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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】フィブリンと結合しかつフィブリノーゲンと結合しない新規な抗体、及びその用
途の提供。
【解決手段】特定な配列からなるアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数
個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR1、H鎖CDR2、H鎖CDR3、L鎖CD
R1、L鎖CDR2、L鎖CDR3を含み、ヒトフィブリン及びマウスヒブリンと結合することを特徴
とする抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（a）配列番号１のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR1、
（b）配列番号２のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR2、
（c）配列番号３のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR3、
（d）配列番号４のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR1、
（e）配列番号５のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR2、及び
（f）配列番号６のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR3
を含み、ヒトフィブリンと結合することを特徴とする抗体又はその抗原結合性フラグメン
ト。
【請求項２】
　ヒトフィブリン及びマウスフィブリンと結合する、請求項１に記載の抗体又は抗原結合
性フラグメント。
【請求項３】
　ヒトフィブリノーゲン及びマウスフィブリノーゲンとは結合しない、請求項１又は２に
記載の抗体又は抗原結合性フラグメント。
【請求項４】
　モノクローナル抗体である、請求項１～３のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性
フラグメント。
【請求項５】
　受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞により産生される抗体である、請求項
１～４のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメント。
【請求項６】
　受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞により産生される抗体が結合するエピ
トープに結合する抗体である、請求項１～４のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性
フラグメント。
【請求項７】
　キメラ抗体又はヒト化抗体である、請求項１～４のいずれかに記載の抗体又は抗原結合
性フラグメント。
【請求項８】
　配列番号８のアミノ酸配列からなるH鎖可変領域、及び配列番号１０のアミノ酸配列か
らなるL鎖可変領域を含むキメラ抗体である、請求項７に記載の抗体又はその抗原結合性
フラグメント。
【請求項９】
　標識されている、請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメン
ト。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントをコードする塩
基配列を含む核酸。
【請求項１１】
　請求項１０記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項１２】
　請求項１０記載の核酸又は請求項１１記載の発現ベクターを含み、請求項１～８のいず
れか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを産生する形質転換体。
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【請求項１３】
　請求項１２記載の形質転換体を培地において培養し、培養物から抗体又は抗原結合性フ
ラグメントを採取するステップを含む、請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗
原結合性フラグメントの製造方法。
【請求項１４】
　請求項１～８のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを産生する細胞。
【請求項１５】
　受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞である、請求項１４に記載の細胞。
【請求項１６】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを含むことを特
徴とするフィブリンの免疫学的測定用試薬。
【請求項１７】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを含むことを特
徴とする血栓関連疾患の判定用試薬。
【請求項１８】
　血栓関連疾患が梗塞又は癌である、請求項１７に記載の試薬。
【請求項１９】
　請求項９に記載の標識された抗体又は抗原結合性フラグメントを含むことを特徴とする
血栓可視化剤。
【請求項２０】
　梗塞又は癌を可視化するための、請求項１９に記載の血栓可視化剤。
【請求項２１】
（a）請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、サンプ
ルとを接触させるステップ、
（b）該抗体又は抗原結合性フラグメントがサンプル中のフィブリンと結合したか否かを
検出するステップ
を含む、サンプル中のフィブリンを検出するための方法。
【請求項２２】
（a）請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、被験体
に由来するサンプルとを接触させるステップ、
（b）該抗体又は抗原結合性フラグメントがサンプル中のフィブリンと結合したか否かを
検出するステップ
を含む、被験体における血栓関連疾患を判定するための方法。
【請求項２３】
　血栓関連疾患が梗塞又は癌である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　サンプルが、細胞及び組織サンプル、並びに生体液サンプルからなる群より選択される
、請求項２１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
（a）請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントのアミノ酸
配列から改変したアミノ酸配列を有する抗体又は抗原結合性フラグメントを調製するステ
ップ、
（b）得られた抗体又は抗原結合性フラグメントがフィブリンと結合するか否かを判定す
るステップ
を含む、改変型抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントの作製方法。
【請求項２６】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、抗腫瘍性部
分との複合体。
【請求項２７】
　抗体又は抗原結合性フラグメントと抗腫瘍性部分とが、リンカーを介して結合している
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、請求項２６に記載の複合体。
【請求項２８】
　抗腫瘍性部分が抗癌剤である、請求項２６又は２７に記載の複合体。
【請求項２９】
　請求項２６～２８のいずれか１項に記載の複合体を含む、腫瘍の予防又は治療剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な抗フィブリン抗体、並びにフィブリンを検出するための試薬及び方法
に関する。また本発明は、抗フィブリン抗体を用いた血栓関連疾患を判定するための試薬
及び方法に関する。さらに本発明は、抗フィブリン抗体と抗腫瘍性部分との複合体、及び
該複合体を含む腫瘍の予防又は治療剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌と血液凝固との関係は1800年代のフランスの外科医トルソーの「胃癌患者における四
肢の血栓による浮腫」に記されている。最近の臨床疫学データでも、膵臓癌、胃癌、脳腫
瘍をはじめとして、ほとんどの癌腫において凝固亢進による血栓症の頻度が健常人より有
意に高いことが明らかとなっている（非特許文献１）。癌組織の内部においても凝固異常
に伴う、フィブリンの蓄積、凝固壊死、血管新生が腫瘍の進展とともに繰り返し起こって
いるものと思われる。
【０００３】
　フィブリンは、前駆体のフィブリノーゲンが生体に広く認められるのとは異なり、正常
な生理的条件下の組織には存在しない。血管外に漏れ出て活性化されたトロンビンがフィ
ブリノーゲンのC末端のペプチドを切り出すことにより、フィブリンモノマーが形成され
て、そのフィブリンモノマーが重合してフィブリン繊維が形成されることによって生じる
ので、出血や炎症など病理的状態の組織に特異的な存在であり、癌や心筋梗塞、脳梗塞な
どの凝固を伴う病態が起きたときに形成される。従って、心筋梗塞や脳梗塞などの脳循環
器疾患がない状況における癌組織中に存在するフィブリンは、まさに癌特異的分子といえ
る。
【０００４】
　一方、フィブリンを検出するための手段として抗体が開発されており、例えばヒトフィ
ブリンを認識するがフィブリノーゲンを認識しない抗フィブリン抗体が特許文献１～６に
記載されている。
【０００５】
　また、モノクローナル抗体の作製法が確立された1970年代後半からモノクローナル抗体
に毒素や抗癌剤などを付加して癌部を選択的に攻撃するという「ミサイル療法」の研究が
盛んになっている。しかしながら、一部のリンパ腫や白血病での認可を除き、肺癌、大腸
癌、乳癌、胃癌など通常の固形癌でのミサイル療法の臨床的な有用性は証明されず今日ま
で至っている。癌特異抗原に対するモノクローナル抗体を使用したいわゆるミサイル療法
の問題点としては、（1）モノクローナル抗体の適応は特異的抗原が癌細胞の膜表面に発
現している癌に限られる；（2）モノクローナル抗体が血中に遊離している抗原で中和さ
れて肝心の癌局所まで送達されない可能性がある；（3）モノクローナル抗体が癌局所へ
送達されたとしても、腫瘍血管から漏出後、腫瘍血管から癌細胞に到達するまでに間質が
障壁となって肝心の癌細胞の部位までにモノクローナル抗体が到達できない可能性がある
ことであり、特に、膵癌、スキルス胃癌、大腸癌、肺癌などの難治癌は間質が豊富である
ことが知られている。
【０００６】
　一方、本発明者の研究グループは癌の脈管学的特性として、腫瘍血管透過性の亢進がお
きており、正常血管からは漏出しにくい高分子物質も癌の血管からは容易に漏出すること
、また、血管新生に対してリンパ管新生に乏しいため、一旦癌組織で漏出した高分子物質



