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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号２を含む重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号５を含む重鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｃ）配列番号８を含む重鎖可変領域ＣＤＲ３と、
　（ｄ）配列番号１１を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｅ）配列番号１４を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｆ）配列番号１７を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ３とを含む、
単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分。
【請求項２】
　フコース残基を欠く、請求項１記載の抗体。
【請求項３】
　請求項１に記載の抗体またはその抗原結合部分と、パートナー分子とを含み、前記パー
トナー分子が治療剤である、抗体パートナー分子コンジュゲート。
【請求項４】
　前記治療剤が以下の構造（ｊ）を有するサイトトキシンである、請求項３に記載の抗体
パートナー分子コンジュゲート：
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　式中、
　Ｘは、Ｏ、ＳおよびＮＲ２３から選択されるメンバーであり、Ｒ２３は、Ｈ、置換また
は非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、およびアシルから選択される
メンバーであり、
　Ｒ１は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、Ｃ（Ｏ）Ｒ８、またはＣＯ２Ｒ８

であり、Ｒ８は、ＮＲ９Ｒ１０およびＯＲ９から選択されたメンバーであり、Ｒ９および
Ｒ１０は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、および置換または非置換のヘテロアルキル
から独立に選択されたメンバーであり、
　Ｒ１’は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、またはＣ（Ｏ）Ｒ８であり、
　Ｒ２は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、または非置換ヘテロアルキルまた
はシアノまたはアルコキシであり、
　Ｒ２’は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、または非置換ヘテロアルキルで
あり、
　Ｒ３は、（＝Ｏ）、ＳＲ１１、ＮＨＲ１１およびＯＲ１１から選択されたメンバーを表
わし、Ｒ１１は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル
、一リン酸塩、二リン酸塩、三リン酸塩、スルホン酸塩、アシル、Ｃ（Ｏ）Ｒ１２Ｒ１３

、Ｃ（Ｏ）ＯＲ１２、Ｃ（Ｏ）ＮＲ１２Ｒ１３、Ｐ（Ｏ）（ＯＲ１２）２、Ｃ（Ｏ）ＣＨ
Ｒ１２Ｒ１３、ＳＲ１２、またはＳｉＲ１２Ｒ１３Ｒ１４であり、Ｒ１２、Ｒ１３、およ
びＲ１４は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、お
よび置換または非置換のアリールを独立に表わし、Ｒ１２およびＲ１３は、それらが結合
する窒素または炭素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のヘテロシクロア
ルキル環系を形成するように任意に結合され、任意に２つ以上のヘテロ原子を含み、
　Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非
置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、置換または非置換のヘテロシクロ
アルキル、ハロゲン、ＮＯ２、ＮＲ１５Ｒ１６、ＮＣ（Ｏ）Ｒ１５、ＯＣ（Ｏ）ＮＲ１５

Ｒ１６、ＯＣ（Ｏ）ＯＲ１５、Ｃ（Ｏ）Ｒ１５、ＳＲ１５、ＯＲ１５、ＣＲ１５＝ＮＲ１

６、およびＯ（ＣＨ２）ｎＮ（ＣＨ３）２から独立に選択されたメンバーであり、ｎは１
から２０の整数であり、あるいは、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’の隣接する組のどれ
かは、それらが結合する炭素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のシクロ
アルキルもしくはヘテロシクロアルキル環系を形成するように結合され、Ｒ１５およびＲ
１６は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、置換ま
たは非置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、置換または非置換のヘテロ
シクロアルキル、および置換または非置換のペプチジルを独立に表わし、Ｒ１５およびＲ
１６は、それらが結合する窒素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のヘテ
ロシクロアルキル環系を形成するように任意に結合され、任意に２つ以上のヘテロ原子を
含み、
Ｒ３、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５、またはＲ５’の一つは、リンカーを介してサイトトキシンを
抗体またはその抗体結合部分に連結する。
【請求項５】
　請求項１に記載の抗体またはその抗原結合部分をコードする、単離された核酸分子。
【請求項６】
　請求項１記載の抗体を含む、卵巣癌、膵臓癌、肺癌、中皮腫または頭頚部の癌を治療す
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るための医薬組成物。
【請求項７】
　請求項３記載の抗体パートナー分子コンジュゲートを含む、卵巣癌、膵臓癌、肺癌、中
皮腫または頭頚部の癌を治療するための医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の参照）
　本出願は、米国仮特許出願である、２００７年１０月１日出願の出願番号第６０／９７
６，６２６号、２００７年１１月３０日出願の出願番号第６０／９９１，６９２号および
２００８年７月１日出願の出願番号第６１／０７７，３９７号（その内容を参照により本
明細書に組み入れる）の米国特許法第１１９条（ｅ）の下の恩典を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　メソテリンは、腹膜、胸膜、および心膜腔の中皮内層（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌ　ｌｉ
ｎｉｎｇ）の細胞表面に存在する糖タンパク質である。メソテリンは、当初、ヒト膵臓癌
細胞株ＨＰＣ－Ｙ５から精製された。メソテリンは、巨核球増強能力を有することが示さ
れたので、巨核球増強因子（ＭＰＦ）と名付けられた（Ｙａｍａｇｕｃｈｉら，Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９４年，２６９，８０５－８０８（非特許文献１））。メソテリ
ンのｃＤＮＡは、ＨＰＣ－Ｙ５細胞株から調製されたライブラリーからクローニングされ
た（Ｋｏｊｉｍａら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９５年，２７０，２１９８４－２
１９９０（非特許文献２））。また、ｃＤＮＡは、中皮腫を認識するモノクローナル抗体
Ｋ１を用いてクローニングされた（ＣｈａｎｇおよびＰａｓｔａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，１９９６年，ＵＳＡ９３，１３６－４０（非特許文献３））。構
造的に、メソテリンは６０ｋＤａの前駆体ポリペプチドとして細胞表面に発現される。前
駆体ポリペプチドは、３１ｋＤａの脱落部分（ｓｈｅｄ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）（ＭＰＦ
に対応）および４０ｋＤａの膜結合部分に処理される（Ｈａｓｓａｎら，Ｃｌｉｎ．Ｃａ
ｎｃｅｒ．Ｒｅｓ．，２００４年，１０，３９３７－３９４２（非特許文献４））。
【０００３】
　メソテリンは、正常な中皮細胞で発現するのに加え、いくつかの型のヒト腫瘍にも過剰
発現する。ヒト腫瘍としては、全ての中皮腫、多くの卵巣癌、および膵臓癌、およびいく
つかの胃癌、肺癌および子宮内膜癌が挙げられる。例えば、メソテリンは、卵巣癌全体の
約７０％、乳頭漿液性腺癌の約８２％、膵臓腺癌全体の約８３％および膵管腺癌全体の約
８６％に発現する。
【０００４】
　メソテリン遺伝子を相同的組み換えによって破壊された変異マウスが作製されている（
Ｂｅｒａ，Ｔ．Ｋ．およびＰａｓｔａｎ，Ｉ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，２００
０年，２０，２９０２－２９０６（非特許文献５））。解剖学的異常、血液学的異常また
は生殖異常が検出されなかったことから、少なくとも変異マウスにおいて、メソテリンの
機能が成長または生殖にとって必須ではないことが示されている。
【０００５】
　メソテリンは、特に、以前に卵巣癌抗原として同定された腫瘍細胞の表面に存在するム
チン様糖タンパク質である、ＣＡ１２５（ＭＵＣ－１６としても知られている）と相互作
用する。さらに、ＣＡ１２５の膜結合メソテリンへの結合は異型の細胞接着を媒介し、Ｃ
Ａ１２５およびメソテリンは進行性の悪性度の卵巣腺癌において同時発現される（Ｒｕｍ
ｐ，Ａ．ら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２００４年，２７９，９１９０－９１９８（非
特許文献６））。腹膜の内側におけるメソテリンの発現は、卵巣癌の転移形成の優先的な
部位と相互に関連し、メソテリン－ＣＡ１２５結合は、卵巣腫瘍の腹膜転移を促進すると
考えられている（Ｇｕｂｂｅｌｓ，Ｊ．Ａ．ら，Ｍｏｌ．Ｃａｎｃｅｒ，２００６年，５
，５０（非特許文献７））。
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【０００６】
　以上のことから、メソテリンの活性を調節するためのさらなる因子が注目されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｙａｍａｇｕｃｈｉら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９４年，２６
９，８０５－８０８
【非特許文献２】Ｋｏｊｉｍａら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９５年，２７０，２
１９８４－２１９９０
【非特許文献３】ＣｈａｎｇおよびＰａｓｔａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．，１９９６年，ＵＳＡ９３，１３６－４０
【非特許文献４】Ｈａｓｓａｎら，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ．Ｒｅｓ．，２００４年，１
０，３９３７－３９４２
【非特許文献５】Ｂｅｒａ，Ｔ．Ｋ．およびＰａｓｔａｎ，Ｉ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂ
ｉｏｌ．，２０００年，２０，２９０２－２９０６
【非特許文献６】Ｒｕｍｐ，Ａ．ら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２００４年，２７９，
９１９０－９１９８
【非特許文献７】Ｇｕｂｂｅｌｓ，Ｊ．Ａ．ら，Ｍｏｌ．Ｃａｎｃｅｒ，２００６年，５
，５０
【発明の概要】
【０００８】
　本開示は、特定のヒトのものにおいて、特にメソテリンに結合し、ヒトメソテリンへの
高い結合親和性、メソテリン発現細胞による内在化、ＣＡ１２５に結合するメソテリンの
阻害および／または抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）の媒介などの望ましい特性を有する
、単離されたモノクローナル抗体を提供する。本発明の抗体は、例えば、メソテリンを検
出するため、または、メソテリン発現腫瘍細胞のようなメソテリン発現細胞の増殖を阻害
するために用いられてもよい。
【０００９】
　第１の態様では、本発明は、単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部
分に関し、上記抗体は、ヒトメソテリンに結合し、以下の特性：
（ａ）１×１０－８Ｍ以下のＫＤでヒトメソテリンに結合すること、
（ｂ）メソテリン発現細胞によって内在化されること、
（ｃ）卵巣癌抗原ＣＡ１２５へのメソテリンの結合を阻害すること、
（ｄ）メソテリン発現細胞に対して、ＡＤＣＣを示すこと、および
（ｅ）サイトトキシンに結合した場合、生体内でメソテリン発現細胞の増殖を阻害するこ
と、
のうちの少なくとも１つを示す。
【００１０】
　好ましくは、上記抗体は、特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの
少なくとも２つを示す。より好ましくは、上記抗体は、特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（
ｄ）および（ｅ）のうちの少なくとも３つを示す。より好ましくは、上記抗体は、特性（
ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの４つを示す。さらに、より好ましく
は、上記抗体は、特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの５つ全てを
示す。別の好ましい実施形態では、上記抗体は、５×１０－９Ｍ以下のＫＤでメソテリン
に結合する。また、別の好ましい実施形態では、上記抗体がサイトトキシンに結合した場
合、上記抗体は生体内においてメソテリン発現腫瘍細胞の増殖を阻害する。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分
に関し、上記抗体は、参照抗体によって認識されるヒトメソテリン上のエピトープへの結
合をクロス競合(cross-compete)し、上記参照抗体は、
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　（ａ）配列番号１９のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＶＨ）および配列番号２２の
アミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）、
　（ｂ）配列番号２０のアミノ酸配列を含むＶＨおよび配列番号２３のアミノ酸配列を含
むＶＬ、または
　（ｃ）配列番号２１のアミノ酸配列を含むＶＨおよび配列番号２４のアミノ酸配列を含
むＶＬを含む。
【００１２】
　上述した参照抗体は、参照抗体（ａ）、（ｂ）および（ｃ）としてそれぞれ以下で言及
される。
【００１３】
　好ましい実施形態では、上記参照抗体は、配列番号１９のアミノ酸配列を含むＶＨおよ
び配列番号２２のアミノ酸配列を含むＶＬを含む。別の好ましい実施形態では、上記参照
抗体は、配列番号２０のアミノ酸配列を含むＶＨおよび配列番号２３のアミノ酸配列を含
むＶＬを含む。また、別の好ましい実施形態では、上記参照抗体は、配列番号２１のアミ
ノ酸配列を含むＶＨおよび配列番号２４のアミノ酸配列を含むＶＬを含む。
【００１４】
　別の態様では、本発明は、ヒトＶＨ３－３３遺伝子もしくはヒトＶＨ３－７遺伝子の産
物であるか、またはそれらに由来するＶＨを含む、単離されたモノクローナル抗体または
その抗原結合部分に関し、上記抗体は、特にヒトメソテリンに結合する。別の態様では、
本発明は、ヒトＶＫＬ６遺伝子もしくはヒトＶＫＡ２７遺伝子の産物であるか、またはそ
れらに由来するＶＬを含む、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合部分に関
し、上記抗体は、特にヒトメソテリンに結合する。好ましい実施形態では、本発明は、
　（ａ）ヒトＶＨ３－３３遺伝子の産物であるか、またはそれに由来するＶＨおよびヒト
ＶＫＬ６遺伝子の産物であるか、またはそれに由来するＶＬ、あるいは
　（ｂ）ヒトＶＨ３－７遺伝子の産物であるか、またはそれに由来するＶＨおよびヒトＶ

ＫＡ２７遺伝子の産物であるか、またはそれに由来するＶＬを含む、単離されたモノクロ
ーナル抗体またはその抗原結合部分を提供し、上記抗体は、特にヒトメソテリンに結合す
る。
【００１５】
　特に好ましい抗体またはその抗原結合部分（実施形態Ａ）は、
　（ａ）配列番号１からなる重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号４からなる重鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｃ）配列番号７からなる重鎖可変領域ＣＤＲ３と、
　（ｄ）配列番号１０からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｅ）配列番号１３からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｆ）配列番号１６からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ３とを含む。
　別の特に好ましい抗体またはその抗原結合部分（実施形態Ｂ）は、
　（ａ）配列番号２からなる重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号５からなる重鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｃ）配列番号８からなる重鎖可変領域ＣＤＲ３と、
　（ｄ）配列番号１１からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｅ）配列番号１４からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｆ）配列番号１７からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ３とを含む。
　別の特に好ましい抗体またはその抗原結合部分（実施形態Ｃ）は、
　（ａ）配列番号３からなる重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号６からなる重鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｃ）配列番号９からなる重鎖可変領域ＣＤＲ３と、
　（ｄ）配列番号１２からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｅ）配列番号１５からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ２と、
　（ｆ）配列番号１８からなる軽鎖可変領域ＣＤＲ３とを含む。



(6) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

【００１６】
　別の態様では、本発明は、（ａ）配列番号１９～２１からなる群より選択されるアミノ
酸配列を含むＶＨと、（ｂ）配列番号２２～２４からなる群より選択されるアミノ酸配列
を含むＶＬを含む、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合部分に関し、上記
抗体は、特にヒトメソテリンに結合する。
【００１７】
　好ましい組合せは、（ａ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＶＨおよび（ｂ）配列番
号２２のアミノ酸配列を含むＶＬを含む。
【００１８】
　別の好ましい組合せは、（ａ）配列番号２０のアミノ酸配列を含むＶＨおよび（ｂ）配
列番号２３のアミノ酸配列を含むＶＬを含む。
【００１９】
　別の好ましい組合せは、（ａ）配列番号２１のアミノ酸配列を含むＶＨおよび（ｂ）配
列番号２４のアミノ酸配列を含むＶＬを含む。
【００２０】
　本開示の抗体は、例えば、ＩｇＧ１またはＩｇＧ４アイソタイプであってもよい。ある
いは、それらはＦａｂ、Ｆａｂ’またはＦａｂ’２フラグメントあるいは一本鎖抗体のよ
うな抗体フラグメントであってもよい。
【００２１】
　また、本開示は、パートナー分子に結合した本開示の抗体またはその抗原結合部分を含
む免疫複合体を提供する。特に好ましい実施形態では、本発明は、化合物サイトトキシン
Ａに結合した本開示の抗体またはその抗原結合部分を含む免疫複合体を提供する。このサ
イトトキシンＡは、以下で説明されるとともに、国際公開第２００８／０８３３１２号（
その内容を参照により本明細書に組み入れる）で取り上げられている。本発明は、本発明
の抗体に結合したサイトトキシンＡを含み、上記抗体が（ｉ）ヒトメソテリンのエピトー
プへの結合について参照抗体（ａ）、（ｂ）または（ｃ）とクロス競合し、（ｉｉ）実施
形態Ａに従い、（ｉｉｉ）実施形態Ｂに従うか、あるいは（ｉｖ）実施形態Ｃに従う、上
記の好ましい免疫複合体を提供する。特定のそのような抗体パートナー分子複合体は、メ
ソテリン発現細胞に内在化することが可能であり、ＡＤＣＣを媒介することが可能である
。
【００２２】
　第１の態様では、そのような抗体パートナー分子複合体は、化学的リンカーを介して結
合される。いくつかの実施形態では、そのリンカーは、ペプチジルリンカーであり、本明
細書では（Ｌ４）Ｐ－Ｆ－（Ｌ１）ｍとして示されている。他のリンカーとしては、ヒド
ラジンリンカーおよびジスルフィドリンカーが挙げられ、本明細書では、それぞれ（Ｌ４

）Ｐ－Ｈ－（Ｌ１）ｍまたは（Ｌ４）Ｐ－Ｊ－（Ｌ１）ｍとして示されている。上記パー
トナーに結合されるような上記リンカーに加えて、本発明はまた、実質的にいかなる分子
種への結合にも適した切断可能なリンカーアームを提供する。
【００２３】
　本開示はまた、本開示の抗体またはその抗原結合部分を含む二重特異性分子を提供し、
それらは、上記抗体またはその抗原結合部分と異なる結合特異性を有する第２の官能基に
結合する。
【００２４】
　本開示の抗体、またはその抗原結合部分、または免疫複合体または二重特異性分子と、
薬学的に許容可能な担体とを含む組成物も提供する。
【００２５】
　本開示の抗体またはその抗原結合部分をコードする核酸分子も、このような核酸を含む
発現ベクター、およびこのような発現ベクターを含む宿主細胞と同様に、本開示に包含さ
れる。このような発現ベクターを含む宿主細胞を用いて抗メソテリン抗体を調製するため
の方法もまた提供し、その方法は、（ｉ）宿主細胞で抗体を発現することと、（ｉｉ）宿
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主細胞から抗体を単離することとを含んでいてもよい。
【００２６】
　また、別の態様では、本発明は抗メソテリン抗体を調製するための方法に関する。その
方法は、
　（ａ）（ｉ）配列番号１～３からなる群より選択されるＣＤＲ１配列、配列番号４～６
からなる群より選択されるＣＤＲ２配列および／または配列番号７～９からなる群より選
択されるＣＤＲ３配列を含むＶＨ抗体配列、ならびに／あるいは（ｉｉ）配列番号１０～
１２からなる群より選択されるＣＤＲ１配列、配列番号１３～１５からなる群より選択さ
れるＣＤＲ２配列および／または配列番号１６～１８からなる群より選択されるＣＤＲ３
配列を含むＶＬ抗体配列を提供することと、
　（ｂ）ＶＨ抗体配列および／またはＶＬ抗体配列内の少なくとも１つのアミノ酸残基を
変化させて、少なくとも１つの変化させた抗体配列を作製することと、
　（ｃ）変化させた抗体配列をタンパク質として発現することとを含む。
【００２７】
　別の態様では、本発明は、メソテリン発現腫瘍細胞の増殖を阻害する方法に関し、その
方法は、腫瘍細胞と、本開示の抗体パートナー分子複合体とを接触させて、それにより、
腫瘍細胞の増殖を阻害することを含む。好ましくは、メソテリン発現腫瘍細胞は、中皮腫
細胞、膵腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、胃腫瘍細胞、肺腫瘍細胞または子宮内膜腫瘍細胞であ
る。また、他の実施形態では、メソテリン発現腫瘍細胞は、中皮腫、乳頭漿液性卵巣腺癌
（papillary serous ovarian adenocarcinoma）、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌(
mixed Mullerian ovarian carcinoma)、子宮内膜粘液性卵巣癌(endometroid mucinous ov
arian carcinoma)、膵臓腺癌、膵管腺癌(ductal pancreatic adenocarcinoma)、子宮漿液
性癌(uterine serous carcinoma)、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺癌、食道腺癌、結腸直腸腺
癌および乳腺癌からなる群より選択される癌由来である。
【００２８】
　別の態様では、本発明は、被験体の癌を処置する方法に関する。上記方法は、本開示の
抗体パートナー分子複合体を被験体に投与して、それにより、被験体の癌を処置すること
を含む。処置のための特に好ましい癌は、中皮腫、膵臓癌、卵巣癌、胃癌、肺癌および子
宮内膜癌である。また、他の実施形態では、処置される癌は、中皮腫、乳頭漿液性卵巣腺
癌、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌、子宮内膜粘液性卵巣癌、膵臓腺癌、膵管腺癌
、子宮内膜漿液性癌、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺癌、食道腺癌、結腸直腸腺癌および乳腺
癌からなる群より選択される。
[請求項1001]
　単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、ヒトメソテリン
に結合し、以下の特性：
（ａ）1×10－8Ｍ以下のＫＤでヒトメソテリンに結合すること、
（ｂ）メソテリン発現細胞によって内在化されること、
（ｃ）卵巣癌抗原ＣＡ125へのメソテリンの結合を阻害すること、
（ｄ）メソテリン発現細胞に対して、抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を示すこと、また
は
（ｅ）サイトトキシンに結合した場合、生体内でメソテリン発現細胞の増殖を阻害するこ
と、
のうちの少なくとも1つを示す、抗体。
[請求項1002]
　特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの少なくとも2つを示す、請
求項1001に記載の抗体。
[請求項1003]
　特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの少なくとも3つを示す、請
求項1001に記載の抗体。
[請求項1004]
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　特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの4つを示す、請求項1001に
記載の抗体。
[請求項1005]
　特性（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）のうちの5つ全てを示す、請求項100
1に記載の抗体。
[請求項1006]
　5×10－9Ｍ以下のＫＤでヒトメソテリンに結合する、請求項1001に記載の抗体。
[請求項1007]
　参照抗体によって認識されるヒトメソテリン上のエピトープに結合する、単離されたモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、
　ここで、該参照抗体が、
　（ａ）配列番号19のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号22のアミノ酸配列
を含む軽鎖可変領域、
　（ｂ）配列番号20のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号23のアミノ酸配列
を含む軽鎖可変領域、または
　（ｃ）配列番号21のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号24のアミノ酸配列
を含む軽鎖可変領域
を含む、単離されたモノクローナル抗体。
[請求項1008]
　前記参照抗体が、
配列番号19のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号22のアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域
を含む、請求項1007に記載の抗体。
[請求項1009]
　前記参照抗体が、
配列番号20のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号23のアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域
を含む、請求項1007に記載の抗体。
[請求項1010]
　前記参照抗体が、
配列番号21のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号24のアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域
を含む、請求項1007に記載の抗体。
[請求項1011]
　ヒトＶＨ3－33遺伝子もしくはヒトＶＨ3－7遺伝子の産物であるか、またはそれらに由
来する重鎖可変領域を含み、特異的にヒトメソテリンに結合する、単離されたモノクロー
ナル抗体またはその抗原結合部分。
[請求項1012]
　ヒトＶＫＬ6遺伝子もしくはヒトＶＫＡ27遺伝子の産物であるか、またはそれらに由来
する軽鎖可変領域を含み、特異的にヒトメソテリンに結合する、単離されたモノクローナ
ル抗体またはその抗原結合部分。
[請求項1013]
　（ａ）ヒトＶＨ3－33遺伝子の産物であるか、もしくはそれに由来する重鎖可変領域お
よびヒトＶＫＬ6遺伝子の産物であるか、もしくはそれに由来する軽鎖可変領域、または
　（ｂ）ヒトＶＨ3－7遺伝子の産物であるか、もしくはそれに由来する重鎖可変領域およ
びヒトＶＫＡ27遺伝子の産物であるか、もしくはそれに由来する軽鎖可変領域を含み、
　特異的にヒトメソテリンに結合する、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結
合部分。
[請求項1014]
　（ａ）配列番号1を含む重鎖可変領域ＣＤＲ1と、
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　（ｂ）配列番号4を含む重鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｃ）配列番号7を含む重鎖可変領域ＣＤＲ3と、
　（ｄ）配列番号10を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ1と、
　（ｅ）配列番号13を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｆ）配列番号16を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ3とを含む、請求項1001に記載の抗体。
[請求項1015]
　（ａ）配列番号2を含む重鎖可変領域ＣＤＲ1と、
　（ｂ）配列番号5を含む重鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｃ）配列番号8を含む重鎖可変領域ＣＤＲ3と、
　（ｄ）配列番号11を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ1と、
　（ｅ）配列番号14を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｆ）配列番号17を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ3とを含む、請求項1001に記載の抗体。
[請求項1016]
　（ａ）配列番号3を含む重鎖可変領域ＣＤＲ1と、
　（ｂ）配列番号6を含む重鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｃ）配列番号9を含む重鎖可変領域ＣＤＲ3と、
　（ｄ）配列番号12を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ1と、
　（ｅ）配列番号15を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ2と、
　（ｆ）配列番号18を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ3とを含む、請求項1001に記載の抗体。
[請求項1017]
　（ａ）配列番号19～21からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号22～24からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを
含み、
特異的にヒトメソテリンタンパク質に結合する、単離されたモノクローナル抗体またはそ
の抗原結合部分。
[請求項1018]
　（ａ）配列番号19のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号22のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを含む、請求項1017に記載の抗
体。
[請求項1019]
　（ａ）配列番号20のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号23のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを含む、請求項1017に記載の抗
体。
[請求項1020]
　（ａ）配列番号21のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号24のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを含む、請求項1017に記載の抗
体。
[請求項1021]
　請求項1001に記載の抗体またはその抗原結合部分と、薬学的に許容される担体とを含む
、組成物。
[請求項1022]
　請求項1001に記載の抗体またはその抗原結合部分と、パートナー分子とを含み、前記パ
ートナー分子が治療剤である、抗体パートナー分子コンジュゲート。
[請求項1023]
　請求項1022に記載の抗体パートナー分子コンジュゲートと、薬学的に許容される担体と
を含む、組成物。
[請求項1024]
　前記治療剤がサイトトキシンである、請求項1022に記載の抗体パートナー分子コンジュ
ゲート。
[請求項1025]
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　請求項1024に記載の抗体パートナー分子コンジュゲートと、薬学的に許容される担体と
を含む、組成物。
[請求項1026]
　前記治療剤が、放射性同位体である、請求項1022に記載の抗体パートナー分子コンジュ
ゲート。
[請求項1027]
　請求項1026に記載の抗体パートナー分子コンジュゲートと、薬学的に許容される担体と
を含む、組成物。
[請求項1028]
　請求項1001に記載の抗体またはその抗原結合部分をコードする、単離された核酸分子。
[請求項1029]
　請求項1028に記載の核酸分子を含む発現ベクター。
[請求項1030]
　請求項1029に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
[請求項1031]
　請求項1030に記載の宿主細胞において前記抗体を発現する工程と、前記宿主細胞から前
記抗体を単離する工程とを含む、抗メソテリン抗体を調製するための方法。
[請求項1032]
　メソテリン発現腫瘍細胞と、請求項1001に記載の抗体とを接触させて、それにより、メ
ソテリン腫瘍細胞の増殖を阻害する工程を含む、メソテリン発現腫瘍細胞の増殖を阻害す
る方法。
[請求項1033]
　メソテリン発現腫瘍細胞と、請求項1022に記載の抗体パートナー分子コンジュゲートと
を接触させて、それにより、メソテリン腫瘍細胞の増殖を阻害する工程を含む、メソテリ
ン発現腫瘍細胞の増殖を阻害する方法。
[請求項1034]
　前記治療剤はサイトトキシンである、請求項1033に記載の方法。
[請求項1035]
　前記メソテリン発現腫瘍細胞が、中皮腫細胞、膵臓腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、胃腫瘍細
胞、肺腫瘍細胞または子宮内膜腫瘍細胞である、請求項1032に記載の方法。
[請求項1036]
　前記メソテリン発現腫瘍細胞が、中皮腫、乳頭漿液性卵巣腺癌（papillary serous ova
rian adenocarcinoma）、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌(mixed Mullerian ovaria
n carcinoma)、子宮内膜粘液性卵巣癌(endometroid mucinous ovarian carcinoma)、膵臓
腺癌、膵管腺癌(ductal pancreatic adenocarcinoma)、子宮漿液性癌(uterine serous ca
rcinoma)、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺癌、食道腺癌、結腸直腸腺癌および乳腺癌からなる
群より選択される癌由来である、請求項1032に記載の方法。
[請求項1037]
　被験体に請求項1001に記載の抗体を投与し、それにより、前記被験体において癌を処置
することを含む、被験体の癌を処置する方法。
[請求項1038]
　被験体に請求項1022に記載の抗体パートナー分子を投与し、それにより、前記被験体に
おいて癌を処置することを含む、被験体の癌を処置する方法。
[請求項1039]
　前記治療剤がサイトトキシンである、請求項1038に記載の方法。
[請求項1040]
　前記癌が中皮腫、膵臓癌、卵巣癌、胃癌、肺癌または子宮内膜癌である、請求項1037に
記載の方法。
[請求項1041]
　前記癌が、中皮腫、乳頭漿液性卵巣腺癌、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌、子宮
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内膜膜粘液性卵巣癌、膵臓腺癌、膵管腺癌、子宮漿液性癌、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺癌
、食道腺癌、結腸直腸腺癌および乳腺癌からなる群より選択される、請求項1037に記載の
方法。
[請求項1042]
　（ａ）（ｉ）配列番号1～3からなる群より選択されるＣＤＲ1配列、配列番号4～6から
なる群より選択されるＣＤＲ2配列および／もしくは配列番号7～9からなる群より選択さ
れるＣＤＲ3配列を含む重鎖可変領域抗体配列、ならびに／または（ｉｉ）配列番号10～1
2からなる群より選択されるＣＤＲ1配列、配列番号13～15からなる群より選択されるＣＤ
Ｒ2配列および／もしくは配列番号16～18からなる群より選択されるＣＤＲ3配列を含む軽
鎖可変領域抗体配列を調製する工程と、
　（ｂ）前記重鎖可変領域抗体配列および／または前記軽鎖可変領域抗体配列内の少なく
とも1つのアミノ酸残基を変化させて、少なくとも1つの変化させた抗体配列を作製する工
程と、
　（ｃ）前記変化させた抗体配列をタンパク質として発現する工程と、
を含む抗メソテリン抗体を調製するための方法。
[請求項1043]
　パートナー分子に結合した請求項1001に記載の抗体を含み、該パートナー分子が化学的
リンカーによって該抗体に結合する、抗体パートナー分子コンジュゲート。
[請求項1044]
　前記化学的リンカーが、ペプチジルリンカー、ヒドラジンリンカーおよびジスルフィド
リンカーからなる群より選択される、請求項1045に記載の抗体パートナー分子コンジュゲ
ート。
[請求項1045]
　フコース残基を欠く、単離された抗メソテリン抗体。
[請求項1046]
　細胞表面メソテリンを発現する細胞の抗体依存性細胞毒性を強める、請求項1045に記載
の抗体。
[請求項1047]
　前記細胞の抗体依存性細胞毒性を誘導するのに十分な条件下で、メソテリン発現細胞と
、請求項1046に記載の抗体とを接触させる工程を含む、メソテリン発現細胞の増殖を阻害
する方法。
[請求項1048]
　前記細胞が腫瘍細胞である、請求項1047に記載の方法。
[請求項1049]
　前記抗メソテリン抗体がヒト抗体である、請求項1047に記載の方法。
[請求項1050]
　被験体におけるメソテリンを発現する腫瘍細胞の増殖を阻害するのに有効な量で前記被
験体に脱フコシル化（defucosylated）抗メソテリン抗体を投与する工程を含む、被験体
におけるメソテリンを発現する腫瘍細胞の増殖を阻害する方法。
[請求項1051]
　前記抗メソテリン抗体がヒト抗体である、請求項1050に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１Ａ】図１Ａは、３Ｃ１０ヒトモノクローナル抗体のＶＨのヌクレオチド配列（配列
番号２５）およびアミノ酸配列（配列番号１９）を示す。ＣＤＲ１（配列番号１）、ＣＤ
Ｒ２（配列番号４）およびＣＤＲ３（配列番号７）領域には線が引かれている。
【図１Ｂ】図１Ｂは、３Ｃ１０ヒトモノクローナル抗体のＶＬのヌクレオチド配列（配列
番号２８）およびアミノ酸配列（配列番号２２）を示す。ＣＤＲ１（配列番号１０）、Ｃ
ＤＲ２（配列番号１３）およびＣＤＲ３（配列番号１６）領域には線が引かれている。
【図２Ａ】図２Ａは、６Ａ４ヒトモノクローナル抗体のＶＨのヌクレオチド配列（配列番
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号２６）およびアミノ酸配列（配列番号２０）を示す。ＣＤＲ１（配列番号２）、ＣＤＲ
２（配列番号５）およびＣＤＲ３（配列番号８）領域には線が引かれている。
【図２Ｂ】図２Ｂは、６Ａ４ヒトモノクローナル抗体のＶＬのヌクレオチド配列（配列番
号２９）およびアミノ酸配列（配列番号２３）を示す。ＣＤＲ１（配列番号１１）、ＣＤ
Ｒ２（配列番号１４）およびＣＤＲ３（配列番号１７）領域には線が引かれている。
【図３Ａ】図３Ａは、７Ｂ１ヒトモノクローナル抗体のＶＨのヌクレオチド配列（配列番
号２７）およびアミノ酸配列（配列番号２１）を示す。ＣＤＲ１（配列番号３）、ＣＤＲ
２（配列番号６）およびＣＤＲ３（配列番号９）領域には線が引かれている。
【図３Ｂ】図３Ｂは、７Ｂ１ヒトモノクローナル抗体のＶＬのヌクレオチド配列（配列番
号３０）およびアミノ酸配列（配列番号２４）を示す。ＣＤＲ１（配列番号１２）、ＣＤ
Ｒ２（配列番号１５）およびＣＤＲ３（配列番号１８）領域には線が引かれている。
【図４】図４は、ヒト生殖細胞系列ＶＨ３－３３アミノ酸配列（配列番号３１）と、３Ｃ
１０（配列番号１９）および６Ａ４（配列番号２０）のＶＨのアミノ酸配列とのアライメ
ントを示す。
【図５】図５は、ヒト生殖細胞系列ＶＫＬ６アミノ酸配列（配列番号３３）と、３Ｃ１０
（配列番号２２）および６Ａ４（配列番号２３）のＶＬのアミノ酸配列とのアライメント
を示す。
【図６】図６は、ヒト生殖細胞系列ＶＨ３－７アミノ酸配列（配列番号３２）と、７Ｂ１
（配列番号２１）のＶＨのアミノ酸配列とのアライメントを示す。
【図７】図７は、ヒト生殖細胞系列ＶＫＡ２７アミノ酸配列（配列番号３４）と、７Ｂ１
（配列番号２４）のＶＬのアミノ酸配列とのアライメントを示す。
【図８】図８は、ＯＶＣＡＲ３卵巣癌細胞接着アッセイの結果を示す。
【図９Ａ】図９Ａは、ＮＣＩ－Ｈ２２６（肺中皮腫）異種移植マウスモデルを用いた生体
内の研究結果を示す。
【図９Ｂ】図９Ｂは、ＮＣＩ－Ｈ２２６（肺中皮腫）異種移植マウスモデルを用いた生体
内の研究結果を示す。
【図１０Ａ】図１０Ａは、ＨＰＡＣ（ヒト膵臓癌）異種移植マウスモデルを用いた生体内
の研究結果を示す。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、ＨＰＡＣ（ヒト膵臓癌）異種移植マウスモデルを用いた生体内
の研究結果を示す。
【図１１】図１１は、卵巣癌マウス異種移植モデルにおいて、卵巣癌腫瘍体積が本発明の
免疫複合体により減少したことを示すグラフである。
【図１２Ａ】図１２Ａは、本発明の脱フコシル化（defucosylated）抗体による卵巣癌細
胞（ＯＶＣＡＲ３細胞）のＡＤＣＣを示す。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、本発明の脱フコシル化抗体によるＮＳＣＬＣ細胞（Ｈ２２６細
胞）のＡＤＣＣを示す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　本開示は、単離されたモノクローナル抗体に関するものであり、特にヒトモノクローナ
ル抗体であって、ヒトメソテリンに結合し、望ましい特性を有するものに関する。特定の
実施形態では、本開示の抗体は、特に重鎖、および軽鎖の生殖細胞系列の配列に由来し、
および／または、特定のアミノ酸配列を構成するＣＤＲ領域の様な特定の構造的特徴を包
含する。本開示は、単離された抗体、そのような抗体を生成する方法、抗体パートナー分
子複合体、およびそのような抗体を含む二重特異性分子、ならびにそのような抗体、抗体
パートナー分子複合体または二重特異性分子を含む医薬組成物を提供する。また、相同抗
体（homologous antibody）、保存された修飾を有する抗体、遺伝子操作および修飾され
た抗体、抗体フラグメント、ならびに抗体模倣物、さらに以下に記載される各々などの変
異体または代替物も提供される。また、本開示は、メソテリンタンパク質を検出すること
などの抗体を使用する方法、および本発明の抗メソテリン抗体を使用して、腫瘍細胞など
のメソテリン発現細胞の増殖を阻害する方法に関する。従って、本開示は、本開示の抗メ
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ソテリン抗体を使用して、例えば卵巣癌、膵臓癌、胃癌、肺癌、子宮内膜癌、および中皮
腫などの種々のタイプの癌を処置する方法もまた提供する。好ましくは、その抗体、複合
体、二重特異性分子、代替物、または改変体は、ヒトメソテリンへの結合、メソテリン発
現細胞による内在化、メソテリンのＣＡ１２５への結合の阻害、メソテリン発現細胞に対
するＡＤＣＣの媒介、生体内でのメソテリン発現腫瘍細胞の増殖の阻害、のこれらの特性
のうちの１つ以上を示す。抗体は、（好ましくは）ヒト抗体、ヒト化抗体、また、キメラ
抗体でもよい。
【００３１】
　本開示をより理解できるようにするために、所定の語句が最初に定義される。追加的な
定義は、その詳細な説明全体にわたって記載される。
【００３２】
　「メソテリン」の語は、変異体、アイソフォーム、ホモログ、オルソログ、およびパラ
ログを含んでいる。例えば、ヒトメソテリンタンパク質に対する抗体特異性は、特定の場
合において、ヒト以外の種からのメソテリンタンパク質と交差反応し得る。他の実施形態
では、その抗体は、ヒトメソテリンタンパク質に対して完全に特異性であり得、種または
他のタイプの交差反応性を示さないか、あるいは、特定の他の種からのメソテリンと交差
反応し得るが、全ての他の種とするわけではない（例えば、霊長類のメソテリンとの交差
反応はあるが、マウスのメソテリンとはない）。「ヒトメソテリン」の語は、ジェンバン
クのアクセッション番号ＮＰ＿００５８１４を有するヒトメソテリンの完全なアミノ酸配
列の様な、ヒト配列のメソテリンを指す。「マウスメソテリン」の語は、ジェンバンクの
アクセッション番号ＮＰ＿０６１３４５を有するマウスメソテリンの完全なアミノ酸配列
の様な、マウス配列のメソテリンを指す。メソテリンのＮ末端部分は、巨核球増強因子（
ＭＰＦ）としても知られている。このヒトメソテリンの配列は、例えば、保存された変異
または保存されていない領域の変異を有することにより、ジェンバンクのアクセッション
番号ＮＰ＿００５８１４のヒトメソテリンとは異なり得、メソテリンは実質的には、ＣＡ
１２５と結合する様な、ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿００５８１４のヒトメ
ソテリンと同じ生物学的な機能を有している。
【００３３】
　特定のヒトメソテリン配列は、一般的には、ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿
００５８１４のヒトメソテリンに対してアミノ酸配列において少なくとも９０％同一であ
り、他の種（例えば、マウス）のメソテリンのアミノ酸配列と比較した場合、ヒトである
場合のアミノ酸配列を特定するアミノ酸残基を含んでいる。特定の場合において、ヒトメ
ソテリンは、ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿００５８１４のメソテリンに対し
てアミノ酸配列において少なくとも９５％、またはさらに少なくとも９６％、９７％、９
８％、もしくは９９％同一であり得る。特定の実施形態では、ヒトメソテリンの配列は、
ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿００５８１４のメソテリンの配列と１０以下の
アミノ酸の相違を示す。特定の実施形態では、そのヒトメソテリンの配列は、ジェンバン
クのアクセッション番号ＮＰ＿００５８１４のメソテリンの配列と５以下、またはさらに
４、３、２、１以下のアミノ酸の相違を示してもよい。割合の特定は本明細書に記載され
るように決定できる。
【００３４】
　「ＣＡ１２５」の語は、ＭＵＣ－１６としても知られている、卵巣癌の抗原、または卵
巣癌腫瘍マーカーを指す。「ヒトＣＡ１２５」の語は、ジェンバンクのアクセッション番
号ＮＰ＿０７８９６６を有するヒトＣＡ１２５の完全アミノ酸配列の様な、ヒト配列のＣ
Ａ１２５を指す。ヒトＣＡ１２５の配列は、例えば、保存された変異または保存されてい
ない領域の変異を有することによってジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿０７８９
６６のヒトＣＡ１２５とは異なり得る。特定のヒトＣＡ１２５の配列は、一般的には、ジ
ェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿０７８９６６のヒトＣＡ１２５に対してアミノ酸
配列において少なくとも９０％同一であり、他の種（例えば、マウス）のＣＡ１２５のア
ミノ酸配列と比較した場合、ヒトである場合のアミノ酸配列を特定するアミノ酸残基を含
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んでいる。特定の場合において、ヒトＣＡ１２５は、ジェンバンクのアクセッション番号
ＮＰ＿０７８９６６のＣＡ１２５に対してアミノ酸配列において少なくとも９５％、また
はさらに少なくとも９６％、９７％、９８％もしくは９９％同一であり得る。特定の実施
形態では、ヒトＣＡ１２５の配列は、ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿０７８９
６６のＣＡ１２５の配列とは１０以下のアミノ酸の相違を示す。特定の実施形態では、ヒ
トＣＡ１２５は、ジェンバンクのアクセッション番号ＮＰ＿０７８９６６のＣＡ１２５の
配列とは５以下、またはさらに４、３、２、もしくは１以下のアミノ酸の相違を示しても
よい。割合の特定は本明細書に記載されるように決定できる。
【００３５】
　「免疫反応」の語は、例えばリンパ球、抗原提示細胞、食細胞、顆粒球、および上記細
胞や肝臓で生成される可溶性巨大分子（抗体、サイトカイン、および補体を含む）の作用
であって、侵入する病原体、病原体に感染した細胞または組織、癌細胞、または自己免疫
もしくは病的炎症の場合には正常なヒト細胞もしくは組織に対して選択的に損傷を与える
こと、それらを破壊すること、またはそれらをヒトの身体から除去することを生じること
を指す。
【００３６】
　「シグナル伝達経路」は、細胞のある部分から細胞の別の部分へのシグナル伝達の役割
を担う、種々のシグナル伝達分子間の生化学的関係を指す。「細胞表面レセプター」の語
は、シグナルを受信し、細胞の原形質膜を介してシグナルを伝達させることが可能な分子
および分子の複合体を含む。「細胞表面レセプター」の例は、ヒトメソテリンである。
【００３７】
　「抗体」の語は、全抗体、および、任意の抗原結合フラグメント（「抗原結合部分」）
またはその一本鎖を指す。「抗体」は、ジスフィルド結合による少なくとも２つの重（Ｈ
）鎖および２つの軽（Ｌ）鎖間の結合を含む糖タンパク質、またはその抗原結合部分を指
す。各々の重鎖は、重鎖の可変領域（本明細書中で、ＶＨとして短縮される）および重鎖
の定常領域から構成される。重鎖の定常領域は、３つの領域ＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ

３から構成される。各々の軽鎖は、軽鎖の可変領域（本明細書中で、ＶＬとして短縮され
る）および軽鎖の定常領域から構成される。軽鎖の定常領域は、１つの領域ＣＬから構成
される。ＶＨおよびＶＬは、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変性の領域に更に
細かく分けることができ、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれるより保存される領域に
散在され得る。ＶＨおよびＶＬの各々は、３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから成り、アミ
ノ末端からカルボキシ末端まで、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
３、ＦＲ４の順に配列される。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合領
域を含んでいる。抗体の定常領域は、免疫系の種々の細胞（例えばエフェクタ細胞）およ
び古典的な補体系の第１成分（Ｃｌｑ）を含む、宿主組織または因子との免疫グロブリン
の結合を媒介し得る。
【００３８】
　本明細書で使用する場合、「抗体フラグメント」、および抗体の「抗原結合部分」（ま
たは単に「抗体部分」）の語は、特異的に抗原（例えばメソテリン）と結合する能力を保
有する抗体の１つまたはそれ以上のフラグメントを指す。抗体の抗原結合の機能は、完全
長の抗体のフラグメントによって達成され得ることが示されている。抗体の「抗原結合部
分」の語で包含される結合フラグメントの例としては、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、ＶＬ

、ＶＨ、ＣＬ、およびＣＨ１領域から成る一価のフラグメント、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２

フラグメント、ヒンジ領域でのジスルフィド結合により連結される２つのＦａｂフラグメ
ントで構成される二価のフラグメント、（ｉｉｉ）Ｆａｂ’フラグメント、本質的にはヒ
ンジ領域の部分を有するＦａｂ（ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ　Ｐａ
ｕｌ　ｅｄ．，第３版，１９９３を参照）、（ｉｖ）ＶＨおよびＣＨ１領域から成るＦｄ
フラグメント、（ｖ）抗体の単一アームのＶＬおよびＶＨ領域から成るＦｖフラグメント
、（ｖｉ）ＶＨ領域から成るｄＡｂフラグメント（Ｗａｒｄら，（１９８９）Ｎａｔｕｒ
ｅ　３４１：５４４－５４６）、（ｖｉｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、およ
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び（ｖｉｉｉ）ナノボディ、単一可変領域および２つの定常領域を含む重鎖可変領域、が
挙げられる。更に、Ｆｖフラグメントの２つの領域、ＶＬ、およびＶＨは、別の遺伝子に
よってコードされるが、それらを、一価の分子を形成するためのＶＬおよびＶＨ領域対で
ある単一のタンパク質鎖（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として公知である；例えば、Ｂｉｒｄ
ら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およびＨｕｓｔｏｎら（１９
８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３を参
照）として作製できる合成リンカーによって、組み換え法を用いて結合され得る。その様
な一本鎖の抗体もまた、抗体の「抗原結合部分」の語に含まれることが意図される。これ
らの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来の技術を使用して得られ、そのフラグメン
トは、インタクトな抗体として同様の手法での利用のためにスクリーニングされる。
【００３９】
　「単離された抗体」は、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含んでいない（
例えば、メソテリンと特異的に結合する単離された抗体が、他の抗原と特異的に結合する
抗体を実質的に含んでいない）抗体を指す。しかしながら、メソテリンと特異的に結合す
る単離された抗体は、他の種からのメソテリン分子の様な他の抗原との交差反応性を有し
得る。更に、単離された抗体は、他の細胞物質、および／または化学物質を実質的に含ま
なくてもよい。
【００４０】
　「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」の語は、単一の分子組成
物の抗体分子の調製物を指す。モノクローナル抗体組成物は、特定のエピトープに対する
単一の結合特異性、および親和性を示す。
【００４１】
　「ヒト抗体」の語は、フレームワークおよびＣＤＲ領域の両方がヒト生殖細胞系列の免
疫グロブリン配列に由来する、可変領域を有する抗体を指す。更に、その抗体が定常領域
を含んでいる場合、その定常領域もまた、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列に由来
する。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列によりコードされな
いアミノ酸残基（例えば、体外でのランダムまたは部位特異的突然変異、あるいは、体内
での体細胞変異により誘導される変異）を含み得る。しかしながら、「ヒト抗体」は、マ
ウスの様な別の哺乳動物種の生殖細胞系列に由来するＣＤＲ配列が、ヒトのフレームワー
ク配列上に移植されている抗体を含むことを意図するわけではない。
【００４２】
　「ヒトモノクローナル抗体」の語は、フレームワークおよびＣＤＲ領域の両方がヒト生
殖細胞系列の免疫グロブリン配列に由来する可変領域を有する単一の結合特異性を示す抗
体を指す。ある実施形態においては、ヒトモノクローナル抗体は、例えばトランスジェニ
ックマウスのようなトランスジェニック非ヒト動物由来で、不死化細胞に融合したヒトの
重鎖トランス遺伝子および軽鎖トランス遺伝子を含むゲノムを有しているＢ細胞を含むハ
イブリドーマにより生成される。
【００４３】
　本明細書に使用される場合、「組み換えヒト抗体」の語は、組み換え法により、調製、
発現、作製、または単離される全てのヒト抗体を含み、例えば、（ａ）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またはトランスクロモソーマルである動物（例えば
マウス）、あるいは、それらから調製されるハイブリドーマ（以下にさらに記載される）
から単離された抗体、（ｂ）ヒト抗体を発現させるように形質転換された宿主細胞、例え
ば、トランスフェクトーマから単離された抗体、（ｃ）組み換え型複合ヒト抗体ライブラ
リーから単離された抗体、および（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子配列を他のＤＮＡ配列
にスプライシングすることを含む任意の他の手段によって調製、発現、作製、または単離
された抗体である。その様な組み換えヒト抗体は、フレームワークおよびＣＤＲ領域がヒ
ト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列に由来する可変領域を有する。しかし、特定の実施
形態では、その様な組み換えヒト抗体に、体外の変異誘発（または、ヒトＩｇ配列に関し
てトランスジェニックである動物を用いる場合には、体内の体細胞変異誘発）を供するこ
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とができ、このように、組み換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖
細胞系列ＶＨおよびＶＬ配列に由来して関連するが、体内でヒト抗体生殖細胞系列レパー
トリー内には天然で存在しない可能性がある配列となる。
【００４４】
　「アイソタイプ」の語は、重鎖の定常領域の遺伝子によりコードされる抗体クラス（例
えば、ＩｇＭまたはＩｇＧ１）を指す。
【００４５】
　「抗原を認識する抗体」および「抗原に対して特異的な抗体」の語は、「抗原と特異的
に結合する抗体」と互換的に用いられる。
【００４６】
　「ヒト抗体の誘導体」の語は、例えば抗体と他の物質または抗体との複合体などの、ヒ
ト抗体の任意の改変された形態を指す。
【００４７】
　「ヒト化抗体」の語は、マウスのような別の哺乳動物細胞種の生殖細胞系列に由来する
ＣＤＲ配列が、ヒトのフレームワーク配列上に移植されている抗体を指す。さらなるフレ
ームワーク領域の改変が、ヒトのフレームワーク配列内でなされてもよい。
【００４８】
　「キメラ抗体」の語は、可変領域配列がマウス抗体に由来し、定常領域配列がヒト抗体
に由来する抗体の様な、可変領域配列がある種に由来し、定常領域配列がその他の種に由
来する抗体を指す。
【００４９】
　「抗体模倣物」の語は、抗体の抗原への結合能力を模擬できる分子を指すが、天然の抗
体構造に限定されない。このような抗体模倣物の例としては、アフィボディ（Ａｆｆｉｂ
ｏｄｙ）、ＤＡＲＰｉｎｓ、アンチカリン（Ａｎｔｉｃａｌｉｎ）、アビマー（Ａｖｉｍ
ｅｒ）、およびヴァーサボディ（Ｖｅｒｓａｂｏｄｙ）が挙げられるが、これらに限定さ
れず、これらの全ては以下にさらに記載される。
【００５０】
　「パートナー分子」の語は、抗体パートナー分子複合体における抗体に結合される構成
要素を指す。パートナー分子の例としては、薬物、毒素、マーカー分子、タンパク質、お
よび治療剤が挙げられる。
【００５１】
　本明細書で用いられる場合、「ヒトメソテリンに特異的に結合する」抗体は、１×１０
－７Ｍ以下、より好ましくは５×１０－８Ｍ以下、より好ましくは３×１０－８Ｍ以下、
より好ましくは１×１０－８Ｍ以下、さらにより好ましくは５×１０－９Ｍ以下のＫＤで
ヒトメソテリンに結合する抗体を指すことを意図する。
【００５２】
　本明細書で用いられる場合、タンパク質または細胞に「実質的には結合しない」との語
は、タンパク質または細胞に対して結合しないか、または、高い親和性で結合しないこと
を意味し、すなわち、１×１０－６Ｍ以上、より好ましくは１×１０－５Ｍ以上、より好
ましくは１×１０－４Ｍ以上、より好ましくは１×１０－３Ｍ以上、さらにより好ましく
は１×１０－２Ｍ以上のＫＤでタンパク質または細胞に結合することを意味する。
【００５３】
　本明細書で用いられる場合、「Ｋａｓｓｏｃ」、または「Ｋａ」の語は、特定の抗体－
抗原相互作用の会合速度を指し、一方、「Ｋｄｉｓ」、または「Ｋｄ」の語は、特定の抗
体－抗原相互作用の解離速度を指すことを意図している。本明細書で用いられる場合、「
ＫＤ」の語は、解離定数を指し、それは、Ｋａに対するＫｄの比（すなわちＫｄ／Ｋａ）
から得られ、モル濃度（Ｍ）として表される。抗体についてのＫＤの値は、当該分野で十
分に確立されている方法を用いて決定され得る。抗体のＫＤを決定するための好ましい方
法は、表面プラズモン共鳴、好ましくはＢｉａｃｏｒｅ（登録商標）システムのようなバ
イオセンサーシステムを用いることによるものである。
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【００５４】
　ＩｇＧ抗体に対する「高い親和性」の語は、標的抗原に対して１×１０－７Ｍ以下、よ
り好ましくは、５×１０－８Ｍ以下、さらにより好ましくは１×１０－８Ｍ以下、さらに
より好ましくは５×１０－９Ｍ以下、およびより好ましくは１×１０－９Ｍ以下のＫＤを
有する抗体を指す。しかし、「高い親和性」の結合は、他の抗体のアイソタイプに対して
変化し得る。例えば、ＩｇＭアイソタイプに対する「高い親和性」の結合は、１０－６Ｍ
以下、より好ましくは、１０－７Ｍ以下、さらにより好ましくは１０－８Ｍ以下のＫＤを
有する抗体を指す。
【００５５】
　「被験体」の語は、任意のヒト、または非ヒト動物を含む。「非ヒト動物」の語は、全
ての脊椎動物を含み、例えば、非ヒトの霊長類、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ニワ
トリ、両生類、爬虫類などの、哺乳動物および非哺乳動物を含む。
【００５６】
　「アルキル」の語は、単独で、またはその他の置換基の一部として、特に指定のない限
り、直鎖もしくは分枝鎖、または環状炭化水素ラジカル、あるいはこれらの組み合わせを
意味し、それらは、完全に飽和されてもよく、一価もしくは多価不飽和であってもよく、
指定される炭素原子の数を有する二価および多価のラジカルを含んでもよい（すなわち、
Ｃ１－Ｃ１０は１から１０の炭素を意味する）。飽和炭化水素ラジカルの例としては、メ
チル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｔ－ブチル、イソブチル、ｓ
ｅｃ－ブチル、シクロヘキシル、（シクロヘキシル）メチル、シクロプロピルメチル、例
えばｎ－ペンチル、ｎ－ヘキシル、ｎ－ヘプチル、ｎ－オクチルなどのホモログ、および
アイソマーなどの基が挙げられるが、これらに限定されない。不飽和アルキル基は、１つ
またはそれ以上の二重結合または三重結合を有するものである。不飽和アルキル基の例と
しては、ビニル、２－プロペニル、クロチル、２－イソペンテニル、２－（ブタジエニル
）、２，４－ペンタジエニル、３－（１，４－ペンタジエニル）、エチニル、１－および
３－プロピニル、３－ブチニル、およびそれより大きいホモログおよびアイソマーが挙げ
られるが、これらに限定されない。「アルキル」の語は、特に指定されない限り、「ヘテ
ロアルキル」の様な、以下により詳細に定義されるアルキルのそれらの誘導体も含むこと
を意味する。アルキル基は、炭化水素基に限定され、それらは「ホモアルキル」と称され
る。
【００５７】
　「アルキレン」の語は、単独で、またはその他の置換基の一部として、限定されないが
、－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２－によって例示されるようにアルカンに由来する二価のラ
ジカルを意味し、更に「ヘテロアルキレン」として以下に記載されるそれらの基を含む。
典型的には、アルキル（またはアルキレン）基は、１から２４の炭素原子を有しており、
１０またはより少ない炭素原子を持つそれらの基が本発明においては好ましい。「低級ア
ルキル」または「低級アルキレン」は、より短い鎖のアルキルまたはアルキレン基であり
、一般的には８またはより少ない炭素原子を有している。
【００５８】
　「ヘテロアルキル」の語は、単独で、またはその他の語と組み合わせて、特に指定のな
い限り、安定な直鎖または分枝鎖、または、環状炭化水素ラジカル、あるいはそれらの組
み合わせを意味し、それらは、指定された炭素原子の数ならびにＯ、Ｎ、Ｓｉ、およびＳ
から選択される少なくとも１つのヘテロ原子から成り、窒素、炭素、および硫黄原子は、
任意に酸化されてもよく、窒素のヘテロ原子は、任意に四級化されてもよい。ヘテロ原子
（複数も含む）のＯ、Ｎ、Ｓ、およびＳｉは、ヘテロアルキル基の任意の内部の位置、ま
たは、アルキル基が分子の残りに結合される位置に配置されてもよい。例としては、－Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＯＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２ＮＨＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２Ｎ（ＣＨ３）２、－Ｃ
Ｈ２ＳＣＨ２ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２Ｓ（Ｏ）ＣＨ３、－ＣＨ２ＣＨ２Ｓ（Ｏ）２ＣＨ３

、－ＣＨ＝ＣＨＯＣＨ３、－Ｓｉ（ＣＨ３）３、－ＣＨ２ＣＨ＝ＮＯＣＨ３および－ＣＨ
＝ＣＨＮ（ＣＨ３）２が挙げられるが、これらに限定されない。２つまでのヘテロ原子が
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、例えば－ＣＨ２ＮＨＯＣＨ３、および－ＣＨ２ＯＳｉ（ＣＨ３）３の様に連続してもよ
い。同様に、「ヘテロアルキレン」の語は、単独で、またはその他の置換基の一部として
、限定されないが、－ＣＨ２ＣＨ２ＳＣＨ２ＣＨ２－および－ＣＨ２ＳＣＨ２ＣＨ２ＮＨ
ＣＨ２－によって例示されるようにヘテロアルキルに由来する二価のラジカルを意味する
。ヘテロアルキレン基に関して、ヘテロ原子はまた、鎖末端の一方または両方を占有し得
る（例えば、アルキレンオキシ、アルキレンジオキシ、アルキレンアミノ、アルキレンジ
アミノなど）。「ヘテロアルキル」および「ヘテロアルキレン」の語は、ポリ（エチレン
グリコール）、およびその誘導体を包含する（例えば、Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙ
ｍｅｒｓ　Ｃａｔａｌｏｇ、２００１を参照）。なおさらに、アルキレンおよびヘテロア
ルキレンの連結基に関して、連結基の配向性がないことが、連結基の式が記載された方向
により示される。例えば、式－Ｃ（Ｏ）２Ｒ’－は、－Ｃ（Ｏ）２Ｒ’－および－Ｒ’Ｃ
（Ｏ）２－の両方を表す。
【００５９】
　「アルキル」または「ヘテロアルキル」の語と組み合わされる「低級」の語は、１から
６の炭素原子を有する部分を指す。
【００６０】
　「アルコキシ」、「アルキルアミノ」、「アルキルスルホニル」、および「アルキルチ
オ」（またはチオアルコキシ）の語は、それらの従来の意味で使用され、酸素原子、アミ
ノ基、ＳＯ２基、または硫黄原子、それぞれを介して分子の残りに結合されるそれらのア
ルキル基を指す。「アリールスルホニル」の語は、ＳＯ２基を介して分子の残りに結合さ
れるアリール基を参照し、「スルフヒドリル」の語は、ＳＨ基を指す。
【００６１】
　一般に、「アシル置換基」はまた、上述に説明した基から選択される。本明細書に使用
される場合、「アシル置換基」の語は、本発明の化合物の多環式環に直接的または間接的
のいずれかで結合されるカルボニル炭素に結合され、価数を満たす基を指す。
【００６２】
　「シクロアルキル」および「ヘテロシクロアルキル」の語は、それら単独または他の語
と組み合わせで、特に指定がない限り、置換または非置換「アルキル」および置換または
非置換「ヘテロアルキル」それぞれの環状型を表す。さらに、ヘテロシクロアルキルに関
して、ヘテロ原子は、ヘテロ環が分子の残りに結合される位置にて占有し得る。シクロア
ルキルの例としては、シクロペンチル、シクロヘキシル、１－シクロヘキセニル、３－シ
クロヘキセニル、シクロヘプチルなどが挙げられるが、これらに限定されない。ヘテロシ
クロアルキルの例としては、１－（１，２，５，６－テトラヒドロピリジル）、１－ピペ
リジニル、２－ピペリジニル、３－ピペリジニル、４－モルホリニル、３－モルホリニル
、テトラヒドロフラン－２－イル、テトラヒドロフラン－３－イル、テトラヒドロチエン
－２－イル、テトラヒドロチエン－３－イル、１－ピペラジニル、２－ピペラジニルなど
が挙げられるが、これらに限定されない。環状構造のヘテロ原子および炭素原子は、任意
的に酸化される。
【００６３】
　「ハロ」または「ハロゲン」の語は、単独で、またはその他の置換基の一部として、特
に指定のない限り、フッ素、塩素、臭素、またはヨウ素の原子を意味する。加えて、「ハ
ロアルキル」の様な語は、モノハロアルキル、およびポリハロアルキルを含むことを意味
する。例えば、「ハロ（Ｃ１－Ｃ４）アルキル」の語は、トリフルオロメチル、２，２，
２－トリフルオロエチル、４－クロロブチル、３－ブロモプロピルなどが挙げられるが、
これらに限定されない。
【００６４】
　「アリール」の語は、特に指定がない限り、一緒に縮合または共有結合される単環また
は多環（好ましくは１から３つの環）であり得る置換または非置換ポリ不飽和、芳香族、
炭化水素置換基を意味する。「ヘテロアリール」の語は、Ｎ、Ｏ、およびＳから選択され
る１つから４つのヘテロ原子を含むアリール基（または環）を指し、窒素、炭素、および
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硫黄原子は、任意的に酸化され、窒素原子（複数も含む）は任意的に四級化される。ヘテ
ロアリール基は、ヘテロ原子を介して分子の残り結合され得る。アリールおよびヘテロア
リール基の限定されない例としては、フェニル、１－ナフチル、２－ナフチル、４－ビフ
ェニル、１－ピロリル、２－ピロリル、３－ピロリル、３－ピラゾリル、２－イミダゾリ
ル、４－イミダゾリル、ピラジニル、２－オキサゾリル、４－オキサゾリル、２－フェニ
ル－４－オキサゾリル、５－オキサゾリル、３－イソオキサゾリル、４－イソオキサゾリ
ル、５－イソオキサゾリル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、５－チアゾリル、２－フ
リル、３－フリル、２－チエニル、３－チエニル、２－ピリジル、３－ピリジル、４－ピ
リジル、２－ピリミジル、４－ピリミジル、５－ベンゾチアゾリル、プリニル、２－ベン
ズイミダゾリル、５－インドリル、１－イソキノリル、５－イソキノリル、２－キノキサ
リニル、５－キノキサリニル、３－キノリル、および６－キノリルが挙げられる。上記ア
リールおよびヘテロアリール環系の各々に対する置換基は、以下に記載の受容可能な置換
基の群から選択される。「アリール」および「ヘテロアリール」はまた、１つまたはそれ
より多くの非芳香族の環系が縮合された環系、あるいは、アリールまたはヘテロアリール
系に結合されたものも包含する。
【００６５】
　簡潔さのために、他の語（例えばアリールオキシ、アリールチオキシ、アリールアルキ
ル）と組み合わせて使用される場合、「アリール」の語は、アリールおよびヘテロアリー
ル環の両方が上に定義されるように含まれる。したがって、「アリールアルキル」の語は
、アリール基がアルキル基（例えば、ベンジル、フェネチル、ピリジルメチルなど）に結
合されるそれらのラジカルを含むことを意味し、炭素原子（例えば、メチレン基）が、例
えば、酸素原子と置換されているそれらのアルキル基（例えば、フェノキシメチル、２－
ピリジルオキシメチル、３－（１－ナフチルオキシ）プロピルなど）を含む。
【００６６】
　上述の語（例えば、「アルキル」、「ヘテロアルキル」、「アリール」および「ヘテロ
アリール」）のそれぞれは、置換、および非置換、両方の示されたラジカルの形を含む。
ラジカルの各々のタイプに対して好ましい置換基は、以下に提供される。
【００６７】
　アルキル、およびヘテロアルキルラジカル（アルキレン、アルケニル、ヘテロアルキレ
ン、ヘテロアルケニル、アルキニル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロア
ルケニル、およびヘテロシクロアルケニルとしてしばしば参照されるこれらの基を含む）
に対する置換基は、一般的には、「アルキル置換基」および「ヘテロアルキル置換基」と
してそれぞれ参照され、それらは、限定されないが、ゼロから（２ｍ’＋１）までの範囲
の数における、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝ＮＯＲ’、－ＮＲ’Ｒ”、－ＳＲ’、－ハ
ロゲン，－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（＝Ｏ）Ｒ’、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒ’、－ＣＯ２

Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（＝Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲ’’Ｃ（＝Ｏ）Ｒ’、
－ＮＲ’Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’Ｃ（＝Ｏ）２Ｒ’、－ＮＲＣ（ＮＲ’
Ｒ’’Ｒ’’’）＝ＮＲ’’’’、－ＮＲＣ（ＮＲ’Ｒ’’）＝ＮＲ’’’、－Ｓ（Ｏ）
Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲＳＯ２Ｒ’、－ＣＮ　、お
よびＮＯ２から選択される１つ以上の種々の基であり得、式中、ｍ’はこのようなラジカ
ルの炭素原子の全数である。Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’の各々は、好まし
くは、水素、置換または非置換ヘテロアルキル、例えば１～３のハロゲンで置換されたア
リールなどの、置換または非置換アリール、置換または非置換アルキル、アルコキシまた
はチオアルコキシ基、あるいは、アリールアルキル基をそれぞれ独立して指す。本発明の
化合物が１つよりも大きいＲ基を含む場合、例えば、これらの基のうち１つより多くのも
のが存在する場合、各々のＲ基が、各々Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’基とし
て独立して選択される。Ｒ’および、Ｒ’’が同一の窒素原子に結合される場合、それら
は５，６，または７員環を形成するために、窒素原子と結合され得る。例えば、－ＮＲ’
Ｒ’’は、１－ピロリジニル、および４－モルホリニルを含むが、これらに限定されない
ことを意味する。置換基の上記議論より、「アルキル」の語は、ハロアルカリ（例えば、
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－ＣＦ３、および　－ＣＨ２ＣＦ３）、およびアシル（例えば、－Ｃ（＝Ｏ）ＣＨ３、－
Ｃ（＝Ｏ）ＣＦ３、－Ｃ（＝Ｏ）ＣＨ３ＯＣＨ３など）の様に、水素基の他の基に結合す
る炭素原子を含む基をも含むことを意味する、ということを当業者は理解するだろう。
【００６８】
　アルキルラジカルに対して記述した置換基と同様、アリール置換基、およびヘテロアリ
ール置換基は、一般的に、「アリール置換基」および「ヘテロアリール置換基」としてそ
れぞれ参照され、且つ、変化し、ゼロから芳香族環系におけるオープンバレンスの全数の
範囲の数にて、例えば、ハロゲン、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－ＯＲ’、－ＮＲ’
Ｒ’’、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ’’Ｒ’’’、－ＯＣ（＝Ｏ）Ｒ’、－Ｃ
（＝Ｏ）Ｒ’、－ＣＯ２Ｒ’、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’、－ＯＣ（＝Ｏ）ＮＲ’Ｒ’’
、－ＮＲ’’Ｃ（＝Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ’’Ｒ’’’、－ＮＲ’’ＣＯ２

Ｒ’、－ＮＲＣ（ＮＲ’Ｒ’’）＝ＮＲ’’’、－Ｓ（＝Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（＝Ｏ）２Ｒ’
、－Ｓ（＝Ｏ）２ＮＲ’Ｒ’’、－ＮＲＳＯ２Ｒ’、－ＣＮ、および　―ＮＯ２、－Ｒ’
、－Ｎ３、－ＣＨ（Ｐｈ）２、フルオロ（Ｃ１－Ｃ４）アルコキシ、およびフルオロ（Ｃ

１－Ｃ４）アルキルから選択され、ここで、Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’は
、好ましくは、水素、（Ｃ１－Ｃ８）アルキルおよびヘテロアルキル、非置換アリールお
よびヘテロアリール、（非置換アリール）－（Ｃ１－Ｃ４）アルキル、および（非置換ア
リール）オキシ－（Ｃ１－Ｃ４）アルキルから独立して選択される。本発明の化合物が１
つよりも大きいＲ基を含む場合、例えば、これらの基のうち１つより多くのものが存在す
る場合、各々のＲ基が、各々Ｒ’、Ｒ’’、Ｒ’’’およびＲ’’’’基として独立して
選択される
【００６９】
　アリールまたはヘテロアリール環の原子に隣接するアリール置換基の２つは、－Ｔ－Ｃ
（Ｏ）－（ＣＲＲ’）ｑ－Ｕ－の式の置換基に任意に置換され得、ここで、ＴおよびＵは
、独立して－ＮＲ－、－Ｏ－、－ＣＲＲ’－、または単結合であり、ｑは０から３の整数
である。あるいは、アリールまたはヘテロアリール環の隣接する原子の置換基の２つは、
－Ａ－（ＣＨ２）ｒ－Ｂ－の式の置換基と任意に置換され得、ここで、ＡおよびＢは、独
立して－ＣＲＲ’－、－Ｏ－、－ＮＲ－、－Ｓ－、－Ｓ（Ｏ）－、－Ｓ（Ｏ）２－、－Ｓ
（Ｏ）２ＮＲ’－、または単結合であり、ｒは１から４の整数である。形成される新たな
環の単結合の１つは、任意に二重結合と置換されてもよい。あるいは、アリールまたはヘ
テロアリール環の隣接する原子の置換基の２つは、－（ＣＲＲ’）ｓＸ（ＣＲ’’Ｒ’’
’）ｄ－の式の置換基と任意に置換され得、ここで、ｓおよびｄは、独立して０から３の
整数であり、Ｘは、－Ｏ－、－ＮＲ’－、－Ｓ－、－Ｓ（＝Ｏ）－、－Ｓ（＝Ｏ）２－、
または、－Ｓ（＝Ｏ）２ＮＲ’－である。Ｒ、Ｒ’、Ｒ’’およびＲ’’’の置換基は、
好ましくは独立して水素、あるいは、置換または非置換（Ｃ１－Ｃ６）アルキルから選択
される。
【００７０】
　本明細書で使用する場合、「ジホスフェート」の語は、２つのリン酸基を含むリン酸エ
ステルを含むが、これに限定されない。「トリホスフェート」の語は、３つのリン酸基を
含むリン酸エステルを含むが、これに限定されない。
【００７１】
　本明細書で使用する場合、「ヘテロ原子」の語は、酸素（Ｏ）、窒素（Ｎ）、硫黄（Ｓ
）、およびケイ素（Ｓｉ）を含む。
【００７２】
　「Ｒ」の文字は、文脈が他のものを示していない限り、置換または非置換アルキル、置
換または非置換ヘテロアルキル、置換または非置換アリール、置換または非置換ヘテロア
リール、および置換または非置換ヘテロシクリル基、から選択される置換基を表す一般的
な略称である。
【００７３】
　本発明の様々な態様は、以下のサブセクションの更なる詳細にて記載される。
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【００７４】
（特定の機能特性を有する抗メソテリン抗体）
　本開示の抗体は、特定の機能特徴または特性により、特徴付けられる。例えば、それら
は、細胞表面に発現するヒトメソテリンの様に、特異的にヒトメソテリンと結合する。好
ましくは、本開示の抗体は、高い親和性、例えば、１×１０－７Ｍ以下のＫＤ、より好ま
しくは５×１０－８Ｍ以下のＫＤ、より好ましくは１×１０－８Ｍ以下のＫＤでヒトメソ
テリンと結合する。本開示の抗メソテリン抗体は、ヒトメソテリンと結合し、好ましくは
、１つまたはそれよりも多くの次の特性を示す。
（ａ）１×１０－８Ｍ以下のＫＤでヒトメソテリンと結合し、
（ｂ）メソテリン発現細胞により内在化され、
（ｃ）卵巣癌抗体ＣＡ１２５へのメソテリンの結合を阻害し、
（ｄ）メソテリン発現細胞に対して抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を示し、
（ｅ）細胞毒素と複合されたとき、メソテリン発現細胞の体内での成長を阻害する。
【００７５】
　好ましくは、本開示の抗体は、メソテリンタンパク質に５×１０－８Ｍ以下のＫＤで結
合し、メソテリンタンパク質に３×１０－８Ｍ以下のＫＤで結合し、メソテリンタンパク
質に１×１０－８Ｍ以下のＫＤで結合し、メソテリンタンパク質に７×１０－９Ｍ以下の
ＫＤで結合し、メソテリンタンパク質に６×１０－９Ｍ以下のＫＤで結合し、または、メ
ソテリンタンパク質に５×１０－９Ｍ以下のＫＤで結合する。メソテリンに対する抗体の
結合の親和性は、例えば、標準ＢＩＡＣＯＲＥ解析（例えば実施例３Ｂを参照）により評
価され得る。
【００７６】
　本発明の好ましい抗体は、ヒトモノクローナル抗体である。追加的または選択的には、
抗体は、例えば、キメラの、または、ヒト化されたモノクローナル抗体であり得る。
【００７７】
（モノクローナル抗体３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１）
　本開示の好ましい抗体は、実施例１および２に記載したように、単離され、および、構
造的に特徴づけられたヒトモノクローナル抗体３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１である。
３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＨアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１９、２０、
および２１にて表される。３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＬアミノ酸配列は、それ
ぞれ配列番号２２、２３、および２４にて表される。
【００７８】
　その他の態様では、本開示は、３Ｃ１０、６Ａ４、または７Ｂ１、またはそれらの組み
合わせの、重鎖および軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３から成る抗体を提供す
る。３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＨＣＤＲ１のアミノ酸配列は、それぞれ配列番
号１－３にて表される。３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＨＣＤＲ２のアミノ酸配列
は、それぞれ配列番号４－６にて表される。３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＨＣＤ
Ｒ３のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号７－９にて表される。３Ｃ１０、６Ａ４、およ
び７Ｂ１のＶＬＣＤＲ１のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１０－１２にて表される。
３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＬＣＤＲ２のアミノ酸配列は、配列番号１３－１５
にて表される。３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１のＶＬＣＤＲ３のアミノ酸配列は、それ
ぞれ配列番号１６－１８にて表される。ＣＤＲ領域は、カバットシステム（Ｋａｂａｔ、
Ｅ．Ａ．ら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版，米保健社会福祉省、ＮＩＨ出版Ｎｏ．
　９１－３２４２、下記に「Ｋａｂａｔ’２４２」で表す）を用いて説明される。
【００７９】
　もし、これらの抗体のそれぞれが、ヒトメソテリンに結合し得、抗原結合の特異性が主
としてＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３領域により提供される場合、ＶＨＣＤＲ１、
ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列、ならびにＶＬＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列
は、本開示の他の抗メソテリン結合分子を生成するために「混合され、適合され」得る（
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すなわち、各々の抗体は、ＶＨＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３、ならびに、ＶＬＣ
ＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３を含んでいるが、異なる抗体からのＣＤＲが混合され
適合され得る）。好ましくは、ＶＨＣＤＲ配列が混合され、適合される場合、特定のＶＨ

配列からのＣＤＲ１、ＣＤＲ２、および／または、ＣＤＲ３配列は、構造的に同様なＣＤ
Ｒ配列と置換される。同様に、ＶＬＣＤＲ配列が混合され、適合される場合、特定のＶＬ

配列からのＣＤＲ１、ＣＤＲ２、および／または、ＣＤＲ３配列は、好ましくは、構造的
に同様なＣＤＲ配列と置換される。モノクローナル抗体３Ｃ１０、６Ａ４、および７Ｂ１
に関し本明細書に開示されたＣＤＲ配列と構造的に同様の配列をもつ、１つまたはそれよ
りも多くのＶＨおよび／またはＶＬＣＤＲ領域の配列を置換することにより、新たなＶＨ

およびＶＬ配列が生成され得ることは、当業者にとって、容易に明らかとなることである
。
【００８０】
　従って、その他の態様では、本開示は、単離されたモノクローナル抗体、またはその抗
原結合部分であって、
（ａ）配列番号１－３で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る重鎖可変領
域ＣＤＲ１と、
（ｂ）配列番号４－６で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る重鎖可変領
域ＣＤＲ２と、
（ｃ）配列番号７－９で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る重鎖可変領
域ＣＤＲ３と、
（ｄ）配列番号１０－１２で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る軽鎖可
変領域ＣＤＲ１と、
（ｅ）配列番号１３－１５で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る軽鎖可
変領域ＣＤＲ２と、
（ｆ）配列番号１６－１８で構成される群から選択された、アミノ酸配列から成る軽鎖可
変領域ＣＤＲ３とを含み、
抗体が特異的にヒトメソテリンに結合するものを提供する。
【００８１】
　１つの好ましい実施形態では、その抗体が実施形態Ａに従う。その他の好ましい実施形
態では、その抗体が実施形態Ｂに従う。また、その他の好ましい実施形態では、その抗体
が実施形態Ｃに従う。
【００８２】
　ＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２領域（複数も含む）から独立して、ＣＤＲ３領域は、
関連する抗原への抗体の結合特異性を単独で決定し得、複数の抗体は、共通のＣＤＲ３配
列に基づいて同一の結合特異性を有するように生成され得ることが当該分野において周知
である。
【００８３】
　従って、本開示は、ヒトまたは非ヒト動物由来の抗体からの、１つまたはそれよりも多
くの重鎖、および／または軽鎖のＣＤＲ３領域から成るモノクローナル抗体において、そ
のモノクローナル抗体がヒトメソテリンに特異的に結合することができるものを提供する
。特定の態様のうちでは、本開示は、マウスやラットの抗体の様な、非ヒト抗体からの、
１つまたはそれよりも多くの重鎖、および／または軽鎖のＣＤＲ３領域から成るモノクロ
ーナル抗体において、そのモノクローナル抗体がメソテリンに特異的に結合することがで
きるものを提供する。いくつかの実施形態のうち、非ヒト抗体からの、１つまたはそれよ
りも多くの重鎖、および／または軽鎖のＣＤＲ３領域から成る本発明の抗体は、（ａ）親
の非ヒト抗体との結合に対し競合し得；（ｂ）親の非ヒト抗体の機能的な特性を保有し；
（ｃ）親の非ヒト抗体と同一のエピトープと結合し；および／または、（ｄ）親の非ヒト
抗体に対応する同様の結合の親和性を有する。
【００８４】
　他の態様のうちでは、本開示は、例えば、非ヒト動物から得られるヒト抗体の様な、ヒ
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ト抗体からの、１つまたはそれよりも多くの重鎖、および／または軽鎖のＣＤＲ３領域か
ら成るモノクローナル抗体において、ヒト抗体がヒトメソテリンに特異的に結合すること
ができるものを提供する。他の態様のうちでは、本開示は、例えば、非ヒト動物から得ら
れるヒト抗体の様な、第１のヒト抗体からの、１つまたはそれよりも多くの重鎖、および
／または軽鎖のＣＤＲ３領域から成るモノクローナル抗体において、第１のヒト抗体が、
ヒトメソテリンに特異的に結合することができ、第１のヒト抗体からのＣＤＲ３領域が、
ヒトメソテリンに特異的に結合することができる第２のヒト抗体を生成するためのメソテ
リンに対する結合特異性が欠けている、ヒト抗体におけるＣＤＲ３と置き換わるものを提
供する。幾つかの態様のうち、第１のヒト抗体からの、１つまたはそれよりも多くの重鎖
、および／または軽鎖のＣＤＲ３領域から成る本発明の抗体は、（ａ）親の第１のヒト抗
体との結合に対し競合し得；（ｂ）親の第１のヒト抗体の機能的な特性を保有し；（ｃ）
親の第１のヒト抗体と同一のエピトープと結合し；および／または、（ｄ）親の第１のヒ
ト抗体に対応する同様の結合の親和性を有する。
【００８５】
（特定の生殖細胞系列の配列を持つ抗体）
　特定の実施形態では、本開示の抗体は、特定の生殖細胞系列の重鎖の免疫グロブリン遺
伝子からのＶＨ、および／または、特定の生殖細胞系列の軽鎖の免疫グロブリン遺伝子か
らのＶＬを含んでいる。
【００８６】
　例えば、好ましい実施形態では、本開示は、ヒトのＶＨ３－３３遺伝子またはヒトのＶ

