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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ｉ）TGRGPSWV（配列番号267）、SARGPSRW（配列番号268）、TARGPSFK（配列番号269）
、TARGPSW（配列番号270）、LSGRSDNH（配列番号271）、GGWHTGRN（配列番号272）、HTGR
SGAL（配列番号273）、PLTGRSGG（配列番号274）、LTGRSGA（配列番号275）、AARGPAIH（
配列番号276）、RGPAFNPM（配列番号277）、SSRGPAYL（配列番号278）、RGPATPIM（配列
番号279）およびRGPA（配列番号280)からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む切断
可能な部分（ＣＭ）であって、該アミノ酸配列は、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性
化因子（ｕＰＡ）によって切断することができる、ＣＭ；
（ｉｉ）標的と結合する抗体またはその抗原結合断片（ＡＢ）；ならびに
（ｉｉｉ）マスキング部分（ＭＭ）であって、該ＭＭは、標的との結合についての該ＡＢ
の平衡解離定数よりも大きい、該ＡＢとの結合についての平衡解離定数を有する、ＭＭ；
を含む、切断可能なポリペプチドであって、該ＣＭが該ＡＢと該ＭＭの間に位置する、切
断可能なポリペプチド。
【請求項２】
検出可能な部分を含む、請求項１に記載の切断可能なポリペプチド。
【請求項３】
前記検出可能な部分が、放射性同位元素、蛍光剤、化学発光剤、発色団、酵素、酵素基質
、酵素補因子、酵素阻害剤、色素、金属イオン、金属ゾル、またはリガンドを含む、請求
項２に記載の切断可能なポリペプチド。
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【請求項４】
試料における切断剤の存在の指標として、切断された切断可能なポリペプチドの存在を用
いる方法であって、
　試料において、請求項２または請求項３に記載の切断可能なポリペプチドの切断の有無
を検出する工程
を包含し、切断された該切断可能なポリペプチドの存在は、該試料における該切断剤の存
在を示し、必要に応じて、該切断剤が、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子（ｕ
ＰＡ）である、方法。
【請求項５】
請求項１～３のいずれか一項に記載の切断可能なポリペプチドをコードする、単離された
核酸分子。
【請求項６】
前記切断可能なポリペプチドの発現をもたらす条件下で細胞を培養することにより、請求
項１～３のいずれか一項に記載の切断可能なポリペプチドを作製する方法であって、該細
胞が、請求項５に記載の単離された核酸分子を含むベクターを含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照
　この出願は、２００９年１月１２日に出願された米国仮出願第６１／１４４，１１０号
、２００９年１月１２日に出願された同第６１／１４４，１０５号、２００９年１０月７
日に出願された同第６１／２４９，４４１号および２００９年１０月７日に出願された同
第６１／２４９，４１６号の利益を主張する。これらの出願は、それらの全体が参考とし
て本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質に基づいた治療は様々な異なる疾患において応用を見出し、医学の様相を変
えている。特定の抗体に基づいた治療は、一部の疾患には有効な処置が証明されているが
、一部の例では、幅広い標的発現が原因の毒性によりその治療有効性が制限されている。
【０００３】
　しかし、どの薬物でもそうであるように、その標的に対する特異性および選択性が向上
した薬物の必要性および要求は、特に、それが結合する公知の標的を有する第二世代の抗
体に基づいた薬物の開発において、大変興味深い。疾患部位に対する抗体の標的化の増加
は、全身性の機構に基づいた毒性を低下させ、より幅広い治療上の有用性をもたらす可能
性がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　小分子薬物の領域では、活性化学物質のプロドラッグを提供するための戦略が開発され
ている。そのようなプロドラッグは、比較的不活性（または活性が有意により低い）形態
で投与する。投与後、プロドラッグはｉｎ　ｖｉｖｏで活性化合物へと代謝される。その
ようなプロドラッグ戦略では、その意図する標的に対する薬物の選択性の増加および有害
作用の低下をもたらすことができる。酸化還元の活性化を用いて低酸素癌細胞を標的とす
るために使用する薬物は、低酸素細胞中に存在する大量のレダクターゼ酵素を利用して、
薬物をその細胞毒性がある形態へと変換し、それを本質的に活性化させる。プロドラッグ
はこの活性化前は細胞毒性が低いため、非癌細胞に対する損傷の危険性は顕著に減少して
おり、したがって、薬物に関連する副作用の低下がもたらされる。当分野では、プロドラ
ッグの特長を抗体に基づいた治療学に提供する戦略の必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　本開示は、治療学および診断学に有用な、改変した活性化可能な抗体組成物を提供する
。この活性化可能な抗体組成物は、プロドラッグの特長を有する慣用の抗体治療剤と比較
して、増加したバイオアベイラビリティおよび体内分布を示す。また、診断学および治療
学において使用する方法、ならびにそのような組成物をスクリーニングおよび構築する方
法も提供する。
【０００６】
　一態様では、本開示は、その標的と特異的に結合することができ、マスキング部分（Ｍ
Ｍ）とカップリングした、抗体または抗体断片（ＡＢ）を含む改変抗体であって、ＭＭの
カップリングにより、標的に対するＭＭとカップリングしたＡＢの解離定数（Ｋｄ）が前
記標的に対するＭＭとカップリングしていないＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高い
、少なくとも１０００倍高い、または少なくとも１０，０００倍高くなるように、ＡＢが
その標的と結合する能力が低下する、改変抗体を提供する。
【０００７】
　別の態様では、本開示は、その標的と特異的に結合することができ、マスキング部分（
ＭＭ）とカップリングした、抗体または抗体断片（ＡＢ）を含む改変抗体であって、ＭＭ
とＡＢとのカップリングにより、標的置換アッセイを用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏでアッセイ
した場合に、ＡＢが標的と結合する能力が、ＭＭとカップリングしていないＡＢが標的と
結合する能力と比較して少なくとも９０％低下する、改変抗体を提供する。そのようなＭ
ＭとＡＢとのカップリングにより、ＡＢがその標的と結合する能力が、少なくとも１２時
間の間または少なくとも２４時間の間または少なくとも７２時間の間低下する。
【０００８】
　別の態様では、改変抗体は切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカップリングしている。Ｃ
Ｍは酵素によって切断することができるか、またはＣＭは還元剤によって還元することが
できるか、またはＣＭは光分解することができる。ＣＭは、少なくとも約１×１０４Ｍ－

１Ｓ－１、または少なくとも５×１０４Ｍ－１Ｓ、または少なくとも１０×１０４Ｍ－１

Ｓの速度で特異的に切断、還元、または光分解することができる。一実施形態では、改変
抗体のＣＭはＭＭ内にある。
【０００９】
　本明細書中で提供する改変抗体中の、ＡＢに対するＭＭの解離定数（Ｋｄ）は、通常、
標的に対するＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高い。一般に、ＡＢに対するＭＭのＫ

ｄは、１０ｎＭ未満、または５ｎＭ未満、または約１ｎＭである。
【００１０】
　一部の実施形態では、改変抗体のＭＭは、ＡＢの抗原結合ドメインと特異的に結合する
ことによって、その標的と結合するＡＢの能力を低下させる。そのような結合は非共有結
合であることができる。改変抗体のＭＭは、その標的とアロステリックまたは立体的に結
合するＡＢの能力を低下させることができる。具体的な実施形態では、改変抗体のＭＭは
、ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％より高いアミノ酸配列類似性を含まない。
【００１１】
　具体的な実施形態では、改変抗体のＡＢは、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃ
Ｆｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる
群より選択される抗体断片である。
【００１２】
　関連する実施形態では、改変抗体のＡＢは、表２の抗体からなる群より選択されるか、
または、具体的には、ＡＢの供給源は、セツキシマブ（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）、パニツム
マブ（ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ）、インフリキシマブ（ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）、アダリ
ムマブ（ａｄａｌｉｍｕｍａｂ）、エファリツマブ（ｅｆａｌｉｚｕｍａｂ）、イピリム
マブ（ｉｐｉｌｉｍｕｍａｂ）、トレメリムマブ（ｔｒｅｍｅｌｉｍｕｍａｂ）、アデカ
ツムマブ（ａｄｅｃａｔｕｍｕｍａｂ）、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ（ａｌｅｍｔｕｚ
ｕｍａｂ）、ラニビズマブ（ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ）、トシツモマブ（ｔｏｓｉｔｕｍ
ｏｍａｂ）、イブリツモマブチウキセタン（ｉｂｒｉｔｕｍｏｍａｂ　ｔｉｕｘｅｔａｎ
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）、リツキシマブ（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）、インフリキシマブ（ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）
、ベバシズマブ（ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ）、もしくはフィギツムマブ（ｆｉｇｉｔｕｍ
ｕｍａｂ）である。具体的な実施形態では、改変抗体はアレムツズマブではない。
【００１３】
　関連する実施形態では、ＡＢの標的は、表１の標的からなる群より選択される。例示的
な実施形態では、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ
－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏ
ｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧ
Ｆ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩ
Ｌ４である。具体的な一実施形態では、標的はＣＤ５２ではない。
【００１４】
　具体的な実施形態では、改変抗体は第２のＡＢをさらに含み、第２のＡＢの標的は表１
の標的からなる群より選択される。
【００１５】
　関連する実施形態では、ＣＭは表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である
。具体的な実施形態では、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、Ｍ
ＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ
－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。改変したＡＢがＣＭを含む、その
ような実施形態では、ＡＢは表２の抗体からなる群より選択され、具体的には、セツキシ
マブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ
、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシ
ツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマ
ブ、またはフィギツムマブからであることができる。例示的な一実施形態では、ＡＢはア
レムツズマブではない。
【００１６】
　改変抗体がＣＭおよびＭＭとカップリングしたＡＢを含む一実施形態では、標的は表１
の標的からなる群より選択されるか、または、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ
１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔ
ｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２
、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、Ｃ
Ｄ４４、ＤＬＬ４、もしくはＩＬ４である。例示的な一実施形態では、標的はＣＤ５２で
はない。
【００１７】
　改変抗体は、酵素によって特異的に修飾することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ
）とさらにカップリングしていることができる。この実施形態では、第２の切断可能は、
レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプ
シン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰ
ＳＡの基質である。
【００１８】
　別の具体的な実施形態では、改変抗体はＡＢとＭＭとの間に位置するリンカーペプチド
をさらに含むか、または、改変抗体はＭＭとＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさ
らに含むか、または、改変抗体はＡＢとＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに
含むか、または、改変抗体は、第１のリンカーペプチドがＡＢとＣＭとの間に位置し、第
２のリンカーペプチドがＭＭとＣＭとの間に位置する、２つのリンカーペプチドをさらに
含む。リンカーは、切断可能なリンカー、切断不可能なリンカー、および分枝状リンカー
からなる群より選択される。
【００１９】
　特定の実施形態では、改変抗体は検出可能な部分をさらに含む。具体的な一実施形態で
は、検出可能な部分は診断剤である。
【００２０】
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　特定の一実施形態では、本明細書中に記載の改変抗体は、ＡＢと結合体化した薬剤をさ
らに含む。一態様では、薬剤は治療剤、たとえば抗腫瘍剤である。そのような実施形態で
は、薬剤はＡＢの炭水化物部分と結合体化しており、炭水化物部分は、ＡＢの抗原結合領
域の外に配置されていることができる。あるいは、薬剤はＡＢのスルフヒドリル基と結合
体化している。
【００２１】
　本明細書中で提供する改変抗体は、生物に投与した場合に少なくとも５日間の血清半減
期を示す。
【００２２】
　本明細書中で提供する改変抗体の一部のＭＭのコンセンサス配列は、ＣＩＳＰＲＧＣ、
Ｃ（Ｎ／Ｐ）Ｈ（ＨＶＦ）（Ｙ／Ｔ）（Ｆ／Ｗ／Ｔ／Ｌ）（Ｙ／Ｇ／Ｔ／Ｓ）（Ｔ／Ｓ／
Ｙ／Ｈ）ＣＧＣＩＳＰＲＧＣＧ、ｘＣｘｘＹＱＣＬｘｘｘｘｘｘ、ＸＸＱＰｘＰＰＲＶＸ
Ｘ、ＰｘＰＧＦＰＹＣｘｘｘｘ、ｘｘｘｘＱｘｘＰＷＰＰ、ＧｘＧｘＣＹＴＩＬＥｘｘＣ
ｘｘｘＲ、ＧｘｘｘＣＹｘＩｘＥｘｘＣｘｘｘｘ、ＧｘｘｘＣＹｘＩｘＥｘＷＣｘｘｘｘ
、ｘｘｘＣＣｘｘＹｘＩｘｘＣＣｘｘｘ、またはｘｘｘｘｘＹｘＩＬＥｘｘｘｘｘである
。具体的な実施形態では、コンセンサス配列は、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＥＦＧＲ抗体、また
は抗ＣＴＬＡ－４抗体との結合に特異的である。
【００２３】
　関連する態様では、本開示は、その標的と特異的に結合することができる抗体または抗
体断片（ＡＢ）と、ＡＢとその標的との特異的結合を阻害することができる、ＡＢとカッ
プリングしたマスキング部分（ＭＭ）と、酵素によって特異的に切断することができるＡ
Ｂとカップリングした切断可能な部分（ＣＭ）とを含む活性化可能な抗体（ＡＡ）であっ
て、ＡＡがＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在下にない場合に、ＭＭは、ＡＡが
ＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在下にあってＭＭがＡＢとその標的との特異的
結合を阻害しない場合と比較して、ＡＢとその標的との特異的結合を少なくとも９０％低
下させる、活性化可能な抗体（ＡＡ）を提供する。具体的な実施形態では、ＡＢとその標
的との結合が、少なくとも１２時間の間、または少なくとも２４時間の間、または少なく
とも７２時間の間低下される。
【００２４】
　一実施形態では、ＡＡ中、標的に対するＭＭおよびＣＭとカップリングしたＡＢの解離
定数（Ｋｄ）は、標的に対するＭＭおよびＣＭとカップリングしていないＡＢのＫｄより
も少なくとも１００倍高い。関連する実施形態では、ＡＢに対するＭＭの解離定数（Ｋｄ

）は、標的に対するＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高い。一般に、ＡＢに対するＭ
ＭのＫｄは、１０ｎＭ未満、または５ｎＭ未満、または約１ｎＭである。
【００２５】
　ＡＡの一部の実施形態では、ＭＭはＡＢの抗原結合ドメインと特異的に結合することが
できる。
【００２６】
　ＡＡの一部の実施形態では、ＣＭは、酵素によって、少なくとも約１×１０４Ｍ－１Ｓ
－１、または少なくとも５×１０４Ｍ－１Ｓ、または少なくとも１０×１０４Ｍ－１Ｓの
速度で特異的に切断することができる。
【００２７】
　ＡＢが抗体断片であるＡＡの特定の実施形態では、抗体断片は、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａ
ｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイ
ン軽鎖抗体からなる群より選択される。
【００２８】
　特定の実施形態では、ＡＡのＡＢは、表２の抗体からなる群より選択される。具体的な
実施形態では、ＡＢは、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ
、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレ
ムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ
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、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである。
【００２９】
　特定の実施形態では、ＡＡの標的は、表１の標的からなる群より選択される。具体的な
実施形態では、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－
４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔ
ｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ
１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ
４である。
【００３０】
　具体的な一実施形態では、ＡＢはアレムツズマブではなく、標的はＣＤ５２ではない。
【００３１】
　特定の実施形態では、ＡＡのＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４
、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベ
ータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。具体的な実施形態では、ＡＡ
は、酵素によって特異的に修飾することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ）とさらに
カップリングしている。この実施形態では、第２のＣＭは、レグマイン、プラスミン、Ｔ
ＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中
球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。
【００３２】
　本明細書中に提供するＡＡの一部の実施形態では、ＣＭはＭＭ内に位置する。
【００３３】
　本明細書中に提供するＡＡの一部の実施形態では、ＭＭは、ＡＢの天然の結合パートナ
ーに対して５０％より高いアミノ酸配列類似性を含まない。
【００３４】
　一部の実施形態では、ＡＡは、ＭＭとＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに
含む。具体的な実施形態では、リンカーペプチドはＡＢとＣＭとの間に位置する。
【００３５】
　特定の実施形態では、本明細書中に提供するＡＡは、ＡＢと結合体化した検出可能な部
分または薬剤をさらに含む。
【００３６】
　さらに別の態様では、本開示は、それぞれがその標的と特異的に結合することができる
、２つの抗体または抗体断片（ＡＢ１およびＡＢ２）と、ＡＢ１およびＡＢ２とその標的
との特異的結合を阻害することができる、ＡＢ１またはＡＢ２のどちらかとカップリング
した少なくとも１つのマスキング部分（ＭＭ）と、酵素によって特異的に切断されて、Ａ
ＡＣ組成物を活性化することができる、ＡＢ１またはＡＢ２のどちらかとカップリングし
た少なくとも１つの切断可能な部分（ＣＭ）とを含む活性化可能な抗体複合体（ＡＡＣ）
であって、ＡＡＣが切断されていない状態である場合、ＭＭはＡＢ１およびＡＢ２とその
標的との特異的結合を阻害し、ＡＡＣが切断された状態である場合、ＭＭはＡＢ１および
ＡＢ２とその標的との特異的結合を阻害しない、活性化可能な抗体複合体（ＡＡＣ）を提
供する。
【００３７】
　一実施形態では、ＡＡＣは二重特異的であり、ＡＢ１およびＡＢ２は同じ標的上の同じ
エピトープと結合するか、またはＡＢ１およびＡＢ２は同じ標的上の異なるエピトープと
結合するか、またはＡＢ１およびＡＢ２は異なる標的上の異なるエピトープと結合する。
【００３８】
　ＡＡＣの一実施形態では、ＣＭは、酵素によって少なくとも約１×１０４Ｍ－１Ｓ－１

の速度で特異的に切断することができる。
【００３９】
　ＡＡＣのＡＢ１またはＡＢ２が抗体断片である実施形態では、抗体断片は、Ｆａｂ’断
片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、単一ドメイン重鎖抗体、および
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単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される。
【００４０】
　ＡＡＣの一実施形態では、ＡＢ１および／またはＡＢ２は、表２の抗体からなる群より
選択される。具体的な実施形態では、ＡＢ１および／またはＡＢ２は、セツキシマブ、パ
ニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメ
リムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ
、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、また
はフィギツムマブである。
【００４１】
　ＡＡＣの一実施形態では、ＡＢ１および／またはＡＢ２の標的は、表１の標的からなる
群より選択される。関連する実施形態では、ＡＢ１および／またはＡＢ２の標的は、ＥＧ
ＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、
ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａ
ｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇ
ｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である。具体的な実施形態
では、ＡＢ１およびＡＢ２は、それぞれ、ＥＧＦＲおよびＶＥＧＦ、Ｎｏｔｃｈ受容体お
よびＥＧＦＲ、ＪａｇｇｅｄリガンドおよびＥＧＦＲまたはｃＭＥＴおよびＶＥＧＦと結
合することができる。
【００４２】
　関連するＡＡＣの実施形態では、ＣＭは表３の酵素からなる群より選択される酵素の基
質である。具体的な実施形態では、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３
／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ
、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。さらに別の具体的な実施
形態では、ＡＡＣは、酵素によって特異的に切断することができる第２の切断可能な部分
（ＣＭ）とさらにカップリングしており、第２のＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭ
ＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球
エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。
【００４３】
　ＡＡＣの具体的な実施形態では、ＭＭは、ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％
より高いアミノ酸配列類似性を含まない。
【００４４】
　ＡＡＣの他の具体的な実施形態では、ＡＡＣは、検出可能な部分をさらに含む、または
薬剤とさらに結合体化している。
【００４５】
　また、本明細書中では、被験体における状態を処置または診断する方法であって、その
標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）と、ＡＢとその標的と
の特異的結合を阻害することができる、ＡＢとカップリングしたマスキング部分（ＭＭ）
と、酵素によって特異的に切断することができるＡＢとカップリングした切断可能な部分
（ＣＭ）とを含む組成物を被験体に投与することを含み、被験体に投与した際、ＡＡがＣ
Ｍを切断するために十分な酵素活性の存在下にない場合に、ＭＭは、ＡＡがＣＭを切断す
るために十分な酵素活性の存在下にあってＭＭがＡＢとその標的との特異的結合を阻害し
ない場合と比較して、ＡＢとその標的との特異的結合を少なくとも９０％低下させる、方
法も提供する。
【００４６】
　本方法では、ＡＢは、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡ
ｂ、単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される。
【００４７】
　具体的な実施形態では、状態は癌である。
【００４８】
　別の具体的な実施形態では、ＭＭはＡＢの天然の結合パートナーではない。
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【００４９】
　本方法の様々な実施形態では、ＡＢは表２の抗体からなる群より選択される。具体的に
は、一部の実施形態では、ＡＢは、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、ア
ダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５
ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リ
ツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである。
【００５０】
　本方法の様々な実施形態では、標的は表１の標的の群から選択される。具体的な実施形
態では、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅ
ｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３
、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、
トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４であ
る。
【００５１】
　本方法の非常に具体的な一実施形態では、ＡＢはアレムツズマブではなく、標的はＣＤ
５２ではない。
【００５２】
　本方法の様々な実施形態では、ＣＭは表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質
である。具体的な実施形態では、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／
４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、
ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。
【００５３】
　また、本明細書中では、哺乳動物被験体において血管形成を阻害する方法であって、そ
れを必要としている被験体に、治療上有効な量の、改変したＡＢ、ＡＡ、ＡＡＣ、または
ＡＡＣＪを含む医薬組成物を投与することを含み、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、
ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎ
ｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅ
ｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１
、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である、方法も提供する。具体的な実施形態では、
ＡＢは、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファリズマ
ブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ、ラ
ニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフリキシ
マブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブであり、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、
ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好
中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。
【００５４】
　また、本明細書中では、活性化可能な抗体（ＡＡ）組成物を作製する方法であって、そ
の標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）を提供するステップ
と、ＡＢとその標的との特異的結合を阻害することができるマスキング部分（ＭＭ）を、
ＡＢとカップリングさせるステップと、酵素によって特異的に切断することができる切断
可能な部分（ＣＭ）を、ＡＢとカップリングさせるステップとを含み、標的に対するＭＭ
とカップリングしたＡＢの解離定数（Ｋｄ）が標的に対するＭＭとカップリングしていな
いＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高い、方法も提供する。
【００５５】
　本方法の一実施形態では、ＡＢは、表２の抗体からなる群より選択される抗体であるか
、またはそれに由来する。具体的な実施形態では、ＡＢは、セツキシマブ、パニツムマブ
、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、
アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツ
モマブチウキセタン、リツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツ
ムマブであるか、またはそれに由来する。
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【００５６】
　非常に具体的な一実施形態では、ＡＢはアレムツズマブではなく、標的はＣＤ５２では
ない。
【００５７】
　本方法の別の実施形態では、ＣＭは表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質で
ある。具体的な実施形態では、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４
、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベ
ータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。
【００５８】
　また、本明細書中では、候補ペプチドをスクリーニングして抗体または抗体断片（ＡＢ
）と結合することができるマスキング部分（ＭＭ）ペプチドを同定する方法であって、そ
れぞれのペプチド足場が膜貫通タンパク質（ＴＭ）および候補ペプチドを含む、ペプチド
足場のライブラリを提供するステップと、ＡＢをライブラリと接触させるステップと、Ａ
Ｂと結合することができる少なくとも１つの候補ペプチドを同定するステップと、ＡＢに
対する候補ペプチドの解離定数（Ｋｄ）が１～１０ｎＭであるかどうかを決定するステッ
プとを含む方法も提供する。
【００５９】
　本方法の様々な実施形態では、ライブラリはウイルス、細胞または胞子を含む。具体的
な一実施形態では、ライブラリはＥ．ｃｏｌｉを含む。別の実施形態では、ペプチド足場
は検出可能な部分をさらに含む。
【００６０】
　また、最適なマスキング効率で抗体または抗体断片（ＡＢ）をマスキングすることがで
きるマスキング部分（ＭＭ）ペプチドを同定するための別のスクリーニング方法であって
、それぞれが候補ペプチドとカップリングした、標的と特異的に結合することができる複
数のＡＢを含むライブラリを提供するステップと、それぞれのライブラリメンバーを標的
と共にインキュベートするステップと、標的に対するそれぞれのライブラリメンバーの結
合親和性を、標的に対する候補ペプチドとカップリングしていないそれぞれのＡＢの結合
親和性と比較するステップとを含む方法も提供する。具体的な実施形態では、最適な結合
効率は、標的に対するライブラリメンバーの結合親和性が、標的に対する改変していない
ＡＢの結合親和性と比較して１０％である場合である。
【００６１】
　また、一態様では、本明細書中では、第１の組織中での抗体治療剤とその標的との結合
の親和性が、抗体治療剤と第２の組織中のその標的との結合よりも低い、バイオアベイラ
ビリティが向上した抗体治療剤も提供する。また、関連する態様では、本明細書中では、
その標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）と、薬学的に許容
される賦形剤とを含む医薬組成物であって、第１の組織中の標的に対する抗体または抗体
断片の親和性は、第２の組織中の標的に対する抗体または抗体断片の親和性よりも低い、
医薬組成物も提供する。具体的な実施形態では、第１の組織中での親和性は、第２の組織
中での親和性の１０～１．０００分の１である。一実施形態では、ＡＢは、ＡＢとその標
的との結合を還元することができるマスキング部分（ＭＭ）および酵素によって特異的に
切断することができる切断可能な部分（ＣＭ）とカップリングしている。
【００６２】
　関連する実施形態では、標的は、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、
ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ
２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ
１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、
またはＩＬ４である。関連する実施形態では、ＣＭは、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰ
ＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エ
ラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である。関連する実施
形態では、抗体または抗体断片は、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、ア
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ダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５
ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リ
ツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである。
【００６３】
　具体的な実施形態では、第１の組織は健康な組織であり、第２の組織は罹患した組織で
あるか、または、第１の組織は早期腫瘍であり、第２の組織は末期腫瘍であるか、第１の
組織は良性腫瘍であり、第２の組織は悪性腫瘍であるか、または、第１の組織および第２
の組織は空間的に分離されているか、または、第１の組織は上皮組織であり、第２の組織
は、乳房、頭部、頸部、肺、膵臓、神経系、肝臓、前立腺、泌尿生殖器、もしくは子宮頸
部（ｃｅｒｅｖｉｃａｌ）の組織である。
【００６４】
　一実施形態では、抗体治療剤は薬剤とさらにカップリングしている。具体的な実施形態
では、薬剤は抗腫瘍剤である。
【００６５】
　また、本明細書中では、診断的および治療的使用のための具体的な組成物も提供する。
本明細書中では、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、レグマインで活性化可能
な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリング
した、プラスミンで活性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキン
グ部分（ＭＭ）とカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗体もしくは抗体断片（
ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／
４で活性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）
とカップリングした、ＰＳＡで活性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物
、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、カテプシンで活性化可能な抗体もしくは
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ヒト好中
球エラスターゼで活性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング
部分（ＭＭ）とカップリングした、ベータ－セクレターゼで活性化可能な抗体もしくは抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ｕＰＡで活
性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカッ
プリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活性化可能な抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含
む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能な
抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングし
た、活性化可能なＥＧＦＲ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分
（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＴＮＦアルファ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ
）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＤ１１ａ
抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングし
た、活性化可能なＣＳＦＲ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分
（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＴＬＡ－４抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）
を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＥｐＣＡＭ抗
体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした
、活性化可能なＣＤ４０Ｌ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分
（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＮｏｔｃｈ１抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）
を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＮｏｔｃｈ３
抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングし
た、活性化可能なＪａｇｇｅｄ１抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキン
グ部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＪａｇｇｅｄ２抗体もしくは抗体断片
（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なセツ
キシマブ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップ
リングした、活性化可能なｖｅｃｔｉｂｉｘ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物
、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なインフリキシマブ抗体もし
くは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性
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化可能なアダリムマブ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（Ｍ
Ｍ）とカップリングした、活性化可能なエファリズマブ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を
含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なイピリムマブ抗
体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした
、活性化可能なトレメリムマブ抗体もしくは抗体断片（ＡＢ）を含む組成物、またはマス
キング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なアデカツムマブ抗体もしくは抗体
断片（ＡＢ）を含む組成物を提供する。
【００６６】
　参考としての組み込み
　本明細書中で言及するすべての出版物、特許、および特許出願は、それぞれの個々の出
版物、特許、または特許出願が具体的かつ個々に参考として組み込まれていると示されて
いる場合と同程度に、本明細書中に参考として組み込まれている。
【００６７】
　本発明の新規特長は、添付の特許請求の範囲中に詳細に記載されている。本発明の特長
および利点のより良好な理解は、本発明の原理を利用した例示的な実施形態を記載する以
下の詳細な説明、および添付の図面を参照することによって得られるであろう。
　したがって、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
　その標的と特異的に結合することができ、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした
、抗体または抗体断片（ＡＢ）を含む改変抗体であって、上記ＭＭのカップリングにより
、上記標的に対する上記ＭＭとカップリングした上記ＡＢの解離定数（Ｋｄ）が上記標的
に対する上記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄの少なくとも１００倍になる
ように、上記ＡＢがその標的と結合する能力が低下する、改変抗体。
（項目２）
　上記標的に対する上記ＭＭとカップリングした上記ＡＢのＫｄが、上記標的に対する上
記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄの少なくとも１０００倍である、項目１
に記載の改変抗体。
（項目３）
　上記標的に対する上記ＭＭとカップリングした上記ＡＢのＫｄが、上記標的に対する上
記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄの少なくとも１０，０００倍である、項
目１に記載の改変抗体。
（項目４）
　標的の存在下で、上記ＭＭと上記ＡＢとのカップリングにより、標的置換アッセイを用
いてｉｎ　ｖｉｔｒｏでアッセイした場合に、上記ＡＢがその標的と結合する能力が、上
記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢがその標的と結合する能力と比較して少なくと
も９０％低下する、項目１に記載の改変抗体。
（項目５）
　上記ＭＭと上記ＡＢとのカップリングにより、上記ＡＢがその標的と結合する能力が少
なくとも１２時間の間低下する、項目４に記載の改変抗体。
（項目６）
　上記ＭＭと上記ＡＢとのカップリングにより、上記ＡＢがその標的と結合する能力が少
なくとも２４時間の間低下する、項目４に記載の改変抗体。
（項目７）
　上記ＭＭと上記ＡＢとのカップリングにより、上記ＡＢがその標的と結合する能力が少
なくとも７２時間の間低下する、項目４に記載の改変抗体。
（項目８）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭの解離定数（Ｋｄ）が、上記標的に対する上記ＡＢのＫｄの
少なくとも１００倍である、項目１に記載の改変抗体。
（項目９）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが１０ｎＭ未満である、項目８に記載の改変抗体。
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（項目１０）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが５ｎＭ未満である、項目８に記載の改変抗体。
（項目１１）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが約１ｎＭである、項目８に記載の改変抗体。
（項目１２）
　切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカップリングしている、項目１に記載の改変抗体。
（項目１３）
　上記ＣＭを酵素によって切断することができる、項目１２に記載の改変抗体。
（項目１４）
　上記ＣＭを還元剤によって還元することができる、項目１２に記載の改変抗体。
（項目１５）
　上記ＣＭを光分解することができる、項目１２に記載の改変抗体。
（項目１６）
　上記ＭＭが上記ＡＢの抗原結合ドメインと特異的に結合することができる、項目１に記
載の改変抗体。
（項目１７）
　上記ＭＭと上記抗原結合ドメインとの結合が非共有結合である、項目１６に記載の改変
抗体。
（項目１８）
　上記ＭＭが、その標的とアロステリックに結合する上記ＡＢの能力を低下させる、項目
１に記載の改変抗体。
（項目１９）
　上記ＭＭが、その標的と立体的に結合する上記ＡＢの能力を低下させる、項目１に記載
の改変抗体。
（項目２０）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも約１×１０４Ｍ－１Ｓ－１の速度で特異的に切断
することができる、項目１２に記載の改変抗体。
（項目２１）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも５×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に切断するこ
とができる、項目２０に記載のＡＢ。
（項目２２）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも１０×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に切断する
ことができる、項目２０に記載の改変抗体。
（項目２３）
　上記抗体断片が、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、
単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される、項目１
に記載の改変抗体。
（項目２４）
　上記ＡＢが表２の抗体からなる群より選択される、項目１に記載の改変抗体。
（項目２５）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目２４に記載の改変抗体。
（項目２６）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目２４に記載の改変抗体。
（項目２７）
　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目１に記載の改変抗体。
（項目２８）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目１に記載の改変抗体。
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（項目２９）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目２７に記載の改変抗体。
（項目３０）
　第２のＡＢをさらに含み、上記第２のＡＢの標的が表１の標的からなる群より選択され
る、項目１に記載の改変抗体。
（項目３１）
　上記ＣＭが上記ＭＭ内に位置する、項目１２に記載の改変抗体。
（項目３２）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目１２に記載の
改変抗体。
（項目３３）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目３２に記載の改変抗体。
（項目３４）
　上記ＡＢが表２の抗体からなる群より選択される、項目３２に記載の改変抗体。
（項目３５）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目３２に記載の改変抗体。
（項目３６）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目３４に記載の改変抗体。
（項目３７）
　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目３２に記載の改変抗体。
（項目３８）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目３７に記載の改変抗体。
（項目３９）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目３７に記載の改変抗体。
（項目４０）
　酵素によって特異的に修飾することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカ
ップリングしている、項目１２に記載の改変抗体。
（項目４１）
　上記第２のＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、Ｍ
Ｔ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレター
ゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目４０に記載の改変抗体。
（項目４２）
　上記ＭＭが、上記ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％より高いアミノ酸配列類
似性を含まない、項目１に記載の改変抗体。
（項目４３）
　上記ＡＢと上記ＭＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに含む、項目１に記載の
改変抗体。
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（項目４４）
　上記ＭＭと上記ＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに含む、項目１２に記載
の改変抗体。
（項目４５）
　上記ＡＢと上記ＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに含む、項目１２に記載
の改変抗体。
（項目４６）
　第１のリンカーペプチドが上記ＡＢと上記ＣＭとの間に位置し、第２のリンカーペプチ
ドが上記ＭＭと上記ＣＭとの間に位置する、２つのリンカーペプチドをさらに含む、項目
１２に記載の改変抗体。
（項目４７）
　上記リンカーが、切断可能なリンカー、切断不可能なリンカー、および分枝状リンカー
からなる群より選択される、項目４３に記載の改変抗体。
（項目４８）
　上記リンカーが、切断可能なリンカー、切断不可能なリンカー、および分枝状リンカー
からなる群より選択される、項目４４に記載の改変抗体。
（項目４９）
　上記リンカーが、切断可能なリンカー、切断不可能なリンカー、および分枝状リンカー
からなる群より選択される、項目４５に記載の改変抗体。
（項目５０）
　上記リンカーが、切断可能なリンカー、切断不可能なリンカー、および分枝状リンカー
からなる群より選択される、項目４６に記載の改変抗体。
（項目５１）
　検出可能な部分をさらに含む、項目１に記載の改変抗体。
（項目５２）
　酵素によって特異的に修飾することができる上記ＡＢとカップリングした切断可能な部
分（ＣＭ）をさらに含む、項目４７に記載の改変抗体。
（項目５３）
　上記検出可能な部分が診断剤である、項目４７に記載の改変抗体。
（項目５４）
　上記ＡＢと結合体化した薬剤をさらに含む、項目１に記載の改変抗体。
（項目５５）
　上記薬剤が治療剤である、項目５４に記載の改変抗体。
（項目５６）
　特異的に切断することができる上記ＡＢとカップリングした切断可能な部分（ＣＭ）を
さらに含む、項目５４に記載の改変抗体。
（項目５７）
　上記薬剤が抗腫瘍剤である、項目５６に記載の改変抗体。
（項目５８）
　上記抗体または抗体断片が、表２の抗体からなる群より選択される、項目５６に記載の
改変抗体。
（項目５９）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目５６に記載の改変抗体。
（項目６０）
　上記抗体または抗体断片が、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリ
ムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８
、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキ
シマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目５８に記
載の改変抗体。
（項目６１）
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　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目５６に記載の改変抗体。
（項目６２）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目５６に記載の改変抗体。
（項目６３）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目６１に記載の改変抗体。
（項目６４）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目５６に記載の
改変抗体。
（項目６５）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目６４に記載の改変抗体。
（項目６６）
　上記ＣＭを光分解によって切断することができる、項目５６に記載の改変抗体。
（項目６７）
　上記薬剤が上記ＡＢの炭水化物部分と結合体化している、項目５４に記載の改変抗体。
（項目６８）
　上記炭水化物部分が上記ＡＢの抗原結合領域の外に配置されている、項目６７に記載の
改変抗体。
（項目６９）
　上記薬剤が上記ＡＢのスルフヒドリル基と結合体化している、項目５４に記載の改変抗
体。
（項目７０）
　生物に投与した場合に、上記組成物の血清半減期が少なくとも５日間である、項目１２
に記載の改変抗体。
（項目７１）
　上記ＭＭのコンセンサス配列が、ＣＩＳＰＲＧＣ、Ｃ（Ｎ／Ｐ）Ｈ（ＨＶＦ）（Ｙ／Ｔ
）（Ｆ／Ｗ／Ｔ／Ｌ）（Ｙ／Ｇ／Ｔ／Ｓ）（Ｔ／Ｓ／Ｙ／Ｈ）ＣＧＣＩＳＰＲＧＣＧ、ｘ
ＣｘｘＹＱＣＬｘｘｘｘｘｘ、ＸＸＱＰｘＰＰＲＶＸＸ、ＰｘＰＧＦＰＹＣｘｘｘｘ、ｘ
ｘｘｘＱｘｘＰＷＰＰ、ＧｘＧｘＣＹＴＩＬＥｘｘＣｘｘｘＲ、ＧｘｘｘＣＹｘＩｘＥｘ
ｘＣｘｘｘｘ、ＧｘｘｘＣＹｘＩｘＥｘＷＣｘｘｘｘ、ｘｘｘＣＣｘｘＹｘＩｘｘＣＣｘ
ｘｘ、またはｘｘｘｘｘＹｘＩＬＥｘｘｘｘｘである、項目１に記載の改変抗体。
（項目７２）
　上記コンセンサス配列が、抗ＶＥＧＦ抗体、抗ＥＦＧＲ抗体、または抗ＣＴＬＡ－４抗
体との結合に特異的である、項目５７に記載の改変抗体。
（項目７３）
　その標的と特異的に結合することができ、マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした
、抗体または抗体断片（ＡＢ）を含む改変抗体であって、上記ＭＭと上記ＡＢとのカップ
リングにより、標的置換アッセイを用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏでアッセイした場合に、上記
ＡＢが上記標的と結合する能力が、上記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢが上記標
的と結合する能力と比較して少なくとも９０％低下する、改変抗体。
（項目７４）
　上記ＡＢと上記標的との結合が少なくとも１２時間の間低下される、項目７３に記載の
改変抗体。
（項目７５）
　上記ＡＢと上記標的との結合が少なくとも２４時間の間低下される、項目７３に記載の
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改変抗体。
（項目７６）
　上記ＡＢと上記標的との結合が少なくとも７２時間の間低下される、項目７３に記載の
改変抗体。
（項目７７）
　上記標的に対する上記ＭＭとカップリングした上記ＡＢの解離定数（Ｋｄ）が上記標的
に対する上記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高
い、項目７３に記載の改変抗体。
（項目７８）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭの解離定数（Ｋｄ）が上記標的に対する上記ＡＢのＫｄより
も少なくとも１００倍高い、項目７３に記載の改変抗体。
（項目７９）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが１０ｎＭ未満である、項目７８に記載の改変抗体。
（項目８０）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが５ｎＭ未満である、項目７８に記載の改変抗体。
（項目８１）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが約１ｎＭである、項目７８に記載の改変抗体。
（項目８２）
　上記ＡＢと上記ＭＭとの間にリンカーをさらに含む、項目７３に記載の改変抗体。
（項目８３）
　上記リンカーが切断可能な部分（ＣＭ）を含む、項目８２に記載の改変抗体。
（項目８４）
　上記ＭＭが上記ＡＢの抗原結合ドメインと特異的に結合することができる、項目７３に
記載の改変抗体。
（項目８５）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも１×１０４Ｍ－１Ｓ－１の速度で特異的に切断す
ることができる、項目８３に記載の改変抗体。
（項目８６）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも５×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に切断するこ
とができる、項目８３に記載の改変抗体。
（項目８７）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも１０×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に切断する
ことができる、項目８３に記載の改変抗体。
（項目８８）
　上記ＣＭを還元剤によって切断することができる、項目８３に記載の改変抗体。
（項目８９）
　上記ＣＭを光分解によって切断することができる、項目８３に記載の改変抗体。
（項目９０）
　上記抗体断片が、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、
単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される、項目７
３に記載の改変抗体。
（項目９１）
　上記ＡＢが表２の抗体からなる群より選択される、項目７３に記載の改変抗体。
（項目９２）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目９１に記載の改変抗体。
（項目９３）
　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目７３に記載の改変抗体。
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（項目９４）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目９３に記載の改変抗体。
（項目９５）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目７３に記載の改変抗体。
（項目９６）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目７３に記載の改変抗体。
（項目９７）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目８３に記載の
改変抗体。
（項目９８）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目９７に記載の改変抗体。
（項目９９）
　酵素によって特異的に修飾することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカ
ップリングしている、項目８３に記載の改変抗体。
（項目１００）
　上記第２のＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、Ｍ
Ｔ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレター
ゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目９９に記載の改変抗体。
（項目１０１）
　上記ＭＭが、上記ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％より高いアミノ酸配列類
似性を含まない、項目７３に記載の改変抗体。
（項目１０２）
　検出可能な部分をさらに含む、項目７３に記載の改変抗体。
（項目１０３）
　上記ＡＢと結合体化した薬剤をさらに含む、項目７３に記載の改変抗体。
（項目１０４）
　（ａ）その標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）と、
　（ｂ）上記ＡＢとその標的との特異的結合を阻害することができる、上記ＡＢとカップ
リングしたマスキング部分（ＭＭ）と、
　（ｃ）酵素によって特異的に切断することができる上記ＡＢとカップリングした切断可
能な部分（ＣＭ）と
を含む活性化可能な抗体（ＡＡ）であって、
上記ＡＡが上記ＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在下にない場合に、上記ＭＭが
、上記ＡＡが上記ＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在下にあって上記ＭＭが上記
ＡＢとその標的との特異的結合を阻害しない場合と比較して、上記ＡＢとその標的との特
異的結合を少なくとも９０％低下させる、活性化可能な抗体（ＡＡ）。
（項目１０５）
　上記ＡＢとその標的との結合が少なくとも１２時間の間低下される、項目１０４に記載
のＡＡ。
（項目１０６）
　上記ＡＢとその標的との結合が少なくとも２４時間の間低下される、項目１０４に記載
のＡＡ。
（項目１０７）
　上記ＡＢとその標的との結合が少なくとも７２時間の間低下される、項目１０４に記載
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のＡＡ。
（項目１０８）
　上記標的に対する上記ＭＭおよびＣＭとカップリングした上記ＡＢの解離定数（Ｋｄ）
が、上記標的に対する上記ＭＭおよびＣＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄより
も少なくとも１００倍高い、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１０９）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭの解離定数（Ｋｄ）が上記標的に対する上記ＡＢのＫｄより
も少なくとも１００倍高い、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１１０）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが１０ｎＭ未満である、項目１０９に記載の改変抗体
。
（項目１１１）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが５ｎＭ未満である、項目１０９に記載の改変抗体。
（項目１１２）
　上記ＡＢに対する上記ＭＭのＫｄが約１ｎＭである、項目１０９に記載の改変抗体。
（項目１１３）
　上記ＭＭが上記ＡＢの抗原結合ドメインと特異的に結合することができる、項目１０４
に記載のＡＡ。
（項目１１４）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも約１×１０４Ｍ－１Ｓ－１の速度で特異的に切断
することができる、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１１５）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも５×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に還元するこ
とができる、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１１６）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも１０×１０４Ｍ－１Ｓの速度で特異的に還元する
ことができる、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１１７）
　上記抗体断片が、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、
単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される、項目１
０４に記載のＡＡ。
（項目１１８）
　上記ＡＢが表２の抗体からなる群より選択される、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１１９）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目１１８に記載のＡＡ。
（項目１２０）
　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１２１）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目１２０に記載のＡＡ。
（項目１２２）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１２３）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目１０４に記載のＡＡ。
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（項目１２４）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目１０４に記載
のＡＡ。
（項目１２５）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１２４に記載のＡＡ。
（項目１２６）
　酵素によって特異的に修飾することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカ
ップリングしている、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１２７）
　上記第２のＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、Ｍ
Ｔ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレター
ゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１２６に記載のＡＡ。
（項目１２８）
　上記ＣＭが上記ＭＭ内に位置する、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１２９）
　上記ＭＭが、上記ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％より高いアミノ酸配列類
似性を含まない、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１３０）
　上記ＭＭと上記ＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに含む、項目１０４に記
載のＡＡ。
（項目１３１）
　上記ＡＢと上記ＣＭとの間に位置するリンカーペプチドをさらに含む、項目１０４に記
載のＡＡ。
（項目１３２）
　検出可能な部分をさらに含む、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１３３）
　上記ＡＢと結合体化した薬剤をさらに含む、項目１０４に記載のＡＡ。
（項目１３４）
　（ａ）それぞれがその標的と特異的に結合することができる、２つの抗体または抗体断
片（ＡＢ１およびＡＢ２）と、
　（ｂ）ＡＢ１およびＡＢ２とその標的との特異的結合を阻害することができる、ＡＢ１
またはＡＢ２のどちらかとカップリングした少なくとも１つのマスキング部分（ＭＭ）と
、
　（ｃ）酵素によって特異的に切断されて、ＡＡＣ組成物を活性化することができる、Ａ
Ｂ１またはＡＢ２のどちらかとカップリングした少なくとも１つの切断可能な部分（ＣＭ
）と
を含む活性化可能な抗体複合体（ＡＡＣ）であって、
上記ＡＡＣが切断されていない状態である場合、上記ＭＭはＡＢ１およびＡＢ２とその標
的との特異的結合を阻害し、上記ＡＡＣが切断された状態である場合、上記ＭＭはＡＢ１
およびＡＢ２とその標的との特異的結合を阻害しない、活性化可能な抗体複合体（ＡＡＣ
）。
（項目１３５）
　上記複合体が二重特異的である、項目１３４に記載の組成物。
（項目１３６）
　ＡＢ１およびＡＢ２が同じ標的上の同じエピトープと結合する、項目１３４に記載の組
成物。
（項目１３７）
　ＡＢ１およびＡＢ２が同じ標的上の異なるエピトープと結合する、項目１３４に記載の
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組成物。
（項目１３８）
　ＡＢ１およびＡＢ２が異なる標的上の異なるエピトープと結合する、項目１３４に記載
の組成物。
（項目１３９）
　上記ＣＭを、酵素によって少なくとも約１×１０４Ｍ－１Ｓ－１の速度で特異的に切断
することができる、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４０）
　上記抗体断片が、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、
単一ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される、項目１
３４に記載の組成物。
（項目１４１）
　ＡＢ１および／またはＡＢ２が、表２の抗体からなる群より選択される、項目１３４に
記載の組成物。
（項目１４２）
　ＡＢ１および／またはＡＢ２が、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、ア
ダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５
ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リ
ツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目１３
４に記載の組成物。
（項目１４３）
　上記標的が表１の標的からなる群より選択される、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４４）
　ＡＢ１および／またはＡＢ２が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、
ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ
２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ
１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、
またはＩＬ４である、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４５）
　ＡＢ１およびＡＢ２が、それぞれ、ＥＧＦＲおよびＶＥＧＦ、Ｎｏｔｃｈ受容体および
ＥＧＦＲ、ＪａｇｇｅｄリガンドおよびＥＧＦＲまたはｃＭＥＴおよびＶＥＧＦと結合す
ることができる、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４６）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目１３４に記載
の組成物。
（項目１４７）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４８）
　酵素によって特異的に切断することができる第２の切断可能な部分（ＣＭ）とさらにカ
ップリングしている、項目１３４に記載の組成物。
（項目１４９）
　上記第２のＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、Ｍ
Ｔ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレター
ゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１４８に記載の組成物。
（項目１５０）
　上記ＭＭが、上記ＡＢの天然の結合パートナーに対して５０％より高いアミノ酸配列類
似性を含まない、項目１３４に記載の組成物。
（項目１５１）
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　検出可能な部分をさらに含む、項目１３４に記載の組成物。
（項目１５２）
　上記ＡＢと結合体化した薬剤をさらに含む、項目１３４に記載の組成物。
（項目１５３）
　被験体における状態を処置または診断する方法であって、
　（ａ）その標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）と、
　（ｂ）上記ＡＢとその標的との特異的結合を阻害することができる、上記ＡＢとカップ
リングしたマスキング部分（ＭＭ）と、
　（ｃ）酵素によって特異的に切断することができる上記ＡＢとカップリングした切断可
能な部分（ＣＭ）と
を含む組成物を上記被験体に投与することを含み、
上記被験体に投与した際、上記ＡＡが上記ＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在下
にない場合に、上記ＭＭが、上記ＡＡが上記ＣＭを切断するために十分な酵素活性の存在
下にあって上記ＭＭが上記ＡＢとその標的との特異的結合を阻害しない場合と比較して、
上記ＡＢとその標的との特異的結合を少なくとも９０％低下させる、方法。
（項目１５４）
　上記ＡＢが、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、ｓｃＡＢ、ｄＡｂ、単一
ドメイン重鎖抗体、および単一ドメイン軽鎖抗体からなる群より選択される、項目１５３
に記載の方法。
（項目１５５）
　上記状態が癌である、項目１５３に記載の方法。
（項目１５６）
　上記ＭＭが上記ＡＢの天然の結合パートナーではない、項目１５３に記載の方法。
（項目１５７）
　上記ＡＢが表２の抗体からなる群より選択される、項目１５３に記載の方法。
（項目１５８）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目１５７に記載の方法。
（項目１５９）
　上記標的が表１の標的の群から選択される、項目１５３に記載の方法。
（項目１６０）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目１５９に記載の方法。
（項目１６１）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目１５３に記載の方法。
（項目１６２）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目１５３に記載の方法。
（項目１６３）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目１５３に記載
の方法。
（項目１６４）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１６３に記載の方法。
（項目１６５）
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　哺乳動物被験体において血管形成を阻害する方法であって、血管形成の阻害を必要とし
ている被験体に、治療上有効な量の項目１２に記載の医薬組成物を投与することを含む、
方法。
（項目１６６）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目１６５に記載の方法。
（項目１６７）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目１６５に記載の方法。
（項目１６８）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１６５に記載の方法。
（項目１６９）
　活性化可能な抗体（ＡＡ）組成物を作製する方法であって、
　（ａ）その標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）を提供す
るステップと、
　（ｂ）上記ＡＢとその標的との特異的結合を阻害することができるマスキング部分（Ｍ
Ｍ）を、上記ＡＢとカップリングさせるステップと、
　（ｃ）酵素によって特異的に切断することができる切断可能な部分（ＣＭ）を、上記Ａ
Ｂとカップリングさせるステップと
を含み、
上記標的に対する上記ＭＭとカップリングした上記ＡＢの解離定数（Ｋｄ）が上記標的に
対する上記ＭＭとカップリングしていない上記ＡＢのＫｄよりも少なくとも１００倍高い
、方法。
（項目１７０）
　上記ＡＢが、表２の抗体からなる群より選択される抗体であるか、またはそれに由来す
る、項目１６６に記載の方法。
（項目１７１）
　上記ＡＢが、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファ
リズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマ
ブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフ
リキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブであるか、あるいはそれに由来する、
項目１６６に記載の方法。
（項目１７２）
　上記ＡＢがアレムツズマブではない、項目１６６に記載の方法。
（項目１７３）
　上記標的がＣＤ５２ではない、項目１６６に記載の方法。
（項目１７４）
　上記ＣＭが表３の酵素からなる群より選択される酵素の基質である、項目１６６に記載
の方法。
（項目１７５）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１６６に記載の方法。
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（項目１７６）
　候補ペプチドをスクリーニングして抗体または抗体断片（ＡＢ）と結合することができ
るマスキング部分（ＭＭ）ペプチドを同定する方法であって、
　（ａ）それぞれのペプチド足場が、
　　（ｉ）膜貫通タンパク質（ＴＭ）、および
　　（ｉｉ）候補ペプチド
を含む、ペプチド足場のライブラリを提供するステップと、
　（ｂ）ＡＢを上記ライブラリと接触させるステップと、
　（ｃ）上記ＡＢと結合することができる少なくとも１つの候補ペプチドを同定するステ
ップと、
　（ｄ）上記ＡＢに対する上記候補ペプチドの解離定数（Ｋｄ）が１～１０ｎＭであるか
どうかを決定するステップと
を含む、方法。
（項目１７７）
　上記ライブラリがウイルス、細胞または胞子を含む、項目１７６に記載の方法。
（項目１７８）
　上記ライブラリがＥ．ｃｏｌｉを含む、項目１７６に記載の方法。
（項目１７９）
　上記ペプチド足場が検出可能な部分をさらに含む、項目１７６に記載の方法。
（項目１８０）
　候補ペプチドをスクリーニングして、最適なマスキング効率で抗体または抗体断片（Ａ
Ｂ）をマスキングすることができるマスキング部分（ＭＭ）ペプチドを同定する方法であ
って、
　（ａ）それぞれが候補ペプチドとカップリングした、標的と特異的に結合することがで
きる複数のＡＢを含むライブラリを提供するステップと、
　（ｂ）それぞれのライブラリメンバーを上記標的と共にインキュベートするステップと
、
　（ｃ）上記標的に対するそれぞれのライブラリメンバーの結合親和性を、上記標的に対
する候補ペプチドとカップリングしていないそれぞれのＡＢの結合親和性と比較するステ
ップと
を含む、方法。
（項目１８１）
　ステップｃにおいて、最適な結合効率が、上記標的に対するライブラリメンバーの結合
親和性が、上記標的に対する改変していない上記ＡＢの結合親和性と比較して１０％であ
る場合である、項目１８０に記載の方法。
（項目１８２）
　上記ＡＢが同じである、項目１８０に記載の方法。
（項目１８３）
　バイオアベイラビリティが向上した抗体治療剤であって、第１の組織中での上記抗体治
療剤とその標的との結合の親和性が、第２の組織中での上記抗体治療剤とその標的との結
合と比較した場合により低い、抗体治療剤。
（項目１８４）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目１８３に記載の抗体治療剤。
（項目１８５）
　上記第１の組織が健康な組織であり、上記第２の組織が罹患した組織である、項目１８
３に記載の抗体治療剤。



