
(57)【要約】

　本発明は、ヒトED-Bに結合する特異的結合メンバーで

あって、この特異的結合メンバーは7 6 Br、7 7 Br、1 2 3 I、
1 2 4 I、1 3 1 I 及び2 l l Atから成る群から選択された同位体

によりラベルされており、そして抗体VHドメイン及び抗

体VLドメインを含んで成る抗原－結合部位を含んで成り

、ここで抗体VHドメインは、L19 VHドメイン、及びVH C

DR1, VH CDR2及びVH CDR3を含んで成るVHドメインから

成る群から選択され、前記VH CDR3が配列番号３のL19 V

H CDR3であり、前記VH CDR1が任意には、配列番号１のL

19 VH CDR1であり、そして前記VH CDR2が任意には、配

列番号２のL19 VH CDR2であり；そして前記抗体VLドメ

インが、L19 VLドメイン、並びにVL CDR1, VL CDR2及び

VL CDR3を含んで成るVLドメインから成る群から、任意

には選択され、前記VL CDR3が配列番号６のL19 VL CDR3

であり、前記VL CDR1が任意には、配列番号４のL19 VL 

CDR1であり、そして前記VL CDR2が任意には、配列番号

５のL19 VL CDR2であり；前記L19 VHドメインの配列及

びL19 VLドメインの配列がPiniなど. (1998) J. Biol. 

Chem. 273: 21769-21776に開示されており；ここで前記
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト ED-Bに 結 合 す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー で あ っ て 、 こ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 7 6 Br、 7 7

Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 同 位 体 に よ り ラ ベ ル さ れ て お
り 、 そ し て 抗 体 VHド メ イ ン 及 び 抗 体 VLド メ イ ン を 含 ん で 成 る 抗 原 － 結 合 部 位 を 含 ん で 成 り
、 こ こ で 、 抗 体 VHド メ イ ン は 、 L19 VHド メ イ ン 、 並 び に VH CDR1, VH CDR2及 び VH CDR3を
含 ん で 成 る VHド メ イ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 前 記 VH CDR3が 配 列 番 号 ３ の L19 VH CDR3
で あ り 、 前 記 VH CDR1が 任 意 に は 、 配 列 番 号 １ の L19 VH CDR1で あ り 、 そ し て 前 記 VH CDR2
が 任 意 に は 、 配 列 番 号 ２ の L19 VH CDR2で あ り ； そ し て 前 記 抗 体 VLド メ イ ン が 、 L19 VLド
メ イ ン 、 並 び に VL CDR1, VL CDR2及 び VL CDR3を 含 ん で 成 る VLド メ イ ン か ら 成 る 群 か ら 、
任 意 に は 選 択 さ れ 、 前 記 VL CDR3が 配 列 番 号 ６ の L19 VL CDR3で あ り 、 前 記 VL CDR1が 任 意
に は 、 配 列 番 号 ４ の L19 VL CDR1で あ り 、 そ し て 前 記 VL CDR2が 任 意 に は 、 配 列 番 号 ５ の L1
9 VL CDR2で あ り ； 前 記 L19 VHド メ イ ン の 配 列 及 び L19 VLド メ イ ン の 配 列 が Piniな ど . (19
98) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776に 開 示 さ れ て お り ； こ こ で 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ
ー は 、 ε S 2 － CH4に 融 合 さ れ そ し て 二 重 体 化 さ れ た 抗 体 VLド メ イ ン 及 び 抗 体 VHド メ イ ン を
含 ん で 成 る ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で 成 る か 、 又 は 完 全 な IgG1抗 体 分 子 を 含 ん で 成 る
、 こ と を 特 徴 と す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 １ ， ２ 及 び ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDRを 含 ん で 成 る 抗 体 VHド メ イ ン を 含
ん で 成 り 、 そ し て ED-Bへ の 結 合 に 関 し て 、 L19 VHド メ イ ン 及 び L19 VLド メ イ ン を 含 ん で 成
る 抗 体 の ED-B－ 結 合 ド メ イ ン と 競 争 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 L19 VHド メ イ ン を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 L19 VLド メ イ ン 含 ん で 成 る 請 求 項 ３ 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ε S 2 － CH4を 含 ん で 成 る ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載
の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 VHド メ イ ン 及 び 抗 体 VLド メ イ ン が 、 ε S 2 － CH4に 融 合 さ れ た scFv抗 体 分 子 内 に
存 在 す る 請 求 項 ５ 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 scFv抗 体 分 子 が 、 リ ン カ ー ペ プ チ ド を 通 し て ε S 2 － CH4に 融 合 さ れ る 請 求 項 ６ 記 載
の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 リ ン ガ ー ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 GGSG（ 配 列 番 号 ７ ） を 有 す る 請 求 項 ７ 記 載 の 特
異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 完 全 な IgG1抗 体 分 子 を 含 ん で 成 る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ
ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 同 位 体 が 1 3 1 Iで あ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 で あ っ て 、 7 6 Br、 7 7

Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 同 位 体 に よ り 、 特 異 的 結 合 メ
ン バ ー を ラ ベ リ ン グ す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ラ ベ リ ン グ が 、 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 存 在 下 で 、 7 6 Br - 、 7 7 Br - 、 1 2 3 I - 、 1 2 4 I -

、 1 3 1 I -  及 び 2 l l At - か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ハ ロ ゲ ン 化 物 を 酸 化 す る こ と を 含 ん で 成 る
請 求 項 11記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ラ ベ リ ン グ が 、 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た 放 射 性 同 位 体 を 含 む 、 活 性 化 さ れ た 二 官 能 価 ハ ロ ゲ ン キ ャ リ ヤ ー を 、 リ シ ン 又 は シ ス テ
イ ン 残 基 、 又 は 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の N－ 末 端 に 接 合 す る こ と を 含 ん で 成 る 請 求 項 11
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ラ ベ リ ン グ の 前 、 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る こ と を 含 ん
で 成 る 請 求 項 11～ 13の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 の た め の 条 件 下 で 、 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成
る 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 単 離 し 、 そ し て /又 は 精 製 す る こ と を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求
項 11～ 15の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 、 少 な く と も 1つ の 成 分 を 含 む 組 成 物 中 に 配 合 す る こ と を さ
ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 11～ 16の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 、 ED-B又 は ED-Bの フ ラ グ メ ン ト を 結 合 す る こ と を さ ら に 含 ん
で 成 る 請 求 項 11～ 17の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の ED-Bを 結 合 す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 、 ED-B又 は ED
-Bの フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 結 合 、 イ ン ビ ト ロ で 生 じ る 請 求 項 18又 は 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ED-B又 は ED-Bの フ ラ グ メ ン ト へ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 結 合 の 量 を 決 定 す る こ と を 含 ん
で 成 る 請 求 項 18～ 20の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 含 ん で 成 る 、 ヒ ト 又 は 動 物 体
の 治 療 処 理 方 法 へ の 使 用 の た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 病 変 の 処 理 方 法 へ の 使 用 の た め の 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 腫 瘍 の 処 理 方 法 へ の 使 用 の た め の 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 診 断 方 法 へ の 使 用 の た め の 請 求 項 22～ 24の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 病 変 の 処 理 の た め の 薬 剤 の 製 造 へ の 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記
載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 腫 瘍 の 処 理 の た め の 薬 剤 の 製 造 へ の 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン
バ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 診 断 用 試 薬 の 製 造 へ の 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 分 子 を 用 い て の 腫 瘍 脈 管 系 の 標 的 化 に 関 す る 。 特 に
、 本 発 明 は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の ED-Bを 結 合 し 、 そ し て 腫 瘍 標 的 化 に お い て 示 さ れ る 有 用
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な も の で あ る 抗 体 分 子 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の 異 な っ た 態 様 に お い て は 、 抗 体 分 子 は 異
な っ た 分 子 型 で 使 用 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 抗 体 分 子 は ヒ ト IgG1を 包 含 す る 。 他 の
態 様 に お い て は 、 抗 体 分 子 は 、 例 え ば 共 有 結 合 さ れ た ダ イ マ ー を 形 成 す る そ の COOH末 端 に
シ ス テ イ ン を 天 然 に お い て 含 む 分 泌 Igイ ソ フ ォ ー ム の 不 変 CH4ド メ イ ン に scFv抗 体 分 子 を
融 合 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 血 液 ク リ ア ラ ン ス 速 度 、
イ ン ビ ボ 安 定 性 及 び 他 の 好 都 合 な 性 質 は 、 本 発 明 の 異 な っ た 観 点 に 及 び 態 様 で 、 例 え ば 腫
瘍 標 的 化 に お い て 使 用 さ れ る 。 異 な っ た 抗 体 分 子 型 の 異 な っ た イ ン ビ ボ 挙 動 性 が 、 臨 床 学
的 必 要 性 及 び 疾 病 に 依 存 し て 、 異 な っ た 診 断 及 び /又 は 治 療 目 的 の た め に 開 発 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 治 療 剤 と し て の そ れ ら の 莫 大 な 可 能 性 に も か か わ ら ず 、 非 ヒ ト 起 源 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ mAb） は 、 そ れ ら の 免 疫 原 性 （ １ ． Shawlertな ど ., 1985; 2. Millerな ど ., 1983） 、
良 好 で な い 薬 物 力 学 的 性 質 （ 3. Hakimiな ど ., 1985; 2. Millerな ど ., 1983） 、 及 び 補 強
エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 無 効 率 （ 5. Riechmannな ど ., 1988; 6. Junghensな ど ., 1990） の 結
果 と し て 臨 床 学 的 試 験 に お い て 不 良 に 実 施 さ れ て 来 た 。 フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の
ヒ ト 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト の 単 離 の 最 近 の 予 測 （ ７ ． McCaffertyな ど ., 1990; 8. Lowmanな
ど ., 1991; 再 考 の た め に は 、 9. Nilsonnな ど ., 2000及 び 10． Winterな ど ., 1994を 参 照
の こ と ） は 、 そ れ ら の 問 題 を 超 越 し 、 す な わ ち 主 要 疾 病 を 処 理 す る た め の そ れ ら の 試 薬 の
使 用 の 研 究 を 復 活 し 、 そ し て そ れ ら の 使 用 の 希 望 を 再 復 活 す る 。 実 際 、 そ れ ら の 分 子 は 、
新 規 診 断 及 び 治 療 用 手 段 の た め の 理 想 的 構 築 ブ ロ ッ ク と し て 作 用 す べ き で あ る （ 11. Reic
hert., 2001; 12. Hulsな ど ., 1991） 。 さ ら に 、 そ れ ら の 抗 体 は 、 そ れ ら の 臨 床 学 的 使 用
の た め に 、 少 な く と も 所 望 に は 、 必 要 で な け れ ば 、 ピ コ モ ル 範 囲 で 親 和 性 に 達 す る た め に
“ 成 熟 さ れ ” 得 る （ 13. Piniな ど ., 前 記 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 診 断 又 は 治 療 剤 の 選 択 的 供 給 の た め へ の ヒ ト 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の
臨 床 学 的 適 用 は 、 高 い 特 異 的 標 的 物 を 必 要 と す る 。 腫 瘍 の 場 合 、 最 も 普 及 し て い る 標 的 物
は 、 通 常 、 豊 富 で も 又 は 安 定 も し て い な い 細 胞 表 面 抗 原 で あ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 腫
瘍 進 行 の 間 、 腫 瘍 細 胞 を 取 り 囲 む 微 小 環 境 は 、 抗 体 に 基 づ く 腫 瘍 治 療 の た め の 標 的 物 を 提
供 す る “ 腫 瘍 環 境 ” を 生 成 す る 広 範 囲 な 修 飾 を 受 け る （ 14． Neri and Zardi., 1998） 。
実 際 、 変 更 さ れ た 腫 瘍 微 小 環 境 が そ れ 自 体 、 標 的 化 さ れ 得 る 癌 で あ る 概 念 が 、 ま す ま す 、
コ ン セ ン サ ス を 得 て い る 。 従 っ て 、 腫 瘍 微 小 環 境 に 治 療 剤 を 効 果 的 に 供 給 で き る 分 子 が 、
癌 治 療 の た め の 有 望 且 つ 腫 瘍 な 新 規 手 段 を 提 供 す る （ 15. Bissel., 2001; 14. Neri and 
Zardi., 1998） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は 、 種 々 の 正 常 組 織 及 び 体 液 に お い て 広 く 発 現 さ れ る 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス （ ECM） 成 分 で あ る 。 異 な っ た FNイ ソ フ ォ ー ム が 、 FNプ レ － mRNAの 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ 、 す な わ ち サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 外 pHに よ り 変 調 さ れ る 工 程 に よ り 生 成 さ れ 得 る （ 16
. Balznな ど ., 1988; 17. Carnemollaな ど ., 1989; 18. Borsiな ど ., 1990; 19. Borsiな
ど ., 1995） 。 第 III 型 外 反 復 体 B（ EIII B） と し て も 知 ら れ て い る 完 全 な 第 III 型 反 復 体
ED-Bは 、 FN分 子 に 完 全 に 包 含 さ れ る か 又 は 除 外 さ れ 得 る （ 20. Zardi な ど ., 1987） 。 ED-
Bは 、 異 な っ た 種 に お い て 高 く 保 存 さ れ 、 こ の 時 点 で 研 究 さ れ た す べ て の 哺 乳 類 （ ヒ ト 、
ラ ッ ト 、 イ ヌ ） に お い て 100％ 相 同 性 及 び 鶏 に お い て 類 似 す る ド メ イ ン と 96％ 相 同 性 を 有
す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ED-Bを 含 む FNイ ソ フ ォ ー ム （ B-FN） は 、 正 常 な 成 人 組 織 に お い て は 、 免 疫 組 織 化 学 的 に
は 検 出 さ れ ず 、 但 し 、 生 理 学 的 改 造 を 受 け る 組 織 （ 例 え ば 、 子 宮 内 膜 及 び 卵 巣 ） 及 び 創 傷
治 癒 の 間 の 組 織 を 除 く （ 17． Carnemollaな ど ., 1989; 21. ffrench-Constant, な ど ., 19
89） 。 対 照 的 に 、 腫 瘍 及 び 胎 児 組 織 に お け る そ の 発 現 は 高 い （ 17． Cornemollaな ど ., 198
9） 。 さ ら に 、 B-FNが 脈 管 形 成 の マ ー カ ー で あ り （ 22． Castellaniな ど ., 1994） 、 そ し て
腫 瘍 組 織 に 挿 入 す る 内 皮 細 胞 が B－ FNを 含 む ECM繊 維 に 沿 っ て 移 動 す る こ と が 示 さ れ て い る
（ 23． Tarliな ど ., 1999） 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 B-FNイ ソ フ ォ ー ム に 対 し て 特 異 的 な ヒ ト 組 換 え 抗 体 scFv (L19) (13. Piniな ど ., 1998)
を 用 い て の 腫 瘍 血 管 系 の 選 択 的 標 的 化 が 記 載 さ れ て い る （ 24． Carnemolla な ど ., 1996: 
23. Tarliな ど ., 99; 25. Vitiな ど ., 99; 26. Neriな ど ., 97; 27. Demartisな ど ., 200
1） 。 前 記 抗 体 は 、 腫 瘍 血 管 系 へ の 治 療 用 放 射 性 核 種 又 は 毒 性 剤 の 選 択 的 供 給 を 必 要 と す
る 、 イ ン ビ ボ 診 断 （ イ ム ノ シ ン チ グ ラ フ ィ ー ） 及 び 治 療 的 ア プ ロ ー チ に 使 用 さ れ 得 る 。 さ
ら に 、 Birchlerな ど ., (28, 1999)は 、 感 光 剤 に 化 学 的 に 結 合 さ れ る seFv (L19)が 、 脈 管
形 成 ウ サ ギ 角 膜 モ デ ル の 新 し く 形 成 さ れ て 血 管 に お い て 選 択 的 に 蓄 積 し 、 そ し て ほ ぼ 赤 外
線 に よ る 刺 激 の 後 、 眼 の 新 生 血 管 系 の 完 全 且 つ 選 択 的 閉 塞 に 介 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 よ り 最 近 に は 、 Nilssonな ど . (29, 2001) は 、 組 織 因 子 の 細 胞 外 ド メ イ ン と の scFc (L1
9)の 免 疫 接 合 体 が 種 々 の タ イ プ の ネ ズ ミ 腫 瘍 モ デ ル に お け る 選 択 的 梗 塞 に 介 在 す る こ と を
報 告 し て い る 。 さ ら に 、 scFc (L19)及 び IL-2又 は IL-12の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の ２
種 の サ イ ト カ イ ン の 増 強 さ れ た 治 療 効 能 を 示 し て い る （ 30. Halinな ど ., ; 31. Carnemol
laな ど ., 2002） 。 ま た 、 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 病 変 、 例 え ば 癌 の 処 理 へ の 融 合 体 の 使 用 に
つ い て 、 WO01/62298号 を 参 照 の こ と 。 最 終 的 に 、 L19は マ ウ ス 及 び ヒ ト を ED-Bと 均 等 に 良
く 反 応 す る の で 、 そ れ は 予 備 － 臨 床 学 的 及 び 臨 床 学 的 研 究 の 両 者 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 PCT/GB97/01412号 、 PCT/EP99/03210号 、 PCT/EP01/02062号 及 び PCT/IB01/00382号
も 参 照 の こ と 。
　 異 な っ た 抗 体 型 が 、 腫 瘍 標 的 化 に お け る イ ン ビ ボ 安 定 性 、 ク リ ア ラ ン ス 及 び 性 能 に 関 し
て 種 々 の 挙 動 性 を 示 し て い る （ 32． Wuな ど ., 2000） 。 ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 小 免 疫
タ ン パ ク 質 （ SIP） が 記 載 さ れ て い る （ 33． Liな ど ., 1997） 。
　 本 発 明 は ま た 、 異 な っ た 型 、 す な わ ち scFv、 ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 及 び 完 全 な IgG1で の
L19ヒ ト 抗 体 分 子 の イ ン ビ ボ 生 分 布 の 調 製 、 特 徴 化 及 び 調 査 、 並 び に 放 射 性 同 位 体 に よ る
ラ ベ リ ン グ に 基 づ か れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た １ 又 は
複 数 の 同 位 体 に よ り 放 射 性 ラ ベ ル さ れ る 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の ヒ ト ED-Bを 結 合 す る 特 異 的
結 合 メ ン バ ー に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 、 及 び
診 断 及 び 治 療 用 途 へ の そ れ ら の 使 用 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 動 物 実 験 に お い て 好 ま し い 性 質 、 例 え ば 赤 色 骨 髄 に 比
較 し て 、 腫 瘍 に 供 給 さ れ る 高 い 用 量 、 及 び 高 い 腫 瘍 蓄 積 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の ヒ ト ED-Bを 結 合 し 、 そ し て L19 
VHド メ イ ン 及 び VLド メ イ ン 、 任 意 に は 、 L19 VLド メ イ ン を 含 ん で 成 る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー
を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ε S 2 -CH4に 融 合 さ れ そ し て 二 量 体 化 さ れ た
前 記 抗 体 ド メ イ ン VL及 び 抗 体 VHド メ イ ン を 含 ん で 成 る ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で 成 る
か 、 又 は 完 全 な IgG1抗 体 分 子 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 7 6 Br、 7 7

Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 選 択 さ れ た 同 位 体 に よ り 放 射 性 ラ ベ ル さ れ る 。 好 ま
し い 、 放 射 性 同 位 体 は 、 1 2 3 I又 は 1 3 1 I、 及 び 最 も 好 ま し く は 1 3 1 Iで あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 放 射 性 ラ ベ ル 又 は 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 分 子 は 、 例 え ば チ ロ シ ン 、 リ シ ン 又 は シ ス テ イ ン
残 基 で ラ ベ ル さ れ 得 る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー に 結 合 さ れ 得 る 。
　 L19 VHド メ イ ン 及 び L19 VLド メ イ ン 配 列 は 、 Piniな ど . (1998) J. Biol. Chem. 273: 2
1769-21776に 説 明 さ れ て お り 、 そ れ ら の 配 列 は 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ て い る か の よ
う に 、 引 用 に よ り 十 分 に 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 般 的 に 、 VHド メ イ ン は 、 抗 体 抗 原 結 合 部 位 を 提 供 す る た め に VLド メ イ ン と 結 合 さ れ る
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。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 L19 VHド メ イ ン は L19 VLド メ イ ン と 対 合 さ れ 、 そ の 結 果 、 L1
9 VH及 び VLド メ イ ン の 両 者 を 含 ん で 成 る 抗 体 抗 原 結 合 部 位 が 形 成 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い
て は 、 L19 VHは 、 L19 VL以 外 の VLド メ イ ン と 対 合 さ れ る 。 L鎖 混 乱 は 、 当 業 界 に お い て 十
分 に 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ 又 は 複 数 の CDRが L19 VH又 は VLド メ イ ン か ら 取 ら れ 、 そ し て 適 切 な 骨 格 に 組 み 込 ま れ
得 る 。 こ れ は さ ら に 下 記 に 論 じ ら れ て い る 。 L19 VH CDR1, 2及 び 3は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号
１ ， ２ 及 び ３ で 示 さ れ て い る 。 L19 VL CDR1, 2及 び 3は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ， ２ 及 び ３
で 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 L19－ SIP、 最 も 好 ま し く は 1 2 3 I－ ラ
ベ ル さ れ た L19－ SIP（ 本 明 細 書 に お い て は 、 I－ 123－ L19 － SIPと し て 言 及 さ れ る ） 、 又
は 1 3 1 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIP（ 本 明 細 書 に お い て は 、 I－ 123－ L19－ SIPと し て 言 及 さ れ
る ） 、 又 は 1 3 1 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIP（ 本 明 細 書 に お い て は 、 I－ 131－ L19－ SIPと し て
言 及 さ れ る ） で あ る 。
　 そ れ ら の 配 列 は 本 明 細 書 に 示 さ れ て お り 、 そ し て ED-Bの た め の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー に 使
用 さ れ 得 る 、 VH及 び VLド メ イ ン 及 び CDRの 変 異 体 は 、 配 列 変 更 又 は 突 然 変 異 誘 発 及 び ス ク
リ ー ニ ン グ の 方 法 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 そ れ ら の 配 列 が 本 明 細 書 に 特 異 的 に 開 示 さ れ て い る 、 VH及 び VLド メ イ ン の い ず れ か の 種
々 の ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 が 、 論 じ ら れ る よ う に 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ 得 る 。
特 定 の 変 異 体 は 、 １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 更 （ ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 及 び
/又 は 挿 入 ） 、 た ぶ ん 約 20個 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 更 、 約 15個 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 更 、
約 10個 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 更 、 又 は 約 ５ 個 以 下 、 ４ ， ３ ， ２ 又 は １ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 変
更 を 包 含 す る こ と が で き る 。 変 更 は 、 １ 又 は 複 数 の 骨 格 領 域 及 び /又 は 複 数 の CDRに お い て
行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ED-Bを 結 合 し 、 そ し て L19 VHド メ イ ン 及 び L19 VLド メ
イ ン か ら 形 成 さ れ る 抗 原 － 結 合 部 位 を 含 ん で 成 る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー と 、 抗 原 へ の 結 合 の
た め に 競 争 す る メ ン バ ー で あ り 得 る 。 結 合 メ ン バ ー 間 の 競 争 は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 例 え ば EL
ISAを 用 い て 、 及 び /又 は 同 じ エ ピ ト ー プ 又 は オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 特
異 的 結 合 メ ン バ ー の 同 定 を 可 能 に す る た め に 、 他 の 標 識 さ れ て い な い 結 合 メ ン バ ー の 存 在
下 で 検 出 さ れ 得 る １ つ の 結 合 メ ン バ ー に 対 す る 特 異 的 レ ポ ー タ ー 分 子 を 標 識 す る こ と に よ
っ て 、 容 易 に ア ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 ED-Bに 結 合 す る た め に L19と 競 争 す る ヒ ト 抗 体 抗 原
－ 結 合 部 位 を 含 ん で 成 る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 使 用 す る 。
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 少 な く と も L19の 親 和 性 を 有 す る ED-Bを 結 合 す る こ と
が で き 、 異 な っ た 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 結 合 親 和 性 が 適 切 な 条 件 下 で 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 体 配 列 の 他 に 、 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 抗 原 を 結 合 す る 能 力 の 他 に も う １ つ
の 機 能 的 特 徴 の 分 子 を 付 与 す る た め に 、 例 え ば ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 形 成 す る 他 の
ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 折 り た た ま れ た ド メ イ ン を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン
バ ー は 、 検 出 で き る ラ ベ ル を 担 持 す る こ と が で き 、 又 は 毒 素 又 は 酵 素 に 接 合 さ れ 得 る （ 例
え ば 、 ペ プ チ ジ ル 結 合 又 は リ ン カ ー を 通 し て ） 。
　 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 障 害 又 は 病 巣 の 処 理 に お い て は 、 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、
毒 性 分 子 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ IL-2） 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン －
12（ IL-12） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ （ IFN-γ ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ TNFα ） 及 び 組 織 因 子
（ 好 ま し く は 、 切 断 さ れ た 組 織 因 子 、 例 え ば 残 基 １ ～ 219） か ら 選 択 さ れ 得 る 殺 生 物 性 又
は 細 胞 毒 性 分 子 に 接 合 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 WO01/62298号 を 参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ヒ ト 又 は 動 物 身 体 の 処 理 又 は 診 断 方 法 、 例 え ば 有 効 量
の 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 、 ヒ ト 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 ヒ ト 患 者 に お
け る 疾 病 又 は 障 害 の 処 理 （ 予 防 的 処 理 を 包 含 す る ） 方 法 に 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 本
発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 非 経 口 投 与 に よ り 患 者 に 投 与 さ れ る 。 本 発 明 に 従 っ て 処 理
で き る 病 状 は 、 腫 瘍 、 特 に 固 形 腫 瘍 、 及 び 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 他 の 病 巣 、 例 え ば リ ウ マ チ
様 関 節 炎 、 糖 尿 病 網 膜 症 、 年 齢 関 連 の 黄 斑 変 性 及 び 老 人 性 血 管 腫 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 　 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ た 同 位 体 に よ り 放 射 性 ラ ベ ル す る た め に 、 及 び 放 射 性 診 断 及 び 放 射 性 療 法 へ の 続 く
使 用 の た め に 適 切 で あ る 。
　 さ ら な る 観 点 は 、 　 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た 放 射 性 同 位 体 に よ り 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を ラ ベ リ ン グ す る こ と を 含 ん で 成 る 、 本 発 明 の
特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 直 接 的 放 射 性 ラ ベ ル す る た め に 、 分 子 中 の チ ロ シ ン 成 分 が 標 的 化
さ れ 得 る 。 こ の 特 定 の 方 法 に お い て は 、 ハ ロ ゲ ン 化 物 、 例 え ば Br - 、 I - 、 At - が 、 適 切 な 酸
化 剤 、 例 え ば Iodogen（ 商 標 )（ 被 覆 さ れ た 管 ） 、 ヨ ー ド － ビ ー ズ 、 ク ロ ラ ミ ン － T（ N－ ク
ロ ロ － p－ ト ル エ ン ス ル ホ ン ア ミ ド の ナ ト リ ウ ム 塩 ） 等 に よ り 、 活 性 医 薬 成 分 （ API） の 存
在 下 で 酸 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 臭 素 、 ヨ ウ 素 又 は ア ス タ チ ン に よ る 間 接 的 な ラ ベ リ ン グ は 、 例 え ば 安 息 香 酸 誘 導
体 、 Bolton－ Hunter誘 導 体 、 ベ ン ゼ ン 誘 導 体 、 等 に 由 来 す る 二 官 能 価 ハ ロ ゲ ン キ ャ リ ヤ ー
を プ レ － ラ ベ リ ン グ す る こ と に よ り 行 わ れ 得 る 。 キ ャ リ ヤ ー は 、 リ シ ン 残 基 の ε － ア ミ ン
基 又 は APIの N－ 末 端 に 接 合 さ れ る 活 性 化 さ れ た 種 に 転 換 さ れ 得 る 。 こ の 間 接 的 な 方 法 は ま
た 、 シ ス テ イ ン 成 分 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 で ヘ プ チ ド 化 合 物 を 、 化 学 選 択 的 に 放 射 性 ラ ベ ル
す る た め の 合 成 路 を 提 供 す る 。 シ ス テ イ ン 架 橋 さ れ た 分 子 が 最 初 に 、 適 切 な 還 元 剤 、 例 え
ば ハ ロ ゲ ン キ ャ リ ヤ ー と 反 応 す る こ と が で き る 遊 離 SH－ 基 を 生 成 す る 、 塩 化 錫 （ II） 、 ト
リ ス （ ２ － カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン （ TCEP） に よ り 還 元 さ れ 得 る 。 結 合 の た め の 官
能 基 と し て 、 マ レ イ ミ ド 及 び α － ブ ロ モ ア セ ト ア ミ ド 誘 導 体 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 は 、 そ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を ラ ベ リ ン グ す る
前 、 そ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 従 っ て 、 初
期 段 階 と し て 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 は 任 意 に は 、 コ ー ド 核 酸 、 す な わ ち 特 異 的
結 合 メ ン バ ー を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 か ら の 発 現 を 引 起 す か 又 は そ れ を 可 能 に
す る こ と を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 の た め の 条 件
下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 生 成 方 法 は 、 生 成 物 の 単 離 及 び /又 は 生 成 の 段 階 を 包 含 す る 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、
核 酸 か ら の 発 現 、 及 び /又 は 宿 主 細 胞 か ら の 回 収 に 続 い て 、 単 離 さ れ 、 そ し て /又 は 精 製 さ
れ 得 る 。 単 離 及 び /又 は 精 製 は 、 ラ ベ リ ン グ の 前 に 行 わ れ 得 る 。 他 方 で は 、 又 は さ ら に 、
特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ラ ベ リ ン グ の 後 、 単 離 さ れ 、 そ し て /又 は 精 製 さ れ 得 る 。
　 生 成 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の 追 加 の 成 分 、 例 え ば 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 含 む 組
成 物 中 に 生 成 物 を 配 合 す る こ と を 包 含 す る 。 従 っ て 、 （ ラ ベ ル さ れ た ） 特 異 的 結 合 メ ン バ
ー は 、 少 な く と も １ つ の 追 加 の 成 分 、 例 え ば 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 含 む 組 成 物 中 に
配 合 さ れ 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の そ れ ら の 及 び 他 の 観 点 は 、 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。
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：
　 こ れ は 、 お 互 い に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る １ 対 の 分 子 の メ ン バ ー を 記 載 す る 。 特 異 的
結 合 対 の メ ン バ ー は 、 天 然 に お い て 誘 導 さ れ る か 、 又 は 完 全 に 又 は 部 分 的 に 合 成 的 に 生 成
さ れ 得 る 。 前 記 分 子 対 の １ つ の メ ン バ ー は 、 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て 従 っ て 、 前 記 分 子 対
の 他 の メ ン バ ー の 特 定 の 空 間 的 及 び 極 性 構 成 に 対 し て 相 補 的 で あ る 、 そ の 表 面 上 の 領 域 、
又 は キ ャ ビ テ ィ ー を 有 す る 。 従 っ て 、 前 記 対 メ ン バ ー は 、 お 互 い に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す
る 性 質 を 有 す る 。 前 記 特 異 的 対 の タ イ プ の 例 は 、 抗 原 － 抗 体 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 、 ホ ル
モ ン － ホ ル モ ン 受 容 体 、 受 容 体 － リ ガ ン ド 、 酵 素 － 基 質 で あ る 。 本 出 願 は 、 抗 原 － 抗 体 型
反 応 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

：
　 こ れ は 、 天 然 で あ る か 、 又 は 一 部 又 は 完 全 に 合 成 的 に 生 成 さ れ る か ど う か の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 記 載 す る 。 こ の 用 語 は ま た 、 抗 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ
ド 又 は タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え
ば Fab, scFv, Fv, dAb, Fd及 び ダ イ ア ボ デ ィ ー （ diabody） で あ る 。 本 発 明 は 、 IgG1抗 体
分 子 、 及 び 開 示 さ れ る よ う な ε S 2 － CH4を 含 ん で 成 る ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 換 え DNA技 法 は 、 元 の 抗 体 分 子 の 特 異 性 を 保 持 す る 他 の 抗 体 分 子 を 、 開 始 抗 体 分 子 か
ら 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 技 法 は 、 異 な っ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 不 変 領 域
又 は 、 不 変 領 域 及 び 骨 格 領 域 に 、 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 又 は 相 補 性 決 定 領 域 （ CD
R） を コ ー ド す る DNAを 導 入 す る こ と を 包 含 す る 。 例 え ば 、 EP-A-184187号 、 GB2188638A号
又 は EP-A-239400号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 体 は 多 く の 手 段 で 修 飾 さ れ 得 る の で 、 用 語 “ 抗 体 分 子 ” と は 、 必 要 と さ れ る 特 異 性 を
有 す る 抗 体 抗 原 － 結 合 ド メ イ ン を 有 す る い ず れ か の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 又 は 物 質 を 包 含 す
る も の と し て 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 こ の 用 語 は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 及 び 誘 導 体
、 例 え ば 天 然 で あ ろ う と 、 又 は 完 全 に 又 は 一 部 合 成 で あ ろ う と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 原 － 結
合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 従 っ て も う １ つ の ポ リ ペ プ
チ ド に 融 合 さ れ る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン 又 は 同 等 物 を 含 ん で 成 る キ メ ラ 分 子 が 包
含 さ れ る 。 キ メ ラ 抗 体 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 は 、 EP-A-0120694号 及 び EP-A-0125023号 に
記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

：
　 こ れ は 、 抗 原 の 一 部 又 は す べ て に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て そ れ に 対 し て 相 補 的 で
あ る 領 域 を 含 ん で 成 る 抗 体 分 子 の 一 部 を 記 載 す る 。 抗 原 が 大 き い 場 合 、 抗 体 は 単 に 、 抗 原
の 特 定 部 分 （ エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る ） に 結 合 す る こ と が で き る 。 抗 原 結 合 ド メ イ ン は 、 １
又 は 複 数 の 抗 体 可 変 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 VHド メ イ ン か ら 成 る 、 い わ ゆ る Fd抗 体 フ ラ グ メ ン
ト ） に よ り 供 給 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 抗 原 結 合 ド メ イ ン は 、 抗 体 L鎖 可 変 領 域 （ VL） 及
び 抗 体 H鎖 可 変 領 域 （ VH） を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

：
　 こ れ は 、 特 異 的 結 合 対 の １ つ の メ ン バ ー が そ の 結 合 パ ー ト ナ ー 以 外 の 分 子 へ の い ず れ の
有 意 な 結 合 も 示 さ な い 状 況 を 言 及 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 用 語 は ま た 、 例 え ば 、 抗
原 結 合 ド メ イ ン が 多 く の 抗 原 に よ り 担 持 さ れ る 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 で あ る 場
合 に も 適 用 で き 、 こ の 場 合 、 抗 原 結 合 ド メ イ ン も 担 持 す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 エ ピ ト
ー プ を 担 持 す る 種 々 の 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】

：
　 こ れ は 一 般 的 に 、 い わ ゆ る １ 又 は 複 数 の 特 徴 又 は 成 分 の 存 在 を 可 能 に す る こ と を 包 含 す
る 意 味 で 使 用 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
：

