
JP 6067754 B2 2017.1.25

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　修飾抗体に薬物が結合された修飾抗体－薬物複合体であって、
前記修飾抗体は、親抗体の末端に下記の構造式（１）：
Ｘａ－［（ＭＣｙｓ）ｎ－Ｘｂｎ］ｎ　　　　構造式（１）
｛前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎは、システイン残基を含む金属イオン結合モチー
フを意味して、Ｘａは、システインを除いたアミノ酸残基０個～２０個で構成されたペプ
チドを意味して、Ｘｂｎは、Ａ、Ｇ、及びＳから成る群から選択されるアミノ酸残基０個
～２０個で構成されたペプチドを意味して、ｎは１～２０の整数であり；
（ＭＣｙｓ）１～（ＭＣｙｓ）ｎは、独立して、同じであり又は異なり、そしてＸｂ１～
Ｘｂｎは、独立して、同じであり又は異なり；そして
システイン残基を含む前記金属イオン結合モチーフは、ジンクフィンガータンパク質のＣ

２Ｈ２グループ（Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２ｃｌａｓｓ：Ｃｙｓ－Ｘ２－４－Ｃｙｓ－Ｘ１２－Ｈ
ｉｓ－Ｘ３－５－Ｈｉｓ（ＸはＣｙｓ以外のアミノ酸残基である）を含むジンクフィンガ
ーモチーフ、膜タンパク質ＡＴＰ分解酵素のＳｅｒ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓモチーフ、又はＣＧ
Ｈ若しくはＨＧＣ含有モチーフである｝
で表されるシステイン残基を含むモチーフが結合したことを特徴としており、そして
前記親抗体に結合された構造式（１）で表される金属イオン結合モチーフ内のシステイン
残基のチオール基を介して薬物が結合されることを特徴とする前記修飾抗体－薬物複合体
。
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【請求項２】
　前記の構造式（１）で表されるシステイン残基を含む金属イオン結合モチーフが親抗体
の重鎖末端に結合したことを特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項３】
　前記の構造式（１）で表されるシステイン残基を含む金属イオン結合モチーフが親抗体
の重鎖Ｃ－末端に結合したことを特徴とする請求項２に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項４】
　前記ジンクフィンガータンパク質のＣ２Ｈ２グループは、
ＹＲＣＫＹＣＤＲＳＦＳＤＳＳＮＬＱＲＨＶＲＮＩＨ（配列番号５）、
ＦＫＣＰＶＣＧＫＡＦＲＨＳＳＳＬＶＲＨＱＲＴＨ（配列番号７）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＡＦＳＩＧＳＮＬＮＶＨＲＲＩＨ（配列番号９）、
ＹＫＣＨＱＣＧＫＡＦＩＱＳＦＮＬＲＲＨＥＲＴＨ（配列番号１２）、
ＦＱＣＮＱＣＧＡＳＦＴＱＫＧＮＬＮＲＨＩＫＬＨ（配列番号１３）、
ＹＴＣＳＹＣＧＫＳＦＴＱＳＮＴＬＫＱＨＴＲＩＨ（配列番号１４）、
ＹＫＣＧＱＣＧＫＦＹＳＱＶＳＨＬＴＲＨＱＫＩＨ（配列番号１６）、
ＹＶＣＲＥＣＧＲＧＦＲＱＨＳＨＬＶＲＨＫＲＴＨ（配列番号１９）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＳＦＳＱＳＳＨＬＮＶＨＫＲＴＨ（配列番号２１）、
ＹＭＣＳＥＣＧＲＧＦＳＱＫＳＮＬＴＩＨＱＲＴＨ（配列番号２２）、
ＹＫＣＥＥＣＧＫＡＦＴＱＳＳＮＬＴＫＨＫＫＩＨ（配列番号２３）、
ＦＥＣＫＤＣＧＫＡＦＩＱＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号２４）、
ＹＶＣＲＥＣＲＲＧＦＳＱＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号２５）、
ＹＥＣＥＫＣＧＫＡＦＮＱＳＳＮＬＴＲＨＫＫＳＨ（配列番号２６）、
ＹＥＣＶＱＣＧＫＳＹＳＱＳＳＮＬＦＲＨＱＲＲＨ（配列番号２７）、
ＹＥＣＶＱＣＧＫＧＦＴＱＳＳＮＬＩＴＨＱＲＶＨ（配列番号２８）、
ＹＥＣＮＴＣＲＫＴＦＳＱＫＳＮＬＩＶＨＱＲＴＨ（配列番号２９）、
ＹＶＣＳＫＣＧＫＡＦＴＱＳＳＮＬＴＶＨＱＫＩＨ（配列番号３０）、
ＹＫＣＤＥＣＧＫＮＦＴＱＳＳＮＬＩＶＨＫＲＩＨ（配列番号３１）、
ＹＥＣＤＶＣＧＫＴＦＴＱＫＳＮＬＧＶＨＱＲＴＨ（配列番号３２）、
ＹＫＣＰＤＣＧＫＳＦＳＱＳＳＳＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号３３）、
ＹＥＣＱＤＣＧＲＡＦＮＱＮＳＳＬＧＲＨＫＲＴＨ（配列番号３４）、
ＹＥＣＮＥＣＧＫＦＦＳＱＳＳＳＬＩＲＨＲＲＳＨ（配列番号３５）、
ＹＫＣＥＥＣＧＫＡＦＮＱＳＳＴＬＴＲＨＫＩＶＨ（配列番号３６）、
ＹＥＣＮＥＣＧＫＡＦＡＱＮＳＴＬＲＶＨＱＲＩＨ（配列番号３７）、
ＹＥＣＨＤＣＧＫＳＦＲＱＳＴＨＬＴＲＨＲＲＩＨ（配列番号３９）、
ＨＫＣＬＥＣＧＫＣＦＳＱＮＴＨＬＴＲＨＱＲＴＨ（配列番号４０）、
ＹＶＣＤＶＥＧＣＴＷＫＦＡＲＳＤＥＬＮＲＨＫＫＲＨ（配列番号４１）、
ＹＨＣＤＷＤＧＣＧＷＫＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＹＲＫＨ（配列番号４２）、
ＹＲＣＳＷＥＧＣＥＷＲＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＦＲＫＨ（配列番号４３）、
ＦＳＣＳＷＫＧＣＥＲＲＦＡＲＳＤＥＬＳＲＨＲＲＴＨ（配列番号４４）、
ＦＡＣＳＷＱＤＣＮＫＫＦＡＲＳＤＥＬＡＲＨＹＲＴＨ（配列番号４５）、
ＹＨＣＮＷＤＧＣＧＷＫＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＹＲＫＨ（配列番号４６）、
ＦＬＣＱＹＣＡＱＲＦＧＲＫＤＨＬＴＲＨＭＫＨＳＨ（配列番号４７）、
ＦＱＣＫＴＣＱＲＫＦＳＲＳＤＨＬＫＴＨＴＲＴＨ（配列番号４９）、
ＦＡＣＥＶＣＧＶＲＦＴＲＮＤＫＬＫＩＨＭＲＫＨ（配列番号５０）、
ＹＶＣＤＶＥＧＣＴＷＫＦＡＲＳＤＫＬＮＲＨＫＫＲＨ（配列番号５１）、
ＹＫＣＭＥＣＧＫＡＦＮＲＲＳＨＬＴＲＨＱＲＩＨ（配列番号５２）、
ＹＩＣＲＫＣＧＲＧＦＳＲＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号５３）、
ＹＥＣＫＥＣＧＫＡＦＳＳＧＳＮＦＴＲＨＱＲＩＨ（配列番号５４）、
ＦＨＣＧＹＣＥＫＳＦＳＶＫＤＹＬＴＫＨＩＲＴＨ（配列番号５５）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＡＦＳＶＳＳＮＬＮＶＨＲＲＩＨ（配列番号５６）、



(3) JP 6067754 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

ＹＴＣＫＱＣＧＫＡＦＳＶＳＳＳＬＲＲＨＥＴＴＨ（配列番号５７）、
ＹＥＣＮＹＣＧＫＴＦＳＶＳＳＴＬＩＲＨＱＲＩＨ（配列番号５８）、
ＹＲＣＥＥＣＧＫＡＦＲＷＰＳＮＬＴＲＨＫＲＩＨ（配列番号５９）、
ＦＡＣＤＩＣＧＲＫＦＡＲＳＤＥＲＫＲＨＴＫＩＨ（配列番号６０）、
ＣＰＶＥＳＣＤＲＲＦＳＲＳＤＥＬＴＲＨＩＲＩＨ（配列番号６１）、及び
ＣＤＩＣＧＲＫＦＡＲＳＤＥＲＫＲＨＴＫＩＨ（配列番号６２）
から選択されるいずれか一つであり、
前記ＣＧＨモチーフは、下記の式（１）の構造を持つことを特徴とする請求項１に記載の
修飾抗体－薬物複合体：
【化１】

（前記式（１）で、Ｍは金属イオンを意味して、Ｒはシステインを除いたアミノ酸残基を
意味する）。
【請求項５】
　前記親抗体は、モノクローナル抗体、二重特異的抗体、キメラ抗体、ヒト抗体及びヒト
化抗体から一つまたは二以上選択することを特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物
複合体。
【請求項６】
　前記親抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭから選択される一つ以上で
あることを特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項７】
　前記親抗体は、癌特異抗原、細胞表面受容体タンパク質、細胞表面タンパク質、膜横断
タンパク質、信号伝達タンパク質、細胞生存調節因子、細胞増殖調節因子、組織発達また
は分化と関連した分子、リンホカイン、サイトカイン、細胞周期調節に関連した分子、血
管形成に関連した分子、及び血管新生に関連した分子に対する結合能と特異性を持つこと
を特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項８】
　前記親抗体は、
（１）ＢＭＰＲＩＢ（骨形態形成タンパク質受容体－ＩＢ型）；
（２）Ｅ１６（ＬＡＴ１、ＳＬＣ７Ａ５）；
（３）ＳＴＥＡＰ１（前立腺の６回の膜横断上皮抗原）；
（４）０７７２Ｐ（ＣＡ１２５、ＭＵＣ１６）；
（５）ＭＰＦ（ＭＰＦ、ＭＳＬＮ、ＳＭＲ、巨核球強化因子、メソテリン）；
（６）Ｎａｐｉ３ｂ（ＮＡＰＩ－３Ｂ、ＮＰＴＩＩｂ、ＳＬＣ３４Ａ２、溶質キャリアー
ファミリー３４（リン酸ナトリウム）、メンバー２、第II型ナトリウム－依存性ポスフェ
ート輸送体３ｂ）；
（７）Ｓｅｍａ ５ｂ（ＦＬＪ１０３７２、ＫＩＡＡ１４４５、Ｍｍ．４２０１５、ＳＥ
ＭＡ５Ｂ、ＳＥＭＡＧ、セマフォリン５ｂ Ｈｌｏｇ、セマドメイン、七つのトロンボス
ポンジン反復体（第１型及び類似第１型）、膜横断ドメイン（ＴＭ）及び短い細胞質ドメ
イン、（セマフォリン）５Ｂ）；
（８）ＰＳＣＡ ｈｌｇ（２７０００５０Ｃ１２Ｒｉｋ、Ｃ５３０００８Ｏ１６Ｒｉｋ、
ＲＩＫＥＮ ｃＤＮＡ ２７０００５０Ｃ１２、ＲＩＫＥＮ ｃＤＮＡ ２７０００５０Ｃ１
２遺伝子）；
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（９）ＥＴＢＲ（エンドセリンＢ型受容体）；
（１０）ＭＳＧ７８３（ＲＮＦ１２４、仮想タンパク質ＦＬＪ２０３１５）；
（１１）ＳＴＥＡＰ２（ＨＧＮＣ＿８６３９、ＩＰＣＡ－１、ＰＣＡＮＡＰ１、ＳＴＡＭ
Ｐ１、ＳＴＥＡＰ２、ＳＴＭＰ、前立腺癌関連遺伝子１、前立腺癌関連タンパク質１、前
立腺の6回の膜横断上皮抗原２、６回の膜横断前立腺タンパク質）；
（１２）ＴｒｐＭ４（ＢＲ２２４５０、ＦＬＪ２００４１、ＴＲＰＭ４、ＴＲＰＭ４Ｂ、
一時的受容体電位陽イオンチャネル、Ｍ亜族、メンバー４）；
（１３）ＣＲＩＰＴＯ（ＣＲ、ＣＲ１、ＣＲＧＦ、ＣＲＩＰＴＯ、ＴＤＧＦ１、奇形癌腫
－由来成長因子）；
（１４）ＣＤ２１（ＣＲ２（補体受容体２）または、Ｃ３ＤＲ（Ｃ３ｄ／エプスタイン・
バール・ウイルス受容体）またはＨｓ.７３７９２）；
（１５）ＣＤ７９ｂ（ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ７９β、ＩＧｂ（免疫グロブリン－関連β）、Ｂ
２９）；
（１６）ＦｃＲＨ２（ＩＦＧＰ４、ＩＲＴＡ４、ＳＰＡＰ１Ａ（ＳＨ２ドメイン含有ホス
ファターゼ固定タンパク質１ａ）、ＳＰＡＰ１Ｂ、ＳＰＡＰ１Ｃ）；
（１７）ＨＥＲ２；
（１８）ＥＧＦＲ、ＨＥＲ３及びＨＥＲ４から選択されたＥｒｂＢ；
（１９）ＮＣＡ；
（２０）ＭＤＰ；
（２１）ＩＬ２０Ｒα；
（２２）プレビカン；
（２３）ＥｐｈＢ２Ｒ；
（２４）ＡＳＬＧ６５９；
（２５）ＰＳＣＡ；
（２６）ＧＥＤＡ；
（２７）ＢＡＦＦ－Ｒ（Ｂ細胞活性化因子受容体、ＢＬｙＳ受容体３、ＢＲ３）；
（２８）ＣＤ２２（Ｂ－細胞受容体ＣＤ２２－Ｂイソ形）；
（２９）ＣＤ７９ａ（Ｉｇβ（ＣＤ７９Ｂ）と共有的に相互作用してＩｇＭ分子と表面で
複合体を形成するＢ細胞特異的タンパク質であるＣＤ７９Ａ、ＣＤ７９α、免疫グロブリ
ン－関連αはＢ細胞分化に関与する信号を伝達する）；
（３０）ＣＸＣＲ５（ＣＸＣＬ１３ケモカインにより活性化したＧタンパク質カップリン
グされた受容体であるバーキットリンパ腫受容体１は、リンパ球移動及び体液性防御に作
用してＨＩＶ－２感染に参加して、ＡＩＤＳ、リンパ腫、骨髄腫及び白血病の発病と関連
があると見なされる）；
（３１）ＨＬＡ－ＤＯＢ（ペプチドに結合してＣＤ４＋ Ｔリンパ球に提示する、ＭＨＣ
クラスＩＩ分子（Ｉａ抗原）のβサブユニット）；
（３２）Ｐ２Ｘ５（細胞外ＡＴＰによってゲートされるイオンチャネルである、プリン性
受容体Ｐ２Ｘリガンド－ゲートイオンチャネル５は、シナプス伝達及び神経発生に関与で
き、これの欠乏は特発性排尿筋不安定の病態生理に寄与される）；
（３３）ＣＤ７２（Ｂ－細胞分化抗原ＣＤ７２、Ｌｙｂ－２）；
（３４）ＬＹ６４（ロイシン豊富反復体（ＬＲＲ）族の第I型膜タンパク質である、リン
パ球抗原６４（ＲＰ１０５）は、Ｂ細胞活性化及び細胞自滅を調節して、これの機能喪失
は全身性紅斑性ループス患者の疾病活性増加と関連がある）；
（３５）ＦｃＲＨ１（Ｃ２型Ｉｇ－類似及びＩＴＡＭドメインを含有する免疫グロブリン
とＦｃドメインに対する推定的受容体であるＦｃ受容体様タンパク質１は、Ｂリンパ球分
化に関与できる）
（３６）ＩＲＴＡ２（Ｂ細胞発生及びリンパ腫発生に作用できる推定的免疫受容体である
免疫グロブリン巨大族受容体転座関連２、転座による前記遺伝子脱調節は、いくつかのＢ
細胞悪性腫瘍で起きる）；及び
（３７）ＴＥＮＢ２（成長因子のＥＧＦ／ヘレグリン族及びポルリスタチンと関連がある
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推定的膜横断プロテオグリカン）；
（３８）ＭＡＧＥ－Ｃ１／ＣＴ７（精巣癌過発現タンパク質）；
（３９）ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ＰＴＥＮ、ｈｕｍａｎ ｋａｌｌｉｋｒｅ
ｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ３（前立腺癌で過発現するタンパク質）；
（４０）ＣＤ２０；
（４１）ＣＤ３０；
（４２）ＣＤ３３；
（４３）ＣＤ５２；
（４４）ＥｐＣａｍ；
（４５）ＣＥＡ；
（４６）ｇｐＡ３３；
（４７）Ｍｕｃｉｎｓ；
（４８）ＴＡＧ－７２；
（４９）Ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ ＩＸ；
（５０）ＰＳＭＡ；
（５１）ｆｏｌａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ；
（５２）ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅｓ（ＧＤ２、ＧＤ３、ＧＭ２）；
（５３）糖水和物Ｌｅｗｉｓ－Ｙ；
（５４）ＶＥＧＦ；
（５５）ＶＥＧＦＲ；
（５６）ａＶｂ３；
（５７）ａ５ｂ１；
（５８）ＥＲＢ３；
（５９）ｃ－ＭＥＴ；
（６０）ＥｐｈＡ３；
（６１）ＴＲＡＩＬ－Ｒ１、ＴＲＡＩＬ－Ｒ２；
（６２）ＲＡＮＫＬ；
（６３）ＦＡＰ；及び
（６４）Ｔｅｎａｓｃｉｎ
から選択された一つ以上のタンパク質に対する結合能を持つことを特徴とする請求項７に
記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項９】
　前記親抗体は、トラスツズマブ、リツキシマブ、ベバシズマブ、セツキシマブ、パニツ
ムマブ、イピリムマブ、アレムツズマブ、オファツムマブ、ゲムツズマブ、プレンツキシ
マブ、９０Ｙ－イブリツモマブ、１３１Ｉ－トシツモマブ、ｃＢＲ９６、ｃＡＣｌＯ、抗
