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(57)【要約】
ＧＣＣに結合する抗体およびＧＣＣに結合する抗体の抗原結合断片が開示される。この抗
体は、ＧＣＣの細胞外ドメインに結合し、内部移行され得る。いくつかの実施形態では、
この抗体は、ヒト化抗体、キメラ抗体、またはヒト抗体である。この抗体またはその部分
をコードする核酸およびベクター、この核酸を含有する組換え細胞、ならびにこの抗体ま
たは抗原結合断片を含む組成物も開示される。本発明はまた、本明細書において提供され
る抗体および抗原結合断片を利用する治療方法および診断方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＧＣＣ抗体分子であって、該抗ＧＣＣ抗体分子の軽鎖可変領域および重鎖可変領域が
、以下の抗体：
５Ｆ９、
Ａｂ　２２９、または
３Ｇ１
のいずれか１つについて表２に開示される軽鎖配列および重鎖配列から選択される、抗Ｇ
ＣＣ抗体分子。
【請求項２】
　ＩｇＧ１抗体である、請求項１に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項３】
　治療剤と結合体化させていない、請求項１に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項４】
　治療剤と結合体化させている、請求項１に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項５】
　検出可能な標識と結合体化させている、請求項１に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項６】
　以下の抗体：
５Ｆ９、
Ａｂ　２２９、または
３Ｇ１
のいずれか１つについて表５に開示される、軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３な
らびに重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３を含む抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項７】
　ヒトの軽鎖可変領域フレームワークおよび重鎖可変領域フレームワークまたはヒト由来
の軽鎖可変領域フレームワークおよび重鎖可変領域フレームワークをさらに含む、請求項
６に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項８】
　ＩｇＧ１抗体である、請求項７に記載の抗ＧＣＣ抗体分子。
【請求項９】
　式（Ｉ）の免疫結合体：
【化６７】

またはその薬学的に許容される塩
（式中、
Ａｂは、請求項１に記載の抗ＧＣＣ抗体分子であり、
Ｘは、ＡｂとＺを接続するリンカー成分であり、
Ｚは、治療剤または標識であり、
ｍは、１～１５の整数である）。
【請求項１０】
　Ｚは、検出可能な標識である、請求項９に記載の免疫結合体。
【請求項１１】
　－Ｚは、メイタンシンまたはアウリスタチンである、請求項９に記載の免疫結合体。
【請求項１２】
　－Ｚは、ＤＭ１またはＤＭ４である、請求項９に記載の免疫結合体。
【請求項１３】
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　－Ｚは、ＭＭＡＥまたはＭＭＡＦである、請求項９に記載の免疫結合体。
【請求項１４】
　前記リンカー－Ｘ－は式－Ａａ－Ｗｗ－Ｙｙ－を有し、前記免疫結合体は式（ＩＩ）に
よって特徴付けられる、請求項９に記載の免疫結合体
【化６８】

またはその薬学的に許容される塩
（式中、
－Ａ－は、ストレッチャー単位であり、
ａは、０または１であり、
－Ｗ－は、それぞれ独立して、アミノ酸単位であり、
ｗは、０～１２の範囲の整数であり、
－Ｙ－は、自壊的スペーサー単位であり、
ｙは、０、１、または２であり、
Ｚは、治療剤または標識であり、
ｍは、約１～約１５の範囲にある）。
【請求項１５】
　式（Ｉ－４）の免疫結合体

【化６９】

またはその薬学的に許容される塩
（式中、
Ａｂは、５Ｆ９であり、
ｍは、１～８の整数である）。
【請求項１６】
　式（Ｉ－５）の免疫結合体

【化７０】

またはその薬学的に許容される塩
（式中、
Ａｂは、５Ｆ９であり、
ｍは、１～８の整数である）。
【請求項１７】
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　式（Ｉ－７）に記載の免疫結合体
【化７１】

またはその薬学的に許容される塩
（式中、
Ａｂは、５Ｆ９であり、
ｍは、１～８の整数である）。
【請求項１８】
　ｍは１～３である、請求項１５に記載の免疫結合体。
【請求項１９】
　ｍは３～５である、請求項１５に記載の免疫結合体。
【請求項２０】
　ｍは３～５である、請求項１６に記載の免疫結合体。
【請求項２１】
　ｍは３～５である、請求項１８に記載の免疫結合体。
【請求項２２】
　被験体の結腸がんを処置する方法であって、請求項１または６に記載の抗体分子の治療
有効量を該被験体に投与し、それによって該被験体を処置する工程を含む方法。
【請求項２３】
　被験体の結腸がんを処置する方法であって、請求項９～１７のいずれか一項に記載の免
疫結合体の治療有効量を該被験体に投与する工程を含む方法。
【請求項２４】
　請求項１または６に記載の抗体分子をコードする単離核酸配列。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の単離核酸配列を含む細胞。
【請求項２６】
　請求項１または６に記載の抗体分子を産生する方法であって、抗体分子の産生を可能に
する条件下で請求項２５に記載の細胞を培養し、それによって請求項１または６に記載の
抗体分子を産生する工程を含む方法。
【請求項２７】
　請求項１または６に記載の抗体分子の軽鎖および重鎖の一方または両方を含むベクター
。
【請求項２８】
　ＧＣＣ分子を検出する方法であって、該分子を請求項１または６に記載の抗体分子と接
触させる工程と、該抗体分子が該ＧＣＣ分子に結合するかどうかを決定する工程とを含む
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本願は、２００９年１０月２３日に出願された米国仮特許出願第６１／２５４，４７４
号の利益を主張する。米国仮特許出願第６１／２５４，４７４号の全体の内容は、本明細
書中に参考として援用される。
【０００２】
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　発明の分野
　本発明は、ＧＣＣに結合する抗体分子ならびに関連する分子、たとえば、そのような抗
体分子をコードする核酸、組成物、ならびに関連する方法、たとえば治療方法および診断
方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　グアニリルシクラーゼＣ（ＧＣＣ）は、腸液の維持、電解質の恒常性、および細胞増殖
において機能する膜貫通細胞表面受容体であり、たとえばＣａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１００巻：３０１８～３０２０頁（２００
３年）を参照されたい。ＧＣＣは、小腸、大腸、および直腸を裏打ちする粘膜細胞で発現
される（Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏｎ　Ｒｅｃｔｕｍ　３９巻：１７１
～１８１頁（１９９６年））。ＧＣＣの発現は、すべての原発性および転移性結腸直腸腫
瘍における発現と同様に、腸上皮細胞の新生物性形質転換に際して維持される（非特許文
献１；非特許文献２；非特許文献３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏｎ　Ｒｅｃｔｕｍ　３９巻
：１７１～１８１頁（１９９６年）
【非特許文献２】Ｂｕｃら　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　４１巻：１６１８～１６２７頁
（２００５年）
【非特許文献３】Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１０７
巻：１６５３～１６６１頁（１９９４年））。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、ヒト抗体およびマウス抗体の両方を含む多数の抗ＧＣＣ抗体を発見した
。したがって、一態様では、本発明は、本明細書において開示されるように、抗ＧＣＣ抗
体分子を特徴とする。抗ＧＣＣ抗体分子は、裸の抗体分子（ｎａｋｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）としても、免疫結合体（ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）の構
成要素としても有用である。したがって、他の態様では、本発明は、抗ＧＣＣ抗体分子と
、治療剤または標識とを含む免疫結合体を特徴とする。本発明はまた、本明細書に記載の
抗ＧＣＣ抗体分子および免疫結合体を含む薬学的組成物を特徴とする。本発明はまた、Ｇ
ＣＣおよびＧＣＣを発現する細胞または組織の検出；ＧＣＣ媒介性の疾患の診断、予後、
画像診断、または病期分類；ＧＣＣタンパク質の活性または機能の調整；ならびに本明細
書に記載のＧＣＣ媒介性の疾患の処置のための、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子およ
び免疫結合体を使用する方法を特徴とする。他の態様では、本発明はまた、抗ＧＣＣ抗体
分子アミノ酸配列をコードする単離および／または組換え核酸、ならびにそのような核酸
を含むベクターおよび宿主細胞、ならびに抗ＧＣＣ抗体分子を産生するための方法を特徴
とする。
【０００６】
　本明細書に記載の刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献はすべて、それらの全
体が参照によって組み込まれる。
【０００７】
　本明細書において開示される本発明（複数可）の他の特徴、目的、および利点は、本明
細書および図面からならびに本特許請求の範囲から明らかである。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図１は、５Ｆ９ｖｃ－ＭＭＡＦ、５Ｆ９ｖｃ－ＤＭ１、および５Ｆ９ｖｃ－ＤＭ
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４を用いてｑ１４ｄスケジュールで処置した、２９３－ＧＣＣ＃２担持ＳＣＩＤマウスに
おける腫瘍の成長を示す。
【図２】図２は、接種後（ｐ．ｉ．）４１日目に、０．９％ＮａＣｌ；４０ｍｇ／ｋｇの
２０９抗体；または１０ｍｇ／ｋｇまたは４０ｍｇ／ｋｇの５Ｆ９抗体を用いて処置した
マウスの肺の重量を示す。
【図３】図３は、５Ｆ９抗体で処置した、ＣＴ２６－ｈＧＣＣ腫瘍担持マウスの生存曲線
を示す。
【図４】図４は、ＧＣＣオルソログの抗体交差反応性を試験するためのＥＬＩＳＡ結合ア
ッセイを示す。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
グアニリルシクラーゼＣ
　グアニリルシクラーゼＣ（ＧＣＣ）（ＳＴＡＲ、ＳＴ受容体、ＧＵＣ２Ｃ、およびＧＵ
ＣＹ２Ｃとしても公知）は、腸液の維持、電解質の恒常性、および細胞増殖において機能
する膜貫通細胞表面受容体である（それぞれが参照によって本明細書において組み込まれ
るＣａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１００巻
：３０１８～３０２０頁（２００３年）；Ｍａｎｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ
　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２３９巻：４６３～４６６頁（１９９７年）；Ｐｉｔａｒｉら
、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１００巻：２６９５～２６９９頁（
２００３年））；ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＭ＿００４９６３）。この機能は、グアニリ
ンの結合を通して媒介される（Ｗｉｅｇａｎｄら　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．　３１１巻：１
５０～１５４頁（１９９２年））。ＧＣＣはまた、Ｅ．ｃｏｌｉおよび他の感染性生物に
よって産生されるペプチドである耐熱性エンテロトキシン（たとえば、ＮＴＦＹＣＣＥＬ
ＣＣＮＰＡＣＡＧＣＹ、配列番号３１６のアミノ酸配列を有するＳＴ）に対する受容体で
もある（Ｒａｏ，　Ｍ．Ｃ．　Ｃｉｂａ　Ｆｏｕｎｄ．Ｓｙｍｐ．　１１２巻：７４～９
３頁（１９８５年）；Ｋｎｏｏｐ　Ｆ．Ｃ．およびＯｗｅｎｓ、Ｍ．Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２８巻：６７～７２頁（１９９２年））。ＧＣ
ＣへのＳＴの結合は、腸疾患、たとえば下痢をもたらすシグナルカスケードを活性化する
。
【００１０】
　ヒトＧＣＣについてのヌクレオチド配列（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＮＭ＿００４９６３
）：
【００１１】
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　ヒトＧＣＣについてのアミノ酸配列（ＧｅｎＰｅｐｔ受託番号ＮＰ＿００４９５４）：
【００１４】
【化４】

【００１５】
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【化５】

　ＧＣＣタンパク質は、それぞれがＧＣＣ分子に分離可能な機能を提供する、いくつかの
一般に認められたドメインを有する。ＧＣＣの部分は、配列番号２２８のアミノ酸残基１
～残基約２３または残基１～残基約２１のシグナル配列（細胞表面にタンパク質を誘導す
るための）（成熟のために切り取られて、配列番号２２８のアミノ酸残基約２２または２
４～１０７３の機能的成熟タンパク質を産出する）、配列番号２２８のアミノ酸残基約２
４～残基約４２０または残基約５４～残基約３８４に結合するリガンド、たとえばグアニ
リンまたはＳＴに対する細胞外ドメイン、配列番号２２８のアミノ酸残基約４３１～残基
約４５４または残基約４３６～残基約４５２の膜貫通ドメイン、配列番号２２８のアミノ
酸残基約４８９～残基約７４９または残基約５０８～残基約７４５の、チロシンキナーゼ
活性を有することが予測されるキナーゼ相同性ドメイン、および配列番号２２８の残基約
７５０～残基約１００７または残基約８１６～残基約１００２のグアニリルシクラーゼ触
媒ドメインを含む。
【００１６】
　正常なヒト組織において、ＧＣＣは、小腸、大腸、および直腸を裏打ちする粘膜細胞で
、たとえば、先端の刷子縁膜で発現される（Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏ
ｎ　Ｒｅｃｔｕｍ　３９巻：１７１～１８１頁（１９９６年））。ＧＣＣの発現は、すべ
ての原発性および転移性結腸直腸腫瘍における発現と同様に、腸上皮細胞の新生物性形質
転換に際して維持される（Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏｎ　Ｒｅｃｔｕｍ
　３９巻：１７１～１８１頁（１９９６年）；Ｂｕｃら　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　４
１巻：１６１８～１６２７頁（２００５年）；Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｇａｓｔｒｏｅ
ｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１０７巻：１６５３～１６６１頁（１９９４年））。胃、食道、お
よび胃食道接合部由来の新生物性細胞もまた、ＧＣＣを発現する（たとえば米国特許第６
，７６７，７０４号；Ｄｅｂｒｕｙｎｅら　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１３０
巻：１１９１～１２０６頁（２００６年）を参照されたい）。その組織特異的発現および
がん、たとえば胃腸起源のがん（たとえば結腸がん、胃がん、または食道がん）との関連
は、この疾患についての診断マーカーとしてのＧＣＣの使用のために活用することができ
る（Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏｎ　Ｒｅｃｔｕｍ　３９巻：１７１～１
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８１頁（１９９６年）；Ｂｕｃら　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　４１巻：１６１８～１６
２７頁（２００５年））。
【００１７】
　細胞表面タンパク質として、ＧＣＣはまた、抗体またはリガンドなどの受容体結合タン
パク質についての治療用標的として役立つことができる。正常な腸組織において、ＧＣＣ
は、管腔環境および血管区画の間の不透過性障壁を形成する上皮細胞密着結合の先端側で
発現される（Ａｌｍｅｎｏｆｆら、Ｍｏｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　８巻：８６５～８７３
頁）；Ｇｕａｒｉｎｏら、Ｄｉｇ　Ｄｉｓ　Ｓｃｉ　３２巻：１０１７～１０２６頁（１
９８７年））。そのため、ＧＣＣ結合タンパク質治療薬の全身静脈内投与により、それは
侵襲性または転移性結腸がん細胞、腸管外または転移性結腸腫瘍、食道腫瘍または胃腫瘍
、胃食道接合部の腺癌を含む胃腸系の新生物性細胞に到達するが、腸ＧＣＣ受容体に最小
限の影響しか有していない。さらに、ＧＣＣは、リガンド結合に際して、受容体媒介性の
エンドサイトーシスを通して内部移行する（Ｂｕｃら　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　４１
巻：１６１８～１６２７頁（２００５年）；Ｕｒｂａｎｓｋｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉ
ｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　１２４５巻：２９～３６頁（１９９５年））。
【００１８】
　ＧＣＣの細胞外ドメインに対して産生されたポリクローナル抗体（Ｎａｎｄｉら　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒ．Ｐｕｒｉｆ．　８巻：１５１～１５９頁（１９９６年））は、ヒ
トおよびラットＧＣＣに結合するＳＴペプチドを阻害し、かつヒトＧＣＣによるＳＴ媒介
性のｃＧＭＰ産生を阻害することができた。
【００１９】
　ＧＣＣは、結腸がんを含むがんに関与するタンパク質として特徴付けられている。Ｃａ
ｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｄｉｓ　Ｃｏｌｏｎ　Ｒｅｃｔｕｍ　３９巻：１７１～１８１頁（
１９９６年）；Ｂｕｃら　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　４１巻：１６１８～１６２７頁（
２００５年）；Ｃａｒｒｉｔｈｅｒｓら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　１０７巻
：１６５３～１６６１頁（１９９４年）；Ｕｒｂａｎｓｋｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　１２４５巻：２９～３６頁（１９９５年）も参照されたい。ＧＣＣ
に対する抗体分子治療薬は、非結合体形態で単独で使用して、それによってＧＣＣ発現が
ん性細胞を阻害することができる。本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、ヒトＧＣＣに結合する
ことができる。いくつかの実施形態では、本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、リガンド、たと
えばグアニリンまたは耐熱性エンテロトキシンのＧＣＣへの結合を阻害することができる
。他の実施形態では、本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、リガンド、たとえばグアニリンまた
は耐熱性エンテロトキシンのＧＣＣへの結合を阻害しない。
【００２０】
　ＧＣＣに特異的なモノクローナル抗体は、ＧＣＣ：Ｂ１０（Ｎａｎｄｉら、Ｊ．Ｃｅｌ
ｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．　６６巻：５００～５１１頁（１９９７年））、ＧＣＣ：４Ｄ７（
Ｖｉｊａｙａｃｈａｎｄｒａら　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３９巻：１６０７５～１６
０８３頁（２０００年））、およびＧＣＣ：Ｃ８（Ｂａｋｒｅら　Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．　２６７巻：１７９～１８７頁（２０００年））を含む。ＧＣＣ：Ｂ１０は、カ
ッパ軽鎖およびＩｇＧ２ａアイソタイプを有し、かつラット、ブタ、およびサルＧＣＣに
交差反応する。ＧＣＣ：Ｂ１０は、ＧＣＣの細胞内ドメイン、特に配列番号２２８の残基
４７０～４８０の最初の６３のアミノ酸に結合する（Ｎａｎｄｉら　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ
ｃｉ．　７巻：２１７５～２１８３頁（１９９８年））。ＧＣＣ：４Ｄ７は、ＧＣＣの残
基４９１～５６８内のキナーゼ相同性ドメインに結合する（Ｂｈａｎｄａｒｉら　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４０巻：９１９６～９２０６頁（２００１年））。ＧＣＣ：Ｃ８は
、ＧＣＣの細胞質部分におけるプロテインキナーゼ様ドメインに結合する。
定義および方法
　本明細書において他に定義されない限り、本発明に関連して使用される科学用語および
専門用語は、当業者によって共通して理解される意味を有する。一般に、本明細書に記載
の細胞培養および組織培養、分子生物学、ならびにタンパク質およびオリゴヌクレオチド
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またはポリヌクレオチドの化学およびハイブリダイゼーションに関連して利用される命名
法ならびにそれらの技術は、当技術分野において公知であるものである。ＧｅｎＢａｎｋ
受託番号またはＧｅｎＰｅｐｔ受託番号ならびに有用な核酸配列およびペプチド配列は、
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｆ
ｏｒｍａｔｉｏｎ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ　ＭＤによって維持されるウェブサイトで見出すこ
とができる。標準的な技術は、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、および組織培養
、ならびに形質転換およびトランスフェクション（たとえばエレクトロポレーション、リ
ポフェクション）に使用される。酵素反応および精製技術は、製造業者の説明書に従って
または当技術分野において共通して行われるようにまたは本明細書に記載のとおり実行さ
れる。前述の技術および手順は、たとえば、本明細書の全体にわたって記載され、議論さ
れる様々な、一般的なおよびより特定の参考文献に記載のとおり、当技術分野において公
知の方法に従って一般に実行される。たとえばＳａｍｂｒｏｏｋら　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第３版、Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（２０００年））を参照されたい、または一般に、Ｈａｒｌ
ｏｗ，　Ｅ．およびＬａｎｅ，　Ｄ．（１９８８年）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹを参照されたい
。本明細書に記載の分析化学、有機合成化学、ならびに医薬品化学および薬化学に関連し
て利用される命名法ならびにその検査法および技術は、当技術分野において公知である。
標準的な技術は、化学合成、化学分析、医薬品の調製、処方、および送達、ならびに患者
の処置に使用される。さらに、文脈によって他に定めがない限り、単数形の用語は、複数
形を含むものとし、複数形の用語は、単数形を含むものとする。
【００２１】
　本明細書において使用されるように、用語「抗体分子」は、抗体、抗体ペプチド（複数
可）、もしくは免疫グロブリンまたは前述のもの、たとえば抗体のいずれかの抗原結合断
片を指す。抗体分子は、単鎖抗体分子、たとえばｓｃＦｖ（たとえばＢｉｒｄら（１９８
８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２巻：４２３～４２６頁およびＨｕｓｔｏｎら（１９８８年
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５巻：５８７９～５８８３頁）を
参照されたい）、ならびに単一ドメイン抗体分子（たとえばＷＯ９４０４６７８を参照さ
れたい）を含む。用語「抗体分子」の範囲内にないが、本発明はまた、「抗体アナログ（
複数可）」、他の非抗体分子タンパク質ベースのスキャフォールド、たとえば、特異的な
抗原結合を提供するためにＣＤＲを使用する融合タンパク質および／または免疫結合体を
も含む。
【００２２】
　「抗ＧＣＣ抗体分子」は、ＧＣＣ、たとえばヒトＧＣＣと相互作用し、またはそれを認
識する、たとえばそれに結合する（たとえば特異的に結合する）抗体分子（つまり抗体、
抗体の抗原結合断片、または抗体アナログ）を指す。例示的な抗ＧＣＣ抗体分子は、表１
および表２に要約されるものなどである。
【００２３】
　本明細書において使用されるように、用語「抗体」、「抗体ペプチド（複数可）」、ま
たは「免疫グロブリン」は、単鎖、二本鎖、および複数鎖タンパク質および糖タンパク質
を指す。抗体という用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、Ｃ
ＤＲ移植抗体、およびヒト抗体またはヒト化抗体を含み、これらはすべて、本明細書にお
ける他のところでより詳細に議論される。ラクダ科の動物の抗体（たとえばＵＳ２００５
／００３７４２１を参照されたい）、およびナノボディ、たとえばＩｇＮＡＲ（サメ抗体
）（たとえばＷＯ０３／０１４１６１を参照されたい）もまた、用語の範囲内に含まれる
。用語「抗体」はまた、合成改変体および遺伝子操作された改変体をも含む。
【００２４】
　本明細書において使用されるように、用語「抗体断片」または抗体の「抗原結合断片」
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は、たとえばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖ断片、単鎖抗体、機能的重
鎖抗体（ナノボディ）ならびに特異的な結合について完全な抗体と競合する、少なくとも
１つの所望のエピトープに対して特異性を有する抗体の任意の部分（たとえば、エピトー
プに特異的に結合するのに十分なＣＤＲ配列を有し、かつ十分なフレームワーク配列を有
する断片）を指す。たとえば、抗原結合断片は、その断片が誘導される抗体に結合するエ
ピトープへの結合について競合することができる。誘導されるとは、このおよび同様の文
脈において使用されるように、誘導の任意の特定の方法またはプロセスを意味しないが、
単に配列類似性を指し得る。抗原結合断片は、組換え技術によってまたは完全な抗体の酵
素的切断もしくは化学的切断によって、産生することができる。抗原結合断片という用語
は、単鎖、たとえば軽鎖および重鎖を有する抗体のうちの重鎖と共に使用される場合、鎖
の断片が、他方の鎖、たとえば軽鎖の完全可変領域と対になる場合に、それが、重鎖およ
び軽鎖可変領域全体で見られるものの少なくとも２５、５０、７５、８５、または９０％
の結合を可能にするのに十分であることを意味する。
【００２５】
　用語「ＣＤＲの抗原結合集合体」または「結合を可能にするのに十分な多くのＣＤＲ」
（および同様の言葉）は、本明細書において使用されるように、フレームワークに配置さ
れ、かつ他方の鎖の完全可変領域とまたは同様の長さで、同数のＣＤＲを有する他方の鎖
の可変領域、たとえば軽鎖の一部と対になる場合に、重鎖および軽鎖可変領域全体で見ら
れるもののたとえば少なくとも２５、５０、７５、８５、または９０％の結合を可能にす
るのに十分な鎖、たとえば重鎖のＣＤＲを指す。
【００２６】
　本明細書において使用されるように、用語「ヒト抗体」は、ヒト免疫グロブリン遺伝子
を有するトランスジェニックマウス（たとえばＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）遺伝子操作マ
ウス（Ａｂｇｅｎｉｘ、Ｆｒｅｍｏｎｔ、ＣＡ））、ヒトファージディスプレイライブラ
リー、ヒトミエローマ細胞、またはヒトＢ細胞から誘導される抗体などの、ヒト生殖細胞
系列免疫グロブリン配列から誘導される配列を有する抗体を含む。
【００２７】
　本明細書において使用されるように、用語「ヒト化抗体」は、親抗体の抗原結合特性を
保持する、または実質的に保持するが、ヒトにおいてそれほど免疫原性ではない非ヒト抗
体、たとえばげっ歯動物（たとえばマウス）から誘導される抗体を指す。本明細書におい
て使用されるヒト化は、脱免疫抗体（ｄｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）を含
むように意図される。典型的に、ヒト化抗体は、非ヒトＣＤＲ、ヒトまたはヒト誘導のフ
レームワーク領域およびヒトまたはヒト誘導の定常領域を含む。
【００２８】
　本明細書において使用される用語「改変」抗体は、宿主細胞にトランスフェクトされた
組換え発現ベクターを使用して発現される抗体、組換えコンビナトリアル抗体ライブラリ
ーから単離される抗体、ヒト免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニックな動物（
たとえばマウス、ヒツジ、もしくはヤギ）から単離される抗体、またはヒト免疫グロブリ
ン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを伴う任意の他の手段によって調製さ
れる、発現される、生成される、もしくは単離される抗体などの、組換え手段によって調
製される、発現される、生成される、または単離される抗体を指す。そのような改変抗体
は、ヒト化抗体、ＣＤＲ移植抗体（たとえば、第１の抗体由来のＣＤＲおよび異なる供給
源、たとえば第２の抗体またはコンセンサスフレームワーク由来のフレームワーク領域を
有する抗体）、キメラ抗体、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ生成（たとえばファージディスプレイによ
って）抗体を含み、必要に応じて、代替の免疫グロブリン配列へのヒト免疫グロブリン遺
伝子配列のスプライシングを伴う任意の手段によって調製される、発現される、生成され
る、または単離される、ヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列またはヒト免疫グロブリン
遺伝子もしくは抗体から誘導される可変領域または定常領域を含んでいてもよい。実施形
態では、改変抗体分子は、参照抗体からの配列の変化を有する抗体分子を含む。
【００２９】
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　用語「単一特異性抗体」は、特定のエピトープに対して単一の結合特異性および結合親
和性を示す抗体または抗体調製物を指す。この用語は、「モノクローナル抗体」または「
モノクローナル抗体組成物」を含む。
【００３０】
　用語「二重特異性抗体」または「二機能性抗体」は、２つのエピトープに対して二重の
結合特異性を示す抗体を指し、それぞれの結合部位は異なり、異なるエピトープを認識す
る。
【００３１】
　用語「非結合体化抗体」および「裸の抗体」は、非抗体成分、たとえば治療剤または標
識と結合体化させていない抗体分子を指すように区別なく使用される。
【００３２】
　用語「免疫結合体」、「抗体結合体」、「抗体薬物結合体」、および「ＡＤＣ」は、区
別なく使用され、非抗体成分、たとえば治療剤または標識と結合体化させている抗体を指
す。
【００３３】
　用語「作用物質」は、化合物、化合物の混合物、生体高分子、または生物学的材料から
作製される抽出物を示すために本明細書において使用される。用語「治療剤」は、生物学
的活性を有する作用物質を指す。
【００３４】
　用語「抗がん剤」または「化学療法剤」は、ヒトにおける新生物、特に、癌腫、肉腫、
リンパ腫、または白血病などの悪性（がん性）病変の発症または進行を阻害する機能的な
特性を有する作用物質を指すために本明細書において使用される。転移または新脈管形成
の阻害は、抗がん剤または化学療法剤の特性であることが多い。化学療法剤は、細胞傷害
剤または細胞増殖抑制剤であってもよい。用語「細胞増殖抑制剤」は、細胞成長および／
または細胞の増殖を阻害または抑制する作用物質を指す。
【００３５】
　「細胞傷害剤」は、アルキル化剤、腫瘍壊死因子阻害剤、干渉物質、微小管阻害剤、キ
ナーゼ阻害剤、プロテアソーム阻害剤、およびトポイソメラーゼ阻害剤を含むが、これら
に限定されない、主として、細胞の機能に直接干渉することによって細胞死を引き起こす
化合物を指す。本明細書において使用される「毒素負荷量」は、細胞に送達される場合に
、細胞死をもたらす、十分な量の細胞傷害剤を指す。毒素負荷量の送達は、本発明の抗体
または抗原結合断片および細胞傷害剤を含む、十分な量の免疫結合体の投与によって行わ
れてもよい。毒素負荷量の送達はまた、細胞傷害剤を含む、十分な量の免疫結合体の投与
によって行われてもよく、免疫結合体は、本発明の抗体または抗原結合断片を認識し、か
つ結合する第２の抗体またはその抗原結合断片を含む。
【００３６】
　本明細書において使用されるように、語句「から誘導される」または「指定される配列
に対して特異的な」配列は、たとえば、指定される配列の隣接領域に対応する、つまり同
一であるまたは相補的である、おおよそ、少なくとも６個のヌクレオチドもしくは少なく
とも２個のアミノ酸、少なくとも約９個のヌクレオチドもしくは少なくとも３個のアミノ
酸、少なくとも約１０～１２個のヌクレオチドもしくは４個のアミノ酸、または少なくと
も約１５～２１個のヌクレオチドもしくは５～７個のアミノ酸の隣接配列を含む配列を指
す。ある実施形態では、配列は、指定されるヌクレオチド配列またはアミノ酸配列をすべ
て含む。配列は、当技術分野における公知の技術によって決定される、特定の配列に特有
である配列領域に相補的であってもよい（ポリヌクレオチド配列の場合には）または同一
であってもよい。配列が誘導されてもよい領域は、特異的なエピトープをコードする領域
、ＣＤＲをコードする領域、フレームワーク配列をコードする領域、定常ドメイン領域を
コードする領域、可変ドメイン領域をコードする領域、ならびに非翻訳および／または非
転写領域を含むが、これらに限定されない。誘導配列は、必ずしも、研究中の、対象の配
列から物理的に誘導されないが、ポリヌクレオチドが誘導される領域（複数可）中の塩基
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の配列によって提供される情報に基づく、化学合成、複製、逆転写、または転写を含むが
、これらに限定されない、任意の方法において生成されてもよい。そのため、それは、元
のポリヌクレオチドのセンスまたはアンチセンス配向のいずれかを表わしてもよい。さら
に、指定される配列の領域に対応する領域の組み合わせは、意図される使用と一致するよ
うに、当技術分野において公知の方法において改変されても組み合わせられてもよい。た
とえば、配列は、それぞれ、指定される配列の一部を含み、かつ指定される配列と同一で
ない領域により中断される２つ以上の隣接配列を含んでいてもよいが、指定される配列か
ら誘導される配列を表わすように意図される。抗体分子に関して、「それから誘導される
」は、比較抗体に機能的にまたは構造的に関連する抗体分子を含む、たとえば、「それか
ら誘導される」は、類似するか、または実質的に同じ配列または構造物を有する、たとえ
ば、同じまたは類似するＣＤＲ、フレームワーク領域または可変領域を有する抗体分子を
含む。抗体についての「それから誘導される」はまた、隣接していても隣接していなくて
もよいが、番号付け方式または一般的な抗体構造に対する相同性または三次元の近似に従
って明確化または同定される、つまり、比較配列のＣＤＲまたはフレームワーク領域内の
残基、たとえば１つ以上の、たとえば２、３、４、５、または６以上の残基をも含む。用
語「それから誘導される」は、それから物理的に誘導されることに限定されないが、任意
の方法による、たとえば他の抗体を設計するための、比較抗体由来の配列情報の使用によ
る生成を含む。
【００３７】
　本明細書において使用されるように、語句「によってコードされる」は、ポリペプチド
配列をコードする核酸配列を指し、そのポリペプチド配列またはその部分は、その核酸配
列によってコードされるポリペプチド由来の少なくとも３～５個のアミノ酸、少なくとも
８～１０個のアミノ酸、または少なくとも１５～２０個のアミノ酸のアミノ酸配列を含む
。
【００３８】
　２つの配列の間の「相同性」の計算は、以下のとおり実行することができる。配列は、
最適な比較目的のためにアライメントされる（たとえば、ギャップは、最適なアライメン
トのために、第１のおよび第２のアミノ酸配列または核酸配列の一方または両方に導入す
ることができ、非相同配列は、比較目的のために無視することができる）。比較目的のた
めにアライメントされる参照配列の長さは、参照配列の長さの少なくとも３０％、４０％
、または５０％、少なくとも６０％、または少なくとも７０％、８０％、９０％、９５％
、１００％である。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置のアミノ酸残
基またはヌクレオチドは、比較される。第１の配列中の位置が、第２の配列中の対応する
位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドによって占められる場合、分子は、その位置
で同一となる（本明細書において使用されるように、アミノ酸または核酸「同一性」は、
アミノ酸または核酸「相同性」と等価である）。２つの配列の間の同一性パーセントは、
２つの配列の最適なアライメントのために導入される必要があるギャップの数およびそれ
ぞれのギャップの長さを考慮に入れた、配列によって共有される同一の位置の数の関数で
ある。
【００３９】
　配列の比較および２つの配列の間の相同性パーセントの決定は、数学的なアルゴリズム
を使用して行うことができる。２つのアミノ酸配列の間の相同性パーセントは、当技術分
野において公知の任意の方法を使用して決定することができる。たとえば、Ｎｅｅｄｌｅ
ｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．　４８巻：４４４～４５３頁（１９
７０年））アルゴリズムは、Ｂｌｏｓｓｕｍ　６２マトリックスまたはＰＡＭ２５０マト
リックスのいずれかおよび１６、１４、１２、１０、８、６、または４のギャップウェイ
ト（ｇａｐ　ｗｅｉｇｈｔ）および１、２、３、４、５、または６の長さウェイト（ｌｅ
ｎｇｔｈ　ｗｅｉｇｈｔ）を使用するＧＣＧソフトウェアパッケージのＧＡＰプログラム
に組み込んでいる。２つのヌクレオチド配列の間の相同性パーセントはまた、ＮＷＳｇａ
ｐｄｎａ．ＣＭＰマトリックスおよび４０、５０、６０、７０、または８０のギャップウ
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ェイトおよび１、２、３、４、５、または６の長さウェイトを使用するＧＣＧソフトウェ
アパッケージ（Ａｃｃｅｌｅｒｙｓ，Ｉｎｃ．　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）中のＧＡＰ
プログラムを使用して決定することもできる。相同性の決定のためのパラメータの例示的
なセットは、１２のギャップペナルティー、４のギャップ伸長ペナルティー、および５の
フレームシフトギャップペナルティーを用いるＢｌｏｓｓｕｍ　６２スコアリングマトリ
ックスである。
【００４０】
　本明細書において使用されるように、用語「ストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズさせる」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄についての条件を説明する。ハイブリ
ダイゼーション反応を実行するための手引きは、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎ
．Ｙ．（１９８９年）、６．３．１－６．３．６において見出すことができる。水性およ
び非水性の方法は、その参考文献において記載されており、どちらでも使用することがで
きる。本明細書において言及される特異的なハイブリダイゼーション条件は、以下のとお
りである：１）少なくとも５０℃での０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での２回の洗浄
が後続する、約４５℃での、６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中での
低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件（洗浄の温度は、低ストリンジェンシ
ー条件については５５℃まで上昇させることができる）；２）６０℃での０．２×ＳＳＣ
、０．１％ＳＤＳ中での１回以上の洗浄が後続する、約４５℃での、６×ＳＳＣ中での中
ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件；３）６５℃での０．２×ＳＳＣ、０．
１％ＳＤＳ中での１回以上の洗浄が後続する、約４５℃での、６×ＳＳＣ中での高ストリ
ンジェンシーハイブリダイゼーション条件；および４）超高ストリンジェンシーハイブリ
ダイゼーション条件は、６５℃での０．５Ｍリン酸ナトリウム、７％ＳＤＳであり、６５
℃での、０．２×ＳＳＣ、１％ＳＤＳでの１回以上の洗浄が後続する。超高ストリンジェ
ンシー条件（４）は、多くの場合、好ましい条件であり、別段の定めがない限り使用され
るべきものである。
【００４１】
　本発明の抗体およびその抗原結合断片は、ポリペプチドの機能に実質的な影響を有して
いないさらなる保存的置換または非必須アミノ酸置換を有していてもよいことが理解され
る。特定の置換が許容されるかどうかは、つまり、結合活性などの所望の生物学的特性に
有害な影響を及ぼさないかどうかは、Ｂｏｗｉｅ，　ＪＵら　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７巻
：１３０６～１３１０頁（１９９０年）またはＰａｄｌａｎら　ＦＡＳＥＢ　Ｊ．　９巻
：１３３～１３９頁（１９９５年）に記載のとおり決定することができる。「保存的アミ
ノ酸置換」は、アミノ酸残基が、類似する側鎖を有するアミノ酸残基と置き換えられる置
換である。類似する側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当技術分野において定義
されている。これらのファミリーは、塩基性側鎖（たとえばリシン、アルギニン、ヒスチ
ジン）、酸性側鎖（たとえばアスパラギン酸、グルタミン酸）、無電荷極性側鎖（たとえ
ばアスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン）、非極性側
鎖（たとえばグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニ
ルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、ベータ分枝側鎖（たとえばトレオニン、バ
リン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（たとえばチロシン、フェニルアラニン、トリ
プトファン、ヒスチジン）を有するアミノ酸を含む。
【００４２】
　「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を消失させることなくまたは生物学的活性を
実質的に改変することなく、結合剤、たとえば抗体の野生型配列から改変することができ
る残基であるのに対して、「必須」アミノ酸残基は、そのような変化をもたらす。抗体に
おいて、必須アミノ酸残基は、特異性決定残基（ＳＤＲ）とすることができる。
【００４３】
　本明細書において使用されるように、用語「単離された」は、その元の環境（たとえば
、それが天然に存在する場合、天然の環境）から取り出される物質を指す。たとえば、生
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きている動物に存在する、天然に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、単離
されていないが、天然の系において共存する物質のうちのいくつかまたはすべてから分離
されたその同じポリヌクレオチドまたはＤＮＡまたはポリペプチドは、単離されている。
そのようなポリヌクレオチドは、ベクターの一部とすることができそして／またはそのよ
うなポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、組成物（たとえば混合物、溶液、または懸
濁物）またはポリヌクレオチドもしくはポリペプチドを含む単離細胞もしくは培養細胞を
含む組成物の一部とすることができ、ベクターまたは組成物がその天然の環境の一部では
ないという点でなお単離されているものとすることができる。
【００４４】
　本明細書において使用されるように、用語「レプリコン」は、細胞内でポリヌクレオチ
ド複製の自律的な単位として振る舞う、プラスミド、染色体、またはウイルスなどの任意
の遺伝因子を指す。
【００４５】
　本明細書において使用されるように、用語「作動可能に連結された」は、記載される構
成要素が、それらの意図される方法においてそれらが機能するのを可能にする関係にある
状況を指す。したがって、たとえば、コード配列に「作動可能に連結された」制御配列は
、コード配列の発現が、制御配列と適合性の条件下で達成される方法でライゲーションさ
れる。
【００４６】
　本明細書において使用されるように、用語「ベクター」は、連結されたセグメントの複
製および／または発現を引き起こすためなどの、他のポリヌクレオチドセグメントが連結
されるレプリコンを指す。
【００４７】
　本明細書において使用されるように、用語「制御配列」は、それがライゲーションされ
るコード配列の発現を達成するのに必要なポリヌクレオチド配列を指す。そのような制御
配列の性質は、宿主生物に依存して異なる。原核生物において、そのような制御配列は、
一般に、プロモーター、リボソーム結合部位、およびターミネーターならびにいくつかの
場合においてエンハンサーを含む。したがって、用語「制御配列」は、最低でも、その存
在が発現に必要である構成要素をすべて含むように意図され、また、その存在が有利であ
るさらなる構成要素、たとえばリーダー配列を含んでいてもよい。
【００４８】
　本明細書において使用されるように、用語「精製産物」は、産物が通常関連している細
胞構成成分からおよび／または対象の試料に存在し得る他のタイプの細胞から単離された
、産物の調製物を指す。
【００４９】
　本明細書において使用されるように、用語「エピトープ」は、抗体に特異的に結合する
ことができるタンパク質の決定因子（ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅ）を指す。エピトープ決定
因子は、普通、アミノ酸または糖側鎖などの分子の化学的活性表面の群から成り、普通、
特異的な三次元構造の特徴ならびに特異的な電荷の特徴を有する。いくつかのエピトープ
は、線状エピトープであるが、他のものは、高次構造エピトープである。線状エピトープ
は、隣接アミノ酸一次配列が、認識されるエピトープを含むエピトープである。線状エピ
トープは、典型的に、少なくとも３個、より普通には、少なくとも５個、たとえば約８～
約１０個の隣接アミノ酸を含む。高次構造的なエピトープは、ａ）たとえばリガンド結合
に依存するもしくはシグナル伝達分子による修飾（たとえばリン酸化）に依存するあるタ
ンパク質高次構造においてのみ抗体結合に曝露される線状配列；またはｂ）タンパク質の
１つを超える部分由来の、もしくは多サブユニットタンパク質における１つを超えるサブ
ユニット由来の、構造の特徴（その特徴は、結合に参加するのに、３次元空間において十
分に極めて接近している）の組み合わせなどの少なくとも２つの状況に起因し得る。
【００５０】
　本明細書において使用されるように、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によっ
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てコードされる抗体クラス（たとえばＩｇＭまたはＩｇＧ１）を指す。
【００５１】
　本明細書において使用されるように、用語「検出可能な作用物質」、「標識」、または
「標識された」は、ポリペプチドまたは糖タンパク質上の検出可能なマーカーの組み込み
を指すために使用される。ポリペプチドおよび糖タンパク質を標識する様々な方法は、当
技術分野において公知であり、それらが使用されてもよい。ポリペプチドについての標識
の例は、以下を含むが、これらに限定されない：放射性同位体または放射性核種（たとえ
ばインジウム（１１１Ｉｎ）、ヨウ素（１３１Ｉもしくは１２５Ｉ）、イットリウム（９

０Ｙ）、ルテチウム（１７７Ｌｕ）、アクチニウム（２２５Ａｃ）、ビスマス（２１２Ｂ
ｉもしくは２１３Ｂｉ）、硫黄（３５Ｓ）、炭素（１４Ｃ）、トリチウム（３Ｈ）、ロジ
ウム（１８８Ｒｈ）、テクネチウム（９９ｍＴｃ）、プラセオジム、またはリン（ｐｈｏ
ｓｐｈｏｒｏｕｓ）（３２Ｐ）または陽電子放出放射性核種、たとえば炭素１１（１１Ｃ
）、カリウム４０（４０Ｋ）、窒素１３（１３Ｎ）、酸素１５（１５Ｏ）、フッ素１８（
１８Ｆ）、およびヨウ素１２１（１２１Ｉ））、蛍光標識（たとえばＦＩＴＣ、ローダミ
ン、ランタニド蛍光体）、酵素標識（たとえば西洋ワサビペルオキシダーゼ、ベータガラ
クトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ）、化学発光、ビオチニル基（
マークされたアビジン、たとえば、ストレプトアビジン成分および光学的な方法または熱
量測定法によって検出することができる蛍光マーカーまたは酵素活性を含有する分子によ
って検出することができる）、ならびに第２のレポーターによって認識される所定のポリ
ペプチドエピトープ（たとえばロイシンジッパー対配列、二次抗体の結合部位、金属結合
ドメイン、エピトープタグ）。いくつかの実施形態では、標識は、潜在的な立体障害を低
下させるために様々な長さのスペーサーアームが付加される。
【００５２】
　本明細書において使用されるように、「特異的な結合」、「特異的に結合する」、また
は「結合特異性」は、抗ＧＣＣ抗体分子については、抗体分子が、非ＧＣＣタンパク質、
たとえばＢＳＡに結合するよりも大きな親和性でＧＣＣ、たとえばヒトＧＣＣタンパク質
に結合することを意味する。典型的に、抗ＧＣＣ分子は、ＧＣＣ、たとえばヒトＧＣＣタ
ンパク質に対するそのＫｄの、２倍を超える、１０倍を超える、１００倍を超える、１，
０００倍を超える、１０４倍を超える、１０５倍を超える、または１０６倍を超える、非
ＧＣＣタンパク質、たとえばＢＳＡに対するＫｄを有する。Ｋｄの決定において、ＧＣＣ
および非ＧＣＣタンパク質、たとえばＢＳＡに対するＫｄは、同じ条件下で行われるべき
である。
【００５３】
　本明細書において使用されるように、用語「処置する」または「処置」は、被験体、た
とえば患者への抗ＧＣＣ抗体分子の投与またはたとえば、被験体に戻される、被験体由来
の単離組織もしくは単離細胞への塗布による投与として定義される。抗ＧＣＣ抗体分子は
、単独でまたは第２の作用物質と組み合わせて投与することができる。処置は、障害、障
害の症状、または障害に対する素因、たとえばがんを治癒する、治す、軽減する、緩和す
る、改変する、いやす、回復させる、和らげる、改善する、またはそれに影響を及ぼすこ
とであり得る。理論によって拘束されることを望むものではないが、処置は、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏもしくはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて細胞の阻害、消失、もしくは死滅または別の方法
では、細胞、たとえば異常な細胞が、障害、たとえば本明細書に記載の障害（たとえばが
ん）を媒介する能力の低下を引き起こすと考えられる。
【００５４】
　本明細書において使用されるように、用語「被験体」は、哺乳動物、霊長類、ヒト、お
よび非ヒト動物を含むように意図される。たとえば、被験体は、がん、たとえば胃腸起源
のがん（たとえば結腸がん）、がん、たとえば細胞のうちの少なくとも一部がＧＣＣを発
現する胃腸起源のがん（たとえば結腸がん）の症状、またはがん、たとえば細胞のうちの
少なくとも一部がＧＣＣを発現する胃腸起源のがん（たとえば結腸がん）に対する素因を
有する患者（たとえばヒト患者または家畜患者）とすることができる。本発明の「非ヒト
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動物」という用語は、特に断りのない限り、全ての非ヒト脊椎動物、たとえば、非ヒト霊
長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ニワトリ、両生類、ハ虫類などの、非ヒト哺乳動物および非
哺乳動物を含む。一実施形態では、被験体は、マウス、ラット、ウサギ、またはヤギの１
つ以上のまたはすべてを除外する。
【００５５】
　本明細書において使用されるように、障害を処置するのに「有効な」もしくは「十分な
」抗ＧＣＣ抗体分子の量または「治療有効量」もしくは「治療的に十分な量」は、細胞、
たとえばがん細胞（たとえばＧＣＣ発現腫瘍細胞）を処置するのに、またはそのような処
置が存在しない場合に予想されるものを上回って、本明細書に記載の障害を有する被験体
の治癒、軽減、緩和、もしくは改善を長くするのに、被験体へ１回または複数回の用量を
投与することで有効である、抗体分子の量を指す。本明細書において使用されるように、
腫瘍またはがんの「成長の阻害」は、その成長および／または転移を遅らせる、中断する
、阻止する、または停止させることを指し、腫瘍成長の完全な排除を必ずしも示すもので
はない。
【００５６】
　本明細書において使用されるように、「ＳＴＡＲ」、「ＧＵＣ２Ｃ」、「ＧＵＣＹ２Ｃ
」、または「ＳＴ受容体」タンパク質としても公知である「ＧＣＣ」は、哺乳動物のＧＣ
Ｃ、好ましくはヒトＧＣＣタンパク質を指す。ヒトＧＣＣは、配列番号２２８において示
されるタンパク質およびその天然に存在する対立遺伝子タンパク質改変体を指す。配列番
号２２８における対立遺伝子は、配列番号２２７において示されるＧＣＣの核酸配列によ
ってコードすることができる。他の改変体は、当技術分野において公知である。たとえば
残基２８１にロイシンを有する受託番号Ｅｎｓｐ００００２６１１７０、Ｅｎｓｅｍｂｌ
　Ｄａｔａｂａｓｅ、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅおよびＷｅｌｌｃｏｍｅ　Ｔｒｕｓｔ　Ｓａｎｇｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ；米国
特許出願公開第２００６００３５８５２号の配列番号１４；またはＧｅｎＢａｎｋ受託番
号ＡＡＢ１９９３４を参照されたい。典型的に、天然に存在する対立遺伝子改変体は、配
列番号２２８のＧＣＣの配列と少なくとも９５％、９７％、または９９％同一であるアミ
ノ酸配列を有する。転写物は、１０７３のアミノ酸のタンパク質産物をコードし、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ受託番号ＮＭ＿００４９６３において記載される。ＧＣＣタンパク質は、膜貫通
細胞表面受容体タンパク質として特徴付けられ、腸液、電解質の恒常性、および細胞増殖
の維持に重要な役割を果たすと考えられる。
【００５７】
　特に断りのない限り、用語「アルキル」は、約１～約２０個の炭素原子（ならびにその
中の炭素原子の範囲および特定の数のすべての組み合わせおよび副組み合わせ）を有する
飽和直鎖状または分枝炭化水素を指し、約１～約８個の炭素原子が好ましい。アルキル基
の例は、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｉｓｏ－ブチル、
ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ペンチル、２－ペンチル、３－ペンチル、２－
メチル－２－ブチル、ｎ－ヘキシル、ｎ－ヘプチル、ｎ－オクチル、ｎ－ノニル、ｎ－デ
シル、３－メチル－２－ブチル、３－メチル－１－ブチル、２－メチル－１－ブチル、１
－ヘキシル、２－ヘキシル、３－ヘキシル、２－メチル－２－ペンチル、３－メチル－２
－ペンチル、４－メチル－２－ペンチル、３－メチル－３－ペンチル、２－メチル－３－
ペンチル、２，３－ジメチル－２－ブチル、および３，３－ジメチル－２－ブチルである
。
【００５８】
　アルキル基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、「置換」
されたものとして言及されてもよい。置換アルキル基は、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ

８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－
アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、
－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＳＲ’、－ＳＯ

３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、＝Ｏ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ
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（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の基
、好ましくは１～３つの基（およびハロゲンから選択される任意のさらなる置換基）で置
換されたアルキル基であり、Ｒ’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～
Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択され、当
該－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ

８アルキニル）、－アリール、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、および
－Ｃ２～Ｃ８アルキニル基は、必要に応じて、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アル
ケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－
（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）
Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ
Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’
’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’
’）、－Ｎ（Ｒ’’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の基で
さらに置換することができ、Ｒ’’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２

～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択される
。
【００５９】
　特に断りのない限り、用語「アルケニル」および「アルキニル」は、約２～約２０（な
らびにその中の炭素原子の範囲および特定の数のすべての組み合わせおよび副組み合わせ
）個の炭素原子を有する直鎖状および分枝炭素鎖を指し、約２～約８個の炭素原子が好ま
しい。アルケニル鎖は、鎖に少なくとも１つの二重結合を有し、アルキニル鎖は、鎖に少
なくとも１つの三重結合を有する。アルケニル基の例は、エチレンまたはビニル、アリル
、－１－ブテニル、－２－ブテニル、－イソブチレニル、－１－ペンテニル、－２－ペン
テニル、－３－メチル－１－ブテニル、－２－メチル－２－ブテニル、および－２，３－
ジメチル－２－ブテニルを含むが、これらに限定されない。アルキニル基の例は、アセチ
レン、プロパルギル、アセチレニル、プロピニル、－１－ブチニル、－２－ブチニル、－
１－ペンチニル、－２－ペンチニル、および－３－メチル－１ブチニルを含むが、これら
に限定されない。
【００６０】
　アルキル基と同様に、アルケニル基およびアルキニル基は置換され得る。「置換」アル
ケニル基またはアルキニル基は、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（
Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ
’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、－
Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＳＲ’、－ＳＯ３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ
’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、＝Ｏ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’）

２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の基、好ましくは１～３つの
基（およびハロゲンから選択される任意のさらなる置換基）で置換された基であり、Ｒ’
は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル（ａｌｋｙｅｎｌ
）、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択され、当該－Ｏ－（Ｃ

１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル
）、－アリール、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、および－Ｃ２～Ｃ８