(24) JP 6571730 B2 2019.9.4

10

20

30

40

50

（項目１８６）
　上記第１の組織が早期腫瘍であり、上記第２の組織が末期腫瘍である、項目１８３に記
載の抗体治療剤。
（項目１８７）
　上記第１の組織が良性腫瘍であり、上記第２の組織が悪性腫瘍である、項目１８３に記
載の抗体治療剤。
（項目１８８）
　上記第１の組織および第２の組織が空間的に分離されている、項目１８３に記載の抗体
治療剤。
（項目１８９）
　上記第１の組織が上皮組織であり、上記第２の組織が、乳房、頭部、頸部、肺、膵臓、
神経系、肝臓、前立腺、泌尿生殖器、もしくは子宮頸部の組織である、項目１８３に記載
の抗体治療剤。
（項目１９０）
　薬剤とさらにカップリングしている、項目１８３に記載の抗体治療剤。
（項目１９１）
　上記薬剤が抗腫瘍剤である、項目１９０に記載の抗体治療剤。
（項目１９２）
　（ａ）その標的と特異的に結合することができる抗体または抗体断片（ＡＢ）と、
　（ｂ）薬学的に許容される賦形剤と
を含む医薬組成物であって、第１の組織中の上記標的に対する上記抗体または抗体断片の
親和性が、第２の組織中の上記標的に対する上記抗体または抗体断片の親和性よりも低い
、医薬組成物。
（項目１９３）
　上記第１の組織中での親和性が上記第２の組織中での親和性の１０～１，０００分の１
である、項目１９２に記載の組成物。
（項目１９４）
　上記ＡＢが、上記ＡＢとその標的との結合を還元することができるマスキング部分（Ｍ
Ｍ）および酵素によって特異的に切断することができる切断可能な部分（ＣＭ）とカップ
リングしている、項目１９２に記載の組成物。
（項目１９５）
　上記標的が、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、Ｅｐ
ＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、
Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、ト
ランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４である
、項目１９２に記載の組成物。
（項目１９６）
　上記第１の組織が健康な組織であり、上記第２の組織が罹患した組織である、項目１９
２に記載の組成物。
（項目１９７）
　上記第１の組織が早期腫瘍であり、上記第２の組織が末期腫瘍である、項目１９２に記
載の組成物。
（項目１９８）
　上記第１の組織が良性腫瘍であり、上記第２の組織が悪性腫瘍である、項目１９２に記
載の組成物。
（項目１９９）
　上記第１の組織および第２の組織が空間的に分離されている、項目１９２に記載の組成
物。
（項目２００）
　上記第１の組織が上皮組織であり、上記第２の組織が、乳房、頭部、頸部、肺、膵臓、
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神経系、肝臓、前立腺、泌尿生殖器、もしくは子宮頸部の組織である、項目１９２に記載
の組成物。
（項目２０１）
　上記ＣＭが、レグマイン、プラスミン、ＴＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－
ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕ
ＰＡ、またはＰＳＡの基質である、項目１９４に記載の組成物。
（項目２０２）
　上記抗体または抗体断片が、セツキシマブ、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリ
ムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、トレメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８
、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモマブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキ
シマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、またはフィギツムマブである、項目１９２に
記載の組成物。
（項目２０３）
　上記ＡＢとカップリングした薬剤をさらに含む、項目１９２に記載の組成物。
（項目２０４）
　上記薬剤が抗腫瘍剤である、項目２０３に記載の組成物。
（項目２０５）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、レグマインで活性化可能な抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２０６）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２０７）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２０８）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活性化可能な抗
体または抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２０９）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＰＳＡで活性化可能な抗体または抗体断
片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１０）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、カテプシンで活性化可能な抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１１）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ヒト好中球エラスターゼで活性化可能な
抗体または抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１２）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ベータ－セクレターゼで活性化可能な抗
体または抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１３）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ｕＰＡで活性化可能な抗体または抗体断
片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１４）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活性化可能な抗
体または抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１５）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能な抗体また
は抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１６）
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　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＥＧＦＲ抗体または抗体断
片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１７）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＴＮＦアルファ抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１８）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＤ１１ａ抗体または抗体
断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２１９）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＳＦＲ抗体または抗体断
片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２０）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＴＬＡ－４抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２１）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＥｐＣＡＭ抗体または抗体
断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２２）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＣＤ４０Ｌ抗体または抗体
断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２３）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＮｏｔｃｈ１抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２４）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＮｏｔｃｈ３抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２５）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＪａｇｇｅｄ１抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２６）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なＪａｇｇｅｄ２抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２７）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なセツキシマブ抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２８）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なｖｅｃｔｉｂｉｘ抗体また
は抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２２９）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なインフリキシマブ抗体また
は抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２３０）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なアダリムマブ抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２３１）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なエファリズマブ抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２３２）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なイピリムマブ抗体または抗
体断片（ＡＢ）を含む組成物。
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（項目２３３）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なトレメリムマブ抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
（項目２３４）
　マスキング部分（ＭＭ）とカップリングした、活性化可能なアデカツムマブ抗体または
抗体断片（ＡＢ）を含む組成物。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】図１は、抗体（ＡＢ）、マスキング部分（ＭＭ）、および切断可能な部分（ＣＭ
）を含有する、プロテアーゼで活性化されるＡＡを示す。
【図２】図２は、ｉｎ　ｖｉｖｏの例示的なＡＡの活性を示す。パネルＡは、ＡＡが結合
することができず、副作用が最小である健康な組織を示す。パネルＢは、ＡＡが標的に結
合し効果的となることを可能にする、疾患に特異的なプロテアーゼ／還元剤によってＡＡ
が活性化されている罹患した組織を示す。
【図３】図３は、ＭＭについてスクリーニングすること、ＣＭについてスクリーニングす
ること、ＭＭ、ＣＭ、およびＡＢを組み立てること、組み立てられた構築物を発現および
精製すること、ならびに組み立てられた構築物を活性および毒性についてｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでアッセイすることを含む、プロテアーゼで活性化されるＡＡを
製造するプロセスを示す。
【図４】図４は、ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた例示的な抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦ
ｖアミノ酸配列を提供する。
【図５】図５は、ＭＭ３０６および３１４を有するＭＢＰ：抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ　ＡＡの
ＭＭＰ－９による活性化を示すＥＬＩＳＡデータを提供する。試料をＴＥＶで処置してＭ
ＢＰ融合パートナーを除去し、続いてＭＭＰ－９消化によって活性化する。
【図６】図６は、３０６ＭＭを有する抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ　Ｈｉｓ構築物のＭＭＰ－９依
存性ＶＥＧＦ結合を示すＥＬＩＳＡデータを提供する。
【図７】図７は、ＨＥＫ細胞上清からのＭＭ３０６および３１４を有する抗ＶＥＧＦｓｃ
Ｆｖ－Ｆｃ　ＡＡのＭＭＰ－９依存性ＶＥＧＦ結合を示すＥＬＩＳＡデータを提供する。
【図８】図８は、プロテインＡカラムを使用して精製されたＭＭ３０６および３１４を有
する抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ　ＡＡ構築物のＭＭＰ－９－依存性ＶＥＧＦ結合を示す
ＥＬＩＳＡデータを提供する。
【図９】図９は、６００ｎＭを超える親和性で抗ＶＥＧＦ抗体に結合する３０６ＭＭが、
ＶＥＧＦとの結合を効率的に妨げないことを示す。
【図１０】図１０は、両方の方向のｓｃＦｖ構築物、ＶＨＶＬおよびＶＬＶＨを生成する
ためにＳＯＥ－ＰＣＲを介して接続された抗ＣＴＬＡ４軽鎖および重鎖を示す。
【図１１】図１１は、抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ　ＶＨＶＬおよびＶＬＶＨ構築物のＮ末端
にＭＭクローニング用の部位、ＣＭ切断配列、ＧＧＳ２リンカーを付加するためのＰＣＲ
の使用を示す。
【図１２】図１２は、ＭＭＰ－９によるＡＡの活性化を示す。
【図１３】図１３は、ＣＭを切断してＭＭを除去すると、ＡＢの結合が回復することを示
す。
【図１４】図１４は、改変されていない抗体と区別できない抗体結合をもたらすプロテア
ーゼによるＡＡの活性化を示す。
【図１５】図１５は、ＶＥＧＦとの特定の結合親和性を有するＡＢを含むＡＡが阻害され
、活性化されたＡＡはピコモルの親和性でＶＥＧＦと結合することを示す。
【図１６】図１６は、ＶＥＧＦとの特定の結合親和性を有するＡＢを含むＡＡがＨＵＶＥ
Ｃ増殖を阻害することを示す。
【図１７】図１７は、培養された腫瘍細胞は、ＶＥＧＦとの特定の結合親和性を有するＡ
Ｂを含むＡＡの強いｉｎ　ｓｉｔｕ活性化を示すことを示す。
【図１８】図１８は、ＡＡが正常および癌患者の血漿において不活性であることを示す。
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【図１９】図１９は、マウスおよびヒトの両方のＣＴＬＡ４に対する抗ＣＴＬＡ４　ｓｃ
Ｆｖの結合を示す。
【図２０】図２０は、抗体（ＡＢを含有する）、マスキング部分（ＭＭ）、切断可能な部
分（ＣＭ）、および結合体化した薬剤を含有する、プロテアーゼで活性化されるＡＡＣＪ
を示す。ＣＭが切断され、脱マスキングされると、結合体化したＡＢは遊離する。
【図２１】図２１は、ｅＣＰＸ３．０クローンＪＳ３０６、ＪＳ１８２５、ＪＳ１８２７
、およびＪＳ１８２９の結合を３つの異なる濃度のＤｙＬｉｇｈｔ標識抗ＶＥＧＦでＦＡ
ＣＳにおいて分析したことを示す。親和性成熟ペプチドの３つすべてがＪＳ３０６よりも
少なくとも１０倍高い親和性を示した。
【図２２】図２２は、ＥＧＦＲ　ＭＭの一部の親和性成熟のプロセスを示す。
【図２３】図２３は、ＭＭの３６９０、３９５４および３９５７に対するＣ２２５Ｆａｂ
結合の細胞上親和性測定の結合カーブを示す。ＭＭ３９５４および３９５７は、３６９０
よりも少なくとも１００倍高い親和性を示した。
【図２４】図２４は、標的置換アッセイおよび親の抗体結合のパーセントとしての平衡結
合の程度を表す。
【図２５】図２５は、ｕＰＡ対照と違って、基質ＳＭ１６、ＫＫ１２０３、１２０４およ
び１２１４が、ＫＬＫ５、ＫＬＫ７およびプラスミンによる切断に対して抵抗性を示すこ
とを示す。
【図２６】図２６は、最適化されていない基質と違って、最適化された基質Ｐｌａｓ１２
３７、Ｐｌａｓ１２９およびＰｌａｓ１２５４は、ＫＬＫ５、ＫＬＫ７による切断に対し
て抵抗性を示すことを示す。
【図２７】図２７のパネルＡは、５ｍｇ／ｍＬのレグマインによる処理後の、レグマイン
基質ＡＡＮＬおよびＰＴＮＬを含有するＳｃＦｖ　ＡＡの活性化を示す。パネルＢは、レ
グマイン基質ＰＮＴＬを含有する抗ＶＥＧＦ　ＩｇＧ　ＡＡの活性化を示す。
【図２８】図２８は、レグマインで活性化されるＡＡにおけるそれぞれの時点での全ＡＡ
に対する活性化されたＡＡの比を示す。プラスミンで活性化されるＡＡは７日目でほぼ完
全に活性化されるが、レグマインで活性化可能なＡＡは両方とも最小限にしか活性化され
ない。注射後７日目までに血清から単離されたレグマインで活性化可能なＡＡは、マスキ
ングされたままである。（ｎ＝４）。
【図２９】図２９は、マスキングされた単鎖Ｆｖ－Ｆｃ融合プロ抗体が血清半減期の増大
を示すことを示す。
【００６９】
【図３０】図３０は、１０日間にわたる健康なマウスのｓｃＦｖ－Ｆｃ血清濃度を示す。
ＡＡ濃度は、投与後７日目まで安定なままであったが、親のｓｃＦｖ－Ｆｃ濃度は３日後
に減少し、１０日目はほとんど検出不可能であった。
【図３１】図３１は、ＡＡ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ濃度が腫瘍担持マウスにおける親のｓｃＦｖ
－Ｆｃと比較して血清中で上昇し、より長く持続することを示す。最初のＡＡ投与のより
高い割合が、３日目（Ｂ）ならびに３日目および７日目（Ａ）に血清において検出された
。
【図３２】図３２は、腫瘍担持マウスの多回投与試験においてＡＡ　ｓｃＦｖ－Ｆｃｓが
より高い濃度で持続することを示す。ＡＡは、試験全体にわたって親よりも有意に高い血
清濃度を維持した。
【図３３】図３３は、ＡＡが、ＭＭで改変されていない親の抗体と比較して正常マウスの
血清において高レベルで持続することを示す。
【図３４】図３４は、１種または複数の抗体またはその断片（この図ではＡＢはＡＢＤと
称す）、マスキング部分（ＭＭ）、および切断可能な部分（ＣＭ）を含有するプロテアー
ゼで活性化される活性化可能な抗体複合体（ＡＡＣ）を示し、ＡＢＤ１およびＡＢＤ２は
第１および第２のＡＢ任意の呼称である。このような実施形態では、ＭＭ１およびＭＭ２
は、それぞれＡＢＤ１およびＡＢＤ２を含有するドメインに結合し、切断されていない二
重標的結合ＡＡＣに対する標的結合を妨害するためのマスキング部分として働く。ＡＢが
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結合することができる標的は、同じ標的でも異なる標的でもよく、または同じ標的の異な
る結合部位でもよい。一部の実施形態（図１Ａ、１Ｄ、１Ｆ）では、反対の分子における
ＡＢＤ２を含有するドメインに対するＭＭ１の結合は、ＡＢＤ１およびＡＢＤ２のマスキ
ング部分として働くことができる複合体を形成する。
【図３５】図３５は、切断されていない状態では両方のＡＢによる標的結合が弱められ、
複合体が分解するのを可能にする、ＣＭを切断する薬剤の存在下では標的結合が増大する
ような交差マスキングが起こるＡＡＣを示す。この図では、ＡＢ１およびＡＢ２はそれぞ
れＡＢＤ１およびＡＢＤ２と称する。
【図３６】図３６は、切断されていない状態ではＡＢＤ２（ＡＢ２）による標的結合が弱
められ、複合体が分解するのを可能にする、ＣＭを切断する薬剤の存在下ではＡＢＤ２（
ＡＢ２）による標的結合が増大するような、ＭＭ１とＡＢＤ１（ＡＢ１）の共有結合によ
って形成されるＡＡＣを示す。この図では、ＡＢ１およびＡＢ２はそれぞれＡＢＤ１およ
びＡＢＤ２と称する。
【発明を実施するための形態】
【００７０】
　本開示は、治療学および診断学に有用な改変した抗体組成物を提供する。本明細書中に
記載の組成物は、より高い体内分布および向上したバイオアベイラビリティを可能にする
。
【００７１】
　改変した活性化可能な抗体
　本明細書中に記載の改変抗体組成物は、標的と特異的に結合することができる少なくと
も抗体またはその抗体断片（本開示全体にわたってＡＢと総称する）を含有し、ＡＢはマ
スキング部分（ＭＭ）によって修飾されている。
【００７２】
　ＡＢがＭＭで修飾されており、標的の存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結
合は、標的とＭＭで修飾されていないＡＢとの特異的結合または親ＡＢとの特異的結合と
比較して、低下または阻害されている。
【００７３】
　標的に対するＭＭで修飾されたＡＢのＫｄは、標的に対するＭＭで修飾されていないＡ
Ｂまたは親ＡＢのＫｄよりも、少なくとも５、１０、２５、５０、１００、２５０、５０
０、１，０００、２，５００、５，０００、１０，０００、５０，０００、１００，００
０、５００，０００、１，０００，０００、５，０００，０００、１０，０００，０００
、５０，０００，０００倍もしくはそれより多く高い、または５～１０、１０～１００、
１０～１，０００、１０～１０，０００、１０～１００，０００、１０～１，０００，０
００、１０～１０，０００，０００、１００～１，０００、１００～１０，０００、１０
０～１００，０００、１００～１，０００，０００、１００～１０，０００，０００、１
，０００～１０，０００、１，０００～１００，０００、１，０００～１，０００，００
０、１０００～１０，０００，０００、１０，０００～１００，０００、１０，０００～
１，０００，０００、１０，０００～１０，０００，０００、１００，０００～１，００
０，０００、もしくは１００，０００～１０，０００，０００倍高い場合がある。逆に、
標的に対するＭＭで修飾されたＡＢの結合親和性は、標的に対するＭＭで修飾されていな
いＡＢまたは親ＡＢの結合親和性の、少なくとも５、１０、２５、５０、１００、２５０
、５００、１，０００、２，５００、５，０００、１０，０００、５０，０００、１００
，０００、５００，０００、１，０００，０００、５，０００，０００、１０，０００，
０００、５０，０００，０００分の１もしくはそれより低い、または５～１０、１０～１
００、１０～１，０００、１０～１０，０００、１０～１００，０００、１０～１，００
０，０００、１０～１０，０００，０００、１００～１，０００、１００～１０，０００
、１００～１００，０００、１００～１，０００，０００、１００～１０，０００，００
０、１，０００～１０，０００、１，０００～１００，０００、１，０００～１，０００
，０００、１０００～１０，０００，０００、１０，０００～１００，０００、１０，０



(30) JP 6571730 B2 2019.9.4

10

20

30

40

50

００～１，０００，０００、１０，０００～１０，０００，０００、１００，０００～１
，０００，０００、もしくは１００，０００～１０，０００，０００分の１である場合が
ある。
【００７４】
　ＡＢに対するＭＭの解離定数（Ｋｄ）は、一般に標的に対するＡＢのＫｄよりも高い。
ＡＢに対するＭＭのＫｄは、標的に対するＡＢのＫｄよりも少なくとも５、１０、２５、
５０、１００、２５０、５００、１，０００、２，５００、５，０００、１０，０００、
１００，０００、１，０００，０００またはさらには１０，０００，０００倍高い場合が
ある。逆に、ＡＢに対するＭＭの結合親和性は、一般に標的に対するＡＢの結合親和性よ
りも低い。ＡＢに対するＭＭの結合親和性は、標的に対するＡＢの結合親和性の少なくと
も５、１０、２５、５０、１００、２５０、５００、１，０００、２，５００、５，００
０、１０，０００、１００，０００、１，０００，０００またはさらには１０，０００，
０００分の１である場合がある。
【００７５】
　ＡＢがＭＭで修飾されており、標的の存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結
合は、標的とＭＭで修飾されていないＡＢとの特異的結合または親ＡＢとの特異的結合と
比較して、低下または阻害されている場合がある。本明細書中に記載のようにｉｎ　ｖｉ
ｖｏまたは標的置換ｉｎ　ｖｉｔｒｏの免疫吸着アッセイで測定した際に、標的とＭＭで
修飾されていないＡＢとの結合または親ＡＢとの結合と比較した場合、ＭＭで修飾した場
合に標的と結合するＡＢの能力は、少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％
、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、さらには１００
％、少なくとも２、４、６、８、１２、２８、２４、３０、３６、４８、６０、７２、８
４、９６時間、または５、１０、１５、３０、４５、６０、９０、１２０、１５０、１８
０日間、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２カ月間もしくは
それより長くの間、低下する場合がある。
【００７６】
　ＭＭはＡＢと標的との結合を阻害することができる。ＭＭは、ＡＢの抗原結合ドメイン
と結合してＡＢとその標的との結合を阻害することができる。ＭＭは、ＡＢと標的との結
合を立体的に阻害することができる。ＭＭは、ＡＢとその標的との結合をアロステリック
に阻害することができる。ＡＢが修飾されているまたはＭＭとカップリングしており、標
的の存在下にあるこれらの実施形態では、本明細書中に記載のようにｉｎ　ｖｉｖｏまた
は標的置換ｉｎ　ｖｉｔｒｏの免疫吸着アッセイで測定した際に、ＡＢと標的との結合が
存在しないもしくは結合が実質的に存在しない、または、ＭＭで修飾されていないＡＢ、
親ＡＢ、またはＭＭとカップリングしていないＡＢと標的との結合と比較して、．００１
％、．０１％、．１％、１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０
％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、もしくは５０％以下のＡＢと標
的との結合のみが、少なくとも２、４、６、８、１２、２８、２４、３０、３６、４８、
６０、７２、８４、９６時間、または５、１０、１５、３０、４５、６０、９０、１２０
、１５０、１８０日間、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
カ月間もしくはそれより長くの間存在する。
【００７７】
　ＡＢがＭＭとカップリングしているまたはそれによって修飾されている場合、ＭＭは、
ＡＢとその標的との特異的結合を「マスキング」もしくは低下、または阻害することがで
きる。ＡＢがＭＭとカップリングしているまたはそれによって修飾されている場合、その
ようなカップリングまたは修飾は、その標的と特異的に結合するＡＢの能力を低下または
阻害する構造的変化をもたらす場合がある。
【００７８】
　ＭＭとカップリングしたまたはそれで修飾されたＡＢは、以下の式（アミノ（Ｎ）末端
領域からカルボキシル（Ｃ）末端領域への順序：
　　（ＭＭ）－（ＡＢ）
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　　（ＡＢ）－（ＭＭ）
　　（ＭＭ）－Ｌ－（ＡＢ）
　　（ＡＢ）－Ｌ－（ＭＭ）
によって表すことができ、ＭＭはマスキング部分であり、ＡＢは抗体またはその抗体断片
であり、Ｌはリンカーである。多くの実施形態では、柔軟性を提供するために１つまたは
複数のリンカー、たとえば柔軟なリンカーを組成物内に挿入することが望ましい場合があ
る。
【００７９】
　特定の実施形態では、ＭＭはＡＢの天然の結合パートナーではない。ＭＭは、ＡＢとの
結合の親和性および／または結合力を少なくともわずかに減少させるアミノ酸変化を含有
する、ＡＢの改変された結合パートナーであり得る。一部の実施形態では、ＭＭは、ＡＢ
の天然の結合パートナーとの相同性を含有しないまたは実質的に含有しない。他の実施形
態では、ＭＭは、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４
５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、または８０％以下しか、ＡＢ
の天然の結合パートナーと類似でない。
【００８０】
　また、本開示は、ＭＭによって修飾されたＡＢに１つまたは複数の切断可能な部分（Ｃ
Ｍ）がさらに含まれることができる、活性化可能な抗体（ＡＡ）も提供する。そのような
ＡＡは、ＡＢの標的との活性化可能／切替可能な結合を示す。ＡＡには、一般に、マスキ
ング部分（ＭＭ）および修飾可能もしくは切断可能な部分（ＣＭ）によって修飾されたま
たはそれとカップリングした、抗体または抗体断片（ＡＢ）が含まれる。一部の実施形態
では、ＣＭは、目的のプロテアーゼの基質として役割を果たすアミノ酸配列を含有する。
他の実施形態では、ＣＭは、還元によって切断可能なシステイン－システインジスルフィ
ド結合を提供する。さらに他の実施形態では、ＣＭは、光分解によって活性化可能な光分
解性基質を提供する。
【００８１】
　例示的なＡＡの模式図を図１に提供する。例示したように、ＡＡの要素は、ＣＭが、切
断された（または比較的活性の状態）標的の存在下にある場合はＡＢが標的と結合する一
方で、切断されていない（または比較的不活性の状態）標的の存在下にある場合は、ＡＢ
とその標的との特異的結合が低下または阻害されるように位置するように、配置されてい
る。ＡＢとその標的との特異的結合は、その標的と特異的に結合するＡＢの能力の、ＭＭ
による阻害またはマスキングが原因で低下する場合がある。
【００８２】
　標的に対するＭＭおよびＣＭで修飾されたＡＢのＫｄは、標的に対するＭＭおよびＣＭ
で修飾されていないＡＢまたは親ＡＢのＫｄよりも、少なくとも５、１０、２５、５０、
１００、２５０、５００、１，０００、２，５００、５，０００、１０，０００、５０，
０００、１００，０００、５００，０００、１，０００，０００、５，０００，０００、
１０，０００，０００、５０，０００，０００倍もしくはそれより多く高い、または５～
１０、１０～１００、１０～１，０００、１０～１０，０００、１０～１００，０００、
１０～１，０００，０００、１０～１０，０００，０００、１００～１，０００、１００
～１０，０００、１００～１００，０００、１００～１，０００，０００、１００～１０
，０００，０００、１，０００～１０，０００、１，０００～１００，０００、１，００
０～１，０００，０００、１０００～１０，０００，０００、１０，０００～１００，０
００、１０，０００～１，０００，０００、１０，０００～１０，０００，０００、１０
０，０００～１，０００，０００、もしくは１００，０００～１０，０００，０００倍高
い場合がある。逆に、標的に対するＭＭおよびＣＭで修飾されたＡＢの結合親和性は、標
的に対するＭＭおよびＣＭで修飾されていないＡＢまたは親ＡＢの結合親和性の、少なく
とも５、１０、２５、５０、１００、２５０、５００、１，０００、２，５００、５，０
００、１０，０００、５０，０００、１００，０００、５００，０００、１，０００，０
００、５，０００，０００、１０，０００，０００、５０，０００，０００分の１もしく
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はそれより低い、または５～１０、１０～１００、１０～１，０００、１０～１０，００
０、１０～１００，０００、１０～１，０００，０００、１０～１０，０００，０００、
１００～１，０００、１００～１０，０００、１００～１００，０００、１００～１，０
００，０００、１００～１０，０００，０００、１，０００～１０，０００、１，０００
～１００，０００、１，０００～１，０００，０００、１０００～１０，０００，０００
、１０，０００～１００，０００、１０，０００～１，０００，０００、１０，０００～
１０，０００，０００、１００，０００～１，０００，０００、もしくは１００，０００
～１０，０００，０００分の１である場合がある。
【００８３】
　ＡＢがＭＭおよびＣＭで修飾されており、標的の存在下にあるが、修飾剤（たとえば、
酵素、プロテアーゼ、還元剤、光）の非存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結
合は、ＭＭおよびＣＭで修飾されていないＡＢまたは親ＡＢと標的との特異的結合と比較
して、低下または阻害されている場合がある。本明細書中に記載のようにｉｎ　ｖｉｖｏ
または標的置換ｉｎ　ｖｉｔｒｏの免疫吸着アッセイで測定した際に、その標的と、親Ａ
Ｂとの結合またはＭＭおよびＣＭで修飾されていないＡＢとの結合と比較した場合、ＭＭ
およびＣＭで修飾した場合に標的と結合するＡＢの能力は、少なくとも５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
９９％、さらには１００％、少なくとも２、４、６、８、１２、２８、２４、３０、３６
、４８、６０、７２、８４、９６時間、または５、１０、１５、３０、４５、６０、９０
、１２０、１５０、１８０日間、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２カ月間もしくはそれより長くの間、低下する場合がある。
【００８４】
　本明細書中で使用する用語、切断された状態とは、プロテアーゼによるＣＭの改変およ
び／またはＣＭのシステイン－システインジスルフィド結合の還元および／または光活性
化後の、ＡＡの状態をいう。本明細書中で使用する用語、切断されていない状態とは、プ
ロテアーゼによるＣＭの切断の非存在下および／またはＣＭのシステイン－システインジ
スルフィド結合の還元の非存在下および／または光の非存在下における、ＡＡの状態をい
う。上述のように、本明細書中で使用する用語ＡＡとは、その切断されていない（ネイテ
ィブ）状態およびその切断された状態の両方のＡＡをいう。一部の実施形態では、切断さ
れたＡＡはプロテアーゼによるＣＭの切断が原因でＭＭを欠き、少なくともＭＭの放出を
もたらし得ることが、当業者には明らかであろう（たとえば、ＭＭが共有結合によってＡ
Ａと結合していない場合（たとえばシステイン残基間のジスルフィド結合）。
【００８５】
　活性化可能または切替可能とは、ＡＡが、阻害、マスキングされたまたは切断されてい
ない状態（すなわち第１のコンホメーション）にある場合に標的との結合の第１のレベル
を示し、阻害されていない、マスキングされていないおよび／または切断された状態（す
なわち第２のコンホメーション）にある場合に標的との結合の第２のレベルを示し、第２
の標的結合レベルは第１の結合レベルよりも高いことを意味する。一般に、ＡＡのＡＢに
対する標的の接近は、ＣＭを切断することができる切断剤の存在下において、そのような
切断剤の非存在下よりも高い。したがって、ＡＡが切断されていない状態にある場合、Ａ
Ｂは標的結合から阻害され、標的結合からマスキングされる場合があり（すなわち、第１
のコンホメーションとはＡＢが標的と結合できないことである）、切断された状態では、
ＡＢは標的結合に関して阻害されていないまたはマスキングされていない。
【００８６】
　ＡＡのＣＭおよびＡＢは、ＡＢが目的の標的の結合部分を表し、ＣＭが被験体内の処置
部位で標的と共に共局在化しているプロテアーゼの基質を表すように、選択し得る。ある
いは、またはそれに加えて、ＣＭは、ジスルフィド結合の還元の結果として切断可能なシ
ステイン－システインジスルフィド結合である。ＡＡは、プロテアーゼで切断可能なＣＭ
またはシステイン－システインジスルフィド結合のうちの少なくとも１つを含有し、一部
の実施形態では、両方の種類のＣＭが含まれる。あるいは、またはさらに、ＡＡには、光
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源によって活性化可能な光解離性基質が含まれることができる。本明細書中に開示するＡ
Ａは、図２に例示するように、たとえば、ＣＭ中の部位を切断することができるプロテア
ーゼが、処置部位の標的含有組織（たとえば罹患した組織、たとえば治療的処置または診
断的処置のため）中で、非処置部位の組織中（たとえば健康な組織中）よりも比較的高い
レベルで存在する場合に、特定の使用が見つかる。また、本明細書中に開示するＡＡは、
たとえば、ＣＭ中の部位を還元することができる還元剤が、処置または診断部位の標的含
有組織中で、非処置の非診断部位の組織中よりも比較的高いレベルで存在する場合にも、
特定の使用が見つかる。また、本明細書中に開示するＡＡは、たとえば、ＣＭ中の部位を
光分解することができる、たとえばレーザーによる光源を処置または診断部位の標的含有
組織に導入する場合にも、特定の使用が見つかる。
【００８７】
　一部の実施形態では、ＡＡは、ＡＢがその標的との結合からマスキングまたは他の様式
で阻害されていない場合に、そうでなければ非処置部位でのＡＢの結合の結果もたらされ
得る毒性および／または有害な副作用の低下を提供することができる。ＡＡが、ジスルフ
ィド結合の還元を促進する還元剤によって切断可能なＣＭを含有する場合、そのようなＡ
ＡのＡＢは、ＡＢの活性化が活用されるように選択してよく、目的の標的は、環境がたと
えば非処置部位の環境よりも高い還元潜在性のものであるように、還元剤のレベルが上昇
していることによって特徴づけられた所望の処置部位に存在する。
【００８８】
　一般に、ＡＡは、コンホメーションが束縛された場合にＭＭがＡＢのマスキングまたは
ＡＢとその標的との結合の低下を提供するように、目的のＡＢを選択し、ＡＡの残りの部
分を構築することによって設計することができる。この機能的特長を提供するために、構
造的な設計基準を考慮すべきである。
【００８９】
　特定の実施形態では、二重標的結合ＡＡを本開示中で提供する。そのような二重標的結
合ＡＡは、同じまたは異なる標的と結合し得る２つのＡＢを含有する。具体的な実施形態
では、二重標的化ＡＡは二重特異性抗体または抗体断片を含有する。具体的な例示的な一
実施形態では、ＡＡはＩＬ１７　ＡＢとＩＬ２３　ＡＢを含有する。他の具体的な実施形
態では、ＡＡは、ＩＬ１２　ＡＢとＩＬ２３　ＡＢ、またはＥＧＦＲ　ＡＢとＶＥＧＦ　
ＡＢ、またはＩＧＦ１Ｒ　ＡＢとＥＧＦＲ　ＡＢ、またはｃＭＥＴ　ＡＢとＩＧＦ１Ｒ　
ＡＢ、またはＥＧＦＲ　ＡＢとＶＥＧＦ　ＡＢ、またはＮｏｔｃｈ受容体ＡＢとＥＧＦＲ
　ＡＢ、またはＪａｇｇｅｄリガンドＡＢとＥＧＦＲ　ＡＢ、またはｃＭＥＴ　ＡＢとＶ
ＥＧＦ　ＡＢを含有する。
【００９０】
　二重標的結合ＡＡは、ＡＡのＡＢと結合することができる標的のうちの一方または両方
と共に標的組織中に共局在化している、切断剤によって切断可能なＣＭを有するように設
計することができる。同じまたは異なる標的に対する複数のＡＢを有する二重標的結合Ａ
Ａは、第１のＣＭが第１の標的組織中の切断剤によって切断可能であり、第２のＣＭが第
２の標的組織中の切断剤によって切断可能である複数のＣＭを有し、標的のうちの１つま
たは複数がＡＡのＡＢと結合することができるように、設計することができる。第１およ
び第２の標的組織は、空間的に分離されている、たとえば生物中の異なる部位であること
ができる。第１および第２の標的組織は、時間的に分離された同じ組織、たとえば同じ組
織の２つの異なる時点であることができ、たとえば、第１の時点は組織が健康な腫瘍であ
る時であることができ、第２の時点は組織が壊死した腫瘍である時であることができる。
【００９１】
　阻害された対阻害されていないコンホメーションで、標的結合に関して所望の動作範囲
の切替可能な表現型を示すＡＡを提供する。一般に、動作範囲とは、（ａ）第１の条件組
下におけるパラメータの最大の検出されたレベル対（ｂ）第２の条件組下におけるそのパ
ラメータの最小の検出された値の比をいう。たとえば、ＡＡのコンテキストでは、動作範
囲とは、（ａ）ＡＡのＣＭを切断することができるプロテアーゼの存在下における、標的
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タンパク質とＡＡとの結合の最大の検出されたレベル対（ｂ）プロテアーゼの非存在下に
おける、標的タンパク質とＡＡとの結合の最小の検出されたレベルの比をいう。ＡＡの動
作範囲は、ＡＡ切断剤（たとえば酵素）処理の平衡解離定数対ＡＡ切断剤処理の平衡解離
定数の比として計算することができる。ＡＡの動作範囲が大きければ大きいほど、ＡＡの
切替可能な表現型がより良好となる。比較的高い動作範囲値（たとえば１より高い）を有
するＡＡは、ＡＡによる標的タンパク質の結合が、ＡＡのＣＭを切断することができる切
断剤（たとえば酵素）の存在下において、切断剤の非存在下よりも高い程度で起こる（た
とえば優勢的に起こる）ように、より望ましい切替表現型を示す。
【００９２】
　ＡＡは、様々な構造的立体配置で提供することができる。ＡＡの例示的な式を以下に提
供する。ＡＢ、ＭＭおよびＣＭのＮからＣ末端の順序をＡＡ内で逆行させ得ることが具体
的に企図される。また、ＣＭおよびＭＭが、たとえばＣＭがＭＭ内に含有されるようにア
ミノ酸配列中で重なり得ることも具体的に企図される。
【００９３】
　たとえば、ＡＡは、以下の式（アミノ（Ｎ）末端領域からカルボキシル（Ｃ）末端領域
への順序：
　　（ＭＭ）－（ＣＭ）－（ＡＢ）
　　（ＡＢ）－（ＣＭ）－（ＭＭ）
によって表すことができ、ＭＭはマスキング部分であり、ＣＭは切断可能な部分であり、
ＡＢは抗体またはその断片である。ＭＭおよびＣＭは上記式中で明確な構成要素として示
すが、本明細書中に開示するすべての例示的な実施形態（式が含まれる）において、ＭＭ
およびＣＭのアミノ酸配列が、たとえばＣＭが完全にまたは部分的にＭＭ内に含有される
ように重なることができることが企図されることに注意されたい。さらに、上記式は、Ａ
Ａ要素のＮ末端またはＣ末端側に位置し得るさらなるアミノ酸配列を提供する。
【００９４】
　多くの実施形態では、柔軟性を提供するために１つまたは複数のリンカー、たとえば柔
軟なリンカーをＡＡ構築体内に、ＭＭ－ＣＭの接合部、ＣＭ－ＡＢの接合部または、両方
のうちの１つまたは複数で挿入することが望ましい場合がある。たとえば、ＡＢ、ＭＭ、
および／またはＣＭは、所望の柔軟性を提供するために十分な数の残基（たとえば、Ｇｌ
ｙ、Ｓｅｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ、特にＧｌｙおよびＳｅｒ、特にＧｌｙ）を含有していない
場合がある。したがって、そのようなＡＡ構築体の切替可能な表現型は、柔軟なリンカー
を提供するために１つまたは複数のアミノ酸を導入することから利点を得る場合がある。
さらに、以下に記載のように、ＡＡをコンホメーションが束縛された構築体として提供す
る場合、切断されていないＡＡ中の環状構造の形成および維持を容易にするために柔軟な
リンカーを作動可能に挿入することができる。
【００９５】
　たとえば、特定の実施形態では、ＡＡは、以下の式（以下の式は、ＮからＣ末端の方向
またはＣからＮ末端の方向のどちらかのアミノ酸配列を表す）：
　　（ＭＭ）－Ｌ１－（ＣＭ）－（ＡＢ）
　　（ＭＭ）－（ＣＭ）－Ｌ１－（ＡＢ）
　　（ＭＭ）－Ｌ１－（ＣＭ）－Ｌ２－（ＡＢ）
　　シクロ［Ｌ１－（ＭＭ）－Ｌ２－（ＣＭ）－Ｌ３－（ＡＢ）］
のうちの１つを含み、ＭＭ、ＣＭ、およびＡＢは上記定義したとおりであり、Ｌ１、Ｌ２