(5) JP 2012-72 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

はリンパ管にドレナージできずに長く癌組織に留まるというEPR効果（enhanced permeati
on and retention effect）を見い出している。
【０００７】
　上述のとおり、フィブリンは血栓形成や重要な疾患との関連性も示されていることから
、フィブリンと特異的に反応する抗体の開発や、フィブリンを特異的に検出することがで
きる手段及び方法が依然として望まれている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開2001-354700号公報
【特許文献２】特開2009-149686号公報
【特許文献３】特開2008-29353号公報
【特許文献４】特開平9-127108号公報
【特許文献５】特開平9-104700号公報
【特許文献６】特開平8-301900号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】PD Stein et al Incidence of venous thromboembolism in patients h
ospitalized with cancer. American J Med 116, 60-68, 2006
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　そこで本発明は、フィブリンと結合しかつフィブリノーゲンと結合しない新規な抗体、
及びその用途を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、上記課題を解決するため鋭意検討を行った結果、フィブリン塊の粉砕産物
を免疫原として用いてマウス抗体を作製したところ、ヒト及びマウスフィブリンと結合す
るが、ヒト及びマウスフィブリノーゲンとは結合しない抗体が得られ、この抗フィブリン
抗体を用いてフィブリンの検出やフィブリンに関連する疾患の判定を行うことができるこ
とを見出した。また本発明者は、上記マウス抗フィブリン抗体に基づいてヒト型キメラ抗
体を作製し、このキメラ抗体がマウス抗フィブリン抗体と同様の反応性を保持することを
確認した。さらに、抗フィブリン抗体を用いて、腫瘍に存在するフィブリンを可視化でき
、また腫瘍に抗腫瘍性化合物を送達できることを確認した。本発明は、上記知見に基づい
てなされたものである。
【００１２】
　すなわち、本発明は、以下の［１］～［２９］である。
［１］以下：
（a）配列番号１のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR1、
（b）配列番号２のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR2、
（c）配列番号３のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR3、
（d）配列番号４のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR1、
（e）配列番号５のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR2、及び
（f）配列番号６のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミ
ノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR3
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を含み、ヒトフィブリンと結合することを特徴とする抗体又はその抗原結合性フラグメン
ト。
【００１３】
［２］ヒトフィブリン及びマウスフィブリンと結合する、［１］に記載の抗体又は抗原結
合性フラグメント。
［３］ヒトフィブリノーゲン及びマウスフィブリノーゲンとは結合しない、［１］又は［
２］に記載の抗体又は抗原結合性フラグメント。
［４］モノクローナル抗体である、［１］～［３］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合
性フラグメント。
【００１４】
［５］受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞により産生される抗体である、［
１］～［４］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメント。
［６］受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞により産生される抗体である、［
１］～［４］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメント。
［７］キメラ抗体又はヒト化抗体である、［１］～［４］のいずれかに記載の抗体又は抗
原結合性フラグメント。
【００１５】
［８］配列番号８のアミノ酸配列からなるH鎖可変領域、及び配列番号１０のアミノ酸配
列からなるL鎖可変領域を含むキメラ抗体である、［７］に記載の抗体又はその抗原結合
性フラグメント。
［９］標識されている、［１］～［８］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメ
ント。
［１０］［１］～［８］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントをコードす
る塩基配列を含む核酸。
［１１］［１０］に記載の核酸を含む発現ベクター。
［１２］［１０］に記載の核酸又は［１１］に記載の発現ベクターを含み、［１］～［８
］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを産生する形質転換体。
【００１６】
［１３］［１２］に記載の形質転換体を培地において培養し、培養物から抗体又は抗原結
合性フラグメントを採取するステップを含む、［１］～［８］のいずれかに記載の抗体又
は抗原結合性フラグメントの製造方法。
［１４］［１］～［８］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを産生する
細胞。
［１５］受託番号NITE P-923を有するハイブリドーマ細胞である、［１４］に記載の細胞
。
［１６］［１］～［９］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを含むこと
を特徴とするフィブリンの免疫学的測定用試薬。
【００１７】
［１７］［１］～［９］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを含むこと
を特徴とする血栓関連疾患の判定用試薬。
［１８］血栓関連疾患が梗塞又は癌である、［１７］に記載の試薬。
［１９］［９］に記載の標識された抗体又は抗原結合性フラグメントを含むことを特徴と
する血栓可視化剤。
［２０］梗塞又は癌を可視化するための、［１９］に記載の血栓可視化剤。
【００１８】
［２１］サンプル中のフィブリンを検出するための方法であって、
（a）［１］～［９］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、サンプル
とを接触させるステップ、
（b）該抗体又は抗原結合性フラグメントがサンプル中のフィブリンと結合したか否かを
検出するステップ
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を含む方法。
【００１９】
［２２］被験体における血栓関連疾患を判定するための方法であって、
（a）［１］～［９］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、被験体に
由来するサンプルとを接触させるステップ、
（b）該抗体又は抗原結合性フラグメントがサンプル中のフィブリンと結合したか否かを
検出するステップ
を含む方法。
［２３］血栓関連疾患が梗塞又は癌である、［２２］に記載の方法。
［２４］サンプルが、細胞及び組織サンプル、並びに生体液サンプルからなる群より選択
される、［２１］～［２３］のいずれかに記載の方法。
【００２０】
［２５］改変型抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントの作製方法であって、
（a）［１］～［８］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントのアミノ酸配
列から改変したアミノ酸配列を有する抗体又は抗原結合性フラグメントを調製するステッ
プ、
（b）得られた抗体又は抗原結合性フラグメントがフィブリンと結合するか否かを判定す
るステップ
を含む方法。
［２６］［１］～［９］のいずれかに記載の抗体又は抗原結合性フラグメントと、抗腫瘍
性部分との複合体。
［２７］抗体又は抗原結合性フラグメントと抗腫瘍性部分とが、リンカーを介して結合し
ている、［２６］に記載の複合体。
［２８］抗腫瘍性部分が抗癌剤である、［２６］又は［２７］に記載の複合体。
［２９］［２６］～［２８］のいずれかに記載の複合体を含む、腫瘍の予防又は治療剤。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明により、フィブリンに対する抗体及びその抗原結合性フラグメントが提供される
。本発明の抗フィブリン抗体を用いることにより、高感度に、信頼性をもって、かつ簡便
にフィブリン及び血栓の存在を検出することができ、結果として血栓関連疾患を判定する
ことが可能となる。また、本発明の抗フィブリン抗体を用いることにより、適当な化合物
又は分子を血栓が存在する部位、例えば腫瘍に送達させることが可能となる。特に本発明
の抗フィブリン抗体は、ヒト及びマウスフィブリンと結合し、かつヒト及びマウスフィブ
リノーゲンとは結合しないものであるため、医療診断分野や医薬分野において有用と考え
られる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】マウス抗フィブリンIgM抗体と、マウス及びヒトフィブリン、並びにマウス及び
ヒトフィブリノーゲンとの反応性について試験したELISAの結果を示す。A及びBは、対照
として市販の抗フィブリン抗体を用いた結果、Cは、本発明のマウス抗フィブリンIgM抗体
を用いた結果である。
【図２】マウス抗フィブリンIgM抗体のH鎖（A）及びL鎖（B）のアミノ酸配列及び塩基配
列を示す。
【図３】キメラ抗体と、マウス及びヒトフィブリン、並びにマウス及びヒトフィブリノー
ゲンとの反応性について試験したELISAの結果を示す。
【図４】本発明の抗体を用いたヒト膵癌組織の免疫染色結果を示す写真である。
【図５】本発明の抗体を用いたヒト脳腫瘍組織の免疫染色結果を示す写真である。Aは、
ヒト脳腫瘍（グリオーマ）手術組織切片を示し、Bは、その切片を免疫染色した結果を示
す。
【図６】本発明の抗体を用いた癌組織の免疫染色結果を示す写真である。Aは、ヘマトキ
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シリン・エオジン染色を行った組織を示し、Bは、抗フィブリン抗体IgMによる免疫染色組
織を示し、Cは、蛍光標識したヒト型キメラ抗フィブリンIgGの免疫染色組織を示す。
【図７】本発明の抗体を用いた癌組織のin vivoイメージングを示す写真である。Aは、ヒ
ト乳癌担持マウスにおける腫瘍形成を示し、B及びCは、腫瘍形成部位における標識化ヒト
型キメラ抗体の集積を示す。
【図８】分枝状リンカーの合成スキーム（A～H）、抗腫瘍性化合物SN-38とPEGとの結合ス
キーム（I～K）と、分枝状リンカーとPEG－SN-38複合体との結合を示す。
【図９】本発明の抗フィブリン抗体と、抗腫瘍性化合物SN-38との結合方法を示す。
【図１０】直鎖状リンカーを介したSN-38と抗体との複合体（A）、又は分枝状リンカーを
介したSN-38と抗体との複合体（B）の存在下における、SUIT2細胞の細胞増殖率（％）を
示すグラフである。
【図１１】発癌モデルマウスにおける腫瘍に対する抗フィブリン抗体－SN-38複合体の抗
腫瘍効果を示すグラフである。
【図１２】発癌モデルマウスにおける腫瘍に対する抗フィブリン抗体－SN-38複合体の抗
腫瘍効果を示す写真である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明は、フィブリンに対する新規な抗体を提供する。フィブリンとは、血液凝固に関
与するタンパク質であり、血漿中に存在するフィブリノーゲンからトロンビンの作用によ
りフィブリンモノマーが生成される。このフィブリンモノマーがポリマーを形成してゲル
化することによって、不溶性のフィブリン塊、すなわち血栓となる。フィブリンの構造及
び機能については多数の報告があり、当技術分野で公知である。本発明は、フィブリンと
特異的に結合する抗体及び抗原結合性フラグメントと、それらの用途に関する。
【００２４】
１．フィブリンに対する抗体及び抗原結合性フラグメント
　本発明に係る抗体は、フィブリンと結合し、フィブリノーゲンとは結合しないことを特
徴とする。本発明に係る抗体及び抗原結合性フラグメントは、以下のH鎖（重鎖）相補性
決定領域（CDR）及びL鎖（軽鎖）CDRを含む：
（a）FTNYGMN（配列番号１）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR1、
（b）WINTYTGEATYA（配列番号２）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは
数個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR2、
（c）LMDY（配列番号３）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保
存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR3、
（d）KASQDINKYIA（配列番号４）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは
数個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR1、
（e）YTSTLQP（配列番号５）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR2、及び
（f）LQYDNLTW（配列番号６）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR3。
【００２５】
　本発明において「抗体」及び「抗原結合性フラグメント」とは、フィブリンに特異的に
結合する抗体分子全体またはそのフラグメント（例えば、Fab、Fab'、F(ab')2、Fvなどの
フラグメント）を意味し、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であっても
よい。また本発明において「抗体」及び「抗原結合性フラグメント」は、キメラ抗体、ヒ
ト化抗体及びヒト抗体、並びにそれらのフラグメントも包含する。
【００２６】
　本発明において、抗体がフィブリンに「特異的に結合する」とは、その抗体の他のペプ
チド又はタンパク質に対する親和性よりも、フィブリンに対して高い親和性で結合するこ
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とを意味する。ここで、「高い親和性」とは、当技術分野で公知の方法によって、フィブ
リンを他のペプチド又はタンパク質から区別して検出することが可能な程度に高い親和性
を意味し、典型的には、結合定数（Ka）が少なくとも107M-1、好ましくは少なくとも108M
-1、より好ましくは109M-1またはそれより高いものであるような結合親和性を意味する。
【００２７】
　本発明において、フィブリンとの結合（反応性）及びフィブリノーゲンとの結合（反応
性）は、当技術分野で公知の方法により判定することができ、例えば公知のELISA法を利
用して判定することができる（Wu, Sau-Ching et al. Applied and Environmental Micro
biology 68:3261-3269, 2002）。
【００２８】
　また本発明に係る抗体及び抗原結合性フラグメントは、マウス及びヒトのフィブリンと
結合することができ、マウス及びヒトのフィブリノーゲンとは結合しない。従って、マウ
スにおいて本抗体を用いて得られた試験データをヒトに外挿することが可能である。
【００２９】
　なお、本発明において「保存的アミノ酸置換」とは、当技術分野で公知であり、あるア
ミノ酸が、そのアミノ酸と類似の性質を示すアミノ酸と置換されることを指す。当技術分
野では、特定のアミノ酸配列において1若しくは数個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ
酸配列を含むタンパク質は、その特定のアミノ酸配列を含むタンパク質と同等の活性を保
持することが知られている。従って、本発明においても、そのような保存的アミノ酸置換
を有するアミノ酸配列を含む抗体及び抗原結合性フラグメントは、所望の活性、すなわち
フィブリンとの結合性を保持している限り、本発明の抗体に含まれる。例えば、中性（極
性）アミノ酸（Asn、Ser、Gln、Thr、Tyr、Cys）、中性（非極性、すなわち疎水性）アミ
ノ酸（Gly、Trp、Met、Pro、Phe、Ala、Val、Leu、Ile）、酸性（極性）アミノ酸（Asp、
Glu）、塩基性（極性）アミノ酸（Arg、His、Lys）が、同じ性質を有するアミノ酸と置換
される。
【００３０】
　以下、本発明に係る抗体又はその抗原結合性フラグメントの作製方法について詳述する
。
【００３１】
　本発明の抗体は、免疫原として、フィブリン塊を粉砕したものをバッファーに溶解し、
必要であれば、免疫を効果的に行うためにアジュバントを添加したものを使用して作製す
ることができる。アジュバントとしては、市販のフロイント完全アジュバント（FCA）、
フロイント不完全アジュバント（FIA）等が挙げられる。これらのアジュバントは、単独
で又は混合して用いることができる。
【００３２】
　モノクローナル抗体を作製する場合は、免疫原を、哺乳類、例えばマウス、ウサギ、ラ
ットなどに投与する。免疫は、主として静脈内、皮下、腹腔内、足蹠に注入することによ
り行われる。また、免疫の間隔は特に限定されず、数日から数週間間隔で、１～５回の免
疫を行う。そして、最終の免疫日から3～20日後に抗体産生細胞を採集する。抗体産生細
胞としては、リンパ節細胞、脾臓細胞、末梢血細胞等が挙げられる。
【００３３】
　ハイブリドーマを得るため、抗体産生細胞とミエローマ細胞との細胞融合を行う。抗体
産生細胞と融合させるミエローマ細胞として、一般に入手可能な株化細胞を使用すること
ができる。使用する細胞株としては、薬剤選択性を有し、未融合の状態ではHAT選択培地
（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジンを含む）で生存できず、抗体産生細胞と融
合した状態でのみ生存できる性質を有するものが好ましい。ミエローマ細胞としては、例
えばP3X63-Ag.8.U1（P3U1）、NS-Iなどのマウスミエローマ細胞株が挙げられる。
【００３４】
　次に、上記ミエローマ細胞と抗体産生細胞とを細胞融合させる。細胞融合は、血清を含
まないDMEM、RPMI-1640培地などの動物細胞培養用培地中で、抗体産生細胞とミエローマ
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細胞とを混合し、細胞融合促進剤（例えばポリエチレングリコール等）の存在下で融合反
応を行う。また、エレクトロポレーションを利用した市販の細胞融合装置を用いて細胞融
合させることもできる。
【００３５】
　細胞融合処理後の細胞から目的とするハイブリドーマを選別する。例えば、細胞懸濁液
をウシ胎児血清含有RPMI-1640培地などで適当に希釈後、マイクロタイタープレート上に
まく。各ウエルに選択培地（例えばHAT培地）を加え、以後適当に選択培地を交換して細
胞培養を行う。その結果、選択培地で培養開始後、10～30日程度で生育してくる細胞をハ
イブリドーマとして得ることができる。
【００３６】
　次に、増殖してきたハイブリドーマの培養上清を、フィブリンに反応する抗体が存在す
るか否かについてスクリーニングする。ハイブリドーマのスクリーニングは、通常の方法
に従えばよく、例えば酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、酵素免疫アッセイ（EIA）、
又は放射性免疫アッセイ（RIA）等を採用することができる。融合細胞のクローニングは
、限界希釈法等により行い、目的のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを樹立
する。
【００３７】
　樹立したハイブリドーマからモノクローナル抗体を採取する方法として、通常の細胞培
養法又は腹水形成法等を採用することができる。上記抗体の採取方法において抗体の精製
が必要とされる場合は、硫安塩析法、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過、アフィ
ニティークロマトグラフィーなどの公知の方法を適宜選択して、又はこれらを組み合わせ
ることにより精製することができる。
【００３８】
　本発明において使用可能なモノクローナル抗体のグロブリンタイプは、フィブリンとの
特異的結合活性を有するものである限り特に限定されるものではなく、IgG、IgM、IgA、I
gE、IgDのいずれでもよいが、IgG及びIgMが好ましい。
【００３９】
　上述のモノクローナル抗体の作製方法に従って、本発明者はマウス抗フィブリンIgM抗
体を産生するハイブリドーマ細胞を樹立した。本発明においては、受託番号NITE P-923を
有するハイブリドーマ細胞102-10から産生される抗体を使用することが好ましい。このハ
イブリドーマ細胞102-10から産生される抗体は、配列番号８に示されるアミノ酸配列から
なるH鎖可変領域と、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるL鎖可変領域とを含む
。また、この抗体のH鎖CDR1～3は、それぞれ配列番号１～３に示すアミノ酸配列を有し、
L鎖CDR1～3は、それぞれ配列番号４～６に示すアミノ酸配列を有する。
【００４０】
　また本発明の抗体は、上記ハイブリドーマ細胞102-10により産生される抗体が結合する
エピトープに結合する抗体であってもよい。
【００４１】
　また本発明の抗体は、上述のようにして作製されたフィブリンに対する抗原特異性を有
する抗体分子からの遺伝子を適当な生物学的活性を有するヒト抗体分子からの遺伝子と共
にスプライシングすることによって、ヒト型キメラ抗体（Morrison et al., 1984, Proc.
 Natl. Acad. Sci., 81: 6851-6855; Neuberger et al., 1984, Nature, 312: 604-608; 
Takeda et al., 1985, Nature, 314: 452-454）を作製することができる。また、一本鎖
抗体（米国特許第4,946,778号；Bird, 1988, Science 242: 423-426; Huston et al., 19
88, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883; Ward et al., 1989, Nature 334: 544
-546）、F(ab’)2フラグメント、Fabフラグメント、一本鎖抗体なども、当技術分野で公
知の技術（例えばパパイン又はトリプシンによる消化）を利用して作製することができる
。
【００４２】
　上述した本発明の抗体及び抗原結合性フラグメントは、遺伝子工学的手法を利用して作
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製することも可能である。
【００４３】
　例えば、上記のようにして作製したハイブリドーマ細胞株が有する核酸であって、該ハ
イブリドーマが産生するモノクローナル抗体のH鎖又はL鎖を含む抗体をコードする塩基配
列を含む核酸から、該モノクローナル抗体を作製することができる。これらの核酸はハイ
ブリドーマから通常の遺伝子工学的手法により得ることができ、またその塩基配列も公知
の塩基配列決定法により決定することができる。例えば、ハイブリドーマ細胞株よりmRNA
を抽出し、cDNAを合成する。合成したcDNAを、ファージ又はプラスミドなどのベクターに
挿入し、cDNAライブラリーを作製する。該ライブラリーより、ヒト以外の動物の抗体、例
えばマウス抗体の定常領域部分又は可変領域部分をプローブとして用い、H鎖可変領域（V
H）をコードするcDNAを有する組換えファージ又は組換えプラスミド、およびVLをコード
するcDNAを有する組換えファージ又は組換えプラスミドをそれぞれ単離する。組換えファ
ージ又は組換えプラスミド上の目的とする抗体のH鎖可変領域（VH）およびL鎖可変領域（
VL）の全塩基配列を決定し、塩基配列よりVHおよびVLの全アミノ酸配列を推定する。例と
して、ハイブリドーマ細胞株102-10が産生するモノクローナル抗体のH鎖可変領域及びL鎖
可変領域をコードする核酸の塩基配列をそれぞれ配列番号７及び配列番号９に示す。
【００４４】
　また、該H鎖可変領域及びL鎖可変領域をコードする核酸は、上記塩基配列の変異体（天
然の変異体及び人為的な変異体）であってもよい。例えば、該H鎖又はL鎖可変領域をコー
ドする核酸の塩基配列において、1若しくは数個の塩基の欠失、置換、付加又は挿入を有
し、かつフィブリンに結合するタンパク質をコードする変異体を用いることができる。こ
こで、「1若しくは数個」とは、1～20個、好ましくは1～15個、より好ましくは1～10個を
指す。また例えば、H鎖又はL鎖可変領域をコードする核酸の塩基配列の相補配列に対して
ストリンジェントな条件でハイブリダイズし、かつフィブリンと結合するタンパク質をコ
ードする変異体と用いることができる。ここで、「ストリンジェントな条件」とは、これ
に限定されるものではないが、例えば30℃～50℃で、3～4×SSC（150mM塩化ナトリウム、
15mMクエン酸ナトリウム、pH7.2）、0.1～0.5％ SDS中で1～24時間のハイブリダイゼーシ
ョン、より好ましくは40℃～45℃で、3.4×SSC、0.3％SDS中で1～24時間のハイブリダイ
ゼーション、そしてその後の洗浄を含む。洗浄条件としては、例えば、2×SSCと0.1％SDS
を含む溶液、および1×SSC溶液、0.2×SSC溶液による室温での連続した洗浄などの条件を
挙げることができる。ただし、上記条件の組み合わせは例示であり、当業者であればハイ
ブリダイゼーションのストリンジェンシーを決定する上記の又は他の要素（例えば、ハイ
ブリダーゼーションプローブの濃度、長さ及びGC含量、ハイブリダイゼーションの反応時