アルキニル基は、必要に応じて、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ

２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８

アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｏ
Ｃ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’’、－Ｃ
（Ｏ）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ
）２Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’’）、－Ｎ（
Ｒ’’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の置換基でさらに置
換することができ、Ｒ’’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８ア
ルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択される。
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【００６１】
　特に断りのない限り、用語「アルキレン」は、約１～約８個の炭素原子が好ましいが、
約１～約２０（ならびにその中の炭素原子の範囲および特定の数のすべての組み合わせお
よび副組み合わせ）個の炭素原子を有し、かつ親アルカンの同じまたは２つの異なる炭素
原子からの２つの水素原子の除去によって得られる２つの一価ラジカル中心を有する飽和
分枝ラジカルまたは直鎖炭化水素ラジカルを指す。典型的なアルキレンは、メチレン、エ
チレン、プロピレン、ブチレン、ペンチレン、ヘキシレン、ヘプチレン、オクチレン（ｏ
ｃｙｔｙｌｅｎｅ）、ノニレン、デカレン、１，４－シクロヘキシレン、およびその他同
種のものを含むが、これらに限定されない。アルキレン基は、単独であるかまたは他の基
の一部であるかどうかに関わらず、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－
（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）
Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、
－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＳＲ’、－ＳＯ３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２

Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、＝Ｏ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’
）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の基、好ましくは１～３つ
の基（およびハロゲンから選択される任意のさらなる置換基）で必要に応じて置換するこ
とができ、Ｒ’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、
－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択され、当該－Ｏ－（Ｃ１～
Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、
－アリール、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、および－Ｃ２～Ｃ８アル
キニル基は、必要に応じて、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～
Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アル
ケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＣ（
Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’’、－Ｃ（Ｏ
）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）２

Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’’）、－Ｎ（Ｒ’
’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の置換基でさらに置換す
ることができ、Ｒ’’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケ
ニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択される。
【００６２】
　特に断りのない限り、用語「アルケニレン」は、少なくとも１つの炭素－炭素二重結合
を含有する、必要に応じて置換されるアルキレン基を指す。例示的なアルケニレン基は、
たとえば、エテニレン（－ＣＨ＝ＣＨ－）およびプロペニレン（－ＣＨ＝ＣＨＣＨ２－）
を含む。
【００６３】
　特に断りのない限り、用語「アルキニレン」は、少なくとも１つの炭素－炭素三重結合
を含有する、必要に応じて置換されるアルキレン基を指す。例示的なアルキニレン基は、
たとえばアセチレン（－Ｃ≡Ｃ－）、プロパルギル（－ＣＨ２Ｃ≡Ｃ－）、および４－ペ
ンチニル（－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ≡ＣＨ－）を含む。
【００６４】
　特に断りのない限り、用語「アリール」は、親芳香環系の単一の炭素原子からの１個の
水素原子の除去によって得られる、６～２０（ならびにその中の炭素原子の範囲および特
定の数のすべての組み合わせおよび副組み合わせ）個の炭素原子の一価芳香族炭化水素ラ
ジカルを指す。いくつかのアリール基は、例示的な構造において「Ａｒ」として表される
。典型的なアリール基は、ベンゼン、置換ベンゼン、フェニル、ナフタレン、アントラセ
ン、ビフェニル、およびその他同種のものから誘導されるラジカルを含むが、これらに限
定されない。
【００６５】
　アリール基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、－ハロゲ
ン、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－Ｏ－
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（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキ
ニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、－Ｃ（Ｏ
）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＳＲ
’、－ＳＯ３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、－ＮＯ２、－Ｎ３、－
ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されな
い１つ以上の、好ましくは１～５つの、またはさらに好ましくは１～２つの基で必要に応
じて置換することができ、Ｒ’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ

８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択され、当該
－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、Ｏ－（Ｃ１

～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）
、および－アリール基は、必要に応じて、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニ
ル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ

２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’
’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’
’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’’、
－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’’）
、－Ｎ（Ｒ’’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上の置換基で
さらに置換することができ、Ｒ’’は、それぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２

～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリールから独立して選択される
。
【００６６】
　特に断りのない限り、用語「アリーレン」は、二価の（つまり、親芳香環系の同じまた
は２つの異なる炭素原子からの２つの水素原子の除去によって得られる）、必要に応じて
置換されたアリール基を指し、例示的なアリール基としてフェニルを有する以下の構造に
おいて示されるようにオルト、メタ、またはパラ配置をとり得る。
【００６７】
【化６】

典型的な「－（Ｃ１～Ｃ８アルキレン）アリール」基、「－（Ｃ２～Ｃ８アルケニレン）
アリール」基、および「－（Ｃ２～Ｃ８アルキニレン）アリール」基は、ベンジル、２－
フェニルエタン－１－イル、２－フェニルエテン－１－イル、ナフチルメチル、２－ナフ
チルエタン－１－イル、２－ナフチルエテン－１－イル、ナフトベンジル、２－ナフトフ
ェニルエタン－１－イル、およびその他同種のものを含むが、これらに限定されない。
【００６８】
　特に断りのない限り、用語「ヘテロ環」は、３～１４個の環原子を有する（環メンバー
とも呼ばれる）単環式、二環式、または多環式環系を指し、少なくとも１つの環の少なく
とも１つの環原子は、Ｎ、Ｏ、Ｐ、またはＳから選択されるヘテロ原子（ならびにその中
の炭素原子およびヘテロ原子の範囲および特定の数のすべての組み合わせおよび副組み合
わせ）である。ヘテロ環は、Ｎ、Ｏ、Ｐ、またはＳから独立して選択される１～４個の環
ヘテロ原子を有することができる。ヘテロ環における１つ以上のＮ、Ｃ、またはＳ原子は
、酸化されてもよい。単環式（ｍｏｎｏｃｙｌｉｃ）ヘテロ環は、好ましくは、３～７個
の環メンバー（たとえば、２～６個の炭素原子、およびＮ、Ｏ、Ｐ、またはＳから独立し
て選択される１～３個のヘテロ原子）を有し、二環式ヘテロ環は、好ましくは、５～１０
個の環メンバー（たとえば、４～９個の炭素原子、およびＮ、Ｏ、Ｐ、またはＳから独立
して選択される１～３個のヘテロ原子）を有する。ヘテロ原子を含む環は、芳香族または
非芳香族であり得る。特に断りのない限り、ヘテロ環は、安定した構造をもたらす任意の
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ヘテロ原子または炭素原子においてそのペンダント基に結合する。
【００６９】
　ヘテロ環は、Ｐａｑｕｅｔｔｅ、「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｍｏｄｅｒｎ　Ｈｅ
ｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」（Ｗ．Ａ．Ｂｅｎｊａｍｉｎ、Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ、１９６８年）、特に１、３、４、６、７、および９章；「Ｔｈｅ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　ｏｆ　Ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，　Ａ　ｓｅｒｉｅｓ　
ｏｆ　Ｍｏｎｏｇｒａｐｈｓ」（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ、１９５０年から現在まで）、特に１３、１４、１６、１９、および２８巻；ならびに
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８２巻：５５６６頁（１９６０年）において記載されてい
る。
【００７０】
　特に断りのない限り、用語「ヘテロシクロ」は、二価の（つまり、親ヘテロ環式環系の
同じまたは２つの異なる炭素原子からの２つの水素原子の除去によって得られる）、上記
に定義される必要に応じて置換されるヘテロ環基を指す。
【００７１】
　「ヘテロ環」基の例は、限定ではなく例として、ピリジル、ジヒドロピリジル、テトラ
ヒドロピリジル（ピペリジル）、チアゾリル、ピリミジニル、フラニル、チエニル、ピロ
リル、ピラゾリル、イミダゾリル、テトラゾリル、ベンゾフラニル、チアナフタレニル、
インドリル、インドレニル、キノリニル、イソキノリニル、ベンゾイミダゾリル、ピペリ
ジニル、４－ピペリドニル、ピロリジニル、２－ピロリドニル、ピロリニル、テトラヒド
ロフラニル、ビス－テトラヒドロフラニル、テトラヒドロピラニル、ビス－テトラヒドロ
ピラニル、テトラヒドロキノリニル、テトラヒドロイソキノリニル、デカヒドロキノリニ
ル、オクタヒドロイソキノリニル、アゾシニル、トリアジニル、６Ｈ－１，２，５－チア
ジアジニル、２Ｈ，６Ｈ－１，５，２－ジチアジニル、チエニル、チアントレニル、ピラ
ニル、イソベンゾフラニル、クロメニル、キサンテニル、フェノキサチニル、２Ｈ－ピロ
リル、イソチアゾリル、イソオキサゾリル、ピラジニル、ピリダジニル、インドリジニル
、イソインドリル、３Ｈ－インドリル、１Ｈ－インダゾリル、プリニル、４Ｈ－キノリジ
ニル、フタラジニル、ナフチリジニル、キノキサリニル、キナゾリニル、シンノリニル、
プテリジニル、４Ｈ－カルバゾリル、カルバゾリル、β－カルボリニル、フェナントリジ
ニル、アクリジニル、ピリミジニル、フェナントロリニル、フェナジニル，フェノチアジ
ニル、フラザニル、フェノキサジニル、イソクロマニル、クロマニル、イミダゾリジニル
、イミダゾリニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピペラジニル、インドリニル、イソ
インドリニル、キヌクリジニル、モルホリニル、オキサゾリジニル、ベンゾトリアゾリル
、ベンゾイソオキサゾリル、オキシンドリル、ベンゾオキサゾリニル、およびイサチノイ
ルを含む。好ましい「ヘテロ環」基は、ベンゾフラニル、ベンゾチオフェニル、インドリ
ル、ベンゾピラゾリル、クマリニル、イソキノリニル、ピロリル、チオフェニル、フラニ
ル、チアゾリル、イミダゾリル、ピラゾリル、トリアゾリル、キノリニル、ピリミジニル
、ピリジニル、ピリドニル、ピラジニル、ピリダジニル、イソチアゾリル、イソオキサゾ
リル、およびテトラゾリルを含むが、これらに限定されない。
【００７２】
　ヘテロ環基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、－Ｃ１～
Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－
（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキ
ニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、－Ｃ（Ｏ
）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＳＲ
’、－ＳＯ３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－
ＮＨ（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定されない１つ以上
の基、好ましくは１～２つの基で必要に応じて置換することができ、Ｒ’は、それぞれ、
－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、また
は－アリールから独立して選択され、当該－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２
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～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２

～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、および－アリール基は、必要に応じて、－
Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、
－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８

アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’
’、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（
Ｏ）Ｒ’’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－
ＯＨ、－Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’’）、－Ｎ（Ｒ’’）２、および－ＣＮを含むが
、これらに限定されない１つ以上の置換基でさらに置換することができ、Ｒ’’は、それ
ぞれ、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル
、またはアリールから独立して選択される。
【００７３】
　限定ではなく例として、炭素結合ヘテロ環は、以下の位置で結合することができる：ピ
リジンの２、３、４、５、もしくは６位；ピリダジンの３、４、５、もしくは６位；ピリ
ミジンの２、４、５、もしくは６位；ピラジンの２、３、５、もしくは６位；フラン、テ
トラヒドロフラン、チオフラン、チオフェン、ピロール、もしくはテトラヒドロピロール
の２、３、４、もしくは５位；オキサゾール、イミダゾール、もしくはチアゾールの２、
４、もしくは５位；イソオキサゾール、ピラゾール、もしくはイソチアゾールの３、４、
もしくは５位；アジリジンの２もしくは３位；アゼチジンの２、３、もしくは４位；キノ
リンの２、３、４、５、６、７、もしくは８位；またはイソキノリンの１、３、４、５、
６、７、もしくは８位。さらにより典型的に、炭素結合ヘテロ環は、２－ピリジル、３－
ピリジル、４－ピリジル、５－ピリジル、６－ピリジル、３－ピリダジニル、４－ピリダ
ジニル、５－ピリダジニル、６－ピリダジニル、２－ピリミジニル、４－ピリミジニル、
５－ピリミジニル、６－ピリミジニル、２－ピラジニル、３－ピラジニル、５－ピラジニ
ル、６－ピラジニル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、または５－チアゾリルを含む。
【００７４】
　限定ではなく例として、窒素結合ヘテロ環は、アジリジン、アゼチジン、ピロール、ピ
ロリジン、２－ピロリン、３－ピロリン、イミダゾール、イミダゾリジン、２－イミダゾ
リン、３－イミダゾリン、ピラゾール、ピラゾリン、２－ピラゾリン、３－ピラゾリン、
ピペリジン、ピペラジン、インドール、インドリン、または１Ｈ－インダゾールの１位；
イソインドールまたはイソインドリンの２位；モルホリンの４位；およびカルバゾールま
たはβ－カルボリンの９位で結合することができる。さらにより典型的に、窒素結合ヘテ
ロ環は、１－アジリジル、１－アゼテジル、１－ピロリル、１－イミダゾリル、１－ピラ
ゾリル、および１－ピペリジニルを含む。
【００７５】
　特に断りのない限り、用語「炭素環」は、３～１４（ならびにその中の炭素原子の範囲
および特定の数のすべての組み合わせおよび副組み合わせ）個の環原子を有する飽和また
は不飽和非芳香族単環式、二環式、または多環式環系を指し、環原子はすべて、炭素原子
である。単環式炭素環は、好ましくは３～６個の環原子、さらにより好ましくは５または
６個の環原子を有する。二環式炭素環は、たとえば、ビシクロ［４，５］、［５，５］、
［５，６］、もしくは［６，６］系として配置される好ましくは７～１２個の環原子また
はビシクロ［５，６］もしくは［６，６］系として配置される９もしくは１０個の環原子
を有する。用語「炭素環」は、たとえば、アリール環と縮合した単環式炭素環（たとえば
、ベンゼン環と縮合した単環式炭素環）を含む。炭素環は、好ましくは、３～８個の炭素
環原子を有する。
【００７６】
　炭素環基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、たとえば、
－ハロゲン、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル
、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ

８アルキニル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’、
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－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’
、－ＳＲ’、－ＳＯ３Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＨ、＝Ｏ、－Ｎ３

、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’）、－Ｎ（Ｒ’）２、および－ＣＮを含むが、これらに限定さ
れない１つ以上の基、好ましくは、１または２個の基（およびハロゲンから選択される任
意のさらなる置換基）で必要に応じて置換することができ、Ｒ’は、それぞれ、－Ｈ、－
Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または－アリ
ールから独立して選択され、当該－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ

２～Ｃ８アルキニル、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）
、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、および－アリール基は、必要に応じて、－Ｃ１～Ｃ

８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－ハロゲン、－Ｏ－（
Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニ
ル）、－アリール、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ’’、－Ｃ
（Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ’’、－Ｃ（Ｏ）Ｎ（Ｒ’’）２、－ＮＨＣ（Ｏ）Ｒ’
’、－ＳＲ’’、－ＳＯ３Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’’、－ＯＨ、－
Ｎ３、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒ’’）、－Ｎ（Ｒ’’）２、および－ＣＮを含むが、これら
に限定されない１つ以上の置換基でさらに置換することができ、Ｒ’’は、それぞれ、－
Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、または
－アリールから独立して選択される。
【００７７】
　単環式炭素環置換基の例は、－シクロプロピル、－シクロブチル、－シクロペンチル、
－１－シクロペンタ－１－エニル、－１－シクロペンタ－２－エニル、－１－シクロペン
タ－３－エニル、シクロヘキシル、－１－シクロヘキサ－１－エニル、－１－シクロヘキ
サ－２－エニル、－１－シクロヘキサ－３－エニル、－シクロヘプチル、－シクロオクチ
ル、－１，３－シクロヘキサジエニル、－１，４－シクロヘキサジエニル、－１，３－シ
クロヘプタジエニル、－１，３，５－シクロヘプタトリエニル、および－シクロオクタジ
エニルを含む。
【００７８】
　「カルボシクロ」は、単独でまたは他の基の一部として使用されるかどうかに関わらず
、二価の（つまり、親炭素環系の同じまたは２つの異なる炭素原子からの２つの水素原子
の除去によって得られる）、上記に定義される必要に応じて置換される炭素環基を指す。
【００７９】
　文脈によって他に示されない限り、ハイフン（－）は、ペンダント分子への結合の場所
を示す。したがって、用語「－（Ｃ１～Ｃ８アルキレン）アリール」または「－Ｃ１～Ｃ

８アルキレン（アリール）」は、本明細書において定義されるＣ１～Ｃ８アルキレンラジ
カルを指し、アルキレンラジカルは、アルキレンラジカルの炭素原子のいずれかのペンダ
ント分子に結合し、アルキレンラジカルの炭素原子に結合した水素原子のうちの１つは、
本明細書において定義されるアリールラジカルと置き換えられる。
【００８０】
　特定の基が「置換される」場合、その基は、置換基のリストから独立して選択される１
つ以上の置換基、好ましくは１～５個の置換基、より好ましくは１～３個の置換基、最も
好ましくは１～２個の置換基を有していてもよい。しかしながら、基は、一般に、ハロゲ
ンから選択される任意の数の置換基を有することができる。置換される基は、そのように
示される。
【００８１】
　分子における特定の位置の任意の置換基または変数の定義は、その分子において、その
他の場所では、その定義と無関係であることが意図される。本発明の化合物上の置換基お
よび置換パターンは、化学的に安定しており、当技術分野において公知の技術および本明
細書に記載の方法によって容易に合成することができる化合物を提供するように当業者に
よって選択することができることが理解される。
【００８２】
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　本明細書において使用される保護基は、多官能化合物における一反応部位を一時的にま
たは永久に選択的にブロックする基を指す。本発明における使用に適したヒドロキシ保護
基は、薬学的に許容されるものであり、化合物が活性となるように、被験体への投与の後
に親化合物から切断される必要があってもまたはなくてもよい。切断は、体内での正常な
代謝プロセスを通してのものである。ヒドロキシ保護基は、当技術分野において周知であ
り、その全体がすべての目的のために参照によって本明細書において組み込まれるＴ．Ｗ
．ＧｒｅｅｎｅおよびＰ．Ｇ．Ｍ．ＷｕｔｓによるＰＲＯＴＥＣＴＩＶＥ　ＧＲＯＵＰＳ
　ＩＮ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＳＹＮＴＨＥＳＩＳ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　ｓｏｎｓ、
第３版）を参照されたい。また、これは、たとえば、エーテル（たとえば、アルキルエー
テルおよびシリルエーテル（たとえばジアルキルシリルエーテル、トリアルキルシリルエ
ーテル、ジアルキルアルコキシシリルエーテルを含む））、エステル、カーボネート、カ
ルバメート、スルホネート、ならびにホスフェート保護基を含む。ヒドロキシ保護基の例
は、メチルエーテル；メトキシメチルエーテル、メチルチオメチルエーテル、（フェニル
ジメチルシリル）メトキシメチルエーテル、ベンジルオキシメチルエーテル、ｐ－メトキ
シベンジルオキシメチルエーテル、ｐ－ニトロベンジルオキシメチルエーテル、ｏ－ニト
ロベンジルオキシメチルエーテル、（４－メトキシフェノキシ）メチルエーテル、グアイ
アコールメチルエーテル、ｔ－ブトキシメチルエーテル、４－ペンテニルオキシメチルエ
ーテル、シロキシメチルエーテル、２－メトキシエトキシメチルエーテル、２，２，２－
トリクロロエトキシメチルエーテル、ビス（２－クロロエトキシ）メチルエーテル、２－
（トリメチルシリル）エトキシメチルエーテル、メントキシメチルエーテル、テトラヒド
ロピラニルエーテル、１－メトキシシクロヘキシルエーテル、４－メトキシテトラヒドロ
チオピラニルエーテル、４－メトキシテトラヒドロチオピラニルエーテルＳ，Ｓ－ジオキ
シド、１－［（２－クロロ－４－メチル）フェニル］－４－メトキシピペリジン－４－イ
ルエーテル、１－（２－フルオロフェニル）－４－メトキシピペリジン－４－イルエーテ
ル、１，４－ジオキサン－２－イルエーテル、テトラヒドロフラニルエーテル、テトラヒ
ドロチオフラニルエーテル；置換エチルエーテル（例えば、１－エトキシエチルエーテル
、１－（２－クロロエトキシ）エチルエーテル、１－［２－（トリメチルシリル）エトキ
シ］エチルエーテル、１－メチル－１－メトキシエチルエーテル、１－メチル－１－ベン
ジルオキシエチルエーテル、１－メチル－１－ベンジルオキシ－２－フルオロエチルエー
テル、１－メチル－１フェノキシエチルエーテルなど）、２－トリメチルシリルエーテル
、ｔ－ブチルエーテル、アリルエーテル、プロパルギルエーテル、ｐ－クロロフェニルエ
ーテル、ｐ－メトキシフェニルエーテル、ベンジルエーテル、ｐ－メトキシベンジルエー
テル、３，４－ジメトキシベンジルエーテル、トリメチルシリルエーテル、トリエチルシ
リルエーテル、トリプロピルシリルエーテル、ジメチルイソプロピルシリルエーテル、ジ
エチルイソプロピルシリルエーテル、ジメチルヘキシルシリルエーテル、ｔ－ブチルジメ
チルシリルエーテル、ジフェニルメチルシリルエーテル、ベンゾイルホルマートエステル
、アセタートエステル、クロロアセタートエステル、ジクロロアセタートエステル、トリ
クロロアセタートエステル、トリフルオロアセタートエステル、メトキシアセタートエス
テル、トリフェニルメトキシアセタートエステル、フェニルアセタートエステル、ベンゾ
アートエステル、アルキルメチルカルボネート、アルキル９－フルオレニルメチルカルボ
ネート、アルキルエチルカルボネート、アルキル２，２，２，－トリクロロエチルカルボ
ネート、１，１，－ジメチル－２，２，２－トリクロロエチルカルボネート、アルキルス
ルホネート、メタンスルホネート、ベンジルスルホネート、トシレート、メチレンアセタ
ール、エチリデンアセタール、およびｔ－ブチルメチリデンケタールを含むが、これらに
限定されない。好ましい保護基は、式－Ｒ、－Ｓｉ（Ｒ）（Ｒ）（Ｒ）、－Ｃ（Ｏ）Ｒ、
－Ｃ（Ｏ）ＯＲ、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ（Ｒ）、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ、－Ｓ（Ｏ）２ＯＨ、Ｐ（Ｏ）
（ＯＨ）２、および－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）ＯＲによって表され、Ｒは、Ｃ１～Ｃ２０アルキ
ル、Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（炭
素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（炭素環
）、－Ｃ６～Ｃ１０アリール、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０
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アルケニレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（アリール）、－Ｃ１～Ｃ２０

アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（ヘテロ環）、または－Ｃ２～Ｃ

２０アルキニレン（ヘテロ環）であり、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アルキ
レン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、炭素環、およびヘテロ環ラジカルは、単
独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず必要に応じて置換される。
【００８３】
　略語「ＡＦＰ」は、ジメチルバリン－バリン－ドライソロイイン－ドラプロイン－フェ
ニルアラニン－ｐ－フェニレンジアミンを指す（下記式（ＸＶＩＩＩ）を参照されたい）
。
【００８４】
　略語「ＭＭＡＥ」は、モノメチルアウリスタチンＥを指す（下記式（ＸＩＩＩ）を参照
されたい）。
【００８５】
　略語「ＡＥＢ」は、アウリスタチンＥをパラアセチル安息香酸と反応させることによっ
て生成されるエステルを指す（下記式（ＸＸＩＩ）を参照されたい）。
【００８６】
　略語「ＡＥＶＢ」は、アウリスタチンＥをベンゾイル吉草酸と反応させることによって
生成されるエステルを指す（下記式（ＸＸＩＩＩ）を参照されたい）。
【００８７】
　略語「ＭＭＡＦ」は、モノメチルアウリスタチンＦを指す（下記式（ＸＸＩ）を参照さ
れたい）。
抗体
　特定の態様では、本発明は、表１および表２に要約されるものなどの特徴を有する抗Ｇ
ＣＣ抗体分子に関する。他の態様では、本発明は、表３、４、５、および／または６に要
約されるものなどの特徴を有する抗ＧＣＣ抗体分子に関する。
【００８８】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ヒトハイブリドーマ抗体であり、抗体５Ｆ９、
５Ｈ３、６Ｈ８、８Ｃ２、１０Ｃ１０、１０Ｄ３、および１Ｄ３のうちの１つである。一
実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、抗体５Ｆ９、５Ｈ３、６Ｈ８、８Ｃ２、１０Ｃ１０
、１０Ｄ３、または１Ｄ３から誘導される。一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ハイ
ブリドーマ５Ｆ９（ＰＴＡ－８１３２）によって産生される。
【００８９】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、選択されたリンパ球抗体であり、抗体Ａｂｘ－
１２、Ａｂｘ－０２０、Ａｂｘ－１０６、Ａｂｘ－１９８、Ａｂｘ－２２１、Ａｂｘ－２
２９、Ａｂｘ－３３８、およびＡｂｘ－３９３のうちの１つである。一実施形態では、抗
ＧＣＣ抗体分子は、抗体Ａｂｘ－１２、Ａｂｘ－０２０、Ａｂｘ－１０６、Ａｂｘ－１９
８、Ａｂｘ－２２１、Ａｂｘ－２２９、Ａｂｘ－３３８、およびＡｂｘ－３９３から誘導
される。
【００９０】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、マウス抗体であり、抗体ｍＡｂ　３Ｇ１、ｍＡ
ｂ　８Ｅ１２、ｍＡｂ１０Ｂ８、およびｍＡｂ　８Ｆ１のうちの１つである。一実施形態
では、抗ＧＣＣ抗体分子は、抗体ｍＡｂ　３Ｇ１、ｍＡｂ　８Ｅ１２、およびｍＡｂ　８
Ｆ１から誘導される。
【００９１】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、たとえば、本明細書に記載の範囲において、直
接結合アッセイまたは競合結合アッセイによって測定されるような、ＧＣＣへの親和性を
有する。一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、１×１０－６Ｍ未満、１×１０－７Ｍ未
満、１×１０－８Ｍ未満、１×１０－９Ｍ未満、１×１０－１０Ｍ未満、１×１０－１１

Ｍ未満、１×１０－１２Ｍ未満、または１×１０－１３Ｍ未満のＫｄを有する。一実施形
態では、抗体分子は、ＩｇＧまたはその抗原結合断片であり、１×１０－６Ｍ未満、１×
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１０－７Ｍ未満、１×１０－８Ｍ未満、または１×１０－９Ｍ未満のＫｄを有する。一実
施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば５Ｆ９抗体またはそれから誘導される抗体は、
約８０～約２００ｐＭ、好ましくは約１００～約１５０ｐＭまたは約１２０ｐＭのＫｄを
有する。一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば５Ｆ９抗体またはそれから誘導さ
れる抗体は、約０．９～約１．２５×１０５Ｍ－１ｓ－１、好ましくは約１．１×１０５

