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(57)【要約】
　本発明は、pSYKと結合する抗体分子、及びSYK標的治療薬による治療についての診断、
予後、SYK標的治療薬による治療のための患者の選択、又はSYK標的治療薬の薬力学プロフ
ァイルの評価のための該抗体分子の使用方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸配列の配列番号11、12及び13をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1
、CDR2、及びCDR3）；並びにアミノ酸配列の配列番号14、15及び16をそれぞれ含む3つの
軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子。
【請求項２】
　前記抗pSYK抗体分子が、モノクローナル抗体である、請求項1記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項３】
　前記抗pSYK抗体分子が、ウサギ抗体又はウサギ由来の抗体である、請求項1記載の抗pSY
K抗体分子。
【請求項４】
　前記抗体が、ウサギモノクローナル抗体である、請求項3記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項５】
　さらに、配列番号8によるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域、及び配列番号10によるア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む、請求項1記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項６】
　前記抗pSYK抗体分子が、検出可能な標識にコンジュゲートされている、請求項1～5のい
ずれか一項記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項７】
　前記検出可能な標識が、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、色素を酸化するために過酸化水
素を使用する酵素と結合している、糖オキシダーゼ、複素環オキシダーゼ、ビオチン/ア
ビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、及び安定なフリーラジカルからなる群か
ら選択される、請求項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項８】
　前記検出可能な標識が、フルオレセイン又はその誘導体、ローダミンもしくはその誘導
体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及び2,3-ジヒドロフ
タラジンジオンから選択されるフルオロフォアである、請求項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項９】
　前記検出可能な標識が、32P、3H、14C、188Rh、43K、52Fe、57Co、67Cu、67Ga、68Ga、
77Br、81Rb/81MKr、87MSr、99Tc、111In、113MIn、123I、125I、127Cs、129Cs、131I、13

2I、197Hg、203Pb、206Bi、及び213Biからなる群から選択される放射性物質である、請求
項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項１０】
　請求項1又は請求項5記載の抗体分子をコードする単離核酸配列。
【請求項１１】
　請求項10記載の単離核酸配列を含む細胞。
【請求項１２】
　抗体分子の生成を可能にする条件下で請求項12記載の細胞を培養し、それによって請求
項1又は請求項5記載の抗体分子を生成することを含む、請求項1又は請求項6記載の抗体分
子の生成方法。
【請求項１３】
　請求項1又は請求項5記載の抗体分子の軽鎖及び重鎖の一方又は両方を含むベクター。
【請求項１４】
　生体試料中のpSYK分子を検出する方法であって、前記生体試料と請求項1～9のいずれか
一項記載の抗体分子とを接触させること、及び前記抗体分子が前記pSYK分子に結合するか
否かを決定することを含む、前記方法。
【請求項１５】
　前記検出方法が、免疫組織化学アッセイを含む、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
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　前記生体試料が、pSYK発現癌を有することが疑われる患者に由来する腫瘍生検である、
請求項14又は請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　さらに、前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程を含む、請求項14～16のいずれか
一項記載の方法。
【請求項１８】
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、請求項16記載の方
法。
【請求項１９】
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、請求項16又は17記載の方法。
【請求項２０】
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、請求項16
記載の方法。
【請求項２１】
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、請求項20記載の方法。
【請求項２３】
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項20記載
の方法。
【請求項２４】
　請求項1～9のいずれか一項記載の抗pSYK抗体分子及び使用説明書を含むキット。
【請求項２５】
　さらにSYK標的治療薬を含む、請求項24記載のキット。
【請求項２６】
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項25記載のキット。
【請求項２７】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット。
【請求項２７】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット。
【請求項２８】
　前記SYK標的治療薬が、6-((1R,2S)-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフル
オロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-
オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット。
【請求項２９】
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット。
【請求項３０】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット
。
【請求項３１】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
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）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項25記載のキット。
【請求項３２】
　1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患を有する患者を治療する方法であっ
て、
a.請求項14～19のいずれか一項記載の方法を用いて、前記患者から取得された生体試料中
のpSYKタンパク質発現を検出すること；及び
b.前記生体試料がpSYKを発現する場合に、前記患者にSYK標的治療薬を投与すること、
を含む、前記方法。
【請求項３３】
　前記検出工程が、a）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重
鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ
酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK
抗体分子と前記生体試料とを接触させる工程；並びに
b）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程、
を含む、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項32記載の方法。
【請求項３６】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項３６】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項３７】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項３８】
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項３９】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項４０】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項32記載の方法。
【請求項４１】
　前記1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患が、癌である、請求項32～40の
いずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、請求項41
記載の方法。
【請求項４３】
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　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、請求項42記載の方法。
【請求項４４】
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、請求項42記載の方法。
【請求項４５】
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項42記載
の方法。
【請求項４６】
　前記生体試料が、細胞又は組織生検である、請求項32～45のいずれか一項記載の方法。
【請求項４７】
　前記細胞又は組織生検が、腫瘍生検である、請求項46記載の方法。
【請求項４８】
　SYK標的治療薬に対する癌細胞の感受性を決定する方法であって、
a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；
b）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と前記試料
とを接触させる工程；並びに
c）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それによって、S
YK標的治療薬に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK標的治療薬による治療の
候補であるか否かを決定する工程、
を含む、前記方法。
【請求項４９】
　対象がSYK標的治療薬の潜在的な候補であるか否かを評価する方法であって、
a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；
b）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と前記試料
とを接触させる工程；並びに
c）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それによって、S
YK標的治療薬に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK標的治療薬による治療の
候補であるか否かを決定する工程、
を含む、前記方法。
【請求項５０】
　前記検出工程が、免疫組織化学又は免疫蛍光を介して行われる、請求項48又は請求項49
記載の方法。
【請求項５１】
　前記癌が、血液悪性腫瘍である、請求項48～50のいずれか一項記載の方法。
【請求項５２】
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、請求項50記載の方法。
【請求項５３】
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、請求項50記載の方法。
【請求項５４】
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項50記載
の方法。
【請求項５５】
　さらに、前記患者にSYK標的治療薬を投与する工程を含む、請求項48～54のいずれか一
項記載の方法。
【請求項５６】
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項55記載の方法。
【請求項５７】
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　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項５７】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項５８】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項５９】
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項６０】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項６１】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項55記載の方法。
【請求項６２】
　生体試料と、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補
性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列
をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分
子を含む反応混合物。
【請求項６３】
　前記生体試料が、1以上の細胞を含む、請求項62記載の反応混合物。
【請求項６４】
　前記生体試料が、組織試料を含む、請求項62記載の反応混合物。
【請求項６５】
　前記組織試料が、パラフィン包埋組織試料である、請求項63記載の反応混合物。
【請求項６６】
　前記生体試料が、原発性又は転移性の腫瘍生検試料である、請求項62記載の反応混合物
。 
【請求項６７】
　前記生体試料が、スライド上にマウントされる、請求項62記載の反応混合物。
【請求項６８】
　前記細胞が、慢性リンパ性白血病細胞である、請求項63記載の反応混合物。
【請求項６９】
　前記細胞が、急性骨髄性白血病細胞である、請求項63記載の反応混合物。
【請求項７０】
　前記細胞が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫細胞である、請求項63記載の反応混合物
。
【請求項７１】
　前記細胞が、末梢T細胞リンパ腫細胞である、請求項63記載の反応混合物。 
【請求項７２】
　前記生体試料が、pSYKタンパク質を含有することが疑われる、請求項62記載の反応混合
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物。 
【請求項７３】
　さらに、抗pSYK抗体とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出するのに適する試薬を
含む、請求項62～72のいずれか一項記載の反応混合物。
【請求項７４】
　個別化癌治療レポートを作成する方法であって、
a）pSYK発現癌を有することが疑われる癌患者から取得された1以上の癌細胞を含む生体試
料と、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領
域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞ
れ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子とを接
触させる工程；
b)請求項14～19のいずれか一項記載の方法を用いて、前記生体試料中の抗pSYK分子とpSYK
タンパク質との間の複合体形成を検出する工程；
c）前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程；
d）SYK標的治療薬を含むデータベースに対して前記pSYK発現レベルを比較する工程；並び
に
e）SYK標的治療薬、必要に応じて、前記pSYK発現レベルに基づいた投与計画を選択する工
程、
を含む、前記方法。
【請求項７５】
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、請求項74
記載の方法。
【請求項７６】
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、請求項75記載の方法。
【請求項７７】
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、請求項75記載の方法。
【請求項７８】
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項75記載
の方法。
【請求項７９】
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、請求項74～78のいずれか一項記載の
方法。
【請求項８０】
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、請求項74～79のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項８１】
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、請求項74～80のいずれか一項記載の方
法。
【請求項８２】
　SYK標的治療薬の薬力学を評価する方法であって、
a）患者にSYK標的治療薬を投与する工程；
b）前記患者からpSYKを発現することが疑われる1以上の細胞を含む生体試料を取得する工
程；
c）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と、前記生
体試料とを接触させる工程；
d）請求項14～19のいずれか一項記載の方法を用いて、前記生体試料中の前記抗pSYK分子
とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程；
e）前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程；
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f）SYK標的治療薬を含むデータベースに対して前記pSYK発現レベルを比較する工程；並び
に
g）必要に応じて、前記pSYK発現レベルに基づいて、前記投与計画を調整する工程、
を含む、前記方法。
【請求項８３】
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、請求項82
記載の方法。
【請求項８４】
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、請求項83記載の方法。
【請求項８５】
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、請求項83記載の方法。
【請求項８６】
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項83記載
の方法。
【請求項８７】
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、請求項82～86のいずれか一項記載の
方法。
【請求項８８】
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、請求項82～87のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項８９】
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、請求項82～88のいずれか一項記載の方
法。
【請求項９０】
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項82記載の方法。
【請求項９１】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９１】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９２】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９３】
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９４】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９５】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、請求項82記載の方法。
【請求項９６】
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　SYK阻害剤として化合物を特定するための方法であって、
a）pSYKを含む細胞と試験化合物とを接触させること；及び
b）前記細胞内のリン酸化又はY525/526に対する前記試験化合物の効果を測定すること、
を含み、前記試験化合物がY525/526のリン酸化を阻害する場合、該試験化合物はSYK阻害
剤である、前記方法。
【請求項９７】
　SYK阻害剤での癌治療のための支払い方法であって、
a）腫瘍細胞を含む患者試料中のSYKの活性化状態を記録すること、及び
b）前記SYK活性化状態が良好な結果を示す場合に、SYK阻害剤治療の支払いすること、
を含む、前記方法。
【請求項９８】
　前記SYK阻害剤が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項37記載の方法。
【請求項９９】
　SYK阻害剤で癌患者を治療する方法であって、前記患者から取得された腫瘍細胞からの
試料中のpSYKを検出すること、及びpSYKが前記試料中で検出された場合に、前記SYK阻害
剤で前記癌患者を治療すること、を含む、前記方法。
【請求項１００】
　さらに、前記腫瘍試料中のpSYKのレベルを測定すること、前記レベルと参照試料中の前
記pSYKのレベルを比較すること、及び前記pSYKレベルが前記参照試料から上昇している場
合に、前記SYK阻害剤で前記患者を治療すること、を含む、請求項99記載の方法。
【請求項１０１】
　前記pSYKの検出が、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重
鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ
酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK
抗体と前記試料とを接触させることを含む、請求項99又は100記載の方法。
【請求項１０２】
　前記検出が、免疫組織化学アッセイを含む、請求項101記載の方法。
【請求項１０３】
　前記免疫組織化学アッセイが、増幅工程を含む、請求項102記載の方法。
【請求項１０４】
　さらに、リン酸化B細胞リンカータンパク質（pBLNK）、リン酸化ブルトン型無ガンマグ
ロブリン血症チロシンキナーゼ（pBTK）及び全SYKからなる群から選択される1以上の分子
を検出することを含む、請求項102記載の方法。
【請求項１０５】
　さらに、CD34及びCD117からなる群から選択される1以上の分子を検出することを含む、
請求項102記載の方法。
【請求項１０６】
　前記癌患者が、急性骨髄性白血病（AML）、慢性リンパ性白血病（CLL）、末梢T細胞リ
ンパ腫（PTCL）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫（MCL）及びびまん性大細胞型B
細胞リンパ腫（DLBCL）からなる群から選択される腫瘍を有する、請求項102記載の方法。
【請求項１０７】
　前記SYK阻害剤が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、請求項102記載の方法。
【請求項１０８】
　pSYKを含む腫瘍を有する患者の治療であって、該患者に治療有効量の縮合複素芳香族ピ
ロリジノンを投与する工程を含む治療に使用するための縮合複素芳香族ピロリジノン、そ
の医薬として許容し得る塩又は医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(発明の分野)
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　本発明は、pSYKと結合する抗体分子、及びSYK標的治療薬による治療についての診断、
予後、SYK標的治療薬による治療のための患者の選択、又はSYK標的治療薬の薬力学プロフ
ァイルの評価のための該抗体分子の使用方法に関する。
【０００２】
　(関連出願)
　本出願は、2014年4月21日出願の米国仮出願第61/982,098号及び2014年5月29日出願の米
国仮出願第62/004,496号の優先権を主張するものである。上記出願の全内容は、その全体
が引用により本明細書中に組み込まれている。
【０００３】
　(配列表)
　本出願は、電子的に読み取り可能な形式で本明細書とともに提出される配列表を含む。
配列表の電子ファイルは、2015年4月20日に作成され、「223266-370406 MIL81 Sequence 
Listing_ST25.txt」と名付けられ、47.4KB（48,590バイト）のサイズを有する。電子ファ
イル「223266-370406 MIL81 Sequence Listing_ST25.txt」内の配列表の全内容は、引用
により本明細書中に組み込まれている。
【背景技術】
【０００４】
　(背景)
　脾臓チロシンキナーゼ（SYK）は、72 kDaの非受容体細胞質チロシンキナーゼである。S
YKは、ゼータ関連タンパク質70（ZAP-70）の配列に類似した一次アミノ酸配列を有し、受
容体を介したシグナル伝達に関与する。SYKのN末端ドメインは、多くの免疫受容体複合体
の細胞質シグナル伝達ドメインに見られる二リン酸化免疫受容体チロシンベース活性化モ
チーフ（ITAM）に結合する2つのSrc-ホモロジー2（SH2）ドメインを含有している。C末端
は、触媒ドメインを含有し、受容体誘導性のSYK活性化及びその後の下流のシグナルの伝
達に関与するいくつかの触媒ループ自己リン酸化部位を含む。SYKは、リンパ球（B細胞、
T細胞、及びNK細胞）、顆粒球（好塩基球、好中球、及び好酸球）、単球、マクロファー
ジ、樹状細胞、並びにマスト細胞を含む、獲得免疫及び自然免疫に関与する多くの細胞型
で発現する。SYKは、上部呼吸器系における気道上皮及び線維芽細胞を含む他の細胞型で
発現する。例えば、Martin Turnerらの文献、Immunology Today (2000) 21(3):148-54;及
びMichael P. Sandersonらの文献、Inflammation & Allergy-Drug Targets (2009) 8:87-
95を参照されたい。
【０００５】
　癌患者における治療薬に伴う継続的な問題の1つは、治療薬に対する反応の個人差であ
る。成功した癌治療薬のさらなる開発は進んでいるが、一部の患者だけが任意の特定の治
療薬に応答する。狭い治療指数及び多くの利用可能な癌治療薬の毒性の可能性により、そ
のような応答の差異は、不要で、無効な、さらに潜在的に有害な治療薬投与計画を受けて
いる患者に潜在的に寄与している。個々の患者を治療するために、設計された治療薬を最
適化することができれば、そのような状況は低減できるか、又はさらには排除することが
できる。さらに、設計された標的化治療薬は、全般的に、患者のより集中的で、成功する
治療薬を提供し得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
(発明の概要)
　SYKは、B細胞受容体（BCR）の活性化、B細胞の遊走、及びB細胞の分極に関与するもの
を含む、造血系の細胞における様々なシグナル伝達カスケードに関与する。異常なSYKの
活性化は、急性骨髄性白血病（AML）、慢性リンパ性白血病（CLL）、末梢T細胞リンパ腫
（PTCL）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫及びびまん性大細胞型B細胞リンパ腫
（DLBCL）を含むいくつかの造血器悪性腫瘍に関係づけられている。SYK関連疾患の効果的
な管理の一環として、異常なSYK活性化を有する患者を特定する必要がある。
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【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本開示は、少なくとも部分的に、新規抗リン酸化脾臓チロシンキナーゼ（pSYK）抗体の
発見に基づいている。本開示は、本明細書に提供される方法によるpSYKの検出及び/又は
測定による癌治療の予後並びに選択に関する。本開示はさらに、癌を有する対象がSYK阻
害剤による治療に応答するという発見に関する。一態様において、本発明は、癌を有する
対象から取得される細胞を含む生体試料中のpSYK、例えば、チロシン525及び/又は526が
リン酸化されたSYK（pSYK Y525/526）の発現増加に関する。したがって、特定の実施態様
において、本発明は、患者からの試料がpSYK Y525/526のレベルの上昇を示す場合に、SYK
阻害剤で癌患者を治療することに関する。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明の一態様は、本明細書に開示されるとおり、抗pSYK抗体分子に関する。該抗pSYK
抗体分子は、裸の抗体分子及び免疫複合体の構成要素として有用であり得る。したがって
、別の態様において、本発明は、本明細書に記載の抗pSYK抗体分子及び治療薬剤又は標識
を含む免疫複合体を特徴とする。本発明はまた、例えば、pSYK並びにpSYKを発現する細胞
又は組織の検出のために、本明細書に記載の抗pSYK抗体分子と免疫複合体を使用する方法
を特徴とする。そのような方法は、とりわけ、SYK媒介性疾患の診断、予後、画像化、又
は病期分類に有用である。したがって、いくつかの態様において、本発明はSYK標的治療
薬、例えば、抗pSYK抗体治療薬又はSYK阻害剤などの治療薬剤を含む治療薬投与計画によ
る治療のための対象を選択する方法を特徴とする。本発明はまた、疾患を有する対象がSY
K標的治療薬、例えば、本明細書に記載のSYK標的治療薬の潜在的な候補であるか否かを決
定するインビトロ法又はインビボ法を特徴とする。いくつかの態様において、該治療は、
情報を取得すること、並びに/又はpSYK発現レベルを決定するために試料もしくは対象を
評価すること、及び該試料又は対象がpSYKを発現している場合に、SYK標的治療薬、例え
ば、SYKの小分子阻害剤などの本明細書に記載のSYK標的治療薬を投与すること、を含む。
他の態様において、本方法は、対象から試料を取得し、例えば、本明細書に記載の抗pSYK
抗体を用いることなどの本明細書に記載の検出法又は測定法によってpSYK発現レベル又は
活性化状態を決定し、かつその決定に基づいて、該対象のための標的治療を選択すること
により、個別化治療レポート、例えば、SYK標的治療レポートを作成することを特徴とす
る。
【０００９】
　抗pSYK抗体、例えば、本明細書に記載の抗pSYK抗体はSYK標的治療薬の薬力学評価にも
有用である。いくつかのそのような実施態様において、SYK標的治療薬の投与量は、pSYK
発現レベルに基づいて調整されてよい。
【００１０】
　別の実施態様において、本発明はまた、抗pSYK抗体分子のアミノ酸配列をコードする単
離核酸及び/又は組換え核酸、並びにベクター及びかかる核酸を含む宿主細胞、並びに抗p
SYK抗体分子を生成する方法に関する。また、本明細書では、pSYKの発現を検出するため
の、抗pSYK抗体を含む反応混合物及びキット、例えば、本明細書に記載の免疫複合体、並
びに例えば、本明細書に記載の抗pSYK抗体を含むインビトロアッセイを特徴とする。
【００１１】
　一実施態様において、本発明は、アミノ酸配列の配列番号11、12及び13をそれぞれ含む
3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びにアミノ酸配列の配列番号14
、15及び16をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗p
SYK抗体分子を提供する。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、モノクロ
ーナル抗体である。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、ウサギ又はウサ
ギ由来の抗体である。いくつかの実施態様において、該抗体は、ウサギモノクローナル抗
体である。
【００１２】
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　いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子はさらに、配列番号8によるアミノ酸
配列を含む重鎖可変領域、及び配列番号10によるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む
。
【００１３】
　いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、検出可能な標識にコンジュゲート
される。いくつかの実施態様において、該検出可能な標識は、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、色素を酸化するために過酸化水素を使用する酵素と結合している、糖オキシダーゼ、
複素環オキシダーゼ、ビオチン/アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、及び
安定なフリーラジカルからなる群から選択される。いくつかの実施態様において、該検出
可能な標識は、フルオレセイン又はその誘導体、ローダミンもしくはその誘導体、ダンシ
ル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及び2,3-ジヒドロフタラジンジ
オンから選択されるフルオロフォアである。いくつかの実施態様において、該検出可能な
標識は、32P、3H、14C、188Rh、43K、52Fe、57Co、67Cu、67Ga、68Ga、77Br、81Rb/81MKr
、87MSr、99Tc、111In、113MIn、123I、125I、127Cs、129Cs、131I、132I、197Hg、203Pb
、206Bi、及び213Biからなる群から選択される放射性物質である。
【００１４】
　一実施態様において、本発明は、抗pSYK抗体分子をコードする単離核酸配列を提供する
。一実施態様において、本発明は、単離核酸を含む細胞を提供する。一実施態様において
、本発明は、抗pSYK抗体分子を生成する方法であって、抗体分子の生成を可能にする条件
下で細胞を培養することを含む、前記方法を提供する。一実施態様において、本発明は、
抗pSYK抗体分子の軽鎖及び重鎖の一方又は両方を含むベクターを提供する。一実施態様に
おいて、本発明は、生体試料中のpSYK分子を検出する方法であって、a）該抗体分子と該
生体試料とを接触させること、及びb）前記抗体分子が前記pSYK分子に結合するか否かを
決定することを含む、前記方法を提供する。いくつかの実施態様において、該検出方法は
免疫組織化学アッセイを含む。いくつかの実施態様において、該生体試料は、pSYK発現癌
を有することが疑われる患者に由来する腫瘍生検である。いくつかの実施態様において、
本方法はさらに、前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程を含む。いくつかの実施態
様において、pSYK発現の定量化は、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む。いくつかの
実施態様において、該定量化工程はHスコアアプローチを含む。
【００１５】
　いくつかの実施態様において、該pSYK発現癌は、白血病及びリンパ腫から選択される血
液悪性腫瘍である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、慢性リンパ性白血
病（CLL）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、急性骨髄性白血病
である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、びまん性大細胞型B細胞リン
パ腫（DLBCL）である。
【００１６】
　一実施態様において、本発明は、該抗pSYK抗体分子及び使用説明書を含むキットを提供
する。いくつかの実施態様において、該キットはさらにSYK標的治療薬剤を含む。いくつ
かの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む。い
くつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキ
シルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリ
ジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様におい
て、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ
-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ〔3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又は
その医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤
は、6-((1R,2S)-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラ
ゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬とし
て許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、シス-6-（
2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H
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-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつ
かの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H
-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フル
オロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。
いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒ
ドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-
ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。
【００１７】
　一実施態様において、本発明は、1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患を
有する患者を治療する方法であって、a.該患者から取得された生体試料中のpSYKタンパク
質発現を検出すること；及びb.該生体試料がpSYKを発現する場合に、該患者にSYK標的治
療薬剤を投与することを含む、前記方法を提供する。いくつかの実施態様において、該検
出工程は、a）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性
決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列を
それぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子
と該生体試料とを接触させる工程；並びにb）該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間
の複合体形成を検出する工程を含む。いくつかの実施態様において、該検出工程は、免疫
組織化学を介して行われる。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、縮合複素芳香族ピロリジノンを
含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシ
クロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3
,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態
様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-
フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オ
ン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治
療薬剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル
）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はそ
の医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は
、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-
4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含
む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3-アミノテト
ラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イ
ル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る
塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3-アミ
ノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-
イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む
。
【００１９】
　いくつかの実施態様において、1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患は癌
である。いくつかの実施態様において、該pSYK発現癌は、白血病及びリンパ腫から選択さ
れる血液悪性腫瘍である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、慢性リンパ
性白血病（CLL）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、急性骨髄性
白血病（AML）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、びまん性大細
胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である。いくつかの実施態様において、該生体試料は、細胞
又は組織生検である。いくつかの実施態様において、該細胞又は組織生検は、腫瘍生検で
ある。
【００２０】
　一実施態様において、本発明は、SYK標的治療薬剤に対する癌細胞の感受性を決定する
方法であって、a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；b）配列番号11
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、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、
及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖
相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と該試料とを接触させる
工程；並びにc）該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それ
によって、SYK標的治療薬剤に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK標的治療
薬による治療の候補であるか否かを決定する工程を含む、前記方法を提供する。
【００２１】
　一実施態様において、本発明は、対象がSYK標的治療薬の潜在的な候補であるか否かを
評価する方法であって、a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；b）配
列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1
、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3
つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と該試料とを接
触させる工程；並びにc）該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出
し、それによって、SYK標的治療薬剤に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK
標的治療薬による治療の候補であるか否かを決定する工程、又はSYK標的治療薬による治
療の候補として該対象を特定する工程を含む、前記方法を提供する。
【００２２】
　いくつかの実施態様において、該検出工程は、免疫組織化学を介して行われる。
【００２３】
　いくつかの実施態様において、該癌は血液悪性腫瘍である。いくつかの実施態様におい
て、該血液悪性腫瘍は、慢性リンパ性白血病（CLL）である。いくつかの実施態様におい
て、該血液悪性腫瘍は、急性骨髄性白血病（AML）である。いくつかの実施態様において
、該血液悪性腫瘍は、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である。
【００２４】
　いくつかの実施態様において、本方法はさらに、該患者にSYK標的治療薬剤を投与する
工程を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、縮合複素芳香族ピロ
リジノンを含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1R,2S）-2
-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H
-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつか
の実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルア
ミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3
（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SY
K標的治療薬剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロ
メチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン
又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療
薬剤は、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラ
ゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る
塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3-アミ
ノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール
-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容
し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬剤は、6-（（3R,4R）-3
-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾー
ル-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を
含む。
【００２５】
　一実施態様において、本発明は、生体試料と、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配
列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号1
4、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、
及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と、を含む反応混合物を提供する。いくつかの実施態様
において、該生体試料は、1以上の細胞を含む。いくつかの実施態様において、該生体試
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料は、該患者から取得された癌細胞を含む。いくつかの実施態様において、該生体試料は
、組織試料を含む。いくつかの実施態様において、該組織試料は、パラフィン包埋組織試
料である。いくつかの実施態様において、該生体試料は、原発性又は転移性の腫瘍生検試
料である。いくつかの実施態様において、該生体試料は、スライド上にマウントされる。
【００２６】
　いくつかの実施態様において、該細胞は、慢性リンパ性白血病細胞である。いくつかの
実施態様において、該細胞は、急性骨髄性白血病細胞である。いくつかの実施態様におい
て、該細胞は、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫細胞である。いくつかの実施態様におい
て、該細胞は、末梢T細胞リンパ腫細胞である。いくつかの実施態様において、該生体試
料は、pSYKタンパク質を含有することが疑われる。
【００２７】
　いくつかの実施態様において、該反応混合物はさらに、該抗pSYK抗体とpSYKタンパク質
との間の複合体形成を検出するのに適する試薬を含む。
【００２８】
　一実施態様において、本発明は、個別化癌治療レポートを作成する方法であって、a）p
SYK発現癌を有することが疑われる癌患者から取得された1以上の癌細胞を含む生体試料と
、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（C
DR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子とを接触さ
せる工程；b)該生体試料中の抗pSYK分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する
工程；c）該生体試料中のpSYK発現を定量化する工程；d）SYK標的治療薬の選択からの発
現レベルを含むデータベースに対してpSYK発現レベルを比較する工程；並びにe）SYK標的
治療薬、必要に応じて、該pSYK発現レベルに基づく投与計画を選択する工程を含む、前記
方法を提供する。
【００２９】
　いくつかの実施態様において、該pSYK発現癌は、白血病及びリンパ腫から選択される血
液悪性腫瘍である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、慢性リンパ性白血
病（CLL）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、急性骨髄性白血病
（AML）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、びまん性大細胞型B細
胞リンパ腫（DLBCL）である。
【００３０】
　いくつかの実施態様において、該検出工程は、免疫組織化学を介して行われる。いくつ
かの実施態様において、pSYK発現の定量化は、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む。
いくつかの実施態様において、該定量化工程は、Hスコアアプローチを含む。
【００３１】
　一実施態様において、本発明は、SYK標的治療薬の薬力学を評価する方法であって、a）
患者にSYK標的治療薬を投与する工程；b）pSYKを発現することが疑われる1以上の細胞を
含む生体試料を該患者から取得する工程；c）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列
をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14
、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、
及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と、該生体試料とを接触させる工程；d）該生体試料中
の抗pSYK分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程；e）該生体試料中のp
SYK発現を定量化する工程；f）SYK標的治療薬を含むデータベースに対してpSYK発現レベ
ルを比較する工程；並びにg）必要に応じて、該pSYK発現レベルに基づいて投与計画を調
整する工程を含む、前記方法を提供する。
【００３２】
　いくつかの実施態様において、該pSYK発現癌は、白血病及びリンパ腫から選択される血
液悪性腫瘍である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、慢性リンパ性白血
病（CLL）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、急性骨髄性白血病
（AML）である。いくつかの実施態様において、該血液悪性腫瘍は、びまん性大細胞型B細
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胞リンパ腫（DLBCL）である。
【００３３】
　いくつかの実施態様において、該検出工程は、免疫組織化学を介して行われる。いくつ
かの実施態様において、pSYK発現の定量化は、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む。
いくつかの実施態様において、該定量化工程は、Hスコアアプローチを含む。
【００３４】
　いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬は、縮合複素芳香族ピロリジノンを含
む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬は、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロ
ヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c
]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様に
おいて、該SYK標的治療薬は、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオ
ロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又は
その医薬として許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬は
、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピ
ラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む。いくつかの実施態様において、該SYK標的治療薬は、シス-6-（
2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H
-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いくつか
の実施態様において、該SYK標的治療薬は、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピ
ラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ
-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。いく
つかの実施態様において、該SYK標的治療薬は、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H
-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[
3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む。
【００３５】
　一実施態様において、本発明は、SYK阻害剤として化合物を特定するための方法であっ
て、a）pSYKを含む細胞と試験化合物とを接触させること；及びb）該細胞内のリン酸化又
はY525/526に対する該試験化合物の効果を測定することを含み、該試験化合物がY525/526
のリン酸化を阻害する場合に、該試験化合物はSYK阻害剤である、前記方法を提供する。
【００３６】
　一実施態様において、本発明は、SYK阻害剤での癌治療のための支払い方法であって、a
）腫瘍細胞を含む患者試料中のSYKの活性化状態を記録すること、及びb）該SYK活性化状
態が良好な結果を示す場合に、該SYK阻害剤治療のための支払いをすることを含む、前記
方法を提供する。
【００３７】
　本明細書に記載の全ての刊行物、特許出願、特許及び他の参考文献は、その全体が引用
により組み込まれる。
【００３８】
　本明細書に開示する本発明（複数可）の他の特徴、目的、及び利点は、説明及び図面か
ら、並びに特許請求の範囲から明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
 (図面の簡単な説明)
【図１】血液悪性腫瘍及びリンパ腫悪性腫瘍の細胞、異種移植片並びに原発腫瘍における
SYK RNAベースラインのスクリーンを示す。HBL1を後の実験で添加した。矢印は、SYK RNA
を低発現、中発現、及び高発現する細胞（それぞれLY10、HBL1、PHTX-95L）の例を指す。
【図２】MIL81ハイブリドーマサブクローンのMIL81-1-8、MIL81-2-1、及びMIL81-99-1か
らの抗体と比較した、Epitomics社の抗pSYK Y525/6抗体（Epitomics 2175-1）を用いるPH
TX 95L異種移植組織のpSYK IHC染色を示す。異種移植片移植マウスを、処置しないか、又
はSYK阻害剤（化合物A）で処置した。
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【図３】MIL81ハイブリドーマサブクローンからの抗体と比較した、Epitomics 2175-1抗
体を用いたPHTX 95L異種移植組織のpSYK IHC染色を定量化する。異種移植片移植マウスは
、処置されない（対照）か又はSYK阻害剤（化合物A）で処置した。MIL81-1-8は、その強
度及びシグナル・ノイズ比により最高のものである。
【図４】MIL81-1-8抗体と比較した、Epitomics 2175-1抗体を用いたPHTX 95L異種移植組
織のpSYK IHCバックグラウンド染色を示す。
【図５】MIL81-1-8抗体と比較した、Epitomics社の抗pSYK Y525/6抗体を用いたHBL1異種
移植組織のpSYK IHC染色を示す。異種移植片移植マウスを、処置しないか、又はSYK阻害
剤（化合物A）で処置した。
【図６】MIL81-1-8抗体と比較した、Epitomics社の抗pSYK Y525/6抗体を用いたOCI LY10
異種移植組織のpSYK IHC染色を示す。異種移植片移植マウスを、処置しないか、又はSYK
阻害剤（化合物A）で処置した。
【図７】MIL81-1-8抗体と比較した、SYK発現レベルが異なる3つの異種移植モデル（PHTX-
95L、HBL1、及びOCI-LY10）の、Epitomics 2175-1を用いたpSYK IHC染色を定量化する。
異種移植片移植マウスを、処置しないか、又はSYK阻害剤（化合物A、120又は90mg/kg）で
処置した。
【図８】DLBCL組織マイクロアレイ（TMA）コア内の他のマーカーのEpitomics 2175-1（pS
YK Y525/526）、Epitomics＃2173（SYK pY323）及びEpitomics＃1688（全SYK）の染色と
比較したMIL81-1-8抗体IHC染色パターンを示す。これは、MIL81-1-8がこれらの試料に対
する、いくつかのpSYK抗体を用いて観察されるオフターゲット（核染色）効果を有するこ
とを示す。
【図９】過バナジン酸処理WSU-DLCL細胞のペレット、PHTX-95L異種移植片又はDLBCL腫瘍
のTMAコアを用いたMIL81-1-8検証試験のためのペプチドブロッキングを示す。ペプチド免
疫原が、組織とのインキュベーション前に該抗体に付加された場合、pSYK IHC染色はブロ
ックされる。
【図１０】過バナジン酸処理WSU-DLCL細胞のペレット、PHTX-95L異種移植片又は正常な脾
臓組織の試料を用いたMIL81-1-8検証試験のためのホスファターゼ処理を示す。抗体染色
の前に、いくつかのスライドをホスファターゼで処理した。MIL81-1-8は、正常な脾臓内
のいくつかの細胞を除いて、ホスファターゼ処理組織を染色しない。
【図１１】DLBCL組織生検上のMIL81-1-8 IHCの細胞質染色及び核染色を示す。細胞質染色
は生検の周囲で優勢であるが、核染色は生検の内側部分で優勢である。
【図１２】MIL81-1-8抗体、Epitomics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体、Epitomics＃2173
（SYK pY323）抗体及びEpitomics＃1688（全SYK）抗体によるDLBCL生検組織の周辺部の細
胞質IHC染色を示す。
【図１３】MIL81-1-8抗体、Epitomics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体、Epitomics＃2173
（SYK pY323）抗体及びEpitomics＃1688（全SYK）抗体によるDLBCL生検の内側部分の核IH
C染色を示す。
【図１４】DLBCL組織生検上の市販のSYK抗体（Epitomics＃2173（SYK pY323）抗体及びEp
itomics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体）と比較したMIL81-1-8を示す。これは、MIL81-1-
8が市販のEpitomics 2175-1を上回る改善を提供することを示す。
【図１５】DLBCL組織生検（図14の生検及び追加の生検）上のMIL81-1-8抗体並びに市販の
SYK抗体（Epitomics＃1688（全SYK）抗体、Epitomics＃2173（SYK pY323）抗体及びEpito
mics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体）の病理スコアを示す。これは、MIL81-1-8が市販のE
pitomics 2175-1を上回る改善を提供することを示す。
【図１６】MIL81-1-8抗体、Epitomics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体、Epitomics＃2173
（SYK pY323）抗体及びEpitomics＃1688（全SYK）抗体によるSYK陰性株（H1650肺腺癌）
の異種移植片の染色を示す。Epitomics＃1688によって、1：100希釈（通常濃度の4倍）で
あっても染色されないことに留意されたい。
【図１７】MIL81-1-8抗体、Epitomics 2175-1（pSYK Y525/526）抗体、Epitomics＃2173
（SYK pY323）抗体及びCell Signaling Technologies社の2711 pSYK Y525/526抗体による
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SYK陰性株（H1650肺腺癌）の異種移植片の染色を示す。
【図１８】WSU-DLCL細胞ペレット、TMD8リンパ腫細胞株の異種移植片及び化合物Aで処置
したマウス内で増殖させたTMD8リンパ腫細胞株の異種移植片のMIL81-1-8分子クローン抗
体染色と比較したMIL81-1-8ハイブリドーマサブクローン抗体を示す。
【図１９】HBL1異種移植片、PHTX95L異種移植片、及び化合物Aで処置したマウスからのPH
TX95L腫瘍の異種移植片のMIL81-1-8分子クローン抗体染色と比較したMIL81-1-8ハイブリ
ドーマサブクローン抗体を示す。
【図２０】DLBCL腫瘍又は正常なリンパ節のヒト生検を用いた、MIL81-1-8分子クローン抗
体と比較したMIL81-1-8ハイブリドーマサブクローン抗体を示す。
【図２１】様々なDLBCL細胞株における処置の72時間後の化合物AのEC50を示す。
【図２２】OCI-LY10（ABC）異種移植モデルにおける化合物Aの抗腫瘍活性を示す。
【図２３】PHTX-95L原発DLBCLモデルにおける化合物Aの抗腫瘍活性を示す。
【図２４】OCI-LY19（GCB）異種移植モデルにおける化合物Aの抗腫瘍活性を示す。
【図２５】非増幅IHC及び化合物Aでのマウスの処置後の結果と比較した、AMP HQ IHCで染
色した時のPHTX-95L（DLBCL）異種移植モデルにおける染色の違いを示す。
【図２６】非増幅IHC（図26のA、C、E）と比較した、AMP HQ IHC（図26のB、D、F）で染
色した時のヒトDLBCL生検試料で観察されるオフターゲット核染色の減少を示す。図26のA
及びB、1倍;C及びD、5倍；E及びF、20倍。
【図２７】MV-4-11（AML）細胞ペレット、NCI-H82（肺）細胞ペレット、及びKG-1（AML）
異種移植組織上の二重TSA免疫蛍光染色の染色パターンを示す。
【図２８】上昇したpSYK Y525/526を検出するために、二重MIL81-1-8 CD34/CD117を用い
たIFアッセイの結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　(詳細な説明)
　癌を治療する方法であって、SYKの小分子阻害剤などの治療有効量のSYK阻害剤又はその
医薬として許容し得る塩もしくは医薬組成物を患者に投与することを含む、前記方法を本
明細書に記載する。いくつかの実施態様において、本発明は、癌を治療する方法であって
、腫瘍試料がpSYKレベルの上昇によって特徴付けられる癌患者に、治療有効量のSYK阻害
剤又はその医薬として許容し得る塩もしくは医薬組成物を投与することを含む、前記方法
を提供する。いくつかの実施態様において、本発明は、癌を治療する方法であって、生体
試料、例えば、腫瘍試料がpSYKレベルの上昇によって特徴付けられる癌患者に、SYKの小
分子阻害剤などのSYK阻害剤又はその医薬として許容し得る塩もしくは医薬組成物を含む
治療有効量の治療薬の投与計画を施すことを含む、前記方法を提供する。いくつかの実施
態様において、本発明は、癌を治療する方法であって、例えば、pSYK免疫組織化学（IHC
）アッセイによって測定した場合に、腫瘍試料がpSYK Y525/526を有することによって特
徴付けられる癌患者に、SYKの小分子阻害剤などの治療有効量のSYK阻害剤又はその医薬と
して許容し得る塩もしくは医薬組成物を投与することを含む、前記方法を提供する。いく
つかの実施態様において、本発明は、SYK阻害剤を含む治療薬投与計画を継続する方法で
あって、該SYK阻害剤でのある程度の治療後に該患者から第2の生体試料を取得すること、
pSYKのレベルを測定すること、かつ該第2の試料が第1の試料中よりもpSYKのレベルが上昇
しているか、又はpSYKが少ないと特徴付けられる場合に治療を継続すること、を含む前記
方法を提供する。
【００４１】
　いくつかの実施態様において、本方法はさらに、リン酸化B細胞リンカータンパク質（p
BLNK）及び/もしくはリン酸化ブルトン型無ガンマグロブリン血症チロシンキナーゼ（pBT
K）などの追加のリン酸化タンパク質並びに/又は任意のアミノ酸残基（複数可）上のリン
酸の存在に関係なく検出されるSYKなどの全SYKを検出すること（例えば、Epitomics 1688
-1抗体を用いて）を含む。特定の実施態様において、本方法はさらに、リン酸化Fms関連
チロシンキナーゼ3（pFLT3）を検出することを含む。
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【００４２】
　特定の実施態様において、本発明は、pSYK Y525/526などのpSYKの存在が測定される場
合に応じて、治療を始めるか、継続するか、又は開始する工程をさらに含む治療方法に関
する。加えて、本方法は、患者が、例えば、同じ治療薬投与計画を受け、良好な結果を有
すると特定された患者と比較して、例えば、SYK阻害剤での治療により好ましくない結果
を示すことが予想されることを、pSYK Y525/526などのpSYKの存在又は再出現が示す場合
に応じてSYK標的治療薬を中止、中断、変更又は停止する工程をさらに含む治療方法を含
む。別の態様において、本明細書に記載されるように、治療、例えば、SYK阻害剤でまだ
治療されていない患者の分析、及び治療のための患者の特定並びにpSYKの存在に基づく治
療結果の予測のための方法が提供される。このような方法は、治療薬、例えば、SYK阻害
剤で治療しないこと、治療薬、例えば、SYK阻害剤で治療すること、もう1つの追加の治療
薬と組み合わせてSYK阻害剤で治療すること、SYK阻害剤に対する代替治療薬で治療するこ
と、又は例えば、標準的なSYK阻害剤治療薬に対して良好な結果を有すると特定された患
者の投薬及び/又は投与計画と比較して、治療薬、例えば、SYK阻害剤のより積極的な投薬
及び/もしくは投与計画で治療すること、を含むことができる。このように、提供される
本発明の方法は、治療薬、例えば、SYK阻害剤の治療薬投与計画の効果のない又は不適切
な使用を排除することができる。
【００４３】
　追加の方法は、薬剤の活性、薬剤の有効性を決定するための方法、又は新しい治療薬も
しくは組み合わせを特定するための方法を含む。このような方法は、例えば、本明細書に
記載の抗体もしくは方法により検出又は測定されるように、pSYKの存在又は量に影響する
その能力に基づいて、例えば、癌、例えば、血液癌又は固形腫瘍癌を治療するのに有用で
あるとして、例えば、SYK阻害剤として薬剤を特定するための方法を含む。いくつかの実
施態様において、癌を有する患者の良好な結果を示す方法で、pSYK、例えば、pSYK Y526/
526の存在を減少させる阻害剤（すなわち、細胞集団中で、該阻害剤はpSYKを含む細胞に
対して選択する）は、該癌の候補薬剤である。別の実施態様において、pSYKを含む腫瘍細
胞の生存率を減少させるか、又は好ましくない多量のpSYKを減少させることができる薬剤
は、該癌を治療するための候補治療薬剤である。
【００４４】
　追加の方法は、癌治療薬、例えば、SYK阻害剤の治療薬投与計画に対する結果の指標に
ついて患者のpSYKの量を見直すことによって、癌、例えば、血液癌又は固形腫瘍癌を治療
するか又は治療の代金を支払うか否かを評価し、良好な結果が示された場合に、該患者の
癌治療薬に支払いがなされるべきか否かを決定し、癌治療薬の代金を支払う方法を含む。
【００４５】
　SYKは、免疫受容体（B細胞及びFc受容体）、エプスタイン・バーウイルス（EBV）の潜
伏及び形質転換、並びに細胞間相互作用及び細胞-マトリックス相互作用に関連するタン
パク質を介したシグナル伝達の重要なメディエーターである。SYKは、リンパ腫/白血病、
EBV関連腫瘍及び他の固形腫瘍において活性化される。SYK、BTK及びPI3Kδは、BCR活性化
悪性腫瘍において臨床的に検証された標的である。SYKは、自然免疫及び獲得免疫、細胞
接着、破骨細胞の成熟、血小板活性化及び血管発生を含むいくつかの生物学的プロセスを
調節する。SYKは、そのSH2ドメインと受容体チロシンリン酸化免疫受容体チロシンベース
活性化モチーフ（ITAM）ドメインとの間の相互作用を介して、原形質膜で活性化受容体と
共に集合してシグナル伝達複合体、例えば、シグナロソームを構築する。ITAMドメインの
リン酸化は、一般に、受容体の結合時のSRCサブファミリーキナーゼによって媒介される
。SYKを介したより稀なシグナル伝達はITAM非依存的であり得る。SYKによってリン酸化さ
れるすぐ下流のエフェクターには、VAV1、PLCG1などのホスホリパーゼCガンマ（PLCγ）
、PI-3-キナーゼ、LCP2及びBLNKが含まれる。BCR結合時に活性化されると、SYKは、下流
のシグナル伝達アダプター及びエフェクターに活性化BCRを連結するアダプターであるBLN
Kをリン酸化及び活性化する。SYKはまた、PLCG1及びPKCシグナル伝達経路をリン酸化し、
活性化する。SYKはまた、BTKをリン酸化し、B細胞抗原受容体（BCR）結合型シグナル伝達
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におけるその活性を調節する。SYKはまた、T細胞受容体シグナル伝達並びに真菌、細菌及
びウイルス病原体に対する自然免疫応答で役割を果たしている。SYKはまた、それが血液
及びリンパ管・血管分離を調節することができる、血管発生を含む非免疫過程においても
役割を果たしている。SYKは、破骨細胞の発達及び機能に必要とされ、コラーゲンによる
血小板の活性化において機能している。
【００４６】
　ヒトSYKのヌクレオチド配列（GenBank受託番号NM_003177;配列番号1）:
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　ヒトSYKのアミノ酸配列（UniProtKB/Swiss-Prot P43405又はGenPept NP_003168;配列番
号2）:
【化２】