間など）を適宜組み合わせることにより、上記と同様のストリンジェンシーを実現するこ
とが可能である。
【００４５】
　キメラ抗体は、例えばMorrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81: 6851-68
55; Neuberger et al., 1984, Nature, 312: 604-608; Takeda et al., 1985, Nature, 3
14: 452-454に記載される技術を用いて製造することができる。例えば、上述のハイブリ
ドーマ細胞株のマウスモノクローナル抗体の遺伝子を、他の哺乳動物由来の抗体分子の遺
伝子と共にスプライシングすることによってキメラ抗体を作製することができる。キメラ
抗体として、例えば、上記マウスモノクローナル抗体のH鎖及び/又はL鎖可変領域とヒト
免疫グロブリン定常領域とを有するヒト型キメラ抗体を挙げることができる。本発明にお
いては、キメラ抗体の作製のために、H鎖可変領域及び／又はL鎖可変領域をコードする核
酸の塩基配列（それぞれ配列番号７及び配列番号９）、並びに該塩基配列の変異体を用い
ることができる。
【００４６】
　またヒト化抗体は、例えばマウスモノクローナル抗体由来の可変領域又は超可変領域を
含む可変領域の一部と、ヒト免疫グロブリンの定常領域、又はヒト免疫グロブリンの可変
領域の一部及び定常領域とを有する抗体であり、ヒト化抗体の場合、マウス由来の抗体領
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域部分は約10％未満であることが望ましい。本発明において、ヒト化抗体は、例えば上記
マウスモノクローナル抗体のH鎖可変領域及び／又はL鎖可変領域のアミノ酸配列中の少な
くとも1つの相補性決定領域（CDR1、2及び3）を含むアミノ酸配列を含むことができる。
具体的には、マウスモノクローナル抗体由来の可変領域は、以下のCDR：
（a）FTNYGMN（配列番号１）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR1、
（b）WINTYTGEATYA（配列番号２）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは
数個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR2、
（c）LMDY（配列番号３）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個の保
存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるH鎖CDR3、
（d）KASQDINKYIA（配列番号４）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは
数個の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR1、
（e）YTSTLQP（配列番号５）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR2、又は
（f）LQYDNLTW（配列番号６）のアミノ酸配列又は該アミノ酸配列において1若しくは数個
の保存的アミノ酸置換を含むアミノ酸配列からなるL鎖CDR3
のうち少なくとも1つを含むものとすることができる。
【００４７】
　なお、配列番号１～３は、それぞれ配列番号８に示されるH鎖可変領域アミノ酸配列の4
8～54番、69～80番及び118～121番のアミノ酸に相当し、配列番号４～６は、それぞれ配
列番号１０に示されるL鎖可変領域アミノ酸配列の44～54番、70～76番及び109～116番の
アミノ酸に相当する。
【００４８】
　上記マウスドナー配列（CDR配列）に適するヒトアクセプター抗体配列は、マウス可変
領域のアミノ酸配列と既知のヒト抗体のH鎖又はL鎖の配列とのコンピュータ比較によって
同定することができる。そのフレームワーク配列がマウスL鎖可変領域及びH鎖可変領域の
フレームワーク領域と高い配列同一性を表すヒト抗体からの可変ドメインは、マウスフレ
ームワーク配列を用いてNCBI BLAST（米国）を利用するKabatデータベースに照会するこ
とによって同定することができる。このとき、マウスドナー配列と80％以上、好ましくは
90％以上の配列の同一性を共有するアクセプター配列を選択することができる。このよう
にして同定されたヒトアクセプター抗体H鎖及びL鎖配列をコードする塩基配列をベースに
して、その可変領域の一部をマウス抗体のものと置換するように組換えを行う。
【００４９】
　また、抗原結合性フラグメント、例えばFab、F(ab’)2、Fvフラグメント、一本鎖抗体
などのための発現ベクターは、当業者であれば適宜設計することができる。
【００５０】
　続いて、抗体又は抗原結合性フラグメントのH鎖及び／又はL鎖をコードする核酸又はそ
の変異体をクローニングし、適当な発現ベクターに組み込む。発現ベクターとしては、例
えば、pAGE107（Cytotechnology, 3, 133 (1990)）、pAGE103（J. Biochem., 101, 1307 
(1987)）、pQCxID（クロンテック）及びpQCxIH（クロンテック）等が挙げられる。発現ベ
クターには、抗体又は抗原結合性フラグメントをコードする核酸の他、プロモーター及び
エンハンサー、選択マーカー遺伝子などを挿入してもよい。そのようなプロモーター及び
エンハンサーとしては、SV40の初期プロモーターとエンハンサー、モロニーマウス白血病
ウイルスのLTRプロモーターとエンハンサー、および免疫グロブリンH鎖のプロモーターと
エンハンサー等が挙げられる。また選択マーカー遺伝子としては、ネオマイシン耐性遺伝
子、アンピシリン耐性遺伝子及びクロラムフェニコール耐性遺伝子が挙げられる。
【００５１】
　発現ベクターは、H鎖及びL鎖をコードする核酸の両方を単一の発現ベクターに組み込ん
だものであってもよいし、あるいはH鎖をコードする核酸を組み込んだ発現ベクター及び
／又はL鎖をコードする核酸を組み込んだ発現ベクターであってもよい。
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【００５２】
　ヒト型キメラ抗体用発現ベクターを構築する場合には、例えばキメラ抗体発現用ベクタ
ーのヒト抗体のH鎖定常領域（CH）およびL鎖定常領域（CL）をコードする遺伝子の上流に
あらかじめ制限酵素の認識配列を設けておき、この認識配列からなるクローニングサイト
にマウス抗体の可変領域をコードするcDNAを挿入する。
【００５３】
　ヒト化抗体用発現ベクターを構築する場合には、ヒト抗体の可変領域のフレームワーク
領域（FR）のアミノ酸配列をコードするDNA配列とマウス抗体の可変領域のCDRのアミノ酸
配列をコードするDNA配列を連結させて、VHのアミノ酸配列及びVLのアミノ酸配列をコー
ドするDNA配列を設計する。次いで、ヒト抗体のCH及びCLをコードする遺伝子の上流に、
ヒト化抗体のVH及びVLをコードするcDNAを挿入し、ヒト化抗体用発現ベクターを構築する
ことができる。
【００５４】
　上述のとおり構築した発現ベクターを、適当な宿主細胞に導入して、形質転換体を得る
。使用する宿主としては、導入される発現ベクター上の核酸を発現し、抗体又は抗原結合
性フラグメントを産生できるものであれば特に限定されるものではない。例えば、細菌（
大腸菌等）、酵母（サッカロミセス・セレビシエ等）、動物細胞（COS細胞、CHO細胞等）
、昆虫（カイコ、Sf9細胞、Sf21細胞等）などが挙げられる。
【００５５】
　細菌又は酵母への核酸又は発現ベクターの導入方法は、細菌又は酵母にDNAを導入する
方法であれば特に限定されず、例えばエレクトロポレーション法、スフェロプラスト法、
酢酸リチウム法等が挙げられる。また、動物細胞又は昆虫細胞への核酸又は発現ベクター
の導入方法としては、例えばエレクトロポレーション法、リン酸カルシウム法、リポフェ
クション法等が挙げられる。
【００５６】
　形質転換体は、導入する核酸内に構成されるマーカー遺伝子の性質を利用して選択され
る。例えば、ネオマイシン耐性遺伝子を用いた場合には、G418薬剤に抵抗性を示す細胞を
選択する。
【００５７】
　本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは、それをコードする核酸が導入された前記
形質転換体を培地において培養し、その培養物から採取することにより得ることができる
。「培養物」とは、培養上清、培養細胞又は細胞破砕物のいずれをも意味するものである
。形質転換体を培地に培養する方法は、宿主の培養に用いられる通常の方法に従って行わ
れる。
【００５８】
　細菌又は酵母を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、炭素源、窒素
源、無機塩類等を含有し、形質転換体の培養を効率的に行うことができる培地であれば、
天然培地、合成培地のいずれを用いてもよい。培養は、通常、振盪培養又は通気攪拌培養
などの好気的条件下、約20～40℃で約1～24時間行う。培養期間中、pHは中性付近に保持
する。培養中は必要に応じてアンピシリンやテトラサイクリン等の抗生物質を培地に添加
してもよい。動物細胞を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、一般に
使用されているRPMI1640培地、DMEM培地又はこれらの培地にウシ胎児血清等を添加した培
地等が用いられる。培養は、通常、5％CO2存在下、約37℃で約1～7日間行う。培養中は必
要に応じてカナマイシン、ペニシリン等の抗生物質を培地に添加してもよい。
【００５９】
　培養後、抗体又は抗原結合性フラグメントが細胞内又は菌体に生産される場合には、細
胞又は菌体を破砕することによりタンパク質を抽出する。また、抗体又は抗原結合性フラ
グメントが細胞外又は菌体外に生産される場合には、培養液をそのまま使用するか、遠心
分離等により細胞又は菌体を除去する。
【００６０】
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　採取された抗体又は抗原結合性フラグメントは、当該技術分野において周知の方法、例
えばプロテインA又はプロテインGカラムによるクロマトグラフィー、イオン交換クロマト
グラフィー、疎水クロマトグラフィー、硫安塩析法、ゲル濾過、アフィニティクロマトグ
ラフィー等を適宜組み合わせることにより精製することができる。
【００６１】
　精製した抗体又は抗原結合性フラグメントの分子量は、ポリアクリルアミドゲル電気泳
動（SDS-PAGE）、ウエスタンブロッティング法等で測定することができる。また、得られ
た抗体又は抗原結合性フラグメントの反応性、すなわちフィブリンに対する結合活性及び
場合によりフィブリノーゲンに対する結合活性の測定は上述の方法などにより測定するこ
とができる。
【００６２】
２．フィブリンの免疫学的測定用試薬
　上述の通り作製した抗体を用いて、サンプル中のフィブリンを検出することが可能であ
る。この検出は、抗体を用いる測定方法、すなわち免疫学的測定方法であれば、任意の方
法に基づいて実施することができる。例えば、フィブリンの検出は、免疫組織化学染色法
及び免疫電顕法、並びに免疫アッセイ（酵素免疫アッセイ（ELISA、EIA）、蛍光免疫アッ
セイ、放射性免疫アッセイ（RIA）、免疫クロマト法及びウエスタンブロット法等）など
を利用して実施することができる。
【００６３】
　対象となるサンプルとしては、特に限定されるものではなく、例えば、組織又は細胞サ
ンプル（胃、十二指腸、大腸、膵、胆嚢、胆管、気管支、肺等の癌の組織又は細胞）、生
体液サンプル（胃粘液、十二指腸液、膵液、胆汁、腹水、喀痰、気管支肺胞洗浄液、血液
、血清、血漿等）などが挙げられる。例えば、免疫染色の場合には、組織サンプル（生検
標本、切除標本）、細胞診サンプルをサンプルとして用いることが好ましい。
【００６４】
　本発明の免疫学的測定方法においては、サンプル中のフィブリンを、本発明に係る抗体
又は抗原結合性フラグメントと結合させて、その結合を検出することによって、フィブリ
ンを検出する。本発明において「検出」とは、フィブリンの存在の有無を検出することだ
けではなく、フィブリンを定量的に検出すること、フィブリンを免疫染色することも含む
。
【００６５】
　フィブリンについての免疫アッセイは、典型的には、試験対象のサンプルを本発明に係
る抗体又は抗原結合性フラグメントと接触させ、当技術分野で公知の手法を用いて結合し
た抗体又は抗原結合性フラグメントを検出することを含む。「接触」は、サンプル中に存
在するフィブリンと本発明に係る抗体又は抗原結合性フラグメントとが結合できるように
近接することができる状態にすることを意味し、例えば、固形サンプルに対して抗体含有
溶液を塗布すること、抗体含有溶液に固形サンプルを浸漬すること、液状サンプルと抗体
含有溶液とを混合することなどの操作が含まれる。
【００６６】
　免疫アッセイは、液相系及び固相系のいずれで行ってもよい。また免疫アッセイの形式
も限定されるものではなく、直接固相法の他、サンドイッチ法、競合法などであってもよ
い。
【００６７】
　本発明に係る抗体又は抗原結合性フラグメントはまた、免疫組織化学染色法（例えば免
疫染色法）又は免疫電顕法のように、フィブリンのin situ検出のために、組織学的に用
いることも可能である。in situ検出は、被験体から組織学的サンプルを切除し（生検組
織サンプル、組織のパラフィン包埋切片など）、それに標識した抗体又は抗原結合性フラ
グメントを接触させることにより実施しうる。
【００６８】
　免疫アッセイの操作法は、公知の方法（Ausubel, F.M.ら編, Short Protocols in Mole
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cular Biology, Chapter 11 "immunology" John Wiley & Sons, Inc. 1995）により行う
ことができる。あるいは、フィブリンと抗体との複合体を、公知の分離手段（クロマト法
、塩析法、アルコール沈殿法、酵素法、固相法等）によって分離し、標識のシグナルを検
出するようにしてもよい。
【００６９】
　免疫アッセイの一例として、例えば固相系を利用する場合、抗体又は抗原結合性フラグ
メントを固相支持体又は担体（樹脂プレート、メンブレン、ビーズなど）に固定してもよ
いし、あるいはサンプルを固定してもよい。例えば、抗体又は抗原結合性フラグメントを
固相支持体に固定し、支持体を適当なバッファーで洗浄した後、サンプルを用いて処理す
る。次に固相支持体にバッファーを用いた2回目の洗浄を行って、未結合の抗体又は抗原
結合性フラグメントを除去する。そして固体支持体上の結合した抗体又は抗原結合性フラ
グメントを、慣用的な手段により検出することによって、サンプル中のフィブリンと抗体
又は抗原結合性フラグメントとの結合を検出することができる。あるいはまた、固形サン
プルを抗体又は抗原結合性フラグメントを含む溶液で処理して、続いてバッファーを用い
た洗浄を行って未結合の抗体又は抗原結合性フラグメントを除去した後、固形サンプル上
の結合した抗体又は抗原結合性フラグメントを慣用的な手段により検出することができる
。
【００７０】
　抗体の結合活性は、周知の方法に従って測定しうる。当業者であれば、採用する免疫ア
ッセイの種類及び形式、使用する標識の種類及び標識の対象などに応じて、各アッセイに
ついての有効かつ最適な測定方法を決定することができる。
【００７１】
　本発明においては、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントと、サンプル中に存在す
るフィブリンとの反応を容易に検出するために、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメン
トを標識することにより該反応を直接検出するか、又は標識二次抗体若しくはビオチン－
アビジン複合体等を用いることにより間接的に検出する。本発明で使用可能な標識の例と
その検出方法について以下に記載する。
【００７２】
　酵素免疫アッセイの場合には、例えば、ペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ア
ルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、乳酸
デヒドロゲナーゼ、アミラーゼ等を用いることができる。また、酵素阻害物質や補酵素等
を用いることもできる。これら酵素と抗体との結合は、グルタルアルデヒド、マレイミド
化合物等の架橋剤を用いる公知の方法によって行うことができる。
【００７３】
　蛍光免疫アッセイの場合には、例えば、フルオレセインイソチオシアネート（FITC）、
テトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC）等を用いることができる。これら
の蛍光標識は、慣用の手法により抗体と結合させることができる。
【００７４】
　放射性免疫アッセイの場合には、例えば、トリチウム、ヨウ素125及びヨウ素131等を用
いることができる。放射性標識は、クロラミンT法、ボルトンハンター法等の公知の方法
により、抗体に結合させることができる。
【００７５】
　例えば、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを上記のように標識で直接標識する
場合には、サンプルを標識した本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントと接触させて、
フィブリン－抗体の複合体を形成させる。定量の場合には、未結合の標識抗体を分離した
後、結合標識抗体量又は未結合標識抗体量よりサンプル中のフィブリン量を測定すること
ができる。
【００７６】
　また例えば、標識二次抗体を用いる場合には、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメン
トとサンプルとを反応させ（1次反応）、得られた複合体にさらに標識二次抗体を反応さ
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せる（2次反応）。1次反応と2次反応は逆の順序で行ってもよいし、同時に行ってもよい
し、又は時間をずらして行ってもよい。1次反応及び2次反応により、フィブリン－本発明
の抗体－標識二次抗体の複合体、又は本発明の抗体－フィブリン－標識二次抗体の複合体
が形成される。そして定量を行う場合には、未結合の標識二次抗体を分離して、結合標識
二次抗体量又は未結合標識二次抗体量よりサンプル中のフィブリン量を測定することがで
きる。
【００７７】
　ビオチン－アビジン複合体系を利用する場合には、ビオチン化した抗体又は抗原結合性
フラグメントとサンプルとを反応させ、得られた複合体に標識を付加したアビジンを反応
させる。アビジンは、ビオチンと特異的に結合することができるため、アビジンに付加し
た標識のシグナルを検出することによって、抗体とフィブリンとの結合を測定することが
できる。アビジンに付加する標識は特に限定されるものではないが、例えば酵素標識（ペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼなど）が好ましい。
【００７８】
　標識シグナルの検出もまた、当技術分野で公知の方法に従って行うことができる。例え
ば、酵素標識を用いる場合には、酵素作用によって分解して発色する基質を加え、基質の
分解量を光学的に測定することによって酵素活性を求め、これを結合抗体量に換算し、標
準値との比較から抗体量が算出される。基質は、使用する酵素の種類に応じて異なり、例
えば酵素としてペルオキシダーゼを使用する場合には、3,3’,5,5’-テトラメチルベンジ
ジン（TMB）、ジアミノベンジジン（DAB）等を、また酵素としてアルカリフォスファター
ゼを用いる場合には、パラニトロフェノール等を用いることができる。蛍光標識は、例え
ば蛍光顕微鏡、プレートリーダー等を用いて検出及び定量することができる。放射性標識
を用いる場合には、放射性標識の発する放射線量をシンチレーションカウンター等により
測定する。
【００７９】
　また本発明は、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを含む、フィブリンの免疫学
的測定用試薬に関する。本発明の免疫学的測定用試薬において、抗体又は抗原結合性フラ
グメントは標識されていてもよい。また、抗体又は抗原結合性フラグメントは、遊離形態
であってもよいし、固相支持体（例えば、メンブレン、ビーズ等）に固定化されていても
よい。
【００８０】
　免疫学的測定用試薬には、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントの他、免疫学的測
定方法を実施するために有用な成分が含まれてもよい。そのような成分としては、例えば
、免疫アッセイにおいて使用するためのバッファー、サンプル処理用試薬、標識、競合物
、二次抗体などが挙げられる。
　本発明の免疫学的測定用試薬を用いることによって、サンプル中のフィブリンの検出を
容易かつ簡便に行うことができる。
【００８１】
３．血栓関連疾患の判定
　本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは、上述したように、ヒトフィブリンと特異
的に反応するため、フィブリンに関連する疾患又は障害、例えば血栓関連疾患の判定用試
薬において用いることができる。本発明において「血栓関連疾患」とは、その疾患又は障
害の状態と血栓の存在との間に相関性がある疾患又は障害を意味する。そのような血栓関
連疾患としては、限定されるものではないが、梗塞、例えば心筋梗塞、脳梗塞、脳出血、
脳塞栓、脳血栓、くも膜下出血、肺梗塞など、並びに癌、例えば膵癌、胃癌、食道癌、結
腸直腸癌、大腸癌、卵巣癌、乳癌及び肺癌が含まれる。フィブリンの存在を検出すること
によって、血栓関連疾患の有無の判定及び血栓関連疾患の位置の特定を行うことができる
。
【００８２】
　本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは、特に癌細胞の検出に有用である。例えば
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、免疫染色に用いることによって癌細胞を染色することができ、癌の診断を確実かつ信頼
性をもって行うことができる。
【００８３】
　本発明の判定用試薬は、上述した本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを含むもの
である。従って、本発明の判定用試薬を用いて、血栓関連疾患（例えば梗塞又は癌）への
罹患又はその存在が疑われる被験体から採取したサンプル中に含まれるフィブリンを検出
することによって、該被験体の血栓関連疾患の存在及び該被験体における血栓関連疾患の
位置を迅速かつ簡便に判定することができる。このような免疫学的測定方法を利用した疾
患又は障害の判定用試薬は周知であり、当業者であれば、抗体以外の適当な成分を容易に
選択することができる。また本発明の判定用試薬は、免疫学的測定方法を行うための手法
であればいずれの手法においても利用することができる。
【００８４】
４．血栓の可視化／in vivoイメージング、血栓部位への送達
　本発明の抗体及び抗原結合性フラグメントは、被験体に投与した場合に、被験体内のフ
ィブリンと結合する。従って、本発明の抗体及び抗原性フラグメントを利用して、被験体
におけるフィブリン、すなわち血栓を可視化することが可能である。また、本発明の抗体
又は抗原性フラグメントに化合物又は分子を結合させることにより、被験体におけるフィ
ブリン、すなわち血栓部位に該化合物又は分子を送達することが可能である。
【００８５】
　本発明の血栓可視化剤は、標識された本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを含む
。標識は、in vivoイメージングの分野において公知の任意の標識を用いることができる
。そのような標識としては、蛍光物質、例えばIRDye800シリーズ、フルオレセイン、FITC
、蛍光放出金属（152Eu、ランタン系列等）など；化学又は生物発光物質、例えばルミノ
ール、イミダゾール、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質（GFP）など
；放射性同位体、例えば99mTc、123I、131I、97Ru、67Cu、11C、13Nなど；常磁性同位体
、例えば153Gd、157Gd、55Mn、162Dy、52Cr、56Feなど；造影剤、例えばガドリニウム、
ガドリニウム錯体、ヨード造影剤などが挙げられる。抗体又は抗原結合性フラグメントと
標識との結合は、当技術分野で公知の方法により行うことができ、例えば直接的に化学結
合してもよいし、あるいは適当なリンカーを介して間接的に結合してもよい。
【００８６】
　また本発明においては、標識の代わりに薬物若しくはプロドラッグなどの化合物又は分
子を本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントに結合させることにより、該化合物又は分
子を被験体のフィブリン存在部位、すなわち血栓部位に送達することが可能である。その
ような薬物又はプロドラッグとしては、公知の血栓溶解剤（例えばウロキナーゼ、ストレ
プトキナーゼ、組織型プラスミノーゲン活性化因子）などが含まれる。そのような薬物又
はプロドラッグの血栓への標的化剤も本発明に包含される。
【００８７】
　さらに本発明は、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントと、抗腫瘍性部分との複合
体を提供する。本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは、上述の通り、腫瘍における
血栓部位（フィブリン）に結合するため、抗腫瘍性部分と結合させることによって、抗腫
瘍性部分を腫瘍に送達することができる。本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントと結
合させることができる抗腫瘍性部分は、当技術分野で公知の抗腫瘍性部分であれば特に限
定されるものではない。抗腫瘍性部分としては、抗癌剤、例えばイリノテカン（CPT-11）
、イリノテカンの代謝産物SN-38（10-ヒドロキシ-7-エチルカンプトテシン）、アドリア
マイシン、タキソール、5-フルオロウラシル、ニムスチン、ラミニスチン等のアルキル化
剤、ゲムシタビン、ヒドロキシカルバミド等の代謝拮抗剤、エトポシド、ビンクリスチン
等の植物アルカロイド、マイトマイシン、ブレオマイシン等の抗癌性抗生物質、シスプラ
チン等の白金製剤、ソラフェニブ、エルロチニブ等の分子標的剤、メトトレキセート、シ
トシンアラビノシド、6-チオグアニン、6-メルカプトプリン、シクロフォスファミド、イ
フォスファミド、ブスルファン等；放射性同位体、例えばホウ素10（10B）、インジウム1