Ｈ３－７遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＨを含む、単離されたモノクロ
ーナル抗体、または、その抗原結合部分において、その抗体がヒトメソテリンに特異的に
結合するものを提供する。その他の好ましい実施形態では、本開示は、ヒトのＶＫ　Ｌ６
遺伝子またはヒトのＶＫ　Ａ２７遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＬを含
む、単離されたモノクローナル抗体、または、その抗原結合部分において、その抗体がヒ
トメソテリンに特異的に結合するものを提供する。また、その他の好ましい実施形態では
、本開示は、単離されたモノクローナル抗体、または、その抗原結合部分において、その
抗体が、ヒトのＶＨ　３－３３遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＨを含み
、ヒトのＶＫ　Ｌ６遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＬを含み、その抗体
がヒトメソテリンに特異的に結合するものを提供する。また、その他の好ましい実施形態
では、本開示は、単離されたモノクローナル抗体、または、その抗原結合部分において、
その抗体が、ヒトのＶＨ　３－７遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＨを含
み、ヒトのＶＫ　Ａ２７遺伝子の生成物であるかまたはそれに由来するＶＬを含み、その
抗体がヒトメソテリンに特異的に結合するものを提供する。
【００８７】
　その様な抗体は、ヒトメソテリンと結合する高い親和性、ＣＡ１２５へのメソテリンの
結合による内在化、メソテリン発現細胞に対してＡＤＣＣを媒介する能力、および／また
は、細胞毒素とコンジュゲートされたとき、体内でのメソテリン発現腫瘍細胞の腫瘍増殖
を阻害する能力の様な、１つまたはそれよりも多くの上に詳細を記載した機能的な特徴を
有する。
【００８８】
　ＶＨ　３－３３およびＶＫ　Ｌ６のＶＨおよびＶＬを有する抗体の例は、それぞれ３Ｃ
１０および６Ａ４の抗体である。ＶＨ　３－７およびＶＫ　Ａ２７のＶＨおよびＶＬを有
する抗体の例は、それぞれ７Ｂ１の抗体である。
【００８９】
　本明細書で使用される場合、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン遺伝子を用いるシステ
ムから抗体の可変領域が得られた場合、ヒト抗体は、特定の生殖細胞系列の配列「の生成
物である」または「に由来する」重鎖または軽鎖の可変領域を含む。そのシステムは、ヒ
トの免疫グロブリン遺伝子を保有しているトランスジェニックマウスを免疫を目的の抗原
を用いて免疫する工程、またはファージ上にディスプレイされたヒトの免疫グロブリン遺
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伝子ライブラリーを目的の抗原を用いてスクリーニングする工程を含む。ヒト生殖細胞系
列の免疫グロブリン配列「の生成物」である、またはヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン
配列に「由来する」ヒト抗体は、ヒト抗体のアミノ酸配列とヒト生殖細胞系列の免疫グロ
ブリンのアミノ酸配列との比較、および、ヒト抗体の配列と最も近しい（例えば、最も大
きい同一性の％）配列である、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリンの配列の選択により同
定され得る。例えば、部位特異的突然変異の自然発生的な体細胞変異や意図的な導入のた
めに、特定のヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列「の生成物である」または「に由来
する」ヒト抗体は、生殖細胞系列を比較したときに異なるアミノ酸を含み得る。しかしな
がら、選択されたヒト抗体は、典型的には、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン遺伝子に
よりコードされたアミノ酸配列と、アミノ酸配列において少なくとも９０％の同一性があ
り、他の種の生殖細胞系列の免疫グロブリンのアミノ酸配列（例えば、マウス生殖細胞系
列の配列）と比較したとき、ヒトである場合のヒト抗体を同定するアミノ酸残基を含む。
特定の場合では、ヒト抗体は、生殖細胞系列の免疫グロブリン遺伝子によりコードされた
アミノ酸配列との、アミノ酸配列において少なくとも９５％、またはさらに、少なくとも
９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を有し得る。典型的には、特殊なヒト生
殖細胞系列の配列に由来するヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン遺伝子によ
りコードされたアミノ酸配列とは異なる、１０以下のアミノ酸を表示する。特定の場合で
は、ヒト抗体は、生殖細胞系列の免疫グロブリン遺伝子によりコードされたアミノ酸配列
と異なる、５つ以下、または４つ、３つ、２つ、１つ以下のアミノ酸を表示し得る。
【００９０】
（相同抗体）
　また、その他の実施形態では、本開示の抗体は、本明細書に記載の好ましい抗体のアミ
ノ酸配列とホモログなアミノ酸配列から成る重鎖および軽鎖の可変領域を含み、その抗体
は、本開示の抗メソテリン抗体における望ましい機能的な特性を保有するようになってい
る。
【００９１】
　例えば、本開示は、ＶＨおよびＶＬを含む、単離されたモノクローナル抗体、または、
その抗原結合部分において：（ａ）ＶＨは、配列番号１９－２１からなる群から選択され
たアミノ酸配列との相同性が少なくとも８０％であるアミノ酸配列を含み、（ｂ）ＶＬは
、配列番号２２－２４からなる群から選択されたアミノ酸配列との相同性が少なくとも８
０％であるアミノ酸配列を含み、（Ｃ）その抗体は、特異的にヒトメソテリンと結合する
ものを提供する。
【００９２】
　他の態様では、ＶＨおよび／またはＶＬアミノ酸配列は、上記の配列と８５％、９０％
、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の相同性がある。配列番号２５－２７
、または２８－３０をコードする核酸分子の突然変異生成（例えば、部位特異的、または
、ＰＣＲに媒介される突然変異生成）により、上記配列のＶＨおよびＶＬ領域と高い（す
なわち、８０％またはそれよりも大きい）相同性をもつＶＨおよびＶＬ領域を有する抗体
を得ることができ、続いて、本明細書に記載の機能的分析を用いて、コードされる変化し
た抗体の保有する機能（すなわち、上述の機能）について試験する。
【００９３】
　２つのアミノ酸配列間の相同性の割合は、２つの配列間の同一性の割合と等価である。
ギャップの数、および各々のギャップの長さを考慮すると、２つの配列間の同一性の割合
は、それらの配列により共有される一致した位置の数に依存し（すなわち、相同性％＝一
致する位置の＃／位置の全＃×１００）、それは２つの配列の最適な配置に対して導入さ
れることが必要である。配列の比較、および２つの配列間の同一性の割合の決定は、限定
されない下記の例に記載されるように、数学的なアルゴリズムを用いて達成され得る。
【００９４】
　２つのアミノ酸配列間の同一性の割合は、Ｅ．ＭｅｙｅｒｓおよびＷ．Ｍｉｌｌｅｒ（
Ｃｏｍｐｕｔ．　Ａｐｐｌ．　Ｂｉｏｓｃｉ．，　４：１１－１７　（１９８８））のア
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ルゴリズムを用いて決定され得る。これは、ＰＡＭ１２０の重量余剰、１２のギャップ長
さのペナルティ、および４のギャップペナルティを用いることで、ＡＬＩＧＮプログラム
（バージョン２．０）に取り入れられる。加えて、２つのアミノ酸配列間の同一性のパー
セントは、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２マトリクス、またはＰＡＭ２５０マトリクスの何れか、お
よび１６、１４、１２、１０、８、６、または４のギャップ重量、および１、２、３、４
、５、または６の長さ重量が用いられる、ＧＣＧソフトウェアパッケージ（ｈｔｔｐ：／
／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで利用可能）におけるＧＡＰプログラムに取り入れられるＮｅ
ｅｄｌｅｍａｎ、およびＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４５３（
１９７０））のアルゴリズムを用いて決定され得る。
【００９５】
　本開示のタンパク質配列は、例えば、関連する配列を同定するため、公衆的データベー
スに対し検索するための「クエリー配列」として使用され得る。そのような検索は、Ａｌ
ｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－１０のＸＢＬＡＳ
Ｔプログラム（バージョン２．０）を用いて実行され得る。ＢＬＡＳＴのタンパク質の検
索は、本開示の抗体分子に相同的なアミノ酸配列を得るため、スコア＝５０、ワード長さ
＝３とした、ＸＢＬＡＳＴプログラムにて実行され得る。比較の目的に対してギャップ化
された配置を得るためには、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．　２５（１７）：３３８９－３４０２に記載されたギャップドＢＬＡＳＴが
利用され得る。ＢＬＡＳＴおよびギャップドＢＬＡＳＴプログラムが利用される場合、そ
れぞれのプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）の初期パラメータが利
便的である。ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．を参照。
【００９６】
（保存的修飾を有する抗体）
　特定の実施形態では、本開示の抗体は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列を含
むＶＨ、ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列を含むＶＬを含み、１つまた
はそれよりも多くのこれらのＣＤＲ配列は、公知の抗メソテリン抗体に基づいて特異化さ
れたアミノ酸配列、またはその保存的修飾を含み、その抗体は、本開示の抗メソテリン抗
体の望ましい機能的特性を保有するものである。当該分野においては、抗原への結合を取
り除かない、特定の保存的な配列の修飾がなされ得ることが理解される。従って、本開示
は、単離されたモノクローナル抗体、およびその抗原結合部分において、ＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２、およびＣＤＲ３配列を含むＶＨ、ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配
列を含むＶＬを含み、（ａ）そのＶＨＣＤＲ３配列は、配列番号７－９のアミノ酸配列か
らなる群から選択されたアミノ酸配列、およびその保存的修飾を含み、（ｂ）そのＶＬＣ
ＤＲ３配列は、配列番号１６－１８のアミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ酸配
列、およびその保存的修飾を含み、（ｃ）その抗体がヒトメソテリンに特異的に結合する
ものを提供する。
【００９７】
　好ましい実施形態では、重鎖可変領域のＣＤＲ２配列は、配列番号４－６のアミノ酸配
列からなる群から選択されたアミノ酸配列、およびその保存的修飾を含み、軽鎖可変領域
のＣＤＲ２配列は、配列番号１３－１５のアミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ
酸配列、およびその保存的修飾を含む。その他の好ましい実施形態では、重鎖可変領域の
ＣＤＲ１配列は、配列番号１－３のアミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ酸配列
、およびその保存的修飾を含み、軽鎖可変領域のＣＤＲ１配列は、配列番号１０－１２の
アミノ酸配列からなる群から選択されたアミノ酸配列、およびその保存的修飾を含む。
【００９８】
　「保存的な配列の修飾」の語は、アミノ酸配列を含む抗体の結合の特徴に、重大には影
響しない、またはそれを変化させないアミノ酸修飾を指す。その様な保存的な修飾は、ア
ミノ酸の置換、追加、および欠失を含む。修飾は、部位特異的な突然変異生成、およびＰ
ＣＲを介した突然変異生成の様に、当該分野において公知の標準的な技術により、抗体に
導入され得る。保存的なアミノ酸の置換は、アミノ酸残基が、同様の側鎖を有するアミノ
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酸残基と置き換えられるものである。同様の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、
当該分野において定義される。これらのファミリーは、基本的な側鎖（例えば、リシン、
アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非電
荷極性側鎖（例えば、グリシン、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、トリプトファン）、非極性側鎖（例えば、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）、ベータ分岐側鎖（例え
ば、トレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（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）を有するアミノ酸を含む。従って、本開示
の抗体のＣＤＲ領域内における１つまたはそれよりも多くのアミノ酸残基は、同じ側鎖フ
ァミリーからの他のアミノ酸残基と置き換わり得、変化した抗体は、本明細書に記載の機
能的な分析を用いて、保有する機能が試験され得る。
【００９９】
（抗メソテリン抗体としての同一エピトープへ結合する抗体）
　その他の実施形態では、本開示は、本開示の任意の抗メソテリンモノクローナル抗体（
即ち、本開示の任意のモノクローナル抗体と、ヒトメソテリンへの結合に対して交差競合
する能力を有する抗体）により認識されたメソテリンにて、エピトープに結合する抗体を
提供する。好ましい実施形態では、交差競合の研究に対する参照抗体は、モノクローナル
抗体３Ｃ１０（それぞれ配列番号１９および２２として示されるＶＨおよびＶＬ配列を有
する）、または、モノクローナル抗体６Ａ４（それぞれ配列番号２０および２３として示
されるＶＨおよびＶＬ配列を有する）、または、モノクローナル抗体７Ｂ１（それぞれ配
列番号２１および２４として示されるＶＨおよびＶＬ配列を有する）であり得る。
【０１００】
　その様な交差競合する抗体は、ＥＬＩＳＡ、または、ＢＩＡｃｏｒｅ分析の様な、標準
のメソテリン結合の分析にて、３Ｃ１０、６Ａ４、または７Ｂ１と交差競合するそれらの
能力に基づいて同定され得る。好ましい実施形態では、３Ｃ１０、６Ａ４、または７Ｂ１
により認識されるヒトメソテリンにて同一のエピトープに結合する抗体は、ヒトモノクロ
ーナル抗体である。その様なヒトモノクローナル抗体は、実施例における記載のように、
調製および単離され得る。
【０１０１】
（遺伝子操作および修飾された抗体）
　本発明の抗体は更に、出発抗体に比して、変化した特性を有する修飾された抗体を遺伝
子操作するための出発物質として、１つまたはそれよりも多くの公知の抗メソテリンの抗
体ＶＨおよび／またはＶＬ配列を有する抗体を用いて調製され得る。１つ、またはＶＨお
よびＶＬ両方の範囲内の、１つまたはそれよりも多くのＣＤＲ領域の範囲内の、および／
または、１つまたはそれよりも多くのフレームワーク領域の範囲内の、１つまたはそれよ
りも多くのアミノ酸が修飾され得る。追加的に、または選択的には、定常領域（複数も含
む）の範囲内の残基は、抗体のエフェクター機能を変化するよう修飾され得る。
【０１０２】
　特定の実施形態では、ＣＤＲ連結が、抗体の可変領域を遺伝子操作するのに使用され得
る。抗体は、それらのＣＤＲでのアミノ酸残基を介して、大部分的に標的抗原と相互作用
する。このため、ＣＤＲの範囲内のアミノ酸配列は、ＣＤＲの範囲外の配列に比して、個
々の抗体間でより異なっている。抗体－抗原相互作用にＣＤＲ配列が最も応答するため、
異なる特性の異なる抗体から異なるフレームワーク配列にて連結された特定の自然に発生
した抗体から、ＣＤＲ配列を含む発現ベクターを構築することで、特定の自然に発生した
抗体の特性を模倣する組み換え抗体を発現させることが可能である（例えば、Ｒｉｅｃｈ
ｍａｎｎ、Ｌ．ら（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｊｏｎｅｓ、Ｐ
．ら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５；Ｑｕｅｅｎ、Ｃ．ら（１９８
９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｅｅ．ＵＳＡ．８６：１００２９－１００３３；
米国特許第５，２２５，５３９号（Ｗｉｎｔｅｒ）および同第５，５３０，１０１号；同
第５，５８５，０８９号；同第５，６９３，７６２号、および同第６，１８０，３７０号
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（Ｑｕｅｅｎら）を参照）。
【０１０３】
　従って、本開示のその他の実施形態は、単離されたモノクローナル抗体、または、その
抗原結合部分において、それぞれ、配列番号１－３、配列番号４－６、および配列番号７
－９から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ
３配列を含むＶＨ、ならびにそれぞれ、配列番号１０－１２、配列番号１３－１５、およ
び配列番号１６－１８から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、ＣＤＲ１、ＣＤＲ
２、およびＣＤＲ３配列を含むＶＬを含むものに関連する。従って、その様な抗体は、こ
れらの抗体からの異なるフレームワーク配列をさらに含み得るモノクローナル抗体３Ｃ１
０、６Ａ４、または７Ｂ１の、ＶＨおよびＶＬのＣＤＲ配列を含む。
【０１０４】
　その様なフレームワーク配列は、公衆的なＤＮＡデータベース、または、生殖細胞系列
抗体の遺伝子配列を含む、公開された参照から得ることが可能である。例えば、ヒトのＶ

ＨおよびＶＬに対する生殖細胞系列のＤＮＡ配列は、「ＶＢａｓｅ」のヒト生殖細胞系列
の配列データベース（ｗｗｗ．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｖｂａｓｅにてイ
ンターネットで利用可能である）および、カバット‘２４２；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ，Ｉ．
Ｍ．ら（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：７７６－７９８：およびＣｏｘ，Ｊ
．Ｐ．Ｌ．ら（１９９４）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：８２７－８３６；（これ
らの各々は本明細書に参照として援用される）に見出され得る。その他の例として、ヒト
ＶＨおよびＶＬ遺伝子に対するその生殖細胞系列のＤＮＡ配列は、ジェンバンクデータベ
ースにて見つけられ得る。例えば、ＨＣｏ７　ＨｕＭＡｂマウスにて見つけられる以下の
重鎖の生殖細胞系列の配列は、付随のジェンバンクのアクセッション番号：１－６９（Ｎ
Ｇ＿００１０１０９、ＮＴ＿０２４６３７、およびＢＣ０７０３３３）、３－３３（ＮＧ
＿００１０１０９、およびＮＴ＿０２４６３７）および３－７（ＮＧ＿００１０１０９、
およびＮＴ＿０２４６３７）で利用できる。その他の例としては、ＨｕＭＡｂマウスタイ
プのＨＣｏ１２マウスにて見つけられる以下の重鎖の生殖細胞系列の配列は、付随のジェ
ンバンクのアクセッション番号：１－６９（ＮＧ＿００１０１０９、ＮＴ＿０２４６３７
、およびＢＣ０７０３３３）、５－５１（ＮＧ＿００１０１０９、およびＮＴ＿０２４６
３７）、４－３４（ＮＧ＿００１０１０９、およびＮＴ＿０２４６３７）、３－３０．３
（ＣＡＪ５５６６４４）、および（ＡＪ４０６６７８）で利用できる。ヒトの重鎖および
軽鎖の生殖細胞系列における配列のさらなる別の供給源は、ＩＭＧＴ（ｈｔｔｐ：／／ｉ
ｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ）から利用できるヒト免疫グロブリン遺伝子のデータベースで
ある。
【０１０５】
　抗体タンパク質配列は、当業者に周知のギャップドＢＬＡＳＴ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら（
１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２５：３３８９－３４０２
）と呼ばれる配列の類似性検索の手法の１つを用いて、編集されたタンパク質配列のデー
タベースと比較される。ＢＬＡＳＴは、抗体配列とデータベース配列との間で統計的に重
要な配置が、整列した語のハイスコアのセグメントペア（ＨＳＰ）をほぼ含んでいる、発
見的アルゴリズムである。拡張やトリミングにより、そのスコアが向上され得ないセグメ
ントペアはヒットと呼ばれる。簡潔には、ＶＢＡＳＥのヌクレオシド配列の源（ｈｔｔｐ
：／／ｖｂａｓｅ．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｖｂａｓｅ１／ｌｉｓｔ２．
ｐｈｐ）が翻訳され、その間の領域およびＦＲ３フレームワーク領域を介したＦＲ１を含
むことが保有される。データベース配列は、９８残基の平均長さを有する。タンパク質の
全体の長さに亘り、厳密に一致する複製の配列は除去される。デフォルトでの、低複雑性
フィルタを除く標準パラメータがオフにされた状態、且つ、ＢＬＯＳＵＭ６２の置換マト
リクスでの、プログラムｂｌａｓｔｐを使用するタンパク質のＢＬＡＳＴ検索は、配列一
致で生じたトップ５のヒットを抽出する。そのヌクレオチド配列は、全６つのフレームに
て翻訳され、データベース配列の一致するセグメントにて終止コドンのないそのフレーム
は、ヒットの可能性があると考えられる。これは同様に、ＢＬＡＳＴプログラムのｔｂｌ
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ａｓｔｘを用いることで確認され、それは、全６つのフレームにて抗体の配列を翻訳し、
これらの翻訳を、全６つのフレームにて動的に翻訳されるＶＢＡＳＥヌクレオチド配列と
比較する。ＩＭＧＴ（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ）から利用できるもの
の様な、他のヒト生殖細胞系列の配列データベースは、上記のようなＶＢＡＳＥと同様に
検索され得る。
【０１０６】
　その同定は、配列の全体の長さに亘る抗体配列とタンパク質データベースとの間の、厳
密なアミノ酸の一致である。陽性（同一性＋置換の一致）は、違わなくはないが、ＢＬＯ
ＳＵＭ６２置換マトリクスによりアミノ酸置換が導かれる。もし、抗体配列が、同一の同
定によりデータベース配列の２つと一致する場合、最も大きい陽性を持つそのヒットは、
一致配列のヒットとなるよう決定される。
【０１０７】
　本開示の抗体における使用に対し、好ましいフレームワーク配列は、本開示の選択され
た抗体により使用されるフレームワーク配列と、構造的に同様であり、例えば、ＶＨ　３
－３３（配列番号３１）または　ＶＨ　３－７（配列番号３２）フレームワーク配列、お
よび／または、ＶＫ　Ｌ６（配列番号３３）またはＶＫ　Ａ２７（配列番号３４）フレー
ムワーク配列と同様である。フレームワーク配列が派生する由来の生殖細胞系列の免疫グ
ロブリン遺伝子を見つけるのに、ＶＨＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列、ならび
にＶＫＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３配列は、同一の配列を有するフレームワーク
領域にて連結され得、または、ＣＤＲ配列が、生殖細胞系列の免疫グロブリン配列と比し
て１つまたはそれよりも多くの変異株を含むフレームワーク領域にて連結され得る。例え
ば、抗体の結合能力を維持または拡張させるため、フレームワーク領域内にて残基を変異
させることが、特定の事例では利益的である、ということがわかる（例えば、米国特許第
５，５３０，１０１号：同第５，５８５，０８９号：同第５，６９３，７６２号、および
同第６，１８０，３７０号（Ｑｕｅｅｎら）を参照）。
【０１０８】
　その他の可変領域の修飾のタイプは、１つまたはそれよりも多くの結合特性（例えば、
親和性）を向上させるための、ＶＨおよび／またはＶＫＣＤＲ１、ＣＤＲ２、および／ま
たはＣＤＲ３領域内でのアミノ酸残基の変異である。部位特異的な突然変異生成、または
ＰＣＲ媒介された突然変異生成は、変異（複数も含む）を導入するために実行され得、抗
体が結合する効果、または、その他の機能的な特性は、本明細書に記載されたような体内
または体外の分析にて推定され得る。好ましくは保存的な修飾が導入される。その変異は
、アミノ酸置換、追加、または欠失だが、好ましくは、置換である。更に、典型的には、
ＣＤＲ領域内の１つ、２つ、３つ、４つ、または５つ以下の残基が変化される。
【０１０９】
　従って、その他の実施形態では、本発明の開示は、単離された抗メソテリンモノクロー
ナル抗体、または、抗原結合部分であって、（ａ）配列番号１－３から成る群から選択さ
れたアミノ酸配列、または、配列番号１－３と比して、１つ、２つ、３つ、４つ、または
５つのアミノ酸置換、欠失、または追加を有するアミノ酸配列を含むＶＨＣＤＲ１領域、
（ｂ）配列番号４－６から成る群から選択されたアミノ酸配列、または、配列番号４－６
と比して、１つ、２つ、３つ、４つ、または５つのアミノ酸置換、欠失、または追加を有
するアミノ酸配列を含むＶＨＣＤＲ２領域、（ｃ）配列番号７－９から成る群から選択さ
れたアミノ酸配列、または、配列番号７－９と比して、１つ、２つ、３つ、４つ、または
５つのアミノ酸置換、欠失、または追加を有するアミノ酸配列を含むＶＨＣＤＲ３領域、
（ｄ）配列番号１０－１２から成る群から選択されたアミノ酸配列、または、配列番号１
０－１２と比して、１つ、２つ、３つ、４つ、または５つのアミノ酸置換、欠失、または
追加を有するアミノ酸配列を含むＶＬＣＤＲ１領域、（ｅ）配列番号１３－１５から成る
群から選択されたアミノ酸配列、または、配列番号１３－１５と比して、１つ、２つ、３
つ、４つ、または５つのアミノ酸置換、欠失、または追加を有するアミノ酸配列を含むＶ

ＬＣＤＲ２領域、（ｆ）配列番号１６－１８から成る群から選択されたアミノ酸配列、ま
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たは、配列番号１６－１８と比して、１つ、２つ、３つ、４つ、または５つのアミノ酸置
換、欠失、または追加を有するアミノ酸配列を含むＶＬＣＤＲ３領域、を含むものを提供
する。
【０１１０】
　本発明の遺伝子操作された抗体は、例えば、抗体の特性を向上させる等の、ＶＨおよび
／またはＶＬ内のフレームワークの残基への修飾がなされるものを含む。典型的には、そ
のようなフレームワーク修飾は、抗体の免疫原性を減少させるためになされる。１つのア
プローチは、１つまたはそれよりも多くのフレームワーク残基を、対応する生殖細胞系列
の配列に「突然変異させる」ことである。より特定的には、体細胞変異を受ける抗体は、
抗体の由来となる生殖細胞系列の配列と異なるフレームワーク残基を含み得る。その様な
残基は、抗体のフレームワーク配列を、抗体の由来となる生殖細胞系列の配列と比較する
ことで同定され得る。
【０１１１】
　例えば、表Ａは、フレームワーク領域のアミノ酸の位置（カバットナンバリングシステ
ムを用いた）が生殖細胞系列とは異なる領域、およびこの位置が、指定された置換体によ
り生殖細胞系列へどのように復帰突然変異し得るかを示している。
【０１１２】
（表Ａ）

【０１１３】
　フレームワーク修飾のその他のタイプは、Ｔ細胞エピトープを除去し、それによって抗
体の免疫原性のポテンシャルを減少させるために、フレームワーク領域内、または１つも
しくはそれよりも多くのＣＤＲ領域内にても、１つまたはそれよりも多くの残基を変異さ
せることに関する。このアプローチは、また「脱免疫化」と称され、更なる詳細はＣａｒ
ｒらによる米国特許出願第２００３／０１５３０４３号に記載されている。
【０１１４】
　追加的または選択的には、修飾は、フレームワークまたはＣＤＲ領域内にてなされ、本
発明の抗体は、Ｆｃ領域内での修飾を含むように遺伝子操作され得、典型的には、血清の
半減期、補体結合、Ｆｃ領域の結合、および／または抗原依存性細胞毒性の様な、１つま
たはそれよりも多くの機能的な特徴を変化させるように遺伝子操作され得る。更に、本発
明の抗体は、化学的に修飾され（例えば、１つまたはそれよりも多くの化学的な部分が抗
体に結合され得る）、または、その糖鎖形成を変化させ、再び、１つ以上の機能的特徴を
変化させるよう修飾され得る。これらの実施形態それぞれは、更なる詳細が以下で記述さ
れる。Ｆｃ領域における残基のナンバリングは、カバットのＥＵインデックスのものであ
る。
【０１１５】
　１つの実施形態では、Ｂｏｄｍｅｒらによる米国特許第５，６７７，４２５号に記載さ
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れたように、ヒンジ領域におけるシステイン残基の数が変化される（即ち、増加、または
減少される）様な、ＣＨ１のヒンジ領域が修飾される。その様な変化は、軽鎖および重鎖
のアセンブリ、または、抗体の安定性の減少または増加を促進し得る。
【０１１６】
　その他の実施形態では、抗体のＦｃヒンジ領域が、抗体の生物学的な半減期を減少させ
るよう修飾される。より特定的には、１つまたはより多くのアミノ酸の変異は、Ｗａｒｄ
らによる米国特許第６，１６５，７４５号に記載されているように、天然のＦｃ－ヒンジ
ドメインのＳｐＡ結合に比して、抗体がＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｙｌプロテインＡ（Ｓ
ｐＡ）の結合を弱めるような、Ｆｃ－ヒンジフラグメントのＣＨ２－ＣＨ３ドメインの界
面領域に導入される。
【０１１７】
　その他の実施形態では、その抗体は、その生物学的な半減期を増加させるよう修飾がな
される。例えば、１つまたはそれよりも多くの次の変異が導入される：Ｗａｒｄによる米
国特許第６，２７７，３７５号に記載されているような、Ｔ２５２Ｌ、Ｔ２５４Ｓ、Ｔ２
５６Ｆ。選択的には、その抗体は、Ｐｒｅｓｔａらによる米国特許第５，８６９，０４６
号、および同第６，１２１，０２２号に記載されているように、ＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ
２ドメインにおける、２つのループから取り出されるエピトープに結合する救助レセプタ
ーを含むよう、ＣＨ１またはＣＬ領域の範囲内にて変化され得る。
【０１１８】
　他の実施形態では、そのＦｃ領域が、そのエフェクター機能（複数も含む）を変化させ
るため、少なくとも１つのアミノ酸残基を異なるアミノ酸残基に置き換えることにより変
化される。例えば、１つまたはそれよりも多くのアミノ酸残基２３４、２３５、２３６、
２３７、２９７、３１８、３２０、および３２２は、その抗体がエフェクター配位子－例
えば、Ｆｃレセプターまたは補体のＣ１補体－に対し親和性を変化させるように、異なる
アミノ酸残基と置き換わり得るが、Ｗｉｎｔｅｒらによる米国特許第５，６２４，８２１
号、および同第５，６４８，２６０号の両方に記載のように、親の抗体の抗原結合の親和
性を保有する。
【０１１９】
　その他の実施形態では、１つまたはそれよりも多くのアミノ酸残基３２９、３３１、お
よび３２２は、Ｉｄｕｓｏｇｉｅらによる米国特許第６，１９４，５５１号に記載されて
いるよう、その抗体がＣ１ｑ結合を変化させる、および／または、補体依存性細胞毒性（
ＣＤＣ）を低減または無効にするように、置き換わり得る。
【０１２０】
　そのほかの実施形態では、アミノ酸の位置２３１、および２３９内の、１つまたはそれ
よりも多くのアミノ酸残基は、補体を固定する抗体の能力を変化させることにより変化さ
れる。このアプローチは、Ｂｏｄｍｅｒらによる国際公開第９４／２９３５１号に更に記
載されている。
【０１２１】
　その他の実施形態においては、そのＦｃ領域は、次の位置：２３８、２３９、２４８、
２４９、２５２、２５４、２５５、２５６、２５８、２６５、２６７、２６８、２６９、
２７０、２７２、２７６、２７８、２８０、２８３、２８５、２８６、２８９、２９０、
２９２、２９３、２９４、２９５、２９６、２９８、３０１、３０３、３０５、３０７、
３０９、３１２、３１５、３２０、３２２、３２４、３２６、３２７、３２９、３３０、
３３１、３３３、３３４、３３５、３３７、３３８、３４０、３６０、３７３、３７６、
３７８、３８２、３８８、３８９、３９８、４１４、４１６、４１９、４３０、４３４、
４３５、４３７、４３８、または４３９での１つまたはそれよりも多くのアミノ酸の修飾
により、その抗体の抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）へ媒介するための能力を増加させる
ように、および／または、Ｆｃγレセプターへの抗体の親和性を増加させるように修飾さ
れる。このアプローチは、Ｐｒｅｓｔａによる国際公開第００／４２０７２号にて更に記
載されている。更に、ヒトＩｇＧ１のＦｃγＲ１、ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩ、およ
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びＦｃＲｎに対するその結合部位がマッピングされ、結合が向上された変異体が記載され
ている（Ｓｈｉｅｌｄｓ、Ｒ．Ｌ．ら（２００１）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：６
５９１－６６０４を参照）。位置２５６、２９０、２９８、３３３、３３４、および３３
９での特定の変異は、ＦｃγＲＩＩＩへの結合を向上させると示された。追加的には、次
の組み合わせの突然変異体は、ＦｃγＲＩＩＩ結合を向上させると示された：Ｔ２５６Ａ
／Ｓ２９８Ａ、Ｓ２９８Ａ／Ｅ３３３Ａ、Ｓ２９８Ａ／Ｋ２２４Ａ、およびＳ２９８Ａ／
Ｅ３３３Ａ／Ｋ３３４Ａ。
【０１２２】
　その他の実施形態では、本発明の抗体のＣ末端は、ＰＣＴ／ＵＳ２００８／０７３５６
９号に記載されているように、システイン残基の導入により修飾され、それは、その全て
において参照により援用される。その様な修飾は、重鎖配列の全長のＣ－末端へのシステ
イン含有伸長（cystein-containing extension）の導入と同様、重鎖配列の全長のＣ－末
端に、またはその近傍に存在しているアミノ酸残基の置き換えを含むが、それらに限定さ
れない。好ましい実施形態においては、システイン含有伸長は、配列システイン－アラニ
ン－アラニン（Ｎ－末端からＣ－末端までの）を含む。
【０１２３】
　好ましい実施形態においては、Ｃ－末端のシステイン修飾の存在は、治療剤、または、
マーカー分子の様な、パートナー分子の複合に対する位置を提供する。特に、反応性のあ
るチオール基の存在は、Ｃ－末端システイン修飾によって、ジスルフィドリンカーまたは
スルフヒドリル反応性のマレイミド基を用いるパートナー分子を複合するために用いられ
得る。この手法による抗体のパートナー分子への複合は、取り付けの特定部位に対する増
加コントロールを許容する。更に、Ｃ－末端でのまたはその近傍での取り付け部位の導入
により、複合はそれが抗体の機能的な特徴との干渉を低減または削除し、簡易化された解
析および複合の準備の質的なコントロールを許容する様に最適化され得る。
【０１２４】
　さらにその他の実施形態においては、抗原への親和性を増大させるために、糖化の消去
（非糖化）、または、糖化の部位の変化により、抗体の糖化が修飾される。例えば、１つ
またはそれよりも多くのアミノ酸置換がなされた結果、１つまたはそれよりも多くの可変
領域のフレームワーク糖化部位の消去がなされ得る。その様な非糖化は、抗原に対するそ
の抗体の親和性を増加させ得る。Ｃｏらによる米国特許第５，７１４，３５０号、および
同第６，３５０，８６１号を参照のこと。非糖化の変化に対する追加的なアプローチは、
Ｈａｎａｉらによる米国特許第７，２１４，７７５号；Ｐｒｅｓｔａによる米国特許第６
，７３７，０５６号；Ｐｒｅｓｔａによる米国特許出願第２００７００２０２６０号；Ｄ
ｉｃｋｅｙらによる国際公開第ＷＯ２００７／０８４９２６号；Ｚｈｕらによる国際公開
第２００６／０８９２９４号；およびＲａｖｅｔｃｈらによる国際公開第２００７／０５
５９１６号に記載されており、その全体は本明細書に参照により援用される。
【０１２５】
　追加的、または選択的には、抗体は、低減されたフコシル残基の量を有するハイポフコ
シル化抗体、または、増加された分枝ＧｌｃＮａｃ構造を有する抗体の様な、糖化の変化
タイプを有するように作製され得る。変化された糖化パターンは、抗体のＡＤＣＣ能力を
増大させることが実証された。このような炭化水素化の修飾は、例えば、変化された糖化
機構にて、宿主細胞での抗体を発現させることにより達成され得る。例えば、細胞株Ｍｓ
７０４、Ｍｓ７０５、およびＭｓ７０９は、これらの細胞株にて発現された抗体が、それ
らの糖質上のフコースを欠落している様に、フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ
８（アルファ（１，６）フコシルトランスフェラーゼ）を欠落している。Ｙａｍａｎｅら
による米国特許出願第２００４／０１１０７０４号、およびＹａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ
らの（２００４）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ　８７：６１４－２２を参照のこ
と。その他の例として、Ｈａｎａｉらによる欧州特許第１，１７６，１９５号は、機能的
に分裂されたＦＵＴ８遺伝子を有する細胞株を記述し、それは、細胞株にて発現された抗
体がハイポフコシル化を示す様に、フコシルトランスフェラーゼをコードする。Ｈａｎａ
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ｉらはまた、抗体のＦｃ領域に結合するＮ－アセチルグルコサミンへのフコースの追加に
対する、低い酵素活性を有する細胞株を記載する。Ｐｒｅｓｔａによる国際公開第ＷＯ０
３／０３５８３５号は、フコースをＡｓｎ（２９７）が連結した糖質に取り付けるための
、低減された能力をもち、その結果ハイポフコシル化を生じさせる、様々なＣＨＯ細胞株
、Ｌｅｃ１３細胞、を記載する（また、Ｓｈｉｅｌｄｓ、Ｒ．Ｌ．らの（２００２）Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７：２６７３３－２６７４０を参照）。Ｕｍａｎａらによる国
際公開第ＷＯ９９／５４３４２号は、これらの細胞株により発現された抗体が、増加され
た分枝ＧｌｃＮａｃ構造、およびその抗体の増加されたＡＤＣＣ活性を示す様に、糖タン
パク質修飾したグリコシルトランスフェラーゼを発現させるため、遺伝子操作された細胞
株を記載する（またＵｍａｎａらの（１９９９）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１７：１７６
－１８０を参照）。選択的には、その抗体のフコース残基は、フコシダーゼ酵素を用いて
切断され得る（Ｔａｒｅｎｔｉｎｏ，Ａ．Ｌ．ら（１９７５）Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４：５
５１６－２３）。
【０１２６】
　追加的に、または、選択的には、抗体は、糖化が変化するタイプを有するように作製さ
れ、その変化は、抗体のシアリル化の程度に関連する。その様な変化は、Ｄｉｃｋｅｙら
による国際公開第ＷＯ２００７／００８４９２６号、およびＲａｖｅｔｃｈらによる国際
公開第ＷＯ２００７／０５５９１６号に記載されており、それらの両方は、参照に援用さ
れる。例えば、本明細書に参照により援用される米国特許第５，８３１，０７７号に記載
されている様に、１つのものが、シアリダーゼでの酵素反応を使用し得る。他の適した酵
素の例は、ＳｃｈｌｏｅｍｅｒらによるＪ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１５（４），８８２－８
９３（１９７５）、およびＬｅｉｂｉｇｅｒらによるＢｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．，３３８，５
２９－５３８（１９９９）にそれぞれに記載されている様に、ノイラミニダーゼ、および
Ｎ－グリコシダーゼＦである。選択的には、ＢａｓｓｅｔらによるＳｃａｎｄｉｎａｖｉ
ａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，５１（３），３０７－３１１（２
０００）に記載されている様に、シアリルトランスフェラーゼ酵素の使用することによっ
てなど、シアリル化の程度を増大させるための手法を使用し得る。
【０１２７】
　本発明により企図される本明細書の抗体のその他の修飾は、ＰＥＧ化である。抗体は、
例えば、生物学的な（例えば、血清の）半減期を増大させるため、ＰＥＧ化され得る。抗
体をＰＥＧ化するために、その抗体、またはそのフラグメントは、典型的には、ＰＥＧの
反応性エステルまたはアルデヒド誘導体の様な、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）誘導
体と反応する。または、ＰＥＧ化は、反応性ＰＥＧ分子（または、類似する反応性水溶ポ
リマー）とのアシル化反応、または、アルキル化反応を介して実行される。本明細書で使
用される場合、「ポリエチレングリコール」の語は、モノ（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ－
、または、アリールオキシ－ポリエチレングリコール、または、ポリエチレングリコール
－マレイミドの様な、他のタンパク質を誘導体化するのに使用されたＰＥＧの任意の形態
を包含する。ＰＥＧ化された抗体は、非糖化抗体であり得る。タンパク質をＰＥＧ化する
ための手法は当該分野において公知であり、本発明の抗体に適応され得る。例えば、Ｎｉ
ｓｈｉｍｕｒａらによる欧州特許第０　１５４　３１６号、およびＩｓｈｉｋａｗａらに
よる欧州特許第０　４０１　３８４号を参照のこと。
【０１２８】
（抗体フラグメント、および抗体模倣物）
　本発明は、従来の抗体に限定されず、抗体フラグメント、および抗体模倣物の使用を介
して実行され得る。広い種類の抗体フラグメント、および抗体模倣物の技術は、現在開発
され、当該分野において広く周知である。
【０１２９】
　ドメイン抗体（ｄＡｂｓ）は、抗体の最も小さい機能的な結合ユニットであり、ヒト抗
体の重鎖（ＶＨ）または軽鎖（ＶＬ）の何れかにおける可変領域に対応する。ドメイン抗
体は、約１３ｋＤａの分子量を有する。ドマンティス（Ｄｏｍａｎｔｉｓ）は、全ヒトＶ
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ＨおよびＶＬｄＡｂｓの大きく高機能なライブラリーのシリーズを開発し（それぞれのラ
イブラリーでは、１００億よりも多くの異なる配列）、治療標的に特異的なｄＡｂｓを選
択するために、これらのライブラリを使用する。多くの現行の抗体とは対照的に、ドメイ
ン抗体は、細菌、酵母、および哺乳動物細胞系にてよく発現される。ドメイン抗体、およ
びその製造手法の更なる詳細は、米国特許第６，２９１，１５８号；同第６，５８２，９
１５号；同第６，５９３，０８１号：同第６，１７２，１９７号：および同第６，６９６
，２４５号：米国特許出願第２００４／０１１０９４１号；欧州特許第１４３３８４６号
、同第０３６８６８４号、および同第０６１６６４０号；国際公開第ＷＯ２００５／０３
５５７２号、同第２００４／１０１７９０号、同第２００４／０８１０２６号、同第２０
０４／０５８８２１号、同第２００４／００３０１９号、および同第２００３／００２６
０９号の参照により得られ、その全体は各々本明細書に参照により援用される。
【０１３０】
　ナノボディは、特有の構造および自然発生の重鎖抗体の機能的特性を含む、抗体由来の
治療タンパク質である。これらの重鎖の抗体は、単一の可変領域（ＶＨＨ）、および２つ
の定常領域（ＣＨ２およびＣＨ３）を含む。重要なことには、クローンおよび単離された
ＶＨＨ領域は、もとの重鎖抗体の全ての抗原結合の容量を内部にもつ、完全に定常なポリ
ペプチドである。ナノボディは、ヒト抗体のＶＨ領域と高い相同性を有し、活性の損失な
しに更にヒト化し得る。重要なことには、ナノボディは低い免疫原性のポテンシャルを有
し、それは、化合物を導くナノボディを用いた霊長類研究にて確認されている。
【０１３１】
　ナノボディは、現行の抗体の利点を、低分子医薬の重要な特徴に結びつける。現行の抗
体のように、ナノボディは、標的への高い特異性および親和性、および低い固有の毒性を
示す。しかしながら、低分子医薬のように、それらは酵素を阻害し、直ぐにレセプターの
裂け目に接近し得る。更に、ナノボディは、非常に安定で、注入とは別の手法で投与され
得（例えば、国際公開第ＷＯ２００４／０４１８６７号を参照、その全体は本明細書に参
照により援用される）、製造することが容易である。ナノボディの他の利点は、その小さ
なサイズから、まれなエピトープ、または隠れたエピトープを認識すること、それら特有
の３次元形態による高い親和性および選択性でタンパク質標的のキャビティまたは活性部
位に結合すること、ドラッグ形態のフレキシビリティ、半減期の調整、ならびにドラッグ
発見の容易性および速度を含む。
【０１３２】
　ナノボディは、単一の遺伝子によりコードされ、例えば、大腸菌（例えば、米国特許第
６，７６５，０８７号を参照、本明細書にその全体が参照により援用される）、カビ（例
えば、アスペルギルス属、またはトリコデルマ属）、および酵母（例えば、サッカロミセ
ス属、クリベロミセス属、ハンゼヌラ属、またはピチア属）など、ほとんど全ての原核生
物および真核性の宿主にて効率的に生成される（例えば、米国特許第６，８３８，２５４
号を参照、その全体は本明細書に参照により援用される）。
【０１３３】
　そのナノクローン手法（例えば、国際公開第ＷＯ０６／０７９３７２を参照、その全体
は本明細書に参照により援用される）は、自動化されたハイスループットなＢ細胞の選択
に基づき、望ましい標的に対してナノボディを生成し、本発明の記述にて使用される。
【０１３４】
　ユニボディは、その他の抗体フラグメント技術であるが、しかし、ＩｇＧ４抗体のヒン
ジ領域の除去に基づいている。そのヒンジ領域の欠失は、本質的にもとのＩｇＧ４抗体の
半分のサイズであり、ＩｇＧ４抗体の二価の結合領域よりも、一価の結合領域を有する分
子を生じさせる。ＩｇＧ４抗体の様に、ユニボディは不活性であり、免疫システムに相互
作用せず、それは、免疫反応が望ましくない疾患の処置に対して利点となり得る。ユニボ
ディは、それらが結合した細胞を死滅はさせないが、阻害または沈黙させる（silent）よ
う機能し得る。追加的に、癌細胞に結合するユニボディは、それらが増殖するようには刺
激はしない。更に、ユニボディは大抵小さく、それらは、潜在的に有利な効能を伴って、
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より大きな固体の腫瘍に亘ってより良い分布を示す。ユニボディは、全ＩｇＧ４抗体と同
様の割合で体からなくなり、それらの抗原に対し同様の親和性をもって結合し得る。ユニ
ボディの更なる詳細は、国際公開第ＷＯ２００７／０５９７８２号の参照により得られ、
その全体は本明細書において参照により援用される。
【０１３５】
　アフィボディ(Affibody)分子は、ブドウ球菌タンパク質Ａの、３つのヘリックス束のＩ
ｇＧ結合領域に由来する、５８－アミノ酸残基のタンパク質領域に基づくタンパク質と親
和性がある。この領域は、組み合わせファージミドのライブラリーの構築に対する足場と
して使用され、そこから望ましい分子を標的とするアフィボディの変異体が、ファージデ
ィスプレイ技術を用いて選択され得る（Ｎｏｒｄら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１
９９７；１５：７７２－７；Ｒｏｎｍａｒｋら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２００２
；２６９：２６４７－５５）。アフィボディ分子の簡易性、強固な構造、および低分子量
（６ｋＤａ）は、それらを広い適用の多様性に、例えば、試薬の検出、およびレセプター
作用の阻害剤として、適したものとする。アフィボディおよびその製造の更なる詳細は、
米国特許第５，８３１，０１２号にて見つけられ、その全体は本明細書に参照により援用
される。標識アフィボディは、アイソフォームの存在量を決定するための、画像アプリケ
ーションに有用である。
【０１３６】
　ＤＡＲＰｉｎｓ（Designed Ankyrin Repeat Protein、設計アンキリン反復タンパク質
）は、非抗体ポリペプチドの結合能力を引き出すよう開発された、ＤＲＰ（設計反復タン
パク質）抗体模倣物の技術を具体化する。アルキリンおよびロイシンリッチな反復タンパ
ク質のような、反復タンパク質は、抗体とは異なる内部、および細胞外に発生する遍在結
合分子である。それらの固有なモジュール方式は、可変およびモジュールの標的結合の表
面を表示している、細長い反復領域を形成するように、互いに積み重ねられている反復構
造ユニット（反復体）を特徴付ける。このモジュール性に基づき、大きく多様な結合特異
性をもつ、ポリペプチドの組み合わせライブラリーが生成され得る。このストラテジーは
、様々な表面残基、および反復領域へのそれらのランダムなアセンブリを表示する、自家
和合性の反復体のコンセンサスな設計を含む。
【０１３７】
　ＤＡＲＰｉｎｓは、細菌発現系にて、非常に高い収率で生成され、最も安定なタンパク
質の１つとして知られている。ヒトレセプター、サイトカイン、キナーゼ、ヒトプロテア
ーゼ、ウイルス、および膜タンパク質を含む、標的タンパク質の幅広い範囲に結合する高
い特異性、高い親和性のＤＡＲＰｉｎｓは、１桁のナノモルからピコモルの範囲における
親和性を有することを含むように作製される。
【０１３８】
　ＤＡＲＰｉｎｓは、ＥＬＩＳＡ、サンドイッチＥＬＩＳＡ、フローメトリー分析（ＦＡ
ＣＳ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、チップアプリケーション、親和性精製、または、ウエ
スタンブロット法を含む、アプリケーションの広い範囲で使用される。ＤＡＲＰｉｎｓは
、タンパク質－タンパク質の相互作用をブロックするだけでなく、酵素を阻害することが
望ましい。腫瘍、および血液比に非常に好都合な腫瘍における、非常に速く、かつ特異的
な濃縮によって、体内での診断または治療的なアプローチによく適合するＤＡＲＰｉｎｓ
が作製される。ＤＡＲＰｉｎｓ、および他のＤＲＰ技術に関する追加的な情報は、米国特
許出願第２００４／０１３２０２８号、および国際公開第ＷＯ０２／２０５６５号にて見
出され得、その両方が参照により本明細書に援用される。
【０１３９】
　アンチカリンは、その他の抗体模倣物の技術である。しかしながら、この場合、結合特
異性は、ヒト組織および体液にて、自然におよび豊富に発現される低い分子量のタンパク
質のファミリーのリポカリンに由来する。リポカリンは、化学的に敏感または不溶な化合
物の、生理学的な移動および保存と関連する体内の種々の範囲の機能を実施するようにな
っている。リポカリンは、タンパク質の１つの末端での、４つのループを支える高い保存
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β－バレルを含む、強固な固有構造を有している。これらは、入り口から結合ポケットへ
のループとなり、分子のこの部位における立体配座の相違は、個々のリポカリン間の結合
特異性によるものである。
【０１４０】
　保存されたβ－シート・フレームワークが支える超可変ループの全体的な構造は免疫グ
ロブリンと似ているが、リポカリンは、単一の免疫グロブリン・ドメインより僅かに大き
い、１６０～１８０のアミノ酸の単一のポリペプチド鎖から成り、サイズに関しては抗体
と大きく異なる。
【０１４１】
　リポカリンはクローニングでき、それらのループはアンチカリンを作製するために遺伝
子操作に供される。構造的に多様なアンチカリンのライブラリーが形成され、アンチカリ
ンの提示は、原核生物または真核生物システムにおける更なる分析のために可溶性タンパ
ク質の発現と生成の前に、結合機能の選択とスクリーニングとを可能にする。研究から、
事実上、任意のヒトの標的タンパク質に特有なアンチカリンが開発でき、ナノモル以上の
範囲の結合アフィニティを得ることが可能なことが分かった。
【０１４２】
　アンチカリンは、二重標的化タンパク質（デュオカリン）としても形成できる。デュオ
カリンは、その二つの結合ドメインの構造配向性によらず、標的の特異性とアフィニティ
を保持させつつ、標準的な製造プロセスを用いて、簡便に生成された一つのモノマー・タ
ンパク質として、二つの別個の治療標的を結合する。
【０１４３】
　一つの分子を介する多重標的の調節は、一つ以上の原因因子を伴うといわれる病気にお
いて特に優れている。更に、デュオカリンのような二つまたは多価の結合形成は、病気の
細胞表面分子を標的にして、シグナル伝達経路に及ぼすアゴニスト作用を仲介する、また
は細胞表面レセプターの結合と集中化による増強された内在化作用を誘導するうえで、大
きな可能性を有する。更に、デュオカリンの高い固有安定性は、モノマー・アンチカリン
に匹敵する。
【０１４４】
　アンチカリンに関する更なる資料は、米国特許第７，２５０，２９７と国際公開第ＷＯ
９９／１６８７３号とに見受けられ、その両方が、それらの全体にわたって参照として本
願に組み入れられる。
【０１４５】
　アビマーは、本発明の関係において有用な抗体模倣技術である。アビマーは、試験管内
のエクソンの混合とファージ提示とにおいて、結合と阻害の特性をもつ多ドメイン・タン
パク質を形成することにより、人の細胞外レセプター・ドメインのラージ・ファミリーか
ら展開される。連結する多数の非依存結合ドメインは、親和性を作りだすことが示されて
おり、従来の単一のエピトープ結合タンパク質と比べると、改善されたアフィニティと特
異性になる。他に可能性のある長所として、大腸菌における複数標的の特異分子の単純で
効率的な生成と、改善された耐熱性、耐プロテアーゼ性がある。サブ－ナノモル・アフィ
ニティをもつアビマーは、様々な標的に対して得られてきた。アビマーに関する更なる資
料は、米国特許出願第２００６／０２８６６０３号と、同第２００６／０２３４２９９号
と、同第２００６／０２２３１１４号と、同第２００６／０１７７８３１号と、同第２０
０６／０００８８４４号と、同第２００５／０２２１３８４号と、同第２００５／０１６
４３０１号と、同第２００５／００８９９３２号と、同第２００５／００５３９７３号と
、同第２００５／００４８５１２号と、同第２００４／０１７５７５６号とにあり、その
全ては、本明細書に参照により援用される。
【０１４６】
　ベルサボディは本発明の関係で使用できる別の抗体模倣技術である。ベルサボディは、
一般的なタンパク質が有する疎水性コアに置換され、高いジスルフィド密度の骨格を形成
する、１５％以上のシステインをもつ３～５ｋＤａの小さなタンパク質である。この置換
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は、より小さく、より親水性（すなわち、凝集しにくくて且つ非特異性結合）であり、プ
ロテアーゼと熱に対して更に抵抗性を示し、低濃度のＴ－セル・エピトープを有する、タ
ンパク質に結果としてなる。なぜならば、ＭＨＣ提示に最も関与する残基が疎水性である
からである。これら四つのすべての特性は、免疫原性に影響することは周知のことであり
、それらは互いに免疫原性の大幅な低減を招くと予測される。
【０１４７】
　ベルサボディの構造が与えられると、これらの抗体の模倣は、多原子価と、多特異性と
、多様な半減メカニズムと、組織標的モジュールと、抗体Ｆｃ領域の無い状態とを含んで
いる、広範囲の形成を提供する。更に、ベルサボディは、高収率で大腸菌に製造され、そ
れらの親水性と小さいサイズのために、ベルサボディは、高い可溶性で、高濃度に調製で
きる。ベルサボディは、非常に熱的に安定していて、長い保存期間を呈する。ベルサボデ
ィに関する更なる資料は、米国特許出願第２００７／０１９１２７２号に見いだすことが
できて、その全体は本明細書において参照により援用される。
【０１４８】
　抗体フラグメントと模倣技術に関する前述の説明は、包括的であることを意図していな
い。米国特許第５，７８９，１５７号と、同第５，８６４，０２６号と、同第５，７１２
，３７５号と、同第５，７６３，５６６号と、同第６，０１３，４４３号と、同第６，３
７６，４７４号と、同第６，６１３，５２６号と、同第６，１１４，１２０号と、同第６
，２６１，７７４号と、同第６，３８７，６２０号とに記載されているＲＮＡアプタマー
技術のように、核酸ベース技術だけでなく、ＱｕｉらのＮＡＴＵＲＥ・ＢＩＯＴＥＣＨＮ
ＯＬＯＧＹ、２５（８）９２１－９２９（２００７）に概述されているように、相補性決
定領域の融合のように、代替ポリペプチド－ベース技術を含めた、多種多様な更なる技術
は、その全体は本明細書に援用され、本発明の関係で使用できる。
【０１４９】
（抗体の物理的な特性）
　本開示の抗体は、その異なるクラスを検出およびまたは識別するための、それらの様々
な物理的な特性を特徴にしている。
【０１５０】
　本開示の抗体は、軽または重鎖可変領域において、一つまたは複数の糖鎖付加部位を備
えることができる。このような糖鎖付加部位は、変化した抗原結合（Ｍａｒｓｈａｌｌら
（１９７２）Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　４１：６７３－７０２と、Ｇａｌａと
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（２００４）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７２：５４８９－９４と、Ｖａｌ
ｌｉｃｋら（１９８８）Ｊ　ＥｘｐＭｅｄ　１６８：１０９９－１０９と、Ｓｐｉｒｏ（
２００２）Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　１２：４３Ｒ－５６Ｒと、Ｐａｒｅｋｈら（１９
８５）Ｎａｔｕｒｅ　３１６：４５２－７と、Ｍｉｍｕｒａら（２０００）Ｍｏｌ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　３７：６９７－７０６）により、抗体の増加された免疫原性または抗体のｐ
Ｋの変化に、結果としてなる。糖鎖付加は、Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列を備えるモチーフで生じ
ることが知られている。ある事例において、可変領域糖鎖付加を備えない、抗メソテリン
抗体を有することが好ましい。これは、可変領域の糖鎖付加モチーフを備えない抗体を選
択することにより、または糖鎖付加領域内で残基を変異させることにより達成できる。
【０１５１】
　好ましい実施形態において、本開示の抗体は、アスパラギン・イソメリズム・サイトを
備えていない。アスパラギンのアミド分解は、Ｎ－ＧまたはＤ－Ｇ配列上で生じ、ポリペ
プチド鎖に捻れ導入するイソアスパラギン酸残基を生成することとなり、ポリペプチド鎖
の安定性を低下させる（イソアスパラギン酸作用）。
【０１５２】
　各々抗体は、独自の等電点（ｐＩ）を有し、一般的に６～９．５のｐＨ範囲に属する。
ＩｇＧ１抗体のｐＩは７～９．５のｐＨ範囲に一般的に属し、ＩｇＧ４抗体のｐＩは６～
８のｐＨ範囲に一般的に属する。通常範囲外のｐＩをもつ抗体は、生体内条件のもとで何
らかの変性や不安定性を有するという推測がある。従って、通常範囲に属するｐＩ値を備
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える抗メソテリン抗体を有することが好ましい。これは、通常範囲内のｐＩをもつ抗体を
選択するかまたは荷電表面の残基を変異させると実現できる。
【０１５３】
　各々抗体は特徴のある融点をもち、高い融点ほど生体内で大きな全体的安定性を示す（
Ｋｒｉｓｈｎａｍｕｒｔｈ　ＲとＭａｎｎｉｎｇ　ＭＣ（２００２）Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒ
ｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（３：３６１－７１）。一般的に、ＴＭ１（初期変性の温度）
は、６０℃より高く、６５℃より更に高く、７０℃より特に更に高いことが好ましい。抗
体の融点は、示差走査熱量測定（Ｃｈｅｎら（２００３）Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ　２０：１
９５２－６０や、Ｇｈｉｒｌａｎｄｏら（１９９９）Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｌｅｔｔ　６８：
４７－５２）や、または円偏光二色性（Ｍｕｒｒａｙら（２００２）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔ
ｏｇｒ　Ｓｃｉ　４０：３４３－９）を用いて測定できる。
【０１５４】
　好ましい実施形態では、急速に劣化しない抗体が選択される。抗体の劣化は、キャピラ
リ－電気泳動法（ＣＥ）とＭＡＬＤＩ－ＭＳを用いて測定できる（Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　
ＡＪとＨｕｇｈｅｓ　ＤＥ（１９９５）Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ　６７：３６２６－３２）。
【０１５５】
　別の好ましい実施形態において、望ましくない免疫反応、および／または変更された薬
物動態特性、もしくは好ましくない薬物動態特性が始動につながり得る、最小凝集作用を
有する抗体が選択される。一般的に、２５％未満、好ましくは２０％未満、より好ましく
は１５％未満、更に好ましくは１０％未満、特に好ましくは５％未満の凝集をもつ抗体が
、許容される。凝集は、サイズ排除カラム（ＳＥＣ）と高性能液体クロマトグラフィー（
ＨＰＬＣ）と光散乱とを含めた、幾つかの技術によって測定できる。
【０１５６】
（抗体を遺伝子操作する方法）
　前述のように、周知のＶＨとＶＬの配列を有する抗メソテリン抗体は、それらを修飾す
るか、またはそれらに取り付けられた定常領域を修飾することにより、新規の抗メソテリ
ン抗体を生成するために使用することができる。従って、本開示の別の態様において、周
知の抗メソテリン抗体、例えば、３Ｃ１０，６Ａ４または７Ｂ１の構造的な特長は、人の
メソテリンに対する結合のように、本開示の抗体の少なくとも一つの機能特性を保持する
構造的に関連した抗メソテリン抗体を生成するために用いられる。例えば、周知の抗メソ
テリン抗体または其の変異体の一つまたは複数のＣＤＲ領域は、前述のように、本開示の
更なる組み換え技術によって作られた抗メソテリン抗体を生成するために、周知のフレー
ムワーク領域およびまたは他のＣＤＲに組み換えて組み合わせることができる。他のタイ
プの修飾は、前節に説明されたものを含んでいる。遺伝子操作方法の開始時の材料は、こ
こで提供された一つもしくは複数のＶＨおよびもしくはＶＬの配列、または其の一つもし
くは複数のＣＤＲ領域である。改変抗体を作るために、ここに提供された一つもしくは複
数のＶＨおよびもしくはＶＬの配列、または其の一つもしくは複数のＣＤＲ領域を有する
抗体を実際に作成する（すなわち、タンパク質として発現する）必要はない。むしろ、配
列に備えられたインフォメーションは、本来の配列から誘導された「第二世代の」配列を
生成するための開始材料として用いられ、「第二世代の」配列が作成され、タンパク質と
して発現される。
【０１５７】
　従って、別の実施形態において、本開示は、抗メソテリン抗体を作成する方法を提供し
、
（ａ）（ｉ）配列番号１～３から成る群から選択されたＣＤＲ１配列と、配列番号４～６
から成る群から選択されたＣＤＲ２配列と、およびまたは配列番号７～９から成る群から
選択されたＣＤＲ３配列とを具備するＶＨ抗体配列、およびまたは（ｉｉ）配列番号１０
～１２から成る群から選択されたＣＤＲ１配列と、配列番号１３～１５から成る群から選
択されたＣＤＲ２配列と、およびまたは配列番号１６～１８から成る群から選択されたＣ
ＤＲ３配列とを具備するＶＬ抗体配列
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とを提供することと、
（ｂ）少なくとも一つの変更された抗体配列を生成するために、ＶＬ抗体配列およびまた
はＶＬ抗体配列内に、少なくとも一つのアミノ酸残基を変更することと、
（ｃ）変更された抗体配列をタンパク質として発現することとを具備している。
【０１５８】
　標準的な分子生物技術を用いて、変更された抗体配列を作成して発現できる。
【０１５９】
　ある実施形態において、変異体は、抗メソテリン抗体コーディング配列の全てまたは一
部に沿ってランダムにまたは選択的に導入可能であり、最終的に修飾された抗メソテリン
抗体は、ここで説明したように、作動およびまたは他の機能特性を結合するためにスクリ
ーニングできる。変異の方法は従来技術で説明されている。例えば、Ｓｈｏｒｔによる国
際公開第ＷＯ０２／０９２７８０号は、飽和変異誘発、合成ライゲーションアセンブリー
（synthetic ligation assembly）、または其の組み合わせを用いて、抗体変異体を生成
してスクリーニングする方法を説明している。代わりに、Ｌａｚａｒらによる国際公開第
ＷＯ０３／０７４６７９号は、コンピュータ計算によるスクリーニング方法を用いて、抗
体の生理化学的特性を最適にする方法を述べている。
【０１６０】
（発明の抗体をコードする核酸分子）
　本開示の別の態様は、本開示の抗体をコードする核酸分子に関連している。核酸は、全
細胞に、細胞溶解物に、または部分的に精製された、または実質的に純粋な形態で、存在
し得る。核酸は、アルカリ／ＳＤＳ処理、ＣｓＣｌバンディング、カラム・クロマトグラ
フィー、アガロース・ゲル電気泳動、および従来技術で周知の他の技術を含む標準技術に
より、他の細胞分子または他の夾雑物、例えば、他の細胞核酸またはタンパク質から純化
される時に、「単離される」または実質的に純化にされる。Ｆ．Ａｕｓｕｂｅｌら編（１
９８７）の分子生物学のカレント・プロトコル、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇと
Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、ニューヨークを参照。本開示の核酸は、例えば
、ＤＮＡまたはＲＮＡであり、イントロン配列を備えてもおよび備えていなくてもよい。
好ましい態様で、核酸は、ｃＤＮＡ分子である。
【０１６１】
　本開示の核酸は、標準的な分子生物学技術を用いて得ることができる。ハイブリドーマ
（例えば、更に次に記すヒトの免疫グロブリン遺伝子を輸送する遺伝子組み換えマウスか
ら作成されたハイブリドーマ）で発現される抗体については、ハイブリドーマで作られた
抗体の軽鎖と重鎖とをコードするｃＤＮＡは、標準的なＰＣＲ増幅またはｃＤＮＡクロー
ン技術によって得ることができる。免疫グロブリン遺伝子ライブラリーから得た抗体（例
えば、ファージディスプレイ技術の使用）については、このような抗体をコードする核酸
を、遺伝子ライブラリーから回収できる。
【０１６２】
　好ましい核酸分子は、３Ｃ１０、６Ａ４または７Ｂ１モノクローナル抗体のＶＨとＶＬ