、およびＬ３は、それぞれ独立してかつ任意選択で存在するまたは存在せず、少なくとも
１つの柔軟なアミノ酸（たとえばＧｌｙ）が含まれる、同じまたは異なる柔軟なリンカー
であり、シクロが存在する場合は、ＡＡは、ＡＡ中の１対のシステインの間にジスルフィ
ド結合が存在することが原因で環状構造の形態である。さらに、上記式は、ＡＡ要素のＮ
末端またはＣ末端側に位置し得るさらなるアミノ酸配列を提供する。式シクロ［Ｌ１－（
ＭＭ）－Ｌ２－（ＣＭ）－Ｌ３－（ＡＢ）］中、ジスルフィド結合を司っているシステイ
ンがＡＡ中に位置して１つまたは２つのテイルを可能にし、それにより、ＡＡがジスルフ
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ィド結合された構造（したがってコンホメーションが束縛された状態）にある場合にラッ
ソまたはオメガ構造を生じる場合があることを理解されたい。テイルのアミノ酸配列は、
標的受容体と結合してＡＡの局在化を促進すること、ＡＡの血清半減期を増加させること
などの、ＡＡのさらなる特長を提供することができる。標的化部分（たとえば、標的組織
中に存在する細胞の受容体のリガンド）および血清半減期延長部分（たとえば、免疫グロ
ブリン（たとえばＩｇＧ）または血清アルブミン（たとえばヒト血清アルブミン（ＨＳＡ
）などの血清タンパク質と結合するポリペプチド。
【００９６】
　改変した活性化可能な抗体の要素
　（ａ）抗体または抗体断片（ＡＢと総称する）
　本発明によれば、任意の抗原またはハプテンに対して向かわせたＡＢを使用し得る。本
発明で使用するＡＢは、任意の決定要因、たとえば、腫瘍、細菌、真菌、ウイルス、寄生
生物、マイコプラズマ、組織適合性、分化および他の細胞膜抗原、病原体表面抗原、毒素
、酵素、アレルゲン、薬物、細胞内標的、ならびに任意の生物活性のある分子に対して向
かわせたものであり得る。さらに、異なる抗原決定基に対して反応性のＡＢの組合せを使
用し得る。
【００９７】
　本明細書中で使用するＡＢとは、目的の標的、通常は目的のタンパク質標的と結合、特
に特異的結合することができる、完全長抗体または抗原結合ドメインを含有する抗体断片
である。ＡＡの模式図を図１に提供する。そのような実施形態では、ＡＢは、それだけに
は限定されないが、抗体の軽鎖および／もしくは重鎖の可変もしくは超可変領域（ＶＬ、
ＶＨ）、可変断片（Ｆｖ）、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆａｂ断片、単鎖抗体
（ｓｃＡｂ）、単鎖可変領域（ｓｃＦｖ）、相補性決定領域（ＣＤＲ）、ドメイン抗体（
ｄＡｂ）、ＢＨＨもしくはＢＮＡＲ型の単一ドメイン重鎖免疫グロブリン、単一ドメイン
軽鎖免疫グロブリン、または、標的タンパク質もしくは標的タンパク質上のエピトープと
結合することができるＡＢを含有する、当分野で公知の他のポリペプチドであることがで
きる。さらなる実施形態では、ＡＢは、それぞれのＡＢが同じまたは異なる標的と結合す
ることができるような複数のＡＢ、たとえば第１のＡＢおよび第２のＡＢを含有する、キ
メラまたはハイブリッドの組合せであり得る。一部の実施形態では、ＡＢは、２つの異な
る抗原と結合するように設計された二重特異性抗体またはその断片である。一部の実施形
態では、それぞれ第１のＡＢおよび第２のＡＢと活性化可能な形態でカップリングした第
１のＭＭおよびＣＭならびに／または第２のＭＭおよびＣＭが存在する。
【００９８】
　ＡＢの起源は、天然に存在する抗体もしくはその断片、天然に存在しない抗体もしくは
その断片、合成抗体もしくはその断片、ハイブリッド抗体もしくはその断片、または操作
した抗体もしくはその断片であることができる。抗体はヒト化抗体またはその断片である
ことができる。
【００９９】
　特定の実施形態では、複数のＡＢがＡＡ中に含有される。一部の実施形態では、ＡＢは
二重特異性抗体またはその断片に由来することができる。他の実施形態では、ＡＡは、合
成によって操作して、２つの異なる抗体またはその断片に由来するＡＢを組み込むことが
できる。そのような実施形態では、ＡＢは、２つの異なる標的、２つの異なる抗原、また
は同じ標的上の２つの異なるエピトープと結合するように設計することができる。複数の
標的部位と結合することができる複数のＡＢを含有するＡＢは、通常、ＡＡの第１のＡＢ
の結合がＡＡの第２のＡＢと標的との結合を実質的に妨害しないように、目的の標的また
は複数の標的上の異なる結合部位と結合するように設計する。複数のＡＢを含有するＡＡ
には、複数のＡＢ－ＭＭ単位がさらに含まれる場合があり、これは、任意選択で、修飾剤
に曝露した際にＡＢがもはやその標的と特異的に結合することから阻害されなくなる、す
なわち「マスキングされていない」ようになるように、追加のＣＭによって分離されてい
てもよい。
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【０１００】
　一部の実施形態では、ＡＢの供給源としての抗体断片の使用により、増加した速度での
標的部位の透過が可能となる。ＩｇＧ免疫グロブリンのＦａｂ’断片は、抗体をペプシン
［１つの二価断片、（Ｆａｂ’）２を生じる］またはパパイン［２つの一価断片、（２Ｆ
ａｂ）を生じる］で切断することによって得られる。Ｐａｒｈａｍ、１９８３年、Ｊ．　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１３１巻：２８９５～２９０２頁、ＬａｍｏｙｉおよびＮｉｓｏｎｏ
ｆｆ、１９８３年、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈ．、５６巻：２３５～２４３頁。
二価（Ｆａｂ’）２断片を１個または数個のジスルフィド結合の穏和な還元によって分割
して、一価Ｆａｂ’断片を得ることができる。Ｆａｂおよび（Ｆａｂ’）２断片は全抗体
よりも小さく、依然としてＡＢを含有しており、したがって、ＡＢとして使用した際に、
より容易に標的部位または組織を透過することができる。多くのそのような断片は胎盤障
壁を横切らないため、このことは、特定の実施形態においてｉｎ　ｖｉｖｏ送達に利点を
提供し得る。その結果、本発明のこの実施形態を使用して、ＡＡを胎児に曝露させずに妊
娠した女性にｉｎ　ｖｉｖｏ部位（腫瘍など）へ送達し得る。
【０１０１】
　所定の標的に対する抗体（またはその断片）を作製する方法は当分野で周知である。抗
体およびその断片、抗体の重鎖および軽鎖の可変領域（ＶＨおよびＶＬ）、Ｆｖ、Ｆ（ａ
ｂ’）２、Ｆａｂ断片、単鎖抗体（ｓｃＡｂ）、単鎖可変領域（ｓｃＦｖ）、相補性決定
領域（ＣＤＲ）、ならびにドメイン抗体（ｄＡｂ）の構造は十分に理解されている。標的
抗原の所望の抗原結合ドメインを有するポリペプチドを作製する方法は当分野で公知であ
る。
【０１０２】
　抗体または抗体断片を改変して追加のポリペプチドをカップリングさせる方法も、当分
野で周知である。たとえば、ＭＭ、ＣＭまたはリンカーなどのペプチドをカップリングさ
せて抗体を改変して、本開示の改変したＡＢおよびＡＡを作製し得る。図３の模式図に記
載のように、プロテアーゼで活性化されるＡＢを含有するＡＡを、標準の方法で開発およ
び産生することができる。
【０１０３】
　抗体またはその断片（ＡＢと総称する）はタンパク質標的と特異的に結合することがで
きる。本発明のＡＢは、１０００ｎＭ、１００ｎＭ、５０ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎＭ、１ｎ
Ｍ、５００ｐＭ、４００ｐＭ、３５０ｐＭ、３００ｐＭ、２５０ｐＭ、２００ｐＭ、１５
０ｐＭ、１００ｐＭ、５０ｐＭ、２５ｐＭ、１０ｐＭ、５ｐＭ、１ｐＭ、．５ｐＭ、また
は．１ｐＭ以下の解離定数（Ｋｄ）でその標的と特異的に結合することができる。
【０１０４】
　ＡＢの標的の例示的なクラスには、必ずしもそれだけには限定されないが、細胞表面受
容体および分泌された結合タンパク質（たとえば成長因子）、可溶性酵素、構造タンパク
質（たとえば、コラーゲン、フィブロネクチン）などが含まれる。一部の実施形態では、
本開示によって企図されるＡＡは、細胞外標的、通常は細胞外タンパク質標的と結合する
ことができるＡＢを有するものである。他の実施形態では、ＡＡは、細胞取り込みが可能
であるように設計することができ、細胞内で切替可能であるように設計される。
【０１０５】
　例示的な実施形態では、いかなる様式でも限定はしないが、ＡＢは表１に記載の任意の
標的の結合パートナーである。具体的な例示的な実施形態では、ＡＢは、ＥＧＦＲ、ＴＮ
Ｆアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、
ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１
、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、
ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４の結合パートナーである。具体的な一
実施形態では、ＡＢはＣＤ５２の結合パートナーではない。
【０１０６】
　例示的な実施形態では、いかなる様式でも限定はしないが、ＡＢの例示的な供給源を表
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２に記載する。具体的な例示的な実施形態では、本発明のＡＢの供給源は、セツキシマブ
、パニツムマブ、インフリキシマブ、アダリムマブ、エファリズマブ、イピリムマブ、ト
レメリムマブ、アデカツムマブ、Ｈｕ５ｃ８、アレムツズマブ、ラニビズマブ、トシツモ
マブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、インフリキシマブ、ベバシズマブ、
またはフィギツムマブである。具体的な一実施形態では、ＡＢの供給源はアレムツズマブ
ではないまたはＣａｍｐａｔｈ（商標）ではない。
【０１０７】
【表１】

【０１０８】
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【表２】

　表２に記載のＡＢの一部の例示的な供給源は、参照したＡＢ供給源のうちの１つまたは
複数の説明について本明細書中に参考として組み込まれている以下の参考文献中に詳述さ
れている：Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商標）（インフリキシマブ）：米国特許第６，０１５，５
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５７号、Ｎａｇａｈｉｒａ　Ｋ、Ｆｕｋｕｄａ　Ｙ、Ｏｙａｍａ　Ｙ、Ｋｕｒｉｈａｒａ
　Ｔ、Ｎａｓｕ　Ｔ、Ｋａｗａｓｈｉｍａ　Ｈ、Ｎｏｇｕｃｈｉ　Ｃ、Ｏｉｋａｗａ　Ｓ
、Ｎａｋａｎｉｓｈｉ　Ｔ．、Ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｍｏｕｓｅ　ｎｅ
ｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｔ
ｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ　（ＴＮＦ－ａｌｐｈａ）．、
Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．、１９９９年１月１日；２２２巻（１～２号）：
８３～９２頁）。Ｋｎｉｇｈｔ　ＤＭ、Ｔｒｉｎｈ　Ｈ、Ｌｅ　Ｊ、Ｓｉｅｇｅｌ　Ｓ、
Ｓｈｅａｌｙ　Ｄ、ＭｃＤｏｎｏｕｇｈ　Ｍ、Ｓｃａｌｌｏｎ　Ｂ、Ｍｏｏｒｅ　ＭＡ、
Ｖｉｌｃｅｋ　Ｊ、Ｄａｄｄｏｎａ　Ｐら、Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｉ
ｔｉａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｍｏｕｓｅ－ｈｕｍａｎ　ｃ
ｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉ－ＴＮＦ　ａｎｔｉｂｏｄｙ．、Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、
１９９３年１１月；３０巻（１６号）：１４４３～５３頁。Ｈｕｍｉｒａ（商標）（アダ
リムマブ）：米国特許第６２５８５６２号中の配列。Ｒａｐｔｉｖａ（商標）（エファリ
ズマブ）：Ｗｅｒｔｈｅｒ　ＷＡ、Ｇｏｎｚａｌｅｚ　ＴＮ、Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ　ＳＪ、
ＭｃＣａｂｅ　Ｓ、Ｃｈａｎ　Ｂ、Ｈｏｔａｌｉｎｇ　Ｔ、Ｃｈａｍｐｅ　Ｍ、Ｆｏｘ　
ＪＡ、Ｊａｒｄｉｅｕ　ＰＭ、Ｂｅｒｍａｎ　ＰＷ、Ｐｒｅｓｔａ　ＬＧ．、Ｈｕｍａｎ
ｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ａｎｔｉ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ－ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ　（ＬＦＡ）－１　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　ａｎｄ　ｒｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎｉｚｅｄ
　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｒｈｅｓｕｓ　（ＬＦＡ）－１．
、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９６年１２月１日；１５７巻（１１号）：４９８６～９５
頁に記載の配列。Ｍｙｌｏｔａｒｇ（商標）（ゲムツズマブオゾガマイシン）：（ＣＯ　
ＭＳ、Ａｖｄａｌｏｖｉｃ　ＮＭ、Ｃａｒｏｎ　ＰＣ、Ａｖｄａｌｏｖｉｃ　ＭＶ、Ｓｃ
ｈｅｉｎｂｅｒｇ　ＤＡ、Ｑｕｅｅｎ　Ｃ：Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎｉｚ
ｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｗｉｔｈ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃ
Ｄ３３　ａｎｔｉｇｅｎ．、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、１４８巻：１１４９頁、１９９１年に
記載の配列）（Ｃａｒｏｎ　ＰＣ、Ｓｃｈｗａｒｔｚ　ＭＡ、Ｃｏ　ＭＳ、Ｑｕｅｅｎ　
Ｃ、Ｆｉｎｎ　ＲＤ、Ｇｒａｈａｍ　ＭＣ、Ｄｉｖｇｉ　ＣＲ、Ｌａｒｓｏｎ　ＳＭ、Ｓ
ｃｈｅｉｎｂｅｒｇ　ＤＡ．、Ｍｕｒｉｎｅ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ｃｏｎｓｔ
ｒｕｃｔｓ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｍ　１９５　（ａｎｔｉ
－ＣＤ３３）　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ａｃｕｔｅ　ｍｙｅｌｏｇｅｎ
ｏｕｓ　ｌｅｕｋｅｍｉａ．、Ｃａｎｃｅｒ．、１９９４年２月１日；７３巻（補遺３）
：１０４９～５６頁）。Ｓｏｌｉｒｉｓ（商標）（エクリズマブ）：＿Ｈｉｌｌｍｅｎ　
Ｐ、Ｙｏｕｎｇ　Ｎ、Ｓｃｈｕｂｅｒｔ　Ｊ、Ｂｒｏｄｓｋｙ　Ｒ、Ｓｏｃｉｅ　Ｇ、Ｍ
ｕｕｓ　Ｐ、Ｒｏｔｈ　Ａ、Ｓｚｅｒ　Ｊ、Ｅｌｅｂｕｔｅ　Ｍ、Ｎａｋａｍｕｒａ　Ｒ
、Ｂｒｏｗｎｅ　Ｐ、Ｒｉｓｉｔａｎｏ　Ａ、Ｈｉｌｌ　Ａ、Ｓｃｈｒｅｚｅｎｍｅｉｅ
ｒ　Ｈ、Ｆｕ　Ｃ、Ｍａｃｉｅｊｅｗｓｋｉ　Ｊ、Ｒｏｌｌｉｎｓ　Ｓ、Ｍｏｊｃｉｋ　
Ｃ、Ｒｏｔｈｅｒ　Ｒ、Ｌｕｚｚａｔｔｏ　Ｌ（２００６年）、Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｌｅｍ
ｅｎｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｅｃｕｌｉｚｕｍａｂ　ｉｎ　ｐａｒｏｘｙｓｍａｌ　ｎ
ｏｃｔｕｒｎａｌ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒｉａ．、Ｎ　ＥｎｇｌＪ　Ｍｅｄ、３５５
巻（１２号）：１２３３～４３頁。Ｔｙｓａｂｒｉ（商標）（ナタリズマブ）：Ｌｅｇｅ
ｒ　ＯＪ、Ｙｅｄｎｏｃｋ　ＴＡ、Ｔａｎｎｅｒ　Ｌ、Ｈｏｍｅｒ　ＨＣ、Ｈｉｎｅｓ　
ＤＫ、Ｋｅｅｎ　Ｓ、Ｓａｌｄａｎｈａ　Ｊ、Ｊｏｎｅｓ　ＳＴ、Ｆｒｉｔｚ　ＬＣ、Ｂ
ｅｎｄｉｇ　ＭＭ．、Ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｈｕｍａｎ　ａｌｐｈａ－４　ｉｎｔｅｇｒｉｎ：　ａ　ｐｏｔ
ｅｎｔｉａｌ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　
ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ．、Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．、１９９７
年；８巻（１号）：３～１６頁に記載の配列。Ｓｙｎａｇｉｓ（商標）（パリビズマブ）
：Ｊｏｈｎｓｏｎ　Ｓ、Ｏｌｉｖｅｒ　Ｃ、Ｐｒｉｎｃｅ　ＧＡ、Ｈｅｍｍｉｎｇ　ＶＧ
、Ｐｆａｒｒ　ＤＳ、Ｗａｎｇ　ＳＣ、Ｄｏｒｍｉｔｚｅｒ　Ｍ、Ｏ’Ｇｒａｄｙ　Ｊ、
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Ｋｏｅｎｉｇ　Ｓ、Ｔａｍｕｒａ　ＪＫ、Ｗｏｏｄｓ　Ｒ、Ｂａｎｓａｌ　Ｇ、Ｃｏｕｃ
ｈｅｎｏｕｒ　Ｄ、Ｔｓａｏ　Ｅ、Ｈａｌｌ　ＷＣ、Ｙｏｕｎｇ　ＪＦ．、Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
　（ＭＥＤＩ－４９３）　ｗｉｔｈ　ｐｏｔｅｎｔ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ａｎｄ　ｉｎ　
ｖｉｖｏ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｃｙｔ
ｉａｌ　ｖｉｒｕｓ．、Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ．、１９９７年１１月；１７６巻（５
号）：１２１５～２４頁に記載の配列。イピリムマブ：Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ：２
００７年；３０巻（８号）：８２５～８３０頁、Ｉｐｉｌｉｍｕｍａｂ　（Ａｎｔｉ－Ｃ
ＴＬＡ４　Ａｎｔｉｂｏｄｙ）　Ｃａｕｓｅｓ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｔａ
ｓｔａｔｉｃ　Ｒｅｎａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｗｉｔｈ
　Ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｈｙｐｏｐｈｙｓｉｔｉｓ；Ｊａｍｅｓ　Ｃ．　Ｙａｎ
ｇ、Ｍａｒｙｂｅｔｈ　Ｈｕｇｈｅｓ、Ｕｄａｉ　Ｋａｍｍｕｌａ、Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｒ
ｏｙａｌ、Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｍ．　Ｓｈｅｒｒｙ、Ｓｕｚａｎｎｅ　Ｌ．　Ｔｏｐａｌｉ
ａｎ、Ｋｉｍｂｅｒｌｙ　Ｂ．　Ｓｕｒｉ、Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ　Ｌｅｖｙ、Ｔａｍｉｋ
ａ　Ａｌｌｅｎ、Ｓｈａｒｏｎ　Ｍａｖｒｏｕｋａｋｉｓ、Ｉｓｒａｅｌ　Ｌｏｗｙ、Ｄ
ｏｎａｌｄ　Ｅ．　Ｗｈｉｔｅ、ａｎｄ　Ｓｔｅｖｅｎ　Ａ．　Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ。ト
レメリムマブ：Ｏｎｃｏｌｏｇｉｓｔ、２００７年；１２巻；１５３～８８３頁；Ｂｌｏ
ｃｋｉｎｇ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｆｏｒ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｃａｎｃｅｒ；Ａｎｔｏｎ
ｉ　Ｒｉｂａｓ、Ｄｏｕｇｌａｓ　Ｃ．　Ｈａｎｓｏｎ、Ｄｅｎｎｉｓ　Ａ．　Ｎｏｅ、
Ｒｏｂｅｒｔ　Ｍｉｌｌｈａｍ、Ｄｅｂｏｒａｈ　Ｊ．　Ｇｕｙｏｔ、Ｓｔｅｖｅｎ　Ｈ
．　Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ、Ｐａｕｌ　Ｃ．　Ｃａｎｎｉｆｆ、Ａｍａｒｎａｔｈ　Ｓｈａ
ｒｍａおよびＪｅｓｕｓ　Ｇｏｍｅｚ－Ｎａｖａｒｒｏ。
【０１０９】
　（ｂ）マスキング部分（ＭＭ）
　本開示のマスキング部分（ＭＭ）とは、一般に、ＡＢとカップリングしており、その標
的と特異的に結合するＡＢの能力を低下させるように位置するアミノ酸配列をいう。一部
の例では、ＭＭはリンカーによってＡＢとカップリングしている。
【０１１０】
　ＡＢがＭＭで修飾されており、標的の存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結
合は、標的とＭＭで修飾されていないＡＢとの特異的結合または親ＡＢとの特異的結合と
比較して、低下または阻害されている。
【０１１１】
　ＡＢの標的に対するＭＭで修飾されたＡＢのＫｄは、一般に、ＭＭで修飾されていない
ＡＢのＫｄまたは標的に対する親ＡＢのＫｄよりも高い。逆に、標的に対するＭＭで修飾
されたＡＢの結合親和性は、一般に、標的に対するＭＭで修飾されていないＡＢまたは親
ＡＢの結合親和性よりも低い。
【０１１２】
　ＡＢに対するＭＭの解離定数（Ｋｄ）は、一般に標的に対するＡＢのＫｄよりも高い。
逆に、ＡＢに対するＭＭの結合親和性は、一般に標的に対するＡＢの結合親和性よりも低
い。
【０１１３】
　ＡＢがＭＭで修飾されており、標的の存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結
合は、標的とＭＭで修飾されていないＡＢとの特異的結合または親ＡＢとの特異的結合と
比較して、低下または阻害されている場合がある。ＡＢがＣＭおよびＭＭで修飾されてお
り、標的の存在下にあるが、ＣＭを切断するために十分な酵素または酵素活性の存在下に
ない場合、改変したＡＢと標的との特異的結合が、標的およびＣＭを切断するために十分
な酵素または酵素活性の存在化におけるＣＭおよびＭＭで改変したＡＢの特異的結合と比
較して、低下または阻害される。
【０１１４】
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　ＭＭはＡＢと標的との結合を阻害することができる。ＭＭは、ＡＢの抗原結合ドメイン
と結合してＡＢとその標的との結合を阻害することができる。ＭＭは、ＡＢと標的との結
合を立体的に阻害することができる。ＭＭは、ＡＢとその標的との結合をアロステリック
に阻害することができる。ＡＢが修飾されているまたはＭＭとカップリングしており、標
的の存在下にあるこれらの実施形態では、本明細書中に記載のようにｉｎ　ｖｉｖｏまた
は標的置換ｉｎ　ｖｉｔｒｏの免疫吸着アッセイで測定した際に、ＡＢと標的との結合が
存在しないもしくは結合が実質的に存在しない、または、標的とＭＭで修飾されていない
ＡＢとの結合、親ＡＢとの結合、またはＭＭとカップリングしていないＡＢとの結合と比
較して、．００１％、．０１％、．１％、１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、
８％、９％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、もしくは５０
％以下のＡＢと標的との結合のみが、少なくとも２、４、６、８、１２、２８、２４、３
０、３６、４８、６０、７２、８４、９６時間、または５、１０、１５、３０、４５、６
０、９０、１２０、１５０、１８０日間、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２カ月間もしくはそれより長くの間存在する。
【０１１５】
　特定の実施形態では、ＭＭはＡＢの天然の結合パートナーではない。ＭＭは、ＡＢとの
結合の親和性および／または結合力を少なくともわずかに減少させるアミノ酸変化を含有
する、ＡＢの改変された結合パートナーであり得る。一部の実施形態では、ＭＭは、ＡＢ
の天然の結合パートナーとの相同性を含有しないまたは実質的に含有しない。他の実施形
態では、ＭＭは、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４
５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、または８０％以下しか、ＡＢ
の天然の結合パートナーと類似でない。
【０１１６】
　ＡＢが「マスキングされた」状態にある場合、さらにはＡＢの標的の存在下にある場合
、ＭＭはＡＢと標的との結合を妨害または阻害する。しかし、ＡＢのマスキングされてい
ない状態では、ＭＭの、ＡＢとの標的結合の妨害は低下し、それにより、ＡＢが標的によ
り接近することが可能となり、標的結合をもたらす。
【０１１７】
　たとえば、改変抗体がＡＡでありＣＭを含む場合、ＡＢは、酵素、好ましくは疾患に特
異的な酵素の存在下で、ＣＭの切断の際に脱マスキングすることができる。したがって、
ＭＭは、ＡＡが切断されていない場合に標的結合からのＡＢのマスキングを提供するが、
ＡＡが切断されたコンホメーションにある場合に、標的とＡＢとの結合を実質的にまたは
顕著に妨害しないまたはそれと競合しないものである。したがって、ＭＭおよびＣＭの組
合せは切替可能／活性化可能な表現型を容易にし、ＭＭはＡＡが切断されていない場合に
標的の結合を減少させ、プロテアーゼによるＣＭの切断は標的の結合の増加をもたらす。
【０１１８】
　ＭＭの構造的特性は、ＡＢと標的との結合の妨害に必要な最小のアミノ酸配列、目的の
標的タンパク質－ＡＢの結合対、ＡＢの大きさ、ＣＭの長さ、ＣＭがＭＭ内に位置し、切
断されていないＡＡ中のＡＢをマスキングする役割も果たすかどうか、リンカーの存在ま
たは非存在、システイン－システインジスルフィド結合のＣＭを提供するために適切なＡ
Ｂ内またはそれに隣接するシステインの存在または非存在などの、様々な要因に応じて変
動する。
【０１１９】
　ＡＡ中の抗体またはその断片（ＡＢ）をマスキングするための一戦略は、ＡＢに対する
標的の接近を立体的に邪魔するループ中でＡＡを提供することである。この戦略では、シ
ステイン間にジスルフィド結合が形成される際にＡＢがマスキングされるように、システ
インがＡＡのＮ末端、Ｃ末端、またはＡＢの近くに位置する。
【０１２０】
　一部の実施形態では、ＭＭは共有結合によってＡＡとカップリングしている。別の実施
形態では、ＡＡ組成物は、ＭＭをＡＡのＮ末端と結合させることによって、標的との結合
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が妨げられている。さらに別の実施形態では、ＡＡは、ＭＭとＡＡとの間のシステイン－
システインジスルフィド橋によってＭＭとカップリングしている。
【０１２１】
　ＭＭは様々な異なる形態で提供することができる。特定の実施形態では、ＭＭは、ＡＢ
の公知の結合パートナーであるように選択することができるが、ただし、ＭＭは、標的－
ＡＢの結合におけるＭＭの妨害を低下させるために、ＡＢがＣＭの切断後に結合するよう
に設計されている標的タンパク質よりも低い親和性および／または結合力でＡＢと結合す
る。つまり、上述のように、ＭＭは、ＡＡが切断されていない場合にＡＢを標的結合から
マスキングするが、ＡＡが切断されたコンホメーションにある場合に、標的に対する結合
を実質的または顕著に妨害しないまたはそれと競合しないものである。具体的な実施形態
では、ＡＢおよびＭＭは、ＡＢおよびＭＭのうちの少なくとも１つが天然に存在する結合
パートナーのメンバーのアミノ酸配列を有さないように、天然に存在する結合パートナー
対のアミノ酸配列を含有しない。
【０１２２】
　カップリングした際のＡＢとその標的との結合を阻害するＭＭの効率は、本開示の実施
例セクションにおいて本明細書中に記載されているように、免疫吸着標的置換アッセイを
用いたマスキング効率の尺度によって測定することができる。ＭＭのマスキング効率は、
少なくとも２つのパラメータ、すなわち、抗体またはその断片に対するＭＭの親和性、お
よびＡＢとその標的との結合の妨害に対するＭＭの空間的な関係性によって決定される。
【０１２３】
　親和性に関して、例として、１つのＭＭは、高い親和性を有するがＡＢ上の結合部位を
部分的にのみ阻害し得る一方で、別のＭＭは、ＡＢに対してより低い親和性を有するが標
的結合を完全に阻害し得る。短期間の間は、より低い親和性のＭＭは十分なマスキングを
示し得るが、その一方で、時間とともに、同じＭＭは標的によって置き換えられ得る（Ａ
Ｂに対する不十分な親和性が原因）。
【０１２４】
　同様の様式で、同じ親和性を有する２つのＭＭは、これらが、どれほど良好にＡＢ上の
結合部位の阻害またはＡＢがその標的と結合することの防止を促進するかに基づいて、異
なる程度のマスキングを示し得る。別の例では、高い親和性を有する１つのＭＭは、その
標的との結合が完全に阻害されるように、ＡＢと結合してその構造を変化させ得る一方で
、高い親和性を有する別のＭＭは、結合を部分的にのみ阻害し得る。その結果、有効なＭ
Ｍの発見は親和性のみに基づくことができず、マスキング効率の経験的尺度が含まれる場
合がある。ＡＡ中のＭＭの時間依存性の標的置換は、ＭＭについて最適化および選択する
ために測定することができる。この目的のために新規標的置換アッセイが本明細書中に記
載されている。
【０１２５】
　一部の実施形態では、ＭＭは、スクリーニング手順によって、可変のＭＭを有する候補
ＡＡのライブラリから同定することができる。たとえば、ＡＢおよびＣＭを選択して所望
の酵素／標的の組合せを提供することができ、ＭＭのアミノ酸配列を以下に記載のスクリ
ーニング手順によって同定して、切替可能な表現型を提供するＭＭを同定することができ
る。たとえば、ランダムペプチドライブラリ（たとえば、約２～約４０個以上のアミノ酸
）を本明細書中に開示するスクリーニング方法で使用して、適切なＭＭを同定し得る。具
体的な実施形態では、抗体またはその断片（ＡＢ）に対して特異的結合親和性を有するＭ
Ｍは、候補ＭＭからなるペプチド足場のライブラリであって、それぞれの足場が膜貫通タ
ンパク質および候補ＭＭから構成されるライブラリを提供することが含まれる、スクリー
ニング手順によって同定することができる。その後、ライブラリを、完全長抗体、天然に
存在する抗体断片、またはＡＢを含有する天然に存在しない断片（やはり目的の標的と結
合することができる）などのＡＢの全体または一部分と接触させ、検出可能に結合したＡ
Ｂを有する１つまたは複数の候補ＭＭを同定する。スクリーニングには、さらに１回の磁
気活性化分別（ＭＡＣＳ）または蛍光活性化分別（ＦＡＣＳ）のラウンドが含まれる場合
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がある。また、スクリーニングには、ＡＢに対するＭＭの解離定数（Ｋｄ）の決定および
続くマスキング効率の決定も含まれる場合がある。
【０１２６】
　このようにして、切断されていない状態でＡＢと標的との結合を阻害し、切断された状
態でＡＢと標的との結合を可能にするＭＭを有するＡＡを同定することができ、さらに、
切替可能な表現型の最適な動作範囲を有するＡＡの選択を提供することができる。望まし
い切替表現型を有するＡＡを同定する方法を以下にさらに詳述する。
【０１２７】
　あるいは、ＭＭはＡＢと特異的に結合せず、むしろ、立体障害などの非特異的な相互作
用を介してＡＢ－標的の結合を妨害し得る。たとえば、ＭＭは、ＡＡの三次または四次構
造によりＭＭが荷電に基づいた相互作用を介してＡＢをマスキングすることが可能となる
ように、切断されていないＡＡ中に位置して、それにより、ＭＭを固定して標的のＡＢへ
の接近を妨害し得る。
【０１２８】
　また、ＡＡは、切替可能な表現型を容易にするために、環状構造などのコンホメーショ
ンが束縛された構造で提供することもできる。これは、システイン対の間のジスルフィド
結合の形成によりＡＡがループまたは環状構造となるように、ＡＡ構築体中に１対のシス
テインを含めることによって達成できる。したがって、ＡＡは、所望のプロテアーゼによ
って切断可能に保たれる一方で、標的とＡＢとの結合の阻害を提供する。ＣＭが切断され
た後、環状構造は開かれ、ＡＢに対する標的の接近が可能となる。
【０１２９】
　システイン対は、コンホメーションが束縛されたＡＡを提供するが、ＣＭの還元の後は
標的とＡＢとの結合を実質的または顕著に妨害しない、ＡＡ中の任意の位置に位置するこ
とができる。たとえば、システイン対のシステイン残基は、ＭＭならびにＭＭおよびＡＢ
に隣接するリンカー中、ＭＭおよびＡＢに隣接するリンカー内、または他の適切な立体配
置中に位置する。たとえば、ＭＭまたはＭＭに隣接するリンカーには１つまたは複数のシ
ステイン残基が含まれることができ、システイン残基は、ＡＡが折り畳まれた状態にある
場合にＭＭの向かいに位置するシステイン残基とジスルフィド橋を形成する。一般に、Ａ
Ａの切断後に標的結合を妨害することを回避するために、システイン対のシステイン残基
がＡＢの外側に位置することが望ましい。ジスルフィド結合させるシステイン対のシステ
インがＡＢ内に位置する場合、これが、還元剤に曝露した後にＡＢ－標的の結合の妨害を
回避するように位置することが望ましい。
【０１３０】
　システイン間のジスルフィド結合によって環状構造を形成することができる例示的なＡ
Ａは、一般式（ＮからＣ末端またはＣからＮ末端の方向のどちらであってもよい）：
　Ｘｎ１－（Ｃｙｓ１）－Ｘｍ－ＣＭ－ＡＢ－（Ｃｙｓ２）－Ｘｎ２

　Ｘｎ１－シクロ［（Ｃｙｓ１）－Ｘｍ－ＣＭ－ＡＢ－（Ｃｙｓ２）］－Ｘｎ２

　　［式中、Ｘｎ１およびＸｎ２は、独立して、任意選択で存在するまたは存在せず、存
在する場合は、独立して任意のアミノ酸を表し、柔軟なリンカーのアミノ酸配列（たとえ
ば、少なくとも１つのＧｌｙ、Ｓｅｒ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、通常は少なくとも１つのＧｌｙ
またはＳｅｒ、通常は少なくとも１つのＧｌｙ）が任意選択で含まれることができ、ｎ１

およびｎ２は、独立して、０または任意の整数、通常は１、２、３、４、５、６、７、８
、９もしくは１０以下から選択され、
　　Ｃｙｓ１およびＣｙｓ２は、ジスルフィド結合を形成することができる対の第１およ
び第２のシステインを表し、
　　Ｘｍはマスキングモチーフ（ＭＭ）のアミノ酸を表し、Ｘは任意のアミノ酸であり、
Ｘｍには、柔軟なリンカー（たとえば、少なくとも１つのＧｌｙ、Ｓｅｒ、Ａｓｎ、Ａｓ
ｐ、通常は少なくとも１つのＧｌｙまたはＳｅｒ、通常は少なくとも１つのＧｌｙ）が任
意選択で含まれることができ、ｍは、１より大きい整数、通常は２、３、４、５、６、７
、８、９、１０以上（上述）であり、
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　　ＣＭは切断可能な部分を表し（本明細書中に記載）、
　　ＡＢは抗体またはその断片を表す（本明細書中に記載）］
のものであることができる。
【０１３１】
　上記式中で使用するシクロは、ＡＡの環状構造を提供するＡＡ中のジスルフィド結合を
示す。さらに、上記式は、ＭＭがＡＢ１をいい、ＡＢがＡＢ２をいい、ＡＢ１およびＡＢ
２が第１および第２のＡＢの任意の指定であり、ＡＢと結合することができる標的が同じ
もしくは異なる標的、または同じ標的の同じもしくは異なる結合部位であり得る、二重標
的結合ＡＡを企図する。そのような実施形態では、ＡＢ１および／またはＡＢ２は、標的
と切断されていない二重標的結合ＡＡとの結合を妨害するマスキング部分として作用する
。
【０１３２】
　したがって、上に例示したように、システインは、ＡＡ中に位置して１つまたは２つの
テイル（上記にＸｎ１およびＸｎ２によって表す）を可能にし、それにより、ＡＡがジス
ルフィド結合された構造（したがってコンホメーションが束縛された状態）にある場合に
ラッソまたはオメガ構造を生じる場合がある。テイルのアミノ酸配列は、標的受容体と結
合してＡＡの局在化を促進することなどの、ＡＡのさらなる特長を提供することができる
。
【０１３３】
　特定の具体的な実施形態では、ＭＭはＡＡの細胞進入を阻害しない。
【０１３４】
　（ｃ）切断可能な部分（ＣＭ）
　一部の実施形態では、ＡＡの切断可能な部分（ＣＭ）には、プロテアーゼ、通常は細胞
外プロテアーゼの基質として役割を果たすことができるアミノ酸配列が含まれ得る。他の
実施形態では、ＣＭは、ジスルフィド結合を形成することができるシステイン－システイ
ン対を含み、これは還元剤の作用によって切断することができる。他の実施形態では、Ｃ
Ｍは、光分解の際に切断することができる基質を含む。
【０１３５】
　ＣＭは、ＣＭが切断剤によって（たとえば、ＣＭのプロテアーゼ基質がプロテアーゼに
よって切断されるおよび／もしくはシステイン－システインジスルフィド結合が還元剤へ
の曝露による還元を介して破壊される）または光誘導性の光分解によって切断され、標的
の存在下で、切断された状態がもたらされた場合、ＡＢが標的と結合し、切断されていな
い状態では、標的の存在下で、ＡＢと標的との結合がＭＭによって阻害されるように、Ａ
Ａ中に位置する（図２）。ＡＡが阻害されていないまたは切断されていないまたはマスキ
ングされていないコンホメーションにある場合にＣＭの全体または一部分がＡＢのマスキ
ングを促進するように、ＣＭのアミノ酸配列がＭＭと重複するまたはそれ中に含まれてい
てもよいことに注意されたい。
【０１３６】
　ＣＭは、ＡＡのＡＢの所望の標的と共に組織中に共局在化しているプロテアーゼに基づ
いて選択し得る。プロテアーゼの基質が当分野で公知である、目的の標的がプロテアーゼ
と共に共局在化している様々な異なる条件は、公知である。癌の例では、標的組織は癌組
織、特に固形腫瘍の癌組織であることができる。いくつかの癌、たとえば固形腫瘍におい
て公知の基質を有するプロテアーゼのレベルが増加しているという報告が文献に存在する
。たとえばＬａ　Ｒｏｃｃａら（２００４年）　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊ．　ｏｆ　Ｃａｎｃ
ｅｒ、９０巻（７号）：１４１４～１４２１頁を参照されたい。疾患の非限定的な例には
、すべての種類の癌（乳房、肺、結腸直腸、前立腺、頭頸部、膵臓等）、関節リウマチ、
クローン病、黒色腫、ＳＬＥ、心血管損傷、虚血などが含まれる。さらに、ＶＥＧＦなど
の抗血管形成標的が公知である。したがって、ＶＥＧＦなどの抗血管形成標的と結合でき
るようにＡＡのＡＢを選択した場合は、適切なＣＭは、癌の処置部位に存在するプロテア
ーゼ、特に非癌組織と比較して癌の処置部位に上昇したレベルで存在するものによって切
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Ｆと結合することができ、ＣＭはマトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）基質であり
、したがってＭＭＰによって切断可能であることができる。他の実施形態では、ＡＡのＡ
Ｂは目的の標的と結合することができ、ＣＭは、たとえば、レグマイン、プラスミン、Ｔ
ＭＰＲＳＳ－３／４、ＭＭＰ－９、ＭＴ１－ＭＭＰ、カテプシン、カスパーゼ、ヒト好中
球エラスターゼ、ベータ－セクレターゼ、ｕＰＡ、またはＰＳＡであることができる。他
の実施形態では、ＡＡは、多発性硬化症または関節リウマチなどの癌以外の疾患において
他の疾患に特異的なプロテアーゼによって活性化される。
【０１３７】
　改変されていないまたは切断されていないＣＭは、ＭＭをＡＢに繋留することによって
、ＡＢの効率的な阻害またはマスキングを可能にすることができる。ＣＭが改変（切断、
還元、光分解）されている場合、ＡＢはもはや阻害またはマスキングされておらず、その
標的と結合することができる。
【０１３８】
　ＡＡは、ＡＡがたとえば第１のＣＭ（ＣＭ１）および第２のＣＭ（ＣＭ２）を含むよう
に、複数のＣＭを含むことができる。ＣＭ１およびＣＭ２は、同じ酵素の異なる基質（た
とえば酵素に対して異なる結合親和性を示す）、もしくは異なる酵素の異なる基質である
ことができ、または、ＣＭ１は酵素基質であることができ、ＣＭ２は光分解基質であるこ
とができるか、もしくはＣＭ１は酵素基質であることができ、ＣＭ２は還元の基質である
ことができるか、もしくはＣＭ１は光分解の基質であることができ、ＣＭ２は還元の基質
などであることができる。
【０１３９】
　ＣＭは、薬剤（すなわち、酵素、還元剤、光）によって、約．００１～１５００×１０
４Ｍ－１Ｓ－１または少なくとも．００１、．００５、．０１、．０５、．１、．５、１
、２．５、５、７．５、１０、１５、２０、２５、５０、７５、１００、１２５、１５０
、２００、２５０、５００、７５０、１０００、１２５０、もしくは１５００×１０４Ｍ
－１Ｓ－１の速度で特異的に修飾される（切断、還元または光分解）ことができる。
【０１４０】
　酵素による特異的切断には、酵素とＣＭとの間の接触を行わせる。ＡＡがＭＭとカップ
リングしたＡＢを含み、ＣＭが標的および十分な酵素活性の存在下にある場合、ＣＭを切
断することができる。十分な酵素活性とは、ＣＭと接触して切断をもたらす、酵素の能力
をいうことができる。他の細胞性因子または酵素のタンパク質修飾が原因で、酵素がＣＭ
の近傍にあるが切断できない場合があることが、容易に想定されるであろう。
【０１４１】
　例示的な基質には、それだけには限定されないが、表３の以下の酵素またはプロテアー
ゼのうちの１つまたは複数によって切断可能な基質が含まれることができる。
【０１４２】
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【表３】

