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抗腫瘤效果及安全性面優異、具有優異治療效果的抗腫瘤藥之提供。

提供一種抗體-藥物結合物(Antibody-Drug Conjugate)，其特徵為將下式所示的抗腫瘤性化合物 

與抗TROP2抗體，介隔下式：-lAlALP-NH-CCHDni-La-CCHDi^-CbO)-所示的結構之連接物而結 

合(抗TROP2抗體係於L1之末端結合，抗腫瘤性化合物係將第1位之胺基之氮原子作為結合部 

位，與-(CH2)n2-C(=O)-部分之羰基結合)。
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發明專利說明書
（本說明書格式、順序，請勿任意更動）

【發明名稱】（中文/英文）

抗TR0P2抗體-藥物結合物

ANTI-TR0P2 ANTIBODY DRUG CONJUGATE

［技顯域］
【0001 】本發明係關於使抗TROP2抗體與抗腫瘤性藥 

物藉由連接物（linker）結構部分而結合之有用於作爲抗 

腫瘤藥的抗體-藥物結合物。

參 【先識術】

【0002】使與於癌細胞表面表現且可於細胞中內在化 

的抗原結合的抗體與具有細胞毒性的藥物結合的抗體- 

藥物結合物（Antibody-Drug Conjugate ; ADC），因可選擇 

性地將藥物送達至癌細胞，可期待藥物蓄積於癌細胞內 

、使癌細胞消滅（參照非專利文獻1~3）。作爲ADC，例如 

有使抗CD33抗體與卡奇黴素（calicheamicin）結合的 

Mylotarg（註冊商標；gemtuzumab ozogamicin）被認可作

.爲急性骨髓性白血病之治療藥。又，抗CD30抗體與奧利 

司他汀E（auristatin E）結合的Adcetris（註冊商標； 

brentuximab vedotin）最近已被認可作爲何杰金氏淋巴瘤 

（Hodgkin’s lymphoma）與未分化大細胞淋巴瘤之治療藥（ 

參照非專利文獻4）。迄今被認可的ADC所含有的藥物係 

以DNA或微管蛋白（tubulin）作爲標的。

【0003】就抗腫瘤性之低分子化合物而言，已知有抑 

制拓樸異構酶I（topoisomerase I）而表現抗腫瘤作用的化
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合物的喜樹鹼（camptothecin）衍生物。其中下式

【0005】所示的抗腫瘤性化合物（依喜替康（exatecan） 

，化學名：（1S，9S）-1-胺基-9-乙基-5-氟-2,3-二氫-9·羥基 

• 4-甲基-1HJ2H-苯并［de］哌喃并［3'，4’:6,7］吲阱并［1,2-b］ 

喹啉-10,13 （9H，15H）-二酮）係水溶性之喜樹鹼衍生物（專 

利文獻1、2）。此化合物係與現在臨床上使用的愛萊諾迪 

肯（irinotecan）相異，抗腫瘤效果的表現不需要酵素所致 

之活性化。又，愛萊諾迪肯之藥效本體的SN-38，較相同 

於臨床上使用的拓樸替康（topotecan）有更強的拓樸異構 

酶I抑制活性，活體外對各種癌細胞具有更強的殺細胞活 

性。尤其藉由P-糖蛋白之表現，亦對於對SN-38等顯示耐 

性的癌細胞有效果。又，小鼠之人類腫瘤皮下移植模式 

中亦呈現強的抗腫瘤效果，雖然已進行臨床試驗，但迄 

今尙未上市（參照非專利文獻5〜10）。依喜替康作爲ADC 

是否有效地作用係不清楚。

【0006 】DE-3 10係於生物分解性之羧基甲基葡聚糖多 

元醇聚合物上與依喜替康介隔GGFG胜肽間隔物而結合

PD1141709(3) 2
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的複合體(專利文獻3)。將依喜替康藉由高分子前藥化 ， 

使保持高血中滯留性，進一步利用腫瘤新生血管之通透 

性的亢進及腫瘤組織滯留性，被動地提高對腫瘤部位的 

指向性。DE-3 1 0係藉由酵素所致的胜肽間隔物之切斷， 

活性本體的依喜替康、及甘胺酸與胺基結合的依喜替康 

爲持續地游離，其結果爲藥物動態被改善。於非臨床試 

驗中的各種腫瘤之評價模式，儘管DE-310係其中所含的 

依喜替康之總量較依喜替康單劑投予時更爲減少，但較 

單劑投予時顯示更高的有效性。與DE-310有關之臨床試 

驗被實施而有效例亦被確認，已有確認活性本體較正常 

組織更集積於腫瘤的報告，另一方面，亦有DE-3 10及活 

性本體對人類中的腫瘤之集積與對正常組織之集積有很 

大差異，於人類未見被動標的的報告(參照非專利文獻 

11〜14)。結果爲DE-310亦未上市，依喜替康是否有效地 

發揮作爲此種指向標的之藥物的作用則尙不清楚。

【0007】作爲DE-310之關連化合物，將 

-NH-(CH2)4-C( = O)-所示的結構部分插入-GGFG-間隔物 

與依喜替康之間，將-GGFG-NH-(CH2)4-C( = O)-作爲間隔 

物結構的複合體雖亦已知(專利文獻4)，但相同複合體之 

抗腫瘤效果則完全未知。

【000 8 】人類TROP2(TACSTD2:腫瘤相關鈣訊號傳導 

蛋 白 2(tumor-associated calcium signal transducer 

2)，GA73 3- 1，EGP-1，M1S1;以下標記爲 hTROP2)係由 323個 

胺基酸殘基所構成的1次跨膜型之1型細胞膜蛋白質。自 

以前，人類滋養層細胞(trophoblasts)與癌細胞共通的與

PD1141709⑶ 3
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免疫抵抗性有關的細胞膜蛋白質之存在（非專利文獻1 5） 

雖已被暗示，但由抗人類絨毛癌細胞株之細胞膜蛋白質 

的單株抗體（162-25.3，1 62-46.2）辨識的抗原分子被特定 

，且作爲人類滋養層細胞表現的分子之一者，被命名爲 

TROP2（非專利文獻16）。之後，相同分子被其他硏究者發 

現，亦稱爲藉由將胃癌細胞株免疫而獲得的小鼠單株抗 

體GA73 3所辨識的腫瘤抗原GA733- 1 （非專利文獻17）、藉 

由非小細胞肺癌細胞免疫而獲得的小鼠單株抗體  

RS7-3G11所辨識的上皮糖蛋白質（EGP-1;非專利文獻18） 

，但於1 995年TR0P2基因被選殖，確認此等爲相同分子（ 

非專利文獻19）。hTR0P2之DNA序列及胺基酸序列已被 

公開於公眾資料庫，例如，可參考NM_002353、 

NP_002344（NCBI）等之登錄號。

hTR0P2基因係與具有約50%之同源性的人類 

Trop-l（EpCAM,EGP-2,TACSTDl）—起構成 TACSTD基因 

家族（非專利文獻21）。hTROP2蛋白質係包含N末端26胺 

基酸殘基所構成的訊息序列、248胺基酸殘基所構成的細 

胞外區域、23胺基酸殘基所構成的跨膜區域 

（transmembrane domain）、26胺基酸殘基所構成的細胞內 

區域。細胞外區域上有4個N結合型糖鏈附加部位，已知 

表觀分子量係較理論計算値35仟道爾頓增加1 0仟道爾頓 

左右（非專利文獻19）。

迄今hTROP2之生理學上的配位體尙未被鑑定，分子 

機能並不清楚，但於腫瘤細胞傳達鈣訊號已被呈現（非專 

利文獻20），又藉由爲Ca2 +依賴性激酶的蛋白質激酶C而
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細胞內絲胺酸303殘基被磷酸化（非專利文獻1 8），由於細 

胞內區域具有PIP2結合序列，暗示有腫瘤細胞中的訊息 

傳達機能（非專利文獻22）。

藉由使用臨床檢體的免疫組織化學解析，hTROP2係 

於各種上皮細胞癌種類過度表現，且於正常組織僅於一 

些組織之上皮細胞中表現，其表現量與腫瘤組織相比較 

亦呈現低値（非專利文獻23〜27）。又hTrOp2之表現於大腸 

癌（非專利文獻23）、胃癌（非專利文獻24） '胰臓癌（非專 

利文獻25）、口腔癌（非專利文獻26）、神經膠瘤（非專利文 

獻27）亦被報告與預後不良有關。

再者由使用大腸癌細胞的模式，亦已報告hTROP2之 

表現與腫瘤細胞之錨定非依賴性細胞增殖及免疫不全小 

鼠中的腫瘤形成有關（非專利文獻28）。

【0009】由暗示與此等癌症之關連性的情報，迄今已 

建立複數個抗hTROP2抗體，且其抗腫瘤效果已被檢討。 

其中除了未結合化的抗體單獨呈現於裸鼠異種移植模式 

中的抗腫瘤活性（專利文獻5〜8）之外，作爲抗體與抗細胞 

藥劑之ADC而呈現抗腫瘤活性者（專利文獻9〜12）等已被 

揭示。然而，彼等之活性強度或適用範圍尙未充分， 

hTROP2作爲治療標的存有未滿足的醫療需求（unmet 

medical needs） °

［先前技術文獻］

［專利文獻］

【0010】

［專利文獻1］特開平5-5906 1號公報

PD1141709(3) 5
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［專利文獻2］特開平8-33 7584號公報 

［專利文獻3］國際公開第1 997/46260號 

［專利文獻4］國際公開第2000/25 825號 

［專利文獻5］國際公開第2008/14489 1號 

［專利文獻6］國際公開第20 1 1/145744號 

［專利文獻7］國際公開第20 1 1/1 5 5579號 

［專利文獻8］國際公開第20 13/07745 8號 

［專利文獻9］國際公開第2003/0745 66號 

［專利文獻10］國際公開第201 1/068845號 

［專利文獻1 1］國際公開第20 13/068946號 

［專利文獻12］美國專利第7999083號說明書

［非專利文獻］

［0011］

［非專利文獻 l］Ducry，L.，et al., Bioconjugate Chem. 

(2010) 21, 5-13.

［非專利文獻 2］ Alley, S . C.，et al., Current Opinion 

in Chemical Biology (20 10) 14, 529-537.

［非專利文獻 3］Damle N. K., Expert Opin. Biol. Ther. 

(2004) 4, 1445-1452.

［非專利文獻 4］Senter P. D., et al., Nature 

Biotechnology (2012) 30, 631-637.

［非專利文獻 5］Kumazawa， E.， Tohgo, A., Exp. Opin. 

Invest. Drugs (1 998) 7，625-632.

［非專利文獻 6］Mitsui，I.，et al., Jpn J. Cancer Res. 

(1995) 86, 776-786.
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[非專利文獻 7]Takiguchi, S.，et al., Jpn J. Cancer 

Res. (1 997) 88, 760-769.

[非專利文獻 8]Joto, N. et al., Int J Cancer (1997) 72, 

680-686.

[非專利文獻 9]Kumazawa, E. et al., Cancer

Chemother. Pharmacol. (1 9 9 8) 42, 21 0-220.

[非專利文獻 10]De Jager, R., et al., Ann N Y Acad Sci 

(2000) 922, 260-273.

[非專利文獻 ll]Inoue, K. et al., Polymer Drugs in 

the Clinical Stage, Edited by Maeda et al. (2003)

145-153.

[非專利文獻 12]Kumazawa, E. et al., Cancer Sci

(2004) 95, 168-175.

[非專利文獻 1 3 ] Soepenberg, O. et al., Clinical 

Cancer Research, (2005) 1 1，703-7 1 1.

[非專利文獻 14]Wente Μ. N. et al., Investigational 

New Drugs (2005) 23, 339-347.

[非專利文獻 15]Faulk WP, et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci.75(4), 1947-195 1 (1 978).

[非專利文獻 16]Lipinski M, et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci. 78(8)，5 147-5 1 50 (1 98 1 ).

[非專利文獻 17]Linnenbach A J，et al.，Proc. Natl. 

Acad. Sci. 86(1 ), 27-3 1 (1 989).

[非專利文獻 1 8]Basu A，et al.，Int. J. Cancer, 62(4), 

472-479 (1 995).

PDl 141709(3) 7



1633893

[非專利文獻 19]Fornaro M, et al., Int. J. Cancer, 

62(5), 6 1 0-6 1 8 (1 995).

[非專利文獻 20]Ripani E, et al., Int. J. Cancer, 

76(5), 67 1 -676 (1 998).

[非專利文獻 2 1 ]Calabrese G, et al., Cell Genet., 

92(1-2), 164-165 (2001).

[非專利文獻 22]E1 Sewedy T, et al., Int. J. Cancer,

75(2), 324-330 (1 998).

[非專利文獻 23]Ohmachi T，et al., Clin. Cancer Res.,

1 2(1 0), 3057-3063 (2006).

[非專利文獻 24]Muhlmann G，et al., J. Clin. Pathol.

62(2)，1 52- 1 58 (2009).

[非專利文獻25]Fong D,

1290-1295 (2008).

[非專利文獻26]Fong D，

1 86-19 1 (2008).

[非專利文獻27]Ning S，

1745-1750 (2013).

[非專利文獻28]Wang J，

et al., Br. J. Cancer, 99(8)，

et al., Mod. Pathol., 21(2)，

et al., Neurol. Sci., 34(1 0),

et al., Mol. Cancer Ther.,

7(2)，280-285 (2008).

【發明內容】

［發明槪要］

［解決課題之手段］

【00 12】於抗體所致的腫瘤治療，亦有觀察到即使抗 

體辨識抗原而與腫瘤細胞結合，抗腫瘤效果亦不充分的

PD1141709(3) 8
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情形，有需要更高效果的抗腫瘤抗體的情形。又，於抗 

腫瘤性之低分子化合物，即使抗腫瘤效果優異，大多具 

有副作用或毒性面等之安全性上之問題，更提高安全性 

而獲得更優異的治療效果係成爲課題。即，本發明之課 

題係提供抗腫瘤效果及安全性面向爲優異之獲得具有優 

異治療效果的抗腫瘤藥。

［用以解決課題之手段］

【00 1 3】本發明者們認爲達成下列效果爲可能的，抗 

TROP2抗體係可以腫瘤細胞爲標的的抗體，即因係具有 

可辨識腫瘤細胞的特性、可與腫瘤細胞結合的特性、或 

可於腫瘤細胞中內在化的特性等的抗體，藉由將抗腫瘤 

性化合物依喜替康介隔連接物結構部分而變換爲與相同 

抗體結合的抗體-藥物結合物，可獲得利用相同抗體的細 

胞毒性，又使抗腫瘤性化合物藉由腫瘤細胞而確實地移 

動而可使該化合物之抗腫瘤效果於腫瘤細胞特異性地發 

揮，因此抗腫瘤效果之確實發揮的同時，抗腫瘤性化合 

物之投予量亦可較該化合物之單體投予時更爲減少，進 

一步藉由此等而使抗腫瘤性化合物對正常細胞的影響緩 

和，即藉由此等而可達成較高安全性。

因此，本發明者們創造特定結構之連接物，成功獲 

得介隔此連接物而使抗TROP2抗體與依喜替康結合的抗 

體-藥物結合物，發現該結合物發揮優異的抗腫瘤效果， 

遂而完成本發明。

【0014】即，本發明係關於：

［1］一種抗體-藥物結合物，其特徵爲其係下式

PD1141709(3) 9
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所示的抗腫瘤性化合物與抗TR0P2抗體，介隔下式：

-rJ-lALP-NH^CHJ^-La^CHJi^-ChO)-所示的結 

構之連接物，藉由使存在於抗TROP2抗體之鉸鏈區(hinge 

region)的雙硫鍵部分形成的硫醚鍵而結合。

【0015】其中，抗TROP2抗體係於L1之末端結合，抗 

腫瘤性化合物係將第1位之胺基之氮原子作爲結合部位 

，與-(CH2)n2-C( = O)-部分之羰基結合。

式中，η1表示0至6之整數， 

η2表示0至5之整數，

L1 表示-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-(CH2)n3-C( = O)-，

其中，η3表示2至8之整數，

L2表示->111-((：112(：112-0)114-(3^12(：112-(3( = 0)-或單鍵，

其中，η4表示1至6之整數，

LP表示2至7個之胺基酸所構成的胜肽殘基，

La表示-0-或單鍵，

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-係下式所示的結構：
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Ο

Ο
其第3位與抗TR0P2抗體結合，第1位之氮原子上與 

含此的連接物結構內之亞甲基鍵結。

【0016】再者，本發明係關於以下各者。

［2］ 如［1］記載之抗體-藥物結合物，其中Lp之胜肽殘 

基係選自包含苯丙胺酸、甘胺酸、纈胺酸、離胺酸、瓜 

胺酸、絲胺酸、麩胺酸、天冬胺酸之胺基酸的胜肽殘基。

［3］ 如［1］或［2］記載之抗體-藥物結合物，其中Lp係選 

自以下之群組的胜肽殘基：

-GGF-、

-DGGF-、

-(D-)D-GGF-、

-E G G F -、

-GGFG-、

-SGGF-、

-KGGF-、

-D G G F G -、

-G GF G G- '

-DDGGFG-、

-KDGGFG-、及

-GGFGGGF-；
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其中『(D-)D』係表示D-天冬胺酸。

［4］ 如［1］或［2］記載之抗體-藥物結合物，其中Lp係由4 

個胺基酸所構成的胜肽殘基。

［5］ 如［1］至［4］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其 

中Lp係四胜肽殘基之-GGFG-。

【0017】［6］如［1］至［5］中任一項記載之抗體-藥物結合 

物，其中η3係2至5之整數，L2係單鍵。

［7］ 如［1］至［5］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其 

中 η3係 2至 5 之整數，L2 係-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( 

= 0)-，η4係 2或 4。

［8］ 如［1］至［7］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其 

中-NH^CHn^-La-CCHO^-ChO)-係具有4至7原子之鏈 

長的部分結構。

［9］ 如［1］至［7］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其 

中-NH-CCHd^-La-CCHdi^-ChO)-係具有5或6原子之鏈 

長的部分結構。

［10］ 如［1］至［9］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其 

中-NH-(CH2)n= 係

-NH-CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-、

-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2-O-CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-。

［11］ 如［1］至［9］中任一項記載之抗體-藥物結合物，其
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中-NH^CHdni-La-CCHJnLChO)-係

-NH-CH2CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-、或

-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-。

【0018】 ［12］如［1］至［9］中任一項記載之抗體-藥物結 

合物，其中使-iJ-I^-LP-NH^CHdnLLa-iCHdnlChO)- 

與藥物結合的藥物-連接物結構部分係選自下列群組的1 

種之藥物-連接物結構：

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

H2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醢亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-0-CH2-C( = 0)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-川-(：112(：112-(：( = 0)-1^：«-(：112(：112- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2-C( = O)-( 

NH-DX) '
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-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

G-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)。

【0019】其中，-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-係下式所示的 

結構：

以其第3位與抗TROP2抗體結合，於第1位之氮原子 

上與含其之連接物結構內的亞甲基結合。

-(NH-DX)係表示下式：
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所示的第ϊ位之胺基之氮原子成爲結合部位的基。 

-GGFG-表示-Gly-Gly-Phe-Gly-之四胜肽殘基。

【0020】［13］如［1］至［9］中任一項記載之抗體-藥物結

合物，其中使-iJ-lJ-LP-NHdCHOnLLajCHOn^ChO)- 

與藥物結合的藥物-連接物結構部分係選自下列群組的1 

種之藥物-連接物結構：

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

.-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-G

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2-

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)。

【0021 】其中，-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-、-(NH-DX) 

、及-GGFG-係如上述。

【0022】 ［14］一種抗體-藥物結合物，其特徵爲使下式 

所示的抗腫瘤性化合物

PD1141709(3) 15



1633893

與抗TR0P2抗體，介隔下式：

所示的結構之

連接物，介隔於抗TROP2抗體之鉸鏈區存在的雙硫鍵部 

分所形成的硫醚鍵而結合。

其中，抗TROP2抗體係於L1之末端結合，抗腫瘤性 

化合物係與-(CH2)n2-C( = O)-部分之羰基結合。

式中，η1表示0至6之整數， 

η2表示0至5之整數，

L1 表示-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-(CH2)n3-C( = O)-， 

其中，η3表示2至8之整數，

L2表示-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-或單鍵， 

其中，η4表示1至6之整數，

Lp表示-GGFG-之四胜肽殘基，

La表示-0-或單鍵，

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-係下式所示的結構：
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Ο

Ν

其第3位與抗TR0P2抗體結合，第1位之氮原子上與 

含其的連接物結構內之亞甲基結合。

【0023 】 ［15］如［14］記載之抗體-藥物結合物，其中η］ 

係3，η2係0，η3係2，L2係

-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-，η4係 2，La係單鍵， 

或

η1爲1，η2爲1，η3爲5，L2爲單鍵，1/爲-0-，

或

η1爲2，η2爲1，η3爲5，L2爲單鍵，1/爲-0-。

［16］ 如［14］或［15］記載之抗體-藥物結合物，其中η3 

爲2或5，且L2爲單鍵。

［17］ 如［14］或［15］記載之抗體-藥物結合物，其中η3 

爲 2或 5，且 L2 爲-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-，η4 

係2或4。

［18］ 如［14］至［17］中任一項記載之抗體·藥物結合物 

，其中-NH-CCHOnLLa^CHOnlChO)-係-NH-CH2CH2CH 

2-C( = 0)- ' -NH-CH2-O-CH2-C( = O)-、或-NH-CH2CH2-O-C 

H2-C( = O)-。

【0024】 ［19］如［14］至［18］中任一項記載之抗體-藥物
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結合物，其中使-L1-L2-Lp-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C( = O)- 

與藥物結合的藥物-連接物結構部分係選自下列 群組的1 

種之藥物-連接物結構：

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C ( = 0)-ggfg-nh-ch2ch2-c(二 0)-( 

NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF
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G-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2-

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

G-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX):

【0025 】其中，-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-係下式所示的 

結構：

N —

其第3位與抗TROP2抗體結合，第1位之氮原子上與 

含其的連接物結構內之亞甲基結合。

-(NH-DX)係表示下式：

Η

/ Ο

所示的第1位之胺基之氮原子成爲結合部位的基。 

-GGFG-表示-Gly-Gly-Phe-Gly-之四胜肽殘基。

【0026】 ［20］如［14］至［18］中任一項記載之抗體-藥物
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結合物，其中使-Ι?-ΐΛΐ7-ΝΗ-((：Η2)ηΐ-Ι/-((：Η2)η2-(：( = Ο) 

-與藥物結合的藥物-連接物結構部分係選自下列群組的 

1種之藥物-連接物結構：

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)。

其中，-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-、-(NH-DX)及-GGFG- 

係如上述。

【0027】［21］如［1］至［20］中任~項記載之抗體-藥物結 

合物，其中經選擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的 

平均結合數係1至10個之範圍。

［22］ 如［1］至［20］中任一項記載之抗體-藥物結合物， 

其中經選擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均 

結合數係2至8個之範圍。

［23］ 如［1］至［20］中任一項記載之抗體-藥物結合物， 

其中經選擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均 

結合數係3至8個之範圍。

【0028 】 ［24］—種醫藥，其含有如［1］至［23］中任一項 

記載之抗體-藥物結合物、其鹽、或彼等之水合物。

［25］ —種抗腫瘤藥及/或抗癌藥，其含有如［1］至［23］ 

中任一項記載之抗體-藥物結合物、其鹽、或彼等之水合
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物。

［26］ 如［25］記載之抗腫瘤藥及/或抗癌藥，其適用於 

肺癌、腎癌、尿道上皮癌、大腸癌、前列腺癌、多形性 

神經膠質母細胞瘤(glioblastoma multiforme) '卵巢癌、 

胰癌、乳癌、黑色素瘤、肝癌、膀胱癌、胃癌、子宮頸 

癌、頭頸部癌、或食道癌。

［27］ —種醫藥組成物，其含有作爲活性成分之如［1］ 

至［23］中任一項記載之抗體-藥物結合物、其鹽、或彼等 

之水合物、及藥學上可容許的製劑成分。

［28］ 如［27］記載之醫藥組成物，其係適用於肺癌、腎 

癌、尿道上皮癌、大腸癌、前列腺癌、多形性神經膠質 

母細胞瘤、卵巢癌、胰癌、乳癌、黑色素瘤、肝癌、膀 

胱癌、胃癌、子宮頸癌、頭頸部癌、或食道癌。

［29］ —種腫瘤及/或癌之治療方法，其特徵爲投予如 

［1］至［23］中任一項記載之抗體-藥物結合物、其鹽、或彼 

等之水合物。

【0029】 ［30］—種抗體-藥物結合物之製造方法，其特 

徵爲使下式所示的化合物：(順丁烯二醢亞胺-N-基 

)-(CH2)n3-C( = O)-L2-Lp-NH-(CH2)n'-La-(CH2)n2-C( = O)-( 

NH-DX)與抗TROP2抗體或其反應性衍生物反應，藉由於 

該抗體之鉸鏈區存在的雙硫鍵部分使硫醚鍵形成的方法 

使藥物-連接物部分與該抗體結合。

【0030】式中，η3表示整數之2至8，

L2表示-1\111-((：112(：112-0)114-(：仏(：112-(：( = 0)-或單鍵，

其中，η4表示1至6之整數，
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LP表示由選自苯丙胺酸、甘胺酸、纈胺酸、離胺酸 

、瓜胺酸、絲胺酸、麩胺酸、天冬胺酸的2至7個之胺基 

酸所構成的胜肽殘基，

η1表示0至6之整數， 

η2表示0至5之整數，

La表示-0-或單鍵

所示的氮原子成爲結合部位的基。 

-(NH-DX)係下式

Me
7 ο

所示的第1位之胺基之氮原子成爲結合部位的基。 

【003 1 】 ［31］如［30］記載之製造方法，其中使藥物·

連接物部分與抗TROP2抗體結合的方法係將該抗體作還
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原處理而變換爲反應性衍生物的方法。

【0032 】 ［32］如［30］或［31］記載之製造方法，其中經

選擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均結合數 

係1至10個之範圍。

［33］ 如［30］或［31］記載之製造方法，其中經選擇的1 

種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均結合數係2至8個 

之範圍。

［34］ 如［30］或［31］記載之製造方法，其中經選擇的1 

種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均結合數係3至8個 

之範圍。

［35］ —種抗體-藥物結合物，其係藉由如［30］至［34］ 

中任一項之製造方法而獲得。

【003 3】 ［3 6］—種抗體-藥物結合物，其特徵爲其係將 

抗TROP2抗體於還原條件下處理後，使與選自以下之群 

組的化合物反應，於該抗體之鉸鏈區之雙硫鍵部分使硫 

醚鍵形成而獲得：

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醢亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

GGFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-
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CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = 0)-GGFG-

NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG

FG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-

GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-

CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C(-O)-GGFG-

NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG

FG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) >

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-

ggfg-nh-ch2ch2ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-

CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG-

nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG

FG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-(：｝12(：112(：112(3112€：112-(3( = 0)-

GGFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-

CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '
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(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2-C( = O) 

-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2 

ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( 

= O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2 

ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GG 

fg-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH
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2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2-O-CH2-C( 

= O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2 

-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2C 

H2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2 

-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2 

ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、及

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GG 

fg-nh-ch2ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)。

【0034】其中，(順丁烯二醯亞胺-N-基)-係下式

ο
所示的氮原子成爲結合部位的基。
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-(ΝΗ-DX)係下式

Me

所示的第1位之胺基之氮原子成爲結合部位的基。

-GGFG-表示-Gly-Gly-Phe-Gly-之四胜肽殘基。 

【0035】 ［37］—種抗體-藥物結合物，其特徵爲將抗T

ROP2抗體於還原條件下處理後，使與選自以下之群組的 

化合物反應，且於該抗體之鉸鏈區之雙硫鍵部分使硫醚  

鍵形成而獲得ζ

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( 

= O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

ggfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、及 

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)。

其中，(順丁烯二醯亞胺-N-基)-、-(ΝΗ-DX)、及-GG 

FG-係如上述。

【0036】 ［38］如［36］或［37］記載之抗體-藥物結合物， 

其中經選擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均
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結合數係1至10個之範圍。

［39］ 如［3 6］或［3 7］記載之抗體-藥物結合物，其中經選 

擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均結合數係2 

至8個之範圍。

［40］ 如［36］或［37］記載之抗體-藥物結合物，其中經選 

擇的1種之藥物-連接物結構的每1抗體的平均結合數係3 

至8個之範圍。

［發明之效果］

【0037】藉由介隔特定結構之連接物使抗腫瘤性化合 

物依喜替康結合的抗TROP2抗體-藥物結合物，可達成優 

異的抗腫瘤效果及安全性。

【圖式簡單說明】

［0038］

［第1圖］呈示cTINA 1抗體重鏈之核苷酸序列（序列識 

別號7）及胺基酸序列（序列識別號8）。

［第2圖］呈示cTINA 1抗體輕鏈之核苷酸序列（序列識 

別號9）及胺基酸序列（序列識別號10）。

［第3圖］呈示hTINAl-Hl重鏈之核苷酸序列（序列識 

別號11）及胺基酸序列（序列識別號12）。

［第4圖］呈示hTINAl-H2重鏈之核苷酸序列（序列識 

別號B）及胺基酸序歹Ί （序列識別號14）。

［第5圖］呈示hTINAl-H3重鏈之核苷酸序列（序列識 

別號15）及胺基酸序歹［J （序列識別號16）。

［第6圖］呈示hTINAl-Ll輕鏈之核苷酸序列（序列識 

別號1 7）及胺基酸序歹!j （序列識別號1 8）。
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［第7圖］呈示hTINAl-L2輕鏈之核苷酸序列（序列識 

別號19）及胺基酸序列（序列識別號20）。

［第8圖］呈示hTINAl-L3輕鏈之核苷酸序列（序列識 

別號2 1）及胺基酸序列（序列識別號22）。

［第9圖］呈示TINA1抗體之CDRH1之胺基酸序列（序 

列識別號23）、CDRH2之胺基酸序列（序列識別號24）、 

CDRH3之胺基酸序列（序列識別號25）、CDRL1之胺基酸 

序列（序列識別號26）、CDRL2之胺基酸序列（序列識別號 

27）、及CDRL3之胺基酸序歹！J （序列識別號28）。

［第10圖］呈示抗CD9抗體、抗CD46抗體、抗CD55抗 

體、抗CD59抗體、抗CD71抗體、抗CD73抗體、抗CD147 

抗體、抗CD276抗體、抗EpCAM抗體、抗EGFR抗體、及 

抗TROP2抗體（TINA1抗體）之細胞內在化能力。

［第11圖］呈示抗CD59抗體、抗CD71抗體、抗EGFR 

抗體、抗EpCAM抗體、及抗TROP2抗體（TINA1抗體）之細 

胞內在化能力。

［第1 2圖］呈示各種抗TROP2抗體之細胞內在化能力。

［第13圖］呈示抗體-藥物結合物（1）、（6）、或（12）對人 

類大腸癌細胞株COLO205皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠所 

示的抗腫瘤效果。

［第14圖］呈示抗體-藥物結合物（1）、（6）、或（12）對人 

類胰臓腺癌（pancreatic adenocarcinoma）細胞株 BxPC-3 

皮下移植B ALB/c-nu/nu小鼠所示的抗腫瘤效果。

［第15圖］呈示抗體-藥物結合物（1）、（6）、或（12）對人 

類胰臓腺癌細胞株Capan-Ι皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠

PD1141709(3) 29



1633893

所示的抗腫瘤效果。

［第16圖］呈示抗體-藥物結合物（2）、（5）、（7）、或（10） 

對人類大腸癌細胞株COLO205皮下移植BALB/c-nu/nu小 

鼠所示的抗腫瘤效果。

［第17圖］呈示抗體-藥物結合物（2）、（5）、（7）、或（10） 

對人類胰臓癌細胞株BxPC-3皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠 

所示的抗腫瘤效果。

［第1S圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類大腸癌細胞株COLO205皮下移植BALB/c-nu/nu小 

鼠所示的抗腫瘤效果。

［第19圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類胰臓癌細胞株BxPC-3皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠 

所示的抗腫瘤效果。

［第20圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類卵巢癌細胞株NIH : OVCAR-3皮下移植 

BALB/c-nu/nu小鼠所示的抗腫瘤效果。

［第21圖］呈示抗體-藥物結合物（3） ' （4）、（8）、或（9） 

對人類胃癌細胞株NCI-N87皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠 

所示的抗腫瘤效果。

［第22圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類肺癌細胞株NCI-H292皮下移植BALB/c-nu/nu小 

鼠所示的抗腫瘤效果。

［第23圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類咽癌細胞株FaDu皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠所示 

的抗腫瘤效果。
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［第24圖］呈示抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、或（9） 

對人類胰臓腺癌細胞株CFPAC-1皮下移植BALB/c-nu/nu 

小鼠所示的抗腫瘤效果=

［第25圖］呈示抗體-藥物結合物（8）或（13）對人類胰臓 

腺癌細胞株CFPAC-1皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠所示的 

抗腫瘤效果。

［第26圖］呈示抗體-藥物結合物（8）或（13）對人類胰臓 

腺癌細胞株HPAC皮下移植BALB/c-nu/nu小鼠所示的抗 

腫瘤效果。

［第27圖］呈示抗體-藥物結合物（8）或（13）對人類食道 

癌組織皮下移植NOD-scid小鼠所示的抗腫瘤效果。

【實施方式】

［實施發明之形態］

【0039】以下，一邊參照圖式一邊說明用以實施本發 

明之較佳形態。又，以下說明的實施形態係呈示本發明 

之代表性的實施形態之一例，並非藉由此等而狹窄解釋 

本發明之範圍。

【0040 】本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係於抗 

TROP2抗體介隔連接物結構部分而與抗腫瘤性化合物結  

合的抗腫瘤性藥物，詳細說明如下。

【0041 】［抗體］

本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物所使用的抗 

TROP2抗體可來自任一物種，但較佳可例示人類、大鼠 

、小鼠、及兔。來自人類以外之物種的情形，使用周知 

之技術而嵌合化或人類化爲較佳。本發明之抗體可爲多
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株抗體，亦可爲單株抗體，但單株抗體爲較佳。

抗TR0P2抗體係可以腫瘤細胞爲標的的抗體，即，

具備可辨識腫瘤細胞的特性、可與腫瘤細胞結合的特性 

、而且倂入腫瘤細胞內而內在化的特性等，可將具有抗 

腫瘤活性的化合物，使介隔連接物而結合作成抗體-藥物 

結合物。

抗體之對腫瘤細胞的結合性係可使用流動式細胞測 

量術（flow cytometry）而確認。就至腫瘤細胞內之抗體之 

倂入的確認方法而言，可列舉（1）使用與治療抗體結合的 

二次抗體（螢光標識）而將倂入細胞內的抗體藉由螢光顯 

微鏡加以可視化的試驗法（Cell Death and Differentiation 

（2008） 1 5，75 1 -76 1 ）、（2）使用與治療抗體結合的二次抗 

體（螢光標識）而測量倂入細胞內的螢光量的試驗法  

（Molecular Biology of the Cell Vol. 15，5268-5282, 

December 2004）、或（3）使用與治療抗體結合的免疫毒素 

，一旦被併入細胞內則毒素被釋放而細胞增殖被抑制的 

Mab-ZAP 試驗法（Bio Techniques 28:1 62- 165, January 

2000）等。又，就免疫毒素而言，亦可使用白喉毒素之觸 

媒區與Protein G之重組複合蛋白質。

抗體-藥物結合物由於使與發揮抗腫瘤效果的化合 

物結合的緣故，抗體本身具有抗腫瘤效果雖較佳，但非 

必須。由在腫瘤細胞使抗腫瘤性化合物之細胞毒性特異 

性·選擇性地發揮的目的觀之，抗體具有內在化而轉移 

至腫瘤細胞內的性質者係重要且較佳。

【0042】抗TROP2抗體係可使用於此領域通常實施的
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方法，將作爲抗原的多肽對動物免疫，採集活體內產生 

的抗體，經由純化而獲得。抗原之來源並未限於人類， 

亦可將來自小鼠、大鼠等之人類以外之動物的抗原對動 

物免疫。於此情形，藉由試驗與取得的異種抗原結合的 

抗體與人類抗原之交叉性，可選出可適用於人類疾病的 

抗體。

又，依據周知之方法(例如，Kohler and Milstein,

Nature( 1 975)256, ρ.495-497 : Kennet, R.ed.，Monoclonal 

Antibodies, p.365-367，Plenum Press, Ν.Y.(1 980))，藉由 

使產生抗抗原的抗體的抗體產生細胞與骨髓瘤細胞融合 

，而建立融合瘤，亦可獲得單株抗體。

又，抗原可藉由基因操作使編碼抗原蛋白質的基因 

於宿主細胞中產生而獲得。具體而言，製作可表現抗原 

基因的載體，將其導入宿主細胞而使該基因表現，可純 

化表現的抗原。藉由使用將藉由上述之基因操作而表現 

抗原的細胞、或表現抗原的細胞株對動物免疫的方法 ， 

亦可取得抗體。

抗TROP2抗體係可藉由周知之手段而取得。

【0043】本發明可使用的抗TROP2抗體並未特別限制

，但例如，可較佳使用本案序列表所示的胺基酸序列所 

特定者。就本發明所使用的TROP2抗體而言，具有以下 

特性者爲所欲的。

(1)一種抗體，其特徵爲具有以下特性；

(a) 特異性結合TROP2 ;

(b) 藉由與TROP2結合而具有於TROP2表現細胞中內
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在化的活性=

（2） 如上述（1）記載之抗體，其中TR0P2爲人類TR0P2

ο

（3） 如上述（1）或（2）記載之抗體，其具有序列識別號

23記載之胺基酸序列所構成的CDRH1、序列識別號24記 

載之胺基酸序列所構成的CDRH2、及序列識別號25記載 

之胺基酸序列所構成的CDRH3作爲重鏈中的互補決定區

，以及具有序列識別號26記載之胺基酸序列所構成的

CDRL1、序列識別號27記載之胺基酸序列所構成的 

CDRL2、及序列識別號28記載之胺基酸序列所構成的 

CDRL3作爲輕鏈中的互補決定區。

（4） 如上述（1）至（3）中任一項記載之抗體，其中恆定 

區係來自人類的恆定區。

（5） 如上述（1）至（4）中任一項記載之抗體，其係經人 

類化。

（6） 如上述（5）記載之抗體，其具有（a）於序列識別號

12之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列、（b）於序列 

識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列、（c） 

於序列識別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序 

列、（d）對（a）至（c）之序列至少具有95%以上之同源性的胺 

基酸序列、及（e）選自包含於（a）至（c）之序列有1或數個之 

胺基酸被刪除、取代或添加的胺基酸序列之群組之胺基 

酸序列所構成的重鏈之可變區，以及（f）於序列識別號1 8 

之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列、（g）於序列識 

別號20之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列、（h）於
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序列識別號22之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列 