の配列をコードするものである。３Ｃ１０，６Ａ４と７Ｂ１のＶＨ配列をコードするＤＮ
Ａ配列は、配列番号２５－２７に、各々、図示されている。３Ｃ１０，６Ａ４と７Ｂ１の
ＶＬ配列をコードするＤＮＡ配列は、配列番号２８－３０に、各々、図示されている。
【０１６３】
　ＶＨとＶＬのセグメントをコードするＤＮＡフラグメントが得られると、これらのＤＮ
Ａフラグメントは、例えば、可変領域遺伝子を、完全長の抗体鎖遺伝子に、Ｆａｂフラグ
メント遺伝子に、またはｓｃＦｖ遺伝子に変換するために、標準的な組み換えＤＮＡ技術
によって更に操作できる。これらの操作において、ＶＬ－またはＶＨ－コードＤＮＡフラ
グメントは、抗体定常領域または弾性リンカーのように、別のタンパク質をコードする別
のＤＮＡフラグメントに動作的にリンクされる。この関係で用いた用語「動作的にリンク
される」は、二つのＤＮＡフラグメントが連結されるので、それらによってコードされた
アミノ酸配列は、フレームのままであることを意味する。



(39) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

【０１６４】
　ＶＨ領域をコードする単離ＤＮＡは、重鎖定常領域（ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３）をコー
ドするＤＮＡ分子に、ＶＨ－コードＤＮＡを動作的にリンクすることによって、完全長の
重鎖遺伝子に変換できる。ヒトの重鎖定常領域遺伝子の配列は従来技術で周知であり（例
えば、Ｋａｂａｔ’２４２を参照）、これらの領域を囲むＤＮＡフラグメントは標準的な
ＰＣＲ増幅によって得ることができる。重鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３
、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、またはＩｇＤ定常領域になれるが、最も好ましく
はＩｇＧ１またはＩｇＧ４定常領域である。Ｆａｂフラグメント重鎖遺伝子については、
ＶＨ－コードＤＮＡが、重鎖ＣＨ１定常領域だけコードするＤＮＡ分子に動作的にリンク
できる。
【０１６５】
　ＶＬ領域をコードする単離ＤＮＡは、軽鎖定常領域、ＣＬをコードする別のＤＮＡ分子
にＶＬ－コードＤＮＡを動作的にリンクすることにより（Ｆａｂ軽鎖遺伝子だけでなく）
完全長の軽鎖遺伝子に変換できる。ヒトの軽鎖定常領域遺伝子の配列は従来技術で周知で
あり（例えば、Ｋａｂａｔ’２４２を参照）、これらの領域を囲むＤＮＡフラグメントは
、標準的なＰＣＲ増幅によって得ることができる。好ましい態様において、軽鎖定常領域
は、カッパまたはラムダ定常領域になる。
【０１６６】
　ｓｃＦｖ遺伝子を生成するために、ＶＨ－とＶＬ－のコードＤＮＡフラグメントは、弾
性リンカーをコードする、例えば、アミノ酸配列（ＧＩｙ４－Ｓｅｒ）３をコードする、
別のフラグメントに動作的にリンクされるので、ＶＨとＶＬの配列は連続する一本鎖のタ
ンパク質として発現できて、ＶＬとＶＨの領域はフレキシブル・リンカーによってコンジ
ュゲートされる（例えば、Ｂｉｒｄら（１９８８）ＳＣＩＥＮＣＥ２４２：４２３－４２
６と、Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８５
：５８７９－５８８３と、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）ＮＡＴＵＲＥ３４８：５
５２－５５４を参照）。
【０１６７】
（本開示のモノクローナル抗体の生成）
　本開示のモノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）は、ＫｏｈｌｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９
７５）ＮＡＴＵＲＥ ２５６：４９５の体細胞交雑技術を含めて、多種多様な技術によっ
て生成できる。体細胞交雑法が好ましいが、原理的には、他の技術を採用することもでき
、例えば、Ｂリンパ球のウイルス性または発癌性形質転換を採用することができる。
【０１６８】
　ハイブリドーマを作成する好ましい動物系はマウス系である。マウスのハイブリドーマ
生成は、非常に巧みに作られる手順である。融合のために免疫された脾細胞の単離のため
の免疫手順と技術は、従来技術で周知である。融合パートナー（例えば、マウス骨髄腫細
胞）と融合手順も周知のことである。
【０１６９】
　本開示のキメラまたはヒト化抗体は、前述のように作成した非ヒト・モノクローナル抗
体の配列に基づいて作成できる。重鎖と軽鎖の免疫グロブリンをコードするＤＮＡは、被
験体となる非ヒト・ハイブリドーマから得ることができて、標準的な分子生物学技術を用
いて、マウスでない（例えば、ヒトの）免疫グロブリン配列を備えるように改変できる。
例えば、キメラの抗体を生成するために、マウスの可変領域を、ヒトの定常領域にリンク
できる（例えば、Ｃａｂｉｌｌｙらの米国特許第４，８１６，５６７号を参照）。ヒト化
抗体を生成するために、マウスのＣＤＲ領域をヒトのフレームワークに挿入できる（例え
ば、Ｗｉｎｔｅｒの米国特許第５，２２５，５３９号と、Ｑｕｅｅｎらの米国特許第５，
５３０，１０１号と、同第５，５８５，０８９号と、同第５，６９３，７６２号と、同第
６、１８０，３７０号とを参照）。
【０１７０】
　好ましくは、抗体は、ヒトのモノクローナル抗体である。それらは、マウス系より、む
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しろヒトの免疫系のパーツを輸送するトランスジェニックまたはトランスクロモソミック
・マウスを用いて形成できる。これらのトランスジェニックとトランスクロモソミックの
マウスは、ＨｕＭＡｂ　Ｍｏｕｓｅ（登録商標）とＫＭ　Ｍｏｕｓｅ（登録商標）タイプ
を各々含む、「ヒトＩｇマウス」として、本明細書において集合的に言及される。
【０１７１】
　ＨｕＭＡｂ　Ｍｏｕｓｅタイプのマウス（Ｍｅｄａｒｅｘ（登録商標），Ｉｎｃ．）は
、内因性のμとｋの鎖の中心を不活性化する標的変異と共に、再配置不能なヒトの重鎖（
μとγ）とκの軽鎖の免疫グロブリン配列をコードする、ヒトの免疫グロブリン遺伝子ミ
ニ遺伝子座（miniloci）を備えている（例えば、Ｌｏｎｂｅｒｇら（１９９４）ＮＡＴＵ
ＲＥ３６８（６４７４）：　８５６－８５９を参照）。そこで、マウスは、マウスＩｇＭ
またはｋの低減された発現を呈しており、免疫付与に応答して、導入されたヒトの重鎖と
軽鎖のトランス遺伝子は、高いアフィニティのヒトのＩｇＧｋモノクローナル抗体を形成
するために、クラス・スイッチイングと体細胞変異とを受ける（Ｌｏｎｂｅｒｇら（１９
９４）、上記を参照、実験薬理学のＬｏｎｂｅｒｇ（１９９４）ハンドブック１１３：４
９－１０１で検討、　ＬｏｎｂｅｒｇとＨｕｓｚａｒ（１９９５）Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ
．免疫学１３：６５－９３、ＨａｒｄｉｎｇとＬｏｎｂｅｒｇ（１９９５）Ａｎｎ．Ｎ．
Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７６４：５３６－５４６）。ＨｕＭＡｂ　Ｍｏｕｓｅタイプのマ
ウスの作成と使用、および、このようなマウスが保有するゲノム修飾は、Ｔａｙｌｏｒな
ど（１９９２）核酸リサーチ２０：６２８７－６２９５と、Ｃｈｅｎなど（１９９３）イ
ンターナショナル免疫学５：６４７－６５６と、Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９３）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０：３７２０－３７２４と、Ｃｈｏｉら
（１９９３）ＮＡＴＵＲＥ・ＧＥＮＥＴＩＣＳ４：１１７－１２３と、Ｃｈｅｎら（１９
９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：８２１－８３０と、Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９４）Ｊ．　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：２９１２－２９２０と、Ｔａｙｌｏｒら（１９９４）インター
ナショナル免疫学６：５７９－５９１と、Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（１９９６）ＮＡＴＵＲＥ
・ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ１４：８４５－８５１に更に記載されており、その全ての
内容は、全体にわたって参照により本明細書に組み入れられる。更に、Ｌｏｎｂｅｒｇと
Ｋａｙの、米国特許第５，５４５，８０６号と、同第５，５６９，８２５号と、同第５，
６２５，１２６号と、同第５，６３３，４２５号と、同第５，７８９，６５０号と、同第
５，８７７，３９７号と、同第５，６６１，０１６号と、同第５，８１４，３１８号と、
同第５，８７４，２９９号と、同第５，７７０，４２９号と、Ｓｕｒａｎｉらの米国特許
第５，５４５，８０７号と、ＬｏｎｂｅｒｇとＫａｙらの国際公開第ＷＯ９２／０３９１
８号と、国際公開第ＷＯ９３／１２２２７号と、国際公開第ＷＯ９４／２５５８５号と、
国際公開第ＷＯ９７／１３８５２号と、国際公開第ＷＯ９８／２４８８４号と、国際公開
第ＷＯ９９／４５９６２号と、およびＫｏｒｍａｎらの国際公開第ＷＯ０１／１４４２４
号とを参照されたい。ヒトのラムダ軽鎖遺伝子を保有するトランスジェニックマウスは、
Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎによる国際公開第ＷＯ００／２６３７３号に記載されているように
使用できる。例えば、ヒトのラムダの軽鎖トランス遺伝子を保有するマウスは、ヒトの重
鎖と軽鎖の両方のトランス遺伝子を保有するマウスを作製するために、ヒトの重鎖トラン
ス遺伝子（例えば、ＨＣｏ７）を保有するマウスと交配することができ、任意にヒトのカ
ッパ軽鎖トランス遺伝子（例えば、ＫＣｏ５）を保有するマウスとも交配できる（例えば
、例１を参照）。
【０１７２】
　別の態様において、本開示のヒトの抗体は、ヒトの重鎖トランス遺伝子とヒトの軽鎖ト
ランスクロモソームとを保有するもののように、トランス遺伝子とトランスクロモソーム
との上でヒトの免疫グロブリン配列を保有するマウスを用いて形成できる。このマウスは
、ＫＭ　Ｍｏｕｓｅストレインまたはタイプのように本明細書中で言及され、イシダらの
国際公開第ＷＯ０２／４３４７８号に詳細に説明されている。
【０１７３】
　更に、ヒトの免疫グロブリン遺伝子を発現する代替トランスジェニック動物系は、従来
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技術で可能であり、本開示の抗メソテリン抗体を増やすために使用できる。例えば、ゼノ
マウス（Xenomouse）（Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ）と呼ばれる代替トランスジェニック系
が使用できる。このようなマウスは、例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉらの米国特許第
５，９３９，５９８号と、同第６，０７５，１８１号と、同第６，１１４，５９８号と、
同第６，１５０，５８４号と、同第６，１６２，９６３号とに記載されている。
【０１７４】
　更に、ヒトの免疫グロブリン遺伝子を発現する代替のトランスクロモソミック動物系は
、従来技術で可能であり、本開示の抗メソテリン抗体を形成するために使用できる。例え
ば、「ＴＣマウス」と呼ばれる、ヒトの重鎖トランスクロモソームとヒトの軽鎖トランス
クロモソームの両方を保有するマウスが使用できて、このようなマウスは、トミヅカらの
（２０００）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９７：７２２－７２７に記
載されている。更に、ヒトの重鎖と軽鎖のトランスクロモソームを保有するウシが開示さ
れている（例えば、クロイワら（２００２）ＮＡＴＵＲＥ・ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ
２０：８８９－８９４と国際公開第ＷＯ２００２／０９２８１２号）。
【０１７５】
　本開示のヒトのモノクローナル抗体は、ヒトの免疫グロブリン遺伝子のライブラリーを
スクリーニングするファージディスプレイ法を用いても作成できる。例えば、Ｌａｄｎｅ
ｒらの米国特許第５，２２３，４０９号と同第５，４０３，４８４号と同第５，５７１，
６９８号と、Ｄｏｗｅｒらの米国特許第５，４２７，９０８号と、同第５，５８０，７１
７号と、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙらの米国特許第５，９６９，１０８号と、同第６，１７２
，１９７号と、Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓらの米国特許第５，８８５，７９３号と、同第６，５
２１，４０４号と、同第６，５４４，７３１号と、同第６，５５５，３１３号と、同第６
，５８２，９１５号と、同第６，５９３，０８１号とを参照。
【０１７６】
　本開示のヒトのモノクローナル抗体は、免疫付与時にヒトの抗体応答が形成できるよう
にヒトの免疫細胞が再現されているＳＣＩＤマウスを用いても、作製することができる。
このようなマウスは、Ｗｉｌｓｏｎらの米国特許第５，４７６，９９６号と同第５，６９
８，７６７号とに記載されている。
【０１７７】
　別の態様において、ヒトの抗メソテリン抗体は、Ｂｕｅｃｈｌｅｒらによる米国特許第
６，７９４，１３２号に記載されているように、ヒトのＩｇマウスとファージディスプレ
イ技術の組み合わせを用いて作成される。より具体的には、本方法は、一つまたは複数の
メソテリン抗原でマウスに免疫付与することにより、ヒトＩｇマウス（ＨｕＭａｂ　Ｍｏ
ｕｕｓｅまたはＫＭ　Ｍｏｕｓｅストレインなど）における抗メソテリン抗体応答を高め
、次に、マウスのリンパ細胞からヒトの抗体鎖をコードする核酸を単離し、これらの核酸
をディスプレイベクター（例えば、ファージ）に導入することによって、ディスプレイパ
ッケージのライブラリーを準備することをまず含む。従って、各々ライブラリー・メンバ
ーはヒトの抗体鎖をコードする核酸を具備し、各々抗体鎖はディスプレイパッケージから
提示される。ライブラリーは、メソテリンに具体的に結合するライブラリー・メンバーを
単離するために、メソテリンタンパク質でスクリーニングされる。選択されたライブラリ
ー・メンバーの核酸インサートは、選択されたメソテリン・結合体の軽鎖と重鎖の可変配
列を決定するために、標準的な方法で単離されて配列が決定される。可変領域は、ＶＨ領
域がＣＨ領域に動作的にリンクされ、ＶＬ領域がＣＬ領域に動作的にリンクされるように
、ヒトの重鎖と軽鎖の定常領域を保有する発現ベクターに対する可変領域のクローニング
のように、標準的な組み換えＤＮＡ技術によって、完全長の抗体鎖に変換できる。
【０１７８】
（ヒトのＩｇマウスの免疫付与）
　ヒトのＩｇマウスを用いて、本開示のヒトの抗体を形成する時に、このようなマウスは
、Ｌｏｎｂｅｒｇ.Ｎら（１９９４）ＮＡＴＵＲＥ３６８（６４７４）：８５６－８５９
と、Ｆｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄら（１９９６）ＮＡＴＵＲＥ・ＢＩＯＴＥＣＨＮ１４：８４５
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－８５１と、国際公開第ＷＯ９８／２４８８４号と、国際公開第ＷＯ０１／１４４２４号
とに記載されているように、メソテリン抗原およびまたは組み換えメソテリンタンパク質
、メソテリンタンパク質またはメソテリン融合タンパク質を発現する細胞の精製または濃
縮化により免疫付与できる。好ましくは、マウスは、初回インフュージョン時で６～１６
週齢である。例えば、精製された、または組み換えられたメソテリン抗原（５～５０μｇ
）を用いて、ヒトのＩｇマウスを腹腔内におよびまたは皮下に免疫する。最も好ましくは
、本開示の抗体を増やすために用いられるイムノゲンは、Ｎ－末端で非メソテリンポリペ
プチド（例えば、Ｈｉｓタグなど）に融合した、メソテリンタンパク質の細胞外ドメイン
を含む、メソテリン融合タンパク質である（例えば、例１を参照）。
【０１７９】
　ヒトのメソテリンを結合する完全なヒトモノクローナル抗体を形成するための詳細な手
順が、例１に記載されている。様々な抗原による度重なる実験から、完全フロインド・ア
ジュバンドの抗原を用いて腹腔内にまず免疫し、次に、不完全なフロインド・アジュバン
ドの抗原を用いて一週間ごとのＩＰ免疫（合計で６回まで）した場合に、ＨｕＭＡｂ　Ｍ
ｏｕｓｅタイプのトランスジェニックマウスは応答することが示されている。フロインド
以外のアジュバンド（例えば、ＲＩＢＩアジュバンド）も効果的である。さらに、アジュ
バンドのないホールセルが高度に免疫原性であることが分かる。免疫反応は、眼窩後の出
血で得られたプラズマ・サンプルによる免疫プロトコルの過程の全体にわたってモニタで
きる。プラズマはＥＬＩＳＡでスクリーニングでき、抗メソテリンヒト免疫グロブリンの
十分な力価を有するマウスが、融合に使用され得る。マウスは、例えば屠殺および脾臓の
除去の３日間に、抗原を用いて静脈内でブーストできる。免疫ごとに２～３の融合が必要
になると見込まれる。６～２４匹のマウスが、抗原ごとに一般的に免疫される。通常は、
ＨＣｏ７とＨＣｏ１２のストレインの両方が用いられる。そのうえ、ＨＣｏ７とＨＣｏ１
２のトランス遺伝子の両方が、二つの異なるヒト重鎖トランス遺伝子（ＨＣｏ７／ＨＣｏ
１２）を有する単一のマウスに互いに交配できる。代わりにまたは更に、ＫＭ　Ｍｏｕｓ
ｅストレインが使用できる。
【０１８０】
（本発明のヒトモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマの形成）
　本開示のヒトのモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマを形成するために、免疫
されたマウスの脾細胞および／またはリンパ液ノード細胞が単離され、、マウス骨髄腫細
胞株のような、適切な不死化細胞株と融合される。結果として生じるハイブリドーマは、
抗原特異的な抗体の生産のためにスクリーニングされる。例えば、免疫されたマウスの脾
臓リンパ細胞の単一の細胞懸濁液は、５０％ＰＥＧと共に、１／６の数のＰ３Ｘ６３－Ａ
ｇ８．６５３非分泌性マウス骨髄腫細胞に融合される。または、免疫されたマウスの脾臓
リンパ細胞の単一の細胞懸濁液は、ＣｙｔｏＰｕｌｓｅラージ・チャンバー細胞融合エレ
クトロポーレーターを用いて、電気融合によって融合できる（ＣｙｔｏＰｕｌｓｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ，　Ｉｎｃ．，　Ｇｌｅｎ　Ｂｕｒｎｉｅ，　Ｍａｒｙｌａｎｄ）。細胞は、
２０％胎児クローン・セラム(Fetal Clone Serum)、１８％「６５３」馴化培地、５％オ
リゲン（origen）（ＩＧＥＮ）、４ｍＭＬ－グルタミン、１ｍＭピルビン酸ナトリウム、
５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．０５５ｍＭ　２－メルカプトエタノール、５０ユニット／ｍＬ
ペニシリン、５０ｍｇ／ｍＬストレプトマイシン、５０ｍｇ／ｍＬゲンタマイシン、１Ｘ
　ＨＡＴ（Sigma;ＨＡＴは融合の24時間後に加えられた）を含む選択培地において、２週
間の培養後に、平底マイクロタイタープレートで約２×１０５でプレートされる。約２週
間後、細胞はＨＡＴがＨＴに置換されている培地に培養される。個々のウェルは、次に、
ヒトのモノクローナルＩｇＭとＩｇＧの抗体のためにＥＬＩＳＡでスクリーニングされる
。いったん大量のハイブリドーマ成長が生じると、培地は通常は１０～１４日後に観察さ
れる。抗体を分泌するハイブリドーマがリプレートされ、再びスクリーニングされ、ヒト
ＩｇＧが依然陽性の場合、モノクローナル抗体は、限界希釈により少なくとも２度に渡っ
てサブクローニングされる。安定したサブクローンはその後、特性解析のため、インビト
ロで培養され組織培養培地中において少量の抗体を形成させる。
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【０１８１】
　ヒトモノクローナル抗体を精製するため、選択されたハイブリドーマを、モノクローナ
ル抗体の精製のために、２リッターのスピナー・フラスコ中で成長させる。上澄部は、プ
ロテインＡセファロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、　Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．）に
よるアフィニティ・クロマトグラフィーの前に、濾過および濃縮させることができる。溶
出されたＩｇＧフラクションは、純度を確認するために、ゲル電気泳動とＨＰＬＣとによ
ってチェックされる。バッファ溶液がＰＢＳに交換され、濃度は、１．４３の吸光係数を
用いて、ＯＤ２８０によって決定される。モノクローナル抗体を等分し、－８０℃で貯蔵
する。
【０１８２】
（本発明のモノクローナル抗体を生成するトランスフェクトーマの形成）
　本開示の抗体は、従来技術で周知のように、例えば、遺伝子移入方法と組み換えＤＮＡ
技術との組み合わせを用いて、宿主細胞トランスフェクトーマにおいても生成できる（例
えば、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、Ｓ（１９８５）ＳＣＩＥＮＣＥ２２９：１２０２）。
【０１８３】
　例えば、抗体またはその抗体フラグメントを発現させるために、部分的にまたは完全長
の軽鎖と重鎖をコードするＤＮＡが、標準的な分子生物学的技術（例えば、ＰＣＲ増幅、
または対象とする抗体を発現するハイブリドーマを用いるｃＤＮＡクローニング）を用い
て得られ、およびそのＤＮＡは、遺伝子が転写と翻訳の制御配列に動作的にリンクされる
ように、発現ベクターに挿入できる。本文脈上において、用語「動作的にリンクされる」
は、ベクター内の転写および翻訳制御配列が、抗体遺伝子の転写および翻訳を制御すると
いうそれらの意図された機能を果たすように、抗体遺伝子がベクターにライゲーションさ
れることを意図して意味している。発現ベクターと発現制御配列は、用いられる発現宿主
細胞とコンパチブルになるように選定される。抗体軽鎖遺伝子と抗体重鎖遺伝子は別個の
ベクターに挿入されるか、または一般的に、両方の遺伝子が同じ発現ベクターに挿入され
る。抗体遺伝子は、標準的な方法によって発現ベクターに挿入される（例えば、抗体遺伝
子フラグメントとベクター上の相補的な制限部位のライゲーション、または制限部位が存
在しない場合、平滑末端ライゲーション）。本明細書中において記載される抗体の軽鎖と
重鎖の可変領域を用いて、任意の抗体イソタイプの完全長の抗体遺伝子を、所望のイソタ
イプの重鎖と軽鎖の定常領域を既にコードしている発現ベクターに挿入することにより生
成するので、ＶＨセグメントがベクター内のＣＨセグメントに動作的にリンクされ、ＶＬ

