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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
癌細胞又は固形腫瘍に存在する標的タンパク質と特異的に結合する、少なくとも１つの重
鎖抗体由来の放射標識重鎖可変ドメイン(VHH)又はその機能的断片を含む医薬組成物であ
って、前記VHH又はその機能的断片がHER2と特異的に結合し、N-スクシンイミジル-4-グア
ニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)を用いて131-ヨウ素で標識さ
れており、前記VHHが、配列番号１を有するCDR1領域と配列番号２を有するCDR2領域と配
列番号３を有するCDR3領域及び配列番号４を有するCDR1領域と配列番号５を有するCDR2領
域と配列番号６を有するCDR3領域からなる群から選択されるCDR組合せの１つを含み、前
記VHHが一価形態で存在する、癌の予防及び/又は治療に用いるための医薬組成物。
【請求項２】
前記VHH又はその機能的断片が、適切な競合アッセイを用いて決定するとき、HER2との結
合についてモノクローナル抗体トラスツズマブ(Herceptin(登録商標))又はモノクローナ
ル抗体ペルツズマブ(Perjeta(登録商標))と競合しない請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
前記放射標識VHH又はその機能的断片が、投与を必要とする対象に、該対象において0.002
～0.1 mSv/MBqの間の算出平均実効線量を有するように投与される請求項１又２に記載の
医薬組成物。
【請求項４】
前記放射標識VHH又はその機能的断片が、１日１回から１ヶ月１回の間又は１ヶ月１回か
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ら１年１回の間の投与間隔で、投与を必要とする対象に投与される請求項１～３のいずれ
か一項に記載の医薬組成物。
【請求項５】
前記放射標識VHH又はその機能的断片が、固形腫瘍又は癌細胞に存在する前記標的タンパ
ク質と５nM以下の親和性で結合する請求項１～４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項６】
前記VHHが、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくとも一方又はその機能的断片
と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する請求項１～５のいずれか一項に記載の医薬組
成物。
【請求項７】
前記VHHが、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくとも一方又はその機能的断片
と同一である請求項１～６のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項８】
前記癌が乳癌である請求項１～７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
前記癌の予防及び/又は治療が免疫療法と組み合わせて行われる請求項１～８のいずれか
一項に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
前記放射標識VHH又はその機能的断片が、投与を必要とする対象に、静脈内、腹腔内又は
くも膜下腔内投与される請求項１～９のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
前記VHH又はその機能的断片がシステイン含有タグ、好ましくはGGCタグを含まない請求項
１～１０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
前記VHH又はその機能的断片が寿命の延長をされていない請求項１～１１のいずれか一項
に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
前記VHH又はその機能的断片がカルボキシ末端ポリペプチドタグを含まず、好ましくはタ
グ付加されていない請求項１～１２のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、放射標識抗体断片の分野、並びに予防及び/又は治療目的のための放射標識
抗体断片の使用に関する。特に、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための放射
標識抗体断片に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液悪性腫瘍の治療における放射標識抗体の圧倒的な成功とは対照的に、固形腫瘍の放
射免疫療法においてはささやかな成功だけが達成されている。放射免疫療法の応用の成功
における制限の１つは、インタクトな免疫グロブリンの分子サイズが大きいことであり、
このことにより、長い血清半減期と、乏しい腫瘍浸透及び取り込みとがもたらされる。抗
体工学の出現とともに、改良された薬物動態及び腫瘍浸透を示す低分子量抗体断片が作製
されるようになった。しかし、これらの臨床応用は、最適に至らない腫瘍取り込み及び短
い腫瘍貯留時間により制限されている。よって、抗体の分子サイズの最適化だけでは、放
射免疫療法の臨床的成功のために十分ではない。
　実際、サイズが大きいこととは別に、放射標識抗体は、固形腫瘍の細胞表面で発現され
る標的抗原に到達する前に、他の障害に遭遇する。これら障壁のいくつかには、大きい腫
瘍では血流が乏しいこと、血管内皮の透過性、腫瘍間質の間質液圧の上昇、及び不均質な
抗原発現が含まれる。
　新しい最適化方策としては、生物学的修飾因子を用いて固形腫瘍がもたらす障害を変調
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させることが挙げられる。腫瘍血流を改善し、血管透過性を亢進し、間質細胞及び細胞外
基質成分を変調させることにより腫瘍間質液圧を低減し、標的抗原の発現をアップレギュ
レートし、放射性医薬品の浸透及び貯留を改善するために、放射標識抗体と組み合わせて
様々な物質が用いられている。
【０００３】
　にもかかわらず、固形腫瘍のための放射免疫療法の臨床的成功は、まだ遠い夢のようで
ある。なぜなら、投与した抗体の非常に少量(0.001～0.01％ほど低い)だけが腫瘍内に局
在化し、より多量の放射標識mAbの投与は、骨髄毒性を引き起こすからである。臨床的成
功のためには、放射性標識抗体の腫瘍取り込み及び腫瘍内貯留を亢進し、非標的組織への
曝露が最小限となるように固形腫瘍のための放射免疫療法を最適化する必要がある。
　Pruszynskiら(2014)は、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル3-125-131I-ヨードベ
ンゾエートを用いて131Iで標識化することにより、Nε-(3-*I-ヨードベンゾイル)-Lys5-N
α-マレイミド-Gly1-GEEEKを用いる放射性ヨウ素標識及びIODO-GENを用いるVHHの直接的
放射性ヨウ素標識と比較して、HER2標的VHHの腫瘍ターゲティングが改善されることを示
した。*I-SGMIB-VHHについての腫瘍取り込みは、トラスツズマブ遮断により著しく低減さ
れ、このことから、HER2結合についてVHHとトラスツズマブとの間で競合が示された。Pru
szynskiらに開示されるVHHは、カルボキシ末端システイン含有尾部を含み、単量体形態及
び二量体形態の平衡混合物をもたらす。Pruszynskiらは、放射標識VHHの治療効果を全く
示していない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明者らは、固形腫瘍若しくは癌細胞に存在し及び/又は固形腫瘍若しくは癌細胞に
特異的な標的タンパク質と特異的に結合する、癌の治療に用いるための新規で改善された
抗体断片を同定した。
　特に、固形腫瘍又は癌細胞と特異的に相互作用する特定タイプの抗体断片、すなわち重
鎖抗体由来の重鎖可変ドメイン(以下、VHHと称する)の放射標識により、本発明者らは、
高い腫瘍又は癌細胞取り込み値、低い健常組織取り込み値、低い全体的体内分布及び早い
血液からのクリアランスを特徴とする、改善され効果的な放射免疫療法方策を開発した。
【０００５】
　よって、本明細書で開示する放射標識抗体断片は、当該分野で公知である従来技術の(
免疫グロブリン及び非免疫グロブリン)結合性物質に対して、(１)医療用途でのより高い
最大許容量(MTD)の可能性(このことにより、高い治療投薬量の反復及び継続投与が可能に
なり、(放射免疫療法に特に関連する)正常な健常組織に対する用量制限性毒性(DLT)副作
用を下回ったままで腫瘍又は癌細胞の成長を効果的に妨げる)、並びに(２)静脈内経路に
加えて、経口、皮下、腹腔内、くも膜下腔内経路及び徐放製剤を含む、投与経路のより広
い選択肢につながるより高い効力、より低い毒性及びより高い安定性を含む幾つかの利点
を示す。また、サイズが小さいので、本明細書で開示する抗体断片は、その他のより大き
いポリペプチド及びタンパク質が近づくことができない生理学的区画、組織及び器官に浸
透する能力を有する。
【０００６】
　驚くべきことに、本明細書で開示する放射標識抗体断片は、一価形態で用いられるもの
であり、寿命が延長するように改変されていない。実際、全抗体は例外的に長い半減期を
有するが、小さい抗体断片は循環からの迅速に排出されることに悩まされることが多い。
よって、VHHのインビボ用途は、例えば、抗血清アルブミンVHHとの結合又はpeg化により
、血漿半減期が延長するように改変されたVHHに典型的に依存する(Siontorou 2013 Inter
national Journal of Nanomedicine 8:4215-4227；Tijinkら、2008 Mol Cancer Ther 7:2
288-2297)。また、VHHの多量体化は、インビボ貯留を長くし、親和性を増加させる(Siont
orou 2013)。本発明者らは、一価で、寿命が延長されていないVHHの治療有効性を示した
。
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【０００７】
　本発明は、このような放射標識抗体断片、並びに、１若しくは２以上の該放射標識抗体
断片を含むか又は１若しくは２以上の該放射標識抗体断片から本質的になるポリペプチド
、及び、該放射標識抗体断片又はポリペプチドの、予防目的及び/又は治療目的、特に放
射免疫療法のための使用を提供する。
　特定の実施形態では、放射標識抗体断片、並びに、１若しくは２以上の該放射標識抗体
断片を含むか又は１若しくは２以上の該放射標識抗体断片から本質的になるポリペプチド
は、例えば、限定されないが、癌疾患の再発の防止のような癌の予防のために、すなわち
寛解の後の１又は２以上の兆候、症状又は疾患を回避又は予防するために用いることがで
きる。
【０００８】
　幾つかの態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、癌細胞に
存在する標的タンパク質と特異的に結合する、重鎖抗体由来の放射標識重鎖可変ドメイン
(VHH)又はその機能的断片を提供する。
　他の態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、固形腫瘍に存
在する標的タンパク質と特異的に結合する、重鎖抗体由来の放射標識重鎖可変ドメイン(V

HH)又はその機能的断片を提供する。
　幾つかの態様では、本発明は、癌細胞に存在し及び/又は癌細胞に特異的な標的タンパ
ク質と特異的に結合する少なくとも１つの放射標識VHH又はその機能的断片を含む癌の予
防及び/又は治療方法に用いるための医薬組成物を提供する。
　他の態様では、本発明は、固形腫瘍に存在し及び/又は固形腫瘍に特異的な標的タンパ
ク質と特異的に結合する少なくとも１つの放射標識VHH又はその機能的断片を含む癌の予
防及び/又は治療方法に用いるための医薬組成物を提供する。
【０００９】
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHH又はその機能的断片はHER2と特異的に
結合する。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHH又はその機能的断片は、適切な競合ア
ッセイを用いて決定するとき、HER2との結合についてモノクローナル抗体トラスツズマブ
(Herceptin(登録商標))又はモノクローナル抗体ペルツズマブ(Perjeta(登録商標))と競合
しない。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、投与
を必要とする対象に、該対象において0.002～0.1 mSv/MBqの間の算出平均実効線量を有す
るように投与される。
【００１０】
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、１日
１回から１ヶ月１回の間又は１ヶ月１回から１年１回の間の投与間隔で、投与を必要とす
る対象に投与される。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、固形
腫瘍若しくは癌細胞に存在し及び/又は固形腫瘍若しくは癌細胞に特異的な前記標的タン
パク質と５nM以下の親和性で結合する。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、α放
出放射性同位体及びβ放出放射性同位体からなる群から選択される放射性同位体で標識さ
れている。
【００１１】
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　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、アク
チニウム-225、アスタチン-211、ビスマス-212、ビスマス-213、セシウム-137、クロム-5
1、コバルト-60、ジスプロシウム-165、エルビウム-169、フェルミウム-255、金-198、ホ
ルミウム-166、ヨウ素-125、ヨウ素-131、イリジウム-192、鉄-59、鉛-212、ルテチウム-
177、モリブデン-99、パラジウム-103、リン-32、カリウム-42、レニウム-186、レニウム
-188、サマリウム-153、テクネチウム-99m、ラジウム-223、ルテニウム-106、ナトリウム
-24、ストロンチウム-89、テルビウム-149、トリウム-227、キセノン-133、イッテルビウ
ム-169、イッテルビウム-177及びイットリウム-90からなる群から選択される放射性同位
体で標識されている。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は131-ヨ
ウ素で標識されている。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、
前記放射標識VHH又はその機能的断片は、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-
131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用い
て131-ヨウ素で標識されている。
【００１２】
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHHは：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに/又は
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含む。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHHは、配列番号７若しくは８のアミノ酸
配列の少なくとも一方又はその機能的断片と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHHは、配列番号７若しくは８のアミノ酸
配列の少なくとも一方又はその機能的断片と同一である。
【００１３】
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記癌は乳癌である。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記癌の予防及び/又は治療は免疫療法と組み
合わせて行われる。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記放射標識VHH又はその機能的断片は、投与
を必要とする対象に、静脈内、くも膜下腔内又は腹腔内投与される。
【００１４】
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHHは一価形態で存在する。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHH又はその機能的断片はシステイン含有
タグ、好ましくはGGCタグを含まない。
　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHH又はその機能的断片は寿命が延長され
ていない。
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　癌の予防及び/又は治療に用いるための放射標識VHH若しくはその機能的断片又は医薬組
成物のいずれかの幾つかの実施形態では、前記VHH又はその機能的断片はカルボキシ末端
ポリペプチドタグを含まず、好ましくはタグ付加されていない。
【００１５】
　一態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、固形腫瘍に存在
し及び/又は固形腫瘍に特異的な標的タンパク質(本明細書において、腫瘍特異的抗原とも
称する)と特異的に結合する、重鎖抗体由来の放射標識重鎖可変ドメイン(VHH)又はその機
能的断片を提供する。
　別の態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、癌細胞に存在
し及び/又は癌細胞に特異的な標的タンパク質(本明細書において、癌細胞特異的抗原とも
称する)と特異的に結合する、重鎖抗体由来の放射標識重鎖可変ドメイン(VHH)又はその機
能的断片を提供する。
　ある種の実施形態では、本発明は、投与を必要とする対象に10μｇ～1000μｇの間のVH
Hの用量で本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片を投与することによる癌の
予防及び/又は治療に用いるための、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片
を提供する。
　ある種の他の実施形態では、癌の防止又は治療は、投与を必要とする対象に本明細書で
開示する放射標識VHH又はその機能的断片を投与することにより達成され、VHH又はその機
能的断片が、対象における0.002～0.1 mSv/MBqの間の算出平均実効線量を有することを特
徴とする。
【００１６】
　特定の実施形態では、本発明は、投与を必要とする対象に放射標識VHH又はその機能的
断片を１日１回から１ヶ月１回の間又は１ヶ月１回から１年１回の間の投与間隔で投与す
ることによる癌の予防及び/又は治療に用いるための、本明細書で開示する放射標識VHH又
はその機能的断片を提供する。
　特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片は、固形腫瘍に存在
し及び/又は固形腫瘍に特異的な標的タンパク質、例えば腫瘍特異的抗原と特異的に結合
する。更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片は、固形
腫瘍に存在し及び/又は固形腫瘍に特異的な標的タンパク質と５nM以下、例えば１～５nM
の間、好ましくは２～３nMの間の親和性で特異的に結合する。
　更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片は、癌細胞に
存在し及び/又は癌細胞に特異的な標的タンパク質、例えば癌細胞特異的抗原と特異的に
結合する。更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片は、
癌細胞に存在し及び/又は癌細胞に特異的な標的タンパク質と５nM以下、例えば１～５nM
の間、好ましくは２～３nMの間の親和性で特異的に結合する。
【００１７】
　更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片はHER2と特異
的に結合する。更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片
はHER2と５nM以下、例えば１～５nMの間、好ましくは２～３nMの間の親和性で特異的に結
合する。
　ある種の実施形態では、本明細書で開示するHER2標的VHH又はその機能的断片は、適切
な競合アッセイを用いて決定するとき、HER2との結合についてトラスツズマブ及びペルツ
ズマブと競合しない。このことにより、癌、より具体的にはHER2陽性癌、例えばHER2陽性
乳癌の予防及び/又は治療方法において、本明細書で開示するHER2標的VHH又はその機能的
断片をトラスツズマブ(Herceptin(登録商標))及び/又はペルツズマブ(Perjeta(登録商標)
)と組み合わせて有利に用いることができる。
　特定の実施形態では、本明細書で開示する放射標識HER2標的VHH又はその機能的断片は
、HER2のドメインIV、より具体的にはHER2のドメインIVのＣ末端とは異なる(すなわち、
前記のものではない)HER2の結合部位を特異的に指向する。特定の実施形態では、本明細
書で開示する放射標識HER2標的VHH又はその機能的断片は、HER2のドメインIIとは異なる(
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すなわち、前記のものではない)HER2の結合部位を特異的に指向する。特定の実施形態で
は、本明細書で開示する放射標識HER2標的VHH又はその機能的断片は、HER2のドメインIV
、より具体的にはHER2のドメインIVのＣ末端及びHER2のドメインIIとは異なる(すなわち
、前記のものではない)HER2の結合部位を特異的に指向する。
【００１８】
　更に具体的な実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、
限定されないが、アクチニウム-225、アスタチン-211、ビスマス-212、ビスマス-213、セ
シウム-137、クロム-51、コバルト-60、ジスプロシウム-165、エルビウム-169、フェルミ
ウム-255、金-198、ホルミウム-166、ヨウ素-125、ヨウ素-131、イリジウム-192、鉄-59
、鉛-212、ルテチウム-177、モリブデン-99、パラジウム-103、リン-32、カリウム-42、
レニウム-186、レニウム-188、サマリウム-153、テクネチウム-99m、ラジウム-223、ルテ
ニウム-106、ナトリウム-24、ストロンチウム-89、テルビウム-149、トリウム-227、キセ
ノン-133、イッテルビウム-169、イッテルビウム-177及びイットリウム-90からなる群か
ら選択される放射性同位体を含むα放出放射性同位体及びβ放出放射性同位体からなる群
から選択される放射性同位体で標識されている。尚更なる具体的な実施形態では、本明細
書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片はヨウ素-131で標識されている。
　ある種の具体的な実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、
腫瘍細胞特異的抗原又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する放射標識VHH又はその機能
的断片であって、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエー
ト([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識さ
れている放射標識VHH又はその機能的断片を提供する。
　ある種の具体的な実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、
腫瘍細胞特異的抗原又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する放射標識VHH又はその機能
的断片であって、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[211At]アスタトベンゾエ
ート([211At]SGMAB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて211-アスタチンで
標識されている放射標識VHH又はその機能的断片を提供する。
【００１９】
　具体的な実施形態では、固形腫瘍と特異的に相互作用する本明細書で開示する放射標識
VHH又はその機能的断片のアミノ酸配列は、
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに/又は
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１又は２以上を含む。
　更に具体的な実施形態では、固形腫瘍抗原と特異的に相互作用する本明細書で開示する
放射標識VHHのアミノ酸配列は、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくとも一方
又はその機能的断片と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する。
　尚更に具体的な実施形態では、腫瘍特異的抗原と特異的に相互作用する本明細書で開示
する放射標識VHHのアミノ酸配列は、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくとも
一方又はその機能的断片と同一である。
【００２０】
　更に具体的な実施形態では、癌細胞特異的抗原と特異的に相互作用する本明細書で開示
する放射標識VHHのアミノ酸配列は、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくとも
一方又はその機能的断片と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する。
　尚更に具体的な実施形態では、癌細胞特異的抗原と特異的に相互作用する本明細書で開
示する放射標識VHHのアミノ酸配列は、配列番号７若しくは８のアミノ酸配列の少なくと
も一方又はその機能的断片と同一である。
　ある種の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための本明細書で
開示する放射標識VHH又はその機能的断片であって、前記癌が乳癌である放射標識VHH又は
その機能的断片を提供する。
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　ある種の他の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための本明細
書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片であって、前記癌の予防及び/又は治療が免
疫療法と組み合わせて行われる放射標識VHH又はその機能的断片を提供する。
【００２１】
　ある種の他の実施形態では、癌の予防及び/又は治療は、本明細書で開示する放射標識V

HH又はその機能的断片を、投与を必要とする対象に、静脈内、くも膜下腔内又は腹腔内投
与することにより達成される。
　更に具体的な実施形態では、固形腫瘍抗原又は癌細胞特異的抗原と特異的に相互作用す
る本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片のアミノ酸配列は、一価形態で存
在する。尚更なる実施形態では、本明細書で開示するVHH又はその機能的断片は、VHH若し
くは機能的断片の多量体化、例えば二量体化を誘導するタグ、より具体的にはシステイン
含有タグ(例えばGGCタグ)を含まない。
　ある種の実施形態では、固形腫瘍抗原又は癌細胞特異的抗原と特異的に相互作用する本
明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、寿命が延長されていない形態で存
在する。
　ある種の実施形態では、固形腫瘍抗原又は癌細胞特異的抗原と特異的に相互作用する本
明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、カルボキシ末端ポリペプチドタグ
を含まない。カルボキシ末端ポリペプチドタグを含まないVHHは、腎臓での保持が少ない
ので、カルボキシ末端ポリペプチドタグ付加VHH(例えば、Hisタグ付加VHH及びMyc-Hisタ
グ付加VHH)よりも有利である。
【００２２】
　更なる態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、少なくとも
１つの放射標識VHH又はその機能的断片を含むポリペプチドであって、VHH又はその機能的
断片が、固形腫瘍に存在し及び/若しくは固形腫瘍に特異的であり、並びに/又は癌細胞に
特異的な標的タンパク質と特異的に結合するポリペプチドを提供する。
　尚更なる態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療方法に用いるための、少なくと
も１つの放射標識VHH又はその機能的断片を含む医薬組成物であって、VHH又はその機能的
断片が、固形腫瘍に存在し及び/若しくは固形腫瘍に特異的であり、並びに/又は癌細胞に
特異的な標的タンパク質と特異的に結合する医薬組成物を提供する。
　更に具体的な実施形態では、本明細書で開示する医薬組成物は、薬学的に許容されるキ
ャリア及び/又は１若しくは２以上の適切なアジュバントを更に含む。
　幾つかの態様では、本開示は、癌細胞又は固形腫瘍に存在する標的タンパク質と特異的
に結合する、重鎖抗体由来の、タグ付加されていない一価の放射標識重鎖可変ドメイン(V