、（i）對⑴至（h）之序列至少具有95%以上之同源性的胺基 

酸序列、及⑴選自包含於⑴至（h）之序列有1或數個之胺 

基酸被刪除、取代或添加的胺基酸序列之群組的胺基酸 

序列所構成的輕鏈之可變區。

（7）如上述（6）記載之抗體，其具有選自包含下列群組 

的重鏈之可變區及輕鏈之可變區：

於序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號 1 8之胺基 

酸編號2 1至1 2 9記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變 

區、於序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺基酸 

序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號20之胺基酸 

編號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區  

、於序列識別號12之胺基·酸編號20至140記載之胺基酸序 

列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號22之胺基酸編 

號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、於 

序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列 

所構成的重鏈之可變區及於序列識別號1 8之胺基酸編號 

2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、於序 

列識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所 

構成的重鏈之可變區及於序列識別號20之胺基酸編號21 

至1 29記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、於序列 

識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構 

成的重鏈之可變區及於序列識別號22之胺基酸編號21至 

129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、於序列識
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別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構成 

的重鏈之可變區及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至 

1 29記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、於序列識 

別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構成 

的重鏈之可變區及於序列識別號20之胺基酸編號21至 

129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、以及於序 

列識別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所 

構成的重鏈之可變區及於序列識別號22之胺基酸編號21 

至1 29記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區。

（8） 如上述（7）記載之抗體，其具有選自包含下列群組 

的重鏈之可變區及輕鏈之可變區：

於序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號1 8之胺基 

酸編號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變 

區、於序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸 

序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號1 8之胺基酸 

編號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區 

、於序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序 

列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號20之胺基酸編 

號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區、以 

及於序列識別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸 

序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號22之胺基酸 

編號21至129記載之胺基酸序列所構成的輕鏈之可變區。

（9） 如上述（6）或（7）記載之抗體，其包括選自包含下 

列群組的重鏈及輕鏈：
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於序列識別號12之胺基酸編號20至470記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1 

至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、於序列識別號1 2 

之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈 

及於序列識別號20之胺基酸編號21至234記載之胺基酸 

序列所構成的輕鏈、於序列識別號1 2之胺基酸編號20至 

470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號22 

之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈 

、於序列識別號14之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序 

列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至 

234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、於序列識別號14 

之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈 

及於序列識別號20之胺基酸編號21至234記載之胺基酸 

序列所構成的輕鏈、於序列識別號1 4之胺基酸編號20至 

470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號22 

之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈 

、於序列識別號16之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序 

列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至 

234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、於序列識別號1 6 

之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈 

及於序列識別號20之胺基酸編號21至234記載之胺基酸 

序列所構成的輕鏈、以及於序列識別號1 6之胺基酸編號 

20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別 

號22之胺基酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的 

輕鏈。
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（10） 如上述（6）或（7）記載之抗體，其包括選自包含下 

列群組的重鏈及輕鏈：

序列識別號1 2記截之胺基酸序列所構成的重鏈及序 

列識別號1 8記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、序列識別 

號1 2記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號20記 

載之胺基酸序列所構成的輕鏈、序列識別號12記載之胺 

基酸序列所構成的重鏈及序列識別號22記載之胺基酸序 

列所構成的輕鏈、序列識別號14記載之胺基酸序列所構 

成的重鏈及序列識別號1 8記載之胺基酸序列所構成的輕 

鏈、序列識別號14記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序 

列識別號20記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、序列識別 

號1 4記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號22記 

載之胺基酸序列所構成的輕鏈、序列識別號1 6記載之胺 

基酸序列所構成的重鏈及序列識別號1 8記載之胺基酸序 

列所構成的輕鏈、序列識別號1 6記載之胺基酸序列所構 

成的重鏈及序列識別號20記載之胺基酸序列所構成的輕 

鏈、以及序列識別號16記載之胺基酸序列所構成的重鏈 

及序列識別號22記載之胺基酸序列所構成的輕鏈。

（11） 如上述（8）記載之抗體，其包括選自包含下列群 

組的重鏈及輕鏈：

於序列識別號12之胺基酸編號20至470記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈及於序列識別號18之胺基酸編號21 

至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈、於序列識別號14 

之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈 

及於序列識別號1 8之胺基酸編號21至234記載之胺基酸
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序列所構成的輕鏈、於序列識別號14之胺基酸編號20至 

470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號20 

之胺基酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈 

、以及於序列識別號16之胺基酸編號20至470記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈及於序列識別號22之胺基酸編號2 1 

至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈。

（12） 如上述（1）至（11）中任一項記載之抗體，其重鏈 

羧基末端之離胺酸殘基被刪除。

（13） —種抗體，其係藉由下列抗體之製造方法而獲  

得的抗體，該方法包含培養宿主細胞的步驟，該宿主細 

胞係藉由含有編碼如上述（1）至（12）中任一項記載之抗體 

的多核苷酸的表現載體而轉形；及自該步驟獲得的培養 

物採集目的抗體的步驟。

【0044】以下，說明於本發明所使用的抗TROP2抗體。 

於本說明書，「癌」與「腫瘤」係以相同意義被使

用。

於本說明書，所謂「基因」一詞不僅包含DNA，亦 

包含其mRNA、cDNA、及其cRNA。

於本說明書，所謂「多核苷酸」一詞係與核酸相同 

的意義使用，亦包含DNA、RNA、探針、寡核苷酸 '及 

引子。

於本說明書，「多肽」與「蛋白質」並未區別地使

用。

於本說明書，「細胞」亦包含動物個體內之細胞、 

培養細胞。
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於本說明書，「TR0P2」係以與TR0P2蛋白質相同 

意義使用。

本說明書中的「CDR」係意指互補決定區(CDR : 

Complemetarity deterring region)。已知抗體分子之重鏈 

及輕鏈各自有3處所之CDR。CDR亦稱爲高度變異區 

(hypervariable domain)，係於抗體之重鏈及輕鏈之可變 

區內，一次結構之變異性爲特高的部位，於重鏈及輕鏈 

之多肽鏈之一次結構上，分別於分離的3處所。於本說明 

書中，於抗體之CDR，將重鏈之CDR自重鏈胺基酸序列 

之胺基末端側標記爲CDRH1 ' CDRH2 ' CDRH3，將輕鏈 

之CDR自輕鏈胺基酸序列之胺基末端側標記爲CDRL1、 

CDRL2、CDRL3。此等之部位係於立體結構上相互接近 

，而決定對結合的抗原的特異性。

於本發明，「嚴格條件下雜交」係指於市售之雜交 

溶液 ExpressHyb Hybridization Solution(Clontech公司製 

)中，藉由於68 °C雜交，或使用固定有DNA的濾紙，於 

0.7-1.0M之NaCl存在下、於68°C進行雜交後，使用0.1-2 

倍濃度之SSC溶液(1倍濃度SSC係包含150mM NaCl、 

15mM檸檬酸鈉)，於68°C洗淨，而可鑑定的條件或與其 

相同的條件下雜交。

[0045 】 1.TROP2

TROP2係於人類滋養層細胞(trophoblasts)表現的 

TACSTD家族之一者，與人類滋養層細胞及癌細胞共通的 

免疫抵抗性有關的1次跨膜型之1型細胞膜蛋白質。

本發明所使用的TROP2蛋白質係可自人類、非人類
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哺乳動物（大鼠、小鼠等）之TR0P2表現細胞直接純化而使 

用、或者將該細胞之細胞膜劃分（fraction）調製而使用， 

又，可藉由將TR0P2於活體外合成、或藉由基因操作使 

於宿主細胞中產生而獲得。基因操作具體而言，將TR0P2 

cDNA重組至可表現的載體後，於含有轉錄及轉譯所必要 

的酵素、基質及能量物質的溶液中合成、或藉由使其他 

原核生物、或真核生物之宿主細胞轉形後，藉由使TROP2 

表現，可獲得該蛋白質。又，將前述基因操作所致的 

TROP2表現細胞、或表現TR0P2的細胞株作爲TR0P2蛋 

白質而使用亦爲可能的。

TR0P2之DNA序列及胺基酸序列已於公開資料庫上 

公開，例如，藉由 NM_ 002353、NP_ 002344（NCBI）等 

之存取編號可參照。

又，於上述TROP2之胺基酸序列，有1或數個之胺基 

酸被取代、刪除及/或添加的胺基酸序列而成，具有與該 

蛋白質同等之生物活性的蛋白質亦包含於TROP2。

人類TROP2蛋白質係包含N末端26個胺基酸殘基所 

構成的訊息序列、248個胺基酸殘基所構成的細胞外區域 

、23個胺基酸殘基所構成的跨膜區域、26個肢基酸殘基 

所構成的細胞內區域。

【0046】2.抗TROP2抗體之製造

本發明之抗TROP2的抗體係可藉由使用此領域通常 

實施的方法，將選自TROP2或TROP2之胺基酸序列的任 

意多肽對動物免疫，採集活體內產生的抗體、純化而獲 

得。成爲抗原的TROP2之生物種並未限定於人類，亦可
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將來自小鼠、大鼠等之人類以外的動物的TR0P2對動物 

免疫。於此情形，藉由試驗與取得的異種TR0P2結合的 

抗體及人類TR0P2之交叉性，可選出可適用於人類之疾 

病的抗體。

又，依據周知之方法(例如，Kohler and Milstein， 

Nature(l 975)256 > ρ.495-497 : Kennet，R.ed.，Monoclonal 

Antibodies，p.365-367，Plenum Press，Ν. Y .(1 980))， 

藉由使產生抗TROP2抗體的抗體產生細胞與骨髓瘤細胞 

融合而建立融合瘤，亦可獲得單株抗體。

又，成爲抗原的TROP2係可藉由基因操作使TROP2 

基因於宿主細胞中表現而獲得。

具體而言，製作可表現TROP2基因的載體，將其導 

入宿主細胞而使該基因表現，即可純化表現的TROP2。

又，上述之基因操作所致的TROP2表現細胞、或將 

表現TROP2的細胞株作爲TROP2蛋白質使用亦爲可能的 

。以下，具體地說明抗TROP2抗體之取得方法。

【0047】(1)抗原之調製

就用以製作抗TROP2抗體之抗原而言，可列舉 

TROP2或其至少6個連續的部分胺基酸序列所構成的多 

肽、或於彼等有附加任意之胺基酸序列或載體的衍生物 

等。

TROP2係可使用人類之腫瘤組織或自腫瘤細胞直接  

純化使用，又，藉由將TROP2於活體外合成、或藉由基 

因操作使於宿主細胞中產生可獲得。

基因操作具體而言，將TROP2之cDNA重組至可表現
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的載體後，於含有轉錄及轉譯所必要的酵素、基質及能 

量物質的溶液中合成、或藉由將其他原核生物或真核生 

物之宿主細胞轉形而使TR0P2表現，可獲得抗原。

又，藉由使連結膜蛋白質TR0P2之細胞外區域與抗 

體之恆定區的融合蛋白質於適當宿主·載體系統中表現 

，亦可獲得作爲分泌蛋白質之抗原。

TR0P2之cDNA，例如，可歹IJ舉將表現TR0P2之cDN A 

的cDNA庫作爲模板，藉由使用特異性增幅TR0P2 cDNA 

的引子而進行聚合酶連鎖反應(以下稱爲「PCR」：參照 

Saiki，R. K.，et al.，Science( 1 988)23 9，p.487-489)之戶斤 

謂的PCR法而取得。

就多肽之活體外合成而言，例如，可列舉Roche 

Diagnostics公司製之快速轉譯系統(Rapid Translation 

System)(RTS)，但未限定於此。

就原核細胞之宿主而言，例如，可列舉大腸桿菌 

(Escherichia coli)或枯草桿菌(Bacillus subtilis)等。使目 

的基因於此等之宿主細胞內轉形，於含有來自可適合作 

爲宿主種之複製單元(replicon)，即複製起點、及調節序 

列的質體載體中使宿主細胞轉形。又，就載體而言，於 

轉形細胞具有可賦予表型(表現型)之選擇性的序列者爲 

較佳。

真核細胞之宿主細胞包含脊椎動物、昆蟲、酵母等 

之細胞，就脊椎動物細胞而言，例如，可使用猴之細胞 

的 COS細胞(Gluzman，Y .Cell( 1 98 1 )23 > p.1 75-1 82 ' ATCC 

CRL- 1650 ; ATCC '· American Type Culture Collection)
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、小鼠纖維母細胞NIH3T3(ATCC 140.01^- 1 65 8)或中國倉 

鼠卵巢細胞(CHO細胞、ATCC CCL-61)之二氫葉酸還原 

酵素缺損株(Urlaub ， G. and Chasin ， 

L.A.Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1980)77> ρ.4 1 26-4220)等，

但未限定於此等。

如上述獲得的轉形體可依據此領域通常實施的方法 

加以培養，藉由該培養，於細胞內或細胞外產生目的多 

肽。

該培養所使用的培養基，本項技術領域者可因應採 

用的宿主細胞而適當選擇各種者，若爲大腸桿菌，例如 

，因應必要可於LB培養基添加安比西林(ampicillin)等之 

抗生素或IPMG而使用。

藉由上述培養，轉形體之細胞內或細胞外所產生的 

重組蛋白質可藉由利用該蛋白質之物理性質或化學性質  

等的各種周知分離操作法而分離·純化。

就該方法而言，具體而言，例如，可例示通常之蛋 

白質沉澱劑的處理、超過濾、分子篩層析(凝膠過濾)、 

吸附層析、離子交換層析、親和性層析等之各種液體層 

析、透析法、此等之組合等。

又，藉由於經表現的重組蛋白質連接6個殘基所構成 

的組胺酸標籤，可以鎳親和性管柱有效率地純化。或者 

，藉由於經表現的重組蛋白質連接IgG之Fc區域，可以蛋 

白質A管柱有效率地純化。

藉由組合上述方法，可輕易以高產率、高純度爲目 

的大量製造多肽。
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將上述所述轉形體本身作爲抗原使用亦爲可能的。 

又，將表現TR0P2的細胞株作爲抗原使用亦爲可能的。 

就如此細胞株而言，可列舉人類化肺癌株NCI-H322、 

PC14、NCIH-H2122、或 LCAM1、人類前列腺癌株PC3、 

人類胰臓癌株BxPC-3、Capan-1 ＞或PK-1、人類卵巢癌株 

SK0V3以及人類大腸癌株COLO205，但只要表現TR0P2 

即可，並未限定於此等之細胞株。

【0048 】(2)抗TROP2單株抗體之製造

就與TROP2特異性結合的抗體之例而言，可列舉與

TROP2特異性結合的單株抗體，其取得方法如以下記載

ο

於單株抗體之製造，一般而言如下述的作業步驟係 

必要的。

即，

(a) 作爲抗原使用的活體高分子之純化、或抗原表現 

細胞之調製、

(b) 藉由將抗原注射動物，免疫後採取血液，檢定其 

抗體力價而決定脾臓摘出之時期後，調製抗體產生細胞 

的步驟、

(c) 骨髓瘤細胞(以下稱爲「骨髓瘤」)之調製、

(d) 抗體產生細胞與骨髓瘤之細胞融合、

(e) 產生作爲目的的抗體的融合瘤群之挑選、

(f) 對單一細胞選殖株的分割(選殖)、

(g) 依據情形，用以大量製造單株抗體的融合瘤之培 

養、或移植融合瘤的動物之飼育、
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（h）如此製造的單株抗體之生理活性、及其結合特異 

性之檢討、或作爲標識試藥之特性之檢定等。

以下，單株抗體之製作法依上述步驟詳述，但該抗 

體之製作法並未限制於此，例如，亦可使用脾細胞以外 

之抗體產生細胞及骨髓瘤。

【0049】（a）抗原之純化

就抗原而言，可使用如前述方法所調製的TROP2或 

其一部分。

又，藉由TROP2表現重組體細胞所調製的膜劃分、 

或TROP2表現重組體細胞本身，再者，亦可將使用本項 

技術領域者周知之方法而化學合成的本發明之蛋白質之 

部分胜肽作爲抗原使用。

再者，亦可將TROP2表現細胞株作爲抗原使用。

【0050】（b）抗體產生細胞之調製

將步驟（a）所獲得的抗原與弗氏完全或不完全佐劑 

、或鉀礬（potash alum）之類的輔助劑混合，作爲免疫原 

對實驗動物免疫。除此之外，亦有將抗原表現細胞作爲 

免疫原對實驗動物免疫的方法。實驗動物係可無阻地使 

用周知融合瘤製作法所使用的動物。具體而言，例如可 

使用小鼠、大鼠、山羊、綿羊、牛、馬等。惟，由與摘 

出的抗體產生細胞融合的骨髓瘤細胞之取得容易性等之 

觀點，將小鼠或大鼠作爲被免疫動物者爲較佳。

又，實際上使用的小鼠及大鼠之品系並未別限制 ， 

於小鼠之情形，例如，各品系A、AKR、BALB/c、BDP 

、BA、CE、C3H、57BL、C57BL、C57L、DBA、FL、
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ΗΤΗ、ΗΤ1、LP、NZB、NZW、RF、R III、SJL、SWR 

、WB、129等，又大鼠的情形，例如，可使用Wistar、 

Low、Lewis、Sprague、Dawley、ACI、BN ' Fischer等。

此等之小鼠及大鼠係可例如獲自日本CLEA股份有 

限公司、日本Charles River股份有限公司等之實驗動物 

飼育販售業者。

就被免疫動物而言，若考慮與後述之骨髓瘤細胞之 

融合親和性，小鼠係B ALB/c品系爲特佳’大鼠係Wistar 

及Low品系爲特佳。

又，考慮抗原之人類與小鼠之同源性，使用去除自 

體抗體的使生物機制降低的小鼠，亦即，使用自體免疫 

疾病小鼠爲較佳。

又，此等小鼠或大鼠之免疫時之週齢係較佳爲5至12 

週齡，更佳爲6至8週齡。

藉由TROP2或其重組體而免疫動物時，例如，可使 

用 Weir，D.M.，Handbook of Experimental Immunology 

Vol.I.II.III. ， Blackwell Scientific Publications ， 

Oxford( 1 98 7); Kabat，E.A.and Mayer，M.M.，Experimental 

Immunochemistry ， Charles C Thomas Publisher 

Springfield，Illinois( 1 964)等詳細記載的周知之方法。

此等之免疫法中，若具體呈示本發明之較佳方法， 

例如，如以下所示。

即，首先，將爲抗原的膜蛋白質劃分、或使表現抗 

原的細胞投予至動物之皮內或腹腔內。惟，爲了提高免 

疫效率，兩者之倂用爲較佳，前半進行皮內投予，僅後
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半或最終次進行腹腔內投予時，可特別地提高免疫效率

ο

抗原之投予時程係依被免疫動物之種類、個體差異 

等而異，但一般而言，抗原投予次數3~6次、投予間隔2〜6 

週爲較佳，投予次數3〜4次、投予間隔2〜4週爲更佳。

又，抗原之投予量係依動物之種類、個體差異等而 

異，但一般而言，設爲0.05~5mg，較佳爲0.1〜0.5mg左 

右。

追加免疫係如以上之抗原投予1〜6週後，較佳爲1〜4 

週後，更佳爲週後進行。免疫原爲細胞的情形，使用 

lxlO6至ΙχΙΟ7個之細胞。

又，進行追加免疫之際的抗原投予量，依動物種類 

、大小等而異，但一般而言，例如，小鼠的情形設爲 

0.05〜5mg，較佳爲0.1〜0.5mg，更佳爲0.1〜0.2mg左右。 

免疫原爲細胞的情形，使用1 X 1 ο6至1 X 1 07個之細胞。

上述追加免疫後1-100後，較佳爲2〜5日後，更佳爲 

2〜3日後，自被免疫動物無菌地取出含抗體產生細胞的脾 

臓細胞或淋巴球。此時，測量抗體力價，若將抗體力價 

變的充分高的動物作爲抗體產生細胞之供給源使用，則 

可提高以後操作之效率。

就於此所使用的抗體力價之測定法而言，例如，可 

列舉RIA法或ELIS A法，但未限定於此等方法。本發明中 

的抗體力價之測定，例如，若依據ELISA法，可以藉由 

如以下記載的順序進行。

首先，使純化或部分純化的抗原吸附於ELISA用96
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孔盤等之固相表面1又將抗原未吸附的固相表面以與抗 

原無關係的蛋白質覆蓋，例如，藉由牛血清白蛋白（BSA） 

覆蓋，將該表面洗淨後，使與連續稀釋的試料（例如，小 

鼠血清）作爲一級抗體接觸，使上述抗原與試料中之抗體 

結合。

再者作爲二級抗體，添加經酵素標識的抗小鼠抗體 

的抗體使其與小鼠抗體結合，洗淨後添加該酵素之基質 

，測定基於基質分解而顯色的吸光度變化等，藉此算出

φ 抗體力價。

由被免疫動物之脾臓細胞或淋巴球之抗體產生細胞 

的分離，可依據周知方法（例如，Kohler et al.，Nature 

（ 1 975）256，p.495 ; Kohler et al.，Eur.J.Immunol.（1 977 

）6 ' p.511 ; Milstein et al.，Nature（ 1 977），266，p.550 

:Walsh，Nature，（1977）266，p.495）而進行。例如，脾 

臓細胞之情形，可採用將脾臓細切而將細胞以不鏽鋼篩 

網過濾後，使游離於伊格爾氏最低必須培養基（Eagle’s 

minimal essential medium, MEM）等而將抗體產生細胞 

加以分離的一般方法。

【005 1 】（c）骨髓瘤細胞（以下，稱爲「骨髓瘤」）之調 

製

用於細胞融合的骨髓瘤細胞並未特別限定，可適當 

選擇周知之細胞株來使用。惟，考慮自融合細胞選擇融 

合瘤之際的便利性，較佳使用其選擇手續已確立的 

HGPRT（次黃嘌呤鳥糞嘌呤磷酸核糖基轉換酵素， 

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase）缺損
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株。

即，來自小鼠之 X63-Ag8(X63)、NS 1 - ANS/1 (NS 1) 

、P3X63-Ag8.Ul(P3Ul) ' X63-Ag8.653 (X63.653) ' SP2/ 

0-Agl4(SP2/0) ' MPC1 1-45.6TG1.7(45.6TG) ' FO、S149/ 

5XX0 ' BU.l等、來自大鼠之 210.1<3¥3.人8.1.2.3(¥3)等、 

來自人類之 U266AR(SKO-0 0 7)、GM 1 5 00 · GTG-A 1 2 (GM 1 

500)、UC729-6、LICR-LOW-HMy2(HMy2)、8226AR/NI 

P4-1(NP41)等。此等之HGPRT缺損株係例如，可獲自AT 

CC等。

此等之細胞株係以適當培養基，例如8-氮鳥嘌呤培 

養基(於RPMI-1640培養基中添加麩醯胺酸、2-巯基乙醇 

、健他黴素(gentamycin)、及胎牛血清(以下稱爲「FBS 

」)的培養基中添加8-氮鳥嘌呤的培養基)、伊斯科夫氏修 

飾杜爾貝科氏培養基(Iscove5 s Modified Dulbecco’s 

Medium : IMDM)、或杜爾貝科氏修飾弋果氏培養基 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium ; DMEM)繼代培養， 

但細胞融合之3至4日前以正常培養基(例如，含10% FCS 

的ASF 104培養基(味之素股份有限公司製))繼代培養，融 

合當日確保2x1 07以上之細胞數目。

【0052】(d)細胞融合

抗體產生細胞與骨髓瘤細胞之融合係依據周知之方

法(Weir > D.M.，Handbookof Experimental Immunology 

Vol.I.II.III.,Blackwell Scientific Publications,

Oxford( 1 987) : Kabat，E.A.and Mayer,M.M.,Experimental 

Immuno chemistry, Charles C PublisherThomas
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Springfield,Illinois（ 1964）等），於使細胞生存率未極度降 

低的程度的條件下可適當實施。

就如此方法而言，例如，可使用於聚乙二醇等之高 

濃度聚合物溶液中將抗體產生細胞與骨髓瘤細胞混合的 

化學方法、利用電刺激的物理方法等。其中，若呈示上 

述化學方法之具體例係如以下。

即，使用聚乙二醇作爲高濃度聚合物溶液的情形 ， 

於分子量1500〜6000，較佳爲2000〜4000之聚乙二醇溶液 

中，於30~40°C，較佳爲於35〜38°C之溫度下，將抗體產 

生細胞與骨髓瘤細胞混合1〜10分鐘，較佳爲5〜8分鐘。

【0053】（e）融合瘤群之選擇

藉由上述細胞融合獲得的融合瘤之選擇方法並未特 

別限制，但通常使用HAT（次黃嘌呤·胺基喋呤·胸腺嘧 

啶）選擇法（Kohler et al. ,Nature（ 1 9 7 5 ）2 5 6 ,ρ .49 5 ; Milstein 

et al.，Nature（ 1 977）266，ρ·550）。

此方法係於使用於胺基喋呤中無法生存的HGPRT缺 

損株之骨髓瘤細胞而獲得融合瘤的情形爲有效的。即， 

藉由將未融合細胞及融合瘤以HAT培養基培養，可選擇 

性僅使具有對胺基喋呤有耐性的融合瘤殘存，且可使增 

殖。

【0054】（f）分割爲單一細胞菌落（選殖）

就融合瘤之選殖法而言，例如，可使用甲基纖維素

法、軟瓊脂糖法、臨界稀釋法等之周知方法（例如，參照

Barbara,B.M.and Stanley,M. S .: Selected Methods in 

Cellular Immunology,W.H.Freeman and Company,San
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FranciSCO（ 1 980））。此等之方法中，尤其是甲基纖維素法 

等之三維培養法爲較佳。例如，將藉由細胞融合所形成 

的融合瘤群懸浮於 ClonaCell-HY Selection Medium 

D（StemCell Technologies公司製 # 03804）等之甲基纖維 

素培養基而培養，藉由回收形成的融合瘤菌落，單株融 

合瘤之取得爲可能的。培養經回收的各融合瘤菌落，將 

於獲得的融合瘤培養上清液中安定而被認可抗體力價者 

，選擇作爲TROP2單株抗體產生融合瘤株。

【0055 】就如此樹立的融合瘤株之例而言，可列舉 

TROP2融合瘤TINA1。又，於本說明書中，將TROP2融合 

瘤TINA1所產生的抗體記載爲「TINA1抗體」或僅記載爲 

「TINA1」。

TINA 1抗體之重鏈可變區係具有序列表之序列識別 

號2所示的胺基酸序列。又，TINA1抗體之輕鏈可變區係 

具有序列表之序列識別號4所示的胺基酸序列。

【0056】（g）融合瘤之培養所致的單株抗體之調製

如此選擇的融合瘤，藉由將其培養，可有效率地獲 

得單株抗體，但培養之前，篩選產生目的單株抗體的融 

合瘤係所欲的。

此篩選係可採用本身已知之方法。

本發明中的抗體力價的測定可藉由例如，上述（b）之 

項目中說明的ELISA法而進行。

藉由以上之方法所獲得的融合瘤係可於液體氮中或 

-80°C以下之冷凍庫中以凍結狀態下保存。

完成選殖的融合瘤係將培養基由HT培養基換成正
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常培養基而被培養。

大量培養係以使用大型培養瓶的旋轉培養、或旋轉 

器（spinner）培養來進行。自此大量培養中的上清液，藉 

由使用膠體過濾等之本項技術領域者所周知之方法而純 

化，可獲得與本發明之蛋白質特異性結合的單株抗體。

又，藉由於同品系之小鼠（例如，上述之B ALB/c）、 

或Nu/Nu小鼠之腹腔內注射融合瘤，使該融合瘤增殖，可 

獲得含大量本發明之單株抗體的腹水。

投予腹腔內的情形，於事前（3〜7日前），投予2,6,10, 

14-四甲基十五浣（2,6，10，14-16431^11171卩61^&（16。3116;姥 

鲛烷（pristane））等之礦物油時，可獲得較多量之腹水。

例如，於與融合瘤同品系的小鼠腹腔內預先注射免 

疫抑制劑，使T細胞不活化後，於20日後，使106〜107個 

之融合瘤·選殖細胞於不含血清的培養基中游離（0.5ml） 

而投予至腹腔內，通常於腹部膨滿、腹水累積處，自小 

鼠採取腹水。藉由此方法，與培養液相比，獲得約1 00 

倍以上之濃度之單株抗體。

藉由上述方法所獲得的單株抗體，可以例如，Weir 

，D.M. : Handbook of Experimental Immunology，Vol.I 

，II，III’ Blackwell Scientific Publications，Oxford（ 1 97 8） 

記載的方法加以純化。

因而獲得的單株抗體係對TROP2具有高抗原特異性

0

【0057】（h）單株抗體之檢定

因此獲得的單株抗體之同型及亞型之決定係可如以
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下方式進行。

首先，可列舉歐氏雙向擴散（Ouchterlony）法、ELISA 

法、或RIA法作爲鑑定法。

Ouchterlony法係爲簡便，但單株抗體濃度低的情形 

，有必要濃縮操作。

另一方面，使用ELISA法或RIA法的情形，使培養上 

清液直接與抗原吸附固相反應，進一步藉由使用對應各 

種免疫球蛋白同型、亞型的抗體作爲第二次抗體，可鑑 

定單株抗體之同型、亞型。

又，就更簡便的方法而言，亦可利用市售之鑑定用 

之套組（例如，Mouse typer kit : Bio-Rad公司製）等。

再者，蛋白質之定量係可由Folin Lowry法及280nm 

中的吸光度（1.4（OD2 8 0）=免疫球蛋白lmg/ml）算出的方 

法而進行。

再者，再次實施（2）之（a）至（h）的步驟而另外獨立取 

得單株抗體的情形，亦可能取得具有與TINA 1抗體相同 

細胞傷害活性的抗體。就如此抗體之一例，可列舉結合 

於與TINA1抗體相同之抗原決定位的抗體。新製作的單 

株抗體若與TINA1抗體之結合的部分胜肽或部分立體結 

構結合，可判定爲該單株抗體結合於與TINA1抗體相同 

之抗原決定位。又，藉由確認相對於TINA1抗體之對 

TROP2的結合，該單株抗體係競爭（即，該單株抗體係妨 

礙TINA1抗體與TROP2之結合），即使未決定具體的抗原 

決定位之序列或結構，亦可判定該單株抗體結合於與抗 

TROP2抗體相同之抗原決定位。抗原決定位被確認爲相
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同的情形，該單株抗體被強烈地期待具有與TINA 1抗體 

同等之抗原結合能力或生物活性。

【0058 】（3）其他抗體

本發明之抗體，除了抗上述TROP2的單株抗體之外 

，亦包含以使對人類的異種抗原性降低等爲目的而人爲 

地改變的基因重組型抗體，例如，嵌合（Chimeric）抗體、 

人類化（Humanized）抗體、人類抗體等。此等之抗體可使 

用已知方法而製造。

就嵌合抗體而言，係抗體之可變區與恆定區彼此爲 

異種的抗體，例如，將來自小鼠或大鼠的抗體之可變區 

與來自人類的恆定區接合的嵌合抗體（參照 

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.，81，685 1 -685 5，（1984））。

就人類化抗體而言，僅將互補決定區（CDR）併入來自 

人類的抗體之抗體（參照Nature（1 986）321，p.522-525）、 

藉由CDR移植法而除了 CDR之序列外將一部分之框架區 

胺基酸殘基亦移植於人類抗體之抗體（國際公開第 

90/0786 1 號）。

惟，就來自TINA 1抗體之人類化抗體而言，只要保 

持TINA ί抗體之6種全部的CDR序列即可，並未限定於特 

定之人類化抗體。又，ΤΙΝΑ1抗體之重鏈可變區係保有 

序列表之序列識別號23所示的胺基酸序列所構成的 

CDRHl（TAGMQ）、序列識別號24所示的胺基酸序列所構 

成的 CDRH2（WINTHSGVPKYAEDFKG）、及序歹識 號 25 

所示的胺基酸序列所構成的CDRH3（SGFGSSYWYFDV） 

。又，TINA1抗體之輕鏈可變區係保有序列表之序列識
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別號26所示的胺基酸序列所構成的 

CDRLl（KASQDVSTAVA） ＞序歹！J識別J號27所示的胺基酸 

序列所構成的CDRL2（SASYRYT）、及序列識別號28所示 

的胺基酸序列所構成的CDRL3（QQHYITPLT）。

【0059】就小鼠抗體TINA1之人類化抗體之實例而言 

，可列舉下列重鏈及輕鏈之任意組合：包含（1）序列表之序 

列識別號12、14、或16之第20至140個之胺基酸殘基所構 

成的胺基酸序列；（2）相對於上述（1）之胺基酸序列具有至 

少95%以上之同源性的胺基酸序列；及（3）於上述（1）之胺 

基酸序列中有1或數個之胺基酸經刪除、取代或添加的胺 

基酸序列之任一者所構成的重鏈可變區的重鏈；以及包 

含（4）由序列識別號18、20、或22之第21至129個之胺基 

酸殘基所構成的胺基酸序列；（5）相對於上述（4）之胺基酸 

序列具有至少95%以上之同源性的胺基酸序列；及（6）於 

上述（4）之胺基酸序列有1或數個之胺基酸經刪除、取代 

或添加的胺基酸序列之任一者所構成的輕鏈可變區的輕 

鏈。

又，本說明書中的「數個」係意指1至1 0個、1至9 

個、1至8個、1至7個、1至6個、1至5個、1至4個、1至3 

個、或1或2個。

【0060 】又，就本說明書中的胺基酸之取代而言，保 

存的胺基酸取代爲較佳。保存的胺基酸取代係指與胺基 

酸側鏈有關連的胺基酸基團內產生的取代。較佳胺基酸 

基團係如以下：酸性基團=天冬胺酸、麩胺酸；鹼性基 

團=離胺酸、精胺酸、組胺酸；非極性基團=丙胺酸、
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纈胺酸、白胺酸、異白胺酸、脯胺酸、苯丙胺酸、甲硫 

肢酸、色胺酸；非帶電極性家族=甘胺酸、天冬醯胺酸 

、麩醢胺酸、半胱胺酸、絲胺酸、蘇胺酸、酪胺酸。其 

他適合的胺基酸基團係如下：脂肪族羥基團=絲胺酸及 

蘇胺酸；含醯胺基的基團=天冬醯胺酸及麩醢胺酸；脂 

肪族基團=丙胺酸、纈胺酸、白胺酸及異白胺酸；以及 

芳香族基團=苯丙胺酸、色胺酸及酪胺酸。該胺基酸取 

代係於不使具有原本胺基酸序列的物質之特性降低的範

Φ 圍內進行者爲較佳。

【0061】就上述之重鏈及輕鏈之較佳組合之抗體而言 

，可列舉包含具有於序列識別號12之胺基酸編號20至140 

記載之胺基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列 

識別號18之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列所構 

成的可變區的輕鏈的抗體、包含具有於序列識別號12之 

胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構成的可變區 

的重鏈及具有於序列識別號20之胺基酸編號21至1 29記 

φ 載之胺基酸序列所構成的可變區的輕鏈的抗體、包含具 

有於序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺基酸 

序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列識別號22之胺 

基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的可變區的 

輕鏈的抗體、包含具有於序列識別號14之胺基酸編號20 

至140記載之胺基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有 

於序列識別號18之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序 

列所構成的可變區的輕鏈的抗體、包含具有於序列識別 

號14之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構成的
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可變區的重鏈及具有於序列識別號20之胺基酸編號2 1至 

129記載之胺基酸序列所構成的可變區的輕鏈的抗體、包 

含具有於序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之胺 

基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列識別號22 

之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列所構成的可變 

區的輕鏈的抗體、包含具有於序列識別號1 6之胺基酸編 

號20至140記載之胺基酸序列所構成的可變區的重鏈及 

具有於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基 

酸序列所構成的可變區的輕鏈的抗體、包含具有於序列 

識別號16之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構 

成的可變區的重鏈及具有於序列識別號20之胺基酸編號 

2 1至1 2 9記載之胺基酸序列所構成的可變區的輕鏈的抗 

體、以及包含具有於序列識別號16之胺基酸編號20至140 

記載之胺基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列 

識別號22之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構 

成的可變區的輕鏈的抗體。

【0062】就更佳的組合之抗體而言，可列舉包含於序 

列識別號12之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所 

構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至2 3 4記 

載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別 

號12之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的 

重鏈及於序列識別號20之胺基酸編號21至234記載之胺 

基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號12之 

胺基酸編號20至470記載目之胺基酸序列所構成的重鏈 

及於序列識別號22之胺基酸編號21至234記載之胺基酸
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序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號1 4之胺基

酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序

列識別號1 8之胺基酸編號2 1至2 3 4記載之胺基酸序列所

構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號14之胺基酸編號

20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別

號20之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序列所構成的

輕鏈的抗體、包含於序列識別號14之胺基酸編號20至470

記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號22之胺 

φ 基酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗

體、包含於序列識別號16之胺基酸編號20至470記載之胺

基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號

21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於

序列識別號16之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列

所構成的重鏈及於序列識別號20之胺基酸編號2 1至234

記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、以及包含於序

列識別號1 6之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所 

φ 構成的重鏈及於序列識別號22之胺基酸編號21至234記

載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體。

【0063 】就優異的較佳組合而言，可列舉包含具有於

序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列

所構成的可變區的重鏈及具有於序列識別號1 8之胺基酸

編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的可變區的輕鏈

的抗體、包含具有於序列識別號14之胺基酸編號20至140

記載之胺基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列

識別號18之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列所構
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成的可變區的輕鏈的抗體、包含具有於序列識別號14之 

胺基酸編號20至140記載之胺基酸序列所構成的可變區 

的重鏈及具有於序列識別號20之胺基酸編號21至1 29記 

載之胺基酸序列所構成的可變區的輕鏈的抗體、以及包 

含具有於序列識別號16之胺基酸編號20至140記載之胺 

基酸序列所構成的可變區的重鏈及具有於序列識別號22 

之胺基酸編號2 1至129記載之胺基酸序列所構成的可變 

區的輕鏈的抗體。

【0064】又，就其他適合的組合而言，可列舉包含序 

列識別號1 2記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別 

號1 8記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列 

識別號12記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號 

20記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識 

別號12記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號22 

記載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識別 

號14記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號18記 

載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識別號 

1 4記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號20記載 

之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識別號14 

記載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號22記載之 

胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識別號1 6記 

載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號1 8記載之胺 

基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含序列識別號1 6記載 

之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號20記載之胺基 

酸序列所構成的輕鏈的抗體、以包含及序列識別號1 6記
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載之胺基酸序列所構成的重鏈及序列識別號22記載之胺 

基酸序列所構成的輕鏈的抗體。

【0065】就優異的較佳組合而言，可列舉包含於序列 

識別號12之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構 

成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號21至234記載 

之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號 

14之胺基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重 

鏈及於序列識別號18之胺基酸編號21至234記載之胺基 

酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號14之胺 

基酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於 

序列識別號20之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序列 

所構成的輕鏈的抗體、以及包含於序列識別號16之胺基 

酸編號20至470記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於序 

列識別號22之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序列所 

構成的輕鏈的抗體。

【0066】就更優異的較佳組合而言，可列舉包含於序 

列識別號1 2之胺基酸編號20至469記載之胺基酸序列所 

構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至234記 

載之胺基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別 

號14之胺基酸編號20至469記載之胺基酸序列所構成的 

重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編號2 1至234記載之胺 

基酸序列所構成的輕鏈的抗體、包含於序列識別號1 4之 

胺基酸編號20至469記載之胺基酸序列所構成的重鏈及 

於序列識別號20之胺基酸編號2 1至234記載之胺基酸序 

列所構成的輕鏈的抗體、以及包含於序列識別號1 6之胺
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基酸編號20至469記載之胺基酸序列所構成的重鏈及於 

序列識別號22之肢基酸編號21至234記載之胺基酸序列 

所構成的輕鏈的抗體。

【0067】藉由組合呈現與上述之重鏈胺基酸序列及輕 

鏈胺基酸序列有高同源性的序列，選擇具有與上述各抗 

體同等生物活性的抗體係可能的。如此同源性，一般而 

言爲80%以上之同源性，較佳爲90%以上之同源性，更佳 

爲95%以上之同源性，最佳爲99%以上之同源性。又，藉 

由組合於重鏈或輕鏈之胺基酸序列中有1至數個之胺基 

酸殘基被取代、刪除或添加的胺基酸序列，亦可選擇具 

有與上述各抗體同等生物活性的抗體。

【0068】二種類之胺基酸序列間之同源性係可藉由使 

用 Blast algorithm第 2.2.2版(人118(;]1111，Stephen F.» Thomas 

L.Madden » Alejandro A.Schaeffer，Jinghui Zhang，Zheng 

Zhang5 Webb Miller，and David J.Lipman(l 997)，「Gapped 

BLAST and PSI-BLAST : a new generation of protein 

database search programs」 ，Nucleic Acids Res.25 :

3389-3402)之系統內定參數(default parameter)而決定。 

Blast algorithm亦可藉由例如，訪問網際網路 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast而使用 °

【0069 】又，於序列表之序列識別號12、Μ、或16 

所示的重鏈胺基酸序列中，第1至19號之胺基酸殘基所構 

成的胺基酸序列係訊息序列，第20至140號之胺基酸殘基 

所構成的胺基酸序列係可變區，第141至470號之胺基酸 

殘基所構成的胺基酸序列係恆定區。各自將序列識別號
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1 2之序列記載於第3圖、序列識別號1 4之序列記載於第4 

圖、序列識別號16之序列記載於第5圖。

又，於序列表之序列識別號1 8、20、或22所示的輕 

鏈胺基酸序列中，第1至20號之胺基酸殘基所構成的胺基 

酸序列係訊息序列，第21至129號之胺基酸殘基所構成的 

胺基酸序列係可變區，第130至234號之胺基酸殘基所構 

成的胺基酸序列係恆定區。各自將序列識別號1 8之序列 

記載於第6圖、序列識別號20之序列記載於第7圖、序列

φ 識別號22之序列記載於第8圖。

【0070】就本發明之抗體而言，又可列舉與TROP2結

合的人類抗體。抗TROP2人類抗體係意指僅具有來自人 

類染色體之抗體之基因序列的人類抗體。抗TROP2人類 

抗體係藉由使用具有含人類抗體之重鏈及輕鏈之基因的 

人類染色體片段的人類抗體產生小鼠的方法(參照Tomiz 

uka，K.et al.，Nature Genetics( 1 997) 1 6，p.1 33- 1 43 ; K 

uroiwa，Y.et.al. > Nucl.Acids Res.( 1 998)26，p.3447-34

• 48 ; Yoshida，H.et.al.，Animal Cell Technology : Basi

c and Applied Aspects vol.10，p.69-7 3 (Kitagawa 5 Y. 