セグメントがベクター内のＣＬセグメントに動作的にリンクされる。そのうえまたは代わ
りに、組み換え発現ベクターは、宿主細胞から抗体鎖の分泌を促す、シグナルペプチドを
コードできる。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端にフレー
ムでリンクされるように、ベクターにクローニングできる。シグナルペプチドは、免疫グ
ロブリンシグナルペプチドまたは異種のシグナルペプチドになる（すなわち、非免疫グロ
ブリンタンパク質からのシグナルペプチド）。
【０１８４】
　抗体鎖遺伝子に加えて、本開示の組換え発現ベクターは、宿主細胞の抗体鎖遺伝子の発
現を制御する、調節配列を保有する。用語「調節配列」は、プロモーターと、エンハンサ
ーと、抗体鎖遺伝子の転写または翻訳を制御する他の発現制御要素（例えば、ポリアデル
ニル化シグナル）を含むように意図される。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄ
ｅｌ（遺伝子発現テクノロジー、酵素学の方法１８５、アカデミック・プレス、Ｓａｎ　
Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ（１９９０））に記載されている。調節配列の選択を含めた発現ベクタ
ーのデザインは、形質転換される宿主細胞の選定、所望のタンパク質の発現レベルなどの
ような因子に依存する。哺乳類の宿主細胞発現に好ましい調節配列は、サイトメガウイル
ス（ＣＭＶ）、サル・ウイルス４０（ＳＶ４０）、アデノウイルス（例えば、アデノウイ
ルス・メージャー後期プロモーター（ＡｄＭＬＰ）、ポリオーマから誘導されるもののよ
うに、哺乳類細胞における高レベルタンパク質発現を意図した、ウイルス・エレメントを
含んでいる。または、ユビキチン・プロモーターまたはβ－グロビン・プロモーターのよ
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うな非ウイルス調節配列が用いられてもよい。更に、ヒトのＴ細胞白血病ウイルス・タイ
プ１の長い末端反復とＳＶ４０アーリープロモーター（early promotor）の配列を含む、
ＳＲαプロモーター系のように、異なるソースからの配列から成る調節エレメントを用い
られてもよい（タケベら（１９８８）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：４６６－４７２
）。
【０１８５】
　抗体鎖遺伝子と調節配列に加えて、本開示の組換え発現ベクターは、宿主細胞のベクタ
ーの複製（例えば、複製起点）と選択可能なマーカー遺伝子とを調節する配列のように、
更なる配列を保有する。選択可能なマーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主細胞の
選択に役立つ（例えば、全てＡｘｅｌらによる米国特許第４，３９９，２１６号と、同第
４，６３４，６６５号と、同第５，１７９，０１７号とを参照）。例えば、一般的に選択
可能なマーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主細胞上で、Ｇ４１８、ハイグロマイ
シンまたはメトトレキサートのような、薬品に対する抵抗力を与える。好ましい選択可能
なマーカー遺伝子は、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレキサート選択
／増幅によるｄｈｆｒ－宿主細胞での使用）と、ネオ遺伝子（Ｇ４１８選択用）とを含ん
でいる。
【０１８６】
　軽鎖と重鎖の発現について、それらをコードする発現ベクターが、宿主細胞にトランス
フェクトされる。用語「トランスフェクション」の様々な形態は、原核生物または真核生
物の宿主細胞に対する外因性のＤＮＡの導入のために共通して用いられる幅広い様々な技
術、例えば、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム沈殿法、ＤＥＡＥ－デキストラ
ン・トランスフェクションなどを網羅することを意図している。本開示の抗体を原核生物
または真核生物の宿主細胞で発現することは理論的に可能であるが、真核生物細胞および
最も好ましくは哺乳類の宿主細胞の発現が最も好ましく、その理由は、哺乳類の宿主細胞
では、原核細胞においてよりも、適切にフォールディングされ、免疫学的に活性のある抗
体が構築および分泌されやすいからである。
【０１８７】
　本開示の組換え抗体を発現する好ましい哺乳類の宿主細胞は、チャイニーズ・ハムスタ
ー・オーバリー（ＣＨＯ細胞）（ＵｒｌａｕｂとＣｈａｓｉｎ、（１９８０）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７７：４２１６－４２２０に記載されており、例え
ば、Ｒ．Ｊ．ＫａｕｆｍａｎとＰ．Ａ．Ｓｈａｒｐ（１９８２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
１５９：６０１－６２１に記載されているＤＨＦＲ選択自在の標識と共に用いられている
、ｄｈｆｒＣＨＯ細胞を含めて）と、ＮＳＯ骨髄腫細胞と、ＣＯＳ細胞と、ＳＰ２細胞と
を含んでいる。特に、ＮＳＯ骨髄腫細胞による使用のための、別の好ましい発現システム
は、（Ｗｉｌｓｏｎの）国際公開第ＷＯ８７／０４４６２号と、（Ｂｅｂｂｉｎｇｔｏｎ
の）国際公開第ＷＯ８９／０１０３６号と、（Ｂｅｂｂｉｎｇｔｏｎの）ＥＰ３３８，８
４１に記載されるＧＳ遺伝子発現システムである。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベ
クターが哺乳類の宿主細胞に導入されると、抗体は、宿主細胞における抗体の発現、また
は特に好ましくは、宿主細胞が成長される培養培地に対する抗体の分泌を許容する十分な
時間的な期間、宿主細胞を培養することによって生成される。抗体は、標準的なタンパク
質精製方法を用いて、培養培地から回収できる。
【０１８８】
（抗原に結合する抗体の特性解析）
　本発明の抗体は、例えば、標準的なＥＬＩＳＡによって、ヒトメソテリンに結合するこ
とについて試験され得る。簡潔にいうと、マイクロタイタープレートが、ＰＢＳ１μｇ／
ｍＬの精製および／または組換えメソテリンタンパク質を用いて被膜され（例えば、例１
を参照）、それから、ＰＢＳ中５％ウシ血清アルブミンでブロックする。抗体の希釈液（
例えば、メソテリン免疫されたマウスからの血漿の希釈液）を、各々ウエルに加え、３７
℃で１～２時間インキュベートする。プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎで洗浄し、アルカリ
ホスファターゼに結合した第二の試薬（例えば、ヒト抗体の場合、ヤギ抗ヒトＩｇＧＦｃ
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－特有のポリクローナル試薬）で、３７℃１時間、インキュベートする。洗浄後、プレー
トをｐＮＰＰ基板（１ｍｇ／ｍＬ）で発色させ、４０５～６５０のＯＤで解析する。好ま
しくは、最大のタイターを発色するマウスが融合に用いられる。
【０１８９】
　前述のＥＬＩＳＡアッセイは、メソテリンタンパク質の陽性の反応性を示す、ハイブリ
ドーマのスクリーニングにも使用できる。メソテリンタンパク質に高い親和力および／ま
たは親和性で結合するハイブリドーマを、サブクローニングし、さらに特性解析する。（
ＥＬＩＳＡによる）親細胞の反応性を保持する、各々ハイブリドーマ由来の１つのクロー
ンを、－１４０℃で保存される５～１０個のバイアルの細胞バンクを作製し、抗体の精製
のために選択できる。
【０１９０】
　抗メソテリン抗体を精製するため、選択されたハイブリドーマを、モノクローナル抗体
の精製のために２リッター・スピナー－フラスコで成長させる。上澄部を、プロテインＡ
セファロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）によるアフィニティ
ークロマトグラフィーの前に濾過し、濃縮させる。溶出したＩｇＧフラクションを、純度
を確認するために、ゲル電気泳動とＨＰＬＣとによって調べる。緩衝液をＰＢＳに交換し
、濃度を、１．４３の吸光係数を用い、ＯＤ２８０によって決定する。モノクローナル抗
体を等分し、－８０℃で保存する。
【０１９１】
　選択した抗メソテリンモノクローナル抗体が特異的エピトープに結合するかどうかを決
定するために、各々抗体を、市販の試薬（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を用
いてビオチニル化する。非標識モノクローナル抗体とビオチニル化されたモノクローナル
抗体とを用いる競合実験を、前述のように、メソテリンタンパク質のＥＬＩＳＡ被膜プレ
ートを用いて行った。ビオチニル化ｍＡｂ結合は、連鎖球菌－アビジン－アルカリ・ホス
ファターゼ・プローブで検出できる。
【０１９２】
　精製した抗体のアイソタイプを決定するために、アイソタイプＥＬＩＳＡが、特定のア
イソタイプに特有の試薬を用いて行うことができる。例えば、ヒトのモノクローナル抗体
のアイソタイプを決定するために、マイクロタイタープレートのウェルを、４℃で一晩、
１μｇ／ｍＬの抗ヒト免疫グロブリンを被膜し、１％ＢＳＡでブロック後、プレートを、
１～２時間、周囲温度で、１μｇ／ｍＬ未満の試験用モノクローナル抗体または精製した
アイソタイプ対照と反応させる。ウェルは、ヒトＩｇＧ１またはヒトＩｇＭ－特異的アル
カリホスファターゼ結合プローブで反応させる。プレートは、前述のように発色させ、分
析する。
【０１９３】
　抗メソテリンヒトＩｇＧｓも、ウェスタンブロッティングによるメソテリン抗原との反
応性に対して試験できる。簡潔には、メソテリン抗原が調製されて、ナトリウム・ドデシ
ル硫酸ポリアクリルアミド・ゲル電気泳動に供される。単離された抗原は、ニトロセルロ
ース膜にトランスファーし、１０％ウシ胎仔血清でブロックし、試験されるモノクローナ
ル抗体でプローブする。ヒトＩｇＧ結合は、抗ヒトＩｇＧアルカリホスファターゼを用い
て検出し、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ基板タブレット（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍ．　Ｃｏ．，Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，　Ｍｏ）で発色させる。
【０１９４】
　本開示の抗体の結合特異性は、メソテリンタンパク質を発現する細胞に対する抗体の結
合をモニタし、例えば、フローサイトメトリーを用いて決定できる。ＯＶＣＡＲ３、ＮＣ
Ｉ－Ｈ２２６、ＣＦＰＡＣ－１またはＫＢ細胞のように、メソテリンタンパク質を自然に
発現する細胞または細胞株が使用でき、あるいは、ＣＨＯ細胞株のような細胞株は、メソ
テリンをコードする発現ベクターと共にトランスフェクトできるので、メソテリンを細胞
表面上に発現させることができる。トランスフェクトされたタンパク質は、タグに抗体を
用いて検出するために、好ましくはＮ末端で、ｍｙｃタグまたはｈｉｓタグのようなタグ
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を含んでもよい。メソテリンタンパク質に対する本開示の抗体の結合は、抗体でトランス
フェクトされた細胞をインキュベートし、結合された抗体を検出することにより決定でき
る。トランスフェクトされたタンパク質上のタグに対する抗体の結合は、陽性の対照とし
て使用できる。
【０１９５】
（二重特異性分子）
　別の態様において、本開示は、別の機能の分子にリンクされた、本開示に関する、抗メ
ソテリン抗体、またはそのフラグメント、例えば、少なくとも二つの異なる結合部位また
は標的分子に結合する、別の抗体、結合模倣物、または受容体のリガンドのような、別の
ペプチドまたはタンパク質を含む二重特異性分子を特長とする。本開示の抗体は、２つ以
上の異なる結合部位および／または標的分子に結合する多特異的な分子を形成するために
、１つ以上の他の機能分子に実際に結合できる。このような多特異的な分子も、本明細書
で用いられる用語「二重特異性分子」により網羅されることも意図している。連結は、化
学カップリング、遺伝子融合、非共有結合性会合などで行うことができる。
【０１９６】
　したがって、本開示は、メソテリン用の少なくとも１つの第一の結合特異性と、第二の
標的エピトープ用の第二の結合特異性とを含む、二重特異性分子を含んでいる。本開示の
特定の態様において、第二の標的エピトープは、Ｆｃ受容体、例えば、ヒトのＦｃγＲＩ
（ＣＤ６４）またはヒトのＦｃα受容体（ＣＤ８９）である。従って、本開示は、エフェ
クター細胞（例えば、単球、マクロファージ、または多形核球細胞（ＰＭＮｓ））を発現
するＦｃγＲまたはＦｃαＲ、およびメソテリンタンパク質を発現する標的細胞両方に結
合できる二重特異性分子を含んでいる。これらの二重特異性分子は、エフェクター細胞に
対するメソテリン発現細胞を標的とし、メソテリン発現細胞の食作用、ＡＤＣＣ、サイト
カイン解放、またはスーパーオキシド・アニオンの形成のように、Ｆｃ受容体媒介エフェ
クター細胞の作用の誘因となる。
【０１９７】
　二重特異性分子が多特異的である場合、分子は、抗Ｆｃ結合特異性と抗メソテリン結合
特異性に加えて、第三の結合特異性を更に含むことができる。ある態様において、第三の
結合特異性は、例えば、細胞毒性活性に関与する表面タンパク質に結合し、それによって
標的細胞に対する免疫応答を増加させる分子などの、抗エンハンスメント因子（ＥＦ）部
位である。「抗エンハンスメント因子部位」とは、所与の分子、例えば抗原または受容体
に結合し、それによってＦｃ受容体または標的細胞抗原の結合決定因子の作用を増強する
結果をもたらす、抗体、機能的な抗体フラグメント、またはリガンドである。「抗エンハ
ンスメント因子部位」は、Ｆｃ受容体または標的細胞抗原に結合できる。または、抗エン
ハンスメント因子部位は、第一と第二の結合特異性が結合する要素と異なる要素に結合で
きる。例えば、抗エンハンスメント因子部位は、標的細胞に対して高い免疫応答を引き起
こす、細胞傷害性のＴ－細胞（例えば、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２８、ＣＤ４、Ｃ
Ｄ４０、ＩＣＡＭ－１）または他の免疫細胞に結合し得る。
【０１９８】
　ある態様において、本開示の二重特異性分子は、結合特異性として、少なくとも１つの
抗体、または、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｄ、ｄＡｂ、また
は一本鎖Ｆｖを含めた、その抗体フラグメントを含む。抗体は、Ｌａｄｎｅｒらの米国特
許第４，９４６，７７８号に記載されているように、軽鎖または重鎖ダイマー、またはＦ
ｖまたは一本鎖構造のように、その任意の最小フラグメントでもよく、その内容は参照す
ることにより、明確に援用される。
【０１９９】
　ある態様において、Ｆｃγ受容体の結合特異性は、モノクローナル抗体によって提供さ
れ、その結合はヒトの免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）によってブロックされない。本明細書
で用いられるように、用語「ＩｇＧ受容体」は、第１染色体上に位置する８個のγ－鎖遺
伝子のなかの任意の１つを意味する。これらの遺伝子は、三つのＦｃγ受容体クラス：Ｆ
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ｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）、ＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）　にグ
ループ分けされる、合計で１２個の膜貫通または可溶性受容体・アイソフォームをコード
する。ある好ましい態様において、Ｆｃγ受容体は、ヒトの高い親和性ＦｃγＲＩである
。ヒトのＦｃγＲＩは、７２ｋＤａ分子で、単量体ＩｇＧに対して高い親和性（１０８～
１０９Ｍ－１）を示す。
【０２００】
　ある好ましい抗Ｆｃγモノクローナル抗体の生成と特性解析が、Ｆａｎｇｅｒらの国際
公開第ＷＯ８８／０００５２号と米国特許第４，９５４，６１７号とに記載されており、
それらは、本明細書において参照することにより完全に援用される。これらの抗体は、受
容体のＦｃγ結合部位と異なる部位で、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、またはＦｃγＲＩＩ
Ｉのエピトープに結合するので、それらの結合はＩｇＧの生理学的レベルで実質的にブロ
ックされない。本開示で有用な特異の抗ＦｃγＲＩ抗体は、ｍＡｂ　２２、ｍＡｂ　３２
、ｍＡｂ　４４、ｍＡｂ　６２、ｍＡｂ　１９７である。ｍＡｂ　３２を生成するハイブ
リドーマは、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、ＡＴＣＣ　Ａｃｃｅｓｓ
ｉｏｎ　Ｎｏ．ＨＢ９４６９から入手できる。他の態様において、抗Ｆｃγ受容体抗体は
、モノクローナル抗体２２（Ｈ２２）のヒト化形態になる。Ｈ２２の生成と特性解析は、
Ｇｒａｚｉａｎｏ．Ｒ．Ｆ．らの（１９９５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５５（１０）：　
４９９６－５００２と、Ｔｅｍｐｅｓｔらの国際公開第ＷＯ９４／１０３３２号に記載さ
れている。Ｈ２２抗体生成細胞株は、デシグネーションＨＡ０２２ＣＬ１のもとでアメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションで蓄積され、アセッションｎｏ．ＣＲＬ１１１
７７を有する。
【０２０１】
　更に他の好ましい態様において、Ｆｃ受容体の結合特異性は、ヒトのＩｇＡ受容体、例
えば、Ｆｃ－アルファ受容体（ＦｃαＲＩ（ＣＤ８９））に結合する抗体によって提供さ
れ、その結合は、ヒトの免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）によって好ましくはブロックされな
い。用語「ＩｇＡ」は、第１９染色体上に位置する１つのα－遺伝子（ＦｃαＲＩ）の遺
伝子産物を含むことを意図している。この遺伝子は、５５～１１０ｋＤａの幾つかのオル
タナティブスプライスされる膜貫通型のアイソフォームをコードすることが知られている
。ＦｃαＲＩ（ＣＤ８９）は、非エフェクター細胞ポピュレーション上でなく、単球／マ
クロファージと好酸性と好中球の顎粒球上で、構造的に発現される。ＦｃαＲＩは、Ｇ－
ＣＳＦまたはＧＭ－ＣＳＦ（Ｍｏｒｔｏｎ、Ｈ．Ｃ．ら（１９９６）免疫学における批判
的な批評１６：４３２－４４０）のようなサイトカインに対する露出時に増加される、Ｉ
ｇＡ１とＩｇＡ２の媒体親和性（?５×１０７Ｍ－１）を有する。ＩｇＡリガンド結合ド
メインの外部のＦｃαＲＩを結合する、Ａ３、Ａ５９、Ａ６２、Ａ７７として識別される
、四つのＦｃαＲＩ－特有のモノクローナル抗体が記載されている（Ｍｏｎｔｅｉｒｏ、
Ｒ．Ｃ．ら（１９９２）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１７６４）。
【０２０２】
　ＦｃαＲＩとＦｃγＲＩは、本開示の二重特異性分子の使用に好ましいトリガー受容体
であり、その理由は、それらが、（１）免疫エフェクター細胞、例えば、単球、ＰＭＮ、
マクロファージ、樹枝状細胞上で主として発現され、（２）ハイ・レベル（細胞ごとに５
，０００～１００，０００）で発現され、（３）細胞毒性の伝達物質（例えば、ＡＤＣＣ
、食作用）、および（４）自己抗原を含み、それらに対して標的とされる抗原の抗体提示
の増強を媒介するからである。
【０２０３】
　ヒトのモノクローナル抗体が好ましいが、本開示の二重特異性分子に使用できる他の抗
体は、マウス、キメラ、ヒト化モノクローナル抗体である。
【０２０４】
　本開示の二重特異性分子は、従来技術で周知の方法を用いて、構成要素の結合特異性、
例えば、抗ＦｃＲ結合特性と抗メソテリン結合特異性とをコンジュゲートすることにより
、作成できる。例えば、二重特異性分子の各々の結合特異性は、別個に形成できて、次に



(48) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

相互にコンジュゲートできる。結合特異性がタンパク質またはペプチドである時に、多種
多様なカップリングまたは架橋試薬を共有結合のために使用できる。架橋試薬の例では、
プロテインＡ、カルボジイミド、Ｎ－スクシンイミド－Ｓ－アセチル－チオアクセターテ
（ＳＡＴＡ）、５，５’－ジチオビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）、０－フェニ
レンジマレイミド（ｏＰＤＭ）、Ｎ－サクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プ
ロピオン（ＳＰＤＰ）、スルホコハクイミジル　４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘ
キサン－１－カルボン酸塩（スルホ－ＳＭＣＣ）（例えば、Ｋａｒｐｏｖｓｋｙら（１９
８４）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６０：１６８６と、Ｌｉｕ、ＭＡら（１９８５）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８２：８６４８とを参照）を含む。他の方法は
、Ｐａｕｌｕｓ（１９８５）Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｉｎｓ．　Ｍｉｔｔ．　Ｎｏ．７８，１１
８－１３２と、Ｂｒｅｎｎａｎら（１９８５）ＳＣＩＥＮＣＥ２２９：８１－８３と、Ｇ
ｌｅｎｎｉｅら（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：２３６７－２３７５）とに記
載されているものを含む。好ましい結合剤は、ＳＡＴＡとｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣであり、
共にＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）から入手でき
る。
【０２０５】
　結合特異性が抗体である時に、それらは、２つの重鎖のＣ末端・ヒンジ領域のスルフド
リル結合を介して結合できる。特に好ましい態様において、ヒンジ領域は、結合前に、奇
数の、好ましくは１つのスルフドリル残基を含むように改変される。
【０２０６】
　または、両方の結合特異性は、同じベクターでコードし、同じ宿主細胞に発現して構築
できる。この方法は、二重特異性分子が、ｍＡｂ　ｘ　ｍＡｂ、　ｍＡｂ　ｘ　Ｆａｂ、
　Ｆａｂ　ｘ　Ｆ（ａｂ’）２　またはリガンド　ｘ　Ｆａｂ融合タンパク質である場合
に、特に有用である。本開示の二重特異性分子は、１つの一本鎖抗体と結合決定因子とを
含む一本鎖分子、または二つの結合決定因子を含む一本鎖の二重特異性分子であり得る。
二重特異性分子は、少なくとも２つの一本鎖分子を含み得る。二重特異性分子を作製する
方法は、例えば、米国特許第５，２６０，２０３号と、同５，４５５，０３０号と、同４
，８８１，１７５号と、同５，１３２，４０５号と、同５，０９１，５１３号と、同５，
４７６，７８６号と、同５，０１３，６５３号と、同５，２５８，４９８号と、同５，４
８２，８５８号とに記載されており、その全てが参照により、本明細書において、明確に
組み入れられる。
【０２０７】
　二重特異性分子の、其れらの特異的な標的に対する結合は、例えば、ＥＬＩＳＡ、放射
免疫測定（ＲＩＡ）、ＦＡＣＳ分析、生物学的検定（例えば、成長阻害）、またはウエス
タンブロット検定で確認できる。これらの検定の各々は、対象となる複合体に特有の標識
付き試薬（例えば、抗体）を使用することにより、対象となるタンパク質－抗体複合体の
存在を全体的に検出する。例えば、ＦｃＲ－抗体複合体は、例えば、抗体－ＦｃＲ複合体
を認識して具体的に結合する、酵素連結の抗体または抗体フラグメントを用いて検出でき
る。または、複合体は、任意の多種多様な他の免疫学的検定を用いて検出できる。例えば
、抗体は、放射性標識を付与され、放射免疫検定（ＲＩＡ）に使用できる（例えば、Ｗｅ
ｉｎｔｒａｕｂ，Ｂ．，　放射免疫検定の原理、ラジオリガンド検定技術の第７トレーニ
ング・コース、内分泌協会、１９８６年３月、これらは、本明細書において、参照により
組み入れられる）。放射性同位体は、ガンマ・カウンターまたはシンチレーション・カウ
ンターを使用する手段、またはオートラジオグラフィーから検出できる。
【０２０８】
（コンジュゲート）
　別の態様には、抗体－パートナー分子コンジュゲートが提供されており、そこでは、パ
ートナー分子が化学的リンカーによって、この発明の抗体に結合されている（時に、本明
細書では単純に「リンカー」と呼ばれる）。パートナー分子は、治療剤またはマーカーで
あり得る。治療剤は、例えば、細胞毒素、非細胞毒素薬剤（例えば、免疫抑制剤）、放射
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性医薬、別の抗体、または酵素であり得る。好ましくは、パートナー分子は細胞毒素であ
る。マーカーは、ラジオ標識、蛍光標識、または基質に対して検出可能な修飾を触媒化す
る酵素のような、検出可能なシグナルを形成する任意の標識でよい。抗体が以下のように
して標的化の機能を担ってもよい：抗原が見出される標的組織または細胞に結合すること
により、抗体が標的組織または細胞に対してコンジュゲートを導く。そこで、リンカーが
切断され、パートナー分子が解放され、所望の生物学的機能が実行される。ある例におい
て、コンジュゲートは標的細胞内へ内在化され、切断はその内部で生じる。
【０２０９】
（リンカー）
　ある態様において、リンカーは、本明細書中、（Ｌ４）ｐ－Ｆ－（Ｌ１）ｍとして記さ
れる、ペプチジルリンカーである。他のリンカーは、本明細書において、（Ｌ４）ｐ－Ｈ
－（Ｌ１）ｍと（Ｌ４）ｐ－Ｊ－（Ｌ１）ｍと、各々、記されるヒドラジンとジスフィル
ド・リンカーとを含んでいる。Ｌ１とＬ４はリンカー基である一方で、Ｆ、Ｈ、Ｊは抗体
からパートナー分子を放出するために切断できる、各々、ペプチジル、ヒドラジン、ジス
フィルド部分である。Ｆ、Ｈ、Ｊ、Ｌ１、Ｌ４は、以降、下付き文字ｐとｍとにより更に
十分に定義される。これらのおよび他のリンカーの調製と使用は、国際公開第ＷＯ２００
５／１１２９１９号に記載されており、その開示は、本明細書において参照により組み込
まれる。
【０２１０】
　抗体－パートナー結合におけるペプチジルと他のリンカーの使用は、米国特許出願第２
００６／０００４０８１号と、同２００６／００２４３１７号と、同２００６／０２４７
２９５号と、米国特許第６，９８９，４５２号と、同７，０８７，６００号と、同７，１
２９，２６１号と、国際公開第ＷＯ２００７／０５１０８１号と、同２００７／０３８６
５８号と、同２００７／０５９４０４号と、同２００７／０８９１００号とに記載されて
おり、その全てが、本明細書において参照により組み入れられる。
【０２１１】
　更なるリンカーが、米国特許第６，２１４，３４５号と、米国特許出願第２００３／０
０９６７４３号と、同２００３／０１３０１８９号と、Ｇｒｏｏｔら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈ
ｅｍ．４２，５２７７（１９９９）と、ｄｅ　Ｇｒｏｏｔら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．４
３，３０９３（２０００）と、ｄｅ　Ｇｒｏｏｔら．，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．６６，８
８１５（２００１）と、国際公開第ＷＯ０２／０８３１８０号と、Ｃａｒｌら．，Ｊ．Ｍ
ｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．２４，４７９（１９８１）と、Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋら、Ｂｉ
ｏｏｒｇ　＆　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．８，３３４７（１９９８）とに記載されお
り、その開示は、本明細書において参照により組み入れられる。
【０２１２】
　抗体とパートナー分子の接続に加えて、リンカーは、安定性をパートナー分子に与え、
その生体内の毒性を減ずるか、さもなくば好ましくは、その薬物動態性、生体利用効率、
およびまたは薬力学性に関与する。結合がその作用の部位に伝えられると、リンカーが切
断されて、パートナー分子が解放される。また、好ましくは、パートナー分子から一旦除
去されると（活性化中のように）、リンカーの存在の痕跡が残らないようにするため、リ
ンカーはトレースレス（traceless）である。
【０２１３】
　別の態様では、リンカーは、パートナー分子の治療効果またはマーカー活性の部位のよ
うに、標的細胞内または近くの部位で切断される機能を特徴とする。このような切断は、
事実上、酵素のようなものである。この特徴は、パートナー分子の全身的な活性化を低減
し、毒性および全身的な副作用を低減する際に役立つ。酵素的な切断にとって好ましい切
断可能なグループは、前述のＦ、Ｈ、Ｊの部分のように、ペプチド結合、エステル連結、
およびジスルフィド連結を含む。他の態様では、リンカーは、ｐＨに対して感応性であり
、ｐＨの変動により切断される。
【０２１４】
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　重要な態様は、リンカーが切断される速度を制御する機能である。しばしば、瞬時に切
断されるリンカーが望まれる。ある態様では、しかし、更にゆっくりと切断されるリンカ
ーが好ましい。例えば、徐放性製剤においてまたは瞬時の放出と遅い放出の成分を共にも
つ製剤において、更に遅れて切断されるリンカーを提供することは有用である。前述の国
際公開第ＷＯ２００５／１１２９１９号は、超高速から超低速までの速度の範囲で切断す
るように設計できるヒドラジンリンカーを開示している。
【０２１５】
　リンカーは、コンジュゲートが循環中の際に、すなわち、それが標的組織または細胞に
届く前に、劣化に対してパートナー分子を安定させるように働くこともできる。この特徴
は、パートナー分子の循環の半減期を延ばすので、かなりの利益を提供する。循環中にパ
ートナー分子は所望の作用－例えば細胞障害性－をもつが、パートナー分子が所望の作用
部位での活性化後に細胞傷害性になり、コンジュゲート時は比較的無害であるというよう
に、リンカーがパートナー分子の活性を減衰するようにも機能する。治療剤のコンジュゲ
ートは、リンカーのこの特徴が、薬物の治療指数を改善するように働く。
【０２１６】
　切断可能なペプチド、ヒドラジン、またはジスルフィド基Ｆ、Ｈ、またはＪに加えて、
各々、１つまたは複数のリンカー基Ｌ１が、ケースに応じて、パートナー分子とＦ、Ｈ、
またはＪとの間に導入されてもよい。これらのリンカー基Ｌ１は、スペーサー基としても
記載され、かつ、少なくとも二つの官能基を有するしてもよい。下付き文字ｍの値（すな
わち、存在するＬ１基の数）と特定の基Ｌ１の位置とに基づいて、基Ｌ１の化学官能性が
、パートナー分子の化学的官能性、ケースに応じてＦ、Ｈ、またはＪの化学的官能性、ま
たは別のリンカー基Ｌ１（一つ以上のＬ１が存在する場合）の化学的官能性に結合できる
。スペーサー基Ｌ１に適した化学的官能性の例は、ヒドロキシル、メルカプト、カルボニ
ル、カルボキシ、アミノ、ケトン、アルデヒド、メルカプト基を含む。
【０２１７】
　リンカーＬ1は、置換または非置換アルキル、置換または非置換アリール、置換または
非置換ヘテロアリール、または置換または非置換ヘテロアルキル基であり得る。ある態様
において、アルキルまたはアリール基は、１～２０の炭素原子を含む。それらは、ポリエ
チレングリコール部分を含み得る。
【０２１８】
　典型的な基Ｌ１は、例えば、６－アミノヘキサノール、６－メルカプトヘキサノール、
１０－ヒドロキシデカン酸、グリシン、および他のアミノ酸、１，６－ヘキサンジオール
、β－アラニン、２－アミノエタノール、システアミン（２－アミノエタンチオール）、
５－アミノペンタン酸、６－アミノヘキサン酸、３－マレイミド安息香酸、フタリド、α
－置換フタリド、カルボニル基、アミナルエステル（aminal ester）、核酸、ペプチドな
どを含む。
【０２１９】
　基Ｌ１の１つの機能は、ケースに応じて、Ｆ、Ｈ、またはＪ、およびパートナー分子と
の間に、後者がＦ、Ｈ、またはＪにおける切断の化学的な反応を干渉（例えば、立体的ま
たは電子的な作用など）しないように、空間的な分離をもたらすことにある。基Ｌ１は、
更なる分子量と化学官能性とをコンジュゲートに導入するように働くこともできる。一般
的に、更なる分子量と官能性は、コンジュゲートの血中半減期やその他の特性に影響を与
える。従って、スペーサー基の慎重に選択することにより、様々な範囲の血中半減期をも
つコンジュゲートを作製することができる。任意で、１つまたは複数のリンカーＬ１は、
これ以降に記すように、自己犠牲（self-immolative）基であってもよい。
【０２２０】
　下付き文字ｍは、０、１，２、３，４，５，６から選択された整数である。複数のＬ１

基が存在する場合、それらは、同じかまたは異なってもよい。
【０２２１】
　Ｌ４は、Ｆ、Ｈ、またはＪが抗体の抗原結合に干渉しないように、または抗体がＦ、Ｈ
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、またはＪにおいて切断の化学的特性を干渉しないように、ケースに応じて、Ｆ、Ｈ、ま
たはＪと抗体との間に空間的な分離をもたらす、リンカー部分である。好ましくは、Ｌ４

は、前記部分を含むリンカー、またはコンジュゲートの加水分解速度を改変するリンカー
を用いることで、高い可溶性または低い凝集特性を、コンジュゲートに付与する。Ｌ１の
ケースのように、Ｌ４は、自己犠牲基であってもよい。ある態様において、Ｌ４部分は、
置換アルキル、非置換アルキル、置換アリール、非置換アリール、置換ヘテロアルキル、
または非置換ヘテロアルキルであり、それらは、直線状、分枝状、または環状であってよ
い。置換は、例えば、低級（Ｃ１～Ｃ６）アルキル、アルコキシ、アルキルチオ、アルキ
ルアミノ、またはジアルキルアミノであり得る。ある態様において、Ｌ４は、非環状部分
を含む。別の態様において、Ｌ４は、ポリリシンまたはポリアルギニンのように、陽性ま
たは陰性にチャージしたアミノ酸ポリマーを含む。Ｌ４はポリエチレングリコール部分の
ようなポリマーを含む。さらに、Ｌ４リンカーは、例えば、ポリマー・コンポーネントと
小分子部分を共に含む。
【０２２２】
　好ましい態様において、Ｌ４は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部分を含む。Ｌ４

のＰＥＧ部位は、１～５０の単位長（units long）であってよい。好ましくは、ＰＥＧは
、１～１２の繰り返し単位、更に好ましくは３～１２の繰り返し単位、更に好ましくは２
～６の繰り返し単位、または特に更に好ましくは３～５の繰り返し単位、最も好ましくは
４の繰り返し単位を有する。Ｌ４は、ＰＥＧ部分のみから成るか、または、更なる置換ま
たは非置換アルキルまたはヘテロアルキルを含んでも良い。Ｌ４部分の一部としてＰＥＧ
を組み合わせて、複合体の水溶性を高めることは有用である。さらに、ＰＥＧ部分は、抗
体と薬剤のコンジュゲーション中に生じ得る凝集の度合いを低減する。
【０２２３】
　下付き文字ｐは０または１である、即ち、Ｌ４の存在は任意である。存在する場合、Ｌ
４が少なくとも２つの官能基を有し、一つの官能基が、ケースに応じて、Ｆ、Ｈ、または
Ｊの化学官能性に結合し、他の官能基が抗体に結合する。基Ｌ４の適切な化学官能性の例
は、ヒドロキシ、メルカプト、カルボニル、カルボキシ、アミノ、ケトン、アルデヒド、
メルカプト基を含む。抗体は、一般的に、スルフヒドリル基（例えば、未酸化のシステイ
ン残基から、イミノチオラン(iminothiolane)をもつリジン残基に対するスルフヒドリル
含有エクステンションの追加、またはジスフィルド・ブリッジの還元）、アミノ基（例え
ば、リジン残基から）、アルデヒド基（例えば、グリコシド側鎖の酸化から）、またはヒ
ドロキシル基（例えば、セリン残基から）を介してコンジュゲートされるので、抗体に対
する取付に好ましい化学官能性は前述の基に反応するものであり、例としてマレイミド、
スルフヒドリル、アルデヒド、ヒドラジン、セミカルバジド、およびカルボキシル基があ
る。抗体上のスルフヒドリル基とＬ４上のマレイミド基との組み合わせが好ましい。
【０２２４】
　ある態様において、Ｌ４は、（ＡＡ１）ｃのN末端に直接的に取り付けられた
【化１】

を含む。Ｒ２０は、Ｈと、置換または非置換アルキルと、置換または非置換ヘテロアルキ
ルと、アシルから選択されたメンバーである。各々Ｒ２５、Ｒ２５’、Ｒ２６、Ｒ２６’

は、Ｈと、置換または非置換アルキルと、置換または非置換ヘテロアルキルと、置換また
は非置換アリールと、置換または非置換ヘテロアリールと、置換または非置換ヘテロシク
ロアルキルとから独立に選択され、ｓとｔは１～６から独立に選択される整数である。好
ましくは、Ｒ２０、Ｒ２５、Ｒ２５’、Ｒ２６、Ｒ２６’は、疎水性である。ある態様に
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おいて、Ｒ２０は、Ｈまたはアルキル（好ましくは、非置換低級アルキル）である。ある
態様において、Ｒ２５、Ｒ２５’、Ｒ２６、Ｒ２６’は、独立にＨまたはアルキル（好ま
しくは、非置換Ｃ１～Ｃ４アルキル）である。ある態様において、Ｒ２５、Ｒ２５’、Ｒ
２６、Ｒ２６’は、全てＨである。ある態様において、ｔは１、ｓは１または２である。
【０２２５】
（ペプチドリンカー（Ｆ））
　前述のように、発明のペプチジルリンカーは、一般式：

で表され、ここで、Ｆはペプチジル部分を含む部位を表している。ある態様において、Ｆ
部位は、式（ａ）のコンジュゲートに対応して、任意で更なる自己犠牲リンカーＬ２とカ
ルボニル基とを含んでもよい。
【化２】

【０２２６】
　この態様において、Ｌ１とＬ４とｐとｍは、前述の定義のようになる。Ｘ４は抗体であ
り、Ｄはパートナー分子である。下付き文字ｏは０または１であり、Ｌ２は、存在する場
合、自己犠牲リンカーである。ＡＡ１は、１つまたは複数の天然アミノ酸、および／また
は非天然α－アミノ酸を表し、ｃは１～２０の整数である。ある態様において、ｃは２～
５の範囲であるか、またはｃは２または３である。
【０２２７】
　式（ａ）では、ＡＡ１は、そのアミノ末端において、Ｌ４に直接的に、または、Ｌ４が
無い時に、Ｘ４に直接的にリンクされる。ある態様において、Ｌ４が存在する時に、Ｌ４

は、（ＡＡ１）ｃのN末端に直接的に取り付けられたカルボキシルアシル基（carboxylic 
acyl group）を含まない。
【０２２８】
　別の態様において、式（ｂ）のコンジュゲートに対応して、Ｆ部位はアミノ基および任
意でスペーサー基Ｌ３を含み、Ｌ１は存在しない（すなわち、ｍは０）。

【化３】

【０２２９】
　本実施形態において、Ｘ４、Ｄ、Ｌ４、ＡＡ１、ｃ、およびｐは、上記に定義されたと
おりである。下付き文字のｏは、０または１である。Ｌ３は、存在する場合、１級もしく
は２級のアミンまたはカルボキシル官能基を含むスペーサー基であり、Ｌ３のアミンはＤ
のペンダントのカルボキシル官能基とアミド結合を形成するか、あるいはＬ３のカルボキ
シルはＤのペンダントのアミン官能基とアミド結合を形成する。
【０２３０】
（自己犠牲リンカー）
　自己犠牲リンカーは、間隔をおいた二つの化学的部分を通常安定な三部分からなる分子
に共有結合的に連結し、酵素的切断を用いて当該間隔をおいた化学的部分の一つをこの三
部分からなる分子から放出し、そして、当該酵素的切断のあとに当該間隔をおいた化学的
部分のもう一方を本分子の残部から自発的に切断して放出することができる二官能性の化
学的部分である。本発明によると、自己犠牲スペーサーは、その末端の一つにおいてペプ
チド部分に共有結合され、そして、そのもう一方の末端において、その誘導体化によって
薬理活性を阻害する薬剤部分の化学的反応部位に共有結合され、その結果、ペプチド部分
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的に不活性であるが、スペーサー部分およびペプチド部分を共有結合する結合において当
該標的酵素により酵素的に切断可能でありこれにより三部分からなる分子からのペプチド
部分の放出を達成する三部分からなる分子となるようにされる。当該酵素的切断は、順々
に、スペーサー部分の自己犠牲特性を活性化し、そして、スペーサー部分を薬剤部分に共
有結合する結合の自発的切断を開始させ、これにより、薬理学的に活性な形態における薬
剤の放出を達成する。参照することにより本明細書に組み込まれた開示である、例えば、
カール（Ｃａｒｌ）ら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、２４（３）、４７９－４８０（１９８
１）；カール（Ｃａｒｌ）ら、国際公開第８１／０１１４５号（１９８１）；トキ（Ｔｏ
ｋｉ）ら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６７、１８６６－１８７２（２００２）；ボイド（Ｂ
ｏｙｄ）ら、国際公開第２００５／１１２９１９号；および、ボイド（Ｂｏｙｄ）ら、国
際公開第２００７／０３８６５８号を参照されたい。
【０２３１】
　特に好ましい自己犠牲スペーサーの一つは式（ｃ）によって表わされてもよい。

【化４】

【０２３２】
　アミノベンジル基の芳香環は、一つ以上の「Ｋ」基で置換されてもよい。「Ｋ」基は、
環状構造の一部である４つの置換されていない炭素の一つにこの置換がなければ結合され
る水素を置換する芳香環上の置換基である。「Ｋ」基は、例えばハロゲンなどのただ一つ
の原子でもよく、例えばアルキル、ヘテロアルキル、アミノ、ニトロ、ヒドロキシ、アル
コキシ、ハロアルキル、シアノなどの複数原子の基でもよい。各Ｋは、置換アルキル、非
置換アルキル、置換ヘテロアルキル、非置換ヘテロアルキル、置換アリール、非置換アリ
ール、置換ヘテロアリール、非置換ヘテロアリール、置換ヘテロシクロアルキル、非置換
ヘテロシクロアルキル、ハロゲン、ＮＯ２、ＮＲ２１Ｒ２２、ＮＲ２１ＣＯＲ２２、ＯＣ
ＯＮＲ２１Ｒ２２、ＯＣＯＲ２１、ＯＲ２１からなる群から独立に選択される。ここで、
Ｒ２１およびＲ２２は、Ｈ、置換アルキル、非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、非置
換ヘテロアルキル、置換アリール、非置換アリール、置換ヘテロアリール、非置換ヘテロ
アリール、置換ヘテロシクロアルキル、非置換ヘテロシクロアルキルからなる群から独立
に選択される。代表的なＫ置換基は、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＮＯ２、ＯＨ，ＯＣＨ３、Ｎ
ＨＣＯＣＨ３、Ｎ（ＣＨ３）２、ＮＨＣＯＣＦ３、およびメチルを含むが、これらに限定
されない。「Ｋｉ」に関して、ｉは、０、１、２、３、または、４の整数である。一つの
好ましい実施形態において、ｉは、０である。
【０２３３】
　上記に示した構造のエーテル酸素原子は、カルボニル基に連結される。ＮＲ２４官能基
から芳香環への線は、アミン官能基が、リングを形成してかつ－ＣＨ２－Ｏ－基により置
換されていない５つの炭素のいずれかに結合されてもよいということを示している。好ま
しくは、ＸのＮＲ２４官能基は、－ＣＨ２－Ｏ－基に対してパラ位置において芳香環に共
有結合される。Ｒ２４は、Ｈ、置換アルキル、非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、非
置換ヘテロアルキルからなる群から選択されたメンバーである。特定の実施形態において
、Ｒ２４は、水素である。
【０２３４】
　一つの実施形態において、本発明は、Ｆが次の構造を含む上記の式（ａ）のペプチドリ
ンカーを提供する。
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【化５】

式中、Ｒ２４、ＡＡ１、Ｋ、ｉ、およびｃは上記に定義されたとおりである。
【０２３５】
　他の実施形態において、上記の式（ａ）のペプチドリンカーは、次の構造を含む－Ｆ－
（Ｌ１）ｍ－を含む。

【化６】

式中、Ｒ２４、ＡＡ１、Ｋ、ｉ、およびｃは上記に定義されたとおりである。
【０２３６】
　ある実施形態においては、自己犠牲スペーサーＬ１またはＬ２は、次の構造を含む。
【化７】

式中、各Ｒ１７、Ｒ１８およびＲ１９は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または
非置換のヘテロアルキル、置換または非置換のアリールから独立に選択され、ｗは０から
４の整数である。ある実施形態において、Ｒ１７およびＲ１８は、Ｈまたはアルキル（好
ましくは非置換のＣ１－Ｃ４アルキル）から独立に選択される。好ましくは、Ｒ１７およ
びＲ１８は、例えばメチルまたはエチルなどのＣ１－４アルキルである。ある実施形態に
おいて、ｗは０である。この特定の自己犠牲スペーサーは比較的迅速に環化することが実
験的に見出されている。
【０２３７】
　ある実施形態において、Ｌ１またはＬ２は、次の構造を含む。
【化８】