　あるいは、またはそれに加えて、ＡＡのＡＢは目的の標的と結合するものであることが
でき、ＣＭは、システイン対のジスルフィド結合を含むことができ、したがって、たとえ
ば、それだけには限定されないが、固形腫瘍の組織またはその周辺に大量に存在する場合
がある、グルタチオン（ＧＳＨ）、チオレドキシン、ＮＡＤＰＨ、フラビン、アスコルベ
ートなどの細胞性還元剤等の還元剤によって切断可能である。
【０１４３】
　（ｄ）リンカー
　本明細書中に記載の組成物での使用に適したリンカーは、ＡＢと標的との結合の阻害を
容易にするために、一般に、改変したＡＢまたはＡＡの柔軟性を提供するものである。そ
のようなリンカーは、一般に柔軟なリンカーと呼ばれる。適切なリンカーは容易に選択す
ることができ、様々な長さの適切なもののうちの任意のものであることができ、たとえば
、１個のアミノ酸（たとえばＧｌｙ）から２０個のアミノ酸、２個のアミノ酸から１５個
のアミノ酸、３個のアミノ酸から１２個のアミノ酸であり、４個のアミノ酸から１０個の
アミノ酸、５個のアミノ酸から９個のアミノ酸、６個のアミノ酸から８個のアミノ酸、ま
たは７個のアミノ酸から８個のアミノ酸が含まれ、１、２、３、４、５、６、または７個
のアミノ酸であり得る。
【０１４４】
　例示的な柔軟なリンカーには、グリシンポリマー（Ｇ）ｎ、グリシン－セリンポリマー
（たとえば、（ＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎおよび（ＧＧＧＳ）ｎ［式中、ｎは少なくと
も１の整数である］が含まれる）、グリシン－アラニンポリマー、アラニン－セリンポリ
マー、ならびに当分野で公知の他の柔軟なリンカーが含まれる。グリシンおよびグリシン
－セリンポリマーは比較的組織化されておらず、したがって、構成要素間の中性の繋留と
して役割を果たし得る。グリシンはアラニンよりも顕著にファイ－ファイ空間で接近し、
より長い側鎖を有する残基よりもはるかに制限が少ない（Ｓｃｈｅｒａｇａ、Ｒｅｖ．　
Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｅｍ．、１１１７３～１４２頁（１９９２年）を参照
）。例示的な柔軟なリンカーには、それだけには限定されないが、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ、Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ、Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙなどが含まれる。ＡＡの設計には
、リンカーに柔軟なリンカーおよび柔軟性がより低い構造を与える１つまたは複数の部分
が含まれて所望のＡＡ構造が提供されるように、全体的にまたは部分的に柔軟なリンカー
が含まれることができることが、当業者には理解されよう。
【０１４５】
　（ｅ）さらなる要素
　上述の要素に加えて、改変したＡＢおよびＡＡは、追加の要素、たとえば、ＡＡのＮま
たはＣ末端側のアミノ酸配列などを含有することができる。たとえば、目的の細胞または
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組織への送達を容易にするために、ＡＡには標的化部分が含まれることができる。さらに
、以下にさらに記述するＡＡライブラリのコンテキストでは、細胞表面上でのＡＡの表示
を容易にするために、ＡＡを足場タンパク質のコンテキストで提供することができる。
【０１４６】
　例示的な実施形態
　本明細書中に提供する組成物およびＡＡは、治療学および診断学を含めた様々な目的に
有用な場合がある。
【０１４７】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化
可能な抗ＥＧＦＲ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗ＥＧＦＲ、Ｍ
Ｍとカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活性化可能な抗ＥＧＦＲ、ＭＭとカップ
リングした、レグマインで活性化可能なセツキシマブ、ＭＭとカップリングした、プラス
ミンで活性化可能なセツキシマブ、ＭＭとカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活
性化可能なセツキシマブ、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化可能なｖｅｃｔ
ｉｂｉｘ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能なｖｅｃｔｉｂｉｘ、また
はＭＭとカップリングした、ＴＭＰＲＳＳ－３／４で活性化可能なｖｅｃｔｉｂｉｘであ
ることができる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、頭頸部癌、または結腸、肺、も
しくは膵臓の癌の診断の処置に有用な場合がある。
【０１４８】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ＭＭＰ９で活性化可
能な抗ＴＮＦアルファ、ＭＭとカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能な抗ＴＮ
Ｆアルファ、ＭＭとカップリングした、カテプシンで活性化可能な抗ＴＮＦアルファ、Ｍ
Ｍとカップリングした、ＭＭＰ９で活性化可能なインフリキシマブ、ＭＭとカップリング
した、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能なインフリキシマブ、ＭＭとカップリングした、カテ
プシンで活性化可能なインフリキシマブ、ＭＭとカップリングした、ＭＭＰ９で活性化可
能なアダリムマブ、ＭＭとカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能なアダリムマ
ブ、またはＭＭとカップリングした、カテプシンで活性化可能なアダリムマブであること
ができる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、関節リウマチまたは多発性硬化症の診
断の処置に有用な場合がある。
【０１４９】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化
可能な抗ＣＤ１１ａ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗ＣＤ１１ａ
、ＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗ＣＤ１１ａ、ＭＭとカップリン
グした、カテプシンで活性化可能な抗ＣＤ１１ａ、ＭＭとカップリングした、レグマイン
で活性化可能なエファリズマブ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能なエ
ファリズマブ、ＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能なエファリズマブ、Ｍ
Ｍとカップリングした、カテプシンで活性化可能なエファリズマブ、ＭＭとカップリング
した、レグマインで活性化可能な抗ＣＳＦＲ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活
性化可能な抗ＣＳＦＲ、ＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗ＣＳＦＲ
、またはＭＭとカップリングした、カテプシンで活性化可能な抗ＣＳＦＲであることがで
きる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、癌腫の腫瘍関連マクロファージの処置また
は診断に有用な場合がある。
【０１５０】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化
可能な抗ＣＴＬＡ－４、ＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗ＣＴＬＡ
－４、ＭＭとカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能な抗ＣＴＬＡ－４、ＭＭと
カップリングした、プラスミンで活性化可能なイピリムマブ、ＭＭとカップリングした、
カスパーゼで活性化可能なイピリムマブであることができる。
【０１５１】
　ＭＭとカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰで活性化可能なイピリムマブ、ＭＭとカップ
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リングした、プラスミンで活性化可能なトレメリムマブ、ＭＭとカップリングした、カス
パーゼで活性化可能なトレメリムマブ、またはＭＭとカップリングした、ＭＴ１－ＭＭＰ
で活性化可能なトレメリムマブ。一部の実施形態では、これらのＡＡは、悪性黒色腫の処
置または診断に有用な場合がある。
【０１５２】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ＰＳＡで活性化可能
な抗ＥＰＣＡＭ、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化可能な抗ＥＰＣＡＭ、Ｍ
Ｍとカップリングした、ＰＳＡで活性化可能なアデカツムマブ、またはＭＭとカップリン
グした、レグマインで活性化可能なアデカツムマブであることができる。一部の実施形態
では、これらのＡＡは、前立腺癌の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５３】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ヒト好中球エラスタ
ーゼで活性化可能な抗ＣＤ４０Ｌ、またはＭＭとカップリングした、ヒト好中球エラスタ
ーゼで活性化可能なＨｕ５ｃ８であることができる。一部の実施形態では、これらのＡＡ
は、リンパ腫の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５４】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ベータ－セクレター
ゼで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ１、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化可能な
抗Ｎｏｔｃｈ１、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ１、
ＭＭとカップリングした、ｕＰＡで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ１、ＭＭとカップリングし
た、ベータ－セクレターゼで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ３、ＭＭとカップリングした、レ
グマインで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ３、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化
可能な抗Ｎｏｔｃｈ３、ＭＭとカップリングした、ｕＰＡで活性化可能な抗Ｎｏｔｃｈ３
、ＭＭとカップリングした、ベータ－セクレターゼで活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ１、Ｍ
Ｍとカップリングした、レグマインで活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ１、ＭＭとカップリン
グした、プラスミンで活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ１、ＭＭとカップリングした、ｕＰＡ
で活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ１、ＭＭとカップリングした、ベータ－セクレターゼで活
性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ２、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化可能な抗Ｊ
ａｇｇｅｄ２、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ２、
またはＭＭとカップリングした、ｕＰＡで活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ２であることがで
きる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、三重陰性（ＥＲ、ＰＲおよびＨｅｒ２に陰
性）の乳房、頭頸部、結腸および他の癌腫の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５５】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ＭＭＰで活性化可能
な抗ＣＤ５２、またはＭＭとカップリングした、ＭＭＰで活性化可能な抗ｃａｍｐａｔｈ
であることができる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、多発性硬化症の処置または
診断に有用な場合がある。
【０１５６】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、ＭＭＰで活性化可能
な抗ＭＵＣ１、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化可能な抗ＭＵＣ１、ＭＭと
カップリングした、プラスミンで活性化可能な抗ＭＵＣ１、またはＭＭとカップリングし
た、ｕＰＡで活性化可能な抗ＭＵＣ１であることができる。一部の実施形態では、これら
のＡＡは、上皮由来の腫瘍の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５７】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化
可能な抗ＩＧＦ１Ｒ、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗ＩＧＦ１Ｒ
、ＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能な抗ＩＧＦ１Ｒ、ＭＭとカップリン
グした、レグマインで活性化可能な抗フィギツムマブ、ＭＭとカップリングした、プラス
ミンで活性化可能な抗フィギツムマブ、またはＭＭとカップリングした、カスパーゼで活
性化可能な抗フィギツムマブであることができる。一部の実施形態では、これらのＡＡは
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、非小細胞肺、および他の上皮の腫瘍の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５８】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化
可能な抗トランスフェリン受容体、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な
抗トランスフェリン受容体、またはＭＭとカップリングした、カスパーゼで活性化可能な
抗トランスフェリン受容体であることができる。一部の実施形態では、これらのＡＡは、
固形腫瘍、膵臓腫瘍の処置または診断に有用な場合がある。
【０１５９】
　本明細書中に提供する例示的なＡＡは、ＭＭとカップリングした、レグマインで活性化
可能な抗ｇｐ１３０、ＭＭとカップリングした、プラスミンで活性化可能な抗ｇｐ１３０
、またはＭＭとカップリングした、ｕＰＡで活性化可能な抗ｇｐ１３０であることができ
る。一部の実施形態では、これらのＡＡは、固形腫瘍の処置または診断に有用な場合があ
る。
【０１６０】
　特定の他の非限定的な例示的な実施形態では、活性化可能な抗体組成物には、Ｎｏｔｃ
ｈ１に特異的なレグマインのマスキングされたＡＢ、Ｊａｇｇｅｄ１に特異的なｕＰＡで
活性化可能なマスキングされたＡＢ、プラスミンで活性化可能なマスキングされた抗ＶＥ
ＧＦ　ｓｃＦｖ、ＭＭＰ－９で活性化可能なマスキングされた抗ＶＣＡＭ　ｓｃＦｖ、お
よびＭＭＰ－９で活性化可能なマスキングされた抗ＣＴＬＡ４が含まれる。
【０１６１】
　これらのＡＡは例としてのみ提供し、そのような酵素で活性化可能なマスキングされた
抗体のＡＡは、それだけには限定されないが表１に記載の任意の標的に対して、かつそれ
だけには限定されないが表２に記載の任意の抗体を用いることによって、設計することが
できる。
【０１６２】
　活性化可能な抗体複合体
　図３４～３６に示すように、本発明の一態様では、ＡＡは２つ以上のＡＢを含む複合体
（ＡＡＣ）として存在する。本開示は、１つまたは複数の標的タンパク質に対して活性化
可能／切替可能な結合を示す、活性化可能な抗体の複合体（ＡＡＣ）を提供する。一般に
、ＡＡＣには、１つまたは複数の抗体または抗体断片（ＡＢ）、マスキング部分（ＭＭ）
、および切断可能な部分（ＣＭ）が含まれる。一部の実施形態では、ＣＭは、目的のプロ
テアーゼの基質として役割を果たすアミノ酸配列を含有する。他の実施形態では、ＣＭは
、還元によって切断可能なシステイン－システインジスルフィド結合を提供する。ＡＡＣ
は、少なくとも１つのＡＢが、改変されていない場合に、ＣＭの改変後、たとえば、切断
剤（たとえばＣＭの切断部位を認識するプロテアーゼ）または還元剤（たとえばＣＭ中の
ジスルフィド結合を還元する還元剤）の存在下よりも、標的に対する接近可能性が低いよ
うな、活性化可能なコンホメーションを示す。
【０１６３】
　ＡＡＣのＣＭおよびＡＢは、ＡＢが目的の標的の結合部分を表し、ＣＭが被験体内の処
置部位で標的と共に共局在化しているプロテアーゼの基質を表すように、選択し得る。一
部の実施形態では、ＡＡＣは、これらがマスキングされていない場合に、そうでなければ
非処置部位でのＡＢの結合の結果もたらされ得る毒性および／または有害な副作用の低下
を提供することができる。一部の実施形態では、ＡＡＣは、検出可能な部分または診断剤
をさらに含むことができる。特定の実施形態では、ＡＡＣは、抗原結合領域の外に配置さ
れた治療剤と結合体化している。また、ＡＡＣは、診断および／もしくはイメージング方
法において、または試料中の切断剤の存在もしくは非存在を検出するために使用すること
もできる。
【０１６４】
　ＡＡＣの模式図を図４３に提供する。例示したように、ＡＡＣの要素は、ＣＭが、切断
された状態（または比較的活性の状態）で標的の存在下にある場合はＡＢが標的と結合す
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る一方で、切断されていない状態（または比較的不活性の状態）で標的の存在下にある場
合は、複合体中のＭＭによるＡＢのマスキングが原因でＡＢと標的との結合が阻害される
ように位置するように、配置されている。本明細書中で使用する用語、切断された状態と
は、プロテアーゼによるＣＭの切断および／またはＣＭのシステイン－システインジスル
フィド結合の還元後の、ＡＡＣの状態をいう。本明細書中で使用する用語、切断されてい
ない状態とは、プロテアーゼによるＣＭの切断の非存在下および／またはＣＭのシステイ
ン－システインジスルフィド結合の還元の非存在下における、ＡＡＣの状態をいう。上述
のように、本明細書中で使用する用語ＡＡＣとは、その切断されていない（ネイティブ）
状態およびその切断された状態の両方のＡＡＣをいう。一部の実施形態では、切断された
ＡＡＣはプロテアーゼによるＣＭの切断が原因でＭＭを欠き、少なくともＭＭの放出をも
たらし得ることが、当業者には明らかであろう（たとえば、ＭＭが共有結合によってＡＡ
Ｃと結合していない場合）。
【０１６５】
　活性化可能または切替可能とは、ＡＡＣが、ネイティブまたは切断されていない状態（
すなわち第１のコンホメーション）にある場合に標的との結合の第１のレベルを示し、切
断された状態（すなわち第２のコンホメーション）にある場合に標的との結合の第２のレ
ベルを示し、第２の標的結合レベルは第１の結合レベルよりも高いことを意味する。一般
に、ＡＡＣのＡＢに対する標的の接近は、ＣＭを切断することができる切断剤の存在下に
おいて、そのような切断剤の非存在下よりも高い。したがって、ネイティブまたは切断さ
れていない状態では、ＡＢは標的結合からマスキングされており（すなわち、第１のコン
ホメーションとは、ＡＢに対する標的の接近を妨害することである）、切断された状態で
は、ＡＢは標的結合に関してマスキングされていない。
【０１６６】
　一般に、ＡＡＣは、コンホメーションが束縛された場合にＭＭがＡＢのマスキングを提
供するように、目的のＡＢ（複数可）を選択し、ＡＡＣの残りの部分を構築することによ
って設計することができる。二重標的結合ＡＡＣは、同じまたは異なる標的と結合し得る
２つのＡＢを含有する。具体的な実施形態では、二重標的化ＡＡＣは、二重特異性抗体ま
たは抗体断片を含有する。
【０１６７】
　特定の実施形態では、複合体は２つの活性化可能な抗体（ＡＡ）からなり、そのそれぞ
れは、相互マスキングが起こる、すなわち、一方のＡＡ上のＭＭが他方のＡＡ上のＡＢに
よる標的結合を妨害するように、ＡＢ、ＣＭ、およびＭＭを含有する（図３４Ａ）。他の
実施形態では、複合体は２つのＡＡからなり、それぞれのＡＡがＡＢを含有し、１つが、
普遍的相互マスキングが起こる、すなわち、ＭＭが複合体の形成をもたらし、両方のＡＡ
上のＡＢによる標的結合を妨害するように、ＣＭおよびＭＭを含有する（図３４Ｂ）。他
の実施形態では、複合体は２つのＡＡからなり、そのそれぞれは、相互マスキングが起こ
る、すなわち、一方のＡＡ上のＭＭが他方のＡＡ上のＡＢによる標的結合を妨害するよう
に、２つずつのＡＢ、ＣＭ、およびＭＭを含有する（図３４Ｃ）。他の実施形態では、複
合体は２つのＡＡからなり、１つのＡＡは、普遍的相互マスキングが起こる、すなわち、
ＭＭが両方のＡＡ上のＡＢによる標的結合を妨害するように、２つずつのＡＢ、ＣＭ、お
よびＭＭを含有する（図３４Ｄ）。他の実施形態では、複合体は２つの二重特異性ＡＡの
分子からなり、二重特異性ＡＡは、複合体中で相互マスキングが起こる、すなわち、ＭＭ
１が向かいの分子上のＡＢ１による標的結合を妨害し、ＭＭ２が向かいの分子上のＡＢ２
による標的結合を妨害するように、２つずつのＡＢ、ＣＭ、およびＭＭを含有する（図３
４Ｅ）。他の実施形態では、複合体は２つの二重特異性ＡＡの分子からなり、二重特異性
ＡＡは、複合体中で普遍的相互マスキングが起こる、すなわち、ＭＭが両方のＡＢによる
標的結合を妨害するように、２つのＡＢ、１つのＣＭ、および１つのＭＭを含有する（図
３４Ｆ）。
【０１６８】
　一般に、ＡＡＣの分解およびＡＡＣのＡＢのうちの少なくとも１つに対する標的の接近
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は、ＣＭを切断することができる切断剤の存在下において、そのような切断剤の非存在下
よりも高い（図３５）。複合体の２つのＡＡは、異なる標的と結合するＡＢ、または同じ
標的上の異なるエピトープと結合するＡＢを含有し得る。
【０１６９】
　複合体のＭＭ／ＡＢ対のうちの１つを安定した複合体形成に使用してよく、これはそれ
自体では治療的標的を有さない。非治療的ＡＢに対して高い親和性のＭＭにより、治療的
ＡＢに対してより低い親和性のＭＭとさえも、安定した複合体の形成が可能となる。多価
複合体のコンテキストにおいては、治療的ＡＢに対して低い親和性のＭＭが治療的ＡＢを
マスキングするために十分であるが、切断後は、これはより容易に分解する。切断された
状態での最大の標的結合のためには、ＡＢに対するＭＭおよび標的の親和性の差異を最大
にするべきである。
【０１７０】
　他の実施形態では、ＡＢは複合体の向かいの分子上のＭＭと共有結合を形成し得る。切
断剤の存在下では、他のＡＢのうちの少なくとも１つがその標的と結合するように、複合
体が分解する（図３６）。そのような共有結合は、ＭＭおよびＡＢ中の反応性アミノ酸側
鎖間で形成され得る、たとえばシステイン間のジスルフィド結合、または、反応基のＭＭ
および触媒的ＡＢへの化学結合体化によって形成され得る。共有結合抗体の例には、Ｃｈ
ｍｕｒａ　Ａ．　Ｊ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２０
０１年７月１７日、９８巻（１５号）：８４８０～８４８４頁、Ｒａｄｅｒ，　Ｃ．ら、
Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．、２００３年４月２９日、１００
巻（９号）：５３９６～５４００頁、Ａｒｍｅｎｔａｎｏ，　Ｆ．ら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、２００６年２月２８日、１０３巻（１号）：５１～５７頁を参照
されたい。
【０１７１】
　ＭＭおよびＣＭは明確な構成要素として示すが、ＭＭおよびＣＭのアミノ酸配列が、た
とえばＣＭが完全にまたは部分的にＭＭ内に含有されるように重なることができることが
企図されることに注意されたい。多くの実施形態では、柔軟性を提供するために１つまた
は複数のリンカー、たとえば柔軟なリンカーをＡＡＣ構築体内に、ＭＭ－ＣＭの接合部、
ＣＭ－ＡＢの接合部、または両方のうちの１つまたは複数で挿入することが望ましい場合
がある。上述の要素に加えて、ＡＡＣは、たとえばＡＡＣのＮまたはＣ末端側のアミノ酸
配列などの追加の要素を含有することができる。
【０１７２】
　活性化可能な抗体結合体
　本発明の一態様では、ＡＡのＡＢは治療剤などの薬剤とさらに結合体化しており、した
がって、具体的な種類のＡＡである活性化可能な抗体結合体（ＡＡＣＪ）が生成される。
薬剤は、直接またはリンカーを介してＡＢと付着させる。そのような薬剤またはリンカー
は、分子の抗原結合部位の一部ではなく、それに直接関与してもいないＡＢの領域と選択
的に付着させる。例示的なＡＡＣＪを図２０に示す。
【０１７３】
　本発明の一実施形態によれば、薬剤をＡＢと結合体化させ得る。ＡＢと結合体化した薬
剤の送達および放出を所望する場合、補体を活性化することが公知の免疫グロブリンクラ
スを使用する。他の応用では、補体を活性化することができない担体免疫グロブリンを使
用し得る。そのような免疫グロブリン担体には、特定の抗体クラス、たとえば、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、特定のＩｇＧのサブクラス、あるいは免疫グロブリンの特定の
断片、たとえば、半ＡＢ（単一の重鎖：軽鎖の対）、またはＦａｂ、Ｆａｂ’もしくは（
Ｆａｂ’）２断片が含まれ得る。
【０１７４】
　例示的なＡＡＣＪは、治療剤とカップリングしたＡＡであって、ＡＢがＥＧＦＲ、ＣＤ
４４、Ｎｏｔｃｈ１、２、３もしくは４、Ｊａｇｇｅｄ１もしくは２、ＥｐＣＡＭ、また
はＩＧＦ－１Ｒに向けられたものである。
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【０１７５】
　本明細書中に記載の化学連結方法は、生じるＡＡＣＪが抗原と結合して補体カスケード
を活性化する能力を保持することを可能にする（結合体化していないＡＡもそのような能
力を有していた場合）。その結果、ＡＡＣＪを個体に投与した場合、続くｉｎ　ｖｉｖｏ
での標的抗原との免疫複合体の形成は、個体の血清補体系を活性化することができる。リ
ンカーは補体による切断に感受性があるように設計されており、したがって、薬剤は、補
体カスケードの酵素のうちの１つまたは複数によって標的部位によって切断することがで
きる。薬剤の放出の大部分は標的部位への投与の後に起こる。
【０１７６】
　例示的な一実施形態では、腫瘍のすべての細胞がそれぞれ標的抗原決定基を保有するわ
けではないことは公知である。したがって、標的細胞内への内部移行を要する送達系にお
いて、抗原決定基を保有し、結合体を内部移行させることができる腫瘍細胞への送達が成
功する。抗原決定基を保有する、またはこの内部移行ができない腫瘍細胞は、処置を免れ
る。本発明の方法によれば、ＡＡＣＪは薬剤を標的細胞へと送達する。しかし、より重要
なことに、標的細胞に付着した後は、本発明に記載した方法により、活性または活性化可
能な治療剤の放出または活性化が可能となる。放出または活性化は、それだけには限定さ
れないが以下によって活性化される個々、すなわち、補体酵素、組織プラスミノーゲン活
性化因子、ウロキナーゼ、プラスミンもしくはタンパク質分解活性を有する別の酵素によ
って、または光増感剤の活性化もしくは基質修飾によって媒介され得る。放出された後、
薬剤は自由に標的部位、たとえば腫瘍塊を透過する。その結果、薬剤は、抗原決定基を保
有しないまたは結合体を内部移行させることができない腫瘍細胞に作用する。さらに、プ
ロセス全体は結合体の内部移行に依存しない。
【０１７７】
　（ａ）薬剤を結合体化させる方法
　本発明は薬剤をＡＢ（抗体およびその断片が含まれる）に付着させるためにいくつかの
方法を利用し、２つの例示的な方法は、ＡＢの炭水化物部分への付着、またはＡＢのスル
フヒドリル基への付着である。特定の実施形態では、付着は免疫特異性および免疫反応性
などのＡＢまたはＡＡ自体の本質的な特徴を顕著に変化させない。さらなる考慮事項には
、反応の単純性および生成される抗体結合体の安定性が含まれる。特定の実施形態では、
ＡＢを最初に１つまたは複数の目的の薬剤と結合体化させ、次いでＭＭおよびＣＭを付着
させてＡＡＣＪを生成する。他の実施形態では、ＡＢを最初にＭＭおよびＣＭに付着させ
、次いで目的の薬剤をさらに結合体化させて、ＡＡＣＪを生成する。
【０１７８】
　ｉ．酸化した炭水化物部分への付着
　特定の実施形態では、薬剤をＡＢの炭水化物部分と結合体化させ得る。一部の炭水化物
部分は免疫グロブリンのＦｃ領域上に配置されており、Ｃｌ結合が起こるために必要であ
る。免疫グロブリンのＦｃ領域の炭水化物部分は、ＡＢが、Ｆｃ領域の少なくとも一部が
含まれる抗体または抗体断片である実施形態において、本明細書中に記載のスキームで利
用し得る。あるいは、炭水化物部分を含有する任意の免疫グロブリンのＦａｂまたはＦａ
ｂ’断片を、本明細書中に記載の反応スキームで利用し得る。そのような免疫グロブリン
の一例は、Ｐｕｔｎａｍら（１９７３年、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１８２巻：２８７頁）によっ
て配列決定されたヒトＩｇＭである。
【０１７９】
　抗体、ＦａｂもしくはＦａｂ’断片またはＡＢを含有する他の断片の炭水化物側鎖を選
択的に酸化してアルデヒドを生じ得る。過ヨウ素酸、パラ過ヨウ素酸、ナトリウムメタ過
ヨウ素酸およびメタ過ヨウ素酸カリウムなどの様々な酸化剤を使用することができる。そ
の後、生じるアルデヒドをアミン基（たとえば、第一級アミン、第二級アミン、ヒドロキ
シルアミン、ヒドラジン、ヒドラジド、フェニルヒドラジン、セミカルバジドまたはチオ
セミカルバジドなどのアンモニア誘導体）と反応させて、シッフ塩基または還元シッフ塩
基（たとえば、イミン、エナミン、オキシム、ヒドラゾン、フェニルヒドラゾン、セミカ
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ルバゾン、チオセミカルバゾンまたはその還元形態）を形成し得る。抗体を酸化させる化
学的方法はＵＳ４，８６７，９７３号中に提供されており、この特許はその全体が参考と
して組み込まれている。これらの酸化剤を用いた抗体の酸化は、公知の方法によって実施
することができる。酸化では、ＡＢは一般に水溶液の形態で使用し、その濃度は一般に１
００ｍｇ／ｍｌ未満、好ましくは１～２０ｍｇ／ｍｌである。酸素酸またはその塩を酸化
剤として使用する場合は、これは一般に水溶液の形態で使用し、その濃度は一般に０．０
０１～１０ｍＭ、場合によっては１．０～１０ｍＭである。酸素酸またはその塩の量はＡ
Ｂの種類に依存するが、一般に過剰で、たとえば酸化可能な炭水化物の量の２～１０倍ま
でもを使用する。しかし、最適な量は日常的な実験によって決定することができる。
【０１８０】
　ＡＢを酸素酸またはその塩で酸化するプロセスにおいて、任意選択の範囲には、約４～
８のｐＨ、０°～３７℃の温度、および約１５分間～１２時間の反応期間が含まれる。酸
素酸またはその塩を用いた酸化中、過酸化を防止するために反応を最小限の光中で実施す
ることができる。
【０１８１】
　あるいは、ＡＢ炭水化物部分は、他の化学基への付着またはそれとの反応を可能にする
ために、酵素的技法によって修飾し得る。そのような酵素の一例は、酸素の存在下でガラ
クトースを酸化してアルデヒドを形成するガラクトースオキシダーゼである。また、ＡＢ
の炭水化物部分の酸化は、酵素ガラクトースオキシダーゼを用いても行い得る（Ｃｏｏｐ
ｅｒら、１９５９年、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２３４巻：４４５～４４８頁）。
抗体は水溶液中で使用し、その濃度は一般に０．５～２０ｍｇ／ｍｌである。酵素は一般
に約５～１００単位／ｍｌの溶液で使用し、ｐＨの範囲は約５．５～約８．０である。酵
素反応に対するｐＨ、基質濃度、緩衝液および緩衝液濃度の影響は、Ｃｏｏｐｅｒら、上
記中に報告されている。
【０１８２】
　本発明のＡＢ結合体、ＡＡ結合体、またはＡＢリンカーの中間体は、酸化したＡＢを、
第一級アミン、第二級アミン、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシルアミン、フェニル
ヒドラジン、セミカルバジドおよびチオセミカルバジド基からなる群より選択される、利
用可能なアミン基を有する任意のリンカーまたは薬剤と反応させることによって生成し得
る。例示的な方法では、約０．５～２０ｍｇ／ｍｌの濃度の酸化したＡＢまたはＡＢリン
カーの溶液を薬剤またはリンカーと混合し（反応性アミン基対抗体アルデヒドのモル比の
範囲は約１～約１０，０００である）、溶液を約１～１８時間インキュベーションする。
適切な温度は０°～３７℃であり、ｐＨは約６～８であり得る。結合体が形成された後、
これらをシアノボロ水素化ナトリウムまたは水素化ホウ素ナトリウムなどの適切な還元剤
を用いて任意選択で安定化することができる。
【０１８３】
　ｉｉ．スルフヒドリル基の付着
　ＡＢが完全長抗体であるか、または重鎖の少なくとも一部が含まれる場合、遊離スルフ
ヒドリル基は免疫グロブリン（ｉｍｍｕｎｏｇｌｕｂｕｌｉｎ）分子のジスルフィド結合
から生じさせることができる。これは抗体の穏和な還元によって達成される。一般に還元
に感受性のあるＩｇＧのジスルフィド結合は、２つの重鎖を連結しているものである。抗
体の抗原結合領域の付近に配置されているジスルフィド結合は比較的影響を受けないまま
である。そのような還元は、補体を固定する能力の損失をもたらすが、抗体－抗原の結合
能力を妨害しない（Ｋａｒｕｓｈら、１９７９年、Ｂｉｏｃｈｅｍ．、１８巻：２２２６
～２２３２頁）。その後、重鎖内領域中で生じた遊離スルフヒドリル基は、リンカーまた
は薬剤の反応基と反応して、免疫グロブリンの抗原結合部位の妨害を低下させる共有結合
を形成することができる。そのような反応基には、それだけには限定されないが、反応性
ハロアルキル基（たとえばハロアセチル基が含まれる）、ｐ－安息香酸水銀基ならびにマ
イケル型付加反応が可能な基（たとえば、マレイミドおよびＭｉｔｒａおよびＬａｗｔｏ
ｎ、１９７９年、Ｊ．　Ａｍｅｒ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．、１０１巻：３０９７～３１
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１０頁に記載の種類の基が含まれる）が含まれる。ハロアルキルは、臭素、ヨウ素または
塩素で置換された任意のアルキル基であることができる。
【０１８４】
　本明細書中に一般に記載した抗体および抗体断片の穏和な還元に適切な条件、方法およ
び材料の詳細は、ＳｔａｎｗｏｒｔｈおよびＴｕｒｎｅｒ、１９７３年、Ｈａｎｄｂｏｏ
ｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第１巻、第２版、Ｗｅｉ
ｒ編、第１０章、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ、Ｌｏｎｄｏｎ中に見つかる場合があり、その章は本明細書中に参考として組み込まれ
ている。
【０１８５】
　還元された免疫グロブリンまたは還元された抗体断片の遊離スルフヒドリル基への付着
によって生成されたＡＢ－薬剤の結合体（またはＡＢ－リンカーの中間体）は、補体を活
性化しない、または無視できる程度にしか活性化しない。したがって、これらの結合体は
、薬剤の切断および放出が望ましくないｉｎ　ｖｉｖｏ系（たとえば、特異的な基質に作
用する酵素）で使用し得る。また、そのような結合体は、補体に媒介されない放出が所望
される場合にも使用し得る。そのような実施形態では、薬剤は、還元されたＡＢ上のスル
フヒドリル基に、それだけには限定されないがトリプシン、ウロキナーゼ、プラスミン、
組織プラスミノーゲン（ｐｌａｓｍｉｎｉｏｇｅｎ）活性化剤などを含めたタンパク質分
解活性を有する酵素による切断に感受性のあるリンカーを介して連結し得る。
【０１８６】
　薬剤をＡＢのスルフヒドリル基に付着させることで結合体の補体固定能力が低下するが
、そのような付着方法を使用して、補体に媒介される放出系で使用するためのＡＡ結合体
を作製し得る。そのような実施形態では、補体感受性基質リンカーと結合した薬剤を、還
元されたＡＢまたはＡＡのスルフヒドリルと付着させ、補体を活性化することができる結
合体化していないＡＡとの混合物中の標的に送達することができる。後者は補体を活性化
させ、これにより薬剤が前者から切断される。
【０１８７】
　本発明の一実施形態によれば、還元されたＡＢまたはＡＡのスルフヒドリル基への付着
には、ヨードアルキル基をリンカーの一方の末端に付着させることによって、基質リンカ
ーまたは薬剤を修飾する。リンカー上の修飾されていない部位は、薬剤と共有結合してい
ても、していなくてもよい。たとえば、薬剤とエステルまたはアミド結合している基質リ
ンカーは、ヨードアルキル基を付加することによって修飾し、したがってヨードアルキル
誘導体を形成する。前述のように、リンカーは、活性化した補体、トリプシン、プラスミ
ン、組織プラスミノーゲン活性化因子、ウロキナーゼまたはタンパク質分解活性を有する
別の特定の酵素による切断に感受性または耐性を有するものであり得る。
【０１８８】
　（ｂ）ＡＢと結合体化させるための薬剤
　ＡＢは、ＡＢと反応した後にその本質的な特性を保持し、ＡＢが免疫特異性および免疫
反応性を実質的に保持することを可能にしてＡＡが適切に機能することを可能にする、任
意の薬剤に付着させ得る。薬剤には、その生物活性を実質的に保持する薬剤のすべての化
学修飾体および誘導体が含まれることができる。
【０１８９】
　ＡＢの酸化した炭水化物部分のアルデヒドを薬剤に付着させることが所望される場合は
、薬剤は、第一級アミン、第二級アミン、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシルアミン
、フェニルヒドラジン、セミカルバジドおよびチオセミカルバジド基からなる群より選択
されるアミン基を含有するべきである。薬剤がそのようなアミノ基をどれも含有しない場
合は、薬剤を改変して、カップリングに利用可能な適切なアミン基を導入することができ
る。
【０１９０】
　ＡＡ中で使用するＡＢに付着させる薬剤は、意図する用途の目的（すなわち、死滅、細
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、それだけには限定されないが、たとえば、製薬、毒素、毒素の断片、アルキル化剤、酵
素、抗生物質、代謝拮抗剤、抗増殖剤、ホルモン、神経伝達物質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｓｉ
ＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、アンチセンスＲＮＡ、アプタマー、診断剤、放射線不透過
色素、放射性同位元素、蛍光発生化合物、磁気標識、ナノ粒子、マーカー化合物、レクチ
ン、細胞膜透過性を変更する化合物、光化学物質、小分子、リポソーム、ミセル、遺伝子
治療ベクター、ウイルスベクターなどが含まれ得る。非限定的な表４に、本明細書中に記
載の本発明で用い得る例示的な製薬の一部を記載するが、これはいかなる様式でも網羅的
な記載ではない。最後に、薬剤の組合せまたは様々な薬剤クラスの組合せを使用し得る。
【０１９１】
　本発明の一実施形態によれば、光増感剤および光熱分解剤を含めた光化合物を薬剤とし
て使用し得る。効率的な光増感剤には、それだけには限定されないが、ポルフィリンおよ
び修飾ポルフィリン（たとえば、ヘマトポルフィリン、ヘマトポルフィリンジヒドラジド
（ｄｉｈｙｄｄｒａｚｉｄｅ）、ジュウテロポルフィリンジヒドラジドおよびプロトポル
フィリンジヒドラジド）、ローズベンガル、アクリジン、チアジン、キサンテン、アント
ラキノン、アジン、フラビンおよび金属非含有ポルフィリン、ポルフィリン様化合物、メ
チレンブルー、エオシン、ソラレン（ｐｓｏｒａｌｉｎ）などが含まれる。他の光増感剤
には、それだけには限定されないが、テトラサイクリン（たとえばジメチルクロロ（ｄｉ
ｍｅｔｈｙｌｃｈｌｏｒ）テトラサイクリン）、スルホンアミド（たとえばスルファニル
アミド）、グリセオフルビン、フェノチアジン（たとえばクロルプロマジン）、チアジド
、スルホニル尿素、および多くの他のものが含まれる。光化合物は、特定の波長の光を吸
収するように設計または合成により調製し得る。光源によって作用部位で活性化されるア
ズールＡなどの光熱分解剤（ＡｎｄｅｒｓｏｎおよびＰａｒｒｉｓｈ、１９８３年、Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ、２２０巻：５２４～５２７頁を参照）を薬剤として利用し得る。
【０１９２】
　本発明の別の実施形態によれば、細胞毒性がある副産物の生成を伴って基質修飾を触媒
する酵素を、薬剤として使用し得る。そのような酵素の例には、それだけには限定されな
いが、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、キサンテンオキシダーゼな
どが含まれる。
【０１９３】



(56) JP 6571730 B2 2019.9.4

10

20

30

40

50

【表４】

　（ｃ）薬剤を結合体化させるためのリンカー
　本発明は、薬剤をＡＢに付着させるいくつかの方法、すなわち、（ａ）ＡＢの炭水化物
部分への付着、または（ｂ）ＡＢのスルフヒドリル基への付着を利用する。本発明によれ
ば、ＡＢは、１つはＡＢと反応し、１つは薬剤と反応する、少なくとも２つの反応基を有
する中間体リンカーを介して、薬剤と共有結合させ得る。任意の適合性のある有機化合物
が含まれ得るリンカーは、ＡＢ（または薬剤）との反応がＡＢの反応性および選択性に有
害な影響を与えないように選択することができる。さらに、リンカーと薬剤との付着は薬
剤の活性を破壊しない。酸化した抗体または酸化した抗体断片と反応させるための適切な
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ミン、フェニルヒドラジン、セミカルバジドおよびチオセミカルバジド基からなる群より
選択されるアミンを含有するものが含まれる。そのような反応性官能基は、リンカーの構
造の一部として存在し得るか、またはそのような基を含有しないリンカーの適切な化学修
飾によって導入し得る。
【０１９４】
　本発明によれば、還元されたＡＢと付着させるための適切なリンカーには、還元された
抗体または断片のスルフヒドリル基と反応することができる特定の反応基を有するものが
含まれる。そのような反応基には、それだけには限定されないが、反応性ハロアルキル基
（たとえばハロアセチル基が含まれる）、ｐ－安息香酸水銀基ならびにマイケル型付加反
応が可能な基（たとえば、マレイミドおよびＭｉｔｒａおよびＬａｗｔｏｎ、１９７９年
、Ｊ．　Ａｍｅｒ．　Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．、１０１巻：３０９７～３１１０頁に記載の
種類の基が含まれる）が含まれる。
【０１９５】
　薬剤は、リンカーをＡＢと付着させる前または後にリンカーに付着させ得る。特定の応
用では、リンカーが会合した薬剤を有さない、ＡＢ－リンカーの中間体を最初に生成する
ことが望ましい場合がある。特定の応用に応じて、その後、特定の薬剤をリンカーと共有
結合させ得る。他の実施形態では、ＡＢを最初にＭＭ、ＣＭおよび会合したリンカーに付
着させ、その後、結合体化させる目的でリンカーに付着させる。
【０１９６】
　（ｉ）分枝状リンカー：
　具体的な実施形態では、薬剤と付着するための複数の部位を有する分枝状リンカーを利
用する。複数部位のリンカーでは、ＡＢとの単一の共有結合により、いくつかの部位で薬
剤と結合することができるＡＢ－リンカーの中間体がもたらされる。部位は、アルデヒド
もしくはスルフヒドリル基または薬剤が付着できる任意の化学部位であり得る。
【０１９７】
　あるいは、より高い特異的活性（またはより高い薬剤対ＡＢの比）は、単一の部位リン
カーをＡＢ上の複数の部位に付着させることによって達成できる。この複数の部位は、２
つの方法のうちのどちらかによってＡＢ内に導入し得る。第１に、複数のアルデヒド基お
よび／またはスルフヒドリル基を同じＡＢ中に作製し得る。第２に、ＡＢのアルデヒドま
たはスルフヒドリルに、続いてリンカーに付着させるための複数の官能部位を有する「分
枝状リンカー」を付着させ得る。分枝状リンカーまたは複数部位のリンカーの官能部位は
、アルデヒドもしくはスルフヒドリル基、またはリンカーが付着し得る任意の化学部位で
あり得る。これら２つの手法を組み合わせることによって、すなわち、複数部位のリンカ
ーをＡＢ上のいくつかの部位に付着させることによって、さらに高い特異的活性が得られ
得る。
【０１９８】
　（ｉｉ）切断可能なリンカー：
　それだけには限定されないが、ウロキナーゼ、組織プラスミノーゲン活性化因子、トリ
プシン、プラスミン、またはタンパク質分解活性を有する別の酵素などの、補体系の酵素
による切断に感受性のあるペプチドリンカーを、本発明の一実施形態で使用し得る。本発
明の一方法によれば、補体による切断に感受性のあるリンカーを介して薬剤を付着させる
。抗体は補体を活性化することができるクラスから選択される。したがって、抗体－薬剤
の結合体は補体カスケードを活性化し、標的部位で薬剤を放出する。本発明の別の方法に
よれば、ウロキナーゼ、組織プラスミノーゲン（ｐｌａｓｉｍｏｇｅｎ）活性化剤、プラ
スミン、またはトリプシンなどのタンパク質分解活性を有する酵素による切断に感受性の
あるリンカーを介して薬剤を付着させる。切断可能なリンカー配列の非限定的な例を表５
に提供する。
【０１９９】
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【表５】

　さらに薬剤は、ジスルフィド結合（たとえばシステイン分子上のジスルフィド結合）を
介してＡＢと付着させ得る。多くの腫瘍が高いレベルのグルタチオン（還元剤）を天然に
放出するため、これによりジスルフィド結合が還元され、続いて送達部位で薬剤が放出す
ることができる。特定の具体的な実施形態では、ＣＭを改変させる還元剤は結合体化した
ＡＡのリンカーも改変させる。
【０２００】
　（ｉｉｉ）スペーサーおよび切断可能な要素：
　さらに別の実施形態では、薬剤とＡＡのＡＢとの間の間隔を最適化するような様式でリ
ンカーを構築する必要があり得る。これは、一般構造：
　　Ｗ－－（ＣＨ２）ｎ－－Ｑ
［式中、Ｗは、－－ＮＨ－－ＣＨ２－－または－－ＣＨ２－－のどちらかであり、Ｑは、
アミノ酸、ペプチドであり、ｎは、０～２０の整数である］のリンカーを使用することに
よって達成し得る。
【０２０１】
　さらに他の実施形態では、リンカーはスペーサー要素および切断可能な要素を含み得る
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。スペーサー要素は、切断可能な要素が切断を司る酵素により接近可能性となるように、
切断可能な要素をＡＢのコアから離して配置する役割を果たす。上述の分枝状リンカーの
うちの特定のものがスペーサー要素として役割を果たし得る。
【０２０２】
　本記述全体にわたって、リンカーと薬剤（またはスペーサー要素と切断可能な要素、も
しくは切断可能な要素と薬剤）との付着は、特定の様式の付着または反応である必要がな
いことを理解されたい。適切な安定性および生物学的適合性の生成物を提供する任意の反
応が許容される。
【０２０３】
　（ｉｖ）血清補体およびリンカーの選択：
　本発明の一方法によれば、薬剤の放出が所望される場合は、補体を活性化することがで
きるクラスの抗体であるＡＢを使用する。生じる結合体は、抗原と結合する能力および補
体カスケードを活性化する能力をどちらも保持している。したがって、本発明の本実施形
態によれば、薬剤が切断可能なリンカーまたは切断可能な要素の一方の末端に結合してお
り、リンカー基の他方の末端はＡＢ上の特異的部位に付着している。たとえば、薬剤がヒ
ドロキシ基またはアミノ基を有する場合、これは、それぞれエステルまたはアミド結合を
介してペプチド、アミノ酸または他の適切に選択されたリンカーのカルボキシ末端に付着
させ得る。たとえば、そのような薬剤は、カルボジイミド（ｃａｒｂｏｄｉｍｉｄｅ）反
応を介してリンカーペプチドに付着させ得る。薬剤がリンカーとの付着を妨害する官能基
を含有する場合、これらの妨害官能基は、付着前に遮断し、生成物の結合体または中間体
が作製された後に脱遮断することができる。その後、リンカーの反対またはアミノ末端を
、直接またはさらなる修飾後に、補体を活性化することができるＡＢとの結合に使用する
。
【０２０４】
　リンカー（またはリンカーのスペーサー要素）は任意の所望の長さであってよく、その
一方の末端はＡＡのＡＢ上の特異的部位と共有結合させることができる。リンカーまたは
スペーサー要素の他方の末端はアミノ酸またはペプチドリンカーに付着させ得る。
【０２０５】
　したがって、これらの結合体が補体の存在下で抗原と結合する際、薬剤をリンカーに付
着させているアミドまたはエステル結合が切断され、薬剤のその活性型での放出がもたら
される。これらの結合体は、被験体に投与した際、標的部位での薬剤の送達および放出を
達成し、それだけには限定されないが表４に表示するように、製薬、抗生物質、代謝拮抗
剤、抗増殖剤などのｉｎ　ｖｉｖｏ送達に特に有効である。
【０２０６】
　（ｖ）補体の活性化なしに放出させるためのリンカー：
　標的化送達のさらに別の応用では、補体カスケードの活性化は最終的に標的細胞を溶解
させるため、補体活性化なしに薬剤を放出させることが所望される。したがって、この手
法は、標的細胞を死滅させずに薬剤の送達および放出を達成すべき場合に有用である。こ
のことは、ホルモン、酵素、コルチコステロイド、神経伝達物質、遺伝子または酵素など
の細胞媒介物質を標的細胞に送達することが所望される場合の目的である。これらの結合
体は、薬剤を、補体を活性化することができないＡＢに、血清プロテアーゼによる切断に
対して穏やかに感受性のあるリンカーを介して付着させることによって、調製し得る。こ
の結合体を個体に投与した場合、抗原－抗体の複合体は急速に形成される一方で、薬剤の
切断はゆっくりと起こり、したがって標的部位での化合物の放出がもたらされる。
【０２０７】
　（ｖｉ）生化学的架橋剤：
　他の実施形態では、ＡＡは、特定の生化学的架橋剤を用いて１つまたは複数の治療剤と
結合体化させ得る。架橋試薬は、２つの異なる分子の官能基を一緒に結びつける分子橋を
形成する。２つの異なるタンパク質を段階的な様式で連結させるためには、望まないホモ
ポリマーの形成を排除するヘテロ二官能性架橋剤を使用することができる。例示的なヘテ
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ロ二官能性架橋剤を表６に参照する。
【０２０８】
【表６】