，Matsuda，T.and Iijima，S.eds.)，Kluwer Academic 

Publishers，1 999. ； Tomizuka，K.et.al.，Proc.Natl.Acad 

.Sci.USA(2000)97 > p.722-727等)而取得。

【0071 】如此人類抗體產生小鼠，具體而言，內在性 

免疫球蛋白重鏈及輕鏈之基因座被破壞，用以代之者爲 

以通過酵母人工染色體(Yeast artificial chromosome， 

YAC)載體等而導入人類免疫球蛋白重鏈及輕鏈之基因
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座的基因重組動物，可藉由基因剔除動物及基因轉殖動 

物之製作及此等動物彼此交配而作出。

又，藉由基因重組技術，各自編碼如此人類抗體之 

重鏈及輕鏈的cDNA，較佳爲藉由含該cDNA的載體將真 

核細胞轉形，經培養產生基因重組人類單株抗體的轉形 

細胞，亦可自培養上清液中獲得此抗體。

其中，作爲宿主，例如，可使用真核細胞，較佳爲 

CHO細胞、淋巴球或骨髓瘤等之哺乳動物細胞。

【0072】又，亦已知取得自人類抗體庫選出的來自噬 

菌體顯示的人類抗體的方法(參照Wormstone，I.M.et.al 

，Investigative Ophthalmology & Visual Science.(20 

02)43(7)，p.230 1 -2308 ; Carmen，S.et.al.，Briefings i 

n Functional Genomics and Proteomics(2002) > 1(2)，p 

.1 8 9-203 ； Siriwardena，D.et.al.，Ophthalmology(2002) 

109(3) - p.427-43 1等)。

例如，可使用將人類抗體之可變區作爲單鏈抗體 

(scFv)而使於噬菌體表面表現，而選擇與抗原結合的噬 

菌體的噬菌體顯示法(Nature Biotechnology(2005)，23，

(9) ， p.l105-1116)。

藉由解析與抗原結合而選擇的噬菌體之基因，可決 

定編碼與抗原結合的人類抗體之可變區的DNA序列。

若與抗原結合的scFv之DNA序列係清楚的，則可藉 

由製作具有該序列的表現載體，導入於適當宿主並使表 

現，而取得人類抗體(國際公開第92/0 1047號、國際公開 

第92/2079 1號、國際公開第93/062 1 3號、國際公開第93/

PD1141709(3) 64



1633893

1 1 236號、國際公開第93/1 9 1 72號、國際公開第95/0 1 43 8 

號、國際公開第 95/15388號；Annu.Rev.Immunol（l 994）1 

2，ρ.433-455 : Nature Biotechnology（2005）23（9），p. 1 1 

05-1116）。

新製作的人類抗體若與TINA 1抗體之結合的部分胜 

肽或部分立體結構結合，則可判定該人類抗體結合於與 

TINA 1抗體相同之抗原決定位。又，藉由確認相對於 

TINA1抗體之對TROP2的結合，該人類抗體爲競爭（即，

φ 該人類抗體會妨礙TINA1抗體與TROP2之結合），即使具 

體的抗原決定位之序列或結構未被決定，可判定該人類 

抗體結合於與TIN A 1抗體相同之抗原決定位。確認抗原 

決定位係相同的情形，該人類抗體被強烈地期待具有與 

TINA 1抗體同等之生物活性。

藉由以上方法所獲得的嵌合抗體、人類化抗體、或 

人類抗體係可藉由周知方法等而評價對抗原的結合性， 

而選出適合的抗體。

φ 【0073 】就比較抗體性質之際之其他指標之一例而言

，可列舉抗體之安定性。示差掃描熱析儀（DSC）係可快速 

又正確地測量成爲蛋白質之相對的結構安定性之良好指 

標的熱變性中點（Tm）的裝置。使用DSC而測量Tm値，藉 

由比較其値，可比較熱安定性之不同。已知抗體之保存 

安定性呈現與抗體之熱安定性有某程度之相關（Lori 

Burton ， et. al. ， Pharmaceutical Development and

Technology（2007）12 > p.265-273），將熱安定性作爲指標 

，可選擇適合的抗體。就用以選擇抗體的其他指標而言
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，可列舉適當宿主細胞中的產量爲高的、及水溶液中之 

凝集性爲低的。例如，產量之最高抗體不僅呈現最高熱 

安定性，基於以上所述指標而綜合地判斷，有必要選出 

最適合對人類投予之抗體。

【0074】本發明之抗體亦包含抗體之修飾體。該修飾 

體係意指對本發明之抗體施予化學或生物學的修飾者。 

化學的修飾體係包含包含對胺基酸骨架之化學部分之鍵 

結、N-鍵結或O-鍵結碳水化物鏈之化學修飾體等。生物 

學的修飾體包含經轉譯後修飾（例如，對N-鍵結或0-鍵結 

之糖鏈附加、N末端或C末端之加工、脫醯胺化、天冬胺 

酸之異構物化、甲硫胺酸之氧化）者、藉由使用原核生物 

宿主細胞而使表現，而於N末端附加甲硫胺酸殘基者。又 

，爲了可進行本發明之抗體或抗原之檢測或單離而被標 

識者，例如，酵素標識體、螢光標識體、親和性標識體 

亦包含於該修飾物之意義。如此本發明之抗體之修飾物 

係有用於抗體之安定性及血中滯留性之改善、抗原性之 

減輕、抗體或抗原之檢出或單離等。

【0075】又，藉由調節與本發明之抗體結合的糖鏈修 

飾（糖苷基（glycosyl）化、脫岩藻糖（fucose）化等），可增強 

抗體依賴性細胞傷害活性。就抗體之糖鏈修飾之調節技 

術而言，已知國際公開第1 999/54342號、國際公開第 

2000/6 1739號、國際公開第2002/3 1 1 40號等，但未限定 

於此等。本發明之抗體亦包含於該糖鏈修飾被調節的抗 

體。

一旦單離抗體基因後，導入適當宿主而製作抗體的
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情形，可使用適當宿主與表現載體之組合。就抗體基因 

之具體例而言，可列舉將編碼本說明書記載的抗體之重 

鏈序列的基因、及編碼輕鏈序列的基因加以組合者。將 

宿主細胞轉形之際，重鏈序列基因與輕鏈序列基因係可 

能被插入相同表現載體者，又亦可能被插入不同表現載 

體。

將真核細胞作爲宿主使用的情形，可使用動物細胞 

、植物細胞、或真核微生物。尤其就動物細胞而言，可

Φ 列舉哺乳類細胞，例如，爲猴細胞的COS細胞(Gluzman 

，Y.Cell(1 98 1)23，p.1 75- 1 82、ATCC CRL- 1 650)、小鼠 

纖維母細胞NIH3T3(ATCC No . CRL- 1 65 8)或中國倉鼠卵 

巢細胞(CHO細胞，ATCC CCL-61)之二氫葉酸還原酵素 

缺損株(Urlaub ’ G.and Chasin ’ L.A.Proc.Natl.Acad.Sci 

.U.S.A.( 1 980)77，p.4 1 26-4220)。

使用原核細胞的情形，例如，可列舉大腸桿菌、枯 

草桿菌。

φ 由轉形而於此等之細胞中導入抗體基因，藉由將經

轉形的細胞於活體外培養，可獲得抗體。於該培養，依 

抗體之序列而有產量不同的情形，自具有同等結合活性 

的抗體之中\以產量作爲指標而可選出容易作爲醫藥生 

產者。據此，本發明之抗體亦包含藉由下列抗體之製造 

方法所獲得的抗體，該方法之特徵爲包含：培養上述經轉 

形的宿主細胞的步驟、及自該步驟所獲得的培養物採取 

目的抗體或該抗體之機能性片段的步驟。

【0076】又，已知哺乳類培養細胞所生產的抗體之重
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鏈之竣基末端的離胺酸殘基爲缺失（Journal of 

Chromatography A，705 : 1 29- 1 34（ 1 995）），又，已知相 

同重鏈羧基末端之甘胺酸、離胺酸之2個胺基酸殘基爲缺 

失，位於新的羧基末端的脯胺酸殘基經醯胺化 

（Analytical Biochemistry，360: 75-83（2007）） ° 然而，此 

等重鏈序列之缺失及修飾對於抗體之抗原結合能力及效 

應子機能（補體之活性化或抗體依賴性細胞毒性作用等） 

並無影響。據此，本發明之抗體亦包含受該修飾的抗體 

及該抗體之機能性片段，亦包含於重鏈羧基末端有1或2 

個之胺基酸被刪除的缺失體、及經醯胺化的該欠缺體（ 

例如，羧基末端部位之脯胺酸殘基經醯胺化的重鏈）等。 

惟，只要保有抗原結合能力及效應子機能，本發明之抗 

體之重鏈之羧基末端的欠缺體並未限於上述之種類。構 

成本發明之抗體的2股重鏈可爲選自包含完全長度及上 

述之缺失體之群組的重鏈之任一種，亦可組合任二種。 

各欠缺體之量比可受產生本發明之抗體的哺乳類培養細 

胞之種類及培養條件的影響，但就本發明之抗體之主成 

分而言，可列舉於2股重鏈之雙方，羧基末端之一個之胺 

基酸殘基有缺失的情形。

【0077】就本發明之抗體之同型而言，例如，可列舉 

IgG（IgGl、IgG2、IgG3、IgG4）等，但較佳可列舉 IgGl 

或 IgG2。

【0078】就抗體之生物活性而言，一般可列舉抗原結 

合活性、藉由與抗原結合而表現該抗原的細胞中內在化 

的活性、中和抗原之活性的活性、增強抗原活性的活性
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、抗體依賴性細胞傷害（ADCC）活性、補體依賴性細胞傷 

害（CDC）活性及抗體依賴性細胞媒介吞噬作用（ADCP）， 

但本發明之抗體所具有的機能爲對TR0P2的結合活性， 

較佳爲藉由與TR0P2結合而於TR0P2表現細胞中內在化 

的活性。再者，本發明之抗體除了細胞內在化活性之外 

，亦可兼具ADCC活性、CDC活性及/或ADCP活性。

【0079】獲得的抗體可純化至均一。抗體之分離、純 

化只要使用通常之蛋白質所使用的分離、純化方法即可 

。例如，適宜選擇管柱層析、過濾器過濾、超過濾、鹽 

析、透析、調製用聚丙烯醯胺膠體電泳、等電點電泳等 

並加以組合，即可將抗體分離、純化（Strategies for 

Protein Purification and Characterization : A Laboratory 

Course Manual,Daniel R.Marshak et al.eds.，Cold Spring 

Harbor Laboratory Press（ 1 996）； Antibodies： A Laboratory 

Manual .Ed Harlow and David Lane,Cold Spring Harbor 

Laboratory（ 1 98 8）），但未限定於此等。

就層析而言，可列舉親和性層析、離子交換層析、 

疏水性層析、膠體過濾層析、逆相層析、吸附層析等。

此等之層析係可使用HPLC或FPLC等之液相層析來 

進行。

就用於親和性層析所使用的管柱而言，可列舉蛋白 

質A管柱、Protein G管柱。例如，就使用蛋白質A管柱的 

管柱而言’可列舉 Hyper D，POROS，Sepharose 

F.F.（Pharmacia）等。

又使用將抗原固定化的載體，利用對抗原之結合性
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而純化抗體亦爲可能的。

【0080】［抗腫瘤性化合物］

茲述與本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物結合的 

抗腫瘤性化合物。就本發明所使用的抗腫瘤性化合物而 

言，爲具有抗腫瘤效果的化合物，只要可與連接物結構 

結合的取代基、具有部分結構者即可，並未特別限制。 

抗腫瘤性化合物係連接物之一部份或全部於腫瘤細胞內 

被切斷而抗腫瘤性化合物部分游離而表現抗腫瘤效果。 

若連接物與藥物結合部分被切斷，則抗腫瘤性化合物以 

未修飾的結構游離，而其本來之抗腫瘤效果被發揮。

就本發明所使用的抗腫瘤性化合物而言，較佳可使 

用爲喜樹鹼衍生物的依喜替康（（1S，9S）-1-胺基-9-乙基 

-5-氟-2,3-二氫-9-羥基-4-甲基-1H，12H-苯并［de］哌喃并 

［3’，4’：6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-10,13（9H，15H）-二酮；下式 

:）

【0082】此依喜替康雖係具有優異的抗腫瘤活性，但 

迄今尙未作爲抗腫瘤藥被市售。相同化合物可以周知方
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法容易地取得，可適合使用作爲第ί位之胺基對連接物結 

構之結合部位。又，依喜替康亦有以連接物之一部份結 

合的狀態下於腫瘤細胞內游離的情形，但即使爲如此結 

構亦爲發揮優異抗腫瘤效果的優異化合物。

依喜替康因具有喜樹鹼結構的緣故，於酸性水性媒 

體中(例如，pH3左右)平衡偏向有內酯環形成的結構(閉 

環體)，另一方面，於鹼性水性媒體中(例如，ρΗΙΟ左右) 

平衡偏向內酯環爲開環的結構(開環體)爲已知。導入對 

φ 應如此閉環結構及開環結構的依喜替康殘基的藥物結合 

物亦被期待有同等之抗腫瘤效果，不用說，任一者之狀

態亦被包含於本發明之範圍。

【0083】就其他之抗腫瘤性化合物而言，例如，可列

舉阿黴素(Doxorubicin)、柔红黴素(Daunorubicin)、絲裂 

黴素 C(Mitomycin C)、博來黴素(Bleomycin)、環胞苷(C 

yclocytidine)、長春新鹼(Vincristine)、長春鹼(Vinblasti 

ne)、甲氯蝶呤(Methotrexate)、白金系抗腫瘤劑(順銷(Ci 

splatin)或其衍生物)、塔克素(Taxol)或其衍生物、其他 

之喜樹鹼或其衍生物(特開平6-87746號公報記載的抗腫 

瘤劑)等。

【00 84 】於抗體-藥物結合物，對抗體1分子之藥物之 

結合數係影響其有效性、安全性的重要因子。抗體-藥物 

結合物之製造係藥物之結合數成爲常數的方式，規定使 

反應的原料·試藥之使用量等之反應條件而實施，但低 

分子化合物之化學反應與抗體-藥物結合物不同，抗體- 

藥物結合物通常爲呈相異數目的藥物結合之混合物而獲
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得。對抗體1分子之藥物結合數係標記平均値，即，被特 

定爲平均藥物結合數。除非另有指定，本發明原則上， 

亦即，除了表示具有不同藥物結合數的抗體-藥物結合物 

混合物中所含之具有特定藥物結合數的抗體-藥物結合 

物的情形以外，藥物之結合數係意指平均値。依喜替康 

對抗體分子之結合數係可控制，就每1抗體之藥物平均結 

合數而言，可使1至1 ο個左右的依喜替康結合，但較佳爲 

2至8個，更佳爲3至8個。又，若爲本項技術領域者，由 

本案實施例之記載，可設計使於抗體結合必要數目的藥 

物的反應，可取得控制依喜替康之結合數的抗體-藥物結 

合物。

【0085 】［連接物結構］

茲描述於本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物中，抗 

腫瘤性化合物與抗TROP2抗體結合的連接物結構。該連 

接物係具有下式之結構：

-L'-L2-Lp-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C( = O)-

抗體係以L1之末端(與L2結合的相反側的末端)結合 

，抗腫瘤性化合物係於-La-(CH2)n2-C( = O)-部分之羰基加 

以結合。

η1表示0至6之整數，但較佳爲1至5之整數，更佳爲1

至3。

【0086】 1.L1

L1係-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-(CH2)n3-C( = O)-之結構 

所示者。

其中，η3係2至8之整數，『-(琥珀醯亞胺-3-基-Ν)·
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』係具有下式所示的結構。

【0088 】此部分結構中的第3位係對抗TROP2抗體之 

• 結合部位。於此第3位之與該抗體之結合，其特徵爲形成 

硫醚而鍵結。此結構部分之第1位之氮原子係與此結構所 

含的連接物內存在的亞甲基之碳原子結合。即，-(琥珀 

醯亞胺-3-基-N)-(CH2)n3-C( = O)-L2-係下式所示的結構(

其中，「抗體-S-」係來自抗體)。

[0089】

抗體-S
(CH2)n3-C(=O)-L2-

【0090 】式中，η3係2至8之整數，但較佳爲2至5。 

【0091 】就L1之具體例而言，可列舉 

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2-C( = O)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-
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等。

【0092】 2.1?

L2係-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-所示的結構 

，但L2可不存在，此情形L2成爲單鍵。又，η4係1至6之 

整數，較佳爲2至4。L2係以末端之胺基與L1結合，以相 

反的末端之類基與Lp結合。

【0093】就L2之具體例而言，可列舉：

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-C 

H2CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-C 

H2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-、

-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-C 

H2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C ( = 0)-等。

【0094】 3.LP

Lp係以2至7個之胺基酸所構成的胜肽殘基。gp，2 

至7個之胺基酸藉由胜肽鍵結的寡胜肽之殘基而構成。Lp 

係於N末端與L2結合，於C末端與連接物之

部分之胺基結合。

【0095 】構成Lp的胺基酸並未特別限定，例如，L- 

或D-胺基酸，較佳爲L-胺基酸=又，α-胺基酸之外，可 

爲β-丙胺酸、ε-胺基己酸、γ-胺基丁酸等之結構之胺基酸
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，又例如，可爲經N-甲基化的胺基酸等之非天然型之胺 

基酸。

LP之胺基酸序列並未特別限定，但就構成的胺基酸 

而言，可列舉苯丙胺酸（Phe : F）、酪胺酸（Tyr : Y）、白

G） '丙胺酸（Ala; A）、纈 

K）、瓜胺酸（Cit）、絲胺酸 

天冬胺酸（Asp ; D）等。

'甘胺酸、纈胺酸、離胺酸 

•天冬胺酸。依胺基酸之種 

胺基酸之數目可爲2至7個。

胺酸（Leu ; L）、甘胺酸（Gly ; 

胺酸（Val ; V）、離胺酸（Lys ; 

（Ser ; S）、麩胺酸（Glu ; E）、 

此等中較佳爲苯丙胺酸' 

、瓜胺酸、絲胺酸、麩胺酸、 

類，可控制藥物游離之樣式。

【0096】就Lp之具體例而言，可列舉:

-GGF-、

-DGGF-、

-(D-)D-GGF-、 

-E G G F -、

-GGFG-、

-SGGF-、

-KGGF-、

-DGGFG-、

-GGFGG-、

-DDGGFG-、

-KDGGFG-、

-GGFGGGF-。

上述之『（D-）D』係意指D-天冬胺酸。就本發明之抗 

體-藥物結合物之特佳Lp而言，可列舉-GGFG-之四胜肽殘
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基。

【0097】 4.La-(CH2)n2-C( = O)-

La-(CH2)n2-C( = O)-中的La係-Ο-之結構、或爲單鍵。 

η2係0至5之整數，但較佳爲0至3，更佳爲0或1。

就La-(CH2)n2-C( = O)-而言，可列舉以下之結構者。 

-O-CH2-C( = O)- '

-O-CH2CH2-C( = O)- '

-O-CH2CH2CH2-C( = O)-、

-O-CH2CH2CH2CH2-C( = O)- ' 

-O-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-、

-CH2-C( = O)-、

-CH2CH2-C( = O)-、

-CH2CH2CH2-C( = O)- '
-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-、

-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-。

此等中，-O-CH2-C( = O)-、-O-CH2CH2-C( = O)-的情形 

，I/係單鍵且η2爲0的情形較佳。

【0098 】就連接物之-NH-NDrZ-LyCHdi^-ChO)- 

所示的結構之具體例而言，可列舉：

-NH-CH2-C(-O)- '

-NH-CH2CH2-C( = O)-、

-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-、

-NH-CH2CH2-O-C( = O)- '

-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)- '

-NH-CH2CH2CH2-C( = O)- '
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-NH-CH2CH2CH2CH2-C( = O)- ' 

-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-等。

【0099】更佳爲-NH-CH2CH2CH2-C( = O)- ' -NH-CH2-

O-CH2-C( = O)- ' -NH-CH2CH2-O-C( = O)-。

【0100】連接物之-NH^CHOi^-La^CHJnLChO)-係

鏈長爲4至7個原子之鏈長者爲較佳，但更佳爲具有5或6 

個原子之鏈長。

【0101】一般認爲本發明之抗TROP2抗體-藥物結合 

φ 物係移動至腫瘤細胞內後，連接物部分被切斷，

NHriCHdr^-LyCHJi^-ChOXNH-DX)所示的結構之 

藥物衍生物會游離而表現抗腫瘤作用。就自本發明之抗 

體-藥物結合物游離而表現抗腫瘤效果的抗腫瘤性衍生 

物而言，可列舉具有先前舉例的連接物之 

-NH-iCHJ^-LMCHd^-ChO)-所示的結構之末端成爲 

胺基的結構部分的抗腫瘤性衍生物，但特佳者如下列所 

示。

NH2-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

NH2-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、 

NH2-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) ' 

NH2-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX)。

又，NH2-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX)之情形，因於

相同分子內具有的胺縮酸結構爲不安定，進一步自體分 

解而有HO-CH2-C( = O)-(NH-DX)游離者被確認。此等化合 

物亦可較佳使用作爲本發明之抗體-藥物結合物之製造 

中間體。
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【0102】於藥物作爲依喜替康的本發明之抗體-藥物 

結合物，使下述結構之藥物-連接物結構部分 

[-L,-L2-Lp-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C( = O)-(NH-DX)]與 

抗體結合者爲較佳。此等之藥物-連接物結構部分係就每 

1抗體之平均結合數而言，只要使1至10個結合者即可， 

但較佳爲2至8，更佳爲3至8。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C(=O)-GGFG-NH-C 

H2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = 0)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2-C( = O)-( 

NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( =
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O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)。

此等中更佳爲下列各者。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

H2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞肢-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)。

又較佳爲下列各者。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '
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-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

O)-(NH-DX)。

【0103】於本發明之抗體-藥物結合物中，結合抗 

TROP2抗體與藥物的連接物結構係以結合迄今所述的連 

接物各部分中所示的較佳結構者，而可構築較佳連接物 

。就如此連結物結構而言，可較佳使用以下結構者。又 

結構之左端係與抗體之結合部位，右端爲與藥物之結合 

部位。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2-c卜0)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-、

-(琥珀醢亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2ch2ch2ch2ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)- '
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-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

0-CH2C H2-0 - CH2CH2 - C ( = 0)-G GF G-NH-CH2CH2-C ( = 0)-

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

0)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

G-NH-CH2CH2-C( = O)- '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2-O-C 

H2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-N 

h-ch2ch2ch2-c(=o)-。

此等中更佳爲下列各者。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-C 

h2ch2ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)- '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

gfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-、

-(琥珀醯亞肢-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)- '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2- 

O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = 

0)-、

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2-
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O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGF 

g-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-。

再者，較佳可列舉下列各者。

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)- '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-G 

GFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)- '

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH2O 

-CH2CH2O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)
_ ο

【0104】［製造方法］

其次，說明本發明之抗體-藥物結合物或其製造中間 

體之代表性製造方法。又，於以下，爲了表示化合物， 

使用各反應式中所示的化合物之編號。即，稱爲『式(1) 

之化合物』、『化合物(1 )』等。又除此以外之編號之化 

合物亦同樣記載。

【0105】1.製造方法1

式(1)所示之藉由硫醚而抗體與藥物-連接物結構結 

合的抗體-藥物結合物係例如，可藉由下述之方法而製造

【0106】
ΑΒ

3a
Lr-L2-LP-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C(=O)-(NH-DX) -------------------- AB-L1-L2-LP-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C(=O)-(NH-DX)

2 1

【0107】［式中，AB表示具有氫硫基的抗體，L1，係 

於L1所示的連接物結構，連接物末端爲順丁烯二醯亞胺基(
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下式）的結構：

【0109】（其中，氮原子成爲結合部位），具體而言， 

於L1中之-（琥珀醯亞胺-3-基-N）-（CH2）n3-C（ = O）-，-（琥珀

醯亞胺-3-基-N）-部分係表示成爲順丁烯二醯亞胺基的基 

。又，-（NH-DX）係下式所示的結構：

【0110】

Η

【0111】表示依喜替康之第1位胺基之氫原子1個被去 

除而生成的基］。

【0112】又，於上述之反應式，式（1）之化合物係可 

被解釋爲自藥物至連接物末端之結構部分1個對1個抗體 

結合的結構，但此係用於方便說明的記載，實際上多爲
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該結構部分對抗體分子ϊ個係結合複數個的情形。此狀況 

於以下之製造方法之說明亦爲相同。

【0113】藉由使經由後述方法可取得的化合物（2）與 

具有氫硫基的抗體（3a）反應，可製造抗體-藥物結合物（1）

ο

具有氫硫基的抗體（3a）係可以本項技術領域者周知 

之方法而獲得（Hermanson， G.T, Bioconjugate 

Techniques, pp.56- 1 36, ρρ .45 6-493 , Academic

PreSs（1 996））=例如，使Traut’s試藥對抗體之胺基作用； 

使N-琥珀醯亞胺基S-乙醯基硫烷酸酯類對抗體之胺基作 

用後，使羥基胺作用；使N-琥珀醯亞胺基3-（吡啶二硫 

基）丙酸酯作用後，使還原劑作用；使二硫蘇糖醇、2-毓 

基乙醇、參（2-羧基乙基）膦鹽酸鹽（TCEP）等之還原劑對 

抗體作用而將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原而使氫硫基生 

成等之方法，但未限定於此等。

具體而言，TCEP作爲還原劑，對抗體內鉸鏈區雙硫 

鍵每1個使用0.3至3莫耳當量，於含螯合劑的緩衝液中， 

使與抗體反應，而可獲得抗體內鉸鏈區雙硫鍵被部分或 

完全還原的抗體。就螯合劑而言，例如，可列舉乙二胺 

四乙酸（EDTA）或二乙三胺5乙酸（DTPA）等。此等以ImM 

至20mM之濃度使用爲宜。就緩衝液而言，可使用磷酸鈉 

或硼酸鈉、乙酸鈉溶液等。具體而言，抗體係於4°C至37 

°C使與TCEP反應1至4小時，而可獲得具有部分或完全被 

還原的氫硫基的抗體（3a）。

其中藉由實施使氫硫基附加於藥物-連接物部分的
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反應，可藉由硫醚鍵而使藥物-連接物部分結合。

具有氫硫基的抗體（3a）每1個，使用2至20莫耳當量

之化合物（2），可製造抗體每1個有2個至8個之藥物結合 

的抗體-藥物結合物（1）。具體而言，於含有具氫硫基的抗 

體（3a）的緩衝液中，添加使化合物（2）溶解的溶液而使反 

應爲宜。其中，就緩衝液而言，使用乙酸鈉溶液、磷酸 

鈉或硼酸鈉等爲宜。反應時之pH係5至9，更佳爲於pH7 

左右使反應爲宜。就使化合物（2）溶解的溶媒而言，可使

. 用二甲基亞颯（DMSO）、二甲基甲醯胺（DMF）、二甲基乙 

醯胺（DMA）、N-甲基-2-吡啶酮（NMP）等之有機溶媒。

將使化合物（2）溶解的有機溶媒溶液以1至20%v/v添 

加於含有具氫硫基的抗體（3a）的緩衝液中而使反應爲宜 

。反應溫度係0至3 7°C，較佳爲10至25 °C，反應時間係0.5 

至2小時。反應係未反應之化合物（2）之反應性藉由含有 

硫醇的試藥而使失活，可結束反應。含有硫醇之試藥係 

例如，半胱胺酸或N-乙醯基-L-半胱胺酸（NAC）。更具體 

φ 而言，相對於使用的化合物（2），添加1至2莫耳量之NAC

，並藉由於室溫培育10至30分鐘，可結束反應。

製造的抗體-藥物結合物（1）係藉由如以下之共通操

作而進行濃縮、緩衝液交換、純化、抗體濃度及抗體每 

一分子之藥物平均結合數之測定，可進行抗體-藥物結合 

物（1）之鑑定。

【0114】共通操作A:抗體或抗體-藥物結合物水溶液 

之濃縮

於 Amicon Ultra（50,000 MWCO ， Millipore
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Corp o rat io η）之容器內置入抗體或抗體-藥物結合物溶液 

，以使用離心機（Allegra X -15R,Beckman Coulter » nc.） 

的離心操作（於2000G至3800G離心5至20分鐘），將抗體或 

抗體-藥物結合物溶液濃縮。

共通操作B:抗體之濃度測定

使用 UV 測定器（Nanodrop 1000，Thermo Fisher

Scientific Inc.）-依據製造商規定之方法，進行抗體濃度 

之測定。此時，各抗體使用相異的280nm吸光係數 

（1.3 m L m g ·1 c m ·丨至 1.8 m L m g-1 c ηΤ1）。

共通操作C-l :抗體之緩衝液交換

將使用Sephadex G-25擔體的NAP-25管柱

（Cat.No. 1 7-0852-02，GE Healthcare Japan Corporation） 

，依據製造商規定之方法，以含氯化鈉（137mM）及乙二 

胺四乙酸（EDTA，5mM）的磷酸緩衝液（10mM，pH6.0 ;本 

說明書中稱爲PBS6.0/EDTA）使平衡化。對此NAP-25管柱 

每一根，放置抗體水溶液2.5mL後，分取以 

PBS6.0/EDTA3.5mL溶出的劃分（3.5mL）。此劃分藉由共 

通操作A而濃縮，使用共通操作B而進行抗體濃度之測定 

後，使用PBS6.0/EDTA而調整抗體濃度爲10mg/mL。

共通操作C-2 :抗體之緩衝液交換

將使用Sephadex G-25擔體的NAP-25管柱

（C at .No. 1 7-0 8 5 2-02，GE Healthcare Japan Corporation） 

依據製造商之規定，以含氯化鈉（50mM）及EDTA（2mM） 

的磷酸緩衝液（50mM，pH6.5 ;本說明書中稱爲 

PBS6.5/EDTA）使平衡化。對此NAP-25管柱每一根，放置
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抗體水溶液2.5mL後，分取以PBS6.5/EDTA3.5mL溶出的 

劃分（3.5mL）。此劃分藉由共通操作A而濃縮，使用共通 

操作B而進行抗體濃度之測定後，使用PBS6.5/EDTA將抗 

體濃度調整爲20mg/mL。

共通操作D :抗體-藥物結合物之純化

以市售之磷酸緩衝液（PBS7.4，Cat.No.1001 0-023 - 

Invitrogen）、含氯化鈉（137mM）的磷酸鈉緩衝液（1 OmM， 

pH6.0 ;本說明書中稱爲PBS6.0）或含山梨糖醇（5%）的乙

• 酸緩衝液（1 OmM，pH5.5;本說明書中稱爲AB S）之任一種 

緩衝液使NAP-25管柱平衡化。於此NAP-25管柱中置入抗 

體-藥物結合物反應水溶液（約1.5mL），以製造商規定量 

之緩衝液使溶出，分取抗體劃分。將此分取劃分再次置 

入NAP-25管柱，以緩衝液使溶出的膠體過濾純化操作重 

複進行共計2至3次，獲得去除未結合之藥物連接物、低 

分子化合物（參（2-羧基乙基）隣鹽酸鹽（TCEP）、N-乙醯基 

-L-半胱胺酸（NAC）、二甲基亞碾）的抗體-藥物結合物。

φ 共通操作E:抗體-藥物結合物中的抗體濃度及抗體

每一分子之藥物平均結合數之測定（1）

抗體-藥物結合物中的結合藥物濃度係可藉由測定 

抗體-藥物結合物水溶液之280nm及370nm之二波長中的 

UV吸光度後，進行下述之計算而算出。

因某波長中的全吸光度係相等於系統內存在的全部 

吸收化學物種之吸光度之和（吸光度之加成性），故於抗 

體與藥物之結合前後，假設抗體及藥物之莫耳吸光係數 

未變化時，抗體-藥物結合物中的抗體濃度及藥物濃度係
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如下述之關係式所示。

A2 8 0 = Ad,2 8 0 + Aa,2 8 0 — £ D，2 8 0 C d + ε A，2 8 0 C α 式（I）

A3 70 ~ ADi37o+Aa）37o = 8d,3 7oCd + Sa,3 7oCa 式（II）

其中，A28Q表示280nm中的抗體-藥物結合物水溶液 

之吸光度，A37Q表示370nm中的抗體-藥物結合物水溶液 

之吸光度，Aa,28Q表示280nm中的抗體之吸光度，Aa，370 
表示370nm中的抗體之吸光度，AD，28。表示280nm中的結 

合物前驅物之吸光度，AD,37Q表示370nm中的結合物前驅 

物之吸光度，εΑ,280表示280nm中的抗體之莫耳吸光係數 

，εΑ,37（）表示370nm中的抗體之莫耳吸光係數，ε0,28（，表示 

280nm中的結合物前驅物之莫耳吸光係數，sD,37Q表示 

370nm中的結合物前驅物之莫耳吸光係數，CA表示抗體- 

藥物結合物中的抗體濃度，CD表示抗體-藥物結合物中的 

藥物濃度。

其中，εΑ，28。、εΑ,3 70 ' Sd,2 8 0 ' SD, 370係被用於事先準 

備的値（計算推定値或由化合物之UV測定所獲得的實測 

値）。例如，εΑ,28（，係自抗體之胺基酸序列，藉由已知之計 

算方法（Protein Science, 1 995, vol.4, 24 1 1-242 3）可加以 

推定。SA,370係通常爲零。SD,280及Sd,370係可藉由測定使 

用的結合物前驅物溶解於某莫耳濃度的溶液之吸光度， 

藉由朗伯-比爾定律（Lambert-Beer law）（吸光度=莫耳濃 

度X莫耳吸光係數X胞光徑長）而獲得。測定抗體-藥物結 

合物水溶液之A28（，及A3 7 0 -藉由將此等之値代入式（I）及 

（II）而解出連立方程式，可求得CA及CD。再者，藉由以 

CA除CD，可求得每1抗體之藥物平均結合數。
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【0115】共通操作F:抗體-藥物結合物中的抗體每一 

分子之藥物平均結合數之測定（2）

抗體-藥物結合物中的抗體每一分子之藥物平均結 

合數係除了前述之共通操作E之外，亦可藉由使用以下之 

方法的高速液體層析（HPLC）分析而求得。

[F-1 .HPLC分析用樣品之調製（抗體-藥物結合物之 

還原）]

將抗體-藥物結合物溶液（約lmg/mL、60μΙ.）與二硫蘇 

φ 糖醇（DTT）水溶液（100mM、15μΙ.）混合。將混合物於37 

°C培育30分鐘，將切斷抗體-藥物結合物之L鏈及Η鏈間的

雙硫鍵的樣品用於HPLC分析。

[F-2.HPLC 分析]

HPLC分析以下述之測定條件進行。

HPLC 系統：Agilent 1290 HPLC 系統（Agilent 

Technologies）

檢測器··紫外吸光度計（測定波長：280nm）

參 管柱：PLRP-S（2.1 x50mm、8gm ' 1 000A : Agilent

Technologies、P/N PL19 12-1802）

管柱溫度：80°C

移動相A: 0.04%三氟乙酸（TFA）水溶液

移動相Β :含0.04%TFA的乙腈溶液

梯度程式：29%-36%（0分鐘-12.5分鐘）、 

36%-42%（12.5-15分鐘）、42%-29%（15分鐘-15.1分鐘）、 

29%-2 9%（15.1分鐘-25分鐘）

樣品注入量：15μΙ.
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[F-3.資料解析]

