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(57)【要約】
　本発明は、免疫染色又は免疫標識化手順において使用することができるような、抗体の
Ｆｃ部分、又は抗体のＦｃ部分を取り込んだ融合タンパク質を標識する方法を開示する。
広く様々な標識を使用することができる。標識と標識するタンパク質の間にリンカーを使
用して、標識に柔軟性を与えることができる。広く様々なカップリング反応を使用して、
標識タンパク質分子を生成することができる。標識するタンパク質分子は、大きな融合タ
ンパク質の一部分であってよい。標識タンパク質分子は免疫染色及び免疫標識化手順中だ
けでなく、ｉｎ　ｖｉｖｏの治療及び診断用イメージングの用途においても使用すること
ができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アミノ末端セリン残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ末端セリン残基をアルデヒド基に酸化するステップ、及び
　（ｃ）前記タンパク質分子を、アルデヒドと反応性がある部分を内部に含む標的化分子
と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子
又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを
含む上記方法。
【請求項２】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を内
部に含む少なくとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子のアルデヒド又はケト官能基を、アルデヒド又はケト官能基
と反応性がある基を内部に含む標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、そ
れにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タン
パク質分子の標的化を誘導するステップを含む上記方法。
【請求項３】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド置換アミノ酸残基及びアルキン置換ア
ミノ酸残基からなる群から選択される反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備
するステップ、
　（ｂ）前記タンパク質分子と標的化分子が一緒になってアジド及びアルキンを有するよ
うに、アジド及びアルキンからなる群から選択される反応性残基を有する標的化分子を準
備するステップ、及び
　（ｃ）アジド－アルキン［３＋２］付加環化によって前記タンパク質分子を前記標的化
分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性
分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステッ
プを含む上記方法。
【請求項４】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド官能基を有する側鎖を内部に含む少な
くとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）シュタウディンガー連結反応において、前記タンパク質分子のアジド官能基を、
１つの置換基がカルボメトキシでありもう１つの置換基がジフェニルホスフィノであるオ
ルト二置換芳香族部分と共有結合した標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成
し、それにより前記標識タンパク質分子が、ジフェニルホスフィニルである芳香族部分の
１つの置換基及びカルボキサミド部分であるもう１つの置換基を有し、カルボキサミド部
分の窒素がタンパク質分子と結合し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細
胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む上
記方法。
【請求項５】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、ｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセ
チルフェニルアラニンからなる群から選択されるアミノ酸を有するタンパク質分子を準備
するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子のｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセチルフェニル
アラニンからなる群から選択されるアミノ酸を、ヒドラジド、アルコキシアミン、及びセ
ミカルバジドからなる群から選択される反応性部分を含む標的化分子と反応させて標識タ
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ンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子で
ある標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む上記方法。
【請求項６】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求電子剤と反応性がある反応性アミノ酸残基
を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ酸残基と反応性がある求電子剤を含む標的化分子を準備するステップ、及
び
　（ｃ）反応性アミノ酸残基と求電子剤を反応させることにより、前記標的化分子を前記
タンパク質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独
で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導
するステップを含む上記方法。
【請求項７】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求核剤と反応性がある求電子基を内部に含む
反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ酸残基と反応性がある求核剤を含む標的化分子を準備するステップ、及び
　（ｃ）反応性アミノ酸残基を求核剤と反応させることにより、前記標的化分子を前記タ
ンパク質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で
、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導す
るステップを含む上記方法。
【請求項８】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンを内部に有するタンパク質分子であって、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンがアスパラギン酸残基を内部に有し、アスパラギン酸残基の側鎖がエステル化され得る
上記タンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子を、反応性ハロアルカン部分を有する標的化分子と反応させ
て安定状態のエステルを形成し、標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が
単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を
誘導するステップを含む上記方法。
【請求項９】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、反応性アルデヒド残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（ｂ）前記アルデヒド残基を、２つのＨ２Ｎ－Ｏ－部分を有する二官能性ヒドロキシル
アミンリンカーと反応させ、アルデヒド残基がＨ２Ｎ－Ｏ－部分の１つとＣ＝Ｎ結合を形
成するステップ、及び
　（ｃ）二官能性ヒドロキシルアミンリンカーの他方のＨ２Ｎ－Ｏ－部分を、ジケトン部
分を有する標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子
が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化
を誘導するステップを含む上記方法。
【請求項１０】
　過ヨウ素酸を用いたグリオキシリル残基への酸化によって、アミノ末端セリンをアルデ
ヒド官能基に酸化する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　タンパク質分子が抗体分子のＦｃドメインである、請求項１から９までのいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１２】
　タンパク質分子が完全抗体分子であり、但し標的化分子が完全抗体分子の抗原結合部位
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と結合しない、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　タンパク質分子が、抗体分子のＦｃドメイン及び他のアミノ酸配列を含むタンパク質分
子である、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　タンパク質分子が、Ｆｃドメインと実質的に相同的である領域を有するＩｇスーパーフ
ァミリーのメンバーである、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　タンパク質分子が、ＴＣＲβ及びＭＨＣクラスのＩ及びＩＩタンパク質からなる群から
選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　タンパク質分子がＦｃ断片のＣＨ３部分を含む、請求項１から９までのいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１７】
　タンパク質分子が、Ｆｃ断片のＣＬと対形成したＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３を含む、請求
項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　タンパク質分子がＣＨ２－ＣＨ３を含む、請求項１から９までのいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１９】
　タンパク質分子がヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３形の構築体である、請求項１から９までのい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　タンパク質分子が、ＣＬと対形成したＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３形の構築体であ
る、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　タンパク質分子がヒンジ－ＣＨ３形の構築体である、請求項１から９までのいずれか一
項に記載の方法。
【請求項２２】
　他のタンパク質、ペプチド、又は他のタンパク質由来のドメインがＦｃのカルボキシル
末端と融合している、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　タンパク質がＦｃのカルボキシル末端と融合しており、タンパク質がサイトカイン、ｓ
ｃＦｖ、酵素、及び受容体からなる群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　ペプチドがＦｃのカルボキシル末端と融合している、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　ペプチドがポリヒスチジン及びＦＬＡＧ精製タグからなる群から選択される、請求項２
４に記載の方法。
【請求項２６】
　アミノ末端残基が反応性セリン又はシステインに突然変異するように、天然に存在する
タンパク質分子の部位特異的突然変異誘発によってタンパク質分子を生成する、請求項１
に記載の方法。
【請求項２７】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合した
リンカーと、（ｉｉｉ）リンカーと共有結合しており、ヒドロキシルアミン部分又はその
誘導体を内部に含む反応性モジュールとを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２８】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合した
リンカーと、（ｉｉｉ）リンカーと共有結合しておりタンパク質と反応する反応性モジュ
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ールとを含む、請求項３から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合して
おり、ヒドロキシルアミン部分又はその誘導体を内部に含む反応性モジュールとを含む、
請求項１又は２に記載の方法。
【請求項３０】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合して
おりタンパク質と反応する反応性モジュールとを含む、請求項３から９までのいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３１】
　標的化モジュールがインテグリンを特異的に標的とする、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
　標的化モジュールがインテグリンを特異的に標的とする、請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　標的化モジュールがインテグリンを特異的に標的とする、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　標的化モジュールがインテグリンを特異的に標的とする、請求項３０に記載の方法。
【請求項３５】
　標的化モジュールがＲＧＤペプチド模倣体を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３６】
　標的化モジュールがＲＧＤペプチド模倣体を含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３７】
　標的化モジュールがＲＧＤペプチド模倣体を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３８】
　標的化モジュールがＲＧＤペプチド模倣体を含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３９】
　標的化モジュールが、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱ
ＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプ
チドである、請求項２７に記載の方法。
【請求項４０】
　標的化モジュールが、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱ
ＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプ
チドである、請求項２８に記載の方法。
【請求項４１】
　標的化モジュールが、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱ
ＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプ
チドである、請求項２９に記載の方法。
【請求項４２】
　標的化モジュールが、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱ
ＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプ
チドである、請求項３０に記載の方法。
【請求項４３】
　標的化モジュールが、蛍光、化学発光、若しくは生物発光分子又は検出可能な放射性同
位体を取り込んだ分子である、請求項２７に記載の方法。
【請求項４４】
　標的化モジュールが、蛍光、化学発光、若しくは生物発光分子又は検出可能な放射性同
位体を取り込んだ分子である、請求項２８に記載の方法。
【請求項４５】
　標的化モジュールが、蛍光、化学発光、若しくは生物発光分子又は検出可能な放射性同
位体を取り込んだ分子である、請求項２９に記載の方法。
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【請求項４６】
　標的化モジュールが、蛍光、化学発光、若しくは生物発光分子又は検出可能な放射性同
位体を取り込んだ分子である、請求項３０に記載の方法。
【請求項４７】
　標的化モジュールがタンパク質である、請求項２７に記載の方法。
【請求項４８】
　標的化モジュールが、検出可能な産物を生成する反応を触媒する酵素であるタンパク質
である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　標的化モジュールが、標的化モジュールと特異的に結合する二次標識抗体の使用によっ
て検出されるタンパク質である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　タンパク質が受容体又は受容体のリガンドである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　タンパク質がＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体又はＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体の
リガンドである、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　標的化モジュールがタンパク質である、請求項２８に記載の方法。
【請求項５３】
　標的化モジュールが、検出可能な産物を生成する反応を触媒する酵素であるタンパク質
である、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　標的化モジュールが、標的化モジュールと特異的に結合する二次標識抗体の使用によっ
て検出されるタンパク質である、請求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
　タンパク質が受容体又は受容体のリガンドである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　タンパク質がＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体又はＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体の
リガンドである、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　標的化モジュールがタンパク質である、請求項２９に記載の方法。
【請求項５８】
　標的化モジュールが、検出可能な産物を生成する反応を触媒する酵素であるタンパク質
である、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　標的化モジュールが、標的化モジュールと特異的に結合する二次標識抗体の使用によっ
て検出されるタンパク質である、請求項５７に記載の方法。
【請求項６０】
　タンパク質が受容体又は受容体のリガンドである、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　タンパク質がＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体又はＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体の
リガンドである、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　標的化モジュールがタンパク質である、請求項３０に記載の方法。
【請求項６３】
　標的化モジュールが、検出可能な産物を生成する反応を触媒する酵素であるタンパク質
である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　標的化モジュールが、標的化モジュールと特異的に結合する二次標識抗体の使用によっ
て検出されるタンパク質である、請求項６２に記載の方法。
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【請求項６５】
　タンパク質が受容体又は受容体のリガンドである、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　タンパク質がＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体又はＶＥＧＦ若しくはＴＮＦα受容体の
リガンドである、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　リンカーが、ＸがＣ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、及びＩ、又はそれ
らの塩のいずれかを含む原子の直鎖状又は分岐状結合鎖であり、２～１００単位の反復エ
ーテル単位を含み、Ｚがヒドロキシルアミン部分である一般構造Ｘ－Ｚを有する、請求項
２７に記載の方法。
【請求項６８】
　リンカーがポリエチレングリコール部分を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項６９】
　リンカーの長さが約１０～約２００原子である、請求項２７に記載の方法。
【請求項７０】
　リンカーがビオチン－アビジン又はビオチン－ストレプトアビジン相互作用を含む、請
求項２７に記載の方法。
【請求項７１】
　リンカーが、一般構造ＮＨ２ＯＣＨ２－（Ｇｌｙ）ｘ－［Ｌｙｓ－Ｈ－Ｓｅｒ－）］ｙ

Ｇｌｙ－ＯＨの担体分子を内部に含み、式中、ｘが２～４の整数でありｙが４～６の整数
である、請求項２７に記載の方法。
【請求項７２】
　ｘが３でありｙが５である、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　タンパク質分子が、二重リンカーを形成する標的化モジュール－リンカーの反応基と反
応しやすい化学基を有する第２のリンカーセグメントを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項７４】
　リンカーが、ＸがＣ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、及びＩ、又はそれ
らの塩のいずれかを含む原子の直鎖状又は分岐状結合鎖であり、２～１００単位の反復エ
ーテル単位を含み、Ｚがタンパク質分子のアミノ酸残基と反応性がある部分である一般構
造Ｘ－Ｚを有する、請求項２８に記載の方法。
【請求項７５】
　リンカーがポリエチレングリコール部分を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項７６】
　リンカーの長さが約１０～約２００原子である、請求項２８に記載の方法。
【請求項７７】
　リンカーがビオチン－アビジン又はビオチン－ストレプトアビジン相互作用を含む、請
求項２８に記載の方法。
【請求項７８】
　リンカーが、一般構造ＮＨ２ＯＣＨ２－（Ｇｌｙ）ｘ－［Ｌｙｓ－Ｈ－Ｓｅｒ－）］ｙ

Ｇｌｙ－ＯＨの担体分子を内部に含み、式中、ｘが２～４の整数でありｙが４～６の整数
である、請求項２８に記載の方法。
【請求項７９】
　ｘが３でありｙが５である、請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　タンパク質分子が、二重リンカーを形成する標的化モジュール－リンカーの反応基と反
応しやすい化学基を有する第２のリンカーセグメントを含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項８１】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、そのアミノ末端に第１の反応性アミノ酸及び
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そのカルボキシル末端に第２の反応性アミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステッ
プ、
　（ｂ）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第１の分子
を前記第１の反応性アミノ酸と反応させて、第１の分子をタンパク質分子と結合させるス
テップ、及び
　（ｃ）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第２の分子
を前記第２の反応性アミノ酸と反応させて、第２の分子をタンパク質分子と結合させるス
テップを含み、
　但し、第１の反応性アミノ酸は第２の反応性アミノ酸と反応せず、それにより標的化分
子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的
化を誘導し、但し、少なくとも１つの標的化分子が結合している上記方法。
【請求項８２】
　第１の反応性アミノ酸及び第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つが、アジド置換アミ
ノ酸残基及びアルキン置換アミノ酸残基からなる群から選択される、請求項８１に記載の
方法。
【請求項８３】
　第１の反応性アミノ酸及び第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つが、アミノ末端セリ
ン残基及びアルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を有するアミノ酸残基からなる群から
選択される、請求項８１に記載の方法。
【請求項８４】
　アルデヒド基を有するアミノ末端アミノ酸とヒドロキシルアミン含有アジド部分の反応
によってアジド含有アミノ酸を生成する、請求項８３に記載の方法。
【請求項８５】
　アミノ末端セリン残基の酸化によってアルデヒド基を有するアミノ末端アミノ酸を生成
する、請求項８４に記載の方法。
【請求項８６】
　タンパク質分子中への非天然アミノ酸の取り込みによってアルデヒド基を有するアミノ
末端アミノ酸を生成する、請求項８４に記載の方法。
【請求項８７】
　請求項１から９まで又は８１のいずれかに記載の方法によって生成される標識タンパク
質分子。
【請求項８８】
　グリコシル化されている、請求項８７に記載の標識タンパク質分子。
【請求項８９】
　その天然に存在する型のグリコシル化を実質的に保つ、請求項８８に記載の標識タンパ
ク質分子。
【請求項９０】
　タンパク質の配列のアミノ末端に改変型アミノ酸を取り込み、抗体分子のＦｃ部分を内
部に含む突然変異タンパク質であって、アミノ末端に改変型アミノ酸と反応性がある基を
有する標的化分子と反応性があり、それにより標的化分子が、標的化分子と共有結合した
突然変異タンパク質の標的への標的化を誘導する、上記突然変異タンパク質。
【請求項９１】
　突然変異後の改変型アミノ酸がセリン、システイン、リシン、ヒスチジン、メチオニン
、アスパラギン酸、及びグルタミン酸からなる群から選択される、請求項９０に記載の突
然変異タンパク質。
【請求項９２】
　突然変異後の改変型アミノ酸がセリンであり、標的化分子がヒドロキシルアミン、ヒド
ラジン、ヒドラジド、又はその誘導体を含む、請求項９１に記載の突然変異タンパク質。
【請求項９３】
　抗体分子のＦｃ部分を含み、非天然アミノ酸を内部に取り込んだ突然変異タンパク質で
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あって、非天然アミノ酸が
　（ａ）アジド置換アミノ酸、
　（ｂ）アルキン置換アミノ酸、
　（ｃ）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｄ）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｅ）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（ｆ）（２－ケトブチル）－チロシン、
　からなる群から選択され、突然変異タンパク質が標的化分子と共有結合できるように非
天然アミノ酸が位置し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子で
ある標的に対する標的化分子と共有結合した突然変異タンパク質分子の標的化を誘導する
、上記突然変異タンパク質。
【請求項９４】
　融合タンパク質である、請求項９０又は９３に記載の突然変異タンパク質。
【請求項９５】
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、タンパク質の配列のアミノ末端に改変型アミ
ノ酸を取り込んでおり、アミノ末端におけるアミノ酸の改変を除き、２つ以下の保存的ア
ミノ酸置換だけ天然タンパク質と異なる突然変異タンパク質、及び
　（ｂ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、非天然アミノ酸を内部に取り込んでおり、非
天然アミノ酸が
　（ｉ）アジド置換アミノ酸、
　（ｉｉ）アルキン置換アミノ酸、
　（ｉｉｉ）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｉｖ）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｖ）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（ｖｉ）（２－ケトブチル）－チロシン、
からなる群から選択され、非天然アミノ酸の置換を除き、２つ以下の保存的アミノ酸置換
だけ異なり、保存的アミノ酸置換の導入前にタンパク質の全活性を実質的に保っており、
それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標的化
分子と共有結合した突然変異タンパク質分子の標的化を誘導する突然変異タンパク質
　からなる群から選択されるタンパク質を含む突然変異タンパク質。
【請求項９６】
　請求項９０又は９３に記載のタンパク質をコードする核酸配列。
【請求項９７】
　ＤＮＡである、請求項９６に記載の核酸配列。
【請求項９８】
　鎖末端を通常コードする１つ又は複数のコドンを、前記コドンが鎖末端を生成しない条
件下で含む、請求項９６に記載の核酸配列。
【請求項９９】
　核酸配列が、ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質の任意の活性及び核酸
レベルで発現されるヌクレオチド配列の任意の活性を含めて、塩基が置換される前の配列
の活性を保持するように、請求項９６に記載の配列と少なくとも９５％同一である核酸配
列。
【請求項１００】
　ＤＮＡである、請求項９９に記載の核酸配列。
【請求項１０１】
　核酸配列が、ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質の任意の活性及び核酸
レベルで発現されるヌクレオチド配列の任意の活性を含めて、塩基が置換される前の配列
の活性を保持するように、請求項９６に記載の配列と少なくとも９７．５％同一である核
酸配列。
【請求項１０２】
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　ＤＮＡである、請求項１０１に記載の核酸配列。
【請求項１０３】
　核酸配列が、ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質の任意の活性及び核酸
レベルで発現されるヌクレオチド配列の任意の活性を含めて、塩基が置換される前の配列
の活性を保持するように、請求項９６に記載の配列と少なくとも９９％同一である核酸配
列。
【請求項１０４】
　ＤＮＡである、請求項１０３に記載の核酸配列。
【請求項１０５】
　請求項９６に記載の核酸配列を含むベクター。
【請求項１０６】
　請求項１０５に記載のベクターで形質転換又はトランスフェクトした宿主細胞。
【請求項１０７】
　原核生物細胞である、請求項１０６に記載の宿主細胞。
【請求項１０８】
　真核生物細胞である、請求項１０８に記載の宿主細胞。
【請求項１０９】
　請求項９９に記載の核酸配列を含むベクター。
【請求項１１０】
　請求項１０９に記載のベクターで形質転換又はトランスフェクトした宿主細胞。
【請求項１１１】
　原核生物細胞である、請求項１１０に記載の宿主細胞。
【請求項１１２】
　真核生物細胞である、請求項１１０に記載の宿主細胞。
【請求項１１３】
　突然変異タンパク質又は融合タンパク質を生成するための方法であって、
　（ａ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質が発現するような条件下で、請求項１０
６に記載の形質転換又はトランスフェクト宿主細胞を培養するステップ、及び
　（ｂ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質を形質転換又はトランスフェクト宿主細
胞から単離してタンパク質を生成するステップを含む上記方法。
【請求項１１４】
　突然変異タンパク質又は融合タンパク質を生成するための方法であって、
　（ａ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質が発現するような条件下で、請求項１１
０に記載の形質転換又はトランスフェクト宿主細胞を培養するステップ、及び
　（ｂ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質を形質転換又はトランスフェクト宿主細
胞から単離してタンパク質を生成するステップを含む上記方法。
【請求項１１５】
　細胞、組織、細胞外マトリクス生物分子、又は個体の体液中の生物分子に対する生物活
性に影響を与える標識タンパク質分子を送達する方法であって、請求項８７に記載の標識
タンパク質分子を個体に投与することを含み、標識タンパク質分子が細胞、組織、細胞外
マトリクス生物分子又は体液中の生物分子に特異的であり、標識タンパク質分子が生物活
性に影響を与える上記方法。
【請求項１１６】
　個体における疾患又は状態を治療又は予防する方法であって、疾患又は状態は、標的分
子を発現する細胞、組織又は体液が関与するものであり、治療有効量の請求項８７に記載
の標識タンパク質分子を個体に投与することを含み、標識タンパク質分子が標的分子に特
異的であり、標識タンパク質分子が疾患又は状態に対して有効な生物活性に影響を与える
上記方法。
【請求項１１７】
　個体中の細胞又は組織をイメージングする方法であって、イメージングする細胞又は組



(11) JP 2009-512443 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

織は、本発明による標識タンパク質の標的化モジュールによって結合した分子を発現し、
　（ａ）請求項８７に記載の標識タンパク質を個体に投与するステップ、及び
　（ｂ）標的化モジュールと結合した分子と結合した標識タンパク質を検出するステップ
を含む上記方法。
【請求項１１８】
　（ａ）有効量の請求項８７に記載の標識タンパク質、及び
　（ｂ）薬剤として許容される担体
　を含む医薬組成物。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その全容が参照として本明細書に組み込まれる、２００５年１０月２０日に
出願された「免疫染色及び免疫標的化のためのＦｃ標識化（Ｆｃ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｆ
ｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ）」と
いう表題のＣａｒｌｏｓ　Ｆ．Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩによる米国仮出願第６０／７２８，
８２１号からの優先権を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、免疫染色及び免疫標的化のための、Ｆｃ領域を含む抗体分子及び関連分子の
Ｆｃ部分を標識する方法を対象とする。
【背景技術】
【０００３】
　抗体は、十分定義された特異性を有する生物学的マクロ分子である。この特異性は、抗
体が産生される特有の方法から生じる。免疫アッセイ、免疫染色又は免疫標的化における
抗体分子の使用は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける免疫組織化学又は免疫細胞化学並びにｉｎ
　ｖｉｖｏにおける標識及び検出を含めた、広く様々な適用例を含む。
【０００４】
　天然に存在する免疫グロブリンは、一般構造Ｌ２Ｈ２を有するテトラマーであって、Ｌ
が典型的には約２５，０００の分子量を有するいわゆる「軽鎖」であり、Ｈが典型的には
５０，０００の分子量を有するいわゆる「重鎖」であるテトラマーである。天然に存在す
る免疫グロブリンにおいて、２本の軽鎖と２本の重鎖が同一であり、これらの鎖は鎖間ジ
スルフィド結合によって１つに保持されている。鎖間ジスルフィド結合は、抗体分子の安
定性にも貢献する。
【０００５】
　免疫グロブリンは、その中で見られる重鎖の型に応じていくつかのクラスに分けられる
。考えられる重鎖分子はγ、μ、α、ε、及びδで示し、これらはそれぞれクラスＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、及びＩｇＤの免疫グロブリンを生成する。これらのクラスの
中で、最も一般的且つ最も頻繁に使用されるのはＩｇＧである。したがって、以下の考察
はＩｇＧ免疫グロブリンに焦点を当てており、除外しない限り他のクラスの免疫グロブリ
ンにも当てはまることは理解される。
【０００６】
　ＩｇＧなどの免疫グロブリン中には、特異的機能をもたらす領域又はドメインが存在す
る。これらのドメインの存在は、分子の構造の結果である。重鎖と軽鎖の両方が、可変（
Ｖ）領域及び定常（Ｃ）領域を含む。抗原結合部位はＨ鎖とＬ鎖の両方の可変領域の一部
分のみを含み、Ｈ鎖とＬ鎖の両方は抗体による対応する抗原の特異的結合を担う実際のア
ミノ酸を含み、これらのアミノ酸は超可変領域又は相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる
。Ｖ領域は、Ｈ鎖とＬ鎖の両方のアミノ末端部分を含む。Ｈ鎖のカルボキシル末端部分は
、Ｆｃとして知られている領域を形成する。Ｆｃ領域は抗原結合において直接的な役割は
果たしていないが、補体固定、及び抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）の生成などのいくつ
かのエフェクター機能、及び循環中の半減期を担っている。
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、Ｆｃ領域において抗体分子を修飾するために使用して、抗体分子の抗原結
合特異性に干渉せずに免疫染色又は免疫標的化用に使用することができる試薬を生成する
ことができる方法が特に必要とされる。これらの試薬は、治療並びに診断目的で試薬を使
用することができるような方法で、細胞又は細胞外タンパク質、例えばインテグリン、並
びに他の生物学的に重要な分子を標的とする試薬を含むはずである。抗体分子を修飾する
ために使用することができるこのような方法は、エフェクター機能及び循環半減期などの
Ｆｃ領域の活性を保つように行うことが好ましい。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の一態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための
方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アミノ末端セリン残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（２）アミノ末端セリン残基をアルデヒド基に酸化するステップ、及び
　（３）タンパク質分子を、アルデヒドと反応性がある部分を内部に含む標的化分子と反
応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は
細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む
方法である。
【０００９】
　本発明の他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するため
の方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を内
部に含む少なくとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）タンパク質分子のアルデヒド又はケト官能基を、アルデヒド又はケト官能基と反
応性がある基を内部に含む標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それに
より標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク
質分子の標的化を誘導するステップを含む方法である。
【００１０】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド置換アミノ酸残基及びアルキン置換ア
ミノ酸残基からなる群から選択される反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備
するステップ、
　（２）タンパク質分子と標的化分子が一緒になってアジド修飾及びアルキン修飾を有す
るように、アジド及びアルキンからなる群から選択される反応性残基を有する標的化分子
を準備するステップ、及び
　（３）アジド－アルキン［３＋２］付加環化によってタンパク質分子を標的化分子と反
応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は
細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む
方法である。
【００１１】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、反応性アルデヒド残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（２）アルデヒド残基を、２つのＨ２Ｎ－Ｏ－部分を有する二官能性ヒドロキシルアミ
ンリンカーと反応させ、アルデヒド残基がＨ２Ｎ－Ｏ－部分の１つとＣ＝Ｎ結合を形成す
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るステップ、及び
　（３）二官能性ヒドロキシルアミンリンカーの他方のＨ２Ｎ－Ｏ－部分を、ジケトン部
分を有する標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子
が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化
を誘導するステップを含む方法である。
【００１２】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド官能基を有する側鎖を内部に含む少な
くとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）シュタウディンガー連結反応において、タンパク質分子のアジド官能基を、１つ
の置換基がカルボメトキシでありもう１つの置換基がジフェニルホスフィノであるオルト
二置換芳香族部分と共有結合した標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、
それにより標識タンパク質分子が、ジフェニルホスフィニルである芳香族部分の１つの置
換基及びカルボキサミド部分であるもう１つの置換基を有し、カルボキサミド部分の窒素
がタンパク質分子と結合し、標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標
的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む方法である。
【００１３】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、ｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセ
チルフェニルアラニンからなる群から選択されるアミノ酸を有するタンパク質分子を準備
するステップ、及び
　（２）タンパク質分子のｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセチルフェニルアラ
ニンからなる群から選択されるアミノ酸を、ヒドラジド、アルコキシアミン、及びセミカ
ルバジドからなる群から選択される反応性部分を含む標的化分子と反応させて標識タンパ
ク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である
標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む方法である。
【００１４】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求電子剤と反応性がある反応性アミノ酸残基
を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（２）アミノ酸残基と反応性がある求電子剤を含む標的化分子を準備するステップ、及
び
　（３）反応性アミノ酸残基を求電子剤と反応させることにより、標的化分子をタンパク
質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶
性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステ
ップを含む方法である。
【００１５】
　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求核剤と反応性がある求電子基を内部に含む
反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（２）アミノ酸残基と反応性がある求核剤を含む標的化分子を準備するステップ、及び
　（３）反応性アミノ酸残基を求核剤と反応させることにより、標的化分子をタンパク質
分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性
分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステッ
プを含む方法である。
【００１６】