HH)又はその機能的断片の有効量を、投与を必要とする対象に投与することを含む、癌の
防止及び/又は治療方法にも関する。
【００２３】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片はハロゲン放射性同位体で標識されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は131-ヨウ素で標識されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-
131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用い
て131-ヨウ素で標識されている。
【００２４】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、α放出放射性同位体及びβ放出放射性同位体か
らなる群から選択される放射性同位体で標識されている。幾つかの実施形態では、タグ付
加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、
アクチニウム-225、アスタチン-211、ビスマス-212、ビスマス-213、セシウム-137、クロ
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ム-51、コバルト-60、ジスプロシウム-165、エルビウム-169、フェルミウム-255、金-198
、ホルミウム-166、ヨウ素-125、ヨウ素-131、イリジウム-192、鉄-59、鉛-212、ルテチ
ウム-177、モリブデン-99、パラジウム-103、リン-32、カリウム-42、レニウム-186、レ
ニウム-188、サマリウム-153、テクネチウム-99m、ラジウム-223、ルテニウム-106、ナト
リウム-24、ストロンチウム-89、テルビウム-149、トリウム-227、キセノン-133、イッテ
ルビウム-169、イッテルビウム-177及びイットリウム-90からなる群から選択される放射
性同位体で標識されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片はHER2と特異的に結合する。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、HER2と特異的に結合し、ハロゲン放射性同位体
で標識されている。
【００２５】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、HER2と特異的に結合し、131-ヨウ素で標識され
ている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、HER2と特異的に結合し、N-スクシンイミジル-4-
グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若
しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、適切な競合アッセイを用いて決定するとき、HER
2との結合についてモノクローナル抗体Herceptin(登録商標)(トラスツズマブ)又はモノク
ローナル抗体ペルツズマブ(Perjeta(登録商標))と競合しない。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、対象において0.002～0.1 mSv/MBqの間の算出平
均実効線量となるように対象に投与される。
【００２６】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、１日１回から１ヶ月１回の間又は１ヶ月１回か
ら１年１回の間の投与間隔で対象に投与される。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、固形腫瘍又は癌細胞に存在するHER2と５nM以下
の親和性で結合する。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含む。
【００２７】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも
一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも
一方と同一である。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は：



(10) JP 6289733 B2 2018.3.7

10

20

30

40

50

　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含み、
　N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB
)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
【００２８】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも
一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有し、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチ
ル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアン
トを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一
価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも
一方と同一であり、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエ
ート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識
されている。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、癌は乳癌である。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、該方法は対象に免疫療法
を行うことを更に含む。
【００２９】
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又は
その機能的断片は対象に静脈内、くも膜下腔内又は腹腔内投与される。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又は
その機能的断片は寿命が延長されていない。
　本明細書で記載する方法のいずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又は
その機能的断片はカルボキシ末端ポリペプチドタグを含まず、好ましくはタグ付加されて
いない。
　本開示の他の態様は、癌細胞又は固形腫瘍に存在する標的タンパク質と特異的に結合す
る、重鎖抗体由来の、タグ付加されていない一価の放射標識重鎖可変ドメイン(VHH)又は
その機能的断片に関する。幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一価の放射標識
VHH又はその機能的断片はHER2と特異的に結合する。幾つかの実施形態では、タグ付加さ
れていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、N-スクシンイミジル-4-グアニジノ
メチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリ
アントを用いて131-ヨウ素で標識されている。幾つかの実施形態では、タグ付加されてい
ない一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、HER2と特異的に結合し、N-スクシンイミ
ジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な
誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
【００３０】
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、VHH又はその機能的断片は、適切な競合アッセイを用い
て決定したとき、HER2との結合についてモノクローナル抗体(Herceptin(登録商標))又は
モノクローナル抗体ペルツズマブ(Perjeta(登録商標))と競合しない。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、固形腫瘍又
は癌細胞に存在するHER2と５nM以下の親和性で結合する。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
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CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含む。
【００３１】
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７
及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有する。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７
及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と同一である。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含み、
　N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB
)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
【００３２】
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７
及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有し、N-ス
クシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又は
その適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列番号７
及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と同一であり、N-スクシンイミジル-4-グアニジ
ノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバ
リアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は寿命が延長さ
れていない。
【００３３】
　本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片のい
ずれかの幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、カルボキシ
末端ポリペプチドタグを含まない。
　本開示のなお他の態様は、本明細書で記載するタグ付加されていない一価の放射標識VH
H又はその機能的断片のいずれか１つを含む医薬組成物に関する。医薬組成物の幾つかの
実施形態では、タグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、癌細胞
又は固形腫瘍に存在する標的タンパク質と特異的に結合する。医薬組成物の幾つかの実施
形態では、タグ付加されていない一価の放射標識VHH又はその機能的断片はHER2と特異的
に結合する。医薬組成物の幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一価の放射標識
VHH又はその機能的断片は、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベ
ンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素
で標識されている。医薬組成物の幾つかの実施形態では、タグ付加されていない一価の放
射標識VHH又はその機能的断片は、HER2と特異的に結合し、N-スクシンイミジル-4-グアニ
ジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若しくは
バリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
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【００３４】
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、VHH又はその機能的断片は、競合アッセイを用い
て決定するとき、HER2との結合についてモノクローナル抗体トラスツズマブ(Herceptin(
登録商標))又はモノクローナル抗体ペルツズマブ(Perjeta(登録商標))と競合しない。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、固形
腫瘍又は癌細胞に存在するHER2と５nM以下の親和性で結合する。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含む。
【００３５】
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列
番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有す
る。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列
番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と同一である。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は：
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、並びに
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDRの組み合わせの１つを含み、
　N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB
)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
【００３６】
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列
番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と少なくとも80％のアミノ酸同一性を有し
、N-スクシンイミジル-4-グアニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB
)又はその適切な誘導体若しくはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は、配列
番号７及び８のアミノ酸配列の少なくとも一方と同一であり、N-スクシンイミジル-4-グ
アニジノメチル-3-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な誘導体若し
くはバリアントを用いて131-ヨウ素で標識されている。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片は寿命が
延長されていない。
　医薬組成物の幾つかの実施形態では、一価の放射標識VHH又はその機能的断片はカルボ
キシ末端ポリペプチドタグを含まない。
【００３７】
発明の詳細な説明
[定義]
[一般的な定義]
　本発明を、特定の実施形態に関して説明するが、本発明は、特許請求の範囲によっての
み限定され、下記の実施形態に限定されるものではない。特許請求の範囲におけるいずれ
の参照符号も、範囲を限定するものと解すべきでない。以下の用語及び定義は、本発明の
理解を助けるためにのみ提供する。本明細書において具体的に定義しない限り、本明細書
において用いる全ての用語は、本発明の当業者が理解するのと同じ意味を有する。当該分
野の定義及び用語について、当業者は、特にSambrookら、Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual、第２版、Cold Spring Harbor Press、Plainsview、New York (1989);及びAu
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subelら、Current Protocols in Molecular Biology (補遺47)、John Wiley & Sons、New
 York (1999)を参照できる。本明細書において提供する定義は、当業者が理解するものよ
り狭義であると解するべきでない。
　そうでないと示さない限り、詳細に具体的に記載しない全ての方法、工程、技法及び操
作は、当業者に明確なように、それ自体既知の様式で行うことができ、行われている。例
えば、標準的な手引書、上記の一般的な背景技術及びそこに引用する更なる参考文献をこ
こでもまた参照できる。
【００３８】
　本明細書で用いる場合、単数形「ａ」、「an」及び「the」は、文脈がそうでないこと
を明確に示さない限り、単数形及び複数形の指示対象を含む。
　用語「含む(comprising)」、「含む(comprises)」及び「含む(comprised of)」は、本
明細書で用いる場合、「含む(including)、「含む(includes)」又は「含有する(containi
ng)」、「含有する(contains)」と同義であり、包括的又は開放式であり、更なる記載さ
れていないメンバー、要素又は方法工程を排除しない。
　終点による数値範囲の言及は、それぞれの範囲内に包摂される全ての数及び分数並びに
言及される終点を含む。
　パラメータ、量、時間の期間などの測定可能な値に言及する場合の用語「約」は、本明
細書で用いる場合、特定される値のそして特定される値からの±10％以下、好ましくは±
５％以下、より好ましくは±１％以下、更により好ましくは±0.1％以下の変動を包含す
る(そのように変動することが開示される発明において適当である限り)ことを意味する。
修飾語「約」が言及する値は、その数値自体が具体的に開示されており、その数値自体が
好ましいものとして開示されていると理解される。
【００３９】
　本明細書で用いる場合、アミノ酸残基は、それらの正式名称又は標準的な三文字若しく
は一文字アミノ酸コードのいずれかにより示される。
　本明細書で用いる場合、用語「ポリペプチド」、「タンパク質」、「ペプチド」及び「
アミノ酸配列」は交換可能に用いられ、コード及び非コードアミノ酸、化学的又は生化学
的に改変又は誘導体化されたアミノ酸、並びに改変ペプチド主鎖を有するポリペプチドを
含む、任意の長さのアミノ酸の重合形態のことをいう。
　本明細書で用いる場合、用語「核酸分子」、「ポリヌクレオチド」、「ポリ核酸」、「
核酸」は交換可能に用いられ、デオキシリボヌクレオチド若しくはリボヌクレオチド又は
それらのアナログのいずれかの任意の長さのヌクレオチドの重合形態のことをいう。ポリ
ヌクレオチドは、任意の三次元構造を有してよく、既知又は未知の任意の機能を行うこと
ができる。ポリヌクレオチドの非限定的な例は、遺伝子、遺伝子断片、エキソン、イント
ロン、メッセンジャーRNA(mRNA)、トランスファーRNA、リボソームRNA、リボザイム、cDN
A、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配
列の単離DNA、制御領域、任意の配列の単離RNA、核酸プローブ及びプライマーを含む。核
酸分子は直鎖状又は環状であり得る。
【００４０】
　本明細書で用いる場合、用語「相同性」は、同じ又は異なる分類群からの２つの高分子
間、特に２つのポリペプチド又はポリヌクレオチド間の少なくとも二次構造的類似性であ
って、系統が共通することに起因する類似性のことをいう。よって、用語「ホモログ」は
、そのように関連し、二次構造的類似性、場合によっては三次構造的類似性を有する高分
子のことをいう。２つ又は３つ以上のヌクレオチド配列を比較するために、第１のヌクレ
オチド配列と第２のヌクレオチド配列との間の「配列同一性(のパーセンテージ)」は、当
業者に公知の方法を用いて、例えば、第２のヌクレオチド配列中の対応する位置でのヌク
レオチドと同一の第１のヌクレオチド配列中のヌクレオチドの数を、第１のヌクレオチド
配列中の全ヌクレオチド数で除し、100％を乗じることによるか、又はNCBI Blastのよう
な配列アラインメントのための公知のコンピュータアルゴリズムを用いることにより算出
できる。２つのアミノ酸配列間の配列同一性の程度の決定において、当業者は、アミノ酸



(14) JP 6289733 B2 2018.3.7

10

20

30

40

50

残基が類似の化学構造の別のアミノ酸残基で置き換えられ、ポリペプチドの機能、活性又
はその他の生物学的特性にはほとんど又は本質的に全く影響しないアミノ酸置換として一
般的に説明できるいわゆる「保存的」アミノ酸置換を考慮することができる。可能な保存
的アミノ酸置換は当業者に明らかである。アミノ酸配列及び核酸配列は、全長にわたって
100％の配列同一性を有する場合、「全く同じ」と言える。
【００４１】
　用語「親和性」は、本明細書で用いる場合、ポリペプチド、特に免疫グロブリン(例え
ば抗体)又は免疫グロブリン断片(例えばVHH)が、抗原とポリペプチドとの平衡を両者の結
合により形成される複合体の存在へ向かってシフトするように抗原と結合する程度のこと
をいう。よって、例えば、抗原及び抗体(断片)を相対的に等しい濃度で組み合わせると、
親和性が高い抗体(断片)は、得られる複合体の濃度が高くなる方に向かって平衡をシフト
させるように、結合可能な抗原と結合する。解離定数は、タンパク質結合ドメインと抗原
標的との間の親和性を記述するために一般的に用いられる。典型的には、解離定数は、10
-5Ｍより低い。好ましくは、解離定数は、10-6Ｍより低く、より好ましくは10-7Ｍより低
い。最も好ましくは、解離定数は、10-8Ｍより低く、例えば10-9Ｍより低い。
　用語「特異的に結合する」は、本明細書で用いる場合、ポリペプチド、特に免疫グロブ
リン(例えば抗体)若しくは免疫グロブリン断片(例えばVHH)又はその機能的断片が、異な
る抗原の均質混合物に存在する特定の抗原と優先的に結合する能力のことを一般的に言う
。ある種の実施形態では、特異的結合相互作用は、試料中の所望の抗原と非所望の抗原と
を識別し、幾つかの実施形態では、所望の抗原と約10～100倍以上(例えば約1000倍以上又
は10,000倍以上)の非所望の抗原とを識別する。
【００４２】
　よって、本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的
断片は、アミノ酸配列が、特定標的(又はその少なくとも１つの部分若しくは断片)に対す
る親和性及び/又は特異性を有し及び/又は特定標的(又はその少なくとも１つの部分若し
くは断片)を特異的に指向する場合、当該特定標的と「特異的に結合する」といえる。
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片は、
本明細書で開示するアミノ酸配列が興味対象の第２の標的抗原と結合する親和性よりも少
なくとも５倍、例えば少なくとも10倍、例えば少なくとも100倍、好ましくは少なくとも1
000倍高い親和性で興味対象の第１の標的抗原と結合する場合、「興味対象の第２の標的
抗原とは対照的に興味対象の第１の標的抗原に特異的」であるといえる。よって、ある種
の実施形態では、本明細書で開示するアミノ酸配列が興味対象の第２の標的抗原とは対照
的に興味対象の第１の標的抗原に「特異的」であるといえる場合、該アミノ酸配列は、興
味対象の第１の標的抗原と特異的に結合する(本明細書で定義するとおり)が、興味対象の
第２の標的抗原と結合しないことがある。
【００４３】
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片の「
特異性」は、親和性及び/又はアビディティーに基づいて決定できる。本明細書で開示す
るアミノ酸配列の「親和性」は、本明細書で開示するアミノ酸配列とそれに結合する興味
対象の標的タンパク質との解離平衡定数で表される。KD値が低いほど、本明細書で開示す
るアミノ酸配列とそれに結合する興味対象の標的タンパク質との間の結合強度がより強い
。或いは、親和性は、1/KDに相当する親和性定数(KA)として表すこともできる。本明細書
で開示するアミノ酸配列の結合親和性は、具体的な興味対象の標的タンパク質に応じて、
当業者に公知の様式で決定できる。本明細書で開示するアミノ酸配列の「アビディティー
」は、本明細書で開示するアミノ酸配列と関連する興味対象の標的タンパク質との間の結
合強度の尺度である。アビディティーは、興味対象の標的タンパク質の結合部位と本明細
書で開示するアミノ酸配列の結合部位との間の親和性と、本明細書で開示するアミノ酸配
列に存在する該当の結合部位の数との両方に関係する。典型的には、本明細書で開示する
アミノ酸配列は、興味対象の標的タンパク質と、約１マイクロモル(１μM)以下、好まし
くは約１ナノモル(１nM)以下の解離定数(KD)[すなわち、約1,000,000/モル(106Ｍ-1、１E



