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(57)【要約】
　本発明は、ヒト化抗Trop-2抗体並びにTrop-2分子の異なる領域を認識し、これに高い親
和性で結合することができるその断片、誘導体及びコンジュゲートに関する。本発明はま
た、ヒト病理、特に、がんの診断及び療法のためのそのような抗体及びその医薬組成物の
使用も教示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Advanced Biotechnology Center (ABC)に番号PD 08021で寄託されたハイブリドーマに
より産生される抗体2EF、又はAdvanced Biotechnology Center (ABC)に番号PD 08020で寄
託されたハイブリドーマにより産生される抗体2G10と同じエピトープを認識し、それに結
合する、ヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項２】
　ヒト抗体の少なくとも1つの重鎖若しくは少なくとも1つのヒトコンセンサスフレームワ
ークに由来する可変ドメインフレームワーク領域及び/又はヒト抗体の少なくとも1つの軽
鎖若しくは少なくとも1つのヒトコンセンサスフレームワークに由来する可変ドメインフ
レームワーク領域を含む、請求項1に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくは
コンジュゲート。
【請求項３】
　ヒト抗体の重鎖若しくはヒトコンセンサスフレームワークが、前記抗体2EF若しくは前
記抗体2G10の重鎖と少なくとも50%相同であり、及び/又は
　ヒト抗体の軽鎖若しくはヒトコンセンサスフレームワークが、前記抗体2EF若しくは前
記抗体2G10の軽鎖と少なくとも50%相同である、
請求項1又は2に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項４】
　前記可変ドメインフレームワーク領域において、少なくとも1個のアミノ酸が、マウス
抗体の重鎖若しくはマウスコンセンサスフレームワークに由来するか、及び/又はマウス
抗体の軽鎖若しくはマウスコンセンサスフレームワークに由来する対応する残基、又はそ
の断片、誘導体若しくはコンジュゲートと置換される、請求項2又は3に記載のヒト化抗体
、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項５】
　マウス抗体が請求項１に規定の抗体2EF若しくは抗体2G10であるか、及び/又はマウスコ
ンセンサスフレームワークが請求項１に規定の抗体2EF若しくは抗体2G10に由来する、請
求項4に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項６】
　アミノ酸置換が、ヒト抗体の成熟重鎖、より好ましくは、配列番号88の配列を有する前
記成熟重鎖の11位及び/若しくは38位及び/若しくは40位及び/若しくは43位及び/若しくは
44位及び/若しくは48位及び/若しくは68位及び/若しくは70位及び/若しくは72位、好まし
くは38、44、48、68、70及び72位にあり、又は好ましくは、ヒト抗体の成熟重鎖、より好
ましくは、配列番号89の配列を有する前記成熟重鎖の48、68、70及び72位にある、請求項
4又は5に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項７】
　アミノ酸置換が、ヒト抗体の成熟重鎖、好ましくは、配列番号90の配列を有する前記成
熟重鎖の27位及び/若しくは30位及び/若しくは37位及び/若しくは48位及び/若しくは49位
及び/若しくは67位及び/若しくは68位及び/若しくは70位及び/若しくは72位、好ましくは
、27、30、37、48、49、67、68、70及び72位、又は27、30、37、48、49、70及び72位にあ
る、請求項4又は5に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項８】
　アミノ酸置換が、成熟軽鎖、好ましくは、配列番号91の配列を有するヒト抗体の前記成
熟軽鎖の4位及び/若しくは53位及び/若しくは104位、好ましくは、4、53、及び104位にあ
る、請求項4から7のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコ
ンジュゲート。
【請求項９】
　アミノ酸置換が、ヒト抗体の成熟軽鎖、好ましくは、配列番号92の配列を有する前記成
熟軽鎖の2位及び/若しくは22位及び/若しくは42位及び/若しくは49位及び/若しくは64位
及び/若しくは67位及び/若しくは72位及び/若しくは85位、好ましくは、2、49及び67位に
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ある、請求項4から7のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくは
コンジュゲート。
【請求項１０】
　前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の少なくとも1つの重鎖相補性決定領域(CDRH)アミノ
酸配列及び/又は前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の少なくとも1つの軽鎖相補性決定領
域(CDRL)アミノ酸配列を含む、請求項1から9のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はそ
の断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項１１】
　-　配列番号3若しくは配列番号9のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号2若しくは配列番号8のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号1若しくは配列番号7のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH1)アミノ酸配列
を含む、請求項1から10のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若し
くはコンジュゲート。
【請求項１２】
　-　配列番号6若しくは配列番号12のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽
鎖相補性決定領域(CDRL3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号5若しくは配列番号11のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽
鎖相補性決定領域(CDRL2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号4若しくは配列番号10のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽
鎖相補性決定領域(CDRL1)アミノ酸配列
を含む、請求項1から11のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若し
くはコンジュゲート。
【請求項１３】
　配列番号14、22、24、26、18、32若しくは34又はその断片からなる群から選択されるア
ミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖可変領域アミノ酸配列及び/又は配列番
号16、28、30、20、36、38若しくは40又はその断片からなる群から選択されるアミノ酸配
列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖可変領域アミノ酸配列、又はその断片、誘導体
若しくはコンジュゲートを含む、請求項1から12のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又
はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項１４】
　配列番号26を含む重鎖可変領域アミノ酸配列及び配列番号30を含む軽鎖可変領域アミノ
酸配列を含む、請求項1から13のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導
体若しくはコンジュゲート。
【請求項１５】
　配列番号32又は配列番号34を含む重鎖可変領域アミノ酸配列及び配列番号40を含む軽鎖
可変領域アミノ酸配列を含む、請求項1から13のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又は
その断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項１６】
　抗体がIgG1アイソタイプのものである、請求項1から15のいずれか一項に記載のヒト化
抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート。
【請求項１７】
　請求項1から16のいずれか一項に記載のヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコ
ンジュゲートをコードする核酸分子、又は前記核酸、若しくはその縮重配列とハイブリダ
イズする核酸分子。
【請求項１８】
　配列番号13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、33、35、37、39、41、43、45、47
及び49からなる群から選択される少なくとも1つの核酸配列を含む、請求項17に記載の核
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酸分子。
【請求項１９】
　請求項17若しくは18に記載の核酸を含む、又は請求項1から16のいずれか一項に記載の
ヒト化抗体又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートをコードする発現ベクター。
【請求項２０】
　請求項1から16のいずれか一項に記載のヒト化抗体又はその断片、誘導体若しくはコン
ジュゲートを産生する宿主細胞。
【請求項２１】
　請求項1から16のいずれか一項に記載の少なくとも1つのヒト化抗体又はその断片、誘導
体若しくはコンジュゲート、又はその組合せを含む、又はそれからなる組合せ。
【請求項２２】
　請求項1に規定の抗体2EFと同じエピトープを認識し、それに結合する少なくとも1つの
抗体及び請求項１に規定の抗体2G10と同じエピトープを認識し、それに結合する1つの抗
体を含む、又はそれからなる請求項21に記載の組合せ、又はその断片、誘導体若しくはコ
ンジュゲート。
【請求項２３】
　請求項1から16のいずれか一項に記載の少なくとも1つのヒト化抗体又はその断片若しく
は誘導体若しくはコンジュゲート、又は請求項21若しくは22に記載の組合せ並びに薬学的
に許容される少なくとも1つの賦形剤及び/又はアジュバント及び/又は担体及び/又は希釈
剤を含む医薬組成物。
【請求項２４】
　医薬としての使用のため、好ましくは、腫瘍及び転移、より好ましくは、Trop-2を発現
する腫瘍及び転移の防止及び/又は処置における使用のための、更により好ましくは、少
なくとも1つの治療剤と組み合わせた、請求項1から16のいずれか一項に記載のヒト化抗体
又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート、又は請求項21若しくは22に記載の
組合せ、又は請求項23に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　対象における腫瘍又は転移を診断するため、及び/又はそれを発症する危険性を評価す
るため、及び/又はそれを予後診断するため、及び/又はその進行をモニタリングするため
、及び/又はその治療的処置の効能をモニタリングするため、及び/又はその治療的処置の
スクリーニングのためのin vitro又はex vivoでの方法であって、
　a)請求項1から16のいずれか一項に記載のヒト化抗Trop-2モノクローナル抗体又はその
断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート、又は請求項21若しくは22に記載の組合せを
用いて、対象から単離された試料中のTrop-2発現細胞を検出する工程、
　b)適切な対照及び/又は参照に対して比較する工程
を含む、方法。
【請求項２６】
　腫瘍又は転移を診断するか、及び/又はそれを発症する危険性を評価するか、及び/又は
それを予後診断するため、及び/又はその進行をモニタリングするため、及び/又はその治
療的処置の効能をモニタリングするため、及び/又はその治療的処置のスクリーニングの
ための方法における使用のための、請求項1から16のいずれか一項に記載のヒト化抗体又
はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート、又は請求項21若しくは22に記載の組
合せ。
【請求項２７】
　請求項1から16のいずれか一項に記載の少なくとも1つのヒト化抗体又はその断片若しく
は誘導体若しくはコンジュゲート、又は請求項21若しくは22に記載の組合せ、及び場合に
より、検出手段を含むキットであって、好ましくは、腫瘍及び転移の診断のためのもので
ある、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、ヒト化抗Trop-2モノクローナル抗体並びにその断片、誘導体及びコンジュゲ
ートに関する。特に、本発明は、高い効率でTrop-2分子の異なる領域を認識し、それに結
合することができる、ヒト及びマウスの混合起源の配列を含むモノクローナル抗体に関す
る。そのような抗体又はその断片、誘導体及びコンジュゲートを含有する医薬組成物もま
た、本発明の目的である。がんを含むヒト疾患の診断及び療法のためのそのような抗体並
びにその断片、誘導体及びコンジュゲートの使用は、本発明の別の目的である。
【背景技術】
【０００２】
　Trop-2(NCBI受託番号P09758.3)は、腫瘍関連カルシウムシグナル伝達因子2(TACSTD-2)(
Calabrese, Crescenziら、2001)とも呼ばれ、上皮細胞の表面上に発現されるI型膜貫通糖
タンパク質(Alberti, Miottiら、1992)である。Trop-2タンパク質は、3つのドメイン:ジ
スルフィド架橋に関与する12個のシステイン及び4個のN-グリコシル化部位を含む248アミ
ノ酸(aa)からなる細胞外ドメイン、23アミノ酸の膜貫通ドメイン、並びに26アミノ酸長で
あるC末端細胞内尾部に編成される。Trop-2の細胞外ドメインは、N末端に、EGF様ドメイ
ンに編成された、12個のシステインを含有する球形領域(P09758.3におけるaa 31～145)、
次いで、サイログロブリンドメインを含有し、細胞間接着に関与する。球形領域の後ろに
は、システインを含まない領域(P09758.3においてはaa 146～274)があり、細胞外ドメイ
ンを膜貫通ドメインに接続する支持ステムであると考えられる(Linnenbach, Sengら、199
3; Fornaro, Dell'Arcipreteら、1995)。
【０００３】
　特に、ヒトTrop-2(NCBI受託番号P09758.3)のアミノ酸配列は、
【化１】

(配列番号87)
であり、前記領域のアミノ酸配列は、
Trop-2球形領域(EGF様ドメイン及びサイログロブリンドメイン;配列番号87のaa 31～145)
:
QDNCTCPTNKMTVCSPDGPGGRCQCRALGSGMAVDCSTLTSKCLLLKARMSAPKNARTLVRPSEHALVDNDGLYDPDCDP
EGRFKARQCNQTSVCWCVNSVGVRRTDKGDLSLRC
Trop-2ステム領域(配列番号87のaa 146～274):
DELVRTHHILIDLRHRPTAGAFNHSDLDAELRRLFRERYRLHPKFVAAVHYEQPTIQIELRQNTSQKAAGEVDIGDAAYY
FERDIKGESLFQGRGGLDLRVRGEPLQVERTLIYYLDEIPPKFSMKRLT
である。
【０００４】
　細胞内尾部は、HIKEドメインを含有し、ホスファチジルイノシトール4-5-ビスリン酸(P
IP2)に結合することができ(Ciccarelli, Acciaritoら、2000)、セリン303にPKCリン酸化
部位を含む(Basu, Goldenbergら、1995)。
【０００５】
　Trop-2は、大多数のヒト癌腫において、メッセンジャーRNA(mRNA)レベルとタンパク質
レベルとの両方で過剰発現される(Ali, Aloisiら、2013)。この過剰発現は、膵臓(Bosco,
 Antonsenら、2011)、胃(Muhlmann, Spizzoら、2009)、口腔(Fong, Moserら、2008)、結
腸直腸(Ohmachi, Tanakaら、2006; Fang, Luら、2009)、卵巣(Bignotti, Todeschiniら、
2010)、及び肺(Jiang, Gaoら、2013)のもの等の、がんにおける侵攻性の増大及び予後不
良と関連する。様々な起源の実験的腫瘍におけるTrop-2の過剰発現は、発現のレベルに比
例して、in vitroとin vivoの両方において、細胞増殖を刺激することができる。同様に
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、特異的サイレンシング(si)RNAによるTrop-2発現の阻害は、増殖を阻害する。したがっ
て、Trop-2は、がん細胞の増殖を誘導するのに必要かつ十分である。腫瘍増殖のためのこ
の刺激シグナルは、サイクリンD1及びERK/MEKシグナリング経路のTrop-2依存的活性化並
びにCREB1、Jun、NF-κB、Rb、STAT1及びSTAT3の活性化を介して動作する(Guerra, Trero
tolaら、2013)。
【０００６】
　Trop-2に関する腫瘍関連突然変異は発見されていない。したがって、過剰発現されるTr
op-2は、配列に関して野生型(wt)分子である。しかしながら、本発明の著者らは、腫瘍が
、異なる翻訳後修飾と関連する、局在化が異なる異種型のTrop-2を含有することを最近示
した(Ambrogi, Forniliら、2014)。著者らはまた、異なる型のTrop-2が反対の予後的影響
を有することも示した。乳がんにおいては、特に、膜Trop-2は有害な予後因子であるが、
細胞質Trop-2は良好な予後と関連する(Ambrogi, Forniliら、2014)。異種グリコシル化は
、健康な組織/遠位部位と比較して、腫瘍及び周囲の組織においてより多くグリコシル化
された形態の示差的発現を示す、Trop-2ホモログであるTrop-1/EpCAMについても記載され
ている(Pauli, Munzら、2003)。
【０００７】
　膜レベルでの過剰発現、腫瘍における機能的役割及び負の予測値は、Trop-2を抗がん免
疫療法のための正当な標的にする。
【０００８】
　本発明の著者らは、WO2010089782及び(Ambrogi, Forniliら、2014)に記載されたTrop-2
細胞外ドメインの異なる領域及び異なるグリコシル化状態に対して高い親和性を有し、そ
れを特異的に指向する、同種であるマウス抗Trop-2モノクローナル抗体を開発した。これ
らの抗体、特に、Advanced Biotechnology Center - ICLC of Genoa (Italy)に番号PD 08
021で寄託されたハイブリドーマにより産生される2EF抗体、及びAdvanced Biotechnology
 Center - ICLC of Genoaに番号PD 08020で寄託されたハイブリドーマにより産生される2
G10抗体は、Trop-2の球形領域(配列番号87のaa 31～145;2EF抗体)又は「ステム」領域(配
列番号87のaa 146～274、2G10抗体)を特異的かつ示差的に認識することができる。それら
はTrop-2の異なる領域を認識するため、これらの抗体は標的への結合について競合せず、
腫瘍細胞に結合することができる抗体の分子数が増加する。2EF抗体はまた、侵攻性の高
い腫瘍と潜在的に関連する、標的の特定の型の翻訳後修飾に選択的に結合する(Ambrogi, 
Forniliら、2014)。これらの抗体は、免疫不全マウスに移植されたヒトがん細胞上で測定
された場合、高いin vivo抗腫瘍活性を有し、この活性は2種の抗体を同時投与した場合、
相乗的に増加する。したがって、2EF及び2G10抗体は、それらをこれまで記載された他の
抗Trop-2よりも良好なものにする、組み合わせた抗がん治療的使用のための特異的特徴を
有する((Fradet, Cordon-Cardoら、1984); WO2003074566、US2004001825、US2007212350
、US2008131363; WO2008144891; US2012237518; CN102827282; WO2011145744; WO2013068
946)。
【０００９】
　マウスモノクローナル抗体は、ヒトにおけるその使用についていくつかの制限があり、
それらを治療的使用にとって不適当なものにしている。マウスIgGは、ヒト起源の抗体の
血漿半減期(約3週間)よりもはるかに短い(数時間)血漿半減期を有する。マウス起源の分
子は、ヒト免疫系によって認識され、ヒト抗マウス抗体(ヒト抗マウス抗体(HAMA))の産生
を特徴とする免疫応答を誘発する。HAMAは、最初の投与後にマウス抗体を不活化し、除去
する。更に、マウス抗体とHAMAとの複合体の形成は、重篤なアレルギー反応、更にはアナ
フィラキシーショックまでも引き起こし得る。これらの理由から、マウス抗体を、療法の
経過中に反復投与のために使用することはできない。更に、ヒトとマウスの免疫系の違い
のため、マウスFc部分は、補体を活性化し、免疫系の抗体依存的細胞性細胞傷害性(ADCC)
を刺激する能力が低下しており、したがって、治療的使用を制限している(Khazaeli, Con
ryら、1994)。
【００１０】
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　マウス起源のモノクローナル抗体のヒトにおける治療的使用に対するこの制限は、抗原
と接触する表面の形成にとって重要である元の抗体のアミノ酸残基を保持しながら、マウ
ス起源の抗体の配列の一部の、ヒト起源の配列との置き換えである、ヒト化プロセスによ
って克服することができる。様々なレベルのヒト化を、組換えDNA技術を適用することに
よって実行することができる。第1のレベルのヒト化は、マウス可変領域とヒト定常領域
との融合である(Morrison, Johnsonら、1984)。得られるキメラ抗体は、マウスタンパク
質の約33%を保持し、ヒトエフェクター媒介性細胞傷害性を刺激することができる(Liu, R
obinsonら、1987)。しかしながら、再度、ヒト抗キメラ抗体(HACA)の産生と共に、キメラ
抗体のマウスペプチド配列に対するヒト免疫応答があってもよい(Afif, Loftusら、2010)
。この課題は、マウス抗体の可変領域の相補性決定領域(CDR)(典型的には、分子の5～10%
)を、抗体のフレームワークを形成するヒト起源の配列上に「移植」する、ヒト化抗体の
作出によって克服される。
【００１１】
　遺伝子操作のこれらの連続的段階は、ヒトにおける有害反応の可能性を次第に低下させ
るが、抗体特性に大幅に影響し得る。例えば、ヌクレオチド配列の新しい組合せが、新し
い調節配列を作出するか、又はクリプティック調節配列、例えば、スプライシングシグナ
ルを活性化する場合、組換え抗体をコードするcDNAの不安定性の課題があり得る。遭遇す
ることが多い別の課題は、精製プロセスの過程中、又は患者への投与後に免疫グロブリン
沈降をもたらす、化学的不安定性、例えば、抗体の可溶性の喪失である。更に、ヒト化プ
ロセスに関して、通常は、抗体自身の治療効能に対する負の影響と共に、数桁規模の低下
であり得る、標的に対する抗体の親和性の低下が存在する。これは、分子の三次元折り畳
みの間に、マウスCDRによる抗体と抗原との接触表面の形成及び提示を改変するヒトフレ
ームワークの導入に起因するものである。この課題を克服するために、フレームワーク配
列を変化させ、数十億の可能な組合せのうち、標的に対する抗体の親和性に対する影響が
最も大きいものを発見しようとすることが必要である。
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【特許文献３】US2004001825
【特許文献４】US2007212350
【特許文献５】US2008131363
【特許文献６】WO2008144891
【特許文献７】US2012237518
【特許文献８】CN102827282
【特許文献９】WO2011145744
【特許文献１０】WO2013068946
【特許文献１１】米国特許第4,676,980号
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、Public Health Service、National Institutes of Health、Bethesda、MD、1991
【非特許文献３】Kabatら、Sequences of Proteins of Immunological Interest、第5版
、NIH Publication 91-3242、Bethesda MD (1991)、vols. 1～3
【非特許文献４】Chothia及びLesk、J. Mol. Biol. 196:901～917頁、1987
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【非特許文献６】Kindtら、Kuby Immunology、第6版、W.H. Freeman and Co.、91頁、200
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【非特許文献８】Clarksonら、Nature 352:624～628頁、1991
【非特許文献９】Chenら、J. Mol. Biol. 293:865～881頁(1999)
【非特許文献１０】Flynnら、Science, 2015
【非特許文献１１】Weber AM, Pharmacol Ther. 2015
【非特許文献１２】Begg AC, Nat Rev Cancer. 2011
【非特許文献１３】Kelley MR, Future Oncol. 2014
【非特許文献１４】Ward A, Cancer Treat Rev. 2015
【非特許文献１５】Feng FY, Mol Cell. 2015
【非特許文献１６】Luら、Front. Med. 2013
【非特許文献１７】Neidle FEBS J、2010
【非特許文献１８】Muller及びRodriguez、Expert Rev Clin Pharmacol. 2014
【非特許文献１９】Sissi及びPalumbo、Curr Pharm Des. 2014
【非特許文献２０】Salvatiら、NAR、2015
【非特許文献２１】www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　マウスモノクローナル抗体の治療的制限を克服するために、本発明の著者らは、Trop-2
分子の異なる領域及び異なる翻訳後修飾状態を高い効率で認識し、それに結合することが
できるヒト化抗Trop-2モノクローナル抗体を開発した。
【００１５】
　これは、マウス2G10及び2EF抗体中に標的化された変化を導入することからなる操作/最
適化のラウンドを連続して実施することによって達成されたが、そのような変化は、当業
界で公知の技術にただ基づくだけでは予測可能ではない。この目的のために、キメラCH-2
EF及びCH-2G10抗体を最初に構築した後、初期にヒト化されたバージョン:Hu-2EF-4、Hu-2
EF-5、Hu-2G10-1、Hu-2G10-2、Hu-2G10-3及びHu-2G10-4を構築した。しかしながら、これ
らの抗体は、これらの第1のヒト化バージョンの全てにおいて、負の特性:凝集体の形成及
び可溶性の喪失(CH-2EF抗体について)と共に、化学的不安定性、並びにTrop-2に対する親
和性の喪失を示した。その後、Trop-2に対する親和性を回復するために、他の新しいアミ
ノ酸残基を、ヒトフレームワーク中で置き換えたが、前記アミノ酸は、数十億の異なる配
列を有するコンビナトリアルライブラリーの作出及び分析を用いる必要がなく、抗体分子
の構造及び三次元折り畳みの標準的でない予測によって同定された。これにより、著者ら
は、抗マウス抗体によって認識されず、Trop-2の細胞外ドメインの異なる領域及び翻訳後
修飾の様々な形態を特異的に指向する、高い親和性を有するヒト化モノクローナル抗体（
例えば、Hu-2EF-7、Hu-2G10-5及びHu-2G10-6）を取得することができた。そのような抗体
は、診断及びヒト療法、特に、Trop-2を発現する腫瘍及び転移のin vivoでの診断及び防
止及び処置において、単独で、又は組合せとして一緒に用いられる。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明は、Trop-2の翻訳後修飾の異なる領域又は特定の形態を、高い効率で認識し、そ
れに結合することができる、ヒト化抗Trop-2モノクローナル抗体、その断片、誘導体及び
コンジュゲートを指し、そのような抗体は2EF及び2G10モノクローナル抗体から得られる
。
【００１７】
　本発明による抗体は、それらが好ましくは、ヒト及びマウス配列の組合せを含み、マウ
ス起源の配列が、重鎖(VH)及び軽鎖(VL)の可変領域中に、以下のアミノ酸配列:VH-CDR1:N
YWIG(配列番号1)、VH-CDR2:DIYPGGGYTNYNEKFKG(配列番号2)、VH-CDR3:GTGGGDY(配列番号3
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)(重鎖)及びVL-CDR1:RASQSVSTSSYSYMH(配列番号4)、VL-CDR2 YASNLES(配列番号5)、VL-CD
R3 QHSWEIPYT(配列番号6)(軽鎖)を含有する群;又はVH-CDR1:SSYIS(配列番号7)、VH-CDR2:
WIYAGTGGTSYNQKFTG(配列番号8)、VH-CDR3:HNPRYYAMDY(配列番号9)(重鎖)及びVL-CDR1:ITS
TDIDDDMN(配列番号10)、VL-CDR2:EGNTLRP(配列番号11)、VL-CDR3:LQSDNLPYT(配列番号12)
(軽鎖)を含有する群から選択される1つ、2つ又は3つ全部のCDRを含むことを特徴とする。
【００１８】
　したがって、本発明の目的は、Advanced Biotechnology Center (ABC)に番号PD 08021
で寄託されたハイブリドーマにより産生される抗体2EF、又はAdvanced Biotechnology Ce
nter (ABC)に番号PD 08020で寄託されたハイブリドーマにより産生される抗体2G10と同じ
エピトープを認識し、それに結合する、ヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコン
ジュゲートである。
【００１９】
　本発明による抗体は、抗Trop-2抗体である。
【００２０】
　本発明の態様において、前記ヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲー
トは、ヒト抗体の少なくとも1つの重鎖若しくは少なくとも1つのヒトコンセンサスフレー
ムワークに由来する可変ドメインフレームワーク領域及び/又はヒト抗体の少なくとも1つ
の軽鎖若しくは少なくとも1つのヒトコンセンサスフレームワークに由来する可変ドメイ
ンフレームワーク領域を含む。
【００２１】
　上で用いられた用語「由来する」は、ヒト抗体又はヒトコンセンサスフレームワークか
ら誘導される可変ドメインフレームワーク領域と意図され得る。
【００２２】
　好ましくは、ヒト抗体の前記重鎖又はヒトコンセンサスフレームワークは、前記抗体2E
F若しくは前記抗体2G10の重鎖と少なくとも50%相同であり、及び/又はヒト抗体の前記軽
鎖又はヒトコンセンサスフレームワークは、前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の軽鎖と
少なくとも50%相同である。
【００２３】
　より好ましくは、成熟型のヒト抗体の前記重鎖又はヒトコンセンサスフレームワークは
、成熟型の前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の重鎖とアミノ酸レベルで少なくとも50%相
同であり、及び/又は成熟型のヒト抗体の前記軽鎖又はヒトコンセンサスフレームワーク
は、成熟型の前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の軽鎖とアミノ酸レベルで少なくとも50%
相同である。
【００２４】
　本発明の好ましい実施形態において、ヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコン
ジュゲートは、前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の少なくとも1つの重鎖相補性決定領域
(CDRH)アミノ酸配列及び/又は前記抗体2EF若しくは前記抗体2G10の少なくとも1つの軽鎖
相補性決定領域(CDRL)アミノ酸配列を含む。
【００２５】
　好ましくは、前記可変ドメインフレームワーク領域において、少なくとも1つのアミノ
酸は、マウス抗体の重鎖若しくはマウスコンセンサスフレームワークに由来するか、及び
/又はマウス抗体の軽鎖若しくはマウスコンセンサスフレームワークに由来する対応する
残基、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートと置換される。
【００２６】
　好ましくは、前記マウス抗体は、上記で定義された抗体2EF若しくは抗体2G10であるか
、及び/又は上記で定義された抗体2EF若しくは抗体2G10から誘導されるマウスコンセンサ
スフレームワークである。
【００２７】
　更に好ましい実施形態においては、重鎖可変領域のフレームワークは、配列番号88又は
配列番号89のフレームワークに少なくとも50%の同一性を有し、軽鎖可変領域のフレーム
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ワークは、配列番号91のフレームワークに少なくとも50%の同一性を有する。
【００２８】
　更に好ましい実施形態においては、重鎖可変領域のフレームワークは、配列番号90のフ
レームワークに少なくとも50%の同一性を有し、軽鎖可変領域のフレームワークは、配列
番号92のフレームワークに少なくとも50%の同一性を有する。
【００２９】
　本発明の好ましい態様において、アミノ酸置換は、ヒト抗体の成熟重鎖、より好ましく
は、配列番号88の配列を有する前記成熟重鎖の11及び/若しくは38及び/若しくは40及び/
若しくは43及び/若しくは44及び/若しくは48及び/若しくは68及び/若しくは70及び/若し
くは72位、好ましくは、38、44、48、68、70及び72位にあるか、又は好ましくは、ヒト抗
体の成熟重鎖、より好ましくは、配列番号89の配列を有する前記成熟重鎖の48、68、70及
び72位にある。
【００３０】
　好ましい実施形態においては、前記成熟重鎖は、配列番号93又は94のものを有する。
【００３１】
　好ましくは、上記置換は、以下の通りである:
　Hu2EF VH4:
44位のR(ヒト)の代わりにG(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス);
　Hu2EF VH5(アクセプターVHと異なるヒトIgG):
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のM(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス);
　最終ヒト化抗体のために選択されるHu2EF VH4 R38K変異体=VH7:
38位のR(ヒト)の代わりにK(マウス)
44位のR(ヒト)の代わりにG(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス);
　Hu2EF VH4 V11L変異体:
11位のV(ヒト)の代わりにL(マウス)
44位のR(ヒト)の代わりにG(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス);
　Hu2EF VH4 A40R変異体:
40位のA(ヒト)の代わりにR(マウス)
44位のR(ヒト)の代わりにG(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス);
　Hu2EF VH4 Q43H変異体:
43位のQ(ヒト)の代わりにH(マウス)
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44位のR(ヒト)の代わりにG(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにA(マウス)。
【００３２】
　本発明の更に好ましい態様において、アミノ酸置換は、ヒト抗体の成熟重鎖、好ましく
は、配列番号90の配列を有する前記成熟重鎖の27及び/若しくは30及び/若しくは37及び/
若しくは48及び/若しくは49及び/若しくは67及び/若しくは68及び/若しくは70及び/若し
くは72位、好ましくは、27、30、37、48、49、67、68、70及び72位、又は27、30、37、48
、49、70及び72位にある。
【００３３】
　好ましい実施形態においては、前記成熟重鎖は、配列番号95の配列を有する。
【００３４】
　好ましくは、上記置換は、以下の通りである:
　Hu2G10 VH1:
27位のY(ヒト)の代わりにF(マウス)
30位のT(ヒト)の代わりにS(マウス)
37位のV(ヒト)の代わりにL(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
49位のG(ヒト)の代わりにA(マウス)
67位のR(ヒト)の代わりにK(マウス)
68位のV(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにV(マウス);
　Hu2G10 VH2:
27位のY(ヒト)の代わりにF(マウス)
30位のT(ヒト)の代わりにS(マウス)
37位のV(ヒト)の代わりにL(マウス)
48位のM(ヒト)の代わりにI(マウス)
49位のG(ヒト)の代わりにA(マウス)
70位のI(ヒト)の代わりにL(マウス)
72位のR(ヒト)の代わりにV(マウス)。
【００３５】
　好ましくは、アミノ酸置換は、成熟軽鎖、好ましくは、配列番号91の配列を有するヒト
抗体の前記成熟軽鎖の、4及び/若しくは53及び/若しくは104位、好ましくは、4、53、及
び104位にある。
【００３６】
　好ましい実施形態においては、前記成熟軽鎖は、配列番号96の配列を有する。
【００３７】
　好ましくは、上記置換は、以下の通りである:
　Hu2EF VL1:
53位のY(ヒト)の代わりにK(マウス);
　最終ヒト化抗体のために選択されるHu2EF VL2:
4位のM(ヒト)の代わりにL(マウス)
53位のY(ヒト)の代わりにK(マウス)
104位のQ(ヒト)の代わりにG(マウス)。
【００３８】
　別の好ましい実施形態においては、アミノ酸置換は、ヒト抗体の成熟軽鎖、好ましくは
、配列番号92の配列を有する前記成熟軽鎖の、2及び/若しくは22及び/若しくは42及び/若
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しくは49及び/若しくは64及び/若しくは67及び/若しくは72及び/若しくは85位、好ましく
は、2、49及び67位にある。
【００３９】
　好ましい実施形態においては、前記成熟軽鎖は、配列番号97の配列を有する。
【００４０】
　好ましくは、上記置換は、以下の通りである:
　Hu2G10 VL1:
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス);
　Hu2G10 VL2:
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス);
　Hu2G10 VL3(VL1 I2T変異体):
2位のI(ヒト)の代わりにT(マウス)
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス);
　Hu2G10 VL1 T22R変異体
22位のT(ヒト)の代わりにR(マウス)
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス);
　Hu2G10 VL1 K42E変異体
42位のK(ヒト)の代わりにE(マウス)
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス);
　Hu2G10 VL1 G64S変異体
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
64位のG(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス);
　Hu2G10 VL1 T72V変異体
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス)
72位のT(ヒト)の代わりにV(マウス);
　Hu2G10 VL1 T85D変異体
49位のY(ヒト)の代わりにS(マウス)
67位のS(ヒト)の代わりにY(マウス)
85位のT(ヒト)の代わりにD(マウス)。
【００４１】
　好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲ
ートは、
　-　配列番号3若しくは配列番号9のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号2若しくは配列番号8のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号1若しくは配列番号7のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖
相補性決定領域(CDRH1)アミノ酸配列
を含む。
【００４２】
　より好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジ
ュゲートは、
　-　配列番号3のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH3)アミノ酸配列及び/又は



