
(57)【要約】
本発明は，免疫グロブリン Fabフラグメントと，診断又は治療の効用を付与する分子化合
物との間の化学的結合体を提供し，前記 Fabフラグメント上での唯一の結合部位は，前記 F
abフラグメントの鎖間ジスルフィド結合の選択的且つ定量的な還元から生じたスルフヒド
リル基の一方又は両方であり，前記診断又は治療の効用を付与する分子化合物は，少なく
とも１の遊離スルフヒドリル反応基を有し，分子化合物の Fabフラグメントに対する前記
結合の化学量論モル比は，０．９５～１．０５の範囲又は１．９５～２．０５の範囲にあ
る。本発明は，前記結合体及びその医薬的組成物の調製のための手順も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン Fabフ ラ グ メ ン ト と 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 と の 間 の 化
学 的 結 合 体 で あ っ て ，
　 前 記 Fabフ ラ グ メ ン ト 上 で の 唯 一 の 結 合 部 位 は ， 前 記 Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 か ら 生 じ た ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 一 方 又 は 両 方 で あ り ，
　 前 記 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 は ， 少 な く と も １ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル
反 応 基 を 有 し ，
　 Fabフ ラ グ メ ン ト に 対 し て の 分 子 化 合 物 の 前 記 結 合 の 化 学 量 論 モ ル 比 は ， ０ ． ９ ５ ～ １
． ０ ５ の 範 囲 又 は １ ． ９ ５ ～ ２ ． ０ ５ の 範 囲 に あ る こ と を 特 徴 と す る 結 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 か ら 生 じ る 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の
第 １ 番 目 が ， 前 記 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 の う ち の １ つ と の 反 応 に よ っ
て ， 定 量 的 に 官 能 基 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
さ ら に ， 前 記 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 か ら 生 じ る 前 記 ス ル フ ヒ ド
リ ル 基 の 第 ２ 番 目 が ， 前 記 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 の う ち の 第 ２ の 分 子
化 合 物 と の 反 応 に よ っ て ， 定 量 的 に 官 能 基 化 さ れ ，
　 前 記 第 ２ 番 目 の 分 子 化 合 物 は ， 前 記 第 １ の 分 子 化 合 物 と 同 一 で あ る か 又 は 相 違 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 か ら 生 じ る 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 は
共 に ， 前 記 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 の う ち の 化 学 量 論 的 に 過 剰 な １ つ と
の 反 応 に よ っ て ， 定 量 的 に 対 称 的 に 官 能 基 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 結
合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 か ら 生 じ る 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の
う ち の 1つ は ， 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 し な い 化 学 的 部 分 と の 反 応 に よ っ て 化 学 修 飾 さ
れ ，
　 前 記 化 学 的 部 分 は ， チ オ ー ル 基 ， 小 さ い ア ル キ ル 化 剤 又 は ア リ ー ル 化 剤 よ り 成 る 保 護 基
の 中 か ら 好 適 に 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 は ， 放 射 性 核 種 ， 常 磁 性 金 属 イ オ ン ， 又 は
ル ミ ネ セ ン ス の 金 属 イ オ ン （ luminescent metal ions） の キ レ ー ト 若 し く は キ レ ー ト 剤 の
誘 導 体 ， 発 色 蛍 光 （ chromophoric
fluorescent） 又 は 燐 光 塗 料 の 分 子 ， ビ オ チ ン 分 子 ， 別 個 の 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に
よ っ て 認 識 さ れ る ハ プ テ ン ， ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 ， 治 療 薬 剤 ， リ ポ ソ ー
ム 中 に 組 込 ま れ る 分 子 化 合 物 を 有 す る 親 油 性 鎖 ， リ ン 脂 質 で 安 定 化 さ れ た 微 小 気 泡 ， ト リ
グ リ セ リ ド 又 は ポ リ マ ー に 基 づ く ミ ク ロ ス フ ィ ア ， 診 断 又 は 治 療 用 の 薬 剤 を 運 ぶ 微 小 バ ル
ー ン を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 分 子 化 合 物 は ， 第 １ の Fabフ ラ グ メ ン ト と 同 一 で あ る か 又 は 相 違 す る 第 ２ の Fabフ ラ グ
メ ン ト ， 若 し く は 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 第 ２ の 分 子 化 合 物 が ， 選 択 的 に 付 着 す る
た め の 標 的 と し て ， そ の ま ま で ， 又 は 脱 保 護 後 若 し く は 化 学 修 飾 後 に 用 い ら れ る 得 る １ 以
上 の 官 能 基 を さ ら に 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 は ， ヨ ー ド ア セ チ ル 基 ， ブ ロ モ ア セ チ ル 基 ， ビ ニ ル 基 ， マ レ イ
ミ ド 基 又 は ポ リ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 若 し く は ジ ニ ト ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン の 誘 導 体 を 有 す る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 結 合 体 。
【 請 求 項 ９ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-508954 A 2006.3.16



前 記 Fabフ ラ グ メ ン ト が 組 換 え Fabで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載
の 結 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 前 記 結 合 体 を 調 製 す る た め の 手 順 で あ っ て ，
　 ａ ） Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 選 択 的 且 つ 定 量 的 に 還 元 し て ２ の 遊 離
ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 得 る 工 程 と ，
　 ｂ ） 工 程 ａ ） か ら の 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の う ち の 一 方 又 は 両 方 を ， 少 な く と も １ の 遊
離 ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 且 つ 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 で 定 量 的
に 官 能 基 化 し て ， １ 結 合 （ mono-conjugate） 又 は ２ 結 合 （ diconjugate） の 化 合 物 を 得 る
工 程 で あ っ て ， 前 記 ２ 結 合 は ， 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 対 称 的 又 は 非 対 称 的 の い ず れ か に
官 能 基 化 し て 得 ら れ る ， １ 結 合 又 は ２ 結 合 の 化 合 物 を 得 る 工 程 と を 有 す る こ と を 特 徴 と す
る 手 順 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 は ， ホ ス フ ィ ン で ， 好 適 に は ， ト リ
ブ チ ル ホ ス フ ィ ン 又 は ト リ ス － （ カ ル ボ キ シ ル エ チ ル ） － ホ ス フ ィ ン で 実 行 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ２ 】
還 元 剤 は ， ト リ ス － （ カ ル ボ キ シ エ チ ル ） － ホ ス フ ィ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
１ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 還 元 は ， 緩 衝 化 さ れ た 条 件 下 で 反 応 種 を 混 合 さ せ て 実 行 さ れ ， 以 下 の 特 性 ：
　 Fab濃 度 ： １ ～ １ ０ ０ μ Ｍ ；
　 ホ ス フ ィ ン 濃 度 ： ０ ． １ ～ １ ０ ｍ Ｍ ；
　 緩 衝 化 さ れ た 溶 液 の ｐ Ｈ ： ４ ～ ８ ；
　 反 応 時 間 ： ５ ～ １ ８ ０ 分 ；
　 反 応 温 度 ： ４ ～ ４ ５ ℃
　 を 有 す る 最 終 的 な 緩 衝 化 さ れ た 水 性 反 応 溶 液 （ buffered aqueous reaction solution）
を 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ４ 】
以 下 の ：
　 Fab濃 度 ： １ ． ５ ～ １ ０ μ Ｍ 又 は １ ～ ５ μ Ｍ ；
　 ホ ス フ ィ ン 濃 度 ： ０ ． ５ ～ ５ ｍ Ｍ ；
　 緩 衝 化 さ れ た 溶 液 の ｐ Ｈ ： ５ ～ ７ ；
　 反 応 時 間 ： ２ ５ ～ ７ ０ 分 ；
　 反 応 温 度 ： ２ ５ ～ ４ ０ ℃
　 が 好 適 な 条 件 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ５ 】
工 程 ｂ ） の 前 記 定 量 的 な 官 能 基 化 は ， 工 程 ａ ） の 最 後 に ， 還 元 さ れ た Fabフ ラ グ メ ン ト を
精 製 せ ず に ， 前 記 結 合 さ せ る 分 子 化 合 物 の 緩 衝 化 さ れ た 水 性 溶 液 を 付 加 す る こ と に よ っ て
， 同 じ 反 応 媒 質 中 で 即 座 に 実 行 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 最 終 的 な 緩 衝 化 さ れ た 水 性 反 応 溶 液 は ， 以 下 の 特 性 ：
　 Fab濃 度 ： ２ ～ ５ μ Ｍ ；
　 ホ ス フ ィ ン 濃 度 ： ０ ． ５ ～ ５ ｍ Ｍ ；
　 結 合 部 分 濃 度 ： ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ Ｍ ；
　 緩 衝 化 さ れ た 溶 液 の ｐ Ｈ ： ５ ～ ７ ；
　 反 応 時 間 ： ３ ０ 分 以 上 ；
　 反 応 温 度 ： ４ ～ ４ ５ ℃ 又 は ２ ０ ～ ４ ０ ℃
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 手 順 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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請 求 項 １ に 記 載 の 結 合 体 を 調 製 す る た め の 中 間 体 化 合 物 と し て の Ｎ ２ ， Ｎ ２ － ビ ス [２ －
［ ビ ス （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ ］ エ チ ル ]－ Ｎ ６ － [４ － （ ２ ， ５ － ジ オ キ ソ － １ Ｈ －
ピ ロ ロ － １ － イ ル ） － １ － オ キ ソ ブ チ ル ]－ Ｌ － リ シ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 結 合 化 合 物 を 活 性 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 結 合 化 合 物 は ， 非 経 口 投 与 の た め の 懸 濁 液 ， 溶 液 ， 乳 液 ， 若 使 用 前 に 戻 さ れ る 凍 結 乾