式中、Ｒ１７、Ｒ１８、Ｒ１９、Ｒ２４、およびＫは上記に定義されたとおりである。
【０２３８】
（スペーサー基）
　スペーサー基Ｌ３は、１級もしくは２級アミンまたはカルボキシル官能基を含むことを
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特徴とし、Ｌ３基のアミンはＤのペンダントのカルボキシル官能基とアミド結合を形成し
、Ｌ３のカルボキシルはＤのペンダントのアミン官能基とアミド結合を形成する。Ｌ３は
、置換または非置換のアルキル、置換もしくは非置換のヘテロアルキル、置換もしくは非
置換のアリール、置換もしくは非置換のヘテロアリール、または、置換もしくは非置換の
ヘテロシクロアルキルからなる群から選択されうる。好ましい実施形態においては、Ｌ３

は、芳香族基を含む。さらに好ましくは、Ｌ３は、安息香酸基、アニリン基、またはイン
ドール基を含む。－Ｌ３－ＮＨ－スペーサーとして機能を果たしえる構造の限定しない例
は、次の構造を含む。
【化９】

式中、Ｚは、Ｏ、Ｓ、およびＮＲ２３から選択されるメンバーであり、Ｒ２３は、Ｈ、置
換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、およびアシルから選択
されるメンバーである。
【０２３９】
　Ｌ３を含む本発明のリンカーの切断に際して、Ｌ３部分は薬剤Ｄと結合されたままであ
る。従って、Ｌ３部分は、Ｄとの結合がＤの活性を著しく変えることがないように選択さ
れる。他の実施形態において、薬剤Ｄの一部はそれ自体Ｌ３スペーサーとして機能する。
例えば、一つの実施形態において、薬剤Ｄは、該薬剤の一部がＬ３スペーサーとして機能
を果たすデュオカルマイシン誘導体である。そのような実施形態の限定しない例は、ＮＨ

２－（Ｌ３）－Ｄが次の構造からなる群から選択された構造を有するデュオカルマイシン
誘導体を含む：
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【化１０】

式中、Ｚは、Ｏ、Ｓ、またはＮＲ２３であり、Ｒ２３は、Ｈ、置換もしくは非置換のアル
キル、置換もしくは非置換のヘテロアルキル、またはアシルであり、各構造上のＮＨ２基
は、（ＡＡ１）ｃと反応して－（ＡＡ１）ｃ－ＮＨ－を形成する。
【０２４０】
（ペプチド配列（ＡＡ１）ｃ）
　ＡＡ１基は、ただ一つのアミノ酸またはアミド結合により結合された複数のアミノ酸を
表わす。当該アミノ酸は、天然アミノ酸および／または非天然α－アミノ酸であってもよ
い。それらは、Ｌ配置であってもよいしまたはＤ配置であってもよい。一つの実施形態に
おいては、少なくとも３つの異なるアミノ酸が用いられる。他の実施形態おいては、ただ
２つのアミノ酸が用いられる。
【０２４１】
　用語「アミノ酸」は、天然に存在するアミノ酸および合成アミノ酸だけでなく、天然に
存在するアミノ酸に類似した形で機能するアミノ酸類似物およびアミノ酸模倣体をいう。
天然に存在するアミノ酸は、遺伝暗号によりコードされたものだけでなく、例えば、ヒド
ロキシプロリン、γ－カルボキシグルタメート、シトルリン、Ｏ－ホスホセリンなどのそ
の後修飾されたアミノ酸である。アミノ酸類似物は、天然に存在するアミノ酸と同じ基本
化学構造、すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基、およびＲ基と結合されたα炭素
を有する化合物、例えばホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニ
ンメチルスルホニウムなどを示す。このような類似物は、修飾されたＲ基（例えばノルロ
イシン）または修飾されたペプチド骨格を有するが、天然に存在するアミノ酸と同じ基本
化学構造を保持する。格別に用いられてもよい一つのアミノ酸は、アルギニンの前駆体で
あり、肝臓における尿素の形成に関与するシトルリンである。アミノ酸模倣体は、アミノ
酸の通常の化学構造と異なる構造を有するが、天然に存在するアミノ酸と類似した方法で
機能する化合物をいう。用語「非天然アミノ酸」は、上記の天然に存在する２０アミノ酸
の「Ｄ」の立体化学的形態を表わすことが意図される。用語「非天然アミノ酸」は、天然
アミノ酸の相同物、および天然アミノ酸の合成的に修飾された形態を含むことがさらに理
解される。合成的に修飾された形態は、最大二つの炭素原子だけ縮められまたは延ばされ
たアルキレン鎖を有するアミノ酸、任意に置換されてよいアリール基を有するアミノ酸、
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および、ハロゲン化された基、好ましくは、ハロゲン化されたアルキルおよびアリール基
を含むアミノ酸を含むが、これらに限定されない。当該アミノ酸は、本発明のリンカーま
たはコンジュゲートと結合されたとき、該アミノ酸のカルボン酸基がケト（Ｃ（Ｏ））基
で置換されている「アミノ酸側鎖」の形態である。このように、例えば、アラニン側鎖は
、－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ（ＮＨ２）－ＣＨ３などである。
【０２４２】
　ペプチド配列（ＡＡ１）ｃは、機能的には、ただ一つのアミノ酸（ｃ＝１のとき）のア
ミド化残基、またはアミド結合により結合された複数のアミノ酸のアミド化残基である。
ペプチド配列（ＡＡ１）ｃは、好ましくは、生物系における注目する位置での酵素による
酵素触媒切断に対して選択される。例えば、標的とされるが細胞により内在化されないコ
ンジュゲートには、ペプチドが細胞外で切断されるように、細胞外マトリクスにあるプロ
テアーゼ、例えば、すぐ近くで死にかけた細胞により放出されたプロテアーゼまたは腫瘍
関連プロテアーゼにより切断されるペプチドが選択される。細胞による内在化のために設
計されたコンジュゲートには、好ましくは、エンドソームまたはリソソームのプロテアー
ゼによる切断のために配列（ＡＡ１）ｃが選択される。当該ペプチド内のアミノ酸数は１
から２０の範囲でありうるが、より好ましくは、（ＡＡ１）ｃを構成する１～８つのアミ
ノ酸、１～６つのアミノ酸、１、２、３もしくは４つのアミノ酸があるものと思われる。
特定酵素または数種の酵素による切断の影響を受けやすいペプチド配列は、当技術分野で
周知である。
【０２４３】
　好ましくは、（ＡＡ１）ｃは、プロテアーゼによる切断部位であるアミノ酸配列（「切
断認識配列」）を含む。多くのプロテアーゼ切断配列は、当技術分野において公知である
。例えば、マタヨシ（Ｍａｔａｙｏｓｈｉ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ２４７：９５４（１９９
０）；ダン（Ｄｕｎｎ）ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４１：２５４（１９９４）；
セイダ（Ｓｅｉｄａｈ）ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４４：１７５（１９９４）；
トーンベリー（Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙ）、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４４：６１５（
１９９４）；ウェバー（Ｗｅｂｅｒ）ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４４：５９５（
１９９４）；スミス（Ｓｍｉｔｈ）ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４４：４１２（１
９９４）；ボービエル（Ｂｏｕｖｉｅｒ）ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２４８：６１
４（１９９５）；ハーディ（Ｈａｒｄｙ）ら、発生、老化、およびアルツハイマー病にお
けるアミロイドタンパク質前駆体（Ａｍｙｌｏｉｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｒｅｃｕｒｓｏ
ｒ　ｉｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，　Ａｇｉｎｇ，　ａｎｄ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ
　Ｄｉｓｅａｓｅ）、マスターズ（Ｍａｓｔｅｒｓ）ら編、１９０－１９８頁（１９９４
）を参照されたい。
【０２４４】
　好ましい実施形態において、ペプチド配列（ＡＡ１）ｃは、リソソームプロテアーゼに
より切断される能力に基づいて選択され、その限定しない例は、カセプシンＢ、Ｃ、Ｄ、
Ｈ、Ｌ、およびＳを含む。好ましくは、ペプチド配列（ＡＡ１）ｃは、生体外でカセプシ
ンＢにより切断されることができる。
【０２４５】
　他の実施形態において、ペプチド配列（ＡＡ１）ｃは、例えば腫瘍細胞の近傍において
細胞外に見出されるプロテアーゼなどの、腫瘍関連プロテアーゼにより切断される能力に
基づいて選択され、その例は、チメット（ｔｈｉｍｅｔ）オリゴペプチダーゼ（ＴＯＰ）
およびＣＤ１０を含む。他の実施形態において、配列（ＡＡ１）ｃは、ウロキナーゼまた
はトリプターゼによる選択的切断のために設計される。
【０２４６】
　本発明のコンジュゲートにおける使用に適しているペプチド配列の適しているが限定し
ない例は、Ｖａｌ－Ｃｉｔ、Ｃｉｔ－Ｃｉｔ、Ｖａｌ－Ｌｙｓ、Ｐｈｅ－Ｌｙｓ、Ｌｙｓ
－Ｌｙｓ、Ａｌａ－Ｌｙｓ、Ｐｈｅ－Ｃｉｔ、Ｌｅｕ－Ｃｉｔ、Ｉｌｅ－Ｃｉｔ、Ｔｒｐ
、Ｃｉｔ、Ｐｈｅ－Ａｌａ、Ｐｈｅ－Ｎ９－トシル－Ａｒｇ、Ｐｈｅ－Ｎ９－ニトロ－Ａ
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、Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ、Ｉｌｅ－Ａｌａ－Ｌｅｕ、Ｖａｌ－Ａｌａ－Ｖａｌ、Ａｌａ
－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ（配列番号４０）、β－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ（配
列番号４１）、Ｇｌｙ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ（配列番号４２）、Ｖａｌ－Ａｌａ、Ｌ
ｅｕ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ（配列番号４３）、Ｌｅｕ－Ａｓｎ－Ａｌａ、およびＬｙ
ｓ－Ｌｅｕ－Ｖａｌを含む。好ましいペプチド配列はＶａｌ－ＣｉｔおよびＶａｌ－Ｌｙ
ｓである。
【０２４７】
　他の実施形態において、薬剤部分の最も近くに位置したアミノ酸は、Ａｌａ、Ａｓｎ、
Ａｓｐ、Ｃｉｔ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、
Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、およびＶａｌからなる群から選択さ
れる。さらに別の実施形態において、薬剤部分の最も近くに位置したアミノ酸は、Ａｌａ
、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ
、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、およびＶａｌからなる群から選択される。
【０２４８】
　当業者は、ペプチド配列のアレイを容易に評価して過度の実験に頼ることなく本発明に
おけるそれらの実用性を決定することができる。例えば、チマーマン、エム．（Ｚｉｍｍ
ｅｒｍａｎ，Ｍ．）ら、（１９７７）Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　７８：４７－５１；リー、ディー．（Ｌｅｅ、Ｄ．）ら、（１９９９）Ｂｉｏｏｒｇａ
ｎｉｃ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　９：１６
６７－７２；およびラノ、ティー．エー．（Ｒａｎｏ、Ｔ．Ａ．）ら、（１９９７）Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　４：１４９－５５を参照されたい。
【０２４９】
　本発明のコンジュゲートは、二つ以上のリンカーを任意に含んでもよい。これらのリン
カーは、同じかまたは異なっていてもよい。例えば、ペプチジルリンカーが、薬剤をリガ
ンドに連結させるのに用いられてもよく、第二のペプチジルリンカーが、診断用薬剤を当
該複合体に結び付けてもよい。付加的なリンカーの他の用途は、解析薬剤、生体分子、標
的薬剤、および検出可能なラベルを当該抗体－パートナー複合体に結合することを含む。
【０２５０】
（ヒドラジンリンカー（Ｈ））
　他の実施形態において、本発明のコンジュゲートは、該コンジュゲートが次の構造を有
するヒドラジン自己犠牲リンカーを含む：
【化１１】

式中、Ｄ、Ｌ１、Ｌ４、ｐ、ｍ、およびＸ４は、上記で定義されかつ本明細書においてさ
らに説明されるとおりであり、Ｈは次の構造を含むリンカーである：

【化１２】

式中、ｎ１は１～１０の整数であり、ｎ２は０、１、または２であり、各Ｒ２４は、Ｈ、
置換アルキル、非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、および非置換ヘテロアルキルから
なる群から独立に選択されたメンバーであり、そして、Ｉは、結合（すなわち、骨格の炭
素および隣接の窒素の間の結合）または、次の構造のいずれかである：
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【化１３】

式中、ｎ３は０または１であるが、ただしｎ３が０のときｎ２は０ではなく、ｎ４は１、
２、または３である。
【０２５１】
　一つの実施形態において、フェニル環上の置換がパラ置換である。好ましい実施形態に
おいて、ｎ１は２、３、または４であるか、あるいは、ｎ１は３である。好ましい実施形
態において、ｎ２は１である。好ましい実施形態において、Ｉは結合（すなわち、骨格の
炭素と隣接の窒素との間の結合）である。一つの態様において、ヒドラジンリンカーＨは
、例えばｎ３が０およびｎ４が２のとき、切断に際し６員の自己犠牲リンカーを形成しう
る。他の態様において、ヒドラジンリンカーＨは、切断に際し、５員の２つの自己犠牲リ
ンカーを形成しうる。さらに別の態様において、切断に際し、Ｈは５員の１つの自己犠牲
リンカーを形成し、Ｈは７員の１つの自己犠牲リンカーを形成するか、または、Ｈは５員
の自己犠牲リンカーおよび６員の一つの自己犠牲リンカーを形成する。切断の速度は、切
断に際して形成されたリングの大きさによって影響を受ける。このように、所望の切断の
比率に依存して、切断に際して形成される適切な大きさのリングが選択されうる。
【０２５２】
　他のヒドラジン構造Ｈは次の式を有する：

【化１４】

式中、ｑは０、１、２、３、４、５、または６であり、各Ｒ２４は、Ｈ、置換アルキル、
非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、および非置換ヘテロアルキルからなる群から独立
に選択されたメンバーである。このヒドラジン構造は、５員環、６員環、または７員環を
も形成し、そして、付加的な成分が多環を形成するために加えられうる。
【０２５３】
　様々なヒドラジンリンカーの調製、切断化学、環化反応速度論が、国際公開第２００５
／１１２９１９号において開示されており、本開示は参照することにより本明細書に組み
込まれる。
【０２５４】
（ジスルフィドリンカー（Ｊ））
　さらに別の実施形態において、リンカーは酵素的に切断可能なジスルフィド基を含む。
一つの実施形態において、本発明は、以下の式（ｄ）による構造を有する細胞傷害性の抗
体－パートナー化合物を提供する：

【化１５】

式中、Ｄ、Ｌ１、Ｌ４、ｐ、ｍ、およびＸ４は上記で定義されかつ本明細書においてさら
に説明されるとおりであり、Ｊは次の構造を有する基を含むジスルフィドリンカーである
。
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【化１６】

式中、各Ｒ２４は、Ｈ、置換アルキル、非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、および非
置換ヘテロアルキルからなる群から独立に選択されたメンバーであり、各Ｋは、置換アル
キル、非置換アルキル、置換ヘテロアルキル、非置換ヘテロアルキル、置換アリール、非
置換アリール、置換ヘテロアリール、非置換ヘテロアリール、置換ヘテロシクロアルキル
、非置換ヘテロシクロアルキル、ハロゲン、ＮＯ２、ＮＲ２１Ｒ２２、ＮＲ２１ＣＯＲ２

２、ＯＣＯＮＲ２１Ｒ２２、ＯＣＯＲ２１、およびＯＲ２１からなる群から独立に選択さ
れたメンバーであり、Ｒ２１およびＲ２２は、Ｈ、置換アルキル、非置換アルキル、置換
ヘテロアルキル、非置換ヘテロアルキル、置換アリール、非置換アリール、置換ヘテロア
リール、非置換ヘテロアリール、置換ヘテロシクロアルキル、非置換ヘテロシクロアルキ
ルからなる群から独立に選択され、ｉは、０、１、２、３、または４の整数であり、ｄは
０、１、２、３、４、５、または６の整数である。
【０２５５】
　ジスルフィドリンカーの芳香環は、一つ以上の「Ｋ」基で置換されうる。「Ｋ」基は、
環構造の一部である４つの置換されていない炭素の一つにこの置換がなければ結合される
水素を置換する芳香環上の置換基である。「Ｋ」基は、例えばハロゲンなどのただ一つの
原子でもよく、例えばアルキル、ヘテロアルキル、アミノ、ニトロ、ヒドロキシ、アルコ
キシ、ハロアルキル、シアノなどの複数原子の基でもよい。代表的なＫ置換基は、Ｆ、Ｃ
ｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＮＯ２、ＯＨ、ＯＣＨ３、ＮＨＣＯＣＨ３、Ｎ（ＣＨ３）２、ＮＨＣＯＣ
Ｆ３、およびメチルを独立に含むがこれらに限定されない。「Ｋｉ」に関して、ｉは、０
、１、２、３、または４の整数である。特定の実施形態において、ｉは０である。
【０２５６】
　好ましい実施態様において、リンカーは、次の式の酵素的に切断可能なジスルフィド基
を含む：

【化１７】

式中、Ｌ４、Ｘ４、ｐ、およびＲ２４は、上記のとおりであり、ｄは０、１、２、３、４
、５、または６である。特定の実施形態では、ｄは１または２である。
【０２５７】
　さらに特定のジスルフィドリンカーは、次の式に示される：

【化１８】

　好ましくは、ｄは１または２であり、各ＫはＨである。
【０２５８】
　他のジスルフィドリンカーは次の式に示される：
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【化１９】

好ましくは、ｄは１または２であり、各ＫはＨである。
【０２５９】
　様々な実施形態において、ジスルフィドは、アミンに対してオルトである。他の特定の
実施形態において、ａは０である。好ましい実施形態において、Ｒ２４は、ＨおよびＣＨ

３から独立に選択される。
【０２６０】
　例えば上記のものなどのジスルフィドリンカーの調合および化学的性質は、国際公開第
２００５／１１２９１９号に開示されており、本開示は参照することにより本明細書に組
み込まれる。
【０２６１】
　細胞毒素、リンカー、および治療薬を抗体にコンジュゲートさせる他の方法の類型のさ
らなる考察に関しては、その全体が参照することにより本明細書によって組み込まれる、
米国特許第７，０８７，６００号；米国特許第６，９８９，４５２号；米国特許第７，１
２９，２６１号；米国特許出願公開第２００６／０００４０８１号；米国特許出願公開第
２００６／０２４７２９５号；国際公開第０２／０９６９１０号、国際公開第２００７／
０５１０８１号；国際公開第２００５／１１２９１９号；国際公開第２００７／０５９４
０４号；国際公開第２００８／０８３３１２号；ＰＣＴ出願番号、ＰＣＴ／ＵＳ２００８
／０５４３６２；サイトウ（Ｓａｉｔｏ）ら（２００３）Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ
．Ｒｅｖ．５５：１９９－２１５；トレイル（Ｔｒａｉｌ）ら、（２００３）Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５２：３２８－３３７；ペイン（Ｐａｙｎ
ｅ）（２００３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　３：２０７－２１２；アレン（Ａｌｌｅｎ）
（２００２）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ　２：７５０－７６３；パスタン（Ｐａｓｔ
ａｎ）およびクレイトマン（Ｋｒｅｉｔｍａｎ）（２００２）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ　３：１０８９－１０９１；センター（Ｓｅｎｔｅｒ）および
スプリンガー（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ）（２００１）Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ．Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ
．５３：２４７－２６４も参照されたい。
【０２６２】
（パートナー分子としての細胞毒素）
　一つの態様において、本発明は、例えば細胞毒素、薬剤（例えば免疫阻害剤）または放
射性毒素などのパートナー分子とコンジュゲートされる抗体を特徴づける。このようなコ
ンジュゲートは「免疫毒素」とも称される。細胞毒素または細胞毒性薬は、細胞に対して
有害な（例えば細胞を殺す）任意の薬剤を含む。
【０２６３】
　本発明のパートナー分子の例は、タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭
化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド（ｔｅｎｏｐｏｓｉ
ｄｅ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシ
ン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマ
イシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイ
ン、リドカイン、プロプラノロール、ピューロマイシン、およびそれらの類似物または相
同物を含む。パートナー分子の例は、例えば、代謝拮抗物質（例えばメトトレキサート、
６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシルデカルバ
ジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル（thioepa　chl



(62) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

orambucil）、メルファラン、カルムスチン（BSNU）およびロムスチン（CCNU）、シクロ
フォスファミド（cyclophosphamide）、ブスルファン、ツブリシン（tubulysin）、ジブ
ロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣ、シスプラチン、アントラサ
イクリン（例えばダウノルビシン（旧ダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物
質（例えばダクチノマイシン、（旧アクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシ
ンおよびアントラマイシン（AMC））、および抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチンおよ
びビンブラスチン）も含む。本発明の抗体に対して共役されうるパートナー分子の他の好
ましい例は、カリケアマイシン、マイタンシン（maytansine）およびオーリスタチン、な
らびにそれらの誘導体を含む。
【０２６４】
　パートナー分子の好ましい例は、ＣＣ－１０６５の類似物および誘導体、ならびに構造
的に関連するデュオカルマイシンである。ＣＣ－１０６５はその強力かつ幅広い抗腫瘍活
性にかかわらず、ヒトに用いることができない。これは、ＣＣ－１０６５は、実験動物に
おいて遅発性死亡をもたらすからである。このためよりよい治療指数の類似物または誘導
体の探索が急がれる。
【０２６５】
　ＣＣ－１０６５およびデュオカルマイシンの多くの類似物および誘導体が当技術分野に
おいて公知である。多くの当該化合物の構造、合成および性質の研究が、概説されてきた
。例えば、ボガー（Ｂｏｇｅｒ）ら、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．
３５：１４３８（１９９６）；およびボガー（Ｂｏｇｅｒ）ら、Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．９７
：７８７（１９９７）を参照されたい。ＣＣ－１０６５類似物または誘導体に関係する他
の開示は、米国特許第５，１０１，０３８号；米国特許第５，６４１，７８０号；米国特
許第５，１８７，１８６号；米国特許第５，０７０，０９２号；米国特許第５，７０３，
０８０号；米国特許第５，０７０，０９２号；米国特許第５，６４１，７８０号；米国特
許第５，１０１，０３８号；米国特許第５，０８４，４６８号；米国特許第５，７３９，
３５０号；米国特許第４，９７８，７５７号、米国特許第５，３３２，８３７号および米
国特許第４，９１２，２２７号；国際公開第９６／１０４０５号；ならびに、欧州特許出
願公開第０，５３７，５７５号を含む。
【０２６６】
　特に好ましい態様において、パートナー分子は、次の式（ｅ）による構造を有するＣＣ
－１０６５／デュオカルマイシン類似物である：
【化２０】

式中、環系Ａは、置換または非置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、お
よび置換または非置換のヘテロシクロアルキル基から選択されたメンバーである。代表的
な環系Ａはフェニルおよびピロールを含む。
【０２６７】
　符号ＥおよびＧは、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアル
キル、ヘテロ原子、および単結合から独立に選択され、または、ＥおよびＧは、置換また
は非置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、および置換または非置換のヘ
テロシクロアルキルから選択される環系を形成するように任意に結合される。
【０２６８】
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　符号Ｘは、Ｏ、ＳおよびＮＲ２３から選択されるメンバーを表わす。Ｒ２３は、Ｈ、置
換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、およびアシルから選択
されるメンバーである。
【０２６９】
　符号Ｒ３は、（＝Ｏ）、ＳＲ１１、ＮＨＲ１１およびＯＲ１１から選択されたメンバー
を表わし、Ｒ１１は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアル
キル、一リン酸塩、二リン酸塩、三リン酸塩、スルホン酸塩、アシル、Ｃ（Ｏ）Ｒ１２Ｒ
１３、Ｃ（Ｏ）ＯＲ１２、Ｃ（Ｏ）ＮＲ１２Ｒ１３、Ｐ（Ｏ）（ＯＲ１２）２、Ｃ（Ｏ）
ＣＨＲ１２Ｒ１３、ＳＲ１２、またはＳｉＲ１２Ｒ１３Ｒ１４である。符号Ｒ１２、Ｒ１

３、およびＲ１４は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアル
キル、および置換または非置換のアリールを独立に表わし、Ｒ１２およびＲ１３は、それ
らが結合する窒素または炭素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のヘテロ
シクロアルキル環系を形成するように任意に結合され、任意に２つ以上のヘテロ原子を含
む。
【０２７０】
　Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非
置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、置換または非置換のヘテロシクロ
アルキル、ハロゲン、ＮＯ２、ＮＲ１５Ｒ１６、ＮＣ（Ｏ）Ｒ１５、ＯＣ（Ｏ）ＮＲ１５

Ｒ１６、ＯＣ（Ｏ）ＯＲ１５、Ｃ（Ｏ）Ｒ１５、ＳＲ１５、ＯＲ１５、ＣＲ１５＝ＮＲ１

６、およびＯ（ＣＨ２）ｎＮ（ＣＨ３）２から独立に選択されたメンバーであり、ｎは１
から２０の整数であり、あるいは、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’の隣接する組のどれ
かは、それらが結合する炭素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のシクロ
アルキルもしくはヘテロシクロアルキル環系を形成するように結合される。Ｒ１５および
Ｒ１６は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、置換
または非置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリール、置換または非置換のヘテ
ロシクロアルキル、および置換または非置換のペプチジルを独立に表わし、Ｒ１５および
Ｒ１６は、それらが結合する窒素原子とともに、４～６員を有する置換または非置換のヘ
テロシクロアルキル環系を形成するように任意に結合され、任意に２つ以上のヘテロ原子
を含む。一つの代表的な構造がアニリンである。
【０２７１】
　Ｒ３、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’の一つは、本明細書に記載した通り、本発明の
リンカーまたは酵素切断可能な基質、例えば、存在するならＬ１もしくはＬ３にまたはＦ
、ＨもしくはＪに、細胞毒素を結合する。
【０２７２】
　Ｒ６は、単結合であり、存在するかまたは存在しない場合がある。Ｒ６が存在するとき
、Ｒ６およびＲ７は、シクロプロピル環を形成するように結合される。Ｒ７は、ＣＨ２－
Ｘ１または－ＣＨ２－である。Ｒ７が－ＣＨ２－のとき、それはシクロプロパン環のメン
バーである。符号Ｘ１は、例えばハロゲン、Ｃｌ、ＢｒまたはＦなどの脱離基を表わす。
Ｒ６およびＲ７の組み合わせは、化学原子価の原理を破らない方法で解釈される。
【０２７３】
　Ｘ１は、いずれの脱離基でもよい。有用な脱離基は、ハロゲン、アジド、スルホン酸エ
ステル（例えば、アルキルスルホニル、アリールスルホニル）、オキソニウムイオン、ア
ルキルパークロレート、アンモニオアルカンスルホネートエステル（ammonioalkyanesulf
onate ester）、アルキルフルオロスルホネートおよびフッ化物（例えばトリフラート、
ノナフラート（nonaflate）、トレシレート（tresylate））などを含むが、これらに限定
されない。脱離基として有用な特定のハロゲンは、Ｆ、ＣｌおよびＢｒである。
【０２７４】
　６員環内の曲線は、環が一つ以上の不飽和度を有してもよく、それは芳香族であっても
よいことを示す。このように、例えば以下の環構造などの環構造、および関係する構造は
、式（ｆ）の範囲内である：
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【化２１】

【０２７５】
　一つの実施形態において、Ｒ１１は、自己環化せずかつ存在するならＬ１もしくはＬ３

にまたはＦ、ＨもしくはＪに薬剤を結合する部分Ｘ５を含む。部分Ｘ５は、好ましくは酵
素を用いて切断可能であり、かつ、切断されたときに、活性の薬剤を提供する。例として
、Ｒ１１は、次の構造（右側部は薬剤の残部に結合する）を有しうる：
【化２２】

【０２７６】
　ある実施形態において、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５およびＲ５’の少なくとも一つが、存在す
るならＬ１にまたはＦ、Ｈ、ＪもしくはＸ２に当該薬剤を連結し、そして、Ｒ３は、ＳＲ
１１、ＮＨＲ１１およびＯＲ１１から選択される。Ｒ１１は、－ＳＯ（ＯＨ）２、－ＰＯ
（ＯＨ）２、－ＡＡｎ、－Ｓｉ（ＣＨ３）２Ｃ（ＣＨ３）３、－Ｃ（Ｏ）ＯＰｈＮＨ（Ａ
Ａ）ｍ、

【化２３】

、ならびにこれらの薬学的に許容可能な塩から選択され、ｎは、１から１０の範囲におけ
る任意の整数であり、ｍは、１から４の範囲における任意の整数であり、ｐは１から６の
範囲における任意の整数であり、そして、ＡＡは任意の天然または非天然アミノ酸である
。式（ｅ）の化合物がＲ４、Ｒ４’、Ｒ５またはＲ６を介してコンジュゲートされる場合
、Ｒ３は、好ましくは、その存在が当該化合物の細胞毒性を阻害するが細胞毒素を抗体に
コンジュゲートするリンカーの切断に関する機構とは異なる機構によって意図された作用
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部位で見出される条件下で切断可能である切断可能な保護基を含む。このようにして、血
漿においてコンジュゲートの偶発の切断があるならば、該保護基が、放出された細胞毒素
の細胞毒性を減弱させる。例えば、コンジュゲートがヒドラゾンまたはジスルフィドリン
カーを有するならば、該保護基が酵素的に切断可能なアミドでありうる。または、リンカ
ーがプロテアーゼにより切断可能なペプチジルのものであるならば、該保護基は、カルボ
キシエステラーゼによって切断可能なエステルまたはカルバメートでありうる。
【０２７７】
　例えば、好ましい実施形態において、Ｄは以下の構造（ｊ）を有する細胞毒素である：
【化２４】

。
【０２７８】
　この構造において、Ｒ３、Ｒ６、Ｒ７、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５、Ｒ５’、およびＸは、式
（ｅ）に関する上記のとおりである。Ｚは、Ｏ、ＳおよびＮＲ２３から選択されるメンバ
ーであり、Ｒ２３は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアル
キル、およびアシルから選択されるメンバーである。
【０２７９】
　Ｒ１は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、Ｃ（Ｏ）Ｒ８、またはＣＯ２Ｒ８

であり、Ｒ８は、ＮＲ９Ｒ１０およびＯＲ９から選択されたメンバーであり、Ｒ９および
Ｒ１０は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、および置換または非置換のヘテロアルキル
から独立に選択されたメンバーである。
【０２８０】
　Ｒ１’は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、またはＣ（Ｏ）Ｒ８であり、Ｒ
８は、ＮＲ９Ｒ１０およびＯＲ９から選択されたメンバーであり、Ｒ９およびＲ１０は、
Ｈ、置換または非置換のアルキル、および置換または非置換のヘテロアルキルから独立に
選択されたメンバーである。
【０２８１】
　Ｒ２は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級アルキル基、または非置換ヘテロアルキルまた
はシアノまたはアルコキシであり、そして、Ｒ２’は、Ｈ、置換もしくは非置換の低級ア
ルキル基、または非置換ヘテロアルキルである。
【０２８２】
　Ｒ３、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５、またはＲ５’の一つは、存在するならＬ１もしくはＬ３に
またはＦ、Ｈに、細胞毒素を連結する。
【０２８３】
　さらなる実施形態は次の式を有する：
【化２５】

【０２８４】
　この構造において、Ａ、Ｒ６、Ｒ７、Ｘ、Ｒ４、Ｒ４’、Ｒ５、およびＲ５’は、式（
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ｅ）に関する上記のとおりである。Ｚは、Ｏ、ＳおよびＮＲ２３から選択されるメンバー
であり、Ｒ２３は、Ｈ、置換または非置換のアルキル、置換または非置換のヘテロアルキ
ル、およびアシルから選択されるメンバーである。
【０２８５】
　Ｒ３４は、Ｃ（＝Ｏ）Ｒ３３またはＣ１－Ｃ６アルキルであり、Ｒ３３は、Ｈ、置換ま
たは非置換のアルキル、置換または非置換のアリール、置換または非置換のヘテロアリー
ル、置換または非置換のヘテロシクロアルキル、ハロゲン、ＮＯ２、ＮＲ１５Ｒ１６、Ｎ
Ｃ（Ｏ）Ｒ１５、ＯＣ（Ｏ）ＮＲ１５Ｒ１６、ＯＣ（Ｏ）ＯＲ１５、Ｃ（Ｏ）Ｒ１５、Ｓ
Ｒ１５、ＯＲ１５、ＣＲ１５＝ＮＲ１６、およびＯ（ＣＨ２）ｎＮ（ＣＨ３）２から選択
され、ｎは１から２０の整数である。Ｒ１５およびＲ１６は、Ｈ、置換または非置換のア
ルキル、置換または非置換のヘテロアルキル、置換または非置換のアリール、置換または
非置換のヘテロアリール、置換または非置換のヘテロシクロアルキル、および置換または
非置換のペプチジルを独立に表わし、Ｒ１５およびＲ１６は、それらが結合する窒素原子
とともに、４～６員を有する置換または非置換のヘテロシクロアルキル環系を形成するよ
うに任意に結合され、任意に２つ以上のヘテロ原子を含む。
【０２８６】
　好ましくは、Ａは、置換もしくは非置換のフェニルまたは置換もしくは非置換のピロー
ルである。また、Ｒ１１に関し本明細書に記載した置換基の選択は、Ｒ３３にも適用でき
る。
【０２８７】
（パートナー分子としてのマーカー）
　当該パートナー分子がマーカーである場合、それは検出可能な物理的および化学的性質
を有しまたは生成し、これにより、特定の組織または細胞においてその存在を示す任意の
部分であり得る。マーカー（レポーター基とも呼ばれる）は、免疫学的検定、生物医学研
究、および医学的診断の分野において、よく開発されてきた。マーカーは、分光学的、光
化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的方法によって検出されても
よい。例としては、電磁ビーズ（例えば、ＤＹＮＡＢＥＡＤ（商標））、蛍光染料（例え
ば、フルオレセイン、イソチオシアネート、テキサスレッド、ローダミン等）、放射性標
識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、または３２Ｐ）、酵素（例えば、ＥＬＩ
ＳＡにおいて一般に用いられる西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ等
）、および例えばコロイド金または色ガラスまたはプラスチックビーズ（例えばポリスチ
レン、ポリプロピレン、ラテックス等）などの比色標識が挙げられる。
【０２８８】
　該マーカーは、好ましくは、放射性同位体、蛍光剤、蛍光剤前駆物質、発色団、酵素お
よびその組み合わせからなる群より選択されるメンバーである。適している酵素の例は、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、および
グルコースオキシダーゼである。蛍光物質は、フルオレセインおよびその誘導体、ローダ
ミンおよびその誘導体、ダンシル、ウムベリフェロン（umbelliferone）等を含む。化学
発光化合物は、ルシフェリン、および２，３－ジヒドロフタラジンジオン、例えばルミノ
ールを含む。用いられてもよい様々な標識しまたはシグナル生成する系のレビューには、
米国特許第４，３９１，９０４号を参照されたい。
【０２８９】
　マーカーは、間接的手段により結合されうる：リガンド分子（例えばビオチン）が抗体
に共有結合される。次いでリガンドは、本来的に検出可能であるか、または、例えば検出
可能な酵素、蛍光化合物、もしくは化学発光化合物などのシグナル系に共有結合されるか
のいずれかである別の分子（例えばストレプトアビジン）と結合する。
【０２９０】
（コンジュゲートの例）
　本発明の抗体とのコンジュゲートに適しているパートナー分子とリンカーの組み合わせ
の特定の例は、次に示される：
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【化３４】

【０２９１】
　前述の化合物において、下付き文字ｒが式に存在するとき、それは０から２４の範囲内
の整数である。Ｒは、それがどこに現れようとも、

【化３５】

である。
【０２９２】
　前述の各化合物は、マレイミド基を有し、かつ、抗体上のスルヒドリル基によって抗体
にコンジュゲートすることができる。
【０２９３】
　本発明の抗体に対するコンジュゲートは、二重特異性分子の文脈において本明細書に上
記したように、他の種類の化学官能性によっても行われうる。
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【０２９４】
（医薬組成物）
　別の態様において、本開示は、薬学的に許容可能な担体とともに調合される本開示のモ
ノクローナル抗体の一つもしくは組み合わせまたはその抗原結合部分を含む医薬組成物を
提供する。
【０２９５】
　本開示の医薬組成物は、併用療法すなわち他の薬剤と組み合わされた療法においても投
与されうる。例えば、併用療法は、少なくとも一つの別の抗癌剤とともに組み合わされた
本開示の抗メソテリン抗体を含みうる。併用療法において用いられうる治療剤の例は、以
下にこれまで以上に詳しく記載される。
【０２９６】
　本明細書において用いられる場合、「薬学的に許容可能な担体」は、生理的に適合性の
、溶媒、分散媒体、被覆剤、抗菌および抗真菌剤、等張および吸収遅延剤等のいずれかお
よびすべてを含む。好ましくは、当該担体は、静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄また
は表皮性の投与（例えば注入または注射）に適している。投与経路に依存して、活性化合
物すなわち抗体、免疫コンジュゲート、または二重特異性分子は、該化合物を不活性化す
るかもしれない酸の作用および他の自然条件から該化合物を保護する材料で被覆されても
よい。
【０２９７】
　本開示の薬学的化合物は、一つ以上の薬学的に許容可能な塩を含んでもよい。「薬学的
に許容可能な塩」は、親化合物の所望の生物学的活性を保持し、かつ望まない毒性効果を
与えない塩をいう。そのような塩の例は、酸付加塩および塩基付加塩を含む。酸付加塩は
、例えば塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸などの非毒性
無機酸、ならびに、例えば脂肪族のモノおよびジカルボン酸、フェニル置換されたアルカ
ン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族酸、脂肪族および芳香族のスルホン酸などの非毒性
有機酸から由来するものを含む。塩基付加塩は、例えばナトリウム、カリウム、マグネシ
ウム、カルシウムなどのアルカリ土類金属、ならびに、例えばＮ，Ｎ’－ジベンジルエチ
レンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン
、エチレンジアミン、プロカインなどの非毒性有機アミンから誘導されるものを含む。
【０２９８】
　本開示の医薬組成物は、薬学的に許容可能な抗酸化物質をも含んでもよい。薬学的に許
容可能な抗酸化物質の例は、（１）例えばアスコルビン酸、システイン塩酸塩、重硫酸ナ
トリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウムなどの水溶性抗酸化物質、（２）
パルミチン酸アスコルビル、ブチル化ヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチル化ヒドロ
キシトルエン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、α－トコフェロールなどの油溶
性抗酸化物質、および（３）例えばクエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソ
ルビトール、酒石酸、リン酸などの金属キレート剤を含む。
【０２９９】
　本開示の医薬組成物において用いられてもよい適している水性および非水性の担体の例
は、水、エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、ポリエ
チレングリコールなど）、およびそれらの適している混合物、例えばオリーブオイルなど
の植物油、ならびに、例えばオレイン酸エチルなどの注入可能な有機エステルを含む。例
えば、レシチンなどのコーティング材料を用いることにより、分散液の場合に必要とされ
る粒子サイズを維持することにより、および、界面活性剤を用いることにより、適切な流
動性が維持されうる。
【０３００】
　当該組成物は、例えば防腐剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤などのアジュバンドを含ん
でもよい。微生物の存在の防止は、上記の滅菌処置により、ならびに、例えばパラベン、
クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸などの様々な抗菌および抗真菌剤の含有によ
り確保されてよい。例えば糖、塩化ナトリウムなどの等張剤などを含むことが望ましい場