　（ｖｉｉ）切断不可能なリンカーまたは直接付着：
　本発明のさらに他の実施形態では、結合体は、薬剤が標的に送達されるが放出されない
ように設計し得る。これは、薬剤をＡＢに、直接または切断不可能なリンカーを介して付
着させることによって達成し得る。
【０２０９】
　これらの切断不可能なリンカーには、アミノ酸、ペプチド、Ｄ－アミノ酸、または、続
いて本明細書中に記載の方法によってＡＢへの付着に利用することができる官能基が含ま
れるように修飾し得る他の有機化合物が含まれ得る。そのような有機リンカーの一般式は
、
　　Ｗ－－（ＣＨ２）ｎ－－Ｑ
であることができ、式中、Ｗは、－－ＮＨ－－ＣＨ２－－または－－ＣＨ２－－のどちら
かであり、Ｑは、アミノ酸、ペプチドであり、ｎは、０～２０の整数である。
【０２１０】
　（ｖｉｉｉ）切断不可能な結合体：
　あるいは、化合物は、補体を活性化しないＡＢに付着させ得る。補体を活性化すること
ができないＡＢを用いる場合、この付着は、活性化させた補体による切断に感受性のある
リンカーを用いて、または活性化させた補体による切断に感受性のないリンカーを用いて
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達成し得る。
【０２１１】
　（ｄ）活性化可能な抗体結合体の使用
　本発明のＡＡ－薬剤の結合体（ＡＡＣＪ）は、治療学、診断学、基質修飾などにおいて
有用である。
【０２１２】
　本発明のＡＡＣＪは、それだけには限定されないが、癌、腺腫、および過形成を含めた
新生物、自己免疫疾患、移植片対宿主病（たとえば骨髄移植後）、免疫抑制性疾患、たと
えば腎臓または骨髄移植後を含めた、特定の免疫学的障害の処置などの、様々な治療的な
ｉｎ　ｖｉｖｏの応用において有用である。たとえば骨髄移植に関与するそのような細胞
障害の処置には、所望しない細胞、たとえば悪性細胞または成熟Ｔリンパ球を取り除くこ
と（死滅させることによって）が含まれ得る。
【０２１３】
　治療的応用は、一般に、有効量の本発明の抗体－薬剤の結合体を投与することによる、
幅広く上述したものを含めた様々な細胞障害の処置を中心とする。抗体の特性は、特定の
抗原に対して免疫特異的かつ免疫反応性があることで、それを、薬剤を特定の細胞、組織
、器官またはその特定の抗原を有する任意の他の部位に送達するために理想的に適してい
るようにする。
【０２１４】
　本発明のこの態様によれば、ＡＡＣＪは、結合体を標的部位に送達するように機能する
。
【０２１５】
　ＡＡＣＪを作製するために使用されるＡＢ、リンカー、および薬剤の選択は、送達の目
的に依存する。特定の標的部位での薬剤の送達および放出または活性化は、腫瘍細胞、癌
細胞、真菌、細菌、寄生生物、またはウイルスの選択的な死滅または増殖の阻害をもたら
し得る。選択した部位へのホルモン、酵素、または神経伝達物質の標的化送達も達成し得
る。最終的には、本発明の方法は、ＤＮＡまたは特定の遺伝子を、ｉｎ　ｖｉｖｏまたは
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、その特定の遺伝子を欠く標的細胞へと送達し得る、遺伝子治療プロ
グラムにおいて応用を有し得る。さらに、結合体は、ｍｙｃ、ｒａｓなどの癌遺伝子の活
性化を低下または予防するために使用し得る。
【０２１６】
　Ｉｎ　ｖｉｖｏ投与は、ヒト血清アルブミンなどの別のタンパク質を含むまたは含まな
い、血清または生理食塩水を含めた任意の適切なアジュバント中のＡＡＣＪの薬剤の使用
を含み得る。結合体の用量は当業者によって容易に決定されてよく、細胞障害および使用
する薬剤の性質に応じて異なり得る。投与経路は非経口であってよく、静脈内投与が一般
に好ましい。
【０２１７】
　（ｉ）基質修飾
　本発明の代替実施形態では、薬剤による基質の活性化を用いて、一重項酸素またはペル
オキシドの形成を媒介し、細胞の死滅を誘導するために使用し得る。この特定の実施形態
では、薬剤は酵素である。たとえば、ガラクトースオキシダーゼは、ガラクトースおよび
一部のガラクトース誘導体をＣ６位置で酸化する。酸化反応の過程で、分子酸素は、隣接
する細胞に対して毒性がある過酸化水素へと変換される。また、フラボ酵素である酵素グ
ルコースオキシダーゼも本発明の実施形態で使用し得る。この酵素はβ－Ｄ－グルコース
に対する特異性が高く、ペルオキシドの形成が原因で抗生物質として作用することができ
る。この酵素は、直接または切断不可能なリンカーを介してＡＢに付着させ得る。被験体
に有効な用量のこのＡＡＣＪを与え、その後、基質で灌流する。細胞の死滅は上述の方法
によるペルオキシドの形成によって媒介される。ペルオキシドの毒性効果は、好ましくは
ヒト起源である第２の酵素を投与することによって、そのペルオキシドをより毒性がある
次亜塩素酸へと変換することによって増幅させ得る。適切な酵素の例には、それだけには
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限定されないが、ミエロペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼおよびクロロペルオ
キシダーゼが含まれる。
ＡＡを同定および／または最適化するためのディスプレイ方法および組成物
　ＡＡを同定および最適化する方法、ならびにそのような方法において有用な組成物を以
下に記載する。
【０２１８】
　（ａ）複製可能な生物学的実体上に表示されるＡＡまたは候補ＡＡのライブラリ
　一般に、切替可能な表現型についてＡＡを同定するおよび／またはＡＡを最適化するた
めのスクリーニング方法は、その表面上に複数の異なる候補ＡＡを表示する複製可能な生
物学的実体のライブラリの生成を含む場合がある。その後、これらのライブラリをスクリ
ーニング方法に供して、ＡＡの１つまたは複数の所望の特徴を有する候補ＡＡを同定する
ことができる。
【０２１９】
　候補ＡＡライブラリは、ＭＭ、リンカー（ＭＭの一部であり得る）、ＣＭ（ＭＭの一部
であり得る）、およびＡＢのうちの１つまたは複数が異なる候補ＡＡを含有することがで
きる。一実施形態では、ライブラリ中のＡＡは、ＭＭおよび／またはリンカーが可変であ
り、ＡＢおよびＣＭは事前に選択される。ＡＡ中にジスルフィド結合を提供するために、
ＡＡ中にシステイン残基の対を含める場合は、ＡＡ中のシステインの相対的な位置を変動
させることができる。
【０２２０】
　スクリーニングのためのライブラリは、一般に、その表面上に様々な候補ＡＡを表示す
る複製可能な生物学的実体のライブラリとして提供する。たとえば、候補ＡＡのライブラ
リには、複製可能な生物学的実体の集団の表面上に表示された複数の候補ＡＡが含まれる
ことができ、前記複数の候補ＡＡのそれぞれのメンバーは、（ａ）抗体またはその断片（
ＡＢ）、（ｂ）切断可能な部分（ＣＭ）、（ｃ）候補マスキング部分（候補ＭＭ）を含み
、ＡＢ、ＣＭおよび候補ＭＭは、切断されていない状態でＡＢと標的との結合を阻害し、
切断された状態でＡＢと標的との結合を可能にする、候補ＭＭの能力が決定できるように
配置されている。適切な複製可能な生物学的実体には、細胞（たとえば、細菌（たとえば
Ｅ．ｃｏｌｉ）、酵母（たとえばＳ．ｃｅｒｅｖｅｓｉａｅ）、原虫細胞、哺乳動物細胞
）、バクテリオファージ、およびウイルスが含まれる。抗体ディスプレイ技術は当分野で
周知である。
【０２２１】
　（ｂ）複製可能な生物学的実体の表面上での候補ＡＡの表示
　複製可能な生物学的実体を用いた様々なディスプレイ技術が当分野で公知である。これ
らの方法および実体には、それだけには限定されないが、ｍＲＮＡおよびリボソームディ
スプレイ、真核ウイルスディスプレイ、ならびに細菌、酵母、および哺乳動物細胞表面デ
ィスプレイなどのディスプレイ方法が含まれる。Ｗｉｌｓｏｎ，　Ｄ．　Ｓ．ら、２００
１年、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、９８巻（７号）：３７５０～３７５５頁、Ｍｕｌｌｅｒ，　Ｏ
．　Ｊ．ら（２００３年）　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、３巻：３１２頁、Ｂｕ
ｐｐ，　Ｋ．およびＭ．　Ｊ．　Ｒｏｔｈ（２００２年）Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．、５巻（
３号）：３２９～３５１３頁、Ｇｅｏｒｇｉｏｕ，　Ｇ．ら（１９９７年）Ｎａｔ．　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、１５巻（１号）：２９～３４１４頁、ならびにＢｏｄｅｒ，　Ｅ
．　Ｔ．およびＫ．　Ｄ．　Ｗｉｔｔｒｕｐ（１９９７年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ．、１５巻（６号）：５５３～５５７頁を参照されたい。表面ディスプレイ方法は、ラ
イブラリの分析およびスクリーニングのための蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）の応用を
可能にするため、魅力的である。Ｄａｕｇｈｅｒｔｙ，　Ｐ．　Ｓ．ら（２０００年）Ｊ
．　Ｉｍｍｕｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ、２４３巻（１～２号）：２１１～２７１６頁
、Ｇｅｏｒｇｉｏｕ，　Ｇ．（２０００年）Ａｄｖ．　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．、５
５巻：２９３～３１５頁、Ｄａｕｇｈｅｒｔｙ，　Ｐ．　Ｓ．ら（２０００年）ＰＮＡＳ
　ＵＳＡ、９７巻（５号）：２０２９～３４１８頁、Ｏｌｓｅｎ，　Ｍ．　Ｊ．ら（２０
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０３年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２３０巻：３２９～３４２頁、Ｂｏｄ
ｅｒ，　Ｅ．　Ｔ．ら（２０００年）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、９７巻（２０号）：１０７０１
～１０７０５頁、Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓ，　Ｌ．　Ｃら（１９９４年）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ
、９１巻（１９号）：９０２２～９０２６頁、ならびにＳｈｕｓｔａ，　Ｅ．　Ｖ．ら（
１９９９年）Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．、１０巻（２号）：１１７～１
２２頁を参照されたい。目的の生物学的標的と結合することができるペプチドを同定する
ために使用し得るさらなるディスプレイ方法は、その開示が本明細書中に参考として組み
込まれている米国特許第７，２５６，０３８号に記載されている。
【０２２２】
　ディスプレイ足場とは、宿主細胞中で発現された場合に、宿主細胞の細胞外から接近可
能性な表面上に表示され、作動可能に連結した異種ポリペプチドの提示を提供するポリペ
プチドをいう。たとえば、ディスプレイ足場は本明細書中に開示する方法において使用が
見つかり、候補ＡＡのスクリーニングを容易にする。ディスプレイ足場は、たとえば、デ
ィスプレイ足場からの融合タンパク質の切断および候補ＡＡの放出を促進するプロテアー
ゼの作用によって、目的の異種ポリペプチドがディスプレイ足場から容易に放出すること
ができるように、提供することができる。
【０２２３】
　ファージディスプレイは、コートタンパク質、たとえば、バクテリオファージ粒子のｐ
ＩＩＩ、ｐＩＩＶとの末端融合体としてのペプチドの局在化を含む。Ｓｃｏｔｔ，　Ｊ．
　Ｋ．およびＧ．　Ｐ．　Ｓｍｉｔｈ（１９９０年）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４９巻（４９６
７号）：３８６～３９０頁、ならびにＬｏｗｍａｎ，　Ｈ．　Ｂ．ら（１９９１年）Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ．、３０巻（４５号）：１０８３２～１０８３８頁を参照されたい。一般に、
特定の結合機能を有するポリペプチドは、標的と共にインキュベートし、結合していない
ファージを洗い流し、結合したファージを溶出させ、その後、細菌の新鮮な培養物を感染
させることによってファージ集団を再度増幅させることによって単離する。
【０２２４】
　例示的なファージディスプレイおよび細胞ディスプレイの組成物および方法は、米国特
許第５，２２３，４０９号、第５，４０３，４８４号、第７，１１８，１５９号、第６，
９７９，５３８号、第７，２０８，２９３号、第５５７１６９８号、および第５，８３７
，５００号に記載されている。
【０２２５】
　さらなる例示的なディスプレイ足場および方法には、２００７年３月２２日公開の米国
特許出願公開第２００７／００６５１５８号に記載のものが含まれる。
【０２２６】
　任意選択で、ディスプレイ足場には、宿主細胞の表面からのＡＡまたは候補ＡＡの切断
を可能にするために、プロテアーゼ切断部位（ＣＭのプロテアーゼ切断部位とは異なる）
が含まれることができる。
【０２２７】
　複製可能な生物学的実体が細菌細胞である一実施形態では、適切なディスプレイ足場に
は、Ｒｉｃｅら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ（２００６年）１５巻：８２５～８３６頁によ
って記載されている円順列Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ外膜タンパク質ＯｍｐＸ（
ＣＰＸ）が含まれる。２００７年８月１４日に発行の米国特許第７，２５６，０３８号も
参照されたい。
【０２２８】
　（ｃ）ＡＡをコードしている構築体
　本開示は、ＡＡおよび／または候補ＡＡをコードしている配列が含まれる核酸構築体を
さらに提供する。適切な核酸構築体には、それだけには限定されないが、原核または真核
細胞中で発現することができる構築体が含まれる。発現構築体は、一般に、それらを使用
する宿主細胞と適合性があるように選択する。
【０２２９】
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　たとえば、ＡＡまたは候補ＡＡをコードしているＤＮＡの複製および／または宿主細胞
中での発現をもたらすプラスミドを含めた、非ウイルスおよび／またはウイルス構築体ベ
クターを調製して使用し得る。ベクターの選択は、繁殖を所望する細胞の種類および繁殖
の目的に依存する。特定の構築体は、大量の所望のＤＮＡ配列を増幅および作製するため
に有用である。他のベクターは、培養中の細胞中での発現に適している。適切なベクター
の選択は、十分に当分野の技術範囲内にある。多くのそのようなベクターが販売されてい
る。構築体を作製する方法は、当分野で周知の方法を用いて達成することができる。
【０２３０】
　宿主細胞中での発現をもたらすために、ＡＡまたは候補ＡＡをコードしているポリヌク
レオチドは、必要に応じて、所望の発現特性を促進するための調節配列と作動可能に連結
させる。これらの調節配列には、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター、オペレ
ーター、リプレッサー、サイレンサー、誘導因子、および３’または５’ＵＴＲが含まれ
ることができる。また、発現構築体は、一般に、必要または所望に応じて転写および翻訳
開始領域も提供し、これは誘導性または構成的であってよく、コード領域は、転写開始領
域、ならびに転写および翻訳終結領域の転写制御下で、作動可能に連結している。これら
の制御領域は、核酸が得られた種にネイティブであってもよく、または外因性の供給源に
由来してもよい。
【０２３１】
　プロモーターは構成的または調整可能のどちらかであり得る。一部の状況では、誘導性
プロモーター、たとえば温度感受性プロモーターなどの条件的に活性となるプロモーター
を使用することが望ましい場合がある。誘導性要素とは、プロモーターと一緒に作用し、
リプレッサー（たとえばＥ．ｃｏｌｉ中のｌａｃＯ／ＬＡＣ　Ｉｑリプレッサー系）また
は誘導因子（たとえば酵母中のｇａｌ１／ＧＡＬ４誘導因子系）のどちらかと結合し得る
ＤＮＡ配列要素である。そのような場合、転写は事実上停止され、プロモーターがリプレ
ッション解除または誘導された時点で転写は作動する。
【０２３２】
　また、発現構築体を含めた構築体には、たとえば目的の構築体を含有する宿主細胞の成
長を促進するために宿主中で作動的な選択マーカーも含まれることができる。そのような
選択マーカー遺伝子は、真核細胞培養物用のジヒドロ葉酸レダクターゼまたはネオマイシ
ン耐性などの、形質転換させた宿主細胞を選択するための表現型形質を提供することがで
きる。
【０２３３】
　発現構築体には、ＡＡおよび／または候補ＡＡをコードしている核酸配列の挿入および
除去を提供するための、好都合な制限部位が含まれることができる。あるいは、またはそ
れに加えて、発現構築体には、目的のＡＡコード配列の核酸増幅（たとえばＰＣＲに基づ
いた増幅）を促進するためのプライマーの基礎として役割を果たすことができるフランキ
ング配列が含まれることができる。
【０２３４】
　上述の発現系を、発現の目的に応じて、慣用の様式に従って原核生物または真核生物で
用い得る。一部の実施形態では、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｓ．ｃｅｒｅｖ
ｉｓｉａｅ、バキュロウイルスベクターと組み合わせた昆虫細胞などの単細胞生物、また
は、たとえばＣＯＳ７細胞、ＨＥＫ２９３、ＣＨＯ、Ｘｅｎｏｐｕｓ卵母細胞などの脊椎
動物等の高等生物の細胞を、発現宿主細胞として使用し得る。これらの宿主細胞のクラス
および種類のそれぞれの発現系が当分野で公知である。
【０２３５】
　（ｄ）複製可能な生物学的実体上に表示されるＡＡ／候補ＡＡのライブラリを作製する
方法
　本開示は、本明細書中に記載のＡＡおよび／または候補ＡＡのライブラリを作製する方
法を企図する。
【０２３６】
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　一実施形態では、ＡＡライブラリおよび／または候補ＡＡライブラリを作製する方法は
、（ａ）複数のＡＡおよび／または候補ＡＡをコードしている１組の組換えＤＮＡベクタ
ーを本明細書中に記載のように構築するステップと、（ｂ）宿主細胞をステップ（ａ）の
ベクターで形質転換させるステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）で形質転換させた宿主細胞
を、融合ポリペプチドの発現および表示に適した条件下で培養するステップとを含む。
【０２３７】
　（ｅ）候補ＡＡをコードしている核酸配列の生成
　スクリーニング方法で使用するための候補ＡＡの生成は、当分野で公知の方法を用いて
達成することができる。ポリペプチドディスプレイ、単鎖抗体ディスプレイ、抗体ディス
プレイおよび抗体断片ディスプレイは当分野で周知の方法である。一般に、候補ＡＡライ
ブラリ中で変動させるＡＡの要素、たとえばＭＭを、ランダム化について選択する。ライ
ブラリ中の候補ＡＡは、たとえばヌクレオチド／残基の頻度一般または要素内のアミノ酸
（複数可）の位置が、完全にランダム化されているまたはそのランダム化が偏っているこ
とができる。
【０２３８】
　ＡＡをスクリーニングする方法
　本開示は、酵素的に活性化されたＡＡ、還元剤に感受性のあるＡＡ、または酵素的活性
化もしくは還元剤に基づいた活性化のどちらかもしくは両方によって活性化可能なＡＡで
あることができる、ＡＡを同定する方法を提供する。一般に、この方法には、多数性（ｐ
ｌｕｒａｌｉｔｙ）の候補ＡＡを、ＡＡのＡＢと結合することができる標的およびＡＡの
ＣＭを切断することができるプロテアーゼと接触させることと、プロテアーゼに曝露され
た場合に標的と結合する前記多数性の第１のメンバー集団を選択することと、プロテアー
ゼの非存在下で前記第１の集団を標的と接触させることと、前記第１の集団メンバーから
プロテアーゼの非存在下で標的と結合するものを枯渇させることによって、前記第１の集
団から第２のメンバー集団を選択することとが含まれ、前記方法は、プロテアーゼの存在
下における標的結合と比較して減少した、プロテアーゼの非存在下における標的との結合
を示す候補ＡＡの選択を提供する。
【０２３９】
　一般に、所望の切替可能な表現型を有する候補ＡＡをスクリーニングする方法は、陽性
スクリーニングステップ（プロテアーゼに曝露した後に標的と結合するメンバーを同定す
るため）および陰性スクリーニングステップ（プロテアーゼに曝露されていない場合に標
的と結合しないメンバーを同定するため）によって達成する。陰性スクリーニングステッ
プは、たとえば、集団メンバーからプロテアーゼの非存在下で標的と結合するものを枯渇
させることによって達成できる。本明細書中に記載のライブラリスクリーニング方法は、
最初に、酵素処理の非存在下で標識した標的と結合しない（すなわち、切断されていない
場合に標識した標的と結合しない）候補を選択する陰性スクリーニングを実施し、その後
、陽性スクリーニング（すなわち、酵素で処理し、切断された状態で標識した標的と結合
するメンバーを選択する）を実施することによって開始できることに注意されたい。しか
し、利便上、陽性選択を第１のステップとして、スクリーニング方法を以下に記載する。
【０２４０】
　陽性および陰性スクリーニングステップは、好都合にフローサイトメトリーを用いて実
施して、検出可能に標識した標的の結合に基づいて候補ＡＡを分別することができる。ス
クリーニング手順の１回のラウンドまたはサイクルは、陽性選択ステップおよび陰性選択
ステップをどちらも含む。複数回のサイクル（完全および部分サイクル、たとえば、１．
５サイクル、２．５サイクルなどが含まれる）が行われるように、１つのライブラリで方
法を繰り返し得る。このようにして、ＡＡの切替特徴を示す複数の候補ＡＡのメンバーを
生じる集団中で濃縮し得る。
【０２４１】
　一般に、スクリーニング方法は、最初に、複数の候補ＡＡをコードしている核酸ライブ
ラリをディスプレイ足場中で作製し、立ち代ってそれを複製可能な生物学的実体の表面上
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で発現させるためのディスプレイ足場内に導入することによって実施する。本明細書中で
使用する複数の候補ＡＡとは、候補ＡＡをコードしているアミノ酸配列を有する複数のポ
リペプチドをいい、多数性のメンバーは、ＡＡの構成要素のうちの少なくとも１つのアミ
ノ酸配列に関して可変である、たとえば、多数性は、ＭＭ、ＣＭまたはＡＢ、通常はＭＭ
のアミノ酸配列に関して可変である。
【０２４２】
　たとえば、候補ＡＡのＡＢおよびＣＭを固定して保ち、ライブラリの候補ＡＡはＭＭの
アミノ酸配列に関して可変である。別の例では、ライブラリは、候補ＡＡ中の別のシステ
インとのジスルフィド結合形成が好まれるようにシステイン残基を配置するように設計さ
れたＭＭを有する（他の残基は、それ以外は完全に、または少なくとも部分的にランダム
化されたアミノ酸配列を有するＭＭを提供するように選択される）、候補ＡＡが含まれる
ように作製できる。別の例では、ライブラリは、ＭＭに完全にランダム化されたアミノ酸
配列が含まれる候補ＡＡが含まれるように作製することができる。そのようなライブラリ
は、これらの基準のうちの１つまたは複数によって設計された候補ＡＡを含有することが
できる。前記多数性のメンバーを本明細書中に記載の方法にしたがってスクリーニングす
ることによって、所望の切替可能な表現型を提供する候補ＭＭを有するメンバーを同定す
ることができる。
【０２４３】
　本方法の一実施形態では、複数の候補ＡＡのそれぞれのメンバーは、複製可能な生物学
的実体（ここでは細菌細胞によって例示）の表面上に表示させる。多数性のメンバーを、
候補ＡＡのＣＭを切断することができるプロテアーゼに曝露させ、候補ＡＡのＡＢの結合
パートナーである標的と接触させる。プロテアーゼに曝露させた後に標的と結合するＡＢ
を含むメンバーを表示する細菌細胞を、標的結合の検出（たとえば標的－ＡＢの複合体の
検出）によって同定および／または分離する。その後、プロテアーゼ曝露（ＣＭの切断を
もたらすことができる）の後に標的と結合するＡＢを含むメンバーを、標的と、プロテア
ーゼの非存在下で接触させる。切断の非存在下において減少したまたは検出不可能な標的
との結合を示すＡＢを含むメンバーを表示する細菌細胞を、結合した標的を欠く細胞の検
出によって同定および／または分離する。このようにして、切断された状態で標的と結合
し、切断されていない状態で減少したまたは検出不可能な標的結合を示す、複数の候補Ａ
Ａのメンバーを同定および／または選択する。
【０２４４】
　上述のように、候補ＡＡライブラリは、ＡＡ構築体の１つまたは複数の側面についてス
クリーニングするために、たとえば、ＭＭ、ＣＭ、およびＡＢのうちの１つまたは複数の
切替可能な表現型の最適化を提供するために、構築することができる。最適化を促進する
ために、ＡＡの１つまたは複数の他の要素を変動させることができる。たとえば、切断剤
（たとえば酵素）の非存在下でシステインもしくはＡＡの異なるコンホメーション特徴を
提供することができる他の残基の数もしくは位置を変動させることを含めた、ＭＭを変動
させること、１つもしくは複数の所望の特徴（たとえば酵素切断の特異性など）について
最適化された基質を同定するためにＣＭを変動させること、および／または切替可能な標
的結合の最適化を提供するためにＡＢを変動させることである。
【０２４５】
　一般に、候補ＡＡライブラリの要素は目的の標的タンパク質に従って選択し、ＡＡは活
性化されて、ＣＭを切断する切断剤（たとえば酵素）の存在下において増強された標的結
合を提供する。たとえば、ＣＭおよびＡＢをライブラリメンバー間で固定して保つ場合、
ＣＭは、目的の標的と共に共局在化している切断剤（たとえば酵素）によって切断可能で
あるように選択し、目的の標的はＡＢの結合パートナーである。このようにして、ＡＡは
、適切な生体条件下、したがって適切な生物学的位置で選択的に活性化されるように選択
することができる。たとえば、抗血管形成化合物として使用し、ＶＥＧＦ結合の切替可能
な表現型を示すＡＡを開発することが所望される場合、候補ＡＡのＣＭは、ＶＥＧＦと共
に共局在化している酵素の基質および／または還元剤であるように選択される（たとえば
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、マトリックス－メタロプロテアーゼによって切断可能なＣＭ）。別の例として、抗血管
形成化合物をして使用し、Ｎｏｔｃｈ受容体結合、Ｊａｇｇｅｄリガンド結合、またはＥ
ＧＦＲ結合の切替可能な表現型を示すＡＡを開発することが所望される場合、候補ＡＡの
ＣＭは、Ｎｏｔｃｈ受容体、Ｊａｇｇｅｄリガンド、またはＥＧＦＲと共に共局在化して
いる酵素の基質および／または還元剤であるように選択される（たとえば、ｕＰＡまたは
プラスミンによって切断可能なＣＭ）。
【０２４６】
　上述のように、ＡＢは、一般に目的の標的に応じて選択される。多くの標的が当分野で
公知である。目的の生物学的標的には、疾患において役割を果たすと同定されたタンパク
質標的が含まれる。そのような標的には、それだけには限定されないが、細胞表面受容体
および分泌された結合タンパク質（たとえば成長因子）、可溶性酵素、構造タンパク質（
たとえば、コラーゲン、フィブロネクチン）、細胞内標的などが含まれる。例示的な非限
定的な標的を表１に提示するが、他の適切な標的が当業者によって容易に識別可能であろ
う。さらに、目的の標的と共に共局在化する多くのプロテアーゼが当分野で公知である。
したがって、当業者は、上記方法で使用するための適切な酵素および酵素基質を容易に同
定できるであろう。
【０２４７】
　（ａ）ＡＡスクリーニング前の、細胞表面ディスプレイの任意選択の濃縮
　スクリーニング方法の前に、細胞表面上で適切なペプチドディスプレイ足場を発現する
細胞を濃縮することが望ましい場合がある。任意選択の濃縮により、細胞ライブラリから
（１）細胞外膜上にペプチドディスプレイ足場を発現しない、または（２）細胞外膜上に
非機能的ペプチドディスプレイ足場を発現する細胞を除去することが可能となる。非機能
的ペプチドディスプレイ足場は、たとえばストップコドンまたは欠失突然変異の結果、候
補ＡＡを正しく表示しない。
【０２４８】
　細胞の濃縮は、細胞集団を成長させ、ペプチドディスプレイ足場の発現を誘導すること
によって達成できる。その後、たとえば、足場内に組み込まれた検出可能なシグナルもし
くは部分の検出に基づいて、または、ディスプレイ足場もしくはＡＡの共有部分と結合す
る検出可能に標識した抗体を使用することによって、細胞を分別する。これらの方法は、
２００７年３月２２日公開の米国特許出願公開第２００７／００６５１５８号に詳述され
ている。
【０２４９】
　（ｂ）切断されたＡＡによる標的結合のスクリーニング
　スクリーニングの前に候補ＡＡライブラリを拡大することができる（たとえば、適切な
条件下で適切な培地中の培養で成長させることによる）。任意選択の拡大に続いて、また
は最初のステップとして、ライブラリを第１のスクリーニングに供して、プロテアーゼに
曝露した後に標的と結合する候補ＡＡを同定する。したがって、このステップは、しばし
ば本明細書中で陽性選択ステップと呼ぶ。
【０２５０】
　プロテアーゼ切断後に標的と結合するメンバーを同定するために、候補ＡＡライブラリ
を、表示された候補ＡＡのＣＭを切断することができるプロテアーゼと、十分な時間の間
、ＣＭのプロテアーゼ基質の切断をもたらすために適した条件下で接触させる。様々なプ
ロテアーゼ－ＣＭの組合せが当業者によって容易に確認可能であり、プロテアーゼは、Ｃ
Ｍを切断することができ、ｉｎ　ｖｉｖｏで目的の標的（ＡＢの結合パートナーである）
と共に共局在化するものである。たとえば、目的の標的が固形腫瘍に関連する標的（たと
えばＶＥＧＦ）である場合は、適切な酵素には、たとえば、マトリックス－メタロプロテ
アーゼ（たとえばＭＭＰ－２）、ディスインテグリンおよびメタロプロテアーゼ（複数可
）（ＡＤＡＭｓ）／トロンボスポンジン様モチーフを有するＡＤＡＭ（ＡＤＡＭＴＳ）、
カテプシンならびにカリクレインが含まれる。本明細書中に記載のＡＡ中のＣＭとして有
用な基質のアミノ酸配列は当分野で公知であり、所望する場合は、本明細書中に記載の方
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法を適応させることによってＣＭとして使用するために適した最適な配列を同定するため
にスクリーニングすることができる。例示的な基質には、それだけには限定されないが、
表３に記載の酵素によって切断可能な基質が含まれることができる。
【０２５１】
　また、候補ＡＡライブラリを、十分な時間の間、標的結合に適切な、標的とＡＢとの結
合が予測される条件に従って選択することができる条件下で、標的に曝露させる。候補Ａ
Ａライブラリは標的に曝露させる前（たとえば、切断されたＡＡが含まれる候補ＡＡの集
団を提供するため）、または標的への曝露と組み合わせて、プロテアーゼに曝露させるこ
とができ、通常は、プロテアーゼおよび標的の両方が同じ環境中に存在する予測されるｉ
ｎ　ｖｉｖｏ状況を最良にモデリングするために、後者である。プロテアーゼおよび標的
の両方に曝露させた後、ライブラリをスクリーニングして、標的－ＡＢの複合体中の候補
ＡＡが含まれる、結合した標的を有するメンバーを選択する。
【０２５２】
　標的と結合した候補ＡＡの検出は、様々な様式で達成することができる。たとえば、標
的を検出可能に標識してよく、標的と結合した候補ＡＡの第１の集団を検出可能な標識の
検出によって選択して、結合した標的を有する第２の集団を作製してよい（たとえば、標
的と結合した候補ＡＡの陽性選択）。
【０２５３】
　（ｃ）プロテアーゼ切断の非存在下で標的と結合しない候補ＡＡのスクリーニング
　その後、プロテアーゼに曝露した後の標的結合について選択された候補ＡＡの集団を拡
大し（たとえば、適切な条件下で適切な培地中での培養で成長させることによる）、拡大
したライブラリを第２のスクリーニングに供して、プロテアーゼ曝露の非存在下で標的と
の結合が減少したまたは検出不可能であるメンバーを同定することができる。この第２の
スクリーニングから生じる集団には、切断されていない場合に有意にまたは検出可能なレ
ベルまで標的と結合しない候補ＡＡが含まれる。したがって、このステップは、しばしば
本明細書中で陰性選択ステップと呼ぶ。
【０２５４】
　第１のスクリーニングから生じた集団を、プロテアーゼの非存在下、十分な時間の間、
標的結合に適切な、標的とＡＢとの結合が予測される条件に従って選択することができる
条件下で、標的と接触させる。その後、陰性選択を行って、検出可能に標的結合を示さな
いものを含めた、標的結合が比較的減少している候補ＡＡを同定することができる。この
選択は、たとえば、検出可能に標識した標的を使用し、標的に曝露させた集団を、検出可
能な標的結合を示さないおよび／または比較的より低い検出可能なシグナルを示す候補Ａ
Ａを表示する細胞を別の部分集団へと分別するためのフローサイトメトリー分析に供する
ことによって、達成できる。したがって、この部分集団は、切断の非存在下で標的に対し
て減少したまたは検出不可能な結合を示す候補ＡＡを有する細胞について濃縮されている
。
【０２５５】
　（ｄ）検出可能な標識
　検出可能な標識および検出可能な部分は互換性があるように使用し、それだけには限定
されないが、放射性同位元素、蛍光剤、化学発光剤、発色団、酵素、酵素基質、酵素補因
子、酵素阻害剤、発色団、色素、金属イオン、金属ゾル、リガンド（たとえば、ビオチン
、アビジン、ストレプトアビジン（ｓｔｒｅｐａｖｉｄｉｎ）またはハプテン）などを含
めた、検出が可能な分子をいう。用語、蛍光剤とは、検出可能な範囲の蛍光を示すことが
できる物質またはその一部分をいう。標的の標識としての使用に適した例示的な検出可能
な部分には、親和性タグおよび蛍光タンパク質が含まれる。
【０２５６】
　本明細書中で使用する用語、親和性タグとは、親和性タグと結合して検出可能なシグナ
ル（たとえば、蛍光化合物またはタンパク質）を提供する分子を用いて検出することがで
きる、標的に付着させることができるペプチドセグメントを示す。原理的には、抗体また
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は他の特異的結合剤がそれに対して利用可能な任意のペプチドまたはタンパク質を親和性
タグとして使用することができる。使用に適した例示的な親和性タグには、それだけには
限定されないが、単球性アダプタータンパク質（ＭＯＮＡ）結合ペプチド、Ｔ７結合ペプ
チド、ストレプトアビジン結合ペプチド、ポリヒスチジントラクト、タンパク質Ａ（Ｎｉ
ｌｓｓｏｎら、ＥＭＢＯ　Ｊ．、４巻：１０７５頁（１９８５年）、Ｎｉｌｓｓｏｎら、
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、１９８巻：３頁（１９９１年））、グルタチオンＳ
トランスフェラーゼ（ＳｍｉｔｈおよびＪｏｈｎｓｏｎ、Ｇｅｎｅ、６７巻：３１頁（１
９８８年））、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ親和性タグ（Ｇｒｕｓｓｅｎｍｅｙｅｒら、Ｐｒｏｃ．　
Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８２巻：７９５２頁（１９８５年））、物
質Ｐ、ＦＬＡＧペプチド（Ｈｏｐｐら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、６巻：１２０４頁
（１９８８年））、または他の抗原性エピトープもしくは結合ドメインが含まれる。一般
に、Ｆｏｒｄら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ、２巻：９５頁（１９９１年）を参照されたい。親和性タグをコードしているＤＮ
Ａ分子は、商業的供給者（たとえばＰｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、Ｐｉｓｃａｔ
ａｗａｙ、ＮＪ．）から入手可能である。
【０２５７】
　当分野で周知の任意の蛍光ポリペプチド（本明細書中で蛍光標識とも呼ぶ）が、本明細
書中に記載のペプチドディスプレイ足場の検出可能な部分として、または親和性タグと共
に使用するために適している。適切な蛍光ポリペプチドは、細菌細胞または哺乳動物細胞
などの所望の宿主細胞中で発現させることができ、定性的（陽性／陰性）および定量的（
蛍光の比較による度合）に評価することができる検出可能なシグナルを容易に提供するも
のである。例示的な蛍光ポリペプチドには、それだけには限定されないが、黄色蛍光タン
パク質（ＹＦＰ）、シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、ＧＦＰ、ｍＲＦＰ、ＲＦＰ（ｔｄ
ｉｍｅｒ２）、ＨＣＲＥＤなど、あるいはその任意の突然変異体（たとえば、増強した蛍
光もしくはシフトされた発光スペクトルを提供するように改変された蛍光タンパク質）、
類似体、または誘導体が含まれる。さらなる適切な蛍光ポリペプチド、および本明細書中
に記載したものの具体的な例は、当分野で提供されており、かつ周知である。
【０２５８】
　ビオチンに基づいた標識も本明細書中に開示する方法において使用が見つかる。標的分
子および基質のビオチン化は周知であり、たとえば、タンパク質、核酸、炭水化物、カル
ボン酸をビオチン化するためのアミン反応性剤およびチオール反応性剤を含めた多数のビ
オチン化剤が公知である。たとえば、本明細書中に参考として組み込まれている第４章、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｃａｔａｌｏｇ、Ｈａｕｇｌａｎｄ、第６版、１９
９６年を参照されたい。ビオチン標識した基質は、アビジンまたはストレプトアビジンな
どの検出可能に標識したビオチン結合パートナーの結合によって検出することができる。
同様に、多数のハプテン化試薬も公知である。
【０２５９】
　（ｅ）スクリーニング方法
　目的のＡＡの分離および回収をもたらす任意の適切な方法を利用し得る。たとえば、目
的のＡＡを表示する細胞は、ＦＡＣＳ、免疫クロマトグラフィー、または、検出可能な標
識が磁気である場合は磁気分離によって分離し得る。分離の結果、集団は、所望の特徴を
示す、たとえば、切断後に標的に対する結合を示す、または切断の非存在下で標的に対し
て減少したもしくは検出不可能な結合を有する細胞について濃縮されている。
【０２６０】
　たとえば、結合した検出可能に標識した標的を有する候補ＡＡの選択は、当分野で公知
の様々な技法を用いて達成することができる。たとえば、フローサイトメトリー（たとえ
ばＦＡＣＳ（登録商標））方法を用いて、検出可能に標識した候補ＡＡを標識されていな
い候補ＡＡから分別することができる。フローサイトメトリー（ｃｙｏｍｔｅｒｙ）方法
は、たとえば、第２の集団へと分離してさらにスクリーニングするために、より暗い細胞
集団を可能にするまたはより明るい細胞集団を必要とするようにゲーティングを改変する
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ことによって、候補ＡＡの集団の分離において多かれ少なかれストリンジェントな要件を
提供するために、実行することができる。
【０２６１】
　別の例では、免疫親和性クロマトグラフィーを用いて、標的と結合した候補ＡＡを標的
と結合しないものから分離することができる。たとえば、抗標的抗体が結合した支持体（
たとえば、カラム、磁気ビーズ）を、プロテアーゼおよび標的に曝露させた候補ＡＡと接
触させることができる。標的が結合した候補ＡＡは抗標的抗体と結合し、したがって、結
合した標的を欠く候補ＡＡからの分離が容易となる。スクリーニングステップが、比較的
減少した標的結合を有するまたは検出可能な標的結合を有さない（たとえば他の候補ＡＡ
と比較して）、切断されていない候補ＡＡについて濃縮された集団を提供するためである
場合は、目的の部分集団は、結合した標的について検出可能なシグナルが比較的減少した
またはそれを欠くメンバーである。たとえば、免疫親和性技法を結合した標的のそのよう
な陰性選択で使用する場合、目的の部分集団は、抗標的支持体によって結合されないもの
である。
【０２６２】
　（ｆ）二重標的結合ＡＡのスクリーニング
　本明細書中に開示するスクリーニング方法は、２つのＡＢを有する二重標的結合ＡＡを
同定するために容易に適応され得る。一般に、この方法は複数の候補ＡＡを含有するライ
ブラリを含み、前記多数性のそれぞれのメンバーは、第１のＡＢ、第２のＡＢ、第１のＣ
Ｍおよび／もしくは第２のＣＭ、第１のＭＭ、ならびに／または第２のＭＭを含む。ライ
ブラリを、少なくとも第１のＡＢと結合することができる標的および第１のＣＭを切断す
ることができる切断剤と接触させる。ライブラリの第１のメンバー集団を、切断剤の存在
下（たとえばＣＭのプロテアーゼ）における標的との結合について選択する。その後、こ
の選択された集団を上記陰性スクリーニングに供して、切断剤の非存在下における標的と
ライブラリメンバーとの結合を評価する。その後、切断剤の非存在下で前記標的と結合す
る部分メンバー集団を枯渇させることによって、第２のメンバー集団が生じる。これは、
たとえば、検出可能に標識した標的の検出によって決定されるように、標的と結合してい
ないメンバーを標的と結合しているものから離して分別することによって達成できる。し
たがって、この方法は、切断剤の存在下における前記標的との結合と比較して減少した、
切断剤の非存在下における標的との結合を示す候補ＡＡの選択を提供する。この方法は両
方の標的で繰り返すことができる。
【０２６３】
　候補ＡＡを選択するスクリーニング方法の例示的な変化
　上記方法は、所望の特徴を実証する集団およびライブラリメンバーを選択するために改
変し得る。
【０２６４】
　（ａ）ＭＭのマスキング効率の決定
　ＭＭのマスキング効率は、少なくとも２つのパラメータ、すなわち、抗体またはその断
片に対するＭＭの親和性、およびＡＢとその標的との結合の妨害に対するＭＭの空間的な
関係性によって決定される。
【０２６５】
　親和性に関して、例として、１つのＭＭは、高い親和性を有するがＡＢ上の結合部位を
部分的にのみ阻害し得る一方で、別のＭＭは、ＡＢに対してより低い親和性を有するが標
的結合を完全に阻害し得る。短期間の間は、より低い親和性のＭＭは十分なマスキングを
示し得るが、その一方で、時間とともに、同じＭＭは標的によって置き換えられ得る（Ａ
Ｂに対する不十分な親和性が原因）。
【０２６６】
　同様の様式で、同じ親和性を有する２つのＭＭは、これらが、どれほど良好にＡＢ上の
結合部位の阻害またはＡＢがその標的と結合することの防止を促進するかに基づいて、異
なる程度のマスキングを示し得る。別の例では、高い親和性を有する１つのＭＭは、その
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標的との結合が完全に阻害されるように、ＡＢと結合してその構造を変化させ得る一方で
、高い親和性を有する別のＭＭは、結合を部分的にのみ阻害し得る。その結果、有効なＭ
Ｍの発見は親和性のみに基づくことができず、マスキング効率の経験的尺度が含まれる場
合がある。ＡＡ中のＭＭの時間依存性の標的置換は、ＭＭについて最適化および選択する
ために測定することができる。この目的のために新規標的置換アッセイ（ＴＤＡ）が本明
細書中に記載されている。
【０２６７】
　ＴＤＡアッセイは、効率的にマスキングされたＡＡの発見および妥当性確認に使用する
ことができ、マスキング効率の経験的に決定すること、標的の存在下で標的と結合するマ
スキングされたＡＢの能力を、標的の存在下で標的と結合するマスキングされていないお
よび／または親ＡＢの能力と比較することを含む。結合効率は、マスキングされていない
／親ＡＢの結合と比較した、平衡結合の％として表すことができる。ＡＢがＭＭで修飾さ
れており、標的の存在下にある場合、ＡＢとその標的との特異的結合は、ＭＭで修飾され
ていないＡＢまたは親ＡＢと標的との特異的結合と比較して、低下または阻害されている
場合がある。本明細書中に記載のようにｉｎ　ｖｉｖｏまたは標的置換ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
の免疫吸着アッセイで測定した際に、ＭＭで修飾されていないＡＢまたは親ＡＢと標的と
の結合と比較した場合、ＭＭで修飾した場合に標的と結合するＡＢの能力は、少なくとも
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％、さらには１００％、少なくとも２、４、６、８、１２、２８、
２４、３０、３６、４８、６０、７２、８４、９６時間、または５、１０、１５、３０、
４５、６０、９０、１２０、１５０、１８０日間、または１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２カ月間もしくはそれより長くの間、低下する場合がある。
【０２６８】
　（ｂ）ＡＡ要素を同定および／または最適化するための反復スクリーニング
　本明細書中に記載の方法および候補ＡＡライブラリは、ＡＡの１つまたは複数の要素の
同定および／または最適化をもたらすために容易に適応させることができる。たとえば、
ＡＢ、ＣＭ、リンカーなどのうちの任意の１つまたは複数に関して変動する候補ＡＡを生
成し、本明細書中に記載のスクリーニング方法に供することができる。
【０２６９】
　（ｃ）還元剤で活性化可能なＡＡ
　上記方法はＡＡを同定するためのスクリーニング方法を記載しているが、ＡＡ中のシス
テイン－システインジスルフィド結合の形成を促進することができるＣＭを有するＡＡま
たは候補ＡＡも、本明細書中に開示するスクリーニング方法に供することができることを
理解されたい。そのようなＡＡには、プロテアーゼ基質を含んでいても含んでいなくても
よいＣＭ（同じまたは異なるＣＭであり得る）がさらに含まれていても含まれていなくて
もよい。これらの実施形態では、上述の陽性スクリーニングは、ＡＡのシステイン－シス
テイン対のジスルフィド結合を切断することができるＡＡまたは候補ＡＡを還元剤（たと
えば還元条件）に曝露することによって実施し得る。その後、陰性スクリーニングを還元
条件の非存在下で実施することができる。したがって、生じるライブラリは、ジスルフィ
ド結合還元条件への曝露によって活性化可能なＡＡについて濃縮されている場合がある。
【０２７０】
　（ｄ）光で活性化可能なＡＡ
　上記方法はＡＡを同定するためのスクリーニング方法を記載しているが、光感受性であ
るＣＭを有しており、光分解の際に活性化することができるＡＡまたは候補ＡＡも提供さ
れることを理解されたい。これらの実施形態では、上述の陽性スクリーニングは、ＡＡま
たは候補ＡＡを露光させることによって実施し得る。その後、陰性スクリーニングを光の
非存在下で実施することができる。したがって、生じるライブラリは露光によって活性化
可能なＡＡについて濃縮されている場合がある。
【０２７１】
　（ｅ）サイクル回数およびＡＡの足場なしのスクリーニング
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　上記方法のサイクル回数を増やすことによって、向上した切替特徴を実証する集団およ
びライブラリメンバーを同定することができる。多数のサイクルのスクリーニングを行う
ことができる。
【０２７２】
　さらに、候補ＡＡの動作範囲を決定するために、候補ＡＡの個々のクローンを単離し、
スクリーニングに供することができる。また、候補ＡＡを足場とは別々に所望の切替可能
な表現型について試験することもできる、すなわち、候補ＡＡをディスプレイ足場とは別
々に発現または他の様式で作製し、候補ＡＡの切替可能な表現型を足場の非存在下で、か
つ所望する場合は無細胞系で（たとえば可溶化したＡＡを用いて）評価することができる
。
【０２７３】
　（ｆ）ＡＡの構成要素および切替活性の最適化
　ＡＡ、たとえば本明細書中に記載のスクリーニング方法で同定したＡＡの性能を最適化
するために、上記方法を改変し得る。たとえば、たとえば切断されていない状態において
ＡＢの標的結合の阻害の向上を提供するために、マスキング部分の性能を最適化すること
が望ましい場合は、ＡＢおよびＣＭのアミノ酸配列を候補ＡＡライブラリ中で固定し、ラ
イブラリのメンバーが互いに対して可変のＭＭを有するようにＭＭを変動させ得る。ＭＭ
は、ＭＭを構成するアミノ酸の数およびまたは種類の変更を含めた様々な様式で最適化し
得る。たとえば、複数の候補ＡＡのそれぞれのメンバーが候補ＭＭを含んでいてよく、候
補ＭＭは少なくとも１つのシステインアミノ酸残基を含み、残りのアミノ酸残基は多数性
のメンバー間で変動する。さらなる例では、複数の候補ＡＡのそれぞれのメンバーが候補
ＭＭを含んでいてよく、候補ＭＭは、システインアミノ酸残基およびアミノ酸残基のラン
ダム配列、たとえば５個のアミノ酸のランダム配列を含む。
【０２７４】
　（ｇ）拡大した動作範囲の選択
　上述のように、マスキングされていない／切断された対マスキングされた／切断されて
いない状態の標的結合に関して所望の動作範囲を有するＡＡも目的である。そのようなＡ
Ａは、たとえば、標的の存在下、被験体中の処置および非処置部位で見つかる生理的レベ
ルで検出可能な結合を有さないが、プロテアーゼによって切断された後は、標的に対して
高い親和性および／または高い結合力の結合を示すものである。ＡＡの動作範囲が大きけ
れば大きいほど、ＡＡの切替可能な表現型はより良好になる。したがって、ＡＡは、切断
剤の存在および非存在下で標的結合について拡大された動作範囲を有するものの選択につ
いて最適化することができる。
【０２７５】
　本明細書中に記載のスクリーニング方法は、所望のおよび／または最適化された動作範
囲を有するＡＡの選択を増強するように改変することができる。一般に、これは、プロテ
アーゼに曝露されたＡＡ（すなわち切断されたＡＡが含まれるスクリーニング集団）の標
的結合のスクリーニングが、切断されていないＡＡの標的結合のスクリーニングよりも比
較的低い標的濃度を用いて行われるように、方法の陽性選択および陰性選択ステップで利
用する標的の濃度を改変することによって達成できる。したがって、標的濃度をステップ
間で変動させて、切替可能な表現型に対する選択圧を提供する。所望する場合は、陽性お
よび陰性選択ステップで使用する標的濃度の差異を、サイクル数の増加に伴って増加させ
ることができる。
【０２７６】
　陽性選択ステップで比較的より低濃度の標的を使用することは、切断された状態にある
場合に標的結合が向上したＡＡメンバーの選択を駆動する役割を果たすことができる。た
とえば、プロテアーゼに曝露させたＡＡを含むスクリーニングは、ＡＢ－標的の相互作用
のＫｄの約２～約１００分の１、約２～５０分の１、約２～２０分の１、約２～１０分の
１、または約２～５分の１である標的濃度で行うことができる。その結果、標的と結合し
たＡＡについて集団を選択した後、選択された集団は、集団中の他のＡＡよりも高い親和
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性および／または結合力の結合を示すＡＡについて濃縮されている。
【０２７７】
　陰性選択ステップで比較的より高い濃度の標的を使用することは、切断されていない状
態にある場合に検出可能な標的結合が減少したまたは存在しないＡＡメンバーの選択を駆
動する役割を果たすことができる。たとえば、プロテアーゼに曝露していないＡＡ（陰性
選択ステップで）を含むスクリーニングは、ＡＢ－標的の相互作用のＫｄよりも約２～約
１００倍高い、約２～５０倍高い、約２～２０倍高い、約２～１０倍高い、または約２～
５倍高い標的濃度で行うことができる。その結果、標的と検出可能に結合しないＡＡにつ
いて集団を選択した後、選択された集団は、切断されていない状態で標的に対して集団中
の他の切断されていないＡＡよりも低い結合を示すＡＡについて濃縮されている。つまり
、標的と検出可能に結合しないＡＡについて集団を選択した後、選択された集団は、標的
とＡＢとの結合が、たとえば標的結合からのＡＢのマスキングが原因で阻害される、ＡＡ
について濃縮されている。
【０２７８】
　ＡＡが二重標的結合ＡＡである場合、上述のスクリーニング方法を、第１のＡＢと結合
することができる第１の標的および第２のＡＢと結合することができる第２の標的につい
て所望の動作範囲を有するＡＡを提供するように適応させることができる。ディスプレイ
足場上に提示されるＡＡから切り離されるＡＡの一部分上に配置されているＡＢとの標的
結合は、溶液中（たとえば培地中）での標的－ＡＢの複合体の形成を評価する、たとえば
、切断された断片を捕捉するための抗ＡＡ断片抗体を有する免疫クロマトグラフィーを行
い、その後、カラム上に捕捉された結合した検出可能に標識した標的を検出することによ
って、評価することができる。
【０２７９】
　（ｈ）可溶性ＡＡの試験
　候補ＡＡを、可溶形にある間に切替可能な表現型を維持するその能力について試験する
ことができる。１つのそのような方法は、標的を支持体（たとえば、アレイ、たとえばＢ
ｉａｃｏｒｅ（商標）ＣＭ５センサーチップの表面）上に固定することを含む。目的の標
的の固定は、任意の適切な技法（たとえば標準のアミンカップリング）を用いて達成する
ことができる。支持体の表面を遮断して、非特異的結合を低下させることができる。任意
選択で、この方法は、対照（たとえば、固定した標的を含有しない支持体（たとえば支持
体とのバックグラウンド結合を評価するため）の使用を含むことができ、および／または
陰性対照として役割を果たす化合物（たとえば、標的対非標的の候補ＡＡとの結合の特異
性を評価するため）を含有できる。
【０２８０】
　標的を共有的に固定した後、候補ＡＡを、固定した標的との特異的結合を可能にするた
めに適切な条件下で、支持体と接触させる。切替可能な表現型を評価するために、候補Ａ
Ａを支持体に固定した標的と、適切な切断剤の存在下および非存在下で接触させることが
できる。切断剤の非存在下と比較した、および任意選択で陰性対照における結合と比較し
た、切断剤の存在下における候補ＡＡの結合の評価により結合応答が提供され、立ち代っ
てこれは切替可能な表現型の指標である。
【０２８１】
　（ｉ）候補ＡＡで使用するための個々の部分のスクリーニング
　候補ＡＡを切替可能な表現型について試験する前に、候補ＡＡの部分、たとえば、ＡＢ
、ＭＭまたはＣＭのうちの１つまたは複数について別々にスクリーニングすることが望ま
しい場合がある。たとえば、特定のプロテアーゼによって切断可能なペプチド基質を同定
するための公知の方法を利用して、そのようなプロテアーゼによって活性化されるように
設計されたＡＡで使用するＣＭを同定することができる。さらに、様々な方法が目的の標
的と結合するペプチド配列の同定に利用可能である。これらの方法は、たとえば、特定の
標的と結合するＡＢを同定するため、または特定のＡＢと結合するＭＭを同定するために
使用することができる。
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【０２８２】
　上記方法には、たとえば、候補ＡＡの部分、たとえば、ＡＢ、ＭＭまたはＣＭを、複製
可能な生物学的実体を用いて表示させる方法が含まれる。
【０２８３】
　（ｊ）自動スクリーニング方法
　特定の実施形態では、本明細書中に記載のスクリーニング方法は、ＡＡのライブラリを
所望の切替可能な活性についてスクリーニングするための便利な、リアルタイムの、高容
量の方法を提供するために、自動化されている。自動方法は、陽性および陰性選択の反復
ラウンドを提供し、選択された集団が所望のサイクル回数の間分離されて自動的に次のス
クリーニングに供されるように設計することができる。
【０２８４】
　集団中の候補ＡＡの評価は、陽性選択ステップ、陰性選択ステップ、または両方が完了
した後に、経時的に反復的に実施し得る。さらに、陽性および陰性選択ステップ中で選択
された標的濃度での候補ＡＡの集団の平均動作範囲に関する情報を監視し、後に分析する
ため、たとえば様々な標的濃度の選択圧の効果を評価するために、保存することができる
。
【０２８５】
　一部の実施形態では、コンピュータソフトウェア製品などの実行可能なプラットフォー
ムが検出および／または測定手段の動作を制御することができ、上述のステップに関する
数値演算を行い、所望の出力（たとえばフローサイトメトリー分析など）を生じることが
できる。コンピュータプログラム製品はコンピュータ読取可能ストレージ媒体を含み、媒
体中にコンピュータ読取可能プログラムコード手段が実装されている。そのような自動装
置での使用に適したハードウェアは当業者に明らかであり、コンピュータコントローラー
、自動試料ハンドラー、蛍光測定ツール、プリンターおよび光ディスプレイが含まれ得る
。測定ツールは、蛍光によって検出可能な分子を利用する場合に試料からの蛍光シグナル
を測定するための、１つまたは複数の光検出器を含有し得る。また、測定ツールは、それ
ぞれの対照および／または試験試料を試料のアレイとして配置し、蛍光強度を測定するス
テップ中に光検出器の向かいに自動的かつ繰り返して配置されるように、コンピュータ制
御のステッピングモーターも含有し得る。
【０２８６】
　測定ツール（たとえばＦＡＣＳ）は、一般目的または用途に特異的なコンピュータコン
トローラーに作動可能に連結させることができる。コントローラーは、測定ツールの動作
を制御し、上述のステップに関する数値演算を行うように生成されたコンピュータプログ
ラムを含むことができる。コントローラーは、ファイル、ディスク入力またはデータバス
を介して設定および他の関連するデータを読み込み得る。また、ディスプレイおよびプリ
ンターも、コントローラーによって行われる動作を視覚的に表示するために提供し得る。
コントローラーによって行われる機能は、その全体または一部分が、一般目的のコンピュ
ータシステム上で実行されるソフトウェアモジュールとして実現し得ることが、当業者に
は理解されよう。あるいは、上述の機能および動作を行うための、用途に特異的に組み込
まれた回路を有する専用の独立型のシステムを提供し得る。
【０２８７】
　治療においてＡＡを使用する方法
　ＡＡは、たとえば、治療上有効な量の目的のＡＡおよび薬学的に許容される賦形剤であ
る担体（薬学的に許容される担体とも呼ばれる）を含有する医薬組成物内に組み込むこと
ができる。多くの薬学的に許容される賦形剤が当分野で公知であり、一般に、投与経路、
処置する状態、および当分野で十分に理解されている他のそのような可変のものに従って
選択される。薬学的に許容される賦形剤は、たとえば、Ａ．　Ｇｅｎｎａｒｏ（２０００
年）Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ
　Ｐｈａｒｍａｃｙ、第２０版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ，　＆　Ｗ
ｉｌｋｉｎｓ、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄ
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ｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（１９９９年）Ｈ．Ｃ．　Ａｎｓｅｌら編、
第７版、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ，　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ、およびＨ
ａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（２００
０年）Ａ．Ｈ．　Ｋｉｂｂｅら編、第３版、Ａｍｅｒ．　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ａｓｓｏｃ．を含めた様々な出版物中に十分に記載されている。医薬組成物には、ｐＨ
調節剤および緩衝剤、等張性調節剤、安定化剤、湿潤剤などの他の構成要素も含めること
ができる。一部の実施形態では、ナノ粒子またはリポソームがＡＡを含む医薬組成物を保
有する。
【０２８８】
　ＡＡの医薬組成物の適切な構成要素は、ＡＡのＡＢに既に利用可能であり得る医薬組成
物によって導かれる場合がある。たとえば、ＡＡに、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１
１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃ
ｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、
ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トランスフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ
４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４に対する抗体が含まれる場合、たとえば、そのようなＡＡ
は、その抗体での使用に適した方法および組成物に従った医薬配合物中で配合することが
できる。
【０２８９】
　一般に、１つまたは複数のＡＡの医薬配合物は、所望の度合の純度を有するＡＡを、任
意選択の生理的に許容される担体、賦形剤または安定化剤と共に（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’
ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１６版、Ｏｓｏｌ，　Ａ．編
（１９８０年））、凍結乾燥配合物または水溶液の形態で混合することによって、貯蔵用
に調製する。許容可能な担体、賦形剤、または安定化剤は、用いる用量および濃度でレシ
ピエントに対して無毒性であり、リン酸、クエン酸、および他の有機酸などの緩衝液、ア
スコルビン酸およびメチオニンを含めた抗酸化剤、保存料（オクタデシルジメチルベンジ
ルアンモニウムクロリド、塩化ヘキサメトニウム、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼト
ニウム、フェノール、ブチルもしくはベンジルアルコール、メチルもしくはプロピルパラ
ベンなどのアルキルパラベン、カテコール、レソルシノール、シクロヘキサノール、３－
ペンタノール、およびｍ－クレゾール等）、低分子量（約１０個未満の残基）ポリペプチ
ド、血清アルブミン、ゼラチン、もしくは免疫グロブリンなどのタンパク質、ポリビニル
ピロリドンなどの親水性ポリマー、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、
アルギニン、もしくはリシンなどのアミノ酸、グルコース、マンノース、もしくはデキス
トリンを含めた単糖、二糖、および他の炭水化物、ＥＤＴＡなどのキレート化剤、スクロ
ース、マンニトール、トレハロースもしくはソルビトールなどの糖、ナトリウムなどの塩
形成対イオン、金属錯体（たとえばＺｎ－タンパク質の複合体）、ならびに／またはＴＷ
ＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）もしくはポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）などの非イオン性界面活性剤が含まれる。
【０２９０】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に使用する配合物は無菌的でなければならない。これは、滅菌濾過
膜を通して濾過することによって容易に達成される。また、医薬配合物は、処置する特定
の適応症の必要に応じて複数の活性化合物も含有してよく、追加の活性化合物は、一般に
、ＡＡに補完的な活性を有するものである。そのような化合物は、意図する目的に有効な
量で、組み合わせて最適に存在する。
【０２９１】
　医薬配合物は、全身性または局所的な注射用調製物などの様々な剤形で提供することが
できる。構成要素は、マイクロカプセルなどの担体、たとえば、コアセルベーション技法
もしくは界面重合によって調製したものなど、たとえば、それぞれヒドロキシメチルセル
ロースもしくはゼラチンマイクロカプセルおよびポリ（メチルメタクリレート（ｍｅｔｈ
ｙｌｍｅｔｈａｃｙｌａｔｅ））マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（たとえば
、リポソーム、アルブミンミクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノ
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カプセル）中、またはマクロエマルジョン中で提供することができる。そのような技法は
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１６版
、Ｏｓｏｌ，　Ａ．編（１９８０年）に開示されている。
【０２９２】
　また、持続放出調製物もＡＡ含有配合物の範囲内にある。例示的な持続放出調製物には
、ＡＡを含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが含まれることができ、マト
リックスは、造形品、たとえばフィルムまたはマイクロカプセルの形態である。持続放出
マトリックスの例には、ポリエステル、ヒドロゲル（たとえば、ポリ（２－ヒドロキシエ
チル－メタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコール））、ポリ乳酸（米国特許第３
，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチル－Ｌ－グルタミン酸とのコポリマ
ー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴ（商標）（乳酸－グリコ
ール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドからなる注射用ミクロスフェア）などの分解性
乳酸－グリコール酸コポリマー、およびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が含まれ
る。エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－グリコール酸などのポリマーは１００日間を超え
る分子の放出を可能にする一方で、特定のヒドロゲルはより短い期間の間タンパク質を放
出する。
【０２９３】
　カプセル封入したＡＡが身体内に長期間保持される場合、これらは生理的温度（約３７
℃）での水分への曝露の結果として変性または凝集し、減少した生物活性および場合によ
っては免疫原性の変化をもたし得る。関与する機構に応じて、安定化の合理的な戦略を考
案することができる。たとえば、凝集機構が、チオ－ジスルフィド交換を介した望ましく
ない分子間Ｓ－Ｓ結合の形成であると判明した場合、スルフヒドリル残基の修飾、酸性溶
液からの凍結乾燥、水分含量の制御、適切な添加剤の使用、および特定のポリマーマトリ
ックス組成物の開発によって安定化を達成し得る。
【０２９４】
　ＡＡは、治療的目的に役立つ活性薬剤を標的化送達するための送達ビヒクルと結合体化
させることができる。たとえば、ＡＡは、薬物がそれ中にカプセル封入されたまたはそれ
と会合している、ナノ粒子またはリポソームと結合体化させることができる。このように
して、薬物の特異的な標的化送達を達成することができる。ポリペプチドをリポソームと
連結させる方法は当分野で周知であり、そのような方法を適用して、ＡＡを、リポソーム
内容物の標的化およびまたは選択的送達のためのリポソームと連結させることができる。
例として、ポリペプチドは、チオエーテル結合を介してリポソームと共有結合することが
できる。また、ＰＥＧ化ゼラチンナノ粒子およびＰＥＧ化リポソームも、ポリペプチド、
たとえば単鎖抗体を付着させるための支持体として使用されている。たとえば、ポリペプ
チド、たとえば抗体断片をリポソームと結合体化させるための方法のその開示について本
明細書中に参考として組み込まれている、Ｉｍｍｏｒｄｉｎｏら（２００６年）Ｉｎｔ　
Ｊ　Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ．、９月；１巻（３号）：２９７～３１５頁を参照された
い。
【０２９５】
　（ａ）処置方法
　本明細書中に記載のＡＡは、ＡＡ中に提供するＣＭ－ＡＢの組合せに従って、適切な被
験体を処置する方法での使用に選択することができる。ＡＡは、経口、非経口、皮下、腹
腔内、肺内、および鼻腔内などの任意の適切な手段によって、かつ所望する場合は局所的
注射（たとえば固形腫瘍の部位）のために投与することができる。非経口投与経路には、
筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、または皮下の投与が含まれる。
【０２９６】
　用語、処置部位または疾患部位とは、図２に図示するように、本明細書中に記載のよう
に、ＡＡが切替可能であるように設計された部位、たとえば、ＡＡの一方または両方のＡ
Ｂの標的およびＡＡのＣＭを切断することができる切断剤が共局在化している部位をいう
ことを意味する。処置部位には、局所投与（たとえば、注射、インフュージョン（たとえ
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ばカテーテルによる）など）または全身投与（たとえば、処置部位から離れた部位への投
与）によって接近することができる組織が含まれる。処置部位には、比較的生物学的に閉
鎖されているもの（たとえば、器官、嚢、腫瘍部位など）が含まれる。
【０２９７】
　ＡＡの適切な用量は、処置する疾患の種類、疾患の重篤度および経過、患者の病歴およ
びＡＡに対する応答、ならびに担当医の裁量に依存する。ＡＡは、１回の時点で、または
一連の処置にわたって患者に適切に投与することができる。ＡＡはは、他の処置および治
療様式、他の製薬などと共に投与することができる。
【０２９８】
　疾患の種類および重篤度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ（たとえば０．１
～２０ｍｇ／ｋｇ）のＡＡが、たとえば１つまたは複数の別々の投与によるか、持続注入
によるかにかかわらず、患者に投与する初期候補用量として役割を果たすことができる。
典型的な１日用量の範囲は、本明細書中に言及したものなどの要因に応じて、約１μｇ／
ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ以上であり得る。数日間またはそれ以上にわたる繰り返しの投与
には、状態に応じて、疾患症状の所望の抑制が起こるまで処置を持続する。しかし、他の
用量レジメンも有用であり得る。
【０２９９】
　ＡＡ組成物は、優良医療行為に適う様式で配合、用量決定、および投与する。このコン
テキストにおいて考慮すべき要因には、処置する特定の障害、処置する特定の哺乳動物、
個々の患者の臨床状態、障害の原因、ＡＡの送達部位、投与方法、投与スケジュール、お
よび医療従事者に公知の他の要因が含まれる。治療上有効な量の投与するＡＡはそのよう
な考慮事項によって管理され、疾患または障害を予防、寛解、または処置するために必要
な最小の量である。
【０３００】
　一般に、疾患または障害の緩和または処置は、疾患または障害に関連する１つまたは複
数の症状または医学的問題の軽減を含む。たとえば、癌の場合、治療上有効な量の薬物は
、以下のうちの１つまたは組合せを達成することができる：癌細胞の数を減らすこと、腫
瘍の大きさを低下すること、抹消器官内への癌細胞の浸潤を阻害すること（すなわち、あ
る程度まで減少させるおよび／もしくは止める）、腫瘍の転移を阻害すること、腫瘍増殖
をある程度まで阻害すること、ならびに／または癌に関連する症状のうちの１つもしくは
複数をある程度まで緩和すること。一部の実施形態では、本発明の組成物は、被験体また
は哺乳動物において疾患または障害の発症または再発を予防するために使用することがで
きる。
【０３０１】
　ＡＡは、１つまたは複数の追加の治療剤または処置方法と組み合わせて（たとえば、同
じ配合物中または別々の配合物中）使用することができる（組合せ療法）。ＡＡは、別の
治療剤と混合して投与することができるか、または別々の配合物中で投与することができ
る。ＡＡと組み合わせて投与することができ、処置する状態に応じて選択される治療剤お
よび／または処置方法には、手術（たとえば癌組織の外科的除去）、放射線療法、骨髄移
植、化学療法処置、前述のものの特定の組合せなどが含まれる。
【０３０２】
　（ｂ）罹患した組織対健康な組織におけるＡＡの使用
　本発明のＡＡは、健康な組織に局在化した場合、活性化をわずかのみ示すまたは示さず
、ＡＢは、「マスキングされた」状態に保たれる、または他の様式で標的に対してわずか
のみの結合を示すもしくは結合が存在しない。しかし、罹患した組織中で、たとえばＡＡ
のＣＭを切断することができる疾患に特異的なプロテアーゼの存在下では、ＡＢは「マス
キングされていない」状態となる、または標的と特異的に結合することができる。
【０３０３】
　健康な組織とは、特異的に切断するまたは他の様式でＡＡのＣＭを改変することができ
る疾患に特異的な薬剤、たとえば、疾患に特異的なプロテアーゼ、疾患に特異的な酵素、
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または疾患に特異的な還元剤をわずかのみ産生する、または産生しない組織をいう。罹患
した組織とは、特異的に切断するまたは他の様式でＡＡのＣＭを改変することができる疾
患に特異的な薬剤、たとえば、疾患に特異的なプロテアーゼ、疾患に特異的な酵素、また
は疾患に特異的な還元剤を産生する組織をいう。
【０３０４】
　（ｃ）疾患の様々な段階の罹患した組織におけるＡＡの使用
　一部の実施形態では、本明細書中に記載のＡＡは複数のＣＭとカップリングしている。
そのようなＡＡは、疾患の様々な段階で活性化される、または罹患した組織中の異なる区
画中で活性化することができる。例として、ＭＭＰ－９で切断可能なＣＭおよびカテプシ
ンＤで切断可能なＣＭの両方とカップリングしたＡＢは、早期腫瘍および末期段階の壊死
性腫瘍中で活性化することができる。早期腫瘍中では、ＣＭはＭＭＰ－９によって切断す
ることができ、ＡＡはマスキングされていない。末期腫瘍中では、ＣＭは末期腫瘍の死滅
しつつある中心でアップレギュレートされているカテプシンＤによって切断することがで
き、ＡＡはマスキングされていない。別の例示的な実施形態では、ＭＭならびにＭＭＰ－
９で活性化可能なＣＭおよびカスパーゼで活性化可能なＣＭとカップリングしたＡＢは、
初期および末期腫瘍のどちらでも切断することができる。別では、血管形成（早期腫瘍）
の活性部位のプラスミンは、プラスミンで切断可能なＣＭを切断することができ、侵入す
るマクロファージを有する疾患組織中のレグマインは、末期腫瘍中でレグマイン（ｌｅｕ
ｇａｍａｉｎ）に特異的なＣＭを切断することができる。
【０３０５】
　（ｄ）抗血管形成治療におけるＡＡの使用
　ＡＡが、ＥＧＦＲ、ＴＮＦアルファ、ＣＤ１１ａ、ＣＳＦＲ、ＣＴＬＡ－４、ＥｐＣＡ
Ｍ、ＶＥＧＦ、ＣＤ４０、ＣＤ２０、Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏ
ｔｃｈ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、ＣＤ５２、ＭＵＣ１、ＩＧＦ１Ｒ、トラン
スフェリン、ｇｐ１３０、ＶＣＡＭ－１、ＣＤ４４、ＤＬＬ４、またはＩＬ４などの血管
形成の媒介物質と結合するＡＢを含有する、例示的な一実施形態では、ＡＡは、血管形成
の阻害が所望される状態、特にＶＥＧＦの阻害が目的である状態の処置において使用が見
つかる。ＶＥＧＦ結合ＡＡには、ＶＥＧＦと結合するＡＢおよび線維芽細胞成長因子（た
とえばＦＧＦ－２）などの第２の成長因子と結合してＦＧＦ活性を阻害するＡＢを有する
二重標的結合ＡＡが含まれることができる。したがって、そのような二重標的結合ＡＡは
、２つの血管形成促進因子の阻害を提供し、異常な血管形成の部位に共局在化している切
断剤（たとえば、酵素、たとえばＭＭＰまたは表３に提示するものなどの他の酵素）によ
って活性化可能であるように設計することができる。
【０３０６】
　血管形成阻害ＡＡは、被験体（たとえばヒト）中の固形腫瘍、特に関連する血管床が腫
瘍に養われるために血管形成の阻害が阻害または腫瘍増殖を提供できる、固形腫瘍の処置
において使用が見つかる。また、抗ＶＥＧＦに基づいた抗血管形成ＡＡは、異常な血管形
成の阻害による治療を受け入れられる１つまたは複数の症状を有する他の状態においても
使用が見つかる。
【０３０７】
　一般に、異常な血管形成は、新しい血管が、疾患状態において過剰に、不十分または不
適切に（たとえば、血管形成の位置、タイミング、もしくは発生が医学的観点から望まし
くない）、あるいは疾患状態を引き起こすように成長した際に起こる。過剰、不適切また
は非制御の血管形成は、癌、特に血管新生した固形腫瘍および転移性腫瘍（結腸、肺癌（
特に小細胞肺癌）、または前立腺癌が含まれる）、眼球血管新生によって引き起こされる
疾患、特に糖尿病性盲目、網膜症、主に糖尿病性網膜症または加齢性黄斑変性症およびル
ベオーシス、乾癬、乾癬性関節炎、血管腫などの血管芽腫、炎症性腎臓病、たとえば、糸
球体腎炎、特にメサンギウム増殖性糸球体腎炎、溶血性尿毒症症候群、糖尿病性腎症また
は高血圧性腎硬化症、様々な炎症性疾患、たとえば、関節炎、特に関節リウマチ、炎症性
腸疾患、乾癬（ｐｓｏｒｓａｓｉｓ）、サルコイドーシス、動脈硬化症および移植後に起
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こる疾患、子宮内膜症または慢性喘息、ならびに当業者によって容易に認識される他の状
態などにおいて、疾患状態の悪化に寄与するまたは疾患状態を引き起こす新しい血管の成
長が存在する場合に起こる。新しい血管は罹患した組織を養い、正常組織を破壊すること
ができ、癌の場合は、新しい血管は、腫瘍細胞が循環中に漏れて他の器官中に滞在するこ
とを可能にする場合がある（腫瘍の転移）。
【０３０８】
　また、ＡＡに基づいた抗血管形成治療は、移植片拒絶、肺炎症、ネフローゼ症候群、子
癇前症、心膜炎に関連するものなどの心外膜液、および胸水、望ましくない血管透過性に
よって特徴づけられた疾患および障害、たとえば、脳腫瘍に関連する浮腫、悪性疾患に関
連する腹水、メイグス症候群、肺炎症、ネフローゼ症候群、心外膜液、胸水、心筋梗塞お
よび脳卒中後の状態などの心血管病に関連する透過性等の処置においても使用が見つかる
場合がある。
【０３０９】
　本明細書中に記載の抗血管形成ＡＡを用いて処置し得る他の血管形成依存性疾患には、
血管線維腫（出血し易い異常な血管）、血管新生緑内障（眼中の血管の成長）、動静脈奇
形（動脈と静脈との間の異常な連絡）、癒着不能骨折（治癒しない骨折）、アテローム硬
化斑（動脈の硬化）、化膿性肉芽腫（血管からなる一般的な皮膚病変）、強皮症（結合組
織病の一形態）、血管腫（血管からなる腫瘍）、トラコーマ（第三世界における盲目の主
な原因）、血友病性関節、血管接着および肥大性瘢痕（異常な瘢痕形成）が含まれる。
【０３１０】
　所望の治療効果を提供するために投与するＡＡの量は、上述のものなどのいくつかの要
因に応じて変動する。一般に、癌治療のコンテキストでは、治療上有効な量のＡＡとは、
適切な対照と比較した場合に、血管形成を阻害し、それにより、被験体において、たとえ
ば、腫瘍量、アテローム性動脈硬化症を少なくとも約５％、少なくとも約１０％、少なく
とも約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％、少なく
とも約８５％、または少なくとも約９０％、腫瘍の完全根絶まで低下させることを促進す
るために有効な量である。実験動物系では、適切な対照は、薬剤で処置していない遺伝子
が同一の動物であり得る。非実験系では、適切な対照は、薬剤を投与する前に存在する腫
瘍量であり得る。他の適切な対照はプラセボ対照であり得る。
【０３１１】
　腫瘍量が減少したかどうかは、それだけには限定されないが、固形腫瘍塊を測定するこ
と、細胞学的アッセイを用いて腫瘍細胞の数を計数すること、蛍光活性化細胞分取（たと
えば腫瘍関連抗原に特異的な抗体を使用）によって所定の腫瘍抗原を保有する細胞の数を
決定すること、コンピュータによる断層撮影走査、磁気共鳴画像法、ならびに／または腫
瘍の大きさを推定および／もしくは監視するための腫瘍のＸ線イメージングを行うこと、
生体試料、たとえば血液または血清中の腫瘍関連抗原の量を測定することなどを含めた、
任意の公知の方法を用いて決定することができる。
【０３１２】
　一部の実施形態では、この方法は、適切な対照と比較した場合に、腫瘍の成長速度を少
なくとも約５％、少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％、少な
くとも約５０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８５％、または少なくとも約９０％
、腫瘍の増殖の完全な阻害まで低下させるために有効である。したがって、これらの実施
形態では、有効量のＡＡとは、適切な対照と比較した場合に、腫瘍増殖速度を少なくとも
約５％、少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも約
５０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８５％、または少なくとも約９０％、腫瘍増
殖の完全な阻害まで低下させるために十分な量である。実験動物系では、適切な対照は、
薬剤で処置していない遺伝子が同一の動物における腫瘍増殖速度であり得る。非実験系で
は、適切な対照は、薬剤を投与する前に存在する腫瘍量または腫瘍増殖速度であり得る。
他の適切な対照はプラセボ対照であり得る。
【０３１３】
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　腫瘍の成長が阻害されたかどうかは、それだけには限定されないが、腫瘍増殖のｉｎ　
ｖｉｖｏアッセイ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増殖アッセイ、３Ｈ－チミジン取り込みアッセイな
どを含めた、任意の公知の方法を用いて決定することができる。
【０３１４】
　（ｅ）抗炎症性治療におけるＡＡの使用
　ＡＡがインターロイキンなどの炎症の媒介物質と結合するＡＢを含有する別の例示的な
実施形態では、ＡＡは、関連する状態の処置において使用が見つかる。インターロイキン
－結合ＡＡには、たとえばＩＬ１２と結合するＡＢおよびＩＬ２３と結合するＡＢを有す
る二重標的結合ＡＡ、または第１のＡＢがＩＬ１７と結合し、第２のＡＢがＩＬ２３と結
合するＡＡが含まれることができる。したがって、そのような二重標的結合ＡＡは、炎症
の媒介を提供するように、かつ炎症部位で共局在化する切断剤（たとえば、ＭＭＰまたは
表３に提示したものなどの他の酵素などの酵素）によって活性化可能であるように設計す
ることができる。
【０３１５】
　ＡＡを使用する非治療的方法
　また、ＡＡは診断および／またはイメージング方法で使用することもできる。たとえば
、酵素的に切断可能なＣＭを有するＡＡは、ＣＭを切断することができる酵素の存在また
は非存在を検出するために使用することができる。そのようなＡＡには、酵素活性（また
は、一部の実施形態では、ジスルフィド結合の還元を提供できるものなどの増加した還元
潜在性の環境）のｉｎ　ｖｉｖｏ検出（たとえば、定性的または定量的）が含まれること
ができる診断学で使用することができ、これには所定の宿主生物中の所定の組織中の活性
化されたＡＡの測定された蓄積による目的の標的の存在が伴う。
【０３１６】
　たとえば、ＣＭは、腫瘍の部位、ウイルスまたは細菌感染の部位、生物学的に閉鎖され
た部位（たとえば、膿瘍中、器官中など）等で見つかるプロテアーゼのプロテアーゼ基質
であるように選択することができる。ＡＢは、標的抗原と結合するものであることができ
る。当業者が精通した方法を用いて、検出可能な標識（たとえば蛍光標識）をＡＡのＡＢ
または他の領域と結合体化させることができる。適切な検出可能な標識は上記スクリーニ
ング方法のコンテキストで記述されており、さらなる具体的な例を以下に提供する。病状
のタンパク質またはペプチドに特異的なＡＢを、活性が目的の疾患組織中で上昇している
プロテアーゼと共に使用して、ＡＡは、ＣＭに特異的な酵素が検出可能なレベルで存在し
ないまたは疾患組織よりも低いレベルで存在する組織と比較して、疾患組織との結合の速
度が増加している。小さなタンパク質およびペプチドは腎臓の濾過系によって血液から迅
速に除去され、また、ＣＭに特異的な酵素は検出可能なレベルで存在しない（または非罹
患した組織中でより低いレベルで存在する）ため、罹患した組織中の活性化されたＡＡの
蓄積は非疾患組織と比較して増強されている。
【０３１７】
　別の例では、ＡＡは、試料中の切断剤の存在または非存在を検出するために使用するこ
とができる。たとえば、ＡＡが酵素による切断に感受性があるＣＭを含有する場合、ＡＡ
を用いて試料中の酵素の存在を（定性的または定量的に）検出することができる。別の例
では、ＡＡが還元剤による切断に感受性があるＣＭを含有する場合、ＡＡを用いて試料中
の還元条件の存在を（定性的または定量的に）検出することができる。これらの方法での
分析を容易にするために、ＡＡを検出可能に標識することができ、支持体（たとえば、ス
ライドまたはビーズなどの固体担体）と結合させることができる。検出可能な標識は、切
断後に放出されるＡＡの一部分上に位置することができる。アッセイは、たとえば、固定
した検出可能に標識したＡＡを、酵素および／または還元剤を含有することが疑われる試
料と、切断が起こるために十分な時間の間接触させ、その後、洗浄して過剰の試料および
汚染物質を除去することによって実施できる。その後、試料中の切断剤（たとえば酵素ま
たは還元剤）の存在または非存在を、試料と接触させる前からのＡＡの検出可能なシグナ
ルの変化によって評価する（たとえば、試料中の切断剤によるＡＡの切断、およびそのよ
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うな切断の結果としての検出可能な標識が付着しているＡＡ断片の除去が原因の、検出可
能なシグナルの低下。
【０３１８】
　また、そのような検出方法は、ＡＡのＡＢと結合することができる標的の存在または非
存在の検出を提供するようにも適応させることができる。したがって、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
アッセイは、切断剤の存在または非存在および目的の標的の存在または非存在を評価する
ために適応させることができる。切断剤の存在または非存在は、上述のようにＡＡの検出
可能な標識の減少によって検出することができ、標的の存在または非存在は、たとえば検
出可能に標識した抗標的抗体を使用することによって、標的－ＡＢの複合体の検出によっ
て検出することができる。
【０３１９】
　上述のように、本明細書中に開示するＡＡは検出可能な標識を含むことができる。一実
施形態では、ＡＡは、診断剤として使用することができる検出可能な標識を含む。診断剤
として使用することができる検出可能な標識の非限定的な例には、インジウムまたはテク
ネチウムなどの放射性同位元素を含有するイメージング剤、ＭＲＩおよび他の応用のため
の、ヨウ素、ガドリニウムまたは酸化鉄を含有する造影剤、西洋ワサビペルオキシダーゼ
、アルカリホスファターゼ、またはβ－ガラクトシダーゼなどの酵素、ＧＦＰ、ユーロピ
ウム誘導体などの蛍光物質およびフルオロフォア、Ｎ－メチルアクリジウム誘導体などの
発光性物質等が含まれる。
【０３２０】
　不安定プラークの破裂および続く血餅の形成が、心臓発作の大多数の原因であると考え
られている。不安定プラークの有効な標的化により、破裂の可能性を低下させるために安
定化治療剤を送達することが可能となる場合がある。
【０３２１】
　ＶＣＡＭ－１は、アテローム性動脈硬化症易発性の領域および確立された病変の境界の
両方でアップレギュレートされている。Ｉｉｙａｍａら（１９９９年）Ｃｉｒｃｕｌａｔ
ｉｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ａｍ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏｃ．、８５巻：１９９～２０７
頁。ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－８およびＭＭＰ－１３などのコラゲナーゼはヒトアテロームに
おいて過剰発現されており、これはアテローム性溶菌斑の破裂に寄与し得る。Ｆｒｉｃｋ
ｅｒ，　Ｊ．（２００２年）Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ　Ｔｏｄａｙ、７巻（２号）：８６
～８８頁。
【０３２２】
　一例では、本明細書中に開示するＡＡは、アテローム硬化斑、たとえば不安定アテロー
ム硬化斑を検出および／または標識するために設計された診断および／またはイメージン
グ方法において使用が見つかる。アテローム硬化斑に関連するタンパク質を標的化するこ
とによって、そのような溶菌斑を検出および／または標識するためにＡＡを使用すること
ができる。たとえば、抗ＶＣＡＭ－１　ＡＢおよび検出可能な標識を含むＡＡは、アテロ
ーム硬化斑を検出および／または標識するために設計された方法において使用が見つかる
。これらのＡＡは、ＡｐｏＥマウスなどの動物モデルにおいて試験することができる。
【０３２３】
　体内分布の考慮
　本明細書中に記載の組成物の治療的潜在性は、改変したＡＢまたはＡＡのより高い体内
分布およびバイオアベイラビリティを可能にする。本明細書中に記載の組成物はバイオア
ベイラビリティが向上した抗体治療剤を提供し、抗体治療剤と標的との結合の親和性は、
罹患した組織よりも健康な組織で低い。ＭＭとカップリングしたＡＢを含む医薬組成物は
、健康な組織よりも罹患した組織で高い、標的に対する親和性を表示することができる。
好ましい実施形態では、罹患した組織中の親和性は、健康な組織中の親和性よりも５～１
０，０００，０００倍高い。
【０３２４】
　概説すると、本開示は、バイオアベイラビリティが向上した抗体治療剤を提供し、第１