〔F-3-1〕相對於未結合藥物之抗體之L鏈（LQ）及Η鏈 

（Ηο），藥物結合的L鏈（藥物爲一個結合的L鏈：LJ及Η鏈 

（藥物爲一個結合的Η鏈：Η, 藥物爲二個結合的Η鏈： 

Η2、藥物爲三個結合的Η鏈：Η3）係與結合的藥物數成比 

例地疏水性增加而保持時間變大，故以L。、L,、Ho ' Hj 

、H2、H3之順序被溶出。藉由U及Ho之保持時間比較， 

檢出波峰可被分配於Lg、L, > Ho、Η, ' Η2、Η3之任一者

ο

〔F-3-2〕 因於藥物連接物有UV吸收，因應藥物連 

接物之結合數，使用L鏈、Η鏈及藥物連接物之莫耳吸光 

係數而依據下式進行波峰面積値之補正。

【0116】

L鏈波峰面積補正值（Lf）
=波峰面積

χ ____________ L鏈之莫耳吸光係數____________________

L鏈之莫耳吸光係數+結合藥物數X藥物連結物之莫耳吸光係數

【0117】

Η鏈波峰面積補正值（Hf）
=波峰面積

ίί鏈之莫耳吸光係數
X -------------------------------------------------------------------------------------------------

Η鏈之莫耳吸光係數+結合藥物數X藥物連結物之莫耳吸光係數
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【0118】其中，各抗體中的L鏈及Η鏈之莫耳吸光係 

數（280nm）係可藉由已知之計算方法（Protein Science, 

1 995, vol.4, 241 1 -2423），使用自各抗體之L鏈及Η鏈之胺 

基酸序列所推定的値。hTINA之情形，依據其胺基酸序 

列，作爲L鏈之莫耳吸光係數，使用34690作爲推定値， 

作爲Η鏈之莫耳吸光係數，使用95000作爲推定値。又， 

藥物連接物之莫耳吸光係數（280nm）係使用使各藥物連 

接物以锍基乙醇或N-乙醯基.半胱胺酸反應，將順丁烯二 

醯亞胺基變換爲琥珀醯亞胺硫醚的化合物之實測之莫耳 

吸光係數（280nm）。

〔F-3-3〕 依據下式計算相對於波峰面積補正値合 

計之各鏈波峰面積比（％）。

【0119】

麵麵靴，:^議

Η鏈波峰面積比 _________ Am
^Η0 + ^H1 + ^H2 +

X 100

Λ/，Α出..L, A各波峰面積補正值

【0120】 〔F-3-4〕 依據下式計算抗體-藥物結合物

中的抗體每一分子之藥物平均結合數。

藥物平均結合數=（U波峰面積比xO + L（，波峰面積比 

x1+Hq波峰面積比^❻+川波峰面積比xl+H2波峰面積比 

χ2 + Η3波峰面積比χ3）/100x2

【0121】製造方法1中的式（2）所示的化合物係下式所 

示的化合物‘·
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(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-(CH2)n3-C( = O)-L2-Lp-NH-( 

CHJi^-L'-iCHdnlCbOHNH-DX)。

式中，

η3表示整數之2至8，

L2表示-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-或單鍵，

其中，η4表示1至6之整數，

LP表示選自苯丙胺酸、甘胺酸、纈胺酸、離胺酸、 

瓜胺酸、絲胺酸、麩胺酸、天冬胺酸之2至7個之胺基酸 

所構成的胜肽殘基，

η1表示0至6之整數， 

η2表示0至5之整數，

La表示-◦-或單鍵，

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-係下式所示的順丁烯二醯 

亞胺基(2,5-dioxo-2,5-dihydro-lH-pyrrol-l-yl基)，氮原子

係成爲結合部位的基，

[0122】

Ο
【0123】 -(NH-DX)係下式 

【0124】
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Me

【0125】所示的第1位之胺基之氮原子成爲結合部位 

的基。

• 【0126】L2係單鍵，或爲

-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-的情形，η4爲整數之 2 

至4者作爲製造中間體較佳。

就1/之胜肽殘基而言，選自包含苯丙胺酸、甘胺酸 

、纈胺酸、離胺酸、瓜胺酸、絲胺酸、麩肢酸、天冬胺 

酸之胺基酸的胜肽殘基的化合物作爲製造中間體爲較佳 

。如此胜肽殘基中，Lp係4個之胺基酸所構成的胜肽殘基 

的化合物作爲製造中間體爲較佳。更具體而言，Lp係

φ -GGFG-之四胜肽殘基的化合物作爲製造中間體爲較佳。

【0127】又，就-NHqCHdnLl/qCHdn2-而言，-NH-

CH2CH2-、-NH-CH2CH2CH2- ' -NH-CH2CH2CH2CH2- ' -N 

H-CH2CH2CH2CH2CH2-、-NH-CH2-O-CH2- ' 或-nh-ch2c 
H2-O-CH2-的化合物作爲製造中間體爲較佳，更佳爲-NH 

-CH2CH2CH2-、-NH-CH2-O-CH2-、或-NH-CH2CH2-O-CH2 

的化合物。

【0128】再者，式(2)所示的化合物係η3爲整數之2至5 

，L2爲單鍵，-NH^CHdnLl/^CHJn2-係-NH-CH2CH2-
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、-NH-CH2CH2CH2- ' -NH-CH2CH2CH2CH2-、-NH-CH2C 

H2CH2CH2CH2-、-NH-CH2-O-CH2- ' 或-NH-CH2CH2-O-C 

h2-的化合物作爲製造中間體爲較佳。更佳爲-nh-(ch2) 
爲-NH-CH2CH2-、-NH-CH2CH2CH2-、-NH-

CH2-O-CH2- ' 或-NH-CH2CH2-O-CH2-的化合物。再者，η 

3爲整數之2或5的化合物爲較佳。

【0129】又，式(2)所示的化合物係η3爲整數之2至5 

，L2爲-NH-(CH2CH2-O)n4-CH2CH2-C( = O)-，η4爲整數之 2 

至 4，-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-<M -NH-CH2CH2- ' -NH-CH 

2CH2CH2- ' -NH-CH2CH2CH2CH2-、-NH-CH2CH2CH2CH2 

CH2-、-NH-CH2-O-CH2- ' 或-NH-CH2CH2-O-CH2-的化合 

物作爲製造中間體爲較佳。更佳爲η4係整數之2或4之化 

合物。再者，-NH^CHJn'La-CCHJn2-係-NH-CH2CH2CH 

2-、-NH-CH2-O-CH2- ' 或-NH-CH2CH2-O-CH2-的化合物 

爲較佳。

【ο 1 30】就作爲如此本發明化合物之製造上有用的中 

間體之較佳者可示例以下各者。

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

GGFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、
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(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2CH2CH2-C( = 0)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-(3112(：1^2(：｝12€：｝12(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

ch2ch2ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-(3112(：112(：112(2112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-
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CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

fg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

ggfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2-C( = O)-GGFG- 

nh-ch2ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2-C( = O)-GG 

FG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-(3112(3112(：112(：112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( 

= O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2 

ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GG 

fg-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)。

【ο 1 3 1】藉由使選自上述之製造中間體化合物之群組
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的藥物-連接物化合物，與抗TR0P2抗體或其反應性衍生 

物反應，使於抗TR0P2抗體之鉸鏈區存在的雙硫鍵部分 

形成硫醚鍵，而可製造本發明之抗TR0P2抗體-藥物結合 

物。此情形，使用抗TR0P2抗體之反應性衍生物爲較佳 

，尤其將抗TR0P2抗體還原處理而獲得的反應性衍生物 

爲較佳。

【0132】以下各者爲作爲製造中間體之更佳化合物。

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH- 

CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

GGFG-NH-CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁 烯二醯亞胺-N-基)-0112(3112(^2(：112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁 烯二醯亞胺-N-基)-(：112(：112(：112(：112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-(^2(：112(：112(：112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醢亞胺-N-基)-(：｝12(：112(：112(：112(：112-(：( = 0)- 

GGFG-NH-CH2CH2-O-CH2-C( = O)-(NH-DX) '

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( 

= O)-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH
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2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GGFG-NH-CH2CH2-C( = O) 

-(NH-DX)、

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH 

2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-C( = O)-GG 

fg-nh-ch2ch2ch2-c(=o)-(nh-dx)。

【0133】又，上述之中間體化合物群組中係下式所示 

的化合物爲更佳化合物：

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2-C( = O)-NH-CH2CH

2-0-CH2CH2-0-CH2CH2-C( = 0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C( 

= O)-(NH-DX) '

(順丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

ggfg-nh-ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)、或

(順 丁烯二醯亞胺-N-基)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = O)- 

ggfg-nh-ch2ch2-o-ch2-c(=o)-(nh-dx)。

【0 1 34】又，爲了確保結合物之量，將於同樣條件所 

製作獲得的平均藥物數爲相同程度之複數個結合物(例 

如，±1左右)混合而可作成新的批次。此情形，平均藥物 

數係收在混合前之平均藥物數之間。

【0135】2.製造方法2

先前之製造方法所使用的中間體的式(2)所示的化 

合物及彼等之藥理上可容許的鹽，例如，可藉由下述之 

方法而製造。

【0136】
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nk2-ox

4

S
Pl-NH-<CH2)n1-Le-(CH2)n2-C(=O)-(NH-DX)

6
NH2-(CH2)n1-Le-(CH2)n2-C(=O)-OP3

12

P2-LP-OH
8

7
P^LP-OH 

8

P2-LP-NH-(CH2)n1-Le-(CH2)n2-C(=OHNH-DX)

NH2-DX
4

H-LP-NH*(CH2)n1-Le-(CH2in2-C{=O)-(NH-DX)
I 10

l1，-l3-okI 11

L'-L2-LP-NH-{CH2)n1-La-(CH2)r?-C(=O)-(NH-DX)

NH2-DX
4

P^LP-NH-CCH^n^SCHj^-C^O-OP3 
13

p2^P.NH-{CH2)n1-LSCH2)n2-C(=O)-OH I 
14 *

H-LP-NH-iCHjJ^-LeXCH^nZ-Ci^J-OP3 
I 15
Lr-L2-OH

1 11
Lr-L2-LP-NH-(CH2)n1-La-(CK2)n2-C(=0)-OP3

16

Li,.L2.LP44H-(CH2)n1-ta-(CH2)n2-C(-O)-OH
17

【0137】［式中，L1，表示末端順丁烯二醯亞胺基， 

P1、P2及P3表示保護基］。

【0138】將羧酸（5）誘導爲活性酯、混合酸酐、或酸 

鹵化物等，於鹼存在下，藉由使與NH2-DX（4）或其藥理上 

可容許的鹽反應，可製造化合物（6）。NH2-DX（4）係表示 

依喜替康（化學名：（1S，9S）-1-胺基-9-乙基-5-氟-2,3-二氫 

-9-羥基-4-甲基-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’:6,7］吲阱 

并［l，2-b］喹咐-10，13（9H，15H）-二酮）。

此反應係可適用胜肽合成通常使用的反應試藥或條 

件。活性酯係有各種者，例如，P-硝基酚等之酚類、N- 

羥基苯并三唑或N-羥基琥珀醯亞胺等與羧酸（5），使用 

N，N’-二環己基碳二亞胺或1-乙基-3-（3-二甲基胺基丙基） 

碳二亞胺·鹽酸鹽等之縮合劑而使反應即可製造。又， 

活性酯亦可藉由下列製造：羧酸（5）與五氟苯基三氟乙酸 

酯等之反應；羧酸（5）與1-苯并三唑基氧基三毗咯啶鐄六 

氟亞磷酸酯之反應；羧酸（5）與氰基磷酸二乙酯之反應（
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鹽溶法）；羧酸（5）與三苯基膦及2,2’-二吡啶基二硫醚之 

反應（向山法）；羧酸（5）與4-（4,6-二甲氧基-1，3,5-三阱-2- 

基）-4-甲基氯化嗎福啉（DMTMM）等之三阱衍生物之反應 

等。又，藉由羧酸（5）於鹼存在下，經由以氯化亞硫醯、 

草醯氯等之酸鹵化物處理而可加以製造的酸齒化物法等 

，亦可進行反應。

將如上述獲得的羧酸（5）之活性酯、混合酸酐、或酸 

齒化物，於化合物（4）與適當鹼存在下，藉由使於惰性溶 

媒中於-78°C〜150°C之反應溫度下反應，可製造化合物（6） 

。又，「惰性溶媒」係意指於其溶媒被採用的反應中不 

阻礙爲實施目的的反應的溶媒。

【0139】就上述之各步驟所使用的具體的鹼而言，例 

如，可列舉碳酸鈉、碳酸鉀、乙醇鈉、丁醇鉀、氫氧化 

鈉、氫氧化鉀、氫化鈉、氫化鉀等之鹼金屬或鹼土類金 

屬之碳酸鹽、烷氧化物、氫氧化物、或氫化物；η-丁基 

鋰等之烷基鋰、或鋰二異丙基醯胺之類的二烷基胺基鋰 

所代表的有機金屬鹼；鋰雙（三甲基矽烷基）醯胺等之雙 

矽浣基胺之有機金屬鹼；又可列舉吡啶、2,6-二甲毗啶 

、柯林鹼（collidine）、4-二甲基胺基毗啶、三乙基胺、N- 

甲基嗎福啉、二異丙基乙基胺、二氮雜環［5.4.0］十一-7- 

烯（DBU）等之三級胺或含氮雜環化合物等之有機鹼等 。

【0140】就本反應所使用的惰性溶媒而言，可列舉二 

氯甲浣、氯仿、四氯化碳等之鹵化烴系溶媒；四氫呋喃 

、1,2-二甲氧基乙烷、二噚烷等之醚系溶媒；苯、甲苯等 

之芳香族烴系溶媒；N，N-二甲基甲醯胺、N，N-二甲基乙
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醯胺、N-甲基毗咯啶-2-酮等之醯胺系溶媒，除了此等之 

外，依情形亦可使用二甲基亞碾、環丁颯等之亞颯系溶 

媒；丙酮、甲基乙基酮等之酮系溶媒；甲醇、乙醇等之 

醇系之溶媒等。再者，亦可混合彼等而使用。

【0141】就化合物（6）之末端胺基之保護基P1而言，可 

使用三級丁基氧基羰基、9-苐基甲基氧基羰基、苄基氧 

基羰基等之胜肽合成通常使用的胺基之保護基。就其他 

胺基之保護基而言，可列舉乙醯基等之烷醯基；甲氧基 

φ 羰基、乙氧基羰基等之烷氧基羰基；對甲氧基苄基氧基 

羰基、對（或鄰）硝基苄基氧基羰基等之芳基甲氧基羰基 

:苄基、三苯基甲基等之芳基甲基；苄醯基等之芳醯基 

:2,4-二硝基苯磺醯基、鄰硝基苯磺醯基等之芳基磺醯 

基。保護基P1可因應保護胺基的化合物之性質等而選擇

爲宜。

藉由使獲得的化合物（6）之末端胺基之保護基P1脫保 

護，可製造化合物（7）。此脫保護係因應其保護基而選擇 

試藥、條件即可。

將N末端以P2保護的胜肽羧酸（8）誘導爲活性酯、混 

合酸酐等，藉由使與獲得的化合物（7）反應，可製造化合 

物（9）。形成胜肽羧酸（8）與化合物（7）之胜肽鍵的反應條 

件、試藥、鹼、及惰性溶媒，可適當選自化合物（6）之合 

成中所述者而使用即可。保護基P2適當選自化合物（6）之 

保護基所述者而使用即可，可因應保護胺基的化合物之 

性質等加以選擇。又，如胜肽合成上通常使用者，重複 

將構成胜肽羧酸（8）的胺基酸或胜肽依序反應及脫保護
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而伸長，亦可製造化合物（9）。

藉由使獲得的化合物（9）之胺基之保護基P2脫保護，

可製造化合物（1 0）。此脫保護可因應其保護基而選擇試 

藥或條件。

將羧酸（11）誘導爲活性酯、混合酸酐、或酸鹵化物 

等，藉由使獲得的化合物（10）反應，可製造化合物（2）。 

形成羧酸（11）與化合物（10）之胜肽鍵的反應條件或試藥 

、鹼、及不活性溶媒係可由化合物（6）之合成所述者加以 

適宜選擇而使用。

【0142】化合物（9）亦可以例如，下述之方法加以製

造。

將N末端以P2保護的胜肽羧酸（8）誘導爲活性酯、混 

合酸酐等，於鹼存在下，藉由使與羧基以P3保護的胺化 

合物（12）反應，可製造化合物（13）。形成胜肽羧酸（8）及 

化合物（12）之胜肽鍵的反應條件、試藥、鹼、及惰性溶 

媒係可由化合物（6）之合成所述者加以適宜選擇而使用。

化合物（13）之胺基之保護基P2可以通常使用的保護 

基加以保護。

具體而言，就羥基之保護基而言，可列舉甲氧基甲 

基等之烷氧基甲基；苄基、4-甲氧基苄基、三苯基甲基 

等之芳基甲基；乙醯基等之烷醯基；苄醯基等之芳醢基 

;三級丁基二苯基矽烷基等之矽烷基等。羧基可作爲與 

甲基、乙基、三級丁基等之烷基、烯丙基、或苄基等之 

芳基甲基之酯等而加以保護。胺基可列舉三級丁基氧基 

羰基、甲氧基羰基、乙氧基羰基等之烷基氧基羰基；烯
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丙基氧基羰基、或9-苐基甲基氧基羰基、苄基氧基羰基 

、對甲氧基苄基氧基羰基、對（或鄰）硝基苄基氧基羰基 

等之芳基甲氧基羰基；除此之外，可列舉乙醯基等之烷 

醯基；苄基、三苯基甲基等之芳基甲基；苄醯基等之芳 

醯基；2,4-二硝基苯磺醯基、鄰硝基苯磺醯基等之芳基 

磺醯基等。

就羧基之保護基P3而言，可使用於有機合成化學中 

，通常使用作爲於胜肽合成之羧基保護基的保護基，具 

φ 體而言，爲甲基、乙基、三級丁基等之烷基酯、烯丙基 

酯、苄基酯等，自上述之保護基加以適宜選擇而使用即 

可。於此情形，胺基之保護基與羧基之保護基以相異方 

法或條件可去除者爲較佳。例如，可列舉P2爲三級丁基 

氧基羰基，P3爲苄基的組合等作爲代表例。彼等之保護 

基係可因應保護胺基及羧基的化合物之性質等而自上述 

者加以選擇即可，將彼等之保護基切斷之際，可選擇因

應其保護基的試藥或條件。

φ 藉由使獲得的化合物（13）之羧基之保護基P3脫保護

，可製造化合物（14）。此脫保護係選擇因應其保護基的 

試藥或條件即可。

藉由將獲得的化合物（14）誘導爲活性酯、混合酸酐 

、或酸鹵化物等，於鹼存在下，使與化合物（4）反應，可 

製造化合物（9）。此反應依據胜肽合成通常使用的反應試 

藥或條件即可，反應條件、試藥、鹼、及惰性溶媒係由 

化合物（6）之合成所述者加以適宜選擇而使用即可。

【0143】化合物（2）亦可以例如，下述之方法而製造
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藉由使化合物（13）之胺基之保護基Ρ2脫保護，可製造 

化合物（1 5）。此脫保護係可選擇因應其保護基的試藥或 

條件。

將羧酸衍生物（11）誘導爲活性酯、混合酸酐、或酸 

鹵化物等，於鹼存在下，藉由使與獲得的化合物（15）反 

應，可製造化合物（16）。形成胜肽羧酸（11）與化合物（15） 

之醯胺鍵的反應條件、試藥、鹼、及惰性溶媒係可由化 

合物（6）之合成所述者加以適宜選擇而使用。

藉由使獲得的化合物（16）之羧基之保護基脫保護， 

可製造化合物（17）。此脫保護係可與化合物（14）之製造中 

的羧基之脫保護同樣地進行。

藉由將化合物（1 7）誘導爲活性酯、混合酸酐、或酸 

齒化物等，於鹼存在下，使與化合物（4）反應，可製造化 

合物（2）。此反應係可適用胜肽合成所通常使用的反應試 

藥、條件，反應條件、試藥、鹼、及惰性溶媒係自化合 

物（6）之合成所述者加以適宜選擇而使用。

【0144】3.製造方法3

中間體之式（2）所示的化合物係亦可依據下述之方 

法而製造。

【0145】
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H-LP-OP4
18

I L1'-L2-OH
I 11

L1，-L2-LP-OP4
19

L1，-L2-LP-OH
20

NH2-（CH2）n1-La-（CH2）n2-C（=O）-（NH-DX）
7

1
• L1'-L2-LP-NH-（CH2）n1-La-（CH2）n2-C（=O）-（NH-DX）

2

【0146】［式中，L1’係末端被變換爲順丁烯二醯亞胺 

基的結構之L1，P4表示保護基］。

【0147】藉由將化合物（1 1）誘導爲活性酯、混合酸酐 

等，於鹼存在下，使與C末端經P4保護的胜肽羧酸（18）反 

應，可製造化合物（19）。形成胜肽羧酸（18）與化合物（11） 

之胜肽鍵的反應條件、試藥、鹼、及惰性溶媒係可由化 

φ 合物（6）之合成所述者加以適宜選擇而使用。化合物（18） 

之羧基之保護基P4係可由先前所述保護基加以適宜選擇

而使用。

藉由使獲得的化合物（19）之羧基之保護基加以脫保 

護，可製造化合物（20）。此脫保護係可以與化合物（14） 

之製造中的羧基之脫保護同樣地進行。

藉由將獲得的化合物（20）誘導爲活性酯、或混合酸 

酐等，使與化合物（7）反應，可製造化合物（2）。此反應係 

可適用胜肽合成所通常使用的反應試藥、條件，反應條
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件、試藥、鹼、及惰性溶媒係可由化合物（6）之合成所述 

者加以適宜選擇而使用。

【0148】4.製造方法4

以下，詳述製造方法2記載之製造中間體（10）中， 

n* = l ' La = O之化合物（10b）之製造方法。式（10b）所示的化 

合物、其鹽或彼等之溶媒合物係可以例如，下述之方法 

加以製造。

【0149】
HO-CH2-C(=0)-OP6

Ps-X-NK-CK2-O-L 22 p5.X-NH-CH2-O-CH2-C(=O)-OPe P5-X-NH-CH2-O-CH2-C(=O)-OH
24

H,N-DX
4 P5-X-NH-CH2-O-CH2-C(=O)-(NH-DX)

----------* 25

P7-Y-OH
H-X-NH-C^-O-CHj-CC^HNH-DX) 27 。

26 *

p7-LP.NK-CH2-O-CH2-CC=O）-（NH-DX） __________H-LP-NH-CH2-O-CH2-C（=O）-（NH-DX）
9b 10b

【0150】［式中，Lp表示與前述相同者，L表示醯基， 

爲乙醯基等之烷醯基或苄醯基等之芳醢基，或氫原子等 

;X及Y表示包含1至3個之胺基酸的寡胜肽，P5及P7表示 

胺基之保護基，P6表示羧基之保護基］。

【015 1】式（21）所示的化合物係藉由特開2002-603 5 1 

號公報記載的手法或文獻（J. Org. Chem., 51卷，3196頁 

，1 986年）記載之方法、或應用其方法，因應必要進行保 

護基之去除或官能基變換，而可加以製造。此外，藉由 

將末端胺基爲經保護的胺基酸或胺基爲經保護的寡胜肤 

之酸醯胺以醛或酮處理，可加以獲得。

將化合物（2 1 ），於惰性溶媒中、酸或鹼存在下，於 

冷卻下至室溫之溫度條件下，藉由使與具有羥基的化合
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物（22）反應，可製造化合物（23）。

就其中可使用的酸而言，例如，可列舉氫氟酸、鹽

酸、硫酸、硝酸、磷酸、硼酸等之無機酸；乙酸、檸檬 

酸、對甲苯磺酸、甲烷磺酸等之有機酸；四氟硼酸鹽、 

氯化鋅、氯化錫、氯化鋁、氯化鐵等之路易士酸等。此 

等中，磺酸類，尤其對甲苯磺酸爲較佳。又就鹼而言， 

可自已述鹼中加以適宜選擇而使用，尤其三級丁醇鉀等 

之鹼金屬浣氧化物；氫氧化鈉、氫氧化鉀等之鹼金屬氫

φ 氧化物；氫化鈉、氫化鉀等之鹼金屬氫化物；二異丙基 

醯胺鋰等之二烷基胺基鋰所代表的有機金屬鹼；雙（三甲 

基矽烷基）醯胺鋰等之雙矽烷基胺之有機金屬鹼等爲較 

佳。就反應所使用的溶媒而言，可使用四氫呋喃、1,4- 

二曙烷等之醚系溶媒；苯、甲苯等之芳香族烴系溶媒等 

。上述之溶媒可爲與水之混合物。又，就P5所例示的胺 

基之保護基而言，通常，只要胺基之保護所使用的基即 

可，並未特別限制。作爲代表性者，可列舉製造方法2 

φ 所記載的胺基之保護基，但於本反應中，P5所例示的胺 

基之保護基有被切斷的情形。於此情形，因應必要可與

適當胺基之保護試藥適宜反應而再度導入保護基。

化合物（24）係可藉由去除化合物（23）之保護基P6而

加以製造。其中，就P6所例示的羧基之保護基而言，可 

自製造方法2中已記載的代表性者中加以適宜選擇。於化 

合物（23），胺基之保護基P5與羧基之保護基P6係以不同方 

法或條件下可去除的保護基爲所欲的。例如，可列舉P5 

爲9-苐基甲基氧基羰基，P6爲苄基的組合等作爲代表性
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者。彼等之保護基係可因應保護胺基及羧基的化合物之 

性質等而加以選擇，彼等之保護基之去除之際，亦可選 

擇因應其保護基的試藥、條件。

將羧酸（24）誘導爲活性酯、混合酸酐、或酸豳化物 

等，於鹼存在下，藉由使與化合物（4）或其藥理上可容許 

的鹽反應而製造化合物（25），去除獲得的化合物（25）之保 

護基P5，可製造化合物（26）。化合物（4）與羧酸（24）之反 

應及去除保護基P6的反應可使用與製造方法2所述試藥 

、反應條件相同者。

藉由使化合物（26）與末端胺基經保護的胺基酸或胺 

基經保護的寡胜肽（27）反應而製造化合物（9b），藉由去除 

獲得的化合物（9b）之保護基P7，可製造化合物（10b）。就 

P7所示的胺基之保護基而言，通常，只要爲胺基之保護 

所使用的基即可，並未特別限制，作爲代表性者可列舉 

製造方法2所記載的胺基之保護基，其去除之際，可因應 

保護基而選擇試藥、條件。化合物（26）與化合物（27）之反 

應，可適用胜肽合成上通常使用的反應試藥、條件。上 

述之方法所製造的化合物（10b），可依據上述之製造方法 

而導向本發明化合物（1）。

【0152】本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係藉由 

放置於大氣中、或再結晶等而純化，有吸收水分、附著 

吸附水、成爲水合物的情形，如此含水的化合物及鹽亦 

包含於本發明。

又，本發明中亦包含經各種放射性或非放射性同位 

素標誌的化合物。構成本發明之抗體-藥物結合物的原子
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之1個以上亦可含有原子同位素之非天然比率。就原子同 

位素而言，例如，可列舉氘(2H)、氚(3H)、碘- 1 25 (1 25I) 

或碳-14(14C)等。又，本發明化合物係例如，可以氚(3H) 

、碘-1 25 (1251)或碳-1 4(14C)等之放射性同位素作放射性標 

識。經放射性標識的化合物係有用於作爲治療或預防劑 

、硏究試藥，例如，分析試藥、及診斷劑，例如，活體 

影像診斷劑。本發明之抗體-藥物結合物之全部之同位素 

變異種不論是否有放射性，皆包含於本發明之範圍。

【0153】［醫藥］

本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物因顯示對癌細 

胞的細胞傷害活性，故可作爲醫藥，尤其作爲抗癌的治 

療劑及/或預防劑使用。

即，本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係可選擇作 

爲癌治療之主要治療法的化學療法用之藥劑而使用，就 

其結果而言，可使癌細胞之成長遲緩、抑制增殖、進而 

破壞癌細胞。藉由此等，於癌患者，可達成解除癌所致 

的症狀、QOL之改善，而達成保持癌患者之生命的治療 

效果。即使未達到癌細胞之破壞的情形，亦可藉由癌細 

胞之增殖之抑制或控制，而於癌患者達成更高QOL的同 

時，可達成更長期之生存。

本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係除了以藥物 

單獨的使用之外，於輔助療法亦可作爲與其他療法組合 

的藥劑而使用，可與外科手術、放射線療法、荷爾蒙療 

法等組合。再者，亦可作爲新輔助療法(neoadjuvant 

therapy)中的藥物療法之藥劑使用。
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如以上的治療性使用之外，藉由抗體之對抗原的結 

合性，而與微細轉移癌細胞結合，使癌細胞之增殖被抑 

制，進一步亦可期待有破壞的效果。即，尤其於原發性 

之癌細胞，TR0P2之表現被確認時，藉由投予本發明之 

抗TR0P2抗體-藥物結合物，可期待癌轉移之抑制、預防 

效果。例如，轉移過程中抑制、破壞體液中的癌細胞的 

效果、任一者之組織著床後立即對微細癌細胞的抑制、 

破壞等之效果可被期待。又，尤其可期待於外科的癌去 

除後之癌轉移的抑制、預防效果，據此可期待癌的轉移 

抑制效果。

本發明之抗TR0P2抗體-藥物結合物對於患者除了 

作爲全身療法而全身性投予之外，可於癌組織局部投予 

而期待治療效果。

【0154】就本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物所適 

用的癌之種類而言，可列舉肺癌、腎癌、尿道上皮癌、 

大腸癌、前列腺癌、多形性神經膠質母細胞瘤、卵巢癌 

、胰癌、乳癌、黑色素瘤、肝癌、膀胱癌、胃癌、子宮 

頸癌、頭頸部癌、食道癌等，但只要於成爲治療對象的 

癌細胞中表現抗體-藥物結合物中之抗體可辨識的蛋白 

質的癌細胞即可，並未限定於此等。

【0155】本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係可適 

合對哺乳動物投予，但更佳爲人類。

【0156】就本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物所含 

的醫藥組成物中使用的物質而言，在投予量或投予濃度 

方面，可由此領域通常使用的製劑添加物等，適宜選擇
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而適用。

【0157】本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物係可作 

爲含有1種以上之藥學上適合性之成分的藥學組成物被  

投予。例如，上述藥學組成物，代表性地含有1種以上之 

藥學載劑（例如，經滅菌液體）。其中，液體含有例如， 

水及油（石油、動物起源、植物起源或合成起源之油）。 

油，例如，可爲花生油、大豆油、礦物油、芝麻油等。 

於上述藥學組成物爲經靜脈內投予的情形，水係更爲代

φ 表性的載劑。食鹽水溶液、以及右旋糖水溶液及甘油水 

溶液亦可作爲液體載劑，尤其用於注射用溶液。適當的 

藥學賦形劑係爲本項技術領域所周知。若需要時，上述 

組成物亦可含有微量之潤濕劑或乳化劑、或pH緩衝劑。 

適當的藥學載劑之例係記載於E.W.Martin之「 

Remington’s Pharmaceutical Sciences」。其處方係對應 

於投予之態樣。

【0158】各種送達系統爲周知，可用於投予本發明之 

φ 抗TROP2抗體-藥物結合物。就導入方法而言，可列舉皮 

內、肌肉內、腹腔內、靜脈內、及皮下之路徑，但並未 

限定於此等。投予可爲例如，可經由注入或團式注射 

（bolus injection）。於特定之較佳實施形態，上述配位體 

藥物結合體之投予係經由注入。非經口的投予係較佳投

予路徑。

【0159】於代表的實施形態，上述藥學組成物係呈適 

合對人類靜脈內投予的藥學組成物，依據常用順序而被 

調處。代表性地，靜脈內投予用之組成物係滅菌之等張
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性之水性緩衝液中的溶液。必要的情形，上述醫藥亦可 

含有可溶化劑及用以緩和注射部位之疼痛的局部麻醉劑 

(例如，利卡多因(lignocaine))。一般而言，上述成分係 

以下列任一者被供給，例如，密封於顯示活性劑的量的 

安瓿或小袋等而經密封的容器中之呈乾燥冷凍乾燥粉末 

或無水之濃縮物，各別、或於單位劑型中一起混合。藉 

由注入上述醫藥而被投予的形態的情形，其可例如，以 

含有滅菌之製藥等級的水或食鹽水的注入瓶被投藥。上 

述醫藥係藉由注射而被投予的情形，注射用滅菌水或食 

鹽水之安瓿係，例如，可以上述成分於投予前被混合的 

方式被提供。

【0 1 60】本發明之醫藥組成物係可爲僅含有本案之抗  

TROP2抗體-藥物結合物的醫藥組成物，亦可爲含有抗 

TROP2抗體-藥物結合物及至少一種其他之癌治療劑的 

醫藥組成物。本發明之抗TROP2抗體-藥物結合物亦可與 

其他癌治療劑一起投予，據此可使抗癌效果增強。以如 

此目的被使用的其他抗癌劑係可與抗體-藥物結合物同 

時、各別、或連續地被投予至個體，亦可變換各自之投 

予間隔而投予。就如此癌治療劑而言，可列舉白蛋白結 

合行紫杉醇(abraxane)、太平洋紫杉醇(paclitaxel)、順鉑 

(cisplatin)、吉西他濱(gemcitabine)、愛萊諾迪肯 

(irinotecan)(CPT-1 1)、太平洋紫杉醇(paclitaxel)、培美 

曲塞(pemetrexed)、蕾莎瓦(sorafenib)、長春鹼 

(vinblastine)或國際公開第2003/03 8043號記載之藥劑， 

再者LH-RH類似物(亮丙瑞林(leuprorelin)、戈舍瑞林
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(goserelin)等)、磷酸雌二醇氮芥(estramustine phosphate) 

、雌激素(estrogen)拮抗藥(他莫昔芬(tamoxifen)、雷洛昔 

芬(raloxifene)等)、芳香環轉化酵素(aromatase)阻礙劑( 

阿那曲啤(anastrozole)、利妥哇(letrozole)、依西美坦 

(exemestane)等)等，但只要具有抗腫瘤活性的藥劑即可 

，並未限定於此等。

【0161】如此醫藥組成物係可被製劑化爲具有選擇的 

組成及必要純度的製劑、冷凍乾燥製劑或液狀製劑。製 

φ 劑化爲冷凍乾燥製劑之際，可爲含有此領域所使用的適 

當製劑添加物的製劑。又於液劑亦同樣地，可製劑化爲

含有此領域所使用的各種製劑添加物的液狀製劑。

【0 1 62】醫藥組成物之組成及濃度可依投予方法而變

化，但本發明之醫藥組成物所含的抗TROP2抗體-藥物結 

合物，於抗體-藥物結合物之對抗原的親和性，即對抗原 

的解離常數(Kd値)之點，係親和性越高(Kd値越低)，即 

使以少量之投予量亦可使藥效發揮。據此，於抗體·藥物 

φ 結合物之投予量之決定時，基於抗體-藥物結合物與抗原

之親和性的狀況，亦可設定投予量。本發明之抗體-藥物

結合物對人類投予之際，例如，可將約0.001〜100mg/kg

以1次或以1〜180日1次之間隔作複數次投予。

［實施例］

【0163】藉由以下所示實施例而具體說明本發明，但 

本發明並未限定於此等例。又，此等在任何的意義上皆 

未被限定解釋。又，於本說明書，未特別記載之試藥、 

溶媒及起始材料係可自市售之供給源容易地取得。

PD1141709(3) 113



1633893

【0164】［實施例1 :小鼠之免疫與融合瘤之取得］

1-1）小鼠免疫用的細胞之準備

將5 X 1 06個之NCI-H322細胞（人類非小細胞肺癌細胞 

株、ATCC CRL-5806 ; ATCC : American Type Culture 

Collection）以 RPMI-1 640（Roswell Park Memorial Ins

titute-1 640）培養基（10ml）培養5日後回收，以PBS （磷酸緩 

衝生理食鹽水）洗淨2次，並再懸浮於ΡΒ3（500μ1）中。

【0165】 1-2）對小鼠之免疫

對BALB/c小鼠（6週齡），第1次免疫係將NCI-H3 22細 

胞（1 X 1 07個）對腹腔內免疫。第2〜5次係以1週間隔將1 X 1 06 

個之NCI-H322細胞對腹腔內免疫。第6次之最終免疫係 

將NCI-H322細胞，以ΙχΙΟ6細胞/200μ1 PBS，分別對尾靜

脈及腹腔內免疫。脾臓細胞係最終免疫後3日後摘出。

【0 166】 1-3）經免疫小鼠之脾臓細胞之準備 

摘出已經免疫的小鼠脾臓，硏磨而懸浮於RPMI 1640

10%FBS（胎牛血清）（ + ）培養基。將細胞懸浮液通過細胞過 

濾器（cell strainer）（ 1 00 μηι ' BD Falcon 公司）後，以 

1 500rpm於室溫離心5分鐘而廢棄上清液。添加 

Tris-NH4C1 溶液（20mM Tris-HCl pH7.5、0.83%NH4Cl ； 

lOmL），並於室溫處理5分鐘。於細胞懸浮液中添加RPMI 

1 640FBS（ + ）培養基（10ml），通過細胞過濾器後，以 

1 500rpm於室溫離心5分鐘。丟棄上清液，脾臓細胞以 

RPMI 1 640 FBS（-）培養基（10ml）再懸浮。

【0167】 1-4）骨髓瘤細胞之準備

回收P3U1細胞（小鼠骨髓瘤細胞株），以1 500rpm於室
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溫離心5分鐘。於P3U1細胞中添加EDTA（0.02%）溶液 

（10ml），並於37°C處理5分鐘。P3U1細胞懸浮液以1 500rpm 

於室溫離心5分鐘。丟棄上清液，以RPMI 1640 FBS（-）培 

養基（10ml）再懸浮。

【0168】 1-5）細胞融合

將脾臓細胞及骨髓瘤細胞混合成5 : 1，離心分離 

（1200rpm、5分鐘）。徹底鬆動獲得的沉澱劃分之細胞群 

後，一邊攪拌一邊歷經約1分鐘緩緩添加聚乙二醇

• -4000（PEG-4000 : ImL）。之後每分鐘於該細胞液中添加

數次RPMI培養基（lmL）後，添加RPMI培養基使總量成爲 

50mL。將該細胞懸浮液離心分離（900rpm、5分鐘），將獲 

得的沉澱劃分的細胞緩緩鬆動後，於HAT培養基（添加 

10%胎牛血清及 HAT Media Supplement 的 MI 1640 培養 

基；100mL）中緩緩地懸浮。將該懸浮液以200μυ孔各分 

注於96孔培養用平盤，於37°C、5%CO2之培養箱中，培 

養至成爲50%融合。

φ 【0169】 1-6）以變異型腺病毒FZ33之融合瘤之篩選

將NCI-H322細胞以5 X 1 03細胞/孔接種於96孔盤中，

並於37°C培養48小時。細胞以150μ1/孔之PBS洗淨2次， 

對各孔添加各融合瘤培養上清液（50μ1）並於4°C使反應1 

小時。以150μ1/孔之PBS洗淨2次，將腺病毒 

Ax3CAZ3-FZ33（以與抗體結合的方式使Z33纖維經改變 

的β-半乳糖苷酶（β-galactosidase）表現腺病毒（參照美國 

專利申請公開第2012/02375 1 8號說明書））以RPMI 1640（-） 

培養基稀釋成3χ106νρ/100μ1（1χ103νρ/細胞）之濃度，以
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1 ΟΟμΙ/孔添加此稀釋溶液。於4 °C使反應1小時後，以 