(15) JP 6289733 B2 2018.3.7

10

20

30

40

50

6/Ｍ)以上、好ましくは1,000,000,000/モル(109Ｍ-1、１E9/Ｍ)以上の結合定数(KA)]で結
合する。約１ミリモルより大きいKD値は、非結合又は非特異的結合を示すと一般的に考え
られる。当該分野において、KDは、kOn(モル-1秒-1又はＭ-1ｓ-1で表される)と称する複
合体の結合速度定数に対する、kOff(秒-1又はｓ-1で表される)と称する複合体の解離速度
定数の比として表すこともできることが一般的に知られている。特に、本明細書で開示す
るアミノ酸配列は、興味対象の標的タンパク質と、0.1～0.0001ｓ-1の間の範囲のkOff及
び/又は1,000～1,000,000Ｍ-1ｓ-1の間の範囲のkOnで結合する。結合親和性、kOff及びkO
n速度は、当業者に公知の方法、例えばELISA法、等温滴定型熱量測定、表面プラズモン共
鳴、蛍光活性化細胞ソーティング分析などにより決定できる。
【００４４】
　本明細書で開示するアミノ酸配列、特に抗体断片、例えばVHHは、それを産生する宿主
細胞及び/又は培地から抽出又は精製した場合、本明細書で用いるように「本質的に単離
された(形態)」であると考えられる。
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片に関
して、本明細書で開示するアミノ酸配列に存在する「結合領域」、「結合部位」又は「相
互作用部位」との用語は、本明細書において、本明細書で開示するアミノ酸配列に存在す
る、標的分子との結合を担う特定の部位、部分、ドメイン又はアミノ酸残基ストレッチを
意味する。このような結合領域は、本明細書で開示するアミノ酸配列の、標的分子と接触
する特定のアミノ酸残基から本質的になる。
【００４５】
　本明細書において交換可能に用いられる用語「(との)競合」、「交差阻止」、「交差結
合」及び「交差阻害」は、適切なインビトロアッセイ、細胞アッセイ又はインビボアッセ
イを用いて測定したとき、興味対象の標的タンパク質と本明細書で開示する他のアミノ酸
配列との結合に干渉し得る本明細書で開示するアミノ酸配列、特に抗体断片、例えばVHH
のことを一般的にいう。よって、より具体的には、本明細書で開示するアミノ酸配列を用
いる「競合」、「交差阻止」、「交差結合」及び「交差阻害」は、興味対象の標的タンパ
ク質と本明細書で開示する他のアミノ酸配列との結合に干渉又は競合し、そのことにより
、適切なインビトロ、細胞又はインビボアッセイを用いて測定したとき、「交差阻止」す
る本明細書で開示するアミノ酸配列を用いない興味対象の標的タンパク質と本明細書で開
示する別のアミノ酸配列との結合と比較して、当該結合は少なくとも10％、好ましくは少
なくとも20％、例えば少なくとも50％、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80
％、少なくとも90％、少なくとも95％、又はそれ以上低減されることを意味してもよい。
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片は、
２つの異なる興味対象の標的タンパク質の両方に対して(本明細書で定義するとおり)特異
的である場合、当該２つの異なる興味対象の標的タンパク質に対して「交差反応性」を示
すといえる。
【００４６】
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片の２
つ又は３つ以上の結合部位の全てが、興味対象の標的の同じ部位、決定基、部分、ドメイ
ン又はアミノ酸残基ストレッチを指向するか又はそれと特異的に結合する場合、本明細書
で開示するアミノ酸配列は、「二価」(アミノ酸配列の結合部位が２つの場合)、又は多価
(アミノ酸配列の結合部位が３つ以上の場合)、例えば三価であるという。
　本明細書で用いる場合、抗体断片(例えばVHH)又はその機能的断片に言及する場合の用
語「一価」は、単量体形態の抗体断片のことをいう。一価抗体断片は、結合部位を唯１つ
含む。この文脈において、抗体断片(例えばVHH)又はその機能的断片の結合部位は、興味
対象の標的の特定の部位、決定基、部分、ドメイン又はアミノ酸残基ストレッチを指向す
るか又はそれと特異的に結合する、抗体断片の１つ又は２つ以上の「相補性決定領域」又
は「CDR」を包含する。
　本明細書で用いる場合、抗体断片(例えばVHH)又はその機能的断片に言及する場合の用
語「タグ付加されていない」は、外来ポリペプチド配列を含まない(例えば、本明細書で
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記載する放射性同位体で標識されたVHH配列又はその断片のみを含む)抗体断片のことをい
う。例示的な外来ポリペプチド配列としては、カルボキシ末端ポリペプチドタグ、例えば
Hisタグ、システイン含有タグ(例えばGGCタグ)及び/又はMycタグが挙げられる。
【００４７】
　本明細書で開示するアミノ酸配列、特に抗体断片、例えばVHHに言及する場合の用語「
二重特異的」は、ａ)本明細書で開示するアミノ酸配列の２つ又は３つ以上の結合部位が
同じ興味対象の標的を指向するか又はそれに特異的に結合するが、その標的の同じ部位、
決定基、部分、ドメイン又はアミノ酸残基ストレッチに結合しない(すなわち、各々が異
なるものと結合する)場合、或いはｂ)本明細書で開示するアミノ酸配列の２つ又は３つ以
上の結合部位が異なる興味対象の標的分子を指向するか又はそれと特異的に結合する場合
のいずれかに、本明細書で開示するアミノ酸配列は、「二重特異的」(アミノ酸配列の結
合部位が２つの場合)又は多重特異的(アミノ酸配列の結合部位が３つ以上の場合)である
といえることを意味する。用語「多重特異的」は、本明細書で開示するアミノ酸配列に３
つ以上の結合部位が存在する場合に用いられる。
　よって、「二重特異的」アミノ酸配列又は抗体断片(例えば「二重特異的」VHH)或いは
「多重特異的」アミノ酸配列又は抗体断片(例えば「多重特異的」VHH)は、本明細書で用
いる場合、それぞれ２つの又は少なくとも２つの結合部位を含む本明細書で開示するアミ
ノ酸配列、特に抗体断片、例えばVHHであって、これらの２つ以上の結合部位が異なる結
合特異性を有するアミノ酸配列を意味する。よって、本明細書で開示するアミノ酸配列、
特に抗体断片、例えばVHHは、それぞれ２つの又は３つ以上の異なる結合領域が同じ単量
体アミノ酸配列に存在する場合、「二重特異的」又は「多重特異的」であるとみなされる
。
【００４８】
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片の「
半減期」は、本明細書で開示するアミノ酸配列のインビボ血清濃度が50％低減するに必要
な時間として一般的に定義できる。本明細書で開示するアミノ酸配列のインビボ半減期は
、当業者に公知の任意の様式、例えば薬物動態分析により決定できる。当業者に明らかに
なように、半減期は、t1/2-アルファ、t1/2-ベータ及び曲線下面積(AUC)のようなパラメ
ータを用いて表すことができる。インビボ半減期の増加は、t1/2-アルファ、t1/2-ベータ
及び曲線下面積(AUC)のうちの１つ又は２つ以上、好ましくは３つ全ての増加を一般的に
特徴とする。
　本明細書で開示する抗体断片(例えばVHH)又はその機能的断片に言及する場合の用語「
寿命が延長された」は、半減期を延長するように抗体断片が改変されたことをいう。抗体
及び抗体断片の半減期を延長するための方策は、当該分野において公知であり、例えば、
限定されないが、半減期を延長する１又は２以上の基又は部分、例えばポリエチレングリ
コール(PEG)又はウシ血清アルブミン(BSA)又はヒト血清アルブミン(HSA)、抗体Fc断片或
いは抗原結合抗体断片-標的血清タンパク質、例えば血清アルブミンとの(化学的又は他の
)連結を含む。
【００４９】
　本明細書で用いる場合、用語「阻害」、「低減」及び/又は「妨害」は、興味対象の標
的抗原と特異的に結合して、興味対象の標的抗原とその天然の結合パートナーとの間の相
互作用を阻害、低減及び/又は妨害する本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、
例えばVHH)又はその機能的断片(の使用)のことをいうことがある。用語「阻害」、「低減
」及び/又は「妨害」は、興味対象の標的抗原と特異的に結合して、適切なインビトロ、
細胞又はインビボアッセイを用いて測定したとき、興味対象の標的抗原の生物活性を阻害
、低減及び/又は妨害する本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又
はその機能的断片(の使用)のことをいうこともある。したがって、「阻害」、「低減」及
び/又は「妨害」は、興味対象の標的抗原と特異的に結合して、興味対象の標的抗原が関
与する１つ又は２つ以上の生物学的又は生理的機構、効果、応答、機能経路又は活性を阻
害、低減及び/又は妨害する本明細書で開示するアミノ酸配列(の使用)のことをいうこと
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もある。本明細書で開示するアミノ酸配列のアンタゴニストとしての作用は、興味対象の
標的抗原に応じた任意の適切な様式及び/又は当該分野において公知の任意の適切な(イン
ビトロ、通常は細胞又はインビボ)アッセイを用いて決定してよい。
【００５０】
　よって、より具体的には、本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH
)又はその機能的断片を用いる「阻害」、「低減」及び/又は「妨害」は、適切なインビト
ロ、細胞又はインビボアッセイを用いて測定したとき、同一条件下であるが本明細書で開
示するアミノ酸配列を用いない同一アッセイにおいて興味対象の標的抗原の活性と比較し
て、少なくとも10％、好ましくは少なくとも20％、例えば少なくとも50％、少なくとも60
％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％又はそれ以上、
興味対象の標的抗原とその天然の結合パートナーとの間の相互作用を阻害、低減及び/若
しくは妨害すること、又は興味対象の標的抗原の活性を阻害、低減及び/若しくは妨害す
ること、又は興味対象の標的抗原が関与する１若しくは２以上の生物学的若しくは生理的
機構、効果、応答、機能経路若しくは活性を阻害、低減及び/若しくは妨害することのい
ずれかを意味してもよい。更に、「阻害」、「低減」及び/又は「妨害」は、同一条件で
あるが本明細書で開示するアミノ酸配列の非存在下と比較して、１若しくは２以上の天然
の結合パートナーに対する興味対象の標的抗原の親和性、アビディティー、特異性及び/
若しくは選択性の低下を誘導すること、及び/又は興味対象の標的抗原が存在する培地若
しくは環境における１若しくは２以上の条件(例えばpH、イオン強度、補因子の存在など)
に対する興味対象の標的抗原の感受性の低下を誘導することも意味することがある。本発
明の関係において、「阻害」、「低減」及び/又は「妨害」は、興味対象の標的抗原の活
性のアロステリック阻害、低減及び/又は妨害も含むことがある。
【００５１】
　本明細書で用いる場合、用語「亢進」、「増加」及び/又は「活性化」は、興味対象の
標的タンパク質と特異的に結合して、興味対象の標的タンパク質とその天然の結合パート
ナーとの間の相互作用を亢進、増加及び/又は活性化する本明細書で開示するアミノ酸配
列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片(の使用)のことをいうことがある。用
語「亢進」、「増加」及び/又は「活性化」は、興味対象の標的タンパク質と特異的に結
合して、適切なインビトロ、細胞又はインビボアッセイを用いて測定するとき、その興味
対象の標的タンパク質の生物活性を亢進、増加及び/又は活性化する本明細書で開示する
アミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片(の使用)のことをいうこと
もある。したがって、「亢進」、「増加」及び/又は「活性化」は、興味対象の標的タン
パク質と特異的に結合して、興味対象の標的タンパク質が関与する１又は２以上の生物学
的又は生理的機構、効果、応答、機能経路又は活性を亢進、増加及び/又は活性化する本
明細書で開示するアミノ酸配列(の使用)のことをいうこともある。本明細書で開示するア
ミノ酸配列のアゴニストとしての作用は、興味対象の標的タンパク質に応じて任意の適切
な様式及び/又は当該分野において既知の任意の適切な(インビトロ、通常は細胞又はイン
ビボ)アッセイを用いて決定してよい。
【００５２】
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片の阻
害若しくは拮抗活性又は亢進若しくは刺激活性は、可逆的又は不可逆的であってよいが、
薬学的及び薬理学的用途のためには、典型的には、可逆的に生じる。
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片は、
該アミノ酸配列を産生する宿主細胞及び/又は培地から抽出又は精製された場合、本明細
書で用いる「本質的に単離された(形態にある)」とみなされる。
　本明細書で開示するアミノ酸配列(特に抗体断片、例えばVHH)又はその機能的断片に関
して、本明細書で開示するアミノ酸配列に存在する「結合領域」、「結合部位」又は「相
互作用部位」との用語は、本明細書において、標的分子に存在する特定の部位、領域、遺
伝子座、部分又はドメインであって、標的分子との結合を担う特定の部位、領域、遺伝子
座、部分又はドメインの意味を有する。このような結合領域は、よって、その標的分子と
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結合した場合にアミノ酸配列と接触する標的分子の特定の部位、領域、遺伝子座、部分又
はドメインから本質的になる。
【００５３】
　本明細書で用いる場合、用語「抗体」は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、
ヒト化抗体、単鎖抗体並びにFab、F(ab)2、Fvのような断片及び親抗体の抗原結合機能を
保持するその他の断片のことをいう。よって、抗体は、免疫グロブリン若しくは糖タンパ
ク質、又はその断片若しくは部分、又は改変された免疫グロブリン様フレームワーク内に
含まれる抗原結合部分を含む構築物、又は非免疫グロブリン様フレームワーク若しくは足
場を含む構築物内に含まれる抗原結合部分のことをいうことがある。
　本明細書で用いる場合、用語「モノクローナル抗体」は、均質な抗体集団を有する抗体
組成物のことをいう。この用語は、抗体の種又は供給源に関して限定されず、抗体が作製
される様式によっても限定されることを意図しない。この用語は、免疫グロブリン全体並
びに抗体の抗原結合機能を保持する断片などを包含する。任意の哺乳動物種のモノクロー
ナル抗体を本発明において用いることができる。しかし、実際には、抗体は、モノクロー
ナル抗体の生成に必要なハイブリッド細胞株又はハイブリドーマの作製に用いるラット又
はマウスの細胞株の入手可能性のために、典型的には、ラット又はマウス起源のものであ
る。
【００５４】
　本明細書で用いる場合、用語「ポリクローナル抗体」は、不均質な抗体集団を有する抗
体組成物のことをいう。ポリクローナル抗体は、免疫された動物又は選択されたヒトから
のプールした血清にしばしば由来する。
　「抗体の重鎖可変ドメイン又はその機能的断片」は、本明細書で用いる場合、(i)天然
に軽鎖を有さない重鎖抗体の重鎖可変ドメイン(以下、VHHとも表示する)を意味し、これ
には、限定されないが、ラクダ科動物若しくはサメの重鎖抗体の重鎖可変ドメインが含ま
れ、又は(ii)従来型四本鎖抗体の重鎖可変ドメイン(以下、VHとも表示する)を意味し、こ
れには、限定されないが、従来型四本鎖抗体の重鎖のラクダ化(下記で更に定義する)可変
ドメイン(以下、ラクダ化VHとも表示する)又はその任意の機能的断片(例えば、限定され
ないが、腫瘍抗原又は癌細胞に存在する抗原との結合に特に適切であり、本明細書で開示
するVHHに存在し及び/又はVHHに組み込まれ得る(又は本明細書で開示するVHHのCDR配列に
基づき、及び/若しくはCDR配列に由来し得る)１又は２以上のアミノ酸残基ストレッチ(す
なわち小ペプチド)が含まれる。
【００５５】
　下記で更に説明するように、抗体の重鎖可変ドメインのアミノ酸配列及び構造は、限定
されないが、当該分野及び下記で「フレームワーク領域１」又は「FR1」；「フレームワ
ーク領域２」又は「FR2」；「フレームワーク領域３」又は「FR3」；及び「フレームワー
ク領域４」又は「FR4」とそれぞれ呼ばれる４つのフレームワーク領域又は「FR」を含む
と考えられ、これらフレームワーク領域の間には、当該分野において「相補性決定領域１
」又は「CDR1」；「相補性決定領域２」又は「CDR2」；及び「相補性決定領域３」又は「
CDR3」とそれぞれ呼ばれる３つの相補性決定領域又は「CDR」が割り込んでいる。
　本明細書で用いる場合、抗体に関する用語「相補性決定領域」又は「CDR」は、Ｈ鎖(重
鎖)又はＬ鎖(軽鎖)の可変領域(それぞれVH及びVLとも略称する)のことをいい、抗原標的
と特異的に結合できるアミノ酸配列を含む。これらCDR領域は、特定の抗原決定基構造に
ついての抗体の基本的特異性を担っている。この領域は「超可変領域」ともいう。CDRは
、可変領域内で不連続のアミノ酸ストレッチを表すが、可変重鎖及び軽鎖領域内でのこの
重要なアミノ酸配列の位置は、種に関わらず、可変鎖のアミノ酸配列内で同様の位置であ
ることが判明している。全ての正準抗体の可変重鎖及び軽鎖は、各々３つのCDR領域を有
し、それぞれの軽鎖(Ｌ)及び重鎖(Ｈ)について、各々(L1、L2、L3、H1、H2、H3と称する)
がその他のものと不連続である。
【００５６】
　下記で更に説明するように、抗体の重鎖可変ドメイン(VHH又はVHを含む)の全アミノ酸
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残基数は、110～130の範囲であり得、好ましくは112～115、最も好ましくは113である。
しかし、抗体の重鎖可変ドメインの部分、断片又はアナログは、該部分、断片若しくはア
ナログが機能的活性(の少なくとも一部分)を保持し、及び/又は該部分、断片若しくはア
ナログが由来する抗体の重鎖可変ドメインの結合特異性(の少なくとも一部分)を保持する
限り、長さ及び/若しくはサイズに関して特に限定されない。機能的活性(の少なくとも一
部分)を保持し、及び/又はそれが由来する抗体の重鎖可変ドメインの結合特異性(の少な
くとも一部分)を保持する部分、断片又はアナログは、本明細書において、重鎖可変ドメ
インの「機能的断片」ともいう。
【００５７】
　抗体の重鎖可変ドメイン(VHH又はVHを含む)の可変ドメインのアミノ酸残基は、上記のR
iechmann及びMuyldermansの文献でラクダ科動物のVHHドメインに用いられているように(
例えば同文献の図２を参照されたい)、Kabatら(「Sequence of Proteins of immunologic
al interest」、US Public Health Services、NIH Bethesda, Md.、出版第91号)により示
される重鎖可変ドメインについての一般的な番号付けに従って番号付けする。この番号付
けに従って、重鎖可変ドメインのFR1は１位～30位のアミノ酸残基を含み、重鎖可変ドメ
インのCDR1は31位～35位のアミノ酸残基を含み、重鎖可変ドメインのFR2は36位～49位の
アミノ酸残基を含み、重鎖可変ドメインのCDR2は50位～65位のアミノ酸残基を含み、重鎖
可変ドメインのFR3は66位～94位のアミノ酸残基を含み、重鎖可変ドメインのCDR3は95位
～102位のアミノ酸残基を含み、重鎖可変ドメインのFR4は103位～113位のアミノ酸残基を
含む。この点について、VHHドメインについて当該分野で公知のように、各CDR中の総アミ
ノ酸残基数は変動することがあり、Kabat番号付けにより示される総アミノ酸残基数に対
応しないことがある(すなわち、実際の配列では、Kabat番号付けに従う１又は２以上の位
置が存在しないことがあり、又は実際の配列は、Kabat番号付けにより許容される数より
多いアミノ酸残基を含むことがある)ことに留意されたい。このことは、一般的に、Kabat
に従う番号付けは、実際の配列中のアミノ酸残基の実際の番号付けに対応することもしな
いこともあることを意味する。しかし、一般的には、Kabatの番号付けに従って、そしてC
DR中のアミノ酸残基数に関わらず、Kabat番号付けに従う１位はFR1の開始に相当し、逆も
そうであり、Kabat番号付けに従う36位はFR2の開始に相当し、逆もそうであり、Kabat番
号付けに従う66位はFR3の開始に相当し、逆もそうであり、Kabat番号付けに従う103位はF
R4の開始に相当し、逆もそうであるということができる。
【００５８】
　重鎖可変ドメインのアミノ酸残基の番号付けの代替法は、Chothiaら(Nature 342, 877-
883(1989))により記載される方法、いわゆる「AbM定義」及びいわゆる「コンタクト定義
」である。しかし、本明細書、特許請求の範囲及び図面では、そうでないと示さない限り
、Riechmann及びMuyldermansがVHHドメインに用いたようにKabatに従う番号付けに従う。
【００５９】
　重鎖抗体及びその可変ドメインの一般的記載について、なかでも、一般的背景技術とし
て挙げる以下の参考文献を参照する：Vrije Universiteit BrusselのWO 94/04678、WO 95
/04079及びWO 96/34103；UnileverのWO 94/25591、WO 99/37681、WO 00/40968、WO 00/43
507、WO 00/65057、WO 01/40310、WO 01/44301、EP 1134231及びWO 02/48193；Vlaams In
stituut voor Biotechnologie (VIB)のWO 97/49805、WO 01/21817、WO 03/035694、WO 03
/054016及びWO 03/055527；Algonomics N.V.及びAblynx NVのWO 03/050531；National Re
search Council of CanadaによるWO 01/90190；the Institute of AntibodiesによるWO 0
3/025020 (=EP 1 433 793);並びにAblynx NV によるWO 04/041867、WO 04/041862、WO 04
/041865、WO 04/041863、WO 04/062551及びAblynx NVによる更に公開された特許出願；Ha
mers-Castermanら、Nature 1993年6月3日; 363 (6428): 446-8；Davies及びRiechmann、F
EBS Lett. 1994年2月21日; 339(3): 285-90；Muyldermansら、Protein Eng. 1994年9月; 
7(9): 1129-3；Davies及びRiechmann、Biotechnology (NY) 1995年5月; 13(5): 475-9；G
haroudiら、9th Forum of Applied Biotechnology、Med. Fac. Landbouw Univ. Gent. 19
95; 60/4a 第I部: 2097-2100；Davies及びRiechmann、Protein Eng. 1996年6月; 9(6): 5
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31-7；Desmyterら、Nat Struct Biol. 1996年9月; 3(9): 803-11；Sheriffら、Nat Struc
t Biol. 1996年9月; 3(9): 733-6；Spinelliら、Nat Struct Biol. 1996年9月; 3(9): 75
2-7；Arbabi Ghahroudiら、FEBS Lett. 1997年9月15日; 414(3): 521-6；Vuら、Mol. Imm
unol. 1997年11月-12月; 34(16-17): 1121-31；Atarhouchら、Journal of Carnel Practi
ce and Research 1997; 4: 177-182；Nguyenら、J. Mol. Biol. 1998年1月23日; 275(3):
 413-8；Lauwereysら、EMBO J. 1998年7月1日; 17(13): 3512-20；Frenkenら、Res Immun
ol. 1998年7月-8月; 149(6):589-99；Transueら、Proteins 1998年9月1日; 32(4): 515-2
2；Muyldermans及びLauwereys、J. Mol. Recognit. 1999年3月-4月; 12 (2): 131-40；va
n der Lindenら、Biochim. Biophys. Acta 1999年4月12日; 1431(1): 37-46；Decanniere
ら、Structure Fold. Des. 1999年4月15日; 7(4): 361-70；Ngyuenら、Mol. Immunol. 19
99年6月; 36(8): 515-24；Woolvenら、Immunogenetics 1999年10月; 50 (1-2): 98-101；
Riechmann及びMuyldermans、J. Immunol. Methods 1999年12月10日; 231 (1-2): 25-38；
Spinelliら、Biochemistry 2000年2月15日; 39(6): 1217-22；Frenkenら、J. Biotechnol
. 2000年2月28日; 78(1): 11-21；Nguyenら、EMBO J. 2000年3月1日; 19(5): 921-30；va
n der Lindenら、J. Immunol. Methods 2000年6月23日; 240 (1-2): 185-95；Decanniere
ら、J. Mol. Biol. 2000年6月3日0; 300 (1): 83-91；van der Lindenら、J. Biotechnol
. 2000年7月14日; 80(3): 261-70；Harmsenら、Mol. Immunol. 2000年8月; 37(10): 579-
90；Perezら、Biochemistry 2001年1月9日; 40(1): 74-83；Conrathら、J. Biol. Chem. 
2001年3月9日; 276 (10): 7346-50；Muyldermansら、Trends Biochem Sci. 2001年4月; 2
6(4):230-5；Muyldermans S.、J. Biotechnol. 2001年6月; 74 (4): 277-302；Desmyter
ら、J. Biol. Chem. 2001年7月13日; 276 (28): 26285-90；Spinelliら、J. Mol. Biol. 
2001年8月3日; 311 (1): 123-9；Conrathら、Antimicrob Agents Chemother. 2001年10月
; 45 (10): 2807-12；Decanniereら、J. Mol. Biol. 2001年10月26日; 313(3): 473-8；N
guyenら、Adv Immunol. 2001; 79: 261-96；Muruganandamら、FASEB J. 2002年2月; 16 (
2): 240-2；Ewertら、Biochemistry 2002年3月19日; 41 (11): 3628-36；Dumoulinら、Pr
otein Sci. 2002年3月; 11 (3): 500-15；Cortez-Retamozoら、Int. J. Cancer. 2002年3
月20日; 98 (3): 456-62；Suら、Mol. Biol. Evol. 2002年3月; 19 (3): 205-15；van de
r Vaart J M.、Methods Mol. Biol. 2002; 178: 359-66；Vrankenら、Biochemistry 2002
年7月9日; 41 (27): 8570-9；Nguyenら、Immunogenetics 2002年4月; 54 (1): 39-47；Re