Ｍ－１ｓ－１のｋａを有する。一実施形態では、抗体分子は、ＳｃＦｖであり、１×１０
－６Ｍ未満、１×１０－７Ｍ未満、１×１０－８Ｍ未満、１×１０－９Ｍ未満、１×１０
－１０Ｍ未満、１×１０－１１Ｍ未満、１×１０－１２Ｍ未満、または１×１０－１３Ｍ
未満のＫｄを有する。
【００９２】
　実施形態では、抗体分子は、免疫結合体ではない、つまり、「裸の」抗体分子であり、
実施形態において、ＧＣＣへの結合に際して細胞反応を引き起こす。関連する実施形態で
は、細胞反応は、抗体が結合するＧＣＣ発現細胞によって実行される。そのような細胞反
応は、たとえば、抗体分子がＧＣＣのアゴニストである場合、ＧＣＣによって媒介される
シグナル伝達とすることができる（たとえば米国特許出願公開ＵＳ２００４０２５８６８
７を参照されたい。他の実施形態では、細胞反応は、第１の細胞上のＧＣＣに結合した抗
体分子を認識する第２の細胞、たとえば免疫エフェクター細胞（たとえばナチュラルキラ
ー細胞）によって実行される。いくつかの実施形態では、監視分子、たとえば補体分子は
、細胞反応に先立って、ＧＣＣに結合した抗体分子と接触する。これらの実施形態におけ
る細胞反応は、ＧＣＣ発現細胞の死を引き起こすことができる。
【００９３】
　さらなる実施形態では、免疫結合体である抗体分子は、ＧＣＣへの結合に際して細胞反
応を引き起こすこともでき、内部移行して、それが結合するＧＣＣ発現細胞に作用物質を
送達することもできる。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣへのリガンド結合をブ
ロックすることができる。
【００９５】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ラットＧＣＣおよびマウスＧＣＣの一方または
両方と実質的な交差反応を示さない。
【００９６】
　一実施形態では、抗体分子は、ＧＣＣ：Ｂ１０でも、ＧＣＣ：４Ｄ７でも、ＧＣＣ：Ｃ
８でもない。他の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣの細胞内ドメイン、配列番
号２２８のアミノ酸残基約４５５～１０７３に結合しない。たとえば、この実施形態では
、抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣのキナーゼ相同性ドメインまたはグアニリルシクラーゼド
メインに結合しない。
【００９７】
　天然に存在する哺乳動物の抗体構造単位は、四量体によって典型的に表される。それぞ
れの四量体は、２対のポリペプチド鎖から構成され、それぞれの対は、１つの「軽」鎖（
約２５ｋＤａ）および１つの「重」鎖（約５０～７０ｋＤａ）を有する。それぞれの鎖の
アミノ末端部分は、主として抗原認識を担う約１００～１１０以上のアミノ酸の可変領域
を含む。それぞれの鎖のカルボキシ末端部分は、エフェクター機能を主として担う定常領
域を定める。ヒト軽鎖は、カッパおよびラムダ軽鎖として分類することができる。重鎖は
、ミュー、デルタ、ガンマ、アルファ、またはイプシロンとして分類することができ、そ
れぞれ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇＥとして抗体のアイソタイプを定
める。軽鎖および重鎖内で、可変および定常領域は、約１２以上のアミノ酸の「Ｊ」領域
によってつながれ、重鎖はまた、約１０以上のアミノ酸の「Ｄ」領域をも含む。一般に、
Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　７章（Ｐａｕｌ，　Ｗ．編、第２版　
Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年））を参照されたい。それぞれの軽／重
鎖対の可変領域は、抗体結合部位を形成する。抗ＧＣＣ抗体分子についての好ましいアイ
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ソタイプは、異なるガンマ重鎖を有する、４つのサブクラス、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３、およびＩｇＧ４に分類することができるＩｇＧ免疫グロブリンである。ほとんどの
治療用抗体は、ＩｇＧ１タイプのヒト抗体、キメラ抗体、またはヒト化抗体である。特定
の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ＩｇＧ１アイソタイプを有する。
【００９８】
　それぞれの重鎖および軽鎖対の可変領域は、抗原結合部位を形成する。したがって、完
全なＩｇＧ抗体は、同じである２つの結合部位を有する。しかしながら、二機能性または
二重特異性抗体は、２つの異なる重／軽鎖対を有し、２つの異なる結合部位をもたらす人
工ハイブリッド構築物である。
【００９９】
　鎖はすべて、相補性決定領域またはＣＤＲとも呼ばれる３つの超可変領域によってつな
がれた比較的保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）の同じ一般的な構造物を示す。それ
ぞれの対の２つの鎖由来のＣＤＲは、フレームワーク領域に関して一列に並び、それによ
り特定のエピトープへの結合が可能となる。Ｎ末端からＣ末端に、軽鎖および重鎖の両方
は、ドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、およびＦＲ４を
含む。それぞれのドメインへのアミノ酸の割り当ては、ＫａｂａｔのＳｅｑｕｅｎｃｅｓ
　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、Ｍｄ
．（１９８７年および１９９１年））またはＣｈｏｔｈｉａ　＆　Ｌｅｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．１９６巻：９０１～９１７頁（１９８７年）；Ｃｈｏｔｈｉａら　Ｎａｔｕ
ｒｅ　３４２巻：８７８～８８３頁（１９８９年）の定義に従う。本明細書において使用
されるように、ＣＤＲは、重（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、ＨＣＤＲ３）鎖および軽（ＬＣ
ＤＲ１、ＬＣＤＲ２、ＬＣＤＲ３）鎖のそれぞれについて言及される。
【０１００】
　抗ＧＣＣ抗体分子は、上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、ま
たはマウス抗体のうちの１つの重鎖および軽鎖の一方または両方のＣＤＲのすべてまたは
抗原結合サブセットを含むことができる。可変領域およびＣＤＲを含むヒトハイブリドー
マ、選択されたリンパ球、およびマウス抗体部分のアミノ酸配列は、表３および表５に見
出すことができる。
【０１０１】
　したがって、一実施形態では、抗体分子は、
（ａ）上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、またはマウス抗体の
うちの１つの、１、２、３、または抗原結合数の軽鎖ＣＤＲ（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、
および／またはＬＣＤＲ３）。実施形態では、このＣＤＲ（複数可）は、以下のとおり、
ＬＣＤＲ１～３の１個以上のまたはすべてのアミノ酸配列を含んでいてもよい：ＬＣＤＲ
１または１～７個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＬＣＤＲ１）、ＬＣＤＲ２または
１もしくは２個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＬＣＤＲ２）；またはＬＣＤＲ３ま
たは１もしくは２個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＬＣＤＲ３；ならびに
（ｂ）上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、またはマウス抗体の
うちの１つの、１、２、３、または抗原結合数の重鎖ＣＤＲ（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、
および／またはＨＣＤＲ３）。実施形態では、このＣＤＲ（複数可）は、以下のとおり、
ＨＣＤＲ１～３の１個以上のまたはすべてのアミノ酸配列を含んでいてもよい：ＨＣＤＲ
１または１もしくは２個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＨＣＤＲ１；ＨＣＤＲ２ま
たは１～４個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＨＣＤＲ２；またはＨＣＤＲ３または
１もしくは２個のアミノ酸が保存的に置換された改変ＨＣＤＲ３
の一方または両方を含む。
【０１０２】
　抗ＧＣＣ抗体の産生に有用な免疫原は、ＧＣＣ、たとえばヒトＧＣＣ発現細胞（たとえ
ば腫瘍細胞系、たとえばＴ８４細胞または新鮮なもしくは凍結させた結腸腫瘍細胞、ＧＣ
Ｃを発現する組換え細胞）；ＧＣＣ発現細胞の膜画分（たとえば結腸腫瘍細胞系、たとえ
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ばＴ８４細胞または新鮮なもしくは凍結させた結腸腫瘍細胞、ＧＣＣを発現する組換え細
胞、たとえば、完全長ＧＣＣまたはその部分を発現するＨＴ－２９－ＧＣＣ＃２細胞、た
とえば、ＧＣＣの細胞外ドメイン、たとえば配列番号３１８を含む部分を発現するＣＨＯ
　ＧＣＣ＃２７細胞）；単離または精製ＧＣＣ、たとえばヒトＧＣＣタンパク質（たとえ
ば、たとえば、ＧＣＣを発現する胃腸腫瘍細胞または組換え細胞あるいはその改変体から
単離された、生化学的に単離されたＧＣＣ）、またはその部分（たとえばＧＣＣの細胞外
ドメイン、ＧＣＣのキナーゼ相同性ドメイン、またはＧＣＣのグアニリルシクラーゼ触媒
ドメインまたはたとえば、配列番号２２８の少なくとも約８、１０、１２、１４、１６、
２０、２４、２８、もしくは３２のアミノ酸残基を含むその部分に対応するペプチド）；
または配列番号２２９を含むもしくはそのシグナル配列がない（つまり、配列番号２２９
のアミノ酸残基１～約２１もしくは２３がない）その成熟部分を含む免疫原、たとえば成
熟ＴＯＫ１０７－ｈＩｇＧタンパク質、配列番号３１７を含む。
【０１０３】
　免疫原は、生化学的操作、精製、免疫、または抗体価測定を促進するために異種の配列
に融合することができる。そのような免疫原は、ＧＣＣの一部、たとえば細胞外ドメイン
および非ＧＣＣポリペプチドを含む部分を含むことができる。精製を容易にするまたは固
体支持体、たとえばアフィニティーカラム、マイクロタイタープレート、もしくは他の適
したアッセイ基材／チップ上への固定を容易にするために、多くの選択肢が、融合タンパ
ク質の構築に関して存在する。たとえば、融合成分は、ドメイン、たとえば、グルタチオ
ンに結合することができるグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／キナーゼ（ＧＳＴ）
；プロテインＡもしくはプロテインＧに結合することができる免疫グロブリンのＦｃ領域
；アフィニティーカラム上のニッケルもしくはコバルトに結合することができるアミノ酸
残基、たとえば２、３、４、５、好ましくは６つのヒスチジン残基；エピトープタグ、た
とえば、タグ特異的抗体に結合することができるｃ－ｍｙｃがん遺伝子（ｍｙｃ－タグ）
、ＦＬＡＧタグ（米国特許第４，７０３，００４号）、赤血球凝集素（ＨＡ）タグ、Ｔ７
遺伝子１０タグ、Ｖ５タグ、ＨＳＶタグ、もしくはＶＳＶ－Ｇタグの一部；または補因子
、たとえば、ストレプトアビジンに結合することができるビオチンを追加することができ
る。
【０１０４】
　免疫グロブリンのＦｃ部分を含む免疫原は、効率的な抗体生成のために宿主免疫監視構
成要素によってＧＣＣのエピトープへの構造的な到達を可能にする配置で、溶解した状態
でまたは細胞に付加された状態で、ＧＣＣを保持することができる。Ｆｃ領域を含む免疫
グロブリン重鎖が、会合して、鎖間ジスルフィド結合を通して二量体になるので、Ｆｃ領
域を有する融合物に起因する免疫原は、二量体となる。融合タンパク質の価（ｖａｌｅｎ
ｃｙ）は、Ｆｃ領域を提供する免疫グロブリンのタイプを反映することができる。たとえ
ば、ＩｇＧタンパク質を有する融合物は、二量体であり得、ＩｇＡ融合物は、四量体の免
疫原を作製することができ、ＩｇＭ融合物は、十量体の免疫原を作製することができ、後
者の２つは、Ｊ鎖の同時トランスフェクションにより促進される。Ｆｃ融合タンパク質に
ついての例示的な免疫グロブリンは、ＩｇＧ１である。典型的に使用される部分は、単一
のエクソンによってコードされるＩｇＧ１ヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３ドメインを有す
る。このエクソンはまた、軽鎖由来のシステインとのジスルフィド結合に適応したシステ
インを有する、ＣＨ１領域の一部をも有するので、有用な改変は、対でないシステインが
融合タンパク質にないことを確実にするために、ＣＨ１システインをたとえばセリンに変
異させることである。そのような変異はまた、ヒンジの可撓性を増加させもする。
【０１０５】
　宿主種、たとえばマウス、ラット、ウサギ、ヤギにおける免疫のために免疫原に融合さ
せるための、非宿主種から誘導されるＦｃ部分、たとえばヒトＩｇ　Ｆｃ領域は、アジュ
バントとして作用する。このアジュバント機能は、ＦｃエピトープおよびＧＣＣエピトー
プの両方に対して特異的な抗体を誘発することができる。Ｆｃ反応性の抗体は、スクリー
ニングの間に同定し、廃棄することができる。Ｆｃ部分は、野生型配列またはエフェクタ
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ー機能を改変するために変異させる配列を有することができる。たとえば、変異させた定
常領域（改変体）は、Ｆｃ受容体への結合および／または補体を固定するための能力を最
小限にするために、融合タンパク質に組み込むことができる（たとえばＷｉｎｔｅｒら、
ＧＢ　２，２０９，７５７　Ｂ；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、ＷＯ　８９／０７１４２；Ｍｏｒ
ｇａｎら、ＷＯ　９４／２９３５１を参照されたい）。好ましい実施例では、Ｆｃ領域の
基準に従って番号付けされたリシン２３５およびグリシン２３７は、たとえばアラニンに
変異させる。Ｆｃ変異ＩｇＧを有する免疫原／融合タンパク質は、宿主においてＦｃ受容
体との相互作用を低下させることができる。好ましい可溶性免疫原融合タンパク質（シグ
ナルペプチドを切断するための成熟および分泌の後の）は、ＴＯＫ－１０７－ｈＩｇＧ（
代替の名称ｈＧＣＣ－ＥＣＤ／ｈＩｇＧ１　Ｆｃ）であり、これは、変異ヒトＩｇＧ１免
疫グロブリンＦｃ（配列番号３１７）に融合された配列番号２２８のアミノ酸残基２４～
４３０から成る。
【０１０６】
　細胞発現免疫原を調製するために、免疫グロブリン部分は、Ｂ細胞受容体の免疫グロブ
リン部分を模倣するように構築することができる。たとえば、免疫グロブリンＦｃ領域は
、Ｆｃγ受容体、Ｆｃα受容体、Ｆｃα／μ受容体、またはＦｃε受容体などの免疫受容
体由来の膜貫通領域を含むポリペプチドにさらに融合することができる。そのようなＦｃ
受容体細胞結合免疫原の適切な配向は、細胞表面上の適切な露出と共に、免疫原融合タン
パク質を発現する細胞が抗原受容体複合体、たとえばＢ細胞ＩｇＭ受容体またはＩｇＤ受
容体のさらなる構成要素をさらに含む場合、改善され得る。複合体の適した構成要素は、
ヘテロ二量体を形成する、ＭＢ－１およびＢ２９などの免疫グロブリン（Ｉｇ）シースタ
ンパク質（ｓｈｅａｔｈ　ｐｒｏｔｅｉｎ）を含む（ＩｇＭ受容体についてはＣＤ７９Ａ
およびＣＤ７９Ｂ；Ｈｏｍｂａｃｈら　Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０巻：２７９
５～２７９９頁（１９９０年））。Ｉｇシースタンパク質は、たとえば、Ｂ細胞リンパ腫
細胞系をトランスフェクトする場合、トランスフェクト細胞によって；またはたとえば別
個のベクターもしくは同じベクターにおけるシースタンパク質との免疫原の同時トランス
フェクションによって、内因的に提供することができる。マウスにおける免疫のための好
ましいＩｇＧシースタンパク質は、マウスＣＤ７９ａおよびＣＤ７９ｂ（それぞれＧｅｎ
Ｂａｎｋ受託番号ＮＭ＿００７６５５およびＮＭ＿００８３３９）である。好ましい細胞
結合免疫原融合タンパク質（シグナルペプチドを切断するための成熟および細胞表面への
移行の後の）は、マウスＩｇＧ２ａ（たとえばＧｅｎＰｅｐｔ受託番号ＡＡＢ５９６６１
）膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン（配列番号３１８）に融合されたＴＯＫ－１０７
ｈＩｇＧ（ｈＧＣＣ－ＥＣＤ／ｈＩｇＧ１　Ｆｃ）から成るＴＯＫ１１１産物である。
【０１０７】
　抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば本明細書に記載のモノクローナル抗体、ヒト抗体、または
ヒト化抗体が結合することができる有用なエピトープ、たとえばＧＣＣ分子由来の参照エ
ピトープは、ＧＣＣの細胞外部分に見出すことができる。そのようなＧＣＣのエピトープ
は、細胞の表面上で、たとえば細胞外部で、抗体分子に結合することができる。
【０１０８】
　たとえば、抗ＧＣＣ抗体分子に対するエピトープは、配列番号２２８の残基１～５０ま
たは本発明の抗ＧＣＣ抗体分子に結合するその断片、たとえばその５Ｆ９結合断片由来の
残基（複数可）内に存在するか、またはそれを含むことができる。そのような断片は、配
列番号２２８の残基１～２５、５～３０、１０～３５、１５～４０、２０～４５、２５～
５０、５～４５、１０～４０、１５～３５、２０～３０、または３３～５０を含むことが
できる。いくつかの実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば５Ｆ９抗体についてのエ
ピトープは、残基５０以降のＧＣＣアミノ酸配列における、つまり、配列番号２２８の残
基約５０～１０７３から選択される、１つ以上のさらなるアミノ酸残基をさらに含む高次
構造エピトープである。
【０１０９】
　他の実施例では、抗ＧＣＣ抗体分子についてのエピトープは、配列番号２２５または配
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列番号２２８の残基２７１～３００または本発明の抗ＧＣＣ抗体分子に結合するその断片
、たとえばそのＡＢＸ－１９８－結合断片、３Ｇ１－結合断片、８Ｆ１－結合断片、また
は１０Ｂ８結合断片由来の残基（複数可）内に存在するまたはそれを含むことができる。
そのような断片は、配列番号２２８の残基２８１～２９０もしくは配列番号２２８の残基
２８１～２９０（ここで、残基２８１はロイシンである）または配列番号２２８の残基２
８１～３００もしくは残基２７１～２９０を含むことができる。いくつかの実施形態では
、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえばＡＢＸ－１９８－抗体、３Ｇ１－抗体、８Ｆ１－抗体、ま
たは１０Ｂ８抗体についてのエピトープは、１つ以上のさらなるアミノ酸残基、つまり、
たとえば、配列番号２２８の残基約１～２７０および／または約３０１～１０７３から選
択される、ＧＣＣアミノ酸配列における、配列番号２２５でない残基をさらに含む高次構
造エピトープである。
【０１１０】
　他の実施例では、抗ＧＣＣ抗体分子についてのエピトープは、配列番号２２６または配
列番号２２８の残基３５１～３７５または本発明の抗ＧＣＣ抗体分子に結合するその断片
、たとえばそのＡＢＸ－０１２－結合断片、ＡＢＸ－３３８－結合断片、またはＡＢＸ－
１０６結合断片由来の残基（複数可）内に存在するまたはそれを含むことができる。その
ような断片は、配列番号２２８の３５６～３７０または配列番号２２８の残基３５１～３
７０または配列番号２２８の残基３５６～３７５を含むことができる。いくつかの実施形
態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえばＡＢＸ－０１２－抗体、ＡＢＸ－３３８－抗体、ま
たはＡＢＸ－１０６抗体についてのエピトープは、１つ以上のさらなるアミノ酸残基、つ
まり、たとえば、配列番号２２８の残基約１～３５０および／または約３７６～１０７３
から選択される、ＧＣＣアミノ酸配列における、配列番号２２６でない残基をさらに含む
高次構造エピトープである。
【０１１１】
　そのようなエピトープまたは細胞外ドメイン、たとえば、配列番号２２８のアミノ酸残
基２４～４２０またはその参照部分、たとえばＧＣＣの残基２４～７５、７５～１５０、
１５０～２２５、２２５～３００、３００～３７５、もしくは３７５～４２０由来の残基
（複数可）内に存在するもしくはそれを含むエピトープに対して産生される抗体、または
それから誘導される抗体分子は、本明細書に記載のとおり、治療用抗体または診断用抗体
として有用であり得る。
【０１１２】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、１つ以上の以下の特性を有する：
ａ）それは、結合について、たとえば、細胞表面ＧＣＣまたは精製ＧＣＣへの結合につい
て、表１および表２に要約される上記に参照される抗ＧＣＣ抗体分子のうちの１つ、たと
えばヒトハイブリドーマ抗体（たとえば５Ｆ９）、選択されたリンパ球抗体（たとえばＡ
ｂｘ－２２９）、またはマウス抗体（たとえば３Ｇ１）と競合する；
ｂ）それは、表１および表２に要約される上記に参照される抗ＧＣＣ抗体分子のうちの１
つとして、たとえばヒトハイブリドーマ抗体（たとえば５Ｆ９）、選択されたリンパ球抗
体（たとえばＡｂｘ－２２９）、またはマウス抗体（たとえば３Ｇ１）として、同じまた
は実質的に同じ、ＧＣＣのエピトープに結合する。一実施形態では、抗体は同じエピトー
プに結合するが、それは１つ以上のペプチドアレイアッセイによって決定されるとおりで
あるかまたはたとえば、細胞表面上に発現される切断変異体、キメラ、もしくは点変異体
または膜調製物への結合によって決定されるとおりであり、それらのアッセイは本明細書
に記載のとおりである；
ｃ）それは、表１および表２に要約される上記に参照される抗ＧＣＣ抗体分子のうちの１
つ、たとえばヒトハイブリドーマ抗体（たとえば５Ｆ９）、選択されたリンパ球抗体（た
とえばＡｂｘ－２２９）、またはマウス抗体（たとえば３Ｇ１）のエピトープと共通の、
少なくとも１、２、３、４、５、８、１０、１５、または２０の隣接アミノ酸残基を有す
るエピトープに結合する；
ｄ）それは、本発明の抗ＧＣＣ抗体が結合するヒトＧＣＣの領域に結合し、その領域、た
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とえば細胞外領域または細胞質領域は、長さが１０～１５、１０～２０、２０～３０、ま
たは２０～４０の残基であり、その結合は、たとえば、切断変異体への結合によって決定
される。一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ヒトＧＣＣの細胞外領域に結合する。一
実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、配列番号２２８のアミノ酸残基２４～４２０によっ
て定められる細胞外ドメインのヒトＧＣＣの部分に結合することができる。一実施形態で
は、抗ＧＣＣ抗体分子は、配列番号２２８のアミノ酸残基９３１～９５４のグアニル酸シ
クラーゼ識別特性部位（ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｓｉｔｅ）に結合することができる；また
は
ｅ）それは、本明細書に記載の参照エピトープに結合する。
【０１１３】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣ配列ＩＬＶＤＬＦＮＤＱＹＦＥＤＮＶＴ
ＡＰＤＹＭＫＮＶＬＶＬＴＬＳ（配列番号２２５）に結合する。
【０１１４】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣ配列ＦＡＨＡＦＲＮＬＴＦＥＧＹＤＧＰ
ＶＴＬＤＤＷＧＤＶ（配列番号２２６）に結合する。
【０１１５】
　一実施形態では、抗体分子は、高次構造エピトープに結合する。他の実施形態では、抗
体分子は、線状エピトープに結合する。
【０１１６】
　抗ＧＣＣ抗体分子は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、単一特異性抗体、キ
メラ抗体（米国特許第６，０２０，１５３号を参照されたい）、またはヒト抗体もしくは
ヒト化抗体、またはその抗体断片もしくは誘導体とすることができる。前述のもののいず
れかの合成改変体または遺伝子操作された改変体（米国特許第６，３３１，４１５号を参
照されたい）もまた、本発明によって企図される。モノクローナル抗体は、従来のマウス
モノクローナル抗体の方法論、たとえば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔ
ｕｒｅ　２５６巻：４９５頁（１９７５年）の標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技
術を含む様々な技術によって産生することができる。一般にＨａｒｌｏｗ，　Ｅ．および
Ｌａｎｅ，　Ｄ．（１９８８年）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹを参照されたい。
【０１１７】
　タンパク質、たとえばＧＣＣまたは可溶性部分またはＧＣＣの一部を含む融合タンパク
質（たとえばＴＯＫ１０７－ｈＩｇ）、または細胞もしくはそれ由来の膜画分、たとえば
、表面露出ＧＣＣもしくはその部分（たとえばｐＬＫＴＯＫ４産物もしくはｐＬＫＴＯＫ
１１１産物）を発現する細胞を用いる免疫は、応答を誘導する方法において、たとえば、
アジュバント、たとえばフロイント完全アジュバントと共に、注射のために調製された免
疫原を用いて実行することができる。他の適したアジュバントは、ＴＩＴＥＲＭＡＸ　Ｇ
ＯＬＤ（登録商標）アジュバント（ＣＹＴＲＸ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｌｏｓ　Ａｎ
ｇｅｌｅｓ、ＣＡ）およびミョウバンを含む。低分子ペプチド免疫原は、キーホールリン
ペットヘモシニアンなどのより大きな分子に連結することができる。マウスは、多くの部
位に、たとえば腹膜（ｉ．ｐ．）、尾のつけ根、もしくは足蹠、または部位の組み合わせ
、たとえばｉＰおよび尾のつけ根（ＢＩＰ）に、多くの方法で、たとえば皮下、静脈内、
または筋肉内に、注射することができる。ブースター注射は、同じまたは異なる免疫原を
含むことができ、アジュバント、たとえばフロイント不完全アジュバントをさらに含むこ
とができる。ＤＮＡ、たとえば、ＧＣＣまたはその部分もしくはＧＣＣまたはその部分を
含む融合タンパク質をコードする（たとえばＴＯＫ１０７－ｈＩｇをコードする）ＤＮＡ
を用いる免疫は、遺伝子銃技術を使用して注射することができる。たとえば、ＤＮＡは、
微視的金粒子上に負荷され、短い期間にわたって、頻繁な間隔でマウスに注射される。
【０１１８】
　一般に、モノクローナル抗体が所望される場合、ハイブリドーマは、不死細胞系由来の
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適した細胞（たとえばＳＰ２／０、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３、またはヘテロミエローマ
などのミエローマ細胞系）を抗体産生細胞と融合することによって産生される。抗体産生
細胞は、ヒトの末梢血または好ましくは脾臓もしくはリンパ節、ヒト抗体トランスジェニ
ック動物、または対象の抗原を用いて免疫された他の適した動物から得ることができる。
ヒト起源の抗体（たとえばヒト抗体）を産生する細胞は、適した方法、たとえば、ヒト抗
体産生細胞およびヘテロミエローマもしくはトリオーマ（ｔｒｉｏｍａ）の融合またはエ
プスタイン－バーウイルスによる感染を介しての活性化ヒトＢ細胞の不死化を使用して産
生することができる（たとえば米国特許第６，１９７，５８２号（Ｔｒａｋｈｔ）；Ｎｉ
ｅｄｂａｌａら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ，１７巻：２９９～３０４頁（１９９８年）；Ｚａ
ｎｅｌｌａら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、１５６巻：２０５～２１５頁（１
９９２年）；Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎら、Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏ
ｍａｓ、２巻：２６～３２頁（１９９１年）を参照されたい）。融合または不死化抗体産
生細胞（ハイブリドーマ）は、選択的培養条件を使用して単離し、限界希釈法によってク
ローニングすることができる。所望の特異性を有する抗体を産生する細胞は、適したアッ
セイを使用して同定することができる（たとえばＥＬＩＳＡ（たとえばマイクロタイター
ウェル上に固定された免疫原、たとえばＴＯＫ１０７－ｈＩｇＧを用いる）またはＧＣＣ
もしくはその部分を発現する細胞、たとえばｐＬＫＴＯＫ１１１産物を発現する細胞に対
するＦＡＣＳによって）。たとえば、ＧＣＣ免疫原が親和性試薬である融合成分を含む場
合、この成分は、ＧＣＣを含む融合タンパク質またはその部分がマトリックス、たとえば
プロテインＧコート、ストレプトアビジンコート、グルタチオン誘導体化、または抗体コ
ートマイクロタイタープレートまたはアッセイチップに結合するのを可能にすることがで
き、これは、次いで、免疫血清またはハイブリドーマもしくは抗体発現組換え細胞由来の
順化培地と組み合わせられ、その混合物は、複合体形成を促す条件下で（たとえば塩およ
びｐＨについての生理学的条件で）培養される。インキュベーションに続いて、マイクロ
タイタープレートウェルまたはチップの細胞は、あらゆる非結合構成要素を除去するため
に洗浄され、抗ＧＣＣ抗体による結合が測定される。
【０１１９】
　実施形態では、治療上の適用については、本発明の抗体は、ヒト抗体またはヒト化抗体
である。ヒト抗体またはヒト化抗体の利点は、それらが、宿主レシピエントにおける抗体
の免疫原性を潜在的に減少させまたは排除し、生物学的利用能の増加および有害な免疫反
応の可能性の低下を可能にし、したがって、潜在的に、複数回の抗体投与を可能にするこ
とである。
【０１２０】
　改変抗体は、ヒト化抗体、キメラ抗体、またはＣＤＲ移植抗体を含む。ヒト抗マウス抗
体（ＨＡＭＡ）応答により、キメラ抗体または別の方法でヒト化抗体の開発に至った。キ
メラ抗体は、ヒト定常領域およびマウス可変領域を有するが、特に、抗体の慢性的なまた
は多用量の利用において、ある種のヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）応答が観察されるとい
うことが予想される。そのようなマウスまたはラット誘導タンパク質の存在は、抗体の急
速な排除をもたらし得るか、あるいは患者による抗体に対する免疫応答の生成をもたらし
得る。マウスまたはラット誘導抗体の利用を回避するために、配列が抗体配列に導入され
、その抗体配列をヒト抗体配列により近いものにしたヒト化抗体またはげっ歯動物へヒト
抗体機能を導入することによって生成される完全ヒト抗体が開発され、それによりげっ歯
動物が完全ヒト配列を有する抗体を産生するようになった。ヒト抗体は、マウス、ウサギ
、またはラットの可変領域および／または定常領域を有する抗体と関連するいくつかの問
題を回避する。
ヒト抗体
　完全ヒト抗体分子は、マウスｍＡｂまたはマウス誘導体化ｍＡｂに固有の免疫原性応答
およびアレルギー性応答を最小限にし、したがって、投与される抗体の効力および安全性
を増加させることができる。完全ヒト抗体分子の使用は、繰り返しの抗体投与を必要とす
る、炎症、自己免疫、およびがんなどの、慢性的なおよび再発性のヒト疾患の処置におい
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て実質的な利点を提供することができる。さらに、ヒト抗体分子は、動物の抗体遺伝子発
現が抑制され、ヒト抗体分子遺伝子発現と機能的に置き換えられた動物の遺伝子操作され
た株を使用して産生することができる。
【０１２１】
　ヒト抗体を作製するための方法は、当技術分野において公知である。ヒト抗体を作製す
るための１つの方法は、トランスジェニックマウスなどのトランスジェニック動物の利点
を利用する。これらのトランスジェニック動物は、自身のゲノムに挿入された、ヒト抗体
産生ゲノムの実質的な部分、たとえば、機能的な再構成を受け得るヒト免疫グロブリン座
を含有し、動物自体の内因性の抗体産生は、抗体の産生において欠損させる。そのような
トランスジェニック動物を作製するための方法は、当技術分野において公知である。その
ようなトランスジェニック動物は、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）技術を使用してまたは「
ミニローカス（ｍｉｎｉｌｏｃｕｓ）」アプローチを使用して作製することができる。Ｘ
ＥＮＯＭＩＣＥ（商標）を作製するための方法は、参照によって本明細書において組み込
まれる米国特許第６，１６２，９６３号、第６，１５０，５８４号、第６，１１４，５９
８号、および第６，０７５，１８１号において記載されている。「ミニローカス」アプロ
ーチを使用して、トランスジェニック動物を作製するための方法は、米国特許第５，５４
５，８０７号、第５，５４５，８０６号、および第５，６２５，８２５号において記載さ
れており、国際特許出願公開ＷＯ９３／１２２２７もまた参照されたい。これらはそれぞ
れ参照によって本明細書において組み込まれる。他のトランスジェニックヒト抗体産生マ
ウスは、ＨＵＭＡＢ－ＭＯＵＳＥ（登録商標）、ＫＩＲＩＮ　ＴＣ　ＭＯＵＳＥ（商標）
トランスクロモソームマウス、ＫＭ－ＭＯＵＳＥ（登録商標）（ＭＥＤＡＲＥＸ、Ｐｒｉ
ｎｃｅｔｏｎ、ＮＪ）を含む。
【０１２２】
　ヒト抗体トランスジェニック動物技術、たとえばＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）技術を使
用して、ヒト抗体は、対象の抗原を用いて、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）マウス（Ａｂｇ
ｅｎｉｘ、Ｆｒｅｍｏｎｔ、Ｃａｌｉｆ．）を免疫することによって得ることができる。
リンパ細胞（Ｂ細胞など）は、抗体を発現するマウスから回収される（たとえば、脾臓組
織から単離される）。これらの回収された細胞は、標準的な方法論を使用して、不死ハイ
ブリドーマ細胞系を調製するために骨髄型の細胞系と融合することができる。これらのハ
イブリドーマ細胞系は、対象の抗原に特異的な抗体を産生するハイブリドーマ細胞系を同
定するためにスクリーニングし、かつ選択することができる。
【０１２３】
　ヒト抗体トランスジェニック動物は、特異性および親和性などの所望の特性を有する抗
体をコードする核酸が富化され得る核酸の供給源を提供する。たとえば、抗体または抗体
可変領域をコードする核酸は、ＧＣＣタンパク質またはその改変体もしくは部分を用いて
免疫されたヒト抗体トランスジェニックマウスから単離されてもよい。単離核酸またはそ
の部分（たとえば、可変領域、ＣＤＲ、フレームワーク領域をコードする部分）は、ＧＣ
Ｃタンパク質に結合する抗体または抗原結合断片に対して富化された抗体または抗体の抗
原結合断片（たとえば単鎖抗原結合断片、二重鎖抗原結合断片）のライブラリーを産生す
るために、任意の適した方法（たとえばファージディスプレイ）を使用して発現すること
ができる。そのようなライブラリーは、免疫されたヒト抗体トランスジェニック動物にお
いて産生される抗体のレパートリーに比べて、増強された多様性（たとえば重鎖可変領域
および軽鎖可変領域の対形成を通してのコンビナトリアル多様性）を示すことができる。
そのライブラリーは、所望の特性（たとえば特異性、親和性）を有する抗体または抗原結
合断片を同定するために任意の適したアッセイ（たとえばＧＣＣタンパク質結合アッセイ
）を使用してスクリーニングすることができる。所望の特性を有する抗体または抗原結合
断片をコードする核酸は、任意の適した方法を使用して回収することができる（たとえば
米国特許第５，８７１，９０７号（Ｗｉｎｔｅｒら）および米国特許第６，０５７，０９
８号（Ｂｕｅｃｈｌｅｒら）を参照されたい）。
【０１２４】
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　その代わりに、抗体は、ハイブリドーマ細胞系以外の細胞系において発現することがで
きる。より具体的には、特定の抗体をコードする配列は、抗体を産生する細胞からクロー
ニングし、適した哺乳動物の宿主細胞の形質転換に使用することができる。好ましい方法
において、免疫マウス由来の脾臓および／またはリンパ節のリンパ球は、マウスから単離
され、参照によって本明細書において組み込まれるＢａｂｃｏｏｋら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　９３巻：７８４３～８頁（１９９６年）において
以前に記載されるように、プラークアッセイにおいて培養される。手短に言えば、細胞は
、ＧＣＣ抗原を用いてコートされた、ヒツジ赤血球を有する寒天で培養され、ＧＣＣ抗原
に対してｍＡｂを分泌する細胞は、補体を固定し、ｍＡｂ産生細胞の周囲の赤血球を直ち
に溶解する。澄明化したプラーク内の細胞は、免疫グロブリン配列の配列決定および発現
ベクター内へのサブクローニングのために採取される。ＧＣＣ特異的なｍＡｂを含有する
一時的にトランスフェクトされた細胞由来の上清は、続いて、ＥＬＩＳＡによっておよび
フローサイトメトリーによって細胞への結合についてスクリーニングされる。特定のエピ
トープに結合するＣＤＲを含む産生ヒト抗体の可変配列またはその部分は、改変抗体の産
生のために利用されてもよい。たとえば、産生抗体の可変領域は、構築物の移入、構築物
の発現の増加、および／または完全長抗体を発現することができるベクターへの構築物の
組み込みを容易にするために、発現カセットの中にスプライシングされてもよい。たとえ
ばＵＳ２００６０１４７４４５を参照されたい。特定の実施形態では、発現カセットは、
ＩｇＧ１アイソタイプの重鎖定常領域を含む。
【０１２５】
　Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｍｅｔｈｏｄ（ＳＬＡ
Ｍ、米国特許第５，６２７，０５２号、Ｂａｂｃｏｏｋら　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．　９３巻：７８４３～７８４８頁（１９９６年）を参照された
い）もまた、対象の抗体を提供することができる細胞を同定するために使用することがで
きる。ＳＬＡＭでは、Ｂ細胞が直接培養され、したがって、典型的には、マウスによって
もともと生成されるわずかな割合の抗体しか捕捉しないハイブリドーマ技術が回避される
。マイクロプレートベースのアッセイを使用して、Ｂ細胞は、数日の期間にわたって速や
かにアッセイされる。典型的に、何千もの抗原反応性細胞クローンが同定され、それは、
何千もの個々の抗原特異的、たとえばＧＣＣ特異的モノクローナル抗体を表わす。単一の
実験において同定される異なる抗原反応性モノクローナル抗体の数は、典型的に、何倍に
も増加する。親和性および機能によって抗体を測定し、ランク付けるためのさらなる迅速
なマイクロプレートベースのアッセイを適用した後に、非常に高品質の抗体を産生する個
々のＢ細胞クローンを選択することができる。さらに、ハイブリドーマ生成ステップを回
避することによって、産出物を、組換え生産細胞系中に速やかに移動することができる。
本技術を使用して選択された個々のＢ細胞は、単離され、その抗体遺伝子は、生産細胞系
に直接導入することができる。次いで、結果として生じる細胞系は、ハイブリドーマ細胞
系開発のために必要とされるものと本質的に同じ時間軸（ｔｉｍｅｌｉｎｅ）にわたって
臨床試験のために発達させることができる。
【０１２６】
　ヒトｍＡｂ　５Ｆ９（ＩｇＧ２、カッパ）は、ハイブリドーマ４６．５Ｆ９．８．２と
も呼ばれるハイブリドーマ５Ｆ９によって産生することができ、これは、受託番号ＰＴＡ
－８１３２の下で、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ
ｎ、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓａｓ、Ｖｉ
ｒｇｉｎｉａ　２０１１０、Ｕ．Ｓ．Ａ．に、Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．、４０　Ｌａｎｄｓｄｏｗｎｅ　Ｓｔｒｅｅｔ、Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ、ＭＡ、０２１３９、ＵＳＡを代表して２００７年１月１０日に寄託された（その
寄託は、Ｂｕｄａｐｅｓｔ　Ｔｒｅａｔｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｅｐｏｓｉｔ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａ
ｎｉｓｍｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｕｒｐｏｓｅｓ　ｏｆ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｐｒｏｃｅｄｕ
ｒｅに従って成され、その要求を満たす）。本発明は、ハイブリドーマ５Ｆ９、それが産
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生する抗体、その抗原結合断片、ならびに抗体およびその部分（たとえば重鎖、重鎖可変
領域、軽鎖、軽鎖可変領域、ＣＤＲ）をコードする核酸に関する。本明細書に記載のとお
り、ハイブリドーマ５Ｆ９は、ＩｇＧ２（カッパ抗体）を産生する。
【０１２７】
　ヒト化およびディスプレイ技術および抗体に対する改変
　上記に議論されるように、免疫原性が低下した抗体を産生することは有利である。これ
は、ヒト化の技術および適切なライブラリーを使用したディスプレイ技術に関連して行う
ことができる。マウス抗体または他の種由来の抗体は、当技術分野において公知の技術を
使用して、ヒト化または霊長類化する（ｐｒｉｍａｔｉｚｅ）ことができることが十分に
理解される。たとえばＷｉｎｔｅｒおよびＨａｒｒｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　
１４巻：４３～４６頁（１９９３年）およびＷｒｉｇｈｔら　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖｉｅｗｓ
　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１２１２５～１６８頁（１９９２年）を参照されたい。対象
の抗体は、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ヒンジドメイン、および／またはフレームワークド
メインを対応するヒト配列と置換するための組換えＤＮＡ技術によって操作されてもよい
（ＷＯ９２／０２１９０ならびに米国特許第５，５３０，１０１号、第５，５８５，０８
９号、第５，６９３，７６１号、第５，６９３，７９２号、第５，７１４，３５０号、お
よび第５，７７７，０８５号を参照されたい）。さらに、キメラ免疫グロブリン遺伝子の
構築のためのＩｇ　ｃＤＮＡの使用は、当技術分野において公知である（Ｌｉｕら　Ｐｒ
ｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．８４巻：３４３９（１９８７年）およびＪ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９巻：３５２１頁（１９８７年））。ｍＲＮＡは、抗体を産生す
るハイブリドーマまたは他の細胞から単離され、ｃＤＮＡを生成するために使用される：
対象のｃＤＮＡは、特異的なプライマーを使用して、ポリメラーゼ連鎖反応によって増幅
されてもよい（米国特許第４，６８３，１９５号および第４，６８３，２０２号）。
【０１２８】
　その代わりに、ファージディスプレイ技術（たとえばＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３４８巻：５５２～５５３頁（１９９０年）を参照されたい）は、免疫グロブリ
ン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子から、たとえば、非免疫ドナー由来のレパートリーからｉｎ
　ｖｉｔｒｏにおいてヒト抗体および抗体断片を産生するために使用することができる。
この技術に従って、抗体Ｖドメイン遺伝子は、Ｍ１３またはｆｄなどの、糸状バクテリオ
ファージの主要なまたは微量のコートタンパク質遺伝子にインフレームでクローニングさ
れ、ファージ粒子の表面に機能的な抗体断片として示される。糸状粒子がファージゲノム
の一本鎖ＤＮＡコピーを含有するので、抗体の機能的な特性に基づく選択はまた、それら
の特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択をももたらす。したがって、ファージは、Ｂ
細胞の特性のうちのいくつかを模倣する。ファージディスプレイは、様々な方式において
実行することができる；それらの総説については、たとえばＪｏｈｎｓｏｎおよびＣｈｉ
ｓｗｅｌｌ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，　３巻：５６４～５７１頁（１９９３年）を参照されたい。Ｖ遺伝子セグメント
のいくつかの供給源は、ファージディスプレイに使用することができる。Ｃｌａｃｋｓｏ
ｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２巻：６２４～６２８頁（１９９１年）は、免疫マウスの脾臓
から誘導されたＶ遺伝子の小さなランダムコンビナトリアルライブラリーから抗オキサゾ
ロン抗体の多様な配列を単離した。非免疫ヒトドナー由来のＶ遺伝子のレパートリーを構
築することができ、Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２巻：５８１～５９７
頁（１９９１年）またはＧｒｉｆｆｉｔｈら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２巻：７２５～７３４
頁（１９９３年）によって記載される技術に本質的に従って、多様な一群の抗原（自己抗
原を含む）に対する抗体を単離することができる。米国特許第５，５６５，３３２号およ
び第５，５７３，９０５号もまた参照されたい。ディスプレイライブラリーは、人工アミ
ノ酸配列を含有する抗体または抗体の抗原結合断片を含有することができる。たとえば、
そのライブラリーは、人工ＣＤＲ（たとえばランダムアミノ酸配列）およびヒトフレーム
ワーク領域を含有するＦａｂ断片を含有することができる（たとえば米国特許第６，３０
０，０６４号（Ｋｎａｐｐｉｋら）を参照されたい）。
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【０１２９】
　ヒト抗体はまた、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ活性化Ｂ細胞によって生成されてもよい（米国特許
第５，５６７，６１０号および第５，２２９，２７５号を参照されたい）。
【０１３０】
　ヒト定常領域遺伝子の配列は、Ｋａｂａｔら（１９９１年）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、Ｎ．Ｉ．
Ｈ．ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　ｎｏ．９１－３２４２において見出してもよい。ヒトＣ領
域遺伝子は、公知のクローンから容易に入手可能である。アイソタイプの選択は、補体固
定または抗体依存性細胞傷害における活性などの所望のエフェクター機能によって導かれ
る。アイソタイプは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、またはＩｇＧ４とすることができ
る。特定の実施形態では、本発明の抗体分子は、ＩｇＧ１およびＩｇＧ２である。ヒト軽
鎖定常領域（カッパまたはラムダ）のどちらでも使用されてもよい。次いで、キメラ抗体
、ヒト化抗体は、従来の方法によって発現される。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、ＧＣＣを発現する細胞（たと
えば腫瘍細胞）に対して抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）をも引き出すことができる。Ｉ
ｇＧ１およびＩｇＧ３アイソタイプを有する抗体は、Ｆｃ受容体に結合するそれらの能力
により、抗体依存性の細胞傷害性能力においてエフェクター機能を誘発するのに有用であ
る。ＩｇＧ２およびＩｇＧ４アイソタイプを有する抗体は、Ｆｃ受容体に結合する能力が
低いために、ＡＤＣＣ応答を最小限にするのに有用である。関連する実施形態では、たと
えば改変真核生物細胞系における成長による、Ｆｃ領域における置換または抗体のグリコ
シル化組成における変化は、抗ＧＣＣ抗体が結合する細胞を認識する、その細胞に結合す
る、および／またはその細胞に対する細胞傷害性を媒介する、Ｆｃ受容体の能力を増強す
るために成すことができる（たとえば米国特許第７，３１７，０９１号、第５，６２４，
８２１号、およびＷＯ００／４２０７２、Ｓｈｉｅｌｄｓら　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
　２７６巻：６５９１～６６０４頁（２００１年）、Ｌａｚａｒら　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．　１０３巻：４００５～４０１０頁（２００６年）、
Ｓａｔｏｈら　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｌ．Ｔｈｅｒ．　６巻：１１６１～１１
７３頁（２００６年）を含む刊行物を参照されたい）。ある実施形態では、抗体または抗
原結合断片（たとえばヒト起源の抗体、ヒト抗体）は、機能（たとえばエフェクター機能
）を改変するまたは調整するアミノ酸置換または交換を含むことができる。たとえば、ヒ
ト起源の定常領域（たとえばγ１定常領域、γ２定常領域）は、補体活性化および／また
はＦｃ受容体結合を低下させるように設計することができる（たとえば、これらの全教示
が参照によって本明細書において組み込まれる米国特許第５，６４８，２６０号（Ｗｉｎ
ｔｅｒら）、第５，６２４，８２１号（Ｗｉｎｔｅｒら）、および第５，８３４，５９７
号（Ｔｓｏら）を参照されたい）。好ましくは、そのようなアミノ酸置換または交換を含
有するヒト起源の定常領域のアミノ酸配列は、ヒト起源の非改変定常領域のアミノ酸配列
に対して完全長にわたって少なくとも約９５％同一である、より好ましくは、ヒト起源の
非改変定常領域のアミノ酸配列に対して完全長にわたって少なくとも約９９％同一である
。
【０１３２】
　他のさらなる実施形態では、エフェクター機能はまた、抗体のグリコシル化パターンを
調整することによって改変することができる。改変とは、抗体において認められる１つ以
上の炭水化物成分の欠失および／または抗体に存在しない１つ以上のグリコシル化部位の
追加を意味する。たとえば、抗体のＦｃ領域に結合するフコースを欠く成熟炭水化物構造
物を有する増強されたＡＤＣＣ活性を有する抗体は、米国特許出願公開第２００３／０１
５７１０８号（Ｐｒｅｓｔａ）において記載されている。米国特許出願公開第２００４／
００９３６２１号（Ｋｙｏｗａ　Ｈａｋｋｏ　Ｋｏｇｙｏ　Ｃｏ．，Ｌｔｄ）もまた参照
されたい。Ｇｌｙｃｏｆｉもまた、抗体の特定のグリコフォームを産生することができる
酵母細胞系を開発した。
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【０１３３】
　さらにまたはその代わりに、フコシル残基の量が低下した低フコシル化（ｈｙｐｏｆｕ
ｃｏｓｙｌａｔｅｄ）抗体または２つに枝分かれした（ｂｉｓｅｃｔｉｎｇ）ＧｌｃＮａ
ｃ構造物が増加した抗体などの改変されたタイプのグリコシル化を有する抗体を作製する
ことができる。そのような改変されたグリコシル化パターンは、抗体のＡＤＣＣ能力を増
加させることが実証されている。そのような炭水化物改変物は、たとえば、改変されたグ
リコシル化機構を有する宿主細胞において抗体を発現させることによって行うことができ
る。改変されたグリコシル化機構を有する細胞は、当技術分野において記載されており、
本発明の組換え抗体を発現するように操作される宿主細胞として使用し、それによって、
グリコシル化が改変された抗体を産生することができる。たとえば、ＨａｎｇらによるＥ
Ｐ　１，１７６，１９５は、そのような細胞系において発現される抗体が低フコシル化（
ｈｙｐｏｆｕｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ）を示すように、フコシルトランスフェラーゼをコー
ドする、機能的に破壊されたＦＵＴ８遺伝子を有する細胞系を記載する。Ｐｒｅｓｔａに
よるＰＣＴ公開ＷＯ０３／０３５８３５は、アスパラギン（２９７）連結炭水化物にフコ
ースを付加する能力が低下した改変体ＣＨＯ細胞系、Ｌｅｃ１３細胞を記載し、これもま
た、その宿主細胞において発現される抗体の低フコシル化をもたらす（たとえばＳｈｉｅ
ｌｄｓ，　Ｒ．Ｌ．ら、２００２年　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．　２７７巻：２６７３３
～２６７４０頁を参照されたい）。ＵｍａｎａらによるＰＣＴ公開ＷＯ９９／５４３４２
は、操作された細胞系において発現される抗体が、抗体のＡＤＣＣ活性の増加をもたらす
、２つに枝分かれしたＧｌｃＮａｃ構造物の増加を示すように、糖タンパク質改変グリコ
シルトランスフェラーゼ（たとえばベータ（１，４）－Ｎアセチルグルコサミニルトラン
スフェラーゼＩＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ））を発現するように操作された細胞系を記載する（
Ｕｍａｎａら、１９９９年　Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１７巻：１７６～１８０頁もま
た、参照されたい）。
【０１３４】
　ヒト化抗体はまた、ＣＤＲ移植アプローチを使用して作製することもできる。そのよう
なヒト化抗体の生成の技術は、当技術分野において公知である。一般に、ヒト化抗体は、
ＧＣＣに結合する抗体の可変重配列および可変軽配列をコードする核酸配列を得、可変重
配列および可変軽配列における相補性決定領域または「ＣＤＲ」を同定し、かつヒトフレ
ームワーク核酸配列にＣＤＲ核酸配列を移植することによって産生される（たとえば米国
特許第４，８１６，５６７号および第５，２２５，５３９号を参照されたい）。ＣＤＲお
よびフレームワーク残基の位置は、決定することができる（Ｋａｂａｔ，　Ｅ．Ａ．ら（
１９９１年）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌ
ｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ
．９１－３２４２およびＣｈｏｔｈｉａ，　Ｃ．ら　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６巻：
９０１～９１７頁（１９８７年）を参照されたい）。本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子
は、表５および表６に列挙されるＣＤＲをコードするＣＤＲアミノ酸配列およびＣＤＲ核
酸配列を有する。いくつかの実施形態では、表５および表６由来の配列は、本明細書に記
載の治療方法または診断方法における使用のためにＧＣＣを認識する分子に組み込むこと
ができる。選択されるヒトフレームワークは、ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に適したものであり、
それが免疫原性を示さないことを意味する。たとえば、そのような決定は、そのような抗
体のｉｎ　ｖｉｖｏにおける使用を伴う先の知見およびアミノ酸類似性に関する研究によ
って成すことができる。適したフレームワーク領域は、ドナー抗体、たとえば抗ＧＣＣ抗
体分子（たとえば３Ｇ１）の等価な部分（たとえばフレームワーク領域）のアミノ酸配列
内のフレームワーク領域の全長にわたって、少なくとも約６５％のアミノ酸配列同一性、
好ましくは、少なくとも約７０％、８０％、９０％、または９５％のアミノ酸配列同一性
を有するヒト起源の抗体から選択することができる。アミノ酸配列同一性は、デフォルト
パラメータを使用して、ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗなどの適したアミノ酸配列アライメントアル
ゴリズムを使用して決定することができる（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　Ｊ．Ｄ．ら、Ｎｕｃｌｅ
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ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２２巻：４６７３～４６８０頁（１９９４年））。
【０１３５】
　ヒト化されることとなるクローニング抗体のＣＤＲおよびＦＲが一度同定されたら、Ｃ
ＤＲをコードするアミノ酸配列が、同定され、対応する核酸配列が、選択されるヒトＦＲ
上に移植される。これは、公知のプライマーおよびリンカーを使用して行うことができ、
これらの選択は、当技術分野において公知である。特定のヒト抗体のＣＤＲはすべて、非
ヒトＣＤＲの少なくとも１つの部分と置き換えられてもよいし、またはＣＤＲのうちのご
く一部が非ヒトＣＤＲで置き換えられてもよい。所定の抗原へのヒト化抗体の結合に必要
とされるＣＤＲの数を置き換えることのみが必要である。ＣＤＲが選択されたヒトＦＲ上
に移植された後に、結果として生じる「ヒト化」可変重配列および可変軽配列は、ＧＣＣ
に結合するヒト化Ｆｖまたはヒト化抗体を産生するように発現される。好ましくは、ＣＤ
Ｒ移植（たとえばヒト化）抗体は、ドナー抗体に類似する、実質的にドナー抗体と同じ、
またはドナー抗体の親和性より好適な親和性で、ＧＣＣタンパク質に結合する。典型的に
、ヒト化可変重配列および軽配列は、ＧＣＣに結合する完全な抗体が得られるように、ヒ
ト定常ドメイン配列を有する融合タンパク質として発現される。しかしながら、定常配列
を含有しないヒト化Ｆｖ抗体を産生することができる。
【０１３６】
　特定のアミノ酸が置換された、欠失した、または付加されたヒト化抗体もまた、本発明
の範囲内である。特に、ヒト化抗体は、抗原への結合を改善するように、フレームワーク
領域におけるアミノ酸置換を有することができる。たとえば、ヒト化免疫グロブリン鎖の
、選択される少数のアクセプターフレームワーク残基は、対応するドナーアミノ酸によっ
て置き換えることができる。置換の位置は、ＣＤＲに近接するまたはＣＤＲと相互作用す
ることができるアミノ酸残基を含む（たとえば米国特許第５，５８５，０８９号または第
５，８５９，２０５号を参照されたい）。アクセプターフレームワークは、成熟ヒト抗体
フレームワーク配列またはコンセンサス配列とすることができる。本明細書において使用
されるように、用語「コンセンサス配列」は、最も頻繁に認められるまたは関連するファ
ミリーメンバーの間で領域内の配列におけるそれぞれの位置で最も共通する残基から考え
られる配列を指す。ヒト可変領域の異なるサブグループについてのコンセンサス配列を含
む、多くのヒト抗体コンセンサス配列が、入手可能である（Ｋａｂａｔ，　Ｅ．Ａ．ら、
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉ
ｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ
　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、Ｕ．Ｓ．Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　
Ｏｆｆｉｃｅ（１９９１年）を参照されたい）。Ｋａｂａｔデータベースおよびそのアプ
リケーションは、たとえば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤのＩｇＢＬＡＳＴを介
してオンラインで自由に入手可能である（Ｊｏｈｎｓｏｎ，　Ｇ．およびＷｕ，　Ｔ．Ｔ
．、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２９巻：２０５～２０６頁（２０
０１年）もまた参照されたい）。
【０１３７】
　抗体をヒト化するための他の技術は、１９９２年１２月２３日に公開されたＰａｄｌａ
ｎら　ＥＰ　５１９５９６　Ａ１において記載されている。
【０１３８】
　抗ＧＣＣ抗体分子は、ヒトＴ細胞エピトープの特異的な欠失またはこれらの内容が参照
によって本明細書において組み込まれるＰＣＴ公開ＷＯ９８／５２９７６およびＷＯ００
／３４３１７において開示される方法による「脱免疫」によって改変されてもよい他のヒ
ト化抗体を含む。手短に言えば、抗ＧＣＣ抗体のマウス重鎖可変領域および軽鎖可変領域
は、ＭＨＣクラスＩＩに結合するペプチドについて分析することができる；これらのペプ
チドは、潜在的なＴ細胞エピトープを表す。潜在的なＴ細胞エピトープの検出については
、「ペプチドスレッディング（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｔｈｒｅａｄｉｎｇ）」と称されるコン
ピューターモデリングアプローチを適用することができ、さらに、ヒトＭＨＣクラスＩＩ



(41) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

結合ペプチドのデータベースは、ＰＣＴ公開ＷＯ９８／５２９７６およびＷＯ００／３４
３１７に記載のとおりマウスＶＨおよびＶＬ配列に存在するモチーフについて検索するこ
とができる。これらのモチーフは、１８の主要なＭＨＣクラスＩＩ　ＤＲアロタイプのい
ずれかに結合し、したがって潜在的なＴ細胞エピトープを構築する。検出された潜在的な
Ｔ細胞エピトープは、可変領域における少数のアミノ酸残基の置換によってまたは好まし
くは単一アミノ酸置換によって排除することができる。可能な限り、保存的置換は、排他
的ではないが多くの場合に行なわれ、ヒト生殖細胞系列抗体配列におけるその位置で、共
通のアミノ酸が使用されてもよい。ヒト生殖細胞系列配列は、Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ，　Ｉ
．Ａ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７巻：７７６～７９８頁（１９９２年）；Ｃｏｏ
ｋ，　Ｇ．Ｐ．ら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　１６巻（５号）：２３７～２４２頁（
１９９５年）；Ｃｈｏｔｈｉａ，　Ｄ．ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．２２７巻：７９９～８
１７頁（１９９２年）において開示されている。Ｖ　ＢＡＳＥディレクトリーは、ヒト免
疫グロブリン可変領域配列の包括的なディレクトリーを提供する（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ，
　Ｉ．Ａ．ら　ＭＲＣ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫによって編集）。抗ＧＣＣ抗体の脱免疫ＶＨおよびＶＬを
マウスＶＨおよびＶＬ遺伝子の変異誘発によって構築した後に、その変異誘発された可変
配列は、必要に応じて、ヒト定常領域、たとえばヒトＩｇＧ１定常領域またはκ定常領域
に融合することができる。
【０１３９】
　他の実施形態では、ＣＤＲ移植抗体による免疫原性応答の低下は、ＣＤＲ中のアミノ酸
残基の変化、たとえば欠失、置換によって達成することができる（Ｋａｓｈｍｉｒｉら　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　３６巻：２５～３４頁（２００５年）、米国特許第６，８１８，７４９
号、Ｔａｎら　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１６９巻：１１１９～１１２５頁（２００６年）
）。たとえば、抗原との接触に関与する位置の残基は、好ましくは、変化されない。典型
的に、そのような残基、ＳＤＲは、抗体の間で高レベルの可変性を示す位置にある。たと
えば、抗ＧＣＣ抗体分子から、たとえば、本明細書に記載の抗体から、Ｃｌｕｓｔａｌ法
（Ｈｉｇｇｉｎｓ　Ｄ．Ｇ．ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．　２６６巻：３８３～４０
２頁（１９９６年））によって誘導されるコンセンサス配列（たとえば配列番号３０２～
３０７、表５）は、ＳＤＲを同定するのを促進する。本明細書に記載のヒト抗ＧＣＣ抗体
分子において、ＳＤＲは、以下の、重鎖ＣＤＲ１の少なくとも最初の残基またはいくつか
の実施形態では、最初の４つの残基；重鎖ＣＤＲ２の少なくともＮ末端部分、たとえば最
初の７個、１０個、または１３個の残基；重鎖ＣＤＲ３のほぼすべて；軽鎖ＣＤＲ１のＣ
末端部分、たとえば、残基６、８、または９の後；軽鎖ＣＤＲ２のほぼ最初の、中央の、
および／または最後の残基；ならびに軽鎖ＣＤＲ３の大部分または少なくとも、残基２も
しくは３の後、である。したがって、抗ＧＣＣ抗体分子のヒト化または改変の後にＧＣＣ
タンパク質への結合を維持するために、抗ＧＣＣ抗体分子のＣＤＲのそのようなＳＤＲ残
基は、ＣＤＲの他の残基またはフレームワーク領域の残基よりも、変化を、たとえば、マ
ウス残基からヒトコンセンサス残基への変化を受けにくい。反対に、非ヒト、たとえばマ
ウスＣＤＲ中の残基を、ヒトＣＤＲ、たとえば本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子のＣＤ
Ｒ（たとえば表５に列挙される配列）中のコンセンサスとして同定される残基に変化させ
ることは有益であり得る。たとえば、セリンは、重鎖ＣＤＲ１のＣ末端についてのヒト残
基を表わし得る、および／またはチロシンは、重鎖ＣＤＲ１の第２のおよび／もしくは第
３の残基についてのヒト残基を表わし得る；重鎖ＣＤＲ２は、Ｓ－（Ｌ／Ｖ）－Ｋ－（Ｓ
／Ｇ）（配列番号３１２）で終わり、ヒトＣＤＲを表わし得る；ヒトＣＤＲ３を表わすよ
うに、重鎖ＣＤＲ３における４～６個の残基および／またはアスパルテート６～９個の残
基の後にグリシンであり得る；軽鎖ＣＤＲ１は、（Ｋ／Ｒ）－（Ａ／Ｓ）－ＳＱＳ－（Ｖ
／Ｌ）－（Ｓ／Ｌ）（配列番号３１３）で始まり、ヒトＣＤＲを表わし得る；軽鎖ＣＤＲ
２は、第３の残基にセリンおよび／もしくは第５の残基にアルギニンを有し、ヒトＣＤＲ
を表わし得る；ならびに／または軽鎖ＣＤＲ３は、第２の残基にグルタミンおよび／また
は第３の残基にチロシンもしくはセリンを有し、ヒトＣＤＲを表わし得る。
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【０１４０】
　完全な抗体でない抗ＧＣＣ抗体もまた、本発明に有用である。そのような抗体は、上に
記載される抗体のいずれかからも誘導されてもよい。このタイプの有用な抗体分子は、（
ｉ）Ｆａｂ断片、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ、およびＣＨ１ドメインから成る一価断片；（ｉｉ）
Ｆ（ａｂ’）２断片、ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂ断
片を含む二価断片；（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインから成るＦｄ断片；（ｉｖ）抗
体の単一のアームのＶＬおよびＶＨドメインから成るＦｖ断片、（ｖ）ＶＨドメインから
成るｄＡｂ断片（Ｗａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ　３４１巻：５４４～５４６頁（１９８９年
））；（ｖｉｉ）ＶＨＨドメイン（ナノボディとして公知）から成る単一ドメイン機能的
重鎖抗体、たとえばＣｏｒｔｅｚ－Ｒｅｔａｍｏｚｏら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　６４
巻：２８５３～２８５７頁（２００４年）およびその中に引用される参考文献を参照され
たい；ならびに（ｖｉｉ）単離ＣＤＲ、たとえば、抗原結合断片を提供するのに十分なフ
レームワークと一緒の１つ以上の単離ＣＤＲを含む。さらに、Ｆｖ断片の２つのドメイン
、ＶＬおよびＶＨは、別個の遺伝子によってコードされるが、それらは合成リンカーによ
って組換え法を使用して連結することができる。その合成リンカーにより、上記ＶＬおよ
びＶＨは、そのＶＬおよびＶＨ領域が対になって一価分子（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として
公知）を形成する単一タンパク質鎖として作製することが可能となる；たとえばＢｉｒｄ
ら　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２巻：４２３～４２６頁（１９８８年）；およびＨｕｓｔｏｎ
ら　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５巻：５８７９～５８８３頁（
１９８８年）を参照されたい。そのような単鎖抗体もまた、抗体の用語「抗原結合断片」
の範囲内に包含されるように意図される。これらの抗体断片は、当業者に公知の従来の技
術を使用して得られ、その断片は、完全な抗体と同じ方法で有用性についてスクリーニン
グされる。Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦａｂなどの抗体断片は、完全なタンパク質の
切断によって、たとえば、プロテアーゼによるまたは化学的な切断によって調製されても
よい。
【０１４１】
　実施形態では、重鎖および軽鎖の一方または両方のＣＤＲ配列のうちの一部またはすべ
ては、他の抗体分子に、たとえばＣＤＲ移植、ヒト化、またはキメラ抗体分子に使用する
ことができる。
【０１４２】
　実施形態は、細胞表面ＧＣＣへの結合を可能にするために、上記に参照されるヒトハイ
ブリドーマ、選択されたリンパ球、またはマウス抗体のうちの１つ由来の十分なＣＤＲ、
たとえば６つのＣＤＲすべてを含む抗体分子を含む。
【０１４３】
　一実施形態では、ＣＤＲ、たとえばＨＣＤＲのすべてまたはＬＣＤＲのすべてまたは６
つすべては、ヒトまたはヒト誘導フレームワーク領域（複数可）に埋め込まれる。ヒトフ
レームワーク領域の例は、ヒト生殖細胞系列フレームワーク配列、親和性成熟したヒト生
殖細胞系列配列（ｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏのいずれかにおいて）、また
は合成ヒト配列、たとえばコンセンサス配列を含む。一実施形態では、重鎖フレームワー
クは、ＩｇＧ１またはＩｇＧ２フレームワークである。一実施形態では、軽鎖フレームワ
ークは、カッパフレームワークである。
【０１４４】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえばＣＤＲ移植抗体分子またはヒト化抗体分
子は、ＧＣＣへの結合を可能にするように、十分なＣＤＲ、たとえば、本明細書に記載の
抗体、たとえば表５に列挙される配列のうちの１つ由来の６つのＣＤＲすべてを含む（表
５に列挙されるＣＤＲアミノ酸配列をコードすることができる例示的な核酸配列は、本明
細書において表６に提供される）。特定の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、５Ｆ９ま
たはＡｂｘ－２２９由来のＣＤＲを含むことができる。
【０１４５】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおける治療用または診断用の使用のための抗体断片は、それらの血清
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半減期を改善する改変から利益を得ることができる。抗体のｉｎ　ｖｉｖｏ血清半減期を
増加させるように意図される適した有機成分は、親水性のポリマー基（たとえば線状また
は分枝ポリマー（たとえばポリエチレングリコール、モノメトキシポリエチレングリコー
ル、およびその他同種のものなどのポリアルカングリコール）、炭水化物（たとえばデキ
ストラン、セルロース、多糖、およびその他同種のもの）、親水性アミノ酸のポリマー（
たとえばポリリシン、ポリアスパルテート、およびその他同種のもの）、ポリアルカンオ
キシド、ならびにポリビニルピロリドン）、脂肪酸基（たとえばモノカルボン酸もしくは
ジカルボン酸）、脂肪酸エステル基、脂質基（たとえばジアシルグリセロール基、スフィ
ンゴリピド基（たとえばセラミジル））、またはリン脂質基（たとえばホスファチジルエ
タノールアミン基）から選択される１または２以上の線状成分または分枝成分を含むこと
ができる。好ましくは、有機成分は、所定の部位に結合され、その有機成分は、非結合体
化抗体成分と比較して、得られる免疫結合体の機能を損なわない（たとえば、抗原結合親
和性を減少させない）。その有機成分は、約５００Ｄａ～約５０，０００Ｄａ、好ましく
は約２０００、５０００、１０，０００、または２０，０００Ｄａの分子量を有すること
ができる。有機成分を用いてポリペプチド、たとえば抗体を改変するための例および方法
は、たとえば、米国特許第４，１７９，３３７号および第５，６１２，４６０号、ＰＣＴ
公開ＷＯ９５／０６０５８およびＷＯ００／２６２５６、ならびに米国特許出願公開第２
００３００２６８０５号に見出すことができる。
【０１４６】
　抗ＧＣＣ抗体分子は、上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、ま
たはマウス抗体のうちの１つの重鎖および軽鎖の一方または両方の可変領域のすべてまた
はその抗原結合断片を含むことができる。
【０１４７】
　一実施形態では、（ａ）の軽鎖アミノ酸配列は、１、２、３、４、５、１０、または１
５もの数の残基に対して（ａ）（ｉ～ｉｉ）において言及される参照アミノ酸配列（複数
可）のうちの１つと異なり得る。実施形態では、その差異は、保存的置換である。実施形
態では、その差異は、フレームワーク領域にある。一実施形態では、（ｂ）の重鎖アミノ
酸配列は、１、２、３、４、５、１０、または１５もの数の残基に対して（ｂ）（ｉ～ｉ
ｉ）において言及される参照アミノ酸配列（複数可）のうちの１つと異なり得る。実施形
態では、その差異は、保存的置換である。実施形態では、その差異は、フレームワーク領
域にある。
【０１４８】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、以下：
（ａ）（ｉ）表３由来の軽鎖可変領域アミノ酸配列、たとえば配列番号２０または（ｉｉ
）表４由来のヌクレオチド配列によってコードされる軽鎖可変領域アミノ酸、たとえば配
列番号１９のいずれかの、すべての軽鎖アミノ酸配列または上記いずれかの抗原結合断片
；および
（ｂ）（ｉ）表３由来の重鎖可変領域アミノ酸配列、たとえば配列番号１８または（ｉｉ
）表４由来のヌクレオチド配列によってコードされる重鎖アミノ酸配列、たとえば配列番
号１７のいずれかの、すべての重鎖アミノ酸配列または上記いずれかの抗原結合断片、の
一方または両方を含む。
【０１４９】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、以下：
ａ）本発明の抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択さ
れたリンパ球、またはマウス抗体のうちの１つの軽鎖可変領域と少なくとも８５、９０、
９５、９７、または９９％の相同性を有する軽鎖可変領域またはその抗原結合断片；およ
び
ｂ）本発明の抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択さ
れたリンパ球、またはマウス抗体のうちの１つの重鎖可変領域と少なくとも８５、９０、
９５、９７、または９９％の相同性を有する重鎖可変領域またはその抗原結合断片、の一
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方または両方を含む。
【０１５０】
　ヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、およびマウス抗体の可変領域のアミノ酸配
列は、表３に見出すことができる。
【０１５１】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、５Ｆ９抗体分子であり、ａ）配列番号２３１由
来の重鎖定常領域のすべてまたは上記領域の断片；およびｂ）配列番号２３３由来の軽鎖
定常領域のすべてまたは上記領域の断片の一方または両方を含む。
【０１５２】
　他の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、Ａｂｘ－２２９抗体分子であり、ａ）配列番
号４６由来の重鎖可変領域のすべてまたは上記領域のＧＣＣ結合断片；およびｂ）配列番
号４８由来の軽鎖可変領域のすべてまたは上記領域のＧＣＣ結合断片の一方または両方を
含む。
【０１５３】
　１つのアプローチにおいて、重鎖Ｊ領域および軽鎖Ｊ領域をコードするコンセンサス配
列は、ヒトＣ領域セグメントへのＶ領域セグメントのその後の連結のためにＪ領域に有用
な制限酵素認識部位を導入するためのプライマーとして使用するオリゴヌクレオチドを設
計するのに使用してもよい。Ｃ領域ｃＤＮＡは、ヒト配列における類似の位置に制限酵素
認識部位を配置するために部位特異的変異誘発によって改変することができる。
【０１５４】
　発現ベクターは、プラスミド、レトロウイルス、コスミド、ＹＡＣ、ＥＢＶ由来のエピ
ソーム、およびその他同種のものを含む。好都合なベクターは、任意のＶＨまたはＶＬの
配列が容易に挿入され、発現することができるように操作された、適切な制限酵素認識部
位を有する、機能的に完全なヒトＣＨ免疫グロブリン配列またはＣＬ免疫グロブリン配列
をコードするベクターである。そのようなベクターにおいて、スプライシングは、普通、
挿入されたＪ領域におけるスプライスドナー部位とヒトＣ領域に先行するスプライスアク
セプター部位の間で生じ、またヒトＣＨエクソン内に生じるスプライス領域でも生じる。
適した発現ベクターは、多くの構成要素、たとえば複製起点、選択マーカー遺伝子、転写
制御エレメント（たとえばプロモーター、エンハンサー、ターミネーター）などの１つ以
上の発現制御エレメントおよび／または１つ以上の翻訳シグナル、シグナル配列またはリ
ーダー配列、ならびにその他同種のものを含有することができる。ポリアデニル化および
転写終結は、コード領域の下流の天然の染色体部位で生じる。結果として生じるキメラ抗
体は、任意の強力なプロモーターにつながれてもよい。使用することができる適したベク
ターの例は、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）、アデ
ノウイルス２、ウシ乳頭腫ウイルス（ＢＰＶ）、パポバウイルスＢＫ変異体（ＢＫＶ）、
またはマウスおよびヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ならびにモロニーマウス白血
病ウイルス（ＭＭＬＶ）、天然のＩｇプロモーターなどの、哺乳動物の宿主に適しており
、ウイルス複製系をベースとするベクターを含む。単一のコピーもしくは複数のコピーで
維持されるかまたはたとえば、ＬＴＲを介してもしくは複数の組込み部位を用いて操作さ
れた人工染色体を介して宿主細胞染色体に組込まれるようになるベクターを含む様々な適
したベクターが、当技術分野において公知である（Ｌｉｎｄｅｎｂａｕｍら　Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　３２巻：ｅ１７２（２００４年）、Ｋｅｎｎａｒｄら　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｅｎｇ．Ｏｎｌｉｎｅ　２００９年５月２０日）。適したベ
クターのさらなる例は、後の部において列挙される。
【０１５５】
　したがって、本発明は、抗体、抗体の抗原結合断片（たとえば、前述のもののいずれか
のヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、もしくは前述のものの抗原結合断片）、抗体鎖（
たとえば重鎖、軽鎖）、またはＧＣＣタンパク質に結合する抗体鎖のうちの抗原結合部分
をコードする核酸を含む発現ベクターを提供する。
【０１５６】
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　真核生物の宿主細胞における発現は、そのような細胞が、適切に折り畳まれ、免疫学的
に活性のある抗体を構築し、分泌する可能性が原核生物細胞よりも高いので、有用である
。しかしながら、不適切な折り畳みにより不活性な、産生されたいかなる抗体も、公知の
方法に従って復元することができる（ＫｉｍおよびＢａｌｄｗｉｎ、「Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｆｏｌｄｉｎｇ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　
ｏｆ　Ｓｍａｌｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｆｏｌｄｉｎｇ」、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．　５１巻、４５９
～８９頁（１９８２年））。宿主細胞が、軽鎖二量体または重鎖二量体などの、完全な抗
体の一部を産生することは可能であり、これらもまた、本発明によれば抗体相同体である
。
【０１５７】
　さらに、本明細書において別記されるように、ヒト抗体または他の種由来の抗体は、当
技術分野において周知の技術を使用する、ファージディスプレイ、レトロウイルスディス
プレイ、リボソームディスプレイ、および他の技術を含むがそれに限定されないディスプ
レイ型の技術を通して生成することができ、結果として生じる分子は、そのような技術が
当技術分野において公知のように、親和性成熟などのさらなる成熟にかけることができる
。ＷｉｎｔｅｒおよびＨａｒｒｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　１４巻：４３～４６
頁（１９９３年）およびＷｒｉｇｈｔら　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　１２１２５～１６８頁（１９９２年）、ＨａｎｅｓおよびＰｌｕｃｔｈａｕ　Ｐ
ＮＡＳ　ＵＳＡ　９４巻：４９３７～４９４２頁（１９９７年）（リボソームディスプレ
イ）、ＰａｒｍｌｅｙおよびＳｍｉｔｈ　Ｇｅｎｅ　７３巻：３０５～３１８頁（１９８
８年）（ファージディスプレイ）、Ｓｃｏｔｔ　ＴＩＢＳ　１７巻：２４１～２４５頁（
１９９２年）、Ｃｗｉｒｌａら　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８７
巻：６３７８～６３８２頁（１９９０年）、Ｒｕｓｓｅｌら　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　２１巻：１０８１～１０８５頁（１９９３年）、Ｈｏｇａｎｂｏｏｍら
　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖｉｅｗｓ　１３０巻：４３～６８頁（１９９２年）、Ｃｈｉｓ
ｗｅｌｌおよびＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ＴＩＢＴＥＣＨ　１０巻：８０～８４頁（１９９
２年）、および米国特許第５，７３３，７４３号。ディスプレイ技術がヒトでない抗体を
産生するために利用される場合、そのような抗体は、上に記載されるようにヒト化するこ
とができる。
【０１５８】
　生成される抗体は、特定の所望のアイソタイプを最初に有する必要はなく、むしろ、生
成される場合、その抗体は、任意のアイソタイプを有することができることが十分に理解
される。たとえば、５Ｆ９ハイブリドーマ（ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－８１３２）によっ
て産生される抗体は、ＩｇＧ２アイソタイプを有する。その抗体のアイソタイプは、当技
術分野において公知の従来の技術を使用して、その抗体が細胞上のＧＣＣに結合する場合
に、ＡＤＣＣ反応を誘発するために、その後、たとえばＩｇＧ１またはＩｇＧ３に切り替
えることができる。そのような技術は、とりわけ、直接組換え技術（たとえば米国特許第
４，８１６，３９７号を参照されたい）、細胞間融合技術（たとえば米国特許第５，９１
６，７７１号を参照されたい）の使用を含む。細胞間融合技術において、任意の所望のア
イソタイプを有する重鎖を有するミエローマ細胞系または他の細胞系が調製され、軽鎖を
有する他のミエローマ細胞系または他の細胞系が調製される。そのような細胞は、その後
、融合することができ、完全な抗体を発現する細胞系を単離することができる。
【０１５９】
　ある実施形態では、ＧＣＣ抗体分子は、ヒト抗ＧＣＣ　ＩｇＧ１抗体である。そのよう
な抗体が、ＧＣＣ分子への所望の結合を有するので、そのような抗体のうちの任意の１つ
は、たとえば、なお同じ可変領域（これは、ある程度まで、抗体の特異性および親和性を
決定する）を有しながら、容易にアイソタイプを切り替え、ヒトＩｇＧ４アイソタイプを
生成することができる。したがって、上記に議論される所望の「構造的な」属性を満たす
抗体候補が、生成されるので、それらに、一般に、アイソタイプ切り替えを通して、所望
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される少なくともある種のさらなる「機能的な」属性を提供することができる。
【０１６０】
　一実施形態では、可変領域またはその抗原結合断片は、それが共に生成される定常領域
以外の定常領域（もしくはその断片）たとえば、他の抗体由来の定常領域（もしくはその
断片）にまたは合成定常領域（もしくはその断片）に結合することができる。実施形態で
は、その定常領域は、ＩｇＧ１またはＩｇＧ２の定常領域（またはその断片）である。配
列変化は、抗体分子のエフェクター活性を改変するために可変領域または定常領域におい
て成すことができる。
他の治療薬の設計および生成
　ＧＣＣに関して本明細書において産生され、特徴付けられる抗体は、他の抗体、他のア
ンタゴニスト、または抗体以外の化学的な成分を含む他の治療様式の設計を提供し、それ
によりその設計が促進される。そのような様式は、限定を伴うことなく、類似する結合活
性または機能性を有する抗体、二重特異性抗体、免疫結合体、および放射標識治療薬など
の高度な抗体治療薬、ペプチド治療薬、特にイントラボディの生成、ならびに小分子を含
む。さらに、上記に議論されるように、本発明の抗体のエフェクター機能は、様々な治療
用の使用について、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＤ、ＩｇＡ１、Ｉｇ
Ａ２、ＩｇＥ、またはＩｇＭにアイソタイプを切り替えることによって変化させてもよい
。
【０１６１】
　二重特異性抗体に関連して、（ｉ）２つの抗体、一方はＧＣＣに対する特異性を有し、
他方は一緒に結合体化させる第２の分子に対する特異性を有する、（ｉｉ）ＧＣＣに特異
的な１つの鎖および第２の分子に特異的な第２の鎖を有する単一抗体、または（ｉｉｉ）
ＧＣＣおよび他の分子に対する特異性を有する単鎖抗体を含む二重特異性抗体を生成する
ことができる。そのような二重特異性抗体は、公知の技術を使用して生成することができ
る。たとえば、二重特異性抗体は、２つ以上の抗体（同じタイプまたは異なるタイプの）
を架橋することによって産生されてもよい。適した架橋剤は、適切なスペーサーによって
分離された２つの別個に反応性の基を有するヘテロ二官能性のもの（たとえばｍ－マレイ
ミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）またはホモ二官能性のもの（
たとえばジスクシンイミジルスベレート）を含む。そのようなリンカーは、Ｐｉｅｒｃｅ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬから入手可能である。た
とえばＦａｎｇｅｒら　Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　４巻：７２～８１頁（１９９４年
）ならびにＷｉｎｔｅｒおよびＨａｒｒｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ　１４巻：４
３～４６頁（１９９３年）ならびにＷｒｉｇｈｔら　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２１２５～１６８頁（１９９２年）ならびに（ｉｉｉ）に関連して、
たとえばＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら　Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ（増刊）７巻：５１～５２
頁（１９９２年）．Ｓｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ　＆　Ｌａｃｈｍａｎｎ　Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７９巻：３１５～３２１頁（１９９０年）、Ｋｏｓｔｅｌｎｙら　Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８巻：１５４７～１５５３頁（１９９２年）もまた、参照された
い。
【０１６２】
　さらに「カッパボディ（Ｋａｐｐａｂｏｄｙ）」（Ｉｌｌ．ら　「Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎ
ｄ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｈｙｂｒｉｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉ
ｎ　ｄｏｍａｉｎ　ｗｉｔｈ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｂｏｔｈ　ｈｅａｖｙ　ａ
ｎｄ　ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎｓ」Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｅｎｇ　１０巻：９４９～５７頁（１９９７年））、「ミニボディ（Ｍｉｎｉｂｏｄｙ）
」（Ｍａｒｔｉｎら　ＥＭＢＯ　Ｊ　１３巻：５３０３～９頁（１９９４年）、米国特許
第５，８３７，８２１号）、「ダイアボディ」（Ｈｏｌｌｉｇｅｒら　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９０巻：６４４４～６４４８頁（１９９３年））、また
は「Ｊａｎｕｓｉｎ」（Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら　ＥＭＢＯ　Ｊ　１０巻：３６５５～３
６５９頁（１９９１年）およびＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　増
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刊７巻：５１～５２頁（１９９２年））もまた、調製されてもよい。
核酸およびポリペプチド
　他の実施形態では、本発明は、本明細書に記載の抗体分子をコードするまたはそれを表
わすポリヌクレオチド配列およびポリペプチド配列に関する。そのようなポリヌクレオチ
ドは、重鎖および軽鎖のそれぞれの可変領域および定常領域の両方をコードするが、他の
組み合わせが、本明細書に記載の組成物に従って本発明によって企図される。本発明はま
た、開示されるポリヌクレオチドおよびこれらのポリヌクレオチドに相補的な核酸配列か
ら誘導されるオリゴヌクレオチド断片を企図する。
【０１６３】
　ポリヌクレオチドは、ＲＮＡ形態またはＤＮＡ形態とすることができる。ＤＮＡ、ｃＤ
ＮＡ、ゲノムＤＮＡ、核酸アナログ、および合成ＤＮＡの形態をしているポリヌクレオチ
ドは、本発明の範囲内である。ＤＮＡは、二本鎖であっても一本鎖であってもよく、一本
鎖である場合、コード（センス）鎖であっても非コード（アンチセンス）鎖であってもよ
い。ポリペプチドをコードするコード配列は、本明細書において提供されるコード配列と
同一であってもよいまたはコード配列が、遺伝子コードの重複性または縮重の結果として
、本明細書において提供されるＤＮＡと同じポリペプチドをコードする、異なるコード配
列であってもよい。
【０１６４】
　提供される実施形態では、ポリヌクレオチドは、たとえば表４に要約されるように、本
発明の少なくとも１つの重鎖可変領域および少なくとも１つの軽鎖可変領域をコードする
。
【０１６５】
　本発明はまた、ポリヌクレオチドの欠失、置換、または付加などの改変を含有する改変
ポリヌクレオチドおよび改変ポリヌクレオチド配列に起因する任意のポリペプチド改変を
含む。本発明のポリヌクレオチドはまた、本明細書において提供されるコード配列の改変
体であるコード配列を有していてもよい。たとえば、改変ポリヌクレオチドは、表４に列
挙されるポリヌクレオチドと、少なくとも５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９５％、または９７％の同一性を有することができる。実施形態では、改
変ポリヌクレオチドは、抗ＧＣＣ抗体分子をコードする。
【０１６６】
　本発明は、さらに、本発明の抗体を表わすポリペプチドならびにそのようなポリペプチ
ドの断片、アナログ、および誘導体に関する。本発明のポリペプチドは、組換えポリペプ
チド、天然に産生されるポリペプチド、または合成ポリペプチドであってもよい。本発明
のポリペプチドの断片、誘導体、またはアナログは、１つ以上のアミノ酸残基が、保存ま
たは非保存アミノ酸残基（好ましくは保存アミノ酸残基）と置換されるもの、およびその
ような置換されたアミノ酸残基は、遺伝子コードによってコードされるアミノ酸残基であ
ってもなくてもよい；またはそれは、１つ以上のアミノ酸残基が置換基を含むものであっ
てもよい；またはそれは、ポリペプチドが、ポリペプチドの半減期を増加させるための化
合物（たとえばポリエチレングリコール）などの他の化合物と融合されるもの；またはそ
れは、さらなるアミノ酸が、リーダー配列もしくは分泌配列またはポリペプチド配列もし
くはプロタンパク質配列の精製に利用される配列などのポリペプチドに融合されるもので
あってもよい。そのような断片、誘導体、およびアナログは、本発明の範囲内である。様
々な態様では、本発明のポリペプチドは、部分的に精製されてもよいまたは精製産物であ
ってもよい。
【０１６７】
　本発明のポリペプチドは、たとえば表２もしくは表３に要約される本明細書に記載の抗
体のアミノ酸配列と同一であるアミノ酸配列または１つ以上のアミノ酸置換に起因するわ
ずかな変化により異なるアミノ酸配列を有することができる。変化は、典型的に、約１～
５個のアミノ酸の範囲での「保存的変化」であってもよく、置換されたアミノ酸は、類似
する構造的または化学的特性を有する、たとえば、ロイシンのイソロイシンとのまたはト
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レオニンのセリンとの交換；リシンのアルギニンまたはヒスチジンとの交換。対照的に、
変化は、非保存的変化、たとえばグリシンのトリプトファンとの交換を含んでいてもよい
。類似するわずかな変化はまた、アミノ酸の欠失または挿入もしくはその両方を含んでい
てもよい。生物学的または免疫学的活性を変化させることなくどのまたはどれだけのアミ
ノ酸残基を置換、挿入、または欠失させてもよいかを決定する際の手引きは、当技術分野
において公知のコンピュータープログラム、たとえばＤＮＡＳＴＡＲソフトウェア（ＤＮ
ＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓ．）を使用して見出してもよい。
【０１６８】
　他の態様では、本発明は、抗ＧＣＣ抗体分子をコードする単離核酸および／または組換
え核酸を特徴とする。実施形態では、その核酸は、１つ以上の抗体分子、重鎖、軽鎖、軽
鎖可変領域、重鎖可変領域、本明細書に記載の抗体分子の重鎖および軽鎖の一部（たとえ
ば完全長重鎖可変領域と対になった場合に、抗原結合性となる軽鎖可変領域断片または完
全長軽鎖可変領域と対になった場合に、抗原結合性となる重鎖可変領域断片）、ならびに
ＣＤＲをコードする。実施形態は、ベクター（たとえば発現ベクター）に配置されたその
ような核酸を含む。特定の実施形態では、本発明は、プラスミドｐＴＯＫ５８Ｄ－５Ｆ９
ＬＣおよびｐＴＯＫ５８Ｄ－５Ｆ９ＨＣを含む。さらに、本発明は、たとえば、プラスミ
ドｐＴＯＫ５８Ｄ－５Ｆ９ＬＣおよびｐＴＯＫ５８Ｄ－５Ｆ９ＨＣによってコードされる
抗体分子を発現する宿主細胞によって産生される抗体分子を包含する。
【０１６９】
　一実施形態では、
　軽鎖可変領域をコードする配列、たとえば表４に列挙される配列、その抗原結合断片、
または本明細書に記載の、たとえば表６に記載の軽鎖由来の１、２、もしくは３個のＣＤ
Ｒ（および必要に応じてフレームワーク領域）；ならびに
　重鎖可変領域をコードする配列、たとえば表４に列挙される配列、その抗原結合断片、
または本明細書に記載の、たとえば表６に記載の重鎖由来の１、２、もしくは３個のＣＤ
Ｒ（および必要に応じてフレームワーク領域）の一方または両方を含む、ベクター、たと
えば発現ベクターが提供される。
【０１７０】
　提供される実施形態では、ポリヌクレオチドは、本発明の抗体の少なくとも１つの重鎖
可変領域または少なくとも１つの軽鎖可変領域をコードする。提供される実施形態では、
ポリペプチドは、本発明の抗体の少なくとも１つの重鎖可変領域および１つの軽鎖可変領
域をコードすることができる。
【０１７１】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、以下：
（ａ）（ｉ）本明細書に記載の、たとえば表４に記載の抗ＧＣＣ抗体分子コード核酸配列
の相補体または（ｉｉ）本発明の抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば、表１および表２に要約さ
れる上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、もしくはマウス抗体の
うちの１つの軽鎖をコードする任意の核酸配列と、選択されるストリンジェンシー条件下
でハイブリダイズする核酸によってコードされる軽鎖可変領域またはその抗原結合断片；
ならびに
（ｂ）（ｉ）本明細書に記載の、たとえば表４に記載の抗ＧＣＣ抗体分子コード核酸配列
の相補体または（ｉｉ）本発明の抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば、表１および表２に要約さ
れる上記に参照されるヒトハイブリドーマ、選択されたリンパ球、もしくはマウス抗体の
うちの１つの重鎖をコードする任意の核酸配列と、選択されるストリンジェンシー条件下
でハイブリダイズする核酸によってコードされる重鎖可変領域またはその抗原結合断片の
一方または両方を含む。
【０１７２】
　一実施形態では、選択されるストリンジェンシー条件は、たとえば、それらの条件が本
明細書に記載のとおり、高ストリンジェンシー条件または超高ストリンジェンシー条件で
ある。