－ＣＤ２０抗体、抗－ＥｐｈＢ２抗体、抗－ＩＬ－８、Ｅ－セレクチン抗体、抗－ＭＵＣ
１６抗体、抗－ＣＤ３０抗体、抗－ＣＤ３３抗体及び抗－ＣＤ５２抗体から選択される一
つ以上であることを特徴とする請求項７に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項１０】
　前記親抗体に結合された構造式（１）で表される金属イオン結合モチーフ内のシステイ
ン残基と薬物は、リンカーを介して連結されることを特徴とする請求項１に記載の修飾抗
体－薬物複合体。
【請求項１１】
　前記リンカーは、ハロアセチル官能基を含むアルキルハライド誘導体、マレイミド基を
含む誘導体、アジリジン誘導体、アクリルロイル誘導体、またはフルオロベンゼンなどを
含むアリールハライド誘導体から一つまたは二以上選択されることを特徴とする請求項１
０に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項１２】
　前記誘導体は、アルキル化反応基、アリール化反応基、マレイミド基、アジリジン基、
アクリロイル基、または、ピリジルジスルフィド及びチオニトロ安息香酸を含む二硫化相
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互交換反応基を含み、前記反応基は、モチーフ内システイン残基のチオール基と反応して
共有結合することを特徴とする請求項１１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項１３】
　前記薬物は、マイクロチュブリン抑制剤、有糸分裂抑制剤、トポイソメラーゼ抑制剤、
ＤＮＡインターカレーターとして機能できる化学療法剤、抗癌剤、酵素的に機能できるタ
ンパク質毒素、特定癌遺伝子の発現を抑制させることができるマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮ
Ａ）、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、及び放射線同位元素から選択される一つ以上であること
を特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項１４】
　前記薬物は、メイタンシノイド、オーリスタチン、アミノプテリン、アクチノマイシン
、ブレオマイシン、タリソマイシン、カンプトテシン、Ｎ８－アセチルスペルミジン、１
－（２クロロエチル）－１，２－ジメチルスルホニルヒドラジド、タクソル、エスペラマ
イシン、エトポシド、６－メルカプトプリン、トラスタチン、トリコテセン、ＣＣ１０６
５（細胞毒性化合物）、カリケアマイシン及び他のエンジイン抗生剤、タキサン、アント
ラサイクリン、メトトレキサート、アドリアマイシン、ビンデシン、ビンンカアルカロイ
ド（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、
マイトマイシンＡ、マイトマイシンＣ、クルラムブシル、ダウノルビシン、ダウノマイシ
ン及びその立体異性体、同配体、同族体または誘導体、テュオカルマイシン及びその立体
異性体、同配体、同族体または誘導体、核酸分解酵素、抗生剤、細菌や動植物由来の毒素
、シスプラチン、ＣＰＴ－１１、ドキソルビシン、パクリタキセル及びドセタキセルから
選択される一つ以上であることを特徴とする請求項１に記載の修飾抗体－薬物複合体。
【請求項１５】
　（ａ）下記の構造式（１）で表されるモチーフが結合した親抗体をリンカー試薬と反応
して抗体－リンカー中間体を形成させる工程と、
（ｂ）前記抗体－リンカー中間体を活性化薬物の部分と反応させて修飾抗体－薬物複合体
を形成させる工程と、を含む修飾抗体－薬物複合体の製造方法、ここで、前記親抗体に結
合された構造式（１）で表される金属イオン結合モチーフ内のシステイン残基のチオール
基を介して薬物が結合されるものとする：
Ｘａ－［（ＭＣｙｓ）ｎ－Ｘｂｎ］ｎ　　　　構造式（１）
｛前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎは、システイン残基を含む金属イオン結合モチー
フを意味して、Ｘａは、システインを除いたアミノ酸残基０個～２０個で構成されたペプ
チドを意味して、Ｘｂｎは、Ａ、Ｇ、及びＳから成る群から選択されるアミノ酸残基０個
～２０個で構成されたペプチドを意味して、ｎは１～２０の整数であり；
（ＭＣｙｓ）１～（ＭＣｙｓ）ｎは、独立して、同じであり又は異なり、そしてＸｂ１～
Ｘｂｎは、独立して、同じであり又は異なり；そして
システイン残基を含む前記金属イオン結合モチーフは、ジンクフィンガータンパク質のＣ

２Ｈ２グループ（Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２ｃｌａｓｓ：Ｃｙｓ－Ｘ２－４－Ｃｙｓ－Ｘ１２－Ｈ
ｉｓ－Ｘ３－５－Ｈｉｓ（ＸはＣｙｓ以外のアミノ酸残基である）を含むジンクフィンガ
ーモチーフ、膜タンパク質ＡＴＰ分解酵素のＳｅｒ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓモチーフ、又はＣＧ
Ｈ若しくはＨＧＣ含有モチーフである｝。
【請求項１６】
　（ａ）薬物の部分の親核基を第２リンカー試薬と反応させて薬物－リンカー中間体を形
成させる工程と、
（ｂ）前記薬物－リンカー中間体を下記の構造式（１）で表されるモチーフと結合した親
抗体と反応させる工程と、を含む修飾抗体－薬物複合体の製造方法、ここで、前記親抗体
に結合された構造式（１）で表される金属イオン結合モチーフ内のシステイン残基のチオ
ール基を介して薬物が結合されるものとする：
Ｘａ－［（ＭＣｙｓ）ｎ－Ｘｂｎ］ｎ　　　　構造式（１）
｛前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎは、システイン残基を含む金属イオン結合モチー
フを意味して、Ｘａは、システインを除いたアミノ酸残基０個～２０個で構成されたペプ
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チドを意味して、Ｘｂｎは、Ａ、Ｇ、及びＳから成る群から選択されるアミノ酸残基０個
～２０個で構成されたペプチドを意味して、ｎは１～２０の整数であり；
（ＭＣｙｓ）１～（ＭＣｙｓ）ｎは、独立して、同じであり又は異なり、そしてＸｂ１～
Ｘｂｎは、独立して、同じであり又は異なり；そして
システイン残基を含む前記金属イオン結合モチーフは、ジンクフィンガータンパク質のＣ

２Ｈ２グループ（Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２ｃｌａｓｓ：Ｃｙｓ－Ｘ２－４－Ｃｙｓ－Ｘ１２－Ｈ
ｉｓ－Ｘ３－５－Ｈｉｓ（ＸはＣｙｓ以外のアミノ酸残基である）を含むジンクフィンガ
ーモチーフ、膜タンパク質ＡＴＰ分解酵素のＳｅｒ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓモチーフ、又はＣＧ
Ｈ若しくはＨＧＣ含有モチーフである｝。
【請求項１７】
　請求項１～１４のいずれか一項に記載の修飾抗体－薬物複合体を含む治療用組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、システイン（cysteine：Ｃｙｓ）残基を含むモチーフ（motif）が親抗体、
好ましくは親抗体の末端、より好ましくは重鎖または軽鎖末端、最も好ましくは重鎖また
は軽鎖Ｃ－末端に結合した修飾抗体、かかる抗体と診断用または治療用薬物が結合した修
飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ、modified antibody-drug conjugate）及び前記修飾抗体
または修飾抗体－薬物複合体の製造方法に関する。
【０００２】
　本発明に係る修飾抗体－薬物複合体は、複合体に含まれた親抗体の抗原に対する高い特
異性によりターゲット細胞に薬物を正確に伝達できて、治療効果が高められ、さらに、高
い効果にもかわらず、毒性により使用が制限的な薬物、特に抗癌剤などの活用度を向上す
ることができる。
　また、本発明は、前記修飾抗体－薬物複合体を含む疾病、特に癌の治療用組成物及びこ
れを利用した治療方法に関する。
【０００３】
　本発明に係る修飾抗体は、一つ以上のシステイン残基を含むモチーフが親抗体に結合す
ることによって、薬物結合に利用されうるシステインを多数含むことができるため、多量
の薬物を結合することができるだけでなく、結合された多量の薬物がターゲット細胞、ま
たは組織に効果的に伝達されうる。また、親抗体に結合するシステイン残基個数の調節が
容易であるため、修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）に含まれる薬物の個数、すなわち薬
物の量を目的の水準に容易に調節することができる。
【０００４】
　また、本発明に係る修飾抗体－薬物複合体は、抗原に対する高い特異性により、ターゲ
ット細胞に薬物を正確に伝達できて、治療効果が高められ、高い効果にもかかわらず、毒
性により使用が制限的な薬物、特に抗癌剤などの活用度を向上することができる。
【背景技術】
【０００５】
　特定疾患において特異的に発現する標的（target）、すなわち抗原に特異的に結合する
抗体を利用した治療剤は、バイオ医薬物のうち現在最も活発に研究が進められている。特
に、癌細胞表面に特異的に発現する腫瘍－関連抗原を糾明して、これに対し結合して細胞
の成長を抑制したり死滅を誘導する抗体、すなわち抗癌抗体を利用した腫瘍診断及び治療
方法は現在広く用いられており、今後の展望も非常に明るい技術分野である。
【０００６】
　しかしながら、このような抗癌抗体は、標的特異性は非常に高いが、癌細胞の死滅効果
は、既存の細胞毒性薬物（抗癌剤）、すなわち抗癌薬物に比べて低い場合があって、細胞
毒性薬物及びその他細胞増殖抑制薬物などとの併用投与療法（combination therapy）で
用いられる場合が多い。
【０００７】
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　前記のような併用投与療法において、細胞毒性薬物などの治療効能向上及び毒性低下の
ために毒性が高い細胞毒性薬物が標的抗体に結合した修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）
に対する研究も活発に進められているが、修飾抗体－薬物複合体を利用する場合、薬物の
前身毒性は軽減されて、標的が過量発現した細胞、特に癌細胞にだけ集中的に細胞毒性を
誘発することがあり、治療効果を向上できるものと認識されている。
【０００８】
　実際、ゼバリン（ＺＥＶＡＬＩＮＴＭ、[Witzig et al., J. Clin. Oncol, 2002, 20(1
5):3262-3269]）、マイロターグ（ＭＹＬＯＴＡＲＧＴＭ、[Drugs of the Future, 2000,
 25(7):686]）等の抗体と細胞毒性薬物、または放射線同位元素が結合した抗体－薬物複
合体は非ホジキンリンパ腫と急性骨髄性白血病治療用として成功的に開発され、カンツズ
マブメルタンシン（Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ，Ｉｎｃ. [Xie et al., J. of Pharm. and Exp.
 Ther. 2004, 308(3):1073-1082]）、トラスツズマブメルタンシン（Ｒｏｃｈｅ [Isakof
f et al., J. Clin. Oncol. 2011, 29(4):351-4]）等猛毒性メルタンシンを抗体に結合さ
せたり、ドラスタチン誘導体であるオーリスタチンペプチド、オーリスタチンＥ（ＡＥ）
、モノメチルオーリスタチンン（ＭＭＡＥ）、あるいはＭＭＡＦなどの細胞毒性薬物をｃ
ＢＲ９６（癌腫上のルイスＹ（Lewis Y）に特異的なターゲット）抗体、血液学的悪性腫
瘍上のＣＤ３０に特異的なｃＡＣ１Ｏ、ＣＤ２０－発現癌及び免疫障害の治療のための抗
－ＣＤ２０抗体、例えばリツキサン、直腸結腸癌の治療のための抗－ＥｐｈＢ２Ｒ抗体、
２Ｈ９及び抗－ＩＬ－８、E－セレクチンは抗体などに結合させるなど、多くの試みが活
発に進められている（[Klussman, et al., Bioconjugate Chemistry, 2004, 15(4):765-7
73]; [Doronina et al., Nature Biotechnology, 2003, 21(7):778-784]; [Francisco et
 al., Blood, 2003, 102(4): 1458-1465]) US 2004/0018194 A1) WO 04/032828 A3; [Mao
 et al., Cancer Research, 2004, 64(3):781-788]; [Bhaskar et al., Cancer Res, 200
3, 63:6387-6394]）。
【０００９】
　また、ダウノマイシン、ドキソルビシン、メトトレキサート及びビンデシンを利用した
抗体－薬物複合体開発も試みられ、抗体－薬物複合体に含まれてもよい薬物として、細菌
性毒素、例えばジフテリア毒素、植物毒素、例えば、リジン、小分子毒素、例えば、ゲル
ダナマイシン（[Mandler et al., J. of the Nat. Cancer Inst, 2000, 92(19):1573-158
1]; [Mandler et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters, 2000, 10:1025-1028]; [Mand
ler et al., Bioconjugate Chem, 2002, 13:786-791]）、マイタンシノイド [EP 1391213
 A1]; [Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93:8618-8623]）、及びカリケ
アミシン（[Lode et al., Cancer Res, 1998, 58:2928]; [Hinman et al., Cancer Res, 
1993, 53:3336-3342]）等が使用可能であることが知られている。これらの細胞毒性薬物
は、主にチューブリン結合、ＤＮＡ結合、またはトポイソメラーゼ抑制などの機序によっ
て細胞毒性及び細胞増殖抑制効果を持つ。
【００１０】
　前記のような抗体－薬物複合体を製造するために、通常用いられる薬物と抗体の共有結
合を誘導する工程を利用する場合、薬物が抗体の多数部位に結合した異質性混合物で生成
されることになる。例えば、細胞毒性薬物は、しばしば抗体の多数のリジン残基を介して
抗体に結合して異質性抗体－薬物複合体混合物が生成されやすく、反応条件により異質性
混合物は０個～約８個以上の異なる薬物結合分布、すなわち単位抗体当たり結合した薬物
の個数が異なる結果を示すことになる。
【００１１】
　また、薬物対抗体の特定整数比を持つ複合体の各下位群内に、薬物が抗体上の種々の部
位に付着される潜在的異質性混合物が存在する。このような多様な異質性混合物を均質に
製造して、一々分画する方法は、医薬物を大量生産するための工程で用いられるには適切
ではない（[Hamblett et al., Clin. Cancer Res, 2003, 10, 7063-7070]、[Wang et al.