(18) JP 2012-72 A 2012.1.5

10

20

30

40

11（111In）やイットリウム90（90Y）などが挙げられる。抗腫瘍性部分は、本発明の複合
体が腫瘍組織中の血栓部位に送達された後、該部位において複合体から遊離し、腫瘍組織
全体に到達できる程度の分子量であることが好ましい。
【００８８】
　また、抗体又は抗原結合性フラグメントと抗腫瘍性部分との結合も、当技術分野で公知
の方法により行うことができ、直接的結合及び間接的結合のいずれでもよい。例えば、直
接的な結合として、共有結合を利用することができる。間接的な結合としては、リンカー
を介した結合を利用することができる。
【００８９】
　本発明においては、抗体又は抗原結合性フラグメントと抗腫瘍性部分とがリンカーを介
して結合していることが好ましい。リンカーを介して2つの分子が結合することにより、
抗腫瘍性部分の抗原性を減弱することができ、被験体への投与に好ましい。リンカーにつ
いての一般的な技術は、例えばHermanson, G.T. Bioconjugate Techniques, Academic Pr
ess, 1996；Harris, J.M. and Zalipsky, S.編, Poly(ethylene glycol), Chemistry and
 Biological Applications, ACS Symposium Series, 1997；Veronese, F. and Harris, J
.M.編, Peptide and protein PEGylation. Advanced Drug Delivery Review 54(4), 2002
に記載されている。
【００９０】
　リンカーとは、2つの化合物を連結する2価以上の基を意味する。本発明において使用す
ることができるリンカーとしては、特に限定されるものではないが、ポリアルキレングリ
コールリンカー、アルキレン基、ペプチド、糖鎖、及びその他の高分子担体が挙げられる
。ポリアルキレングリコールリンカーの構成単位であるアルキレングリコールのアルキレ
ン部分は、炭素数1～3000、好ましくは炭素数2～1000、より好ましくは炭素数2～100であ
る。ポリアルキレングリコールリンカーの分子量は通常30～50000Da、好ましくは500～30
000Daである。ポリアルキレングリコールリンカーは、好ましくはポリエチレングリコー
ル（PEG）リンカーである。アルキレン基は、直鎖状又は分枝状のいずれであってもよい
。
【００９１】
　またリンカーには、直鎖状のリンカー（2価のリンカー）と分枝状のリンカー（3価以上
のリンカー）が含まれる。直鎖状リンカーは、その一端に抗腫瘍性部分を有し、別の一端
に抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントを有する。分枝状リンカーは、通常、そ
の各分枝（各鎖）に抗腫瘍性部分を有し、別の一端に抗フィブリン抗体又は抗原結合性フ
ラグメントを有する。
【００９２】
　直鎖状のリンカーの具体的な例としては、式Iのリンカー：
【化１】

