由 ELISA來予以驗證。
9.　如請求項 1或 2的方法，其中各別的半抗體之滯留時間係落在該等抗體的滯留時間所跨
距的範圍之外。

10.   如請求項 9的方法，其中該等細胞生成 3種重鏈。
11.   如請求項 10的方法，其中該等重鏈包含有供重鏈之有效異二聚體化的領域。
12.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體之中的至少兩者為多特異性抗體。
13.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體之中的至少兩者為雙特異性抗體。
14.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體之中的至少兩者為單特異性抗體。
15.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體之中的至少兩者共享一個相同的重鏈。
16.   如請求項 1的方法，其中該等抗體具有等電點(pI)，其係與該至少兩種抗體的平均 pI值

差異為 0.4單位或更少。
17.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體被選擇以供具有重鏈與輕鏈組合，該等重鏈與輕

鏈組合在所使用的 IEX條件下具有滯留時間係明顯地不同於完整抗體的滯留時間。
18.   如請求項 17的方法，其中重鏈與輕鏈組合的 pI值與該至少兩種抗體的平均 pI值差異為

0.4單位或更少。
19.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體具有重鏈包含有一個有利於重鏈之異二聚體化的

CH3領域。
20.   如請求項 1或 2的方法，其中該等抗體具有 IgG重鏈。
21.   如請求項 1或 2的方法，其中該等細胞生成兩種或更多種重鏈，其中一個重鏈包含有位

在 CH3區中的胺基酸取代 L351K和 T366K (EU編號)，而另一個重鏈包含有位在 CH3
區中的胺基酸取代 L351D和 L368E。

22.   一種包含有 2-10種重組型抗體的組成物，其中該等抗體包含藉由如請求項 1-21中任一
者之方法所生成之至少一單特異性及至少一多特異性抗體，以及其中該等抗體之中的至

少兩者共享一個相同的重鏈。

23.   如請求項 22的組成物，特徵在於：對於所有的該等抗體，該等 IEX滯留時間和/或該等
pI值基本上是相同的。

圖式簡單說明

圖 1為具體例之一示意圖示，其中該組成物包含有兩個雙特異性抗體係共享一共同臂。
該圖描繪帶有重鏈(1)以及輕鏈(4)的抗體。4個重鏈具有 3個不相同的可變區(5、6以及 7)。
具有該共享的可變區(5)之重鏈具有一個異二聚體化領域的一個部分(3)。帶有可變區(6)以及(7)
的該等重鏈具有該異二聚體化領域之相容的部分(2)。異二聚體化區(2)以及(3)之被偏好的配對
可以引導雙特異性抗體的形成。

圖 2顯示圖片 A：雙特異性抗體 PB4516生成編號 8 (p08)在 220 nm之下的 CIEX-曲線
圖；圖片 B：雙特異性抗體 PB6892生成編號 4 (p04)在 220 nm之下的 CIEX-曲線圖。
圖 3顯示圖 3a：雙特異性抗體 PB4516生成編號 10 (p10)在 220 nm之下的 CIEX-曲線

圖；圖 3b：雙特異性抗體 PB11244生成編號 1 (p01)在 220 nm之下的 CIEX-曲線圖；圖 3c：
每個框有兩種雙特異性抗體被識別於直行 PB (PBXXXX(X))中。關於 PB11244和 PB4516的
重鏈可變區被表明於直行標靶 1和標靶 2中。輕鏈的序列對於所有的抗體係為相同的並且具

(2)
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有序列辨識編號：26的共同輕鏈 IgKV1*39/jk1之胺基酸序列。對於每一個重鏈可變區，以
ExPASy ProtParam工具予以計算的 pI值被表明於直行 pI中。該兩種重鏈可變區之間的 pI值
差異被表明於最後的直行中，證明了 PB11244和 PB4516之間的平均 V HpI值差異係為 0.08。

圖 4顯示池 FST2之個別的群落 cp12之一抗體製備物在 220 nm之下的 CIEX-曲線圖。該
CIEX-曲線圖顯示共洗提抗體 PB4516和 PB11244之一銳峰。該曲線圖顯示：該樣品含有一有
限數量的產物相關雜質。它亦顯示共洗提雙特異性抗體和各自徙動的產物相關雜質之間的良

好分離。

圖 5顯示群落 CP07之一抗體製備物在 220 nm之下的 CIEX-曲線圖。該群落係從單一群
落 FST2cp09的個別群落之一收集而被挑選出。第二次的次選殖被完成，俾以確保 FST2cp09-
cp07細胞株是一個單源性細胞株。雙特異性抗體特異性 ELISA表明 743 µg/mL的 EGFR/HER2
雙特異性抗體 PB11244以及 1134 µg/mL的 EGFR/HER3雙特異性抗體 PB4516之存在。
圖 6顯示具有兩個相同的可變領域之抗體同質二聚體(PGXXXX)的滯留時間。該重鏈可變

區的胺基酸序列具有圖 8中針對MF所出示的序列以及一為序列辨識編號：26的共同輕鏈
IgKV1*39/jk1。
圖 7顯示每個框有兩種雙特異性抗體被識別於直行 PB (PBXXXX(X))中。該等雙特異性抗

體的每一者之重鏈可變區(MFXXXX)被表明於直行標靶 1和標靶 2中。輕鏈的序列對於所有
的抗體係為相同的並且具有序列辨識編號：26的共同輕鏈 IgKV1*39/jk1之胺基酸序列。對於
每一個重鏈可變區，以 ExPASy ProtParam工具予以計算的 pI值被表明於直行 pI中。兩個重
鏈可變區之間的 pI值差異以及被測量的滯留時間被表明於最後兩個直行中。被測量的滯留時
間以及被計算的 pI值和平均 pI值表明：一對的雙特異性抗體在 CIEX層析中可以有效地共洗
提。該等抗體具有 IgG1恆定區以及一個共同輕鏈。具有共享重鏈可變區(相同的MF)之帶有
CH3 DE重鏈或 KK重鏈的重鏈被表明。關於在每個特異性抗體上所執行的 CIEX層析之滯留
時間被表明，有一個用於 CIEX層析的例示性條件被描述於材料與方法章節中。許多其他的
CIEX層析條件將會導致合適的滯留時間係介於被條列之具有所提供的 pI數值之雙特異性抗
體配對之間。

圖 8顯示各別的抗體之重鏈可變區(MFXXXX)和輕鏈可變區的 CDRs之胺基酸序列以及共
同輕鏈可變區的胺基酸序列。
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