燥 の 形 態 で 処 方 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 活 性 成 分 の 投 与 量 は ， １ 回 の 投 与 当 た り 結 合 体 が ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 活 性 成 分 の 投 与 量 は ， １ 回 の 投 与 当 た り 結 合 体 が １ ０ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
イ ン ビ ト ロ で 解 析 的 免 疫 化 学 試 験 に 用 い る た め の 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ， 分 子 の 所 望 す る 所 定 の 特 定 部 位 だ け が 官 能 基 化 さ れ る ， 免 疫 グ ロ ブ リ ン FAB
フ ラ グ メ ン ト （ Fab） に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は ， 前 記 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 官 能 基 化 を 達 成 す る た め の 方 法 に 関 し ， さ ら に ， 前
記 結 合 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 単 ク ロ ー ン 抗 体 （ mAB） は ， 細 胞 上 又 は 組 織 上 に お い て ， そ れ ら が 特 異 的 な 抗 原 顕 在 化
さ せ る 部 分 を ， イ ン ビ ト ロ （ in
vitro） 及 び イ ン ビ ボ （ in vivo） の 両 方 に 局 所 化 さ せ る 公 知 の 能 力 を 備 え た タ ン パ ク 質 で
あ る 。 こ の 特 性 は ， そ れ ら の 周 知 の タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト ， 例 え ば ， Fab， Fab’ 及
び F(ab)２ 等 で 維 持 さ れ る 。 特 に ， 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fabフ ラ グ メ ン ト （ 以 下 ， 複 数 形 も 含 め
て Fabと す る ） は ， こ の 特 性 を 維 持 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 診 断 用 又 は 治 療 用 の 種 々 の 分 子 又 は そ れ ら の プ レ カ ー サ ー が ， mAb又 は そ の フ ラ グ メ ン
ト に 共 有 結 合 さ れ 得 る こ と は 周 知 で あ る 。 結 合 さ れ た 診 断 用 又 は 治 療 用 の 分 子 に よ っ て 標
的 抗 原 に 結 合 す る 能 力 が 阻 害 さ れ て い な い こ れ ら の 結 合 体 を 輸 送 し ， そ れ に よ り ， こ の 分
子 は 抗 原 を 有 す る 細 胞 及 び 組 織 を 標 的 に す る こ と が 可 能 で あ り ， そ こ で ， こ の 分 子 は ， 例
え ば ， 診 断 用 信 号 の 生 成 又 は 治 療 上 の 細 胞 殺 滅 等 ， そ の 意 図 す る 目 的 を 達 成 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Fabフ ラ グ メ ン ト は ， 無 傷 （ intact） の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 若 し く は そ れ ら の そ の 他 の フ ラ
グ メ ン ト ， 例 え ば ， F(ab’ ) 2 等 よ り も 小 さ い の で ， 特 に 診 断 又 は 治 療 用 の 薬 剤 と し て 興 味
深 い 。 小 さ さ に よ っ て ， 血 液 か ら ， そ れ ら の 多 く が 標 的 を 見 出 す 組 織 の 間 質 （ interstiti
um） へ の 通 過 速 度 が 増 大 さ れ る 。 組 織 の 間 質 内 へ の そ れ ら の 拡 散 も 増 進 さ れ ， そ れ に よ り
， そ れ ら の 標 的 部 位 へ の 到 達 及 び 非 結 合 分 子 の 前 記 部 位 か ら の 消 失 が 容 易 化 及 び 加 速 さ れ
る 。 さ ら に ， そ れ ら の 排 出 速 度 も 増 大 さ れ ， そ れ に よ り ， 非 特 異 的 な 背 景 に よ る 影 響 が 好
適 に 減 少 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Fabフ ラ グ メ ン ト よ り も 最 小 限 だ け 大 き い の は ， Fab’ フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 こ れ ら は ，
F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト か ら ， ２ の 重 鎖 を 結 合 す る ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ
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て 得 ら れ ， 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 化 学 修 飾 に よ っ て 安 定 化 さ せ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 適 切 な 診 断 用 又 は 治 療 用 の 分 子 を mAB及 び そ れ ら の 種 々 の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 さ せ る 方
法 は ， 既 に 多 数 ， 開 示 さ れ て い る 。 通 常 ， 結 合 分 子 は ， mAB又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 種 々
の 部 位 で 修 飾 し ， そ の 一 部 に は ， 抗 原 と の 結 合 を 阻 害 し て し ま う も の も 含 ま れ る 。 抗 原 へ
の 結 合 の 主 た る 損 失 は ， 多 く の 場 合 ， タ ン パ ク 質 に 対 し て の 結 合 分 子 の 化 学 量 論 比 を 低 く
す る こ と に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ る 。 特 に ， 放 射 性 診 断 （ radiodiagnostic） を 目 的 と し て
， １ を 大 幅 に 下 回 る 化 学 量 論 比 が ， 常 に で は な い が ， 場 合 に よ っ て 許 容 可 能 で あ る 。 そ れ
ら が 許 容 可 能 で あ る 場 合 ， そ の 説 明 は ， 一 方 で ， mAB又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 数 に 比 べ て
十 分 な 信 号 生 成 の た め に 必 要 な 抗 原 部 位 の 数 が 多 い こ と に 見 出 せ る 。 他 方 で ， mAB又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト の 高 濃 度 は ， 有 害 な 薬 理 活 性 を 有 し て い な い と い う 事 実 に 見 出 せ る 。 こ れ
ら の 特 殊 の 場 合 ， 過 剰 に 存 在 す る 非 標 識 mAb又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に よ っ て ， そ れ ら の 放
射 性 標 識 結 合 体 の 結 合 が 著 し く 阻 害 さ れ る こ と は な く ， ま た ， 信 号 生 成 の 観 点 か ら 見 る と
， そ れ ら は 静 か で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 対 照 的 に ， 抗 原 部 位 の 数 が 非 常 に 少 な い 場 合 ， 若 し く は mAb又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 有
害 な 薬 理 活 性 を 有 す る 場 合 ， mAb又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 全 て 又 は ほ と ん ど に 放 射 性 標 識
が さ れ る こ と が 非 常 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 mAb又 は フ ラ グ メ ン ト が 高 い 比 率 で ， 好 ま し く は 全 部 が ， 放 射 性 標 識 さ れ る 必 要 性 は ，
放 射 線 療 法 の 場 合 に 特 に 顕 著 で あ る 。 こ の 場 合 ， 抗 原 結 合 部 位 の 数 に よ っ て ， 治 療 効 力 が
ほ ぼ 常 に 制 限 さ れ る 。 同 じ 必 要 性 は ， mAb又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が ， 封 じ 込 め る 必 要 の あ
る 有 害 な 薬 理 活 性 を 有 す る 場 合 に 適 用 さ れ る 。 こ れ ら の 場 合 ， 非 標 識 の mAb又 は フ ラ グ メ
ン ト に よ っ て 任 意 の 部 位 が 占 有 さ れ て し ま う こ と が 回 避 さ れ る よ う に す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 に 対 し て の 結 合 分 子 の 高 い 化 学 量 論 比 は ， 例 え ば ， 遊 離 ア ミ ノ 基 （ ア ミ ノ 末
端 の α -ア ミ ノ 基 及 び リ シ ン の ε -ア ミ ノ 基 ） 又 は 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 （ カ ル ボ キ シ ル 末 端
の α -カ ル ボ キ シ ル 基 と ， ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 の 各 々 ， γ -カ ル ボ キ シ ル 基 及
び δ -カ ル ボ キ シ ル 基 ） の 化 学 修 飾 に よ っ て 容 易 に 達 成 さ れ る 。 残 念 な が ら ， こ れ は ， 多
く の 場 合 ， 抗 原 に そ れ 以 上 結 合 し な い か 又 は 結 合 が 不 十 分 な 結 合 体 の 高 比 率 の 生 成 を 伴 う
。 放 射 性 標 識 さ れ る と ， そ の よ う な 結 合 体 に よ っ て ， 診 断 手 順 に 信 号 の 代 わ り に 雑 音 が 付
加 さ れ ， ま た ， 治 療 内 容 に 治 療 上 の 効 能 を 伴 わ な い 放 射 能 の 負 荷 が 付 加 さ れ る 。 さ ら に ，
開 示 さ れ て い る 化 学 結 合 方 法 は ， タ ン パ ク 質 の 選 択 部 位 に 関 し て 非 特 異 的 で あ り ， そ れ ゆ
え に ， タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 部 位 の 数 及 び ／ 又 は 種 類 が よ く 知 ら
れ て お り ， 且 つ 明 確 に 規 定 さ れ た 最 終 の 生 成 物 を 取 得 す る の に 有 用 で な い 。 そ れ ど こ ろ か
， 結 合 は ， 複 数 の 反 応 部 位 及 び 明 確 に 規 定 さ れ て い な い 部 位 に 不 規 則 に 発 生 す る 。 そ の 結
果 ， 結 合 生 成 物 の 化 学 量 論 ， 即 ち ， タ ン パ ク 質 ／ タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 診 断 ／
治 療 部 分 の モ ル 比 は ， 不 明 確 に な る 。 せ い ぜ い ， タ ン パ ク 質 に 対 し て の 結 合 分 子 の 平 均 の
化 学 量 論 的 モ ル 比 が 測 定 可 能 で あ っ た り ， 一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 部 分 的 な 占 有 を 見 積 も る
こ と が 可 能 で あ っ た り す る だ け で あ る 。 実 際 の 最 終 的 な 生 成 物 は ， 各 々 が 置 換 の 化 学 量 論
を 有 す る 種 々 の 置 換 さ れ た 化 合 物 か ら 成 る ， 複 雑 で ， 明 確 に 規 定 さ れ て い な い 混 合 物 で 概
ね 構 成 さ れ る 。 結 合 生 成 物 の そ の よ う な 混 合 物 の 臨 床 応 用 は ， 従 来 的 な 医 薬 品 に 関 す る 基
準 と 相 違 し て い る 。 そ れ ゆ え に ， 保 健 の 規 制 機 関 は ， 化 学 的 に よ り 明 確 に 規 定 さ れ た ， 免
疫 グ ロ ブ リ ン 及 び ／ 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 結 合 体 を 要 求 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ の よ う な 生 成 物 は ， 非 常 に 必 要 な 場 合 で あ っ て も ， 少 な く と も 実 用 的 で は な い 。 な ぜ
な ら ば ， 現 在 の 手 段 で は ， そ れ ら は 低 収 率 で 得 ら れ ， さ ら に ， 経 費 が か か り 且 つ 工 業 的 に
非 実 用 的 な 分 離 方 法 を 必 要 と す る 。 従 っ て ， 化 学 量 論 比 が 少 な く と も １ つ で あ り ， 抗 原 へ
の 結 合 を 阻 害 せ ず ， 明 確 に 規 定 さ れ た 部 位 の み で ， 診 断 用 又 は 治 療 用 の 分 子 の mAb又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト へ の 結 合 を 可 能 に す る 方 法 を 見 つ け る の が 非 常 に 望 ま れ る 。 本 発 明 に よ っ
