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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（１）配列番号１４のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ１、
（２）配列番号１５のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ２、
（３）配列番号１６のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ３、及び
（４）配列番号２５のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク１
を含む、重鎖と、
（１）配列番号１１のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｌ１、
（２）配列番号１２のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｌ２、及び
（３）配列番号１３のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｌ３
を含む、軽鎖と
を含んでなる、ＳＴＥＡＰ－１に結合するヒト化モノクローナル抗体。
【請求項２】
　さらに、
（１）配列番号２２、７５又は７６のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク２、
（２）配列番号２３、７８又は７９のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク３、及び
（３）配列番号２４のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク４
から選択される少なくとも１つ、２つ、又は３つの重鎖フレームワーク領域を含んでなる
、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】



(2) JP 5394246 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

　配列番号６の軽鎖を含んでなる、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　重鎖が、配列番号１０を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　抗体が、
（１）配列番号１４のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ１；
（２）配列番号１５のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ２；
（３）配列番号１６のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ３；
（４）配列番号２５のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク１；
（５）配列番号２２のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク２；
（６）配列番号１３８のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク３；
（７）配列番号２４のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク４；
を含む、（ａ）重鎖可変ドメインと
（１）配列番号１１のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ１；
（２）配列番号１２のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ２；
（３）配列番号１３のアミノ酸配列を含む高頻度可変領域－Ｈ３；
（４）配列番号１７のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク１；
（５）配列番号１８のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク２；
（６）配列番号１９のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク３；
（７）配列番号２０のアミノ酸配列を含む重鎖－フレームワーク４；
を含む、（ｂ）軽鎖可変ドメインとを含む、
請求項４に記載の抗体。
【請求項６】
　重鎖が、配列番号１０を含む、請求項３に記載の抗体。
【請求項７】
　Ｆａｂ、Ｆａｂ'-ＳＨ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ又は（Ｆａｂ'）２断片から選択される抗体断
片である、請求項１に記載の抗体。
【請求項８】
　ＳＴＥＡＰ－１への抗体の結合に許容される条件下で請求項１に記載の抗体に生体試料
を接触させ、抗体とＳＴＥＡＰ－１との間で複合体が形成されるかどうかを検出すること
を含む、生体試料中のＳＴＥＡＰ－１の存在を検出する方法。
【請求項９】
　生体試料が、前立腺、肺、大腸、膀胱、卵巣の細胞、又はユーイング肉腫の細胞の増殖
性疾患があると疑われる患者のものである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　細胞障害性剤に共有結合的に付着した請求項１に記載の抗体を含んでなるイムノコンジ
ュゲート。
【請求項１１】
　細胞障害性剤が、毒素、化学療法剤、薬剤成分、抗生物質、放射性同位体及び核酸分解
酵素から選択される、請求項１０に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１２】
　イムノコンジュゲートが、式Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｐを有し、
（ａ）Ａｂが請求項１に記載の抗体であり、
（ｂ）Ｌがリンカーであり、
（ｃ）Ｄが薬剤成分であり、そして
（ｄ）ｐが１から２０である、
請求項１１に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１３】
　Ｌは、６-マレイミドカプロイル（ＭＣ）、マレイミドプロパノイル（ＭＰ）、バリン
－シトルリン（ｖａｌ－ｃｉｔ）、アラニン－フェニルアラニン（ａｌａ－ｐｈｅ）、ｐ
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-アミノベンジルオキシカルボニル（ＰＡＢ）、Ｎ-スクシンイミジル４-（２-ピリジルチ
オ）ペンタノエート（ＳＰＰ）、Ｎ-スクシンイミジル４-（Ｎ-マレイミドメチル）シク
ロヘキサン-１カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、Ｎ-スクシンイミジル（４-イオド-アセチ
ル）アミノ安息香酸エステル（ＳＩＡＢ）、及び６-マレイミドカプロイル－バリン－シ
トルリン－ｐ－アミノベンジルオキシカルボニル（ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ）から選択される
、請求項１２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１４】
　Ｄがアウリスタチン類及びドロスタチン類から選択される、請求項１２に記載のイムノ
コンジュゲート。
【請求項１５】
　Ｄが以下の式ＤＥ又はＤＦの薬剤成分であり、

ここにおいて、Ｒ２及びＲ６は各々メチルであり、Ｒ３及びＲ４は各々イソプロピルであ
り、Ｒ５は－Ｈであり、Ｒ７はｓｅｃ-ブチルであり、各々のＲ８はＣＨ３、Ｏ－ＣＨ３

、ＯＨ及びＨから独立して選択され、Ｒ９はＨであり、Ｒ１０はアリールであり、Ｚは－
Ｏ－又は－ＮＨ－であり、Ｒ１１は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、又は－（ＣＨ２）２－Ｏ
－（ＣＨ２）２－Ｏ－（ＣＨ２）２－Ｏ－ＣＨ３であり、そしてＲ１８は－Ｃ（Ｒ８）２

－Ｃ（Ｒ８）２－アリールであり、そして、
ｐはおよそ１から８である、
請求項１４に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１６】
　インビトロ又はインビボの細胞殺傷活性を有する、請求項１２に記載のイムノコンジュ
ゲート。
【請求項１７】
　イムノコンジュゲートが式Ａｂ－（Ｌ－ＭＭＡＥ）ｐを有し、このときＬはリンカーで
あり、ｐは２から５である、請求項１２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１８】
　Ｌがｖａｌ－ｃｉｔを含む、請求項１７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１９】
　ＬがＭＣを含む、請求項１７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２０】
　ＬがＰＡＢを含む、請求項１７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２１】
　ＬがＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢを含む、請求項１７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２２】
　Ｄがメイタンシノイドである、請求項１２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２３】
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　ＤがＤＭ１、ＤＭ３及びＤＭ４から選択される、請求項２２に記載のイムノコンジュゲ
ート。
【請求項２４】
　リンカーが抗体上のチオール基によって抗体に付着される、請求項２２に記載のイムノ
コンジュゲート。
【請求項２５】
　リンカーＬは、Ｎ-スクシンイミジル４-（２-ピリジルチオ）ペンタノエート（ＳＰＰ
）、Ｎ-スクシンイミジル４-（Ｎ-マレイミドメチル）シクロヘキサン-１カルボキシレー
ト（ＳＭＣＣ）、及びＮ-スクシンイミジル（４-イオド-アセチル）アミノ安息香酸エス
テル（ＳＩＡＢ）から選択される、請求項２２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２６】
　ＤがＤＭ４である、請求項２５に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２７】
　ＬがＳＰＰを含む、請求項２６に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２８】
　ＬがＳＭＣＣを含む、請求項２６に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２９】
　ｐが２から６である、請求項２６に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項３０】
　請求項１２に記載のイムノコンジュゲートと薬学的に許容される担体を含有してなる製
薬的組成物。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の製薬的組成物の有効量を含む、細胞増殖性疾患を治療する医薬。
【請求項３２】
　細胞増殖性疾患が、前立腺、肺、大腸、膀胱、卵巣、及びユーイング肉腫の細胞増殖性
疾患から選択される、請求項３１に記載の医薬。
【請求項３３】
　一又は複数のアミノ酸残基が０．６から１．０の範囲のチオール反応値を有する一又は
複数の遊離したシステインアミノ酸に置換されている請求項１に記載の抗体を含んでなる
システイン改変抗体。
【請求項３４】
　一又は複数の遊離システインアミノ酸残基が軽鎖に位置する、請求項３３に記載の抗体
。
【請求項３５】
　一又は複数の遊離システインアミノ酸残基が重鎖に位置する、請求項３３に記載の抗体
。
【請求項３６】
　共有結合で細胞障害性剤に付着した請求項３３に記載の抗体を含むイムノコンジュゲー
ト。
【請求項３７】
　細胞障害性剤が、毒素、化学療法剤、薬剤成分、抗生物質、放射性同位体及び核酸分解
酵素から選択される、請求項３６に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項３８】
　抗体が、キャプチャ標識、検出標識又は固体担体に共有結合して付着される、請求項３
３に記載の抗体。
【請求項３９】
　抗体が、アウリスタチンないしはメイタンシノイドの薬剤成分に共有結合して付着され
る、請求項３３に記載の抗体を含むイムノコンジュゲート。
【請求項４０】
　請求項３３に記載の抗体（Ａｂ）とアウリスタチンないしはメイタンシノイドの薬剤成
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分（Ｄ）とを含んでなり、このとき該システイン改変抗体はリンカー成分（Ｌ）によって
一又は複数の遊離したシステインアミノ酸を介してＤに付着しており、該化合物は以下の
式Ｉを有し、
Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｐ　　　　　Ｉ
ｐが１から４である、
イムノコンジュゲート。
【請求項４１】
　ｐが２である、請求項４０に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４２】
　Ｌが、以下の式を有し、

ここで、
Ａはシステイン改変抗体（Ａｂ）のシステインチオールに共有結合して付着されるストレ
ッチャーユニットであり、
ａは０又は１であり、
各々のＷはそれぞれアミノ酸ユニットであり、
ｗは０から１２の整数であり、
Ｙは薬剤成分に共有結合して付着されるスペーサーユニットであり、そして、
ｙは０、１又は２であり、
但し、ａ、ｗ、ｙが全て０であることはない、
請求項４０に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４３】
　以下の式を有し、

このときＰＡＢがパラ-アミノベンジルカルバモイルであり、Ｒ１７が、（ＣＨ２）ｒ、
Ｃ３－Ｃ８カルボサイクリル、Ｏ－（ＣＨ２）ｒ、アリーレン、（ＣＨ２）ｒ－アリーレ
ン、－アリーレン－（ＣＨ２）ｒ－、（ＣＨ２）ｒ－（Ｃ３－Ｃ８カルボサイクリル）、
（Ｃ３－Ｃ８カルボサイクリル）－（ＣＨ２）ｒ、Ｃ３－Ｃ８ヘテロサイクリル、（ＣＨ

２）ｒ－（Ｃ３－Ｃ８ヘテロサイクリル）、－（Ｃ３－Ｃ８ヘテロサイクリル）－（ＣＨ

２）ｒ－、－（ＣＨ２）ｒＣ（Ｏ）ＮＲｂ（ＣＨ２）ｒ－、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－、
－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－、－（ＣＨ２）ｒＣ（Ｏ）ＮＲｂ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）

ｒ－、－（ＣＨ２）ｒＣ（Ｏ）ＮＲｂ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－、－（ＣＨ２ＣＨ

２Ｏ）ｒＣ（Ｏ）ＮＲｂ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒＣ（Ｏ）ＮＲ
ｂ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－、及び－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒＣ（Ｏ）ＮＲｂ（ＣＨ

２）ｒ－から選択される二価のラジカルであり、ＲｂがＨ、Ｃ１－Ｃ６アルキル、フェニ
ル又はベンジルであり、そして、ｒはそれぞれ１から１０の整数である、請求項４２に記
載のイムノコンジュゲート。
【請求項４４】
　ＷＷがバリン－シトルリンである、請求項４２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４５】
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　Ｒ１７が（ＣＨ２）５又は（ＣＨ２）２である、請求項４３に記載のイムノコンジュゲ
ート。
【請求項４６】
　以下の式を有する、

請求項４２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４７】
　Ｄが以下の構造を有するＭＭＡＥであり、

ここで波線はリンカーＬへの付着部位を示す、請求項４０に記載のイムノコンジュゲート
。
【請求項４８】
　請求項３９に記載のイムノコンジュゲートと薬学的に許容可能な希釈液、担体又は賦形
剤を含有してなる製薬的製剤。
【請求項４９】
　請求項４８に記載の薬学的製剤を含んでなる、癌の治療のための医薬。
【請求項５０】
　癌が、前立腺癌、肺癌、大腸癌、膀胱癌、卵巣癌、及びユーイング肉腫からなる群より
選択される、請求項４９に記載の医薬。
【請求項５１】
　患者に、抗体－薬剤コンジュゲート化合物と組み合わせた化学療法剤が投与され、化学
療法剤が、レトロゾール、シスプラチン、カルボプラチン、タキソール、パクリタキセル
、オキサリプラチン、ドセタキセル、５－ＦＵ、ロイコボリン、ラパチニブ、及びゲムシ
タビンから選択される、請求項４９に記載の医薬。
【請求項５２】
　抗体が、カバット番号付け法による軽鎖の１５、４３、１１０、１４４、１６８及び２
０５と、ＥＵ番号付け法による重鎖の４１、８８、１１５、１１８、１２０、１７１、１
７２、２８２、３７５及び４００とから選択される一又は複数の位置にシステインを含む
、請求項３３に記載の抗体。
【請求項５３】
　システインが、軽鎖の位置２０５に位置する、請求項５２に記載の抗体。
【請求項５４】
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　システインが、重鎖の位置１１８に位置する、請求項５２に記載の抗体。
【請求項５５】
　Ｄが以下の構造を有するＤＭ４であり、

ここで波線はリンカーＬへの付着部位を示す、請求項４０に記載のイムノコンジュゲート
。
【請求項５６】
　以下の構造から選択されるイムノコンジュゲートであって、
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このときＶａｌはバリンであり、Ｃｉｔはシトルリンであり、ｐは１から４であり、そし
てＡｂは請求項３３に記載の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体である、イムノコンジュゲート。
【請求項５７】
　軽鎖が、
（１）配列番号９０のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（２）配列番号９２のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（３）配列番号９３のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（４）配列番号９４のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（５）配列番号９５のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（６）配列番号９６のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（７）配列番号９７のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（８）配列番号９８のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（９）配列番号９９のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、
（１０）配列番号１００のアミノ酸配列を含む軽鎖領域、又は
（１１）配列番号１０１のアミノ酸配列を含む軽鎖領域
を含んでなる請求項１に記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びそのイムノコンジュゲートに関する。本発明はさら
に、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びそのイムノコンジュゲートを使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトの前立腺癌は男性に最も多く診断される悪性腫瘍の一つであり、男性の癌に関連す
る死因の中で２番目に多い。米国癌協会（ＡＣＳ）の推定によれば、２０００年一年間で
新しく前立腺癌と診断された患者は１８０，４００例で、前立腺癌による死亡は３１，９
００件に上る。進行期には、前立腺癌は骨に転移する。早期診断が進歩し、局所に限定さ
れた腫瘍の治療が行われてはいるものの、前立腺癌は一度転移すると不治である。ホルモ
ン療法を受けている転移性前立腺癌患者は、最終的にはアンドロゲン不応性（アンドロゲ
ン非依存性）状態となり、疾病が進行して死に至る。現在、前立腺特異性抗原（ＰＳＡ）
は、前立腺癌のスクリーニング、診断、及びモニタリングに最も広く使用される腫瘍マー
カーである。しかしながら、ＰＳＡは良性と悪性の前立腺疾患を正確に区別できないため
、スクリーニングのツールとしてＰＳＡが広く使用されることは議論の対象となっている
。
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　前立腺癌及び膀胱癌の治療では、癌のステージに応じて、癌組織の除去、放射線療法、
化学療法、及び前立腺癌の場合アンドロゲンの遮断（例えばホルモン療法）のうちの一つ
又は組み合わせが行われる。外科的療法又は放射線療法が、疾病の早期にある患者の生存
率を有意に向上させる一方、進行した症例、特にホルモン除去後に腫瘍が再発した場合の
治療の選択肢は非常に限られている。ホルモン療法を受ける患者の大部分は、アンドロゲ
ン非依存性疾病を発症するに至る。現在のところ、手術又は化学療法の後で疾病が再発し
た前立腺癌患者、又は診断時に癌が既に転移している前立腺癌患者の２０～４０％には有
効な治療法が無い。化学療法は、特に高齢の患者に、毒性の副作用を有する。前立腺細胞
腫への取り組みにおいて、特にアンドロゲン遮断に不応性の疾病の新形態の治療法を開発
することが急ぎ必要とされている。
【０００３】
　新規細胞表面抗原であるＳＴＥＡＰ－１の同定が開示されている（米国特許第６３２９
５０３号）。ＳＴＥＡＰ－１は、細胞表面セルペンチン膜貫通抗原のメンバーである。こ
れは前立腺癌に主に発現されるため、このファミリーのメンバーは「ＳＴＥＡＰ」（Six 
Transmembrane Epithelial Antigens of the Prostate：　前立腺の六つの膜貫通上皮抗
原）と命名された。ヒトＳＴＥＡＰタンパク質は、ファミリー内に高度な構造保存を示す
が、既知のヒトタンパク質のいずれにも有意な構造的相同性を示さない。ＳＴＥＡＰ－１
は、正常なヒト組織の前立腺細胞に主に発現されるＩＩＩ型膜タンパク質と思われる。構
造的には、ＳＴＥＡＰ－１は、「セルペンチン」様に三つの細胞外ループと二つの細胞内
ループに折り畳まれることを示唆する六つの膜貫通ドメイン、及び細胞内のＮ及びＣ末端
という分子形態を特徴とする３３９のアミノ酸タンパク質である。ＳＴＥＡＰ－１タンパ
ク質の発現は、前立腺癌の様々なステージに亘って高度に維持される。ＳＴＥＡＰ－１は
、肺及び大腸といった他のヒト癌において高度に過剰発現される。ヒトＳＴＥＡＰ－１断
片にマウス抗体が産生されており、この抗体は細胞表面上でＳＴＥＡＰ－１に結合するこ
とが示されている（米国特許出願公開第２００４／０２５３２３２号参照）。
　抗体に基づく治療法は、様々な癌に非常に有効であることが示されている。例えば、ハ
ーセプチン（登録商標）及びリツキサン（登録商標）は（共に本出願人、サウスサンフラ
ンシスコ）は、それぞれ乳癌及び非ホジキンリンパ腫の治療に成功裏に使用されている。
ハーセプチン（登録商標）は、ヒト上皮増殖因子レセプター２（ＨＥＲ２）癌原遺伝子の
細胞外ドメインに選択的に結合する組換えＤＮＡ由来のヒト化モノクローナル抗体である
。原発性乳癌の２５～３０％でＨＥＲ２タンパク質の過剰発現が観察される。リツキサン
（登録商標）は、正常な及び悪性のＢリンパ球の表面に見られるＣＤ２０抗原を対象とす
る、遺伝子的に操作されたキメラマウス／ヒトモノクローナル抗体である。これらの抗体
は共にＣＨＯ細胞中において産生される。
【０００４】
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、つまり、癌の治療において腫瘍細胞を殺す又は
阻害するための薬剤の局所運搬のために抗体－薬剤コンジュゲートを使う(Syrigos and E
penetos (1999) Anticancer Research 19:605-614；Niculescu-Duvaz and Springer (199
7) Adv. Drg Del. Rev. 26: 151-172；米国特許第４９７５２７８号)と、薬剤成分を腫瘍
へ目的通りに運搬して、そこで細胞内蓄積させることが可能となる。コンジュゲートさせ
ていない薬剤を全身投与すると、排除しようとする腫瘍細胞だけでなく正常な細胞に許容
されないレベルの毒性が生じうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986): 603
-05；Thorpe, (1985) "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A 
Review," in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. 
Pinchera等 (ed.s), pp. 475-506)。したがって、毒性を最小限にした最大限の有効性が
追求される。ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体はこれらの計画に有用であるこ
とが報告されている(Rowland等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。こ
れらの方法に用いる薬剤には、ダウノマイシン、ドキソルビシン、メトトレキセート及び
ビンデシンが含まれる(Rowland等, Cancer Immunol. Immunother. 21:183-87 (1986))。
抗体－毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの細菌性毒素、リシン
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などの植物毒、ゲルダナマイシン(Kerr等 (1997) Bioconjugate Chem. 8(6): 781-784；M
andler等 (2000) Journal of the Nat. Cancer Inst. 92(19): 1573-1581；Mandler等 (2
000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandler等 (2002) Bioconjugate
 Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(欧州特許第１３９１２１３号；Liu等, (1996) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイシン(Lode等, (1998) Can
cer Res. 58:2928；Hinman等, (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)などの小分子毒素が含
まれる。該毒素は、チューブリン結合、ＤＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害などの機能
によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性の効果に影響しうる(Meyer, D.L. and Senter,
 P.D. "Recent Advances in Antibody Drug Conjugates for Cancer Therapy" in Annual
 Reports in Medicinal Chemistry, Vol 38 (2003) Chapter 23, 229-237)。ある種の細
胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリガンドにコンジュゲートした場合
に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【０００５】
　ゼバリン(ZEVALIN(登録商標))(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体－放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等
, (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等, (2002) Blood 99(12):4336
-42；Witzig等, (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等, (2002) J. Clin. 
Oncol. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキンリンパ球(ＮＨＬ)に対して活性を
有するが、投与によってほとんどの患者に重症かつ長期の血球減少を引き起こす。カリケ
アマイシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロタ
ーグＴＭ(MYLOTARG)(登録商標)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wy
eth Pharmaceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として２０００年に認可され
た(Drugs of the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７
９２３３号；同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同
第５７３９１１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリ
ンカーＳＰＰを介してメイタンシノイド薬剤成分ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体
からなる抗体薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansi
ne)(Immunogen, Inc.)は、ＣａｎＡｇ抗原を発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの
治療用に開発されている。メイタンシノイド薬剤成分ＤＭ１と連結している抗前立腺特異
的膜抗原(ＰＳＭＡ)モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ－
２７０４(Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の潜在的治
療の開発段階にある。同じメイタンシノイド薬剤成分であるＤＭ１は非ジスルフィドリン
カーであるＳＭＣＣを介してマウスモノクローナル抗体であるＴＡ.１に連結した(Chari
等 (1992) Cancer Research 52:127-131)。このコンジュゲートは、対応するジスルフィ
ドリンカーコンジュゲートの２００分の１の強度であることが報告された。ＳＭＣＣリン
カーは本明細書中で「切断可能でない」と考えた。
【０００６】
　いくつかの短いペプチド化合物は海洋軟体類であるタツナミガイ(Dolabella auricular
ia)から単離され、生物学的な活性があることが明らかとされている(Pettit等 (1993) Te
trahedron 49:9151；Nakamura等 (1995) Tetrahedron Letters 36:5059-5062；Sone等 (1
995) Journal Org Chem. 60:4474)。これらの化合物のアナログも調製されており、いく
つかは生物学的な活性を有することが明らかとされた(概要については、Pettit等 (1998)
 Anti-Cancer Drug Design 13:243-277を参照のこと)。例えば、アウリスタチンＥ(米国
特許第５６３５４８３号)は、海洋天然生成物ドラスタチン１０(抗癌薬ビンクリスチンと
同じチューブリン上の部位に結合してチューブリン重合を阻害する薬剤)の合成類似体で
ある(G. R. Pettit, (1997) Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 70:1-79)。ドラスタチン１０
、アウリスタチンＰＥ及びアウリスタチンＥは４つのアミノ酸を有する直鎖状ペプチドで
あり、これらのうちの３つは化合物のドラスタチン類及びＣ末端アミドに特有である。
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【０００７】
　アウリスタチンペプチドである、アウリスタチンＥ(ＡＥ)とドラスタチンの合成類似体
であるモノメチルアウリスタチン(ＭＭＡＥ)は、(i) キメラモノクローナル抗体ｃＢＲ96
(カルチノーマ上のルイスＹに特異的)、(ii) 血液の悪性腫瘍上のＣＤ３０に特異的であ
るｃＡＣ１０(Klussman,等 (2004), Bioconjugate Chemistry 15(4): 765-773；Doronina
等 (2003) Nature Biotechnology 21(7): 778-784；"Monomethylvaline Compounds Capab
le of Conjugation to Ligands"; Francisco等 (2003) Blood 102(4): 1458-1465；米国
公開特許２００４／００１８１９４)、(iii) ＣＤ２０発現癌及び免疫不全の治療のため
のリツキサン(登録商標)(リツキシマブ)(国際公開第０４／０３２８２８号)などの抗ＣＤ
２０抗体、(iv) 結腸直腸癌の治療のための抗ＥｐｈＢ２抗体２Ｈ９及び抗ＩＬ-８(Mao,
等 (2004) Cancer Research 64(3): 781-788)、(v) Ｅセレクチン抗体(Bhaskar等 (2003)
 Cancer Res. 63: 6387-6394)、及び(vi) 他の抗ＣＤ３０抗体(国際公開第03/043583号)
にコンジュゲートした。モノメチルアウリスタチン(ＭＭＡＥ)もまた、マウスとヒトの間
で近い相同性を有するタイプ１ＴＭチロシンキナーゼレセプターであり、結腸直腸癌細胞
で過剰発現されるＥｐｈＢ２Ｒに対する抗体である２Ｈ９にコンジュゲートされた(Mao等
 (2004) Cancer Res. 64: 781-788)。
　Ｃ末端にフェニルアラニンを有するアウリスタチンＥ(ＭＭＡＥ)の変異体であるモノメ
チルアウリスタチンＭＭＡＦ(米国特許第５７６７２３７号；米国特許第６１２４４３１
号)は、ＭＭＡＥより弱いが、モノクローナル抗体にコンジュゲートした場合により強い
ことが報告されている(Senter等, Proceedings fo the American Association for Cance
r Research, Volume 45, Abstract Number 623, presented March 28, 2004)。アウリス
タチンＦフェニレンジアミン(ＡＦＰ)；ＭＭＡＥのフェニルアラニン変異体は、フェニレ
ンジアミンスペーサーにより１Ｆ６のＣ末端を介して抗ＣＤ７０ｍＡｂである１Ｆ６に連
結した(Law等, Proceedings of the American Association for Cancer Research, Volum
e 45, Abstract Number 625, presented March 28, 2004)。
【０００８】
　当分野では、前立腺、肺及び大腸の癌及び癌の転移といった様々な癌を治療するための
更なる薬剤に対する需要がある。この目的のために特に有用な薬剤には、有意に毒性が低
いが、有益な治療的有効性がある、前立腺、肺又は大腸細胞を標的とした抗ＳＴＥＡＰ－
１抗体－薬剤コンジュゲートが含まれる。これら及び他の制限ないし過去の問題点は本発
明によって解決される。
　本出願中のすべての文献の引用は、この文献が本出願の先行技術であることを認めるも
のではない。特許、特許出願及び刊行物を含む本明細書中で引用したすべての文献は、出
典明記によってこれらの全体を援用する。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びその使用方法を提供する。
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体であって、図２Ａに示すアミノ酸配列（配
列番号６）を含む軽鎖可変ドメイン、又は図２Ｂに示すアミノ酸配列（配列番号９）を含
む重鎖可変ドメインを含んでなる抗体が提供される。一態様では、ＳＴＥＡＰ－１に結合
する抗体であって、図２Ａに示すアミノ酸配列（配列番号６）を含む軽鎖可変ドメイン、
又は図２Ｂに示すアミノ酸配列（配列番号９）を含む重鎖可変ドメインを含んでなる抗体
が提供される。
【００１０】
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体であって、配列番号９又は１０のアミノ酸
配列に、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、
少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくと
も９８％又は少なくとも９９％の配列同一性を有する重鎖可変ドメインを含んでなる抗体
が提供される。一実施態様では、抗体は配列番号９又は１０の重鎖可変ドメインを含んで
なる。一実施態様では、抗体は、配列番号２５の重鎖可変ドメインフレームワーク領域１
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、配列番号７５、７６、又は７７の重鎖可変ドメインフレームワーク領域２、或いは配列
番号７８又は７９の重鎖可変ドメインフレームワーク領域３を含んでなる。
　一態様では、抗体は、配列番号６のアミノ酸配列に、少なくとも９０％、少なくとも９
１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少
なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％又は少なくとも９９％の配列同一
性を有する軽鎖可変ドメインを含んでなる。一実施態様では、抗体は配列番号６の軽鎖可
変ドメインを含んでなる。
【００１１】
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体であって、配列番号９又は１０のアミノ酸
配列に、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、
少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくと
も９８％又は少なくとも９９％の配列同一性を有する重鎖可変ドメインを含んでなる抗体
が提供される。一実施態様では、抗体は配列番号９又は１０の重鎖可変ドメインを含んで
なる。一実施態様では、抗体は、配列番号２５の重鎖可変ドメインフレームワーク領域１
、配列番号７５、７６、又は７７の重鎖可変ドメインフレームワーク領域２、或いは配列
番号７８又は７９の重鎖可変ドメインフレームワーク領域３を含んでなる。一実施態様で
は、抗体はさらに、配列番号６のアミノ酸配列に、少なくとも９０％、少なくとも９１％
、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なく
とも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％又は少なくとも９９％の配列同一性を
有する軽鎖可変ドメインを含んでなる。一実施態様では、抗体は配列番号６の軽鎖可変ド
メインを含んでなる。
【００１２】
　ある実施態様では、前記の抗体のいずれかをコードするポリヌクレオチドが提供される
。一実施態様では、ポリヌクレオチドを含むベクターが提供される。一実施態様では、ベ
クターを含む宿主細胞が提供される。一実施態様では、宿主細胞は真核細胞である。一実
施態様では、宿主細胞はチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞である。一実施態様で
は、抗体をコードするポリヌクレオチドの発現に適切な条件下で宿主細胞を培養し、抗体
を単離することを含んでなる、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の作製方法が提供される。
　一態様では、細胞の表面に発現されるＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体が提供される。一
実施態様では、抗体は、ヒト又はマウスのＳＴＥＡＰ－１の領域内のエピトープに結合す
る。一実施態様では、細胞は哺乳類の細胞である。一実施態様では、細胞はヒト細胞であ
る。一実施態様では、細胞は癌細胞である。一実施態様では、細胞は前立腺、肺又は大腸
細胞である。一実施態様では、癌細胞は前立腺癌細胞である。別の実施態様では、細胞は
原発性の前立腺癌、肺癌又は大腸癌の転移由来の細胞である。
　ある実施態様では、前記いずれかの抗体はモノクローナル抗体である。一実施態様では
、抗体は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'-ＳＨ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ又は(Ｆａｂ')２断片から選択される
抗体断片である。一実施態様では、抗体はヒト化抗体である。一実施態様では、抗体はヒ
ト抗体である。
【００１３】
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１への抗体の結合が許容される条件下で前記いずれかの抗体
に生体試料を接触させ、抗体とＳＴＥＡＰ－１との間で複合体が形成されるかどうかを検
出することを含む、生体試料中のＳＴＥＡＰ－１の存在を検出する方法が提供される。一
実施態様では、生体試料は前立腺細胞を含む。一実施態様では、生体試料は、前立腺細胞
障害及び／又は、限定するものではないが、前立腺癌、肺癌、大腸癌、膀胱癌及び卵巣癌
、ユーイング肉腫、並びに原発性前立腺癌、肺癌、大腸癌、膀胱癌及び卵巣癌、ユーイン
グ肉腫を含む、細胞又は組織の細胞増殖性疾患に罹っている哺乳動物又は罹っていると疑
われる哺乳動物のものである。例えば、米国特許第６３２９５０３号、及びRodeberg, D.
A.ら、Clin. Cancer Res. 11(12):4545-4552(2005) を参照のこと。
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１の発現増加と関係している細胞増殖性疾患を診断する方法
であって、前記いずれかの抗体に試験細胞を接触させ、ＳＴＥＡＰ－１への抗体の結合を
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検出することによってＳＴＥＡＰ－１の発現レベルを決定し、そして、試験細胞によるＳ
ＴＥＡＰ－１の発現のレベルをコントロール細胞によるＳＴＥＡＰ－１の発現のレベルと
比較することを含み、コントロール細胞と比較して試験細胞によるＳＴＥＡＰ－１の発現
レベルが高い場合に、ＳＴＥＡＰ－１の発現増加と関係する細胞増殖性疾患の存在が示さ
れる方法が提供される。一実施態様では、試験細胞は、前立腺増殖性疾患などの細胞増殖
性疾患があると疑われる患者のものである。一実施態様では、細胞増殖性疾患は、限定す
るものではないが、前立腺癌を含む前立腺の細胞異常から選択される。一実施態様では、
前記方法は、試験細胞（例えば、前立腺癌細胞など）の表面上のＳＴＥＡＰ－１の発現レ
ベルを決定して、試験細胞の表面上のＳＴＥＡＰ－１の発現レベルをコントロール細胞（
例えば、異常増殖する前立腺細胞以外の正常な前立腺細胞）、の表面上のＳＴＥＡＰ－１
の発現レベルと比較することを含んでなる。
【００１４】
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１を発現する前立腺細胞などの細胞の増加に関連する細胞増
殖性疾患を診断する方法であって、生体試料中の試験細胞を前記いずれかの抗体と接触さ
せて、ＳＴＥＡＰ－１への抗体の結合を検出することによって、試料中の試験細胞に結合
した抗体のレベルを決定し、そして、コントロール試料中の細胞に結合した抗体のレベル
を比較することを含み、結合した抗体のレベルを、試験試料とコントロール試料中のＳＴ
ＥＡＰ－１発現細胞の数に正規化し、コントロール試料と比較して試験試料中で結合した
抗体のレベルが高い場合に、ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞と関連する細胞増殖性疾患の
存在が示される方法が提供される。
　一態様では、血液又は血清中の可溶性ＳＴＥＡＰ－１を検出する方法であって、前立腺
細胞増殖性疾患に罹っていることが疑われる哺乳動物の血液又は血清の試験試料を本発明
の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と接触させ、そして、正常哺乳動物の血液又は血清のコントロー
ル試料と比べて試験試料中の可溶性ＳＴＥＡＰ－１が増加していることを検出することを
含む方法が提供される。ある実施態様では、検出する方法は、哺乳動物の血液又は血清中
の可溶性ＳＴＥＡＰ－１の増加と関連する前立腺細胞増殖性疾患を診断する方法として有
用である。
【００１５】
　一態様では、本発明の抗体は、国際公開第２００６／０３４４８８(本明細書において
出典明記によって全体が援用される)に開示されるように、親抗体の一又は複数のアミノ
酸が遊離したシステインアミノ酸に置換された、システイン改変抗体を包含する。システ
イン改変抗体は、０．６～１．０の範囲のチオール反応値を有する一又は複数の遊離した
システインアミノ酸を含む。遊離したシステインアミノ酸は、親抗体内へ改変されている
システイン残基であり、ジスルフィド架橋の一部でない。システイン改変抗体は、例えば
マレイミド又はハロアセチルによる改変されたシステインの部位での、細胞障害性化合物
及び／又は造影(イメージング)化合物の接着に有用である。Ｃｙｓ残基のチオール官能基
のマレイミド基に対する求核反応性は、リジン残基のアミノ基又はＮ末端アミノ基などの
タンパク質の任意の他のアミノ酸官能基の、およそ１０００倍である。ヨードアセチル及
びマレイミド試薬のチオール特異的官能基はアミン基と反応するが、更に高いｐＨ(＞９
．０)と更に長い反応時間が必要とされるであろう (Garman, 1997, Non-Radioactive Lab
elling: A Practical Approach, Academic Press, London)。
【００１６】
　システイン改変抗体は癌の治療において有用であり、細胞表面及び膜貫通型レセプター
、及び腫瘍関連抗原(ＴＡＡ)に特異的な抗体が含まれる。このような抗体は、ネイキッド
抗体(薬剤又は標識成分にコンジュゲートしていない)として、あるいは抗体－薬剤コンジ
ュゲート(ＡＤＣ)として用いられてもよい。本発明のシステイン改変抗体は、チオール反
応性の試薬と、部位特異的かつ効率的にカップリングしうる。チオール反応性の試薬は、
多機能リンカー試薬、キャプチャ標識試薬、蛍光体試薬又は薬剤－リンカー中間生成物で
あってもよい。システイン改変抗体は、検出可能な標識により標識され、固相担体に固定
され、及び／又は、薬剤成分とコンジュゲートされもよい。Ｌ-１０からＬ-２０、Ｌ-３
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８からＬ-４８、Ｌ-１０５からＬ-１１５、Ｌ-１３９からＬ-１４９、Ｌ-１６３からＬ-
１７３のアミノ酸範囲から選択される軽鎖の範囲内、及びＨ-３５からＨ-４５、Ｈ-８３
からＨ-９３、Ｈ-１１４からＨ-１２７、及びＨ-１７０からＨ-１８４のアミノ酸範囲か
ら選択される重鎖の範囲内、及びＨ-２６８からＨ-２９１、Ｈ-３１９からＨ-３４４、Ｈ
-３７０からＨ-３８０、及びＨ-３９５からＨ-４０５から選択される範囲内のＦｃ領域に
おいて、反応性のシステインアミノ酸によるアミノ酸の置換を持つ抗体に対してチオール
反応が生じうる。このとき、アミノ酸位の番号付けはカバット番号付けシステム(Kabat等
 (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health S
ervice, National Institutes of Health, Bethesda, MD)の位置１から始め、その後は国
際公開第2006034488号に開示されるように、順次続ける。また、チオール反応は、抗体の
特定のドメイン、例えば軽鎖定常ドメイン(ＣＬ)及び重鎖定常ドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２
及びＣＨ３に対して生じうる。０．６以上のチオール反応値となるシステイン置換は、イ
ンタクト抗体、つまりＩｇＧサブクラスＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、Ｉｇ
Ａ及びＩｇＡ２を含むＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭの重鎖定常ドメインα
、δ、ε、γ及びμにあってもよい。このような抗体及びそれらの使用は、国際公開第２
００６／０３４４８８号に開示される。
【００１７】
　本発明のシステイン改変抗体は、それらの野生型、親抗体相当物の抗原結合能を保持す
るのが好ましい。ゆえに、システイン改変抗体は、抗原へ結合することができる、好まし
くは抗原に特異性がある。このような抗原には、例えば、腫瘍関連抗原(ＴＡＡ)、細胞表
面レセプタータンパク質及び他の細胞表面分子、膜貫通タンパク質、シグナル伝達タンパ
ク質、細胞生存調節因子、細胞増殖調節因子、組織発達又は分化に関連する(例えば機能
的に寄与することが公知であるか又は予測される)分子、リンホカイン、サイトカイン、
細胞周期調節に伴う分子、脈管形成に伴う分子、及び血管新生に関連する(例えば機能的
に寄与することが公知であるか又は予測される)分子が含まれる。
　本発明の抗体は、反応基が例えばマレイミド、ヨードアセトアミド、ピリジルジスルフ
ィド、又は他のチオール反応性のコンジュゲートパートナーである場合に、他のチオール
反応性剤にコンジュゲートされもよい(Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of 
Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.；Brinkley, 199
2, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical 
Approach, Academic Press, London；Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2；Hermanson
, G. in Bioconjugate Techniques (1996) Academic Press, San Diego, pp. 40-55, 643
-671)。パートナーは、細胞障害性剤(例えばドキソルビシン又は百日咳毒素などの毒素)
、蛍光体、例としてフルオレセイン又はローダミンのような蛍光色素、造影又は放射線治
療用金属のためのキレート剤、ペプチジル又は非ペプチジル標識又は検出用タグ、又は様
々なアイソフォームのポリエチレングリコールなどのクリアランス-改善剤、第三成分に
結合するペプチド、又は他の炭水化物又は親油性剤であってもよい。
【００１８】
　一態様では、本発明の抗体は、反応性成分、活性化成分、又は反応性システインチオー
ル基によって抗体に共有結合して付着されうる標識成分とコンジュゲートされてもよい(S
ingh等 (2002) Anal. Biochem. 304:147-15；Harlow E. and Lane, D. (1999) Using Ant
ibodies: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY; Lundblad R.L. (1991) Chemical Reagents for Protein Modification, 2nd
 ed. CRC Press, Boca Raton, FL)。付着された標識は、(i) 検出可能なシグナルを提供
する、(ii) 第二標識と反応して、例えばＦＲＥＴ(蛍光共鳴エネルギー転移)が生じるよ
うに第一又は第二標識によって生じる検出可能なシグナルを改変する、(iii) 抗原又はリ
ガンドとの相互作用を安定させるか又は結合の親和性を増加する、(iv) 電荷、疎水性、
形状又は他の物理学的なパラメータによって可動性、例えば電気泳動易動度又は細胞透過
性に作用する、又は(v) キャプチャ成分を与えて、リガンド親和性、抗体／抗原結合又は
イオン錯体形成を調節する、ように機能しうる。
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【００１９】
　標識したシステイン改変抗体は、例えば、特定の細胞、組織又は血清における対象の抗
原の発現を検出するための診断的検査法に有用となりうる。診断用適用のために、抗体は
一般的に検出可能な成分ににより標識されるであろう。多くの標識が利用可能であり、通
常、以下のカテゴリに分類することができる：
　ラジオアイソトープ(放射性核種)、例えば３Ｈ、１１Ｃ、１４Ｃ、１８Ｆ、３２Ｐ、３

５Ｓ、６４Ｃｕ、６８Ｇａ、８６Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２

５Ｉ、１３１Ｉ、１３３Ｘｅ、１７７Ｌｕ、２１１Ａｔ、又は２１３Ｂｉ。放射性同位体
標識抗体は、レセプター標的撮像実験において有用である。抗体は、Immunology, Volume
s 1 and 2, Coligen等, Ed. Wiley-Interscience, New York, New York, Pubs. (1991)の
Current Protocolsに記載される技術を用いて、リガンド試薬が抗体の改変システインチ
オールと反応性がある場合に、キレートを結合するか、あるいはラジオアイソトープ金属
と複合化する該リガンド試薬により標識することができる。金属イオンを複合化しうるキ
レートリガンドには、ＤＯＴＡ、ＤＯＴＰ、ＤＯＴＭＡ、ＤＴＰＡ及びＴＥＴＡ(Macrocy
clics, Dallas, TX)が含まれる。放射性核種は、本発明の抗体－薬剤コンジュゲートとの
複合体化によりターゲティングされうる(Wu等 (2005) Nature Biotechnology 23(9): 113
7-1146)。
【００２０】
　ＤＯＴＡ-マレイミド(４-マレイミドブチルアミドベンジル-ＤＯＴＡ)などのリンカー
試薬は、イソプロピルクロロフォルメート(Aldrich)によって活性化される４-マレイミド
酪酸(Fluka)とアミノベンジル-ＤＯＴＡを反応させて、その後Axworthy等 (2000) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 97(4): 1802-1807の手順によって調製されうる。ＤＯＴＡ-マレイ
ミド試薬は、システイン改変抗体の遊離したシステインアミノ酸と反応して、抗体上の金
属錯体形成リガンドを提供する(Lewis等 (1998) Bioconj. Chem. 9:72-86)。ＤＯＴＡ-Ｎ
ＨＳ(１,４,７,１０-テトラアザシクロドデカン-１,４,７,１０-四酢酸モノ(Ｎ-ヒドロキ
シスクシンイミドエステル)などのキレート化リンカー標識試薬は市販されている(Macroc
yclics, Dallas, TX)。放射性核種標識抗体によるレセプター標的造影は、腫瘍組織の抗
体の進行性蓄積の検出及び定量化によって経路活性化のマーカーとなりうる(Albert等 (1
998) Bioorg. Med. Chem. Lett. 8:1207-1210)。コンジュゲートした放射性金属はリソソ
ーム分解後に細胞内に残りうる。
　造影実験のための抗体標識として好適な金属-キレート複合体は以下に開示される。米
国特許第５３４２６０６号、米国特許第５４２８１５５号、米国特許第５３１６７５７号
、米国特許第５４８０９９０号、米国特許第５４６２７２５号、米国特許第５４２８１３
９号、米国特許第５３８５８９３号、米国特許第５７３９２９４号、米国特許第５７５０
６６０号、米国特許第５８３４４５６号、Hnatowich等 (1983) J. Immunol. Methods 65:
147-157；Meares等 (1984) Anal. Biochem. 142:68-78；Mirzadeh等 (1990) Bioconjugat
e Chem. 1:59-65；Meares等 (1990) J. Cancer1990, Suppl. 10:21-26；Izard等 (1992) 
Bioconjugate Chem. 3:346-350；Nikula等 (1995) Nucl. Med. Biol. 22:387-90；Camera
等 (1993) Nucl. Med. Biol. 20:955-62；Kukis等 (1998) J. Nucl. Med. 39: 2105-2110
；Verel等 (2003) J. Nucl. Med. 44: 1663-1670；Camera等 (1994) J. Nucl. Med. 21: 
640-646；Ruegg等 (1990) Cancer Res. 50: 4221-4226；Verel等 (2003) J. Nucl. Med. 
44: 1663-1670；Lee等 (2001) Cancer Res. 61: 4474-4482；Mitchell,等 (2003) J. Nuc
l. Med. 44: 1105-1112；Kobayashi等 (1999) Bioconjugate Chem. 10:103-111；Miedere
r等 (2004) J. Nucl. Med. 45: 129-137；DeNardo等 (1998) Clinical Cancer Research 
4:2483-90；Blend等 (2003) Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals 18:355-363；N
ikula等 (1999) J. Nucl. Med. 40: 166-76；Kobayashi等 (1998) J. Nucl. Med. 39: 82
9-36；Mardirossian等 (1993) Nucl. Med. Biol. 20:65-74；Roselli等 (1999) Cancer B
iotherapy & Radiopharmaceuticals, 14:209-20。
【００２１】
(b) 蛍光標識、例えば希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、ＦＩＴＣ、５-カルボ
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キシフルオレセイン、６カルボキシフルオレセインを含むフルオレセイン種；ＴＡＭＲＡ
を含むローダミン種；ダンシル；リサミン；シアニン；フィコエリトリン；テキサスレッ
ド；及びこれらの類似体。蛍光標識は、例えば、上記のImmunologyのCurrent Protocols
に開示される技術を用いて抗体にコンジュゲートすることができる。蛍光色素及び蛍光標
識試薬には、Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR)及びPierce Biotechnology, In
c. (Rockford, IL)から市販されているものが含まれる。
【００２２】
(c) 様々な酵素基質標識は利用可能であり、開示されてもいる(米国特許第４２７５１４
９号)。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる色素生産性基質の化
学変化を触媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を触
媒するかもしれない。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の変
化を定量化する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に励
起され、測定することができる(例えば化学ルミノメーターを用いて)か、又はエネルギー
を蛍光受容基に与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、ホタ
ルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４７３７４５６号)、ルシフェリ
ン、２,３-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸酵素、ウ
レアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)などのペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ(ＡＰ)、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、サッカライ
ドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ及びグルコ
ース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカーゼ及びキサン
チンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼなどが含まれる
。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivan等, Methods for the Preparatio
n of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, in Methods in Enz
ym. (ed J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York, 73:147-166 (1981
)に記載されている。
【００２３】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　(i) 基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)、
ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆(例えば、オルソフェニレン(orthophenylene)ジ
アミン(ＯＰＤ)又は３,３',５,５'テトラメチルのベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸化する
；
　(ii) 色素生産性基質としてリン酸パラグラフ-ニトロフェニルを有するアルカリホスフ
ァターゼ(ＡＰ)；及び
　(iii) 色素生産性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍光発
生基質４-メチルウンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-Ｄ-ガラクトシダーゼを有す
るβ-Ｄ-ガラクトシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
　多数の他の酵素基質の組合せは当業者にとって利用可能である。これらの一般的な概要
については、米国特許第４２７５１４９号及び同第４３１８９８０号を参照。
【００２４】
　標識は、アミノ酸側鎖、活性化されたアミノ酸側鎖、システイン改変抗体などと間接的
にコンジュゲートされてもよい。例えば、抗体は、ビオチンとコンジュゲートさせること
ができ、前述した大きな３つの分類のうちの何れかはアビジン又はストレプトアビジンと
コンジュゲートさせることができ、その逆もまた可能である。ビオチンは選択的にストレ
プトアビジンと結合し、したがって、標識はこの間接的な方法で抗体にコンジュゲートさ
せることができる。あるいは、ポリペプチド変異体と標識とを間接的にコンジュゲートさ
せるために、ポリペプチド変異体は小ハプテン(例えばジゴキシン)とコンジュゲートさせ
、前述した標識の異なるタイプのうちの１つは抗ハプテンポリペプチド変異体(例えば抗
ジゴキシン抗体)とコンジュゲートさせる。したがって、ポリペプチド変異体と標識は間
接的にコンジュゲートすることができる(Hermanson, G. (1996) in Bioconjugate Techni
ques Academic Press, San Diego)。
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【００２５】
　本発明の抗体は、任意の公知のアッセイ方法、例えばＥＬＩＳＡ、競合結合アッセイ、
直接的及び間接的なサンドイッチアッセイ及び免疫沈降アッセイに用いられてもよい(Zol
a, (1987) Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp.147-158, CRC Press, 
Inc.)。
　検出標識は、結合又は認識事象を局所化し、視覚化して、数量化するために有用となり
うる。本発明の標識抗体は細胞表面レセプターを検出しうる。検出可能に標識した抗体に
ついての他の使用は、蛍光標識抗体とビーズをコンジュゲートさせ、リガンド結合時の蛍
光シグナルを検出することを含む、ビーズに基づく免疫キャプチャの方法である。同様の
結合検出方法論は、表面プラスモン共鳴(ＳＰＲ)効果を利用して抗体-抗原相互作用を測
定して検出するものである。
　蛍光色素及び化学発光色素などの検出標識(Briggs等 (1997) "Synthesis of Functiona
lised Fluorescent Dyes and Their Coupling to Amines and Amino Acids," J. Chem. S
oc., Perkin-Trans. 1:1051-1058)は検出可能なシグナルを提供し、通常、好ましくは以
下のような特性により標識化抗体に応用することができる。(i) 標識抗体は、少量の抗体
が無細胞アッセイ及び細胞に基づくアッセイにおいて敏感に検出されるように低いバック
グランドで非常に高いシグナルを産生するものである、さらに、(ii) 標識抗体は、有意
に写真を退色させることなく蛍光シグナルが観察され、モニターされ、記録されるように
、光安定性を有するものである。膜又は細胞表面、特に生きている細胞への標識抗体の細
胞表面結合を伴う用途では、標識は、(iii) 有効なコンジュゲート濃度と検出感度が達成
されるように良好な水溶性であり、(iv) 細胞の正常な代謝過程が破壊されないか、又は
早期に細胞死を引き起こさないように生きている細胞に対して毒性がないことが好ましい
。
【００２６】
　細胞性蛍光強度の直接の定量化と蛍光標識事象、例えば、ペプチド-色素コンジュゲー
トの細胞表面結合の算出は、生きている細胞又はビーズによる非放射性アッセイである、
混合と読み取り(mix-and-read)を自動化するシステム(ＦＭＡＴ(登録商標) ８１００ Ｈ
ＴＳシステム、Applied Biosystems, Foster City, Calif.)で実施してもよい(Miraglia,
 "Homogeneous cell- and bead-based assays for high throughput screening using fl
uorometric microvolume assay technology", (1999) J. of Biomolecular Screening 4:
193-204)。また、標識抗体の使用には、細胞表面レセプター結合アッセイ、イムノキャプ
チャアッセイ、蛍光結合免疫吸着アッセイ(ＦＬＩＳＡ)、カスパーゼ切断(Zheng, "Caspa
se-3 controls both cytoplasmic and nuclear events associated with Fas-mediated a
poptosis in vivo", (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:618-23；米国特許第６３７
２９０７号)、アポトーシス(Vermes, "A novel assay for apoptosis. Flow cytometric 
detection of phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluore
scein labelled Annexin V" (1995) J. Immunol. Methods 184:39-51)及び細胞障害性ア
ッセイが含まれる。蛍光定量的マイクロ体積アッセイ技術を用いて、細胞表面を標識とす
る分子によって上方制御又は下方制御を同定することができる(Swartzman, "A homogeneo
us and multiplexed immunoassay for high-throughput screening using fluorometric 
microvolume assay technology", (1999) Anal. Biochem. 271:143-51)。
【００２７】
　本発明の標識抗体は、様々な方法及び以下のような生医学的かつ分子的撮像法の技術に
よってバイオマーカーやプローブを造影する際に有用である。(i) ＭＲＩ(磁気共鳴画像
法)、(ii) ＭｉｃｒｏＣＴ(コンピューター断層撮影法)、(iii) ＳＰＥＣＴ(単一光子放
射型コンピュータ断層撮影法)、(iv) ＰＥＴ(ポジトロン放出断層撮影) Chen等 (2004) B
ioconjugate Chem. 15:41-49、(v) バイオルミネセンス、(vi) 蛍光、及び(vii) 超音波
。イムノシンチグラフィは、放射性物質にによって標識された抗体が動物又はヒト患者に
投与される造影手順であり、画像は抗体が局在する身体の部位のものである(米国特許第
６５２８６２４号)。造影バイオマーカーは、客観的に測定され、正常な生物学的プロセ
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ス、病原性プロセス、又は治療的介入に対する薬理学的応答の指標として評価されてもよ
い。バイオマーカーはいくつかの種類がある。タイプ０は、疾患の自然な成長マーカーで
あって、公知の臨床指標、例えば関節リウマチの滑液炎症のＭＲＩ評価と縦方向に相関す
る。タイプＩマーカーは、例えばメカニズムが臨床転帰と関係していなくても、作用のメ
カニズム(mechanism-of-action)の関係として介入の効果を捕らえる。タイプＩＩマーカ
ーは代理のエンドポイントとして機能するものであり、該バイオマーカーの変化又は該バ
イオマーカーのシグナルから、関節リウマチの骨浸食をＣＴで測定するなどの目的の応答
を「有効と認める」ために臨床的な利点を予測する。したがって、造影バイオマーカーは
、(i) 標的タンパク質の発現、(ii) 標的タンパク質に対する治療用の結合、すなわち選
択性、及び(iii) クリアランス及び半減期の薬物動態学的データについての薬物動態学的
(ＰＤ)治療的情報を提供しうる。研究室ベースのバイオマーカーと比較したときのインビ
ボ造影バイオマーカーの利点には、非侵襲性処置、定量化できる、全身評価、反復性投与
及び評価、すなわち複数の時点の投与と評価、及び臨床前(小動物)の結果を臨床(ヒト)の
結果に潜在的に置き換えることができる結果が含まれる。用途によっては、バイオイメー
ジングは、前臨床研究の多くの動物実験の代替となるか又は最小化する。
【００２８】
　ペプチド標識方法は周知である。Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of Flu
orescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.; Brinkley, 1992, 
Bioconjugate Chem. 3:2；Garman, (1997) Non-Radioactive Labelling: A Practical Ap
proach, Academic Press, London; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2；Glazer等 (1
975) Chemical Modification of Proteins. Laboratory Techniques in Biochemistry an
d Molecular Biology (T. S. Work and E. Work, Eds.) American Elsevier Publishing 
Co., New York；Lundblad, R. L. and Noyes, C. M. (1984) Chemical Reagents for Pro
tein Modification, Vols. I and II, CRC Press, New York；Pfleiderer, G. (1985) "C
hemical Modification of Proteins", Modern Methods in Protein Chemistry, H. Tsche
sche, Ed., Walter DeGryter, Berlin and New York；及びWong (1991) Chemistry of Pr
otein Conjugation and Cross-linking, CRC Press, Boca Raton, Fla.)；De Leon-Rodri
guez等 (2004) Chem.Eur. J. 10:1149-1155；Lewis等 (2001) Bioconjugate Chem. 12:32
0-324；Li等 (2002) Bioconjugate Chem. 13:110-115；Mier等 (2005) Bioconjugate Che
m. 16:240-237を参照。
　十分近接した蛍光レポーターとクエンチャーの２つの成分にて標識されたペプチドとタ
ンパク質は、蛍光共鳴エネルギー転移(ＦＲＥＴ)を受ける。レポーター基は、一般的に、
特定の波長で光に励起され、エネルギーをアクセプター又はクエンチャーに転移して、そ
の結果、最大の明るさで発光するための適切なストークスシフトが生じる蛍光色素である
。蛍光色素には、広範な芳香族性を有する分子、例としてフルオレセイン及びローダミン
、ないしこれらの誘導体が含まれる。蛍光レポーターは、完全なペプチドのクエンチャー
成分によって部分的あるいは有意に失活されうる。ペプチダーゼ又はプロテアーゼによる
ペプチドの切断時に、蛍光の検出可能な増加が測定されうる(Knight, C. (1995) "Fluori
metric Assays of Proteolytic Enzymes", Methods in Enzymology, Academic Press, 24
8:18-34)。
【００２９】
　また、本発明の標識抗体は親和性精製剤として用いられてもよい。この方法では、標識
抗体は、当分野で公知の方法を用いて、セファデックス樹脂又は濾紙などの固相に固定さ
れる。固定された抗体は、精製される抗原を含む試料と接触させ、その後、支持体を、精
製される抗原以外の試料中の実質的にすべての物質を取り除く適切な溶媒にて洗浄し、固
定されたポリペプチド変異体に結合させる。最後に、抗原をポリペプチド変異体から放す
ように、支持体を他の適切な溶媒、例えばグリシンバッファ、ｐＨ５．０にて洗浄する。
　標識化試薬は、一般的に、(i) 標識抗体を形成するためにシステイン改変抗体のシステ
インチオールと直接、(ii) リンカー-標識中間生成物を形成するためにリンカー試薬と、
又は(iii) 標識抗体を形成するためにリンカー抗体と、反応しうる反応官能基を保持する
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。標識試薬の反応性官能基には、マレイミド、ハロアセチル、ヨードアセトアミドスクシ
ンイミジルエステル(例えば、ＮＨＳ、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド)、イソチオシアネ
ート、スルホニルクロリド、２,６-ジクロロトリアジニル、ペンタフルオロフェニルエス
テル、及びホスホラミダイトが含まれるが、他の官能基も用いられてよい。
【００３０】
　例示的な反応性官能基は、検出可能な標識、例えばビオチンや蛍光色素のカルボキシル
置換基のＮ-ヒドロキシスクシンイミジルエステル(ＮＨＳ)である。標識のＮＨＳエステ
ルを予め造っても、単離しても、及び／又は特徴付けてもよく、あるいはインサイツで形
成して、抗体の求核基と反応させてもよい。典型的には、標識のカルボキシル型を、カル
ボジイミド試薬、例としてジシクロヘキシルカルボジイミド、ジイソプロピルカルボジイ
ミド、又はユーロニウム試薬、例としてＴＳＴＵ (Ｏ-(Ｎ-スクシンイミジル)-Ｎ,Ｎ,Ｎ'
,Ｎ'-テトラメチルユーロニウム テトラフルオロボレート)、ＨＢＴＵ (Ｏ-ベンゾトリア
ゾール-１-イル)-Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'-テトラメチルユーロニウム ヘキサフルオロホスフェー
ト)、又はＨＡＴＵ (Ｏ-(７-アザベンゾトリアゾール-１-イル)-Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'-テトラメ
チルユーロニウム ヘキサフルオロホスフェート)、標識のＮＨＳエステルを与えるための
アクチベーター、例えば１-ヒドロキシベンゾトリアゾール(ＨＯＢｔ)、及びＮ-ヒドロキ
シスクシンイミドのいくつかの組み合わせと反応させることによって活性化する。場合に
よって、標識のインサイツ活性化と抗体との反応によって標識と抗体をカップリングさせ
て、一工程で標識-抗体複合体を形成させてもよい。他の活性化試薬及びカップリング試
薬には、ＴＢＴＵ (２-(１Ｈ-ベンゾトリアゾ-１-イル)-１-１,３,３-テトラメチルユー
ロニウム ヘキサフルオロホスフェート)、ＴＦＦＨ (Ｎ,Ｎ',Ｎ'',Ｎ'''-テトラメチルユ
ーロニウム ２-フルオロ-ヘキサフルオロホスフェート)、ＰｙＢＯＰ (ベンゾトリアゾー
ル-１-イル-オキシ-トリス-ピロリジノ-ホスホニウム ヘキサフルオロホスフェート、Ｅ
ＥＤＱ (２-エトキシ-１-エトキシカルボニル-１,２-ジヒドロ-キノリン)、ＤＣＣ (ジシ
クロヘキシルカルボジイミド)；ＤＩＰＣＤＩ (ジイソプロピルカルボジイミド)、ＭＳＮ
Ｔ (１-(メシチレン-２-スルホニル)-３-ニトロ-１Ｈ-１,２,４-トリアゾール、及びアリ
ール スルホニル ハロゲン化物、例えばトリイソプロピルベンゼンスルホニル クロライ
ドが含まれる。
【００３１】
本発明のアルブミン結合ペプチド-Ｆａｂ化合物：
　一態様では、本発明の抗体はアルブミン結合タンパク質に融合される。血漿タンパク質
結合は、生存が短い分子の薬物動態学的性質を向上させる有効な手段となりうる。アルブ
ミンは血漿中で最も多いタンパク質である。血清アルブミン結合ペプチド類(ＡＢＰ)は、
組織取り込み、浸透及び拡散の変更を含む、融合した活性なドメインタンパク質の薬物動
態を変えうる。これらの薬物動態学的パラメータは、適切な血清アルブミン結合ペプチド
配列を特異的に選別することによって調製されうる(米国特許公開２００４０００１８２
７)。一連のアルブミン結合ペプチドは、ファージディスプレイスクリーニングによって
同定された(Dennis等 (2002) "Albumin Binding As A General Strategy For Improving 
The Pharmacokinetics Of Proteins" J Biol Chem. 277:35035-35043；国際公開第０１／
４５７４６号)。本発明の化合物には、(i) Dennis等 (2002) J Biol Chem. 277:35035-35
043 at Tables III and IV, page 35038、(ii) 米国特許公開２００４０００１８２７の[
００７６] 配列番号９から２２、及び(iii) 国際公開第01/45746号の１２～１３頁に示さ
れるＡＢＰ配列が含まれ、これらの文献はすべて出典明記によって本明細書中に援用され
る。アルブミン結合(ＡＢＰ)-Ｆａｂは、例えば、１：１の化学量比(１ＡＢＰ／１Ｆａｂ
)で、Ｆａｂ重鎖のＣ末端にアルブミン結合ペプチドを融合させることによって作製した
。アルブミンとのこれらＡＢＰ-Ｆａｂの会合により、抗体の半減期がウサギ及びマウス
の２５倍以上に増加したことが示された。したがって、上記の反応性のＣｙｓ残基をこれ
らＡＢＰ-Ｆａｂに導入し、細胞障害性剤と部位特異的にコンジュゲートさせた後にイン
ビボ動物実験に用いることができる。
　例示的なアルブミン結合ペプチド配列には、以下に列挙する配列番号８０から８４のア
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ミノ酸配列が含まれるが、これらに限定されるものではない。
ＣＤＫＴＨＴＧＧＧＳＱＲＬＭＥＤＩＣＬＰＲＷＧＣＬＷＥＤＤＦ　　　配列番号８０
ＱＲＬＭＥＤＩＣＬＰＲＷＧＣＬＷＥＤＤＦ　　　配列番号８１
ＱＲＬＩＥＤＩＣＬＰＲＷＧＣＬＷＥＤＤＦ　　　配列番号８２
ＲＬＩＥＤＩＣＬＰＲＷＧＣＬＷＥＤＤ　　　配列番号８３
ＤＩＣＬＰＲＷＧＣＬＷ　　　配列番号８４
【００３２】
　　抗体－薬剤コンジュゲート
　他の態様では、本発明は、化学療法剤、薬剤、増殖阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状
菌、植物又は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放
射性コンジュゲート)などの細胞毒性剤にコンジュゲートした抗体を含む、抗体－薬剤コ
ンジュゲート(ＡＤＣ)を提供する。他の態様では、本発明はさらに、イムノコンジュゲー
トの使用方法を提供する。一態様では、イムノコンジュゲートは、細胞障害性剤又は検出
可能な薬剤に共有結合して付着した前記いずれかの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を含む。
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療における腫瘍細胞を殺す又は阻
害するための薬剤の局部運搬に抗体－薬剤コンジュゲートを用いると(Syrigos及びEpenet
os (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Ad
v. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国特許第4,975,278号)、腫瘍への薬剤成分の標的とす
る運搬とそこでの細胞内集積が可能となるものであり、この非コンジュゲート薬物作用剤
の全身性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できないレ
ベルとなりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (198
5) 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in Mon
oclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pincheraら. (ed
.s), pp. 475-506)。これによって、最小限の毒性で最大限の効果を求める。ポリクロー
ナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であるとして報告されている(Rowland
等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用いる薬物には、ダ
ウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含まれる(Rowland等
, (1986)、上掲)。抗体－毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの
細菌性毒素、ゲルダナマイシン(Mandlerら(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(1
9):1573-1581；Mandlerら(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mand
lerら(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(EP 1391213；Liu等, 
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイシン(Lode等, (1
998) Cancer Res. 58:2928；Hinman等, (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)などのリシン
、小分子毒素などの植物毒が含まれる。該毒素は、チューブリン結合、ＤＮＡ結合又はト
ポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性の効果に影響し
うる。ある種の細胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリガンドにコンジ
ュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【００３３】
　ゼバリン(登録商標)(ZEVALIN)(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体－放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等
, (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等, (2002) Blood 99(12):4336
-42；Witzig等, (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等, (2002) J. Clin. 
Oncol. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキン性リンパ球(ＮＨＬ)に対して活性
を有するが、投与によってほとんどの患者に重症で長期の血球減少を引き起こす。カリケ
アマイシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロタ
ーグＴＭ(MYLOTARG)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Pharma
ceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として２０００年に認可された(Drugs o
f the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７９２３３号
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；同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同第５７３９
１１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリンカーＳＰ
Ｐを介してメイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体からなる抗
体薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansine)(Immuno
gen, Inc.)は、ＣａｎＡｇを発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの治療用に第ＩＩ
相試験へと進んでいる。メイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結している抗前立腺特異的
膜抗原(ＰＳＭＡ)モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ－２
７０４(Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の潜在的治療
の開発段階にある。アウリスタチン(auristatin)ペプチド、アウリスタチンＥ(ＡＥ)及び
モノメチルアウリスタチン(ＭＭＡＥ)、ドラスタチン(dolastatin)の合成類似体は、キメ
ラモノクローナル抗体ｃＢＲ９６(癌細胞上のルイスＹに特異的)及びｃＡＣ１０(血液系
悪性腫瘍上のＣＤ３０に特異的)(Doronina等, (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-
784)にコンジュゲートしており、治療的開発段階にある。
【００３４】
　イムノコンジュゲート(免疫複合体)の生成に有用な化学治療薬を本明細書中に記載した
。用いることのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素
の非結合活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン
(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タ
ンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca ame
ricana)タンパク質(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チャランチ
ア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオ
ナリア・オフィシナリス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、
ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomyci
n)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として１９
９３年１０月２８日に公開の国際公開公報９３／２１２３２を参照のこと。放射性コンジ
ュゲート抗体の生成には、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２