, Protein Sci. 2005, 14, 2436-2446]）。
【００１２】
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　抗体に薬物を結合させるさらに他の方法としては、抗体にすでに存在するシステイン間
のジスルフィド（disulfide）結合を還元剤を利用して分離させた後、遊離チオール（thi
ol）基に薬物を結合させる方法があるが、この方法も抗体固有特性が失われる可能性がり
、異質性混合物が過量生成されるとの短所がある。具体的に、免疫グロブリンＭは、ジス
ルフィド－結合ペンタマーの例であり、一方免疫グロブリンＧは、サブユニットを共に結
合させる内部ジスルフィドブリッジ（bridge）を持つタンパク質の例であり、前記のよう
なタンパク質で、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、または、セレンオールのような試薬を
利用したジチオール結合の還元（[Singh et al., Anal. Biochem. 2002, 304:147-156]）
は、反応性遊離チオールを生成させるが、このような接近法は、抗体３次構造及び抗原結
合特異性を損傷させることがある（[Jagath et al., Nature Biotechnology, 2008, 26(8
):925-32]）。
【００１３】
　以上で説明したような既存の抗体－薬物結合方法の代表的な短所は、薬物の抗体結合部
位及び結合個数を精度よく調節しにくいものである。このような短所を克服するために、
抗体の機能を損傷させない範囲内で位置選択的に遊離チオール基を付加（特定アミノ酸を
システインに置換）するために、各アミノ酸が、システインで置換された時現れるチオー
ル基の反応性を予測して、適切な反応性を持つと予想される位置のアミノ酸をシステイン
に置き換えて、これから最適システイン－置換抗体をスクリーニングする方法も開発され
た（大韓民国公開特許公報第２００７－００５４６８２号、「ＴｈｉｏＦａｂ技術」）。
このような方法で製造されたトラスツズマブ－メルタンシンの抗体－薬物複合体を利用し
た転移性乳癌を治療するための臨床試験が進められている（[Burris III et al., J. Cli
n. Oncol, 2011, 29(4):398-405]）。前記ＴｈｉｏＦａｂ技術は、新しいシステインを抗
体内部に導入することによって、親抗体が持つジスルフィド結合の損傷を極力抑制できる
長所を持つが、親抗体内部のアミノ酸の一部をシステインに置き換えるため、親抗体の構
造と機能に対する変形をもたらすことがあるとの恐れが依然として残っている。
【００１４】
　したがって、親抗体の構造及び機能などの特性が維持されながら、結合される薬物の個
数及び結合位置などを正確に調節できる新しい抗体－薬物複合体及びその製造方法に対す
る開発が切に求められている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　前記のような問題を解決するために、本発明では一つ以上のシステイン残基を含む「モ
チーフ」が親抗体に結合して、多数の薬物結合部位を持つ新しい形態の抗体（以下「修飾
抗体」という）を提供し、さらに、前記修飾抗体に薬物が結合された修飾抗体－薬物複合
体を提供する。
【００１６】
　本発明で提供される修飾抗体は、親抗体の特性は維持されながら、非常に多様な薬物が
効率的に結合することができるため、高い標的特異性と薬物効果を期待できる新しい形態
の抗体である。
　本発明の修飾抗体は、一つ以上のシステイン残基を含むモチーフを含み、システイン残
基に薬物を結合させて薬物を標的組織に効果的に伝達できるだけでなく、薬物と結合でき
るシステイン残基個数の正確な調節が可能で、修飾抗体－薬物複合体に含まれる薬物の個
数、すなわち量を調節できるという長所を有しているので、既存抗体－薬物複合体の短所
を改善した優秀な薬物伝達体として用いることができ、究極的に癌などの疾病治療のため
に効率的に用いられる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】トラスツズマブシステイン追加修飾抗体発現ベクターの切断地図を示す図面。
【図２】精製後、ＨＲ－Ｃｙｓの形態をウェスタンブロット（western-blot）で確認した
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結果を示す図面。（トラスツズマプ（右側の二つのレーン）とシステインが追加されたト
ラスツズマプ変異体（ＨＲ－Ｃｙｓ、左側の二つのレーン））。
【図３】ＨＲ－Ｃｙｓ－ドキソルビシン複合体の結合の有無をＵＶ－ＶＩＳ吸光度（Ａ）
及び非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ｂ）で確認した結果を示す図面。
【図４】Ｈｅｒ－Ｍ２（Ｃｙｓ）抗体変異体と蛍光染料であるＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（
商標）４８８の複合体であるＨｅｒ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－Ａｌｅｘａ４８８を製造した後、
（Ａ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ｇｅｌでの電気泳動結果（Ｂ）重鎖と軽鎖にそれぞれ結合した
Ａｌｅｘａ４８８染料の相対的な蛍光強さを分析した結果を示す図面。
【図５】ＨＥＲ２発現ＢＴ－４７４細胞で細胞増殖度分析（anti-proliferation MTS ass
ay）を介してＨＲ－Ｃｙｓ－ＤＯＸの細胞成長抑制効果をハーセプチン、ハーセプチンと
ドキソルビシン（doxorubicin）１：２混合物、そしてドキソルビシンと比較して確認し
た結果を示す図面。
【図６】ＨＥＲ２発現ＳＫ－ＢＲ３細胞での細胞増殖度分析（anti-proliferation assay
）を介してハーセプチン－ＭＭＡＥ抗体－薬物複合体であるＨＥＲ－Ｍ（Ｃｙｓ）－ＭＭ
ＡＥの細胞成長抑制効果をハーセプチンと比較して確認した結果を示す図面。
【図７】ＨＥＲ２発現ＳＫ－ＢＲ－３細胞でＨＲ－Ｃｙｓ２－ＭＭＡＥの細胞死滅効果を
確認するために、処理濃度別カスパーゼ（caspase）活性化現象をハーセプチンと比較し
て観察した結果を示す図面。
【図８】ＨＥＲ２発現ＳＫ－ＢＲ３細胞での細胞死滅がハーセプチン抗体変異体に接合さ
れたＭＭＡＥによるアポトーシス（apoptosis）効果を確認するために、処理濃度別カス
パーゼ活性化現象をハーセプチンと比較して観察した結果を示す図面。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下、本発明をより詳細に説明する。
本発明では、一つ以上のシステイン残基を含むモチーフが親抗体と結合して、多数の薬物
結合部位を持つ新しい形態の修飾抗体及びこれを利用した修飾抗体－薬物複合体を提供す
る。このような修飾抗体は、親抗体の特性は維持しながら、非常に多様な薬物が多数結合
することができて、効率的な新しい修飾抗体－薬物複合体として用いられる。
【００１９】
　本発明での「親抗体」とは、システイン残基を含むモチーフが結合しなかった通常の「
抗体」を意味するもので、特定抗原に対する結合能と特異性を持つものならば制限するこ
となく使用が可能で、モノクローナル抗体またはポリクロナル抗体として、マウス抗体な
どの動物由来抗体、キメラ（chimeric）抗体、ヒト化抗体、形質転換マウスやディスプレ
イ（display）技術などを利用して開発されたヒト抗体などが全て使用可能である。また
、二重特異的抗体（bispecific antibody）等の変形された抗体や、抗体の断片なども全
部使用可能であることは本発明が属する技術分野において通常の知識を有する者（以下「
当業者」という）には自明である。
【００２０】
　本発明での「抗体の断片」とは、少なくとも抗原に対する結合機能を保有している断片
を意味して、単鎖抗体、ダイアボディー、トリアボディー、テトラボディー、Ｆａｂ断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｄ、ｓｃＦｖ、ドメイン抗体、ミニボディー、スキャップ（si
ngle chain antibody、ｓｃＡｂ）、抗体不変領域の誘導体、タンパク質スキャフォール
ド（protein scaffolds）に基づいた人工抗体などを含む。
【００２１】
　また、本発明に係る親抗体は、免疫グロブリン分子のすべての類型（例：ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、及びＩｇＡ）及びこれの下位部類（例：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡｌ及びＩｇＡ２）であってもよく、いかなる種（species）から
由来したものでも使用可能である。
【００２２】
　本発明での親抗体は、腫瘍－関連抗原（ＴＡＡ）等の癌特異抗原、細胞表面受容体タン
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パク質、受容体以外の他の細胞表面タンパク質及び分子、膜横断タンパク質、信号伝達タ
ンパク質、細胞生存調節因子、細胞増殖調節因子、組織発達、または分化と関連した分子
（例えば、組織発達または分化に機能的に寄与すると知られているか推定される分子）、
リンホカイン、サイトカイン、細胞周期調節に関連した分子、血管形成に関連した分子、
及び血管新生に関連した分子（例えば、血管新生に機能的に寄与すると知られているか推
定される分子）に対する結合能と特異性を持つ。
【００２３】
　　具体的に本発明での親抗体が結合できる抗原としては、
（１）ＢＭＰＲＩＢ（骨形態形成タンパク質受容体－ＩＢ型、ジーンバンク承認番号ＮＭ
＿００１２０３）；
（２）Ｅ１６（ＬＡＴ１、ＳＬＣ７Ａ５、ジーンバンク承認番号ＮＭ＿００３４８６）；
（３）ＳＴＥＡＰ１（前立腺の６回の膜横断上皮抗原、ジーンバンク承認番号ＮＭ＿０１
２４４９）；
（４）０７７２Ｐ（ＣＡ１２５、ＭＵＣ１６、ジーンバンク承認番号ＡＦ３６１４８６）
；
（５）ＭＰＦ（ＭＰＦ、ＭＳＬＮ、ＳＭＲ、巨核球強化因子、メソテリン、ジーンバンク
承認番号ＮＭ＿００５８２３）；
（６）Ｎａｐｉ３ｂ（ＮＡＰＩ－３Ｂ、ＮＰＴＩＩｂ、ＳＬＣ３４Ａ２、溶質キャリアー
ファミリー３４（リン酸ナトリウム）、メンバー２、第ＩＩ型ナトリウム－依存性ポスフ
ェート輸送体３ｂ、ジーンバンク承認番号ＮＭ＿００６４２４）；
（７）Ｓｅｍａ ５ｂ（ＦＬＪ１０３７２、ＫＩＡＡ１４４５、Ｍｍ、４２０１５、ＳＥ
ＭＡ５Ｂ、ＳＥＭＡＧ、セマフォリン５ｂ Ｈｌｏｇ、セマドメイン、七つのトロンボス
ポンジン反復体（第１型及び類似第１型）、膜横断ドメイン（ＴＭ）及び短い細胞質ドメ
イン、（セマフォリン）５Ｂ、ジーンバンク承認番号ＡＢ０４０８７８）；
（８）ＰＳＣＡ ｈｌｇ（２７０００５０Ｃ１２Ｒｉｋ、Ｃ５３０００８Ｏ１６Ｒｉｋ、
ＲＩＫＥＮ ｃＤＮＡ ２７０００５０Ｃ１２、ＲＩＫＥＮ ｃＤＮＡ ２７０００５０Ｃ１
２遺伝子、ジーンバンク承認番号ＡＹ３５８６２８）；
（９）ＥＴＢＲ（エンドセリンＢ型受容体、ジーンバンク承認番号ＡＹ２７５４６３）；
（１０）ＭＳＧ７８３（ＲＮＦ１２４、仮想タンパク質ＦＬ、Ｊ２０３１５、ジーンバン
ク承認番号ＮＭ＿０１７７６３）；
（１１）ＳＴＥＡＰ２（ＨＧＮＣ＿８６３９、ＩＰＣＡ－１、ＰＣＡＮＡＰ１、ＳＴＡＭ
Ｐ１、ＳＴＥＡＰ２、ＳＴＭＰ、前立腺癌関連遺伝子１、前立腺癌関連タンパク質１、前
立腺の6回の膜横断上皮抗原２、６回の膜横断前立腺タンパク質、ジーンバンク承認番号
ＡＦ４５５１３８）；
（１２）ＴｒｐＭ４（ＢＲ２２４５０、ＦＬＪ２００４１、ＴＲＰＭ４、ＴＲＰＭ４Ｂ、
一時的受容体電位陽イオンチャネル（transient receptor potential cation channel）
、Ｍ亜族（subfamily M）、メンバー４、ジーンバンク承認番号ＮＭ＿０１７６３６）；
（１３）ＣＲＩＰＴＯ（ＣＲ、ＣＲ１、ＣＲＧＦ、ＣＲＩＰＴＯ、ＴＤＧＦ１、奇形癌腫
－由来成長因子（teratocarcinoma-derived growth factor）、ジーンバンク承認番号Ｎ
Ｐ＿００３２０３またはＮＭ＿００３２１２）；
（１４）ＣＤ２１（ＣＲ２（補体受容体２）または、Ｃ３ＤＲ（Ｃ３ｄ／エプスタイン・
バール・ウイルス受容体）またはＨｓ.７３７９２ジーンバンク承認番号Ｍ２６００４）
；
（１５）ＣＤ７９ｂ（ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ７９β、ＩＧｂ（免疫グロブリン－関連β）、Ｂ
２９、ジーンバンク承認番号ＮＭ＿０００６２６）；
（１６）ＦｃＲＨ２（ＩＦＧＰ４、ＩＲＴＡ４、ＳＰＡＰ１Ａ（ＳＨ２ドメイン含有ホス
ファターゼ固定タンパク質１ａ）、ＳＰＡＰ１Ｂ、ＳＰＡＰ１Ｃ、ジーンバンク承認番号
ＮＭ＿０３０７６４）；
（１７）ＨＥＲ２（ジーンバンク承認番号Ｍ１１７３０）；
（１８）ＮＣＡ（ジーンバンク承認番号Ｍ１８７２８）；
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（１９）ＭＤＰ（ジーンバンク承認番号ＢＣ０１７０２３）；
（２０）ＩＬ２０Ｒα（ジーンバンク承認番号ＡＦ１８４９７１）；
（２１）プレビカン（ジーンバンク承認番号ＡＦ２２９０５３）；
（２２）ＥｐｈＢ２Ｒ（ジーンバンク承認番号ＮＭ＿００４４４２）；
（２３）ＡＳＬＧ６５９（ジーンバンク承認番号ＡＸ０９２３２８）；
（２４）ＰＳＣＡ（ジーンバンク承認番号ＡＪ２９７４３６）；
（２５）ＧＥＤＡ（ジーンバンク承認番号ＡＹ２６０７６３）；
（２６）ＢＡＦＦ－Ｒ（Ｂ細胞活性化因子受容体、ＢＬｙＳ受容体３、ＢＲ３、ＮＰ＿４
４３１７７．１）；
（２７）ＣＤ２２（Ｂ－細胞受容体ＣＤ２２－Ｂイソ形、ＮＰ－００１７６２．１）；
（２８）ＣＤ７９ａ（Ｉｇβ（ＣＤ７９Ｂ）と共有的に相互作用してＩｇＭ分子と表面で
複合体を形成するＢ細胞特異的タンパク質であるＣＤ７９Ａ、ＣＤ７９α、免疫グロブリ
ン－関連α（immunoglobulin-associated alpha）はＢ細胞分化に関与する信号を伝達す
る、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿００１７７４．１）；
（２９）ＣＸＣＲ５（ＣＸＣＬ１３ケモカインにより活性化したＧタンパク質カップリン
グされた受容体であるバーキットリンパ腫受容体１は、リンパ球移動及び体液性防御に作
用してＨＩＶ－２感染に参加して、ＡＩＤＳ、リンパ腫、骨髄腫及び白血病の発病と関連
があると見なされる、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿００１７０７．１）；
（３０）ＨＬＡ－ＤＯＢ（ペプチドに結合してＣＤ４＋ Ｔリンパ球に提示する、ＭＨＣ
クラスＩＩ分子（Ｉａ抗原）のβサブユニット、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿００２１１
１．１）；
（３１）Ｐ２Ｘ５（細胞外ＡＴＰによってゲートされるイオンチャネルである、プリン性
受容体Ｐ２Ｘリガンド－ゲートイオンチャネル５は、シナプス伝達及び神経発生に関与で
き、これの欠乏は特発性排尿筋不安定の病態生理に寄与される、ジーンバンク承認番号Ｎ
Ｐ＿００２５５２．２）；
（３２）ＣＤ７２（Ｂ－細胞分化抗原ＣＤ７２、Ｌｙｂ－２、ジーンバンク承認番号ＮＰ
＿００１７７３．１）；
（３３）ＬＹ６４（ロイシン豊富反復体（ＬＲＲ）族の第I型膜タンパク質である、リン
パ球抗原６４（ＲＰ１０５）は、Ｂ細胞活性化及び細胞自滅を調節して、これの機能喪失
は前身性紅斑性ループス患者の疾病活性増加と関連がある、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿
００５５７３．１）；
（３４）ＦｃＲＨ１（Ｃ２型Ｉｇ－類似及びＩＴＡＭドメインを含有する免疫グロブリン
とＦｃドメインに対する推定的受容体であるＦｃ受容体様タンパク質１は、Ｂリンパ球分
化に関与できる、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿４４３１７０．１）
（３５）ＩＲＴＡ２（Ｂ細胞発生及びリンパ腫発生に作用できる推定的免疫受容体である
免疫グロブリン巨大族受容体転座関連２（Immunoglobulin superfamily receptor transl
ocation associated 2）、転座による前記遺伝子脱調節は、いくつかのＢ細胞悪性腫瘍で
起きる、ジーンバンク承認番号ＮＰ＿１１２５７１．１）；及び
（３６）ＴＥＮＢ２（成長因子のＥＧＦ／ヘレグリン族及びポルリスタチンと関連がある
推定的膜横断プロテオグリカン、ジーンバンク承認番号ＡＦ１７９２７４）；
等があるが、これに対し限定されることなく、治療用、または診断用で使用可能ないずれ
の抗原が含まれる。
【００２４】
　好ましい例として、本発明に係る親抗体は、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３及びＨＥＲ
４から選択されたＥｒｂＢ受容体及びその他癌抗原に対する結合能及び特異性を持って、
特に好ましくは、本発明に係る親抗体は、トラスツズマブ（trastuzumab、商品名：ハー
セプチン）、リツキシマブ（rituximab、商品名：リツキサン）、ベバシズマブ（bevaciz