〔式中、PEGはポリエチレングリコール鎖であり、n及びmはエチレングリコール単位の数
であり、独立して5～100の整数を表す。〕
が挙げられる。式Iのリンカーは、通常、スクシンイミジル基を有する末端において抗体
又は抗原結合性フラグメントと連結し、他の末端において抗腫瘍性部分と連結する。
【００９３】
　さらに、直鎖状のリンカーの具体的な例としては、式IIのリンカー：
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【化２】

〔式中、PEGはポリエチレングリコール鎖であり、xはエチレングリコール単位の数であり
、5～100の整数を表す。〕
が挙げられる。式IIのリンカーは、通常、スクシンイミジル基を有する末端において抗体
又は抗原結合性フラグメントと連結し、他の末端において抗腫瘍性部分と連結する。
【００９４】
　分枝状のリンカーの具体的な例としては、式IIIのリンカー：

【化３】

〔式中、PEGはポリエチレングリコール鎖であり、n、m及びqはエチレングリコール単位の
数であり、独立して5～100の整数を表す。〕
が挙げられる。式IIIのリンカーは、通常、スクシンイミジル基を有する末端において抗
体又は抗原結合性フラグメントと連結し、他の複数の末端において抗腫瘍性部分と連結す
る。この分枝状のリンカーは、例えば参考例１に記載のように調製することができる。
【００９５】
　リンカーを介して抗体又は抗原結合性フラグメントと抗腫瘍性部分とを結合する技術は
、当技術分野において公知である。例えば、抗体又は抗原結合性フラグメントとリンカー
との結合は、共有結合又は非共有結合（イオン結合、疎水性結合など）であり、好ましく
は共有結合である。この結合は、本発明の複合体を被験体へ投与した場合に、血液中では
抗腫瘍性部分が遊離しにくい結合であることが好ましい。そのような結合としては、マレ
イミド基とチオール基との結合、ハロエステルとチオールとを反応させて得られる結合、
カルボキシル基とアミノ基とのアミド結合、チオール基とチオール基とのジスルフィド結
合、アミノ基とアルデヒド基によるシッフ塩基、チオール基とカルボン酸とのチオエステ
ル結合、水酸基とカルボキシル基とのエステル結合、アミノ基とスクアリン酸誘導体（例
えばジメチルスクアリン酸）による結合、ジエニルアルデヒド基とアミノ基との結合など
が挙げられる。このような結合の具体例としては、リンカーの一端に存在するマレイミド
基と、抗体又は抗原結合性フラグメント上のシステイン残基に含まれるチオール基との結
合、リンカーの一端に存在するスクシンイミド基と、抗体又は抗原結合性フラグメント上
のリジン残基に含まれるアミノ基との脱水置換結合（例えばWO2008/096760号）、リンカ
ーの一端に存在するアミノ基と、抗体又は抗原結合性フラグメント上のアスパラギン酸又
はグルタミン酸に含まれるカルボン酸との脱水縮合結合（例えばWSCDIを使用する）など
が挙げられる。抗体又は抗原結合性フラグメントとリンカーとの結合の具体的な方法につ
いては、例えばWO/2010/055950号を参照されたい。
【００９６】
　一方、抗体若しくは抗原結合性フラグメント又はリンカーと抗腫瘍性部分との結合は、
共有結合又は非共有結合（イオン結合、疎水結合など）であり、好ましくは共有結合であ
る。特に、抗腫瘍性部分として抗腫瘍性化合物を用いる場合には、該結合は、本発明の複
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合体を被験体へ投与した場合に、血液中では抗腫瘍性部分が遊離しにくい結合であること
が好ましい。このような観点から、抗体若しくは抗原結合性フラグメント又はリンカーと
抗腫瘍性部分との結合は、限定されるものではないが、好ましくはエステル結合、カルバ
メート結合、カーボネート結合、チオカルバメート結合であり、より好ましくはエステル
結合である。エステル結合の場合は、腫瘍組織内のカルボキシルエステラーゼにより、又
は非酵素的に結合が加水分解されて、本発明の複合体から徐放的に抗腫瘍性部分が遊離す
ることが期待される。カルバメート結合の場合は、細胞内に抗体複合体のままエンドサイ
トーシスされた後、細胞内のカルボキシルエステラーゼで切断され、本発明の複合体から
徐放的に抗腫瘍性部分が遊離することが期待される。カーボネート結合の場合は、非酵素
的に結合が加水分解されて、本発明の複合体から徐放的に抗腫瘍性部分が遊離することが
期待される。チオカルバメート結合の場合は、非酵素的に結合が加水分解されて、本発明
の複合体から徐放的に抗腫瘍性部分が遊離することが期待される。
【００９７】
　本発明の複合体において抗腫瘍性部分として抗腫瘍性化合物を用いる場合、抗体又は抗
原結合性フラグメント1分子へ結合する抗腫瘍性化合物の数は、理論的には特に限定され
ないが、複合体の安定性や製造容易性等の観点から、通常1～10個、好ましくは1～8個で
ある。
【００９８】
　例示的に抗腫瘍性部分としてSN-38（10-ヒドロキシー7-エチルカンプトテシン）を、リ
ンカーとしてポリエチレングリコールリンカーを使用する場合について具体的に説明する
が、他の組み合わせを用いた場合であっても、当業者であれば適宜反応条件を変更するこ
とにより、目的とする本発明の複合体を製造することができる。
【００９９】
　（I）先ず、一方の端にカルボキシル基を有し、他の一方の端にBoc、Fmoc等で保護され
たアミノ基を有するポリエチレングリコールとSN-38とを脱水縮合させ、SN-38の水酸基に
ポリエチレングリコールリンカーを導入する。
【０１００】
　（II）一方の端にスクシンイミド基を有し、他の一方の端にマレイミド基を有するポリ
エチレングリコールと（I）の生成物とを混合し、スクシンイミド基と（I）の生成物のア
ミノ基とを反応させることにより、ポリエチレングリコールリンカーへマレイミド基を導
入する。
【０１０１】
　（III）（II）の生成物と抗体又は抗原結合性フラグメントを混合し、（II）の生成物
中のマレイミド基と抗体又はフラグメント中のチオール基とを反応させ、（II）の生成物
と抗体又はフラグメントとを結合させることにより、本発明の複合体を得る。
【０１０２】
　本発明の複合体は、腫瘍組織内のフィブリンに結合して、抗腫瘍性部分を腫瘍に送達す
ることができ、また長い期間にわたり腫瘍組織内に留まり、長い期間にわたって抗腫瘍効
果を発揮し続けるという効果を有する。そのため、本発明の複合体は、腫瘍の予防又は治
療剤として使用することが可能である。すなわち、本発明の複合体の有効量を被験体に投
与することにより、該哺乳動物における腫瘍を予防又は治療することができる。さらに、
本発明の複合体は、長い期間にわたり腫瘍組織内に留まり、腫瘍の境界領域で腫瘍に栄養
を与える血管の形成を阻害することによっても、長い期間にわたって抗腫瘍効果を発揮し
得る。
【０１０３】
　本発明において治療又は予防の対象となる腫瘍は、限定されるものではなく、固形癌、
例えば膵癌、胃癌、食道癌、結腸直腸癌、大腸癌、卵巣癌、乳癌及び肺癌などである。
【０１０４】
　本発明の複合体は、癌細胞そのものに標的化するのではなく、腫瘍血管から漏出したと
ころに存在するフィブリンに対して標的化する。本発明の抗体は、上述したようにフィブ
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リノーゲンには反応せず、フィブリンへの親和性が極めて高い。そのため、生体親和性の
高い抗体－抗腫瘍性部分複合体はEPR効果（enhanced permeation and retention effect
）で腫瘍血管から選択的に漏出し（正常血管からは高分子であるゆえに漏出しない）、漏
出後腫瘍間質に存在するフィブリンと結合し、そこで足場を形成する。つまり長期間にわ
たって、本発明の複合体は間質フィブリンに存在し続ける。後述する実施例６に記載する
ように、抗腫瘍性部分SN-38を本発明の抗体とエステル結合で結合させた場合、腫瘍内の
カルボキシルエステラーゼにより、又は自然に、複合体からSN-38が徐放的に遊離する。S
N-38は低分子であるために癌組織内を比較的自由に動きまわり、癌全体にいきわたり、癌
細胞を効率よく攻撃することができる。SN-38はその抗腫瘍効果が時間依存性であるため
に、このような長時間にわたる癌細胞のSN-38への暴露は、効率的に癌細胞を死滅させる
ことができる。
【０１０５】
　上述した血栓可視化剤、及び腫瘍の予防又は治療剤を含む本発明の薬剤は、抗体又は抗
原結合性フラグメントの他、薬学的に許容される担体又は添加物を共に含むものであって
もよい。このような担体及び添加物の例として、水、薬学的に許容される有機溶剤、コラ
ーゲン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキシビニルポリマー、ア
ルギン酸ナトリウム、水溶性デキストラン、カルボキシメチルスターチナトリウム、ペク
チン、キサンタンガム、アラビアゴム、カゼイン、ゼラチン、寒天、グリセリン、プロピ
レングリコール、ポリエチレングリコール、ワセリン、パラフィン、ステアリルアルコー
ル、ステアリン酸、マンニトール、ソルビトール、ラクトースなどが挙げられる。使用さ
れる添加物は、剤形に応じて上記の中から適宜又は組み合わせて選択される。
【０１０６】
　本発明の薬剤の投与方法は特に限定されるものではなく、経口投与、又は非経口投与、
例えば皮下投与、皮内投与、筋肉内投与、静脈内投与、経皮投与、直腸投与、経鼻投与な
どにより行うことができる。
【０１０７】
　本発明の薬剤を経口投与する場合は、錠剤、カプセル剤（硬カプセル剤、軟カプセル剤
、マイクロカプセルなど）、顆粒剤、散剤、丸剤、トローチ剤、内用水剤、液剤、懸濁剤
、乳剤、シロップ剤などのいずれのものであってもよく、使用する際に再溶解させる乾燥
生成物にしてもよい。また、本発明の薬剤を非経口投与する場合は、例えば静脈内注射（
点滴を含む）、筋肉内注射、腹腔内注射及び皮下注射用の注射剤（例えば溶液、乳剤、懸
濁剤）、軟膏剤（特に眼軟膏剤）、クリーム剤、座剤、パップ剤、点眼剤、点鼻剤、吸入
剤、リニメント剤、エアゾル剤などの外用剤などの製剤形態を選択することができ、注射
剤の場合は単位投与量アンプル又は多投与量容器の状態で提供される。
【０１０８】
　これらの各種製剤は、医薬において通常用いられる賦形剤、増量剤、結合剤、湿潤剤、
崩壊剤、滑沢剤、界面活性剤、分散剤、緩衝剤、pH調整剤、保存剤、溶解補助剤、防腐剤
、矯味矯臭剤、吸収促進剤、無痛化剤、安定化剤、等張化剤などを適宜選択し、常法によ
り製造することができる。
【０１０９】
　本発明の薬剤に配合する抗体若しくは抗原結合性フラグメント又は複合体は、抗体の種
類、複合体及び複合体に含まれる抗腫瘍性部分の種類、その用途、剤形、投与経路などに
より異なるが、例えば総重量を基準として1～99重量％、好ましくは5～90％としうる。
【０１１０】
　また、本発明の薬剤の投与量及び投与間隔は、薬剤に含まれる抗体又は抗原結合性フラ
グメントの種類、複合体に含まれる抗腫瘍性部分の種類、投与対象、被験体の年齢及び体
重、投与経路、投与回数により異なり、広範囲に変更することができる。
【０１１１】
　本発明の薬剤を投与する被験体は、特に限定されるものではなく、哺乳動物、例えばヒ
ト、家畜（ウシ、ブタなど）、愛玩動物（イヌ、ネコなど）、実験動物（マウス、ラット
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、サルなど）などが含まれる。特に、血栓関連疾患の存在が疑われる被験体及び血栓関連
疾患を有する被験体に使用することが好ましい。また本発明の複合体を含む薬剤について
は、特に腫瘍の存在が疑われる被験体及び腫瘍を有する被験体に使用することが好ましい
。
【０１１２】
　血栓可視化剤の場合には、薬剤の投与後、被験体における抗体又は抗原結合性フラグメ
ントの存在又は位置を、標識を指標として可視化する。好ましくは、抗体又は抗原結合フ
ラグメントの存在又は位置は、公知の画像化手法により可視化する。画像化手法は、使用
する標識、被験体の種類、画像化する部位などにより異なるが、コンピュータ断層撮影法
（CT）、ポジトロン断層法（PET）、核磁気共鳴画像法（MRI）、その他のin vivoイメー
ジングシステムを用いることができる。これにより、抗体又は抗原結合性フラグメントの
標識に基づいて、被験体内の血栓の存在又は位置を可視化することができる。
【０１１３】
５．改変型抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントの作製
　本発明の抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントに基づいて、所望の活性を示す
改変型の抗体又は抗原結合性フラグメントを作製することができる。具体的には、本発明
の抗フィブリン抗体又は抗原結合性フラグメントのアミノ酸配列を改変して改変型の抗体
又は抗原結合性フラグメントを調製し、得られた改変型抗体又は抗原結合性フラグメント
の活性を判定する。アミノ酸配列の改変は、特に限定されるものではなく、アミノ酸配列
における1～100個、例えば1～50個のアミノ酸の欠失、置換、付加若しくは挿入、別のペ
プチドの融合などが含まれる。このようなアミノ酸配列の改変、及び改変されたアミノ酸
配列を有する抗体又は抗原結合性フラグメントの調製は、当技術分野で公知の方法により
行うことができる。
【０１１４】
　得られた改変型抗体又は抗原結合性フラグメントがフィブリンと結合するか否かは、上
述のような公知の方法により判定することができる。場合により、改変型抗体又は高原結
合性フラグメントのフィブリン中和活性や、フィブリノーゲンとの結合性についても調べ
てもよい。このようにして得られる改変型抗体又は抗原結合性フラグメントも、フィブリ
ンとの結合活性を有するため、上述したような用途に有用である。
【実施例】
【０１１５】
　以下、本説明を実施例によりさらに詳細に説明する。なお、本発明はこれらに限定され
るものではない。
［実施例１］
マウス抗フィブリン抗体の作製
　免疫原として、20mg/mlのフィブリノーゲン（Sigma社）溶液に0.1M塩化カルシウム存在
下に200IUのトロンビンを作用させてフィブリン塊を作製した。作製したフィブリン塊は
乳鉢に移し、液体窒素を加え、凍結させたあと乳棒で粉砕し、最終的にリン酸バッファー
に1mg/ml量のフィブリン浮遊液とし、マウス感作に用いた。
【０１１６】
　Balb/cマウス系統に、2日あけて足の裏にフィブリン粉砕液25μgを計3回注射した。そ
の際、アジュバントとしてTiterMAXエマルジョン（TiterMAX USA Inc.）を用いた。最終
免役の3日後に、マウスからリンパ節細胞を採取した。
【０１１７】
　得られたリンパ節細胞とミエローマ細胞（P3U1）の細胞融合を行い、さらにフィブリン
タンパク質を用いたELISAによる選別を行った。具体的には、フィブリノーゲン（Sigma）
プレートとフィブリンプレートを準備し、フィブリンプレートにおいてELISA陽性を示し
、フィブリノーゲンプレートで陰性を示すハイブリドーマを選択した。フィブリノーゲン
プレートは、50μg/mlフィブリノーゲンを溶解したTBS（pH8.5）溶液を、96ウエルプレー
ト（Nunc468667）に100μl/ウエルで添加し、4℃で18時間おいた後、上清を除去し、PBS
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（0.01％Tween80を含む）で3回洗浄し、37℃で一晩おいて乾燥した後、使用まで4℃で保
存した。フィブリンプレートは、フィブリノーゲンプレートと同様に乾燥操作まで行った
後、10NIH U/mlヒトトロンビンを溶解したTBS溶液（10mM CaCl2及び7mM L-システインを
含む）を96ウエルプレートに100μl/ウエルで添加し、37℃で1時間おいた後、上清を除去
し、PBS（0.01％Tween80を含む）で3回洗浄し、37℃で一晩おいて乾燥した後、使用まで4
℃で保存した。
【０１１８】
　ELISAは、サンプリングしたハイブリドーマの培養上清（原液）をフィブリノーゲンプ
レート又はフィブリンプレートに50μL/ウエルで加え、室温で60分間反応させて行った。
PBSで3回洗浄後、ヤギ抗マウスIgG-POD標識（MBL製品、Code.330）を希釈バッファー（MB
L製）で10,000倍希釈したものを50μL/ウエルで加え、室温で60分間反応させた。3回洗浄
後、発色液（MBL製）を50μL/ウエルで加えて15分間発色させ、1.5mol/Lリン酸を50μL/
ウエルで加え、反応を停止した。反応停止後、測定波長450nm、参照波長620nmで吸光度を
測定した。
【０１１９】
　ヒトフィブリンと結合し、ヒトフィブリノーゲンと結合しないモノクローナル抗体を産
生するハイブリドーマ細胞を選択し、細胞株（クローン102-10）を樹立した。この細胞株
により産生される抗体はマウスIgMであった。なお、このハイブリドーマ細胞株は、「102
-10」として独立行政法人製品評価技術基盤機構（NITE）特許微生物寄託センター（NPMD
）（千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8　NITEバイオテクノロジー本部）に2010年4月1日付
で寄託され、受託番号NITE P-923が付与されている。
【０１２０】
　また、ハイブリドーマ細胞株102-10の培養上清、市販の抗フィブリン抗体NYB-T2G1（抗
フィブリンII抗体、ACCURATE CHEMICAL & SCIENTIFIC CORPORATION）及びMH-1（American
 Biogenetic Sciences, Inc.、特開平11-80200号公報に記載）を用いて、マウス及びヒト
フィブリン、並びにマウス及びヒトフィブリノーゲンとの反応性について、上述したフィ
ブリンプレート及びフィブリノーゲンプレートを用いるELISAにより調べた。
【０１２１】
　その結果を図１に示す。図１に示されるように、ハイブリドーマ細胞株102-10由来のマ
ウスIgM抗体は、マウス及びヒトのフィブリンに特異的に反応するが、マウス及びヒトフ
ィブリノーゲンには反応しないことが確認された。
【０１２２】
［実施例２］
キメラ抗体の作製
　実施例１で調製したハイブリドーマ細胞株102-10から全RNAを抽出し、抗体H鎖の可変領
域とL鎖の可変領域のcDNAをアダプター・ライゲーションRT-PCR法を用いて増幅した。使
用したプライマーの配列は以下のとおりである：
【０１２３】
H鎖用
フォワードプライマー：5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’（配列番号１１）
リバースプライマー：5’-GTTGTTCTGGTAGTTCCAGGTG-3’（配列番号１２）
L鎖用
フォワードプライマー：5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3'（配列番号１３）
リバースプライマー：5’-CCGCTTAATTAACTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCT-3'（配列番号１４
）。
【０１２４】
　増幅したcDNAをそれぞれpT7Blue（Promega）にクローニングした。H鎖の可変領域（396
bp）とL鎖の可変領域（381bp）のcDNAをそれぞれ図２のA及びBに示す。図２のAは、抗体H
鎖の塩基配列及びアミノ酸配列を示し、可変領域（1～396bp）と定常領域の一部に相当す
る。H鎖の可変領域の塩基配列及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号７及び８に示す。図
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２のBは、抗体L鎖の塩基配列及びアミノ酸配列を示し、タンパク質コード領域全長（可変
領域は1～381bp）に相当する。L鎖の可変領域の塩基配列及びアミノ酸配列をそれぞれ配
列番号９及び１０に示す。また、図２において、H鎖及びL鎖の相補性決定領域（CDR）1～
3を四角で示している。
【０１２５】
　H鎖及びL鎖の可変領域をPCRで増幅後、H鎖の可変領域は定常領域を組み込んだpQCxIP（
クロンテック）、L鎖の可変領域は定常領域を組み込んだpQCxIH（クロンテック）に挿入
し、発現ベクターを完成させた。発現ベクターをリポフェクタミン2000（インビトロジェ
ン）を用いてCHO細胞（理研バイオリソースセンター）にトランスフェクションを行った
。ヒト型抗フィブリンキメラ抗体定常発現細胞株（ヒト型IgG クローン102-10Hu）は、ピ
ュロマイシン（シグマ）10μg/mLとハイグロマイシンB（インビトロジェン）500μg/mLで
薬剤選択を行い、両耐性株を取得することで樹立された。樹立細胞株はF12（シグマ）10
％FBS、1mM HEPES（シグマ）、1％ペニシリン・ストレプトマイシン（インビトロジェン
）、ピュロマイシン10μg/mL、ハイグロマイシンB 500μg/mLで維持培養を行った。
【０１２６】
　樹立細胞株を、175cm2フラスコ（付着性細胞用）を用いて、マスター細胞用10％FBS培
地（F12 [Sigma社：N6658]、10％FBS [Hyclone社：lot.APM22733] (FBSはBovine IgG 除
去処理して使用)、1％Penicillin-Streptomycin [Invitrogen社]、1mM HEPES [Sigma社：
H4034-500G]、50 mg/mL ハイグロマイシン B 5.7 mL[WAKO社：085-06153]、及び2 mg/mL 
ピューロマイシン塩酸塩 2.9 mL[WAKO社：533-71593]）中でコンフルエントまで培養した
。培養上清を吸引除去し、PBS 10mLでフラスコを洗浄し、この洗浄を2回行った。PBSを除
去後、TRYPSIN/0.5％EDTA [Invitrogen：25300054 CAMP] 5mLを添加し、CO2インキュベー
タで5分静置した。細胞が底面から剥がれたのを確認し、マスター細胞用10％FBS培地を10
mL添加して酵素反応を止めた。その後、ピペッティングして細胞を剥がし、フラスコ内の
液をすべて回収し、1000r.p.mで5分遠心した。遠心後の上清を除去し、ペレットをマスタ
ー細胞用10％FBS培地30mLに懸濁した。次に、フラスコにマスター細胞用10％FBS培地を29
mL添加し、遠心後の細胞懸濁液を1mL添加した。
【０１２７】
　続いて、大量培養のために、以下の操作を行った。175cm2フラスコ（浮遊細胞用）30本
に大量培養用5％FBS培地F12（Sigma社）29mLを添加した。上記で得られた細胞懸濁液を大
量培養用のフラスコに1mLずつ添加し、CO2インキュベータで静置培養した。継代後約1週
間後に大量培養用5％FBS培地 5mLを添加した。顕鏡観察して浮遊した細胞がコンフルエン
トになった状態で、その後3～4日ごとに大量培養用5％FBS培地 10mLを添加し、液量50mL
になるまで増やした。培地添加時に顕鏡し、細胞凝集塊がほとんどなくなり死細胞の割合