１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害
性薬の複合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミ
ジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、
イミドエステルの二官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジ
スクシンイミジルスベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合
物(ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(
ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２,６-
ジイソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベ
ンゼン等)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1
098 (1987)に記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソ
チオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射
性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である(国際公開９４／１１０２
６)。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、ドラスタチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５
、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導体が、ここで考察される。
【００３５】
　　メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは一又は複数のメイタンシノイド分子
にコンジュゲートしている本発明の抗体(完全長又は断片)を含んでなる。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
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特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
【００３６】
　メイタンシノイド薬剤部分としての使用に適切なメイタンシン化合物は当分野で周知で
あり、公知の方法に従って天然の供給源から単離してもよいし、又は遺伝子工学技術を用
いて産生してもよい(Yu等 (2002) PNAS 99:7968-7973を参照)。また、マイタンシノール
及びマイタンシノール類似体は、公知の方法に従って合成して調製されてもよい。
　例示的なメイタンシノイド薬剤部分には、修飾した芳香族環を有するもの、例えば、Ｃ
－１９－デクロロ(米国特許第４２５６７４６号)(アンサマイトシンＰ２のリチウムアル
ミニウム水素化物の還元によって調製される)；Ｃ－２０－ヒドロキシ(又はＣ－２０－デ
メチル) ＋／－Ｃ－１９－デクロロ(米国特許第４３６１６５０号及び同第４３０７０１
６号)(ストレプトミセス属ないしはアクチノミセス属を用いた脱メチル化又はＬＡＨを用
いた脱塩素により調製される)；及びＣ－２０－デメトキシ、Ｃ－２０－アシロキシ(－Ｏ
ＣＯＲ)、＋／－デクロロ(米国特許第４２９４７５７号)(アシル塩化物を用いたアシル化
により調製される)、及び他の位置に修飾を有するものが含まれる。
　また、例示的なメイタンシノイド薬剤部分には、修飾を有するもの、例えば、Ｃ－９－
ＳＨ(米国特許第４４２４２１９号)(Ｈ２Ｓ又はＰ２Ｓ５を有するメイタンシノールの反
応により調製される)；Ｃ－１４－アルコキシメチル(デメトキシ／ＣＨ２ ＯＲ)(米国特
許第４３３１５９８号)；Ｃ－１４－ヒドロキシメチル又はアシロキシメチル(ＣＨ２ＯＨ
又はＣＨ２ＯＡｃ) (米国特許第４４５０２５４号)；Ｃ－１５－ヒドロキシ／アシロキシ
(米国特許第４３６４８６６号)(ストレプトミセス属によるメイタンシノールの変換によ
って調製される)；Ｃ－１５－メトキシ(米国特許第４３１３９４６号及び同第４３１５９
２９号)(トレウィア ヌドロフローラ(Trewia nudlflora)より単離)；Ｃ－１８－Ｎ－デメ
チル(米国特許第４３６２６６３号及び第４３２２３４８号)(ストレプトミセス属による
メイタンシノールの脱メチル化により調製される)；及び、４,５－デオキシ(米国特許第
４３７１５３３号)(メイタンシノールの三塩化チタン／ＬＡＨ還元により調製される)が
含まれる。
【００３７】
　メイタンシノイド薬剤部分の例示的な実施態様には、以下の構造を有するＤＭ１；ＤＭ
３；及びＤＭ４が含まれる。
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　ここで、波線は、抗体－薬剤コンジュゲートのリンカー(Ｌ)への薬剤の硫黄原子の共有
結合を示す。ＤＭ１に対してＳＭＣＣにより連結したハーセプチン(登録商標)(トラスツ
ズマブ)が報告されている(国際公開第２００５／０３７９９２号、これは出典明記によっ
て本明細書中にその全体が特別に援用される)。本発明の抗体薬剤コンジュゲートは本明
細書中に開示した手順に従って調製されうる。
【００３８】
　他の例示的メイタンシノイド抗体－薬剤コンジュゲートは以下のような構造と略記号を



(24) JP 5394246 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

有している。(ここでＡｂは抗体であり、ｐは１～およそ８である。)

　ＤＭ１が抗体のチオール基にＢＭＰＥＯリンカーにより連結されている例示的な抗体－
薬剤コンジュゲートは、以下のような構造及び略記号を有する。

　ここで、Ａｂは抗体であり、ｎは０、１又は２であり、そして、ｐは１、２、３又は４
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である。
【００３９】
　メイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その作製方法及びそれらの治療用
途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号、同第６４４１１６３号
、及び欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１に開示されており、その開示内容は出典を明示し
てここに援用する。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒ
ト結腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタ
ンシノイドを含有するイムノコンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培
養された結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有することが見出されており、インビボ腫
瘍成長アッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(19
92)には、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原
に結合するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウス
モノクローナル抗体ＴＡ.１に結合しているイムノコンジュゲートが記載されている。Ｔ
Ａ.１-メイタンシノイドコンジュゲートの細胞障害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３に
おけるインビトロで試験され、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬
剤コンジュゲートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、
該細胞障害度は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増
加する。Ａ７-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞障害
性を示した。
【００４０】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイ
ド分子のいずれの生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗
体を化学的に結合させることにより調製される。例えば、米国特許第５２０８０２０号(
この開示内容は出典明記により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸
抗体の使用において細胞障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均
３－４のメイタンシノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与え
ることなく、標的細胞に対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシ
ノイドは当該技術分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単
離することもできる。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、
及び他の特許、及び上述した特許ではない刊行物に開示されている。好ましいメイタンシ
ノイドは、メイタンシノール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノ
ール分子の芳香環又は他の位置が修飾されたメイタンシノール類似体である。
　例えば、米国特許第５２０８０２０号、同第６４４１１６３号又は欧州特許第０４２５
２３５号Ｂ１、Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び米国特許公開第２
００５／０１６９９３３号Ａ１(これらの開示内容は出典明記により特別に援用される)に
開示されているもの等を含め、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するために
、当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイ
タンシノイドコンジュゲートは、２００５年５月３１日に出願の米国特許第１１／１４１
３４４号, "Antibody-drug conjugates and Methods."に開示されるように調製されうる
。リンカーグループには、上述した特許に開示されているようなジスルフィド基、チオエ
ーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチターゼ不安定性基、又はエステラーゼ不
安定性基が含まれる。更なるリンカーグループを本願明細書中に記載し、例示する。
【００４１】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
ヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウム
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ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。特に好適なカップリング剤には、ジスルフィド結合に
より提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及び
Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等, B
iochem. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。好適な実施態様では、結合はメイタンシノール又は
メイタンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
　一実施態様では、本発明のいずれかの抗体(完全長又は断片)は一又は複数のメイタンシ
ノイド分子にコンジュゲートされる。イムノコンジュゲートの一実施態様では、細胞障害
性剤ＤはメイタンシノイドＤＭ１である。イムノコンジュゲートの一実施態様では、リン
カーは、ＳＰＤＰ、ＳＭＣＣ、ＩＴ、ＳＰＤＰ、及びＳＰＰからなる群より選択される。
【００４２】
　　アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３５４８３号
；同第５７８０５８８号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。ドラスタチ
ン及びアウリスタチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke
 等 (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特
許第５６６３１４９号)及び抗真菌性活性(Pettit 等 (1998) Antimicrob. Agents Chemot
her. 42:2961-2965)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤
成分は、ペプチジル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接
着しうる(国際公開第０２／０８８１７２号)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様には、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤部
分ＤＥ及びＤＦを含み、２００４年３月２８日に公開されたSenter等, Proceedings of t
he American Association for Cancer Research, Volume 45, Abstract Number 623に開
示される。この開示内容は出典明記によってその全体が特別に援用される。
【００４３】
　例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＥである(ここで、波形の線は抗体薬剤コ
ンジュゲートのリンカー(Ｌ)への共有結合を示す)。

　例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＦである(ここで、波形の線は抗体薬剤コ
ンジュゲートのリンカー(Ｌ)への共有結合を示す)(米国特許公開２００５／０２３８６４
９)。
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【００４４】
　ＭＭＡＥ又はＭＭＡＦ及び様々なリンカー構成成分(本明細書においてさらに記述され
る)を含んでなる更なる例示的な実施態様は、以下の構造及び略号を有する(ここで、Ａｂ
は抗体を意味し、ｐは１～約８である)：

【００４５】
　一般的に、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、米国特許第５６３５４８３号；米
国特許第５７８０５８８号；Pettit 等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465；Pet
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tit 等 (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277；Pettit, G.R., 等 Synthesis, 19
96, 719-725；Pettit 等 (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863；及びDoron
ina (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784の方法に従って調製されうる。
【００４６】
　　カリケアマイシン
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結
合した本発明の抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコ
モルの濃度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコ
ンジュゲートの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同
５７３９１１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同
５７７３００１号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこ
と。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１

Ｉ、
α２

Ｉ、α３
Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１

Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ
１(Hinman等, Cancer Research

, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAm
erican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮
抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内に作用部位を有
し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーションによるこれ
らの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【００４７】
　　他の細胞障害剤
　本発明の抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンク
リスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０７１０号
に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のファミリー、
並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩ
Ｉ及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター
、クルシン(curcin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター
、ゲロニン(gelonin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、
フェノマイシン、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば
、１９９３年１０月２８日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
イムノコンジュゲートをさらに考察する。
【００４８】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公知)用のスピン標
識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１
３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
　放射-又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチド
は生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使
用する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、
Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能
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である。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(
1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用する
ことができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(
Chatal, CRC Press 1989)に記載されている。
【００４９】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第94/11026号
を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切断可能リ
ンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リンカー、光
不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され得る(Cha
ri等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
　本発明の化合物は、限定するものではないが、架橋剤：市販されている(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、Ｈ
ＢＶＳ、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、
ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、スルホ-Ｍ
ＢＳ、スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳＢ (スク
シンイミジル-(４-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考えられる。2
003-2004 Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
【００５０】
抗体薬剤コンジュゲートの調製：
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)を、リンカー(Ｌ)を介
して、一つ以上の薬剤部分(Ｄ)、例えば抗体につき約１～約２０の薬剤部分にコンジュゲ
ートする。一実施態様では、抗体一つ当たりの薬剤部分（Ｄ）の数が約１～約５であり、
別の実施態様では約２～約６であり、別の実施態様では約２～約５であり、別の実施態様
では約３～約４である。抗体一つ当たりの薬剤部分（Ｄ）の数は通常、抗体薬剤コンジュ
ゲートの集団に含まれる全てのコンジュゲートの平均値であるので、抗体一つ当たりの薬
剤部分（Ｄ）の数は整数でない場合もある。式ＩのＡＤＣはいくつかの手段、当業者に公
知の有機化学反応、状態及び試薬を用いて調製されうる：(1) 共有結合の後に薬剤部分Ｄ
と反応してＡｂ-Ｌを形成するための、二価のリンカー試薬を用いた抗体の求核基の反応
；及び(2) 共有結合の後に抗体の求核基と反応してＤ-Ｌを形成するための、二価のリン
カー試薬を用いた薬剤部分の求核基の反応、が含まれる。ＡＤＣを調製するための更なる
方法は本願明細書中に記載される。

　リンカーは、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は、６
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-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトル
リン(「val-cit」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジルオキ
シカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート
(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カルボ
キシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息
香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。一実施態様では、リンカーはバリン－シトルリン－
ｐ－アミノベンジルオキシカルボニル（「ｖｃ－ＰＡＢ」）である。更なるリンカー成分
は当分野で公知であり、そのいくつかは本願明細書において、記述される。
【００５１】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン－シトルリン(ｖｃ又はｖａｌ－ｃｉｔ)、アラニン－
フェニルアラニン(ａｆ又はａｌａ－ｐｈｅ)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン
－バリン－シトルリン(ｇｌｙ－ｖａｌ－ｃｉｔ)及びグリシン－グリシン－グリシン(ｇ
ｌｙ－ｇｌｙ－ｇｌｙ)を含む。アミノ酸リンカー成分を含んでなるアミノ酸残基は、天
然に生じるもの、並びに微量のアミノ酸及び非天然に生じるアミノ酸類似体、例えばシト
ルリンを含む。アミノ酸リンカー成分は設定され、特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアー
ゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテアーゼによる酵素的切断の選択性に最
適化できる。
【００５２】
　例示的なリンカー構成成分の構造を以下に示す(ここで、波形の線はＡＤＣの他の構成
成分への共有結合の部位を示す)：

【００５３】
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　更なる例示的なリンカー構成成分及び略号は以下のものを含む(ここで、抗体(Ａｂ)及
びリンカーが示されており、ｐは１～約８である)：

【００５４】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：(i) Ｎ末端アミン基、
(ii) 側鎖アミン基、例えばリシン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv
) 抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及び水酸基は、求
核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬により共有結合を
形成することができる：(i) 活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセト
アミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド群、が含まれる。特定
の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還
元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコ
ンジュゲート反応を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の
反応性のチオール求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(
トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入
することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残
基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異
体抗体を調製する)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
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　また、本発明の抗体薬剤コンジュゲートは、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する
(リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応させることができる)ことによって生成して
もよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させて
もよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合
を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトース
オキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化
物部分の反応により、薬剤(Hermanson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応す
ることができるタンパク質のカルボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施
態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含んでいるタンパク質はナトリウムメタ過
ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan & S
troh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；米国特許第５３６２８５２号)。このよう
なアルデヒドは、薬剤部分又はリンカー求核基と反応することができる。
【００５６】
　同様に、薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、以下のものを含む：反応
して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性の基と共有結合することができるアミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基：(i) 活性エステル(例えば
ＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物)；(ii) アルキル及び
ベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル
及びマレイミド基、が含まれる。
　抗体、イムノグロブリン又はこれらの断片などの細胞を標的とするタンパク質へリンカ
ー-薬剤成分をコンジュゲートするための方法は、例えば米国特許第５２０８０２０号、
米国特許第６４４１１６３号、国際公開第２００５０３７９９２号、国際公開第２００５
０８１７１１号、及び国際公開第２００６／０３４４８８号に見られ、これらのすべては
出典明記によって本明細書中に援用される。 
【００５７】
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
　更なる他の実施態様では、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター
」(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコン
ジュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用して循環から非結合コンジュゲートを除
去し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートさせた「リガンド」(例
えばアビジン)を投与する。
【００５８】
　イムノコンジュゲートの一実施態様では、細胞障害性剤Ｄは式ＤＥ又はＤＦのアウリス
タチンである。
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このとき、Ｒ２及びＲ６それぞれがメチルであり、Ｒ３及びＲ４それぞれがイソプロピル
であり、Ｒ７がｓｅｃ－ブチルであり、それぞれのＲ８がＣＨ３、Ｏ－ＣＨ３、ＯＨ及び
Ｈから別々に選択され、Ｒ９がＨであり、Ｒ１０がアリールであり、Ｚが－Ｏ－又は－Ｎ
Ｈ－であり、Ｒ１１がＨ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、又は－(ＣＨ２)２－Ｏ－(ＣＨ２)２－Ｏ
－(ＣＨ２)２－Ｏ－ＣＨ３であり、そして、Ｒ１８が－Ｃ(Ｒ８)２－Ｃ(Ｒ８)２－アリー
ルであり、
(d) ｐがおよそ１から８の範囲である。
【００５９】
　以下の実施態様は前記いずれかのイムノコンジュゲートをさらに提供する。ある実施態
様では、イムノコンジュゲートはインビトロ又はインビボでの細胞殺傷活性を有する。あ
る実施態様では、リンカーは抗体のチオール基を介して抗体に付着している。ある実施態
様では、リンカーはプロテアーゼによって切断可能である。ある実施態様では、リンカー
はｖａｌ－ｃｉｔジペプチドを含む。ある実施態様では、リンカーはｐ-アミノベンジル
ユニットを含む。ある実施態様では、ｐ-アミノベンジルユニットは薬剤とリンカーのプ
ロテアーゼ切断部位との間に配置する。ある実施態様では、ｐ-アミノベンジルユニット
はｐ-アミノベンジルオキシカルボニル(ＰＡＢ)である。ある実施態様では、リンカーは
６-マレイミドカプロイルを含む。ある実施態様では、６-マレイミドカプロイルは抗体と
リンカーのプロテアーゼ切断部位との間に配置する。前記の実施態様は単独で行われても
、他のいずれかと組み合わせて行われてもよい。
【００６０】
　ある実施態様では、薬剤はＭＭＡＥ及びＭＭＡＦから選択される。ある実施態様では、
イムノコンジュゲートは、式

を有し、このときＡｂは前記いずれかの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体であり、Ｓは硫黄原子であ
り、ｐは２から５の範囲である。ある実施態様では、イムノコンジュゲートは、式
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を有し、このときＡｂは前記いずれかの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体であり、Ｓは硫黄原子であ
り、ｐはおよそ１からおよそ６、およそ２からおよそ５、およそ２からおよそ６、およそ
２からおよそ４、およそ２からおよそ３、およそ３からおよそ４、およそ３からおよそ５
、およそ３からおよそ６、およそ４からおよそ６の範囲である。
【００６１】
標識抗体造影方法：
　本発明の他の実施態様では、システイン改変抗体は、放射性核種、蛍光色素、バイオル
ミネセンスを誘発する基質成分、化学発光を誘発する基質成分、酵素、及び診断用、薬物
動態用、治療用の適用の造影実験のための他の検出標識を有するシステインチオールによ
って標識されてもよい。一般に、標識されたシステイン改変抗体、すなわち「バイオマー
カー」又は「プローブ」は、注入、灌流又は経口摂取によって生きている生物体、例えば
ヒト、げっ歯動物、又は他の小動物、灌流される臓器、又は組織試料に投与される。プロ
ーブの分布は経時的に検出され、画像に表される。
【００６２】
製造品：
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療に有用な物質を具備する製造品又は「キット
」が提供される。該製造品は容器と該容器上又は該容器に付随するラベル又はパッケージ
挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ、ブリスター包
装などが含まれる。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されう
る。容器は、症状を治療するために有効な抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)組成物を収
容し、滅菌アクセスポートを有しうる(例えば、容器は皮下注射針が貫通可能なストッパ
ーを有するバイアル又は静脈内投与溶液バッグでありうる)。組成物中の少なくとも一つ
の活性薬剤はＡＤＣである。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が癌などの選択され
た症状の治療に使用されることを示す。あるいは、もしくは付加的に、製造品は、薬学的
に許容されるバッファー、例えば注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)、リン酸緩衝生理食塩水、リ
ンガー液及びデキストロース溶液を含む第二の(又は第三の)容器を更に具備してもよい。
さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリンジを含む、商業上及び使
用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【００６３】
製薬的組成物：
　ある態様では、前記いずれかのイムノコンジュゲートと薬学的に許容される担体とを含
有する製薬的組成物が提供される。ある態様では、製薬的組成物を個体に投与することを
含む、前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣の細胞増殖性疾患、或いはユーイング肉腫の治
療方法が提供される。一実施態様では、前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣の癌、並びに
ユーイング肉腫といった細胞増殖性疾患は、原発性の前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣
の癌、或いはユーイング肉腫の転移である。一実施態様では、細胞増殖性疾患は、細胞の
表面上のＳＴＥＡＰ－１の発現増加と関係している。
　一態様では、ＳＴＥＡＰ－１へのイムノコンジュゲートの結合に許容される条件下で、
前記いずれかのイムノコンジュゲートに細胞を曝すことを含む、細胞増殖の阻害方法が提
供される。一実施態様では、前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣の細胞、或いはユーイン
グ肉腫は腫瘍細胞である。一実施態様では、腫瘍細胞は、限定しないが、原発性の前立腺
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、肺、大腸、膀胱の癌性腫瘍、或いはユーイング肉腫の転移を含む、前立腺、肺、大腸、
膀胱の細胞、或いはユーイング肉腫の増殖性疾患に罹っているか、又は罹っていることが
疑われる哺乳動物の、前立腺、肺、大腸、膀胱又は卵巣の腫瘍細胞、或いはユーイング肉
腫の細胞である。一実施態様では、前立腺、肺、大腸、膀胱の細胞、又はユーイング肉腫
は異種移植である。一実施態様では、インビトロで曝す。一実施態様では、インビボで曝
す。
　一態様では、前立腺、肺、又は大腸の細胞増殖性疾患（又はそのような疾患の原発発生
の転移）に罹っている哺乳動物の血清可溶性ＳＴＥＡＰ－１をアッセイし、該疾患の臨床
進行又は退行を測定するため、又は腫瘍の負荷や再発を評価するための本発明の抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体の使用方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００６４】
　本特許又は出願は、少なくとも一つのカラーの図面を含む。カラーの図面を含む本特許
又は特許出願の公開文献の写しは、請求及び必要な料金の支払いをもって特許庁により提
供される。
【００６５】
【図１】マウス及びカニクイザル(ｃｙｎｏ)(それぞれ配列番号：２及び３)のＳＴＥＡＰ
－１と整列配位させたヒトＳＴＥＡＰ－１のアミノ酸配列(配列番号２７)を示す。細胞外
ドメイン１、２及び３を標識し、囲みで示す。
【図２Ａ】キメラ抗体(１２０キメラ)及びヒト化抗体(１２０グラフト)と整列配位し、ヒ
トサブグループＩＩＩ配列と整列配位させたマウス１２０.５４５抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
の軽鎖可変領域のアミノ酸配列を示す。ＣＤＲを囲みで示す(ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ
２及びＣＤＲ－Ｌ３)。ＣＤＲを括弧で囲んでいる配列はフレームワーク配列である(ＦＲ
－Ｌ１からＦＲ－Ｌ４)。配列はカバット番号付けに従って番号付けする。囲ったＣＤＲ
の近くのＫａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ及びｃｏｎｔａｃｔＣＤＲを示す。
【図２Ｂ】キメラ抗体(１２０キメラ)及びヒト化抗体(１２０グラフト)と整列配位し、ヒ
トκＩ配列と整列配位させたマウス抗ＳＴＥＡＰ－１抗体(１２０.５４５)の重鎖可変領
域のアミノ酸配列を示す。ヒト化変異体２４、３７、４８、６７、及び３７／４８、６７
、７１、及び７８は、１２０グラフト抗体の重鎖に以下のアミノ酸変異：Ａ２４Ｖ、Ｖ３
７Ｉ、Ｖ４８Ｍ、Ｆ６７Ｉ、及びＬ７８Ｆを作製して調製した。ＣＤＲを囲みで示す。Ｆ
Ｒ－Ｈ１、ＦＲ－Ｈ２、ＦＲ－Ｈ３及びＦＲ－Ｈ４配列はＣＤＲ(ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ
－Ｈ２及びＣＤＲ－Ｈ３)を囲んでいる。配列はカバット番号付けに従って番号付けする
。囲ったＣＤＲの近くのＫａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ及びｃｏｎｔａｃｔＣＤＲを示す。
【図３Ａ－３Ｂ】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、
例示的なアクセプターヒト可変重鎖(ＶＨ)コンセンサスフレームワーク配列を示す。ここ
で、ＦＲの配列番号はＦＲ-Ｈ１、ＦＲ-Ｈ２、ＦＲ-Ｈ３、ＦＲ-Ｈ４の順に列挙する。－
ヒトＶＨサブグループIコンセンサスフレームワーク「Ａ」からカバットＣＤＲを除いた
もの(配列番号２６、２７、２８、２９)。－ヒトＶＨサブグループIコンセンサスフレー
ムワーク「Ｂ」、「Ｃ」及び「Ｄ」から伸展した高頻度可変領域を除いたもの(配列番号
３０、３１、２８、２９；配列番号３０、３１、３２、２９；及び配列番号３０、３１、
３３、２９)。－ヒトＶＨサブグループIIコンセンサスフレームワーク「Ａ」からカバッ
トＣＤＲを除いたもの(配列番号３４、３５、３６、２９)。－ヒトＶＨサブグループIIコ
ンセンサスフレームワーク「Ｂ」、「Ｃ」及び「Ｄ」から伸展した高頻度可変領域を除い
たもの(配列番号３７、３８、３６、２９；配列番号３７、３８、３９、２９；及び配列
番号３７、３８、４０、２９)。－ヒトＶＨサブグループIIIコンセンサスフレームワーク
「Ａ」からカバットＣＤＲを除いたもの(配列番号４１、４２、４３、２９)。－ヒトＶＨ
サブグループIIIコンセンサスフレームワーク「Ｂ」、「Ｃ」及び「Ｄ」から伸展した高
頻度可変領域を除いたもの(配列番号４４、４５、４３、２９；配列番号４４、４５、４
６、２９；及び配列番号４４、４５、４６、２９)。－ヒトＶＨアクセプター１フレーム
ワーク「Ａ」からカバットＣＤＲを除いたもの(配列番号４８、４２、４９、２９)。－ヒ
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トＶＨアクセプターフレームワーク「Ｂ」及び「Ｃ」から伸展した高頻度可変領域を除い
たもの(配列番号４４、４５、４９、２９；及び配列番号４４、４５、５０、２９)。－ヒ
トＶＨアクセプター２フレームワーク「Ａ」からカバットＣＤＲを除いたもの(配列番号
４８、４２、５１、２９)。－ヒトＶＨアクセプター２フレームワーク「Ｂ」、「Ｃ」及
び「Ｄ」から伸展した高頻度可変領域を除いたもの(配列番号４４、４５、５１、２９；
配列番号４４、４５、５２、２９；及び配列番号４４、４５、５３、２９)。
【図４Ａ－４Ｂ】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、
例示的なアクセプターヒト可変軽鎖(ＶＬ)コンセンサスフレームワーク配列を示す。－ヒ
トＶＬκサブグループI-１コンセンサスフレームワーク(κｖ１-１)：配列番号５４、５
５、５６、５７。－ヒトＶＬκサブグループIコンセンサスフレームワーク(κｖ１)：配
列番号５４、５８、５６、５７。－ヒトＶＬκサブグループIIコンセンサスフレームワー
ク(κｖ２)：配列番号５８、５９、６０、５７。－ヒトＶＬκサブグループIIIコンセン
サスフレームワーク(κｖ３)：配列番号６１、６２、６３、５７。－ヒトＶＬκサブグル
ープIVコンセンサスフレームワーク(κｖ４)：配列番号６４、６５、６６、５７。
【図５】天然配列ヒトＩｇＧ Ｆｃ領域配列、ｈｕｍＩｇＧ１(非Ａアロタイプ、配列番号
８５及び配列番号８５内のアミノ酸配列ＳＲＥＥＭがＳＲＤＥＬに変化しているＡアロタ
イプ)、ｈｕｍＩｇＧ２(配列番号８６)、ｈｕｍＩｇＧ３(配列番号８７)及びｈｕｍＩｇ
Ｇ４(配列番号８８)のアラインメントを示す。配列間で異なる部分にアステリスクを付し
た。配列の上の数はＥＵ番号付けシステムを表す。例示的なκ定常領域も示す。
【図６Ａ】各抗体又はファージ上の変異体のディスプレイのレベルについて正規化したＦ
ＡＣＳ分析を示す。図６Ａは、４つの例示的な抗体についてＳＴＥＡＰ－１発現細胞(Ｌ
Ｂ５０)のＦＡＣＳ変化を示す。
【図６Ｂ】各抗体又はファージ上の変異体のディスプレイのレベルについて正規化したＦ
ＡＣＳ分析を示す。図６Ｂは、図及び実施例１に示すように、様々な抗体についてＳＴＥ
ＡＰ－１非発現細胞(Ｓ４０８)のＦＡＣＳ変化を示す。
【図６Ｃ】各抗体又はファージ上の変異体のディスプレイのレベルについて正規化したＦ
ＡＣＳ分析を示す。ファージディスプレイレベルについて正規化した後のＦＡＣＳ変化ア
ラインメントである。
【図６Ｄ】各抗体又はファージ上の変異体のディスプレイのレベルについて正規化したＦ
ＡＣＳ分析を示す。ファージディスプレイレベルについて正規化した後のＦＡＣＳ変化ア
ラインメントである。
【図７Ａ－Ｃ】細胞表面上に発現するヒトＳＴＥＡＰ－１に対する、抗ＳＴＥＡＰ－１マ
ウス、キメラ及びヒト化バージョン２４抗体の結合を示すＦＡＣＳ分析をグラフで示す。
図７Ａ－Ｃは、抗ＳＴＥＡＰ－１マウス１２０、キメラ１２０及びヒト化１２０ｖ.２４
が、マウスＳＴＥＡＰ－１でなくヒト及びカニクイザルのＳＴＥＡＰ－１を結合すること
を示す。
【図７Ｄ－Ｆ】細胞表面上に発現するヒトＳＴＥＡＰ－１に対する、マウス１２０、１２
０キメラ、及びヒト化１２０ｖ.２４(クローン６７)の結合を示すＦＡＣＳプロットであ
る。外因性ＳＴＥＡＰ－１は、２９３細胞(ＬＢ５０細胞と称する)及びＰＣ３細胞(ＰＳ
５.４細胞と称する)において安定して発現され(図７Ｄ及びＥ)、ＬＮＣａＰ ＢＲ細胞に
おいて内因的に発現された(図７Ｆ)。
【図８Ａ】３ｍｇ／ｋｇのマウス抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭ
ＡＥの投与は、前立腺腫瘍(ＬＮＣａＰ－Ｎｅｒ細胞)異種移植片モデルにおいて有効であ
ったことを示すグラフである。
【図８Ｂ】ヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(
３ｍｇ／ｋｇ)、１２０ｖ.２４－ＭＣ－ＭＭＡＦ(６ｍｇ／ｋｇ)、１２０ｖ.２４－ＭＣ
－ＭＭＡＦ(１２ｍｇ／ｋｇ)、及び抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡ
Ｂ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)の単回用量投与は、ＬＮＣａＰ細胞異種移植片前立腺腫瘍モ
デルにおいて有効であることが示されたことを示すグラフである。実施例４を参照のこと
。
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【図９】３ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭ
ＡＥ(抗ＳＴＥＡＰ ｖｃＭＭＡＥと略す)、又は６ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０
キメラ－ＭＣ－ＭＭＡＦ(抗ＳＴＥＡＰ ｍｃＭＭＡＦと略す)の投与は、ＬＮＣａＰ細胞
を移植した去勢したＳＣＩＤベージュマウスの前立腺癌異種移植片モデルにおいて有効で
あったことが示されたことを示す。実施例４を参照のこと。
【図１０】抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(抗ＳＴ
ＥＡＰ ｖｃＭＭＡＥと略す)(３ｍｇ／ｋｇ)の投与は、ＬｕＣａｐ７７細胞を移植したＳ
ＣＩＤベージュ雄マウス(アンドロゲン依存性)の前立腺癌異種移植片モデルにおいて有効
であったことが示されたことを示すグラフである。実施例４を参照のこと。
【図１１】３ｍｇ／ｋｇのヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ－ｖｃ－Ｐ
ＡＢ－ＭＭＡＥ、６ｍｇ／ｋｇ及び１２ｍｇ／ｋｇのヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０
ｖ.２４－ＭＣ－ＭＭＡＦの、ＬｕＣａｐ３５Ｖ前立腺腫瘍を移植した去勢したＳＣＩＤ
ベージュマウスへの投与は、コントロールと比較して有効であることが示されたことを示
すグラフである。実施例４を参照のこと。
【図１２】細胞膜に埋め込まれたＳＴＥＡＰ－１を図示する。抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２
０結合は構造依存的であり、ＳＴＥＡＰ－１(配列番号：１０２として開示されるペプチ
ド)の線状エピトープを認識しない。
【図１３Ａ－Ｄ】図１３は免疫組織化学によって検出される、細胞の表面上に発現される
ＳＴＥＡＰ－１を示す。図１３Ａは、細胞表面上に外因性ＳＴＥＡＰ－１を発現する２９
３細胞の免疫組織化学的染色を示す。図１３Ｂは、細胞表面上に外因性ＳＴＥＡＰ－１を
発現するＰＣ３細胞の免疫組織化学的染色を示す。図１３Ｃは、細胞表面上に内因性ＳＴ
ＥＡＰ－１を発現するＬＮＣａＰ細胞の免疫組織化学的染色を示す。図１３Ｄは、細胞表
面上に内因性ＳＴＥＡＰ－１を発現するＬｕＣＡＰ７７細胞の免疫組織化学的染色を示す
。
【図１４Ａ－Ｂ】抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣＭＭＡＦ及び抗ＳＴＥＡＰ
－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥの、インビトロでのＳＴＥＡＰ
－１発現細胞の殺傷における相対的な有効性を示すグラフである。ＰＳ５.４細胞(図１４
Ａ)は、細胞表面上にＳＴＥＡＰ－１を発現するようにＳＴＥＡＰ－１をコードするベク
ターにて形質転換したＰＣ３細胞である。ＬＢ５０細胞(図１４Ｂ)は、細胞表面上にＳＴ
ＥＡＰ－１を発現するようにＳＴＥＡＰ－１をコードするベクターにて形質転換した２９
３細胞である。
【図１４Ｃ－Ｅ】ＬＮＣａＰ細胞(図１４Ｃ)はＳＴＥＡＰ－１を外因的に発現する。「Ｐ
Ｃ３ｖｅｃ」(図１４Ｄ)及び「２９３ｖｅｃ」(図１４Ｅ)はそれぞれベクターコントロー
ルにて形質転換した、２９３細胞及びＰＣ３細胞を指す。
【図１５】薬剤成分が、軽鎖(ＬＣ－ＡＤＣ)、重鎖(ＨＣ－ＡＤＣ)及びＦｃ領域(Ｆｃ－
ＡＤＣ)内の改変したシステイン基に付着しているシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を図示する。
【図１６】(i) 還元剤ＴＣＥＰ(トリス(２-カルボキシエチル)ホスフィン塩酸塩)によっ
て、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体(ＴｈｉｏＭａｂ)内のシステインジスルフィド
付加物及び鎖内ないし鎖間のジスルフィドを還元する、(ii) ｄｈＡＡ(デヒドロアスコル
ビン酸)にて部分的に酸化させる、すなわち再酸化させて鎖内及び鎖間のジスルフィド再
形成させる、そして、(iii) 薬剤－リンカー中間物と再酸化した抗体をコンジュゲートさ
せて、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を形成させる、
という工程を示す。
【図１７Ａ】システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体(ｔｈｉｏ－ｍＡｂ)を生成するために
作製したアミノ酸置換の部位を示す。図１７Ａは、カバットシステムに従って、対応する
配列番号付け及び正規化した番号付けと共にｔｈｉｏ－ＬＣ変異体Ｖ２０５Ｃを示す(掲
載の順にそれぞれ配列番号：１０３－１１３)。
【図１７Ｂ】ＥＵシステムに従って、対応する配列番号付け及び正規化した番号付けと共
にｔｈｉｏ－ＨＣ変異体Ａ１１８Ｃを示す(掲載の順にそれぞれ配列番号：１１４－１２
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４)。
【図１７Ｃ】ＥＵシステムに従って、対応する配列番号付け及び正規化した番号付けと共
にｔｈｉｏ－Ｆｃ変異体Ｓ４００Ｃを示す(掲載の順にそれぞれ配列番号：１２５－１３
５)。
【図１８Ａ－Ｆ】抗ＳＴＥＡＰ－１ ｔｈｉｏ抗体薬剤コンジュゲート(ＴＤＣ)が細胞表
面に発現されるＳＴＥＡＰ－１に結合する能力を保持していることを示すＦＡＣＳ分析を
示す。図１８Ａ－Ｃは、抗STEAP-1 TDC thio-human120-vc-PAB-MMAE(LCV205C)(huSteap1 
TDC(L205C)vcEと略す)及びthio-human120-vc-PAB-MMAE(HCA118C)(huSteap1 TDC(HCA118C)
vcEと略す)の、細胞表面上に発現されるヒトＳＴＥＡＰ－１に対する結合を示すＦＡＣＳ
プロットを示す。外因性ＳＴＥＡＰ－１は２９３細胞(ＬＢ５０細胞と称す)及びＰＣ３細
胞(ＰＳ５.４細胞と称す)において安定して発現され(図１８Ａ及び１８Ｂ)、ＬＮＣａＰ 
ＢＲ細胞では内因的に発現される(図１８Ｃ)。図１８Ｄ、Ｅ及びＦはそれぞれ図１７Ａ、
Ｂ及びＣに示すＦＡＣＳ変化のアラインメントである。
【図１９Ａ－Ｃ】抗ＳＴＥＡＰ－１ｔｈｉｏ抗体薬剤コンジュゲート(ＴＤＣ)であるthio
-human120-vc-PAB-MMAE(LCV205C)(huSteap1 TDC (L205C) vcEと略す)及びthio-human120-
vc-PAB-MMAE (HCA118C)(huSteap1 TDC (HCA118C) vcEと略す)の、インビトロでのＳＴＥ
ＡＰ－１発現細胞の殺傷における相対的な有効性を示す。ＬＢ５０細胞(図１９Ａ)は、細
胞表面上にＳＴＥＡＰ－１を発現するようにＳＴＥＡＰ－１をコードするベクターにて形
質転換した２９３細胞である。ＰＳ５.４細胞(図１９Ｂ)は、細胞表面上にＳＴＥＡＰ－
１を発現するようにＳＴＥＡＰ－１をコードするベクターにて形質転換したＰＣ３細胞で
ある。ＬＮＣａＰ細胞(図１９Ｃ)はＳＴＥＡＰ－１を外因的に発現する。
【図２０】３ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ
－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(ＨＣＡ１１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥと略す)の
投与は、ＬＮＣａＰ細胞を移植した雄ＳＣＩＤベージュマウス(アンドロゲン依存性)の前
立腺癌異種移植片モデルにおいて、コントロールと比較して有効であることが示されたこ
とを示すグラフである。実施例８を参照のこと。
【図２１】３ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ
－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(ＨＣＡ１１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥと略す)又
は、１、３又は６ｍｇ／ｋｇのｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ＭＣ－ＭＭＡＦ(ＨＣＡ１
１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｍｃＦと略す)の投与は、ＬＮＣａＰ細胞を移植
した雄ＳＣＩＤベージュマウス(アンドロゲン依存性)の前立腺癌異種移植片モデルにおい
て、コントロールと比較して有効であったことが示されたことを示すグラフである。実施
例８を参照のこと。
【図２２】３ｍｇ／ｋｇの抗STEAP-1 TDC thio-human120-vc-PAB-MMAE(HCA118C)(huSteap
1 HC TDC vcEと略す)又は、３又は６ｍｇ／ｋｇのthio-human120-MC-MMAF(HCA１２５C)(h
uSteap1 HC TDC mcFと略する)の投与は、LuCaＰ 35V前立腺腫瘍を移植した去勢したＳＣ
ＩＤベージュマウスの前立腺癌異種移植片モデルにおいて、コントロールと比較して有効
であったことが示されたことを示すグラフである。
【図２３】「シモンズＩＶ」又は単に「ＳＧＩＶ」と称するシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ
－１抗体(ｔｈｉｏ－ｍＡｂ)を生成するために作製したアミノ酸置換の部位を示す。ＳＧ
ＩＶの軽鎖アミノ酸配列(配列番号：９０)を、ｍｕ１２０抗体の軽鎖(配列番号：５)及び
１２０.ｖ２４抗体の軽鎖(配列番号：９１)と整列配置して示す。カバットシステムに従
って、対応する配列番号付け及び正規化した番号付けと共にｔｈｉｏ－ＬＣ変異体ＳＧＩ
Ｖを、カバットシステムに従って、対応する配列番号付け及び正規化した番号付けと共に
親抗体ｍｕ１２０並びにｔｈｉｏ－ＬＣ変異体１２０.ｖ２４と整列配置して示す。ＣＤ
Ｒを囲みで示す(ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２及びＣＤＲ－Ｌ３)。ＣＤＲを括弧で囲んで
いる配列はフレームワーク配列である(ＦＲ－Ｌ１からＦＲ－Ｌ４)。配列はカバット番号
付けに従って番号付けする。囲ったＣＤＲの近くのＫａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ及びｃｏ
ｎｔａｃｔＣＤＲを示す。実施例９を参照。
【図２４】ＳＧＩＶ及び１２０ｖ.２４抗体の様々なシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗
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体(ｔｈｉｏ－ｍＡｂ)変異体を生成するために作製したフレームワークアミノ酸置換の部
位を示す。ＳＧＩＶの軽鎖のアミノ酸配列(配列番号：１３６)は、カバットシステムに従
った正規化した番号付けにより、変異体ＬＳ.ＶＬＶＨ１(配列番号：９２)；ＬＳ.ＶＬＶ
Ｈ２(配列番号：９３)；ＬＳ.Ｑ(配列番号：９４)；及びＬＳ.ＣＨ１(配列番号：９５)と
整列配置させて示す。１２０.ｖ２４の軽鎖のアミノ酸配列(配列番号：１３７)は、カバ
ットシステムに従った正規化した番号付けにより、変異体ＥＤ.ＦＷ１(配列番号：９６)
；ＥＤ.ＦＷ２(配列番号：９７)；ＥＤ.ＦＷ３(配列番号：９８)；ＥＤ.ａｌｌ(配列番号
：９９)；ＥＤ.Ｐｒｏ(配列番号：１００)；及びＥＤ.ｐｌ(配列番号：１０１)と整列配
置させて示す。ＣＤＲを囲みで示す。配列はカバット番号付けに従って番号付けする。実
施例９を参照のこと。
【図２５Ａ－Ｈ】ＬＮＣａＰ.ＢＲ細胞の表面上に発現するＳＴＥＡＰ－１に対する抗体
結合のスキャッチャードプロットを示す。２通りの試料を１２０.ｖ２４抗体(図２５Ａ－
Ｄ)及びＳＧＩＶ変異体(図２５Ｅ－Ｈ)を用いて測定した。実施例９を参照のこと。
【図２６Ａ－Ｈ】２９３.ＬＢ５０細胞の表面上に発現するＳＴＥＡＰ－１に対する抗体
結合のスキャッチャードプロットを示す。２通りの試料を１２０.ｖ２４抗体(図２６Ａ－
Ｄ)及びＳＧＩＶ変異体(図２６Ｅ－Ｈ)を用いて測定した。実施例９を参照のこと。
【図２７】ＰＣ－３－ＰＳ５.４、２９３－ＬＢ５０及びＬＮＣａＰ－ＢＲ細胞、並びに
過渡的にＳＴＥＡＰ－１を発現する２９３細胞における、ｍｕ１７８９、ｍｕ１２０、Ｆ
ｃキメラ、ヒト化１２０.ｖ２４、ｔｈｉｏ－１２０.ｖ２４及びｔｈｉｏ－ＳＧＩＶ抗体
についての平均結合親和性を、スキャッチャード分析によって測定して比較した表である
。実施例９を参照のこと。
【図２８Ａ－Ｄ】ＳＧＩＶ及び１２０.ｖ２４抗体試料を用いた、ＳＴＥＡＰ-１を安定し
て形質移入した細胞(２９３ＳＴＥＡＰ-１ ＬＢ48、２９３ＳＴＥＡＰ-１ ＬＢ50および
２９３ＳＴＥＡＰ-１ ＬＢ53)のＦＡＣＳ変化を示すＦＡＣＳ分析を示す。実施例９を参
照のこと。
【図２９】ＳＧＩＶ及び１２０.ｖ２４抗体を産生する細胞の異なる生成物において観察
される抗体力価を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６６】
（本発明の実施態様の詳細な説明）
　ＳＴＥＡＰ－１に結合する単離された抗体が提供される。さらに、抗ＳＴＥＡＰ－１抗
体を含んでなるイムノコンジュゲートが提供される。本発明の抗体及びイムノコンジュゲ
ートは、例えば、ＳＴＥＡＰ－１の発現の変更、例えば発現の増加と関係している疾患の
診断又は治療に有用である。ある実施態様では、本発明の抗体又はイムノコンジュゲート
は、腫瘍又は癌などの細胞増殖性疾患の診断又は治療に有用である。ある実施態様では、
ＳＴＥＡＰ－１は、前立腺、肺又は大腸の組織の腫瘍又は癌に発現される。ある実施態様
では、本発明の抗体又はイムノコンジュゲートは、ＳＴＥＡＰ－１、例えば細胞表面上に
発現されるＳＴＥＡＰ－１の検出に有用である。ある実施態様では、本発明の抗体又はイ
ムノコンジュゲートは、前立腺、肺又は大腸組織の、正常細胞及び／又は腫瘍又は癌細胞
の表面におけるＳＴＥＡＰ－１発現の検出に有用である。
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードするポリヌクレオチドが提供される。抗ＳＴＥＡＰ－１
抗体をコードするポリヌクレオチドを含むベクターが提供され、さらに該ベクターを含む
宿主細胞が提供される。また、本発明のポリヌクレオチド、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体又はイ
ムノコンジュゲートのいずれか一又は複数を含有する製剤を含む組成物が提供される。
【００６７】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、抗体と薬剤のコンジュゲート、又はイムノコンジュゲートを用
いて腫瘍又は癌を含むがこれらに限定されない細胞増殖性疾患の治療方法が提供される。
このような方法は、限定しないが、哺乳動物の前立腺、肺又は大腸における腫瘍及び癌の
治療を含む。抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、抗体と薬剤のコンジュゲート又はイムノコンジュゲ
ートを用いて組織細胞上のＳＴＥＡＰ－１の発現を検出する方法が提供される。このよう
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な方法は、限定しないが、非限定的な例として、前立腺、肺又は大腸細胞の正常細胞、腫
瘍細胞、又は癌細胞上の、ＳＴＥＡＰ－１の発現を検出を含む。
【００６８】
一般的技術
　本願明細書中に記載又は引用される技術及び手順は、一般に十分に理解されるものであ
り、当業者によって従来の方法論を用いて共通して実施されるものである。その例として
、以下の文献に記載される方法論が広く利用されている。Sambrook 等, Molecular Cloni
ng: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 Cold Spring Harbor, N.Y.　CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel
, 等 編集, (2003))；the series METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR
 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames 及び G. R. Taylor 編集 (
1995))、Harlow and Lane, 編集 (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL
 CELL CULTURE (R. I. Freshney, 編集. (1987))；Oligonucleotide Synthesis (M. J. G
ait, 編集, 1984)；Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A La
boratory Notebook (J. E. Cellis, 編集, 1998) Academic Press；Animal Cell Culture
 (R. I. Freshney), 編集, 1987)；Introduction to Cell and Tissue Culture (J. P. M
ather and P. E. Roberts, 1998) Plenum Press；Cell and Tissue Culture: Laboratory
 Procedures (A. Doyle, J. B. Griffiths, 及び D. G. Newell, 編集, 1993-8) J. Wile
y and Sons；Handb
ook of Experimental Immunology (D. M. Weir 及び C. C. Blackwell, 編集)；Gene Tra
nsfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller 及び M. P. Calos, 編集, 1987)；P
CR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis 等, 編集, 1994)；Current Protocols in
 Immunology (J. E. Coligan 等, 編集, 1991)；Short Protocols in Molecular Biology
 (Wiley 及び Sons, 1999)；Immunobiology (C. A. Janeway 及び P. Travers, 1997)；A
ntibodies (P. Finch, 1997)；Antibodies: a practical approach (D. Catty., 編集, I
RL Press, 1988-1989)；Monoclonal antibodies: a practical approach (P. Shepherd 
及び C. Dean, 編集, Oxford University Press, 2000)；Using antibodies: a laborato
ry manual (E. Harlow 及び D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999)；T
he Antibodies (M. Zanetti 及び J. D. Capra, 編集, Harwood Academic Publishers, 1
995)；及び Cancer: Principles and Practice of Oncology (V. T. DeVita 等, 編集, J
.B. Lippincott Company, 1993)。
【００６９】
定義と省略記号
　　定義
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分とは、抗体の研究、診断又は治療的な使用を妨
害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含
まれる。ある実施態様では、タンパク質は、(１)例えばローリー法で測定した場合９５％
を超える抗体、ある実施態様では９９重量％を超えるまで、(２)例えばスピニングカップ
シークエネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸
配列の残基を得るのに充分なほど、あるいは、(３)例えばクーマシーブルーあるいは銀染
色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで十分な
ほど精製される。抗体の自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、単離された抗
体には、組換え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離さ
れた抗体は少なくとも一の精製工程により調製される。
【００７０】
　「単離された」核酸分子は、例えば天然の環境に通常付随している少なくとも一の他の
核酸分子から分離された核酸分子である。さらに、単離された核酸分子は、例えば、核酸
分子を通常発現するが、その核酸分子がその天然の染色体位置と異なる染色体位置にある
か又は染色体外に存在する、細胞に含まれる核酸分子を含む。
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　「精製」とは、分子が、含まれる試料中の重量にして少なくとも９５％、又は重量にし
て少なくとも９８％の濃度で試料中に存在することを意味する。
【００７１】
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同じ」なる用語は、当業者が２つの数値(
例えば、本発明の抗体に関連するもの、及び参照／比較抗体に関連する他のもの)の差異
に、該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上わずかに又は全く生物学的及
び／又は統計学的有意差がないと認められるほど、２つの数値が有意に類似していること
を意味する。前記２つの値間の差異は、参照／比較値の例えば約５０％以下、約４０％以
下、約３０％以下、約２０％以下、及び／又は約１０％以下である。
　ここで用いる「実質的に減少」、又は「実質的に異なる」という句は、当業者が２つの
数値(一般に、分子に関連するもの、及び参照／比較分子に関連する他のもの)の差異に、
該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上統計学的に有意であると認められ
るほど、２つの数値が有意に異なっていることを意味する。前記２つの値間の差異は、参
照／比較分子の値の、例えば約１０％より大きく、約２０％より大きく、約３０％より大
きく、約４０％より大きく、及び／又は約５０％より大きい。
【００７２】
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが結合している他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子を意味するものである。一つのタイプのベクターは「プラスミド」
であり、これは付加的なＤＮＡセグメントが結合されうる円形の二本鎖ＤＮＡを意味する
。他の型のベクターはファージベクターである。他の型のベクターはウイルスベクターで
あり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへ結合させうる。所定のベクターは、
それらが導入される宿主細胞内において自己複製することができる(例えば、細菌の複製
開始点を有する細菌ベクターとエピソーム哺乳動物ベクター)。他のベクター(例えば、非
エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノム中に組み込ま
れ、宿主ゲノムと共に複製する。更に、所定のベクターは、それらが作用可能に結合して
いる遺伝子の発現を指令し得る。このようなベクターはここでは「組換え発現ベクター」
(又は単に「発現ベクター」)と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベクターは
しばしばプラスミドの形をとる。本明細書では、プラスミドが最も広く使用されているベ
クターの形態であるので、「プラスミド」と「ベクター」を相互交換可能に使用する場合
が多い。
【００７３】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成
反応によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチ
ドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み
得る。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又は
後になされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポ
リヌクレオチドは合成後になされる修飾(一又は複数)、例えば標識との結合を含みうる。
他のタイプの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレオチ
ドの一又は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチ
ル、ホスホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチ
オアート、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(
例えばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ｐｌｙ-Ｌ-リジン等)を含むもの
、インターカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キ
レート剤(例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を
含むもの、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌク
レオチド(類)の未修飾形態が含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル
基は、例えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基
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で保護されてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性
化されてもよく、もしくは固体又は半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端の
ＯＨはホスホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又
はアミンで置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化さ
れてもよい。またポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又はデオ
キシリボース糖類の類似形態のものをさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、
２'-Ｏ-アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、アルファ
-アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラ
ノース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド
類似体、例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の
連結基で置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホ
スファートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(
「アミダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置
き換えられた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は
、エーテル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、
アリール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)で
ある。ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及
びＤＮＡを含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００７４】
　ここで同定した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」
とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入
し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定の参照ポリペプ
チド配列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トとして定義
される。パーセントアミノ酸配列同一性を測定する目的のためのアラインメントは、当業
者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又
はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータ
ソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の
完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む
、配列をアラインメントするための適切なパラメータを決定することができる。しかし、
ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、配列比較コンピュータプログラム
ＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプ
ログラムはジェネンテック社によって作製され、ソースコードは米国著作権庁, ワシント
ンD.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８
７で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サウス サン フラ
ンシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、ソースコードからコンパイルして
もよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ(登録商標)オペレーティングシステム、
好ましくはデジタルＵＮＩＸ(登録商標)Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。
全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設定され変動しない。
【００７５】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性(あるいは
、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持
つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次のように計算される：
　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのプログラムアラ
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インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａ
のＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なる
ことは理解されるであろう。特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性
値は、直ぐ上のパラグラフに示したようにＡＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用い
て得られる。
【００７６】
　特に明記しない限り、本明細書で用いられる「ＳＴＥＡＰ－１」なる用語は、霊長類(
例えばヒト、カニクイザル(ｃｙｎｏ))及び齧歯動物(例えばマウス及びラット)のような
哺乳動物を含む任意の脊椎動物の供与源からの任意の天然のＳＴＥＡＰ－１を指す。この
用語は、細胞内のプロセシングから生じる任意の形態のＳＴＥＡＰ－１だけでなく、「完
全長の」プロセシングされていないＳＴＥＡＰ－１を包含する。また、この用語は、天然
に生じるＳＴＥＡＰ－１の変異体、例えばスプライス変異体、対立遺伝子変異体及びアイ
ソフォームも包含する。ヒトＳＴＥＡＰ－１のアミノ酸配列を図１（配列番号１）に示す
。一実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１は、正常な前立腺、肺又は大腸細胞の表面などの細胞
表面上に発現され、その発現は、前立腺、肺又は大腸癌細胞、或いはそのような癌細胞の
転移部位において増大する。図１は、マウス及びカニクイザルのＳＴＥＡＰ－１のアミノ
酸配列（それぞれ配列番号２及び３）も表している。
【００７７】
　「抗体」(Ａｂ)及び「免疫グロブリン」(Ｉｇ)は、類似の構造的特徴を有する糖タンパ
ク質である。抗体は、特定の抗原に対して結合特異性を示すが、免疫グロブリンは、抗体
と、一般に抗原特異性を欠く抗体様分子の双方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例
えばリンパ系では低レベルで、骨髄腫では高レベルで産出される。
　「抗体」及び「免疫グロブリン」なる用語は、最も広義で相互に交換可能に使用され、
モノクローナル抗体(例えば、全長又は無傷のモノクローナル抗体)、ポリクローナル抗体
、一価抗体、多価抗体、多重特異性抗体(例えば、所望の生物活性を示す限り二重特異性
抗体)が含まれ、さらにある種の抗体断片(ここに詳細に記載されるもの)も含まれ得る。
抗体は、キメラ、ヒト、ヒト化及び／又は親和成熟したものであってよい。
【００７８】
　「抗ＳＴＥＡＰ－１抗体」又は「ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体」は、抗体がＳＴＥＡ
Ｐ－１をターゲッティングする際に診断用及び／又は治療用の薬剤として有用である程度
に十分な親和性を有してＳＴＥＡＰ－１を結合することが可能である抗体を指す。好まし
くは、関係がなくＳＴＥＡＰ－１でないタンパク質への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合の程
度は、例えばラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)によって測定するところの、ＳＴＥＡＰ－１
への抗体の結合のおよそ１０％未満である。ある実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１に結合す
る抗体は、≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、又は≦０.１ｎＭの解離定
数(Ｋｄ)を有する。ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、異なる種のＳＴＥＡＰ
－１間で保存されるＳＴＥＡＰ－１のエピトープに結合する。
【００７９】
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。重鎖の可変ドメインは「ＶＨ」と称されうる。軽鎖の可変ドメインは「
ＶＬ」と称されうる。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であり、抗原結合
部位を含む。
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の相補性決定領域(ＣＤＲ)又は高頻度可
変領域(ＨＶＲ)と呼ばれる３つのセグメントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保
持された部分はフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメイ
ンは、βシート構造を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、
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３つのＣＤＲにより連結されたβシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んで
いる。各鎖のＣＤＲは、ＦＲによって近接して結合され、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の
抗原結合部位の形成に寄与している(Kabatら, Sequence of Proteins ofImmunological I
nterest, 5th Ed. National Institutes of Health, BEthesda, MD. (1991))。定常ドメ
インは、抗体の抗原への結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機
能、例えば抗体依存性細胞毒性への抗体の関与を示す。
【００８０】
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別される
型の一つが割り当てられる。
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体(免疫グロブリン)は異なるク
ラスが割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、
ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２等のサブクラス(アイソタイプ)に分かれる。免疫グロブリンの異
なるクラスに対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位はよく知られてお
り、例えば、Abbas等．Cellular and Mol. Immunology, 第４版(2000)に概説されている
。抗体は、抗体と１以上の他のタンパク質又はペプチドとの共有結合性又は非共有結合性
の会合により形成された融合大分子の一部であり得る。
【００８１】
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」という用語は、本明細書では
交換可能に使用され、ほぼインタクトな形態の抗体を指し、以下に定義するような抗体断
片は意味しない。この用語は、特にＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
　「抗体断片」は完全な抗体の一部のみを含んでなるものであり、その一部は、完全な抗
体に存在する場合のその一部に通常関連する機能の少なくとも一、及び多ければその殆ど
又は全てを保持する。一実施態様では、抗体断片は完全な抗体の抗原結合部位を含んでな
るために、抗原結合能を有する。他の実施態様では、抗体断片は、例えばＦｃ領域を含ん
でなるものは、完全な抗体に存在する場合のＦｃ領域に通常関連する生物学的な機能、例
えばＦｃＲｎ結合、抗体半減期の調節、ＡＤＣＣ機能及び補体結合の少なくとも一を保持
する。一実施態様では、抗体断片は、完全な抗体と実質的に類似したインビボ半減期を有
する一価性抗体である。例えば、このような抗体断片は、インビボ安定性を断片に与える
ことができるＦｃ配列に結合した抗原結合アームを含んでもよい。
【００８２】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を含む最小抗体断片である。ある実施態様では、二本
鎖Ｆｖ種は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二量体
からなる。一本鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)種では、柔軟なペプチドリンカーによって１の重鎖及び
１の軽鎖可変ドメインは共有結合性に連鎖することができ、よって軽鎖及び重鎖は、二本
鎖Ｆｖ種におけるものと類似の「二量体」構造に連結することができる。この配置におい
て、各可変ドメインの３つのＣＤＲは相互に作用してＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合部
位を形成する。集合的に、６つのＣＤＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、単
一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分)でさえ
、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。
【００８３】
　またＦａｂ断片は、重鎖及び軽鎖の可変ドメインを含み、軽鎖の定常ドメインと重鎖の
第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシ
ステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカルボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ
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断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が一つの遊離チオール
基を担持しているＦａｂ'に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒ
ンジシステインを有するＦａｂ'断片の対として生産された。また、抗体断片の他の化学
結合も知られている。
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、こ
れらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。通常、ｓｃＦｖポリペプチドはＶＨ
及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に望
まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology o
f Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New Yo
rk, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００８４】
　「ダイアボディ」なる用語は、２つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ
ン(ＶＨ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で２つのドメインの対形成が可能で
あるリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、２つ
の抗原結合部位を創製する。ダイアボディは二価でも二特異性であってもよい。ダイアボ
ディは、例えば、欧州特許第４０４０９７号；国際公開第９３／１１１６１号；Hudson等
 (2003) Nat. Med. 9:129-134；及びHollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-64
48 (1993)に更に詳細に記載されている。トリアボディ及びテトラボディもまたHudson等 
(2003) Nat. Med. 9:129-134に記載されている。
【００８５】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる可能性
がある突然変異、例えば自然に生じる突然変異を除いて同一である。従って、「モノクロ
ーナル」との形容は、個別の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。ある実施態
様では、このようなモノクローナル抗体は、通常、標的に結合するポリペプチド配列を含
む抗体を含み、この場合、標的に結合するポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列
から単一の標的結合ポリペプチド配列を選択することを含むプロセスにより得られる。例
えば、この選択プロセスは、雑種細胞クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクロ
ーンのプールのような複数のクローンからの、唯一のクローンの選択とすることができる
。重要なのは、選択された標的結合配列を更に変化させることにより、例えば標的への親
和性の向上、標的結合配列のヒト化、細胞培養液中におけるその産生の向上、インビボで
の免疫原性の低減、多選択性抗体の生成等が可能になること、並びに、変化させた標的結
合配列を含む抗体も、本発明のモノクローナル抗体であることである。異なる決定基(エ
ピトープ)に対する異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、
モノクローナル抗体の調製物の各モノクローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するも
のである。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫
グロブリンで通常汚染されていないという点で有利である。
　「モノクローナル」との形容は、抗体の、実質的に均一な抗体の集団から得られたもの
であるという特性を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければならないことを意味す
るものではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は様々な技術に
よって作製することができ、それらの技術には、例えば、ハイブリドーマ法(例えば、Koh
ler等, Nature, 256:495 (1975)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988)；Hammerling等: Monoclonal Antibodi
es and T-Cell hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981))、組換えＤＮＡ法(例えば
、米国特許第４８１６５６７号参照)、ファージディスプレイ技術(例えば、Clackson等, 
Nature, 352:624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1992)；Sidhu等, 
J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004)；Lee等, J. Mol. Biol. 340(5);1073-1093 (200
4)；Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等, 
J. Immounol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004))、並びに、ヒト免疫グロブリン座位の
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一部又は全部、或るいはヒト免疫グロブリン配列をコードする遺伝子を有する動物にヒト
又はヒト様抗体を生成する技術(例えば、国際公開第９８／２４８９３号；国際公開第９
６／３４０９６号；国際公開第９６／３３７３５号；国際公開第９１／１０７４１号；Ja
kobovits等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362
: 255-258 (1993)；Bruggemann等, Year in Immunol. 7:33 (1993)；米国特許第５５４５
８０７号；同第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第
５６３３４２５号；同第５６６１０１６号; Marks等, Bio.Technology 10: 779-783 (199
2)；Lonberg等, Nature 368: 856-859 (1994)；Morrison, Nature 368: 812-813 (1994)
；Fishwild等, Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechno
l. 14: 826 (1996)及びLonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)参
照)が含まれる。
【００８６】
　ここでモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体を含み、それは特定の種由来又は特
定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体において、対応する配列に一致する又は
類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部であり、残りの鎖は、所望の生物学的活性を表す限り
、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体にお
いて、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６７号
；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。
【００８７】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小
配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可
変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の残基によって置
換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を含ん
でいてもよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般に、ヒ
ト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのも
のに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のものである
少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、
ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、Jone
s等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；及びPresta
, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また次の文献とそこに引用
されている文献を参考のこと：Vaswani及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle
及びGross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００８８】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここに開示されたヒト抗体を作製する任意の技術を使用して製
造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んでなるヒト
化抗体を除く。
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ
２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。天然の抗体では、Ｈ３及びＬ３は６
つの高頻度可変領域のうちで最も高い多様性を示す、特にＨ３は抗体に良好な特異性を与
える際に特有の役割を果たすように思われる。Xu等 (2000) Immunity 13:37-45；Methods
 in Molecular Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ)のJohnson and W
u (2003)。実際、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ科の抗体は機能的であり、軽鎖が
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無い状態で安定である。Hamers-Casterman等 (1993) Nature 363:446-448；Sheriff等 (1
996) Nature Struct. Biol. 3:733-736。
【００８９】
　多数の高頻度可変領域の描写が使用され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(
ＣＤＲ)は配列変化に基づいており、最も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences o
f Proteins of Immunological Interest, 5版 Public Health Service, National Instit
utes of Health, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言
及している(Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ高頻度可変
領域は、カバットＣＤＲとChothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford Molecularの
ＡｂＭ抗体モデリングソフトウェアにより使用される。「接触」高頻度可変領域は、利用
できる複合体結晶構造の分析に基づく。これら高頻度可変領域のそれぞれからの残基を以
下に示す。