(49) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

【０１７３】
　さらなる態様では、上記抗体または上記抗原結合断片は、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－８
１３２を有するＤＮＡによってコードされる抗体の軽鎖可変領域アミノ酸配列のアミノ酸
配列を含む。他のさらなる態様では、上記抗体または上記抗原結合断片は、ＡＴＣＣ受託
番号ＰＴＡ－８１３２を有するＤＮＡによってコードされる抗体の重鎖可変領域配列のア
ミノ酸配列を含む。
【０１７４】
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチドを含むベクター、本発明のベクターを用いて
遺伝子操作される宿主細胞、および組換え技術による本発明の抗体の産生をも提供する。
【０１７５】
　適切なＤＮＡ配列は、様々な手順によってベクターに挿入されてもよい。一般に、上記
ＤＮＡ配列は、当技術分野において公知の手順によって適切な制限エンドヌクレアーゼ部
位に挿入される。発現ベクター中のポリヌクレオチド配列は、ｍＲＮＡの合成を指示する
ために適切な発現制御配列（つまりプロモーター）に作用的に連結される。そのようなプ
ロモーターの例は、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲまたは初期もしくは後期ＳＶ４０プロモー
ター、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｌａｃもしくはｔｒｐ、ファージラムダＰＬプロモーター、および
原核生物（たとえばＥ．ｃｏｌｉについてのｔａｃ、Ｔ３、Ｔ７プロモーター）細胞もし
くは真核生物（たとえばサイトメガロウイルスプロモーター、アデノウイルス後期プロモ
ーター、ＥＦ－１ａプロモーター）細胞またはそれらのウイルスにおいて遺伝子の発現を
制御することが公知の他のプロモーターを含むが、これらに限定されない。上記発現ベク
ターはまた、翻訳開始のためのリボソーム結合部位および転写ターミネーターを含有する
。ベクターはまた、発現を増幅するための適切な配列を含んでいてもよい。たとえば、ベ
クターは、エンハンサーを含有することができ、これは、ＳＶ４０などのシミアンウイル
ス、ポリオーマウイルス、サイトメガロウイルス、ウシ乳頭腫ウイルス、またはモロニー
肉腫ウイルスから誘導されたものなどのウイルス起源またはゲノム起源の転写刺激ＤＮＡ
配列である。ベクターはまた、好ましくは、複製起点をも含有する。ベクターは、外因性
の複製起点を含有するように構築することができるかまたはそのような複製起点は、ＳＶ
４０もしくは他のウイルス供給源から誘導することができるかまたは宿主細胞の染色体複
製メカニズムによるものとすることができる。
【０１７６】
　さらに、上記ベクターは、様々な宿主においてメトトレキセートを用いる選択を可能に
するためのジヒドロ葉酸レダクターゼマーカー遺伝子、またはβ－ラクタマーゼ遺伝子（
アンピシリン抵抗性）、原核生物細胞において使用されるＴｅｔ遺伝子（テトラサイクリ
ン抵抗性のための）もしくはネオマイシン、ＧＡ４１８（ジェネテシン、ネオマイシン誘
導体）、ｇｐｔ（ミコフェノール酸）、アンピシリン、またはヒグロマイシン抵抗性遺伝
子などの抗生物質抵抗性遺伝子、またはチミジンキナーゼ、ヒポキサンチンホスホリボシ
ルトランスフェラーゼ、ジヒドロ葉酸レダクターゼなどの不在などの、宿主細胞の遺伝子
傷害を補完する遺伝子などの、トランスフェクトした宿主細胞の選択のためのマーカー遺
伝子を必要に応じて含有する。宿主の栄養要求性マーカーの遺伝子産物をコードする遺伝
子（たとえばＬＥＵ２、ＵＲＡ３、ＨＩＳ３）は、多くの場合、酵母における選択マーカ
ーとして使用される。
【０１７７】
　本発明の抗体を得るために、本発明の抗体の軽鎖および重鎖可変領域ならびに軽鎖およ
び重鎖定常領域をコードする１つ以上のポリヌクレオチド配列が、ベクターに組み込まれ
るべきである。本発明の抗体の軽鎖および重鎖をコードするポリヌクレオチド配列は、１
つまたは複数のベクターに組み込むことができ、次いで、宿主細胞に組み込まれる。
【０１７８】
　哺乳動物の細胞における発現に適した発現ベクターは、たとえば、ｐＣＤＭ８、ｐＣＤ
ＮＡ１．１／ａｍｐ、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐＥＦ－１（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ｐＣＭＶ－
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ＳＣＲＩＰＴ、ｐＦＢ、ｐＳＧ５、ｐＸＴ１（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ
、ＣＡ）、ｐＣＤＥＦ３（Ｇｏｌｄｍａｎ，　Ｌ．Ａ．ら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
，２１巻：１０１３～１０１５頁（１９９６年））、ｐＳＶＳＰＯＲＴ（ＧＩＢＣＯ　ｄ
ｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、
Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、ｐＥＦ－Ｂｏｓ（Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ，　Ｓ．ら、Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１８巻：５３２２頁（１９９０年））、Ｂｉｃｉｓｔｒ
ｏｎｉｃ　ＧＰＥＸ（登録商標）Ｒｅｔｒｏｖｅｃｔｏｒ（Ｇａｌａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、
Ｍｉｄｄｌｅｔｏｎ、ＷＩ）、およびその他同種のものを含む。原核生物細胞（Ｅ．ｃｏ
ｌｉ）、昆虫細胞（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　Ｓｃｈｎｉｅｄｅｒ　Ｓ２細胞、Ｓｆ９）、
および酵母（Ｐ．ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ、Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓ
ｉａｅ）などの様々な発現宿主において使用するのに適した発現ベクターもまた、入手可
能である。例示的なベクターは、ｐＬＫＴＯＫ５８（野生型ＩｇＧ１　Ｆｃ配列）および
ｐＬＫＴＯＫ５９（変異ＩｇＧ１　Ｆｃ配列）である（米国特許出願公開第２００６０１
４７４４５号を参照されたい）。
【０１７９】
　十分に理解されるように、本発明に従う抗体は、ハイブリドーマ細胞系以外の細胞系に
おいて発現することができる。特定の抗体についてのｃＤＮＡまたはゲノムクローンをコ
ードする配列は、適した哺乳動物または非哺乳動物の宿主細胞に使用することができる。
形質転換は、たとえば、ウイルスに（またはウイルスベクターに）ポリヌクレオチドをパ
ッケージすることおよびウイルス（もしくはベクター）を用いてまたは哺乳動物細胞に異
種のポリヌクレオチドを導入するための当技術分野において公知のトランスフェクション
手順によって、たとえばデキストラン媒介性のトランスフェクション、リン酸カルシウム
沈澱、ポリブレン媒介性のトランスフェクション、プロトプラスト融合、エレクトロポレ
ーション、リポソームへのポリヌクレオチド（複数可）のカプセル化、およびＤＮＡ分子
の直接的なマイクロインジェクションによって、宿主細胞を形質導入することを含む、宿
主細胞にポリヌクレオチドを導入する任意の公知の方法によるものとすることができる。
使用される形質転換手順は、形質転換されることとなる宿主に依存する。哺乳動物の細胞
への異種のポリヌクレオチドの導入のための方法は、当技術分野において公知であり、デ
キストラン媒介性のトランスフェクション、リン酸カルシウム沈澱、ポリブレン媒介性の
トランスフェクション、プロトプラスト融合、エレクトロポレーション、微粒子銃、リポ
ソームへのポリヌクレオチド（複数可）のカプセル化、ペプチド結合体、デンドリマー、
および核へのＤＮＡの直接マイクロインジェクションを含むが、これらに限定されない。
【０１８０】
　他の態様では、本発明は、本明細書に記載の核酸を含む宿主細胞を特徴とする。実施形
態では、上記細胞は、本明細書に記載の抗体分子またはその構成要素を発現する。なおさ
らなる実施形態は、抗体分子、たとえば本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子、たとえばヒ
トまたはヒト化抗体分子を産生する方法であって、発現に適切な条件下で宿主細胞を維持
する工程を含み、それによって、免疫グロブリン鎖（複数可）は、発現され、抗体分子が
産生される、方法を提供する。さらなる実施形態は、重鎖および軽鎖抗体配列をコードす
る前述の発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞を提供する。上記宿主細胞は、真核生物
細胞、たとえば哺乳動物細胞、昆虫細胞、酵母細胞、または原核生物細胞、たとえばＥ．
ｃｏｌｉとすることができる。たとえば、哺乳動物細胞は、培養細胞または細胞系とする
ことができる。例示的な哺乳動物細胞は、リンパ球細胞系（たとえばＮＳ０）、チャイニ
ーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）、ＣＯＳ細胞を含む。特定の実施形態では、培養宿主
細胞は、５Ｆ９抗体分子をコードする核酸配列を含むＣＯＳ細胞である。他の実施形態で
は、上記宿主細胞は、ハイブリドーマ５Ｆ９（ＰＴＡ－８１３２）である。さらに、細胞
は、卵母細胞およびトランスジェニック動物由来の細胞、たとえば乳腺上皮細胞を含む。
たとえば、本明細書に記載の抗体分子をコードする核酸は、トランスジェニック非ヒト動
物において発現することができる。
【０１８１】
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　発現のために宿主として利用可能な哺乳動物細胞系は、当技術分野において公知であり
、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＮＳＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハム
スター腎臓（ＢＨＫ）細胞、サル腎臓細胞（ＣＯＳ）、ヒト肝細胞癌細胞（たとえばＨｅ
ｐ　Ｇ２）、および多くの他の細胞系を含むが、これらに限定されない、Ａｍｅｒｉｃａ
ｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から入手可能である
多くの不死化細胞系を含む。細菌、酵母、昆虫、および植物を含むが、これらに限定され
ない非哺乳動物細胞もまた、組換え抗体を発現するために使用することができる。グリコ
シル化を排除するための抗体ＣＨ２ドメインの部位特異的変異誘発は、非ヒトグリコシル
化に起因する免疫原性、薬物動態、および／またはエフェクター機能における変化を防止
するのに好ましい場合がある。発現方法は、どの系が最も高い発現レベルを生じさせ、構
成的ＧＣＣ結合特性を有する抗体を産生するかを決定することによって選択される。
【０１８２】
　なおさらなる実施形態は、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえばヒトまたはヒト化抗体分子を産
生する方法であって、免疫グロブリンの発現に適切な条件下で、本明細書に記載の核酸、
たとえば表４または表６に列挙される１つ以上の核酸配列を含む宿主細胞を維持する工程
を含み、それによって、免疫グロブリン鎖が発現され、抗体分子、たとえばＧＣＣに結合
するヒト抗体分子もしくはヒト化抗体分子またはその断片もしくは改変体が産生される、
方法を提供する。たとえば、抗体分子の発現の方法は、宿主細胞の使用を含み、ここで、
抗体分子、たとえばヒト抗体軽鎖またはヒト化抗体軽鎖をコードする第１の組換え核酸分
子および抗体分子、たとえばヒトまたはヒト化抗体重鎖をコードする第２の組換え核酸分
子は、単一の発現ベクターに含まれる。他の実施形態では、それらは、別個のベクターに
存在する。所望の場合、上記方法は、抗体、抗体の抗原結合断片、抗体鎖、または抗体鎖
の抗原結合断片を単離するまたは回収するステップをさらに含むことができる。
【０１８３】
　たとえば、ＧＣＣタンパク質に結合するヒト抗体の重鎖および軽鎖をコードする核酸分
子（つまり１つ以上の核酸分子）またはそのような核酸分子（複数可）を含む発現構築物
（つまり１つ以上の構築物）は、選択される宿主細胞に適切な任意の方法を使用して（た
とえば形質転換、トランスフェクション、エレクトロポレーション、感染）、組換え宿主
細胞を生成するために、適した宿主細胞に導入することができ、その結果、上記核酸分子
（複数可）は、１つ以上の発現制御エレメントに作動可能に連結される（たとえばベクタ
ーにおいて、上記細胞におけるプロセスによって生成される構築物において、宿主細胞ゲ
ノムに組み込まれる）。結果として生じる組換え宿主細胞は、発現に適した条件下で維持
することができ（たとえば、誘発因子の存在下において、適した非ヒト動物において、適
切な塩、増殖因子、抗生物質、栄養サプリメントなどを補充した適した培地において、な
ど）、それによってコードされたポリペプチド（複数可）が、産生される。所望の場合、
コードされたタンパク質は、単離するまたは回収することができる（たとえば動物、宿主
細胞、培地、ミルクから）。このプロセスは、トランスジェニック非ヒト動物（たとえば
、ＷＯ９２／０３９１８、ＧｅｎＰｈａｒｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌを参照された
い）または植物の宿主細胞における発現を包含する。
【０１８４】
　さらに、産生細胞系由来の本発明の抗体（またはそれ由来の他の成分）の発現は、多く
の公知の技術を使用して増強することができる。たとえば、グルタミンシンテターゼおよ
びＤＨＦＲ遺伝子発現系は、ある特定の条件下での発現を増強するための共通のアプロー
チである。高発現細胞クローンは、限界希釈法クローニング（ｌｉｍｉｔｅｄ　ｄｉｌｕ
ｔｉｏｎ　ｃｌｏｎｉｎｇ）、Ｍｉｃｒｏｄｒｏｐ技術、または当技術分野において公知
の任意の他の方法などの従来の技術を使用して同定することができる。ＧＳ系は、欧州特
許第０　２１６　８４６号、第０　２５６　０５５号、および第０　３２３　９９７号な
らびに欧州特許出願第８９３０３９６４．４号に関連して、全体的または部分的に議論さ
れる。
【０１８５】
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　本発明の改変抗体またはその抗原結合部分の組換え発現のための例示的な系において、
抗体重鎖および抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクターは、リン酸カルシウム媒
介性のトランスフェクションによって、ｄｈｆｒ－　ＣＨＯ細胞に導入される。組換え発
現ベクター内で、抗体重鎖および軽鎖の遺伝子は、それぞれ、遺伝子の高レベルの転写を
駆動するために、エンハンサー／プロモーター調節エレメント（たとえば、ＣＭＶエンハ
ンサー／ＡｄＭＬＰプロモーター調節エレメントまたはＳＶ４０エンハンサー／ＡｄＭＬ
Ｐプロモーター調節エレメントなどの、ＳＶ４０、ＣＭＶ、アデノウイルス、およびその
他同種のものに由来する）に作用的に連結される。組換え発現ベクターはまた、ＤＨＦＲ
遺伝子を担持し、これは、メトトレキセート選択／増幅を使用するベクターによってトラ
ンスフェクトされたＣＨＯ細胞の選択を可能にする。選択された形質転換体宿主細胞は、
抗体重鎖および軽鎖の発現を可能にするために培養され、完全な抗体が培地から回収され
る。標準的な分子生物学技術は、組換え発現ベクターを調製し、宿主細胞をトランスフェ
クトし、形質転換体を選択し、宿主細胞を培養し、かつ培地から抗体を回収するために使
用される。
【０１８６】
　本発明の抗体はまた、対象の免疫グロブリン重鎖配列および軽鎖配列についてトランス
ジェニックである哺乳動物または植物の生成によってならびにそれから回収可能な形態を
している抗体の産生によってトランスジェニックに（ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｌｙ）産
生することもできる。哺乳動物におけるトランスジェニック産生に関連して、抗体は、ヤ
ギ、ウシ、または他の哺乳動物のミルク中に産生し、それから回収することができる。た
とえば、米国特許第５，８２７，６９０号、第５，７５６，６８７号、第５，７５０，１
７２号、および第５，７４１，９５７号を参照されたい。
【０１８７】
　本明細書に記載の抗体、その抗原結合断片、抗体鎖、および抗原結合部分はまた、適し
たｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現系において、化学合成によって、または任意の他の適した方法に
よって産生することができる。
融合タンパク質および免疫結合体
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体は、１つ以上の非抗体分子実体に、任意の適した方法（
たとえば化学的結合、遺伝子融合、非共有結合、または別の方法）によって機能的に連結
することができる。
【０１８８】
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子および非抗体成分が、単一の連続的なポリペプチド
鎖の構成要素である融合タンパク質を産生することができる。非抗体成分は、抗体成分に
関して、Ｎ－末端に、Ｃ－末端に、または内部に配置することができる。たとえば、いく
つかの実施形態は、ｐＥＴベクター（たとえばｐＥＴ－１５ｂ、Ｎｏｖａｇｅｎ）、ファ
ージベクター（たとえばｐＣＮＡＴＡＢ　５　Ｅ、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、または他のベ
クター、たとえばｐＲＩＴ２ＴプロテインＡ融合ベクター、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）などの
適した発現ベクターへの、免疫グロブリン配列をコードする核酸の挿入によって産生する
ことができる。結果として生じる構築物は、非抗体成分（たとえばヒスチジンタグ、Ｅタ
グ、またはプロテインＡのＩｇＧ結合ドメイン）を含む抗体鎖を産生するために発現させ
ることができる。融合タンパク質は、適した親和性マトリックスを使用するクロマトグラ
フィーなどの任意の適した技術を使用して、単離するまたは回収することができる（たと
えばＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
（Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｆ．Ｍら編、２巻、増刊２６、１６．４．１～１６．７．８頁（１
９９１年）を参照されたい）。
【０１８９】
　本発明は、細胞に向けられ、実施形態では、細胞に内部移行される抗ＧＣＣ抗体分子を
提供する。それらはＧＣＣを発現する細胞にまたはその細胞中に治療剤または検出可能な
作用物質を送達することができるが、標的が発現していない細胞にまたはその細胞中に送
達することができない。したがって、本発明はまた、治療剤または検出可能な作用物質と
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結合体化させている、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子を含む抗ＧＣＣ免疫結合体を提
供する。実施形態では、抗ＧＣＣ免疫結合体のＧＣＣに対する親和性は、結合体化させて
いない抗体の親和性の少なくとも１０、２５、５０、７５、８０、９０、または９５％で
ある。これは、細胞表面ＧＣＣまたは単離ＧＣＣを使用して、決定することができる。一
実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子、たとえば免疫結合体は、１，０００、５００、２５０
、１００、または５０ｐＭ未満の、本明細書に記載のアッセイによって決定されるＬＤ５
０を有する。
【０１９０】
　抗ＧＣＣ抗体分子は、当技術分野において公知の技術を利用して、免疫結合体として作
用するように改変することができる。たとえばＶｉｔｅｔｔａ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄ
ａｙ　１４巻：２５２頁（１９９３年）を参照されたい。米国特許第５，１９４，５９４
号もまた参照されたい。放射標識抗体の調製物もまた、当技術分野において公知の技術を
利用して容易に調製することができる。たとえばＪｕｎｇｈａｎｓら　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃ
ｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ中の６５５～６８６頁（第２版
、ＣｈａｆｎｅｒおよびＬｏｎｇｏ編、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｒａｖｅｎ（１９９６年
））を参照されたい。米国特許第４，６８１，５８１号、第４，７３５，２１０号、第５
，１０１，８２７号、第５，１０２，９９０号（米国再発行特許第３５，５００号）、第
５，６４８，４７１号、および第５，６９７，９０２号もまた参照されたい。
【０１９１】
　いくつかの実施形態では、抗体分子および非抗体成分は、リンカーの手段によってつな
がれる。そのような実施形態では、免疫結合体は、式（Ｉ）によって表され、
【０１９２】
【化７】

ここで、Ａｂは、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子であり、
Ｘは、ＡｂとＺを接続する成分、たとえば、ＡｂおよびＺの一方または両方への共有結合
の後の、本明細書に記載のリンカーの残基であり、
Ｚは、治療剤または標識であり、
ｍは、約１～約１５の範囲にある。
【０１９３】
　変数ｍは、式（Ｉ）の免疫結合体における抗体分子当たりの－Ｘ－Ｚ成分の数を表す。
様々な実施形態では、ｍは、１～１５、１～１０、１～９、１～８、１～７、１～６、１
～５、１～４、１～３、または１～２の範囲にある。いくつかの実施形態では、ｍは、２
～１０、２～９、２～８、２～７、２～６、２～５、２～４、または２～３の範囲にある
。他の実施形態では、ｍは、１、２、３、４、５、または６である。式（Ｉ）の複数の免
疫結合体を含む組成物において、ｍは、平均薬剤負荷量とも呼ばれる、Ａｂ当たりの－Ｘ
－Ｚ成分の平均数である。平均薬剤負荷量は、Ａｂ当たり１～約１５の－Ｘ－Ｚ成分の範
囲にあってもよい。いくつかの実施形態では、ｍが平均薬剤負荷量を表す場合、ｍは、約
１、約２、約３、約４、約５、約６、約７、または約８である。例示的な実施形態では、
ｍは、約２～約８である。一実施形態では、ｍは、約８である。他の実施形態では、ｍは
、約４である。他の実施形態では、ｍは、約２である。
【０１９４】
　Ａｂ当たりの－Ｘ－Ｚ成分の平均数は、質量分析、ＥＬＩＳＡアッセイ、およびＨＰＬ
Ｃなどの従来の手段によって特徴付けられてもよい。ｍに関しての免疫結合体の量的分布
もまた、決定されてもよい。いくつかの場合において、ｍが、他の薬剤負荷を有する免疫
結合体と区別されるように、一定の値をしている場合の、均質な免疫結合体の分離、精製
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、および特徴付けは、逆相ＨＰＬＣまたは電気泳動などの手段によって達成されてもよい
。
【０１９５】
　式（Ｉ）の免疫結合体は、混合物として存在してもよく、その混合物のそれぞれの構成
要素は、異なるｍ値を有する。たとえば、式（Ｉ）の免疫結合体は、２つの別個の免疫結
合体構成要素の混合物として存在してもよく、一方の免疫結合体構成要素は、ｍが７であ
り、他方の免疫結合体構成要素は、ｍが８である。
【０１９６】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、１、２、および３
である。
【０１９７】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、３、４、および５
である。
【０１９８】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、５、６、および７
である。
【０１９９】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、７、８、および９
である。
【０２００】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、９、１０、および
１１である。
【０２０１】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、１１、１２、およ
び１３である。
【０２０２】
　一実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、３つの別個の免疫結合体の混合物として存
在し、ここでその３つの別個の免疫結合体についてのｍは、それぞれ、１３、１４、およ
び１５である。
【０２０３】
　免疫結合体を調製するのに適した様々なリンカー（たとえば治療剤または標識に抗体分
子を接続するためのヘテロ二官能性試薬）および方法は、当技術分野において公知である
（たとえばＣｈａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２巻：１２７～１３１頁
（１９９２年）を参照されたい）。上記リンカーは、リンカーの切断により、細胞内環境
中に薬剤（治療剤または標識）が放出されるように、たとえば生理学的条件下で、たとえ
ば細胞内条件下で、切断可能とすることができる。他の実施形態では、上記リンカーは、
切断可能ではなく、上記薬剤は、たとえば抗体分解によって放出される。
【０２０４】
　上記リンカーは、抗体成分上の化学的反応基に、たとえば、遊離アミノ基、遊離イミノ
基、遊離ヒドロキシル基、遊離チオール基、または遊離カルボキシル基に（たとえばＮ末
端もしくはＣ末端に、１つ以上のリシン残基のイプシロンアミノ基に、１つ以上のグルタ
ミン酸もしくはアスパラギン酸残基の遊離カルボン酸基に、または１つ以上のシステイニ
ル残基のスルフヒドリル基に）結合することができる。上記リンカーが結合する部位は、
抗体成分のアミノ酸配列における天然の残基とすることができるかまたはそれは、たとえ
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ばＤＮＡ組換え技術によって（たとえばアミノ酸配列にシステインもしくはプロテアーゼ
切断部位を導入することによって）またはタンパク質生化学（たとえば還元、ｐＨ調整、
もしくはタンパク質分解）によって抗体成分に導入することができる。
【０２０５】
　共有結合の最も共通して使用される非特異的な方法のうちの１つは、化合物のカルボキ
シ（またはアミノ）基を抗体分子のアミノ（またはカルボキシ）基に連結するためのカル
ボジイミド反応である。さらに、ジアルデヒドまたはイミドエステルなどの二機官能性作
用物質は、化合物のアミノ基を抗体分子のアミノ基に連結するために使用されてきた。シ
ッフ塩基反応もまた、抗体分子への薬剤の付加に利用可能である。この方法は、グリコー
ルまたはヒドロキシ基を含有する薬剤の過ヨウ素酸酸化を伴い、したがって、抗体分子と
次に反応するアルデヒドを形成する。付加は、抗体分子のアミノ基とのシッフ塩基の形成
を介して生じる。イソチオシアネートもまた、抗体分子に薬剤を共有結合させるための結
合剤として使用することができる。他の技術は、当業者に公知であり、本発明の範囲内で
ある。
【０２０６】
　ある実施形態では、リンカー（Ｘ）の前駆体である中間体は、適切な条件下で薬剤（Ｚ
）と反応する。ある実施形態では、反応基は、薬剤および／または中間体上で使用される
。薬剤および中間体の間の反応の産物または誘導された薬剤は、続いて、適切な条件下で
抗体分子と反応させる。
【０２０７】
　免疫結合体は、当業者に周知の方法論、たとえばカラムクロマトグラフイー（たとえば
アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過、疎水性
相互作用クロマトグラフィー）、透析、ダイアフィルトレーション、または沈澱を利用す
ることによって、反応物から精製することができる。免疫結合体は、当業者に周知の方法
論、たとえばＳＤＳ－ＰＡＧＥ、質量分析、またはキャピラリー電気泳動を利用すること
によって評価することができる。
【０２０８】
　いくつかの実施形態では、上記リンカーは、細胞内環境において（たとえばリソソーム
またはエンドソームまたはカベオラ（ｃａｖｅｏｌｅａ）内に）存在する切断剤によって
切断可能である。上記リンカーは、たとえば、リソソームプロテアーゼまたはエンドソー
ムプロテアーゼを含むが、これらに限定されない細胞内ペプチダーゼまたはプロテアーゼ
酵素によって切断されるペプチジルリンカーとすることができる。いくつかの実施形態で
は、ペプチジルリンカーは、少なくとも２アミノ酸長または少なくとも３アミノ酸長であ
る。切断剤は、カテプシンＢおよびＤならびにプラスミンを含むことができ、これらはす
べて、ジペプチド薬剤誘導体を加水分解し、標的細胞の内部で活性薬剤の放出をもたらす
ことが公知である（たとえばＤｕｂｏｗｃｈｉｋおよびＷａｌｋｅｒ、１９９９年、Ｐｈ
ａｒｍ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　８３巻：６７～１２３頁を参照されたい）。非常に
典型的なものは、ＧＣＣ発現細胞に存在する酵素によって切断可能なペプチジルリンカー
である。たとえば、癌性組織において高度に発現されるチオール依存性プロテアーゼのカ
テプシンＢによって切断可能なペプチジルリンカーを使用することができる（たとえばＰ
ｈｅ－ＬｅｕリンカーまたはＧｌｙ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙリンカー（配列番号３１９
））。そのようなリンカーの他の例は、たとえば、その全体においておよびすべての目的
のために参照によって本明細書に組み込まれる米国特許第６，２１４，３４５号において
記載されている。特定の実施形態では、細胞内プロテアーゼによって切断可能なペプチジ
ルリンカーは、Ｖａｌ－ＣｉｔリンカーまたはＰｈｅ－Ｌｙｓリンカーである（たとえば
、ｖａｌ－ｃｉｔリンカーを有するドキソルビシンの合成を記載する米国特許第６，２１
４，３４５号を参照されたい）。治療剤の細胞内のタンパク分解性の放出を使用するとい
う１つの利点は、その治療剤が、結合体化させた場合、典型的に弱毒化され、その結合体
の血清安定性が典型的に高いということである。
【０２０９】
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　他の実施形態では、切断可能なリンカーは、ｐＨ感受性である、つまり、ある特定のｐ
Ｈ値で加水分解に感受性である。典型的に、ｐＨ感受性のリンカーは、酸性条件下で加水
分解可能である。たとえば、リソソームにおいて加水分解可能な酸不安定なリンカー（た
とえばヒドラゾン、セミカルバゾン、チオセミカルバゾン、シスアコニット酸アミド、オ
ルトエステル、アセタール、ケタールなど）を使用することができる（たとえば米国特許
第５，１２２，３６８号；第５，８２４，８０５号；第５，６２２，９２９号；Ｄｕｂｏ
ｗｃｈｉｋおよびＷａｌｋｅｒ、１９９９年、Ｐｈａｒｍ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　
８３巻：６７～１２３頁；Ｎｅｖｉｌｌｅら、１９８９年、Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．　２６
４巻：１４６５３～１４６６１頁を参照されたい）。そのようなリンカーは、血液中にお
けるものなどの中性のｐＨ条件下で比較的安定しているが、リソソームのおよそのｐＨで
あるｐＨ５．５または５．０より下では不安定となる。ある実施形態では、加水分解可能
なリンカーは、チオエーテルリンカーである（たとえば、アシルヒドラゾン結合を介して
治療剤に付加されるチオエーテルなど（たとえば米国特許第５，６２２，９２９号を参照
されたい）。
【０２１０】
　さらにまた他の実施形態では、上記リンカーは、還元条件下で切断可能である（たとえ
ばジスルフィドリンカー）。たとえば、ＳＡＴＡ（Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチル
チオアセタート）、ＳＰＤＰ（Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロ
ピオネート）、ＳＰＤＢ（Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）ブチレー
ト）およびＳＭＰＴ（Ｎ－スクシンイミジル－オキシカルボニル－アルファ－メチル－ア
ルファ－（２－ピリジル－ジチオ）トルエン）、ＳＰＤＢおよびＳＭＰＴを使用して形成
することができるものを含む、様々なジスルフィドリンカーは、当技術分野において公知
である（たとえばＴｈｏｒｐｅら、１９８７年、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　４７巻：５９
２４～５９３１頁；Ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ：　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅｓ　ｉｎ　Ｒａｄｉｏｉｍａｇｅｒｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　Ｃａ
ｎｃｅｒ（Ｃ．Ｗ．Ｖｏｇｅｌ編、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕ．Ｐｒｅｓｓ、１９８７年中のＷａ
ｗｒｚｙｎｃｚａｋらを参照されたい。米国特許第４，８８０，９３５号もまた参照され
たい）。
【０２１１】
　さらにまた他の特定の実施形態では、上記リンカーは、マロネートリンカー（Ｊｏｈｎ
ｓｏｎら、１９９５年、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　１５巻：１３８７～９３頁）
、マレイミドベンゾイルリンカー（Ｌａｕら、１９９５年、Ｂｉｏｏｒｇ　Ｍｅｄ　Ｃｈ
ｅｍ．　３巻（１０号）：１２９９～１３０４頁）、または３’－Ｎ－アミドアナログ（
Ｌａｕら、１９９５年、Ｂｉｏｏｒｇ－Ｍｅｄ－Ｃｈｅｍ．　３巻（１０号）：１３０５
～１２頁）である。
【０２１２】
　さらにまた他の実施形態では、上記リンカー単位は、切断可能ではなく、上記薬剤は、
抗体分解によって放出される（たとえば、その全体においておよびすべての目的のために
参照によって本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００５０２３８６４９号を参
照されたい）。
【０２１３】
　典型的に、上記リンカーは、細胞外環境に実質的に感受性ではない。本明細書において
使用されるように、リンカーの文脈における「細胞外環境に実質的に感受性ではない」は
、免疫結合体が細胞外環境に（たとえば血漿中に）存在する場合に、その免疫結合体の試
料中のリンカーの約２０％以下、典型的には約１５％以下、より典型的には約１０％以下
、そしてさらに典型的には約５％以下、約３％以下、または約１％以下しか切断されない
ことを意味する。リンカーが細胞外環境に実質的に感受性ではないかどうかは、たとえば
、所定の期間（たとえば２、４、８、１６、または２４時間）、免疫結合体を血漿とイン
キュベートし、次いで、血漿中に存在する遊離薬剤の量を定量することによって決定する
ことができる。
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【０２１４】
　他の相互に排他的でない実施形態では、上記リンカーは、細胞の内部移行を促進する。
ある実施形態では、上記リンカーは、治療剤または標識（Ｚ）と結合体化させた場合、細
胞の内部移行を促進する。さらにまた他の実施形態では、上記リンカーは、Ｚ成分および
抗ＧＣＣ抗体分子の両方と結合体化させた場合、細胞の内部移行を促進する。
【０２１５】
　本発明の組成物および方法と共に使用することができる、様々な例示的なリンカーは、
ＷＯ２００４－０１０９５７、米国特許出願公開第２００６００７４００８号、米国特許
出願公開第２００５０２３８６４９号、および米国特許出願公開第２００６００２４３１
７号において記載されている（これらのそれぞれは、その全体がすべての目的のために参
照によって本明細書において組み込まれる）。
【０２１６】
　治療剤または標識に抗体分子を結合するのに使用することができるリンカーの例は、た
とえばマレイミドカプロイル（ｍｃ）；マレイミドカプロイル－ｐ－アミノベンジルカル
バメート；マレイミドカプロイル－ペプチド－アミノベンジルカルバメートリンカー、た
とえばマレイミドカプロイル－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－リシン－ｐ－アミノベンジル
カルバメートおよびマレイミドカプロイル－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン－ｐ－アミノベ
ンジルカルバメート（ｖｃ）；Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロプ
リオネート（Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルジチオ）ペンタノエートまたはＳ
ＰＰとしても公知である）；４－スクシンイミジル－オキシカルボニル－２－メチル－２
－（２－ピリジルジチオ）－トルエン（ＳＭＰＴ）；Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピ
リジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）；Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジル
ジチオ）ブチレート（ＳＰＤＢ）；２－イミノチオラン；Ｓ－アセチルコハク酸無水物；
ジスルフィドベンジルカルバメート；カルボネート；ヒドラゾンリンカー；Ｎ－（α－マ
レイミドアセトキシ）スクシンイミドエステル；Ｎ－［４－（ｐ－アジドサリチルアミド
）ブチル］－３’－（２’－ピリジルジチオ）プロピオンアミド（ＡＭＡＳ）；Ｎ－［β
－マレイミドプロピルオキシ］スクシンイミドエステル（ＢＭＰＳ）；［Ｎ－ε－マレイ
ミドカプロイルオキシ］スクシンイミドエステル（ＥＭＣＳ）；Ｎ－［γ－マレイミドブ
チリルオキシ］スクシンイミドエステル（ＧＭＢＳ）；スクシンイミジル－４－［Ｎ－マ
レイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシ－［６－アミドカプロエート］（ＬＣ
－ＳＭＣＣ）；スクシンイミジル６－（３－［２－ピリジルジチオ］－プロピオンアミド
）ヘキサノエート（ＬＣ－ＳＰＤＰ）；ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル（ＭＢＳ）；Ｎ－スクシンイミジル［４－ヨードアセチル］アミノベ
ンゾエート（ＳＩＡＢ）；スクシンイミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサ
ン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）；Ｎ－スクシンイミジル３－［２－ピリジルジチ
オ］－プロピオンアミド（ＳＰＤＰ）；［Ｎ－ε－マレイミドカプロイルオキシ］スルホ
スクシンイミドエステル（スルホ－ＥＭＣＳ）；Ｎ－［γ－マレイミドブチリルオキシ］
スルホスクシンイミドエステル（スルホ－ＧＭＢＳ）；４－スルホスクシンイミジル－６
－メチル－α－（２－ピリジルジチオ）トルアミド］ヘキサノエート）（スルホ－ＬＣ－
ＳＭＰＴ）；スルホスクシンイミジル６－（３’－［２－ピリジルジチオ］－プロピオン
アミド）ヘキサノエート（スルホ－ＬＣ－ＳＰＤＰ）；ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－
ヒドロキシスルホスクシンイミドエステル（スルホ－ＭＢＳ）；Ｎ－スルホスクシンイミ
ジル［４－ヨードアセチル］アミノベンゾエート（スルホ－ＳＩＡＢ）；スルホスクシン
イミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート（スルホ
－ＳＭＣＣ）；スルホスクシンイミジル４－［ｐ－マレイミドフェニル］ブチレート（ス
ルホ－ＳＭＰＢ）；エチレングリコール－ビス（コハク酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
エステル）（ＥＧＳ）；酒石酸ジスクシンイミジル（ＤＳＴ）；１，４，７，１０－テト
ラアザシクロドデカン－１，４，７，１０－四酢酸（ＤＯＴＡ）；ジエチレントリアミン
－五酢酸（ＤＴＰＡ）；およびチオ尿素リンカーを含む。
【０２１７】
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　いくつかの実施形態では、リンカー－Ｘ－は、式－Ａａ－Ｗｗ－Ｙｙ－を有し、式（Ｉ
）の免疫結合体は、式（ＩＩ）によって特徴付けられ、
【０２１８】
【化８】

Ａｂは、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子であり、
－Ａ－は、ストレッチャー単位であり、
ａは、０または１であり、
－Ｗ－は、それぞれ、独立して、アミノ酸単位であり、
ｗは、０～１２の範囲の整数であり、
－Ｙ－は、自壊的（ｓｅｌｆ－ｉｍｍｏｌａｔｉｖｅ）スペーサー単位であり、
ｙは、０、１、または２であり、
Ｚは、治療剤または標識であり、
ｍは、約１～約１５の範囲にある。
【０２１９】
　ストレッチャー単位（Ａ）が存在する場合、ストレッチャー単位（Ａ）はＡｂ単位を、
存在する場合にはアミノ酸単位（－Ｗ－）に、存在する場合にはスペーサー単位（－Ｙ－
）に、または治療剤もしくは標識（Ｚ）に連結することができる。天然にまたは化学的な
操作を介して抗ＧＣＣ抗体分子上に存在し得る有用な官能基は、スルフヒドリル、アミノ
、ヒドロキシル、炭水化物のアノマー位ヒドロキシル基、およびカルボキシルを含むが、
これらに限定されない。適した官能基は、スルフヒドリルおよびアミノである。一つの例
において、スルフヒドリル基は、抗ＧＣＣ抗体分子の分子内ジスルフィド結合の還元によ
って生成することができる。他の実施形態では、スルフヒドリル基は、２－イミノチオラ
ン（Ｔｒａｕｔ試薬）または他のスルフヒドリル生成試薬との、抗ＧＣＣ抗体分子のリシ
ン成分のアミノ基の反応によって生成することができる。ある実施形態では、抗ＧＣＣ抗
体分子は、組換え抗体であり、１つ以上のリシンを運ぶように操作される。ある他の実施
形態では、組換え抗ＧＣＣ抗体分子は、さらなるスルフヒドリル基、たとえばさらなるシ
ステインを運ぶように操作される。
【０２２０】
　一実施形態では、ストレッチャー単位は、Ａｂ単位の硫黄原子と結合を形成する。硫黄
原子は、Ａｂのスルフヒドリル基から誘導することができる。この実施形態の代表的なス
トレッチャー単位は、式（ＩＩＩａ）および（ＩＩＩｂ）の角括弧内に表され、Ａｂ－、
－Ｗ－、－Ｙ－、－Ｚ、ｗ、およびｙは、上記に定義されるとおりであり、Ｒａは、－Ｃ

１～Ｃ１０アルキレン－、－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－、－Ｃ２～Ｃ１０アルキニレン
－、－カルボシクロ－、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキレン）－、Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニ
レン）－、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニレン）－、－アリーレン－、－Ｃ１～Ｃ１０アル
キレン－アリーレン－、－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－アリーレン、－Ｃ２～Ｃ１０アル
キニレン－アリーレン、－アリーレン－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－、－アリーレン－Ｃ２

～Ｃ１０アルケニレン－、－アリーレン－Ｃ２～Ｃ１０アルキニレン－、－Ｃ１～Ｃ１０

アルキレン－（カルボシクロ）－、－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－（カルボシクロ）－、
－Ｃ２～Ｃ１０アルキニレン－（カルボシクロ）－、－（カルボシクロ）－Ｃ１～Ｃ１０

アルキレン－、－（カルボシクロ）－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－、－（カルボシクロ）
－Ｃ２～Ｃ１０アルキニレン、ヘテロシクロ－、－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－（ヘテロシ
クロ）－、－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－（ヘテロシクロ）－、－Ｃ２～Ｃ１０アルキニ
レン－（ヘテロシクロ）－、－（ヘテロシクロ）－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－、－（ヘテ
ロシクロ）－Ｃ２～Ｃ１０アルケニレン－、－（ヘテロシクロ）－Ｃ２～Ｃ１０アルキニ
レン－、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－、または－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－から選択
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、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、炭素環、カルボシクロ、ヘテロ
シクロ、およびアリーレンラジカルは、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうか
に関わらず、必要に応じて置換される。いくつかの実施形態では、当該アルキル、アルケ
ニル、アルキニル、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、炭素環、カル
ボシクロ、ヘテロシクロおよびアリーレンラジカルは、単独であるかまたは他の基の一部
であるかどうかに関わらず、置換されていない。いくつかの実施形態では、Ｒａは、－Ｃ

１～Ｃ１０アルキレン－、－カルボシクロ－、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキレン）－、－ア
リーレン－、－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－アリーレン－、－アリーレンＣ１～Ｃ１０アル
キレン－、－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－（カルボシクロ）－、－（カルボシクロ）－Ｃ１

～Ｃ１０アルキレン－、－Ｃ３～Ｃ８ヘテロシクロ－、－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－（ヘ
テロシクロ）－、－（ヘテロシクロ）－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ
）ｒ－、および－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－から選択され、ｒは、１～１０の範囲
にある整数であり、当該アルキレン基は、置換されておらず、残りの基は、必要に応じて
置換される。
【０２２１】
　明らかに示されない場合でさえ、１～１５の薬剤成分を、Ａｂに連結することができる
ことをすべての例示的な実施形態から理解される（ｍ＝１～１５）。
【０２２２】
【化９】

【０２２３】

【化１０】

　例示のストレッチャー単位は、式（ＩＩＩａ）のものであり、Ｒａは、－（ＣＨ２）５

－である。
【０２２４】

【化１１】

　他の例示のストレッチャー単位は、式（ＩＩＩａ）のものであり、Ｒａは、－（ＣＨ２

ＣＨ２Ｏ）ｒ－ＣＨ２－であり、ｒは、２である。
【０２２５】
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【化１２】