(82) JP 6571730 B2 2019.9.4

10

20

30

40

50

の組織中での抗体治療剤とその標的との結合の親和性は、抗体治療剤と第２の組織中のそ
の標的との結合よりも低い。例として、様々な実施形態では、第１の組織は健康な組織で
あり、第２の組織は罹患した組織であるか、または、第１の組織は早期腫瘍であり、第２
の組織は末期腫瘍であるか、第１の組織は良性腫瘍であり、第２の組織は悪性腫瘍であり
、第１の組織および第２の組織は空間的に分離されているか、または、具体例では、第１
の組織は上皮組織であり、第２の組織は、乳房、頭部、頸部、肺、膵臓、神経系、肝臓、
前立腺、泌尿生殖器、もしくは子宮頸部の組織である。
【実施例】
【０３２５】
　（実施例１）
　候補マスキング部分（ＭＭ）のスクリーニング
　所望の最適な結合および解離の特徴を有するＭＭとカップリングした抗体およびその断
片（ＡＢ）を含む組成物を生成するために、候補ＭＭのライブラリをスクリーニングする
。様々な可変のアミノ酸配列、変動するシステインの位置、様々な長さなどを有するＭＭ
を作製する。候補ＭＭは、目的のＡＢとの結合の親和性について試験する。好ましくは、
ＡＢの結合パートナーのネイティブアミノ酸配列を含有しないＭＭを改変抗体の構築に選
択する。
【０３２６】
　約１～１０ｎＭの親和性を有するＭＭを選択するために、目的のＡＢのＭＭの親和性成
熟を実施する。
【０３２７】
　（実施例２）
　改変抗体および活性化可能な抗体（ＡＡ）のライブラリのスクリーニング
　所望の切替特徴（すなわち、マスキングされたおよび／または切断されたコンホメーシ
ョンでの標的結合と比較して、マスキングされたおよび／または切断されていないコンホ
メーションでの標的結合が減少している）を有する改変抗体およびＡＡを同定するために
、マスキング部分（ＭＭ）中の様々な可変のアミノ酸配列、ＭＭ中の変動するシステイン
の位置、様々なリンカー長さ、および親ＡＢとの様々な付着点を有する候補改変抗体およ
び候補ＡＡのライブラリを作製する。
【０３２８】
　切替可能な表現型を表示する候補ＡＡを同定するための、スクリーニング／分別の方法
のスキームをここで提供する。発現ベクターを介してライブラリを導入し、その結果、細
菌細胞の表面上にＡＡの表示がもたらされる。培養によってライブラリを拡大した後、Ａ
Ａポリペプチドを表示する細胞を適切な酵素または還元剤で処理して、ＣＭの切断または
還元を提供する。その後、処理した細胞を蛍光標識した標的と接触させ、細胞をＦＡＣＳ
によって分別して、切断／還元後に標的と結合するＡＡを表示する細胞を単離する。その
後、標的結合構築体を表示する細胞を、培養で成長させることによって拡大する。その後
、細胞を標識した標的と接触させ、ＦＡＣＳによって分別して、酵素／還元剤の非存在下
で標識した標的と結合しないＡＡを表示する細胞を単離する。これらのステップがスクリ
ーニング手順の１サイクルを表す。その後、培養で成長させることによる拡大によって細
胞を追加のサイクルに供し、培養物をスクリーニングステップの全体または一部にさらに
供することができる。
【０３２９】
　また、ライブラリのスクリーニングおよび分別は、酵素／還元剤処理の非存在下で標識
した標的と結合しない（すなわち、切断／還元されていない場合に標的と結合しない）候
補を最初に選択することによって開始することもできる。
【０３３０】
　（実施例３）
　ＭＭのマスキング効率を決定するための改変抗体のｉｎ　ｖｉｔｒｏスクリーニング
　マスキングされた際に最適な特徴を示す、たとえば、マスキングされた状態で標的の存