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て ， 好 適 に は ， Fabフ ラ グ メ ン ト に 関 し ， こ の 問 題 の 解 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Fabフ ラ グ メ ン ト は ， 4の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 内 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 及 び 1の ポ リ ペ プ チ ド 鎖
間 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 含 有 す る 。 単 一 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は ， 2の ポ リ ペ プ チ ド 鎖
の カ ル ボ キ シ 末 端 に 近 接 し て ， 即 ち ， 分 子 上 に お い て 抗 原 結 合 に 関 与 す る 部 位 の 反 対 端 に
配 置 さ れ る 。 そ れ ゆ え に ， こ の 部 位 で の 化 学 修 飾 は ， 抗 原 に 対 す る 親 和 性 に 及 ぼ す 影 響 は
最 小 限 で あ る と 予 想 さ れ る 。 従 っ て ， 他 の 4の 鎖 内 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と ， 分 子 内 の そ の
他 の 反 応 可 能 性 の あ る 基 と に 手 を 付 け ず に ， 前 記 鎖 間 ジ ス フ ィ ル ド 結 合 だ け を 選 択 的 に 官
能 基 化 す る こ と を 可 能 に す る 方 法 を 実 現 す る こ と は ， 非 常 に 純 粋 で 且 つ 構 造 的 に 非 常 に 明
確 に さ れ た 化 合 物 が 得 る た め に 最 大 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 内 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は ， 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 組 に 還 元 可 能 で あ る 。 ほ
と ん ど の 場 合 ， そ れ は ， タ ン パ ク 質 を ， 例 え ば ， メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， ジ チ オ ス レ イ ト
ー ル ， ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル ， シ ス テ イ ン 又 は グ ル タ チ オ ン 等 の 小 分 子 量 ス ル フ ヒ ド リ ル
化 合 物 過 剰 の 非 常 に 大 き い 分 子 に 曝 す こ と で 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 下 で は ， ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 が ， 小 分 子 量 ス ル フ ヒ ド リ ル 化 合 物 の 間 に 形 成 さ れ る の に 対 し て ， タ ン パ ク 質 の
ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は ， 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 還 元 さ れ る 。 反 応 の 最 後 に ， タ ン パ ク 質 の
ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 再 度 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 へ の 大 量 の 再 酸 化 を 生 じ さ せ ず に ， 過 剰 な 還
元 ス ル フ ヒ ド リ ル 化 合 物 及 び そ の 酸 化 生 成 物 を 除 去 す る こ と は 困 難 で あ る 。 従 っ て ， 通 常
， 続 い て タ ン パ ク 質 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 対 す る ス ル フ ヒ ド リ ル 特 異 の 化 学 修 飾 を 望 む 場
合 ， 修 飾 剤 が ， 引 続 き 存 在 す る 過 剰 な 小 分 子 量 ス ル フ ヒ ド リ ル 化 合 物 及 び そ れ ら の 酸 化 生
成 物 に 付 加 さ れ る 。 反 応 混 合 物 中 の 全 て の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 は ， タ ン パ ク 質 上 の も の 及 び
小 分 子 ス ル フ ヒ ド リ ル 化 合 物 上 の も の が 両 方 と も ， こ の 修 飾 剤 に よ っ て 同 じ 反 応 を 生 じ て
し ま う の で ， こ の 修 飾 剤 は ， タ ン パ ク 質 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 数 を 大 幅 に 超 過 し ， 実 際 に
， 小 分 子 量 ス ル フ ヒ ド リ ル 化 合 物 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 若 干 超 過 す る よ う に ， 付 加 さ れ る
必 要 が あ る 。 高 価 な 修 飾 剤 を 問 題 に す る と ， こ の 種 の 手 順 は ， 工 業 的 な 観 点 か ら 非 実 用 的
で あ る 。 さ ら に ， そ の よ う な 条 件 は ， 標 準 化 が 困 難 で あ る 。 ま た ， 全 て の 中 で 特 に よ く な
い の は ， 他 の 基 に 手 を 付 け ず に ， 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 又 は そ の タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト
の 所 望 す る １ 以 上 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に お け る ， 特 異 的 且 つ 明 確 に 規 定 さ れ た 修 飾 が 許 さ
れ な い こ と で あ る 。 換 言 す る と ， こ の 種 の 反 応 は ， 少 な く と も 部 分 的 に ， タ ン パ ク 質 の 全
て の ジ ス ル フ ィ ド 基 と ， 場 合 に よ っ て は ， タ ン パ ク 質 の そ の 他 の 反 応 基 ま で が 関 与 し て し
ま う の で ， そ の 結 果 ， 不 規 則 に 反 応 し た ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と 未 反 応 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と
の 混 合 物 が 生 じ て し ま う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は ， そ の 大 き さ に 概 ね 起 因 し て ， 主 に Fabに 関 す る 結 合 体 に 焦 点 を 当 て る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 既 に 述 べ た よ う に ， 適 切 な 診 断 又 は 治 療 の 部 分 （ mojeties） の た め に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 及
び そ の フ ラ グ メ ン ト の 調 製 を 取 扱 っ て い る 文 献 は ， 特 許 文 献 及 び 特 許 出 願 の 文 献 を 含 め ，
多 数 存 在 す る 。 実 際 に は ， 分 子 の 所 望 の 特 定 部 位 の み が 選 択 的 且 つ 定 量 的 に 官 能 基 化 さ れ
， そ れ 故 に 予 め 定 め ら れ た 正 確 な 置 換 の 化 学 量 論 (substitution
stoichiometry)を 示 す Fabフ ラ グ メ ン ト を 活 性 成 分 と し て 含 む ， 医 薬 製 剤 を ， 患 者 に 投 与
す る 必 要 性 が あ る 問 題 は ， 前 記 文 献 の い ず れ に よ っ て も 解 決 さ れ な い し ， 解 決 の た め の 有
用 な 示 唆 も さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 例 え ば ， 特 許 文 献 １ に は ， 複 数 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 過 剰 な メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
， ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 又 は ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル で 還 元 し ， そ の 後 ， 生 じ た ス ル フ ヒ ド リ
ル 基 を ア ル キ ル 化 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る ， ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IgG） の Ｓ － ア ル キ
ル 化 さ れ た Fab又 は Fcフ ラ グ メ ン ト が 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら ， 開 示 さ れ た 方 法 で
は ， 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 上 の 結 合 体 の 化 学 量 論 （ stoichiometry)を 正 確 に 制 御 す る こ と が 不
可 能 で あ る の で ， 従 っ て ， 可 能 性 の 有 る 種 々 の 生 成 物 の 複 雑 の 混 合 物 が 得 ら れ て し ま う 。
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さ ら に ， 過 剰 な 還 元 剤 の せ い で ， 非 常 に 大 量 な ア ル キ ル 化 剤 が 必 要 に な っ て し ま う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 同 様 の 方 法 が 特 許 文 献 ２ に 開 示 さ れ て お り ， そ こ で は ， 無 傷 の IgG又 は F(ab’ ) 2 フ ラ グ
メ ン ト に の み 適 用 さ れ て い る 。 ジ ス ル フ ィ ド の 還 元 は ， 過 剰 の チ オ ー ル 誘 導 体 に よ っ て 行
な わ れ て お り ， １ よ り 多 く の ジ ス ル フ ィ ド 基 が 関 わ る 可 能 性 が あ る 。 最 終 的 な 結 合 体 は ，
抗 体 又 は F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト 当 た り 少 な く と も １ の リ ガ ン ド を 含 む 可 能 性 が あ り ， 種 々
の 比 率 が 等 し く 許 容 さ れ て し ま う 。 正 確 且 つ 明 確 に 規 定 さ れ た 結 合 の 化 学 量 論 は 全 く 説 明
さ れ て お ら ず ， 正 確 な 結 合 部 位 も 報 告 さ れ て い な い 。 さ ら に ， こ の 場 合 ， 過 剰 な 還 元 剤 に
打 ち 勝 つ た め に 非 常 に 大 量 の ア ル キ ル 化 剤 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 許 文 献 ３ に は ， ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 用 い て ， 例 え ば ， ｐ Ｈ ＝ ７ 等 ， 非 常 に 厳 格 に 制
御 さ れ た 条 件 の 下 で の み 可 能 な F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 選 択 的 な
還 元 が 示 さ れ て い る 。 さ ら に ， そ の 後 に GF-250
HPLCカ ラ ム 上 で の 精 製 を し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は ， こ の 方 法 は ， 工 業 規 模 に 適 用 で き
ず ， ま た ， 少 な く と も 一 部 の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 再 び 戻 っ て し ま
う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 し て 生 じ る 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 種 々 の
修 飾 物 質 と の 反 応 に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 他 の 結 合 体 は ， 特 許 文 献
３ ～ １ ０ に 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら ， こ れ ら の 文 献 は 全 て ， 構 造 が 規 定 さ れ て い な
い 生 成 物 の 混 合 物 を 生 じ る 化 学 が 大 体 開 示 さ れ て い る 。 ま た ， こ れ ら の 文 献 に は ， 予 め 定
め ら れ 且 つ 概 ね 制 御 さ れ た 結 合 の 化 学 量 論 に よ っ て 特 性 付 け ら れ る 特 異 的 に 置 換 さ れ た 結