　 こ れ は 、 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 又 は そ の よ う な 結 合 メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 が
一 般 的 に 、 本 発 明 に 従 っ て 存 在 す る で あ ろ う 状 態 を 言 及 す る 。 メ ン バ ー 及 び 核 酸 は 、 そ れ
ら が 天 然 に お い て 供 給 さ れ る 材 料 、 例 え ば そ れ ら の 天 然 の 環 境 、 又 は そ れ ら が イ ン ビ ト ロ
又 は イ ン ビ ボ で 実 施 さ れ る 組 換 え DNA技 法 に よ り 調 製 さ れ る 環 境 （ 例 え ば 、 細 胞 培 養 物 ）
に 見 出 さ れ る 他 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 を 有 さ な い か 、 又 は 実 質 的 に 有 さ な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 メ ン バ ー 及 び 核 酸 は 、 希 釈 剤 又 は ア ジ ュ バ ン ド と 共 に 融 合 さ れ 、 そ し て さ ら に 、 実 際 的
な 目 的 の た め に は 、 単 離 さ れ 得 、 例 え ば メ ン バ ー は 通 常 、 イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 使 用 の た め
に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 被 覆 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 ゼ ラ チ ン 又 は 他 の キ ャ リ
ヤ ー と 共 に 混 合 さ れ る か 、 又 は 診 断 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る 場 合 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ
リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 と 共 に 混 合 さ れ る で あ ろ う 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 天 然 に お い て 、 又
は 異 種 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 CHO又 は NSO（ ECACC 85100503） の シ ス テ ム に よ り グ リ コ シ ル 化
さ れ 得 る か 、 又 は そ れ ら は （ 例 え ば 、 原 核 細 胞 に お け る 発 現 に よ り 生 成 さ れ る 場 合 ） 、 グ
リ コ シ ル 化 さ れ な い ま ま で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 “ 実 質 的 に ” と は 、 本 発 明 の 適 切 な CDR、 又 は VH又 は VLド メ イ ン が 、 配 列 が 本 明 細 書 に
示 さ れ て い る 特 定 さ れ た 領 域 と 同 一 か 又 は 高 い 類 似 性 を 有 す る で あ ろ う こ と を 意 味 す る 。
“ 高 い 類 似 性 ” と は 、 １ ～ ５ 、 好 ま し く は １ ～ ４ 、 例 え ば １ ～ ３ 又 は １ 又 は ２ 、 又 は ３ 又
は ４ 個 の 置 換 が CDR、 及 び /又 は VH又 は VLド メ イ ン に お い て 行 わ れ 得 る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の CDRを 担 持 す る た め の 構 造 体 は 、 一 般 的 に 、 抗 体 H又 は L鎖 配 列 、 又 は そ の 実 質
的 な 部 分 の も の で あ り 、 こ こ で CDRは 再 配 置 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ
れ る 天 然 に 存 在 す る VH及 び VL抗 体 可 変 ド メ イ ン の CDRに 対 応 す る 位 置 に 位 置 す る 。 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン の 構 造 及 び 位 置 は 、 （ Kabat, E. A. nado, Sequences of Proteins
 of Immunological Interest. 5th Edition. US Department of Health and Human Servi
ces. 1991、 及 び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://immuno.bme.nwu.edu） 上 で 現 在 入 手 で き る そ の
最 新 情 報 、 又 は い ず れ か の 調 査 機 関 を 用 い て 、 “ Kabat” を 見 出 す ） に よ り 決 定 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 明 細 書 に お い て 実 質 的 に 示 さ れ る よ う な CDRア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 可 変
ド メ イ ン 又 は そ の 実 質 的 な 部 分 に お い て CDRと し て 担 持 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 実 質 的
に 示 さ れ る よ う な L19 VH CDR3/及 び /又 は L19 VL CDR3配 列 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に 使
用 さ れ 得 、 そ し て 好 ま し く は 、 そ れ ら の 個 々 は 、 場 合 に よ っ て 、 ヒ ト H又 は L鎖 可 変 ド メ イ
ン 、 又 は そ の 実 質 的 な 部 分 に お い て 、 CDR3と し て 担 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 な 部 分 は 、 少 な く と も ３ 種 の CDR領 域 、 及 び そ れ
ら の 介 在 性 骨 格 領 域 を 含 ん で 成 る で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 前 記 部 分 は ま た 、 第 １ 及 び 第 ４
骨 格 領 域 の い ず れ か 又 は 両 者 の 少 な く と も 約 50％ を 包 含 し 、 前 記 50％ は 、 第 １ 骨 格 領 域 の
C－ 末 端 の 50％ 及 び 第 ４ 骨 格 領 域 の N－ 末 端 の 50％ で あ る 。 前 記 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 部 分
の N－ 末 端 又 は C－ 末 端 で の 追 加 の 残 基 は 、 天 然 に 存 在 す る 可 変 ド メ イ ン 領 域 と 通 常 関 連 し
な い そ れ ら の 残 基 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 組 換 え DNA技 法 に よ り 製 造 さ れ る 本 発 明 の 特 異 的
結 合 メ ン バ ー の 構 成 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 他 の 操 作 段 階 を 促 進 す る た め に 導 入 さ れ る リ ン
カ ー に よ り コ ー ド さ れ る N－ 又 は C－ 末 端 残 基 の 導 入 を も た ら す こ と が で き る 。 他 の 操 作 段
階 は 、 追 加 の タ ン パ ク 質 配 列 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 、 他 の 可 変 ド メ イ ン は 、 又 は 下
記 に よ り 詳 細 に 論 じ ら れ る よ う な タ ン パ ク 質 ラ ベ ル に 、 本 発 明 の 可 変 ド メ イ ン を 連 結 す る
た め の リ ン カ ー の 導 入 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の IgG１ 抗 体 分 子 に お い て は 、 VLド メ イ ン は 、 ヒ ト Cκ 又 は Cλ 鎖 、 好 ま し く は Cκ
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鎖 を 包 含 す る 抗 体 L鎖 不 変 ド メ イ ン に 、 そ の C－ 末 端 で 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び /又 は 2 l l Atに よ り ラ ベ ル さ れ る 他 に 、 本 発 明 の 特
異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 第 ２ の 検 出 可 能 な 又 は 官 能 価 ラ ベ ル に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。 検 出 可
能 ラ ベ ル は 、 下 記 に 記 載 さ れ て お り 、 そ し て 放 射 性 ラ ベ ル 、 例 え ば テ ク ネ チ ウ ム 、 イ ン ジ
ウ ム 、 イ ッ ト リ ウ ム 、 銅 、 ル テ チ ウ ム 又 は レ ニ ウ ム の 放 射 性 同 位 体 、 特 に 、 9 4 m Tc, 9 9 m Tc
, 1 8 6 Re, 1 8 8 Re, 1 1 1 In, 8 6 Y, 8 8 Y, 1 7 7 Lu, 6 4 Cu 及 び 6 7 Cuを 包 含 し 、 そ れ ら は 、 本 発 明
に 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 体 イ メ ー ジ ン グ の 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 従 来 の 化 学 を 用 い て
、 本 発 明 の 抗 体 に 結 合 さ れ 得 る 。 使 用 さ れ 得 る 他 の 放 射 性 同 位 体 は 、 2 0 3 Pb, 6 7 Ga, 6 8 Ga,
 4 3 Sc, 4 7 Sc, 1 1 0 mIn, 9 7 Ru, 6 2 Cu, 6 8 Cu, 8 6 Y, 8 8 Y, 9 0 Y, 1 2 1 Sn, 1 6 1 Tb, 1 5 3 Sm, 1 6 6 Ho
, 1 0 5 Rh, 1 7 7 Lu, 7 2 Lu 及 び  1 8 Fを 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ラ ベ ル は ま た 、 酵 素 ラ ベ ル 、 例 え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ 　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 包 含 す る
。 ラ ベ ル は さ ら に 、 化 学 成 分 、 例 え ば 特 定 の 同 起 源 の 検 出 可 能 成 分 へ の 結 合 を 通 し て 検 出
さ れ 得 る ビ オ チ ン 、 例 え ば ラ ベ ル さ れ た ア ビ ジ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例 と し て 、 ラ ベ リ ン グ プ ロ ト コ ー ル は 次 の 通 り で あ る ：
　 特 異 的 結 合 ド メ イ ン を 直 接 的 に 放 射 性 ラ ベ ル す る た め に は 、 ま ず 最 初 に 、 シ ス テ イ ン 架
橋 さ れ た 分 子 が 、 適 切 な 還 元 剤 、 例 え ば 塩 化 錫 （ II） 、 又 は 同 位 体 、 例 え ば Tc又 は Reと 反
応 す る こ と が で き る 遊 離 シ ス テ イ ン SH－ 基 を 生 成 す る ト リ ス （ ２ － カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ
ス フ ィ ン （ TCEP） に よ り 還 元 さ れ る 。 こ の 特 定 の 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の 発 生 機 シ ス テ
ム か ら 得 ら れ る ペ ル メ タ レ ー ト （ permetalate） は 、 補 助 リ ガ ン ド 、 例 え ば 酒 石 酸 ナ ト リ
ウ ム 及 び API（ 詳 細 は 下 記 実 験 セ ク シ ョ ン に 提 供 さ れ る ） の 存 在 下 で 、 還 元 剤 、 例 え ば 塩
化 錫 （ II） に よ り 還 元 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 イ ン ジ ウ ム 、 イ ッ ト リ ウ ム 、 ラ ン タ ニ ド 又 は テ ク ネ チ ウ ム 及 び レ ニ ウ ム に よ る 間 接 的 ラ
ベ リ ン グ は 、 好 ま し く は 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢
酸 （ DTPA） 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル １ ， ２ － ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ CDTA） 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル － O
、 O’ － ビ ス （ ２ － ア ミ ノ エ チ ル ） － N, N, N’ , N’ － 二 酢 酸 （ HBED） 、 ト リ エ チ レ ン テ
ト ラ ア ミ ン 六 酢 酸 （ TTHA） 、 １ ， ４ ， ７ ， 10－ テ ト ラ ア ザ シ ク ロ ド デ カ ン － N, N’ , N’
’ ’ － 四 酢 酸 （ DOTA） 、 １ ， ４ ， ７ － ト リ ア ザ シ ク ロ ノ ナ ン － N, N’ , N’ ’ － 三 酢 酸 （ N
OTA） 、 １ ， ４ ， ８ ， 11－ テ ト ラ ア ザ シ ク ロ テ ト ラ デ カ ン － N, N’ , N’ ’ , N’ ’ ’ － 四
酢 酸 （ TETA） 、 メ ル カ プ ト ア セ チ ル ジ グ リ シ ン （ MAG 2 ） 、 メ ル カ プ ト ア セ チ ル ト リ グ リ シ
ン （ MAG 3 ） 、 メ ル カ プ ト ア セ チ ル グ リ シ ル シ ス テ イ ン （ MAGC） 、 シ ス テ イ ニ ル グ リ シ ル シ
ス テ イ ン （ CGC） 由 来 の キ レ ー ト 化 リ ガ ン ド を 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の ア ミ ン 又 は チ オ ー
ル 基 の い ず れ か に 予 備 － 接 合 す る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 キ レ ー ト 化 試 薬 は 、 適 切 な カ ッ プ リ ン グ 基 、 例 え ば 活 性 エ ス テ ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ カ
ル バ メ ー ト 又 は α － ハ ロ ゲ ン 化 さ れ た ア セ ト ア ミ ド 成 分 を 有 す る 。 キ レ ー ト 化 リ ガ ン ド を
、 ア ミ ン 基 、 例 え ば リ シ ン 残 基 の ε － NH 2 － 基 に 結 合 す る た め に は 、 L-19－ SIP化 合 物 の こ
れ ま で の 還 元 は 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の ラ ベ リ ン グ 方 法 は 、 7 6 Br、 7 7 Br、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 3 1 I 及 び 2 l l Atか
ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 放 射 性 同 位 体 を 含 む 、 活 性 化 さ れ た 二 官 能 価 ハ ロ ゲ ン キ ャ リ ヤ ー
を 、 リ シ ン 残 基 又 は N末 端 に 、 及 び 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の シ ス テ イ ン 残 基 に 接 合 す る こ と
を 含 ん で 成 る 。 前 記 方 法 は 、 ハ ロ ゲ ン キ ャ リ ヤ ー を 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の リ シ ン 又 は シ ス
テ イ ン 残 基 に 、 又 は 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の N末 端 に 接 合 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 （ ｉ ） シ
ス テ イ ン 残 基 、 及 び （ ii） リ シ ン 残 基 、 又 は N末 端 の い ず れ か 、 又 は 両 者 が 、 本 発 明 の 同
じ 又 は 異 な っ た 放 射 性 同 位 体 に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ヒ ト 又 は 動 物 対 象 、 好 ま し く は ヒ ト に お け る 診 断 又 は
処 理 方 法 に 使 用 さ れ る よ う に 企 画 さ れ る 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 特 に 、 放 射 性 療 法 及 び 放
射 性 診 断 の 方 法 へ の 使 用 の た め に 適 切 で あ る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 供 給 さ れ る よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 投 与 を 含 ん
で 成 る 処 理 方 法 、 そ の よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 、 及 び 授 与 の た
め の 薬 剤 の 製 造 、 例 え ば 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 配 合 す
る こ と を 含 ん で 成 る 、 薬 剤 又 は 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 へ の そ の よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー
の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー が 治 療 的 有 益 性 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 臨 床 学 的 徴
候 は 、 腫 瘍 、 例 え ば い ず れ か の 固 形 腫 瘍 、 又 は 病 理 学 的 脈 管 形 成 の 他 の 病 巣 、 例 え ば リ ウ
マ チ 様 関 節 炎 、 糖 尿 病 網 膜 症 、 年 齢 関 連 の 黄 斑 変 性 及 び 老 人 性 血 管 腫 を 包 含 す る 。
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 ヒ ト 又 は 動 物 身 体 の 処 理 方 法 、 例 え ば 有 効 量 の 本 発 明
の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 、 ヒ ト 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 ヒ ト 患 者 に お け る 疾 病
又 は 障 害 の 処 理 方 法 （ 予 防 処 理 を 包 含 す る こ と が で き る ） に 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、
処 理 は 放 射 性 療 法 で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 処 理 で き る 病 状 は 、 本 明 細 書 の 他 の 部 分 に 論 じ
ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 SPECTイ メ ー ジ ン グ 、 PETイ メ ー ジ ン グ 及 び 治 療 に 使 用
さ れ 得 る 。 SPECTイ メ ー ジ ン グ の た め の 好 ま し い 同 位 体 は 、 1 2 3 I及 び 1 3 1 Iを 包 含 す る 。 PET
の た め の 好 ま し い 同 位 体 は 、 1 3 4 Iで あ る 。 1 3 1 Iは 、 治 療 へ の 使 用 の た め の 好 ま し い 同 位 体
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 イ メ ー ジ ン グ 及 び 治 療 の た め の １ つ の 要 素 の 異 な っ た 同 位 体 の 使 用 の た め に 、 そ れ ぞ れ
の 免 疫 接 合 体 の 生 物 分 布 は 同 一 で あ る 。 こ れ は 、 対 応 す る 1 1 1 In及 び 9 0 Yラ ベ ル さ れ た 誘 導
体 の 生 物 分 布 が 異 な っ て い る の で 、 そ れ ぞ れ の 9 0 Y－ ラ ベ ル さ れ た 治 療 誘 導 体 の 生 物 分 布
を 予 測 す る た め に イ メ ー ジ ン グ の た め に 1 1 1 In－ ラ ベ ル さ れ た 誘 導 体 を 用 い る 他 の ア プ ロ
ー チ に 比 較 し て 、 好 都 合 で あ る 。 Carrasquillo J. A. et al. (1999) J Nucl Med 40: 26
8-276を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 供 給 さ れ る よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 投 与 を 含 ん
で 成 る 処 理 方 法 、 そ の よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 、 及 び 授 与 の た
め の 薬 剤 の 製 造 、 例 え ば 前 記 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 及 び 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 配 合 す
る こ と を 含 ん で 成 る 、 薬 剤 又 は 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 へ の そ の よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー
の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 提 供 さ れ る 組 成 物 は 、 個 人 に 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 は 好 ま し く は 、 “ 治
療 的 有 効 量 ” で 存 在 し 、 こ れ は 患 者 に 有 益 性 を 示 す の に 十 分 で あ る 。 そ の よ う な 有 益 性 は
、 少 な く と も １ つ の 徴 候 の 少 な く と も 改 善 で あ り 得 る 。 投 与 さ れ る 実 際 の 量 、 及 び 投 与 の
速 度 及 び 時 間 － 経 過 は 、 処 理 さ れ る も の の 性 質 及 び 重 傷 度 に 依 存 す る こ と で あ ろ う 。 処 理
の 処 方 、 例 え ば 用 量 に 対 す る 決 定 、 等 は 、 一 般 的 な 実 施 者 及 び 他 の 医 者 の 責 任 内 に あ る 。
抗 体 の 適 切 な 用 量 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り ； Ledermann J. A. な ど . (1991)
 Int J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K. D. な ど . (1991) Antibody, Immunoconjugat
es and Radiopharmaceuticals 4: 915- 922を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 組 成 物 は 、 単 独 で 又 は 他 の 処 理 と 結 合 し て 、 処 理 さ れ る べ き 病 状 に 依 存 し て 、 同 時 に 又
は 連 続 的 に 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 、 例 え ば 抗 体 抗 原 － 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る そ れ ら は 、
処 理 の 必 要 な 患 者 に 、 い ず れ か の 適 切 な 経 路 を 通 し て 、 通 常 、 血 流 中 へ の 注 射 に よ り 、 及
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び /又 は 処 理 さ れ る べ き 部 位 、 例 え ば 腫 瘍 中 に 直 接 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 特 異
的 結 合 メ ン バ ー は 非 経 口 投 与 さ れ る 。 正 確 な 用 量 は 、 多 く の 要 因 、 処 理 の 経 路 、 処 理 さ れ
る べ き 領 域 （ 例 え ば 、 腫 瘍 ） の サ イ ズ 及 び 位 置 、 抗 体 （ 例 え ば 、 完 全 な IgG1抗 体 分 子 、 ミ
ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 ） の 正 確 な 性 質 、 及 び 抗 体 分 子 に 結 合 さ れ る い ず れ か の 検 出 可 能
分 子 又 は 他 の 分 子 の 性 質 に 存 在 す る で あ ろ う 。 典 型 的 な 抗 体 用 量 は 、 10～ 50mgの 範 囲 で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ れ は 、 成 人 患 者 の 単 一 処 理 の た め の 用 量 で あ り 、 こ れ は 子 供 及 び 幼 児 の た め に は 、 比
例 的 に 調 節 さ れ 、 そ し て ま た 、 分 子 量 に 比 例 し て 、 他 の 抗 体 型 の た め に も 調 節 さ れ 得 る 。
処 理 は 、 医 者 の 判 断 で 、 毎 日 、 週 ２ 度 、 毎 週 又 は 毎 月 の 間 隔 で 反 復 さ れ 得 る 。
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 通 常 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 他 に 少 な く と も １ つ の 成 分
を 含 ん で な る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 の 形 で 投 与 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 、 及 び 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る た め の 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 他 に
、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 、 キ ャ リ ヤ ー 、 緩 衝 液 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 他 の 材
料 を 含 ん で 成 る こ と が で き る 。 そ の よ う な 材 料 は 非 毒 性 で あ る べ き で あ り 、 そ し て 活 性 成
分 の 効 能 を 妨 げ る べ き で は な い 。 キ ャ リ ヤ ー 又 は 他 の 材 料 の 正 確 な 性 質 は 、 経 口 で あ る か
、 又 は 注 射 、 例 え ば 静 脈 内 で あ り 得 る 、 投 与 路 に 依 存 す る こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 静 脈 内 注 射 、 又 は 疾 病 の 部 位 で の 注 射 の た め に は 、 活 性 成 分 は 、 発 熱 物 質 を 有 さ ず 、 そ
し て 適 切 な pH、 等 張 性 及 び 安 定 性 を 有 す る 、 非 経 口 的 に 許 容 で き る 水 溶 液 の 形 で 存 在 す る
で あ ろ う 。 当 業 者 は 、 例 え ば 、 等 張 ビ ー ク ル 、 例 え ば Sodium Chloride Injection, Ringe
r’ s Injection, Lactated Ringer’ s Injection を 用 い て 、 適 切 な 溶 液 を 調 製 す る こ と
が で き る 。 保 存 剤 、 安 定 剤 、 緩 衝 液 、 酸 化 防 止 剤 及 び /又 は 他 の 添 加 剤 が 、 必 要 な ら 、 含
ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 組 成 物 は 、 単 独 で 、 又 は 他 の 処 理 と 組 合 し て 、 処 理 さ れ る べ き 病 状 に 依 存 し て 、 同 時 に
又 は 連 続 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 他 の 処 理 は 、 適 切 な 用 量 の 苦 痛 軽 減 薬 剤 、 例 え ば 非 ス テ ロ イ
ド 性 抗 － 炎 症 性 薬 物 （ 例 え ば 、 ア ス ピ リ ン 、 パ ラ セ タ モ ー ル 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 又 は ケ ト プ
ロ フ ェ ン ） 又 は 鎮 静 剤 、 例 え ば モ ノ フ ィ ン 又 は 抗 － 催 吐 剤 の 投 与 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る よ う な 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の ED-Bへ の 結 合 を 引
き 起 こ す か 又 は 可 能 に す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 を 提 供 す る 。 示 さ れ る よ う に 、 そ の よ う
な 結 合 は 、 例 え ば 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 、 又 は 特 異 的 結 合 メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 の 投 与
に 続 い て 、 イ ン ビ ボ で 生 じ る か 、 又 は そ れ は 、 例 え ば ELISA、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 、 免
疫 細 胞 化 学 、 免 疫 沈 澱 又 は 親 和 性 化 学 療 法 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ で 生 じ 得 る 。
　 ED-Bへ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 結 合 の 量 は 決 定 さ れ 得 る 。 定 量 化 は 、 診 断 的 に 興 味 あ る
も の で あ る 試 験 サ ン プ ル に お け る 抗 原 の 量 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 サ ン プ ル 上 の 抗 体 の 反 応 性 は 、 い ず れ か の 適 切 な 手 段 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ （ RIA） は 、 １ つ の 可 能 性 で あ る 。 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 抗 原 が 、 ラ ベ ル さ れ て
い な い 抗 原 （ 試 験 サ ン プ ル ） と 共 に 混 合 さ れ 、 そ し て 抗 体 へ の 結 合 を 可 能 に さ れ る 。 結 合
さ れ た 抗 原 は 結 合 さ れ て い な い 抗 原 か ら 物 理 的 に 分 離 さ れ 、 そ し て 抗 体 に 結 合 さ れ た 放 射
性 抗 原 の 量 が 決 定 去 れ る 。 試 験 サ ン プ ル に 抗 原 が よ り 多 く 存 在 す る ほ ど 、 よ り 少 量 の 放 射
性 抗 原 が 抗 体 に 結 合 す る で あ ろ う 。 競 争 結 合 ア ッ セ イ は ま た 、 レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 さ れ
る 抗 原 又 は 類 似 体 を 用 い て 、 非 放 射 性 抗 原 と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 ス ペ
ク ト ル 的 に 単 離 さ れ た 吸 光 又 は 発 光 特 徴 を 有 す る 、 蛍 光 色 素 、 光 体 又 は レ ザ ー 色 素 で あ り
得 る 。 適 切 な 蛍 光 色 素 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 及 び テ キ サ ス
レ ッ ド を 包 含 す る 。 適 切 な 色 素 体 色 素 は 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 他 の レ ポ ー タ ー は 、 高 分 子 コ ロ イ ド 状 粒 子 、 又 は 粒 状 材 料 、 例 え ば 着 色 さ れ 、 磁 気 性 又
は 常 磁 性 で あ る ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 及 び 検 出 可 能 シ グ ナ ル に よ る 視 覚 的 観 察 、 電 子 的 検 出
、 又 は 他 方 で は 、 記 録 を 直 接 的 に 又 は 関 節 的 に 引 き 起 こ す こ と が で き る 、 生 物 学 的 又 は 化
学 的 活 性 剤 を 包 含 す る 。 そ れ ら の 分 子 は 、 色 を 進 行 す る か 又 は 変 更 せ し め 、 又 は 電 気 性 質
の 変 化 を 引 き 起 こ す 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ り 得 る 。 そ れ ら は 分 子 的 に 励 起 性 で あ り 、 そ
の 結 果 、 エ ネ ル ギ ー 状 態 間 の 電 子 推 移 が 特 徴 的 な ス ペ ク ト ル 吸 光 又 は 発 光 を も た ら す 。 そ
れ ら は 、 バ イ オ セ ン サ ー と 共 に 使 用 さ れ る 化 学 的 実 在 物 を 包 含 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ
ン /ア ビ ジ ン 又 は ビ オ チ ン /ス ト レ プ タ ビ ジ ン 、 及 び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 検 出 シ ス テ ム
が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 個 々 の 抗 体 － レ ポ ー タ ー 接 合 体 に よ り 生 成 さ れ る シ グ ナ ル は 、 サ ン プ ル （ 正 常 及 び 試 験
） に お け る 適 切 な 抗 体 結 合 の 定 量 的 絶 対 又 は 相 対 的 デ ー タ を 誘 導 す る た め に 使 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 抗 原 を 接 合 し 、 そ し て 実 質 的 に 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 を
有 す る CDRを 包 含 す る Vド メ イ ン 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ３ の VH CDR3を 含 ん で 成 る VHド メ イ
ン を 含 ん で 成 る い ず れ か の 特 異 的 結 合 ド メ イ ン と 、 ED-Bへ の 結 合 に つ い て 競 争 す る 特 異 的
結 合 メ ン バ ー に も 関 す る 。 結 合 メ ン バ ー 間 の 競 争 は 、 同 じ エ ピ ト ー プ 又 は オ ー バ ー ラ ッ ピ
ン グ エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 同 定 を 可 能 に す る た め に 、 他 の 標 識 さ れ
て い な い 結 合 メ ン バ ー の 存 在 下 で 検 出 さ れ 得 る １ つ の 結 合 メ ン バ ー に 対 し て 特 定 の レ ポ ー
タ ー 分 子 を 標 識 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 容 易 に ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 競 争 は 、 例 え
ば Carnemollaな ど . (24, 1996)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ELISAを 用 い て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 で 言 及 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 は 、 コ ー ド 核 酸 を 発
現 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 そ し て 任 意 に は 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 の た め の 条 件 下 で
宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 包 含 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 又 は 本 発 明 へ の 使 用 の た め の
特 異 的 結 合 メ ン バ ー コ ー ド の 核 酸 分 子 及 び ベ ク タ ー は 、 例 え ば そ れ ら の 天 然 の 環 境 か ら 、
実 質 的 に 純 粋 な 又 は 均 質 な 形 で 、 又 は 核 酸 の 場 合 、 必 要 と さ れ る 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 配 列 以 外 の 起 源 の 核 酸 又 は 遺 伝 子 を 有 さ な い か 又 は 実 質 的 に 有 さ な い 形 で
、 単 離 さ れ 、 そ し て /又 は 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 核 酸 は 、 DNA又 は RNAを 含 ん で 成 り 、 そ し て 完 全 に 又 は 部 分 的
に 合 成 で あ り 得 る 。 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 参 照 は 、 特 定 さ
れ た 配 列 を 有 す る DNA分 子 を 包 含 し 、 そ し て 特 に 断 ら な い 限 り 、 Tが Uに よ り 置 換 さ れ て い
る 特 定 さ れ た 配 列 を 有 す る RNA分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 種 々 の 異 な っ た 宿 主 細 胞 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 の た め の シ ス テ
ム は 、 良 く 知 ら れ て い る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 菌 類 、 哺 乳 類 細 胞 、 酵 母 及 び バ キ ュ ロ ウ ィ
ル ス シ ス テ ム を 包 含 す る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に 当 業 界 に お い て 入 手 で き る 哺
乳 類 細 胞 系 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 HeLa細 胞 、 子 供 ハ ム ス タ ー 腎 臓 細 胞 、
NSOマ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細 胞 及 び 多 く の 他 の も の を 包 含 す る 。 通 常 の 好 ま し い 細 菌 宿 主 細 胞
は 、 E． コ リ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 原 核 細 胞 、 例 え ば E． コ リ に お け る 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 発 現 は 、 当 業 界 に お い
て 十 分 確 立 さ れ て い る 。 再 考 の た め に は 、 例 え ば Pluckthun， A. Bio/Technology 9: 545-
551 (1991) を 参 照 の こ と 。 培 養 で の 真 核 細 胞 に お け る 発 現 は ま た 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー
の 生 成 の た め の 選 択 と し て 、 当 業 者 に 入 手 で き る 。 最 近 の 再 考 の た め に は 、 例 え ば Ref． M
. E. (1993) Curr. Opinion Biotech. 4: 573-576; Trill J. J. な ど . (1995) Curr. Op
inion Biotech. 6: 553-560を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 適 切 な 調 節 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列
、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び 適 切 な 場 合 、 他 の 配 列 を 含 む 適 切 な ベ ク タ ー が
選 択 さ れ る か 又 は 構 成 さ れ 得 る 。 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ ィ ル ス 、 例 え ば フ ァ ー ジ 、
又 は 適 切 な 場 合 、 フ ァ ゲ ミ ド で あ り 得 る 。 さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Molecular Cl
oning : a Laboratory Manual: 3nd edition, Sambrook な ど . , 2001, Cold Spring Har
bor Laboratory Pressを 参 照 の こ と 。 例 え ば 核 酸 構 造 体 の 調 製 、 突 然 変 異 誘 発 、 配 列 決 定
、 細 胞 中 へ の DNAの 導 入 及 び 遺 伝 子 発 現 、 及 び タ ン パ ク 質 の 分 析 に お け る 核 酸 の 操 作 の た
め の 多 く の 既 知 技 法 及 び プ ロ ト コ ー ル は 、 Current Protocols in Molecular Biology, Se
cond Edition, Ausubel な ど . eds. , John Wiley & Sons, 1992に お い て 、 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る 。 Sambrookな ど . 及 び Ausubelな ど .の 開 示 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 生 成 方 法 は さ ら に 、 コ ー ド 核 酸 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る
こ と を 含 ん で 成 る 。 導 入 は 、 い ず れ か の 利 用 で き る 技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 真 核 細 胞
に 関 し て は 、 適 切 な 技 法 は 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 又 は 他 の ウ ィ ル ス 、 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 又 は
昆 虫 細 胞 に 関 し て は 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を 用 い て の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 介 在 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 及 び ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 及 び ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を 包 含 す る 。 細 菌 細 胞 に 関 し て は 、
適 切 な 技 法 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 用 い て の 塩 化 カ ル シ ウ ム 形 質 転 換 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 導 入 に 続 い て 、 例 え ば 宿 主 細 胞 を 、 遺 伝 子 の 発 現 の た め の 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ っ
て 、 核 酸 か ら の 発 現 を 引 き 起 こ す か 又 は 可 能 に す る 。
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム （ 例 え ば 、 染 色 体 ） 中 に 組 み
込 ま れ る 。 組 み 込 み は 、 標 準 の 技 法 に 従 っ て 、 ゲ ノ ム に よ る 組 換 え を 促 進 す る 配 列 の 包 含
に よ り 促 進 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 及 び 態 様 は 、 次 の 実 験 例 示 を 包 含 す る 本 発 明 の 開 示 と し て 当 業 者
の 明 ら か に な る で あ ろ う 。 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 合 成 及 び ラ ベ リ ン グ の た め の 方
法 は 、 次 の 例 に 十 分 に 例 示 さ れ る 。 そ れ ら の 例 は 、 例 示 的 で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る も
の で は な い 。 本 明 細 書 に 言 及 さ れ る す べ て の 記 録 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ０ 】