(76) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

合がある。その上、例えばアルミニウムモノステアレートおよびゼラチンなどの、吸収を
遅らせる薬剤の含有により、注入可能な薬剤形態の持続的吸収がもたらされてもよい。
【０３０１】
　薬学的に許容可能な担体は、無菌の水溶液または分散液、および無菌の注入可能な溶液
または分散液の即時調製のための無菌の粉末を含む。薬学的に活性な物質のためのそのよ
うな媒体および薬剤の使用は、当技術分野において公知である。従来の媒体または薬剤が
活性な化合物と不適合な場合を除いて、本開示の医薬組成物におけるその使用は、企図さ
れる。補充的な活性な化合物も、当該組成物に組み込まれうる。
【０３０２】
　治療用組成物は、典型的には、製造および保管の条件下で無菌かつ安定でなければなら
ない。当該組成物は、高い薬剤濃度に適している溶液、マイクロエマルジョン、リポソー
ム、または、他の整えられた構造体として調合されうる。担体は、例えば、水、エタノー
ル、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリ
コールなど）、およびそれらの適している混合物を含む溶媒または分散媒体でありうる。
例えば、レシチンなどのコーティング材料を用いることにより、分散の場合に必要とされ
る粒子サイズを維持することにより、および、界面活性剤を用いることにより、適切な流
動性が維持されうる。多くの場合において、例えば、糖、マンニトールやソルビトールな
どのポリアルコール、または、塩化ナトリウムなどの、等張剤を含むことが好ましいと思
われる。
【０３０３】
　無菌注入可能な溶液は、精密ろ過によって調合される。一般的に、分散液は、ベースと
なる分散媒体と上記に列挙されたものからの必要とされる他の成分とを含む無菌媒質に活
性な化合物を組み込むことによって調製される。無菌の注入可能な溶液の調製のための無
菌粉末の場合において、好ましい調製方法は、真空乾燥およびフリーズドライ（凍結乾燥
）であり、あらかじめ無菌ろ過された溶液から、活性成分と付加的な所望の成分を得る。
【０３０４】
　担体材料と組み合わせて単一の投与形態を生み出しうる活性成分の量は、治療される被
験体および投与の個別の形態に依存して変化し得る。担体材料と組み合わせて単一の投与
形態を生み出しうる活性成分の量は、一般的に、治療効果を生み出す組成物の量である。
一般的に、１００パーセントのうち、この量は、薬学的に許容可能な担体との組み合わせ
において、活性成分が約０．０１パーセントから約９９パーセントまで、好ましくは、約
０．１パーセントから約７０パーセントまで、最も好ましくは、活性成分が約１パーセン
トから約３０パーセントまで変動し得る。
【０３０５】
　用量計画は、最適な所望の応答（例えば治療応答）を与えるように調整される。例えば
、一つのボーラスが投与されてもよく、いくらかの分割された用量が時間とともに投与さ
れてもよく、または、治療状況の要求により示されるように用量が比例的に減じられもし
くは増やされてもよい。投与の容易さおよび用量の均一性のために用量単位の形態で非経
口組成物を調剤することが特に有益である。本明細書で用いられる用量単位の形態は、処
置される被験体に単位の用量として適合された物理的に分離した単位をいい、各単位は、
必要とされる薬剤担体の協力によって所望の治療効果を生み出すように計算された活性な
化合物の所定量を含む。本開示の用量単位の形態のための仕様は、（ａ）活性な化合物の
固有の特徴および達成されるべき個別の治療効果、ならびに（ｂ）各個体における感度の
処置のためにそのような活性な化合物を配合する技術における固有の限界によって、決定
されかつこれらに直接的に依存する。
【０３０６】
　本発明の抗体の投与に関して、当該用量は、宿主体重について、約０．０００１から１
００ｍｇ／ｋｇ、より一般には０．０１から５ｍｇ／ｋｇまで変動する。例えば、用量は
、０．３ｍｇ／ｋｇ体重、１ｍｇ／ｋｇ体重、３ｍｇ／ｋｇ体重、５ｍｇ／ｋｇ体重、ま
たは１０ｍｇ／ｋｇ体重、すなわち１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内でありうる。代表的な処
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置計画は、週に１回、２週に１回、３週に１回、４週に１回、１ヶ月に１回、３ヶ月に１
回、または３～６ヶ月に１回の投与を伴う。好ましい用量計画は、次の投与スケジュール
の一つを用いて与えられる抗体の静脈内投与による１ｍｇ／ｋｇ体重または３ｍｇ／ｋｇ
体重を含む；（ｉ）６用量の間は４週毎で、その後３ヶ月毎；（ｉｉ）３週毎；（ｉｉｉ
）３ｍｇ／ｋｇ体重を１回の後に３週毎に１ｍｇ／ｋｇ体重。
【０３０７】
　ある方法においては、異なる結合特異性を有する２つ以上のモノクローナル抗体が同時
に投与され、その場合に、投与される各抗体が、示された範囲内に入る。抗体は、一般に
複数回投与される。各投与の間隔は、例えば、一週、１ヶ月、３ヶ月ごと、または一年で
ありうる。間隔は、患者における標的抗原に対する抗体の血中濃度を測定することによっ
て示されるように不規則であってもよい。ある方法において、用量は、約１～１０００μ
ｇ／ｍＬの血漿抗体濃度を達成するように調整され、ある方法において、約２５～３００
μｇ／ｍＬである。
【０３０８】
　また、抗体は、徐放性製剤として投与することができ、この場合、必要とされる投与の
頻度はより少ない。用量および頻度は患者における抗体の半減期に依存して変動する。一
般的に、ヒト抗体は、最も長い半減期を示し、これに、ヒト化抗体、キメラ抗体、および
非ヒト抗体が続く。投与の用量および頻度は、処置が予防的か治療的かに依存して変動し
うる。予防的用途において、比較的低い用量が、長期にわたって比較的低頻度の間隔で投
与される。ある患者は、残りの人生の間処置を受け続ける。治療的用途においては、疾病
の進行が軽減されまたは終結されるまで、好ましくは、疾病の症状の部分的または完全な
改善を患者が示すまで、比較的短い間隔での比較的高い用量が必要とされることがある。
その後、患者は、予防的計画で投与されうる。
【０３０９】
　異常な細胞増殖に関係する疾病の予防および／または処置における使用に関し、投与さ
れた化合物の血中濃度が約０．００１μＭから２０μＭであることが好ましく、また、約
０．０１μＭから５μＭであることが好ましい。
【０３１０】
　本明細書に記載された化合物の経口投与に関する患者投与量は、典型的には、約１ｍｇ
／日から約１０，０００ｍｇ／日まで、より典型的には、約１０ｍｇ／日から約１，００
０ｍｇ／日まで、最も典型的には、約５０ｍｇ／日から約５００ｍｇ／日まで変動する。
患者の体重の観点で記載すれば、典型的な用量は、約０．０１から約１５０ｍｇ／ｋｇ／
日、より典型的には約０．１から約１５ｍｇ／ｋｇ／日、そして最も典型的には約１から
約１０ｍｇ／ｋｇ／日、例えば、５ｍｇ／ｋｇ／日または３ｍｇ／ｋｇ／日である。
【０３１１】
　少なくともいくらかの実施形態において、腫瘍増殖を遅らせまたは抑制する患者投与量
は、１μｍｏｌ／ｋｇ／日以下でありうる。例えば、患者投与量は、０．９、０．６、０
．５、０．４５、０．３、０．２、０．１５、または０．１μｍｏｌ／ｋｇ／日以下（薬
剤のモルをいう）。好ましくは、少なくとも５日の期間にわたって一日投与量で投与され
るときに、抗体－薬剤のコンジュゲートが腫瘍の成長を遅らせる。
【０３１２】
　本開示の医薬組成物における活性な成分の実際の用量水準は、患者に有害ではなく所望
の個別の患者のための治療応答、組成物、および、投与の形態を達成するために有効であ
る活性な成分の量を得るように多様であってもよい。選択された用量水準は、個別の組成
物、またはそれらのエステル、塩もしくはアミドの活性、投与経路、投与の時間、用いら
れる個別の化合物の排泄の速度、処置の継続期間、用いられる個別の化合物と組み合わせ
て用いられる他の薬剤、化合物および／または材料、患者の年齢、性、体重、体調、全体
的な健康および先の病歴などの、医術において周知の要因を含む様々な薬物動態学的要因
に依存すると思われる。
【０３１３】
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　本開示の抗メソテリン抗体の「治療的に有効な用量」は、疾病症状の重症度の減少、疾
病症状の無い期間の頻度および継続期間の増大、または、疾病苦痛による機能障害および
身体障害の予防をもたらすことが望ましい。例えば、腫瘍を持った被験体の処置に関して
、「治療的に有効な用量」は、非処置の被験体に対して、好ましくは少なくとも約２０％
、より好ましくは少なくとも約４０％、よりもっと好ましくは少なくとも６０％、よりさ
らに好ましくは少なくとも約８０％腫瘍増殖を抑制する。腫瘍増殖を抑制する化合物の能
力は、ヒト腫瘍における有効性を予測する動物モデル系において評価されうる。また、組
成物のこの性質は、細胞増殖を抑制するための化合物の能力を検査することによって評価
することができ、そのような抑制は、当業者に知られた分析により生体外で測定すること
ができる。治療用化合物の治療的に有効な量は、腫瘍サイズを減少させることができ、ま
たは別の様式で被験体の症状を改善することができる。当業者は、被験体の体格、被験体
の症状の重症度、および選択された個別の組成物または投与経路などの因子に基づいて、
そのような量を決定することができるだろう。
【０３１４】
　本開示の組成物は、当技術分野で公知の様々な方法の一つ以上を用いることによって一
つ以上の投与経路を通じて投与されうる。当業者によって理解されると思われるが、投与
経路および／または形態は、所望の結果に依存して変動すると思われる。本開示の抗体に
関する投与の好ましい経路は、例えば注入または注射によって、静脈内、筋肉内、皮下、
腹腔内、皮下、脊髄または他の非経口の投与経路を含む。本明細書において用いられる語
句「非経口投与」とは、一般には注入による腸内および局所投与以外の投与の形態を意味
し、静脈内、筋肉内、動脈内、髄腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、
皮下、表皮下、関節内、被膜下、クモ膜下、髄腔内、硬膜外、および胸骨内の注入および
注射を含むが、これらに限定されない。
【０３１５】
　また、本開示の抗体は、例えば局所、表皮、または粘膜の投与経路などの、非経口では
ない経路を通じて、例えば、鼻腔内に、経口で、経膣的に、直腸に、舌下で、または局所
に投与されうる。
【０３１６】
　当該活性な化合物は、インプラント、経皮貼布、およびマイクロカプセル化された送達
システムなどの例えば放出制御製剤などの迅速な放出から化合物を保護すると思われる担
体とともに調製されうる。例えばエチレン酢酸ビニール、ポリ酸無水物、ポリグリコール
酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸などの生体分解性、生体適合性の
ポリマーが用いられうる。そのような製剤の調製に関する多くの方法は、特許されている
かまたは一般的に当業者に知られている。例えば、持続放出および制御放出薬剤送達シス
テム（Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems）、ジェイ．アール．
ロビンソン（J．R．Robinson）編、　マーセルデッカー社（Marcel Dekker Inc．）、ニ
ューヨーク、１９７８を参照されたい。
【０３１７】
　治療用組成物は、当技術分野において公知の医療装置で投与されうる。例えば、本開示
の治療用組成物は、例えば、米国特許第５，３９９，１６３号；同第５，３８３，８５１
号；同第５，３１２，３３５号；同第５，０６４，４１３号；同第４，９４１，８８０号
；同第４，７９０，８２４号；または同第４，５９６，５５６号において開示されたもの
などの無針皮下注射装置で投与されうる。本開示において有用なインプラントおよびモジ
ュールの例は、米国特許第４，４８７，６０３号（制御速度での薬剤投与のための移植可
能な微量注入ポンプ）；米国特許第４，４８６，１９４号（皮膚を通じての薬剤投与のた
めの治療装置）；米国特許第４，４４７，２３３号（精密な注入速度での薬剤送達のため
の注入ポンプ）；米国特許第４，４４７，２２４号（連続的な薬剤送達のための流量可変
の移植可能な注入装置）；米国特許第４，４３９，１９６号（多室を有する浸透圧薬剤送
達システム）；および米国特許第４，４７５，１９６号（浸透圧薬剤送達システム）を含
む。これらの特許は、参照することにより本明細書に組み込まれる。多くの他のインプラ
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ント、送達システム、およびモジュールは当業者に知られている。
【０３１８】
　本開示の抗体は、生体内の適切な分布を確保するように製剤されうる。例えば、血液脳
関門（ＢＢＢ）は、多くの高親水性化合物を排除する。（所望の場合、）本開示の治療用
化合物がＢＢＢを横断することを確保するために、それらは、例えばリポソームで製剤さ
れうる。リポソームを製造する方法については、例えば、米国特許第４，５２２，８１１
号；同第５，３７４，５４８号；および同第５，３９９，３３１号を参照されたい。リポ
ソームは、特定の細胞や器官に選択的に輸送される一つ以上の部分を含んでもよく、それ
故に標的とされた薬剤の送達を高める（例えば、ラナデ（Ranade）（１９８９）Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．２９：６８５参照）。代表的な標的部分は、葉酸またはビオ
チン（例えば、ロー（Low）らに対する米国特許第５，４１６，０１６号を参照）；マン
ノシド（ウメザワ（Umezawa）ら、（１９８８）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅ
ｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１５３：１０３８）；抗体（ブロエマン（Bloeman）ら、（１９９５
）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３５７：１４０；オワイス（Owais）ら、（１９９５）Ａｎｔｉ
ｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．３９：１８０）；界面活性タンパク
質Ａ受容体（ブリスコ（Briscoe）ら、（１９９５）Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．１２３
３：１３４）；およびｐ１２０（シュライアー（Schreier）ら、（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：９０９０）を含む；ケイナネン（Keinanen）およびラウカネン（
Laukkanen）（１９９４）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３４６：１２３；キリオン（Killion）お
よびフィドラー（Fidler）（１９９４）Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　４：２７３も参照
されたい。
【０３１９】
（本発明の用途および方法）
　本発明の抗体、特にヒト抗体、抗体組成物、抗体－パートナー分子コンジュゲート組成
物および方法は、生体外および生体内での診断および治療の非常に多くの実用性を有し、
該実用性は、メソテリン媒介性疾患の診断および治療を伴う。例えば、これらの分子は、
様々な疾患を治療し、予防し、かつ診断するために、インビトロすなわち生体外での培地
中の細胞にまたはヒト被験体に投与されうる。用語「被験体」は、本明細書で用いられる
とき、ヒトおよび非ヒト動物を含むことが意図される。非ヒト動物は、非ヒト霊長類、ヒ
ツジ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ニワトリ、両生類、および爬虫類など、例えば哺乳類お
よび非哺乳類などのすべての脊椎動物を含む。好ましい被験体は、メソテリン活性によっ
て媒介される疾患を有するヒト患者、特に異常なメソテリン発現と関連する疾患を有する
ヒト患者を含む。メソテリンに対する抗体－パートナー分子コンジュゲートが他の薬剤と
ともに投与されるときに、当該２つの薬剤は、いずれの順序でもまたは同時に投与されう
る。
【０３２０】
　メソテリンに対して本発明の抗体の特異的結合が与えられたとすれば、本発明の抗体は
、メソテリン発現を特異的に検出するために用いることができ、また、イムノアフィニテ
ィ精製によってメソテリンを精製するために用いることができる。
【０３２１】
　一つの実施形態においては、本発明の組成物は、メソテリンの水準を検出するために用
いることができ、次にその水準を特定の疾病症状に結び付けることができる。また、当該
組成物は、特定の疾病症状の予防または改善に順番に結び付けることができるメソテリン
機能を抑制または阻害し、これによりメソテリンを疾病のメディエイターとして関与させ
るために用いることができる。これは、抗体とメソテリンとの複合体の形成を可能にする
条件下で、試料および対照試料を抗メソテリン抗体と接触させることによって達成されう
る。抗体とメソテリンとの間で形成されたいずれかの複合体は、試料および対照において
検出されかつ比較される。
【０３２２】
　他の実施形態において、本発明の組成物は、生体外での治療的または診断的使用と関連
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する結合活性に関して最初に試験されうる。例えば、本発明の組成物は、当技術分野で公
知のフローサイトメトリー分析を用いて試験されうる。
【０３２３】
　本発明の組成物は、メソテリン関連疾病の治療および診断において付加的な実用性を有
する。例えば、生体内または生体外での次の生物学的活性のうちの一つ以上を引き出すた
めに免疫コンジュゲートが用いられうる：メソテリンを発現する細胞の成長を抑制および
／または殺すこと、ヒトエフェクター細胞の存在下でメソテリンを発現する細胞のファゴ
サイトーシスまたはＡＤＣＣを媒介すること、またはメソテリンに結合するメソテリンリ
ガンドを阻害すること。
【０３２４】
　特定の実施形態において、当該組成物は様々なメソテリン関連疾患を治療、予防、また
は診断するために生体内で用いられる。メソテリン関連疾患の例は、とりわけ、卵巣癌、
膵臓癌、胃癌、肺癌、子宮癌、子宮内膜癌、胆管癌、胃／食道癌、結腸直腸癌、および乳
癌を含む。
【０３２５】
　本発明の組成物は、とりわけ、患者に対し有毒または準毒性の水準にてのみ単独で有効
である、例えばドキソルビシン（アドリアマイシン）、シスプラチン、硫酸ブレオマイシ
ン、カルムスチン、クロラムブシル、シクロホスホアミド、およびヒドロキシウレアなど
の抗腫瘍性薬剤を含む薬剤を含みうる。シスプラチンは、４週に１回１００ｍｇ／ｋｇの
用量として静脈内に投与され、そして、アドリアマイシンは、２１日に１回６０～７５ｍ
ｇ／ｍＬの用量として静脈内に投与される。本発明のヒト抗メソテリン抗体またはその抗
原結合断片の化学療法薬との共投与は、異なる機構によって作動しヒト腫瘍細胞に対し細
胞傷害性の影響を与える２つの抗癌剤を提供する。そのような共投与は、腫瘍細胞を抗体
と反応しないようにさせるであろう薬剤に対する抵抗性または腫瘍細胞の抗原性の変化の
発生による問題を解決できる。
【０３２６】
　本発明の二重特異性および多重特異性分子は、例えば細胞表面上の受容体のキャッピン
グおよび除去によるなどで、エフェクター細胞上のＦｃγＲまたはＦｃγＲ水準を調整す
るようにも用いられうる。抗Ｆｃ受容体の混合物は、この目的のためにも用いられうる。
【０３２７】
　補体に結合するＩｇＧ１、ＩｇＧ２又はＩｇＧ３又はＩｇＭからの部分のような補体結
合部位を有する本発明の組成物は、補体の存在下でも使用することができる。実施形態の
１つでは、補体又は補体を含有する血清の添加によって、本発明の結合剤を伴った標的細
胞と適当なエフェクター細胞を含む細胞集団の生体外での処理を補完することができる。
補体タンパク質を結合することによって本発明の結合剤で被覆された標的細胞の貪食作用
を改善することができる。別の実施形態では、本発明の組成物（たとえば、ヒトの抗体、
多特異的な及び二重特異的な分子）で被覆された標的細胞は補体によっても溶解すること
ができる。さらに別の実施形態では、本発明の組成物は補体を活性化しない。
【０３２８】
　補体と一緒に本発明の組成物を投与することができる。従って、本開示は、ヒト抗体、
多特異的なまたは二重特異的な分子および血清または補体を含む組成物を提供する。これ
らの組成物は、補体がヒト抗体、多特異的なまたは二重特異的な分子に近接して位置する
場合、有利であることができる。あるいは、本発明のヒト抗体、多特異的なまたは二重特
異的な分子と補体または血清は別々に投与することができる。
【０３２９】
　本発明の抗体組成物および使用のための指示書を含むキットも本発明の範囲内である。
キットはさらに、１以上の追加の試薬、たとえば、免疫抑制試薬、細胞傷害剤もしくは放
射性傷害剤、または本発明の１以上の追加のヒト抗体（たとえば、第１のヒト抗体と識別
可能なメソテリン抗原におけるエピトープに結合する相補的活性を有するヒト抗体）を含
有することができる。
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【０３３０】
　従って、本発明の抗体組成物で治療される患者には、組成物の治療効果を高めるまたは
増強する別の治療剤、たとえば、細胞傷害剤または放射性傷害剤を追加的に投与すること
ができる（本発明の組成物の投与に先立って、それと同時に、またはその後）。
【０３３１】
　ほかの実施形態では、ＦｃγまたはＦｃγ受容体の発現または活性を調節する、たとえ
ば、高めるまたは阻害する剤によって、たとえば、サイトカインで被験体を治療すること
によって、被験体を追加的に治療することができる。多特異的な分子で治療する間の投与
について好ましいサイトカインには、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マ
クロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）
および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）が挙げられる。
【０３３２】
　特定の実施形態では、本発明は、抗体またはその一部とメソテリンとの間で複合体の形
成を可能にする条件下で、試料および対照試料を、メソテリンに特異的に結合するヒトモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分と接触させることを含む、試料中のメソテリン
抗原の存在を検出するまたはメソテリン抗原の量を測定する方法を提供する。次いで複合
体の形成を検出するが、その際、対照試料と比べた試料との間の複合体形成の差異が試料
におけるメソテリン抗原の存在を示す。
【０３３３】
　ほかの実施形態では、本発明は、被験体におけるメソテリンが介在する疾病、たとえば
、卵巣癌、膵臓癌、胃癌、肺癌、子宮癌、子宮内膜癌、胆管癌、胃／食道癌、結腸直腸癌
および乳癌を治療する方法を提供する。
【０３３４】
　さらに別の実施形態では、パートナー分子を抗体に連結することによって、メソテリン
を発現する細胞に対するそのようなパートナー分子に本発明の免疫コンジュゲートを用い
ることができる。たとえば、米国特許第６，２８１，３５４号；同第６，５４８，５３０
号；同第２００３／００５０３３１号；同第２００３／００６４９８４号；同第２００３
／００７３８５２号；および同第２００４／００８７４９７号；または国際公開第ＷＯ０
３／０２２８０６号に記載された毒素化合物のいずれかに抗メソテリン抗体をコンジュゲ
ートすることができる。従って、本発明はまた、生体外でまたは生体内でメソテリンを発
現する細胞の位置を突き止める（検出可能な標識、たとえば、放射性同位元素、蛍光化合
物、酵素または酵素補因子によって）方法も提供する。あるいは、免疫コンジュゲートを
用いて、メソテリン結合抗体にコンジュゲートされた細胞毒素または放射性毒素を標的と
することによって、メソテリン細胞表面受容体を有する細胞を殺傷することができる。
【０３３５】
　メソテリンと特定の腫瘍の関係を考慮して、本発明は、腫瘍細胞の増殖が阻害されるよ
うに腫瘍細胞を本開示の抗メソテリン抗体と接触させることを含む、メソテリンを発現す
る腫瘍細胞の増殖を阻害する方法を提供する。好ましい実施形態では、抗体は、細胞毒素
のような治療剤にコンジュゲートされる。特に好ましい実施形態では、メソテリンを発現
する腫瘍細胞は、中皮腫細胞、または卵巣癌、膵臓癌、胃癌、肺癌、子宮癌、子宮内膜癌
、胆管癌、胃／食道癌、結腸直腸癌および乳癌に関連する腫瘍細胞である。ほかの好まし
い実施形態では、メソテリンを発現する腫瘍細胞は、中皮腫細胞、膵臓腫瘍細胞、卵巣腫
瘍細胞、胃腫瘍細胞、肺腫瘍細胞または子宮内膜腫瘍細胞である。さらにほかの実施形態
では、腫瘍細胞は、中皮腫、乳頭漿液卵巣腺癌、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌、
類内膜粘液卵巣癌、膵臓腺癌、膵管腺癌、子宮内膜漿液性癌、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺
癌、食道腺癌、結腸直腸腺癌および乳腺癌から成る群から選択される癌である。
【０３３６】
　さらに、別の態様では、被験体における癌の治療に抗メソテリン抗体およびその抗体薬
剤コンジュゲートを使用することができる。従って、本発明は、被験体において癌が治療
されるように本開示の抗体を被験体に投与することを含む被験体において癌を治療する方



(82) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

法を提供する。たとえば、特に好ましい実施形態では、中皮腫、卵巣癌または膵臓癌の治
療において抗体を使用することができる。ほかの好ましい実施形態では、中皮種、膵臓癌
、卵巣癌、胃癌、肺癌または子宮内膜癌の治療において抗体が使用される。さらにほかの
実施形態では、中皮腫、乳頭漿液卵巣腺癌、明細胞卵巣癌、ミュラー管混合卵巣癌、類内
膜粘液卵巣癌、膵臓腺癌、膵管腺癌、子宮内膜漿液性癌、肺腺癌、肝外胆管癌、胃腺癌、
食道腺癌、結腸直腸腺癌および乳腺癌から成る群から選択される癌の治療において抗体が
使用される。
【０３３７】
　抗体は、単独で、またはほかの癌治療、たとえば、手術および／または放射線との、お
よび／または抗腫瘍剤、たとえば、化学療法剤およびほかの抗腫瘍抗原抗体、たとえば、
ＣＤ２０、Ｈｅｒ２、ＰＳＭＡ、Ｃａｍｐａｔｈ－１、ＥＧＦＲ等に結合するものとの組
み合わせで使用することができる。
【０３３８】
　任意で、メソテリンに対する抗体を、免疫原性剤、たとえば、癌性細胞、精製された腫
瘍抗原（組み換えタンパク質、ペプチドおよび炭水化物分子を含む）、細胞および免疫刺
激性サイトカインをコードする遺伝子を形質移入された細胞（Ｈｅ，ら．，（２００４）
　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１７３：４９１９－２８）を含むワクチンと組み合わせること
ができる。腫瘍に対するワクチン接種の多数の実験的戦略が考案されている（Ｒｏｓｅｎ
ｂｅｒｇ，　Ｓ．，　２０００、癌ワクチンの開発、ＡＳＣＯ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ
　Ｂｏｏｋ　Ｓｐｒｉｎｇ：　６０－６２；Ｌｏｇｏｔｈｅｔｉｓ，Ｃ，２０００，ＡＳ
ＣＯ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ　Ｂｏｏｋ　Ｓｐｒｉｎｇ：３００－３０２；Ｋｈａｙａ
ｔ，Ｄ．　２０００，ＡＳＣＯ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ　Ｂｏｏｋ　Ｓｐｒｉｎｇ：４
１４－４２８；　Ｆｏｏｎ，Ｋ．２０００，ＡＳＣＯ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ　Ｂｏｏ
ｋ　Ｓｐｒｉｎｇ：７３０－７３８を参照のこと；また、Ｒｅｓｔｉｆｏ，Ｎ．ａｎｄ　
Ｓｚｎｏｌ，Ｍ．，癌のワクチン、　Ｃｈ．６１，ｐｐ．３０２３－３０４３　ｉｎ　Ｄ
ｅＶｉｔａ，Ｖ．ら．（ｅｄｓ．），１９９７，　癌：腫瘍学の原則と実践、第５版も参
照のこと）。これらの戦略の１つでは、自己のまたは同種の腫瘍細胞を用いてワクチンが
調製される。これらの細胞性ワクチンは、腫瘍細胞がＧＭ－ＣＳＦを発現するように形質
導入されている場合最も効果的であることが示されている。ＧＭ－ＣＳＦは腫瘍ワクチン
接種について抗原提示の強力な活性化因子であることが示されている（Ｄｒａｎｏｆｆ　
ら．　（１９９３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．　９０：
　３５３９－４３）。
【０３３９】
　ほかの腫瘍ワクチンには、ヒトの癌で関係しているとみなされるウイルス、たとえば、
ヒトのパピローマウイルス（ＨＰＶ）、肝炎ウイルス（ＨＢＶとＨＣＶ）およびカポジ肉
腫関連のヘルペスウイルス（ＫＨＳＶ）に由来するタンパク質が挙げられてもよい。腫瘍
ワクチンで使用されてもよい腫瘍特異抗原の別の形態は、腫瘍組織自体から単離された精
製された熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）である。これらの熱ショックタンパク質は、腫
瘍細胞に由来するタンパク質の断片を含有し、これらのＨＳＰは、腫瘍免疫を引き出すた
めの抗原提示細胞への送達で高度に効率的である（Ｓｕｏｔ，Ｒ　＆　Ｓｒｉｖａｓｔａ
ｖａ，Ｐ（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６９：１５８５－１５８８；Ｔａｍｕｒａ，Ｙ
．ら．（１９９７）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７８：１１７－１２０）。
【０３４０】
　樹状細胞（ＤＣ）は抗原特異的応答を感作するのに使用することができる強力な抗原提
示細胞である。生体外でＤＣを産生することができ、腫瘍細胞抽出物と同様に種々のタン
パク質およびペプチドでＤＣを負荷することができる（Ｎｅｓｔｌｅ，Ｆ．ら．（１９９
８）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　４：３２８－３３２）。同様に、これらの腫瘍抗
原を発現するように遺伝的手段によってＤＣで形質導入してもよい。免疫の目的でＤＣも
腫瘍細胞に直接融合されている（Ｋｕｇｌｅｒ，Ａ．ら．（２０００）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ　６：３３２－３３６）。ワクチン接種の方法として、ＤＣ免疫を抗メソ
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テリン抗体治療と効果的に併用して抗腫瘍応答を活性化してもよい。
【０３４１】
　抗メソテリン抗体の使用は標準の癌治療と併用してもよい。抗メソテリン抗体治療は効
果的に化学療法と併用してもよい。これらの例では、投与される化学療法剤の用量を低下
させることが可能であってもよい（Ｍｏｋｙｒ，Ｍ．ら．（１９９８）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　５８：５３０１－５３０４）。結果的に抗メソテリン抗体治療と相乗効
果を生じてもよいほかの併用療法は、放射線、手術およびホルモン欠乏である。脈管形成
阻害剤も抗メソテリン抗体治療と併用してもよい。
【０３４２】
　ＦｃαまたはＦｃγ受容体を発現しているエフェクター細胞を腫瘍細胞に向ける二重特
異性抗体と抗メソテリン抗体治療を併用することができる（たとえば、米国特許第５，９
２２，８４５号および同第５，８３７，２４３号を参照のこと）。たとえば、抗Ｆｃ受容
体／抗腫瘍抗原（たとえば、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ）二重特異性抗体を用いてマクロファー
ジを腫瘍部位に向けている。この標的療法は、腫瘍特異的応答をさらに効果的に活性化し
てもよい。あるいは、腫瘍抗原と樹状細胞特異的な細胞表面マーカーに結合する二重特異
性抗体の使用によって抗原を直接、ＤＣに送達してもよい。
【０３４３】
　多種多様なメカニズムによって腫瘍は宿主の免疫監視機構を逃れる。これらのメカニズ
ムの多くが、腫瘍により発現される免疫抑制タンパク質の不活化によって克服されてもよ
い。これらには、ＴＧＦβ（Ｋｅｈｒｌ，Ｊ．ら．（１９８６）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１
６３：１０３７－１０５０）、ＩＬ－１０（Ｈｏｗａｒｄ，Ｍ．＆　Ｏ’Ｇａｒｒａ，Ａ
．（１９９２）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　１３：１９８－２００）およびＦａ
ｓリガンド（Ｈａｈｎｅ，Ｍ．ら．（１９９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：１３６３－１
３６５）が挙げられる。抗メソテリン抗体との併用で、これらの存在のそれぞれに対する
抗体を用いて免疫抑制剤の効果を相殺し、宿主による腫瘍免疫応答を助けてもよい。
【０３４４】
　抗メソテリン抗体との併用で、宿主の免疫応答性を活性化するのに使用してもよいほか
の抗体を使用することができる。これらには、ＤＣの機能と抗原提示を活性化する樹状細
胞の表面上の分子が挙げられる。抗ＣＤ４０抗体はＴ細胞のヘルパー活性について効果的
に置き換わることができ（Ｒｉｄｇｅ，Ｊ．ら．（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３９３：４
７４－４７８）、抗メソテリン抗体と併せて使用することができる（Ｉｔｏ，Ｎ．ら．（
２０００）Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ　２０１（５）５２７－４０）。たとえば、ＣＴ
ＬＡ－４（たとえば、米国特許第５，８１１，０９７号および同第６，９８４，７２０号
）、ＯＸ－４０（Ｗｅｉｎｂｅｒｇ，Ａ．ら．（２０００）Ｉｍｍｕｎｏｌ　１６４：２
１６０－２１６９）、４－１ＢＢ（Ｍｅｌｅｒｏ，Ｉ．ら．（１９９７　Ｎａｔｕｒｅ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　３：６８２－６８５（１９９７）、ＩＣＯＳ（Ｈｕｔｌｏｆｆ，Ａ．
ら．（１９９９）Ｎａｔｕｒｅ　３９７：２６２－２６６）、ＰＤ－Ｉおよび／またはＰ
Ｄ－Ｌ１のようなＴ細胞同時刺激分子に対する抗体は、Ｔ細胞の活性化の高いレベルを提
供してもよいので、そのようなＴ細胞を活性化する抗体を本発明の抗メソテリン抗体との
併用で使用することができる。
【０３４５】
　造血系が起源の種々の腫瘍を治療するのに現在、骨髄移植が使用されている。移植片対
宿主病がこの治療の結末である一方で、移植片対腫瘍の応答から治療利益が得られてもよ
い。従って、腫瘍の治療計画の一部として骨髄移植との併用で抗メソテリン抗体治療を使
用することができる。
【０３４６】
　本開示は以下の実施例によってさらに説明されるが、それはさらなる限定として解釈さ
れるべきではない。この出願で引用したすべての図、すべての参考文献、ジェンバンク配
列、特許、および公開された特許出願はそれら全体として参照によって明らかに本明細書
に援用される。
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【実施例】
【０３４７】
（実施例１：メソテリンタンパク質に対するヒト型モノクローナル抗体の生成）
　ヒトの抗体遺伝子を発現するトランスジェニックマウスを用いて以下のように抗メソテ
リンヒト型モノクローナル抗体を生成した。
【０３４８】
（抗原）
　免疫用の抗原としてメソテリンの可溶性融合タンパク質を用いた。可溶性融合タンパク
質は、Ｃ末端でＨｉｓタグに結合したメソテリン（天然のメソテリンでＧＰＩ結合を介し
て膜に会合する）の４０ｋＤの部分で構成された。本明細書ではこの融合タンパク質を「
ｈｕメソテリン－ｈｉｓ融合タンパク質」と呼ぶ。標準の組み換えＤＮＡ法によって融合
タンパク質を生成し、形質移入したＣＨＯ細胞で発現させ、それは、培養上清に可溶性融
合タンパク質を分泌した。形質移入に使用したＣＨＯ宿主細胞はインビトロジェン（カタ
ログ番号１１６１９－０１２）から入手した。免疫原として使用するために、分泌された
可溶性融合タンパク質を精製した。ＨｕＭａｂをスクリーニングするためのＥＬＩＳＡア
ッセイにｈｕメソテリン－ｈｉｓ融合タンパク質を分泌する形質移入したＣＨＯ細胞の上
清を使用した（以下にさらに記載する）。
【０３４９】
（トランスジェニックマウス）
　ＨｕＭａｂマウス（商標）型（「Ｈｃｏ７×ｈｕマウス」）のトランスジェニックマウ
スのＨｃｏ７×ｈｕ　Ｌａｍｄａ系統由来のマウスを用いてヒトのメソテリンに対する完
全にヒト型のモノクローナル抗体を調製した。この系統では、Ｃｈｅｎ　ら．（１９９３
）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：８１１－８２０に記載されたように、内因性のマウスκ軽鎖遺伝
子がホモ接合体で崩壊しており、国際公開第ＷＯ２００１／０９１８７号の実施例１に記
載されたように、内因性のマウス重鎖遺伝子がホモ接合体で崩壊している。さらに、この
マウス系統は、Ｆｉｓｈｗｉｌｄ　ら．（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　１４：８４５－８５１に記載されたようなヒトのκ軽鎖導入遺伝子ＫＣｏ５と
、国際公開第ＷＯ２０００／０２６３７３号に記載されたようなヒトλ軽鎖遺伝子座の大
半を持っている酵母の人工染色体（ＹＡＣ）と、米国特許第５，５４５，８０６号；同第
５，６２５，８２５号；および同第５，５４５，８０７号に記載されたようなヒトの重鎖
導入遺伝子を持っている。
【０３５０】
（マウスの免疫）
　ヒトのメソテリンに対する完全なヒト型モノクローナル抗体を生成するために、精製し
たｈｕメソテリン－ｈｉｓ融合タンパク質によってＨｃｏ７×ｈｕマウスを免疫した。一
般的な免疫スキームは、Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６
４７４）：８５６－８５９；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄ．ら．（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８４５－８５１および国際公開第ＷＯ９８／２４８８
４号に記載されている。最初の抗原注入の際、マウスは３～４ヵ月齢だった。精製したヒ
トのメソテリン－ｈｉｓ抗原調製物（融合タンパク質を発現している形質移入された哺乳
類細胞から精製された１０μｇ）を用いて腹腔内および皮下にてマウスを免疫した。抗原
は、１：１でＲＩＢＩアジュバント（シグマ、カタログ番号６５３６）と混合した。
【０３５１】
　１週間間隔でマウスを９回免疫した。後眼窩の採血によって免疫応答をモニターした。
直接ＥＬＩＳＡ分析（以下に記載するように）によって血漿をスクリーニングし、抗ヒト
メソテリンのヒトＩｇＧについて高い力価を持つマウスを融合に用いた。屠殺および脾臓
の取り出しの２日と３日前に可溶性抗原の静脈内（ＩＶ）および腹腔内（ＩＰ）の注射に
よってマウスは最終の追加免疫を受けた。
【０３５２】
（抗ヒトメソテリンヒト型モノクローナル抗体を産生するマウスの選択）
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　高い力価の抗メソテリン抗体を産生するＨｃｏ７×ｈｕマウスを選択するために、以下
のように間接ＥＬＩＳＡアッセイを用いて血清の抗体の力価をモニターした。Ｈｉｓタグ
抗体を被覆したマイクロタイタープレート（ノバジェン、カタログ番号７１１８４）を水
和し、３００μｇ／ウエルの１％ＢＳＡ／ＤＰＢＳで１０～１５分ブロックした。数回の
洗浄の後、最大シグナルについて力価検定したｈｕメソテリン－ｈｉｓ融合タンパク質を
分泌しているＣＨＯ細胞の上清を加え（５０μＬ／ウエル）、１時間インキュベートした
。ＤＰＢＳ／ツイーンでプレートを洗浄した後、メソテリンで免疫したマウスの血漿の希
釈液を（１：５０の希釈から開始して１：２まで連続希釈した、１１回）各ウエルに加え
、１時間インキュベートした。ＤＰＢＳ／ツイーンでプレートを洗浄し、西洋ワサビペル
オキシダーゼを結合したヤギ－抗ヒトＩｇＧポリクローナル抗体（ジャクソンイムノリサ
ーチラボ、カタログ番号１１５－０３６－０９８）と共に１時間インキュベートした。次
いで、ＡＢＴＳ（２，２’－アジノ－ビス［３－エチルベンチアゾリン－６－スルホン酸
］）基質（シグマ、カタログ番号Ｓ９９４１）を加え、ＯＤ４１５ｎｍにてプレートを分
光光度計で解析した。バックグランドＯＤの２倍のＯＤを生じる血清の希釈として力価を
定義した。エクセルのテンプレートを用いて力価を計算した。抗ヒトメソテリン抗体の最
も高い力価を生み出したマウスを融合に使った。以下に記載するように融合を行い、やは
り以下に記載されるように２つの異なったＥＬＩＳＡアッセイ方式を用いて抗ヒトメソテ
リン活性についてハイブリドーマの上清を調べた。
【０３５３】
（メソテリンタンパク質に対するヒト型モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの
生成）
　サイトパルスラージチャンバー細胞融合電気穿孔器（メリーランド州、グレンバーニー
のサイトパルスサイエンス社）を用いた電界に基づいた電気融合によって、高い力価のＨ
Ｃｏ７×ｈｕマウスから単離されたマウス脾細胞とマウス骨髄腫融合パートナーを融合し
た。脾臓のリンパ球の単一細胞浮遊液を同数のＰ３Ｘ６３　Ａｇ８．６．５３（ＡＴＣＣ
　ＣＲＬ　１５８０）非分泌性のマウス骨髄腫細胞と融合させた。平底マイクロタイター
プレートにて、高グルコース（セルグロ、＃１０－０１３－ＣＭ）と１０％ウシ胎児血清
（ハイクローン、＃ＳＨ３００７１．０３）を含有し、β－メルカプトエタノール（１０
００ｘ、ギブコ、＃２１９８５－０２３）と７ｍＭのＨＥＰＥＳ（セルグロ、２５－０６
０－Ｃ１）と追加の２ｍＭのＬグルタミン（セルグロ、２５－００５－Ｃ１）とＨＡＴ（
５０ｘ、シグマ、＃Ｈ－０２６２）と５％ハイブリドーマクローニング因子（バイオベリ
ス、＃２１０００１）と１０％Ｐ３３８ＤＩ（ＡＴＣＣ、＃ＣＲＬ　ＴＩＢ－６３）調整
培地とペニシリン／ストレプトマイシン（１００ｘ、セルグロ、＃３０－００２－ＣＩ）
によって補完された選抜用ＤＭＥＭ培地に、得られた細胞を２．０×１０４個／ウエルで
入れた。約７日後、ＨＡＴを含有する培地の一部を、ＨＴ（セルグロ、＃２５－０４７－
ＣＩ）を含有する培地で置き換えた。
【０３５４】
　１０～１２日後、ヒトＩｇＧ／ヒトκ軽鎖またはヒトＩｇＧ／ヒトλ軽鎖の抗体を含有
するウエルについて、直接ＥＬＩＳＡアッセイにて個々のウエルをスクリーニングした。
直接ＥＬＩＳＡ方式では、マイクロタイタープレートを、Ｆｃフラグメント特異的なヤギ
抗ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’）２（ジャクソンイムノリサーチラボ、カタログ番号１０９－０
０６－０９８）で、２．５μＬ／ｍＬで５０μＬ／ウエルにて被覆し、１時間インキュベ
ートし、次いで３００μＬ／ウエルの１％ＢＳＡ／ＤＰＢＳによって１５分間ブロックし
た。ブロッキング緩衝液を除き、融合プレートからの上清（５０μＬ／ウエル）を加え、
１時間インキュベートした。プレートをＤＰＢＳ／ツイーンで洗浄し、次いで、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼを結合したヤギ－抗ヒトκ軽鎖ポリクローナル抗体（ベチル、カタロ
グ番号Ａ８０－１１５Ｐ）または西洋ワサビペルオキシダーゼを結合したヤギ－抗ヒトλ
軽鎖ポリクローナル抗体（バイオソース、カタログ番号１０９０４）と共に１時間インキ
ュベートした。洗浄後、ＡＢＴＳ基質によってプレートを発色させ、ＯＤ４１５ｎｍにて
分光光度計で解析した。ＯＤ＞０．７５の高いＯＤを持つウエルをさらなる解析のために
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選択した。
【０３５５】
　ヒトＩｇＧ／ヒトκ軽鎖またはヒトＩｇＧ／ヒトλ軽鎖の抗体について陽性のウエルか
らのハイブリドーマ細胞を２４穴の培養に移した。２、３日後、間接ＥＬＩＳＡを用いて
特異性について、個々のウエルからの細胞上清を再スクリーニングして、ヒトのメソテリ
ンに特異的なヒトＩｇＧ抗体を産生するハイブリドーマを同定した。ハイブリドーマの２
度目のスクリーニングに用いる間接ＥＬＩＳＡのプロトコルは、試料の上清がｈｕＩｇＧ
／ｈｕカッパまたはｈｕＩｇＧ／ｈｕラムダの陽性培養に由来することを除いてＨｃｏ７
×ｈｕマウスで血清抗体の力価を調べるために上述したものと同様であった。
【０３５６】
　連続希釈によりハイブリドーマをクローニングし、２回スクリーニングした。クローニ
ングに先立って過剰増殖した２４穴培養からの上清を用いて、多重特性解析アッセイ（以
下の実施例に記載される）を行った。１０の抗体を選択し、試験管内にてクローンで産生
され、精製された抗体を用いてそれらの特徴を確認した。３つの抗体、３Ｃ１０（元々の
クローンの名称：１３８２．２１０．３Ｃ１０．１．６）と、６Ａ４（元々のクローンの
名称：１３８２．２１０．６Ａ４．１．６）と７Ｂ１（元々のクローンの名称：１３８２
．２１０．７Ｂ１．２．１８）を配列決定とさらなる解析のために選択した。
【０３５７】
（実施例２：抗体３Ｃ１０、６Ａ４および７Ｂ１の構造的特性解析）
　実施例１で記載されたように、３Ｃ１０、６Ａ４および７Ｂ１のクローンによって発現
されたｍＡｂの重鎖および軽鎖の可変領域をコードするｃＤＮＡの配列は、標準のＤＮＡ
配列決定法を用いて配列決定され、標準のタンパク質化学分析によって発現されたタンパ
ク質の特性解析を行った。３つのクローンはすべてＩｇＧ１の重鎖とカッパ軽鎖を含む抗
体を発現することが判った。
【０３５８】
　３Ｃ１０のＶＨのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図１Ａおよび配列番号２
５と１９に示す。３Ｃ１０のカッパＶＬのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図
１Ｂおよび配列番号２８と２２に示す。
【０３５９】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの重鎖の配列との３Ｃ１０の重鎖免疫グロブリン
の配列の比較は、３Ｃ１０の重鎖が、ヒト生殖系列のＶＨ３～３３のＶＨフラグメントと
、ヒト生殖系列Ｄ３～１０のＤフラグメントとヒト生殖系列ＪＨ４ＢのＪＨフラグメント
を利用していることを明らかにした。さらに、ＣＤＲ領域決定のカバット方式を用いた３
Ｃ１０のＶＨ配列の解析は、それぞれ、図１Ａおよび配列番号１、４および７に示される
ような重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の記載をもたらした。
【０３６０】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの軽鎖の配列との３Ｃ１０の軽鎖免疫グロブリン
の配列の比較は、３Ｃ１０のカッパ軽鎖が、ヒト生殖系列ＶκＬ６のＶκフラグメントお
よびヒト生殖系列Ｊκ４のＪκフラグメントを利用していることを明らかにした。さらに
、ＣＤＲ領域決定のカバット方式を用いた３Ｃ１０のＶκ配列の解析は、それぞれ図１Ｂ
および配列番号１０、１３および１６に示されるような軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣ
ＤＲ３の記載をもたらした。
【０３６１】
　６Ａ４のＶＨのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図２Ａおよび配列番号２６
と２０に示す。６Ａ４のＶＬのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図２Ｂおよび
配列番号２９と２３に示す。
【０３６２】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの重鎖の配列との６Ａ４の重鎖免疫グロブリンの
配列の比較は、６Ａ４の重鎖が、ヒト生殖系列のＶＨ３～３３のＶＨフラグメントと、ヒ
ト生殖系列Ｄ３～１０のＤフラグメントとヒト生殖系列ＪＨ４ＢのＪＨフラグメントを利
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用していることを明らかにした。さらに、ＣＤＲ領域決定のカバット方式を用いた６Ａ４
のＶＨ配列の解析は、それぞれ、図２Ａおよび配列番号２、５および８に示されるような
重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の記載をもたらした。
【０３６３】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの軽鎖の配列との６Ａ４の軽鎖免疫グロブリンの
配列の比較は、６Ａ４のカッパ軽鎖が、ヒト生殖系列ＶκＬ６のＶκフラグメントおよび
ヒト生殖系列Ｊκ４のＪκフラグメントを利用していることを明らかにした。さらに、Ｃ
ＤＲ領域決定のカバット方式を用いた６Ａ４のＶκ配列の解析は、それぞれ図２Ｂおよび
配列番号１１、１４および１７に示されるような軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３
の記載をもたらした。
【０３６４】
　７Ｂ１のＶＨのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図３Ａおよび配列番号２７
と２１に示す。７Ｂ１のＶＬのヌクレオチド配列とアミノ酸配列をそれぞれ図３Ｂおよび
配列番号３０と２４に示す。
【０３６５】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの重鎖の配列との７Ｂ１の重鎖免疫グロブリンの
配列の比較は、７Ｂ１の重鎖が、ヒト生殖系列のＶＨ３～７のＶＨフラグメントと、ヒト
生殖系列Ｄ３～１０のＤフラグメントとヒト生殖系列ＪＨ６ＢのＪＨフラグメントを利用
していることを明らかにした。さらに、ＣＤＲ領域決定のカバット方式を用いた７Ｂ１の
ＶＨ配列の解析は、それぞれ、図３Ａおよび配列番号３、６および９に示されるような重
鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の記載をもたらした。
【０３６６】
　既知のヒト生殖系列の免疫グロブリンの軽鎖の配列との７Ｂ１の軽鎖免疫グロブリンの
配列の比較は、７Ｂ１のカッパ軽鎖が、ヒト生殖系列ＶκＡ２７のＶκフラグメントおよ
びヒト生殖系列Ｊκ２のＪκフラグメントを利用していることを明らかにした。さらに、
ＣＤＲ領域決定のカバット方式を用いた７Ｂ１のＶκ配列の解析は、それぞれ図３Ｂおよ
び配列番号１２、１５および１８に示されるような軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ
３の記載をもたらした。
【０３６７】
　図４は、生殖系列ＶＨ３～３３にコードされたアミノ酸配列（配列番号３１）と共に３
Ｃ１０と６Ａ４の重鎖可変アミノ酸配列（それぞれ配列番号１９と２０）の配置を示す。
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の領域が記載される。
【０３６８】
　図５は、生殖系列ＶκＬ６にコードされたアミノ酸配列（配列番号３３）と共に３Ｃ１
０と６Ａ４のカッパ軽鎖可変アミノ酸配列（それぞれ配列番号２２と２３）の配置を示す
。ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の領域が記載される。
【０３６９】
　図６は、生殖系列ＶＨ３～７にコードされたアミノ酸配列（配列番号３２）と共に７Ｂ
１の重鎖可変アミノ酸配列（それぞれ配列番号２１）の配置を示す。ＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３の領域が記載される。
【０３７０】
　図７は、生殖系列ＶκＡ２７にコードされたアミノ酸配列（配列番号３４）と共に７Ｂ
１のカッパ軽鎖可変アミノ酸配列（それぞれ配列番号２４）の配置を示す。ＣＤＲ１、Ｃ
ＤＲ２およびＣＤＲ３の領域が記載される。
【０３７１】
　標準の組み換えＤＮＡ技法を用いて、３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ１の可変領域を所望
のアイソタイプの完全長の抗体に変換することができる。たとえば、可変領域が操作可能
に定常領域に連結されるように、重鎖と軽鎖の定常領域を持っている発現ベクターに、Ｖ