nisioら、Proteins 2002年6月1日; 47 (4): 546-55；Desmyterら、J. Biol. Chem. 2002
年6月28日; 277 (26): 23645-50；Ledeboerら、J. Dairy Sci. 2002年6月; 85 (6): 1376
-82；De Genstら、J. Biol. Chem. 2002年8月16日; 277 (33): 29897-907；Ferratら、Bi
ochem. J. 2002年9月 1; 366 (Pt 2): 415-22；Thomassenら、Enzyme and Microbial Tec
hnol. 2002; 30: 273-8；Harmsenら、Appl. Microbiol. Biotechnol. 2002年12月; 60 (4
): 449-54；Joblingら、Nat. Biotechnol. 2003年1月; 21 (1): 77-80；Conrathら、Dev.
 Comp. Immunol. 2003年2月; 27 (2): 87-103；Pleschbergerら、Bioconjug. Chem. 2003
年3月-4月; 14 (2): 440-8；Lahら、J. Biol. Chem. 2003 Apr. 18; 278 (16): 14101-11
；Nguyenら、Immunology. 2003年5月; 109 (1): 93-101；Joostenら、Microb. Cell Fact
. 2003 Jan. 30; 2 (1): 1；Liら、Proteins 2003年7月1日; 52 (1): 47-50；Lorisら、B
iol. Chem. 2003年7月25日; 278 (30): 28252-7；van Koningsbruggenら、J. Immunol. M
ethods. 2003年8月; 279 (1-2): 149-61；Dumoulinら、Nature. 2003年8月14日; 424 (69
50): 783-8；Bondら、J. Mol. Biol. 2003年9月19日; 332 (3): 643-55；Yauら、J. Immu
nol. Methods. 2003年10月1日; 281 (1-2): 161-75；Dekkerら、J. Virol. 2003年11月; 
77 (22): 12132-9；Meddeb-Mouelhiら、Toxicon. 2003年12月; 42 (7): 785-91；Verhees
enら、Biochim. Biophys. Acta 2003年12月5日; 1624 (1-3): 21-8；Zhangら、J Mol Bio
l. 2004年1月2日; 335 (1): 49-56；Stijlemansら、J Biol. Chem. 2004年1月9日; 279 (
2): 1256-61；Cortez-Retamozoら、Cancer Res. 2004年4月15日; 64 (8): 2853-7；Spine
lliら、FEBS Lett. 2004年4月23日; 564 (1-2): 35-40；Pleschbergerら、Bioconjug. Ch
em. 2004年5月-6月; 15 (3): 664-71；Nicaiseら、Protein Sci. 2004年7月; 13 (7): 18
82-91；Omidfarら、Tumour Biol. 2004年7月-8月; 25 (4): 179-87；Omidfarら、Tumour 
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Biol. 2004年9月-12月; 25(5-6): 296-305；Szynolら、Antimicrob Agents Chemother. 2
004年9月; 48(9):3390-5；Saerensら、J. Biol. Chem. 2004年12月10日; 279 (50): 5196
5-72；De Genstら、J. Biol. Chem. 2004年12月17日; 279 (51): 53593-601；Dolkら、Ap
pl. Environ. Microbiol. 2005年1月; 71(1): 442-50；Joostenら、Appl Microbiol Biot
echnol. 2005年1月; 66(4): 384-92；Dumoulinら、J. Mol. Biol. 2005年2月25日; 346 (
3): 773-88；Yauら、J Immunol Methods. 2005年2月; 297 (1-2): 213-24；De Genstら、
J. Biol. Chem. 2005年4月8日; 280 (14): 14114-21；Huangら、Eur. J. Hum. Genet. 20
05年4月13日；Dolkら、Proteins. 2005年5月15日; 59 (3): 555-64；Bondら、J. Mol. Bi
ol. 2005年5月6日; 348(3):699-709；Zarebskiら、J. Mol. Biol. 2005年4月 21日。
【００６０】
　一般的に、用語「重鎖可変ドメイン」は、本明細書で最も広義に用いられているように
、特定の生物学的供給源又は特定の作製方法に限定されない。例えば、下記でより詳細に
論じるように、本明細書で開示する重鎖抗体由来の重鎖可変ドメイン(すなわちVHH)は、(
１)天然に存在する重鎖抗体のVHHドメインを単離することにより、(２)天然に存在するVH
Hドメインをコードするヌクレオチド配列の発現により、(３)任意の動物種、特に哺乳動
物種、例えばヒトの天然に存在するVHドメインの(下記で説明するとおりの)「ラクダ化」
により若しくはそのようなラクダ化VHドメインをコードする核酸の発現により、(４)Ward
ら(前出)に記載される「ドメイン抗体」又は「Dab」の「ラクダ化」により若しくはその
ようなラクダ化VHドメインをコードする核酸の発現により、(５)タンパク質、ポリペプチ
ド若しくは他のアミノ酸配列の製造に合成若しくは半合成技術を用いて、(６)核酸合成技
術を用いてVHHをコードする核酸を作製した後に、得られた核酸を発現することにより、
及び/又は(７)上記の任意の組み合わせにより得ることができる。上記を行うための適切
な方法及び技法は、本明細書の開示に基づいて当業者に明らかであり、例えば下記でより
詳細に記載する方法及び技法を含む。
　用語「有効量」は、本明細書で用いる場合、所望の１又は複数の結果を達成するために
必要な量を意味する。
【００６１】
　本明細書で用いる場合、用語「決定する」、「測定する」、「評価する」、「モニター
する」及び「アッセイする」は、交換可能に用いられ、定量及び定性の両方の決定を含む
。
　本明細書で用いる場合、用語「予防及び/又は治療」は、ある種の疾患及び/若しくは障
害を予防及び/若しくは治療すること、ある種の疾患及び/若しくは障害の発症を予防する
こと、ある種の疾患及び/若しくは障害の進行を遅延若しくは逆転させること、ある種の
疾患及び/若しくは障害に関連する１若しくは２以上の症状の発症を予防若しくは遅延さ
せること、ある種の疾患及び/若しくは障害と関連する１若しくは２以上症状を低減若し
くは軽減すること、ある種の疾患及び/若しくは障害の重篤度及び/若しくは期間を低減す
ること、並びに治療される対象若しくは患者にとって有益な本明細書で開示するアミノ酸
配列の全般的な任意の予防若しくは治療効果を含む。
　本明細書で用いる場合、用語「診断」、「予測」及び/又は「予後」は、本明細書で用
いる場合、ある種の疾患及び/若しくは障害を診断、予測及び/若しくは予後予測すること
により、ある種の疾患及び/若しくは障害の発症及び/若しくは存在を予測すること、並び
に/又はある種の疾患及び/若しくは障害の進行及び/若しくは期間を予測すること、並び
に/又はある種の疾患及び/若しくは障害に罹患した患者の治療に対する応答を予測するこ
とを含む。
【００６２】
[発明に関連する定義]
　本明細書で用いる場合、用語「固形腫瘍特異的抗原」、「腫瘍特異的抗原」、「腫瘍抗
原」、「(固形)腫瘍に存在し及び/又は(固形)腫瘍に特異的な標的タンパク質」、「腫瘍
特異的標的(タンパク質)」、「腫瘍関連抗原」は、本明細書において交換可能に用いられ
、腫瘍細胞にのみ存在し、他のいずれの細胞にも存在しない任意のタンパク質、又は、幾
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らかの腫瘍細胞に存在し、幾らかの正常な健常細胞にも存在する任意のタンパク質を含む
。腫瘍抗原の非限定的な例としては、組織分化抗原、変異タンパク質抗原、発癌ウイルス
抗原、癌・精巣抗原及び血管又は間質特異的抗原が挙げられる。
　本明細書で用いる場合、用語「腫瘍細胞」は、原発性又は転移性腫瘍病変に存在する細
胞のことをいう。この関係において、腫瘍は、癌細胞のみからなるのではなく、癌化細胞
と非癌化細胞との間の複雑な双方向相互作用が存在する器官様構造とみなされる。癌化細
胞の悪性能力は、間質(線維芽細胞、脂肪細胞、血液及びリンパ管からなり得、広範な免
疫細胞が相当浸潤していることもある)からの適切な支持構造を必要とする。
　本明細書で用いる場合、用語「癌細胞特異的抗原」、「癌特異的抗原」、「癌抗原」、
「癌細胞に存在し及び/又は癌細胞に特異的な標的タンパク質」、「癌細胞特異的標的(タ
ンパク質)」、「癌(細胞)関連抗原」は、本明細書で交換可能に用いられ、癌細胞にのみ
存在し、他のいずれの細胞にも存在しない任意のタンパク質、又は、幾らかの癌細胞に存
在し、幾らかの正常な健常細胞にも存在する任意のタンパク質を含む。癌細胞特異的抗原
の非限定的な例としては、組織分化抗原、変異タンパク質抗原、発癌ウイルス抗原、癌・
精巣抗原及び血管又は間質特異的抗原が挙げられる。
【００６３】
　本明細書で用いる場合、「放射標識」アミノ酸配列、「放射標識」抗体断片又は「放射
標識」VHHにおける用語「放射標識」は、そのアミノ酸配列構造に放射性核種を含むか、
結合するか又は化学的に連結することにより標識されているアミノ酸配列、抗体断片又は
VHHの放射性同位体標識のことをいう。
　本明細書で用いる場合、用語「放射性核種」、「放射活性核種」、「放射性同位体」又
は「放射活性同位体」は、本明細書において交換可能に用いられ、核内で又は内部転換を
介して新たに創出された放射粒子に与えることができる過剰エネルギーにより特徴付けら
れる不安定な核を有する原子のことをいう。このプロセスの間に、放射性核種は、放射性
崩壊を受け、ガンマ線及び/又は素粒子、例えばアルファ若しくはベータ粒子の放出をも
たらす。これらの放出は電離放射線を構成する。放射性核種は、自然に生じるか、又は人
工的に生成できる。
　「固形腫瘍」又は「腫瘍」により、原発腫瘍及び/又は転移(場所は問わず)、例えば、
限定されないが、神経膠腫、膵腫瘍；肺癌、例えば小細胞肺癌、乳癌；類表皮癌；神経内
分泌腫瘍；婦人科及び泌尿器科系の癌、例えば子宮頸部、子宮、卵巣、前立腺、腎細胞癌
、精巣胚細胞性腫瘍又は癌；膵臓癌(膵腺癌)；膠芽腫；頭部及び/又は頚部癌；CNS(中枢
神経系)癌；骨腫瘍；固形小児科腫瘍；血液悪性疾患；AIDS関連癌；軟組織肉腫、並びに
黒色腫及びカポジ肉腫を含む皮膚癌を意味する。
【００６４】
　本明細書で用いる場合、用語「癌細胞」は、未制御の成長を伴い異常にかつ無制限に分
裂及び再生し、離脱して体の他の部分に移動でき、別の部位に定着できる(転移と呼ばれ
る)細胞のことをいう。
　「病変」は、本明細書で用いる場合、損傷又は疾患に起因する体組織又は器官における
任意の異常な変化のことをいうことができる。癌の分野における用語法では、病変は、典
型的には、腫瘍のことをいう。
　本明細書で用いる場合、「HER-2陽性(癌)病変」、「HER-2陽性(乳)癌」又は「HER-2陽
性腫瘍」における用語「HER-2陽性」は、HER2遺伝子増幅又はHER2タンパク質過剰発現を
特徴とするために正常な健常細胞と比較して異常に高いレベルのHER2遺伝子及び/又はHER
2タンパク質を有する癌性又は悪性細胞又は組織をいう。HER-2陽性乳癌は、HER2遺伝子増
幅又はHER2タンパク質過剰発現を特徴とする癌性乳細胞を特徴とする。５つの乳癌症例の
うちほぼ１症例において、癌細胞は、１又は２以上の遺伝子変異によるHER2遺伝子増幅を
主な原因として、過剰のHER2を産生する。HER2遺伝子増幅によるHER2タンパク質レベルの
上昇は、多くのタイプの癌で生じ得、よって乳癌に限定されない。
　本明細書で用いる場合、「HER-2陰性(癌)病変」、「HER-2陰性(乳)癌」、「HER-2陰性
腫瘍」、「HER-2陰性細胞」における用語「HER-2陰性」は、HER2遺伝子増幅又はHER2タン
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パク質過剰発現がないため正常レベルのHER2遺伝子及び/又はHER2タンパク質を特徴とす
る癌性若しくは悪性の細胞若しくは組織又は正常な健常細胞若しくは組織をいうことがで
きる。
【００６５】
　用語「インサイチュハイブリダイゼーション(ISH)」は、本明細書で用いる場合、組織
の部分若しくは切片において(インサイチュ)、又は組織が十分に小さい場合(例えば植物
種子、ショウジョウバエ胚)には組織全体において(ホールマウントISH)、細胞において、
及び循環腫瘍細胞(CTC)において特定のDNA若しくはRNA配列の位置決めをするために、標
識した相補性DNA又はRNA鎖(すなわちプローブ)を用いるタイプのハイブリダイゼーション
アッセイのことをいう。インサイチュハイブリダイゼーションは、組織切片中の個々の細
胞内で特定のmRNA種を同定する強力な技法であり、生理学的プロセス及び疾患原因につい
ての洞察を提供する。特に、インサイチュハイブリダイゼーションは、遺伝子の構成、調
節及び機能を理解するための重要な工程である、染色体上又は組織内での特定の核酸配列
の位置を明らかにするために用いられる。現在用いられている重要な技法は次のものを含
む：オリゴヌクレオチド及びRNAプローブ(放射性標識及びハプテン標識)を用いるmRNAへ
のインサイチュハイブリダイゼーション；光学及び電子顕微鏡を用いる分析；ホールマウ
ントインサイチュハイブリダイゼーション；RNA及びRNA＋タンパク質の二重検出；並びに
染色体配列を検出するための蛍光インサイチュハイブリダイゼーション。DNA ISHを用い
て、染色体の構造を決定できる。蛍光DNA ISH(FISH)は、例えば、医学的診断に用いて、
染色体の完全性を評価できる。RNA ISH(RNAインサイチュハイブリダイゼーション)を用い
て、組織切片、細胞、ホールマウント及び循環腫瘍細胞(CTC)内のRNA(mRNA、lncRNA及びm
iRNA)を測定し位置決めする。
【００６６】
　用語「蛍光インサイチュハイブリダイゼーション(FISH)」は、本明細書で用いる場合、
染色体上の特定のDNA配列の存在又は非存在を検出し位置決めするために用いるタイプの
インサイチュハイブリダイゼーションアッセイのことをいう。FISHは、高度の配列相補性
を示す染色体部分とのみ結合する蛍光プローブを用いる。蛍光顕微鏡を用いて、染色体の
どこに蛍光プローブが結合したかを見出すことができる。FISHは、遺伝学的相談、医学及
び種の同定に使用するDNA中の特異な特徴を見出すためにしばしば用いられる。FISHは、
細胞、循環腫瘍細胞及び組織試料中の特定のRNA標的(mRNA、lncRNA及びmiRNA)を検出し位
置決めするためにも用いることができる。この関係において、FISHは、細胞及び組織内の
遺伝子発現の空間-時間的パターンを明らかにする助けとなり得る。
　用語「免疫組織化学(IHC)」は、本明細書で用いる場合、生体組織の切片内で抗体が抗
原に特異的に結合するという原理を利用して、組織切片の細胞において抗原(例えばタン
パク質)を検出するプロセスのことをいう。免疫組織化学的染色は、異常細胞、例えば癌
性腫瘍において見出される異常細胞の診断に広く用いられる。IHCは、バイオマーカー及
び生体組織の異なる部分で異なって発現するタンパク質の分布及び局在を理解するために
基礎研究においても広く用いられる。
　「トラスツズマブ」(商品名:Herclon(登録商標)、Herceptin(登録商標))は、HER2/neu
受容体に干渉するモノクローナル抗体である。この主な用途は、ある種の乳癌の治療のた
めである。
　「ペルツズマブ」又は「2C4」(商品名:Perjeta(登録商標))は、HER2、より具体的にはH
ER2のドメインIIと結合することにより、他のHER受容体とHER2との二量体形成を阻害する
モノクローナル抗体である。その主な用途は、HER2陽性乳癌の治療である。
【００６７】
　用語「原発腫瘍」は、本明細書で用いる場合、腫瘍進行が開始し、進行して癌性腫塊を
生じた解剖学的部位で成長中の腫瘍である。
　用語「転移性病変」は、本明細書で用いる場合、元の場所から体内の他の部分に広がっ
た悪性又は癌性の腫瘍のことをいう。交換可能に用いることがある関連する医学用語とし
て、後期癌、進行癌又は転移性疾患が挙げられる。一般的に、転移性病変は、治療できな
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いと考えられるが、癌性細胞の拡散を抑え、おそらく個体の平均余命を延ばす処置はしば
しば可能である。
　転移は、体内で元の部位を超える癌の拡散に関する用語である。よって、転移性病変は
、原発腫瘍の原位置から離れた場所で見出される癌性腫瘍である。転移性腫瘍は、原発腫
瘍から細胞が離脱して、リンパ系及び血流を介して体内の離れた部分に移動するときに生
じる。或いは、原腫瘍からの細胞は、近接する器官又は組織で新しい腫瘍の種となり得る
。「転移性疾患」は、本明細書で用いる場合、後期癌をいい、癌細胞が原腫瘍の近傍のリ
ンパ節に見出される場合にはステージIIIとされ、癌細胞が原発腫瘍部位を超えて体内の
遠隔部分にまで移動した場合にはステージIVとされる癌の医学的分類のことをいう。転移
性病変は脳、肺、肝臓又は骨で最も一般的に見出される。転移性癌の個体は、症状を経験
することもしないこともあり、症状は、転移細胞が移転した領域と関連し得る。転移性病
変が体内に存在すると、個体の癌は、ほとんどのタイプの癌について治療不能であるとみ
なされる。このことは、利用可能な治療法を用いて全ての存在する癌細胞を根絶すること
は非常に困難であることを意味する。この場合、治療目標は、腫瘍の成長を遅くし、可能
な限り最高のクオリティー・オブ・ライフを維持し、個体の平均余命を可能な限り延ばす
ことになる。幾つかの場合では、転移性病変の人は、症状管理に適切な治療により数年間
生存可能である。
【００６８】
　本明細書で用いる場合、対象内での放射線の「(算出平均)実効線量」は、身体の特定さ
れる全ての組織及び器官における等価線量の組織重み付けされた合計をいい、確率論的な
健康リスク、すなわち身体部分に送達される電離放射線の癌誘発及び遺伝的影響の確率を
表す。(算出平均)実効線量は、放射線のタイプ及び照射される各器官又は組織の性質を考
慮に入れている。(算出平均)実効線量は、国際放射線防護委員会(ICRP)が考案した国際的
な放射線防護制度における放射線防護において線量限界の中心量である。実効線量のSI単
位はシーベルト(Sv)であり、１Svは１ジュール/キログラム(J/kg)である。この実効線量
は、線量のICRP体系において、1991年に、以前の「実効線量当量」から置き換えられた。
放射性医薬品を扱う手順については、実効線量は、典型的には、注入した単位活性あたり
で表され、すなわちmSv/MBqで表される。そのため、個々の患者の実効線量は、MBqで表さ
れる注入した放射性医薬品の活性と、mSv/MBqで表される算出平均実効線量に依存する。
　放射性医薬品の実効線量は、FDAにより2004年に承認されたOLINDA/EXM(登録商標)ソフ
トウェアを用いて算出される。OLINDA/EXM(登録商標)パーソナルコンピュータコードは、
放射性医薬品の線量計算及び動力学モデリングを実行する(OLINDA/EXMは、器官レベルの
内部線量評価/指数モデリング(Organ Level INternal Dose Assessment/EXponential Mod
eling)の略である)。OLINDA(登録商標)は、全身投与された放射性医薬品から、身体の異
なる器官に対する放射線量を算出し、ユーザにより供給された生体動力学データについて
回帰分析を行って、核医学薬物についての算出を支援する。この算出を用いて、核医学に
おける診断及び治療用途での当該医薬品の使用リスク/利益の評価を行う。この技術は、
内部線量界で広く受け入れられて用いられている、成人、子供、妊婦などについての幾つ
かの標準的な身体モデルを利用する。算出は、放射活性薬物を患者又は研究対象に与える
場合に送達されるべき許容放射線量を研究する医薬業界開発者、核医学専門家、教育者、
取締者、研究者その他の者にとって有用である。
【００６９】
　算出実効線量は、選択した標準身体モデル及び選択した排尿膀胱モデルに依存する。本
明細書において示す値は、成人女性モデル及び１ｈの排尿膀胱間隔を用いて算出した。
　本明細書で引用する全ての文書は、本明細書にその全体が参照により組み込まれる。そ
うでないと定義しない限り、技術的及び科学的用語を含む、発明の開示に用いる全ての用
語は、本発明が属する分野の当業者により通常理解される意味と同義である。更なる手引
きにより本発明の教示をよりよく認識するために用語の定義を含める。
【００７０】
[説明の主要部]
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　本発明者らは、癌の予防及び/又は治療に用いるための、固形腫瘍及び/又は癌細胞に特
異的な抗原と特異的に相互作用する固形腫瘍結合抗体断片及び癌細胞結合抗体断片、より
具体的にはVHH又はその機能的断片を同定した。加えて、そしてより重要なことには、本
明細書で開示するVHHを放射性標識することにより、放射免疫療法のための改善された効
果的な方法が開発され、必要とする対象、特に必要とするヒト患者において、高い腫瘍又
は癌細胞取り込み値、低い健常組織取り込み値、低い全体的体内分布及び早い血液からの
クリアランスがもたらされる。
　よって、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、高い治療有効性を示
すだけでなく、正常な健常組織による低い取り込み及び早いクリアランスにより、従来の
免疫療法又は公知の放射免疫療法剤と比較して、治療患者における低い毒性効果、したが
ってかなりより少ない副作用も示す。
　よって、本明細書で開示する抗体断片の有効性及び効力は、医薬用途でのより高い最大
許容量(MTD)の可能性を示唆し、高い治療投薬量の反復及び継続投与により、正常な健常
組織に対する用量制限毒性(DLT)副作用を抑えつつ、腫瘍又は癌細胞成長に効果的に対抗
することが可能になる。
【００７１】
　よって、本発明は、放射標識抗体断片、特に放射標識VHH又はその機能的断片が、動物
又はヒトを癌から効果的に保護し又は癌を効果的に治療するために用いることができるこ
とを初めて証明するものである。より具体的には、本発明は、寿命が延長されていない放
射標識された一価のVHH又はその機能的断片の治療有効性を示すものである。
　本明細書で開示する放射標識抗体断片は、天然に存在するポリペプチドに由来すること
ができる、或いは完全に人工的に設計可能である。このような天然に存在するポリペプチ
ドの非限定的な例としては、重鎖抗体(hcAb)が挙げられ、例えば限定されないが、ラクダ
科動物の重鎖抗体が含まれる。
　特に、本明細書で開示する重鎖抗体由来の重鎖可変ドメイン(すなわちVHH)は、単一ポ
リペプチド鎖からなり、翻訳後修飾されていない。より具体的には、本明細書で開示する
VHH又はその機能的断片は、先天又は適応免疫系に由来し、好ましくは先天又は適応免疫
系のタンパク質に由来する。更により具体的には、本明細書で開示するVHHは、４つのフ
レームワーク領域及び３つの相補性決定領域、又は(通常、相補性決定領域の少なくとも
１つを形成する少なくとも幾つかのアミノ酸残基を含む)それらの任意の適切な断片を含
む。特に、本明細書で開示するVHHは、高い収率で(好ましくは微生物の組換え発現系にお
いて)容易に作製され、その後、簡便に単離及び/又は精製される。
【００７２】
　具体的な実施形態によると、本発明は、腫瘍抗原又は癌細胞抗原(例えば限定されない
が、HER2)との結合に特に適切な幾つかのアミノ酸残基ストレッチ(すなわち小ペプチド)
を提供する。
　これらアミノ酸残基ストレッチは、本明細書で開示するVHH中に、特には該VHHの抗原結
合部位(の一部)を形成するように存在し及び/又は組み込まれていることがある。これら
アミノ酸残基ストレッチは、最初、抗体のCDR配列として創出された(又は、本明細書で更
に説明するように、そのようなCDR配列に基づき、及び/又は由来し得る)ので、本明細書
において一般的に「CDR配列」(すなわち、それぞれCDR1配列、CDR2配列及びCDR3配列)と
も呼ばれる。しかし、本発明は、最も広義には、これらアミノ酸残基ストレッチにより、
本明細書で開示する可変ドメインが腫瘍抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合
するようになる限り、当該ストレッチが当該重鎖可変ドメイン中で有し得る特定の構造的
役割又は機能に限定されない。よって、一般には、本発明は、最も広義には、本明細書で
記載するCDR配列の組み合わせを含み、且つ、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的タンパク
質を特異的に指向する、癌の治療及び/又は予防に用いる放射標識VHHに関する。
【００７３】
　よって、非限定的な具体的実施形態では、本明細書で開示するVHHは、本明細書で記載
するCDR1配列、CDR2配列及びCDR3配列からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ
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酸配列を含む。特に、本明細書で開示するVHHは、本明細書で記載するCDR1配列、CDR2配
列及びCDR3配列の少なくとも１つの組合せを含む少なくとも１つの抗原結合部位を含んで
いてもよい。
　これらCDR配列組合せの１つを有する本明細書で開示する任意のVHH抗体断片は、好まし
くは、(本明細書で定義するとおり)腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的
に結合することができるものであり、より具体的には、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞
特異的抗原と、解離定数(Kd)が溶液中10-8モル/リットルの前記可変ドメイン又はそれ未
満で特異的に結合する。
　特定の実施形態では、本明細書で開示するHER2に対するVHH抗体断片は、５nM以下、例
えば１～５nMの間、好ましくは２～３nMの解離定数(Kd)でHER2と特異的に結合することが
できるものである。
　VHHの腫瘍抗原又は癌細胞抗原との特異的結合は、それ自体公知の任意の適切な様式で
決定することができ、そのような様式としては、例えば、バイオパニング、スキャッチャ
ード解析及び/又は競合結合アッセイ(例えば、ラジオイムノアッセイ(RIA)、酵素免疫ア
ッセイ(EIA)及びサンドイッチ競合アッセイ)並びに当該技術分野で公知の異なる変形が挙
げられる。
【００７４】
　更なる特定の実施形態では、本明細書で開示するVHHは、
　　配列番号１を有するCDR1領域、配列番号２を有するCDR2領域及び配列番号３を有する
CDR3領域、及び/又は
　　配列番号４を有するCDR1領域、配列番号５を有するCDR2領域及び配列番号６を有する
CDR3領域
を含む群から選択されるCDR配列の少なくとも１つの組合せを含む。
　よって、特定の実施形態では、本発明は、(一般)構造：
　　FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
(式中、FR1～FR4は、それぞれフレームワーク領域１～４をいい、CDR1～CDR3は、それぞ
れ相補性決定領域１～３をいい、これらは本明細書で更に定義されるとおりである)を有
する重鎖抗体由来の重鎖可変ドメインを提供する。
　配列番号７及び８(表１を参照)は、腫瘍特異的抗原(特にHER2)に対して惹起された重鎖
可変ドメインのアミノ酸配列を示す。
【００７５】
【表１】