(14) JP 2009-512443 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

　本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識す
るための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンを内部に有するタンパク質分子であって、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンがアスパラギン酸残基を内部に有し、アスパラギン酸残基の側鎖がエステル化され得る
タンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）タンパク質分子を、反応性ハロアルカン部分を有する標的化分子と反応させて安
定状態のエステルを形成し、標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独
で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導
するステップを含む方法である。
【００１７】
　本発明によるさらに他の一般的な標識法では、方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、そのアミノ末端に第１の反応性アミノ酸及び
そのカルボキシル末端に第２の反応性アミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステッ
プ、
　（２）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第１の分子
を第１の反応性アミノ酸と反応させて、第１の分子をタンパク質分子と結合させるステッ
プ、及び
　（３）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第２の分子
を第２の反応性アミノ酸と反応させて、第２の分子をタンパク質分子と結合させるステッ
プを含み、
　但し、第１の反応性アミノ酸は第２の反応性アミノ酸と反応せず、それにより標的化分
子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的
化を誘導する。
【００１８】
　標識されるタンパク質分子はＦｃ領域の様々なセグメントを含むことができ、大きな融
合タンパク質の一部分であってよい。
【００１９】
　一代替形態では、標的化分子は（ａ）標的化モジュールと、（ｂ）標的化モジュールと
共有結合したリンカーと、（ｃ）リンカーと共有結合しており、ヒドロキシルアミン部分
若しくはその誘導体又はタンパク質と反応するのに適した他の反応性部分を内部に含む反
応性モジュールとを含む。
【００２０】
　他の代替形態では、標的化分子は（ａ）標的化モジュールと、（ｂ）標的化モジュール
と共有結合しており、ヒドロキシルアミン部分若しくはその誘導体又はタンパク質と反応
するのに適した他の反応性部分を内部に含む反応性モジュールとを含む。
【００２１】
　好ましい一代替形態では、標的化モジュールはインテグリンを特異的に標的とする。標
的化モジュールは、ＲＧＤペプチド模倣体などのペプチド模倣体であってよい。或いは、
標的化モジュールは、他のペプチド、他のタンパク質、又は他の生物分子を標的とするこ
とができる。例えば、標的化モジュールは、ＨＩＶ－１感染の阻害剤として作用すること
ができる、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱＥＫＮＥＱＥ
ＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプチドであって
よい。
【００２２】
　他の代替形態では、標的化モジュールは標識を含む。二次標識を含めた様々な標識を使
用することができる。
【００２３】
　使用する場合、典型的にはリンカーは、ＸがＣ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、Ｆ、Ｃｌ
、Ｂｒ、及びＩ、又はそれらの塩のいずれかを含む原子の直鎖状又は分岐状結合鎖であり
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、２～１００単位の反復エーテル単位を含み、Ｚがヒドロキシルアミン部分又はタンパク
質と反応するのに適した他の反応性部分である、一般構造Ｘ－Ｚを有する。
【００２４】
　標識タンパク質はグリコシル化することができ、その天然に存在する型のグリコシル化
を実質的に保つことができる。
【００２５】
　本発明の他の態様は、前に記載した標的化分子との反応性を与えるためにそのアミノ末
端に改変型アミノ酸を取り込んだ、又は非天然アミノ酸を取り込んだ、抗体分子のＦｃ部
分を含む突然変異タンパク質である。
【００２６】
　より一般的には、本発明のさらに他の態様は、抗体分子のＦｃ部分を含み、非天然アミ
ノ酸を内部に取り込んだ突然変異タンパク質であり、非天然アミノ酸は
　（１）アジド置換アミノ酸、
　（２）アルキン置換アミノ酸、
　（３）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（４）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（５）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（６）（２－ケトブチル）－チロシン、
　からなる群から選択され、突然変異タンパク質が標的化分子と共有結合することができ
るように非天然アミノ酸が位置し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞
表面分子である標的に対する突然変異タンパク質分子の標的化を誘導する。
【００２７】
　さらにより一般的には、本発明の他の態様は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、タンパク質の配列のアミノ末端に改変型アミ
ノ酸を取り込んでおり、アミノ末端におけるアミノ酸の改変を除き、２つ以下の保存的ア
ミノ酸置換だけ天然タンパク質と異なる突然変異タンパク質、及び
　（２）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、非天然アミノ酸を内部に取り込んでおり、非
天然アミノ酸が
　（ａ）アジド置換アミノ酸、
　（ｂ）アルキン置換アミノ酸、
　（ｃ）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｄ）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｅ）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（ｆ）（２－ケトブチル）－チロシン、
　からなる群から選択され、非天然アミノ酸の置換を除き、２つ以下の保存的アミノ酸置
換だけ異なり、保存的アミノ酸置換の導入前のタンパク質の全活性を実質的に保っている
突然変異タンパク質
　からなる群から選択されるタンパク質を含む突然変異タンパク質である。
【００２８】
　本発明は、前に記載したタンパク質をコードする核酸セグメント、核酸セグメントを含
むベクター、ベクターで形質転換又はトランスフェクトした宿主細胞、及び核酸セグメン
トによってコードされるタンパク質を生成するための方法をさらに含む。
【００２９】
　さらに、本発明は使用法をさらに含む。特に、本発明による標識タンパク質分子の１つ
の使用法は、細胞、組織細胞外マトリクス生物分子、又は個体の体液中の生物分子に対す
る生物活性に影響を与える標識タンパク質分子を送達する方法であって、前に記載した標
識タンパク質分子を個体に投与することを含み、標識タンパク質分子が細胞、組織細胞外
マトリクス生物分子又は体液中の生物分子に特異的であり、標識タンパク質分子が生物活
性に影響を与える方法である。
【００３０】
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　本発明による標識タンパク質の他の使用法は、個体における疾患又は状態を治療又は予
防する方法であって、疾患又は状態は、標的分子を発現する細胞、組織又は体液が関与す
るものであり、治療有効量の前に記載した標識タンパク質分子を個体に投与することを含
み、標識タンパク質分子が標的分子に特異的であり、標識タンパク質分子が疾患又は状態
に対して有効な生物活性に影響を与える方法である。
【００３１】
　さらに他の使用法は、個体中の細胞又は組織をイメージングする方法であって、イメー
ジングする細胞又は組織は、本発明による標識タンパク質の標的化モジュールによって結
合した分子を発現し、
　（１）前に記載した本発明による標識タンパク質を個体に投与するステップ、及び
　（２）標的化モジュールと結合した分子と結合した標識タンパク質を検出するステップ
を含む方法である。
【００３２】
　以下の本発明は、本明細書、添付の特許請求の範囲、及び添付の図面を参照することに
よって、よりよく理解されるはずである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３３】
　定義
　本明細書で使用する用語「核酸」、「核酸配列」、「ポリヌクレオチド」、又は類似の
用語は、一本鎖又は二本鎖形、及びコード又は非コード（例えば、「アンチセンス」）形
を含めた、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドオリゴヌクレオチド又はポリ
ヌクレオチドを指す。この用語は、天然ヌクレオチドの知られている類似体を含めた核酸
を包含する。修飾又は置換塩基が相補的ヌクレオチドのワトソン－クリック結合、又はジ
ンクフィンガータンパク質などの特異的に結合するタンパク質によるヌクレオチド配列の
結合のいずれにも干渉しない限り、この用語は修飾又は置換塩基を含む核酸も包含する。
この用語は、合成骨格を有する核酸様構造も包含する。本発明によって提供されるＤＮＡ
骨格類似体には、ホスホジエステル、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、メチ
ルホスホネート、ホスホラミデート、アルキルホスホトリエステル、サルファメート、３
’－チオアセタール、メチレン（メチルイミノ）、３’－Ｎ－カルバメート、モルホリノ
カルバメート、及びペプチド核酸（ＰＮＡ）がある、Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ、ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９１）によっ
て編集されたＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ，ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ、Ａ
ｎｎａｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｖｏｌｕｍｅ　６００、Ｅｄｓ．Ｂａｓｅｒｇａ　ａｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ（ＮＹ
ＡＳ１９９２）；Ｍｉｌｌｉｇａｎ（１９９３）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３６：１９２３
～１９３７；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ（１９９３、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）を参照。ＰＮＡは、Ｎ－（２－アミノエチル）グリ
シン単位などの非イオン性骨格を含む。ホスホロチオエート結合は、例えば米国特許第６
，０３１，０９２号、米国特許第６，００１，９８２号、米国特許第５，６８４，１４８
号によって記載されている、ＷＯ９７／０３２１１、ＷＯ９６／３９１５４；Ｍａｔａ（
１９９７）Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．１４４：１８９～１９７も
参照。この用語によって包含される他の合成骨格には、メチルホスホネート結合又は他の
メチルホスホネート及びホスホジエステル結合（例えば、米国特許第５，９６２，６７４
号；Ｓｔｒａｕｓｓ－Ｓｏｕｋｕｐ（１９９７）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３６：８６
９２～８６９８を参照）、及びベンジルホスホネート結合（例えば、米国特許第５，５３
２，２２６号；Ｓａｍｓｔａｇ（１９９６）Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖ　６：１５３～１５６を参照）がある。
【００３４】
　本明細書で使用する用語「作動可能に連結した」は、ポリペプチド又はポリヌクレオチ
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ドのエレメントが、例えば各エレメントが意図するように働く即ち機能するように連結し
ていることを意味する。例えば、プロモーター、オペレーター、又はエンハンサーなどの
発現を制御するエレメントは、その発現が制御されるヌクレオチド配列と作動可能に連結
させることが可能である。エレメント間及びエレメント中の結合は直接的、或いはリンカ
ーなどによって間接的であってよい。エレメントは必ずしも隣接していない。
【００３５】
　ペプチド又はタンパク質において、アミノ酸の適切な保存的置換は当業者に知られてお
り、生成する分子の生物活性を一般的には変えずに作製することができる。当業者は、一
般にポリペプチドの非必須領域中の１つのアミノ酸の置換は、生物活性を実質的に変えな
いことを理解している（例えば、Ｗａｔｓｏｎら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ、第４版、１９８７、Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ、
ｐ．２２４を参照）。特に、このような保存的変異体は、その変化がタンパク質の（保存
的変異体の）構造及び／又は活性、例えば抗体活性、酵素活性、又は受容体活性を実質的
に変えないような修飾アミノ酸配列を有する。これらは、アミノ酸配列の保存的に修飾さ
れた変異、即ち、タンパク質活性に重要でない残基のアミノ酸置換、付加又は欠失、又は
さらに重要なアミノ酸の置換が構造及び／又は活性を実質的に変えないような、類似の性
質（例えば、酸性、塩基性、正又は負に帯電した、極性又は無極性など）を有する残基と
のアミノ酸の置換を含む。機能的に類似したアミノ酸を与える保存的置換の表は、当技術
分野でよく知られている。例えば、保存的置換を選択するための１つの代表的なガイドラ
インは、（代表的な置換前の原型残基）：Ａｌａ／Ｇｌｙ又はＳｅｒ；Ａｒｇ／Ｌｙｓ；
Ａｓｎ／Ｇｌｎ又はＨｉｓ；Ａｓｐ／Ｇｌｕ；Ｃｙｓ／Ｓｅｒ；Ｇｌｎ／Ａｓｎ；Ｇｌｙ
／Ａｓｐ；Ｇｌｙ／Ａｌａ又はＰｒｏ；Ｈｉｓ／Ａｓｎ又はＧｌｎ；Ｉｌｅ／Ｌｅｕ又は
Ｖａｌ；Ｌｅｕ／Ｉｌｅ又はＶａｌ；Ｌｙｓ／Ａｒｇ又はＧｌ又はＧｌｕ；Ｍｅｔ／Ｌｅ
ｕ又はＴｙｒ又はＩｌｅ；Ｐｈｅ／Ｍｅｔ又はＬｅｕ又はＴｙｒ；Ｓｅｒ／Ｔｈｒ；Ｔｈ
ｒ／Ｓｅｒ；Ｔｒｐ／Ｔｙｒ；Ｔｙｒ／Ｔｒｐ又はＰｈｅ；Ｖａｌ／Ｉｌｅ又はＬｅｕを
含む。他の代表的なガイドラインは、それぞれが互いに保存的置換状態であるアミノ酸を
含む以下の６群：（１）アラニン（Ａ又はＡｌａ）、セリン（Ｓ又はＳｅｒ）、スレオニ
ン（Ｔ又はＴｈｒ）；（２）アスパラギン酸（Ｄ又はＡｓｐ）、グルタミン酸（Ｅ又はＧ
ｌｕ）；（３）アスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）、グルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）；（４）ア
スパラギン（Ｒ又はＡｒｇ）、リシン（Ｋ又はＬｙｓ）；（５）イソロイシン（Ｉ又はＩ
ｌｅ）、ロイシン（Ｌ又はＬｅｕ）、メチオニン（Ｍ又はＭｅｔ）、バリン（Ｖ又はＶａ
ｌ）；及び（６）フェニルアラニン（Ｆ又はＰｈｅ）、チロシン（Ｙ又はＴｙｒ）、トリ
プトファン（Ｗ又はＴｒｐ）を使用する（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ（１９８４）Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ；Ｓｃｈｕｌｚ　ａｎ
ｄ　Ｓｃｈｉｍｅｒ（１９７９）Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇも参照）。当業者は、前に同定した置換
が唯一の考えられる保存的置換ではないことを理解しているはずである。例えばいくつか
の目的で、それらが陽性又は陰性であろうと、帯電したすべてのアミノ酸を互いに保存的
置換として考えることができる。さらに、コード配列中の１個のアミノ酸又は少しの割合
のアミノ酸を変える、付加する或いは欠失させる個々の置換、欠失又は付加も、送達する
タンパク質の三次元構造及び機能がこのような変異によって保たれるとき、「保存的修飾
変異」と考えることができる。
【００３６】
　本明細書で使用する用語「発現ベクター」は、プラスミド、ウイルス、ファージミド、
又は本明細書中の融合タンパク質をコードする核酸又は本明細書中で提供する発現カセッ
トなどの異種ＤＮＡの挿入又は取り込みによって操作された、当技術分野で知られている
他の媒体を指す。このような発現ベクターは、細胞中で挿入核酸を有効に転写するための
プロモーター配列を典型的には含む。発現ベクターは、複製起点、プロモーター、並びに
形質転換細胞の表現型選択を可能にする特異的遺伝子を典型的には含む。
【００３７】
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　本明細書で使用する用語「宿主細胞」は、その中でベクターが増殖しそのＤＮＡが発現
され得る細胞を指す。この用語は、対象宿主細胞の任意の子孫も含む。子孫は複製中に生
じる突然変異体であり得るので、すべての子孫が親細胞と同一でなくてもよいことは理解
されよう。用語「宿主細胞」を使用するとき、このような子孫が含まれる。外来ＤＮＡが
宿主中で連続的に保たれる場合の安定した移動の方法は、当技術分野で知られている。
【００３８】
　本明細書で使用するように、発現又は送達ベクターは、その中に適切な宿主細胞中で発
現させるための外来又は異種ＤＮＡを挿入することができる、即ち、ＤＮＡによってコー
ドされるタンパク質又はポリペプチドが宿主細胞の系中で合成される、任意のプラスミド
又はウイルスを指す。１つ又は複数のタンパク質をコードするＤＮＡセグメント（遺伝子
）の発現を誘導することができるベクターを、本明細書では「発現ベクター」と呼ぶ。逆
転写酵素を使用して生成するｍＲＮＡからのｃＤＮＡ（相補的ＤＮＡ）のクローニングを
可能にするベクターも含まれる。
【００３９】
　本明細書で使用するように、遺伝子は、そのヌクレオチド配列がＲＮＡ又はポリペプチ
ドをコードする核酸分子を指す。遺伝子はＲＮＡ又はＤＮＡのいずれかであってよい。遺
伝子は、コード領域前後の領域（リーダー及びトレイラー）並びに個々のコードセグメン
ト（エクソン）間に介在配列（イントロン）を含むことができる。
【００４０】
　本明細書で使用する、核酸分子又はポリペプチド又は他の生物分子に関する用語「単離
した」は、ポリペプチド又は核酸を得た遺伝的環境から、核酸又はポリペプチドが分離さ
れていることを意味する。それは生物分子が本来の状態から改変されていることも意味す
ることができる。例えば、生きている動物中に本来存在するポリヌクレオチド又はポリペ
プチドは「単離」されていないが、その本来の状態の共存する物質から分離した同じポリ
ヌクレオチド又はポリペプチドは、この用語を本明細書で使用するように「単離」されて
いる。したがって、組換え宿主細胞中で生成する且つ／又はその中に含まれるポリペプチ
ド又はポリヌクレオチドは、単離されていると考えられる。組換え宿主細胞又は元の供給
源から部分的又は実質的に精製されているポリペプチド又はポリヌクレオチドも、「単離
ポリペプチド」又は「単離ポリヌクレオチド」として考えられる。例えば、組換えによっ
て生成した型の化合物は、Ｓｍｉｔｈら、（１９８８）Ｇｅｎｅ　６７：３１４０中に記
載された１ステップの方法によって実質的に精製することができる。用語単離と精製は、
同義的に使用されることもある。
【００４１】
　したがって、「単離した」によって、本来存在するゲノム中で対象の核酸をコードする
遺伝子のすぐ隣に位置する遺伝子のコード配列を、核酸が含まないことを意味する。単離
ＤＮＡは一本鎖又は二本鎖であってよく、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、組換えハイブリッド
ＤＮＡ、又は合成ＤＮＡであってよい。それは元のＤＮＡ配列と同一であってよく、或い
は１つ又は複数のヌクレオチドの欠失、付加、又は置換によってこのような配列と異なっ
ていてよい。
【００４２】
　「単離」又は「精製」は、これらの用語を使用して生物細胞又は宿主から作製した調製
物を指すように、示したＤＮＡ又はＤＮＡの粗製抽出物を含むタンパク質又は対象のタン
パク質を含む任意の細胞抽出物を意味する。例えば、タンパク質の場合、精製調製物は個
別の技法又は一連の調製又は生化学技法に従い得ることができ、対象のＤＮＡ又はタンパ
ク質は、これらの調製物中に様々な精製度で存在し得る。特にタンパク質に関しては、手
順は例えば硫安分画、ゲル濾過、イオン交換変化クロマトグラフィー、親和性クロマトグ
ラフィー、密度勾配遠心分離、焦点電気泳動法、クロマトフォーカシング、及び電気泳動
法を含み得るが、これらだけには限られない。
【００４３】
　「実質的に純粋な」又は「単離した」ＤＮＡ又はタンパク質の調製物は、そのようなＤ
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ＮＡ又はタンパク質と本来通常は結合している本来存在する物質を含まない調製物を意味
することは理解されるはずである。「ほぼ純粋」は、少なくとも９５％の対象のＤＮＡ又
はタンパク質を含む、「高度に」精製された調製物を意味することは理解されるはずであ
る。
【００４４】
　当該のＤＮＡ又はタンパク質を含む細胞抽出物は、タンパク質を発現するか或いは対象
のＤＮＡを含む細胞から得た均質な調製物又は無細胞調製物を意味することは理解される
はずである。用語「細胞抽出物」は培養培地、特にそこから細胞を除去した使用済み培養
培地を含むものとする。
【００４５】
　Ｉ．標識法
　本発明の一実施形態は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するた
めの方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アミノ末端セリン残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（２）アミノ末端セリン残基をアルデヒド基に酸化するステップ、及び
　（３）タンパク質分子を、アルデヒドと反応性がある部分を内部に含む標的化分子と反
応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は
細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む
方法である。
【００４６】
　本発明による方法では、タンパク質分子が抗原と特異的に結合することができる完全抗
体又は完全抗体分子の誘導体である場合、タンパク質分子の標識はタンパク質分子の抗原
結合部位で行わず、そのような標識は、本発明によるすべての方法及び本発明により生成
するすべての標識タンパク質分子に関して明らかに除外される。さらに、本発明による方
法では、タンパク質分子の標識は抗体のフレームワーク領域３、より詳細には抗体の重鎖
のカバット残基９３で行わない。
【００４７】
　典型的には、アルデヒドと反応性がある部分はヒドラジン、又はヒドロキシルアミンな
どのアルデヒドと反応性がある他の分子である。
【００４８】
　タンパク質分子とアルデヒドと反応性がある部分を内部に含む分子の間の反応は、約６
～約１０のｐＨにおいて水性状態で、典型的には実施する。アルデヒドと反応性がある部
分を内部に含む分子がヒドロキシルアミンであるとき、その生成物は、構造Ｒ１－Ｏ－Ｎ
＝ＣＨ－Ｒ２のオキシムであり、式中、Ｒ２がタンパク質分子の残部であり、Ｒ１が標的
化分子の残部である。この反応は図１中に概略的に示す。図１は、標的化分子中に取り込
まれたヒドロキシルアミン含有反応性部分と、アルデヒド含有側鎖又はケトン含有側鎖を
有するか、或いは修飾されてそれを含む標識するタンパク質のアミノ末端アミノ酸の反応
を含む、本発明によるタンパク質分子を標識するのに有用な反応の概略図である。以下に
論じるように、他の代替形態では、アルデヒド基に酸化されるセリンの代わりにアミノ末
端残基を、カルボニル基を含む非天然アミノ酸として取り込ませる。この代替物も図１中
に示す。
【００４９】
　一代替形態では、いずれも参照として本明細書に組み込まれる、Ｋ．Ｆ．Ｇｅｏｇｈｅ
ｇａｎ　＆　Ｊ．Ｇ．Ｓｔｒｏｈ、「２－アミノアルコールの過ヨウ素酸を用いた酸化に
よる非ペプチド基とペプチド及びタンパク質の部位特異的結合（Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔ
ｅｄ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｎｐｅｐｔｉｄｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｔｏ　Ｐ
ｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｖｉａ　Ｐｅｒｉｏｄａｔｅ　Ｏｘｉｄａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　２－Ａｍｉｎｏ　Ａｌｃｏｈｏｌ）」「Ｎ末端セリンにおける修飾
の適用（Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｔ　Ｎ－Ｔｅｒ
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ｍｉｎａｌ　Ｓｅｒｉｎｅ）、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．３：１３８～１４
８（１９９２）中、及びＫ．Ｆ．Ｇｅｏｇｈｅｇａｎら、「Ｎ末端セリンの過ヨウ素酸を
用いた酸化を使用するヒトレニン及びコラゲナーゼ（ＭＭＰ－１）基質ペプチドの部位特
異的二重蛍光タグ化。（Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｏｕｂｌｅ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｔ　Ｔａｇｇｉｎｇ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｎｉｎ　ａｎｄ　Ｃｏｌｌａｇｅｎａ
ｓｅ（ＭＭＰ－１）Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　Ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｐｅ
ｒｉｏｄａｔｅ　Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎ－Ｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｓｅｒｉｎｅ）」
「プロテアーゼのエネルギー伝達基質の供給に関する明らかに一般的な戦略（Ａｎ　Ａｐ
ｐａｒｅｎｔｌｙ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｖｉｓｉｏｎ　
ｏｆ　Ｅｎｅｒｇｙ－Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅａ
ｓｅｓ）」「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．、４：５３７～６４４（１９９３）
」中に記載されたのと同様に、過ヨウ素酸を用いたグリオキシリル残基への酸化によって
、アミノ末端セリンをアルデヒド官能基に酸化する。典型的には、酸化は約７のｐＨで行
う。
【００５０】
　標的化モジュールによる標識タンパク質分子の標識の位置に関する前述の条件で、タン
パク質分子は典型的には完全抗体分子又は抗体分子のＦｃドメインである。或いは、タン
パク質分子は、抗体分子のＦｃドメイン及び他のアミノ酸配列を含むタンパク質分子であ
る。いずれかの場合、タンパク質分子は、抗体分子の重鎖のＣ末端部分を取り込む。しか
しながら、タンパク質分子は、Ｆｃドメインと実質的に相同的である領域を有するＩｇス
ーパーファミリーの任意のメンバーであってよい。これはＴＣＲβ、及びＭＨＣクラスＩ
及びＩＩタンパク質だけには限らないが、これらを含む。ここでも標的化モジュールによ
る標識タンパク質分子の標識の位置に関する前述の条件で、他のタンパク質分子を標識に
使用することができる。
【００５１】
　本発明による標識法において使用するタンパク質分子のＦｃ領域は、アミノ酸配列の突
然変異誘発又はグリコシル化の型の変更のいずれかによって、高い有効性を有するように
修飾することができる。これらの修飾に関する方法は、参照として本明細書に組み込まれ
る、Ｔ．Ｓｈｉｎｋａｗａら、「ガラクトースの存在ではなくフコースの不在又はヒトＩ
ｇＧ１複合型オリゴ糖のＮ－アセチルグルコースアミンの二分は、高い抗体依存性細胞障
害の決定的役割を示す。（Ｔｈｅ　Ａｂｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｆｕｃｏｓｅ　ｂｕｔ　Ｎｏ
ｔ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｇａｌａｃｔｏｓｅ　ｏｒ　Ｂｉｓｅｃｔｉｎｇ
　Ｎ－Ａｃｅｔｙｉｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　ＩｇＧ１　Ｃｏｍｐｌ
ｅｘ－Ｔｙｐｅ　Ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　Ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　Ｃｒｉｔｉ
ｃａｌ　Ｒｏｌｅ　ｏｆ　Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ）」、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７８
：３４６６～３４７３（２００３）及びＬＧ．Ｐｒｅｓｔａら、「よりよい機能のための
治療用抗体の工学処理（Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ）」、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．Ｔｒａｎｓ．３０：４８７～４９０（２００２）中に記載されている。
【００５２】
　或いは、本発明による方法中で標識するタンパク質は、ＣＨ３単独又はＣＬと対形成し
たＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３などのＦｃ断片の様々な部分を含むことができ、後者の場合、
重鎖及び軽鎖の定常領域は鎖間ジスルフィド結合によって１つに保たれている。いくつか
の適用例では、本発明の方法により標識するタンパク質が、ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３；Ｃ