【００９０】
　高頻度可変領域は、次のような「拡大高頻度可変領域」を含むことができる、即ち、Ｖ
Ｌの２４－３６又は２４－３４(Ｌ１)、４６－５６又は５０－５６(Ｌ２)及び８９－９７
又は８９－９６(Ｌ３)と、ＶＨの２６－３５又は２６－３５Ａ(Ｈ１)、５０－６５又は４
９－６５(Ｈ２)及び９３－１０２、９４－１０２、又は９５－１０２(Ｈ３)である。可変
ドメイン残基には、これら各々を規定するために、上掲のKabat等に従って番号を付した
。本発明のヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１　１２０ｖ．２４抗体のＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２
、及びＨＶＲ－Ｈ３高頻度可変領域は、カバット番号付けを用いると、Ｈ２６－Ｈ３５Ａ
、Ｈ４９－Ｈ６、及びＨ９５－Ｈ１０２である。本発明のヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１ １２
０ｖ．２４抗体のＨＶＲ-Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２及びＨＶＲ-Ｌ３の高頻度可変領域は、カバ
ット番号付けを用いると、Ｌ２４－３４、Ｌ５０－５６、及びＬ８９－９７である。ここ
で使用される「ＨＶＲ」及び「ＣＤＲ」という用語は互換可能である。
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。
【００９１】
　「カバット(Kabat)による可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットに記載のアミノ
酸位番号付け」なる用語及びその異なる言い回しは、Kabat 等, Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of
 Health, Bethesda, MD. (1991)の抗体の編集の軽鎖可変ドメイン又は重鎖可変ドメイン
に用いられる番号付けシステムを指す。この番号付けシステムを用いると、実際の線形ア
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ミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＨＶＲ内の短縮又は挿入に相当する２、３のアミ
ノ酸又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、重鎖ＦＲ残基８
２の後に挿入された残基(例えばカバットによる残基８２ａ、８２ｂ及び８２ｃなど)と、
Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Kabatによる残基５２ａ)を含んでもよい。残
基のKabat番号は、「標準の」カバット番号付け配列によって抗体の配列の相同領域でア
ライメントすることによって与えられる抗体について決定してもよい。
【００９２】
　「親和成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗体
の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を持
つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコモ
ルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られている手順によって生産
される。Marks等, Bio/Technology, 10：779-783(1992)は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッ
フリングによる親和成熟について記載している。ＨＶＲ及び／又はフレームワーク残基の
ランダム突然変異誘導は、Barbas等, Proc Nat Acad. Sci, USA 91：3809-3813(1994)；S
chier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immunol.155：1994-2004(1995)；Ja
ckson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkins等, J. Mol. Biol.226：889-8
96(1992)に記載されている。
　「阻止(ブロック)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体とは、結合する抗原の生物学的活
性を阻害するか又は低下させる抗体である。特定の阻止抗体又はアンタゴニスト抗体は、
抗原の生物学的活性を、ほぼ又は完全に阻害する。
　本明細書において使用する「アゴニスト」抗体は、対象とするポリペプチドの機能活性
の少なくとも一つを模倣する抗体である。
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域(天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
列変異体Ｆｃ領域)に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター(例
えば、Ｂ細胞レセプター)のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００９３】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
るものである。ある実施態様では、ＦｃＲは天然のヒトＦｃＲである。ある実施態様では
、ＦｃＲはＩｇＧ抗体(ガンマレセプター)と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ
及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変
異体、選択的にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターに
は、ＦｃγＲＩＩＡ(「活性型レセプター」)及びＦｃγＲＩＩＢ(「阻害型レセプター」)
が含まれ、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するもので
ある。活性型レセプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプ
ター活性化モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;ＩＴＡＭ)を含
んでいる。阻害型レセプターＦｃγＲＩＩＢは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レ
セプター阻害性モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif；ＩＴＩＭ)
を含んでいる(Daeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を参照)。ＦｃＲに関し
ては、 Ravetch and Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel等, Immunome
thods 4:25-34 (1994)；及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に概説
されている。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲはここでの「ＦｃＲ」という言葉
によって包含される。
　また、「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」なる用語には、母性ＩｇＧの胎児への移送と
(Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等, J. Immunol.24:249 (1994))、免疫グロ
ブリンのホメオスタシスの調節を担う新生児性レセプターＦｃＲｎも含まれる。ＦｃＲｎ
への結合の測定方法は公知である(例としてGhetie 1997, Hinton 2004を参照)。インビボ
でのヒトＦｃＲｎへの結合とヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポリペプチドの血清半減期は、例
えばヒトＦｃＲｎを発現するトランスジェニックマウス又は形質転換されたヒト細胞株、
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又はＦｃ変異形ポリペプチドを投与された霊長類動物においてアッセイすることができる
。
　国際公開公報００／４２０７２(Presta) にＦｃＲへの結合を向上又は減弱させた抗体
変異型が述べられている。この特許公開の内容はここに出典明記により具体的に組み込ま
れる。Shields等, J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)も参照のこと。
【００９４】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。ある実施態様では、その細胞が少なくともＦｃγＲIIIを
発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行することが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒト
白血球の例として、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、
細胞障害性Ｔ細胞及び好中球が含まれる。エフェクター細胞は天然源、例えば血液から単
離してもよい。
【００９５】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球及びマクロファージ)上に存在するＦｃレセ
プター(ＦｃＲ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗原-
担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可能に
する細胞障害性の形態を意味する。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦｃγＲＩ
ＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発
現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-
92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性をアッセイす
るために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されているよう
なインビトロＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイにおいて有
用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー細胞(Ｎ
Ｋ細胞)が含まれる。代わりとして、もしくは付加的に、対象の分子のＡＤＣＣ活性は、
例えば、Clynes等, (USA) 95:652-656 (1998)において開示されているような動物モデル
において、インビボで評価することが可能である。
【００９６】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
　Ｆｃ領域アミノ酸配列を変更してＣ１ｑ結合能力が増大又は減少したポリペプチド変異
体は、米特許第６１９４５５１号Ｂ１及び国際公開公報９９／５１６４２に記述される。
それらの特許文献の内容は、出典明記によって、特別に本願明細書に組み込まれるものと
する。またIdusogie 等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)を参照のこと。
【００９７】
　「Ｆｃ領域含有ポリペプチド」なる用語は、Ｆｃ領域を含む抗体もしくはイムノアドヘ
ンシンのようなポリペプチドを指す。Ｆｃ領域のＣ末端リジン(ＥＵ番号付けシステムに
従うと残基４４７)は、例えば、ポリペプチドの精製中又はポリペプチドをコードする核
酸を組み換え操作することによって除去してもよい。したがって、本発明のＦｃ領域を有
するポリペプチドを含んでなる組成物は、Ｋ４４７を有するポリペプチド集団、すべての
Ｋ４４７が除去されたポリペプチド集団、又はＫ４４７残基を有するポリペプチドとＫ４
４７残基を有さないポリペプチドの混合集団を包含しうる。
　本願明細書における目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」は、ヒト免疫グ
ロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワークから得られるＶＬ又はＶＨ
フレームワークのアミノ酸配列を含有するフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフ
レームワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク「から得られる」アクセプターヒトフ
レームワークは、その同じアミノ酸配列を含有するか、又は既存のアミノ酸配列変化を含
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有してもよい。ある実施態様では、既存のアミノ酸変化の数は、１０以下、９以下、８以
下、７以下、６以下、５以下、４以下、３以下又は２以下である。既存のアミノ酸変化が
ＶＨ中に存在する場合、好ましくは、それらの変化は位置７１Ｈ、７３Ｈ及び７８Ｈの内
の３つ、２つ又は１つのみ起こり、例えば、それらの位置のアミノ酸残基は、７１Ａ、７
３Ｔ及び／又は７８Ａであってよい。一実施態様では、ＶＬアクセプターヒトフレームワ
ークは、ＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサスフレームワー
ク配列と配列が同一である。
【００９８】
　「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
ーク配列の選別において、最も共通して生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである
。通常、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列は、可変ドメイン配列のサブグループから
選別する。通常、Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed
. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)によ
ると、配列のサブグループはサブグループである。一実施態様では、ＶＬについて、上掲
のKabat等によると、前記サブグループはサブグループκIである。一実施態様では、ＶＨ
について、上掲のKabat等によると、前記サブグループはサブグループIIIである。
【００９９】
　「ＶＨサブグループIIIコンセンサスフレームワーク」は、上掲のKabat等の可変重鎖サ
ブグループIIIのアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含有する。一実施態様で
は、ＶＨサブグループIIIコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は、以下の配列のそ
れぞれの少なくとも一部又は全部を含む。
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳ（ＦＲ－Ｈ１、配列番号２１）－
ＨＶＲ－Ｈ１－ＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶ（ＦＲ－Ｈ２、配列番号２２）－ＨＶＲ－Ｈ
２－ＲＦＴＩＳＲＤＴＳＫＮＴＬYＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶYYＣＡＲ（ＦＲ－Ｈ３、
配列番号１３８）－ＨＶＲ－Ｈ３－ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（ＦＲ－Ｈ４、配列番号２４
）
　「ＶＬサブグループIコンセンサスフレームワーク」は、Kabat等の可変軽鎖κサブグル
ープIのアミノ酸配列から得られたコンセンサス配列を含んでなる。一実施態様では、Ｖ
ＨサブグループIコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は、以下の配列のそれぞれの
少なくとも一部又は全部を含む。
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ（ＦＲ－Ｌ１、配列番号１７）－ＨＶ
Ｒ－Ｌ１－ＷＹＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹ（ＦＲ－Ｌ２、配列番号１８）－ＨＶＲ－Ｌ
２－ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ（ＦＲ－Ｌ３
、配列番号１９）－ＨＶＲ－Ｌ３－ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲ（ＦＲ－Ｌ４、配列番号２０
）
　「分泌シグナル配列」又は「シグナル配列」とは、細胞膜、通常は原核生物の内側の膜
又は内側と外側の両方の膜を通して、対象となる新しく合成されたタンパク質の方向付け
に使用することのできる短いシグナルペプチドをコードする核酸配列を意図する。このよ
うにして、対象となるタンパク質、例えば免疫グロブリン軽鎖又は重鎖ポリペプチドは、
原核宿主細胞の周辺に、あるいは培地中に分泌される。分泌シグナル配列によってコード
されるシグナルペプチドは、宿主細胞に内在しても、あるいはそれらは外因性でもよく、
発現されるポリペプチドに本来あるシグナルペプチドを含む。分泌シグナル配列は、典型
的には発現されるポリペプチドのアミノ末端に存在し、典型的にはポリペプチドの生合成
と分泌の間に細胞質から酵素的に取り除かれる。従って、シグナルペプチドは、通常、成
熟タンパク質産物には存在しない。
【０１００】
　「遊離したシステインアミノ酸」は、親抗体内に改変されているシステインアミノ酸残
基を指し、チオール官能基(－ＳＨ)を有し、対形成もしないし、分子内ないし分子間ジス
ルフィド架橋の一部にもならない。
　「チオール反応値」なる用語は、遊離したシステインアミノ酸の反応性の定量的特徴づ
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けである。チオール反応値は、チオール反応試薬と反応するシステイン改変抗体の遊離し
たシステインアミノ酸の割合であって、１の最大値に変換される。例えば、ビオチン－マ
レイミド試薬などのチオール反応試薬と１００％の収率で反応してビオチン標識抗体を形
成するシステイン改変抗体の遊離システインアミノ酸はチオール反応値が１．０となる。
チオール反応試薬と８０％の収率で反応する同じ又は異なる親抗体内で改変された他のシ
ステインアミノ酸はチオール反応値が０．８となる。チオール反応試薬と完全に反応しな
い同じ又は異なる親抗体内で改変された他のシステインアミノ酸はチオール反応値が０と
なる。特定のシステインのチオール反応値の測定は、ＥＬＩＳＡアッセイ、質量分析、液
体クロマトグラフィ、オートラジオグラフィ、又は他の定量的な分析試験によって行って
もよい。システイン改変抗体のキャプチャやシステイン反応性の比較及び定量化を可能に
するチオール反応試薬には、ビオチン-ＰＥＯ-マレイミド((＋)-ビオチニル-３-マレイミ
ドプロピオナミジル-３,６-dioxaoctainediamine、Oda等 (2001) Nature Biotechnology 
19:379-382, Pierce Biotechnology, Inc.) ビオチン-ＢＭＣＣ、ＰＥＯ-ヨードアセチル
 ビオチン、ヨードアセチル-ＬＣ-ビオチン、及びビオチン-ＨＰＤＰ (Pierce Biotechno
logy, Inc.)）及びＮα-(３-マレイミドイルプロピオンイル)ビオシチン(MPB, Molecular
 Probes, Eugene, OR)が含まれる。ビオチン化、二官能性及び多官能性リンカー試薬の他
の商業的な供与源には、Molecular Probes, Eugene, OR、及びSigma, St. Louis, MOが含
まれる。
　「親抗体」は、一又は複数のアミノ酸残基が一又は複数のシステイン残基に置き換わっ
ているアミノ酸配列を含む抗体である。親抗体は、天然の又は野生型の配列を含んでいて
もよい。親抗体は、他の天然、野生型又は修飾した形態の抗体と比較して既存のアミノ酸
配列修飾(例えば付加、欠失及び／又は置換)を有してもよい。親抗体は、対象の標的抗原
、例えば生物学上重要なポリペプチドに対するものであってもよい。また、非ポリペプチ
ド抗原(例えば腫瘍関連糖脂質抗原；米国特許第５０９１１７８号を参照)に対する抗体も
考慮される。
【０１０１】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に具体的な例示的実施態様を記載する。
【０１０２】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、以下のアッセイで示されるよう
な、所望の抗体のＦａｂ型(バージョン)とその抗原を用いて実行される放射性標識した抗
原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定される。段階的な力価の非標識抗原の存在下で、最小濃度
の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コートプレートと結合し
た抗原を捕獲することによって抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する。アッセ
イの条件を決めるために、ミクロタイタープレート(Dynex)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａ
ｂ抗体(Cappel Labs)を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートして、
その後２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２～５時
間、ブロックする。非吸着プレート(Nunc#269620)に、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２

５Ｉ］抗原を段階希釈した所望のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997) Cancer R
es. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで所望のＦ
ａｂを一晩インキュベートする；しかし、インキュベーションは平衡状態に達したことを
確認するまでに長時間(例えばおよそ６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕
獲プレートに移し、室温で(例えば１時間)インキュベートする。そして、溶液を取り除き
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、プレートを０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥
したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20; Packard)を加え、プレートをTo
pcountγ計測器(Packard)にて１０分間計測する。最大結合の２０％か又はそれ以下濃度
のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。
　他の実施態様によると、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２
５℃のBIAcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)にて表面プ
ラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値を測定する。簡単に言うと、カルボキシメ
チル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従
ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ
-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ
４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)
がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入した。抗原の注入後、反応しない群を
ブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍
の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流
速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセン
サーグラムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simpl
e one-to-one Langmuir binding model) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.
2)を用いて、会合速度(ｋｏｎ)と解離速度(ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)を
ｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:
865-881を参照。上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－

１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped sp
ectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco
分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐ
Ｈ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎ
ｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光
技術を用いて結合速度を測定することができる。
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又は
BIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共
鳴アッセイにて測定される。
【０１０３】
　「疾病」は、本発明の物質／分子又は方法を用いた治療によって利益を得る任意の症状
又は疾患である。これには、問題とする疾患に哺乳動物がかかりやすくなる病理学的症状
を含む慢性及び急性の疾病を含む。本明細書中で治療される疾患の非限定的な例には、前
立腺、肺、及び大腸の癌又は転移などの癌性症状が含まれる。
　「細胞増殖性疾患(障害)」及び「増殖性疾患(障害)」なる用語は、異常な細胞増殖にあ
る程度関連している疾患を意味する。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
　本明細書中の「腫瘍」とは、悪性か良性かにかかわらず、すべての腫瘍性細胞成長及び
増殖と、すべての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」」「癌性」「細胞増殖
性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」なる用語は、本明細書に参照されるように相互に
限定的なものでない。
【０１０４】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、一般的に調節不可能な細胞増殖に特徴がある哺乳動物
の生理学的状態を指すか又は表す。癌の例には細胞腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫及び白
血病又はリンパ系腫瘍が含まれるが、これに限定されるものではない。このような癌のよ
り具体的な例には、扁平細胞癌（例えば扁平上皮細胞癌）、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、
肺の腺癌、及び肺の扁平上皮癌を含む肺癌、腹膜の癌、肝細胞性癌、胃腸癌を含む胃又は
腸の癌、膵癌、神経膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、尿道の癌、肝腫瘍、乳癌
、大腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮上皮癌、唾液腺上皮癌、腎臓癌又は腎
癌、前立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝臓癌、及び肛門癌、陰茎癌、メラノーマ、多発性
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メラノーマ、及びＢ細胞リンパ腫、脳並びに頭頸部癌と、これらに関連する転移とが含ま
れる。
【０１０５】
　「ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞」とは、細胞表面に内在性のＳＴＥＡＰ－１又は形質
移入されたＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞である。「ＳＴＥＡＰ－１を発現する癌」とは
、細胞表面にＳＴＥＡＰ－１タンパク質が存在する細胞を有する癌である。「ＳＴＥＡＰ
－１を発現する癌」がその細胞表面上に生成するＳＴＥＡＰ－１のレベルは、抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１抗体がそれに結合して癌に対して治療的効果を持つことができるのに十分なもので
ある。ＳＴＥＡＰ－１を「過剰発現する」癌では、同じ組織種類の非癌性細胞と比較して
、その細胞表面におけるＳＴＥＡＰ－１のレベルが有意に高い。このような過剰発現は、
遺伝子増幅か、或いは転写又は翻訳の増大によるものでありうる。ＳＴＥＡＰ－１の過剰
発現は、細胞表面上に存在するＳＴＥＡＰ－１タンパク質のレベルの上昇を評価すること
により、診断アッセイ又は予後アッセイ（例えば、免疫組織化学アッセイ、ＦＡＣＳ分析
）で決定することができる。或いは又は加えて、例えば蛍光インサイツハイブリダイゼー
ション法（1998年10月公開のFISH；国際公開第９８／４５４７９号参照）、サザンブロッ
ト法、ノーザンブロット法、又は実時間定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）等のポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）技術により、細胞内のＳＴＥＡＰ－１コード化核酸又はｍＲＮＡのレベ
ルを測定することができる。また、例えば抗体に基づくアッセイ（例えば、１９９０年６
月１２日発行の米国特許第４９３３２９４号、１９９１年４月１８日公開の国際公開第９
１／０５２６４号、１９９５年３月２８日発行の米国特許５４０１６３８号、及びSiasら
によるJ. Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)参照）を用いて、血清等の生物学的流体
に含まれる抗原を測定することにより、ＳＴＥＡＰ－１の過剰発現を調査することができ
る。上記アッセイ以外にも、当業者であれば様々なインビボアッセイが利用できる。例え
ば、患者の体内の細胞を、放射性同位元素等の検出可能なラベルで随意に標識した抗体に
曝すことができ、例えば外側から放射能をスキャンしたり、抗体に曝された患者から採取
した生検を分析したりすることで、患者の細胞に対する抗体の結合を評価することができ
る。ＳＴＥＡＰ－１を発現する癌には、前立腺癌、肺癌、及び大腸癌が含まれる。
【０１０６】
　ここで使用されるところの「治療」(及び「処置」又は「治療する」などの変形句)は、
治療されている個体又は細胞の天然の過程を改変するための臨床的介入を意味し、予防の
ため又は臨床的病理の過程中に実施することができる。治療の望ましい効果には、疾病の
発生又は再発の防止、症状の寛解、疾病の任意の直接的又は間接的病理的結果の低減、転
移の防止、疾病の進行速度の低減、疾病状態の回復又は緩和、及び寛解又は改善された予
後が含まれる。ある実施態様では、本発明の抗体は疾患又は疾病の進行を遅らせるため又
は疾患又は疾病の進行をゆっくりにするために用いられる。
　治療の成功及び疾病の改善を評価する上記パラメータは、医師のよく知る日常的な手順
により容易に測定可能である。癌の治療法の効率は、例えば腫瘍増殖停止時間（ＴＴＰ）
の評価及び／又は反応率（ＲＲ）の決定により測定することができる。前立腺癌の場合、
治療法の進行は常套的な方法、通常は血清ＰＳＡ（前立腺に特異的な抗原）のレベルを測
定することにより評価することができ、血中ＰＳＡのレベルが高い程、癌は重症である。
ＰＳＡを検出するためのアッセイは市販されており、例えばHybitech Tandem-E及びTande
m-R　ＰＳＡアッセイキット、Yang ProsCheckポリクローナルアッセイ（Yang Labs、ワシ
ントン州ベルビュー）、Abbott Imx（Abbott Labs、イリノイ州アボットパーク）等が入
手可能である。転移の決定は、ステージ試験、骨のスキャン、並びにカルシウム及び骨へ
の広がりを決定するその他酵素レベルの試験により行うことができる。領域内の骨盤及び
リンパ節への広がりを探すためにＣＴスキャンを行うこともできる。胸部レントゲン及び
既知の方法による肝臓の酵素レベルの測定を使用して、それぞれ肺及び肝臓への転移を探
すこともできる。疾病をモニタリングするためのその他の常套的な方法には、経直腸的超
音波検査（ＴＲＵＳ）及び経直腸的針生検（ＴＲＮＢ）が含まれる。
【０１０７】
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　「個体」は脊椎動物である。ある実施態様では、脊椎動物は哺乳動物である。哺乳動物
には、限定するものではないが、家畜動物(ウシなど)、スポーツ用動物、愛玩動物(ネコ
、イヌ及びウマ)、霊長類、マウス及びラットが含まれる。ある実施態様では、哺乳動物
はヒトである。
　「有効量」とは所望の治療又は予防結果を達成するために必要な用量及び時間の効果的
な量を意味する。本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、例えば個体の疾病ステージ
、年齢、性別、及び体重、並びに個体に所望の応答を誘発する物質／分子の能力などの因
子に従って変わりうる。また、治療的有効量は、物質／分子の任意の毒性又は有害な影響
よりも治療的に恩恵のある効果が上回る量を包含する。「予防的有効量」とは所望の予防
結果を達成するために必要な用量及び時間の効果的な量を意味する。必須ではないが一般
的に、予防的用量は疾患の初期ステージ又はその前の患者に用いるので、予防的有効量は
治療的有効量よりも少ないであろう。癌の場合、薬剤の治療的有効量は、癌細胞の数を減
らし、腫瘍の大きさを低減し、癌細胞の周辺器官への浸潤を抑制し（つまり、或る程度遅
らせ、好ましくは止め）、腫瘍の転移を抑制し（つまり、或る程度遅らせ、好ましくは止
め）、腫瘍の成長をある程度抑制し、及び／又は癌に関連する症状の一又は複数をある程
度緩和することができる。薬剤が既存の癌細胞の増殖を防止及び／又は死滅させることが
できる範囲まで、薬剤の細胞分裂停止能及び／又は細胞障害性は許容される。
【０１０８】
　「慢性」投与とは、急性モードの反対の意味で連続モードでの薬剤の投与であり、これ
により初期治療効果（活性）を長期間に亘って維持しようとするものである。「断続的」
投与とは、中断無く連続的に行われるのではなく、周期的に行われる性質を持つ処置であ
る。
　一又は複数の更なる治療的薬剤「との組合せ」投与には同時(併用)及びいずれかの順序
での連続投与が含まれる。
【０１０９】
　ここで用いられる「担体」は、製薬上許容される担体、賦形剤、又は安定化剤を含み、
使用される用量及び濃度でそこに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性のものであ
る。しばしば、生理学的に許容される担体の例は、水性ｐＨ緩衝溶液である。生理学的に
許容される担体は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸などの緩衝剤；アスコルビン
酸を含む酸化防止剤；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチ
ン、又は免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー
；グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリジンなどのアミノ酸；グルコ
ース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴ
Ａなどのキレート剤；マンニトール又はソルビトールなどの糖アルコール；ナトリウムな
どの塩形成対イオン；及び／又はTWEEN(登録商標)、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、
及びPLURONICS(登録商標)などの非イオン性界面活性剤を含む。
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、抗体などの試薬に直接的又は間接的にコ
ンジュゲートされて「標識された」抗体を生成する、検出可能な化合物又は組成物を指す
。標識自体が検出可能なもの(例えば放射性標識又は蛍光性標識)であってもよく、酵素標
識の場合、検出可能な基質化合物ないしは組成物の化学的変化を触媒するものであっても
よい。
【０１１０】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」と融
合した抗ＰＳＣＡ抗体ポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチドを意味する。タグポ
リペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープを提供するのに十分な残基を有し、そ
の長さは融合するＩｇポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポリ
ペプチドは、好ましくはそのような抗体が他のエピトープと実質的に交差反応しないよう
に十分に独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基
、通常は約８～５０のアミノ酸残基(好ましくは、約１０～２０のアミノ酸残基)を有する
。
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　「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される。
　「パッケージ挿入物」という用語は、その治療薬の用途に関する効能、用途、服用量、
投与方法、配合禁忌及び／又は警告についての情報を含む、治療薬の商業的包装に慣習的
に含まれる指示書を指す。
【０１１１】
　「単離された核酸」とは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、又は混合ポリマーなどの核酸であり、天然
配列に生来含まれる、リボソーム及びポリメラーゼ等の複合体又はタンパク質、並びに他
のゲノムＤＮＡ配列から実質的に分離されている。この表現は、天然に生じる環境から除
去された核酸配列を包含し、組換えＤＮＡ単離物又はクローニングされたＤＮＡ単離物、
及び化学的に合成された類似体又は異種系により生物学的に合成された類似体を含む。実
質的に純粋な分子には、分子の単離された形態が含まれる。
　「ベクター」は、シャトルベクター及び発現ベクターを含む。一般に、プラスミドコン
ストラクトも複製起源（例えば、ＣｏｌＥ１複製起源）及び選択マーカー（例えば、アン
ピシリン又はテトラサイクリン耐性）を、それぞれ細菌内のプラスミドの複製及び選択を
目的として含むであろう。「発現ベクター」は必要なコントロール配列又は本発明の抗体
断片を含む抗体の発現の調節因子を、細菌又は真核細胞内に含むベクターを表す。好適な
ベクターを以下に示す。
　本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を生成する細胞は、親ハイブリドーマ細胞、例えばＡＴ
ＣＣに寄託されるハイブリドーマ、並びに当該抗体をコードする核酸が導入されている細
菌及び真核宿主細胞を含む。好適な宿主細胞を以下に示す。
【０１１２】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞、特にＰＳＣＡを発現する癌細胞の増殖
を、インビトロ又はインビボで阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、増殖阻害
剤は、Ｓ期でＰＳＣＡを発現する細胞の割合を有意に減少させるものである。増殖阻害剤
の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外の位置で)阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停
止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビンカス(ビンクリスチン及びビ
ンブラスチン)、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン
、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停
止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、
タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトト
レキセート、５-フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular 
Basis of Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle regulatio
n, oncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia,
 1995)、特に１３頁に見出すことができる。タキサン類(パクリタキセル及びドセタキセ
ル)は、共にイチイに由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル(
TAXOTERE(登録商標)、ローン・プーラン ローラー)は、パクリタキセル(TAXOL(登録商標)
、ブリストル-マイヤー スクウィブ)の半合成類似体である。パクリタキセル及びドセタ
キセルは、チューブリン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害する結
果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安定化にする。
【０１１３】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞死ないしは破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体(例えば、Ａｔ
２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１

２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体)、化学治療薬、例えばメトトレキセー
ト、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド(ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポ
シド)、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロランブシル、ダウノル
ビシン又はその他インターカレート剤、酵素及びその断片、例えば核溶解性酵素、抗生物
質、及び毒素、例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植
物又は動物起源の酵素的に活性な毒素、毒素、増殖阻害剤、薬剤成分、そして下記に開示
する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むように意図されている。他の細胞障害性薬が下記に記
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載されている。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
　「毒素」は、細胞の成長又は増殖に対して有害な作用を有することができる任意の物質
である。
【０１１４】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、チオテパ及
びCYTOXAN(登録商標)シクロホスファミドのようなアルキル化剤；ブスルファン、インプ
ロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ(benzodo
pa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のようなアジリ
ジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレンホス
ホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及びトリメ
チローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラミン類
；アセトゲニン(特にブラタシン及びブラタシノン)；デルタ-９-テトラヒドロカナビノー
ル(ドロナビノール、MARINOL(登録商標)；βラパチョーネ；ラパコール；コルヒチン；ベ
ツリン酸；カンプトセシン(合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標)、CPT-11(イリ
ノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン、スコポレクチン(scopolect
in)及び９-アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-１０６
５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む)；ポドフィロト
キシン；ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；テニポシド；クリプトフィシン(特にク
リプトフィシン１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン(合成ア
ナログ、ＫＷ-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エロイテロビン；パンクラチスタチ
ン；サルコジクチン；スポンギスタチン；クロランブシル、クロロナファジン(chlornaph
azine)、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド
、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチ
ン(novembichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、
トロフォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスター
ド；カルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロ
ムスチン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、
例えばエネジイン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマ
イシンγ１Ｉ及びカリケアマイシンωＩ１(例えばAgnew Chem Intl. Ed. Engl. 33:183-1
86(1994)参照)；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシン
；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関連する色素タンパクエネジイン抗生物質発色
団)、アクラシノマイシン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(au
thramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシ
ン(carabicin)、カルミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン
類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オ
キソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン(モルホリノ-ドキソルビシ
ン、シアノモルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン、及びデオキシド
キソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マーセロマイシン(
marcellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェノール酸(mycop
henolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロ
マイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラマイシン(quela
mycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベル
シジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin
)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナ
ログ、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropter
in)、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例えばフルダラビン(fludar
abine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリミジンアナログ、例
えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモ
フール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabi
ne)、フロキシウリジン(floxuridine)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(calustero
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ne)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラ
クトン(testolactone)；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン
；葉酸リプレニッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；アセグラト
ン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン
(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセ
ート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジ
コン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium
)；エポシロン；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン
；ロニダミン(lonidamine)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(m
aytansine)及びアンサミトシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサ
ントロン；モピダモール(mopidamol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フ
ェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-エチルヒドラジド；プロ
カルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキ
サン(razoxane)；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テ
ニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロ
トリエチルアミン；トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)Ａ、ロリジ
ン(roridine)Ａ及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン(ELDISINE(登録商
標)、FILDESIN(登録商標))；ダカーバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニ
トール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytos
ine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)；チオテパ；タキソイド類、例えばTAXOL(登録商標)
パクリタキセル(Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.)、ABRAXANETMパクリ
タキセルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ粒子製剤(American　Pharmaceutical
　Partners, Schaumberg, Illinois)、及びTAXOTERE(登録商標)ドキセタキセル(Rhone-Po
ulenc Rorer, Antony, France)；クロランブシル；ゲムシタビン(GEMZAR(登録商標))；６
-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキサート；プラチナアナログ、例えばシス
プラチン及びカルボプラチン；ビンブラスチン(VELBAN(登録商標))；プラチナ；エトポシ
ド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキサントロン；ビンクリスチン(ONCOVIN(登録商
標))；オキサリプラチン；ロイコボビン(leucovovin)；ビノレルビン(NAVELBINE(登録商
標))；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン
；イバンドロナート(ibandronate)；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオ
ロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸のようなレチノイド；カペシタビン(XELOD
A(登録商標))；上述したもののいずれかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体：並
びに上記のうち２以上の組み合わせ、例えば、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビ
ンクリスチン、及びプレドニソロン併用療法の略称であるＣＨＯＰ、及び5-FU及びロイコ
ボビン(leucovovin)とオキサリプラチン(ELOXATINTM)を組み合わせた治療法の略称である
FOLFOXが含まれる。
【０１１５】
　またこの定義に含まれるものには、癌の成長を助けるホルモンの作用を調節、低減、遮
断又は阻害するように働き、多くの場合全身処置の形態で使用される抗ホルモン剤がある
。それらはそれ自体がホルモンであってもよい。それらは例えば抗エストロゲン及び選択
的エストロゲン受容体モジュレータ(ＳＥＲＭ)を含み、例えば、タモキシフェン(NOLVADE
X(登録商標)タモキシフェンを含む)、ラロキシフェン(raloxifene)(EVISTA(登録商標))、
ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケ
オキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、及びト
レミフェン(FARESTON(登録商標))；抗プロゲステロン；エストロゲンレセプター下方調節
剤(ERD)；卵巣を抑止又は停止させる機能がある作用剤、黄体形成ホルモン放出ホルモン(
LHRH)アゴニスト、例えば酢酸リュープロリド(LUPRON(登録商標)及びELIGARD(登録商標))
、酢酸ゴセレリン、酢酸ブセレリン及びトリプテレリン(tripterelin)；その他抗アンド
ロゲン、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド(nilutamide)、ビカルタミド；並び
に副腎のエストロゲン産生を調節する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、
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例えば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチミド、酢酸メゲストロール(MEGASE(登録商
標))、エキセメスタン(AROMASIN(登録商標))、フォルメスタニー(formestanie)、ファド
ロゾール、ボロゾール(RIVISOR(登録商標))、レトロゾール(FEMARA(登録商標))、及びア
ナストロゾール(ARIMIDEX(登録商標))である。加えて、このような化学療法剤の定義には
、クロドロネート(例えばBONEFOS(登録商標)又はOSTAC(登録商標))、エチドロン酸(DIDRO
CAL(登録商標))、NE-58095、ゾレドロン酸／ゾレドロネート(ZOMETA(登録商標))、アレン
ドロネート(FOSAMAX(登録商標))、パミドロン酸(AREDIA(登録商標))、チルドロン酸(SKEL
ID(登録商標))、又はリセドロン酸(ACTONEL(登録商標))、並びにトロキサシタビン(troxa
citabine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)；アンチセンスオリゴヌク
レオチド、特に接着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害
するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ、及び上皮成長因子レセプター(EGF
-R)；THERATOPE(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療ワクチン等のワクチン、例えばALLOVE
CTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン、及びVAXID(登録商標)ワクチン
；トポイソメラーゼ１阻害剤(LURTOTECAN(登録商標))；ｒｍＲＨ(ABARELIX(登録商標))；
ラパチニブ(lapatinib ditosylate)(GW572016としても知られるErbB-2及びEGFR二重チロ
シンキナーゼ小分子阻害剤)；及び上記のもののいずれかの製薬的に許容される塩類、酸
類又は誘導体が含まれる。
【０１１６】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞(例えばＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞)
の成長をインビトロ又はインビボの何れかで阻害する化合物又は組成物を意味する。よっ
て、増殖阻害剤は、Ｓ期で細胞(例えばＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞)の割合を有意に減
少させるものである。増殖阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ期以外の位置で)阻害する
薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、
ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩＩ
阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレ
オマイシンを含む。またＧ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、
ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレ
タミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。
更なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1
, 表題「Cell cycle regulation, oncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami等,
 (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特に１３頁に見出すことができる。タキサン類(
パクリタキセル及びドセタキセル)は、共にイチイに由来する抗癌剤である。ヨーロッパ
イチイに由来するドセタキセル(TAXOTERE(登録商標)、ローン・プーラン ローラー)は、
パクリタキセル(TAXOL(登録商標)、ブリストル-マイヤー スクウィブ)の半合成類似体で
ある。パクリタキセル及びドセタキセルは、チューブリン二量体から微小管の集合を促進
し、細胞の有糸分裂を阻害する結果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安定化にす
る。
【０１１７】
　「細胞内代謝物」なる用語は、抗体-抗原コンジュゲート(ＡＤＣ)上の細胞内部で代謝
プロセス又は反応から生じている化合物に関する。代謝プロセス又は反応はＡＤＣのペプ
チドリンカーのタンパク質切断や、ヒドラゾン、エステル又はアミドなどの官能基の加水
分解といった酵素的な過程であってもよい。細胞内代謝物には、限定するものではないが
、細胞内への移行、拡散、取り込み又は輸送後に細胞内切断が行われた遊離薬剤及び抗体
が含まれる。
　「細胞内に切断される」及び「細胞内切断」なる用語は、抗体－薬剤コンジュゲート(
ＡＤＣ)に対する細胞内の代謝プロセス又は反応であって、これによって薬剤成分(Ｄ)と
抗体(Ａｂ)間の共有結合、すなわちリンカーが壊れ、その結果、細胞内の抗体から遊離し
た薬剤が分離される。ゆえに、ＡＤＣの切断された成分は細胞内代謝物である。
【０１１８】
　「生物学的利用能」なる用語は、患者に投与される薬剤の所定の量の全身有効性(すな



(59) JP 5394246 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

わち、血液／血しょう濃度)を指す。生物学的利用能は、投与された用量形態から体循環
に達する薬剤の時間(速度)と総量(程度)の測定値を示す絶対的な用語である。
　「細胞障害活性」なる用語は、抗体－薬剤コンジュゲート又は抗体－薬剤コンジュゲー
トの細胞内代謝物の細胞殺傷効果、細胞増殖抑制効果又は増殖阻害効果を指す。細胞障害
活性は、細胞の半分が生存する単位容量当たりの濃度(モル又は質量)であるＩＣ５０値と
して表されてもよい。
【０１１９】
　「アルキル」は、ノルマル、第２級、第３級、又は環式の炭素原子を含むＣ１-Ｃ１８
炭化水素である。例として、メチル (Ｍｅ、－ＣＨ３)、エチル (Ｅｔ、－ＣＨ２ＣＨ３)
、１－プロピル (ｎ－Ｐｒ、ｎ－プロピル、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３)、２－プロピル (ｉ
－Ｐｒ、ｉ－プロピル、－ＣＨ(ＣＨ３)２)、１－ブチル (ｎ－Ｂｕ、ｎ－ブチル、－Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３)、２－メチル－１－プロピル (ｉ－Ｂｕ、ｉ－ブチル、－ＣＨ
２ＣＨ(ＣＨ３)２)、２－ブチル (ｓ－Ｂｕ、ｓ－ブチル、－ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ２ＣＨ３)
、２－メチル－２－プロピル (ｔ－Ｂｕ、ｔ－ブチル、－Ｃ(ＣＨ３)３)、１－ペンチル 
(ｎ－ペンチル、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３)、２－ペンチル (－ＣＨ(ＣＨ３)Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＣＨ３)、３－ペンチル (－ＣＨ(ＣＨ２ＣＨ３)２)、２－メチル－２－ブチル
 (－Ｃ(ＣＨ３)２ＣＨ２ＣＨ３)、３－メチル－２－ブチル (－ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ(ＣＨ３
)２)、３－メチル－１－ブチル (－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ(ＣＨ３)２)、２－メチル－１－ブ
チル (－ＣＨ２ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ２ＣＨ３)、１－ヘキシル (－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ
２ＣＨ２ＣＨ３)、２－ヘキシル (－ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３)、３－ヘキ
シル (－ＣＨ(ＣＨ２ＣＨ３)(ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３))、２－メチル－２－ペンチル (－Ｃ(
ＣＨ３)２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３)、３－メチル－２－ペンチル (－ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ(ＣＨ
３)ＣＨ２ＣＨ３)、４－メチル－２－ペンチル (－ＣＨ(ＣＨ３)ＣＨ２ＣＨ(ＣＨ３)２)
、３－メチル－３－ペンチル (－Ｃ(ＣＨ３)(ＣＨ２ＣＨ３)２)、２－メチル－３－ペン
チル (－ＣＨ(ＣＨ２ＣＨ３)ＣＨ(ＣＨ３)２)、２,３－ジメチル－２－ブチル (－Ｃ(Ｃ
Ｈ３)２ＣＨ(ＣＨ３)２)、３,３－ジメチル－２－ブチル (－ＣＨ(ＣＨ３)Ｃ(ＣＨ３)３
がある。
【０１２０】
　本明細書中で用いる「Ｃ１－Ｃ８アルキル」なる用語は、１から８の炭素原子を有する
直鎖又は分岐鎖の、飽和ないしは不飽和炭化水素を指す。典型的な「Ｃ１－Ｃ８アルキル
」基には、限定するものではないが、－メチル、－エチル、－ｎ プロピル、－ｎ ブチル
、－ｎ ペンチル、－ｎ ヘキシル、－ｎ－ヘプチル、－ｎ－オクチル、－ｎ－ノニル、及
び－ｎ－デシルが含まれ、一方、分岐したＣ１－Ｃ８アルキルには、限定するものではな
いが、－イソプロピル、－ｓｅｃブチル、－イソブチル、－ｔｅｒｔブチル、－イソペン
チル、２－メチルブチルが含まれ、不飽和のＣ１－Ｃ８アルキルには、限定するものでは
ないが、－ビニル、－アリル、－１－ブテニル、－２－ブテニル、－イソブチレニル、－
１－ペンテニル、－２－ペンテニル、－３－メチル－１－ブテニル、－２－メチル－２－
ブテニル、－２,３－ジメチル－２－ブテニル、１－ヘキシル、２－ヘキシル、３－ヘキ
シル,－アセチレニル、－プロピニル、－１－ブチニル、－２－ブチニル、－１－ペンチ
ニル、－２－ペンチニル、－３－メチル－１－ブチニル、メチル、エチル、プロピル、イ
ソプロピル、ｎ－ブチル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ペンチ
ル、イソペンチル、ネオペンチル、ｎ－ヘキシル、イソヘキシル、２－メチルペンチル、
３－メチルペンチル、２,２－ジメチルブチル、２,３－ジメチルブチル、２,２－ジメチ
ルペンチル、２,３－ジメチルペンチル、３,３－ジメチルペンチル、２,３,４－トリメチ
ルペンチル、３－メチルヘキシル、２,２－ジメチルヘキシル、２,４－ジメチルヘキシル
、２,５－ジメチルヘキシル、３,５－ジメチルヘキシル、２,４－ジメチルペンチル、２
－メチルヘプチル、３－メチルヘプチル、ｎ－ヘプチル、イソヘプチル、ｎ－オクチル、
及びイソオクチルが含まれる。Ｃ１－Ｃ８アルキル基は、限定するものではないが、置換
されていなくてもよいし、－Ｃ１－Ｃ８ アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８ アルキル)、－ア
リール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｃ(Ｏ)ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ
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Ｒ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)Ｒ'、－ＳＯ３Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'
、－ＯＨ、－ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(Ｒ')、－Ｎ(Ｒ')２、及び－ＣＮを
含め、一又は複数の基によって置換されていてもよく、各々のＲ'は、Ｈ、－Ｃ１－Ｃ８

アルキル及びアリールから別々に選択される。
【０１２１】
　「アルケニル」は、不飽和の少なくとも一部、すなわち炭素－炭素、ｓｐ2二重結合を
有するノルマル、第２級、第３級、又は環式の炭素原子を含むＣ２－Ｃ１８炭化水素であ
る。例には、限定するものではないが、エチレン又はビニル(－ＣＨ＝ＣＨ2)、アリル(－
ＣＨ2ＣＨ＝ＣＨ2)、シクロペンテニル(－Ｃ5Ｈ7)及び５－ヘキセニル(－ＣＨ2 ＣＨ2Ｃ
Ｈ2ＣＨ2ＣＨ＝ＣＨ2)などがある。
　「アルキニル」は、不飽和の少なくとも一部、すなわち炭素－炭素、ｓｐ三重結合を有
するノルマル、第２級、第３級、又は環式の炭素原子を含むＣ２－Ｃ１８炭化水素である
。例には、限定するものではないが、アセチレン(－Ｃ≡ＣＨ)及びプロパルギル(－ＣＨ