【００７６】
　特に、幾つかの具体的な実施形態において本発明は、配列番号７若しくは８(表１を参
照)の重鎖可変ドメイン又はそれらの機能的断片及び当該重鎖可変ドメイン又はその機能
的断片をコードする核酸配列の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましくは少なくとも
85％、例えば少なくとも90％若しくは95％又はそれ以上の配列同一性を有する、腫瘍特異
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的又は癌細胞特異的標的抗原を指向する放射標識VHHドメインを提供する。
　本明細書で開示する幾つかの特に好ましい重鎖可変ドメイン配列は、HER2と結合するこ
とができ及び/又はHER2を指向し、配列番号７又は８(表１を参照)の重鎖可変ドメインの
少なくとも１つと少なくとも90％のアミノ酸同一性を有するものである(ここで、アミノ
酸同一性の度合いの決定のためには、CDR配列を形成するアミノ酸残基を重視しない)。
　これら重鎖可変ドメインにおいて、CDR配列(表２を参照)は、一般に、本明細書で更に
定義されるとおりである。
【００７７】
【表２】

【００７８】
　本発明は、本明細書で開示するVHH断片(又はこれらを発現するヌクレオチド配列)の起
源についても、本明細書で開示するVHH断片若しくはヌクレオチド配列を作製若しくは得
る(又は作製した若しくは得た)方法に関しても限定されないことに留意されたい。よって
、本明細書で開示するVHH断片は、(任意の適切な種に由来する)天然に存在するアミノ酸
配列又は合成若しくは半合成のアミノ酸配列であってよい。本発明の非限定的な具体的態
様では、アミノ酸配列は、(任意の適切な種に由来する)天然に存在する免疫グロブリン配
列又は合成若しくは半合成の免疫グロブリン配列であり、これには、限定されないが、「
ヒト化」免疫グロブリン配列(例えば、部分若しくは完全ヒト化マウス若しくはウサギ免
疫グロブリン配列、特には、部分若しくは完全ヒト化VHH配列)、「ラクダ化」免疫グロブ
リン配列、並びに、(例えば、合成若しくはランダムの又は天然に存在する免疫グロブリ
ン配列から出発する)親和性成熟、CDRグラフト化、張り合せ(veneering)、異なる免疫グ
ロブリン配列に由来する断片の組み合わせ、オーバーラップするプライマーを用いるPCR
アセンブリ及び免疫グロブリン配列を工学的に操作するための当業者に周知の類似の技法
；又は上記のいずれかの任意の適切な組合せのような技法により得られた免疫グロブリン
配列が含まれる。また、本明細書で開示するVHH配列又はその機能的断片は、本明細書に
更に説明するように適切にヒト化されて、本発明の１又は２以上の更なる(部分又は完全)
ヒト化アミノ酸配列をもたらすことができる。同様に、アミノ酸配列は、合成又は半合成
の配列(例えば部分ヒト化配列)を含む場合、必要に応じて、本明細書で説明するように、
更に適切にヒト化されて、本明細書で開示する１又は２以上の更なる(部分又は完全)ヒト
化アミノ酸配列をもたらすことができる。
【００７９】
　特に、ヒト化アミノ酸配列は、ヒト化置換であり及び/又はヒト化置換に相当する少な
くとも１つのアミノ酸残基が(特に、フレームワーク残基の少なくとも１つに)存在するア
ミノ酸配列であってよい。追加的に又は代替的に、天然に存在するVHH配列のフレームワ
ーク領域の配列と１又は２以上の近縁ヒトVH配列の対応するフレームワーク配列との比較
により、可能性がある他の有用なヒト化置換を突き止めることができる。その後、このよ
うにして決定した１又は２以上の可能な有用ヒト化置換(又はその組合せ)を、前記VHH配
列に(本明細書に更に説明するように、それ自体公知の任意の様式で)導入することができ
、得られたヒト化VHH配列又はその機能的断片を、標的に対する親和性、安定性、発現の
容易さ及びレベル、並びに/又は他の所望の特性について試験することができる。このよ
うにして、限定的な試行錯誤により、当業者は、他の適切なヒト化置換(又はその適切な
組合せ)を決定することができる。
　本明細書で開示する医学目的、特に本明細書で開示する癌に対する治療及び予防用途(
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本明細書で開示するVHH又はその機能的断片が指向する抗原を発現する腫瘍細胞若しくは
癌細胞を死滅させるか、又はそのような腫瘍細胞若しくは癌細胞の成長及び/若しくは増
殖を低減若しくは遅延させることが意図される)に適切になるように、VHHを放射性核種と
連結又は(例えば化学的に)結合させる。
【００８０】
　癌の予防及び/又は治療用の細胞毒性化合物を提供するために、本明細書で開示するVHH
と連結さ得る適切な放射性核種の例は、当業者に明らかであり、限定されないが、例えば
、α放出放射性同位体及びβ放出放射性同位体からなる群から選択することができ、この
ような放射性同位体としては、限定されないが、アクチニウム-225、アスタチン-211、ビ
スマス-212、ビスマス-213、セシウム-137、クロム-51、コバルト-60、ジスプロシウム-1
65、エルビウム-169、フェルミウム-255、金-198、ホルミウム-166、ヨウ素-125、ヨウ素
-131、イリジウム-192、鉄-59、鉛-212、ルテチウム-177、モリブデン-99、パラジウム-1
03、リン-32、カリウム-42、レニウム-186、レニウム-188、サマリウム-153、テクネチウ
ム-99m、ラジウム-223 、ルテニウム-106、ナトリウム-24、ストロンチウム-89、テルビ
ウム-149、トリウム-227、キセノン-133、イッテルビウム-169、イッテルビウム-177、イ
ットリウム-90からなる群から選択される放射性同位体が挙げられる。
　尚更なる具体的な実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片
は、ヨウ素-131で標識されている。
　よって、一態様では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いる、腫瘍抗原及び/又は
癌細胞抗原を特異的に指向する放射標識VHH配列又はその機能的断片を提供する。
【００８１】
　特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いる、より具体的には乳
癌の予防及び/又は治療に用いる、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する放射
標識VHH配列又はその機能的断片を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、例えば少なくとも90％若しくは95％又はそれ以上の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を有する、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する放射標識VHH配列
を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する、
腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する放射標識VHH配列を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いる、腫瘍抗原及
び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する131I標識VHH配列を提供する。
　特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いる、より具体的には乳
癌の予防及び/又は治療に用いる、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する131I
標識VHH配列又はその機能的断片を提供する。
【００８２】
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、例えば少なくとも90％若しくは95％又はそれ以上の配列同一性を有するア
ミノ酸配列を有する、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する131I標識VHH配列
を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いる、配列番号７
若しくは８又はその機能的断片を有する、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向
する131I標識VHH配列を提供する。
　尚更なる特定の実施形態では、本発明は、乳癌の予防及び/又は治療に用いるための、
配列番号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、例えば少なくとも90％若しくは95％又はそれ以上の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を有する、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する131I標識VHH
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配列を提供する。
　尚更なる特定の実施形態では、本発明は、乳癌の予防及び/又は治療に用いる、配列番
号７若しくは８又はその機能的断片を有する、腫瘍抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に
指向する131I標識VHH配列を提供する。
　特に好ましい実施形態では、本発明は、単量体形態のVHHドメイン又はその機能的断片
、並びに、単量体形態のVHHドメイン又はその機能的断片を含むポリペプチド及び医薬組
成物、すなわち、当該ポリペプチド及び医薬組成物のインビボ半減期が可能な限り最小と
なるように唯１つのVHHドメインを含むポリペプチド及び医薬組成物を提供する。
【００８３】
[重鎖可変ドメイン配列のバリアント]
　或る特定の態様では、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する
本明細書で開示する放射標識VHHドメイン又はその機能的断片は、必要に応じて、１又は
２以上のリンカーを介して１又は２以上の更なる基、部分又は残基と連結されていてよい
。これら１又は２以上の更なる基、部分又は残基は、他の興味対象の標的との結合に働く
ことができる。このような更なる基、残基、部分及び/又は結合部位は、本明細書で開示
する重鎖可変ドメインに更なる機能性をもたらしてももたらさなくてもよく、本明細書で
開示する重鎖可変ドメインの特性を改変してもしなくてもよい。このような基、残基、部
分又は結合単位は、例えば、生物学的に活性であり得る化学基であってもよい。
　これら基、部分又は残基は、特定の実施形態では、重鎖可変ドメインにＮ又はＣ末端で
、特にＣ末端で連結されている。
　特定の実施形態では、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する
本明細書で開示する放射標識VHHドメイン又はその機能的断片は、化学的に改変されてい
てもよい。例えば、そのような改変は、重鎖可変ドメインへの１又は２以上の官能基、残
基又は部分の導入又は連結を含み得る。これら基、残基又は部分は、重鎖可変ドメインに
１又は２以上の所望の特性又は機能を与えることができる。そのような官能基の例は当業
者に明らかである。
【００８４】
　例えば、重鎖可変ドメインへのそのような官能基の導入又は連結は、重鎖可変ドメイン
の溶解性及び/若しくは安定性の増大、重鎖可変ドメインの毒性の低減、又は重鎖可変ド
メインの望ましくない副作用の除去若しくは減弱、並びに/或いはその他の有利な特性を
もたらすことができる。
　特定の実施形態では、１又は２以上の基、残基、部分は、１又は２以上のリンカー又は
スペーサーを介して重鎖可変ドメインに連結される。
　好ましくは、１又は２以上の基、残基又は部分は、本明細書で開示する放射標識VHH又
はその機能的断片に、半減期の延長をもたらさない。したがって、好ましい実施形態では
、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、寿命が延長されていない。
　また、好ましくは、１又は２以上の基、残基又は部分は、本明細書で開示する放射標識
VHH又はその機能的断片の多量体化(例えば二量体化)を誘導しない。例えば、カルボキシ
末端システイン含有タグ(例えばGCCタグ)を含むVHHは、単量体形態及び二量体形態の等量
混合物を生じる(Pruszyskiら 2013 Nucl Med Biol. 40:52-59)。したがって、特定の実施
形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、多量体化(例えば二量
体化)を誘導するタグ、より具体的にはシステイン含有タグ、更により具体的にはGGCタグ
を含まない。
　特定の実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、Ｃ末端
ポリペプチドタグ(例えばHisタグ及び/又はMycタグ)を含まず、好ましくはタグ付加され
ていない。有利なことには、カルボキシ末端ポリペプチドタグを有さないVHHを用いる場
合、ポリペプチドタグ(例えばHisタグ及びMyc-Hisタグ)が付加されたVHHと比較して、腎
臓貯留が著しく低減することが示された。
【００８５】
　腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する本明細書で開示する放
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射標識VHHドメインは、好ましくは、(本明細書で更に説明するとおり)単量体形態であり
、特に代替の実施形態では、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合
する本明細書で開示する２又は３以上の放射標識VHHドメイン又はその機能的断片は、互
いに連結されていてよく、又は相互接続されていてもよい。特定の実施形態では、２又は
３以上の重鎖可変ドメイン又はその機能的断片は、１又は２以上のリンカー又はスペーサ
ーを介して互いに連結されている。本明細書で開示する異なる重鎖可変ドメインの結合に
用いる適切なスペーサー又はリンカーは、当業者に明らかであり、一般には、ペプチド及
び/又はタンパク質を連結するために当該技術分野で用いられる任意のリンカー又はスペ
ーサーであってよい。
　特に適切なリンカー又はスペーサーには、例えば、限定されないが、ポリペプチドリン
カー、例えばグリシンリンカー、セリンリンカー、グリシン/セリン混合リンカー、グリ
シン-及びセリン-リッチリンカー若しくは主に極性ポリペプチド断片で構成されているリ
ンカー、又はホモ若しくはヘテロ二官能性化学架橋化合物、例えばグルタルアルデヒド又
は(必要に応じてPEGで間隔をあけた)マレイミド若しくはNHSエステルが含まれる。
　例えば、ポリペプチドリンカー又はスペーサーは、１～50アミノ酸、例えば１～30、特
に１～10アミノ酸残基の長さを有する適切なアミノ酸配列であってよい。リンカーの長さ
、可撓性の程度及び/又はその他の特性が重鎖可変ドメインの特性に幾らか影響し得るこ
とは明らかである。このような影響を受け得る特性には、限定されないが、腫瘍標的又は
癌細胞の標的に対する親和性、特異性又はアビディティーが含まれる。２又は３以上のリ
ンカーを用いる場合、それらは同じでも異なってもよいことが明らかである。本発明との
関係において及び本発明の開示において、当業者は、過度の実験を要することなく、本明
細書で開示する重鎖可変ドメインの結合のための最適なリンカーを決定することができる
。
【００８６】
[重鎖可変ドメインの断片]
　本発明は、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する本明細書で
開示する放射標識VHHドメインの部分、断片、アナログ、変異体、バリアント及び/又は誘
導体、並びに/或いは１又は２以上の当該部分、断片、アナログ、変異体、バリアント及
び/又は誘導体を含むか又はそれから本質的になるポリペプチドも、本発明で企図する目
的に適切である限り、包含する。本発明による当該部分、断片、アナログ、変異体、バリ
アント及び/又は誘導体は、依然として、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特
異的に結合できるものである。
　例えば、本発明は、腫瘍抗原又は癌抗原との結合に特に適する幾つかのアミノ酸残基ス
トレッチ(すなわち小ペプチド)も提供する(これらは、本明細書において、本明細書で開
示するVHHのCDR配列とも呼ばれる)。これらストレッチは、本明細書で開示するVHHの機能
的断片とみなしてもよく、任意の適切な足場(タンパク質)(例えば、限定されないが、本
明細書で開示するVHH)に(特には、当該適切な足場又はVHHの抗原結合部位(の一部)を形成
するような様式で)存在し及び/又は組み込まれていてもよい。しかし、本発明は、最も広
義には、アミノ酸残基ストレッチにより、足場又は本明細書で開示するVHHが腫瘍抗原又
は癌抗原と特異的に結合するようになる限り、当該アミノ酸残基ストレッチが足場又は本
明細書で開示するVHH中で有し得る特定の構造的役割又は機能に限定されないことに注意
されたい。
【００８７】
[核酸配列]
　更なる態様では、本発明は、本明細書で開示する組成物中のVHHドメインアミノ酸配列(
又はその適切な断片)をコードする核酸配列を提供する。これら核酸配列は、ベクター又
は遺伝子構築物又はポリヌクレオチドの形態でもあり得る。本明細書で開示する核酸配列
は、合成若しくは半合成の配列、ライブラリー(特に発現ライブラリー)から単離されたヌ
クレオチド配列、オーバーラップするプライマーを用いてPCRにより作製されたヌクレオ
チド配列、又はそれ自体公知のDNA合成技法を用いて作製されたヌクレオチド配列であり
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得る。
【００８８】
[構築物、ベクター、宿主細胞]
　本明細書で開示する遺伝子構築物は、DNA又はRNAであってよく、好ましくは二本鎖DNA
である。本発明の遺伝子構築物は、意図する宿主細胞又は宿主生物の形質転換に適切な形
態、意図する宿主細胞のゲノムDNAへの組み込みに適切な形態、又は意図する宿主生物に
おける独立の複製、維持及び/若しくは遺伝に適切な形態でもあり得る。例えば、本発明
の遺伝子構築物は、ベクターの形態、例えばプラスミド、コスミド、YAC、ウイルスベク
ター又はトランスポゾンの形態であってよい。特に、ベクターは、発現ベクター、すなわ
ちインビトロ及び/又はインビボで(例えば適切な宿主細胞、宿主生物及び/又は発現系に
おいて)発現をもたらすことができるベクターであってよい。
　したがって、別の更なる態様では、本発明は、１又は２以上の本明細書で開示する核酸
配列を含むベクターを提供する。
　尚更なる態様では、本発明は、１又は２以上の本明細書で開示するアミノ酸配列を発現
するか又は発現する能力を有する宿主又は宿主細胞を提供する。本発明のVHH配列、ポリ
ペプチドの発現に適切な宿主又は宿主細胞の例は、当業者に明らかである。
【００８９】
[VHHドメインを含むポリペプチド]
　更なる態様では、本発明は、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原と特異的に結
合する少なくとも１つの本発明のVHH配列を含むか又はそれから本質的になるポリペプチ
ド(本明細書において、「本明細書で開示するポリペプチド」とも呼ぶ)を提供する。本発
明のポリペプチドは、本明細書で開示する少なくとも１つのVHH又はその機能的断片と、
必要に応じて、(場合により１又は２以上のリンカーを介して連結された)１又は２以上の
基、部分、残基とを含んでもよい。
　特に好ましい実施形態では、本発明は、単量体形態のVHHドメインを含むポリペプチド
及び医薬組成物、すなわち、ポリペプチド及び医薬組成物のインビボ半減期が可能な限り
最小となるように唯１つのVHHドメインを含むポリペプチド及び医薬組成物を提供する。
　しかし、代替の実施形態では、本発明は、二価(又は多価)又は二重特異性(又は多重特
異性)ポリペプチドをもたらす２又は３以上の同一又は異なるVHHドメインを含むポリペプ
チド及び医薬組成物も提供する。
【００９０】
　本明細書で開示するポリペプチドは、興味対象の他の標的又は標的タンパク質と結合す
るための１又は２以上の更なる基、部分又は残基を少なくとも含むことがある。このよう
な更なる基、残基、部分及び/又は結合部位は、本明細書で開示するアミノ酸配列(及び/
又はポリペプチド若しくはポリペプチドが存在する組成物)に更なる機能性をもたらして
ももたらさなくてもよく、本明細書で開示するアミノ酸配列の特性を改変してもしなくて
もよいことが明らかである。そのような基、残基、部分又は結合単位は、例えば、生物学
的及び/又は薬理学的に活性であり得る化学基であってもよい。
　好ましくは、更なる基、残基又は部分は、ポリペプチドに半減期の延長をもたらさない
。したがって、好ましい実施形態では、本明細書で開示するポリペプチドは、寿命が延長
されていない。
　また、好ましくは、更なる基、残基又は部分は、本明細書で開示するポリペプチドの多
量体化(例えば二量体化)を誘導しない。したがって、特定の実施形態では、本明細書で開
示するポリペプチドは、多量体化(例えば二量体化)を誘導するタグ、より具体的にはシス
テイン含有タグ、更により具体的にはGGCタグを含まない。
　特定の実施形態では、本明細書で開示するポリペプチドは、Ｃ末端ポリペプチドタグ、
例えばHisタグ及び/又はMycタグを含まず、好ましくは、本明細書で開示するポリペプチ
ドは、タグ付加されていない。
　これらの基、部分又は残基は、特定の実施形態では、本明細書で開示するアミノ酸配列
とＮ又はＣ末端で連結されている。