：
：

　 次 の 例 は 、 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド 化 合 物 L19-SIPを 使 用 す る 。
：

　 230μ lの PBS（ 0.2Mの PBS、 pH7.4） 中 、 200μ gの L19－ SIPを 、 反 応 バ イ ア ル に 配 置 し 、 1
85MBqの ［ 1 3 1 I］ NaIと 共 に 混 合 し 、 そ し て 0.2Mの PBS（ pH7.4） 中 、 新 し く 調 製 さ れ た ク ロ
ラ ミ ン － T（ 2mg/ml） の 溶 液 30μ lと 反 応 せ し め た 。 １ 分 後 、 Na 2 S 2 O 5 の 溶 液 （ 0.2Mの PBS中
、 10mg/ml、 pH7.4） 50μ lを 添 加 し た 。 1 3 1 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIPを 、 PBS中 、 0.5％ ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 5mlに よ り プ レ － ブ ロ ッ ク さ れ た NAP－ ５ カ ラ ム （ Amershom, 溶 離 剤 ： PB
S） を 用 い て の ゲ ル － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 放 射 性 化 学 的 収 率 ： 　 45.7％
　 放 射 性 化 学 的 純 度 ： 　 88.3％ （ SES－ PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 　 　 31.7MBq/nモ ル
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 　 　 76%
【 ０ ０ ７ ２ 】
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本 発 明 の 観 点 及 び 態 様 の 実 験 的 例 証
１ ． 本 発 明 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 調 製 及 び 特 徴 化

1.1： I－ 131－ L19－ SIPの 合 成 （ ク ロ ラ ミ ン － T方 法 ）



：
　 800μ lの PBS（ 0.2Mの PBS, pH7.4） 中 、 800μ gの L19－ SIP及 び 500MBqの ［ 1 3 1 I］ NaIを 混
合 し 、 そ し て 反 応 バ イ ア ル （ ヨ ー ド ゲ ン 管 、 Pierce Inc.） に 配 置 し た 。 そ の 混 合 物 を 、
室 温 で 30分 間 に わ た っ て 軽 く 振 盪 し た 。 1 3 1 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIPを 、 PBS中 、 0.5％ ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 5mlに よ り プ レ － ブ ロ ッ ク さ れ た NAP－ ５ カ ラ ム （ Amershom, 溶 離 剤 ： PB
S） を 用 い て の ゲ ル － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 性 化 学 的 収 率 ： 　 93.2％
　 放 射 性 化 学 的 純 度 ： 　 91.1％ （ SES－ PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 　 　 46.6MBq/nモ ル
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 　 　 78%
【 ０ ０ ７ ３ 】

：
　 230μ lの PBS（ 0.2Mの PBS, pH7.4） 中 、 200μ gの L19－ SIP及 び 200MBqの ［ 1 2 3 I］ NaIを 混
合 し 、 そ し て 反 応 バ イ ア ル （ ヨ ー ド ゲ ン 管 、 Pierce Inc.） に 配 置 し た 。 そ の 混 合 物 を 、
室 温 で 30分 間 に わ た っ て 軽 く 振 盪 し た 。 1 2 3 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIPを 、 PBS中 、 0.5％ ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 5mlに よ り プ レ － ブ ロ ッ ク さ れ た NAP－ ５ カ ラ ム （ Amershom, 溶 離 剤 ： PB
S） を 用 い て の ゲ ル － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 性 化 学 的 収 率 ： 　 81.6％
　 放 射 性 化 学 的 純 度 ： 　 89.6％ （ SES－ PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 　 　 61.2MBq/nモ ル
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 　 　 84%
【 ０ ０ ７ ４ 】

：
　 230μ lの PBS（ 0.2Mの PBS, pH7.4） 中 、 200μ gの L19－ SIP及 び 50MBqの ［ 1 2 4 I］ NaIを 混
合 し 、 そ し て 反 応 バ イ ア ル （ ヨ ー ド ゲ ン 管 、 Pierce Inc.） に 配 置 し た 。 そ の 混 合 物 を 、
室 温 で 30分 間 に わ た っ て 軽 く 振 盪 し た 。 1 2 4 I－ ラ ベ ル さ れ た L19－ SIPを 、 PBS中 、 0.5％ ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 5mlに よ り プ レ － ブ ロ ッ ク さ れ た NAP－ ５ カ ラ ム （ Amershom, 溶 離 剤 ： PB
S） を 用 い て の ゲ ル － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 性 化 学 的 収 率 ： 　 84.5％
　 放 射 性 化 学 的 純 度 ： 　 89.6％ （ SES－ PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 　 　 22.8MBq/nモ ル
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 　 　 86%
【 ０ ０ ７ ５ 】

：
　 500μ gの （ ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ － フ ェ ニ ル ） － N－ （ ス ル ホ ネ ー ト － ス ク シ ン イ ミ ジ
ル ） プ ロ ピ オ ネ ー ト ） を 、 1mlの DMSOに 溶 解 し た 。 10μ lの ク ロ ラ ミ ン － T（ PBS中 、 5mg/ml
） を 、 74MBqの ［ 1 3 1 I］ NaIと 共 に 混 合 し 、 15μ lの PBS（ 0.2M、 pH7.4） に よ り 中 和 し た 。 1
μ lの （ ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ － フ ェ ニ ル ） － N－ （ ス ル ホ ネ ー ト － ス ク シ ン イ ミ ジ ル ） プ
ロ ピ オ ネ ー ト ） 溶 液 を 、 ク ロ ラ ミ ン － T/［ 1 3 1 I］ NaI溶 液 に 添 加 し 、 そ し て そ の 混 合 物 を 1
分 間 、 反 応 せ し め た 。 そ の 反 応 を 、 Ma 2 S 2 O 5 の 溶 液 （ 0.2M（ pH7.4） の PBS中 、 10mg/ml） 40
μ lの 添 加 に よ り 停 止 し 、 続 い て す ぐ に 、 230μ lの 硼 酸 緩 衝 液 （ 0.2Mの PBS, pH8.5） 中 、 2
00μ gの L19－ SLPを 添 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 （ ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ － ３ － ［ 1 3 1 I］ ヨ ー ド － フ ェ ニ ル ） － プ ロ ピ オ ネ ー ト ） － L19
－ SIPを 、 PBS中 、 0.5％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 5mlに よ り プ レ － ブ ロ ッ ク さ れ た NAP－ ５ カ ラ
ム （ Amershom, 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て の ゲ ル － ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 性 化 学 的 収 率 ： 　 37.2％
　 放 射 性 化 学 的 純 度 ： 　 94.6％ （ SES－ PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 　 　 10.3MBq/nモ ル
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1.2： I－ 131－ L19 － SIPの 合 成 （ ヨ ー ド ゲ ン 方 法 ）

1.3： I－ 123－ L19－ SIPの 合 成 （ ヨ ー ド ゲ ン 方 法 ）

1.4： I－ 124－ L19－ SIPの 合 成 （ ヨ ー ド ゲ ン 方 法 ）

1.5： （ ３ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ － ３ － ［ 1 3 1 I］ ヨ ー ド － フ ェ ニ ル ） － プ ロ ピ オ ネ ー ト ） － L
19－ SIPの 合 成



　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 　 　 69%
【 ０ ０ ７ ７ 】

：
　 腫 瘍 担 持 の マ ウ ス に お け る 生 分 布 デ ー タ に 基 づ い て 、 I－ 131ラ ベ ル さ れ た L19－ SIPの 吸
収 さ れ た 用 量 を 、 MIRD形 式 に よ り 計 算 す る こ と が で き た 。 生 物 運 動 モ デ リ ン グ を 、 ヒ ト グ
リ ア 細 胞 （ U251） 担 持 の マ ウ ス に お け る I－ 131－ L19－ SIPの ％ IDデ ー タ に よ り 行 っ た 。 滞
留 時 間 を 、 化 合 物 の 生 物 学 的 及 び 物 理 的 半 減 期 を 包 含 す る 、 0～ 無 限 大 ま で の 積 分 さ れ た
二 次 及 び 一 次 － 指 数 関 数 の 曲 線 下 の 領 域 と し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 放 射 線 源 及 び 放 射 線 標 的 物 の 両 者 と し て の マ ウ ス 器 官 を 考 慮 し て 、 自 己 － 対 － 自 己 の 用
量 と し て の 吸 収 さ れ た 器 官 用 量 （ 放 射 線 ク ロ ス フ ァ イ ア ー は 存 在 し な い ） を 、 MIRDOSE 3.
1ソ フ ト ウ ェ ア ー か ら の S－ 値 を 用 い て 、 I－ 131－ L19－ SIPに つ い て 評 価 す る こ と が で き た
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 マ ウ ス 器 官 用 量 （ mGy/MBq） ：
　 肝 臓 ： 　 　 　  50
　 腎 臓 ： 　 　 　  160
　 脾 臓 ： 　 　 　  50
　 肺 ： 　 　 　 　  220
　 卵 巣 ： 　 　 　  180－ 410（ 排 卵 周 期 状 態 及 び ED－ B発 現 に 依 存 し て ）
　 子 宮 ： 　 　 　  600（ 排 卵 周 期 状 態 及 び ED－ B発 現 に 依 存 し て ）
　 精 巣 ： 　 　 　  55
　 血 液 ： 　 　 　  130
　 赤 色 骨 髄 ： 　  50（ 血 液 用 量 に 基 づ い て の 計 算 ）
　 腫 瘍 ： 　 　 　  940（ 100mgの 腫 瘍 に つ い て 計 算 さ れ た ）
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 MIRDSE 3.1プ ロ グ ラ ム に お い て 計 算 さ れ た 滞 留 時 間 を 用 い て 、 ヒ ト 吸 収 さ れ た 用 量 を 、
I－ 131－ L19－ SIPに つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。
　 ヒ ト 器 官 用 量 （ mGy/MBq） ：
　 副 腎 ： 　 　 　 　 9.46E-02
　 濃 ： 　 　 　 　 　 1.64E-02
　 乳 房 ： 　 　 　 　 7.33E-02
　 胆 嚢 ： 　 　 　 　 1.OOE-01
　 LL1壁 ： 　 　 　  4.47E-01
　 小 腸 ： 　 　 　 　 1.10E-01
　 胃 ： 　 　 　 　 　 9.45E-02
　 UL1壁 ： 　 　 　  2.11E-01
　 心 臓 壁 ： 　 　 　 6.22E-02
　 腎 臓 ： 　 　 　 　 1.86E-01
　 肝 臓 ： 　 　 　 　 7.46E-02
　 肺 ： 　 　 　 　 　 7.04E-02
　 筋 肉 ： 　 　 　 　 8.71E-02
　 卵 巣 ： 　 　 　 　 8.07E-01
　 膵 臓 ： 　 　 　 　 1.15E-01
　 赤 色 骨 髄 ： 　 　 9.11E-02
　 骨 表 面 ： 　 　 　 9.74E-02
　 皮 膚 ： 　 　 　 　 7.20E-02
　 脾 臓 ： 　 　 　 　 7.11E-02
　 精 巣 ： 　 　 　 　 2.38E-01
　 胸 腺 ： 　 　 　 　 8.55E-02
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1.6： I－ 131－ L19－ SIPの MIRD計 算



　 甲 状 腺 ： 　 　 　 8.54E-02
　 膀 胱 壁 ： 　 　 　 7.19E-01
　 子 宮 ： 　 　 　 　 4.72E-01
　 全 身 体 ： 　 　 　 8.78E-02
　 EFF用 量 EQUIV: 3.60E-01
　 EFF用 量 ： 　 　  3.21E-01
【 ０ ０ ８ １ 】
　 赤 色 骨 髄 及 び 生 殖 器 官 （ 卵 巣 /子 宮 及 び 卵 巣 ） が 用 量 制 限 器 官 で あ る こ と が 結 論 づ け ら
れ た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 線 量 計 測 計 算 に 基 づ い て の 治 療 窓 は 、 好 ま し く 且 つ 有 望 で あ
る よ う に 思 え た 。 18の 赤 色 骨 髄 用 量 に 対 す る 腫 瘍 用 量 が 検 出 さ れ た 。 従 っ て 、 I－ 131－ L1
9－ SIPは 、 赤 色 骨 髄 に 対 し て よ り も 腫 瘍 に 対 し て 供 給 さ れ る 用 量 が 18倍 、 高 い こ と を 示 し
た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

：
　 I－ 131－ L19－ SIPを 、 U251（ グ リ ア 細 胞 ） 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス （ 約 27gの 体 重 ） 中 に １
度 、 静 脈 内 注 射 し た 。 調 査 さ れ る 用 量 は 、 そ れ ぞ れ 37MBq及 び 74MBqで あ っ た 。 さ ら に 、 動
物 の 対 照 グ ル ー プ （ 生 理 食 塩 水 に よ り １ 度 、 注 射 さ れ た ） を 調 べ た 。 注 射 の 後 、 腫 瘍 サ イ
ズ （ mm 2 で 与 え ら れ る ） を 、 カ リ パ ス を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ れ ぞ れ 、 生 理 食 塩 水 及 び I－ 131－ L19－ SIPの １ 回 の 静 脈 内 注 射 後 に モ ニ タ ー さ れ る ヌ
ー ド マ ウ ス に お け る U251腫 瘍 の 増 殖 が 、 図 ６ に 示 さ れ る 。
　 動 物 当 た り 74MBqで の I－ 131－ L19－ SIPの １ 回 の 注 射 は 、 18日 間 の 静 止 を も た ら す 、 U25
1－ 腫 瘍 の 増 殖 に 対 す る 著 し い 効 果 を 示 し た 。 低 用 量 グ ル ー プ （ 37MBq） に 関 し て も 同 じ で
あ っ た 。 但 し 、 低 用 量 グ ル ー プ に 関 し て 最 後 の ５ 日 間 、 わ ず か な 腫 瘍 増 殖 が 開 始 し た 。 対
照 的 に 、 対 照 グ ル ー プ の 腫 瘍 は 、 全 観 察 期 間 、 連 続 し て 増 殖 し た 。
　 こ の 調 査 の 結 果 は 、 固 形 腫 瘍 の 処 理 に 関 し て 、 I－ 131－ L19 － SIPの 卓 越 し た 能 力 を 示
す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