２Ｃ≡ＣＨ)などがある。
　「アルキレン」は、１～１８の炭素原子であって、親のアルカンと同じ又は２つの異な
る炭素原子から２つの水素原子を取り除くことによって誘導される２つの一価基センター
を有する飽和した、分岐鎖又は直鎖又は環式の炭化水素基を指す。典型的なアルキレン基
には、限定するものではないが、メチレン(－ＣＨ２－) １,２－エチル(－ＣＨ２ＣＨ２

－)、１,３－プロピル(－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－)、１,４－ブチル(－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２

ＣＨ２－)などが含まれる。
【０１２２】
　「Ｃ１－Ｃ１０アルキレン」は、式 －(ＣＨ２)１－１０－の直鎖 の飽和した炭化水素
基である。Ｃ１－Ｃ１０アルキレンの例には、メチレン、エチレン、プロピレン、ブチレ
ン、ペンチレン、ヘキシレン、ヘプチレン、オクチレン、ノニレン、及びデカレンが含ま
れる。
　「アルケニレン」は、２～１８の炭素原子であって、親のアルケンと同じ又は２つの異
なる炭素原子から２つの水素原子を取り除くことによって誘導される２つの一価基センタ
ーを有する不飽和の、分岐鎖又は直鎖又は環式の炭化水素基を指す。典型的なアルケニレ
ン基には、限定するものではないが、１,２－エチレン(－ＣＨ＝ＣＨ－)が含まれる。
　「アルキニレン」は、２～１８の炭素原子であって、親のアルキンと同じ又は２つの異
なる炭素原子から２つの水素原子を取り除くことによって誘導される２つの一価基センタ
ーを有する不飽和の、分岐鎖又は直鎖又は環式の炭化水素基を指す。典型的なアルキニレ
ン基には、限定するものではないが、アセチレン(－Ｃ≡Ｃ－)、プロパルギル(－ＣＨ２

Ｃ≡Ｃ－)、及び ４－ペンチニル(－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ≡Ｃ－)が含まれる。
　「アリール」は炭素環の芳香基を指す。アリール基の例には、限定するものではないが
、フェニル、ナフチル及びアントラセニルが含まれる。炭素環の芳香基又はヘテロサイク
リック芳香基は、置換されていなくてもよいし、限定するものではないが、－Ｃ１－Ｃ８

アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８アルキル)、－アリール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、－
Ｃ(Ｏ)ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)ＮＨＲ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)Ｒ'
、－Ｓ(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＨ、－ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(Ｒ')
、－Ｎ(Ｒ')２、及び－ＣＮを含む、一又は複数の基によって置換されていてもよく、各
々のＲ'は、Ｈ、－Ｃ１－Ｃ８アルキル及びアリールから別々に選択される。
【０１２３】
　「アリレン(arylene)」は２つの共有結合を有するアリール基であり、以下の構造で示
すようなオルト、メタ又はパラの立体配置でありうる。
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　ここで、フェニル基は置換されていなくても、限定するものではないが、－Ｃ１－Ｃ８

 アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８ アルキル)、－アリール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、
－Ｃ(Ｏ)ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)ＮＨＲ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)
Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＨ、－ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(
Ｒ')、－Ｎ(Ｒ')２、及び－ＣＮを含む最大４つの基にて置換されてもよく、それぞれの
Ｒ'は、Ｈ、－Ｃ１－Ｃ８アルキル及びアリールから個々に選択される。
　「アリールアルキル」は、炭素原子、典型的には末端又はｓｐ３炭素原子に結合した水
素原子のうちの１つがアリール基に置換している非環式アルキル基を指す。代表的なアリ
ールアルキル基には、限定するものではないが、ベンジル、２－フェニルエタン－１－イ
ル、２－phenylethen－１－イル、ナフチルメチル、２－ナフチルエタン－１－イル、２
－naphthylethen－１－イル、ナフトベンジル、２－ナフトフェニルエタン－１－イルな
どが含まれる。アリールアルキル基は６～２０の炭素原子を含み、例えば、アルカニル、
アルケニル又はアルキニル基を含む、アリールアルキル基のアルキル部分は１～６の炭素
原子であり、アリール部分は５～１４の炭素原子である。
　「ヘテロアリールアルキル」は、炭素原子、典型的には末端又はｓｐ３炭素原子に結合
した水素原子のうちの１つがヘテロアリール基に置換している非環式アルキル基を指す。
典型的なヘテロアリールアルキル基には、限定するものではないが、２－ベンズイミダゾ
リルメチル、２－フリルエチルなどが含まれる。ヘテロアリールアルキル基は６～２０の
炭素原子を含み、例えば、アルカニル、アルケニル又はアルキニル基を含む、ヘテロアリ
ールアルキル基のアルキル部分は１～６の炭素原子であり、ヘテロアリール部分は５～１
４の炭素原子であり、１～３のヘテロ原子はＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択される。ヘテロア
リールアルキル基のヘテロアリール部分は３～７員環を有するモノシクロ(２～６の炭素
原子)又は７～１０員環を有するビシクロ(４～９の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択
される１～３のヘテロ原子)、例えばビシクロ[４,５]、[５,５]、[５,６]、又は[６,６]
システムであってもよい。
【０１２４】
　「置換されたアルキル」、「置換されたアリール」、「置換されたアリールアルキル」
とは、アルキル、アリール及びアリールアルキルをそれぞれ意味し、一又は複数の水素原
子がそれぞれ別々に置換基に置換している。典型的な置換基には、限定するものではない
が、－Ｘ、－Ｒ、－Ｏ－、－ＯＲ、－ＳＲ、－Ｓ－、－ＮＲ２、－ＮＲ３、＝ＮＲ、－Ｃ
Ｘ３、－ＣＮ、－ＯＣＮ、－ＳＣＮ、－Ｎ＝Ｃ＝Ｏ、－ＮＣＳ、－ＮＯ、－ＮＯ２、＝Ｎ

２、－Ｎ３、－ＮＣ(＝Ｏ)Ｒ、－Ｃ(＝Ｏ)Ｒ、－Ｃ(＝Ｏ)ＮＲ２、－ＳＯ３
－、－ＳＯ３

Ｈ、－Ｓ(＝Ｏ)２Ｒ、－ＯＳ(＝Ｏ)２ＯＲ、－Ｓ(＝Ｏ)２ＮＲ、－Ｓ(＝Ｏ)Ｒ、－ＯＰ(
＝Ｏ)(ＯＲ)２、－Ｐ(＝Ｏ)(ＯＲ)２、－ＰＯ－

３、－ＰＯ３Ｈ２、－Ｃ(＝Ｏ)Ｒ、－Ｃ(
＝Ｏ)Ｘ、－Ｃ(＝Ｓ)Ｒ、－ＣＯ２Ｒ、－ＣＯ２

－、－Ｃ(＝Ｓ)ＯＲ、－Ｃ(＝Ｏ)ＳＲ、
－Ｃ(＝Ｓ)ＳＲ、－Ｃ(＝Ｏ)ＮＲ２、－Ｃ(＝Ｓ)ＮＲ２、－Ｃ(＝ＮＲ)ＮＲ２が含まれ、
それぞれのＸは個々にハロゲン：Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ又はＩであり、それぞれのＲは個々に－
Ｈ、Ｃ２－Ｃ１８アルキル、Ｃ６－Ｃ２０アリール、Ｃ３－Ｃ１４複素環、保護基又はプ
ロドラッグ部分である。上記のアルキレン、アルケニレン及びアルキニレン基もまた、同
じように置換されてもよい。
【０１２５】
　「ヘテロアリール」及び「複素環」は、一又は複数の環原子がヘテロ原子、例えば窒素
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、酸素及び硫黄である環式システムを指す。複素環基は、１～２０の炭素原子とＮ、Ｏ、
Ｐ及びＳから選択される１～３のヘテロ原子を含む。複素環は、３～７員環を有するモノ
シクロ(２～６の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択される１～３のヘテロ原子)又は７
～１０員環を有するビシクロ(４～９の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択される１～
３のヘテロ原子)、例えばビシクロ[４,５]、[５,５]、[５,６]、又は[６,６]システムで
あってもよい。
　複素環は、Paquette, Leo A.; "Principles of Modern Heterocyclic Chemistry" (W.A
. Benjamin, New York, 1968)、特に第1, 3, 4, 6, 7及び9章；"The Chemistry of Heter
ocyclic Compounds, A series of Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 1950 to
 present)、特に13, 14, 16, 19及び28号；及び、J. Am. Chem. Soc. (1960) 82:5566に
記載される。
　複素環の例には、例示のためであって限定するものではなく、ピリジル、ジヒドロピリ
ジル、テトラヒドロピリジル (ピペリジル)、チアゾリル、テトラヒドロチオフェニル、
硫黄酸化型テトラヒドロチオフェニル、ピリミジニル、フラニル、チエニル、ピロリル、
ピラゾリル、イミダゾリル、テトラゾリル、ベンゾフラニル、チアナフタレニル、インド
リル、インドレニル、キノリニル、イソキノリニル、ベンズイミダゾリル、ピペリジニル
、４－ピペリドニル、ピロリジニル、２－ピロリドニル、ピロリニル、テトラヒドロフラ
ニル、ビス－テトラヒドロフラニル、テトラヒドロピラニル、ビス－テトラヒドロピラニ
ル、テトラヒドロキノリニル、テトラヒドロイソキノリニル、デカヒドロキノリニル、オ
クタヒドロイソキノリニル、アゾチニル、トリアジニル、６Ｈ－１,２,５－チアジアジニ
ル、２Ｈ,６Ｈ－１,５,２－ジチアジニル、チエニル、チアンスレニル、ピラニル、イソ
ベンゾフラニル、クロメニル、キサンテニル、フェノキサチニル、２Ｈ－ピロリル、イソ
チアゾリル、イソキサゾリル、ピラジニル、ピリダジニル、インドリジニル、イソインド
リル、３Ｈ－インドリル、１Ｈ－インダゾリル、プリニル、４Ｈ－キノリジニル、フタラ
ジニル、ナフチリジニル、キノキサリニル、キナゾリニル、チノリニル、プテリジニル、
４ａＨ－カルバゾリル、カルバゾリル、β－カルボリニル、フェナンスリジニル、アクリ
ジニル、ピリミジニル、フェナンスロリニル、フェナジニル、フェノチアジニル、フラザ
ニル、フェノキサジニル、イソクロマニル、クロマニル、イミダゾリジニル、イミダゾリ
ニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピペラジニル、インドリニル、イソインドリニル
、キヌクリジニル、モルホリニル、オキサゾリジニル、ベンゾトリアゾリル、ベンズイソ
キサゾリル、オキシンドリル、ベンズオキサゾリニル、及びイサチノイルが含まれる。
【０１２６】
　例示的なものであって限定するものではなく、炭素結合複素環は、ピリジンの２、３、
４、５、又は６位、ピリダジンの３、４、５、又は６位、ピリミジンの２、４、５、又は
６位、ピラジンの２、３、５、又は６位、フラン、テトラヒドロフラン、チオフラン、チ
オフェン、ピロールないしはテトラヒドロピロールの２、３、４、又は５位、オキサゾー
ル、イミダゾールないしはチアゾールの２、４、又は５位、イソキサゾール、ピラゾール
ないしはイソチアゾールの３、４、又は５位、アジリジンの２又は３位、アゼチジンの２
、３、又は４位、キノリンの２、３、４、５、６、７、又は８位、又はイソキノリンの１
、３、４、５、６、７、又は８位に結合する。さらにより典型的には、炭素結合複素環に
は、２－ピリジル、３－ピリジル、４－ピリジル、５－ピリジル、６－ピリジル、３－ピ
リダジニル、４－ピリダジニル、５－ピリダジニル、６－ピリダジニル、２－ピリミジニ
ル、４－ピリミジニル、５－ピリミジニル、６－ピリミジニル、２－ピラジニル、３－ピ
ラジニル、５－ピラジニル、６－ピラジニル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、又は５
－チアゾリルが含まれる。
　例示的なものであって限定するものではなく、窒素結合複素環は、アジリジン、アゼチ
ジン、ピロール、ピロリジン、２－ピロリン、３－ピロリン、イミダゾール、イミダゾリ
ジン、２－イミダゾリン、３－イミダゾリン、ピラゾール、ピラゾリン、２－ピラゾリン
、３－ピラゾリン、ピペリジン、ピペラジン、インドール、インドリン、１Ｈ－インダゾ
ールの１位、イソインドールないしはイソインドリンの２位、モルフォリンの４位、カル
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バゾールないしはβ－カルボリンの９位に結合する。さらにより典型的には、窒素結合複
素環には、１－アジリジル、１－アゼテジル、１－ピロリル、１－イミダゾリル、１－ピ
ラゾリル、及び１－ピペリジニルが含まれる。
【０１２７】
　「Ｃ３－Ｃ８複素環」は、１～４の環状炭素原子が個々にＯ、Ｓ及びＮからなる群のヘ
テロ原子に置換されている芳香族ないしは非芳香族のＣ３－Ｃ８複素環を指す。Ｃ３－Ｃ

８複素環の代表的な例には、限定するものではないが、ベンゾフラニル、ベンゾチオフェ
ン、インドリル、ベンゾピラゾリル、クマリニル、イソキノリニル、ピロリル、チオフェ
ニル、フラニル、チアゾリル、イミダゾリル、ピラゾリル、トリアゾリル、キノリニル、
ピリミジニル、ピリジニル、ピリドニル、ピラジニル、ピリダジニル、イソチアゾリル、
イソキサゾリル及びテトラゾリルが含まれる。Ｃ３－Ｃ８複素環は置換されていなくても
、限定するものではないが、－Ｃ１－Ｃ８ アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８ アルキル)、－
アリール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｃ(Ｏ)ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)Ｎ
ＨＲ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＨ、－
ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(Ｒ')、－Ｎ(Ｒ')２、及び－ＣＮを含む最大７基
に置換されていてもよく、各々のＲ'は、Ｈ、－Ｃ１－Ｃ８アルキル及びアリールからそ
れぞれ選択される。
　「Ｃ３－Ｃ８ヘテロシクロ」は、複素環基の水素原子のうちの１つが結合に置換されて
いる上記のＣ３－Ｃ８複素環基を指す。Ｃ３－Ｃ８ヘテロシクロは置換されていなくても
、限定するものではないが、－Ｃ１－Ｃ８ アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８ アルキル)、－
アリール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｃ(Ｏ)ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)Ｎ
ＨＲ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＨ、－
ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(Ｒ')、－Ｎ(Ｒ')２、及び－ＣＮを含む最大６基
に置換されていてもよく、各々のＲ'は、Ｈ、－Ｃ１－Ｃ８アルキル及びアリールからそ
れぞれ選択される。
【０１２８】
　「炭素環」は、単環として３～７の炭素原子又は二環として７～１２の炭素原子を有す
る飽和ないしは不飽和の環を意味する。単環の炭素環は３～６の環状原子、より一般的に
は５又は６の環状原子を有する。二環式の炭素環は、例えばビシクロ[４,５]、[５,５]、
[５,６]又は[６,６]システムとして配置した７～１２の環状原子、又はビシクロ[５,６]
又は[６,６]システムとして配置した９又は１０の環状原子を有する。単環の炭素環の例
には、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、１－シクロペント－１－エニル
、１－シクロペント－２－エニル、１－シクロペント－３－エニル、シクロヘキシル、１
－シクロヘキス－１－エニル、１－シクロヘキス－２－エニル、１－シクロヘキス－３－
エニル、シクロヘプチル、及びシクロオクチルが含まれる。
　「Ｃ３－Ｃ８炭素環」は、３-、４-、５-、６-、７-又は８-員の飽和ないしは不飽和非
芳香族炭素環である。代表的なＣ３－Ｃ８炭素環には、限定するものではないが、－シク
ロプロピル、－シクロブチル、－シクロペンチル、－シクロペンタジエニル、－シクロヘ
キシル、－シクロヘキセニル、－１,３－シクロヘキサジエニル、－１,４－シクロヘキサ
ジエニル、－シクロヘプチル、－１,３－シクロヘプタジエニル、－１,３,５－シクロヘ
プタトリエニル、－シクロオクチル、及び－シクロオクタジエニルが含まれる。Ｃ３－Ｃ

８炭素環基は置換されていなくても、限定するものではないが、－Ｃ１－Ｃ８ アルキル
、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８ アルキル)、－アリール、－Ｃ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｃ(Ｏ)
ＯＲ'、－Ｃ(Ｏ)ＮＨ２ 、－Ｃ(Ｏ)ＮＨＲ'、－Ｃ(Ｏ)Ｎ(Ｒ')２ －ＮＨＣ(Ｏ)Ｒ'、－Ｓ
(Ｏ)２Ｒ'、－Ｓ(Ｏ)Ｒ'、－ＯＨ、－ハロゲン、－Ｎ３ 、－ＮＨ２、－ＮＨ(Ｒ')、－Ｎ
(Ｒ')２、及び－ＣＮを含む一又は複数の基に置換されていてもよく、各々のＲ'は、Ｈ、
－Ｃ１－Ｃ８アルキル及びアリールからそれぞれ選択される。
　「Ｃ３－Ｃ８カルボシクロ」は、炭素環基の水素原子のうちの１つが結合に置換されて
いる上記のＣ３－Ｃ８炭素環基を指す。
【０１２９】
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　「リンカー」は、共有結合を含む化学的な部分又は薬剤部分に抗体を共有結合させる原
子の鎖を指す。様々な実施態様では、リンカーには、二価の基、例としてalkyldiyl、ary
ldiyl、heteroaryldiyl、アルキロキシ(例としてポリエチレンオキシ、ＰＥＧ、ポリメチ
レンオキシ)及びアルキラミノ(例えばポリエチレンアミノ、JeffamineTM)の繰り返しユニ
ットである－(ＣＲ２)ｎＯ(ＣＲ２)ｎ－などの部分、及び、スクシナート、スクシンアミ
ド、ジグリコレート、マロネート及びカプロアミドを含む二酸エステル及びアミドが含ま
れる。
　「キラル」なる用語は、鏡像パートナーの重ね合わすことができない特性を有する分子
を指し、一方、「アキラル」なる用語は、鏡像パートナーの重ね合わすことができる分子
を指す。
　「立体異性体」なる用語は、同一の化学構造を有するが、空間の原子又は基の配列に関
しては異なる化合物を指す。
　「ジアステレオマー」はキラリティの２以上の中心を有し、その分子が互いの鏡像でな
い立体異性体を指す。ジアステレオマーは、異なる物理的性質、例えば融点、沸点、分光
特性及び反応性を有する。ジアステレオマーの混合物は、電気泳動及びクロマトグラフィ
などの高分解能解析手順により分離されうる。
　「鏡像異性体」は、互いに重ね合わせることができない鏡像である化合物の２つの立体
異性体を指す。
【０１３０】
　本明細書中で用いる立体化学的定義及び慣例は、一般にS. P. Parker, Ed., McGraw-Hi
ll Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, New York；及び
、Eliel, E. and Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wile
y & Sons, Inc., New Yorkに従う。多くの有機化合物は光学的に活性な形態で存在する。
すなわち直線偏光の平面を回転する能力を有する。光学的に活性な化合物を記載する場合
、接頭語ＤとＬ又はＲとＳを用いて、キラル中心(一又は複数)の周りの分子の絶対配置を
示す。接頭後ｄとｌ又は(＋)と(－)は、化合物による直線偏光の回転のサインを示すため
に用いるものであって、(－)又は１は化合物が左旋性であることを意味する。(＋)又はｄ
を接頭に付した化合物は右旋性である。所定の化学構造では、互いの鏡像であることを除
いて、これらの立体異性体は同一である。また、特定の立体異性体は鏡像異性体とも称さ
れ、この異性体の混合物は鏡像異性体混合物と称されることが多い。鏡像異性体の５０：
５０混合物は、化学的反応又は過程において立体選別でも立体特異性でもなくなった場合
に生じうるラセミ混合物又はラセミ化合物を指す。「ラセミ混合物」及び「ラセミ化合物
」なる用語は、光学的活性を欠く、２つの鏡像異性種を指す。
　「脱離基」は、他の官能基によって置換されうる官能基を指す。特定の脱離基は当分野
で公知であり、例として、限定するものではないが、ハロゲン化物(例えば、クロライド
、ブロマイド、イオジド)、メタンスルホニル (メシル)、ｐ-トルエンスルホニル (トシ
ル)、トリフルオロメチルスルホニル (トリフレート)、及びトリフルオロメチルスルホネ
ートなどがある。
【０１３１】
　　省略記号
リンカー成分：
　ＭＣ＝６-マレイミドカプロイル
　Ｖａｌ－Ｃｉｔ又は「ｖｃ」＝バリン－シトルリン(プロテアーゼにより切断可能なリ
ンカーの例示的なジペプチド)
　シトルリン＝２-アミノ-５ウレイドペンタン酸
　ＰＡＢ＝ｐ-アミノベンジルオキシカルボニル(「自己犠牲(self immolative)」リンカ
ー成分の例)
　Ｍｅ－Ｖａｌ－Ｃｉｔ＝Ｎ－メチル－バリン－シトルリン(リンカーペプチド結合が、
カテプシンＢによる切断を阻害するように修飾されているもの)
　ＭＣ(ＰＥＧ)６－ＯＨ＝マレイミドカプロイル－ポリエチレングリコール(抗体システ
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インに結合しうる)
　ＳＰＰ＝Ｎ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノエート
　ＳＰＤＰ＝Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオネート
　ＳＭＣＣ＝スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキ
シレート
　ＩＴ＝イミノチオラン
細胞障害性剤：
　ＭＭＡＥ＝モノメチルアウリスタチンＥ(ＭＷ７１８)
　ＭＭＡＦ＝薬剤のＣ末端にフェニルアラニンを有するアウリスタチンＥ(ＭＭＡＥ)の変
異体(ＭＷ７３１．５)
　ＭＭＡＦ－ＤＭＡＥＡ＝Ｃ末端のフェニルアラニンに対するアミド連結にＤＭＡＥＡ(
ジメチルアミノエチルアミン)を有するＭＭＡＦ(ＭＷ８０１．５)
　ＭＭＡＦ－ＴＥＧ＝フェニルアラニンにエステル化したテトラエチレングリコールを有
するＭＭＡＦ
　ＭＭＡＦ－ＮｔＢｕ＝ＭＭＡＦのＣ末端にアミドとして結合した、Ｎ-ｔ-ブチル
　ＤＭ１＝Ｎ(２')-デアセチル-Ｎ(２')－(３-メルカプト-１-オキソプロピル)-メイタン
シン
　ＤＭ３＝Ｎ(２')-デアセチル-Ｎ２-(４-メルカプト-１-オキソペンチル)-メイタンシン
　ＤＭ４＝Ｎ(２')-デアセチル-Ｎ２-(４-メルカプト-４-メチル-１-オキソペンチル)-メ
イタンシン
【０１３２】
　さらに、略語は以下の通りである：ＡＥはアウリスタチンＥであり、ＢｏｃはＮ(ｔブ
トキシカルボニル)であり、ｃｉｔはシトルリンであり、ｄａｐはドラプロイン(dolaproi
ne)であり、ＤＣＣは１,３-ジシクロヘキシルカルボジイミドであり、ＤＣＭはジクロロ
メタンであり、ＤＥＡはジエチルアミンであり、ＤＥＡＤはジエチルアゾジカルボキシレ
ートであり、ＤＥＰＣはジエチルホスホリルシアニダートであり、ＤＩＡＤはジイソプロ
ピルアゾジカルボキシレートであり、ＤＩＥＡはＮ,Ｎ-ジイソプロピルエチルアミンであ
り、ｄｉｌはドライソロイシンであり、ＤＭＡはジメチルアセトアミドであり、ＤＭＡＰ
は４-ジメチルアミノピリジンであり、ＤＭＥはエチレングリコールジメチルエーテル(又
は１,２-ジメトキシエタン)であり、ＤＭＦはＮ,Ｎ-ジメチルホルムアミドであり、ＤＭ
ＳＯはジメチルスルホキシドであり、ｄｏｅはドラフェニン(dolaphenine)であり、ｄｏ
ｖはＮ,Ｎ-ジメチルバリンであり、ＤＴＮＢは５,５'-ジチオビス(２-ニトロ安息香酸)で
あり、ＤＴＰＡはジエチレントリアミンペンタ酢酸であり、ＤＴＴはジチオトレイトール
であり、ＥＤＣＩは１-(３-ジメチルアミノプロピル)-３-エチルカルボジイミド塩酸塩で
あり、ＥＥＤＱは、２-エトキシ-１-エトキシカルボニル-１,２-ジヒドロキノリンであり
、ＥＳ-ＭＳはエレクトロスプレー質量分析であり、ＥｔＯＡｃは酢酸エチルであり、Ｆ
ｍｏｃはＮ-(９-フルオレニルメトキシカルボニル)であり、ｇｌｙはグリシンであり、Ｈ
ＡＴＵは、Ｏ-(７-アザベンゾトリアゾール-1-イル)-Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'-テトラメチルウロニ
ウムヘキサフルオロホスフェートであり、ＨＯＢｔは１-ヒドロキシベンゾトリアゾール
であり、ＨＰＬＣは高速液体クロマトグラフィであり、ｉｌｅはイソロイシンであり、ｌ
ｙｓはリジンであり、ＭｅＣＮ(ＣＨ３ＣＮ)はアセトニトリルであり、ＭｅＯＨはメタノ
ールであり、Ｍｔｒは４-アニシルジフェニルメチル(又は４-メトキシトリチル)であり、
(１Ｓ, ２Ｒ)-(＋)-ノルエフェドリンではなく、ＰＢＳはリン酸塩緩衝生理食塩水(ｐＨ
７．４)であり、ＰＥＧはポリエチレングリコールであり、Ｐｈはフェニルであり、Ｐｎ
ｐはｐ-ニトロフェニルであり、ＭＣは６-マレイミドカプロイルであり、ｐｈｅはＬ-フ
ェニルアラニンであり、ＰｙＢｒｏｐは、ブロモトリス-ピロリジノホスホニウムヘキサ
フルオロホスフェイトであり、ＳＥＣはサイズ排除クロマトグラフィであり、Ｓｕはスク
シンイミドであり、ＴＦＡはトリフルオロ酢酸であり、ＴＬＣは薄層クロマトグラフィで
あり、ＵＶは紫外線であり、ｖａｌはバリンである。
【０１３３】
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組成物及びその作製方法
　ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体が提供される。抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を含んでなるイム
ノコンジュゲートが提供される。本発明の抗体及びイムノコンジュゲートは、例えば、Ｓ
ＴＥＡＰ－１の発現の増加などの発現の変更と関係する疾患の診断や治療に有用である。
ある実施態様では、本発明の抗体又はイムノコンジュゲートは、癌などの細胞増殖性疾患
の診断や治療に有用である。
【０１３４】
抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
　一態様では、本発明はＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体を提供する。いくつかの実施態様
では、ヒト及びカニクイザル(ｃｙｎｏ)のＳＴＥＡＰ－１の成熟形態に結合する抗体が提
供される。そのような実施態様では、ヒトのＳＴＥＡＰ－１の成熟形態は配列番号１（図
１）のアミノ酸配列を有する。ｃｙｎｏ ＳＴＥＡＰ－１は配列番号３（図１）のアミノ
酸配列を有する。いくつかの実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１に対する抗体は、細胞表面に
発現されるＳＴＥＡＰ－１の成熟形態に結合する。いくつかの実施態様では、細胞表面に
発現されるＳＴＥＡＰ－１の成熟形態に結合する抗体は、細胞の成長を阻害する。いくつ
かの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、細胞表面に発現されるＳＴＥＡＰ－１の成
熟形態に結合して、細胞増殖を阻害する。ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、
細胞表面に発現されるＳＴＥＡＰ－１の成熟形態と結合して、細胞死を誘導する。いくつ
かの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、癌細胞の表面に発現されるＳＴＥＡＰ－１
の成熟形態に結合する。いくつかの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、同じ組織起
源の正常細胞と比較して癌細胞の表面に過剰に発現されるＳＴＥＡＰ－１の成熟形態に結
合する。いくつかの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、細胞毒素又は検出可能な標
識にコンジュゲートされ、細胞表面上のＳＴＥＡＰ－１に結合する。いくつかの実施態様
では、抗体-毒素コンジュゲートは細胞の成長を阻害する。いくつかの実施態様では、抗
体-検出可能な標識コンジュゲートは、その表面上にＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞をイ
ンビトロ又はインビボで検出可能にする。
【０１３５】
　一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はモノクローナル抗体である。一態様では、抗ＳＴ
ＥＡＰ－１抗体は抗体断片、例えばＦａｂ、Ｆａｂ'-ＳＨ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ又は(Ｆａｂ'
)２断片である。一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はキメラ、ヒト化、又はヒトの抗体
である。一態様では、本発明書中に記載のいずれかの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は精製される
。
　ファージライブラリから得られる例示的なモノクローナル抗体は、本願明細書において
提供される。ライブラリをスクリーニングするために用いられる抗原は、ＳＴＥＡＰ－１
β及びαの細胞外ドメイン(ＥＣＤ)に対応する、配列番号２８又は配列番号３０のアミノ
酸配列の配列を有するポリペプチドとした。ライブラリスクリーニングから生じる抗体は
親和性成熟される。 
　一態様では、マウス１２０．５４５、１２０グラフト(120 graft)、及びヒト化１２０
ｖ．２４とＳＴＥＡＰ－１への結合について競合するモノクローナル抗体が提供される。
また、マウス１２０．５４５、１２０グラフト及びヒト化１２０ｖ．２４と同じエピトー
プに結合するモノクローナル抗体が提供される。
　本発明の一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードするポリヌクレオチドが提供され
る。ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードするポリヌクレオチドを含むベク
ターが提供される。ある実施態様では、前記のベクターを含む宿主細胞が提供される。本
発明の他の態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードする抗ＳＴＥＡＰ－１抗体又はポリ
ヌクレオチドを含有する組成物が提供される。ある実施態様では、本発明の組成物は、本
明細書中で列挙したものなどの細胞増殖性疾患の治療のための製薬的製剤である。
【０１３６】
　例示的な抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の詳細な解説は、以下の通りである：
１．抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の具体的な実施態様
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　一態様では、本発明は、図２Ｂの配列番号９又は１０を含む重鎖可変ドメインを含んで
なる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。一態様では、本発明は、図２Ａの配列番号６を含
む軽鎖可ドメインを含んでなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
　一態様では、本発明は、カバット位置Ａ２４Ｖ、Ｖ３７Ｉ、Ｖ４８Ｍ、Ｆ６７Ｉ、及び
Ｌ７８Ｆにおけるアミノ変更のうちの一又は複数を有する、配列番号９を含む重鎖を含ん
でなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。一実施態様では、重鎖は、配列番号２５、７５
、７６、７７、７８、及び７９から選択された重鎖フレームワーク領域を含む。本明細書
で使用する重鎖フレームワーク領域は、「ＦＲ－Ｈ１－Ｈ４」又は「ＨＣ－ＦＲ１－ＦＲ
４」と表記され、軽鎖フレームワーク領域は、「ＦＲ－Ｌ１－Ｌ４」又は「ＬＣ－ＦＲ１
－ＦＲ４」と表記される。一態様では、本発明は、配列番号６を含む軽鎖を含んでなる抗
ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
　一態様では、本発明は、図２Ａ及び２Ｂに示す抗体１２０．ｖ２４のＨＶＲ配列の１、
２、３、４、５、又は６を含んでなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
【０１３７】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、ＳＴＥＡＰ－１を結合する能力を保持する限り、任意の適切
なフレームワーク可変ドメイン配列を含んでもよい。例えば、いくつかの実施態様では、
本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、ヒトのサブグループIII重鎖フレームワークコンセン
サス配列を含んでなる。これらの抗体の一実施態様では、重鎖フレームワークコンセンサ
ス配列は、位置２４、３７、４８、６７及び／又は７８に置換を含む。これらの抗体の一
実施態様では、位置２４はＡ又はＶであり、位置３７はＩ又はＶであり、位置４８はＭ又
はＶであり、位置６７はＩ又はＦであり、及び／又は、位置７８はＦ又はＬである。一実
施態様では、これらの抗体は、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８の重鎖可変ドメインフレームワーク
配列、例えば配列番号２１、２２、２３及び２４(それぞれＦＲ-Ｈ１、ＦＲ-Ｈ２、ＦＲ-
Ｈ３、ＦＲ-Ｈ４)を含む。ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８はハーセプチン(登録商標)抗ＨＥＲ２抗
体(Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA)として商業的に公知であり、米国
特許第６４０７２１３号及び同第５８２１３３７号、及びLee等, J. Mol. Biol. (2004),
 340(5): 1073-93においても言及される。このような実施態様では、これらの抗体はさら
に、ヒトのκI軽鎖フレームワークコンセンサス配列を含む。このような実施態様では、
これらの抗体は、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８の軽鎖可変ドメインフレームワーク配列、例えば
配列番号１７、１８、１９及び２０(それぞれＦＲ-Ｌ１、ＦＲ-Ｌ２、ＦＲ-Ｌ３、ＦＲ-
Ｌ４)を含む。
【０１３８】
　一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、フレームワーク配列及び高頻度可変領域を
含む重鎖可変ドメインを含んでなり、このときフレームワーク配列はＦＲ-Ｈ１-ＦＲ-Ｈ
４配列、それぞれ配列番号２１又は２５（ＦＲ－Ｈ１）、２２（ＦＲ－Ｈ２）、２３（Ｆ
Ｒ－Ｈ３）、及び２４（ＦＲ－Ｈ４）を含み、ＨＶＲ　Ｈ１は配列番号１４のアミノ酸配
列を含み、ＨＶＲ-Ｈ２は配列番号１５のアミノ酸配列を含み、そしてＨＶＲ-Ｈ３は配列
番号１６のアミノ酸配列を含んでいる。一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、フレ
ームワーク配列及び高頻度可変領域を含む軽鎖可変ドメインを含んでなり、このときフレ
ームワーク配列はＦＲ-Ｌ１-ＦＲ-Ｌ４配列、それぞれ配列番号１７、１８、１９及び２
０を含み、ＨＶＲ-Ｌ１は配列番号１１、１２及び１３から選択されるアミノ酸配列を含
む。これらの抗体の一実施態様では、重鎖可変ドメインは配列番号９又は１０を含み、軽
鎖可変ドメインは配列番号６を含む。
　いくつかの実施態様では、本発明は、アミノ酸配列配列番号９又は１０に対して少なく
とも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９
９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含んでなる抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１抗体を提供する。いくつかの実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列は、参照配列と比較して置換、挿入又は欠失を含有するが、そのアミノ酸配列を
含む抗体はＳＴＥＡＰ－１に結合する能力を保持する。いくつかの実施態様では、合計１
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～１０のアミノ酸が、配列番号９、１０、１４、１５、１６、２１、２２、２３、２４、
２５、７５、７６、７７、７８、及び／又は７９の配列において置換されているか、挿入
されているか、又は欠失されている。いくつかの実施態様では、置換、挿入又は欠失はＨ
ＶＲ以外の領域(すなわちＦＲ)で起こる。いくつかの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗
体は、配列番号９又は１０から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含んで
なる。
　いくつかの実施態様では、本発明は、図２Ｂ（配列番号９又は１０）に示す重鎖可変ド
メインを含む抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
【０１３９】
　いくつかの実施態様では、重鎖ＨＶＲ及びＦＲ配列は以下を含む。
ＨＶＲ－Ｈ１（ＧＹＳＩＴＳＤＹＡＷＮ、配列番号１４）
ＨＶＲ－Ｈ２（ＧＹＩＳＮＳＧＳＴＳＹＮＰＳＬＫＳ、配列番号１５）
ＨＶＲ－Ｈ３（ＥＲＮＹＤＹＤＤＹＹＹＡＭＤＹ、配列番号１６）
ＦＲ－Ｈ１（ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳ、配列番号２１）
ＦＲ－Ｈ１（ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＶＳ、配列番号２５）
ＦＲ－Ｈ２（ＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶ、配列番号２２）
ＦＲ－Ｈ２（ＷＩＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶ、配列番号７５）
ＦＲ－Ｈ２（ＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＭ、配列番号７６）
ＦＲ－Ｈ２（ＷＩＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＭ、配列番号７７）
ＦＲ－Ｈ３（ＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲ、配
列番号２３）
ＦＲ－Ｈ３（ＲＩＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲ、配
列番号７８）
ＦＲ－Ｈ３（ＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＦＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲ、配
列番号７９）
ＦＲ－Ｈ４（ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ、配列番号２４）
【０１４０】
　いくつかの実施態様では、本発明は、図２Ａ（配列番号６）に示す軽鎖可変ドメインを
含む抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
　いくつかの実施態様では、軽鎖ＨＶＲ配列は以下を含む。
ＨＶＲ－Ｌ１（ＫＳＳＱＳＬＬＹＲＳＮＱＫＮＹＬＡ、配列番号１１）
ＨＶＲ－Ｌ２（ＷＡＳＴＲＥＳ、配列番号１２）
ＨＶＲ－Ｌ３（ＱＱＹＹＮＹＰＲＴ、配列番号１３）
　いくつかの実施態様では、軽鎖ＦＲ配列は以下を含む。
ＦＲ－Ｌ１（ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ、配列番号１７）；
ＦＲ－Ｌ２（ＷＹＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹ、配列番号１８）；
ＦＲ－Ｌ３（ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ、配
列番号１９）
ＦＲ－Ｌ４（ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲ、配列番号２０）
【０１４１】
　一態様では、本発明は、アミノ酸配列番号６に少なくとも９０％、９１％、９２％、９
３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含んでなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。いくつか
の実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列は、参照配列と比べて置
換、挿入又は欠失を含有するが、そのアミノ酸配列を含む抗体はＳＴＥＡＰ－１への結合
能を保持する。いくつかの実施態様では、合計１～１０のアミノ酸が、配列番号６、１１
、１２、１３、１７、１８、１９及び２０から選択される配列において置換されているか
、挿入されているか、又は欠失されている。いくつかの実施態様では、置換、挿入又は欠
失はＨＶＲ以外の領域(すなわちＦＲ)で起こる。いくつかの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ
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－１抗体は、アミノ酸配列の配列番号６を含む軽鎖可変ドメインを含んでなる。
　一態様では、本発明は、(a)配列番号９及び１０から選択されるアミノ酸配列に少なく
とも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９
９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、(b) アミノ酸配列の
配列番号６に少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含んでなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。いくつかの実施態様では、少なくとも９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配
列同一性を有するアミノ酸配列は、参照配列と比べて置換、挿入又は欠失を含有するが、
そのアミノ酸配列を含む抗体はＳＴＥＡＰ－１への結合能を保持する。いくつかの実施態
様では、合計１～１０のアミノ酸が、参照配列において置換されているか、挿入されてい
るか、又は欠失されていおり、この参照配列は、配列番号９、１０、１４、１５、１６、
２１、２２、２３、２４、２５、７５、７６、７７、７８、７９から選択される配列を含
むがこれら限定されない。いくつかの実施態様では、置換、挿入又は欠失はＨＶＲ以外の
領域(すなわちＦＲ)で起こる。いくつかの実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、配列
番号９又は１０のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号６から選択されるア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含んでなる。
　一態様では、本発明は、(a)図２Ｂに示すものから選択される１、２又は３のＶＨ ＨＶ
Ｒ、及び／又は(b)図２Ａに示すものから選択される１、２又は３のＶＬ ＨＶＲを含んで
なる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。一態様では、本発明は、図２Ｂに示すものから選
択される重鎖可変ドメインと、図２Ａに示すものから選択される軽鎖可変ドメインとを含
んでなる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。
【０１４２】
２．抗体断片
　本発明は抗体断片を包含する。抗体断片は、酵素消化などの古典的な手段や組み換え技
術によって生成されうる。特定の場合では、全抗体よりも抗体断片の利用に利点がある。
より小さいサイズの断片によりクリアランスが速くなり、固形腫瘍へのアクセスが改善さ
れうる。ある抗体断片の概説については、Hudson等 (2003) Nat. Med. 9:129-134を参照
。
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、完全な抗体のタンパク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimoto等, Journ
al of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Scienc
e, 229:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞により
直接生産することができる。例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片はすべて、大腸
菌で発現され、分泌されるため、この断片の大規模産生が容易となる。抗体断片は上述に
おいて検討した抗体ファージライブラリーから分離することができる。別法として、Ｆａ
ｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ')２断片
を形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプロー
チ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。サル
ベージレセプター結合エピトープ残基を含有する、インビボ半減期が増加したＦａｂ及び
Ｆ(ａｂ')２断片は米国特許第５８６９０４６号に記載される。抗体断片の生産のための
他の方法は当業者には明らかであろう。ある実施態様では、抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦ
Ｖ)である。国際公開第９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；及び米国特
許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓｃＦｖは、定常領域が欠けている完全な
結合部を有する唯一の種である；したがって、それらは、インビボでの使用の間の非特異
的結合を減らすために適する。ｓｃＦｖ融合タンパク質は、ｓｃＦｖのアミノ末端又はカ
ルボキシ末端の何れかで、エフェクタータンパク質の融合物を得るために構築されうる。
上掲のAntibody Engineering, ed. Borrebaeckを参照。また、抗体断片は、例えば米国特
許第５６４１８７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい。このよう
な直線状の抗体は単特異的又は二重特異的であってもよい。
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【０１４３】
３．ヒト化抗体
　本発明はヒト化抗体を包含する。非ヒト抗体をヒト化する様々な方法は従来からよく知
られている。例えば、ヒト化抗体には非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入され
ている。これら非ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから
得られる「移入」残基と呼ばれる。ヒト化は、本質的にはヒト抗体の該当する高頻度可変
領域配列を置換することによりウィンターと共同研究者の方法(Jonesほか, Nature, 321:
522-525 (1986)、Riechmannほか, Nature, 332:323-327 (1988)、Verhoeyenほか, Scienc
e, 239:1534-1536(1988))を使用して実施することができる。よって、このような「ヒト
化」抗体は、完全なヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の該当する配
列で置換されたキメラ抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体
は、典型的にはいくつかの高頻度可変領域残基及び場合によってはいくらかのＦＲ残基が
齧歯類抗体の類似部位からの残基によって置換されているヒト抗体である。
　抗原性を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方の可変ドメ
インの選択が非常に重要となりうる。「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可変ド
メインの配列を既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリ全体に対してスクリーニングす
る。次に齧歯動物のものと最も近いヒト配列をヒト化抗体のヒトフレームワーク領域とし
て受け入れる(Sims等, J. Immunol., 151:2296 (1993)；Chothia等, J. Mol. Biol., 196
:901(1987))。他の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループのヒト抗体全てのコン
センサス配列から誘導される特定のフレームワーク領域を使用する。同じフレームワーク
をいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(Carter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8
9:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:2623(1993))。
【０１４４】
　更に、抗体を、抗原に対する高親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト化す
ることが一般的に望ましい。この目標を達成するべく、ある方法によって、親及びヒト化
配列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒ
ト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者に
はよく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図
解し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、候
補免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グ
ログリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、
例えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるように
、ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的
に、高頻度可変領域残基は、直接的かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【０１４５】
４．ヒト抗体
　本発明のヒト抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、上記のように、ヒト由来のファージディスプレ
イライブラリから選択したＦｖクローン可変ドメイン配列を公知のヒト定常ドメイン配列
と結合することによって構築することができる。あるいは、本発明のヒトモノクローナル
抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、ハイブリドーマ法によって作製することができる。ヒトモノク
ローナル抗体の生産のためのヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株は
、例えば、Kozbor, J. Immunol. 133, 3001(1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Pr
oduction Techniques and Applications, pp.51-63(Marcel Dekker, Inc., New York, 19
87)；及びBoerner 等, J. Immunol., 147: 86 (1991)によって記載されている。
　免疫化することで、内因性免疫グロブリンの生産なしに、ヒト抗体の完全なレパートリ
ーを生産することが可能なトランスジェニック動物(例えばマウス)を生産することが現在
は可能である。例えば、キメラ及び生殖細胞系変異体マウスでの抗体重鎖結合領域(ＪＨ)
遺伝子のホモ接合体欠失は、内因性抗体の生産の完全な阻害をもたらすことが記載されて
いる。そのような生殖細胞系変異体マウスでのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子配列
の転移は、抗原の挑戦によってヒト抗体の生産を引き起こす。例えば、Jakobovits等, Pr
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oc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551(1993)；Jakobovits等, Nature 362, 255(1993)；Br
uggermann等, Year in Immunol., 7: 33 (1993)を参照のこと。
【０１４６】
　また、遺伝子シャフリングは、ヒト抗体が開始非ヒト、例えば齧歯類の抗体と類似した
親和性及び特性を有している場合、非ヒト、例えば齧歯類の抗体からヒト抗体を得るため
に使用することもできる。「エピトープインプリンティング」とも呼ばれるこの方法によ
り、本明細書中に記載のファージディスプレイ技術により得られた非ヒト抗体断片の重鎖
可変領域遺伝子又は軽鎖可変領域遺伝子の何れかをヒトＶドメイン遺伝子のレパートリー
で置換し、非ヒト鎖／ヒト鎖ｓｃＦｖないしＦａｂキメラの集団を作成する。抗原を選択
することにより、ヒト鎖が初めのファージディスプレイクローンにおいて一致した非ヒト
鎖の除去により破壊された抗原結合部位を回復する、非ヒト鎖／ヒト鎖キメラｓｃＦｖな
いしＦａｂが単離される、つまり、エピトープがヒト鎖のパートナーの選択をつかさどる
(インプリントする)。残りの非ヒト鎖を置換するためにこの工程を繰り返すと、ヒト抗体
が得られる(１９９３年４月１日公開のＰＣＴ特許出願ＷＯ９３／０６２１３を参照)。伝
統的なＣＤＲ移植による非ヒト抗体のヒト化と異なり、この技術により、非ヒト起源のＦ
Ｒ又はＣＤＲ残基を全く持たない完全なヒト抗体が得られる。
【０１４７】
５．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有するモ
ノクローナル抗体である。ある実施態様では、二重特異性抗体はヒト又はヒト化の抗体で
ある。ある実施態様では、結合特異性の一つはＳＴＥＡＰ－１に対するものであり、他方
は任意の他の抗原に対するものである。ある実施態様では、二重特異性抗体は、ＳＴＥＡ
Ｐ－１の２つの異なるエピトープに結合しうる。また、二重特異性抗体はＳＴＥＡＰ－１
を発現する細胞に細胞障害剤を局在化するためにも使用されうる。これらの抗体はＳＴＥ
ＡＰ－１結合アーム及び細胞障害剤(例えば、サポリン(saporin)、抗インターフェロン-
α、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセート又は放射性同位体ハプテン)と
結合するアームを有する。二重特異性抗体は完全長抗体又は抗体断片(例えばＦ(ａｂ')２
二重特異性抗体)として調製することができる。
　二重特異性抗体を作製する方法は当該分野において既知である。二重特異性抗体の伝統
的な組み換え産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つ
の重鎖は異なる特異性を持っている(Millstein等, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グ
ロブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四
部雑種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正
しい二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行わ
れる正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が１９９３年
５月１３日に公開の国際公報第９３／０８８２９号及びTraunecker等、EMBO J. 10:3655-
3659(1991)に開示されている。
【０１４８】
　異なるアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原－抗体結
合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は例えば、少なくとも
ヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとの融合で
ある。ある実施態様では、軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)は
、融合の少なくとも一つに存在する。免疫グロブリン重鎖の融合、望まれるならば免疫グ
ロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当な宿主生
物に同時形質移入する。これにより、コンストラクトに使用される三つのポリペプチド鎖
の等しくない比率が最適な収率をもたらす態様において、三つのポリペプチド断片の相互
の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも二つのポリペプチド鎖の
等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が特に重要性を持たないとき
は、２又は３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの発現ベクターに挿入
することが可能である。
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　このアプローチ法の一実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する一
方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロブ
リン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分にし
か免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、所
望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易に
することが分かった。このアプローチ法は、国際公報第９４／０４６９０号に開示されて
いる。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in E
nzymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
　他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子間の界面を操作して組換え細胞培養から回
収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすることができる。界面は抗体定常ドメイ
ンのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの
一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)
と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャビティ」を、大き
なアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第
２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのような不要の他の最終産物
に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。
【０１４９】
　二特異性抗体とは架橋抗体や「ヘテロ抱合抗体」を含む。例えば、ヘテロ抱合体の一方
の抗体がアビジンと結合し、他方はビオチンと結合していても良い。このような抗体は、
例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせること(米国特許第４６７
６９８０号)及びＨＩＶ感染の治療(国際公報第９１／００３６０号、国際公報第９２／０
０３７３号及び欧州特許第０３０８９号)等の用途が提案されている。ヘテロ抱合抗体は
適当な架橋方法によって生成できる。当技術分野においては、適切な架橋剤は周知であり
、それらは複数の架橋法と共に米国特許第４６７６９８０号などに記されている。
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) は完全な抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元し
て近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルヒド形成を防止する。産生されたＦａｂ'
断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導
体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転換し、
他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られた二
重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
【０１５０】
　最近の進歩により大腸菌からＦａｂ'-ＳＨ断片を直接回収することが容易となっており
、これにより化学的にカップリングされて二重特異性抗体にを形成する。Shalaby 等, J.
 Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は、完全なヒト化二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の産
生について記述している。各々のＦａｂ'断片は大腸菌から別々に分泌されて、インビト
ロで化学的にカップリングされて、二重特異性抗体を形成する。したがって、形成された
二重特異性抗体は、ＨＥＲ２を過剰発現する細胞及び正常ヒトＴ細胞に結合するだけでな
く、ヒト胸部腫瘍の標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性を引き起こすことがで
きた。
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産された。Kost
elny等, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロ
イシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合さ
せられた。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化
させて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して
使用することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズム
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を提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短い
リンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従っ
て、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制
的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片製造方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol., 15
2:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等, J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１５１】
６．多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。ある実施態様では、二量化ドメ
インはＦｃ領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、
抗体はＦｃ領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有している
であろう。ある実施態様では、多価抗体は３からおよそ８の抗原結合部位を有する。この
ような一実施態様では、多価抗体は４つの抗原結合部位を含む(又はそれらからなる)。多
価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(例えば２つのポリペプチド鎖)を有し、ポリペ
プチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例えば、ポリペプチド鎖(類)は
ＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１は第１の可変ドメインであ
り、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポリペプチド鎖の一つであり
、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又は１である。例えば、ポリ
ペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-Ｃ
Ｈ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は、少なくとも２つ(例えば４
つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有してもよい。ここで多価抗体は、例えば
約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。ここで考察される軽鎖可変ドメイ
ンポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によってはＣＬドメインを更に有する。
【０１５２】
７．単一のドメイン抗体
　いくつかの実施態様では、本発明の抗体は単一のドメイン抗体である。単一のドメイン
抗体は、抗体のすべてないしは一部の重鎖可変ドメイン又はすべてないしは一部の軽鎖可
変ドメインを含んでなる単一ポリペプチドである。ある実施態様では、単一のドメイン抗
体は、ヒトの単一のドメイン抗体である(Domantis, Inc., Waltham, MA；例として米国特
許第６２４８５１６号Ｂ１を参照)。一実施態様では、単一のドメイン抗体は、抗体のす
べてないしは一部の重鎖可変ドメインからなる。
【０１５３】
８．抗体変異体
　いくつかの実施態様では、ここに開示する抗体のアミノ酸配列の修飾を考える。例えば
、抗体の結合親和性及び／又は生物学的特性を向上することができれば望ましい。抗体の
アミノ酸配列変異体は、抗体をコードする核酸に適切な変化を導入して、又はペプチド合
成により調製される。そのような修飾は、抗体のアミノ酸配列内の残基の、例えば、欠失
型、又は挿入或いは置換を含む。最終構成物が所望する特徴を有していれば、欠失、挿入
又は置換をどのように組合せてもよい。アミノ酸変化は、配列ができるときに被検体の抗
体アミノ酸配列に導入されうる。
　突然変異誘発に好ましい位置である抗体の特定の残基又は領域の同定に有益な方法は、
Cunningham及びWellsによりScience, 244:1081-1085 (1989年)に開示されているように、
「アラニンスキャニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的となる残基又は残基の
組が同定され(例えば、arg、asp、his、lys、及びgluなどの荷電した残基)、中性の、又
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は負に荷電したアミノ酸(例えばアラニン又はポリアラニン)で置換され、アミノ酸の抗原
との相互作用に影響を与える。次いで、置換に対する機能的感受性を示しているそれらア
ミノ酸位置を、置換の部位において、又は置換の部位のために、さらなる、又は他の変異
体を導入することにより精製する。このように、アミノ酸配列変異体を導入する部位は予
め決定されるが、突然変異自体の性質は予め決定する必要は無い。例えば、任意の部位に
おける突然変異の機能を分析するために、標的コドン又は領域においてａｌａスキャンニ
ング又はランダム突然変異誘発を実行し、発現した免疫グロブリンを所望の活性について
スクリーニングする。
【０１５４】
　アミノ酸配列挿入には、１残基から１００以上の残基を有するポリペプチドまでの長さ
に亘るアミノ－末端融合及び／又はカルボキシ－末端融合、ならびに、単一又は多重アミ
ノ酸残基の配列内挿入を含む。端末挿入の例には、Ｎ－末端メチオニル残基を持つ抗体が
含まれる。抗体分子の他の挿入変異体には、抗体の血清半減期を増加させるポリペプチド
又は(例えばＡＤＥＰＴのための)酵素の抗体のＮ－末端又はＣ－末端への融合が含まれる
。
　ある実施態様では、本発明の抗体は、抗体がグリコシル化される程度を増加又は低減す
るために変更する。ポリペプチドのグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合又はＯ結合の何
れかである。Ｎ結合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を意味する。
アスパラギン-Ｘ-セリン及びアスパラギン-Ｘ-スレオニン(ここでＸはプロリンを除く任
意のアミノ酸)のトリペプチド配列は、アスパラギン側鎖への糖鎖部分の酵素的結合のた
めの認識配列である。従って、ポリペプチド中にこれらのトリペプチド配列の何れかが存
在すると、潜在的なグリコシル化部位が作出される。Ｏ結合グリコシル化は、ヒドロキシ
アミノ酸、最も一般的にはセリン又はスレオニンに、糖類Ｎ-アセチルガラクトサミン、
ガラクトース、又はキシロースの一つが結合することを意味するが、５-ヒドロキシプロ
リン又は５-ヒドロキシリジンもまた用いられる。
【０１５５】
　抗体へのグリコシル化部位の付加又は欠失は、アミノ酸配列を、一又は複数の上述した
トリペプチド配列(Ｎ結合グリコシル化部位のもの)が作られるか又は除かれるように変化
させることによって簡便に達成される。該変化は、元の抗体の配列への一又は複数のセリ
ン又はスレオニン残基の付加、又はこれによる置換によってもなされる(Ｏ-結合グリコシ
ル化部位の場合)。
　抗体がＦｃ領域を含有する場合、それに接着する炭水化物を変更してもよい。例えば、
抗体のＦｃ領域に接着するフコースを欠損する成熟炭水化物構造の抗体は、米国公開特許
第２００３／０１５７１０８号(Presta, L.)に記載される。米国公開特許第２００４／０
０９３６２１号(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.)も参照のこと。抗体のＦｃ領域に接着し
た炭水化物内のＮ-アセチルグルコサミン(ＧｌｃＮＡｃ)を二分する抗体は、国際公報第
０３／０１１８７８号、Jean-Mairet 等、及び米国特許第６６０２６８４号、Umana 等に
参照されている。抗体のＦｃ領域に接着するオリゴサッカライド内の少なくとも一のガラ
クトース残基を有する抗体は、国際公報第９７／３００８７号、Patel 等に報告される。
また、抗体のＦｃ領域に接着する変更された炭水化物を有する抗体については、国際公報
第９８／５８９６４号(Raju, S.)及び国際公報第９９／２２７６４号(Raju, S.)も参照の
こと。また、修飾されたグリコシル化を有する抗原結合分子については、米国公開特許第
２００５／０１２３５４６号(Umana 等)を参照。
【０１５６】
　ある実施態様では、グリコシル化変異体はＦｃ領域を含有し、Ｆｃ領域に接着される炭
水化物構造はフコースを欠いている。このような変異形は改善されたＡＤＣＣ機能を有す
る。場合によって、Ｆｃ領域は、更にＡＤＣＣを改善する一つ以上のアミノ酸置換、例え
ばＦｃ領域の位置２９８、３３３及び／又は３３４の置換(Ｅｕ残基番号付け)を更に含む
。「脱フコース化」又は「フコース欠失」抗体に関する文献の例には以下のものを含む：
米国公開番号２００３／０１５７１０８；国際公報２０００／６１７３９；国際公報２０
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０１／２９２４６；米国公開番号２００３／０１１５６１４；米国公開番号２００２／０
１６４３２８；米国公開番号２００４／００９３６２１；米国公開番号２００４／０１３
２１４０；米国公開番号２００４／０１１０７０４；米国公開番号２００４／０１１０２
８２；米国公開番号２００４／０１０９８６５；国際公報２００３／０８５１１９；国際
公報２００３／０８４５７０；国際公報２００５／０３５５８６；国際公報２００５／０
３５７７８；；国際公報２００５／０５３７４２；Okazaki 等 J. Mol. Biol. 336:1239-
1249 (2004)；及びYamane-Ohnuki 等 Biotech. Bioeng.87: 614 (2004)。脱フコース化抗
体を産生する細胞株の例として、タンパク質フコース化欠失Ｌｅｃ１３ ＣＨＯ細胞 (Rip
ka 等 Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986)；米国公開番号２００３／０１５７
１０８, Presta, L；及び国際公報２００４／０５６３１２, Adams 等, 特に実施例１１)
、及びノックアウト細胞株、例としてα-１,６-フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、Ｆ
ＵＴ８,-ノックアウトＣＨＯ細胞 (Yamane-Ohnuki 等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)
)などがある。
【０１５７】
　一実施態様では、抗体が変更されてその血清半減期が改善される。抗体の血清半減期を
増やすために、例えば米国特許第５７３９２７７号に記載のように、サルベージレセプタ
ー結合エピトープを抗体(特に抗体断片)に組み込んでもよい。本明細書中で用いる「サル
ベージレセプター結合エピトープ」なる用語は、ＩｇＧ分子のインビボ血清半減期を増や
す役割を担うＩｇＧ分子(例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４)のＦｃ領域
のエピトープを指す(米国特許公開２００３／０１９０３１１、米国特許第６８２１５０
５号；米国特許第６１６５７４５号；米国特許第５６２４８２１号；米国特許第５６４８
２６０号；米国特許第６１６５７４５号；米国特許第５８３４５９７号)。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、抗体分子において少
なくとも一つのアミノ酸残基に異なる残基が挿入されている。置換突然変異について関心
ある部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ交互変化も考慮される。保存的置換は、「好まし
い置換」と題して表１に示す。これらの置換が生物学的活性の望ましい変化をもたらす場
合、表１に「例示的置換」と名前を付けた又はアミノ酸の分類を参照して以下に更に記載
するような、より実質的な変化を導入して、生成物をスクリーニングしてよい。
【０１５８】
　表１
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【０１５９】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩
を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成される。
アミノ酸は、その側鎖の特性の類似性に従ってグループ化することができる(A. L. Lehni
nger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975))
：
(1) 無極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M)
(2) 無電荷極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q)
(3) 酸性：Asp (D), Glu (E)
(4) 塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　別法では、天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けてもよい：
(1) 疎水性：ノルロイシン、met、ala、val、leu、ile；
(2) 中性の親水性：cys、ser、thr、asn、gln；
(3) 酸性：asp、glu；
(4) 塩基性：his、lys、arg；
(5) 鎖配向に影響する残基：gly、pro； 及び
(6) 芳香族：trp、tyr、phe。
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　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。このような置換された残基も、保存的置換部位か、残存する(非保存的)部位
に、導入することができる。
【０１６０】
　ある型の置換変異体は、親抗体(例えば、ヒト化又はヒト抗体)の一又は複数の高頻度可
変領域残基の置換を含む。一般的に、さらなる発展のために選択され、得られた変異体は
、それらが作製された親抗体と比較して変更した(例えば向上した)生物学的特性を有して
いる。そのような置換変異体を作製する簡便な方法は、ファージディスプレイを使用する
親和性突然変異を含む。簡潔に言えば、幾つかの高頻度可変領域部位(例えば６－７部位)
を突然変異させて各部位における全ての可能なアミノ酸置換を生成させる。このように生
成された多価抗体は、繊維状ファージ粒子から、各粒子内に充填されたファージコートタ
ンパク質の少なくとも一部(例えば、Ｍ１３の遺伝子ＩＩＩ産物)への融合物としてディス
プレイされる。ファージディスプレイ変異体は、ついで、それらの生物学的活性(例えば
、結合親和性)についてスクリーニングされる。修飾のための候補となる高頻度可変領域
部位を同定するために、スキャニング突然変異誘発(例えばアラニンスキャニング)を実施
し、抗原結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定することができる。別法として
、又はそれに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析して抗体と抗原の接点を特定す
るのが有利である場合もある。このような接触残基及び隣接残基は、ここに述べた技術を
含む当分野で公知の技術に従う置換の候補である。そのような変異体が生成されると、変
異体のパネルにここに記載する技術を含む当分野で公知の技術を用いてスクリーニングを
施し、一又は複数の関連アッセイにおいて優れた特性を持つ抗体を更なる開発のために選
択する。
【０１６１】
　抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、この分野で知られた種々の方法に
よって調製される。これらの方法は、限定するものではないが、天然源からの単離(天然
に生じるアミノ酸配列変異体の場合)又は初期に調製された抗体の変異体又は非変異体の
オリゴヌクレオチド媒介(又は部位特異的)突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカセ
ット突然変異誘発による調製を含む。
　本発明の抗体のＦｃ領域内に一以上のアミノ酸修飾を導入してＦｃ領域変異型を生成す
ることが望ましい。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステイン修飾を含む、一以上のアミノ酸
位置でのアミノ酸修飾(例えば、置換)を有するヒトＦｃ領域配列(例えばヒトＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４ Ｆｃ領域)を含みうる。
【０１６２】
　当分野での記載や教示に従って、ある実施態様では、本発明の抗体が野生型の対応抗体
と比較して例えばＦｃ領域内に一以上の変異を有することを考慮する。にもかかわらず、
この抗体はその野生型対応物と比較して治療的有用性を示す実質的に同じ特徴を維持して
いる。例えば、国際公開第９９／５１６４２号などに記載のようにＣ１ｑ結合及び／又は
補体依存性細胞障害(ＣＤＣ)を変更する(すなわち改良又は減少する)結果となるＦｃ領域
内に特定の変異を生じさせることが考えられる。また、Ｆｃ領域変異型の他の例に関する
Duncan & Winter Nature 322:738-40 (1988)；米国特許第５６４８２６０号；米国特許第
５６２４８２１号；及び国際公開公報９４／２９３５１を参照。国際公開公報００／４２
０７２(Presta)及び国際公開公報２００４／０５６３１２(Lowman)は、ＦｃＲへの結合が
改善したか、減退した抗体変異体を開示している。これらの特許文献の内容は出典明記に
よって、本明細書に特別に組み込まれる。また、Shields 等 J. Biol. Chem. 9(2): 6591
-6604 (2001)を参照のこと。半減期が増加して、胎児への母性ＩｇＧの移送を担う(Guyer
 等, J. Immunol. 117:587 (1976)及びKim 等, J. Immunol. 24:249 (1994))新生児Ｆｃ
レセプター(ＦｃＲｎ)への結合が改善している抗体は、米国特許公開２００５／００１４
９３４Ａ１ (Hinton 等)に開示されている。これらの抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域の結
合を向上させる一又は複数の置換を有するＦｃ領域を含んでなる。Ｆｃ領域アミノ酸配列
が変更されてＣ１ｑ結合能力が増加したか減少したポリペプチド変異体は、米国特許第６
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１９４５５１号Ｂ１、国際公開公報９９／５１６４２に開示される。これらの特許文献の
内容は出典明記によって、本明細書に特別に組み込まれる。また、Idusogie 等 J. Immun
ol. 164: 4178-4184 (2000)を参照のこと。
【０１６３】
　一態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドの境界面に修飾を含む抗体を
提供する。この修飾はヘテロ二量体化を容易にする及び／又は促進する。これらの修飾は
第一Ｆｃポリペプチドに隆起(protuberance)、そして第二Ｆｃポリペプチドに腔(cavity)
の導入を含み、この隆起は第１及び第２のＦｃポリペプチドの複合体形成を促進するよう
に腔に配置することができる。これらの修飾を有する抗体の生成方法は、例えば米国特許
第５７３１１６８号に記載のように、当分野で公知である。
【０１６４】
９．抗体誘導体
　本発明の抗体は当該分野において知られ直ぐに利用できる更なる非タンパク質性部分を
含むように更に修飾することができる。好ましくは、抗体の誘導体化に適した部分は水溶
性ポリマーである。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されるものではないが、ポ
リエチレングリコール(ＰＥＧ)、エチレングリコール／プロピレングリコールのコポリマ
ー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピ
ロリドン、ポリ-１,３-ジオキソラン、ポリ-１,３,６-トリオキサン、エチレン／無水マ
レイン酸コポリマー、ポリアミノ酸(ホモポリマーかランダムコポリマー)、及びデキスト
ラン又はポリ(ｎ-ビニルピロリドン)ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホ
モポリマー、プロリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチ
レン化ポリオール(例えばグリセロール)、ポリビニルアルコール、及びそれらの混合物が
含まれる。ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒドは水中におけるその安定性のた
めに製造の際に有利であろう。ポリマーは任意の分子量であってよく、分枝状でも非分枝
状でもよい。抗体に結合するポリマーの数は変化してもよく、一を超えるポリマーが結合
する場合、それらは同じでも異なった分子でもよい。一般に、誘導体化に使用されるポリ
マーの数及び／又はタイプは、限定されるものではないが、その抗体誘導体が定まった条
件下での治療に使用されるかどうか、改善される抗体の特定の性質又は機能を含む考慮事
項に基づいて決定することができる。
【０１６５】
　他の実施態様では、放射線に曝すことによって選択的に熱すことができる非タンパク質
性部分と抗体のコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク質性部分は炭
素ナノチューブである(Kam等, Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-11605 (2005))。放
射線はいずれの波長のものでもよく、限定するものではないが、通常の細胞に害を及ぼさ
ないが、抗体-非タンパク質性部分に近位の細胞が死滅する温度にまで非タンパク質性部
分を加熱する波長が含まれる。
【０１６６】
　　抗体の作製方法
１．ハイブリドーマベースの方法
　本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)
により最初に記載されたハイブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国
特許第４８１６５６７号)によって作製することができる。
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を免疫化し、免疫化に用いられるタンパク質と特異的に結合する抗体を生産するか又は生
産することのできるリンパ球を誘導する。一般的に、ＳＴＥＡＰ－１への抗体は、ＳＴＥ
ＡＰ－１とアジュバントを複数回皮下(ｓｃ)又は腹腔内(ｉｐ)に注射することにより動物
内に生じる。ＳＴＥＡＰ－１は当分野で公知の方法を用いて調製されうる。その方法のい
くつかは本明細書中でさらに記載される。例えば、ＳＴＥＡＰ－１は組み換えて産生され
てもよい。一実施態様では、動物を、免疫グロブリン重鎖のＦｃ部位に融合したＳＴＥＡ
Ｐ－１の細胞外ドメイン(ＥＣＤ)を含有するＳＴＥＡＰ－１の誘導体で免疫化する。一実
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施態様では、動物を、ＳＴＥＡＰ－１-ＩｇＧ１融合タンパク質で免疫化する。一実施態
様では、動物は、一リン酸化リピドＡ(ＭＰＬ)／トレハロースジクリノミコレート(treha
lose dicrynomycolate)(ＴＤＭ) (Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT)に
より溶液中のＳＴＥＡＰ－１の免疫原性誘導体にて免疫化され、該溶液は複数の部位の皮
下に注射される。２週後に、動物を追加免役する。７～１４日後、動物から採血して、血
清を抗ＳＴＥＡＰ－１力価について検定する。力価がプラトーになるまで動物を追加免役
する。
【０１６７】
　別法として、リンパ球をインビトロで免疫することもできる。次に、リンパ球を、ポリ
エチレングリコールのような適当な融剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ
細胞を形成する(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,59-103頁(A
cademic Press, 1986))。
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、適当な培養培地、例えば融合してい
ない親の骨髄腫細胞の増殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を含む培地に播き、増殖
させる。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニジンホスホリボシルトラン
スフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイブリドーマのための培地
は、典型的には、ＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を妨げる物質であるヒポキサンチン、アミノ
プテリン及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)。
【０１６８】
　ある実施態様では、骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗
体の安定な高レベルの生産を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である細胞
である。例示的な骨髄腫株化細胞には、限定するものではないが、マウス骨髄腫系、例え
ば、ソーク・インスティテュート・セル・ディストリビューション・センター、San Dieg
o, California USAから入手し得るＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及びアメ
リカ培養細胞系統保存機関、Rockville, Maryland USAから入手し得るＳＰ-２又はＸ６３
-Ａｇ８-６５３細胞から誘導されたものが含まれる。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ
骨髄腫株化細胞もまたヒトモノクローナル抗体の産生のために開示されている(Kozbor, J
.Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques
 and Applications,51-63頁(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、ＳＴＥＡＰ－１に結合するモノクローナル
抗体の産生についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモ
ノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイム
ノアッセイ(ＲＩＡ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunsonほか, Anal. Biochem., 107:220 (1
980)のスキャッチャード分析法によって測定することができる。
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が確定さ
れた後、該クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖さ
せることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103
頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地には、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地が包含される。加えて、該ハイブリドーマ細胞は、動物において
腹水腫瘍としてインビボで増殖させることができる。サブクローンにより分泌されたモノ
クローナル抗体は、例えばプロテインA-SEPHAROSE、ヒドロキシアパタイトクロマトグラ
フィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニティークロマトグラフィーのような常套的な
免疫グロブリン精製法により、培地、腹水、又は血清から好適に分離される。
【０１６９】
２．ある一つのライブラリスクリーニング法
　本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、所望の活性(一又は複数)を有する抗体についてスク
リーニングするためにコンビナトリアルライブラリを用いて作製することができる。例え
ば、ファージディスプレイライブラリを生成して、所望の結合特性を有する抗体について
このライブラリをスクリーニングするためには当分野で様々な方法が公知である。このよ
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うな方法は、一般にMethods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien等, ed., Human P
ress, Totowa, NJ)のHoogenboom等 (2001)に、ある実施態様では、Lee等 (2004) J. Mol.
 Biol. 340:1073-1093に記載される。
　原則として、合成抗体クローンを、ファージコートタンパク質と融合した抗体可変領域
(Ｆｖ)の種々の断片を表示するファージを有するファージライブラリをスクリーニングす
ることによって選択される。このようなファージライブラリは、所望される抗原に対する
アフィニティークロマトグラフィーによって選別される。所望される抗原と結合すること
ができるFv断片を発現するクローンは抗原へ吸収され、それによって、ライブラリの非結
合クローンから分離される。次いで、この結合クローンは、抗原から溶出させることが可
能であり、抗原吸収／溶出の付加的サイクルによってさらに濃縮することができる。本発
明の任意の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、興味の対象であるファージクローンを選択するため
に適切な抗原スクリーニング手法を設計し、続いて、興味の対象であるファージクローン
からのＦｖ配列、及びKabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fi
fth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切
な定常領域(Ｆｃ)配列を用いての全長抗ＳＴＥＡＰ－１抗体クローンの構築によって得る
ことができる。
【０１７０】
　ある実施態様では、抗体の抗原結合ドメインは、約１１０アミノ酸の２つの可変(Ｖ)領
域である軽(ＶＬ)及び重(ＶＨ)鎖で形成され、その双方には、３つの高頻度可変ループ(
ＨＶＲ)又は相補鎖決定領域(ＣＤＲ)が存在する。可変ドメインは、Winter等，Ann. Rev.
 Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように、ＶＨ及びＶＬが短くて柔軟なペプチドを
介して共有結合している一本鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)断片として、又は定常ドメインと融合して
非共有的に相互作用しているＦａｂ断片のいずれかとしてファージ上に機能的に表示する
ことができる。ここで用いられているように、ｓｃＦｖコード化ファージクローン、及び
Ｆａｂコード化ファージクローンは、総称して「Ｆｖファージクローン」又は「Ｆｖクロ
ーン」と呼ぶ。
　ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーを、ポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)によって分離し
てクローンし、ファージライブラリにおいてランダムに組み換えられることが可能であり
、それは、Winter等，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように抗原結合
クローンについて探索することが可能である。免疫化したソースからのライブラリは、ハ
イブリドーマを構成する必要がなく、免疫原に対する高親和性抗体を提供する。あるいは
、天然レパートリーをクローニングして、Griffiths等，EMBO J, 12: 725-734(1993)に記
載のようにどんな免疫化もせずに、幅広い非自己及びまた自己抗原に対するヒト抗体の単
一のソースを提供することが可能である。最終的には、天然ライブラリは、また、Hoogen
boom及びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、幹細胞からの再配
列されていないV遺伝子セグメントをクローニングし、及びランダム配列を有するＰＣＲ
プライマーを利用して高度可変ＣＤＲ３領域をコードし、インビトロでの再配列を完成さ
せることによって合成的に作製することができる。
【０１７１】
　ある実施態様では、繊維状ファージは、マイナーコートタンパク質ｐＩＩＩへの融合に
よって、抗体断片を表示するのに用いられる。この抗体断片は、一本鎖Ｆｖ断片として表
示することが可能であり、そのＶＨ及びＶＬドメインは、例えば、Marks等，J. Mol. Bio
l. 222: 581-597(1991)に記載のような、又は、例えば、Hoogenboom等，Nucl. Acids. Re
s., 19: 4133-4137(1991)に記載のような、１つの鎖はｐＩＩＩと融合し、もう一方の鎖
は、幾つかの野生型コートタンパク質を置換することによってファージ表面上に表示され
るようになるＦａｂコートタンパク質構造のアセンブリがある細菌宿主細胞のペリプラズ
ムへ分泌されるＦａｂ断片のように、柔軟なポリペプチドスペーサーによって同じポリペ
プチド鎖上に連結されている。
　一般的に、抗体遺伝子断片をコードする核酸は、ヒト又は動物から収集した免疫細胞か
ら得られる。抗ＳＴＥＡＰ－１クローンに有利になるように偏ったライブラリが望ましい
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場合には、検体をＳＴＥＡＰ－１で免疫化して抗体応答を生成させ、そして、脾臓細胞及
び／又は他の末梢血リンパ球(ＰＢＬ)である循環Ｂ細胞を、ライブラリ構築のために回収
する。好ましい実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１免疫化により、ＳＴＥＡＰ－１に対するヒ
ト抗体を産生するＢ細胞が生じるように、抗ＳＴＥＡＰ－１クローンに好ましいヒト抗体
遺伝子断片ライブラリは、機能的ヒト免疫グロブリン遺伝子アレイを有する(及び、機能
的な内因性抗体産生系を欠く)トランスジェニックマウスにおける抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
応答を生成することによって得られる。ヒト抗体産生トランスジェニックマウスの作製は
以下に記載する。
【０１７２】
　抗ＳＴＥＡＰ－１反応細胞集団のさらなる濃縮は、適切なスクリーニング手法を利用し
てＳＴＥＡＰ－１特異的膜結合抗体を発現するＢ細胞を単離すること、例えば、ＳＴＥＡ
Ｐ－１アフィニティクロマトグラフィーによる細胞分離、又は蛍光色素標識ＳＴＥＡＰ－
１への細胞の吸着とその後の蛍光標示式細胞分取器(ＦＡＣＳ)によって得ることができる
。
　あるいは、非免疫化供与体からの脾臓細胞及び／又はＢ細胞又は他のＰＢＬの利用によ
って可能性のある抗体レパートリーのより良い表示が提供され、また、ＳＴＥＡＰ－１が
免疫原ではない任意の動物(ヒト又は非ヒト)種を利用した抗体ライブラリの構築が可能と
なる。インビトロの抗体遺伝子コンストラクトを取り込むライブラリに関しては、幹細胞
を被検体から収集して非再配列の抗体遺伝子セグメントをコードする核酸を提供する。対
象の免疫細胞は、種々の動物種、例えばヒト、マウス、ラット、ウサギ目、オオカミ、犬
科、ネコ科、ブタ、ウシ、ウマ、及びトリ種等から得ることができる。
【０１７３】
　抗体可変遺伝子セグメント(ＶＨ及びＶＬセグメントを含む)をコードする核酸を、興味
の対象の細胞から回収して増幅した。再配列したＶＨ及びＶＬ遺伝子ライブラリの場合で
は、その所望するＤＮＡは、Orlandi等，Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837
 (1989)に記載されているように、リンパ球からのゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡを単離し、
再配列したＶＨ及びＶＬ遺伝子の５'及び３'末端と一致するプライマーによるポリメラー
ゼ連鎖反応(ＰＣＲ)を行うことによって得ることが可能であり、よって発現のための多様
なＶ遺伝子レパートリーを作製することができる。このＶ遺伝子は、Orlandi等, (1989)
及びWard等，Nature, 341: 544-546(1989)に記載のように、成熟Ｖドメインをコードする
エクソンの５'末端のバックプライマーとＪセグメントに基づいた前方向プライマーによ
り、ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡから増幅することが可能である。しかしながら、ｃＤＮＡ
からの増幅のためには、バックプライマーは、また、Jones等，Biotechnol., 9:88-89(19
91)に記載のようにリーダーエクソンに、前方向プライマーは、Sastry等，Proc. Natl. A
cad. Sci. (USA) 86:5728-5732(1989)に記載のように定常領域内に基づくことが可能であ
る。相補性を最大にするために、Orlandi等(1989)又はSastry等(1989)に記載のように、
縮重をプライマーへ取り込むことが可能である。ある実施態様では、例えば、Marks等，J
. Mol. Biol., 222: 581-597(1991)の方法に記載のように、又はOrum等，Nucleic Acids 
Res., 21: 4491-4498(1993)の方法に記載のように、免疫細胞の核酸試料に存在するすべ
ての入手可能なＶＨ及びＶＬ配列を増幅するために、各Ｖ遺伝子ファミリーを標的にした
ＰＣＲプライマーを用いて、そのライブラリの多様性を最大にする。発現ベクターへの増
幅ＤＮＡのクローニングに関しては、希な制限部位を、Orlandi等(1989)に記載のように
、又はClackson等，Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにタグ付加したプライマー
によるさらなるＰＣＲ増幅によって、ＰＣＲプライマー内の１つの末端へタグとして導入
することができる。
【０１７４】
　合成的に再配列したＶ遺伝子のレパートリーは、Ｖ遺伝子セグメントからインビボで誘
導することができる。殆どのヒトＶＨ遺伝子セグメントはクローニング及び配列決定(Tom
linson等, J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992)に報告されている)、そしてマッピングが
されている(Matsudaら，Nature Genet., 3: 88-94(1993))；これらクローニングされたセ
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グメント(Ｈ１及びＨ２ループのすべての主要なコンホメーションを含む)は、Hoogenboom
及びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、多様な配列と長さのＨ
３ループをコードするＰＣＲプライマーによる多様なＶＨ遺伝子レパートリーを作製する
のに用いられる。ＶＨレパートリーは、また、Barbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
89: 4457-4461(1992)に記載されているように、単一の長さの長いＨ３ループに焦点を合
わせたすべての配列多様性をともなって作製することができる。ヒトＶκ及びＶλセグメ
ントはクローニング及び配列決定がなされ(Williams及びWinter， Eur. J. Immunol., 23
: 1456-1461(1993))、合成軽鎖レパートリーを作製するのに利用することができる。ＶＨ
及びＶＬフォールドの範囲及びＬ３及びＨ３の長さに基づく合成的Ｖ遺伝子レパートリー
は、相当に構造的多様性を有する抗体をコードする。ＤＮＡをコードするＶ遺伝子の増幅
に続いて、生殖系のＶ遺伝子セグメントは、Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol. 227:
 381-388(1992)の方法に従ってインビトロで再配列することができる。
【０１７５】
　抗体断片のレパートリーは、幾つかの方法でＶＨ及びＶＬ遺伝子レパートリーを共に組
み合わせることによって構築することができる。各レパートリーを異なるベクターで作製
し、そのベクターを、例えばHogrefe等, Gene, 128: 119-126(1993)に記載のようにイン
ビトロで、又はコンビナトリアル・インフェクション、例えばWaterhouse等, Nucl. Acid
s Res., 21: 2265-2266(1993)に記載のloxP系によってインビボで作製することが可能で
ある。このインビボの組み換え手法では、大腸菌の形質転換効率によって強いられるライ
ブラリの大きさの限界を克服するために、二本鎖種のＦａｂフラグメントが利用される。
ナイーブのＶＨ及びＶＬレパートリーは、１つはファージミドへ、そして他はファージベ
クターへと個別にクローニングされる。この２つのライブラリは、その後、各細胞が異な
る組み合わせを有し、そのライブラリの大きさが、存在する細胞の数(約１０１２クロー
ン)によってのみ限定されるように、ファージミド含有細菌のファージ感染によって組み
合わせられる。双方のベクターは、ＶＨ及びＶＬ遺伝子が単一のレプリコンへ組み換えら
れ、ファージビリオンへ共にパッケージされるように、インビボの組み換えシグナルを有
する。これら巨大なライブラリは、良好な親和性(約１０-８ＭのＫｄ