umab、商品名：アバスチン）、セツキシマブ（cetuximab、商品名：アービタックス）、
ｃＢＲ９６、ｃＡＣｌＯ、抗－ＣＤ２０抗体、抗－ＥｐｈＢ２抗体、抗－ＩＬ－８、Ｅ－
セレクチン（selectin）抗体、抗－ＭＵＣ１６抗体及び抗－ＣＤ３０抗体から選択される
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一つ以上のものを含むが、これに限定されない。
【００２５】
　ＨＥＲ２は、乳癌細胞の増殖と生存に関係する重要な信号伝達体系の一つである上皮細
胞成長因子受容体（epidermal growth factor receptor；ＥＧＦＲ）ファミリーを意味す
る。ＥＧＦＲファミリーのチロシンリン酸化酵素受容体（receptor tyrosine kinases）
は、ｅｒｂ１、ｅｒｂ２／ＨＥＲ２、ｅｒｂ３、ｅｒｂ４の四つからなり、細胞増殖と生
存の他にも細胞の付着、移動及び分化を調節するのに関与すると知られている。
【００２６】
　四つのｅｒｂファミリーのうちｅｒｂ２／ＨＥＲ２と結合するリガンドはないが、乳癌
で最も強力な癌遺伝子（oncogene）として知られている。ＨＥＲ２が正常な水準である場
合には、正常な乳腺組織の成長と発達に関与するが、非正常的にＨＥＲ２が過発現するか
増幅されると、正常細胞調節が崩壊されて、乳腺組織では攻撃的癌細胞が形成されること
になる。すなわち、ＨＥＲ２が異なるＥＧＦＲファミリーとオリゴマー化（oligomerizat
ion）されて活性化すると、多くの下部分子（downstream molecules）をリン酸化して、
順に種々の信号伝達系（signaling cascades）を活性化させるが、細胞増殖に関与するＳ
ＯＳ－Ｒａｓ－Ｒａｆ－ＭＥＫ－ＭＡＰＫ経路と細胞死滅を抑制するＰＩ－３Ｋ／Ａｋｔ
経路が癌増殖に関与する代表的な機序である。
【００２７】
　前臨床と臨床実験結果、ＨＥＲ２過発現は、癌発生段階の初期から現れる重要な現象で
あり、これは癌の成長と進行に重要な役割を果たしている。ＨＥＲ２過発現は、浸潤性乳
癌の約２０～３０％で現れており、過発現は悪性度がより高い攻撃的癌で、乳癌の不良な
予後とも関係があると知られている。
【００２８】
　前記ＨＥＲ２受容体またはＥＧＦ受容体からなる群から選択された成長因子受容体に特
異的に結合する親抗体に一つ以上のシステインを含むモチーフを結合させて、これにさら
に通常の抗癌薬物を結合させた本発明に係る修飾抗体－薬物複合体を患者の腫瘍細胞成長
を抑制させるのに有効な量で患者に投与することによって、前記成長因子受容体を過発現
する腫瘍細胞の成長を抑制すると同時に死滅を誘導して優れた癌治療効果を上げることが
できる。
【００２９】
　また、前記説明した通り本発明での親抗体はトラスツズマブが好ましいが、トラスツズ
マブはＣ－末端リジン（Ｌｙｓ）が殆ど除去された形態で製造されるが、本発明に係る修
飾抗体－薬物複合体は、一つ以上のシステイン（Ｃｙｓ）を含むモチーフと結合されるト
ラスツズマブのＣ－末端部位にリジン（Ｌｙｓ）が存在する形態とリジンが存在しない形
態のいずれの形態に適用可能である。
【００３０】
　本発明で提供されるアミノ酸の種々の配列内に存在するアミノ酸は、それらの公示され
た３－文字または、１－文字略語によって表示される。多様な核酸切片内に存在するヌク
レオチドは当該分野で日常的に用いられる標準単一－文字命名法で命名される。
【００３１】
　本発明でのシステイン残基を含むモチーフは、１個～１００個、好ましくは１個～５０
個、さらに好ましくは１個～３０個、最も好ましくは１個～１０個のアミノ酸残基を持っ
て、一つ以上のシステイン残基を含む。特に、本発明に係るシステイン残基を含むモチー
フは、１個～２０個のシステイン残基を含むことが好ましく、好ましくは１個～１０個の
システイン残基を、特に好ましくは１個～５個のシステイン残基を含む。
【００３２】
　前記システイン残基を含むモチーフは、特定の作用能（functionality）や２次あるい
は３次構造を持たない単純なペプチドモチーフであってもよく、特定の作用能や２次ある
いは３次構造を持つペプチドモチーフであることが好ましい。前記特定の作用能は、シス
テイン残基の化学的接合性能を維持－保護できる特性が好ましいが、これに制限されない
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。特に、システイン残基を含むモチーフは、特定リガンド（ligand）との結合や、あるい
はペプチドモチーフ自らの２次または３次構造的特性によって、システイン残基の酸化を
防止したり、酸化を遅くすることによって、システイン残基の作用能をより効果的に維持
させることができる。
【００３３】
　本発明に係るシステイン残基を含むモチーフは、下記の構造式（１）のような構造を持
つ：
Ｘａ－［（ＭＣｙｓ）ｎ－Ｘｂｎ］ｎ　　　　構造式（１）
　前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎは、単なるシステイン残基、または、システイン
残基を含んで特定の作用能や２次あるいは３次構造を持つペプチドモチーフを意味して、
Ｘａ及びＸｂｎは、互いに独立的にシステインを除いたアミノ酸残基０個～２０個で構成
されたペプチドを意味して、ｎは１～２０の整数である。
　前記構造式（１）での各（ＭＣｙｓ）ｎ、すなわち（ＭＣｙｓ）１、（ＭＣｙｓ）２・
・・・（ＭＣｙｓ）ｎは、互いに同じでも異なっても良い。また、各Ｘｂｎ、すなわちＸ
ｂ１、Ｘｂ２・・・・Ｘｂｎも互いに同じでも異なっても良い。
【００３４】
　また、前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎが単なるシステイン残基の場合、本発明に
係るシステイン残基を含むモチーフは、下記の構造式（２）のような構造を持つ。
Ｘａ－（Ｃｙｓ－Ｘｂｎ）ｎ　　　　構造式（２）
　構造式（２）でのＸａ、Ｘｂｎ及びｎは、前記構造式（１）での定義と同様である。
【００３５】
　また、前記構造式（１）で、（ＭＣｙｓ）ｎがシステイン残基を含んで特定の作用能や
２次あるいは３次構造を持つペプチドモチーフの場合、好ましくは（ＭＣｙｓ）ｎはシス
テイン残基を含む金属イオン結合モチーフであってもよい。システイン残基を含む金属イ
オン結合モチーフは、金属イオンとの結合を介してシステイン残基の酸化を阻害すること
によってシステイン基のアルキル化反応性を効果的に維持させられることが知られている
（Van Horn et al. (2003) J. Biol. Inorg. Chem. 8:601-610）。
【００３６】
　本発明で用いることができるシステイン残基を含む金属イオン結合モチーフでは、生体
内で金属イオンの濃度を調節するのに用いられる金属イオンキレーター（chelator）タン
パク質（Zhang et al. (2012) Biochem. Genet. 50(7-8):585-599）、金属イオンを細胞
外部や細胞内特定位置に伝達する役割を果たすシャペロン（chaperones）（Ansbacher an
d Shurki, J. Phys. Chem. B (2012) 116(15):4425-4432; Allen et al. (2012) Biochem
istry 51(7):1439-48; Click et al. (2012) H. Comput. Chem. 33(11):1142-51）、金属
イオンの濃度に応じて転写（transcription）を調節する転写調節タンパク質（transcrip
tional regulators）（Gunther et al. (2012) Biochim. Biophys. Acta. 1823(2):476-4
83; Sitthisak et al. (2012) FEMS Microbiol. Lett. 327(2):126-133）、タンパク質－
タンパク質反応（protein-protein interaction）やタンパク質－ＤＮＡ反応に関与する
多くのタンパク質に広範囲に存在するジンクフィンガー（Zinc Finger）モチーフ（MacPh
erson et al. (2006) Microbiol. Mol. Bio. Rev. 70(3):583-604; Schaeffer et al. (2
012) Nucleic Acids Res. 40(18):9298-9307）及び多様な種類の酵素（Zielazinski et a
l. (2012) Biochemistry 51(40):7891-7900; Zhou et al. (2012) FEBS J. 279(2):285-2
98; Cochran et al. (2011) Nat. Struct. Mol. Biol. 19(1):122-127）由来のものなど
があるが、これに限定されるのではない。前記金属イオン結合モチーフは、システイン残
基を金属イオン結合モチーフの必要不可欠な結合グループとして用いており、かかる金属
イオン結合モチーフが本発明に係る修飾抗体－薬物複合体の製造に利用されることができ
る。
【００３７】
　本発明に係る金属イオン結合モチーフの具体的な例として、ジンクフィンガータンパク
質のＣ２Ｈ２グループ（Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２クラス: Ｃｙｓ－Ｘ２－４－Ｃｙｓ－Ｘ１２－
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Ｈｉｓ－Ｘ３－５－Ｈｉｓ）、Ｃ４グループ（Ｃ４クラス: Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘｎ

－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘｍ－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘｎ－Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ）
、Ｃ６グループ（Ｃ６クラス: Ｃｙｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘ６－Ｃｙｓ－Ｘ５－１２－Ｃｙ
ｓ－Ｘ２－Ｃｙｓ－Ｘ６－８－Ｃｙｓ）、転写調節タンパク質や金属シャペロンタンパク
質、金属イオン運搬タンパク質（metal ion transporter）、スーパーオキシドティスム
ターゼ（superoxide dismutase）等で多く発見されるＣｙｓ－Ｘ－Ｘ－ＣｙｓやＣｙｓ－
Ｘ－ＣｙｓモチーフなどＣｙｓ－Ｘｍ－Ｃｙｓモチーフ、Ｍｅｔ－Ｘ－Ｃｙｓ－Ｘ－Ｘ－
Ｃｙｓモチーフ、Ｃ－Ｑ－Ｃ－Ｑ－Ｃ－Ａ－Ｃモチーフ、膜タンパク質ＡＴＰ分解酵素の
Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓモチーフなどが好ましいが、これに限定されるのではない。前記
金属イオン結合モチーフ構造で、ＸはＣｙｓ以外のアミノ酸残基、ｍは１～１０、好まし
くは１～５の整数を意味して、ＸｍまたはＸｍ－ｑは、ｍ、または、ｍ～ｑ個のＣｙｓ以
外のアミノ酸残基を意味する。
【００３８】
　より具体的に本発明で用いられるジンクフィンガータンパク質の金属イオン結合モチー
フは、
ＹＫＣＫＱＣＧＫＡＦＧＣＰＳＮＬＲＲＨＧＲＴＨ（配列番号１）、
ＹＱＣＮＩＣＧＧＫＣＦＳＣＮＳＮＬＨＲＨＱＲＴＨ（配列番号２）、
ＹＳＣＧＩＣＧＫＳＦＳＤＳＳＡＫＲＲＨＣＩＬＨ（配列番号３）、
ＹＴＣＳＤＣＧＫＡＦＲＤＫＳＣＬＮＲＨＲＲＴＨ（配列番号４）、
ＹＲＣＫＹＣＤＲＳＦＳＤＳＳＮＬＱＲＨＶＲＮＩＨ（配列番号５）、
ＹＫＣＫＥＣＧＫＡＦＮＨＳＳＮＦＮＫＨＨＲＩＨ（配列番号６）、
ＦＫＣＰＶＣＧＫＡＦＲＨＳＳＳＬＶＲＨＱＲＴＨ（配列番号７）、
ＹＲＣＫＹＣＣＤＲＳＦＳＩＳＳＮＬＱＲＨＶＲＮＩＨ（配列番号８）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＡＦＳＩＧＳＮＬＮＶＨＲＲＩＨ（配列番号９）、
ＹＧＣＨＬＣＣＫＡＦＳＫＳＳＮＬＲＲＨＥＭＩＨ（配列番号１０）、
ＹＫＣＫＥＣＧＱＡＦＲＱＲＡＨＬＩＲＨＨＫＬＨ（配列番号１１）、
ＹＫＣＨＱＣＧＫＡＦＩＱＳＦＮＬＲＲＨＥＲＴＨ（配列番号１２）、
ＦＱＣＮＱＣＧＡＳＦＴＱＫＧＮＬＮＲＨＩＫＬＨ（配列番号１３）、
ＹＴＣＳＹＣＧＫＳＦＴＱＳＮＴＬＫＱＨＴＲＩＨ（配列番号１４）、
ＹＡＣＨＬＣＧＫＡＦＴＱＳＳＨＲＲＨＥＫＴＨ（配列番号１５）、
ＹＫＣＧＱＣＧＫＦＹＳＱＶＳＨＬＴＲＨＱＫＩＨ（配列番号１６）、
ＹＡＣＨＬＣＧＫＡＦＴＱＣＳＨＬＲＲＨＥＫＴＨ（配列番号１７）、
ＹＡＣＨＬＣＡＫＡＦＩＱＣＳＨＬＲＲＨＥＫＴＨ（配列番号１８）、
ＹＶＣＲＥＣＧＲＧＦＲＱＨＳＨＬＶＲＨＫＲＴＨ（配列番号１９）、
ＹＫＣＥＥＣＥＧＫＡＦＲＱＳＳＨＬＴＴＨＫＩＩＨ（配列番号２０）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＳＦＳＱＳＳＨＬＮＶＨＫＲＴＨ（配列番号２１）、
ＹＭＣＳＥＣＧＲＧＦＳＱＫＳＮＬＴＩＨＱＲＴＨ（配列番号２２）、
ＹＫＣＥＥＣＧＫＡＦＴＱＳＳＮＬＴＫＨＫＫＩＨ（配列番号２３）、
ＦＥＣＫＤＣＧＫＡＦＩＱＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号２４）、
ＹＶＣＲＥＣＲＲＧＦＳＱＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号２５）、
ＹＥＣＥＫＣＧＫＡＦＮＱＳＳＮＬＴＲＨＫＫＳＨ（配列番号２６）、
ＹＥＣＶＱＣＧＫＳＹＳＱＳＳＮＬＦＲＨＱＲＲＨ（配列番号２７）、
ＹＥＣＶＱＣＧＫＧＦＴＱＳＳＮＬＩＴＨＱＲＶＨ（配列番号２８）、
ＹＥＣＮＴＣＲＫＴＦＳＱＫＳＮＬＩＶＨＱＲＴＨ（配列番号２９）、
ＹＶＣＳＫＣＧＫＡＦＴＱＳＳＮＬＴＶＨＱＫＩＨ（配列番号３０）、
ＹＫＣＤＥＣＧＫＮＦＴＱＳＳＮＬＩＶＨＫＲＩＨ（配列番号３１）、
ＹＥＣＤＶＣＧＫＴＦＴＱＫＳＮＬＧＶＨＱＲＴＨ（配列番号３２）、
ＹＫＣＰＤＣＧＫＳＦＳＱＳＳＳＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号３３）、
ＹＥＣＱＤＣＧＲＡＦＮＱＮＳＳＬＧＲＨＫＲＴＨ（配列番号３４）、
ＹＥＣＮＥＣＧＫＦＦＳＱＳＳＳＬＩＲＨＲＲＳＨ（配列番号３５）、
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ＹＫＣＥＥＣＧＫＡＦＮＱＳＳＴＬＴＲＨＫＩＶＨ（配列番号３６）、
ＹＥＣＮＥＣＧＫＡＦＡＱＮＳＴＬＲＶＨＱＲＩＨ（配列番号３７）、
ＹＥＶＨＤＣＧＫＳＦＲＱＳＴＨＴＬＴＱＨＲＲＩＨ（配列番号３８）、
ＹＥＣＨＤＣＧＫＳＦＲＱＳＴＨＬＴＲＨＲＲＩＨ（配列番号３９）、
ＨＫＣＬＥＣＧＫＣＦＳＱＮＴＨＬＴＲＨＱＲＴＨ（配列番号４０）、
ＹＶＣＤＶＥＧＣＴＷＫＦＡＲＳＤＥＬＮＲＨＫＫＲＨ（配列番号４１）、
ＹＨＣＤＷＤＧＣＧＷＫＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＹＲＫＨ（配列番号４２）、
ＹＲＣＳＷＥＧＣＥＷＲＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＦＲＫＨ（配列番号４３）、
ＦＳＣＳＷＫＧＣＥＲＲＦＡＲＳＤＥＬＳＲＨＲＲＴＨ（配列番号４４）、
ＦＡＣＳＷＱＤＣＮＫＫＦＡＲＳＤＥＬＡＲＨＹＲＴＨ（配列番号４５）、
ＹＨＣＮＷＤＧＣＧＷＫＦＡＲＳＤＥＬＴＲＨＹＲＫＨ（配列番号４６）、
ＦＬＣＱＹＣＡＱＲＦＧＲＫＤＨＬＴＲＨＭＫＨＳＨ（配列番号４７）、
ＣＲＣＮＥＣＧＫＳＦＳＲＲＤＨＬＶＲＨＱＲＴＨ（配列番号４８）、
ＦＱＣＫＴＣＱＲＫＦＳＲＳＤＨＬＫＴＨＴＲＴＨ（配列番号４９）、
ＦＡＣＥＶＣＧＶＲＦＴＲＮＤＫＬＫＩＨＭＲＫＨ（配列番号５０）、
ＹＶＣＤＶＥＧＣＴＷＫＦＡＲＳＤＫＬＮＲＨＫＫＲＨ（配列番号５１）、
ＹＫＣＭＥＣＧＫＡＦＮＲＲＳＨＬＴＲＨＱＲＩＨ（配列番号５２）、
ＹＩＣＲＫＣＧＲＧＦＳＲＫＳＮＬＩＲＨＱＲＴＨ（配列番号５３）、
ＹＥＣＫＥＣＧＫＡＦＳＳＧＳＮＦＴＲＨＱＲＩＨ（配列番号５４）、
ＦＨＣＧＹＣＥＫＳＦＳＶＫＤＹＬＴＫＨＩＲＴＨ（配列番号５５）、
ＹＥＣＤＨＣＧＫＡＦＳＶＳＳＮＬＮＶＨＲＲＩＨ（配列番号５６）、
ＹＴＣＫＱＣＧＫＡＦＳＶＳＳＳＬＲＲＨＥＴＴＨ（配列番号５７）、
ＹＥＣＮＹＣＧＫＴＦＳＶＳＳＴＬＩＲＨＱＲＩＨ（配列番号５８）、
ＹＲＣＥＥＣＧＫＡＦＲＷＰＳＮＬＴＲＨＫＲＩＨ（配列番号５９）、
ＦＡＣＤＩＣＧＲＫＦＡＲＳＤＥＲＫＲＨＴＫＩＨ（配列番号６０）、
ＣＰＶＥＳＣＤＲＲＦＳＲＳＤＥＬＴＲＨＩＲＩＨ（配列番号６１）、
ＣＤＩＣＧＲＫＦＡＲＳＤＥＲＫＲＨＴＫＩＨ（配列番号６２）
などが挙げられるが、これに制限されるのではなく、
http://www.zincfingers.org、http://www.genenames.org/genefamilies/ZF、http://www
.scripps.edu/mb/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php、https://zifdb.msi.umn.edu:8444
/ZiFDB/、または Macpherson et al. (2006) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70(3), 583-6
04等に報告されたジンクフィンガータンパク質の金属イオン結合モチーフのうち本発明の