(13) JP 2018-500930 A 2018.1.18

10

20

30

40

50

　-　配列番号2のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号1のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH1)アミノ酸配列
を含む。
【００４３】
　より好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジ
ュゲートは、
　-　配列番号9のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号8のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号7のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CD
RH1)アミノ酸配列
を含む。
【００４４】
　好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若
しくはコンジュゲートは、
　-　配列番号6若しくは12のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性
決定領域(CDRL3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号5若しくは11のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性
決定領域(CDRL2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号4若しくは10のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性
決定領域(CDRL1)アミノ酸配列
を含む。
【００４５】
　より好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジ
ュゲートは、
　-　配列番号6のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CD
RL3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号5のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CD
RL2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号4のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CD
RL1)アミノ酸配列
を含む。
【００４６】
　より好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジ
ュゲートは、
　-　配列番号12のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(C
DRL3)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号11のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(C
DRL2)アミノ酸配列及び/又は
　-　配列番号10のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(C
DRL1)アミノ酸配列
を含む。
【００４７】
　好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲ
ートは、配列番号1のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域
(CDRH1)アミノ酸配列及び配列番号2のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重
鎖相補性決定領域(CDRH2)アミノ酸配列及び配列番号3のアミノ酸配列に少なくとも80%の
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同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH3)アミノ酸配列を含む。
【００４８】
　好ましくは、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲ
ートは、配列番号7のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域
(CDRH1)アミノ酸配列及び配列番号8のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重
鎖相補性決定領域(CDRH2)アミノ酸配列及び配列番号9のアミノ酸配列に少なくとも80%の
同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH3)アミノ酸配列を含む。
【００４９】
　好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若
しくはコンジュゲートは、配列番号4のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽
鎖相補性決定領域(CDRL1)アミノ酸配列及び配列番号5のアミノ酸配列に少なくとも80%の
同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL2)アミノ酸配列及び配列番号6のアミノ酸配列に
少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL3)アミノ酸配列を更に含む。
【００５０】
　好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若
しくはコンジュゲートは、配列番号10のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する
軽鎖相補性決定領域(CDRL1)アミノ酸配列及び配列番号11のアミノ酸配列に少なくとも80%
の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL2)アミノ酸配列及び配列番号12のアミノ酸配
列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL3)アミノ酸配列を更に含む
。
【００５１】
　本発明の更に好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断
片、誘導体若しくはコンジュゲートは、
　配列番号9のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH3
)アミノ酸配列並びに
　配列番号8のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH2
)アミノ酸配列、
　配列番号7のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH1
)アミノ酸配列、
　配列番号12のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL
3)アミノ酸配列、
　配列番号11のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL
2)アミノ酸配列、及び
　配列番号10のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL
1)アミノ酸配列
からなる群から選択される少なくとも1つの相補性決定領域
を含む。
【００５２】
　本発明の別の好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断
片、誘導体若しくはコンジュゲートは、
　配列番号3のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH3
)アミノ酸配列並びに
　配列番号2のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH2
)アミノ酸配列、
　配列番号1のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖相補性決定領域(CDRH1
)アミノ酸配列、
　配列番号6のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL3
)アミノ酸配列、
　配列番号5のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL2
)アミノ酸配列、及び
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　配列番号4のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖相補性決定領域(CDRL1
)アミノ酸配列
からなる群から選択される少なくとも1つの相補性決定領域
を含む。
【００５３】
　更に好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導
体若しくはコンジュゲートは、配列番号1に少なくとも80%の同一性を有するCDRH1アミノ
酸配列、配列番号2に少なくとも80%の同一性を有するCDRH2アミノ酸配列、配列番号3に少
なくとも80%の同一性を有するCDRH3アミノ酸配列、配列番号4に少なくとも80%の同一性を
有するCDRL1アミノ酸配列、配列番号5に少なくとも80%の同一性を有するCDRL2アミノ酸配
列及び配列番号6に少なくとも80%の同一性を有するCDRL3アミノ酸配列を含む。
【００５４】
　別の好ましい実施形態においては、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導
体若しくはコンジュゲートは、配列番号7に少なくとも80%の同一性を有するCDRH1アミノ
酸配列、配列番号8に少なくとも80%の同一性を有するCDRH2アミノ酸配列、配列番号9に少
なくとも80%の同一性を有するCDRH3アミノ酸配列、配列番号10に少なくとも80%の同一性
を有するCDRL1アミノ酸配列、配列番号11に少なくとも80%の同一性を有するCDRL2アミノ
酸配列及び配列番号12に少なくとも80%の同一性を有するCDRL3アミノ酸配列を含む。
【００５５】
　好ましくは、本発明によるヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート
は、配列番号14、22、24、26、18、32、若しくは34若しくはその断片からなる群から選択
されるアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖可変領域アミノ酸配列及び/又
は配列番号16、28、30、20、36、38若しくは40若しくはその断片からなる群から選択され
るアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖可変領域アミノ酸配列を含む。
【００５６】
　配列番号14、22、24又は26のアミノ酸配列の断片は、前記配列の断片aa 20～135であっ
てもよい。
【００５７】
　配列番号18、32又は34のアミノ酸配列の断片は、前記配列の断片aa20～138であっても
よい。
【００５８】
　配列番号20、36、38又は40のアミノ酸配列の断片は、前記配列の断片aa21～127であっ
てもよい。
【００５９】
　配列番号16、28又は30のアミノ酸配列の断片は、前記配列の断片aa21～131であっても
よい。
【００６０】
　好ましくは、本発明によるヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲート
は、以下の組合せによる、以下のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖可
変領域アミノ酸配列及び以下のアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖可変
領域アミノ酸配列:
配列番号14及び16、
配列番号14及び28、
配列番号14及び30、
配列番号22及び16、
配列番号22及び28、
配列番号22及び30、
配列番号24及び16、
配列番号24及び28、
配列番号24及び30、
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配列番号26及び16、
配列番号26及び28、
配列番号26及び30、
配列番号18及び20、
配列番号18及び36、
配列番号18及び38、
配列番号18及び40、
配列番号32及び20、
配列番号32及び36、
配列番号32及び38、
配列番号32及び40、
配列番号34及び20、
配列番号34及び36、
配列番号34及び38、
配列番号34及び40
を含む。
【００６１】
　本発明によるヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートは、好ましく
は、配列番号26を含むアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖可変領域アミ
ノ酸配列及び配列番号30を含むアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽鎖可変
領域アミノ酸配列を含む。好ましくは、本発明によるヒト化抗体、又はその断片、誘導体
若しくはコンジュゲートは、好ましくは、配列番号26を含む重鎖可変領域アミノ酸配列及
び配列番号30を含む軽鎖可変領域アミノ酸配列を含む。
【００６２】
　本発明によるヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートは、好ましく
は、配列番号32又は34を含むアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する重鎖可変領
域アミノ酸配列及び配列番号40を含むアミノ酸配列に少なくとも80%の同一性を有する軽
鎖可変領域アミノ酸配列を含む。好ましくは、本発明によるヒト化抗体、又はその断片、
誘導体若しくはコンジュゲートは、好ましくは、配列番号32又は配列番号34を含む重鎖可
変領域アミノ酸配列及び配列番号40を含む軽鎖可変領域アミノ酸配列を含む。好ましくは
、上記で定義されたヒト化抗体又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートは、IgG1ア
イソタイプのものである。
【００６３】
　本発明の更なる目的は、上記で定義されたヒト化抗体又はその断片、誘導体若しくはコ
ンジュゲートをコードする核酸分子、又は前記核酸分子とハイブリダイズする核酸分子、
又はその縮重配列である。
【００６４】
　好ましくは、前記核酸分子は、配列番号13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、33
、35、37、39、41、43、45、47、49からなる群から選択される少なくとも1つの核酸配列
を含む。
【００６５】
　本発明の別の目的は、上記で定義された核酸を含むか、又は上記で定義されたヒト化抗
体又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲートをコードする発現ベクターである。
【００６６】
　本発明の更なる目的は、上記で定義されたヒト化抗体又はその断片、誘導体若しくはコ
ンジュゲート、上記で定義されたヒト化抗体、又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲ
ート、又はその組合せのうちの少なくとも1つを含むか、又はそれからなる組合せを産生
する宿主細胞であり、好ましくは、前記組合せは、上記で定義された抗体2EFと同じエピ
トープを認識し、それに結合する少なくとも1つの抗体及び上記で定義された抗体2G10と
同じエピトープを認識し、それに結合する1つの抗体、又はその断片、誘導体若しくはコ
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ンジュゲートを含むか、又はそれからなる。より好ましくは、前記組合せは、Hu-2EF-7及
びHu-2G10-5又はHu-2EF-7及びHu-2G10-6を含む。
【００６７】
　本発明の別の目的は、上記で定義された少なくとも1つのヒト化抗体又はその断片若し
くは誘導体若しくはコンジュゲート、又は本発明による組合せと、薬学的に許容される少
なくとも1つの賦形剤及び/又はアジュバント及び/又は担体及び/又は希釈剤とを含む医薬
組成物である。
【００６８】
　本発明の更なる目的は、医薬としての使用のため、好ましくは、腫瘍及び転移、より好
ましくは、Trop-2を発現する腫瘍及び転移の防止及び/又は処置における使用のための、
上記で定義されたヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート又は組
合せ、又は医薬組成物である。
【００６９】
　本発明の文脈において、腫瘍は、内皮、乳房、頭頸部、甲状腺、結腸直腸、胃、肺、卵
巣、前立腺、膵臓、子宮頸部、腎臓及び膀胱(尿路上皮)腫瘍を含む。
【００７０】
　好ましい実施形態においては、ヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジ
ュゲート、又は組合せ、又は医薬組成物は、少なくとも1つの治療剤との組合せ中にある
。
【００７１】
　本発明の別の目的は、対象における腫瘍又は転移を生じる危険性を診断するか、及び/
若しくは評価するか、及び/若しくはそれを予後診断するため、並びに/又はその進行をモ
ニタリングするため、並びに/又はその治療的処置の効能をモニタリングするため、並び
に/又はその治療的処置をスクリーニングするためのin vitro又はex vivoでの方法であっ
て、
　a)対象から単離された試料中のTrop-2発現細胞を、本発明によるヒト化抗Trop-2モノク
ローナル抗体又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート又は本発明による組合
せを用いて検出するステップと、
　b)適切な対照及び/又は参照に関して比較するステップと
を含む、方法である。
【００７２】
　本発明の別の目的は、腫瘍又は転移を生じる危険性を診断するか、及び/若しくは評価
するか、及び/若しくはそれを予後診断するため、並びに/又はその進行をモニタリングす
るため、並びに/又はその治療的処置の有効性をモニタリングするため、並びに/又はその
治療的処置をスクリーニングするための方法における使用のための、本発明によるヒト化
抗体又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲート又は組合せである。
【００７３】
　本発明の更なる目的は、本発明による少なくとも1つのヒト化抗体又はその断片若しく
は誘導体若しくはコンジュゲート、又は本発明による組合せと、場合により検出手段とを
含み、好ましくは、腫瘍及び転移の診断のためのものである、キットである。
【００７４】
　抗体2EFを産生するハイブリドーマは、ブダペスト条約の下で、Advanced Biotechnolog
y Center (ABC), Interlab Cell Line Collectionに、2008年8月27日に番号PD08021とし
て寄託された(寄託情報:
微生物寄託番号: PD08021;
寄託施設名: Advanced Biotechnology Center (ABC) (「Centro di Bitoecnologie Avanz
ate (CBA)」);
寄託施設住所: Interlab Cell Line Collection (Biotechnology Dept); Largo Rossana 
Benzi, 10, 16132 Genova, Italy;
寄託日:2008年8月27日)。
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【００７５】
　抗体2G10を産生するハイブリドーマは、ブダペスト条約の下で、Advanced Biotechnolo
gy Center (ABC), Interlab Cell Line Collectionに、2008年8月27日に番号PD08020とし
て寄託された(寄託情報:
微生物寄託受託番号: PD08020;
寄託施設名: Advanced Biotechnology Center (ABC) (“Centro di Bitoecnologie Avanz
ate (CBA)");
寄託施設住所: Interlab Cell Line Collection (Biotechnology Dept); Largo Rossana 
Benzi, 10, 16132 Genova, Italy;
寄託日:2008年8月27日)。
【００７６】
　本発明はまた、親和性又は結合特異性をモジュレートするための記載されたCDRの突然
変異体も含む。
【００７７】
　本発明はまた、標的の翻訳後修飾の異なる部分又は特定の形態に対する高い親和性を有
し、それを指向する、ヒト化抗Trop-2モノクローナル抗体、又はその誘導体も提供し、そ
のような抗体は、ヒトにおいて免疫応答を誘導しないペプチドをコードするヒト免疫グロ
ブリン(IgM、IgD、IgG、IgA、IgE)の配列と組み合わせた、上記で定義された重鎖及び軽
鎖可変領域を含む。
【００７８】
　本発明の好ましい態様において、本明細書ではCh2EFと定義される、キメラ抗体Ch2EF-I
gG1/κの産生のために、配列番号14(又は配列番号13のそのコード核酸)の重鎖(図1)及び
配列番号16(又は配列番号15のそのコード核酸)の軽鎖(図2)の可変領域を、ヒト免疫グロ
ブリン(Ig)の、それぞれ、ガンマ-1(G1)重鎖定常領域及びカッパ(κ)軽鎖定常領域に連結
した。本発明の別の態様においては、本明細書ではCh2G10と定義される、キメラ抗体Ch2G
10-IgG1/κの産生のために、配列番号18(又は配列番号17のそのコード核酸)の重鎖(図3)
及び配列番号20(又は配列番号19のそのコード核酸)の軽鎖(図4)の可変領域を、ヒトIgの
、それぞれ、G1重鎖定常領域及びκ軽鎖定常領域に連結した。
【００７９】
　好ましくは、本発明の抗体は、配列番号22、配列番号24、配列番号26からなる群から選
択される(又は配列番号21、配列番号23、配列番号25からなる群から選択されるヌクレオ
チド配列によりコードされる)配列を含むVH領域(図5～図7)と共に、配列番号28、配列番
号30からなる群から選択される(又は配列番号27及び配列番号29からなる群から選択され
るヌクレオチド配列によりコードされる)配列を含むVL領域(図8～図9)を有するヒト化Hu2
EF抗体、並びに配列番号32、配列番号34からなる群から選択される(又は配列番号31、配
列番号33からなる群から選択されるヌクレオチド配列によりコードされる)配列を含むVH
領域(図10～図11)と共に、配列番号36、配列番号38、配列番号40からなる群から選択され
る(又はそのヌクレオチド配列によりコードされる)(又は配列番号35配列番号37、配列番
号39からなる群から選択されるヌクレオチド配列によりコードされる)配列を含むVL領域(
図12～図14)を有するヒト化Hu2G10抗体である。
【００８０】
　簡潔にするために、本発明による好ましい抗体は、Hu2EF-7(配列番号26及び配列番号30
を含む)、Hu2G10-5(配列番号32及び配列番号40を含む)並びにHu2G10-6(配列番号34及び配
列番号40を含む)の名称で同定される。本発明はそのような抗体に焦点を合わせるが、本
発明の例示として、当業者であれば、一度、本開示が与えられたら、他の類似抗体、及び
その抗体断片、並びにこれらの類似抗体の抗体断片を、本発明の範囲内で産生及び使用す
ることができることを理解できる。当業者であれば、そのような類似抗体を、合理的な量
の実験によって産生することができる。
【００８１】
　更に好ましくは、抗体は、scFv、Fv断片、Fab断片、F(ab)2断片、マルチマー抗体、エ
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ピトープ結合領域を含有するペプチド又はタンパク質分解断片である。
【００８２】
　本発明による抗体、又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲートは、好ましく
は、配列番号42、配列番号46及び配列番号50からなる群から選択される配列を含むG1重鎖
を含む。
【００８３】
　本発明による抗体、又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲートは、好ましく
は、配列番号44及び配列番号48からなる群から選択される配列を含むκ軽鎖を含む。
【００８４】
　好ましい態様において、本発明の抗体は、配列番号42のG1重鎖(図15)及び配列番号44の
κ軽鎖(図16)を含む(例えば、Hu2EF-7)、又は配列番号46のG1重鎖(図17)及び配列番号48
のκ軽鎖(図18)を含む(例えば、Hu2G10-5抗体)、又は配列番号50のG1重鎖(図19)及び配列
番号48のκ軽鎖(図18)を含む(例えば、Hu2G10-6)ヒト化抗体である。
【００８５】
　本発明による抗体の断片は、Fv断片、Fab断片、F(ab)2断片、単鎖抗体、二官能性ハイ
ブリッド抗体又はマルチマー抗体を含む。本発明により教示される抗体又は抗体断片若し
くは誘導体若しくはコンジュゲート又はキメラ分子又は免疫グロブリンは、IgM、IgD、Ig
G、IgA、又はIgEアイソタイプであるか、又はそれらから生じたものであってもよい。
【００８６】
　本発明による抗体及びその断片は、更なる分子(イムノコンジュゲート)を含有してもよ
い。そのような分子の非包括的一覧は、例えば、放射性アイソトープ、蛍光トレーサー、
化学発光により検出することができる酵素、サイトカイン又は毒素、例えば、酵素活性を
有し、細菌、真菌、植物又は動物起源の毒素、並びにそれらの断片を含む。
【００８７】
　本発明による抗体の誘導体は、定常領域が生物活性分子によって置き換えられる抗体で
あってもよい。生物活性分子の非包括的一覧は、例えば、アビジンファミリーのメンバー
又は免疫エフェクターを産生することができる増殖因子、又は毒素、サイトカイン等の薬
学的に活性な分子、又は治療効能を増加させることができる任意の他の分子を含む。
【００８８】
　本発明の目的は、本発明による抗体及びイムノコンジュゲート、その断片及び誘導体の
み、又は互いに、若しくは他の分子と組み合わせたもの、並びに1つ又は複数の賦形剤、
アジュバント、ビヒクル及び/若しくは薬学的に許容される希釈剤と組み合わせたものを
含む診断及び治療組成物でもある。
【００８９】
　本発明の更なる目的は、本発明による抗体及び免疫コンジュゲート、その断片及び誘導
体、並びにそれらを含有する組成物の診断及び療法における使用である。
【００９０】
　本発明の目的において、診断的使用を、非包括的な例として、患者におけるin vivoで
の診断的画像化に適用することができる。
【００９１】
　本発明の別の目的において、診断及び療法を、例えば、Trop-2と関連する病状、好まし
くは、腫瘍及びその転移に適用することができる。更に好ましくは、診断及び療法を、Tr
op-2を発現する腫瘍及びその転移に適用することができる。Trop-2を発現する腫瘍の非包
括的一覧は、例えば、子宮内膜、乳房、頭頸部、結腸直腸、胃、肺、卵巣、前立腺、膵臓
、子宮頸部、腎臓及び膀胱の腫瘍(尿路上皮癌)を含む。
【００９２】
　本発明の目的において、療法は、新生物疾患の経過において、又は腫瘍の外科的除去の
後に、薬理学的に許容される形態で、本発明による抗体又はその断片若しくは誘導体若し
くは免疫コンジュゲートを、単独で、又は組み合わせて含有する医薬組成物を患者に投与
することによって行われる。投与はまた、他の抗がん療法と同時に行ってもよく、静脈内
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又は局所領域、例えば、腹腔内、胸膜内、膀胱内、肝動脈内、若しくは病変内(腫瘍内)、
又は手術中等の全身投与であってもよく、医薬組成物を腫瘍塊の外科的切除によりできた
空洞に直接的に入れる。本発明の目的において、療法は免疫療法である。本発明の別の目
的においては、療法は放射線療法である。
【００９３】
　本発明による医薬組成物において、本発明による抗体又はその誘導体若しくはコンジュ
ゲートを、他の抗がん薬と結合させてもよい。
【００９４】
　本発明による医薬組成物は、担体と組み合わせて、単独で、又は例えば、抗がん薬とし
ての他の治療剤と一緒に、本発明による抗体又はその誘導体若しくはコンジュゲート若し
くは断片を含んでもよい。本発明の特定の実施形態においては、担体剤は、リポソームで
ある。
【００９５】
　医薬組成物は、好ましくは、静脈内又は局所領域投与、例えば、腹腔内、胸膜内、膀胱