　他の例示のストレッチャー単位は、式（ＩＩＩａ）のものであり、Ｒａは、－アリーレ
ンまたはアリーレン－Ｃ１～Ｃ１０アルキレン－である。いくつかの実施形態では、アリ
ール基は、置換されていないフェニル基である。
【０２２６】
　他の例示のストレッチャー単位は、式（ＩＩＩｂ）のものであり、Ｒａは、－（ＣＨ２

）５－である。
【０２２７】
【化１３】

　ある実施形態では、ストレッチャー単位は、Ａｂ単位の硫黄原子およびストレッチャー
単位の硫黄原子の間のジスルフィド結合を介してＡｂ単位に連結される。この実施形態の
代表的なストレッチャー単位は、式（ＩＶ）の角括弧内に表され、Ｒａ、Ａｂ－、－Ｗ－
、－Ｙ－、－Ｚ、ｗ、およびｙは、上記に定義されるとおりである。
【０２２８】

【化１４】

　本出願の全体にわたって、下記の式中のＳ成分は、文脈によって他に示されない限り、
Ａｂ単位の硫黄原子を指すことに注意されたい。
【０２２９】
【化１５】

　他の実施形態では、ストレッチャーは、Ａｂへの結合前に、Ａｂの第一級または第二級
アミノ基と結合を形成することができる反応部位を含有する。これらの反応部位の例は、
スクシンイミドエステル、４ニトロフェニルエステル、ペンタフルオロフェニルエステル
、テトラフルオロフェニルエステル、酸無水物、酸塩化物、塩化スルホニル、イソシアネ
ート、およびイソチオシアネートなどの活性化エステルを含むが、これらに限定されない
。この実施形態の代表的なストレッチャー単位は、式（Ｖａ）および（Ｖｂ）の角括弧内
に表され、－Ｒａ－、Ａｂ－、－Ｗ－、－Ｙ－、－Ｚ、ｗ、およびｙは、上記に定義され
るとおりである。
【０２３０】
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【化１６】

【０２３１】

【化１７】

　いくつかの実施形態では、ストレッチャーは、Ａｂ上に存在し得る修飾炭水化物の（－
ＣＨＯ）基に対し反応性である反応部位を含有する。たとえば、炭水化物は、過ヨウ素酸
ナトリウムなどの試薬を使用して穏やかに酸化することができ、酸化された炭水化物の結
果として生じる（－ＣＨＯ）単位は、Ｋａｎｅｋｏら、１９９１年、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅ　Ｃｈｅｍ．　２巻：１３３～４１頁に記載されるものなどのヒドラジド、オキシ
ム、第一級または第二級アミン、ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカルボキ
シレート、およびアリールヒドラジドなどの官能基を含有するストレッチャーと縮合する
ことができる。この実施形態の代表的なストレッチャー単位は、式（ＶＩａ）、（ＶＩｂ
）、および（ＶＩｃ）の角括弧内に表され、－Ｒａ－、Ａｂ－、－Ｗ－、－Ｙ－、－Ｚ、
ｗ、およびｙは、上記に定義されるとおりである。
【０２３２】
【化１８】

　アミノ酸単位（－Ｗ－）が存在する場合、アミノ酸単位（－Ｗ－）はストレッチャー単
位を、スペーサー単位が存在する場合にはスペーサー単位に連結し、スペーサー単位が不
在である場合にはストレッチャー単位を薬剤成分に連結し、ストレッチャー単位およびス
ペーサー単位が不在である場合にはＡｂ単位を治療剤または標識成分に連結する。
【０２３３】
　Ｗｗ－は、たとえばモノペプチド、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド、ペン
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タペプチド、ヘキサペプチド、ヘプタペプチド、オクタペプチド、ノナペプチド、デカペ
プチド、ウンデカペプチド、またはドデカペプチド単位とすることができる。それぞれの
－Ｗ－単位は、角括弧において下記に示される式を独立して有し、ｗは、０～１２の範囲
の整数であり、
【０２３４】
【化１９】

Ｒｂは、水素、メチル、イソプロピル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ベンジル、ｐ－ヒ
ドロキシベンジル、－ＣＨ２ＯＨ、－ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２ＳＣＨ３、－
ＣＨ２ＣＯＮＨ２、－ＣＨ２ＣＯＯＨ、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＯ
ＯＨ、－（ＣＨ２）３ＮＨＣ（＝ＮＨ）ＮＨ２、－（ＣＨ２）３ＮＨ２、－（ＣＨ２）３

ＮＨＣＯＣＨ３、－（ＣＨ２）３ＮＨＣＨＯ、－（ＣＨ２）４ＮＨＣ（＝ＮＨ）ＮＨ２、
－（ＣＨ２）４ＮＨ２、－（ＣＨ２）４ＮＨＣＯＣＨ３、－（ＣＨ２）４ＮＨＣＨＯ、－
（ＣＨ２）３ＮＨＣＯＮＨ２、－（ＣＨ２）４ＮＨＣＯＮＨ２、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ（Ｏ
Ｈ）ＣＨ２ＮＨ２、２－ピリジルメチル－、３－ピリジルメチル－、４－ピリジルメチル
－、フェニル、シクロヘキシル、
【０２３５】
【化２０】

である。
【０２３６】
　いくつかの実施形態では、アミノ酸単位は、癌または腫瘍関連のプロテアーゼを含む１
つ以上の酵素によって酵素的に切断することができ、治療剤または標識成分（－Ｚ）を遊
離し、これは、放出に際してｉｎ　ｖｉｖｏにおいて一実施形態においてプロトン化され
、治療剤または標識（Ｚ）を提供する。
【０２３７】
　ある実施形態では、アミノ酸単位は、天然アミノ酸を含むことができる。他の実施形態
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ＩＩ）～（ＩＸ）によって表される。
【０２３８】
【化２１】

式中のＲｃおよびＲｄは、以下のとおりである。
【０２３９】
【化２２】

【０２４０】
【化２３】

式中のＲｃ、Ｒｄ、およびＲｅは、以下のとおりである。
【０２４１】
【化２４】

【０２４２】
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【化２５】

式中のＲｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、およびＲｆは、以下のとおりである。
【０２４３】

【化２６】

　例示的なアミノ酸単位は、ＲｃはベンジルでありかつＲｄは－（ＣＨ２）４ＮＨ２であ
る場合、ＲｃはイソプロピルでありかつＲｄは、－（ＣＨ２）４ＮＨ２である場合、また
はＲｃはイソプロピルでありかつＲｄは－（ＣＨ２）３ＮＨＣＯＮＨ２である場合の式（
ＶＩＩ）の単位を含むが、これに限定されない。他の例示的なアミノ酸単位は、式（ＶＩ
ＩＩ）の単位であり、Ｒｃは、ベンジルであり、Ｒｄは、ベンジルであり、Ｒｅは、－（
ＣＨ２）４ＮＨ２である。
【０２４４】
　有用な－Ｗｗ－単位は、特定の酵素、たとえば腫瘍関連のプロテアーゼによる酵素的切
断でのそれらの選択性について設計し、最適化することができる。一実施形態では、－Ｗ

ｗ－単位は、その切断がカテプシンＢ、Ｃ、およびＤまたはプラスミンプロテアーゼによ
って触媒されるものである。
【０２４５】
　一実施形態では、－Ｗｗ－は、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド、またはペ
ンタペプチドである。Ｒｂ、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、またはＲｆが水素以外である場合、Ｒｂ

、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、またはＲｆが結合する炭素原子は、キラルである。
【０２４６】
　Ｒｂ、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、またはＲｆが結合する炭素原子はそれぞれ、独立して（Ｓ）
または（Ｒ）配置である。
【０２４７】
　アミノ酸単位の一態様では、アミノ酸単位は、バリン－シトルリン（ｖｃまたはｖａｌ
－ｃｉｔ）である。他の態様では、アミノ酸単位は、フェニルアラニン－リシン（つまり
ｆｋ）である。アミノ酸単位の他の態様では、アミノ酸単位は、Ｎ－メチルバリン－シト
ルリンである。他の態様では、アミノ酸単位は、５－アミノ吉草酸、ホモフェニルアラニ
ンリシン、テトライソキノリンカルボキシレートリシン、シクロヘキシルアラニンリシン
、イソニペコチン酸（ｉｓｏｎｅｐｅｃｏｔｉｃ　ａｃｉｄ）リシン、ベータ－アラニン
リシン、グリシンセリンバリングルタミン、およびイソニペコチン酸である。
【０２４８】
　スペーサー単位（－Ｙ－）は、存在する場合、アミノ酸単位が存在する場合、アミノ酸
単位を治療剤または標識成分（－Ｚ－）に連結する。あるいは、スペーサー単位は、アミ
ノ酸単位が不在である場合、ストレッチャー単位を治療剤または標識成分に連結する。ス
ペーサー単位はまた、アミノ酸単位およびストレッチャー単位の両方が不在である場合、
治療剤または標識成分をＡｂ単位に連結する。
【０２４９】
　スペーサー単位は、２つの一般的なタイプ、非自壊的単位、自壊的単位がある。非自壊
的スペーサー単位は、スペーサー単位の一部またはすべてが、抗体－医薬結合体からのア
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ミノ酸単位の切断（特に酵素的切断）の後に、治療剤または標識成分に結合したままであ
るものである。非自壊的スペーサー単位の例は、（グリシン－グリシン）スペーサー単位
およびグリシンスペーサー単位（共にスキーム１に表される）（下記）を含むが、これら
に限定されない。グリシン－グリシンスペーサー単位またはグリシンスペーサー単位を含
有する結合体が、酵素（たとえば腫瘍細胞関連プロテアーゼ、癌細胞関連プロテアーゼ、
またはリンパ球関連プロテアーゼ）を介して酵素的切断を受ける場合、グリシン－グリシ
ン－Ｚ成分またはグリシン－Ｚ成分は、Ａｂ－Ａａ－Ｗｗ－から切断される。一実施形態
では、独立した加水分解反応が、標的細胞内で起こり、グリシン－Ｚ成分結合を切断し、
治療剤または標識を遊離させる。
【０２５０】
【化２７】

　いくつかの実施形態では、非自壊的スペーサー単位（－Ｙ－）は、－Ｇｌｙ－である。
いくつかの実施形態では、非自壊的スペーサー単位（－Ｙ－）は、－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－で
ある。
【０２５１】
　一実施形態では、本発明は、スペーサー単位が不在（ｙ＝０）である、式（ＩＩ）の免
疫結合体またはその薬学的に許容される塩を提供する。
【０２５２】
　あるいは、自壊的スペーサー単位を含有する結合体は、－Ｚを放出することができる。
本明細書において使用されるように、用語「自壊的スペーサー」は、間を置いて配置され
た２つの化学成分を一緒に共有結合で連結し、安定した三連の分子にすることができる二
官能性化学成分を指す。第１の成分へのその結合が切断される場合、それは、自発的に、
第２の化学成分から分離する。
【０２５３】
　いくつかの実施形態では、－Ｙｙ－は、フェニレン部分がＱｎで置換されるｐ－アミノ
ベンジルアルコール（ＰＡＢ）単位であり（スキーム２および３を参照されたい）、Ｑは
、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－Ｏ－（
Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルキニ
ル）、－ハロゲン、－ニトロ、または－シアノであり、ｎは、０～４の範囲の整数である
。アルキル、アルケニル、およびアルキニル基は、単独であるかまたは他の基の一部であ
るかどうかに関わらず、必要に応じて置換され得る。
【０２５４】
　いくつかの実施形態では、－Ｙ－は、ＰＡＢ基のアミノ窒素原子を介して－Ｗｗ－に連
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ＰＡＢ基である。あらゆる特定の理論またはメカニズムによって拘束されることなく、ス
キーム２は、Ｔｏｋｉら、２００２年、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６７巻：１８６６～１８
７２頁に記載されるように、カルバメートまたはカーボネート基を介して－Ｚに直接結合
しているＰＡＢ基からの治療剤または標識（－Ｚ）の放出の、可能性のあるメカニズムを
表す。
【０２５５】
【化２８】

　スキーム２では、Ｑは、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ

８アルキニル、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ
－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－ハロゲン、－ニトロ、または－シアノであり、ｍは、０
～４の範囲の整数であり、ｍは、１～約２０の範囲にある。アルキル、アルケニル、およ
びアルキニル基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、必要に
応じて置換され得る。
【０２５６】
　あらゆる特定の理論またはメカニズムによって拘束されることなく、スキーム３は、エ
ーテル結合またはアミン結合を介して－Ｚに直接結合しているＰＡＢ基からの治療剤また
は標識成分（－Ｚ）の放出の、可能性のあるメカニズムを表し、－Ｚは、治療剤または標
識成分の一部である酸素または窒素基を含む。
【０２５７】
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【化２９】

　スキーム３では、Ｑは、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ

８アルキニル、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ
－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－ハロゲン、－ニトロ、または－シアノであり、ｎは、０
～４の範囲の整数であり、ｍは、１～約２０の範囲にある。アルキル、アルケニル、およ
びアルキニル基は、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、必要に
応じて置換され得る。
【０２５８】
　自壊的スペーサーの他の例は、２－アミノイミダゾール－５－メタノール誘導体（Ｈａ
ｙら、１９９９年、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．９巻：２２３７頁）お
よびオルトまたはパラ－アミノベンジルアセタールなどのＰＡＢ基に電子的に類似する芳
香族化合物を含むが、これらに限定されない。置換および非置換４－アミノ酪酸アミド（
Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら、１９９５年、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２巻：２２
３頁）、適切に置換されたビシクロ［２．２．１］およびビシクロ［２．２．２］環系（
Ｓｔｏｒｍら、１９７２年、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．　９４巻：５８１５頁）
、ならびに２－アミノフェニルプロピオン酸アミド（Ａｍｓｂｅｒｒｙら、１９９０年、
Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５５巻：５８６７頁）などのアミド結合加水分解に際して環化を
経るスペーサーを使用することができる。グリシンのα位で置換されるアミン含有薬剤の
脱離（Ｋｉｎｇｓｂｕｒｙら、１９８４年、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．２７巻：１４４７頁
）もまた、自壊的スペーサーの例である。
【０２５９】
　一実施形態では、スペーサー単位は、スキーム４に表される分枝ビス（ヒドロキシメチ
ル）スチレン（ＢＨＭＳ）単位であり、これは、多数の薬剤を組み込み、放出するために
使用することができる。
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【０２６０】
【化３０】

　スキーム４では、Ｑは、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ

８アルキニル、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ
－（Ｃ２～Ｃ８アルキニル）、－ハロゲン、－ニトロ、または－シアノであり、ｎは、０
～４の範囲の整数であり、ｏは、０または１であり、ｍは、１～約２０の整数である。ア
ルキル、アルケニル、およびアルキニル基は、単独であるかまたは他の基の一部であるか
どうかに関わらず、必要に応じて置換され得る。
【０２６１】
　いくつかの実施形態では、－Ｚ成分は、同じである。他の実施形態では、－Ｚ成分は、
異なる。
【０２６２】
　一態様では、スペーサー単位（－Ｙｙ－）は、式（Ｘ）～（ＸＩＩ）によって表され、
【０２６３】
【化３１】

Ｑは、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル、－Ｏ
－（Ｃ１～Ｃ８アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ８アル
キニル）、－ハロゲン、－ニトロ、または－シアノであり、ｍは、０～４の範囲にある整
数である。アルキル、アルケニル、およびアルキニル基は、単独であるかまたは他の基の
一部であるかどうかに関わらず、必要に応じて置換され得る。
【０２６４】

【化３２】

および
【０２６５】
【化３３】
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　選択される実施形態の群では、式（Ｉ）および（ＩＩ）の結合体は、以下のものであり
、
【０２６６】
【化３４】

式中のｗおよびｙは、それぞれ、０、１、または２であり、
【０２６７】
【化３５】

式中のｗおよびｙは、それぞれ、０であり、
【０２６８】
【化３６】

【０２６９】
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【化３７】

式中のＡａ、Ｗｗ、Ｙｙ、Ｚ、およびＡｂは、上記にて提供された意味を有する。
【０２７０】
　式（Ｉ）における可変部Ｚは、治療剤または標識である。上記治療剤は、所望の生物学
的効果を及ぼすことができる任意の作用物質とすることができる。いくつかの実施形態で
は、上記治療剤は、第２の治療様式、たとえば化学療法剤、放射線療法、免疫療法への細
胞の感受性を高める。
【０２７１】
　いくつかの実施形態では、治療剤は、細胞増殖抑制剤または細胞傷害剤である。例とし
て、限定を伴うことなく、代謝拮抗薬（たとえばアザチオプリン、６－メルカプトプリン
、６－チオグアニン、フルダラビン、ペントスタチン、クラドリビン、５－フルオロウラ
シル（５ＦＵ）、フロクスウリジン（ＦＵＤＲ）、シトシンアラビノシド（シタラビン）
、メトトレキセート、トリメトプリム、ピリメタミン、ペメトレキセド）；アルキル化剤
（たとえばシクロホスファミド、メクロレタミン、ウラムスチン、メルファラン、クロラ
ムブシル、チオテパ／クロラムブシル、イホスファミド、カルムスチン、ロムスチン、ス
トレプトゾシン、ブスルファン、ジブロモマンニトール、シスプラチン、カルボプラチン
、ネダプラチン、オキサリプラチン、サトラプラチン、トリプラチンテトラニトレート、
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トラサイクリン（たとえばダウノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシ
ン、バルルビシン）；抗生物質（たとえばダクチノマイシン、ブレオマイシン、ミトラマ
イシン、アントラマイシン、ストレプトゾトシン、グラミシジンＤ、マイトマイシン類（
たとえばマイトマイシンＣ）、デュオカルマイシン類（たとえばＣＣ－１０６５）、カリ
ケアマイシン類）；有糸分裂阻害剤（メイタンシノイド類、アウリスタチン（ａｕｒｉｓ
ｔａｔｉｎ）類、ドラスタチン類、クリプトフィシン類、ビンカアルカロイド（たとえば
ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビノレルビン）、タキサン類（たとえば
パクリタキセル、ドセタキセル、または新規なタキサン（たとえば、２００１年５月３１
日に公開された国際特許出願公開ＷＯ０１／３８３１８を参照されたい）、およびコルヒ
チン類；トポイソメラーゼ阻害剤（たとえばイリノテカン、トポテカン、アムサクリン、
エトポシド、テニポシド、ミザントロン）；およびプロテアソーム阻害剤（たとえばペプ
チジルボロン酸）を含む。
メイタンシノイド免疫結合体
　いくつかの実施形態では、上記治療剤は、メイタンシノイドである。たとえば、メイタ
ンシノイド化合物および抗体へのそれらの結合体化のための方法は、Ｃｈａｒｉら、Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，　５２巻：１２７～１３１頁（１９９２年）；Ｗｉｄｄｉｓｏｎら
、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．　４９巻：４３９２～４４０８頁（２００６年）；ならびに米
国特許第５，２０８，０２０号および第６，３３３，４１０号において記載されている。
メイタンシノイドの例は、修飾芳香環を有するメイタンシン類似体（たとえばＣ－１９－
デクロロ、Ｃ－２０－デメトキシ、Ｃ－２０－アシルオキシ）および他の位置に修飾を有
するもの（たとえばＣ－９－ＣＨ、Ｃ－１４－アルコキシメチル、Ｃ－１４－ヒドロキシ
メチルまたはアシルオキシメチル、Ｃ－１５－ヒドロキシ／アシルオキシ、Ｃ－１５－メ
トキシ、Ｃ－１８－Ｎ－デメチル、４，５－デオキシ）を含む。ある実施形態では、上記
メイタンシノイドは、Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’－（４－メルカプト－１－オキソペン
チル）メイタンシン（ＤＭ３）、Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’－（３－メルカプト－１－
オキソプロピル）－メイタンシン（ＤＭ１）、またはＮ２’－デアセチル－Ｎ２’－（４
－メルカプト－４－メチル－１－オキソペンチル）メイタンシン（ＤＭ４）である。
【０２７２】
　スルフヒドリル基を含むメイタンシノイド化合物は、チオエーテルまたはジスルフィド
結合によってメイタンシノイド化合物につながれるヘテロ二官能性リンカーを使用して、
抗体に結合することができる。いくつかのそのような実施形態では、上記リンカーは、抗
体上のアミノ基（たとえば末端アミノ基またはリシン残基のイプシロンアミノ基）に結合
される。いくつかの実施形態では、メイタンシノイド化合物を抗体に結合するために使用
されるヘテロ二官能性リンカーは、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プ
ロプリオネート（Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルジチオ）ペンタノエート、も
しくはＳＰＰ）、４－スクシンイミジル－オキシカルボニル－２－メチル－２－（２－ピ
リジルジチオ）－トルエン（ＳＭＰＴ）、Ｎ－スクシンイミジル４－［Ｎ－マレイミドメ
チル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、Ｎ－スクシンイミジル３－
（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）；Ｎ－スクシンイミジル４－（２－
ピリジルジチオ）ブチレート（ＳＰＤＢ）、２－イミノチオラン、またはＳ－アセチルコ
ハク酸無水物である。
【０２７３】
　ある実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、式Ａｂ－（ＳＭＣＣ－ＤＭ１）ｍ（式（
Ｉ－１）；Ａｂ－（ＳＰＰ－ＤＭ１）ｍ（式（Ｉ－２）；またはＡｂ－（ＳＰＤＢ－ＤＭ
４）ｍ（式（Ｉ－３）によって特徴付けられ、ここで、Ａｂは本明細書に記載の抗ＧＣＣ
抗体分子であり、ｍは、式（Ｉ）について上に記載される値および好ましい値を有する。
【０２７４】
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【化３８】

【０２７５】
【化３９】

　いくつかの実施形態では、式（Ｉ－１）、（Ｉ－２）、または（Ｉ－３）における可変
部Ａｂは、表１～６において要約される特徴を有する抗体分子である。ある実施形態では
、可変部Ａｂは、５Ｆ９抗体分子またはＡｂｘ－２２９抗体分子である。
【０２７６】
　いくつかの実施形態では、式（Ｉ－１）、（Ｉ－２）、または（Ｉ－３）における変数
ｍは、約１～約１０、約３～約７、または約３～約５の範囲にある。
【０２７７】
　ある特定の実施形態では、本発明は、式（Ｉ－１）、（Ｉ－２）、または（Ｉ－３）の
免疫結合体に関しており、ここでＡｂは、５Ｆ９抗体分子であり、ｍは、約４である。
ドラスタチンおよびアウリスタチン免疫結合体
　いくつかの他の実施形態では、上記治療剤は、ドラスタチンである。いくつかの実施形
態では、上記治療剤は、アウリスタチンＥ（ドラスチン－１０の誘導体としても当技術分
野において公知）などのアウリスタチンまたはその誘導体である。いくつかの実施形態で
は、上記治療剤は、式（ＸＩＩＩ）～（ＸＸＩＩＩ）の化合物から選択される化合物また
はその薬学的に許容される塩形態である。
【０２７８】
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【０２７９】
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【０２８０】
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【化４２】

　アウリスタチン化合物および抗体へのそれらの結合体形成のための方法は、たとえば、
Ｄｏｒｏｎｉｎａら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．，　２１巻：７７８～７８４頁（
２００３年）；Ｈａｍｂｌｅｔｔら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，　１０巻：７
０６３～７０７０頁（２００４年）；ＣａｒｔｅｒおよびＳｅｎｔｅｒ、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｊ．，　１４　１５４～１６９頁（２００８年）；米国特許第７，４９８，２９８号、第
７，０９１，１８６号、第６，８８４，８６９号；第６，３２３，３１５号；第６，２３
９，１０４号；第６，０３４，０６５号；第５，７８０，５８８号；第５，６６５，８６
０号；第５，６６３，１４９号；第５，６３５，４８３号；第５，５９９，９０２号；第
５，５５４，７２５号；第５，５３０，０９７号；第５，５２１，２８４号；第５，５０
４，１９１号；第５，４１０，０２４号；第５，１３８，０３６号；第５，０７６，９７
３号；第４，９８６，９８８号；第４，９７８，７４４号；第４，８７９，２７８号；第
４，８１６，４４４号；および第４，４８６，４１４号；米国特許出願公開第２００９０
０１０９４５号、第２００６００７４００８号、第２００８０３００１９２号、第２００
５０００９７５１号、第２００５０２３８６４９号、および第２００３００８３２３６号
；ならびに国際特許出願公開第ＷＯ０４／０１０９５７およびＷＯ０２／０８８１７２に
おいて記載されており、これらのそれぞれは、その全体においておよびすべての目的のた
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めに参照によって本明細書に組み込まれる。
【０２８１】
　上記アウリスタチンは、たとえばアウリスタチンＥおよびケト酸の間で形成されるエス
テルであり得る。たとえば、アウリスタチンＥは、それぞれ、ＡＥＢおよびＡＥＶＢを生
産するためにパラアセチル安息香酸またはベンゾイル吉草酸と反応させることができる。
他の典型的なアウリスタチンは、アウリスタチンフェニルアラニンフェニレンジアミン（
ＡＦＰ；（ＸＶＩＩＩ））、モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ；（ＸＩＩＩ））、
およびモノメチルアウリスタチンＦ（ＭＭＡＦ；（ＸＸＩ））を含む。
【０２８２】
　アウリスタチンは、微小管動態ならびに核分裂および細胞分裂に干渉することが示され
ており、このものは抗がん活性を有する。本発明における使用のためのアウリスタチンは
、チューブリンに結合し、ＧＣＣ発現細胞系に細胞傷害性または細胞増殖抑制性効果を及
ぼすことができる。化合物がチューブリンに結合するかどうかを決定するための方法は、
当技術分野において公知である。たとえば、Ｍｕｌｌｅｒら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ　２０
０６年、７８巻、４３９０～４３９７頁；Ｈａｍｅｌら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｌｏｇｙ，　１９９５年　４７巻：９６５～９７６頁；およびＨａｍｅｌら、Ｔ
ｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　１９９０
年　２６５巻：２８号、１７１４１～１７１４９頁を参照されたい。本発明の目的のため
に、チューブリンへの化合物の相対的な親和性を決定することができる。本発明のいくつ
かの好ましいアウリスタチン類は、チューブリンへのＭＭＡＥの結合親和性よりも１０倍
低い（より弱い親和性）～チューブリンへのＭＭＡＥの結合親和性よりも１０倍、２０倍
、またはさらに１００倍高い（より高い親和性）範囲の親和性でチューブリンに結合する
。
【０２８３】
　アウリスタチンまたは結果として生ずる免疫結合体が所望の細胞系に対して細胞増殖抑
制性効果または細胞傷害性効果を及ぼすかどうかを決定するために使用することができる
、当技術分野において公知の多くの異なるアッセイが存在する。たとえば、免疫結合体の
細胞傷害性活性または細胞増殖抑制性活性は、細胞培養基に免疫結合体の標的タンパク質
を発現する哺乳動物細胞を曝露する工程、約６時間～約５日間の期間、細胞を培養する工
程、および細胞生存率を測定するする工程によって測定することができる。細胞ベースの
ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイは、免疫結合体に関して、生存率（増殖）、細胞傷害性、およ
びアポトーシス（カスパーゼ活性化）の誘導を測定するために使用することができる。
【０２８４】
　免疫結合体が細胞増殖抑制性効果を及ぼすかどうかを決定するために、チミジン取り込
みアッセイが使用されてもよい。たとえば、９６ウェルプレートの１ウェルあたり５，０
００細胞の密度で、標的抗原を発現するがん細胞は、７２時間の期間、培養し、７２時間
の期間の最終の８時間の間に０．５μＣｉの３Ｈ－チミジンに曝露することができる。培
養物の細胞中への３Ｈ－チミジンの組み込みは、免疫結合体の存在および不在下において
測定される。
【０２８５】
　細胞傷害性を決定するために、ネクローシスまたはアポトーシス（プログラム細胞死）
を測定することができる。ネクローシスには、典型的に、形質膜の透過性の増加；細胞の
膨張、および形質膜の破裂が伴う。アポトーシスは、典型的に、膜のブレビング、細胞質
の凝縮、および内因性エンドヌクレアーゼの活性化によって特徴付けられる。がん細胞に
対するこれらの効果のいずれかの決定は、免疫結合体ががんの処置において有用であるこ
とを示す。
【０２８６】
　細胞生存率は、ニュートラルレッド、トリパンブルー、またはＡＬＡＭＡＲ（商標）ブ
ルーなどの色素の取り込みを細胞において決定することによって測定することができる（
たとえばＰａｇｅら、１９９３年、Ｉｎｔｌ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　３巻：４７３～４



(77) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

７６頁を参照されたい）。そのようなアッセイでは、上記細胞は、色素を含有する培地中
で培養され、上記細胞は、洗浄され、上記色素の細胞の取り込みを反映する、残留する色
素は、分光測光法で測定される。タンパク質結合色素のスルホローダミンＢ（ＳＲＢ）も
また、細胞傷害性を測定するために使用することができる（Ｓｋｅｈａｎら、１９９０年
、Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．　８２巻：１１０７～１２頁）。
【０２８７】
　その代わりに、ＭＴＴまたはＷＳＴなどのテトラゾリウム塩は、死細胞ではなく生きて
いる細胞を検出することによる、哺乳動物の細胞生存および増殖についての定量比色アッ
セイに使用される（たとえばＭｏｓｍａｎｎ、１９８３年、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　６５巻：５５～６３頁を参照されたい）。
【０２８８】
　アポトーシスは、たとえばＤＮＡ断片化を測定することによって定量することができる
。ＤＮＡ断片化のｉｎ　ｖｉｔｒｏ定量測定のための市販の測光法が入手可能である。Ｔ
ＵＮＥＬ（断片化ＤＮＡにおける標識ヌクレオチドの組み込みを検出する）およびＥＬＩ
ＳＡベースのアッセイを含むそのようなアッセイの例は、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ、１９９
９年、第２、３４～３７頁（Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓ）において記載されている。
【０２８９】
　アポトーシスはまた、細胞における形態学的変化を測定することによって決定すること
ができる。たとえば、ネクローシスでのように、形質膜完全性の喪失は、ある種の色素（
たとえば、たとえばアクリジンオレンジまたは臭化エチジウムなどの蛍光色素）の取り込
みを測定することによって決定することができる。アポトーシス細胞の数を測定するため
の方法は、ＤｕｋｅおよびＣｏｈｅｎ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　（Ｃｏｌｉｇａｎら編、１９９２年、３．１７．１～３．１７．１
６頁）によって記載されている。細胞はまた、ＤＮＡ色素（たとえばアクリジンオレンジ
、臭化エチジウム、またはヨウ化プロピジウム）で標識することができ、そして上記細胞
は、クロマチン凝縮および内部核膜に沿った縁への移動（ｍａｒｇｉｎａｔｉｏｎ）につ
いて観察される。アポトーシスを決定するために測定することができる他の形態学的変化
は、たとえば細胞質凝縮、膜のブレビング増加、および細胞の収縮を含む。
【０２９０】
　アポトーシス細胞の存在は、培養物の付着画分および「浮遊」画分の両方において測定
することができる。たとえば、両方の画分は、上清を除去し、付着細胞をトリプシン処理
し、遠心分離洗浄ステップ（たとえば２０００ｒｐｍで１０分間）に続いて調製物を組み
合わせ、アポトーシスを検出することによって（たとえばＤＮＡ断片化を測定することに
よって）収集することができる（たとえばＰｉａｚｚａら、１９９５年、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５５巻：３１１０～１６頁を参照されたい）。
【０２９１】
　免疫結合体の効果は、動物モデルにおいて試験するまたは検証することができる。がん
の多くの確立された動物モデルが、当業者に公知であり、これらのいずれも、免疫結合体
の効力をアッセイするために使用することができる。そのようなモデルの非限定的な例は
、下記に記載される。さらに、免疫結合体のｉｎ　ｖｉｖｏにおける効力を検査するため
の小動物モデルは、適切な免疫不全げっ歯動物系統、たとえば無胸腺ヌードマウスまたは
ＳＣＩＤマウスにヒト腫瘍細胞系を移植することによって作製することができる。
【０２９２】
　いくつかの実施形態では、式（Ｉ）における可変部－Ｚは、式（Ｘ－Ａ）または式（Ｘ
－Ｂ）のアウリスタチン成分であり、
【０２９３】



(78) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

【化４３】

それぞれの位置で独立して、
波線は、結合を示し、
Ｒ２は、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、または－Ｃ２～Ｃ２０ア
ルキニルであり、
Ｒ３は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０ア
ルキニル、炭素環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン
（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（炭素環）、－アリール、－Ｃ１～Ｃ２０アル
キレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキ
ニレン（アリール）、－ヘテロ環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ

２０アルケニレン（ヘテロ環）、または－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（ヘテロ環）であり
、
Ｒ４は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０ア
ルキニル、炭素環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン
（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（炭素環）、－アリール、－Ｃ１～Ｃ２０アル
キレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキ
ニレン（アリール）、－ヘテロ環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ

２０アルケニレン（ヘテロ環）、もしくは－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（ヘテロ環）であ
り、
Ｒ５は、－Ｈもしくは－Ｃ１～Ｃ８アルキルであるか、
またはＲ４およびＲ５は、共同で環状炭素を形成し、式－（ＣＲａＲｂ）ｓ－を有し、Ｒ
ａおよびＲｂは、独立して、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル
、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、もしくは－炭素環であり、ｓは、２、３、４、５、もしく
は６であり、
Ｒ６は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、または－Ｃ２～Ｃ

２０アルキニルであり、
Ｒ７は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０ア
ルキニル、－炭素環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレ
ン（炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（炭素環）、－アリール、－Ｃ１～Ｃ２０ア
ルキレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アル
キニレン（アリール）、ヘテロ環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ

２０アルケニレン（ヘテロ環）、または－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（ヘテロ環）であり
、
Ｒ８は、それぞれ、独立して、－Ｈ、－ＯＨ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０

アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ２０アルキル）、－Ｏ－（Ｃ

２～Ｃ２０アルケニル）、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ２０アルキニル）、または－炭素環であり、
Ｒ９は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、または－Ｃ２～Ｃ

２０アルキニルであり、
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Ｒ１９は、－アリール、－ヘテロ環、または－炭素環であり、
Ｒ２０は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０

アルキニル、－炭素環、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ２０アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ２０アルケ
ニル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ２０アルキニル）、またはＯＲ１８であり、Ｒ１８は、－Ｈ、
ヒドロキシル保護基、または直接的結合であり、ＯＲ１８は、＝Ｏを表し、
Ｒ２１は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、もしくは－Ｃ２

～Ｃ２０アルキニル、－アリール、－ヘテロ環、または－炭素環であり、
Ｒ１０は、－アリールまたは－ヘテロ環であり、
Ｇは、－Ｏ－、－Ｓ－、－ＮＨ－、または－ＮＲ１２－であり、Ｒ１２は、－Ｃ１～Ｃ２

０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニルであり、
Ｒ１１は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０

アルキニル、－アリール、－ヘテロ環、－（Ｒ１３Ｏ）ｓ－Ｒ１４、または－（Ｒ１３Ｏ
）ｓ－ＣＨ（Ｒ１５）２であり、
ｓは、０～１０００の範囲の整数であり、
Ｒ１３は、－Ｃ２～Ｃ２０アルキレン、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン、または－Ｃ２～Ｃ

２０アルキニレンであり、
Ｒ１４は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、または－Ｃ２～
Ｃ２０アルキニルであり、
各Ｒ１５は独立して、－Ｈ、－ＣＯＯＨ、－（ＣＨ２）ｔ－Ｎ（Ｒ１６）２、－（ＣＨ２

）ｔ－ＳＯ３Ｈ、－（ＣＨ２）ｔ－ＳＯ３－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－（ＣＨ２）ｔ－Ｓ
Ｏ３－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、または－（ＣＨ２）ｔ－ＳＯ３－Ｃ２～Ｃ２０アルキニ
ルであり、
各Ｒ１６は独立して、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ

２～Ｃ２０アルキニル、または－（ＣＨ２）ｔ－ＣＯＯＨであり、
ｔは、０～６の範囲の整数であり、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アルキレン
、アルケニレン、アルキニレン（ａｌｋｙｎｙｋｌｅｎｅ）、アリール、炭素環、および
ヘテロ環ラジカルは、単独であるかまたは他の基の一部であるかどうかに関わらず、必要
に応じて置換される。
【０２９４】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アルキレ
ン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、炭素環、およびヘテロ環ラジカルが置換さ
れていないものを含む。
【０２９５】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、本明細書に記載のとおり、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５

、Ｒ６、Ｒ７、Ｒ８、およびＲ９の基は置換されず、Ｒ１９、Ｒ２０、およびＲ２１の基
は必要に応じて置換されるものを含む。
【０２９６】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、－Ｃ１～Ｃ８アルキルであり、
Ｒ３、Ｒ４、およびＲ７は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル
、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（単
環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－
Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－Ｃ６～Ｃ１０アリール、－Ｃ

１～Ｃ２０アルキレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（Ｃ６～
Ｃ１０アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－ヘテロ環
、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（ヘテロ環）、
もしくは－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（ヘテロ環）から独立して選択され、当該アルキル
、アルケニル、アルキニル、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、炭素環、アリー
ルおよびヘテロ環ラジカルは、必要に応じて置換され、
Ｒ５は、－水素であり、
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Ｒ６は、－Ｃ１～Ｃ８アルキルであり、
Ｒ８はそれぞれ、－ＯＨ、－Ｏ－（Ｃ１～Ｃ２０アルキル）、－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ２０アル
ケニル）、もしくは－Ｏ－（Ｃ２～Ｃ２０アルキニル）から独立して選択され、当該アル
キル、アルケニル、およびアルキニルラジカルは、必要に応じて置換され、
Ｒ９は、－水素もしくは－Ｃ１～Ｃ８アルキルであり、
Ｒ１９は、必要に応じて置換されるフェニルであり、
Ｒ２０は、ＯＲ１８であり、Ｒ１８は、Ｈ、ヒドロキシル保護基、もしくは直接的結合で
あり、ＯＲ１８は、＝Ｏを表し、
Ｒ２１は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０

アルキニル、もしくは－炭素環から選択され、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、
および炭素環ラジカルは、必要に応じて置換されるもの、またはその薬学的に許容される
塩形態を含む。
【０２９７】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルであり、
Ｒ３は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、もしくは－Ｃ２～Ｃ８

アルキニルであり、当該アルキル、アルケニル、およびアルキニルラジカルは、必要に応
じて置換され、
Ｒ４は、－Ｈ、Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、－Ｃ２～Ｃ８アルキニル
、単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環、－Ｃ６～Ｃ１０アリール、－Ｃ１～Ｃ８アルキレン（Ｃ６～
Ｃ１０アリール）－Ｃ２～Ｃ８アルケニレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－Ｃ２～Ｃ８ア
ルキニレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－Ｃ１～Ｃ８アルキレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素
環）、－Ｃ２～Ｃ８アルケニレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－Ｃ２～Ｃ８アルキニレ
ン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）であり、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アルキ
レン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、および炭素環ラジカルは、単独であるか
もしくは他の基の一部であるかどうかに関わらず、必要に応じて置換され、
Ｒ５は、Ｈであり、
Ｒ６は、メチルであり、
Ｒ７は、－Ｃ１～Ｃ８アルキル、－Ｃ２～Ｃ８アルケニル、もしくは－Ｃ２～Ｃ８アルキ
ニルであり、
Ｒ８はそれぞれ、メトキシであり、
Ｒ９は、－水素もしくは－Ｃ１～Ｃ８アルキルであり、
Ｒ１９は、フェニルであり、
Ｒ２０は、ＯＲ１８であり、Ｒ１８は、－Ｈ、ヒドロキシル保護基、もしくは直接的結合
であり、ＯＲ１８は、＝Ｏを表し、
Ｒ２１は、メチルであるもの、またはその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０２９８】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ４は、Ｃ１～
Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、メチルであり、Ｒ７は、イソプロピル
もしくはｓｅｃ－ブチルであり、Ｒ８は、メトキシであり、Ｒ９は、水素もしくはＣ１～
Ｃ８アルキルであり、Ｒ１９は、フェニルであり、Ｒ２０は、ＯＲ１８であり、Ｒ１８は
、Ｈ、ヒドロキシル保護基、もしくは直接的結合であり、ＯＲ１８は、＝Ｏを表し、Ｒ２

１は、メチルであるもの、またはその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０２９９】
　式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アル
キルであり、Ｒ４は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、Ｃ１～Ｃ

３アルキルであり、Ｒ７は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ８は、Ｃ１～Ｃ３アルコキシ
であり、Ｒ９は、水素もしくはＣ１～Ｃ８アルキルであり、Ｒ１９は、フェニルであり、
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Ｒ２０は、ＯＲ１８であり、Ｒ１８は、Ｈ、ヒドロキシル保護基、もしくは直接的結合で
あり、ＯＲ１８は、＝Ｏを表し、Ｒ２１は、Ｃ１～Ｃ３アルキルであるもの、またはその
薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３００】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルであり、
Ｒ３、Ｒ４、およびＲ７は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル
、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（単
環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－
Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（単環式Ｃ３～Ｃ６炭素環）、－Ｃ６～Ｃ１０アリール、－Ｃ

１～Ｃ２０アルキレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（Ｃ６～
Ｃ１０アリール）、－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（Ｃ６～Ｃ１０アリール）、－ヘテロ環
、－Ｃ１～Ｃ２０アルキレン（ヘテロ環）、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン（ヘテロ環）、
もしくは－Ｃ２～Ｃ２０アルキニレン（ヘテロ環）から独立して選択され、当該アルキル
、アルケニル、アルキニル、アルキレン、アルケニレン、アルキニレン、炭素環、アリー
ル、およびヘテロ環式ラジカルは、単独であるかもしくは他の基の一部であるかどうかに
関わらず必要に応じて置換され、
Ｒ５は、－Ｈであり、
Ｒ６は、メチルであり、
Ｒ８はそれぞれ、メトキシであり、
Ｒ９は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、もしくは－Ｃ２～
Ｃ２０アルキニルであり、当該アルキル、アルケニル、およびアルキニルラジカルは、必
要に応じて置換され、
Ｒ１０は、必要に応じて置換されるアリールもしくは必要に応じて置換されるヘテロ環で
あり、
Ｇは、－Ｏ－、－Ｓ－、－ＮＨ－、もしくは－ＮＲ１２－であり、Ｒ１２は、－Ｃ１～Ｃ

２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、もしくは－Ｃ２～Ｃ２０アルキニルであり、
これらのそれぞれは、必要に応じて置換され、
Ｒ１１は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ２～Ｃ２０

アルキニル、－アリール、－ヘテロ環、－（Ｒ１３Ｏ）ｓ－Ｒ１４、もしくは－（Ｒ１３

Ｏ）ｓ－ＣＨ（Ｒ１５）２であり、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アリール、
およびヘテロ環ラジカルは、必要に応じて置換され、
ｓは、０～１０００の範囲の整数であり、
Ｒ１３は、－Ｃ２～Ｃ２０アルキレン、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニレン、もしくは－Ｃ２～
Ｃ２０アルキニレンであり、これらのそれぞれは、必要に応じて置換され、
Ｒ１４は、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、もしくは－Ｃ２

～Ｃ２０アルキニルであり、当該アルキル、アルケニル、およびアルキニルラジカルは、
必要に応じて置換され、
各Ｒ１５は独立して、－Ｈ、－ＣＯＯＨ、－（ＣＨ２）ｔ－Ｎ（Ｒ１６）２、－（ＣＨ２

）ｔ－ＳＯ３Ｈ、－（ＣＨ２）ｔ－ＳＯ３－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－（ＣＨ２）ｔ－Ｓ
Ｏ３－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、もしくは－（ＣＨ２）ｔ－ＳＯ３－Ｃ２～Ｃ２０アルキ
ニルであり、当該アルキル、アルケニル、およびアルキニルラジカルは、必要に応じて置
換され、
各Ｒ１６は独立して、－Ｈ、－Ｃ１～Ｃ２０アルキル、－Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、－Ｃ

２～Ｃ２０アルキニル、もしくは－（ＣＨ２）ｔ－ＣＯＯＨであり、当該アルキル、アル
ケニル、およびアルキニルラジカルは、必要に応じて置換され、
ｔは、０～６の範囲の整数であるもの、またはその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３０１】
　これらのうちの特定の実施形態では、Ｒ１０は、必要に応じて置換されるフェニルであ
る。
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【０３０２】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ６、Ｒ７、Ｒ８、およ
びＲ９の基は置換されず、かつＲ１０およびＲ１１の基は本明細書に記載のとおりである
ものを含む。
【０３０３】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、当該アルキル、アルケニル、アルキニル、アルキレ
ン、アルケニレン、アルキニレン、アリール、炭素環、およびヘテロ環ラジカルが置換さ
れていないものを含む。
【０３０４】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、Ｃ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ
４は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、Ｃ１～Ｃ３アルキルであ
り、Ｒ７は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ８は、Ｃ１～Ｃ３アルコキシであり、Ｒ９は
、水素もしくはＣ１～Ｃ８アルキルであり、Ｒ１０は、必要に応じて置換されるフェニル
であり、Ｇは、Ｏ、Ｓ、もしくはＮＨであり、Ｒ１１は、本明細書において定義されると
おりであるもの、またはその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３０５】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ４は、Ｃ１～
Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、メチルであり、Ｒ７は、イソプロピル
もしくはｓｅｃ－ブチルであり、Ｒ８は、メトキシであり、Ｒ９は、水素もしくはＣ１～
Ｃ８アルキルであり、Ｒ１０は、必要に応じて置換されるフェニルであり、Ｇは、Ｏ、Ｓ
、もしくはＮＨであり、Ｒ１１は、本明細書において定義されるとおりであるもの、また
はその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３０６】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、メチルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ４は、Ｃ１～
Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、メチルであり、Ｒ７は、イソプロピル
もしくはｓｅｃ－ブチルであり、Ｒ８は、メトキシであり、Ｒ９は、水素もしくはＣ１～
Ｃ８アルキルであり、Ｒ１０は、フェニルであり、Ｇは、ＯもしくはＮＨであり、Ｒ１１

は、本明細書において定義されるとおりであり、好ましくは水素であるもの、またはその
薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３０７】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、
Ｒ２は、Ｃ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ３は、ＨもしくはＣ１～Ｃ３アルキルであり、Ｒ
４は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ６は、Ｃ１～Ｃ３アルキルであ
り、Ｒ７は、Ｃ１～Ｃ５アルキルであり、Ｒ８は、Ｃ１～Ｃ３アルコキシであり、Ｒ９は
、水素もしくはＣ１～Ｃ８アルキルであり、Ｒ１０は、フェニルであり、Ｇは、Ｏもしく
はＮＨであり、Ｒ１１は、本明細書において定義されるとおりであり、好ましくは水素で
あるもの、またはその薬学的に許容される塩形態を含む。
【０３０８】
　式（Ｘ－Ａ）または（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ３、Ｒ４、およびＲ７は、独立
して、イソプロピルまたはｓｅｃ－ブチルであり、Ｒ５は、－Ｈであるものを含む。例示
的な実施形態では、Ｒ３およびＲ４はそれぞれ、イソプロピルであり、Ｒ５は、Ｈであり
、Ｒ７は、ｓｅｃ－ブチルである。残りの置換基は、本明細書において定義されるとおり
である。
【０３０９】
　式（Ｘ－Ａ）または（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ２およびＲ６はそれぞれ、メチ
ルであり、Ｒ９は、Ｈであるものを含む。残りの置換基は、本明細書において定義される
とおりである。
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【０３１０】
　式（Ｘ－Ａ）または（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、各Ｒ８は－ＯＣＨ３であるものを
含む。残りの置換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１１】
　式（Ｘ－Ａ）または（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ３およびＲ４は、それぞれ、イ
ソプロピルであり、Ｒ２およびＲ６は、それぞれ、メチルであり、Ｒ５は、Ｈであり、Ｒ
７は、ｓｅｃ－ブチルであり、各Ｒ８は－ＯＣＨ３であり、Ｒ９は、Ｈであるものを含む
。残りの置換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１２】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｇは、－Ｏ－または－ＮＨ－であるものを含む。残
りの置換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１３】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ１０は、アリールであるものを含む。残りの置換
基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１４】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｒ１０は、－フェニルであるものを含む。残りの置
換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１５】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｇは、－Ｏ－であり、Ｒ１１は、Ｈ、メチル、また
はｔ－ブチルであるものを含む。残りの置換基は、本明細書において定義されるとおりで
ある。
【０３１６】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｇが－ＮＨである場合、Ｒ１１は、－（Ｒ１３Ｏ）

ｓ－ＣＨ（Ｒ１５）２であり、Ｒ１５は、－（ＣＨ２）ｔ－Ｎ（Ｒ１６）２であり、Ｒ１

６は、－Ｃ１～Ｃ８アルキルまたは－（ＣＨ２）ｔ－ＣＯＯＨであるものを含む。残りの
置換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１７】
　式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチンは、Ｇが－ＮＨである場合、Ｒ１１は、－（Ｒ１３Ｏ）

ｓ－ＣＨ（Ｒ１５）２であり、Ｒ１５は、Ｈまたは－（ＣＨ２）ｔ－ＳＯ３Ｈであるもの
を含む。残りの置換基は、本明細書において定義されるとおりである。
【０３１８】
　式（ＩＩ）の免疫結合体の好ましい実施形態では、Ｚが式（Ｘ－Ａ）のアウリスタチン
分子である場合、ｗは１～１２、好ましくは２～１２の範囲の整数であり、ｙは、１また
は２であり、ａは、好ましくは１である。
【０３１９】
　式（ＩＩ）の免疫結合体のいくつかの実施形態では、Ｚが式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチ
ン分子である場合、ａは、１であり、ｗおよびｙは、０である。
【０３２０】
　例示の治療剤（－Ｚ）は、以下の構造を有するものを含む。
【０３２１】
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【化４４】

【０３２２】
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【化４５】

【０３２３】
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【化４６】

　一態様では、限定されるものではないが、トリエチレングリコールエステル（ＴＥＧ）
などの親水基は、Ｒ１１で、式（Ｘ－Ｂ）のアウリスタチン分子に結合することができる
。理論によって拘束されることなく、親水基は、治療剤の内部移行および非凝集を助ける
。
【０３２４】
　いくつかの実施形態では、治療剤は、ＴＺＴ－１０２７ではない。いくつかの実施形態
では、治療剤は、アウリスタチンＥでも、ドラスタチン１０でも、アウリスタチンＰＥで
もない。
【０３２５】
　いくつかの実施形態では、アウリスタチン分子は、マレイミド成分、たとえばマレイミ
ドカプロイル成分を含むリンカーを介して抗体分子上のシステイン成分に連結される。
【０３２６】
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　いくつかの実施形態では、アウリスタチン分子は、アウリスタチン分子上のヒドロキシ
ル基につながれたヘテロ二官能性リンカーを使用して、抗体分子に結合される。いくつか
のそのような実施形態では、リンカーは、ヒドラゾンを含む。いくつかの実施形態では、
リンカーは、マレイミドカプロイルヒドラジドおよびケトカルボン酸、たとえば５－ベン
ゾイル吉草酸の反応によって形成されるヒドラゾン化合物である。特定の実施形態では、
リンカーは、（Ｚ）－６－（２－（６－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－
ピロール－１－イル）ヘキサノイル）ヒドラゾノ）－６－フェニルヘキサン酸である。
【０３２７】
　他のいくつかの実施形態では、アウリスタチン分子は、アウリスタチン分子上のモノメ
チルアミノ基につながれたヘテロ二官能性リンカーを使用して、抗体に結合される。いく
つかの実施形態では、リンカーは、切断可能な成分、たとえばペプチド成分および自壊的
ｐ－アミノベンジルカルバメートスペーサーを含む。例示的なリンカーは、マレイミドカ
プロイル（ｍｃ）、マレイミドカプロイル－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－リシン－ｐ－ア
ミノベンジルカルバメート、およびマレイミドカプロイル－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン
－ｐ－アミノベンジルカルバメート（ｖｃ）を含む。
【０３２８】
　ある実施形態では、式（Ｉ）の免疫結合体は、式Ａｂ－（ｖｃ－ＭＭＡＦ）ｍ（式（Ｉ
－４））；Ａｂ－（ｖｃ－ＭＭＡＥ）ｍ（式（Ｉ－５））；Ａｂ－（ｍｃ－ＭＭＡＥ）ｍ

（式（Ｉ－６））；またはＡｂ－（ｍｃ－ＭＭＡＦ）ｍ（式（Ｉ－７））によって特徴付
けられ、Ａｂは、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子であり、Ｓは、抗体の硫黄原子であ
り、ｍは、式（Ｉ）について上に記載される値および好ましい値を有する。ある実施形態
では、ｍは、１～約５の整数である。
【０３２９】
【化４７】