：
　 本 発 明 の 物 質 を 、 F9（ 奇 形 癌 ） 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス （ 約 25gの 体 重 ） 中 に 、 約 9.25MBqの
用 量 で 静 脈 内 注 射 し た 。 γ － カ メ ラ イ メ ー ジ ン グ を 、 前 記 物 質 の 投 与 の 後 、 種 々 の 時 点 で
行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 F9（ 奇 形 癌 ） 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス に お け る I－ 123－ L19－ SIPの 平 面 シ ン チ グ ラ フ ィ ー に
よ れ ば 、 注 射 の ４ 時 間 及 び 24時 間 後 、 腫 瘍 は 明 ら か に 表 示 さ れ 得 た 。 注 射 の ４ 時 間 後 、 腫
瘍 に お け る 強 い 摂 取 の 他 に 、 身 体 の 残 り に お い て わ ず か な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の み が （ 特 定
の 器 官 に 結 合 さ れ な い が 、 し か し 血 液 プ ー ル に 由 来 す る ） 検 出 さ れ 得 た 。 腫 瘍 に お け る シ
グ ナ ル は 維 持 し た が 、 身 体 の 残 り に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 消 出 し た 。 従 っ て
、 注 射 後 24時 間 で 、 腫 瘍 の み が 検 出 さ れ 得 た 。
　 こ の 検 査 の 結 果 は 、 固 形 腫 瘍 の イ メ ー ジ ン グ に 関 し て 、 I－ 123－ L19－ SIPの 卓 越 し た 能
力 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

：
：

scFv, 小 免 疫 タ ン パ ク 質 （ SIP） 及 び IgG1構 造 体 scFvの 調 製 及 び 発 現 ：
　 scFv (L19)(図 １ A)は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の ED-Bド メ イ ン に 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ た
、 親 和 性 成 熟 さ れ た （ Kd＝ 5.4× 10 - 1 1 M） 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る （ 13. Piniな ど ., 1998
） 。 scFv (D1.3)(7. McCaffertyな ど .,; 26. Neriな ど ., 1997), す な わ ち マ ウ ス － 抗 －
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1.7： 腫 瘍 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス 中 へ の I－ 131－ L19－ SIPの １ 回 の i.v.注 射 後 の 腫 瘍 処 理 研
究

1.8： 腫 瘍 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス 中 へ の １ 回 の i.v.注 射 後 の I－ 123－ L19－ SIPの イ メ ー ジ ン
グ

２ ． さ ら な る 例 及 び 実 験
材 料 及 び 方 法



雌 鳥 卵 白 リ ゾ チ ー ム scFvを 対 照 と し て 使 用 し た 。 そ れ ら の scFvを 、 E.コ リ 様 HB2151（ Maxi
m Biotech, San Francisco CA） に お い て 、 Pineな ど . (34, 1997)に 従 っ て 発 現 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン ：
　 L19小 免 疫 タ ン パ ク 質 （ L19-S19） 遺 伝 子 （ 図 １ C） を 構 成 す る た め に 、 scFv (L19)を コ
ー ド す る DNA配 列 を 、 Pwo DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Roche） を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR
） に よ り 、 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ ApaLI及 び BspEI制 限 部 位 を 含 む 、 プ ラ イ マ
ー BC-618（ gtgtgcactcggaggtgcagctgttggagtctggg－ 配 列 番 号 ８ ） 及 び BC－ 619（ gcctccgg
atttgatttccaccttggtcccttggcc－ 配 列 番 号 ９ ） を 用 い て 増 幅 し た 。 増 幅 生 成 物 を 、 細 胞 外
培 地 に お け る タ ン パ ク 質 の 分 泌 の た め に 必 要 と さ れ る 分 泌 シ グ ナ ル を scFv遺 伝 子 に 供 給 す
る pUT-ESIPベ ク タ ー に お け る ApaLI/BspEIに 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 記 pUT-ε SIPベ ク タ ー は 、 ヒ ト IgE分 泌 さ れ た イ ソ フ ォ ー ム IgE-S2（ ε S 2 -CH4; 35. Ba
tistaな ど ., 1996） の CH4ド メ イ ン に よ り ヒ ト 不 変 γ 1－ CH3ド メ イ ン を 置 換 し た 後 、 前 記
に 記 載 さ れ た pUT-SIP-long（ 33． Liな ど ., 1997） か ら 得 ら れ た 。 CH4は 、 IgE分 子 に お け
る 二 量 体 化 を 可 能 に す る ド メ イ ン で あ り 、 そ し て ε S 2 イ ソ フ ォ ー ム は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 通 し て IgEダ イ マ ー を 安 定 化 す る 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 で シ ス テ イ ン を 含 む 。 最 終 SIP分
子 に お い て は 、 scFv (L19) を 、 短 い GGSGリ ン カ ー に よ り ε S 2 -CH4ド メ イ ン に 連 結 し た 。
次 に 、 SIP遺 伝 子 を 、 HindIII 及 び EcoRI制 限 酵 素 に よ り プ ラ ス ミ ド pUT-を SIP-L19か ら 切
断 し 、 そ し て 、 構 造 体 pcDNA3-L19-SIPを 得 る た め に 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ CMV） プ ロ
モ ー タ ー を 含 む 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3（ Invitrogen， Groningen， The Netherlands
）  中 に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 scFv（ D1.3） を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 プ ラ イ マ ー BC-721（ ctcgtgcactcgcaggtgcagctgc
aggagtca－ 配 列 番 号 10） 及 び BC-732（ ctctccggaccgtttgatctcgcgcttggt－ 配 列 番 号 11） を
用 い て 増 幅 し 、 そ し て pUT-ε SIPベ ク タ ー に お け る ApaLI/BspEIに 挿 入 し た 。 次 に 、 D1.3-S
IP遺 伝 子 を 、 HindIII 及 び EcoRI制 限 酵 素 に よ り pUT-ε SIP-D1.3か ら 切 除 し 、 そ し て 構 造
体 pcDNA3-D1.3-SIPを 得 る た め に 、 pcDNA3中 に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ れ ら の 構 造 体 は 、 製 造 業 者 に よ り 最 適 化 さ れ た 、 付 着 細 胞 に つ い て の プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て 、 FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche) を 用 い て 、 SP2/0ネ ズ ミ 骨 髄 腫 細 胞 （ A
TCC、 American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す
る た め に 使 用 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 、 10％ FCSに よ り 補 充 さ れ た DNEMに お い て 増
殖 し 、 そ し て 750μ g/mlの Geneticin (G418, Calbiochem, San Diego, CA) を 用 い て 選 択
し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
IgG1：
　 完 全 な IgG1を 調 製 す る た め に 、 そ の 分 泌 ペ プ チ ド 配 列 と 共 に 、 L19H鎖 （ L19-VH） の 可 変
領 域 を 、 前 に 記 載 さ れ た L19-pUTε SIPか ら 、 HindIII 及 び XhoIに よ り 切 除 し 、 そ し て 完 全
な ヒ ト γ 1不 変 H鎖 遺 伝 子 を 含 む pUC-IgG1ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 次 に 、 組 換 え IgG1遺 伝 子 を
、 pUC-IgG1-L19-VHか ら 、 HindIII 及 び EcoRIに よ り 切 除 し 、 そ し て pcDNA3中 に ク ロ ー ン 化
し 、 構 成 体 pCDNA3-L19-IgG1を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 完 全 な L19L鎖 の 調 製 の た め に 、 L19-VLを 、 L19-pUT-ε SIP（ 上 記 に 記 載 さ れ る ） か ら そ
れ ぞ れ ApaLI及 び BsiWI制 限 部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー BC-696（ tggtgtgcactcggaaattgtgttgacg
cagtc－ 配 列 番 号 12） 及 び BC-697（ ctctcgtacgtttgatttccaccttggtcc-配 列 番 号 13） を 用 い
て の PCRに よ り 増 幅 し た 。 ApaLI及 び BsiWIに よ る 消 化 の 後 、 増 幅 生 成 物 を 、 分 泌 シ グ ナ ル
配 列 及 び ヒ ト 不 変 κ L鎖 の 配 列 を 含 む ベ ク タ ー pUT-SEC-hCκ に 挿 入 し た 。 次 に 、 組 換 え L鎖
遺 伝 子 を 、 pUT-SEC-hCκ -L19-VLか ら 、 HindIII 及 び XhoIに よ り 切 除 し 、 そ し て G418に 対
す る 耐 性 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と に よ っ て pcDNA3ベ ク タ ー か ら 誘 導 さ れ た pCMV2Δ 哺 乳 類 発
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現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 構 造 体 pCMV2Δ － L19-κ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 等 モ ル 量 の そ れ ら の 構 造 体 を 用 い て 、 上 記 の よ う に し て 、 SP2/0ネ ズ ミ 骨 髄 腫 細 胞 を 同
時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ゲ ネ チ シ ン 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 、 H鎖 及 び L鎖 の 完 全 な キ メ ラ
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 能 力 に つ い て ELISAに よ り ス ク リ ー ン し た 。
　 す べ て の DNA構 造 体 を 、 Qiagen (Hilden, Germany) か ら の Maxiprepシ ス テ ム を 用 い て 精
製 し 、 そ し て 構 造 体 の 両 鎖 の DNA配 列 を 、 ABI PR25M dRhodamine Terminater Cycle Seque
ncing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Foster City, CA) を 用 い て 確 か め た 。 す べ
て の 制 限 酵 素 （ RE） は 、 Roche Diaggnestics (Milan, Italy) か ら で あ り 、 但 し 、 BsiW（
New England Biolabs, Bererly, MA） を 除 く 。 RE消 化 の 後 、 挿 入 体 及 び ベ ク タ ー を 、 ア ガ
ロ ー ス ゲ ル か ら 、 Qiaquick法 （ Qiagen） を 用 い て 回 収 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
抗 体 の 精 製 及 び 品 質 調 節 ：
　 免 疫 親 和 性 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 を 、 Carnemollaな ど . (24, 1996) に よ り 記 載 さ
れ る 方 法 に 従 っ て 、 異 な っ た 抗 体 を 精 製 す る た め に 行 っ た 。
　 そ の 製 造 業 者 の 説 明 書 （ 24． Carnemollaな ど ., 96） に 従 っ て 、 セ フ ァ ロ ー ス 4B（ Amers
ham Pharmacia Biotech. Uppsala, Sweden） に 接 合 さ れ た ED-Bを 用 い て 、 す べ て の 異 な っ
た L19抗 体 型 を 免 疫 精 製 し 、 そ し て セ フ ァ ロ ー ス 4B（ Amersham Pharmacia） に 接 合 さ れ る
雌 鶏 卵 白 リ ゾ チ ー ム （ Sigma， St. Louis, USA） の カ ラ ム を 、 D1.3抗 体 の た め に 使 用 し た
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 免 疫 精 製 さ れ た 抗 体 型 L19-SIP及 び L19-IgG1は さ ら な る 精 製 を 必 要 と せ ず 、 そ し て PBS（
pH7.4） に 対 し て 、 ＋ 4℃ で 透 析 さ れ た 。 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら 得 ら れ た scFv
は ２ 種 の 形 、 す な わ ち モ ノ マ ー 及 び ダ イ マ ー 形 か ら 製 造 さ れ る の で 、 第 ２ 精 製 段 階 が 、 De
martisな ど ., (27, 2001)に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 後 者 の 形 を 単 離 す る た め に は 必 要 と
さ れ る 。 一 連 の 異 な っ た 抗 体 型 を 調 製 し 、 そ し て 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で 、 SDS-PAGE, 免
疫 組 織 化 学 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Superdex 200, Amersham Pharmacia Biote
ch） 及 び ELISA実 験 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） 、 酵 素 結 合 さ れ
た 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び 免 疫 組 織 化 学 ：
　 な ら し 培 地 上 で の ス ク リ ー ニ ン グ ELISA実 験 を 、 Carnemollaな ど . (24, 1996) に 従 っ て
行 っ た 。 異 な っ た L19抗 体 型 の 発 現 を 示 す た め に 、 L19に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む
、 FNの ED-Bド メ イ ン を 含 む 組 換 え フ ラ グ メ ン ト ７ B89（ 24, Carnemolla な ど ., 1996） を
、 Maxisorp免 疫 プ レ ー ト （ Nunc, Roskilde, Denmark） 上 に 固 定 し た 。 ELISA実 験 に お い て
D1.3抗 体 を 検 出 す る た め に 、 雌 鶏 卵 白 リ ゾ チ ー ム （ Sigma） を 、 NH 2 表 面 EIAプ レ ー ト （ Cos
tar, Cambridge, MA） 上 に 固 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 希 釈 さ れ た 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ － 接 合 さ れ た ウ サ ギ 抗 ヒ ト IgE
（ Pierce， Rockford, IL） を 、 SIPを 検 出 す る た め の 第 ２ 抗 体 と し て 使 用 し た 。 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ － 接 合 さ れ た ウ サ ギ 抗 ヒ ト IgG（ Pierce） を 、 IgG1の 場 合 に 使 用 し た 。 標 識 配 列 F
LAGを 含 む scFvに 関 し て は 、 マ ウ ス 抗 － ヒ ト FLAGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ M2， Kodak） 及 び ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ － 接 合 さ れ た ヤ ギ 抗 － マ ウ ス 抗 体 （ Pierce） を 、 そ れ ぞ れ 、 第 ２ 及 び 第 ３
抗 体 と し て 使 用 し た 。 す べ て の 場 合 、 固 定 さ れ た 抗 原 と の 免 疫 反 応 性 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ の た め の 基 質 ABTS（ Roche） を 用 い て 検 出 し 、 そ し て 405nmで の 光 度 測 定 吸 光 度 を 測 定 し
た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 Superdex200（ Amersham Pharmacia） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を 、 高 速 タ ン パ ク 質 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ FPLC; Amersham Pharmacia） を 用 い て 、 天 然 の 条 件 下 で 、 精 製 さ
れ た 抗 体 の ゲ ル 濾 過 プ ロ フ ィ ー ル を 分 析 す る た め に 使 用 し た 。 異 な っ た 組 織 低 温 保 存 断 片
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に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 を 、 Castellaniな ど . (22, 1994) に よ り 記 載 の よ う に し て 行 い 、
そ し て ４ ～ 18％ の グ ラ ジ エ ン ト SDS-PAGEを 、 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で 、 Carnemollaな ど . 
(17, 1789) に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
動 物 及 び 細 胞 系 ：
　 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス （ 生 後 ８ 週 目 の ヌ ー ド /ヌ ー ド CD1雌 ） を 、 Harlan Italy (Correzza
na, Milano, Italy) か ら 得 、 129（ ク ロ ー ン SvHsd） 株 マ ウ ス （ 生 後 ８ ～ 10週 、 雌 ） を 、 H
arlan UK (Oxon, Englando) か ら 得 た 。 マ ウ ス 胚 奇 形 癌 細 胞 （ F9） 、 ヒ ト メ ラ ノ ー マ （ 由
来 の 細 胞 （ SK-MEL-28） 及 び マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細 胞 （ SP2/0） を 、 ATCC（ Rockville， MD）
か ら 購 入 し た 。 腫 瘍 を 誘 発 す る た め に 、 ヌ ー ド マ ウ ス に 、 16× 10 6 個 の SK-MEL－ 29細 胞 を
皮 下 注 射 し 、 そ し て 129株 マ ウ ス に 、 ３ × 10 6 個 の F9細 胞 を 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍 体 積 を 、 次
の 式 に よ り 決 定 し た ： (d) 2 × D× 0.52、 こ こ で ｄ 及 び Dは そ れ ぞ れ 、 カ リ パ ス に よ り 測 定 さ
れ た 腫 瘍 の 短 い 方 の 及 び 長 い 方 の 直 径 （ cm） で あ る 。 動 物 の 収 容 、 処 理 及 び 殺 害 を 、 科 学
目 的 の た め に 使 用 さ れ る 動 物 の 保 護 に 従 っ て 、 国 の 法 律 （ 1992年 １ 月 27日 の イ タ リ ア 法 律
番 号 116） に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
組 換 え 抗 体 の 放 射 性 ヨ ウ 素 化 ：
　 タ ン パ ク 質 の 放 射 性 ヨ ウ 素 化 を 、 製 造 業 者 の 推 薦 に 従 っ て 、 Na 1 2 5 I（ NEN Life Science
 Products, Boston, MA） を 活 性 化 す る た め に 、 IODO－ GEN予 備 被 覆 さ れ た ヨ ウ 素 化 管 （ Pi
erce） を 用 い て 、 Chizzonite 間 接 的 方 法 （ 36、 Riskeな ど ., 1991） に 従 っ て 達 成 し た 。
報 告 さ れ る 実 験 に お い て は 、 1.0mCiの Na 1 2 5 Iを 、 0.5mgの タ ン パ ク 質 の た め に 使 用 し た 。
放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 分 子 を 、 0.25％ の BSAに よ り 予 備 処 理 さ れ 、 そ し て PBSに お い て 平 衡 化
さ れ た PD10（ Amersham Pharmacia） カ ラ ム を 用 い て 、 遊 離 1 2 5 Iか ら 分 離 し た 。 サ ン プ ル の
放 射 性 活 性 を 、 Crystal γ － カ ウ ン タ ー （ Packard Instruments, Milano, Italy）  を 用
い て 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 ア ッ セ イ を 、 PBS中 、 0.25％ の BSAに よ り 飽
和 さ れ た 、 200μ lの ED-Bセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 で 行 っ た 。 PBS中 、 0.25％ の BSAの 200γ 1に
お け る 既 知 量 の 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た 抗 体 を 、 上 部 に 適 用 し 、 そ し て カ ラ ム へ の 侵 入 を 可
能 に し た 。 次 に 、 カ ラ ム を 、 PBS中 、 0.25％ の BSA溶 液 1.5mlに よ り す す ぎ 、 非 特 異 的 に 結
合 さ れ た 抗 体 を 除 去 し た 。 最 終 的 に 、 結 合 さ れ た 免 疫 反 応 材 料 を 、 0.1Mの TEA（ pH11） 1.5
mlを 用 い て 溶 出 し た 。 結 合 さ れ な か っ た 及 び 結 合 さ れ た 材 料 の 放 射 性 活 性 を 計 数 し 、 そ し
て 免 疫 反 応 性 抗 体 の ％ を 計 算 し た 。 免 疫 反 応 性 は 常 に 、 90％ よ り も 高 か っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た 抗 体 を さ ら に 分 析 す る た め に 、 200μ l中 、 既 知 量 の 放 射 性 ラ ベ ル
さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 Superdex 200カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 異 な っ た タ ン パ ク 質 の 保 持 体 積
は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 の 後 、 変 化 し な か っ た 。 ３ 種 の 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た L19抗 体 型 及 び
そ れ ら の 負 の 対 照 に 関 し て 、 Superdex 200カ ラ ム か ら の 放 射 性 活 性 回 収 率 は 100％ で あ っ
た （ 図 3A、 3B及 び 3C） 。
【 ０ １ ０ ３ 】

：
　 胃 に お け る 1 2 5 Iの 非 特 異 的 蓄 積 及 び 甲 状 腺 に お け る 濃 縮 を 阻 止 す る た め に 、 放 射 性 ラ ベ
ル さ れ た 抗 体 の 注 射 の 30分 前 、 マ ウ ス は 、 水 中 、 20mgの 過 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム （ Carlo Erba
, Italy） を 、 経 口 的 に 受 け た 。 こ の 工 程 を 、 生 分 布 実 験 の 期 間 、 24時 間 間 隔 で 反 復 し た
。 腫 瘍 担 持 の マ ウ ス の 尾 に 、 100μ の 塩 溶 液 中 、 0.1の モ ル の 異 な っ た 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た
抗 体 （ scFvの た め に は ６ μ g、 SIPの た め に は ８ μ g、 及 び IgGの た め に は 18μ gに 対 応 す る
） を 注 射 し た 。 ３ 匹 の 動 物 を 、 個 々 の 時 点 で 殺 害 し 、 腫 瘍 を 包 含 す る 異 な っ た 器 官 を 切 除
し 、 計 量 し 、 γ － カ ウ ン タ ー に よ り 計 数 し 、 そ し て 次 に 、 PBS（ pH7.4） 中 、 ５ ％ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド に よ り 固 定 し 、 Tarliな ど . (23, 1999)に 従 っ て 行 わ れ る マ イ ク ロ オ ー ト グ ラ フ
ィ ー の た め に 処 理 し た 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
　 血 液 を 血 漿 調 製 物 の た め に サ ン プ リ ン グ し 、 す で に 記 載 さ れ た 免 疫 反 応 性 試 験 及 び ゲ ル
濾 過 分 析 を 用 い て 血 流 に お け る 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 分 子 の 安 定 性 を 決 定 し た 。 両 者 の 場 合
、 200μ lの 血 漿 を 使 用 し た 。 異 な っ た 器 官 の 放 射 能 含 有 率 を 、 g当 た り 注 射 さ れ た 用 量 の
％ （ ％ ID/g） と し て 表 し た 。 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た 抗 体 の 血 液 ク リ ア ラ ン ス パ ラ メ ー タ ー
を 、 MacIntosh Program Kaleidagraph (Synergy Software, Reading PA, USA) 及 び 次 の
等 式 ：
　 X (t)=A exp (-(α t))+B exp (-(β t))
【 ０ １ ０ ５ 】
　 (こ こ で 、 X (t) は 、 時 間 ｔ で の 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 の ％ ID/gで あ る ) を 用 い て 、
最 小 二 乗 最 小 化 方 法 と を 適 合 せ し め た 。 こ の 等 式 は 、 二 － 指 数 血 液 ク リ ア ラ ン ス プ ロ フ ィ
ー ル を 記 載 し 、 こ こ で α 相 の 大 き さ は A× 100/（ A+B） と し て 定 義 さ れ 、 そ し て β 排 除 相 の
大 き さ は B× 100/（ A+B） と し て 定 義 さ れ る 。 α 及 び Bは 、 そ の 対 応 す る 血 液 ク リ ア ラ ン ス
相 の 半 減 期 に 関 連 す る 速 度 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 T1/2 (α 相 )＝ In2/α ＝ 0.092・ ・ ・ /α  
T1/2 (β 相 )=In2/α =0.692・ ・ ・ /α 。 X (0)は 、 40％ に 等 し い も の と し て 推 定 さ れ 、 こ れ
は 個 々 の マ ウ ス に お い て 、 2.5mlの 血 液 体 積 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