内、病変内(腫瘍内)投与、又は肝動脈を介する投与、又は医薬組成物を腫瘍の外科的除去
後にできた空洞(cavity hat)に直接入れる手術内投与を含む、全身投与を許容する形態に
ある。
【００９６】
　本発明で使用される治療剤は、細胞の機能を阻害若しくは防止するか、及び/又は細胞
自体の破壊を引き起こす物質と意図される、細胞傷害物質である抗がん薬であってもよい
。細胞傷害物質は、放射性アイソトープ、化学療法剤、及び毒素、例えば、細菌、真菌、
植物又は動物起源の酵素活性を備えた毒素、並びにそれらの断片を含む。化学療法剤は、
がんの処置において有用な化学的化合物である。化学療法剤の例としては、限定されるも
のではないが、アドリアマイシン、ドキソルビシン、5-フルオロウラシル、シトシン-ア
ラビノシド(「Ara-C」)、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルファン、タキソール、
メトトレキサート、シスプラチン、メルファラン及び他の窒素マスタード、ビンブラスチ
ン、ブレオマイシン、エトポシド、イホスファミド、マイトマイシンC、ミトキサントロ
ン、ビンクリスチン、ビノレルビン、カルボプラチン、テニポシド、アミノプテリン、ダ
クチノマイシン、エスペラミシンが挙げられる。薬剤は、細胞間メディエーター、例えば
、サイトカイン、例えば、限定されるものではないが、天然起源から来る、又は組換え細
胞培養物に由来する、リンホカイン、モノカイン、ホルモン、増殖因子、インターフェロ
ン、インターロイキン、並びに天然のサイトカインの生物活性等価物であってもよい。
【００９７】
　本発明による組成物は、有効量の上記で定義されたヒト化抗体又はその断片若しくは誘
導体若しくはコンジュゲートを含む。医薬組成物は、当業界では従来のものであり、当業
者であれば、共通一般知識だけに基づいて作製することができる。好ましい実施形態にお
いては、本発明による組成物は、静脈内投与における使用のためのものである。
【００９８】
　また、本発明の目的は、治療有効量の上記で定義されたヒト化抗体又はその断片若しく
は誘導体若しくはコンジュゲートを投与することを含む、腫瘍又は転移を処置するか、及
び/又は防止する方法である。
【００９９】
　本発明の目的は、有効量の上記で定義されたヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体若
しくはコンジュゲートを投与することを含む、Trop-2を減少させる、及び/又は阻害する
方法である。
【０１００】
　本発明においては、CDRの配列中の1つ又は複数のアミノ酸を突然変異させることにより
、開示されるCDRの突然変異体を生成することができる。CDR中に適切に配置された単一の
アミノ酸置換は親和性を改善するのに十分なものであり得ることが公知である。特異的突
然変異誘発を用いて、いくつかの免疫グロブリン産物の親和性を増加させることができる
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。CDRを突然変異させることにより抗体の親和性を増加させる、又は低下させる(すなわち
、モジュレートする)この方法は、共通知識である(例えば、Paul, W.E., 1993を参照され
たい)。かくして、結合親和性又は特異性を増加させる、又は低下させる(すなわち、モジ
ュレートする)ための本発明のCDRに対するアミノ酸の置換、欠失、又は付加も、本発明の
範囲内にある。
【０１０１】
　配列番号13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、33、35、37、39のヌクレオチド配
列は、キメラ又はヒト化2EF又は2G10の異なる型のVH及びVLに対応する。配列番号41、43
、45、47、49のヌクレオチド配列は、ヒト化抗体Hu2EF-7、Hu-2G10-5又は-6の重鎖又は軽
鎖の完全配列である。
【０１０２】
　本発明によるヒト化抗体の断片、誘導体又はコンジュゲートの定義は、免疫エフェクタ
ーを刺激することができるアビジンファミリーのメンバー若しくは増殖因子を含む生物活
性分子、又は毒素、サイトカインを含む薬理活性分子、又は治療効果を増大させることが
できる任意の他の分子、例えば、放射性アイソトープ、蛍光トレーサー、化学発光、サイ
トカイン又は細菌、真菌、植物若しくは動物起源の酵素活性毒素及びその断片を含む、毒
素のための酵素とのイムノコンジュゲートを含有する、scFv、Fv断片、Fab断片、F(ab)2
断片、二官能性ハイブリッド抗体、マルチマー抗体、誘導体を含む。
【０１０３】
　本発明の更なる目的は、上記の核酸を含む宿主細胞である。本発明による宿主細胞はま
た、上記で定義された発現ベクターをトランスフェクトされた細胞も含む。
【０１０４】
　本発明の更なる目的は、上記の抗体を産生する細胞を培養することと、細胞培養物から
抗体を回収することとを含む、本発明の上記されたヒト化抗体又はその断片若しくは誘導
体若しくはコンジュゲートを産生する方法である。
【図面の簡単な説明】
【０１０５】
【図１】Ch2EF VHのヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。アミノ酸残基は一文
字コードで示される。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(
Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、Kabatら(Kabat、Wuら、1991)の定義によるもの
であり、下線付きである。
【図２】Ch2EF VLのヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配
列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、
下線付きである。
【図３】Ch2G10 VHのヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図４】Ch2G10 VLのヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(E)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図５】Hu2EF VH4のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図６】Hu2EF VH5のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図７】Hu2EF VH7のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図８】Hu2EF VL1のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
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配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図９】Hu2EF VL2のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド
配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は
、下線付きである。
【図１０】Hu2G10 VH1のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチ
ド配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列
は、下線付きである。
【図１１】Hu2G10 VH2のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチ
ド配列は斜体である。成熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列
は、下線付きである。
【図１２】Hu2G10 VL1のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチ
ド配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列
は、下線付きである。
【図１３】Hu2G10 VL2のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチ
ド配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列
は、下線付きである。
【図１４】Hu2G10 VL3のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチ
ド配列は斜体である。成熟VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列
は、下線付きである。
【図１５】Hu2EF-7G1重鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である
。星印「*」は終止コドンを示す。
【図１６】Hu2EF-7κ軽鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である
。星印「*」は終止コドンを示す。
【図１７】Hu2G10-5 G1重鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図であ
る。星印「*」は終止コドンを示す。
【図１８】Hu2G10-5及びHu2G10-6κ軽鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を
示す図である。星印「*」は終止コドンを示す。
【図１９】Hu2G10-6 G1重鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図であ
る。星印「*」は終止コドンを示す。
【図２０】SpeII及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするCh2EF VH合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図２１】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするCh2EF VL合成遺伝子のヌク
レオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟VL
のN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コード
領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図２２】pCh2EF、pCh2G10、pHu2EF-4、pHu2EF-5、pHu2EF-7、pHu2G10-1、pHu2G10-2、p
Hu2G10-3、pHu2G10-4、pHu2G10-5 e pHu2G10-6のために用いたベクター(集合的に発現ベ
クター)の構造の略図である。上のSalI部位から時計回りに進んで、プラスミドは、ヒト
サイトメガロウイルス(CMV)主要極初期プロモーター及びエンハンサー(CMVプロモーター)
から始まる重鎖転写ユニットを含有する。CMVプロモーターに次いで、VHエクソン、介在
イントロンと共にCH1、ヒンジ、CH2及びCH3エクソンを含むヒトG1重鎖定常領域を含有す
るゲノム配列、並びにCH3エクソンの後ろのポリアデニル化部位がある。重鎖遺伝子配列
の後、軽鎖転写ユニットは、CMVプロモーターで始まり、次いで、VLエクソン及びヒトκ
鎖定常領域エクソン(CL)を、その前のイントロンの一部と共に含有するゲノム配列、並び
にCLエクソンの後ろにポリアデニル化部位がある。次いで、軽鎖遺伝子に続いて、SV40初
期プロモーター(SV40プロモーター)、大腸菌(E.coli)キサンチングアニンホスホリボシル
トランスフェラーゼ遺伝子(gpt)、及びSV40ポリアデニル化部位(SV40ポリ(A)部位)を含有
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するセグメントがある。最後に、プラスミドは、細菌の複製起点(pUCori)及びベータ-ラ
クタマーゼ遺伝子(ベータラクタマーゼ)を含む、プラスミドpUC19の一部を含有する。pHu
2EF-7の誘導体であるpHu2EF-7-puroにおいて、gpt遺伝子は、ピューロマイシン耐性のた
めにピューロマイシンN-アセチルトランスフェラーゼ遺伝子で置き換えられる。
【図２３】M17751における2EF VHのヒト化を示す図である。マウス2EF VH、2つの形態の
ヒト化2EF VH(Hu2EF VH4及びVH7)、並びにヒトアクセプターM17751.1のアミノ酸配列のア
ラインメントである。配列の上の数字は、Kabatら(Kabat, Wuら、1991)による位置を示す
。CDR配列は2EF VH中で下線付きである。M1775.1 VH中のCDR残基は、図面では省略されて
いる。Hu2EF VH4及びVH7中の下線付き残基は、抗原結合部位の形成にとって重要であると
予測され、対応するマウス残基はこれらの位置で保持された。
【図２４】L02325.1における2EF VHのヒト化を示す図である。マウス2EF VH、ヒト化2EF 
VH(Hu2EF VH5)、及びヒトアクセプターL02325.1配列のアミノ酸配列のアラインメントで
ある。配列の上の数字は、Kabatら(Kabat, Wuら、1991)による位置を示す。CDR配列は2EF
 VH中で下線付きである。L02325.1 VH中のCDR残基は、図面では省略されている。Hu2EF V
H5中の下線付き残基は、抗原結合部位の形成にとって重要であると予測され、対応するマ
ウス残基はこれらの位置で保持された。
【図２５】Z46622.1における2EF VLのヒト化を示す図である。マウス2EF VL、2つの形態
のヒト化2EF VL(Hu2EF VL1及びVL2)、並びにヒトアクセプターZ46622.1のアミノ酸配列の
アラインメントである。配列の上の数字は、Kabatら(Kabat, Wuら、1991)による位置を示
す。CDR配列は2EFCDR中で下線付きである。Z46622.1 VL中のCDR残基は、図面では省略さ
れている。Hu2EF VL1及びVL2中の下線付き残基は、抗原結合部位の形成にとって重要であ
ると予測され、対応するマウス残基はこれらの位置で保持された。
【図２６】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするHu2EF VH4合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図２７】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするHu2EF VH5合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図２８】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするHu2EF VL1合成遺伝子のヌク
レオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟VL
のN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コード
領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図２９】精製された2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体の抗原への結合-ELISAアッセイを示
す図である。ELISAプレートを、0.1μg/ウェルのヒトTrop-2-Fc融合タンパク質(rhTrop2)
で被覆した。5μg/mlから出発して、その後、連続2倍希釈した様々な濃度で、各抗体を試
験した。グラフは、試験した各抗体濃度(X軸)に対する吸収値(Y軸)を示す。
【図３０】Trop-2に対する2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体の相対的親和性-ELISAアッセイ
を示す図である。ビオチン化マウス2EF抗体のrhTrop-2への結合を、様々な濃度の未標識
競合抗体(マウス2EF、Hu2EF-4又はHu2EF-5)の存在下で分析した。グラフは、試験した各
競合抗体濃度(X軸)に対する吸収値(Y軸)を示す。
【図３１】天然の内因性Trop-2に対する2EF、Hu2EF-5及びHu2EF-7抗体の相対的親和性-フ
ローサイトメトリー分析を示す図である。Trop-2について陽性であるヒト結腸がんCOLO20
5細胞を、単独で(太線)、又は2.7μg(9X、左)若しくは8.1μg(27X、右)の未標識2EF(灰色
のプロファイル)、Hu2EF-5(中央)若しくはHu2EF-7(下)競合抗体と予め混合した、Alexa48
8にコンジュゲートされた2EF抗体(2EF-488)0.3μgと共にインキュベートした。点線は非
染色陰性対照に対応する。
【図３２】2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5精製抗体の抗原への結合-ELISAアッセイを示す図で
ある。ELISAプレートを、0.01μg/ウェルのrhTrop-2で被覆した。1μg/mlから出発して、
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その後、連続2倍希釈した様々な濃度で、各抗体を試験した。グラフは、試験した各抗体
濃度(X軸)に対する吸収値(Y軸)を示す。
【図３３】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするHu2EF VH7合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図３４】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするHu2EF VL2合成遺伝子のヌク
レオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟VL
のN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コード
領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図３５】Ch2EF及びHu2EF-7精製抗体の抗原への結合-ELISAアッセイを示す図である。EL
ISAプレートを、0.01μg/ウェルのrhTrop-2で被覆した。1μg/mlから出発して、その後、
連続2倍希釈した様々な濃度で、各抗体を試験した。グラフは、試験した各抗体濃度(X軸)
に対する吸収値(Y軸)を示す。
【図３６】精製されたHu2EF-7抗体のSDS PAGE分析を示す図である。抗体(5μg/レーン)を
、還元条件下、4～20%勾配のポリアクリルアミドゲル(カタログ番号NP0335、Life Techno
logies社)上でのSDS PAGEにより分析し、SimplyBlue Safestain(カタログ番号LC5925、Li
fe Technologies社)で染色した。レーン1、SeeBluePlus2 Prestained Standard(カタログ
番号LC5925、Life Technologies社);レーン2、CHO-K1-Hu2EF-7 2A2.2細胞から精製された
Hu2EF-7;レーン3、YB2/0-Hu2EF-7 2D3細胞から精製されたHu2EF-7。
【図３７】天然のTrop-2に対する2EF及びHu2EF-7抗体の相対的親和性-フローサイトメト
リー分析を示す図である。Trop-2について陽性であるヒト結腸がんCOLO205細胞を、CHO-K
1又はYB2/0細胞から精製された増大する濃度の未標識Hu2EF-7と予め混合した、FITC標識2
EF抗体と共にインキュベートした。グラフは、試験した各競合抗体濃度(X軸)に対する平
均蛍光値(Y軸)を示す。
【図３８】本発明によるヒト化モノクローナル抗体によるTrop-2の特異的認識-フローサ
イトメトリーによる分析を示す図である。(A)Trop-2を発現するベクター(左パネル)又は
空のベクター(右パネル)をトランスフェクトされたヒト転移性結腸がんKM12SM細胞を、ヒ
ト化抗Trop-2モノクローナル抗体Hu2EF-7と共にインキュベートした。Alexa-488フルオロ
フォアにコンジュゲートされたヤギ抗ヒト抗血清(ヤギ抗ヒトIgG 488カタログ番号A11013
、Life Technologies社、Carlsbad、CA)とのその後のインキュベーション(太線)は、Hu2E
F-7のTrop-2との結合(左パネル)及びTrop-2の非存在下での染色の非存在(右パネル)を示
す。非染色陰性対照(細線)は、比較のために示される。(B)Trop-2を発現するヒト結腸が
んHT29細胞(左パネル)又は乳がんMCF-7細胞(右パネル)を、それぞれ、ヒト化Hu-2EF-7及
びHu-2G10-6抗Trop-2モノクローナル抗体と共にインキュベートした。Trop-2との結合は
、Alexa-488にコンジュゲートされたヤギ抗ヒト抗血清とのその後のインキュベーション
によって示された(太線)。対照的に、抗マウス488抗血清(ヤギ抗マウスIgG 488カタログ
番号A11029、Life Technologies社)(点線)は、ヒト化抗体に結合せず、蛍光シグナルを産
生せず、したがって、非染色陰性対照(細線)である。
【図３９】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするCh2G10 VH合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４０】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするCh2G10 VL合成遺伝子のヌク
レオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟VL
のN末端アミノ酸残基(E)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コード
領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４１】X65888.1における2G10 VHのヒト化を示す図である。マウス2G10 VH、2つの形
態のヒト化2G10 VH(Hu2G10 VH1及びVH2)、並びにヒトアクセプターX65888.1のアミノ酸配
列のアラインメントである。配列の上の数字は、Kabatら(Kabat, Wuら、1991)による位置
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を示す。CDR配列は2G10 VH中で下線付きである。X65888.1 VH中のCDR残基は、図面では省
略されている。Hu2G10 VH1及びVH2中の下線付き残基は、抗原結合部位の形成にとって重
要であると予測され、対応するマウス残基はこれらの位置で保持された。
【図４２】AY043146.1における2G10 VLのヒト化を示す図である。マウス2G10 VL、3つの
形態のヒト化2G10 VL(Hu2G10 VL1、VL2及びVL3)、並びにヒトアクセプターAY043146.1の
アミノ酸配列のアラインメントである。CDR配列は2G10 VL中で下線付きである。AY043146
.1 VL中のCDR残基は、図面では省略されている。Hu2G10 VL1、VL2及びVL3中の下線付き残
基は、抗原結合部位の形成にとって重要であると予測され、対応するマウス残基はこれら
の位置で保持された。
【図４３】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするHu2G10 VH1合成遺伝子の
ヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成
熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コ
ード領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４４】SpeI及びHindIII部位(下線付き)がフランキングするHu2G10 VH2合成遺伝子の
ヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成
熟VHのN末端アミノ酸残基(Q)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コ
ード領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４５】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするHu2G10 VL1合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４６】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするHu2G10 VL2合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４７】NheI及びEcoRI部位(下線付き)がフランキングするHu2G10 VL3合成遺伝子のヌ
クレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。シグナルペプチド配列は斜体である。成熟
VLのN末端アミノ酸残基(D)は、二重下線付きである。CDR配列は、下線付きである。コー
ド領域の3'のイントロン配列は斜体である。
【図４８】精製されたキメラ及びヒト化2G10抗体のSDS PAGE分析を示す図である。抗体(7
.5μg/レーン)を、還元条件下、4～20%勾配のポリアクリルアミドゲル上でのSDS PAGEに
より分析し、SimplyBlue Safestainで染色した。レーン1、Ch2G10;レーン2、Hu2G10-5;レ
ーン3、Hu2G10-6、レーンM:SeeBluePlus2 Prestained Standard。
【図４９】Ch2G10 G1重鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である
。星印「*」は終止コドンを示す。
【図５０】Ch2G10κ軽鎖のコード領域のヌクレオチド及びアミノ酸配列を示す図である。
星印「*」は終止コドンを示す。
【図５１】Trop-2に対する2G10、Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体の相対的親和性-ELI
SAアッセイを示す図である。ビオチン化マウス2G10抗体のrhTrop-2への結合を、様々な濃
度の未標識競合抗体(Ch2G10、Hu2G10-5又はHu2G10-6)の存在下で分析した。グラフは、試
験した各競合抗体濃度(X軸)に対する吸収値(Y軸)を示す。IC50値を、GraphPad Prismを用
いて算出した。
【図５２】天然のトランスフェクトされたTrop-2に対する2G10、Ch2G10、Hu2G10-5及びHu
2G10-6抗体の相対的親和性-フローサイトメトリー分析を示す図である。Trop-2を安定に
トランスフェクトされたマウスMTE 4-14(Naquet、Lepesantら、1989)を、示されるように
、単独で(太線)、又は0.9μg(3X、左)、2.7μg(9X、中央)又は8.1μg(27X、右)の未標識2
G10競合抗体(灰色のプロファイル)と予め混合した、Alexa 488にコンジュゲートされた0.
3μgの2G10抗体(2G10-488)と共にインキュベートした。点線は、非染色陰性対照に対応す
る。
【図５３】天然の内因性Trop-2に対する2G10、Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体の相対
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的親和性-フローサイトメトリー分析を示す図である。Trop-2について陽性であるヒト乳
がんMCF7細胞を、示されるように、単独で(太線)、又は0.9μg(3X、左)、2.7μg(9X、中
央)又は8.1μg(27X、右)の未標識競合抗体(灰色のプロファイル)と予め混合した、Alexa 
488にコンジュゲートされた0.3μgの2G10抗体(2G10-488)と共にインキュベートした。点
線は、非染色陰性対照に対応する。
【図５４】Hu2EF-7がサルTrop-2に結合することを示す図である。示されるような異なる
サル種に由来するTrop-2抗原を発現するフロー選別されたCOS-7トランスフェクタントを
、Alexa-488で標識されたHu2EF-7 MAbで染色した。陰性対照モックトランスフェクト細胞
に関する蛍光シグナルの非存在によって結合特異性を確認した(上パネル)。Alexa Fluor-