が8割を越えているようであれば、その時点で培養を中止し、最後に培地を添加してから3
～4日後に上清を回収し、3000r.p.mで5分遠心した。培養上清に0.05％量のアジ化ナトリ
ウムを添加して精製まで冷蔵保存した。
【０１２８】
　抗体の精製は次のとおり行った。すなわち、上記で得られた培養上清を0.22umフィルタ
ーでろ過し、不溶物を除いた。結合バッファー（リン酸バッファーpH7）で平衡化したプ
ロテインG Sepharose(登録商標) 4B充填カラムに培養上清を流した。カラム体積の5倍量
のリンスバッファー（リン酸バッファーpH7）で4回洗浄し、溶出バッファー（グリシンバ
ッファー）pH4をカラム体積の1.8倍量流した。次に、溶出バッファー（グリシンバッファ
ー）pH3をカラム体積の6倍量流し、フラクションごとに回収し、溶出液は1MトリスHClバ
ッファー（pH7）で速やかに中和した。フラクションの吸光度を測定し、抗体が含まれる
フラクションを回収し、次のハイドロキシアパタイト精製へと進めた。
【０１２９】
　ハイドロキシアパタイト精製では、まず10 mM Na-PB（pH6.5）、300 mM NaClでサンプ
ルを透析した。10 mM Na-PB（pH6.5）、300 mM NaClでハイドロキシアパタイトtypeII充
填カラムを平衡化した後、全サンプルを添加し、10 mM Na-PB（pH6.5）、300 mM NaClで
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洗浄し、10 mM Na-PB（pH6.5）、2 M NaClで溶出した。フラクションを回収し、各フラク
ションをSDS-PAGEで確認し、サンプルを回収した。PBSに透析後、限外ろ過にて濃縮して
、精製されたヒト型抗フィブリンキメラ抗体を得た。得られたキメラ抗体の反応性を、実
施例１と同様にELISA法を用いて確認した。その結果を図３に示す。
【０１３０】
　図３に示すように、ヒト型キメラ抗体は、マウス及びヒトフィブリンと特異的に反応す
るが、マウス及びヒトフィブリノーゲンとは反応しないことが示された。従って、マウス
IgMから誘導されたヒト型抗体は、該マウスIgMの反応性を保持しており、ヒトに対してよ
り好適に適用可能である。また、マウス及びヒトフィブリンとの結合性を有するため、マ
ウスにおける実験結果をヒトに外挿することが可能である。
【０１３１】
［実施例３］
マウスIgM抗体及びヒト型キメラ抗体を用いたヒト組織の免疫染色
　本実施例では、実施例１及び２で調製したマウスIgM抗体及びヒト型キメラ抗体を用い
て、ヒト膵癌手術標本及びヒト脳腫瘍（グリオーマ）手術標本の免疫染色を行った。
【０１３２】
　ヒト膵癌手術標本は、福島県立医大病理に依頼して入手し、パラフィン切片を準備した
。また、ヒト脳腫瘍（グリオーマ）手術標本は、熊本大学付属病院脳神経外科から供与を
受け、パラフィン切片を準備した。パラフィン切片をキシレン及びエタノールで処理して
脱パラフィンし、脱塩水に浸漬した。切片を0.3％H2O2/MeOH中で20分間ブロッキングし、
TBST（Trisバッファー、Tween 20）で5分間洗浄した。その後、切片を抗原賦活液（10mM
クエン酸緩衝液、pH6.0）に浸漬し、マイクロウェーブ（MW)処理を93℃にて20分行い、30
分間放置した後、TBSTで5分間、3回洗浄した。
【０１３３】
　一次抗体として10μg/mlのマウスIgG抗体（実施例１）又は2μg/mlのヒト型キメラ抗体
（実施例２）を用いて4℃で切片を処理した。次に、TBSTで5分間、3回洗浄した後、数滴
の抗マウス二次抗体（Code No. K4001, DAKO）又は200倍希釈した抗ヒト二次抗体（Code 
No. 206, MBL）を、室温にて1時間反応させた。切片をTSBTで5分間、3回洗浄し、発色基
質としてDAB（Code No. K4007, DAKO）を滴下して5分間反応させた。切片を脱塩水で洗い
、ヘマトキシリンに20秒浸漬し、10分間水洗した後、エタノール及びキシレンで処理した
。
【０１３４】
　キメラ抗体を用いたヒト膵癌手術標本切片の免疫染色結果を図４に示す。また、マウス
IgM抗体を用いたヒト脳腫瘍手術標本切片の免疫染色結果を図５に示す。図４及び５に示
されるように、本抗体を用いてヒト膵癌組織を染色できることがわかった。
【０１３５】
［実施例４］
マウスIgM抗体及びヒト型キメラ抗体を用いたヒト組織の免疫染色
　実施例３に示す手順と同様にして、浸潤性扁平上皮癌の免疫染色を行った。その結果を
図６に示す。図６において、Aは、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った組織を示し、
癌間質に囲まれた浸潤性扁平上皮癌がみとめられる。Bは、抗フィブリン抗体IgMによる免
疫染色組織を示し、癌間質にフィブリンが顕著に存在していることが確認される。Cは、
蛍光標識したヒト型キメラ抗フィブリンIgGの腫瘍内集積像を示し、抗体が腫瘍内の間質
に特異的に集積しており、Bのフィブリン存在部位と一致していることが確認できる。
【０１３６】
［実施例５］
抗体を用いたin vivoイメージング
　本実施例では、抗フィブリン抗体の腫瘍集積性を検討した。
【０１３７】
　BALB/cヌードマウス（メス、6週齢）の背部にヒト乳癌細胞株MCF7を移植した。図７のA
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に示されるように、マウスにおいて癌の形成がみとめられた。移植10日後にIRDye800（Li
-Cor）により標識化したヒト型キメラ抗体をマウス尾静脈により投与した。投与1日後、3
日後及び7日後の抗体の分布を生体イメージング装置OV110（Olympus）とNightOWL II LB 
983（Berthold）により解析した。
【０１３８】
　投与後7日目の結果を図７のB及びCに示す。これらの結果から、抗フィブリン抗体が腫
瘍組織に選択的に集積し、長期間腫瘍組織に貯留することが示された。
【０１３９】
［参考例１］
分枝状リンカーと抗腫瘍性化合物SN-38との結合
　図８に示すスキームに従って、分枝状リンカーと抗腫瘍性化合物SN-38（10-ヒドロキシ
-7-エチルカンプトテシン）とを結合した。なお、以下の反応において、「DMAP」はN,N-
ジメチル-4-アミノピリジンを表し、「DMF」はN,N-ジメチルホルムアミドを表し、「THF
」はテトラヒドロフランを表す。
【０１４０】
（1）SN-38とPEGとの結合
　10-ヒドロキシ-7-エチルカンプトテシン（102.1mg、0.260mmol）、Boc-PEG27-COOH（40
7.1mg、0.286mmol）、DMAP（15.9mg、0.130mmol）のDMF溶液（1mL）中に、WSCDI（water 
soluble carbodiimide：54.8mg、0.286mmol）を0℃で添加した。混合物を室温で19時間攪
拌し、反応混合物をゲルろ過カラムクロマトグラフィー（LH20 CHCl3：MeOH＝1：1）、シ
リカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3：MeOH＝15：1～9：1）により精製し、無色油
状物としてエステルIを得た（420.1mg、90％）。
1H-NMR δ(CD3OD) 8.20 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.66 (m, 2H), 5.60 (d, 
J = 16.5 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 5.32 (M, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 
2H), 2.96 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.97 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.40 (t, J = 7.6 Hz, 
3H), 1,02 (t, J = 7.8 Hz, 3H);13C-NMR (DMSO-d6) δ164.8, 161.9, 149.2, 148.5, 14
3.1, 142.7, 141.3, 138.2, 137.7, 137.5, 122.4, 119.5, 118.9, 117.2, 110.7, 106.5
, 89.7, 70.4, 64.6, 62.3, 62.0, 62.0, 62.0, 61.9, 61.8, 61.8, 61.7, 61.5, 58.1, 
58.0, 57.1, 41.2, 40.1, 31.8, 28.1, 26.3, 19.4, 14.4, 4.9, -1.1。
【０１４１】
（2）分枝状リンカーの合成
　3-(アリルオキシ)-2-(アリルオキシメチル)-2-((ブタ-3-エニルオキシ)メチル)プロパ
ン-1-オール（14.85g、31.17mmol）のDMF（30mL）溶液にNaH（21.87g、46.78mmol）を室
温で添加した。1時間後、臭化物1-((5-ブロモペンチルオキシ)メチル)-4-メトキシベンゼ
ン（16.7g、58.04mmol）を添加した。フラスコをDMF（3mL）で2回洗浄した。混合物を55
℃で1日攪拌した。室温まで冷却した後、N,N-ジメチル 1,3-プロパンジアミン（10mL）を
添加した。1時間後、混合物を飽和NH4Cl及びEtOAcで希釈した。水性層をEtOAcで抽出した
。混合した層を飽和食塩水で洗浄した。有機層はNa2SO4で乾燥させ、濾過した。蒸発後、
残渣をシリカゲルカラム（ヘキサン：EtOAc 9：1～4：1）で精製して無色油状物として化
合物A [1-((5-(3-(アリルオキシ)-2-(アリルオキシメチル)-2-((ブタ-3-エニルオキシ)メ
チル)プロピル)ペンチルオキシ)メチル)-4-メトキシベンゼン]のエーテル化合物（8.60g
、58％）を得た。
1H-NMR δ 7.23 (dd, J = 6.4 Hz, 2.4 Hz, 2H), 6.5 (dd, J = 6.4 Hz, 2.4 Hz, 2H), 5
.85 (m, 3H), 5.23 (d, J = 17.2 Hz, 3H), 5.11 (d, J = 10.4 Hz, 3H), 4.41 (s, 2H),
 3.93 (m, 6H), 3.78 (s, 3H), 3.42 (s, 8H) 3.39-3.36 (m, 4H), 1.60-1.51 (m, 4H), 
1.38 (m, 2H), 13C-NMR δ 135.21, 129.11, 115.97, 113.69, 72.53, 72.26, 71.33, 7.
13, 69.60, 69.42, 55.30, 45.44, 29.65, 29.50, 22.94。
【０１４２】
　上記のトリアリル化合物1-((5-(3-(アリルオキシ)-2-(アリルオキシメチル)-2-((ブタ-
3-エニルオキシ)メチル)プロポキシ)ペンチルオキシ)メチル)-4-メトキシベンゼン（8.60
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g、18.06mmol）のCH2Cl2（200mL）及びMeOH（200mL）溶液に、反応混合物が薄い青色にな
るまで－78℃でオゾンを通気した。オゾンを酸素ガスに置換した後、NaBH4（8.60g、210m
mol）を数回に分けて添加した。反応混合物を徐々に温めた後、一晩室温で攪拌した。反
応液を濃縮後、混合物をCHCl3と飽和NH4Clとの間で分液した。水性層をCHCl3で抽出した
。混合した層を飽和食塩水で洗浄し、Na2SO4で乾燥させ、濾過した。溶媒を減圧除去し、
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3：MeOH 9：1）で精製し、化合物B　[
2,2'-(2-((2-ヒドロキシエトキシ)メチル)-2-((5-(4-メトキシベンジルオキシ)ペンチル
オキシ)メチル)プロパン-1,3-ジイル)ビス(オキシ)ジエタノール]のトリオール化合物（8
.56g quant.）を得た。
1H-NMR δ 7.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.84
 (s, 3H), 3.79 (s like, 6H), 3.53 (m, 6H), 3.48 (s like, 8H), 3.43-3.37 (m, 4H),
 2.86 (s, 3H), 1.58-1.53 (m, 4H), 1.39 (m, 2H); 13C-NMR δ 129.16, 113.69, 72.56
, 72.50, 71.67, 70.46, 70.05, 70.00, 61.4, 55.30, 45.40, 29.56, 29.32, 22.92。
【０１４３】
　上記のトリオール化合物B（2,2'-(2-((2-ヒドロキシエトキシ)メチル)-2-((5-(4-メト
キシベンジルオキシ)ペンチルオキシ)メチル)プロパン-1,3-ジイル)ビス(オキシ)ジエタ
ノール（2.91g、6.14mmol）及びPPh3（6.43g、24.51mmol）のTHF（50mL）溶液に、CBr4（
8.14g、24.51mmol）を0℃で数回に分けて添加した。混合物を一晩室温で攪拌した。ジエ
チルエーテルを混合物に添加し、沈殿物を濾過した。濾液を濃縮し、シリカゲルカラムク
ロマトグラフィー（ヘキサン：EtOAc 9：1～4：1）で精製して化合物C [1-((5-(3-(2-ブ
ロモエトキシ)-2,2-ビス((2-ブロモエトキシ)メチル)ポロポキシ)ペンチルオキシ)メチル
)-4-メトキシベンゼン]の三臭化物（3.48g、86％）を得た。
1H-NMR d 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.42 (s, 2H), 3.80 
(s, 3H), 3.74-3.71 (m, 6H), 3.47 (s, 8H), 3.47-3.38 (m, 6H), 1.7-1.50 (m, 4H), 1
.40 (m, 2H); 13C-NMR δ 129.12, 113.66, 72.53, 71.33, 71.14, 70.08, 69.38, 68.88
, 55.29, 45.72, 30.82, 29.63, 22.97。
【０１４４】
　上記の三臭化物C（1-((5-(3-(2-ブロモエトキシ)-2,2-ビス((2-ブロモエトキシ)メチル
)プロポキシ)ペンチルオキシ)メチル)-4-メトキシベンゼン（3.48g、5.27mmol）のDMF（1
0mL）溶液に、NaN3（5.27g、81.08mmol）を添加し、混合物を50℃で4時間攪拌した。混合
物をEtOAc及び飽和NaHCO3で希釈した。水性層をEtOAcで抽出した。混合した層を飽和食塩
水で洗浄した。Na2SO4で混合物を乾燥後、溶媒を減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラム
クロマトグラフィー（ヘキサン：EtOAc 7：3）で精製し、化合物D[1-((5-(3-(2-アジドエ
トキシ)-2,2-ビス((2-アジドエトキシ)メチル)プロポキシ)ペンチルオキシ)メチル)-4-メ
トキシベンゼン]のトリアジド化合物（2.84g、98％）を得た。
1H-NMR δ 7.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.78
 (s, 3H), 3.59 (t, J = 4.8 Hz, 6H), 3.47 (s, 8H), 3.44-3.28 (m, 10H), 1.61-1.55 
(m, 4H), 1.39 (m, 2H); 13C-NMR δ 129.04, 113.63, 72.53, 71.32, 70.46, 70.13, 69
.71, 68.85, 55.32, 50.86, 45.12, 29.70, 23.04。
【０１４５】
　上記のPMBエーテル（2.63g、4.7mmol）のCH2Cl2（30mL）及びH2O（20mL）溶液に、DDQ
（1.30g、5.75mmol）を0℃で添加した。添加後、氷浴を取り除き、室温で撹拌した。5時
間後、反応をクエン酸緩衝液で停止させ、水性層をEtOAcで抽出した。混合した層を飽和N
aHCO3及び飽和食塩水で洗浄した。有機層はNa2SO4で乾燥させた。濾過後、溶媒を除去し
た。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：EtOAc 1：1）で精製し、化
合物E[5-(3-(2-アジドエトキシ)-2,2-ビス((2-アジドエトキシ)メチル)プロポキシ)ペン
タン-1-オール] のアルコール化合物（1.55g、75％）を得た。
1H-NMR δ 3.64-3.58 (m, 8H), 3.46 (s, 6H), 3.41-3.38 (m, 4H), 3.31-3.28 (m, 6H),
 1.57-1.55 (m, 4H), 1.41 (m, 2H); 13C-NMR δ 71.20, 70.46, 69.67, 68.84, 62.92, 
50.86, 45.08, 32.57, 29.36, 22.56。
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【０１４６】
　上記で得たアルコール化合物（1.55g、3.61mmol）のアセトン（20mL）溶液に、ジョー
ンズ試薬を0℃で添加した。過剰のジョーンズ試薬をイソプロピルアルコールiPrOHで破壊
し、沈殿物を濾過した。濃縮後、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3：E
tOAc 7：3～1：1）で精製し、化合物F[5-(3-(2-アジドエトキシ)-2,2-ビス((2-アジドエ
トキシ)メチル)プロポキシ)ペンタン酸]の酸（1.37g、86％）を得た。
1H-NMR δ 3.72 (t, J = 6.0 Hz, 3H), 3.60 (t, J = 4.4 Hz, 4H), 3.47 (s, 8H), 3.44
-3.40 (m, 4H), 3.32 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 2.83 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1,70 (m, 2H),
 1.60 (m, 2H); 13C-NMR δ 177.69, 77.21, 70.77, 70.48, 69.68, 68.96, 50.87, 45.1
1, 33.55, 28.93, 21.81。
【０１４７】
　上記で得た酸（1.65g、3.85mmol）、N-(tert-ブトキシカルボニル)-1,5-ジアミノペン
タン（1.56g、7.69mmol）及びHOBt（1.03g、7.60mmol）のCH2Cl2（30mL）溶液に、水溶性
カルボジイミドWSCDI（1.47g、7.69mmol）を0℃で添加した。混合物を一晩室温で攪拌し
、CHCl3及び飽和NH4Clで希釈した。水性層をCHCl3で抽出した。混合した層を飽和NaHCO3
及び飽和食塩水で洗浄し、Na2SO4で乾燥させ、溶媒を濃縮した。残渣をシリカゲルカラム
クロマトグラフィー（CHCl3：EtOAc 1：1～EtOAcのみ）で精製し、化合物G[tert-ブチル5
-(5-(3-(2-アジドエトキシ)-2,2-ビス((2-アジドエトキシ)メチル)プロポキシ)ペンタン
アミド)ペンチルカルバメート] のアミド化合物（2.18g、90％）を得た。
1H-NMR δ 5.60 (bs, 1H), 4.55 (bs, 1H), 3.72 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 4
.8 Hz, 4H), 3.47-3.41 (m, 12H), 3.30 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 3.22 (q, J = 6.4 H, 2H
), 3.10 (m, 2H), 2.17 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.70-1.46 (m, 7H), 1.43 (s, 9H), 1.34
 (m, 3H), 13C-NMR δ 172.64, 155.87, 77.21, 71.15, 71.13, 70.99, 70.94, 70.50, 6
9.73, 69.69, 69.36, 68.97, 50.91, 45.35, 45.11, 40.35, 39.36, 36.56, 31.00, 29.8
8, 20.40, 29.23, 28.55, 24.09, 22.77。
【０１４８】
（3）分枝状リンカーとSN-38との結合
　化合物JのSN38－PEGのBoc化合物（0.71g、0.396mmol）をCH2Cl2（20mL）に溶かし、4.0
 M ジオキサン（20mL）を加えて室温において2時間撹拌した。反応液を減圧濃縮し、トル
エンを加え、さらに濃縮、真空下乾燥した。この残渣をCH2Cl2（20mL）に溶解し、iPr2NE
t（0.57mmol、3.24mmol）を0℃にて加え、無水スクシイミド（60mg、0.594mmol）を加え
、室温にて終夜撹拌した。反応液をLH20（CHCl3：MeOH 1：1）、シリカゲルカラムクロマ
トグラフィー（CHCl3：MeOH 9：1～4：1）にて精製し、Kを得た。
【０１４９】
　一方で、トリアジドH（63mg、0.10mmol）のジオキサン（1mL）と水（0.5mL）の溶液に
トリメチルホスフィン（0.5 mL, 1M溶液）を加え、窒素雰囲気下室温にて終夜撹拌した。
【０１５０】
　反応液を濃縮し、上のカルボン酸KをCH2Cl2（10mL）に溶かし加え、これにHOBt（213mg
、1.58mmol）、WSCDI（308mg、1.58mmol）, iPr2NEt(0.5 mL)を加えた。反応液を終夜室
温にて撹拌し、反応液をLH20（CHCl3：MeOH 1：1）にて精製し、0.71gを得た。これをジ
オキサン（20mL）と4.0 M 塩酸-ジオキサン溶液（20mL）に溶かし、3時間室温にて撹拌し
た後、反応液を減圧濃縮した。これをCH2Cl2（1mL）に溶かし、iPr2NEt（0.1mL）を加え
、N-スクシミジルPEG12-Mal（100mg）、iPr2NEt（0.2 mL）を加えた。室温にて終夜撹拌
し、これをLH20（CHCl3：MeOH 1：1）にて精製し、目的物Lを得た。
【０１５１】
［参考例２］
直鎖状リンカーと抗腫瘍性化合物SN-38との結合
　以下に記載のようにして、直鎖状リンカーと抗腫瘍性化合物SN-38（10-ヒドロキシ-7-
エチルカンプトテシン）とを結合した。なお、以下の反応において、「DMAP」はN,N-ジメ
チル-4-アミノピリジンを表し、「DMF」はN,N-ジメチルホルムアミドを表し、「TFA」は
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トリフルオロ酢酸を表す。
【０１５２】
（1）SN-38とPEGとの結合
【化４】