【００４７】
　静止状態の細胞又は非刺激細胞では、SYKは、不活性であり、部分的に（不完全に）リ
ン酸化される。活性のあるSYKを提供するために、Y296、S297、Y323、Y348、Y352、Y630
などのSYK上のいくつかの部位をリン酸化すると、リン酸化SYK（pSYK）活性化が生じ得る
。複数の部位がリン酸化されると、SYKはシグナル伝達パートナーと結合する。完全に活
性のあるpSYKは、チロシンY525/526で自己リン酸化する。完全に活性のあるpSYKは、その
後、シグナル伝達カスケードの下流のタンパク質をリン酸化する。B細胞では、B細胞受容
体（BCR）の刺激及びCD79a及びbのITAMドメインのその後のリン酸化は、SYKの膜への動員
及びSYKのリン酸化をもたらす。異常なBCR媒介性のSYK活性化は、びまん性大細胞型B細胞
リンパ腫（DLBCL）、濾胞性リンパ腫（FL）、マントル細胞リンパ腫（MCL）又は慢性リン
パ性白血病（CLL）の発症につながり得る。骨髄細胞では、SYKの活性化は、Fcγ受容体に
よって媒介される。異常なFcγ受容体媒介性SYK活性化は、急性骨髄性白血病（AML）又は
骨髄異形成症候群（MDS）の発症につながり得る。EBV感染細胞では、SYKの活性化は、ヒ
トヘルペスウイルス4潜伏膜タンパク質2A（LMP2A）を介して媒介される。異常なLMP2A媒
介性SYK活性化は、上咽頭癌、リンパ腫又は胃癌の発生につながり得る。
【００４８】
　pSYKは、様々な癌に関与するタンパク質として特徴付けられており、したがって、診断
又は治療の標的として役立ち得る。pSYKに対する抗体分子は、pSYK発現癌細胞を検出する
ために、裸の形態又は標識された形態で使用することができる。本発明の抗pSYK抗体分子
は、ヒトpSYKと結合することができる。いくつかの実施態様において、本発明の抗pSYK抗
体分子は、pSYKへのリガンドの結合を阻害することができる。他の実施態様において、本
発明の抗pSYK抗体分子は、pSYKへのリガンドの結合を阻害しない。
【００４９】
　本発明は、活性化SYKを有するいくつかの腫瘍細胞を検出するのに市販の抗pSYK抗体で
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は不十分であるという認識に部分的に基づいている。いくつかの実施態様において、市販
の抗pSYK抗体は、pSYK Y525/526の検出に不十分である。いくつかの実施態様において、
市販の抗pSYK抗体は、癌（例えば、PTCL、DLBCL、FL、MCL、CLL、AML、MDS、上咽頭癌、
リンパ腫、胃癌、乳癌、卵巣癌、肺癌（例えば、小細胞肺癌）及び移植後リンパ増殖性障
害（PT-LPD））を有する患者から取得された試料中のpSYK Y525/526の検出に不十分であ
る。pSYKに特異的な市販の抗体には、Epitomics社のカタログ番号2175-1（pSYK Y525/6）
;Cell Signaling Technologies社のカタログ番号2710（pSYK Y525/6）;Cell Signaling T
echnologies社のカタログ番号2711（pSYK Y525/6）;Abgent社のカタログ番号AP3271a（pS
YK Y525/6）が含まれる。したがって、特定の実施態様において、記載の抗体分子は、癌
細胞を検出する改良された方法を提供する改良試薬である。いくつかの実施態様において
、本明細書に記載の抗体分子は、癌患者から取得された試料中などの、pSYK Y525/526の
量を検出又は測定する改良された方法を提供する改良試薬である。いくつかの実施態様に
おいて、本明細書に記載の抗体分子は、免疫細胞化学、免疫蛍光、又は免疫組織化学など
の細胞ベースアッセイにおいてpSYK Y525/526を検出及び/又は測定する改良された方法を
提供する改良試薬である。特定のそのような実施態様において、本明細書に記載の抗体分
子は、改善された強度を提供する。特定のそのような実施態様において、本明細書に記載
の抗体分子は、改善されたダイナミックレンジを提供する。例えば、図2、3、7、14を参
照されたい。
【００５０】
　本明細書に記載の抗pSYK Y525/526抗体の結合から生じるシグナルの定量化は、シグナ
ル・ノイズ比及びダイナミックレンジ、すなわち、最低値と最高値の間の違いが、市販の
抗pSYK Y525/526抗体の結合から生じるシグナルよりもより高いことを示す。シグナル検
出の大きなダイナミックレンジは、対象の腫瘍細胞、古い腫瘍標本、損傷のある腫瘍標本
もしくはアーカイブ腫瘍標本、又は多量のpSYK Y525/526を発現しない腫瘍を含む試料中
のpSYK Y525/526を検出する能力を提供する。これは、偽陰性の結果の数を減らし、正し
い治療薬投与計画のより高い確実性を提供する。
【００５１】
　本明細書に記載の抗pSYK Y525/526抗体を用いる、対象からの腫瘍細胞を含む試料中のp
SYK Y525/526の特異的な検出及び/又は定量は、完全に活性のあるSYK、すなわち、シグナ
ル伝達カスケードの下流のBTK、BLNK又はPLCγなどのタンパク質のリン酸化を引き起こす
pSYKを示す。これは、SYK依存性である腫瘍を示し得ない、部分的リン酸化、部分的活性
化又は非自己リン酸化pSYKを検出することなどからの偽陽性の結果の数を減らす。本明細
書に記載の抗pSYK Y525/526抗体が優位性を発揮するのは、pSYK Y525/526ペプチド免疫原
に対して作られていることと合わせて、自己リン酸化pSYKを用いて選択するからであり得
る。さらなる選択は、免疫細胞化学（ICC）、免疫蛍光（IF）及び免疫組織化学（IHC）な
どの特定の3次元アッセイにおける該抗体の性能試験を含んでいた。
【００５２】
　定義
　本明細書で特に定義しない限り、本発明に関連して使用される科学用語及び技術用語は
、当業者によって一般的に理解される意味を有する。一般的に、本明細書に記載の、細胞
及び組織培養、分子生物学、並びにタンパク質及びオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオ
チドの化学並びにタンパク質及びオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドのハイブリダ
イゼーションに関連して使用される命名法並びにそれらの技術は、当技術分野で公知のも
のである。GenBank又はGenPept受託番号並びに有用な核酸配列及びペプチド配列は、米国
立バイオテクノロジー情報センター(National Center for Biotechnological Informatio
n) (NCBI), Bethesda MDによって維持されるウェブサイトで見つけることができる。番号
の有無に関わらず全ての大文字で書かれた巨大分子名は、NCBIの遺伝子データベースに記
載されているタンパク質又は遺伝子の名前である。本明細書に記載の遺伝子データベース
名に対応する配列は、引用により本明細書中に組み込まれている。組換えDNA、オリゴヌ
クレオチド合成、並びに組織培養及び形質転換及びトランスフェクション（例えば、エレ
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クトロポレーション、リポフェクション）のための標準的な技術が使用される。酵素反応
及び精製技術は、製造業者の仕様書に従って行われるか、又は当技術分野において一般的
に達成されるように又は本明細書に記載のとおりに行われる。前述の技術及び手順は、例
えば、本明細書を通じて引用及び議論される様々な一般的かつより具体的な参考文献に記
載されているように、一般的に当技術分野で公知の方法に従って行われる。例えば、Samb
rookらの文献、分子クローニング：実験マニュアル(Molecular Cloning:A Laboratory Ma
nual)（第3版、Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.（200
0））;Harlow, E.及びLane, D.の文献、（1988）抗体：実験マニュアル(Antibodies:A La
boratory Manual)、Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
を参照されたい、又は一般的に、Buchwalow及びBockerの文献、免疫組織化学の基礎と方
法(Immunohistochemistry Basics and Methods) (2010, Springer-Verlag, Berlin, Germ
any)を参照されたい。関連して利用される命名法、並びに本明細書に記載の実験手順及び
技術は、当技術分野で公知である。さらに、文脈によって特に必要とされない限り、単数
形の用語は複数を含み、複数形の用語は単数を含む。
【００５３】
　冠詞「1つ(a)」、「1つ(an)」及び「少なくとも1つ」は、冠詞の文法上の目的語の1つ
又は2つ以上を指すために本明細書で使用される。一例として、「1つの要素」は、1つ又
は2つ以上の要素、少なくとも1つの要素を意味する。矛盾する場合には、定義を含む本明
細書が優先する。
【００５４】
　用語「約」は、大まかに、又はおよその領域において大体を意味するために本明細書で
使用される。用語「約」が数値範囲と併せて使用される場合、「約」は、記載される数値
の上及び下に境界を拡張することによってその範囲を修正する。一般に、用語「約」は、
10％の分散によって規定値の上及び下の数値を修正するために本明細書で使用される。
【００５５】
　本明細書で使用される場合、「脾臓チロシンキナーゼ」又は「p72-Syk」タンパク質と
しても知られている「SYK」は、ヒトSYKタンパク質などの哺乳動物のチロシンタンパク質
キナーゼSYKを指す。本明細書で使用される場合、「SYK」はまた、Y525及び/又はY526以
外の部位でリン酸化されたヒトSYKタンパク質を指す。特定のそのような実施態様におい
て、特定のリン酸化残基は、（配列番号2で示される）残基番号の前の「p」と共に示され
る。例えば、チロシン残基323の位置でリン酸化されたSYKは、本明細書ではSYK pY323と
呼ばれる。ヒトSYKは、配列番号2に示されるタンパク質及びその天然に存在するアイソフ
ォーム又は対立遺伝子のタンパク質変異体を指す。配列番号2の中の対立遺伝子は、配列
番号1に示されるSYKの核酸配列によってコードされ得る。1つのSYK変異体は、インフレー
ムエクソンを欠き、配列番号2のアミノ酸残基282～305を含まない配列番号2のポリペプチ
ド変異体をコードする。他の変異体は当技術分野で公知である。例えば、NCBI SNPデータ
ベースで観察されるように、ヒトSYKのいくつかの一塩基多型（SNP）がある。典型的には
、天然に存在する対立遺伝子変異体は、配列番号2のSYK配列と少なくとも90％、95％、97
％、98％又は99％同一のアミノ酸配列を有する。転写物は、635個のアミノ酸のタンパク
質産物をコードし、GenBank受託番号：NM_003177に記載されている。SH2ドメインは、膜
貫通タンパク質のリン酸化ITAMドメインとSYKの相互作用を媒介する。SYKタンパク質は、
細胞質の非受容体チロシンキナーゼとして特徴付けられ、自然免疫及び獲得免疫、細胞接
着、破骨細胞の成熟、血小板活性化及び血管発生を含むいくつかの生物学的プロセスにお
いて重要な役割を果たしていると考えられている。
【００５６】
　本明細書で使用される場合、用語「抗体分子」、「抗体」、「免疫グロブリン」及び「
抗体(複数)」は、抗体の天然に存在する形態、例えば、ポリクローナル抗体（例えば、Ig
G、IgA、IgM、IgE）並びにモノクローナル抗体及び組換え抗体又は一本鎖抗体、二本鎖及
び多重鎖のタンパク質などの抗体ペプチド、キメラ抗体、CDR移植抗体、ヒト抗体及びヒ
ト化抗体及び多重特異性抗体、並びに上記の全ての断片及び誘導体、その断片（例えば、
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dAb、scFv、Fv、Fab、F（ab）'2、Fab'）並びに機能的重鎖抗体などの誘導体、ナノボデ
ィ、例えば、他の鎖、例えば、軽鎖の完全な可変領域と対になった場合に、重鎖及び軽鎖
可変領域全体で観察されるものの少なくとも25、50、75、85又は90％の結合を可能にする
誘導体、並びに特異的結合についてインタクトな抗体と競合する、少なくとも1つの所望
のエピトープに対する特異性を有する抗体の任意の部分（例えば、エピトープに特異的に
結合するように十分な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
広く包含する。用語「抗体」はまた、モノボディ及びダイアボディなどの合成並びに遺伝
子操作された変異体を含む。用語「抗体分子」には入らないが、本発明はまた、「抗体類
似体（複数可）」などの誘導体、他の非抗体分子タンパク質ベースの骨格、例えば、特異
的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及び/又は免疫複合体を含む。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、用語「pSYK」、「p-SYK」及び「リン酸-SYK」は、リン酸
化された脾臓チロシンキナーゼ（SYK）を指す。「抗pSYK抗体分子」は、リン酸化SYK、例
えば、ヒトリン酸化SYKと相互作用するか又は認識する、例えば、結合する（例えば、特
異的に結合する）抗体分子（すなわち、抗体、抗体又は抗体類似体の抗原結合断片）を指
す。例示的な抗pSYK抗体分子は、表1及び表2にまとめられたものなどである。特定のその
ような実施態様において、本明細書で使用される「pSYK」、「p-SYK」及び「リン酸-SYK
」は、特に、配列番号2のチロシン525及び/又は526の位置でリン酸化されているSYKを指
す。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、用語「pBTK」又は「リン酸-ブルトン型無ガンマグロブリ
ン血症チロシンキナーゼ」は、GenPept受託番号NP_000052、配列番号26で表されるポリペ
プチド、又はそのアミノ酸残基の少なくとも1つがリン酸化されたそのアイソフォームを
意味する。いくつかの実施態様において、pBTKは、配列番号26のチロシン551の位置でリ
ン酸化されている（「BTK pY551」）。他の実施態様において、pBTKは、配列番号26のチ
ロシン223の位置でリン酸化されている（「BTK pY223」）。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、用語「pBLNK」又は「リン酸-B細胞リンカータンパク質」
は、GenPept受託番号NP_037446、配列番号27で表されるポリペプチド、又はそのアミノ酸
残基の少なくとも1つがリン酸化されたそのアイソフォームを意味する。いくつかの実施
態様において、pBTKは、配列番号27のチロシン96の位置でリン酸化されている（「BLNK p
Y96」）。他の実施態様において、pBTKは、配列番号27のチロシン84の位置でリン酸化さ
れている（「BLNK pY84」）。
【００６０】
　本明細書で使用される場合、用語「pFLT3」又は「リン酸-fms-関連チロシンキナーゼ3
」は、GenPept受託番号NP_004110、配列番号28で表されるポリペプチド、又はそのアミノ
酸残基の少なくとも1つがリン酸化されたそのアイソフォームを意味する。いくつかの実
施態様において、pFLT3は、配列番号28のチロシン591の位置でリン酸化されている（「FL
T3 pY591」）。他の実施態様において、pFLT3は、配列番号28のチロシン969の位置でリン
酸化されている（「FLT3 pY969」）。
【００６１】
　本明細書で使用される場合、「SYK阻害剤」、「SYK標的治療薬剤」又は「SYK標的治療
薬」は、SYKの活性化を阻害するか、SYKもしくはpSYKの活性を阻害するか、又はSYKの自
己リン酸化を阻害する化合物である。いくつかの実施態様において、SYK阻害剤は、pSYK
の自己リン酸化を阻害する。いくつかの実施態様において、SYK阻害剤によって阻害され
る自己リン酸化は、配列番号2のチロシン残基525及び/又はチロシン残基526での自己リン
酸化である。SYK阻害剤は、当技術分野で公知であるいくつかのうちの1つであり得るか、
又は例えば、WO1999/31073又はWO2009/136995に記載されているような、R406などのATP競
合物もしくは非加水分解性ATP類似体、ピセアタンノール、フォスタマチニブ、ジアミノ
ピリミジンカルボキサミド、例えば、WO2009/131687に記載されているようなピロロピリ
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ミジン、及び縮合複素芳香族ピロリジノンからなる群から選択され得る。特定の実施態様
において、SYK阻害剤は、縮合複素芳香族ピロリジノンであってよい。特定の実施態様に
おいて、縮合複素芳香族ピロリジノンは、引用により本明細書中に組み込まれている、米
国特許第8,440,689号に記載のピロロピリミジノン（例えば、6,7-ジヒドロ-5H-ピロロ[3,
4-c]ピリミジン-5-オン）又はピロロピリジノン（例えば、1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3
（2H)-オン）の化合物であり得る。いくつかの縮合複素芳香族ピロリジノン化合物は、本
明細書に記載されている。そのような1つの縮合複素芳香族ピロリジノンは、化合物Aとし
て本明細書に記載されている。SYK阻害剤を含む治療薬投与計画は、化合物Aなどの縮合複
素芳香族ピロリジノンで対象を治療することを含んでよい。
【００６２】
　用語「CDRの抗原結合群」又は「結合を可能にするのに十分なCDRの数」（及び類似の言
語）は、本明細書で使用される場合、フレームワーク中に置かれ、他の鎖の完全な可変領
域と対になるか、又は同様の長さで同じ数のCDRを有する他の鎖の可変領域の一部、例え
ば、軽鎖と対になった場合に、例えば、重鎖及び軽鎖可変領域全体で観察されるもののう
ちの少なくとも25、50、75、85又は90％の結合を可能にするような鎖、例えば、重鎖の十
分なCDRを指す。
【００６３】
　本明細書で使用される場合、用語「ヒト化抗体」は、親抗体の抗原結合特性を保持する
か、又は実質的に保持するが、ヒトにおいて免疫原性が低い非ヒト抗体、例えば、ウサギ
、げっ歯類（例えば、マウス）、ヒツジ又はヤギに由来する抗体を指す。ヒト化は、本明
細書で使用される場合、脱免疫化抗体を含むことが意図される。典型的には、ヒト化抗体
は、非ヒトCDR並びにヒトの又はヒト由来のフレームワーク領域及び定常領域を含む。
【００６４】
　用語「修飾された」抗体は、本明細書で使用される場合、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用いて発現させた抗体、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た抗体、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であ
る非ヒト動物（例えば、ウサギ、マウス、ラット、ヒツジもしくはヤギ）から単離された
抗体、又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、発現、作製又は単離された抗体などの、組換え手段により調製
、発現、作製又は単離された抗体を指す。そのような修飾された抗体は、ヒト化抗体、CD
R移植抗体（例えば、第1の抗体からのCDR及び異なる供給源、例えば、第2の抗体からのフ
レームワーク領域又はコンセンサスフレームワークを有する抗体）、キメラ抗体、インビ
トロで（例えば、ファージディスプレイによって）生成された抗体を含み、必要に応じて
、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列もしくはヒト免疫グロブリン遺伝子由来の可変領域又
は定常領域、或いはヒト免疫グロブリン遺伝子配列の代替の免疫グロブリン配列へのスプ
ライシングを伴う任意の手段によって調製、発現、作製又は単離された抗体を含んでよい
。特定の実施態様において、修飾抗体分子は、参照抗体からの配列変化を有する抗体分子
を含む。
【００６５】
　用語「単一特異性抗体」は、特定のエピトープに対する単一の結合特異性及び親和性を
示す抗体又は抗体調製物を指す。この用語は、「モノクローナル抗体」又は「モノクロー
ナル抗体組成物」を含む。
【００６６】
　用語「二重特異性抗体」又は「二機能性抗体」は、各結合部位が異なり、異なるエピト
ープを認識する、2つのエピトープに対する二重の結合特異性を示す抗体を指す。
【００６７】
　用語「非コンジュゲート抗体」及び「裸の抗体」は、非抗体部分、例えば、薬剤又は標
識にコンジュゲートされていない抗体分子を指すために互換的に使用される。
【００６８】
　用語「免疫複合体」、「抗体-薬物複合体」及び「抗体複合体」のそれぞれは、交換的
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に使用され、非抗体部分、例えば、薬剤又は標識にコンジュゲートされている抗体を指す
。用語「薬剤」は、化学化合物、化学化合物の混合物、生体高分子、又は生物物質から作
製された抽出物を示すために本明細書で使用される。用語「治療薬剤」は、生物活性を有
する薬剤を指す。例示的な治療薬は化学療法剤である。
【００６９】
　「細胞傷害剤」は、アルキル化剤、腫瘍壊死因子阻害剤、インターカレーター、微小管
阻害剤、キナーゼ阻害剤、プロテアソーム阻害剤及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、細胞の機能に直接干渉することによって主に細胞死を引き起こす
化合物を指す。「毒性ペイロード」は、本明細書で使用される場合、細胞に送達された場
合に、細胞死をもたらす十分な量の細胞傷害剤を指す。毒性ペイロードの送達は、本発明
の抗体又は抗原結合断並びに細胞傷害剤を含む十分な量の免疫複合体の投与によって達成
されてよい。毒性ペイロードの送達は、細胞傷害剤を含む免疫複合体であって、本発明の
抗体又はその抗原結合断片を認識し、結合する第2の抗体又はその抗原結合断片を含む十
分な量の免疫複合体を投与することによって達成されてもよい。
【００７０】
　本明細書で使用される場合、語句「に由来する」配列又は「指定配列に特異的な」配列
は、例えば、指定配列の連続領域に対応する、すなわち、指定配列の連続領域と同一又は
相補的な大体少なくとも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、又は少なくとも約15～21個のヌクレオチド又は5～7個
のアミノ酸の連続配列を含む配列を指す。特定の実施態様において、該配列は、指定され
たヌクレオチド又はアミノ酸配列の全てを含む。該配列は、当技術分野で公知の技術によ
って決定されるような特定の配列に固有の配列領域と相補的（ポリヌクレオチド配列の場
合）又は同一であってよい。配列が由来し得る領域は、特異的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、並びに非翻訳領域及び/又は非転
写領域を含むが、これらに限定されない。誘導される配列は、必ずしも研究中の興味の配
列から物理的に誘導されないが、ポリヌクレオチドが由来する領域（複数可）中の塩基配
列によって提供される情報に基づく化学合成、複製、逆転写又は転写を含むが、これらに
限定されない任意の方法で作製されてよい。このように、誘導される配列は、元のポリヌ
クレオチドのセンス又はアンチセンス配向のいずれかを表し得る。加えて、指定配列の組
み合わせに相当する領域の組み合わせは、意図する用途と一致するように、当技術分野で
公知の方法で変更又は組み合わされてよい。例えば、配列は、それぞれが指定配列の一部
を含み、指定配列と同一ではないが、指定配列由来の配列を表すことが意図される領域で
中断された2つ以上の連続配列を含んでよい。抗体分子に関連して「それから誘導される
」は、比較抗体に機能的又は構造的に関連する抗体分子を含み、例えば、類似の配列もし
くは構造又は実質的に同じ配列もしくは構造を有する、例えば、同じもしくは類似のCDR
、フレームワーク又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、連続していても又は連続していなくてもよいが、番号付け方式に従って
定義もしくは特定されるか、又は一般的な抗体構造と相同性があるか、又は比較配列の三
次元近接、すなわち、CDRもしくはフレームワーク領域内にある残基、例えば、1個以上、
例えば、2、3、4、5、6個以上の残基を含む。用語「それから誘導される」は、物理的に
それから誘導されることに限定されないが、別の抗体を設計するための、任意の方法によ
る、例えば、比較抗体からの配列情報の使用による作製を含み、単に配列類似性を指すこ
とができる。本明細書で使用される場合、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、該ポリペプチド配列又はその一部は、該核酸配列に
よりコードされるポリペプチドからの少なくとも3～5個のアミノ酸、少なくとも8～10個
のアミノ酸、又は少なくとも15～20個のアミノ酸のアミノ酸配列を含有する。
【００７１】
　2つの配列間の「相同性」の計算を以下のように行うことができる。配列を、最適な比
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較目的のために整列させる（例えば、ギャップは、最適な整列のために第1及び第2のアミ
ノ酸配列もしくは核酸配列のうちの一方又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）。比較目的のために整列させた参照配列の長さ
は、該参照配列の長さの少なくとも30％、40％、又は50％、少なくとも60％、又は少なく
とも70％、80％、90％、95％、又は100％である。次いで、対応するアミノ酸位置もしく
はヌクレオチド位置におけるアミノ酸残基又はヌクレオチドを比較する。第1の配列中の
位置を、第2の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基又はヌクレオチドが占める場合
、分子はその位置で同一である（本明細書で使用される場合、アミノ酸又は核酸の「同一
性」は、アミノ酸又は核酸の「相同性」と同等である)。2つの配列間のパーセント同一性
は、2つの配列の最適な整列のために導入する必要があるギャップの数及び各ギャップの
長さを考慮した、これらの配列が共有する同一位置の数の関数である。
【００７２】
　配列の比較及び2つの配列間のパーセント相同性の決定は、数学的アルゴリズムを用い
て達成されてよい。2つのアミノ酸配列間のパーセント相同性は、当技術分野で公知の任
意の方法を用いて決定されてよい。例えば、Needleman及びWunschの文献、J.Mol.Biol.48
: 444-453 (1970)、ブロッサム(Blossum)62マトリックス又はPAM250マトリックスのいず
れか、並びに16、14、12、10、8、6、又は4のギャップウエイト、及び1、2、3、4、5、又
は6の長さウエイトを用いた、GCGソフトウェアパッケージ中のGAPプログラムに組み込ま
れているアルゴリズム。2つのヌクレオチド配列間のパーセント相同性も、NWSgapdna.CMP
マトリックス及び40、50、60、70、又は80のギャップウエイト及び1、2、3、4、5、又は6
の長さウエイトを用いて、GCGソフトウェアパッケージ（Accelerys社、San Diego, Calif
.）中のGAPプログラムを用いて決定することができる。相同性の決定のためのパラメータ
の例示的なセットは、ギャップペナルティを12、ギャップ延長ペナルティを4、及びフレ
ームシフトギャップペナルティを5とするブロッサム62スコアリングマトリックスである
。
【００７３】
　本明細書で使用される場合、用語「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」
は、ハイブリダイゼーション及び洗浄の条件を説明する。ハイブリダイゼーション反応を
行うためのガイダンスは、分子生物学の最新プロトコル(Current Protocols in Molecula
r Biology)、John Wiley & Sons, N.Y.（1989）, 6.3.1-6.3.6の中に見ることができる。
水性及び非水性の方法がその参考文献に記載されており、どちらを用いてもよい。本明細
書で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)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、続いて、少なくとも50℃での0.2×SSC、0.1％SDS中での2回の洗
浄（洗浄の温度は、低ストリンジェンシー条件については55℃まで上昇させてもよい）;2
)約45℃での6×SSC中での中程度のストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件、続
いて、60℃での0.2×SSC、0.1％SDS中での1回以上の洗浄;3）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、続いて、65℃での0.2×SSC、0.1％SDS
中での1回以上の洗浄;及び4）65℃での0.5Mのリン酸ナトリウム、7％SDSである非常に高
いストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件、続いて、65℃での0.2×SSC、1％SDS
での1回以上の洗浄。非常に高いストリンジェンシー条件（4）が好ましい条件となる場合
が多く、特記しない限り使用されるべきものである。本発明の抗体及びその抗原結合断片
は、ポリペプチドの機能に対して実質的な影響を及ぼさない追加の保存的又は非必須アミ
ノ酸置換を有してよいことが理解される。特定の置換が許容される、すなわち、結合活性
などの所望の生物学的特性に悪影響を及ぼさないか否かは、Bowie,J Uらの文献、Science
 247: 1306-1310 (1990)又はPadlanらの文献、FASEB J.9: 133-139 (1995)に記載される
ように決定されてよい。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有する
アミノ酸残基で置換されているものである。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリ
ーは、当技術分野で定義されている。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミ
ノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば
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、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、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）、非極性側鎖を有す
るアミノ酸（例えば、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）、β分岐側鎖を有するアミノ酸（例
えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）及び芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、
チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。
【００７４】
　「非必須」アミノ酸残基は、生物活性を消失させることなく、又は実質的に変化させる
ことなく、結合剤、例えば、抗体の野生型配列から変えることができる残基であるが、「
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）であってよい。
【００７５】
　本明細書で使用される場合、用語「単離された」は、その元の環境（例えば、それが天
然に存在する場合は自然環境）から取り出される物質を指す。例えば、生きている動物内
に存在する天然のポリヌクレオチド又はポリペプチドは単離されていないが、自然系に共
存する物質のいくつか又は全てから分離されている同じポリヌクレオチド又はDNA又はポ
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又はポリペプチドはベクター
の一部であり得、かつ/又はそのようなポリヌクレオチド又はポリペプチドは、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又は培養細胞を含む組成物、例えば、混合
物、溶液もしくは懸濁液の一部であり得、該ベクター又は組成物がその天然環境の一部で
はないという点でなお単離されている。
【００７６】
　本明細書で使用される場合、用語「作動可能に連結された」は、記載される構成要素が
それらの意図された様式で機能することを可能にする関係にある状況を指す。したがって
、例えば、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
配列と適合する条件下で達成されるように結合されている。
【００７７】
　本明細書で使用される場合、用語「ベクター」は、別のポリヌクレオチドセグメントが
、例えば、接着セグメントの複製及び/又は発現をもたらすように結合しているレプリコ
ンを指す。
【００７８】
　本明細書で使用される場合、用語「制御配列」は、それが連結されているコード配列の
発現を達成するのに必要であるポリヌクレオチド配列を指す。そのような制御配列の特性
は宿主生物に依存して異なる。原核生物では、そのような制御配列には、一般的に、プロ
モーター、リボソーム結合部位及びターミネーター、場合によっては、エンハンサーが含
まれる。このように、用語「制御配列」は、少なくともその存在が発現に必要である全て
の構成要素を含むことが意図され、その存在が有利である追加の構成要素、例えば、リー
ダー配列を含んでもよい。
【００７９】
　本明細書で使用される場合、用語「精製された生成物」は、その生成物が通常関連して
いる細胞構成物から、かつ/又は興味の試料中に存在し得る他の種類の細胞から単離され
た生成物の調製物を指す。
【００８０】
　本明細書で使用される場合、用語「エピトープ」は、抗体に特異的に結合できるタンパ
ク質決定基を指す。エピトープ決定基は、通常、アミノ酸又は糖側鎖などの分子の化学的
に活性のある表面基からなり、通常、特異的な三次元構造特性並びに特異的な電荷特性を
有する。いくつかのエピトープは、直線状エピトープであるが、他のものは立体構造エピ
トープである。直線状エピトープは、連続したアミノ酸の一次配列が、認識されるエピト
ープを含むエピトープである。直線状エピトープは、典型的には、少なくとも3、より一
般的には少なくとも5、例えば、約8～約10個の連続したアミノ酸を含む。立体構造エピト



(31) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

ープは、a）例えば、リガンド結合に依存して、又は修飾（例えば、リン酸化）に依存し
て、シグナル伝達分子によって特定のタンパク質立体構造で結合する抗体にのみさらされ
る直鎖状配列;又はb）タンパク質の2以上の部分からの、又はマルチサブユニットタンパ
ク質においては2以上のサブユニットからの構造的特徴であって、結合に関与する3次元空
間内に十分に近接している前記構造的特徴の組み合わせなどの少なくとも2つの状況から
生じ得る。
【００８１】
　本明細書で使用される場合、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコード
される抗体クラス（例えば、IgM、IgA、IgE又はIgG）を指す。
【００８２】
　本明細書で使用される場合、用語「検出剤」、「標識」又は「標識された」は、ポリペ
プチド又は糖タンパク質上の検出可能なマーカーの取り込みを指すために使用される。ポ
リペプチド及び糖タンパク質を標識する様々な方法が当技術分野で公知であり、使用され
てよい。ポリペプチド用の標識の例としては、以下のもの：放射性同位体又は放射性核種
（例えば、インジウム（111In）、ヨウ素（131I又は125I）、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又は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、又はリン（32P）又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（18F）、ガリウム-68（6

8Ga）、及びヨウ素-121（121I））、蛍光標識（例えば、FITC、ローダミン、ランタニド
蛍光体、Cy3、又はCy5などのシアニン（Cy）蛍光色素、アレクサフルオロ488、アレクサ
フルオロ592、オレゴングリーン、酵素標識（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β-
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によって検出することができるもの、例えば、ストレプトアビ
ジン部分及び蛍光マーカーを含有する分子又は光学法もしくは比色法によって検出するこ
とができる酵素活性）、並びに二次レポーターにより認識される所定のポリペプチドエピ
トープ（例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体のための結合部位、金属結合ドメイ
ン、エピトープタグ）が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施態様にお
いて、標識は、潜在的な立体障害を減少させるために様々な長さのスペーサーアームによ
って接着される。
【００８３】
　本明細書で使用される場合、抗pSYK抗体分子についての「特異的結合」、「特異的に結
合する」又は「結合特異性」は、抗体分子が、非リン酸化SYK、ホスファターゼ（PPase）
処理されたSYKもしくはpSYKもしくは非SYKタンパク質、例えば、ウシ血清アルブミン（BS
A）、ラット肉腫ウイルス癌遺伝子相同体（RAS）、又はヒトアクチンに結合する親和性よ
りも高い親和性でpSYK、例えば、ヒトリン酸化SYKタンパク質に結合することを意味する
。典型的には、抗pSYK分子は、リン酸化SYK、例えば、ヒトリン酸化SYKタンパク質に対す
るそのKdの2倍より大きい、10倍より大きい、100倍より大きい、1,000倍より大きい、104

倍より大きい、105倍より大きい、又は106倍より大きい、非リン酸化SYK又は非SYKタンパ
ク質、例えば、BSA、RAS又はアクチンに対するKdを有する。Kdの決定において、リン酸化
SYK及び非リン酸化SYK又は非SYKタンパク質、例えば、BSA、RAS又はアクチンに対するKd
は、同じ条件下で行われるべきである。いくつかの実施態様において、pSYK Y525/526へ
の特異的結合を有する抗pSYK抗体は、配列番号2の任意の他のチロシン、セリン又はトレ
オニンの位置でリン酸化されたSYKに結合する親和性よりも高い親和性でpSYK Y525/526に
結合する。
【００８４】
　用語「親和性」又は「結合親和性」は、見かけの結合定数又はKaを指す。Kaは、解離定
数（Kd）の逆数である。抗体は、特定の標的分子に対して、例えば、少なくとも105、106