488ロバ抗ヤギ(DAG)IgGに関して示されたAF650抗Trop-2ポリクローナル抗体(pAb)(R&D社)
を、陽性対照として用いた。
【図５５】Hu2G10-5がサルTrop-2に結合することを示す図である。示されるような異なる
サル種に由来するTrop-2抗原を発現するフロー選別されたCOS-7トランスフェクタントを
、Alexa-488で標識されたHu2G10-5 MAbで染色した。陰性対照モックトランスフェクト細
胞に関する蛍光シグナルの非存在によって結合特異性を確認した(上パネル)。Alexa -488
で標識されたロバ抗ヤギ(DAG)二次抗体に関して示されたAF650抗Trop-2 pAb(R&D社)を、
陽性対照として用いた。
【図５６】2EF MAbを用いて評価されたMCF-7細胞中でのTrop-2発現を示す図である。フロ
ーサイトメトリー分析である。染色を、Alexa-488で標識された2EF抗体を用いて実施した
。
【図５７】Hu2EF-7 MAbに対するADCC応答を示す図である。MCF-7標的細胞を、Hu2EF-7 MA
bの連続希釈液と共にインキュベートした後、改変Jurkatエフェクター細胞(Promega社)を
添加した。E:T比は6:1であった。37℃で17時間インキュベートした後、Bio-Glo(商標)ル
シフェラーゼアッセイ試薬(Promega社)を添加し、照度計を用いて発光を決定した。それ
ぞれのデータ点につき3回反復して実施した。データを、4パラメーターロジスティック(4
PL)非線形回帰モデルに適合させて、用量応答曲線を取得し、GraphPad Prismソフトウェ
アを用いてEC50を算出した。エラーバーは±SEMである。
【図５８】2G10 MAbを用いて評価されたMCF-7細胞中でのTrop-2発現を示す図である。フ
ローサイトメトリー分析である。染色を、Alexa-488で標識された2G10抗体を用いて実施
した。
【図５９】Hu2G10-5 MAbに対するADCC応答を示す図である。MCF-7標的細胞を、Hu2G10-5 
MAbの連続希釈液と共にインキュベートした後、改変Jurkatエフェクター細胞を添加した
。E:T比は3:1であった。37℃で17時間インキュベートした後、Bio-Glo(商標)ルシフェラ
ーゼアッセイ試薬(Promega社)を添加し、照度計を用いて発光を決定した。それぞれのデ
ータ点についき3回反復して実施した。データを、4パラメーターロジスティック(4PL)非
線形回帰モデルに適合させて、用量応答曲線を取得し、GraphPad Prismソフトウェアを用
いてEC50を算出した。エラーバーは±SEMである。
【図６０】in vivoでの効能を示す図である。マウス2G10 MAb又はヒト化Hu2G10-5 MAbを
用いる処置による、既に増殖している腫瘍である確立されたDU-145前立腺がん細胞株の増
殖の阻害を示す。無関係の特異性を有する抗体(抗dansyl:白四角)で処置された腫瘍は、
点線に対応する。それぞれの動物に、週に1回、800μgの精製抗体をIP注射した。垂直の
矢印は、1回目の処置を示す。エラーバーは±SEMである。
【発明を実施するための形態】
【０１０６】
　本発明において、「少なくとも80%の同一性」とは、同一性が、参照配列に少なくとも8
0%又は少なくとも85%又は90%又は95%又は100%の配列同一性を有し得ることを意味する。
【０１０７】
　本発明において、「少なくとも50%相同」とは、相同性が、参照配列に少なくとも50%又
は少なくとも60%又は70%又は80%又は90%又は95%又は100%の配列相同性を有し得ることを
意味する。
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【０１０８】
　好ましくは、上記の抗体又はその断片若しくは誘導体若しくはコンジュゲートは、モノ
クローナル抗体又はキメラ若しくはヒト化、又は脱免疫化若しくは完全ヒト抗体である。
【０１０９】
　本発明による抗Trop-2モノクローナル抗体又はその断片、誘導体若しくはコンジュゲー
トをコードする核酸分子を、遺伝子合成又はPCR増幅等の当業界で公知の技術を用いて生
成することができる。核酸分子を、当業界で公知の組換えDNA技術を用いて、発現ベクタ
ー中にクローニングすることができる。本発明による抗Trop-2モノクローナル抗体又はそ
の誘導体若しくはコンジュゲートの発現のためのベクターを、例えば、トランスフェクシ
ョンにより、宿主細胞株中に挿入することができる。トランスフェクションの方法は公知
であり、トランスフェクションのためのキットは商業的供給源(例えば、Stratagene社、L
a Jolla、CA)から購入することができる。本発明によるヒト化抗Trop-2モノクローナル抗
体又はその誘導体若しくはコンジュゲートを安定に発現するトランスフェクタントを、当
業界で公知の技術に従って選択することができる。次いで、これらのトランスフェクタン
トの様々なクローンを単離、培養し、それぞれのクローンの発現レベル(上清中に分泌さ
れる抗体又は誘導体の量)を、当業界で公知の技術に従って定量することができる。一例
は、既知量のフルオロフォア標識抗体又は誘導体の存在下での、抗原を発現する細胞への
競合的結合である;例えば、当業界で公知に技術によるフローサイトメトリーによって測
定される蛍光シグナルは、問題のクローンにより産生される抗体又は誘導体の量に反比例
する。このように、当業者であれば、その後の使用、例えば、薬物の生産にとって十分な
量で抗体又はその誘導体を安定に産生する細胞株を取得することができ、そのような細胞
株の生産能力を定量的に検証することができる。
【０１１０】
　本発明による抗Trop-2モノクローナル抗体又はその誘導体若しくはコンジュゲートを産
生する細胞を、当業界で公知の培地及び培養条件で増殖させて、産生を最大化することが
できる。当業者であれば、本発明によるTrop-2モノクローナル抗体又はその誘導体若しく
はコンジュゲートを、公知のプロセス、例えば、プロテインAの、カラム中又は膜上に配
置することができる新しい合成材料への結合を用いて精製することができ、前記精製はバ
ッチ式又は連続式である。製造、精製及びその後の分析的制御は、ヒトにおける使用のた
めの医薬の開発、製造及び制御の間に満たさなければならない要件に従って、当業界で公
知の「製造管理及び品質管理に関する基準」(GMP)に従って行うことができる。
【０１１１】
　機能的断片、又は生物活性分子(例えば、毒素)との、若しくは放射性アイソトープ、蛍
光染料、化学発光により検出することができる酵素とのコンジュゲート等の、本発明によ
る抗Trop-2モノクローナル抗体の誘導体を、当業界で公知の化学的手順又は遺伝子操作手
順を用いて取得することができる。
【０１１２】
　本発明による抗Trop-2モノクローナル抗体及びその誘導体若しくはコンジュゲート、特
に、放射性アイソトープ又は蛍光若しくは化学発光トレーサーとのコンジュゲートを、当
業界で公知の技術及び手順を用いる患者の画像診断において用いることができる。in viv
oで標的に結合するコンジュゲート化抗体により生成されるシグナルは、抗原局在化の特
異的指標であり、当業界で公知の断層撮影機器により示し、定量することができる。
【０１１３】
　本発明を実現する別の方法は、治療目的での、組み合わせた、又は個別の、本発明によ
る抗Trop-2モノクローナル抗体又はその誘導体若しくはコンジュゲートの、例えば、新生
物疾患であるTrop-2と関連する状態を有する患者への投与からなる。前記投与は、当業界
で公知の方法による、全身性、例えば、静脈内、又は局所領域、例えば、腹腔内、胸膜内
、膀胱内、肝動脈内、若しくは病変内(腫瘍内)、又は医薬組成物を腫瘍の外科的切除によ
りできた空洞に直接的に入れる手術中であってもよい。特に、抗マウス抗体応答を惹起し
ない、本発明による抗Trop-2モノクローナル抗体又はその誘導体若しくはコンジュゲート
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の性質のおかげで、当業界の専門家であれば、療法を、経時的に反復される、複数回投与
によって実行することができる。
【０１１４】
　本発明の抗体の調製のためのプロセスは、当業者の技術の範囲内にあり、抗体の発現の
ためのベクターをトランスフェクトされた宿主細胞を培養することと、標準的な手順に従
って抗体を単離することとを含む。
【０１１５】
　本発明の工業的態様に関心がある限り、本明細書に開示される抗体は、当該技術分野で
通常に行われるように医薬組成物中で好適に製剤化される。
【０１１６】
　本発明の抗体は、4個以下のアミノ酸、好ましくは、2個以下のアミノ酸の、1個又は複
数のアミノ酸置換、欠失又は挿入を含有する上記で定義された少なくとも1つのCDRHを含
んでもよい。本発明の抗体は、4個以下のアミノ酸、好ましくは、2個以下のアミノ酸の、
1個又は複数のアミノ酸置換、欠失又は挿入を含有する上記で定義された少なくとも1つの
CDRLを更に含んでもよい。
【０１１７】
　腫瘍又は転移を処置又は防止するための方法は、それを必要とする患者に、有効量の上
記で記載された少なくとも1つのヒト化抗体、その断片若しくは誘導体若しくはコンジュ
ゲートを投与することを含む。いくつかの態様において、本発明は、対象における腫瘍又
は転移を処置又は防止するための方法であって、それを必要とする対象に、抗がん剤と同
時に、又は連続的に、有効量の本発明の少なくとも1つのヒト化抗体、その断片若しくは
誘導体若しくはコンジュゲートを投与することを含む、方法を含む。
【０１１８】
　本発明は、治療有効量の本明細書に開示される抗体、約4.5～約6.5の範囲のpHを維持す
るバッファー、場合により、界面活性剤を含む製剤を提供する。
【０１１９】
　製剤は、典型的には、約0.1mg/ml～約100mg/mlの活性成分濃度として、本明細書に開示
される抗体、本発明の断片、誘導体又はコンジュゲートのためのものである。ある特定の
実施形態においては、抗体、その組換え又は合成抗原結合断片の濃度は、約0.1mg/ml～1m
g/ml、好ましくは、1mg/ml～10mg/ml、好ましくは、10～100mg/mlである。
【０１２０】
　本明細書における目的のために、「医薬組成物」は、哺乳動物、特に、ヒトへの投与の
ために適合され、好適であるものである。かくして、組成物を用いて、哺乳動物における
疾患又は障害を処置することができる。更に、組成物中の抗体は、その治療的使用を妨げ
得る夾雑物がそれから分離されるように、1つ又は複数の精製又は単離ステップにかけら
れている。一般に、医薬組成物は、治療抗体及び薬学的に許容される担体又は希釈剤を含
む。組成物は、通常、滅菌されており、凍結乾燥してもよい。医薬調製物は、以下により
詳細に記載される。
【０１２１】
　抗体/複数の抗体の治療製剤を、凍結乾燥製剤又は水溶液の形態で、所望の精製度を有
する抗体と、場合による生理的に許容される担体、賦形剤又は安定剤(Remington's Pharm
aceutical Sciences、第16版、Osol, A.編、1980)とを混合することにより調製すること
ができる。許容される担体、賦形剤、又は安定剤は、用いられる用量及び濃度でレシピエ
ントに対して非毒性的であり、バッファー、酸化防止剤、保存剤、ペプチド、タンパク質
、親水性ポリマー、EDTA等のキレート化剤、糖、ナトリウム等の塩形成性対抗イオン、金
属錯体(例えば、Zn-タンパク質複合体)、及び/又はTWEEN(登録商標)、PLURONICS(登録商
標)若しくはポリエチレングリコール(PEG)等の非イオン性界面活性剤を含んでもよい。
【０１２２】
　活性成分を、例えば、液滴形成技術により、又は界面重合により調製されたマイクロカ
プセル、例えば、それぞれ、コロイド薬物送達系(例えば、リポソーム、アルブミンミク
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ロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル)又はマクロエマルジョ
ン中の、ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカプセル及びポリ-(メチル
メタクリレート)マイクロカプセル中に捕捉することもできる。そのような技術は、Remin
gton's Pharmaceutical Sciences、第16版、Osol, A.編、1980に開示されている。in viv
oでの投与に用いられる製剤は、滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾過膜を
通す濾過によって容易に達成される。
【０１２３】
　別の実施形態においては、疾患の防止又は処置のために、本発明の抗体、断片、誘導体
又はコンジュゲートの適切な用量は、処置される疾患の型、疾患の重症度及び経過、抗体
が防止又は治療目的で投与されるかどうか、以前の療法、患者の病歴及び抗体に対する応
答、並びに主治医の裁量に依存するであろう。抗体は、一時に、又は一連の処置にわたっ
て、患者に好適に投与される。疾患の型及び重症度に応じて、約1μg/kg～15mg/kgの抗体
又はその断片は、例えば、1回又は複数の別々の投与によるにしろ、連続的注入によるに
しろ、患者への投与のための初期候補用量である。状態に応じて、数日以上にわたる反復
投与については、疾患症状の所望の抑制が起こるまで処置が持続される。しかしながら、
他の用量レジメンも有用であり得る。この療法の進行は、従来の技術及びアッセイによっ
て容易にモニタリングされる。
【０１２４】
　抗体組成物を、適正な医療行為と一致する様式で製剤化、投薬及び投与するべきである
。本発明の抗体/誘導体を、任意の適切な経路によって投与することができる。これは、(
限定されるものではないが)腹腔内、筋肉内、静脈内、皮下、関節内、気管内、経口、経
腸、非経口、鼻内又は皮膚投与を含む。好ましい投与様式は、静脈内経路である。この文
脈における考慮のための因子は、処置される特定の障害、処置される特定の哺乳動物、個
々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与のスケジュール、及
び医師には公知の他の因子を含む。投与される抗体の「治療有効量」は、そのような考慮
によって管理され、疾患又は障害を防止する、改善する、又は処置するのに必要な最少量
である。抗体は、問題の障害を防止又は処置するために現在用いられる1つ又は複数の薬
剤と共に製剤化される必要はないが、場合によってはそれと共に製剤化される。そのよう
な他の薬剤の有効量は、製剤中に存在する抗体の量、障害又は処置の型、及び上記で考察
された他の因子に依存する。
【０１２５】
　本明細書における用語「抗体」は、最も広い意味で用いられ、限定されるものではない
が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異的抗体(例えば、二特異的抗体)、
及びそれらが所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片を含む、様々な抗体構造を包含す
る。本明細書における用語「抗体」は、その組換え又は合成抗原結合断片を含む。
【０１２６】
　「抗体断片」とは、インタクト抗体が結合する抗原に結合するインタクト抗体の一部を
含むインタクト抗体以外の分子を指す。抗体断片の例としては、限定されるものではない
が、Fv、Fab、Fab'、Fab'-SH、F(ab')2、ダイアボディ、線状抗体、単鎖抗体分子(例えば
、scFv)、及び抗体断片から形成される多特異的抗体が挙げられる。
【０１２７】
　本発明の抗体と関連する用語「コンジュゲート」は、抗腫瘍活性及び/若しくは細胞殺
傷活性を有する物質(化合物等)又は様々なA鎖毒素、リボソーム不活化タンパク質、及び
リボヌクレアーゼ等の細胞傷害剤とコンジュゲートした抗体(又はその断片);腫瘍を殺傷
するための細胞機構を誘導するように設計された二特異的抗体(例えば、米国特許第4,676
,980号及び第4,954,617号を参照されたい)を含む。
【０１２８】
　それぞれの上記の抗体分子と、抗腫瘍活性及び/若しくは細胞殺傷活性を有する上記の
物質とを別々に予め調製した後、それらを組み合わせる(イムノコンジュゲート)か、又は
抗腫瘍活性及び/若しくは細胞殺傷活性を有するそのような物質として用いられるタンパ
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ク質毒素を、遺伝子組換え技術に従って遺伝子上の抗体遺伝子にライゲートして、それを
単一のタンパク質(融合タンパク質)(抗毒素)として発現することができるようにすること
により、コンジュゲートを形成させることができる。
【０１２９】
　抗腫瘍活性を有する物質の例としては、ドキソルビシン、カリケアミシン、マイトマイ
シンC、オーリスタチンE及び放射性アイソトープ(RI)が挙げられる。細胞殺傷活性を有す
る物質の例としては、サポリン、リシン、シュードモナス外毒素、ジフテリア毒素及び放
射性アイソトープ(RI)が挙げられる。勿論、サポリン及びシュードモナス外毒素が好まし
く用いられる。抗体-薬物コンジュゲートを製造するための方法は、限定されない。例え
ば、ジスルフィド結合又はヒドラゾン結合によって抗体を薬物にカップリングする方法が
適用される。本発明の上記の抗TROP-2抗体は、TROP-2を発現する標的腫瘍細胞中への内在
化活性に関して優れている。かくして、抗腫瘍活性及び細胞殺傷活性を有する物質を、本
発明の抗TROP-2抗体と予め組み合わせることにより、そのような物質は腫瘍細胞上で直接
的かつ高度に選択的に作用することができるようになる。
【０１３０】
　本発明の文脈において、Trop-2の発現を、当業者には公知の任意の方法を用いて評価す
ることができる。
【０１３１】
　更に、本発明において、上記の抗体-薬物コンジュゲートはまた、上記の抗体断片が抗
体の代わりに用いられる抗体断片-薬物コンジュゲートも含む。
【０１３２】
　参照抗体と「同じエピトープに結合する抗体」とは、競合アッセイにおいて参照抗体の
その抗原への結合を30%以上遮断し、逆に、参照抗体が、競合アッセイにおいて抗体のそ
の抗原への結合を30%以上遮断する抗体を指す。用語「キメラ」抗体とは、重鎖及び/又は
軽鎖の一部が特定の供給源又は種に由来するが、重鎖及び/又は軽鎖の残りの部分が異な
る供給源又は種に由来する抗体を指す。
【０１３３】
　抗体の「クラス」とは、その重鎖が有する定常ドメイン又は定常領域の型を指す。抗体
の5つの主要なクラス:IgA、IgD、IgE、IgG及びIgMが存在し、これらのうちのいくつかを
、サブクラス(アイソタイプ)、例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、及びIgA2に更に
分割することができる。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖定常ドメインは、
それぞれ、[アルファ]、[デルタ]、[エプシロン]、[ガンマ]、及び[ミュー]と呼ばれる。
【０１３４】
　本明細書における用語「Fc領域」は、定常領域の少なくとも一部を含有する免疫グロブ
リン重鎖のC末端領域を定義するために用いられる。この用語は、天然配列のFc領域及び
変異体Fc領域を含む。本明細書で別途特定されない限り、Fc領域又は定常領域におけるア
ミノ酸残基の番号付けは、Kabatら、Sequences of Proteins of Immunological Interest
、第5版、Public Health Service、National Institutes of Health、Bethesda、MD、199
1に記載された、EU指数とも呼ばれる、EU番号付けシステムによるものである。
【０１３５】
　「フレームワーク」又は「FR」とは、超可変領域(HVR)残基以外の可変ドメイン残基を
指す。可変ドメインのFRは一般に、4個のFRドメイン:FR1、FR2、FR3、及びFR4からなる。
したがって、HVR及びFR配列は一般に、VH(又はVL)中に以下の配列で出現する: FR1-H1(L1
)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4。
【０１３６】
　用語「完全長抗体」、「インタクト抗体」及び「全抗体」は、本明細書では互換的に用
いられ、天然の抗体構造と実質的に類似する構造を有する、又は本明細書で定義されるFc
領域を含有する重鎖を有する抗体を指す。
【０１３７】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」、及び「宿主細胞培養物」は、互換的に用いられ、
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外因性核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫を含む。宿主細胞は、一次形
質転換細胞及び継代回数に関係なくそれに由来する子孫を含む、「形質転換体」及び「形
質転換細胞」を含む。子孫は、親細胞と核酸含量において完全に同一でなくてもよいが、
突然変異を含有してもよい。元の形質転換細胞においてスクリーニング又は選択されたの
と同じ機能又は生物活性を有する突然変異子孫は、本明細書に含まれる。
【０１３８】
　「ヒト抗体」は、ヒト若しくはヒト細胞により産生される、又はヒト抗体レパートリー
若しくは他のヒト抗体コード配列を用いる非ヒト供給源に由来する抗体のものと一致する
アミノ酸配列を有するものである。ヒト抗体のこの定義は、厳密に言えば非ヒト抗原結合
残基を含むヒト化抗体を除外する。
【０１３９】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンVL又はVHフレームワーク
配列の選択において最も一般的に存在するアミノ酸残基を表すフレームワークである。一
般に、ヒト免疫グロブリンVL又はVH配列の選択は、可変ドメイン配列のサブグループに由
来する。一般に、配列のサブグループは、Kabatら、Sequences of Proteins of Immunolo
gical Interest、第5版、NIH Publication 91-3242、Bethesda MD (1991)、vols. 1～3に
記載のようなサブグループである。
【０１４０】
　「ヒト化」抗体とは、非ヒトHVRに由来するアミノ酸残基と、ヒトFRに由来するアミノ
酸残基とを含むキメラ抗体を指す。ある特定の実施形態においては、ヒト化抗体は、全て
、又は実質的に全てのHVR(例えば、CDR)が非ヒト抗体のものに対応し、全て、又は実質的
に全てのFRがヒト抗体のものに対応する、少なくとも1つ、典型的には2つの可変ドメイン
の実質的に全部を含む。ヒト化抗体は、場合により、ヒト抗体に由来する抗体定常領域の
少なくとも一部を含んでもよい。「ヒト化形態」の抗体、例えば、非ヒト抗体は、ヒト化
を受けた抗体を指す。
【０１４１】
　本発明の文脈において、「ヒト化」抗体はまた、例えば、上記で定義されたCh2EF又はC
h2G10抗体としてのキメラ抗体も含む。
【０１４２】
　「脱免疫化」抗体は、T細胞刺激のための根本的な要件である、HLA結合の破壊に基づい
て免疫原性が低下した抗体である。
【０１４３】
　本明細書で用いられる用語「超可変領域」又は「HVR」とは、配列が超可変性であり、
及び/又は構造的に定義されるループ(「超可変ループ」)を形成する抗体可変ドメインの
それぞれの領域を指す。一般に、天然の4鎖抗体は、6個のHVRを含み、3個はVH中にあり(H
1、H2、H3)、3個はVL中にある(L1、L2、L3)。HVRは一般に、超可変ループに由来するか、
及び/又は「相補性決定領域」(CDR)に由来するアミノ酸残基を含み、後者は最も高い配列
可変性を有するか、及び/又は抗原認識に関与する。例示的な超可変ループは、アミノ酸
残基26～32(L1)、50～52(L2)、91～96(L3)、26～32(H1)、53～55(H2)、及び96～101(H3)
に存在する(Chothia及びLesk、J. Mol. Biol. 196:901～917頁、1987)。例示的なCDR(CDR
-L1、CDR-L2、CDR-L3、CDR-H1、CDR-H2、及びCDR-H3)は、L1のアミノ酸残基24～34、L2の
50～56、L3の89～97、H1の31～35B、H2の50～65、及びH3の95～102に存在する(Kabatら、
Sequences of Proteins of Immunological Interest、第5版、Public Health Service、N
ational Institutes of Health、Bethesda、MD、1991)。VH中のCDR1を除いて、CDRは一般
に、超可変ループを形成するアミノ酸残基を含む。CDRはまた、抗原と接触する残基であ
る、「特異性決定残基」又は「SDR」も含む。SDRは、短縮-CDR、又はa-CDRと呼ばれるCDR
の領域内に含まれる。例示的なa-CDR(a-CDR-L1、a-CDR-L2、a-CDR-L3、a-CDR-H1、a-CDR-
H2、及びa-CDR-H3)は、L1のアミノ酸残基31～34、L2の50～55、L3の89～96、H1の31～35B
、H2の50～58、及びH3の95～102に存在する(Almagro及びFransson、Front. Biosci. 13: 
1619～1633頁、2008を参照されたい)。別途指摘されない限り、可変ドメイン中のHVR残基
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及び他の残基(例えば、FR残基)は、本明細書ではKabatらに従って番号付けられる。
【０１４４】
　本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指す、すなわち、集団を含む個々の抗体は、同一であり、及び/又は例え
ば、天然に存在する突然変異を含有する、若しくはモノクローナル抗体調製物の産生の間
に生じる、可能な変異体抗体を除いて、同じエピトープに結合し、そのような変異体は、
一般に、少量で存在する。典型的には、異なる決定基(エピトープ)を指向する異なる抗体
を含む、ポリクローナル抗体調製物とは対照的に、モノクローナル抗体調製物のそれぞれ
のモノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基を指向する。かくして、修飾語句「モノ
クローナル」は、抗体の実質的に均一な集団から得られる抗体の特徴を示し、任意の特定
の方法による抗体の産生を必要とすると解釈されるべきではない。例えば、本発明に従っ
て用いられるモノクローナル抗体を、限定されるものではないが、ハイブリドーマ方法、
組換えDNA方法、ファージディスプレイ方法、及びヒト免疫グロブリン遺伝子座の全部又
は一部を含有するトランスジェニック動物を用いる方法等の、様々な技術によって作製す
ることができ、そのような方法及びモノクローナル抗体を作製するための他の例示的な方
法は、本明細書に記載される。
【０１４５】
　用語「添付文書」は、治療剤製品の使用に関する適応、使用、用量、投与、組合せ療法
、禁忌及び/又は警告に関する情報を含有する、そのような治療剤製品の商業的包装物に
慣用的に含まれる指示書を指すために用いられる。
【０１４６】
　本発明の文脈において、用語「有する」とは、からなる、有する、本質的に有する、又
は含むと意図され得る。
【０１４７】
　用語「%相同」は、ポリペプチドが参照ポリペプチド配列に関してある特定のパーセン
テージ同一性を有すると意図され得る。
【０１４８】
　参照ポリペプチド配列に関する「パーセント(%)アミノ酸配列同一性」又は「パーセン
ト同一性」は、配列を整列させ、必要に応じて、ギャップを導入して、最大のパーセント
配列同一性を達成した後、配列同一性の一部としていかなる保存的置換も考慮せずに、参
照ポリペプチド配列中のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセン
テージと定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定するためのアラインメントを
、当業界における技術の範囲内にある様々な方法で、例えば、BLAST、BLAST-2、ALIGN又
はMegalign(DNASTAR)ソフトウェア等の公共的に利用可能なコンピューターソフトウェア
を用いて達成することができる。当業者であれば、比較される配列の全長にわたって最大
のアラインメントを達成するのに必要とされる任意のアルゴリズムを含む、配列を整列さ
せるための適切なパラメーターを決定することができる。
【０１４９】
　用語「医薬製剤」とは、その中に含まれる活性成分の生物活性を有効にするための形態
にあり、製剤が投与される対象にとって許容不能に毒性的である更なる成分を含有しない
調製物を指す。
【０１５０】
　「薬学的に許容される担体」とは、対象に対して非毒性的である、活性成分以外の医薬
製剤中の成分を指す。薬学的に許容される担体としては、限定されるものではないが、バ
ッファー、賦形剤、安定剤、又は保存剤が挙げられる。
【０１５１】
　本発明による腫瘍の診断のための方法は、本発明の上記の抗hTROP-2抗体を、生体から
収集された試料(本明細書では以後、生物試料と呼ぶ)と反応させることと、反応した抗体
のシグナルを検出することとを含むことを特徴とする。
【０１５２】