【０１５３】
　10-ヒドロキシ-7-エチルカンプトテシン（102.1mg、0.260mmol）、Boc-PEG27-COOH（40
7.1mg、0.286mmol）、DMAP（15.9mg、0.130mmol）のDMF溶液（1mL）中に、WSCDI（water 
soluble carbodiimide：54.8mg、0.286mmol）を0℃で添加した。混合物を室温で19時間攪
拌し、反応混合物をゲルろ過カラムクロマトグラフィー（LH20 CHCl3：MeOH＝1：1）、シ
リカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3：MeOH＝15：1～9：1）により精製し、無色油
状物としてエステルを得た（420.1mg、90％）。
1H-NMR δ (CD3OD) 8.20 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.66 (m, 2H), 5.60 (d,
 J = 16.5 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 5.32 (M, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz,
 2H), 2.96 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.97 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.40 (t, J = 7.6 Hz,
 3H), 1,02 (t, J = 7.8 Hz, 3H);13C-NMR (DMSO-d6) δ164.8, 161.9, 149.2, 148.5, 1
43.1, 142.7, 141.3, 138.2, 137.7, 137.5, 122.4, 119.5, 118.9, 117.2, 110.7, 106.
5, 89.7, 70.4, 64.6, 62.3, 62.0, 62.0, 62.0, 61.9, 61.8, 61.8, 61.7, 61.5, 58.1,
 58.0, 57.1, 41.2, 40.1, 31.8, 28.1, 26.3, 19.4, 14.4, 4.9, -1.1。
【０１５４】
（2）直鎖状リンカーへのマレイミド基の導入