(83) JP 6571730 B2 2019.9.4

10

20

30

40

50

在下にある場合に１０％の標的との結合しか示さない改変抗体およびＡＡをスクリーニン
グするために、異なるＭＭカップリングしたＡＢ、または同じＭＭと異なる付着点でカッ
プリングしたＡＢ、または異なる長さおよび／または配列のリンカーを介して同じＭＭと
カップリングしたＡＢを作製した。
【０３３１】
　ＭＭのマスキング効率は、ＡＢに対するＭＭの親和性およびＡＢとその標的との結合の
妨害に対するＭＭの空間的な関係性によって決定することができる。有効なＭＭの発見は
、親和性および任意選択でマスキング効率の経験的尺度に基づく。改変抗体またはＡＡ中
のＭＭの時間依存性の標的置換は、ＭＭについて最適化および選択するために測定するこ
とができる。免疫吸着標的置換アッセイ（ＴＤＡ）は、効率的にマスキングされた抗体の
発見および妥当性確認のために本明細書中に記載されている。
【０３３２】
　ＴＤＡアッセイでは、治療上関連性のある濃度および時間における、ＡＢとその標的と
の結合を阻害するＭＭの能力を測定する。このアッセイにより、ＭＭの時間依存性の標的
置換が可能となる。
【０３３３】
　手短に述べると、抗体標的を、ＥＬＩＳＡプレートのウェルに、終夜、約４℃で吸着さ
せる。約１５０μｌのＰＢＳ中の２％の無脂肪粉乳（ＮＦＤＭ）、約０．５％（ｖ／ｖ）
のＴｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）を加えることによってプレートを遮断し、室温で約１時間
インキュベーションする。その後、プレートをＰＢＳＴで約３回洗浄する。約５０μｌの
ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋを加え（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、プロテアーゼ阻
害剤（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ、Ｒｏｃｈｅ）を添加する。約５０μｌのＭＭとカップリングし
たＡＢを、プロテアーゼ阻害剤（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ、Ｒｏｃｈ）を含むｓｕｐｅｒｂｌｏ
ｃｋに溶かし、約３７℃で様々な一定期間の間インキュベーションする。プレートをＰＢ
ＳＴで約３回洗浄する。約１００ｍｌの抗ｈｕＩｇＧ－ＨＲＰを約２％のＮＦＤＭ／ＰＢ
ＳＴ中で加え、室温で約１時間インキュベーションする。プレートをＰＢＳＴで約４回、
ＰＢＳで約２回洗浄する。アッセイは、ＴＭＢ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
を用いて、製造者の指示に従って展開する。
【０３３４】
　（実施例４）
　ＡＢとしてｓｃＦｖを含むＡＡ
　抗Ｊａｇｇｅｄ１　ｓｃＦｖを含むＡＡの例を本明細書中に記載する。これらのＡＡは
、付着したＭＭが原因で、正常な条件下では不活性である（マスキングされている）。し
かし、ｓｃＦｖが疾患部位に達した際、ＡＤＡＭ１７などの疾患に特異的な酵素がペプチ
ド阻害剤をｓｃＦｖと接続している基質リンカーを切断して、それがＪａｇｇｅｄ１と結
合することが可能となる。細菌細胞表面ディスプレイを使用して抗Ｊａｇｇｅｄ１　ｓｃ
Ｆｖの適切なＭＭを見つける。この例では、選択されたＭＭを、プロテアーゼで活性化し
た後に標的化結合に適格となるｓｃＦｖ構築体を作製するためのトリガーとして使用する
酵素基質と合わせる。
【０３３５】
　プロテアーゼで活性化される抗体の構築
　Ｊａｇｇｅｄ１抗体を単鎖形態で含むＡＡをコードしている遺伝子を重複伸長ＰＣＲま
たは全遺伝子合成によって生成し、同様に消化した発現プラスミドまたは当業者が精通し
た任意の他の適切な細菌、酵母、もしくは哺乳動物発現ベクター内にライゲーションする
。あるいは、半減期延長部分（たとえば、ＩｇＧのＦｃ領域、血清アルブミン、またはト
ランスフェリン）を組み込んだ市販の発現ベクターおよび当業者が精通した方法を用いて
完全長抗体を生成することができる。その後、発現プラスミドを、Ｅ．ｃｏｌｉのＢＬ２
１またはＨＥＫ２９３ｔ細胞などの適切な発現宿主内に形質転換またはトランスフェクト
する。単鎖抗体を、ペリプラズム画分抽出キット（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて終夜培養物か
ら収集し、固定金属イオンアフィニティークロマトグラフィーおよびサイズ排除クロマト
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グラフィーによって精製する。
【０３３６】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏの抗体の切替活性のアッセイ
　１ｐＭ～１μＭの濃度のプロテアーゼで活性化される抗体のアリコートを、緩衝水溶液
中、別々に０および５０ｎＭの酵素と共に３時間インキュベーションする。その後、反応
混合物を、固定した抗原Ｊａｇｇｅｄ１を用いたＥＬＩＳＡまたは表面プラズモン共鳴を
使用して、結合についてアッセイする。プロテアーゼ処理後のＡＡの結合活性の増加は、
ＢＩＡｃｏｒｅ（商標）ＳＰＲ機器を使用した際の共鳴単位の増加によって示される。そ
の後、切断の結果としての見かけの解離定数（Ｋｄ）の変化を、機器の製造者の指示（Ｂ
ＩＡｃｏｒｅ、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に従って計算することができる。
【０３３７】
　（実施例５）
　抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢのクローニング
　本実施例および以下の実施例において、マスキングされたＭＭＰ－９で切断可能な抗Ｖ
ＥＧＦ　ｓｃＦｖを含有するＡＡ（標的＝ＶＥＧＦ、ＡＢ＝抗ＶＥＧＦ単鎖Ｆｖ）を構築
した。そのようなＡＡを生成する第１のステップとして、抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖを含有す
る構築体を作製した（ＡＢ）。抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢ（ＶＬ－リンカーＬ－ＶＨ）
は、ラニビズマブの公開された配列（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ、Ｃｈｅｎ，　Ｙ．、Ｗｉｅｓ
ｍａｎｎ，　Ｃ、Ｆｕｈ，　Ｇ．、Ｌｉ，　Ｂ．、Ｃｈｒｉｓｔｉｎｇｅｒ，　Ｈ．、Ｍ
ｃＫａｙ，　Ｐ．、ｄｅ　Ｖｏｓ，　Ａ．　Ｍ．、Ｌｏｗｍａｎ，　Ｈ．　Ｂ．（１９９
９年）Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎ　Ｏｐｔｉｍｉｚｅ
ｄ　Ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ：　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
ｏｆ　ａｎ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ－ｍａｔｕｒｅｄ　Ｆａｂ　ｉｎ　Ｃｏｍｐｌｅｘ　ｗｉ
ｔｈ　Ａｎｔｉｇｅｎ、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２９３巻、８６５～８８１頁）か
ら設計し、Ｃｏｄｏｎ　Ｄｅｖｉｃｅｓ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）によって合成した
。
【０３３８】
　ラニビズマブは、ベバシズマブと同じ親ネズミ抗体に由来するモノクローナル抗体Ｆａ
ｂ断片である（Ｐｒｅｓｔａ　ＬＧ、Ｃｈｅｎ　Ｈ、Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ　ＳＪら、Ｈｕｍ
ａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ａｎｔｉ－ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａ
ｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｏｒ　
ｔｈｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｓｏｌｉｄ　ｔｕｍｏｒｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｄｉ
ｓｏｒｄｅｒｓ．、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、５７巻：４５９３～９頁、１９９７年）。こ
れは親分子よりも小さく、ＶＥＧＦ－Ａとより強力な結合を提供するために親和性成熟さ
れている。ラニビズマブは血管内皮成長因子Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）のすべてのサブタイプと
結合し、それを阻害する。Ｎ末端のＨｉｓ６タグおよびＴＥＶプロテアーゼ切断部位を設
計中に含めた。ＴＥＶプロテアーゼは、タバコエッチウイルスから単離されたプロテアー
ゼであり、非常に特異的であり、精製後に融合タンパク質を分離するために使用する。抗
ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を以下の表７および８に提供する
。
【０３３９】
【表７】
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【０３４０】
【表８】

　（実施例６）
　抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖのＭＭのスクリーニングおよび同定
　ラニビズマブを用いて、Ｘ１５（８．３×１０９）、Ｘ４ＣＸ７ＣＸ４（３．６×１０
９）、またはＸ１２ＣＸ３（１．１×１０９）であるペプチド［式中、Ｘは任意のアミノ
酸であり、数字はライブラリの多様性の合計を表す］からなるプールしたランダムペプチ
ドライブラリをスクリーニングした。プールしたライブラリの多様性の合計は１．３×１
０１０であった。スクリーニングは、１ラウンドのＭＡＣＳおよび２ラウンドのＦＡＣＳ
分別からなっていた。第１ラウンドのＭＡＣＳスクリーニングでは、１×１０１１個の細
胞を１５０ｎＭのビオチン標識したラニビズマブでプロービングし、５．５×１０７個の
結合細胞が単離された。第１のＦＡＣＳスクリーニングでは、ＭＡＣＳスクリーニングで
単離された陽性細胞を、５００ｎＭのビオチン標識したラニビズマブでプロービングし、
ｎｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ－ＰＥ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏ
Ｒ）で可視化した。第２および第３ラウンドのＦＡＣＳ選択は、５００ｎＭ、その後１０
０ｎＭのＡｌｅｘａで標識したラニビズマブを用いて、２０ｕＭのＩｇＧの存在下で行っ
た。個々のクローンを配列決定し、続いて、ＦＡＣＳ分析によって抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ
と結合するその能力を確認した。抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖのＭＭのアミノ酸配列を以下の表
９に提供する。（これらの配列は、本明細書中以降、２８３ＭＭ、２９２ＭＭ、３０６Ｍ
Ｍなどと呼ぶ）
【０３４１】
【表９】

　（実施例７）
　ＡＡ：ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖベクターの構築
　ＣＭ（ＭＭＰ－９の基質）をマスキングされた抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ構築体と融合して
、切断可能なマスキングされたＡＡを提供した。例示的な構築体を図４に提供する。様々
なＣＭを含有するいくつかの例示的なＡＡ構築体および配列を以下に詳述する。例示的な
構築体の構築に利用したプライマーを以下の表１０に示す。
【０３４２】
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【表１０】

　ＭＢＰ融合体としてのＡＡ：ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　ｓ
ｃＦｖのクローニングおよび発現
　クローニング：ＭＢＰ：抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢの融合体をクローニングした。Ｍ
ＢＰ（マルトース結合タンパク質）は、融合タンパク質としてＥ．ｃｏｌｉ中で良好に発
現され、融合タンパク質を作製するための当分野で周知の方法であるマルトースカラム上
で精製することができる。本実施例では、ＭＢＰを用いてマスキングされたｓｃＦｖを分
離した。Ｈｉｓ６タグ付けした抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢを、ｐＭａｌ－ｃ４ｘベクタ
ー（ＮＥＢ）内に、ＭＢＰとのＣ末端融合体として、複数クローニング部位（ＭＣＳ）中
のＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ制限部位を用いてクローニングした。プライマーＣＸ
０２３３およびＣＸ０２４９（表１０）を使用して、抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢを増幅
し、ＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ部位をそれぞれ導入した。
【０３４３】
　ＡＡ（ペプチドＭＭ、抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢおよびＭＭＰ－９ＣＭ）の受容ベク
ターを、重複するプライマーＣＸ０２７１およびＣＸ０２７０を用いたポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）を使用して合成し、これにより、ペプチドＭＭ、リンカー配列、およびＭ
ＭＰ－９ＣＭプロテアーゼ部位のクローニング部位がＴＥＶプロテアーゼ部位と抗ＶＥＧ
Ｆ　ｓｃＦｖ　ＡＢとの間に配置された。プライマーＣＸ０２７１およびＣＸ０２４９（
表１０）を用いて構築体のＣ末端部分を増幅し、一方で、プライマーＣＸ０２７０および
ＣＸ０２８８（表１０）を用いてＮ末端部分を増幅した。上記反応の両方からの生成物を
合わせ、外部プライマーＣＸ０２４９およびＣＸ０２８８（表１０）を用いた最終ＰＣＲ
反応を行い、ＳａｃＩおよびＨｉｎｄＩＩＩ制限部位を用いてＭＢＰ融合体としてｐＭａ
ｌベクター内にクローニングした。
【０３４４】
【表１１】

　３０６ＭＭおよび３１４ＭＭ（表９）を、プライマーＣＸ０２８９およびＣＸ０２９０
（表１０）を用いてｅｃｐＸディスプレイベクターから増幅し、ＳｆｉＩ制限部位を用い
てＮ末端がマスキングされたベクター内に指向的にクローニングした。対応するヌクレオ
チドおよびアミノ酸配列を以下の表１２に提供する。
【０３４５】
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【表１２】

　発現：ＭＢＰ：ＡＡの融合体の発現をＥ．ｃｏｌｉのＫ１２　ＴＢ１株中で実施した。
所望の構築体を含有するアンピシリン耐性コロニーを用いて、５０μｇ／ｍＬのアンピシ
リンを添加したＬＢ培地を含有する５ｍｌの終夜培養液に接種した。終夜培養液全体を用
いて、５００ｍＬの、５０μｇ／ｍＬのアンピシリンおよび０．２％のグルコースを添加
した新鮮なＬＢ培地に接種し、３７℃、２５０ｒｍｐの振盪で、Ｏ．Ｄ．０．５に達する
まで成長させた。その後、イソプロピルチオ－β－Ｄ－ガラクトシダーゼを最終濃度０．
３ｍＭまで加え、培養物をさらに３時間、同じ条件下で成長させ、その後、３０００×ｇ
の遠心分離によって細胞を収集した。標準の方法を用いて封入体を精製した。手短に述べ
ると、１０ｍｌのＢＰＥＲ　ＩＩ細胞溶解試薬（Ｐｉｅｒｃｅ）。不溶性物質を１４，０
００×ｇの遠心分離によって収集し、可溶性タンパク質を廃棄した。不溶性物質を、１ｍ
ｇ／ｍＬのリゾチームを添加した５ｍｌのＢＰＥＲ　ＩＩに再懸濁させ、氷上で１０分間
インキュベーションし、その後、水で１：２０に希釈した５ｍｌのＢＰＥＲ　ＩＩを加え
、試料を１４，０００×ｇで遠心した。上清を除去し、ペレットを１：２０のＢＰＥＲＩ
Ｉで２回洗浄した。精製した封入体をＰＢＳ、８Ｍの尿素、１０ｍＭのＢＭＥ、ｐＨ７．
４に溶かした。
【０３４６】
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　ＭＢＰ融合タンパク質を約１ｍｇ／ｍＬの濃度まで希釈し、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中、８
～０Ｍの尿素、６、４、２、０．５、および０Ｍの尿素での段階的な透析を用いて再折り
畳みさせた。４、２、および０．５Ｍの尿素の段階で、０．２Ｍのアルギニン、２ｍＭの
還元グルタチオン、および０．５ｍＭの酸化グルタチオンを加えた。０Ｍの尿素の透析に
は０．２Ｍのアルギニンを含めた。尿素を除去した後、タンパク質を０．０５Ｍのアルギ
ニンに対して透析し、次いでＰＢＳ、ｐＨ７．４に対して大量透析した。すべての透析は
４℃、終夜で実施した。凝集体を除去するために、それぞれのタンパク質をｓｅｐｈａｃ
ｒｙｌ　Ｓ－２００カラム上のサイズ排除クロマトグラフィーに供した。正しく折り畳ま
れたタンパク質を含有する画分を、Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ遠心フィルターを用いて濃
縮した。
【０３４７】
　ＡＡ：ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＣＨｉｓタグ
のクローニングおよび発現
　クローニング：プライマーＣＸ０３０８およびＣＸ０３１０（表１０）を使用して、（
ＭＭ受容部位／ＭＭＰ－９ＣＭ／ＶＥＧＦｓｃＦｖ　ＡＢ）ベクターを増幅し、そのそれ
ぞれＮｃｏＩ制限部位を５’末端に付加し、ＨｉｎｄＩＩＩ制限部位およびＨｉｓ６タグ
を３’末端に付加し、続いてこれを、ｐｅｌＢシグナルペプチドを含有するベクター内に
クローニングした。既に記載のように抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＭＭをクローニングした。
対応するヌクレオチドおよびアミノ酸配列を表１３に提供する。
【０３４８】
【表１３】
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　発現：抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　Ｈｉｓ　ＡＡの発現をＥ．ｃｏｌｉのＫ１２　ＴＢ１株
中で実施した。所望の構築体を含有するアンピシリン耐性コロニーを用いて、５０μｇ／
ｍＬのアンピシリンを添加したＬＢ培地を含有する５ｍｌの終夜培養液に接種した。２．
５ｍｌの終夜培養液を用いて、２５０ｍＬの、５０μｇ／ｍＬのアンピシリンおよび０．
２％のグルコースを添加した新鮮なＬＢ培地に接種し、３７℃、２５０ｒｍｐの振盪で、
Ｏ．Ｄ．１．０に達するまで成長させた。その後、イソプロピルチオ－β－Ｄ－ガラクト
シダーゼ（ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓ）を最終濃度０．３ｍＭまで加え、培養物をさらに
５時間、３０℃で成長させ、その後、３０００×ｇの遠心分離によって細胞を収集した。
リゾチーム／浸透圧ショック方法を用いてペリプラズム画分をすぐに精製した。手短に述
べると、細胞ペレットを３ｍＬの５０ｍＭのトリス、２００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭの
ＥＤＴＡ、２０％のスクロース、ｐＨ７．４に再懸濁させ、２ｕＬ／ｍＬのすぐ使用でき
るリゾチーム溶液を加えた。１５分間氷上でインキュベーションした後、１．５倍体積の
水（４．５ｍＬ）を加え、細胞を氷上でさらに１５分間インキュベーションした。可溶性
ペリプラズム画分を１４，０００×ｇの遠心分離によって回収した。
【０３４９】
　Ｎｉ－ＮＴＡ樹脂を用いて抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　Ｈｉｓタンパク質を部分精製した。
粗ペリプラズム抽出物を０．５ｍｌのＮｉ－ＮＴＡ樹脂上に載せ、５０ｍＭのホスフェー
ト、３００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．４で洗浄した。Ｈｉｓタグ付けしたタンパク質を５
０ｍＭのホスフェート、３００ｍＭのＮａＣｌ、２００ｍＭのイミダゾール（Ｉｍｉｄｉ
ｚａｌｅ）、ｐＨ６．０で溶出させた。タンパク質を約６００μＬまで濃縮し、Ａｍｉｃ
ｏｎ　Ｕｌｔｒａ遠心濃縮器を用いて緩衝液をＰＢＳに交換した。
【０３５０】
　ヒトＦｃ融合体としてのＡＡ：ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　
ｓｃＦｖのクローニングおよび発現
　クローニング：プライマーＣＸ０３１２およびＣＸ０３１４（表１０）を用いて、ＭＭ
Ｐ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖをコードしている配列を増幅した。このプライマーに
は、５’ＥｃｏＲＩ制限部位および３’ＮｃｏＩ制限部位の配列ならびにリンカー配列も
含まれていた。ＰＣＲ増幅した配列をＥｃｏＲＩおよびＮｃｏＩで切断し、続いてｐＦＵ
ＳＥ－ｈＩｇＧ１－Ｆｃ２ベクター内にクローニングすることで、Ｆｃ融合タンパク質を
発現させるためのベクターが生じた。既に記載のように抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢ　Ｍ
Ｍをこれらのベクター内に挿入した。３０６ＭＭ、３１３ＭＭ、３１４ＭＭ、３１５ＭＭ
、非結合ＭＭ（１００ＭＭ）を含有する、およびＭＭを含有しない構築体を構築し、配列
を確認した。対応するヌクレオチドおよびアミノ酸配列を以下の表１４に提供する。
【０３５１】
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【表１４】

　発現：１０μｇの３０６ＭＭ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ－Ｆｃ、３１４Ｍ
Ｍ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ－Ｆｃまたは抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ－Ｆｃの発現
ベクターを、ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＣＡ）を
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製造者のプロトコルに従って使用したトランスフェクションによって、１０７個のＨＥＫ
－２９３　ｆｒｅｅｓｔｙｌｅ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＣＡ）内に導入した。トラ
ンスフェクトした細胞をさらに７２時間インキュベーションした。インキュベーション後
、馴化培地を収集し、遠心分離によって細胞および細片を除去した。馴化培地をＥＬＩＳ
Ａによって活性についてアッセイした。
【０３５２】
　（実施例８）
　マスキングされたＭＭＰ－９で切断可能なＡＡの活性化の測定
　マスキングされたＭＭＰ－９で切断可能な抗ＶＥＧＦ　ＡＡの、ＭＭＰ－９による活性
化を測定するために、１００ｕｌの２μｇ／ｍｌのＶＥＧＦのＰＢＳ溶液をマイクロウェ
ル（９６ウェルＥａｓｙ　Ｗａｓｈ、Ｃｏｒｎｉｎｇ）に加え、終夜、４℃でインキュベ
ーションした。その後、ウェルを３×１５分間、３００ｕＬのＳｕｐｅｒｂｌｏｃｋ（Ｐ
ｉｅｒｃｅ）で遮断した。その後、１００マイクロリットルのＭＭＰ－９で処理したまた
は処理していないＡＡ（それぞれの構築体に関する詳細には以下を参照）を、ＰＢＳＴ、
１０％のＳｕｐｅｒｂｌｏｃｋ中でウェルに加え、室温（ＲＴ）で１時間インキュベーシ
ョンした。すべての洗浄ステップを３回行い、３００ｕｌのＰＢＳＴを用いて行った。そ
の後、１００マイクロリットルの二次検出試薬を加え、ＲＴで１時間インキュベーション
した。ＨＲＰの検出は、１００ｕｌのＴＭＢ　ｏｎｅ（Ｐｉｅｒｃｅ）溶液を用いて完了
した。反応を１００μＬの１ＮのＨＣＬで停止させ、吸光度を４５０ｎＭで測定した。
【０３５３】
　ＭＢＰ／ＭＭ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＢを含有するＡＡ構築体の
ＥＬＩＳＡアッセイ
　２００マイクロリットルの、ＭＭＰ－９消化緩衝液（５０ｍＭのトリス、２ｍＭのＣａ
Ｃｌ２、２０ｍＭのＮａＣｌ、１００μＭのＺｎＣｌ２、ｐＨ６．８）中の２００ｎＭの
濃度のビオチン標識したＡＡを、２０ＵのＴＥＶプロテアーゼを用いて終夜、４℃で消化
して、ＭＢＰ融合パートナーを除去した。その後、試料を３時間、約３ＵのＭＭＰ－９を
用いてまたは用いずに３７℃でインキュベーションし、ＰＢＳＴ、１０％のＳｕｐｅｒｂ
ｌｏｃｋ中に最終濃度１００ｎＭまで１：１に希釈し、ＥＬＩＳＡウェルに加えた。ＡＡ
の検出は１：７５００の希釈率のアビジン－ＨＲＰ結合体で達成した。ＭＭＰ－９で切断
可能なマスキングされたＭＢＰ：抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　ＡＡの、ＭＭＰ－９による活性
化を図５に提示する。
【０３５４】
　ＭＭ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　Ｈｉｓを含有するＡＡ構築体のＥＬＩ
ＳＡアッセイ
　ＭＭＰ－９消化緩衝液（１５０μＬ）中で透析した粗ペリプラズム抽出物を、約３Ｕの
ＭＭＰ－９を用いてまたは用いずに、３時間、３７℃でインキュベーションした。その後
、試料をＰＢＳＴ、１０％のＳｕｐｅｒｂｌｏｃｋで４００μＬまで希釈し、ＥＬＩＳＡ
ウェルに加えた。ＡＡの検出は１：５０００の希釈率の抗Ｈｉｓ６－ＨＲＰ結合体を用い
て達成した。ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　Ｈｉｓ　
ＡＡの、ＭＭＰ－９による活性化を、図６に提示する。
【０３５５】
　ＭＭ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃを含有するＡＡ構築体のＥＬＩＳ
Ａアッセイ
　５０マイクロリットルのＨＥＫ細胞上清を２００μＬのＭＭＰ－９消化緩衝液に加え、
約１９ＵのＭＭＰ－９を用いてまたは用いずに、２時間、３７℃でインキュベーションし
た。その後、試料をＰＢＳＴ、１０％のＳｕｐｅｒｂｌｏｃｋで１：１まで希釈し、１０
０μＬをＥＬＩＳＡウェルに加えた。ＡＡの検出は１：２５００の希釈率の抗ヒトＦｃ－
ＨＲＰ結合体を用いて達成した。ＭＭＰ－９で切断可能なマスキングされた抗ＶＥＧＦ　
ｓｃＦｖ－Ｆｃの、ＭＭＰ－９による活性化を、図７に提示する。
【０３５６】
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　ＭＭ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃを含有するＡＡ構築体の精製およ
びアッセイ
　抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ　Ｆｃ　ＡＡを、タンパク質Ａカラムクロマトグラフィーを用い
て精製した。手短に述べると、１０ｍＬのＨＥＫ細胞上清をＰＢＳで１：１に希釈し、Ｐ
ＢＳで事前に平衡化した０．５ｍＬのタンパク質Ａ樹脂に加えた。カラムを１０倍カラム
体積のＰＢＳで洗浄した後、結合したタンパク質を１７０ｍＭのアセテート、３００ｍＬ
のＮａＣｌ、ｐＨ２．５で溶出させ、１ｍＬ画分を２００μＬの２Ｍのトリス、ｐＨ８．
０ですぐに中和した。その後、Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ遠心濃縮器を用いてタンパク質
を含有する画分を濃縮した。ＥＬＩＳＡをＨＥＫ細胞上清と同様に実施した。タンパク質
Ａカラムを用いて精製された、ＭＭＰ－９依存性のＶＥＧＦとＭＭ３０６および３１４を
有する抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ　Ｆｃ　ＡＡ構築体との結合を示すＥＬＩＳＡデータを図８に
提示する。
【０３５７】
　（実施例９）
　効率的にマスキングされた治療的タンパク質の発見および妥当性確認の標的置換アッセ
イ
　ＶＥＧＦを９６ウェルマイクロタイタープレートのウェル上に吸着させ、乳タンパク質
で洗浄および遮断した。抗ＶＥＧＦ抗体またはＭＭ　ＪＳ３０６を含有する抗ＶＥＧＦ　
ＡＡを含有する２５ｍｌの培養培地をコーティングしたウェルに加え、１、２、４、８ま
たは２４時間インキュベーションした。インキュベーション後、ウェルを洗浄し、結合し
たＡＡの程度を抗ｈｕＩｇＧ免疫検出によって測定した。図９は、３０６のマスキングに
より、１時間ではＶＥＧＦとの結合を完全に阻害することができることを示す。しかし、
１６時間では、３０６－抗ＶＥＧＦ　ＡＡの＞５０％がその抗原ＶＥＧＦと結合した。＞
６００ｎＭの親和性で抗ＶＥＧＦ抗体と結合する３０６マスキングは、ＶＥＧＦとの結合
を効率的に妨げない。
【０３５８】
　（実施例１０）
　抗ＣＴＬＡ４　ＭＭのライブラリスクリーニングおよび単離
　Ｂｅｓｓｅｔｔｅら（Ｂｅｓｓｅｔｔｅ，　Ｐ．Ｈ．、Ｒｉｃｅ，　Ｊ．ＪおよびＤａ
ｕｇｈｅｒｔｙ，　Ｐ．　Ｓ．、Ｒａｐｉｄ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｇｈ－ａ
ｆｆｉｎｉｔｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｂ
ａｃｔｅｒｉａｌ　ｄｉｓｐｌａｙ．、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．　Ｄｅｓｉｇｎ　＆　
Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ．、１７巻：１０号、７３１～７３９頁、２００４年）の方法に従っ
て、ＣＴＬＡ４抗体マスキング部分（ＭＭ）をＥ．ｃｏｌｉの表面上に表示される１０１

０個のランダムな１５量体ペプチドのコンビナトリアルライブラリから単離した。ビオチ
ン標識したマウス抗ＣＴＬＡ４抗体（クローンＵＣ４　Ｆ１０－１１、２５ｎＭ）をライ
ブラリと共にインキュベーションし、ストレプトアビジンでコーティングした磁気ナノビ
ーズを用いて、推定上の結合ペプチドを発現する、抗体と結合した細菌を、結合しないも
のから磁気的に分別した。続いてＦＡＣＳを用いて濃縮ラウンドを実施した。ＦＡＣＳの
初回ラウンドでは、細菌をビオチン標識した標的（５ｎＭ）を用いて分別し、二次標識ス
テップではストレプトアビジン（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｉｎ）フィコエリスリンを用い
た。ＦＡＣＳの続くラウンドでは、分別はＤｙｌｉｇｈｔで標識した抗体を用いて行い、
二次標識ステップの結合力効果を回避し、最高の親和性の結合剤を選択するために、標的
の濃度を低下させた（１ｎＭ、その後０．１ｎＭ）。１ラウンドのＭＡＣＳおよび３ラウ
ンドのＦＡＣＳの結果、結合剤のプールがもたらされ、そこから個々のクローンを配列決
定した。個々のクローンの相対親和性および解離速度のスクリーニングは、細菌表面上で
の複数のペプチドの発現が原因の、二価抗体の結合力効果を低下させるために、フィシン
で消化したＤｙｌｉｇｈｔ標識したＦａｂ抗体断片を用いて行った。標的特異性のさらな
る試験として、競合相手として２０ｕＭのＥ．Ｃｏｌｉ枯渇ＩｇＧの存在下で、個々のク
ローンを結合についてスクリーニングした。４つのクローンのアミノ酸およびヌクレオチ
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ド配列をＭＭの最適化用に選択し、表１５に示す。これらの配列は、互換性があるように
１１５ＭＭ、１８４ＭＭ、１８２ＭＭ、および１７５ＭＭと呼ぶ。一定範囲の解離速度を
有するＭＭ候補を選択して、切断後のＭＭ解離に対する解離速度の効果を決定した。抗Ｃ
ＴＬＡ４と結合しなかったＭＭを陰性対照として使用した。
【０３５９】
【表１５】

　（実施例１１）
　抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖのクローニング
　Ｇｉｌｌｉｌａｎｄら（Ｇｉｌｌｉｌａｎｄ　Ｌ．　Ｋ．、Ｎ．　Ａ．　Ｎｏｒｒｉｓ
、Ｈ．　Ｍａｒｑｕａｒｄｔ、Ｔ．　Ｔ．　Ｔｓｕ、Ｍ．　Ｓ．　Ｈａｙｄｅｎ、Ｍ．　
Ｇ．　Ｎｅｕｂａｕｅｒ、Ｄ．　Ｅ．　Ｙｅｌｔｏｎ、Ｒ．　Ｓ．　Ｍｉｔｔｌｅｒ、お
よびＪ．　Ａ．　Ｌｅｄｂｅｔｔｅｒ．、Ｒａｐｉｄ　ａｎｄ　ｒｅｌｉａｂｌｅ　ｃｌ
ｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｉｎ　ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ．、Ｔｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ、４７巻：１号
、１～２０頁、１９９６年）の方法に従って、抗ＣＴＬＡ４　ＳｃＦｖを、ＵＣ４Ｆ１０
－１１ハムスター抗マウスＣＴＬＡ４抗体を分泌するＨＢ３０４ハイブリドーマ細胞系（
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）からクローニン
グした。このプロトコルの詳細版は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗの後に．ｉｂｍｓ．ｓｉｎｉ
ｃａ．ｅｄｕ．ｔｗ／～ｓｒｏｆｆ／ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ／ｓｃＦｖ．ｈｔｍを入力する
ことによって探せるウェブサイトで見つけることができる。手短に述べると、ＲＮｅａｓ
ｙ全ＲＮＡ単離キット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて全ＲＮＡをハイブリドーマから単離した
。プライマーＩｇＫ１（ｇｔｙｔｔｒｔｇｎｇｔｎａｃｙｔｃｒｃａ）およびＩｇＨ１（
ａｃｄａｔｙｔｔｙｔｔｒｔｃｎａｃｙｔｔｎｇｔ）（上記引用のＧｉｌｌｉｌａｎｄら
）を、それぞれ可変軽鎖および重鎖の第１の鎖の合成に使用した。末端トランスフェラー
ゼを用いてポリＧテイルを付加し、次いで、ＥｃｏＲＩ、ＳａｃＩおよびＸｂａＩ部位を
含有し、軽鎖および重鎖（ポリＧテイル特異的）の両方のための５’ＡＮＣＴＡＩＬプラ
イマー（上記引用のＧｉｌｌｉｌａｎｄら）（ｃｇｔｃｇａｔｇａｇｃｔｃｔａｇａａｔ
ｔｃｇｃａｔｇｔｇｃａａｇｔｃｃｇａｔｇｇｔｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃｃ）、なら
びに、マウス抗体定常領域配列に由来し、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＢａｍＨＩおよびＳａｌＩ部
位を含有する、それぞれ軽鎖および重鎖を増幅するための３’ＨＢＳ－ｈＩｇＫ（ｃｇｔ
ｃａｔｇｔｃｇａｃｇｇａｔｃｃａａｇｃｔｔａｃｙｔｔｃｃａｙｔｔｎａｃｒｔｔｄａ
ｔｒｔｃ）およびＨＢＳ－ｈＩｇＨ（ｃｇｔｃａｔｇｔｃｇａｃｇｇａｔｃｃａａｇｃｔ
ｔｒｃａｎｇｃｎｇｇｎｇｃｎａｒｎｇｇｒｔａｎａｃ）を用いてＰＣＲを行った（上記
引用のＧｉｌｌｉｌａｎｄら）。構築体およびベクターをＨｉｎｄＩＩＩおよびＳａｃＩ
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で消化し、Ｅ．Ｃｏｌｉ内にライゲーションおよび形質転換させた。個々のコロニーを配
列決定し、ＶＬおよびＶＨの正しい配列（それぞれ表１６および１７）を、既存のマウス
およびハムスター抗体との比較によって確認した。提示した配列中で抗ＣＴＬＡ４につい
て記載したリーダー配列は、一般的にシグナル配列または分泌リーダー配列とも呼ばれ、
抗体の分泌を指示するアミノ酸配列である。この配列は分泌中に細胞によって切り離され
、成熟タンパク質中に含まれない。さらに、Ｔｕｖｅら（Ｔｕｖｅ，　Ｓ．　Ｃｈｅｎ，
　Ｂ．Ｍ．、Ｌｉｕ，　Ｙ．、Ｃｈｅｎｇ，　Ｔ－Ｌ．、Ｔｏｕｒｅ，　Ｐ．、Ｓｏｗ，
　Ｐ．Ｓ．、Ｆｅｎｇ，　Ｑ．、Ｋｉｖｉａｔ，　Ｎ．、Ｓｔｒａｕｓｓ，　Ｒ．、Ｎｉ
，　Ｓ．、Ｌｉ，　Ｚ．、Ｒｏｆｆｌｅｒ，　Ｓ．Ｒ．およびＬｉｅｂｅｒ，　Ａ．、Ｃ
ｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒ　Ｓｉｔｅ　－Ｌｏｃａｔｅｄ　ＣＴＬ－Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　Ａｎｔｉｇｅｎ－４　Ｂｌｏｃｋａｄｅ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｉｃ
　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ　Ｉｎｄｕｃｅｓ　Ｔｕｍ
ｏｒ　Ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｅ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ．、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．、６７巻：１２号、５９２９～５９３９頁、２００７年）によってクローニング
された同じｓｃＦｖは、ここに提示する配列と同一であった。
【０３６０】
【表１６】

【０３６１】
【表１７】

　（実施例１２）
　ＭＭおよびＣＭを有する抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖの構築
　発現および機能のための抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖの最適な配向を決定するために、続く
「重複伸長によるスプライシング」ＰＣＲ（ＳＯＥ－ＰＣＲ、Ｈｏｒｔｏｎ，　Ｒ．Ｍ．
、Ｈｕｎｔ，　Ｈ．Ｄ．、Ｈｏ，　Ｓ．Ｎ．、Ｐｕｌｌｅｎ，　Ｊ．Ｋ．およびＰｅａｓ
ｅ，　Ｌ．Ｒ．（１９８９年）Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｈｙｂｒｉｄ　ｇｅｎｅｓ　ｗ
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ｉｔｈｏｕｔ　ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅｓ：　ｇ
ｅｎｅ　ｓｐｌｉｃｉｎｇ　ｂｙ　ｏｖｅｒｌａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ．、Ｇｅｎｅ、
７７巻、６１～６８頁）のために（ＧＧＧＳ）３リンカーの半分をＮまたはＣ末端のどち
らかに、ＶＨまたはＶＬをＮ末端に用いて、可変軽鎖および重鎖を個々にＰＣＲ増幅する
ためにプライマーを設計した。ヌクレオチド配列の先頭に開始コドンをインフレームで作
製するためにＮｄｅＩ制限部位をＮ末端に操作設計し、Ｈｉｓタグおよびストップコドン
をＣ末端に付加した。その後、外部プライマーを用いたソーイングＰＣＲによって軽鎖お
よび重鎖を一緒にして、ＶＨＶＬおよびＶＬＶＨの両方中にＳｃＦｖを作製した（図１０
）。プライマーを以下の表１８に示す。
【０３６２】
【表１８】

　次に、ＭＭのクローニング用にｓｆｉおよびｘｈｏ１部位、次いでＭＭＰ－９切断配列
および（ＧＧＳ）２リンカーをＳｃＦｖ構築体上のＮ末端に付加するために、１組の重複
するプライマーを設計した。これらのプライマーを表１９に提示し、図１０に模式図を示
す。
【０３６３】
【表１９】

　ＳｃＦｖを含有するリンカーをＰＣＲ増幅し、ＮｄｅＩおよびＥｃｏＲＩ（ＶＨ中の内
部制限部位）で消化し、ゲル精製した。ＰＣＲ断片をベクター内にライゲーションさせ、
Ｅ．ｃｏｌｉ内に形質転換させた。ヌクレオチドおよびアミノ酸配列を表２０に提示する
。
【０３６４】

【表２０】

　ＭＭ配列をＰＣＲ増幅し、ｓｆｉ１およびｘｈｏ１部位で消化し、リンカー抗ＣＴＬＡ
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４　ｓｃＦｖ構築体内にライゲーションさせ、Ｅ．Ｃｏｌｉ内に形質転換させ、配列決定
した。ＭＭ１１５－ＣＭ－ＡＢの完全なヌクレオチドおよびアミノ酸配列をそれぞれ以下
の表２１および２２に示す。
【０３６５】
【表２１】

【０３６６】
【表２２】

　ＭＭ－ＣＭ－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ－Ｆｃの融合体を作製するために、表２３に記載
の以下のプライマーを設計して、ｉｎ　ｆｕｓｉｏｎ系（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を介してｐ
ｆｕｓｅ　Ｆｃベクター内にクローニングするための構築体をＰＣＲ増幅した。プラスミ
ドをＥ．ｃｏｌｉ内に形質転換させ、個々のクローンの配列を確認した。
【０３６７】

【表２３】

　（実施例１３）
　ＨＥＫ－２９３細胞におけるマスキングされた／ＭＭＰ－９／抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ
－Ｆｃの発現およびアッセイ
　１０ｕｇの、ｐ１７５ＣＴＬＡ４ｐｆｕｓｅ、ｐ１８２ＣＴＬＡ４ｐｆｕｓｅ、ｐ１８
４ＣＴＬＡ４ｐｆｕｓｅ、ｐ１１５ＣＴＬＡ４ｐｆｕｓｅ、またはｐｎｅｇＣＴＬＡ４ｐ
ｆｕｓｅの発現ベクターを、ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）を製造者のプロトコルに従って使用したトランスフェクションによって、１０７個
のＨＥＫ－２９３　ｆｒｅｅｓｔｙｌｅ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内に導入した。ト
ランスフェクトした細胞をさらに７２時間インキュベーションした。インキュベーション
後、馴化培地を収集し、遠心分離によって細胞および細片を除去した。以下に記載のよう
に馴化培地をＥＬＩＳＡによって活性についてアッセイした。
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【０３６８】
　５０マイクロリットルの、ＭＭ１７５－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ、ＭＭ１８２－抗ＣＴ
ＬＡ４　ｓｃＦｖ、ＭＭ１８４－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ、ＭＭ１１５－抗ＣＴＬＡ４　
ｓｃＦｖ、またはＭＭｎｅｇ－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖを発現するＨＥＫ－２９３からの
馴化培地を、２００μＬのＭＭＰ－９消化緩衝液に加え、約１９ＵのＭＭＰ－９を用いて
または用いずに、２時間、３７℃でインキュベーションした。その後、試料をＰＢＳ、４
％の無脂肪粉乳（ＮＦＤＭ）で１：１に希釈し、競合ＥＬＩＳＡによって結合活性につい
てアッセイした。
【０３６９】
　１００ｕｌのＰＢＳ中のネズミＣＴＬＡ４－Ｆｃ融合タンパク質（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅ
ｍｓ）の０．５ｍｇ／ｍｌ溶液を、９６ウェルＥａｓｙ　Ｗａｓｈプレート（Ｃｏｒｎｉ
ｎｇ）のウェルに加え、終夜４℃でインキュベーションした。その後、ウェルを１時間、
室温（ＲＴ）で、１００ｕｌのＰＢＳ中の２％の無脂肪粉乳（ＮＦＤＭ）を用いて遮断し
、その後、ＰＢＳ、０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０（ＰＢＳＴ）で３×洗浄した。５０ｕ
ｌの、ＭＭＰ－９で事前に処理していないまたは処理した、ＭＭ１７５－抗ＣＴＬＡ４　
ｓｃＦｖ、ＭＭ１８２－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ、ＭＭ１８４－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ
、ＭＭ１１５－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖ、またはＭＭｎｅｇ－抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖを
発現するトランスフェクトしたＨＥＫ－２９３細胞の培養物からの馴化培地をウェルに加
え、ＲＴで１５分間インキュベーションした。インキュベーション後、０．５ｕｇ／ｍｌ
のビオチン標識したネズミＢ７１－Ｆｃ（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）を含有する５０ｕｌ
のＰＢＳをそれぞれのウェルに加えた。ＲＴで３０分間さらにインキュベーションした後
、ウェルを１５０ｕｌのＰＢＳＴで５×洗浄した。アビジン－ＨＲＰの１：３０００希釈
液を含有する１００ｕｌのＰＢＳを加え、プレートをＲＴで４５分間インキュベーション
し、その後、１５０ｕｌのＰＢＳＴで７×洗浄した。ＥＬＩＳＡを１００ｕｌのＴＭＢ（
Ｐｉｅｒｃｅ）で展開し、１００ｕＬの１ＮのＨＣＬで停止させ、吸光度を４５０ｎＭで
測定した。
【０３７０】
　（実施例１４）
　抗ＣＴＬＡ４の構築
　表２４および２５は、それぞれ抗ヒトＣＴＬＡ－４　ｓｃＦｖのヌクレオチドおよびア
ミノ酸配列を示す。ヒトＣＴＬＡと結合することができるＭ１３バクテリオファージは供
給されたものである（契約の元、Ｃｒｅａｔｉｖｅ　Ｂｉｏｌａｂｓ、２１　Ｂｒｏｏｋ
ｈａｖｅｎ　Ｂｌｖｄ．、Ｐｏｒｔ　Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ　Ｓｔａｔｉｏｎ、ＮＹ　１１
７７６による）。ファージをＥ．ｃｏｌｉ　ＴＧ－１中で産生させ、ＰＥＧ、ＮａＣｌ沈
殿によって精製した。
【０３７１】
【表２４】