(33) JP 2018-500930 A 2018.1.18

10

20

30

40

50

　本発明の抗TROP-2抗体を、生物試料と反応させた後、反応した抗体のシグナルを検出し
て、腫瘍を検出する。得られた抗体シグナルを、生物試料中の抗原の量の指標として用い
ることができる。本発明の抗体を用いる腫瘍の検出において、まず、試験標的として用い
られる組織切片又は血液等の、対象に由来する分析物として収集された生物試料を、抗原
-抗体反応により本発明の抗体に結合させる。続いて、結合した抗体の量の測定結果に基
づいて、生物試料中に含有される目的の抗原の量を測定する。この測定を、公知のイムノ
アッセイ方法に従って実行することができる。例えば、免疫沈降方法、免疫凝集方法、ラ
ジオイムノアッセイ、免疫比濁法、ウェスタンブロット方法、フローサイトメトリー等を
用いることができる。ラジオイムノアッセイにおいては、標識された抗体が使用され、か
くして、抗体シグナルは、直接検出される標識抗体の量として表される。さもなければ、
濃度又は抗体力価が既知であった抗体を、標準溶液として使用し、かくして、標的抗体の
シグナルを相対値として表すことができる。すなわち、標準溶液と分析物との両方を、測
定装置を用いて測定することができ、基準として用いられる標準溶液の値と比較した値と
して表すことができる。そのようなラジオイムノアッセイの例としては、ELISA方法、EI
方法、RIA方法、蛍光イムノアッセイ(FIA)、及び発光イムノアッセイが挙げられる。これ
らのうち、ELISA方法は、それが単純で高感度である点で特に好ましい。
【０１５３】
　本発明において、腫瘍の状態を、指標として上記の検出方法によって得られた検出結果
を用いて評価又は診断することができる。例えば、検出結果が適切な対照又は参照を超え
る場合、腫瘍の状態は腫瘍陽性と定義され、検出結果が適切な対照又は参照未満である場
合、それは腫瘍陰性と定義される。本明細書で用いられる用語「腫瘍の状態」は、腫瘍の
発達の存在若しくは非存在、又はその進行度を意味する。かくして、腫瘍の状態の特定例
は、腫瘍の発達の存在又は非存在、その進行度、悪性腫瘍の程度、転移の存在又は非存在
、及び再発の存在又は非存在を含む。
【０１５４】
　上記の評価において、評価される腫瘍の状態として、ただ1つの状態を、上記の例から
選択するか、又は複数の例を組み合わせ、選択してもよい。腫瘍の存在又は非存在を、得
られた検出結果に基づいて、境界として用いられる所定の標準値を参照して、腫瘍が発達
していたかどうかを決定することによって評価することができる。悪性腫瘍の程度は、が
んの進行度を示す指標として用いられる。検出結果に基づいて、標的腫瘍をある特定の疾
患ステージに分類し、それを評価することができる。そうでなければ、初期のがんと進行
がんとを、互いに区別した後、それらを評価することができる。例えば、指標としての検
出結果を用いて、初期がん又は進行がんとして標的腫瘍を決定することもできる。腫瘍の
転移を、指標としての検出結果を用いて、新生物が初期病変の位置から遠い部位に出現し
たかどうかを決定することによって評価することができる。検出結果が、中間ステージ又
は寛解後に、再び所定の標準値を超えたかどうかを決定することにより、再発を評価する
ことができる。
【０１５５】
　本発明の抗TROP-2抗体を、腫瘍を検出又は診断するためのキットの形態で提供すること
ができる。本発明のキットは、標識物質、抗体又は標識抗体が固定された固相試薬等、並
びに上記の抗体を含んでもよい。抗体を標識する標識物質は、酵素、放射性同位体、蛍光
化合物、化学発光化合物等で標識された物質を意味する。本発明のキットはまた、上記の
構成要素に加えて、本発明の検出を実行するために用いられる他の試薬を含んでもよい。
例えば、そのような標識物質が酵素標識物質である場合、本発明のキットは、酵素基質(
発色基質等)、酵素基質溶解溶液、酵素反応停止溶液、分析物のために用いられる希釈剤
等を含んでもよい。更に、本発明のキットは、様々な型のバッファー、滅菌水、様々な型
の細胞培養容器、様々な型のリアクター(Eppendorfチューブ等)、ブロッキング剤(ウシ血
清アルブミン(BSA)、スキムミルク、又はヤギ血清等の血清成分)、洗浄剤、界面活性剤、
様々な型のプレート、アジ化ナトリウム等の防腐剤、実験操作マニュアル(指示書)等を更
に含んでもよい。本発明のキットを有効に用いて、本発明の上記の検出方法を実行するこ
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とができる。本発明のキットは、場合により、上記で定義された抗体の量又は抗体の量の
増加を、対照試料に由来する値と比較するために用いることができる対照手段を含む。値
を、例えば、正常な対象又は正常な集団に由来する、既知の標準を参照して得ることがで
きる。
【０１５６】
　患者に関する用語「試料」は、生物起源の血液及び他の液体試料、生検標本又は組織培
養物若しくはそれに由来する細胞及びその子孫等の固体組織試料を包含する。この定義は
、試薬を用いる処理、洗浄、又はがん細胞等のある特定の細胞集団に関する富化等による
、その調達後に任意の方法で操作された試料も含む。この定義はまた、特定の型の分子、
例えば、核酸、ポリペプチド等について富化された試料も含む。用語「生物試料」は、臨
床試料を包含し、外科的切除により得られた組織、生検により得られた組織、培養物中の
細胞、細胞上清、細胞溶解物、組織試料、臓器、骨髄、血液、血漿、血清等も含む。
【０１５７】
　上記で定義された「検出手段」は、好ましくは、少なくとも1つの抗体、その機能的ア
ナログ若しくは誘導体、又は酵素基質である。前記抗体、その機能的アナログ又は誘導体
は、前記抗体に特異的である。
【０１５８】
　好ましい実施形態においては、本発明のキットは、
　-　前記抗体に特異的な固相接着抗体、
　-　リガンド特異的抗体複合体の検出手段
を含む。
【０１５９】
　本発明によるキットは、バッファー、担体、マーカー等の通常の補助剤、及び/又は使
用のための指示書を更に含んでもよい。
【０１６０】
　本発明により教示される抗体又はその誘導体を、アフィニティクロマトグラフィーによ
る抗体精製を可能にする配列、単一の残基又は合成分子(タグ)に融合することができる。
用いられるタグを、検出分子若しくは指示薬(例えば、放射性アイソトープ若しくは蛍光
タグ)又は検出可能な基質修飾を触媒することができる酵素タグとして、両方とも検査室
における診断的使用及び画像化のために用いることができる。用いることができる診断技
術は、例えば、光学、共焦点、多光子及び電子顕微鏡、ELISA、ウェスタンブロッティン
グ、免疫沈降、放射性免疫技術並びに他の同様のものである。
【０１６１】
　本発明で定義される抗体を、in vivoでの腫瘍画像化を含む、Trop-2を発現する新生物
の検出のための組成物の調製のために用いることができる。抗Trop-2抗体を、放射性アイ
ソトープ又は蛍光トレーサー、例えば、量子ドット又は有機発色団又は化学発光により検
出することができる酵素に連結することができる。標識された抗Trop-2抗体を起源とする
シグナルは、TAC/PET等の現在用いられている先進装備の原理に従って、スキャナー又は
断層撮影機器により検出可能である。
【０１６２】
　本明細書で用いられる場合、「処置」(及び「処置する」又は「処置すること」等のそ
の文法的変化形)は、処置される個体の自然の経過を変化させる試みにおける臨床的介入
を指し、予防のために、又は臨床病理の経過の間に実施することができる。処置の望まし
い効果としては、限定されるものではないが、疾患の発生又は再発の防止、症状の軽減、
疾患の任意の直接又は間接の病理学的帰結の縮小、転移の防止、疾患進行速度の低下、疾
患状態の改善又は緩和、及び寛解又は予後の改善が挙げられる。いくつかの実施形態にお
いては、本発明の抗体は、疾患の発達を遅延させるか、又は疾患の進行を減速させるため
に用いられる。
【０１６３】
　用語「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の抗原への結合に関与する抗体重鎖
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又は軽鎖のドメインを指す。天然抗体の重鎖及び軽鎖の可変ドメイン(それぞれ、VH及びV
L)は一般に、類似する構造を有し、それぞれのドメインは、4個の保存されたフレームワ
ーク領域(FR)と3個の超可変領域(HVR、例えば、Kindtら、Kuby Immunology、第6版、W.H.
 Freeman and Co.、91頁、2007を参照されたい)を含む。抗原結合特異性を付与するには
、単一のVH又はVLドメインで十分であり得る。更に、特定の抗原に結合する抗体を、抗原
に結合する抗体に由来するVH又はVLドメインを用いて単離して、それぞれ、相補的なVL又
はVHドメインのライブラリーをスクリーニングすることができる(例えば、Portolanoら、
J. Immunol. 150:880～887頁、1993; Clarksonら、Nature 352:624～628頁、1991を参照
されたい)。
【０１６４】
　本明細書で用いられる用語「ベクター」とは、それが連結される別の核酸を増殖させる
ことができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター並びにそ
れが導入された宿主細胞のゲノム中に組み込まれるベクターを含む。ある特定のベクター
は、それらが作動可能に連結される核酸の発現を指令することができる。そのようなベク
ターは、本明細書では「発現ベクター」と呼ばれる。
【０１６５】
　別の態様において、抗体又はその誘導体は、配列番号14、22、24、26、18、32及び34の
群から選択されるアミノ酸配列に少なくとも80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、
96%、97%、98%、99%、又は100%の配列同一性を有する重鎖可変ドメイン(VH)配列を含む。
【０１６６】
　別の態様において、抗体又はその誘導体は、配列番号16、28、30、20、36、38及び40の
群から選択されるアミノ酸配列に少なくとも80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、
96%、97%、98%、99%、又は100%の配列同一性を有する軽鎖可変ドメイン(VL)配列を含む。
【０１６７】
　ある特定の実施形態においては、前記配列番号14、22、24、26、18、32、34又は16、28
、30、20、36、38若しくは40に少なくとも80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96
%、97%、98%、又は99%の同一性を有するVH配列又はVL配列は、参照配列と比較して置換(
例えば、保存的置換)、挿入、又は欠失を含有するが、その配列を含む抗Trop-2抗体は、
上記で定義されたTrop-2領域に結合する能力を保持する。ある特定の実施形態においては
、置換、挿入、又は、欠失は、HVRの外側の領域(すなわち、FR)中に存在する。
【０１６８】
　ある特定の実施形態においては、本発明の抗体又はその断片は、1000nM未満、100nM未
満、10nM未満、1nM未満、0.1nM未満、0.01nM未満、又は0.001nM未満又はそれ以下、例え
ば、10-6M～10-12Mの解離定数(Kd)を有する。
【０１６９】
　一実施形態においては、Kdは、以下のアッセイにより記載されるようにFab型の目的の
抗体及びその抗原を用いて実施される放射標識抗原結合アッセイ(RIA)によって測定され
る。抗原に対するFabの溶液結合親和性は、滴定系列の未標識抗原の存在下で、Fabを最小
濃度の(I)標識抗原と平衡化させた後、結合した抗原を、抗Fab抗体被覆プレートで捕捉す
ることによって測定される(例えば、Chenら、J. Mol. Biol. 293:865～881頁(1999)を参
照されたい)。
【０１７０】
　好ましくは、本発明の医薬組成物は、少なくとも別の治療剤を更に含み、好ましくは、
他の治療剤は、抗腫瘍剤、抗疼痛剤、制吐剤(アプレピタント、ホスアプレピタント、ド
ラセトロン、グラニセトロン、オンダンセトロン、パロノセトロン、トロピセトロン、又
はラモセトロン、デキサメタゾン等)の群から選択される。
【０１７１】
　好ましくは、他の治療剤は、ATR阻害剤、DDR阻害剤、HR阻害剤、テロメアを特異的に標
的化する分子、好ましくは、G-四重鎖相互作用分子、テロメアで特異的にDNA損傷生成を
引き起こす分子からなる群から選択される。
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【０１７２】
　抗腫瘍剤として用いられる組成物は、化学療法剤又は放射性薬剤等の、抗体の活性を増
強するか、又は処置におけるその活性若しくは使用を補完する他の薬剤を更に含有しても
よい。そのような更なる因子及び/又は薬剤を、組成物中に含有させて、抗体との相乗効
果をもたらすか、又は副作用を最小化することができる。更に、本発明の組成物の投与を
、他の療法と同時に投与する、例えば、化学療法又は放射線療法レジメンと共に投与する
ことができる。本明細書に記載の抗体を、疾患の処置のために他の組成物及び手順と組み
合わせて用いることができる。例えば、腫瘍を、オリゴヌクレオチド療法と組み合わせて
、外科手術、放射線療法、化学療法、又は免疫療法で従来通り処置した後、抗体を患者に
投与して、微小転移の休眠を延長し、残存する原発腫瘍の増殖を安定化及び阻害すること
ができる。好ましくは、他の治療剤は、ATR阻害剤、DDR阻害剤、HR阻害剤、テロメアを特
異的に標的化するか、及び/又はテロメアで特異的にDNA損傷生成を引き起こす分子、好ま
しくは、G-四重鎖相互作用分子からなる群から選択される。
【０１７３】
　本発明において、ATR阻害剤は、ATRのキナーゼ活性を阻害することができる低分子化合
物であり、限定されるものではないが、VE-821(Vertex Pharmaceuticals社)、VE-822 (Ve
rtex Pharmaceuticals社)、AZ20 (AstraZeneca社)、AZD6738 (AstraZeneca社)を含む(Fly
nnら、Science, 2015; Weber AM, Pharmacol Ther. 2015に記載されており、全ての参考
文献が参照により組み込まれる)。
【０１７４】
　DDR阻害剤は、DNA損傷応答(DDR)として知られる細胞プロセスを損なうか、又は阻害す
ることができる任意の化合物又は実験手法であり、限定されるものではないが、カフェイ
ン、ウォルトマンニン、KU-55933、KU-60019、KU-559403、シサンドリンB、NU6027、NVP-
BEZ235を含む(Begg AC, Nat Rev Cancer. 2011; Weber AM, Pharmacol Ther. 2015; Kell
ey MR, Future Oncol. 2014に記載されており、全ての参考文献が参照により組み込まれ
る)。
【０１７５】
　HR阻害剤は、相同組換え(HR)によるDNA修復として知られる細胞プロセスを損なうか、
又は阻害することができる任意の化合物又は実験手法であり、限定されるものではないが
、イニパリブ(SAR240550、BSI-201; Sanofi-Aventis社)、オラパリブ(AZD2281、KU-00694
36; AstraZeneca社)、ニラパリブ(Tesaro社)、ルカパリブ(CO-338、AG-014699、PF-O1367
338; Pfizer社)、ベリパリブ(ABT-888; Abbott社)、AZD2461 (AstraZeneca社)、BMN673 (
BioMarin Pharmaceutical社)、CEP-9722 (Cephalon社)、E7016 (Esai社)、INO-1001 (Ino
tek Pharmaceuticals社)、MK-4827 (Merck社)、メトキシアミン(Sigma Aldrich社)、RI-1
、IBR2、B02、ハレナキノンを含む(Kelley MR, Future Oncol. 2014、Ward A, Cancer Tr
eat Rev. 2015、Feng FY, Mol Cell. 2015に記載されており、全ての参考文献が参照によ
り組み込まれる)。
【０１７６】
　テロメアを特異的に標識化するか、及び/又はテロメアでのDNA損傷生成を引き起こす分
子は、テロメアDNA内でのDNA損傷並びに/又はDDRシグナリング及び/若しくはDNA修復の活
性化若しくは阻害を誘導する、テロメアと特異的又は優先的に相互作用する任意の化合物
又は実験手法であり、限定されるものではないが、G四重鎖結合リガンド(例えば、BRACO-
19、テロメスタチン、RHPS4、クアルフロキシン、TMPyP4、AS1410)、トポイソメラーゼ阻
害剤、シスプラチン、ヒドロキシウレアを含む(Luら、Front. Med. 2013; Neidle FEBS J
、2010; Muller及びRodriguez、Expert Rev Clin Pharmacol. 2014; Sissi及びPalumbo、
Curr Pharm Des. 2014、Salvatiら、NAR、2015に記載されており、全ての参考文献が参照
により組み込まれる)。
【０１７７】
　本発明の抗体と組み合わせて用いることができる他の分子は、アビトレキサート(メト
トレキサート注射液)、アブラキサン(パクリタキセル注射液)、アドセトリス(ブレンツキ
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シマブベドチン注射液)、アドリアマイシン(ドキソルビシン)、アドルシル注射液(5-FU (
フルオロウラシル))、アフィニトール(エベロリムス)、アフィニトールジスパーズ(エベ
ロリムス)、アリムタ(PEMETREXED)、アルケラン注射液(メルファラン注射液)、アルケラ
ン錠剤(メルファラン)、アレジア(パミドロナート)、アリミデックス(アナストロゾール)
、アロマシン(エキセメスタン)、アラノン(ネララビン)、アルゼラ(オファツムマブ注射
液)、アバスチン(ベバシズマブ)、ベキサール(トシツモマブ)、BiCNU (カルムスチン)、
ブレノキサン(ブレオマイシン)、ボスリフ(ボスチニブ)、ブスルフェックス注射液(ブス
ルファン注射液)、カンパト(アレムツズマブ)、カンプトサール(イリノテカン)、カプレ
ルサ(バンデタニブ)、カソデックス(ビカルタミド)、CeeNU(ロムスチン)、CeeNU用量パッ
ク(ロムスチン)、セルビジン(ダウノルビシン)、クロラール(クロファラビン注射液)、コ
メトリク(カボザンチニブ)、コスメゲン(ダクチノマイシン)、CytosarU(シタラビン)、サ
イトキサン(サイトキサン)、サイトキサン注射液(シクロホスファミド注射液)、ダコゲン
(デシタビン)、DaunoXome(ダウノルビシン脂質複合体注射液)、デカドロン(デキサメタゾ
ン)、DepoCyt(シタラビン脂質複合体注射液)、デキサメタゾンインテンソル(デキサメタ
ゾン)、デクスパックテーパーパック(デキサメタゾン)、ドセフレズ(ドセタキセル)、ド
キシル(ドキソルビシン脂質複合体注射液)、ドロキシア(ヒドロキシウレア)、DTIC(デカ
ルバジン)、エリガード(ロイプロリド)、エレンス(エレンス(エピルビシン))、エロキサ
チン(エロキサチン(オキサリプラチン))、エルスパール(アスパラギナーゼ)、Emcyt(エス
トラムスチン)、アービタックス(セツキシマブ)、エリベッジ(ビスモデギブ)、エルウィ
ナゼ(エルウィニア・クリサンテミ(Erwinia chrysanthemi)アスパラギナーゼ)、エチオー
ル(アミホスチン)、エトポホス(エトポシド注射液)、エウレキシン(フルタミド)、ファレ
ストン(トレミフェン)、ファスロデックス(フルベストラント)、フェマラ(レトロゾール)
、フィルマゴン(デガレリックス注射液)、フルダラ(フルダラビン)、フォレックス(メト
トレキサート注射液)、フォロチン(プララトレキサート注射液)、FUDR(FUDR(フロクスウ
リジン))、ゲムザール(ゲムシタビン)、ギロトリフ(アファチニブ)、グリーベック(イマ
チニブメシレート)、グリアデルウェーハー(カルムスチンウェーハー)、ハラベン(エリブ
リン注射液)、ハーセプチン(トラスツズマブ)、ヘキサレン(アルトレタミン)、ハイカム
チン(トポテカン)、ハイカムチン(トポテカン)、ヒドレア(ヒドロキシウレア)、イクルー
シグ(ポナチニブ)、イダマイシンPFS(イダルビシン)、イフェックス(イホスファミド)、
インリタ(アキシチニブ)、イントロンAアルファb(インターフェロンアルファ-2a)、イレ
ッサ(ゲフィチニブ)、イストダックス(ロミデプシン注射液)、イキセムプラ(イキサベピ
ロン注射液)、ジャカフィ(ルキソリチニブ)、ジェブタナ(カバジタキセル注射液)、カド
シラ(アド-トラスツズマブエムタンシン)、キプロリス(カルフィルゾミブ)、ロイケラン(
クロラムブシル)、ロイキン(サルグラモスチム)、ロイスタチン(クラドリビン)、ルプロ
ン(ロイプロリド)、ルプロンデポー(ロイプロリド)、ルプロンデポーPED(ロイプロリド)
、リソドレン(ミトタン)、マルキボキット(ビンクリスチン脂質複合体注射液)、マツラン
(プロカルバジン)、メゲース(メゲストロール)、メキニスト(トラメチニブ)、メスネック
ス(メスナ)、メスネックス(メスナ注射液)、メタストロン(塩化ストロンチウム-89)、メ
キサート(メトトレキサート注射液)、ムスタルゲン(メクロレタミン)、ムタマイシン(マ
イトマイシン)、マイレラン(ブスルファン)、マイロターグ(ゲムツズマブオゾガマイシン
)、ナベルビン(ビノレルビン)、ネオサール注射液(シクロホスファミド注射液)、ノイラ
スタ(フィルグラスチム)、ノイポゲン(フィルグラスチム)、ネキサバール(ソラフェニブ)
、ニランドロン(ニランドロン(ニルタミド))、ナイペント(ペントスタチン)、ノルバデッ
クス(タモキシフェン)、ノバントロン(ミトキサントロン)、オンカスパール(ペガスパル
ガーゼ)、オンコビン(ビンクリスチン)、オンタック(デニロイキンジフチトックス)、オ
ンキソール(パクリタキセル注射液)、パンレチン(アリトレチノイン)、パラプラチン(カ
ルボプラチン)、ペルジェタ(ペルツズマブ注射液)、プラチノール(シスプラチン)、プラ
チノール(シスプラチン注射液)、プラチノールAQ(シスプラチン)、プラチノールAQ(シス
プラチン注射液)、ポマリスト(ポマリドミド)、プレドニゾンインテンソル(プレドニゾン
)、プロロイキン(アルデスロイキン)、プリネトール(メルカプトプリン)、レクラスト(ゾ
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レンドロン酸)、レブリミド(レナリドミド)、リューマトレックス(メトトレキサート)、
リツキサン(リツキシマブ)、ロフェロンAアルファa(インターフェロンアルファ-2a)、ル
ベックス(ドキソルビシン)、サンドスタチン(オクトレオチド)、サンドスタチンLARデポ
ー(オクトレオチド)、ソルタモックス(タモキシフェン)、スプリセル(ダサチニブ)、ステ
ラプレド(プレドニゾン)、ステラプレドDS(プレドニゾン)、スチバルガ(レゴラフェニブ)
、スプレリンLA(ヒストレリンインプラント)、ステント(スニチニブ)、シラトロン(ペギ
ンテルフェロンアルファ-2b注射液(シラントロン))、シンリボ(オマセタキシン注射液)、
タブロイド(チオグアニン)、タフリナール(ダブラフェニブ)、タルセバ(エルロチニブ)、
タルグレチンカプセル(ベキサロテン)、タシグナ(デカルバジン)、タキソール(パクリタ
キセル注射液)、タキソテール(ドセタキセル)、テモダール(テモゾロミド)、テモダール(
テモゾロミド注射液)、テパジナ(チオテパ)、サロミド(サリドマイド)、テラCys BCG(BCG
)、チオプレックス(チオテパ)、TICE BCG(BCG)、トポサール(エトポシド注射液)、トリセ
ル(テムシロリムス)、トレアンダ(ベンダムスチン塩酸塩)、トレルスター(トリプロレリ
ン注射液)、トレキサール(メトトレキサート)、トリセノックス(三酸化ひ素)、タイケル
ブ(ラパチニブ)、バルスター(バルルビシン膀胱内)、バンタス(ヒストレリンインプラン
ト)、ベクチビックス(パニツムマブ)、ベルバン(ビンブラスチン)、ベルケード(ボルテゾ
ミブ)、ベペシド(エトポシド)、ベペシド(エトポシド注射液)、ベサノイド(トレチノイン
)、ビダザ(アザシチジン)、ビンカサールPFS(ビンクリスチン)、ビンクレックス(ビンク
リスチン)、ボトリエント(パゾパニブ)、ブモン(テニポシド)、ウェルコボリンIV(ロイコ
ボリン注射液)、キサルコリ(クリゾチニブ)、キセロダ(カペシタビン)、イクスタンジ(エ
ンザルタミド)、ヤーボイ(イピリムマブ注射液)、ザルトラップ(Ziv-アフリベルセプト注
射液)、ザノサール(ストレプトゾシン)、ゼルボラフ(ベムラフェニブ)、ゼバリン(イブリ
ツモマブチウキセタン)、ゾラデックス(ゴセレリン)、ゾリンザ(ボリノスタット)、ゾメ
タ(ゾレドロン酸)、ゾルトレス(エベロリムス)、ザイティガ(アビラテロン)、ニモツズマ
ブ並びに免疫チェックポイント阻害剤、例えば、ニボルマブ、ペムブロリズマブ/MK-3475
、ピジリズマブ及びPD-1を標的化するAMP-224;並びにPD-L1を標的化するBMS-935559、MED
I4736、MPDL3280A及びMSB0010718C並びにイピリムマブ等のCTLA-4を標的化するものであ
る。
【０１７８】
　放射線療法は、病気を処置するための、放射線、通常はX線の使用を意味する。X線は18
95年に発見され、それ以来、放射線は診断及び調査(X線)並びに処置(放射線療法)のため
に医学において用いられてきた。放射線療法は、X線、コバルト照射、電子、及びより稀
には、プロトン等の他の粒子を用いる、外部放射線療法として体外に由来するものであっ
てもよい。また、それは、がんを処置するために放射性金属又は液体(アイソトープ)を用
いる、内部放射線療法として体内に由来するものであってもよい。
【０１７９】
　更なる態様は、相乗的又は相加的利益のために、本明細書に記載の抗体を、他の抗がん
療法と組み合わせることを含む。
【０１８０】
　組合せを用いる処置のスケジュールは、抗体が、上記で同定されたいずれかの「パート
ナー」治療剤と同時に、その前に、及び/又はその後に投与されるかを予見することがで
きる。
【０１８１】
　組合せ療法を、進行した疾患ステージのために用いることができるが、将来的には、ア
ジュバント及びネオアジュバント設定において用いることもできる。
【０１８２】
　本発明はここで、限定されるものではないが、その好ましい実施形態のいくつかに従っ
て、同封の図面を特に参照しながら、実証的であるが、限定的ではない目的で、実証及び
例示によって詳細に開示される。
【実施例】
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【０１８３】
(実施例1)
　材料及び方法
　1. キメラ2EF IgG1/κ抗体の構築
　7.5% CO2インキュベーター中、37℃で20%ウシ胎児血清(FBS;HyClone社、Logan、UT)を
含有するRPMI-1640培地中で、マウス2EFハイブリドーマ細胞(PD 08021、AID-ICLC Genoa
社)を増殖させた。TRIzol試薬(Life Technologies社、Carlsbad、CA)を供給業者のプロト
コールに従って用いて、約107個のハイブリドーマ細胞から全RNAを抽出した。SMARTer RA
CE cDNA Amplification Kit(Clontech社、Mountain View、CA)を供給業者のプロトコール
に従って用いて、オリゴdTプライムcDNAを合成した。Phusion DNAポリメラーゼ(New Engl
and Biolabs社、Beverly、MA)及び以下のプライマー:
2EF VHのためのフォワードプライマー:
　-　SMARTer RACE cDNA Amplification Kit中に提供されるユニバーサルプライマーAミ
ックス
　-　2EF-H5: 5'-TACACCTTCACTAACTACTGG-3' (配列番号51)
2EF VHのためのリバースプライマー:
　-　2EF-H3: 5'-CCCAGTTCCTCTGCACAG-3' (配列番号52)
　-　MCG2b: 5'-GCCAGTGGATAGACTGATGG-3' (配列番号53)
2EF VLのためのフォワードプライマー:
　-　SMARTer RACE cDNA Amplification Kit中に提供されるユニバーサルプライマーAミ
ックス
　-　2EF-L5: 5'-AGCCAAAGTGTCAGTACATC-3' (配列番号54)
2EF VLのためのリバースプライマー:
　-　JNT319: 5'-CTCCCTCTAACACTCATTCCTGTTGAAGC-3' (配列番号55)
　-　2EF-L3: 5'-GAATCTCCCGACTGTGCTG-3' (配列番号56)
を用いるポリメラーゼ連鎖反応(PCR)により、VH及びVL cDNAを増幅した。
【０１８４】
　増幅されたVH及びVL cDNAを、NucleoSpin Extraction II Kit(Macherey-Nagel社、Beth
lehem、PA)を用いてゲル精製し、配列決定のためにpCR4Blunt-TOPOベクター(Life Techno
logies社)中にクローニングした。可変領域のDNA配列決定を、Tocore(Menlo Park、CA)で
行った。いくつかの重鎖及び軽鎖クローンを配列決定し、典型的なマウス重鎖及び軽鎖可
変領域と相同なユニークな配列を同定した。
【０１８５】
　2EF VHをコードする遺伝子を、コード領域の3'末端のスプライスドナーシグナル、断片
の5'末端にSpeI部位、及び断片の3'末端のHindIII部位を含むエクソンとして合成した(配
列番号57、図20)。
【０１８６】
　同様に、2EF VLをコードする遺伝子を、コード領域の3'末端のスプライスドナーシグナ
ル、断片の5'末端のNheI部位、及び断片の3'末端のEcoRI部位を含むエクソンとして合成
した(図58、図21)。2EF VH及びVLエクソンのスプライスドナーシグナルは、それぞれ、マ
ウス生殖系列JH3及びJκ2配列に由来するモノであった。2EF VH及びVL遺伝子の合成を、G
enScript USA社(Piscataway、NJ)により行った。
【０１８７】
　キメラ2EF IgG1/κ抗体(Ch2EF)の産生のためのヒトκ及びG1定常領域を担持する哺乳動