Ｈ領域とＶＬ領域をコードするＤＮＡをクローニングすることができる。あるいは、完全
長の重鎖および完全長の軽鎖の発現のために別々のベクターを使うことができる。完全長



(88) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

の抗体を創製するのに使用するために好適な発現ベクターの非限定例には、Ｂｌａｃｋに
よる米国特許第２００５／０１５３３９４号に記載されたｐＩＥベクターが挙げられる。
【０３７２】
（実施例３：メソテリンモノクローナル抗体の結合特性の特性解析）
　この実施例では、フローサイトメトリーによってｍＡｂ、３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ
１の細胞表面のメソテリンへの結合を調べた。さらに、ＢＩＡｃｏｒｅによってメソテリ
ンへの結合動態を分析した。
【０３７３】
（Ａ．フローサイトメトリー試験）
　細胞表面のメソテリンに結合する抗体の能力を調べるために、４つの異なったメソテリ
ンを発現している細胞：ＯＶＣＡＲ３（ＡＴＣＣ表示ＨＴＢ－１６１、ヒト卵巣癌細胞株
）、ＮＣＩ－Ｈ２２６（ＡＴＣＣ表示ＣＲＬ－５８２６、ヒト肺由来の中皮種）、ＣＦＰ
ＡＣ－１（ＡＴＣＣ表示ＣＲＬ－１９１８、ヒト膵臓癌細胞株）およびＫＢ（ＡＴＣＣ表
示ＣＣＬ－１７、ヒト口腔癌細胞株）と共に抗体をインキュベートした。フローサイトメ
トリー試験のために、３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ１を冷１×ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡで
４０μｇ／ｍＬに希釈した。結合反応のために、４×１０５個の細胞を含有する細胞懸濁
液５０μＬに希釈した抗体溶液５０μＬを加え、混合物を氷上で３０～６０分間インキュ
ベートした。次いで、１×ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡで細胞を３回洗浄した。Ｒ－フィコエ
リスリンで標識したヤギ抗ヒトＩｇＧＦγＦ（ａｂ）２フラグメント（ジャクソンイムノ
リサーチラボ、カタログ番号１０９－１１６－０９８）の１：５０希釈液を加え、氷上で
１時間混合物をインキュベートし、次いで冷１×ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡで２回洗浄した
。最後の洗浄の後、各溶液に冷１×ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡを２００μＬ加え、ＦＡＣＳ
によって抗体結合の解析を行った。
【０３７４】
　フローサイトメトリー解析の結果を以下の表１に要約するが、それは、４つの異なった
細胞株への結合についてのＥＣ５０を示す。結果は、３つのモノクローナル抗体すべてが
細胞表面のヒトのメソテリンに効果的に結合することを明らかにしている。
【０３７５】
（表１）

【０３７６】
（Ｂ．ＢＩＡＣＯＲＥ解析）
　捕捉法を用いたＢＩＡｃｏｒｅ（商標）によって組み換え可溶性メソテリンｈｉｓ融合
タンパク質への３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ１の抗体の結合を調べた。３Ｃ１０，６Ａ４
および７Ｂ１の抗体は、プロテインＧ（イリノイ州、ロックフォードのピアース）で被覆
されたＣＭ５チップに別々に高密度で捕捉された（４０００ＲＵ）。製造者によって推奨
された標準の固相化手順に基づいて被覆を行った。３Ｃ１０，６Ａ４または７Ｂ１の精製
抗体がプロテインＧに捕捉された後、濃度系列（４５０、２２５、１１２．５、５６およ
び２８ｎＭ）の組み換えヒトメソテリンｈｉｓ融合タンパク質を流量２５μＬ／ｍＬにて
２分間、捕捉された抗体上に注入した。抗原は８分間解離させた。アイソタイプ対照をチ
ップに捕捉させ、そのデータを用いて非特異的な結合を差し引いた。解析はすべて、ＢＩ
Ａｃｏｒｅコントロールソフトウエアｖ４．０１を用いたＢＩＡｃｏｒｅ２０００または
３０００、プラズモン共鳴装置で行った。Ｂｉａｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｖ４．０１ソフ
トウエアを用いてデータを解析した。
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【０３７７】
　以下の表２に結果を示す。３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ１についてのＢＩＡｃｏｒｅの
結果は、３つの抗体すべてがヒトのメソテリンと結合することが可能であるというフロー
サイトメトリーの結果を裏付けている。
【０３７８】
（表２）

【０３７９】
　３Ｃ１０，６Ａ４および７Ｂ１のｍＡｂによって結合されるエピトープを詳細に調べる
ために、ＢＩＡｃｏｒｅによってエピトープ結合分析を行った。ＢＩＡｃｏｒｅにより提
供された標準のアミンカップリング化合物およびキットを用いて、３Ｃ１０および７Ｂ１
のｍＡｂは１級アミンを介してＣＭ５チップ（カルボキシメチルデキストランで被覆した
チップ）に共有結合した。固相化した抗体を横切って抗体－抗原複合体の混合物を流した
。抗体濃度は、５０～５００ｎＭの間で出発した倍々希釈だった。メソテリン濃度は２２
～４４ｎＭの間だった。注入に先立って、抗体およびメソテリンは少なくとも１時間予備
インキュベートした。抗体－抗原の混合物（１５μＬ）は、６μＬ／分の流速で注入した
。重なり合うエピトープを有する抗体は競合する（抗体の濃度の上昇に伴って応答は低下
する）が、別々のエピトープを持つものは抗原に同時に結合する（抗体の濃度の上昇に伴
って応答も上昇する）。結果は、３Ｃ１０ｍＡｂは以前記載されたマウス抗メソテリンｍ
ＡｂＫ１の同じ（またはよく似たエピトープ）ものに結合するであった。７Ｂ１ｍＡｂは
、３Ｃ１０およびＫ１とは識別可能なエピトープに結合した。６Ａ４ｍＡｂは組み換えメ
ソテリンへの３Ｃ１０と６Ａ４双方の結合を阻止することができた。
【０３８０】
（実施例４：メソテリンモノクローナル抗体の安定性の特性解析）
　この実施例では、以下のような化学的アンフォールディングおよび熱安定性の分析にて
ｍＡｂ、３Ｃ１０、６Ａ４および７Ｂ１の安定性を調べた。
【０３８１】
　蛍光分光光度法により化学変性の中点を測定することによって抗メソテリンモノクロー
ナル抗体の安定性を比較した。ミクロマックスプレートリーダーを備えたＳＰＥＸフルオ
ロログ３．２２（ニュージャージー州、エジソンのＳＰＥＸ）にて化学変性の蛍光測定を
行った。０～６Ｍの範囲でのＰＢＳ緩衝液中の塩酸グアニジニウム（ＧｄＨＣｌ）の１６
の異なった濃度で２０時間平衡化するために放置した抗体試料で測定を行った。測定は、
黒色で低容量、非結合性表面の３８４穴プレート（マサチューセッツ州、アクトンのコー
ニング）で行い、１２μＬのウエル容量に１μＭの抗体を必要とした。蛍光は２８０ｎｍ
で励起し、放射スペクトルは３２０～４００ｎｍの間で測定した。走査速度はｎｍ当たり
１秒であり、スリットは５ｎｍの帯域通過に設定した。ＰＢＳを用いて緩衝液ブランクを
行い、データから自動的に差し引いた。グラフパッドプリズムソフトウエアを用いてデー
タを２状態変性モデルに適合させた。結果は、アンフォールディングの中点であるＧｄＨ
Ｃｌのモル濃度として表現し、以下の表３に示す。
【０３８２】
（表３）



(90) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

30

40

50

【０３８３】
　抗メソテリンモノクローナル抗体の熱安定性は、抗体の融解温度の熱量測定によって決
定した。
【０３８４】
　自動試料採取器と組み合わせたＶＰキャピラリーＤＳＣ示差走査微量熱量計システム（
米国マサチューセッツ州、ノーサンプトンのＭｉｃｒｏＣａｌ　ＬＬＣ）にて融解温度（
Ｔｍ）の熱量測定を行った。０．２５ｍｇ／ｍＬの濃度で１℃／分の割合で３０℃から９
５℃まで試料を加熱することによって抗体の変性データが得られた。抗体試料は、ｐＨ７
．４のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に存在した。参照セルで同じ緩衝液を用いて比較
によってモルの熱容量を得た。得られた温度記録図は、ソフトウエアＯｒｉｇｉｎ　ｖ７
．０を用いた、非２状態モデルに基づいて解析された、ベースラインで補正された、正規
化されたデータだった。結果は、抗体の融解を示すピークが認められた温度（℃で）とし
て表現し、以下の表４に示す。
【０３８５】
（表４）

【０３８６】
　上記の結果は、３Ｃ１０、６Ａ４および７Ｂ１の抗体が望ましい化学的安定性特性およ
び熱安定性特性を有することを示している。
【０３８７】
（実施例５：メソテリン抗体の内在化）
　この実施例では、メソテリンを発現する細胞によって内部に取り込まれる３Ｃ１０、６
Ａ４および７Ｂ１の抗体の能力を以下のように調べた。
【０３８８】
　分析の第１の系列では、Ｈｕｍ－ＺＡＰアッセイを用いて抗体の内在化を調べた。Ｈｕ
ｍ－ＺＡＰアッセイ（そのためのキットはカリフォルニア州、サンディエゴのアドバンス
トターゲティングシステムズから市販されている）では、抗メソテリン抗体が、メソテリ
ンを発現する細胞および毒素サポニン（リボソーム不活化タンパク質）に結合させたヤギ
抗ヒトＩｇＧ抗体と反応する。抗メソテリン一次抗体の内在化の際、サポニンを結合した
二次抗体も細胞内に取り込まれ、結果としてタンパク質合成の阻害を生じ、最終的には２
～４日後に細胞死を生じる。
【０３８９】
　さらに具体的には、細胞培養培地で細胞を５×１０４個／ｍＬに希釈した。平底９６穴
の組織培養プレートの各ウエルに５０μＬの希釈した細胞を加え、３７℃、５％ＣＯ２の
恒温槽にてインキュベートした。抗体は、培養培地によって４μｇ／ｍＬおよび０．４μ
ｇ／ｍＬの濃度に希釈した。２５μＬの希釈抗体を培養細胞に加えたので、抗体の最終濃
度は１μｇ／ｍＬおよび０．１μｇ／ｍＬであった。８μｇ／ｍＬのＨｕｍ－ＺＡＰ２５
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μＬを添加する前に細胞と抗体を１０分間インキュベートした。３７℃、５％ＣＯ２にて
７２時間、混合物をインキュベートした。１００μＬのセルタイター－Ｇｌｏ（生死判別
色素）を各ウエルに加え、２分間、穏やかに回転させた。室温にて１０分後、プロメガベ
リタスマイクロプレートルミネータでプレートを読み取った。
【０３９０】
　ＧＰＩ結合を介して細胞表面にメソテリンを発現するように形質移入されたＣＨＯ細胞
（ＣＨＯ－メソテリン）だけでなく、メソテリンを発現している細胞株、ＮＣＩ－Ｈ２２
６、ＣＦＰＡＣ－ＩおよびＫＢ（実施例３に記載された）も標的細胞として用いて、Ｈｕ
ｍ－ＺＡＰアッセイを行った。結果は、以下で表５にて定量的に表す。
【０３９１】
（表５）

【０３９２】
　Ｈｕｍ－ＺＡＰアッセイの結果は、６Ａ４抗体は４つの細胞株すべてで内部に取り込ま
れたことを明らかにしている。３Ｃ１０および７Ｂ１の抗体はＣＨＯ－メソテリン細胞で
内部に取り込まれた。その上さらに、３Ｃ１抗体はＫＢ細胞で内部に取り込まれが、７Ｂ
１抗体はほかの２つの抗体よりも少ししかＫＢ細胞で内部に取り込まれなかった。
【０３９３】
　第２の系列の分析では、免疫蛍光アッセイを用いて、ＮＣＩ－Ｈ２２６細胞株による６
Ａ４抗体の内在化をさらに調べた。このアッセイでは、ＮＣＩ－Ｈ２２６細胞を８０％集
密に増殖させた。細胞解離緩衝液（細胞ストリッパー）によって付着細胞を剥がし、１．
３５×１０６個の細胞を１５ｍＬの円錐管に移し、ＦＡＣＳ緩衝液（ＰＢＳ＋２％ウシ胎
児血清）で１回洗浄した。体積４５０μＬのＦＡＣＳ緩衝液（ＰＢＳ＋２％ウシ胎児血清
）中で２０μｇ／ｍＬの６Ａ４抗体と共に４℃で３０分間細胞をインキュベートし、次い
で冷ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄した。次いで、検出抗体、ＦＡＣＳ緩衝液中の２０μｇ／ｍＬ
のローダミンに結合させたヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体によって４℃にて３０分間、細胞を染色
し、その後、ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄した。この受容体／抗体の複合体を４５０μＬのＦＡ
ＣＳ緩衝液にさらに再懸濁させ、特定の時間（ゼロ、５、１０、１５、３０、６０、１２
０分間）、３７℃、５％ＣＯ２にて細胞と共にインキュベートして内在化させた。特定さ
れた時点で、１５０，０００個の細胞に相当する５０μＬの分取を９６穴プレートに移し
、細胞表面を染色する小麦胚芽凝集素－ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８コンジュゲート（イ
ンビトロジェン、カタログ番号Ｗ１１２６１）によって染色した。ＦＡＣＳ緩衝液中の１
０μｇ／ｍＬのＷＧＡと共に分取した細胞を氷上で３０分間インキュベートし、次いでＦ
ＡＣＳ緩衝液で洗浄した。最終的に、細胞をＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し、２％パラホルムア
ルデヒドの添加によって固定し、Ａｌｅｘａ４８８およびローダミンについてそれぞれ４
９５／５１９および５５４／５７０ｎｍの励起／放射の波長を用いて、会合された免疫蛍
光について蛍光顕微鏡によって分析した。結果は、６Ａ４ｍＡｂがＮＣＩ－Ｈ２６６細胞
によって効果的に内部に取り込まれることを裏付けた。
【０３９４】
（実施例６：抗メソテリンｍＡｂによるメソテリンのＣＡ１２５への結合の阻害）
　メソテリンのＣＡ１２５への結合を阻害する抗メソテリン抗体の能力を調べるために、
インビトロの異型細胞付着アッセイを行った。このアッセイでは、ＯＶＣＡＲ３細胞（Ｃ
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Ａ１２５を発現する卵巣癌細胞株）の細胞表面にメソテリンを発現するように形質移入さ
れたＣＨＯ細胞（ＣＨＯ－メソテリン）への付着を阻害する抗体の能力を調べた。ＯＶＣ
ＡＲ３細胞（実施例３でさらに記載された）のＣＨＯ－メソテリン細胞への付着は、メソ
テリンのＣＡ１２５との相互作用が介在する。
【０３９５】
　メソテリン／ＣＡ１２５の相互作用の抗体阻害を調べるために、アッセイの２４時間前
に、９６穴プレートにウエル当たり４×１０４個／２００μＬの密度でＯＶＣＡＲ細胞を
入れ、細胞のやや集密な培養を得た。２４時間後、培地を取り除き、１％ウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）を含有する新鮮な培地に加えて１０μｇ／ｍＬの抗体（３Ｃ１０、７Ｂ１
、６Ａ４、アイソタイプ対照または抗体なし）をウエルに加えた。３７℃にて５％ＣＯ２

と共に細胞を３０分間インキュベートした。ＣＨＯ－Ｓ（親型細胞）およびＣＨＯ－メソ
テリン細胞をカルセインＡＭ（６×１０６個／ｍＬの細胞について５μＭ）と共に３０分
インキュベートし、培地で洗浄し、ＯＶＣＡＲの培養に加え、３７℃にて６０分間インキ
ュベートした。
【０３９６】
　インキュベートに続いて、試料をＰＢＳで４回洗浄し、非付着細胞を取り除いた。１０
０μＬ／ウエルのＰＢＳを加え、４９４ｎｍ／５１７ｎｍにてシナジーＨＴ蛍光リーダー
によりプレートを読み取ることによって付着した細胞を測定した。
【０３９７】
　結果を図８で説明する。結果は、抗体の非存在下ではＯＶＣＡＲ３細胞はＣＨＯ－メソ
テリン細胞に付着したが、その細胞表面にメソテリンを発現しない対照のＣＨＯ－Ｓ細胞
には付着しなかったことを示している。さらに、３Ｃ１０ｍＡｂまたは６Ａ４ｍＡｂの存
在は結果として、対照抗体（ＤＴ）と比べて細胞の付着でそれぞれ６８．７％の阻害また
は８４．８％の阻害を生じた。対照的に、７Ｂ１ｍＡｂがメソテリンのＣＡ１２５との相
互作用を阻害する能力を示さなかったということは、７Ｂ１が結合するメソテリン上のエ
ピトープ（３Ｃ１０および６Ａ４のエピトープとは異なる）はメソテリン－ＣＡ１２５の
相互作用の領域を遮断しないことを示している。
【０３９８】
（実施例７：抗体依存性の細胞傷害性）
　抗体依存性の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を介して、エフェクター細胞の存在下でメソテリ
ンを発現している細胞を殺傷する抗体６Ａ４の能力を判定するために、蛍光細胞傷害性ア
ッセイを用いた。その表面にメソテリンの４０ｋＤの膜結合性部分を発現するように形質
移入されたＣＨＯ細胞（ＣＨＯ－メソテリン細胞）を標的細胞として用いた。
【０３９９】
　ヒトのエフェクター細胞は以下のように全血から調製した。標準的なファイコール－パ
ック単離によってヘパリン加全血からヒトの末梢血単核細胞を精製した。１０％のＦＢＳ
（熱不活化）および２００Ｕ／ｍＬのヒトＩＬ－２を含有するＲＰＭＩ１６４０培地に細
胞を再懸濁し、３７℃にて一晩インキュベートした。翌日、細胞を回収し、培養培地で４
回洗浄し、２×１０７個／ｍＬにて再懸濁した。１×１０６個の標的細胞／ｍＬ当たり２
．５μＬのＢＡＴＤＡでＢＡＴＤＡ試薬（マサチューセッツ州、ウェルズリーのパーキン
エルマー）と共に３７℃にて２０分間インキュベートすることによって標的のＣＨＯ－メ
ソテリン細胞を調製した。標的細胞を４回洗浄し、遠心して１×１０５個の細胞／ｍＬの
最終容量とした。
【０４００】
　以下のようにデルフィア蛍光放射解析を用いて、ヒト抗メソテリン６Ａ４モノクローナ
ル抗体に対する抗体特異的ＡＤＣＣについてＣＨＯ－メソテリン細胞を調べた。５０μＬ
のエフェクター細胞（１０６個／ウエル）および５０μＬの抗体（最終濃度１０μｇ／ｍ
Ｌ）と共にＣＨＯ－メソテリン細胞（標識された標的細胞を１００μＬ、１０４個／ウエ
ル）をインキュベートした。解析全体を通して１：１００の標的対エフェクターの比を用
いた。試験すべてにおいて、ヒトＩｇＧ１アイソタイプ対照を陰性対照として用いた。細
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、遠心単離に供し、２０μＬの上清を平底プレートに移し、それに１８０μＬのＥｕ溶液
（マサチューセッツ州、ウェルズリーのパーキンエルマー）を加え、ＲｕｂｙＳｔａｒリ
ーダー（ＢＭＧラボテック）で読み取った。％溶解を以下のように算出した：（試料の放
出－自然放出）×１００／（最大放出－自然放出）、式中、自然放出は標的細胞に加えて
エフェクター細胞を含有するウエルからの蛍光であり、最大放出は、標的細胞を含有し、
２％トリトン－Ｘで処理したウエルからの蛍光である。
【０４０１】
　結果は以下で表６に要約するが、ｎＭにてＥＣ５０で示す。
【０４０２】
（表６）

【０４０３】
　結果は、６Ａ４モノクローナル抗体が、その細胞表面にメソテリンを発現している細胞
株に対してＡＤＣＣ活性を示すことを明らかにしている。
【０４０４】
（実施例８：抗メソテリンｍＡｂ６Ａ４による生体内での腫瘍増殖阻害）
　この実施例では、裸の抗体としてまたは細胞毒素コンジュゲートとしてのいずれかで６
Ａ４ｍＡｂの、生体内でのマウスモデルで腫瘍の増殖を阻害する能力を調べた。６Ａ４の
細胞毒素コンジュゲートは、本明細書では６Ａ４－細胞毒素Ａと呼ばれ、細胞毒素Ａに連
結された６Ａ４抗体で構成される。細胞毒素Ａ細胞毒素およびその調製は、国際公開第Ｗ
Ｏ２００８／０８３３１２号でさらに記載されており、その全体の内容は参照によって特
に本明細書に援用される。６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲートは以下のように調製された
。
【０４０５】
　抗体６Ａ４をおよそ５ｍｇ／ｍＬまで濃縮し、緩衝液を１００ｍＭのリン酸緩衝液、５
０ｍＭのＮａＣｌ、２ｍＭのＤＴＰＡ、ｐＨ８．０に交換し、室温にて６０分間、８～１
０倍モル過剰の２－イミノチオランの添加によってチオール化した。チオール化に続いて
、抗体の緩衝液を５ｍＭのグリシン、２ｍＭのＤＴＰＡおよび０．５％ポビドン（１０Ｋ
）ｐＨ５．５を含有する５０ｍＭのＨＲＰＥＳ緩衝液に交換した。３２４ｎｍにてチオピ
リジンの放出を測定することによって４，４”－ジチオジピリジンによりチオール化を定
量した。薬剤対チオールの３：１のモル比でマレイミド含有薬剤、細胞毒素Ａの添加によ
ってコンジュゲートを達成した。インキュベートは室温で６０分間であり、その後１０：
１のモル比のＮ－エチルマレイミド（ＮＥＭ）対チオールを反応混合物に加えた。ＮＥＭ
の存在下でのインキュベートの後、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、５ｍＭのグリシン１００ｍＭ
のＮａＣｌ、ｐＨ６．０で流すセファクリル－２００カラムでのサイズ排除クロマトグラ
フィーによって得られたコンジュゲートを精製した。単量体の抗体コンジュゲートの分画
をプールし、限外濾過によって濃縮した。２８０ｎｍおよび３４０ｎｍでの吸収を測定す
ることによって抗体コンジュゲートの濃度および置換比率を決定した。
【０４０６】
　細胞毒素Ａは以下に示す構造を有する：
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【化３６】

【０４０７】
　用語「細胞毒素」が採用されるが、当業者は、実際に示された構造は細胞毒素（パート
ナー分子）と細胞毒素を抗体に連結するリンカー部分を包含し、コンジュゲートを切断し
た後、毒素は、次いで毒性に加水分解されるプロドラッグの形態で放出されることを十分
に理解するであろう。従って、厳密に言えば、本発明のコンジュゲートのパートナー分子
は、プロドラッグの形態または細胞毒素のいずれかとしてみなすことができる。

【化３７】

【０４０８】
　第１の系列の分析では、マウス異種移植モデルにおけるＮＣＩ－Ｈ２２６細胞（肺に由
来する中皮腫；ＡＴＣＣ表示ＣＲＬ－５８２６）の増殖に対する６Ａ４および６Ａ４－細
胞毒素Ａの効果を調べた。この異種移植モデルでは、マウス当たり９×１０６個のＮＣＩ
－Ｈ２６６細胞をＳＣＩＤマウス（ＣＢ１７、ニューヨーク州、ジャーマンタウンのタコ
ニックから）に移植し、ＮＣＩ－Ｈ２６６細胞を３６日間増殖させた。平均腫瘍体積が８
７ｍｍ３であった４０日目に、マウスを無作為化し、対照：ビヒクルのみ（ＰＢＳ、Ｑ３
Ｄｘ４）、アイソタイプが一致したヒトＩｇＧ１抗体（４Ａ３）または細胞毒素Ａ細胞毒
素に連結されたアイソタイプが一致したヒトＩｇＧ１抗体（イソ－細胞毒素Ａ）と共に、
６Ａ４（１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇ）または６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲー
ト（０．１マイクロモル／ｋｇ）によって腹腔内（ｉ．ｐ．）で処理した。
【０４０９】
　６Ａ４抗体およびその対照を４０、４３、４７および５１日目に投与した。６Ａ４－細
胞毒素Ａコンジュゲートおよびその対照は、４０および６４日目に投与した。１０５日目
まで定期的な間隔で腫瘍の体積を測定した。図９Ａおよび図９Ｂはそれぞれ、ビヒクルの
み、６Ａ４－細胞毒素Ａ（０．１マイクロモル／ｋｇ）、イソ－細胞毒素Ａ（０．１マイ
クロモル／ｋｇ）、コンジュゲートされていない６Ａ４およびコンジュゲートされていな
いアイソタイプ対照（４Ａ３）で処理されたマウスにおける平均腫瘍体積および腫瘍体積
の中央値を示す。期待されたとおり、本試験で採用された異種移植モデルは免疫不全状態
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なので、健全なＡＤＣＣ反応を組み込むことは期待されず、裸の６Ａ４抗体による処理は
ＮＣＩ－Ｈ２２６腫瘍細胞の体積に効果を示さなかった（すなわち、腫瘍の増殖を阻害し
なかった）。対照的に、６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲートによる処理は、図９Ａおよび
図９Ｂのグラフで説明されるように腫瘍の増殖を有意に阻害した。
【０４１０】
　第２の系列の分析では、マウスの異種移植のモデルにてＨＰＡＣ細胞（ヒト膵臓腺癌；
ＡＴＣＣ表示ＣＲＬ－２１１９）の増殖に対する６Ａ４および６Ａ４－細胞毒素Ａの効果
を調べた。ＨＰＡＣ細胞（マウス当たり５×１０６個）をＣＢ１７ＳＣＩＤマウスに移植
して８日間増殖させた。平均腫瘍体積が９６ｍｍ３である８日目に、マウスを無作為化し
、対照：ビヒクルのみ（ＰＢＳ、Ｑ３Ｄｘ４）、アイソタイプが一致したヒトＩｇＧ１抗
体（４Ａ３、３０ｍｇ／ｋｇ）または細胞毒素Ａ細胞毒素に連結されたアイソタイプが一
致したヒトＩｇＧ１抗体（２Ａ１０－細胞毒素Ａ；０．１５マイクロモル／ｋｇ）または
コンジュゲートされていない６Ａ４（８ｍｇ／ｋｇ）および同等のタンパク質用量でのコ
ンジュゲートされていないアイソタイプ対照（２Ａ１０；８．７ｍｇ／ｋｇ、ＳＤ）と共
に、６Ａ４（１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇ）または６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュ
ゲート（０．１５マイクロモル／ｋｇ）によって腹腔内（ｉ．ｐ．）で処理した。６Ａ４
抗体およびその対照は、Ｑ３Ｄｘ４（３日に一度４回）の投与スケジュールで投与された
。６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲートおよびその対照は単回投与（ＳＤ）の投与スケジュ
ールで投与された。５７日目まで定期的な間隔で腫瘍の体積を測定した。
【０４１１】
　結果を図１０Ａおよび図１０Ｂに示す。図１０Ａおよび図１０Ｂはそれぞれ、ビヒクル
のみ、６Ａ４－細胞毒素Ａ（０．１５マイクロモル／ｋｇ）、アイソタイプが一致したコ
ンジュゲート（２Ａ１０－細胞毒素Ａ；０．１５マイクロモル／ｋｇ）、重量が同等のコ
ンジュゲートされていない６Ａ４（８ｍｇ／ｋｇ）、同等のタンパク質用量でのコンジュ
ゲートされていないアイソタイプ対照（２Ａ１０；８．７ｍｇ／Ｋｇ）、裸の６Ａ４（１
０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇ）またはアイソタイプが一致したＩｇＧ１の裸のｍＡ
ｂ（４Ａ３；３０ｍｇ／Ｋｇ）で処理されたマウスにおける平均腫瘍体積および腫瘍体積
の中央値を示す。異種移植モデルは健全なＡＤＣＣ反応を組み込むことは期待されないに
もかかわらず、データは、裸の６Ａ４抗体による処理がＨＰＡＣ腫瘍細胞の増殖の阻害を
生じることを示している。再び、前の実施例と同様に、６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲー
トによる処理はＨＰＡＣ腫瘍細胞の増殖を阻害するのに非常に効果的であることが示され
た。
【０４１２】
　第３の系列の分析では、マウスの異種移植モデルにおいて卵巣癌由来のＯＶＣＡＲ３細
胞（ＡＴＣＣ表示ＨＴＢ－１６１）の増殖に対する６Ａ４－細胞毒素Ａの効果を調べた。
この異種移植モデルでは、マウス当たり５×１０６個のＯＶＣＡＲ３細胞をＣＢ１７ＳＣ
ＩＤマウスに移植し、４２日間増殖させた。４２日目で腫瘍の平均体積はおよそ１００ｍ
ｍ３であった。０．１または０．３マイクロモル／ｋｇの用量で６Ａ４－細胞毒素Ａコン
ジュゲートによってマウスを腹腔内（ｉ．ｐ．）で処理した。対照として、ビヒクルのみ
（ＰＢＳ、Ｑ３Ｄｘ４）または０．１もしくは０．３マイクロモル／ｋｇの細胞毒素Ａに
連結された、アイソタイプが一致したヒトのＩｇＧ１抗体でマウスを処理した。
【０４１３】
　６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲートおよびその対照は、４２、９６、１３２および１７
６日目に投与された。図１１に示されるように、６Ａ４－細胞毒素Ａコンジュゲートによ
る処理は腫瘍の増殖を有意に阻害した。この実施例全体を通して６Ａ４－細胞毒素Ａの０
．３マイクロモル／ｋｇの用量で１７６日目の最終投与にわたって腫瘍の増殖は制御され
た。０．１マイクロモル／ｋｇの６Ａ４－細胞毒素Ａによって１５０日目まで腫瘍の増殖
は制御された。アイソタイプ対照は、腫瘍を制御することに効果的ではなかった（データ
は示さず）。
【０４１４】
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　要約すれば、３種の異なった異種移植のマウスモデルにおいて、６Ａ４抗体の細胞毒素
コンジュゲート（０．１～０．１５マイクロモル／ｋｇの用量で）は生体内で腫瘍の増殖
を有意に阻害した。
【０４１５】
（実施例９：脱フコシル化６Ａ４が介在するＡＤＣＣ）
　この実施例では、脱フコシル化６Ａ４（６Ａ４ｎｆ）抗体が、肺癌および卵巣癌におけ
るＡＤＣＣの効率的なメディエーターであることが示された。デルフィア蛍光放射解析は
、脱フコシル化６Ａ４がエフェクター細胞の存在下でＡＤＣＣを介してメソテリンを発現
しているＨ２２６（ＮＳＣＬＣ）およびＯＶＣＡＲ３（卵巣癌）の細胞を殺傷することを
示した。第１に、以下のように全血からヒトのエフェクター細胞を調製した：標準的なフ
ァイコール－パック単離によってヘパリン加全血からヒトの末梢血単核細胞を精製した。
１０％ＦＢＳ（熱不活化）および２００Ｕ／ｍＬのヒトＩＬ－２を含有するＲＰＭＩ１６
４０培地に細胞を再懸濁し、３７℃にて一晩インキュベートした。翌日、細胞を回収し、
培養培地で４回洗浄し、２×１０７個の細胞／ｍＬにて再懸濁した。
【０４１６】
　第２に、ＢＡＴＤＡ試薬（マサチューセッツ州、ウェルズリーのパーキンエルマー）と
共にインキュベートすることによって標識されたＨ２２６細胞またはＯＶＣＡＲ３細胞を
調製した。第３に、標的細胞をエフェクター細胞および抗体と混合した。１００μＬの標
識化標的細胞（１０４個／ウエル）を５０μＬのエフェクター細胞（１０６個／ウエル）
および５０μＬの抗体（最終濃度１０μｇ／ｍＬ）と共にインキュベートした。解析全体
を通して、１：１００の標的対エフェクターの比率を用いた。ヒトＩｇＧ１（ＨｕＩｇＧ
１）アイソタイプ対照を陰性対照として用いた。第４に細胞の溶解を定量した。細胞を２
０００ｒｐｍで遠心し、３７℃で１時間インキュベートした。次いで上清を回収し、遠心
分離に供し、２０μＬの上清を平底プレートに移した。１８０μＬのＥｕ溶液（マサチュ
ーセッツ州、ウェルズリーのパーキンエルマー）を加え、Ｒｕｂｙｓｔａｒ（ＢＭＧ　ラ
ボテック）リーダーで読み取った。パーセント溶解を以下のように算出した：（試料の放
出－自然放出）×１００を（最大放出－自然放出）で割ったが、式中、自然放出は標的細
胞に加えてエフェクター細胞を含有するウエルからの蛍光であり、最大放出は、標的細胞
を含有し、２％トリトン－Ｘで処理したウエルからの蛍光である。ＯＶＣＡＲ３細胞（図
１２ａ）およびＨ２２６細胞（図１２ｂ）に対して脱フコシル化６Ａ４を用いてＡＤＣＣ
活性における有意な増大が認められた。
【０４１７】
（実施例１０：脱フコシル化６Ａ４は生体内での腫瘍の増殖を阻害した）
　もう１つの実施例では、６Ａ４ｎｆはゲムシタビンとの併用でマウスの異種移植モデル
にてＨ２２６細胞の増殖を有意に遅くした。マウス当たり９×１０６個のＨ２２６細胞を
ＣＢ１７ＳＣＩＤマウスに移植して増殖させた。２３日目で腫瘍の平均体積はおよそ１０
０ｍｍ３だった。マウスを無作為化し、６Ａ４ｎｆ、８０ｍｇ／ｋｇのゲムシタビン、６
Ａ４ｎｆとゲムシタビンの併用、ビヒクル対照またはＩｇＧ１アイソタイプ対照によって
腹腔内で処理した。６Ａ４ｎｆは１０ｍｇ／ｋｇまたは３０ｍｇ／ｋｇのいずれかで投与
した。Ｈ２２６の増殖は、６Ａ４ｎｆとゲムシタビンの併用すべてで阻害された。ゲムシ
タビンとの併用で６Ａ４ｎｆを３０ｍｇ／ｋｇで投与した場合、最大の阻害が達成され、
用量依存性の効果を示唆した。
【０４１８】
（実施例１１：腫瘍細胞におけるメソテリンの発現）
　抗体６Ａ４を用いた免疫組織化学を用いてヒトの腫瘍に結合するその能力を示し、腫瘍
におけるメソテリンの発現の範囲を決定した。６Ａ４の最終濃度が６μｇ／ｍＬになるよ
うに６Ａ４をＦＩＴＣ標識したヤギ抗ヒトＦａｂ（ジャクソン＃１０９－０９７－００３
）と予備複合体化した。次いでこの複合体を標準のＩＨＣ法と共に用いて結合を判定した
。６Ａ４は卵巣癌、膵臓癌、肺癌、中皮腫、および頭頚部の癌に結合することが示された
。頭頚部の癌への６Ａ４の結合の追加の例には、上咽頭、喉頭、唾液腺、舌および扁桃組



(97) JP 5535074 B2 2014.7.2

10

20

織の癌が挙げられる。
【０４１９】
（実施例１２：６Ａ４－細胞毒素Ａはカニクイザルで毒性ではない）
　６Ａ４－細胞毒素Ａはカニクイザルで毒性ではないことが示された。この動物はヒトに
似たメソテリンの発現パターンを示す。また、６Ａ４抗体は、ヒトのメソテリンタンパク
質にように同じ親和性でカニクイザルのメソテリンタンパク質に結合する。従って、６Ａ
４－細胞毒素Ａの標的毒性を評価するのにカニクイザルは好適であった。
【０４２０】
　カニクイザルのオス２匹とメス２匹に対して６Ａ４－細胞毒素Ａを静脈内に投与した。
０．４マイクロモル／ｋｇの２回の用量を１日目と１５日目に与えた。行動変化、毒性の
兆候について動物を観察し、分析用に採血した。動物は毒性効果の兆候を示さなかった。
【０４２１】
　４、３、７、１４、２１および２８日目に採血し、複数のパラメータを測定した。白血
球、赤血球、血小板、網状赤血球、好中球の比率、リンパ球の比率、単球の比率、好酸球
の比率、好塩基球の比率、染色されない細胞の比率、ヘモグロビン、ヘマトクリット、ｍ
ｃｖ、ｍｃｈ、ｍｃｈｃ、プロトロンビン時間、ａｐｔ、アルブミン、総タンパク質、グ
ロブリン、ビリルビン、尿素－窒素、クレアチニン、アルカリホスファターゼ、アラニン
トランスフェラーゼ、アスパラギン酸トランスフェラーゼ、グルタミン酸トランスフェラ
ーゼ、グルコース、コレステロール、カルシウム、塩化物、リン、カリウム、ナトリウム
およびトリグリセリドでは有意な変化は認められなかった。
【０４２２】
　２８日目の剖検に続いて、以下の臓器には薬物関連の変化は認められなかった：副腎、
大動脈、胸骨、脳、盲腸、結腸、十二指腸、食道、眼、視神経、大腿、胆嚢、心臓、回腸
、空腸、腎臓、リンパ節、肝臓、リンパ節、中皮、肺、乳腺、坐骨神経、卵巣、膵臓、下
垂体、副甲状腺、直腸、唾液腺、皮膚、骨格筋、脾臓、胃、甲状腺、胸腺、脊髄、気管、
膀胱、子宮、膣、頚部、注射部位、卵管、尿管およびパイエル板。
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