-１)の多くの多様な
抗体を提供する。
　別法として、このレパートリーは、例えばBarbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
 7978-7982(1991)に記載のように同じベクターへ連続してクローニング、又は、Clakson
等, Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにＰＣＲ後に、クローニングすることでア
センブリすることができる。ＰＣＲアセンブリは、また、柔軟なペプチドスペーサーをコ
ードしているＤＮＡとＶＨ及びＶＬ ＤＮＡを連結させて、単鎖のＦｖ(ｓｃＦｖ)レパー
トリーを形成することに利用することができる。さらに他の技術では、「細胞内でのＰＣ
Ｒアセンブリ」は、Embleton等, Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837(1992)に記載のよう
に、ＰＣＲによってリンパ球内のＶＨ及びＶＬ遺伝子を組み合わせて、その後、連結した
遺伝子のレパートリーをクローニングするのに利用される。
【０１７６】
　ナイーブのライブラリ(天然又は合成のいずれか)によって産生された抗体は中度の親和
性(約１０６～１０７Ｍ-１のＫｄ

-１)である可能性があるが、Winterら(1994), 上掲に記
載のように第二番目のライブラリから構築して遊離することによって、親和性成熟をもイ
ンビトロで模倣することが可能である。例えば、Hawkins等, J. Mol. Biol. 226: 889-89
6(1992)の方法、又はGram等, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580(1992)の方法
においてエラー・プローンポリメラーゼ(Leung等, Technique, 1:11-15(1989)で報告され
ている)を利用することによって、突然変異をインビトロでランダムに導入することがで
きる。さらには、１つ又はそれより多いＣＤＲをランダムに変異させることによって、例
えば、選択した個々のＦｖクローンにおいて、対象のＣＤＲまで及ぶランダム配列を有す
るプライマーによるＰＣＲを利用して、そしてより高い親和性クローンをスクリーニング
することで親和性成熟をおこなうことが可能である。国際公開第９６０７７５４号(１９
９６年３月１４日に公開)は、免疫グロブリン軽鎖の相補性決定領域へ突然変異生成を誘
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導して軽鎖遺伝子のライブラリを作製する方法を記載している。その他の有効な手法は、
Marks等, Biotechnol. 10: 779-783(1992)に記載のように、非免疫化供与体から得られた
天然で発生するＶドメイン変異体のレパートリーによるファージディスプレイによって選
択されたＶＨ又はＶＬドメインを組み換えること、及び数回のチェーン・シャッフリング
においてより高い親和性についてスクリーニングすることである。この技術は、１０-９

Ｍの範囲の親和性の抗体及び抗体断片の産生を可能にする。
　ライブラリのスクリーニングは当分野で公知の様々な技術によって達成されうる。例え
ば、ＳＴＥＡＰ－１は、吸収プレートのウェルをコーティングするために利用すること、
吸収プレートへ付着させた宿主細胞上で発現させるか又はセルソーティングで利用するこ
と、又はストレプトアビジンでコーティングしたビーズによる捕獲のためにビオチンとコ
ンジュゲートすること、又はファージディスプレイライブラリをパニングするためのあら
ゆる他の方法において利用することが可能である。
【０１７７】
　吸着剤との少なくともファージ粒子の一部分の結合に適した条件下で、ファージライブ
ラリの試料を固定化ＳＴＥＡＰ－１と接触させる。通常は、ｐＨ、イオン強度、温度等を
含む条件を選択して、生理学的条件を模倣する。固相と結合したファージを洗浄し、その
後、例えばBarbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982(1991)に記載されて
いるように酸で、又は例えばMarks等, J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に記載にされ
ているようにアルカリで、又は例えばClackson等, Nature, 352: 624-628(1991)の抗原競
合法に類似の手法であるＳＴＥＡＰ－１抗原競合によって溶出する。ファージは、１回目
の選択で２０～１０００倍に濃縮することが可能である。さらには、この濃縮したファー
ジを細菌培養液で生育させ、さらなる回の選択に供することが可能である。
　選択の効率は多くの要因に依存し、それには、洗浄の間の解離の動力学、そして単一の
ファージ上の複数の抗体断片が同時に抗原と関われるかどうかということが含まれる。一
次解離定数(及び弱い結合親和性)を有する抗体は、短い洗浄、多価ファージディスプレイ
及び固相の抗原の高いコーティング密度の利用によって保持することが可能である。高い
密度は、多価相互作用を介してファージを安定化するだけでなく、解離したファージの再
結合に有利に作用する。遅い解離動力学(及び良好な結合親和性)を有する抗体の選択は、
Bass等, Proteins, 8: 309-314(1990)及び国際公開第92/09690号に記載されているような
長い洗浄と単価ファージディスプレイの利用、そしてMarks等, Biotechnol., 10: 779-78
3(1992)に記載されているような抗原の低度のコーティング密度によって促進することが
可能である。
【０１７８】
　親和性に僅かな違いがあったとしても、ＳＴＥＡＰ－１に対する異なる親和性のファー
ジ抗体の中で選択することは可能である。しかしながら、選択した抗体のランダム変異(
例えば、幾つかの親和性成熟の技術で行われているような)は、多くの変異を生じやすく
、その殆どが抗原と結合し、僅かがより高い親和性である。ＳＴＥＡＰ－１を限定すると
、希な高い親和性のファージが競合して除かれることが可能である。すべてのより高い親
和性の変異を保持するために、ファージは、過度のビオチン化ＳＴＥＡＰ－１とインキュ
ベートすることが可能であるが、ＳＴＥＡＰ－１に対する標的モル濃度親和定数よりも低
いモル濃度のビオチン化ＳＴＥＡＰ－１とインキュベートできる。次いで、高親和性結合
ファージをストレプトアビジンでコーティングした常磁性体ビーズによって捕獲すること
が可能である。そのような「平衡捕獲」は、結合の親和性に従い、親和性の低い過度のフ
ァージから、僅かに２倍高い親和性の変異体クローンの単離を可能にする感度で抗体を選
択することを可能にする。固相と結合したファージを洗浄するのに用いる条件を操作して
、解離定数を基礎として識別することも可能である。
　抗ＳＴＥＡＰ－１クローンは活性を元に選択されうる。ある実施態様では、本発明は、
ＳＴＥＡＰ－１を天然に発現する生細胞に結合する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を提供する。一
実施態様では、本発明は、ＳＴＥＡＰ－１リガンドとＳＴＥＡＰ－１との結合をブロック
するが、ＳＴＥＡＰ－１リガンドと第二タンパク質との結合をブロックしない抗ＳＴＥＡ
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Ｐ－１抗体を提供する。このような抗ＳＴＥＡＰ－１抗体に対応するＦｖクローンは、(1
) 上記のようなファージライブラリから抗ＳＴＥＡＰ－１クローンを単離して、場合によ
って、好適な宿主細胞で個体集団を成長させることによって、ファージクローンの単離し
た母集団を増幅する、(2) 望ましいブロック活性及び非ブロック活性のそれぞれについて
ＳＴＥＡＰ－１と第二タンパク質を選択する、(3) 固定されたＳＴＥＡＰ－１に抗ＳＴＥ
ＡＰ－１ファージクローンを吸着する、(4) 過剰量の第二タンパク質を用いて、第二タン
パク質の結合決定基と共有するかオーバーラップするＳＴＥＡＰ－１-結合決定基を認識
する任意の望ましくないクローンを溶出する、そして、(5) 工程(4)の後に吸着されたま
ま残ったクローンを溶出する、ことによって選別できる。場合によって、所望のブロック
／非ブロック特性を有するクローンを、本明細書に記載の選別手順を一又は複数回繰り返
すことによって、さらに濃縮できる。
【０１７９】
　ハイブリドーマ由来のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ又は本発明のファージデ
ィスプレイＦｖクローンは、常法を用いて(例えば、ハイブリドーマの対象の領域をコー
ドする重鎖及び軽鎖又はファージＤＮＡ鋳型を特異的に増幅するように設定したオリゴヌ
クレオチドプライマーを用いることにより)即座に分離されて、配列決定される。ひとた
び分離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中に入れ、ついでこれを、この状況以外では
抗体タンパク質を産生しない大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣
(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主細胞中に形質移入し、組換え宿主細胞におけ
るモノクローナル抗体の合成を獲得することができる。抗体をコードするＤＮＡの細菌で
の組み換え発現に関する概説論文には、Skerra等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-2
62(1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 130: 151-188(1992)が含まれる。
　本発明のＦｖクローンをコードするＤＮＡは、重鎖及び／又は軽鎖定常領域をコードす
る公知のＤＮＡ配列(例えば好適なＤＮＡ配列は上掲のカバット等から得ることができる)
と組み合わせて、完全長ないし一部の重鎖及び／又は軽鎖をコードするクローンを形成で
きる。このために、何れかのアイソタイプの定常領域、例えばＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＤ及びＩｇＥ定常領域を用いることができることが理解されるであろう。このような
定常領域は任意のヒト又は動物種から得ることができる。ある動物(例えばヒト)種の可変
ドメインＤＮＡから得て、次いで「ハイブリッド」である完全長重鎖及び／又は軽鎖のコ
ード配列を形成するために他の動物種の定常領域ＤＮＡに融合したＦｖクローンは、本明
細書で用いられる「キメラ」及び「ハイブリッド」抗体の定義に含まれる。ある実施態様
では、ヒト可変ＤＮＡから得たＦｖクローンをヒト定常領域ＤＮＡに融合して、完全長な
いし一部のヒト重鎖及び／又は軽鎖のコード配列を形成する。
【０１８０】
　また、本発明のハイブリドーマ由来の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードするＤＮＡは、例
えば、ハイブリドーマクローン由来の相同的マウス配列の代わりにヒト重鎖及び軽鎖定常
ドメインのコード化配列を置換すること(例えばMorrison等, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
, 81:6851(1984)の方法)によって修飾することができる。ハイブリドーマ又はＦｖクロー
ン由来の抗体ないし抗体断片をコードするＤＮＡは、免疫グロブリンコード化配列に非免
疫グロブリンポリペプチドのコード化配列の全て又は一部を共有結合させることによって
さらに修飾することができる。そのように、「キメラ」又は「ハイブリッド」抗体は、本
発明のＦｖクローン又はハイブリドーマクローン由来の抗体の結合特異性を有するように
調製される。
【０１８１】
３．ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡは
従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて)。多くの
ベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。一
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般的に、宿主細胞は原核生物又は真核生物(一般的に哺乳動物)由来の細胞である。ＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥ定常領域を含め、任意のアイソタイプの定常領域が
この目的のために使われてもよく、このような定常領域はヒト又は動物種の何れかから得
られうることは理解されるであろう。
【０１８２】
　原核生物の宿主細胞を用いた抗体生成
　　ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組
換え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細
胞のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオ
チドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得ら
れると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを
複製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手で
き知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換さ
れる特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能(異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発
現ないしその両方)及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。
一般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、
プロモータ、リボゾーム結合部位(ＲＢＳ)、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終末
配列が含まれる。
【０１８３】
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン(Ａｍｐ)及びテトラサイクリン(Ｔｅｔ)耐
性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。ｐＢ
Ｒ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タンパ
ク質を発現する微生物によって使用可能なプロモータを含むか、含むように変更される。
特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６４８
２３７号に詳細に記載されている。
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
【０１８４】
　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
－シストロン(翻訳単位)対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロンの
上流(５')に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には誘導
性と構成的との二つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の有無
又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写レベ
ルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　様々な潜在的宿主細胞によって認識されるプロモータが非常にたくさん公知となってい
る。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモータを除去
し、本発明のベクター内に単離したプロモータを挿入することによって軽鎖又は重鎖をコ
ードするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター配列と
多くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせるために
使用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーターと比較
して、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異種プロ
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モーターが有用である。
【０１８５】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター(例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター)も
好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要とさ
れる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコードす
るシストロンにそれらを作用可能に結合させることができる(Siebenlist等 (1980) Cell 
20:269)。
　本発明の一態様では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる(つまりシグナルペプチダーゼにより切断される)ものでなければならない
。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細胞
に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、Ｐｅ
ｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって置換
される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳＴＩ
Ｉシグナル配列又はその変異体である。
【０１８６】
　他の態様では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する(例として大腸菌ｔｒｘ
Ｂ－系)。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　また、本発明の抗体は、発現されるポリペプチド成分の量的な比を変更することにより
、分泌されて適切に集合体化(アセンブル)される本発明の抗体の産出を最大化することが
できる発現系を用いても生成することができる。このような変更は、少なくとも部分的に
はポリペプチド成分の翻訳強度を同時に変更することにより行われる。
【０１８７】
　翻訳の強度を変更するための一つの技術は、Simmons等の米国特許第５８４０５２３号
に開示されている。この方法は、シストロン内の翻訳開始領域(ＴＩＲ)の変異体を利用す
る。任意のＴＩＲについて、一連のアミノ酸又は核酸配列の変異体を一定の範囲の翻訳強
度を有するように作製することができ、これにより特定の鎖に所望の発現レベルが得られ
るようにこの因子を調節する便利な手段が提供される。ＴＩＲ変異体は、アミノ酸配列を
変更しうるコドンの変化を起こす常套的な変異原性技術により生成することができる。特
定の実施態様では、ヌクレオチド配列における変化はサイレントである。ＴＩＲにおける
変更は、例えば、シャイン・ダルガノ配列の数又はスペーシングの変更、並びにシグナル
配列の変更を含みうる。変異シグナル配列を生成するための一つの方法は、シグナル配列
のアミノ酸配列を変更しない(つまり、変化がサイレントである)コード配列の始めに「コ
ドンバンク」を生成することである。これは、各コドンの３番目のヌクレオチド位置を変
更することにより達成することができる。さらに、いくつかのアミノ酸、例えばロイシン
、セリン、及びアルギニンは、１番目及び２番目の位置を複数有しており、これによって
前記バンクの作製が複雑になり得る。変異原性の方法は、Yansura等(1992)METHODS: A Co
mpanion to Methods in Enzymol. 4:151-158に詳細に記載されている。
　一実施態様では、含有される各シストロンについて一定の範囲のＴＩＲ強度を有する一
組のベクターを生成する。この限定された組により、各鎖の発現レベル、及び種々のＴＩ
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Ｒ強度の組み合わせにおける所望の抗体産物の産出を比較することができる。ＴＩＲ強度
は、Simmons等による米国特許第５８４０５２３号に詳細に記載されているレセプター遺
伝子の発現レベルを定量化することにより決定することができる。翻訳強度の比較に基づ
いて、所望の個々のＴＩＲを選択し、本発明の発現ベクターコンストラクトと組み合わせ
る。
【０１８８】
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属(例
えば大腸菌)、バシラス属(例えば枯草菌)、エンテロバクター属、シュードモナス種(例え
ば緑膿菌)、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans)、クレブシエラ属、プロテウス
属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)が含ま
れる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞が本発
明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3
 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許第5,639
,635号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Washingt
on, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATCC寄託番号27,
325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B, 大腸菌λ 1
776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘導体も好適で
ある。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型を有する上記
の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当業者に公知であり、例として, Bass等, Proteins
, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリコンの複製能を
考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＡＣ
ＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用してレプリコンを
供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主として好適に用い
ることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しなければな
らず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入することができる
。
【０１８９】
　　抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
ア培地(ＬＢ)プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発現
ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成に
基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝子
を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
【０１９０】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
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　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。ある実施態様では、例えば、大腸菌の増
殖に対しては、温度は約２０℃から約３９℃、約２５℃から約３７℃の範囲、又は約３０
℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から約９の範囲の任意のｐＨ
でありうる。ある実施態様では、大腸菌に対しては、ｐＨは好ましくは約６．８から約７
．４、又は約７．０である。
【０１９１】
　本発明の発現ベクターに誘導性プロモータが用いられる場合、プロモータの活性に適す
る条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制御の
ためにＰｈｏＡプロモータが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘導のた
めにリン酸限定培地で培養する。ある実施態様では、リン酸限定培地はＣ．Ｒ．Ａ．Ｐ培
地である(例として、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)。様
々な他の誘導因子は用いるベクターコンストラクトに応じて当業者に知りうるように用い
てよい。
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方
法を使用して同定することができる。
【０１９２】
　本発明の一側面では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、ある実施態様では約１０００から１０００００リットルの容量
である。これらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(好ましい炭素／エネルギー
源)を分散させる撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の
容積で、約１リットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する
。
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
【０１９３】
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
　発現された異種タンパク質(特にタンパク分解を受けやすいもの)のタンパク質分解を最
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小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることができ
る。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ
、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及び
その組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を
生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲
のJoly等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第
５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されてい
る。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
【０１９４】
　　抗体精製
　一実施態様では、本明細書中で産生した抗体タンパク質は、更なるアッセイや使用のた
めに実質的に均一である調製物を得るためにさらに精製される。当分野で公知の標準的な
タンパク質精製方法を用いることができる。以下の方法は好適な精製手順の例である：免
疫親和性又はイオン交換カラムによる分画化、エタノール沈降法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ
又はＤＥＡＥなどの陽性交換樹脂によるクロマトグラフィ、クロマトフォーカシング、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降法及び、例えばSephadex G-75を用いたゲル濾過
法。
　一態様では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の抗体産物の免疫親和性精製法に
用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌から単離
した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark等 (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-1
3。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、又は孔を調節したガラス
カラム又はケイ酸カラムを含むカラムでありうる。ある方法では、カラムは非特異的な混
入物の接着を防ぐ可能性があるグリセロールなどの試薬でコートされている。
　精製の初めの工程では、上記に記載のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固
定固形層に適応し、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させる。ついで、固形
層を洗浄して、固形層に非特異的に結合した混入物を除去してもよい。最後に、対象とす
る抗体を溶出により固形層から除去する。
【０１９５】
　真核生物の宿主細胞を用いた抗体の生成
　一般的に、真核生物宿主細胞で用いるためのベクターは、以下の非限定的な成分の一以
上を含む：シグナル配列、複製起点、一以上のマーカー遺伝子、エンハンサー因子、プロ
モータ及び転写終末因子。
【０１９６】
　　シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(すな
わち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものであってもよい。哺乳動物細胞で
の発現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘ
ルペスｇＤシグナルが利用できる。このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコード
するＤＮＡに読み取り枠を一致させて結合される。
【０１９７】
　　複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
【０１９８】
　　選択遺伝子成分
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　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
トラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)必要があれば栄養
要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質
をコードする。
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
【０１９９】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、好ましくは、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデア
ミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、ＤＨＦＲ
活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞である(例として、ATCC 
CRL-9096)。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。米国特許
第４９６５１９９号を参照のこと。
【０２００】
　　プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常は宿主生物体によって認識され対象のポリペプチ
ド(例えば抗体)をコードする核酸に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核生
物のプロモーター配列が知られている。例えば、実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転
写開始部位からおよそ２５ないし３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している
。多数の遺伝子の転写開始位置から７０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎ
が任意のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末
端には、コード配列の３'末端へのポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡ
Ａ配列がある。ある実施態様では、これらの配列のいずれか又は全ては真核生物の発現ベ
クターに適切に挿入される。
【０２０１】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの転写は、例えば、ポリオーマウイルス、伝
染性上皮腫ウイルス、アデノウイルス(例えばアデノウイルス２)、ウシ乳頭腫ウイルス、
トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス及びサル
ウイルス４０(ＳＶ４０)のようなウイルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺
乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、熱
ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り
、調節される。
　ＳＶ４０ウイルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウイルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第4419446号に開
示されている。この系の変形例は米国特許第4601978号に開示されている。また、単純ヘ
ルペスウイルスからのチミジンキナーゼプロモーターの制御下でのマウス細胞におけるヒ
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トβ-インターフェロンｃＤＮＡの発現を記載している、Reyes等, Nature 297:598-601 (
1982)を参照。あるいは、ラウス肉腫ウイルス長末端反復をプロモーターとして使用する
ことができる。
【０２０２】
　　エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物によるこの発明の抗体をコードしているＤＮＡの転写は、ベクター
中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強される。哺乳動物遺伝子由来
の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、
α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウイルス由
来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側のＳＶ４０エン
ハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー
、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハンサーが含まれ
る。また、真核生物プロモーターの活性化のためのエンハンサー要素を記載している、Ya
niv, Nature, 297:17-18 (1982)も参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチドコー
ド配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、一般にはプロモーター
から５'位に位置している。
【０２０３】
　　転写終末成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含みうる。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤ
ＮＡ又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は
、抗体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌ
クレオチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニ
ル化領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照
のこと。
【０２０４】
　　宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含む本明細書中に記載の高等真核生物細胞を含む。培養(
組織培養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主
株化細胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１６５１);ヒト胚腎臓株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン
化された２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細胞
(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ,
 Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(Ｔ
Ｍ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980));サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ Ｃ
ＣＬ７０); アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)；
ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣＣ 
ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；ヒ
ト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０６５)
；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Mathe
r等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞;ＦＳ４細胞；及びヒ
ト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
【０２０５】
　　宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養すること
ができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((ＭＥ
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Ｍ),(シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥ
Ｍ),シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), B
arnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８
６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公開
第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９８
５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地に
は何れもホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、又
は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸
塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)、
抗生物質(例えば、GENTAMYCINTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存在
する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応じ
て補充することができる。任意の他の補充物質もまた当業者に知られている適当な濃度で
含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿主細胞
について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【０２０６】
　　抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で生成され、又は培地内に直接分泌される。抗
体が細胞内に生成された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れにし
ても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去されうる。抗体が培地
に分泌された場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質
濃縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮
してもよい。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク
質分解を阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい
。
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティクロマトグラフィーが従来の技術である。アフィニティーリガンドとしてのプロテ
インＡの適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプに依
存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用いるこ
とができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧは、全て
のマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 16571575 (19
86))。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであってもよく、他
の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼン等の機械的に
安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短い処理時間を可能
にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.T. Baker, Philli
psburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相Ｈ
ＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフィー、アニオン又
はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー(ポリアスパラギ
ン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿法
も、回収される多価抗体に応じて利用可能である。
　予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液を、例えばｐＨ約２．５
－４．５、好ましくは低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用いた低
ｐＨ疎水性作用クロマトグラフィによってさらに精製してもよい。
　一般に、研究、試験及び臨床において使用するための抗体を調製するために、上記の方
法と一致しており、及び／又は当業者が対象の特定の抗体にふさわしいと思われる、様々
な方法が当分野で確立されている。
【０２０７】
イムノコンジュゲート
　また、本発明は、化学療法剤、薬剤、増殖阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状菌、植物
又は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放射性コン
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ジュゲート)などの一又は複数の細胞毒性剤にコンジュゲートした本発明の何れかの抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１抗体を含む、イムノコンジュゲート(「抗体－薬剤コンジュゲート」又は「
ＡＤＣ」と交換可能に称される)を提供する。
　ある実施態様では、イムノコンジュゲートは抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と化学療法剤又は他
の毒素とを含む。イムノコンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を本明細書中(例えば
、上記)に記載した。酵素活性毒素及びその断片も用いられてもよく、本明細書中に記載
する。
　ある実施態様では、イムノコンジュゲートは抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と一又は複数の小分
子毒素、限定するものではないが、例えばカリケアマイシン、メイタンシノイド、ドラス
タチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５、及び毒性活性を
有するこれら薬剤の誘導体などの小分子薬剤とを含む。このようなイムノコンジュゲート
の例は以降にさらに詳細に検討される。
【０２０８】
　１－抗体薬剤コンジュゲート
　本発明のイムノコンジュゲート(又は「抗体－薬剤コンジュゲート」(「ＡＤＣ」))は、
以下の式Ｉのものであり、任意のリンカー(Ｌ)を介して、一又は複数の薬剤部分(Ｄ)に抗
ＳＴＥＡＰ－１抗体がコンジュゲート(すなわち共有結合)しているものである。
　　Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｐ　　　　　式Ｉ
　したがって、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は直接又はリンカーを介して薬剤にコンジュゲート
しうる。式Ｉでは、ｐは抗体当たりの薬剤部分の平均数であり、例えば１抗体当たりおよ
そ１～およそ２０の薬剤部分、ある実施態様では、抗体当たり１～およそ８の薬剤部分の
範囲でありうる。
【０２０９】
　　例示的なリンカー
　例示的なリンカーと薬剤成分を本明細書中において開示する。リンカーは、一又は複数
のリンカー成分を含みうる。例示的なリンカー成分には、６-マレイミドカプロイル(「Ｍ
Ｃ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトルリン(「val-cit」又は「ｖｃ
」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジルオキシカルボニル(
「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート(「ＳＰＰ」)、
Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カルボキシレート(「
ＳＭＣＣ」)、Ｎ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息香酸エステル(「Ｓ
ＩＡＢ」)、及び一又は複数の反復単位（「ＥＯ」又は「ＰＥＯ」）としてのエチレンオ
キシ－ＣＨ２ＣＨ２Ｏ－が含まれる。様々なリンカー成分が当分野で公知であり、そのい
くつかを以下に記載する。
　リンカーは、細胞内での薬剤の放出を容易にする「切断可能なリンカー」でもよい。例
えば、酸に弱いリンカー(例えばヒドラゾン)、プロテアーゼ感受性(例えばペプチダーゼ
感受性)リンカー、感光性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカー(Ch
ari等，Cancer Research 52:127-131[1992]；米国特許第５２０８０２０号)を使用しても
よい。
【０２１０】
　一実施態様では、ＡＤＣのリンカーＬは以下の式を有する。

このとき、
－Ａ－は、抗体(Ａｂ)のシステインチオールに共有結合にて付着したストレッチャーユニ
ットであり、
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ａは０又は１であり、
各々の－Ｗ－は、独立したアミノ酸ユニットであり、
ｗはそれぞれ、０から１２の整数であり、
－Ｙ－は、薬剤成分に共有結合にて付着したスペーサーユニットであり、そして、ｙは０
、１又は２である。
【０２１１】
　　　ストレッチャーユニット
　ストレッチャユニット(－Ａ－)は、存在する場合には、抗体ユニットをアミノ酸ユニッ
ト(－Ｗ－)に連結することができる。この点に関しては、抗体(Ａｂ)は、ストレッチャー
の求電性の官能基と結合することができる遊離システインチオール基を有する。天然ない
し化学的操作のいずれにかによって抗体に存在することができる有用な官能基には、スル
フヒドリル(－ＳＨ)、アミノ、ヒドロキシル、カルボキシ、炭水化物のアノマー水酸基及
びカルボキシルが含まれるがこれらに限定されるものではない。一態様では、抗体官能基
はスルフヒドリル又はアミノである。スルフヒドリル基は、抗体の分子内ジスルフィド結
合の還元によって生成されうる。あるいは、２-イミノチオラン(トラウトの試薬)又は他
のスルフヒドリル生成試薬を用いて、抗体のリジン成分のアミノ基を反応させることによ
って、スルフヒドリル基を生成することができる。一実施態様では、抗体(Ａｂ)は、スト
レッチャーユニットの求電子性の官能基と結合することができる遊離したシステインチオ
ール基を有する。式Ｉのコンジュゲートの例示的なストレッチャーユニットは、式ＩＩ及
び式ＩＩＩで示すものであり、このときＡｂ、－Ｗ－、－Ｙ－、－Ｄ、ｗ及びｙは前記に
定義した通りであり、Ｒ１７は、(ＣＨ２)ｒ、Ｃ３－Ｃ８ カルボシクリル、Ｏ－(ＣＨ２

)ｒ、アリーレン、(ＣＨ２)ｒ－アリーレン、－アリーレン－(ＣＨ２)ｒ－、(ＣＨ２)ｒ
－(Ｃ３－Ｃ８ カルボシクリル)、(Ｃ３－Ｃ８ カルボシクリル)－(ＣＨ２)ｒ、Ｃ３－Ｃ

８ ヘテロシクリル、(ＣＨ２)ｒ－(Ｃ３－Ｃ８ ヘテロシクリル)、－(Ｃ３－Ｃ８ ヘテロ
シクリル)－(ＣＨ２)ｒ－、－(ＣＨ２)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２)ｒ－、－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ
)ｒ－、－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ－ＣＨ２－、－(ＣＨ２)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)

ｒ－、－(ＣＨ２)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ－ＣＨ２－、－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ
Ｃ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ－、－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２ＣＨ２

Ｏ)ｒ－ＣＨ２－、及び－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ(ＣＨ２)ｒ－から選択される
二価の基であり、ＲｂはＨ、Ｃ１－Ｃ６アルキル、フェニル又はベンジルであり、そして
、ｒはそれぞれ、１から１０の範囲の整数である。
【０２１２】
　アリーレンには、芳香族環システムから２つの水素原子を除去して得られる６～２０の
炭素原子の二価の芳香族炭化水素基が含まれる。代表的なアリーレン基には、ベンゼン、
置換されたベンゼン、ナフタレン、アントラセン、ビフェニルなどから得られる基が含ま
れるが、これらに限定されるものではない。
　ヘテロシクリル基には、一又は複数の環原子がヘテロ原子、例えば窒素、酸素及び硫黄
である環式システムが含まれる。複素環基は、１～２０の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳか
ら選択される１～３のヘテロ原子を含む。複素環は、３～７員環を有するモノシクロ(２
～６の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択される１～３のヘテロ原子)又は７～１０員
環を有するビシクロ (４～９の炭素原子とＮ、Ｏ、Ｐ及びＳから選択される１～３のヘテ
ロ原子)、例えばビシクロ[４,５]、[５,５]、[５,６]、又は[６,６]システムであっても
よい。複素環は、Paquette, Leo A.; "Principles of Modern Heterocyclic Chemistry" 
(W.A. Benjamin, New York, 1968)、特に第1, 3, 4, 6, 7及び9章；"The Chemistry of H
eterocyclic Compounds, A series of Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 195
0 to present)、特に13, 14, 16, 19及び28号；及び、J. Am. Chem. Soc. (1960) 82:556
6に記載される。
【０２１３】
　複素環の例には、例示のためであって限定するものではなく、ピリジル、ジヒドロピリ
ジル、テトラヒドロピリジル (ピペリジル)、チアゾリル、テトラヒドロチオフェニル、
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硫黄酸化型テトラヒドロチオフェニル、ピリミジニル、フラニル、チエニル、ピロリル、
ピラゾリル、イミダゾリル、テトラゾリル、ベンゾフラニル、チアナフタレニル、インド
リル、インドレニル、キノリニル、イソキノリニル、ベンズイミダゾリル、ピペリジニル
、４－ピペリドニル、ピロリジニル、２－ピロリドニル、ピロリニル、テトラヒドロフラ
ニル、ビス－テトラヒドロフラニル、テトラヒドロピラニル、ビス－テトラヒドロピラニ
ル、テトラヒドロキノリニル、テトラヒドロイソキノリニル、デカヒドロキノリニル、オ
クタヒドロイソキノリニル、アゾチニル、トリアジニル、６Ｈ－１,２,５－チアジアジニ
ル、２Ｈ,６Ｈ－１,５,２－ジチアジニル、チエニル、チアンスレニル、ピラニル、イソ
ベンゾフラニル、クロメニル、キサンテニル、フェノキサチニル、２Ｈ－ピロリル、イソ
チアゾリル、イソキサゾリル、ピラジニル、ピリダジニル、インドリジニル、イソインド
リル、３Ｈ－インドリル、１Ｈ－インダゾリル、プリニル、４Ｈ－キノリジニル、フタラ
ジニル、ナフチリジニル、キノキサリニル、キナゾリニル、チノリニル、プテリジニル、
４ａＨ－カルバゾリル、カルバゾリル、β－カルボリニル、フェナンスリジニル、アクリ
ジニル、ピリミジニル、フェナンスロリニル、フェナジニル、フェノチアジニル、フラザ
ニル、フェノキサジニル、イソクロマニル、クロマニル、イミダゾリジニル、イミダゾリ
ニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピペラジニル、インドリニル、イソインドリニル
、キヌクリジニル、モルホリニル、オキサゾリジニル、ベンゾトリアゾリル、ベンズイソ
キサゾリル、オキシンドリル、ベンズオキサゾリニル、及びイサチノイルが含まれる。
　「カルボシクリル基(Carbocyclyl)」には、単環として３～７の炭素原子又は二環とし
て７～１２の炭素原子を有する飽和ないしは不飽和の環が含まれる。単環の炭素環は３～
６の環状原子、より一般的には５又は６の環状原子を有する。二環式の炭素環は、例えば
ビシクロ[４,５]、[５,５]、[５,６]又は[６,６]システムとして配置した７～１２の環状
原子、又はビシクロ[５,６]又は[６,６]システムとして配置した９又は１０の環状原子を
有する。単環の炭素環の例には、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、１－
シクロペント－１－エニル、１－シクロペント－２－エニル、１－シクロペント－３－エ
ニル、シクロヘキシル、１－シクロヘキス－１－エニル、１－シクロヘキス－２－エニル
、１－シクロヘキス－３－エニル、シクロヘプチル、及びシクロオクチルが含まれる。
【０２１４】
　ＩＩからＶＩなどの式ＩのＡＤＣのすべての例示的な実施態様から、明確に示していな
い場合であっても、改変したシステイン残基の数に応じて、１から４の薬剤成分が抗体に
連結している(ｐ＝１～４)ことが理解される。

　図示する式ＩＩのストレッチャーユニットは、Ｒ１７が－(ＣＨ２)５－である、マレイ
ミド－カプロイル(ＭＣ)から得られる。
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　図示する式ＩＩのストレッチャーユニットは、Ｒ１７が－(ＣＨ２)２－である、マレイ
ミド－プロパノイル(ＭＰ)から得られる。