物発現ベクターのSpeIとHindIII部位の間(VHについて)又はNheIとEcoRI部位の間(VLにつ
いて)に、合成した2EF VH及びVLエクソンをクローニングした。得られる発現ベクターpCh
2EFの構造の略図を、図22に示す。pCh2EFベクターは、哺乳動物細胞中での選択のための
大腸菌(Escherichia coli)gpt遺伝子を担持する。
【０１８８】
　2. 2EF抗体のヒト化の一般的スキーム
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　ヒト化2EF VH及びVLアミノ酸配列の設計を、以下のように実行した。最初に、特異的に
開発された手法を用いて、マウス2EF可変領域の三次元分子モデルを構築した。次に、CDR
構造の形成にとって重要なフレームワークアミノ酸残基を、分子モデルを用いて同定した
。同時に、それぞれ、2EF VH及びVLに対する高い相同性を有するcDNA由来ヒトVH及びVLア
ミノ酸配列を選択した。最後に、CDR構造を維持するのに重要なフレームワークアミノ酸
残基と一緒のCDR配列を、2EF VH及びVLから、対応する選択されたヒトフレームワーク配
列中に移植した。
【０１８９】
　3. ヒト化2EF VH及びVLの設計
　マウス2EF VHフレームワークと相同なヒトVH配列を、GenBankデータベース内で検索し
、NCBI受託番号M17751.1を有するヒトcDNAによりコードされるVH配列を、ヒト化のための
アクセプターとして選択した。2EF VHのCDR配列(配列番号1～3)を、最初にM17751.1 VHの
対応する位置に移した。次に、三次元モデルがCDRとの有意な接触を示唆した、フレーム
ワーク48、68、70及び72位(番号付けは、シグナルペプチドの除去後、VH成熟型の最初の
アミノ酸から始まる)で、ヒトアミノ酸残基を、対応するマウス残基により置換した。更
に、VH-VL境界の適切な形成にとって重要であり、かくして、抗原結合部位の構造に影響
すると判断される44位のアミノ酸残基を、マウス2EF VH中の対応する残基により置き換え
る。得られるヒト化VH、Hu2EF VH4のアミノ酸配列(配列番号22)を、2EF(配列番号14)及び
M17751.1 VH配列と共に、図23に示す。
【０１９０】
　Hu2EF VH4に加えて、別のヒト化VH(Hu2EF VH5)を、NCBI受託番号L02325.1を有するヒト
cDNAによりコードされるVH配列を用いて設計した。2EF VHのCDR配列を、最初にL02325.1 
VHの対応する位置に移した。次に、2EF可変領域の三次元モデルがCDRとの有意な接触を示
唆した、フレームワーク48、68、70及び72位で、ヒトアミノ酸残基を、対応するマウス残
基により置換した。得られるヒト化VH、Hu2EF VH5のアミノ酸配列(配列番号24)を、2EF及
びL02325.1 VH配列と共に、図24に示す。
【０１９１】
　2EF VLフレームワーク配列との相同性検索に基づいて、NCBI受託番号Z46622.1を有する
cDNAによりコードされるヒトVκ領域を、ヒト化のためのアクセプターとして選択した。2
EF VLのCDR配列(配列番号4～6)を、最初にZ46622.1 VLの対応する位置に移した。次に、C
DRとの有意な接触を作ると示された53位で、Z46622.1中のヒトアミノ酸残基を、2EF VLの
対応するマウス残基と置換した。得られるヒト化VL、Hu2EF VL1のアミノ酸配列(配列番号
28)を、2EF及びZ46622.1 VL配列と共に、図25に示す。
【０１９２】
　4. ヒト化2EF VH及びVL遺伝子の構築
　ヒト化VH4-Hu2EF(配列番号59、図26)、VH5-Hu2EF(配列番号60、図27)及びVL1-Hu2EF(配
列番号61、図28)配列のそれぞれをコードする遺伝子を、シグナルペプチド、スプライス
ドナーシグナル、及び哺乳動物発現ベクター中へのその後のクローニングのための適切な
制限酵素部位を含むエクソンとして設計した。各遺伝子のシグナルペプチド配列及びスプ
ライスドナーシグナルは、pCh2EF中の対応するマウス2EF VH又はVL遺伝子に由来するもの
であった。
【０１９３】
　VL1-Hu2EF遺伝子を、GenScript USA社により合成した。GenScript USA社でのカスタム
合成、次いで、クリプティックシグナル配列を除去するための部位特異的突然変異誘発を
用いる改変により、VH4-Hu2EF及びVH5-Hu2EFを構築した。SpeI及びHindIII(VHについて)
又はNheI及びEcoRI(VLについて)で消化した後、これらの遺伝子を、ヒト化IgG1/κの産生
のための哺乳動物発現ベクター中の対応する部位にサブクローニングした(図22)。結果と
して、2つの発現ベクターが構築された。第1の発現ベクターであるpHu2EF-4は、IgG1/κ 
VH4-Hu2EF及びVL1-Hu2EFを含有する、ヒト化Hu2EF-4抗体を発現する。第2のベクターであ
るpHu2EF-5は、VH5-Hu2EF及びVL1-Hu2EFを含有する、ヒト化Hu2EF-5抗体を発現する。
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【０１９４】
　5. Ch2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5を産生するNS0安定トランスフェクタントの生成
　Ch2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5を安定に産生する細胞株を得るために、それぞれ、発現ベ
クターpCh2EF、pHu2EF-4及びpHu2EF-5を、マウスミエローマ細胞株NS0(European Collect
ion of Animal Cell Cultures、Salisbury、Wiltshire、UK)の染色体中に導入した。NS0
細胞を、7.5%CO2インキュベーター中、37℃で10%FBSを含有するDME培地中で増殖させた。
NS0への安定なトランスフェクションを、エレクトロポレーションによって実行した。ト
ランスフェクションの前に、それぞれの発現ベクターを、FspIを用いて線状化した。約10
7個の細胞に、10%FBSを含有するDME培地中に懸濁した、20μgの線状化プラスミドをトラ
ンスフェクトし、いくつかの96ウェルプレート中に播種した。48h後、選択培地(10%FBS及
びHT培地添加物-Sigma-Aldrich、0.25mg/mlキサンチン及び1μg/mlミコフェノール酸を含
有するDME培地)を加えた。選択の開始の約10日後に、培養上清を、サンドイッチELISAに
より抗体産生についてアッセイした。典型的な実験では、マイクロタイタープレート(カ
タログ番号655001、Greiner Bio One社、Monroe、NC)を、100μl/ウェルのPBS中の1/2,00
0希釈されたヤギ抗ヒトIgG Fcγ鎖特異的pAb(Sigma-Aldrich社、St.Louis、MO)を用いて4
℃で終夜被覆し、洗浄バッファー(0.05%Tween 20を含有するPBS)で洗浄し、室温で0.5h、
200μl/ウェルのブロックバッファー(2%スキムミルク及び0.05%Tween 20を含有するPBS)
でブロックした。洗浄バッファーで洗浄した後、ELISAバッファー(1%スキムミルク及び0.
025%Tween 20を含有するPBS)中に適切に希釈された100μl/ウェルの試験試料を、ELISAプ
レートに加えた。適切なヒト又はヒト化IgG1/κモノクローナル抗体を、標準として用い
た。室温で1h、ELISAプレートをインキュベートし、洗浄バッファーで洗浄した後、結合
した抗体を、100μl/ウェルの1/2,000希釈されたHRPコンジュゲート化ヤギ抗ヒトκ鎖pAb
(SouthernBiotech社、Birmingham、AL)を用いて検出した。室温で0.5hインキュベートし
、洗浄バッファーで洗浄した後、100μl/ウェルのABTS基質(AMRESCO社、Solon、OH)を添
加することにより発色を開始させ、100μl/ウェルの2%シュウ酸を用いて停止させた。吸
光度を405nmで読み取った。
【０１９５】
　高レベルのCh2EF(NS0-Ch2EF 1E7)、Hu2EF-4(NS0-Hu2EF-4 1B9)及びHu2EF-5(NS0-Hu2EF-
5 1A11)を産生するNS0安定トランスフェクタントを、ハイブリドーマSFM(Life Technolog
ies社)を用いて無血清培地中での増殖に適合させた。これらのNS0安定トランスフェクタ
ントの凍結された細胞ストックを、BamBanker(カタログ番号302-14681、WAKO Chemicals 
USA社、Richmond、VA)中で作製し、液体窒素中で保存した。これらの3つのNS0安定トラン
スフェクタントを、PCR Mycoplasma Detection Set (Takara Bio USA社、Madison、WI)を
用いて試験したところ、マイコプラズマの存在について陰性であることがわかった。
【０１９６】
　NS0-Ch2EF 1E7、NS0-Hu2EF-4 1B9及びNS0-Hu2EF-5 1A11細胞中で産生される重鎖及び軽
鎖の真正性を、cDNA配列決定により確認した。TRIzol試薬(Life Technologies社)を用い
て、細胞から全RNAを抽出し、ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA Synthesis Kit(Ne
w England Biolabs社)を用いて、供給業者のプロトコールに従ってオリゴdTプライムcDNA
を合成した。G1重鎖のコード領域を、プライマーとしてのCMV2及びJNT098並びにPhusion 
DNAポリメラーゼを用いるPCRにより増幅した。PCR断片をゲル精製し、プライマーとしてC
MV2、JNT082、JNT097及びJNT098を用いる配列決定にかけた。プライマー配列は以下の通
りである:
CMV2　　　　5'-GAACCGTCAGATCGCCTGGAGAC-3' (配列番号62)
JNT026　　　5'-TGAAAGATGAGCTGGAGGAC-3' (配列番号63)
JNT082　　　5'-CTTTCTTGTCCACCTTGGTG-3' (配列番号64)
JNT097　　　5'-GCTGTCCTACAGTCCTCA-3' (配列番号65)
JNT098　　　5'-ACGTGCCAAGCATCCTC-3' (配列番号66)
【０１９７】
　同様に、κ軽鎖のコード領域を、CMV2及びJNT026を用いて増幅した。ゲル精製したDNA
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断片を、プライマーとしてCMV2及びJNT026を用いる配列決定にかけた。Ch2EF、Hu2EF-4及
びHu2EF-5のそれぞれのVH及びVLのコード領域の得られたヌクレオチド配列は、pCh2EF、p
Hu2EF-4又はpHu2EF-5ベクター中の対応する配列と完全に一致していた。
【０１９８】
　6. マウス2EF、Ch2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体の精製
　マウス2EFハイブリドーマ、並びにNS0-Ch2EF 1E7、NS0-Hu2EF-4 1B9及びNS0-Hu2EF-5 1
A11細胞を、回転ボトル中のHybridoma SFM中で約106個/mlの密度まで増殖させ、SFM4MAb
培地(HyClone社)に溶解した1/10容量の60mg/mlのUltrafiltered Soy Hydrolysate (Irvin
e Scientific社、Santa Ana、CA)を供給し、細胞の生存能力が50%未満になるまで更に増
殖させた。遠心分離及び濾過の後、各細胞株の培養上清を、プロテインAセファロースカ
ラム(HiTrapMabSelectSuRe、GE Healthcare社、Piscataway、NJ)上にロードした。カラム
をPBSで洗浄した後、抗体を0.1Mグリシン-HCl(pH3.0)で溶出させた。1M Tris-HCl(pH8)で
中和した後、溶出した抗体のバッファーを、透析によってPBSに交換した。280nmでの吸光
度を測定することにより、抗体濃度を決定した(1mg/ml=1.4OD)。収量は、500mlの培養上
清から出発して、マウス2EFについては12.9mg、Ch2EFについては1.95mg、Hu2EF-4につい
ては9.3mg及びHu2EF-5については8.8mgであった。
【０１９９】
　精製されたCh2EFは、4℃でPBS中での保存の間に沈降物を急速に形成した。この現象は
、新しく精製されたCh2EFに関しても繰り返し観察された。マウス2EF、Hu2EF-4及びHu2EF
-5については、沈降の兆候は認められなかった。したがって、Ch2EFは、ヒト化2EF抗体の
抗原結合を試験するための対照として精製の直後にのみ使用できなかった。
【０２００】
　7. Hu2EF-4及びHu2EF-5の抗原結合
　精製されたHu2EF-4及びHu2EF-5のTrop-2抗原への結合を、ELISAにより試験した。マウ
ス2EFを対照として用いた。典型的な実験においては、マイクロタイタープレートを、0.2
M炭酸ナトリウムバッファー(pH9.4)中の100μl/ウェルの1μg/ml組換えヒトTrop-2-Fc融
合タンパク質(rhTrop2;カタログ番号650-T2-100、R&D Systems社、Minneapolis、MN)を用
いて4℃で終夜被覆し、洗浄バッファーで洗浄し、200μl/ウェルのブロックバッファーを
用いて室温で30minブロックした後、洗浄バッファーで洗浄した。ELISAバッファー中に適
切に希釈された精製された試験抗体(5μg/mlから出発して連続2倍希釈)を、100μl/ウェ
ルでウェルに加え、室温で60minインキュベートした。洗浄バッファーで洗浄した後、100
μl/ウェルの1/2,000希釈されたHRPコンジュゲート化ヤギ抗ヒトκ鎖pAb(Hu2EF-4及びHu2
EF-5について)又はヤギ抗マウスκ鎖pAb(マウス2EFについて)を用いて、結合した抗体を
検出した。発色及び吸光度の読取りを、上記のように実行した。図29に示されるように、
これらの条件下でのHu2EF-4及びHu2EF-5のTrop2への結合は、マウス2EFのものと同等であ
った。
【０２０１】
　また、Hu2EF-4及びHu2EF-5のTrop-2への結合を、競合的ELISAにより分析した。マイク
ロタイタープレートを、上記のようにrhTrop2を用いて4℃で終夜被覆した。次いで、ELIS
Aバッファー中の亜飽和濃度(200ng/ml)のビオチン化マウス2EFと様々な濃度の精製競合抗
体(マウス2EF、Hu2EF-4及びHu2EF-5;2μg/mlから出発して連続2倍希釈)との混合物100μl
/ウェルを、室温で60minのインキュベーションのために添加した。次いで、ELISAプレー
トを洗浄バッファーで洗浄し、ELISAバッファー中の1μg/mlのストレプトアビジンコンジ
ュゲート化HRP 100μlと共に30minインキュベートし、洗浄バッファーで洗浄した。発色
及び吸光度の読取りを、上記のように実行した。予想外にも、図30に示されるように、比
較した場合、Hu2EF-4とHu2EF-5は両方とも、Trop-2への結合についてマウス2EFとあまり
競合しなかった(ヒト化抗体の競合的結合の曲線と、マウス2EF抗体の曲線とを比較された
い)。
【０２０２】
　また、天然のTrop-2抗原に対するHu2EF-4及びHu2EF-5の相対的親和性を、表面Trop-2を
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発現する生きた腫瘍細胞上でのフローサイトメトリーにより測定されるin vivoでの競合
的結合により分析した。約3x105個のヒト結腸がんColo205細胞を、単独で、又は200μlの
SMバッファー(10%FBS及び0.01%NaN3を含むPBS)中の増加する量(2.7μg又は8.1μg、それ
ぞれ、9X及び27X過剰)の未標識競合抗体と組み合わせて、0.3μg/mlのAlexa-488標識マウ
ス2EF(2EF-488)と共にインキュベートした。4℃で20min後、細胞を5mlのSMで洗浄し、0.5
μg/mlのヨウ化プロピジウムを含む500μlのSM中に再懸濁して、死細胞を識別した。次い
で、以前に記載のように(Alberti、Nutiniら、1994)、フローサイトメトリー(FACScalibu
r、FACScan、Becton Dickinson社、Sunnyvale、CA)により蛍光を分析した(図31)。また、
この実験において、ヒト化Hu2EF-5抗体は、Trop-2に対する親和性の有意な喪失を示した(
図31の上のパネルと中央のパネルを比較されたい)。Hu2EF-4抗体についても同様の結果が
得られた。
【０２０３】
　これらのデータは、Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体を生成するヒト化手順が、予想されたもの
と違って、Trop-2抗原に対する親和性の有意な喪失を引き起こすことを示していた。
【０２０４】
　ヒト化Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体のTrop-2への結合を、100μl/ウェルのrhTrop2の0.1μg
/ml溶液で被覆されたマイクロタイタープレートを用いるELISAによって更に分析した。他
の全ての手順は、上記のように実行した。この実験では、Lipofectamine 2000方法(Life 
Technologies社)によりトランスフェクトされたヒト胚性腎臓細胞株HEK293中で一過的に
発現されるCh2EF及びHu2EF抗体を用いた。図32に、Ch2EF及びHu2EF-5の結合の結果を示す
。プレートをより少量の抗原(1μg/mlの代わりに0.1μg/mlのrhTrop2)で被覆した場合、H
u2EF-5はCh2EFよりも弱くTrop-2に結合した。
【０２０５】
　8. ヒト化2EF抗体の改変
　ヒト化Hu2EF-4及びHu2EF-5抗体について検出されたTrop-2に対する親和性の喪失は、最
初の試験の過程において考慮されなかったアミノ酸残基及び構造決定基を含有させること
による、2EF可変領域の三次元モデルのより綿密な分析を求めた。これらの分析により、
非標準的な位置のアミノ酸残基が抗原結合部位の構造に予想外に影響し得る可能性が示唆
された。特に、これは、2EF抗体の成熟VH中の11、38、40及び43位並びに成熟VL中の4及び
104位について示された。これらの位置のそれぞれについて、ヒトアクセプター配列のア
ミノ酸残基を、部位特異的突然変異誘発によって対応するマウス残基により置換した(概
説については図23及び図25を参照されたい)。得られたヒト化Hu2EF変異体は、以下のアミ
ノ酸置換のうちの1つを担持するVH及びVL遺伝子を有する:VH中の11位でのValからLeuへの
置換(VH-V11L)、VH中の38位でのArgからLysへの置換(VH-R38K)、VH中の40位でのAlaからA
rgへの置換(VH-A40R)、VH中の43位でのGlnからHisへの置換(VH-Q43H)、VL中の4位でのMet
からLeuへの置換(VL-M4L)、及びVL中の104位でのGlnからGlyへの置換(VL-Q104G)。これら
のヒト化VH(又はVL)変異体のそれぞれを、哺乳動物発現ベクター中で、上記で詳述された
クローニング戦略を用いて、非改変ヒト化VL(又はVH)遺伝子と組み合わせた(図22)。
【０２０６】
　得られた6個の発現ベクターを、上記のようにHEK293細胞中に個別にトランスフェクト
し、各トランスフェクタントにより産生される抗体を精製した。これらの一過的に発現さ
れる抗体のTrop-2抗原結合を、100μlの0.1μg/ml rhTrop-2で被覆されたマイクロタイタ
ープレートを用いるELISAにより、すなわち、標的抗原に対するその親和性に基づいてヒ
ト化抗体を識別するために以前に用いられていた条件下で分析した。4つのHu2EF VH変異
体のうち、VH-R38KのみがTrop-2結合を部分的に改善した。R38K突然変異を担持するHu2EF
 VHを、Hu2EF-VH7(配列番号25～26;図7及び図23)と命名した。ヒト化VL遺伝子に関して、
VL-M4LとVL-Q104Gは両方とも、Trop-2結合をわずかに改善した。これらの2つの突然変異
を、Hu2EF VL1中で組み合わせて、Hu2EF VL2(配列番号29～30;図9及び図25)を生成した。
【０２０７】
　かくして、Hu2EF VH7(配列番号67;図33)及びVL2(配列番号68;図34)遺伝子を担持する新
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しいベクターpHu2EF-7(図22)が構築された。更に、pHu2EF-7中のgpt遺伝子を、pHu2EF-7-
puroの生成のために哺乳動物細胞中でのピューロマイシンに対する耐性のためのピューロ
マイシンN-アセチルトランスフェラーゼをコードする遺伝子によって置き換えた。pHu2EF
-7ベクターを、Hu2EF VH7及びVL2領域を担持するヒト化2EF IgG1/κ抗体(Hu2EF-7)の一過
的発現のために、上記のLipofectamine 2000を用いてHEK293細胞中にトランスフェクトし
た。対照として、pCh2EFもHEK293細胞中に一過的にトランスフェクトした。培養上清中の
Ch2EF及びHu2EF-7抗体を、100μlの0.1μg/mlのrhTrop-2で被覆されたマイクロタイター
プレートを用いるELISAによって抗原結合について試験した。Ch2EF及びHu2EF-7は、Trop-
2に対する非常に類似する結合を示し(図35)、これは、Hu2EF-7がマウス2EF抗体の抗原結
合親和性を保持することを示唆している。
【０２０８】
　9. Hu2EF-7の発現及び精製
　Hu2EF-7の更なる分析のために、pHu2EF-7-puroを用いて、チャイニーズハムスター卵巣
細胞株CHO-K1(ATCC、Manassas、VA)の安定なトランスフェクタントを生成した。CHO-K1細
胞を、7.5%CO2インキュベーター中、37℃にてSFM4CHO培地(HyClone社)中で増殖させた。C
HO-K1中への安定なトランスフェクションを、エレクトロポレーションにより実行した。
トランスフェクションの前に、pHu2EF-7-puroを、FspIを用いて線状化した。約2.5x106個
の細胞に、20μgの線状化プラスミドをトランスフェクトし、SFM4CHO培地中に懸濁し、高
い効率でHu2EF-7抗体を産生し得る単一のクローンを単離するために、細胞の適切な希釈
後、いくつかの96ウェルプレート中に播種した。48h後、10μg/mlのピューロマイシンを
、安定なトランスフェクタントの単離のために添加した。
【０２０９】
　選択の開始の約10日後、トランスフェクタントの培養上清を、抗体産生についてアッセ
イした。Hu2EF-7の発現を、上記のようなサンドイッチELISAによって測定した。この方法
で、高レベルのHu2EF-7を産生することができるCHO-K1トランスフェクタント(CHO-K1-Hu2
EF-7 2A2.2)を単離した。細胞生存能力が50%未満になるまで、このクローンをSFM4CHO中
で増殖させた。次いで、上記のようなプロテインAカラムを用いて、培養上清からHu2EF-7
を精製した。これらの条件では、500mlのCHO-K1-Hu2EF-7 2A2.2上清からのHu2EF-7の収量
は12.3mgであった。
【０２１０】
　また、Hu2EF-7を産生するラットミエローマ細胞株YB2/0(ATCC、Manassas、VA)の安定な
トランスフェクタントを、pHu2EF-7を用いて生成した。YB2/0細胞へのpHu2EF-7のエレク
トロポレーション及びミコフェノール酸培地中での細胞の選択を、セクション5に記載の
ように実行した。高レベルのHu2EF-7を産生するYB2/0安定トランスフェクタント(YB2/0-H
u2EF-7 2D3)を、回転式ボトル中、2%FBSを含有するハイブリドーマ-SFM中で増殖させ、供
給培地を供給し、セクション5に記載のように更に培養した。プロテインAカラムクロマト
グラフィーにより、Hu2EF-7を精製した。収量は、500mlの培養上清から4.0mgであった。
【０２１１】
　精製されたHu2EF-7抗体を、標準的な手順に従ってSDS-PAGEにより特徴付けた。還元的
条件下での分析により、これらの抗体のそれぞれが約50kDaの分子量を有する重鎖と、約2
5kDaの分子量を有する軽鎖とを含むことが示された(図36)。
【０２１２】
　CHO-K1-Hu2EF-7 2A2.2及びYB2/0-Hu2EF-7 2D3細胞中で産生された重鎖及び軽鎖の真正
性を、セクション5に記載のcDNA配列決定によって確認した。Hu2EF-7重鎖及び軽鎖のそれ
ぞれのコード領域の得られたcDNA配列は、pHu2EF-7中の対応する配列と完全に一致してい
た(図15及び図16)。
【０２１３】
　10. Trop-2への結合に関するHu2EF-7の特徴付け
　Hu2EF-7抗体のTrop-2への結合を、フローサイトメトリーによって特徴付けた。第1の実
験において、約3x105個のヒト結腸がんColo205細胞を、セクション7に記載のように、0.3
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μg/mlのAlexa-488標識マウス2EF(2EF-488)と共に、単独で、又は過剰量の未標識競合抗
体と組み合わせてインキュベートした(図31)。
【０２１４】
　第2の実験において、約5x105個のColo205細胞を、3μg/mlのFITC標識マウス2EFと共に
、単独で、又は200μlのSMバッファー中、40μg/mlから出発して連続3倍希釈した様々な
濃度の未標識Hu2EF-7競合抗体(2つの異なる宿主中で産生された)と組み合わせて、4℃で3
0min、インキュベートした。次いで細胞をセクション7に記載のように処理して、フロー
サイトメトリーによって分析した。各濃度の競合抗体に関する平均蛍光値を、図37に示す
。図31及び図37のデータから、ヒト化Hu2EF-7抗体が、マウス2EF抗体と同様の様式でTrop
-2に結合することを見ることができ、かくして、ヒト化プロセスがマウス2EF抗体のTrop-
2結合に対する親和性及び特異性を実質的に保持することを示している。抗体産生のため
にpHu2EF-7-puro及びpHu2EF-7をトランスフェクトされた2つの細胞株は、同様の結果をも
たらした。
【０２１５】
　Trop-2又は陰性対照としての空のベクターをトランスフェクトしたヒト結腸がん転移性
KM12SM細胞を標的として用いるフローサイトメトリーによるストリンジェントな分析を用
いてTrop-2認識の特異性を確認し、Hu2EF-7及びAlexa 488にコンジュゲートされたヤギ抗
ヒト抗血清を用いて染色した(図38A)。Trop-2を発現する細胞は抗体により染色されるが
、Trop-2を含まない同一の細胞は蛍光シグナルをもたらさない。また、ヒト化プロセスか
ら予想されるように、Hu2EF-7抗体は、抗マウス抗血清によって認識されない(図38B、左)
。
【０２１６】
　かくして、本発明の手法は、単独での、又は本発明者らがヒト化プロセスを以下に記載
する2G10由来抗体等の、標的分子の異なる領域を特異的に認識する別のヒト化抗体と組み
合わせた、診断及び療法における使用のための、Trop-2抗原の特異的領域に高い親和性で
結合することができるヒト化Hu2EF抗体の産生に成功した。
【０２１７】
　11. キメラ2G10 IgG1/κ抗体の構築
　マウス2G10ハイブリドーマ細胞(PD 08020、AID-ICLC Genoa社)を、7.5%CO2インキュベ
ーター中、37℃で20%ウシ胎児血清を含有するRPMI-1640培地中で増殖させた。2G10ハイブ
リドーマにより産生される抗体のVH及びVLのcDNAを、以下のプライマー:
2G10 VHのためのフォワードプライマー:
　-　SMARTer RACE cDNA Amplification Kit中に提供されるUniversal Primer A Mix及び
Nested Universal Primer A;
2G10 VHのためのリバースプライマー:
　-　MCG2A: 5'-GCCAGTGGATAGACCGATGG-3' (配列番号69);
2G10 VLのためのフォワードプライマー:
　-　SMARTer RACE cDNA Amplification Kit中に提供されるUniversal Primer A Mix;
　-　2G10-L5: 5'-ACCAGCACTGATATTGATG-3' (配列番号70);
2F10 VLのためのリバースプライマー:
　-　JNT319: 5'-CTCCCTCTAACACTCATTCCTGTTGAAGC-3' (配列番号55);
　-　2G10-L3: CGTGTACGGCAAGTTATCAC (配列番号71)
を用いて、セクション1に記載のTRIzol試薬を用いて抽出された全RNAから合成した。
【０２１８】
　増幅されたVH及びVLを、セクション1に記載のように配列決定した。
【０２１９】
　鋳型としての2G10 VH cDNA及び以下のプライマー:
フォワード:5'-GCAACTAGTACCACCATGGAATGGAACTGGGTC-3' (配列番号73)(SpeI部位に下線を
付す);
リバース:5'- GGGAAGCTTGAGAGGCCATTCTTACCTGAGGAGACGGTGACTGAGGT-3' (配列番号74)(Hin
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dIII部位に下線を付す)
を用いるPCRにより、スプライスドナーシグナルを含むエクソン(配列番号72;図39)として
、2G10 VHをコードする遺伝子を生成した。
【０２２０】
　同様に、鋳型としての2G10 VL cDNA及び以下のプライマー:
フォワード:5'-GCTGCTAGCACCACCATGTTCTCACTAGCTCTTCTCC-3' (配列番号76)(NheI部位に下
線を付す);
リバース:5'-CGAGAATTCTTTGGATTCTACTTACGTTTGATTTCCAGCTTGGTC-3' (配列番号77)(EcoRI
部位に下線を付す)
を用いるPCRにより、スプライスドナーシグナルを含むエクソン(配列番号75;図40)として