(32) JP 6289733 B2 2018.3.7

10

20

30

40

50

【００９１】
[本明細書で開示するVHH配列、ポリペプチド及び組成物の起源及び形態]
　本発明は、本発明のVHH配列若しくはその機能的断片、ポリペプチド又は組成物(又はそ
れらを発現するために用いる本発明のヌクレオチド配列)の起源に限定されないことに注
意されたい。更に、本発明は、本明細書で開示するVHH配列、ポリペプチド又はヌクレオ
チド配列が作製又は得られる様式にも限定されない。よって、本明細書で開示するアミノ
酸配列は、合成又は半合成アミノ酸配列、ポリペプチド又はタンパク質であり得る。
　本発明が提供するアミノ酸配列、ポリペプチド及び組成物は、本質的に単離された形態
(本明細書で定義するとおり)であり得るか、又は少なくとも１つの本明細書で開示するア
ミノ酸配列を含むか若しくはそれから本質的になり得、１若しくは複数の他の基、部分若
しくは残基(全て１若しくは複数の適切なリンカーにより所望により連結される)を所望に
より更に含み得る本明細書で開示するポリペプチド若しくは組成物の一部を形成できる。
【００９２】
[標的種及び交差反応性]
　本開示に基づいて、予防及び/又は治療用途のために、本明細書で開示するVHH配列又は
その機能的断片、ポリペプチド及び組成物は、原則として、全ての形態の腫瘍特異的抗原
及び/又は癌細胞特異的抗原を指向するか又はそれと特異的に結合することが認識される
。しかし、本明細書で開示するVHH配列又はその機能的断片、ポリペプチド及び組成物が
獣医学的目的を意図する場合、これらは、処置することを意図する種からの全ての形態の
腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原を指向するか又はそれと特異的に結合するか
、あるいはこれらは、処置される種からの腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原の
全ての形態と少なくとも交差反応性を有する。したがって、１つの対象種からの全ての形
態の抗原と特異的に結合するVHH配列又はその機能的断片、ポリペプチド及び組成物は、
１又は複数の他の対象種からの全ての形態の抗原と交差反応性を示すか又は示さないこと
がある。もちろん、ヒト又は動物で用いるためのアミノ酸配列の開発の関係において、研
究及び実験室試験において用いるための処置されるものよりも別の種からの腫瘍特異的抗
原及び/又は癌細胞特異的抗原の形態と結合するVHH配列を開発できることが構想される。
　本発明のVHH配列及びポリペプチドは、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原の幾
つかの天然に存在する又は合成のアナログ、バリアント、変異体、対立遺伝子、部分及び
断片と結合することも期待される。より具体的には、本発明のVHH配列及びポリペプチド
は、これらのVHH配列及びポリペプチドと結合する(天然/野生型)抗原の結合部位、部分又
はドメインを(まだ)含む腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗原のこれらのアナログ
、バリアント、変異体、対立遺伝子、部分及び断片と少なくとも結合する。
【００９３】
[標的]
　特定の実施形態では、本明細書で開示するVHHドメインは、固形腫瘍及び/若しくは癌細
胞に存在し及び/又は固形腫瘍及び/若しくは癌細胞に特異的な特定の標的タンパク質に対
する親和性選択により得られる。特定の固形腫瘍抗原又は癌細胞に対する親和性選択によ
り適切なポリペプチドを得ることは、例えば、腫瘍特異的抗原及び/又は癌細胞特異的抗
原に対する結合について、表面上でVHHを発現する細胞のセット、収集物又はライブラリ
ー(例えばバクテリオファージ)をスクリーニングすることにより行うことができる。これ
らの全ては、以下の非限定的な工程を本質的に含むそれ自体既知の様式で行うことができ
る：ａ)腫瘍特異的又は癌細胞特異的タンパク質標的分子であって、可能性のある癌薬物
の標的であることが知られている分子の単離溶液又は懸濁物を得る工程、；ｂ)前記タン
パク質標的分子に対するVHHライブラリーからのファージ又は他の細胞をバイオパニング
する工程；ｃ)腫瘍特異的又は癌細胞特異的タンパク質標的分子と結合するファージ又は
他の細胞を単離する工程；ｄ)個別の結合するファージ又は他の細胞から、VHH挿入断片を
コードするヌクレオチド配列を決定する工程；ｅ)組換えタンパク質発現を用いて、この
配列に従って、ある量のVHHを生成する工程；及びｆ)前記腫瘍特異的又は癌細胞特異的タ
ンパク質標的分子についての前記VHHドメインの親和性を決定する工程；及び所望により
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ｇ)バイオアッセイにおいて、前記VHHドメインの腫瘍殺傷又は抗癌活性を試験する工程。
VHHドメインと腫瘍特異的又は癌細胞特異的タンパク質標的分子との間の親和性を決定す
るために、例えばSambrookら(2001)、Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 第３版
 Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、NYに記載されるように当
該技術において一般的なプラクティスである、例えば、酵素結合免疫吸着法(ELISA)又は
表面プラズモン共鳴(SPR)アッセイを含む様々な方法を用いてよい。解離定数は、ポリペ
プチドとその標的分子との間の親和性を表すために一般的に用いられる。典型的に、ポリ
ペプチドとその標的分子との間の結合の解離定数は、10-5Ｍより低く、より好ましくは、
解離定数は、10-6Ｍより低く、更により好ましくは、解離定数は、10-7Ｍより低く、最も
好ましくは、解離定数は、10-8Ｍ以下、例えば好ましくは10-9Ｍ以下、より好ましくは0.
5.10-9Ｍ以下、例えば10-10Ｍ以下である。
【００９４】
　特定の実施形態では、本明細書で開示するVHH断片は、5.10-9Ｍ以下、例えば約1.10-9