、107、108、109、1010及び1011M-1の結合親和性を有してよい。第2の標的に比べて第1の
標的への抗体のより高い結合親和性は、第2の標的との結合に対するKA（又は数値KD）よ
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りも第1の標的との結合に対するより高いKA（又はより小さい数値KD）によって示され得
る。そのような場合には、該抗体は、第2の標的（例えば、第2の立体構造中の同一タンパ
ク質もしくはその模倣体;又は第2のタンパク質）に比べて、第1の標的（例えば、第1の立
体構造中のタンパク質又はその模倣体）に対して特異性を有する。結合親和性（例えば、
特異性又は他の比較について）の違いは、少なくとも1.5、2、3、4、5、10、15、20、37.
5、50、70、80、91、100、500、1000、又は105倍であってよい。結合親和性は、平衡透析
、平衡結合、ゲル濾過、ELISA、表面プラズモン共鳴、又は分光法（例えば、蛍光アッセ
イを用いる）を含む様々な方法によって決定され得る。例えば、抗pSYK抗体分子の相対的
親和性は、pSYK発現細胞を用いたFACS測定により、pSYKタンパク質、pSYK Y525/526ペプ
チド（例えば、抗pSYK抗体分子を増やすために使用される免疫原）に対するELISA測定か
ら測定されてよい。
【００８５】
　結合親和性を評価するための例示的な条件は、トリス緩衝液（pH7.5の50mMのトリス、1
50mMのNaCl、5mMのCaCl2）におけるものである。これらの技術は、結合タンパク質（又は
標的）の濃度の関数として、結合した結合タンパク質及び遊離している結合タンパク質の
濃度を測定するために使用され得る。結合した結合タンパク質（[結合]）の濃度は、遊離
している結合タンパク質（[遊離]）の濃度及び標的上の結合タンパク質の結合部位の濃度
に関連し、（N）は、次式により標的分子あたりの結合部位の数である:
[結合]=N・[遊離]/((1/KA)+[遊離])
【００８６】
　KAの正確な決定を行うことは必ずしも必要ではないが、結合した結合タンパク質の濃度
は、時には、例えば、ELISA又はFACS分析などの方法を用いて決定される親和性の定量的
な測定値を得るのに十分であり、KAに比例するので、より高い親和性が、例えば、2倍よ
り高いか否かを決定することなどの比較のために、例えば、機能アッセイにおける活性に
より、例えば、インビトロもしくはインビボアッセイによって親和性の定性的測定値を得
るか、又は親和性の推定(inference)値を得るために使用されてよい。抗pSYK抗体分子の
親和性は、リアルタイム生体分子相互作用分析（BIA）などの技術を用いて測定すること
もできる(例えば、Sjolander, S,及びUrbaniczky, C,の文献、1991, Anal. Chem. 63:233
8-2345並びにSzaboらの文献、1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705を参照された
い)。本明細書で使用される場合、「BIA」又は「表面プラズモン共鳴」は、相互作用物の
いずれも標識することなく、リアルタイムで生体特異的相互作用を研究するための技術（
例えば、BIACORE(商標)）である。結合表面における質量の変化（結合事象の指標）は、
表面付近の光の屈折率の変化（表面プラズモン共鳴（SPR）の光学現象）をもたらし、生
物学的分子間のリアルタイム反応の指標として用いられ得る検出可能なシグナルをもたら
す。
【００８７】
　BIACORE(商標)T100システム(GE Healthcare, Piscataway, N.J.)を用いた抗pSYK抗体分
子の親和性の測定を簡単に説明する。抗pSYK抗体（プレップA）は、pH4.0の10nMの酢酸ナ
トリウムで適切な濃度（例えば、20μg/mL）まで希釈してよく、参照/対照抗体（プレッ
プB）は、pH4.0の10mMの酢酸ナトリウムで適切な濃度（例えば、10μg/mL）まで希釈して
よい。次いで、各抗体は、標準的なアミンカップリングを使用して、いくつかのCM4 BIAC
OREチップに共有結合で固定してよい。調製した各CM4チップについては、プレップA抗体
は、およそ75～100 RUで2つのフローセル上に固定してよく、プレップB抗体は、およそ70
～80 RUで1つのフローセルに固定してよい。各CM4チップの残りの第4のフローセルは、参
照フローセルとして使用されてよい。
【００８８】
　本明細書で使用される場合、用語「治療する」又は「治療」は、物質又は対象を変更す
るための治療薬剤の投与として定義される。癌の文脈において、「治療」は、さらなる腫
瘍の成長を防止又は阻害するため、及び腫瘍の収縮を引き起こすための治療薬の使用を意
味する。そのような使用は、より長い生存時間を提供することができる。治療は、腫瘍の
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転移の防止を含むことも意図される。腫瘍は、癌又は腫瘍の少なくとも1つの症状（反応
性/非反応性、進行までの時間、又は当技術分野で公知であり、本明細書に記載の指標に
よって決定されるような）が緩和、終了、減速、最小化、又は防止される場合に、「阻害
される」又は「治療される」。本明細書でさらに説明するとおり、治療薬投与計画（例え
ば、SYK阻害剤を含む）を用いた治療に基づく物理的又はその他の腫瘍の任意の症状のい
かなる改善も本発明の範囲内である。該治療は、障害、障害の症状又は障害素因、例えば
、癌を治癒する(cure)、治癒する(heal)、緩和する、軽減する、改変する、救済する、寛
解させる、和らげる、改善するか又は影響を与えることであってよい。理論に束縛される
ものではないが、治療は、インビトロ又はインビボでの細胞の阻害、消失、もしくは死滅
を引き起こすか、又はそうでなければ障害、例えば、本明細書に記載の障害（例えば、癌
）を媒介する細胞、例えば、異常な細胞の能力を減少させることと考えられる。SYK標的
治療薬の投与は、対象、例えば、患者に抗pSYK抗体分子又はSYK阻害剤を提供することで
あるか、又は対象に戻される対象からの単離された組織もしくは細胞への、例えば、適用
による投与であり得る。抗pSYK抗体分子又はSYK阻害剤は、単独で、又は第2の薬剤と組み
合わせて投与されてもよい。
【００８９】
　本明細書で使用される場合、用語「対象」は、哺乳動物、霊長類、ヒト及び非ヒト動物
を含むことが意図される。例えば、対象は、SYKによって媒介される障害、疾患、もしく
は状態などの障害、疾患、又は状態、例えば、上記のような異常なBCR媒介性SYK活性化障
害（例えば、DLBCL、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、又は慢性リンパ性白血病
）、異常なFcγ受容体媒介性SYK活性化障害（例えば、急性骨髄性白血病もしくは骨髄異
形成症候群）又は異常LMP2A媒介性SYK活性化障害（例えば、上咽頭癌、リンパ腫、もしく
は胃癌）を有する患者（例えば、ヒト患者もしくは動物患者）であってよい。特定のその
ような実施態様において、該障害、疾患、又は状態は、急性骨髄性白血病（AML）、B細胞
慢性リンパ性白血病（BCLL）、B細胞リンパ腫（例えば、マントル細胞リンパ腫（MCL）、
びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL））、濾胞性リンパ腫、及びT細胞リンパ腫（例
えば、末梢T細胞リンパ腫）などの血液癌、白血病、リンパ腫又は骨髄腫の悪性腫瘍、並
びに肺癌（小細胞肺癌及び非小細胞肺癌）、膵臓癌、及び結腸癌などの上皮癌（すなわち
、癌腫）を含む異常細胞増殖に関連する。上記の血液悪性腫瘍及び上皮癌に加えて、いく
つかの実施態様において、該状態は、とりわけ、白血病（慢性骨髄性白血病及び慢性リン
パ性白血病（CLL））、並びに乳癌、尿生殖器癌、皮膚癌、骨癌、前立腺癌、及び肝臓癌;
脳の癌;喉頭、胆嚢、直腸、副甲状腺、甲状腺、副腎、神経組織、膀胱、頭、首、胃、気
管支、及び腎臓の癌;基底細胞癌、扁平上皮癌、転移性皮膚癌、骨肉腫、ユーイング肉腫
、細網肉腫、及びカポジ肉腫;骨髄腫、EBV関連腫瘍及び他の固形腫瘍、巨細胞腫、膵島細
胞腫、急性及び慢性のリンパ球腫瘍並びに急性及び慢性の顆粒球性腫瘍、有毛細胞腫瘍、
腺腫、髄様癌、褐色細胞腫、粘膜神経腫、腸神経節腫、過形成性角膜神経腫瘍、マルファ
ン症候群様体質腫瘍、ウィルムス腫瘍、セミノーマ、卵巣腫瘍、平滑筋腫瘍(leiomyomate
r tumor)、子宮頸部形成異常、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、骨髄異形成症候群（MDS）
、横紋筋肉腫、星状細胞腫、非ホジキンリンパ腫、悪性高カルシウム血症、真性多血症、
腺癌、多形膠芽細胞腫、神経膠腫、リンパ腫、及び悪性黒色腫を含む他の種類の癌を含み
得る。特定の実施態様において、該障害、疾患又は状態は、PTCL、DLBCL、FL、MCL、CLL
、AML、MDS、上咽頭癌、リンパ腫、胃癌、乳癌、卵巣癌、肺癌（例えば、小細胞肺癌）及
びPT-LPDから選択される。いくつかの実施態様において、DLBCLは、胚中心B細胞様（GCB
）サブタイプ、活性化B細胞様（ABC）サブタイプ及び非胚中心B細胞様（非GCB）サブタイ
プからなる群から選択されるサブタイプとして分類される。
【００９０】
　癌に加え、いくつかの実施態様において、該状態は、とりわけ、良性前立腺肥大、再狭
窄、過形成、滑膜増殖障害、網膜症又は眼の他の血管新生障害などの非悪性増殖性疾患を
含む異常な細胞増殖に関連する他の疾患を含んでよい。いくつかの実施態様において、該
状態は、このようなSYK発現状態、pSYK発現状態もしくはSYK活性化状態の症状;又はこの
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ようなSYK発現状態、pSYK発現状態もしくはSYK活性化状態の素因を含んでもよい。SYK、B
TK及びPI3Kδは、BCR活性化悪性腫瘍における臨床的に検証された標的である。本発明の
用語「非ヒト動物」は、特に断りのない限り、全ての非ヒト脊椎動物、例えば、非ヒト霊
長類などの非ヒト哺乳動物及び非哺乳動物、ヒツジ、イヌ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬
虫類、マウス、ラット、ウサギ又はヤギなどを含む。一実施態様において、「対象」は、
マウス、ラット、ウサギ又はヤギのうちの1以上又は全てを除外する。
【００９１】
　本明細書で使用される場合、障害を治療するのに「有効な」もしくは「十分な」抗pSYK
抗体分子又は治療薬の量、又は「治療有効量」もしくは「治療上十分な量」は、対象への
単回用量又は複数回用量の投与の際に、（a）治療される障害又は疾患状態の重症度の検
出可能な減少を引き起こす;（b）疾患もしくは障害の患者の症状を改善又は緩和する;又
は（c）治療される障害もしくは疾患状態又は細胞、例えば、癌細胞（例えば、SYK発現腫
瘍細胞、pSYK発現腫瘍細胞もしくはSYK活性化腫瘍細胞）の進行を減速もしくは防止する
か、又は他の方法でそれらを安定化するかもしくはそれらの安定性を延長する（例えば、
癌のさらなる腫瘍成長を防止する）のに有効であるか、或いは本明細書に記載の障害を有
する対象を、そのような治療が存在しない場合に予想されるものを超えて延長治癒、軽減
、緩和又は改善するのに有効である抗体分子の量を指す。本明細書で使用される場合、腫
瘍又は癌の「増殖を阻害すること」は、その増殖及び/もしくは転移を減速、中断、阻止
又は停止することを指し、必ずしも腫瘍増殖の完全な除去を示すものではない。任意の特
定の患者のための特定の投薬量及び治療投与計画は、使用される特定の化合物の活性、患
者の年齢、体重、全般的健康、性別、及び食事、投与の時間、排泄の速度、薬物の組み合
わせ、治療する医師の判断、及び治療される特定の疾患の重症度を含む様々な要因に依存
し得る。
【００９２】
　H-スコアアプローチは、腫瘍型内及び腫瘍型間の染色の強度及び腫瘍の染色率の差異を
決定するための最適なデータ解像度を提供する。H-スコアアプローチはまた、陽性染色の
閾値を決定するための優れたツールを提供する。この方法では、0～3+の範囲の染色強度
を有する腫瘍内の細胞のパーセンテージ（0～100）が提供される。本方法を用いて、0、0
.5、1、2及び3の強度を有するスコアが提供された。マーカーに依存して、0.5染色は、陽
性又は陰性としてスコア化されてよく、かつマーカーの軽度であるが知覚できる染色を反
映する。Hスコアを得るために、腫瘍細胞のパーセンテージは各強度で乗算され、加算さ
れる。
【００９３】
　Hスコア=（％腫瘍*1）+（％腫瘍*2）+（％腫瘍*3）
【００９４】
　例えば、腫瘍が20％陰性（0）、30％+1、10％+2、40％+3である場合、これは170のHス
コアを与える。
【００９５】
　腫瘍細胞の100％が3+強度で標識される場合、最大H-スコアは、細胞内局在（すなわち
、頂端又は細胞質）あたり300（100％*+3）である。最初に、対照として、単独の総H-ス
コアを、試料の比較に使用しなかったが、各強度での細胞の分解率の見直しに加えて評価
した。例えば、90のスコアは、腫瘍細胞の90％が1+強度で染色されるか、又は細胞の30％
が3+強度で染色されることを表すことができる。これらの試料は、同じH-スコアを有する
が、非常に異なるpSYK発現を有する。各強度でスコア化される細胞のパーセンテージは変
化してよいが、通常は10％刻みでスコア化される;しかしながら、単一構成要素のスコア
化の小さなパーセンテージは、あるレベルの染色が存在することを実証するために、1％
及び5％と同様に推定されてもよい。pSYKについては、頂端染色は、1及び5％などの低レ
ベルの増分で評価するために考慮されてよい。
【００９６】
　抗pSYK抗体
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　とりわけ、pSYK発現を検出するのに有用な抗pSYK抗体分子を本明細書に記載する。いく
つかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、自己リン酸化pSYKを検出するのに有用で
ある。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、pSYK Y525/526を検出するの
に有用である。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、活性化pSYK、例えば
、BLNK、BTK、又はPLCγのリン酸化をもたらすことができるSYKを検出するのに有用であ
る。例えば、pSYK検出に有用な抗pSYK抗体分子は、pSYK、例えば、pSYK Y525/526に対し
て、例えば、少なくとも103、104、105、106、107、108、109、1010又は1011M-1の結合親
和性で特異的にpSYKに結合する非ヒト抗pSYK抗体分子（例えば、非ヒト及び非マウス抗体
分子）を含み得る。該抗pSYK抗体分子は、例えば、本明細書に記載の非ヒト、非マウス及
び非ラット抗体分子、例えば、ウサギ抗pSYKの抗体分子であり得る。
【００９７】
　特定の態様において、本発明は、表1及び表2にまとめたものなどの特徴を含む抗pSYK抗
体分子に関する。他の態様において、本発明は、表3、表4、表5及び/又は表6にまとめた
ものなどの特徴を含む抗pSYK抗体分子に関する。
【００９８】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、ウサギハイブリドーマ抗体であり、抗体MI
L81-1-8のうちの1つである。一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、抗体MIL81-1-8
に由来する。別の実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、ウサギハイブリドーマ抗体で
あり、MIL81-2-1である。一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、抗体MIL81-2-1に由
来する。別の実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、ウサギハイブリドーマ抗体であり
、MIL81-99-1である。一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、抗体MIL81-99-1に由来
する。
【００９９】
　一実施態様において、抗pSYK抗体分子は、例えば、直接結合アッセイ又は競合結合アッ
セイによって測定されるとおり、pSYKに対する親和性を有する。一実施態様において、該
抗pSYK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、1×10-11M未満、1×10-12M未満、又は1×10-13M未満のKdを有する。一実施態様
において、該抗体分子は、IgG、又はその抗原結合断片であり、1×10-6M未満、1×10-7M
未満、1×10-8M未満、又は1×10-9M未満のKdを有する。一実施態様において、抗pSYK抗体
分子、例えば、MIL81-1-8抗体又はそれに由来する抗体は、約80～約200pM、約50～約400p
M、約100～約300pM、約100～約150pM又は約120pMのKdを有する。一実施態様において、抗
pSYK抗体分子、例えば、MIL81-1-8抗体又はそれに由来する抗体は、約0.9～約1.25×l05M
-1s-1、又は約1.1×105M-1s -1のkaを有する。一実施態様において、該抗体分子は、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、又は1×10-13M未満のKdを有する。
【０１００】
　天然に存在する哺乳動物の抗体構造単位は、四量体に代表される。各四量体はポリペプ
チド鎖の2つのペアで構成され、各ペアは1つの「軽」鎖（約25kDa）及び1つの「重」鎖（
約50～70kDa）を有する。各鎖のアミノ末端部分は、主に抗原認識を担う約100～110個以
上のアミノ酸の可変領域を含む。各鎖のカルボキシ末端部分は、主としてエフェクター機
能を担う定常領域を定義する。ヒト軽鎖は、κ軽鎖及びλ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、又はイプシロンとして分類され、それ
ぞれIgM、IgD、IgG、IgA、及びIgEとして抗体アイソタイプを定義し得る。軽鎖及び重鎖
内で、可変領域及び定常領域は、約12個以上のアミノ酸の「J」領域によって連結され、
重鎖はまた、約10個以上のアミノ酸の「D」領域を含む。一般的に、基本的な免疫学(Fund
amental Immunology) 第7章（Paul,W.編、第2版、Raven Press, N.Y.(1989))を参照され
たい。各軽鎖/重鎖ペアの可変領域は、抗体結合部位を形成する。特定の実施態様におい
て、該抗pSYK抗体分子のアイソタイプは、異なるガンマ重鎖を有する、4つのサブクラス
のIgG1、IgG2、IgG3及びIgG4に分類され得るIgG免疫グロブリンである。ほとんどの治療
用抗体は、IgG1アイソタイプのヒト抗体、キメラ抗体、又はヒト化抗体である。特定の実
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施態様において、該抗pSYK抗体分子はウサギIgG抗体である。
【０１０１】
　各重鎖と軽鎖のペアの可変領域は、抗原結合部位を形成する。したがって、インタクト
なIgG抗体は、同一である2つの結合部位を有する。しかしながら、二機能性抗体又は二重
特異性抗体は、2つの異なる重鎖/軽鎖ペアを有し、2つの異なる結合部位をもたらす人工
的なハイブリッド構築物である。
【０１０２】
　鎖は全て、相補性決定領域又はCDRとも呼ばれる3つの超可変領域によって連結された比
較的保存されたフレームワーク領域（FR）の同じ一般構造を示す。各ペアの2つの鎖から
のCDRは、特異的エピトープへの結合を可能にする、フレームワーク領域によって整列さ
れる。N末端からC末端まで、軽鎖及び重鎖の両方は、ドメインFR1、CDR1、FR2、CDR2、FR
3、CDR3及びFR4を含む。各ドメインへのアミノ酸の割り当ては、免疫学的に関心のあるタ
ンパク質のカバット配列（National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987及び19
91))の定義、又はChothia及びLeskの文献、J. Mol. Biol.196:901-917 (1987);Chothiaら
の文献、Nature 342:878-883 (1989)に従う。本明細書で使用される場合、CDRは、重鎖（
HCDR1、HCDR2、HCDR3）及び軽鎖（LCDR1、LCDR2、LCDR3）の各々について言及される。
【０１０３】
　抗pSYK抗体分子は、上記のウサギ抗体のうちのいずれか1つの重鎖及び軽鎖の一方又は
両方のCDRの全て、又はCDRの抗原結合サブセットを含むことができる。可変領域及びCDR
を含むウサギハイブリドーマ抗体のアミノ酸配列は、表3及び表5の中で見ることができる
。
【０１０４】
　したがって、一実施態様において、該抗体分子は、以下のもののうちの一方又は両方を
含む：（a）1個、2個、3個、又は抗原結合数の上記のウサギハイブリドーマ抗体のうちの
いずれか1つの軽鎖CDR（LCDR1、LCDR2及び/もしくはLCDR3）。特定の実施態様において、
該CDR（複数可）は、以下のようなLCDR1～3のうちの1つ以上又は全てのアミノ酸配列を含
んでよい:LCDR1、又は1～7個のアミノ酸が保存的置換されている修飾LCDR1）LCDR2、又は
1個もしくは2個のアミノ酸が保存的置換されている修飾LCDR2）;或いはLCDR3、又は1個も
しくは2個のアミノ酸が保存的置換されている修飾LCDR3;（b）1個、2個、3個、又は抗原
結合数の上記のウサギハイブリドーマ抗体のうちの1つの重鎖CDR（HCDR1、HCDR2及び/も
しくはHCDR3）。特定の実施態様において、該CDR（複数可）は、以下のようなHCDR1～3の
うちの1つ以上又は全てのアミノ酸配列を含んでよい：HCDR1、又は1個もしくは2個のアミ
ノ酸が保存的置換されている修飾HCDR1;HCDR2、又は1～4個のアミノ酸が保存的置換され
ている修飾HCDR2;或いはHCDR3、又は1個もしくは2個のアミノ酸が保存的置換されている
修飾HCDR3。
【０１０５】
　抗pSYK抗体分子の生成に有用な免疫原には、pSYK、例えば、ヒトpSYK発現細胞;pSYK発
現細胞の膜画分;pSYKを発現する組換え細胞;単離又は精製されたpSYK、例えば、ヒトpSYK
タンパク質（例えば、生化学的に単離されたpSYK、又はその一部（例えば、pSYKのリン酸
化部位を含む部分もしくはペプチド、例えば、配列番号2の少なくとも約8、10、12、14、
16、20、24、28又は32個のアミノ酸残基を含む））が含まれる。いくつかの実施態様にお
いて、抗pSYK抗体を作製するための免疫原は、ヒトSYKのTyr525/526の周囲の残基に相当
する合成リン酸化ペプチドである。一実施態様において、該ペプチド免疫原は、チロシン
525及び/又は526上にリン酸で修飾された、配列番号2のアミノ酸520～529である。
【０１０６】
　免疫原は、生化学的操作、精製、免疫又は抗体価の測定を支援するために、異種配列に
融合されてよい。そのような免疫原は、pSYK、例えば、リン酸化ドメインの一部、及び非
pSYKポリペプチドを含む部分を含んでよい。精製又は固体支持体、例えば、アフィニティ
ーカラムもしくはマイクロタイタープレート又は他の適切なアッセイ基質/チップ上への
固定化を容易にするために融合タンパク質を構築するための選択が多く存在する。例えば
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、融合部分は、ドメイン、例えば、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又はプロテインGに結合することがで
きる免疫グロブリンのFc領域;アミノ酸残基、例えば、アフィニティーカラム上のニッケ
ル又はコバルトと結合することができる2個、3個、4個、5個、又は6個のヒスチジン残基;
エピトープタグ、例えば、タグ特異的抗体と結合することができるc-myc癌遺伝子の一部
（mycタグ）、FLAGタグ（米国特許第4,703,004）、ヘマグルチニン（HA）タグ、T7遺伝子
10タグ、V5タグ、HSVタグ、又はVSV-Gタグ;又は補因子、例えば、ストレプトアビジンと
結合することができるビオチンを付加することができる。いくつかの実施態様において、
ペプチド免疫原は末端システインを有するので、該ペプチドはハプテン又は担体タンパク
質にコンジュゲートされてもよい。いくつかの実施態様において、該ペプチド免疫原はN
末端システインを有する。
【０１０７】
　免疫グロブリンのFc部分を含む免疫原は、効率的な抗体作製のために宿主の免疫監視構
成要素によってpSYKエピトープに構造的なアクセスを可能にする構成で、溶液中で又は細
胞に接着させるかのいずれかでpSYKを保持することができる。Fc領域を含む免疫グロブリ
ン重鎖は、鎖間ジスルフィド結合を介して二量体へと会合するため、Fc領域との融合から
生じる免疫原は二量体である。
【０１０８】
　宿主種、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヤギにおける免疫化のための免疫原に融合
させるための、非宿主種、例えば、ヒトIg Fc領域由来のFc部分は、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とpSYK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反応性抗体は、スクリーニングの間に特定され、廃棄されてよ
い。Fc部分は、野生型配列又はエフェクター機能を変更するように変異させた配列を有し
てよい。例えば、変異定常領域（変異型）は、Fc受容体への結合及び/又は補体を固定す
る能力を最小限にするために、融合タンパク質に組み込まれてよい（例えば、Winterらの
特許、GB 2,209,757 B; Morrisonらの特許公開、WO 89/07142; Morganらの特許公開、WO 
94/29351を参照されたい）。特定の実施態様において、Fc領域の基準に従って番号を付け
られたリジン235及びグリシン237を、例えば、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、宿主におけるFc受容体との相互作用を減少させることがで
きる。
【０１０９】
　本明細書に記載の抗pSYK抗体分子、例えば、ウサギモノクローナル抗体、又はそのヒト
化バージョンが結合し得るpSYK分子からの有用なエピトープ、例えば、参照エピトープは
、透過性細胞、膜分画、細胞溶解物及び組織切片内で観察され得る。
【０１１０】
　例えば、抗pSYK抗体分子に対するエピトープは、配列番号2の残基500～550;配列番号2
の残基510～540;配列番号2の残基515～530からの残基（複数可）;又は本発明の抗pSYK抗
体分子に結合するその断片、例えば、そのMIL81-1-8結合断片内に存在するか、又はそれ
らを含んでよい。そのような断片は、残基525/526及び配列番号2の周囲の残基を含んでよ
く、リン酸化、例えば、チロシン525の位置でリン酸化され、かつ/又はチロシン526の位
置でリン酸化されてよい。いくつかの実施態様において、抗pSYK抗体分子、例えば、MIL8
1-1-8抗体のエピトープは、SYKアミノ酸配列内の、すなわち、配列番号2の残基約1～635
から選択される1個以上の追加のアミノ酸残基をさらに含む立体構造エピトープである。
【０１１１】
　そのようなエピトープ又はリン酸化ドメイン、例えば、配列番号2のアミノ酸残基500～
550、510～540、515～530もしくは520～529からの残基（複数可）又はそれら由来の抗体
分子内に存在するか、或いはそれらを含むエピトープに対して作製された抗体は、本明細
書に記載されるように、治療用又は診断用抗体として有用であり得る。
【０１１２】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、以下の特性のうちの1以上を有する：a）該
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抗pSYK抗体分子は、表1及び表2にまとめられた上記の抗pSYK抗体分子、又はウサギハイブ
リドーマ抗体（例えば、MIL81-1-8、MIL81-2-1もしくはMIL81-99-1）のうちの1つと結合
、例えば、細胞質pSYK又は精製pSYKへの結合について競合する;b）該抗pSYK抗体分子は、
表1及び表2にまとめられた上記の抗pSYK抗体分子、又はウサギハイブリドーマ抗体（例え
ば、MIL81-1-8、MIL81-2-1もしくはMIL81-99-1）のうちの1つとしてpSYK上の同じ、又は
実質的に同じエピトープに結合する。一実施態様において、該抗体は、ペプチドアレイア
ッセイのうちの1以上によって、又は細胞質調製物又は膜調製物中で発現させた配列番号2
の切断変異体、キメラもしくは点変異体への結合によって決定されるとおり、例えば、こ
れらのアッセイが本明細書に記載されるとおりに同じエピトープと結合する;c）該抗pSYK
抗体分子は、表1及び表2にまとめられた上記の抗pSYK抗体分子、又はウサギハイブリドー
マ抗体（例えば、MIL81-1-8、MIL81-2-1もしくはMIL81-99-1）のうちの1つのエピトープ
と共通の少なくとも1、2、3、4、5、8、10、15又は20個の連続アミノ酸残基を有するエピ
トープに結合する;d）該抗pSYK抗体分子は、本発明の抗pSYK抗体が結合するヒトpSYKの領
域と結合し、その領域、例えば、細胞質領域は、10～15、10～20、20～30、又は20～40残
基長であり、結合は、例えば、切断変異体への結合によって決定される。一実施態様にお
いて、該抗pSYK抗体分子は、ヒトpSYKのリン酸化ドメインと結合する。一実施態様におい
て、該抗pSYK抗体分子は、配列番号2のアミノ酸残基500～550、510～540、515～530又は5
20～529によって定義されたヒトpSYK部分と結合し得る。一実施態様において、該抗pSYK
抗体分子は、配列番号2のアミノ酸残基525及び/又は526の位置のリン酸化部位と結合する
;又はe）該抗pSYK抗体分子は、本明細書に記載の参照エピトープに結合する。
【０１１３】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、SYK配列：RADEN-pY-pY-KAQ（チロシン525
及び526がリン酸で修飾された配列番号2のアミノ酸520～529）と結合する。
【０１１４】
　いくつかの実施態様において、該抗体分子は、立体配座エピトープと結合する。他の実
施態様において、抗体分子は、直線状エピトープと結合する。
【０１１５】
　該抗pSYK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）又はヒト化抗体又はその抗体断片も
しくは誘導体であってよい。前述の任意の合成変異体及び遺伝子操作された変異体（米国
特許第6,331,415号を参照されたい）も、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方法論（例えば、Kohler及びMilsteinの文献の、
標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技術(the standard somatic cell hybridization
 technique)、Nature 256:495(1975);一般に、Harlow,E.及びLane,D.(1988)の文献、抗体
:実験マニュアル(Antibodies:Laboratory Manual)、Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss,Cold Spring Harbor, N.Y）、及びそれらの各々が引用によりその全体が本明細書中に
組み込まれている、米国特許第7,402,409号、同第7,429,487号、同第7,462,697号、同第7
,575,896号、同第7,732,168号、及び同第8,062,867号に記載されているように、融合パー
トナー細胞株で免疫したウサギから単離したB細胞を融合することによって作製されたウ
サギ-ウサギハイブリドーマを用いてカスタムウサギモノクローナル抗体（RabMAb(登録商
標)）を生成する、Epitomics社（Burlingame, CA)によって提供されるウサギモノクロー
ナル抗体技術及びサービスを含む様々な技術によって生成され得る。
【０１１６】
　タンパク質、例えば、pSYKもしくは可溶性部分、又は免疫原ペプチド、配列番号25など
のpSYKの部分を含む融合タンパク質、又はそれからの細胞画分もしくは膜画分、例えば、
表面露出pSYK又はその部分を発現する細胞での免疫化は、例えば、アジュバント、例えば
、完全フロイントアジュバントとの反応を誘導するような方法で注射用に調製された免疫
原を用いて実行されてよい。他の適切なアジュバントには、TITERMAX GOLD（登録商標）
アジュバント(CYTRX社、Los Angeles,Calif.)及びミョウバンが含まれる。配列番号25な
どの小ペプチド免疫原は、キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）などのより大きな
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分子と連結されてよい。マウス又はウサギに、いくつかの部位に、例えば、腹膜（i.p.）
、尾の付け根、もしくはフットパッド、又は部位の組み合わせ、例えば、iPと尾の付け根
（BIP）に、いくつかの方法で、例えば、皮下、静脈内又は筋肉内注入してよい。ブース
ター注射は、同じ又は異なる免疫原を含むことができ、さらに、アジュバント、例えば、
不完全フロイントアジュバントを含むことができる。DNA、例えば、SYKをコードするDNA
もしくはその一部又はpSYKもしくはその一部を含む融合タンパク質での免疫化は、遺伝子
銃技術を用いて注入され得る。例えば、DNAは、顕微鏡レベルの金粒子上にロードされ、
短い期間にわたって頻繁な間隔でマウス又はウサギに注入される。
【０１１７】
　一般に、モノクローナル抗体が望ましい場合、ハイブリドーマは、不死化細胞株（例え
ば、SP2/0などの骨髄腫細胞株、P3X63Ag8.653又はヘテロ骨髄腫）からの適切な細胞と抗
体産生細胞とを融合することによって生成される。抗体産生細胞は、ヒト、ヒト抗体トラ
ンスジェニック動物もしくは興味の抗原で免疫した他の適切な動物（例えば、ウサギ）の
末梢血又は脾臓又はリンパ節から取得され得る。ヒト由来の抗体（例えば、ヒト抗体）を
産生する細胞は、適切な方法、例えば、ヒト抗体産生細胞とヘテロ骨髄腫もしくはトリオ
ーマの融合、又はエプスタイン・バーウイルスでの感染を介して活性化されたヒトB細胞
の不死化を用いて生成され得る（例えば、米国特許第6,197,582号（Trakht）;Niedbalaら
の文献、Hybridoma,17:299-304 (1998);Zanellaらの文献、J Immunol Methods,156:205-2
15 (1992);及びGustafssonらの文献、Hum Antibodies Hybridomas,2:26-32 (1991)を参照
されたい）。いくつかの実施態様において、融合は、両方の刊行物の内容が引用により本
明細書中に組み込まれている、米国特許第5,675,063号からの融合パートナー細胞株240E-
1又は米国特許第7,429,487号からの240E-Wを使用して行われる。
【０１１８】
　融合又は不死化された抗体産生細胞（ハイブリドーマ）は、選択的培養条件を用いて単
離されるか、又は限界希釈によってクローン化されてよい。所望の特異性を有する抗体を
産生する細胞は、適切なアッセイ（例えば、ELISA(例えば、マイクロタイターウェル上に
固定化された免疫原を用いた）又はpSYKもしくはその一部を発現する細胞上でのFACSによ
る）を用いて特定され得る。例えば、pSYK-免疫原が親和性試薬である融合部分を含む場
合、この部分は、pSYK又はその一部を含む融合タンパク質が、マトリックス、例えば、プ
ロテインGコーティングされるか、ストレプトアビジンコーティングされるか、グルタチ
オン誘導体化されるか又は抗体コーティングされたマイクロタイタープレートもしくはア
ッセイチップに結合するのを可能にすることができ、次いで、それらは免疫血清又はハイ
ブリドーマもしくは抗体を発現する組換え細胞からの馴化培地と組み合わされ、混合物は
複合体形成に貢献する条件下（例えば、塩及びpHについての生理的条件で）インキュベー
トされる。インキュベーション後、これらのマイクロタイタープレートウェル又はチップ
セルは、任意の非結合成分を除去するために洗浄され、抗pSYK抗体による結合が測定され
る。
【０１１９】
　いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体を特定するためのスクリーニングは、免疫
原への結合を測定する。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体を特定するためのス
クリーニングは、pSYKへの結合を測定する。いくつかの実施態様において、該pSYKはGST
タグ付き組換えSYKである。いくつかの実施態様において、該GSTタグ付き組換えSYKは自
己リン酸化される。いくつかの実施態様において、該pSYKは、活性化SYKを含む細胞から
の溶解物の構成要素である。抗pSYK抗体を特定し、特異性を保証するのに有用な対照試薬
は、非刺激細胞、Y525もしくはY526以外の部位でリン酸化されたSYKを含む試料、又はT細
胞タンパク質ホスファターゼ(New England Biolabs,Ipswich,MA)で処理された試料などの
ホスファターゼ処理された試料を用いることを含む。いくつかの実施態様において、該抗
pSYK抗体を特定するためのスクリーニングは、自己リン酸化pSYKを含む組成物への結合と
ホスファターゼ処理したpSYKを含む組成物への結合を比較し、その結合が、ホスファター
ゼ処理された組成物中において低減又は排除される抗体を選択する。