Ｌと対形成したＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３；又は前に記載したもの以外のヒンジ－
ＣＨ３の形の構築体、又はヒンジ領域を欠く類似の構築体を含むことができるように、ヒ
ンジ領域を含むことが望ましい可能性がある。
【００５３】
　他の代替形態では、他のタンパク質、ペプチド、又は他のタンパク質由来のドメインを
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、Ｆｃのカルボキシル末端と融合させることが可能である。これらのタンパク質には、Ｉ
Ｌ－２のようなサイトカイン、又はＦｃのＮ末端が標的化分子との共有結合にさらに使用
されているｓｃＦｖのような、さらに他の抗体断片があるが、これらだけには限られない
。これらのタンパク質は、酵素又は受容体、及びポリヒスチジン又はＦＬＡＧ精製タグな
どのペプチドも含むことができる。
【００５４】
　典型的には、アミノ末端残基がセリン残基又は反応性システイン残基などの以下でさら
に記載する他の反応性残基に突然変異するように、天然に存在するタンパク質分子の部位
特異的突然変異誘発によってタンパク質分子を生成する。部位特異的突然変異誘発を実施
するための方法は当技術分野でよく知られており、さらに詳細に記載する必要はない、参
照として本明細書に組み込まれる、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　＆　Ｄ．Ｗ．Ｒｕｓｓｅｌｌ
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第
３版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ニューヨーク、２００１）、ｖ．２、ｃｈ．１３
中にそれらは記載されている。これらの方法には、オリゴヌクレオチド特異的突然変異誘
発及びＰＣＲ介在部位特異的突然変異誘発があるが、必ずしもこれらに限られない。
【００５５】
　以下で詳述するように、タンパク質分子をコードするヌクレオチド配列を内部に含むベ
クターで適切な宿主細胞を形質転換又はトランスフェクトすることによって、タンパク質
分子を生成することができる。
【００５６】
　好ましい一実施形態では、標的化分子は（１）標的化モジュールと、（２）標的化モジ
ュールと共有結合したリンカーと、（３）リンカーと共有結合しており、ヒドロキシルア
ミン部分又はその誘導体を内部に含む反応性モジュールとを含む。前に記載したように、
ヒドラジン又はヒドラジドなどのアルデヒド基と反応性がある他の部分を、ヒドロキシル
アミン部分の代わりに使用することができる。
【００５７】
　他の代替形態では、標的化分子は（１）標的化モジュールと、（２）リンカーと共有結
合しており、ヒドロキシルアミン部分若しくはその誘導体又はアルデヒド基と反応性があ
る他の部分を内部に含む反応性モジュールとを含む。この代替形態では、リンカーを削除
する。
【００５８】
　標的化モジュールは、特定の生物分子、例えば細胞表面などの細胞、組織（例えば、細
胞外マトリクス）、体液、生物、又はそれらの部分集合に位置する生物分子と結合しそれ
を標的とする任意の部分であってよい。生物分子は典型的にはタンパク質又はペプチドで
あるが、炭水化物、核酸、糖タンパク質、脂質、糖脂質、又は標的とすることができる他
の分子であってよい。標的化反応は、診断目的又は療法のいずれかに使用することができ
る。いくつかの代替形態では、標的化モジュールは検出可能であるか、或いは直接又は二
次反応のいずれかによって検出可能な産物を生成することができる。
【００５９】
　好ましい一実施形態では、標的とする分子はインテグリンであり、標的化モジュールは
、インテグリンと結合するインテグリンアンタゴニスト又はＲＧＤ型ペプチドなどのペプ
チドである。インテグリンを標的とするのに適した標的化モジュールの例は、いずれも参
照として本明細書に組み込まれる、Ｃ．Ｒａｄｅｒら、「癌治療用にプログラムされたモ
ノクローナル抗体：共有結合抗体触媒に基づくアダプター免疫療法（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅ
ｄ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａ
ｐｙ：Ａｄａｐｔｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ａ　Ｃｏｖａ
ｌｅｎｔ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｔａｌｙｓｔ）」、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ、１００：５３９６～５４００（２００３）中、及びＬ．－Ｓ．Ｌｉら、「
化学的アダプター免疫療法：新規なインテグリン標的化デバイスの設計、合成、及び評価
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（Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｄａｐｔｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ：Ｄｅｓｉｇｎ，Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｉｎｔｅｇｒｉ
ｎ－Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）」、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４７：５６３０
～４０（２００４）中に記載された標的化モジュールである。これらの分子は、これらの
参考文献中に記載されたのと同様にケトン部分の代わりにヒドロキシルアミン部分を含ま
せて、前に記載したのと同様にアルデヒド含有アミノ酸とそれらを結合させることによっ
て修飾することができる。
【００６０】
　適切な標的化モジュールには、いずれも参照として本明細書に組み込まれる、Ｂａｒｂ
ａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中、Ｂａｒｂａｓらによる
米国特許出願公開第２００３／０１９０６７６号中、及びＢａｒｂａｓらによる米国特許
出願公開第２００３／０１７５９２１号中に記載された標的化モジュールがあるが、これ
らだけには限られない。
【００６１】
　一般に、標的化モジュールが抗体のＦｃ部分による立体障害なしでその標的と結合する
ことができるように、抗体のＦｃ部分などの標識タンパク質分子の残り部分から標的化作
用物質を十分隔てることなどによって、標的に対するその結合特異性に影響を与えない方
法で、標識タンパク質分子中に標的化モジュールを取り込ませる。
【００６２】
　本明細書で使用する「標的化モジュール」は、例えば細胞、組織（例えば、細胞外マト
リクス）、体液、生物、又はこれらの部分集合に位置する標的分子の標的部分を認識し、
それと結合又は接着する部分を指す。標的化モジュールとその標的分子は分子の結合対を
表し、これらは例えばイオン、共有、疎水性、ファンデルワールス、及び水素結合を含め
た様々な分子力のいずれかによって互いに相互作用し、したがってこの対は互いに特異的
に結合する性質を有する。特異的結合は、それらが他の分子と有意に結合しない条件下で
、結合対が互いに結合を示すことを意味する。結合対の例は、ビオチン－アビジン、ホル
モン－受容体、受容体－リガンド、酵素－基質、ＩｇＧ－タンパク質Ａ、抗原－抗体など
である。標的化作用物質及びその同系標的分子は、互いに有意な会合を示す。この会合は
、当技術分野でよく知られている方法によって、平衡会合定数（又は結合定数）を測定す
ることにより評価することができる。Ｋｄ＝Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎ（Ｋｏｆｆは解離速度定数
であり、Ｋｏｎは会合速度定数であり、且つＫｄは平衡定数である）として親和性を計算
する。
【００６３】
　様々な濃度（ｃ）での標識リガンドの結合分画（ｒ）を測定することによって、平衡状
態で親和性を測定することができる。スキャチャードの等式：ｒ／ｃ＝Ｋ（ｎ－ｒ）：前
式でｒ＝平衡状態での結合リガンドのモル数／受容体のモル数；ｃ＝平衡状態での遊離リ
ガンド濃度；Ｋ＝平衡会合定数；及び［００４５］ｎ＝受容体分子当たりのリガンド結合
部位の数を使用して、データをグラフ化する。
【００６４】
　グラフによる分析によって、ｒ／ｃをＹ軸にプロットし、ｒをＸ軸にプロットし、この
ようにしてスキャチャードプロットを作製する。親和性は直線の負の勾配である。定数Ｋ

ｏｆｆは結合標識リガンドと非標識過剰リガンドを競合させることによって測定すること
ができる（例えば、米国特許第６，３１６，４０９号を参照）。その標的分子に対する標
的化モジュール又は標的化分子の親和性は、好ましくは少なくとも約１×１０－６モル／
リットルであり、より好ましくは少なくとも約１×１０－７モル／リットルであり、さら
により好ましくは少なくとも約１×１０－８モル／リットルであり、さらに一層より好ま
しくは少なくとも約１×１０－９モル／リットルであり、及び最も好ましくは少なくとも
約１×１０－１０モル／リットルである。
【００６５】
　標的化モジュールには、５，０００ダルトン以下の小分子有機化合物、例えば薬剤、タ
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ンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、糖タンパク質、プロテオグリカン、脂質、糖脂質
、リン脂質、リポ多糖、核酸、プロテオグリカン、炭水化物などがあるが、これらだけに
は限られない。標的化モジュールは、抗腫瘍性物質を含む、よく知られている治療用化合
物を含むことができる。抗腫瘍性標的化作用物質は、パクリタキセル、ダウノルビシン、
カルミノマイシン、４’－エピアドリアマイシン、４－デメトキシ－ダウノマイシン、１
１－デオキシダウノルビシン、１３－デオキシダウノルビシン、アドリアマイシン－ｌ４
－ベンゾエート、アドリアマイシン－ｌ４－オクタノエート、アドリアマイシン－ｌ４－
ナフタレン酢酸、ビンブラスチン、ビンクリスチン、マイトマイシンＣ、Ｎ－メチルマイ
トマイシンＣ、ベロマイシンＡ２、ジデアザテトラヒドロ葉酸、アミノプテリン、メトト
レキサート、コルシチン及びシスプラチンなどを含むことができる。抗菌剤には、ゲンタ
マイシンを含めたアミノグリコシド、リフアンピシン、３’－アジド－３’－デオキシチ
ミジン（ＡＺＴ）及びアシロビルなどの抗ウイルス性化合物、フルコナゾールを含めたア
ゾールなどの抗真菌剤、アンホテリシンＢ、及びカンジシジンなどのマクロライド、アン
チモン化合物などの抗寄生虫性化合物などがある。ホルモン標的化作用物質には、ジフテ
リア毒素などの毒素、ＣＳＦ、ＧＳＦ、ＧＭＣＳＦ、ＴＮＦなどのサイトカイン、エリス
ロポイエチン、インターフェロン又はインターロイキンなどの免疫調節物質又はサイトカ
イン、ニューロペプチド、ＨＧＨ、ＦＳＨ、又はＬＨなどの生殖ホルモン、甲状腺ホルモ
ン、アセチルコリンなどの神経伝達物質、及びエストロゲン受容体などのホルモン受容体
がある。
【００６６】
　標的化モジュール及びリンカーを含めた標的化分子は、好ましくは少なくとも約３００
ダルトンのサイズであり、及び好ましくは少なくとも約４００、５００、６００、７００
、８００、９００、１，０００、１，１００、１，２００、１，３００、１，４００、１
，５００、１，６００、１，７００、１，８００、１，９００、２，０００、２，５００
、３，０００、３，５００、４，０００、４，５００又はさらに５，０００ダルトンのサ
イズであってよく、さらに大きなサイズが考えられる。
【００６７】
　本発明の標的化分子中の適切な標的化モジュールは、タンパク質又はペプチドであって
よい。「ポリペプチド」、「ペプチド」及び「タンパク質」は同義的に使用して、アミノ
酸残基のポリマーを指す。本明細書で使用するこれらの用語は、その中の１つ又は複数の
アミノ酸残基が対応する天然に存在するアミノ酸の人工の化学類似体である、アミノ酸ポ
リマーに適用する。これらの用語は、天然に存在するアミノ酸ポリマーにも適用する。ペ
プチドの結合機能が保たれる限り、アミノ酸はＬ形又はＤ形であってよい。ペプチドは様
々な長さであってよいが、一般には約４アミノ酸長と２００アミノ酸長の間である。ペプ
チドは、ペプチド内の２つの非隣接アミノ酸間、例えば骨格と骨格、側鎖と骨格及び側鎖
と側鎖の環状化間に分子内結合を有する環状であってよい。環状ペプチドは、当技術分野
でよく知られている方法によって調製することができる。例えば、米国特許第６，０１３
，６２５号を参照。
【００６８】
　標的分子に対する結合活性を示すタンパク質又はペプチド標的化モジュールは、当技術
分野でよく知られている。例えば、標的化モジュールはウイルスペプチド細胞融合阻害剤
であってよい。これは、ＨＩＶ感染細胞の融合受容体を標的とするＴ－２０ＨＩＶ－１ｇ
ｐ４１融合阻害剤（Ｔ－２０に関しては、Ｋａｎｇらの米国特許第６，２８１，３３１号
及び米国特許第６，０１５，８８１号；Ｎａｇａｓｈｉｍａら、Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕ
ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　１８３：１１２１、２００１を参照；他のＨＩＶ阻害剤に関して
は、Ｂａｍｅｙの米国特許第６，０２０，４５９号及びＪｅｆｆｓらへのＷＯ０１５１６
７３Ａ２を参照）、ＲＳＶ細胞融合阻害剤（Ａｎｔｃｚａｋ及びＭｃＫｉｍｍ－Ｂｒｅｓ
ｃｈｋｉｎへのＷＯ０１６４０１３Ａ２、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｒｕｇ
ｓ１：４２５～４２７、２０００（ＶＰ－１４６３７）を参照）、ニューモウイルス属細
胞融合阻害剤（ＮｉｔｚらによるＷＯ９９３８５０８Ａ１を参照）などを含むことができ
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る。標的化モジュールは、ペプチドホルモン又はペプチドホルモン類似体、例えばＬＨＲ
Ｈ、ボムベシン／ガストリン放出ペプチド、ソマトスタチン（例えば、ＲＣ－１２１オク
タペプチド）なども含み、これらを使用して様々な癌のいずれか、例えば卵巣、乳房、前
立腺、肺の小細胞、結腸直腸、胃、及び膵臓の癌を標的とすることができる。例えば、Ｓ
ｃｈａｌｌｙら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１４１：１～１４、１９９
９を参照。
【００６９】
　本発明による標識タンパク質において使用するのに適したペプチド標的化モジュールは
、ペプチド配列のランダムなライブラリーを提示するファージライブラリーのｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの標的化を使用して同定することもできる（例えば、Ａｒａｐら、Ｎａｔｕｒｅ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、２００２　８（２）：１２１～７；Ａｒａｐら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　２００２　９９（３）：１５２７～１５３１；Ｔｒｅｐｅ
ｌら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．２００２　６（３）：３９９～４０４
を参照）。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、標的化モジュールはインテグリンに特異的である。インテグ
リンは、細胞接着事象及びシグナル変換プロセスにおいて機能する、ヘテロ二量体膜貫通
糖タンパク質複合体である。インテグリンαＶβ３は多数の細胞において発現され、骨基
質への破骨細胞の接着、血管平滑筋細胞の移動、及び血管形成を含めた、いくつかの生物
学的に関連があるプロセスを介在することが示されてきている。インテグリンαＶβ３ア
ンタゴニストは、慢性関節リウマチ、癌、及び眼疾患などの、血管新生と関係がある疾患
を含めたいくつかのヒト疾患の治療においておそらく用途を有する。
【００７１】
　インテグリンに適した標的化作用物質にはＲＧＤペプチド又はペプチド模倣体、或いは
非ＲＧＤペプチド又はペプチド模倣体がある。本明細書で使用する「Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａ
ｓｐペプチド」又は「ＲＧＤペプチド」という言及は、「Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐファミ
リーの受容体」の受容体の結合部位として機能することができる配列を含む１つ又は複数
のＡｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐを有するペプチド、例えばインテグリンを指すものとする。α
及びβサブユニットを含むインテグリンには、α１β１、α２β１、α３β１、α４β１

、α５β１、α６β１、α７β１、α８β１、α９β１、α６β４、α４β７、αＤβ２

、αＬβ２、αＭβ２、αＶβ１、αＶβ３、αＶβ３、αＶβ６、αＶβ８、αＸβ２

、αＩＩｂβ３、αＩＥＬｂβ７などを含めた多数の型がある。配列ＲＧＤはいくつかの
マトリクスタンパク質中に存在し、インテグリンによるマトリクスとの細胞結合の標的で
ある。血小板は多量のタンパク質ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａのＲＧＤ細胞表面受容体を含み、
このタンパク質は他の血小板及び傷ついた血管の内皮表面との相互作用によって、冠状動
脈血栓症の進行を主に担っている。用語ＲＧＤペプチドは、その機能相当物であるアミノ
酸も含む（例えばＲＬＤ又はＫＧＤ）、但しそれらは同じＲＧＤ受容体と相互作用するも
のとする。ＲＧＤ配列を含むペプチドは、例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
，ｉｎｃ．、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃａｌｉｆによって製造された合成装置などの、
自動ペプチド合成装置を使用して、当技術分野でよく知られている手段によってアミノ酸
から合成することができる。
【００７２】
　本明細書で使用する「非ＲＧＤ」ペプチドは、そのリガンド（例えば、フィブロネクチ
ン、ビトロネクチン、ラミニン、コラーゲンなど）と結合するが、ＲＧＤ結合部位とは関
係がない、インテグリンのアンタゴニスト又はアゴニストであるペプチドを指す。非ＲＧ
Ｄインテグリンペプチドは、αＶβ３（例えば、米国特許第５，７６７，０７１号及び米
国特許第５，７８０，４２６号を参照）、並びにα４β１（ＶＬＡ－４）、α４β７（例
えば、米国特許第６，３６５，６１９号；Ｃｈａｎｇら、Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ、１２：１５９～１６３（２００２）；Ｌｉｎら
、Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ、１２：１３３
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～１３６（２００２）を参照）などの他のインテグリンなどに関して知られている。
【００７３】
　インテグリン標的化モジュールはペプチド模倣体アゴニスト又はアンタゴニストであっ
てよく、ＲＧＤペプチド又は非ＲＧＤペプチドのペプチド模倣体アゴニスト又はアンタゴ
ニストであることが好ましい。本明細書で使用する用語「ペプチド模倣体」は、本来の親
ペプチドの生物作用を模倣又はアンタゴナイズすることができる、非ペプチド構造エレメ
ントを含む化合物である。ＲＧＤペプチドのペプチド模倣体は、ＲＧＤアミノ酸配列の類
似したペプチド鎖のファーマコフォア基を保持するが結合部位の配列中のアミノ酸又はペ
プチド結合を欠く有機分子である。同様に、非ＲＧＤペプチドのペプチド模倣体は、非Ｒ
ＧＤの結合部位の配列の類似したペプチド鎖のファーマコフォア基を保持するが結合部位
の配列中のアミノ酸又はペプチド結合を欠く有機分子である。「ファーマコフォア」は、
個々の応答を生成するか或いは所望の活性を有するために化合物に必要とされる官能基の
個々の三次元配列である。用語「ＲＧＤペプチド模倣体」は、有機／非ペプチド構造によ
って支持されるＲＧＤファーマコフォアを含む分子を含む化合物を指すものとする。ＲＧ
Ｄペプチド模倣体（又は非ＲＧＤペプチド模倣体）は、ペプチド結合によって結合した従
来型又は修飾型アミノ酸をそれ自体が含む大きな分子の一部分であってよいことは理解さ
れよう。
【００７４】
　ＲＧＤペプチド模倣体は当技術分野でよく知られており、ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ、αＶ