150μ1/孔之PBS洗淨2次。以ΙΟΟμΙ/孔添加RPMI1640 

FBS( + )培養基，並於37 °C培養24小時。以使用 

Galacto-Light Plus Reporter Gene Assay System(Applied 

Biosystems公司)的β-Gal報導基因分析所處理的 

NCI-H322細胞，以200μ1/孔之PBS洗淨，以50μ1/孔添加 

Lysis Solution並於室溫靜置1 0分鐘，此細胞溶解液 

(1 ΟμΙ.)以 Galacton-Plus Galacto Reaction Buffer Diluent 

稀釋 100 倍，添力口於 White micro well S Η 9 6 well 

plate(Nunc公司)並於室溫使反應1小時。以150 μΐ/孔添加 

Accelerator II，並使用 Multilabel Counter Wallac 

1420ARVOsx(PerkinElmer公司)而測量化學發光5秒，每 

1秒之平均値作爲RLU(發光量)，表示對NCI-H322細胞之 

病毒感染量。於如此進行的融合瘤群之篩選，測定値 

(RLU)係群全體(最小値1383RLU、平均値1 0 9 1 4RLU、最 

大値78746RLU)之中，選出5000RLU以上的選殖株。首先 

，就1次篩選而言，一次細胞融合所獲得的960孔之融合 

瘤孔中選出81孔之陽性孔。再者，就確認篩選而言，藉 

由與1次篩選相同之手法，進行雙套(duplicate)分析，將 

兩者之測定値爲5000RLU以上之孔作爲陽性，由1次篩選 

所獲得的8 1孔選出52孔之陽性孔。經選出的選殖株進行 

2〜4次之次選殖，建立單株融合瘤細胞株44株。

【0170】［實施例2:自融合瘤之抗體純化］

事先將姥鮫烷(Pristane ; 2，6,10,14-四甲基十五烷

;0.5ml)腹腔內投予並飼育2週的8〜10週齡小鼠或裸
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鼠中，將實施例1所獲得的單株抗體產生融合瘤注射至腹 

腔內。再者，經10〜21日使融合瘤腹水癌化後，採取腹水 

。將獲得的腹水離心分離而去除固體成分後，以40~50% 

硫酸銨鹽析，進行辛酸沉澱法、DEAE-Sepharose管柱、 

Protein G-管柱所致的純化，收集IgG或IgM劃分，作爲純 

化單株抗體。

【0171】［實施例3:融合瘤產生的抗體之結合的抗原 

的鑑定］

針對實施例2所調製的融合瘤之產生的抗體之一的 

TINA1，進行抗原之鑑定。

【0172】 3-1）使用經生物素標示的細胞表面蛋白質之 

TINA1抗體的免疫沈降

回收5χ106個之NCI-H322細胞，並以PBS洗淨3次。 

以 0. lmg/ml之濃度將 EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin（PIERCE 

公司）懸浮於PBS。NCI-H322細胞於Biotin/PBS溶液中、 

室溫下旋轉30分鐘後，以100mM甘胺酸/PBS溶液（25ml） 

洗淨2次，之後，以PBS（25ml）洗淨3次。將洗淨後之細胞 

再懸浮於溶解緩衝液（150mM NaCl、50mM Tris-HCl 

pH7.6 ' 1%NP-4O +蛋白酶抑制劑、完全無EDTA（Roche 

公司）1粒/5 0ml ; 2ml）中，於4°C處理30分鐘。將Protein G 

Sepharose（Protein G Sepharose 4 Fast Flow（GE 

Healthcare公司））之緩衝液置換爲溶解緩衝液而獲得的 

Protein G Sepharose/溶解緩衝液（50%漿液；30μ1）添加至 

細胞溶解液中，於4°C旋轉1小時後，於4°C離心5分鐘， 

並回收上清液。於此上清液中添加TINA1抗體（3μδ），並
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於4°C旋轉1小時後，添加Protein G S epharose/溶解緩衝 

液（50%漿液；60μ1），並於4°C旋轉2小時。以溶解緩衝液 

（1 ml）將 Protein G Sepharose洗淨 6次後，再懸浮於 1><SDS 

樣品緩衝液/5% 2-ME（2-毓基乙醇）緩衝液（62.5mM 

Tris-HCl（25 °C 、pH6.8）、2%（w/v）SDS、10% 甘油及 

0.01%（w/v）酚紅）。於100°C處理懸浮液5分鐘後，回收溶 

液，作爲SDS-PAGE（聚丙烯醯胺膠體電泳）用之樣品。

【0173】 3-2）SDS-PAGE及西方墨漬法 

將3-1）調製的SDS-PAGE樣品，使用Ready Gels J

5-20%（BioRad公司），以 20mA 泳動後，以 O.lmA/cm2 自膠 

體向膜印漬。膜以 PBS-T（PBS（-）-0.05% Tween20）洗淨 5 

分鐘後，進行1小時阻斷。膜以PBS-T作5分鐘洗淨3次後 

，使與辣根氫氧化酶標示之鏈酶親和素結合物  

（Streptavidin-horseradish peroxidase

conjugate）（Amersham公司；以 PBS-T稀釋 2000倍來使用） 

反應1小時。膜以PBS-T，10分鐘洗淨4次後，使用ECL西 

方氏墨漬偵測試劑（Amersham公司）及Hyperfilm 

ECL（Amersham公司）而檢測目的的帶（band）。依據實施例 

3-1）之順序，將經生物素標示的NCI-H322細胞，已經質 

量分析而確認抗原爲TROP2的KCI7A3抗體及TINA1抗體 

以免疫沈降而獲得的免疫沈降物，分別於未添加DTT或 

添加DTT下藉由SDS-PAGE及西方墨漬法而解析。使用 

KCI7A3抗體及TINA1抗體任一者的情形，未添加DTT者 

檢測出分子量46kDa之帶，添加DTT的樣品檢測出分子量 

37kDa之帶。
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【0174】 3-3）FACS解析

因由帶的樣式可預測TINA1抗體之抗原爲TROP2， 

未進行質量分析下，進行cDNA之基因導入所致的強制表 

現解析。FACS解析之結果，於人類TROP2表現CHOK1細 

胞，因TINA1抗體顯示強陽性反應，顯示TINA1抗體之抗 

原爲TROP2。又，使用肺癌細胞株PC14、肺癌細胞株 

NCI-H322、肺癌細胞株NCI-H2122、肺癌細胞株LCAM1 

、肺癌細胞株LC2/ad、胰癌細胞株MIAPaCa2、胰癌細胞

φ 株PK-1、前列腺癌細胞株PC3、大腸癌細胞株HCT116、 

黑色素瘤細胞株A375、卵巢癌細胞株SKOV3、造血系統 

腫瘤細胞株RPMI8226、造血系統腫瘤細胞株K562 ' 

PBMC（人類末梢血液單核細胞）及人類血小板而進行相 

同的FACS解析。調査的肺癌細胞株係任一者皆爲TROP2 

陽性，肺癌以外之細胞株中PC3、PK1、SKOV3爲陽性。 

另一方面，正常血液細胞係任一者皆爲陰性。

【0175】［實施例4 :抗體內在化活性之測定］ 

φ 4-1）抗體內在化活性評價系統

以抗體之內在化及免疫毒素活性之測定爲目的而製 

作重組複合蛋白質DT3C。此DT3C係兼具白喉毒素（DT） 

之觸媒區與Protein G之抗體結合區3個的蛋白質。DT3C 

係與抗體之Fc部分特異性結合而安定、併入細胞內時藉 

由抑制蛋白質合成而誘導細胞死亡。使用此系統時，可 

同時觀察抗體之內在化與免疫毒素所致的殺細胞效果 

（Yamaguchi, M., Hamada, H., et al., Biochemical and 

Biophysical Research Communications 454 （2014）
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600-603)。

【0176 】4-2)DT3C所致的內在化以及免疫毒素活性之

評價

於96孔盤中添加4pg/mL之DT3C(2 5pL)，再添加實施 

例1或依據其之方法所取得的1 1種融合瘤之培養上清液 

(25gL)，並於室溫培育30分鐘。又，預先確認產生TINA 1 

抗體之融合瘤以外之融合瘤所產生的抗體之辨識抗原係 

CD9 ' CD46、CD55、CD59、CD71、CD73、CD 147、CD276 

、EpCAM、或 EGFR。接種 2 χ 1 04 個/mL(20% Low IgG FBS 

加RPMI1 640培養基)之NCI-H322細胞(50gL)，於室溫培 

育30分鐘後，於37°C CO2培育箱培養3日。培養後去除 

上清液，添加 10%WST-10%FBS-RPMI1640(100pL)，並於 

37°C CO2培養箱內培育1小時，活細胞數以微量盤讀取 

機(OD4 5 0-OD64。、infinite200、Tecan股份有限公司)測定 

。評價的融合瘤細胞之培養上清液中，認爲抗CD59、CD71 

、EGFR、EpCAM、及TR0P2的抗體爲強內在化以及免疫 

毒素活性(第10圖)。

【0177】4-3*CD59、CD71、EGFR、EpCAM、及 TR0P2 

的抗體之內在化以及免疫毒素活性之相異

於 96 孔盤中添加 DT3C(0、0.004、0.04、0.4、4、 

4(^g/mL)稀釋溶液(25μΕ) ＞並添加各抗體(40gg/mL ； 

25gL)，於室溫培育30分鐘。再者，接種2χ104個/mL(添 

加 20%LowIgGFBS 之 RPMI1 640 培養基)之 NCI-H322 細胞 

(50μΜ，於室溫培育30分鐘後，於37°C CO2培養箱中培 

養3日。培養後去除上清液，添加加有10%WST-l之

PD1141709(3) 120



1633893

10%FBS-RPMI1640（100pL），於 37 °C C02培養箱內培育 1 

小時，活細胞數以平盤讀取機（OD45e〜OD64Q）測定。評價 

的抗體之中，抗TR0P2的抗體TINA1之內在化以及免疫 

毒素活性最強（第11圖）。

【0178】 4-4）抗TROP2抗體之各株中的內在化以及免 

疫毒素活性之相異

針對實施例1或依據其所取得的TINA1 （免疫原：肺癌 

株NCI-H322）、KCL7A3、及KCL2D6（免疫原：胰臓癌株 

KCL-MOH1）、？1'1£11及？01110（免疫原：前列腺癌株Pc-1） 

、NY16及NY17（免疫原：胰臓癌株PK-1）以及市售之 

77220（R& D System）之各抗TROP2抗體之內在化以及免 

疫毒素活性，與實施例4-3）同樣地評價。其結果，8種抗 

TROP2抗體之中，TINA1抗體具有最強活性（第12圖）。

【0179】［實施例5 :編碼TINA 1抗體基因之可變區的 

cDNA之核苷酸序列之決定及嵌合TINA 1 （以下cTINAl） 

抗體之製作］

5-1）編碼TINA 1抗體基因之可變區的cDNA之核苷酸 

序列之決定

5-1-1）由產生丁川八1抗體的融合瘤之mRNA之調製

爲了增幅含TINA1抗體之可變區的cDNA，由產生 

TINA1抗體之融合瘤，使用mRNA單離套組（Roche 

applied science公司）而調製 mRNA。

【0180】 5-l-2）cDNA（5,-RACE-Ready cDNA）之合成 

cDNA（55-RACE-Ready cDNA）之合成係使用實施例

5-1-1）所調製的 mRNA（lOOng）及 SMARTer RACE cDNA 增
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幅套組（CLONTECH公司）來實施。

【0181】 5-1-3）藉由5’-RACE PCR之含TINA 1抗體之

重鏈可變區的cDNA之增幅及序列之決定

作爲重鏈基因之可變區之cDNA以PCR增幅用之引

子，使用 UPM（Universal Primer A Mix :附屬於 SMARTer 

RACE cDNA 增 幅 套 組）、及 具 有 

5’-AGAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAGG-3’（序歹［J 

識別號33 :引子mG2aVR2）之序列的寡核苷酸。UPM係 

使用附屬於SMARTer RACE cDNA增幅套組（CLONTECH 

公司）者，mG2aVR2係由資料庫之小鼠重鏈（IgG2a）之恆 

定區之序列而設計。

藉由此引子之組合、及以實施例5-1-2）合成的 

cDNA（5’-RACE-Ready cDNA）作爲模板的 5 ’-RACE PCR 

，將含TINA1抗體之重鏈之可變區的cDNA增幅。PCR係 

使用KOD-plus（TOYOBO公司）作爲聚合酶，依據 

SMARTer RACE cDNA增幅套組（CLONTECH公司）之手 

冊，以遞減PCR（touchdown PCR）程式來實施。

將含以5’-RACE PCR增幅的重鏈之可變區的cDNA 

，使用MinElute PCR純化套組（QIAGEN公司）純化後，使 

用 Zero Blunt TOP0 PCR Cloning Kit（Invitrogen公司）作 

選殖，實施含經選殖的重鏈之可變區的cDNA之核苷酸序 

列的定序解析。作爲定序引子，使用自資料庫的小鼠重 

鏈之恆定區的序列所設計的上述引子 mG2aVR2、及 

NUP（Nested Universal Primer A :附屬於 SMARTer RACE 

cDNA增幅套組）。
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定序解析係使用基因序列解析裝置（「ABI PRISM 

3 7 0 0 DNA Analyzer」或「Applied Biosystems 3 7 3 0x1 

Analyzer」、Applied Biosystems公司）來實施，定序反應 

係使用 Gene Amp 9700（Applied Biosystems公司）。

將編碼經決定的TINA1抗體之重鏈之可變區的 

cDNA的核苷酸序列示於序列表之序列識別號1，胺基酸 

序列示於序列識別號2。

【0182】 5-l-4）5’-RACE PCR所致之含TINA 1抗體之 

輕鏈可變區的cDNA之增幅及序列之決定

作爲TINA 1抗體之輕鏈基因之可變區的cDNA以PCR 

增幅用之引子，使用UPM（UniversalPrimerAMix:附屬 

於 SMARTer RACE cDNA增幅套組）及具有 

S’-AGTCCAACTGTTCAGGACGCCATTTTGTCG-r（序歹［J 

識別號34 :引子mKVR2）之序列的寡核苷酸。UPM係使 

用附屬於SMARTer RACE cDNA增幅套組（CLONTECH公 

司）者，mKVR2係由資料庫之小鼠輕鏈之恆定區的序列所 

設計。

藉由此引子之組合、及以實施例5-1-2）所合成的 

cDNA（5’-RACE-Ready cDNA）作爲模板的 5 ’-RACE PCR 

，將含TINA1抗體之輕鏈之可變區的cDNA增幅。PCR係 

使用KOD-plus-（TOYOBO公司）作爲聚合酶，依據 

SMARTer RACE cDNA增幅套組（CLONTECH公司）之手 

冊，以遞減PCR程式來實施。

將含以5’-RACE PCR增幅的輕鏈之可變區的cDNA 

，使用MinElute PCR增幅套組（QIAGEN公司）純化後，使
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用 Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit（Invitrogen公司）選 

殖，實施含經選殖的輕鏈之可變區的cDNA之核苷酸序列 

之定序解析。

作爲定序引子，使用由資料庫之小鼠輕鏈之恆定區 

的序列所設計的上述引子mKVR2及NUP。

定序解析及定序反應係使用上述裝置。

將編碼經決定的TINA1抗體之輕鏈之可變區的 

cDNA的核苷酸序列示於序列表之序列識別號3，胺基酸 

序列示於序列識別號4。

【0183】 5-2）cTINAl抗體之製作

5-2-1）嵌合及人類化抗體輕鏈表現載體PCMA-LK之

構築

將質體 pcDNA3.3-TOPO/LacZ（Invitrogen公司）以限 

制酶Xbal及Pmel消化所獲得的約5.4kb之片段、及含有編 

碼序列識別號5所示人類κ鏈分泌訊號及人類κ鏈恆定區 

的 DNA序歹IJ 的 DNA片段，使用 In-Fusion Advantage PCR 

選殖套組（CLONTECH公司）而結合，製作pcDNA3.3/LK

ο

pcDNA3.3/LK作爲模板，以下述引子組進行PCR，將 

獲得的約3.8kb之片段磷酸化後藉由自我連結而構築於 

CMV啓動子之下游具有訊息序列、選殖位、及人類κ鏈恆 

定區之嵌合及人類化抗體輕鏈表現載體pCMA-LK。

引子組

5’-tataccgtcgacctctagctagagcttggc-3 ’（序列識別號 35 

:引子 3.3-F1）
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5’-gctatggcagggcctgccgccccgacgttg-3’（序列識別號

36 :引子 3.3-R1）

【0184】 5-2-2）嵌合及人類化抗體IgGl型重鏈表現載 

體pCMA-Gl之構築

使用 In-Fusion Advantage P.CR選殖套組（CLONTECH 

公司）將pCMA-LK以Xbal及Pmel消化而去除κ鏈分泌訊號 

及人類κ鏈恆定區的DNA片段、及含有序列識別號6所示 

的編碼人類重鏈訊息序列及人類IgGl恆定區之胺基酸的 

φ DNA序列的DNA片段結合，構築於CMV啓動子之下游具 

有訊息序列、選殖位、人類IgGl重鏈恆定區的嵌合及人

類化抗體IgGl型重鏈表現載體PCMA-G1。

【0185】 5-2-3）cTINAl抗體重鏈表現載體之構築 

將實施例5-1-3）所獲得的含TINA 1抗體之重鏈之可

變區的cDNA作爲模板，以KOD-Plus-（TOYOBO公司）及下 

述引子組增幅含有編碼重鏈之可變區的cDNA的DNA片 

段，使用In-Fusion HD PCR選殖套組（CLONTECH公司） 

φ ，藉由插入於將嵌合及人類化IgGl型重鏈表現載體 

pCMA-Gl以限制酶BlpI切斷處，構築cTIN A 1抗體重鏈表

現載體。將獲得的表現載體命名「pCMA-Gl/cTINAl」 

。將cTINAl抗體重鏈之核苷酸序列示於序列識別號7， 

胺基酸序列示於序列識別號8。序列識別號7之核苷酸序 

列及序列識別號8之肢基酸序列亦記載於第1圖。

cTINAl抗體重鏈用引子組

55-CCAGATGGGTGCTGAGCCAGATCCAGTTGGTG

CAGTCTGGACCTGAG-3’（序歹IJ 識別號 37 :弓| 子 TINA1H
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-F）

55-CTTGGTGGAGGCTGAGCTGACGGTGACCGCGG 

TCCCTGCGCCCCAGAC-3’（序歹！］識別號 38 :弓丨子 TINA1 

H-R）

【0186】 5-2-4）cTINAl抗體輕鏈表現載體之構築 

將實施例5 -1 -4）所獲得的含TINA 1抗體之輕鏈之可

變區的cDNA作爲模板，以KOD-Plus-（TOYOBO公司）及下 

述之引子組，增幅含編碼輕鏈之可變區的cDNA的DAN片 

段，使用In-Fusion HD PCR選殖套組（CLONTECH公司） 

，經由插入於將嵌合及人類化抗體輕鏈表現汎用載體pC 

ΜΑ-LK以限制酶BsiWI切斷處，構築cTINAl抗體之輕鏈 

表現載體。將獲得的表現載體命名爲「pCMA-LK/cTINA 

1」。cTINAl抗體之輕鏈之核苷酸序列示於序列表之序 

列識別號9，胺基酸序列示於序列識別號1 0。序列識別號 

9之核苷酸序列及序列識別號1 0之胺基酸序列亦記載於 

第2圖。

cTINAl抗體輕鏈用引子組

5’-ATCTCCGGCGCGTACGGCGACATTGTGATGAC 

CCAGTCTCACAAATTC-3’（序歹［J 識另!J 號 39 :弓丨子 TINA1 

L-F）

5’-GGAGGGGGCGGCCACAGCCCGTTTCAGCTCCA 

GCTTGGTCCCAGC-3’（序歹!J 識別號 40 :弓| 子 TINA1L-R）

【0187】 5-2-5）cTINAl抗體之小規模生產

FreeStyle 293F細胞（Invitrogen公司）係依據手冊， 

而實施繼代、培養。
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將對數增殖期之1X107個之Freestyle 293F細胞 

（Invitrogen公司），以 FreeStyle293 表現媒體（Invitrogen 公 

司）稀釋成9.6mL後，接種於30mL Square Storage 

Bottle（Nalgene公司），於 37°C、8%CO2培養箱內，以 90rpm 

震盪培養一小時。將聚伸乙亞胺（Polyscience # 24765 

:30pg）溶解於 Opti-Pro SFM（Invitrogen公司；200pL）， 

接著，將使用PureLink HiPure質體套組（Invitrogen公司） 

而調製的輕鏈表現載體（6gg）及重鏈表現載體（4pg）添加 

於 Opti-Pro SFM（Invitrogen公司；200pL）。於聚伸乙亞胺 

/Opti-Pro SFM混合液（200gL）中，添加表現載體/Opti-Pro 

SFM混合液（20（^L）並緩緩攪拌，再放置5分鐘後，添加 

於 Freestyle 2 93F細胞。於 37°C、8%（3 02培養箱，以 90rpm 

震盪培養7日而獲得的培養上清液，以Minisart-Plus過濾 

器（Sartorius公司）過濾而作爲評價用之樣品。

將由 pCMA-Gl/cTINAl 與 pCMA-LK/cTINA 1 之組合 

而取得的人類嵌合TINA1抗體命名爲「cTINAl抗體」。

【0188】［實施例6:小鼠抗TROP2單株抗體之人類化 

抗體之設計］

6-1 ）TINA 1之人類化變型之設計

6-1-1）ΤΙΝΑ1之可變區之分子模擬（molecular 

modeling）

TINA1之可變區之分子模擬係藉由作爲同源性模擬 

（homology modeling）之周知方法（Methods in 

Enzymology，203，1 2 1 - 1 53（1 99 1 ））而實行。將於蛋白質 

資料庫（Protein Data Bank）（Nuc. Acid Res.35 ，
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D3 01-D3 03(2007))註冊的人類免疫球蛋白之可變區之1 

次序列(由X射線結晶結構衍生的三維結構係可能取得的 

)，與事先決定的TINA 1之可變區作比較。結果，1ZEA係 

相對於TIN A 1之重鏈之可變區，於同樣地框架區中有缺 

損的抗體之中，以具有最高序列同源性而被選擇。又， 

3IU4係相對於TINA1之輕鏈之可變區，以具有最高序列 

同源性被選擇。框架區之三維結構係可藉由組合對應 

TINA1之重鏈及輕鏈的1ZEA及3IU4之座標而獲得「框架 

模型(framework model)」而被製作。其次，於各自之CDR 

之代表的構形被倂入框架模式。

最後，於能量的觀點，爲了獲得有TINA1之可變區 

的可能性的分子模式，進行用以除去不利原子間接觸的 

能量計算。上述順序使用市售之蛋白質立體結構解析程 

式 Discovery Studio(Accelrys，Inc.)來進行。

【0189】 6-1-2)抗人類化TINA1的胺基酸序列之設計 

人類化TINA1抗體之構築藉由作爲CDR接枝

(Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86，10029-10033(1989))之周知 

方法而進行。受體抗體(acceptor antiboby)係基於框架區 

內之胺基酸同源性而被選擇。將TINA1之框架區之序列 

與抗體之胺基酸序列之Kabat資料庫(Nuc.Acid Res.29， 

205-206(200 1 ))全部的人類框架作比較，結果，HuPRlA3 

抗體起因於框架區之74%之序列同源性，被選擇作爲受 

體(acceptor)。使於HuPR 1 A3之框架區之胺基酸殘基，與 

TINA1之胺基酸殘基並列，鑑定相異胺基酸被使用的位 

置。此等之殘基的位置係基於使用以上所構築的TINA1
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之三維模型而被分析，而且接受者上應被接枝的供體殘 

基係藉由 Queen 等人（Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86， 

10029-1 0033（ 1 989））所給予的基準而被選擇。藉由將被選 

擇的幾個供體殘基移入受體抗體，如以下實施例記載的 

方式構築人類化TINA1序列。

【0190】 6-2）ΤΙΝΑ1重鏈之人類化

6-2-l）hTINAl-Hl型重鏈：

將伴隨序列表之序列識別號8所示的TIN A 1重鏈之 

φ 胺基酸編號21（異白胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號28（ 

脯胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號30（白胺酸）取代爲纈 

胺酸、胺基酸編號35（麩胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編 

號36（蘇胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號38（精胺酸）取代 

爲離胺酸、胺基酸編號39（異白胺酸）取代爲纈肢酸、胺 

基酸編號57（麩醯胺酸）取代爲精胺酸、胺基酸編號58（離 

胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號59（甲硫胺酸）取代爲 

丙胺酸、胺基酸編號62（離胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基 

酸編號65（離胺酸）取代爲麩胺酸、胺基酸編號67（異白胺 

酸）取代爲甲硫胺酸、胺基酸編號87（苯丙胺酸）取代爲纈 

胺酸、胺基酸編號88（丙胺酸）取代爲蘇胺酸、胺基酸編 

號89（苯丙胺酸）取代爲異白胺酸、胺基酸編號91（白胺酸） 

取代爲丙胺酸、胺基酸編號92（麩胺酸）取代爲天冬胺酸 

、胺基酸編號95（丙胺酸）取代爲蘇胺酸、胺基酸編號102（ 

異白胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號104（天冬醯胺酸） 

取代爲絲胺酸、胺基酸編號107（天冬醯胺酸）取代爲絲胺 

酸、胺基酸編號111（蘇胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號
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11 2（蘇胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號114（苯丙胺酸） 

取代爲酪胺酸、胺基酸編號132（丙胺酸）取代爲麩醯胺酸 

、胺基酸編號135（丙胺酸）取代爲白胺酸的經設計的人類 

化TINA 1重鏈，命名爲「hTINAl-Hl型重鏈」。

hTINA 1 -Hl型重鏈之胺基酸序列係記載於序列表之 

序列識別號1 2。由序列識別號1 2之胺基酸序列之第1至1 9 

號之胺基殘基所構成的序列、第20至140號之胺基酸殘基 

所構成的序列、第141至470號之胺基酸殘基所構成的序 

列係各自相當於訊息序列、重鏈可變區、重鏈恆定區。 

編碼序列識別號12之胺基酸序列的核苷酸序列係記載於 

序列表之序列識別號1 1。序列識別號Π之核苷酸序列之 

第1至57號之核苷酸所構成的序列、第58至420號之核苷 

酸所構成的序列、第421至14 10號之核苷酸所構成的序列 

係各自爲編碼訊息序列、重鏈可變區序列、重鏈恆定區 

序列。序列識別號11之核苷酸序列及序列識別號12之胺 

基酸序列亦記載於第3圖。

【0191】 6-2-2）hTINAl-H2型重鏈：

將伴隨序列表之序列識別號8所示的TINA1重鏈之

胺基酸編號2 1 （異白胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號28（ 

脯胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號30（白胺酸）取代爲纈 

胺酸、胺基酸編號35（麩胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編 

號36（蘇胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號38（精胺酸）取代 

爲離胺酸、胺基酸編號39（異白胺酸）取代爲纈胺酸、胺 

基酸編號57（麩醢胺酸）取代爲精胺酸、胺基酸編號58（離 

胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號59（甲硫胺酸）取代爲
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丙胺酸、胺基酸編號62（離胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基 

酸編號65（離胺酸）取代爲麩胺酸、胺基酸編號67（異白胺 

酸）取代爲甲硫胺酸、胺基酸編號87（苯丙胺酸）取代爲纈 

胺酸、胺基酸編號88（丙胺酸）取代爲蘇胺酸、胺基酸編 

號89（苯丙胺酸）取代爲異白胺酸、胺基酸編號92（麩胺酸） 

取代爲天冬胺酸、胺基酸編號95（丙胺酸）取代爲蘇胺酸 

、胺基酸編號102（異白胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號 

104（天冬醯胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號107（天冬醯 

胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號11 1（蘇胺酸）取代爲丙胺 

酸、胺基酸編號Π2（蘇胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號 

114（苯丙胺酸）取代爲酪胺酸、胺基酸編號132（丙胺酸） 

取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號135（丙胺酸）取代爲白胺酸 

所設計的人類化TINA1重鏈，命名爲「hTINAl-H2型重鏈

J 0

hTINAl -H2型重鏈之胺基酸序列係記載於序列表之 

序列識別號14。序列識別號14之胺基酸序列之第1至19 

號之胺基殘基所構成的序列、第20至140號之肢基酸殘基 

所構成的序列、第141至470號之胺基酸殘基所構成的序 

列係各自相當於訊息序列、重鏈可變區、重鏈恆定區。 

編碼序列識別號Μ之胺基酸序列的核苷酸序列係記載於 

序列表之序列識別號13。序列識別號13之核苷酸序列之 

第1至57號之核苷酸所構成的序列、第58至420號之核苷 

酸所構成的序列、第421至14 10號之核苷酸所構成的序列 

係各自編碼訊息序列、重鏈可變區序列、重鏈恆定區序 

列。序列識別號1 3之核苷酸序列及序列識別號14之胺基
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酸序列亦記載於第4圖。

【0192】 6-2-3）hTINAl-H3型重鏈：

將伴隨序列表之序列識別號8所示的TINA1重鏈之

胺基酸編號28（脯胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號30（白 

胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號36（蘇胺酸）取代爲絲胺 

酸、胺基酸編號38（精胺酸）取代爲離胺酸、胺基酸編號 

39（異白胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號58（離胺酸）取代 

爲麩醯胺酸、胺基酸編號65（離胺酸）取代爲麩胺酸、胺 

基酸編號67（異白胺酸）取代爲甲硫胺酸、胺基酸編號87（ 

苯丙胺酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號88（丙胺酸）取代爲 

蘇胺酸、胺基酸編號92（麩胺酸）取代爲天冬胺酸、胺基 

酸編號95（丙胺酸）取代爲蘇胺酸、胺基酸編號102（異白胺 

酸）取代爲白胺酸、肢基酸編號1 04（天冬醯胺酸）取代爲絲 

胺酸、胺基酸編號1 07（天冬醯胺酸）取代爲絲胺酸、胺基 

酸編號11 1（蘇胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號112（蘇胺 

酸）取代爲纈胺酸、胺基酸編號Π 4（苯丙胺酸）取代爲酪胺 

酸、胺基酸編號132（丙胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編 

號13 5（丙胺酸）取代爲白胺酸的設計的人類化TINA1重鏈 

，命名爲「hTINAl-H3型重鏈」。

hTINAl -H3型重鏈之胺基酸序列係記載於序列表之 

序列識別號16。序列識別號16之胺基酸序列之第1至19 

號之胺基殘基所構成的序列、第20至1 40號之胺基酸殘基 

所構成的序列、第141至470號之胺基酸殘基所構成的序 

列係各自相當於訊息序列、重鏈可變區、重鏈恆定區。 

編碼序列識別號1 6之胺基酸序列的核苷酸序列係記載於
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序列表之序列識別號15。序列識別號15之核苷酸序列之 

第1至57號之核苷酸所構成的序列、第58至420號之核苷 

酸所構成的序列、第421至1410號之核苷酸所構成的序列 

係各自編碼訊息序列、重鏈可變區序列、重鏈恆定區序 

列。序列識別號15之核苷酸序列及序列識別號16之胺基 

酸序列亦記載於第5圖。

【0193】 6-3）ΤΙΝΑ1輕鏈之人類化

6-3-l）hTINAl-Ll 型輕鏈：

將伴隨序列表之序列識別號1 0所示的TINA 1輕鏈之 

胺基酸編號23（纈胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號28（ 

組胺酸）取代爲脯胺酸、胺基酸編號29（離胺酸）取代爲絲 

胺酸、胺基酸編號30（苯丙胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸 

編號3 1（甲硫胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號33（蘇胺酸） 

取代爲丙胺酸、胺基酸編號40（絲胺酸）取代爲蘇胺酸、 

胺基酸編號62（麩醯胺酸）取代爲離胺酸、胺基酸編號63（ 

絲胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號80（天冬胺酸）取代爲 

絲胺酸、胺基酸編號83（蘇胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸 

編號90（丙胺酸）取代爲天冬胺酸、胺基酸編號93（苯丙胺 

酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號98（纈肢酸）取代爲白胺酸 

、胺基酸編號100（丙胺酸）取代爲脯胺酸、胺基酸編號103（ 

白胺酸）取代爲苯丙胺酸、胺基酸編號120（丙胺酸）取代爲 

麩醯胺酸、胺基酸編號1 26（白胺酸）取代爲異白胺酸、胺 

基酸編號129（丙胺酸）取代爲蘇胺酸的設計的人類化 

TINA1輕鏈，命名爲「hTINAl-Ll型輕鏈」。

hTINAl -L1型輕鏈之胺基酸序列係記載於序列表之
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序列識別號1 8。序列識別號1 8之胺基酸序列之第1至20 

號之胺基殘基所構成的序列、第2 1至1 29號之胺基酸殘基 

所構成的序列、第130至234號之胺基酸殘基所構成的序 

列係各自相當於訊息序列、輕鏈可變區、輕鏈恆定區。 

編碼序列識別號1 8之胺基酸序列的核苷酸序列係記載於 

序列表之序列識別號17。序列識別號17之核苷酸序列之 

第1至60號之核苷酸所構成的序列、第61至387號之核苷 

酸所構成的序列、第3 8 8至702號之核苷酸所構成的序列 

係各自編碼訊息序列、輕鏈可變區序列、輕鏈恆定區序 

列。序列識別號17之核苷酸序列及序列識別號18之胺基 

酸序列亦記載於第6圖。

【0194】 6-3-2）hTINAl-L2型輕鏈：

將伴隨序列表之序列識別號1 0所示的TINA 1輕鏈之

胺基酸編號28（組胺酸）取代爲脯胺酸、胺基酸編號29（離 

胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號30（苯丙胺酸）取代爲絲 

胺酸、胺基酸編號3 1 （甲硫胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸 

編號33（蘇胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號40（絲胺酸） 

取代爲蘇胺酸、胺基酸編號62（麩醯胺酸）取代爲離胺酸 

、胺基酸編號63（絲胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號80（ 

天冬胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號83（蘇胺酸）取代爲 

絲胺酸、胺基酸編號90（丙胺酸）取代爲天冬胺酸、胺基 

酸編號93（苯丙胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號98（纈胺 

酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號100（丙胺酸）取代爲脯胺酸 

、胺基酸編號103（白胺酸）取代爲苯丙胺酸、胺基酸編號 

120（丙胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號126（白胺酸）
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取代爲異白胺酸、肢基酸編號1 29（丙胺酸）取代爲蘇胺酸 

所設計的人類化TINA 1輕鏈，命名爲「hTINAl-L2型輕鏈

J °

hTINAl-L2型輕鏈之胺基酸序列記載於序列表之序 

列識別號20。序列識別號20之胺基酸序列之第1至20號之 

胺基殘基所構成的序列、第21至129號之胺基酸殘基所構 

成的序列、第130至234號之胺基酸殘基所構成的序列係 

各自相當於訊息序列、輕鏈可變區、輕鏈恆定區。編碼 

序列識別號20之胺基酸序列的核苷酸序列記載於序列表 

之序列識別號1 9。序列識別號1 9之核苷酸序列之第1至60 

號之核苷酸所構成的序列、第61至3 87號之核苷酸所構成 

的序列、第388至702號之核苷酸所構成的序列係各自編 

碼訊息序列、輕鏈可變區序列、輕鏈恆定區序列。序列 

識別號1 9之核苷酸序列及序列識別號20之胺基酸序列亦 

記載於第7圖。

【0195】 6-3-3）hTINAl-L3型輕鏈：

將伴隨序列表之序列識別號1 0所示的TINA 1輕鏈之

胺基酸編號28（組胺酸）取代爲脯胺酸、胺基酸編號29（離 

胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號30（苯丙胺酸）取代爲絲 

胺酸、肢基酸編號3 1 （甲硫胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸 

編號33（蘇胺酸）取代爲丙胺酸、胺基酸編號40（絲胺酸） 

取代爲蘇胺酸、胺基酸編號62（麩醯胺酸）取代爲離胺酸 

、胺基酸編號63（絲胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號 

80（天冬胺酸）取代爲絲胺酸、胺基酸編號83（蘇胺酸）取代 

爲絲胺酸、胺基酸編號90（丙胺酸）取代爲天冬胺酸、胺
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基酸編號93（苯丙胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號98（纈 

胺酸）取代爲白胺酸、胺基酸編號100（丙胺酸）取代爲脯胺 

酸、胺基酸編號103（白胺酸）取代爲苯丙胺酸、胺基酸編 

號120（丙胺酸）取代爲麩醯胺酸、胺基酸編號126（白胺酸） 

取代爲異白胺酸、胺基酸編號1 29（丙胺酸）取代爲蘇胺酸 

所設計的人類化TINA1輕鏈，命名爲「hTINAl-L3型輕鏈

j 0

hTINAl-L3型輕鏈之胺基酸序列係記載於序列表之 

序列識別號22。序列識別號22之胺基酸序列之第1至20 

號之胺基殘基所構成的序列、第2 1至1 29號之胺基酸殘基 

所構成的序列、第130至234號之胺基酸殘基所構成的序 

列係各自相當於訊息序列、輕鏈可變區、輕鏈恆定區。 

編碼序列識別號22之胺基酸序列的核苷酸序列記載於序 

列表之序列識別號2 1。序列識別號2 1之核苷酸序列之第1 

至60號之核苷酸所構成的序列、第61至3 87號之核苷酸所 

構成的序列、第3 88至702號之核苷酸所構成的序列係各 

自編碼訊息序列、輕鏈可變區序列、輕鏈恆定區序列。 

序列識別號2 1之核苷酸序列及序列識別號22之胺基酸序 

列亦記載於第8圖。

【0196】［實施例7 : hTINAl抗體表現載體之構築及抗 

體之生產］

7-l）hTINA 1之重鏈表現載體之構築

7-l-l）hTINAl-Hl表現載體之構築

合成包含序列表之序列識別號Η所示的hTINAl-Hl 

之核苷酸序列之核苷酸編號36至437所示的編碼
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hTINAl-Hl之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART 