：
抗 体 調 製 ：
異 な っ た L19抗 体 型 の 可 変 領 域 （ scFv, ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 及 び 完 全 な ヒ ト IgG1） を 用
い て の 抗 体 調 製 及 び 腫 瘍 性 脈 管 の 標 的 化 に お け る そ れ ら の イ ン ビ ボ で の 性 能 ：
　 図 １ は 、 異 な っ た L19抗 体 型 を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ る 構 造 体 を 示 す 。 類 似 す る 構 造
体 を 、 非 － 適 切 な 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な scFvの 可 変 領 域 を 用 い て 調 製 し た （ D1.3； 7. McC
afferty; 26. Neriな ど ., 1997） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 SIP及 び IgG1を 得 る た め に 、 SP2/0ネ ズ ミ 骨 髄 腫 細 胞 を 、 図 １ に 示 さ れ る 構 造 体 に よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を G418を 用 い て 選 択 し た 。 最 良
の 方 法 を ELISAに よ り 決 定 し 、 そ し て そ れ ら の ク ロ ー ン を 抗 体 精 製 の た め に 拡 張 し た 。 す
べ て の ３ 種 の L19抗 体 型 の 精 製 は 、 セ フ ァ ロ ー ス に 接 合 さ れ る 組 換 え ED-Bを 用 い て の 免 疫
親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 基 づ か れ た 。 収 量 は 、 scFv（ L19） に 関 し て 約 8mg/L, L19-SI
Pに 関 し て 、 10mg/L， L19-IgG1に 関 し て 、 3mg/Lで あ っ た 。 対 照 タ ン パ ク 質 の た め に は 、 雌
鶏 卵 リ ゾ チ ウ ム に 対 し て 特 異 的 な scFv (D1-3) を 使 用 し 、 そ し て scFv D1.3の 可 変 領 域 を
用 い て 、 D1.3-SIPを 構 成 し た 。 そ れ ら の ２ 種 の 抗 体 を 、 セ フ ァ ロ ー ス に 接 合 さ れ た 雌 鶏 卵
リ ゾ チ ウ ム に 基 づ い て 精 製 し た 。 収 量 は 、 そ れ ぞ れ 、 ８ 及 び 5mg/Lで あ っ た 。 L19-IgG1の
た め の 対 照 と し て 、 市 販 の ヒ ト IgG1/k (Sigma) を 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ３ 種 の 精 製 さ れ た L19型 の SDS-PAGE分 析 を 、 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で 行 っ た 。 scFv (L19
)に 関 し て は 、 明 ら か な 塊 状 物 が 、 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で 、 予 測 さ れ る よ う に 、 約 18kDa
で あ っ た （ 示 さ れ て い な い ） 。 L19-SIPは 、 非 還 元 条 件 下 で 約 80kDaの 分 子 質 量 を 示 し 、 そ
し て 還 元 条 件 下 で 約 40kDaの 質 量 を 有 し た 。 そ れ ら の 結 果 は 、 生 来 の 分 子 の 95％ 以 上 が 共
有 結 合 さ れ た ダ イ マ ー と し て 存 在 す る こ と を 示 し た 。 L19-IgG1は 、 予 測 さ れ る よ う に 、 非
還 元 条 件 下 で 180kDaの 主 要 バ ン ド を 示 し 、 と こ ろ が 還 元 条 件 下 で 、 そ れ は 、 約 55kDaの H鎖
及 び 約 28kDaの L鎖 に 対 応 す る ２ 種 の バ ン ド を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Superdex 200） に よ り 分 析 さ れ る ３ 種 の L19抗 体 型 の
溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 得 た 。 す べ て の 3種 の 場 合 、 正 常 な 分 布 を 有 し 、 そ し て 98％ 以 上 を 表
す 単 一 の ピ ー ク を 検 出 し た 。 標 準 の 検 量 曲 線 を 用 い る 場 合 、 見 掛 け 分 子 質 量 は 、 scFv (L1
9) 2 に 関 し て は 60kDa, L19-SIPに 関 し て は 80kDa及 び L19-IgG1に 関 し て は 180kDaで あ っ た 。
さ ら に 、 し ば し ば 組 換 え タ ン パ ク 質 調 製 に お い て 存 在 し 、 そ し て イ ン ビ ボ 研 究 に お い て 得
ら れ る 結 果 を 無 効 に す る 分 子 凝 集 体 は 、 不 在 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 精 製 さ れ た 対 照 タ ン
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パ ク 質 に 対 し て 行 わ れ た SDS-PAGE及 び サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Superdex 200） 処
理 は 、 類 似 す る 結 果 を 与 え た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 そ れ ら の ３ 種 の 異 な っ た L19抗 体 型 を 用 い て 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お
い て 誘 発 さ れ た SK-MEL-28ヒ ト メ ラ ノ ー マ 、 及 び 129株 マ ウ ス に お い て 誘 発 さ れ た F9ネ ズ ミ
奇 形 癌 の 低 温 保 存 断 片 に 対 し て 行 っ た 。 最 適 な 結 果 が 、 0.25～ 0.5nMほ ど の 低 い 濃 度 で 得
ら れ た 。 す べ て の ３ 種 の 精 製 さ れ た L19抗 体 は 、 同 一 の 構 造 を 認 識 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
放 射 性 ラ ベ ル さ れ た L19抗 体 型 の イ ン ビ ボ 安 定 性 ：
　 イ ン ビ ボ 生 分 布 研 究 に 関 し て は 、 SK-MEL-28ヒ ト メ ラ ノ ー マ 及 び F9ネ ズ ミ 奇 形 癌 を 使 用
し た 。 SK-MEL-28腫 瘍 は 比 較 的 遅 い 増 殖 速 度 を 有 す る が 、 と こ ろ が F9腫 瘍 は 急 速 に 増 殖 す
る （ 図 ２ ） 。 従 っ て 、 SK-MEL-28腫 瘍 の 使 用 は 、 長 期 間 続 く 実 験 （ 144時 間 ま で の ） を 可 能
に し た が 、 と こ ろ が F9腫 瘍 は 短 い 生 分 布 研 究 （ 48時 間 ま で の ） の た め 誘 発 さ れ た 。 す べ て
の 生 分 布 実 験 は 、 腫 瘍 が 約 0.1～ 0.3cm 3 に な る ま で 、 行 わ れ た 。 種 々 の 抗 体 型 の 比 較 の た
め に 、 100μ lの 無 菌 塩 溶 液 中 、 等 モ ル 量 （ 0.1ｎ モ ル ） を 注 射 し た 。 注 射 の 前 、 放 射 性 ヨ
ウ 素 化 さ れ た 化 合 物 を 0.12μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て 免 疫 反 応 性 及 び ゲ ル
濾 過 プ ロ フ ィ ー ル を 調 べ た （ 材 料 及 び 方 法 を 参 照 の こ と ） 。 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た タ ン パ ク
質 の 免 疫 反 応 性 は 常 に 90％ 以 上 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 図 ３ A－ Cは 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た L19抗 体 型 の ゲ ル 濾 過 分 析 （ Superdex 200） の プ ロ
フ ィ ー ル を 報 告 す る 。
　 血 液 サ ン プ ル を 、 異 な っ た 時 間 の 間 隔 で 、 処 理 さ れ た 動 物 か ら 採 取 し 、 そ し て 血 漿 に 存
在 す る 放 射 能 を 、 免 疫 反 応 性 に つ い て 、 及 び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た
。 ゲ ル 濾 過 プ ロ フ ィ ー ル は 、 す べ て の ３ 種 の L19抗 体 型 に つ い て 、 注 入 さ れ た タ ン パ ク 質
の 分 子 質 量 を 有 す る 単 一 の 主 要 ピ ー ク を 示 し た 。 scFvの プ ロ フ ィ ー ル の み が 、 よ り 高 い 分
子 質 量 を 有 す る 第 ２ の ピ ー ク を 示 し 、 こ の こ と は 、 凝 集 体 の 形 成 を 示 唆 す る （ 図 ３ D-F）
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に 、 Superdex 200カ ラ ム か ら 溶 出 し な い 大 き な 分 子 質 量 の 凝 集 体 の 形 成 が 、 scFv（
L19） ２ に 関 し て 観 察 さ れ た 。 実 際 、 Superdex 200カ ラ ム か ら の 回 収 率 は 、 L19-SIP及 び L1
9-IgGの 両 者 に 関 し て 適 用 さ れ る 放 射 能 の 90～ 100％ で あ る が 、 scFv（ L19） ２ の 負 荷 さ れ
た 放 射 能 の 回 収 率 は 約 55％ で あ っ た 。 保 持 さ れ る 放 射 能 は 、 0.5Mの NaOHに よ り ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 で の み 回 収 さ れ 、 こ れ は 、 大 き な 凝 集 体 が カ ラ ム フ ィ ル タ ー
上 で 阻 止 さ れ た こ と を 示 す （ 表 １ ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 表 １ は ま た 、 血 漿 に 対 し て 行 わ れ る 免 疫 反 応 性 試 験 の 結 果 も 報 告 す る （ 材 料 及 び 方 法 を
参 照 の こ と ） 。 実 験 の 間 、 L19-SIP及 び L19-IgG1は 、 出 発 試 薬 と 同 じ 血 漿 に お け る 免 疫 反
応 性 を 維 持 し た 。 対 照 的 に 、 注 射 の ３ 時 間 後 、 血 漿 に お け る scFv（ L19） 2の 免 疫 反 応 性 は
、 40％ 以 下 に 低 め ら れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】

：
　 表 ２ a, b, c及 び 図 ４ は 、 SK-MEL-28腫 瘍 担 持 マ ウ ス に お け る 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た L19抗
体 2夜 生 分 布 実 験 に お い て 得 ら れ る 結 果 を 報 告 す る 。
　 表 ２ a, b, cは 、 放 射 性 ラ ベ ル に さ れ た 抗 体 の i.v.注 射 か ら の 異 な っ た 時 間 で の 、 腫 瘍
を 包 含 す る 組 織 及 び 器 官 の ％ ID/gの 平 均 （ ± SD） を 示 す 。
　 図 ４ に お い て は 、 実 験 の 異 な っ た 時 間 で の 腫 瘍 （ A） 及 び 血 液 （ B） に お け る 異 な っ た 抗
体 型 の ％ ID/gの 変 動 、 及 び 腫 瘍 及 び 血 液 に お け る ％ ID/g間 の 比 率 （ C） が 示 さ れ る 。 腫 瘍
に お い て 蓄 積 さ れ る す べ て の ３ 種 の L19抗 体 型 、 及 び 腫 瘍 及 び 他 の 器 官 の ％ ID/gの 比 率 が
表 ３ に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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　 マ イ ク ロ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 示 さ れ る よ う に 、 抗 体 は 腫 瘍 脈 管 上 の み に 蓄 積
し 、 と こ ろ が 正 常 な 器 官 の 血 管 上 に は 特 定 の 蓄 積 は 見 ら れ な か っ た 。 対 照 的 に 、 腫 瘍 又 は
正 常 組 織 の い ず れ か に お け る 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た 対 照 分 子 の 特 異 的 蓄 積 は 見 ら れ な か っ
た （ 表 ２ a, b, c） 。
　 す べ て の ３ 種 の L19抗 体 型 は 、 尿 サ ン プ ル を 計 数 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 場 合 、 腎
臓 に よ り 主 に 介 在 さ れ る ク リ ア ラ ン ス を 示 し た 。 予 測 さ れ る よ う に 、 ク リ ア ラ ン ス 速 度 は
、 scFv（ L19） ２ に 関 し て 早 く 、 そ し て 完 全 な L19-IgG1に 関 し て 遅 か っ た 。 二 次 指 数 関 数
と の 曲 線 の 適 合 は 、 表 ４ に 報 告 さ れ る 半 減 期 値 を 生 成 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 図 ５ は 、 F9奇 形 癌 腫 瘍 モ デ ル を 用 い て の 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た scFv（ L19） ２ 及 び L19
-SIPに よ り 得 ら れ た 腫 瘍 及 び 血 液 の ％ ID/g（ ± SD） の 変 動 を 示 す 。 F9奇 形 癌 の 高 い 脈 管 形
成 活 性 の た め に 、 こ の 腫 瘍 に お け る 放 射 性 分 子 の 蓄 積 は 、 SK-MEL-28腫 瘍 に お い て よ り も
、 i.v. 注 射 の ３ 及 び ６ 時 間 後 、 ３ ～ ４ 倍 高 く 、 そ し て 実 験 の 48時 間 の 間 、 持 続 的 に 高 か
っ た 。 SK-MEL-28腫 瘍 に 関 し て は 、 腫 瘍 脈 管 に お け る 特 異 的 蓄 積 は マ イ ク ロ オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー に よ り 確 か め ら れ 、 と こ ろ が 特 異 的 腫 瘍 蓄 積 は 、 対 照 分 子 の 注 射 後 、 見 出 さ れ
な か っ た 。 表 ５ に お い て は 、 F9腫 瘍 及 び /他 の 器 官 に お け る i.v.注 射 の 後 、 異 な っ た 時 間
で の L19（ scFv） 及 び L19SIPの ％ ID/gが 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
還 元 さ れ た L19-SIPの 合 成 ：
　 422μ lの PBS中 、 375μ g（ 5nモ ル ） の L19-SIPの 溶 液 に 、 50μ lの TCEP-溶 液 （ 14.34mgの T
CEP× HCl/5mlの 水 性 リ ン 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 0.1M、 pH＝ 7.4） を 添 加 し た 。 そ の 反 応 混 合
物 を 37℃ で 軽 く １ 時 間 、 振 盪 し た 。 還 元 さ れ た L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham, 溶 離
剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 単 離 さ れ た 生 成 物 の SDS-P
AGE分 析 は 、 還 元 さ れ た L19-SIPへ の L19-SIPの 定 量 的 転 換 を 証 明 し た 。
　 収 量 ： 100.3μ g/200μ gの PBS（ 26.7％ ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
Tc-99m-L19-SIPの 合 成 ：
　 3.0mgの 二 ナ ト リ ウ ム -L-酒 石 酸 塩 を バ イ ア ル に 配 置 し 、 続 い て 100μ lの PBS中 、 100.3μ
gの 還 元 さ れ た L19-SIPを 添 加 し 、 そ し て そ の 溶 液 を 、 100μ lの 水 性 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム －
緩 衝 液 （ １ M, pH=10.5） に よ り 希 釈 し た 。 85μ lの TC－ 99m発 生 機 溶 離 液 （ 24時 間 ） 及 び 10
μ lの SnCl 2 － 溶 液 （ 5mgの SnCl 2 /1mlの 0.1Mの HCl） を 添 加 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 、 37℃
で 0.5時 間 、 振 盪 し た 。 Tc-99m－ ラ ベ ル さ れ た L19-SIPを 、 NAP－ 5カ ラ ム （ Amersham, 溶 離
剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 35.6％
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 90.2％ （ SDS-PAGE）
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 26.4 MBq/mモ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 91.4％ 。
【 ０ １ ２ ０ 】