【０２１５】
　他の図示する式ＩＩのストレッチャーユニットは、Ｒ１７が－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ－Ｃ
Ｈ２－であり、ｒが２である。

　他の図示する式ＩＩのストレッチャーユニットは、Ｒ１７が－(ＣＨ２)ｒＣ(Ｏ)ＮＲｂ

(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｒ－ＣＨ２－であり、ＲｂがＨであり、各々のｒが２である。

　図示する式ＩＩＩのストレッチャーユニットは、Ｒ１７が－(ＣＨ２)５－である。

【０２１６】
　他の実施態様では、ストレッチャーユニットは、抗体の改変されたシステイン硫黄原子
とストレッチャーユニットの硫黄原子との間のジスルフィド結合により、システイン改変
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され、Ｒ１７、Ａｂ－、－Ｗ－、－Ｙ－、－Ｄ、ｗ及びｙは前記に定義する通りである。

　さらに他の実施態様では、ストレッチャーの反応基は、抗体の遊離したシステインチオ
ールと結合することができるチオール反応性の官能基を含む。チオール反応性の官能基の
例には、限定するものではないが、マレイミド、α－ハロアセチル、活性エステル、例と
して、スクシンイミドエステル、４－ニトロフェニルエステル、ペンタフルオロフェニル
エステル、テトラフルオロフェニルエステル、無水物、酸クロリド、塩化スルホニル、イ
ソシアネート及びイソチオシアネートが含まれる。この実施態様の代表的なストレッチャ
ーユニットは、式Ｖａ及びＶｂに表され、このとき、－Ｒ１７－、Ａｂ－、－Ｗ－、－Ｙ
－、－Ｄ、ｗ及びｙは前記に定義した通りである。

　他の実施態様では、リンカーは、分岐した多機能性リンカー成分を介して一より多い薬
剤成分を抗体へ共有結合的に付着させるために樹枝状型である(Sun等 (2002) Bioorganic
 & Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215；Sun等 (2003) Bioorganic & Medicinal
 Chemistry 11:1761-176；King (2002) Tetrahedron Letters 43:1987-1990)。樹枝状の
リンカーは抗体に対する薬剤のモル比を増やす、すなわち負荷することができ、これはＡ
ＤＣの力価に関連がある。したがって、システイン改変抗体は１つの反応性のシステイン
チオール基のみを有する場合、多くの薬剤成分が樹枝状のリンカーを介して付着されうる
。
【０２１７】
　　　アミノ酸ユニット
　リンカーはアミノ酸残基を含んでいてもよい。アミノ酸ユニット(－Ｗｗ－)は、存在す
る場合には、抗体(Ａｂ)を本発明のシステイン改変抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)の
薬剤成分(Ｄ)に連結する。
　－Ｗｗ－は、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド、ペンタペプチド、ヘキサペ
プチド、ヘプタペプチド、オクタペプチド、ノナペプチド、デカペプチド、ウンデカペプ
チド又はドデカペプチドのユニットである。アミノ酸ユニットを含むアミノ酸残基には、
天然に生じるもの、並びにシトルリンなどの微量アミノ酸及び天然に生じないアミノ酸類
似体が含まれる。各々の－Ｗ－ユニットはそれぞれ、以下の角括弧で示す式を有し、ｗは
、０から１２の範囲の整数である。
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　このとき、Ｒ１９は、ヒドロゲン、メチル、イソプロピル、イソブチル、ｓｅｃ-ブチ
ル、ベンジル、ｐ-ヒドロキシベンジル、－ＣＨ２ＯＨ、－ＣＨ(ＯＨ)ＣＨ３、－ＣＨ２

ＣＨ２ＳＣＨ３、－ＣＨ２ＣＯＮＨ２、－ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＮＨ２、
－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ、－(ＣＨ２)３ＮＨＣ(=ＮＨ)ＮＨ２、－(ＣＨ２)３ＮＨ２、－(
ＣＨ２)３ＮＨＣＯＣＨ３、－(ＣＨ２)３ＮＨＣＨＯ、－(ＣＨ２)４ＮＨＣ(=ＮＨ)ＮＨ２

、－(ＣＨ２)４ＮＨ２、－(ＣＨ２)４ＮＨＣＯＣＨ３、－(ＣＨ２)４ＮＨＣＨＯ、－(Ｃ
Ｈ２)３ＮＨＣＯＮＨ２、－(ＣＨ２)４ＮＨＣＯＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ(ＯＨ)ＣＨ

２ＮＨ２、２-pyridylmethyl－、３－ピリジルメチル－、４-ピリジルメチル－、フェニ
ル、シクロヘキシル、

であり、
Ｒ１９が水素以外である場合に、Ｒ１９が付着される炭素原子はキラルである。Ｒ１９が
付着される各々の炭素原子は、独立して(Ｓ)又は(Ｒ)配位又はラセミ混合物にある。した
がって、アミノ酸ユニットは、鏡像異性的に純粋であるか、ラセミ性であるか、又はジア
ステレオ異性であってもよい。
【０２１８】
　例示的な－Ｗｗ－アミノ酸ユニットには、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド
又はペンタペプチドが含まれる。例示的なジペプチドには、バリン－シトルリン(ｖｃ又
はｖａｌ－ｃｉｔ)、アラニン－フェニルアラニン(ａｆ又はａｌａ－ｐｈｅ)が含まれる
。例示的なトリペプチドには、グリシン－バリン－シトルリン(ｇｌｙ－ｖａｌ－ｃｉｔ)
及びグリシン－グリシン－グリシン(ｇｌｙ－ｇｌｙ－ｇｌｙ)が含まれる。アミノ酸リン
カーを含むアミノ酸残基には、天然に生じるもの、並びにシトルリンなどの微量アミノ酸
及び天然に生じないアミノ酸類似体が含まれる。
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　アミノ酸ユニットは、腫瘍関連プロテアーゼを含む一又は複数の酵素によって切断され
、薬剤成分(－Ｄ)を遊離する。この薬剤成分は、一実施態様では、薬剤(Ｄ)を提供するた
めに、放出時にインビボでプロトン化される。アミノ酸リンカー構成成分は、特定の酵素
、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ、又はプラスミンプロテアーゼ
によって酵素的に切断されるために設定し、その選択性が最適化されうる。
【０２１９】
　　　スペーサーユニット
　スペーサユニット(－Ｙｙ－)は、存在する場合(ｙ＝１又は２)には、アミノ酸ユニット
が存在する(ｗ＝１～１２)場合に、アミノ酸ユニット(－Ｗｗ－)を薬剤部分(Ｄ)に連結す
る。あるいは、アミノ酸ユニットがない場合には、スペーサーユニットはストレッチャー
ユニットを薬剤成分に連結する。アミノ酸ユニット及びストレッチャーユニットがともに
ない(ｗ、ｙ＝０)場合には、スペーサーユニットも薬剤成分を抗体ユニットに連結する。
スペーサーユニットは、自己犠牲型及び非自己犠牲型の２つの一般的なタイプである。非
自己犠牲的なスペーサーユニットは、抗体－薬剤コンジュゲート又は薬剤成分－リンカー
からアミノ酸ユニットが切断、特に酵素的に切断された後に、スペーサーユニットの一部
ないしはすべてが薬剤成分に結合したままとなるものである。グリシン－グリシンスペー
サーユニット又はグリシンスペーサーユニットを含むＡＤＣが腫瘍細胞関連プロテアーゼ
、癌細胞関連プロテアーゼ又はリンパ球関連プロテアーゼによって酵素切断される場合、
グリシン－グリシン－薬剤成分又はグリシン－薬剤成分がＡｂ－Ａａ－Ｗｗ－から切断さ
れる。一実施態様では、独立した加水分解反応が標的細胞の中で起こり、グリシン－薬剤
成分の結合が切断され、薬剤が遊離される。
　他の実施態様では、－Ｙｙ－は、フェニレン部分がＱｍに置換しているｐ-アミノベン
ジルカルバモイル(ＰＡＢ)ユニットであり、このときＱは－Ｃ１－Ｃ８アルキル、－Ｏ－
(Ｃ１－Ｃ８アルキル)、－ハロゲン、－ニトロ、又は－シアノであり、そして、ｍは０～
４の範囲の整数である。
【０２２０】
　非自己犠牲型スペーサーユニット(－Ｙ－)の例示的な実施態様は、－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－
、－Ｇｌｙ－、－Ａｌａ－Ｐｈｅ－、－Ｖａｌ－Ｃｉｔ－である。
　一実施態様では、スペーサーユニットがない(ｙ＝０)、又は薬学的に許容可能な塩ない
しはその溶媒和化合物である、薬剤成分－リンカー又はＡＤＣが提供される。
　あるいは、自己犠牲的なスペーサーユニットを含むＡＤＣは－Ｄを放出しうる。一実施
態様では、－Ｙ－はＰＡＢグループのアミノ窒素原子を介して－Ｗｗ－に連結されるＰＡ
Ｂグループであり、カルボナート、カルバメート又はエーテル基を介して－Ｄに直接連結
しており、このときＡＤＣは以下のような例示的な構造を有する。

このとき、Ｑは、－Ｃ１－Ｃ８アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８アルキル)、－ハロゲン、－
ニトロ、又は－シアノであり、ｍは０～４の範囲の整数であり、そして、ｐは１から４の
範囲である。
【０２２１】
　自己犠牲的なスペーサーの他の例には、ＰＡＢグループに電子的に類似している芳香族
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化合物、例として、２-アミノイミダゾール-５-メタノール誘導体(Hay等 (1999) Bioorg.
 Med. Chem. Lett. 9:2237)、複素環式のＰＡＢ類似体(米国公開特許２００５／０２５６
０３０)、β-グルクロニド(国際公開２００７／０１１９６８)、及びオルトないしはパラ
-アミノベンジルアセタールが含まれるが、これらに限定されるものではない。アミド結
合加水分解の際に環化されるスペーサー、例として、置換した、及び、置換していない４
-アミノ酪酸アミド(Rodrigues等 (1995) Chemistry Biology 2:223)、適切に置換された
ビシクロ[２.２.１]、及び、ビシクロ[２.２.２]環システム(Storm等 (1972) J. Amer. C
hem. Soc. 94: 5815)、及び２-アミノフェニルプロピオン酸アミド(Amsberry,等 (1990) 
J. Org. Chem. 55:5867)などが使われてもよい。また、グリシンで置換されるアミン含有
薬剤の除去(Kingsbury等 (1984) J. Med. Chem. 27:1447)は、ＡＤＣに有用な自己犠牲的
スペーサーの例である。
　例示的なスペーサーユニット(－Ｙｙ－)を式Ｘ～ＸＩＩに示す。

【０２２２】
　　　樹枝状リンカー
　他の実施態様では、リンカーＬは、分岐状の、多機能リンカー成分により一又は複数の
薬剤成分が抗体に共有結合するために樹枝型のリンカーであってもよい(Sun等 (2002) Bi
oorganic & Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215；Sun等 (2003) Bioorganic & M
edicinal Chemistry 11:1761-1768)。樹枝状のリンカーは抗体に対する薬剤のモル比を増
す、すなわち負荷することができ、これはＡＤＣの力価に関連がある。したがって、シス
テイン改変抗体は１つの反応性のシステインチオール基のみを有する場合、多くの薬剤成
分が樹枝状のリンカーを介して付着されうる。分岐状の、樹枝状リンカーの例示的な実施
態様には、２,６-ビス(ヒドロキシメチル)-ｐ-クレゾール及び２,４,６-トリス(ヒドロキ
シメチル)-フェノールデンドリマーユニット(国際公開２００４／０１９９３；Szalai等 
(2003) J. Amer. Chem. Soc. 125: 15688-15689；Shamis等 (2004) J. Amer. Chem. Soc.
 126: 1726-1731；Amir等 (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42: 4494-4499)が含まれる。
　一実施態様では、スペーサーユニットは分岐状ビス(ヒドロキシメチル)スチレン(ＢＨ
ＭＳ)であり、これを用いて複数の薬剤を取り込み、放出することができ、以下の構造を
有し、
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公開２００４／０４３４９３；de Groot等 (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42: 4490-449
4)、Ｑは、－Ｃ１－Ｃ８アルキル、－Ｏ－(Ｃ１－Ｃ８アルキル)、－ハロゲン、－ニトロ
、又は－シアノであり、ｍは０～４の範囲の整数であり、ｎは０又は１であり、そして、
ｐは１から４の範囲である。
【０２２３】
　式Ｉの抗体－薬剤コンジュゲート化合物の例示的な実施態様には、ＸＩＩＩａ(ＭＣ)、
ＸＩＩＩｂ(ｖａｌ－ｃｉｔ)、ＸＩＩＩｃ(ＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ)、及びＸＩＩＩｄ(Ｍ
Ｃ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ)が含まれる。

【０２２４】
　式Ｉａの抗体－薬剤コンジュゲート化合物の他の例示的な実施態様には、ＸＩＶａ－ｅ
が含まれる。
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Ｙは以下の通りであり、
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そして、ＲはそれぞれＨ又はＣ１－Ｃ６アルキルであり、そして、ｎは１～１２である。
【０２２５】
　他の実施態様では、リンカーは、抗体に存在する求電子性の基に反応することができる
求核基を有する反応性の官能基を有する。抗体上の有用な求電子性の基は、アルデヒド及
びケトンカルボニル基が含まれるが、これらに限定されるものではない。リンカーの求核
基のヘテロ原子は抗体上の求電子性の基と反応して、抗体ユニットに共有結合することが
できる。リンカーの有用な求核基には、ヒドラジド、オキシム、アミノ、ヒドラジン、チ
オセミカルバゾン、ヒドラジンカルボキシレート及びアリールヒドラジドが含まれるが、
これらに限定するものではない。抗体の求電子性の基は、リンカーへの付着に都合の良い
部位を提供する。
　一般的に、ペプチド－タイプのリンカーは、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片
間でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例
えば、ペプチド化学の分野では周知である液相合成方法(E. Schroder and K. Lubke (196
5) "The Peptides", volume 1, pp 76-136, Academic Press)に従って調製されうる。リ
ンカー中間生成物は、スペーサー、ストレッチャー及びアミノ酸ユニットを含む反応のい
ずれかの組合せ又は連続によってアセンブリされてもよい。スペーサー、ストレッチャー
及びアミノ酸ユニットは、天然で求電子性、求核性、又は遊離の基である反応性官能基を
用いうる。反応性官能基には、カルボキシル、ヒドロキシル、パラ-ニトロフェニルカル
ボネート、イソチオシアネート、及びＯ－メシル、Ｏ－トシル、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉな
どの脱離基、又はマレイミドが含まれるが、これらに限定されるものではない。
　他の実施態様では、リンカーは、溶解性又は反応性を変更した基に置換されてもよい。
例えば、ＡＤＣを調製するために用いる合成手段に応じて、スルホン酸(－ＳＯ３

－)又は
アンモニウムなどの荷電性の置換基は、試薬の水溶性を増し、抗体又は薬剤成分とリンカ
ー試薬とのカップリング反応を容易にしうるか、又はＤとＡｂ－Ｌ(抗体－リンカー中間
生成物)とのカップリング反応、又はＡｂとＤ－Ｌ(薬剤－リンカー中間生成物)とのカッ
プリング反応を容易にしうる。
【０２２６】
　　例示的な薬剤部分
　　　メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは一又は複数のメイタンシノイド分子
と結合している本発明の抗体(完全長又は断片)を含んでなる。メイタンシノイドは、チュ
ーブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。メイタンシンは、最初、東ア
フリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(米国特許第３８９６１１１号)
。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えばメイタンシノール及びＣ-３メ
イタンシノールエステルを生成することが発見された(米国特許第４１５１０４２号)。合
成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば米国特許第４１３７２３０号；
同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６０８号；同４２６５８１４号；
同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２６８号；同４３０８２６９号；
同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９２９号；同４３１７８２１号；
同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６５０号；同４３６４８６６号；
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同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６６３号；及び同４３７１５３３
号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
　メイタンシノイド薬剤部分としての使用に適切なメイタンシン化合物は当分野で周知で
あり、公知の方法に従って天然の供給源から単離してもよいし、又は遺伝子工学技術を用
いて産生してもよい(Yu等 (2002) PNAS 99:7968-7973を参照)。また、マイタンシノール
及びマイタンシノール類似体は、公知の方法に従って合成して調製されてもよい。
　メイタンシノイド薬剤部分の例示的な実施態様には、本明細書中において開示した構造
を有するＤＭ１；ＤＭ３；及びＤＭ４が含まれる。
【０２２７】
　　　アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体ないしは誘導体、例えばアウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３
５４８３号；同第５７８０５８８号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。
ドラスタチン及びアウリスタチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を
妨げ(Woyke 等 (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌
活性(米国特許第５６６３１４９号)及び抗真菌性活性(Pettit 等 (1998) Antimicrob. Ag
ents Chemother. 42:2961-2965)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリ
スタチン薬剤成分は、ペプチジル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端に
より抗体に接着しうる(国際公開第０２／０８８１７２号)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様には、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤部
分ＤＥ及びＤＦを含み、２００４年３月２８日に公開されたSenter等, Proceedings of t
he American Association for Cancer Research, Volume 45, Abstract Number 623に開
示される。この開示内容は出典明記によってその全体が特別に援用される。
【０２２８】
　ペプチド性薬剤部分は以下の式ＤＥ及びＤＦから選択されうる。

　ここで、ＤＥ及びＤＦの波線は、独立して各々の位置で、抗体又は抗体－リンカー成分
への共有結合部位を示す。
　Ｒ２は、Ｈ及びＣ１－Ｃ８アルキルから選択され、
　Ｒ３は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物、アリール、Ｃ１－Ｃ８

アルキル-アリール、Ｃ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物)、Ｃ３－Ｃ８ヘ
テロ環及びＣ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８ヘテロ環)から選択され、
　Ｒ４は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物、アリール、Ｃ１－Ｃ８

アルキル－アリール、Ｃ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物)、Ｃ３－Ｃ８ヘ
テロ環及びＣ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８ヘテロ環)から選択され、
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　Ｒ５は、Ｈ及びメチルから選択され、
　又はＲ４及びＲ５は共同で環状炭素を形成し、Ｒａ及びＲｂがＨ、Ｃ１－Ｃ８アルキル
及びＣ３－Ｃ８炭素環式化合物からそれぞれ選択される式－(ＣＲａＲｂ)ｎ－を有し、ｎ
は２、３、４、５及び６から選択され、
　Ｒ６は、Ｈ及びＣ１－Ｃ８アルキルから選択され、
　Ｒ７は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物、アリール、Ｃ１－Ｃ８

アルキル－アリール、Ｃ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物)、Ｃ３－Ｃ８ヘ
テロ環及びＣ１－Ｃ８アルキル－(Ｃ３－Ｃ８ヘテロ環)から選択され、
　各々のＲ８は、Ｈ、ＯＨ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、Ｃ３－Ｃ８炭素環及びＯ－(Ｃ１－Ｃ

８アルキル)からそれぞれ選択され、
　Ｒ９は、Ｈ及びＣ１－Ｃ８アルキルから選択され、
　Ｒ１０は、アリール又はＣ３－Ｃ８ヘテロ環から選択され、 
　ＺはＯ、Ｓ、ＮＨ、又はＲ１２がＣ１－Ｃ８アルキルであるＮＲ１２であり、
　Ｒ１１は、Ｈ、Ｃ１－Ｃ２０アルキル、アリール、Ｃ３－Ｃ８ヘテロ環、－(Ｒ１３Ｏ)

ｍ－Ｒ１４、又は－(Ｒ１３Ｏ)ｍ－ＣＨ(Ｒ１５)２から選択され、 
　ｍは、１～１０００の範囲の整数であり、
　Ｒ１３はＣ２－Ｃ８アルキルであり、
　Ｒ１４は、Ｈ又はＣ１－Ｃ８アルキルであり、
　各々のＲ１５の発生は、独立してＨ、ＣＯＯＨ、－(ＣＨ２)ｎ－Ｎ(Ｒ１６)２、－(Ｃ
Ｈ２)ｎ－ＳＯ３Ｈ、又は－(ＣＨ２)ｎ－ＳＯ３－Ｃ１－Ｃ８アルキルであり、 
　各々のＲ１６の発生は、独立してＨ、Ｃ１－Ｃ８アルキル、又は－(ＣＨ２)ｎ－ＣＯＯ
Ｈであり、 
　Ｒ１８は、－Ｃ(Ｒ8)２－Ｃ(Ｒ8)２－アリール、－Ｃ(Ｒ8)２－Ｃ(Ｒ8)２(Ｃ３－Ｃ８

ヘテロ環)、及び－Ｃ(Ｒ8)２－Ｃ(Ｒ8)２(Ｃ３－Ｃ８炭素環式化合物)から選択され、そ
して、ｎは０から６の範囲の整数である。
【０２２９】
　一実施態様では、Ｒ３、Ｒ４及びＲ７は、それぞれイソプロピル又はｓｅｃ－ブチルで
あり、Ｒ５は-Ｈ又はメチルである。ある例示的な実施態様では、Ｒ３及びＲ４は各々イ
ソプロピルであり、Ｒ５は-Ｈであり、そしてＲ７はｓｅｃ－ブチルである。
　さらに他の実施態様では、Ｒ２及びＲ６はそれぞれメチルであり、Ｒ９は－Ｈである。
　さらに他の実施態様では、各々のＲ８の発生は-ＯＣＨ３である。
　例示的な実施態様では、Ｒ３及びＲ４は各々イソプロピルであり、Ｒ２及びＲ６はそれ
ぞれメチルであり、Ｒ５は-Ｈであり、Ｒ７はｓｅｃ－ブチルであり、各々のＲ８の発生
は－ＯＣＨ３であり、そしてＲ９は－Ｈである。一実施態様では、Ｚは－Ｏ－又は－ＮＨ
－である。
　一実施態様では、Ｒ１０はアリールである。
　ある例示的な実施態様では、Ｒ１０は－フェニルである。
　ある例示的な実施態様では、Ｚが－Ｏ－の場合、Ｒ１１は－Ｈ、メチル又はｔ－ブチル
である。
　一実施態様では、Ｚが－ＮＨである場合に、Ｒ１１は－ＣＨ(Ｒ１５)２である。このＲ
１５は－(ＣＨ２)ｎ－Ｎ(Ｒ１６)２であり、Ｒ１６は－Ｃ１－Ｃ８アルキル又は－(ＣＨ

２)ｎ－ＣＯＯＨである。
　他の実施態様では、Ｚが－ＮＨである場合に、Ｒ１１は－ＣＨ(Ｒ１５)２である。この
Ｒ１５は－(ＣＨ２)ｎ－ＳＯ３Ｈである。
【０２３０】
　式ＤＥの例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＥである。ここで、波線は抗体－
薬剤コンジュゲートのリンカー(Ｌ)への共有結合を示す。
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　式ＤＦの例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＦである。ここで、波線は抗体－
薬剤コンジュゲートのリンカー(Ｌ)への共有結合を示す(米国特許公開第２００５／０２
３８６４９号及びDoronina等 (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124)を参照)。

【０２３１】
　他の薬剤部分には以下のＭＭＡＦ誘導体が含まれる。ここで、波線は抗体－薬剤コンジ
ュゲートのリンカー(Ｌ)への共有結合を示す。
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【０２３２】
　一態様では、限定するものではないが、上記のようなトリエチレングリコールエステル
(ＴＥＧ)を含む親水基はＲ１１で薬剤部分に結合することができる。ある特定の理論に縛
られるものではないが、親水基は薬剤部分の内在化及び非凝集に存在する。
　アウリスタチン／ドラスタチン又はその誘導体を含む式IのＡＤＣの例示的な実施態様
は、米国特許公開第２００５-０２３８６４９号Ａ１及びDoronina等 (2006) Bioconjugat
e Chem. 17:114-124に記載されており、これは出典明記によってここに明確に援用される
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。ＭＭＡＥ又はＭＭＡＦと様々なリンカー成分を含む式IのＡＤＣの例示的な実施態様は
、以下の構造及び略記号を有する(ここで、「Ａｂ」は抗体であり、ｐは１～およそ８で
あり、「Ｖａｌ－Ｃｉｔ」はバリン-シトルリンジペプチドであり、そして「Ｓ」は硫黄
原子である。

【０２３３】
　さらに、ＭＭＡＦと様々なリンカー成分を含む式IのＡＤＣの例示的な実施態様には、
Ａｂ-ＭＣ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦ及びＡｂ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦが含まれる。興味深いことに、タ
ンパク質分解性の切断を受けないリンカーによって抗体に結合しているＭＭＡＦを含むイ
ムノコンジュゲートは、タンパク質分解で切断可能なリンカーによって抗体に結合してい
るＭＭＡＦを含むイムノコンジュゲートに比べて活性を有することが示されている。Doro
nina等 (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124を参照。このような場合、薬剤放出は細
胞内の抗体分解に影響を受けると思われる。同上。
　一般的に、ペプチドベースの薬剤部分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
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を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤部分は、米国特許公開第2005-0238649号A1
；米国特許公開第5635483号；米国特許第5780588号；Pettit 等 (1989) J. Am. Chem. So
c. 111: 5463-5465；Pettit 等 (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277；Pettit, 
G.R., 等 Synthesis, 1996, 719-725；及びPettit 等 (1996) J. Chem. Soc. Perkin Tra
ns. 1 5:859-863；及びDoronina (2003) Nat. Biotechnol. 21(7): 778-784の方法に従っ
て調製されうる。
　特に、式ＤＦのアウリスタチン／ドラスタチン薬剤部分、例えばＭＭＡＦ及びその誘導
体は、米国特許公開第２００５-０２３８６４９号Ａ１及びDoronina等 (2006) Bioconjug
ate Chem. 17:114-124に記載の方法を用いて調製されうる。式ＤＥのアウリスタチン／ド
ラスタチン薬剤部分、例えばＭＭＡＥ及びその誘導体は、Doronina等 (2003) Nat. Biote
ch. 21:778-784に記載の方法を用いて調製されうる。薬剤－リンカー部分であるＭＣ-Ｍ
ＭＡＦ、ＭＣ-ＭＭＡＥ、ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦ、及びＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ
は、例えばDoronina等 (2003) Nat. Biotech. 21:778-784、及び米国特許公開第２００５
／０２３８６４９号Ａ１に記載のような常套的な方法によって都合よく合成され、その後
対象の抗体にコンジュゲートされてもよい。
【０２３４】
　　薬剤ローディング(Drug Loading)
　薬剤ローディングは、式Iの分子において、抗体当たりの薬剤部分の平均数であり、ｐ
によって表される。薬剤ローディングは抗体当たり１～２０の薬剤部分(Ｄ)の範囲であっ
てもよい。式IのＡＤＣには、１から２０の薬剤部分の範囲でコンジュゲートされる抗体
の集まりが含まれる。コンジュゲート反応からのＡＤＣの調製において抗体当たりの薬剤
部分の平均数は、質量分析、ＥＬＩＳＡアッセイ及びＨＰＬＣなどの従来の方法によって
特徴付けられうる。ｐに関するＡＤＣの定量的分布も決定されうる。いくつかの場合では
、ｐが他の薬剤ローディングを有するＡＤＣの一定の値である場合の均質なＡＤＣの分離
、精製及び特徴づけは、逆相ＨＰＬＣ又は電気泳動などの手段によって達成されうる。
　ある抗体－薬剤コンジュゲートでは、ｐは抗体上の結合部位の数によって限定されうる
。例えば、結合がシステインチオールである場合、上記の例示的な実施態様のように、抗
体はたった１つ又は複数のシステインチオール基を有してもよいし、結合しうるリンカー
によってたった１つ又は複数の十分に活性なチオール基を有してもよい。ある実施態様で
は、薬剤ローディングが高いと、例えばｐ＞５であると、特定の抗体－薬剤コンジュゲー
トの凝集、難溶性、毒性又は細胞透過性の喪失が起こりうる。ある実施態様では、本発明
のＡＤＣの薬剤ローディングは、１からおよそ８、およそ２からおよそ６、およそ３から
およそ５、およそ３からおよそ４、およそ３．１からおよそ３．９、およそ３．２からお
よそ３．８、およそ３．２からおよそ３．７、およそ３．２からおよそ３．６、およそ３
．３からおよそ３．８、又はおよそ３．３からおよそ３．７の範囲である。実際、あるＡ
ＤＣでは、抗体当たりの薬剤部分の適切な比は、８未満であってもよいし、およそ２～お
よそ５であってもよい。米国特許公開第２００５-０２３８６４９号Ａ１(出典明記によっ
てこの全体が本明細書中に援用される)を参照。
【０２３５】
　ある実施態様では、理論的な最大よりも少ない薬剤部分がコンジュゲート反応の間に抗
体にコンジュゲートされる。抗体は、例えば、以下に検討するように、薬剤－リンカー中
間体又はリンカー試薬と反応しないリジン残基を含みうる。一般に、抗体は薬剤部分に結
合しうる多くの遊離した反応性のシステインチオール基を含まず、実際、抗体のほとんど
のシステインチオール残基はジスルフィド架橋として存在する。ある実施態様では、抗体
は、反応性のシステインチオール基を生成するために、部分的ないしは完全に還元な条件
下で、ジチオトレイトール(ＤＴＴ)又はトリカルボニルエチルホスフィン(ＴＣＥＰ)など
の還元剤により還元されうる。ある実施態様では、抗体は変性条件下に曝されるとリジン
やシステインなどの反応性の求核基を現す。
　ＡＤＣのローディング(薬剤／抗体比率)は、例えば、(i) 抗体に対して薬剤－リンカー
中間体又はリンカー試薬のモル過剰量を限定する、(ii) コンジュゲートの反応時間又は
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温度を限定する、(iii) システインチオール修飾のための還元条件を限定する、(iv) シ
ステイン残基がリンカー－薬剤接着の数及び／又は位置の制御のために変更されるように
、抗体のアミノ酸配列を組み換え技術によって改変する(例えば、本明細書及び国際公開
第２００６／０３４４８８号(出典明記によって本明細書中に全体が援用される)において
開示されるように調製したｔｈｉｏＭａｂ又はｔｈｉｏＦａｂ)ことによるなど、異なる
方法で制御しうる。
【０２３６】
　１以上の求核基が薬剤部分試薬が続くリンカー試薬又は薬剤－リンカー中間体と反応す
る場合、その結果生じる生成物は、抗体に結合した一又は複数の薬剤部分を有するＡＤＣ
化合物の混合物であると考えられる。抗体当たりの薬剤の平均数は、抗体特異的かつ薬剤
特異的である二重ＥＬＩＳＡアッセイによって混合物から算出されうる。個々のＡＤＣ分
子は、質量分析によって混合物中で識別され、ＨＰＬＣ、例えば疎水性相互作用クロマト
グラフィによって分離されうる(例としてHamblett, K.J.,等 "Effect of drug loading o
n the pharmacology, pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30 antibody-drug
 conjugate," Abstract No. 624, American Association for Cancer Research, 2004 An
nual Meeting, March 27-31, 2004, Proceedings of the AACR, Volume 45, March 2004
；Alley, S.C.,等 "Controlling the location of drug attachment in antibody-drug c
onjugates," Abstract No. 627, American Association for Cancer Research, 2004 Ann
ual Meeting, March 27-31, 2004, Proceedings of the AACR, Volume 45, March 2004を
参照)。ある実施態様では、単一のローディング値をもつ均質なＡＤＣは、電気泳動又は
クロマトグラフィによってコンジュゲート混合物から単離してもよい。
【０２３７】
　　イムノコンジュゲートの調製方法
　式IのＡＤＣは、当業者に公知の有機化学的反応、条件及び試薬を用いた様々な手段、
例えば、(1) 共有結合によってＡｂ－Ｌを形成するための二価のリンカーと抗体の求核基
との反応とその後の薬剤部分Ｄとの反応、及び(2) 共有結合によってＤ－Ｌを形成するた
めの二価のリンカーと薬剤部分の求核基との反応とその後の抗体の求核基との反応などに
よって調製されてもよい。後者の手段による式IのＡＤＣを調製するための例示的な方法
は米国特許公開第２００５-０２３８６４９号Ａ１に記載されており、出典明記によって
本明細書中に明確に援用される。
　抗体の求核基には、限定するものではないが、(i) Ｎ末端アミン基、(ii) 側鎖アミン
基、例えばリジン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv) 抗体がグリコ
シル化される糖水酸基又はアミノ基が含まれる。アミン、チオール及び水酸基は、求核で
あり、反応して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性基により共有結合を形成す
ることができる。このリンカー部分及びリンカー試薬には、(i) 活性エステル類、例えば
ＮＨＳエステル類、ＨＯＢｔエステル類、ハロギ酸類及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキ
ル及びベンジルハロゲン化物、例えばハロアセトアミド類；(iii) アルデヒド類、ケトン
類、カルボキシル及びマレイミド基、が含まれる。特定の抗体は、還元しうる鎖間ジスル
フィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、抗体が完全ないしは部分的に還元さ
れるように、還元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)又はトリカルボニルエチルホス
フィン(ＴＣＥＰ)による処置によって、リンカー試薬を用いたコンジュゲート反応を行っ
てもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２つの反応性のチオール求核
基を形成する。あるいは、リジン残基の修飾によって、例えば、チオールにアミンを転換
させる２-イミノチオラン(トラウトの試薬)を用いてリジンを反応させることによって、
抗体にスルフヒドリル基を導入することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、
４又はそれ以上のシステイン残基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステイン
アミノ酸残基を含んでなる変異体抗体を調製する)ことによって抗体に導入されてもよい
。
【０２３８】
　また、本発明の抗体－薬剤コンジュゲートは、アルデヒドないしはケトンカルボニル基
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などの抗体上の求電子性基とリンカー試薬や薬剤上の求核基との間の反応によって生成し
てもよい。リンカー試薬上の有用な求核基には、限定するものではないが、ヒドラジド、
おきしむ、アミノ、ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジン カルボキシレート、
及びアリールヒドラジドが含まれる。一実施態様では、抗体を修飾して、リンカー試薬又
は薬剤上の求核置換基と反応させることができる求電子性の部分を導入する。他の実施態
様では、グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応しうるアルデヒド又はケトン基を形成させ
てもよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結
合を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトー
スオキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水
化物部分の反応により、薬剤(Hermanson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応
することができる抗体のカルボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施態様
では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含む抗体はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩と反応
して、第一のアミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan & Stroh, (1992) Bio
conjugate Chem. 3:138-146；US 5362852)。このようなアルデヒドは、薬剤部分又はリン
カー求核基と反応することができる。 
　薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、反応して、リンカー部分及びリン
カー試薬上の求電子性の基と共有結合することができるアミン、チオール、ヒドロキシル
、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカルボン酸エス
テル及びアリールヒドラジド基が含まれる。このリンカー部分及びリンカー試薬には、(i
) 活性エステル類、例えばＮＨＳエステル類、ＨＯＢｔエステル類、ハロギ酸類及び酸ハ
ロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハロゲン化物、例えばハロアセトアミド類；(ii
i) アルデヒド類、ケトン類、カルボキシル及びマレイミド基、が含まれる。
【０２３９】
　本発明の化合物は、限定するものではないが、以下の架橋剤：市販されている(例えば
、Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭ
ＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、Ｓ
ＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、
スルホ-ＭＢＳ、スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳ
Ｂ (スクシンイミジル-(４-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考え
られる。2003-2004 Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
　また、抗体と細胞障害性剤のイムノコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カッ
プリング剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰ
ＤＰ)、スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラー
ト(ＳＭＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメ
チルアジピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)
、アルデヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-ア
ジドベンゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジア
ゾニウムベンゾイル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジ
イソシアネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロ
ベンゼン)を使用して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Sc
ience 238:1098(1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標
識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ
)が抗体に放射性ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際
公開第９４／１１０２６号を参照されたい。
【０２４０】
　別法として、抗体と細胞障害性剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。組み換えＤＮＡ分子は、コンジュゲートの所望する特性
を破壊しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接
しているコンジュゲートの抗体と細胞障害性の部分をコードする領域を含みうる。
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　更なる他の実施態様では、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター
」(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコン
ジュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用して循環から非結合コンジュゲートを除
去し、細胞障害性剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例
えばアビジン)を投与してもよい。 
【０２４１】
システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の調製
　本発明の設定、選別及び調製方法により、さらに、求電子性の官能性と反応するシステ
イン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体が可能である。これらの方法によりさらに、所定の設定し
た選択した部位に薬剤分子を有する抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)化合物などの抗体
複合体化合物が可能である。抗体表面上の反応性のシステイン残基により、マレイミド又
はハロアセチルなどのチオール反応基を介した薬剤成分の特異的なコンジュゲートが可能
である。マレイミド基に対するＣｙｓ残基のチオール官能基の求核反応性は、リジン残基
のアミノ基又はＮ-末端アミノ基などのタンパク質内の任意の他のアミノ酸官能性の、お
よそ１０００倍である。ヨードアセチル及びマレイミド試薬のチオール特異的官能性はア
ミン基と反応するが、より高いｐＨ(＞９．０)とより長い反応時間が必要である(Garman,
 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press, London)
。タンパク質内の遊離チオールの量は、標準的なエルマンのアッセイによって推定されて
もよい。免疫グロブリンＭはジスルフィド結合五量体の例であるのに対し、免疫グロブリ
ンＧは、サブユニットを一緒に結合している内部ジスルフィド架橋を有するタンパク質の
例である。このタンパク質では、ジチオトレイトール(ＤＴＴ)又はｓｅｌｅｎｏｌ(Singh
等 (2002) Anal. Biochem. 304:147-156)などの試薬によるジスルフィド結合の還元は、
反応性の遊離チオールを生成するために必要である。この手法により、抗体立体構造及び
抗原結合特異性が失われうる。
【０２４２】
　Ｐｈｅｓｅｌｅｃｔｏｒ(反応性チオールの選別のためのファージＥＬＩＳＡ)アッセイ
により、ＥＬＩＳＡファージ様式での抗体の反応性システイン基の検出が可能であり、こ
れによってシステイン改変抗体の設定の助けとなる(国際公開第２００６／０３４４８８
号)。システイン改変抗体をウェルの表面にコートし、ファージ粒子とインキュベートし
て、ＨＲＰ標識した二次抗体を添加して、吸光度を検出する。ファージにディスプレイさ
れる変異タンパク質は、迅速で、強力な、ハイ-スループット方法でスクリーニングされ
うる。システイン改変抗体のライブラリを生成して同じ手法を用いて結合選別を行い、抗
体又は他のタンパク質のランダムなタンパク質-ファージライブラリから遊離Ｃｙｓ取込
みの反応性の部位を適切に同定することができる。この技術は、ファージにディスプレイ
されるシステイン変異タンパク質を、チオール反応性でもあるレポーターグループ又は親
和性試薬と反応させることを含む。
　ＰＨＥＳＥＬＥＣＴＯＲアッセイにより、抗体の反応性のチオール基のスクリーニング
が可能である。この方法によるＡ１２１Ｃ変異の同定は一例である。完全なＦａｂ分子は
、反応性チオール基を有するＴｈｉｏＦａｂ変異体をより多く同定するために、効果的に
検索されうる。パラメーターである断片的な表面のアクセス容易性を用いて、ポリペプチ
ド内のアミノ酸残基に対する溶媒のアクセスしやすさを同定して、定量化した。表面のア
クセス容易性は、溶媒分子、例えば水が接触することができる表面積(Å２)として表され
うる。水が占める面積は１．４Å半径球として概算される。アルゴリズムを用いて公知の
Ｘ線結晶学由来の座標によりタンパク質の各アミノ酸の表面アクセス容易性を算出する結
晶学プログラムのＣＣＰ４ Ｓｕｉｔｅとして("The CCP4 Suite: Programs for Protein 
Crystallography" (1994) Acta. Cryst. D50: 760-763)、ソフトウェアは入手自由である
か許可されている(Secretary to CCP4, Daresbury Laboratory, Warrington, WA4 4AD, U
nited Kingdom, Fax: (+44) 1925 603825, or by internet: www.ccp4.ac.uk/dist/html/
INDEX.html)。B.Lee and F.M.Richards (1971) J.Mol.Biol. 55:379-400のアルゴリズム
に基づいて、表面アクセス容易性の算出を実行する２つの例示的なソフトウェアモジュー