技術的特性と符合するのであれば、いずれも制限されることなく使用可能である。
【００３９】
　また、本発明で用いられる転写調節タンパク質や金属シャペロンタンパク質などの金属
イオン結合モチーフは、
ＣａｄＣタンパク質：
ＣＥＩＦＣＹＤＥＥＫＶＮＲＩＱＧＤＬＱＴＶＤＩＳＧＶＳＱＩＬＫＡＩＡＤＥＮＲＡＫ
ＩＴＹＡＬＣＱＤＥＥＬＣＶＣ（配列番号６３）
ＡｚｔＲタンパク質：
ＣＤＴＨＬＶＨＬＤＮＶＲＳＳＱＡＱＩＬＰＴＤＫＡＱＱＭＡＥＩＦＧＶＬＡＤＴＮＲＩ
ＲＬＬＳＡＬＡＳＳＥＬＣＶＣ（配列番号６４））
ＺｉａＲタンパク質：
ＣＤＱＰＬＶＨＬＥＱＶＲＱＶＱＰＥＶＭＳＬＤＱＡＱＱＭＡＥＦＦＳＡＬＡＤＰＳＲＬ
ＲＬＭＳＡＬＡＲＱＥＬＣＶＣ（配列番号６５）
ＢｘｍＲタンパク質：
ＣＤＲＡＨＬＶＤＣＳＲＶＧＤＩＱＴＱＶＬＮＴＡＫＡＱＲＭＡＥＦＦＳＬＬＧＤＡＮＲ
ＬＲＶＶＳＶＬＡＫＱＥＬＣＶＣ（配列番号６６）
ＡｒｓＲタンパク質：ＬＳＤＥＴＲＬＧＩＶＬＬＬＲＥＭＧＥＬＣＶＣＤＬＣＭ（配列番
号６７）
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ＣＣＴＬＡＴＧＰＬＳＳＤＥＳＥＨＹＡＤＬＦＫＶＬＧＤＰＶＲＬＲＩＬＳＱＬＡＡＧＧ
Ｃ（配列番号６８）
ＹＲＡＡＭＰＶＶＲＡＬＶＡＹＬＴＥＮＣＣＨＧＴＲＤＣ（配列番号６９）
ＣｍｔＲタンパク質：
ＣＬＲＧＣＧＬＶＶＡＴＹＥＧＲＱＶＲＹＡＬＡＤＳＨＬＡＲＡＬＧＥＬＶＱＶＶＬＡＶ
ＤＴＤＱＰＣ（配列番号７０）
ＣＬＲＤＣＧＬＶＶＴＶＰＤＧＲＲＳＲＹＥＬＡＤＥＲＬＧＨＡＬＤＤＬＲＡＡＶＶＡＶ
ＤＡＤＲＴＣＰＤＡＤＥＬＥＣＣ（配列番号７１）
などが挙げられるが、これに限定されるのではない。
【００４０】
　バクテリアの信号伝達に関与する膜タンパク質で発見される亜鉛（Ｚｎ）結合タンパク
質は、一つのシステインと三つのヒスチジン残基で構成される固有な金属イオン結合モチ
ーフを持つが（Draper et al., J. Bacteriol. 2011, 193(17), 4338-4345）、これはＨ
ＸＸＷＦＹＬＸ２１-２８ＣＸＬＦＭＶＩＧＸＷＦＬＶＩＸ１８-２７ＨＸＸＨ（Ｘは任意
のアミノ酸であり、Ｘｍ-ｑはｍ～ｑ個のＣｙｓ以外のアミノ酸残基を意味する。）の構
造を持って、現在まで報告された１５０種以上の亜鉛結合タンパク質も本発明での金属イ
オン結合モチーフとして使用可能である。
【００４１】
　金属イオン運搬タンパク質には陽イオン拡散誘導タンパク質グループ（cation diffusi
on facilitators）、Ｚｒｔ、Ｉｒｋ－様タンパク質（Zrt, Irk-like protein）、陽イオ
ン交換タンパク質（cation exchangers）、銅運搬タンパク質（copper transporters）、
重金属Ｐ－型ＡＴＰ分解酵素（heavy metal P-type ATPase）、ＡＴＰ－結合カセット（A
TP-binding cassette）運搬タンパク質などが知られているが（Hanikenne et al. Plant 
Physiology 2005, 137, 428-446; Hall and Williams, J. Experimental Botany, 2003, 
54(393) 2601-2613）、本発明では次のようなＭ－Ｘ－Ｃ－Ｘ－Ｘ－Ｃモチーフが好まし
く用いられるが、これに制限されるのではない。
【００４２】
Ｅ.ｃｏｌｉ ＺｎｔＡ：ＶＳＧＭＤＣＡＡＣＡＲＫＶＥＮＡＶＲＱＬＡＧＶＮＱＶＱＶＬ
ＦＡ（配列番号７２）
Ｔｎ５０１ ＭｅｒＰ：ＶＰＧＭＴＣＳＡＣＰＩＴＶＫＫＡＩＳＥＶＥＧＶＳＫＶＤＶＴ
ＦＥ（配列番号７３）
Ｔｎ５０１ ＭｅｒＡ：ＩＴＧＭＴＣＤＳＣＡＡＨＶＫＥＡＬＥＫＶＰＧＶＱＳＡＬＶＳ
Ｙ（配列番号７４）
Ｓ.ａｕｒｅｕｓ ＣａｄＡ：ＶＱＧＦＴＣＡＮＣＡＧＫＦＥＫＮＶＫＫＩＰＧＶＱＤＡＫ
ＶＮＦＧ（配列番号７５）
Ｈｕｍａｎ Ｍｅｎｋｅｓ：ＶＥＧＭＴＣＮＳＣＶＷＴＩＥＱＱＩＧＫＶＮＧＥＨＨＩＫ
ＶＳＬＥ（配列番号７６）
Ｙｅａｓｔ Ａｔｘ１：ＶＶＭＴＣＳＧＣＳＧＡＶＮＫＶＬＴＫＬＥＰＤＶＳＫＩＤＩＳ
（配列番号７７）
Ｒａｔ Ｗｉｌｓｏｎｓ：ＧＭＴＣＡＳＣＶＡＮＩＥＲＮＬＲＲＥＥＧＩＹＳＶ（配列番
号７８）
Ｈｕｍ Ｗｉｌｓｏｎｓ：ＹＥＧＭＴＣＱＳＣＶＳＳＩＥＧＫＹＲＫＬＱＧＶＶＲＹＫＶ
ＳＬ（配列番号７９）
Ｒｉｃｅ Ｃｕ ＡＴＰａｓｅ：ＧＭＳＣＱＧＣＡＧＡＶＲＲＶＬＴＫＭＥＧＶＥＴＦＤＩ
ＤＭＥ（配列番号８０）
Ｈ.ｐｙｌｏｒｉ Ｃｕ ＡＴＰａｓｅ：ＶＰＳＩＴＣＳＨＣＶＤＫＩＥＫＦＶＧＥＩＥＧ
ＶＳＦＩＤＡＮＶＥ（配列番号８１）
Ｒａｎ１：ＶＴＧＭＴＣＡＡＣＳＮＳＶＥＡＡＬＭＮＶＮＧＶＤＶＧＧＭＴＣＧＧＣＳＡ
ＳＶＫＫＬＬＥＳＱＰＣＶＡＳＡＳＶ（配列番号８２）
Ｃｐｘ８９：ＶＳＧＭＶＣＡＡＣＳＴＡＶＥＮＡＬＬＳＣＳＧＶ（配列番号８３）
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Ｐａａ１：ＤＶＧＧＭＴＣＧＧＣＳＡＳＶＫＫＩＬＥＳＱＰ（配列番号８４）
Ｃｐｘ１１８４：ＤＶＧＧＭＫＣＧＧＣＶＥＨＶＫＫＩＬＥＥＱＦＧＶＴＳＡＳ（配列番
号８５）
【００４３】
　また、前記のような生体内で発見される天然（wild type）金属イオン結合モチーフを
基に人為的にデザインされた種々の金属イオン結合モチーフも本発明に係る修飾抗体－薬
物複合体の製造に用いられ、このような例としては、ジンクフィンガータンパク質の金属
イオン結合ペプチドモチーフのうちシステイン残基を含まないＧＧＨモチーフを基にする
ＣＧＨモチーフ（Van Horn et al. (2003) J. Biol. Inorg. Chem. 8:601-610）、あるい
はペプチドモチーフ内に存在する多数のシステイン残基中一つ以上のシステインをスレオ
ニン（threonine）やセリン（serine）、ヒスチジン（Histidine）等他のアミノ酸残基に
置き換えた（Jancso et al. (2011) Metallomics 3(12):1331-1339）金属イオン結合モチ
ーフなどが挙げられるが、これに限定されるのではない。前記ＣＧＨモチーフは、下記の
式（１）の構造を持って、特にＣ末端とＮ末端にアラニンが位置するＡＣＧＨＡ構造を持
つことが好ましい。
【００４４】
【化１】

　前記式（１）で、Ｍは金属イオンを意味して、Ｒはシステインを除いたアミノ酸残基、
特にアラニンが好ましい。
【００４５】
　本発明に係るＣＧＨモチーフは、Ｎ－末端とＣ－末端の位置が変わっても依然として金
属イオン結合特性を持つので、本発明でのＣＧＨモチーフにはＮ－末端とＣ－末端の位置
が変わったＨＧＣモチーフも含まれることは、当業者には自明である。
　ジンクフィンガーモチーフを基にして人為的に合成された金属イオン結合モチーフでは
ＰＹＫＣＰＥＣＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴＨで最も必須の役割を果たすシス
テイン残基やヒスチジン残基中システインをメチル基が置換されたメチル－システイン基
（Ｍｅ－Ｃｙｓ）に置換されたり、またはヒスチジン残基をシステインに置換された（Ro
ehm and Berg, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120. 13083-13087 参照）下記のような金属結
合ペプチドモチーフが用いられる。
【００４６】
ＰＹＫＣＰＥＣＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴＣ（配列番号８６）、
ＰＹＫＣＰＥＣＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴＭ（配列番号８７）、
ＰＹＫＣＰＥＣＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴ（Ｍｅ－Ｃ）（配列番号８８）、
ＰＹＫ（Ｍｅ－Ｃ）ＰＥＣＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴＨ（配列番号８９）、
ＰＹＫＣＰＥ（Ｍｅ－Ｃ）ＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲＴＨＴＨ（配列番号９０）、
ＰＹＫＣＰＥ（Ｍｅ－Ｃ）ＧＫＳＦＳＱＫＳＡＬＶＫＨＱＲ（配列番号９１）
　前記金属結合ペプチドモチーフで、Ｍｅ－Ｃはメチル基が置換されたシステイン残基を
意味する。
　その他にも、現在まで報告された多くの金属イオン結合タンパク質モチーフを基にする
人為的合成ペプチドも使用可能である。タンパク質の２次及び３次構造に基づいた金属イ
オン結合モチーフは、ｂｅｔａ－ｓｈｅｅｔ、混在されたａｌｐｈａ／ｂｅｔａモチーフ
、そして最も多く発見されるａｌｐｈａ－ヘリックス構造などが挙げられるが、ａｌｐｈ
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ａ－ヘリックス構造には単一鎖だけでなく、二重鎖、三重鎖、四中鎖ａｌｐｈａ－ヘリッ
クス構造を持つペプチドがある。
【００４７】
　これらの多重鎖のａｌｐｈａ－ヘリックスは、例えばＴＲＩファミリーの場合にはＬＫ
ＡＬＥＥＫシーケンスのペプチドが四つ連続するＧ（ＬＫＡＬＥＥＫ）４Ｇの構造を持つ
。このようなＴＲＩファミリーで特定アミノ酸をシステインに置き換えた人為的に合成さ
れた金属イオン結合ペプチドモチーフが報告され（Peakcock et al. 2009. Dalton Trans
. 7(13). 2271-2280）、下記のような構造を持つこれらの人為的に合成されたペプチドモ
チーフが用いられるが、これに限定されるのではない。
ＧＬＫＡＬＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＧ（配列番号９２）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＣＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＧ（配列番号９３）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＬＫＡＣＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＧ（配列番号９４）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＧ（配列番号９５）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＧ（配列番号９６）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＡＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＧ（配列
番号９７）
ＧＬＫＡＬＥＥＫＬＫＡＬＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＬＫＡＡＥＥＫＣＫＡＬＥＥＫＧ（配列
番号９８）
ＥＬＹＡＬＥＫＥＬＧＡＬＥＫＥＬＡＣＬＥＫＥＬＧＡＬＥＫＥＬＹＡＬＥＫ（配列番号
９９）
ＫＬＹＡＬＫＥＫＬＧＡＬＫＥＫＬＡＣＬＫＥＫＬＧＡＬＫＥＫＬＹＡＬＫＥ（配列番号
１００）
ＥＬＹＡＬＥＫＥＬＧＡＬＥＫＥＬＡＣＬＫＥＫＬＧＡＬＫＥＫＬＹＡＬＫＥ（配列番号
１０１）
ＫＬＹＡＬＫＥＫＬＧＡＬＫＥＫＬＡＣＬＥＫＥＬＧＡＬＥＫＥＬＹＡＬＥＫ（配列番号
１０２）
この他にも環状構造を持つ
Ｃｙｃｌｏ［Ｋ １，１２］（ＱＣＧＶＣＧＫＣＩＡＣＫ）
のような金属イオン結合ペプチドモチーフ（Nivorozhkin et al. 2000. Inorg. Chem. 39
(11) 2306-2313）等数多くのの金属イオン結合ペプチドも用いられる。
　本発明に係る修飾抗体に用いられるシステインを含む金属イオン結合モチーフをまとめ
ると、下の表１のとおりになる。
【００４８】
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【表１】

【００４９】
　このようなシステイン残基を含むモチーフは、親抗体の特異性を維持しながら、ターゲ
ット薬物が結合可能な形態ならば、親抗体の軽鎖または重鎖のＮ－末端やＣ－末端のうち
選択された一つ以上の部位に制限さらず結合することができるが、好ましくは重鎖または
軽鎖Ｃ－末端に連結されて、特に重鎖のＣ－末端、すなわち親抗体不変領域（constant r
egion）末端部位、抗体断片が用いられる場合は、その断片の重鎖Ｃ－末端に結合するこ
とが好ましい。
　しかし、親抗体の特異性が維持される限り、本発明に係るシステイン残基を含むモチー
フ、特にシステイン残基を含むモチーフが金属イオン結合モチーフのようにシステイン残
基を含み、特定の作用能や２次あるいは３次構造を持つペプチドモチーフである場合には
、親抗体の重鎖と軽鎖末端以外の他の位置、すなわち抗体の内部のどことも連結されても
よく、長い鎖のペプチドリンカーを介して導入されることもできる。可変領域を除いた親
抗体の重鎖や軽鎖のアミノ酸をシステインやリジンに置き換えた修飾抗体に長い鎖の炭化
水素リンカーを介して導入された抗体－薬物複合体の場合、親抗体の構造的特性と抗体の
特異性を維持させらることができるのは、良く知られている。したがって、このような位
置に長い鎖のペプチドリンカーで連結されたシステイン残基を含む金属イオン結合ペプチ
ドモチーフは、親抗体の特異性を維持させながら同一性（homogeneity）が高い抗体－薬
物複合体を提供することができる。
【００５０】
　本発明に係る修飾抗体において、親抗体とシステイン残基を含むモチーフは、アミノ結
合を介した融合（fusion）形態で直接結合されることができ、親抗体の末端官能基とシス
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テイン残基を持つモチーフの末端官能基を化学的に結合する形態で結合することもでき、
第１リンカーによって媒介された（linker-mediated）形態の結合も可能である。
　親抗体に結合されたシステイン残基を含むモチーフ内のシステイン残基とシステイン残
基のチオール基（－ＳＨ）を介して直接結合されることができ、システインと薬物を連結
する第２リンカーが挿入された形態で結合されることもできる。
【００５１】
　前記システイン残基を含むモチーフ内のシステイン残基と薬物を連結する第２リンカー
の結合は、アルキル化、二硫化相互交換方法及びトランスチオエステル化反応法が利用さ
れることができる。前記第２リンカーは、ハロアセチル官能基を含むアルキルハライド誘
導体、マレイミド基を含む誘導体、アジリジン誘導体、アクリルロイル誘導体、またはフ
ルオロベンゼンなどを含むアリールハライド誘導体から一つまたは二以上選択されること
を特徴とするが、これに限定されない。前記誘導体は、アルキル化反応基、アリール化反
応基、マレイミド基、アジリジン基、アクリロイル基、または、ピリジルジスルフィド及
びチオニトロ安息香酸などを含む二硫化相互交換反応基などによってモチーフ内システイ
ン残基のチオール基と結合することが特徴である（Bioconjugate techniques, 2nd editi
on, pp 182-192, Gerg T. Hermanson, ELSVIER）。
【００５２】
　例えば、チオール－リンカー結合のために通常用いられるマレイミド基の場合、システ
イン残基のチオールがマレイミド基に対して持つ親核反応性がタンパク質中に存在する他
のアミノ酸官能基、例えば、リシン残基のアミノ基またはＮ－末端アミノ基に比べて約１
，０００倍も高いので、システインに特異的に結合させるのに活用されている。したがっ
て、第２リンカーであるマレイミド、またはヨードアセトアミドを特徴とする修飾抗体－
薬物複合体は、システインがチオエテル結合で薬物と結合されることがわかる。通常第２
リンカーは、抗体上に存在する親核性システインに反応する親電子性基を持つ反応性部位
を持つ。
【００５３】
　本発明での修飾抗体と結合される薬物は、疾病の治療効果がある薬物ならいずれも制限
なしに使用可能で、特に腫瘍細胞の増殖抑制効能がある癌治療用薬物が好ましい。
　具体的に、本発明の修飾抗体－薬物複合体に用いられることができる薬物は、細胞毒性
または細胞増殖抑制効果を持つ任意の化合物、部分または基を含み、
（ｉ）マイクロチュブリン抑制剤、有糸分裂抑制剤、トポイソメラーゼ抑制剤、またはＤ
ＮＡインターカレーターとして機能できる化学療法剤；
（ｉｉ）酵素的に機能できるタンパク質毒素；
（ｉｉｉ）特定癌遺伝子の発現を抑制させることができるマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）
、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ；及び
（ｉｖ）放射線同位元素などが含まれる。
【００５４】
　このような薬物には、メイタンシノイド、オーリスタチン、トラスタチン、トリコテセ
ン、ＣＣ１０６５（細胞毒性化合物）、カリケアマイシン及び他のエンジイン抗生剤、タ
キサン、アントラサイクリン、メトトレキサート、アドリアマイシン、ビンデシン、ビン
ンカアルカロイド（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、
メルファラン、マイトマイシンＣ、クルラムブシル、ダウノルビシン、ダウノマイシン及