(40) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

【０１２０】
　特定の実施態様において、例えば、インビボ又は治療用途について、本発明の抗体はヒ
ト化抗体である。ヒト化抗体の利点は、ヒト化抗体が対象レシピエントにおいて抗体の免
疫原性を潜在的に減少又は排除し、それによって、生物学的利用率の増加及び有害な免疫
反応の可能性の低減を可能にし、ひいては、複数の抗体投与を潜在的に可能にすることで
ある。
【０１２１】
　ヒト化及びディスプレイテクノロジー及び抗体への修飾
　ヒト化抗体分子は、非ヒトmAb又は非ヒト誘導体化mAbに固有の免疫反応及びアレルギー
反応を最小限にし、ひいてはヒト対象に投与される抗体の有効性及び安全性を増加させ得
る。ヒト化抗体分子の使用は、繰り返しの抗体投与を必要とする、炎症、自己免疫、及び
癌などの慢性並びに再発性のヒト疾患の治療において実質的な利点を提供し得る。
【０１２２】
　免疫原性が低下したヒト化抗体の生成は、適切なライブラリーを使用して、ヒト化の技
術及びディスプレイ技術と関連させて達成されてよい。マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ
、ヤギなどの非ヒト種からの抗体は、当技術分野で公知の技術を用いてヒト化又は霊長類
化され得ることが理解されるであろう。例えば、Winter及びHarrisの文献、Immunol Toda
y 14:43-46 (1993)並びにWrightらの文献、Crit.Reviews in Immunol. 12125-168 (1992)
を参照されたい。興味の抗体は、CH1、CH2、CH3、ヒンジドメイン、及び/又はフレームワ
ークドメインを対応するヒト配列で置換するために、組換えDNA技術により操作され得る(
WO 92/02190並びに米国特許第5,530,101号、同第5,585,089号、同第5,693,761号、同第5,
693,792号、同第5,714,350号、及び同第5,777,085号を参照されたい)。キメラ免疫グロブ
リン遺伝子の構築のためのIg cDNAの使用も、当技術分野で公知である(Liuらの文献、Pro
c Natl Acad Sci USA.84:3439 (1987)及びJ. Immunol.139:3521 (1987))。mRNAは、ハイ
ブリドーマ又は抗体を産生する他の細胞から単離され、cDNAを生成するために使用される
:興味のcDNAは、特異的プライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応によって増幅され得る
（米国特許第4,683,195号及び同第4,683,202号）。
【０１２３】
　代替方法として、ファージディスプレイ技術（例えば、McCaffertyらの文献、Nature、
348：552-553（1990）を参照されたい）が、免疫グロブリン可変（V）ドメイン遺伝子か
ら、例えば、非免疫化ドナーからのレパートリーからインビトロでヒト抗体又は他の種由
来の抗体、並びに抗体断片を生成するために使用されてよい。この技術によれば、抗体V
ドメイン遺伝子は、M13又はfdなどの糸状バクテリオファージのメジャー又はマイナーコ
ートタンパク質遺伝子のいずれかにインフレームでクローニングされ、ファージ粒子の表
面上に機能的抗体断片として提示される。繊維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、抗体の機能特性に基づく選択も、これらの特性を示す抗体をコードす
る遺伝子の選択をもたらす。このように、ファージはB細胞の特性のいくつかを模倣する
。ファージディスプレイは、多様な形式で実行され得る;それらの概説については、例え
ば、Johnson及びChiswellの文献、Current Opinion in Structural Biology, 3:564-571 
(1993)を参照されたい。
【０１２４】
　V遺伝子セグメントのいくつかの供給源が、ファージディスプレイのために使用され得
る。Clacksonらの文献、Nature, 352:624-628 (1991)は、免疫化マウスの脾臓に由来する
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多様な抗オキサゾロン抗体
を単離した。非免疫化ヒトドナーからのV遺伝子のレパートリーが構築され得、（自己抗
原を含む）多様な抗原に対する抗体は、基本的に、Marksらの文献、J.Mol.Biol,222:581-
597(1991)、又はGriffithらの文献、EMBO J.,12:725-734(1993)によって記載される技術
に従って単離され得る。米国特許第5,565,332号及び同第5,573,905号も参照されたい。デ
ィスプレイライブラリーは、人工のアミノ酸配列を含有する抗体又は抗体の抗原結合断片
を含有し得る。例えば、該ライブラリーは、人工のCDR（例えば、ランダムアミノ酸配列
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）及びヒトフレームワーク領域を含有するFab断片を含有し得る（例えば、米国特許第6,3
00,064号（Knappikら）を参照されたい）。
【０１２５】
　ヒト定常領域遺伝子の配列は、Kabatらの文献（1991）免疫学的に興味のあるタンパク
質の配列(Sequences of Proteins of Immunological Interest)、N.I.H.公開番号91-3242
、NCBI IgBLASTデータベース又は英国ロンドン大学のバイオインフォマティクスグループ
によって維持されているAbysis抗体データベースの中で見つけられ得る。ヒトC領域遺伝
子は、既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、又
は抗体依存性細胞傷害性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又はIgG4であり得る。特定の実施態様において、本発
明の抗体分子はIgG1及びIgG2である。特定の実施態様において、本発明の抗体分子はIgG2
である。ヒト軽鎖定常領域のκ又はλのいずれかが使用され得る。その後、キメラヒト化
抗体を従来の方法によって発現させる。
【０１２６】
　いくつかの実施態様において、本発明の抗pSYK抗体分子は、pSYKを発現する細胞、例え
ば、腫瘍細胞に抗体依存性細胞傷害（ADCC）を誘導し得る。IgG1及びIgG3のアイソタイプ
を有する抗体は、Fc受容体に結合する能力のために、抗体依存性細胞障害性能のエフェク
ター機能を誘発するのに有用である。IgG2及びIgG4の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ので、ADCC応答を最小限にするのに有用である。関連する実施
態様において、例えば、改変された真核細胞株の中での成長により、抗pSYK抗体が結合す
る細胞をFc受容体が認識し、結合し、かつ/又は細胞傷害性を媒介する能力を高めるよう
に、Fc領域の置換又は抗体のグリコシル化組成の変更が行われてもよい（例えば、米国特
許第7,317,091号、同第5,624,821号及び、WO 00/42072、Shieldsらの文献、J.Biol.Chem.
276: 6591-6604 (2001)、Lazarらの文献、Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 103: 4005-4010 (
2006)、Satohらの文献、Expert Opin Biol.Ther.6: 1161-1173 (2006)を含む出版物を参
照されたい）。特定の実施態様において、抗体又は抗原結合断片（例えば、ヒト由来の抗
体、ヒト抗体）は、機能（例えば、エフェクター機能）を変えるか、又は目的に合わせる
アミノ酸の置換もしくは交換を含んでよい。例えば、ヒト由来の定常領域（例えば、γ１
定常領域、γ2定常領域）は、補体活性化及び/又はFc受容体結合を減少させるように設計
されてよい（例えば、教示全体が引用により本明細書中に組み込まれている、米国特許第
5,648,260号(Winterら)、同第5,624,821号(Winterら)及び同第5,834,597号(Tsoら)を参照
されたい）。特定の実施態様において、そのようなアミノ酸の置換又は交換を含有するヒ
ト由来の定常領域のアミノ酸配列は、ヒト由来の未変化の定常領域のアミノ酸配列の全長
にわたって少なくとも約95％同一、又はヒト由来の未変化の定常領域のアミノ酸配列の全
長にわたって少なくとも約99％同一である。
【０１２７】
　さらに別の実施態様において、エフェクター機能は、抗体のグリコシル化パターンを調
節することによって変更されてもよい。変更とは、抗体に見られる1以上の炭水化物部分
の欠失、及び/又は抗体に存在しない1以上のグリコシル化部位の付加を意味する。例えば
、抗体のFc領域に結合するフコースを欠損する成熟炭水化物構造を有する、ADCC活性が増
強された抗体は、米国特許出願公開第2003/0157108（Presta）に記載されている。米国特
許出願公開第2004/0093621（協和発酵工業株式会社）も参照されたい。Glycofi社も、抗
体の特異的糖形態を産生できる酵母細胞株を開発した。ヒト化抗体は、CDR移植法を用い
て行われてもよい。そのようなヒト化抗体の作製技術は、当技術分野で公知である。一般
に、ヒト化抗体は、pSYKに結合する抗体の可変重鎖及び可変軽鎖配列をコードする核酸配
列を取得し、可変重鎖及び可変軽鎖配列中の相補性決定領域すなわち「CDR」を特定し、
ヒトフレームワーク核酸配列上にCDR核酸配列を移植することによって生成される（例え
ば、米国特許第4,816,567号及び同第5,225,539号を参照されたい）。CDR及びフレームワ
ーク残基の位置が決定され得る（Kabat,E.A.らの文献、(1991)免疫学的に興味のあるタン
パク質の配列、第5版、米国保健社会福祉省、NIH公開番号91-3242(Sequences of Protein
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s of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human 
Services, NIH Publication No. 91-3242)及びChothia,C.らの文献、J.Mol.Biol.196:901
-917(1987)を参照されたい）。本明細書に記載の抗pSYK抗体分子は、表5及び表6に列挙し
たCDRアミノ酸配列及びCDRをコードする核酸配列を有する。いくつかの実施態様において
、表5及び6の配列は、本明細書に記載の治療又は診断方法で使用するためのpSYKを認識す
る分子に組み込まれてよい。選択されるヒトフレームワークは、インビボ投与に適したも
のであり、それが免疫原性を示さないことを意味する。例えば、そのような決定は、その
ような抗体をインビボで使用した以前の経験及びアミノ酸類似性の研究によって行われて
よい。適切なフレームワーク領域は、ドナー抗体、例えば、抗pSYK抗体分子の同等部分（
例えば、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長さにわたって
少なくとも約65％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、又は少な
くとも約95％のアミノ酸配列同一性を有するヒト由来の抗体から選択されてよい。アミノ
酸配列同一性は、デフォルトパラメータを用いて、CLUSTAL Wなどの適切なアミノ酸配列
整列アルゴリズムを用いて決定され得る（Thompson J.D.らの文献、Nucleic Acids Res.2
2:4673-4680 (1994)）。
【０１２８】
　ヒト化されるクローン抗体のCDR及びFRが特定されると、CDRをコードするアミノ酸配列
が特定され、対応する核酸配列は、選択されたヒトFR上に移植される。これは、公知のプ
ライマー及びリンカーを用いて行われ、その選択は当技術分野で公知である。特定のヒト
抗体のCDRの全ては、非ヒトCDRの少なくとも一部と交換されてよく、又はCDRの一部のみ
が非ヒトCDRと交換されてよい。所定の抗原に対するヒト化抗体の結合に必要な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、生じた
「ヒト化」可変重鎖及び可変軽鎖配列を発現させて、pSYKに結合するヒト化Fv又はヒト化
抗体を生成する。特定の実施態様において、CDR移植（例えば、ヒト化）抗体は、ドナー
抗体と類似の、実質的に同じ、又はドナー抗体よりも優れた親和性でpSYKタンパク質と結
合する。典型的には、ヒト化可変重鎖及び軽鎖配列をヒト定常ドメイン配列との融合タン
パク質として発現させ、その結果、pSYKに結合するインタクトな抗体が得られる。しかし
ながら、定常配列を含有しないヒト化Fv抗体が生成され得る。
【０１２９】
　また、特定のアミノ酸が、置換、欠失又は付加されたヒト化抗体は、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中のアミ
ノ酸置換を有してよい。例えば、選択された、ヒト化免疫グロブリン鎖の少数のアクセプ
ターフレームワーク残基は、対応するドナーアミノ酸と交換され得る。置換の位置は、CD
Rに隣接するアミノ酸残基を含むか、又はCDRと相互作用することが可能であるアミノ酸残
基を含む（例えば、米国特許第5,585,089号又は同第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又はコンセンサス配列であ
り得る。本明細書で使用される場合、用語「コンセンサス配列」は、最も頻繁に観察され
るか、又は関連ファミリーメンバー間の領域中の配列の各位置における最も一般的な残基
から考案された配列を指す。いくつかのヒト抗体コンセンサス配列が利用可能であり、ヒ
ト可変領域の異なるサブグループのコンセンサス配列を含む（Kabat,E.A.らの文献、免疫
学的に興味のあるタンパク質の配列、第5版、米国保健社会福祉省、米国政府印刷局(1991
)(Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Departmen
t of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office)を参照されたい）
。Kabatデータベースとその出願は、例えば、メリーランド州ベセスダの米国立バイオテ
クノロジー情報センターのIgBLASTを介して、オンラインで自由に利用可能である（Johns
on,G.及びWu,T.T.,Nucleic Acids Research 29: 205-206 (2001)も参照されたい）。
【０１３０】
　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PadlanらのEP 51959
6 A1に記載されている。
【０１３１】
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　該抗pSYK抗体分子は、内容が引用により本明細書中に組み込まれている、PCT公開番号W
O 98/52976及びWO 00/34317に開示された方法によって、ヒトT細胞エピトープの特異的な
欠失又は「脱免疫化」によっても修飾され得る他のヒト化抗体を含む。簡単に説明すると
、抗pSYK抗体のウサギの、又は他の非ヒト種の重鎖及び軽鎖の可変領域は、MHCクラスII
に結合するペプチドについて分析され得る;これらのペプチドは、潜在的なT細胞エピトー
プを表す。PCT公開番号WO 98/52976及びWO 00/34317に記載されるように、潜在的なT細胞
エピトープの検出のために、「ペプチドスレッディング(peptide threading)」と命名さ
れたコンピュータモデリングアプローチが適用され、加えて、ヒトMHCクラスII結合ペプ
チドのデータベースは、ウサギVH及びVL配列に存在するモチーフについて検索され得る。
これらのモチーフは、18種の主要MHCクラスII DRアロタイプのいずれにも結合し、したが
って潜在的なT細胞エピトープを構成する。検出された潜在的なT細胞エピトープは、可変
領域内の少数のアミノ酸残基を置換することによって、又は単一アミノ酸置換によって除
去され得る。抗pSYK抗体の脱免疫化VH及びVLがウサギVH及びVL遺伝子の変異誘発によって
構築された後に、変異誘発された可変配列は、必要に応じて、ヒト定常領域、例えば、ヒ
トのIgG1、IgG2又はΚ（カッパ）定常領域に融合されてよい。
【０１３２】
　他の実施態様において、CDR移植抗体による免疫反応の低下は、CDR中のアミノ酸残基の
、変更、例えば、欠失、置換によって達成され得る（Kashmiriらの文献、Methods 36:25-
34 (2005)、米国特許第6,818,749号、Tanらの文献、J.Immunol.169:1119-1125(2006)）。
例えば、特定の実施態様において、抗原との接触に関与する位置の残基は変更されない。
典型的には、そのような残基、特異性決定残基（SDR）は、抗体間で高レベルの変動性を
示す位置にある。例えば、クラスタル法(Higgins D.G.らの文献、Meth.Enzymol.266: 383
-402 (1996))によって抗pSYK抗体分子、例えば、本明細書に記載の抗体から導出されるコ
ンセンサス配列は、SDRを特定するのに役立つ。本明細書に記載の抗pSYK抗体分子におい
て、該SDRは、以下のもの、少なくとも最初の残基又はいくつかの実施態様において、重
鎖CDR1の最初の4残基;少なくともN末端部分、例えば、重鎖CDR2の最初の7、10又は13残基
; 重鎖CDR3のほぼ全て;C末端部分、例えば、軽鎖CDR1の6、8、又は9残基後；軽鎖CDR2の
ほぼ最初、中間及び/又は最後の残基;並びに軽鎖CDR3のほとんど、又は少なくとも2もし
くは3残基後、である。したがって、抗pSYK抗体分子のヒト化又は修飾後のpSYKタンパク
質への結合を維持するために、該抗pSYK抗体分子のCDR中のそのようなSDR残基は、CDR又
はフレームワーク領域の他の残基中の残基よりも、例えば、ウサギ残基からヒトコンセン
サス残基への変化をあまり受け入れない。逆に、特定の実施態様において、非ヒト、例え
ば、ウサギのCDR中の残基をヒトCDR、例えば、抗pSYK抗体のCDR内のコンセンサスとして
特定された残基に変更することが有益であり得る。
【０１３３】
　インタクトな抗体ではない抗pSYK抗体もまた、本発明において有用である。そのような
抗体は、上記抗体のいずれかに由来し得る。この種の有用な抗体分子には、（i）Fab断片
、VL、VH、CL及びCHIドメインからなる一価の断片;（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断片を含む二価の断片;（iii）VH及びCHIド
メインからなるFd断片;（iv）抗体の単一アームのVH及びVLドメインからなるFv断片;（v
）VHドメインからなるdAb断片（Wardらの文献、Nature 341:544-546(1989)）;（vii）VHH
ドメインからなる単一ドメインの機能的重鎖抗体（ナノボディとして知られている）例え
ば、Cortez-Retamozoらの文献、Cancer Res.64:2853-2857(2004)、及びその中で引用され
る参考文献を参照されたい;(vii)単離されたCDR、例えば、抗原結合断片を提供するのに
十分なフレームワークと共に1以上の単離されたCDRが含まれる。さらに、Fv断片の2つの
ドメインのVL及びVHは、別々の遺伝子によってコードされているが、それらは、組換え法
を用いて、VL及びVH領域が対になって一価の分子を形成している単一タンパク質鎖として
作製されることを可能にする合成リンカーによって連結され得る（単鎖Fv（scFv）として
知られる；例えば、Birdらの文献、Science 242: 423-426 (1988);及びHustonらの文献、
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85: 5879-5883 (1988)を参照されたい)。そのような一本鎖抗体
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も、抗体の用語「抗原結合断片」内に包含されることが意図される。これらの抗体断片は
、当業者に知られる従来の技術を用いて取得され、これらの断片は、インタクトな抗体と
同じ方法で有用性についてスクリーニングされる。
【０１３４】
　Fv、F（ab')2及びFabなどの抗体断片は、例えば、プロテアーゼ又は化学的切断によっ
て、インタクトなタンパク質の切断により調製され得る。
【０１３５】
　特定の実施態様において、1つもしくは両方の重鎖及び軽鎖のCDR配列の一部又は全ては
、別の抗体分子に、例えば、CDR移植抗体分子、ヒト化抗体分子、又はキメラ抗体分子に
使用されてよい。
【０１３６】
　実施態様は、細胞質pSYKへの結合を可能にするのに十分なCDR、例えば、本明細書に記
載のウサギハイブリドーマ抗体のうちの1つ由来の全6つのCDRを含む抗体分子を含む。
【０１３７】
　一実施態様において、該CDR、例えば、HCDRの全て、もしくはLCDRの全て、又は全6つの
CDRは、ヒト又はヒト由来のフレームワーク領域（複数可）に埋め込まれている。ヒトフ
レームワーク領域の例としては、ヒト生殖細胞系フレームワーク配列、親和性成熟した（
インビボ又はインビトロのいずれかで）ヒト生殖細胞系配列、又は合成ヒト配列、例えば
、コンセンサス配列が挙げられる。一実施態様において、重鎖フレームワークは、IgG1又
はIgG2のフレームワークである。一実施態様において、軽鎖フレームワークは、カッパフ
レームワークである。
【０１３８】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子、例えば、CDR移植抗体分子又はヒト化抗体分
子は、pSYKへの結合を可能にするのに十分なCDR、例えば、本明細書に記載の抗体のうち
の1つ由来の全6つのCDR、例えば、表5に列挙した配列を含む（表5に列挙されているCDRの
アミノ酸配列をコードする例示的核酸配列は、本明細書の表6に提供される）。特定の実
施態様において、抗pSYK抗体分子はMIL81-1-8からのCDRを含む。
【０１３９】
　インビボでの治療又は診断に使用するための抗体断片は、その血清半減期を向上させる
修正から恩恵を被ることができる。抗体のインビボ血清半減期を増加させることが意図さ
れる適切な有機部分は、親水性ポリマー基(例えば、直鎖状又は分岐鎖状のポリマー（例
えば、ポリエチレングリコール、及びモノメトキシポリエチレングリコールなどのポリア
ルカングリコール）、炭水化物（例えば、デキストラン、セルロース、及び多糖など）、
親水性アミノ酸のポリマー（例えば、ポリリジン、及びポリアスパラギン酸塩など）、ポ
リアルカンオキシド及びポリビニルピロリドン）、脂肪酸基（例えば、モノカルボン酸又
はジカルボン酸）、脂肪酸エステル基、脂質基（例えば、ジアシルグリセロール基、スフ
ィンゴ脂質基（例えば、セラミジル(ceramidyl)）又はリン脂質基（例えば、ホスファチ
ジルエタノールアミン基）から選択される1つ、2つもしくはそれ以上の直鎖又は分枝鎖部
分を含み得る。
【０１４０】
　特定の実施態様において、有機部分は、非コンジュゲート抗体部分と比較して、生じた
免疫複合体の機能を有機部分が損なわない（例えば、抗原結合親和性を低下させない）所
定の部位に結合される。有機部分は、約500Da～約50,000Da、約2000、約5000、約10,000
又は約20,000Daの分子量を有してよい。ポリペプチド、例えば、抗体を有機部分で修飾す
るための実施例及び方法は、例えば、米国特許第4,179,337号、同第5,612,460号、PCT公
開番号WO 95/06058及びWO 00/26256、並びに米国特許出願公開第20030026805号で見るこ
とができる。
【０１４１】
　抗pSYK抗体分子は、上記のウサギハイブリドーマ抗体のうちの1つの重鎖及び軽鎖の一
方又は両方の可変領域の全て、又はその抗原結合断片を含み得る。
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【０１４２】
　一実施態様において、（a）の軽鎖のアミノ酸配列は、1、2、3、4、5、10、又は15個も
の数の残基が(a)(i～ii)で言及される参照アミノ酸配列(複数可)のうちの1つと異なって
よい。特定の実施態様において、相違は保存的置換である。特定の実施態様において、相
違はフレームワーク領域にある。一実施態様において、（b）の重鎖アミノ酸配列は、1、
2、3、4、5、10、又は15個もの数の残基が(b)(i～ii)で言及される参照アミノ酸配列(複
数可)のうちの1つと異なってよい。特定の実施態様において、相違は保存的置換である。
特定の実施態様において、相違はフレームワーク領域にある。
【０１４３】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、（a）（i）表3の軽鎖可変領域アミノ酸配
列、例えば、配列番号10、もしくは（ii）表4のヌクレオチド配列によりコードされる軽
鎖可変領域アミノ酸、例えば、配列番号9の全ての、又はそれらのいずれかの抗原結合断
片の軽鎖アミノ酸配列;及び（b）（i）表3の重鎖可変領域アミノ酸配列、例えば、配列番
号8、もしくは（ii）表4のヌクレオチド配列によりコードされる重鎖アミノ酸配列、例え
ば、配列番号7の全ての、又はそれらのいずれかの抗原結合断片の重鎖アミノ酸配列のう
ちの一方又は両方を含む。
【０１４４】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、a）本発明の抗pSYK抗体分子の軽鎖可変領
域と少なくとも85、90、95、97又は99％の相同性を有する軽鎖可変領域、又はその抗原結
合断片;及び（b）本発明の抗pSYK抗体分子の重鎖可変領域と少なくとも85、90、95、97又
は99％の相同性を有する重鎖可変領域、又はその抗原結合断片のうちの一方又は両方を含
む。
【０１４５】
　本発明の抗pSYK抗体の可変領域のアミノ酸配列は、表3の中に見ることができる。
【０１４６】
　1つのアプローチでは、重鎖及び軽鎖のJ領域をコードするコンセンサス配列を用いて、
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
部位を導入するためのプライマーとして使用するためのオリゴヌクレオチドを設計してよ
い。C領域cDNAは、ヒト配列における類似の位置に制限部位を配置するために部位特異的
変異誘発により修飾してよい。
【０１４７】
　発現ベクターは、プラスミド、レトロウイルス、コスミド、YAC、及びEBV由来のエピソ
ームなどを含む。都合の良いベクターは、任意のVH又はVL配列が容易に挿入されて、発現
できるように遺伝子操作された適切な制限部位を有する、機能的に完全なヒトCH又はCL免
疫グロブリン配列をコードするものである。そのようなベクターにおいて、スプライシン
グは、通常、挿入されたJ領域中の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との間、またヒトCHエキソン内で起こるスプライス領域で起こる。適
切な発現ベクターは、いくつかの構成要素、例えば、複製開始点、選択マーカー遺伝子、
転写制御エレメント（例えば、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター）などの1
以上の発現制御エレメント及び/又は1以上の翻訳シグナル、シグナル配列もしくはリーダ
ー配列などを含有してよい。ポリアデニル化及び転写終結は、コード領域の下流の天然染
色体部位で起こる。生じたキメラ抗体は、任意の強力なプロモーターと連結されてよい。
使用され得る適切なベクターの例としては、哺乳動物宿主に適しているもの、並びにシミ
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、ウシパピロー
マウイルス（BPV）、パポバウイルスBK変異体（BKV）、又はマウス及びヒトのサイトメガ
ロウイルス（CMV）、並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
ターなどのウイルス複製システムに基づくものが挙げられる。単一コピー又は複数コピー
で維持されるか、又は例えば、LTRを介して、もしくは複数の組込み部位を有する遺伝子
操作された人工染色体を介して、宿主細胞の染色体に組み込まれるベクターを含む様々な
適切なベクターが、当技術分野で公知である(Lindenbaumらの文献、Nucleic Acids Res.3
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2:el72 (2004)、Kennardらの文献、Biotechnol.Bioeng.Online May 20,2009)。適切なベ
クターのさらなる例は、後のセクションに列挙されている。
【０１４８】
　したがって、本発明は、抗体をコードする核酸、抗体の抗原結合断片（例えば、ヒト化
抗体、キメラ抗体、もしくは前述のいずれかの抗原結合断片）、抗体鎖（例えば、重鎖、
軽鎖）又はpSYKタンパク質と結合する抗体鎖の抗原結合部分を含む発現ベクターを提供す
る。
【０１４９】
　真核宿主細胞での発現は、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
抗体を構築及び分泌する可能性が原核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って不活性な任意の生成抗体は、既知の方法に従って再生可能であ
り得る(Kim及びBaldwinの文献、「小タンパク質の折り畳み反応における特異的中間体及
びタンパク質の折り畳みのメカニズム(Specific Intermediates in the Folding Reactio
ns of Small Proteins and the Mechanism of Protein Folding)」、Ann.Rev.Biochem. 5
1,pp. 459-89 (1982))。宿主細胞は、本発明による抗体相同体でもある軽鎖二量体又は重
鎖二量体などのインタクトな抗体の部分を生成することが可能である。
【０１５０】
　さらに、本明細書の他の箇所に記載されるとおり、抗体又はヒトもしくは非ヒト種から
の抗体は、限定されないが、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を含むディスプレイタイプの技術、及び他の技術を介して、当技術分
野で周知の技術を用いて作製されてよく、生じた分子は親和性成熟などの追加の成熟に供
されてよく、そのような技術は当技術分野で公知である。Winter及びHarrisの文献、Immu
nol Today 14:43-46 (1993)及びWrightらの文献、Crit. Reviews in Immunol.12125-168 
(1992)、Hanes及びPlucthauの文献、PNAS USA 94:4937-4942 (1997)(リボソームディスプ
レイ)、Parmley及びSmithの文献、Gene 73:305-318 (1988)(ファージディスプレイ)、Sco
ttの文献、TIBS 17:241-245 (1992)、Cwirlaらの文献、Proc Natl Acad Sci USA 87:6378
-6382 (1990)、Russelらの文献、Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993)、Hoganboo
mらの文献、Immunol.Reviews 130:43-68 (1992)、Chiswell及びMcCaffertyの文献、TIBTE
CH 10:80-84 (1992)、並びに米国特許第5,733,743号。ディスプレイ技術がヒトではない
抗体を生成するために利用される場合は、そのような抗体は、上記のようにヒト化されて
よい。
【０１５１】
　作製される抗体は、最初に、特定の所望のアイソタイプを有する必要はないが、むしろ
、作製される抗体は任意のアイソタイプを有し、依然としてpSYK分子への所望の結合を有
し得ることは理解されたい。例えば、MIL81-1-8ウサギハイブリドーマによって産生され
る抗体は、ウサギIgGアイソタイプを有する。抗体のアイソタイプは、その後、当技術分
野で公知の従来の技術を用いて、例えば、ヒトのIgG1、IgG2、又はIgG3に切り替えられて
よい。そのような技術は、とりわけ、直接組換え技術（例えば、米国特許第4,816,397号
を参照されたい）、細胞間融合技術（例えば、米国特許第5,916,771号を参照されたい）
の使用を含む。細胞間融合技術では、任意の所望のアイソタイプを有する重鎖を有する骨
髄腫又は他の細胞株が調製され、軽鎖を有する別の骨髄腫又は他の細胞株が調製される。
そのような細胞は、その後、融合されてよく、インタクトな抗体を発現する細胞株が単離
されてよい。
【０１５２】
　したがって、上述したように、所望の「構造」特質を満たす抗体候補が作製されるので
、それらは、一般に、アイソタイプスイッチを介して、望まれる少なくとも特定の追加の
「機能的」特質が提供され得る。
【０１５３】
　一実施態様において、可変領域又はその抗原結合断片は、作製に用いた定常領域以外の
定常領域（もしくはその断片）、例えば、別の抗体からの定常領域（もしくはその断片）
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、又は合成の定常領域（もしくはその断片）に結合され得る。特定の実施態様において、
定常領域は、IgG1又はIgG2の定常領域（もしくはその断片）である。配列変更は、抗体分
子のエフェクター活性を変えるために、可変領域又は定常領域で行われ得る。
【０１５４】
　他のpSYK結合剤の設計及び作製
　生成され、pSYKに関して本明細書で特徴付けられる抗体は、他の抗体、他のアンタゴニ
スト、もしくは抗体以外の化学的部分を含む他の治療又は診断モダリティーの設計を提供
する。そのようなモダリティーには、限定されないが、類似の結合活性又は機能を有する
抗体、二重特異性抗体、免疫複合体、及び放射性標識剤などの高度な抗体治療薬並びに診
断薬が含まれ、ペプチド剤、特に、細胞内抗体、及び小分子の作製が含まれる。さらに、
上述したように、本発明の抗体のエフェクター機能は、治療用又はイメージング用などの
様々なインビボ使用のために、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgD、IgA1、IgA2、IgE、又はIg
Mへのアイソタイプスイッチングによって変更されてよい。
【０１５５】
　二重特異性抗体に関連して、（i）2つの抗体、pSYKに特異性を有するものと、共にコン
ジュゲートされる第2の分子に特異性を有する別のもの、（ii）pSYKに特異的な1つの鎖及
び第2の分子に特異的な第2の鎖を有する単一抗体、又は(iii）pSYK及び他の分子に特異性
を有する一本鎖抗体を含む二重特異性抗体が作製され得る。そのような二重特異性抗体は
、公知の技術を用いて作製され得る。例えば、二重特異性抗体は、（同じ種類の又は異な
る種類の）2以上の抗体を架橋することによって生成され得る。適切な架橋剤には、適切
なスペーサー（例えば、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
）で分離された2つの別個の反応基を有するヘテロ二機能性のもの又はホモ二機能性のも
の（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）が含まれる。そのようなリンカーは、Pier
ce Chemical Company,Rockford,111から入手可能である。例えば、Fangerらの文献、Immu
nomethods 4：72-81 （1994）並びにWinter及びHarrisの文献、Immunol Today 14:43-46 
(1993)並びにWrightらの文献、Crit.Reviews in Immunol.12125-168 (1992)を参照された
く、かつ(iii)に関連して、例えば、Trauneckerらの文献、Int. J. Cancer (Suppl.) 7:5
1-52 (1992). Songsivilai及びLachmannの文献、Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321 (199
0)、Kostelnyらの文献、J. Immunol. 148:1547-1553 (1992)を参照されたい。
【０１５６】
　加えて、「カッパボディ(Kappabodies)」(Illらの文献、「重鎖及び軽鎖可変領域の両
方の特性を有するハイブリッド免疫グロブリンドメインの設計及び構築(Design and cons
truction of a hybrid immunoglobulin domain with properties of both heavy and lig
ht chain variable regions)」Protein Eng 10:949-57 (1997))、「ミニボディ(Minibodi
es)」(Martinらの文献、EMBO J. 13:5303-9 (1994)、米国特許第5,837,821号)、「ダイア
ボディ(Diabodies)」(Holligerらの文献、Proc Natl Acad Sci USA 90:6444-6448 (1993)
)、又は「ジャヌシン(Janusins)」(Trauneckerらの文献、EMBO J. 10:3655-3659 (1991)
及びTrauneckerらの文献、Int J Cancer Suppl 7:51-52 (1992))も調製され得る。
【０１５７】
　核酸及びポリペプチド
　別の実施態様において、本発明は、本明細書に記載の抗体分子をコードするか、又は表
すポリヌクレオチド及びポリペプチド配列に関する。このようなポリヌクレオチドは、重
鎖及び軽鎖の各々の可変領域並びに定常領域の両方をコードするが、他の組み合わせも、
本明細書に記載の組成物に応じて、本発明によって企図される。本発明はまた、これらの
ポリヌクレオチドに相補的な開示されたポリヌクレオチド及び核酸配列に由来するオリゴ
ヌクレオチド断片を企図する。
【０１５８】
　該ポリヌクレオチドは、RNA又はDNAの形態であり得る。DNA、cDNA、ゲノムDNA、核酸類
似体及び合成DNAの形態のポリヌクレオチドは、本発明の範囲内である。DNAは、二本鎖又
は一本鎖であってもよく、一本鎖の場合は、コード（センス）鎖又は非コード（アンチセ
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ンス）鎖であってよい。該ポリペプチドをコードするコード配列は、本明細書に提供され
るコード配列と同一であってもよく、又は遺伝暗号の重複性又は縮重の結果として、コー
ド配列は、本明細書に提供されるDNAと同じポリペプチドをコードする異なるコード配列
であってよい。
【０１５９】
　提供される特定の実施態様において、ポリヌクレオチドは、例えば、表4にまとめたと
おり、本発明の少なくとも1つの重鎖可変領域及び少なくとも1つの軽鎖可変領域をコード
する。
【０１６０】
　本発明はまた、ポリヌクレオチドの欠失、置換又は付加などの修飾を含有する変異体ポ
リヌクレオチド、及び変異体ポリヌクレオチド配列に起因する任意のポリペプチド修飾を
含む。本発明のポリヌクレオチドはまた、本明細書に提供されるコード配列の変異体であ
るコード配列を有し得る。例えば、変異体ポリヌクレオチドは、表4に列挙されているポ
リヌクレオチドと少なくとも50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％又は97％
の同一性を有してよい。特定の実施態様において、変異体ポリヌクレオチドは、抗pSYK抗
体分子をコードする。
【０１６１】
　本発明はさらに、本発明の抗体、並びにそのようなポリペプチドの断片、類似体及び誘
導体を表すポリペプチドに関する。本発明のポリペプチドは、組換えポリペプチド、天然
に生成されたポリペプチド又は合成ポリペプチドであってよい。本発明のポリペプチドの
断片、誘導体又は類似体は、1以上のアミノ酸残基が保存アミノ酸残基又は非保存アミノ
酸残基と置換されており、かつそのような置換アミノ酸残基が遺伝暗号によりコードされ
ていても、されていなくてもよいものであり得る;又は、1以上のアミノ酸残基が置換基を
含むものであり得る;又は該ポリペプチドが該ポリペプチド（例えば、ポリエチレングリ
コール）の半減期を増加させる化合物などの別の化合物と融合しているものであり得る;
又は、追加のアミノ酸が、リーダーもしくは分泌配列、又はポリペプチドもしくはプロタ
ンパク質配列の精製に用いられる配列などの、該ポリペプチドに融合されたものであり得
る。そのような断片、誘導体及び類似体は、本発明の範囲内である。様々な態様において
、本発明のポリペプチドは、部分的に精製された、又は精製された生成物であり得る。
【０１６２】
　本発明のポリペプチドは、例えば、表2又は表3にまとめられた、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、又は1以上のアミノ酸置換による小さな差異
により異なるアミノ酸配列を有することができる。該差異は、置換アミノ酸が、類似の構
造的又は化学的性質を有する、典型的には約1～5個の範囲のアミノ酸における「保存的変
化」、例えば、ロイシンとイソロイシンの交換もしくはトレオニンとセリンの交換;リジ
ンとアルギニン又はヒスチジンの交換であり得る。対照的に、差異は、非保存的変化、例
えば、グリシンとトリプトファンの交換を含み得る。類似の小さな差異は、アミノ酸の欠
失もしくは挿入又はその両方を含み得る。
【０１６３】
　生物学的又は免疫学的活性を変更することなく、どのアミノ酸残基が置換、挿入、又は
欠失され得るかの決定、かつどのくらい多くのアミノ酸残基が、置換、挿入、又は欠失さ
れ得るかの決定におけるガイダンスは、当技術分野で公知のコンピュータープログラム、
例えば、DNASTARソフトウェア(DNASTAR社、Madison, Wis.)を用いて見つけられ得る。
【０１６４】
　別の態様において、本発明は、抗pSYK抗体分子をコードする単離核酸及び/又は組換え
核酸を特徴とする。特定の実施態様において、該核酸は、本明細書に記載の抗体分子、抗
体分子の重鎖、軽鎖、軽鎖可変領域、重鎖可変領域、重鎖及び軽鎖の一部（例えば、全長
の重鎖可変領域と対になった場合には、抗原結合である軽鎖可変領域断片、又は全長の軽
鎖可変領域と対になった場合には、抗原結合である重鎖可変領域断片）、並びにCDRのう
ちの1以上をコードする。実施態様は、ベクター、例えば、発現ベクター内に配置される
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そのような核酸を含む。さらに、本発明は、例えば、そのようなプラスミドによってコー
ドされる抗体分子を発現する宿主細胞によって生成される抗体分子を包含する。
【０１６５】
　一実施態様において、軽鎖可変領域、例えば、表3に記載の軽鎖可変領域をコードする
配列、例えば、表4に列挙された配列、その抗原結合断片、又は本明細書に記載の軽鎖の1
つ、2つもしくは3つのCDR（及び必要に応じて、フレームワーク領域）、例えば、表5に記
載のCDR、例えば、表6のCDRをコードする配列;並びに重鎖可変領域、例えば、表3に記載
の重鎖可変領域をコードする配列、例えば、表4に列挙された配列、その抗原結合断片、
又は本明細書に記載の重鎖の1つ、2つ、もしくは3つのCDR（及び必要に応じてフレームワ
ーク領域）、例えば、表5に記載のCDR、例えば、表6のCDRをコードする配列、のうちの1
つ又は両方を含むベクター、例えば、発現ベクターが提供される。
【０１６６】
　提供される特定の実施態様において、ポリヌクレオチドは、本発明の抗体の少なくとも
1つの重鎖可変領域又は少なくとも1つの軽鎖可変領域をコードする。本明細書に提供され
る特定の実施態様において、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
可変領域及び1つの軽鎖可変領域をコードしてよい。一実施態様において、該抗pSYK抗体
分子は、（a）選択されるストリンジェンシー条件下で、（i）本明細書、例えば、表4に
記載の抗pSYK抗体分子をコードする核酸配列の補体、又は（ii）本発明の抗pSYK抗体分子
の軽鎖をコードする任意の核酸配列、例えば、表1及び表2にまとめられた上記のウサギ抗
体のうちの1つと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、又はその
抗原結合断片;並びに（b）選択されるストリンジェンシー条件下で、（i）本明細書、例
えば、表4に記載の抗pSYK抗体分子をコードする核酸配列の補体、又は（ii）本発明の抗p
SYK抗体分子の重鎖をコードする任意の核酸配列、例えば、表1及び表2にまとめられた上
記のウサギ抗体のうちの1つと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、又はその抗原結合断片、のうちの1つ又は両方を含む。
【０１６７】
　一実施態様において、選択されるストリンジェンシー条件は、例えば、それらの条件が
本明細書に記載されるとおり、高いストリンジェンシー又は非常に高いストリンジェンシ
ー条件である。
【０１６８】
　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、本発明のベクターで遺伝子
操作された宿主細胞及び組換え技術による本発明の抗体の生成を提供する。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よい。一般に、DNA配列は、当技術分野
で公知の手順により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合成を管理する適切な発現制御配列（すなわち、プロモー
ター）に作動可能に連結される。そのようなプロモーターの例としては、ラウス肉腫ウイ
ルスLTR又は初期もしくは後期SV40プロモーター、大腸菌(E.coli)lacもしくはtrp、ファ
ージラムダPLプロモーター及び原核細胞（例えば、大腸菌用のtac、T3、T7プロモーター
）もしくは真核細胞（例えば、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）又はそれらのウイルス内での遺伝子発現を制御する
ことが知られている他のプロモーターが挙げられるが、これらに限定されない。発現ベク
ターはまた、翻訳開始及び転写終結のためのリボソーム結合部位を含有する。該ベクター
はまた、発現を増幅するための適切な配列を含んでよい。例えば、該ベクターは、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、ウシパピローマウ
イルスもしくはモロニー肉腫ウイルス由来のものなどのウイルス起源、又はゲノム起源の
転写刺激DNA配列であるエンハンサーを含有してよい。該ベクターはまた、複製開始点を
含んでよい。該ベクターは、外来性の複製開始点を含有するように構築されてよく、その
ような複製開始点は、SV40もしくは別のウイルス供給源由来であり得るか、又は宿主細胞
の染色体複製機構によるものであり得る。
【０１６９】
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　加えて、該ベクターは、必要に応じて、様々な宿主におけるメトトレキサートによる選
択を可能にするジヒドロ葉酸レダクターゼマーカー遺伝子などのトランスフェクトされた
宿主細胞の選択用のマーカー遺伝子、又は原核細胞で使用されるβ-ラクタマーゼ遺伝子
（アンピシリン耐性）、Tet遺伝子（テトラサイクリン耐性用）、又はネオマイシン、GA4
18（ジェネティシン、ネオマイシン誘導体）gpt（ミコフェノール酸）、アンピシリン、
もしくはハイグロマイシン耐性遺伝子などの抗生物質、又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非存在など
の、宿主細胞の遺伝子損傷を補完する遺伝子を含有する。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（例えば、LEU2、URA3、HIS3）は、しばしば酵母で選択マー
カーとして使用される。
【０１７０】
　本発明の抗体を取得するために、本発明の抗体の軽鎖及び重鎖可変領域並びに軽鎖及び
重鎖定常領域をコードする1以上のポリヌクレオチド配列は、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及び重鎖をコードするポリヌクレオチド配列は、1種又は
複数種のベクターに組み込まれ、次いで、宿主細胞に組み込まれ得る。
【０１７１】
　哺乳動物細胞内での発現に適する発現ベクターには、例えば、pCDM8、pcDNAl.l/amp、p
cDNA3.1、pRc/RSV、pEF-1(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Calif.)、pCMV-SC
RIPT、pFB、pSG5、pXTl(Stratagene,La Jolla, Calif.)、pCDEF3(Goldman,L.A.らの文献
、Biotechniques,21: 1013-1015 (1996))、pSVSPORT (GIBCO division of Invitrogen Li
fe Technologies, Carlsbad, Calif.)、pEF-Bos(Mizushima,S.らの文献、Nucleic Acids 
Res.,18:5322 (1990))、Bicistronic GPEX(登録商標)Retrovector (Gala Biotech, Middl
eton, Wis.)、pTT5(National Research Council, Ottawa, ON, Canada;米国特許出願公開
第20050170450号又は同第20100261275号)などが含まれる。
【０１７２】
　原核細胞（大腸菌）、昆虫細胞（ショウジョウバエシュナイダー(Drosophila Schniede
r)S2細胞、Sf9細胞）及び酵母（P.メタノリカ(P.methanolica)、P.パストリス(P. pastor
is)、出芽酵母(S.cerevisiae)）などの様々な発現宿主での使用に適する発現ベクターも
利用できる。典型的なベクターは、pLKTOK58（野生型IgG1のFc配列）及びpLKTOK59（変異
したIgG1のFc配列）である（米国特許出願公開第20060147445号を参照されたい）。
【０１７３】
　理解されるとおり、本発明による抗体は、ハイブリドーマ細胞株以外の細胞株で発現さ
せてよい。特定の抗体のためのcDNA又はゲノムクローンをコードする配列は、適切な哺乳
動物又は非哺乳動物宿主細胞のために使用してよい。形質転換は、例えば、ウイルスに（
又はウイルスベクター中に）ポリヌクレオチドをパッケージングすること及びウイルス（
又はベクター）で宿主細胞を形質導入することを含む、ポリヌクレオチドを宿主細胞に導
入するための任意の公知の方法によるものか、又は異種ポリヌクレオチドを哺乳動物細胞
に導入するための当技術分野で公知のトランスフェクション手順、例えば、デキストラン
媒介性トランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン媒介性トランスフェク
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)のカプセル化及びDNA分子の直接マイクロインジェクションによるものであり
得る。使用される形質転換手順は、形質転換される宿主に依存する。哺乳動物細胞への異
種ポリヌクレオチドの導入方法は、当技術分野で公知であり、デキストラン媒介性トラン
スフェクション、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン媒介性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、ペプチド複合体、デンドリマー、及び核への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。
【０１７４】
　別の態様において、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。特
定の実施態様において、該細胞は、本明細書に記載の抗体分子、又はその構成要素を発現
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する。さらなる実施態様は、抗体分子、例えば、本明細書に記載の抗pSYK抗体分子、例え
ば、ウサギ抗体分子、又はそのヒト化バージョンを生成する方法であって、発現に適する
条件下で宿主細胞を維持することを含み、それにより免疫グロブリン鎖（複数可）が発現
し、抗体分子が生成される、前記方法を提供する。さらなる実施態様は、重鎖及び軽鎖抗
体配列をコードする、上記の発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞を提供する。宿主細
胞は真核細胞、例えば、哺乳動物細胞、昆虫細胞、酵母細胞、又は原核細胞、例えば、大
腸菌であってよい。例えば、哺乳動物細胞は、培養細胞又は細胞株であってよい。典型的
な哺乳動物細胞には、リンパ球細胞株（例えば、NSO）、チャイニーズハムスター卵巣細
胞（CHO）、COS細胞が含まれる。特定の実施態様において、培養された宿主細胞は、MIL8
1-1-8抗体分子をコードする核酸配列を含むCHO細胞である。別の実施態様において、該宿
主細胞はハイブリドーマMIL81-1-8である。
【０１７５】
　さらに、細胞には、卵母細胞、及びトランスジェニック動物からの細胞、例えば、乳腺
上皮細胞が含まれる。例えば、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され得る。
【０１７６】
　発現のための宿主として利用可能な哺乳動物細胞株は、当技術分野で公知であり、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（例えば、Hep G2）、ヒト胚腎臓（HEK
）293細胞（例えば、293-6E細胞、例えば、米国特許第8,551,774号を参照されたい）及び
いくつかの他の細胞株を含むが、これらに限定されない、アメリカン・タイプ・カルチャ
ー・コレクション（American Type Culture Collection (ATCC,Manassas,VA)）から入手
可能な多くの不死化細胞株を含む。細菌、酵母、昆虫、及び植物を含むが、これらに限定
されない非哺乳動物細胞も、組換え抗体を発現させるために使用され得る。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、及び/又はエフェクター機能のいずれかの変化を防止するため
に使用され得る。発現方法は、どのシステムが最も高い発現レベルをもたらし、構成的pS
YK結合特性を有する抗体を生成するかを決定することによって選択される。
【０１７７】
　さらなる実施態様は、抗pSYK抗体分子、例えば、ウサギ抗体分子又はそのヒト化バージ
ョンを生成する方法であって、免疫グロブリンの発現に適する条件下で、本明細書に記載
の核酸、例えば、表4又は表6に列挙された1以上の核酸配列を含む宿主細胞を維持するこ
とを含み、それによって、免疫グロブリン鎖が発現され、かつpSYKと結合する抗体分子、
例えば、ウサギ抗体分子、もしくはそのヒト化バージョン、又はその断片もしくは変異体
が生成される、前記方法を提供する。例えば、抗体分子の発現方法は、抗体分子、例えば
、ウサギ抗体軽鎖又はそのヒト化バージョンをコードする第1の組換え核酸分子、及び抗
体分子、例えば、ウサギ抗体の重鎖又はそのヒト化バージョンをコードする第2の組換え
核酸分子が単一の発現ベクターに含まれる宿主細胞の使用を含む。他の実施態様において
、それらは別々のベクター内にある。本方法はさらに、所望であれば、抗体、抗体の抗原
結合断片、抗体鎖もしくは抗体鎖の抗原結合断片を単離又は回収する工程を含んでよい。
【０１７８】
　例えば、pSYKタンパク質と結合するウサギ（又はヒト化）抗体の重鎖及び軽鎖をコード
する核酸分子（すなわち、1以上の核酸分子）、又はそのような核酸分子（複数可）を含
む発現構築物（すなわち、1以上の構築物）は、核酸分子（複数可）が、1以上の発現制御
エレメント（例えば、ベクター中の、細胞内での処理によって作製された構築物中の、宿
主細胞ゲノムに組み込まれた）に作動可能に連結されるように、選択された宿主細胞に適
する任意の方法（例えば、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）を用いて組換え宿主細胞を作製するのに適する宿主細胞に導入されてよい。生じた
組換え宿主細胞は、発現に適する条件下で（例えば、インデューサーの存在下で、適切な
非ヒト動物において、適切な塩、増殖因子、抗生物質、栄養補給剤などを補充した適切な
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培地中で）維持することができ、それによってコードされるポリペプチド（複数可）が生
成される。所望であれば、コードされたタンパク質は、単離又は回収してよい（例えば、
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
の宿主細胞（例えば、WO 92/03918号、GenPharm Internationalを参照されたい）又は植
物における発現を包含する。
【０１７９】
　さらに、産生細胞株からの本発明の抗体（又はそこからの他の部分）の発現は、いくつ
かの既知の技術を用いて増強され得る。例えば、グルタミン合成酵素及びDHFR遺伝子発現
系は、特定の条件下で発現を増強するための一般的なアプローチである。高発現細胞クロ
ーンは、限界希釈クローニング、マイクロドロップ技術、又は当技術分野で公知の任意の
他の方法などの従来の技術を用いて特定され得る。GSシステムは、欧州特許第0 216 846
号、同第0 256 055号、及び同第0 323 997号並びに欧州特許出願第89303964.4号に関連し
て、全体又は部分的に議論されている。
【０１８０】
　本発明の改変抗体、又はその抗原結合部分の組換え発現用の例示的なシステムでは、抗
体重鎖及び抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクターは、リン酸カルシウムによっ
て媒介されるトランスフェクションによってdhfr-CHO細胞に導入される。該組換え発現ベ
クター内で、抗体重鎖及び抗体軽鎖の遺伝子は各々、遺伝子の高レベルの転写を促進する
ために、エンハンサー/プロモーター調節エレメント（例えば、CMVエンハンサー/AdMLPプ
ロモーター調節エレメント又はSV40エンハンサー/AdMLPプロモーター調節エレメントなど
の、SV40、CMV、及びアデノウイルスなどに由来する）に作動可能に連結される。該組換
え発現ベクターはまた、メトトレキサート選択/増幅を用いて該ベクターでトランスフェ
クトされたCHO細胞の選択を可能にするDHFR遺伝子を担持する。選択された形質転換宿主
細胞は、抗体重鎖及び軽鎖の発現を可能にするために培養され、インタクトな抗体が培地
から回収される。標準的な分子生物学的技術は、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、宿主細胞を培養して、培地から抗体を回収
するために使用される。
【０１８１】
　本発明の抗体はまた、興味の免疫グロブリン重鎖及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又は植物の作製並びにそれらからの回収可能な形態での抗体の生成を
介して遺伝子導入で生成されてよい。哺乳動物におけるトランスジェニック生成に関連し
て、抗体は、ヤギ、ウシ、又は他の哺乳動物内で生成され、それらのミルクから回収され
得る。例えば、米国特許第5,827,690号、同第5,756,687号、同第5,750,172号、及び同第5
,741,957号を参照されたい。
【０１８２】
　本明細書に記載の抗体、その抗原結合断片、抗体鎖及び抗原結合部分はまた、化学合成
によって、又は任意の他の適切な方法によって、適切なインビトロ発現系で生成されてよ
い。
【０１８３】
　融合タンパク質及び免疫複合体
　本明細書に記載の抗pSYK抗体は、任意の適切な方法（例えば、化学的カップリング、遺
伝子融合、非共有結合又はその他）によって1以上の非抗体分子実体に機能的に連結され
てよい。
【０１８４】
　本明細書に記載の抗pSYK抗体分子及び非抗体部分が単一の連続ポリペプチド鎖の構成要
素である融合タンパク質が作製され得る。非抗体部分は、抗体部分に関して、N末端、C末
端、又は内部に配置されてよい。例えば、いくつかの実施態様は、pETベクター（例えば
、pET-15b、Novagen）、ファージベクター（例えば、pCNATAB 5 E、Pharmacia）、又は他
のベクター(例えば、pRIT2TプロテインA融合ベクター、Pharmacia）などの適切な発現ベ
クターに免疫グロブリン配列をコードする核酸を挿入することによって生成されてよい。