公司，人工基因合成服務）。將合成的DNA片段作爲模板 

，以KOD-Plus-（TOYOBO公司）及下述之引子組，增幅含 

編碼hTINAl-Hl之可變區的DNA序列的DNA片段，藉由 

使用In-Fusion HD PCR選殖套組（CLONTECH公司），插入 

於嵌合及人類化抗體IgGl型重鏈表現載體pCMA-G 1以限 

制酶BlpI切斷處，而構築hTINAl-Hl表現載體。將獲得的 

表現載體命名爲「pCMA-Gl/hTINAl-Hl」。

引子組

5’-agctcccagatgggtgctgagc-3’（序列識別號 41 :引子 

EG-Inf-F）

5’-gggcccttggtggaggctgagc-3 ’（序列識別號 42 :引子 

EGl-Inf-R）

【0197】 7-l-2）hTINAl-H2表現載體之構築 

合成含序列表之序列識別號1 3所示的hTINAl -H2之

核苷酸序列之核苷酸編號36至437所示的編碼 

hTINAl-H2之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART 

公司，人工基因合成服務），以與實施例7-1-1）同樣的方 

法構築hTINAl-H2表現載體。將獲得的表現載體命名爲 

「pCMA-Gl/hTINAl-H2」。

【0198】 7-l-3）hTINAl-H3表現載體之構築 

合成含序列表之序列識別號1 5所示的hTINAl -H3之

核苷酸序列之核苷酸編號36至437所示的編碼 

hTINAl-H3之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART 

公司，人工基因合成服務），以與實施例7-1-1）同樣之方
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法而構築hTINAl-H3表現載體。將獲得的表現載體命名 

爲「pCMA-Gl/hTINAl-H3」。

【0199】 7-2）hTINAl之輕鏈表現載體之構築

7-2-l）hTINAl-Ll表現載體之構築

合成含序列表之序列識別號1 7所示的hTINA 1-L 1之

核苷酸序列之核苷酸編號38至402所示的編碼 

hTINAl-Ll之可變區的DNA序列的DNA片段（GENE ART 

公司，人工基因合成服務）。以合成的DNA片段作爲模板 

，以KOD-Plus-（TOYOB◦公司）及下述之引子組，增幅含 

編碼hTINAl-Ll之可變區的DNA序列的DNA片段，藉由 

使用In-Fusion HD PCR選殖套組（CLONTECH公司），插入 

於將嵌合及人類化抗體輕鏈表現載體pCMA-LK以限制 

酶BsiWI切斷處，而構築hTINAl-Ll表現載體。將獲得的 

表現載體命名爲「pCMA-LK/hTINAl-Ll」。

引子組

5’-ctgtggatctccggcgcgtacggc-3’（序列識別號43:引子 

CM-LKF）

5’-ggagggggcggccaccgtacg-3 ’（序列識別號 44 :引子 

KCL-Inf-R）

【0200】 7-2-2）hTINAl-L2表現載體之構築 

合成含序列表之序列識別號1 9所示的hTINA 1-L2之

核苷酸序列之核苷酸編號38至402所示的編碼 

hTINAl-L2之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART 

公司，人工基因合成服務），以與實施例7-2-1）同樣之方 

法，構築hTINAl-L2表現載體。將獲得的表現載體命名
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爲「pCMA-LK/hTINAl-L2」。

【020 1 】 7-2-3）hTINAl-L3表現載體之構築 

合成含序列表之序列識別號2 1所示的hTINA 1-L3之

核苷酸序列之核苷酸編號38至402所示的編碼 

hTINA 1-L3之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART 

公司，人工基因合成服務），藉由以與實施例7-2-1）同樣 

之方法，構築hTINAl-L3表現載體。將獲得的表現載體 

命名爲「pCMA-LK/hTINAl-L3」，

【0202】 7-3）hTINAl抗體之生產及純化 

7-3-1 ）hTINA 1抗體之小規模生產 

以與實施例5-2-5）同樣的方法所生產。

將藉由 pCMA-Gl/hTINAl-Hl與pCMA-LK/hTINAl-L

1之組合而取得的hTINA 1抗體命名爲「hTINAl-HILl」 

，將藉由卩€1^人-01/111'1\人1-112與？€]\4人-1^1€/111'1\人1-1.1 

之組合而取得的hTINAl抗體命名爲「hTINAl-H2Ll」， 

將藉由 pCMA-Gl/hTINAl-H2與pCMA-LK/hTINAl-L2之 

組合而取得的hTINAl抗體命名爲「hTINAl-H2L2」，及 

將藉由 pCMA-Gl/hTINAl-H3與pCMA-LK/hTINAl-L3之 

組合而取得的hTINAl抗體命名爲「hTINAl-H3L3」。

【0203 】 7-3-2）hTINAl抗體之生產

hTINAl-HILl、hTINAl-H2Ll、hTINAl-H2L2、及 h

TINA1-H3L3以下列方法生產。

FreeStyle 293F細胞（Invitrogen公司）係依據手冊而

實施繼代、培養。將對數增殖期之1.2X109個之FreeStyle 

293F 細胞（Invitrogen 公司）接種於 3L Fernbach
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Erlenmeyer Flask（CORNING公司），以 FreeStyIe293表現 

媒體（Invitrogen公司）稀釋而調製爲1.0 x 1 06細胞/ml後， 

於37°C、8%CO2培養箱內，以90rpm震盪培養一小時。將 

聚伸乙亞胺（Polyscience # 24765 ; 3.6mg）溶解於 

Opti-Pro SFM（Invitrogen 公司；20ml），其次，使用 

PureLink HiPure質體套組（Invitrogen公司）而將調製的輕 

鏈表現載體（0.8mg）及重鏈表現載體（0.4mg）添力［］於 

Opti-Pro SFM（Invitrogen公司；20ml）。於聚伸乙亞胺 

/Opti-Pro SFM混合液（20ml）中，添加表現載體/Opti-Pro 

SFM混合液（20ml）而緩緩攪拌，再放置5分鐘後，添加於 

Freestyle 293F細胞。於 37°C、8%CO2培養箱，以 90rpm

震盪培養7日，將獲得的培養上清液以拋棄式膠囊過濾器 

（ADVANTEC # CCS-045-E1H）過濾。

【0204】 7-3-3）hTINAl抗體之純化

將來自上述7-3-2）所獲得的培養上清液的抗體，以

rProteinA親和性層析（4-6°C ）及陶瓷氫氧磷灰石（室溫）之 

2階段步驟純化。rProteinA親和性層析純化後及陶瓷氫氧 

磷灰石純化後之緩衝液取代步驟係於4-6°C下實施。最初 

，培養上清液施用於經PBS平衡化的MabSelectSuRe（GE 

Healthcare Bioscience公司製、HiTrap管柱）。培養上清液 

全部置入管柱後，以管柱容量2倍以上之PBS將管柱洗淨 

。其次，以2M精胺酸鹽酸鹽溶液（pH4.0）溶出，收集含有 

抗體的劃分。其劃分藉由透析（Thermo Scientific公司， 

Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette）取代爲 PBS後，將以 5mM 

磷酸鈉/50mM MES/pH7.0之緩衝液作5倍稀釋的抗體溶
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液，施用於經 5mM NaPi/50mM MES/30mM NaCl/pH7.0之 

緩衝液平衡化的陶瓷氫氧磷灰石管柱（日本Bio-Rad、 

Bio-Scale CHTType-I Hydroxyapatite Column）。實施氯化

鈉所致的直線濃度梯度溶出，收集含抗體之劃分。將其 

劃分藉由透析（Thermo Scientific 公司，Slide-A-Lyzer 

Dialysis Cassette），進行向 HBSor（25mM 組胺酸/5°/。山 

梨糖醇、pH6.0）之液取代。最後，以Centrifugal UF Filter 

Device VIVASPIN20（分劃分子量 UF 1 OK，Sartorius公司 

，4°C）濃縮，作成IgG濃度調製爲20mg/ml以上的純化樣 

品。

【0205 】［參考例1 : hRS7抗體表現載體之製作及抗體 

之生產］

hRS7抗體係基於國際公開第2003/074566號記載的 

輕鏈、及重鏈之胺基酸序列而製作。

l-l）hRS7抗體重鏈表現載體之構築

合成含序列表之序列識別號29所示的hRS7抗體重鏈

之核苷酸序列之核苷酸編號36至437所示的編碼hRS7抗 

體重鏈之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART公司 

，人工基因合成服務），以與實施例7-1 -1）同樣之方法， 

構築hRS7抗體重鏈表現載體。將獲得的表現載體命名爲 

「pCMA-Gl/hRS7」。hRS7抗體重鏈之胺基酸序列示於 

序列表之序列識別號30 =

【0206】 l-2）hRS7抗體輕鏈表現載體之構築 

合成含序列表之序列識別號31所示的hRS7抗體輕鏈

之核苷酸序列之核苷酸編號38至402所示的編碼hRS7抗
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體輕鏈之可變區的DNA序列的DNA片段（GENEART公司 

，人工基因合成服務），藉由與實施例7-2-1）同樣之方法 

構築hRS7抗體輕鏈表現載體。將獲得的表現載體命名爲 

「pCMA-LK/hRS7」。將hRS7抗體重鏈之胺基酸序列示 

於序列表之序列識別號32。

【0207 】 l-3）hRS7抗體之生產及純化 

l-3-l）hRS7抗體之生產

hRS7 抗體係藉由 pCMA-Gl/hRS7 與 pCMA-LK/hRS7 

之組合，以與實施例7-3-2）同樣之方法生產。

【0208】 l-3-2）hRS7抗體之純化

由上述1-3-1）所獲得的培養上清液，以與實施例

7-3-3）同樣之方法純化。

【020 9】［實施例8 : hTINAl抗體及hRS7抗體之抗原 

結合能力之測定］

8-1）使用小規模生產之抗體（培養上清液）的抗原結 

合能力之測定

抗體與抗原（Recombinant Human TROP-2 Fc 

chimera）之解離常數測定係使用Biacore 3000（GE 

Healthcare Bioscience（股）），對將固定化的抗人類 

IgG（Fab）抗體以抗體作爲配位體而捕捉（capture），以將抗 

原作爲分析物而測定的捕捉法進行。抗人類IgG（Fab）抗 

體（Human Fab capture kit、GE Healthcare Bioscience（股 

））係對 Sensor chip CM5（BIAcore，Inc.）以胺偶合法使共 

價結合約2000RU。參考細胞亦同樣地固定化。使用作爲 

電泳緩衝液（running buffer）之 HBS-EP + （ 1 OmM HEPES
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IgG(Fab)抗體將抗體作爲配位體而捕捉(capture)，以將抗 

原作爲分析物而測定的捕捉法進行.。抗人類IgG(Fab)抗 

體(Human Fab capture kit、GE Healthcare Bioscience(股 

))係對 Sensor chip CM5(BIAcore - Inc.)以胺偶合法使共 

價結合約2000RU。參考細胞亦同樣地固定化。使用作爲 

電泳緩衝液(running buffer)之 HBS-EP + ( 1 OmM HEPES 

pH7.4 ' 0.1 5M NaCl，3mM EDTA、0.05%Surfactant P20) 

。於將抗人類IgG(Fab)抗體固定化的晶片上，以約1分鐘 

添加抗體後，抗原之稀釋系列溶液(1-lOOOnM)以流速 

30μ1/分鐘於300秒鐘添加，接著監測600秒鐘之解離相。 

作爲再生溶液，以電泳緩衝液稀釋的25mM NaOH，以流 

速ΙΟΟμΙ/分鐘，於3秒鐘添加2次。資料之解析係藉由上 

述方法進行。

【0212】[表2]

名稱 KD(M)

1 hTINAl-HILl 2.7E-08

2 hTINAl-H2Ll 3.0E-08

3 hTINAl-H2L2 2.7E-08

4 hTINAl-H3L3 1 5E-08

5 hRS7 3.0E-10

使用純化抗體作爲抗體樣品的結合活性測定 

【0213】[實施例 9 : hTINAl-HILl ADC之製作(1)]
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[0214 J

步驟3

HO Ο

hTINAl-H1L1 J'^O
H
N

6
6·

【0215】步驟 1 : (4- { ［(15,95)-9-乙基-5-氟-9-羥基-4- 

甲基-10，13-二側氧基-2,3,9，10，13，15-六氫-111，1211-苯并 

［de］哌喃并［3’，4’ ： 6,7］吲阱并［1,2-13］喹啉-1-基］胺基}

-4-側氧基丁基)胺甲酸三級丁酯
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將4-（三級丁氧基類基胺基）丁酸（0.237g、1.1 3 mmoL） 

溶解於二氯甲烷（10mL），添加N-羥基琥珀醯亞胺（0.1 30g 

、1.13mmoL）、及1 -乙基-3-（3-二甲基胺基丙基）碳二亞胺 

鹽酸鹽（0.21 6g、1.1 3mmoL）而攪拌1小時。滴加於添加依 

喜替康之甲磺酸鹽（0.500g、0.94mmoL）、及三乙基胺 

（0.15 7mL、1.1311111101^）的1^，\-二甲基甲醯胺溶液（10mL） 

，於室溫攪拌一日。減壓餾除溶媒，獲得的殘留物以矽 

膠管柱層析［氯仿~氯仿：甲醇=8 : 2（v/v）］純化，獲得標 

題化合物（0.595g、定量的）。

1H-NMR（40 0MHz,DMSO-d6）8:0.8 7（3H,t,J = 7.2Hz）,l. 

31（9H,s）,1.58（lH,t,J = 7.2Hz）,1.66（2H,t,J = 7.2Hz）,1.89-l. 

82（2H,m）,2.12-2.21（3H,m）,2.39（3H,s）,2.92（2H,t,J = 6.5Hz 

），3.17（2H，s），5.16（1 H，d，J= 19.2Hz） ,5.24（ lH，d，J= 18.8Hz） ,5 

.42（2H，s）,5.59-5.55（lH，m），6.53（lH，s），6.78（lH，t，J = 6.3Hz 

），7.3 0（lH，s），7.7 9（lH,d，J=l 1.0Hz），8.40（lH,d，J = 8.6Hz）.

MS（APCI）m/z : 621（M + H） + .

【0216】步驟 2: 4-胺基-N-［（lS，9S）-9-乙基-5-氟-9- 

羥基-4-甲基-10，13-二側氧基-2,3,9，10，13,15-六氫 

-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ : 6，7］吲阱并［1，2-b］喹啉

-1-基］丁醯胺三氟乙酸鹽

將上述步驟1獲得的化合物（0.3 88g ' 0.61mmoL）溶解 

於二氯甲烷（9mL）。添加三氟乙酸（9mL）並攪拌4小時。減 

壓餾除溶媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［氯仿〜氯仿 

:甲醇：水=7 : 3 : l（v/v/v）之分配有機層］純化，獲得 

標題化合物（0.343g、定量的）。
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'H-NMR(4 0 0MHz,DMSO-d6)5:0.8 7(3H,t,J=7.2Hz),l . 

79-1.92(4H，m)，2.10-2.17(2H，m)，2.27(2H，t,J = 7.0Hz)，2.40 

(3H,s),2.80-2.86(2H,m),3.15-3.20(2H,m),5.15(lH,d,J=18 

.8Hz),5.26(lH,d,J=18.8Hz),5.42(2H,s),5.54-5.61(lH,m), 

6.55(lH,s)，7.32(lH，s)，7.72(3H，brs)，7.82(lH，d，J = 11.0Hz) 

，8.54(lH，d，J = 8.6Hz).

MS(APCI)m/z : 521(M + H)十.

【0217】步驟3 : N-(三級丁氧基羰基)甘胺醯基甘胺 

醯基-L-苯基丙胺醯基-N-(4- { ［(lS,9S)-9-乙基-5-氟-9-羥 

基-4-甲基-10,13-二側氧基-2,3,9,10,1 3,1 5-六氫-1H，12H- 

苯并［de］哌喃并［3’，4’ : 6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺

基} -4-側氧基丁基)甘胺酸醯胺

將N-(三級丁氧基羰基)甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙 

胺醯基甘胺酸(0.08 lg、0.19mmoL)溶解於二氯甲烷(3mL) 

，並添加N-羥基琥珀醯亞胺(0.021g、0.19moL)及1-乙基 

-3-(3-二甲基胺基丙基)碳二亞胺鹽酸鹽(0.036g、 

0.191^11101.)而攪拌3.5小時。將其反應溶液滴加於添加上 

述步驟2所獲得的化合物(0.080g、0.151111^01,)的＞1，1^-二甲 

基甲醯胺溶液(1.5mL)，於室溫攪拌4小時。減壓餾除溶 

媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［氯仿〜氯仿：甲醇=8 

:2(v/v)］純化，獲得標題化合物(0.106g、73%)。

'H-NMR(400MHz，DMSO-d6)5:0.8 7(3H,t，J = 7.4Hz)，l. 

36(9H，s)，1.71(2H，m)，1.86(2H，t，J = 7.8Hz)，2.15-2.19(4H，m 

),2.40(3H,s),2.77(lH,dd,J=12.7,8.8Hz),3.02(lH,dd,J=14. 

l,4.7Hz)53.08-3.1 1 (2H,m),3.16-3.19(2H,m),3.54(2H,d,J =
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5.9Hz)，3.57-3.77(4H，m)，4.46-4.48(lH，m)，5.16(lH，d，J=19 

.2Hz)，5.25(lH，d，J=18.8Hz)，5.42(2H，s),5.5 5-5.60(lH，m)， 

6.53(lH，s)，7.00(lH，t，J = 6.3Hz)，7.17-7.26(5H，m)，7.31(lH， 

s)，7.71(lH，t，J = 5.7Hz)，7.80(lH，d，J=l 1.0Hz)，7.92(lH，t，J = 

5.7Hz)，8.15(lH，d，J = 8.2Hz)，8.27(lH，t，J = 5.5Hz),8.46(lH， 

d,J = 8.2Hz).

MS(APCI)m/z : 939(M + H) + .

【0218】步驟4:甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基 

-N-(4- { ［(13,9 5)-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13-二側 

氧基-2,3,9，10，13，15-六氫-111，1211-苯并［de］哌喃并［3’，4 

’ ：6,7］吲阱并［1,2-b］喹啉U-基］胺基} -4-側氧基丁基)

甘胺酸醯胺三氟乙酸鹽

將上述步驟3所獲得的化合物(1.97g、2.10mmoL)溶 

解於二氯甲烷(7mL)。添加三氟乙酸(7mL)並攪拌1小時。 

減壓餾除溶媒，添加甲苯而共沸，獲得的殘留物以矽膠 

管柱層析［氯仿〜氯仿：甲醇：水=7 : 3 : l(v/v/v)之分配 

有機層］純化，獲得標題化合物(1.97g、99%)。

1H-NMR(40 0MHz,DMSO-d6)0:0.87(3H,t,J = 7.4Hz),l. 

71-1.73(2H,m),1.82-1.90(2H,m),2.12-2.20(4H,m),2.40(3 

H，s)，2.75(lH，dd，J=13.7,9.4Hz)，3.03-3.09(3H，m)，3.18-3.1 

9(2H,m),3.5 8-3.60(2H,m),3.64(lH,d,J = 5.9Hz),3.6 9(lH,d, 

J = 5.9Hz),3.72(lH,d,J = 5.5Hz),3.8 7(lH,dd,J-16.8,5.9Hz), 

4.5 0-4.56(lH,m),5.16(lH,d,J=19.2Hz),5.2 5(lH,d,J=18.8 

Hz),5.42(2H,s),5.55-5.60(lH,m),7.17-7.27(5H,m),7.32(l 

H,s),7.7 8-7.81(2H,m),7.95-7.97(3H,in),8.3 3-8.3 5(2H,m),
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8.48-8.51(2H,m).

MS(APCI)m/z : 839(M + H) + .

【0219】步驟 5 : N- { 3-［2-(2- { ［3-(2,5-二側氧基-2,5- 

二氫-1H-毗咯-1-基)丙醯基］胺基}乙氧基)乙氧基］丙醯 

基}甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基-N-(4- { 

［(18,93)-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10,13-二側氧基 

-2,3,9,10,1 3,15-六氫-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ ：

6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺基} -4-側氧基丁基)甘胺 

酸醯肢

於上述步驟4所獲得的化合物(1 OOmg，0.11 9mmoL) 

之N，N-二甲基甲醯胺(1.20mL)溶液中，添加二異丙基乙 

基胺(20.8μ!,，0.119mmoL)、3-(2-(2-(3-丁 烯二醯亞胺丙 

醯胺)乙氧基)乙氧基)丙酸N-琥珀醯亞胺基酯(50.7mg，

+ 0.119mmoL)，於室溫攪拌1小時。減壓餾除溶媒，獲得 

的殘留物以矽膠管柱層析［氯仿〜氯仿：甲醇=5 : l(v/v)］ 

純化，獲得呈淡黃色固體之標題化合物(66.5mg，48%)

ο

'Η-ΝΜΚ(4 0 0ΜΗζ,ΟΜ5Ο-(16)δ:0.8 5(3Η,1,Ι = 7.4Ηζ),1 . 

65-1.74(2H,m), 1.77-1.90(2H,m),2.07-2.19(4H,m),2.3 0(2 

H,t,J = 7.2Hz),2.3 3-2.3 6(2H,m),2.3 8(3H,s),2.76(lH,dd,J= 

13.7,9.8Hz),2.96-3.1 8(9H,m),3.42-3.44(4H,m),3.5 3-3.76 

(10H,m),4.43(lH,td,J = 8.6,4.7Hz),5.14(lH,d,J=18.8Hz),5 

.23(lH，d，J=18.8Hz)，5.3 8(lH，d，J=17.2Hz)，5.42(lH，d，J=17 

.2Hz)，5.52-5.5 8(lH，m)，6.5 2(lH，s)，6.98(2H，s)，7.12-7.17( 

lH，m)，7.18-7.25(4H，m)，7.29(lH，s)，7.6 9(lH，t，J = 5.5Hz)，7.
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78（lH,d,J=11.3Hz）,7.98-8.03（2H,m）,8.11（lH,d,J = 7.8Hz）, 

8.1 6（ lH，t，J = 5.7Hz），8.23（lH，t，J = 5.9Hz）, 8.44（ lH，d，J = 9.0 

Hz）.

MS（APCI）m/z: 1 149（M + H） + .

【0220】步驟6 :抗體-藥物結合物（1）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使

用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用1.54）及C，以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（lO.OmL）採取至50mL管中，添加10mM TCEP（東京化成工 

業股份有限公司）水溶液（0.317mL ;相對於抗體一分子， 

4.6當量）及1M磷酸氫二錦水溶液（Nacalai Tesque，Inc. 

;0.500mL）。確認本溶液之pH爲7.4±0.1內後，藉由於37 

°C培育1小時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液於常溫水浴 

中培育10分鐘後，添加二甲基亞颯（0.567mL）。其次，添 

加於上述步驟5獲得的化合物之10mM二甲基亞砸溶液 

（0.635mL ；相對於抗體一分子爲9.2當量），使用試管混 

勻器（Tube Rotator）（MTR-103、AS ONE 股份有限公司）， 

於室溫攪拌40分鐘，使藥物連接物與抗體結合。其次， 

添力卩 100mM NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC） zR 溶液 

（0.127mL ;相對於抗體一分子爲18.4當量），再於室溫攪 

拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

3 5 . OmL。

PD 1141709(3) 150



1633893

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E（使用 

εο,280 = 49 64（實測値）、sD，37（） = 1 8982（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.70mg/mL > 抗體產量：94.5mg（95°/。）， 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（η） 

:6.6。

【022 1 】［實施例 10 : hTINAl-HILl ADC之製作（2）］

【0223】步驟1 :抗體-藥物結合物（2）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使

用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用1.5 4）及（3,以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（2.00mL）採取至4mL管，添加10mM TCEP（東京化成工業 

股份有限公司）水溶液（0.0690mL ;相對於抗體一分子爲 

5.0當量）及1M磷酸氫二鉀水溶液（Nacalai Tesque，Inc. 

:0.lOOmL）。確認本溶液之pH爲7.4±0.1內後，藉由於37
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°c培育1小時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液於15°C水浴

中培育1 0分鐘後，添加實施例9步驟5所獲得的化合物之 

10mM二甲基亞颯溶液（0.127mL ;相對於抗體一分子爲 

9.2當量），於15°C水浴培育1小時，使藥物連接物與抗體 

結合。其次，添加 100mM NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC） 

水溶液（0.01 90mL ;相對於抗體一分子爲13.8當量），使 

用試管混勻器而於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反 

應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液

9.00mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E（使用 

εο,28ο= 4964（實測値）、ει）,37ΰ = 1 8982（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.08mg/mL，抗體產量·· 1 8.7mg（94。/。）， 

以共通操作E所測定的抗體每一分子之藥物平均結合數 

（η） : 6.1 。

【0224】［實施例 11 : hTINAl-HILl ADC 之製作（3）］

【0225 】
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0226] 步驟1 :抗體-藥物結合物（3）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使 

用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用1.54）及C，以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（5.0mL）採取至15mL容器，攪拌下添加1 Μ磷酸氫二鉀水 

溶液（Nacalai Tesque，Inc. ; O.O813mL）後，於 37 °C 攪拌 

10分鐘。攪拌下添加10mM TCEP（東京化成工業股份有限 

• 公司）水溶液（0.0745mL ;相對於抗體一分子爲2.3當量） 

後，確認本溶液之pH爲7.0±0.1內，藉由於37°C攪拌1小 

時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於1 5°C水浴中 

攪拌1 0分鐘後，一邊緩緩滴加實施例9步驟5所獲得的化 

合物之10mM二甲基亞颯溶液（0.162mL;相對於抗體一分 

子爲5.0當量），一邊於15°C水浴攪拌1小時，使藥物連接 

物與抗體結合。其次，添加100mM NACfSigma-Aldrich
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Co.LLC）水溶液（0.041 8mL ;相對於抗體一分子爲12.9當 

量），於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液

2 1 . OmL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E及F（使 

用εο,280 = 4964（實測値）、εο,3 7 0 = 1 8 98 2（實測値）），獲得下 

述之特性値。

抗體濃度：2.19mg/mL，抗體產量·· 46.0mg（92%）， 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（η） 

:3.6 :以共通操作F測定的抗體每一分子之藥物平均結 

合數（η） : 3.6。

【0227】[實施例 12: hTINAl-HILI ADC之製作（4）]

[0228]

HO Ο
I_ _ 7. 0

【0229 】步驟1 :抗體-藥物結合物（4）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使
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用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用 1.54）及 C，以 PBS6.0/EDTA調製爲 10.0mg/mL。將本溶 

液（5.00mL）採取至15mL容器，攪拌下添加1 Μ磷酸氫二鉀 

水溶液（Nacalai Tesque，Inc. ; 0.0 813mL）後，於 3 7°C 攪 

拌10分鐘。攪拌下添加10mM TCEP（東京化成工業股份有 

限公司）水溶液（0.162mL ;相對於抗體一分子爲5.0當量） 

後，確認本溶液之pH爲7.0±0.1內，藉由於37°C攪拌1小 

時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於15°C水浴中 

攪拌10分鐘後，一邊緩緩滴加實施例9步驟5所獲得的化 

合物之10mM二甲基亞楓溶液（0.3 8 9mL;相對於抗體一分 

子爲12.0當量），一邊於15°C水浴攪拌1小時，使藥物連 

接物與抗體結合。其次，添加100mM NAC（Sigma-Aldrich 

Co.LLC）水溶液（0.041 8mL ;相對於抗體一分子爲1 2.9當 

量），於室溫攪拌20分鐘，並使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

21.0mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E及F（使 

用eD>280 = 4964（實測値）.εϋ）370 = 1 8 982（實測値）），獲得下 

述之特性値。

抗體濃度：2.19mg/mL，抗體產量：46.0mg（92%）- 

以共通操作E所測定的抗體每一分子之藥物平均結合數 

（η） : 7.0 :以共通操作F所測定的抗體每一分子之藥物平 

均結合數（η） : 7.0。
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【0230 】[參考例13 : hRS7 ADC之製作(5)] 

[023 1 ]

【0232】步驟1 :抗體-藥物結合物（5）

抗體之還原：將於參考例1製作的hRS7,使用製造方

法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使用1.56） 

及 C，以 PBS6.0/EDTA調製爲 10mg/mL。將本溶液（2.0mL） 

採取至4mL管，添加10mM TCEP（東京化成工業股份有限 

公司）水溶液（0.0690mL ;相對於抗體一分子爲5.0當量） 

及 1M 磷酸氫二鉀水溶液（NacalaiTesque，Inc. : O.lOOmL） 

。確認本溶液之pH爲7.4±0.1內後，藉由於37培育1小時 

，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於15°C水浴培 

育10分鐘後，添加實施例9步驟5獲得的化合物之10mM二 

甲基亞颯溶液（0.127mL ;相對於抗體一分子爲9.2當量） 

，於15°C水浴培育1小時，使藥物連接物與抗體結合。其
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次，添力口 lOOmM NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC）水溶液 

（0.0190mL :相對於抗體一分子爲13.8當量），使用試管 

混勻器而於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止

ο

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液

9.OOmL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E（使用 

εΟ;280 = 4964（實測値）· ε0）37ο= 1 8982（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.04mg/mL，抗體產量：18.4mg（92%），

共通操作E所測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（n） 

:6.2。

【023 3】［實施例 14 : hTINAl-HILl ADC之製作（6）］

【0234】
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步驟日

步驟 θ _ hTINAl H1L1

6. 4

【0235 】步驟1 : （ { Ν-［（9Η-苐-9-基甲氧基）羰基］甘 

胺醯基}胺基）甲基乙酸酯

於由Ν-9-莽基甲氧基羰基甘胺醯基甘胺酸（4.33g， 

12.2mmol）、四氫呋喃（120ml）、及甲苯（40.0ml）所構成的 

混合物中添加毗啶（1.16ml，14.7mmol及四乙酸鉛（6.84g 

，14.7mmol），並加熱回流5小時。將反應液冷卻至室溫 

後，藉由矽藻土過濾將不溶物去除，減壓下濃縮。將獲 

得的殘留物溶解於乙酸乙酯，以水及飽和食鹽水洗淨後
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，有機層以無水硫酸鎂乾燥。溶媒於減壓下餹除後，獲 

得的殘留物以矽膠管柱層析［己烷：乙酸乙酯=9 : 1 (v/v)〜 

乙酸乙酯］純化，獲得呈無色固體之標題化合物(3.OOg， 

67%) ο

1H-NMR(40 0MHz5CDCl3)6:2.0 7(3H,s),3.9 0(2H,d,J = 5

.lHz),4.23(lH,tsJ = 7.0Hz),4.46(2H,d,J = 6.6Hz),5.26(2H,d, 

J = 7.0Hz),5.32(lH,brs),6.96(lH,brs),7.32(2H,t,J = 7.3Hz), 

7.41 (2H,t,J = 7.3Hz),7.5 9(2H,d,J = 7.3Hz),7.7 7(2H,d,J = 7.3 

Hz).

【0236】步驟2 : ［( { N-［(9H-荛-9-基甲氧基)羰基］甘 

胺醯基}胺基)甲氧基］乙酸苄酯

於上述步驟1獲得的化合物(3.68g，lO.OmmpL)及乙 

醇酸苄酯(4.9 9g，3 0.0mmoL)之四氫呋喃(40.0mL)溶液中 

，於0°C添加三級丁醇鉀(2.24g，20.0mmoL)，並於室溫 

攪拌1 5分鐘。於0°C，於反應溶液中添加乙酸乙酯、水， 

並以乙酸乙酯、氯仿提取，獲得的有機層以硫酸鈉乾燥 

，並過濾。減壓餾除溶媒，將獲得的殘留物溶解於二腭 

浣(40.0mL)、水(lO.OmL)，添加碳酸氫鈉(l.Olg， 

12.0mmoL)、氯甲酸 9-蒹基甲醒(2.5 9g，lO.OmmoL)，於 

室溫攪拌2小時。於反應溶液中添加水，並以乙酸乙酯提 

取，獲得的有機層以硫酸鈉乾燥，並過濾。減壓餾除溶 

媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［己烷：乙酸乙酯=100 

:0(ν/ν)~0： 100］純化，獲得無色油狀之標題化合物(1.88g 

、40%)。

1H-NMR(400MHz,CDCl3)0:3.84(2H5d,J = 5.5Hz),4-24(
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3H，t，J = 6.5Hz），4.49（2H，d，J = 6.7Hz），4.8 8（2H，d，J = 6.7Hz），5 

.1 5-5.27（ lH，m），5.19（2H，s），6.74（lH，brs），7.31-7.39（7H，m） 

，7.43（2H，t，J = 7.4Hz），7.61（2H，d,J = 7.4Hz），7.7 9（2H，d，J = 7.4 

Hz）.

【023 7 】步驟3 : ［（ { N-［（9H-葙-9-基甲氧基）羰基］甘 

胺醯基}胺基）甲氧基］乙酸

將上述步驟2獲得的化合物（1.88g、3.96mmoL）溶解 

於乙醇（40.0mL）、乙酸乙酯（20.0ml）。添加鈀碳觸媒 

（376mg），並於氫氣環境下，於室溫攪拌2小時。藉由矽 

藻土過濾將不溶物去除，減壓餾除溶媒，獲得呈無色固 

體之標題化合物（1.52g、定量的）。

'H-NMR（400MHz,DMSO-d6）5:3.62（2H,d,J = 6.3Hz）,3. 

97（2H,s）,4.18-4.32（3H,m）,4.60（2H,d,J = 6.7Hz）,7.29-7.4 6 

（4H,m）,7.5 8（lH,t,J = 5.9Hz）s7.7 2（2H,d,J = 7.4Hz）,7.90（2H, 

d，J = 7.4Hz），8.71（lH,t，J = 6.5Hz）.

【0238 】步驟 4: 9H-蒔-9-基甲基（2-{ ［（2-{ ［（lS，9S）-9- 

乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13-二側氧基 

-2,3,9，10，13，15-六氫-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ :

6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺基} -2-側氧基乙氧基）甲 

基］胺基} -2-側氧基乙基）胺甲酸酯

冰冷下，於依喜替康之甲磺酸鹽（0.283g， 

0.533mmoL） ' N-涅基號珀醯亞胺（6 1.4mg，0.533mmoL） 

、及上述步驟3獲得的化合物（0.205g，0.533mmoL）之Ν,Ν- 

二甲基甲醯胺（10.OmL）溶液中，添加N，N-二異丙基乙基 

胺（92.9μΙ,，0.533mmoL）及 N，N’-二環己基碳二亞胺
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(0.143g，0.693mmoL)，並於室溫攪拌3日。減壓餾除溶 

媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［氯仿〜氯仿：甲醇： 

水=7 : 3 : 1 (v/v/v)之分配有機層］純化，獲得呈淡茶色 

固體之標題化合物(0.352g，82%)。

*H-NMR(4 00MHz5DMSO-d6)6:0.81(3H,t,J = 7.4Hz),l. 

73-1.87(2H,m),2.06-2.20(2H,m),2.34(3H,s),3.01-3.23(2H 

,m),3.5 8(2H,d,J = 6.7Hz),3.9 8(2H,s),4.13-4.2 5(3H,m),4.60 

(2H,d,J = 6.7Hz),5.09-5.22(2H,m),5.3 2-5.42(2H,m),5.5 0-5 

.5 9(lH,m),6.49(lH,s),7.24-7.3 0(3H,m),7.3 6(2H,t,J = 7.4H 

z),7.53(lH,t,J = 6.3Hz),7.6 6(2H,d,J = 7.4Hz),7.7 5(lH,d,J=l

1.0Hz)，7.84(2H，d，J = 7.4Hz)，8.47(lH，d，J = 8.6Hz)，8.77( 1H， 

t，J = 6.7Hz).

MS(ESI)m/z : 802(M + H) + .

【0239】步驟 5 : N-［(2- { ［(lS，9S)-9-乙基-5-氟-9-羥 

基-4-甲基-10，13-二側氧基-2,3,9,10，13，15-六氫-111，1211- 

苯并［de］哌喃并［3’，4’ ： 6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺

基} -2-側氧基乙氧基)甲基］甘胺酸醯胺

於上述步驟4獲得的化合物(0.881g，l.lOmmoL)之 

N，N-二甲基甲醯胺(1 l.OmL)溶液中，添加哌啶(l.lmL)， 

並於室溫攪拌2小時。減壓餾除溶媒，獲得含標題化合物 

的混合物。本混合物係不進行進一步的純化而使用於以 

下的反應。

【0240】步驟6: N-［(9H-莽-9-基甲氧基)羰基］甘胺醯 

基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基-N-［(2-{ ［(15,93)-9-乙基-5- 

氟-9-徑基-4 -甲基-10，13-二側氧基-2，3，9,10,13,15 -六氮
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-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ ： 6，7 ］吲阱并［1，2-b］喹啉

-1-基］胺基} -2-側氧基乙氧基）甲基］甘胺酸醯胺

冰冷下，於上述步驟5獲得的混合物（0.439mmoL）、 

N-羥基琥珀醯亞胺（O.lOlg，0.878mmoL）' 及 N-［（9H-苐-9- 

基甲氧基）羰基］甘胺醯基甘胺醯基-L-苯丙胺酸（特開 

2002-60351號公報；0.440g，0.87 8mmoL）之 N，N-二甲基 

甲醢胺（50.OmL）溶液中，添加N，N’-二環己基碳二亞胺 

（0.181g，0.878mmoL）-並於室溫攪拌4日。減壓餾除溶 

媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［氯仿〜氯仿：甲醇=9 

:l（v/v）］純化，獲得呈淡橙色固體之標題化合物（0.269g 

，5 8%）。

MS（ESI）m/z ： 1063（M + H） + .

【0241 】步驟7:甘胺醯基甘胺醢基-L-苯基丙胺醯基 

-N-［（2-{ ［（13,95）-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13-二側 

氧基-2,3,9,10,13,15-六氫-1仏1211-苯并［de］哌喃并［3’，4 

’ ：6,7］吲阱并［l，2-b］唾啉-1-基］胺基} -2-側氧基乙氧基

）甲基］甘胺酸醯胺

於上述步驟6獲得的化合物（0.269g，0.253mmoL）之 

N，N-二甲基甲醯胺（4.00mL）溶液中，添加哌啶（0.251mL 

，2.53mmoL），並於室溫攪拌2小時。減壓餾除溶媒，獲 

得含標題化合物的混合物。本混合物係不進行進一步的 

純化而使用於以下的反應。

【0 242】步驟8 : N-［6-（2,5-二側氧基-2,5-二氫-1H-毗 

咯-1-基）己醯基］甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基 

-N-［（2-{ ［（18,93）-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13-二側
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氧基-2,3,9，10，13，15-六氫-111，1211-苯并［de］哌喃并［3’，4 

’ ：6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺基｝ -2-側氧基乙氧基

）甲基］甘胺酸醯胺

於上述步驟7獲得的化合物（0.25 3mmoL）之N，N-二甲 

基甲醯胺（10.OmL）溶液中添加6-順丁烯二醯亞胺己烷酸 

N-琥珀醯亞胺基酯（0.156g，0.506mmoL），並於室溫攪拌 

3曰。減壓餾除溶媒，獲得的殘留物以矽膠管柱層析［氯 

仿〜氯仿：甲醇=9 : 1 （v/v）］純化，獲得呈淡黃色固體之 

標題化合物（O.lOOg，38%）。

1 H-NMR（400MHz,DMSO-d6）5:0.83（ 3 H,t, J = 7.2Hz）, 1. 

09-1.21（2H,m）, 1.33-1.47（4H,m）,l.75-1.90（2H,m）,2.00-2. 