、2G10 VLをコードする遺伝子を生成した。
【０２２１】
　2G10 VH及びVLエクソンのスプライスドナーシグナルは、それぞれ、マウス生殖系列JH4
及びJκ1配列に由来するものであった。PCR増幅された断片をゲル精製し、配列の確認の
ためにpCR4Blunt-TOPOベクター中にクローニングした。正確な断片をSpeI及びHindIII(VH
について)又はNheI及びEcoRI(VLについて)で消化し、ゲル精製し、キメラ2G10 IgG1/κ抗
体(Ch2G10)の産生のためにヒトG1及びκ定常領域を担持する哺乳動物発現ベクター中にク
ローニングした。得られる発現ベクターpCh2G10の構造の略図を、図22に示す。
【０２２２】
　12. 2G10抗体ヒト化の一般的スキーム
　ヒト化2G10 VH及びVLアミノ酸配列の設計を、以下のように実行した。第1に、マウス2G
10可変領域の三次元分子モデルを、特異的に開発された手法を用いて構築した。次に、CD
R構造の形成にとって重要なフレームワークアミノ酸残基を、分子モデルを用いて同定し
た。同時に、それぞれ、2G10 VH及びVLに対して高い相同性を有するヒトVH及びVLアミノ
酸配列を選択した。最後に、CDR配列を、CDR構造を維持するのに重要なフレームワークア
ミノ酸残基と一緒に、2G10 VH及びVLから、対応する選択されたヒトフレームワーク配列
中に移植した。
【０２２３】
　13. ヒト化2G10 VH及びVL遺伝子の設計
　2G10 VHフレームワークと相同なヒトVH配列を、GenBankデータベース内で検索し、NCBI
受託番号X65888.1を有するヒトcDNAによりコードされるVH配列を、ヒト化のためのアクセ
プターとして選択した(X65888.1-VH)。最初に、2G10 VHのCDR配列(配列番号7～9)を、X65
888.1-VHの対応する位置に移した。次に、2G10可変領域の三次元モデルがCDRとの有意な
接触を示唆した、フレームワーク位置27、30、37、48、49、67、68、70及び72(成熟型の
最初のアミノ酸からの番号付け)で、ヒトアミノ酸残基を対応するマウス残基で置換した
。得られたヒト化アミノ酸配列Hu2G10 VH1(配列番号32)を、2G10及びX65888.1-VH配列と
共に、図41に示す。
【０２２４】
　マウス2G10 VH中の67位のLys及び68位のAlaは、両方ともCDRの近くに位置し、CDR構造
の形成にとって重要であると予測されたが、ヒトアクセプターX65888.1-VH中のアミノ酸
残基は、67位のArg及び68位のVal(図41)であり、分子特性及び構造について対応するマウ
ス残基と類似する。したがって、潜在的な免疫原性を更に低下させるために、ヒトアクセ
プターのアミノ酸残基が67位及び68位、すなわち、それぞれ、Arg及びValで維持される第
2のヒト化VH(Hu2G10 VH2)を設計した(配列番号34;図41)。
【０２２５】
　2G10 VLフレームワーク配列とのGenBank相同性検索に基づいて、NCBI受託番号AY043146
.1を有するcDNAによりコードされるヒトVκ領域を、ヒト化のためのアクセプターとして
選択した。2G10 VLのCDR配列を、最初にAY043146.1 VL(配列番号10～12)の対応する位置
に移した。次に、2G10可変領域の三次元モデルがCDRとの有意な接触を示した49位及び67
位で、ヒトアミノ酸残基を、マウス2G10 VLの対応する残基で置換した。得られたヒト化H
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u2G10 VL1のアミノ酸配列(配列番号36)を、2G10及びAY043146.1 VL配列と共に、図42に示
す。
【０２２６】
　マウス2G10 VL中の67位のTyrは、CDR構造の形成にとって重要であると予測されたが、2
G10可変領域の三次元モデルの更なる分析により、67位のこのTyrを、抗原結合に影響する
ことなく、ヒトアクセプターAY043146.1 VL中の対応する位置に位置する残基であるSerと
置き換えることができるという可能性が示唆された。したがって、潜在的な免疫原性を更
に低下させるために、ヒトアクセプター配列中の67位のSerが維持される、第2のヒト化VL
(Hu2G10 VL2)を、Hu2G10　VL1から設計した。
【０２２７】
　14. ヒト化2G10 VH及びVL遺伝子の構築
　Hu2G10 VH1、VH2、VL1及びVL2のそれぞれをコードする遺伝子を、それぞれ、シグナル
ペプチド、スプライスドナーシグナル、及び哺乳動物発現ベクター中へのその後のクロー
ニングのための適切な制限酵素部位を含むエクソンとして設計した(図22)。それぞれの遺
伝子のシグナルペプチド配列及びスプライスドナーシグナルは、pCh2G10(配列番号72；図
39)中の対応するマウス2G10 VH又はVL遺伝子に由来するものであった。
【０２２８】
　Hu2G10 VH1、VH2、VL1及びVL2遺伝子(配列番号78～81; 図43～46)を、GenScriptによっ
て合成した。SpeI及びHindIII(VHについて)又はNheI及びEcoRI(VLについて)で消化した後
、これらの遺伝子を、ヒトIgG1/κの産生のための哺乳動物発現ベクター中の対応する部
位にサブクローニングした(図22)。結果として、4つの発現ベクターが構築された。第1の
発現ベクターであるpHu2G10-1は、VH1及びVL1を含有するヒト化2G10 IgG1/κ抗体(Hu2G10
-1)を発現する。第2のベクターであるpHu2G10-2は、VH1及びVL2を含有するヒト化2G10抗
体(Hu2G10-2)を発現する。第3のベクターであるpHu2G10-3は、Hu2G10 VH2及びVL1を含有
するヒト化2G10抗体(Hu2G10-3)を発現する。第4のベクターであるpHu2G10-4は、Hu2G10 V
H2及びVL2を含有するヒト化2G10抗体(Hu2G10-4)を発現する。
【０２２９】
　15. キメラ及びヒト化2G10 IgG1/κ抗体の一過的発現及び特徴付け
　発現ベクターpCh2G10、pHu2G10-1、pHu2G10-2、pHu2G10-3及びpHu2G10-4を、製造業者
のプロトコールに従ってLipofectamine 2000試薬を用いて、ヒト胚性腎細胞株HEK293中に
個別にトランスフェクトした。
【０２３０】
　一過的に発現された抗体の発現レベルを、セクション5に記載のサンドイッチELISAによ
り測定した。精製された抗体のTrop-2結合を、記載のようなELISAにより試験した。
【０２３１】
　Hu2G10-1及びHu2G10-3のTrop-2への結合は、Ch2G10のものよりもわずかに弱かったが、
Hu2G10-2及びHu2G10-4の結合はCh2G10のものよりも実質的に低く、抗原結合部位の適切な
形成にとってのVL中の67位のアミノ酸残基の重要性を示している。したがって、ヒト化2G
10 VL及び/又はVHの設計を改善しなければならないと結論付けることができた。
【０２３２】
　16. 更なるヒト化2G10 VL遺伝子の設計
　2EFヒト化の間に既に見られたように、親和性の有意な喪失を回避するために、1回目の
ヒト化の間には考慮されなかったアミノ酸残基及び構造決定基を考慮に入れる、2G10可変
領域の三次元モデルの更に詳細な分析が必要であった。これらの分析により、2G10 VL中
の非標準位置2、22、42、64、72及び85のアミノ酸残基が抗原結合部位の構造に影響し得
ることが示唆された。Hu2G10 VL1中のこれらの位置のそれぞれにおいて、ヒトアミノ酸残
基を、部位特異的突然変異誘発によって対応するマウス残基で置換した。得られた変異体
Hu2G10 VL1遺伝子は、以下のアミノ酸置換のうちの1つを担持する：2位でのIleからThrへ
の置換(I2T)、22位でのThrからArgへの置換(T22R)、42位でのLysからGluへの置換(K42E)
、64位でのGlyからSerへの置換(G64S)、72位でのThrからValへの置換(T72V)及び85位での
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ThrからAspへの置換(T85D)。これらのVL変異体のそれぞれを、Hu2G10 VH1と共に発現させ
るために、pHu2G10-1中に導入した。
【０２３３】
　得られた6つの発現ベクターを、pCh2G10及びpHu2G10-1と共に、上記のようにHEK293細
胞中に一過的にトランスフェクトした。一過的に発現された抗体のTrop-2への結合を、上
記のようなELISAによって分析した。6つのHu2G10 VL1変異体のうち、I2TのみがTrop-2結
合を実質的に改善した。したがって、Hu2G10 VL3(配列番号40)と改名された、Hu2G10 VL1
-I2T変異体を、更なる特徴付けのために選択した。Hu2G10 VL1、VL2及びVL3に関するアミ
ノ酸配列のアラインメントを、図42に示す。
【０２３４】
　Hu2G10 VH1及びVL3遺伝子を担持する発現ベクター(配列番号82；図47)を、pHu2G10-5と
命名し、対応する抗体をHu2G10-5と命名した。Hu2G10 VL3遺伝子もpHu2G10-3中に導入し
た；Hu2G10 VH2及びVL3遺伝子を発現する、この新しいベクターをpHu2G10-6と命名し、対
応する抗体をHu2G10-6と命名した。
【０２３５】
　17. Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6を産生するNS0安定トランスフェクタントの生成
　発現ベクターpCh2G10、pHu2G10-5及びpHu2G10-6を、セクション5に記載されたマウスミ
エローマNS0細胞中に安定にトランスフェクトした。選択の開始の約10日後、それぞれの
トランスフェクタントの培養上清を、上記のサンドイッチELISAによって抗体産生につい
てアッセイした。
【０２３６】
　高レベルの対応する抗体を産生する、NS0-Ch2G10 1A6、NS0-Hu2G10-5 B8及びNS0-Hu2G1
0-6 C9安定トランスフェクタントを、Hybridoma SFM(Life Technologies社)を用いて無血
清培地中での増殖に適合させた。更に、高レベルのHu2G10-5を産生する別のNS0安定トラ
ンスフェクタント(NS0-Hu2G10 C10)を、Hybridoma SFMに適合させた。これらのNS0安定ト
ランスフェクタントの凍結細胞ストックを、BamBanker中で作製し、液体窒素中で保存し
た。
【０２３７】
　NS0-Hu2G10-5 B8及びNS0-Hu2G10-6 C9を、PCR Mycoplasma Detection Set (Takara Bio
 USA社、Madison、WI)を用いて試験したところ、マイコプラズマの存在について陰性であ
ることがわかった。
【０２３８】
　18. Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6の精製
　上記のように生成された安定なNS0トランスフェクタントを、セクション6に記載された
ように、無血清培地中での対応する抗体の産生のために用いた。抗体を、記載のようなプ
ロテインA上でのアフィニティクロマトグラフィーによって上清から精製した。収量は、C
h2G10については3.4mg(1,000mlから)、Hu2G10-5については1.9mg(500mlから)及びHu2G10-
6については18.2mg(500mlから)であった。
【０２３９】
　精製されたCh2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体を、標準的な手順にしたがってSDS-PAGE
により特徴付けた。還元的条件下での分析により、これらの抗体がそれぞれ、約50kDaの
分子量を有する重鎖と、約25kDaの分子量を有する軽鎖とを含むことが示された(図48)。
それぞれの抗体の純度は、SDS-PAGEから見積もられた場合、95%より高かった。
【０２４０】
　19. 重鎖及び軽鎖mRNAの分析
　NS0-Ch2G10 1A6、NS0-Hu2G10-5 B8及びNS0-Hu2G10-6 C9細胞中で産生された重鎖及び軽
鎖の真正性を、セクション5に記載されたcDNA配列決定により確認した。Ch2G10、Hu2G10-
5、Hu2G10-6重鎖及び軽鎖のそれぞれのコード領域の、かくして得られた配列は、pCh2G10
(配列番号83～86；図49～図50)、pHu2G10-5(配列番号45～48；図17～図18)及びpHu2G10-6
(配列番号47～50；図18～図19)ベクター中の対応する配列と完全に一致していた。
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【０２４１】
　20. Trop-2への結合に関するHu2G10-5及びHu2G10-6の特徴付け
　精製されたHu2G10-5及びHu2G10-6抗体のTrop-2への結合を、ELISAバッファー、100μl/
ウェル中の、マウス2G10抗体(0.25μg/ml)及びCh2G10又はHu2G10-5又はHu2G10-6競合抗体
(20μg/mlから出発して連続2倍希釈)の混合物を用いて、セクション7に記載のような競合
的ELISAによりCh2G10のものと2回比較した。4℃で終夜インキュベートし、洗浄バッファ
ーで洗浄した後、ELISAプレートを、室温で60min、ELISAバッファー中に1/2,000希釈され
た100μl/ウェルのHRPコンジュゲート化ヤギ抗マウスκ鎖抗体(SourhernBiotech社)と共
にインキュベートし、洗浄バッファーで洗浄した。発色及び吸光度測定を、上記のように
実行した。それぞれの競合抗体のIC50値を、GraphPad Prism (GraphPad Software社、San
 Diego、CA)を用いて算出した。データを図51に提示し、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体はTro
p-2への結合についてCH2G10と同様に競合することを示す。
【０２４２】
　また、精製されたCh2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のTrop-2への結合を、天然の表面
Trop-2(内因性又はトランスフェクトされたもの)を発現する生細胞を用いるフローサイト
メトリーにより特徴付けた。Trop-2をトランスフェクトされた約3x105個のマウスMTE4-14
細胞、又はTrop-2を発現するヒト乳がんMCF7細胞を、単独で、又は記載のような増加する
量の未標識競合抗体と予め混合した、Alexa 488とコンジュゲートした0.3μgのマウス2G1
0抗体と共にインキュベートした。次いで、細胞を洗浄し、記載のようにフローサイトメ
トリーにより分析した。染色プロファイルを、図52及び図53に示す。
【０２４３】
　これらの分析の結果は、Trop-2抗原へのCh2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体の結合が、
2G10抗体のものと類似することを示している。これは、ヒト化プロセスがマウス2G10抗体
の抗原に対する「親和性及び特異性」を大部分保持していたことを示す。更に、ヒト化プ
ロセスから予想されるように、ヒト化抗体は、抗マウス抗血清によって認識されない(図3
8B、右；同様の結果はHu2G10-5についても得られた)。
【０２４４】
(実施例2)
　サルTrop-2へのMAbの結合
　材料及び方法
　細胞
　サル線維芽細胞COS-7細胞を、10%FBS及び1%P/Sを含むDMEM培地中、37℃及び5%CO2で増
殖させた。製造業者の指示書に従ってLipofectamine 2000(Invitrogen社)を用いてトラン
スフェクションを実施した。COS-7安定トランスフェクタントを、400μg/mlのG418を用い
て12日間選択した。
【０２４５】
　プラスミド
　霊長類Trop-2配列を、Genbank(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)から回収した。タンパ
ク質配列を、Glustal Omegaマルチアラインメントプログラム(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/)を用いて整列させた。カニクイザル(マカカ・ファシクラリス(Macaca fascicu
laris))、ヒヒ(アヌビスヒヒ(Papio anubis))及びマーモセット(カリトリックス・ジャッ
クス(Callithrix jacchus))のTROP2のORFを、GenScript社によって合成し、HindIIIとKpn
I部位の間でpΔEYFP哺乳動物発現ベクター中に挿入した。pΔEYFPベクター(CMVプロモー
ター)は、EYFPコード配列の除去によりpEYFP-N1(Clontech社)から誘導されたものであっ
た。全ての合成構築物を、配列検証した。
【０２４６】
　フローサイトメトリー免疫蛍光分析及び細胞選別
　細胞の分析及び選別を、FACSCalibur又はFACSCanto II及びFACSAria IIIフローサイト
メーター/細胞選別装置(BD Biosciences社)を用いて、記載のように(Alberti、Nutiniら
、1994)実施した。Alexa-488標識されたMAbで染色されたトランスフェクタントの検出を
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改善するために、細胞自己蛍光の差し引き及び赤チャンネル中のAlexa-488染色細胞の置
換を、記載のように実施した(Alberti、Parksら、1987；Alberti、Bucciら、1991)。
【０２４７】
　抗体
　ヒト化Hu2EF-7及びHu2G10-5 MAb並びにヤギAF650抗Trop-2 pAb(R&D Systems社)を、フ
ローサイトメトリー分析のために用いた。T16抗Trop-2 MAb(Alberti及びHerzenberg 1988
；Alberti、Miottiら、1992)を、Trop-2発現細胞のフローサイトメトリー選別のために用
いた。一過的トランスフェクタントに対する予備試験により、T16 Mab及びAF650 pAbによ
るサルTrop-2抗原の同等の認識が示された。抗体をAlexa Fluor 488に直接コンジュゲー
トしたか、又は二次Alexa Fluor-488ロバ抗ヤギ(DAG)IgG(Invitrogen社)を用いて示した
。
【０２４８】
　結果
　カニクイザル(マカカ・ファシクラリス)、ヒヒ(アヌビスヒヒ)及びマーモセット(カリ
トリックス・ジャックス)のTrop-2のための哺乳動物発現ベクターを、サル線維芽細胞COS
-7細胞株にトランスフェクトした。ヒトTrop-2を陽性対照として含有させた。空のベクタ
ーを陰性対照として用いた。COS-7安定トランスフェクタントを取得し、記載のようなフ
ローサイトメトリーによって、より高レベルのTrop-2発現のために富化した。サルTrop-2
抗原へのHu2EF-7及びHu2G10-5 MAbの結合を、標的としてCOS-7トランスフェクタントを用
いるフローサイトメトリーにより試験した。Hu2EF-7とHu2G10は両方とも、高い効率でサ
ルTrop-2抗原に結合することができた(図54、図55)。対照COS-7/空ベクターは、結合を示
さなかった。
【０２４９】
(実施例3)
　エフェクターとしてのヒト細胞に関する、in vitroでのADCC
　材料及び方法
　細胞
　操作されたJurkat細胞(エフェクター細胞)を、ADCC Reporter Bioassay、Core Kit (カ
タログ番号G7010、Promega社)の一部として購入し、製造業者のプロトコールに従って用
いた。
【０２５０】
　MCF7乳がん細胞株(標的細胞)を、10%FBS及び1%P/Sを含むRPMI培地中、37℃及び5%CO2で
増殖させた。
【０２５１】
　ADCCアッセイ
　アッセイを、製造業者のプロトコールに従って実施した。簡単に述べると、MCF7標的細
胞(12500個の細胞/ウェル)を、白色の平底96ウェルアッセイプレート(カタログ番号65500
1、Corning社)中、10%FBS及び1%P/Sを含む100μlのRPMI培地中に播種した。次の日、4μg
の精製されたHu2EF-7又は37.6μgの精製されたHu2G10-5を、200μlのADCCアッセイバッフ
ァー(L-グルタミン、4%低IgG FBSを含む96%RPMI 1640)中に希釈した；この出発濃度から
、5倍連続希釈液を、ADCCアッセイバッファー中で調製した。完全な用量応答曲線を得る
ことができるため、これらのMAb濃度を予備実験において選択した。培地をアッセイプレ
ートから除去し、25μlのそれぞれのMAb希釈液をアッセイプレートの異なるウェルに添加
し、増加する連続希釈液を列毎に配置した。3つの非クラスター化されたレプリカウェル
を、それぞれのMAb希釈液について配置した。1シリーズのウェルはMAbを受けなかった(陰
性対照)。60個の内側ウェルのみを用いて、周辺効果を回避した。次いで、Jurkatエフェ
クター細胞を各ウェルに添加した(25μlのADCCアッセイバッファー中、75,000個の細胞/
ウェル；エフェクターと標的細胞の比E:T=6:1)。37℃、5%CO2で17時間後、プレートをRT
で平衡化させ、75μlのBio-Glo Luciferase Assay Reagent(カタログ番号G7941、Promega
社)を各ウェルに添加し、5min後、Veritasマイクロプレートルミノメーター(Turner Bios
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してプロットした。データを4パラメーターロジスティック(4PL)非線形回帰モデルに適合
させて、用量応答曲線を得て、EC50をGraphPad Prismソフトウェアを用いて算出した。
【０２５２】
　結果
　ヒト化Hu2EF-7及びHu2G10-5 MAbのADCCを、エフェクター細胞としての、V158(高親和性
)FcγRIIIa受容体及び蛍ルシフェラーゼの上流のNFAT応答エレメントを安定に発現するJu
rkat細胞を用いて測定した。ADCCは、ルシフェラーゼリポーター遺伝子の発現と共にNFAT
経路の活性化を引き起こす；ルシフェラーゼ活性は、発光アッセイによって定量される。
MCF7乳がん細胞を、標的細胞として用いた。MCF7は、対応する原発性ヒトがんにおいて観
察される平均と一致するレベルでTrop-2を内因的に発現する(図55、図57)。異なる量の精
製されたMAbを、白色96ウェルアッセイプレート中のMCF7標的細胞の単層に添加した(デー
タ点のための3つの複製)。次いで、操作されたJurkatエフェクター細胞を、6:1のエフェ
クター細胞と標的細胞の比で添加した。ルシフェラーゼ発現を17時間後に定量した。発光
値をMAb濃度に対してプロットし、完全な用量応答曲線を得た(図56、図58)。これらのア
ッセイ条件下でのHu2EF-MAbに関するEC50は52ng/ml(40～68ng/ml、95%信頼区間)であり、
かくして、広く用いられている抗がん治療剤MABと同等であった。比較として、これらの
同じアッセイ条件下でのMAb治療剤について報告された代表的なEC50は、トラスツズマブ/
SK-BR-3標的細胞については10.0ng/ml、セツキシマブ/A431標的細胞については15.6ng/ml
である。これらのアッセイ条件下でのHu2G10-5 MAbに関するEC50は、4.15μg/ml(2.96～5
.83μg/ml、95%信頼区間)であり、2つのヒト化抗Trop-2 MABは、標的細胞に対するADCC応
答を惹起するその能力において大きく異なり、Hu2EF-7がHu2G10-5よりもはるかにより有
効であることを示している。
【０２５３】
(実施例4)
　ヒト化Hu2G10-5 MAbのin vivoでの抗腫瘍効能
　Hu2G10-5 MABの腫瘍増殖阻害における効能を、マウス2G10のものと比較して、前立腺が
んDU-145細胞(図60)上でアッセイした。
【０２５４】
　腫瘍細胞株を、ヌードマウスに皮下的に注入した。マウスを、800μg(合計)の示された
mAbで、週1回、既に増殖している(確立された)腫瘍から始めて、i.p.処置した。矢印は処
置の開始を示す。
【０２５５】
　ヒト化抗体は、in vivoで完全な抗腫瘍効能を保持する。
【０２５６】
　(参考文献)
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【０２５７】
　配列番号1は、2EF抗体の第1の重鎖CDR(CDRH1)のアミノ酸配列である。
　配列番号2は、2EF抗体の第2の重鎖CDR(CDRH2)のアミノ酸配列である。
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　配列番号3は、2EF抗体の第3の重鎖CDR(CDRH3)のアミノ酸配列である。
　配列番号4は、2EF抗体の第1の軽鎖CDR(CDRL1)のアミノ酸配列である。
　配列番号5は、2EF抗体の第2の軽鎖CDR(CDRL2)のアミノ酸配列である。
　配列番号6は、2EF抗体の第3の軽鎖CDR(CDRL3)のアミノ酸配列である。
　配列番号7は、2G10抗体の第1の重鎖CDR(CDRH1)のアミノ酸配列である。
　配列番号8は、2G10抗体の第2の重鎖CDR(CDRH2)のアミノ酸配列である。
　配列番号9は、2G10抗体の第3の重鎖CDR(CDRH3)のアミノ酸配列である。
　配列番号10は、2G10抗体の第1の軽鎖CDR(CDRL1)のアミノ酸配列である。
　配列番号11は、2G10抗体の第2の軽鎖CDR(CDRL2)のアミノ酸配列である。
　配列番号12は、2G10抗体の第3の軽鎖CDR(CDRL3)のアミノ酸配列である。
　配列番号13は、キメラCh2EF抗体のVHのヌクレオチド配列である。
　配列番号14は、キメラCh2EF抗体のVHのアミノ酸配列である。
　配列番号15は、キメラCh2EF抗体のVLのヌクレオチド配列である。
　配列番号16は、キメラCh2EF抗体のVLのアミノ酸配列である。
　配列番号17は、キメラCh2G10抗体のVHのヌクレオチド配列である。
　配列番号18は、キメラCh2G10抗体のVHのアミノ酸配列である。
　配列番号19は、キメラCh2G10抗体のVLのヌクレオチド配列である。
　配列番号20は、キメラCh2G10抗体のVLのアミノ酸配列である。
　配列番号21は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン4(VH4)のヌクレオチド配列である。
　配列番号22は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン4(VH4)のアミノ酸配列である。
　配列番号23は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン5(VH5)のヌクレオチド配列である。
　配列番号24は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン5(VH5)のアミノ酸配列である。
　配列番号25は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン7(VH7)のヌクレオチド配列である。
　配列番号26は、ヒト化Hu2EF抗体のVHバージョン7(VH7)のアミノ酸配列である。
　配列番号27は、ヒト化Hu2EF抗体のVLバージョン1(VL1)のヌクレオチド配列である。
　配列番号28は、ヒト化Hu2EF抗体のVLバージョン1(VL1)のアミノ酸配列である。
　配列番号29は、ヒト化Hu2EF抗体のVLバージョン2(VL2)のヌクレオチド配列である。
　配列番号30は、ヒト化Hu2EF抗体のVLバージョン2(VL2)のアミノ酸配列である。
　配列番号31は、ヒト化Hu2G10抗体のVHバージョン1(VH1)のヌクレオチド配列である。
　配列番号32は、ヒト化Hu2G10抗体のVHバージョン1(VH1)のアミノ酸配列である。
　配列番号33は、ヒト化Hu2G10抗体のVHバージョン2(VH2)のヌクレオチド配列である。
　配列番号34は、ヒト化Hu2G10抗体のVHバージョン2(VH2)のアミノ酸配列である。
　配列番号35は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン1(VL1)のヌクレオチド配列である。
　配列番号36は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン1(VL1)のアミノ酸配列である。
　配列番号37は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン2(VL2)のヌクレオチド配列である。
　配列番号38は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン2(VL2)のアミノ酸配列である。
　配列番号39は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン3(VL3)のヌクレオチド配列である。
　配列番号40は、ヒト化Hu2G10抗体のVLバージョン3(VL3)のアミノ酸配列である。
　配列番号41は、ヒト化Hu2EF-7抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のヌクレオチド配列で
ある。
　配列番号42は、ヒト化Hu2EF-7抗体のガンマ-1重鎖のアミノ酸配列である。
　配列番号43は、ヒト化Hu2EF-7抗体のカッパ軽鎖のコード領域のヌクレオチド配列であ
る。
　配列番号44は、ヒト化Hu2EF-7抗体のカッパ軽鎖のアミノ酸配列である。
　配列番号45は、ヒト化Hu2G10-5抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のヌクレオチド配列で
ある。
　配列番号46は、ヒト化Hu2G10-5抗体のガンマ-1重鎖のアミノ酸配列である。
　配列番号47は、ヒト化Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のカッパ軽鎖のコード領域のヌクレオ
チド配列である。
　配列番号48は、ヒト化Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のカッパ軽鎖のコード領域のアミノ酸