びその立体異性体、同配体、同族体または誘導体、その他挿入剤である酵素及びその断片
、例えば、核酸分解酵素、抗生剤、及び毒素（細菌、真菌、植物または動物起源の酵素的
活性毒素または小分子毒素）及びシスプラチン、ＣＰＴ－１１、ドキソルビシン、パクリ
タキセル及びドセタキセルなどの各種抗腫瘍または抗癌剤などが含まれるか、これらに限
定されない。
【００５５】
　また、本発明で薬物部分上の親核基は、第２リンカーの部分及び第２リンカー試薬上の
親電子性基と共有結合を形成するために反応できるアミン、チオール、ヒドロキシル、ヒ
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ドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカルボキシレート、
及びアリールヒドラジド基から選択された一つ以上のものを含み、これらに限定されない
。
　本発明の前記第２リンカーの部分を介して抗体と結合できる薬物の数は、前記記載され
た通り親抗体に結合したモチーフに含まれたシステイン残基の数が増加するほど増加する
ことができる。
【００５６】
　前記の通り本発明に係る修飾抗体は、一つ以上のシステイン残基を含むモチーフが親抗
体、好ましくは親抗体Ｃ－末端に結合することによって、薬物結合に利用できるシステイ
ンを多数含むことができるようになる。したがって、本発明に係る修飾抗体には多量の薬
物が結合することができるだけでなく、結合した多量の薬物がターゲット細胞または組織
に効果的に伝達されることができる。
【００５７】
　また、親抗体に結合するシステイン残基の個数の調節が容易であるため、修飾抗体－薬
物複合体（ｍＡＤＣ）に含まれる薬物の個数、すなわち薬物の量を目的の水準に容易に調
節することができる。このような特徴は、既存修飾抗体－薬物複合体の短所を改善したも
ので、本発明に係る新しい修飾抗体－薬物複合体は優秀な薬物伝達体として用いられ、窮
極的に癌などの疾病治療のために効率的に用いることができる。
　また、本発明では親抗体及び一つ以上のシステインが含まれたモチーフと結合した修飾
抗体を製造する方法を提供する。
【００５８】
　前記親抗体は、親抗体の重鎖または軽鎖不変ドメインをコードするヌクレオチド配列が
含まれた適合した発現ベクターを製造して、組換えられた前記発現ベクターを用いて原核
または真核細胞を形質転換して抗体タンパク質を発現させて、以後分離及び通常製薬的に
許容可能な純度への精製過程を含んで製造されることができる。
【００５９】
　本発明に係る適合した発現ベクターは、プロモーター、開始コドン、終止コドン、ポリ
アデニル化シグナル及びエンハンサーのような発現調節因子の他にも膜標的化または分泌
のためのシグナル配列を含むことができる。一般的に用いられるプロモーターで、原核細
胞にはｌａｃ、ｔａｃ、Ｔ３及びＴ７プロモーターがあるが、これに制限されない。真核
細胞には猿ウイルス４０（ＳＶ４０）、マウス乳房腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）プロモータ
ー、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、例えばＨＩＶの長い末端反復部（ＬＴＲ）プロモ
ーター、モロニーウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、エプスタインバールウイ
ルス（ＥＢＶ）、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）プロモーターだけでなく、β－アクチン
プロモーター、ヒトヘモグロビン、ヒト筋肉クレアチン、ヒトメタロチオネイン由来のプ
ロモーターがあるが、これに制限されない。
【００６０】
　前記発現ベクターは、ベクターを含有する宿主細胞を選択するための選択性マーカーを
含んでもよい。選択マーカーは、ベクターで形質転換された細胞を選別するためのもので
あって、薬物耐性、栄養要求性、細胞毒性剤に対する耐性、または表面タンパク質の発現
のような選択可能表現型を付与するマーカーが用いられる。選択剤（selective agent）
が処理された環境で選別マーカーを発現する細胞だけ生存するので、形質転換された細胞
が選別可能である。また、ベクターは複製可能な発現ベクターである場合、複製が開始さ
れる特定核酸配列である複製原点（replication origin）を含んでもよい。
【００６１】
　外来遺伝子を挿入するための組換え発現ベクターとしては、プラスミド、ウイルス、コ
ズミドなど多様な形態のベクターを用いることができる。組換えベクターの種類は、原核
細胞及び真核細胞の各種宿主細胞で所望の遺伝子を発現して、所望のタンパク質を生産す
る機能をする限り、特に限定されないが、強力な活性を示すプロモーターと強い発現力を
保有しながら自然状態と類似の形態の外来タンパク質を大量生産できるベクターが好まし
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い。
【００６２】
　本発明に係る親抗体、または一つ以上のシステインが含まれたモチーフが融合した修飾
抗体を発現させるために、種々の発現宿主／ベクター組合せが利用されることができる。
真核宿主に適合した発現ベクターとしては、これらに限定されないが、ＳＶ４０、牛乳頭
腫ウイルス、アデノウィルス、アデノ－関連ウイルス（adeno-associated virus）、サイ
トメガロウイルス及びレトロウイルスから由来した発現調節配列が含まれる。細菌宿主に
使用できる発現ベクターには、ｐＥＴ、ｐＲＳＥＴ、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ、ｐＧＥＸ
２Ｔ、ｐＵＣ、ｃｏｌ Ｅ１、ｐＣＲ１、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９及びこれらの誘導体の
ように、大腸菌（Escherichia coli）で得られる細菌性プラスミド、ＲＰ４のようにより
広い宿主範囲を持つプラスミド、λｇｔ１０とλｇｔ１１、ＮＭ９８９のような非常に多
様なファージラムダ（phage lambda）誘導体に例示されることができるファージＤＮＡ、
及びＭ１３とフィラメント性一本鎖ＤＮＡファージのようなその他のＤＮＡファージが含
まれる。酵母細胞に有用な発現ベクターは２μｍプラスミド及びその誘導体である。昆虫
細胞に有用なベクターはｐＶＬ９４１である。
【００６３】
　他の様態として、本発明は、前記組換えベクターで形質転換された宿主細胞を提供する
。前記組換えベクターは、宿主細胞に挿入されて形質転換体を形成する。前記ベクターの
適合宿主細胞は、大腸菌、バチルスサブティリス（Bacillus subtilis）、ストレプトマ
イセス属（Streptomyces sp.）、シュードモナス属（Pseudomonas sp.）、プロテウスミ
ラビリス（Proteus mirabilis）またはスタピロコッカス属（Staphylococcus sp.）のよ
うな原核細胞であってもよい。また、アスペルギルス属（Aspergillus sp.）のような真
菌、ピキアパストリス（Pichia pastoris）、サッカロマイセスセレビジエ（Saccharomyc
es cerevisiae）、簡単にシゾサッカロマイセス属（Schizosaccharomyces sp.）及びニュ
ーロスポラクラッサ（Neurospora crassa）のような酵母、その他の下等真核細胞、及び
昆虫からの細胞のような高等真核生物の細胞のような真核細胞であってもよい。また、植
物、哺乳動物から由来することができる。好ましくは、宿主細胞はＰＥＲ.Ｃ６細胞、猿
腎臓細胞７（ＣＯＳ７：monkey kidney cells）細胞（特にシミアン（simian）ＣＯＳ細
胞）、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ：chinese hamste
r ovary）細胞、Ｗ１３８、子ハムスター腎臓（ＢＨＫ：baby hamster kidney）細胞、Ｍ
ＤＣＫ、骨髄腫細胞株、ＨｕＴ７８細胞及びＨＥＫ２９３細胞、抗体タンパク質を別に生
成はしない他の哺乳動物宿主細胞などが利用可能であるが、これに限定されない。
【００６４】
　特に本発明に係る宿主細胞は、最大限に発現効率を高めるために大腸菌、シミアンＣＯ
Ｓ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または、抗体タンパク質を別に生
成はしない他の哺乳動物宿主細胞から選択された一つ以上が好ましく、特にチャイニーズ
ハムスター卵巣細胞であるＣＨＯ－Ｋ１を宿主細胞として用いることが好ましい。
【００６５】
　本発明で宿主細胞への「形質転換」は、核酸を有機体、細胞、組織、または器官に導入
するいずれの方法も含まれて、当分野で公示された通り宿主細胞により適合した標準技術
を選択して行うことができる。このような方法には電気ショック遺伝子伝達法（electrop
oration）、原形質融合、リン酸カルシウム（ＣａＰＯ４）沈殿、塩化カルシウム（Ｃａ
Ｃｌ２）沈殿、シリコンカーバイド繊維を利用した攪拌、アグロバクテリアが媒介された
形質転換、ＰＥＧ、デキストリンスルフィド、リポフェクタミン及び乾燥／抑制媒介され
た形質転換方法などが含まれるが、これに制限されない。
【００６６】
　前記発現した抗体タンパク質、すなわち抗体は、宿主細胞から、培養液の上澄液または
溶解後細胞から回収されて、通常のタンパク質精製技術を利用して、本発明の一つ以上の
システインが含まれたモチーフが結合した修飾抗体が製造されることができる。
【００６７】
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　前記抗体の精製方法は、例えば、タンパク質Ａセファロース、ヒドロキシルアパタイト
クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析または親和性クロマトグラフィーのような従来
の免疫グロブリン精製手順で培養培地適切に分離することができる。
　システインが含まれたモチーフが結合した親抗体は、親抗体の重鎖または軽鎖不変ドメ
インをコードするヌクレオチド配列にシステインが含まれたモチーフをコードするヌクレ
オチド配列を連結して、融合された形態で発現できるように組み換えられた発現ベクター
を製造して、これを原核または真核細胞で発現させて、前記親抗体の製造方法と類似の方
法で生産、精製することができる。
【００６８】
　また、親抗体と一つ以上のシステイン残基を含むモチーフをそれぞれ発現させて、親抗
体の末端官能基とシステイン残基を持つモチーフの末端官能基を化学的に結合させたり、
第１リンカー媒介された形態で結合させて抗体を製造できて、前記本発明の親抗体に一つ
以上のシステインが含まれたモチーフが結合した修飾抗体と薬物を結合して修飾抗体－薬
物複合体（ｍＡＤＣ）を製造することができる。
【００６９】
　具体的には、親抗体に結合した一つ以上のシステインが含まれたモチーフを持つ修飾抗
体－薬物複合体は：
（ａ）一つ以上のシステインが含まれたモチーフが結合した親抗体をリンカー試薬と反応
して共有結合を介して抗体－第２リンカー中間体を形成させた後、この抗体－第２リンカ
ー中間体を活性化薬物の部分と反応させる方法；または
（ｂ）薬物の部分の親核基を第２リンカー試薬と反応させて共有結合を介して薬物－第２
リンカー中間体を形成させた後、この薬物－第２リンカー中間体を一つ以上のシステイン
が含まれたモチーフと結合した親抗体のシステイン基と反応させる方法を介しても製造可
能である。
【００７０】
　さらに他の様態として、本発明は、修飾抗体－薬物複合体を有効性分として含む治療用
組成物を提供する。
　前記組成物で修飾抗体－薬物複合体の薬物は、細胞毒性剤または細胞増殖抑制剤、化学
療法剤、免疫抑制剤、抗炎症剤などが用いられるが、これに限定されるのではなく、癌治
療において腫瘍細胞を死滅または抑制する薬物の局所的伝達のための抗体複合体の使用に
よって薬物の部分が腫瘍内に抗体－抗原で標的化された伝達及び細胞内での蓄積を可能に
する。この時、このような非結合薬物製剤の投与は除去しようとする腫瘍細胞だけでなく
正常細胞にも許容できない水準の毒性を誘発したりもする。しかし、本発明では、修飾抗
体－薬物複合体に含まれた抗体の抗原に対する高い特異性により、ターゲット細胞に薬物
を正確に伝達できて、治療効果を高めることができ、また高い効果にもかかわらず、毒性
により使用が制限的な薬物、特に抗癌剤などの活用度を向上することができる。これによ
り、最小の毒性を伴った最高の効能が追求される抗体－薬物複合体が製造、精製されて提
供される。
【００７１】
　また、本発明では修飾抗体－薬物複合体を有効性分として、癌、自己免疫、炎症性また
は感染性疾病または疾患がある前記標的細胞に接触して、標的細胞の増殖を抑制する方法
を提供する。
　本発明での治療可能な癌は、肝臓癌、胃癌、乳癌、結腸癌、骨癌、すい臓癌、頭部また
は、頸部癌、子宮癌、卵巣癌、直膓癌、食道癌、小腸癌、肛門付近癌、卵管癌腫、子宮内
膜癌腫、子宮頸部癌腫、質癌腫、陰門癌腫、ホジキン病（Hodgkin’s disease）、前立腺
癌、膀胱癌、腎臓癌、輸尿管癌、腎臓細胞癌腫、腎臓骨盤癌腫、及び中枢神経系腫瘍から
選択される一つ以上のもので、これに限定されない。具体的な例として、試験管内のＨＥ
Ｒ２－増幅された乳癌細胞であるＢＴ－４７４で修飾抗体－薬物複合体を接触させて、細
胞増殖抑制を誘導することができる。そのため、本発明での修飾抗体－薬物複合体を有効
性分とする抑制方法は、前記疾病に関連した細胞を死滅させたり増殖速度を減少させて抑
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制させる効果を有することが明らかである。
【００７２】
　以下、本発明を具体的な実施例によってより詳細に説明する。しかし、本発明は下記実
施例によって限定されるのではなく、本発明のアイディアと範囲内で様々な変形、または
修正されうることは、当業者には自明である。
　本発明で使われる技術用語及び科学用語において、他の定義がない限り、本発明が属す
る技術分野で通常の知識を有する者が一般的に理解する意味を持つ。また、従来と同じ技
術的構成及び作用に対する繰り返される説明は省略することにする。
【００７３】
１．分析方法
１．１：ＵＶ－ＶＩＳ分光分析
　本発明では、抗癌剤であるドキソルビシン（６－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｃａｐｒｏｙｌ）
ｈｙｄｒａｚｏｎｅにリンカーを付着した薬物（ＤＯＸ－ＥＭＣＨ）を利用して抗体－薬
物複合体を製造した。ＤＯＸ－ＥＭＣＨは人体に注射時血液内アルブミンに存在するシス
テインのチオール基と結合して、アルブミン－薬物複合体を形成する薬物［Willner et a
l., Bioconjugate Chem. 1993 (4):521-7］であって、本発明の説明に容易に適用される
ことができる。
【００７４】
　タンパク質と薬物の結合反応以後、タンパク質を精製して薬物がまだタンパク質に結合
しているかを確認するために、通常適用する方法は、タンパク質と薬物のＵＶ－ＶＩＳ吸
光度最大値を活用する方法である。タンパク質は、通常２８０ｎｍ波長のＵＶ域で最大吸
光度を示し、本発明に用いられるドキソルビシンは、４９５ｎｍ波長の可視光線域で最大
吸光度を持つ。タンパク質とドキソルビシン共に固有の吸光係数を持つので、２８０ｎｍ
と４９５ｎｍでの吸光度を測定して、吸光係数を適用すると、タンパク質分子当たり結合
した薬物の当量を測定した［ＵＳ ｐａｔｅｎｔ ７，５２８，２３４ Ｂ２］。
【００７５】
１．２：試験管内の細胞増殖抑制能の分析
　修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）の細胞毒性または細胞増殖抑制性活性は、受容体タ
ンパク質を持つ哺乳動物細胞、例えばＳＫ－ＢＲ－３細胞あるいはＢＴ－４７４細胞を細
胞培養培地で修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）に露出させて、細胞を約６時間～約５日
間培養して、細胞生存率を測定することによって確認した。
【００７６】
１．３：試験管内Ｃａｓｐａｓｅ３／７活性測定
　ハーセプチンは、直接的に癌細胞死滅を起こすことなく、ＡＤＣＣ（antibody depende
nt cellular cytotoxicity）を介して、Ｈｅｒ２陽性細胞死滅を起こす。それに対して、
薬物治療方法は、直接的に癌細胞死滅を誘導（apoptotic cell death）するので、ｃａｓ
ｐａｓｅ活性を測定すると、修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）の細胞毒性がカスパーゼ
媒介アポトーシス（caspase mediated apoptosis）であるか確認することができる（Baya
scas, et al. (2002), Cell Death and Differentiation. 9: 1078-1089; Preaudat, et 
al (2002), Journal of Biomolecular Screening. 7: 267-274; Phillips, et al. (2008
), Cancer Research 68(22): 9280-9290）。