【化５】

【０１５５】
　CH2Cl2（10mL）中Boc-PEG27-カンプトテシン（221.5mg、0.123mmol）溶液に、室温でTF
A（1mL）を添加した。混合物を1.5時間攪拌した後、真空内で除去し、トルエンを添加し
た。蒸発後、残渣を高真空下で乾燥させた。残渣をCH2Cl2（5mL）及びMAL-PEG12-NHS（12
8.2mg、0.148mmol）に溶解し、iPr2NEt（48μL、0.246mmol）を0℃で添加した。30分後、



(30) JP 2012-72 A 2012.1.5

10

20

30

40

50

混合物をゲルろ過カラムクロマトグラフィー（LH-20、CHCl3：CH3OH＝1：1）、シリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーにより精製し、無色油状物として目的物を得た（276.0mg、9
1％）。
1H-NMR (CD3OD) δ 8.20 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.66-7.64 (m, 2H), 6.8
3 (s, 2H), 5.60 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.41 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.34 (s, 1H), 3
.93 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.49-2.45 (m, 4H), 2.00-1.98 
(m, 2H), 1.41 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.02 (t, J = 7.6 Hz, 3H); 13C-NMR (DMSO-d6) 
δ 172.1, 170.4, 169.8, 169.7, 169.1, 156.5, 151.7, 149.7, 148.9, 146.2, 145.6, 
145.0, 134.3, 131.1, 128.4, 126.8, 125.3, 118.8, 115.0, 96.5, 72.3, 69.9, 69.6, 
69.5, 69.4, 69.0, 68.9, 66.7, 65.8, 65.1, 49.5, 36.0, 34.8, 34.1, 33.9, 31.6, 30
.3, 25.4, 22.3, 13.9, 7.8。
【０１５６】
［実施例６］
SN-38-リンカー結合体と抗体との結合
　図９に示すように、分枝状リンカーと結合させたPEG－SN-38結合体（参考例１）、又は
直鎖状リンカーと結合させたPEG－SN-38結合体（参考例２）を、抗フィブリン抗体と結合
させた。
【０１５７】
　具体的には、抗体をPBSに1.0 mg/ml濃度になるよう調製した。抗体にジチオトレイトー
ル（DTT）を最終濃度10mMになるように加えて、37℃で30分反応させた。Amicon Ultraで
反応試薬を除去した。吸収測定したところ抗体の回収率は約80％であった。また、（5，5
'-ジチオビス（2-ニトロ安息香酸））（DNTB）によるSH基の定量結果から、1抗体あたり7
個のSH基が得られた。
【０１５８】
　次に、タンパク質濃度0.5 mg/mlとなるように100 mM リン酸緩衝液＋150 mM NaCl＋5 m
M EDTA（pH 6.0）に溶解し、モル比で抗体1に対し、図８のL（マレイミド化合物）4の割
合で混合した後、室温1時間、その後4℃で一晩反応させた。
【０１５９】
　Amicon Ultraで反応試薬を除去した後、PBSに置換した。Amicon Ultraでタンパク質を
回収したところ90％の回収率であり、分枝状リンカーを結合させた抗体では、抗体1個あ
たり21個のSN-38が付加された。
【０１６０】
　また、HPLCを用いて、直鎖状リンカーと分枝状リンカーを用いた場合の、抗体へのSN-3
8の結合量を調べた。その結果を表１に示す。表中、「AVERAGE」の欄に、抗体1分子当た
りの平均SN-38結合量を示す。
【０１６１】
【表１】

【０１６２】
　表１に示すように、分枝状リンカーを介したSN-38－抗体複合体は、抗体1個当たりのSN
-38結合量が、従来の直鎖状リンカーを用いた場合と比較して、平均約3倍多いことがわか
った。
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【０１６３】
［実施例７］
in vitro殺細胞効果
　本実施例では、実施例６で調製した抗体－SN-38複合体の膵臓癌細胞株SUIT2に対するin
 vitro殺細胞効果を確認した。具体的には、96穴プレートにSUIT2癌細胞を3000個播き、
その24時間後に直鎖状リンカーを介したSN-38と抗体との複合体又は分枝状リンカーを介
したSN-38と抗体との複合体を添加し、その48時間後の細胞数をCell Counting Kit-8（Do
jindo）を用いたWST-8法により測定した。対照として、遊離SN-38、及び公知の抗癌剤イ
リノテカン（CPT11）を使用した。
【０１６４】
　その結果を図１０A及びBに示す。図１０では、直鎖状リンカーを介したSN-38と抗体と
の複合体（A）、又は分枝状リンカーを介したSN-38と抗体との複合体（B）の存在下にお
ける、SUIT2細胞の細胞増殖率（％）を示す。図１０に示すように、SN-38濃度換算のIC50
は、分枝状リンカーを用いた場合が0.028μM（図１０のB）であり、直鎖状リンカーを用
いた場合の0.034μM（図１０のA）とほぼ同等であった。従って、いずれの複合体を用い
た場合でも、抗腫瘍効果が確認された。また、分枝状リンカーを用いた場合には、抗体複
合体の投与量は約1/3に減らすことができた。
【０１６５】
　SN-38は、イリノテカンCPT-11というプロドラッグとしてすでに臨床応用されているが
、低分子であるゆえに、分布が正常組織と癌組織との間で区別されず、癌に長く留まらな
い。したがって、活性本体であるSN-38の時間依存性抗腫瘍効果という特徴が活かされず
、副作用が強いという問題が臨床上指摘されている。本実施例に示すように、分枝状リン
カーを用いることによりSN-38の抗体への付加量を約3倍に増やすことで、癌選択毒性が高
められた。
【０１６６】
［実施例８］
in vivo抗腫瘍効果
　本実施例では、実施例６で調製した抗体－SN-38複合体のマウス化学発癌モデルに対す
る影響を調べた。
【０１６７】
　マウス化学発癌モデルは、常法に従って、マウスの背中に1mg/ml DMBA（7,12-ジメチル
ベンズアントラセン）をイニシエーターとして約200ml塗布し、その後PMA（ホルボールミ
リスチン酸アセテート）を週1回塗布して約半年後に、ヒトと近い病態を示す自然化学発
癌モデルマウスを確立した。マウス化学発癌モデルの腫瘍径が4mmに達したとき、CPT-11
をSN-38換算23.2mg/kgで、又は抗フィブリン抗体-SN-38複合体をSN-38換算13.5mg/kgで静
脈内投与した。
【０１６８】
　その結果を図１１及び１２に示す。図１１に示されるように、CPT-11に比べて抗フィブ
リン抗体-SN-38が強い抗腫瘍効果を示した。また、図１２に示されるように、ケース1で
は腫瘍は顕著に縮小している。ケース2では、薬の効果で腫瘍の色調が赤色（血流陽性）
から白色（血流陰性）に変化しており、抗腫瘍効果の強さを示している。
【０１６９】
　従って、本発明の抗フィブリン抗体が、抗腫瘍性化合物を腫瘍部位へ送達し、抗腫瘍効
果を発揮できることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【０１７０】
　本発明により、フィブリンに対する抗体及びその抗原結合性フラグメントが提供される
。本発明の抗フィブリン抗体を用いることにより、高感度に、信頼性をもって、かつ簡便
にフィブリン及び血栓の存在を検出することができ、結果として血栓関連疾患を判定する
ことが可能となる。また、本発明の抗フィブリン抗体を用いることにより、適当な化合物
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又は分子を血栓が存在する部位、例えば腫瘍に送達させることが可能となる。特に本発明
の抗フィブリン抗体は、ヒト及びマウスフィブリンと結合し、かつヒト及びマウスフィブ
リノーゲンとは結合しないものであるため、医療診断分野や医薬分野において有用と考え
られる。
【受託番号】
【０１７１】
　受託番号NITE P-923（ハイブリドーマ102-10、2010年4月1日付寄託）
【配列表フリーテキスト】
【０１７２】
　配列番号１～６：人工配列（抗体CDR配列）
　配列番号７～１０：人工配列（抗体可変領域配列）
　配列番号１１～１４：人工配列（プライマー）
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