23（4H,m）52.36（3H5s）,2.69-2.81（lH,m）,2.94-3.0 3（lH,m）,3 

.06-3.22（2H，m），3.23-3.74（6H，m）,3.98（2H，s） ,4.39-4.50（1 

H,m），4.60（2H，d，J = 6.7Hz），5.17（2H，s），5.39（2H，s），5.53-5.6 

l（lH，m），6.50（lH，s），6.96（2H，s），7.11-7.24（5H，m），7.28（lH 

，s）,7.75（lH，d，J=11.0Hz），7.97（lH，t，J = 5.7Hz），8.03（lH，t，J 

= 5.9Hz），8.09（lH，d，J = 7.8Hz），8.27（lH，t，J = 6.5Hz），8.48（lH 

，d，J = 9.0Hz），8.60（lH，t，J = 6.5Hz）.

MS（ESI）m/z : 1034（M + H） + .

【0243】步驟9:抗體-藥物結合物（6）

抗體之還原：使用製造方法1記載的共通操作B（作爲 

280nm吸光係數，使用1.54）及C，將於實施例7製作的 

hTINAl-HILl，以 PBS6.0/EDTA調製爲 10mg/mL。將本溶 

液（10.011^）收取至5011^管，添加10mM TCEP（東京化成工 

業股份有限公司）水溶液（0.3 17mL ;相對於抗體一分子爲
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4.6當量）及1 Μ磷酸氫二鉀水溶液（Nacalai Tesque，Inc.; 

0.500mL）。確認本溶液之pH爲7.4士0.1內後，藉由於37培 

育1小時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液以常溫水浴培 

育10分鐘後，添加二甲基亞颯（0.567mL）。其次，添加上 

述步驟8獲得的化合物之10mM二甲基亞颯溶液（0.635mL 

;相對於抗體一分子爲9.2當量），使用試管混勻器而於 

室溫攪拌40分鐘，使藥物連接物與抗體結合。其次，添 

加 100mM NAC（Sigma-Aldrich Co. LLC）水溶液（Ο . 1 27mL 

:相對於抗體一分子爲18.4當量），再於室溫攪拌20分鐘 

，使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液進行製造方法1記載的共通操作D 

所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

3 5.0 m L °

特性評價 ‘·使用製造方法1記載的共通操作E （使用 

£0,280 = 5 1 7 8（實測値）40,37。= 202 17（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.70mg/mL，抗體產量：94.5mg（95%），

以共通操作E所測定的抗體每一分子之藥物平均結合數 

（η） : 6.4 。

【0244】［實施例 15 : hTINAl-HILl ADC之製作（7）］

【0245】

PD1141709(3) 164



1633893

【0246】步驟1 :抗體-藥物結合物（7）

抗體之還原：使用製造方法1記載的共通操作B（作爲

280nm吸光係數，使用1.54）及C，將實施例7製作的 

hTINAl-HILl，以 PB S 6.0/EDT A調製爲 10mg/mL。將本溶 

液（2.0mL）採取至4mL管，添加1 OmM TCEP（東京化成工業 

股份有限公司）水溶液（0.0690mL ;相對於抗體一分子爲 

5.0當量）及1M磷酸氫二鉀水溶液（Nacalai Tesque，Inc.

參 ：0.0299mL）。確認本溶液之pH爲7.0±0.1內後，藉由於 

37°C培育1小時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於15°C水浴培 

育10分鐘後，添加實施例14步驟8獲得的化合物之10mM 

二甲基亞颯溶液（0.127mL ;相對於抗體一分子爲9.2當量 

），於15°C水浴培育1小時，使藥物連接物與抗體結合。 

其次，添加 100mM NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC）水溶液 

（0.0190mL :相對於抗體一分子爲13.8當量），使用試管
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混勻器而於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止

純化：將上述溶液進行製造方法1記載的共通操作D 

所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液

9.00mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E（使用 

εο,28ο= 5 178（實測値）、4,37（）= 202 1 7（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.04mg/mL，抗體產量：18.4mg（92%）， 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（η） 

:5.7。

【0247】[實施例 16 : hTINAl-HILl ADC之製作(8)]

6. 7

【0249】步驟1 :抗體-藥物結合物（8）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使
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用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用1.54）及C，以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（30.0mL）收取至lOOmL容器，攪拌下添加1M磷酸氫二鉀 

水溶液（Nacalai Tesque，Inc. : 0.4875mL）後，於 37°C 攪 

拌10分鐘。攪拌下添加10mM TCEP（東京化成工業股份有 

限公司）水溶液（0.972 ImL ;相對於抗體一分子爲5.0當量 

）後，確認本溶液之pH爲7.0±0.1內，藉由於37°C攪拌1小 

時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液於15°C水浴 

攪拌1 0分鐘後，一邊緩緩滴加實施例1 4步驟8獲得的化合 

物之10mM二甲基亞諷溶液（2.3 3mL ;相對於抗體一分子 

爲12.0當量），一邊於15°C水浴攪拌1小時，使藥物連接 

物與抗體結合。其次，添加100mM NAC（Sigma-Aldrich 

Co.LLC）水溶液（0.25 ImL ;相對於抗體一分子爲12.9當量 

），於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

98.0mL。之後，進行製造方法1記載的共通操作A所致的 

濃縮操作，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液17.5mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E及F（使 

用eDj28O= 5178（實測値）.8Di37o= 202 1 7（實測値）），獲得下 

述之特性値。

抗體濃度：14.6mg/mL，抗體產量：256mg（85%）， 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（n） 

:6.7;共通操作F所測定的抗體每一分子之藥物平均結
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合數（η） : 7.0。

【025 0】［實施例 17 : hTINAl-Hl LI ADC之製作（9）］

【0252】步驟1 :抗體-藥物結合物（9）

抗體之還原：將於實施例7製作的hTINAl-HILl，使

用製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使 

用1.54）及C，以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（5.0mL）收取至15mL容器，攪拌下添加1 Μ磷酸氫二鉀水 

溶液（Nacalai Tesque，Inc. ; 0.08 13mL）後，於 3 7°C 攪拌 

10分鐘。攪拌下添加10mM TCEP（東京化成工業股份有限 

公司）水溶液（0.0778mL ;相對於抗體一分子爲2.4當量） 

後，確認本溶液之pH爲7.0±0.1內，藉由於37°C攪拌1小 

時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液於1 5°C水浴 

攪拌10分鐘後，一邊緩緩滴加實施例14步驟8獲得的化合

PD1141709（3） 168



1633893

物之10mM二甲基亞颯溶液（0.162mL ;相對於抗體一分子 

爲5.0當量），並於15°C水浴攪拌1小時，使藥物連接物與 

抗體結合。其次，添加100mM NAC（Sigma-Aldrich 

Co.LLC）水溶液（0.041 8mL ;相對於抗體一分子爲12.9當 

量），於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

21 .OmL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E及F（使 

用£d,280 = 5 1 78 （實測値）.ε0）37θ= 202 1 7（實測値）），獲得下 

述之特性値。

抗體濃度：2.26mg/mL，抗體產量：47.5mg（95%） > 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（n） 

:3.5 ;以共通操作F測定的抗體每一分子之藥物平均結 

合數（η） : 3.6。

【0253】［參考例18: hRS7 ADC之製作（10）］

【0254】
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步驟I hRS7

5. 6

【0255 】步驟1 :抗體-藥物結合物（10）

抗體之還原：將以參考例1製作的hRS7，使用製造方

法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使用1.56） 

及 C，以 PBS6.0/EDTA調製爲 10mg/mL=將本溶液（2.0mL） 

採取至4mL管，添加10mM TCEP（東京化成工業股份有限 

公司）水溶液（0.0690mL ;相對於抗體一分子爲5.0當量） 

及 1M磯酸氨二鉀水溶液（Nacalai Tesque，Inc.: 0.0299mL） 

ο確認本溶液之pH爲7.0±0.1內後，藉由於37°C培育1小 

時間，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於15°C水浴培 

育10分鐘後，添加實施例14步驟8獲得的化合物之10mM 

二甲基亞砸溶液（0.1269mL ;相對於抗體一分子爲9.2當 

量'），於15°C水浴培育1小時，使藥物連接物與抗體結合 

。其次，添加 lOOmM NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC）水溶液 

（0.0190mL；相對於抗體一分子爲13.8當量），使用試管混

PD1141709(3) 170



1633893

勻器而於室溫攪拌20分鐘，使藥物連接物之反應停止。 

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液 

9.00mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E（使用 

eD）280 = 5 1 78（實測値）、sDi370 = 202 1 7（實測値）），獲得下述 

之特性値。

抗體濃度：2.07mg/mL，抗體產量：1 8.6mg（93 %），

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（n） 

:5.6。

【0256 】［實施例19: hTINAl-HILl ADC 之製作（11）］

【0257 】
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步驟3
步驟4

TFA

Ο
,ΝΗ

40 °Ο-
步驟5

Οκ°
ΗΟ Ο

步驟β

hTINAl H1L1 -

7.1

【0258 】步驟 1 : ［2-（2- ｛ ［（lS,9S）-9-乙基-5-氟-9-羥 

基-4-甲基-10,13-二側氧基-2,3,9，10，13,15-六氫-1H,12H- 

苯并［de］哌喃并［3’，4’ ： 6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺

基｝ -2-側氧基乙氧基）乙基］胺甲酸三級丁酯

將依喜替康之甲磺酸鹽（3.1 0g、5.47moL），使用｛ 

2-［（三級丁氧基羰基）胺基］乙氧基｝乙酸（J.Med.Chem.， 

1992年，35卷，2928頁；1.55g，6.0 1 mmol）替代 4-（三級
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丁氧基羰基胺基）丁酸，使與實施例1之步驟ί同樣地反應 

，獲得呈淡黃色固體之標題化合物（2.56g，73%）。

］H-NMR（400MHz，DMSO-d6）S:0.8 7（3H，t，J = 7.3Hz），l. 

26（9H，s），l .81-1.91（2H，m），2.13-2.22（2H，m），2.40（3H,s），3. 

08-3.26（4H,m）,3.43-3.53（2H,m）,4.00（lH,d,J=15.1Hz）,4.0 

5（lH，d，J=15.1Hz），5.14（lH，d,J=18.7Hz），5.22（lH，d，J=18.7 

Hz），5.40（lH，d，J=16.6Hz），5.44（lH，d，J=16.6Hz），5.59-5.66 

（lH，m），6.53（lH，s），6.86（ lH，t，J = 5.4Hz）, 7.3 1 （lH，s） ,7.79（1 

H,d，J=10.9Hz），8.49（lH，d,J = 9.1Hz）.

MS（APCI）m/z:6 3 7（M + H） + .

【0259 】步驟2: 2-（2-胺基乙氧基）-N-［（lS，9S）-9-乙 

基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10,13-二側氧基-2,3，9，1 0,13,15- 

六氫-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ : 6,7］吲阱并［1，2-b］

喹啉-1-基］乙醯胺三氟乙酸鹽

將上述步驟1獲得的化合物（1.50g，2.36mol）-使與 

實施例1之步驟2同樣地反應，獲得呈淡黃色固體之標題 

化合物（1.50g，定量的）。

1H-NMR（400MHz,DMSO-d6）0:0.8 7（3H,t,J = 7.5Hz）, 1. 

81-1.9 2（2H，m），2.15-2.23（2H，m），2.41（3H，s），3.0 5（2H，t，J = 

5.1Hz），3.15-3.23（2H，m），3.71（2H，t，J = 5.1Hz），4.10（2H，s），5 

.19（1 H, d，J= 18.7Hz），5.24（1 H，d，J= 18.7Hz），5.43（2H,s） ,5.5 

8-5.66（lH,m），6.55（lH,s），7.3 3（lH，s），7.7 3-7.84（4H，m），8.5 

5（lH，d，J = 9.1Hz）.

MS（APCI）m/z : 537（M + H） + .

【0260 】步驟3 : N-（三級丁氧基羰基）甘胺醯基甘胺
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醯基-L-苯基丙胺醯基-N-［2-(2-{ ［(15,95)-9-乙基-5-氟-9- 

羥基-4-甲基-10，13-二側氧基-2,3,9，10，13，15-六氫 

-1H，12H-苯并［de］哌喃并［3’，4’ : 6,7］吲阱并［1，2-b］喹啉

-1-基］胺基} -2-側氧基乙氧基)乙基］甘胺酸醯胺

將上述步驟2獲得的化合物(554mg，0.85mmol)，使 

與實施例1之步驟3同樣地反應，獲得標題化合物(775mg 

，95%)。

1H-NMR(400MHz5DMSO-d6)0:0.8 5(3H,t,J = 7.3Hz),l. 

36(9H,s),1.78-1.89(2H,m),2.13-2.22(2H,m),2.39(3H,s),2. 

71(lH,dd,J=13.4,9.8Hz),2.95(lH,dd,J=13.4,4.3Hz),3.09- 

3.23(lH,m)，3.23-3.32(2H,m)，3.40-3.62(8H，m)，3.73(lH，d 

d，J=16.5,5.5Hz)，4.03(2H，s)，4.3 9-4.4 7(lH，m)，5.17(lH，d，J 

= 18.9Hz),5.25(lH,d,J-18.9Hz),5.41(lH,d,J=16.8Hz),5.4 5 

(lH,d,J = 16.8Hz),5.57-5.64(lH,m),6.54(lH,s),6.99(lH,t,J 

= 5.8Hz),7.13-7.26(5H,m),7.3 1(lH,s),7.76-7.82(2H,m),7. 

90(lH，t，J = 5.2Hz)，8.13(lH,d，J = 7.9Hz)，8.27(lH，t，J = 5.8Hz 

)，8.49(lH,d，J = 8.5Hz).

MS(APCI)m/z:95 5(M + H) + .

【0261 】步驟4:甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基 

-N-［2-(2- { ［(lS,9S)-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13- 

二側氧基-2,3,9，10，13，15-六氫-111,1211-苯并［de］哌喃并 

［3’，4’ ： 6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺基} -2-側氧基乙

氧基)乙基］甘胺酸醯胺三氟乙酸鹽

將上述步驟3獲得的化合物(630mg，0.659mmol)，使 

與實施例1之步驟4同樣地反應，獲得標題化合物(588mg
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，92%)。

1H-NMR(400MHz,DMSO-d6)8:0.86(3H,t,J = 7.3Hz),l . 

79-1.90(2H,m),2.13-2.22(2H,m),2.3 9(3H,s),2.71(lH,dd,J 

= 13.4,10.1Hz),2.99(lH,dd,J = 13.4,4.3Hz)53.09-3.23(lH,m 

),3.24-3.32(3H,m),3.41-3.71(7H,m),3.86(lHsdd,J=16.8,5. 

8Hz)，4.04(2H，s)，4.52(lH，td，J = 9.0,4.1Hz)，5.17(lH，d，J=18 

.9Hz)，5.25(lH，d，J=18.9Hz)，5.41 (lH，d，J=16.5Hz)，5.45(lH 

,d,J=16.5Hz),5.5 6-5.65(lH,m),6.5 5(lH,s),7.13-7.26(5H, 

m),7.32(lH,s),7.80(lH,d,J=11.0Hz),7.87-8.01(4H,m),8.2 

9-8.36 (2H, m) ,8.46-8.55 (2H，m).

MS(APCI)m/z:85 5(M + H) + .

【0262】步驟 5 : 1\［-［6-(2,5-二側氧基-2,5-二氫-111-吡 

咯-1-基)己醯基］甘胺醯基甘胺醯基-L-苯基丙胺醯基 

-N-［2-(2- { ［(lS，9S)-9-乙基-5-氟-9-羥基-4-甲基-10，13- 

二側氧基-2,3,9，10，13,15-六氫-1H,12H-苯并［de］哌喃并 

［3’，4’ ： 6,7］吲阱并［l，2-b］喹啉-1-基］胺基} -2-側氧基乙

氧基)乙基］甘胺酸醯胺

以三乙基胺(3 1.4 μΐ,，0.22mmoL)替代二異丙基乙基 

胺，使用6-順丁烯二醯亞胺己烷酸N-琥珀醯亞肢基 

(95.3mg，0.31mmoL)替代 3-(2-(2-(3-丁烯二醯亞胺丙醯 

胺)乙氧基)乙氧基)丙酸N-琥珀醯亞胺基，將上述步驟4 

獲得的化合物(240mg，0.247mmol) ＞使以與實施例1之步 

驟5同樣地反應，獲得標題化合物(162mg，62%)。

1H-NMR(4 0 0MHz,DMSO-d6)6:0.8 6(3H,t,J = 7.6Hz),l.

1 3-1.22(2H，m)，1.40-1.5 l(4H，m)，l.78- 1.90(2H，m),2.09(2
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H，t，J = 7.6Hz），2.14-2.21（2H，m），2.3 9（3H，s），2.74（lH，dd,J = 

13.6,9.7Hz），2.96（lH，dd，J=13.6,4.5Hz），3.0 8-3.24（lH，m）, 

3.24-3.3O（1H，m），3.33-3.40 （4H，m） ,3.47-3.68（7 H，m），3.72（ 

lH，dd，J=16.6,5.7Hz），4.03（2H，s），4.42（lH，td，J = 8.6,4.2Hz） 

,5.17（lH，d，J=18.7Hz），5.25（lH，d，J=18.7Hz），5.40（lH，d，J = 

17.2Hz），5.44（lH，d，J=17.2Hz）,5.57-5.64（lH，m），6.52（lH,s 

），6.9 9（2H，s），7.13-7.2 5（5H，m），7.31（lH，s），7.74-7.8 1（2H，m 

）,7.99（ lH，t，J = 5.7Hz），8.03-8.1 l（2H，m），8.22（lH，t，J = 5.7Hz 

）,8.47（lH,d,J = 9.1Hz）.

MS（APCI）m/z: 104 8（M + H） + .

【0263】步驟6:抗體-藥物結合物（11）

抗體之還原：將實施例7製作的hTINAl-HILl，使用 

製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使用 

1.54）及C，以PBS6.0/EDTA調製爲10mg/mL。將本溶液 

（3.0mL）收取至15mL容器，攪拌下添加1 Μ磷酸氫二鉀水 

溶液（Nacalai Tesque，Inc. ; 0.0488mL）後，於 37°C 攪拌 

10分鐘。攪拌下添加10mM TCEP（東京化成工業股份有限 

公司）水溶液（0.0972mL ;相對於抗體一分子爲5.0當量） 

後，確認本溶液之pH爲7.0±0.1內，藉由於37°C攪拌1小 

時，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液於15°C水浴 

攪拌1 0分鐘後，一邊緩緩滴加實施例11 a步驟8獲得的化 

合物之101^1^二甲基亞颯溶液（0.23 3 31111.;相對於抗體一 

分子爲12.0當量），一邊於15°C水浴攪拌1小時，使藥物 

連接物與抗體結合。其次，添加100mM
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NAC（Sigma-Aldrich Co.LLC）7K 溶液（0.025 ImL ;相對於 

抗體一分子爲12.9當量），於室溫攪拌20分鐘，使藥物連 

接物之反應停止。

純化：將上述溶液，進行製造方法1記載的共通操作 

D所致的純化，獲得含有標題抗體-藥物結合物的溶液

1 4mL。

特性評價：使用製造方法1記載的共通操作E及F（使 

用 eD）28o= 51 93（實測値）· εο,37（）= 20347（實測値）），獲得下 

述之特性値。

抗體濃度：1.93mg/mL，抗體產量：27.0mg（90%） > 

以共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（η） 

:7.1 ;以共通操作F測定的抗體每一分子之藥物平均結 

合數（η） : 7.0。

【0264】[參考例 2: hRS7-CL2A-SN38之製作（12）]

[0265]
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【0266】步驟1 :抗體-藥物結合物（12）

抗體之還原：將參考例1製作的hRS7，使用製造方法

1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使用1.54）及C 

，以 PBS6.0/EDTA調製爲 10mg/mL。將本溶液（lO.OmL） 

收取於50mL管，添加10mM TCEP（東京化成工業股份有 

限公司）水溶液（0.317mL ;相對於抗體一分子爲4.6當量） 

及 1M 磯酸氫二紳水溶液（Nacalai Tesque' Inc.; 0.5 OOmL） 

。確認本溶液之pH爲7.4±0.1內後，藉由於37培育1小時 

，將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：上述溶液於常溫水浴培
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育10分鐘後，添加二甲基亞碾（0.567mL）。其次，添加依 

據美國專利公開第20 1 1/02935 1 3號說明書而合成的 

CL2A-SN3 8之10mM二甲基亞碾溶液（0.635mL ;相對於抗 

體一分子爲9.2當量），使用試管混勻器，於室溫攪拌40 

分鐘，使藥物連接物與抗體結合。其次，添加lOOmM 

NAC（Sigma-Aldrich Co . LLC）水溶液（0.1 2 7mL ;相對於抗 

體一分子爲18.4當量），再於室溫攪拌20分鐘，使藥物連 

接物之反應停止。

純化：於上述反應溶液，重複2次製造方法1-共通操 

作D記載的膠體過濾純化操作，其次，以含有聚山梨醇酯 

80（0.01°/。）的25mM繭糖（trehalose）溶液，同樣地進行1次 

NAP-25管柱所致的膠體過濾純化操作後，將獲得的溶出 

液（35mL）冷凍乾燥。

特性評價：針對凍結乾燥前之溶出液，使用製造方 

法1記載的共通操作E，獲得下述之特性値。

抗體濃度：2.78mg/mL，抗體產量：97.3mg（97%）， 

抗體每一分子之藥物平均結合數（η）: 5.6

【02 67 】［實施例 20 : hTINAl-HILl ADC之製作（13）］

【0268 】
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【0269】步驟1 :抗體-藥物結合物（13）

抗體之還原：將實施例7製作的hTINAl-HILl，使用

製造方法1記載的共通操作B（作爲280nm吸光係數，使用 

1.54）及（3,將媒體取代爲PBS6.0/EDTA，調製爲10mg/mL 

之抗體濃度。將本溶液（100mL）置入聚碳酸酯製之250mL 

三角燒瓶容器，磁性攪拌子攪拌下、於室溫添加1 Μ磷酸 

氫二鉀水溶液（1.4mL）後，添力□ 10mM TCEP水溶液 

（1.62mL ;相對於抗體一分子爲2.5當量）。確認本溶液之 

pH爲7.0±0.1內後，停止攪拌，經由於37°C培育2小時， 

將抗體內鉸鏈區之雙硫鍵還原。

抗體與藥物連接物之結合：將上述溶液冷卻至15°C 

後，攪拌下，緩緩滴加DMSO（3.24mL）。其次，緩緩滴加 

含實施例14步驟8之化合物10mM的DMSO溶液（1.7 6mL ; 

相對於抗體一分子爲5.0當量）。將此溶液於15°C攪拌1小 

時，使藥物連接物與抗體結合。其次，攪拌下，添加1 OOmM 

NAC水溶液（0.324mL;相對於抗體一分子爲5.0當量），再
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於室溫培育20分鐘，使未反應之藥物連接物之反應性停 

止。

純化：攪拌下，於上述溶液中緩緩添加20%乙酸水（ 

約 0.52mL）及 ABS（lOOmL），將本溶液之 pH作成 5.5±0.1。 

經由精密過濾此溶液（0.45μπι、PVDF膜）去除白濁物，獲 

得約200mL濾液。對此濾液，使用以超過濾過膜（Merck 

股份有限公司、Pellicon XL Cassette、Ultracell 3OKDa） 

、管栗（美國 Cole-Parmer 公司 MasterFlex Pump model 

77521 -40、泵壓頭model 75 1 8-00）及管子（美國

Cole-Parmer公司 MasterFlex Tube L/S16）所構成的超過 

濾裝置，進行超過濾純化。即，一邊於於反應液中滴加 

作爲純化緩衝液之ABS（計1600mL），一邊進行超過濾純 

化下，去除未結合之藥物連接物及其他低分子量試藥的 

同時，將緩衝液取代爲ABS，再進行至濃縮。對獲得的 

純化溶液，進行精密過濾（0.22μπι、PVDF膜），獲得含有 

標題抗體-藥物結合物的溶液88mL。

特性評價：使用共通操作E及共通操作F（使用£d,28（） 

=5178- ε0;37ο= 2021 7），獲得下述之特性値。

抗體濃度：9.96mg/mL ＞抗體產量：876mg（88%） 

，共通操作E測定的抗體每一分子之藥物平均結合數（n） 

:3.8 ；共通操作F測定的抗體每一分子之藥物平均結合

數⑷：3.8。

【0270】［實施例21 : ADC之抗腫瘤效果之評價］ 

21-a）ADC之抗腫瘤效果（1）

小鼠：5-6週齡之雌BALB/c-nu/nu小鼠（日本Charles
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River股份有限公司）於實驗使用前，以SPF條件下馴化 

4-7日。對小鼠給餌經滅菌的固形飼料（FR-2，Funabashi 

Farms Co.，Ltd），給予經滅菌的自來水（添加5-1 5ppm次 

亞氯酸鈉溶液而調製）。

測定、計算式：於全部之硏究，腫瘤之長徑及短徑 

以電子式數位測徑器（CD-1 5C，Mitutoyo Corp.）於1週測 

定2次，計算腫瘤體積（mm3）。計算式係如以下所示。

腫瘤體積（mm3） = 1/2χ長徑（mm）x［短徑（mm）］2 

【0271 】抗體-藥物結合物全部以生理食鹽水（大塚製

藥工場股份有限公司）稀釋，將10mL/kg之液量於尾靜脈 

內投予。自ATCC購入的人類大腸癌細胞株COLO205懸浮 

於生理食鹽水的2xl 06個細胞皮下移植至雌 

BALB/c-nu/nu小鼠之右側腹部（第0日），第7日實施隨機 

分組。抗體-藥物結合物（1）、（6）、（12）於第7、14、210 

全部以10mg/kg之用量自尾靜脈內投予。作爲陰性對照， 

未結合藥物的hTINA 1-H1L1抗體及hRS7抗體以25mg/kg 

之用量而同樣地投予。抗體-藥物結合物（1）、（6）之投予 

所致的腫瘤體積與抗體-藥物結合物（12）之投予相比，顯 

著減少，任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第1 3圖）。又 

，圖中，横軸表示日數，縱軸表示腫瘤體積。

【0272】 21-b）ADC之抗腫瘤效果（2）

將自ATCC購入的人類胰臓腺癌細胞株Bx-PC3移植

至雌BALB/c-nu/nu小鼠，再將固形繼代的腫瘤片皮下移 

植於雌BALB/c-nu/nu小鼠右側腹部（第0日），第16日實施 

隨機分組。抗體-藥物結合物（1）、（6）、（12）於第16、23
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、30日全部以10mg/kg之用量自尾靜脈內投予。作爲陰性 

對照，未結合藥物的hTINAl-HILl抗體及hRS7抗體以 

25mg/kg之用量同樣地投予。抗體-藥物結合物（1）、（6） 

之投予所致的腫瘤體積與抗體-藥物結合物（1 2）之投予相 

比，顯著減少，任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第14圖 

）°

【0273 】 21-c）ADC之抗腫瘤效果（3）

將自ATCC購入的人類胰臓腺癌細胞株Capan-Ι移植

至雌BALB/c-nu/nu小鼠，再將固形繼代的腫瘤片皮下移 

植於雌B ALB/c-nu/nu小鼠右側腹部（第0日），於第1 8日實 

施隨機分組。抗體-藥物結合物（1）、（6）、（12）於第18、25 

、32日全部以10mg/kg之用量自尾靜脈內投予。作爲陰性 

對照，未結合藥物的hTINAl-HILl抗體及hRS7抗體以 

25mg/kg之用量同樣地投予。抗體-藥物結合物（1）、（6） 

之投予所致的腫瘤體積與抗體-藥物結合物（1 2）之投予相 

比，顯著減少，任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第1 5圖 

）。

【0274】 21-d）ADC之抗腫瘤效果（4）

與實施例21-a）同樣地，將COLO205皮下移植至雌

B ALB/c-nu/nu小鼠（第0日），第1 1日實施隨機分組。第1 1 

、18、25日將抗體-藥物結合物（2）、（5）全部以10mg/kg 

、抗體-藥物結合物（7）、（10）全部以.3mg/kg之用量自尾靜 

脈內投予。抗體-藥物結合物（2）、（5）、（7）、（10）之投予 

所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第1 6圖）。

【0275 】 21-e）ADC之抗腫瘤效果（5）
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與實施例21-b）同樣地將Bx-PC3皮下移植至雌 

BALB/c-nu/nu小鼠（第0日），於第25日實施隨機分組。抗 

體-藥物結合物（2）、（5）、（7）、（10）於第25、32日全部以 

3mg/kg之用量自尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物（2）、（5） 

、（7）、（10）之投予所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果 （ 

第1 7圖）。

【0276】 21-f）ADC之抗腫瘤效果（6）

與實施例21-a）同樣地，將COLO205皮下移植至雌

B ALB/c-nu/nu小鼠（第0日），於第9日實施隨機分組。第9 

、16日抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）全部以10mg/kg 

之用量自尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8） 

、（9）之投予所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第1 8 

圖）。

【0277】 21-g）ADC之抗腫瘤效果（7）

與實施例21-b）同樣地，將BX-PC3皮下移植至雌

BALB/c-nu/nu小鼠（第0日），第21日實施隨機分組。第21 

、28日將抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）全部以3mg/kg 

之用量自尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8） 

、（9）之投予所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第1 9 

圖）。

【0278 】 21-h）ADC之抗腫瘤效果（8）

將自ATCC購入的人類卵巢癌細胞株NIH : OVCAR-3

8χ 106cells 懸浮於 Matrigel（Becton > Dickinson and 

Company），皮下移植至雌BALB/c-nu/nu小鼠（第0日），於 

第25日實施隨機分組。第25日抗體-藥物結合物（3）、（4）

PDI 141709(3) 184



1633893

、（8） ' （9）全部以3mg/kg之用量自尾靜脈內投予。抗體- 

藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）之投予所致任一者皆發揮 

腫瘤增殖抑制效果（第20圖）。

【0279】 21-i）ADC之抗腫瘤效果（9）

將自ATCC購入的人類胃癌細胞株NCI-N8 7 1><107個

細胞懸浮於生理食鹽水，皮下移植至雌BALB/c-nu/nu小 

鼠（第0日），於第6日實施隨機分組。第6日將抗體-藥物結 

合物（3）、（4）、（8）、（9）全部以3mg/kg之用量自尾靜脈內 

投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）之投予所致任 

一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第2 1圖）。

【0280 】 21-j）ADC之抗腫瘤效果（10）

將自ATCC購入的人類肺癌細胞株NCI-H292 5 χ106

個細胞懸浮於生理食鹽水，皮下移植至雌BALB/c-nu/nu 

小鼠（第0日），於第9日實施隨機分組。第9日將抗體-藥物 

結合物（3）、（4）、（8）、（9）全部以3mg/kg之用量自尾靜脈 

內投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）之投予所致 

任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第22圖）。

【028 1 】 21-k）ADC之抗腫瘤效果（11）

將自ATCC購入的人類咽頭癌細胞株FaDu 3。106個

細胞懸浮於生理食鹽水，皮下移植至雌BALB/c-nu/nu小 

鼠（第0日），於第1 1日實施隨機分組。第1 1日將抗體-藥物 

結合物（3）、（4） ' （8）、（9）全部以3mg/kg之用量自尾靜脈 

內投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）之投予所致 

任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第23圖）。

【0282】 21-1）ADC之抗腫瘤效果（12）
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將自ATCC購入的人類胰臓腺癌細胞株CFPAC-1 

4 X 1 06個細胞懸浮於生理食鹽水，皮下移植至雌 

BALB/c-nu/nu小鼠（第0日），於第1 4日實施隨機分組。於 

第14日將抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8）、（9）全部以3mg/kg 

之用量自尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物（3）、（4）、（8） 

、（9）之投予所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第24 

圖）。

【0283 】 21-m）ADC之抗腫瘤效果（13）

與實施例21-1同樣地，將CFPAC-1皮下移植至雌

BALB/c-nu/nu小鼠（第0日），於第1 4日實施隨機分組。第 

14日將抗體-藥物結合物（8）、（13）全部以1 mg/kg之用量自 

尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物（8）、（13）之投予所致任 

一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果（第25圖）。

【0284】 21-n）ADC之抗腫瘤效果（14）

將自ATCC購入的人類胰臓腺癌細胞株HPAC 3χ106

個細胞懸浮於生理食鹽水而皮下移植至雌BALB/c-nu/nu 

小鼠（第0日），於第12日實施隨機分組。第12日將抗體- 

藥物結合物（8）、（13）全部以3mg/kg之用量自尾靜脈內投 

予。抗體-藥物結合物（8）、（13）之投予所致任一者皆發揮 

腫瘤增殖抑制效果（第26圖）。

【0285 】 21-o）ADC之抗腫瘤效果（15）

將獲自Japan Health Sci. Foundation的人類食道癌組

織皮下移植至NOG小鼠（公益財團法人實驗動物中央硏 

究所）而使增殖獲得的腫瘤片，再皮下移植至雌NOD-scid 

小鼠（日本Charles River股份有限公司）（第0日），於第27
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日實施隨機分組。第27日將抗體-藥物結合物(8)、(13) 

全部以3mg/kg之用量自尾靜脈內投予。抗體-藥物結合物 

(8)、(13)之投予所致任一者皆發揮腫瘤增殖抑制效果( 

第27圖)。

【0286】［實施例22: ADC之抗細胞效果之評價］

將TROP2抗原陽性細胞株BxPC3 ' NCI-H292 > NIH

:OVCAR-3、CFPAC-1、FaDu、人類肺腺癌細胞株

Calu-3(ATCC)、人類卵巢癌細胞株CaOV3(ATCC)、及 

TROP2抗原陰性細胞株人類肺癌細胞株Calu-6(ATCC)、 

人類皮膚黒色腫細胞株A375(ATCC)各自使用於ADC之 

抗細胞效果之評價。BxPC3及NCI-H292以含10%胎牛血 

清(Moregate)的 RPMI1640 Medium(Gibco)、NIH : 

OVCAR-3以含20%胎牛血清及0.01mg/mL 胰島素 

(Invitrogen)的 RPMI 1 640 Medium、CFPAC-1 以含 1 0% 胎 

牛血清的Iscove's Modified Dulbecco’s Medium(Gibco) 

、FaDu、Calu-3 及 Calu-6 以含 10% 胎牛血清的 Eagle’s 

Minimum Essential Medium(ATCC)、CaOV3 及 A3 75 以含 

10 % 胎牛血清的 Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium(Gibco)，分別調製爲2.2 x 1 06個細胞/mL，各接種 

90hL於96孔細胞培養用微量盤。再以RPMI1640 Medium 

稀釋爲 100nM、20nM、4nM、0.8nM、0.16nM ' 0.032nM 

、0.0064nM的抗體-藥物結合物(4)、(8)或用以比較而將 

RPMI 1 6 40 Medium各添加 ΙΟμΙ,，於 37°C、5%CO2下培養 6 

日。培養後，將微量盤自培養箱取出，於室溫靜置30分 

鐘。添加培養液與等量之CellTiter-Glo Luminescent Cell
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Viability Assay(Promega)，以平盤混合物攪拌1 0分鐘而 

將細胞溶解後，以平盤讀取機計測發光量。

6曰培養後之細胞增殖抑制率係以下式算出。

細胞增殖抑制率(％) = a-bxlOO

a : 6日培養後之檢體添加孔之平均値-培養開始時之 

檢體未添加孔之平均値

b : 6日培養後之培養基添加孔之平均値-培養開始時 

之檢體未添加孔之平均値

又GI5Q値係以下式算出，

GIso(nM) =

antilog((5 0-f)x (LOG 10(d)-LOG10(c))-(f-e) + LOG 10(d))

c :檢體濃度c 

d :檢體濃度d

e ··檢體濃度c中的細胞增殖阻礙率 

f :檢體濃度d中的細胞增殖阻礙率 

c、d係包夾細胞增殖阻礙率50%的2點，c〉d。

【0287】抗體-藥物結合物(4)及(8)係對爲TROP2抗原

陽性細胞株的 BxPC3、NCI-H292、NIH : OVCAR-3、 

CFPAC-1、FaDu、Calu-3、CaOV3，呈現 GI5()< 1(ηΜ)之 

抗細胞效果。另一方面，爲TROP2抗原陰性細胞株的 

Calu-6，對A375未呈現抗細胞效果(〉10 0(nM))。

【符號說明】

【0288 】

ο
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［序列表之非關鍵詞文字］

【0289】

序列識別號1 :編碼TINA1抗體之重鏈之可變區的 

cDNA之核苷酸序列

序列識別號2 : TINA 1抗體之重鏈之可變區之胺基酸 

序列 ‘

序列識別號3:編碼TINA1抗體之輕鏈之可變區的 

cDNA之核苷酸序列

序列識別號4 : TINA1抗體之輕鏈之可變區之胺基酸

序列

序列識別號5 ‘·編碼人類κ鏈分泌訊號及人類κ鏈恆定 

區的核苷酸序列

序列識別號6 :編碼人類重鏈分泌訊號及人類IgGl 

恆定區的核苷酸序列

序列識別號7 : cTINAl抗體重鏈之核苷酸序列

序列識別號8 : cTINAl抗體重鏈之胺基酸序列

序列識別號9 : cTINAl抗體輕鏈之核苷酸序列

序列識別號1 0 cTINAl抗體輕鏈之胺基酸序列

序列識別號1 1 hTINAl-Hl之核苷酸序列

序列識別號1 2 hTINAl-Hl之胺基酸序列

序列識別號1 3 hTINAl-H2之核苷酸序列

序列識別號14 hTINAl-H2之胺基酸序列

序列識別號1 5 hTINAl-H3之核苷酸序列

序列識別號16 hTINAl-H3之胺基酸序列

序列識別號1 7 hTINAl-Ll之核苷酸序列
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序列識別號18 : hTINAl-Ll之胺基酸序列

序列識別號1 9 ·‘ hTINAl-L2之核苷酸序列

序列識別號20 : hTINAl-L2之胺基酸序列

序列識別號21 : hTINAl-L3之核苷酸序列

序列識別號22 : hTINAl-L3之胺基酸序列

序列識別號23 : TIN A 1抗體之CDRH 1之胺基酸序歹IJ

序列識別號24 : TINA1抗體之CDRH2之胺基酸序歹！J

序列識別號25 : TINA1抗體之CDRH3之胺基酸序歹fj

序列識別號26 : TINA1抗體之CDRL1之胺基酸序列

序列識別號27 : TINA 1抗體之CDRL2之胺基酸序列

序列識別號28 : TINA1抗體之CDRL3之胺基酸序列

序列識別號29 : hRS7抗體重鏈之核苷酸序列

序列識別號30 ‘· hRS7抗體重鏈之肢基酸序列

序列識別號3 1 : hRS7抗體輕鏈之核苷酸序列

序列識別號32 : hRS7抗體輕鏈之胺基酸序列

序列識別號33 : 弓1 子 mG2aVR2

序列識別號34 = 弓1子 mKVR2

序列識別號35 : 引子 3.3-F1

序列識別號36 : 引子 3.3 -R 1

序列識別號37 : 引子 TINA1H-F

序列識別號3 8 = 引子 TINA1H-R

序列識別號39 : 引子 TINA1L-F

序列識別號40 : 引子 TINA1L-R

序列識別號4 1 : 引子 EG-Inf-F

序列識別號42 : 引子 EGl-Inf-R
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序列識別號43 :引子CM-LKF 