【００７７】
　本発明では、修飾抗体－薬物複合体（ｍＡＤＣ）によるアポトーシス機序を確認するた
めに、カスパーゼ３と７（Ｃａｓｐａｓｅ３／７）の活性を測定した。一般に、修飾抗体
－薬物複合体（ｍＡＤＣ）によるアポトーシスは、受容体タンパク質を持つ哺乳動物細胞
、例えばＳＫ－ＢＲ－３細胞あるいはＢＴ－４７４細胞を培地で修飾抗体－薬物複合体（
ｍＡＤＣ）に露出させて、細胞を約２日間培養して、カスパーゼ活性を測定することによ
って確認される。
【実施例】
【００７８】



(26) JP 6067754 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

２．実施例
実施例１：発現ベクターｐＡＶ４の製造
　本発明に必要な発現ベクタークローニングは、親ベクターであるｐＳＧＨＶ０（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＡＦ２８５１８３）を利用して、産業界で抗体製
作に使用可能なように目的に合わせて改良させて開発したｐＡＶ４ベクターを利用した。
親ベクターは、大腸菌のようなバクテリアを利用して人体由来タンパク質を発現させる場
合、細胞内に過量発現するが、活性を持つ物質で得られにくいタンパク質の場合に動物細
胞を利用して細胞外に生理活性を持つ目的のタンパク質を高濃度で発現させて、容易に精
製する目的で製作された研究用ベクターである。しかし、産業界で生産用として用いるに
は多くの制限があるので、このベクターの最も大きい長所である発現量が高いことを生産
に利用するために、産業界で使用可能なように改良したものである。また、抗体の場合、
重鎖（heavy chain）と軽鎖（light chain）の二つのタンパク質を同時に発現させなけれ
ばならないので、このような目的に合ったベクターを開発した。
【００７９】
実施例２：トラスツズマプ及びトラスツズマプ－システイン追加修飾抗体のベクター製造
　トラスツズマプ（ＨＨＬ００２）ベクターを製造するために、トラスツズマプの重鎖と
軽鎖のｃＤＮＡをＣＨＯ細胞で発現が最大化されるようにコドン最適化された配列でそれ
ぞれ合成した。この遺伝子をｐＡＶ４ベクターのＸｈｏＩ／ＮｏｔＩとＡｐａＩ／Ｓｍａ
Ｉにそれぞれクローニングしてトラスツズマプベクター（ｐＨＨＬ００２）を製造した。
【００８０】
２．１：トラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－ＣｙｓとＨＲ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ製造
　トラスツズマプのＣ－末端にコードされたリジンを除去してシステイン残基一つだけが
追加されたトラスツズマプシステイン修飾抗体（ＨＲ－Ｃｙｓ、ＨＨＬ００２Ｃ）とＣｙ
ｓ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ（ＣＧＣ）で構成されたペプチドが追加された別の修飾抗体（ＨＲ－
Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ、ＨＨＬ００２Ｃ２）を製造するために、製造したトラスツズマ
プベクター（ｐＨＨＬ００２）を鋳型にして二つの正方向プライマーと逆方向プライマー
を利用して、ＰＣＲを行った。具体的には、トラスツズマプを鋳型にして二つのプライマ
ーであるＸｈｏＨＨ正方向けプライマー（５’－ＧＧＧ ＧＧＧ ＣＴＣ ＧＡＧ ＡＣＣ 
ＡＴＧ ＧＧＴ ＴＧＧ ＡＧＣ ＴＧＴ －３’）とＨＨＮｏｔ逆方向プライマー（５’－
ＧＣＧ ＧＣＣ ＧＧＣ ＣＧＣ ＴＣＡ ＡＣＡ ＡＣＣ ＣＧＧ ＡＧＡ ＣＡＧ －３’）、
またはＨＨＮｏｔ逆方向プライマー２（５’－ＧＣＧ ＧＣＣ ＧＧＣ ＣＧＣ ＴＣＡ Ａ
ＣＡ ＧＣＣ ＡＣＡ ＡＣＣ ＣＧＧ ＡＧＡ ＣＡＧ－３’）を利用してＰＣＲで増幅した
。前記増幅されたヌクレオチドを末端に存在する二つの制限酵素であるＸｈｏＩとＮｏｔ
Ｉで切断して、ＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ切断部を持っている発現ベクターｐＨＨＬ００２と接
合してトラスツズマプシステイン修飾抗体ベクター（ｐＨＨＬ００２Ｃ、ｐＨＨＬ００２
Ｃ２）を製造した。ベクター模式図は図１のとおりである。本実施例で製造されたシステ
イン追加修飾抗体は、Ｃ－末端リジンが除去されて、システインまたはシステイン、グリ
シン、システインが追加されたトラスツズマプのシステイン追加抗体である。
【００８１】
２．２：トラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）製造
　金属イオン結合モチーフ（ＣＧＨ）を二つ持つトラスツズマプ修飾抗体であるＨＲ－Ｍ
２（Ｃｙｓ）（ＨＲ－ＡＣＨＧＡＡＣＧＨＡ、ＨＨＬ００２Ｍ２）を製造するためにトラ
スツズマプベクター（ｐＨＨＬ００２）を鋳型にしてＸｈｏＨＨ正方向プライマー（５’
－ＧＧＧ ＧＧＧ ＣＴＣ ＧＡＧ ＡＣＣ ＡＴＧ ＧＧＴ ＴＧＧ ＡＧＣ ＴＧＴ －３’）
とＭ２逆方向プライマー（５’ ＣＣＣＣＧＣ ＧＧＣ ＣＧＣ ＣＴＡ ＧＧＣ ＡＴＧ Ｇ
ＣＣ ＡＣＡ ＡＧＣ ＡＧＣ ＡＴＧ ＧＣＣ ＡＣＡ ＧＧＣ ＧＣＣ ＧＧＧ ＡＧＡ ＣＡ
Ｇ ＡＧＡ　３’）を利用してＰＣＲで増幅した。前記増幅されたヌクレオチドを末端に
存在する二つの制限酵素であるＸｈｏＩとＮｏｔＩで切断して、ＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ切断
部を有している発現ベクターｐＨＨＬ００２と接合してトラスツズマプシステイン修飾抗
体ベクター（ｐＨＨＬ００２Ｍ２）を製造した。
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【００８２】
２．３：トラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｍ（Ｃｙｓ）製造
　金属イオン結合モチーフ（ＣＧＨ）を一つだけ持つトラスツズマプ修飾抗体であるＨＲ
－Ｍ（Ｃｙｓ）（ＨＲ－ＧＧＧＡＣＧＨＡ、ＨＨＬ００２Ｍ）を製造するために、前記製
造したトラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）を鋳型にして、正方向プライマー（
５’－ＧＧＴ ＧＧＡ ＧＧＴ ＧＣＴ ＴＧＴ ＧＧＣ ＣＡＴ ＴＡＡ ＧＣ）と逆方向プラ
イマー（３’－ＧＣＣ ＧＧＧ ＡＧＡ ＣＡＧ ＡＧＡ ＣＡＧ ＴＧ）を用いて、ｓｉｔｅ
－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ（エンジノミックスＥｚＣｈａｎｇｅ Ｓｉ
ｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｋｉｔ、Ｅｚ００４Ｓ）方法でＰＣＲ
を利用して、二つの金属イオン結合モチーフのうちＣ－末端のモチーフを除去して、親抗
体との間にグリシンリンカーを添加した。元の鋳型であるＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）は制限酵
素であるＤｐｎＩで切り出した後、ＰＣＲを介して作られた５－Ｍ（Ｃｙｓ）は、リガー
ゼ（ligase）を利用して、二本鎖ＤＮＡに再び連結してトラスツズマプ修飾抗体ベクター
（ｐＨＨＬ００２Ｍ）を製造した。
【００８３】
２．４：トラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｍ２Ｌ（Ｃｙｓ）製造
　金属イオン結合モチーフ（ＣＧＨ）が三つのアミノ酸リンカーに連結されたトラスツズ
マプ修飾抗体であるＨＲ－Ｍ２Ｌ（Ｃｙｓ）（ＨＲ－ＡＣＧＨＡＧＧＧＡＣＧＨＡ、ＨＨ
Ｌ００２Ｍ２Ｌ）を製造するために前記製造したトラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｍ２（Ｃ
ｙｓ）を鋳型にして、正方向プライマー（５’－ＧＧＴ ＧＧＡ ＧＧＴＧＣＴ ＴＧＴ Ｇ
ＧＣ ＣＡＴ ＧＣＣ ＴＡＡ ＧＣＧ）と逆方向プライマー（３’－ＡＧＣ ＡＴＧ ＧＣＣ
 ＡＣＡ ＧＧＣ ＧＣＣ）を使ってｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
（エンジノミックスＥｚＣｈａｎｇｅ Ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓ
ｉｓ ｋｉｔ、Ｅｚ００４Ｓ）方法でＰＣＲを利用して、二つの金属イオン結合モチーフ
の間にグリシンリンカーを添加した。元の鋳型であるＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）は制限酵素で
あるＤｐｎＩで切り出した後、ＰＣＲを介して作られた５－Ｍ２Ｌ（Ｃｙｓ）は、リガー
ゼを利用して、二本鎖ＤＮＡに再び連結してトラスツズマプ修飾抗体ベクター（ｐＨＨＬ
００２Ｍ２Ｌ）を製造した。
【００８４】
２．５：トラスツズマプ修飾抗体ＨＲ－Ｚ（Ｃｙｓ）製造
　金属イオン結合特性を持つクラスＩ（Ｃｌａｓｓ Ｉ）ジンクフィンガーモチーフを持
つＨＲ－Ｚ（Ｃｙｓ）（ＨＲ－ＣＤＩＣＧＲＫＦＡＲＳＤＥＲＫＲＨＴＫＩＨＬＲＱＫ、
ＨＨＬ００２Ｚ）を製造するために、トラスツズマプベクター（ｐＨＨＬ００２）を鋳型
にして、ＸｈｏＨＨ正方向プライマー（５’－ＧＧＧ ＧＧＧ ＣＴＣ ＧＡＧ ＡＣＣ Ａ
ＴＧ ＧＧＴ ＴＧＧ ＡＧＣ ＴＧＴ －３’、配列番号１）とZ逆方向プライマー（５'－
ＧＣＡ ＴＧＣ ＧＧＣ ＣＧＣ ＣＴＴ ＡＣＴ ＴＣＴ ＧＣＣ ＧＣＡ ＧＧＴ ＧＧＡ Ｔ
ＣＴ ＴＧＧ ＴＡＴ ＧＣＣ ＴＴＴ ＴＴＣ ＧＣＴ ＣＧＴ ＣＧＧ ＡＴＣ ＴＡＧ ＣＡ
Ａ ＡＴＴ ＴＧＣ ＧＴＣ ＣＡＣ ＡＡＡ ＴＡＴ ＣＧＣ ＡＴＴ ＴＧＣ ＣＧＧ ＧＡＧ 
ＡＣＡ ＧＡＧ Ａ－３'）を利用してＰＣＲで増幅した。前記増幅されたヌクレオチドを
末端に存在する二つの制限酵素であるＸｈｏＩとＮｏｔＩで切断して、ＸｈｏＩ／Ｎｏｔ
Ｉ切断部を有する発現ベクターｐＨＨＬ００２と接合してトラスツズマプシステイン修飾
抗体ベクター（ｐＨＨＬ００２Ｚ）を製造した。
【００８５】
実施例３：トラスツズマプ及びトラスツズマプ－システイン追加修飾抗体の発現及び精製
　チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ－Ｋ１）を利用して実施例１及び２で製造し
たトラスツズマプ（ＨＨＬ００２）及びこれのシステイン修飾抗体（ＨＨＬ００２Ｃ、Ｈ
ＨＬ００２Ｃ２、ＨＨＬ００２Ｍ、ＨＨＬ００２Ｍ２、ＨＨＬ００２Ｍ２Ｌ、ＨＨＬ００
２Ｚ）のタンパク質発現を確認した。ＣＨＯ－Ｋ１は１０％ＦＢＳ（Fetal Bovine Serum
）と抗生剤を含んだＤＭＥＭ（Dulbecco’s Modified Eagle Media）に３７℃、５％ＣＯ

２、培養器で培養した。トラスツズマプ及びこれの修飾抗体発現ベクターを導入する一日
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前、１００ｍｍシャーレに細胞を５×１０６／ｍＬ濃度で播種して培養した後、ＦＢＳと
抗生剤がない８００μＬのＤＭＥＭと１０μｇのトラスツズマプまたはシステイン修飾抗
体発現ベクターを混合して、常温で1分維持した後、２０μｇのＰＥＩ（Polyethylenimin
e、ｌｉｎｅａｒ、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｉｎｃ（Ｃａｔ．ｎｏ：２３９６６、ＭＷ
～２５，０００））と混合して１０～１５分程度常温で放置した。この時、一日前に培養
した細胞をＰＢＳで洗浄して新しい培養液６ｍＬのＤＭＥＭを添加した。１０～１５分常
温に放置したトラスツズマプまたはシステイン修飾抗体の発現ベクターをこのシャーレに
添加した。次の日ＰＢＳ洗浄してＦＢＳが内ＩＭＤＭ（Ｃａｔ．Ｎｏ　１２２００－０２
８、Ｇｉｂｃｏ、Ｉｓｃｏｖｅ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｅｄ
ｉｕｍ）培地を添加してタンパク質発現を確認した。
【００８６】
　このように発現したトラスツズマプ及びこれのシステイン修飾抗体は、下記のように精
製した。具体的には、細胞培養液で分泌されたトラスツズマプ及びこれのシステイン修飾
抗体を精製するために、培養液を遠心分離して細胞を除去した後、上澄液だけを取り、こ
の上澄液を平衡緩衝溶液で平衡化されたＨｉＴｒａｐ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ　ＨＰ（ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、米国）コラムに注入して、平衡緩衝溶液で十分に洗浄した後、
Ｇｌｙｃｉｎｅ緩衝溶液（１００ｍＭ　Ｇｌｙｃｉｎｅ、ｐＨ２．８）でｐＨを変化させ
てタンパク質を湧出させた。前記溶液をリン酸塩緩衝溶液で透析した後、Ｖｉｖａｓｐｉ
ｎ２０（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ、米国）を使って濃縮し、最終的に高純度に精製されたタン
パク質を得た。
【００８７】
実施例４：修飾抗体と薬物の複合体製造
４．１：トラスツズマプを基にする修飾抗体と薬物（ドキソルビシン）の複合体製造
　通常タンパク質のシステインが内部ジスルフィド結合をなしていなければ、タンパク質
同士ジスルフィドをなして二量体をなすが、図２で示すように、本発明で製造されたＨＲ
－ＣｙｓはＳＤＳ－ＰＡＧＥとウエスタンブロット（western blot）で確認したところ、
完全な抗体の形態で存在した。また、遊離チオール基を持つシステインは、細胞内成分で
あるグルタチオンやアミノ酸で存在するシステインとジスルフィド結合状態で存在されう
るので、薬物－第２リンカーとの結合時、ジスルフィド結合を解体するためにＤＴＴ（di
thiothreitol）やＴＣＥＰ（tris(2-carboxyethyl)phosphine）で代表される還元剤処理
段階を必要とするが、常温で攪拌する処理だけで十分結合反応が起きることもある。
【００８８】
　本実験に用いられた第２リンカーと結合した薬物は、ＤＯＸＯ－ＥＭＣＨと知らされた
ドキソルビシンの（６－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｃａｐｒｏｙｌ）ｈｙｄｒａｚｏｎｅ誘導体
であり、ＤＯＸＯ－ＥＭＣＨのようにマレイミド基を持つ化合物をタンパク質のチオール
基に結合させる方法は前述した文献に記載されている［Klussman, et al. (2004), Bioco
njugate Chemistry 15(4):765-773, page 766; Emmanuel et al. (2010) Chemistry & Bi
ology 2010 (17):213-227］。
【００８９】
　本発明では、精製されたＨＲ－ＣｙｓとＤＯＸＯ－ＥＭＣＨを１：１０のモール比で混
合して、常温で４時間攪拌した後、塩除去コラムで残留ＤＯＸＯ－ＥＭＣＨを除去して、
限外ろ過法で３回洗浄することによってＨＲ－Ｃｙｓ－ドキソルビシン結合体（ＨＲ－Ｃ
ｙｓ－ＤＯＸ）を製造することができて、製造された物質の結合の可否は、ＵＶ－ＶＩＳ
吸光度測定で、図３で示すように確認した。タンパク質と薬物の固有吸光係数を利用して
計算した結果、ＨＲ－Ｃｙｓ分子当たり約２分子のＤＯＸＯ－ＥＭＣＨが結合されたこと
が分かった。
【００９０】
４．２：トラスツズマプを基にした修飾抗体と薬物（ＭＭＡＥ）の複合体製造
　本発明では、ドキソルビシンより細胞毒性がはるかに高いと知られているＭＭＡＥとＨ
Ｒ－Ｃｙｓ－ＧＬｙ－Ｃｙｓを接合させてハーセプチン－ＭＭＡＥ結合体（ＨＲ－Ｃｙｓ
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２－ＭＭＡＥ）を製造した。ＭＭＡＥと知られているオーリスタチン（Auristatin）の接
合の可能性誘導体である単一メチルオーリスタチンＥ（monomethyl Auristatin E、［式
（２）］参照）であって、細胞内でタンパク質分解酵素（protease）によって分解される
バリン－シトルリン（valine-citrulline）と自らの分解スペーサーグループであるパラ
アニリン安息香酸（para-aniline benzoic acid：ＰＡＢＡ）を介して、チオール基に選
択的に結合するマレイミド基に連結される構造を持つ。これを通称してＭＣ（maleimido 
caproic acid）－ＶＣ（valine-citrulline）－ＰＡＢ－ＭＭＡＥとし、これに対する合
成方法はすでに知られているのと同様である（米国特許第６２１４３４５号；米国特許第
７７４５３９４号）。オーリスタチンは、細胞内毒性が強い物質であり、細胞増殖抑制試
験でのＩＣ５０値が２００～３００ｐＭと知られている。
【００９１】
【化２】

【００９２】
　本発明では、精製されたトラスツズマプ変異体を抗体変異体1当量当たり還元剤である
ＴＣＥＰを２～１０当量加えて、４度で３０分間反応させてチオール基を還元させた後、
ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥを２～１０当量添加して、常温で２～４時間位反応させる
。反応は過量のシステインを加えて終結させて、過量のＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥと
ＴＣＥＰは、遠心分離ろ過フィルターとリン酸塩緩衝溶液での透析を介して除去して、最
終精製されたトラスツズマプ変異体－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥを製造した。
【００９３】
　製造したトラスツズマプ変異体－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥの選択的結合特異性を
確認するために、製造されたＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥのペ
プチドマッピング（peptide mapping）を行った（（株）プロテインワークス、大田（テ
ジョン））。ペプチドマッピングの結果、ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥは、重鎖のＣ－
末端に導入された薬物結合部位であるペプチドのシステイン残基に結合していることを確
認した。重鎖や軽鎖の鎖内（intrachain）あるいは鎖間（interchain）ジスルフィド結合
から由来したシステインでの薬物の結合は見られなかった。これから本発明でデザインし
た重鎖のＣ－末端に選択的に結合して、抗体－薬物複合体の同質性を画期的に高めること
ができる抗体変異体の合成が有効であることを確認することができた。
【００９４】
４．３：マレイミド基を含む蛍光染料Ａｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ（商標）ｒ４８８を利用し
たトラスツズマプ変異抗体の選択的接合特性確認
　トラスツズマプの重鎖Ｃ－末端部位に導入されたシステイン残基に選択的に薬物が接合
されるのか確認するために、チオール基に選択的に結合するマレイミド基が置換された蛍
光染料であるＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標）ｒ４８８をそれぞれのトラスツズマプ変異
抗体と反応させた。通常タンパク質のシステインが内部ジスルフィド結合をなしていなけ
ればタンパク質同士ジスルフィドをなして二量体をなすが、図２で示すように、本発明で
製造されたＨＲ－ＣｙｓはＳＤＳ－ＰＡＧＥとウエスタンブロットで確認したところ、完
全な抗体の形態で存在した。また、遊離チオール基を持つシステインは、細胞内成分であ
るグルタチオンやアミノ酸で存在するシステインとジスルフィド結合状態で存在されうる
ので、薬物－第２リンカーとの結合時、ジスルフィド結合を解除するためにＤＴＴやＴＣ
ＥＰで代表される還元剤処理段階を必要とするが、常温で攪拌する処理だけで十分結合反
応が起きることもある。２～４当量の還元剤は、重鎖のＣ－末端に導入されたシステイン
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残基だけでなく、重鎖と軽鎖それぞれの鎖内のジスルフィド結合と重鎖と軽鎖を連結する
鎖間ジスルフィド結合も還元させることができる。したがって、還元剤によって還元され
たシステイン基には、どこにでも蛍光染料が結合される可能性がある。鎖間または鎖内の
ジスルフィドに結合される薬物体は、抗体－薬物複合体の同一性を低下させて、また結合
した比較的大きさが大きい薬物体は、抗体タンパク質自らの構造的安定性と抗原特異性を
阻害する可能性が大きいので、究極的バイオ薬物製造においてその効用性が非常に低下す
ることがある。
【００９５】
　トラスツズマプ変異抗体１当量に２～４当量のＴＣＥＰを加えた後、４℃で３０分程還
元させる。この過程を通して、ジスルフィド結合を介して二量体として存在する修飾抗体
やタンパク質発現過程で酸化剤と結合している形態で存在できるシステインのチオール官
能基がマレイミド基と結合できる還元された形態で復元される。還元反応後、マレイミド
基と反応性があるＤＴＴなどの還元剤は、遠心分離ろ過フィルター等を介して除去される
が、ＴＣＥＰの場合には除去しなくてもマレイミド基とチオール基の結合反応に関与しな
い。ＴＣＥＰによって還元されたトラストツマブ変異抗体に１当量当たり２～１０当量の
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標）ｒ４８８を加えた後、常温で２～４時間ほど振りながら
反応させる。反応は過量のシステインを加えて終結させて、反応しないで残った過量の染
料と還元剤などは遠心分離ろ過フィルターで除去した後、リン酸塩緩衝溶液で透析を介し
て最終のトラスツズマプ変異抗体－Ａｌｅｘａ４８８染料複合体を得た。
【００９６】
　前記のように得たトラスツズマプ変異抗体－Ａｌｅｘａ４８８染料複合体をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ ｇｅｌで電気泳動を介して分離した後、重鎖と軽鎖にそれぞれ結合した染料の量
を蛍光イメージ分析器（Fluorescencen Image Ananlyzer，Ｔｙｐｏｏｎ９４１０，Ａｍ
ｅｒｓｈａｒｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｌｔｄ.）で分析した。蛍光イメージ分析は、Ｈ
Ｒ－ＣｙｓとＨＲ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ抗体変異体の場合、軽鎖に比べて重鎖に染料
が相対的多く結合することが見られた。金属イオン結合モチーフを持つＨＲ－Ｍ（Ｃｙｓ
）、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）、ＨＲ－Ｍ２Ｌ（Ｃｙｓ）、ＨＲ－Ｚ（Ｃｙｓ）の場合でも軽
鎖に比べて多くの染料が結合することが見られた。図４で示すように、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙ
ｓ）抗体変異体の場合、軽鎖に比べて重鎖に結合した蛍光染料の相対的蛍光強さは、概略
６倍程度で観察された。このような相対的な蛍光強さの違いは、軽鎖に比べて重鎖に結合
する染料の量がはるかに多いことを示し、したがって重鎖に対するマレイミド基の選択性
がより大きいことを示す。
【００９７】
実施例５：金属イオン結合モチーフの金属イオン結合力測定
　前記の通り、金属イオン結合モチーフであるＣＧＨを持つペプチドは、金属イオンに結
合してシステイン残基の酸化を抑制したり遅くして、システインの過酸化によるスルホン
化反応を防止する。システイン残基の酸化は、二つの反応経路を解して進められる。一つ
は、チオール－チオール結合を介したジスルフィド結合が生じることがあって、他の一つ
は空気中で過量の酸素と反応して酸化されて中間生成物でスルフェン酸（sulfenic acid
：Ｒ－Ｓ－ＯＨ）が生成されることもある。この場合、チオール－ジスルフィド形成反応
は可逆反応で、還元剤を介して再びチオール単体に還元されることができるが、酸素が結
合したスルフェン酸の形成は、非可逆的反応である。ジスルフィドとスルフェン酸は過量
の酸素に長期間露出する場合、全てが非可逆的反応を介してスルホン酸（Ｒ－ＳＯ３Ｈ）
に酸化される。このようなスルフェン酸やスルホン酸は、共にマレイミドに対する反応性
がないので、スルフェン酸やスルホン酸での酸化は、抗体変異体のマレイミドに対する反
応性を弱化させて、したがって抗体－薬物複合体の接合収率と同質性に大きい影響を及ぼ
しかねない。
【００９８】
　先に述べたように、生体内で多く発見される金属イオン結合モチーフであるＧＧＨから
由来した合成モチーフであるＣＧＨが含まれたペプチドは、金属イオンとの結合を介して
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システインのスルホン化反応を抑制すると報告された（Van Horn et al. (2003) J. Biol
. Inorg. Chem. 8: 601-610）。金属イオン結合ペプチドモチーフを含む抗体タンパク質
は、発現過程を介して細胞外に発現した後、細胞培養液に存在する微量の金属イオンとの
結合を介してシステインのスルホン化反応を効果的に抑制することができる。このような
金属イオン結合ペプチドモチーフを含む抗体変形体の金属イオン結合特性を測定するため
に、良く知られている金属イオンキレータであるＦｕｒａ－２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、
Ｆ－１２００）を利用して金属イオン結合の強さを測定した。これを介して、ＨＲ－Ｍ２
（Ｃｙｓ）は、亜鉛金属イオンとの分解定数（Ｋｄ）が約２０ｎＭと非常に強い結合をす
ることを測定した。また、これらの金属イオンを含む抗体変異体が、金属イオンとの結合
を介してシステイン残基を保護するかを確認するために、金属イオンを添加した時のアル
キル化反応速度を測定した。亜鉛金属イオンとは非常に強い結合をして、金属イオンがな
い時と比較して２４時間までもシステインのアルキル化反応を抑制していることを観察し
た。ニッケル金属イオンの場合は、亜鉛金属イオンに比べてＣＧＨモチーフに対する結合
が大きくないので、亜鉛金属イオンに比べてはシステインのアルキル化を抑制する効果が
大きくなかった。しかし、金属イオンがない場合と比較して、ニッケル金属イオンがある
場合、システインのアルキル化速度が低下することが確認された。亜鉛金属イオンと結合
したＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）に強い金属イオンキレータであるＥＤＴＡを添加して亜鉛金属
イオンを除去した場合、システインのアルキル化は金属イオンがない場合と同様にアルキ
ル化反応が早く起きることを観察した。
【００９９】
実施例６：試験管内細胞増殖抑制能試験
６．１：ドキソルビシンと修飾抗体複合体の細胞増殖抑制能
　ＢＴ－４７４細胞を１０％ＦＢＳが添加されたＤＭＥＭ／Ｆ１２培地に希釈して１×１
０４個／ウェルになるように調整した後、１００μＬ細胞培養物を９６－ウェルプレート
の各ウェルに播種した。播種後、ウェルプレートを５％二酸化炭素及び３７℃と設定され
た培養器で２４時間培養して細胞をプレートに付着させた。ハーセプチン、ハーセプチン
とドキソルビシンの１：２混合物、前記実施例で製造されたＨＲ－Ｃｙｓ－ＤＯＸ、そし
てドキソルビシンを培地に希釈した後、１００μＬ／ウェルで終濃度１０００ｎＭ、１０
０ｎＭ、１０ｎＭ、１ｎＭ及び０．１ｎＭになるように添加し、それと共に対照群ウェル
には培地のみ（薬物なし）添加した。５日間培養後に、２０μＬ／ウェルでＣｅｌｌＴｉ
ｔｅｒ ９６－ＡＱｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ試薬［ＭＴＳ－基礎検定；生き
ている細胞のデヒドロゲナーゼ（dehydrogenase）によりＭＴＳが紫色ホルマザン（forma
zan）を形成して、生成された紫色ホルマザンの量によって増殖測定]を添加した後、３７
℃と設定された培養器で２時間培養した。１０％ＳＤＳ溶液を２０μＬ／ウェル添加して
反応を終了させた後、十分混合して細胞溶菌を誘導した。細胞溶菌を吸光分析器で測定し
、細胞生存率（viability）（％）として図５にグラフでしめした。その結果、低濃度で
処理した時は、ＨＲ－Ｃｙｓ－ＤＯＸの細胞成長抑制効果は、ハーセプチン、そしてハー
セプチンとドキソルビシンの１：２混合物の効果と類似して示され、高濃度ではドキソル
ビシンと類似する細胞毒性を示した。この結果から、ＨＲ－Ｃｙｓ－ＤＯＸは、ハーセプ
チン固有の機能を維持すると同時に第２リンカーと連結されて、ハーセプチンに結合して
いるにも関わらずドキソルビシン固有の細胞毒性も十分示すことを確認した。
【０１００】
６．２：ＭＭＡＥと修飾抗体複合体の細胞増殖抑制能
　ＳＫ－ＢＲ３細胞を１０％ＦＢＳが添加されたＤＭＥＭ／Ｆ１２培地に希釈して１×１
０４個／ウェル（well）になるように調整した後、１００μＬ細胞培養物を９６－ウェル
プレートの各ウェルに加えた。以後ウェルプレートを５％二酸化炭素及び３７℃と設定さ
れた培養器で２４時間培養して細胞をプレートに付着させた。ハーセプチンと前記例で製
造したハーセプチン変異抗体－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ複合体を培地に希釈した後
、最終濃度６６．７ｎＭ、３３．３ｎＭ、６．７ｎＭ、３．３ｎＭ、０．６７ｎＭ、０．
３３ｎＭ、０．０６７ｎＭ、及び０．００６７ｎＭとなるように添加し、それと共に対照
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群ウェルには培地のみ（薬物なし）添加した。５日間培養後、２０μＬ／ウェルでＣｅｌ
ｌＴｉｔｅｒ ９６－ ＡＱｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ試薬［ＭＴＳ－基礎検定
；生きている細胞のデヒドロゲナーゼによりＭＴＳが紫色ホルマザンを形成して、生成さ
れた紫色ホルマザンの量によって増殖測定］を添加した後、３７℃と設定された培養器で
２時間培養した。細胞溶菌を吸光分析器でＯ.Ｄ.４９０ｎｍで測定して細胞生存率（％）
を測定した。ＨＲ－Ｃｙｓ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ、ＨＲ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｃ
ｙｓ－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－Ｍ
ＭＡＥ、ＨＲ－Ｍ（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ、ＨＲ－Ｍ２Ｌ（Ｃｙｓ）
－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ、ＨＲ－Ｚ（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ
共に親抗体であるハーセプチンに比べて優秀な細胞増殖抑制能を見せた。図６に示したよ
うに、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥは親抗体であるハーセプチ
ンに比べてＩＣ５０値は５倍以上（ハーセプチンは細胞生存率が５０％以下に低下しなか
ったので、細胞生存率最大値と最小値の中間値を取った）減少して、高濃度での細胞毒性
は、抗体－薬物複合体が約８５％が減少するのに比べて親抗体であるハーセプチンは、約
４０％だけ減少することが示された。これから抗体－薬物複合体が親抗体に比べて非常に
優秀な細胞毒性とＩＣ５０値を示すことが分かった。
【０１０１】
実施例７：試験管内Ｃａｓｐａｓｅ３／７活性測定試験
　ＳＫ－ＢＲ－３細胞を１０％ＦＢＳが添加されたＲＰＭＩ１６４０培地に希釈して１×
１０４個／ウェルになるように調整した後、１００μＬ細胞培養物を９６－ウェルプレー
トの各ウェルに加えた。以後ウェルプレートを５％二酸化炭素及び３７℃と設定された培
養器で２４時間培養して細胞をプレートに付着させた。ハーセプチンと前記実施例で製造
された抗体変異体－薬物複合体を培地に希釈した後、終濃度６６．７ｎＭ、３３．３ｎＭ
、６．７ｎＭ、３．３ｎＭ、０．６７ｎＭ、０．３３ｎＭ、０．０６７ｎＭ及び０．００
６７ｎＭになるように添加し、それと共に対照群ウェルには培地のみ（薬物なし）添加し
た。４８時間培養後、１００μＬ／ウェルでＣａｓｐａｓｅ－Ｇｌｏ３／７試薬［Ｃａｓ
ｐａｓｅ－Ｇｌｏ３／７検定；カスパーゼパスウェイ（Caspase pathway）を介してアポ
トーシスが進行される細胞で形成されたカスパーゼ３、７の活性によってカスパーゼ気質
が分解されて、発光する程度を測定］を添加した後、室温で３０分間培養した。発光をル
ミノメーター（luminometer）で測定した。
【０１０２】
　その結果、図７に示された通り親抗体であるハーセプチンを処理した細胞ではカスパー
ゼ活性がほとんど現れないが、ＨＲ－Ｃｙｓ２－ＭＭＡＥ処理細胞は、濃度が増加するほ
どカスパーゼ３と７の活性が高く現れることが示された。この結果から、ＨＲ－Ｃｙｓ２
－ＭＭＡＥは、ハーセプチンとは異なって、細胞内に輸送されたＨＲ－Ｃｙｓ２－ＭＭＡ
Ｅから遊離したＭＭＡＥ薬物がカスパーゼパスウェイを介してアポトーシスを起こすこと
を確認することができた。
【０１０３】
　また、図８に示された通り親抗体であるハーセプチンを処理した細胞ではカスパーゼ活
性がほとんど現れなかったが、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥ処
理細胞は濃度が増加するほどカスパーゼ３と７の活性が高く現れることが示された。この
結果から、ＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥは、ハーセプチンとは
異なって細胞内に輸送されたＨＲ－Ｍ２（Ｃｙｓ）－ＭＣ－ｖｃ－ＰＡＢ－ＭＭＡＥから
遊離したＭＭＡＥ薬物がカスパーゼパスウェイを介してアポトーシスを起こすことを確認
することができた。
【産業上の利用可能性】
【０１０４】
　本発明に係る修飾抗体及びこれを含む修飾抗体－薬物複合体は、抗原に対する高い特異
性によりターゲット細胞に薬物を正確に伝達できて、治療効果が高められ、高い効果にも
かかわらず毒性により使用が制限的な薬物、特に抗癌剤などの活用度を向上することがで
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