(53) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

生じた構築物は、非抗体部分（例えば、ヒスチジンタグ、Eタグ、プロテインAのIgG結合
ドメイン）を含む抗体鎖を生成するために発現させてよい。融合タンパク質は、適当なア
フィニティーマトリックスを用いたクロマトグラフィーなどの任意の適切な技術を用いて
単離又は回収され得る（例えば、分子生物学の最新プロトコル(Current Protocols in Mo
lecular Biology(Ausubel,F.M.(編)らの文献、第2巻、補遺26、pp.16.4.1-16.7.8 (1991)
を参照されたい）。
【０１８５】
　本発明は、特定の実施態様において、細胞、例えば、透過性細胞を指向し、それに内在
化される抗pSYK抗体分子を提供する。抗pSYK抗体分子は、標的が発現されない細胞ではな
く、pSYKを発現する細胞へ又はその中に、治療薬剤又は検出可能な薬剤を送達することが
可能である。したがって、本発明はまた、治療薬剤又は検出可能な薬剤にコンジュゲート
される、本明細書に記載の抗pSYK抗体分子を含む抗pSYKの免疫複合体を提供する。特定の
実施態様において、抗pSYK免疫複合体のpSYKに対する親和性は、非コンジュゲート抗体の
親和性の少なくとも10、25、50、75、80、90、又は95％である。これは、細胞質pSYK又は
単離pSYKを用いて決定され得る。一実施態様において、該抗pSYK抗体分子、例えば、免疫
複合体は、本明細書に記載のアッセイによって決定されるように、1000、500、250、100
、又は50pM未満のLD50を有する。
【０１８６】
　該抗pSYK抗体分子は、当技術分野で公知の技術を利用して免疫複合体として作用するよ
うに修飾されてよい。例えば、Vitetta Immunol Today 14:252 (1993)を参照されたい。
米国特許第5,194,594号も参照されたい。放射性標識抗体の調製も、当技術分野で公知の
技術を利用して容易に調製され得る。例えば、Junghansらの文献、癌化学療法及び生物療
法(Cancer Chemotherapy and Biotherapy)655-686(第2版、Chafner及びLongo(編)、Lippi
ncott Raven(1996))を参照されたい。米国特許第4,681,581号、同第4,735,210号、同第5,
101,827号、同第5,102,990号(米国再特許第35,500号)、同第5,648,471号、及び同第5,697
,902号を参照されたい。
【０１８７】
　抗pSYK抗体配列
　ウサギモノクローナル抗pSYK抗体を、実施例でより詳細に議論されるように作製した。
簡単に説明すると、ウサギモノクローナル抗体MIL81-1-8、MIL81-2-1及びMIL81-99-1を、
ウサギの従来の免疫技術によって作製した。真のウサギ-ウサギハイブリドーマは、Epito
mics社(Burlingame,CA)で、免疫ウサギから単離したB細胞とEpitomics社の融合パートナ
ー細胞株を融合させることによって作製された（米国特許第7,429,487号を参照されたい
）。pSYKに対する抗体の特異性は、ELISA、ウェスタンブロット、免疫蛍光、AlphaLISA、
免疫細胞化学及び免疫組織化学を含むいくつかの方法によって試験した。
【０１８８】
　下記の表1に、ヒトSYKのTyr525/526の周囲の残基に相当する合成リン酸化ペプチドを含
む免疫原を使用して作製し、pSYKを含むスクリーニングから選択したウサギモノクローナ
ル抗pSYK抗体MIL81-1-8の配列をまとめる。
【０１８９】
　軽鎖及び重鎖可変領域の配列を決定した。下記の表2は、いくつかの抗体の可変領域に
ついての配列番号のまとめである。ウサギ抗pSYK抗体の重鎖及び軽鎖の各々の可変領域の
アミノ酸配列並びに核酸配列を、それぞれ、表3及び表4に示す。
【０１９０】
　抗pSYK抗体の重鎖及び軽鎖のCDRの各々のアミノ酸配列並びに核酸配列を、それぞれ表5
及び表6に示す。
【０１９１】
　CDRの配列決定は、毒素コンジュゲーション部位として役立ち得る残基の存在量の決定
を可能にした。例えば、抗原結合領域の不対遊離システインは、アウリスタチンコンジュ
ゲーションのための部位であり得、リジンはメイタンシンコンジュゲーションのための部
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合親和性を変化させる懸念をもたらす。したがって、特定の実施態様において、該CDRは
、治療薬剤にコンジュゲートされ得るアミノ酸を欠く。
【０１９２】
　表1：抗pSYKウサギmAbの重鎖及び軽鎖の配列番号のまとめ
【表１】

【０１９３】
MIL81-1-8 3H3核酸(配列番号3)

【化３】

MIL81-1-8 3H3アミノ酸(配列番号4)
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【化４】

MIL81-1-8 3L2核酸(配列番号5)
【化５】

MIL81-1-8 3L2アミノ酸(配列番号6)
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【化６】

【０１９４】
　表2：抗pSYKウサギmAbの可変領域の配列番号のまとめ
【表２】

【０１９５】
　表3：抗pSYKウサギmAbのmAb可変領域のアミノ酸配列
【表３】

【０１９６】
　表4：抗pSYKウサギmAbのmAb可変領域をコードする核酸配列
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【表４】

【０１９７】
　表5：抗pSYKウサギmAbのCDRのアミノ酸配列
【表５】

【０１９８】
　表6：抗pSYKウサギmAbのCDRの核酸配列
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【表６】

【０１９９】
　抗体標識及び検出
　本明細書に記載の方法、例えば、インビトロ及びインビボ検出、例えば、診断、病期分
類、又は画像化法において使用される抗pSYK抗体分子は、結合した又は結合していない結
合剤の検出を容易にするために、検出可能な薬剤で直接又は間接的に標識されてよい。間
接的な標識化は、抗pSYK抗体、例えば、該抗体のFc部分と結合する抗ウサギ抗体などの二
次抗体と接触させることを含む。該二次抗体は、標識に結合するか、又は物質を検出可能
な物質へ酵素的に変換する検出可能な薬剤又は部分にコンジュゲートされてよい。適切な
検出可能な薬剤には、様々な生物学的に活性のある酵素、リガンド、補欠分子族、蛍光物
質、発光物質、化学発光物質、生物発光物質、発色物質、電子密度物質、常磁性（例えば
、核磁気共鳴活性）物質、及び放射性物質が含まれる。
【０２００】
　いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、放射性イオン、例えば、インジウ
ム（111In）、ヨウ素（131I又は125I）、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又は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、もしくは
リン（32P）;又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（18F）、ガリウム（68Ga）、及びヨウ素
-121（121I）に結合される。インビトロ又はインビボ診断/検出方法で使用するための、
本発明の抗体にコンジュゲートされ得る追加の放射性薬剤を、以下に記載する。
【０２０１】
　代表的な標識には、ユーロピウム、サマリウムもしくはテルビウムなどを含む希土類キ
レート、又はフルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、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及び細菌ルシフェラー
ゼ（米国特許第4,737,456号）、ルシフェリン、Cy3、又はCy5などのシアニン(Cy)蛍光色
素、アレクサフルオロ488、アレクサフルオロ592、オレゴングリーン及び2,3-ジヒドロフ
タラジンジオンなどのフルオロフォアが含まれる。抗pSYK抗体の直接的又は間接的な検出
用の他の例示的な標識には、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)、ラクトペルオキシダー
ゼ、又はミクロペルオキシダーゼなどの色素前駆体を酸化するために過酸化水素を使用す
る酵素と結合される、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、及びグルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、ウリカーゼ及びキサンチンオ
キシダーゼなどの複素環式オキシダーゼなどの、物質を検出可能な物質に酵素的に変換す
る部分、アビジンコンジュゲート標識に結合することができるビオチン、スピン標識、バ
クテリオファージ標識、及び安定なフリーラジカルなどの検出可能な物質に結合する部分
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が含まれる。
【０２０２】
　フルオロフォア及び発色団で標識された抗体分子は、当技術分野で公知の標準的な部分
から調製され得る。抗体及び他のタンパク質は、約310nmまでの波長を有する光を吸収す
るので、蛍光部分は、310nmを超える又は400nmを超える波長で実質的な吸収を有するよう
に選択されるべきである。種々の適切な蛍光化合物及び発色団は、Stryerの文献、Scienc
e,162:526 (1968)及びBrand,L.らの文献、Annual Review of Biochemistry, 41: 843-868
 (1972)によって記載されている。該抗体は、米国特許第3,940,475号、同第4,289,747号
、及び同第4,376,110号に開示されているものなどの従来の手順により、蛍光発色基で標
識されてよい。
【０２０３】
　上記のいくつかの所望の特性を有する蛍光剤の1つのグループは、3,6-ジヒドロキシ-9-
フェニルキサンチドロール由来のフルオレセイン及び3,6-ジアミノ-9-フェニルキサンチ
ドロール由来のレサミン類及びローダミン類並びにリサミンローダミン Bを含むキサンテ
ン色素である。9-o-カルボキシフェニルキサンチドロール(carboxyphenylxanthhydrol)の
ローダミン及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。フルオレ
セインイソチオシアネート及びフルオレスカミンなどのアミノ基並びにイソチオシアネー
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は、容易に入手可能であ
る。蛍光化合物の別のグループは、α又はβ位にアミノ基を有するナフチルアミン類であ
る。
【０２０４】
　標識された抗体分子は、（i）アフィニティークロマトグラフィー又は免疫沈降などの
標準的な技術により所定の抗原を単離すること;（ii）タンパク質の発現の量及びパター
ンを評価するために、（例えば、細胞溶解物、組織標本又は細胞上清中の）所定の抗原を
検出すること;（iii）臨床試験手順の一部として組織中のタンパク質レベルを監視するこ
と、例えば、所与の治療投与計画の有効性を決定すること、を含むいくつかの状況におい
て、例えば、診断及び/又は実験で使用され得る。
【０２０５】
　pSYKを検出するためのアッセイは、検出アッセイのための準備においてpSYK抗体を希釈
するための一次抗体エンハンサーを含んでよい。当業者なら、一次抗体エンハンサーが、
MIL81-1-8ウサギmAb（ウサギIgG）と同じアイソタイプ又はMIL81-1-8シグナルを増幅する
のに適する類似の試薬を有する、ウサギ以外の種（例えば、ヒト、ラット、ヤギ、マウス
など）で作られた抗ウサギ二次抗体であり得ることを認識するであろう。いくつかのエン
ハンサーが市販されている（例えば、Pierce Biotechnology社）。チラミドシグナル増幅
（TSA）システムなどのアッセイ増幅システムは、シグナル強度を増加させ、免疫組織化
学及び免疫蛍光染色技術の両方でバックグラウンドを減少させるために使用することがで
きる。TSAシステムが市販されている（例えば、Life Technologies、Grand Island, NY又
はPerkinElmer社, Waltham, MA, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ）。TSAシグナル
は、AMP HQ法（Ventana Medical Systems, Tucson, AZ）などのTSAのさらなる二次検出（
ハプテン電子供与体を用いる）によりさらに増幅することができる。
【０２０６】
　インビトロ診断
　本明細書に記載の抗pSYK抗体及び免疫複合体は、pSYKの有無を検出するため、例えば、
対象から取得されたエクスビボ生体試料中のpSYKの有無を検出するため（すなわち、イン
ビトロ検出）、又は対象におけるpSYKの有無もしくは分布を検出するため（すなわち、イ
ンビボ検出）に使用してよい。そのような検出方法は、種々の障害を検出もしくは診断す
るか、或いは治療的もしくは経済的な意思決定又は行動を導くのに有用である。本明細書
で使用する用語「検出」は、定量的又は定性的な検出を包含する。pSYK又はSYKリン酸化
タンパク質の検出は、本明細書で使用される場合、インタクトpSYKタンパク質の検出又は
該抗pSYK抗体分子が結合するエピトープを含むpSYKタンパク質の一部の検出を意味する。



(60) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

【０２０７】
　したがって、別の態様において、本発明は、細胞又は組織、例えば、腫瘍細胞、又はpS
YKを発現する1以上の細胞を有する腫瘍などの生体試料中のpSYK発現を検出する方法を特
徴とする。本方法は、該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を可能にす
る条件下で、生体試料と本明細書に記載の抗pSYK抗体分子（例えば、MIL81-1-8）とを接
触させること;該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それに
よりpSYKタンパク質の存在を検出すること、例えば、pSYKを発現する細胞又は腫瘍を検出
すること、を含む。
【０２０８】
　一実施態様において、該抗pSYK抗体分子は、該検出可能な標識を含む免疫複合体である
。検出可能な標識は、放射性薬剤であってよい。或いは、該検出可能な標識は、非放射性
薬剤（例えば、上記のフルオロフォア又は発色団）である。pSYK Y525/526 IHCアッセイ
などの、pSYKを測定するためのアッセイで使用するための試料は、癌に罹患した患者から
取得された細胞を含む生体試料であり得る。特定の実施態様において、該生体試料は、pS
YKを発現する正常及び/もしくは癌性の細胞又は組織を含む。特定の実施態様において、
該正常及び/もしくは癌性の細胞又は組織は、他の細胞又は組織に対してより高いレベル
でpSYKを発現し得る。試料は、癌由来の組織もしくは器官又は腫瘍細胞と正常細胞の混合
物からの腫瘍細胞又は正常細胞を含有することができる。試料は、リンパ節などの腫瘍組
織の近傍又は癌が転移によって広がる可能性がある、肝臓もしくは骨などの離れた組織に
由来し得る。いくつかの実施態様において、該癌細胞は、白血病細胞、例えば、AMLもし
くはCLLからの細胞、リンパ腫細胞、例えば、DLBCLもしくはFLからの細胞、又は固形腫瘍
細胞、例えば、上咽頭癌もしくは胃癌からの細胞である。特定の実施態様において、該癌
細胞は、PTCL、DLBCL、FL、MCL、CLL、AML、MDS、上咽頭癌、リンパ腫、胃癌、乳癌、卵
巣癌、肺癌（例えば、小細胞肺癌）及びPT-LPD細胞から選択される。特定の実施態様にお
いて、該癌細胞は、DLBCL、AML、及びCLL細胞から選択される。特定の実施態様において
、該DLBCL細胞は、GCB DLBCL細胞、ABC DLBCL細胞及び非GCB DLBCL細胞からなる群から選
択される。
【０２０９】
　本明細書に記載の検出方法は、インビトロ又はインビボであれ、対象における障害を評
価するために使用してよい。特定の実施態様において、該障害は、癌、腫瘍、リンパ腫又
は白血病などの細胞増殖性障害である。特定の実施態様において、該細胞増殖性障害は、
PTCL、DLBCL、FL、MCL、CLL、AML、MDS、上咽頭癌、リンパ腫、胃癌、乳癌、卵巣癌、肺
癌（例えば、小細胞肺癌）及びPT-LPDから選択される。いくつかの実施態様において、細
胞増殖性障害は、AML、CLL又はDLBCLである。いくつかの実施態様において、該DLBCL障害
は、サブタイプによって分類される。いくつかの実施態様において、該DLBCLサブタイプ
はGCBサブタイプである。いくつかの実施態様において、該DLBCLサブタイプはABCサブタ
イプである。いくつかの実施態様において、該DLBCLサブタイプは非GCBサブタイプである
。
【０２１０】
　一態様において、本発明は、インビトロで、生体試料中の（例えば、対象から取得され
た細胞又は組織生検中の）pSYKタンパク質の有無を検出する方法を提供する。本方法は、
（i）対象から取得された生体試料と抗pSYK抗体分子又はその免疫複合体とを接触させる
こと、及び（ii）該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出すること
、を含む。複合体形成は、生体試料中のpSYKタンパク質の存在又はレベルの指標であり、
複合体が形成されないことは、生体試料中のpSYKタンパク質の不在の指標となる。
【０２１１】
　pSYK Y525/526 IHCアッセイなどのpSYKについてアッセイするための組織試料は、本明
細書に記載の治療の候補者である患者から又は商業的供給源から取得することができる。
腫瘍試料又は対照試料などの組織試料の商業的供給源には、PhenoPath Laboratories, PL
LC, Seattle, WA; Proteogenix SAS, Obershausbergen, France;及びU.S. Biomax社、Roc
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kville, MDが含まれる。
【０２１２】
　本明細書に記載の、インビトロ及びインビボの両方を含む方法、例えば、SYK標的治療
薬のためのコンパニオン診断方法用の例示的な生体試料には、炎症性滲出液、血液、血清
、血漿、尿、痰、骨髄穿刺液、乳頭吸引、腸液、便試料などの1個の細胞、複数の細胞、
組織又は体液、及びそれらの単離物、又は口、喉もしく子宮頸部などの粘膜組織を拭き取
ることによって取得される物質が含まれる。特定の実施態様において、該生体試料は、癌
細胞(複数可)又は組織を含む。例えば、該試料は、リンパ節生検などの、又はそれらの任
意の転移部位からの組織試料からの腫瘍生検であってよい。別の実施態様において、該試
料は、血液試料であるか、又は血液試料に由来する。いくつかの実施態様において、該血
液試料は、腫瘍、例えば、リンパ球増加症から放出された腫瘍細胞を含む。他の実施態様
において、該生体試料は、血液又は別の流体であってよく、該流体は癌細胞を含む。生体
試料を、当技術分野のいくつかの方法のうちのいずれかを用いて取得してよい。さらに、
生体試料を、ホルムアルデヒドなどの固定剤で処理し、パラフィンに包埋し、使用のため
に切片にしてよい。或いは、新鮮な組織又は凍結組織を使用してよい。他の実施態様にお
いて、微細針吸引液を使用してよい。特定の実施態様において、該生体試料は、細胞又は
組織生検である。特定の実施態様において、該細胞又は組織生検は腫瘍生検である。いく
つかの実施態様において、該腫瘍生検は針生検である。
【０２１３】
　骨髄の血液腫瘍、例えば、骨髄腫腫瘍又は白血病において、腫瘍の一次解析は、骨髄試
料、例えば、骨髄腫腫瘍又は白血病腫瘍細胞を含む試料にて行うことができる。しかしな
がら、いくつかの腫瘍細胞は、（例えば、クロノタイプ腫瘍細胞、循環内皮細胞は）、全
血中の一定の割合の細胞集団である。これらの細胞はまた、骨髄移植用製剤中の顆粒球コ
ロニー刺激因子（G-CSF）での患者の治療、血液腫瘍、例えば、白血病、リンパ腫及び骨
髄腫のための標準的な治療の際に血液中に動員され得る。これらの細胞はまた、化学療法
治療、例えば、イブルチニブなどのBTK阻害剤による治療、フォスタマチニブなどのSYK阻
害剤による治療、又はイデラリシブなどのPI3Kδ阻害剤による治療から動員され得る。多
発性骨髄腫中の循環腫瘍細胞の例は、例えば、Pilarskiらの文献、(2000) Blood 95:1056
-65及びRigolinらの文献、(2006) Blood 107:2531-5によって研究されている。したがっ
て、例えば、治療の結果を決定するためのマーカーのインビトロ測定のための非侵襲性試
料は、末梢血試料を含むことができる。したがって、末梢血中の細胞は、pSYKの量を決定
するために試験することができる。
【０２１４】
　採血容器は、デキストロース又はアルブミン又は緩衝液、例えば、リン酸塩又はリンゲ
ル液などの血液の完全性を維持する添加剤と共に、抗凝固剤、例えば、ヘパリン又はエチ
レンジアミン四酢酸（EDTA）、クエン酸ナトリウム又はクエン酸溶液を含むことができる
。タンパク質安定剤、例えば、セリンプロテアーゼ、システインプロテアーゼなどのプロ
テアーゼを阻害する薬剤を試料に添加することができる。2種以上のプロテアーゼの阻害
剤カクテルなどのいくつかのプロテアーゼ阻害剤は、容易に入手可能である。マーカーの
量が、試料中のDNAのレベルを測定することによって測定される場合には、DNA安定剤、例
えば、デオキシリボヌクレアーゼI阻害剤などのデオキシリボヌクレアーゼを阻害する薬
剤を試料に添加することができる。マーカーの量が、試料中のRNAのレベルを測定するこ
とによって測定される場合には、RNA安定剤、例えば、阻害剤又はリボヌクレアーゼA、リ
ボヌクレアーゼB、もしくはリボヌクレアーゼCなどのリボヌクレアーゼを阻害する薬剤を
試料に添加することができる。2種以上のデオキシリボヌクレアーゼ又はリボヌクレアー
ゼ用の阻害剤カクテルなどのいくつかのデオキシリボヌクレアーゼ又はリボヌクレアーゼ
阻害剤は、容易に入手可能である。安定剤を含む採血容器の例としては、採血時のRNA安
定化に有用なPAXGENE(登録商標)チューブ(PREANALYTIX, Valencia, CA)、及び採血時の循
環腫瘍細胞の安定化に有用なCELLSAVE保存チューブ（Janssen Diagnostics, LLC）が挙げ
られる。末梢血試料又は腫瘍滲出物は、（例えば、腫瘍に富む試料又は腫瘍を枯渇させた
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試料（例えば、参照試料用）をもたらすために）改変、例えば、分画、選別又は濃縮する
ことができる。改変された試料の例としては、例えば、ネガティブ選択、例えば、白血球
と赤血球の分離（例えば、高密度糖又はポリマー溶液（例えば、FICOLL（登録商標）溶液
（Amersham Biosciences division of GE healthcare, Piscataway, NJ)もしくはHISTOPA
QUE（登録商標）-1077溶液、Sigma-Aldrich Biotechnology LP及びSigma-Aldrich社、St.
Louis, MO）を通るディファレンシャル遠心分離）及び/又は選択剤（例えば、直接単離（
例えば、B細胞マーカーに結合する磁気ビーズ（例えば、Miltenyi Biotec, Auburn, CAか
らの)を含む細胞の溶液への磁場の適用又は蛍光活性化細胞選別）のための、CD5、CD19、
CD20、CD34、CD38、CD117、CD138、CD133、もしくはZAP70などの腫瘍細胞マーカー、B細
胞マーカー又は骨髄前駆細胞マーカーに結合する試薬）への細胞の結合による陽性選択に
よって収集することができるクロノタイプ骨髄腫細胞(clonotypic myeloma cell)が挙げ
られる。一実施態様において、ディファレンシャル遠心法は、腫瘍細胞を含む細胞層を濃
縮する。腫瘍細胞層を単離し、pSYK検出のために固定することができる。非骨髄腫試料、
例えば、固形腫瘍からの腫瘍滲出物は、例えば、当技術分野で公知の腫瘍細胞の選択マー
カーを使用して、腫瘍細胞を濃縮するために骨髄腫試料と類似の方法によって治療するこ
とができる。いくつかの実施態様において、CD5、CD19及びCD20から選択されるマーカー
への結合による選択は、リンパ腫患者、例えば、CML癌患者などの癌患者からの試料中の
腫瘍細胞を濃縮することができる。いくつかの実施態様において、CD34及びCD117から選
択されるマーカーへの結合による選択は、癌患者、例えば、骨髄性腫瘍患者、例えば、AM
L癌患者からの試料中の腫瘍細胞を濃縮することができる。
【０２１５】
　試料、例えば、腫瘍、例えば、生検又は骨髄、血液もしくは改変された血液（例えば、
腫瘍細胞を含む試料）、腫瘍滲出液及び/又は参照試料、例えば、マッチした対照（例え
ば、生殖系列又は非腫瘍）試料は、試料中のpSYKの量を検出又は評価する前に、様々な周
知の収集後の調製及び貯蔵技術（例えば、溶解、核酸及び/もしくはタンパク質の抽出、
又は分離、固定、貯蔵、凍結、限外濾過、濃縮、蒸発、遠心分離など）に供することがで
きる。
【０２１６】
　特定の実施態様において、試験細胞又は組織は、pSYK発現に関連する障害を有すること
が疑われる個体から取得される。特定の実施態様において、試験細胞又は組織は、pSYKの
発現増加に関連する障害を有することが疑われる個体から取得される。
【０２１７】
　一実施態様において、対象からの試料中の、又は対象中のpSYKのレベルは、対照物質、
例えば、対象の細胞と同じ組織起源の正常細胞又はそのような正常な細胞に匹敵するレベ
ルでpSYKを有する細胞中の参照レベル、例えば、pSYKのレベルと比較される。血液腫瘍を
有する患者については、正常な特性、例えば、非リン酸化SYK又はY525もしくはY526では
ない残基がリン酸化されたSYKのための対照となる参照試料を、患者の皮膚又は頬スワブ
から取得することができる。固形腫瘍については、腫瘍細胞を含む典型的な試料は、原発
腫瘍又は隣接するリンパ節の生検である。低侵襲性手段によって得られる、例えば、腫瘍
部位から脱落するか又は掻き取られた固形腫瘍試料には、子宮頸部スミア（例えば、子宮
頸癌患者からの）、腫瘍滲出液、例えば、リンパ液、嚢胞液、乳頭吸引（例えば、乳癌患
者からの）、腹水、胸水、痰（例えば、肺癌患者からの）、婦人科体液（例えば、卵巣癌
患者からの）、尿、便（例えば、大腸癌について）が含まれる。固形腫瘍については、通
常のSYK発現のための対照となる参照試料は、患者の血液、皮膚試料、又は患者からの頬
スワブからを取得することができる。
【０２１８】
　本方法は、例えば、pSYKの検出レベルに応答する障害の診断、予後、治療の有効性の評
価、又は病期分類を提供することを含み得る。対照物質と比較して、試料又は対象におけ
るより高いレベルのpSYKは、pSYKの発現増加と関連する障害の存在を示す。対照物質と比
較した、試料又は対象におけるpSYKのより高いレベル、例えば、1.2倍、1.5倍、2.0倍、3
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倍、4倍、5倍もしくは10倍又はそれ以上のレベルは、治療の有効性の相対的な不足、比較
的より不良の予後、又は疾患の後期も示し得る。pSYKのレベルはまた、将来の治療、例え
ば、多かれ少なかれ積極的な治療の必要性、もしくは1つの治療投与計画から別の治療投
与計画への切り替えの必要性を評価又は選択するために使用してよい。いくつかの実施態
様において、本方法はさらに、少なくとも部分的に決定されたpSYKレベルに基づくSYK標
的治療薬、例えば、本明細書に記載のSYK標的治療薬を選択すること、及び必要に応じて
対象への選択されたSYK標的治療薬を投与すること、を含む。
【０２１９】
　SYKの小分子阻害剤などの抗pSYK抗体分子とpSYKの間の複合体形成は、pSYK抗原に結合
した抗体（又は抗体断片）もしくは結合していない抗体分子のいずれかを測定又は可視化
することにより検出され得る。当業者は、pSYKへの抗pSYK抗体の結合を検出するための多
くの方法を容易に理解することができる。いくつかの方法は、本明細書に記載の実施例に
含まれている。そのような方法には、ウェスタンブロット、ラジオイムノアッセイ（RIA
）、ALPHALISA(登録商標)イムノアッセイ(PerkinElmer, Waltham, MA)などのELISA（酵素
結合免疫吸着アッセイ）もしくはその変形、DELFIA（登録商標）免疫診断システム(Perki
nElmer, Waltham, MA)などの「サンドイッチ」イムノアッセイもしくはその変形、免疫沈
降アッセイ、蛍光イムノアッセイ、タンパク質Aイムノアッセイ、フローサイトメトリー
、及び免疫組織化学（IHC）などの当技術分野で公知の抗原結合アッセイが含まれるが、
これらに限定されない。特定の実施態様において、pSYK検出方法は、フローサイトメトリ
ー、IHC、及び蛍光活性化細胞選別（FACS）から選択される。特定の実施態様において、p
SYK検出方法は、フローサイトメトリー及びIHCから選択される。特定の実施態様において
、pSYK検出方法は、フローサイトメトリーである。特定の実施態様において、pSYK検出方
法はIHCである。いくつかの実施態様において、IHC法は、チラミドシグナル増幅、AMP HQ
システム（Ventana Medical Systems, Tucson, AZ）などの西洋ワサビペルオキシダーゼ
多量体増幅又はAMP HQの増幅を用いるチラミドシグナル増幅などのシグナルの増強又は増
幅を使用する。
【０２２０】
　特定の実施態様において、pSYKは、本発明の抗pSYK抗体を用いた免疫組織化学によって
検出又は測定される。免疫組織化学技術は、pSYKを発現する細胞を特定し、基本的に染色
するために使用してよい。そのような「染色」はまた、転移性移動の分析を可能にする。
本明細書に記載のものなどの抗pSYK抗体は固定細胞と接触し、細胞中に存在するpSYKは該
抗体と反応する。該抗体は、細胞を染色するために、検出可能に標識されるか、又は標識
された二次抗体もしくはプロテインAを間接的に用いて検出される。特定の一実施態様に
おいて、該MIL81-1-8抗体は、生体試料中のpSYK発現を検出又は測定するためのIHCアッセ
イにおいて使用される。
【０２２１】
　抗原結合アッセイにおいて、ある程度の変動は、試料調製法及び試料の質にあり得る変
動に起因し得る。本方法は、アーカイブ試料の使用を企図しているので、ある程度の劣化
がアッセイ前に生じ得る。pSYK、例えば、pSYK Y525/526を検出することと、IHCなどのい
くつかの当技術分野で公知の免疫化学技術によるバックグラウンド染色に対して高いシグ
ナルを維持することとの間のバランスが取られ得る。例えば、施術者は、必要に応じて、
アッセイ前の選択及び/又はIHCアッセイの選択を行ってよい。アッセイ前の選択の例とし
ては、抗体の選択、例えば、正常な試料、例えば、正常なヒト組織又は非活性SYKなどの
、検出が望まれないタンパク質に対する抗体製剤のプレ吸収による交差反応を除去するス
テップ、標識もしくは発色試薬の選択、及び生体試料の固定方法が挙げられる。IHCアッ
セイの選択の例としては、非特異的結合をブロックするための方法又は試薬の選択、抗体
結合前の固定構造体の立体構造を開くためにスライドを（例えば、72℃又は95℃）に加熱
するか否か、並びに組織切片の洗浄、例えば、TWEEN 20などの、ポリソルベートなどの非
イオン性洗剤又は界面活性剤を含む溶液での洗浄のための方法又は試薬の選択が挙げられ
る。IHCアッセイの条件の最適化は、当技術分野で周知であり、技術ガイド、例えば、Buc
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hwalow及びBockerの文献、免疫組織化学の基礎と方法(Immunohistochemistry Basics and
 Methods)(2010,Springer-Verlag,Berlin,Germany)が利用可能である。IHCは、Ventana B
ENCHMARK(商標)スライド染色プラットフォームもしくはVentanaディスカバリーXT(Ventan
a Medical Systems社、Tuscon, AZ）又はLeica BOND RX (Leica Biosystems, Buffalo Gr
ove, IL、もしくは適切な診断用自動染色プラットフォーム）などの自動機械によって行
うことができる。自動化されたIHCアッセイは、SYK標的癌治療のための臨床試験の登録基
準として、及び一般的には、SYK標的治療薬を受け取るべき患者（例えば、癌患者）の選
択のためのスクリーニングツールとしてpSYK発現腫瘍について癌患者をスクリーニングす
るための有用なツールである。
【０２２２】
　いくつかの実施態様において、pSYK抗原結合アッセイは、バックグラウンド構造、例え
ば、pSYK Y525/526を含まないタンパク質又は構造への結合を減少させるために、タンパ
ク質ブロッキング試薬で試料を処理することを含む。例としては、IgG2などのウサギIgG
、BSA、カゼイン、HiBlock（Perkin Elmer, Waltham, MA）又はタンパク質ブロック（Dak
o, Carpinteria, CA）が挙げられる。いくつかの実施態様において、該試料は、例えば、
ペルオキシダーゼの発色法を用いる場合、内因性の組織ペルオキシダーゼをブロックする
ために過酸化物で処理される。他の実施態様において、EGTA、グリセロリン酸又はフェナ
ントロリンなどのアルカリホスファターゼブロッキング試薬は、pSYKの脱リン酸化を阻害
することができる。いくつかの実施態様において、該試料は、EDTAなどで脱灰を受ける。
【０２２３】
　例えば、蛍光エネルギー移動（FET、例えば、Lakowiczらの特許、米国特許第5,631,169
号;Stavrianopoulosらの特許、米国特許第4,868,103号を参照されたい)の技術を利用する
ことによって、いずれかの構成要素（pSYKもしくは抗体分子）のさらなる操作又は標識を
行うことなく、pSYKと抗pSYK抗体分子の複合体形成を直接検出することも可能である。第
1の「ドナー」分子上のフルオロフォア標識は、適切な波長の入射光による励起時に、そ
の放出された蛍光エネルギーが第2の「アクセプター」分子上の蛍光標識によって吸収さ
れ、これが今度は、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
される。或いは、「ドナー」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
ネルギーを利用してもよい。「アクセプター」分子標識が「ドナー」のそれと区別され得
るように、異なる波長の光を放射する標識が選択される。標識間のエネルギー移動の効率
は分子を隔てる距離に関係するので、分子間の空間的関係が評価され得る。結合が分子間
で生じる状況において、アッセイ中の「アクセプター」分子標識の蛍光放射が最大である
べきである。FET結合事象は、当技術分野で周知の標準的な蛍光検出手段により（例えば
、蛍光光度計を使用して）都合よく測定され得る。
【０２２４】
　別の例では、pSYKを認識する抗体分子の能力の決定は、リアルタイム生体分子相互作用
分析（BIA）などの技術を利用することによってアッセイ成分のいずれか（pSYK又は抗体
分子）を標識することなく達成され得る（例えば、Sjolander,S,及びUrbaniczky,C,の文
献,1991, Anal. Chem. 63:2338-2345並びにSzaboらの文献、1995, Curr. Opin. Struct. 
Biol. 5:699-705を参照されたい）。本明細書で使用される場合、「BIA」又は「表面プラ
ズモン共鳴」は、相互作用物のいずれかを標識することなく、リアルタイムで生体特異的
相互作用を研究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（結合事象の指標）は、表面付近の光の屈折率の変化（表面プラズモン共鳴（SP
R）の光学現象）をもたらし、生物学的分子間のリアルタイム反応の指標として用いられ
得る検出可能なシグナルをもたらす。
【０２２５】
　試料、細胞又は腫瘍に結合する抗pSYK抗体の定量化を、画像解析ソフトウェアなどのコ
ンピュータープログラムが支援することができる。そのようなプログラムは、非特異的な
試料の変動からのノイズを低減することができ、シグナルの強度を統合することができ、
複数の標識の色に由来する入力を計算して、pSYK抗体分子を検出するための特異的標識に
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よって特異的寄与を決定すること、かつ/又はアッセイで検出されるpBTK又はpBLNKなどの
第2のマーカーの標識を定量化することができる。IHCのためのコンピュータープログラム
、例えば、画像解析ソフトウェアの例としては、Definiens社の組織スタジオ(Tissue Stu
dio)（Definiens社, Carlsbad, CA）又はAPERIO(登録商標)SCANSCOPE(商標)スライドスキ
ャナ又はEPATHOLOGY(商標)システム（Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL）が挙げら
れる。コンピュータ支援定量化を含む定量方法は、較正試料を使用して較正することがで
きる。較正試料は、例えば、アッセイ対照として使用するために、染色手順の前に調製さ
れるか、又は染色手順中に調製することができる。較正試料の例としては、未染色試料又
は染色手順中に染色されないままの試料又は通常のIgGで染色される試料;全SYK抗体など
の非pSYK抗体により染色される試料、又は染色手順中に非pSYK抗体で染色するための試料
;T細胞のタンパク質ホスファターゼ（New England Biolabs, Ipswich, MA）で処理された
試料などの、pSYK抗体により染色されるホスファターゼ処理試料、又は染色手順中にホス
ファターゼで前処理するための試料;pSYK抗体により予め染色されるか、又は染色手順中
にpSYK抗体で染色するためのWSU-DLCL2細胞、TMD8リンパ腫腫瘍の異種移植片（Tohdaらの
文献、(2006) Leuk. Res. 30:1385-1390）又はPHTX95L腫瘍異種移植片などの、過バナジ
ン酸処理されるかもしくはBCR架橋されたリンパ腫の細胞ペレットなどのpSYK量が高い試
料;未処理のWSU-DLCL2細胞(Al-Katibらの文献、(1998) Clin. Cancer Res. 4:1305-1314)
又はOCI-LY10腫瘍細胞(National Cancer Institute, Bethesda, MD)異種移植片のペレッ
トなどのpSYK量が低い試料、或いはpSYK抗体により予め染色されるか、又は染色手順中に
pSYK抗体で染色するための、SYKもしくはRASのキナーゼデッド(kd)変異体などの陰性対照
タンパク質を発現するNIH-3T3細胞などの細胞の試料、RASを有するキメラ、例えば、ITK-
RASなどのRAS組換え構築物でトランスフェクトされた細胞などの細胞の試料が挙げられる
。較正試料は、陽性染色又は強い染色及び陰性染色、弱い染色又はバックグラウンド染色
について予想されるレベルを予め特定することにより、細胞検査技師又は病理学者などの
実行者、スキャナー又は画像解析ソフトウェアの感度を調整するのに役立ち得る。
【０２２６】
　いくつかの実施態様において、試料中のpSYKを検出するためのアッセイは、pSYKが細胞
質中で検出された場合に、pSYKの存在を示す。いくつかの実施態様において、試料中のpS
YKを検出するためのアッセイは、pSYKが細胞質及び細胞膜内で検出された場合に、pSYKの
存在を示す。いくつかの実施態様において、試料中のpSYKを検出するためのアッセイは、
pSYKが核及び細胞質で検出された場合に、pSYKの存在を示す。
【０２２７】
　いくつかの実施態様において、例えば、腫瘍細胞を含む試料中のpSYKを検出するための
アッセイは、偽陽性結果の検出を制限することができる。いくつかの実施態様において、
試料中のpSYKを検出するためのアッセイは、pSYKが核のみにおいて検出された場合、pSYK
の不在を示す。いくつかの実施態様において、試料中のpSYKを検出するためのアッセイは
、pSYKが細胞膜内のみにおいて検出された場合に、pSYKの不在を示す。いくつかの実施態
様において、試料中のpSYKを検出するためのアッセイは、pSYKが膜又は核において検出さ
れ、全SYKに結合する試薬と試料の一部とを接触させるさらなるステップが全SYKを検出し
ない場合に、pSYKの不在を示す。いくつかの実施態様において、試料中のpSYKを検出する
ためのアッセイは、pSYKが膜又は核において検出され、その一部のホスファターゼ処理後
の試料の一部での抗pSYK抗体と接触させるさらなるステップが抗pSYK抗体による結合を妨
げない場合に、pSYKの不在を示す。いくつかの実施態様において、試料中のpSYKを検出す
るためのアッセイは、pSYKが膜又は核において検出され、pY525/526ペプチド免疫原を予
め吸着させた抗pSYK抗体で該試料の一部を染色するさらなるステップが予め吸着させた抗
pSYK抗体による結合を妨げない場合に、pSYKの不在を示す。
【０２２８】
　いくつかの実施態様において、細胞におけるpSYK発現は、細胞質中で検出されるpSYKの
量を測定することによって定量化される。いくつかの実施態様において、細胞を含む試料
中のpSYK発現は、陽性染色、例えば、腫瘍細胞の細胞質染色からバックグラウンド染色、
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例えば、核又は非腫瘍細胞の染色を差し引くことによって定量化される。いくつかの実施
態様において、細胞を含む試料中のpSYK発現は、式（NP+NSP）/N全により定量化され、式
中、Npは正のピクセルの数であり、Nspは強い正のピクセルの数であり、N全は強い正のピ
クセル+正のピクセル+弱い正ピクセル+負のピクセルの数である。いくつかの実施態様に
おいて、定量化は、10倍～200倍又は10倍～50倍の倍率でIHC試料にて行われる。いくつか
の実施態様において、定量化は、20倍の倍率でIHC試料にて行われる。
【０２２９】
　いくつかの態様において、本開示は、本明細書に記載の抗体分子（例えば、MIL81-1-8
、MIL81-2-1もしくはMIL81-99-1）又は本明細書に記載の抗体分子を含む免疫複合体、及
び例えば、標識及び生体試料、例えば、本明細書に記載の生体試料を含む反応混合物を特
徴とする。他の実施態様において、該反応混合物は、本明細書に記載の抗体分子（例えば
、MIL81-1-8、MIL81-2-1もしくはMIL81-99-1）又は本明細書に記載の抗体分子を含む免疫
複合体、並びに、例えば、標識及び生体試料、例えば、本明細書に記載の生体試料から取
得又は単離されるpSYKを含んでよい。
【０２３０】
　特定の実施態様において、上述したものなどの方法は、pSYKを含む細胞から取得された
膜調製物においてpSYKへの抗pSYK抗体の結合を検出することを含む。他の実施態様におい
て、方法はさらに、その表面上で発現した非SYKマーカーを検出する試薬によって細胞の
結合を検出することを含む。そのような実施態様において、非SYKマーカーは、CD5、CD19
、CD20、（例えば、Leica Biosystems PA0192抗体が結合するような）変異CD79などのCD7
9、CD34、CD38、CD117、CD138、CD133、LMP2A及びZAP70などの腫瘍細胞マーカー、B細胞
マーカー又は骨髄前駆細胞マーカーから選択することができる。特定の実施態様において
、pSYKを検出することを含む方法はさらに、CD34及び/又はCD117を検出することを含む。
特定の実施態様において、本方法は、透過条件下などの、pSYKへの抗pSYK抗体の結合を許
容する条件下で、抗pSYK抗体と細胞とを接触させること、及び複合体が抗pSYK抗体とpSYK
の間に形成されるか否かを検出すること、を含む。透過条件下でpSYKへの抗pSYK抗体の結
合を検出するための例示的なアッセイは、必要に応じて、CD34又はCD117などの細胞表面
分子を使用してゲーティングすることを含む、フローサイトメトリーアッセイ又は蛍光活
性化細胞選別、「FACS」アッセイなどの免疫蛍光アッセイである。
【０２３１】
　インビボ診断
　さらに別の実施態様において、本発明は、インビボでpSYKを発現する細胞又は組織の有
無を検出するための方法を提供する。本方法は、（i）対象（例えば、癌を有する患者）
に、検出可能な標識又はマーカーにコンジュゲートした抗体もしくはその抗原結合断片な
どの、本発明の抗pSYK抗体分子（すなわち、MIL81-1-8）、又はその抗原結合断片を投与
すること;（ii）pSYKを発現する組織もしくは細胞への前記検出可能な標識又はマーカー
を検出するための手段に該対象をさらすこと、を含む。このようなインビボ方法は、癌な
どの障害を有する患者の評価、診断、病期分類及び/又は予後のために使用され得る。本
方法は、（i）抗pSYK抗体分子又はその免疫複合体を対象に投与すること;かつ（ii）該抗
pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出すること、を含む。複合体形成
は、対象におけるpSYKの存在又はレベルの指標となるが、複合体が形成されないことは、
対象におけるpSYKの不在の指標となる。
【０２３２】
　そのような個体は転移したpSYK発現癌を有すると診断され得、静脈内投与などによって
、医薬として許容し得る担体又は希釈剤を含む医薬組成物及び抗pSYK抗体分子を含むコン
ジュゲート化合物並びに活性部分が放射性物質である活性部分を該個体に投与し、pSYKを
発現する細胞の存在を示す放射能の局所的な蓄積又は凝集の存在を検出することによって
、転移したpSYK発現癌細胞が検出され得る。本発明のいくつかの実施態様において、該医
薬組成物は、医薬として許容し得る担体又は希釈剤、及び抗pSYK抗体分子を含むコンジュ
ゲート化合物、並びに活性部分が放射性物質である活性部分を含み、該抗pSYK抗体分子は