Ｍ～約5.10-9Ｍの間、例えば約2.10-9Ｍ～約3.10-9Ｍの間の解離定数で固形腫瘍抗原と特
異的に結合する。
　腫瘍特異的抗原又は癌細胞特異的抗原は、それぞれ腫瘍細胞又は癌細胞の表面上に特異
的に発生又は特異的及び/又は豊富に発現され、好ましくは正常な健常細胞の表面上では
発現されないか又は比較的低濃度若しくは密度でのみ発現される分子である。これらの腫
瘍特異的又は癌細胞特異的抗原が本明細書で開示する放射標識VHHと結合する場合、抗原
が発現する対応する腫瘍又は癌細胞は、放射毒性の機構により死滅するか、又はその成長
が少なくとも停止、阻害若しくは低減する。
　適切な腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的分子は、当業者にとって、現存する文献又は特
許データベースから容易に入手可能であり、限定することなく、ras及びp53遺伝子の異常
生成物を含む変異により異常な構造を有する腫瘍細胞で生成される任意のタンパク質、組
織分化抗原、変異タンパク質抗原、発癌ウイルス抗原、癌・精巣抗原、癌胎児性抗原及び
血管又は間質特異的抗原を含む。特異的腫瘍抗原の例は、限定されないが、CTAG1B、MAGE
A1、酵素チロシナーゼ、アルファフェトタンパク質(AFP)、癌胎児性抗原(CEA)、EBV及びH
PV、異常構造の細胞表面糖脂質及び糖タンパク質及びHER2、EGFR並びにそれらのバリアン
トを含む。
【００９５】
　特定の実施形態では、癌の予防及び/又は治療に用いるための本明細書で開示する放射
標識VHHドメインは、HER2を特異的に指向する。
　特定の実施形態では、本発明は、乳癌の予防及び/又は治療に用いるための、HER2を特
異的に指向する放射標識VHH配列を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましくは少
なくとも85％、例えば90％又は95％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する、HE
R2を特異的に指向する放射標識VHH配列を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する、
HER2を特異的に指向する放射標識VHH配列を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、腫瘍
抗原及び/又は癌細胞抗原を特異的に指向する131I標識VHH配列又はその機能的断片を提供
する。
【００９６】
　特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、より具体的
には乳癌の予防及び/又は治療に用いるための、HER2を特異的に指向する131I標識VHH配列
又はその機能的断片を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための配列番
号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましくは少な
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くとも85％、例えば90％又は95％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する、HER2
を特異的に指向する131I標識VHH配列を提供する。
　更なる特定の実施形態では、本発明は、癌の予防及び/又は治療に用いるための、配列
番号７若しくは８又はその機能的断片を有する、HER2を特異的に指向する131I標識VHH配
列を提供する。
　尚更なる特定の実施形態では、本発明は、乳癌の予防及び/又は治療に用いるための、
配列番号７若しくは８又はその機能的断片の少なくとも１つと少なくとも80％、好ましく
は少なくとも85％、例えば90％又は95％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する
、HER2を特異的に指向する131I標識VHH又はその機能的断片を提供する。
　尚更なる特定の実施形態では、本発明は、乳癌の予防及び/又は治療に用いるための、
配列番号７又は8を有する、HER2を特異的に指向する131I標識VHH配列又はその機能的断片
を提供する。
【００９７】
　ある種の非限定的な実施形態では、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、
適切な競合アッセイを用いて決定されるように、HER2上のHerceptin(登録商標) (トラス
ツズマブ)結合部位とは異なり、及び/又はHER-2の結合についてHerceptin(登録商標)と競
合しないHER2上の結合部位を特異的に指向する。
　特定の実施形態では、本発明の放射標識VHH配列は、HER2のドメインIVとは異なる(すな
わちそれではない) HER2上の結合部位を特異的に指向する。尚更なる特定の実施形態では
、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、HER2のドメインIVのＣ末端とは異な
る(すなわちそれではない)HER2上の結合部位を特異的に指向する。
　よって、特定の実施形態では、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、適切
な競合アッセイを用いて決定されるように、HER2との結合についてモノクローナル抗体He
rceptin(登録商標)(トラスツズマブ)と競合しない。
　ある種の実施形態では、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、適切な競合
アッセイを用いて決定されるように、HER2との結合についてモノクローナル抗体ペルツズ
マブ(Perjeta(登録商標))と競合しない。更なる実施形態では、本発明の放射標識VHH配列
又はその機能的断片は、HER2上のPerjeta(登録商標) (ペルツズマブ)結合部位とは異なる
HER2上の結合部位を特異的に指向し、より具体的には、本発明の放射標識VHH配列は、HER
2のドメインIIとは異なる(すなわちそれではない)HER2上の結合部位を特異的に指向する
。
【００９８】
　ある種の実施形態では、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、適切な競合
アッセイを用いて決定されるように、HER2との結合についてモノクローナル抗体トラスツ
ズマブ(Herceptin(登録商標))及びモノクローナル抗体ペルツズマブ (Perjeta(登録商標)
)と競合しない。更なる実施形態では、本発明の放射標識VHH配列又はその機能的断片は、
HER2上のトラスツズマブ(Herceptin(登録商標))及びペルツズマブ(Perjeta(登録商標))結
合部位とは異なるHER2上の結合部位を特異的に指向する。特定の実施形態では、本発明の
放射標識VHH配列は、HER2のドメインIV、より具体的にはHER2のドメインIVのＣ末端及びH
ER2のドメインIIとは異なる(すなわちそれらではない)HER2上の結合部位を特異的に指向
する。
　抗原ターゲティング(例えばHER2-ターゲティング)放射標識VHH又はその機能的断片が結
合剤、例えば同じ抗原を標的にするモノクローナル抗体と競合するか否かを決定するため
の適切な競合アッセイは、限定されないが、インビボ競合アッセイであってよい。インビ
ボ競合アッセイでは、放射標識VHH又はその機能的断片の体内分布を、放射標識VHH又はそ
の機能的断片のみを投与した試験動物と、放射標識VHH又はその機能的断片の投与前に結
合剤で前処理した試験動物とにおいて比較し、実質的に同じ体内分布は、放射標識VHH又
はその機能的断片が標的抗原との結合について結合剤と競合しないことを示す。
【００９９】
[標的抗原の形態]
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　本明細書の開示に基づいて、医学的、すなわち予防及び/又は治療用途のために、本明
細書で開示する重鎖可変ドメインは、原則的に、幾つかの異なる形態の腫瘍特異的抗原又
は癌細胞特異的抗原を指向するか又はそれと特異的に結合することが認識される。本明細
書で開示するVHH又はその機能的断片は、それらの腫瘍抗原又は癌抗原の天然に存在する
又は合成のアナログ、バリアント、変異体、対立遺伝子、部分及び断片と結合することも
期待される。より具体的には、本明細書で開示する重鎖可変ドメインは、これらのVHH又
はその機能的断片が結合する天然の腫瘍又は癌抗原の結合部位、部分又はドメインを(ま
だ)含む腫瘍又は癌抗原のアナログ、バリアント、変異体、対立遺伝子、部分及び断片と
少なくとも結合することが期待される。
　HER2を特異的に指向するVHH又はその機能的断片を本発明が提供する特定の実施形態で
は、本明細書で開示するVHHが単量体形態のHER2とのみ結合できるか、又は多量体形態のH
ER2とのみ結合できるか、又はHER2の単量体及び多量体の両形態と結合できることが本発
明の範囲内である。このような場合、ここでもまた、本明細書で開示するVHH又はその機
能的断片は、本明細書で開示するVHHが多量体形態と結合する親和性及び特異性と同じ、
又は異なる(すなわちより高い又はより低い)親和性及び/又は特異性で単量体形態のHER2
と結合できる。
【０１００】
　HER2が他のタンパク質又はポリペプチド(例えば他のERBB受容体)と会合してタンパク質
複合体(例えば多重サブユニットを有する)を形成できる場合(ヘテロ二量体化ともいう)、
本明細書で開示するVHHが非会合状態のHER2と結合できるか、又は会合状態のHER2と結合
できるか、又は両方と結合できることが本発明の範囲内である。
　一般的に、本明細書で開示するVHH配列は、当業者に明らかであるように、生物学的及
び/又は治療的観点から最も適切であるこれら形態のHER2(単量体、多量体及び会合形態を
含む)と少なくとも結合する。
【０１０１】
[本明細書で開示するVHH配列を生成(production)及び製造(manufacturing)する方法]
　本発明は、VHHドメイン配列又はその機能的断片を調製又は作製する方法、及びこれら
をコードする核酸並びにこれらの重鎖可変ドメイン配列を含む宿主細胞、生成物及び組成
物を生成する方法を更に提供する。このような方法の幾つかの好ましいが非限定的な例は
、本明細書の更なる記載から明らかである。
　当業者に明らかであるように、本明細書で開示する重鎖可変ドメイン配列を調製する特
に有用な方法は、全般的に、以下の工程を含む：
(ａ)本明細書で開示する重鎖可変ドメイン配列をコードするヌクレオチド配列又はベクタ
ー若しくは遺伝子構築物　重鎖可変ドメイン配列をコードするヌクレオチド配列を発現す
る工程、
(ｂ)所望により、重鎖可変ドメイン配列を単離及び/又は精製する工程。
【０１０２】
　本明細書で構想する特定の実施形態では、腫瘍特異的又は癌細胞特異的重鎖可変ドメイ
ン配列は、VHH配列のランダムライブラリーの作製及び腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的
タンパク質と特異的に結合できるVHH配列についてのこのライブラリーのスクリーニング
を含む方法により得ることができる。
　したがって、特定の実施形態では、本明細書で開示する重鎖可変ドメイン配列を調製す
る方法は、以下の工程を含む：
ａ)VHHドメインのアミノ酸配列のセット、収集物又はライブラリーを準備する工程と、
ｂ)前記アミノ酸配列のセット、収集物又はライブラリーを、腫瘍特異的又は癌細胞特異
的標的と結合でき、及び/又は親和性を有するアミノ酸配列についてスクリーニングする
工程と、
ｃ)腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的と結合でき、及び/又は親和性を有するアミノ酸配列
を単離する工程。
【０１０３】
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　このような方法では、VHH配列のセット、収集物又はライブラリーは、アミノ酸配列の
任意の適切なセット、収集物又はライブラリーであってよい。例えば、アミノ酸配列のセ
ット、収集物又はライブラリーは、免疫グロブリン断片配列(本明細書で記載するとおり)
のセット、収集物又はライブラリー、例えば免疫グロブリン断片配列のナイーブセット、
収集物又はライブラリー；免疫グロブリン断片配列の合成又は半合成セット、収集物又は
ライブラリー；及び/あるいは親和性成熟に供した免疫グロブリン断片配列のセット、収
集物又はライブラリーであってよい。
　本発明の特定の実施形態では、VHH配列のセット、収集物又はライブラリーは、例えば
、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的又はそれらに基づくか若しくはそれらに由来する
適切な抗原性決定基、例えば抗原性部分、断片、領域、ドメイン、ループ若しくはその他
のエピトープで適切に免疫された哺乳動物に由来する免疫グロブリン断片配列の免疫性セ
ット、収集物又はライブラリーであってよい。ある特定の態様では、前記抗原性決定基は
、細胞外部分、領域、ドメイン、ループ又はその他の細胞外エピトープであってよい。
　上記の方法では、VHH配列のセット、収集物又はライブラリーは、例えばスクリーニン
グを容易にするために、ファージ、ファージミド、リボソーム又は適切な微生物(例えば
酵母)上に提示されていてよい。アミノ酸配列(のセット、収集物又はライブラリー)を提
示及びスクリーニングするための適切な方法、技術及び宿主生物は、例えば更なる本開示
に基づいて当業者に明らかである。HoogenboomによるNature Biotechnology、23、9、110
5-1116 (2005)における概説も参照される。
【０１０４】
　他の実施形態では、本明細書で開示する重鎖可変ドメイン配列を作製する方法は、少な
くとも以下の工程を含む：
ａ)VHHドメインアミノ酸配列を発現する細胞の収集物又は試料を準備する工程と、
ｂ)前記細胞の収集物又は試料を、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的と結合でき、及び/又
は親和性を有するアミノ酸配列を発現する細胞についてスクリーニングする工程と、
ｃ)(ｉ)前記アミノ酸配列を単離するか、又は(ii)前記アミノ酸配列をコードする核酸配
列を前記細胞から単離した後に前記アミノ酸配列を発現する工程。
　細胞の収集物又は試料は、例えば、Ｂ細胞の収集物又は試料であってよい。また、本方
法において、細胞の試料は、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的、又はそれらに基づく
か若しくはそれらに由来する適切な抗原性決定基、例えば抗原性部分、断片、領域、ドメ
イン、ループ若しくは他のそのエピトープで適切に免疫された哺乳動物に由来することが
ある。ある特定の実施形態では、抗原性決定基は、細胞外部分、領域、ドメイン、ループ
又は他の細胞外エピトープであってよい。
【０１０５】
　他の実施形態では、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的を指向する重鎖可変ドメイン配列
を作製する方法は、少なくとも以下の工程を含む：
ａ)VHHドメインアミノ酸配列をコードする核酸配列のセット、収集物又はライブラリーを
準備する工程と、
ｂ)前記核酸配列のセット、収集物又はライブラリーを、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標
的と結合でき、及び/又は親和性を有するアミノ酸配列をコードする核酸配列についてス
クリーニングする工程と、
ｃ)前記核酸配列を単離した後に、前記アミノ酸配列を発現する工程。
　上記の方法では、アミノ酸配列をコードする核酸配列のセット、収集物又はライブラリ
ーは、例えば、免疫グロブリン断片配列のナイーブセット、収集物又はライブラリーをコ
ードする核酸配列のセット、収集物又はライブラリー；免疫グロブリン断片配列の合成又
は半合成セット、収集物又はライブラリーをコードする核酸配列のセット、収集物又はラ
イブラリー；及び/あるいは親和性成熟に供した免疫グロブリン断片配列のセット、収集
物又はライブラリーをコードする核酸配列のセット、収集物又はライブラリーであってよ
い。
【０１０６】
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　特に、このような方法では、核酸配列のセット、収集物又はライブラリーは、腫瘍特異
的又は癌細胞特異的抗原(本明細書で定義するとおり)を指向するVHHドメインのセット、
収集物又はライブラリーをコードする。
　上記の方法では、ヌクレオチド配列のセット、収集物又はライブラリーは、例えばスク
リーニングを容易にするために、ファージ、ファージミド、リボソーム又は適切な微生物
(例えば酵母)上に提示されていてよい。アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列(の
セット、収集物又はライブラリー)を提示及びスクリーニングするための適切な方法、技
術及び宿主生物は、例えば更なる本開示に基づいて当業者に明らかである。Hoogenboomに
よるNature Biotechnology、23、9、1105-1116 (2005)における概説も参照される。
　本発明は、上記の方法、あるいは上記の方法の１つと更に少なくとも、前記VHH配列の
ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列を決定する工程と、前記VHH配列をそれ自体既知の様
式、例えば適切な宿主細胞若しくは宿主生物での発現又は化学合成により発現又は合成す
る工程とを含む方法により得ることができるか、又は得られるVHH配列にも関する。
【０１０７】
[本明細書で開示するVHHドメインの単離]
　幾つかの場合では、本明細書で構想する腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的と特異的に結
合するアミノ酸配列を生成する方法は、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的についての
検出可能な結合親和性又は腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的に対する検出可能なイン
ビトロ効果を有する少なくとも１つのVHHドメインをアミノ酸配列ライブラリーから単離
する工程を更に含んでよい。
　これらの方法は、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的についての検出可能な結合親和
性又は腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的の活性に対する検出可能なインビトロ効果を
有する少なくとも１つのVHHドメインをコードする配列を増幅する工程を更に含んでよい
。例えば、本明細書で記載する方法の選択工程から得られた特定のアミノ酸配列を提示す
るファージクローンを、宿主細菌の再感染及び成長培地でのインキュベーションにより増
幅できる。
【０１０８】
　特定の実施形態では、これらの方法は、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的と結合できる
１又は複数のアミノ酸配列の配列を決定することを包含してよい。
　アミノ酸配列のセット、収集物又はライブラリーに含まれる重鎖可変ドメイン配列が適
切な細胞又はファージ又は粒子上に提示される場合、前記細胞又はファージ又は粒子から
、アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を単離することが可能である。このように
して、選択されたアミノ酸配列ライブラリーメンバーのヌクレオチド配列を、日常的な配
列決定法により決定できる。
　更なる特定の実施形態では、本明細書で構想するVHHドメインを生成する方法は、前記
ヌクレオチド配列を、宿主生物において、適切な条件下で発現して、実際の所望のアミノ
酸配列を得る工程を含む。この工程は、当業者に既知の方法により行うことができる。
　更に、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的についての検出可能な結合親和性又は腫瘍
特異的若しくは癌細胞特異的標的の活性に対する検出可能なインビトロ効果を有する、得
られたVHHドメイン配列は、所望によりそれらの配列を同定した後に、可溶性タンパク質
構築物として合成してよい。
【０１０９】
　例えば、上記の方法により得られ、得ることができ、又は選択されたVHHドメイン配列
は、当該技術において既知の組換え又は化学合成法を用いて合成できる。また、上記の方
法により得られ、得ることができ、又は選択されたアミノ酸配列は、遺伝子工学技術によ
り生成できる。よって、上記の方法により得られ、得ることができ、又は選択されたVHH
配列を合成する方法は、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的の活性についての検出可能
な結合親和性又は腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的の活性に対する検出可能なインビ
トロ効果を有するアミノ酸配列をコードする核酸又はベクターで宿主細胞を形質転換又は
感染させることを含んでよい。したがって、腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的につい
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ての検出可能な結合親和性又は腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的標的に対する検出可能な
インビトロ効果を有するVHH配列は、組換えDNA法により作製できる。アミノ酸配列をコー
ドするDNAは、慣習的な手順を用いて容易に合成できる。一旦調製されると、DNAを発現ベ
クターに導入でき、次いで該ベクターで宿主細胞、例えば大腸菌(E. coli)又は任意の適
切な発現系を形質転換又はトランスフェクションでき、それにより、組換え宿主細胞及び
/又はこれらの組換え宿主細胞が存在する培地中でアミノ酸配列の発現を得ることができ
る。
　タンパク質発現及び精製の当業者に知られるように、適切な発現系を用いて発現ベクタ
ーから生成されるVHHドメインは、精製を容易にするために、例えばHis-タグ又は他の配
列タグで(典型的にはアミノ酸配列のＮ末端又はＣ末端の端にて)タグ付加されていてよい
。
【０１１０】
　核酸又はベクターの宿主細胞への形質転換又はトランスフェクションは、リン酸カルシ
ウム-DNA共沈、DEAE-デキストラン媒介トランスフェクション、ポリブレン媒介トランス
フェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポソーム融合、
リポフェクション、プロトプラスト融合、レトロウイルス感染及び遺伝子銃を含む、当業
者に既知の様々な手段により達成できる。
　所望の重鎖可変ドメイン配列の発現のための適切な宿主細胞は、インビトロ又はインビ
ボにある任意の真核又は原核細胞(例えば細菌細胞、例えば大腸菌、酵母細胞、哺乳動物
細胞、鳥類細胞、両生類細胞、植物細胞、魚類細胞及び昆虫細胞)であってよい。例えば
、宿主細胞は、トランスジェニック植物にあってよい。
　よって、本出願は、腫瘍若しくは癌細胞特異的抗原についての検出可能な親和性又は腫
瘍若しくは癌細胞特異的抗原の活性に対する検出可能なインビトロ効果を有するVHHドメ
イン配列を生成する方法であって、そのようなVHH配列をコードする核酸配列又はベクタ
ーで宿主細胞を形質転換、トランスフェクト又は感染させ、適切な条件下でそれらのアミ
ノ酸配列を発現することを含む方法も提供する。
　なお別の実施形態では、本発明は、本明細書で開示する医薬組成物を製造する(又は等
価な用語である「生成する」)方法を更に提供する。
【０１１１】
　特定の実施形態では、本発明は、少なくとも以下の工程を含む、本明細書で開示する医
薬組成物を生成する方法を提供する：
-  腫瘍又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合する少なくとも１つのVHH又はその機能的断
片を得る工程と、
-  前記VHH又はその機能的断片を医薬組成物に処方する工程。
　これらの方法の特定の実施形態では、腫瘍特異的又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合
する少なくとも１つの重鎖可変ドメイン又はその機能的断片を得る工程は：
(ａ)腫瘍特異的又は癌細胞特異的抗原と特異的に結合するVHH又はその機能的断片をコー
ドするヌクレオチド配列を発現する工程と、所望により、
(ｂ) VHH又はその機能的断片を単離及び/又は精製する工程と
を含む。
　これらの方法の他の具体的な実施形態では、腫瘍特異的又は癌細胞特異的タンパク質標
的と特異的に結合する少なくとも１つのVHH又はその機能的断片を得る工程は：
ａ)VHHドメイン配列又はVHH配列の機能的断片のセット、収集物又はライブラリーを準備
する工程と、
ｂ)VHHドメイン配列又はその機能的断片の配列の前記セット、収集物又はライブラリーを
、腫瘍抗原と特異的に結合し、及び/又は腫瘍抗原に対する親和性を有する配列について
スクリーニングする工程と、所望により、
ｃ)腫瘍特異的若しくは癌細胞特異的抗原と特異的に結合し、及び/又は腫瘍特異的若しく
は癌細胞特異的抗原に対する親和性を有するVHH配列又はその機能的断片の配列を単離す
る工程と
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を含む。
【０１１２】
[本明細書で開示するVHHドメインの放射標識]
　予防及び治療の目的、特に、本明細書で開示するVHHが指向する腫瘍特異的又は癌細胞
特異的抗原を発現する腫瘍細胞又は癌細胞を死滅させるか又は成長若しくは増殖を少なく
とも低減若しくは遅延させることを意図する癌関連疾患及び障害の予防及び/又は治療の
ために適切になるために、本明細書で開示するVHHは、放射性核種と連結又は結合、例え
ば化学的に結合している。
　癌の予防及び/又は治療のための細胞傷害性化合物を提供するために本明細書で開示す
るVHH又はその機能的断片と連結できる適切な放射性核種の例は、当業者に明らかであり
、例えば、いずれの限定もなく、例えば、限定されないが、アクチニウム-225、アスタチ
ン-211、ビスマス-212、ビスマス-213、セシウム-137、クロム-51、コバルト-60、ジスプ
ロシウム-165、エルビウム-169、フェルミウム-255、金-198、ホルミウム-166、ヨウ素-1
25、ヨウ素-131、イリジウム-192、鉄-59、鉛-212、ルテチウム-177、モリブデン-99、パ
ラジウム-103、リン-32、カリウム-42、レニウム-186、レニウム-188、サマリウム-153、
テクネチウム-99m、ラジウム-223 、ルテニウム-106、ナトリウム-24、ストロンチウム-8
9、テルビウム-149、トリウム-227、キセノン-133、イッテルビウム-169、イッテルビウ
ム-177、イットリウム-90からなる群から選択される放射性同位体を含む、α放出放射性
同位体及びβ放出放射性同位体からなる群から選択できる。
【０１１３】
　まだ更なる具体的な実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断
片は、ヨウ素-131で標識されている。
　タンパク質に放射性核種を組み込むために様々な放射標識方策が利用可能である。放射
化学者のための技術の選択は、主に、用いる放射性核種に依存する。ヨウ素の放射活性同
位体は、求電子性置換により直接又はコンジュゲーションにより間接的に分子に組み込ま
れる能力を有する。他方、放射活性金属は、キレート化剤との錯体形成により標識されて
いる。多くの金属性放射性核種は、キレート化剤と安定錯体を形成することによりタンパ
ク質とのコンジュゲーションを可能にする能力を有する。ヨウ素核種での分子の放射標識
は、製薬放射化学において非常に重要である。30種を超えるヨウ素の同位体が同定されて
いるが、放射性ヨウ素化学においては４つだけが一般的に用いられている：123I、124I、
125I及び131I。
【０１１４】
　タンパク質の直接放射ヨウ素標識は、腫瘍ターゲティング又は癌細胞ターゲティング放
射性医薬品の合成のための重要な方法である。一般的に、タンパク質放射ヨウ素標識の２
つの基本的なアプローチがある。最も直接的なアプローチは、チロシン及びヒスチジン残
基にて求電子性置換を用いる直接タンパク質標識である。放射性ヨウ素は、インサイチュ
で酸化されて、求電子物質*I+を創出する。このことは、クロラミンＴ、Iodogen(登録商
標)及びＮ-ハロスクシンイミドのような酸化剤を用いて行われる。生じた求電子性物質は
、アミノ酸チロシンの電子豊富な芳香環を攻撃して、σ錯体を形成する。この置換は、σ
錯体を安定化する電子供与性ヒドロキシル基のためにチロシンにて行われる。タンパク質
の標識は穏やかな条件下で起こる必要があるので、チロシンへのヨウ素の付着が非常に好
ましい。
　この方法は穏やかな条件下で行われ、これは、タンパク質の標識のために最適である。
しかし、これは、タンパク質がアクセス可能なチロシン又はヒスチジン残基を含む場合に
のみ可能である。
　コンジュゲーションによるタンパク質の間接的なヨウ素化は、頻繁に用いられる代替法
である。このアプローチでは、ヨウ素は、２つの官能基を含む補欠分子族を用いることに
より組み込まれて、放射ヨウ素標識及びタンパク質への組み込みの両方が可能になる。放
射ヨウ素標識のために用いられる様々な補欠分子族があるが、最も頻繁に用いられるもの
は、Ｎ-スクシンイミジル５-[*１]ヨード-３-ピリジンカルボキシル([131I]SIPC)及びＮ-
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スクシンイミジル-３-[*I]-ヨードベンゾエート([*I]SIB)である。両方の活性エステルは
、タンパク質のアミノ基とコンジュゲートし、高いインビボ安定性を示す。
【０１１５】
　芳香基のアシル化のための別の補欠分子族は、Ｎ-スクシンイミジル-４-グアニジノメ
チル-３-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)である。
　本発明の特定の実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHHは、Ｎ-スクシンイミジ
ル-４-グアニジノメチル-３-[I-131]ヨードベンゾエート([I-131]SGMIB)又はその適切な
誘導体若しくはバリアントを用いてヨウ素-131で標識されている。
　放射線療法についての詳細なプロトコールは、専門家が容易に利用可能である(Cancer 
Radiotherapy: Methods and Protocols (Methods in Molecular Medicine)、Huddart RA
編、Human Press 2002)。当業者は、疾患の性質及び患者の素質に依存して、適当な用量
及び施与スケジュールをどのように決定するかを理解している。特に、当業者は、用量制
限毒性(DLT)をどのように評価し、したがって最大耐用量(MTD)をどのように決定するかを
理解している。
【０１１６】
　特定の実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片は、約800 m
Ciより低い、例えば約150 mCiより低い、例えば約30 mCiより低い、例えば約15 mCiより
低い放射活性線量にて投与される。
　特定の実施形態では、放射性イムノコンジュゲートは、放射性核種に依存して約0.5 mC
i/mg～約8000 mCi/mg、例えば１mCi/mg～約1500 mCi/mg、例えば１mCi/mg～約300 mCi/mg
、例えば１mCi/mg～約150mCi/mgの比放射能を有し、静脈内、腹腔内又はその他の経路、
例えばくも膜下腔内経路により投与できる。所望の処置の期間及び効率に依存して、本明
細書で開示する放射性核種- VHHコンジュゲートは、他の治療剤又は放射線感作薬と組み
合わせて１回又は数回投与してよい。用いられる放射性イムノコンジュゲートの量は、癌
の厳密な性質に依存する。投与あたりの放射活性の線量は、効果があるように十分高い必
要があるが、用量制限毒性(DLT)より低い必要がある。
【０１１７】
[予防及び/又は治療及び/又は目的のためのVHH配列、ポリペプチド及び医薬組成物]
　尚更なる態様では、１又は複数の本明細書で開示するVHH配列若しくはその機能的断片
及び/又は本明細書で構想する核酸配列と、所望により、少なくとも１つの許容できる担
体とを含む組成物(本明細書で構想する医薬組成物ともいう)が提供される。
　ある種の特定の実施形態によると、本明細書で構想する組成物は、所望により、少なく
とも１つの他の化合物を更に含んでよい。
　特定の実施形態では、本明細書で開示する組成物は、医薬組成物である。
　本明細書で構想する医薬組成物は、興味対象の腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的分子に
関連する疾患及び障害の予防及び/又は治療において用いることができる。特に、本出願
は、温血動物、特に哺乳動物、より具体的にはヒトにおける予防及び/又は治療的使用に
適切な１又は複数の本明細書で構想するVHH配列又はその機能的断片を含む医薬組成物を
提供する。
【０１１８】
　１又は複数の癌関連疾患、障害又は状態の予防及び/又は治療における獣医学的目的の
ために用いることができる本明細書で構想する１又は複数のVHH配列又はその機能的断片
を含む医薬組成物も提供される。
　処置の用量、投与経路、施与スキーム、反復及び期間は、一般的に、疾患の性質(腫瘍
又は癌細胞のタイプ、グレード及びステージなど)及び患者(素質、年齢、性別など)に依
存し、処置に責任を有する医学専門家により決定される。上記の開示する組み合わせの成
分についての可能性のある用量に関して、処置に責任を有する医学専門家は、いずれの用
量制限毒性又はその他の重篤な副作用が発生するかを注意深くモニタリングし、これらを
管理するための必要な工程を行う。
　一般的に、薬学的使用のために、本明細書で構想するVHH配列又はその機能的断片は、
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本明細書で構想する少なくとも１つのVHH配列又はポリペプチドと、少なくとも１つの薬
学的に許容される担体、希釈剤若しくは補形剤及び/又は補助剤と、所望により、１若し
くは複数の更なる医学的に活性なポリペプチド及び/又は化合物とを含む医薬調製物又は
組成物として処方できる。このような製剤は、腹腔内、静脈内又は他の投与、例えばくも
膜下腔内投与のために適切であってよい。 よって、本明細書で構想するVHH配列又はその
機能的断片及び/あるいはこれらを含む組成物は、例えば、腫瘍又は癌細胞の場所、タイ
プ及び起源に依存して全身、局所又は興味対象の組織若しくは器官に局部投与でき、好ま
しくは、用いられる具体的な医薬製剤又は組成物に依存して、腹腔内、静脈内又はくも膜
下腔内投与できる。臨床家は、適切な投与経路及びそのような投与において用いるための
適切な医薬製剤を選択できる。
【０１１９】
　注射又は注入のために適切な医薬剤形は、滅菌水性液剤若しくは分散剤又は所望により
リポソームにカプセル化した、滅菌注入若しくは注射溶液若しくは分散液の即座の調製に
適合した活性成分を含む滅菌散剤を含み得る。全ての場合では、最終的な剤形は、滅菌さ
れ、流体で製造及び貯蔵の条件下で安定でなければならない。液体担体又はビヒクルは、
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)、植物油、非毒性グリセリルエステル及びその適切な混合
物を含む、溶剤又は液体分散媒であり得る。
　予防及び/又は処置における使用のために必要な本明細書で構想するVHH配列又はその機
能的断片及びポリペプチドの量は、特定のVHH配列又はその機能的断片及びポリペプチド
だけでなく、投与の経路、処置される状態の性質並びに患者の年齢及び状態にも応じて変
動でき、最終的に、付帯する医師又は臨床家の考え次第である。本明細書で構想するVHH
配列又はその機能的断片及びポリペプチドの投与量は、また、標的細胞、腫瘍、組織、グ
ラフト又は器官に依存して変動できる。
【０１２０】
　特に、本明細書で構想するVHH配列又はその機能的断片及びポリペプチドは、なかでも
状態の重篤度及び処置される患者に基づいて医療従事者が決定する量で投与される。典型
的に、各疾患適応症について、最適用量は、１日あたり体重１kgあたりの投与量、継続的
であるか(例えば注入による)、単回１日用量又は１日の間に複数の分割用量としてである
かを明らかにすることにより決定される。臨床家は、一般的に、本明細書で述べる因子に
依存して、適切な１日用量を決定できる。具体的な場合では、臨床家は、例えば上記の因
子及び臨床家の経験的判断に基づいて、これらの量から逸脱することを選択し得ることも
明らかである。
　本明細書で構想するVHH及びVHH又はその機能的断片を含むポリペプチドの有用な投与量
は、それらのインビトロ活性及び/又は動物モデルにおいてインビボ活性を決定すること
により決定できる。
　ある種の実施形態では、本発明は、投与を必要とする対象に、10μg～1000μgの間のVH
Hの用量で放射標識VHH又はその機能的断片を投与することによる癌の予防及び/又は治療
に用いるための本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片を提供する。更なる
特定の実施形態では、本発明は、投与を必要とする対象に、10μg～500μgの間の放射標
識VHH、例えば特に10～100μgの間の放射標識VHH、特に20～70μgの間の放射標識VHH、例
えば40～60μgの間の放射標識VHH、より好ましくは、限定されないが、約50μgの放射標
識VHHの用量で放射標識VHHを投与することによる癌の予防及び/又は治療に用いるための
本明細書で開示する放射標識VHH又はその機能的断片を提供する。
【０１２１】
　よって、ある種の実施形態では、癌の予防及び/又は治療は、投与を必要とする対象に
、本明細書で開示する放射標識VHHを投与することにより達成され、VHH又はその機能的断
片が、対象における0.001～0.05 mSv/MBqの間の算出平均実効線量、例えば、限定されな
いが、0.02～0.05 mSv/MBqの間、より好ましくは0.02～0.04 mSv/MBqの間、最も好ましく
は0.03～0.05 mSv/MBqの間の算出平均実効線量を有することを特徴とする。
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　したがって、投与あたり患者に与えられる放射活性の線量は、効果的であるように十分
高い必要があるが、用量制限毒性(DLT)未満でなければならない。例えば131-ヨウ素での
放射標識抗体を含む医薬組成物について、最大耐量(MTD)は、治療背景を超えないように
決定しなければならない。
　本明細書で構想するポリペプチド及び/又はそれを含む組成物は、防止又は処置される
疾患又は障害の予防及び/又は治療に適切な処置の計画に従って投与される。臨床家は、
一般的に、適切な処置計画を決定できる。一般的に、処置計画は、１又は複数の薬学的に
有効な量又は用量で、１又は複数のVHH配列又はポリペプチドあるいは１又は複数のそれ
を含む組成物を投与することを含む。
【０１２２】
　所望の用量は、簡便に、単回用量又は適切な間隔で投与される分割用量(これは、更に
分けて投与(sub-dosed)できる)にあってよい。投与計画は、長期(すなわち、少なくとも
２週間、例えば数ヶ月又は数年)又は毎日の処置を含み得る。特に、投与計画は、１日１
回から１ヶ月に１回、例えば１日１回～２週間に１回の間、例えば、限定されないが、１
週間に１回で変動できる。よって、処置の所望の期間及び効果に依存して、本明細書で開
示するVHH医薬組成物は、１回又は数回、間欠的、例えば数日、数週間又は数ヶ月にわた
って異なる投与量で毎日投与してよい。本明細書で開示するVHH組成物の施与量は、具体
的な癌疾患の性質に依存する。多数回投与が好ましい。しかし、放射標識物質は、典型的
に、４～24週間離れた、好ましくは12～20週間離れた間隔で投与される。当業者は、しか
し、投与を２回以上(これは、互いにすぐ後に施与されてよい)又は例えば１日～１週間の
範囲の他の所定の間隔での施与に分けることをどのように選択するかを理解している。
　特に、本明細書で構想するVHH配列又はその機能的断片及びポリペプチドは、本明細書
で記載する疾患及び障害の予防及び/又は治療のために用いられるか又は用いることがで
き、その結果、相乗効果が得られることがあるか又は得られないことがある他の薬学的に
活性な化合物又は成分と組み合わせて投与してよい。そのような化合物及び成分並びにそ
れらを投与する経路、方法及び医薬製剤又は組成物の例は、臨床家に明らかである。
【０１２３】
　本発明の関係において、「組み合わせて」、「併用療法で」又は「併用処置で」は、本
明細書で開示する放射標識VHH配列又は本明細書で開示する放射標識VHH配列を含むポリペ
プチドが、計画中の患者に１又は複数の他の薬学的に活性な化合物又は成分と一緒に施与
され、患者は、そのような組み合わせの有益な効果から利益を受け得ることを意味する。
特に、両方の処置は、時間的に近接して患者に施与される。好ましい実施形態では、両方
の処置は、４週間(28日間)以内に患者に施与される。より好ましくは、両方の処置は、２
週間(14日間)以内、より好ましくは１週間(７日間)以内に施与される。好ましい実施形態
では、２つの処置は、２又は３日以内に施与される。別の好ましい実施形態では、２つの
処置は、同じ日、すなわち24時間以内に施与される。別の実施形態では、２つの処置は、
４時間又は２時間又は１時間以内に施与される。別の実施形態では、２つの処置は、並行
して、すなわち同時に施与されるか、又は２つの投与は、時間的にオーバーラップしてい
る。
　具体的な非限定的な実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH配列若しくはその
機能的断片又は本明細書で開示する放射標識VHH配列を含むポリペプチドは、１又は複数
の治療用抗体又は治療用抗体断片と一緒に施与される。よって、これらの具体的な非限定
的な実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH配列若しくはその機能的断片放射標
識VHH配列若しくはその機能的断片を含むポリペプチドを用いる放射免疫療法は、１又は
複数の治療用抗体又は治療用抗体断片を用いる通常の免疫療法と組み合わせる。更なる特
定の実施形態では、本明細書で開示する放射標識VHH配列若しくはその機能的断片又は放
射標識VHH配列を含むポリペプチドは、１又は複数の治療用抗体又は治療用抗体断片との
併用療法又は併用処置法、例えば、限定されないが、トラスツズマブ(Herceptin(登録商
標))及び/又はペルツズマブ(Perjeta(登録商標))との併用処置において用いられる。
【０１２４】
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　例えば、本明細書で開示する放射標識VHH配列若しくはその機能的断片又は放射標識VHH
配列を含むポリペプチドと、１又は複数の治療用抗体又は治療用抗体断片、例えば、限定
されないが、トラスツズマブ(Herceptin(登録商標))及び/又はペルツズマブ(Perjeta(登
録商標))とは、同時に注入してよいか、又は注入は、時間的にオーバーラップしてよい。
２つの薬物を同時に投与するならば、これらは、１つの単一医薬調製物に一緒に処方でき
るか、又は例えば１つの単一注入溶液に溶解若しくは希釈することにより２つの異なる医
薬調製物から投与の直前に一緒に混合できる。別の実施形態では、２つの薬物は、別々に
、すなわち２つの独立した医薬組成物として投与される。好ましい一実施形態では、２つ
の処置の投与は、患者の体内の腫瘍細胞が有効量の細胞傷害性薬物及び放射線に同時に曝
露されるような方法である。別の好ましい実施形態では、本明細書で開示する放射標識VH
H配列若しくはその機能的断片又は放射標識VHH配列若しくはその機能的断片を含むポリペ
プチドと、１又は複数の治療用抗体又は治療用抗体断片、例えば、限定されないが、トラ
スツズマブ(Herceptin(登録商標))及び/又はペルツズマブ(Perjeta(登録商標)の両方の有
効量は、腫瘍の部位に同時に存在する。本発明は、定義する組み合わせに加えて投与され
る更なる薬剤の使用も受け入れる。これは、例えば、１又は複数の更なる化学療法剤であ
り得る。これは、与えられる他の薬物のいずれかの望ましくない副作用を防止、抑制又は
改善するために用いられる１又は複数の薬剤でもあり得る。例えば、白血球の増殖を刺激
するサイトカインは、白血球減少症又は好中球減少症の影響を改善するために用いてよい
。
【０１２５】
　更なる態様によると、興味対象の腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的分子と特異的に結合
する本明細書で構想するVHH配列若しくはその機能的断片又はポリペプチドの使用は、前
記腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的分子が関与する少なくとも１つの癌関連疾患及び/又
は障害の予防及び/又は治療のための医薬品の調製のために提供される。したがって、本
出願は、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的分子が関与する少なくとも１つの癌関連疾患及
び/又は障害の予防及び/又は治療における使用のための、腫瘍特異的又は癌細胞特異的標
的、例えば、限定されないが、HER2と特異的に結合するVHH配列又はその機能的断片、ポ
リペプチド及び医薬組成物を提供する。特定の実施形態では、投与を必要とする対象に、
薬学的に活性な量の本明細書で構想する１又は複数のVHH配列又はその機能的断片、ポリ
ペプチド及び/あるいは医薬組成物を投与することを含む、少なくとも１つの癌関連疾患
及び/又は障害の予防及び/又は治療方法も提供される。
　本明細書で記載するポリペプチドで処置される対象又は患者は、任意の温血動物であっ
てよいが、具体的に、哺乳動物、より具体的に癌関連疾患及び/若しくは障害に罹患して
いるか又はその危険性があるヒトである。
　本明細書で記載するVHH配列又はその機能的断片及びポリペプチド並びにそれを含む組
成物の有効性は、関与する具体的な疾患又は障害に依存して、任意の適切なインビトロア
ッセイ、細胞ベースのアッセイ、インビボアッセイ及び/又はそれ自体既知の動物モデル
、あるいはそれらの任意の組み合わせを用いて試験できる。適切なアッセイ及び動物モデ
ルは、当業者に明らかである。
【０１２６】
　関与する腫瘍特異的又は癌細胞特異的標的に依存して、当業者は、一般的に、適切なイ
ンビトロアッセイ、細胞アッセイ又は動物モデルを選択して、本明細書で記載するVHH配
列又はその機能的断片及びポリペプチドを、腫瘍特異的又は癌細胞特異的分子との結合に
ついて、そして１又は複数の癌関連疾患及び障害の関係における治療及び/又は予防効果
について試験できる。
　したがって、医薬品として用いるために、より具体的には癌に関連する疾患又は障害の
処置、特に固形腫瘍の予防及び/又は治療方法に用いるための、少なくとも１つの放射標
識VHH配列又はその機能的断片を含むか又はそれから本質的になるポリペプチドが提供さ
れる。
　特定の実施形態では、本明細書で構想するVHH配列又はその機能的断片及びポリペプチ