：
　 1Lの エ タ ノ ー ル （ 無 水 ） 中 、 21.75ml（ 0.312モ ル ） の １ － メ ル カ プ ト 酢 酸 、 43.5ml（ 0.
312モ ル ） の ト リ エ チ ル ア ミ ン 及 び 100g（ 0.312モ ル ） の N-(tert-ブ チ ル チ オ )-N, N’ － ジ
－ BOC－ ヒ ド ラ ジ ン の 溶 液 を 、 還 流 下 で （ 窒 素 雰 囲 気 ） 、 60時 間 、 加 熱 し た 。 エ タ ノ ー ル
を 、 減 圧 下 で 蒸 発 し 、 約 200mlの 最 終 体 積 に し た 。 残 留 物 を 、 1.8Lの 水 に 注 ぎ 、 そ し て そ
の 得 ら れ る 懸 濁 液 の pHを 、 5Mの NaOHを 用 い て 、 7.14に 調 節 し た 。 ジ － BOC－ ヒ ド ラ ジ ン を
濾 過 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 溶 液 の pH、 を 、 半 分 に 濃 縮 さ れ た HClを 用 い て 、 2.2に 調 節 し
た 。 粗 材 料 を 、 600mlの CH 2 Cl 2 （ ３ × ） 2よ り 水 か ら 抽 出 し た 。 組 み 合 わ さ れ た 有 機 層 を 、
硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 し 、 そ し て 溶 媒 を 減 圧 下 で 蒸 発 し 、 黄 色 の 油 状 物 と し て 41.1g
（ 80％ ） を 得 た 。 そ の 材 料 は 、 さ ら な る 合 成 の た め に 十 分 に 純 粋 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
N－ （ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － Gly） Gly t－ ブ チ ル エ ス テ ル （ Z-(N-Gly)Gly t-ブ チ ル
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エ ス テ ル ） ：
　 1.4Lの CH 2 Cl 2 中 、 35.02g（ 114mモ ル ） の Z-Gly-Oス ク シ ン イ ミ ド 及 び 15g（ 114mモ ル ） の
Gly-O- t Buの 溶 液 を 、 室 温 で 20時 間 、 窒 素 雰 囲 気 下 で 攪 拌 し た 。 有 機 層 を 、 250mlの １ ％ 水
性 ク エ ン 酸 に よ り ３ 度 、 200mlの 半 飽 和 さ れ た 水 性 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム に よ り ２ 度 、 及 び 2
00mlの 水 に よ り １ 度 、 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 無 水 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 し た 。 減 圧 下 で
の CH 2 Cl 2 の 蒸 発 は 、 黄 色 の 油 状 物 と し て 、 36.5g（ 99％ ） の Z-Cly-Gly-O- t Buを 生 成 し た 。
そ の 粗 材 料 は 、 さ ら な る 合 成 の た め に 十 分 に 純 粋 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
Gly-Gly t－ ブ チ ル エ ス テ ル ：
　 36.5g (113mモ ル )の Z-Gly-Gly-O- t Buを 、 1Lの THFに 溶 解 し 、 木 炭 上 3.65gの パ ラ ジ ウ ム
（ 10％ ） を 添 加 し た 。 そ の 混 合 物 を 、 室 温 で ３ 時 間 、 水 素 雰 囲 気 下 で （ 1atm） 、 攪 拌 し た
。 そ の 懸 濁 液 を 窒 素 に よ り バ ー ジ し 、 濾 過 し （ PTFE－ フ ィ ル タ ー ： 0.45μ m） 、 そ し て 濾
過 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 黄 色 の 油 状 物 と し て 、 20.3g（ 95％ ） の Gly-Gly-O- t Buを 得 た 。 そ の
粗 材 料 は 、 さ ら な る 合 成 の た め に 十 分 に 純 粋 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
カ ル ボ キ シ メ チ ル － ｔ － ブ チ ル ジ ス ル フ ィ ド グ リ シ ル グ リ シ ン ｔ － ブ チ ル エ ス テ ル ：
　 430mlの CH 2 Cl 2 中 、 23.85g（ 115.6mモ ル ） の DCCの 溶 液 を 、 1Lの CH 2 Cl 2 中 、 21.76g（ 115.
6mモ ル ） の Gly-Gly-O- t Bu, 20.84g（ 115.6mモ ル ） の カ ル ボ キ シ メ チ ル － t－ ブ チ ル ジ ス ル
フ ィ ド 及 び 13.3g（ 115.6mモ ル ） の NHSの 溶 液 に 添 加 し た 。 そ の 得 ら れ る 懸 濁 液 を 、 室 温 で
窒 素 雰 囲 気 下 で 一 晩 、 攪 拌 し た 。 濾 過 の 後 、 そ の 得 ら れ る 溶 液 を 、 400mlの 半 飽 和 さ れ た
水 性 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム に よ り ３ 度 、 及 び 400mlの 水 に よ り １ 度 、 洗 浄 し た 。 乾 燥 さ れ た
有 機 層 （ 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ） を 、 減 圧 下 で 蒸 発 し た 。 粗 生 成 物 を 、 CH 2 Cl 2 /MeOH 99： 1～ C
H 2 Cl 2 /MeOH 98.5： 1.5の 範 囲 の 溶 媒 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 シ リ カ ゲ ル 上 で の ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 26.1g（ 64％ ） を 、 黄 色 の 油 状 物 と し て 単 離 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
メ ル カ プ ト ア セ チ ル グ リ シ ル グ リ シ ン ：
　 26.32g (75.09mモ ル )の カ ル ボ キ シ メ チ ル － ｔ － ブ チ ル ジ ス ル フ ィ ド グ リ シ ル グ リ シ ン
ｔ － ブ チ ル エ ス テ ル を 、 233mlの TFAの 窒 素 雰 囲 気 下 で 溶 解 し た 。 得 ら れ る 溶 液 を 室 温 で 20
分 間 、 攪 拌 し た 。 TFAを 減 圧 下 （ 5～ 10× 10 - 2 mバ ー ル ） で 蒸 発 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 油
状 物 を 、 さ ら に ２ 時 間 、 攪 拌 し な が ら 乾 燥 し た （ 5～ 10× 10 - 2 mバ ー ル ） 。 250mlの Et 2 Oの
添 加 の 後 、 白 色 粉 末 が 沈 殿 し 、 そ し て そ の 懸 濁 液 を ３ 時 間 、 攪 拌 し た 。 材 料 を 濾 過 し 、 そ
し て 100mlの Et 2 Oに 再 懸 濁 し た 。 得 ら れ る 懸 濁 液 を 一 晩 、 攪 拌 し 、 生 成 物 を 濾 過 し 、 そ し
て 材 料 を 減 圧 下 で 室 温 で 乾 燥 し 、 白 色 粉 末 と し て 、 20.46g（ 92.5％ ） を 得 た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
メ ル カ プ ト ア セ チ ル グ リ シ ル グ リ シ ン NHSエ ス テ ル ：
　 メ ル カ プ ト ア セ チ ル グ リ シ ル グ リ シ ン （ 1g、 3.4mモ ル ） 及 び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド （ 391mg、 3.4mモ ル ） を 、 乾 燥 丸 底 フ ラ ス コ に お い て 組 合 し 、 そ し て 無 水 DMF（ 4ml） に
溶 解 し た 。 無 水 ジ オ キ サ ン （ 2ml） 中 、 DCC（ 700mg、 3.4mモ ル ） を 、 攪 拌 し な が ら 添 加 し
た 。 15分 以 内 に 、 沈 殿 物 が 形 成 し 始 め た 。 １ 時 間 後 、 沈 殿 物 を 、 真 空 濾 過 に よ り 除 去 し た
。 沈 殿 物 を 、 冷 ジ オ キ サ ン に よ り 洗 浄 し た 。 ジ オ キ サ ン を 、 濾 液 か ら 除 去 し た 。 生 成 物 を
、 残 る DNF溶 液 か ら 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル を 添 加 す る こ と に よ り 沈 殿 せ し め た 。 生 成 物 を 、
濾 過 に よ り 単 離 し 、 冷 ジ エ チ ル エ ー テ ル に よ り 洗 浄 し ； そ し て 真 空 乾 燥 器 に お い て 一 晩 、
乾 燥 し た 。 収 量 ： 1.33g（ 99％ ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Tc-99m-MAG 2 -ε -NH (Lys)-L19-SIPの 合 成 ：
　 111-μ lの PBS中 、 200μ g（ 2.66mモ ル ） の 還 元 さ れ て い な い L19-SIPを 、 300μ lの 硼 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 希 釈 し 、 そ し て 200mlの リ ン 酸 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.
5） に よ り ２ 度 １ 時 間 、 Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, USA)を
用 い て 透 析 し た 。 50μ lの メ ル カ プ ト ア セ チ ル グ リ シ ル グ リ シ ン NHSエ ス テ ル 溶 液 （ そ の 0.
50mgを 、 500μ lの リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 す る 、 0.1M、 pH8.5） を 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 混
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合 物 を 、 37℃ で ３ 時 間 、 加 熱 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い
て 、 そ れ ぞ れ 200mlの リ ン 酸 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 、 ２ × １ 時 間 及 び １ × 17時 間 （
一 晩 ） 、 透 析 し た 。 3.0mgの 二 ナ ト リ ウ ム － L-酒 石 酸 塩 を 、 バ イ ア ル に 添 加 し 、 続 い て 90
μ lの Tc-99m発 生 機 溶 出 液 （ 毎 日 、 溶 出 さ れ る ） 及 び 25μ lの SnCl 2 － 溶 液 （ 5mgの SnCl 2 /1m
lの 0.1Mの HCl） を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 、 37℃ で 0.5時 間 、 振 盪 し た 。 Tc-99m－ ラ ベ ル
さ れ た L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 55.1％ 。
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 94.5％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 15.2MBq/ｎ モ ル
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 81.1％ 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Re-188-L19-SIPの 合 成 ：
　 3.0mgの 二 ナ ト リ ウ ム － L-酒 石 酸 塩 を 、 バ イ ア ル に 配 置 し 、 続 い て 310mlの PBS中 、 150μ
gの 還 元 さ れ た L19-SIP-SHを 添 加 し 、 そ し て そ の 溶 液 を 、 100μ lの 水 性 リ ン 酸 水 素 ナ ト リ
ウ ム 緩 衝 液 （ 1M, pH=10.5） に よ り 希 釈 し た 。 100μ lの Re-188発 生 機 溶 出 液 及 び 50μ lの 塩
化 錫 溶 液 （ 5mgの SnCl 2 /1mlの 0.1Mの HCl） を 添 加 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で 1.5時 間 、
振 盪 し た 。 Re-188ラ ベ ル さ れ た L19-SIPを 、 NAP-6カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用
い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 34.8％ 。
　 放 射 化 学 純 度 ： 　 97.2％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 13.5MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 91.7％ 。
【 ０ １ ３ １ 】
シ ス テ イ ン － SH基 へ の EDTA, CDTA, TETA, DTPA, TTHA, HBED, DOTA, NOTA, DO3A及 び 同 様
の タ イ プ の キ レ ー タ ー の 特 異 的 接 合 の た め の 還 元 さ れ た L19-SIPの 合 成 ：
　 50μ lの TCEP溶 液 （ 14.34mgの TCEP× HCl/5mlの 水 性 リ ン 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 0.1M、 pH=7.
4） を 、 422μ lの PBS中 、 375μ g（ 5ｎ モ ル ） の L19-SIPの 溶 液 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 37
℃ で １ 時 間 、 軽 く 振 盪 し た 。 還 元 さ れ た L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 0.1M、 pH5.0） を 用 い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た
。 単 離 さ れ た 生 成 物 の SDS－ PAGE分 析 は 、 還 元 さ れ た L19-SIPへ の L19-SIPの 定 量 的 転 換 を
証 明 し た 。 収 量 ： 105.7μ g/200μ l（ 28.2％ ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
In-111-MX-DTPA-マ レ イ ミ ド -S (Cys)-L19-SIP-Rの 合 成 （ R=還 元 さ れ た ） ：
　 200μ lの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH5） 中 、 105μ g（ 2.8ｎ モ ル ） の 還 元 さ れ た L1
9-SIPを 50μ lの 溶 解 さ れ た １ ， ４ ， ７ － ト リ ア ザ － ２ － （ N-マ レ イ ミ ド エ チ レ ン ｐ － ア ミ
ノ ） ベ ン ジ ル － １ ， ７ － ビ ス （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） － ４ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ６ － メ チ ル ヘ
プ タ ン （ 500μ lの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH5） 中 、 0.25mgの DTPA－ マ レ イ ミ ド ）
と 、 37℃ で ３ 時 間 、 反 応 せ し め た 。 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 10.000MWCO (Pierce I
nc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 200mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH6） に よ り
２ 度 、 １ 時 間 、 透 析 し た 。 80μ lの [In-111] InCl 3 溶 液 （ HCl, 1N, 40MBq, Amersham, Inc
.） を 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で 30分 間 、 加 熱 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 In-111ラ ベ ル さ れ た DTPA－ マ レ イ ミ ド -S(Cys)-L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham, 溶
離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 51.6％ 。
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　 放 射 化 学 的 純 度 ： 97.2％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 7.9MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 88.5％ 。
【 ０ １ ３ ４ 】
MX-DTPA－ マ レ イ ミ ド （ １ ， ４ ， ７ -ト リ ア ザ － ２ － （ N－ マ レ イ ミ ド エ チ レ ン ｐ － ア ミ ノ
） ベ ン ジ ル － １ ， ７ － ビ ス （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） － ４ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ６ － メ チ ル ヘ プ
タ ン ） の 合 成 ：
　 512mg（ 1mモ ル ） の ｛ [３ － （ ４ － ア ミ ノ － フ ェ ニ ル ） － ２ － （ ビ ス － カ ル ボ キ シ メ チ ル
－ ア ミ ノ ） － プ ロ ピ ル ]－ [２ － （ ビ ス － カ ル ボ キ シ メ チ ル － ア ミ ノ ） － プ ロ ピ ル ]－ ア ミ
ノ ｝ － 酢 酸 （ Macrocyclics Inc. Dallas, TX, USA） 及 び 707mg（ 7mモ ル ） の ト リ エ チ ル ア
ミ ン を 、 3mlの 無 水 DMFに 溶 解 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 1mlの 無 水 DMF中 、 400mg（ 1.5mモ ル ） の ３ － （ ２ ， ５ － ジ オ キ ソ － ２ ， ５ -ジ ヒ ド ロ － ピ
ロ ー ル － １ － イ ル ） － プ ロ ピ オ ン 酸 ２ ， ５ － ジ オ キ ソ － ピ ロ リ ジ ン － １ － イ ル エ ス テ ル （
Aldrich） を 、 滴 下 し た 。 そ の 溶 液 を 50℃ で ５ 時 間 、 攪 拌 し た 。 30mlの ジ エ チ ル エ ー テ ル
を ゆ っ く り 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を さ ら に 30分 間 、 攪 拌 し た 。 沈 殿 物 を 濾 過 に よ り 集 め た
。 粗 生 成 物 を 、 RP-HPLC（ ア セ ト ニ ト リ ル ： 水 ： ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 /3： 96.9： 0.1→ 99.9：
0： 0.1） に よ り 精 製 し た 。 収 率 ： 61％ （ 405mg、 0.61mモ ル ） 。 MS-ESI： 664＝ M + +1。
【 ０ １ ３ ６ 】
In-111-MX-DTPA-ε -HN (Lys)-L19-SIPの 合 成 ：
　 111μ lの PBS中 、 200μ g（ 2.66ｎ モ ル ） の 還 元 さ れ て い な い L19-S1Pを 、 300μ lの 硼 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 希 釈 し 、 そ し て Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierc
e Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 200mlの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5）
に よ り ２ 度 、 １ 時 間 、 透 析 し た 。 50μ lの １ ， ４ ， ７ － ト リ ア ザ － ２ － （ ｐ － イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト ） ベ ン ジ ル － １ ， ７ － ビ ス （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） － ４ － カ ル ボ キ シ メ チ ル － ６ －
メ チ ル ヘ プ タ ン （ MX-DTPA） 溶 液 （ 500μ lの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH8.5） に 溶 解
さ れ た 0.33mgの MX-DTPA） を 、 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で ３ 時 間 、 加 熱 し た
。 そ の 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 14,000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, USA) 
を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 200mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH6.0） に よ り 、 ２ × １ 時 間 及
び １ × 17時 間 （ 一 晩 ） 、 透 析 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 80μ lの [In-111]InCl 3 溶 液 （ HCl, 1N, 40MBq, Amersham Inc.） を 添 加 し 、 そ し て そ の
反 応 混 合 物 を 37℃ で 30分 間 、 加 熱 し た 。 In-111ラ ベ ル さ れ た MX-DTPA-ε -NH（ Lys） -L19-S
IPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル -ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 72.4％ 。
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 80.3％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 8.8MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 77.5％ 。
【 ０ １ ３ ８ 】
In-111-DOTA-C-ベ ン ジ ル -p-NCS-ε -HN (Lys)-L19-SIPの 合 成 ：
　 108μ lの PBS中 、 200μ g（ 2.66ｎ モ ル ） の 還 元 さ れ て い な い L19-S1Pを 、 300μ lの 硼 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 希 釈 し 、 そ し て Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierc
e Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 200mlの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5）
に よ り ２ 度 、 １ 時 間 、 透 析 し た 。 50μ lの １ ， ４ ， ７ ,10－ テ ト ラ ア ザ － ２ － （ ｐ － イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト ） ベ ン ジ ル － シ ク ロ ド デ カ ン － １ ， ４ ， ７ ,10－ 四 酢 酸 （ ベ ン ジ ル － ｐ － SCN
－ DTPA、 Macrocyclics Inc., Dallas TX, USA） 溶 液 （ ５ mlの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1
M、 pH8.5） に 溶 解 さ れ た 1.5mgの ベ ン ジ ル － ｐ － SCN－ DTPA） を 、 前 記 溶 液 に 添 加 し 、 そ し
て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で ３ 時 間 、 加 熱 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 14,000
 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 200mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩
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衝 液 （ 0.1M、 pH6.0） に よ り 、 ２ × １ 時 間 及 び １ × 17時 間 （ 一 晩 ） 、 透 析 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 80μ lの [In-111]InCl 3 溶 液 （ HCl, 1N, 40MBq, Amersham Inc.） を 添 加 し 、 そ し て そ の
反 応 混 合 物 を 37℃ で 30分 間 、 加 熱 し た 。 In-111ラ ベ ル さ れ た DOTA-C-ベ ン ジ ル -p-NCS-ε -H
N (Lys)-L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル -ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 70.8％ 。
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 92.1％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 10.1MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 75.1％ 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Y-88-MX-DTPA-ε -NH (Lys)-L19-SIPの 合 成 ：
　 111μ lの PBS中 、 200μ g（ 2.66ｎ モ ル ） の 還 元 さ れ て い な い L19-S1Pを 、 300μ lの 硼 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 希 釈 し 、 そ し て Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierc
e Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 200mlの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5）
に よ り ２ 度 、 １ 時 間 、 透 析 し た 。 50μ lの MX-DTPA溶 液 （ 500μ lの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （
0.1M、 pH8.5） に 溶 解 さ れ た 0.33mgの MX-DTPA） を 、 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃
で ３ 時 間 、 加 熱 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 14,000 MWCO (Pierce Inc., Ro
ckford, IL, USA) を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 200mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH6.0） に
よ り 、 ２ × １ 時 間 及 び １ × 17時 間 （ 一 晩 ） 、 透 析 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 100μ lの [Y-88]YCl 3 溶 液 （ HCl, 1N, 75MBq, Oak Ridge National Lab.） を 添 加 し 、 そ
し て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で 30分 間 、 加 熱 し た 。 Y-88ラ ベ ル さ れ た MX-DTPA-ε -NH（ Lys）
-L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル -ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 68.1％ 。
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 91.5％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 11.4MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 70.5％ 。
【 ０ １ ４ ２ 】
Lu-177-DOTA-C-ベ ン ジ ル -p-NCS-ε -HN (Lys)-L19-SIPの 合 成 ：
　 111μ lの PBS中 、 200μ g（ 2.66ｎ モ ル ） の 還 元 さ れ て い な い L19-S1Pを 、 300μ lの 硼 酸 ナ
ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5） に よ り 希 釈 し 、 そ し て Slide-A-Lyzer 10,000MWCO (Pierc
e Inc., Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 200mlの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M, pH8.5）
に よ り ２ 度 、 １ 時 間 、 透 析 し た 。 50μ lの ベ ン ジ ル -p-NCS -DTPA溶 液 （ 500μ lの 硼 酸 ナ ト
リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH8.5） に 溶 解 さ れ た 1.5mg） を 、 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 混 合 物 を
37℃ で ３ 時 間 、 加 熱 し た 。 そ の 反 応 混 合 物 を 、 Slide-A-Lyzer 14,000 MWCO (Pierce Inc.
, Rockford, IL, USA) を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 200mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.1M、 pH6.0
） に よ り 、 ２ × １ 時 間 及 び １ × 17時 間 （ 一 晩 ） 、 透 析 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 200μ lの [Lu-177]LuCl 3 溶 液 （ HCl, 1N, 80MBq, NRH-Petten, Netherlands） を 添 加 し 、
そ し て そ の 反 応 混 合 物 を 37℃ で 30分 間 、 加 熱 し た 。 Lu-177ラ ベ ル さ れ た DOTA-C-ベ ン ジ ル -
p-NCS-ε -HN (Lys)-L19-SIPを 、 NAP-5カ ラ ム （ Amersham、 溶 離 剤 ： PBS） を 用 い て 、 ゲ ル -
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
　 放 射 化 学 的 収 率 ： 72.2％ 。
　 放 射 化 学 的 純 度 ： 94.9％ （ SDS-PAGE） 。
　 比 活 性 ： 　 　 　 　 18.3MBq/ｎ モ ル 。
　 免 疫 反 応 性 ： 　 　 73.4％ 。
【 ０ １ ４ ４ 】
腫 瘍 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス 中 へ の １ 回 の i.v.注 射 の 後 の In-111-MX-DTPA-L19-SIPの 器 官 分 布
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及 び 排 泄 ：
　 本 発 明 の ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド を 、 F9（ 奇 形 癌 ） － 担 持 の 動 物 （ 約 25gの 体 重 ） 中 に 、
約 37kBqの 用 量 で 静 脈 内 注 射 し た 。 種 々 の 器 官 に お け る 放 射 能 濃 度 、 及 び 排 泄 物 に お け る
放 射 能 を 、 物 質 の 投 与 後 、 種 々 の 時 点 で 、 γ カ ウ ン タ ー を 用 い て 測 定 し た 。
　 F9（ 奇 形 癌 ） － 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス に お け る In-111-MX-DTPA-L19-SIPの 生 分 布 （ 平 均 ±
SD、 ｎ ＝ ３ ） が 表 ６ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
腫 瘍 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス 中 へ の １ 回 の i.v.注 射 の 後 の Tc-99m- L19-SIPの 器 官 分 布 及 び 排
泄 ：
　 本 発 明 の ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド を 、 F9（ 奇 形 癌 ） － 担 持 の 動 物 （ 約 25gの 体 重 ） 中 に 、
約 56kBqの 用 量 で 静 脈 内 注 射 し た 。 種 々 の 器 官 に お け る 放 射 能 濃 度 、 及 び 排 泄 物 に お け る
放 射 能 を 、 物 質 の 投 与 後 、 種 々 の 時 点 で 、 γ カ ウ ン タ ー を 用 い て 測 定 し た 。 さ ら に 、 腫 瘍
： 血 液 の 比 が 、 腫 瘍 及 び 血 液 に お け る ペ プ チ ド の 濃 度 に 基 づ い て 種 々 の 時 間 で 見 出 さ れ た
。
　 F9（ 奇 形 癌 ） － 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス に お け る Tc-99m-L19-SIPの 生 分 布 （ 平 均 ± SD、 ｎ ＝
３ ） が 表 ７ に 示 さ れ て い る 。
　 F9（ 奇 形 癌 ） － 担 持 の ヌ ー ド マ ウ ス に お け る Tc-99m-L19-SIPの 腫 瘍 ： 血 液 の 比 （ 平 均 ±
SD, ｎ ＝ ３ ） が 表 ８ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た ペ プ チ ド は 、 動 物 実 験 に お い て 好 ま し い プ ロ ペ プ チ ド を 有 す る こ と
が わ か っ た 。 例 え ば 、 Tc-99m-L19-SIP及 び In-111-MX-DTPA-ε -HN (Lys)-L19-SIPは 、 注 射
（ p.i.） 後 １ 時 間 で 、 17.2（ Tc-99m） 又 は 12.9（ In-111） の ％ 注 射 さ れ た 用 量 /g（ ID/g）
の 高 い 腫 瘍 蓄 積 を 示 し た 。 24時 間 の p.i.で の 9.4（ Tc-99m） 又 は 13.0（ In－ 111） の ％ ID/g
の 有 意 な 腫 瘍 保 持 が 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 腫 瘍 摂 取 は 、 他 の 既 知 の In-111又 は Tc-99mに よ
り ラ ベ ル さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に 比 較 し て 、 有 意 に 高 い （ 例 え ば 、 Kobayashi な ど . , 
J. Nuc. Med. , Vol. 41 (4), pp. 755-762,2000 ; Verhaar な ど . , J. Nuc. Med. , Vo
l. 37 (5), pp. 868-872,1996） 。 化 合 物 の 血 液 ク リ ア ラ ン ス は 、 24時 間 の p.i.で 、 そ れ
ぞ れ １ ： １ 及 び ６ ： １ の 腫 瘍 /血 液 比 を 導 い た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 最 も 著 し く は 、 In-111-MX-DTPA-ε -HN (Lys)-L19-SIPは 、 24時 間 の p.i.で 、 例 え ば Koba
yashiな ど に よ り 記 載 さ れ る 他 の 高 く 保 持 さ れ る In-111ラ ベ ル さ れ た 組 換 え 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト （ 120％ ID/g） よ り も 有 意 に 低 い 腎 臓 摂 取 及 び 保 持 （ 22.5％ ID/g） を 示 し た 。 腎 臓 保
持 は 、 非 常 に 共 通 す る 問 題 で あ り 、 そ し て 通 常 、 ラ ン タ ニ ド に よ り ラ ベ ル さ れ た 化 合 物 の
放 射 性 治 療 へ の 使 用 を 妨 げ る 。
　 実 験 結 果 は 、 診 断 及 び 治 療 用 途 の た め に 、 好 ま し く は 非 経 口 投 与 に よ り 患 者 に 適 用 さ れ
る 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 放 射 性 免 疫 接 合 体 の 卓 越 し た 可 能 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
議 論 ：
　 細 胞 毒 性 抗 癌 薬 物 が 腫 瘍 に お い て よ り も 正 常 組 織 に お い て よ り 効 果 的 に 局 在 す る 観 察 （
37. Bossletな ど ., 1998） は 、 腫 瘍 へ の 選 択 的 薬 物 供 給 の 可 能 性 を 調 べ る 研 究 の 高 ま り を
促 進 し た 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 の 効 果 的 標 的 化 は 、 次 の ２ つ の 主 な 必 要 条 件 を 有 す る ： １
） 血 流 か ら の リ ガ ン ド 分 子 に 対 し て 、 特 異 的 で 、 豊 富 で 、 安 定 し 、 且 つ 容 易 に 利 用 で き る
腫 瘍 に お け る 標 的 物 、 及 び ２ ） 腫 瘍 に 血 流 か ら 容 易 に 拡 散 で き る 適 切 な 薬 力 学 的 性 質 、 及
び 腫 瘍 に お け る そ の 効 果 的 且 つ 選 択 的 蓄 積 を 確 保 す る た め に 、 標 的 物 に 対 し て 高 い 親 和 性
を 有 す る リ ガ ン ド 分 子 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 そ の 特 殊 な 特 徴 の た め に 、 腫 瘍 微 小 環 境 は 、 可 能 性 あ る 全 腫 瘍 性 標 的 物 で あ る 。 実 際 、
腫 瘍 の 進 行 は 、 腫 瘍 微 小 環 境 成 分 、 特 に 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス （ ECM） の そ れ ら の 成 分 に お
け る 有 意 な 変 性 を 誘 発 す る （ そ し て 結 果 的 に 、 必 要 で あ る ） 。 固 形 腫 瘍 の ECMを 構 成 す る
分 子 は 、 正 常 な ECMの そ れ ら と は 、 定 性 的 及 び 定 量 的 に 異 な る 。 さ ら に 、 そ れ ら の 腫 瘍 ECM
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成 分 の 多 く は 、 一 般 的 な 性 質 及 び 機 能 、 例 え ば 細 胞 侵 入 （ 腫 瘍 組 織 中 へ の 正 常 細 胞 及 び 正
常 組 織 へ の 癌 細 胞 ） 及 び 脈 管 形 成 を 考 慮 し て 、 す べ て の 固 形 腫 瘍 に よ り 共 有 さ れ る 。 変 性
さ れ た 腫 瘍 ECMを 構 成 す る 多 く の 分 子 の う ち 、 本 発 明 者 は 、 ED-Bド メ イ ン を 含 む FNイ ソ フ
ォ ー ム （ B-FN） に 対 し て 注 意 を 集 中 し て 来 た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 B-FNは 、 す べ て の 固 形 腫 瘍 の ECMに お い て 広 く 発 現 さ れ 、 従 っ て か な り 試 験 さ れ 、 そ し
て 脈 管 形 成 工 程 と 一 定 し て 関 連 し て い る が （ 22. Castellaniな ど ., 1994） 、 し か し 他 方
で は 、 正 常 な 成 人 組 織 に お い て は 検 出 で き な い （ 17. Carnemollaな ど ., 1989） 。 内 皮 下 E
CMへ の 治 療 剤 の 標 的 化 さ れ た 供 給 は 、 固 形 腫 瘍 の 隙 間 高 血 圧 に 関 連 す る 問 題 を 克 服 す る （
38. Jainな ど ., 1988; 39. Jain, 1997; 40. Jain Pk, 1999） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 L19（ 13． Piniな ど . 1998; 25. Viti, Canc. Res., 23. Tarli, な ど ., 1999） 、 す な
わ ち FNの ED-Bド メ イ ン の た め に 高 い 親 和 性 （ Kd＝ 5.4× 10 - 1 1 M） を 有 す る scFvは 、 イ ン ビ
ボ で 腫 瘍 の 新 血 管 の 回 り で 選 択 的 且 つ 効 果 的 に 蓄 積 し 、 そ し て 腫 瘍 塊 状 物 に お い て 、 そ れ
が 接 合 さ れ る 多 く の 治 療 分 子 の い ず れ か １ つ を 、 選 択 的 に 輸 送 し 、 そ し て 凝 集 す る こ と が
で き る （ 28． Birchlerな ど ., 1999; 29. Nilsson, な ど ., 2001; 30. Halinな ど ., 2001;
 31. Carnemollaな ど ., 2002） 。 腫 瘍 を 選 択 的 に 標 的 化 す る L19の 能 力 は ま た 、 シ ン チ グ
ラ フ ィ ー 技 法 を 用 い て 患 者 に お い て 示 さ れ て き た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 は 、 放 射 性 同 位 体 に よ る 小 免 疫 タ ン パ ク 質 （ SIP） の ラ ベ リ ン グ 、 放 射 性 ラ ベ
ル さ れ た SIPの 使 用 、 及 び 次 の ３ 種 の 異 な っ た L19ヒ ト 抗 体 型 の 腫 瘍 血 管 標 的 化 性 能 及 び 薬
物 力 学 に つ い て 報 告 し て い る ： scFv、 ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン /小 免 疫 タ ン パ ク 質 （ SIP） 及
び 完 全 な ヒ ト IgG1。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 SIP分 子 は 、 ヒ ト IgEの 分 泌 イ ソ フ ォ ー ム S 2 の ε CH4ド メ イ ン へ の scFv（ L19） の 融 合 に よ
り 得 ら れ た 。 ε CH4は 、 IgE分 子 の 二 量 体 化 を 可 能 に す る ド メ イ ン で あ り 、 そ し て S 2 イ ソ フ
ォ ー ム は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 通 し て ダ イ マ ー を 共 有 的 に 安 定 化 す る COOH末 端 で シ ス テ
イ ン を 含 む （ 35． Batistaな ど ., 1996） 。 Fcε RIの た め の IgE結 合 部 位 は 、 CH3ド メ イ ン に
存 在 し （ 41． Turner and Kinet, 1999; 42. Vangelistaな ど ., 1999; 43. Germanな ど ., 
2000） 、 そ の 結 果 、 本 発 明 の 態 様 に 従 っ て ε CH4に 融 合 さ れ る scFvは 、 過 敏 性 反 応 に 導 く
い ず れ の シ グ ナ ル 化 も 活 性 化 し な い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 マ ウ ス に お け る 次 の ２ 種 の 異 な っ た 腫 瘍 モ デ ル に お け る そ れ ら の ３ 種 の 型 の 性 能 は 研 究
さ れ て い る ： ネ ズ ミ F9奇 形 癌 及 び ヒ ト SK-MEL-28メ ラ ノ ー マ 。 第 １ の も の は 、 移 植 さ れ る
と す ぐ に 、 動 物 を 約 ２ 週 間 で 殺 害 す る 急 速 に 増 殖 す る 腫 瘍 で あ る 。 他 方 で は 、 SK-MEL-28
腫 瘍 は 、 初 期 の 早 い 増 殖 相 、 続 い て 、 第 ２ の 遅 い 相 を 伴 っ て 、 二 相 性 増 殖 曲 線 を 提 供 す る
。 F9の 奇 形 癌 に お け る ED-Bの 量 は 、 腫 瘍 増 殖 の 間 、 安 定 し て 存 続 し （ 23． Tarli, な ど ., 
1999） ； 対 照 的 に 、 ED-Bは 腫 瘍 の 増 殖 す る 能 力 に 比 例 し て 、 SK-MEL-28メ ラ ノ ー マ に お い
て 蓄 積 し （ 23． Tarliな ど ., 1999） 、 そ し て 多 く の ED-Bが 第 １ 相 に 見 出 さ れ 、 そ し て 第 ２
相 に お い て は 、 そ れ よ り も 少 な か っ た 。 SK-MEL-28メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 の 使 用 は 、 結 果 の 誤 っ
た 解 釈 を も た ら す 腫 瘍 質 量 の 劇 的 な 変 動 を 伴 わ な い で 長 期 の 生 分 布 研 究 を 可 能 に し た （ 図
２ ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 イ ン ビ ボ で の 安 定 性 に 関 し て の ３ 種 の L19抗 体 型 の 比 較 研 究 は 、 L19-SIP及 び L19-IgG1が
実 験 の 期 間 （ 144時 間 ） 、 注 射 の 前 と 同 じ 血 漿 に お け る 免 疫 反 応 性 及 び 分 子 質 量 を 維 持 す
る こ と を 示 し た 。 対 照 的 に 、 scFv（ L19） は 、 血 漿 に お い て そ の 免 疫 反 応 性 を 急 速 に 失 い
、 そ し て ゲ ル 濾 過 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 侵 入 す る ほ ど 大 き い 凝 集 物 を 生 成 し た 。
scFvの そ の よ う な 凝 集 は 、 凝 集 物 は 肺 の 微 小 血 管 に お い て 蓄 積 す る の で 、 腫 瘍 及 び 肺 の ％
ID/g間 の 比 を た ぶ ん 担 当 す る こ と が で き る （ 表 ３ ） 。 す べ て の ３ 種 の 型 に 関 し て は 、 血 液
ク リ ア ラ ン ス は 、 腎 臓 を 通 し て 主 に 介 在 さ れ 、 分 子 サ イ ズ に 反 比 例 す る 、 表 ４ に 報 告 さ れ
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る 、 α 及 び β 相 を 有 す る 二 相 曲 線 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 研 究 さ れ る 腫 瘍 に お け る 異 な っ た 抗 体 型 の 蓄 積 は 、 分 子 の ク リ ア ラ ン ス 速 度 及 び イ ン ビ
ボ 安 定 性 の 結 果 で あ る 。 scFvを 用 い る 場 合 、 最 大 ％ の 注 射 さ れ た 用 量 /g（ ％ ID/g） が 、 放
射 性 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 の 注 射 の ３ 時 間 後 、 観 察 さ れ 、 そ し て 次 に 、 急 速 に 低 下 し た 。 SIP
を 用 い る 場 合 、 腫 瘍 に お け る ％ ID/gは 、 scFvの そ れ よ り も ２ ～ ５ 倍 高 く 、 注 射 後 ４ ～ ６ 時
間 で 最 大 に 達 し た 。 こ の パ タ ー ン は 、 F9及 び SK-MEL-28腫 瘍 の 両 者 に お い て 観 察 さ れ た 。
対 照 的 に 、 腫 瘍 に お け る IgG1の 蓄 積 は 、 実 験 の 間 、 一 定 し て 上 昇 し た 。 し か し な が ら 、 そ
の 遅 い ク リ ア ラ ン ス の た め に 、 14時 間 後 の ％ ID/gの 腫 瘍 ： 血 液 の 比 は 、 同 じ 時 間 後 、 scFv
に 関 し て は 10、 及 び SIPに 関 し て 70の 比 に 比 較 し て 、 わ ず か 約 ３ で あ っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 研 究 さ れ る ３ 種 の 抗 体 型 に よ り 示 さ れ る イ ン ビ ボ 安 定 性 、 ク リ ア ラ ン
ス 及 び 腫 瘍 標 的 性 能 の 同 じ 特 殊 な 性 質 が 、 臨 床 学 的 必 要 性 及 び 疾 病 に 依 存 し て 、 異 な っ た
診 断 及 び /又 は 治 療 目 的 の た め に 開 発 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 注 射 の す ぐ 後 、 良 好 な 腫 瘍 － 器
官 及 び 腫 瘍 － 血 液 の 比 を 示 す 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 が 、 主 に 短 い 半 減 期 の 異 性 体 が そ の
よ う な 分 析 に 使 用 さ れ る の で 、 イ ン ビ ボ 診 断 イ ム ノ シ ン チ グ ラ フ ィ ー の た め に 必 要 で あ る
。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 次 の 異 な っ た ア プ ロ ー チ が 、 治 療 剤 の た め の ビ ー ク ル と し て の 抗 体 の 使 用 を 可 能 に す る
： 腫 瘍 に 供 給 さ れ る 絶 対 量 で 適 切 で あ る 、 そ れ ら の 標 的 物 に 達 し た 後 、 そ れ ら の 治 療 効 果
を 示 す 物 質 （ 例 え ば 、 標 的 物 上 で の み 活 性 化 さ れ る 感 光 剤 ） の 供 給 ； 特 定 の 注 意 が 、 全 身
性 毒 性 を 最 少 に し 、 そ し て 抗 － 腫 瘍 治 療 効 果 を 最 大 に す る た め に 、 時 間 の 関 数 と し て の 腫
瘍 及 び 血 液 蓄 積 の 曲 線 下 の 領 域 の 比 に 払 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 例 え ば 、 L19-SIPは 、 分 子 安 定 剤 、 ク リ ア ラ ン ス 速 度 及 び 腫 瘍 蓄 積 の 最 良 の 妥 協 を 提 供
す る と 思 わ れ る 。 二 量 体 化 す る ド メ イ ン に 結 合 す る scFv抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 構 成 さ れ る
類 似 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は す で に 記 載 さ れ て い る が （ 44． Huな ど ., 1996; 33. Liな ど ., 
1997） 、 し か し 両 者 の 場 合 、 ヒ ト γ 1CH3が 二 量 体 化 す る ド メ イ ン と し て 使 用 さ れ た 。 ヒ ト
ε S 2 CH4ド メ イ ン の 使 用 は 、 ダ イ マ ー の 共 有 安 定 化 を 得 る た め に 容 易 な 手 段 を 提 供 す る 。
さ ら に 、 C－ 末 端 シ ス テ ム 残 基 に よ り 形 成 さ れ る ジ ス ル フ ィ ド 橋 は 、 分 子 の 全 体 的 な 構 造
を 保 持 す る の に 十 分 に 軽 い 条 件 下 で 容 易 に 還 元 さ れ 得 、 従 っ て 、 放 射 性 ラ ベ リ ン グ 又 は 化
学 的 接 合 の た め の 容 易 に 接 近 で き る 反 応 基 を 提 供 す る 。 こ の 特 徴 は 、 臨 床 学 的 可 能 性 の 観
点 か ら 特 に 有 望 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 L19-IgG1は 腫 瘍 に お い て 豊 富 に 集 ま り 、 そ し て た と え こ の 蓄 積 が 遅 い 血 液 ク リ ア ラ ン ス
速 度 に よ り オ フ セ ッ ト さ れ る 場 合 で さ え 、 循 環 抗 体 を 除 去 す る た め の そ れ ら の 三 段 階 方 法
は 、 治 療 目 的 の た め に の み な ら ず 、 ま た 診 断 イ ム ノ シ ン チ グ ラ フ ィ ー の た め へ の そ の 使 用
を 可 能 に す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ 45． Magnaniな ど ., 2000） 。
【 ０ １ ６ １ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】