(114) JP 5394246 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

ルは、「ＡＲＥＡＩＭＯＬ」及び「ＳＵＲＦＡＣＥ」である。ＡＲＥＡＩＭＯＬは、タン
パク質のヴァンデルワールス表面を転がるので、プローブ球(溶媒分子を表す)の中心の座
標としてタンパク質の溶媒にアクセスする表面を定義する。ＡＲＥＡＩＭＯＬは、各原子
の周りの拡がった球上(原子とプローブの半径の合計に等しい原子中心からの距離)に表面
ポイントを生成して、周囲の原子と関連する同等の球内にあるものを除くことによって溶
媒にアクセス容易な表面を算出する。ＡＲＥＡＩＭＯＬは、ＰＤＢ座標ファイルに原子の
溶媒にアクセス容易な領域を見つけ、残基、鎖、及び全分子がアクセス容易な領域をまと
める。個々の原子がアクセス容易な領域(又は、領域の相違)は、偽ＰＤＢ出力ファイルに
書き込まれる。ＡＲＥＡＩＭＯＬは各エレメントについて単一の半径を仮定し、限られた
数の異なるエレメントを認識するのみである。
【０２４３】
　ＡＲＥＡＩＭＯＬ及びＳＵＲＦＡＣＥは、絶対的なアクセス容易性、すなわち正方形の
オングストローム(Å)の数を示す。部分的な表面アクセス容易性は、ポリペプチド内のア
ミノ酸に関する標準の状態を参照することで算出される。基準状態はトリペプチドＧｌｙ
－Ｘ－Ｇｌｙであり、ここで、Ｘは対象のアミノ酸であり、基準状態は「伸展した」高次
構造、すなわちβ鎖内の高次構造様でなければならない。伸展した高次構造はＸのアクセ
ス容易性を最大にする。算出したアクセス容易な領域をＧｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙトリペプチド
基準状態のアクセス容易な領域で割って、比率を比率を示す。これが部分的なアクセス容
易性となる。アクセス容易性の割合は、１００を乗じた部分的アクセス容易性である。表
面アクセス容易性を算出するための他の例示的なアルゴリズムは、ポリペプチドのＸ線座
標に基づいて水球体に対するアミノ酸残基の部分的アクセス容易性を算出するプログラム
ｘｓａｅ (Broger, C., F. Hoffman-LaRoche, Basel)のＳＯＬＶモジュールに基づく。抗
体のすべてのアミノ酸の部分的表面アクセス容易性は、利用できる結晶構造情報を使用し
て算出されてもよい(Eigenbrot等 (1993) J Mol Biol. 229:969-995)。
　システイン改変抗体をコードするＤＮＡを容易に単離し、従来の手順を用いて(例えば
、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴ
ヌクレオチドプローブを用いることによって)配列決定される。ハイブリドーマ細胞はこ
のようなＤＮＡの供与源として役立つ。単離した後、ＤＮＡを発現ベクターに入れ、つい
でそれを、大腸菌、サルのＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は
他の哺乳動物の宿主細胞、例えば抗体タンパク質を産生しない骨髄腫細胞(米国特許第５
８０７７１５号；米国公開特許第２００５／００４８５７２号；米国公開特許第２００４
／０２２９３１０)などの宿主細胞に形質移入して、組み換え宿主細胞内でモノクローナ
ル抗体の合成を得てもよい。
【０２４４】
　設定及び選別の後、改変された、非常に反応性のある対になっていないＣｙｓ残基を有
するシステイン改変抗体、例えばＴｈｉｏＦａｂが、(i) 細菌、例えば大腸菌システム(S
kerra等 (1993) Curr. Opinion in Immunol. 5:256-262；Pluckthun (1992) Immunol. Re
vs. 130:151-188)又は哺乳類の細胞培養システム(国際公開第０１／００２４５号)、例え
ばチャイニーズハムスター卵巣細胞(ＣＨＯ)における発現、及び(ii) 一般的なタンパク
質精製技術を用いた精製(Lowman等 (1991) J. Biol. Chem. 266(17): 10982-10988)によ
って産生されてもよい。
　改変されたＣｙｓチオール基は、求電子性リンカー試薬及び薬剤－リンカー中間生成物
と反応して、システイン改変抗体薬剤コンジュゲート及び他の標識したシステイン改変抗
体を形成する。親抗体に存在し、鎖内及び鎖間のジスルフィド結合を形成するシステイン
改変抗体Ｃｙｓ残基は、反応性チオール基を全く持っておらず(還元剤で処理されない限
り)、求電子性のリンカー試薬又は薬剤－リンカー中間生成物と反応しない。新規に改変
されたＣｙｓ残基は対形成せずに、反応することができる。すなわち求電子性のリンカー
試薬又は薬剤－マレイミドなどの薬剤－リンカー中間生成物にコンジュゲートすることが
できる。例示的な薬剤－リンカー中間生成物には、ＭＣ－ＭＭＡＥ、ＭＣ－ＭＭＡＦ、Ｍ
Ｃ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ及びＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＦが含まれる。重鎖及び軽
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鎖の改変したＣｙｓ残基の構造位置は連続する番号付けシステムに従って番号付けする。
この連続する番号付けシステムは、Ｎ末端から始まるカバット番号付けシステム(Kabat等
, (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health 
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD)に関連しており、ａ、ｂ、ｃ
で示す挿入がカバット番号付けスキーム(下列)とは異なる。カバット番号付けシステムを
用いると、実際の直鎖のアミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲないしＣＤＲが短くなって
いるアミノ酸か、又はＦＲないしＣＤＲに挿入を含むアミノ酸を含みうる。システイン改
変重鎖変異体部位は連続する番号付け及びカバット番号付けスキームによって同定される
。
【０２４５】
　一実施態様では、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、
(a) システインによって親抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の一又は複数のアミノ酸残基を置換する
、そして、
(b) チオール反応性の試薬とシステイン改変抗体を反応させることによって、システイン
改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体のチオール反応性を決定する
ことを含む方法によって調製される。
　システイン改変抗体は親抗体よりチオール反応性の試薬との反応性が高くてもよい。
　遊離システインアミノ酸残基は、重鎖ないし軽鎖、又は定常ドメインないし可変ドメイ
ンに位置してもよい。また、抗体断片、例えばＦａｂは、抗体断片のアミノ酸を置換する
一又は複数のシステインアミノ酸によって改変して、システイン改変抗体断片を形成して
もよい。
　本発明の他の実施態様は、
(a) 一又は複数のシステインアミノ酸を親抗ＳＴＥＡＰ－１抗体に導入して、システイン
改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を生成する、そして、
(b) チオール反応性の試薬によりシステイン改変抗体のチオール反応性を決定する
ことを含み、
このとき、システイン改変抗体は親抗体よりもチオール反応性の試薬と反応性が高いもの
である、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を調製する(作製する)方法を提供する。
【０２４６】
　システイン改変抗体を調製する方法の工程(a)は、 
(i) システイン改変抗体をコードする核酸配列を突然変異誘発する、
(ii) システイン改変抗体を発現させる、そして、
(iii) システイン改変抗体を単離して、精製する
ことを含む。
　システイン改変抗体を調製する方法の工程(b)は、ファージ又はファージミド粒子から
選択されるウイルス粒子上にシステイン改変抗体を発現させることを含んでもよい。
　また、システイン改変抗体を調製する方法の工程(b)は、
(i) システイン改変抗体をチオール反応性の親和性試薬と反応させ、親和性標識した、シ
ステイン改変抗体を生成させる、そして、
(ii) 親和性標識したシステイン改変抗体のキャプチャ培地への結合を測定する
ことを含んでもよい。
　本発明の他の実施態様は、
(a) 親抗体に一又は複数のシステインアミノ酸を導入して、システイン改変抗体を生成す
る、
(b) システイン改変抗体をチオール反応性の親和性試薬と反応させ、親和性標識した、シ
ステイン改変抗体を生成させる、そして、
(c) 親和性標識したシステイン改変抗体のキャプチャ培地への結合を測定する、そして、
(d) チオール反応性の試薬によりシステイン改変抗体のチオール反応性を決定する
ことを含む、チオール反応のために高い反応性を有し、対形成をしないシステインアミノ
酸を有するシステイン改変抗体をスクリーニングする方法である。
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【０２４７】
　システイン改変抗体をスクリーニングする方法の工程(a)は、
(i) システイン改変抗体をコードする核酸配列を突然変異誘発する、
(ii) システイン改変抗体を発現させる、そして、
(iii) システイン改変抗体を単離して、精製する
ことを含んでもよい。
　システイン改変抗体をスクリーニングする方法の工程(b)は、ファージ又はファージミ
ド粒子から選択されるウイルス粒子上にシステイン改変抗体を発現させることを含んでも
よい。
　また、システイン改変抗体をスクリーニングする方法の工程(b)は、
(i) システイン改変抗体をチオール反応性の親和性試薬と反応させ、親和性標識した、シ
ステイン改変抗体を生成させる、そして、
(ii) 親和性標識したシステイン改変抗体のキャプチャ培地への結合を測定する
ことを含んでもよい。
【０２４８】
　　標識したシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
　システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は部位特異的であり、チオール反応性の試薬と効
率よくカップリングしうる。チオール反応性の試薬は、多機能性リンカー試薬、キャプチ
ャ、すなわち親和性、標識試薬(例えばビオチン-リンカー試薬)、検出標識(例えば蛍光体
試薬)、固相固定化試薬(例えばＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭ、ポリスチレン又はガラス)、又
は薬剤－リンカー中間生成物であってもよい。チオール反応性試薬の一例はＮ-エチルマ
レイミド(ＮＥＭ)である。ある例示的な実施態様では、ビオチン-リンカー試薬とのＴｈ
ｉｏＦａｂの反応によりビオチン化されたＴｈｉｏＦａｂが生じ、これによって改変され
たシステイン残基の存在及び反応性が検出され、測定されうる。多機能リンカー試薬との
ＴｈｉｏＦａｂの反応により、薬剤成分試薬又は他の標識とさらに反応しうる官能化され
たリンカーを有するＴｈｉｏＦａｂが生じる。薬剤－リンカー中間生成物とのＴｈｉｏＦ
ａｂの反応により、ＴｈｉｏＦａｂ薬剤コンジュゲートが生じる。
　本明細書中で記述される例示的な方法は一般に、抗体の同定及び産生、さらに一般的に
は、本明細書中に記載の設定及びスクリーニングの工程によって他のタンパク質に応用さ
れてもよい。
【０２４９】
　このような手法は、反応基が例えばマレイミド、ヨードアセトアミド、ピリジルジスル
フィド、又は他のチオール反応性の結合パートナーである他のチオール反応性試薬のコン
ジュゲーションに応用されてもよい(Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of Fl
uorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.；Brinkley, 1992,
 Bioconjugate Chem. 3:2；Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Ap
proach, Academic Press, London；Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2；Hermanson, 
G. in Bioconjugate Techniques (1996) Academic Press, San Diego, pp. 40-55, 643-6
71)。チオール反応性の試薬は、薬剤成分、フルオロホア、例としてフルオレセイン又は
ローダミンのような蛍光染料、イメージング又は放射性治療用金属のためのキレート剤、
ペプチジル又は非ペプチジル標識ないしは検出用タグ、又はポリエチレングリコールの各
種アイソフォームなどのクリアランス-改変剤、第三成分に結合するペプチド、又は他の
炭水化物又は親油性剤であってもよい。
【０２５０】
　　システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の使用
　システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体とそのコンジュゲートは治療用及び／又は診断用
の薬剤としての使用が明らかにされうる。本発明はさらに、ＳＴＥＡＰ－１関連疾患と関
係する一又は複数の症状を予防するか、管理するか、治療するか又は、寛解する方法を提
供する。特に、本発明は、癌、例えば前立腺癌、肺癌、大腸癌、膀胱癌、卵巣癌、及びユ
ーイング肉腫などの細胞増殖性疾患と関係する一又は複数の症状を予防するか、管理する
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か、治療するか又は、寛解する方法を提供する。本発明はまた更に、ＳＴＥＡＰ－１関連
の疾患又はこのような疾患を発達させる素因を診断するための方法、並びに好ましくは細
胞関連のＳＴＥＡＰ－１ポリペプチドを結合する抗体、及び抗体の抗原結合断片を同定す
るための方法を提供する。
　本発明の他の実施態様は、ＳＴＥＡＰ－１関連の疾患に応答する状態の治療において有
用な医薬の調製のためのシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の使用に関する。
【０２５１】
　　システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体－薬剤コンジュゲートの調製
　式ＩのＡＤＣは、当業者に公知の有機化学的反応、条件及び試薬を用いた様々な手段、
例えば、(1) システイン改変抗体のシステイン基をリンカー試薬と反応させて、共有結合
によって抗体－リンカー中間生成物Ａｂ－Ｌを形成させ、その後に薬剤成分Ｄと反応させ
る、及び(2) 薬剤成分の求核基をリンカー試薬と反応させて、共有結合によって薬剤－リ
ンカー中間生成物Ｄ－Ｌを形成させ、その後にシステイン改変抗体のシステイン基と反応
させる、などによって調製されてもよい。コンジュゲート方法(1)及び(2)は、様々なシス
テイン改変抗体、薬剤成分及びリンカーを用いて行い、式Ｉの抗体－薬剤コンジュゲート
を調製してもよい。
　抗体システインチオール基は求核基であり、反応して、リンカー試薬及び薬剤－リンカ
ー中間生成物の求電子基と共有結合することができる。このリンカー試薬及び薬剤－リン
カー中間生成物には、(i) 活性エステル類、例えばＮＨＳエステル類、ＨＯＢｔエステル
類、ハロギ酸類及び酸ハロゲン化物、(ii) アルキル及びベンジルハロゲン化物、例えば
ハロアセトアミド類、(iii) アルデヒド類、ケトン類、カルボキシル及びマレイミド基、
及び(iv) スルフィド交換による、ピリジルジスルフィドを含むジスルフィドが含まれる
。薬剤成分の求核基には、リンカー成分及びリンカー試薬の求電子基と共有結合するため
に反応することができる、アミン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒ
ドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド
基が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０２５２】
　システイン改変抗体は、ＤＴＴ(クリーランド試薬、ジチオトレイトール)又はＴＣＥＰ
(トリス(２-カルボキシエチル)ホスフィンヒドロクロライド；Getz等 (1999) Anal. Bioc
hem. Vol 273:73-80；Soltec Ventures, Beverly, MA)などの還元剤にて処理した後に、
鎖間及び鎖内のジスルフィド結合を再形成させるために再酸化させることによって、リン
カー試薬とのコンジュゲートに対して反応性にしてもよい。例えば、ＣＨＯ細胞に発現さ
れる完全長のシステイン改変モノクローナル抗体(ＴｈｉｏＭａｂ)を、新たに導入したシ
ステイン残基と培養培地中に存在するシステインとの間で形成しうるシステイン付加物の
ジスルフィド結合を還元するために、およそ５０倍の過剰なＴＣＥＰにて３７℃で３時間
かけて還元する。還元されたＴｈｉｏＭａｂを希釈して、１０ｍＭ 酢酸ナトリウム、ｐ
Ｈ５にてＨｉＴｒａｐ Ｓカラムに流し、０．３Ｍ 塩化ナトリウムを含むＰＢＳにて溶出
する。希釈(２００ｎＭ)硫酸銅水(ＣｕＳＯ４)、室温に終夜置くことにより親Ｍａｂに存
在するシステイン残基間にジスルフィド結合が再構築された。あるいは、デヒドロアスコ
ルビン酸(ＤＨＡＡ)は、システイン付加物の還元分解反応の後にシステイン改変抗体の鎖
内ジスルフィド基を再構築させるための有効な酸化体である。当分野で公知の他の酸化体
、すなわち酸化剤及び酸化条件が用いられてもよい。外気酸化も有効である。この低刺激
性の部分的な再酸化工程により、高品位の鎖内ジスルフィドが効率よく形成され、新たに
導入されたシステイン残基のチオール基が維持される。およそ１０倍過剰な薬剤－リンカ
ー中間生成物、例えばＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥを添加し、混合して、室温におよそ
１時間置いて、コンジュゲートに作用させ、抗体－薬剤コンジュゲートを形成させた。コ
ンジュゲート混合物をゲル濾過し、ＨｉＴｒａｐ Ｓカラムに流して溶出させ、過剰な薬
剤－リンカー中間生成物と他の不純物を除去した。
【０２５３】
　図１６は、コンジュゲートのために細胞培養物から発現されるシステイン改変抗体を調
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製するための一般的な方法を示す。細胞培養培地にシステインを含む場合、新たに導入さ
れたシステインアミノ酸と培地のシステインとの間にジスルフィド付加物が形成しうる。
これらのシステイン付加物(図１２の例示的なＴｈｉｏＭａｂ(左)に○で示す)は、コンジ
ュゲートのために反応するシステイン改変抗体を生成するために還元されなければならな
い。システイン付加物は、おそらく様々な鎖間ジスルフィド結合とともに、ＴＣＥＰなど
の還元剤によって抗体の還元型を生じさせるために、還元により切断される。対形成した
システイン残基間の鎖間ジスルフィド結合は、硫酸銅、ＤＨＡＡ又は周囲酸素への曝露に
よる不完全酸化条件下で再形成される。新たに導入され、改変され、対形成しないシステ
イン残基は、リンカー試薬や薬剤－リンカー中間生成物と反応して本発明の抗体コンジュ
ゲートを形成するために利用されうる状態にある。哺乳類の細胞株において発現されるＴ
ｈｉｏＭａｂは、－Ｓ－Ｓ－結合形成によって外部からコンジュゲートされた改変Ｃｙｓ
へのＣｙｓ付加物となる。したがって、精製されたＴｈｉｏＭａｂを、実施例５に記載の
還元及び再酸化の手順にて処理して、反応性のＴｈｉｏＭａｂｓを生産する。これらのＴ
ｈｉｏＭａｂを用いて、細胞障害性剤、蛍光体及び他の標識を含むマレイミドとコンジュ
ゲートさせる。
　図１５は、アウリスタチン薬剤成分が、改変されたシステイン基の軽鎖（ＬＣ－ＡＤＣ
）、重鎖（ＨＣ－ＡＤＣ）、及びＦｃ領域（Ｆｃ－ＡＤＣ）に付着している、システイン
改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲート（ＡＤＣ）の実施態様を示す。
【０２５４】
薬学的製剤
　　抗体薬剤コンジュゲートの投与
　本発明の抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)は、治療される症状に適切な任意の手段に
よって投与されてもよい。典型的にＡＤＣは、非経口的に、すなわち注入、皮下、筋肉内
、静脈内、皮内、くも膜下腔内及び硬膜外投与される。
　前立腺、肺及び／又は大腸等の癌を治療するために、一実施態様では、抗体－薬剤コン
ジュゲートは静脈内注入により投与される。注入により投与される用量は、１用量当たり
およそ１μｇ／ｍ２からおよそ１００００μｇ／ｍ２の範囲で、一般に週１回、合計１、
２、３又は４回の用量である。あるいは、用量範囲は、およそ１μｇ／ｍ２からおよそ１
０００μｇ／ｍ２、およそ１μｇ／ｍ２からおよそ８００μｇ／ｍ２、およそ１μｇ／ｍ
２からおよそ６００μｇ／ｍ２、およそ１μｇ／ｍ２からおよそ４００μｇ／ｍ２、およ
そ１０μｇ／ｍ２からおよそ５００μｇ／ｍ２、およそ１０μｇ／ｍ２からおよそ３００
μｇ／ｍ２、およそ１０μｇ／ｍ２からおよそ２００μｇ／ｍ２、及びおよそ１μｇ／ｍ
２からおよそ２００μｇ／ｍ２である。投薬は、１日１回、１週間に１回、１週間に複数
回(１日１回より少ない)、１か月に複数回(１日１回より少ない)、１か月に複数回(１週
間に１回より少ない)、１か月に１回又は疾患の症状が寛解又は緩和するように間欠的に
投与されてもよい。投与は、腫瘍又はリンパ腫の症状、治療される白血病が寛解するまで
開示したいずれかの間隔で継続されてもよい。このような寛解又は軽減がこのような継続
的な投与によって延長される症状の寛解又は軽減が達成される後に、投与を続けてもよい
。
【０２５５】
　また、本発明は、前立腺癌、肺癌、又は大腸癌に罹っている患者に、治療的に有効な量
の前記実施態様のいずれか一のヒト化１２０ｖ．２４抗体であって、細胞障害性分子や検
出可能な分子にコンジュゲートされていない抗体を投与することを含む、前立腺癌、肺癌
、又は大腸癌、及び／又はそれら癌の転移を緩和する方法を提供する。抗体は一般的に、
およそ１μｇ／ｍ２からおよそ１０００ｍｇ／ｍ２の用量範囲で投与される。
　また、本発明は、前立腺癌、肺癌、又は大腸癌に罹っている患者に、治療的に有効な量
の前記実施態様のいずれか一のヒト化１２０ｖ．２４抗体であって、細胞障害性分子や検
出可能な分子にコンジュゲートされている抗体を投与することを含む、前立腺癌、肺癌、
又は大腸癌、及び／又はそれら癌の転移を緩和する方法を提供する。抗体は一般的に、お
よそ１μｇ／ｍ２からおよそ１０００ｍｇ／ｍ２の用量範囲で投与される。
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【０２５６】
　一態様では、本発明はさらに、少なくとも一の本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及び／又
は少なくとも一のこのイムノコンジュゲート及び／又は少なくとも一の本発明の抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体－薬剤コンジュゲートを含有する薬学的製剤を提供する。いくつかの実施態
様では、薬学的製剤は、1) 抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及び／又は抗ＳＴＥＡＰ－１抗体－薬
剤コンジュゲート及び／又はこのイムノコンジュゲートと、2) 薬学的許容性のある担体
とを含有する。いくつかの実施態様では、薬学的製剤は、1) 抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及び
／又はこのイムノコンジュゲートと、場合によって2) 少なくとも一の付加的治療剤とを
含有する。
　本発明の抗体ないしイムノコンジュゲート又は本発明の抗体－薬剤コンジュゲートを含
んでなる治療用製剤は、所望の純度を持つ抗体又は抗体－薬剤コンジュゲートと、場合に
よっては生理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより(Remingt
on's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980))、水溶液又は凍結
乾燥又は他の乾燥製剤の形態に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定
化剤は、用いられる用量と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレー
ト、ヒスチジン及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸
化防止剤；保存料(例えばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサ
メトニウムクロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノー
ル、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン
；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾ
ール)；低分子量(約１０残基未満)のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免
疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グ
ルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース
、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等
のキレート化剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナ
トリウム等の塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体)；及び／又はT
WEENTM、PLURONICSTM又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
含む。インビボ投与に用いられる薬学的製剤は一般に滅菌されている。これは滅菌濾過メ
ンブレンによる滅菌によって容易に達成される。
【０２５７】
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるい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-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-粒
子及びナノカプセル)に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このような
技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に
開示されている。
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、本発明の抗体ないしイ
ムノコンジュゲートを含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリク
スは成形物、例えばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例
には、ポリエステル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、
又はポリ(ビニルアルコール))、ポリラクチド(米国特許第3773919号)、Ｌ-グルタミン酸
とγエチル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-
グリコール酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOTTM(乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸
ロイプロリドからなる注射可能なミクロスフィア)、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチ
ル酸が含まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分子を１
００日以上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質をより
短い時間で放出する。カプセル化された抗体ないしイムノコンジュゲートが体内に長時間
残ると、３７℃の水分に暴露された結果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫
原性を変化させるおそれがある。合理的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化の
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ために案出することができる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間
Ｓ-Ｓ結合の形成であることが見いだされた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し
、酸性溶液から凍結乾燥させ、水分含有量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定の
ポリマーマトリクス組成物を開発することによって達成されうる。
【０２５８】
　　抗体－薬剤コンジュゲート治療
　本発明の抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を用いて、例えば腫瘍抗原の過剰発現に特
徴がある様々な疾患ないしは疾病を治療することが考慮される。例示的な症状又は過剰増
殖性疾患には、良性ないし悪性の腫瘍；白血病及びリンパ系の悪性腫瘍が含まれる。他に
は、神経系、神経膠、星状性、視床下部、腺性、マクロファージ性、上皮性、間質性、胚
盤胞性、炎症性、血管形成性、及び、自己免疫性を含む免疫性の疾患が含まれる。他にも
、前立腺癌、肺癌、及び大腸癌が含まれる。
　動物モデル及び細胞に基づくアッセイにおいて同定されるＡＤＣ化合物はさらに、腫瘍
を有する高次霊長類及びヒトの臨床試験で試験されうる。ヒトの臨床試験は、前立腺、肺
又は大腸の細胞増殖性疾患、例えば限定するものではないが、前立腺癌、肺癌及び大腸癌
、並びにこれら癌の転移を経験する患者において、本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１モノクロー
ナル抗体ないしイムノコンジュゲートの有効性を試験するために設定されうる。臨床試験
は、公知の治療的投薬計画、例えば放射線及び／又は公知の化学療法剤及び／又は細胞障
害性剤を伴う化学療法と組み合わせてＡＤＣの有効性を評価するように設定されてもよい
。
【０２５９】
　癌はＳＴＥＡＰ－１発現細胞を含んでおり、本発明のＡＤＣは癌細胞に結合することが
可能である。癌のＳＴＥＡＰ－１発現を決定するために、様々な診断用／予後用のアッセ
イが利用できる。一実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１過剰発現はＩＨＣによって分析されて
もよい。腫瘍生検のパラフィン包埋組織切片はＩＨＣアッセイに用い、試験した腫瘍細胞
の割合や染色の程度に関して、ＳＴＥＡＰ－１タンパク質染色強度判定基準に照らし合わ
せてもよい。
　疾患の予防又は治療のために、ＡＤＣの好適な用量は、上記のように、治療する疾患の
タイプ、疾患の重症度及び経過、分子を予防目的で投与するか治療目的で投与するか、以
前の治療法、患者の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう。
分子は一時的又は一連の治療にわたって好適に患者に投与される。疾患のタイプ及び重症
度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ(例えば０．１～２０ｍｇ／ｋｇ)の分子が
、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与の初回候補用量である。ある典型
的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲で
あろう。患者に投与されるＡＤＣの例示的な用量は、およそ０．１からおよそ１０ｍｇ／
患者体重ｋｇの範囲である。
　症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与は、所望の疾患症状の抑制が得られる
まで持続する。例示的な用量投薬計画は、およそ４ｍｇ／ｋｇの初回負荷投与量の後に、
およそ２ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の維持用量を毎週投与することを含む。他の
投与計画も有用でありうる。この治療の経過は従来技術及びアッセイにより容易にモニタ
ーされる。
【０２６０】
　　併用療法
　本発明の抗体－薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)は、薬学的組合せ製剤又は併用療法として
の用量投薬計画において、抗癌性質を有する少なくとも一つの追加の化合物を組み合わさ
れてもよい。薬学的併用製剤又は用量投薬計画の少なくとも一つの追加の化合物は、それ
らが互いに悪影響を与えないように、併用のＡＤＣに対して相補的な活性を有するのが好
ましい。
　少なくとも一つの追加の化合物は、化学療法剤、細胞障害性剤、サイトカイン、増殖阻
害性剤、抗ホルモン剤及び／又は心臓保護剤であってもよい。このような分子は、意図す
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る目的のために有効である量で好適に組み合わされる。また、本発明のＡＤＣを含有する
製薬的組成物は、治療的に有効な量の化学療法剤、例えばチューブリン形成インヒビター
、トポイソメラーゼインヒビター又はＤＮＡ結合剤を有してもよい。
【０２６１】
　一態様では、第一の化合物は本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１　ＡＤＣであり、少なくとも一
つの追加の化合物は抗ＳＴＥＡＰ－１抗体(ネイキッド抗体ないしはＡＤＣ)である。一実
施態様では、少なくとも一つの追加の化合物は、抗ＰＳＣＡ抗体である。一実施態様では
、少なくとも一つの追加の化合物は、抗ＨＥＲ２抗体のトラスツズマブ（ハーセプチン（
登録商標）、ジェネンテック・インク、カリフォルニア州サウスサンフランシスコ）であ
る。一実施態様では、少なくとも一つの追加の化合物は、抗ＨＥＲ２抗体のペルツズマブ
（オムニターグ（ＴＭ）、ジェネンテック・インク、カリフォルニア州サウスサンフラン
シスコ、米国特許第６９４９２４５号参照）である。一実施態様では、少なくとも一つの
追加の化合物は抗ＶＥＧＦ抗体である（例えば、アバスチン（登録商標）、ジェネンテッ
ク・インク）である。いずれの場合も、少なくとも一つの追加の化合物は、ネイキッド抗
体ないしはＡＤＣである。一実施態様では、少なくとも一つの追加の化合物は抗体であり
（ネイキッド抗体ないしはＡＤＣ）、追加の抗体は、第２、第３、第４、第５、第６、又
はそれ以上の抗体であり、第２、第３、第４、第５、第６、又はそれ以上の追加の抗体（
ネイキッド抗体ないしはＡＤＣ）を組み合わせることが、ＳＴＥＡＰ－１を発現する組織
中の細胞増殖性疾患の治療に効果的である。
【０２６２】
　他の治療的投薬計画は、放射線療法及び／又は骨髄及び末しょう血液移植、及び／又は
細胞障害性剤、化学療法剤又は増殖阻害性剤を含むがこれらに限定されない本発明に従っ
て同定される抗癌剤の投与と組み合わされてもよい。前記のうちの一実施態様では、化学
療法剤は、例えば、シクロホスファミド、ヒドロキシダウノルビシン、アドリアマイシン
、ドキソルビシン、ビンクリスチン(オンコビンＴＭ)、プレドニゾロン、ＣＨＯＰ、ＣＶ
ＰないしはＣＯＰ、又は抗ＰＳＣＡ、抗ＨＥＲ２(例えばハーセプチン(登録商標)、オム
ニターグＴＭ)ないしは抗ＶＥＧＦ(例えばアバスチン(登録商標))などの免疫治療法など
の薬剤又は薬剤の組合せである。併用療法は同時又は連続的な投薬計画として投与されて
もよい。連続して投与される場合、組合せは２以上の投与で投与されてもよい。組合せ投
与には、別々の製剤又は単一の製薬的製剤を用いての同時投与や、いずれかの順序での連
続投与が含まれ、このとき、両方(又はすべて)の活性剤が同時にその生物学的活性を及ぼ
す一定時間があるのが好ましい。
　一実施態様では、ＡＤＣによる治療は、本明細書において同定される抗癌剤、及び異な
る化学療法剤の混合物の同時投与を含む一又は複数の化学療法剤又は増殖阻害性剤の併用
投与を伴う。化学療法剤には、タキサン(例えばパクリタキセル及びドセタキセル)及び／
又はアンスラサイクリン抗生物質が含まれる。このような化学療法剤のための調製や投薬
計画は、製造業者の指示に従って使われてもよいし、又は経験的に熟練した専門家によっ
て測定されうる。このような化学療法の調製や投薬計画は、"Chemotherapy Service", (1
992) Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md.にも記載される。
【０２６３】
　前記いずれかの同時投与される薬剤の好適な用量は現在用いられている通りでもよいし
、新規に同定される薬剤と他の化学療法剤ないしは治療の組み合わされる作用(相乗)に応
じて低くしてもよい。
　併用療法により「相乗効果」が生じ得、「相乗的」、すなわち、同時に用いた活性成分
が別々に該化合物を用いて生じる効果の合計よりも多い場合に生じる効果が生じうる。活
性成分が、(1) 組み合わせた単位用量製剤に同時に製剤化され、投与されるか、又は同時
に送達される場合、(2) 別々の製剤として交互に又は同時に送達される場合、又は、(3) 
いくつかの他の投薬計画によってなされる場合に、相乗効果が達成されうる。交替療法で
送達される場合、例えば異なる注射器での異なる注入によって、化合物が投与されるか又
は順次送達される場合に、相乗効果が達成されてもよい。通常は、交替療法の間、各々の
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活性成分の有効用量は順次、すなわち連続的に投与されるのに対して、併用療法では、２
以上の活性成分の有効用量は一緒に投与される。
【０２６４】
　　抗体－薬剤コンジュゲートの代謝産物
　代謝産物が先行技術に対して新規性及び非自明性を有する限りにおいて、本明細書中に
記載のＡＤＣ化合物のインビボ代謝産物も、本発明の権利内である。このような生成物は
、投与された化合物の、例えば酸化、還元、加水分解、アミド化、エステル化、酵素切断
などから生じうる。したがって、本発明は、代謝産物が生じるために十分な時間、本発明
の化合物を哺乳動物と接触させることを含む方法によって生成される新規の自明でない化
合物を包含する。
　典型的には、代謝産物は、放射性標識した(例えば１４Ｃ又は３Ｈ)ＡＤＣを調製して、
ラット、マウス、モルモット、サルなどの動物又はヒトに検出可能な用量(例えば、およ
そ０．５ｍｇ／ｋｇ以上)で非経口投与し、代謝が生じるために十分な時間(典型的にはお
よそ３０秒から３０時間)をおいて、尿、血液又は他の生体試料から変換生成物を単離す
ることによって同定される。標識されているので、これら生成物は容易に単離される(他
のものは、代謝産物中に残っているエピトープを結合することができる抗体を用いて単離
される)。代謝産物の構造は従来の様式、例えばＭＳ、ＬＣ／ＭＳ又はＮＭＲ分析によっ
て決定される。通常、当分野の技術者に周知の従来の薬物代謝研究と同じ方法で代謝産物
の分析が行われる。インビボで見られない限り、変換生成物は本発明のＡＤＣ化合物の治
療的投薬のための診断検査法において有用である。
【０２６５】
抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びイムノコンジュゲートの更なる使用方法
　診断法と検出の方法
　一態様では、本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びイムノコンジュゲートは、生体試料中
のＳＴＥＡＰ－１の存在を検出するために有用である。本明細書中で用いる「検出する」
なる用語は、定量的又は定性的な検出を包含する。ある実施態様では、生体試料は、細胞
又は組織を含む。ある実施態様では、このような組織には、他の組織、例えば前立腺、肺
及び大腸と比較して高いレベルでＳＴＥＡＰ－１を発現する正常及び／又は癌性組織が含
まれる。
　一態様では、本発明は、生体試料中のＳＴＥＡＰ－１の存在を検出する方法を提供する
。ある実施態様では、前記方法は、ＳＴＥＡＰ－１への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合に許
容される条件下で抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と生体試料を接触させ、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と
ＳＴＥＡＰ－１との間に複合体が形成されるか否かを検出することを含む。
【０２６６】
　一態様では、本発明は、ＳＴＥＡＰ－１の発現増加と関係している疾患を診断する方法
を提供する。ある実施態様では、前記方法は、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と試験細胞を接触さ
せ、ＳＴＥＡＰ－１への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合を検出することによって試験細胞に
よるＳＴＥＡＰ－１の発現レベル(量的に又は質的に)を測定し、そして、試験細胞による
ＳＴＥＡＰ－１の発現レベルをコントロール細胞(例えば、試験細胞と同じ組織起源の正
常細胞、又はこの正常細胞と同等のレベルでＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞)によるＳＴ
ＥＡＰ－１の発現レベルと比較することを含み、コントロール細胞と比べて試験細胞によ
るＳＴＥＡＰ－１の発現レベルが高い場合にＳＴＥＡＰ－１の発現の増加に関連する細胞
増殖性疾患の存在が示される。ある実施態様では、試験細胞は、ＳＴＥＡＰ－１の発現の
増加に関連する疾患があると疑われる患者から得られる。ある実施態様では、前記疾患は
、癌又は腫瘍などの細胞増殖性疾患である。
　本発明の抗体を用いて診断されうる例示的な細胞増殖性疾患には、前立腺癌、肺癌及び
大腸癌、又はこれら癌の転移が含まれる。
【０２６７】
　ある実施態様では、上記のような診断ないし検出の方法は、表面にＳＴＥＡＰ－１を発
現する細胞から得た膜調製物中又は細胞の表面において発現されるＳＴＥＡＰ－１に対す
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る抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合を検出することを含む。ある実施態様では、前記方法は、
ＳＴＥＡＰ－１への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合に許容される条件下で抗ＳＴＥＡＰ－１
抗体と細胞を接触させ、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と細胞表面上のＳＴＥＡＰ－１との間に複
合体が形成されるか否かを検出することを含む。細胞の表面上に発現されたＳＴＥＡＰ－
１への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合を検出するための例示的なアッセイは「ＦＡＣＳ」ア
ッセイである。
　ある他の方法は、ＳＴＥＡＰ－１に対する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合を検出するため
に用いてもよい。前期の方法には、限定するものではないが、当分野で周知である抗原-
結合アッセイ、例えばウェスタンブロット、放射性免疫アッセイ、ＥＬＩＳＡ(抗体結合
免疫吸着検定)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イムノアッ
セイ、プロテインＡイムノアッセイ、及び免疫組織化学(ＩＨＣ)が含まれる。
　ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は標識される。標識には、限定するものでは
ないが、直接検出される標識又は分子(例えば、蛍光、発色、高電子密度、化学発光、及
び放射性標識)、並びに、例えば酵素反応又は分子相互作用によって間接的に検出される
酵素ないしはリガンドなどの分子が含まれる。例示的な標識には、限定するものではない
が、放射性同位体である３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ、フルオロフォア
、例えば希有土類キレート又はフルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導
体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、例えばホタルルシフェラーゼ及び細
菌ルシフェラーゼ(米国特許第４７３７４５６号)、ルシフェリン、２,３-ジヒドロフタル
アジネジオン(dihydrophthalazinediones)、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)、アル
カリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、サッカラ
イドオキシダーゼ、例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ及びグル
コース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ、複素環のオキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサ
ンチンオキシダーゼ、ＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ又はマイクロペルオキシダーゼな
どの色素前駆体を酸化するために水素ペルオキシダーゼを用いる酵素とカップリングさせ
たもの、ビオチン／アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、安定した遊離基な
どが含まれる。
【０２６８】
　ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は不溶性基質に固定される。固定化は、溶液
中で遊離したままであるいずれかのＳＴＥＡＰ－１から抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を分離する
ことを伴う。これは従来、水不溶性基質ないしは表面に吸着させる(Bennich等, 米国特許
第３７２７６０号)又は共有的にカップリングさせる(例えば、グルタールアルデヒド架橋
結合を使用する)などしてアッセイ手順の前に抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を不溶化するか、又
は抗ＳＴＥＡＰ－１抗体とＳＴＥＡＰ－１との複合体の形成の後に、例えば免疫沈降によ
って抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を不溶化することによって達成される。
　診断ないし検出の上記いずれかの実施態様は、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の代わりに、ない
しは抗ＳＴＥＡＰ－１抗体に加えて本発明のイムノコンジュゲートを用いて行われうる。
【０２６９】
　治療法
　本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、例えばインビトロ、エクスビボ、及びイ
ンビボの治療法で使われてもよい。一態様では、本発明は、ＳＴＥＡＰ－１へのイムノコ
ンジュゲートの結合が許容される条件下で抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしはそのイムノコン
ジュゲートに細胞を曝すことを含む、インビボ又はインビトロでの細胞の成長ないしは増
殖を阻害するための方法を提供する。「細胞成長又は増殖を阻害する」ことは、細胞の成
長ないしは増殖を少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％
、８０％、９０％、９５％又は１００％低減することを意味し、細胞死を誘導することを
含む。ある実施態様では、細胞は腫瘍細胞である。ある実施態様では、細胞は前立腺、肺
、大腸、膀胱、又は卵巣の細胞、或いはユーイング肉腫の細胞である。ある実施態様では
、細胞は、例えば本明細書中に例示したような異種移植片である。
　一態様では、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、前立腺癌、肺癌、大腸癌、
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膀胱癌、又は卵巣癌の細胞、或いはユーイング肉腫の細胞の増殖性疾患を治療するか又は
予防するために用いる。ある実施態様では、細胞増殖性疾患は、ＳＴＥＡＰ－１の発現及
び／又は活性の増加と関係している。例えば、ある実施態様では、前立腺、肺、大腸、膀
胱、又は卵巣の細胞、或いはユーイング肉腫の細胞増殖性疾患は、前立腺、肺、大腸、膀
胱、又は卵巣の細胞、或いはユーイング肉腫の細胞の表面上のＳＴＥＡＰ－１の発現増加
と関係している。ある実施態様では、前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣の細胞、或いは
ユーイング肉腫の細胞増殖性疾患は腫瘍又は癌、或いはこれら癌の転移である。
【０２７０】
　一態様では、本発明は、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしそのイムノコンジュゲートの有効
量を個体に投与することを含む、前立腺、肺、又は大腸の細胞の増殖性疾患を治療するた
めの方法を提供する。ある実施態様では、前立腺、肺又は大腸の細胞の増殖性疾患を治療
するための方法は、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体又は抗ＳＴＥＡＰ－１イムノコンジュゲートと
、本明細書に挙げるような少なくとも一の付加的治療剤とを含有する薬学的製剤の有効量
を個体に投与することを含む。
　一態様では、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートの少なくともいくつかは、ヒト
以外の種のＳＴＥＡＰ－１を結合しうる。したがって、本発明の抗体ないしイムノコンジ
ュゲートは、例えば、ＳＴＥＡＰ－１を含む細胞培養物において、ヒトにおいて、又は、
本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートが交差反応するＳＴＥＡＰ－１を有する他の哺
乳動物(例えばチンパンジー、ヒヒ、マーモセット、カニクイザル及びアカゲザル、イヌ
、ブタ、ラット又はマウス)においてＳＴＥＡＰ－１を結合するために用いてもよい。一
実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしイムノコンジュゲートは、イムノコンジュゲ
ートのコンジュゲートした細胞毒素が細胞内部に送達するように、ＳＴＥＡＰ－１を抗体
ないしイムノコンジュゲートと接触させて抗体ないしイムノコンジュゲート-抗原複合体
を形成させることによって、前立腺、肺又は大腸の細胞上のＳＴＥＡＰ－１をターゲティ
ングするために使われてもよい。一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体が結合するＳＴ
ＥＡＰ－１はヒトＳＴＥＡＰ－１である。一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体が結合
するＳＴＥＡＰ－１はカニクイザルＳＴＥＡＰ－１である。一実施態様では、ヒト化抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１抗体はヒト及び／又はカニクイザルＳＴＥＡＰ－１に結合する。
【０２７１】
　一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしイムノコンジュゲートは、個体のＳＴＥ
ＡＰ－１が結合されるように抗体ないしイムノコンジュゲートを個体に投与することを含
む、ＳＴＥＡＰ－１発現及び／又は活性の増加と関係する疾患を患っている個体において
抗体を結合させるための方法に用いられうる。一実施態様では、結合した抗体ないしイム
ノコンジュゲートはＳＴＥＡＰ－１を発現する前立腺、肺、大腸、膀胱、又は卵巣の細胞
、或いはユーイング肉腫の細胞内に取り込まれる。一実施態様では、ＳＴＥＡＰ－１はヒ
トのＳＴＥＡＰ－１であり、個体はヒト個体である。あるいは、個体は、抗ＳＴＥＡＰ－
１抗体が結合するＳＴＥＡＰ－１を発現している哺乳動物であってもよい。また更に、個
体は、ＳＴＥＡＰ－１が(例えば、ＳＴＥＡＰ－１の投与によって、又はＳＴＥＡＰ－１
をコードする導入遺伝子の発現によって)導入された哺乳動物であってもよい。
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしイムノコンジュゲートは、治療目的のためにヒトに投与さ
れうる。さらに、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしイムノコンジュゲートは、獣医学の目的の
ため又はヒト疾患の動物モデルとして、抗体が交差反応するＳＴＥＡＰ－１を発現する非
ヒト哺乳動物(例えば、霊長類、イヌ、ブタ、ラット又はマウス)に投与されうる。後者に
関して、このような動物モデルは、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートの治療有効
性を評価するため(例えば、投与の用量及び時間経過の試験する)に有用となりうる。
【０２７２】
　本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートが、治療において単独、又は他の組成物と組
み合わせて使われてもよい。例えば、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、少な
くとも一の付加的治療剤及び／又はアジュバントと同時に投与されてもよい。ある実施態
様では、付加的治療剤は、細胞障害性剤、化学療法剤又は増殖阻害性剤である。このよう
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な実施態様のうちの一つでは、化学療法剤は、例えば、シクロホスファミド、ヒドロキシ
ダウノルビシン、アドリアマイシン、ドキソルビシン、ビンクリスチン(オンコビンＴＭ)
、プレドニゾロン、ＣＨＯＰ、ＣＶＰないしはＣＯＰ、又は抗ＰＳＣＡ（例えば米国特許
第６８２４７８０号参照）、抗ＶＥＧＦ(例えばアバスチン(登録商標)、ジェネンテック
・インク)、抗ＨＥＲ２（例えば、ハーセプチン（登録商標）、オムニターグＴＭ、ジェ
ネンテック・インク）、又は抗ＨＥＲ２とタキソール（登録商標）（例えば、BioWorld T
oday、１９９９年１１月１７日、1頁）の組み合わせなどの免疫治療法などの薬剤又は薬
剤の組合せであって、この併用療法は、前立腺、肺及び／又は大腸の細胞増殖性疾患、癌
及び／又は癌の転移の治療に有用である。
【０２７３】
　上記の併用治療には、併用投与(２以上の治療剤が同じか又は別の製剤に包含される)、
及び別々の投与、別々の場合には、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは付加的治
療剤及び／又はアジュバントの前、同時及び／又はその後に投与することができる。また
、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、放射線療法と組み合わせて使われてもよ
い。
　本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、非経口的、皮下、腹膜内、肺内、及び鼻
腔内、そして、必要に応じて局所の治療のために、病巣内投与を含む任意の好適な手段に
よって投与することができる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹膜内、又は
皮下的な投与を含む。加えて、抗体ないしイムノコンジュゲートを、特に抗体ないしイム
ノコンジュゲートの用量を減少して、パルス注入によって好適に投与する。投与が短期の
ものであるか長期のものであるかにある程度依存して、任意の好適な経路、例えば、静脈
内又は皮下注射などの注射によって投与することができる。
　本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートは、医学的実用性に合わせた様式で調製し、
１回分に分けて、投与される。ここで考慮する要因は、治療する特定の疾患、治療する特
定の哺乳動物、個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の運搬部位、投与の方法、投与
の日程計画、及び医師が知る他の因子を含む。必要ではないが場合によっては、問題の疾
患を予防するか又は治療するために一般に用いられる一つ以上の作用剤と抗体ないしイム
ノコンジュゲートとを調製する。そのような他の作用剤の有効量は、製剤中の抗体ないし
イムノコンジュゲートの量、疾患の型又は治療、及び上記の他の因子に依存する。これら
は、一般的に、ここに記載されるものと同じ用量及び投与経路で、又はここに記載される
用量の１～９９％で、或いは経験的／臨床的に適切と判断される任意の用量及任意の投与
経路で、用いられる。
【０２７４】
　疾患の予防又は治療のために、本発明の抗体ないしイムノコンジュゲートの好適な用量
は(単独で用いる場合、又は化学療法剤などの一又は複数の他の付加的な治療剤と組み合
わせて用いる場合)、治療する疾患のタイプ、抗体ないしイムノコンジュゲートのタイプ
、疾患の重症度及び経過、抗体ないしイムノコンジュゲートを予防目的で投与するか治療
目的で投与するか、以前の治療法、患者の病歴及び抗体ないしイムノコンジュゲートへの
応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう。抗体ないしイムノコンジュゲートは一
時的又は一連の治療にわたって適切に患者に投与される。疾患のタイプ及び重症度に応じ
て、約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ(例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～２０ｍｇ／ｋｇ)の抗
体ないしイムノコンジュゲートを、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与
の初期候補用量とすることができる。ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１
μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる
繰り返し投与は、通常、所望の疾患症状の抑制が得られるまで持続する。抗体ないしイム
ノコンジュゲートの用量の例は、約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの範囲であろ
う。ゆえに、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／
ｋｇの抗体ないしイムノコンジュゲートの一以上の用量を(又はそれらを組み合わせて)患
者に投与してもよい。このような用量は、間欠的に、例えば週ごと又は３週ごとに投与し
てもよい(例えば患者に約２～約２０、例えば約６用量の抗体ないしイムノコンジュゲー
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トが投与される)。初期のより高い負荷投与量の後、一以上のより低い用量を投与しても
よい。例示的用量療法は、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷投与量の後、約２ｍｇ／ｋｇの毎週
の維持用量抗体を投与することを含む。しかしながら、他の投与計画が有効かもしれない
。この治療の進行は、従来技術及びアッセイにより容易にモニターすることができる。
【０２７５】
　アッセイ
　本発明の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体及びイムノコンジュゲートは、当分野で公知の様々なア
ッセイによって、それらの物理的／化学的な性質及び／又は生物活性について特徴付けさ
れうる。
【０２７６】
　　活性アッセイ
　一態様では、アッセイは、生物学的な活性を有する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしそのイ
ムノコンジュゲートを同定するために提供される。生物学的な活性には、例えば、細胞成
長又は増殖の阻害能(例えば「細胞殺傷」活性)、又はプログラムされた細胞死(アポトー
シス)を含む細胞死誘導能が含まれうる。また、インビボ及び／又はインビトロでのこの
ような生物学的な活性を有する抗体ないしイムノコンジュゲートが提供される。
　ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体又はそのイムノコンジュゲートは、インビト
ロでの細胞成長又は増殖を阻害する能力について試験される。細胞成長又は増殖の阻害の
ためのアッセイは当分野で周知である。本明細中に記載の「細胞殺傷」アッセイにて例示
した細胞増殖のためのあるアッセイは、細胞生存度を測定する。このようなあるアッセイ
は、Promega (Madison, WI)から市販されているCellTiter-GloTM発光細胞生存率アッセイ
である。このアッセイは、代謝活性のある細胞の指標であるＡＴＰの存在の量に基づいて
生細胞数を決定する。Crouch等 (1993) J. Immunol. Meth. 160:81-88、米国特許第６６
０２６７７号を参照。アッセイは、自動ハイスループットスクリーニング(ＨＴＳ)に用い
られるように96-又は３８４-ウェルフォーマットで行ってもよい。Cree等 (1995) AntiCa
ncer Drugs 6:398-404を参照。アッセイ手順は、単一の試薬(ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ-Ｇｌｏ
(登録商標)試薬)を直接培養細胞に加えることを伴う。この結果細胞溶解が生じ、ルシフ
ェラーゼ反応によって生産される発光シグナルが生成される。この発光シグナルは、培養
物中に存在する生細胞の数に直接比例している、ＡＴＰの存在の量に比例する。データは
、ルミノメーター又はＣＣＤカメラ画像デバイスによって記録することができる。発光の
結果は相対的な光の単位(ＲＬＵ)として表す。
【０２７７】
　細胞増殖についての他のアッセイは「ＭＴＴ」アッセイであり、これは、ミトコンドリ
アレダクターゼによる３-(４,５-ジメチルチアゾール-２-イル)-２,５-ジフェニルテトラ
ゾリウムブロマイドのホルマザンへの酸化を測定する比色アッセイである。CellTiter-Gl
oTMアッセイのように、このアッセイは、細胞培養物に存在する代謝活性のある細胞の数
を表す。例としてMosmann (1983) J. Immunol. Meth. 65:55-63及びZhang等 (2005) Canc
er Res. 65: 3877-3882を参照。
　一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、インビトロでの細胞死を誘導する能力について
試験される。細胞死の誘導についてのアッセイは当分野で周知である。いくつかの実施態
様では、このようなアッセイは、例えば、プロピジウムヨウ素(ＰＩ)トリパンブルー(Moo
re等 (1995) Cytotechnology, 17:1-11を参照)、又は7ＡＡＤの取り込みによって示され
る膜統合性の喪失を測定する。例示的なＰＩ取り込みアッセイでは、細胞は、１０％の熱
不活性化ＦＢＳ(Hyclone)と２ｍＭのＬ-グルタミンを添加した、ダルベッコ変更イーグル
培地(Ｄ-ＭＥＭ)：ハムＦ-１２(５０:５０)中で培養する。したがって、このアッセイは
、補体と免疫エフェクター細胞の非存在下で行う。１００×２０ｍｍのディッシュにディ
ッシュ当たり３×１０６の密度で細胞を播き、終夜接着させる。培地を取り除き、新鮮な
培地のみ、又は様々な濃度の抗体ないしイムノコンジュゲートを含む培地と交換する。細
胞を３日間インキュベートする。処置後、単層をＰＢＳにて洗浄し、トリプシン処理によ
って脱離させる。次いで、１２００ｒｐｍで４℃で５分間遠心して、ペレットを３ｍｌの
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冷却Ｃａ２＋結合バッファ(１０ｍＭ Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７.４、１４０ｍＭ ＮａＣｌ、２
.５ｍＭ ＣａＣｌ２)に再懸濁し、細胞凝集塊を取り除くために３５ｍｍのストレーナー
を取り付けた１２×７５ｍｍチューブ(チューブ当たり１ｍｌ、１処理群につき３チュー
ブ)に分注する。次いで、チューブにＰＩ(１０μｇ／ｍｌ)を加える。試料は、ＦＡＣＳ
ＣＡＮＴＭフローサイトメーター及びＦＡＣＳＣＯＮＶＥＲＴＴＭＣｅｌｌＱｕｅｓｔソ
フトウェア(Becton Dickinson)を用いて分析される。次いで、ＰＩ取り込みによって定ま
る統計学的に有意なレベルの細胞死を誘導する抗体ないしイムノコンジュゲートを同定す
る。
【０２７８】
　一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしイムノコンジュゲートは、インビトロでのア
ポトーシス(プログラムされた細胞死)を誘導する能力について試験される。アポトーシス
を誘導する抗体ないしイムノコンジュゲートの例示的なアッセイはアネキシン結合アッセ
イである。例示的なアネキシン結合アッセイでは、細胞を培養し、前段落で述べたように
ディッシュに播く。培地を取り除き、新鮮培地のみ、又は０．００１～１０μｇ／ｍｌの
抗体ないしイムノコンジュゲートを含む培地と交換する。３日間のインキュベート後、単
層をＰＢＳで洗浄し、トリプシン処理によって脱離させる。次いで、細胞を遠心して、Ｃ
ａ２＋結合バッファに再懸濁し、前段落で述べたようにチューブに分注する。その後、チ
ューブに標識したアネキシン(例えばアネキシンＶ-ＦＩＴＣ)(１μｇ／ｍｌ)を加える。
試料は、ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメーター及びＦＡＣＳＣＯＮＶＥＲＴＴＭＣｅ
ｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア(BD Biosciences)を用いて分析される。次いで、コントロー
ルと比べて統計学的に有意なレベルのアネキシン結合を誘導する抗体ないしイムノコンジ
ュゲートを同定する。アポトーシスを誘導する抗体ないしイムノコンジュゲートの他の例
示的なアッセイは、ゲノムＤＮＡのヌクレオソーム間分解を検出するためのヒストンＤＮ
Ａ　ＥＬＩＳＡ比色アッセイである。このアッセイは、例えば細胞死検出ＥＬＩＳＡキッ
ト(Roche, Palo Alto, CA)を用いて行うことができる。
　上記いずれかのインビトロアッセイに用いるための細胞には、天然でＳＴＥＡＰ－１を
発現する又はＳＴＥＡＰ－１を発現するように操作された細胞ないしは細胞株が含まれる
。このような細胞には、同じ細胞起源の正常細胞と比べてＳＴＥＡＰ－１を過剰発現する
腫瘍細胞が含まれる。また、このような細胞には、ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞株(腫
瘍細胞株を含む)や、正常にＳＴＥＡＰ－１を発現しないがＳＴＥＡＰ－１をコードする
核酸を形質移入してある細胞株が含まれる。
【０２７９】
　一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ないしそのイムノコンジュゲートは、インビボでの
細胞成長又は増殖を阻害する能力について試験される。ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ
－１抗体ないしそのイムノコンジュゲートは、インビボでの腫瘍成長を阻害する能力につ
いて試験される。異種移植片モデルなどのインビボモデルシステムが前記の試験のために
用いられうる。例示的な異種移植片システムでは、好適に免疫を低下させた非ヒト動物、
例えばＳＣＩＤマウスにヒト腫瘍細胞が導入される。本発明の抗体ないしイムノコンジュ
ゲートは動物に投与される。抗体ないしイムノコンジュゲートの腫瘍成長を阻害するか又
は減少させる能力が測定される。上記の異種移植片システムのある実施態様では、ヒト腫
瘍細胞はヒト患者の腫瘍細胞である。このような異種移植片モデルを調製するために有用
な細胞には、ヒトの前立腺、肺、又は大腸の腫瘍細胞株が含まれ、これには、限定される
ものではないが、外来性のＳＴＥＡＰ－１を発現するＰＣ３細胞と、天然にＳＴＥＡＰ－
１を発現する細胞が含まれ、天然にＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞には、限定されるもの
ではないが、ＬｎＣＡＰ細胞（Southern Research Institute、アラバマ州バーミンガム
）、ＬｕＣＡＰ　７７細胞、及びＬｕＣＡＰ３５Ｖ細胞（ワシントン大学、ワシントン州
シアトル）が含まれる。ある実施態様では、皮下投与や、哺乳動物の脂肪体などの好適な
部位に移植することによって好適に免疫を低下させた非ヒト動物にヒト腫瘍細胞を導入す
る。
【０２８０】
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　　結合アッセイ及び他のアッセイ
　一態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はその抗原結合活性について試験される。例えば、
ある実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、細胞の表面に発現される外来性又は内在性
のＳＴＥＡＰ－１に結合する能力について試験される。ＦＡＣＳアッセイが前記の試験に
用いられてもよい。
　一態様では、競合アッセイを用いて、ＳＴＥＡＰ－１への結合について、１２０ｖ．２
４抗体を含むがこれに限定されない、１２０グラフト又はそのヒト化変異体と競合するモ
ノクローナル抗体を同定してもよい。ある実施態様では、前記の競争する抗体は、変異１
２２０ｖ．２４ヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を含む、１２０グラフト抗体、又はヒト化１
２０グラフト抗体が結合する同じエピトープ(例えば線形エピトープペプチド又は細胞表
面上のＳＴＥＡＰ１の発現により形成される立体のエピトープ)に結合する。例示的な競
合アッセイには、限定するものではないが、Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Lab
oratory Manual ch.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)に挙
げられるものなどの常套的アッセイが含まれる。抗体が結合するエピトープをマッピング
するための詳細な例示的な方法は、Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Pre
ss, Totowa, NJ)のMorris (1996) "Epitope Mapping Protocols,"に示される。２つの抗
体のそれぞれが５０％以上他の結合をブロックする場合、これらの抗体は同じエピトープ
に結合すると言える。
【０２８１】
　例示的な競合アッセイでは、固定されたＳＴＥＡＰ－１は、ＳＴＥＡＰ－１に結合する
第一標識抗体(例えばマウス１２０．５４５抗体、１２０グラフト抗体、又はヒト化１２
０ｖ．２４抗体)と、ＳＴＥＡＰ－１への結合について第一抗体と競合する能力について
試験されている第二非標識抗体とを含む溶液中でインキュベートされる。二次抗体はハイ
ブリドーマ上清に存在してもよい。コントロールとして、固定したＳＴＥＡＰ－１を第一
標識抗体を含むが第二非標識抗体は含まない溶液中でインキュベートする。ＳＴＥＡＰ－
１への第一抗体の結合に許容される条件下でのインキュベートの後、過剰な結合していな
い抗体を取り除き、固定されたＳＴＥＡＰ－１と結合している標識の量を測定する。固定
されたＳＴＥＡＰ－１と結合している標識の量がコントロール試料と比較して試験試料に
おいて実質的に減少している場合、二次抗体がＳＴＥＡＰ－１への結合について第一抗体
と競合していることが示唆される。ある実施態様では、固定されたＳＴＥＡＰ－１は、細
胞の表面上に、又はその表面上にＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞から得た膜調製物中に存
在する。
　一態様では、精製した抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はさらに、限定するものではないが、Ｎ末
端配列決定法、アミノ酸分析、非変性サイズ排除高圧液体クロマトグラフィ(ＨＰＬＣ)、
質量分析、イオン交換クロマトグラフィ及びパパイン消化を含む、一連のアッセイによっ
て特徴付けることができる。
【０２８２】
　一実施態様では、本発明は、全てではないが幾つかのエフェクター機能を有する変更さ
れた抗体を考慮し、この抗体は、抗体のインビボ半減期が重要であり、更に特定のエフェ
クター機能(補体又はＡＤＣＣなど)が不要又は有害である多くの用途の好ましい候補とな
る。特定の実施態様では、抗体のＦｃ活性を測定して、所望の特性だけが維持されている
ことを確認する。インビボ及び／又はインビトロ細胞障害アッセイを行って、ＣＤＣ及び
／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲ)結合アッセイを行って、抗体がＦｃγＲ結合を欠損している(すなわちＡＤＣＣ活性
を欠損していると思われる)が、ＦｃＲｎ結合能は維持していることを確認することがで
きる。ＡＤＣＣを仲介する第一細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現し、その
一方で単核細胞はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血系細胞でのＦ
ｃＲ発現については、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)の464頁
の表3に要約されている。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロア
ッセイの一例は、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されてい
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る。そのようなアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及び
ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞が含まれる。あるいは、又は加えて、対象とする分子のＡＤ
ＣＣ活性は、例えばClynes 等のPNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような
動物モデルにおいてインビボに評価することができる。また、Ｃ１ｑ結合アッセイを行っ
て、抗体がＣ１ｑに結合できない、つまりＣＤＣ活性を欠損していることを確認してもよ
い。補体活性化を評価するために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202
:163 (1996)に記載のように、ＣＤＣアッセイを行ってもよい。また、ＦｃＲｎ結合及び
インビボクリアランス／半減期測定を、当分野で公知の方法を用いて行うことができる。
【実施例】
【０２８３】
　以下は本発明の方法及び組成物の例である。前述の一般的な記載から、様々な他の実施
態様が実施されうることが理解されるであろう。
【０２８４】
実施例１：ヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の調製
　抗体、抗体断片、ＶＬドメイン又はＶＨドメインのアミノ酸配列変異体をコードする核
酸分子を、当分野で公知の様々な方法によって調製する。これらの方法には、限定するも
のではないが、天然源からの単離(天然に生じるアミノ酸配列変異体の場合)又は初期に調
製された抗体、抗体断片、ＶＬドメイン又はＶＨドメインの変異体ないしは非変異体の、
オリゴヌクレオチド媒介(又は部位特異的)突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカセ
ット突然変異誘発による調製が含まれる。例えば、キュンケル法を用いた変異アミノ酸を
有するアミノ酸置換のために、ＶＨ内、場合によって一又は複数のＣＤＲ内のＶＬの利用
可能なアミノ酸位置をターゲットとすることによってライブラリを作製することができる
。例えば、Kunkel等, Methods Enzymol. (1987), 154:367-382及び本明細書中の実施例を
参照のこと。また、ランダム化配列の生成も以下の実施例に記載する。
【０２８５】
　オリゴヌクレオチド配列は、本発明のポリペプチドのＣＤＲ(ＨＶＲ)又はＦＲ領域の特
定の位置に対して設定されたコドンセットの一又は複数を含む。コドンセットは所望の変
異体アミノ酸をコードするのに用いられる、一組の異なるヌクレオチドトリプレット配列
である。コドンセットは、ＩＵＢコードによって下で示すように、特定のヌクレオチド又
はヌクレオチドの等モル混合物を示すために符号を使って表される。
　ＩＵＢコード
　　Ｇ　グアニン
　　Ａ　アデニン
　　Ｔ　チミン
　　Ｃ　シトシン
　　Ｒ（Ａ又はＧ）
　　Ｙ（Ｃ又はＴ）
　　Ｍ（Ａ又はＣ）
　　Ｋ（Ｇ又はＴ）
　　Ｓ（Ｃ又はＧ）
　　Ｗ（Ａ又はＴ）
　　Ｈ（Ａ又はＣ又はＴ）
　　Ｂ（Ｃ又はＧ又はＴ）
　　Ｖ（Ａ又はＣ又はＧ）
　　Ｄ（Ａ又はＧ又はＴ）Ｈ
　　Ｎ（Ａ又はＣ又はＧ又はＴ）
【０２８６】
　例えば、コドンセットＤＶＫでは、ＤはヌクレオチドＡ又はＧ又はＴであり、ＶはＡ又
はＧ又はＣであり、ＫはＧ又はＴである。このコドンセットは１８個の異なるコドンを表
し、アミノ酸Ａｌａ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｌｙｓ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｌｙｓ、Ｓｅｒ、Ａｒ
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ｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ及びＣｙｓをコードすることができる。
　オリゴヌクレオチド又はプライマーのセットは、標準の方法を使って合成できる。一組
のオリゴヌクレオチドは、例えば、コドンセットによって提供されるヌクレオチドトリプ
レットの可能な組合せのすべてを代表し、所望のアミノ酸群をコードする配列を含む固相
法によって合成することができる。ある位置での選ばれたヌクレオチド「縮退」を有する
オリゴヌクレオチドの合成は、当技術分野で公知である。そのようなある種のコドンセッ
トを有しているヌクレオチドのセットは、市販の核酸シンセサイザー（Applied Biosyste
ms, Foster City, CAなどから入手可能）を使って合成することができ、又は市販品を入
手することができる（例えば、Life Technologies, Rockville, MDから）。したがって、
特定のコドンセットを有する合成オリゴヌクレオチドセットは、一般的に異なる配列の複
数のオリゴヌクレオチドを含み、この相違は配列全体の中のコドンセットによるものであ
る。本発明で使用されるように、オリゴヌクレオチドは可変ドメイン核酸鋳型へのハイブ
リダイゼーションを可能にする配列を有し、また、クローニングに役立つ制限酵素部位を
含むこともできる。
【０２８７】
　１つの方法では、変異体アミノ酸をコードする核酸配列は、オリゴヌクレオチドが媒介
する突然変異誘発によって作製することができる。この手法はZoller等, Nucleic Acids 
Res.10:6487-6504頁(1987)が記載しているように、当技術分野で公知である。つまり、変
異体アミノ酸をコードしている核酸配列は所望のコドンセットをコードしているオリゴヌ
クレオチドセットをＤＮＡ鋳型とハイブリダイズすることによって作製され、前記鋳型は
可変部核酸鋳型配列を含むプラスミドの一本鎖型である。ハイブリダイゼーションの後、
ＤＮＡポリメラーゼを用いて鋳型の二次相補鎖すべてを合成し、この相補鎖はオリゴヌク
レオチドプライマーを取り込み、前記オリゴヌクレオチドセットによって提供されるコド
ンセットを含むようになる。
　通常、長さが少なくとも２５ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドが使われる。最適オリ
ゴヌクレオチドは、突然変異体をコードするヌクレオチドの両側が鋳型と完全に相補性で
ある１２から１５個のヌクレオチドを持つ。これにより、オリゴヌクレオチドが正しく一
本鎖ＤＮＡ鋳型分子にハイブリダイズするようになる。オリゴヌクレオチドは、当技術分
野で公知の手法、例えばCrea等, Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA, 75:5765頁(1978)に記載の手
法を使って容易に合成される。
【０２８８】
　ＤＮＡ鋳型はバクテリオファージＭ１３ベクター（市販のＭ１３ｍｐ１８及びＭ１３ｍ
ｐ１９ベクターが適当）に由来するベクター、又はViera等, Meth.Enzymol.153:3頁(1987
)に記載されている一本鎖ファージ複製起点を含むベクターによって生成される。このよ
うに、突然変異させるべきＤＮＡは、一本鎖鋳型を生成するためにこれらのベクターの１
つに挿入することができる。一本鎖鋳型の生産は、上掲Sambrook等のセクション４．２１
～４．４１で記載されている。
　天然のＤＮＡ配列を変えるために、オリゴヌクレオチドが適当なハイブリダイゼーショ
ン条件の下で一本鎖鋳型にハイブリダイズされる。ＤＮＡ重合酵素、通常、Ｔ７ＤＮＡポ
リメラーゼ又はＤＮＡポリメラーゼＩのクレノー断片を次に加え、合成のためのプライマ
ーとしてオリゴヌクレオチドを使って鋳型の相補鎖を合成する。こうしてＤＮＡの１つの
鎖は遺伝子１の突然変異した形態をコードし、他の鎖（元の鋳型）は遺伝子１の未変性、
未変更の配列をコードするようにヘテロ二本鎖分子が形成される。このヘテロ二本鎖分子
は、次に適当な宿主細胞、通常大腸菌ＪＭ１０１のような原核生物に形質転換される。細
胞を増殖させた後にアガロースプレートの上へプレートし、突然変異したＤＮＡを含む細
菌コロニーを同定するために３２リン酸塩で放射性標識されたオリゴヌクレオチドプライ
マーを使ってスクリーニングする。
【０２８９】
　上記の方法は、プラスミドの両方の鎖が突然変異を含むホモ二本鎖分子が作製されるよ
うに修正することができる。この修正は以下の通りである。一本鎖オリゴヌクレオチドを
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先に述べたように一本鎖鋳型にアニールする。３つのデオキシリボヌクレオチド、デオキ
シリボアデノシン（ｄＡＴＰ）、デオキシリボグアノシン（ｄＧＴＰ）及びデオキシリボ
チミジン（ｄＴＴ）の混合物を、ｄＣＴＰ－（ａＳ）と呼ばれる修飾されたチオデオキシ
リボシトシン（Ａｍｅｒｓｈａｍから入手できる）と合わせる。この混合物を鋳型－オリ
ゴヌクレオチド複合体に加える。ＤＮＡポリメラーゼをこの混合物へ追加すると、突然変
異した塩基以外は鋳型と同一のＤＮＡ鎖が生成する。さらに、この新しいＤＮＡ鎖はｄＣ
ＴＰの代わりにｄＣＴＰ－（ａＳ）を含み、これはＤＮＡ鎖を制限酵素による消化作用か
ら保護するのに役立つ。二本鎖ヘテロ二本鎖の鋳型鎖に適当な制限酵素でニックを入れた
後、突然変異を起こさせる部位を含む領域の後方で鋳型鎖はＥｘｏＩＩＩヌクレアーゼ又
は適当な他のヌクレアーゼで消化することができる。反応を終了すると、部分的にだけ一
本鎖の分子が残る。次に、完全な二本鎖ＤＮＡホモ二本鎖が、４つのデオキシリボヌクレ
オチド三燐酸のすべて、ＡＴＰ及びＤＮＡリガーゼの存在下でＤＮＡポリメラーゼを使っ
て形成される。このヘテロ二本鎖分子は、次に適当な宿主細胞に形質転換することができ
る。
　前に示したように、オリゴヌクレオチドセットの配列の長さは鋳型核酸にハイブリダイ
ズするために十分な長さであり、また、必須ではないが制限部位を含むこともできる。Ｄ
ＮＡ鋳型はバクテリオファージＭ１３ベクターに由来するベクター、又はViera等((1987)
, Meth.Enzymol.153:3頁)に記載されている一本鎖ファージ複製起点を含むベクターによ
って生成される。このように、突然変異させるべきＤＮＡは、一本鎖鋳型を生成するため
にこれらのベクターの１つに挿入する必要がある。一本鎖鋳型の生産は、上掲Sambrook等
のセクション４．２１～４．４１で記載されている。
【０２９０】
　他の方法によると、ライブラリーは上流及び下流のオリゴヌクレオチドセットを提供す
ることによって生成することができ、各セットは、オリゴヌクレオチドの配列内で提供さ
れたコドンセットによって確立された異なる配列を有する複数のオリゴヌクレオチドを持
つ。上流及び下流のオリゴヌクレオチドセットは、可変ドメイン鋳型核酸配列と共に、Ｐ
ＣＲ産物の「ライブラリー」を作製するためにＰＣＲ法で使うことができる。ＰＣＲ産物
は確立された分子生物学的手法を使って他の関連した、又は無関係な核酸配列、例えばウ
イルスのコートタンパク質構成成分及び二量体化ドメインと融合することができるので、
「核酸カセット」と呼ぶこともある。
　オリゴヌクレオチドセットは、核酸カセットを作製するための鋳型として可変ドメイン
核酸鋳型配列を使ってＰＣＲ法で使うことができる。可変ドメイン核酸鋳型配列は、対象
核酸配列（すなわち、置換の対象となるアミノ酸をコードしている核酸配列）を含む免疫
グロブリンの軽鎖又は重鎖のいかなる部分でもよい。可変ドメイン核酸鋳型配列は、第１
の核酸鎖及び相補性の第２の核酸鎖を有する二本鎖ＤＮＡ分子の一部である。可変ドメイ
ン核酸鋳型配列は、少なくとも可変ドメインの一部を含み、また少なくとも１つのＣＤＲ
を持つ。場合によっては、可変ドメイン核酸鋳型配列は複数のＣＤＲを含む。可変ドメイ
ン核酸鋳型配列の上流部及び下流部は、上流域のオリゴヌクレオチドセット及び下流域の
オリゴヌクレオチドセットの構成メンバーによるハイブリダイゼーションの対象とするこ
とができる。
【０２９１】
　上流のプライマーセットの第１のオリゴヌクレオチドは第１の核酸鎖にハイブリダイズ
することができ、下流のプライマーセットの第２のオリゴヌクレオチドは第２の核酸鎖に
ハイブリダイズすることができる。オリゴヌクレオチドプライマーは１つ又は複数のコド
ンセットを含むことができ、可変部核酸鋳型配列の一部にハイブリダイズするように設計
することができる。これらのオリゴヌクレオチドの使用により、ＰＣＲ後に２つ以上のコ
ドンセットをＰＣＲ産物（すなわち核酸カセット）に導入することができる。抗体可変ド
メインをコードしている核酸配列の領域にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプライ
マーは、アミノ酸置換の対象となるＣＤＲ残基をコードする部分を含む。
　上流域及び下流域のオリゴヌクレオチドセットは、オリゴヌクレオチド配列内に制限部
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位を含むように合成することもできる。これらの制限部位は、さらなる抗体配列を有して
いる発現ベクターへの核酸カセット（すなわちＰＣＲ反応生成物）の挿入を容易にする。
一実施態様では、制限部位は外来の核酸配列を導入することなく、又は元のＣＤＲ又はフ
レームワーク核酸配列を取り除くことなく核酸カセットのクローニングを容易にするよう
になっている。
【０２９２】
　核酸カセットは、ＰＣＲ反応によって作製した対象アミノ酸置換を含む軽鎖又は重鎖の
配列の一部又はすべての発現のために、いかなる適当なベクターにもクローニングするこ
とができる。本発明で詳述される方法によると、核酸カセットはウイルスコートタンパク
質のすべて又は一部と融合した軽鎖又は重鎖配列の一部又はすべて（すなわち、融合タン
パク質を形成）の生産を可能にしているベクターにクローニングされるか、あるいは、粒
子又は細胞の表面で提示される。数種類のベクターが入手でき、それらは本発明の実施に
用いることができるが、ファージミドベクターが本明細書での使用には好ましいベクター
であり、その訳はそれらが相対的に容易に構築し、また容易に増幅することができるから
である。当業者に公知のように、ファージミドベクターは、通常、プロモーター、シグナ
ル配列、表現型選択遺伝子、複製起点部位及び他の必要な構成成分を含む様々な構成成分
を含む。
　特定の変異体アミノ酸の組合せが発現される場合、核酸カセットは、重鎖又は軽鎖の可
変ドメインのすべて又は一部をコードすることができ、また変異体アミノ酸の組合せをコ
ードすることができる配列を含む。ライブラリーの場合のようにこれらの変異体アミノ酸
又は変異体アミノ酸の組合せを含んでいる抗体の作製のために、核酸カセットは、さらな
る抗体配列、例えば軽鎖及び重鎖可変部の可変又は定常ドメインのすべて又は一部を含ん
でいる発現ベクターに挿入することができる。これらのさらなる抗体配列は他の核酸配列
、例えばウイルスコートタンパク質をコードする配列と融合することができ、したがって
融合タンパク質の生産を可能にする。
　ここでは、マウス抗ヒトＳＴＥＡＰ－１抗体のヒト化について記載する。
【０２９３】
材料と方法
　残基番号はカバットに従う(Kabat et al., Sequences of proteins of immunological 
interest, 5th Ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesd
a, MD (1991))。一文字アミノ酸略記号を用いる。ＤＮＡ縮重はＩＵＢコードを用いて表
す(Ｎ＝Ａ／Ｃ／Ｇ／Ｔ、Ｄ＝Ａ／Ｇ／Ｔ、Ｖ＝Ａ／Ｃ／Ｇ、Ｂ＝Ｃ／Ｇ／Ｔ、Ｈ＝Ａ／
Ｃ／Ｔ、＝Ｇ／Ｔ　Ｋ、Ｍ＝Ａ／Ｃ、Ｒ＝Ａ／Ｇ、Ｓ＝Ｇ／Ｃ、Ｗ＝　Ａ／Ｔ、＝Ｃ／Ｔ
　Ｙ)。
【０２９４】
　マウス１２０可変ドメインのクローニングとキメラ１２０抗体の生成－
　標準的な方法を用いて、Ｍ２－１２０.５４５を産生するハイブリドーマ細胞(本明細書
において「マウス１２０」又は「ｍｕ１２０」と称する)から総ＲＮＡを抽出した。可変
軽鎖(ＶＬ)および可変重鎖(ＶＨ)ドメインを、重鎖および軽鎖に対する変性プライマーに
よるＲＴ－ＰＣＲを用いて増幅した。フォワードプライマーは、ＶＬおよびＶＨの領域の
Ｎ末端アミノ酸配列に特異的とした。それぞれＬＣおよびＨＣのリバースプライマーは、
種間で高度に保存されている定常軽鎖(ＣＬ)および定常重鎖ドメイン１(ＣＨ１)の領域に
アニールするように設定した。増幅されたＶＬおよびＶＨは、哺乳動物発現ベクタにクロ
ーンをつくられた。インサートのポリヌクレオチド配列は、慣例的な配列決定法を用いて
決定した。Ｍ２－１２０.５４５(「ｍｕ１２０」) ＶＬおよびＶＨのアミノ酸配列はそれ
ぞれ図２Ａおよび２Ｂに示す。
　マウス１２０キメラの生成－ヒトＩｇＧの定常ドメインに、マウス１２０の可変重鎖(
ＶＨ)及び可変軽鎖(ＶＬ)の領域を融合させることによって、キメラ抗ＳＴＥＡＰ－１を
調製した。結果として生じる抗体を本明細書において「１２０キメラ」、「キメラ１２０
」、「キメラ１２０ＩｇＧ」又は「Ｆｃキメラ」と称する。
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【０２９５】
　アクセプターヒトコンセンサスフレームワークへの直接高頻度可変領域移植－
　マウス１２０のヒト化の間に構築された変異体を、ＩｇＧの形態のタンパク質として又
はファージ上にディスプレイされるＦａｂとして評価した。
　この試験に用いるファジミドは、一価性Ｆａｂ－ｇ３ディスプレイベクターであって、
ｐｈｏＡプロモーターの制御下にある２つのオープンリーディングフレームからなる。第
一オープンリーディングフレームは、アクセプター軽鎖のＶＬ及びＣＨ１ドメインに融合
したｓｔＩＩシグナル配列からなり、第二オープンリーディングフレームは、微量ファー
ジコートタンパク質Ｐ３が続くアクセプター重鎖のＶＨ及びＣＨ１ドメインに融合したｓ
ｔＩＩシグナル配列からなる。
　マウス１２０のＶＬおよびＶＨドメインを、ヒトＶＬκI(ｈｕＫＩ)およびヒトＶＨサ
ブグループＩＩＩ(ｈｕＩＩＩ)コンセンサス配列と配列比較した。ＣＤＲグラフトを作製
するために、マウス１２０抗体の高頻度可変領域を、ｈｕＫＩおよびｈｕＩＩＩアクセプ
ターフレームワークに移植した。
【０２９６】
　マウス１２０抗体(ｍｕ１２０)の高頻度可変領域をアクセプターヒトコンセンサスフレ
ームワークに操作して、直接ＣＤＲ－グラフト(本明細書中において「１２０グラフト」
又は「グラフト１２０」)を生成した。ＶＬドメインでは、以下の領域をヒトコンセンサ
スアクセプターに移植した：位置２４－３４(Ｌ１)、５０－５６(Ｌ２)および８９－９７
(Ｌ３)。ＶＨドメインでは、位置２６－３５ａ(Ｈ１)、４９－６５(Ｈ２)および９５－１
０２(Ｈ３)を融合した。１２０グラフトの軽鎖および重鎖の可変領域の配列を図２Ａ－２
Ｂに示す。ＣＤＲ(本明細書中ではＨＶＲとも称される)は囲みで示す(図２Ａ－２Ｂ)。こ
れらＣＤＲ定義には、それら配列の超可変性(カバット参照)、それらの構造的位置(Choth
ia参照)および抗原-抗体接触への関与によって決定される位置が含まれる(MacCallum et 
al. J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996))。
　ファージ上にディスプレイされるＦａｂとして又はＩｇＧとして発現される直接グラフ
ト変異体は、各々の高頻度可変領域のために異なるオリゴヌクレオチドを用いたキュンケ
ル突然変異誘発によって生成した。ＤＮＡ塩基配列決定法によって正しいクローンを評価
した。
【０２９７】
　ヒト化１２０ファージ変異体の生成－
　キュンケル突然変異誘発によってファージにディスプレイされるＦａｂとして、ヒト化
１２０変異体を生成した。リン酸化オリゴヌクレオチドを、５０ｍＭ Ｔｒｉｓ ｐＨ７．
５、１０ｍＭ ＭｇＣｌ２中の３００ｎｇのキュンケルテンプレートに添加して、終体積
を１０μｌにした。混合物を９０℃で２分、５０℃で５分アニールさせ、次いで氷上で冷
ました。次いで、アニールさせたテンプレートに、０．５μｌの１０ｍＭ ＡＴＰ、０．
５μｌの１０ｍＭ ｄＮＴＰ(各々１０ｍＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴ
Ｐ)、１μｌの１００ｍＭ ＤＴＴ、１μｌの １０×ＴＭバッファ(０．５Ｍ トリスｐＨ
７．５、０．１Ｍ ＭｇＣｌ２)、８０ＵのＴ４リガーゼ、及び４ＵのＴ７ポリメラーゼを
添加して充填し、総量２０μｌにし、室温に２時間置いた。次いで充填してライゲートさ
せた生成物にてＸＬ１－ブルー細胞(Stratagene)を形質転換した。ＤＮＡ塩基配列決定法
によって正しいクローンを同定した。
　正しいファージクローンを５０μｇ／ｍｌのカルベニシリン及びＭ１３／ＫＯ７ヘルパ
ーファージ(ＭＯＩ １０)を含む２５ｍｌの２ＹＴ中で３７℃で終夜生育させた。
【０２９８】
　ヒト化１２０変異体の評価－
　ＩｇＧとして発現されるヒト化変異体を、Ｓｔｅａｐ１ポジティブ(２９３Ｓｔｅａｐ1
 ＮＴ ＬＢ５０)及びネガティブ(２９３ベクターＳ４０８)細胞株を用いたＦＡＣＳ分析
によって評価した。
　また、ファージにディスプレイされるＦａｂとして発現されるヒト化変異体を、ＦＡＣ
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Ｓ分析によって評価した。まずＦａｂ変異体を発現するファージを、Ｆａｂの軽鎖に融合
されるｆｌａｇ－ｔａｇを検出するために使用するファージＥＬＩＳＡを用いてそれらの
Ｆａｂディスプレイレベルについて評価した。ＭａｘｉＳｏｒｐマイクロタイタープレー
トを、ＰＢＳ中１０μｇ／ｍｌの抗ｇＤ１７６６にて終夜をかけてコートし、その後カゼ
インブロッカーにてブロックした。培養物上清からのファージを、組織培養マイクロタイ
タープレート中で０．５％ＢＳＡを含むＰＢＳＴにて段階的に希釈し、コートしたウェル
に移し、１時間おいて、Ｆａｂディスプレイファージを捕獲した。ＰＢＳＴにてプレート
を洗浄し、ＨＲＰコンジュゲート抗Ｍ１３(Amersham Pharmacia Biotech)を添加して４０
分間置いた(０．５％ＢＳＡを含むＰＢＳＴに１:５０００)。ＰＢＳＴにてプレートを洗
浄し、テトラメチルベンジジン基質(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg
, MD)を添加して反応させた。４０５ｎｍの吸光度を、ファージの表面上のＦａｂディス
プレイレベルの推量として用いた。ファージ調製物を、希釈によってディスプレイについ
て正規化した。低ディスプレイファージ(例えばキメラ)をＦＡＣＳ分析のために適切に用
いた。
【０２９９】
　ファージ結合のＦＡＣＳ分析のために、細胞を、２ｍＭ ＥＤＴＡを用いてプレートか
ら取り出し、１５ｍｌの円錐形底のチューブに回収し、遠心分離法によってペレット化し
た。細胞(１試料につき５×１０５細胞)は、ＦＡＣＳバッファ(２ｍＭ ＥＤＴＡを含む１
％ＦＢＳ、ＰＢＳ)中の１００μｌのファージ(ディスプレイレベルによって正規化したも
の)に再懸濁し、氷上で１～２時間インキュベートした。遠心分離法によって試料をＦＡ
ＣＳバッファにて２回洗浄した。２μｇ／ｍｌの抗Ｍ１３ ５Ｇ７コントロール抗体(Gene
ntech, Inc. South San Francisco, CA)を加え、少なくとも４５分間氷上でインキュベー
トした。遠心分離法によって試料をＦＡＣＳバッファにて２回洗浄した。抗マウスＰＥ(
Ｒ-フィコエリトリンヤギ抗マウスＩｇＧ Ｆｃｙ断片、Jackson Immunoresearch)の１:２
００希釈物を加え、氷上で３０分間インキュベートした。遠心分離法によって試料をＦＡ
ＣＳバッファにて再度２回洗浄し、ＦＡＣＳにて分析した。
　ＦＡＣＳによるＩｇＧの分析のために、ファージＦＡＣＳなどの目的で細胞を調製した
。５μｇ／ｍｌの各ＩｇＧを加え、氷上に１時間おいた。遠心分離法によって試料をＦＡ
ＣＳバッファにて２回洗浄し、抗ヒトＰＥコンジュゲート(Ｒ-フィコエリトリンヤギ抗ヒ
トＩｇＧ Ｆｃｙ断片、Jackson Immunoresearch)の１:２００希釈物を加え、３０分間お
いた。遠心分離法によって試料をＦＡＣＳバッファにて再度２回洗浄し、ＦＡＣＳにて分
析した。
【０３００】
　ＩｇＧ産生および親和性測定－
　プロテインＧ親和性クロマトグラフィにてＩｇＧを精製した。親和性測定は、２９３Ｓ
ＴＥＡＰ-１ ＮＴ ＬＢ５０細胞上のスキャッチャード分析によって行った。
【０３０１】
結果と考察
　マウス１２０可変ドメイン配列およびＣＤＲアサインメントグラフト設定－
　Ｍ２－１２０.５４５のヒト化のために用いるヒトアクセプターフレームワークは、コ
ンセンサスヒトκIＶＬドメインおよびヒトサブグループＩＩＩコンセンサスＶＨドメイ
ンに基づく。マウスＭ２－１２０.５４５のＶＬおよびＶＨドメインを、ヒトκIおよびサ
ブグループＩＩＩドメインとそれぞれ配列比較した。各々の相補性領域(ＣＤＲ)を同定し
、ヒトアクセプターフレームワークに移植して、ファージ上のＦａｂとしてディスプレイ
され、ＩｇＧとして発現されうるＣＤＲグラフトを生成した。ヒト化抗ＳＴＥＡＰ-１抗
体バージョン２４可変領域の配列を図２Ａおよび２Ｂに示す。ファージ上にディスプレイ
される１２０－グラフトＦａｂ及び１２０－グラフトＩｇＧを、ＦＡＣＳ分析によって外
因性ＳＴＥＡＰ-１発現細胞(２９３ＳＴＥＡＰ-１ ＮＴ ＬＢ５０)への結合について試験
した。１２０－グラフトＩｇＧはＳＴＥＡＰ-１発現細胞に特異的に結合したが、１２０
－グラフトＩｇＧについて観察されるＦＡＣＳシグナルは、結合親和性に欠損を示すキメ
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ＩｇＧをディスプレイするファージは、ＳＴＥＡＰ-１発現細胞上でのみ観察されたＦＡ
ＣＳシグナルを生成した。この変化は、キメラ１２０ＩｇＧについて観察される変化より
も小さかった。１２０－グラフトＩｇＧのスキャッチャード分析からも、結合親和性の有
意な(およそ５０倍)欠失が示された(１２０ｖ.７８についてはＫＤ＝３６ｎＭ、１２０グ
ラフトについてはＫＤ＝２６０ｎＭ)。
【０３０２】
　Ｍ２－１２０.５４５のヒト化－
　ＣＤＲ構造及びＶＬ：ＶＨドメインパッキングに影響するおよそ３０バーニア位置が同
定されており、抗体のヒト化の際にはドナーとヒトフレームワーク間の位置での変化を考
慮しなくてはならない(Foote, J. and Winter, G., J. Mol. Biol.224(2): 487-499 (199
2))。マウスＭ２－１２０.５４５とコンセンサスヒトκＩ ＶＬドメイン及びヒトサブグ
ループＩＩＩコンセンサスＶＨドメインとの配列比較を評価すると、ＶＨドメイン内の６
つの重要なバーニヤ位置：２４、３７、４８、６７、７３、７８での配列相違が明らかと
なった(図２Ｂを参照)。これらの位置の影響を評価するために、マウスの残基を、ファー
ジ上のＦａｂのヒトコンセンサスサブグループＩＩＩ ＶＨドメインに、別々に導入した
。ファージ上にディスプレイされる１２０－グラフトＦａｂに対して以下の突然変異をそ
れぞれ行った：Ａ２４Ｖ(１２０.ｖ２４)、Ｖ３７Ｉ(１２０.ｖ３７)、Ｖ４８Ｍ(１２０.
ｖ４８)、Ｆ６７Ｉ(１２０.ｖ６７)およびＬ７８Ｆ(１２０.ｖ７８)。Ｎ７３Ｔは試験し
なかった。各ファージ変異体は、ファージ上にディスプレイされる軽鎖に融合されるエピ
トープタグの力価によって決定される等量Ｆａｂディスプレイレベルに対して希釈により
正規化し、ＳＴＥＡＰ－１発現細胞(２９３ ＳＴＥＡＰ－１ ＮＴ ＬＢ５０)及び非発現(
２９３ベクターＳ４０８)細胞のＦＡＣＳ分析によってＳＴＥＡＰ－１への結合について
評価した。「２°」なる用語はＦＡＣＳ分析の二次抗体を指す。「α－１２０」なる用語
はマウス１２０抗ＳＴＥＡＰ-１抗体を指す。「α－１０Ｈ１」なる用語はコントロール
抗体を指す。「２４ファージ」、「３７ファージ」などの用語は、ファージにディスプレ
イされる本明細書において開示されるヒト化抗ＳＴＥＡＰ-１変異体を指す。「Ｃｈ１２
０ファージ」はファージ上にディスプレイされる１２０キメラを指し、「１２０.グラフ
トファージ」はファージにディスプレイされる１２０グラフトを指す。(図６)。それらの
Ｆａｂディスプレイレベルによる正規化したファージクローンの重要性は、異なるファー
ジ力価(図６の７×１０１２ファージ／ｍｌおよび図６の２×１０１１ファージ／ｍｌ)の
１２０－グラフトのＦＡＣＳ分析により例証される。いったん低いファージ濃度に希釈す
ると、１２０－グラフトファージは観察可能なＦＡＣＳ変化を示さない。したがって、そ
れらディスプレイレベルの異なるファージクローンの正規化は、Ｓｔｅａｐ１についての
それらの親和性相違を評価するための重要な処置であった。
【０３０３】
　Ｆａｂディスプレイレベルについての正規化の後、更なる突然変異Ａ２４Ｖを含む１２
０－グラフト(１２０.ｖ２４)の変異体は他の変異体を上回るＦＡＣＳ変化を示した(図６
)。ＩｇＧとして発現される場合、１２０.ｖ２４は試験されるすべての濃度のキメラ１２
０抗体に類似のＦＡＣＳ変化を示した。１２０.ｖ２４の続くスキャッチャード分析では
、２９３ ＳＴＥＡＰ－１ ＮＴ ＬＢ５０細胞への結合について２．２ｎＭのＫｄが示さ
れ、１２０キメラ及び原型のマウスＭ２－１２０.５４５の２倍の改善を示した(表２)。
表２：細胞表面ＳＴＥＡＰ－１に対する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体結合親和性(Ｋｄ(ｎＭ))
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　抗ＳＴＥＡＰ－１ネイキッド抗体、マウス１２０およびキメラ１２０の結合活性も、Ｆ
ＡＣＳ分析を用いて試験した。結合は、２９３安定性ＳＴＥＡＰ－１ ＮＴ ＬＢ５０、Ｐ
Ｃ３安定性ＳＴＥＡＰ－１ ＰＳ５.４における外因性ＳＴＥＡＰ－１、およびＬＮＣａＰ
細胞における内因性ＳＴＥＡＰ－１について比較した。図７Ｄ－Ｆに結果を示す。細胞表
面上に外因性ヒトＳＴＥＡＰ－１を発現するＮＴ ＬＢ５０細胞は、ヒトＳＴＥＡＰ－１ 
ＤＮＡにより安定して２９３細胞(ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１５７３)を形質転換することによ
って調製した。細胞表面上に外因性ヒトＳＴＥＡＰ－１を発現するＰＳ５.４細胞は、ヒ
トＳＴＥＡＰ－１ ＤＮＡにより安定してＰＣ３(ＡＴＣＣ ＣＬＬ－１４３５)を形質転換
することによって調製した。ＬＮＣａＰ細胞(ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１７４０)は内因的にＳ
ＴＥＡＰ－１を発現する。
【０３０４】
実施例２：抗ＳＴＥＡＰ-１抗体の特徴づけ
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体(本明細書において開示されるネイキッド抗体および抗体薬剤コ
ンジュゲート)を特徴付けた、または、標準的な方法によって特徴付けてもよい。
　ＥＬＩＳＡに基づくアッセイ：ＥＬＩＳＡによる抗ＳＴＥＡＰ－１抗体のスクリーニン
グを以下のように行い、すべて室温でインキュベートする。試験プレート(Nunc Immunopl
ate)を、精製したＳＴＥＡＰ－１を含む５０ｍＭ 炭酸ナトリウムバッファｐＨ９．６に
て２時間かけてコートし、その後、０．５％ウシ血清アルブミンを含むリン酸緩衝生理食
塩水(ＰＢＳ)にて３０分間かけてブロックし、その後０．０５％ツイーン２０を含むＰＢ
Ｓ(ＰＢＳＴ)にて４回洗浄する。試験抗体上清を加え、振とうしながら２時間インキュベ
ートし、その後ＰＢＳＴにて４回洗浄する。２５ｍｌのリン酸クエン酸バッファ, ｐＨ５
.０中に１０ｍｇのｏ-フェニレンジアミンジヒドロクロライド(Sigma, #P8287)と１０μ
ｌの３０％過酸化水素溶液を含む溶液を１００μｌ／ウェル添加して１５分間インキュベ
ートしてプレートを反応させる。２.５Ｍ 硫酸を１００μｌ／ウェル添加して反応を止め
る。自動ＥＬＩＳＡプレート読み取り機にてプレートの４９０ｎｍの吸光度を読み取って
データを得る。
【０３０５】
スキャッチャード分析による抗ＳＴＥＡＰ－１結合の特徴づけ：
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、関連分野において公知の標準的な技術を
用いて、Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980)において記述されるスキャッ
チャード分析によって決定されうる。またScatchard, G., Ann. N.Y. Acad. Sci. 51: 66
0 (1947)も参照のこと。 
【０３０６】
実施例３：抗-ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲートの産生
　抗ＳＴＥＡＰ－１アウリスタチンＡＤＣの産生－抗ＳＴＥＡＰ－１抗体マウス１２０.
５４５、１２０キメラ、１２０グラフト、及びヒト化１２０フレームワーク変異体を以下
の薬剤リンカー成分：ｓｐｐ－ＤＭ１、ｓｍｃｃ－ＤＭ１、ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡ
Ｅ；ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＦ；ＭＣ－ＭＭＡＥ、ＭＣ－ＭＭＡＦ、ｖｃ－ＭＭＡＥ
およびｖｃ－ＭＭＡＦにコンジュゲートさせることによって抗ＳＴＥＡＰ－１ＡＤＣを生
成した。この薬剤とリンカー成分及び接着方法は、本明細書中、並びに２００４年２月５
日に公開の国際公開２００４／０１０９５７、２００５年９月９日公開の国際公開２００
６／０３４４８８、及びDoronina, S.O. et al., Nature Biotechnol. 21:778-784 (2003
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)において開示されている(これらの文献は出典明記によってその全体が援用される)。国
際公開２００４／０１０９５７に記載の方法論に従って標準的な方法を用いて、結合の前
に、抗体をＴＣＥＰにて部分的に還元した。Doronina et al. (2003) Nat. Biotechnol. 
21:778-784および米国公開特許２００５／０２３８６４９Ａ１に記載の方法論に従って標
準的な方法を用いて、部分的に還元した抗体を上記の薬剤-リンカー成分にコンジュゲー
トした。簡単に言うと、部分的に還元した抗体を薬剤リンカー成分と組み合わせて、該成
分をシステイン残基にコンジュゲートさせた。コンジュゲート反応を止め、ＡＤＣを精製
した。各々のＡＤＣについての薬剤負荷(抗体当たりの薬剤成分の平均数)をＨＰＬＣにて
測定した。本明細書中で用いる、ＡＤＣのリンカー－薬剤構成成分である 「－ＭＣ－ｖ
ｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ」又は「－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＦ」は「－ｖｃＭＭＡＥ」
又は「－ｖｃＭＭＡＦ」と略されることもあり、構成成分である「－ＭＣ－ＭＭＡＦ」は
「ＭＣＭＭＡＦ」又は「ｍｃＭＭＡＦ」と略されることもある。
　抗ＳＴＥＡＰ－１メイタンシノイドＡＤＣの産生－抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、マウス１２
０、１２０キメラ、１２０グラフト及びヒト化１２０フレームワーク変異体をリンカー薬
剤成分－ｓｍｃｃ－ＤＭ１にコンジュゲートさせることによって抗ＳＴＥＡＰ－１ＡＤＣ
を生成した。ハーセプチン(登録商標)抗ＨＥＲ２抗体のコンジュゲートについては、国際
公開２００５／０３７９９２において開示される方法に従って前記のコンジュゲートを行
ってもよい。
【０３０７】
実施例４：インビボ腫瘍体積減少アッセイ
　インビボ及びインビトロでの腫瘍体積低減能についての毒素コンジュゲート抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１モノクローナル抗体又は非コンジュゲート抗ＳＴＥＡＰ－１モノクローナル抗体の
有効性を試験するために、以下のプロトコールを用いた。
　哺乳類細胞株およびヒト腫瘍異種移植片：２９３はヒト不死化胎仔腎臓細胞株(ＡＴＣ
Ｃ参照ＣＲＬ１５７３)であり、ＰＣ－３はヒト前立腺腺癌細胞株(ＡＴＣＣ参照ＣＲＬ１
４３５)であり、ＬＮＣａＰは前立腺カルチノーマ細胞株(ＡＴＣＣ ＣＲＬ１７４０)であ
る。すべての細胞は、５０／５０ダルベッコ変更イーグル高グルコース培地、１０％ウシ
胎児血清(ＦＢＳ)、２ｍＭ グルタミン、１％ペニシリン－ストレプトマイシンを添加し
たハムＦ１２中で生育させ、５％ＣＯ２下、３７℃で培養した。２９３およびＰＣ－３安
定性細胞株は、完全長ＳＴＥＡＰ1のいずれか(それぞれＬＢ５０およびＰＳ５.４)をコー
ドするサイトメガロウイルス作動性ベクター又は空のベクターによる形質移入(Fugene, R
oche)によって生成し、４００μｇ／ｍｌのＧ４１８(Geneticin, Life Technologies)に
おいて選択した。ヒト前立腺の外植片モデルであるＬｕＣＡＰ７７およびＬｕＣＡＰ３５
Ｖは、シアトル大学から得た。
　細胞表面上の外因性及び内因性のＳＴＥＡＰ－１の発現は、以下の通りに免疫組織化学
(ＩＨＣ)およびＦＡＣＳ分析によって示した。ヒツジおよびマウスの抗ＳＴＥＡＰ－１抗
体(Agensys, Inc., Santa Monica, CA)は、ＳＴＥＡＰ－１の細胞内アミノ末端ペプチド
に対して生成した(Hubert, R.S., Vivanco, I. et al., PNAS 25:14523-14528 (1999)を
参照)。ＳＴＥＡＰ－１(Agensys, Inc.)の細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体は
、ＳＴＥＡＰ－１によって過渡的に形質移入した２９３Ｔ細胞によってマウスを免疫化し
て生成した。ＩＨＣ分析のために、一次ヒツジ抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を検出に用いた。Ｆ
ＡＣＳ分析のために、細胞を９０％集密度まで生育させ、２ｍＭ ＥＤＴＡを含むＰＢＳ
を用いてプレートから取り除いた。細胞を洗浄して、ＦＡＣＳバッファ(１％ＢＳＡを含
むＰＢＳ)に再懸濁し、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と室温で６０分間インキュベートした後、
フィコエリトリンにコンジュゲートさせた適切な二次抗体と６０分間インキュベートした
。分析はＦＡＣＳｓｃａｎ(BD Biosciences)にて行った。免疫蛍光法のために、細胞をチ
ャンバースライドにて終夜生育させ、その後一次抗体と３７℃で６０分間インキュベート
した。細胞をパラホルムアルデヒドに固定し、１％ＢＳＡにてブロックし、蛍光にコンジ
ュゲートさせた適切な二次抗体とインキュベートした。
【０３０８】