合 体 の 調 製 を ， 可 能 に す る ， 又 は 開 示 す る ， 又 は 直 接 的 若 し く は 間 接 的 に 教 示 す る 文 献 は
１ つ も な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ご く 最 近 ， 非 特 許 文 献 １ に て ， ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の
還 元 が 実 施 さ れ た Fabフ ラ グ メ ン ト が 開 示 さ れ た 。 C末 端 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 が 修 飾 さ れ た Fa
bの 図 が 示 さ れ た 。 し か し な が ら ， こ こ で 開 示 さ れ た 還 元 は ， Fabの 分 子 当 た り ３ ． ６ ７ チ
オ ー ル 基 を 導 入 し て お り ， 従 っ て ， こ の 場 合 で さ え も ， 結 合 し て 明 確 に 規 定 さ れ て い な い
結 合 体 の 化 学 量 論 が も た ら さ れ る 。 さ ら に ， 還 元 剤 と し て の チ オ ー ル 誘 導 体 の 使 用 は ， Fa
bフ ラ グ メ ン ト の 所 望 す る 選 択 的 な 還 元 と ， そ れ に 付 随 す る 化 学 量 論 的 に 明 確 に 規 定 さ れ
た 結 合 体 と を 達 成 す る 必 要 性 を 解 決 し な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る Fabフ ラ グ メ ン ト の 場 合 ， C末 端 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 だ け で の 選 択 的
な 結 合 の 問 題 は ， 研 究 者 に よ っ て 非 常 に 考 慮 さ れ て い る が ， 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 用 い
ら れ て い る 方 法 で は ， 処 理 で き て い な い 。 こ の 明 白 な 必 要 性 に も 関 わ ら ず ， ポ リ ペ プ チ ド
鎖 の 折 畳 み （ folding） に 関 与 し な い ， 即 ち ， 結 合 の 反 応 を ， 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 か ら
生 じ る ２ つ の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 だ け に ， 特 異 的 且 つ 定 量 的 に 方 向 付 け る こ と が 可 能 な 別 の
方 法 は ， 全 く 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン 又 は ト リ ス － （ カ ル ボ キ シ ル エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン （ TCEP） 等 の 特
定 の ホ ス フ ィ ン 誘 導 体 を タ ン パ ク 質 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 対 す る 還 元 剤 と し て 使 用 す る こ
と は ， 例 え ば 非 特 許 文 献 ２ ～ 非 特 許 文 献 ９ 等 の 多 く の 文 献 で 既 に 開 示 さ れ て き た 。 そ れ に
も 関 わ ら ず ， 前 記 ホ ス フ ィ ン 剤 は ， Fab及 び Fab'フ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
対 し て 可 能 な 選 択 的 還 元 剤 と し て 全 く 示 唆 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 当 技 術 分 野 の 従 来 的 な 教 示 を よ そ に ， 驚 く べ き こ と に 我 々 は 今 や ， Fabフ ラ グ メ ン ト と
診 断 又 は 治 療 用 の 薬 剤 ， 若 し く は そ の 有 用 な プ レ カ ー サ ー と の 結 合 体 を ， 容 易 且 つ 好 都 合
な 収 率 で 調 製 可 能 で あ る こ と を 発 見 し た 。 こ の 結 合 体 は ， 正 確 な 結 合 の 化 学 量 論 に よ っ て
誤 差 が 狭 い 範 囲 内 に あ る ， 即 ち ， １ 又 は そ れ 以 上 の 薬 剤 と Fabと の 結 合 モ ル 比 が １ ： １ 又
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は ２ ： １ を 示 し ， こ の Fabは ， Fabの 所 定 位 置 の １ 又 は ２ の 特 異 的 な ス ル フ ヒ ド リ ル 基 ， 即
ち ， ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 の 選 択 的 な 還 元 か ら 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 だ け が 選 択 的 に 官
能 基 化 さ れ る こ と に 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 欧 州 特 許 出 願 １ ３ １ ８ ３ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 出 願 ５ ６ １ ２ ０ １ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 出 願 ５ ２ ７ ４ １ １ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 欧 州 特 許 出 願 ４ ５ ３ ０ ８ ２ 号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 出 願 ４ ７ ４ １ ９ ０ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ６ 】 欧 州 特 許 出 願 ４ １ ７ ９ ２ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ７ 】 欧 州 特 許 出 願 ０ ２ ３ ７ ７ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ８ 】 欧 州 特 許 出 願 ３ ３ ２ ０ ２ ２ 号 公 報
【 特 許 文 献 ９ 】 欧 州 特 許 出 願 ４ ５ ３ ０ ８ ２ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ ０ 】 欧 州 特 許 出 願 ２ ７ ７ ０ ８ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ １ 】 米 国 特 許 出 願 ５ ０ ８ ２ ９ ３ ０ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Bioconjugate Chem誌  2001年 , 12号 , 178～ 185頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Methodsin Enzymol誌  1977年 , 47号 , 116～ 122頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Org. Chem誌  1991年 , 56号 , 2648～ 2650頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Eur. J. Nucl. Med.誌  1995年 , 22号 , 690～ 698頁
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Biophisical Journal誌  1998年 , 74号 , A179,abstr. Tu-Pos196
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Faseb Journal誌  1997年 , 11号 , A1361, abstr.2948
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Eur. J. Nucl. Med.誌  1999年 , 26号 , 1265～ 1273頁
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Anal. Biochem.誌  1999年 , 273号 , 73～ 80頁
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Protein Scinece誌  1993年 , 2号 , 1749～ 1755頁
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 １ の 実 施 の 形 態 で は ， 本 発 明 に よ っ て ， 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fabフ ラ グ メ ン ト と 診 断 又 は
治 療 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 と の 間 の 化 学 的 結 合 体 が 提 供 さ れ ， 前 記 Fabフ ラ グ メ ン
ト 上 の 結 合 部 位 は ， 前 記 Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な
還 元 に よ っ て 生 じ た ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 一 方 又 は 両 方 だ け で あ り ， 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を
付 与 す る 前 記 分 子 化 合 物 は ， 少 な く と も １ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 分 子 化 合
物 と Fabフ ラ グ メ ン ト と の 結 合 の 化 学 量 論 の 分 子 比 が ０ ． ９ ５ ～ １ ． ０ ５ 又 は １ ． ９ ５ ～
２ ． ０ ５ の 範 囲 内 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 結 合 体 は ， Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 だ け を 選 択 的 且 つ 定 量 的 に 還 元 し
， 次 に ， 得 ら れ た ２ の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の う ち の 一 方 を ， 少 な く と も １ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド
リ ル 反 応 基 を 有 し ， 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 第 １ の 分 子 化 合 物 と の 反 応 に よ っ て 定
量 的 に 官 能 基 化 し ， 次 に ， 所 望 に 応 じ て ， Fabの ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の う ち の 他 方 も 同 様 に
， 少 な く と も １ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 治 療 又 は 診 断 の 効 用 を 付 与 す る 第 ２
の 分 子 化 合 物 に よ っ て ， 定 量 的 に 官 能 基 化 す る 。 前 記 第 ２ の 部 分 は ， 前 記 第 １ の 部 分 と 同
一 か ， 若 し く は 相 違 し ， こ の 場 合 ， 相 違 す る 診 断 又 は 治 療 の 特 性 も 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 代 替 的 に 且 つ 好 適 に ， 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 還 元 後 に ， 前 記 還 元 さ れ た Fabフ ラ グ メ
ン ト と 化 学 量 論 的 に 過 剰 の 前 記 結 合 部 分 と 直 接 的 に 反 応 さ せ る こ と に よ っ て ， 対 称 的 に ２
結 合 （ diconjugate） さ れ た 生 成 物 を 定 量 的 に 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 用 語 「 定 量 的 な 官 能 基 化 」 は ， 最 終 的 な 結 合 化 合 物 が ；
　 ａ ） 還 元 さ れ た Fabの ２ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の う ち の 一 方 だ け が 結 合 さ れ る 場 合 ，
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０ ． ９ ５ ～ １ ． ０ ５ の 範 囲 に あ る ， 結 合 分 子 化 合 物 と Fabフ ラ グ メ ン ト と の 分 子 比 を ，
　 ｂ ） ２ の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 両 方 が 非 対 称 的 又 は 対 称 的 の い ず れ か に 結 合 さ れ る 場 合 ，
１ ． ９ ５ ～ ２ ． ０ ５ の 範 囲 に あ る ， 結 合 分 子 化 合 物 と Fabフ ラ グ メ ン ト と の 分 子 比 を 示 す
こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Fabの 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 に よ っ て 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル
基 の 一 方 だ け が 結 合 さ れ る こ と を 望 む 場 合 ， 他 方 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 は ， 遊 離 ス ル フ ヒ ド
リ ル 基 と し て 保 持 さ れ る か ， 又 は ， 次 に bocking基 に よ っ て 官 能 基 化 さ れ る 。 こ の ブ ロ ッ
キ ン グ 基 は ， 好 適 に は ， 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 与 え な い 化 学 的 部 分 を 有 し ， 前 記 化 学 的 部
分 は ， 好 適 に は ， チ オ ー ル 基 ， 小 さ い ア ル キ ル 化 剤 ， 又 は ア リ ー ル 剤 よ り 成 る 保 護 基 の 中
か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 一 般 性 を 制 限 す る も の で は な い が ， ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 治 療 又 は 診
断 の 効 用 を 付 与 す る 第 １ の 分 子 化 合 物 の 好 適 な 例 に は ， 放 射 性 核 種 ， 常 磁 性 金 属 イ オ ン ，
又 は ル ミ ネ セ ン ス の 金 属 イ オ ン （ luminescent metal ions） の キ レ ー ト 若 し く は キ レ ー ト
剤 の 適 切 な 誘 導 体 ， 発 色 蛍 光 （ chromophoric
fluorescent） 又 は 燐 光 塗 料 の 分 子 ， ビ オ チ ン 分 子 ， 別 個 の 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に
よ っ て 認 識 さ れ る ハ プ テ ン ， ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 ， 治 療 薬 剤 ， リ ポ ソ ー
ム 中 に 組 込 ま れ る 分 子 化 合 物 を 有 す る 親 油 性 鎖 ， リ ン 脂 質 で 安 定 化 さ れ た 微 小 気 泡 ， ト リ
グ リ セ リ ド 又 は ポ リ マ ー の ミ ク ロ ス フ ィ ア ， 診 断 又 は 治 療 用 の 薬 剤 を 運 ぶ 微 小 バ ル ー ン が
含 ま れ る 。 前 記 第 １ の 部 分 は ， さ ら に ， 第 １ の フ ラ グ メ ン ト と 同 一 で あ る か 又 は 相 違 す る
第 ２ の Fabフ ラ グ メ ン ト ， 若 し く は 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 第 ２ の 分 子 化 合 物 が ，
選 択 的 に 付 着 す る た め の 標 的 と し て ， そ の ま ま で 用 い ら れ 得 る か ， 若 し く は 脱 保 護 又 は 化
学 的 修 飾 の 後 に 用 い ら れ 得 る １ 以 上 の 官 能 基 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 一 般 性 を 制 限 す る も の で は な い が ， 適 切 な ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 の 好 適 な 例 に
は ， ヨ ー ド ア セ チ ル 基 ， ブ ロ モ ア セ チ ル 基 ， ビ ニ ル 基 又 は マ レ イ ミ ド 基 ， 若 し く は ポ リ フ
ル オ ロ ベ ン ゼ ン 又 は ジ ニ ト ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン の 誘 導 体 が 含 ま れ て よ い 。 所 望 に 応 じ て ，
他 の ジ ス ル フ ィ ド 含 有 分 子 と の 反 応 ， 及 び 混 合 ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 に よ っ て 可 逆 な 連 鎖 （
reversible linkage） が 達 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 第 ２ の 分 子 化 合 物 は ， 第 １ の も の と 同 一 で あ っ て も よ い し ， 相 違 し て い て も よ く ， そ れ
に よ り ， 種 々 の 残 留 物 の 組 合 わ せ が 得 ら れ る 。 ま た ， 場 合 に よ っ て は ， 種 々 の 診 断 又 は 治
療 の 効 果 が 得 ら れ る 。 さ ら に は ， 混 合 さ れ た 診 断 及 び 治 療 の 使 用 が 可 能 に な り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 前 記 第 ２ の 分 子 化 合 物 の
好 適 な 例 に は ， 放 射 性 核 種 ， 常 磁 性 金 属 イ オ ン ， 又 は ル ミ ネ セ ン ス の 金 属 イ オ ン の キ レ ー
ト 若 し く は キ レ ー ト 剤 の 適 切 な 誘 導 体 ， 発 色 蛍 光 又 は 燐 光 塗 料 分 子 ， ビ オ チ ン 分 子 ， 別 個
の 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 認 識 さ れ た ハ プ テ ン ， ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 分 子 ， 治 療 薬 剤 ， リ ポ ソ ー ム 中 に 組 込 ま れ る 分 子 化 合 物 を 有 す る 親 油 性 鎖 ， リ ン 脂 質
で 安 定 化 さ れ た 微 小 気 泡 ， ト リ グ リ セ リ ド 又 は ポ リ マ ー の ミ ク ロ ス フ ィ ア ， 診 断 又 は 治 療
用 の 薬 剤 を 運 ぶ 微 小 バ ル ー ン が 含 ま れ る 。 前 記 第 ２ の 部 分 は ， さ ら に ， 第 １ の フ ラ グ メ ン
ト と 同 一 又 は 相 違 す る 第 ２ の Fabフ ラ グ メ ン ト ， 若 し く は 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る
第 ２ の 分 子 化 合 物 が 選 択 的 に 付 着 す る た め の 標 的 と し て ， そ の ま ま で 用 い ら れ 得 る か ， 若
し く は 脱 保 護 又 は 化 学 的 修 飾 の 後 に 用 い ら れ 得 る １ 以 上 の 官 能 基 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 場 合 に も ， 適 切 な ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 基 の 好 適 な 例 に は ， ヨ ー ド ア セ チ ル 基 ， ブ ロ
モ ア セ チ ル 基 ， ビ ニ ル 基 又 は マ レ イ ミ ド 基 ， 若 し く は ポ リ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 又 は ジ ニ ト ロ
フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン の 誘 導 体 が 含 ま れ て よ い 。 所 望 に 応 じ て ， 他 の ジ ス ル フ ィ ド 含 有 分 子 と
の 反 応 ， 及 び 混 合 ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 に よ っ て 可 逆 な 連 鎖 が 達 成 さ れ て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Fabフ ラ グ メ ン ト は ， 公 知 の 方 法 で 得 ら れ る 。 rFab（ 即 ち ， 組 換 え DNA技 術 を 介 し て 得 ら
れ る Fab） の 使 用 が 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 好 適 実 施 例 に よ れ ば ， 本 発 明 は ， 前 記 結 合 体 を 調 製 す る た め の 工 程 を 提 供 し ， 前 記
工 程 は ：
　 ａ ） ２ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 得 る よ う に ， Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 選 択 的 且 つ 定 量 的 に 還 元 す る 工 程 と ；
　 ｂ ） 工 程 ａ ） か ら の 前 記 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 一 方 又 は 両 方 を ， 少 な く と も １ の 遊 離 ス ル
フ ヒ ド リ ル 反 応 基 を 有 し ， 且 つ 診 断 又 は 治 療 の 効 用 を 付 与 す る 分 子 化 合 物 を 用 い て 定 量 的
に 官 能 基 化 し て ， １ 結 合 （ mono-conjugate） 又 は ２ 結 合 （ diconjugate） の 化 合 物 を 得 る
工 程 で あ っ て ， 前 記 ２ 結 合 は ， ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 対 称 又 は 非 対 称 の い ず れ か に 官 能 基 化
し て 得 ら れ る ， １ 結 合 又 は ２ 結 合 の 化 合 物 を 得 る 工 程 と を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 に 開 示 し た よ う に ， ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 す る た め に 用 い ら れ 得 る 多 く の 還 元 剤
が 公 知 で あ る 。 し か し な が ら ， 今 回 の 場 合 に は ， 他 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ ず
に ， Fabフ ラ グ メ ン ト の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の み を 定 量 的 に 還 元 す る た め に は ， 特 異 的
な 試 薬 及 び 特 異 的 な 反 応 条 件 が 必 要 で あ る 。 即 ち ， 当 技 術 分 野 で は ， ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
対 す る 還 元 剤 は ， 水 素 化 ホ ウ 素 （ borohydride） ， シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 （ cyanoborohydrid
e） ， ホ ス フ ィ ン ， チ オ ー ル 化 合 物 ， 第 １ ス ズ イ オ ン （ stannous
ion） ， ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び ジ チ オ ン 酸 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 し か し な が ら ， そ れ ら の い ず
れ も ， Fabフ ラ グ メ ン ト の （ od） 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 対 す る 特 異 的 な 還 元 剤 と し て は
， 現 在 ま で 開 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 予 想 外 に ， ホ ス フ ィ ン が ， こ の 目 的 の 達 成 す る の に 非 常 に 有 望 で あ る と い う 結 果 に な っ
た 。 特 に ， ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン 及 び ト リ ス － （ カ ル ボ キ シ ル エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン が そ う
で あ る 。 後 者 （ こ れ 以 降 ， 頭 文 字 TCEPと 短 縮 し て 呼 ぶ ） は ， 最 適 な 還 元 剤 の 結 果 を 示 し ，
驚 く べ き こ と に ， 他 の ４ の － S－ S－ 鎖 内 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ ず に ， Fabフ ラ グ メ ン ト 内 の
鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 だ け の 望 ま し い 定 量 的 且 つ 選 択 的 な 還 元 を 達 成 可 能 に し た 。 こ の 目
標 は ， 制 御 さ れ た 作 業 条 件 と ， 還 元 剤 を ， 他 の 還 元 さ れ る 可 能 性 の あ る 化 合 物 (possible
reduing compounds)に 比 べ て 過 剰 度 合 い (excess)を 非 常 に 低 く す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ
た 。 さ ら に ， 通 常 ， 結 合 部 分 と の 相 互 作 用 を 生 じ な い の で ， そ の 後 の 縮 合 工 程 の 間 ， 結 合
部 分 の 過 剰 度 合 い を 制 限 す る こ と も 可 能 で あ っ た 。 従 っ て ， よ り 少 な い 反 応 剤 が 用 い ら れ
， よ り 少 な い 副 生 成 物 が 生 成 さ れ ， 還 元 さ れ た Fabフ ラ グ メ ン ト の 中 間 体 の 精 製 が 不 要 で
， よ り 高 収 率 で ， よ り 純 度 が 高 く ， 且 つ 精 製 が よ り 容 易 な 最 終 化 合 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 選 択 的 且 つ 定 量 的 な 還 元 が 生 じ る ， 発 見 さ れ た 好 適 な 実 験 条 件 は ， 以 下 で 短 く