【０３３０】
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【化４８】

　いくつかの実施形態では、式（Ｉ－４）、（Ｉ－５）、（Ｉ－６）、または（Ｉ－７）
における可変部Ａｂは、表１～６において要約される特徴を有する抗体分子である。ある
実施形態では、可変部Ａｂは、５Ｆ９抗体分子またはＡｂｘ－２２９抗体分子である。
【０３３１】
　いくつかの実施形態では、式（Ｉ－４）、（Ｉ－５）、（Ｉ－６）、または（Ｉ－７）
における変数ｍは、約２～約１０、約６～約８、または約４～約６の範囲にある。
【０３３２】
　ある特定の実施形態では、本発明は、式（Ｉ－４）、（Ｉ－５）、（Ｉ－６）、または
（Ｉ－７）の免疫結合体に関しており、Ａｂは、５Ｆ９抗体分子であり、ｍは、約４であ
る。
【０３３３】
　本明細書において開示される免疫結合体は、所与の生物学的応を改変するために使用す
ることができる。治療剤は、古典的な化学的治療剤に限定されると解釈されないものとす
る。たとえば、治療剤は、核酸、タンパク質、または所望の生物学的活性を有するポリペ
プチドであってもよい。たとえば、抗体分子は、遺伝子の発現に干渉し得るアンチセンス
分子、ｓｉＲＮＡ分子、ｓｈＲＮＡ分子、またはｍｉＲＮＡ分子と結合体化させることが
でき、それによって、所望の生物学的効果をもたらすことができる。
【０３３４】
　本発明の抗体分子と結合体化させることができるタンパク質およびポリペプチドは、た
とえば、アブリン、アブリンＡ鎖、リシン、リシンＡ鎖、モデシン、モデシンＡ鎖、アル
ファサルシン、エキソトキシンＡ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来
）、ＰＥ３８（切断型シュードモナスエキソトキシン）、ゲロニン、ジフテリア毒素、ジ
フテリア毒素Ａ断片、ある種のＡｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉタンパク質、ある種の
Ｄｉａｎｔｈｕｓ　ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｕｓタンパク質（たとえばジアンチン３０およ
びジアンチン３２）、ある種のＰｈｙｔｏｌａｃｃａ　Ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（
たとえばＰＡＰ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、ある種のＳａｐｏｎａｒｉａ　ｏｆ
ｆｉｃｉｎｌｉｓタンパク質（たとえばサポリン６）、Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａ
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ｎｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、マイトジリン、レストリクトシン、フェノマイシ
ン、およびエノマイシンなどの毒素およびその構成要素；腫瘍壊死因子、インターフェロ
ン、神経増殖因子、血小板由来増殖因子、および組織プラスミノーゲン活性化因子などの
腫瘍での免疫系に従事するかまたは腫瘍でのエフェクター機能を誘発するタンパク質；な
らびにたとえばサイトカインおよびリンホカイン（たとえばインターロイキン１（「ＩＬ
－１」）、インターロイキン２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン６（「ＩＬ－６」）
、顆粒球マクロファージ（ｍａｃｒｏｐｈａｓｅ）コロニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」
）、および顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」））ならびに他の増殖因子、成長因
子などの生物学的応答調節剤を含む。
【０３３５】
　本発明の抗体はまた、ウイルス粒子上に存在するウイルス表面タンパク質と結合体化さ
せるかまたは融合することができる。たとえば、本発明の単鎖抗ＧＣＣ抗体は、ウイルス
表面タンパク質に融合することができる（たとえば融合タンパク質を形成するために）。
あるいは、本発明の全抗ＧＣＣ抗体またはその断片は、ウイルス表面タンパク質と化学的
に結合体化させることができる（たとえば化学的なリンカーを介して）。好ましくは、ウ
イルスは、ウイルスが抗ＧＣＣ抗体と共に内部移行され、それによって、ＧＣＣ発現細胞
に感染するように、エンドサイトーシス膜と融合するもの、たとえばインフルエンザウイ
ルスである。ウイルスは、細胞毒素として遺伝子操作され得る。たとえば、ウイルスは、
細胞に対して毒性の遺伝子、たとえば細胞死を促進する遺伝子を発現させるまたはその発
現を誘発することができる。好ましくは、そのようなウイルスは、ウイルス複製ができな
い。
【０３３６】
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子はまた、プロドラッグまたはプロドラッグ活性化因
子と結合体化させることができる。腫瘍細胞を死滅させるまたは抑制するための方法にお
いて、本発明の第１の抗ＧＣＣ抗体分子は、プロドラッグ活性化因子と極めて接近してい
る場合にのみ活性化されるプロドラッグと結合体化させる。プロドラッグ活性化因子は、
第２の抗体分子、好ましくはＧＣＣ分子上の非競合部位に結合するものと結合体化させる
。２つの抗体が競合または非競合結合部位に結合するかどうかは、従来の競合結合アッセ
イによって決定されてもよい。本発明の実施における使用に適した薬剤‐プロドラッグ対
は、Ｂｌａｋｅｌｙら、「ＺＤ２７６７，ａｎ　Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏ
ｒ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｐｒｏｄｒｕｇ　Ｔｈｅｒａ
ｐｙ　Ｔｈａｔ　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　Ｔｕｍｏｒ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｉｎ　
Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ　Ｔｕｍｏｒ　Ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ」（１９９６年）Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５６巻：３２８７～３２９２頁に記載されている。
【０３３７】
　治療上活性な放射性同位体もまた、抗ＧＣＣ抗体、その抗原結合断片、または誘導体に
結合することができる。放射性同位体は、診断上のまたは治療上の適用において使用する
ことができる。抗ＧＣＣ抗体に結合することができる放射性同位体は、α－、β－、もし
くはγ－放射体またはβ－およびγ－放射体を含むが、これらに限定されない。たとえば
Ｓ．Ｅ．Ｏｒｄｅｒ、「Ａｎａｌｙｓｉｓ，　Ｒｅｓｕｌｔｓ，　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ
　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｒ
ａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｒ．Ｗ．Ｂａｌｄｗｉｎら（編）、３０３～３１６頁（Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５年を参照されたい。そのような放射性同位体は、
銅（６４Ｃｕ）、ヨウ素（１３１Ｉもしくは１２５Ｉ）、イットリウム（９０Ｙ）、ルテ
チウム（１７７Ｌｕ）、アクチニウム（２２５Ａｃ）、プラセオジム、アスタチン（２１

１Ａｔ）、レニウム（１８６Ｒｅ）、ビスマス（２１２Ｂｉもしくは２１３Ｂｉ）、イン
ジウム（１１１Ｉｎ）、テクネチウム（９９ｍＴｃ）、リン（３２Ｐ）、ロジウム（１８

８Ｒｈ）、硫黄（３５Ｓ）、炭素（１４Ｃ）、トリチウム（３Ｈ）、クロム（５１Ｃｒ）
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、塩素（３６Ｃｌ）、コバルト（５７Ｃｏもしくは５８Ｃｏ）、鉄（５９Ｆｅ）、セレン
（７５Ｓｅ）、またはガリウム（６７Ｇａ）を含むが、これらに限定されない。治療剤と
して有用な放射性同位体は、イットリウム（９０Ｙ）、ルテチウム（１７７Ｌｕ）、アク
チニウム（２２５Ａｃ）、プラセオジム、アスタチン（２１１Ａｔ）、レニウム（１８６

Ｒｅ）、ビスマス（２１２Ｂｉまたは２１３Ｂｉ）、およびロジウム（１８８Ｒｈ）を含
む。たとえば診断において使用するのに、標識として有用な放射性同位体は、ヨウ素（１

３１Ｉもしくは１２５Ｉ）、インジウム（１１１Ｉｎ）、テクネチウム（９９ｍＴｃ）、
リン（３２Ｐ）、炭素（１４Ｃ）、およびトリチウム（３Ｈ）または上記に列挙される１
つ以上の治療用アイソトープを含む。
【０３３８】
　１３１Ｉ、９０Ｙ、および１７７Ｌｕで標識される抗体を使用する放射免疫療法（ＲＩ
Ｔ）は、懸命な臨床試験下にある。これらの３つの核種の物理的特性において有意差があ
り、その結果として、放射性核種の選択は、腫瘍に最大の放射線量を送達するのに重要で
あり得る。９０Ｙのより高いベータエネルギー粒子は、大きな腫瘍に好適であるかもしれ
ないが、それは、小さな腫瘍、特に骨転移に必要ではない場合がある。１３１Ｉの比較的
低いエネルギーのベータ粒子は、理想的であるが、放射性ヨウ素標識分子のｉｎ　ｖｉｖ
ｏ脱ハロゲン化は、抗体を内部移行するのに主要な不利益となる。対照的に、１７７Ｌｕ
は、わずか０．２～０．３ｍｍの範囲での低エネルギーのベータ粒子を有し、９０Ｙと比
較して、骨髄に、はるかに低い放射線量を送達する。さらに、より長い物理的半減期（９

０Ｙと比較して）により、腫瘍滞留時間はより長い。その結果として、より高い活性（よ
り高いｍＣｉ量）の１７７Ｌｕ標識作用物質を、比較的より少ない放射線量で骨髄に投与
することができる。いくつかの臨床研究が、様々な癌の処置において１７７Ｌｕ標識抗体
の使用を調査している（Ｍｕｌｌｉｇａｎ　Ｔら　Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　
１巻：１４４７～１４５４頁（１９９５年）；Ｍｅｒｅｄｉｔｈ　ＲＦら　Ｊ　Ｎｕｃｌ
　Ｍｅｄ　３７巻：１４９１～１４９６頁（１９９６年）；Ａｌｖａｒｅｚ　ＲＤら　Ｇ
ｙｎｅｃｏｌｏｇｉｃ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　６５巻：９４～１０１頁（１９９７年））。
【０３３９】
　有用な検出可能な作用物質（この作用物質を用いて、本発明の抗体または抗体部分が誘
導されてもよい（または標識されてもよい））は、蛍光化合物、様々な酵素、補欠分子族
、発光物質、生物発光物質、蛍光放射金属原子、たとえばユーロピウム（Ｅｕ）、および
他のランタノイド（ａｎｔｈａｎｉｄｅ）ならびに放射性物質（上に記載される）を含む
。例示的な蛍光検出可能な作用物質は、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネ
ート、ローダミン、５－ジメチルアミン－１－ナフタレンスルホニルクロリド、フィコエ
リトリン、およびその他同種のものを含む。抗体はまた、アルカリホスファターゼ、西洋
ワサビペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、グルコ
ースオキシダーゼ、およびその他同種のものなどの検出可能な酵素を用いて誘導されても
よい。抗体が検出可能な酵素を用いて誘導される場合、それは、検出可能な生成物を産生
するために酵素が使用するさらなる試薬の追加によって検出される。たとえば、検出可能
な作用物質西洋ワサビペルオキシダーゼが存在する場合、過酸化水素およびジアミノベン
ジジンの添加は、有色反応生成物をもたらし、この有色反応生成物は、検出可能である。
抗体はまた、補欠分子族（たとえばストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオ
チン）を用いて誘導されてもよい。たとえば、抗体は、ビオチンを用いて誘導され、アビ
ジン結合またはストレプトアビジン結合の間接的な測定を通して検出されてもよい。適し
た蛍光物質の例は、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネ
ート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリド、ま
たはフィコエリトリンを含み、発光物質の例は、ルミノールを含み、生物発光物質の例は
、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンを含む。
【０３４０】
　薬学的組成物
　別の態様では、本発明は、組成物、例えば、薬学的に許容される組成物を特徴とし、こ
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の組成物は薬学的に許容される担体と一緒に製剤化される、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗
体分子またはその免疫結合体を含む。実施形態において、抗ＧＣＣ抗体分子は、表１およ
び表２に要約されている例示的な特徴を持つ抗体分子である。
【０３４１】
　本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体」は、任意のかつ全ての生理的
に適合性の溶媒、分散媒、等張化剤（ｉｓｏｔｏｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）および吸収遅延剤
などを包含する。担体は、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、非経口投与、直腸投与、
脊髄投与または上皮投与（例えば、注射または注入による）に適していてよい。薬学的組
成物は、１種以上の追加的な賦形剤、例えば、塩、緩衝剤、張性調節剤、分散保護剤（ｌ
ｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ）、非イオン性界面活性剤、表面活性剤、および保存料を含ん
でよい。
【０３４２】
　組成物は、種々の形態であってよい。これらとしては、例えば、液体状溶液（例えば、
注射用溶液および注入用溶液）、分散物または懸濁物、リポソームおよび坐剤などの液体
剤形、半固体剤形および固体剤形が挙げられる。好ましい形態は、意図される投与形式お
よび治療への適用次第である。いくつかの典型的な組成物は、非経口投与（例えば、静脈
内投与、皮下投与、腹腔内投与、筋肉内投与）することが意図された注射用溶液または注
入用溶液の形態である。一部の実施形態では、抗体は、静脈内注入または静脈内注射によ
って投与される。他の実施形態では、抗体は、筋肉内注射または皮下注射によって投与さ
れる。
【０３４３】
　句「非経口投与」および「非経口的に投与する」は、本明細書で使用される場合、経腸
および局所投与以外の投与形式、通常、注射による投与形式を意味し、それらとしては、
これらに限定することなく、静脈内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、嚢内、眼窩内、心
臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、脊髄内、硬膜
外および胸骨内の注射および注入が挙げられる。
【０３４４】
　一部の実施形態では、薬学的組成物は、製造および貯蔵の条件下で滅菌状態であり、か
つ安定である。組成物は、溶液、マイクロエマルション、分散物、リポソーム、ミクロス
フェア、または高い抗体濃度に適した他の規則構造として製剤化することができる。滅菌
注射用溶液は、必要量の活性化合物（すなわち、抗体または抗体部分）を、上に列挙した
成分の１つ、または成分の組み合わせと共に適切な溶媒に組み込み、必要に応じて、その
後、例えば濾過によって滅菌することによって調製することができる。一般に、分散物は
、活性化合物を、基本的な分散媒および上に列挙した中からの必要な他の成分を含有する
滅菌ビヒクルに組み込むことによって調製する。滅菌注射用溶液を調製するための滅菌粉
末の場合では、提供される調製方法は、予め滅菌濾過した活性成分と任意の追加的な所望
の成分の溶液から、活性成分の粉末と任意の追加的な所望の成分をもたらす真空乾燥およ
び凍結乾燥である。溶液の妥当な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングを使用
することによって、分散物の場合では必要な粒子サイズを維持することによって、および
界面活性剤を使用することによって維持することができる。注射用組成物の持続的吸収は
、組成物に、吸収を遅延させる作用物質、例えば、モノステアリン酸塩およびゼラチンを
含めることによってもたらすことができる。
【０３４５】
　本発明の抗体および抗原結合性断片は、当技術分野で公知の種々の方法によって投与す
ることができるが、多くの治療に適用するための投与の経路／形式は、静脈内への注射ま
たは注入である。当業者には理解されるように、投与の経路および／または形式は、所望
の結果に応じて変わる。ある実施形態では、活性化合物は、化合物を、急速に放出するこ
とから保護する担体、例えば、移植片、経皮パッチ剤、およびマイクロカプセル化した送
達系を含めた制御放出製剤などと一緒に調製することができる。エチレンビニルアセテー
ト、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳
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酸などの生分解性かつ生体適合性のポリマーを使用することができる。そのような製剤を
調製するための多くの方法は、特許が与えられているか、または当業者に一般に公知であ
る。例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄ
ｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ編、Ｍａｒｃｅ
ｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９７８年を参照されたい。
【０３４６】
　ある実施形態では、本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体は、例えば、
不活性な希釈剤または吸収できる食用担体と一緒に経口投与することができる。化合物（
および、望ましい場合には他の成分）は、ハードシェルゼラチンカプセルまたはソフトシ
ェルゼラチンカプセルに封入し、圧縮して錠剤、バッカル錠、トローチ剤、カプセル、エ
リキシル剤、懸濁物、シロップ剤、ウェーハなどにすることもできる。本発明の抗体また
は抗体断片を非経口投与以外で投与するために、化合物が不活性化することを予防する材
料で化合物をコーティングする、または化合物をそれと共投与することが必要であり得る
。
【０３４７】
　治療用組成物は、当技術分野で公知の医学的なデバイスを用いて投与することができる
。例えば、薬学的調製物を、１以上の用量を含有するデバイス、例えば気密容器または液
密容器内に入れることができる。送達デバイスの例としては、限定することなく、バイア
ル、カニューレ、針、点滴袋、およびラインが挙げられる。本発明は、本明細書に記載の
抗体分子または免疫結合体を、そのようなデバイスに配置する方法も提供する。
【０３４８】
　一部の実施形態では、本発明は、リポソーム組成物中に配合される本明細書に記載の抗
ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を提供する。一部の実施形態では、リポソームを抗体分
子でコーティングする。いくつかのそのような実施形態では、リポソームを治療剤で満た
す。リポソームによる送達により、抗体に連結されていない作用物質、例えば治療剤の送
達を可能にすることができる。この手法は、隔離されるべき、または非標的細胞と接触す
ることを最小限にするべきである抗体分子または作用物質、例えば治療剤への架橋を受け
る可能性がない作用物質、例えば治療剤を送達するために使用することができる。特定の
実施形態では、リポソームを細胞増殖抑制剤または細胞傷害性薬で満たす。いくつかの特
定の実施形態では、治療剤は、メイタンシノイド、アウリスタチン、ドラスタチン、デュ
オカルマイシン、クリプトフィシン、タキサン、ＤＮＡアルキル化剤であるカリチアマイ
シン、および前述のものの誘導体からなる群から選択される。他の実施形態では、リポソ
ームを、ＧＣＣ発現細胞において、ＧＣＣの発現または別の遺伝子、例えばがん遺伝子の
発現を減らすことができるＲＮＡ干渉分子、例えば、アンチセンス分子、ｓｉＲＮＡ分子
、ｈｓＲＮＡ分子またはｍｉＲＮＡ分子を含む核酸配列で満たす。いくつかの他の実施形
態では、リポソームを、抗ＧＣＣ抗体分子および治療剤または標識を含む免疫結合体でコ
ーティングするか、またはそれで満たす。
【０３４９】
　投薬レジメンを調整して、最適な所望の応答（例えば、治療反応）をもたらす。例えば
、単回のボーラスを投与すること、ある期間にわたっていくつかの分割用量を投与するこ
と、または、治療状況の緊急性によって指示される通りに用量を比例的に低下または増加
させることができる。非経口用組成物は、投与を容易にし、かつ投与量を均一にするため
に、単位剤形に製剤化することが特に有利である。用語「単位剤形」は、本明細書で使用
される場合、処置される被験体に対する単位投与量として適した物理的に別個の単位を指
し；各単位は、必要な薬学的担体と関連して所望の治療効果をもたらすように算出された
所定の量の活性化合物を含有する。本発明の単位剤形の仕様は、（ａ）活性化合物の独特
の特性および実現されるべき特定の治療効果、および（ｂ）個体における感受性を処置す
るためにそのような活性化合物を配合する技術分野に固有の限界によって規定され、それ
に直接左右される。
【０３５０】
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　例示的な、治療的または予防的に有効な量の本発明の抗体または抗原結合性断片につい
ての非限定的範囲は、０．１～２０ｍｇ／ｋｇ、または１～１０ｍｇ／ｋｇである。投与
量の値は、緩和されるべき状態の種類および重症度に伴って変わってよいことに留意すべ
きである。任意の特定の被験体に対して、特定の投薬レジメンを個々の必要性、および組
成物の投与を管理または監督する人の専門的な判断に従って、ある期間にわたって調整す
るべきであること、および本明細書に記載の投与量の範囲は単なる例示であり、特許請求
された組成物の範囲または実施を制限するものではないことがさらに理解されるべきであ
る。
【０３５１】
　本発明の薬学的組成物は、「治療的に有効な」量の本発明の抗体または抗原結合性断片
を含んでよい。「治療的に有効な」量は、所望の治療結果を実現するために、必要な投薬
量かつ期間に、有効な量を指す。改変された抗体または抗体断片の治療有効量は、個体の
病態、年齢、性別、および体重、および抗体または抗体部分の、個体における所望の応答
を引き出す能力などの因子に応じて変わり得る。治療有効量は、改変された抗体または抗
体断片の任意の毒性の影響または有害な影響より治療的に有益な影響がまさる量でもある
。「治療的に有効な投与量」により、処置された被験体における測定可能なパラメータ（
例えば、腫瘍の成長速度）が、無処置の被験体と比較して少なくとも約２０％、少なくと
も約４０％、少なくとも約６０％、および一部の実施形態では少なくとも約８０％阻害さ
れることが好ましい。化合物の、測定可能なパラメータ、例えば、がんを阻害する能力は
、ヒト腫瘍における有効性について予測する動物モデル系において評価することができる
。あるいは、組成物のこの性質は、化合物の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける阻害などの阻害
する能力を、当業者に公知のアッセイによって検査することによって評価することができ
る。
【０３５２】
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を含むキットも本発明の範囲内で
ある。抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を含むリポソーム組成物を含むキットもさらに
包含される。キットは、使用説明書；他の試薬、例えば、標識、治療剤、またはキレート
化、またはそうでなければカップリングに有用な作用物質、標識または治療剤に対する抗
体、または放射線防護組成物；投与用抗体を調製するためのデバイスまたは他の材料；薬
学的に許容される担体；および被験体に投与するためのデバイスまたは他の材料を含めた
１つ以上の他の要素を含んでよい。使用説明書は、抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、例えば、試料中、例えば、がんを有する患者からの生検材料もしく
は細胞におけるＧＣＣを検出するため、または、ｉｎ　ｖｉｖｏでＧＣＣを検出するため
の診断に適用するための説明書を含んでよい。説明書は、例えば、がん（例えば胃腸起源
のがん、例えば、結腸がん、胃がん、食道がんなど）の患者における推奨される投与量お
よび／または投与形式を含めた、治療に適用するための手引きを含んでよい。他の説明書
は、抗体をキレート化剤、標識または治療剤にカップリングすることについて、または、
結合体化させた抗体を、例えば、未反応の結合体形成の構成成分から精製するための説明
を含んでよい。上記の通り、キットは、標識、例えば本明細書に記載の任意の標識を含ん
でよい。上記の通り、キットは、治療剤、例えば本明細書に記載の治療剤を含んでよい。
いくつかの適用では、抗体は、他の構成成分、例えば、キレート化剤または標識または治
療剤、例えば、放射性同位元素、例えば、イットリウムまたはルテチウムと反応する。そ
のような場合では、キットは、反応を行うための反応容器、または最終生成物を出発材料
または反応中間体から分離するために使用する分離デバイス、例えば、クロマトグラフィ
ーカラムの１つ以上を含んでよい。
【０３５３】
　キットは、必要に応じて１つ以上の別々の薬学的調製物中に配合される、診断用薬また
は治療剤、例えば、本明細書に記載の診断用薬または治療剤などの少なくとも１種の追加
的な試薬、および／または、１種以上の追加的な抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体をさ
らに含んでよい。
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【０３５４】
　キットは、放射線防護剤をさらに含有してよい。同位元素、例えば、９０イットリウム
（９０Ｙ）の、放射線によって分解される性質は公知である。この放射線分解を克服する
ために、放射線防護剤を、そのような放射線防護剤が良性である、つまりそれらが、例え
ば、９０Ｙなどの同位元素を抗体に標識する反応を阻害しない、またはそうでなければ、
その反応に悪影響を及ぼさない限りは、例えば、反応緩衝剤に含めることができる。本発
明の製剤緩衝液は、イットリウムまたは他の強力な放射性核種が原因の放射線分解を最小
限にする、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）またはアスコルビン酸などの放射線防護剤を含
んでよい。他の放射線防護剤、すなわち、ラジカルスカベンジャー（フェノール、亜硫酸
塩、グルタチオン、システイン、ゲンチジン酸、ニコチン酸、パルミチン酸アスコルビル
、ＨＯＰ（：Ｏ）Ｈ２Ｉグリセロール、ホルムアルデヒドスルホキシル酸ナトリウム、Ｎ
ａ２Ｓ２Ｏ．、Ｎａ２Ｓ２Ｏ３、およびＳＯ２など）が当技術分野で公知であり、同様に
、本発明の製剤緩衝剤に使用することができる。
【０３５５】
　提供されるキットは、キレート化剤と結合体化させたタンパク質またはペプチドを、患
者に投与するための治療用放射性同位元素で放射標識するのに有用なキットである。キッ
トは、（ｉ）キレート化剤と結合体化させた抗体を含むバイアル、（ｉｉ）放射標識した
抗体を安定化し、患者に投与するための製剤緩衝剤を含むバイアル、および（ｉｉｉ）放
射標識の手順を実施するための説明書を含む。キットは、キレート化剤と結合体化させた
抗体を放射性同位元素またはその塩に、十分な時間、穏やかな条件下で、例えば、説明書
において推奨されている通りに曝露することを提供する。十分な純度であり、特異的活性
および結合特異性を有する放射標識した抗体を作製する。放射標識した抗体は、例えば、
製剤緩衝剤で適切な濃度に希釈することができ、さらなる精製を伴って、または伴わずに
患者に直接投与することができる。キレート化剤と結合体化させた抗体は、凍結乾燥した
形態で供給することができる。
【０３５６】
　使用
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
る診断上の有用性、予後判定上の有用性、画像診断上の有用性、治療上の有用性および予
防における有用性を有する。例えば、これらの抗体分子は、種々の障害を処置する、予防
する、かつ／または診断するために、培養中の細胞に、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏもしく
はｅｘ　ｖｉｖｏで投与することができるか、または被験体に、例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ
で投与することができる。
【０３５７】
　使用することができる本明細書に記載の抗体分子、免疫結合体、および融合タンパク質
により、ＧＣＣタンパク質の活性または機能、例えば、リガンド結合性（例えば、ＳＴま
たはグアニリンの結合性）、ＧＣＣに媒介されるシグナル伝達、腸液の維持、電解質の恒
常性、細胞内のカルシウムの放出（カルシウム流）、細胞分化、細胞増殖、または細胞活
性化などを調節することができる。
【０３５８】
　一態様では、本発明は、ＧＣＣ発現細胞を死滅させる、その成長を阻害もしくは調節す
る、またはその代謝に干渉する方法を特徴とする。一実施形態では、本発明は、ＧＣＣに
媒介される細胞シグナル伝達を阻害する方法または細胞を死滅させる方法を提供する。方
法は、がん性細胞（例えば、胃腸系のがん、例えば、結腸、胃、または食道、または膵臓
細胞のがん由来の細胞）、または転移性の病変などのＧＣＣを発現する任意の細胞または
組織と一緒に使用することができる。ＧＣＣ発現細胞の非限定的な例としては、Ｔ８４ヒ
ト結腸腺癌細胞、新鮮な結腸腫瘍細胞または凍結された結腸腫瘍細胞、およびＧＣＣまた
はその部分をコードする組換え型の核酸を含む細胞が挙げられる。
【０３５９】
　本発明の方法は、有効量、すなわち、ＧＣＣに媒介される細胞シグナル伝達を阻害する
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のに十分な量または細胞を死滅させるのに十分な量の本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子
またはその免疫結合体と細胞を接触させるステップを含む。この方法は、培養中の細胞に
対して、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、またはｉｎ　ｓ
ｉｔｕで使用することができる。例えば、ＧＣＣを発現する細胞（例えば、腫瘍または転
移性の病変の生検によって採取された細胞；樹立がん細胞系由来の細胞；または組換え細
胞）をｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて培地中で培養することができ、培地に抗ＧＣＣ抗体分子
または免疫結合体を加えることによって接触させるステップに影響を及ぼすことができる
。細胞を死滅させる方法において、方法は、裸の抗ＧＣＣ抗体分子、または、抗ＧＣＣ抗
体分子および細胞傷害性薬を含む免疫結合体を使用するステップを含む。この方法により
、特にＧＣＣ発現腫瘍細胞（例えば、結腸腫瘍細胞）を含めた、ＧＣＣ発現細胞を死滅さ
せる。
【０３６０】
　表７を参照することは、さまざまな方法に使用するために（１種以上の）抗体を選択す
るための手引きとして役に立ち得る。例えば、表７は、どの抗体がＧＣＣに結合した後に
内部移行することが確認されたかを示す。そのような抗体は、細胞傷害性成分または細胞
を画像処理するための成分と連結させたときに有用だと思われる。内部移行しない抗体は
、抗体依存性細胞により媒介される細胞傷害性反応を引き出すように設計された裸の抗体
を使用する診断的な目的または治療方法、または、おそらくリポソーム送達法に使用する
ことができる。
【０３６１】
　本発明の抗ＧＣＣ抗体分子は、抗原発現細胞において、ＧＣＣの細胞外ドメインまたは
その部分に結合する。結果として、がん性細胞を死滅させるため、抑制するため、または
検出するために本発明の方法を実施した場合、抗体または抗原結合性断片は、固定された
細胞、または細胞内の抗原性ドメインがその他の方法で細胞外の環境に曝露される細胞だ
けではなく、そのような細胞の全てに結合する。したがって、抗体または抗原結合性断片
の結合は、これらの細胞が固定されているか固定されていないか、生存可能であるか壊死
性であるかに関係なく、ＧＣＣ発現細胞が存在する領域に集中する。それに加えて、また
はその代わりに、抗ＧＣＣ抗体分子は、抗原発現細胞に結合すると、ＧＣＣに結合し、内
部移行する。
【０３６２】
　方法は、被験体内に存在する細胞に対して、ｉｎ　ｖｉｖｏプロトコールの一部として
実施することもできる。一実施形態では、被験体はヒト被験体である。あるいは、被験体
は、本明細書に開示されている抗ＧＣＣ抗体分子と交差反応するＧＣＣ抗原を発現してい
る哺乳動物であってよい。抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体は、ヒト被験体に治療
目的で投与することができる。抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体は、抗体と交差反応す
るＧＣＣ様抗原を発現している非ヒト哺乳動物（例えば、霊長類、ブタまたはマウス）に
も、獣医科用に、またはヒト疾患の動物モデルとして投与することができる。動物モデル
は、本発明の抗体の治療効果を評価する（例えば、投与量および投与の時間経過を試験す
る）のに有用であり得る。ｉｎ　ｖｉｖｏの実施形態では、接触させるステップは、被験
体において実施し、抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体を、細胞で発現されたＧＣＣ
の細胞外ドメインに抗体分子が結合すること、および細胞を処理することの両方を可能に
するために有効な条件下で、被験体に投与することを含む。
【０３６３】
　一実施形態では、本発明は、抗ＧＣＣ抗体分子、または抗ＧＣＣ抗体分子および細胞傷
害性薬を含む免疫結合体を、そのような処置を必要とする患者に投与することによってが
んを治療する方法を提供する。この方法は、ＧＣＣ抗原を発現する少なくともいくつかの
細胞を含む任意のがん性障害を処置するために使用することができる。本明細書で使用さ
れる場合、用語「がん」は、その組織病理学的な種類または侵襲性の段階に関係なく、全
種類のがん性成長または発がん性プロセス、転移性組織または悪性に形質転換した細胞、
組織または器官を含むことが意図される。用語「がん」および「腫瘍」は、互換的に使用
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することができる（例えば、治療方法と関連して使用する場合、「がんを処置すること」
および「腫瘍を処置すること」は、同じ意味を有する）。
【０３６４】
　実施形態において、治療は、被験体の腫瘍の成長を低下させる、もしくは阻害する、転
移性の病変の数もしくはサイズを低下させる、腫瘍の負荷を低下させる、原発腫瘍の負荷
を低下させる、侵襲性を低下させる、生存時間を延長する、または生活の質を維持もしく
は改善するのに十分である。
【０３６５】
　がん性障害の例としては、これらに限定されないが、固形腫瘍、軟組織腫瘍、および転
移性の病変が挙げられる。固形腫瘍の例としては、結腸および膵臓に影響を及ぼす腫瘍な
どの、種々の器官系の悪性腫瘍、例えば、肉腫、腺癌、および癌腫が挙げられる。腺癌と
しては、肺の非小細胞癌などの悪性腫瘍が挙げられる。上述のがんの転移性の病変も、本
発明の方法および組成物を使用して処置または予防することができる。一部の実施形態で
は、処置されるがんは、胃腸系のがん（例えば、結腸直腸がん、食道がん、または胃がん
）である。一部の実施形態では、膵がんである。
【０３６６】
　一実施形態では、がんは、結腸直腸がん、例えば、結腸直腸腺がん、結腸直腸平滑筋肉
腫、結腸直腸リンパ腫、結腸直腸黒色腫、または結腸直腸神経内分泌腫瘍である。特定の
実施形態では、がんは、転移性結腸がんである。別の実施形態では、がんは胃がん（例え
ば、胃腺がん、胃リンパ腫、または胃肉腫）、またはそれらの転移である。別の実施形態
では、がんは食道がん（例えば、食道扁平上皮細胞癌または食道腺癌）である。
【０３６７】
　方法は、任意の病期または細分類の関連性のある障害を処置することにおいて有用であ
り得る。例えば、方法は、早期または後期の結腸がん、または、第０期、第Ｉ期、第ＩＩ
Ａ期、第ＩＩＢ期、第ＩＩＩＡ期、第ＩＩＩＢ期、第ＩＩＩＣ期、および第ＩＶ期のいず
れかの結腸がんを処置するために使用することができる。
【０３６８】
　一部の実施形態では、がん（例えば、結腸直腸がん、食道がんまたは胃がん）を処置す
るための方法は、そのような処置を必要とする患者に、本明細書に記載の裸の抗ＧＣＣ抗
体分子を投与するステップを含む。他の実施形態では、方法は、本明細書に記載の抗ＧＣ
Ｃ抗体分子および細胞傷害性薬を含む免疫結合体を投与するステップを含む。いくつかの
そのような実施形態では、免疫結合体は、本明細書に記載の式（Ｉ）を特徴とする。ある
実施形態では、免疫結合体は、本明細書に記載の式（Ｉ－１）、（Ｉ－２）、（Ｉ－３）
、（Ｉ－４）、（Ｉ－５）、（Ｉ－６）、または（Ｉ－７）を特徴とする。特定の実施形
態では、免疫結合体は、式（Ｉ）、（Ｉ－１）、（Ｉ－２）、（Ｉ－３）、（Ｉ－４）、
（Ｉ－５）、（Ｉ－６）、または（Ｉ－７）を特徴とし、ここで可変部Ａｂは、表１～６
に要約されている特徴を持つ抗体分子である。ある実施形態では、可変部Ａｂは、５Ｆ９
抗体分子またはＡｂｘ－２２９抗体分子である。いくつかの特定の実施形態では、免疫結
合体は、式（Ｉ－５）または（Ｉ－７）を特徴とし、ここで可変部Ａｂは５Ｆ９抗体分子
である。
【０３６９】
　抗体分子および免疫結合体を投与する方法は、上記されている。使用する分子の適切な
投与量は、被験体の年齢および体重ならびに使用する特定の化合物に依存する。
【０３７０】
　一部の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体は、処置サイクルで投与する
。「処置サイクル」は、上記の通り抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を投与する処置期
間と、その後の抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体を投与しない休止期間とからなる。処
置サイクルは、所望の効果を実現するために必要に応じて繰り返すことができる。
【０３７１】
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体（例えば、裸の抗ＧＣＣ抗体分子または抗ＧＣＣ抗体分
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子および治療剤を含む免疫結合体）は、他の療法と組み合わせて使用することができる。
例えば、併用療法は、１種以上の追加的な治療剤、例えば、１種以上の抗がん剤、例えば
、細胞傷害性薬または細胞増殖抑制剤、ホルモン治療、ワクチン、および／または他の免
疫療法と共に製剤化し、かつ／または共投与する、本発明の組成物を含んでよい。他の実
施形態では、抗ＧＣＣ抗体は、外科手術、放射線照射、冷凍外科療法、および／または温
熱療法を含めた他の治療的な処置モダリティと組み合わせて投与する。そのような併用療
法は、投与される治療剤を低投与量で有利に利用し、したがって、種々の単独療法に伴う
、可能性のある毒性または合併症を回避することができる。
【０３７２】
　「組み合わせて」投与することは、本明細書で使用される場合、障害がある被験体の苦
痛の過程の間、２つの（またはそれ以上の）異なる処置を被験体に送達すること、例えば
、２つ以上の処置を、被験体が障害と診断された後、および障害が治癒する、または排除
される前に送達することを意味する。一部の実施形態では、１種の処置の送達が、第２の
送達が始まる際にまだ起こっている、したがって、重複している。このことは、時には、
本明細書で「同時に起こる」または「同時発生的な送達」と言及される。他の実施形態で
は、１種の処置の送達は、他の処置の送達が始まる前に終わる。いずれかの事例の一部の
実施形態では、処置は、組み合わせて投与したゆえに、より有効である。例えば、第２の
処置は、より有効である、例えば、第１の処置なしに第２の処置を投与した場合に見られ
ると思われるよりも少ない第２の処置で、相当する効果が見られるか、または第２の治療
により症状が大きく低下する、または同様の状況が第１の治療で見られる。一部の実施形
態では、送達は、症状、または障害に関連する他のパラメータの低下が、他の処置なしに
１種の処置を送達すると観察されると思われる低下を超えるものである。２種の処置の効
果は、部分的に相加的、完全に相加的、または相加的を超えるものであってよい。送達は
、送達された第１の処置の効果が、第２の処置が送達されるときに検出可能なものであっ
てよい。
【０３７３】
　一部の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体は、化学療法剤と組み合
わせて使用する。ＤＮＡ損傷性化学療法剤の非限定的な例としては、トポイソメラーゼＩ
阻害剤（例えば、イリノテカン、トポテカン、カンプトテシンおよびそれらの類似体また
は代謝産物、およびドキソルビシン）；トポイソメラーゼＩＩ阻害剤（例えば、エトポシ
ド、テニポシド、およびダウノルビシン）；アルキル化剤（例えば、メルファラン、クロ
ラムブシル、ブスルファン、チオテパ、イホスファミド、カルムスチン、ロムスチン、セ
ムスチン、ストレプトゾシン、デカルバジン、メトトレキサート、マイトマイシンＣ、お
よびシクロホスファミド）；ＤＮＡインターカレーター（例えば、シスプラチン、オキサ
リプラチン、およびカルボプラチン）；ブレオマイシンなどのＤＮＡインターカレーター
およびラジカル発生剤；ならびにヌクレオシド模倣物（例えば、５－フルオロウラシル、
カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔｉｂｉｎｅ）、ゲムシタビン、フルダラビン、シタラビン
、メルカプトプリン、チオグアニン、ペントスタチン、およびヒドロキシウレア）が挙げ
られる。
【０３７４】
　細胞の複製を攪乱する化学療法剤としては、パクリタキセル、ドセタキセル、および関
連する類似体；ビンクリスチン、ビンブラスチン、および関連する類似体；サリドマイド
、レナリドマイド、および関連する類似体（例えば、ＣＣ－５０１３およびＣＣ－４０４
７）；タンパク質チロシンキナーゼ阻害剤（例えば、メシル酸イマチニブおよびゲフィチ
ニブ）；プロテアソーム阻害剤（例えば、ボルテゾミブ）；ＩκＢキナーゼの阻害剤を含
めたＮＦ－κＢ阻害剤；がんにおいて過剰発現されているタンパク質に結合し、それによ
って細胞の複製を下方制御する抗体（例えば、トラスツズマブ、リツキシマブ、セツキシ
マブ、およびベバシズマブ）；ならびに、がんにおいて上方制御、過剰発現、または活性
化され、それを阻害することによって細胞の複製が下方制御されることが公知である他の
タンパク質または酵素の阻害剤が挙げられる。
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【０３７５】
　本発明の抗ＧＣＣ抗体分子または免疫結合体と組み合わせる（１つ以上の）治療剤また
は処置モダリティの選択は、処置される障害に依存する。（１つ以上の）追加的な作用物
質または処置モダリティは、例えば、処置されている適応症に対する標準の認可された療
法を含んでよい。例えば、抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体を、結腸がんを処置す
るために使用する場合、それは、例えば、外科手術；放射線療法；５－フルオロウラシル
（ｆｌｕｏｒｏｕｒｉｃｉｌ）（５－ＦＵ）、カペシタビン、ロイコボリン、イリノテカ
ン、オキサリプラチン、ベバシズマブ、セツキシマブ、パニツムマブ、またはそれらの組
み合わせ（例えば、オキサリプラチン／カペシタビン（ＸＥＬＯＸ）、５－フルオロウラ
シル／ロイコボリン／オキサリプラチン（ＦＯＬＦＯＸ）、５－フルオロウラシル／ロイ
コボリン／イリノテカン（ＦＯＬＦＩＲＩ）、ＦＯＬＦＯＸ＋ベバシズマブ、またはＦＯ
ＬＦＩＲＩ＋ベバシズマブ）と組み合わせて使用することができる。
【０３７６】
　別の態様では、本発明は、医薬品の製造における本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子ま
たは免疫結合体の使用を特徴とする。一実施形態では、医薬品は、がん、例えば、胃腸が
んを処置するためのものである。一部の実施形態では、医薬品は、表１～６に要約されて
いる特徴を有する抗ＧＣＣ抗体分子を含む。一部の実施形態では、医薬品は、５Ｆ９抗体
分子またはＡｂｘ－２２９抗体分子を含む。
【０３７７】
　本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体および免疫結合体は、ＧＣＣの存在を検出するため、例
えば、生物学的試料におけるＧＣＣの存在を検出するため、または被験体におけるＧＣＣ
の存在または分布を検出するために使用することができる。用語「検出すること」は、本
明細書で使用される場合、定量的検出または定性的検出を包含する。ＧＣＣまたはＧＣＣ
タンパク質を検出することは、本明細書で使用される場合、インタクトなＧＣＣタンパク
質を検出すること、または、抗ＧＣＣ抗体分子が結合するエピトープを含むＧＣＣタンパ
ク質の一部分を検出することを意味する。
【０３７８】
　したがって、別の態様では、本発明は、ＧＣＣタンパク質を検出する、例えば、ＧＣＣ
発現細胞または組織、例えば、腫瘍細胞、またはＧＣＣ発現細胞を有する腫瘍を検出する
方法を特徴とする。方法は、材料、例えば細胞または組織、例えばＧＣＣを発現する腫瘍
の試料を、抗ＧＣＣ抗体分子、例えば本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体分子と、抗ＧＣＣ抗
体分子とＧＣＣタンパク質との間の複合体の形成が可能になる条件下で接触させるステッ
プと；抗体分子とＧＣＣタンパク質との間の複合体の形成を検出し、それによってＧＣＣ
タンパク質の存在を検出する、例えば、ＧＣＣ発現細胞または腫瘍を検出するステップと
を含む。
【０３７９】
　一実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子は、検出可能な標識を含む免疫結合体である。
【０３８０】
　ある実施形態では、組織は、他の組織、例えばＢ細胞および／またはＢ細胞関連組織な
どの他の組織と比較して高いレベルでＧＣＣを発現する正常組織および／またはがん性の
組織を含む。
【０３８１】
　本明細書に記載の検出方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏのいずれにせよ
、被験体を評価するために使用することができる。一実施形態では、方法は、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏで実施し、例えば、患者を画像診断、病期分類、評価または診断するために使用する
ことができる。ある実施形態では、障害は、がんまたは腫瘍、例えば、結腸がんなどの細
胞増殖性障害である。
【０３８２】
　したがって、別の態様では、本発明は、ＧＣＣタンパク質の存在を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
（例えば、被験体からの生物学的試料、例えば、腫瘍組織からの組織生検材料など）また



(99) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

はｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば、被験体におけるｉｎ　ｖｉｖｏ画像診断によって）検出する
ための方法を提供する。方法は、（ｉ）試料を、抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体
と接触させるか、または被験体に、抗ＧＣＣ抗体分子またはその免疫結合体を投与するス
テップと；（ｉｉ）抗ＧＣＣ抗体分子とＧＣＣタンパク質との間の複合体の形成を検出す
るステップとを含む。複合体の形成により、ＧＣＣの存在またはレベルが示される。
【０３８３】
　実施形態において、試料または被験体において検出された複合体のレベルを、参照値、
例えば、ＧＣＣの複合体の形成またはレベルについての値と比較する。一実施形態では、
参照値を超えるＧＣＣのレベルにより、ＧＣＣ媒介性障害が示される。
【０３８４】
　一実施形態では、方法は、参照試料、例えば、対照試料（例えば、対照の生物学的試料
、例えば血漿、組織、生検材料など）または対照の被験体を、抗ＧＣＣ抗体分子またはそ
の免疫結合体と接触させるステップ、および試料または被験体において検出されたレベル
とそこで検出された複合体のレベルを比較するステップを含む。
【０３８５】
　ある実施形態では、試験細胞または試験組織は、ＧＣＣの発現の増加に関連する障害を
有する疑いがある個体から得る。
【０３８６】
　一実施形態では、被験体からの試料中、または被験体におけるＧＣＣのレベルを、参照
レベル、例えば対照材料、例えば被験体の細胞と同じ組織起源の正常細胞または正常細胞
に匹敵するレベルのＧＣＣを有する細胞のＧＣＣのレベルと比較する。方法は、例えば、
検出されたＧＣＣのレベルに応じて、診断、予後判定、処置の効力の評価、または障害の
病期分類をもたらすことを含んでよい。試料中、または被験体におけるＧＣＣのレベルが
対照材料と比較して高いことにより、ＧＣＣの発現の増加に関連する障害の存在が示され
る。試料中、または被験体におけるＧＣＣのレベルが対照材料と比較して高いことにより
、処置の効力の相対的な不足、予後比較的不良、または疾患が後期であることも示され得
る。ＧＣＣのレベルは、将来の処置、例えば、多少攻撃的な処置の必要性、またはある処
置レジメンから別の治療レジメンに切り換える必要性を評価または選択するためにも使用
することができる。
【０３８７】
　ＧＣＣのレベルは、患者を選択または評価するためにも使用することができる。例えば
、実施形態において、表面に多量のＧＣＣを発現している腫瘍細胞を有する患者は、毒素
と結合体化させた抗ＧＣＣ抗体分子を用いて処置するための良い候補だと考えられる。実
施形態において、表面に少量のＧＣＣを発現している腫瘍細胞を有する患者は、これの良
い候補にはならないと思われ、抗ＧＣＣ抗体分子を追加的な治療方法と組み合わせること
の候補、または裸の抗体療法の候補であり得る。別の例では、毒素と結合体化させた抗Ｇ
ＣＣ抗体分子の投与量は、腫瘍細胞の表面で発現されているＧＣＣ分子の数を反映するよ
うに調整することができる。腫瘍細胞の表面に多数のＧＣＣ分子を有する患者は、少数の
ＧＣＣ分子を有する患者よりも低い投与量で治療することができる。ＧＣＣを発現してい
る腫瘍細胞の存在をｉｎ　ｖｉｖｏで検出することにより、組織（この組織へ、主要なＧ
ＣＣを発現している腫瘍が転移した）の同定を可能にすることができる。どの組織が転移
を有するかの知見により、腫瘍の療法の標的化適用をもたらすことができる。
【０３８８】
　上記の通り、本明細書に記載の抗体分子により、正常組織を対照とした新生物組織のＧ
ＣＣタンパク質の存在を評価することができ、それにより、疾患の存在または重症度、疾
患の進行および／または療法の効力を評価することができる。例えば、療法をモニターし
、効力を評価することができる。一実施例では、炎症性疾患を有する被験体から得た第１
の試料におけるＧＣＣタンパク質を検出および／または測定することができ、療法を開始
することができる。後で、第２の試料を、被験体から得ることができ、試料中のＧＣＣタ
ンパク質を検出および／または測定することができる。第２の試料において検出または測
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定されたＧＣＣタンパク質の数量の減少により、治療効果が示され得る。
【０３８９】
　本明細書に開示されている抗体を使用して評価、例えば診断することができる例示的な
細胞増殖性障害としては、これらに限定されないが、結腸がん、胃がん、食道がんを含め
た増殖性障害が挙げられる。
【０３９０】
　ある実施形態では、例えば上記のものなどの方法は、抗ＧＣＣ抗体の、細胞の表面で、
またはその表面にＧＣＣを発現する細胞から得た膜調製物において発現されているＧＣＣ
への結合を検出するステップを含む。ある実施形態では、方法は、抗ＧＣＣ抗体がＧＣＣ
に結合することが許容される条件下で、細胞を抗ＧＣＣ抗体と接触させるステップと、細
胞表面で抗ＧＣＣ抗体とＧＣＣとの間で複合体が形成されたかどうかを検出するステップ
とを含む。抗ＧＣＣ抗体の、細胞の表面で発現されたＧＣＣへの結合を検出するための例
示的なアッセイは、「ＦＡＣＳ」アッセイである。
【０３９１】
　本明細書に記載の方法のための例示的な試料は、炎症性滲出液、血液、血清、腸液、便
試料、または生検材料などの組織または体液を含む。一実施例では、個体から試料（例え
ば、組織および／または体液）を得ることができ、適切な免疫学的方法を使用してＧＣＣ
タンパク質の発現を検出および／または測定することができる。ＧＣＣタンパク質の発現
を検出または測定するための適切な免疫学的方法としては、酵素結合免疫吸着検定法（Ｅ
ＬＩＳＡ）、放射免疫測定法、免疫組織学、フローサイトメトリーなどが挙げられる。
【０３９２】
　本明細書に記載の方法、例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ検出およびｉｎ　ｖｉｔｒｏ検出、例
えば、診断方法、病期分類方法、または画像診断方法において使用する抗ＧＣＣ抗体分子
は、結合した、または結合していない結合剤の検出を容易にするために、検出可能な物質
を使用して直接的に、または間接的に標識することができる。適切な検出可能な物質とし
ては、種々の生物学的に活性な酵素、リガンド、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、化学
発光材料、生物発光材料、発色団材料、高電子密度材料、常磁性の（例えば、核磁気共鳴
活性な）材料、および放射性材料が挙げられる。一部の実施形態では、抗ＧＣＣ抗体分子
は、放射性イオン、例えば、インジウム（１１１Ｉｎ）、ヨウ素（１３１Ｉまたは１２５

Ｉ）、イットリウム（９０Ｙ）、ルテチウム（１７７Ｌｕ）、アクチニウム（２２５Ａｃ
）、ビスマス（２１２Ｂｉまたは２１３Ｂｉ）、硫黄（３５Ｓ）、炭素（１４Ｃ）、トリ
チウム（３Ｈ）、ロジウム（１８８Ｒｈ）、テクネチウム（９９ｍＴｃ）、プラセオジム
、またはリン（３２Ｐ）；または陽電子放出放射性核種、例えば、炭素１１（１１Ｃ）、
カリウム４０（４０Ｋ）、窒素１３（１３Ｎ）、酸素１５（１５Ｏ）、フッ素１８（１８