(138) JP 5394246 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

　インビボ前立腺癌異種移植片モデルを用いて、抗ＳＴＥＡＰ－１ ＡＤＣの有効性を試
験した。これらのモデルにはヒト細胞株ＬＮＣａＰ(ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１７４０又はSout
hern Research Institute, Birmingham, AL)が含まれる。前立腺の外植片モデルには、Ｌ
ｕＣａＰ７７およびＬｕＣａＰ３５Ｖ(University of Washington, Seattle, WA)が含ま
れる。各前立腺の外植片モデルは、Charles River Labの去勢した雄ＳＣＩＤベージュマ
ウス(アンドロゲン非依存性モデル、ＬｕＣＡＰ ３５Ｖ)、又は去勢されていない雄ＳＣ
ＩＤベージュマウス(アンドロゲン依存性モデル、ＬｕＣＡＰ ７７)に続けて移植して維
持した。去勢していないマウスには腫瘍移植の前にテストステロンペレットを与え、腫瘍
移植の少なくとも２週間前に去勢を行って、テストステロンレベルを最低にした。ドナー
マウスの腫瘍がが８００～１０００ｍｍ３に達した時に、腫瘍組織を無菌的に取り出し、
研究動物のために小さい移植可能な大きさの切片(およそ２０ｍｍ３)に解体した。腫瘍は
着床部位のくぼみに置き、皮膚は傷用クリップを用いて閉じた。ＬＮＣａＰ細胞株モデル
のために、インビトロ成長ＬＮＣａＰ細胞を、テストステロンペレットを与えた雄ＳＣＩ
Ｄベージュマウスに、５０％マトリゲル中１マウスにつき８００万個～１０００万個の細
胞で皮下投与した。平均腫瘍サイズが１００～２００ｍｍ３に達したら、マウスをランダ
ムに１０匹づつのグループに分け、試験抗体ＡＤＣ又はコントロール抗体(ネイキッド又
はコントロール)を単回ＩＶ投与した。いくつかの実験において、試験抗体又はコントロ
ール抗体を複数回投与した(図８Ａ、９および１０を参照)。いくつかの実験において、図
８Ｂ及び１１に示すように試験抗体およびコントロール抗体を単回投与した。前立腺の外
植片モデルはＬｕＣａｐ７７であり、テストステロンペレットは外因性腫瘍の移植のおよ
そ３～７日前に移植した。週に２回、４週間腫瘍を測定し、その後試験の残りの期間は週
に１回か２回、又は試験期間中ずっと週に１回測定した。時間が経つに連れて試験動物の
中で有意に低い腫瘍体積示したものを有用であるとみなした。いくつかの症例において、
腫瘍体積は初期体積から有意に減少し、試験期間中低いままであった。図８－１１に結果
を示す。
【０３０９】
　抗ＳＴＥＡＰ-１アウリスタチン薬剤コンジュゲートはインビボで前立腺腫瘍体積を低
減する
　３ｍｇ／ｋｇのマウス抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥの投
与は、前立腺腫瘍(ＬＮＣａＰ－Ｎｅｒ細胞)異種移植片モデルに有効であった。ＰＢＳ及
び抗ｇｐ１２０－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)をコントロールとして用
いた。０、７および１４日目に投与を行った。図８Ａを参照。
　ヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／
ｋｇ)、１２０ｖ.２４－ＭＣ－ＭＭＡＦ(６ｍｇ／ｋｇ)、１２０ｖ.２４－ＭＣ－ＭＭＡ
Ｆ(１２ｍｇ／ｋｇ)、及び抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭ
ＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)の、ＬＮＣａｐ－Ｎｅｒ腫瘍を移植したＳＣＩＤベージュマウスへの
投与は、有効であることが示された。ベヒクル、抗ブタクサ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭ
ＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)及び抗ブタクサ－ＭＣ－ＭＭＡＦ(１２ｍｇ／ｋｇ)をコントロールと
して用いた。図８に示す日に投与を行った。図８Ｂに結果を示す。
【０３１０】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)及
び抗ＳＴＥＡＰ－１ １２０キメラ－ＭＣ－ＭＭＡＦ(６ｍｇ／ｋｇ)の投与は、ＬＮＣａ
Ｐ細胞を移植したＳＣＩＤベージュマウスの前立腺癌異種移植片モデルにおいて有効であ
ったことが示された。およそ１５、２５および３０日目に、３ｍｇ／ｋｇ(抗ＳＴＥＡＰ
－ｖｃＭＭＡＥ)又は６ｍｇ／ｋｇ(抗ＳＴＥＡＰ－ｍｃＭＭＡＦ)の３用量をマウスに投
与した。コントロール抗ブタクサ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)及び抗
ブタクサ－ＭＣ－ＭＭＡＦ(６ｍｇ／ｋｇ)を用いた。図９を参照。
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０キメラ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(３ｍｇ／ｋｇ)の
投与は、ＬｕＣａｐ ７７細胞を移植したＳＣＩＤベージュ雄マウス(アンドロゲン依存性
)の前立腺癌異種移植片モデルにおいて有効であったことが示された。ベヒクル及び抗ブ
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タクサ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥをコントロールとした。３ｍｇ／ｋｇの試験抗体
およびコントロール抗体の３用量を投与した。図１０を参照。
　３ｍｇ／ｋｇのヒト化抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－Ｍ
ＭＡＥ、６ｍｇ／ｋｇ及び１２ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０ｖ.２４－ＭＣ
－ＭＭＡＦの、ＬｕＣａｐ３５Ｖ前立腺腫瘍を移植した去勢したＳＣＩＤベージュマウス
への投与は、コントロールと比較して有効であることが示された。薬剤負荷は１抗体につ
き３．１であった。コントロール抗体は、１２ｍｇ／ｋｇで投与した抗ブタクサ－ＭＣ－
ＭＭＡＦと、６ｍｇ／ｋｇで投与した抗ｇｐ１２０－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥとし
た。図１１を参照。
【０３１１】
抗ＳＴＥＡＰ-１アウリスタチン薬剤コンジュゲートはインビトロ前立腺腫瘍体積を低減
する
　インビトロ細胞殺傷アッセイを行って、抗ＳＴＥＡＰ－１薬剤コンジュゲートの、ＳＴ
ＥＡＰ－１を発現する細胞の増殖の阻害及び／又は殺傷についての有効性を評価した。簡
単に言うと、ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞を、９６ウェルプレートにおよそ２，０００
個の細胞／ウェルで播き、２通り、抗体薬剤コンジュゲートにて２４時間後に処理した。
プレートは、３７℃で５～７日間インキュベートし、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ-Ｇｌｏ(登録商
標)発光細胞生存率測定キット(Promega, Madison, WI, USA)にて反応させた。試験細胞に
は、ＰＳ５.４(外因性ＳＴＥＡＰ－１を発現するＰＣ３細胞)、ＬＢ５０(外因性ＳＴＥＡ
Ｐ－１を発現する２９３細胞)、ベクターのみを形質移入したＰＣ３細胞、ベクターのみ
を形質移入した２９３細胞、および内因性ＳＴＥＡＰ－１を発現するＬＮＣａＰ細胞が含
まれる。試験された抗体薬剤コンジュゲートには、コントロール抗体－ＭＣ－ＭＭＡＦ、
コントロール抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０キメラ－ｖｃ－ＭＭＡ
Ｅ、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０－キメラ－ＭＣ－ＭＭＡＦ(２つの異なるロットの材料)
、および抗ＳＴＥＡＰ-１抗体キメラ－ｖｃ－ＭＭＡＦが含まれる。図１４Ａ－Ｅに結果
を示す。
【０３１２】
実施例５：還元及び再酸化によるコンジュゲートのためのシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－
１抗体の調製
　ＣＨＯ細胞に発現する完全長のシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１モノクローナル抗体(
ＴｈｉｏＭａｂ)を、およそｐＨ８．０の５００ｍＭ ホウ酸ナトリウム及び５００ｍＭ 
塩化ナトリウムに溶解し、およそ５０～１００倍過剰な１ｍＭ ＴＣＥＰ(トリス(２-カル
ボキシエチル)ホスフィンハイドロクロライド；Getz et al (1999) Anal. Biochem. Vol 
273:73-80；Soltec Ventures, Beverly, MA)にて３７℃でおよそ１～２時間かけて還元す
る。還元したＴｈｉｏＭａｂを希釈し、１０ｍＭ 酢酸ナトリウム、ｐＨ５にてＨｉＴｒ
ａｐ Ｓカラムに流し、０．３Ｍ 塩化ナトリウムを含むＰＢＳにて溶出する。溶出した還
元ＴｈｉｏＭａｂをｐＨ７の２ｍＭデヒドロアスコルビン酸(ｄｈＡＡ)にて３時間、又は
２ｍＭ 硫酸銅水溶液(ＣｕＳＯ４)にて室温で終夜をかけて処理する。外気酸化も有効で
あるかもしれない。Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５樹脂に溶出することによってバッファを交
換し、１ｍＭ ＤＴＰＡを有するＰＢＳにて溶出する。この溶液の２８０ｎｍの吸光度か
ら還元した抗体の濃度を決定し、ＤＴＮＢ(Aldrich, Milwaukee, WI)と反応させて４１２
ｎｍの吸光度を決定することによってチオールの濃度を決定することによってチオール／
Ａｂ値を確認する。
【０３１３】
実施例６：システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と薬剤リンカー中間生成物のコンジュゲ
ートによるシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲートの調製
　実施例５の還元及び再酸化の手順の後に、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ抗体をＰＢＳ(
リン酸緩衝生理食塩水)バッファに溶解し、氷上で冷却する。マレイミドなどのチオール
反応性官能基を有する、アウリスタチン薬剤リンカー中間生成物、例としてＭＣ－ＭＭＡ
Ｅ (マレイミドカプロイル－モノメチル アウリスタチンＥ)、ＭＣ－ＭＭＡＦ、ＭＣ－ｖ
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ａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ、又はＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ－ＭＭＡＦの抗体
当たりの改変システインと比較したときのおよそ１．５モル等価物をＤＭＳＯに溶解し、
アセトニトリルと水にて希釈し、ＰＢＳ中の冷却した還元、再酸化抗体に加える。およそ
１時間後、過剰のマレイミドを加えて、反応を止め、任意の反応していない抗体チオール
基をキャップする。遠心限外濾過によって反応混合物を濃縮し、システイン改変抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲートを精製し、ＰＢＳのＧ２５樹脂により溶出して脱塩し、
滅菌条件下にて０．２μｍフィルターにより濾過し、貯蔵のために凍結する。
【０３１４】
　上記の手順によって、以下のシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲート
を調製した(本明細書中及び図１７に示すように変異体の番号付けを標準化した(軽鎖につ
いてはカバット番号付け、重鎖についてはＥｕ番号付け))。
軽鎖Ｖ２０５Ｃｔｈｉｏ ｈｕ１２０およびＭＣ－ＭＭＡＦのコンジュゲートによるｔｈ
ｉｏ ｈｕｍａｎ１２０－ＭＣ－ＭＭＡＦ；
重鎖Ａ１１８Ｃｔｈｉｏ ｈｕ１２０およびＭＣ－ＭＭＡＦのコンジュゲートによるｔｈ
ｉｏ ｈｕｍａｎ１２０－ＭＣ－ＭＭＡＦ；
軽鎖Ｖ２０５Ｃ ｔｈｉｏ ｈｕ１２０及びＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥのコ
ンジュゲートによるｔｈｉｏ ｈｕｍａｎ１２０－ＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ－ＭＭ
ＡＥ；重鎖Ａ１１８Ｃ ｔｈｉｏ ｈｕ１２０及びＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ－ＭＭＡ
Ｅのコンジュゲートによるｔｈｉｏ ｈｕｍａｎ１２０－ＭＣ－ｖａｌ－ｃｉｔ－ＰＡＢ
－ＭＭＡＥ。
【０３１５】
実施例７：システイン改変抗ＳＴＥＡＰ-１抗体の特徴付け
　上記のように調製したシステイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲート(ＴＤ
Ｃ)をアッセイして、インビトロで親抗体の活性を保持したことを確認した。抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(ＬＣＶ２０５Ｃ)
(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＴＤＣ(Ｌ２０５Ｃ)ｖｃＥと略す)及びｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０
－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(ＨＣＡ１１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＴＤＣ(ＨＣＡ１１８Ｃ)
ｖｃＥと略す)を、ＳＴＥＡＰ－１発現細胞(２９３ ＳＴＥＡＰ－１ ＮＴ ＬＢ５０)及び
非発現細胞(２９３ベクターＳ４０８)のＦＡＣＳ分析によって、ＳＴＥＡＰ－１への結合
について評価した。「２ｎｄ ｏｎｌｙ」なる用語はＦＡＣＳ分析の二次抗体を指す。Ｔ
ＤＣコントロール(ｖｃＥ)及びＡＤＣ ｓｔｄコントロール(ｖｃＥ)をそれぞれコントロ
ール抗体ｔｈｉｏ及び非-ｔｈｉｏ ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ薬剤コンジュゲートとした。ｈ
ｕＳｔｅａｐ１ ＡＤＣ(ｓｔｄ)は、親ヒト抗ＳＴＥＡＰ－１抗体由来のｖｃ-ＰＡＢ-Ｍ
ＭＡＥ薬剤コンジュゲートである。示すように、ＴＤＣは、親ｈｕＳｔｅａｐ１ ＡＤＣ
の変化と類似のＦＡＣＳ変化を示した。
【０３１６】
　また、インビトロ細胞殺傷アッセイを行って、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ-１抗体薬
剤コンジュゲートの、ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞の増殖の阻害及び／又は殺傷につい
ての有効性を評価した。簡単に言うと、ＳＴＥＡＰ－１を発現する細胞を、９６ウェルプ
レートにおよそ２，０００個の細胞／ウェルで播き、２通り、抗体薬剤コンジュゲートに
て２４時間後に処理した。プレートは、３７℃で５～７日間インキュベートし、Ｃｅｌｌ
Ｔｉｔｅｒ-Ｇｌｏ(登録商標)発光細胞生存率測定キット(Promega, Madison, WI, USA)に
て反応させた。試験細胞には、ＰＳ５.４(外因性ＳＴＥＡＰ－１を発現するＰＣ３細胞)
、ＬＢ５０(外因性ＳＴＥＡＰ－１を発現する２９３細胞)、および内因性ＳＴＥＡＰ－１
を発現するＬＮＣａＰ細胞が含まれる。試験された抗体薬剤コンジュゲートには、コント
ロール抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ (ＡＤＣ ｓｔｄコントロール(ｖｃＥ))、コントロールｔｈ
ｉｏ 抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ(ＴＤＣコントロール(ｖｃＥ))、抗－ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ
 ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(ＬＣＶ２０５Ｃ)(ｈｕＳｔｅａ
ｐ１ ＴＤＣ (Ｌ２０５Ｃ) ｖｃＥと略す)及びｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ－ＰＡ
Ｂ－ＭＭＡＥ (ＨＣＡ１１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ1 ＴＤＣ (ＨＣＡ１１８Ｃ) ｖｃＥと略
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す)、及びｈｕＳｔｅａｐ１ ＡＤＣ (ｓｔｄ)、親ヒト抗ＳＴＥＡＰ－１抗体由来のｖｃ
－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ薬剤コンジュゲートが含まれる。図１９Ａ－Ｃに示すように、抗ＳＴ
ＥＡＰ－１ ＴＣＤは、インビトロでの親ＡＤＣの活性を保持する。
【０３１７】
実施例８：システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１抗体薬剤コンジュゲートについてのインビボ
腫瘍体積の低減
　インビボ前立腺癌異種移植片モデルを用いて、システイン改変抗ＳＴＥＡＰ－１ ＡＤ
Ｃの有効性を試験した。これらのモデル及び用いた試験プロトコールは、実施例４に記載
のものと対応する。
　抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ(Ｈ
ＣＡ１１８Ｃ)(ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥと略す)(３ｍｇ／ｋｇ)の、ＬＮＣ
ａｐ－Ｎｅｒ腫瘍を移植した(本明細書中に記載のようにテストステロンペレットにて処
理した)ＳＣＩＤベージュマウスへの投与は、有効であることが示された。ベヒクル(ＰＢ
Ｓ)、コントロール抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ (ＡＤＣ ｓｔｄ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)及びコント
ロールｔｈｉｏ抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ (ＴＤＣ ＨＣ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)をコントロールと
して用いた。また、抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣの効果を、ポジティブコントロールとして
のヒト抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１２０－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ (ｈｕ Ｓｔｅａｐ
１ ｓｔｄ ＡＤＣ ｖｃＥ)と比較した。０日目に単回用量を投与した。すべての抗体は３
ｍｇ／ｋｇで投与した。図２０に結果を示す。
【０３１８】
　図２１は、３ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖ
ｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ (ＨＣＡ１１８Ｃ) (ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥと略す
)及び、１、３又は６ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２
０－ＭＣ－ＭＭＡＦ (ＨＣＡ１１８Ｃ) (ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｍｃＦと略す)
の投与は、ＬＮＣａＰ細胞を移植したＳＣＩＤベージュマウスの前立腺癌異種移植片モデ
ルにおいて有効であったことが示されたことを示す。０日目に、０．３、１又は３ｍｇ／
ｋｇ(ｈｕＳｔｅａｐ1 ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥ)又は１、３又は６ｍｇ／ｋｇ(ｈｕＳｔｅａ
ｐ1 ＨＣ ＴＤＣ ｍｃＦ)の単回用量をマウスに投与した。ベヒクル(ＰＢＳ)、コントロ
ール抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ(ＡＤＣ ｓｔｄ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)およびコントロールｔｈｉ
ｏ抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ(ＴＤＣ ＨＣ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)をコントロールとして用いた。
　図２２は、３ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－ｖ
ｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ (ＨＣＡ１１８Ｃ) (ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥと略す
)及び３又は６ｍｇ／ｋｇの抗ＳＴＥＡＰ－１ ＴＤＣ ｔｈｉｏ－ｈｕｍａｎ１２０－Ｍ
Ｃ－ＭＭＡＦ (ＨＣＡ１１８Ｃ) (ｈｕＳｔｅａｐ１ ＨＣ ＴＤＣ ｍｃＦと略する)の投
与は、ＬｕＣａｐ ３５Ｖ細胞を移植したＳＣＩＤベージュ雄マウス(アンドロゲン依存性
)の前立腺癌異種移植片モデルにおいて有効であったことが示されたことを示す。０日目
に、０．３、１又は３ｍｇ／ｋｇ(ｈｕＳｔｅａｐ1 ＨＣ ＴＤＣ ｖｃＥ)又は１、３又は
６ｍｇ／ｋｇ(ｈｕＳｔｅａｐ1 ＨＣ ＴＤＣ ｍｃＦ)の単回用量をマウスに投与した。ベ
ヒクル(ＰＢＳ)、コントロール抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ(ＡＤＣ ｓｔｄ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)
およびコントロールｔｈｉｏ抗体－ｖｃ－ＭＭＡＥ(ＴＤＣ ＨＣ ｃｔｒｌ ｖｃＥ)をコ
ントロールとして用いた。
【０３１９】
実施例９：抗体１２０変異体２４由来の抗ＳＴＥＡＰ－１抗体ＳＧＩＶの調製と特徴付け
　改善した抗体発現レベルを得るように軽鎖及びフレームワーク領域がさらに修飾されて
いる他のＬＣ抗ＳＴＥＡＰ－１抗体変異体を調製した。　
材料と方法
　残基番号はカバットに従った(Kabat et al., Sequences of proteins of immunologica
l interest, 5th Ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethe
sda, MD (1991))。一文字アミノ酸略号を用いる。ＤＮＡ縮重はＩＵＢコードを用いて表
す(Ｎ＝Ａ／Ｃ／Ｇ／Ｔ、Ｄ＝Ａ／Ｇ／Ｔ、Ｖ＝Ａ／Ｃ／Ｇ、Ｂ＝Ｃ／Ｇ／Ｔ、Ｈ＝Ａ／
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Ｃ／Ｔ、Ｋ＝Ｇ／Ｔ、Ｍ＝Ａ／Ｃ、Ｒ＝Ａ／Ｇ、Ｓ＝Ｇ／Ｃ、Ｗ＝Ａ／Ｔ、Ｙ＝Ｃ／Ｔ)
。
　修正した軽鎖変異体の調製：１２０.ｖ２４抗体の変異体(「シモンズＩＶ」又は単に「
ＳＧＩＶ」と称する)を生成して特徴付けた。ＳＧＩＶ軽鎖のアミノ酸配列は配列番号：
９０に示す。この配列はｍｕ１２０抗体の対応する領域(配列番号：５)及び１２０.ｖ２
４抗体の対応する領域(配列番号：９１)と整列配置して、図２３に示す。
【０３２０】
　変異体１２０.ｖ２４と比較したときの変異体ＳＧＩＶの評価－
　ＳＧＩＶおよび１２０.ｖ２４抗体をＩｇＧとして発現させ、内因性ＳＴＥＡＰ－１を
発現する、安定形質転換Ｓｔｅａｐ１ポジティブ細胞株２９３Ｓｔｅａｐ１ ＮＴ ＬＢ４
８、２９３Ｓｔｅａｐ１ ＮＴ ＬＢ５０、及び２９３Ｓｔｅａｐ１ ＮＴ ＬＢ５３、並び
にＬＮＣａＰ細胞を用いたＦＡＣＳ分析によって評価した(図２８)。実施例１に記載のよ
うに細胞を調製した。５μｇ／ｍｌの各ＩｇＧを加え、氷上に１時間置いた。遠心分離法
によって試料をＦＡＣＳバッファにて２回洗浄し、抗ヒトＰＥコンジュゲート(Ｒ-フィコ
エリトリンヤギ抗ヒトＩｇＧ Ｆｃｙ断片、Jackson Immunoresearch)の１:２００希釈物
を加え、３０分間置いた。遠心分離法によって試料をＦＡＣＳバッファにて再度２回洗浄
し、試料をＦＡＣＳにて分析した。
【０３２１】
　ＳＴＥＡＰ－１に対するＳＧＩＶ及び１２０.ｖ２４結合のスキャッチャードに基づく
親和性決定－
　ＳＴＥＡＰ－１に対する１２０.ｖ２４およびシモンズＩＶ(「ＳＧＩＶ」)抗体の結合
親和性を、標準的な方法に従ってスキャッチャード分析を用いて決定した。プロテインＧ
親和性クロマトグラフィにてＩｇＧを精製した。親和性測定は、２通りのＰＣ－３－ＰＳ
５.４、２９３－ＬＢ５０およびＬＮＣａＰ－ＢＲ細胞のスキャッチャード分析によって
行った。ＬＮＣａＰ ＢＲ細胞および２９３.ＬＢ５０細胞における１２０.ｖ２４および
ＳＧＩＶのスキャッチャードプロットは、それぞれ図２５および２６に示す。ＰＣ－３－
ＰＳ５.４、２９３－ＬＢ５０及びＬＮＣａＰ－ＢＲ細胞、並びに過渡的にＳＴＥＡＰ－
１を発現する２９３細胞における、ｍｕ１７８９、ｍｕ１２０、Ｆｃキメラ、ヒト化１２
０.ｖ２４、ｔｈｉｏ－１２０.ｖ２４及びｔｈｉｏ－ＳＧＩＶについての平均結合親和性
を比較した表を図２７に示す。
【０３２２】
　ＳＧＩＶおよび１２０.ｖ２４の部位特異的突然変異誘発：ＳＧＩＶおよび１２０.ｖ２
４抗体の変異体は、上記の標準的な突然変異誘発プロトコールを用いて調製した。変異体
の第一クラスは、さらに結合親和性を向上させるためにシモンズＩＶ(「ＳＧＩＶ」)の特
定の残基を１２０.ｖ２４の対応する残基に置換する、部位特異的突然変異誘発に起因し
た。生産された特定の変異体は、図２４に示すように以下の通りであった。
(1) ＬＳ.ＶＬＶＨ１、残基４２(「Ｑ」)及び４３(「Ｐ」)をそれぞれ「Ｋ」及び「Ａ」
に修飾した(配列番号：９２)。 
(2) ＬＳ.ＶＬＶＨ２、残基３(「Ｖ」)を「Ｑ」に修飾し、残基４２(「Ｑ」)及び４３(「
Ｐ」)をそれぞれ「Ｋ」及び「Ａ」に修飾し、残基８５(「Ｖ」)を「Ｔ」に修飾した(配列
番号：９３)。
(3) ＬＳ.Ｑ、残基３(「Ｖ」)を「Ｑ」に修飾した(配列番号：９４)。
(4) ＬＳ.ＣＨ１、残基１５(「Ｌ」)を「Ｖ」に修飾し、残基８３(「Ｖ」)を「Ｆ」に修
飾した(配列番号：９５)。
【０３２３】
　変異体の第二クラスは、抗体発現レベルを向上させる目的で、１２０.ｖ２４の特定の
残基をシモンズＩＶ(ＳＧＩＶ)の対応する残基に置換する、部位特異的突然変異により生
成した。特定の変異体は、図２４に示すように以下の通りであった。 
(1) ＥＤ.ＦＷ１、残基３(「Ｑ」)を「Ｖ」に修飾し、残基９(「Ｓ」)を「Ｄ」に修飾し
、残基１２(「Ｓ」)を「Ａ」に修飾し、残基１３(「Ａ」)を「Ｖ」に修飾し、残基１５(
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「Ｖ」)を「Ｌ」に修飾し、残基１７(「Ｄ」)を「Ｅ」に修飾し、残基１９(「Ｖ」)を「
Ａ」に修飾し、そして残基２２(「Ｔ」)を「Ｎ」に修飾した(配列番号：９６)。　
(2) ＥＤ.ＦＷ２、１２０.ｖ２４の残基４２(「Ｋ」)及び４３(「Ａ」)をそれぞれ「Ｑ」
及び「Ｐ」に修飾した(配列番号：９７)。
(3) ＥＤ.ＦＷ３、残基６０(「Ｓ」)を「Ｄ」に修飾し、残基８０(「Ｐ」)を「Ａ」に修
飾し、残基８３(「Ｆ」)を「Ｖ」に修飾し、そして、残基８５(「Ｔ」)を「Ｖ」に修飾し
た(配列番号：９８)。
(4) ＥＤ.ａｌｌ、残基３(「Ｑ」)を「Ｖ」に修飾し、残基９(「Ｓ」)を「Ｄ」に修飾し
、残基１２(「Ｓ」)を「Ａ」に修飾し、残基１３(「Ａ」)を「Ｖ」に修飾し、残基１５(
「Ｖ」)を「Ｌ」に修飾し、残基１７(「Ｄ」)を「Ｅ」に修飾し、残基１９(「Ｖ」)を「
Ａ」に修飾し、残基２２(「Ｔ」)を「Ｎ」に修飾し、１２０.ｖ２４の残基４２(「Ｋ」)
及び４３(「Ａ」)をそれぞれ「Ｑ」及び「Ｐ」に修飾し、残基６０(「Ｓ」)を「Ｄ」に修
飾し、残基８０(「Ｐ」)を「Ａ」に修飾し、残基８３(「Ｆ」)を「Ｖ」に修飾し、そして
、残基８５(「Ｔ」)を「Ｖ」に修飾した(配列番号：９９)。 
(5) ＥＤ.Ｐｒｏ、残基４３(「Ａ」)を「Ｐ」に修飾し、残基８０(「Ｐ」)を「Ａ」に修
飾した(配列番号：１００)。
(6) ＥＤ.ｐｌ、残基９(「Ｓ」)を「Ｄ」に修飾し、残基４２(「Ｋ」)を「Ｑ」に修飾し
、残基６０(「Ｓ」)を「Ｄ」に修飾した(配列番号：１０１)。
【０３２４】
結果と考察
　ＳＧＩＶ抗体の調製－
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体バージョン２４(１２０.ｖ２４)の可変領域の配列を図２３およ
び２４(配列番号：９１)に示す。部位特異的突然変異誘発を使用して、「シモンズＩＶ」
又は単に「ＳＧＩＶ」と称する他の変異体を、上記の標準的な突然変異誘発プロトコール
を用いて調製した。図２３および２４は、ＳＧＩＶ軽鎖の配列をｍｕ１２０抗体および１
２０.ｖ２４の配列と整列配位させて示す。ＳＧＩＶ抗体の様々な生成物の力価を図２９
に示す。
【０３２５】
　ＦＡＣを用いた、ＳＴＥＡＰ－１に対するＳＧＩＶおよび１２０.ｖ２４の結合の比較
－
　細胞表面に発現されるＳＴＥＡＰ－１に対する両抗体（１２０.ｖ２４およびＳＧＩＶ
）の結合能を、ＦＡＣを用いて測定した。外因性ＳＴＥＡＰ－１(２９３ＳＴＥＡＰ－１ 
ＬＢ４８、２９３ＳＴＥＡＰ－１ ＬＢ５０および２９３ＳＴＥＡＰ－１ ＬＢ５３)又は
内因性ＳＴＥＡＰ－１(ＬＮＣａＰ.Ｂｒ)のいずれかを発現する細胞株に対する抗体結合
を、２通り測定した。結果を図２８にまとめる。図２８に示すように、両抗体は、４つす
べての細胞株のＳＴＥＡＰ-１を結合することが可能であった。
【０３２６】
　ＳＴＥＡＰ－１に対するＳＧＩＶ抗体の結合親和性と１２０.ｖ２４との比較－
ＳＴＥＡＰ-１に対するＳＧＩＶ及び１２０.ｖ２４の結合親和性を、スキャッチャード分
析を用いて調べた。ＬＮＣａＰ ＢＲ細胞および２９３.ＬＢ ５０細胞における１２０.ｖ
２４およびＳＧＩＶのスキャッチャードプロットをそれぞれ図２５および２６に示す。Ｐ
Ｃ－３－ＰＳ５.４、２９３－ＬＢ５０およびＬＮＣａＰ－ＢＲ細胞、並びに過渡的にＳ
ＴＥＡＰ－１を発現する２９３細胞における、ｍｕ１７８９、ｍｕ１２０、Ｆｃキメラ、
ヒト化１２０.ｖ２４、ｔｈｉｏ－１２０.ｖ２４およびｔｈｉｏ－ＳＧＩＶ抗体の平均結
合親和性を比較する表を、図２７に示す。結果から、２９３－ＬＢ５０およびＬＮＣａＰ
.ＢＲ細胞における１２０.ｖ２４抗体の結合親和性がＳＧＩＶ変異体の結合親和性のおお
よそ１．５倍であることが示される。
【０３２７】
　前述の本発明は、理解を明確にするために図と例とを挙げていくらか詳細に記述されて
いるが、この記載及び実施例は本発明の範囲を制限するものと解されるべきではない。本
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明細書において引用されるすべての特許及び科学文献の開示は、出典明記によって特別に
本明細書中に援用される。
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【図２２】 【図２３Ａ】
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