要 約 さ れ ， さ ら に 実 験 の 項 目 で 詳 述 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 施 例 １ 及 び ３ で の 教 示 に 従 っ て ， 緩 衝 化 さ れ た 条 件 （ 所 望 の ｐ Ｈ 範 囲 を 与 え る あ ら ゆ
る 種 類 の 緩 衝 液 を 等 し く 使 用 可 能 ） の 下 で ， 反 応 種 を 混 合 さ せ た 後 ， 以 下 の 特 性 を 有 す る
最 終 的 な 緩 衝 化 さ れ た 水 性 反 応 溶 液 （ buffered aqueous reaction solution） が 得 ら れ る
：
　 Fab濃 度 ： 1～ １ ０ ０ μ Ｍ ， 好 適 に は １ ． ５ ～ １ ０ μ Ｍ ， 最 も 好 適 に は ２ ～ ５ μ Ｍ ；
　 ホ ス フ ィ ン 濃 度 ： ０ ． １ ～ １ ０ ｍ Ｍ ， 好 適 に は ０ ． ５ ～ ５ ｍ Ｍ ；
　 緩 衝 化 さ れ た 溶 液 の ｐ Ｈ ： ４ ～ ８ の 間 ， 好 適 に は ５ ～ ７ の 間 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 反 応 時 間 は ， ５ ～ １ ８ ０ 分 の 範 囲 に あ り ， 好 適 に は ， ２ ５ ～ ７ ０ 分 の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 反 応 温 度 は ， ４ ～ ４ ５ ℃ に 保 持 さ れ る 。 好 適 に は ， ２ ５ ～ ４ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 通 常 ， 縮 合 反 応 は ， ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 還 元 の 最 後 に ， 還 元 さ れ た Fabフ ラ グ メ ン ト を
予 め 精 製 せ ず に ， 所 望 の 結 合 さ せ る 分 子 化 合 物 の 緩 衝 化 さ れ た 水 性 溶 液 を 付 加 す る こ と に
よ っ て ， 同 じ 反 応 媒 質 中 で 即 座 に 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 発 見 さ れ た 好 適 な 縮 合 条 件 は ， 実 験 の 項 目 の 実 施 例 １ ， ４ 及 び ６ で 詳 細 に 説 明 す る 。 最
終 的 な 緩 衝 化 さ れ た 水 性 反 応 溶 液 （ 所 望 の ｐ Ｈ を 与 え る あ ら ゆ る 種 類 の 緩 衝 液 を 等 し く 使
用 可 能 ） は ， 好 適 に は 以 下 の 特 性 を 有 す る ；
　 Fab濃 度 ： ２ ～ ５ μ Ｍ ；
　 ホ ス フ ィ ン 濃 度 ： ０ ． ５ ～ ５ ｍ Ｍ ；
　 結 合 部 分 濃 度 ： ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ Ｍ ；
　 緩 衝 化 さ れ た 溶 液 の ｐ Ｈ ： ５ ～ ７ の 間 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 反 応 時 間 は ， 好 適 に は ３ ０ 分 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 反 応 温 度 は ， ４ ～ ４ ５ ℃ に 保 持 さ れ る 。 好 適 に は ， ２ ０ ～ ４ ０ ℃ に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 結 合 体 の 性 質 ， 特 に ， 縮 合 反 応 の 化 学 量 論 を 確 か め る 目 的 で ， 我 々 は ， 実 施 例
１ に 記 載 し た よ う に ， 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 選 択 的 に 還 元 さ れ た
， 組 換 え 抗 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス Fabフ ラ グ メ ン ト （ Cattani P, Rossolini GM, Cresti S
, Santangelo R, Burton
DR, Williamson RA, Sanna PP, Fadda Gら 著 ; J Clin Microbiol.誌  1997年  6月 ; 35(6)
号 :
1504～ 1509頁  「 Detection and Typing of Herpes Simplex Viruses by Using Recombina
nt
Immunoglobulin Fragments Produced in Bacteria」 ： に 従 っ て 調 製 し た ） を ， β － マ レ
イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 （ β -maleimidopropionic
acid） と 結 合 さ せ た 。 こ の 最 後 に 記 載 し た 分 子 は ， 遊 離 ス ル ヒ ド リ ル 基 に カ ル ボ ン 酸 塩 残
基 を 付 加 し ， そ れ に よ り ， 単 純 な イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い た 結 合 分 子 の 数 及 び
種 類 を 測 定 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ア ル キ ル 化 反 応 は ， ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 還 元 の 最 後 に ， 同 じ 反 応 媒 質 中 で ， 還 元 さ れ た
Fabフ ラ グ メ ン ト を 精 製 す る こ と な し に ， 即 座 に 実 行 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 ア ル キ ル 化 反 応 は ， 実 施 例 １ に 全 て が 記 載 さ れ て い る よ う に ， 本 発 明 の 発 見 さ れ た
好 適 な 条 件 下 で 実 行 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 反 応 の 最 後 に ， 付 加 さ れ た カ ル ボ ン 酸 塩 の 基 の 総 数 が 計 算 可 能 で あ り ， こ の 場 合 に
は ， 図 １ に も 示 さ れ る よ う に ， ２ の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 が 共 に 結 合 反 応 を 生 じ る こ と が
確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 反 応 条 件 は ， 種 々 の チ オ ー ル 反 応 性 分 子 化 合 物 の 反 応 性 ， そ れ ら の 分 子 量 及 び 立 体 障 害
， 所 望 す る （ 結 合 が １ 又 は ２ で あ る か ， 対 称 的 で あ る か な い か ） 最 終 化 合 物 に 従 っ て 変 更
さ れ て も よ く ， ま た ， 通 常 は ， 還 元 工 程 が 省 略 さ れ る 場 合 ， 側 部 の 反 応 が 生 じ な い よ う に
制 御 す る の が 望 ま し い （ こ れ に よ っ て ， Fabの 単 一 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 還 元 か ら 生
じ る ２ の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 だ け が １ 又 は ２ 以 上 の 結 合 部 分 と 反 応 す る こ と が 確 実 に さ れ る
） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 過 剰 な 還 元 剤 を 事 前 に 分 離 す る こ と な し に ， ア ル キ ル 化 反 応 を 実 行 す る こ と が 特 に 好 ま
し い 。 な ぜ な ら ば ， 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は ， 容 易 に 再 形 成 （ reform） さ れ る た め で あ る
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。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 結 合 化 合 物 は ， 特 に 効 果 的 で あ る 。 な ぜ な ら ば ；
　 結 合 体 の 予 め 決 定 さ れ ， 制 御 さ れ た 化 学 量 論 に よ っ て ， 最 終 化 合 物 中 で 不 活 性 ， 抑 制 的
， 若 し く は 有 毒 で す ら あ り 得 る 残 余 不 純 物 の パ ー セ ン テ ー ジ を 非 常 に 低 減 さ せ ；
　 生 成 物 は ， 容 易 に 特 性 付 け ら れ ， 且 つ 医 薬 品 登 録 を 目 的 と し て ， 保 健 機 関 の 前 に 特 性 を
示 す こ と が 可 能 で あ り ；
　 生 成 物 の 調 製 プ ロ セ ス は ， 非 常 に 容 易 で あ り ， 優 れ た 収 率 を 有 し ， 工 業 規 模 に も 適 用 可
能 で あ り ；
　 最 終 的 な 診 断 又 は 治 療 用 の 化 合 物 ， 若 し く は そ れ ら の プ レ カ ー サ ー の 精 製 は ， 主 と し て
０ ， １ 又 は ２ の 置 換 基 を 有 す る 生 成 物 を 含 み ， そ れ ら の う ち の １ だ け が 非 常 に 豊 富 に 含 ま
れ て い る 混 合 物 の 分 離 を 意 味 す る の で ， 容 易 に 終 わ る ；
　 結 合 部 分 は ， Fab重 鎖 及 び 軽 鎖 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 付 近 に 独 占 的 に 配 置 さ れ て お り ， そ
れ ゆ え に ， ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア ミ ノ 末 端 部 付 近 の 残 基 に よ っ て 形 成 さ れ る 抗 原 認 識 部 位 を
阻 害 す る 可 能 性 が な く ；
　 Fabの 最 初 の 構 造 が 保 持 さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の Fab結 合 体 は ， 通 常 ， 診 断 又 は 治 療 の 関 心 の 有 る 抗 原 ， 例 え ば ， 腫 瘍 抗 原 ， 受
容 体 ， 組 織 の 標 識 ， 特 定 病 変 に 対 す る 標 識 ， 変 性 過 程 等 に 対 し て 方 向 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 従 っ て ， さ ら に 好 適 な 実 施 例 に よ れ ば ， 本 発 明 は ， 前 記 結 合 体 を 活 性 成 分 と し て 含 む 診
断 及 び ／ 又 は 診 断 用 の 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 所 望 す る 診 断 又 は 治 療 の 適 用 の た め に ， 本 発 明 の 結 合 化 合 物 は ， 通 常 ， 非 経 口 投 与 の た
め の 懸 濁 液 ， 溶 液 又 は 乳 液 ， 若 し く は 使 用 前 に 戻 さ れ る 凍 結 乾 燥 の 形 態 で ， 場 合 に よ っ て
は そ の 他 の 所 望 す る 種 々 の 経 口 に 適 切 な 医 薬 組 成 物 の 形 態 で ， 適 切 な 組 成 物 に 処 方 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 投 与 量 は ， 複 数 の パ ラ メ ー タ （ 配 位 子 の 種 類 ， 患 者 の 状 態 ） に 依 存 す る が ， 概 ね ， 診 断
用 途 の 場 合 に は ， １ 回 の 投 与 当 た り 結 合 体 が ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 に な り ， 治 療 用 途 の
場 合 に は ， １ 回 の 投 与 当 た り 結 合 体 が １ ０ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 に な る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 結 合 化 合 物 は ， 特 に ， そ れ ら を イ ン ビ ト ロ （ in vitro） の 使 用 に 対 し て も 有 効
で あ り ， そ れ に よ り ， そ れ ら は そ の 有 用 性 を 示 す 。 特 に ， イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 学 試 験 に 適
用 す る 場 合 に ， そ れ ら は そ の 有 用 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は ， 前 述 し た よ う に ， Fabと 類 似 し た 構 造 を 有 し ， 且 つ Fabよ り あ ま り 大 き く な い
寸 法 で あ る Fab’ フ ラ グ メ ン ト に 同 等 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 １ は ， 実 施 例 １ の rFabと β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 と の 間 で の 反 応 混 合 物 の 陽 イ オ
ン 交 換 HPLC解 析 を 示 し て い る 。 全 て の 実 行 (run)で ， ５ 分 の 前 に 溶 出 し て い る ピ ー ク は ，