β３及びαＶβ５などのインテグリンに関して記載されてきている（例えば、Ｍｉｌｌｅ
ｒら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．２０００、４３：２２～２６；及び国際特許公開ＷＯ０１
１０８６７、ＷＯ９９１５１７８、ＷＯ９９１５１７０、ＷＯ９８１５２７８、ＷＯ９８
１４１９２、ＷＯ００３５８８７、ＷＯ９９０６０４９、ＷＯ９７２４１１９及びＷＯ９
６００７３０を参照；Ｋｕｍａｒら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６１：２２３２～２２３８
（２０００）も参照）。多くのこのような化合物は、２つ以上のインテグリンに特異的で
ある。ＲＧＤペプチド模倣体は一般にコア又は鋳型（「フィブリノゲン受容体アンタゴニ
ストの鋳型」とも呼ぶ）に基づいており、そこにはスペーサーによってコアの一端に酸性
基、コアの他端に塩基性基が結合している。酸性基は一般にカルボン酸官能基であり、一
方塩基性基は一般にアミジン又はグアニジンなどのＮ含有部分である。典型的には、コア
構造は酸性部分と塩基性窒素部分の間に確固たる空間の形を加え、１つ又は複数の環構造
（例えば、ピリジン、インダゾールなど）又はこの目的のアミド結合を含む。フィブリノ
ゲン受容体アンタゴニストに関しては、一般に約１２～１５、より好ましくは１３又は１
４個の介在共有結合が、ＲＧＤペプチド模倣体の酸性基と塩基性基の窒素の間に（最短分
子間経路によって）存在する。酸性部分と塩基性部分の間の介在共有結合の数は一般に少
なく、ビトロネクチン受容体アンタゴニストに関して２～５、好ましくは３又は４である
。個々のコアを選択して、フィブリノゲンアンタゴニストの鋳型の酸性部分とピリジンの
窒素原子の間に適切な空間を得ることができる。一般にフィブリノゲンアンタゴニストは
、酸性部分（例えば、陽子を与える或いは電子対を受け取る原子）と塩基性部分（例えば
、陽子を受け取る或いは電子対を与える）の間に約１６Å（１．６ｎｍ）の分子間距離を
有するはずであり、一方ビトロネクチンアンタゴニストは、各酸の中心と塩基の中心の間
に約１４Å（１．４ｎｍ）を有するはずである。フィブリノゲン受容体模倣体からビトロ
ネクチン受容体模倣体への転換に関する他の記載は、米国特許第６，１５９，９６４号中
で見ることができる。
【００７５】
　ペプチド模倣体ＲＧＤコアは、０～６個の二重結合を含みＮ、Ｏ及びＳから選択される
０～６個のヘテロ原子を含む、５～１１員芳香族又は非芳香族単環式又は多環式系を含む
ことができる。環式系は非置換状態であってよく、或いは炭素又は窒素原子で置換されて
いてよい。ビトロネクチンの結合に有用な適切な置換を有する好ましいコア構造には、単
環式及び二環式基、例えば、ＷＯ９８／１４１９２中に記載されたベンズアザピン、米国
特許第６，２３９，１６８号中に記載されたベンズジアザピン、及び米国特許第６，００
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８，２１３号中に記載された融合三環がある。
【００７６】
　米国特許第６，１５９，９６４号は、ＲＧＤペプチド模倣体を調製するために使用する
ことができる（フィブリノゲンの鋳型と呼ぶ）ＲＧＤペプチド模倣体コア構造を開示する
、その文書の表１中の参照の包括的な一覧を含む。好ましいビトロネクチンＲＧＤ及びフ
ィブロネクチンＲＧＤペプチド模倣体は、米国特許第６，３３５，３３０号；同５，９７
７，１０１号；同６，０８８，２１３号；同６，０６９，１５８号；同６，１９１，３０
４号；同６，２３９，１３８号；同６，１５９，９６４号；同６，１１７，９１０号；同
６，１１７，８６６号；同６，００８，２１４号；同６，１２７，３５９号；同５，９３
９，４１２号；同５，６９３，６３６号；同６，４０３，５７８号；同６，３８７，８９
５号；同６，２６８，３７８号；同６，２１８，３８７号；同６，２０７，６６３号；同
６，０１１，０４５号；同５，９９０，１４５号；同６，３９９，６２０；同６，３２２
，７７０号；同６，０１７，９２５号；同５，９８１，５４６号；同５，９５２，３４１
号；同６，４１３，９５５号；同６，３４０，６７９号；同６，３１３，１１９号；同６
，２６８，３７８号；同６，２１１，１８４号；同６，０６６，６４８号；同５，８４３
，９０６号；同６，２５１，９４４号；同５，９５２，３８１号；同５，８５２，２１０
号；同５，８１１，４４１号；同６，１１４，３２８号；同５，８４９，７３６号；同５
，４４６，０５６号；同５，７５６，４４１号；同６，０２８，０８７号；同６，０３７
，３４３号；同５，７９５，８９３号；同５，７２６，１９２号；同５，７４１，８０４
号；同５，４７０，８４９号；同６，３１９，９３７号；同６，１７２，２５６号；同５
，７７３，６４４号；同６，０２８，２２３号；同６，２３２，３０８号；同６，３２２
，７７０号；同５，７６０，０２８号中に開示されている。
【００７７】
　Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中に化合物１、
２、及び３として示された物質などの、代表的なＲＧＤペプチド模倣体インテグリン標的
化作用物質は、本発明による標識タンパク質の一部分としてのインテグリン標的化モジュ
ールを調製するために使用することができる。これらの化合物は、それらが前に記載した
タンパク質分子のアルデヒド含有アミノ酸と反応することができる部分を有するように、
修飾するか或いはリンカーと結合させる。３つの化合物中、７員環の窒素に示されるよう
にリンカーは結合する。他のＲＧＤペプチド模倣体インテグリン標的化作用物質には、Ｐ
及びＬが炭素又は窒素である、Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１
２９１８８号中に示された化合物３３がある。リンカーはＲ１又はＲ２であってよく、一
方Ｒ３基は－ＮＨ基などの塩基性基を含む。いくつかの実施形態では、Ｒ３基はＢａｒｂ
ａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号の化合物１、２、又は３３
において示されたのと同様である。いくつかの実施形態では、Ｒ３基は例えばベンズイミ
ダゾール、イミダゾール、ピリジン基などの複素環基を含む。いくつかのこのような実施
形態では、Ｒ３基は、例えばプロポキシ基などのアルコキシ基であり、それは例えばメチ
ルアミノ基などのアルキルアミン基で置換された複素環基で置換されており、一方他の実
施形態では、Ｒ３基は、例えばプロポキシ基などのアルコキシ基であり、例えば２－ピリ
ジニルアミノ基などのピリジニルアミノ基などのヘテロシクリルアミノ基で置換されてい
る。他の実施形態ではＲ３は、式－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｂの基であり、式中、Ｒｂは、例えば－
Ｎ（Ｍｅ）－ＣＨ２－ベンズイミダゾール基などの－Ｎ（アルキル）－アルキル－複素環
基から選択される。
【００７８】
　他の代表的なインテグリンペプチド模倣体標的化モジュール及びペプチド標的化モジュ
ールは、Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号の図１中
に示される。Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中に
記載されたように、リンカーはＲ１、Ｒ２、Ｒ３のいずれかであってよく、一方Ｒ４はリ
ンカー又はアルキル、アルケニル、アルキニル、オキソアルキル、オキソアルケニル、オ
キソアルキニル、アミノアルキル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、スルホアルキ
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ル、スルホアルケニル、又はスルホアルキニル基、ホスホアルキル、ホスホアルケニル、
ホスホアルキニル基などの加水分解基であってよい。他のインテグリンアゴニスト及びア
ンタゴニスト模倣体も本発明の標的化モジュールにおいて使用することができることを、
当業者は容易に理解するはずである。
【００７９】
　標的化モジュールが結合する標的分子は好ましくは非免疫グロブリン分子であり、或い
は標的部分が免疫グロブリン結合部位の外に存在する免疫グロブリン分子である。抗原と
して機能し、したがって免疫グロブリン結合部位と結合し、この結合が前に記載した標識
分子を生成する共有結合と区別される標的化作用物質を、本発明の化合物から除外する意
図はない。標的化モジュールが非免疫グロブリン分子及び／又は免疫グロブリン分子の結
合部位の外側に位置する標的部分とも結合するという条件で、このような標的化モジュー
ルを本明細書に含める。一般に、標的分子は有機物、無機物、タンパク質、脂質、炭水化
物、核酸などを含めた任意の型の分子であってよい。
【００８０】
　さらに他の標的化分子が、本発明の範囲内にある。これらは、アミノ酸配列Ｎ－アセチ
ル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（
配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプチドを含む。このペプチドはペプチドＴ－２０の
誘導体、他のＮ末端システインを有するＮ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱ
ＱＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦ（配列番号２）である。Ｔ－２０は、ＨＩ
Ｖ－１エンベロープタンパク質の膜貫通型サブユニットの領域に対応する合成ペプチドで
あり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで２ｎｇ／ｍｌ未満の濃度において細胞融合及びウイルス侵入を
阻害する。Ｔ－２０（単剤療法）を静脈内投与すると、このペプチドは血漿のＨＩＶＲＮ
Ａレベルを低下させ、ウイルス侵入をｉｎ　ｖｉｖｏで首尾よく阻害することができるこ
とを実証する。Ｔ－２０の投与は、現在承認されている（Ｋｉｌｂｙら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ
．、１９９８、４（１１）：１３０２～７）抗レトロウイルスレジメンと比較してＨＩＶ
複製の強力な阻害をもたらす。このペプチド薬剤は、約２時間の短いｉｎ　ｖｉｖｏ半減
期を欠点として持つ。参照として本明細書に組み込まれるＢａｒｂａｓらによる米国特許
出願公開第２００３／０１２９１８８号の実施例８中に記載されたように、チオール標識
ペプチドは標的化モジュールとして使用するのに適しており、これを使用してＨＩＶ－１
の侵入及び感染を阻害することができる。ＨＩＶ－１のエンベロープタンパク質を標的と
するペプチド以外に、エンベロープタンパク質と結合するいくつかの小分子が記載されて
きている。例えば、ベツリン酸誘導体ＩＣ９５６４は、ＨＩＶ初代分離株と研究用に適合
させた系統の両方を阻害することができる、強力な抗ヒト免疫不全ウイルス（抗ＨＩＶ）
化合物である。ＨＩＶ－１ｇｐ１２０はＩＣ９５６４の抗ＨＩＶ活性において中心的役割
を果たすことを、証拠は示唆する（Ｈｏｌｚ－Ｓｍｉｔｈら、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａ
ｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．、２００１、４５（１）：６０～６）。ＩＣ９５６４
が標的化作用物質である抗体標的化化合物の調製は、原子価、半減期の増大、及び選択し
た抗体の定常領域に基づくＨＩＶ－１感染細胞の免疫による殺傷の誘導によって、ＩＣ９
５６４自体を超える増大した活性を有すると予想される。同様に、ＨＩＶ－１エンベロー
プ糖タンパク質のｇｐ４１コア構造の近年のＸ線結晶測定は、ＨＩＶ－１感染及びＡＩＤ
Ｓの化学療法用の抗ウイルス剤の発見に至る新たな道を開いた。ｇｐ４１コア内の疎水的
空洞へのドッキングに最適であり、標的部位と相互作用する最大の可能性を有する化合物
は、抗体にジケトンアーム及び共有結合を加えることによって改良することもできる。こ
のクラスのいくつかの化合物が同定されてきている（Ｄｅｂｎａｔｈら、Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃ
ｈｅｍ．、１９９９、４２（１７）：３２０３～９）。これらのペプチド及びその誘導体
は、システイン標識Ｔ－２０と同じ方法で標的化モジュールとして使用することができる
。
【００８１】
　標的分子はタンパク質、炭水化物、脂質又は核酸などの生物分子であることが好ましい
。標的分子は細胞（「細胞表面で発現される」）、又はウイルスなどの他の粒子（「粒子
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表面で発現される」）と結合することができ、或いは血清又は他の体液中の分子などの細
胞外に存在してよい。細胞又は粒子と結合する場合、標的化化合物の標的化作用物質と身
体の体液相由来の表面受容体の接触を可能にするような方法で、標的分子が細胞又は粒子
の表面で発現されることが好ましい。
【００８２】
　いくつかの好ましい実施形態では、標的分子は病的状態又は疾患状態の細胞、組織又は
体液と主に或いは独占的に結合する。したがって、本発明による標識タンパク質の標的化
分子を使用して、細胞、細胞外マトリクス生物分子又は体液中の生物分子を標的とするこ
とによって疾患状態の組織に標的化分子を送達することができる。Ｂａｒｂａｓらによる
米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号の実施例中の、本明細書において以後開
示する代表的な標的分子には、インテグリン（実施例１）、サイトカイン受容体（実施例
２、３及び７）、サイトカイン（実施例４）、ビタミン受容体（実施例５）、細胞表面酵
素（実施例６）、及びＨＩＶ－１ウイルス及びＨＩＶ－１ウイルス感染細胞（実施例８及
び１１）などがある。
【００８３】
　他の好ましい実施形態では、標的分子は感染因子と結合し、微生物細胞の表面上又はウ
イルス粒子の表面上で発現される。このように、標的化モジュールが細胞表面で発現され
るか或いは粒子において発現される感染因子と結合することができる、本発明による標識
タンパク質は、身体内又は個体の表面上（例えば皮膚）の微生物因子を標的とすることに
よって、抗菌剤として使用することができる。後者の場合、本発明の化合物は局所に施用
することができる。
【００８４】
　微生物標的分子に特異的な抗体標的化モジュール又は標的化分子を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で抗菌剤として使用することもできる。したがって、表面上に存在する微生物細胞又はウ
イルス粒子の感染を低下させる方法を提供する。いくつかの方法は、微生物細胞又はウイ
ルス粒子の表面と有効量の本発明の標的化化合物を接触させることを含む。このような方
法における標的化化合物は、微生物細胞又はウイルス粒子上の受容体に特異的な標的化作
用物質を含む。利用可能な表面は、例えばカウンタートップ、コンドームなどのｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏの任意の表面である。
【００８５】
　本発明の標的化分子又は標的化モジュールに関する他の好ましい標的分子は、前立腺特
異的抗原（ＰＳＡ）、前立腺癌、乳癌及び骨転移を含めた様々な疾患状態と関係している
セリンプロテアーゼである。ＰＳＡの活性部位と結合するＰＳＡの特異的阻害剤が知られ
ている。Ａｄｌｉｎｇｔｏｎら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、２００１、４４：１４９１～
１５０８及びＡｎｄｅｒｓｏｎへのＷＯ９８／２５８９５を参照。Ｂａｒｂａｓらによる
米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中に、化合物３４としてＰＳＴの特異的
阻害剤が示される。
【００８６】
　標的化モジュール又は標的化分子は、標的分子と結合するその能力以外に、細胞器官又
は生物の機能に対する検出可能な生物学的影響としてそれぞれの活性が特徴付けられる、
１つ又は複数の生物活性を有することを特徴とし得る。したがって、標的化モジュールで
あること以外に、このような化合物は生物物質であると考えられる。例えば、前に記載し
たヒドロキシルアミン基又はアルデヒド含有アミノ酸と反応することができる他の基を有
する、Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中に化合物
１、２、３及び３３、或いはこれらの分子の誘導体として示されたインテグリン標的化モ
ジュールは、インテグリンを標的とするだけでなく、インテグリンアンタゴニストの生物
学的活性を有する。いくつかの実施形態では、しかしながら、標的化モジュールは生物学
的活性がない純粋な結合物質であってよく、或いはアゴニスト活性を有する可能性がある
；ＴＰＯペプチドが一例である。
【００８７】
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　個々の標的化モジュール又は標的化分子は、それらの用途の文脈に応じて、生物活性を
有することができるか或いはできない。
【００８８】
　生物物質の機能的成分には、小分子薬剤（約５，０００ダルトン以下の医薬有機化合物
）、有機分子、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、糖タンパク質、プロテオグリカ
ン、脂質、糖脂質、リン脂質、リポ多糖、核酸、プロテオグリカン、炭水化物などがある
が、これらだけには限られない。生物物質は抗腫瘍性物質、抗菌剤、ホルモン、エフェク
ターなどであってよい。このような化合物には、抗腫瘍性物質、例えばパクリタキセル、
ダウノルビシン、カルミノマイシン、４’－エピアドリアマイシン、４－デメトキシ－ダ
ウノマイシン、１１－デオキシダウノルビシン、１３－デオキシダウノルビシン、アドリ
アマイシン－ｌ４－ベンゾエート、アドリアマイシン－ｌ４－オクタノエート、アドリア
マイシン－ｌ４－ナフタレン酢酸、ビンブラスチン、ビンクリスチン、マイトマイシンＣ
、Ｎ－メチルマイトマイシンＣ、ベロマイシンＡ２、ジデアザテトラヒドロ葉酸、アミノ
プテリン、メトトレキサート、コルシチン及びシスプラチンなどなどのよく知られている
治療用化合物がある。抗菌剤には、ゲンタマイシンを含めたアミノグリコシド、リフアン
ピシン、３’－アジド－３’－デオキシチミジン（ＡＺＴ）及びアシロビルなどの抗ウイ
ルス性化合物、フルコナゾールを含めたアゾールなどの抗真菌剤、アンホテリシンＢ、及
びカンジシジンなどのマクロライド、アンチモン化合物などの抗寄生虫性化合物などがあ
る。ホルモンは、ジフテリア毒素などの毒素、ＣＳＦ、ＧＳＦ、ＧＭＣＳＦ、ＴＮＦなど
のサイトカイン、エリスロポイエチン、インターフェロン又はインターロイキンなどの免
疫調節物質又はサイトカイン、ニューロペプチド、ＨＧＨ、ＦＳＨ、又はＬＨなどの生殖
ホルモン、甲状腺ホルモン、アセチルコリンなどの神経伝達物質、及びエストロゲン受容
体などのホルモン受容体を含み得る。インドメタシン、サリチル酸アセテート、イブプロ
フェン、スリンダック、ピロキシカム、及びナプロキセンなどの非ステロイド系抗炎症薬
、及び麻酔薬又は鎮痛剤も含まれる。放射性同位体、イメージング及び療法に有用な放射
性同位体も含まれる。
【００８９】
　本発明による標識タンパク質の標的化モジュール又は標的化分子において使用するため
の生物物質の機能的成分は、天然物又は合成物であってよい。生物物質はそれらの本来の
状態で生物活性があってよく、或いは生物学的に不活性又は潜在的前駆体状態であってよ
く、生物物質の一部分が加水分解、切断或いは他の場合は修飾されると生物又は治療活性
を得ることができる。プロドラッグは、本発明の抗体標的化化合物を使用して細胞の表面
又は細胞内に送達することができ、そこでそれは次いで活性化され得る。この点において
、生物物質は「プロドラッグ」である可能性があり、それらの構造のいくつかの化学又は
酵素修飾によって、プロドラッグ分子を薬剤（活性がある治療用化合物）に転換すること
ができることを意味する。プロドラッグの手法では、組織に特有であるか或いは（他の組
織と比較して）高濃度で存在する酵素による代謝の結果であるプロドラッグの組織特異的
活性化から、部位特異的薬剤送達を実施することができ、したがって、それはプロドラッ
グをより効率よく活性化する。
【００９０】
　他の代替形態では、標的化分子は標的に対する標識として主に働くことができ、例えば
、標的化モジュールは蛍光、化学発光、又は生物発光分子であってよい。標的化モジュー
ルはコロイド金標識などの直接的標識を取り込むこともできる。標的化モジュールは、検
出可能な放射性同位体を取り込んだ任意の分子であってもよい。他の代替形態として、標
的化モジュールは、検出可能な産物を生成する反応を触媒する酵素などのタンパク質であ
ってよい。他の代替形態では、標的化モジュールは、標的化モジュールと特異的に結合す
る二次標識抗体の使用によって検出されるタンパク質であってよい。産物は比色定量によ
って、蛍光によって、化学発光によって、生物発光によって、或いは他の分子とのその反
応によって検出することができる。一例は加水分解酵素β－ガラクトシダーゼである。標
的化モジュールは、薬剤耐性などの生物学的性質によって検出することもできる。したが
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って標的化モジュールは、酵素などのタンパク質、他の抗体又はその一部分、又は受容体
、並びに受容体のリガンドであってよいか、或いはこれらを含むことができる。受容体は
ＣＤ３６などのトロンボスポンジン受容体、並びにＶＥＧＦ受容体又はＴＮＦα受容体を
含み得る。受容体のリガンドは、トロンボスポンジン受容体のリガンド、ＶＥＧＦ受容体
のリガンド、又はＴＮＦα受容体のリガンドを含み得る。したがって、他にさらに特定し
ない限り、本明細書で使用する用語「標的化モジュール」（結合リンカー含まず）又は「
標的化分子」（結合リンカー含む）を前に記載したように使用して、前に記載した標的又
は標識活性を有する分子を含める。
【００９１】
　他の代替形態では、いずれも参照として本明細書に組み込まれる、Ｂａｒｂａｓらによ
る米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中、Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出
願公開第２００３／０１９０６７６号中、及びＢａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第
２００３／０１７５９２１号中に記載されたジケトン含有分子を、抗体分子のＦｃ部分な
どのタンパク質分子を修飾することによって標的化分子として使用して、ヒドラジン部分
を取り込むことができる。
【００９２】
　適切なリンカーは、例えばいずれも参照として本明細書に組み込まれる、Ｂａｒｂａｓ
らによる米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中、Ｂａｒｂａｓらによる米国
特許出願公開第２００３／０１９０６７６号中、及びＢａｒｂａｓらによる米国特許出願
公開第２００３／０１７５９２１号中に記載されている。一般に、リンカーの構造は図２
中に概略的に示す。リンカーは典型的には結合鎖（Ｘ）及び反応基（Ｚ）を含み、この実
施形態では、Ｚはヒドロキシルアミン部分である。
【００９３】
　一実施形態では、リンカーは、一般構造Ｘ－Ｚを有し、式中、Ｘは、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、
Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、及びＩ、又はそれらの塩のいずれかを含む原子の直鎖状
又は分岐状結合鎖であり、２～１００単位の反復エーテル単位を含み、この実施形態では
、前に記載したようにＺがヒドロキシルアミン部分である。リンカーは直鎖状又は分岐状
であってよく、１つ又は複数の炭素環基又は複素環基を場合によっては含む。いくつかの
実施形態では、リンカーは５～２００又は１０～２００原子の直鎖状延長部分を有するが
、他の実施形態では、さらに長いリンカー長を使用することができる。１つ又は複数の標
的化モジュールがＸと結合し得る。２つ以上の標的化モジュールが結合し分岐状リンカー
を使用するいくつかの実施形態では、標的化モジュールのいくつかはリンカーの異なる分
岐と結合する可能性がある。しかしながら、本発明の化合物において使用するリンカーは
、１つ又は複数の反応基及び１つ又は複数の結合鎖並びにこれらの組合せを有することが
できることは理解されるはずである。結合鎖は他の結合鎖から分岐する可能性がある。
【００９４】
　一般的なリンカー設計（図２）の結合鎖Ｘ部分の様々な実施形態を、図３中に示す。示
すように、結合鎖は長さが相当変化する可能性があり、直鎖構造と分岐鎖構造の両方が考
えられる。
【００９５】
　本発明による方法及び化合物において使用するのに好ましいリンカーは、ｎが１～１０
０以上であり、及び好ましくは１、２、又は４であり、及びより好ましくは３である、図
４中に示す構造を有するリンカーである。いくつかの実施形態では、リンカーはポリエチ
レングリコールなどの反復ポリマーであり、或いはポリエチレングリコール部分を含む。
【００９６】
　標的化分子及びタンパク質分子とそれらのリガンドの必要な相互作用に応じて、適切な
リンカーを選択して、標的化分子とタンパク質分子の間に十分な距離を与えることができ
る。この距離は、例えばタンパク質とそのリガンドの間の相互作用の性質及び標的化分子
の性質を含めた、いくつかの要因に依存する。一般に、リンカーは約５～１０Å（０．５
～１ｎｍ）の長さであるはずであり、１０Å（１．０ｎｍ）以上の長さであることがより
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好ましいが、標的化分子がリンカーの一部分として機能することができるセグメントを含
む場合、約３Å（０．３ｎｍ）の長さのさらに短いリンカーで十分である可能性がある。
【００９７】
　直鎖状原子（最短経路をとることによって数える、例えば芳香族環などの環状部分）の
数の点で、リンカーの長さを考えることもできる。この基準下でのリンカーの長さは一般
に約１０～２００原子であり、及びより典型的には約３０原子以上であるが、いくつかの
場合は、２原子以上のさらに短いリンカーで十分である可能性がある。一般に、少なくと
も約９原子の直鎖状延長部分を有するリンカーで十分である。
【００９８】
　他のリンカーに関する考慮事項には、生成する標的化分子及び生成する標的化分子とタ
ンパク質の間の複合体の、物理的又は薬物動態的性質に対するリンカーの影響が含まれる
。これらの性質には、溶解性、親油性、親水性、疎水性、安定性（多かれ少なかれ安定状
態並びに予想される分解状態）、剛性、柔軟性、免疫原性、結合の調節、化学的適合性、
ミセル又はリポソーム内に取り込まれる能力などがあるが、これらだけには限られない。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、リンカーの結合鎖は、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、ハロ
ゲン（Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ）、又はそれらの塩の群からの任意の原子を含む。リンカーは
アルキル、アルケニル、アルキニル、オキソアルキル、オキソアルケニル、オキソアルキ
ニル、アミノアルキル、アミノアルケニル、アミノアルキニル、スルホアルキル、スルホ
アルケニル、又はスルホアルキニル基、ホスホアルキル、ホスホアルケニル、ホスホアル
キニル基、並びに炭素環又は複素環単飽和又は縮合飽和又は不飽和環構造などの基も含む
ことができる。前述の基と環の組合せも本発明の標識タンパク質分子のリンカー内に存在
し得る、１つ又は複数の環構造が存在し得る。
【０１００】
　リンカーの反応基Ｚは、任意の求核基又は求電子基を含む。好ましい実施形態では、Ｚ
は抗体の反応性側鎖と共有結合を形成することができる。いくつかの実施形態では、Ｚは
ジケトン、アシルβ－ラクタム、活性エステル、ハロケトン、シクロヘキシルジケトン基
、アルデヒド又はマレイミドを形成するよう配列した１つ又は複数のＣ＝Ｏ基を含む。他
の基は、ラクトン、無水物、α－ハロアセトアミド、アミン、ヒドロキシルアミン、ヒド
ラジド、又はエポキシドを含み得る。タンパク質（例えば、抗体分子のＦｃ部分）の反応
性求核基（例えば、リシン又はシステイン側鎖）と共有結合することができる代表的なリ
ンカーの求電子反応基には、アシルβ－ラクタム、単純ジケトン、スクシンイミド活性エ
ステル、マレイミド、ハロアセトアミドとリンカー、ハロケトン、シクロヘキシルジケト
ン、アルデヒド、アミジン、グアニジン、イミン、エネアミン、ホスフェート、ホスホネ
ート、エポキシド、アジリジン、チオエポキシド、マスク型又は保護型ジケトン（例えば
ケタール）、ラクタム、スルホネートなど、マスク型Ｃ＝Ｏ基、例えば、イミン、ケター
ル、アセタール及び任意の他の知られている求電子基がある。好ましいリンカーの反応基
には、１つ又は複数のＣ＝Ｏ、アシルβ－ラクタム、単純ジケトン、スクシンイミド活性
エステル、マレイミド、ハロアセトアミドとリンカー、ハロケトン、シクロヘキシルジケ
トン、又はアルデヒドを形成するよう配列した基がある。前述のように、この実施形態で
は基Ｚはヒドロキシルアミン基であり、他の代替形態は後に記載する。
【０１０１】
　Ｚは、可逆性又は不可逆性共有結合を形成する基であってよい。いくつかの実施形態で
は、図５中に示す基などのジケトンＺ基を使用して、可逆性共有結合を形成することがで
きる。したがって、構造Ａ～Ｃはタンパク質（例えば、抗体分子のＦｃ部分）中の反応性
求核基（例えば、非天然アミノ酸の取り込みによって導入されたリシン又はシステイン側
鎖又はヒドロキシルアミン）と可逆性共有結合を形成することができる。図５の構造Ａ～
Ｃ中のＲ１及びＲ２及びＲ３は、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、ハロゲン（Ｆ、Ｃｌ、
Ｂｒ、Ｉ）、又はそれらの塩であってよい置換基を表す。これらの置換基は、アルキル、
アルケニル、アルキニル、オキソアルキル、オキソアルケニル、オキソアルキニル、アミ
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、スルホアルキニル、ホスホアルキル、ホスホアルケニル、又はホスホアルキニル基など
の基も含むことができる。Ｒ２及びＲ３は、構造Ｂ及びＣにおいて例示される環構造を形
成することもできる。図５中のＸはヘテロ原子であってよい。可逆性共有結合を形成する
他のＺ基には、アミジン、イミン、及び図５の構造Ｇによって包含される他の反応基、並
びに図５の－Ｏ－ＮＨ２基（Ｈ）、－ＮＨ－ＮＨ２基（Ｉ）、及びＣＯ－ＮＨ－ＮＨ２基
（Ｊ）がある。図６は可逆性共有結合を形成する他の好ましいリンカーの反応基の構造、
例えば構造Ｂ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ、及びＭ、及びＸが脱離基ではない場合はＥとＦ
を含む。
【０１０２】
　タンパク質（例えば、抗体分子のＦｃ部分）と不可逆性共有結合を形成するＺ反応基に
は、（例えば、Ｇがイミデートであるとき）図５中の構造Ｄ～Ｇ及び図６の構造Ａ、Ｃ及
びＤがある。Ｘが脱離基であるとき、図６の構造Ｅ及びＦも不可逆性共有結合を形成する
ことができる。このような構造は、標的化モジュール－リンカーとタンパク質（例えば、
抗体分子のＦｃ部分）中の反応性求核基（例えば、リシン又はシステイン側鎖）を不可逆
的に結合させるのに有用である。
【０１０３】
　前に記載した可逆性又は不可逆性共有結合の化学的性質は、リンカーの不在下での標的
化モジュールとタンパク質の結合、又は標的化モジュールとリンカーの結合（例えば、リ
ンカーの結合鎖との結合）に適用することもできることは理解されるはずである。例えば
、適切な求核基又は求電子基などの適切な反応基Ｚ型のエレメントを、リンカー又は標的
化モジュールのいずれか、及びこの２つの他方のアミノ又はスルフヒドリル基などの適切
な反応性部分に配置することによって、標的化モジュールをリンカーと結合させて標識物
質を形成することが可能である。
【０１０４】
　リンカーを介して標的化モジュールとタンパク質を結合させること、標的化分子として
本明細書に記載する標的化モジュール及びリンカーが一般に好ましいが、いくつかの適用
例では、標的化モジュールとタンパク質を直接結合させることが可能である。
【０１０５】
　本発明の標的化モジュール－リンカー化合物は、２つの標的化モジュールがリンカーの
Ｘ部分と結合することができる化合物を含む。２つの標的化モジュールは図７中に示すよ
うに同一であってよく、或いは図８中に示すように異なってよい。図８中では、２つの標
的化モジュールは「標的化モジュールＡ」及び「標的化モジュールＢ」と示す。さらに、
本発明の標的化モジュール－リンカー化合物は、標的化モジュールがリンカーの第１のＸ
部分と結合しており、同じ又は異なる構造の第２の標的化モジュールがリンカーの第２の
Ｘ部分と結合している化合物を含む。図９中に示すように、２つの標的化モジュール－結
合鎖構造は１つの標識タンパク質分子中に存在する。
【０１０６】
　本発明の標的化モジュールと共に使用するため、標的化モジュール－リンカー化合物を
調製するための他のリンカーは、１，３－ジケトン反応基をＺとして含む。他の代替リン
カーは、結合鎖Ｘが２～１００単位の反復エーテル単位を含むリンカーである。トロンボ
スポンジン標的化モジュール、又は前に記載したモジュールなどの他の標的化モジュール
のコアと結合したこのようなリンカーは、ｎが１～１００以上、及び好ましくは１、２、
３、４又は５、及びより好ましくは３、４又は５である以下に示すような構造（Ｉ）を有
することができる。いくつかの実施形態では、リンカーはポリエチレングリコールなどの
反復ポリマーである。
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【化１】