(67) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

、本明細書に記載のMIL81-1-8抗体、又はその断片もしくは誘導体である。
【０２３３】
　特定の一実施態様において、放射性核種は、インビボ画像化法における造影剤として使
用するために、本発明の抗pSYK抗体分子にコンジュゲートしてよい。造影剤は、有用な診
断手順であり、転移した細胞の位置を特定するために使用される手順である。例えば、個
体は転移した癌を有すると診断され得、静脈内投与などにより、医薬として許容し得る担
体又は希釈剤を含む医薬組成物、及び本発明の抗pSYK抗体分子を含むコンジュゲート化合
物、並びに活性部分が放射性核種である活性部分を該個体に投与し、pSYKを発現する細胞
の存在を示す放射能の局所的な蓄積又は凝集の存在を検出することによって、転移した癌
細胞が検出され得る。
【０２３４】
　画像化は、当業者に周知の多くの手順によって行うことができ、そのような手順で有用
な適切な造影剤は、周知の手段によって本発明の抗pSYK抗体分子にコンジュゲートされ得
る。本発明による画像診断に有用な標識の例としては、32P、3H、14C、188Rh、43K、52Fe
、57Co、67Cu、67Ga、68Ga、77Br、81Rb/81MKr、87MSr、99Tc、111In、113MIn、123I、12

5I、127Cs、129Cs、131I、132I、197Hg、203Pb並びに206Bi、及び213Biなどの放射性標識
;フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光標識;核磁気共鳴活性標識;単一光子放射断層
撮影（「SPECT」）検出器、又は陽電子放出断層撮影（「PET」）スキャナーにより検出さ
れる酸素、窒素、鉄、炭素又はガリウム（例えば、68Ga、18F）の陽電子放出同位体;ルシ
フェリンなどの化学発光物質;及びペルオキシダーゼ又はホスファターゼなどの酵素マー
カーが挙げられる。経直腸プローブなどの短距離検出器プローブによって検出可能な同位
体などの短距離放射線エミッターも使用され得る。画像化は、例えば、ラジオシンチグラ
フィー、核磁気共鳴画像法（MRI）又はコンピュータ断層撮影（CTスキャン）によって実
行されてもよい。CTスキャンによる画像化は、鉄キレートなどの重金属を使用してよい。
MRIスキャンは、ガドリニウム又はマンガンのキレートを使用してよい。
【０２３５】
　該抗体は、当技術分野で公知の技術を用いてそのような試薬で標識されてよい。例えば
、それらの各々が引用により本明細書中に組み込まれている、Magerstadt, M.の文献、(1
991) 抗体コンジュゲート及び悪性疾患(Antibody Conjugates And Malignant Disease), 
CRC Press, Boca Raton, Fla.;並びにBarchel, S. W.及びRhodes, B. H.の文献、(1983)
放射画像診断及び放射線治療(Radioimaging and Radiotherapy), Elsevier, NY, N.Y.は
、抗体のアミノ酸への様々な治療用及び診断用放射性核種のコンジュゲーションを教示し
ている。そのような反応は、適切なキレート剤及び/又はリンカーを有する本発明の抗pSY
K抗体分子に放射性核種をコンジュゲートするために適用されてよい。抗体の放射性標識
に関連する技術については、Wensel及びMearesの文献、(1983) 放射免疫画像診断及び放
射免疫療法(Radioimmunoimaging and Radioimmunotherapy), Elsevier, N.Y.も参照され
たい。D. Colcherらの文献、Meth. Enzymol. 121: 802-816 (1986)も参照されたい。
【０２３６】
　放射性標識抗体の場合において、該抗体は、患者に投与され、該抗体が反応する抗原を
有する腫瘍に局在化され、例えば、ガンマカメラ又は放射断層撮影又はコンピュータ断層
撮影を用いる放射性核スキャニングなどの公知の技術を用いてインビボで検出されるか、
又は「画像化」される。例えば、A.R.Bradwellらの文献、「抗体の画像化における発展(D
evelopments in Antibody Imaging)」、癌の検出及び治療のためのモノクローナル抗体(M
onoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy)、R. W. Baldwinら(編)、pp6
5-85(Academic Press 1985)を参照されたい。或いは、放射性標識が陽電子（例えば、11C
、18F、15O、及び13N、68Ga）を放射する、ブルックヘブン国立研究所(Brookhaven Natio
nal Laboratory)に設置され、Pet VIと命名されたものなどの陽電子放射型横断断層撮影
スキャナー(positron emission transaxial tomography scanner)を使用してよい。
【０２３７】
　他の実施態様において、本発明は、対象、例えば、ヒト対象が放射性同位体にコンジュ
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ゲートされた抗pSYK抗体分子を投与されたときに、異なる組織が暴露される線量、例えば
、放射線量を決定するための方法を提供する。本方法は、（i）本明細書に記載の抗pSYK
抗体分子、例えば、放射性同位体で標識された抗pSYK抗体分子を対象に投与すること;（i
i）放射性同位体のいくつか又は全てが、該対象の身体から除去されるまで、様々な時点
の異なる組織、例えば、腫瘍、又は血液中にある放射性同位体の量を測定すること;及び
（iii）解析した各組織に受け取られた放射線の総線量を計算すること、を含む。測定は
、放射性標識された抗pSYK抗体分子を（0日目に）該対象に投与した後の、予定された時
点、例えば、1、2、3、5、7、及び12日目に行われてよい。時間積分され、かつ放射性同
位体の比活性を乗じた、所定の組織に存在する放射性同位体の濃度を用いて、所定の組織
が受ける線量を計算してよい。1種類の放射性同位体、例えば、ガンマエミッター、例え
ば、111Inで標識された抗pSYK抗体分子を用いて生み出された薬理学的な情報を用いて、
容易に測定することができない異なる放射性同位体、例えば、ベータエミッター、例えば
、90Yから、同じ組織が受け取る予想線量を計算してよい。
【０２３８】
　SYK標的治療薬のためのコンパニオン診断
　本明細書に記載のインビトロ及びインビボ診断法は、癌などの増殖性疾患を有する患者
が、該患者の細胞もしくは組織の表面上又はその中のpSYK発現の有無それぞれ又はpSYK発
現のレベルに基づいて、SYK標的治療薬で治療されるべきか否かを通知するのに有用であ
る。細胞表面上又は細胞内のpSYKを発現する1以上の細胞を有する患者は、SYK標的治療薬
による治療の候補となり得る。
【０２３９】
　特定の態様において、本発明は、pSYKを発現する疾患もしくは障害を有するか又は、有
することが疑われる患者のSYK標的治療薬への感受性を決定する方法であって、（i）対象
から取得された生体試料と本発明の抗pSYK抗体分子とを接触させる工程;（ii）該抗pSYK
抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程を含み、複合体形成は該生
体試料中のpSYKタンパク質の存在又はレベルの指標であるが、複合体を形成しないこと又
は非特異的な複合体形成は該生体試料中のpSYKタンパク質の不在の指標であり、それによ
ってSYK標的治療薬への該患者の感受性を決定する、前記方法を提供する。特定の実施態
様において、該生体試料中の抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成は、本
明細書に記載の抗体分子、例えば、本明細書に記載のMIL81-1-8抗体を用いる免疫組織化
学又は免疫蛍光を介して検出される。いくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体は、SY
K標的治療薬に対する該患者の感受性を決定するために、1以上の追加の抗体と組み合わせ
て使用される。該抗pSYK抗体と組み合わせて使用される抗体の例としては、BTK pY551抗
体（ABCAM(登録商標)、カタログ番号ab40770）などの抗pBTK抗体及びBLNK pY96抗体（Cel
l Signaling Technologies、カタログ番号3601）などの抗pBLNK抗体が挙げられるが、こ
れらに限定されない。追加の抗体には、FLT3、VAV1、PLCG1、PI-3-キナーゼ（PI3Kδ及び
PI3Kδ/γ）、並びにLCP2に対する抗体が含まれる。該抗pSYK抗体と組み合わせて使用さ
れ得る抗体の他の例としては、例えば、CD5、CD19、CD20、（例えば、Leica Biosystems 
PA0192抗体が結合するような）変異CD79などのCD79、CD34、CD38、CD117、CD138、CD133
、LMP2A及びZAP70から選択される、細胞表面分子に対する抗体などの非SYK抗体が挙げら
れる。そのような抗体は、当業者に周知であり、市販品として容易に入手可能である。本
発明のいくつかの実施態様において、該抗pSYK抗体はSYK標的治療薬の薬力学を評価する
方法において使用される。いくつかの実施態様において、本方法は、患者にSYK標的治療
薬を投与する工程;該患者からpSYKを発現することが疑われる1以上の細胞を含む生体試料
を取得する工程;該生体試料と抗pSYK抗体とを接触させる工程;該生体試料中の該抗pSYK分
子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程;該生体試料中のpSYK発現、必要
に応じて1以上の対照試料又は較正試料を定量化する工程;較正試料又はSYK標的治療薬の
研究におけるpSYK発現レベルを含むデータベースに対して該pSYK発現レベルを比較する工
程;並びに、必要に応じて、該pSYK発現レベルに基づいて投与計画を調整する工程、のう
ちの一部又は全てを含む。
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【０２４０】
　特定の態様において、本発明は、1以上のpSYK発現細胞（例えば、慢性リンパ性白血病
、急性骨髄性白血病、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、又は末梢T細胞リンパ腫などの血
液悪性腫瘍）によって特徴付けられる疾患を有する患者を治療する方法であって、a.該患
者から取得された生体試料（例えば、細胞、組織生検、又は腫瘍生検）中のpSYKタンパク
質発現を検出すること;b.該生体試料がpSYKを発現する場合に、該患者にSYK標的治療薬（
例えば、SYKの小分子阻害剤）を投与することを含む、前記方法を提供する。特定のその
ような実施態様において、検出工程は、i）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列を
それぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）：並びに配列番号14、1
5及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及び
CDR3）を含む抗pSYK抗体分子と該生体試料とを接触させること：かつii）該抗pSYK抗体分
子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出すること、を含む。特定のそのような実施
態様において、該検出工程は、免疫組織化学を用いて行われる。
【０２４１】
　特定の態様において、本発明は、1以上のpSYK発現細胞（例えば、慢性リンパ性白血病
、急性骨髄性白血病、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、又は末梢T細胞リンパ腫などの血
液悪性腫瘍）によって特徴付けられる疾患を有する患者を治療する方法であって、該患者
にSYK標的治療薬（例えば、SYKの小分子阻害剤）を投与することを含む、前記方法を提供
する。したがって、特定の態様において、本発明は、慢性リンパ性白血病、急性骨髄性白
血病、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、及び末梢T細胞リンパ腫から選択される血液悪性
腫瘍を有する患者を治療する方法であって、本明細書に開示される化合物を投与すること
を含む、前記方法を提供する。いくつかの実施態様において、該びまん性大細胞型B細胞
リンパ腫は、胚中心B細胞様（GCB）サブタイプである。いくつかの実施態様において、該
びまん性大B細胞リンパ腫は、活性化B細胞様（ABC）サブタイプである。いくつかの実施
態様において、該びまん性大細胞型B細胞リンパ腫は、非胚中心B細胞様（非GCB）サブタ
イプである。特定の態様において、本発明は、患者の腫瘍を治療するためのSYK阻害治療
薬投与計画を決定する際に使用するためのインビトロ方法であって、配列番号11、12及び
13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3
）：並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決
定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と該試料とを接触させることによ
って、該患者から取得された試料中のpSYKレベルを決定すること;かつii）該抗pSYK抗体
分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出することを含む、前記方法を提供する。
【０２４２】
　いくつかの態様において、本発明は、pSYK発現、例えば、本明細書に記載の抗体及び方
法によって検出される発現を有すると特徴付けられる障害又は癌の治療に使用するための
医薬、例えば、SYK阻害剤の製造を提供する。
【０２４３】
　本明細書に記載のコンパニオン診断方法を用いて評価（例えば、診断）及び/又は治療
され得る例示的な疾患/障害には、急性骨髄性白血病、B細胞慢性リンパ性白血病（BCLL）
、B細胞リンパ腫（例えば、マントル細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B
細胞リンパ腫（DLBCL）（例えば、GCB DLBCL、ABC DLBCL又は非GCB DLBCL）、及びT細胞
リンパ腫（例えば、末梢T細胞リンパ腫）などの血液悪性腫瘍、並びに肺癌（小細胞肺癌
及び非小細胞肺癌）、膵臓癌、及び結腸癌などの上皮癌(すなわち、癌腫)を含む、異常な
細胞増殖に関連する障害、疾患、及び状態が含まれるが、これらに限定されない。上記の
血液悪性腫瘍及び上皮癌に加えて、いくつかの実施態様において、該状態は、とりわけ、
白血病（慢性骨髄性白血病及び慢性リンパ性白血病（CLL））;乳癌、尿生殖器癌、皮膚癌
、骨癌、前立腺癌、及び肝臓癌;脳の癌;喉頭、胆嚢、直腸、副甲状腺、甲状腺、副腎、神
経組織、膀胱、頭、首、胃、気管支、及び腎臓の癌;基底細胞癌、扁平上皮癌、転移性皮
膚癌、骨肉腫、ユーイング肉腫、細網肉腫、及びカポジ肉腫;骨髄腫、EBV関連腫瘍及び他
の固形腫瘍、巨細胞腫、膵島細胞腫瘍、急性及び慢性のリンパ球腫瘍並びに急性及び慢性
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の顆粒球性腫瘍、有毛細胞腫瘍、腺腫、髄様癌、褐色細胞腫、粘膜神経腫、腸神経節腫、
過形成性角膜神経腫瘍、マルファン症候群様体質腫瘍、ウィルムス腫瘍、セミノーマ、卵
巣腫瘍、平滑筋腫瘍(leiomyomater tumor)、子宮頸部形成異常、神経芽細胞腫、網膜芽細
胞腫、骨髄異形成症候群、横紋筋肉腫、星状細胞腫、非ホジキンリンパ腫、悪性高カルシ
ウム血症、真性多血症、腺癌、多形膠芽細胞腫、神経膠腫、リンパ腫、及び悪性黒色腫を
含む他の種類の癌を含み得る。癌に加えて、いくつかの実施態様において、該状態は、と
りわけ、良性前立腺肥大、再狭窄、過形成、滑膜増殖障害、網膜症又は眼の他の血管新生
障害などの非悪性増殖性疾患を含む、異常な細胞増殖に関連する他の疾患を含み得る。い
くつかの実施態様において、該状態は、そのようなSYK発現状態の症状;又はそのようなSY
Kを発現する状態に対する素因を含み得る。
【０２４４】
　特定の実施態様において、1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患は、PTCL
、DLBCL、FL、MCL、CLL、AML、MDS、上咽頭癌、リンパ腫、胃癌、乳癌、卵巣癌、肺癌（
例えば、小細胞肺癌）及びPT-LPDから選択される。特定の実施態様において、該DLBCLは
、GCBサブタイプ、ABCサブタイプ又は非GCBサブタイプである。特定の実施態様において
、1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患は、白血病及びリンパ腫から選択さ
れる血液悪性腫瘍などの癌である。特定のそのような実施態様において、該血液悪性腫瘍
は、慢性リンパ性白血病（CLL）である。特定のそのような実施態様において、該血液悪
性腫瘍は、急性骨髄性白血病（AML）である。特定のそのような実施態様において、該血
液悪性腫瘍は、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である。特定のそのような実施
態様において、1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患は、CLL、AML、DLBCL及
びEBV-リンパ性腫瘍又は固形腫瘍の悪性腫瘍から選択される。特定の実施態様において、
1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患は、CLL、AML、及びDLBCLから選択され
る。
【０２４５】
　本発明の方法は、SYK標的治療薬で患者を治療するか否かを決定する。本明細書に提供
される方法はまた、例えば、患者からの腫瘍細胞試料中のpSYKの存在又はレベルに基づい
て、例えば、本明細書に記載のSYK標的治療薬での個別化治療レポート、例えば、個別化
癌治療レポートの作成を可能にする。本方法はまた、障害又は癌の治療のための支払いを
決定する。そのような方法は、さらに、例えば、個別化癌治療レポートに示されているよ
うに、その癌がpSYKを有するか、又はpSYKのレベルが増加していると特徴付けられる患者
の治療、例えば、SYK標的治療薬による治療の代金を支払うことを含み得る。特定の実施
態様において、該SYK標的治療薬は、細胞傷害剤にコンジュゲートされた抗pSYKヒトIgG1
モノクローナル抗体であるが、該mAbは、表5（アミノ酸配列）及び表6（対応する核酸配
列）に列挙された3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を有する軽鎖可変
領域（VL）及び3つの重鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を有する重鎖可変領
域（VH）、並びに表3（アミノ酸配列）及び表4（対応する核酸配列）に列挙された重鎖可
変領域及び軽鎖可変領域を含む。
【０２４６】
　本発明のいくつかの態様において、該SYK標的治療薬は、SYKアンタゴニスト又はSYK阻
害剤である。一実施態様において、該SYK標的治療薬は、ペプチドアンタゴニスト、ATP競
合剤又はSYKの小分子阻害剤である。特定の実施態様において、該SYK標的治療薬は、SYK
の小分子阻害剤などのSYK阻害化合物を含む。特定の実施態様において、該SYK標的治療薬
は、SYKの小分子阻害剤である。特定のそのような実施態様において、該SYKの小分子阻害
剤は、ピロロピリミジノン（例えば、6,7-ジヒドロ-5H-ピロロ[3,4-c]ピリミジン-5-オン
）又はピロロピリジノン（例えば、1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン）などの縮合
複素芳香族ピロリジノンを含む。特定の実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、そ
の開示が引用により本明細書中に組み込まれている、米国特許第8,440,689号の中で見つ
けられ得る。
【０２４７】
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　いくつかの実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、以下の化合物:
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロロ[3,4-
c]ピリジン-3（2H）-オン;
4-（1H-インダゾール-6-イルアミノ）-6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-
1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（4-フルオロ-3-メチルフェニルアミ
ノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（m-トリルアミノ）-1H-
ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）
-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-メチル-1H-ピラ
ゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾー
ル-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-クロロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール
-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（ピラゾロ[1,5-a]ピリ
ジン-3-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（3-（メチルスルホニル）フェニル
アミノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R、2S）-2-アミノシクロペンチルアミノ）-4-（3-（メチルスルホニル）フェニル
アミノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-4-メチル-2-（4-（3-（メチルスルホニル）フェニルアミノ）-3-オキソ-2,3-ジヒ
ドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）ペンタンアミド;
（R）-4-メチル-2-（4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-
ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）ペンタンアミド;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（ベンゾフラン-3-イル）-7-フルオ
ロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（イミダゾ[1,2-a]ピリ
ジン-3-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（ベンゾ[b]チオフェン-3-イル）-7-
フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾー
ル-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-6-（2-アミノ-3-エトキシプロピルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロロ[3,4
-c]ピリジン-3（2H）-オン;
（R）-6-（2-アミノ-3-エトキシプロピルアミノ）-7-フルオロ-4-（m-トリルアミノ）-1H
-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（2-アミノ-3,3,3-トリフルオロプロピルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロロ[3
,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
（R）-4-メチル-2-（3-オキソ-4-（m-トリルアミノ）-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピ
リジン-6-イルアミノ）ペンタンアミド;
6-（シス-4-アミノテトラヒドロフラン-3-イルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロ
ロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-エチル-1H-ピラゾール-4-イル）
-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-エチル-1H-ピラゾール-4-イル）
-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-シクロプロピル-1H-ピラゾール-
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4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラ
ゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-シクロプロピル-1H-ピラゾール-
4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-
イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メ
チル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（シス-2-アミノ-4,4-ジフルオロシクロペンチルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1
H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（シス-2-アミノ-3,3-ジフルオロシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1
H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（シス-2-アミノ-3,3-ジフルオロシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル
）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（シス-2-アミノ-3,3-ジフルオロシクロヘキシルアミノ）-4-（1-シクロプロピル-1H-
ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1
H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-3-オキソ-
2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（4-（1-シクロプロピル-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-3-オキソ-2,3-ジ
ヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（4-（ベンゾフラン-3-イル）-7-フルオロ-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3
,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-3-オキソ-4-（ピラゾロ[1,5-a]ピリジン-3-イル）-2,3-ジヒドロ-
1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-クロロ-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-3-オキソ-4-（m-トリルアミノ）-2,3-
ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-7-カルボニトリル;
（R）-6-（2-アミノ-3-メトキシプロピルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロロ[3,4
-c]ピリジン-3（2H）-オン;
（R）-6-（2-アミノ-3-メトキシプロピルアミノ）-3-オキソ-4-（m-トリルアミノ）-2,3-
ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-7-カルボニトリル;
（R）-6-（2-アミノ-3-メトキシプロピルアミノ）-7-フルオロ-4-（m-トリルアミノ）-1H
-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
7-アクリロイル-6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）
-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-ヨード-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-（1H-ピラゾール-4-イル）-4-（m-ト
リルアミノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（シス-2-アミノ-3,3-ジフルオロシクロヘキシルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）-1H-
ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-（1-メチル-1H-ピラゾール-5-イル）
-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）
-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-4-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-3-イルアミノ）-4-（m-トリルアミノ）
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-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-メチル-4-（m-トリルアミノ）-1H-ピ
ロロ[3,4-d]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（m-ト
リルアミノ）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-メチル-4-（1-メチル-1H-ピラゾール
-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-6-（2-アミノ-3-メトキシプロピルアミノ）-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル
）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（ピラ
ゾロ[1,5-c]ピリジン-3-イル）-1H-ピロロ[3,4-d]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメ
チル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（ベンゾフラン-3-
イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（S）-6-（3-アミノピロリジン-1-イル）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イ
ル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（S）-6-（3-アミノピペリジン-1-イル）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イ
ル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-イソプロピル-1H-ピ
ラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
7-フルオロ-4,6-ビス（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3
（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-ブロモ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール
-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-6-（2-アミノ-3-メトキシプロピルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾ
ール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（チオ
フェン-3-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（4-メ
チルチオフェン-2-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（4-メチルチオフェン-2
-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（チオフェン-3-イル）-
1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1
H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-6イルアミノ）-N,4-ジメチルペンタンアミド;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（5-メチルチオフェン-2
-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（4-メチルチオフェン-2-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-3-オキソ-4-（チオフェン-3-イル）-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4
-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（5-メチルチオフェン-2-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（2-アミノチアゾール-5-イル）-7-
フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（フラン-2-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（フラン-3-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4-c]
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ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（5-メチルフラン-2-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ
[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（4-（5-シアノチオフェン-2-イル）-7-フルオロ-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（4-（4-シアノチオフェン-2-イル）-7-フルオロ-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-3-オキソ-4-（チアゾール-5-イル）-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4
-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（イソチアゾール-5-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ
[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-1,1-ジチル-4-（1-メチル-
1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール
-3-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（2-メチルチアゾール-5
-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（5-メ
チルチオフェン-2-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-1-メチル-4-（1-メチル-1H
-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-3-オキソ-4-（チオフェン-2-イル）-2,3-ジヒドロ-1H-ピロロ[3,4
-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（チオ
フェン-2-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（チア
ゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（チオフェン-2-イル）-
1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（4-（
トリフルオロメチル）-1H-イミダゾール-1-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オ
ン;
6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（4-メチル-1H-イミダゾ
ール-1-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メ
チルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（2-メ
チルチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
（R）-2-（7-フルオロ-4-（2-メチルチアゾール-5-イル）-3-オキソ-2,3-ジヒドロ-1H-ピ
ロロ[3,4-c]ピリジン-6-イルアミノ）-4-メチルペンタンアミド;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（5-クロロチオフェ
ン-2-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-シクロプロピル
-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン;
のうちの1以上、前述の化合物のいずれかの立体異性体;又は前述の化合物もしくは立体異
性体のいずれかの医薬として許容し得る塩を含む。
【０２４８】
　いくつかの実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシク
ロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-
c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩（化合物A）である。いくつか
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の実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシル
アミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン
-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩である。いくつかの実施態様において、該
SYKの小分子阻害剤は、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフル
オロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-
オン又はその医薬として許容し得る塩である。いくつかの実施態様において、該SYKの小
分子阻害剤は、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-メチル-1H
-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容
し得る塩である。いくつかの実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、6-（（3R,4R）
-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピ
ラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩である。いくつかの実施態様において、該SYKの小分子阻害剤は、6-（
（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ）-7-フルオロ-4-（3-メチル
イソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許
容し得る塩である。特定の実施態様において、SYKのそのような小分子阻害剤は、経口投
与（錠剤又はカプセル剤を投与することなどによる）、静脈内投与、皮下投与、又は任意
の他の適切な方法によって投与されてよい。特定の実施態様において、投与は、1日2回又
は1日1回であってよい。特定の実施態様において、投与は、1週間に7、6、5、4、3、2、
又は1回であってよい。
【０２４９】
　いくつかの実施態様において、SYK、BTK、BLNK、FLT3、VAV1、PLCG1、PI-3キナーゼ（P
I3Kδ及びPI3Kδ/γ）、及びLCP2のうちの1以上の阻害剤、又はそれらの任意の組み合わ
せが患者に投与される。特定の実施態様において、SYKの阻害剤は、FLT3の阻害剤と組み
合わせて投与されてよい。特定の実施態様において、小分子阻害剤などの阻害剤は、SYK
とFLT3の両方の阻害剤として作用し得る。
【０２５０】
　上述したように、本明細書に記載の抗体分子は、正常組織対新生物組織中のpSYKタンパ
ク質の存在の評価を可能にし、それを通して、疾患の存在もしくは重症度、疾患の進行及
び/又は治療の有効性が評価され得る。例えば、治療は監視され、有効性が評価され得る
。一例では、pSYKタンパク質は、増殖性疾患を有する対象から取得された第1の試料中で
検出及び/又は測定され、治療が開始され得る。その後、第2の試料が該対象から取得され
、該試料中のpSYKタンパク質が検出及び/又は測定され得る。第2の試料中で検出又は測定
されたpSYKタンパク質量の減少は、治療効果の指標であり得る。
【０２５１】
　キット
　本明細書に記載の抗pSYK抗体分子又は免疫複合体を含むキットも、本発明の範囲内であ
る。「キット」は、pSYKを特異的に検出するための少なくとも1種類の試薬、例えば、本
明細書に記載の抗体を含む任意の製品（例えば、パッケージ又は容器）である。さらに、
抗pSYK抗体分子又は免疫複合体を含むリポソーム組成物を含むキットが含まれる。該キッ
トは、使用のための説明書、他の試薬、例えば、標識、治療薬、又は標識もしくは治療薬
に抗体をキレート化するか、又はそうでなければ結合させるのに有用な試薬、又は放射線
防護組成物;投与用の抗体を調製するための装置又は他の物質;医薬として許容し得る担体
;対象に投与するための装置又は他の物質を含む1以上の他の要素を含み得る。使用説明書
は、インビトロで、例えば、試料、例えば、癌を有する患者からの生検、体液もしくは細
胞中の、又はインビボでpSYKを検出するための、該抗pSYK抗体分子又は免疫複合体の診断
用途のための説明書を含み得る。説明書は、例えば、癌患者で推奨される投与量及び/又
は投与様式を含む治療用途のためのガイダンスを含み得る。他の説明書は、キレート剤、
標識又は治療薬への該抗体の結合についての、又は、例えば、未反応のコンジュゲーショ
ン成分からのコンジュゲート抗体の精製のための説明書を含み得る。上述のように、該キ
ットは、標識、例えば、本明細書に記載の標識のいずれかを含み得、かつ必要に応じて、
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さらに増幅試薬を含み得る。上述のように、該キットは、治療薬、例えば、本明細書に記
載の治療薬を含み得る。いくつかの適用において、該抗体は、他の成分、例えば、キレー
ト剤又は標識又は治療薬、例えば、放射性同位体、例えば、イットリウム又はルテチウム
と反応する。そのような場合において、該キットは、出発物質又は反応中間体から完成品
を分離するのに使用するための、反応を実行するための反応容器又は分離装置、例えば、
クロマトグラフィーカラムのうちの1以上を含み得る。
【０２５２】
　該キットはさらに、適宜、1以上の別々の医薬製剤に処方される診断薬もしくは治療薬
、例えば、本明細書に記載の診断薬もしくは治療薬などの少なくとも1種類の追加の試薬
、及び/又は1以上の追加の抗pSYK抗体分子もしくは免疫複合体を含有してよい。該キット
は、さらに、少なくとも1種類の追加のタンパク質を検出するために少なくとも1種類の追
加の試薬を含有してよい。該追加のタンパク質は、BTK pY551などのpBTK、BLNK pY96など
のpBLNK又はpFLT3であってよい。該追加のタンパク質は、FLT3、VAV1、PLCG1、PI-3キナ
ーゼ（PI3Kδ及びPI3Kδ/γ）又はLCP2であってよい。該追加のタンパク質は、細胞表面
分子、例えば、CD5、CD19、CD20、変異CD79などのCD79、CD34、CD38、CD117、CD138、CD1
33、LMP2A又はZAP70であり得る。したがって、該キットは、追加のタンパク質に対する抗
体などのpSYK抗体及び非pSYK抗体を含んでよい。該キットはさらに、タンパク質安定剤、
RNA安定剤、DNA安定剤又はリン酸安定剤などの、試料を安定化する試薬を含有してよい。
該キットはさらに、本明細書に記載の較正試料を含有してよい。該キットはさらに、pSYK
抗体の予備吸着のための免疫原ペプチド、例えば、配列番号25又はホスファターゼなどの
特異的染色を確認するための試薬を含有してよい。該キットはさらに、腫瘍サブタイプを
特定するための試薬を含有してよい。いくつかの実施態様において、腫瘍のサブタイプを
特定するための試薬は、びまん性B細胞リンパ腫サブタイプを特定する。いくつかの実施
態様において、該びまん性大細胞型B細胞リンパ腫サブタイプは、胚中心B細胞様（GCB）
サブタイプである。いくつかの実施態様において、該びまん性大細胞型B細胞リンパ腫サ
ブタイプは、活性化B細胞様（ABC）サブタイプである。いくつかの実施態様において、該
びまん性大細胞型B細胞リンパ腫サブタイプは、非胚中心B細胞様（非GCB）サブタイプで
ある。
【０２５３】
　該キットはさらに、放射線防護剤を含有してよい。同位体、例えば、90イットリウム（
90Y）の放射線分解の性質が知られている。この放射線分解を克服するために、放射線防
護剤は、それらが例えば、90Yなどの同位体の該抗体への標識反応を阻害しないか、又は
そうでなければ悪影響を及ぼさないという意味で、そのような放射線防護剤が良性である
限り、例えば、反応緩衝液中に含まれ得る。本発明の製剤緩衝液は、イットリウム又は他
の強力な放射性核種による放射線分解を最小限にするヒト血清アルブミン（HSA）又はア
スコルビン酸などの放射線防護剤を含んでよい。他の放射線防護剤は、当技術分野におい
て公知であり、本発明の製剤緩衝液、すなわち、フリーラジカル捕捉剤（フェノール、亜
硫酸塩、グルタチオン、システイン、ゲンチシン酸、ニコチン酸、アスコルビルパルミテ
ート、グリセロール、HOP（O）H2、ナトリウムホルムアルデヒドスルホキシレート、Na2S