Ｆ）、およびヨウ素１２１（１２１Ｉ）につながっている。
【０３９３】
　例示的な標識としては、希土類キレートまたはフルオレセインなどのフルオロフォアお
よびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェ
ラーゼ、例えば、ホタルルシフェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ（米国特許第４，７３
７，４５６号）、ルシフェリン、および２，３－ジヒドロフタラジンジオンが挙げられる
。他の例示的な標識としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスフ
ァターゼ、ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖類オキシダーゼ、例え
ば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、およびグルコース－６－リン
酸デヒドロゲナーゼ、複素環オキシダーゼ（例えば、過酸化水素を使用して色素前駆体を
酸化する酵素（例えば、ＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、またはミクロペルオキシダー
ゼなど）と共役した、ウリカーゼおよびキサンチンオキシダーゼなど）、ビオチン／アビ
ジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、安定な遊離基などが挙げられる。
【０３９４】
　フルオロフォアおよび発色団で標識した抗体分子は、当技術分野で公知の標準成分から
調製することができる。抗体および他のタンパク質は約３１０ｎｍまでの波長を有する光
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を吸収するので、蛍光成分は、３１０ｎｍを上回る波長、好ましくは４００ｎｍを上回る
波長において相当な吸収を有するように選択するべきである。種々の適切な蛍光化合物お
よび発色団は、Ｓｔｒｙｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、１６２巻：５２６頁（１９６８年）およ
びＢｒａｎｄ、Ｌ．ら、Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
、４１巻：８４３～８６８頁（１９７２年）に記載されている。抗体は、蛍光発色団のグ
ループを用いて、米国特許第３，９４０，４７５号、同第４，２８９，７４７号、および
同第４，３７６，１１０号に開示されているものなどの従来の手順によって標識すること
ができる。
【０３９５】
　いくつもの上記の望ましい特性を有する蛍光剤の１つのグループはキサンテン色素であ
り、それらとしては、３，６－ジヒドロキシ－９－フェニルキサントヒドロール（ｈｅｎ
ｙｌｘａｎｔｈｈｙｄｒｏｌ）から誘導されるフルオレセイン、および３，６－ジアミノ
－９－フェニルキサントヒドロールから誘導されるローダミンおよびレサミン、およびリ
ッサミンローダミンＢが挙げられる。９－ｏ－カルボキシフェニルキサントヒドロールの
ローダミン誘導体およびフルオレセイン誘導体は、９－ｏ－カルボキシフェニル基を有す
る。アミノ基およびイソチオシアネート基などの反応性カップリング基を有するフルオレ
セイン化合物、例えばフルオレセインイソチオシアネートおよびフルオレスカミンなどが
容易に入手可能である。蛍光化合物の別のグループは、α位またはβ位にアミノ基を有す
るナフチルアミンである。
【０３９６】
　標識した抗体分子は、例えば、（ｉ）アフィニティークロマトグラフィーまたは免疫沈
降などの標準の技法によって所定の抗原を単離すること；（ｉｉ）所定の抗原（例えば、
細胞溶解物中または細胞の上清中の）を、タンパク質の存在量および発現パターンを評価
するために検出すること；（ｉｉｉ）臨床的試験手順の一部として、例えば、所与の処置
レジメンの効力を決定するために、組織におけるタンパク質レベルをモニターすることを
含めた、いくつもの状況において、診断上および／または実験的に使用することができる
。
【０３９７】
　ある他の方法を使用して、抗ＧＣＣ抗体のＧＣＣへの結合を検出することができる。そ
のような方法としては、これらに限定されないが、ウェスタンブロット、ラジオイムノア
ッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素連結免疫吸着検定法）、「サンドイッチ」免疫測定法、免疫沈
降アッセイ、蛍光免疫測定法、プロテインＡ免疫測定法、および免疫組織化学検査（ＩＨ
Ｃ）などの、当技術分野で公知の抗原‐結合アッセイが挙げられる。
【０３９８】
　抗ＧＣＣ抗体分子とＧＣＣとの間の複合体の形成は、ＧＣＣ抗原に結合した抗体（また
は抗体断片）または結合していない抗体分子のいずれかを測定または視覚化することによ
って検出することができる。従来の検出アッセイ、例えば、ウェスタンブロット、ラジオ
イムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素連結免疫吸着検定法）、「サンドイッチ」免疫測定法
、免疫沈降アッセイ、蛍光免疫測定法、プロテインＡ免疫測定法、および免疫組織化学検
査（ＩＨＣ）または放射免疫測定法（ＲＩＡ）を使用することができる。
【０３９９】
　抗ＧＣＣ抗体分子を標識する代わりに、検出可能な物質で標識した標準物質および標識
していない抗ＧＣＣ抗体分子を利用する競合免疫測定法によって試料中のＧＣＣの存在を
アッセイすることができる。このアッセイでは、生物学的試料、標識した標準物質および
ＧＣＣ結合剤を組み合わせ、標識していない抗体に結合した標識した標準物質の量を決定
する。試料中のＧＣＣの量は、ＧＣＣ結合剤に結合した標識した標準物質の量に反比例す
る。
【０４００】
　構成成分（ＧＣＣまたは抗体分子）のいずれをもさらに操作または標識化することなく
、例えば、蛍光エネルギー転移（ＦＥＴ、例えば、Ｌａｋｏｗｉｃｚら、米国特許第５，
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６３１，１６９号；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓら、米国特許第４，８６８，１０３
号を参照されたい）の技法を利用することによって、抗ＧＣＣ抗体分子複合体の形成に対
してＧＣＣを直接検出することも可能である。第１の「供与体」分子上のフルオロフォア
標識は、適切な波長の入射光で励起されると、その放出蛍光エネルギーが第２の「受容体
」分子上の蛍光標識に吸収され、それが今度は吸収されたエネルギーによって蛍光を発す
ることができるように選択する。あるいは、「供与体」タンパク質分子は、単にトリプト
ファン残基の天然の蛍光エネルギーを利用することができる。標識は、異なる波長の光を
放出するように選択し、したがって、「受容体」分子の標識は、「供与体」の標識と区別
することができる。標識間のエネルギー転移の効率は分子を隔てている距離に関連するの
で、分子間の空間的な関連性を評価することができる。分子間で結合が起こる状況では、
アッセイにおける「受容体」分子の標識の蛍光放出が最大になるはずである。ＦＥＴ結合
事象は、当技術分野で周知の標準物質の蛍光定量的な検出手段（例えば、蛍光光度計を使
用すること）によって好都合に測定することができる。
【０４０１】
　別の例では、抗体分子の、ＧＣＣを認識する能力の決定は、アッセイの構成成分（ＧＣ
Ｃまたは抗体分子）のいずれをも標識化せずに、リアルタイム生体分子相互作用分析（Ｂ
ＩＡ）などの技術を利用することによって実現することができる（例えば、Ｓｊｏｌａｎ
ｄｅｒ、Ｓ．ａｎｄ　Ｕｒｂａｎｉｃｚｋｙ、Ｃ．、１９９１年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．
６３巻：２３３８～２３４５頁およびＳｚａｂｏら、１９９５年、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．
Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５巻：６９９～７０５頁を参照されたい）。本明細書で使用さ
れる場合、「ＢＩＡ」または「表面プラズモン共鳴」は、生体特異的な相互作用を、リア
ルタイムで、相互作用体のいずれをも標識化せずに試験するための技術である（例えば、
ＢＩＡＣＯＲＥ（商標））。結合表面における質量の変化（結合事象を示す）により、表
面近くの光の屈折率が変化し（表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学現象）、その結果、
生物学的分子間のリアルタイム反応の指標として使用することができる検出可能なシグナ
ルがもたらされる。
【０４０２】
　さらに別の実施形態では、本発明は、ＧＣＣを発現している腫瘍組織の存在をｉｎ　ｖ
ｉｖｏで検出するための方法を提供する。方法は、（ｉ）被験体（例えば、がんを有する
患者）に、検出可能な標識またはマーカーと結合体化させた抗ＧＣＣ抗体またはその抗原
結合性断片、好ましくは、抗体またはその抗原結合性断片を投与するステップと；（ｉｉ
）被験体を、ＧＣＣを発現している組織または細胞に対する前記検出可能な標識またはマ
ーカーを検出するための手段に曝露させるステップとを含む。
【０４０３】
　本発明による診断的な画像診断に有用な標識の例は、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、６８Ｇａ
、１２３Ｉ、９９ｍＴｃ、３２Ｐ、１２５Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、および１８８Ｒｈなどの放
射性標識、フルオレセインおよびローダミンなどの蛍光標識、核磁気共鳴活性な標識、単
一光子放出型コンピュータ断層撮影法（「ＳＰＥＣＴ」）検出器または陽電子放出断層撮
影法（「ＰＥＴ」）スキャナーによって検出可能な陽電子放出同位元素、ルシフェリンな
どの化学発光体、ならびにペルオキシダーゼまたはホスファターゼなどの酵素マーカーで
ある。短距離の放射線放射体、例えば、経直腸プローブなどの、短距離の検出プローブに
よって検出可能な同位元素なども使用することができる。抗体は、そのような試薬を用い
て、　当技術分野で公知の技法を使用して標識することができる。抗体を放射標識するこ
とに関する技法については、例えば、ＷｅｎｓｅｌおよびＭｅａｒｅｓ（１９８３年）Ｒ
ａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｉｍａｇｉｎｇ　ａｎｄ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ
、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照されたい。Ｄ．Ｃｏｌｃｈｅｒら、Ｍｅｔ
ｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１２１巻：８０２～８１６頁（１９８６年）も参照されたい。
【０４０４】
　放射標識した抗体の場合では、患者に投与された抗体は、抗体が反応する腫瘍担持抗原
に局在化し、それを、例えば、ガンマカメラを使用する放射性核種スキャンまたは放出断
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層撮影法またはコンピュータ断層撮影法などの公知の技法を使用してｉｎ　ｖｉｖｏで検
出または「画像化」する。例えば、Ａ．Ｒ．Ｂｒａｄｗｅｌｌら、「Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅ
ｎｔｓ　ｉｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｍａｇｉｎｇ」、Ｍｏｎｏｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｒ
．Ｗ．Ｂａｌｄｗｉｎら、（編）、６５～８５頁（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９
８５年）を参照されたい。あるいは、放射性標識が陽電子を放出する場合（例えば、１１

Ｃ、１８Ｆ、１５Ｏ、および１３Ｎ）、Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙに設置されているＰｅｔ　ＶＩと称される陽電子放出横断断層撮影スキ
ャナーを使用することができる。
【０４０５】
　他の実施形態では、本発明は、被験体、例えば、ヒト被験体に、放射性同位元素と結合
体化させた抗ＧＣＣ抗体分子を投与する場合に、種々の組織に曝露する用量、例えば、放
射線量を決定するための方法を提供する。方法は、（ｉ）本明細書に記載の抗ＧＣＣ抗体
分子、例えば、放射性同位元素で標識した抗ＧＣＣ抗体分子を被験体に投与するステップ
と；（ｉｉ）種々の組織、例えば、腫瘍、または血液に位置する放射性同位元素の量を、
放射性同位元素の一部または全部が被験体の体から排除されるまで、さまざまな時点で測
定するステップと；（ｉｉｉ）分析された各組織が受けた放射線の総線量を算出するステ
ップとを含む。測定値は、指定した時点、例えば、放射標識した抗ＧＣＣ抗体分子を被験
体に投与した（０日目）後、１日目、２日目、３日目、５日目、７日目、および１２日目
に取得してよい。ある期間にわたって積分し、放射性同位元素特異的活性を掛けた所与の
組織内に存在する放射性同位元素の濃度を使用して、所与の組織が受ける線量を算出する
ことができる。１種の放射性同位元素、例えば、ガンマ放射体、例えば１１１Ｉｎで標識
した抗ＧＣＣ抗体分子を使用して生成した薬理学的な情報を使用して、同じ組織が、容易
に測定することができない異なる放射性同位元素、例えば、ベータ放射体、例えば９０Ｙ
から受けると思われる予測線量を算出することができる。
【０４０６】
　抗ＧＣＣ抗体の配列
　抗ＧＣＣ抗体を、いくつかの方法によって、実施例に詳細に記載されている通り生成し
た。簡単に述べると、マウスモノクローナル抗体である３Ｇ１　８Ｆ１および１０Ｂ８を
、通常マウスにおいて、従来の免疫技術によって生成した。ヒトモノクローナル抗体であ
る１Ｄ２、５Ｆ９、５Ｈ３、６Ｈ８、８Ｃ２、および１０Ｃ１０を、完全ヒトＩｇＧ２抗
体を生成するトランスジェニックマウスを使用し、Ａｂｇｅｎｉｘ　ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ
　トランスジェニック技術を利用して生成し、ハイブリドーマ技術を使用して単離した。
ヒトｍＡｂ　Ａｂｘ－０１２、ｍＡｂ　Ａｂｘ－０２０、ｍＡｂ　Ａｂｘ－１０６、ｍＡ
ｂ　Ａｂｘ－１９８、ｍＡｂ　Ａｂｘ－２２１、ｍＡｂ　Ａｂｘ－２２９、ｍＡｂ　Ａｂ
ｘ－３３８およびｍＡｂ　Ａｂｘ－３９３を、完全ヒトＩｇＧ２抗体を生成するトランス
ジェニックマウスを使用して生成した。単一の抗体を、Ａｂｇｅｎｉｘ　ＳＬＡＭ技術を
使用して単離した。これらを使用して、完全ヒトＩｇＧ１抗体を作製した。ＧＣＣに対す
る抗体の特異性を、ＥＬＩＳＡおよびフローサイトメトリー（ＦＣＭ）によって試験した
。生成した抗体のサブセットを、さらなる特徴付けのために選択した。
【０４０７】
　以下の表１に、いくつかの抗ＧＣＣ抗体について、抗体の名称、抗体を生成するために
使用した免疫原、使用した動物、供給源、種およびアイソタイプ単離体が要約されている
。
【０４０８】
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【表１】

　軽鎖可変領域および重鎖可変領域の配列を決定した。以下の表２は、いくつかの抗体の
可変領域についての配列番号の概要である。マウス抗ＧＣＣ抗体およびヒト抗ＧＣＣ抗体
についての重鎖および軽鎖のそれぞれの可変領域のアミノ酸配列および核酸配列が、それ
ぞれ表３および表４に示されている。
【０４０９】
　抗ＧＣＣ抗体についての重鎖および軽鎖のＣＤＲのそれぞれのアミノ酸配列および核酸
配列が、それぞれ表５および表６に示されている。
【０４１０】
　例えば、表３の９行目は、ｍＡｂ　５Ｆ９の成熟重鎖可変領域の、コードされているア
ミノ酸配列（配列番号１８）の例示であり；ｍＡｂ　５Ｆ９の成熟重鎖可変領域をコード
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する核酸配列（配列番号１７）が、表４の９行目に示されている。ｍＡｂ　５Ｆ９重鎖Ｃ
ＤＲ（ＣＤＲ）１（配列番号１０６）、ＣＤＲ２（配列番号１０８）およびＣＤＲ３（配
列番号１１０）の、コードされているアミノ酸配列が、それぞれ表５の２５～２７行目に
示されており；ｍＡｂ　５Ｆ９重鎖ＣＤＲ１（配列番号１０５）、ＣＤＲ２（配列番号１
０７）およびＣＤＲ３（配列番号１０９）の核酸配列が、それぞれ表６の２５～２７行に
示されている。
【０４１１】
　表３の１０行目は、ｍＡｂ　５Ｆ９の成熟軽鎖可変領域のコードされているアミノ酸配
列（配列番号２０）の例示であり；ｍＡｂ　５Ｆ９の成熟カッパ軽鎖可変領域をコードす
る核酸配列（配列番号１９）が、表４の１０行目に示されている。ｍＡｂ　５Ｆ９軽鎖Ｃ
ＤＲ（ＣＤＲ）１（配列番号１１２）、ＣＤＲ２（配列番号１１４）およびＣＤＲ３（配
列番号１１６）の、コードされているアミノ酸配列が、それぞれ表５の２８～３０行目に
示されており；ｍＡｂ　５Ｆ９軽鎖ＣＤＲ１（配列番号１１１）、ＣＤＲ２（配列番号１
１３）およびＣＤＲ３（配列番号１１５）の核酸配列が、それぞれ表６の２８～３０行目
に示されている。
【０４１２】
　ＣＤＲを配列決定することにより、毒素結合体形成部位としての役割を果たし得る残基
の存在量を決定することが可能になった。抗原結合領域の不対の遊離のシステインは、ア
ウリスタチンとの結合体化のための部位であり得、リジンはメイタンシンが結合体形成す
るための部位であり得る。ＣＤＲのアミノ酸に毒素を結合体化させることにより、抗体の
ＧＣＣに対する結合親和性を変化させる懸念が生じる。したがって、実施形態において、
ＣＤＲは治療剤と結合体化させ得るアミノ酸を欠く。
【０４１３】
　表２．モノクローナル抗体の可変領域の配列番号の概要
【０４１４】
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　表３．モノクローナル抗体可変領域のアミノ酸配列
【０４１６】
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【０４１８】
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【０４１９】
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【表３－５】

　表４．モノクローナル抗体可変領域の核酸配列
【０４２１】
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【０４２３】
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【０４２４】
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　表５：ＣＤＲのアミノ酸配列
【０４３６】
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【０４４１】
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　表６．ＣＤＲの核酸配列
【０４４６】
【表６－１】

【０４４７】
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【表６－１０】

　ｍＡｂ　５Ｆ９およびＡｂｘ－２２９のそれぞれの重鎖および軽鎖の両方のコード配列
を含有する発現ベクターを上記の通り創製した。
【０４５６】
　本発明を以下の実施例によって例示するが、これはさらなる限定と解釈されるべきでは
ない。
【実施例】
【０４５７】
　（実施例１）
　抗ＧＣＣ抗体の生成および特徴づけ
　免疫およびスクリーニングするためのＧＣＣタンパク質の生成を以下の通り実施した。
ＧＣＣ抗原を、以下のＧＣＣ配列（シグナル配列および細胞外ドメイン）を含む配列をコ
ードするＧＣＣ遺伝子の部分を発現ベクターにサブクローニングすることによって調製し
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た。
【０４５８】
【化４９】

　発現ベクター（ｐＬＫＴＯＫ１０７）により、ＧＣＣ配列と融合するためのＣ末端Ｉｇ
Ｇ１Ｆｃ領域がもたらされた。このベクターは、ＩｇＧ１ヒンジ、ＣＨ２ドメインおよび
ＣＨ３ドメインを有するエクソンを含み、変異させてエクソン内のＣＨ１断片から不対の
システインを除去した。さらに、このＩｇＧ１Ｆｃ領域のリジン２３５およびグリシン２
３７をアラニンに変異させた。その構築物を、ＳＶ４０　Ｔ－抗原の遺伝子でトランスフ
ェクトしたヒト胎児由来腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞において、組換えによって、Ｃ末端ヒ
トＩｇＧ１　Ｆｃと融合した分泌型ＧＣＣ配列（配列番号２２８のアミノ酸残基２４～４
３０）として発現させた。ＴＯＫ１０７－ｈＩｇと称されるタンパク質（別の名称、ｈＧ
ＣＣ－ＥＣＤ／ｈＩｇＧ１　Ｆｃ、配列番号３１７）を、プロテインＡクロマトグラフィ
ーおよびサイズ排除クロマトグラフィーによって精製した。
【０４５９】
　上記の融合タンパク質を、Ｃ末端上のマウスＩｇＧ２ａ膜貫通領域の融合を可能にする
ｐＬＫＴＯＫ１１１などの発現ベクターにサブクローニングすることによってＧＣＣ抗原
も調製した。この構築物を、組換えによってＣＨＯ細胞において発現させると、ＧＣＣの
細胞外ドメインが細胞表面で検出される。ＧＣＣ－Ｉｇ融合タンパク質（配列番号３１８
）の細胞表面での高発現は、ｐＬＫＴＯＫ１１１ベクターを、マウスのＣＤ７９ａ（ＭＢ
－１）およびＣＤ７９ｂ（Ｂ２９）を含むｐＬＫＴＯＫ１２３と同時トランスフェクトす
る場合に実現される。このトランスフェクション（ＣＨＯ－ＧＣＣ＃２７）からのクロー
ン＃２７を免疫原として使用した。ＨＴ２９－ＧＣＣ＃２細胞も免疫原として使用した。
【０４６０】
　ハイブリドーマの上清および精製されたｍＡｂをＥＬＩＳＡによってスクリーニングす
るために、ＧＣＣ融合構築物をコードする核酸をｐＣＭＶ１発現ベクター（Ｓｉｇｍａ）
にクローニングした。精製タグ：ＦＬＡＧタグ（Ｎ末端における）およびＨｉｓタグ（Ｃ
末端における）を、同様にその構築物にクローニングした。上記融合タンパク質構築物を
２９３細胞にトランスフェクトし、発現させ、抗ＦＬＡＧ（登録商標）Ｍ２－アガロース
アフィニティーカラム（Ｓｉｇｍａ）を通して組換えタンパク質を精製した。
【０４６１】
　試薬および細胞系。ＨＥＫ２９３細胞、ＣＨＯ細胞、およびＴ８４ヒト結腸がん細胞を
ＡＴＣＣから得、ＡＴＣＣのプロトコールに従って維持した。
【０４６２】
　マウス：マウスハイブリドーマを生成するために、雌のＣ５７ＢＬ／６マウス、４～６
週齢をＴａｃｏｎｉｃ　Ｆａｒｍｓ、Ｉｎｃ．（Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＮＹ）から購入
した。ヒトハイブリドーマを生成するために、４～６週齢まで社内（ｉｎ－ｈｏｕｓｅ）
で飼育された、ヒトＩｇＧ２抗体を産生するＸｅｎｏｍｏｕｃｅ（複数）をＡｂｇｅｎｉ
ｘ、Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍｏｎｔ、ＣＡ）から得た。全ての動物を、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏ
ｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　Ｍｉｌ
ｌｅｎｎｉｕｍ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｉｎｃのガイドラインに従って取得
し、維持した。



(148) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

【０４６３】
　細胞系：機能アッセイのために使用した細胞系は、ＧＣＣをトランスフェクトした細胞
およびベクター対照のＨＥＫ２９３細胞またはＨＴ２９細胞の細胞対であった。ＨＴ２９
細胞を、ＥＦ－１αプロモーターまたは空ベクター（ｐＬＫＴＯＫ４）の制御下で、全長
ＧＣＣでトランスフェクトし、Ｇ４１８中で選択した。これらの細胞におけるＧＣＣは、
ＳＴペプチド（１～１８または５～１８）と接触させた場合にｃＧＭＰ応答を有すること
が確認された。ＨＥＫ２９３細胞を、ＣＭＶプロモーターまたは空ベクター（ｐＮ８ｍｙ
ｃＳＶ４０）の制御下で、全長ＧＣＣでトランスフェクトし、ブラスチシジン中で選択し
た。これらの細胞におけるＧＣＣはｍｙｃタグを有する。最も高いＧＣＣの発現について
選択されたクローンは、２９３－ＧＣＣ＃２、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃２およびＨＴ２９－Ｇ
ＣＣ＃５であった。ＨＴ２９－ＧＣＣ＃２も、抗ＧＣＣ抗体分子を生成するための免疫原
として使用した。追加的なＧＣＣ発現細胞はＣＴ２６細胞である。ＧＣＣを発現している
ＣＴ２６細胞系を開発するために、ｐＴＯＫ５８Ｄベクターを使用した。全長ＧＣＣを、
重鎖をクローニングするために通常使用される部位にクローニングし、ルシフェラーゼを
、軽鎖をクローニングするために通常使用される部位にクローニングした。ＣＴ２６細胞
にトランスフェクションした後、ＧＣＣおよびルシフェラーゼの両方の独立した発現を確
認した。ＧＣＣの表面発現を、５Ｆ９抗体を使用したフローサイトメトリーによって確認
した。クローン＃３２を、さらに試験するために選択した。
【０４６４】
　Ｔ８４結腸がん細胞系は、ＧＣＣを内因的に発現する。広範な細胞系パネルにおけるＧ
ＣＣのＴａｑｍａｎ分析により、Ｔ８４が、ＧＣＣのｍＲＮＡを発現する唯一の細胞系で
あることが明らかになった。Ｔ８４細胞の細胞ペレットのＧＣＣをＧＣＣ選択的なｍＡｂ
で染色することにより、顕著なＧＣＣタンパク質の発現が示された。
【０４６５】
　ＧＣＣ受容体レベルを放射標識したリガンド（ＳＴ毒素）で定量することにより、２９
３－ＧＣＣ＃２細胞が、Ｔ８４細胞よりも多くのＧＣＣを発現し、一方ＨＴ２９－ＧＣＣ
＃２またはＨＴ２９－ＧＣＣ＃５が細胞当たり最も少ないＧＣＣ分子を発現することが示
唆された。
細胞系　細胞全体の結合アッセイ（受容体／細胞）
ＨＴ２９－ＧＣＣ＃２／＃５　１００，０００
Ｔ８４の内因性ＧＣＣ　３００，０００
２９３－ＧＣＣ　６００，０００
　タンパク質を免疫することによるマウスｍＡｂの生成：ヒトＧＣＣの細胞外ドメイン／
ヒトＩｇ融合タンパク質（ＴＯＫ１０７－ｈＩｇ、５０μｇ）を、ダルベッコリン酸塩緩
衝食塩水（ＰＢＳ；ＧＩＢＣＯ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）に懸濁させ、等体積
のフロイント完全アジュバント（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ、ＭＯ）を用いて乳化した。Ｃ５７ＢＬ／６マウスを、エマルションを皮下部位３か
所および腹腔内（ｉ．ｐ．）部位１か所に注射することによって免疫した。最初の免疫の
２週間後、上記マウスに、フロイント不完全アジュバント中２５μｇのＴＯＫ１０７－ｈ
Ｉｇを用いてｉ．ｐ．追加免疫を与えた。１週間後、少量の血液を尾静脈から採取し、Ｔ
ＯＫ１０７－Ｉｇに対する血清の結合活性をＥＬＩＳＡによって滴定した。マウスを、そ
れらの力価が、ＥＬＩＳＡで１：２４，３００を超えた場合、またはＦＡＣＳで１：５０
０を超えた場合に、融合のために選択した。選択されたマウスを、ＰＢＳ中２５μｇのＴ
ＯＫ１０７－ｈＩｇを注射することによって追加免疫した。４日後、Ｐ３細胞と融合させ
るために、１匹のマウスを安楽死させ、そして脾臓細胞懸濁物を調製し、ＰＢＳで洗浄し
た。１か月後、Ｐ３細胞と融合させるために、別のマウスからの脾臓細胞を調製した。Ｇ
ＣＣに特異的に結合する抗体の産生についてその融合細胞を試験したが、それは、ＴＯＫ
１０７－ｈＩｇへの結合について、非ＧＣＣ抗原への結合またはＩｇＧのＦｃ領域への結
合と比較して、ＥＬＩＳＡによって試験する、ならびに、Ｔ８４細胞への結合またはＣａ
ｃｏ－２細胞への結合またはＨＴ－２９クローン＃２細胞への結合について、ベクター対
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照への結合と比較して、およびＧＣＣを発現していないＭＣＦ－７細胞への結合と比較し
て、ＦＡＣＳによって試験するというものであった。アイソタイプを、ＩＳＯＳＴＲＩＰ
（登録商標）マウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃｓ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して決定した。これらの免
疫スキームおよびハイブリドーマ融合により、マウス抗ＧＣＣ抗体分子である１Ｄ３、８
Ｅ１２、３Ｇ１および１０Ｂ８が産生された。
【０４６６】
　ヒトｍＡｂの生成。ヒトモノクローナル抗体を作製するために、遺伝子操作されたマウ
スであるＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（Ａｂｇｅｎｉｘ、Ｆｒｅｍｏｎｔ、ＣＡ）（８～１０週齢
）を免疫した。Ｍｅｎｄｅｚら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５巻：１４６～１
５６頁（１９９７年）、ＧｒｅｅｎおよびＪａｋｏｂｏｖｉｔｓ　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．
１８８巻：４８３～４９５頁（１９９８年）を参照されたい。いくつかの免疫スキームを
使用した。１つのスキームでは、ヒトＧＣ－Ｃ細胞外ドメイン／ヒトＩｇ融合タンパク質
（ＴＯＫ１０７－ｈＩｇ）１００マイクログラムを、ダルベッコリン酸塩緩衝食塩水（Ｐ
ＢＳ；ＧＩＢＣＯ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）に懸濁させ、等体積のフロイント
完全アジュバント（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）
を用いて乳化した。ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）を、尾の基部の皮下部位３か所、および
腹腔内（ｉ．ｐ．）部位１か所にエマルションを注射することによって免疫した。最初の
免疫の１４日後、マウスに、フロイント不完全アジュバント中５０μｇのＴＯＫ１０７－
ｈＩｇを用いて追加免疫を与えた。血清試験により不十分な力価が示されたので、数週間
休止した後、５０μｇのヒトＴＯＫ１０７－ｈＩｇの第２の追加免疫を与えた。２週間後
、少量の血液を尾静脈から採取し、ＴＯＫ１０７－Ｉｇに対する血清の活性をＥＬＩＳＡ
によって、およびＨＴ２９－ＧＣＣ＃２細胞に対する血清の活性をＦＡＣＳによって滴定
した。マウスを、それらの力価が、ＥＬＩＳＡで１：２４，３００を超えた場合、または
ＦＡＣＳで１：５００を超えた場合に、融合のために選択した。その追加免疫のほぼ３か
月後に、マウスを、フロイント不完全アジュバント中１０７個のＨＴ－２９＃２細胞を用
いて追加免疫し、次の日にフロイント不完全アジュバント中５０μｇのＴＯＫ１０７－ｈ
Ｉｇを用いて追加免疫した。このスキームを用いて免疫したマウスは、ヒト抗ＧＣＣ抗体
分子である５Ｆ９および１Ｄ２を産生した。このスキームを用いて免疫したマウスは、ヒ
ト抗ＧＣＣ抗体分子である５Ｆ９および１Ｄ２を産生した。４日後、融合のために、上記
マウスを安楽死させ、そして脾臓細胞懸濁物を調製し、ＰＢＳで洗浄した。ＧＣＣに特異
的に結合する抗体の産生についてその融合細胞を試験したが、それは、ＴＯＫ１０７－ｈ
Ｉｇへの結合について、非ＧＣＣ抗原への結合またはＩｇＧのＦｃ領域への結合と比較し
て、ＥＬＩＳＡによって試験する、ならびに、Ｔ８４細胞への結合またはＨＴ－２９クロ
ーン＃２細胞への結合について、ベクター対照への結合と比較して、およびＧＣＣを発現
していないＭＣＦ－７細胞への結合と比較して、ＦＡＣＳによって試験するというもので
あった。アイソタイプを、ＥＬＩＳＡを使用して、またはＦＡＣＳによってＩｇＧ特異的
二次抗体またはＩｇＭ特異的二次抗体を使用して決定した。このスキームを用いて免疫し
たマウスは、ヒト抗ＧＣＣ抗体分子である５Ｆ９および１Ｄ２を産生した。
【０４６７】
　別のスキームでは、ｐｋＴＯＫ１１１ベクターを含み、その表面にＧＣＣの細胞外ドメ
インを発現しているＣＨＯ－ＧＣＣ＃２７細胞（５×１０６）を、ＢＩＰ（尾の基部＋腹
腔内）免疫の間に、２週間で２回免疫原として使用した。血液をサンプリングした後、Ｔ
ＯＫ１０７－ｈＩｇに対する抗ＧＣＣ反応性をＥＬＩＳＡによって同定するために、マウ
スを、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃２細胞を用いて追加免疫した（前の追加免疫以後３週間、また
は２か月超のいずれか）。最後の追加免疫の４日後に、細胞融合のために、それぞれの脾
臓を回収した。ＧＣＣに特異的に結合する抗体の産生についてその融合細胞を試験したが
、それは、ＴＯＫ１０７－ｈＩｇへの結合について、非ＧＣＣ抗原への結合またはＩｇＧ
のＦｃ領域への結合と比較して、ＥＬＩＳＡによって試験する、ならびに、ＨＴ－２９ク
ローン＃２細胞への結合について、ベクター対照への結合、Ｔ８４細胞への結合、または
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ＧＣＣを発現していないＭＣＦ－７細胞への結合と比較して、ＦＡＣＳによって試験する
というものであった。アイソタイプを、ＥＬＩＳＡを使用して決定した。これらの免疫ス
キームおよびハイブリドーマ融合により、ヒト抗ＧＣＣ抗体分子である５Ｈ３、６Ｈ８、
８Ｃ２、１０Ｃ１０、１０Ｄ３および１Ｃ９が産生した。
【０４６８】
　ヒトｍＡｂを産生するハイブリドーマ：脾臓細胞を計数し、重鎖免疫グロブリン鎖また
は軽鎖免疫グロブリン鎖のいずれかを分泌することができないＳＰ２／０骨髄腫細胞（Ａ
ＴＣＣ番号ＣＲＬ８－００６、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）と、脾臓：骨髄腫の比率２：
１で混合した。細胞を、１２個の９６ウェル組織培養プレート中のＨＡＴ選択培地中で、
標準の手順に従ってポリエチレングリコール１４５０（ＡＴＣＣ）と融合した。融合の１
０～２１日後、ハイブリドーマのコロニーが確認できるようになったので、培養物の上清
を回収し、次いでＥＬＩＳＡおよびＦＡＣＳによってスクリーニングした。
【０４６９】
　ＳＬＡＭ技術に基づく抗体生成：モノクローナル抗体もＡｂｇｅｎｉｘのＳＬＡＭ技術
（Ｂａｂｃｏｏｋら、ＰＮＡＳ　９３巻：７８４３～７８４８頁（１９９６年））によっ
て単離した。この方法の最初のステップは、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥマウスを免疫することで
あり、それは上記マウスを以下に記載されるスキームの中からのスキームによってＧＣＣ
抗原で免疫するというものであった。次に、ＳＬＡＭ（選択リンパ球抗体法）ステップは
、まず、リンパ細胞の大集団のうちで、所望の特異性または機能を有する抗体を産生して
いる単一のリンパ球を同定するステップと、次いで、そのリンパ球から、その抗体の特異
性をコードする遺伝情報を救出するステップとを含む。そのようなリンパ球（最初にＩｇ
Ｇ２抗体またはＩｇＧ４抗体を産生する）の可変領域を増幅し、ＩｇＧ１アイソタイプを
担持するベクターに移入する。
【０４７０】
　ＳＬＡＭ抗体（例えば、Ａｂｘ－２２９、Ａｂｘ－０１２、Ａｂｘ－２２１、Ａｂｘ－
０２０、Ａｂｘ－３３８、Ａｂｘ－１０６、Ａｂｘ－１９８またはＡｂｘ－３９３）に対
する免疫スキームは、キーホールリンペットヘモシアニンと結合体化させたＴＯＫ－ｈＩ
ｇまたはＴＯＫ－ｈＩｇを使用することを含んだ。免疫は、足蹠または尾の基部と腹腔内
の組み合わせのいずれかを介した。免疫原１０μｇの最初の免疫は、ＴＩＴＥＲＭＡＸ（
登録商標）ｇｏｌｄアジュバントまたはフロイント完全アジュバントのいずれかを含んだ
。免疫原５μｇの追加免疫を、Ａｌｕｍ、ＴＩＴＥＲＭＡＸ（登録商標）ｇｏｌｄアジュ
バントまたはフロイント不完全アジュバントのいずれかを使用して６～８回実施した。Ｔ
ＩＴＥＲＭＡＸ　ｇｏｌｄが最初のアジュバントであった場合、ミョウバン（ａｌｕｍ）
が追加免疫アジュバントであり、追加免疫は３～４日間隔で実施した。最初の免疫および
追加免疫に、フロイント完全アジュバント、次いでフロイント不完全アジュバントを使用
した場合、追加免疫は約２週間おきの間隔で実施した。４回目～６回目の追加免疫の際の
力価の血清検査の後に、時にはさらに追加免疫した。４日後に回収する前の最終の追加免
疫には、ＰＢＳ中免疫原を使用した。
【０４７１】
　ＥＬＩＳＡによるｍＡｂの分析。高タンパク質結合性９６ウェルＥＩＡプレート（Ｃｏ
ｓｔａｒ／Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｉｎｃ．Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＮＹ）を、１ウェル当たり５０μ
ｌのＴＯＫ１０７－ｈＩｇの２μｇ／ｍｌ溶液（１ウェル当たり０．１μｇ）でコーティ
ングし、４℃で一晩インキュベートした。過剰な溶液を吸引し、そのプレートをＰＢＳ／
０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０で洗浄し（３回）、次いで、非特異的な結合を阻害するため
に、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、フラクションＶ、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏ．、ＭＯ）を用いて室温（ＲＴ）で１時間ブロッキングした。ＢＳＡ溶液を除去し
、各融合物プレートのウェルからのハイブリドーマの上清１ウェル当たり５０μｌを加え
た。次いで、プレートを３７℃で４５分間インキュベートし、ＰＢＳ／０．０５％Ｔｗｅ
ｅｎ－２０で３回洗浄した。１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中１：４０００に希釈した西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合体化ヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｆ（ａｂ）２（Ｈ＆Ｌ）または
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１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中１：４０００に希釈した抗ヒトＩｇＧ　Ｆ（ａｂ）２（Ｈ＆Ｌ）（
Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｗｅｓｔ　
Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ）を各ウェルに加え、次いでプレートを３７℃で４５分間インキュベー
トした。洗浄した後、１ウェル当たり５０μｌのＡＢＴＳ溶液（Ｚｙｍｅｄ、Ｓｏｕｔｈ
　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）を加えた。陽性ウェルの４０５ｎｍにおける緑色
の強度を、Ｖｍａｘマイクロタイタープレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉ
ｃｅｓ　Ｃｏｒｐ．、Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）において評価した。次いで、陽性反応
を示した全てのハイブリドーマウェルを２４ウェルの培養に拡大し、限界希釈法によって
サブクローニングし、ＥＬＩＳＡおよびＦＡＣＳによって分析した。最も良好に産生する
サブクローン３つをさらに拡大した。
【０４７２】
　フローサイトメトリーによるｍＡｂの分析。ＥＬＩＳＡスクリーニングと並行して、融
合物プレートの上清全てに対してフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）スクリーニングを行
った。ＨＴ－２９クローン＃２またはトランスフェクトしていないＨＴ－２９細胞を、Ｔ
２２５フラスコ（Ｃｏｓｔａｒ／Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｉｎｃ．、Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＮＹ）中
の、１０％ウシ胎仔血清（ＧＩＢＣＯ）を補充したＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ）中で成長させ
た。細胞を、Ｖｅｒｓｅｎｅ（ＧＩＢＣＯ）を使用してフラスコ表面から引き離し、採取
し、ＤＭＥＭで２回、次いで１％ＢＳＡ／ＰＢＳ溶液で１回洗浄した。上記細胞を１％Ｂ
ＳＡ／ＰＢＳに再懸濁させ、２×１０６個の細胞をＶ底９６ウェルプレート（Ｃｏｓｔａ
ｒ）の各ウェルに加え、２５００ＲＰＭで５分間、遠心分離した（洗浄）。洗浄溶液を廃
棄し、各融合物プレートウェルの洗浄物からの上清１ウェル当たり５０μｌを加えた。プ
レートシーラー（Ｌｉｎｂｒｏ／ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ、ＬＬＣ、Ｓｏｌｏｎ、
ＯＨ）を適用し、次いでプレートを穏やかにボルテックスして再懸濁させ、細胞と上清を
混合し、４℃（氷上）で３０分間インキュベートした。次いでプレートを冷１％ＢＳＡ／
ＰＢＳで洗浄し（３回）、１：５０希釈した、ＦＩＴＣ結合体化ロバ抗マウスＩｇＧ　Ｆ
（Ａｂ）２（Ｈ＆Ｌ）またはＦＩＴＣ結合体化ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆ（Ａｂ）２（Ｈ＆Ｌ
）（Ｊａｃｋｓｏｎ）を１ウェル当たり５０μｌを、４℃で（暗所中、氷上で）３０分間
各ウェルに加えた。プレートを再度、冷１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中で３回洗浄し、冷１％パラ
ホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）／ＰＢＳに固定した。細胞をクラスターチューブ（Ｃｏ
ｓｔａｒ）に移し、ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｅｎｓｏｎ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）で分析した。次いで、正のシフトを示したい
ずれのハイブリドーマウェルも２４ウェルの培養に拡大し、限界希釈法によってサブクロ
ーニングした。
【０４７３】
　内部移行アッセイ。抗ＧＣＣ抗体分子の内部移行を、ＧＣＣ発現細胞およびベクター対
照細胞の両方において、免疫蛍光顕微鏡検査を使用して試験した。細胞をカバーガラス上
で成長させ、１０分間氷上に置いた後、冷培地中１０μｇ／ｍｌの抗体と共に、氷上で２
０分間インキュベートした。内部移行については、抗体含有培地を新鮮な培地と交換し、
上記細胞を２～３時間にわたって３７℃にシフトさせるか、または氷上で維持した。ＰＢ
Ｓ中ですすぎ、室温で４％パラホルムアルデヒドに短時間固定した後、細胞を０／５％の
ＴＲＩＴＯＮ　Ｘ－１００中で１５分間透過処理した。試験抗体の局在性を、蛍光標識抗
ＩｇＧ抗体を使用して、レーザー走査型共焦点顕微鏡検査によって決定した。細胞を氷上
においた場合、抗体分子はＧＣＣ発現細胞の細胞表面に局在した。３７℃でインキュベー
ションすると、５Ｆ９は、内部移行を示す、細胞膜内の強調染色を示した。ベクター細胞
では内部移行は検出されなかった。
【０４７４】
　抗ＧＣＣ抗体分子の性質の概要。本明細書で生成する抗体の大部分を、一群の上記のア
ッセイにおいて試験した。表７に、それぞれのｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける性質が要約され
ている。（Ｔ８４＝ヒト結腸腫瘍細胞、ＭＣＦ７＝ヒト乳房腫瘍細胞、ＷＢ＝ウェスタン
ブロット、ＩＰ＝免疫沈降、ＩＨＣ＝免疫組織化学検査；内部移行では、ＭＣＦ－７細胞
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と比較してＴ８４細胞が使用される）
　表７．抗ＧＣＣ抗体分子の性質
【０４７５】
【表７－１】

【０４７６】
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【表７－２】

　さらに、一部の抗体を、ＧＣＣ発現細胞においてＳＴペプチド誘導性のカルシウムイオ
ンフラックスを阻害するそれらの能力について試験した。ＨＴ２９－ＧＣＣ＃１８細胞に
おいて、５０ｎＭのＳＴの存在下、抗ＧＣＣ抗体分子の存在下または非存在下でｃＧＭＰ
アッセイを実施した。５Ｆ９によるカルシウムイオンフラックスが用量依存的に阻害され
た。他の抗体、５Ｈ３およびＡｂｘ－３３８も、ＳＴによって誘導されるカルシウムイオ
ンフラックスを阻害した。
【０４７７】
　抗ＧＣＣ抗体分子の相対的な親和性の推定値。一部の抗ＧＣＣ抗体分子の相対的親和性
（ＥＣ５０；最大半量の結合のための抗体濃度）を、ＴＯＫ１０７－ｈＩｇに対するＥＬ
ＩＳＡ測定値から、および、ＧＣＣ発現細胞を用いたＦＡＣＳ測定値によって推定した。
以下の表に一部の結果が示されている。
【０４７８】
　表８．抗ＧＣＣ抗体分子のＥＣ５０
【０４７９】

【表８】

　抗ＧＣＣ抗体分子の親和性の測定。ＢＩＡＣＯＲＥ（商標）Ｔ１００システム（ＧＥ　
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）を使用して、２２℃における抗Ｇ
ＣＣ　５Ｆ９抗体の親和性を測定した。
【０４８０】
　ステップ１：ＭＡｂ　５Ｆ９（Ｐｒｅｐ　Ａ）を、ｐＨ４．０の１０ｍＭ　酢酸ナトリ
ウム中で２０μｇ／ｍＬに希釈し、参照５Ｆ９　ＭＡｂ（Ｐｒｅｐ　Ｂ）をｐＨ４．０の
１０ｍＭ　酢酸ナトリウム中で１０μｇ／ｍｌに希釈した。各ｍＡｂを、数個のＣＭ４　
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ＢＩＡＣＯＲＥチップに、標準アミンカップリングを使用して共有結合的に固定化した。
調製した各ＣＭ４チップについて、Ｐｒｅｐ　Ａ　５Ｆ９を２つのフローセルにわたって
約７５～１００ＲＵで固定し、一方、Ｐｒｅｐ　Ｂ　５Ｆ９は１つのフローセルに約７０
～８０ＲＵで固定化した。各ＣＭ４チップの残りの第４のフローセルを参照フローセルと
して使用した。
【０４８１】
　ステップ２：ＧＣＣ－ＥＣＤ－Ｆｃ（ＴＯＫ１０７－ｈＩｇ）のストック濃度を、Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、４巻：２４１１頁（１９９５年）中でＰａｃｅら、および
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、３．１
．１～３．１．９（２００３年）中でＰａｃｅおよびＧｒｉｍｓｌｅｙによって詳説され
ている方法を使用して決定した。
【０４８２】
　ステップ３：ステップ１に記載の調製したＣＭ４チップのそれぞれについて、ＧＣＣ－
ＥＣＤ－Ｆｃを２分間にわたって２０２ｎＭ～１．６ｎＭの濃度範囲（２×段階希釈）で
注入し、その後、７分間解離させた。試料を、ダブルリファレンスのために、いくつかの
緩衝液注入サイクルを分散させて用いて３連で無作為に注入した。より顕著な解離速度（
ｏｆｆ－ｒａｔｅ）の減衰データを得るために、３回の追加的な１０１ｎＭのＧＣＣ－Ｅ
ＣＤ－Ｆｃの注入および３回の追加的な緩衝液の注入を、２分間の注入および４時間の解
離時間を用いて実施した。全ての実験に対して１００μＬ／分の流速を使用し、全ての表
面を、１０ｍＭのグリシン－ＨＣｌ（ｐＨ２．０）の２０秒のパルスで再生させた。全て
の試料を、１００μｇ／ｍＬのＢＳＡを添加したＨｅｐｅｓ緩衝食塩水、０．００５％の
ポリソルベート２０、ｐＨ７．４（ＨＢＳ－Ｐ）であるランニングバッファー中で調製し
た。
【０４８３】
　ステップ４：全てのセンサーグラム（時間に対する表面プラズモン共鳴のプロット）デ
ータを、Ｓｃｒｕｂｂｅｒ２．０ソフトウェア（ＢｉｏＬｏｇｉｃ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、
Ｃａｍｐｂｅｌｌ、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を用いて加工し、マストランスポート係数ｋｍ

についての項を含めた１：１相互作用モデルに、ＣＬＡＭＰ（商標）ソフトウェア（Ｍｙ
ｓｚｋａおよびＭｏｒｔｏｎ　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｈｅｍ．Ｓｃｉ．２３巻：１４９～
１５０頁（１９９８年））を使用してグローバルフィットを行なった。
【０４８４】
　ｍＡｂ固定化のレベルが低く保たれ、したがって各表面についてセンサーグラムデータ
の全体的な解析に起因するＲｍａｘが少なくとも１２ＲＵを下回る限りは、１：１モデル
によってデータに対する非常に良好なフィッティングがもたらされた。ほとんどの場合、
２つのＰｒｅｐ　Ａ　５Ｆ９表面のうちの１つが、信頼できるカイネティクス測定のため
には低すぎるＲｍａｘ（２ＲＵ未満）を有した。しかし、できる限り、同じＣＭ４チップ
由来のＰｒｅｐ　Ａ　５Ｆ９に結合しているＧＣＣ－ＥＣＤ－Ｆｃの２つのフローセルか
らのデータを同時にフィッティングした。高いＲｍａｘ（＞１２ＲＵ）をもたらすｍＡｂ
表面が調製された場合、センサーグラムは複合体カイネティクス（ｃｏｍｐｌｅｘｃ　ｋ
ｉｎｅｔｉｃｓ）を明確に示し、したがって１：１モデルはデータに十分にフィットしな
い。ＧＣＣ－ＥＣＤ－Ｆｃが二価の構築物であり、固定化したｍＡｂの表面密度が高いと
ＧＣＣ－ＥＣＤ－Ｆｃが表面に非常に強く結合する確率が最も増加する可能性があるとい
う事実から、これは驚くべきことではない。この試験について報告された反復試験は、１
：１相互作用モデルに良好にフィッティングするデータのみを含む。Ｐｒｅｐ　Ａ　５Ｆ
９およびＰｒｅｐ　Ｂ参照ｍＡｂについての全ての反復試験から得られたＫＤおよび速度
定数が、それぞれ表９および表１０に列挙されている。
【０４８５】
　表９：固定化したＰｒｅｐ　Ａ　５Ｆ９モノクローナル抗体へのＧＣＣ－Ｆｃの結合
【０４８６】
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【表９】

　表１０：固定化したＰｒｅｐ　Ｂ　５Ｆ９モノクローナル抗体へのＧＣＣ－Ｆｃの結合
【０４８７】
【表１０】

　抗体への毒素の結合体形成
　メイタンシン。マウス抗ヒト（ＭＡＨ）－ＩｇＧ－ＤＭ１および抗ＧＣＣ－ＤＭ１を、
米国特許第６，４４１，１６３号に記載のメイタンシノイドの細胞傷害性結合体を産生す
るための１ステッププロセスに従って生成した。
【０４８８】
　簡単に述べると、公開された手順を使用してメイタンシノイドを抗体と結合体化させた
。ＤＭ１を、ＳＭＣＣヘテロ二官能性架橋剤（スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミド
メチル）シクロヘキサン－１－カルボキシラートを使用して抗体と結合体化させた；Ｃｈ
ａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２巻：１２７～１３１頁（１９９２年）
。ＤＭ４を、ＳＰＤＢヘテロ二官能性架橋剤を使用して抗体と結合体化させた（Ｗｉｄｄ
ｉｓｏｎら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４９巻：４３９２～４４０８頁（２００６年））。
結合体化させた抗体を、未反応の反応副生成物から、ＳＥＰＨＡＤＥＸ（商標）Ｇ－２５
カラムを使用したゲル濾過クロマトグラフィーによって分離する。
【０４８９】
　アウリスタチン。アウリスタチンでの結合体形成は、公開された手順を使用して実施す
ることができる（例えば、Ｄｏｒｏｎｉｎａら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．、２１



(156) JP 2013-507968 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

巻：７７８～７８４頁（２００３年））。一般に、アウリスタチンは、抗体鎖のシステイ
ンに連結する。システインへの連結は、まず抗体分子内のジスルフィド結合を還元するこ
とによって実現される。還元プロセスを調節することにより、全部である必要はないが、
一部の鎖間のジスルフィド結合に還元を限定しようとする。したがって、アウリスタチン
は、遊離のシステインに結合することができる。結合体形成反応をクエンチした後に、反
応副生成物を除去し、緩衝液を交換して所望の処方物にする。
【０４９０】
　簡単に述べると、７．６ｍｇ／ｍＬの抗ＧＣＣ抗体分子を３７℃で予め平衡化し、次い
で１５％体積の５００ｍＭ　ホウ酸ナトリウム、ｐＨ８．０を加えてｐＨを７．５～８．
０に上昇させる。溶液は、１ｍＭのＤＴＰＡも含有する。抗体を、抗ＧＣＣ抗体分子１モ
ル当たり２．６当量のトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）を加える
ことによって部分的に還元し、３７℃で攪拌する。２８分後、還元された抗ＧＣＣ抗体分
子の溶液を氷上に置き、次いで直ちに４．８～４．９モル当量（抗ＧＣＣ抗体分子に対し
て）の、ＤＭＳＯ中２０．５ｍＭ溶液としての薬物リンカー（例えば、ｍｃ－ｖｃ－ＭＭ
ＡＦまたはｍｃ－ｖｃ－ＭＭＡＥまたはｍｃ－ＭＭＡＦ）で処理する。追加的なＤＭＳＯ
を導入して、混合物を体積で１０％ＤＭＳＯにする。反応混合物を約９０分間氷上で撹拌
した後、５倍モル過剰のＮ－アセチルシステイン（ｍｃ－ｖｃ－ＭＭＡＦに対して）で処
理する。その結合体をタンジェンシャルフロー濾過によって単離し、まず約１０ｍｇ／ｍ
Ｌに濃縮し、次いで約１０ダイアフィルトレーション容積（ｄｉａｖｏｌｕｍｅ）のＰＢ
Ｓを用いてダイアフィルトレーションした。得られた抗体薬物結合体は、抗体当たり約４
つの薬物－リンカー単位の平均薬物の負荷量を有した。便宜上、以下の実施例および添付
の図面では、アウリスタチン免疫結合体は、薬物の負荷量に関係なく以下の省略形式で言
及される：「Ａｂ－ｖｃ－ＭＭＡＦ」は、ｍｃ－ｖｃ－ＭＭＡＦと結合体化させた抗ＧＣ
Ｃ抗体分子を指し；「Ａｂ－ｖｃ－ＭＭＡＥ」は、ｍｃ－ｖｃ－ＭＭＡＥと結合体化させ
た抗ＧＣＣ抗体分子を指し；「Ａｂ－ｍｃ－ＭＭＡＦ」は、ｍｃ－ＭＭＡＦと結合体化さ
せた抗ＧＣＣ抗体分子を指す。特異的な抗ＧＣＣ抗体分子を含む免疫結合体は同じ形式で
言及される：例えば、５Ｆ９－ｖｃ－ＭＭＡＦ、５Ｆ９－ｖｃ－ＭＭＡＥ、および５Ｆ９
－ｍｃ－ＭＭＡＦ。
【０４９１】
　抗体当たり約２つの薬物－リンカー単位の平均薬物負荷を有する抗体薬物結合体を調製
するために、プロトコール（上記）を、ＴＣＥＰの量を５０％減らすことによって改変す
る。薬物リンカーの量も５０％減らす。対応する抗体薬物結合体をＡｂ－ｖｃ－ＭＭＡＦ
（２）と略す。
【０４９２】
　５Ｆ９　ｖｃＭＭＡＥの調製
　上記の一般的な方法と同様の方法を使用して、５Ｆ９　ｍＡｂをＭＭＡＥ（式（ＸＩＩ
Ｉ））と称されるアウリスタチン誘導体と、本明細書に記載のｖｃ（Ｖａｌ－Ｃｉｔ）リ
ンカーを使用して結合体化させ、５Ｆ９　ｖｃＭＭＡＥと称される免疫結合体を創製した
。ｖｃリンカーのＭＭＡＥ（Ｓｅａｔｔｌｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、Ｉｎｃ．、Ｂｏｔｈｅ
ｌｌ、ＷＡ）への結合体形成を以前に記載されている通り完了した（例えば、ＵＳ２００
６／００７４００８を参照されたい）。
【０４９３】
　簡単に述べると、ｐＨ５．８の１００ｍＭの酢酸塩中の１７．８ｍｇ／ｍＬの５Ｆ９　
ｍＡｂ溶液を、０．３Ｍのリン酸二ナトリウムを用いてｐＨ８に調整し、最終のｍＡｂ濃
度１１．３ｍｇ／ｍｌを得た。次いで、最終濃度を１ｍＭにするために反応混合物にＤＴ
ＰＡを加えた。次いでｍＡｂを、２．２８モル当量のＴＣＥＰ（ｍＡｂのモルに対して）
を加えることによって部分的に還元し、次いで３７℃で１．５時間撹拌した。次いで、部
分的に還元されたｍＡｂ溶液を４℃まで冷却し、４．４モル当量のｖｃＭＭＡＥ（抗体の
モルに対して）をＤＭＳＯ中２０．３ｍＭ溶液として加えた。混合物を２２℃で３０分間
攪拌し、次いで５モル当量のＮ－アセチルシステイン（ｖｃＭＭＡＥのモルに対して）を
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加えた後さらに１５分間撹拌した。過剰なクエンチされたｖｃＭＭＡＥおよびその他の反
応構成成分を、１０ダイアフィルトレーション容積のＰＢＳ、ｐＨ７．４を用いる免疫結
合体の限外濾過／ダイアフィルタレーションによって除去した。生じた免疫結合体を５Ｆ
９　ｖｃＭＭＡＥと名付け、それは次式を有する：
【０４９４】
【化５０】