２ １ ５ nmで 吸 収 す る 塩 及 び 反 応 物 に 起 因 す る も の で あ る 。
　 Ａ ） は ， TCEP及 び β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 を 含 む 完 全 な 反 応 混 合 物 で あ り ，
　 Ｂ ） は ， 最 初 の 未 反 応 rFab溶 液 で あ り ，
　 Ｃ ） は ， TCEPは な い が ， β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 を 含 む 不 完 全 な 反 応 混 合 物 で あ る
。
　 Ａ ） は ， 最 初 の rFabが 完 全 に 反 応 し ， そ れ に よ り 特 有 の 結 合 化 合 物 が 得 ら れ た の を 示 し
て い る 。 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ｓ ） の 解 析 に よ っ て ， ２ 基 置 換 の 生 成 物 が 得 ら れ た こ と が 示 さ れ
た 。 用 い ら れ た 質 量 分 析 法 は ， MALDI-TOF-MS（ マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 飛
行 時 間 型 質 量 分 析 装 置 ） 方 式 で あ る 。
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　 Ｂ ） は ， rFabと ， １ の 脱 ア ミ ド 化 さ れ た （ monodeamidated） rFabで 構 成 さ れ る 微 量 成 分
／ 不 純 物 と を 含 有 す る ， 実 施 例 １ の 最 初 の rFabを 示 し て い る 。
　 Ｃ ） は ， 反 応 が 特 異 的 で ， 還 元 剤 が な い と 生 じ な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ２ は ， 脱 ア ミ ド 化 さ れ た （ deamidate） 形 態 が ほ と ん ど な い ， rFabの HPLC陽 イ オ ン 交
換 解 析 に お け る ， 図 ３ の レ ー ン ３ 及 び ４ に 対 応 す る 実 施 例 ２ の 化 合 物 Dと の 完 全 な 結 合 の
前 （ 上 図 ） 及 び 後 （ 下 図 ） を 示 し て い る 。 そ の 外 形 は ， 結 合 に よ っ て 主 要 な ピ ー ク が よ り
低 い 保 持 時 間 に 移 動 す る こ と ， ま た ， 調 製 物 の 純 度 は ， 試 薬 を 一 度 ， 除 去 し て し ま え ば ，
開 始 時 の rFab（ 約 3分 付 近 の 空 隙 容 量 （ void volume） に お け る ピ ー ク は ， 試 薬 に よ る も の
で あ る ） に 類 似 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 ３ は ， rFab調 製 物 の native電 気 泳 動 に お け る ， 実 施 例 ２ の 化 合 物 Dと の 完 全 な ア ル キ
ル 化 の 前 後 を 示 し て い る 。 反 応 混 合 物 は ， 何 ら の 精 製 工 程 な し に ， 解 析 さ れ て い る 。 化 合
物 Dと の 反 応 後 の 移 動 距 離 の 減 少 に よ っ て ， 負 に 荷 電 さ れ た 基 の 明 確 な 数 の 付 着 が 確 認 さ
れ る 。 MALDI-TPOF MS解 析 に よ っ て ， ２ 基 置 換 さ れ た 生 成 物 が 得 ら れ て い る こ と が 確 認 さ
れ る 。
　 １ ． rFab（ 調 製 物 １ ）
　 ２ ． 化 合 物 Dと 結 合 さ れ た rFab（ 調 製 物 １ ）
　 ３ ． rFab（ 調 製 物 ２ ）
　 ４ ． 化 合 物 Dと 結 合 さ れ た rFab（ 調 製 物 ２ ）
　 ５ ． rFab（ 調 製 物 ３ ）
　 ６ ． 化 合 物 Dと 結 合 さ れ た rFab（ 調 製 物 ３ ）
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ， 以 下 の 限 定 さ れ な い 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て ， 詳 細 が さ ら に 説 明 さ れ
る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 組 換 え 抗 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス Fab（ recombinant anti-Herpes simplex virus Fab） を
β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 で 還 元 及 び ア ル キ ル 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 複 数 の 反 応 条 件 を 試 験 し ， 且 つ 反 応 生 成 物 を 容 易 に 特 性 付 け る よ う に ， あ る モ デ ル の 反
応 系 が 構 築 さ れ る 。 市 販 さ れ て い る イ オ ン 性 基 を 有 す る マ レ イ ミ ド 誘 導 体 ， β － マ レ イ ミ
ド プ ロ ピ オ ン 酸 （ 後 述 の 化 １ の 化 合 物 ） を モ デ ル 化 合 物 と し て 選 択 し た 。 そ れ ら は ， Ｍ Ｓ
解 析 と 共 に 単 純 な イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 解 析 を 用 い る こ と に よ っ て ， 結 合 部 分 の 数
の 評 価 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 最 適 な 手 順 は ， 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 あ る 体 積 Ｖ の ２ ｍ Ｍ の TECP溶 液 が ， ０ ． ５ Ｍ の 市 販 の 製 品 （ Pierce社 製 ） を ， ５ ０ ｍ Ｍ
の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ ， ５ ｍ Ｍ の EDTAを ｐ Ｈ ＝ ７ ． ０ で 含 む 完 全 に deareatedさ れ た 緩 衝 液 中
に １ ～ ２ ５ ０ 倍 に 希 釈 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 次 に ， こ の 溶 液 が ， 同 一 体 積 Ｖ の １
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０ μ Ｍ の 表 記 （ title） の rFab溶 液 （ 前 述 し た Cattani
P 他 の 参 照 文 献 に 従 っ て 調 製 さ れ た ） に 加 え ら れ ， ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 ， 定 温 放 置 さ れ る 。
次 に ， ｐ Ｈ ＝ ５ の ０ ． １ Ｍ の ア セ テ ー ト 緩 衝 液 中 の ５ ０ ｍ Ｍ の β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン
酸 が 体 積 Ｖ ／ ２ 加 え ら れ ， そ の 反 応 混 合 物 が ３ ７ ℃ で １ 時 間 保 た れ る 。 こ の 時 点 で こ の 反
応 は 完 了 し ， 所 望 に 応 じ て ， 例 え ば 透 析 又 は ゲ ル 濾 過 等 の 従 来 的 な 分 離 手 順 に よ っ て 余 分
な 反 応 物 が 除 去 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 解 析 目 的 で ， あ る 試 料 が 陽 イ オ ン 交 換 HPLCカ ラ ム の 中 に 注 入 さ れ ， 塩 の 濃 度 勾 配 に よ っ
て 溶 出 さ れ る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は ， ｐ Ｈ ＝ ５ ． ８ の ６ ０ ～ １ ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 緩 衝 液 で
１ ５ 分 間 の 濃 度 勾 配 を 用 い て ， Ｗ Ｐ カ ル ボ キ シ － ス ル ホ ン の カ ラ ム （ WP
Carboxy-sulfon column） （ J.T. Baker社 製 ） 上 で 1ｍ Ｌ ／ 分 で 実 行 さ れ る 。 検 出 は ， ２ １
５ ｎ ｍ で 実 行 さ れ る 。 そ の 結 果 が ， 図 １ に 示 さ れ て お り ， rFabが ２ 多 い 負 の 電 荷 を 有 す る
同 種 の 生 成 物 へ の 完 全 な 変 換 が 示 さ れ て い る （ 図 １ Ａ 参 照 ） 。 従 っ て ， ２ 基 置 換 さ れ た 誘
導 体 に 対 応 し て い る 。 Ｍ Ｓ 解 析 に よ っ て ， ２ 基 置 換 が 確 認 さ れ る 。 結 合 さ れ て い な い 同 じ
最 初 の rFabが ， ８ ． ８ 分 で の 小 さ な ピ ー ク の 溶 出 と 共 に ， 図 １ Ｂ に 示 さ れ て い る 。 こ の 小
ピ ー ク は ， rFabの １ の 脱 ア ミ ド 化 が さ れ た (mono-deamidated)形 態 に よ る も の で あ り ， １
の 電 荷 だ け 異 な る rFab種 の 溶 出 位 置 の 有 用 な 標 識 で あ る 。 さ ら に ， こ の 種 は ， 還 元 及 び ア
ル キ ル 化 さ れ ， 対 応 す る ２ 基 置 換 さ れ た 誘 導 体 の 溶 出 が ， 図 １ Ａ の ６ ． ３ ８ 分 で 得 ら れ る
。 図 １ Ｃ は ， 還 元 工 程 が 省 略 さ れ た ， 即 ち ， 還 元 剤 TCEPが 付 加 さ れ な か っ た 反 応 混 合 物 の
内 容 が 示 さ れ て い る 。 図 １ Ｂ の 結 合 さ れ て い な い rFabに 対 し て ， 修 正 さ れ て い な い そ の 溶
出 外 形 か ら ， ア ル キ ル 化 が チ オ ー ル 基 に 特 異 的 で あ り ， ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 損 な わ れ て い
な い 場 合 に は 生 じ な い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 実 施 例 １ の rFabは ， 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 選 択 的 に 還 元 さ れ た 後 ， よ く 知 ら れ ， 広 く
使 用 さ れ て い る 診 断 及 び 治 療 の 効 果 の 実 績 の あ る キ レ ー ト 剤 で あ る ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ノ
5酢 酸 （ DTPA） の 新 規 の マ レ イ ミ ド 誘 導 体 （ 実 施 例 ２ の 化 合 物 Ｄ ） と 反 応 さ せ て ， そ れ に
よ り 結 合 生 成 物 を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｎ ２ Ｎ ２ － ビ ス [２ － ［ ビ ス （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ ］ エ チ ル ]－ Ｎ ６ － ［ ４ － （ ２
， ５ － ジ オ キ ソ － １ Ｈ － ピ ロ ロ － １ － イ ル ） － １ － オ キ ソ ブ チ ル ］ － Ｌ － リ シ ン （ 化 合 物
Ｄ ） の 合 成 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 表 記 （ title） の 化 合 物 は ， 化 合 物 Ａ （ 「 Anelli,
P.L.他 著 ； Bioconjugate Chem.誌  1999年 , 10号 , 137～ 140頁 」 に 従 っ て 調 製 さ れ た ） か
ら 開 始 し て ， 後 述 の ２ 工 程 の 手 順 （ scheme） に 従 っ て 合 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 第 １ 工 程 ：
　 イ ソ ブ チ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト （ １ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） が ， テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン （ ５ ５ ｍ Ｌ ） 中
に 商 業 的 供 給 源 に よ る ４ － マ レ イ ミ ド ブ チ ル 酸 （ 化 合 物 Ｂ ： １ ３ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 及 び ト リ
エ チ ル ア ミ ン （ １ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 入 れ た 溶 液 中 に ， 窒 素 雰 囲 気 下 ， － １ ５ ℃ で 滴 下 さ れ た
。 １ ５ 分 後 ， 前 述 の よ う に 調 製 さ れ た テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン （ ２ ０ ｍ Ｌ ） 中 の 化 合 物 Ａ の 溶
液 （ １ ３ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） が ， 温 度 を － ４ ℃ に 保 持 し な が ら ， そ の 中 に 滴 下 さ れ た 。 １ ５ 分