2O、Na2S2O3、及びSO2など）において使用されてもよい。
【０２５４】
　提供されるキットは、キレート剤がコンジュゲートされたタンパク質又はペプチドを、
患者への投与のための治療用放射性同位体で放射性標識するのに有用なものである。該キ
ットは、（i）キレート剤がコンジュゲートされた抗体を含有するバイアル、（ii）放射
性標識抗体を安定化し、患者に放射性標識抗体を投与するための製剤緩衝液を含有するバ
イアル、及び（iii）放射性標識手順を実行するための説明書、を含む。該キットは、例
えば、説明書で推奨されているように、良好な条件下で十分な時間、キレート剤がコンジ
ュゲートされた抗体を放射性同位体又はその塩に暴露することを提供する。十分な純度、
比活性及び結合特異性を有する放射性標識抗体が生成される。該放射性標識抗体は、例え
ば、製剤緩衝液で適切な濃度まで希釈し、さらなる精製の有無に関わらず、患者に直接投
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与してよい。キレート剤がコンジュゲートされた抗体は、凍結乾燥形態で供給されてよい
。
【０２５５】
　スクリーニングアッセイ
　本発明は、例えば、SYKのリン酸化、発現もしくはSYK経路活性に対して阻害効果を有す
るか、或いは例えば、SYK経路中のSYK基質もしくはタンパク質の発現又は活性に対して、
或いはSYK機能の下流のエフェクター、例えば、Akt/mTORもしくはNF-κΒの発現もしくは
活性に対して刺激効果又は阻害効果を有するSYK阻害剤、すなわち、候補化合物もしくは
試験化合物又は候補薬剤もしくは試験薬剤（例えば、タンパク質、ペプチド、ペプチドミ
メティック、ペプトイド、小分子もしくは他の薬物）を特定する方法（本明細書で「スク
リーニングアッセイ」とも呼ばれる）を提供する。このように特定された化合物を用いて
、治療プロトコル中の標的（例えば、pSYK）の活性を調節するか、標的の生物学的機能を
詳しく説明するか、又はpSYK相互作用を破壊する化合物を特定することができる。細胞、
例えば、血液腫瘍又は固形腫瘍（例えば、PTCL、DLBCL（例えば、GCBサブタイプ、ABCサ
ブタイプ又は非GCBサブタイプ）、FL、MCL、CLL、AML、MDS、上咽頭癌、リンパ腫、胃癌
、乳癌、卵巣癌、肺癌（例えば、小細胞肺癌）、及びPT-LPD）からの細胞、又は細胞株、
例えば、化合物Aに応答せず、変異SYK遺伝子、又は活性のあるSYK経路を有する患者から
の腫瘍の外植片から増殖させた細胞の死、アポトーシス又は老化を引き起こす化合物は、
例えば、SYK阻害剤を特定することができる。
【０２５６】
　他の実施態様において、該アッセイは、SYKの1以上の活性、例えば、ITAMドメイン、CD
79a、CD79b、ATP、BLNKからなる群から選択されるリガンドと結合する能力、ヌクレオチ
ド、例えば、ATP又はADPと結合する能力;ヌクレオチド、例えば、ATPを加水分解する能力
;CD79と結合する能力、シグナロソームと結合する能力;チロシンをリン酸化する能力;自
己リン酸化する能力;BLNKをリン酸化する能力;細胞周期を制御する能力、細胞シグナル伝
達を調節する能力;及び/又は腫瘍細胞の生存を支持する能力を調節する化合物を特定する
ことができる。
【０２５７】
　本発明の試験化合物は、生物学的ライブラリー;ペプトイドライブラリー（ペプチドの
機能を有する分子のライブラリーであって、酵素分解に耐性があるが、それにもかかわら
ず、生物活性が残っている新規の非ペプチド骨格を有するライブラリー;例えば、Zuckerm
annらの文献、(1994)J.Med.Chem.37:2678-85を参照されたい）;空間的にアドレス可能な
パラレル固相又は液相のライブラリー;デコンボリューションを必要とする合成ライブラ
リー法;「1ビーズ1化合物」ライブラリー法;及びアフィニティークロマトグラフィー選択
を用いる合成ライブラリー法を含む、当技術分野で公知のコンビナトリアルライブラリー
法における多数のアプローチのいずれかを使用して取得することができる。生物学的ライ
ブラリー及びペプトイドライブラリーアプローチは、ペプチドライブラリーに限定される
が、他の4つのアプローチは、ペプチド、非ペプチドオリゴマー又は化合物の小分子ライ
ブラリーに適用できる(Lam(1997) Anticancer Drug Des.12:145)。追加の化合物は、前の
セクションで説明したSYK阻害剤を開示する刊行物に提供されるガイダンスから合成する
ことができる。
【０２５８】
　化合物のライブラリーは、溶液中（例えば、Houghtenの文献、（1992）Biotechniques 
13：412-421）、又はビーズ上（Lamの文献、(1991) Nature 354:82-84）、チップ（Fodor
の文献、(1993) Nature 364:555-556）、細菌（Ladnerの米国特許第5,223,409号）、胞子
（Ladnerの米国特許第5,223,409号）、プラスミド（Cullらの文献、(1992) Proc Natl Ac
ad Sci USA 89: 1865-1869）、又はファージ上（Scott及びSmithの文献、(1990) Science
 249: 386-390; Devlinの文献、(1990) Science 249: 404-406; Cwirlaらの文献、(1990)
 Proc.Natl.Acad.Sci.87: 6378-6382; Feliciの文献、(1991) J.Mol.Biol.222: 301-310;
 Ladnerの文献、上記）に存在することができる。
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【０２５９】
　一実施態様において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、その中で、SYKタン
パク質、pSYKもしくはその生物学的に活性のある部分又はITK-SYK（Streubelらの文献、2
006 Leukemia 20：313-318）を発現する細胞が試験化合物と接触して、SYK活性又は細胞
の生存を調節する試験化合物の能力が決定される。一実施態様において、インビトロの細
胞ベースアッセイは、栄養欠乏、例えば、低血清又は低グルコースの条件下で増殖させた
細胞にて実施される。SYK活性を調節する試験化合物の能力を決定することは、例えば、I
TAMドメイン、CD79a、CD79b、ATP、BLNKからなる群から選択されるリガンドと結合するSY
Kの能力、ヌクレオチド、例えば、ATP又はADPと結合する能力;ヌクレオチド、例えば、AT
Pを加水分解するSYKの能力;CD79と結合する能力、シグナロソームと結合するSYKの能力;
チロシンをリン酸化するSYKの能力;自己リン酸化するSYKの能力;BTKをリン酸化するSYKの
能力;BLNKをリン酸化するSYKの能力;細胞周期を制御するSYKの能力、細胞シグナル伝達及
び/又は腫瘍細胞の生存を調節する細胞の能力を監視することなどによって、SYK機能アッ
セイで達成することができる。試験化合物の効果を、試験化合物に暴露されない対照細胞
、キナーゼデッドITK-SYKなどのSYKのキナーゼデッド変異体を含む細胞、RASなどのBCR経
路を介してシグナル伝達をしない分子を含む細胞、ITK-RASを含む細胞と比較することが
できる。いくつかの実施態様において、試験薬剤の存在下でのSYKの活性を、pSYKを含む
細胞が耐性を有するSYK阻害剤、例えば、化合物Aなどのピロロピリミジノン（例えば、6,
7-ジヒドロ-5H-ピロロ[3,4-c]ピリミジン-5-オン）又はピロロピリジノン（例えば、1H-
ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン）などの縮合複素芳香族ピロリジノンの存在下での
活性と比較することができる。該細胞は、例えば、哺乳動物、例えば、ヒト起源であり得
る。他の実施態様において、該アッセイは、インビトロ又はインビボ、例えば、異種移植
腫瘍モデルにおいて、薬剤耐性細胞株においてpSYKに構造的に又は機構的に類似した酵素
の変異体を調節する試験化合物の能力を決定することができる。細胞生存率又は細胞増殖
が低下した場合に、該化合物は、薬物耐性又はSYK阻害剤の調節因子として特定される。
【０２６０】
　情報の使用
　1つの方法において、例えば、患者の腫瘍のSYK活性化状態、例えば、本明細書に記載さ
れるように測定されたpSYKの存在又は量についての情報、又は患者が良好な結果を有する
ことが期待されるか否かについての情報は、第三者、例えば、病院、診療所、政府機関、
償還の当事者又は保険会社（例えば、生命保険会社）に提供される（例えば、伝達される
、例えば、電子的に伝達される）。例えば、医療処置の選択、医療処置の代金を支払うか
否か、償還の当事者による支払い、又はサービスもしくは保険のコストは、該情報の関数
であり得る。例えば、第三者は、情報を受け取り、該情報に少なくとも部分的に基づいて
決定を行い、必要に応じて情報を伝達するか、又は情報に基づいて手順、支払い、支払い
のレベル、適用範囲などの選択を行う。該方法において、p525/526などのpSYKの存在又は
量は、本明細書に記載されるように決定される。該方法はさらに、SYK治療のための支払
い又は保険料の請求を含み得る。
【０２６１】
　一実施態様において、保険（例えば、生命又は医療）の保険料は、治療結果（例えば、
有益な量）に関連付けられているpSYKの存在又はレベルに関する情報の関数として評価さ
れる。例えば、保険料は、本明細書に記載の患者の癌のpSYKが被保険者候補（又は保険の
適用範囲を求める候補）と基準値（例えば、非罹患者）又は参照試料、例えば、マッチし
た対照の間で異なる場合に、（例えば、一定の割合で）増大させることができる。保険料
は、本明細書に記載のpSYKの評価結果に応じて調整することもできる。例えば、保険料は
、例えば、pSYKの関数、例えば、本明細書に記載のpSYKの評価結果として、リスクを分配
するために評価することができる。別の例において、保険料は、治療結果を知っている患
者から取得された保険数理データの関数として評価される。
【０２６２】
　SYK活性又はpSYK発現についての情報、例えば、本明細書に記載のpSYKの評価結果（例
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えば、有益な量）は、例えば、生命保険の引受過程で使用することができる。該情報は、
対象についてのプロファイルに組み込むことができる。該プロファイル内の他の情報は、
例えば、生年月日、性別、配偶者の有無、銀行情報、クレジット情報、及び子供などが含
まれ得る。保険証券は、プロファイル内の情報の1以上の他の項目と共に、pSYKについて
の情報の関数、例えば、本明細書に記載のpSYKの評価結果として推奨され得る。保険料又
はリスク評価はまた、マーカー又はマーカーセットの情報の関数として評価することがで
きる。一実施態様において、期待される治療結果に基づいてポイントが割り当てられる。
【０２６３】
　一実施態様において、SYKについての情報、その活性又はpSYKの量、例えば、本明細書
に記載のpSYKの評価結果は、対象に提供されるサービスもしくは治療の代金を支払う（又
は本明細書で言及される別の決定を行う）、かつ/又はサービスもしくは治療の代金を支
払うために、資金の移動を許可するか否かを判断する機能によって分析される。例えば、
本明細書に記載のpSYKの分析結果は、対象が良好な結果を有することが期待されることを
示し、治療過程が必要であることを示唆し、それによって、対象に提供されるサービスも
しくは治療の代金を支払う認可を示すか又は認可を行う結果をもたらし得る。一例におい
て、本明細書に記載されるように検出される腫瘍細胞、例えば、AML、CLL又はDLBCLなど
の血液癌由来の細胞を含む試料中で測定されるpSYK量が決定され、該pSYK量が良好な結果
を特定する場合に、支払いが許可されるか、又は行われる。例えば、ある者、例えば、病
院、介護者、政府機関、もしくは保険会社又は医療費を支払うかもしくは払い戻す他の者
は、当事者、例えば、対象患者以外の当事者が該患者に提供されるサービス（例えば、特
定の治療薬）又は治療の代金を支払うか否かを決定するために、本明細書に記載の方法の
結果を使用することができる。例えば、第一者、例えば、保険会社は、患者へ又は患者に
代わって財務支払いを提供するか否か、例えば、第三者、例えば、患者に提供されるサー
ビスもしくは治療のための商品もしくはサービスのベンダー、病院、医師、又は他の介護
者に返済するか否かを決定するために、本明細書に記載の方法の結果を使用することがで
きる。例えば、第一者、例えば、保険会社は、保険プラン又はプログラム、例えば、健康
保険もしくは生命保険のプラン又はプログラムを継続するか、中止するか、個人を登録す
るか否かを決定するために本明細書に記載の方法の結果を使用することができる。
【０２６４】
　一態様において、本開示は、データを提供する方法を特徴とする。本方法は、支払いが
提供されるか否かを決定するための記録、例えば、本明細書に記載の記録を提供するため
に、本明細書に記載のデータ、例えば、本明細書に記載の方法によって生成されたデータ
を提供することを含む。いくつかの実施態様において、該データは、コンピュータ、コン
パクトディスク、電話、ファクシミリ、電子メール、又は手紙によって提供される。いく
つかの実施態様において、該データは、第一者によって第二者に提供される。いくつかの
実施態様において、第一者は、対象、ヘルスケア提供者、治療する医師、健康維持機構（
HMO）、病院、政府機関、又は薬物を販売もしくは供給する者から選択される。いくつか
の実施態様において、第二者は、第三者の支払人、保険会社、雇用者、雇用者出資の健康
保険、HMO、又は政府機関である。いくつかの実施態様において、第一者は、対象、医療
提供者、治療する医師、HMO、病院、保険会社、又は薬物を販売もしくは供給する者から
選択され、第二者は政府機関である。いくつかの実施態様において、第一者は、対象、医
療提供者、治療する医師、HMO、病院、保険会社、又は薬物を販売もしくは供給する者か
ら選択され、第二者は保険会社である。
【０２６５】
　別の態様において、本開示は、患者についてのSYKのリスト及び値、例えば、p525/526
の活性、存在又はp525/526の量を含む、記録（例えば、コンピュータ読み取り可能な記録
）又は個別化治療レポート、例えば、個別化癌治療レポートを特徴とする。いくつかの実
施態様において、該記録は、治療の異なる時点で、例えば、治療前及び治療後に取得した
SYK値又はpSYK値の各態様についての2以上の値を含む。
【０２６６】
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　以下の実施例は、例示であるが、本発明を限定することを意図するものではない。
【実施例】
【０２６７】
　（実施例）
　実施例1：SYK阻害
　SYK活性を阻害する化合物の能力は、インビトロ及びインビボアッセイを含む、様々な
方法を用いて評価され得る。そのようなアッセイの例は、その全体が本明細書中に組み込
まれている米国特許第8,440,689号に開示されている。以下のインビトロアッセイは、FAM
標識されたSYK特異的基質
【化７】

のSYK媒介性リン酸化を阻害する試験化合物の能力を測定する。
【０２６８】
　簡単に説明すると、SYKタンパク質を、ヒト脾臓チロシンキナーゼをコードするcDNAか
ら調製し、バキュロウイルス発現ベクターを用いて昆虫細胞で発現させた。該cDNAはOpen
 Biosystems社から購入した。SYKキナーゼドメイン（残基356～635）をPCRにより増幅し
、BamHI/XbaI部位でプラスミドpFastBac1（Invitrogen）にクローニングした。

【化８】

をコードする組換えプラスミドを配列決定し、大腸菌DH10Bac株に形質転換した。組換え
バクミドDNAを単離し、Sf9昆虫細胞にトランスフェクトした。組換えウイルスを、トラン
スフェクション後72時間に回収した。高力価ウイルスストックを、約0.01の感染多重度（
MOI）でSf9細胞に感染させることにより調製した。Sf9細胞（10L）の懸濁液を、組換えウ
イルス（MOI=5）で感染させ、48時間、ウェーブバイオリアクター（GE-Healthcare）中で
インキュベートした。次いで、これらの細胞を収集し、-80℃で保存した。
【０２６９】
　発現タンパク質を精製するために、凍結Sf9細胞（10L）を小さい（＜1cm）の粒子に破
壊し、20mMトリス（pH7.6）、0.25mM TCEP、100mM NaCl、5％グリセロール及びプロテア
ーゼ阻害剤を含有する溶解緩衝液（300mL）に懸濁した。この懸濁液を完全に解凍するま
で室温で攪拌し、回転ブレードホモジナイザーでさらに2～4分間溶解し、次いで、1時間
、4200 gで遠心分離した。遠心分離後、チーズクロスを通して上清を注ぎ、10mMトリス（
pH7.6）、0.25mM TCEP、300mM NaCl、5％グリセロール、及び20mMイミダゾールを含有す
る洗浄緩衝液で予め平衡化したニッケルキレート樹脂（PROBOND (商標)樹脂、Invitrogen
）と組み合わせた。混合物を冷室で3時間撹拌し、次いで、10分間、900 gで遠心分離した
。この樹脂を洗浄緩衝液（50mL）に分散させ、900 gで10分間遠心分離し、少量（5mL）の
洗浄緩衝液に再分散させ、次いで、使い捨てPoly-Prepクロマトグラフィーカラムに注ぎ
、タンパク質がクマシー緩衝液（約120mLの洗浄緩衝液）中で観察されなくなるまで、そ
れを通して洗浄緩衝液を重力により通過させた。10mM HEPES（pH7.4）、150mM NaCl、10
％グリセロール、5mM DTT、及び400mM イミダゾールを含有する溶出緩衝液（30mL）を用
いて、樹脂からSYKタンパク質を溶出した。溶出液を濃縮し（5mL）、さらにスーパーデッ
クス200カラム（1.2mL/分で160分間、10mM HEPES（pH7.4）、10mM NaCl、10mM MgCl、0.1
mM EDTA、及び0.25mM TCEP）上で精製した。クロマトグラフィー画分をSDS-PAGE上に流し
、必要な画分をプールし、濃縮した。最終送出緩衝液は、10mM HEPES（pH7.4）、10mMメ
チオニン、150mM NaCl、10％グリセロール、5mM DTTであった。
【０２７０】
　SYK阻害は、50mM HEPES、10mM NaCl、10mM MgCl2、0.2mM EDTA、0.01％ EDA（ブリジ35



(81) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

）、1mM DTT、及び0.1mg/mlのBSAを含有するpH7.3の緩衝液中で、黒色384ウェルプレート
フォーマットを使用して決定した。各試験化合物を、2倍段階希釈を用いて11のデータポ
イントについてDMSOで調製し、各希釈が3％ DMSOを含有するように緩衝液に添加した。各
ウェルに3μMの
【化９】

（緩衝液中）を2μL、希釈した試験化合物（緩衝液中3％DMSO）を2μL、並びに2.4nM SYK
及び45μM ATP（緩衝液中）を2μL加えた。反応混合物を60分間室温でインキュベートし
、50mM Hepes、30mM EDTA、0.1％トリトンX-100（pH7.3）を添加することによりクエンチ
した。蛍光標識基質及び反応後の生成物を定量化するために、試験プレートをキャリパー
LC-3000上にロードし、微小流体ベースの分離によって変換率を測定した。対応するIC50
値を、標準IC50の式に対する化合物濃度及び阻害率の非線形カーブフィッティングにより
計算し、IC50がモル濃度であるpIC50、すなわち、-log（IC50）として報告することがで
きる。
【０２７１】
　実施例2：ウサギモノクローナル抗体の作製
　pSYKタンパク質に対するウサギモノクローナル抗体を、Epitomics社（Burlingame,CA）
によって提供されるRabMAbサービスを使用して作製した。
【０２７２】
　ニュージーランド白ウサギ（2.5～3ヶ月齢、体重約2.5Kg、ID番号4784、4785、4786及
び4787）を、hSYKの残基520～529をカバーするペプチドで免疫し、チロシン525及びチロ
シン526に対応する残基をリン酸化する
【化１０】

。このペプチドを、N末端に付加されたシステインのスルフヒドリル部分を介してKLHに連
結した。従来の免疫技術を用い、アジュバント（SigmaAldrich, St. Louis, MO）を用い
て、免疫を行った。最初の注射は完全フロイントアジュバント（CFA）を用い、その後の
注射は変性アジュバント（SFA）を使用した。免疫原を、3週間+2週間+2週間+採血1+2週間
+採血2のスケジュールで、複数の部位に皮下注射によって投与した。血清力価が最も高い
ウサギである番号4786を、米国特許第7,429,487号からのEpitomics融合パートナー細胞株
240E-W及びポリエチレングリコール（PEG）を使用することを含む方法を用いて、脾臓摘
出及びモノクローナル融合の候補として選択した。
【０２７３】
　このウサギ（番号4786）の一部のリンパ球を用いて、市販の抗体（Epitomics 2175-1）
を生成した。このウサギの他のリンパ球を凍結保存し、本明細書に記載のpSYK抗体の融合
及び作製のために後で使用した。
【０２７４】
　別々の2日（1日目及び2日目）に、2億個のリンパ球細胞を1億個の融合パートナー細胞
と融合し、それぞれ、20枚の96ウェルプレートに播種した。これらのプレートを、標準的
な条件下で、組織培養インキュベーター中で維持した。細胞増殖を、融合後2～3週間調べ
、増殖を有するウェル数を試験ウェルの総数で割ることを用いて、融合効率をコンピュー
タで計算した。1日目の融合の融合効率を98％の融合効率と測定し、2日目の融合効率は98
％であった。
【０２７５】
　実施例3：スクリーニング物質の作製
　リン酸化ペプチドY525/526免疫原はEpitomics社が調製した。ELISAによって試験した場
合、この物質はEpitomics 2175-1と結合したが、抗hSYK抗体（Epitomics 1688-1）とは結
合しなかった。
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【０２７６】
　GST-hSYKを、バキュロウイルス感染Sf9細胞で発現させ、グルタチオンセファロース親
和性樹脂によりアフィニティー精製した。インビトロキナーゼ（IVK）pSYKについては、
単離したGST-SYKを1mM ATP、1mM MgCl2中で、室温で1時間インキュベートし、自己リン酸
化を生じさせた。5mM EDTAを添加することにより反応を停止し、0.1％SDSで処理するため
に少量を取り除いて、4℃で保存し、アルファスクリーン分析のために使用するか、又は
さらに精製せずに-80℃で保存した。この試料は、後に、ハイブリドーマのスクリーニン
グアッセイのためにEpitomics社で使用した。試料の一部を、抗SYK（Cell Signaling Tec
hnologies＃2712）及びEpitomics 2175-1を用いるウェスタンブロッティングのために、S
DS-PAGEにより分析した。組換え物質の大部分は、Y525/526の位置でリン酸化されること
が確認された。
【０２７７】
　自己リン酸化GST-pSYKの一部を、pSYKに対する抗体の特異性を確認するために、T細胞
タンパク質ホスファターゼ（TC-PTP、New England Biolabs）、チロシン特異的ホスファ
ターゼで処理した。この物質（PPアーゼ-pSYK又は脱pSYK）は、抗hSYK抗体（Epitomics 1
688-1又はCell Signaling Technologies＃2712）へのその結合を保持するが、Epitomics 
2175-1又はCell Signaling Technologies＃2710への結合をほとんど失っている。
【０２７８】
　追加の細胞培養物質を用いて、B細胞受容体（ヤギ抗ヒトIgのAffiniPure F（ab'）2断
片、カタログ番号109-006-127、JacksonImmuno Research Laboratories社, West Grove, 
PA）の架橋を介して、又は60分の時間経過にわたって過バナジン酸処理（細胞1mL中に以
下のもの25μL;Na3VO4 50μL、9.1M H2O2（31％）5.5μL、H2O 944.5μl）で刺激したWSU
-DLCL2（ヒトびまん性大細胞型B細胞リンパ腫）細胞を利用して抗体をスクリーニングし
た。各時点で、細胞を回収し、プロテアーゼ阻害剤カクテルI（Calbiochem：539131-10VL
）及び1×HALTの一般的なタンパク質ホスファターゼ阻害剤カクテル（Thermo：78428）の
両方を含有するMPER（Thermo：7850）に溶解した。
【０２７９】
　上述したように、LY10（OCI-LY10）細胞も、架橋又は過バナジン酸での刺激の有無に関
わらず、溶解物として使用した。Ly10細胞は、WSUDLCL2細胞に比べて弱いSYK発現を有す
る（図1）。この弱いSYK及び/又はpSYK発現を、未処理の3種類の細胞株、架橋剤で10分間
処理した3種類の細胞株、又はWSU-DLCL2細胞では10分間、2.5nMの過バナジン酸で処理し
、Ly10細胞では30分間、5nMの過バナジン酸で処理した3種類の細胞株-WSU-DLCL2、LY10及
びHBL1における、異なるSYK及びpSYK抗体（pSYK、Epitomics 2175-1及びCST 2710;SYK pY
352、CST 2717;SYK pY323、Epitomics 2173及びCST 2715）での染色を比較するためにウ
ェスタンブロット研究で確認した。この研究はまた、BLNK抗体（CST 3575、SC8382及びSC
15345）並びにpBLNK抗体（BD558366、CST 36015及びSC28517-12）でのブロットの染色を
含む。Epitomics 2175抗体及び2173抗体並びにCST SYK pY352抗体は、架橋処理したWSU D
LCL2細胞とHBL1細胞の両方においてバンドを検出したが、過バナジン酸処理をかなり強化
しないとLy10細胞においてバンドを検出しなかった（BLNKは、CST 3575及びSC15345抗体
によって全ての試料で検出されたが、pBLNK検出は、架橋した細胞及び過バナジン酸処理
した細胞におけるpSYK検出に匹敵した）。この研究の1つの結論は、核酸の結果を広げ、L
y10架橋試料において弱いpSYKシグナルを明らかにした。
【０２８０】
　スクリーニング物質の品質管理を行った。ELISAアッセイを、Epitomics社（Burlingame
,CA）で行った。Epitomics 2175-1による結合について試験したELISAアッセイを、抗SYK
抗体（Epitomics 1688-1、SYKのキナーゼドメインに近い配列に対応するペプチドに対し
て作られた）による結合と比較した。
【０２８１】
　細胞溶解物のウェスタンブロットを、Epitomics社の2種類の市販抗体を用いて行った。
全SYKの強い発現を、刺激していない場合と刺激した場合の両方で、WSU-DLCL2細胞とLY10
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細胞の両方で確認した。陽性対照のEpitomics＃2175は、刺激したWSU-DLCL2細胞及びLY10
細胞からの試料中のpSYKバンドにのみ結合した（WSU-DLCL2よりもLY10において若干低い
強度）。
【０２８２】
　実施例4：抗体スクリーニング
　初期スクリーニング
　以下のように、各融合について最低2つのプレートを調べた:標準ELISA法を用いて、GST
-SYK-pを1ウェル当たり50ngでコーティングしたプレートを用いて、全40プレートをスク
リーニングした。1：10K希釈したウサギ4786の血液を陽性対照として使用した。0.5を超
えるO.D.を有する103個のクローンは、推定陽性とみなし、さらに24ウェルプレート中で
増殖させた。
【０２８３】
　その後の確認スクリーニングを、GST-SYK-p及びGST-SYK-np 50ngでコーティングしたプ
レートを用いたELISAによって行った。30個のクローンが、GST-SYK-pに対して陽性である
ことが確認され、それらの中で29個がGST-SYK-p特異的と特定され、すなわち、それらは
陰性対照タンパク質に対して陰性であった。
【０２８４】
　第2レベルのスクリーニング
　30マルチクローンの上清をウェスタンブロット、AlphaLISA、及び免疫蛍光によるさら
なる試験に供した。
【０２８５】
　ウェスタンブロットを、GST-pSYK（IVK）、及びホスファターゼ処理したGST-pSYKのSDS
-PAGEゲルから調製した。各ハイブリドーママルチクローン上清をブロットへの結合につ
いて試験した。対照には、抗pSYK抗体、Epitomics 2175-1又はCell Signaling Technolog
ies社の抗SYK pY323抗体、及び抗SYK pY352抗体を含めた。この方法により、脱リン酸化p
SYKと比較して良好なリン酸化pSYKの結合を有するマルチクローンハイブリドーマ上清は
、1、2、19、24、39、49、52、53、55、59、63、70、81、84、85、87、98及び99であった
。
【０２８６】
　AlphaLISA(登録商標)発光近接アッセイ（PerkinElmer社、Waltham, MA）を、アルファ
スクリーン96ウェルマイクロタイタープレートにて二重に行った。各個々のハイブリドー
マ上清の2セットについて、列挙した2nMのSYK試料（IVK及びPPアーゼ処理した組換えGST-
SYK試料）25μlを、室温で2時間、ハイブリドーマ上清5μl並びにHiBlock（PerkinElmer
＃AL004C）中25μg/mlのグルタチオン供与体（PerkinElmer＃6765300）及びプロテインA
アクセプタービーズ（PerkinElmer＃6760137M）25μlに加えた。この方法により、マルチ
クローン1、2、19、24、39、49、53、54、55、63、70、84、85、87、96、98及び99の上清
について、バックグラウンドに対して良好なシグナルが存在した。マルチクローン94の上
清は、リン酸特異性を有していなかった（リン酸化試料と脱リン酸化試料の両方に強く結
合した）。
【０２８７】
　マルチクローン上清の免疫蛍光アッセイを、IL2誘導性T細胞キナーゼ（ITK）-SYK融合
タンパク質構築物の2つのバージョンである野生型（wt、Streubelらの文献、2006 Leukem
ia 20:313-318）及びそのキナーゼデッド（kd）変異体のうちの1つの脂質：DNA複合体(Fu
GENE 6、3:1比)で24時間トランスフェクトし、96ウェルプレートの1ウェルあたり3000個
の細胞を播種したHeLa細胞にて行った。アッセイ前に、これらの細胞を過バナジン酸で15
分間処理し、次いで、標準的な方法により抗体蛍光染色のために固定した。対照には、全
SYK抗体による染色、pSYK Y525/526抗体による染色、ヘマグルチニン（HA）の染色、及び
細胞密度を確認するためのDAPI（ヘキスト試薬）DNA染色を含めた。最高染色のマルチク
ローン上清は、1、2、24、36、53、54及び99であった。次のレベルでは、優れた上清は、
96、55、59、63、70、84、85及び87であった。
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　下の表は、これらの3つの試験による結果をまとめたものである。
【表７】
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【０２８９】
　一部のマルチクローン上清も、細胞溶解物のウェスタンブロットにてスクリーニングし
た。WSU-DLCL2細胞及びLY10細胞の溶解物中でのSYKへの結合を比較した。マルチクローン
1及び2からの抗体は、刺激したWSU-DLCL2細胞からの試料上のSYKに適度に結合した。マル
チクローン99からの抗体は、刺激したWSU-DLCL2細胞からの試料上のSYKに強く結合し、刺
激したLY10細胞からの試料上のSYKに適度に結合した。これらの抗体はまた、両方の種類
の刺激していない細胞と刺激した細胞の両方の中のいくつかの余分なバンドに結合した。
市販の抗pSYK Y525/526抗体は、刺激した両方の種類の細胞からの試料中のSYKに強く結合
し、刺激していない細胞からの試料中のバンドのいずれにも結合しなかった。
【０２９０】
　上記のアッセイ後に、15種類のマルチクローンハイブリドーマ上清を免疫細胞化学及び
免疫組織化学のために選択した。これらは、上清1、2、19、24、36、53、54、55、59、63
、70、84、85、96及び99であった。
【０２９１】
　第3のレベルのスクリーニング
　免疫細胞化学を、未処理のWSU-DLCL2試料又はFab架橋によって活性化したWSU-DLCL2試
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料にて行った。活性化のために、Fab架橋を、培養中に、細胞にFabを添加することにより
行う。Fabは、SYK経路を活性化する細胞の表面タンパク質を架橋する。200×106個の細胞
の細胞ペレットをペレットとしてホルマリン固定し、パラフィン包埋し、染色のために切
片にした。陰性対照は、NIH 3T3 ITK-RAS（RASに融合されたITK）であった。1つの工程で
、これらの上清を、熱処理（95℃、8分）前に、エピトープを暴露する場合又は暴露しな
い場合で、細胞試料との結合について試験した。
【０２９２】
　結果を以下の表に提供する。
【表８】

【０２９３】
　市販の抗体（Epitomics 2175-1）は、加熱すると、陰性対照ペレットにおいてわずかに
稀に染色されたバックグラウンド細胞を有していた。実際の陽性染色は大部分が膜であり
、非常にわずかに細胞質が濁っていた。上清81-1、81-2、81-24、81-54、81-84、81-85、
81-96及び81-99については、プロトコルとして非加熱を選んだ。上清81-19については、
加熱プロトコルは、非特異的なバックグラウンドをほとんど有していなかった。
【０２９４】
　上清81-1、81-2、81-24は、陰性対照においてはほとんど～全くバックグラウンドを示
さず、陽性対照は強いシグナルを示したので、これらの上清を異種移植に使用した。上清
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を示さず、陽性対照は強いシグナルを示したので、これらの上清を異種移植に使用した。
上清81-96は、陰性対照においてほとんどバックグラウンドを示さず、陽性対照は弱いシ
グナルを示したので、この上清を異種移植に使用した。上清81-36、81-53、81-55、及び8
1-70は、加熱と非加熱の両方のプロトコルで、多くの非特異的染色が存在した。これらの
上清を追求しなかった。加熱又は非加熱プロトコルのいずれかによって、上清81-59につ
いては染色が観察されず、上清81-63については非常に弱い染色が観察された。これらの8
1-59及び81-63の上清は追求しなかった。
【０２９５】
　要約すると、良好なICC染色が、マルチクローン上清1、2、24、84、85及び99によって
得られた;OK ICC染色が、上清19、54及び96によって得られた。不良のICC染色が、上清36
、53、55、59、63及び70によって得られた。良好な染色及びOK染色の上清を、異種移植試
料上の染色についてスクリーニングした。
【０２９６】
　第4レベルのスクリーニング
　ICCアッセイにおける良好な染色パターンについて選択された9つの上清を、PHTX-95L（
ヒトリンパ腫の原発腫瘍）を用いてスクリーニングした。一般的には、約200mm3サイズに
成長させるために、原発ヒト腫瘍片をNOD SCIDマウスに移植した。腫瘍のホルマリン固定
パラフィン包埋（FFPE）切片を、Ventana Discovery XT自動化IHC/ISH研究スライド染色
システム（Ventana Medical Systems社、Tucson, AZ）を用いて、標準Ventana生産プロト
コルに従って染色した。一般的なプロトコルは、メーカーの試薬のEZ prep（Ventana 950
-100）、反応緩衝液（Ventana 950-300）、セル・コンディショニング1（Ventana 950-12
4）、ヘマトキシリン（Ventant 760-2021）及びブルーイング試薬（Ventana 760-2037）
を使用した。Epitomics＃2175を使用して、全てのIHCを、抗体及びULTRAMAP(商標)抗ウサ
ギHRP試薬（Ventana 760-4315）をインキュベートするために熱を使用する一般的なプロ
トコルに従って染色した。マルチクローン上清81-19 IHCについてのIHCアッセイを、抗体
及びOMNIMAP(商標)抗ウサギHRP試薬（Ventana 760-4311）をインキュベートするために熱
を使用する一般的なプロトコルに従って行った;他の全ての上清の結合についての染色は
、抗体及びOMNIMAP(商標)抗ウサギHRP試薬（Ventana 760-4311）をインキュベートするた
めに熱を使用しない一般的なプロトコルに従った。Dakoタンパク質ブロック（カタログ番
号X0909）は、全3つのプロトコルで使用した最適なブロックであり、Dako抗体希釈液（カ
タログ番号S0809）を用いて、Epitomics 2175-1抗体を希釈した。
【０２９７】
　これらの上清におけるICCアッセイと比較するためのFFPE細胞ペレットからのWSU-DLCL 
DMSO切片（低SYK発現体）、FFPE細胞ペレットからのWSU-DLCL Fab架橋切片（中間のSYK発
現体）、FFPE細胞ペレットからのWSU-DLCL過バナジン酸、WSU-DLCL過バナジン酸切片（高
SYK発現体）の染色の間で染色を比較した。ペレット化のための細胞採取の前に15分間の
過バナジン酸=2.5μM。未処置のPHTX-95L移植マウス又はSYKキナーゼ活性（化合物A）の
阻害剤の単回投与によって処置したPHTX-95L移植マウスに、120mg/kgで経口投与した。投
与後2時間の時点で、10％ホルマリン固定及びIHCの処理のために腫瘍を収集した。結果を
以下の表に提供する。
【０２９８】



(88) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

【表９】

【０２９９】
　このアッセイでは、未処置対処置の異種移植片を比較した場合に、81-1及び81-2は染色
強度が減少した。上清81-24については、未処置対処置の異種移植片を比較した場合に、
強度は減少したが、それはあまり強くはなかった。81-84、81-85の上清については、未処
置対処置の異種移植片を比較した場合に、強度は減少したが、陰性対照にある程度のバッ
クグラウンドがあった。81-99については、処置と未処置の間に差があった。顕著なバッ
クグラウンドが観察されたが、染色は非常に強かった。しかしながら、精製及び滴定によ
り、必要な染色差を与える可能性がある。上記の上清をさらなる検討に適当と判断した。
以下の上清をさらなる研究における追求に不適当と判断した：81-54の上清については、
処置した場合に、ある程度の非特異的な染色があり、この上清によって染色も組織上で非
常に弱いものであった。上清81-19については、処置した異種移植片は、ある程度の非特
異的な染色を有していた。上清81-96については、未処置と処置の間に差はなかった。ま
た、染色は非常に弱かった。
【０３００】
　要約すると、このIHCアッセイから、2つの上清を不良のバックグラウンドを有するもの
として排除し、1つを弱い染色を有するものとして排除した。残りの6つの上清をランク付
けした：1）81-1、2）81-2、3）81-99、4）81-24、5）81-85及び6）81-84。
【０３０１】
　マルチクローン上清評価後に、p-Y525-SYK特異的マルチクローンの81-1、81-2及び81-9
9の3種をサブクローン化して、それぞれ12種のサブクローンを作製した。サブクローニン
グを、限界細胞希釈法を用いて行った。いくつかのサブクローン上清を、AlphaLISA及びI
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【０３０２】
　これらのサブクローンのAlphaLISAアッセイを、HiBlock（PerkinElmer＃AL004C）中、
最終アッセイ条件試料で1/2希釈した2nM SYK試料（組換えインビトロ自己リン酸化試料又
はタンパク質ホスファターゼで処理した同じ試料のいずれか）25μl、ハイブリドーマ上
清5μl及び25μg/mlのグルタチオン供与体（PerkinElmer：＃6765300）並びにプロテイン
Aアクセプタービーズ（PerkinElmer＃6760137M）を用いて、室温で2時間、二重に行った
。結果は下記の表にある。
【０３０３】
【表１０】

【０３０４】
　サブクローンの多くは、このアッセイでは良好に見えた（IVK処理した試料において強
いシグナル及びホスファターゼ処理した試料において非常に弱いシグナル）。マルチクロ
ーン2からのサブクローンでは、最低レベルのバックグラウンドが生じた。
【０３０５】
　上記の第4レベルのスクリーニングに記載したように、全てのサブクローンについて抗
体及びOMNIMAP(商標)抗ウサギHRP試薬（Ventana760-4311）のインキュベーションに熱を
使用しない一般的なプロトコルに従う染色プロトコル後に、Ventana Discovery XTを用い
てサブクローンのIHCアッセイを行い、pSYK Y525/526抗体、Epitomics 2175-1を用いるIH
Cを、抗体及びULTRAMAP (商標)抗ウサギHRP試薬（Ventana760-4315）のインキュベーショ
ンに熱を使用する一般的なプロトコルに従って染色した。試料の陰性対照ITK-RasのFFPE
細胞ペレット（陰性対照）、陽性対照のWSU-DLCL Fab架橋FFPE細胞ペレット（陽性対照）
。
【０３０６】
　サブクローンのIHCスクリーニングの半定量的結果は以下の表にある。



(90) JP 2017-518737 A 2017.7.13

10

20

30

40

【表１１】

【０３０７】
　陰性対照上の染色と比較した陽性対照上の染色の強度を考慮して、サブクローンを各マ
ルチクローンについてランク付けした:
マルチクローン 81-1サブクローン、最高～最低：8、10、12、5、6、7、3、4、11、1、2
、9。
マルチクローン 81-2サブクローン、最高～最低：1、2、3、4、6、7、10、11、12、5、8
、9。
マルチクローン 81-99サブクローン、最高～最低：1、10、11、12、2、9、3、4、5、6、7
、8。
【０３０８】
　サブクローン＃81.1-8、81.2-1及び81.99-1のハイブリドーマ細胞を、大規模化及び精
製のために選択した。
【０３０９】
　ハイブリドーマを、CELLINE(商標)二区画使い捨てバイオリアクター（Integra Bioscie
nces社、Hudson, NH）又は標準的な組織培養フラスコのいずれかで、懸濁液中で増殖させ
た。培養上清を一段階精製（プロテインAクロマトグラフィー後に緩衝液交換）し、後の
研究のための抗体を作製した。
【０３１０】
　Ventana Discovery XT自動染色装置及び前のアッセイと同様の染色プロトコルを用いて
、上記の未処置マウスもしくはSYK阻害剤処置マウスからのPHTX 95L異種移植片においてp
SYKを染色するIHC結果の定性的及び定量的評価により、抗体の最終選択を行った（図2を
参照されたい）。
【０３１１】
　定量分析を、20倍の倍率で、陽性ピクセルカウントV9アルゴリズムに従ってAperio社の
スペクトル解析を用いて行った。5％未満の正の量についてのバックグラウンドから真の
細胞質染色を画定するプログラムの困難さのために、シグナル・ノイズ比よりもむしろ陽
性ピクセル分析を使用した。以下の表は定量分析の結果を有する。
【０３１２】
　表.総ピクセルあたりのパーセント陽性ピクセルの割合の定量化（図3）
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【表１２】