【０１０７】
　標的化モジュールに内在し得るリンカー反応基又は類似のこのような反応基は、個々の
タンパク質と共に使用するために選択される。例えば、ヒドロキシルアミン含有タンパク
質によって修飾される化学成分は、ケトン、アルデヒド、ジケトン、β－ラクタム、活性
エステルハロケトン、ラクトン、無水物、マレイミド、α－ハロアセトアミド、シクロヘ
キシルジケトン、エポキシド、アルデヒド、アミジン、グアニジン、イミン、エネアミン
、ホスフェート、ホスホネート、エポキシド、アジリジン、チオエポキシド、マスク型又
は保護型ジケトン（例えばケタール）、ラクタム、ハロケトン、アルデヒドなどであって
よい。
【０１０８】
　抗体中の反応性スルフヒドリル基による共有結合による修飾に適したリンカー反応基の
化学成分は、ジスルフィド、ハロゲン化アリール、マレイミド、α－ハロアセトアミド、
イソシアネート、エポキシド、チオエステル、活性エステル、アミジン、グアニジン、イ
ミン、エネアミン、ホスフェート、ホスホネート、エポキシド、アジリジン、チオエポキ
シド、マスク型又は保護型ジケトン（例えばケタール）、ラクタム、ハロケトン、アルデ
ヒドなどであってよい。
【０１０９】
　当業者は、タンパク質中の反応性アミノ酸側鎖は標的化モジュール又はそのリンカー上
の求核基と反応する求電子基を有することができ、一方他の実施形態では、タンパク質（
例えば、抗体分子のＦｃ部分）又はタンパク質断片のアミノ酸側鎖中の反応性求核基は、
標的化モジュール又はリンカー中の求電子基と反応することを容易に理解するはずである
。したがって、タンパク質又はタンパク質断片の側鎖は求電子基（例えば、図３及び４）
で置換することができ、標的化モジュール又はそのリンカー上の求核基（例えば、－ＯＮ
Ｈ２）と反応させるために、この基を使用することができる。この実施形態では、抗体及
び標的化モジュールは各端に適切な反応性部分を有する部分リンカーをそれぞれ有し、し
たがって不完全リンカーの両端は完全リンカーを形成し、これによって完全な標識タンパ
ク質を生成することができる。
【０１１０】
　当業者は、２つ以上の標的化モジュールを１つのタンパク質部位（例えば、抗体分子の
Ｆｃ部分）と結合させることが可能であることも、容易に理解するはずである。２つの標
的化モジュールは同じであってよく、或いはそれらの構造又はそれらが直接的又は間接的
に生成するシグナルが異なってよい。一実施形態では、それぞれの標的化モジュールを、
抗体分子のＦｃ部分などのタンパク質中のアミノ酸の別の反応性側鎖と結合させることが
可能である。好ましい実施形態では、２つの標的化モジュールは分岐状又は直鎖状リンカ
ーと結合し、したがって２つの標的化モジュールはタンパク質中の同じ反応性アミノ酸側
鎖と結合する。分岐状リンカーのそれぞれの分岐は、いくつかの実施形態では５～１００
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原子の直鎖状延長部分を含むことができる。例えば、図１０及び１１中に開示する構造は
、反応基として１，３－ジケトンを有するリンカーの異なる分岐と結合した２つの標的化
モジュールを有する分岐状リンカーの実施形態を示す。これらの実施形態中に示されるよ
うに、分岐点は結合鎖中に存在し得る。
【０１１１】
　典型的にはリンカーは安定状態であり、加水分解又は他の自発的又は酵素触媒の切断に
耐性があるが、いくつかの代替形態では、リンカー部分は不安定である可能性がある。不
安定な結合は機能的成分とリンカーの間、又は標的化成分とリンカーの間、或いはリンカ
ー中、或いはこれらの組合せに存在する可能性がある。例えば、あるｐＨに曝すと、リン
カーは不安定である可能性がある。リンカーは、体液中に存在する酵素などの個々の酵素
の基質であってもよい。したがって、不安定なリンカーの個々の設計を使用して、それが
その目的とする標的に達した後に、タンパク質分子の放出を誘導することができる。不安
定なリンカーは可逆性共有結合である可能性がある。このようなリンカーは、受容体介在
性エンドサイトーシス中に遭遇するエンドソーム及びリソソームなどの異なる細胞内区画
の酸性環境を利用する、シスアコニット酸リンカーなどの酸不安定性リンカーであってよ
い。Ｓｈｅｎら、Ｍｅｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｒｎｍｕｎ．（１９８１
）１０２：１０４８～１０５４；Ｙａｎｇら、Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃ．Ｉｎｓｔ．（１
９８８）８０：１１５４～１１５９を参照。他の実施形態では、リソソームペプチダーゼ
などのペプチダーゼの作用によってリンカーを切断することができるように、ペプチドス
ペーサーアームをリンカーとして使用する。例えば、Ｔｒｏｕｅｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９８２）７９：６２６～６２９を参照。
【０１１２】
　不安定なリンカーには、可逆性共有結合、ｐＨ感受性結合（酸又は塩基感受性）、酵素
感受性結合、分解感受性リンカー、光感受性リンカーなど、及びこれらの組合せがある。
これらの特徴は、不安定なリンカーの型として考えることができるプロドラッグにも特徴
的である。様々な不安定なリンカーが以前に設計されている。例えば、米国特許第５，４
９８，７２９号中に記載されたのと同様に、加水分解によってゆっくりと分解するカルボ
ン酸を有する化合物を使用して、プロドラッグを形成することができる。
【０１１３】
　この点において、標的化分子は「プロドラッグ」である可能性があり、標的化分子は送
達時には本質的に不活性であるが、何らかの修飾によって活性状態になることを意味する
。標的化分子は、タンパク質分子の特異性を使用して細胞の表面又は細胞内に送達するこ
とができ、そこで次いで活性状態になり得る。
【０１１４】
　以前に記載されたのと同様に（米国特許第５，１１４，８５１号及び同５，２１８，１
３７号を参照）光感受性リンカーの切断又は光応答性酵素の活性化（アシル酵素加水分解
）によって、光力学的処理を使用してプロドラッグを活性化することができる。光力学的
処理を使用して、薬剤活性が望ましくない部位（例えば、非標的組織）において、薬剤を
急速に不活性状態にすることもできる。薬剤を共有結合により修飾してプロドラッグを形
成する様々な手段が、当技術分野でよく知られている。
【０１１５】
　標的分子は、いくつかの実施形態では、タンパク質、炭水化物、脂質又は核酸などの生
物分子であってよい。標的分子は細胞（「細胞表面で発現される」）、又はウイルスなど
の他の粒子（「粒子表面で発現される」）と結合することができ、或いは細胞外に存在し
てよい。細胞又は粒子と結合する場合、標的化分子と身体の体液相由来の表面受容体の接
触を可能にするような方法で、標的分子が細胞又は粒子、受容体などの表面で発現される
ことが好ましい。
【０１１６】
　いくつかの好ましい実施形態では、標的化分子は病的状態又は疾患状態の細胞、組織又
は体液と主に或いは独占的に結合する。したがって、標的化分子を使用して、細胞、細胞
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外マトリクス生物分子又は体液中の生物分子を標的とすることによって疾患状態の組織に
標識タンパク質分子を送達することができる。代表的な標的分子は、ＣＤ３６などのトロ
ンボスポンジン受容体を含む。
【０１１７】
　リンカーがタンパク質と標的化分子の間に存在する標識タンパク質を合成する際に、い
くつかの手法によって結合を実施することができる。ポリマーがタンパク質である一手法
では、標的化モジュール－リンカー化合物は、タンパク質のアミノ酸の側鎖との共有結合
反応用に設計した１つ又は複数の反応基を含むリンカーを用いて合成する。標的化モジュ
ール－リンカー化合物とタンパク質は、リンカー反応基がアミノ酸側鎖との共有結合を形
成する条件下で組み合わせる。
【０１１８】
　他の手法では、リンカーが標的化モジュールの適切な化学成分との共有結合反応用に設
計した１つ又は複数の反応基を含む、タンパク質とリンカーを含むタンパク質－リンカー
化合物を合成することによって、結合を実施することができる。リンカー反応基との反応
に適した成分を与えるように、標的化モジュールを修飾することが必要である可能性があ
る。タンパク質－リンカーと標的化モジュールは、リンカー反応基が標的化モジュールと
共有結合する条件下で組み合わせる。
【０１１９】
　本発明による標識タンパク質を形成するための他の手法は、二重リンカー設計を使用す
る。この手法では、標的化モジュール及び反応基を有するリンカーを含む標的化モジュー
ル－リンカー化合物を合成する。タンパク質及び第１ステップの標的化モジュール－リン
カーの反応基と反応しやすい化学基を有する第２のリンカーセグメントを含む、タンパク
質－リンカー化合物も合成する。リンカーが共有結合し、二重リンカーによって標識タン
パク質を形成する条件下で、この２つのリンカー含有化合物を次いで組み合わせる。
【０１２０】
　化学成分に関して本明細書で使用する「～しやすい」は、化学成分が適合性のある反応
基と共有結合し得ることを示す。したがって、求電子基は求核基と共有結合しやすく、且
つ逆も然りである。
【０１２１】
　論じたように、リンカーは標的化モジュールと最初に結合することができ、次いで標的
化モジュール－リンカーがタンパク質と結合する。或いは、リンカーはタンパク質と最初
に結合することができ、タンパク質－リンカーが標的化モジュールと結合する。当技術分
野でよく知られている多数の手段を使用して、リンカーと標的化モジュール又はタンパク
質を結合させることが可能である。
【０１２２】
　抗体のＦｃ部分を含むタンパク質分子の場合、いくつかの手法によって標的化モジュー
ルを調製することができる。一手法では、抗体分子のＦｃ部分中のアミノ酸の側鎖との共
有結合反応用に設計した１つ又は複数の反応基を含むリンカーを用いて、標的化モジュー
ル－リンカー化合物を合成し、この手法のいくつかの実施例では、アミノ酸はアミノ末端
アミノ酸又はカルボキシル末端アミノ酸であってよい。標的化モジュール－リンカー化合
物と抗体のＦｃ部分は、リンカー反応基がアミノ酸の側鎖と共有結合を形成する条件下で
組み合わせる。
【０１２３】
　他の手法では、抗体のＦｃ部分及び標的化モジュールの適切な化学成分との共有結合反
応用に設計した１つ又は複数の反応基を含むリンカーを含む、Ｆｃリンカー化合物を合成
することによって結合を実施することができる。リンカー反応基との反応に適した成分を
与えるように、標的化モジュールを修飾することが必要である可能性がある。抗体－リン
カーと標的化モジュールは、リンカー反応基が標的及び／又は生物物質と共有結合する条
件下で組み合わせる。
【０１２４】
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　さらに他の手法では、二重リンカーを前に記載したように使用し、１つのリンカーはタ
ンパク質－リンカー化合物中に存在し、他のリンカーは標的化モジュール－リンカー化合
物中に存在し、リンカーは互いに反応するはずである反応基を末端に有する。
【０１２５】
　結合中に含まれ得る代表的な官能基には、例えばエステル、アミド、エーテル、ホスフ
ェート、アミノ基、ケト基、アミジン、グアニジン、イミン、エネアミン、ホスフェート
、ホスホネート、エポキシド、アジリジン、チオエポキシド、マスク型又は保護型ジケト
ン（例えばケタール）、ラクタム、ハロケトン、アルデヒド、チオカルバメート、チオア
ミド、チオエステル、スルフィド、ジスルフィド、ホスホラミド、スルホンアミド、ウレ
ア、チオウレア、カルバメート、カルボネート、ヒドロキサミドなどがある。
【０１２６】
　リンカーの結合鎖は、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、ハロゲン（Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ
）、又はそれらの塩の群からの任意の原子を含む。リンカーはアルキル、アルケニル、ア
ルキニル、オキソアルキル、オキソアルケニル、オキソアルキニル、アミノアルキル、ア
ミノアルケニル、アミノアルキニル、スルホアルキル、スルホアルケニル、スルホアルキ
ニル基、ホスホアルキル、ホスホアルケニル、ホスホアルキニル基も含むことができる。
リンカーは１つ又は複数の環構造も含むことができる。本明細書で使用する「環構造」は
、飽和、不飽和、及び芳香族炭素環並びに飽和、不飽和、及び芳香族複素環を含む。環構
造は単環式、二環式、又は多環式であってよく、縮合又は非縮合環を含む。さらに、環構
造はハロゲン、オキソ、－ＯＨ、－ＣＨＯ、－ＣＯＯＨ、－ＮＯ２、－ＣＮ、－ＮＨ２、
－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、Ｃ１～６アルキル、Ｃ２～６アルケニル、Ｃ２～６アルキニル、Ｃ１

～６オキソアルキル、オキソアルケニル、オキソアルキニル、アミノアルキル、アミノア
ルケニル、アミノアルキニル、スルホアルキル、スルホアルケニル、又はスルホアルキニ
ル、ホスホアルキル、ホスホアルケニル、又はホスホアルキニル基だけには限られないが
、これらを含めた、当技術分野でよく知られている官能基で場合によっては置換される。
前述の基と環の組合せも、本発明の標識タンパク質分子のリンカー内に存在し得る。
【０１２７】
　他の代替形態では、リンカーはビオチン又はビオチン及びスペーサーを取り込んだ分子
、ビオチン－ＬＣなどを含むことができる。スペーサーを形成するためのビオチン－アビ
ジン相互作用の使用は当技術分野でよく知られており、例えば参照として本明細書に組み
込まれるＧ．Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンディエゴ、１９９５）、ｐｐ．５７０～５９２
中に記載されている。ビオチンの様々な誘導体が利用可能であり、これらはリンカー中に
取り込むことが可能である。例えば、Ｐｉｅｒｃｅ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）はビオチ
ンヒドラジド及びビオチン－ＬＣ－ヒドラジドを生成し、これらをアルデヒドと直接反応
させてオキシムを生成し、ビオチン部分とタンパク質分子を結合させることが可能である
。アビジンの代わりに、ストレプトアビジンを使用することができる。
【０１２８】
　さらに他の代替形態では、リンカーは、ｘが２～４の整数でありｙが４～６の整数であ
る一般構造ＮＨ２ＯＣＨ２－（Ｇｌｙ）ｘ－［Ｌｙｓ－Ｈ－Ｓｅｒ－）］ｙＧｌｙ－ＯＨ
の担体分子を内部に含み、これはＮ末端アルデヒド官能基との反応用のヒドロキシルアミ
ン部分を与える。ｘが３でありｙが５であることが好ましい。これらの担体は、参照とし
て本明細書に組み込まれるＬ．Ｖｉｌａｓｅｃａら、「明確な構造のタンパク質複合体：
新たな担体分子の合成及び使用（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｏｆ　Ｄｅｆ
ｉｎｅｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　ａ　Ｎｅ
ｗ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ）」、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．４
：５１６～５２０（１９９３）中に記載されている。
【０１２９】
　本発明の標識タンパク質は、当技術分野でよく知られている技法を使用して調製するこ
とができる。典型的には、標的化モジュールの合成は最初のステップであり、本明細書で
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記載するように実施する。次いで標的化モジュールを結合成分（リンカー）との結合用に
誘導体化し、次いでそれをタンパク質と組み合わせる。当業者は、使用する特定の合成ス
テップは３成分の正確な性質に依存することを容易に理解するはずである。
【０１３０】
　本発明は、標的化モジュール又はリンカーの少なくとも１つの物理的又は生物学的特徴
を改変する方法も含む。これらの方法は、前に記載したように標的化モジュールとタンパ
ク質を共有結合させることを含む。いくつかの実施形態では、標的化モジュールを抗体分
子のＦｃ領域と直接或いはリンカーを介して結合させ、その特徴は前に記載している。こ
の方法は、５Ｋｄ以下の小さな標的化モジュールを結合させるのに特に有用である。しか
しながら、この方法はさらに大きな標的化モジュールにも働く。標的化モジュールの特徴
は、結合親和性、プロテアーゼなどによる分解に対する感受性、薬物動態的性質、薬力学
的性質、免疫原性、溶解性、親油性、親水性、疎水性、安定性（多かれ少なかれ安定状態
及び予想される分解状態）、剛性、柔軟性、抗体結合の調節、蛍光、化学発光、生物発光
、可視光線又は紫外線の吸収性などを含み得る。
【０１３１】
　本明細書で使用する薬物動態的性質は、経時的な血清中の投与した化合物の濃度を指す
。薬力学的性質は、経時的な標的及び非標的組織中の投与した化合物の濃度、並びに標的
組織に対する影響（有効性）及び非標的組織に対する影響（毒性）を指す。不安定な結合
を使用すること、又は任意のリンカーの化学的性質を改変すること（溶解性、電荷などを
変えること）などによって、個々の標的化モジュールに関して、例えば薬物動態的性質又
は薬力学的性質の改善を設計することができる。
【０１３２】
　本発明の標識タンパク質分子の生物学的特徴を改変して、改善された医薬的又は他の特
徴を得ることができる。これは標的化モジュール、リンカー又はタンパク質の１つ又は複
数の化学的特徴を変えることによって実施することができる。好ましい手法は、リンカー
の１つ又は複数の化学的特徴を化学的に修飾することである。リンカーを含む化合物の化
学的特徴を変えることによって、薬物動態的性質、薬力学的性質、溶解性、免疫原性の改
善などの改善された特徴を得ることができる。
【０１３３】
　これらの方法では、タンパク質分子が受容体結合ドメインを含む場合、蛍光活性化細胞
選別（ＦＡＣＳ）などの方法を使用して標識タンパク質分子を目に見える状態にすること
ができる。生成する標識タンパク質分子又は「複合体」は安定状態であり、Ｆｃ領域の通
常の半減期と実質的に等しい半減期で循環すると予想される。
【０１３４】
　典型的には、Ｆｃ領域を含むタンパク質分子は、タンパク質分子の天然型のグリコシル
化が実質的に保たれるような方法で発現される。天然型のグリコシル化が実質的に保たれ
る場合、補体活性化及び抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）などのＦｃ介在のエフェクター
機能を活性化することができる。
【０１３５】
　天然型のグリコシル化を実質的に保つために、グリコシル化を実施することができる真
核生物宿主中でタンパク質分子を発現させることが好ましい。これらの宿主には、チャイ
ニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞及び２９３細胞があるが、これらだけには限られな
い。ＡＤＣＣ及び補体固定などのエフェクター機能が必要とされないいくつかの適用例で
は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）又はサルモネラチフィムリウム（Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）などの原核生物宿主中でタンパク質分子を
発現させるか、或いは代替的にＦｃを突然変異させてグリコシル化部位を除去することが
好ましい。
【０１３６】
　本発明の他の実施形態では、標識するタンパク質分子を、それが酸化を必要としないタ
ンパク質分子内のアミノ酸の側鎖として、アルデヒド又はケト官能基を内部に含むように
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翻訳する。このタンパク質分子は、アルデヒド又はケト官能基を有する非天然アミノ酸の
翻訳時の取り込みによって生成される。これらのアミノ酸には、β－オキソ－α－アミノ
酪酸及び（２－ケトブチル）－チロシンがあるが、これらだけには限られない。この手法
は、参照として本明細書に組み込まれるＶ．Ｗ．Ｃｏｒｎｉｓｈら、「ケトンハンドルを
使用する部位特異的なタンパク質の修飾（Ｓｉｔｅ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｕｓｉｎｇ　ａ　Ｋｅｔｏｎｅ　Ｈａｎｄｌｅ）」、Ｊ．
Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１８：８１５０～８１５１（１９９６）中に記載されている
。
【０１３７】
　したがって、この実施形態では、タンパク質分子を標識するための方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を内
部に含む少なくとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）タンパク質分子のアルデヒド又はケト官能基を、アルデヒド又はケト官能基と反
応性がある基を内部に含む標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それに
より標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク
質分子の標的化を誘導するステップを含む。
【０１３８】
　前に記載したように、標的化分子はヒドロキシルアミン部分又はヒドラジド部分を典型
的には含む。
【０１３９】
　この実施形態では、タンパク質分子は前に記載したものと同様であり、使用する標的化
分子及び任意のリンカーも前に記載したものと同様である。インテグリンを標的とする標
的化分子を含めた全範囲の標的化分子を、これらの反応において使用することができる。
【０１４０】
　他の実施形態では、参照として本明細書に組み込まれるＡ．Ｅ．Ｓｐｅａｒｓら、「銅
（Ｉ）触媒アジド－アルキン［３＋２］付加環化を使用するｉｎ　ｖｉｖｏでの活性に基
づくタンパク質プロファイリング（Ａｃｔｉｖｉｔｙ－Ｂａｓｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐ
ｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｕｓｉｎｇ　ａ　Ｃｏｐｐｅｒ（Ｉ）－Ｃａｔａｌ
ｙｚｅｄ　Ａｚｉｄｅ－Ａｌｋｙｎｅ［３＋２］Ｃｙｃｌｏａｄｄｉｔｉｏｎ）」、ＪＡ
ＣＳ　Ｃｏｍｍｕｎ．１２５：４６８６～４６８７（２００３）中に記載されたのと同様
に、銅（Ｉ）触媒アジド－アルキン［３＋２］付加環化を使用して、タンパク質分子を標
的化分子と結合させることが可能である。このカップリング技法は、本明細書では「クリ
ック化学法」と呼ぶ。
【０１４１】
　この反応を使用して、広範囲の標的化分子とタンパク質分子を結合させることが可能で
ある。例えば、ジケトン部分の代わりにアジド又はアルキン部分を末端に有するように分
子を修飾する場合、いずれも参照として本明細書に組み込まれる、Ｂａｒｂａｓらによる
米国特許出願公開第２００３／０１２９１８８号中、Ｂａｒｂａｓらによる米国特許出願
公開第２００３／０１９０６７６号中、及びＢａｒｂａｓらによる米国特許出願公開第２
００３／０１７５９２１号中に記載されているジケトン標的化分子をこの反応において使
用することができる。
【０１４２】
　この反応は図１２ａ中に概略的に示す。図１２ａは、Ｆｃ領域を含む標識タンパク質分
子の２ステップの構築の図である。最初に、アルデヒド含有Ｆｃタンパク質を、アジド官
能基を有するヒドロキシルアミンと反応させてアジド－Ｆｃを得る。次いで、アジド－Ｆ
ｃは、標的化モジュール、リンカー、及び反応基がアルキンを含む反応基を含めた広く様
々な標的化分子と反応させることが可能である。次いで、銅（Ｉ）触媒アジド－アルキン
［３＋２］付加環化反応によって、Ｆｃ領域を含む標識タンパク質分子が生成する。反応
性アジド基を有する非天然アミノ酸の翻訳時の取り込みによって、アジド－Ｆｃを調製す
ることも可能であったことに留意されたい。
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【０１４３】
　一般に、この実施形態は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド置換アミノ酸残基及びアルキン置換ア
ミノ酸残基からなる群から選択される反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備
するステップ、
　（２）タンパク質分子と標的化分子が一緒になってアジド置換アミノ酸残基及びアルキ
ン置換アミノ酸残基を有するように、アジド置換アミノ酸残基及びアルキン置換アミノ酸
残基からなる群から選択される反応性残基を有する標的化分子を準備するステップ、及び
　（３）アジド－アルキン［３＋２］付加環化によってタンパク質分子を標的化分子と反
応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は
細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む
。
【０１４４】
　この手法では、典型的には、標的化分子はリンカーと結合したタンパク質であるが、標
的化分子は必要とされる反応性アミノ酸で置換された非タンパク質成分であってもよい。
使用することができる反応性アミノ酸には、α－アミノ－γ－アジド酪酸及びα－アミノ
－γ－メチニル酪酸があるが、これらだけには限られない。１つがアジド置換基を有し他
方がアルキン置換基を有する、反応性アミノ酸の他の対を使用することができる。或いは
タンパク質分子は、リンカーなしで標的化モジュールと直接結合させることが可能である
。さらに他の代替形態では、図１２ａ中に開示したように、アルデヒド基を含むか、或い
は酸化されてアルデヒド基を含むアミノ末端アミノ酸を、アジド官能基を含むヒドロキシ
ルアミンと最初に反応させて、アジド－アルキン付加環化用にアジド含有群を生成する。
アルデヒド基を含むアミノ末端アミノ酸は、前に論じたように非天然アミノ酸であってよ
い。或いはそれは、前に論じたようにアミノ末端セリン残基の酸化によって生成すること
ができる。
【０１４５】
　他の代替手法では、アルデヒド基を含むか、或いは酸化されてアルデヒド基を含むアミ
ノ酸残基を、置換二官能性ヒドロキシルアミンリンカーのアミノ基の１つと反応させて、
リンカーとのＣ＝Ｎ二重結合を生成する。リンカーの遊離した第２のアミノ基を、次いで
置換ジケトンと反応させる。図１２ａ中と同じ方法で示す標識タンパク質分子の他の構成
成分と共に、この手法を図１２ｂ中に示す。
【０１４６】
　一般に、この方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、反応性アルデヒド残基を有するタンパク質分
子を準備すること、
　（２）アルデヒド残基を、２つのＨ２Ｎ－Ｏ－部分を有する二官能性ヒドロキシルアミ
ンリンカーと反応させ、アルデヒド残基がＨ２Ｎ－Ｏ－部分の１つとＣ＝Ｎ結合を形成す
ること、及び
　（３）二官能性ヒドロキシルアミンリンカーの他方のＨ２Ｎ－Ｏ－部分を、ジケトン部
分を有する標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子
が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化
を誘導することを含む。
【０１４７】
　さらに他の代替手法は、参照として本明細書に組み込まれる、Ｊ．Ｈ．ｖａｎ　Ｍａａ
ｒｓｅｖｅｅｎ　＆　Ｊ．Ｗ．Ｂａｃｋ、「遺伝コードの再度の工学処理：分子生物学と
有機化学の組合せ（Ｒｅ－Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｃｏｄｅ
：Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ
　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）」、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４２：５９２６～５
９２８（２００３）中に記載されている。この手法はシュタウディンガー連結反応を使用
して、タンパク質分子中のアジド基と、１つの置換基がカルボメトキシでありもう１つの
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置換基がジフェニルホスフィノであるオルト二置換芳香族部分と共有結合した標的化分子
を結合させる。したがって生成する複合体（標識タンパク質分子）は、ジフェニルホスフ
ィニルである芳香族部分の１つの置換基、及びカルボキサミド部分の窒素が標識するタン
パク質と結合したカルボキサミドであるもう１つの置換基を有する。シュタウディンガー
連結反応は、参照として本明細書に組み込まれる、Ｋ．Ｌ．Ｋｉｉｃｋら、「シュタウデ
ィンガー連結反応による化学選択的修飾のための組換えタンパク質中へのアジドの取り込
み（Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｚｉｄｅｓ　Ｉｎｔｏ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｏｒ　Ｃｈｅｍｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ　ｂｙ　ｔｈｅ　Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ）」、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：１９～２４（２００２）中に記載されている。
【０１４８】
　したがって、本発明による他の方法は、抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分
子を標識するための方法であって、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド官能基を有する側鎖を内部に含む少な
くとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）シュタウディンガー連結反応において、タンパク質分子のアジド官能基を、１つ
の置換基がカルボメトキシでありもう１つの置換基がジフェニルホスフィノであるオルト
二置換芳香族部分と共有結合した標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、
それにより標識タンパク質分子が、ジフェニルホスフィニルである芳香族部分の１つの置
換基及びカルボキサミド部分であるもう１つの置換基を有し、カルボキサミド部分の窒素
がタンパク質分子と結合し、標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標
的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む方法である。
【０１４９】
　カップリング反応に関するさらに他の代替方法が知られており、例えば参照として本明
細書に組み込まれるＬ．Ｗａｎｇ　＆　Ｐ．Ｇ．Ｓｃｈｕｌｔｚ、「遺伝コードの拡大（
Ｅｘｐａｎｄｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｃｏｄｅ）」、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．
Ｉｎｔ．Ｅｄ．４４：３４～６６（２００５）中に記載されている。これらは安定状態で
あるヒドラゾン、オキシム、又はセミカルバゾン結合を生成するための、非天然アミノ酸
ｐ－アセチルフェニルアラニン又はｍ－アセチルフェニルアラニンと、ヒドラジド、アル
コキシアミン、又はセミカルバジドの間の反応を含む。
【０１５０】
　したがって、本発明の他の実施形態は、タンパク質分子を標識するための方法であって
、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、ｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセ
チルフェニルアラニンからなる群から選択されるアミノ酸を有するタンパク質分子を準備
するステップ、及び
　（２）タンパク質分子のｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセチルフェニルアラ
ニンからなる群から選択されるアミノ酸を、ヒドラジド、アルコキシアミン、及びセミカ
ルバジドからなる群から選択される反応性部分を含む標的化分子と反応させて標識タンパ
ク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である
標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む方法である。
【０１５１】
　タンパク質分子及び標的化分子は前に記載したのと同様である。ヒドロキシルアミン含
有部分とアルデヒド又はケト基の反応による標識タンパク質分子の形成に関して前に記載
したように、標的化分子中の反応成分（ヒドラジド、アルコキシアミン、又はセミカルバ
ジド）は、標的化分子中に取り込ませることが可能であるか、或いはリンカー又はリンカ
ーと結合した反応モジュール中に取り込ませることが可能である。
【０１５２】
　本発明の他の実施形態では、求電子剤と反応性があるアミノ酸残基を含むタンパク質分
子とアミノ酸残基と反応性がある求電子剤を含む標的化分子の反応によって、標識タンパ
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ク質分子を生成する。したがって、一般にこの方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求電子剤と反応性がある反応性アミノ酸残基
を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（２）アミノ酸残基と反応性がある求電子剤を含む標的化分子を準備するステップ、及
び
　（３）反応性アミノ酸残基を求電子剤と反応させることにより、標的化分子をタンパク
質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶
性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステ
ップを含む。
【０１５３】
　反応性アミノ酸と求電子剤の様々な組合せは当技術分野で知られており、これらを使用
することが可能である。例えば、チオール基を含むＮ末端システインをハロゲン又はマレ
イミドと反応させることが可能である。チオール基は、ハロゲン化アルキル、ハロアセチ
ル誘導体、マレイミド、アジリジン、アクリロイル誘導体などの多数のカップリング剤、
ハロゲン化アリールなどのアリール化剤、及びその他と反応性を有することが知られてい
る。これらは参照として本明細書に組み込まれるＧ．Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、「Ｂｉｏ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンデ
ィエゴ、１９９６）、ｐｐ．１４６～１５０中に記載されている。
【０１５４】
　システイン残基の反応性は、隣接アミノ酸残基の適切な選択によって最適化することが
できる。例えば、システイン残基と隣接するヒスチチジン残基は、そのシステイン残基の
反応性を増大させるはずである。
【０１５５】
　反応性アミノ酸と求電子剤試薬の他の組合せは、当技術分野で知られている。例えば、
マレイミドは特に高いｐＨ範囲で、リシンの側鎖のε－アミノ基などのアミノ基と反応す
ることができる。ハロゲン化アリールもこのようなアミノ基と反応することができる。ハ
ロアセチル誘導体は、ヒスチジンのイミダゾリル側鎖窒素、メチオニンの側鎖のチオエー
テル基、及びリシンの側鎖のε－アミノ基と反応することができる。イソチオシアネート
、イソシアネート、アシルアジド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、塩化スルホ
ニル、エポキシド、オキシラン、カルボネート、イミドエステル、カルボジイミド、及び
無水物だけには限られないが、これらを含めた、リシンの側鎖のε－アミノ基と反応する
はずである多くの他の求電子剤試薬が知られている。これらは参照として本明細書に組み
込まれるＧ．Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンディエゴ、１９９６）、ｐｐ．１３７～１
４６中に記載されている。さらに、アスパラギン酸及びグルタミン酸、ジアゾアルカン及
びジアゾアセチル化合物など、カルボニジイミダゾール、及びカルボジイミドの側鎖など
のカルボン酸側鎖と反応するはずである求電子剤試薬が知られている。これらは参照とし
て本明細書に組み込まれるＧ．Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンディエゴ、１９９６）、
ｐｐ．１５２～１５４中に記載されている。さらに、反応性ハロアルカン誘導体を含めた
セリン及びスレオニンの側鎖中の基などのヒドロキシル基と反応するはずである求電子剤
試薬が知られている。これらは参照として本明細書に組み込まれるＧ．Ｔ．Ｈｅｒｍａｎ
ｓｏｎ、「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ、サンディエゴ、１９９６）、ｐｐ．１５４～１５８中に記載されている。
【０１５６】
　他の代替実施形態では、求電子剤及び求核剤（即ち、求電子剤と反応性がある分子）の
相対的な位置は、タンパク質が求核剤と反応性がある求電子基を有するアミノ酸残基を有
し、標的化分子が求核基を内部に含むように逆である。これは前に記載したアルデヒド（
求電子剤）とヒドロキシルアミン（求核剤）の反応を含むが、その反応より一般的であり
、他の基を求電子剤及び求核剤として使用することができる。適切な基は有機化学の分野
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でよく知られており、さらに詳細に記載する必要はない。
【０１５７】
　したがって、この方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求核剤と反応性がある求電子基を内部に含む
反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（２）アミノ酸残基と反応性がある求核剤を含む標的化分子を準備するステップ、及び
　（３）反応性アミノ酸残基と求核剤を反応させることにより、標的化分子をタンパク質
分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性
分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステッ
プを含む。
【０１５８】
　本発明のさらに他の実施形態では、標識されるタンパク質は突然変異ハロアルカンデハ
ロゲナーゼドメインを内部に含み、標的化分子又は標的化モジュールは反応性ハロアルカ
ン部分を含む。突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼの作用は、安定状態のエステルを形
成する、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイン中のアスパラギン酸残基の１つの
カルボキシル側鎖の水素と、反応性ハロアルカン部分から誘導されたアルキル部分の置換
をもたらす。これは例えば、参照として本明細書に組み込まれるＷｏｏｄらによる米国特
許出願公開第２００４／０２１４２５８号中、及び参照として本明細書に組み込まれる「
ＨａｌｏＴａｇ（商標）交換可能な標識技術（ＨａｌｏＴａｇ（商標）Ｉｎｔｅｒｃｈａ
ｎｇｅａｂｌｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）」（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏ
ｒｐ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ、２００４年１１月）中に記載されている。
【０１５９】
　したがって、本発明のこの実施形態では、この方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンを内部に有するタンパク質分子であって、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンがアスパラギン酸残基を内部に有し、アスパラギン酸残基の側鎖がエステル化され得る
タンパク質分子を準備するステップ、及び
　（２）タンパク質分子を、反応性ハロアルカン部分を有する標的化分子と反応させて安
定状態のエステルを形成し、標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独
で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導
するステップを含む。
【０１６０】
　したがってそれ故、本発明による方法において標識するのに適したタンパク質分子は、
アミノ末端セリン、アミノ末端システイン、又は前に記載した他のアミノ末端反応性アミ
ノ酸を有するＦｃ領域を含むタンパク質分子を含む。これらのタンパク質分子を作製する
ための方法は以下に記載する。Ｆｃとの直接的な融合として表されるペプチドの生物学的
活性は、参照として本明細書に組み込まれるＪ．Ｏｌｉｎｅｒら、「アンギオポイエチン
－２の選択的阻害による血管新生及び腫瘍増殖の抑制（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　
Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｕｍｏｒ　Ｇｒｏｗｔｈ　ｂｙ　Ｓｅｌｅｃｔｉ
ｖｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－２）」、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｃｅｌｌ　６：５０７～５１６（２００４）中に示される。Ｆｃとの直接的な融合とし
て表される受容体の生物学的活性は、参照として本明細書に組み込まれるＪ．Ｈｏｌａｓ
ｈら、「ＶＥＧＦ－トラップ：強力な抗腫瘍効果を有するＶＥＧＦブロッカー（ＶＥＧＦ
－Ｔｒａｐ：Ａ　ＶＥＧＦ　Ｂｌｏｃｋｅｒ　ｗｉｔｈ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ａｎｔｉｔｕｍ
ｏｒ　Ｅｆｆｅｃｔｓ）」、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：１
１３９３～１１３９８（２００２）中に示される。これらのタンパク質分子は、前に記載
したように、それらをタンパク質分子の反応性アミノ酸残基と反応することができる反応
基を含む適切な標的化モジュールと反応させることによって、本発明による方法において
したがって使用され得る。他の代替形態では、アジド部分を取り込んだアミノ酸残基と共
にＶＥＧＦ受容体を発現させることが可能であり、この修飾ＶＥＧＦ受容体は、この「ク
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リック化学」反応によってアルキン部分を取り込んだアミノ酸残基と共に発現されるＦｃ
分子と次いで結合させることが可能である。
【０１６１】
　代替方法として、ペプチド、受容体、又は他の活性ペプチド又はタンパク質部分を前に
記載したクリック化学反応によりＦｃと結合させて、融合タンパク質を形成することが可
能である。これは、前に記載したように、セリン残基の翻訳又は酸化のいずれかによって
導入したアルデヒド含有アミノ酸を使用すること、及びアルデヒド含有アミノ酸とアジド
含有ヒドロキシルアミン部分を反応させることによって実施することもできる。他のカッ
プリング法を使用することができる。
【０１６２】
　さらに他の代替形態ではＦｃは、反応性アミノ末端と反応性カルボキシル末端の両方を
有することができ、但し、反応性アミノ末端は反応性カルボキシル末端と反応しない。し
たがって標的化分子又は融合タンパク質の構成成分を、一端で酸化手法及び他端で「クリ
ック化学」手法を使用して、Ｆｃのいずれかの端に加えることができる。例えば、Ｆｃは
カルボキシル末端とアミノ末端の両方でアジドアミノ酸を用いて構築することができ、次
いでアルキン置換アミノ酸を有するＩＬ－２サイトカインをクリック化学法によって結合
させることが可能である。或いは、アルキンを有するｓｃＦｖをクリック化学法によって
両端に結合させることが可能である。他の組合せが考えられる。一般に、これらのドメイ
ン及びタンパク質分子は、これらのカップリング反応を適用してモジュラー手法において
使用することが可能であり、但し、少なくとも１つの標的化分子が結合する。
【０１６３】
　したがって、この方法は、
　（１）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、そのアミノ末端に第１の反応性アミノ酸及び
そのカルボキシル末端に第２の反応性アミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステッ
プ、
　（２）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第１の分子
を第１の反応性アミノ酸と反応させて、第１の分子をタンパク質分子と結合させるステッ
プ、及び
　（３）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第２の分子
を第２の反応性アミノ酸と反応させて、第２の分子をタンパク質分子と結合させるステッ
プを含み、
　但し、第１の反応性アミノ酸が第２の反応性アミノ酸と反応せず、これにより標的化分
子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的
化を誘導する。
【０１６４】
　一代替形態では、第１の反応性アミノ酸と第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つは、
アジド置換アミノ酸及びアルキン置換アミノ酸からなる群から選択される。他の代替形態
では、第１の反応性アミノ酸と第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つは、アミノ末端セ
リン残基及びアルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を有するアミノ酸残基からなる群か
ら選択される。
【０１６５】
　典型的には、この手法では、第１の分子と第２の分子の１つのみが標的化分子であるが
、いくつかの手法では、二重標的化分子を使用することが望ましい可能性がある。
【０１６６】
　ＩＩ．標識タンパク質分子
　本発明の他の態様は、前に記載したように標的化分子が標的への標識タンパク質分子の
標的化を誘導するように、本発明の方法によって標識される標識タンパク質分子である。
【０１６７】
　標識タンパク質分子は、抗体分子のＦｃ部分を含むことができる。例えば標識タンパク
質分子は、抗体ドメイン：ＣＨ３単独；ＣＨ２－ＣＨ３；ＣＬと対形成したＣＨ１－ＣＨ
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２－ＣＨ３；ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３；ＣＬと対形成したＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ

３；ヒンジ－ＣＨ３；ＣＨ２－ＣＨ３のこれらの配列のいずれかを含むことができる。
【０１６８】
　或いは、標的化分子と標識タンパク質分子の結合に関して前に記載した条件で、標的に
対する標識タンパク質分子の標的化を標的化分子が誘導するように、標識タンパク質分子
は前に記載した完全抗体分子を含むことができる。
【０１６９】
　さらに他の代替形態では、標識タンパク質分子は、前に記載した免疫グロブリンスーパ
ーファミリーの他のタンパク質部分を含むことができる。
【０１７０】
　標識タンパク質分子は、典型的にはＦｃ部分のＮ末端において標的化分子と（即ち、リ
ンカーを介して）、或いは標的化モジュールと（リンカーなしで）結合する。適切なリン
カー、標的化分子、及び標的化モジュールは既に記載した通りである。前に記載したよう
にリンカーは、１つがタンパク質分子と本来結合しておりもう１つが標的化モジュールと
本来結合している２つのリンカーの、共有結合によって生成される二重リンカーであって
よい。
【０１７１】
　標識タンパク質分子がＦｃ部分のＮ末端において標的化モジュール又は標的化分子と共
有結合する場合、標識タンパク質分子は、前に記載したように、Ｆｃ部分のＣ末端におい
て他のタンパク質、ペプチド、又は他のタンパク質由来のドメインとも場合によっては結
合し得る。様々なカップリング反応が考えられる。
【０１７２】
　他の代替形態では、前に記載したように、標識タンパク質分子は、側鎖上にアルデヒド
又はケト官能基を有する非天然アミノ酸を内部に含むことができる。
【０１７３】
　さらに他の代替形態では、標識タンパク質分子は、前に記載したアジド－アルキン［３
＋２］付加環化によって共有結合したアジド置換アミノ酸とアルキン置換アミノ酸を含む
。この代替形態では、タンパク質はアジド置換アミノ酸又はアルキン置換アミノ酸の１つ
を含み、標的化分子又は標的化モジュールはアジド置換アミノ酸又はアルキン置換アミノ
酸の他方を含む。前に記載したように、アジド置換アミノ酸は、アルデヒド含有アミノ酸
とアジド置換ヒドロキシルアミンの反応によって生成することができる。
【０１７４】
　さらに他の代替形態では、前に記載したように、標識タンパク質分子は、１つの置換基
がジフェニルホスフィノでありもう１つの置換基がカルボメトキシ部分であり、カルボキ
サミド部分の窒素がタンパク質と結合したオルト二置換芳香族部分と共有結合した、標的
化分子又は標的化モジュールと結合したタンパク質分子中にアジド基を含む。
【０１７５】
　さらに他の代替形態では、標識タンパク質分子は非天然アミノ酸ｐ－アセチルフェニル
アラニン又はｍ－アセチルフェニルアラニンの１つを含み、次いでこれを、安定状態であ
るヒドラゾン、オキシム、又はセミカルバゾン結合を生成するためのヒドラジド、アルコ
キシアミン、又はセミカルバジドとの反応によって標的化分子又は標的化モジュールと結
合させる。
【０１７６】
　さらに他の代替形態では、標識タンパク質分子は、Ｎ末端アミノ酸が求電子剤と反応性
があるように突然変異Ｎ末端アミノ酸を含む。この突然変異Ｎ末端アミノ酸は典型的には
システインであるが、代替的にリシン、ヒスチジン、又はメチオニンであってよく、いく
つかの代替形態では、突然変異Ｎ末端アミノ酸はアスパラギン酸又はグルタミン酸であっ
てよい。したがって、前に記載したように求電子剤とアミノ酸の反応によって、Ｎ末端ア
ミノ酸を標的化分子又は標的化モジュールと結合させる。
【０１７７】
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　さらに他の代替形態では、標識タンパク質分子は突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼ
ドメインを内部に含み、標的化分子又は標的化モジュールは、突然変異ハロアルカンデハ
ロゲナーゼドメインのアスパラギン酸残基の１つのカルボキシル側鎖と結合したハロアル
カン部分を含む。
【０１７８】
　前に記載したように、標識タンパク質分子はグリコシル化することができる。典型的に
は、標識タンパク質分子はその天然型のグリコシル化を実質的に保持する。本明細書で使
用する用語「その天然型のグリコシル化を実質的に保持する」は、その天然型のグリコシ
ル化と関係があるすべての生物機能を保持しており、抗体を含めた特異的なグリコシル化
の型又は特異的な糖残基を検出するすべての試薬によって検出される、タンパク質分子を
記載するものとして定義する。
【０１７９】
　前に記載した標識タンパク質分子、及び前に記載した標識タンパク質分子を作製するた
めに使用するタンパク質は、非天然アミノ酸を含み得るか、或いはその全容が参照として
本明細書に組み込まれるＭｉａｏらによる米国特許出願公開第２００６／０１９４２５６
号中に記載されたのと同様に、修飾してそれらを含ませることが可能である。これらの非
天然アミノ酸は前に記載した以外のアミノ酸であり、標識タンパク質分子、及び標識タン
パク質分子を作製するために使用するタンパク質は、前に記載した非天然アミノ酸とＭｉ
ａｏらによる米国特許出願公開第２００６／０１９４２５６号中に記載された非天然アミ
ノ酸の、片方又は両方を含み得る。これらは、カルボニル、ジカルボニル、アセタール、
ヒドロキシルアミノ、又はオキシム側鎖、或いは保護型又はマスク型カルボニル、ジカル
ボニル、ヒドロキシルアミノ、又はオキシム側鎖を有するアミノ酸だけには限られないが
、これらを含み得る。これらの非天然アミノ酸は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖
又はポリエチレングリコールプロピオンアルデヒド及びその誘導体、モノメトキシポリエ
チレングリコール、ポリビニルピロリドン、及び他のポリマーだけには限られないが、こ
れらなどの他の水溶性ポリマー鎖とさらに結合させることが可能である。これらの非天然
アミノ酸は、様々に置換することも可能である。これらの非天然アミノ酸は、Ｍｉａｏら
による米国特許出願公開第２００６／０１９４２５６号中に記載された戦略及び前に記載
した戦略を使用して、タンパク質中に直接取り込ませることが可能であり、或いは翻訳後
修飾によって生成することが可能である。
【０１８０】
　前に記載した方法によって調製した標識タンパク質分子は、診断目的と治療目的の両方
で使用することができる。特にそれらは、治療及び診断用イメージングのためにｉｎ　ｖ
ｉｖｏで、並びに免疫染色及び免疫標識のためにｉｎ　ｖｉｔｒｏで使用することができ
る。
【０１８１】
　特に、本発明による標識タンパク質分子の１つの使用法は、細胞、組織細胞外マトリク
ス生物分子、又は個体の体液中の生物分子に対する生物活性に影響を与える標識タンパク
質分子の送達法であって、前に記載した標識タンパク質分子を個体に投与することを含み
、標識タンパク質分子が細胞、組織細胞外マトリクス生物分子又は体液中の生物分子に特
異的であり、標識タンパク質分子が生物活性に影響を与える送達法である。
【０１８２】
　一代替形態では、生物活性は、補体活性又は抗体依存性細胞障害などの、抗体分子のＦ
ｃ部分によって介在される活性である。或いは生物活性は、特に標的化モジュールがタン
パク質又は核酸である、或いは細胞障害活性を有する、或いは薬剤活性、例えば、抗腫瘍
活性、抗菌活性、抗真菌活性、抗ウイルス活性、抗炎症活性、麻酔活性、鎮痛活性、ホル
モン活性、又は他の生物活性を有する場合、標的化モジュールによって介在される活性で
あってよい。
【０１８３】
　本発明による標識タンパク質の他の使用法は、個体における疾患又は状態を治療又は予
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防する方法であって、疾患又は状態は、標的化分子を発現する細胞、組織又は体液が関与
するものであり、治療有効量の前に記載した標識タンパク質分子を個体に投与することを
含み、標識タンパク質分子が標的化分子に特異的であり、標識タンパク質分子が疾患又は
状態に対して有効な生物活性に影響を与える方法である。
【０１８４】
　本発明による標識タンパク質のさらに他の使用法は、個体中の細胞又は組織をイメージ
ングする方法であって、イメージングする細胞又は組織が本発明による標識タンパク質の
標的化モジュールによって結合した分子を発現し、
　（１）前に記載した本発明による標識タンパク質を個体に投与するステップ、及び
　（２）標的化モジュールと結合した分子と結合した標識タンパク質を検出するステップ
を含む方法である。
【０１８５】
　本発明の標識タンパク質は、薬剤として許容される担体を配合した本発明の標識タンパ
ク質を含む医薬組成物又は薬剤として投与することができる。したがって、本発明の他の
態様は、（１）有効量の本発明による標識タンパク質、及び（２）薬剤として許容される
担体を含む医薬組成物である。したがって、薬剤又は医薬組成物の製造において化合物を
使用することができる。本発明の医薬組成物は、非経口投与用の溶液又は凍結乾燥粉末と
して配合することができる。使用前に適切な希釈剤又は他の薬剤として許容される担体を
加えることによって、粉末を還元することができる。液体配合物はバッファー溶液、等張
溶液、水溶液であってよい。粉末は乾燥形で噴霧することもできる。適切な希釈剤の例は
、通常の等張生理食塩水溶液、標準５％デキストロース水溶液、又は緩衝酢酸ナトリウム
又は酢酸アンモニウム溶液である。このような配合物は非経口投与に特に適しているが、
経口投与に使用し、吸入用の定量吸入器又は噴霧器中に含めることもできる。例えばポリ
ビニルピロリドン、ゼラチン、ヒドロキシセルロース、アカシア、ポリエチレングリコー
ル、マンニトール、塩化ナトリウム、クエン酸ナトリウムなどの賦形剤を加えることが望
ましい可能性がある。
【０１８６】
　或いは、化合物を経口投与用にエマルジョン又はシロップに被包、錠剤化又は調製する
ことができる。薬剤として許容される固体又は液体担体を加えて、組成物を改良又は安定
化することが可能であり、或いは組成物の調製を容易にすることが可能である。固体担体
には、デンプン、ラクトース、硫酸カルシウム二水和物、白土、ステアリン酸マグネシウ
ム又はステアリン酸、タルク、ペクチン、アカシア、寒天又はゼラチンがある。液体担体
にはシロップ、ピーナッツ油、オリーブ油、生理食塩水及び水がある。担体はモノステア
リン酸グリセリル又はジステアリン酸グリセリルなどの徐放性物質を、単独或いはワック
スと共に含むこともできる。固体担体の量は変化するが、好ましくは、用量単位当たり約
２０ｍｇと約１ｇの間であるはずである。錠剤形用に必要なときは製粉、混合、顆粒化、
及び圧縮、或いは硬質ゼラチンカプセル形用に製粉、混合及び充填に関する調剤の従来の
技法に従って医薬組成物を作製する。液体担体を使用するとき、調製物はシロップ、エリ
キシル剤、エマルジョン、或いは水性又は非水性懸濁液の形であってよい。直腸投与用に
、本発明の化合物をココアバター、グリセリン、ゼラチン又はポリエチレングリコールな
どの賦形剤と組み合わせることができ、坐薬に成形することができる。
【０１８７】
　本発明の化合物を配合して、他の医学上有用な薬剤又は生物物質を含めることができる
。本発明による標識タンパク質を投与して治療する疾患又は状態を治療するのに有用な他
の薬剤又は生物物質の投与と共に、化合物を投与することもできる。
【０１８８】
　本明細書で使用する語句「有効量」は、そのレシピエントに対する有益な影響を与える
ほど十分高い濃度を提供するのに十分な用量を指す。任意の個々の対象に特異的な治療有
効用量レベルは、治療する障害、障害の重度、特定化合物の活性、投与の経路、化合物の
クリアランス率、治療の期間、化合物と組み合わせて或いは化合物と同時に使用する薬剤
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、対象の年齢、体重、性別、食生活、及び一般的健康状態を含めた様々な要因、並びに医
学及び科学分野でよく知られているような要因に依存するはずである。「治療有効量」を
決定する際に考慮される様々な一般的考慮事項は当業者に知られており、例えばＧｉｌｍ
ａｎら、ｅｄｓ．、Ｇｏｏｄｍａｎ　Ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ：Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｅｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、第８版、Ｐｅｒｇ
ａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、１９９０；及びＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１７版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅ
ａｓｔｏｎ、Ｐａ．、１９９０中に記載されている。用量レベルは典型的には約０．００
１から１００ｍｇ／１ｋｇ／１日までの範囲内にあり、約０．０５から１０ｍｇ／１ｋｇ
／１日までの範囲のレベルが一般に適用される。化合物は例えば血管内、静脈内、動脈内
、筋肉内、皮下など非経口的に投与することができる。投与は経口、鼻腔、直腸、経皮又
はエアロゾルを介した吸入であってもよい。組成物はボーラスとして投与することができ
、或いはゆっくりと注入することができる。
【０１８９】
　免疫適格な個体への標識タンパク質の投与は、標識タンパク質の要素の源に応じて、標
識タンパク質に対する抗体の産生をもたらす可能性がある。このような抗体は、その抗体
自体のＦｃ部分、又は標識タンパク質の生成において使用する任意のリンカーなどの標識
タンパク質の他の領域を対象とし得る。抗体－標的化作用物質複合体の免疫原性の低下は
、長鎖のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）系スペーサーなどと抗体－標的化作用物質の
結合などの、当技術分野でよく知られている方法によって示すことができる。長鎖のＰＥ
Ｇ及び他のポリマーは、外来エピトープをマスキングし、外来エピトープを提示する治療
タンパク質の低下した免疫原性をもたらすそれらの能力が知られている（Ｋａｔｒｅら、
１９９０、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４４、２０９～２１３；Ｆｒａｎｃｉｓら、１９９８
、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｈｅｍａｔｏｌ．６８、１～１８）。記したように、ＰＥＧはリンカーで
あってもよく、したがって本発明の標的化化合物においてリンカー機能と低下した免疫原
性の両方を与える。その代わりに、又はそれに加えて、標識タンパク質を投与した個体に
、患者の医学的状態及び治療する状態に適した、例えばシクロスポリンＡ、抗ＣＤ３抗体
などの免疫抑制剤を投与することができる。
【０１９０】
　ＩＩＩ．突然変異タンパク質又は融合タンパク質、それらをコードする核酸配列、並び
にそれらの発現及び選択法
　本発明の他の態様は、前に記載した標識タンパク質中に取り込ませるための突然変異タ
ンパク質又は融合タンパク質、突然変異タンパク質をコードする核酸配列、並びにそれら
の発現及び選択法である。
【０１９１】
　前に記載したように、突然変異タンパク質は、天然Ｆｃタンパク質又はその一部分の対
応する位置で見られない天然アミノ酸、例えば、Ｎ末端セリン、Ｎ末端システイン、Ｎ末
端リシン、Ｎ末端ヒスチジン、Ｎ末端メチオニン、Ｎ末端アスパラギン酸、及びＮ末端グ
ルタミン酸を有するタンパク質を含むことができる。
【０１９２】
　これらのタンパク質を作製及び選択するための方法は当技術分野でよく知られており、
ここで詳細に述べる必要はない。１つの一般的な方法は、例えば参照として本明細書に組
み込まれるＢａｒｂａｓらの米国特許第６，０９６，５５１号中に記載されたのと同様に
、ランダムな残基を使用するファージディスプレーを含む。一般に、マイクロタイタープ
レートの表面上に担持された前に記載した化合物を用いるｐＣｏｍｂ３ファージディスプ
レーシステムを使用して、いくつかのライブラリーを選択にかけるはずである。ファージ
を使用する選択では、選択用の２つ以上のライブラリーと多数の化合物を同時に試験する
ことができる。非共有結合を除去するために、ファージ選択中は、タンパク質及びペプチ
ドを変性させる酸性洗浄条件を典型的には使用し、したがって非共有結合ファージは洗浄
除去されるはずであり、化合物と共有結合したタンパク質又はペプチドファージのみが表
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面上に残るはずである（Ｆ．Ｔａｎａｋａら、「小さなデザイナーアルドラーゼ酵素の開
発：触媒活性、フォールディング、及び基質特異性（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｓ
ｍａｌｌ　Ｄｅｓｉｇｎｅｒ　Ａｌｄｏｌａｓｅ　Ｅｎｚｙｍｅｓ：Ｃａｔａｌｙｔｉｃ
　Ａｃｔｉｖｉｔｙ，Ｆｏｌｄｉｎｇ，ａｎｄ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｔｙ）」、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４４：７５８３～７５９２（２００５）；Ｆ．
Ｔａｎａｋａ　＆　Ｃ．Ｆ．Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩ、「アルドラーゼ活性を有するペプチ
ドのファージディスプレー（Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　Ｐ
ｏｓｓｅｓｓｉｎｇ　Ａｌｄｏｌａｓｅ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ）」、Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕ
ｎ．２００１：７６９～７７０）。結合したファージはトリプシンを用いた処理によって
プレートから回収することができ、回収したファージは増幅させることが可能である。フ
ァージが共有結合によって結合するとき、酸洗浄がそれらの結合に影響を与えることはな
く、共有結合したタンパク質－及びペプチド－ファージはトリプシンを用いた処理によっ
て回収することができる。セリンに関しては、Ｎ末端のこの残基をスクリーニング用に酸
化によってアルデヒドに転換する。Ｎ末端システインに関しては、マレイミド又はピリジ
ルジスルフィドのような化合物との反応が、ライブラリーからのそれらの選択をもたらす
。この文脈で、及びこの文脈においてのみ、リンカー及び標的化モジュールと結合した認
識可能な基を使用して、選択プロセスを改良することができる。このような認識可能な基
の構造及び使用は、例えば参照として本明細書に組み込まれるＢａｒｂａｓらによるＰＣ
Ｔ特許出願公開番号ＷＯ／０３／５９２５１中に以前に記載されている。ファージディス
プレーを含む他の選択法も当技術分野で知られており、例えば参照として本明細書に組み
込まれるＣ．Ｆ．Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩら、Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ニューヨーク、２００１
）中に記載されている。典型的には、このような選択法は「選別」と呼ばれる連続ラウン
ドの選択を含む。当技術分野で一般に使用されているように適切な標的と固形支持体を結
合させることによって、ＥＬＩＳＡなどの技法によって選択を実施することができ、例え
ば標的がインテグリンである場合、インテグリンを固形支持体と結合させることが可能で
ある。例えば作製及び選択するタンパク質のＣ末端又はＮ末端でのアミノ酸の付加を表す
小さくランダムなライブラリーを作製することによって、ファージディスプレーライブラ
リーを作製することができる。これらは非天然アミノ酸を含み得る。ファージディスプレ
ーライブラリーのメンバー中に取り込ませる生成した反応性アミノ酸は容易に同定するこ
とが可能であり、前に記載したように、そのアミノ酸の個々の側鎖に特異的な適切な試薬
と反応させることが可能である。
【０１９３】
　突然変異タンパク質は、前に記載したアジド置換又はアルキン置換アミノ酸、ｐ－アセ
チルフェニルアラニン又はｍ－アセチルフェニルアラニン、β－オキソ－α－アミノ酪酸
、又は（２－ケトブチル）－チロシンなどの非天然アミノ酸、或いはＭｉａｏらの米国特
許出願公開第２００６／０１９４２５６号中に記載されたアミノ酸などの、他の非天然ア
ミノ酸を有するタンパク質も含むことができる。これらのタンパク質中では、突然変異タ
ンパク質が標的化分子と共有結合することができるように、非天然アミノ酸が位置する。
【０１９４】
　非天然アミノ酸をタンパク質中に取り込ませるための方法は、例えば参照として本明細
書に組み込まれるＬ．Ｗａｎｇ　＆　Ｐ．Ｇ．Ｓｃｈｕｌｔｚ、「遺伝コードの拡大（Ｅ
ｘｐａｎｄｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｃｏｄｅ）」、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉ
ｎｔ．Ｅｄ．４４：３４～６６（２００５）中に記載されている。これらは典型的には、
通常終止コドンであるコドンを認識する改変型サプレッサーｔＲＮＡの調製を含む。非天
然アミノ酸を取り込ませるための他の方法、例えば、Ｍｉａｏらの米国特許出願公開第２
００６／０１９４２５６号中に記載された方法が当技術分野で知られている。
【０１９５】
　或いは、前に記載したように、標識タンパク質中に取り込ませるためのタンパク質は融
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合タンパク質であってよい。融合タンパク質の技術は当技術分野でよく知られており、例
えば参照として本明細書に組み込まれるＢａｒｂａｓらの米国特許出願公開第２００５／
０１４８０７５号中に記載されている。融合タンパク質は、例えば前に記載した突然変異
ハロアルカンデハロゲナーゼドメイン、精製タグ、他の抗体又はその一部分、酵素、受容
体、或いは明確な機能の他のタンパク質又はタンパク質ドメインを含むことができる。
【０１９６】
　前に開示した突然変異タンパク質と、任意のＦｃ部分の受容体結合能力及び標的化分子
と結合する能力を含めた保存的アミノ酸置換の導入前の突然変異タンパク質の全活性を実
質的に保持する、２個を超えない他の保存的アミノ酸置換が異なる突然変異タンパク質も
、本発明の範囲内にある。他の保存的アミノ酸置換は、アミノ末端におけるアミノ酸の改
変又は非天然アミノ酸の置換を含まない。任意のＦｃ部分の受容体結合能力が実質的に保
持される場合、置換を作製する前のポリペプチドと少なくとも８０％ほど大きい所望の受
容体に対する結合親和性を変異体が有するように、これを定義する。解離定数の点では、
これは置換を作製する前のポリペプチドのそれの１２５％を超えない解離定数と等しい。
この文脈では、用語「保存的アミノ酸置換」は、以下の置換：Ａｌａ／Ｇｌｙ又はＳｅｒ
；Ａｒｇ／Ｌｙｓ；Ａｓｎ／Ｇｌｎ又はＨｉｓ；Ａｓｐ／Ｇｌｕ；Ｃｙｓ／Ｓｅｒ；Ｇｌ
ｎ／Ａｓｎ；Ｇｌｙ／Ａｓｐ；Ｇｌｙ／Ａｌａ又はＰｒｏ；Ｈｉｓ／Ａｓｎ又はＧｌｎ；
Ｉｌｅ／Ｌｅｕ又はＶａｌ；Ｌｅｕ／Ｉｌｅ又はＶａｌ；Ｌｙｓ／Ａｒｇ又はＧｌ又はＧ
ｌｕ；Ｍｅｔ／Ｌｅｕ又はＴｙｒ又はＩｌｅ；Ｐｈｅ／Ｍｅｔ又はＬｅｕ又はＴｙｒ；Ｓ
ｅｒ／Ｔｈｒ；Ｔｈｒ／Ｓｅｒ；Ｔｒｐ／Ｔｙｒ；Ｔｙｒ／Ｔｒｐ又はＰｈｅ；Ｖａｌ／
Ｉｌｅ又はＬｅｕの１つとして定義する。ポリペプチドは、前に記載したポリペプチドと
保存的アミノ酸置換が１個だけ異なることが好ましい。
【０１９７】
　本発明の他の態様は、前に記載した突然変異タンパク質及び融合タンパク質をコードす
る核酸配列である。典型的には、核酸配列はＤＮＡである。前に記載したように、非天然
アミノ酸を生合成によってタンパク質に取り込ませるとき、１つの経路は、このようなア
ミノ酸を取り込むためのタンパク質鎖末端を通常コードするＴＡＡ、ＴＧＡ、又はＴＧＧ
などのコドン（いわゆる「ナンセンス」コドン）を使用することであってよい。その事象
では、コドンが鎖末端をもたらさない状況下で、核酸配列は１つ又は複数のこのような「
ナンセンス」コドンを含み得る。翻訳可能な非天然アミノ酸を導入するために、このよう
なコドンを使用することを目的とするとき、それらは配列のいずれの変異体においても保
存されている必要がある。
【０１９８】
　原型、切断型、及び延長型ポリペプチドを含めて本発明の突然変異タンパク質又は融合
タンパク質をコードするＤＮＡ配列は、いくつかの方法によって得ることができる。例え
ば、当技術分野でよく知られているハイブリダイゼーション手順を使用してＤＮＡを単離
することができる。これらは（１）共通のヌクレオチド配列を検出するためのゲノム又は
ｃＤＮＡライブラリーとのプローブのハイブリダイゼーション、（２）共通の構造特徴を
検出するための発現ライブラリーの抗体スクリーニング、及び（３）ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）による合成を含むが、これらだけには限られない。本発明のＲＮＡ配列は、
当技術分野で知られている方法によって得ることができる（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｅ
ｄｓ．、１９８９を参照）。
【０１９９】
　本発明の突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコードする特異的ＤＮＡ配列の開発
は、（１）ゲノムＤＮＡからの二本鎖ＤＮＡ配列の単離、（２）当該のポリペプチドに必
要なコドンを与えるためのＤＮＡ配列の化学的製造、及び（３）真核生物ドナー細胞から
単離したｍＲＮＡの逆転写による二本鎖ＤＮＡ配列のｉｎ　ｖｉｔｒｏ合成によって実施
することができる。後者の場合、一般にｃＤＮＡと呼ばれるｍＲＮＡの二本鎖ＤＮＡ相補
配列が最終的に形成される。組換え手順中で使用するための特異的ＤＮＡ配列を開発する
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ための、この３つの方法の中で、ゲノムＤＮＡの単離が最も一般的でない。イントロンの
存在によって哺乳動物ポリペプチドの微生物における発現を得ることが望ましいとき、こ
れは特に当てはまる。所望のポリペプチド産物のアミノ酸残基の全体配列が知られている
とき、ＤＮＡ配列の合成が選択法であることが多い。所望のポリペプチドのアミノ酸残基
の全体配列が知られていないとき、ＤＮＡ配列の直接の合成は可能ではなく、選択法はｃ
ＤＮＡ配列の形成である。対象のｃＤＮＡ配列を単離するための特に標準的な手順は、高
い遺伝子発現レベルを有するドナー細胞中に豊富に存在するｍＲＮＡの逆転写から誘導さ
れるプラスミドを含むｃＤＮＡライブラリーの形成である。ポリメラーゼ連鎖反応の技術
と組み合わせて使用すると、さらに稀な発現産物はクローンである可能性がある。ポリペ
プチドのアミノ酸配列の相当な部分が知られている場合は、標的ｃＤＮＡ中におそらく存
在する配列を複製する標識一本鎖又は二本鎖ＤＮＡ又はＲＮＡプローブ配列の生成を、一
本鎖形に変性しているｃＤＮＡのクローニングコピーに実施されるＤＮＡ／ＤＮＡハイブ
リダイゼーション手順において利用することができる（Ｊａｙら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１１：２３２５、１９８３）。
【０２００】
　本発明の範囲内にあるヌクレオチド配列に関しては、記載する本発明の実施形態である
ポリペプチドをコードするすべてのヌクレオチド配列が、本発明の範囲内にあるヌクレオ
チド配列に含まれる。これはさらに、前に定義した保存的アミノ酸置換を取り込んだ本発
明によるポリペプチドをコードするすべてのヌクレオチド配列を含む。これは、コドンが
鎖末端をもたらさない状況下で、核酸配列が１つ又は複数の「ナンセンス」コドンを含み
、翻訳可能な非天然アミノ酸を導入するために使用することを目的とするとき、これらの
ナンセンスコドンは配列のいずれの変異体においても保存されている必要があるという条
件を伴う。
【０２０１】
　本発明の核酸配列は、ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質の任意の活性
、及び転写に影響を与えるタンパク質の結合部位などの核酸レベルで発現されるヌクレオ
チド配列の任意の活性を含めた、塩基が置換される前の配列の活性を核酸配列が保持する
という条件で、前述の配列と少なくとも９５％同一である核酸配列をさらに含む。核酸配
列は少なくとも９７．５％同一であることが好ましい。核酸配列は少なくとも９９％同一
であることがより好ましい。これらの目的のために、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ
のアルゴリズム（Ｓ．Ｂ．Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　＆　Ｃ．Ｄ．Ｗｕｎｓｃｈ、「２つのタ
ンパク質のアミノ酸配列における類似性の研究に適用可能な一般的方法（Ａ　Ｇｅｎｅｒ
ａｌ　Ｍｅｔｈｏｄ　Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｓｅａｒｃｈ　ｆｏｒ　Ｓ
ｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏ
ｆ　Ｔｗｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ）」、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３～４５３（１
９７０））に従い「同一性」を定義する。
【０２０２】
　当技術分野でよく知られているように、本発明によって包含されるヌクレオチド配列を
、発現ベクターだけには限らないがこれを含めたベクター中に取り込ませることも可能で
あり、これらを使用して適切な宿主細胞をトランスフェクト又は形質転換することが可能
である。本発明によって包含されるヌクレオチド配列を取り込んだベクターも、本発明の
範囲内にある。本発明のベクター又はポリヌクレオチド又はヌクレオチド配列で形質転換
又はトランスフェクトした宿主細胞も、本発明の範囲内にある。宿主細胞は原核生物又は
真核生物であってよく、真核生物である場合、宿主細胞は哺乳動物細胞、昆虫細胞、又は
酵母菌細胞であってよい。原核生物である場合、宿主細胞は典型的には細菌細胞である。
【０２０３】
　組換えＤＮＡを用いた宿主細胞の形質転換は、当業者によく知られている従来の技法に
よって実施することができる。宿主が大腸菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）などの原核生物である場合
、ＤＮＡの取り込みが可能であるコンピテント細胞を、指数関数的増殖期後に採取し、そ
の後当技術分野でよく知られている手順によってＣａＣｌ２法により処理した細胞から調
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製することができる。或いは、ＭｇＣｌ２又はＲｂＣｌを使用することができる。形質転
換は宿主細胞のプロトプラスト形成後に、或いはエレクトロポレーションによって実施す
ることもできる。
【０２０４】
　宿主が真核生物である場合、リン酸カルシウム共沈法などのＤＮＡのトランスフェクシ
ョン法、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション、リポソームに被包された
プラスミド、又はウイルスベクターの挿入などの従来の機械的手順を使用することができ
る。
【０２０５】
　様々な宿主－発現ベクター系を使用して、突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコ
ードする配列を発現させることが可能である。これらは、組換えバクテリオファージＤＮ
Ａで形質転換した細菌などの微生物、突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコードす
る配列を含むプラスミドＤＮＡ又はコスミドＤＮＡ発現ベクター、突然変異タンパク質又
は融合タンパク質をコードする配列を含む組換え酵母菌発現ベクターで形質転換した酵母
菌、組換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；
タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）を感染させたか或いは突然変異タンパク質又は融合タ
ンパク質をコードする配列を含む組換えプラスミド発現ベクター（例えば、Ｔｉプラスミ
ド）で形質転換した植物細胞系、突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコードする配
列を含む組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染させた昆虫細
胞系、又は突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコードする配列を含む組換えウイル
ス発現ベクター（例えば、レトロウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス）を感
染させた動物細胞系、又は安定的発現のために工学処理した形質転換動物細胞系を含むが
、これらだけには限られない。グリコシル化が重要であり得るような場合、翻訳及び翻訳
後修飾をもたらす発現系、例えば哺乳動物、昆虫、酵母菌又は植物発現系を使用すること
ができる。
【０２０６】
　使用する宿主／ベクター系に応じて、構成性及び誘導性プロモーター、転写エンハンサ
ーエレメント、転写ターミネーターなどを含めたいくつかの適切な転写及び翻訳エレメン
トのいずれかを、発現ベクターにおいて使用することができる（例えば、Ｂｉｔｔｅｒら
、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１５３：５１６～５４４、１９８７を
参照）。例えば、細菌系においてクローニングするとき、例えばバクテリオファージλの
ｐＬ、ｐｌａｃ、ｐｔｒｐ、ｐｔａｃ（ｐｔｒｐ－ｌａｃハイブリッドプロモーター）な
どの誘導性プロモーターを使用することができる。哺乳動物細胞系においてクローニング
するとき、哺乳動物細胞のゲノム由来のプロモーター（例えば、メタロチオネインプロモ
ーター）又は哺乳動物ウイルス由来のプロモーター（例えば、レトロウイルスの長い末端
反復配列；アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター
）を使用することができる。組換えＤＮＡ又は合成技法によって生成されるプロモーター
を使用して、挿入された突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコードする配列の転写
をもたらすこともできる。
【０２０７】
　細菌系では、突然変異タンパク質又は融合タンパク質を発現させる目的での使用に応じ
て、いくつかの発現ベクターを有利に選択することができる。例えば、多量を生成すると
き、容易に精製される高レベルの融合タンパク質産物の発現を誘導するベクターが望まし
い可能性がある。切断部位を含みタンパク質の回収を容易にするように工学処理したベク
ターが好ましい。このようなベクターには、突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコ
ードする配列をｌａｃＺコード領域とインフレームでベクターに結合させる、したがって
ハイブリッド（突然変異タンパク質又は融合タンパク質）－ｌａｃＺタンパク質を生成す
ることが可能である大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）発現ベクターｐＵＲ２
７８（Ｒｕｔｈｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．、２：１７９１、１９８３）、ｐＩＮベクター（
Ｉｎｏｕｙｅ　＆　Ｉｎｏｕｙｅ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１３：３１０