10

20

30

40

(35) JP 2007-505065 A 2007.3.8



【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ０ 】
【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 異 な っ た タ ン パ ク 質 の 構 造 を 示 す モ デ ル を 示 す 。 A： FNサ ブ ユ ニ ッ ト の
ド メ イ ン 構 造 の モ デ ル 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る タ ン パ ク 質 配 列 は 、 灰 色 で 示 さ れ
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る 。 示 さ れ る よ う に 、 組 換 え 抗 体 L19の エ ピ ト ー プ は 、 反 復 体 ED-B内 に 位 置 す る 。 B-D:そ
れ ぞ れ 、 L19（ scFv） （ B） ； L19-SIP (C);及 び L19-IgG1/κ を 発 現 す る た め に 使 用 さ れ る
構 造 体 の ス キ ー ム 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る SK-MEL-28腫 瘍 （ 三 角 ） 及 び 129マ ウ ス 株 に お け る
F9腫 瘍 （ 丸 ） の 増 殖 曲 線 を 示 す 。 体 積 （ mm 3 ） が 、 時 間 （ 日 ） に 対 し て プ ロ ッ ト さ れ る 。
個 々 の デ ー タ 点 は 、 ６ 匹 の マ ウ ス の 平 均 ± SDで あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 異 な っ た L19型 に 対 す る サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 結 果 を 示 す 。
パ ネ ル A, B及 び Cに お い て は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 の 後 、 そ れ ぞ れ 、 L19型 scFv、 ミ ニ － 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 及 び IgG1の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Superdex 200） プ ロ フ ィ ー ル が 示 さ
れ る 。 パ ネ ル D, E及 び Fは 、 そ れ ぞ れ 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た L19型 、 scFv、 ミ ニ － 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 及 び IgG1の i.v.注 射 後 、 示 さ れ る 時 間 で の 血 漿 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ Superdex 200） プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 L19-SIP又 は L10-IgG1の 曲 線 プ ロ フ ィ ー ル の 変 化
は 、 注 射 後 、 異 な っ た 時 点 で 血 漿 を 負 荷 す る 場 合 、 検 出 さ れ な か っ た が 、 と こ ろ が L19（ s
cFv） ２ 注 射 の ３ 時 間 後 、 よ り 高 い 分 子 質 量 の 第 ２ ピ ー ク が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 異 な っ た 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た L19抗 体 分 子 型 を 用 い て の SK-MEL-28腫
瘍 － 担 持 マ ウ ス に お け る 生 分 布 実 験 の 結 果 を 示 す 。 i.v.注 射 後 の 示 さ れ る 時 間 で の 腫 瘍 （
４ A） 及 び 悦 液 （ ４ B） に お け る ％ ID/gの 変 動 が 報 告 さ れ る 。 ４ Cに お い て は 、 ％ ID/gの 腫
瘍 /血 液 比 が プ ロ ッ ト さ れ る 。 L19（ scFv） の 曲 線 は 、 菱 形 で 示 さ れ 、 L19ミ ニ － 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の 曲 線 は 正 方 形 で 示 さ れ 、 そ し て L19IgG1の 曲 線 は 三 角 に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 化 さ れ た L19（ scFv） （ 四 角 ） 及 び L19ミ ニ － 免 疫 グ ロ ブ リ
ン （ ひ し 形 ） を 用 い て の F9腫 瘍 － 担 持 マ ウ ス に お け る 生 分 布 実 験 の 結 果 を 示 す 。 i.v.注 射
後 、 示 さ れ る 異 な っ た 時 点 で の 腫 瘍 （ A） 及 び 血 液 （ B） に お け る ％ ID/gの 変 動 が 報 告 さ れ
る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 生 理 食 塩 水 及 び I-131-L19-SIPの 注 射 後 の 時 間 （ 日 ） に 対 す
る U251腫 瘍 面 積 （ mm 2 ） に 変 化 を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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【要約の続き】
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CDR2; L19 VH结构域和L19 VL结构域的序列 该序列公开于Pini等人
（1998）J.Biol.Chem.273：21769-21776；其中特异性结合成员是与ε 
S2 -CH4融合并二聚的抗体。 它包含包含VL结构域和抗体VH结构域的微
型免疫球蛋白，或包含完整的IgG1抗体分子；它还涉及此类特异性结合
成员的方法和用途。