【０３１３】
　実施例5：MIL81-1-8免疫組織化学的研究
　MIL81-1-8抗体を用いたIHCアッセイを行い、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）
患者試料由来のHBL1異種移植組織及びいくつかの原発性ヒト組織異種移植片（PHTX-95L、
OCI LY10）におけるpSYK発現を雌SCIDマウスで評価した。ホルマリン固定し、パラフィン
包埋（FFPE）した組織におけるpSYKタンパク質レベルを5μm厚の切片で評価し、Ventana 
Medical Systems(Tucson, AZ)Discovery XT自動染色装置で1時間、MIL81-1-8抗体（3.5μ
g/mL）とインキュベートした。抗体を、16分間、OmniMapヤギ抗ウサギHRP二次抗体（Vent
ana Medical Systems）とインキュベートし、3,3'-ジアミノベキシジン(diaminobexidine
)（DAB）基質マップシステムで発色させた。スライドをヘマトキシリンで対比染色し、Ap
erio全スライド走査システム(whole slide scanning system)（XT）を用いて画像化した
。
【０３１４】
　上述したように、pSYKレベルは、これらの組織間で、PHTX-95Lにおいて最高スコアで顕
著に異なった（図7）。市販の抗体Epitomics pSYKカタログ番号2175-1（Y525/526）を用
いたPHTX-95L異種移植片の染色により、試験した全3種のMIL81クローンがEpitomics 2175
-1よりも非常に良好に作用し、MIL81-1-8が最高性能を示したことが明らかになった。図3
。図3及び図4に見られるように、MIL81-1-8の性能は、強度及びシグナル・ノイズ比によ
りEpitomics 2175-1よりも優れていた。
【０３１５】
　同様の結果が、Leica自動染色装置にて自動化プロトコルを用いてMIL81-1-8サブクロー
ンで得られた。ホルマリン固定し、パラフィン包埋した組織におけるpSYKタンパク質レベ
ルを、Leicaマイクロシステムズ(Wetzlar,Germany)BOND RX自動染色装置にて、MIL81-1-8
抗体（3.5μg/mL）と30分間インキュベートした。抗体をウサギ抗ヤギHRP二次抗体（Leic
a Laboratories）とインキュベートし、3,3'-ジアミノベキシジン（DAB）基質マップシス
テムで発色させた。スライドをヘマトキシリンで対比染色し、Aperio全スライド走査シス
テム（XT）を用いて画像化した。MIL81-1-8抗体を、染色の特異性について、市販のpSYK
抗体Epitomics pSYKカタログ番号2175-1（Y525/526）と比較した。MIL81-1-8は、より高
い希釈/より低い濃度で使用することができ、より低いバックグラウンドを有していた（P
HTX95L異種移植片の染色の図4を参照されたい;1：3200でのMIL81-1-8　最低のバックグラ
ウンド;1:25での2175、高いバックグラウンド）。2175によるこの高いバックグラウンド
は、SYK阻害剤での異種移植片保有マウスの処置によって除去されなかった（図5-HBL1異
種移植;図6-Ly10異種移植;図7にまとめた）。2175抗体は、未処置の及びSyk-阻害剤で処
置したHBL1腫瘍又は未処置の及びSyk-阻害剤で処置したLy-10腫瘍を区別することができ
なかった（図7）。しかしながら、MIL81-1-8 pSYK抗体は、中程度の発現（HBL1）及び低
発現（Ly10）異種移植片においてpSYKの存在を特異的に検出することができた。pSYK染色
の検出可能な低下傾向はまた、SYK阻害剤で処置したマウスからの中程度の発現の異種移
植片及び低発現異種移植片の試料において抗pSYK MIL81-1-8抗体によって観察された（図
5～7）。
【０３１６】
　陽性と判定され、pSYKに特異的であるMIL81-1-8染色は細胞質であった（例えば、図3、
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図12を参照されたい）。時々、核染色がMIL81-1-8抗体を用いた場合に検出される。この
染色は、全SYK抗体で染色された試料中で検出されないため、オフターゲットであると考
えられる（図8）。この現象は、抗SYK p323抗体でも観察されたので、pSYK抗体に限定さ
れるものではない（図8）。MIL81-1-8抗体による核染色はまた、組織マイクロアレイから
のコア（図9-DLBCL TMAを参照されたい）、組織試料の内部からの細胞（図11及び図13）
及び正常リンパ組織からの試料（図10の脾臓、図20のリンパ節）などの古い（少なくとも
3年齢）アーカイブ試料で観察された。この周辺試料の細胞質染色-内部試料の核染色も、
SYK pY323抗体で観察された（図12対図8及び図13）。本研究で試験した試料には、切断し
、保存した試料及び切断した新鮮な試料が含まれた。組織試料及び切断切片における抗原
の経時的な安定性並びに切断試料の経時的な新鮮さが、さらなる研究のために考慮される
。MIL81-1-8抗体による他のオフターゲット染色も、H1650細胞株（肺腺癌）の異種移植片
上で観察され（図16及び17）、これらはSYK RNAについて陰性であった（示さない）。全S
YK抗体は、4倍の濃度（典型的な1：400希釈の代わりに1：100、図16）でさえ、これらの
細胞と結合しなかった。抗SYK pY323及び抗pSYK（CST 2711）などのリン酸化残基のエピ
トープに対する他の抗体は、膜性だけでなく、細胞質染色を含むこの染色を示した。
【０３１７】
　リンパ腫細胞におけるMIL81-1-8の特異性の検証には、過バナジン酸処理WSU-DLCL細胞
のペレット、PHTX-95L異種移植片又はDLBCL腫瘍のTMAコアを使用した。ペプチド免疫原を
、組織とのインキュベーション前に該抗体に添加した場合に、pSYK IHC染色はブロックさ
れた（図9）。MIL81-1-8染色の特異性の別の検証には、抗体インキュベーションの前にス
ライドのホスファターゼ処理を使用した。ホスファターゼ処理は、正常な脾臓の核染色を
除いて、pSYK抗体が結合するエピトープを排除した（図10）。ホスファターゼ処理した試
料のこの核染色により、試料中の核のみの染色は一般的にオフターゲットで、したがって
pSYK陰性であると判断した。
【０３１８】
　上記の最初のIHC実験の結果に基づいて、MIL81-1-8染色は、最近生検されたDLBCL組織
においてEpitomics 2175-1よりもはるかに強く、はっきりしているので、MIL81-1-8は低p
SYK Y525/6発現患者を特定する可能性がより高い（図14及び図15）。
【０３１９】
　実施例6：MIL81-1-8の分子クローニング
　MIL81-1-8抗体を、哺乳動物細胞における一過性トランスフェクションによる生成及び
配列決定のために組換えベクターにクローニングした。
【０３２０】
　哺乳動物細胞における一過性トランスフェクションによる生成及び配列決定のために、
重鎖及び軽鎖の可変領域の両方のcDNAをRT-PCR増幅し、pTT5ベクターにクローニングした
（カナダ国立研究評議会、米国特許出願公開第20050170450号又は同第20100261275号を参
照されたい）。5つのクローンを生成した。プラスミドを、大腸菌dH5α細菌中で増幅し、
哺乳動物細胞へのトランスフェクションに十分な物質を得る（米国特許第8,551,774号）
。プラスミドは、たった1本の鎖を保持するので、軽鎖を含むプラスミドを、重鎖を含む
プラスミドと共トランスフェクトする。293細胞における初期の小規模トランスフェクシ
ョン後に、培養上清をELISAによって試験し、配列決定した。全てのクローンが同じ配列
を有していた。
【０３２１】
　分子クローン抗体（MIL81-1-8 3H3/3L2）の結合活性を、ウェスタンブロットにより確
認した。
【０３２２】
　ブロット上に含まれる試料は、バキュロ/Sf9システムで生成したGSTタグ付き組換えSYK
であった。組換えSYKは、未処理か、ホスファターゼで処理するか、又は上記のようにイ
ンビトロキナーゼ反応（IVK）に供するかのいずれかであった。他の試料には、休止させ
るか又はB細胞受容体の10分間の架橋により刺激したWSU-DLCL2細胞からの溶解物を含めた
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。全ての試料は、抗hSYK抗体（Epitomics＃1688）と結合した。陽性対照Epitomics 2175-
1は、ホスファターゼ処理した組換えSYK及び非刺激WSU-DLCL2試料以外の全てと結合した
。IVK試料は、未処理の組換えSYKより強いバンドを有していた。81-1-8抗体の分子クロー
ンも、未処理のSYKバンドよりも強くIVK処理SYKバンドを染色した。この抗体はまた、刺
激したWSU-DLCL2細胞からのバンド（及びいくつかの余分なバンド）を染色した。この抗
体は、ホスファターゼ及び非刺激のWSU-DLCL2細胞からのバンドを少し染色した。
【０３２３】
　該分子クローン抗体も、IHCにより評価した。上記のMIL81-1-8ハイブリドーマ上清から
精製した抗体の免疫組織化学的染色を、一過的に共トランスフェクトしたHEK293細胞の培
養上清から精製したMIL81-1-8 3H3/3L2クローン抗体による染色と比較した（また、一段
階精製-プロテインAクロマトグラフィー、その後に緩衝液交換が続く）。
【０３２４】
　これらの抗体を比較するために用いた試料には、WSU-DLBCL細胞ペレット、TMD8リンパ
腫細胞株（DLBCL）移植マウスからの異種移植片試料を含めた（未処置のマウス又は120mg
/kgで経口投与するSYKキナーゼ活性の阻害剤（化合物A）の単回投与によって処置したマ
ウス。投与後2時間の時点で、腫瘍を10％ホルマリン固定及びIHCの処理のために収集した
）。
【０３２５】
　分子クローンは未処置試料を染色し、膜強度は処置試料中のハイブリドーマよりわずか
に弱い（図18）。両方の抗体について、染色は、化合物A処置したTMD8異種移植マウスか
らの試料において減少した。
【０３２６】
　別の研究では、エプスタイン・バーウイルス陰性B細胞リンパ腫細胞株HBL1、未処置のP
HTX95L移植マウス又は上記のSYK阻害剤で処置したPHTX95L移植マウスからの異種移植片を
含む試料の染色の比較を行った。
【０３２７】
　分子クローン及びハイブリドーマ抗体の両方は、HBL1を適度に染色し、PHTX95L未処置
試料を強く染色した。両方の抗体について、染色は、化合物Aで処置したPHTX95L異種移植
マウスからの試料上で減少した（図19）。
【０３２８】
　該分子クローン抗体を、ヒト組織の生検を染色するためのハイブリドーマの抗体と比較
した。3つのDLBCL患者試料及び患者からの1つの正常リンパ節試料（非腫瘍形成性）があ
った。該分子クローンの核強度は、ハイブリドーマ抗体による染色と比較して著しく減少
しているため、細胞質染色及び膜染色がより強く観察される（図20）。核染色が、オフタ
ーゲットとみなされ、pSYKの不在の決定をもたらす場合には、細胞質染色又は膜染色に対
して核染色が低いMIL81-1-8のバージョンは、より少ない偽陰性の結果をもたらす可能性
がある。
【０３２９】
　要約すると、分子クローンの染色パターンは、ハイブリドーマ染色パターンに非常に類
似していると思われる。試験した全ての細胞ペレット、異種移植片及びヒトの生検につい
て全ての同じ領域及び区域が染色されている。該分子クローンは、若干弱い強度で膜を染
色するように見えるが、そのオフターゲット核染色は大幅に減少する。これは、細胞質染
色及び膜染色を見易くすることを可能にする。全体として、該分子クローン抗体は、ハイ
ブリドーマ抗体よりもわずかに良好であると思われる。
【０３３０】
　実施例7：化合物Aは、SYKを阻害することにより、DLBCLモデルにおいて抗腫瘍活性を示
す
　化合物Aは、現在、第I相臨床試験で評価されているSYKの治験阻害剤である。化合物Aは
、3.2nMのIC50でSYKを阻害し、関連モデルのサブセットにおいて25～400nMのEC50で細胞
増殖を阻害する能力を有する。関連モデルの拡張セットでは、化合物Aは、25nM～4μMのE
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C50で細胞増殖を阻害することが見出された（図21）。
【０３３１】
【表１３】

【０３３２】
　60mg/kgの化合物Aの毎日の経口投与は、ABC（OCI-LY-10（TGI 50％）、HBL-1及び原発
性ヒト腫瘍異種移植モデルのPHTX-95L（120mg/kgでTGI 70％）、GCB（OCI-LY-19（TGI 37
％））及び非ABC/GCB（WSU（TGI約50％））のサブタイプを表すDLBCL細胞株の異種移植モ
デルにおいて抗腫瘍活性を示した。
【０３３３】
　別の実験セットでは、化合物Aを、OCI-LY10 ABC DLBCL異種移植片（図22）、PHTX-95L
原発性DLBCL腫瘍異種移植片（図23）を有するSCIDマウスに21日間、1日1回経口投与し、O
CI-LY19 GCB DLBCL異種移植片（図24）を有する雌SCIDマウスに14日間、1日1回経口投与
した。平均腫瘍体積が約200mm3のときに処置を開始した場合の平均腫瘍体積（mm3）±SEM
（N=8/群））を示す。
【０３３４】

【表１４】

*14日目に計算したTGI
**16日目に計算したTGI
【０３３５】
　興味深いことに、OCI-LY-19 GCB型DLBCLモデルでは、60mg/kgの化合物Aは、BTK阻害剤
を上回る活性の増加（TGI 15％）を示し、BTKの上流のBCRシグナル伝達の阻害がより広い
範囲のB細胞悪性腫瘍のサブタイプの治療に有益であり得るという仮説が示唆された（図2
4）。
【０３３６】
　pSYK（pSYK525）及びpBLNK（pBLNK65）の発現の時間経過を、PHTX-95Lの原発性DLBCL異
種移植片を有するNOD SCIDマウスにおいて、120mg/kgの化合物Aの単回投与後に評価した
。腫瘍を経時的に採取し、パラフィン包埋し、pSYK、pBLNK及び切断型カスパーゼ3（Cl-C
asp-3）についての免疫組織化学により染色した。これらのリン酸化タンパク質の時間依
存的阻害及び切断型カスパーゼ3の発現の増加、アポトーシスマーカーも、ここで研究さ
れたDLBCLモデルで観察された。pSYKについての15種の原発性DLBCL試料の表現型の評価及
び他の関連経路マーカーにより、SYKの活性化がかなりの数の分子的に異質のDLBCL試料で
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は共に、SYKの活性化が様々なサブセットのDLBCL試料で生じ、化合物AがDLBCLの様々なサ
ブタイプの前臨床モデルにおいて活性を示したことを示唆する。
【０３３７】
　本発明を示し、その提供される実施態様を参照して説明してきたが、形態及び詳細の様
々な変更が、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なさ
れ得ることは当業者なら理解するであろう。
【０３３８】
　実施例8：増幅されたDAB IHC DLBCL患者の選択アッセイの作成
　ヒトDLBCL生検試料及びいくつかの原発性ヒト組織異種移植片（PHTX-95L、OCI-LY10）
において、染色強度を増加させ、pSYK発現の非特異的染色を減少させるために、Mil-81-1
-8 3H3/3L2クローン及びVentana Amp HQ DAB増幅システムを用いるIHCアッセイを行った
。ホルマリン固定し、パラフィン包埋（FFPE）した組織におけるpSYKタンパク質レベルを
、5μm厚の切片にて評価し、Ventana Medical Systems (Tucson, AZ) Discovery XT自動
染色装置上で、MIL81-1-8 3H3/3L2抗体（0.05μg/mL）と1時間インキュベートした。抗体
を、16分間、OmniMapヤギ抗ウサギHRP二次抗体（Ventana Medical Systems）とインキュ
ベートした。DiscoveryAMP TSA HQキット（Ventana Medical Systems）を16分間適用し、
その後、16分間、Discovery 抗-HQ HRP(Ventana Medical Systems)抗体とインキュベート
した。次いで、染色を、3,3'-ジアミノベキシジン（DAB）基質マップシステムを用いて発
色させた。スライドをヘマトキシリンで対比染色し、Aperio全スライド走査システム（XT
）を用いて画像化した。比較の染色を、Leica自動染色装置上で自動化プロトコルを用い
て、MIL81-1-8 3H3/3L2抗体を用いて得た。ホルマリン固定し、パラフィン包埋した組織
中のpSYKタンパク質レベルを、Leica Microsystems(Wetzlar, Germany) BOND RX自動染色
装置上で、30分間、MIL81-1-8 3H3/3L2抗体（0.16μg/mL）とインキュベートした。抗体
を、ウサギ抗ヤギHRP二次抗体（Leica Laboratories）を用いてインキュベートし、3,3'-
ジアミノベキシジン（DAB）基質マップシステムで発色させた。スライドをヘマトキシリ
ンで対比染色し、Aperio全スライド走査システム（XT）を用いて画像化した。AMP HQ及び
Leica IHCの染色を比較し、染色の特異性を決定した。AMP HQは、より高い希釈（1：3200
希釈して使用した標準IHC（Leica）及び1：10,000希釈して使用した増幅（AMP HQ）IHC）
で使用した場合でさえ、膜染色を特定することができ、細胞質バックグラウンドは低かっ
た（PHTX-95L染色の図25を参照されたい）。AMP HQは、（化合物A）で処置した動物から
の原発性ヒト異種移植片の試料において、ビヒクルと比較して染色が減少する明確な評価
を可能にした。ヒトDLBCL生検で観察される核のオフターゲット染色も非常に減少し、陽
性染色領域の決定をより容易に特定することが可能になる（図26）。82のヒトDLBCL生検
の連続切片を、AMP HQ及びLeica IHCの両方で染色した。それぞれを、陽性(膜染色が認め
られた)又は陰性(膜染色が認められない)のいずれかでスコア化した。これらの82の試料
のうち、24はLeica IHCによって陽性とみなされ、34はAMP HQによって陽性とみなされた
。増幅方法は、10以上の陽性試料を特定し、標準IHCによってpSYK陽性と特定された試料
を１つだけ見落とした。DLBCLサブタイプ（生殖細胞Bリンパ球(germ cell B lymphocyte)
（GCB）又は非GCB）からの試料を分析した時に、増幅IHCシステムは28の試料中24の試料
を非GCBと特定し、典型的には活性化SYKを有していることが判明した。標準IHCシステム
は、37の試料中23の試料のみを非GCBと特定した。
【０３３９】
　表:膜染色の有無（+又は-）
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【表１５】

【０３４０】
　上記のこのAMP HQ染色実験の結果に基づいて、AMP HQ MIL81-1-8染色は、Leica IHC法
よりもヒトDLBCL生検組織及びDLBCL異種移植片組織において非常に強く、はっきりしてお
り、pSYK Y525/6発現患者を特定する能力が増強していると決定された。
【０３４１】
　実施例9：増幅免疫蛍光AML患者の選択アッセイの作成
　FICOLL（登録商標）溶液（Amersham Biosciences division of GE healthcare, Piscat
away, NJ）及び22分間の1800rpmでの遠心分離を用いて全血から抽出された末梢血単核細
胞（PBMC）を用いて、増幅免疫蛍光AML患者の選択アッセイを行った。次いで、濁った白
色層を残りの部分から抽出し、最低12時間、10％中性緩衝ホルマリン中で固定した。細胞
をヒストゲル(histogel)に埋め込み、次いで、パラフィンブロックに加工した。これらの
AML PBMCブロックを5μmの切片上で評価し、Leica Bond RX (Leica Microsystems, Wetzl
ar, Germany)自動染色装置にて1時間、MIL81-1-8 3H3/3L2（0.10μg/mL）とインキュベー
トした。抗体を、ヤギ抗ウサギ二次抗体（Vector Labrotories）を用いてビオチン化した
。次いで、このビオチン化複合体を、pSYK Y525/6抗原にすぐ隣接する組織に共有結合し
ているAlexa Fluor（登録商標）488（Life Technologies）にコンジュゲートしたチラミ
ドシグナル増幅(Tyramide Signal Amplification)（TSA）分子で染色した。この組織を、
MIL81-1-8 3H3/3L2及びビオチン化二次を取り除くpH6.0のクエン酸ナトリウム溶液中で95
℃まで加熱し、共有結合したTSA及びAlexa Fluor（登録商標）のみが残った。このスライ
ドを、CD34とCD117の市販の抗体カクテル（CD34 ab81289及びCD117 ab32363, Abcam, Cam
bridge, MA）と1時間インキュベートした。抗体を、ヤギ抗ウサギ二次抗体（Vector Labr
otories）を用いてビオチン化した。次いで、このビオチン化複合体を、CD34/CD117抗原
にすぐ隣接する組織に共有結合しているAlexa Fluor（登録商標）594（Life Technologie
s社）にコンジュゲートしたチラミドシグナル増幅（TSA）分子で染色した。細胞核を目で
見えるようにするために、核色素ヘキスト33342を5分間添加した。これらのスライドを、
Prolong Gold(Life Technologies)マウンティングメディアを用いてカバースリップし、N
ikon WSI顕微鏡又はAperio全スライドスキャナ（FL）のいずれかを用いて画像化した。CD
34/CD117染色がAML腫瘍芽細胞を特定し、MIL81-1-8 3H3/3L2と共局在する細胞は、pSYK Y
525/6が上方制御されたAML腫瘍芽細胞を示した。6つの視野及びDefiniensイメージング解
析ソフトウェア（Definiens, Munich, Germany）を用いて、分析を行った。
【０３４２】
　MV-4-11 AML細胞ペレット（低CD34発現を有することが知られている）、NCI-H82肺細胞
ペレット（pSYK及びCD34/CD117の陰性対照）、及びKG-1異種移植片(pSYK及びCD34/CD117
のための陽性対照）を用いて、この技術の特異性の検証を行った。MV-4-11は、高レベル
のpSYK及び低レベルのCD34/CD117を示し、NCI-H82はいずれの抗体でも染色を示さず、KG-
1異種移植片は、両方とも高レベルのpSYK Y525/6とCD34/CD117を示し、これらは期待され
る結果であった（図27）。
【０３４３】
　収集した11のAML PBMCの中から、これらのうちの4つはpSYK Y525/6の上昇したレベルを
有することが特定された。上記の初期IF実験の結果に基づいて、二重MIL81-1-8 CD34/CD1
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17 IFアッセイの使用を介して、pSYK Y525/526が上昇したPBMC試料を特定することができ
た。

【図１】 【図２】
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【図１７】 【図１８】
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【図２１】

【図２２】

【図２３】

【図２４】
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【手続補正書】
【提出日】平成29年1月27日(2017.1.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸配列の配列番号11、12及び13をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1
、CDR2、及びCDR3）；並びにアミノ酸配列の配列番号14、15及び16をそれぞれ含む3つの
軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む、抗pSYK抗体分子。
【請求項２】
　前記抗pSYK抗体分子が、モノクローナル抗体である、請求項1記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項３】
　前記抗pSYK抗体分子が、ウサギ抗体又はウサギ由来の抗体である、請求項1記載の抗pSY
K抗体分子。
【請求項４】
　前記抗体が、ウサギモノクローナル抗体である、請求項3記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項５】
　さらに、配列番号8によるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域、及び配列番号10によるア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む、請求項1記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項６】
　前記抗pSYK抗体分子が、検出可能な標識にコンジュゲートされている、請求項1～5のい
ずれか一項記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項７】
　前記検出可能な標識が、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、色素を酸化するために過酸化水
素を使用する酵素と結合している、糖オキシダーゼ、複素環オキシダーゼ、ビオチン/ア
ビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、及び安定なフリーラジカルからなる群か
ら選択される、請求項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項８】
　前記検出可能な標識が、フルオレセイン又はその誘導体、ローダミンもしくはその誘導
体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及び2,3-ジヒドロフ
タラジンジオンから選択されるフルオロフォアである、請求項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項９】
　前記検出可能な標識が、32P、3H、14C、188Rh、43K、52Fe、57Co、67Cu、67Ga、68Ga、
77Br、81Rb/81MKr、87MSr、99Tc、111In、113MIn、123I、125I、127Cs、129Cs、131I、13

2I、197Hg、203Pb、206Bi、及び213Biからなる群から選択される放射性物質である、請求
項6記載の抗pSYK抗体分子。
【請求項１０】
　請求項1又は請求項5記載の抗pSYK抗体分子をコードする単離核酸配列。
【請求項１１】
　請求項10記載の単離核酸配列を含む細胞。
【請求項１２】
　前記抗pSYK抗体分子の生成を可能にする条件下で請求項11記載の細胞を培養することを
含む、請求項1又は請求項5記載の抗pSYK抗体分子を生成するための方法。
【請求項１３】
　1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患の治療のための医薬の製造におけるS
YK標的治療薬の使用であって、該治療が：
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a. 請求項1記載の抗pSYK抗体分子と、生体試料とを接触させる工程；及び
　該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程、を含む方法を
用いて、該疾患を有する患者から取得された該生体試料中のpSYKタンパク質発現を検出す
ること；並びに
b. 該生体試料がpSYKを発現する場合に、該患者に該SYK標的治療薬を投与すること、
を含む、前記使用。
【請求項１４】
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、請求項13記載の使用。
【請求項１５】
　前記疾患が、急性骨髄性白血病である、請求項13又は14記載の使用。
【請求項１６】
　前記疾患が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、請求項13又は14記載の
使用。
【請求項１７】
　SYK標的治療薬の薬力学を評価する方法であって、
a. 投与計画に従って患者に該SYK標的治療薬を投与する工程；
b. 該患者からpSYKを発現することが疑われる1以上の細胞を含む生体試料を取得する工程
；
c. 配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と、該生体
試料とを接触させる工程；
d. 該生体試料中の該抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工
程；
e. 前記生体試料中のpSYK発現を定量化してpSYK発現レベルを決定する工程；
f. 該SYK標的治療薬を含むデータベースに対して該pSYK発現レベルを比較する工程；並び
に
g. 必要に応じて、前記pSYK発現レベルに基づいて、該投与計画を調整する工程、
を含む、前記方法。
【請求項１８】
　癌を治療するための医薬の製造におけるSYK阻害剤の使用であって、該治療が、癌患者
から取得された腫瘍細胞からの試料中のpSYKを検出すること、及びpSYKが該試料中で検出
された場合に、該SYK阻害剤で該癌患者を治療することを含む、前記使用。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４３】
　収集した11のAML PBMCの中から、これらのうちの4つはpSYK Y525/6の上昇したレベルを
有することが特定された。上記の初期IF実験の結果に基づいて、二重MIL81-1-8 CD34/CD1
17 IFアッセイの使用を介して、pSYK Y525/526が上昇したPBMC試料を特定することができ
た。
　本件出願は、以下の構成の発明を提供する。
（構成１）
　アミノ酸配列の配列番号11、12及び13をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（CDR1
、CDR2、及びCDR3）；並びにアミノ酸配列の配列番号14、15及び16をそれぞれ含む3つの
軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子。
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（構成２）
　前記抗pSYK抗体分子が、モノクローナル抗体である、構成1記載の抗pSYK抗体分子。
（構成３）
　前記抗pSYK抗体分子が、ウサギ抗体又はウサギ由来の抗体である、構成1記載の抗pSYK
抗体分子。
（構成４）
　前記抗体が、ウサギモノクローナル抗体である、構成3記載の抗pSYK抗体分子。
（構成５）
　さらに、配列番号8によるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域、及び配列番号10によるア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む、構成1記載の抗pSYK抗体分子。
（構成６）
　前記抗pSYK抗体分子が、検出可能な標識にコンジュゲートされている、構成1～5のいず
れか一記載の抗pSYK抗体分子。
（構成７）
　前記検出可能な標識が、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、色素を酸化するために過酸化水
素を使用する酵素と結合している、糖オキシダーゼ、複素環オキシダーゼ、ビオチン/ア
ビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、及び安定なフリーラジカルからなる群か
ら選択される、構成6記載の抗pSYK抗体分子。
（構成８）
　前記検出可能な標識が、フルオレセイン又はその誘導体、ローダミンもしくはその誘導
体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及び2,3-ジヒドロフ
タラジンジオンから選択されるフルオロフォアである、構成6記載の抗pSYK抗体分子。
（構成９）
　前記検出可能な標識が、32P、3H、14C、188Rh、43K、52Fe、57Co、67Cu、67Ga、68Ga、
77Br、81Rb/81MKr、87MSr、99Tc、111In、113MIn、123I、125I、127Cs、129Cs、131I、13

2I、197Hg、203Pb、206Bi、及び213Biからなる群から選択される放射性物質である、構成
6記載の抗pSYK抗体分子。
（構成１０）
　構成1又は構成5記載の抗体分子をコードする単離核酸配列。
（構成１１）
　構成10記載の単離核酸配列を含む細胞。
（構成１２）
　抗体分子の生成を可能にする条件下で構成12記載の細胞を培養し、それによって構成1
又は構成5記載の抗体分子を生成することを含む、構成1又は構成6記載の抗体分子の生成
方法。
（構成１３）
　構成1又は構成5記載の抗体分子の軽鎖及び重鎖の一方又は両方を含むベクター。
（構成１４）
　生体試料中のpSYK分子を検出する方法であって、前記生体試料と構成1～9のいずれか一
記載の抗体分子とを接触させること、及び前記抗体分子が前記pSYK分子に結合するか否か
を決定することを含む、前記方法。
（構成１５）
　前記検出方法が、免疫組織化学アッセイを含む、構成14記載の方法。
（構成１６）
　前記生体試料が、pSYK発現癌を有することが疑われる患者に由来する腫瘍生検である、
構成14又は構成15記載の方法。
（構成１７）
　さらに、前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程を含む、構成14～16のいずれか一
記載の方法。
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（構成１８）
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、構成16記載の方法
。
（構成１９）
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、構成16又は17記載の方法。
（構成２０）
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、構成16記
載の方法。
（構成２１）
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、構成20記載の方法。
（構成２２）
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、構成20記載の方法。
（構成２３）
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、構成20記載の
方法。
（構成２４）
　構成1～9のいずれか一記載の抗pSYK抗体分子及び使用説明書を含むキット。
（構成２５）
　さらにSYK標的治療薬を含む、構成24記載のキット。
（構成２６）
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成25記載のキット。
（構成２７）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成２７）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成２８）
　前記SYK標的治療薬が、6-((1R,2S)-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフル
オロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H）-
オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成２９）
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成３０）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成３１）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
）-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成25記載のキット。
（構成３２）
　1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患を有する患者を治療する方法であっ
て、
a.構成14～19のいずれか一記載の方法を用いて、前記患者から取得された生体試料中のpS
YKタンパク質発現を検出すること；及び
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b.前記生体試料がpSYKを発現する場合に、前記患者にSYK標的治療薬を投与すること、
を含む、前記方法。
（構成３３）
　前記検出工程が、a）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重
鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ
酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK
抗体分子と前記生体試料とを接触させる工程；並びに
b）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出する工程、
を含む、構成32記載の方法。
（構成３４）
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、構成33記載の方法。
（構成３５）
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成32記載の方法。
（構成３６）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成３６）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成３７）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成３８）
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成３９）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成４０）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成32記載の方法。
（構成４１）
　前記1以上のpSYK発現細胞によって特徴付けられる疾患が、癌である、構成32～40のい
ずれか一記載の方法。
（構成４２）
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、構成41記
載の方法。
（構成４３）
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、構成42記載の方法。
（構成４４）
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、構成42記載の方法。
（構成４５）
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、構成42記載の
方法。
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（構成４６）
　前記生体試料が、細胞又は組織生検である、構成32～45のいずれか一記載の方法。
（構成４７）
　前記細胞又は組織生検が、腫瘍生検である、構成46記載の方法。
（構成４８）
　SYK標的治療薬に対する癌細胞の感受性を決定する方法であって、
a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；
b）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と前記試料
とを接触させる工程；並びに
c）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それによって、S
YK標的治療薬に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK標的治療薬による治療の
候補であるか否かを決定する工程、
を含む、前記方法。
（構成４９）
　対象がSYK標的治療薬の潜在的な候補であるか否かを評価する方法であって、
a）癌を有する患者由来の癌細胞から試料を提供する工程；
b）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と前記試料
とを接触させる工程；並びに
c）前記抗pSYK抗体分子とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出し、それによって、S
YK標的治療薬に対する癌の感受性を決定し、かつ/又は対象がSYK標的治療薬による治療の
候補であるか否かを決定する工程、
を含む、前記方法。
（構成５０）
　前記検出工程が、免疫組織化学又は免疫蛍光を介して行われる、構成48又は構成49記載
の方法。
（構成５１）
　前記癌が、血液悪性腫瘍である、構成48～50のいずれか一記載の方法。
（構成５２）
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、構成50記載の方法。
（構成５３）
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、構成50記載の方法。
（構成５４）
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、構成50記載の
方法。
（構成５５）
　さらに、前記患者にSYK標的治療薬を投与する工程を含む、構成48～54のいずれか一記
載の方法。
（構成５６）
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成55記載の方法。
（構成５７）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成５７）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
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医薬として許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成５８）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成５９）
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成６０）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成６１）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成55記載の方法。
（構成６２）
　生体試料と、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補
性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列
をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分
子を含む反応混合物。
（構成６３）
　前記生体試料が、1以上の細胞を含む、構成62記載の反応混合物。
（構成６４）
　前記生体試料が、組織試料を含む、構成62記載の反応混合物。
（構成６５）
　前記組織試料が、パラフィン包埋組織試料である、構成63記載の反応混合物。
（構成６６）
　前記生体試料が、原発性又は転移性の腫瘍生検試料である、構成62記載の反応混合物。
（構成６７）
　前記生体試料が、スライド上にマウントされる、構成62記載の反応混合物。
（構成６８）
　前記細胞が、慢性リンパ性白血病細胞である、構成63記載の反応混合物。
（構成６９）
　前記細胞が、急性骨髄性白血病細胞である、構成63記載の反応混合物。
（構成７０）
　前記細胞が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫細胞である、構成63記載の反応混合物。
（構成７１）
　前記細胞が、末梢T細胞リンパ腫細胞である、構成63記載の反応混合物。 
（構成７２）
　前記生体試料が、pSYKタンパク質を含有することが疑われる、構成62記載の反応混合物
。 
（構成７３）
　さらに、抗pSYK抗体とpSYKタンパク質との間の複合体形成を検出するのに適する試薬を
含む、構成62～72のいずれか一記載の反応混合物。
（構成７４）
　個別化癌治療レポートを作成する方法であって、
a）pSYK発現癌を有することが疑われる癌患者から取得された1以上の癌細胞を含む生体試
料と、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領
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域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞ
れ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子とを接
触させる工程；
b)構成14～19のいずれか一記載の方法を用いて、前記生体試料中の抗pSYK分子とpSYKタン
パク質との間の複合体形成を検出する工程；
c）前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程；
d）SYK標的治療薬を含むデータベースに対して前記pSYK発現レベルを比較する工程；並び
に
e）SYK標的治療薬、必要に応じて、前記pSYK発現レベルに基づいた投与計画を選択する工
程、
を含む、前記方法。
（構成７５）
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、構成74記
載の方法。
（構成７６）
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、構成75記載の方法。
（構成７７）
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、構成75記載の方法。
（構成７８）
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、構成75記載の
方法。
（構成７９）
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、構成74～78のいずれか一記載の方法
。
（構成８０）
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、構成74～79のいず
れか一記載の方法。
（構成８１）
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、構成74～80のいずれか一記載の方法。
（構成８２）
　SYK標的治療薬の薬力学を評価する方法であって、
a）患者にSYK標的治療薬を投与する工程；
b）前記患者からpSYKを発現することが疑われる1以上の細胞を含む生体試料を取得する工
程；
c）配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重鎖相補性決定領域（
CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ酸配列をそれぞれ含
む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK抗体分子と、前記生
体試料とを接触させる工程；
d）構成14～19のいずれか一記載の方法を用いて、前記生体試料中の前記抗pSYK分子とpSY
Kタンパク質との間の複合体形成を検出する工程；
e）前記生体試料中のpSYK発現を定量化する工程；
f）SYK標的治療薬を含むデータベースに対して前記pSYK発現レベルを比較する工程；並び
に
g）必要に応じて、前記pSYK発現レベルに基づいて、前記投与計画を調整する工程、
を含む、前記方法。
（構成８３）
　前記pSYK発現癌が、白血病及びリンパ腫から選択される血液悪性腫瘍である、構成82記
載の方法。
（構成８４）
　前記血液悪性腫瘍が、慢性リンパ性白血病（CLL）である、構成83記載の方法。
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（構成８５）
　前記血液悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病である、構成83記載の方法。
（構成８６）
　前記血液悪性腫瘍が、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）である、構成83記載の
方法。
（構成８７）
　前記検出工程が、免疫組織化学を介して行われる、構成82～86のいずれか一記載の方法
。
（構成８８）
　前記pSYK発現の定量化が、前記生体試料中の細胞質pSYK発現を含む、構成82～87のいず
れか一記載の方法。
（構成８９）
　前記定量化工程が、Hスコアアプローチを含む、構成82～88のいずれか一記載の方法。
（構成９０）
　前記SYK標的治療薬が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成82記載の方法。
（構成９１）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-１H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９１）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1S,2R）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4
-（1-メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその
医薬として許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９２）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（1R,2S）-2-アミノシクロヘキシルアミノ）-4-（1-（ジフ
ルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)
-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９３）
　前記SYK標的治療薬が、シス-6-（2-アミノシクロヘキシルアミノ）-7-フルオロ-4-（1-
メチル-1H-ピラゾール-4-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬と
して許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９４）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-4-（1-（ジフルオロメチル）-1H-ピラゾール-4-イル）-7-フルオロ-1H-ピロロ[3,4-c]
ピリジン-3（2H)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９５）
　前記SYK標的治療薬が、6-（（3R,4R）-3-アミノテトラヒドロ-2H-ピラン-4-イルアミノ
）-7-フルオロ-4-（3-メチルイソチアゾール-5-イル）-1H-ピロロ[3,4-c]ピリジン-3（2H
)-オン又はその医薬として許容し得る塩を含む、構成82記載の方法。
（構成９６）
　SYK阻害剤として化合物を特定するための方法であって、
a）pSYKを含む細胞と試験化合物とを接触させること；及び
b）前記細胞内のリン酸化又はY525/526に対する前記試験化合物の効果を測定すること、
を含み、前記試験化合物がY525/526のリン酸化を阻害する場合、該試験化合物はSYK阻害
剤である、前記方法。
（構成９７）
　SYK阻害剤での癌治療のための支払い方法であって、
a）腫瘍細胞を含む患者試料中のSYKの活性化状態を記録すること、及び
b）前記SYK活性化状態が良好な結果を示す場合に、SYK阻害剤治療の支払いすること、
を含む、前記方法。
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（構成９８）
　前記SYK阻害剤が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成37記載の方法。
（構成９９）
　SYK阻害剤で癌患者を治療する方法であって、前記患者から取得された腫瘍細胞からの
試料中のpSYKを検出すること、及びpSYKが前記試料中で検出された場合に、前記SYK阻害
剤で前記癌患者を治療すること、を含む、前記方法。
（構成１００）
　さらに、前記腫瘍試料中のpSYKのレベルを測定すること、前記レベルと参照試料中の前
記pSYKのレベルを比較すること、及び前記pSYKレベルが前記参照試料から上昇している場
合に、前記SYK阻害剤で前記患者を治療すること、を含む、構成99記載の方法。
（構成１０１）
　前記pSYKの検出が、配列番号11、12及び13によるアミノ酸配列をそれぞれ含む3つの重
鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）；並びに配列番号14、15及び16によるアミノ
酸配列をそれぞれ含む3つの軽鎖相補性決定領域（CDR1、CDR2、及びCDR3）を含む抗pSYK
抗体と前記試料とを接触させることを含む、構成99又は100記載の方法。
（構成１０２）
　前記検出が、免疫組織化学アッセイを含む、構成101記載の方法。
（構成１０３）
　前記免疫組織化学アッセイが、増幅工程を含む、構成102記載の方法。
（構成１０４）
　さらに、リン酸化B細胞リンカータンパク質（pBLNK）、リン酸化ブルトン型無ガンマグ
ロブリン血症チロシンキナーゼ（pBTK）及び全SYKからなる群から選択される1以上の分子
を検出することを含む、構成102記載の方法。
（構成１０５）
　さらに、CD34及びCD117からなる群から選択される1以上の分子を検出することを含む、
構成102記載の方法。
（構成１０６）
　前記癌患者が、急性骨髄性白血病（AML）、慢性リンパ性白血病（CLL）、末梢T細胞リ
ンパ腫（PTCL）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫（MCL）及びびまん性大細胞型B
細胞リンパ腫（DLBCL）からなる群から選択される腫瘍を有する、構成102記載の方法。
（構成１０７）
　前記SYK阻害剤が、縮合複素芳香族ピロリジノンを含む、構成102記載の方法。
（構成１０８）
　pSYKを含む腫瘍を有する患者の治療であって、該患者に治療有効量の縮合複素芳香族ピ
ロリジノンを投与する工程を含む治療に使用するための縮合複素芳香族ピロリジノン、そ
の医薬として許容し得る塩又は医薬組成物。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2017518737000001.app
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摘要(译)

本发明提供了结合pSYK的抗体​​分子，以及用SYK靶向治疗剂治疗的诊断，预后，用SYK靶向治疗剂治疗的患者的选择或SYK靶向
治疗剂的药效学概况的评估。 抗体分子。 [选择图]无
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