(55) JP 2018-500930 A 2018.1.18

10

20

30

40

50

配列である。
　配列番号49は、ヒト化Hu2G10-6抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のヌクレオチド配列で
ある。
　配列番号50は、ヒト化Hu2G10-6抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のアミノ酸配列である
。
　配列番号51は、マウス2EF cDNAからの2EF VHのPCR増幅のためのフォワードプライマー
である。
　配列番号52は、マウス2EF cDNAからの2EF VHのPCR増幅のためのリバースプライマーで
ある。
　配列番号53は、マウス2EF cDNAからの2EF VHのPCR増幅のためのリバースプライマーで
ある。
　配列番号54は、マウス2EF cDNAからの2EF VLのPCR増幅のためのフォワードプライマー
である。
　配列番号55は、マウス2EF及び2G10 cDNAからの2EF及び2G10 VLのPCR増幅のためのリバ
ースプライマーである。
　配列番号56は、マウス2EF cDNAからの2EF VLのPCR増幅のためのリバースプライマーで
ある。
　配列番号57は、キメラCh2EF抗体のVHをコードする合成遺伝子である。
　配列番号58は、キメラCh2EF抗体のVLをコードする合成遺伝子である。
　配列番号59は、ヒト化Hu2EF抗体のVH4をコードする合成遺伝子である。
　配列番号60は、ヒト化Hu2EF抗体のVH5をコードする合成遺伝子である。
　配列番号61は、ヒト化Hu2EF抗体のVL1をコードする合成遺伝子である。
　配列番号62は、対応する発現ベクター中のCh2EF、Hu2EF-4、Hu2EF-5、Hu2EF-7、Ch2G10
、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のガンマ-1重鎖及びカッパ軽鎖のコード領域のPCR増幅及び
配列決定のためのフォワードプライマーCMV2である。
　配列番号63は、対応する発現ベクター中のCh2EF、Hu2EF-4、Hu2EF-5、Hu2EF-7、Ch2G10
、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のカッパ軽鎖のコード領域のPCR増幅及び配列決定のための
リバースプライマーJNT026である。
　配列番号64は、Ch2EF、Hu2EF-4、Hu2EF-5、Hu2EF-7、Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗
体のガンマ-1重鎖の配列決定のためのプライマーJNT082である。
　配列番号65は、Ch2EF、Hu2EF-4、Hu2EF-5、Hu2EF-7、Ch2G10、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗
体のガンマ-1重鎖の配列決定のためのプライマーJNT097である。
　配列番号66は、対応する発現ベクター中のCh2EF、Hu2EF-4、Hu2EF-5、Hu2EF-7、Ch2G10
、Hu2G10-5及びHu2G10-6抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のPCR増幅及び配列決定のため
のリバースプライマーJNT098である。
　配列番号67は、ヒト化Hu2EF-7抗体のVH7をコードする合成遺伝子である。
　配列番号68は、ヒト化Hu2EF-7抗体のVL2をコードする合成遺伝子である。
　配列番号69は、マウス2G10 cDNAからの2G10 VHのPCR増幅のためのリバースプライマーM
CG2Aである。
　配列番号70は、マウス2G10 cDNAからの2G10 VLのPCR増幅のためのフォワードプライマ
ー2G10-L5である。
　配列番号71は、マウス2G10 cDNAからの2G10 VLのPCR増幅のためのリバースプライマー2
G10-L3である。
　配列番号72は、キメラCh2G10抗体のVHをコードする合成遺伝子である。
　配列番号73は、マウス2G10 cDNAからのVHのPCR増幅のためのフォワードプライマーであ
る。
　配列番号74は、マウス2G10 cDNAからのVHのPCR増幅のためのリバースプライマーである
。
　配列番号75は、キメラCh2G10抗体のVLをコードする合成遺伝子である。
　配列番号76は、マウス2G10 cDNAからのVLのPCR増幅のためのフォワードプライマーであ
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　配列番号77は、マウス2G10 cDNAからのVLのPCR増幅のためのリバースプライマーである
。
　配列番号78は、ヒト化Hu2G10抗体のVH1をコードする合成遺伝子である。
　配列番号79は、ヒト化Hu2G10抗体のVH2をコードする合成遺伝子である。
　配列番号80は、ヒト化Hu2G10抗体のVL1をコードする合成遺伝子である。
　配列番号81は、ヒト化Hu2G10抗体のVL2をコードする合成遺伝子である。
　配列番号82は、ヒト化Hu2G10抗体のVL3をコードする合成遺伝子である。
　配列番号83は、キメラCh2G10抗体のガンマ-1重鎖のコード領域のヌクレオチド配列であ
る。
　配列番号84は、キメラCh2G10抗体のガンマ-1重鎖のアミノ酸配列である。
　配列番号85は、キメラCh2G10抗体のカッパ軽鎖のコード領域のヌクレオチド配列である
。
　配列番号86は、キメラCh2G10抗体のカッパ軽鎖のアミノ酸配列である。
　配列番号87は、ヒトTrop-2のアミノ酸配列である。
　配列番号88は、図23に示されるような成熟型のヒトVH M1775.1のアミノ酸配列である。
　配列番号89は、図24に示されるような成熟型のヒトVH L02325.1のアミノ酸配列である
。
　配列番号90は、図41に示されるような成熟型のヒトVH X65888.1のアミノ酸配列である
。
　配列番号91は、図25に示されるような成熟型のヒトVL Z46622.1のアミノ酸配列である
。
　配列番号92は、図42に示されるような成熟型のヒトVL AY043146.1のアミノ酸配列であ
る。
　配列番号93は、成熟型のヒトVH M1775.1のアミノ酸配列である。
　配列番号94は、成熟型のヒトVH L02325.1のアミノ酸配列である。
　配列番号95は、成熟型のヒトVH X65888.1のアミノ酸配列である。
　配列番号96は、成熟型のヒトVL Z46622.1のアミノ酸配列である。
　配列番号97は、成熟型のヒトVL AY043146.1のアミノ酸配列である。
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