(52) JP 2009-512443 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

１～３１０９、１９８５；Ｖａｎ　Ｈｅｅｋｅ　＆　Ｓｃｈｕｓｔｅｒ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２６４：５５０３～５５０９、１９８９）などがあるが、これらだけには限ら
れない。
【０２０８】
　酵母菌において、構成性又は誘導性プロモーターを含むいくつかのベクターを使用する
ことができる。総説に関しては、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｖｏｌ．２、１９８８、Ｅｄ．Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｇｒｅ
ｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈ．Ａｓｓｏｃ．＆　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｃ
ｈ．１３；Ｇｒａｎｔら、１９８７、酵母菌用の発現及び分泌ベクター（Ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｙｅａｓｔ）、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、Ｅｄｓ．Ｗｕ　＆　Ｇｒｏｓｓｍａｎ、３１９
８７、Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．、Ｖｏｌ．１５３、ｐｐ．５１６～５４４；Ｇｌ
ｏｖｅｒ、１９８６、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ｖｏｌ．ＩＩ、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｗ
ａｓｈ．，Ｄ．Ｃ．、Ｃｈ．３；及びＢｉｔｔｅｒ、１９８７、酵母菌中の異種遺伝子の
発現（Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ
）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、Ｅｄｓ．Ｂｅｒｇｅｒ　＆　Ｋｉｍ
ｍｅｌ、Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．、Ｖｏｌ．１５２、ｐｐ．６７３～６８４；及
びＴｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｙｅａｓｔ　Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ、１９８２、Ｅｄｓ．Ｓｔｒａｔｈｅｒｎら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｖｏｌｓ．Ｉ及びＩＩを参照。ＡＤＨ又はＬＥＵ２など
の構成性酵母菌プロモーター或いはＧＡＬなどの誘導性プロモーターを使用することがで
きる（Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｉｎ　Ｙｅａｓｔ、Ｃｈ．３、Ｒ．Ｒｏｔｈｓｔｅｉｎ、ＤＮＡ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ｖｏｌ．１１、Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｅｄ．
ＤＭ　Ｇｌｏｖｅｒ、１９８６、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｗａｓｈ．，Ｄ．Ｃ．）。或いは
、酵母菌染色体中への外来ＤＮＡ配列の組み込みを助長するベクターを使用することがで
きる。一般に、適切な発現ベクターを使用して、タンパク質を発現させるために真菌を使
用することができる。
【０２０９】
　植物用の発現ベクターを使用する場合、突然変異タンパク質又は融合タンパク質をコー
ドする配列の発現を、いくつかのプロモーターのいずれかによって誘導することができる
。例えば、ＣａＭＶの３５ＳＲＮＡ及び１９ＳＲＮＡプロモーターなどのウイルスプロモ
ーター（Ｂｒｉｓｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ、３１０：５１１～５１４、１９８４）、又は
ＴＭＶに対するコートタンパク質プロモーター（Ｔａｋａｍａｔｓｕら、ＥＭＢＯ　Ｊ．
、６：３０７～３１１、１９８７）を使用することができ、或いは、ＲＵＢＩＳＣＯの小
サブユニットなどの植物用プロモーター（Ｃｏｒｕｚｚｉら、ＥＭＢＯ　Ｊ．３：１６７
１～１６８０、１９８４；Ｂｒｏｇｌｉｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ２２４：８３８～８４３、
１９８４）、又は熱ショックプロモーター、例えばダイズｈｓｐ１７．５－Ｅ又はｈｓｐ
１７．３－Ｂ（Ｇｕｒｌｅｙら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、６：５５９～５６５、
１９８６）を使用することができる。これらの構築体は、Ｔｉプラスミド、Ｒｉプラスミ
ド、植物用ウイルスベクター、直接的なＤＮＡの形質転換、マイクロインジェクション、
エレクトロポレーションなどを使用して植物細胞中に導入することができる。このような
技法の総説に関しては、例えばＷｅｉｓｓｂａｃｈ　＆　Ｗｅｉｓｓｂａｃｈ、Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ、Ｓｅｃｔｉｏｎ　ＶＩＩＩ、ｐｐ．４２１～４６３、１９８８；及
びＧｒｉｅｒｓｏｎ　＆　Ｃｏｒｅｙ、Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ、第２版、Ｂｌａｃｋｉｅ、ロンドン、Ｃｈ．７～９、１９８８を参照。
【０２１０】
　本発明のタンパク質を発現させるために使用することができる他の発現系は、昆虫系で
ある。１つのこのような系において、オートグラファカリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐ
ｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）核多角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ）をベクターとして使
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用して、外来遺伝子を発現させる。このウイルスはスポドプテラフルギペルダ（Ｓｐｏｄ
ｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞中で増殖する。突然変異タンパク質又は融合
タンパク質ポリペプチドをコードする配列を、ウイルスの非必須領域（スポドプテラフル
ギペルダ、例えばポリヘドリン遺伝子）にクローニングし、ＡｃＮＰＶプロモーター（例
えばポリヘドリンプロモーター）の制御下に置くことができる。突然変異タンパク質又は
融合タンパク質をコードする配列の首尾よい挿入は、ポリヘドリン遺伝子の不活性化及び
非閉塞組換えウイルス（即ち、ポリヘドリン遺伝子によってコードされるタンパク質コー
トを欠くウイルス）の生成をもたらすはずである。次いでこれらの組換えウイルスを使用
して、挿入した遺伝子をその中で発現させる細胞に感染させる（例えば、Ｓｍｉｔｈら、
Ｊ．Ｂｉｏｌ．４６：５８４、１９８３；Ｓｍｉｔｈ、米国特許第４，２１５，０５１号
を参照）。
【０２１１】
　真核生物系、及び好ましくは哺乳動物発現系は、発現される哺乳動物タンパク質の適切
な翻訳後修飾を引き起こすことができる。したがって、一次転写産物の適切なプロセシン
グ、グリコシル化、リン酸化、及び有利には遺伝子産物の分泌に関する細胞機構を有する
哺乳動物細胞などの真核生物細胞が、Ｆｃドメイン又はそれらの一部分の本来のグリコシ
ル化型を実質的に保持することが望ましいときは特に、突然変異タンパク質又は融合タン
パク質を発現させるのに好ましい宿主細胞である。適切な宿主細胞系には、ＣＨＯ、ＶＥ
ＲＯ、ＢＨＫ、ＨｅＬａ、ＣＯＳ、ＭＤＣＫ、２９３、及びＷＩ３８を含み得るが、これ
らだけには限られない。
【０２１２】
　組換えウイルス又はウイルスエレメントを使用して発現を誘導する哺乳動物細胞系を、
工学処理することができる。例えば、アデノウイルス発現ベクターを使用するとき、突然
変異タンパク質又は融合タンパク質のコード配列を、アデノウイルス転写／翻訳制御複合
体、例えば後期プロモーター及びトライパタイトリーダー配列と結合させることが可能で
ある。したがってこのキメラ遺伝子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏ組換えによ
ってアデノウイルスゲノム中に挿入することが可能である。ウイルスゲノムの非必須領域
（例えば、領域Ｅ１又はＥ３）中への挿入によって、感染した宿主中で生命力があり突然
変異タンパク質又は融合タンパク質を発現することができる組換えウイルスが生成するは
ずである（例えば、Ｌｏｇａｎ　＆　Ｓｈｅｎｋ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８１：３６５５～３６５９、１９８４を参照）。或いは、ワクシニアウイル
ス７．５Ｋプロモーターを使用することができる（例えば、Ｍａｃｋｅｔｔら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７９：７４１５～７４１９、１９８２；Ｍａｃ
ｋｅｔｔら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．４９：８５７～８６４、１９８４；Ｐａｎｉｃａｌｉら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７９：４９２７～４９３１、１９８２
を参照）。特に興味深いのは、染色体外エレメントとして複製する能力を有するウシパピ
ローマウイルスに基づくベクターである（Ｓａｒｖｅｒら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ
．１：４８６、１９８１）。このＤＮＡがマウス細胞に入った直後に、プラスミドは細胞
当たり約１００～２００コピーまで複製する。挿入ｃＤＮＡの転写は宿主の染色体中への
プラスミドの組み込みを必要とせず、それによって高レベルの発現が生じる。ｎｅｏ遺伝
子などの選択可能なマーカーをプラスミド中に含めることによって、安定した発現用にこ
れらのベクターを使用することができる。或いは、突然変異タンパク質又は融合タンパク
質遺伝子を宿主細胞中に導入しその発現を誘導することができるベクターとして使用する
ために、レトロウイルスゲノムを修飾することができる（Ｃｏｎｅ　＆　Ｍｕｌｌｉｇａ
ｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６３４９～６３５３、１９
８４）。メタロチオネインＩＩＡプロモーター及び熱ショックプロモーターだけには限ら
れないが、これらを含めた誘導性プロモーターを使用して、高レベルの発現を得ることも
できる。
【０２１３】
　組換えタンパク質の長期、高収率の生成のために、安定した発現が好ましい。ウイルス
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の複製起点を含む発現ベクターを使用する代わりに、適切な発現制御エレメント（例えば
、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位など）
によって制御されるｃＤＮＡ、及び選択可能なマーカーで宿主細胞を形質転換することが
できる。組換えプラスミド中の選択可能なマーカーは選択に対する耐性を与え、細胞の染
色体中にプラスミドを安定的に組み込み、細胞が増殖して次いでクローニングし細胞系に
広げることができる細胞増殖巣を形成するのを可能にする。例えば、外来ＤＮＡの導入後
、工学処理した細胞は富化培地中で１～２日間増殖させることが可能であり、次いで選択
培地に移す。それぞれｔｋ．ｓｕｐ．－、ｈｇｐｒｔ．ｓｕｐ．－又はａｐｒｔ．ｓｕｐ
．－細胞中で使用することができる、単純疱疹ウイルスチミジンキナーゼ（Ｗｉｇｌｅｒ
ら、Ｃｅｌｌ、１１：２２３、１９７７）、ヒポキサンチン－グアニンホスホリボシルト
ランスフェラーゼ（Ｓｚｙｂａｌｓｋａ　＆　Ｓｚｙｂａｌｓｋｉ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、４８：２０２６、１９６２）、及びアデニンホスホリボシ
ルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙら、Ｃｅｌｌ、２２：８１７、１９８０）遺伝子だけに
は限られないが、これらを含めたいくつかの選択系を使用することができる。さらに、代
謝拮抗物質耐性を与える遺伝子、例えば、メトトレキサートに対する耐性を与えるｄｈｆ
ｒの遺伝子（Ｗｉｇｌｅｒら、Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７７：３５６７、
１９８０；Ｏ’Ｈａｒｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７８：１
５２７、１９８１）、マイコフェノール酸に対する耐性を与えるｇｐｔ、（Ｍｕｌｌｉｇ
ａｎ　＆　Ｂｅｒｇ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、７８：２０７２
、１９８１、アミノグリコシドＧ４１８に対する耐性を与えるｎｅｏ（Ｃｏｌｂｅｒｒｅ
－Ｇａｒａｐｉｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、１５０：１、１９８１）、及びヒグロマ
イシンに対する耐性を与えるｈｙｇｒｏ（Ｓａｎｔｅｒｒｅら、Ｇｅｎｅ、３０：１４７
、１９８４）を選択の基盤として使用することができる。近年、他の選択可能な遺伝子、
即ち細胞がトリプトファンの代わりにインドールを使用するのを可能にするｔｒｐＢ、細
胞がヒスチジンの代わりにヒスチノールを使用するのを可能にするｈｉｓＤ（Ｈａｒｔｍ
ａｎ　＆　Ｍｕｌｌｉｇａｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：
８０４、１９８８）、及びオルニチンデカルボキシラーゼ阻害剤、２－（ジフルオロメチ
ル）－ＤＬ－オルニチン、ＤＦＭＯに対する耐性を与えるＯＤＣ（オルニチンデカルボキ
シラーゼ）（ＭｃＣｏｎｌｏｇｕｅ　Ｌ．、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏ
ｎｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｅｄ．、１９８７）が記載されてきている。
【０２１４】
　したがって、本発明の他の態様は、本発明による突然変異タンパク質又は融合タンパク
質をコードする核酸セグメントを取り込んだベクターである。
【０２１５】
　本発明のさらに他の態様は、このようなベクターで形質転換又はトランスフェクトした
宿主細胞である。
【０２１６】
　本発明のさらに他の態様は、本発明による突然変異タンパク質又は融合タンパク質を生
成するための方法であって、
　（１）突然変異タンパク質又は融合タンパク質が発現するような条件下で、前に記載し
た形質転換又はトランスフェクト宿主細胞を培養するステップ、及び
　（２）突然変異タンパク質又は融合タンパク質を形質転換又はトランスフェクト宿主細
胞から単離してタンパク質を生成するステップを含む方法である。
【０２１７】
　突然変異タンパク質又は融合タンパク質を単離するための方法は当技術分野でよく知ら
れており、本明細書でさらに詳細に記載する必要はない。例えば、硫酸アンモニウムなど
の塩との沈殿などの方法、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過、親和性クロマトグ
ラフィー、電気泳動法、焦点電気泳動法、等速度電気泳動法、クロマトフォーカシング、
及び他の技法が当技術分野でよく知られており、Ｒ．Ｋ．Ｓｃｏｐｅｓ、Ｐｒｏｔｅｉｎ
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　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第３
版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ニューヨーク、１９９４）中に記載されている。
【０２１８】
　生成する突然変異タンパク質又は融合タンパク質を使用して、前に記載した技法によっ
て標識タンパク質を作製することができる。
【実施例】
【０２１９】
　本発明は以下の実施例によって例示する。この実施例は単なる例示目的であり、本発明
を制限することは意図しない。
【０２２０】
　３個又は４個のランダムなアミノ酸をＦｃ領域のアミノ末端に加えたライブラリーを調
製し、以下の反応化合物：（Ｂ＝ビオチンＨＰＤＰ；Ｍ＝マレイミドビオチン；Ｉ＝ヨー
ドアセチルビオチン；Ｈ＝ハロタグ）と共有結合したＦｃに関してライブラリーを選択し
た。選択後、クローンを塩基配列決定した。すべてのクローンは、繰り返しの選別用に「
ｒｐ」と標識したクローン以外、プレート上にコーティングした標的を用いた初回選別か
らのものであった。これらはＢＳＡを含まない溶液に溶かした化合物と共にインキュベー
トし、次いでストレプトアビジンでコーティングしＢＳＡでブロッキングしたウエル上に
置いた。星印（＊）及び（タグ）を示す場合、これはＱ（グルタミン）が発現タンパク質
中に出現することを意味する。
【０２２１】
　これらの結果は表１中に示す。
【０２２２】
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【表１】