式中、Ａｂは５Ｆ９　ｍＡｂであり、ｍは１～８である。平均薬物の負荷量（ｍ）は約３
．６であった。
【０４９５】
　細胞傷害性アッセイ。各抗体の、標的発現細胞に結合し、内部移行し、それを死滅させ
る能力を測定するために、細胞傷害性アッセイを実施した。このアッセイでは、細胞を、
さまざまな濃度の結合体化させていない一次抗ＧＣＣ抗体および固定された無毒性濃度の
ＤＭ１と結合体化させた抗ヒトＦｃ二次抗体と一緒に（間接的細胞傷害性）、またはさま
ざまな濃度の毒素と結合体化させた抗ＧＣＣ　ｍＡｂと一緒に（直接的細胞傷害性）イン
キュベートした。インキュベーションの４日後に細胞の生存率をＷＳＴアッセイによって
測定した。ヒト抗ＧＣＣ抗体の、２９３－ＧＣＣ＃２細胞に対する相対的な効力が表８に
示されており、これは、ＤＭ１と結合体化させたマウス抗ヒトＩｇＧ　ｍＡｂを使用して
決定した（ＭＡＨ－ＩｇＧをクローンＨＰ６０７（ＣＲＬ１７５３、ＡＴＣＣから精製し
た）。５Ｆ９および２２９が最も強力な抗ＧＣＣ　ｍＡｂであり、そのＬＤ５０は２６ｐ
Ｍおよび７８ｐＭである。本明細書では示されていないが、誤差は、反復数の範囲で測定
したところ一般にこれらの平均の２０％以内である、または標準偏差は２反復数超である
。
【０４９６】
　表１１．２９３－ＧＣＣ＃２細胞に対する抗ＧＣＣ抗体の細胞傷害性アッセイの結果
【０４９７】
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【表１１】

　細胞表面の結合。結合体化させていない５Ｆ９またはアウリスタチンと結合体化させた
５Ｆ９の結合を、フローサイトメトリーを使用した間接免疫蛍光法アッセイによって評価
した。１ウェル当たり細胞１×１０６個を、Ｖ底９６ウェルプレートに播種し、１～０．
００１μｇ／ｍｌの抗体の段階希釈物を用いて氷上で１時間インキュベートした。細胞を
氷冷のＰＢＳ中３％ＦＢＳで２回洗浄し、１：２００マウス抗ヒトＰＥ　ＩｇＧ（Ｓｏｕ
ｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ２０４３－０９）と一緒に氷上で１時間インキュベートした
。細胞を再度洗浄し、ＢＤ　ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩフローサイトメーターにおいて
フローサイトメトリーによって分析した。データを、ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩシステ
ムソフトウェアを使用して解析し、平均蛍光強度を決定した。
【０４９８】
　エピトープマッピング。エピトープを同定するために複数の戦略を開始した。ペプチド
アレイ。１５アミノ酸のオーバーラップを有する２０－マー（ｍｅｒ）のペプチドを生成
し、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）をＧＣＣの膜貫通ドメイン（アミノ酸１～４４０）中に包
含した。ペプチドを合成し、アレイとして提供し、ガラススライド上に固定化した。直鎖
状ペプチドが結合するために十分であるかを決定するために、アレイを抗ＧＣＣ抗体のそ
れぞれとハイブリダイズさせた。Ａｂｘ－１９８はペプチド５５および５６に結合したが
、３Ｇ１抗体、８Ｆ１抗体および１０Ｂ８抗体は、ペプチド５５、５６および５７に結合
した。これらのペプチドは配列
【０４９９】
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【化５１】

にまたがっている。ペプチド間のオーバーラップ領域は
【０５００】
【化５２】

である。Ａｂｘ－０１２、Ａｂｘ－３３８およびＡｂｘ－１０６は、ペプチド７１および
７２に結合した。配列
【０５０１】
【化５３】

、および配列
【０５０２】
【化５４】

は２つのペプチドにオーバーラップしている。
【０５０３】
　ＧＣＣ切断変異体への細胞表面の結合。ＧＣＣ　ＥＣＤの切断変異体を、およそ５０ア
ミノ酸の欠失増大を表すＦＬＡＧタグをつけた構築物（ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－３）として
生成した（ＦＬ成熟ペプチドおよび８つの切断物（Δ１～３２、Δ１～４９、Δ１～９４
、Δ１～１２８、Δ１～１７７、Δ１～２２６、Δ１～２７９、Δ１～２２９およびΔ１
～３７９）。構築物を２９３細胞において発現させ、その後、抗ＧＣＣ抗体分子によって
免疫沈降させ、ＧＣＣ　ＥＣＤ変異体でトランスフェクトした２９３細胞の溶解物中のＦ
ＬＡＧエピトープについてウェスタンブロットを行った。抗体５Ｆ９はΔ１～３２変異を
有する細胞に結合するが、Δ１～４９変異を有する細胞には結合しない。５Ｆ９のＧＣＣ
への結合は、そのタンパク質がアミノ酸３３～５０の間で切断されている場合に失われ、
これは、この領域が５Ｆ９による、ＧＣＣ上のその結合性エピトープの認識に関与するこ
とを示唆している。しかし、ラットおよびマウスのＧＣＣ配列は、この領域においてヒト
ＧＣＣと同一であり、５Ｆ９はマウスまたはラットのＧＣＣに結合しないので、５Ｆ９抗
体は、ヒトＧＣＣのアミノ酸３３～５０が存在することによって形成される高次構造エピ
トープに結合する可能性がある。
【０５０４】
　（実施例２）
　毒素リンカーの選択／ＡＤＣの特徴づけ
　抗体薬物結合体（ＡＤＣ）戦略では、非常に強力な毒素を抗体と結合体化させること、
毒素の細胞傷害性は、標的特異的に腫瘍を対象とすることができ、正常組織の抗原陰性細
胞に影響を及ぼすことなく、抗原を発現している腫瘍細胞に毒素が送達され、したがって
全身性の毒性を低下させることができる。アウリスタチン（ドラスタチン１０の類似体）
およびメイタンシンクラスの毒素を、抗ＧＣＣ　ｍＡｂとのＡＤＣとして評価した。これ
らの毒素は全て微小管重合の阻害剤であり、抗有糸分裂薬として作用する。遊離の毒素と
接触させた細胞における試験により、遊離の毒素の細胞傷害性は、ＧＣＣ発現細胞とＧＣ
Ｃを有さない対照細胞を区別しないことが示された。これらの遊離の毒素は、表９に示さ
れているように、ＨＴ２９－ベクター対ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５細胞において、２９３－ベ
クター、２９３－ＧＣＣ＃２細胞に対して強力であった。
【０５０５】
　表１２．遊離毒素の細胞傷害性
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【０５０６】
【表１２】

　種々の毒素を抗体に結合体化させる化学反応は異なっており、それはリンカーの安定性
に影響を及ぼす。リンカーの安定性は、血液中または標的でない組織中での薬物放出に対
する腫瘍での薬物放出に影響することによって治療域に影響を及ぼす。理想的なＡＤＣリ
ンカーは、血液中では高い安定性を有するが、標的媒介性細胞侵入に際して効率的に遊離
する。
【０５０７】
　アウリスタチン
　３つのアウリスタチン－リンカー対を評価した。まず、これらの結合体をｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで評価し、次に大規模ｉｎ　ｖｉｖｏ試験のための毒素－リンカーを決定するために
、５Ｆ９をｖｃＭＭＡＥ、ｖｃＭＭＡＦおよびｍｃＭＭＡＦと結合体化させた（結合体当
たり２０ｍｇ）。
【０５０８】
　アウリスタチンは、天然産物であるドラスタチン１０に関連する合成毒素である。ＭＭ
ＡＥとＭＭＡＦはわずかに異なり、ＭＭＡＦ型はＲ２位にカルボン酸基を有し、それによ
り遊離の毒素としての細胞浸透性および効力が低下している。ＭＭＡＥはＰｇｐ薬物ポン
プの基剤であるが、ＭＭＡＦはそうではない。
【０５０９】
　アウリスタチンを、部分的に抗体を還元するプロセス、マレイミド薬物誘導体との反応
、過剰なシステインでのクエンチング、濃縮および緩衝液のＰＢＳへの交換によって鎖間
システインと結合体化させる。アウリスタチンは、細胞内に取り込まれると切断されるカ
テプシンＢ感受性ジペプチドリンカー、または切断不可能なリンカーに結合させることが
できる。
【０５１０】
　ｖｃモノメチルアルリスタチン（ｖｃＭｏｎｏＭｅｔｈｙｌＡｕｒｉｓｔａｔｉｎ）リ
ンカーでは、バリンシトルリンジペプチド結合が、ｐ－アミノベンジルカルバメート（Ｐ
ＡＢ）基によって薬物に結合し、マレイジミド（ｍａｌｅｉｄｉｍｉｄｏ）カプロイル結
合体形成基によって抗体に結合している。内部移行すると、ジペプチドリンカーはリソソ
ームのプロテアーゼであるカテプシンＢによって切断され、ＰＡＢ基は自己破壊し、遊離
の毒素が放出される。このリンカーは、血清の安定性を維持しながらカテプシンＢによる
細胞内の薬物放出を最大にするように設計された。
【０５１１】
　アウリスタチンは、ペプチダーゼ感受性リンカーを用いずに、マレイミド結合体形成基
に直接結合したＭＭＡＦなどの切断不可能なリンカーによって抗体に連結することもでき
る。ＭＣ結合体化ＡＤＣも標的媒介性細胞死（ｔａｒｇｅｔ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｃｅｌ
ｌ　ｋｉｌｌ）において有効である。
【０５１２】
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　切断不可能なアウリスタチン結合体についての薬物放出の機構は、リソソームにおける
一般的な抗体分解によるものと考えられる。ＬＣ／ＭＳ試験により、Ａｂ－ｍｃＭＭＡＦ
結合体が単一のシステイン付加物の形態で毒素を放出することが報告されている。
【０５１３】
　抗体薬物結合体の結合
　５Ｆ９抗体薬物結合体の全てが、２９３－ＧＣＣ＃２細胞に同等に良好に結合した。表
１０に、２９３－ＧＣＣ＃２細胞の濃度を増加させたときの５Ｆ９結合体の平均蛍光強度
が示されている。他の試験により、５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４結合体は２９３－ＧＣＣ＃
２細胞に濃度依存的に結合したが、２０９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４抗体は結合しなかったこと
が決定された。
【０５１４】
　表１３．２９３ＧＣＣ＃２細胞における５Ｆ９および５Ｆ９結合体の結合アッセイから
のＭＦＩのチャート：
【０５１５】

【表１３】

　５Ｆ９－アウリスタチン毒素結合体を、ＧＣＣ核酸でトランスフェクトし、ＧＣＣの発
現について選択した種々の細胞の直接的な細胞傷害性アッセイにおいて試験した。ＧＣＣ
の表面発現のレベルを調査することにより、２９３ＧＣＣ＃２細胞は高量のＧＣＣを発現
し；ＨＴ２９＃２およびＣＴ２６＃２．５細胞はＧＣＣを中～低レベルで発現し；ＣＴ２
６＃３２細胞はＧＣＣを高レベルで発現し；ＨＴ２９ＧＣＣ＃５およびＨＴ２９ＧＣＣ＃
１８は低量のＧＣＣを発現することが見いだされた。表１１に、標的発現細胞における、
または野生型細胞またはベクター対照細胞における、３種のアウリスタチン結合体の細胞
傷害性データをもたらす複数の試験を編集したものが示されている。標的増強性死滅（ｔ
ａｒｇｅｔ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｋｉｌｌｉｎｇ）が、２９３ＧＣＣ＃２細胞に対する５
Ｆ９と結合体化させた毒素の全ての事例において観察され、そこではＭＭＡＦ対ＭＭＡＥ
を使用した場合に治療域がはるかに増加する。ＭＭＡＦの切断可能な形態および切断不可
能な形態の両方も同様に強力であった。陰性対照として、無関係の標的に対して得られる
ヒトＩｇＧ１モノクローナル抗体であり、ＧＣＣに対する反応性がないｓｃ２０９抗体を
用いた抗体薬物結合体も作製した。２０９　ＡＤＣ対５Ｆ９　ｖｃＭＭＡＦ　ＡＤＣを用
いた直接的な細胞傷害性アッセイにより、２９３細胞モデルおよびＨＴ２９細胞モデルに
おいて、標的増強性細胞死滅（ｔａｒｇｅｔ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｃｅｌｌ　ｋｉｌｌ）
が示された。細胞系の中で５Ｆ９と結合体化させた毒素の活性を比較することにより、細
胞傷害性のレベルが、その細胞が発現しているＧＣＣの量といくらかの相関を有すること
が示される。これらのデータは、最大量のＧＣＣを発現する細胞系の少なくとも一部が、
少量のＧＣＣを発現する細胞よりも上記結合体の細胞傷害性活性を受けやすかったことを
示唆している。細胞当たりの相対的なＧＣＣ数については実施例１を参照されたい。細胞
傷害性レベルの差における別の因子は、野生型の細胞系の中で変動し得る上記結合体の内
部移行または細胞内プロセシングにおける差であり得る。
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【０５１６】
　表１４．抗ＧＣＣアウリスタチンＡＤＣの細胞傷害性。
【０５１７】
【表１４－１】

【０５１８】
【表１４－２】

　これらの効力がｉｎ　ｖｉｖｏに移された場合、ｍｃとｖｃＭＭＡＦの間の同等の効力
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で、ｍｃＭＭＡＦについて予測されるＭＴＤが高くなり、この結合体についてより大きな
治療域が示唆される。
【０５１９】
　メイタンシン
　５Ｆ９－メイタンシンＡＤＣは、２９３－ＧＣＣ＃２細胞において強力な標的増強性死
滅を示した（表１２）。興味深いことに、５Ｆ９－メイタンシン結合体がどちらも、２９
３モデルにおいて標的増強性死滅を示したが、ＨＴ２９モデルでは標的増強性死滅は観察
されず、メイタンシン結合体をｉｎ　ｖｉｖｏで評価するためのこのモデルの有用性に対
する懸念が生じた。さらに、この差の根拠は、容易に説明することはできないが、細胞内
の結合体の内部移行またはプロセシングにおける種々の受容体の密度および／または差に
起因する可能性がある。陰性対照として、無関係の標的に対するヒトＩｇＧ１モノクロー
ナル抗体であり、ＧＣＣに対して反応性を有さないｓｃ２０９抗体を用いた抗体薬物結合
体も作製した。２０９　ＡＤＣ対５Ｆ９　ＡＤＣを用いた直接的な細胞傷害性アッセイに
より、全ての５Ｆ９結合体に関して２９３細胞モデルにおける標的増強性細胞死滅が示さ
れる。ＨＴ２９細胞モデルでは、５Ｆ９－ＤＭｘ結合体および２０９－ＤＭｘ結合体はこ
れらの細胞を同等に良好に死滅させ、これは、これらの細胞における非標的特異的な死滅
機構を示している。
【０５２０】
　表１５　抗ＧＣＣメイタンシンＡＤＣの細胞傷害性
【０５２１】
【表１５】

　（実施例３）
　ｉｎ　ｖｉｖｏ評価
　腫瘍モデル：
　５Ｆ９　ＡＤＣのｉｎ　ｖｉｖｏ細胞傷害性を、マウス異種移植片モデルにおいて評価
した。最初のｉｎ　ｖｉｖｏでの研究は、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５細胞系およびＨＴ２９－
ＧＣＣ＃１８細胞系を用いて行った。２９３－ＧＣＣ＃２細胞系も、ｉｎ　ｖｉｖｏにお
ける成長について試験し、段階的に移植可能なトロカールモデルとして開発した。
【０５２２】
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　異種移植片モデルにおけるＧＣＣの発現レベルが、転移性結腸がんの患者におけるＧＣ
Ｃの発現レベルと関連性があるかどうかという疑問に取り組むために、ＧＣＣの発現レベ
ルを異種移植片組織、ヒトの原発性結腸腫瘍および転移をＩＨＣ分析することによって比
較した。新鮮な凍結させた細胞系および組織のパネルを、ＧＣＣ　３Ｇ１に対するマウス
ｍＡｂを用いたｒＩＨＣによるＧＣＣの定量に利用した。ＩＨＣ定量のために、スコア化
を、半定量的０～３スコア化システムを使用して行った。腫瘍モデルのＧＣＣレベル≦臨
床のＧＣＣレベルである場合、モデリングは、正確である、または臨床で必要とされる曝
露が過大評価される可能性がある。腫瘍モデルのＧＣＣレベル＞臨床のＧＣＣレベルであ
る場合、モデリングは、臨床で必要とされる曝露を過小評価し得る。
【０５２３】
　転移性の試料におけるＧＣＣの発現にいくらかの変動性があったが、ＨＴ２９－ＧＣＣ
＃５細胞およびＨＴ２９－ＧＣＣ＃１８細胞による発現は、転移性の試料の多くの範囲内
であった。ＩＨＣから、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５細胞およびＨＴ２９－ＧＣＣ＃１８細胞の
ＧＣＣの染色は転移性細胞のＧＣＣの染色と等量またはそれより低かった。このデータは
、本発明者らの腫瘍モデルが、ｍｅｔＣＲＣの臨床試料に見られるレベルに匹敵するレベ
ルでＧＣＣを発現することを示唆している。
【０５２４】
　表１６に、１９２時間の時点で回収したさまざまな組織についてのシンチレーション計
数が、示した３匹の動物の平均で示されている。５Ｆ９は、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５腫瘍対
ＨＴ２９－ベクター腫瘍に優先的に集積したが、２０９はあまり特質的な集積を示さなか
った。この結果により、５Ｆ９抗体薬物結合体が、ＧＣＣを発現している腫瘍に集積する
ことを予測し得ることが支持された。評価した全ての他の組織では、５Ｆ９対ｍＡｂ　２
０９抗体の集積のレベルにはほとんど差がなかった。
【０５２５】
　ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５腫瘍担持マウスおよびＨＴ２９－ベクター腫瘍担持マウスにおけ
る放射標識した５Ｆ９のｉｎ　ｖｉｖｏ分布
　腫瘍担持マウスにおいて、抗ＧＣＣ抗体５Ｆ９と陰性対照抗体ｓｃ２０９（無関係の細
胞表面標的をターゲティングするヒトＩｇＧ１モノクローナル抗体）の腫瘍ターゲティン
グおよびｉｎ　ｖｉｖｏ生体分布を評価するために放射性イメージング試験を実施した。
抗体を、ＤＴＰＡを二官能性キレート化剤として使用して１１１Ｉｎで放射標識した。腫
瘍ターゲティングおよび正常組織における経時的な生体分布を含めたｉｎ　ｖｉｖｏにお
ける挙動を、ＧＣＣ（－）およびＧＣＣ（＋）腫瘍の両方を有するマウス二重腫瘍モデル
を用いて調査した。ｉｎ　ｖｉｖｏ画像（ＳＰＥＣＴ／ＣＴ）を獲得し、空間分解を補う
ために、組織放射能計数法を使用した。
【０５２６】
　ヌードマウスにおいて、右側にＨＴ２９－ベクター腫瘍、左側にＨＴ２９－ＧＣＣ＃５
腫瘍を用いて皮下腫瘍を成長させた。動物当たり０．３ｍＣｉ＝１５μｇの抗体を投薬し
た。１群当たり動物は３匹であり、群から１ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、１２０ｈおよ
び１９２ｈにおいて収集した。
【０５２７】
　１９２ｈにおける群の動物からの組織の調査により、５Ｆ９および２０９がどちらも同
程度に大部分の正常組織（例えば、血液、心臓、胃、小腸、大腸、筋肉および皮膚）およ
びＨＴ２９－ベクター対照腫瘍に集積することが示された。Ａｂ２０９は肝臓に５Ｆ９よ
りもわずかに高いレベルで集積し、５Ｆ９は肺、脾臓および腎臓に２０９よりもわずかに
高いレベルで集積した。ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５腫瘍では、５Ｆ９が２０９のレベルよりも
２倍超高いレベルで優先的に集積した。この結果により、５Ｆ９抗体薬物結合体がＧＣＣ
発現腫瘍に集積することを予測できることが支持された。
【０５２８】
　腫瘍への抗体集積のカイネティクスを理解するために、試験全体を通して全ての時点に
ついて各抗体についての腫瘍データを得た。５Ｆ９抗体の集積を示した唯一の組織はＧＣ
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Ｃ発現腫瘍である。他の全ての組織における放射能レベルは比較的平らなままであり、５
Ｆ９のレベルと２０９のレベルとの間に殆ど差はなかった。５Ｆ９はＨＴ２９－ＧＣＣ＃
５腫瘍に優先的に集積したが、２０９は少しも集積を示さなかった。この結果により、５
Ｆ９抗体薬物結合体がＧＣＣを発現している腫瘍に集積することを予測し得ることが支持
された。
【０５２９】
　表１６．ＧＣＣを発現している腫瘍に１１１Ｉｎ標識したＧＣＣ特異的モノクローナル
抗体は集積するが対照モノクローナル抗体は集積しない。
【０５３０】
【表１６】

　ＧＣＣを発現している腫瘍における７日間にわたる放射標識した５Ｆ９の集積により、
週１回の投薬スケジュールが支持された。
【０５３１】
　ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５ｓ．ｃ．腫瘍における試験的な効力試験
　有効な結合体および投薬レジメンを決定するために、ＨＴ２９－ＧＣＣ＃５腫瘍担持マ
ウスにおいて試験を実施した。マウスに、単回用量または複数回の用量を投薬した。これ
らの試験により、高レベルの毒素結合体（例えば、ｑ３ｄ×５スケジュールにおいて１５
０μｇ／ｋｇの５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦ）であまりに高頻度に投薬すると毒性があることが判
明した。別の試験により、ｑ１４ｄ×５スケジュールは、このモデルにおいては余りにも
頻度が少ないため、いくつかの毒素結合体が対照と比較して有意な効力を示すことができ
ないことが判明した。さらに、このモデルにおけるメイタンシノイド－抗体結合体を用い
たＰＤ試験により、用量依存的なホスホヒストン（ｐｈｏｓｐｈｏｈｉｓｔｏｎｅ）集積
がＤＭ４毒素のみに伴い、ＤＭ１毒素には伴わないことが実証された。このモデルにおけ
る別の試験により、いくつかの腫瘍の成長が非特異的な２０９－毒素結合体によって阻害
されることが示された。これらの結果により、他のｉｎ　ｖｉｖｏモデルを評価すること
が必要であることが示唆された。
【０５３２】
　２９３－ＧＣＣ＃２腫瘍担持マウスにおける５Ｆ９　ＡＤＣを用いたＰＫ／ＰＤ試験。
【０５３３】
　代替の腫瘍モデルでは２９３－ＧＣＣ＃２細胞を使用した。２９３－ＧＣＣ＃２腫瘍担
持マウスにおける５Ｆ９　ＡＤＣについてのＰＤ試験を実施した。マウスに、単回用量の
５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦを７５μｇ／ｋｇまたは１５０μｇ／ｋｇで投薬し、毒素の、腫瘍細
胞に対する抗有糸分裂効果を試験するために、ホスホヒストンＨ３をＰＤ解析するための
血清を１時間～４日間の時点で取得した。ホスホヒストンＨ３を腫瘍のパラフィン包埋切
片の抗体（Ｕｐｓｔａｔｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ｎｏｗ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）染色によって検出した。表１７のデータにより、ＡＤＣの
それぞれが、腫瘍におけるｐＨ３陽性細胞集団において有意な増加を引き起こしたことが
示され、このことは、ＡＤＣのそれぞれが７５μｇ／ｋｇ毒素投与量相当量および１５０
μｇ／ｋｇ毒素投与量相当量のどちらでも腫瘍に到達することができ、そしてそれらが腫
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【０５３４】
　表１７．５Ｆ９　ＡＤＣの単回ｉｖ投与後の有糸分裂における細胞の停止によって評価
したＰＤ反応（ｐＨ３陽性腫瘍細胞の％）。
【０５３５】
【表１７－１】

【０５３６】
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【０５３７】
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【表１７－３】

　同様の試験により、５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦ、５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４および５Ｆ９－Ｓ
ＭＣＣ－ＤＭ１で処置した、２９３－ＧＣＣ＃２腫瘍担持マウスにおけるホスホヒストン
レベルを測定した。マウスに、１５０μｇ／ｋｇの単回用量を投薬し、全抗体および毒素
と結合体化させた抗体の両方をＰＫ解析するために、血清を１時間～２１日間の時点で取
得した。２９３－ＧＣＣ＃２腫瘍におけるホスホヒストンＨ３陽性細胞の百分率は３種の
ＡＤＣ：５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦ、５Ｆ９－ＳＭＣＣ－ＤＭ１および５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ
４の全てに応答して増加した。最大のホスホヒストンＨ３レベルは、ベースラインよりも
３～５倍増加し、ピークは注射の２４時間後であった。
【０５３８】
　５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦおよび５Ｆ９－ＤＭｘを用いた２９３－ＧＣＣ＃２ｓ．ｃ．腫瘍に
おける効力試験
　５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４、５Ｆ９－ＳＭＣＣ－ＤＭ１および５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦを、
２９３－ＧＣＣ＃２腫瘍モデルにおける効力について、ｑ１４ｄ×５スケジュールにおい
て２つの投与量（７５μｇ／ｋｇおよび１５０μｇ／ｋｇの毒素）で試験した。具体的に
は、この試験には、ビヒクルで処置した対照、Ｓｃ２０９－ＤＭ１（１５０μｇ／ｋｇの
ＤＭ１相当量）、Ｓｃ２０９－ＤＭ４（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）、Ｓｃ２０９
－ｖｃＭＭＡＦ（１５０μｇ／ｋｇのＭＭＡＦ相当量）、５Ｆ９－ＤＭ１（１５０μｇ／
ｋｇのＤＭ１相当量）、５Ｆ９－ＤＭ１（７５μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、５Ｆ９－Ｄ
Ｍ４（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）、５Ｆ９－ＤＭ４（７５μｇ／ｋｇのＤＭ４相
当量）、５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＦ（１５０μｇ／ｋｇのＭＭＡＦ相当量）、および５Ｆ９－
ｖｃＭＭＡＦ（７５μｇ／ｋｇのＭＭＡＦ相当量）を含めた。２９３－ＧＣＣ＃２細胞を
担持する雌のタコニック（Ｔａｃｏｎｉｃ）マウス（１群当たり１０匹のマウス）を使用
した。
【０５３９】
　図１は、５Ｆ９ｖｃ－ＭＭＡＦ、５Ｆ９ｖｃ－ＤＭ１、および５Ｆ９ｖｃ－ＤＭ４を用
いてｑ１４ｄスケジュールで処置した、２９３－ＧＣＣ＃２を担持するＳＣＩＤマウスに
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で用量依存的な効力が観察されたのに対して、２０９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４対照には影響が
なかった。５Ｆ９－ＳＭＣＣ－ＤＭ１も効果的であったが、１５０μｇ／ｋｇの５Ｆ９－
ＳＰＤＢ－ＤＭ４ほどではなかった。５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦ（７５μｇ／ｋｇおよび１５０
μｇ／ｋｇ）が最も効果的であったが、２０９ｖｃＭＭＡＦもいくらかの活性を有した。
したがって、これらの投与量およびスケジュールにおいて、５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４が
その対照結合体から最大の効果の差を有した。
【０５４０】
　５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦおよび５Ｆ９－ＤＭｘを用いた２９３－ＧＣＣ＃２ｓ．ｃ．腫瘍に
おける効力試験
　５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４および５Ｆ９－ＳＭＣＣ－ＤＭ１を、２９３－ＧＣＣ＃２腫
瘍モデルにおける効力について、ｑ７ｄ×５スケジュールにおいて２つの投与量（７５μ
ｇ／ｋｇおよび１５０μｇ／ｋｇの毒素）で試験した。具体的には、この試験には、ビヒ
クルで処置した対照、５Ｆ９単独（１５ｍｇ／ｋｇ）、ＤＭ１（３００μｇ／ｋｇ）、Ｄ
Ｍ４（３００μｇ／ｋｇ）、Ｓｃ２０９－ＤＭ１（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、
Ｓｃ２０９－ＤＭ４（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）、Ｓｃ２０９－ｖｃＭＭＡＦ（
１５０μｇ／ｋｇのＭＭＡＦ相当量）、５Ｆ９－ＤＭ１（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ１相当
量）、５Ｆ９－ＤＭ１（７５μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、５Ｆ９－ＤＭ４（１５０μｇ
／ｋｇのＤＭ４相当量）、および５Ｆ９－ＤＭ４（７５μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）を含
めた。２９３－ＧＣＣ＃２細胞を担持する雌のタコニックマウス（１群当たり１０匹のマ
ウス）を使用した。
【０５４１】
　アウリスタチン結合体を用いた２９３ＧＣＣ＃２腫瘍における効力試験
　５Ｆ９のｖｃＭＭＡＥとの、ｖｃＭＭＡＦとの、またはｍｃＭＭＡＦとの結合体を用い
、これらの毒素の２０９との結合体との比較において、または遊離の毒素またはビヒクル
対照との比較において、３種の投与量で２９３ＧＣＣ＃２腫瘍担持ＳＣＩＤマウスを処置
した。投与量をｑ７ｄ×４スケジュールにおいてｉｖで投与した。３日目、７日目、１０
日目、１３日目および１７日目に腫瘍を収集した。対照試薬で処置したマウスにおける腫
瘍により、連続的な体積の増加が実証された。５Ｆ９アウリスタチン結合体で処置した腫
瘍は、この腫瘍の成長の用量および時間依存性の阻害を示した。表１８に結果の概要を提
供する（ＴＧＩ＝腫瘍の成長阻害、Ｔ／Ｃ＝処置／対照、ＴＧＤ＝腫瘍の成長の遅延、Ｃ
Ｒ／ＰＲ＝完全奏効／部分奏効；ｐ値＝統計的有意を判定するための尺度、ＮＳ＝有意で
ない）。
表１８．２９３ＧＣＣ＃２腫瘍担持マウスにおけるアウリスタチンＡＤＣの分析。
【０５４２】
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【表１８】

　これらのＡＤＣ３種全てが２９３ＧＣＣ＃２モデルにおいてｑ７ｄスケジュールで有効
であった。５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＦおよび５Ｆ９－ｍｃＭＭＡＦは５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥよ
りも強力であり、ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＰＤ（ｐＨｉｓＨ３）およびｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞傷
害性データと相関する。
【０５４３】
　５Ｆ９ｖｃＭＭＡＦおよび５Ｆ９－ＤＭｘを用いたＴ８４　ｓ．ｃ．腫瘍における効力
試験
　５Ｆ９－ＳＰＤＢ－ＤＭ４および５Ｆ９－ＳＭＣＣ－ＤＭ１を、Ｔ８４腫瘍モデルにお
ける効力について、ｑ７ｄ×５スケジュールにおいて２つの投与量（７５μｇ／ｋｇおよ
び１５０μｇ／ｋｇの毒素）で試験した。具体的には、この試験には、ビヒクルで処置し
た対照、５Ｆ９単独（１５ｍｇ／ｋｇ）、ＤＭ１（３００μｇ／ｋｇ）、ＤＭ４（３００
μｇ／ｋｇ）、Ｓｃ２０９－ＤＭ１（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、Ｓｃ２０９－
ＤＭ４（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）、Ｓｃ２０９－ｖｃＭＭＡＦ（１５０μｇ／
ｋｇのＭＭＡＦ相当量）、５Ｆ９－ＤＭ１（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、５Ｆ９
－ＤＭ１（７５μｇ／ｋｇのＤＭ１相当量）、５Ｆ９－ＤＭ４（１５０μｇ／ｋｇのＤＭ
４相当量）、および５Ｆ９－ＤＭ４（７５μｇ／ｋｇのＤＭ４相当量）を含めた。Ｔ８４
細胞を担持する雌のタコニックマウス（１群当たり１０匹のマウス）を使用した。
【０５４４】
　免疫組織化学検査
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　生検材料および異種移植片などの組織におけるＧＣＣの相対的な量の検出および測定を
免疫組織化学検査によって実施することができる。凍結させた組織切片をアセトンとメタ
ノールの１：１溶液に室温で２０分間に固定する。スライドを１×ＰＢＳ中で５分間洗浄
する。スライドを、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ自動染色器（Ｖｅｎｔａ
ｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｕｃｓｏｎ、ＡＺ）などの自動染色デバイス
で、製造者が推奨している反応緩衝液を使用して処理する。抗ＧＣＣ抗体を５％ヤギ血清
中で５μｇ／ｍｌに希釈する。ヒト抗ＧＣＣ抗体、例えば、５Ｆ９について、検出二次抗
体は、ヤギ抗ヒトビオチン化抗体のＤａｋｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｌｏｋ（Ｄａｋｏ、Ｃ
ａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ）中１：５００溶液である。自動染色器処理による抗体反応
の後、スライドを自動染色器から取り出し、反応緩衝液中ですすぎ、キシレンまでの標準
系列によって脱水し、カバーガラスにキシレンベースの封入剤処理をほどこす。
【０５４５】
　一次性腫瘍モデルにおけるＡＤＣの効力試験
　原発性の結腸直腸癌および胃がんのモデルをマウスにおける皮下腫瘍として成長させる
。５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥ　ＡＤＣおよび５Ｆ９－ｍｃＭＭＡＦ　ＡＤＣをＰＨＴＸ－１１
ｃ一次性腫瘍担持マウスにおいて試験する。投与量をｑ７ｄ×４スケジュールにおいてｉ
ｖで投与する。毒素と２０９の結合体を対照マウスに投与する。
【０５４６】
　一次性腫瘍モデルにおけるＡＤＣの抗腫瘍活性
　ＰＨＴＸ－９ｃ原発性ヒト結腸腫瘍異種移植マウスにおける、さまざまな投与量および
投薬スケジュールでの５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥのｉｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性を決定するため
、ならびに５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥの遊離毒素ＭＭＡＥに対する抗腫瘍活性および非免疫ｖ
ｃＭＭＡＥ抗体毒素結合体（２０９－ｖｃＭＭＡＥ）に対する抗腫瘍活性を比較するため
、ならびに処置後の再成長のカイネティクスを決定するために、２つの同様の試験を行っ
た。雌のＣＢ－１７　ＳＣＩＤマウス（８週齢）の側腹部にＰＨＴＸ－９ｃ腫瘍断片（２
ｍｍ×２ｍｍ）を皮下（ＳＣ）接種した。腫瘍の成長を、週２回ノギスを使用してモニタ
ーし、平均腫瘍体積を、式（０．５×［長さ×幅２］）を使用して算出した。平均腫瘍体
積がおよそ１５０ｍｍ３（試験Ａ）または１６０ｍｍ３（試験Ｂ）に到達したとき、動物
を処置群に無作為に分けた（試験Ａについてはｎ＝群当たり１０匹、試験Ｂについてはｎ
＝群当たり９匹）。
【０５４７】
　マウスを０．９３８ｍｇ／ｋｇ、１．８７５ｍｇ／ｋｇ、３．７５ｍｇ／ｋｇ、もしく
は７．５ｍｇ／ｋｇの５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥを用いて週１回の（ＱＷ）投薬スケジュール
（３投与量）で静脈内に（ＩＶ）２０日間、またはビヒクル（０．９％食塩水）、０．０
７５ｍｇ／ｋｇもしくは０．１５ｍｇ／ｋｇのＭＭＡＥ　ＩＶを含む対照を用いてＱＷス
ケジュールで、または１．８７５ｍｇ／ｋｇもしくは３．７５ｍｇ／ｋｇの２０９－ｖｃ
ＭＭＡＥ　ＩＶを用いてＱＷ投薬スケジュールで２０日間処置した（試験Ａ）。第２の試
験（試験Ｂ）では、マウスを、０．９３８ｍｇ／ｋｇ、１．８７５ｍｇ／ｋｇ、３．７５
ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、もしくは１０．０ｍｇ／ｋｇの５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥ　
ＩＶを用いてＱＷスケジュール（３投与量）で、または３．７５ｍｇ／ｋｇのＩＶを週２
回の（ＢＩＷ）スケジュール（６投与量）で、またはビヒクル、７．５ｍｇ／ｋｇもしく
は１０ｍｇ／ｋｇの２０９－ｖｃＭＭＡＥを含む対照で、または０．１３５ｍｇ／ｋｇも
しくは０．１８ｍｇ／ｋｇのＭＭＡＥのＱＷスケジュールでのＩＶ投与で、２０日間処置
した。投与量（複数）は、ＱＷスケジュールについては１日目、８日目、および１５日目
に、ならびにＢＩＷスケジュールについては１日目、４日目、８日目、１１日目、１５日
目、および１８日目に投与した。免疫結合体の用量におけるＭＭＡＥの量を釣り合わせる
ために、以下の理論的根拠によって遊離のＭＭＡＥの用量を算出した：ＭＭＡＥの相当す
る用量は、ＭＬＮ０２６４用量の１．８％である。相当する用量のリンカー＋ＭＭＡＥは
５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥの用量の４％である。これらの算出は、抗体当たり平均３．９のＭ
ＭＡＥ分子および遊離の抗体の分子量１５０ｋＤに基づく。実際抗体の分子量は、グリコ
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シル化の程度によってわずかに変わる。
【０５４８】
　腫瘍体積および体重を週２回測定し、腫瘍の成長の遅延（ＴＧＤ）によって証明される
ように再成長のカイネティクスを測定するために処置期間を超えて継続した。腫瘍体積の
測定を腫瘍体積が処置群内の単一のマウスにおいて体重の１０％に到達するまで継続し、
その時点でその群については終了した。腫瘍の成長阻害（ＴＧＩ）の百分率（［対照群の
平均腫瘍体積－処置群の平均腫瘍体積］／対照群の平均腫瘍体積；Ｔ／Ｃ比）を２０日目
に決定した。処置群すべてにわたるＴ／Ｃ比を、ウエルチの両側ｔ検定を使用して対照群
のＴ／Ｃ比と比較した。１つの腫瘍がサイズの限度に到達した（およそ１０００ｍｍ３）
場合に全部の群について終了したので、平均再成長が遅かった群についてはＴＧＤを算出
することができなかった。
【０５４９】
　処置群の対間の経時的な腫瘍の成長の傾向における差を、線形混合効果回帰モデルを使
用して評価した。これらのモデルから、各動物を複数の時点で測定したという事実が明ら
かとなる。各々の比較のために別個のモデルをフィッティングさせ、各処置群についての
曲線下面積（ＡＵＣ）を、モデルからの予測値を使用して算出した。次いで、参照群と比
較したＡＵＣにおけるパーセント減少（ｄＡＵＣ）を算出した。統計的に有意なＰ値（＜
０．０５）は、２つの処置群についての経時的な傾向が異なったことを示唆している。結
果が以下の表１９および２０に要約されている。
【０５５０】
　どちらの試験においても５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥ－処置群の全てで抗腫瘍活性が観察され
、その効果が用量依存的であることが示された。２つの試験の結果は同程度であった。Ｑ
Ｗスケジュールにおいて０．９３８ｍｇ／ｋｇの５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥを用いてＩＶで処
置したマウスでは、ビヒクル群での処置と比較してＴＧＩは２０．７～２１．４％であり
、Ｐ値は＜０．０５であった。ＱＷスケジュールにおいて１．８７５ｍｇ／ｋｇをＩＶ投
与した処置群では、ＴＧＩは４１．３～４４．７％であり、Ｐ値は＜０．００１であった
。３．７５ｍｇ／ｋｇをＱＷスケジュールでＩＶ投与した処置群では、ビヒクル群での処
置と比較してＴＧＩは６５．３～６５．７％（ｐ＜０．００１）であった。７．５ｍｇ／
ｋｇをＩＶ　ＱＷで投与した５Ｆ９－ｖｃＭＭＡＥでは、８４．１～８４．３％のＴＧＩ
がもたらされ（ｐ＜０．００１）、１０ｍｇ／ｋｇのＩＶ　ＱＷ（試験Ｂのみ）では、９
１．２％のＴＧＩがもたらされた（ｐ＜０．００１）。３．７５ｍｇ／ｋｇをＢＩＷスケ
ジュール（Ｓ）でＩＶ投与した場合、有意な阻害が観察され、ＴＧＩは８４．９％であっ
た（ｐ＜０．００１）。
【０５５１】
　７．５ｍｇ／ｋｇおよび１０．０ｍｇ／ｋｇの高投与量の２０９－ｖｃＭＭＡＥにおい
て、それぞれ３５．７％および４５．４％のＴＧＩ（ｐ＜０．００１）を伴って中程度の
抗腫瘍活性が観察されたが、低投与量の２０９－ｖｃＭＭＡＥ（１．８７５ｍｇ／ｋｇお
よび３．７５ｍｇ／ｋｇ）では阻害を示さなかった（ｐ＞０．０５）。高い２０９－ｖｃ
ＭＭＡＥによって観察された抗腫瘍活性は、おそらく免疫結合体のＭＭＡＥ部分による非
特異的な活性に起因する。
【０５５２】
　遊離の毒素ＭＭＡＥを投与することにより、混合した結果がもたらされた：０．０７５
ｍｇ／ｋｇ、０．１３５ｍｇ／ｋｇ、および０．１５ｍｇ／ｋｇのＩＶ　ＱＷ投与では腫
瘍の成長阻害はもたらされなかったが（ｐ＞０．０５）、０．１８ｍｇ／ｋｇのＩＶ　Ｑ
Ｗ投与により、５０．４％のＴＧＩがもたらされた（ｐ＜０．００１）。
【０５５３】
　治療期間に観察された最大の体重損失は、試験Ｂの、遊離の毒素０．１８ｍｇ／ｋｇの
ＭＭＡＥ群の７日目の２．３％および同じ試験の０．９３８ｍｇ／ｋｇの５Ｆ９－ｖｃＭ
ＭＡＥ群であった。これは、薬物が良好に耐容されたことを示す。
【０５５４】
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　腫瘍体積の測定は、治療期間を超えて、腫瘍体積が処置群内の単一のマウスで体重の１
０％に到達するまで継続し、そこでその処置群については終了した。これらの試験では、
腫瘍の再成長が用量依存的であることが明らかになった。
表１９．ＳＣＩＤマウスにおける一次性ヒト結腸腫瘍異種移植片の処置に関する試験Ａの
結果。
【０５５５】
【表１９】

表２０．ＳＣＩＤマウスにおける一次性ヒト結腸腫瘍異種移植片の処置に関する試験Ｂの
結果。
【０５５６】
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【表２０】

　裸の５Ｆ９抗ｈＧＣＣ抗体を用いたＣＴ２６　ｈＧＣＣ／ｌｕｃ＃３２播種性モデル（
ｂａｌｂ／ｃマウス）における効力に関するパイロット試験
　このモデルでは裸の抗体の、循環中のＧＣＣを発現している腫瘍細胞に結合する能力お
よび新しい腫瘍の確立を妨げる能力を試験する。雌のｂａｌｂ／ｃマウスに、ＣＴ２６　
ｈＧＣＣ／ｌｕｃ＃３２細胞をマウス当たり１×１０５個およびマウス当たり５×１０５

個でｉ．ｖ．によって接種した。ビヒクルである０．９％のＮａＣｌおよび非特異的な抗
体（裸の２０９）を、裸の５Ｆ９の投与と比較するために対照群に投与した。どちらの抗
体も、ＩｇＧ１アイソタイプを有するように操作され（ｐＬＫＴＯＫ５８ベクターに）、
したがってそれらのＦｃ領域は、細胞表面抗原（すなわち、５Ｆ９についてはＧＣＣ、お
よび２０９については無関係の標的）に結合した後、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害性反
応を誘発することができた。接種する前日にｉ．ｖで投薬を開始し、投薬スケジュールは
週１回ｉ．ｖ×４（ｑ７ｄ×４）であった。腫瘍の成長を、Ｘｅｎｏｇｅｎ画像処理シス
テムによって週２回モニターした。体重および生存を同様に週２回モニターした。肺の重
量およびＭＲＩ画像を含めた画像をこの試験の終わりに取得した。
【０５５７】
　図２に示されている通り、どちらの５Ｆ９群（４０ｍｇ／ｋｇおよび１０ｍｇ／ｋｇ；
マウス当たり１×１０５個）も、効力を示す（接種後（ｐ．ｉ）３４日目：Ｔ／Ｃ（処置
／対照）は０．０４～０．０５である）。ｐ．ｉ３４日目における５Ｆ９群についてのＴ
／Ｃは２０９群と比較して０．１８～０．１４である。２０９の４０ｍｇ／ｋｇ群につい
てのＴ／Ｃは、０．９％のＮａＣｌ（ノーマルセーライン）群と比較して０．６４である
。５Ｆ９の５×１０５群では利益は認められなかった。
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【０５５８】
　この試験の終わりにおける各群の肺の重量を図３に示した。Ｔ検定：ビヒクル対２０９
　４０ｍｇ／ｋｇ、Ｐ＝０．４；ビヒクル対５Ｆ９　４０ｍｇ／ｋｇ、Ｐ＜０．０５；ビ
ヒクル対５Ｆ９　１０ｍｇ／ｋｇ、Ｐ＜０．０１であった。肺の目視検査により、５Ｆ９
－処置群における腫瘍小結節がビヒクルまたは２０９－処置群におけるものよりも少ない
ことが確認された。上記マウスのｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＭＲＩにより、ビヒクルで処置
したマウスにおいて大量の肺腫瘍が周囲の組織への滲出（ｅｘｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）お
よび心臓変位（ｈｅａｒｔ　ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ）が示された。４０ｍｇ／ｋｇの
５Ｆ９で処置したマウスでは、腫瘍の証拠はなく正常な肺の症状が認められた。
【０５５９】
　生存曲線が図４に示されている。５Ｆ９処置群（１×１０５）で生存における有意な増
加が観察され、５Ｆ９の１０ｍｇ／ｋｇ群と４０ｍｇ／ｋｇ群との間に差はなかった。
【０５６０】
　（実施例４）
　抗体産生細胞系の生成
　生産性が＞６００ｍｇ／Ｌである、５Ｆ９を発現する安定なＣＨＯ細胞系のクローンを
生成するために、５Ｆ９のための発現ベクターを、軽鎖可変領域（配列番号１９）および
重鎖可変領域（配列番号１７）を、ＷＴヒトＩｇＧ１　Ｆｃおよびネオマイシン耐性遺伝
子を含有するｐＬＫＴＯＫ５８発現ベクターにサブクローニングすることによって生成し
た。５Ｆ９可変領域－ＩｇＧ１融合生成物の発現はＥＦ－１ａプロモーターの制御下であ
る。
【０５６１】
　抗ＧＣＣヒトモノクローナル抗体５Ｆ９可変領域のクローニングおよび配列決定
　ヒトハイブリドーマ４６．５Ｆ９サブクローン８．２から全ＲＮＡを単離した（Ｑｉａ
ｇｅｎのＲＮｅａｓｙキット）。このハイブリドーマは、「標準の」公開されたカッパの
軽鎖定常領域（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＷ３８３６２５、またはＢＭ９１８５３９）お
よび「標準の」の公開されたＩｇＧ２の重鎖定常領域（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＢＸ６４
０６２３、またはＡＪ２９４７３１）を有する。５’ｒａｃｅ－ｒｅａｄｙのポリＧ尾部
をもつｃＤＮＡを従来の方法によって合成した（Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２巻、
６２９～６３０頁（２００５年））。軽鎖可変領域を、５’ｒａｃｅによって、ポリＣア
ンカーオリゴをカッパ定常領域に特異的なリバースプライマーと組み合わせて使用してｃ
ＤＮＡからＰＣＲ増幅した。重鎖可変領域を、ＩｇＧ２定常領域に特異的なリバースプラ
イマーを公知の重鎖リーダー配列に特異的なフォワードプライマーと複数の組み合わせで
用いて増幅した。ＰＣＲ産物をＴＯＰＯ（登録商標）クローニングし（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ（商標）、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．）、Ｍ１３Ｆプライマー
およびＭ１３Ｒプライマーを用いて配列決定した。
【０５６２】
　抗ＧＣＣヒトモノクローナル抗体５Ｆ９を担持する哺乳動物の発現ベクターの構築
　５Ｆ９の軽鎖可変領域および重鎖可変領域を担持する哺乳動物の発現ベクターを構築し
て産生ＣＨＯ細胞系を生成した。ネイティブな構築物については、５Ｆ９の軽鎖および重
鎖の可変領域をｐＬＫＴＯＫ５８Ｄにサブクローニングした（米国特許出願第２００４０
０３３５６１号）。このベクターは、２種の哺乳動物の選択マーカー：ネオマイシン耐性
およびＤＨＦＲ／メトトレキサート（増幅のために）を有する。ベクターにより、それぞ
れベクターのリーダー－カッパ定常領域およびリーダー－ＩｇＧ１（野生型Ｆｃ）定常領
域の上流に位置するタンデムなＥＦ１アルファプロモーターから軽鎖および重鎖の両方が
同時発現することが可能になる。サブクローニングするために、軽鎖および重鎖の可変領
域を、配列が確認されたＴＯＰＯクローンから、ベクターのそれぞれのリーダー－カッパ
領域およびリーダー－ＩｇＧ１領域の接合部に方向性クローニングのための独特の制限酵
素認識部位を含有する遺伝子特異的プライマーを用いてＰＣＲ増幅した。プライマーの配
列は、以下の通りである（５Ｆ９可変領域特異的配列は太字である）：
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ネイティブな５Ｆ９軽鎖リーダー－可変プライマー：
フォワードＮｏｔＩ
【０５６３】
【化５５】

リバースＢｓｉＷＩ
【０５６４】
【化５６】

ネイティブな５Ｆ９重鎖リーダー－可変プライマー
フォワードＥｃｏＲＩ
【０５６５】
【化５７】

リバースＢｌｐｌ
【０５６６】
【化５８】

　クローンを、その軽鎖および重鎖の両方を二本鎖ＤＮＡ配列決定することによって確認
した。
【０５６７】
　２つのトランスフェクション方法：従来のＭＰＩプロセスおよびＣｒｕｃｅｌｌプロセ
スを使用して、構築物をＣＨＯ細胞に導入した。ＣＨＯ細胞のトランスフェクションを、
ネイティブな５Ｆ９構築物を用いて、従来のＭＰＩプロセスを使用して開始した。電気穿
孔またはＬｉｐｏｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＣＤトランスフェクションのいずれかと
ともに、線状化ＤＮＡおよび非線状化ＤＮＡを使用した。およそ３０の安定なプールを、
Ｇ４１８、ヌクレオシドを含まない培地および５ｎＭのメトトレキサート中で選択するこ
とによって生成した。抗体産生レベルびついてのＦＭＡＴ解析に基づいて、３つの安定な
プールを、クローニングするために選択した。産生量が最も多いプールは抗体を１２．２
μｇ／ｍｌで分泌した。これらの３つのプールを十分に凍結させた。
【０５６８】
　Ｃｒｕｃｅｌｌ　ＳＴＡＲ要素を評価して、ＳＴＡＲ要素を含有する５Ｆ９発現ベクタ
ーを作製することができる。
５Ｆ９／ｈＩｇＧ１重鎖ヌクレオチド配列は：
【０５６９】
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【化５９】

である。
５Ｆ９／ｈＩｇＧ１重鎖タンパク質配列は；
【０５７０】
【化６０】

である。
５Ｆ９／ｈＫａｐｐａ軽鎖ヌクレオチド配列は：
【０５７１】
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【化６１】

である。
５Ｆ９／ｈＫａｐｐａ軽鎖タンパク質配列は：
【０５７２】
【化６２】

である。
【０５７３】
　以下に列挙されている５Ｆ９の重鎖および軽鎖の核酸配列をｐＴＯＫ５８Ｄベクターに
挿入した：
【０５７４】

【化６３】
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【０５７５】
【化６４】

　以下のＡｂｘ－２２９の重鎖および軽鎖の配列をコードする配列をｐＴＯＫ５８Ｄベク
ターに挿入した：
【０５７６】
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【化６５】

【０５７７】
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【化６６】

　本発明は、その実施形態を提供するために参考文献とともに示され、記載されているが
、その形態および詳細において、添付の特許請求の範囲に包含される本発明の範囲から逸
脱することなく、さまざまな変更を行ってよいことが当業者には理解されよう。

【図１】 【図２】

【図３】
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