後 ， 冷 却 が 中 断 さ れ ， 混 合 物 は 室 温 で １ 時 間 ， 撹 拌 さ れ て か ら ， 真 空 下 で 留 去 さ れ た 。 そ
の 残 留 物 が 酢 酸 エ チ ル （ ５ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 溶 解 さ れ ， 水 で 洗 浄 さ れ た 。 次 に ， 有 機 相 （ orga
nic phase） が 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 さ れ ， 真 空 下 で フ ィ ル タ さ れ て 留 去 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 そ の 残 留 物 が ， フ ラ ッ シ ュ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 酢 酸 エ チ ル ／ 石 油 エ ー テ ル 混 合
物 中 に 精 製 さ れ ， そ れ に よ り 黄 色 油 と し て 化 合 物 Ｃ が 得 ら れ た （ 収 率 ： ８ ． １ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ
， ６ ０ ％ 相 当 ） 。 解 析 デ ー タ は ， 所 望 の 構 造 と 合 致 し て い る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 第 ２ 工 程 ：
　 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ ６ ８ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） が ， ジ ク ロ ロ メ タ ン （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ） 中 の 化 合 物
Ｃ （ ６ ． ２ ５ ｇ ， ６ ． ８ ６ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 に 付 加 さ れ た 。 １ ５ 時 間 後 ， こ の 溶 液 は ， 真 空
下 で 留 去 さ れ ， そ の 残 留 物 が さ ら に １ ０ ｍ ｌ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 中 に 溶 解 さ れ た 。 ６ 時 間
後 ， こ の 混 合 物 は ，
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
再 度 ， 留 去 さ れ ， そ の 残 留 物 は ５ ０ ｍ ｌ の 水 の 中 に 溶 解 さ れ ， ア ン バ ー ラ イ ト （ Amberlit
e） Ｘ Ａ Ｄ  １ ６ ． ０ ０ Ｔ カ ラ ム 上 で 水 ／ ア セ ト ニ ト リ ル 混 合 物 で 精 製 さ れ ， 関 連 フ ラ ク シ
ョ ン （ relevant
fractions） が 留 去 さ れ ， そ れ に よ り 化 合 物 Ｄ が 白 色 固 体 （ 収 率 ５ ９ ％ ） と し て 得 ら れ た
。 解 析 デ ー タ は ， 示 さ れ た 構 造 と 合 致 し て い る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 rFab鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド の 選 択 的 な 還 元 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 あ る 体 積 Ｖ の 実 施 例 １ の １ ０ μ Ｍ の rFab溶 液 の 還 元 が ， 等 し い 体 積 Ｖ の ， ｐ Ｈ ＝ ５ の １
０ ０ ｍ Ｍ の ア セ テ ー ト 緩 衝 液 中 の ５ ｍ Ｍ の TCEP溶 液 に よ っ て ， ３ ７ ℃ で １ 時 間 ， 実 行 さ れ
た 。 使 用 前 に 窒 素 を 緩 衝 剤 を 通 し て 泡 立 て る こ と に よ っ て ， で き る 限 り の 酸 素 が 反 応 媒 質
か ら 除 去 さ れ た 。 こ れ ら の 条 件 下 で ， 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド の 還 元 が ， Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 解 析
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で 観 察 さ れ た よ う に ， 概 ね 完 了 し た 。 し か し な が ら ， 還 元 剤 を 除 去 し ， 還 元 さ れ た rFabを
， ｐ Ｈ ＝ ８ で ０ ． １ Ｍ の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 中 で ２ 時 間 ， 定 温 放 置 す る こ と に よ っ て ， 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド が 再 度 形 成 さ れ る 事 実 か ら 明 ら か な よ う に ， rFab構 造 は ， 失 わ れ て い な か っ た
。 こ の 事 実 は ， 非 常 に 重 要 で あ り ， 最 終 生 成 物 が ， 抗 原 の 反 応 部 位 を 認 識 す る 能 力 を 保 持
す る こ と を 意 味 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 還 元 さ れ た rFabを 用 い た 化 合 物 Ｄ の ２ 結 合 （ diconjugation） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 施 例 ３ の 特 異 的 な 還 元 の 結 果 と し て 形 成 さ れ た シ ス テ イ ン は ， 単 に 半 分 の 体 積 Ｖ ／ ２
の １ ０ ０ ｍ Ｍ の 化 合 物 Ｄ 溶 液 を ０ ． ５ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ 反 応 溶 液 の 最 終 ｐ Ｈ は 約 ５ ）
中 に 付 加 し ， ３ ０ ℃ で １ ６ 時 間 ， 定 温 放 置 す る こ と に よ っ て ， 還 元 の 同 一 の 反 応 媒 質 中 で
直 接 的 に ， 実 施 例 ２ の （ od） 化 合 物 Ｄ に 結 合 さ れ た 。 図 ２ （ 化 合 物 Ｄ と の 結 合 前 （ 上 図 ）
及 び 結 合 後 （ 下 図 ） の rFabの Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 陽 イ オ ン 交 換 解 析 ） に 示 さ れ る よ う に ， 記 載 さ れ た
条 件 下 で ， 定 量 的 な 収 量 で 形 成 さ れ た 単 一 の 生 成 物 が ， 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は ， ｐ Ｈ ＝ ５ ． ８ の ６ ０ ～ １ ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 緩 衝 液 で １ ５ 分 間 の 濃
度 勾 配 を 用 い て ， Ｗ Ｐ カ ル ボ キ シ － ス ル ホ ン の カ ラ ム （ WP Carboxy-sulfon column） （ J.
T. Baker社 製 ） 上 で １ ｍ Ｌ ／ 分 で 実 行 さ れ た 。 検 出 は ， ２ １ ５ ｎ ｍ で 実 行 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 最 終 生 成 物 の Ｍ Ｓ 解 析 に よ っ て ， ２ の 結 合 の 形 成 が 確 認 さ れ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 化 合 物 Ｄ を 用 い た ， 還 元 さ れ た rFabの ２ 結 合 の 特 性 付 け 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 各 DTPA誘 導 体 分 子 の 導 入 は ， タ ン パ ク 質 の 総 負 電 荷 を 増 大 さ せ る の で ， 調 製 物 の 同 種 性
の 評 価 ， 即 ち ， 種 々 の 化 合 物 よ り 成 る 混 合 物 を 生 じ て し ま う 不 定 数 の DTPA誘 導 体 と の 結 合
体 が 全 く 形 成 さ れ な い こ と の 確 認 に ， タ ン パ ク 質 電 荷 解 析 が 用 い ら れ て よ い 。 電 荷 解 析 は
， 電 気 泳 動 及 び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 技 術 に よ っ て 実 行 さ れ 得 る 。 用 い ら れ た 電 気 泳 動 技 術
は ， native電 気 泳 動 で あ る 。 こ の 技 術 に よ る と ， タ ン パ ク 質 の 移 動 は ， 分 子 量 及 び 電 荷 の
両 方 に 依 存 す る が ， し か し な が ら ， 化 合 物 Ｃ と 結 合 す る 前 及 び 後 の 還 元 さ れ た rFabの 場 合
， タ ン パ ク 質 の 質 量 は ， 概 ね 同 じ で あ り ， 電 気 泳 動 の 走 行 距 離 の 差 は ， 単 に DTPA誘 導 体 に
よ っ て 導 入 さ れ た 電 荷 の 差 異 だ け に 起 因 す る 。 図 ３ に 示 さ れ る よ う に ， 化 合 物 Ｄ と の 結 合
前 及 び 結 合 後 に 解 析 さ れ た rFabの ３ つ の 調 製 物 は ， 同 じ 振 舞 い を 示 し て い る 。 即 ち ， 結 合
後 の 陰 極 に 向 か う 移 動 距 離 の 減 少 が 同 じ で あ る 。 同 じ 解 析 に よ っ て ， 結 合 生 成 物 は ， 同 種
の も の で あ り ， 再 生 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 化 合 物 Ｄ を 用 い た ， 還 元 さ れ た rFabの １ 結 合 (monoconjugation)。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例 １ の rFabの 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 （ あ る 体 積 Ｖ の １ ０ μ Ｍ の rFab溶 液 ） は ， 実 施
例 ３ に 記 載 し た よ う に ， 選 択 的 に 還 元 さ れ ， 次 に ， 半 分 の 体 積 Ｖ ／ ２ の ， ０ ． ５ Ｍ 酢 酸 ナ
ト リ ウ ム 中 の ０ ． ５ ｍ Ｍ の 化 合 物 Ｄ の 溶 液 （ 反 応 溶 液 の 最 終 pHは 約 ５ ） が ， 還 元 の 同 じ 反
応 媒 質 中 に ， 約 ５ ℃ で 非 常 に ゆ っ く り と 直 接 的 に 滴 下 さ れ ， そ の 縮 合 は ， HPLCに よ っ て 連
続 的 に モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 モ ノ ア ル キ ル 化 生 成 物 （ product of mono-alkylation） の 形 成 は ， 未 反 応 の 還 元 さ れ た
rFabと ２ 結 合 生 成 物 と の 間 の 中 間 の 保 持 時 間 に お い て 増 大 す る ピ ー ク が 出 現 す る こ と に よ
っ て 示 さ れ る 。 こ の ピ ー ク の 面 積 が ， 他 の ２ つ の 生 成 物 の 一 方 よ り も 大 き く な っ た 時 に ，
反 応 は 停 止 さ れ ， 最 終 的 な 混 合 物 が ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 精 製 さ れ た 。 Ｍ Ｓ 解 析 に よ

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-508954 A 2006.3.16



っ て ， 主 た る ピ ー ク が モ ノ ア ル キ ル 化 さ れ た 化 合 物 に 対 応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は ， 実 施 例 １ の rFabと β － マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 と の 間 で の 反 応 混 合 物 の
陽 イ オ ン 交 換 HPLC解 析 を 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は ， デ ア ミ ド 化 さ れ た （ deamidate） 形 態 が ほ と ん ど な い ， rFabの HPLC陽 イ
オ ン 交 換 解 析 に お け る ， 図 ３ の レ ー ン ３ 及 び ４ に 対 応 す る 実 施 例 ２ の 化 合 物 Dと の 完 全 な
結 合 の 前 （ 上 図 ） 及 び 後 （ 下 図 ） を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は ， rFab調 製 物 の native電 気 泳 動 に お け る ， 実 施 例 ２ の 化 合 物 Dと の 完 全 な
ア ル キ ル 化 の 前 及 び 後 を 示 し て い る 。 10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明提供了免疫球蛋白Fab片段和赋予诊断或治疗效用的分子实体之间
的化学缀合物，其中Fab片段上的唯一缀合位点是源自链间二硫化物的选
择性和定量还原的一个或两个巯基。所述Fab片段的键和由此赋予诊断或
治疗效用的所述分子实体具有至少一个游离巯基反应性基团，其特征在
于与Fab片段的缀合化学计量摩尔比分子实体在0.95至1.05范围内或在该
范围内从1.95到2.05。本发明还提供了制备所述缀合物及其药物组合物
的方法。
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