【０３７２】
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【表２５】

　ＣＴＬＡ－４結合のファージＥＬＩＳＡ測定：抗ＣＴＬＡ－４　ｓｃＦｖ－Ｃ２の結合
を測定するために、１００ｕｌのＰＢＳ中の０．５ｕｇ／ｍｌのヒトＣＴＬＡ－４－Ｉｇ
ＧまたはネズミＣＴＬＡ－４－ＩｇＧ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）をマイクロウェル（９
６ウェルＥａｓｙ　Ｗａｓｈ、Ｃｏｒｎｉｎｇ）に加え、終夜４℃でインキュベーション
した。その後、ウェルを１時間、室温（ＲＴ）で、１５０ｕｌのＰＢＳＴ（ＰＢＳ、ｐＨ
７．４、０．５％のＴｗｅｅｎ－２０）中の２％の無脂肪粉乳（ＮＦＤＭ）を用いて遮断
した。その後、ウェルを３００ｕｌのＰＢＳＴで３×洗浄した。洗浄後、１００ｕｌのＰ
ＢＳＴ中の精製した抗ＣＴＬＡ－４　ｓｃＦｖファージを３つ組のウェルに加え、ＲＴで
１時間インキュベーションした。その後、ウェルを３００ｕｌのＰＢＳＴで３×洗浄した
。その後、１００マイクロリットルの抗Ｍ１３ＨＲＰと結合体化した抗体を加え、ＲＴで
１時間インキュベーションした。ＨＲＰの検出は、１００ｕｌのＴＭＢ　ｏｎｅ（Ｐｉｅ
ｒｃｅ）溶液を用いて完了した。反応を１００ｕｌの１ＮのＨＣＬで停止させ、吸光度を
４５０ｎＭで測定した。図１９は、抗ＣＴＬＡ４　ｓｃＦｖとネズミおよびヒトＣＴＬＡ
４の両方との結合を示す。
【０３７３】
　ＡＢとしてＩｇＧを含むＡＡ
　ヒトＩｇＧ中の抗ＥＧＦＲおよび抗ＶＥＧＦを含むＡＡの例を以下のセクションに記載
する。これらのＡＡは、正常な条件下ではマスキングされており、不活性である。ＡＡが
罹患した組織に達した際、これらは疾患に特異的なプロテアーゼによって切断され、その
後、その標的と結合することができる。細菌ディスプレイを使用して、抗ＥＧＦＲおよび
抗ＶＥＧＦ抗体の適切なＭＭを見つける。これらの例では、選択されたＭＭを、プロテア
ーゼで活性化した後に標的との特異的結合に適格となるＡＡを作製するためのトリガーと
して使用する酵素基質と合わせる。さらに、ＡＢに対する親和性を増加させ、切断されて
いない状態での標的化結合の阻害を増強させるために、細菌ディスプレイを用いて、発見
されたペプチドを変更する。増加したＭＭ親和性および増強した阻害は、適切なＡＡの機
能に重要である。
【０３７４】
　（実施例１５）
　抗ＶＥＧＦ　ＩｇＧ　ＡＡの構築
　抗ＶＥＧＦ　ＩｇＧ抗体の構築
　プライマーＣＸ０３１１およびＣＸ０７０２を用いて、抗ＶＥＧＦ　ｍｍｐ－９　３０
６　ｓｃＦｖ（上述）を鋳型として使用して、抗ＶＥＧＦ軽鎖可変領域をＰＣＲ増幅し、
その後、ＥｃｏＲＩおよびＢｓｉＷＩ制限部位を用いてｐＦＩＬ２－ＣＬ－ｈｋベクター
内にクローニングした（ｐＦＩＬ２－ＶＥＧＦ－Ｌｃ）。プライマーＣＸ０３２５および
ＣＸ０７０２を用いて、抗ＶＥＧＦ　ｍｍｐ－９　ｓｃＦｖを鋳型として使用して、３０
６ｍｍｐ－９軽鎖をＰＣＲ増幅し、上述のようにクローニングした（ｐＦＩＬ２－３０６
ｍ　ＶＥＧＦ－Ｌｃ）。プライマーＣＸ０７００およびＣＸ０７０１を用いて、３０６Ｍ
Ｍ／ＭＭＰ－９ＣＭ／抗ＶＥＧＦｓｃＦｖ（上述）を鋳型として使用して、抗ＶＥＧＦ重
鎖可変領域をＰＣＲ増幅し、ＥｃｏＲＩおよびＮｈｅＩ制限部位を用いてｐＦＩＬ－ＣＨ
Ｉｇ－ｈＧ１ベクター内にクローニングした（ｐＦＩＬ－ＶＥＧＦ－Ｈｃ）。プライマー
を以下の表２６に提供する。
【０３７５】
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【表２６】

【０３７６】
【表２７】

　上述のように、抗ＶＥＧＦ　ＡＡの開発に使用したマスキング３０６は、ＡＢに対する
ＭＭの低い親和性が原因で、標的との長期的な曝露にわたって標的結合を効率的にマスキ
ングしなかった。ＭＭの親和性を増加させるための一手法は、以下に記載するようにペプ
チドを親和性成熟に供することである。
【０３７７】
　親和性成熟のためのライブラリの構築
　ソフトランダム化手法を用いることによって３０６抗ＶＥＧＦ　ＭＭを親和性成熟させ
た。ｅｃｐＸ細胞ディスプレイライブラリを表２８に示すヌクレオチド比で構築した。最
終的なライブラリの多様性（３０６ＳＲ）は約２．４５×１０８であった。
【０３７８】
【表２８】

　３０６ＳＲライブラリスクリーニング
　初回のＭＡＣＳラウンドは、タンパク質Ａで標識した磁気ビーズおよびライブラリの１
００×を超える過剰サンプリングを提供するいくつかの細胞を用いて行った。磁気選択の
前に、細胞を１００ｎＭの抗ＶＥＧＦ　ＩｇＧおよび１０μＭの３０６ペプチド（３０６
Ｐ、ＰＣＳＥＷＱＳＭＶＱＰＲＣＹＹＧ）と共にインキュベーションして、元の３０６配
列に等しいまたはそれよりも低い親和性を有する変異体の結合を減らした。磁気選択によ
り２×１０７個の細胞の単離がもたらされた。
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【０３７９】
　第１ラウンドのＦＡＣＳ分別は、１ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔ（ｆｌｕｏｒ　５３０　ｎＭ
）－抗ＶＥＧＦで標識した細胞上で行った。集団に選択圧をかけるために、第２および第
３ラウンドのＦＡＣＳは、１ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔ－抗ＶＥＧＦで標識した細胞を用いて
、１００ｎＭの３０６Ｐの存在下で行った。選択ゲートは、最も強い結合を有する細胞の
５％のみが収集されるように設定した。第３ラウンドで分別された細胞の集団を最初に１
０ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔ－抗ＶＥＧＦと共にインキュベーションし、次いで３０６Ｐを最
終濃度１００ｎＭまで加え、３７℃で２０分間インキュベーションした。陽性集団の最も
明るい２％を収集し、これは、３０６Ｐによって競合されない結合を表す。ＦＡＣＳラウ
ンド５～７は以下のとおりに行った：集団を、１０ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔで標識した抗Ｖ
ＥＧＦで標識し、その後、標識されていないＶＥＧＦ（１００ｎＭ）を３７℃で、それぞ
れ７、１０、および１５分間、競合により除去した。最も明るい１％がＦＡＣＳラウンド
５～７で分別された。
【０３８０】

【表２９】

　３０６ＳＲ親和性成熟したペプチドの分析
　ｅＣＰＸ３．０クローン３０６、ＪＳ１８２５、ＪＳ１８２７、およびＪＳ１８２９の
結合を、ＦＡＣＳで、３つの異なる濃度のＤｙＬｉｇｈｔで標識した抗ＶＥＧＦで分析し
た。結合曲線を図２１に示す。親和性成熟したペプチドの３つすべてが、３０６Ｐよりも
少なくとも１０倍高い親和性を示した。
【０３８１】
　抗ＶＥＧＦ　ＡＡの構築
　親和性成熟したｅｃｐＸ３．０クローン（ＪＳ１８２５、ＪＳ１８２７、およびＪＳ１
８２９）を、プライマーＣＸ０２８９およびＣＸ０６８７を用いてＰＣＲ増幅し、Ｓｆｉ
Ｉ制限部位を用いてｐＦＩＬ２－３０６ｍＶＥＧＦ－Ｌｃ内にクローニングして、ベクタ
ーｐＦＩＬ２－１８２５ｍＶＥＧＦ－Ｌｃ、ｐＦＩＬ２－１８２７ｍＶＥＧＦ－Ｌｃ、お
よびｐＦＩＬ２－１８２９ｍＶＥＧＦ－Ｌｃを生成した。ヌクレオチドおよびアミノ酸配
列を以下の表に提供する。括弧は様々な配列のドメイン間の境界を示す：（リンカー）（
ＭＭ）（リンカー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）。
【０３８２】
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【表３０】

【０３８３】
【表３１】

【０３８４】
【表３２】
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【０３８５】
【表３３】

　抗ＶＥＧＦ抗体およびＡＡの発現および精製
　３μｇのｐＦＩＬ－ＶＥＧＦ－Ｈｃおよび３μｇのｐＦＩＬ２－ＶＥＧＦ－Ｌｃを、Ｌ
ｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、製造者のプロトコ
ルに従って、ＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内に同時トランスフェクトした。
トランスフェクトした細胞をＦｒｅｅｓｔｙｌｅ　ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
中で培養し、ゼオシン（ｚｅｏｃｉｎ）およびブラストサイジンに対する耐性について選
択した。個々のクローンを限界希釈によって単離し、ＥＬＩＳＡによってＥＧＦＲと結合
することができるヒトＩｇＧの発現について選択した。すべての抗体およびＡＡは、標準
の技法を用いたタンパク質Ａクロマトグラフィーによって精製した。
【０３８６】
　同様に、３μｇのＡＡの軽鎖のそれぞれの発現ベクターｐＦＩＬ２－３０６ｍＶＥＧＦ
－Ｌｃ、ｐＦＩＬ２－１８２５ｍＶＥＧＦ－Ｌｃ、ｐＦＩＬ２－１８２７ｍＶＥＧＦ－Ｌ
ｃ、またはｐＦＩＬ２－１８２９ｍＶＥＧＦ－Ｌｃを、３μｇのｐＦＩＬ－ＶＥＧＦ－Ｈ
ｃと共にＣＨＯ－Ｓ細胞内に同時トランスフェクトした。トランスフェクトした細胞をＦ
ｒｅｅｓｔｙｌｅ　ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で培養し、ゼオシン（ｚｅｉ
ｏｃｉｎ）およびブラストサイジン（ｂｌａｓｔｉｃｉｉｄｉｎ）に対する耐性について
選択した。個々のクローンを限界希釈によって単離し、ＥＬＩＳＡによってＥＧＦＲと結
合することができるヒトＩｇＧの発現について選択した。
【０３８７】
　抗ＶＥＧＦ抗体およびＡＡの標的置換アッセイ
　ＶＥＧＦを９６ウェルマイクロタイタープレートのウェル上に吸着させ、乳タンパク質
で洗浄および遮断する。抗ＶＥＧＦ抗体またはＭＭ　ＪＳ３０６、ＪＳ１８２５、ＪＳ１
８２７およびＪＳ１８２９を含有する抗ＶＥＧＦ　ＡＡを含有する約２５ｍｌの培養培地
をコーティングしたウェルに加え、約１、２、４、８または２４時間インキュベーション
した。インキュベーション後、ウェルを洗浄し、結合したＡＡの程度を抗ｈｕＩｇＧ免疫
検出によって測定した。
【０３８８】
　（実施例１６）
　抗ＥＧＦＲ　ＩｇＧ　ＡＡの構築
　抗ＥＧＦＲ　ＩｇＧ抗体の構築
　Ｂｅｓｓｅｔｔｅら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、
第２３１巻に記載のように、オリゴＣＸ６３８～ＣＸ６５５を用いてＣ２２５軽鎖可変領
域の遺伝子をアセンブリＰＣＲによって合成した。生じた生成物をＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩ
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で消化し、ＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩで消化したｐＸＭａｌの大きな断片とライゲーションさ
せ、プラスミドｐＸ－ｓｃＦｖ２２５－Ｖｋを作製した。同様に、オリゴＣＸ６５６～Ｃ
Ｘ６７７を用いてＣ２２５重鎖可変領域の遺伝子をアセンブリＰＣＲによって合成し、Ｂ
ｇｌＩＩ／ＮｏｔＩで消化し、ｐＸＭａｌのＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩとライゲーションさせ
て、プラスミドｐＸ－ｓｃＦｖ２２５－Ｖｈを作製した。その後、可変軽鎖遺伝子をｐＸ
－ｓｃＦｖ２２５－ＶｋからＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩ断片としてｐＸ－ｓｃＦｖ２２５－Ｖ
ｈプラスミド内にＢａｍＨＩ／Ｎｏｔでクローニングして、Ｃ２２５に基づくｓｃＦｖ遺
伝子を含有するプラスミドｐＸ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＨＬを作製した。
【０３８９】
　ＩＬ２シグナル配列をｐＩＮＦＵＳＥ－ｈＩｇＧ１－Ｆｃ２（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）か
らＫａｓＩ／ＮｃｏＩ断片として、ＫａｓＩ／ＮｃｏＩで消化したｐＦＵＳＥ２－ＣＬＩ
ｇ－ｈｋ（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）に移動させ、プラスミドｐＦＩＬ２－ＣＬ－ｈｋがもた
らされた。また、ＩＬ２シグナル配列をｐＩＮＦＵＳＥ－ｈＩｇＧ１－Ｆｃ２からＫａｓ
Ｉ／ＥｃｏＲＩ断片として、ＫａｓＩ／ＥｃｏＲＩで消化したｐＦＵＳＥ－ＣＨＩｇ－ｈ
Ｇ１（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）（大きなおよび中程度の断片）に３方向ライゲーションで移
動させ、プラスミドｐＦＩＬ－ＣＨＩｇ－ｈＧ１がもたらされた。
【０３９０】
　ヒトＩｇＧ軽鎖定常領域を、プラスミドｐＦＩＬ２－ＣＬ－ｈｋからのオリゴＣＸ３２
５／ＣＸ６８８を用いた増幅、ＢｓｉＷＩ／ＮｈｅＩでの消化、およびｐＦＩＬ２－ＣＬ
－ｈｋのＢｓｉＷＩ／ＮｈｅＩ内へのクローニングによって、部位特異的に突然変異させ
て、プラスミドｐＦＩＬ２－ＣＬ２２５がもたらされた。
【０３９１】
　ヒトＩｇＧ重鎖定常領域を、プラスミドｐＦＩＬ－ＣＨＩｇ－ｈＧ１からのオリゴＣＸ
３２５／ＣＸ６８９、ＣＸ６９０／ＣＸ６９２、およびＣＸ６９３／ＣＸ６９４を用いた
３つのセグメントでの増幅、次いで外部プライマーＣＸ３２５／ＣＸ６９４を用いた３つ
すべての生成物の重複ＰＣＲによって、部位特異的に突然変異させた。生じた生成物をＥ
ｃｏＲＩ（ＥｒｏＲＩ）／ＡｖｒＩＩで消化し、ｐＩＮＦＵＳＥ－ｈＩｇＧ１－Ｆｃ２の
ＥｃｏＲＩ／ＮｈｅＩ内にクローニングして、プラスミドｐＦＩＬ－ＣＨ２２５がもたら
された。
【０３９２】
　可変軽鎖遺伝子セグメントをｐＸ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＨＬからオリゴＣＸ６９５／Ｃ
Ｘ６９６を用いて増幅し、ＢｓａＩで消化し、ｐＦＩＬ２－ＣＬ２２５のＥｃｏＲＩ／Ｂ
ｓｉＷＩ内にクローニングして、Ｃ２２５軽鎖発現ベクターｐＦＩＬ２－Ｃ２２５－軽が
もたらされた。
【０３９３】
　可変重鎖遺伝子セグメントをｐＸ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＨＬからオリゴＣＸ６９７／Ｃ
Ｘ６９８を用いて増幅し、ＢｓａＩで消化し、ｐＦＩＬ－ＣＨ２２５のＥｃｏＲＩ／Ｎｈ
ｅＩ内にクローニングして、Ｃ２２５重鎖発現ベクターｐＦＩＬ－Ｃ２２５－重がもたら
された。
【０３９４】
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　抗ＥＧＦＲ　ＡＡの発現ベクターの構築
　プラスミドｐＸ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＨＬを、プライマーＣＸ７３０／ＣＸ７３１およ
びＣＸ７３２／ＣＸ７３３を用いた別々の反応でＰＣＲ増幅し、生じた生成物を、外部プ
ライマーＣＸ７３０／ＣＸ７３３を用いた重複ＰＣＲによって増幅し、ＢｇｌＩＩ／Ｎｏ
ｔＩで消化し、ｐＸＭａｌのＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩ内にクローニングして、プラスミドｐ
Ｘ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＬＨがもたらされた。
【０３９５】
　リンカー配列を、重複順方向プライマーＣＸ７４０、ＣＸ７４１および逆方向プライマ
ーＣＸ３７０を用いた反応において、ｐＦＵＳＥ－ｈＩｇＧ－Ｆｃ２のＰＣＲ増幅によっ
て、ヒトＩｇＧ　Ｆｃ断片の遺伝子のＮ末端側に付加した。生じた生成物をＥｃｏＲＩ／
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ＢｇｌＩＩで消化し、約１１５ｂｐの断片をｐＦＵＳＥ－ｈＩｇＧ－Ｆｃ２のＥｃｏＲＩ
／ＢｇｌＩＩ内にクローニングした。生じたプラスミドをＫｐｎＩ／ＢｇｌＩＩで消化し
、大きな断片を、ＫｐｎＩ／ＢａｍＨＩで消化した、ｐＸ－ｓｃＦｖ２２５ｍ－ＬＨをオ
リゴＣＸ７３６／ＣＸ７３５を用いて増幅したＰＣＲの産物とライゲーションさせて、プ
ラスミドｐＰＨＢ３７３４がもたらされた。
【０３９６】
　生じたプラスミドをＳｆｉＩ／ＸｈｏＩで消化し、マスキングペプチド３６９０をｐＰ
ＨＢ３６９０のＳｆｉＩ／ＸｈｏＩ断片としてクローニングして、プラスミドｐＰＨＢ３
７８３がもたらされた。
【０３９７】
　生じたプラスミドをＢａｍＨＩ／ＫｐｎＩで消化し、アニーリングの産物であるリン酸
化オリゴＣＸ７４７／ＣＸ７４８とライゲーションさせることによって、プロテアーゼ基
質ＳＭ９８４を付加して、プラスミドｐＰＨＢ３８２２がもたらされた。
【０３９８】
　生じたプラスミドをＸｈｏＩで消化し、５’末端を脱リン酸化し、ＸｈｏＩで消化した
、ｐＰＨＢ３５７９をプライマーＣＸ２６８／ＣＸ４４８を用いて増幅したＰＣＲ産物を
クローニングすることによって、タンデムペプチドマスキングを構築して、プラスミドｐ
ＰＨＢ３８８９がもたらされた。
【０３９９】
　ｐＰＨＢ３７８３、ｐＰＨＢ３８２２、およびｐＰＨＢ３８８９のマスキング領域、リ
ンカー、基質、および軽鎖可変領域を、プライマーＣＸ３２５／ＣＸ６９６を用いたＰＣ
Ｒによって増幅し、ＥｃｏＲＩ／ＢｓｉＷＩで消化し、ｐＦＩＬ２－ＣＬ２２５のＥｃｏ
ＲＩ／ＢｓｉＷＩ内にクローニングして、それぞれＡＡ軽鎖発現ベクターｐＰＨＢ４００
７、ｐＰＨＢ３９０２、およびｐＰＨＢ３９１３がもたらされた。
【０４００】
　親和性成熟したマスキングペプチドを、ＳｆｉＩ／ＸｈｏＩ断片としてクローニングす
ることによってＡＡ軽鎖発現ベクター内に交換した。プロテアーゼ基質はＢａｍＨＩ／Ｋ
ｐｎＩに適合性のある断片として交換した。
【０４０１】
　抗ＥＧＦＲ抗体およびＡＡの発現および精製
　３μｇのｐＦＩＬ－ＣＨ２２５－ＨＬおよび３μｇのｐＦＩＬ２－ＣＨ２２５－軽を、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、製造者のプロト
コルに従って、ＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内に同時トランスフェクトした
。トランスフェクトした細胞をＦｒｅｅｓｔｙｌｅ　ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）中で培養し、ゼオシンおよびブラストサイジンに対する耐性について選択した。
個々のクローンを限界希釈によって単離し、ＥＬＩＳＡによってＥＧＦＲと結合すること
ができるヒトＩｇＧの発現について選択した。すべての抗体およびＡＡは、標準の技法を
用いたタンパク質Ａクロマトグラフィーによって精製した。
【０４０２】
　同様に、３μｇのＡＡの軽鎖のそれぞれの発現ベクターを、３μｇのｐＦＩＬ－ＣＨ２

２５－ＨＬと共にＣＨＯ－Ｓ細胞内に同時トランスフェクトした。トランスフェクトした
細胞をＦｒｅｅｓｔｙｌｅ　ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で培養し、ゼオシン
およびブラストサイジンに対する耐性について選択した。個々のクローンを限界希釈によ
って単離し、ＥＬＩＳＡによってＥＧＦＲと結合することができるヒトＩｇＧの発現につ
いて選択した。
【０４０３】
　親和性成熟した抗ＥＧＦＲ　ＭＭライブラリのスクリーニング。
【０４０４】
　初回のＭＡＣＳラウンドは、ＳＡ　ｄｙｎａｂｅａｄｓおよびｅｃｐＸ３－７５５ライ
ブラリからの１．４×１０８個の細胞を用いて行った。磁気選択の前に、細胞を３ｎＭの
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１０６個の細胞の単離がもたらされた。第１ラウンドのＦＡＣＳ分別は、０．１ｎＭのＤ
ｙＬｉｇｈｔ（ｆｌｕｏｒ　５３０　ｎＭ）－Ｃ２２５Ｍａｂで標識した２×１０７個の
細胞上で行い、１．５×１０５個の陽性結合を有する細胞の単離がもたらされた。集団に
増加した選択圧をかけるために、第２ラウンドのＦＡＣＳは、１０ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔ
－Ｃ２２５Ｍａｂで標識した細胞上で、１００ｕＭの３６９０ペプチド（ＣＩＳＰＲＧＣ
）の存在下、３７℃で行った。選択圧をさらに増加させるために、第３および第４ラウン
ドは、１００ｎＭのＤｙＬｉｇｈｔ－Ｃ２２５Ｆａｂで標識した細胞上で、１００ｕＭの
３６９０ペプチド（ＣＩＳＰＲＧＣ）の存在下、３７℃で行った。陽性集団の最も明るい
１％を収集し、これは、３６９０ペプチドによって競合されない結合を表す。上記スクリ
ーニングから単離された個々のクローンの細胞上親和性測定により、Ｃ２２５に対する親
和性が３６９０（ＣＩＳＰＲＧＣ）よりも少なくとも１００倍高い３つのペプチド、すな
わち、３９５４（ＣＩＳＰＲＧＣＰＤＧＰＹＶＭ）、３９５７（ＣＩＳＰＲＧＣＥＰＧＴ
ＹＶＰＴ）および３９５８（ＣＩＳＰＲＧＣＰＧＱＩＷＨＰＰ）が明らかとなった。これ
ら３つのＭＭを抗ＥＧＦＲ　ＡＡ内に組み込んだ。図２２は、ＥＧＦＲ　ＭＭの一部の親
和性成熟のプロセスを示す。
【０４０５】
　Ｃ２２５　ＭＭの親和性測定
　Ｃ２２５　ＦａｂとＭＭ３６９０、３９５４および３９５７との結合の細胞上親和性測
定。ｅＣＰＸ３．０クローン３６９０、３９５４および３９５７の結合を、ＦＡＣＳ上に
て、３つの異なる濃度のＤｙＬｉｇｈｔで標識した抗ＥＧＦＲ　Ｆａｂで分析した。結合
曲線を図２３に示す。ＭＭ３９５４および３９５７は３６９０よりも少なくとも１００倍
高い親和性を示した。
【０４０６】
　抗ＥＧＦＲ　ＡＡの標的置換アッセイ
　ＥＧＦＲを９６ウェルマイクロタイタープレートのウェル上に吸着させ、乳タンパク質
で洗浄および遮断した。２ｎＭの抗ＥＧＦＲ抗体またはＭＭ３６９０、３９５７、３９５
４および３９６０／３５７９を含有する抗ＥＧＦＲ　ＡＡを含有する２５ｍｌの培養培地
をコーティングしたウェルに加え、１、２、４、８または２４時間インキュベーションし
た。インキュベーション後、ウェルを洗浄し、結合したＡＡの程度を抗ｈｕＩｇＧ免疫検
出によって測定した。ＡＡのコンテキストにおけるマスキング効率を直接比較するために
、抗ＥＧＦＲ　ＡＡの結合を抗ＥＧＦＲ抗体結合（１００％）に対して正規化した。親ま
たは改変していない抗体結合のパーセントとしての平衡結合の程度を表３４および図２４
に示す。ＭＭ３９５４および３９５７は、３６０９よりも１００倍高い、同じ親和性を示
す一方で、３９５４は標的結合の阻害が少なくとも２倍、より効率的である。Ｃ２２５の
重鎖および軽鎖、ＭＭ、ならびにＡＡの配列を以下の表に提供する。ヌクレオチドおよび
アミノ酸配列を以下の表に提供する。括弧は様々な配列のドメイン間の境界を示す：（リ
ンカー）（ＭＭ）（リンカー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）。
【０４０７】
【表３４】

【０４０８】
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【表３５】

【０４０９】
【表３６】

【０４１０】
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【表３７】

【０４１１】
【表３８】

【０４１２】
【表３９】

【０４１３】
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【表４０】

【０４１４】
【表４１】

【０４１５】
【表４２】

　ＥＧＦＲ　ＭＭのコンセンサス配列
　ＥＧＦＲ　ＭＭのコンセンサス配列を以下に提供する。３６９０　ＭＭコンセンサス（
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【０４１６】
【表４３】

　（実施例１７）
　選択的基質／ＣＭの発見および試験
　下のセクションは、いくつかの例示的な酵素のための選択的基質の発見および試験のた
めの方法を示す。
【０４１７】
　ｕＰＡ選択的基質の発見
　ｕＰＡ選択的基質は、Ｅ．ｃｏｌｉの表面のＮ末端融合物として発現される、約１０８

個のランダムな８量体基質からなる８ｅＣＬｉＰＳ細菌ライブラリから単離した。ｕＰＡ
による切断のために最適化され、標的外セリンプロテアーゼｋｌｋ５および７による切断
に抵抗性である基質について濃縮するために、交互に実行したＦＡＣＳによる陽性および
陰性の選択を用いた。ナイーブなライブラリを８ｕｇ／ｍｌ　ｕＰＡと共に３７℃で１時
間インキュベーションし、続いてＳＡＰＥ（赤色）およびｙＰＥＴ　ｍｏｎａ（緑色）で
標識した。ｕＰＡによる切断は、ＳＡＰＥ標識の消失を生じ、ｕＰＡ基質を発現する細菌
（緑色だけ、陽性選択）の、未切断のペプチドを発現する細菌（赤色＋緑色）からの選別
を可能にする。ｕＰＡ基質をＦＡＣＳによって選別し、濃縮されたプールを増幅し、次に
５ｎｇ／ｍｌ　ＫＬＫ５および７と共に３７℃で１時間インキュベーションし、ＳＡＰＥ
およびｙＰＥＴ　ｍｏｎａで標識し、これらの標的外プロテアーゼによる切断の欠如につ
いて選別した（赤色＋緑色、陰性選択）。プールを増幅し、暫減濃度のｕＰＡ（４ｕｇ／
ｍｌ、２ｕｇ／ｍｌ）および暫増濃度のｋｌｋ５および７（５ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍ
ｌ）を用いて、さらなる４ラウンドの陽性および陰性交互ＦＡＣＳで選別した。ＦＡＣＳ
の最後の３ラウンドからの個々のクローンを配列決定し、いくつかのコンセンサスに分類
した（表４４）。次に、表４４の標的対標的外プロテアーゼによる切断の特異性について
、各コンセンサスからのクローンを、ｕＰＡ、ｋｌｋ５および７、ならびにプラスミンの
様々な濃度による切断について個々に分析した。図２５は、ｕＰＡ対照および基質ＳＭ１
６と違って、ＫＫ１２０３、１２０４および１２１４は、ＫＬＫ５、ＫＬＫ７およびプラ
スミンによる切断に抵抗性を示すことを示す。
【０４１８】
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【表４４】

　プラスミン選択的基質の発見
　プラスミン選択的基質は、Ｅ．ｃｏｌｉの表面のＮ末端融合物として発現される、約１
０８個のランダムな１０量体基質からなる第２世代プラスミン１０ｅＣＬｉＰＳ細菌ライ
ブラリから単離した（ｒｅｆ）。プラスミンによる切断のために最適化され、標的外マト
リックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ－９で表す）およびセリンプロテアーゼ（ｋｌｋ
５およびｋｌｋ７で表す）による切断に抵抗性である基質について濃縮するために、交互
に実行したＦＡＣＳによる陽性および陰性の選択を用いた。
【０４１９】
　第２世代プラスミン１０ｅＣＬｉＰＳライブラリは、選択のために３０ｐＭの低プラス
ミン濃度を用いて、速やかに切断されたプラスミン基質についてナイーブな８ｅＣＬｉＰ
Ｓを選択することによって社内で同定されたコンセンサス配列に基づいた。好ましからぬ
標的外配列から下方選択するために柔軟性を可能にしつつ、ペプチドをコンセンサス配列
の方へ傾かせるために、１０量体の中の個々の残基は、ランダム（ｎ＝２０）、制限（１
＜ｎ＞２０）または固定（ｎ＝１）であった。
【０４２０】
　第２世代プラスミン１０ｅＣＬｉＰＳライブラリを３００ｐＭプラスミンと共に３７℃
で１時間インキュベーションし、続いてＳＡＰＥ（赤色）およびｙＰＥＴ　ｍｏｎａ（緑
色）で標識した。プラスミンによる切断は、ＳＡＰＥ標識の消失を生じ、プラスミン基質
を発現する細菌（緑色だけ、陽性選択）の、未切断のペプチドを発現する細菌（赤色＋緑
色）からの選別を可能にする。プラスミン基質をＦＡＣＳによって選別し、濃縮されたプ
ールを増幅し、次に８０Ｕ／ｍｌ　ＭＭＰ－９と共に３７℃で２時間インキュベーション
し、ＳＡＰＥおよびｙＰＥＴ　ｍｏｎａで標識し、これらの標的外プロテアーゼによる切
断の欠如について選別した（赤色＋緑色、陰性選択）。プールを増幅し、プラスミン（第
３ラウンド１００ｐＭまたは３００ｐＭ、第５ラウンド１００ｐＭまたは３００ｐＭ）な
らびにｋｌｋ５および７（第４ラウンド１００ｎｇ／ｍｌ、第６ラウンド２００ｎｇ／ｍ
ｌ）を用いて、さらなる４ラウンドの陽性および陰性交互ＦＡＣＳで選別した。ＦＡＣＳ
の最後の２ラウンドの各々からの個々のクローンを配列決定した（表４５）。次に、標的
対標的外プロテアーゼによる切断の特異性について、各コンセンサスからのクローンを、
プラスミン、ＭＭＰ－９、ｋｌｋ５およびｋｌｋ７による切断について個々に分析した。
プラスミン切断に対する特異性の増加を示す代表的なデータを、図２６に示す。図２６は
、非最適化基質と違って、最適化された基質Ｐｌａｓ１２３７、Ｐｌａｓ１２９およびＰ
ｌａｓ１２５４は、ＫＬＫ５、ＫＬＫ７による切断に抵抗性を示すことを示す。
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【表４５】

　ｕＰＡ酵素活性化ＡＡ配列
　ｕＰＡ酵素活性化抗ＶＥＧＦ軽鎖ＡＡのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を、下の表に
提供する。括弧は、様々な配列のドメイン間の境界を示す：（リンカー）（ＭＭ）（リン
カー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）。
【０４２２】
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【表４６】

【０４２３】
【表４７】

【０４２４】
【表４８】
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【０４２５】
【表４９】

　プラスミン活性化ＡＡ配列
　プラスミン酵素活性化抗ＶＥＧＦ軽鎖ＡＡのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を、下の
表に提供する。括弧は、様々な配列のドメイン間の境界を示す：（リンカー）（ＭＭ）（
リンカー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）。
【０４２６】

【表５０】

　レグマイン活性化ＡＡ
　レグマイン基質ＡＡＮＬおよびＰＴＮＬの配列は、当技術分野で公知である（Ｌｉｕら
２００３年。Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ６３巻、２９５７～２９６４頁；Ｍａｔｈ
ｉｅｕら２００２年。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐａｒｉ
ｓｉｔｏｌｏｇｙ１２１巻、９９～１０５頁）。レグマイン酵素活性化抗ＶＥＧＦ軽鎖Ａ
Ａのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を、下の表に提供する。括弧は、様々な配列のドメ
イン間の境界を示す：（リンカー）（ＭＭ）（リンカー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）
。
【０４２７】
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【表５１】

【０４２８】
【表５２】

【０４２９】
【表５３】
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　カスパーゼ活性化ＡＡ
　カスパーゼ酵素活性化抗ＶＥＧＦ軽鎖ＡＡのヌクレオチドおよびアミノ酸配列を、下の
表に提供する。括弧は、様々な配列のドメイン間の境界を示す：（リンカー）（ＭＭ）（
リンカー）（ＣＭ）（リンカー）（ＡＢ）。カスパーゼ基質、配列ＤＥＶＤは、当技術分
野で公知である。
【０４３０】
【表５４】

　レグマインおよびカスパーゼ活性化ＡＡ発現ベクターの構築
　基質は、２段階法で構築された。第一に、ＣＸ０３２５フォワードプライマーを基質特
異的リバースプライマー（ＣＸ０７２０　ＡＡＮＬ、ＣＸ０７２２　ＰＴＮＬ、ＣＸ０７
２４　ＰＴＮおよびＣＸ０７５８　ＤＥＶＤ）と一緒に用いて２つの生成物をＰＣＲ増幅
し、他は、ＣＸ０５６４リバースプライマーを基質特異的フォワードプライマー（ＣＸ０
７２１　ＡＡＮＬ、ＣＸ０７２３　ＰＴＮＬ、ＣＸ０７２５　ＰＴＮおよびＣＸ０７５４
　ＤＥＶＤ）と一緒に用いてＰＣＲ増幅した。いずれの場合にも、ＰＣＲの基質は、抗Ｖ
ＥＧＦ　ｍｍｐ－９　３０６　ｓｃＦｖであった。第二に、２つの生成物を合わせ、外側
プライマーＣＸ０３２５およびＣＸ０５６４を用いてＰＣＲ増幅した。ＥｃｏＲＩおよび
ＸｈｏＩ制限部位を用いて、最終生成物をｐＦＩＬ２－ＣＬ－抗ＶＥＧＦ　Ｌｃにクロー
ニングした。
【０４３１】
【表５５】

　レグマイン活性化ＡＡの発現および精製
　３μｇのｐＦＩＬ－ＶＥＧＦ－ＨＬおよび３μｇのｐＦＩＬ２－３０６－基質－ＶＥＧ
Ｆ－軽を、製造業者のプロトコルに従ってＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２００（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）を用いて、ＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に同時トランスフェ
クトした。トランスフェクトされた細胞をＦｒｅｅｓｔｙｌｅ　ＣＨＯ培地（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）で培養し、ゼオシンおよびブラストサイジン抵抗性について選択した。個々
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のクローンを限界希釈によって単離し、ＥＧＦＲに結合することができるヒトＩｇＧの発
現についてＥＬＩＳＡによって選択した。標準の技術を用いて、すべての抗体およびＡＡ
をプロテインＡクロマトグラフィーによって精製する。
【０４３２】
　ｓｃＦｖ　ＡＡ消化物のためのアッセイの説明
　ＳｃＦｖ　ＡＡをアッセイ緩衝液で２００ｎＭに希釈し、２ｕｇ／ｍｌでアッセイ緩衝
液に希釈したｒｈＬｅｇｕｍａｉｎと合わせた。消化物を、室温で一晩インキュベーショ
ンした。ＩｇＧ　ＡＡをアッセイ緩衝液で２００ｎＭに希釈し、２～４０ｍｇ／ｍＬの濃
度でアッセイ緩衝液に希釈したｒｈＬｅｇｕｍａｉｎと合わせた（最終ｒｈＬｅｇｕｍａ
ｉｎ濃度１ｕｇ／ｍｌ、５ｕｇ／ｍｌ、２０ｕｇ／ｍｌ）。消化物を３７℃で一晩インキ
ュベーションした。消化の後に、抗ヒトＦｃで可視化したＥＬＩＳＡプレート上のＶＥＧ
ＦへのＡＡ結合の程度によって、活性化の程度を測定した。図２７のパネルＡは、５ｍｇ
／ｍＬレグマイン処理に続く、レグマイン基質ＡＡＮＬおよびＰＴＮＬを含むＳｃＦｖ　
ＡＡの活性化を示す。パネルＢは、レグマイン基質ＰＮＴＬを含む抗ＶＥＧＦ　ＩｇＧ　
ＡＡの活性化を示す。
【０４３３】
　レグマイン活性化ＡＡのｉｎ　ｖｉｖｏ安定性
　４匹の１２週齢Ｂａｌｂ／Ｃマウスに、プラスミン活性化ＡＡ、ＡＡＰＬＡＳＶＥＧＦ
またはレグマイン活性化ＡＡ、ＡＡＡＡＮＬＶＥＧＦまたはＡＡＰＴＮＬＶＥＧＦの１つ
の１００μｇの単一のボーラス注射を各々投与した。注射から１５分、１日、３日および
７日後に、血清を収集した。総ＡＡ濃度は、血清中の総ヒトＦｃのＥＬＩＳＡ測定値から
計算した。活性化抗体の濃度は、ヒトＶＥＧＦ結合ＥＬＩＳＡ測定値から計算し、それを
図２８に示す。注射から７日後までに血清から単離されたレグマイン活性化ＡＡは、マス
キングされたままである。（ｎ＝４）。各時点の総ＡＡに対する活性化ＡＡの比は、個々
の動物からの測定値の平均として図２８に示し、活性化率で表す。プラスミン活性化ＡＡ
は７日後にほとんど完全に活性化されるが、レグマイン活性化ＡＡの両方は最小限にしか
活性化されない。
【０４３４】
　（実施例１８）
　ＡＡの血清半減期
　図２９は、マスキングされた単鎖Ｆｖ－Ｆｃ融合プロ抗体が血清半減期の増大を示すこ
とを示す。マスキングポリペプチドは、マスキングが、抗体結合部位と相互作用して熱力
学的安定性増大させ、または中和抗体をブロッキングすることができるように、抗体のＮ
末端に取り付けられる。プロテアーゼ基質を使用して、血清または特定の組織において様
々な割合でマスキングの除去を可能にすることができる。
【０４３５】
　図３０は、１０日間にわたる健康なマウスのｓｃＦｖ－Ｆｃ血清濃度を示す。Ｃ５７Ｂ
Ｉ／６マウス（各時点ｎ＝３）に抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ、ＡＡＭＭＰＶＥＧＦ（Ａ
Ａ１）またはＡＡｐｌａｓｍｉｎＶＥＧＦ（ＡＡ２）の単回用量（１５０ｕｇ）を投与し
た。示した時間に血清を採取し、全ｓｃＦｖ－Ｆｃの濃度をＥＬＩＳＡによって測定した
。ＡＡ濃度は、投与後７日目まで安定なままであったが、親のｓｃＦｖ－Ｆｃ濃度は３日
後に減少し、１０日目はほとんど検出不可能であった。
【０４３６】
　図３１は、ＡＡ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ濃度が腫瘍担持マウスにおける親のｓｃＦｖ－Ｆｃと
比較して血清中で上昇し、より長く持続することを示す。抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ、
ＡＡＭＭＰＶＥＧＦ（ＡＡ１）またはＡＡＰｌａｓｍｉｎＶＥＧＦ（ＡＡ２）の同等の単
回用量を、ＨＴ２９異種移植片（Ａ）またはＭＤＡ－ＭＢ－２３１異種移植片（Ｂ）を有
するヌードマウスに投与した。示した時間に血清を採取し、全ｓｃＦｖ－Ｆｃの濃度をＥ
ＬＩＳＡによって測定した。両方の試験において、最初のＡＡ投与のより高い割合が、３
日目（Ｂ）ならびに３日目および７日目（Ａ）に血清において検出された。
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【０４３７】
　図３２は、多回投与試験においてＡＡがより高い濃度で持続することを示す。腫瘍担持
Ｂａｌｂ／ｃ　ｎｕ／ｎｕマウスに親のＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃ、ＡＡ１、２または３
の５ｍｇ／ｋｇを３日毎に注入した。示した時間に血清を採取し、ＡＡまたは親ｓｃＦｖ
－Ｆｃの濃度をＥＬＩＳＡによって測定した。３つすべてのＡＡは、試験全体にわたって
親よりも有意に高い血清濃度を維持した。
【０４３８】
　ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖ－Ｆｃｓ　ＡＡのアミノ酸配列
【０４３９】
【表５６】

【０４４０】

【表５７】

【０４４１】
【表５８】

【０４４２】
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【表５９】

　ＡＡは親の抗体と比較して血清半減期の増大を示す
　８匹の１２週齡Ｂａｌｂ／Ｃマウスにそれぞれ、ＭＭＰで活性化されるＡＡ、ＡＡＭＭ

ＰＶＥＧＦ、プラスミンで活性化されるＡＡ、ＡＡＰＬＡＳＶＥＧＦまたは親の抗ＶＥＧ
Ｆ抗体Ａｂ－ＶＥＧＦの１００μｇの単回ボーラス注射を施した。注射から１５分、８時
間、１日、３日、７日および１０日後、血清を採取した。全ＡＡ濃度を血清における全ヒ
トＦｃのＥＬＩＳＡ測定から計算した。図３３に、各時点の全ＡＡの濃度を、個々の動物
から得られた測定値の平均として示し、最初の用量のパーセントとして表す。ＡＡと親の
抗体は同様に期待したとおり分配される。１５分で高く等しい濃度に達し、初日の間に組
織に分配される。親の抗体が１０日間にわたりほぼ完全に除去されたのとは対照的に、Ａ
Ａは両方とも実験の期間中、血清においてより高いレベルで持続する。
【０４４３】
　（実施例１９）
　ＡＡの投与による副作用の低減
　通常のＥＧＦＲ抗体治療薬を一般に投与した患者の８０％超が、体の最大の器官である
皮膚の毒性を示す。患者にＥＧＦＲに対するＡＡが投与されると、ＡＡは疾患特異的ＣＭ
を欠くため皮膚において活性化されないので、皮膚の毒性がほとんどまたは全くないと考
えられる。したがって、ＡＡの抗ＥＧＦＲ　ＡＢはＥＧＦＲ標的に特異的に結合すること
ができないと考えられる。さらに、このような患者では、ＡＡが皮膚において活性がない
のでＡＡは隔離されないと考えられ、ＡＡの血清レベルは高いままであり、それにより罹
患した組織におけるＡＡの濃度を増加させ、有効用量を効果的に上昇させると考えられる
。疾患環境に基づく罹患した組織におけるＣＭの加水分解により、活性化されたＡＡが生
じて脱マスキングおよびＥＧＦＲ標的に対するＡＢの特異的結合を可能し、所望の治療効
果をもたらす。
【０４４４】
　本発明は、その特定の実施形態を参照して記載されるが、当業者であれば、本発明の真
の趣旨および範囲から逸脱することなく、様々な変形形態を得ることができ、均等物で置
き換えることができると理解されよう。さらに、特定の状況、材料、物質の組成物、プロ
セス、１つまたは複数のプロセスステップが、本発明の目的、趣旨および範囲に適合する
ように多くの変更形態を得ることができる。このようなすべての変更形態は、添付の特許
請求の範囲内にあるものとする。
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