序列識別號44:引子KCL-Inf-R
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序列表

〈110〉第一三共股份有限公司

<120>抗TR0P2抗睦-藥物結合物

<130> PD20-9007W0

<150> JP2013-267548
<151〉 2013-12-25

<160> 44

<170> Patent In version 3. 5

<210〉 1
<211〉 363
<212〉 DNA
<213〉小鼠

<400> 1
cagatccagt tggtgcagtc tggacctgag ctgaagaagc ctggagagac agtcaggatc 

tcctgcaagg cttctgggta taccttcaca actgctggaa tgcagtgggt gcaaaagatg 

ccaggaaagg gtttgaagtg gattggctgg ataaacaccc actctggagt gccaaaatat 

gcagaagact tcaagggacg gtttgccttc tctttggaaa cctctgccag cactgcatat 

ttacagataa gcaacctcaa aaatgaggac acgactacgt atttctgtgc gagatcgggg 

ttcggtagta gctactggta cttcgatgtc tggggcgcag ggaccgcggt caccgtctcc 

tea

60

120

180

240

300

360

363

<210〉 2
<211> 121
<212> PRT
<213>小鼠

<400〉 2

Gin lie Gin Leu Val Gin Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu 
15 10 15

Thr Val Arg lie Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Ala 
20 25 30

Gly Met Gin Trp Val Gin Lys Met Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp lie 
35 40 45

Gly Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe 
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80

Leu Gin lie Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Thr Thr Tyr Phe Cys 
85 90 95

Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
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100 105 110

Ala Gly Thr Ala Val Thr Val Ser Ser 
115 120

<210> 3
<211> 327
<212> DNA
<213〉小鼠

〈400〉 3
gacattgtga tgacccagtc tcacaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc 60

atcacctgca aggccagtca ggatgtgagt actgctgtag cctggtatca acagaaacca 120

ggacaatctc ctaaactgct gatttactcg gcatcctacc gctacactgg agtccctgat 180

cgcttcactg gcagtggatc tgggacggct ttcactttca ccatcagcag tgtgcaggct 240

gaagacctgg cagtttatta ctgtcagcaa cattatatta ctccgctcac gttcggtgct 300

gggaccaagc tggagctgaa acgggct 327

<210〉 4
〈211〉 109
<212〉 PRT
<213〉小鼠

<400> 4

Asp lie Val Met Thr Gin Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 
15 10 15

Asp Arg Val Ser lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp Val Ser Thr Ala 
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gin 6ln Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu lie 
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Phe Thr lie Ser Ser Val Gin Ala 
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr lie Thr Pro Leu 
85 90 95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala 
100 105

<210〉 5
〈211〉 449
<212> DNA
<213〉現代人種

<400> 5
gcctccggac tctagagcca ccatggtgct gcagacccag gtgttcatct ccctgctgct 60
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gtggatctcc ggcgcgtacg 

cgtgttcatc ttccccccct 

cctgctgaat aacttctacc 

gcagtccggg aactcccagg 

cctgagcagc accctgaccc 

cgaggtgacc caccagggcc 

ttaggggccc gtttaaacgg

gcgatatcgt gatgattaaa 

ccgacgagca gctgaagtcc 

ccagagaggc caaggtgcag 

agagcgtgac cgagcaggac 

tgagcaaagc cgactacgag 

tgagctcccc cgtcaccaag 

gggaggcta

cgtacggtgg ccgccccctc 

ggcaccgcct ccgtggtgtg 

tggaaggtgg acaacgccct 

agcaaggaca gcacctacag 

aagcacaagg tgtacgcctg 

agcttcaaca ggggggagtg

120

180

240

300

360

420

449

<210〉 6
<211> 1132
〈212〉 DNA
<213〉現代人種

<400> 6
gcctccggac tctagagcca ccatgaaaca 

tcccagatgg gtgctgagcc aggtgcaatt 

ggcccaagcg tcttccccct ggcaccctcc 

ctgggctgcc tggtcaagga ctacttcccc 

gccctgacca gcggcgtgca caccttcccc 

ctcagcagcg tggtgaccgt gccctccagc 

gtgaatcaca agcccagcaa caccaaggtg 

aaaactcaca catgcccacc ctgcccagca 

ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc 

gtggtggtgg acgtgagcca cgaagaccct 

gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccc 

gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccag 

aaggtctcca acaaagccct cccagccccc 

cagccccggg aaccacaggt gtacaccctg 

caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc 

gagagcaatg gccagcccga gaacaactac 

ggctccttct tcctctacag caagctcacc 

gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct 

tccctgtctc ccggcaaatg agatatcggg

cctgtggttc ttcctcctgc tggtggcagc 

gtgcaggcgg ttagctcagc ctccaccaag 

tccaagagca cctctggcgg cacagccgcc 

gaacccgtga ccgtgagctg gaactcaggc 

gctgtcctgc agtcctcagg actctactcc 

agcttgggca cccagaccta catctgcaac 

gacaagagag ttgagcccaa atcttgtgac 

cctgaactcc tggggggacc ctcagtcttc 

atgatctccc ggacccctga ggtcacatgc 

gaggtcaagt tcaactggta cgtggacggc 

cgggaggagc agtacaacag cacgtaccgg 

gactggctga atggcaagga gtacaagtgc 

atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggc 

cccccatccc gggaggagat gaccaagaac 

ttctatccca gcgacatcgc cgtggagtgg 

aagaccaccc ctcccgtgct ggactccgac 

gtggacaaga gcaggtggca gcagggcaac 

ctgcacaacc actacaccca gaagagcctc 

cccgtttaaa cgggggaggc ta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1132

<210〉 7
<211〉 1410
〈212〉 DNA
<213>人工序列

〈220〉
<223〉嵌合鼠-人類TINA1抗體之重鏈之核苔酸序列
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<400> 7
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag 60

atccagttgg tgcagtctgg acctgagctg aagaagcctg gagagacagt caggatctcc 120

tgcaaggctt ctgggtatac cttcacaact gctggaatgc agtgggtgca aaagatgcca 180

ggaaagggtt tgaagtggat tggctggata aacacccact ctggagtgcc aaaatatgca 240

gaagacttca agggacggtt tgccttctct ttggaaacct ctgccagcac tgcatattta 300

cagataagca acctcaaaaa tgaggacacg actacgtatt tctgtgcgag atcggggttc 360

ggtagtagct actggtactt cgatgtctgg ggcgcaggga ccgcggtcac cgtcagctca 420

gcctccacca agggcccaag cgtcttcccc ctggcaccct cctccaagag cacctctggc 480

ggcacagccg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaacccgt gaccgtgagc 540

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc ccgctgtcct gcagtcctca 600

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc 660

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagag agttgagccc 720

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca ccctgcccag cacctgaact cctgggggga 780

ccctcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct 840

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 900

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cccgggagga gcagtacaac 960

agcacgtacc gggtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag 1020

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc 1080

aaagccaaag gccagccccg ggaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag 1140

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 1200

gccgtggagt gggagagcaa tggccagccc gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg 1260

ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 1320

cagcagggca acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacc 1380

cagaagagcc tctccctgtc tcccggcaaa 1410

〈210〉 8
<211〉 470
〈212〉 PRT
<213>人工序列

<220〉
〈223〉嵌合鼠-人類TINA1抗體之重鏈之胺基酸序列

<400〉 8

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp 
15 10 15

Val Leu Ser Gin lie Gin Leu Val Gin Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
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20 25 30

Pro Gly Glu Thr Val Arg lie Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
35 40 45

Thr Thr Ala Gly Met Gin Trp Val Gin Lys Met Pro Gly Lys Gly Leu 
50 55 60

Lys Trp lie Gly Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala 
65 70 75 80

Glu Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser 
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gin lie Ser Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Thr Thr 
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp 
115 120 125

Val Trp Gly Ala Gly Thr Ala Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 
195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn 
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro 
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 
245 250 255

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
260 265 270

Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
275 280 285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly

PDl 141709(3) 5
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290 295 300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 
305 310

Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn 
315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 
325

Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp 
330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 
340

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 
345 350

Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser 
355 360

Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu 
365

n
As

u
o
 

I
8
 

G
 3

u
Gl

σοAr
6so

pr
o
 5

Γ
Tyva

n
o
 

—7
 

G
 3

o
pr

Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie 
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys 
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu 
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
465 470

〈210〉 9
<211> 702
<212〉 DNA
<213〉人工序列

<220〉
〈223>嵌合鼠-人類ΤΙ NA1抗體之輕鏈之核苔酸序列

<400> 9
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcgtacggc 60 

gacattgtga tgacccagtc tcacaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc 120 

atcacctgca aggccagtca ggatgtgagt actgctgtag cctggtatca acagaaacca 180 

ggacaatctc ctaaactgct gatttactcg gcatcctacc gctacactgg agtccctgat 240 

cgcttcactg gcagtggatc tgggacggct ttcactttca ccatcagcag tgtgcaggct 300 

gaagacctgg cagtttatta ctgtcagcaa cattatatta ctccgctcac gttcggtgct 360

PD1141709(3) 6



1633893

gggaccaagc

tccgacgagc

cccagagagg

gagagcgtga

ctgagcaaag

ctgagctccc

tggagctgaa

agctgaagtc

ccaaggtgca

ccgagcagga

ccgactacga

ccgtcaccaa

acgggctgtg

cggcaccgcc

gtggaaggtg

cagcaaggac

gaagcacaag

gagcttcaac

gccgccccct

tccgtggtgt

gacaacgccc

agcacctaca

gtgtacgcct

aggggggagt

ccgtgttcat

gcctgctgaa

tgcagtccgg

gcctgagcag

gcgaggtgac

gt

cttccccccc

taacttctac

gaactcccag

caccctgacc

ccaccagggc

420

480

540

600

660

702

<210〉 10 
<211〉 234 
<212〉 PRT 
〈213〉人工序列

〈220〉
<223〉嵌合鼠-人類ΤΙNA1抗體之輕鏈之胺基酸序列

〈400〉 10

Met Val Leu Gin Thr 6ln Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser 
15 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp lie Val 
20

Thr Ser Val Gly Asp Arg Val 
35

Met Thr Gin Ser His Lys Phe Met Ser 
25 30

Ser lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp 
40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro 
50 55 60

Lys Leu Leu He Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Qly Val Pro Asp 
65 70 75 80

Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Phe Thr lie Ser 
85 90 95

Ser Val Gin Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr 
100 105 110

lie Thr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg 
115 120 125

Ala Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin 
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 
145 150 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser 
165 170 175

PDl 141709(3) 7
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Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro 
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
225 230

<210> 11
<211> 1410
<212> DNA
<213>人工序列

<220〉
〈223〉人化ΤΙ ΝΑΙ抗體，Η1型之重鏈之核苜酸序列

〈400〉 11
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag

gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg 

tgcaaggcca gcggctacac ctttaccacc 

ggacagggcc tggaatggat gggctggatc 

gaggacttca agggcagagt gaccatcagc 

cagctgagca gcctgaagtc cgaggacacc 

ggcagcagct actggtactt cgacgtgtgg 

gcctccacca agggcccaag cgtcttcccc 

ggcacagccg ccctgggctg cctggtcaag 

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg 

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc 

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc 

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca 

ccctcagtct tcctcttccc cccaaaaccc 

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc 

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc 

agcacgtacc gggtggtcag cgtcctcacc 

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc

aaagccaaag gccagccccg ggaaccacag

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc 

gccgtggagt gggagagcaa tggccagccc

aagaaaccag gcgccagcgt gaaggtgtcc 

gccggcatgc agtgggtgcg ccaggctcct 

aacacccaca gcggcgtgcc caaatacgcc 

gccgacacca gcacctccac agcctacctg 

gccgtgtact actgcgccag aagcggcttc 

ggccagggca ccctcgtgac cgtcagctca 

ctggcaccGt cctccaagag cacctctggc 

gactacttcc ccgaacccgt gaccgtgagc 

cacaccttcc ccgctgtcct gcagtcctca 

gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc 

aacaccaagg tggacaagag agttgagccc 

ccctgcccag cacctgaact cctgggggga 

aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct 

cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 

aagacaaagc cccgggagga gcagtacaac 

gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag 

ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc 

gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag 

ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 

gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 

cagcagggca acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacc

cagaagagcc tctccctgtc tcccggcaaa

1320

1380

1410

<210> 12
<211〉 470
<212> PRT
〈213>人工序列

<220〉
<223〉人化TINA1抗體，H1型之重鏈之胺基酸序列

<400> 12

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp 
15 10 15

Val Leu Ser Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
35 40 45

Thr Thr Ala Gly Met Gin Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu 
50 55 60

Glu Trp Met Gly Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala 
65 70 75 80

Glu Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr lie Ser Ala Asp Thr Ser Thr Ser 
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gin Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Val 
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp 
115 120 125

Val Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 

PDl 141709(3) 9
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195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr He Cys Asn 
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro 
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 
245 250 255

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
260 265 270

Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
275 280 285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 
290 295 300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn 
305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp 
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 
340 345 350

Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu 
355 360 365

Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn 
370 375 380

Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie 
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys 
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu 
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

PD1141709(3) 10
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465 470

<210〉 13
<211〉 1410
<212〉 DNA
<213>人工序列

<220〉
<223〉人化1ΊΝΑ1抗體，H2型之重鏈之核苷酸序列

<400> 13
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag

gtgcagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg 

tgcaaggcca gcggctacac ctttaccacc 

ggacagggcc tggaatggat gggctggatc 

gaggacttca agggcagagt gaccatcagc 

cagctgagca gcctgaagtc cgaggacacc 

ggcagcagct actggtactt cgacgtgtgg 

gcctccacca agggcccaag cgtcttcccc 

ggcacagccg ccctgggctg cctggtcaag 

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg 

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc 

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc 

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca 

ccctcagtct tcctcttccc cccaaaaccc 

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc 

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc 

agcacgtacc gggtggtcag cgtcctcacc 

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc 

aaagccaaag gccagccccg ggaaccacag 

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc 

gccgtggagt gggagagcaa tggccagccc 

ctggactccg acggctcctt cttcctctac 

cagcagggca acgtcttctc atgctccgtg 

cagaagagcc tctccctgtc tcccggcaaa

aagaaaccag gcgccagcgt gaaggtgtcc 

gccggcatgc agtgggtgcg ccaggctcct 

aacacccaca gcggcgtgcc caaatacgcc 

ctggacacca gcacctccac cgcctacctg 

gccgtgtact actgcgccag aagcggcttc 

ggccagggca ccctcgtgac cgtcagctca 

ctggcaccct cctccaagag cacctctggc 

gactacttcc ccgaacccgt gaccgtgagc 

cacaccttcc ccgctgtcct gcagtcctca 

gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc 

aacaccaagg tggacaagag agttgagccc 

ccctgcccag cacctgaact cctgggggga 

aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct 

cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 

aagacaaagc cccgggagga gcagtacaac 

gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag 

ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc 

gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag 

ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 

gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg 

agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 

atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410

<210〉 14 
<211> 470 
〈212〉 PRT 
<213〉人工序列 

<220>

PD 1141709(3) 11
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<223>人化TINA1抗韻，H2型之重鏈之胺基酸序列

<400〉 14

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp 
15 10 15

Val Leu Ser Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
35 40 45

Thr Thr Ala Gly Met Gin Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu 
50 55 60

Glu Trp Met Gly Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala 
65 70 75 80

Glu Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr lie Ser Leu Asp Thr Ser Thr Ser 
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gin Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Val 
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp 
115 120 125

Val Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 
195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn 
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro 
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 
245 250 255

PD 1141709(3) 12
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Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
260 265 270

Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
275 280 285

va GlTy
p
o
Γ
Ο

T
3

n
As

6
ph

s
Lyva

U
5
 

I
9
 

G
 2Glu

o
pr

sΓ
Ο
 

6
9
 

s
 2

3

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 6ln Tyr Asn 
305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp 
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 
340 345 350

Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu 
355 360 365

Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn 
370 375 380

Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie 
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 6ln Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys 
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu 
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
465 470

〈210〉 15
<211> 1410
<212> DNA
〈213>人工序列

<220>
<223〉人化TINA1抗體，H3型之重鏈之核苷酸序列

<400〉 15
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag 60

PD1141709(3) 13
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atccagctgg tgcagtctgg cgccgaagtg aagaaacccg gcgagagcgt gaaggtgtcc 120

tgcaaggcca gcggctacac ctttaccacc gccggcatgc agtgggtgca gcagatgcct 180

ggcaagggcc tggaatggat gggctggatc aacacccaca gcggcgtgcc caaatacgcc 240

gaggacttca agggcagagt gaccttcagc ctggacacca gcacctccac cgcctacctg 300

cagctgagca gcctgaagtc cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag aagcggcttc 360

ggcagcagct actggtactt cgacgtgtgg ggccagggca ccctcgtgac cgtcagctca 420

gcctccacca agggcccaag cgtcttcccc ctggcaccct cctccaagag cacctctggc 480

ggcacagccg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaacccgt gaccgtgagc 540

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc ccgctgtcct gcagtcctca 600

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc 660

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagag agttgagccc 720

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca ccctgcccag cacctgaact cctgggggga 780

ccctcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct 840

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 900

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cccgggagga gcagtacaac 960

agcacgtacc gggtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag 1020

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc 1080

aaagccaaag gccagccccg ggaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag 1140

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 1200

gccgtggagt gggagagcaa tggccagccc gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg 1260

ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 1320

cagcagggca acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacc 1380 

cagaagagcc tctccctgtc tcccggcaaa 1410

<210〉 16
<211〉 470
〈212〉 PRT
<213〉人工序列

<220〉
<223〉人化TINA1抗體，H3型之重鏈之胺基酸序列

<400〉 16

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp 
15 10 15

Val Leu Ser Gin lie Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 
20 25 30

Pro Gly Glu Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

PD1141709(3) 14
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35 40 45

Thr Thr Ala Gly Met Gin Trp Val Gin Gin Met Pro Gly Lys Gly Leu 
50 55 60

Glu Trp Met Gly Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala 
65 70 75 80

Glu Asp Phe Lys Gly Arg Val Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Thr Ser 
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gin Leu Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Val 
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp 
115 120 125

Val Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 
195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn 
210 215 220

Val Asn Kis Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro 
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 
245 250 255

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
260 265 270

Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
275 280 285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 
290 295 300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn

PDl 141709(3)
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305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp 
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 
340 345 350

Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu 
355 360 365

Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn 
370 375 380

Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie 
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys 
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu 
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
465 470

<210〉 17
<211> 702
〈212〉 DNA
<213>人工序列

<220〉
<223〉人化TINA1抗體，L1型之輕鏈之核奋酸序列

<400〉 17
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcgtacggc 

gacatccaga tgacccagag ccctagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc 

atcacatgca aggccagcca ggacgtgtcc acagccgtgg cctggtatca gcagaagcct 

ggcaaggccc ccaagctgct gatctacagc gccagctacc ggtacaccgg cgtgcccagc 

agattttctg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga caatcagcag cctgcagccc 

gaggacttcg ccgtgtacta ctgccagcag cactacatca cccccctgac ctttggccag 

ggcaccaagc tggaaatcaa gcgtacggtg gccgccccct ccgtgttcat cttccccccc 

tccgacgagc agctgaagtc cggcaccgcc tccgtggtgt gcctgctgaa taacttctac

60

120

180

240

300

360

420

480
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cccagagagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagtccgg gaactcccag 

gagagcgtga ccgagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc 

ctgagcaaag ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggc 

ctgagctccc ccgtcaccaa gagcttcaac aggggggagt gt

540

600

660

702

〈210〉 18
<211〉 234
〈212〉 PRT
<213>人工序列

<220>
<223〉人化TINA1抗體，LI型之輕鏈之胺基酸序列

<400〉 18

Met Val Leu Gin Thr Gin Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser 
15 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp lie Gin Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 .30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp 
35 40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro 
50 55 60

Lys Leu Leu lie Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser 
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser 
85 90 95

Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr 
100 105 110

lie Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg 
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin 
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 
145 150 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser 
165 170 175

Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
180 185 190
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Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr 6lu Lys 
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro 
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 19
<211> 702
〈212〉 DNA
<213>人工序列

<220>
<223〉人化ΤI ΝΑΙ抗體，L2型之輕鏈之核苷酸序列

<400> 19
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcgtacggc 60

gacatcgtga tgacccagag ccctagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc 120

atcacatgca aggccagcca ggacgtgtcc acagccgtgg cctggtatca gcagaagcct 180

ggcaaggccc ccaagctgct gatctacagc gccagctacc ggtacaccgg cgtgcccagc 240

agattttctg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga caatcagcag cctgcagccc 300

gaggacttcg ccgtgtacta ctgccagcag cactacatca cccccctgac ctttggccag 360

ggcaccaagc tggaaatcaa gcgtacggtg gccgccccct ccgtgttcat cttccccccc 420

tccgacgagc agctgaagtc cggcaccgcc tccgtggtgt gcctgctgaa taacttctac 480

cccagagagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagtccgg gaactcccag 540

gagagcgtga ccgagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc 600

ctgagcaaag ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggc 660

ctgagctccc ccgtcaccaa gagcttcaac aggggggagt gt 702

<210〉 20
<211> 234
<212> PRT
<213〉人工序列

<220>
<223>人化TINA1抗體，L2型之輕鏈之胺基酸序列

<400> 20

Met Val Leu Gin Thr Gin Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser 
15 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp lie Val Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp
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35 40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro 
50 55 60

Lys Leu Leu lie Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser 
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser 
85 90 95

Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr 
100 105 110

lie Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg 
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin 
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 
145 150 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser 
165 170 175

Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro 
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
225 230

<210〉 21
<211> 702
<212> DNA
〈213>人工序列

<220〉
<223〉人化ΤΙ ΝΑΙ抗體，L3型之輕鏈之核苷酸序列

<400〉 21
atggtgctgc agacccaggt gttcatctcc ctgctgctgt ggatctccgg cgcgtacggc

gacatcgtga tgacccagag ccctagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc 

atcacatgca aggccagcca ggacgtgtcc acagccgtgg cctggtatca gcagaagccc

ggcaagcagc ccaagctgct gatctacagc gccagctacc ggtacaccgg cgtgcccagc 
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agattttctg gcagcggctc cggcaccgac ttcaccctga caatcagcag cctgcagccc 300 

gaggacttcg ccgtgtacta ctgccagcag cactacatca cccccctgac ctttggccag 360 

ggcaccaagc tggaaatcaa gcgtacggtg gccgccccct ccgtgttcat cttccccccc 420 

tccgacgagc agctgaagtc cggcaccgcc tccgtggtgt gcctgctgaa taacttctac 480 

cccagagagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagtccgg gaactcccag 540 

gagagcgtga ccgagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc 600 

ctgagcaaag ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccagggc 660 

ctgagctccc ccgtcaccaa gagcttcaac aggggggagt gt 702

〈210〉 22
<211> 234
<212> PRT
<213〉人工序列

<220〉
<223>人化TINA1抗體，L3型之輕鏈之胺基酸序列

〈400〉 22

Met Val Leu Gin Thr Gin Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser 
15 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp lie Val 
20

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val 
35

Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser 
25 30

Thr lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp 
40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Gin Pro 
50 55 60

Lys Leu Leu lie Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser 
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser 
85 90 95

Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr 
100 105 110

hT6 0
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Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin 
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Rhe Tyr 
145 150 155 160
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Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser 
165 170 175

Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro 
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
225 230

<210〉 23 
<211> 5 
<212〉 PRT 
〈213〉小鼠 

<400〉 23

Thr Ala Gly Met Gin 
1 5

<210〉 24
<211> 17
<212> PRT
〈213〉小鼠

<400〉 24

Trp lie Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys Tyr Ala Glu Asp Phe Lys 
15 10 15

Gly

<210> 25
<211〉 12
<212> PRT
<213〉小鼠

<400> 25

Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val 
1 5 10

<210〉 26
<211> 11
〈212〉 PRT
<213>小鼠

<400> 26

Lys Ala Ser Gin Asp Val Ser Thr Ala Val Ala 
1 5 10
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<210> 27
<211> 7
<212〉 PRT
<213>小鼠

<400> 27

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
1 5

<210> 28
<211〉 9
<212> PRT
<213>小鼠

<400〉 28

Gin Gin His Tyr lie Thr Pro Leu Thr
1 5

<210〉 29
〈211〉 1410
〈212〉 DNA
<213〉現代人種

<400> 29
atgaaacacc tgtggttctt cctcctgctg gtggcagctc ccagatgggt gctgagccag 60

gtgcagctgc agcagagcgg cagcgagctg aagaagcctg gcgccagcgt caaggtgtcc 120

tgcaaggcca gcggctacac cttcaccaac tacggcatga actgggtgaa gcaggcccca 180

ggccagggcc tgaagtggat gggctggatc aacacctaca ccggcgagcc cacctacacc 240

gacgacttca agggccggtt cgccttcagc ctggacacca gcgtgagcac cgcctacctg 300

cagatcagca gcctgaaggc cgacgatacc gccgtgtact tctgcgccag aggcggcttc 360

ggcagcagct actggtactt cgacgtgtgg ggccagggca gcctggtgac cgtgagctca 420

gcctccacca agggcccaag cgtcttcccc ctggcaccct cctccaagag cacctctggc 480

ggcacagccg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaacccgt gaccgtgagc 540

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc ccgctgtcct gcagtcctca 600

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc 660

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagag agttgagccc 720

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca ccctgcccag cacctgaact cctgggggga 780

ccctcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct 840

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg 900

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cccgggagga gcagtacaac 960

agcacgtacc gggtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag 1020

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc 1080

aaagccaaag gccagccccg ggaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag 1140

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc 1200
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gccgtggagt

ctggactccg

cagcagggca

cagaagagcc

gggagagcaa

acggctcctt

acgtcttctc

tctccctgtc

tggccagccc

cttcctctac

atgctccgtg

tcccggcaaa

gagaacaact

agcaagctca

atgcatgagg

acaagaccac

ccgtggacaa

ctctgcacaa

ccctcccgtg

gagcaggtgg

ccactacacc

1260

1320

1380

1410

<210〉 30
<211〉 470
<212〉 PRT
<213〉現代人種

<400〉 30

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp 
15 10 15

Val Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys 
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 
35 40 45

Thr Asn Tyr Gly Het Asn Trp Val Lys Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu 
50 55 60

Lys Trp Met Gly Trp lie Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Thr 
65 70 75 80

Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser 
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gin lie Ser Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala Val 
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp 
115 120 125

Val Trp Gly Gin Gly Ser Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 
145 150 155 160

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 
165 170 175

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 
180 185 190

Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 
195 200 205
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Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn 
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro 
225 230 235 240

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu 
245 250 255

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
260 265 270

Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
275 280 285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 
290 295 300

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn 
305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp 
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 
340 345 350

Ala Pro lie Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu 
355 360 365

Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn 
370 375 380

Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie 
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys 
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu 
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
465 470
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<210> 31 
<211> 702 
〈212〉 DNA 
<213>現代人種 

〈400> 31
atggtgctgc agacccaggt 

gatatccagc tgacccagag 

atcacatgca aggccagcca 

ggcaaggccc ccaagctgct 

agattcagcg gcagcggctc 

gaggacttcg ccgtgtacta 

ggcaccaagg tggaaatcaa 

tccgacgagc agctgaagtc 

cccagagagg ccaaggtgca 

gagagcgtga ccgagcagga 

ctgagcaaag ccgactacga 

ctgagctccc ccgtcaccaa

gttcatctcc ctgctgctgt 

ccccagcagc ctgagcgcca 

ggacgtgtcc attgccgtgg 

gatctacagc gccagctacc 

cggcaccgac ttcaccctga 

ctgccagcag cactacatca 

gcgtacggtg gccgccccct 

cggcaccgcc tccgtggtgt 

gtggaaggtg gacaacgccc 

cagcaaggac agcacctaca 

gaagcacaag gtgtacgcct 

gagcttcaac aggggggagt

ggatctccgg cgcgtacggc 

gcgtgggcga cagagtgtcc 

cctggtatca gcagaagccc 

ggtacaccgg cgtgcccgac 

ccatcagcag cctgcagccc 

cccccctgac cttcggagcc 

ccgtgttcat cttccccccc 

gcctgctgaa taacttctac 

tgcagtccgg gaactcccag 

gcctgagcag caccctgacc 

gcgaggtgac ccaccagggc 

gt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702

<210〉 32
<211〉 234
<212〉 PRT
〈213〉現代人種

〈400〉 32

Met Val Leu Gin Thr Gin Val Phe lie Ser Leu Leu Leu Trp lie Ser 
15 10 15

Gly Ala Tyr Gly Asp lie Gin Leu Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Ser lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asp 
35 40 45

Val Ser lie Ala Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro 
50 55 60

Lys Leu Leu lie Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp 
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser 
85 90 95

Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin His Tyr 
100 105 110

lie Thr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg 
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115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin 
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 
145 150 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser 
165 170 175

Gly Asn Ser 6ln Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 
195 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro 
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
225 230

〈210〉 33
<211> 30
<212〉 DNA
<213〉人工序列

<220>
<223>引子tnG2aVR2之核苷酸序列

<400〉 33
agagttccag gtcaaggtca ctggctcagg 30

<210〉 34
<211〉 30
<212〉 DNA
〈213〉人工序列

<220>
<223>引子niKVR2之核苷酸序列

<400〉 34
agtccaactg ttcaggacgc cattttgtcg 30

〈210〉 35
〈211〉 30
<212> DNA
<213〉人工序列

〈220〉
<223〉引子3. 3-Π之核苷酸序列

<400> 35
tataccgtcg acctctagct agagcttggc 30

<210〉 36
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〈211〉 30
<212> DNA
<213〉人工序列

〈220〉
〈223〉引子3.3-R1之核苷酸序列

<400> 36
gctatggcag ggcctgccgc cccgacgttg 30

<210> 37
<211〉 47
<212〉 DNA
<213〉人工序列

<220>
<223>引子TINA1H-F之核苷酸序列

<400〉 37
ccagatgggt gctgagccag atccagttgg tgcagtctgg acctgag 47

<21O> 38

•
<211> 48 
〈212〉 DNA 
〈213〉人工序列

<220>
<223>弓I子TINA1H-R之核苔酸序列

<400〉 38
cttggtggag gctgagctga cggtgaccgc ggtccctgcg ccccagac 48

<210> 39
<211〉 48
〈212〉 DNA
〈213〉人工序列

<220>
<223>引子TINA1L-F之核苷酸序列

<400〉 39
atctccggcg cgtacggcga cattgtgatg acccagtctc acaaattc 48

<211〉 45
<212〉 DNA
<213〉人工序列

<220〉
<223〉引子TINA1L-R之核苷酸序列

<400> 40
ggagggggcg gccacagccc gtttcagctc cagcttggtc ccagc 45

<210> 41
<211〉 22
<212〉 DNA
<213〉 人工序列

<220>
<223〉 引子EG-Inf-F之核苷酸序列

<400> 41
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agctcccaga tgggtgctga gc 22

〈210〉 42
<211> 22
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>引子EGI-Inf-R之核苷酸序列

<400> 42
gggcccttgg tggaggctga gc 22

<210> 43
〈211〉 24
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223〉引子CM-LKF之核苷酸序列

<400> 43
ctgtggatct ccggcgcgta cggc 24

<210〉 44
<211> 21
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223>引子KCL-Inf-R之核苷酸序列

<400〉 44
ggagggggcg gccaccgtac g 21
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公告本
1633893 發明摘要

※申請案號：103145458 
※申請日：103/12/25 ※^(:分類:

A61K 47/50 (2017.01) 
A61K 31/4745 (2006.01) 
A61K 39/395 (2006.01) 
A61P 35/00 (2006.01)

【發明名稱】(中文筷文)

抗TROP2抗體-藥物結合物

ANTI-TROP2 ANTIBODY DRUG CONJUGATE

【中文】

抗腫瘤效果及安全性面優異、具有優異治療效果的 

抗腫瘤藥之提供。

提供一種抗體-藥物結合物(Antibody-Drug 

Conjugate)，其特徵爲將下式所示的抗腫瘤性化合物與抗 

TROP2抗體，介隔下式：

-L1-L2-Lp-NH-(CH2)n1-La-(CH2)n2-C( = O)- 

所示的結構之連接物而結合(抗TROP2抗體係於L1之末 

端結合，抗腫瘤性化合物係將第1位之胺基之氮原子作爲 

結合部位，與-(CH2)n2-C( = O)-部分之羰基結合)。

ο

PDI 141709(3) 1
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【代表圖】

【本案指定代表圖】·’無。

【本代表圖之符號簡單說明】:

y ϊ

【本案若有化學式時，請揭示最能顯示發明特徵的化學式】:

7 1 \\
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2018年6月1日替換頁

p H7.4 ' 0.1 5 M NaCl，3mM ED T A ' 0.05% Surfactant P 2 0) 

。於將抗人類IgG(Fab)抗體固定化的晶片上，將含抗體 

的培養上清液以約80秒鐘添加後，抗原之連續稀釋溶液 

(1-lOOOnM)以流速30μ1/分鐘於300秒鐘添加，接著，監測 

600秒鐘之解離相。作爲再生溶液，將含20%DMSO的 

10mM Gly-HCl pH 1.5以流速1 Ομΐ/分鐘於60秒鐘添加。資 

料之解析係使用分析軟體(BIAevaluation software ? 

version 4.1)之雙價結合模式(bivalent binding model)，算 

出結合速度常數kon、解離速度常數koff及解離常數(KD 

;KD = koff/kon)。

【0210】[表1]

名稱 KD(M)

1 hTINAI-HILI 6.3E-08

2 hTINAI-H2LI 6.9E-08

3 hTINAl-H2L2 7. IE-08

4 hTINAI-H3L3 5.8 E -08

5 cTINAl 5.6 E -08

使用培養上清液作爲抗體樣品的結合活性 

【0211】 8-2)使用純化抗體的抗原結合能力之測定

抗體與抗原(Recombinant Human TROP-2 Fc 

chimera)之解離常數測定係使用Biacore 3000(GE 

Healthcare Bioscience(股))，而於固定化的抗人類
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申請專利範圍
1 ·一 種抗體-藥物結合物(Antibody-Drug Conjugate)，其 

係下式所示連接物及藥物，與抗TROP2抗體所結合的 

抗體-藥物結合物，

-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C( = 

0)-GGFG-NH-CH2-O-CH2-C( = 0)-(NH-DX)，

式中-(琥珀醯亞胺-3-基-N)-係下式所示的結構：

Ο

ο
其第3位與抗TR0P2抗體藉由硫醚鍵鍵結，第1 

位之氮原子上與含此的連接物結構內之亞甲基鍵結 ，

-(NH-DX)係表示下式
Η

Me

所示的第1位之胺基之氮原子成爲結合部位的

基；

其中抗TROP2抗體係包含下列重鏈及輕鏈之抗 

體，該重鏈係包含序列識別號23記載之胺基酸序列
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所構成的CDRH1、序列識別號24記載之胺基酸序列 

所構成的CDRH2、及序列識別號25記載之胺基酸序 

列所構成的CDRH3，以及該輕鏈係包含序列識別號2 

6記載之胺基酸序列所構成的CDRL1、序列識別號27 

記載之胺基酸序列所構成的CDRL2、及序列識別號2 

8記載之胺基酸序列所構成的CDRL3。

2.如請求項1之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體係 

包含選自下列組成的群組之重鏈之可變區及輕鏈之 

可變區：

於序列識別號1 2之胺基酸編號20至140記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號 

1 8之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的 

輕鏈之可變區；

於序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號 

1 8之胺基酸編號21至129記載之胺基酸序列所構成的 

輕鏈之可變區；

於序列識別號14之胺基酸編號20至140記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號 

20之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的 

輕鏈之可變區；及

於序列識別號1 6之胺基酸編號20至1 40記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號 

22之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的 

輕鏈之可變區。
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3. 如請求項1之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體係 

由選自下列組成的群組之重鏈及輕鏈所構成的抗體 ：

於序列識別號12之胺基酸編號20至470記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基 

酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈；

於序列識別號1 4之胺基酸編號20至470記載之 

肢基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基 

酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈；

於序列識別號14之胺基酸編號20至470記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識.別號20之胺基 

酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈；及

於序列識別號1 6之胺基酸編號20至470記載之 

胺基酸序列所構成的重鏈及於序列識別號22之胺基 

酸編號21至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈。

4. 如請求項2之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體係 

包含於序列識別號12之胺基酸編號20至140記載之胺 

基酸序列所構成的重鏈之可變區及於序列識別號1 8 

之胺基酸編號2 1至1 29記載之胺基酸序列所構成的輕 

鏈之可變區的抗體。

5. 如請求項3之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體係 

由於序列識別號1 2之胺基酸編號20至470記載之胺基 

酸序列所構成的重鏈及於序列識別號1 8之胺基酸編 

號2 1至234記載之胺基酸序列所構成的輕鏈所構成的 

抗體。

6. 如請求項3之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體之

PD1141709(3) 3



1633893
2018年"6月1日修正本

重鏈羧基末端的離胺酸殘基爲缺失。 .

7. 如請求項5之抗體-藥物結合物，其中抗TROP2抗體之 

重鏈羧基末端的離胺酸殘基爲缺失。

8. 如請求項1至7中任一項之抗體-藥物結合物，其中藥 

物-連接物結構的每1抗體的平均結合數爲2至8個之 

範圍。

9. 如請求項1至7中任一項之抗體-藥物結合物，其中藥 

物-連接物結構的每1抗體的平均結合數係3至8個之 

範圍。

10. —種醫藥，其含有如請求項1至9中任一項之抗體- 

藥物結合物或其鹽。

11. 一種抗腫瘤藥及/或抗癌藥，其含有如請求項1至9 

中任一項之抗體-藥物結合物或其鹽。

1 2 .如請求項1 1之抗腫瘤藥及/或抗癌藥，其係適用於肺 

癌、腎癌、尿道上皮癌、大腸癌、前列腺癌、多形性 

神經膠質母細胞瘤、卵巢癌、胰癌、乳癌、黑色素瘤 

、肝癌、膀胱癌、胃癌、子宮頸癌、頭頸部癌、或食 

道癌。

1 3 .—種醫藥組成物，其含有作爲活性成分之如請求項1 

至9中任一項之抗體-藥物結合物或其鹽、及藥學上可 

容許的製劑成分。

14.如請求項13之醫藥組成物，其係適用於肺癌、腎癌 

、尿道上皮癌、大腸癌、前列腺癌、多形性神經膠質 

母細胞瘤、卵巢癌、胰癌、乳癌、黑色素瘤、肝癌、 

膀胱癌、胃癌、子宮頸癌、頭頸部癌、或食道癌。
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