【０２２３】
　表１中に太線で示したクローンはそれらの配列に基づいて選択し、それらは独立に発現
し、ＥＬＩＳＡを使用して化合物と結合することが示された。ランダムな残基の数及び反
応化合物の性質を変えることによって、この手法を使用して広範囲の配列を選択した。
【０２２４】
　本発明の利点
　本発明は、免疫染色及び免疫標的化のための、抗体分子のＦｃ部分及びＦｃ領域を含む
関連分子に関する強力且つ多様な方法を提供する。これらの方法は、現在利用可能な方法
より標識タンパク質の立体配座又は活性が安定している標識分子を提供する。これらの方
法は柔軟であり広い適用例を有し、様々なリンカーを用いた標識又はリンカーなしの標識
を可能にし、より大きな融合タンパク質中への標識分子の取り込みを可能にする。本発明
による方法は標識のためのモジュール化手法を利用することができ、したがって標識タン
パク質のアミノ末端とカルボキシル末端の両方を、望ましいタンパク質又はドメインと結
合させることが可能である。
【０２２５】
　本発明による方法は、ファージディスプレー法を使用して標識用の突然変異タンパク質
の選択及び生成を可能にする。
【０２２６】
　本発明は、診断及び治療における標識タンパク質の使用も提供する。本発明による標識
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タンパク質は、免疫染色及び免疫標識を含めた多数の診断手順においてｉｎ　ｖｉｔｒｏ
又はｉｎ　ｖｉｖｏのいずれかで使用することができる。蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ
）又は他の技法を使用して、標識細胞を選別、検出、及び定量化することができる。本発
明による標識タンパク質は治療法において使用することもでき、医薬組成物に配合するこ
とができる。
【０２２７】
　値の範囲に関しては、文脈が明らかに他の事を示さない限り、本発明は下限の単位の少
なくとも１０分の１までの範囲の上限と下限の間のそれぞれの介入値を包含する。さらに
本発明は、言及する範囲から明確に除外しない限り、範囲の上限と下限の片方又は両方を
含めた任意の他の言及する介入値及び範囲を包含する。
【０２２８】
　他に定義しない限り、本明細書で使用するすべての技術及び科学用語の意味は、本発明
が属する技術分野の当業者によって一般に理解されている意味である。当業者は、本明細
書に記載したものと類似又は均等な任意の方法及び物質をさらに使用して、本発明を実施
又は試験することができることも理解しているはずである。
【０２２９】
　本明細書で論じる刊行物及び特許は、本出願の出願日前に単にそれらを開示するために
与える。本発明が従来の発明によるこのような公開に先立つ権利がないことの承認として
解釈されるものは、本明細書中には存在しない。さらに、与えた公開日は、個別に確認す
る必要がある可能性がある実際の公開日と異なる可能性がある。
【０２３０】
　すべての公開済み特許、特許出願、参照文献、及びこれらの公開済み文書中に組み込ま
れている刊行物を含めて、引用したすべての刊行物はその全内容が参照として本明細書に
組み込まれる。しかしながら、参照として本明細書に組み込まれる任意の刊行物が公開済
みの情報を言及する程度で、本出願の出願日後に公開された任意のこのような情報が従来
技術であることを本出願人は認めない。
【０２３１】
　本明細書中及び添付の特許請求の範囲中で使用するように、単数形は複数形を含む。例
えば、中身が他のことを明らかに示さない限り、用語「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」
は複数形の言及を含む。さらに、一連の要素に先行する用語「少なくとも」は、その連の
それぞれの要素を指すと理解されたい。本明細書に例示的に記載する本発明は、本明細書
で明確に開示しない任意の１つ又は複数の要素、１つ又は複数の制限の不在下で適切に実
施することができる。したがって、例えば用語「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」、「ｉｎｃｌｕ
ｄｉｎｇ」、「ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ」などは、広く非制限的に読むべきである。さらに
、本明細書で使用する用語及び表現は、制限ではなく記載の用語として使用しており、さ
らに示し記載する任意の均等物又はその任意の一部分を除外する、これらの用語及び表現
の使用は意図しておらず、特許請求する本発明の範囲内で様々な変更形態が考えられるこ
とが理解される。したがって、好ましい実施形態及び任意選択の特徴によって本発明を詳
細に開示してきたが、本明細書で開示する本発明の変更形態及び変形は当業者によって再
分類することができ、このような変更形態及び変形は本明細書で開示する本発明の範囲内
にあると考えられることは理解されるはずである。本発明は本明細書で広義且つ一般的に
記載している。一般的開示の範囲内のさらに狭義の種及び部分集合の群のそれぞれも、本
発明の一部分を形成する。これは、削除する題材がその中に明らかに存在するかどうかと
は無関係に、属から何らかの題材を除去する条件又は否定的制限で、本発明のそれぞれの
一般的記載を含む。さらに、本発明の特徴又は態様をマーカッシュ群によって記載する場
合、当業者は、本発明はしたがってマーカッシュ群の任意の個々の要素又は要素の亜群に
よっても記載されることを理解しているはずである。前述の記載は、制限ではなく例示を
意図することも理解されよう。前述の記載を再考することによって、多くの実施形態が当
業者に明らかであるはずである。したがって本発明の範囲は、前述の記載を参照すること
によって決定されるべきではなく、添付の特許請求の範囲、及びこのような特許請求の範
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。当業者は通常の実験のみを使用して、記載した本発明の詳細な実施形態に対する多くの
均等物を理解し、確認することができるはずである。このような均等物は、以下の特許請
求の範囲によって包含されると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【０２３２】
【図１】標的化分子中に取り込まれたヒドロキシルアミン含有反応性分子と、アルデヒド
含有側鎖を有するか、或いは修飾されてそれを含む標識するタンパク質のアミノ末端アミ
ノ酸の反応を含む、本発明によるタンパク質分子を標識するのに有用な反応の概略図であ
る。
【図２】本発明による標的化分子の一部分として使用するのに適したリンカーの概略図で
ある。
【図３】図１中に示したリンカーの結合鎖（Ｘ）部分の様々な実施形態を示す図である。
【図４】本発明による標的化分子の一部分として使用するのに好ましいリンカーの図であ
る。
【図５】ジケトリンカーの反応基（Ｚ）、及びヒドロキシルアミン及びヒドラジンを含む
他のリンカー反応基を示す代替の図である。
【図６】他の好ましいリンカー反応基の構造を示す図である。
【図７】リンカーと結合した２つの標的化モジュールが存在し、その標的化モジュールが
同一であるアレンジメントを示す図である。
【図８】リンカーと結合した２つの標的化モジュールが存在し、その標的化モジュールが
異なるアレンジメントを示す図である。
【図９】標識タンパク質中に２つの標的化モジュール結合鎖構造が存在する、アレンジメ
ントを示す図である。
【図１０】非分岐状リンカーの一例の図である。
【図１１】分岐状リンカーの一例の図である。
【図１２ａ】Ｆｃ領域を含む標識タンパク質分子の２ステップの構築の図である。最初に
、アルデヒド含有Ｆｃタンパク質を、アジド官能基を有するヒドロキシルアミンと反応さ
せてアジド－Ｆｃを得る。アジド－Ｆｃは、標的化モジュール、リンカー、及び反応基が
アルキンを含む反応基を含めた広く様々な標的化分子と次いで反応させることが可能であ
る。銅（Ｉ）触媒アジド－アルキン［３＋２］付加環化反応によって、次いでＦｃ領域を
含む標識タンパク質分子が生成する。反応性アジド基を有する非天然アミノ酸の翻訳時の
取り込みによって、アジド－Ｆｃを調製することも可能であったことに留意されたい。
【図１２ｂ】Ｆｃ領域を含む標識タンパク質分子の他の２ステップの構築の図である。最
初に、アルデヒド含有Ｆｃタンパク質を、ヒドロカルビルスペーサーによって隔てられた
２つのＨ２Ｎ－Ｏ－基を有する二官能性分子と反応させて、次いで生成物をジケトンとさ
らに反応させる。
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【図６】 【図７】
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【図１０】

【図１１】

【図１２ａ】
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【図１２ｂ】

【手続補正書】
【提出日】平成20年6月19日(2008.6.19)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アミノ末端セリン残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ末端セリン残基をアルデヒド基に酸化するステップ、及び
　（ｃ）前記タンパク質分子を、アルデヒドと反応性がある部分を内部に含む標的化分子
と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子
又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを
含む上記方法。
【請求項２】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を内
部に含む少なくとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子のアルデヒド又はケト官能基を、アルデヒド又はケト官能基
と反応性がある基を内部に含む標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、そ
れにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タン
パク質分子の標的化を誘導するステップを含む上記方法。
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【請求項３】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド置換アミノ酸残基及びアルキン置換ア
ミノ酸残基からなる群から選択される反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備
するステップ、
　（ｂ）前記タンパク質分子と標的化分子が一緒になってアジド及びアルキンを有するよ
うに、アジド及びアルキンからなる群から選択される反応性残基を有する標的化分子を準
備するステップ、及び
　（ｃ）アジド－アルキン［３＋２］付加環化によって前記タンパク質分子を前記標的化
分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性
分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステッ
プを含む上記方法。
【請求項４】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、アジド官能基を有する側鎖を内部に含む少な
くとも１つのアミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）シュタウディンガー連結反応において、前記タンパク質分子のアジド官能基を、
１つの置換基がカルボメトキシでありもう１つの置換基がジフェニルホスフィノであるオ
ルト二置換芳香族部分と共有結合した標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成
し、それにより前記標識タンパク質分子が、ジフェニルホスフィニルである芳香族部分の
１つの置換基及びカルボキサミド部分であるもう１つの置換基を有し、カルボキサミド部
分の窒素がタンパク質分子と結合し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細
胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む上
記方法。
【請求項５】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、ｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセ
チルフェニルアラニンからなる群から選択されるアミノ酸を有するタンパク質分子を準備
するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子のｐ－アセチルフェニルアラニン及びｍ－アセチルフェニル
アラニンからなる群から選択されるアミノ酸を、ヒドラジド、アルコキシアミン、及びセ
ミカルバジドからなる群から選択される反応性部分を含む標的化分子と反応させて標識タ
ンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子で
ある標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導するステップを含む上記方法。
【請求項６】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求電子剤と反応性がある反応性アミノ酸残基
を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ酸残基と反応性がある求電子剤を含む標的化分子を準備するステップ、及
び
　（ｃ）反応性アミノ酸残基と求電子剤を反応させることにより、前記標的化分子を前記
タンパク質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独
で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導
するステップを含む上記方法。
【請求項７】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、求核剤と反応性がある求電子基を内部に含む
反応性アミノ酸残基を有するタンパク質分子を準備するステップ、
　（ｂ）アミノ酸残基と反応性がある求核剤を含む標的化分子を準備するステップ、及び
　（ｃ）反応性アミノ酸残基を求核剤と反応させることにより、前記標的化分子を前記タ
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ンパク質分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が単独で
、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を誘導す
るステップを含む上記方法。
【請求項８】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンを内部に有するタンパク質分子であって、突然変異ハロアルカンデハロゲナーゼドメイ
ンがアスパラギン酸残基を内部に有し、アスパラギン酸残基の側鎖がエステル化され得る
上記タンパク質分子を準備するステップ、及び
　（ｂ）前記タンパク質分子を、反応性ハロアルカン部分を有する標的化分子と反応させ
て安定状態のエステルを形成し、標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子が
単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化を
誘導するステップを含む上記方法。
【請求項９】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、反応性アルデヒド残基を有するタンパク質分
子を準備するステップ、
　（ｂ）前記アルデヒド残基を、２つのＨ２Ｎ－Ｏ－部分を有する二官能性ヒドロキシル
アミンリンカーと反応させ、アルデヒド残基がＨ２Ｎ－Ｏ－部分の１つとＣ＝Ｎ結合を形
成するステップ、及び
　（ｃ）二官能性ヒドロキシルアミンリンカーの他方のＨ２Ｎ－Ｏ－部分を、ジケトン部
分を有する標的化分子と反応させて標識タンパク質分子を生成し、それにより標的化分子
が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的化
を誘導するステップを含む上記方法。
【請求項１０】
　過ヨウ素酸を用いたグリオキシリル残基への酸化によって、アミノ末端セリンをアルデ
ヒド官能基に酸化する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　タンパク質分子が抗体分子のＦｃドメインである、請求項１から９までのいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１２】
　タンパク質分子が完全抗体分子であり、但し標的化分子が完全抗体分子の抗原結合部位
と結合しない、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　タンパク質分子が、抗体分子のＦｃドメイン及び他のアミノ酸配列を含むタンパク質分
子である、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　タンパク質分子が、Ｆｃドメインと実質的に相同的である領域を有するＩｇスーパーフ
ァミリーのメンバーである、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　他のタンパク質、ペプチド、又は他のタンパク質由来のドメインがＦｃのカルボキシル
末端と融合している、請求項１から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　タンパク質がＦｃのカルボキシル末端と融合しており、タンパク質がサイトカイン、ｓ
ｃＦｖ、酵素、及び受容体からなる群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　ペプチドがＦｃのカルボキシル末端と融合している、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　アミノ末端残基が反応性セリン又はシステインに突然変異するように、天然に存在する
タンパク質分子の部位特異的突然変異誘発によってタンパク質分子を生成する、請求項１



(64) JP 2009-512443 A 2009.3.26

に記載の方法。
【請求項１９】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合した
リンカーと、（ｉｉｉ）リンカーと共有結合しており、ヒドロキシルアミン部分又はその
誘導体を内部に含む反応性モジュールとを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２０】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合した
リンカーと、（ｉｉｉ）リンカーと共有結合しておりタンパク質と反応する反応性モジュ
ールとを含む、請求項３から９までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合して
おり、ヒドロキシルアミン部分又はその誘導体を内部に含む反応性モジュールとを含む、
請求項１又は２に記載の方法。
【請求項２２】
　標的化分子が、（ｉ）標的化モジュールと、（ｉｉ）標的化モジュールと共有結合して
おり、タンパク質と反応する反応性モジュールとを含む、請求項３から９までのいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２３】
　標的化モジュールがインテグリンを特異的に標的とする、請求項１９から２２までのい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　標的化モジュールがＲＧＤペプチド模倣体を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　標的化モジュールが、アミノ酸配列Ｎ－アセチル－ＹＴＳＬＩＨＳＬＩＥＥＳＱＮＱＱ
ＥＫＮＥＱＥＬＬＥＬＤＫＷＡＳＬＷＮＷＦＣ（配列番号１）を有する修飾Ｔ－２０ペプ
チドである、請求項１９から２２までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　標的化モジュールが、蛍光、化学発光、若しくは生物発光分子又は検出可能な放射性同
位体を取り込んだ分子である、請求項１９から２２までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　標的化モジュールがタンパク質である、請求項１９から２２までのいずれか一項に記載
の方法。
【請求項２８】
　リンカーが、ＸがＣ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓ、Ｓｉ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、及びＩ、又はそれ
らの塩のいずれかを含む原子の直鎖状又は分岐状結合鎖であり、２～１００単位の反復エ
ーテル単位を含み、Ｚがヒドロキシルアミン部分である一般構造Ｘ－Ｚを有する、請求項
１９から２２までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　リンカーがポリエチレングリコール部分を含む、請求項１９から２２までのいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３０】
　リンカーの長さが約１０～約２００原子である、請求項１９から２２までのいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３１】
　リンカーがビオチン－アビジン又はビオチン－ストレプトアビジン相互作用を含む、請
求項１９から２２までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　リンカーが、一般構造ＮＨ２ＯＣＨ２－（Ｇｌｙ）ｘ－［Ｌｙｓ－Ｈ－Ｓｅｒ－）］ｙ

Ｇｌｙ－ＯＨの担体分子を内部に含み、式中、ｘが２～４の整数でありｙが４～６の整数
である、請求項１９から２２までのいずれか一項に記載の方法。
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【請求項３３】
　タンパク質分子が、二重リンカーを形成する標的化モジュール－リンカーの反応基と反
応しやすい化学基を有する第２のリンカーセグメントを含む、請求項１９から２２までの
いずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　抗体分子のＦｃ部分を内部に含むタンパク質分子を標識するための方法であって、
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、そのアミノ末端に第１の反応性アミノ酸及び
そのカルボキシル末端に第２の反応性アミノ酸を有するタンパク質分子を準備するステッ
プ、
　（ｂ）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第１の分子
を前記第１の反応性アミノ酸と反応させて、第１の分子をタンパク質分子と結合させるス
テップ、及び
　（ｃ）標的化分子及び融合タンパク質の構成成分からなる群から選択される第２の分子
を前記第２の反応性アミノ酸と反応させて、第２の分子をタンパク質分子と結合させるス
テップを含み、
　但し、第１の反応性アミノ酸は第２の反応性アミノ酸と反応せず、それにより標的化分
子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標識タンパク質分子の標的
化を誘導し、但し、少なくとも１つの標的化分子が結合している上記方法。
【請求項３５】
　第１の反応性アミノ酸及び第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つが、アジド置換アミ
ノ酸残基及びアルキン置換アミノ酸残基からなる群から選択される、請求項３４に記載の
方法。
【請求項３６】
　第１の反応性アミノ酸及び第２の反応性アミノ酸の少なくとも１つが、アミノ末端セリ
ン残基及びアルデヒド又はケト官能基を有する側鎖を有するアミノ酸残基からなる群から
選択される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３７】
　アルデヒド基を有するアミノ末端アミノ酸とヒドロキシルアミン含有アジド部分の反応
によってアジド含有アミノ酸を生成する、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　アミノ末端セリン残基の酸化によってアルデヒド基を有するアミノ末端アミノ酸を生成
する、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　タンパク質分子中への非天然アミノ酸の取り込みによってアルデヒド基を有するアミノ
末端アミノ酸を生成する、請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　請求項１から９まで又は３４のいずれかに記載の方法によって生成される標識タンパク
質分子。
【請求項４１】
　グリコシル化されている、請求項４０に記載の標識タンパク質分子。
【請求項４２】
　タンパク質の配列のアミノ末端に改変型アミノ酸を取り込み、抗体分子のＦｃ部分を内
部に含む突然変異タンパク質であって、アミノ末端に改変型アミノ酸と反応性がある基を
有する標的化分子と反応性があり、それにより標的化分子が、標的化分子と共有結合した
突然変異タンパク質の標的への標的化を誘導する、上記突然変異タンパク質。
【請求項４３】
　突然変異後の改変型アミノ酸がセリン、システイン、リシン、ヒスチジン、メチオニン
、アスパラギン酸、及びグルタミン酸からなる群から選択される、請求項４２に記載の突
然変異タンパク質。
【請求項４４】
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　突然変異後の改変型アミノ酸がセリンであり、標的化分子がヒドロキシルアミン、ヒド
ラジン、ヒドラジド、又はその誘導体を含む、請求項４３に記載の突然変異タンパク質。
【請求項４５】
　抗体分子のＦｃ部分を含み、非天然アミノ酸を内部に取り込んだ突然変異タンパク質で
あって、非天然アミノ酸が
　（ａ）アジド置換アミノ酸、
　（ｂ）アルキン置換アミノ酸、
　（ｃ）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｄ）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｅ）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（ｆ）（２－ケトブチル）－チロシン、
　からなる群から選択され、突然変異タンパク質が標的化分子と共有結合できるように非
天然アミノ酸が位置し、それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子で
ある標的に対する標的化分子と共有結合した突然変異タンパク質分子の標的化を誘導する
、上記突然変異タンパク質。
【請求項４６】
　融合タンパク質である、請求項４２又は４５に記載の突然変異タンパク質。
【請求項４７】
　（ａ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、タンパク質の配列のアミノ末端に改変型アミ
ノ酸を取り込んでおり、アミノ末端におけるアミノ酸の改変を除き、２つ以下の保存的ア
ミノ酸置換だけ天然タンパク質と異なる突然変異タンパク質、及び
　（ｂ）抗体分子のＦｃ部分を内部に含み、非天然アミノ酸を内部に取り込んでおり、非
天然アミノ酸が
　（ｉ）アジド置換アミノ酸、
　（ｉｉ）アルキン置換アミノ酸、
　（ｉｉｉ）ｐ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｉｖ）ｍ－アセチルフェニルアラニン、
　（ｖ）β－オキソ－α－アミノ酪酸、及び
　（ｖｉ）（２－ケトブチル）－チロシン、
からなる群から選択され、非天然アミノ酸の置換を除き、２つ以下の保存的アミノ酸置換
だけ異なり、保存的アミノ酸置換の導入前にタンパク質の全活性を実質的に保っており、
それにより標的化分子が単独で、可溶性分子又は細胞表面分子である標的に対する標的化
分子と共有結合した突然変異タンパク質分子の標的化を誘導する突然変異タンパク質
　からなる群から選択されるタンパク質を含む突然変異タンパク質。
【請求項４８】
　請求項４２又は４５に記載のタンパク質をコードする核酸配列。
【請求項４９】
　ＤＮＡである、請求項４８に記載の核酸配列。
【請求項５０】
　鎖末端を通常コードする１つ又は複数のコドンを、前記コドンが鎖末端を生成しない条
件下で含む、請求項４９に記載の核酸配列。
【請求項５１】
　核酸配列が、ヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質の任意の活性及び核酸
レベルで発現されるヌクレオチド配列の任意の活性を含めて、塩基が置換される前の配列
の活性を保持するように、請求項４８に記載の配列と少なくとも９５％同一である核酸配
列。
【請求項５２】
　ＤＮＡである、請求項５１に記載の核酸配列。
【請求項５３】
　請求項４８又は５１に記載の核酸配列を含むベクター。
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【請求項５４】
　請求項５３に記載のベクターで形質転換又はトランスフェクトした宿主細胞。
【請求項５５】
　突然変異タンパク質又は融合タンパク質を生成するための方法であって、
　（ａ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質が発現するような条件下で、請求項５４
に記載の形質転換又はトランスフェクト宿主細胞を培養するステップ、及び
　（ｂ）突然変異タンパク質又は融合タンパク質を形質転換又はトランスフェクト宿主細
胞から単離してタンパク質を生成するステップを含む上記方法。
【請求項５６】
　細胞、組織、細胞外マトリクス生物分子、又は個体の体液中の生物分子に対する生物活
性に影響を与える標識タンパク質分子を送達する方法であって、請求項４０に記載の標識
タンパク質分子を個体に投与することを含み、標識タンパク質分子が細胞、組織、細胞外
マトリクス生物分子又は体液中の生物分子に特異的であり、標識タンパク質分子が生物活
性に影響を与える上記方法。
【請求項５７】
　（ａ）有効量の請求項４０に記載の標識タンパク質、及び
　（ｂ）薬剤として許容される担体
　を含む医薬組成物。
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疫标记程序，还用于它还可以用于体内治疗和诊断成像应用。
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