(44) JP 6289733 B2 2018.3.7

10

20

30

40

50

ドは、癌及び腫瘍性の状態を処置及び/又は防止するために用いられる。癌又は腫瘍性の
状態の例は、限定されないが、線維肉腫、筋肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫、脊索腫
、血管肉腫、内皮腫(endotheliosarcoma)、リンパ管肉腫、リンパ管内皮腫(lymphangioen
dotheliosarcoma)、滑膜腫、中皮腫、ユーイング肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃癌、
食道癌、直腸癌、膵癌、卵巣癌、前立腺癌、子宮癌、頭頚部の癌、皮膚癌、脳癌、有棘細
胞癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞癌、肝
細胞癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、子宮頚癌、精巣癌、小
細胞肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫
、脳室上衣腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫瘍、乏突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫
、神経芽腫、網膜芽細胞腫、白血病、リンパ腫又はカポジ肉腫を含む。
【０１２７】
　本明細書で構想するVHH配列及びポリペプチドは、様々な増殖性障害を処置するために
用いることもできる。増殖性障害の例は、造血性腫瘍性障害及び細胞性増殖性及び/又は
分化性障害、例えば、限定されないが、上皮肥厚、硬化性腺疾患及び小管乳頭腫(small d
uct papillomas)；腫瘍、例えば間質腫瘍、例えば線維腺腫、葉状腫瘍及び肉腫及び上皮
腫瘍、例えば大管乳頭腫(large duct papilloma)；腺管上皮内癌(パジェット病を含む)及
び小葉上皮内癌を含む上皮内(非浸潤性)癌、並びに限定されないが、浸潤性乳管癌、浸潤
性小葉癌、髄様癌、膠質(colloid)(粘液性)癌、管状癌及び浸潤性乳頭癌を含む浸潤性(in
vasive)(浸潤性(infiltrating))癌を含む乳房の癌、様々な悪性新生物、女性化乳房性(gy
necomastia)癌、腫瘍随伴症候群、細気管支肺胞上皮癌を含む気管支原性癌、神経内分泌
癌、例えば気管支カルチノイド、様々な腫瘍及び転移性腫瘍；炎症性胸水貯留、非炎症性
胸水貯留、気胸及び孤在性線維性腫瘍(胸膜線維腫)を含む胸膜腫瘍を含む胸膜の病変、悪
性中皮腫、非腫瘍性ポリープ、腺腫、家族性症候群、結腸直腸発癌、結腸直腸癌、カルチ
ノイド腫瘍、結節性肥厚、腺腫、並びに肝臓の原発癌及び転移性腫瘍を含む悪性腫瘍、体
腔上皮の腫瘍、漿液性腫瘍、粘液性腫瘍、類内膜腫瘍、明細胞腺癌、嚢胞腺線維腫、ブレ
ンナー腫瘍、表面上皮腫瘍；生殖細胞腫瘍、例えば成熟(良性)奇形腫、単胚葉性奇形腫(m
onodermal teratomas)、未熟悪性奇形腫、未分化胚細胞腫、内胚葉洞腫瘍、絨毛癌；性索
間質腫瘍、例えば顆粒膜莢膜細胞腫瘍、莢膜細胞腫線維腫(thecomafibromas)、アンドロ
ブラストーマ、ヒル細胞(hill cell)腫瘍及び性腺芽腫；並びに転移性腫瘍、例えばクル
ケンベルグ腫瘍を含む。
　上記の開示を、以下の非限定的な実施例及び図面により更に説明する。図面において、
以下を示す。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
【図１】Hisタグ付加[131I]SGMIB標識二価抗HER2 VHH 2Rb17cの注射の後に、興味対象の
異なる組織を、自動化ガンマカウンタにおいて131I活性についてカウントする。取り込み
の値は、％注射活性/グラム組織(％ IA / g)として表した。取り込みの値は、左から右に
、注射後３時間、24時間及び72時間を示す。得られたデータを用いて、腫瘍対健常組織の
比率を算出した。成人女性について推定される放射線量を、OLINDA 1.0ソフトウェアを用
いて、１時間の排尿膀胱間隔を用いてマウスの体内分布データから算出した。算出は、時
間-活性曲線に基づいて、器官における壊変の数を決定した。器官の線量及び実効線量は
、様々な器官について適当な重み付け因子を用いて算出した。
【図２】Hisタグ付加[131I]SGMIB標識一価抗HER2 VHH 2Rb17cの注射の後に、興味対象の
異なる組織を、自動化ガンマカウンタにおいて131I活性についてカウントする。取り込み
の値は、％注射活性/グラム組織(％ IA / g)として表した。取り込みの値は、左から右に
、注射後３時間、24時間及び72時間を示す。得られたデータを用いて、腫瘍対健常組織の
比率を算出した。成人女性について推定される放射線量を、OLINDA 1.0ソフトウェアを用
いて、１時間の排尿膀胱間隔を用いてマウスの体内分布データから算出した。算出は、時
間-活性曲線に基づいて、器官における壊変の数を決定した。器官の線量及び実効線量は
、様々な器官について適当な重み付け因子を用いて算出した。
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【図３】Hisタグ付加[131I]SGMIB標識一価抗HER2 VHH 2Rs15dの注射の後に、興味対象の
異なる組織を、自動化ガンマカウンタにおいて131I活性についてカウントする。取り込み
の値は、％注射活性/グラム組織(％ IA / g)として表した。取り込みの値は、左から右に
、注射後３時間、24時間及び72時間を示す。得られたデータを用いて、腫瘍対健常組織の
比率を算出した。成人女性について推定される放射線量を、OLINDA 1.0ソフトウェアを用
いて、１時間の排尿膀胱間隔を用いてマウスの体内分布データから算出した。算出は、時
間-活性曲線に基づいて、器官における壊変の数を決定した。器官の線量及び実効線量は
、様々な器官について適当な重み付け因子を用いて算出した。
【図４】99mTc標識VHHの全身イメージング及び体内分布。ナイーブ(ａ、ｅ)、5T33MM (ｂ
、ｆ)又は5T2MMマウス(ｃ、ｇ)における99mTc-cAbBCII10 (ａ～ｃ)又は99mTc-R3B23 (ｅ
～ｇ)の注射後(p.i.)１時間での融合SPECT/マイクロ-CTスキャン画像のサジタル図。各群
の１つの代表的画像を示す。国立衛生研究所のカラースケールを用い、全ての画像は、画
像中の最大活性に対して等しく25％スケールダウンし、注射活性について補正する。1.5
時間p.i.でのナイーブ、5T33MM及び5T2MM疾患マウスにおける99mTc-cAbBCII10 (ｄ)及び9

9mTc-R3B23 (ｈ)の取り込みの値。放射活性の値は、減衰について補正した、グラム組織
又は器官(％IA/g)あたりの注射活性のパーセンテージとして表す。
【図５】177ルテチウムコンジュゲートR3B23 VHHを用いる5T2MMマウスの予防的処置。(ａ
) 177Lu-R3B23 (n=6)、177Lu-cAbBcII10 (n=6)又は生理食塩水溶液(未処置；n=3)を用い
て5週間処置した5T2MMマウスの融合SPECT/マイクロ-CTスキャン画像のサジタル図。イメ
ージングの目的のために、全てのマウスに99mTc-R3B23 VHHを注射し、SPECT/マイクロ-CT
スキャン画像を、注射１時間後に取得した。国立衛生研究所のカラースケールを用い、全
ての画像は、画像中の最大活性に対して等しく20％スケールダウンした。各群の１つの代
表的画像を示す。(ｂ) 177Lu-R3B23での５週間の処置の後の心臓における99mTc-R3B23ト
レーサー取り込みの相対量。(ｃ) 177Lu-R3B23での７週間の処置の後の脾臓の重量。*Ｐ
＜0.05；**Ｐ＜0.005；***Ｐ＜0.0005；n.s.、有意でない。
【図６】VHH R2A6、R2A57、R3B23及びR3B41は、5T2MM-イディオタイプ上の近隣の大部分
オーバーラップするエピトープと結合する。(Ａ)表面プラズモン共鳴測定により決定され
る、固定化5T2MMイディオタイプとの結合についてのVHH間の代表的な競合研究。各グラフ
では、等モル濃度(各１mM)での２つのVHH間の競合を示す。２つのVHHは、第１相における
一方のVHHの飽和した結合が第２相における競合するVHHの結合を妨げる場合、5T2MMid上
の同じエピトープについて競合する。(Ｂ) 5T2MMid抗原のオーバーラップするエピトープ
上の４つの調査したVHHの結合についての提唱されるモデル。
【図７】VHH R2A6、R2A57、R3B23及びR3B41による5T2MMidの特異的認識。His-及びHA-タ
グを有する精製VHHの、固定化5T2MMid、5T33MMid、トータルマウスIgG又はブランクウェ
ルに対するELISA。結合したVHHは、HRP結合抗HA ２次抗体を用いて検出した。結果は、３
回の独立した実験の平均の平均±標準誤差を表す。
【図８】VHH R2A6、R2A57、R3B23及びR3B41の結合親和性測定。(Ａ)固定化5T2MMイディオ
タイプに対する精製VHHの表面プラズモン共鳴(SPR)センサーグラム。各センサーグラムは
、500～1.95nMのVHHの２倍系列希釈の第１相結合と、その後の第２相における抗原からの
解離を表す。(Ｂ)２相結合モデルを用いてフィッティングした曲線に基づく、5T2MMイデ
ィオタイプに対するSPRによる精製VHHの算出した会合速度定数ka1及びka2、解離速度定数
kd1及びkd2、並びに平衡解離定数KD。
【図９】5T2MM細胞に対する精製HAタグ付加VHHのフローサイトメトリー分析。　エクスビ
ボ5T2MM細胞を、対照VHH cAbBcII10、抗5T2MMid VHH又は抗5T2MMid抗体とインキュベート
した。VHH結合は、抗HA抗体及び抗IgG1 APC抗体により検出した。抗5T2MMid抗体は、抗Ig
G APCにより直接検出した。各VHHについての１つの代表的プロフィールを示す(n=3)。抗5
T2MMid MoAbを用いる膜染色により、全集団の66.8％が5T2MMidについて陽性であったこと
を明らかにした。抗5T2MMid MoAbを用いる染色と比較して、VHH R2A6、R2A57及びR3B41は
、5T2MMid陽性集団の(それぞれ)85.2％、28.7％及び24.1％を検出できた。VHH R3B23は、
5T2MMid陽性集団の98.7％を検出したが、対照VHH cAbBcII10は、これらの細胞を染色しな
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かった。
【図１０】99mTc標識R3B23 VHHを用いる疾患進行のモニタリング。　5T2MM腫瘍細胞接種
後０、６、９及び12週間でスキャンしたマウスの融合SPECT/マイクロ-CTスキャンのサジ
タル図。トレーサー血液レベルを非侵襲的に測定する間接的方法として、心臓におけるRO
Iにおいて％IA/cm3を定量した。NIHのカラースケールを用い、全ての画像は、画像中の最
大活性に対して等しく75％スケールダウンし、注射活性について補正する。5T2MM細胞接
種後６週間に開始して、我々は、血液におけるトレーサー取り込みを定量でき(0.83±0.0
6％)、この値は、第９週に増加し(0.99±0.04％)、第12週で一定のままであった(0.99±0
.02％)。血液プールレベルは、ナイーブマウスにおいて非常に低かった(0.0146±0.0004
％)。１つの代表的なフォローアップ研究を示す(n=5)。
【図１１】様々な非タグ付加2Rs15dコンジュゲートの(放射性)クロマトグラフィー分析。
(Ａ) 非コンジュゲートVHH、(Ｂ) CHX-A"-DTPA-2Rs15d、(Ｃ) 1B4M-DTPA-2Rs15d、(Ｄ) 1
77Lu-DTPA-2Rs15d、(Ｅ) 111In-DTPA-2Rs15d；(Ａ～Ｃ) Superdex 10/30でのSEC、(Ｄ) S
uperdex 75 5/150GLでの放射性SEC；(E) PLRP-Sでの放射性HPLC。主要ピークのＲ時間を
各グラフにおいて示す。
【図１２】健常ウィスターラット(n=3)における、様々な111In標識2Rs15dフォーマットの
注射後の時間の関数としての腎臓における放射活性の蓄積。(Ａ～Ｄ)ガンマカメラ動的シ
ンチグラフィにより得られた一連の画像。(Ａ) 2Rs15d-Myc-His-タグ、(B) 2Rs15d-His-
タグ、(C)非タグ付加2Rs15d、(D) 80 mg/kg Gelofusinと混注した非タグ付加2Rs15d。(E)
ラットにおける腎臓貯留の時間-活性曲線(条件あたりn=3)。腎臓における最低の蓄積は、
150 mg/kg Gelofusinと混注した111In標識非タグ付加2Rs15dについて観察された。
【図１３】１時間p.i.でのHER2pos腫瘍異種移植マウスにおける177Lu標識2Rs15d構築物の
エクスビボ体内分布分析。動物に21.5 MBq (４μg)の放射性コンジュゲートを注射した。
カラム、平均(n=3);バー、SD。腎臓蓄積は、Ｃ末端アミノ酸タグを除去することにより、
及びGelofusinを混注することにより著しく減少した。腫瘍ターゲティングは、影響され
なかった。
【図１４】標的化放射性核種療法中の腫瘍成長のモニタリング。腫瘍量は、時間(日)の関
数で、(Ａ)生物発光イメージング(ph/s/cm2/sr)又は(B)ノギス測定(mm3)を用いて定量し
た。動物(群あたりn=8)を、非タグ付加177Lu標識2Rs15d (20.7±0.4 MBq)、及び対照群に
おいてはPBS又は177Lu標識BCII10 (19.3±0.8 MBq)の毎週の注射で処置した。全ての処置
は、150 mg/kg Gelofusin同時注射とともに行った。腫瘍成長の点で、ノギス及び生物発
光測定の両方について、両方の対照群と処置群との間で重要な差が観察された。
【図１５】(Ａ)標的放射性核種療法中の無再発生存。再発は、以下のように定義する：１
．死亡；２．＞20％体重減少；３．潰瘍形成腫瘍組織；４．腫瘍量＞250 mm3。動物(群あ
たりn=8)を、非タグ付加177Lu標識2Rs15d (20.7±0.4 MBq)、及び対照群においてはPBS又
は177Lu標識BCII10 (19.3±0.8 MBq)の毎週の注射で処置した。全ての処置は、150 mg/kg
 Gelofusin同時注射とともに行った。(Ｂ)腎臓病理組織診断。177Lu投与動物群の腎臓を
、PBS処置動物群と比較した。切片をH&E染色し、腎臓毒性の証拠について調べた。(B.1) 
PBS、(B.2)非タグ付加177Lu標識BCII10又は(B.3)非タグ付加177Lu標識2Rs15dを受けた動
物群の間で腎臓組織学的に違いは見られなかった。
【図１６】(Ａ)非タグ付加2Rs15d、(Ｂ)非タグ付加CHX-A"-DTPA-2Rs15d及び(Ｃ)非タグ付
加1B4M-DTPA-2Rs15dのESI-Q-ToF-MS分析。非タグ付加2Rs15dに対するCHX-A"-DTPAの反応
により、１、２及び３のDTPAの混合物が非タグ付加2Rs15dにコンジュゲートしたことが明
らかになった。1B4M-DTPAを用いて、2Rs15dに対する２及び３のDTPAの混合物が観察され
た。1B4M-DTPA及びCHX-A"-DTPAの両方の非タグ付加2Rs15dへの優勢なコンジュゲーション
比率(キレート剤: VHH)は、２：１である。
【図１７】トラスツズマブコンジュゲートの(放射性)クロマトグラフィー分析。(Ａ)非コ
ンジュゲートトラスツズマブ、(Ｂ) 1B4M-DTPA-トラスツズマブ、(Ｃ) 177Lu-DTPA-トラ
スツズマブ；(Ａ、Ｂ) Superdex 75 10/30でのSEC、(B) Superdex 75 5/150GLでの放射性
SEC；主要ピークのＲ時間を各グラフにおいて示す。
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【図１８】111In標識抗HER2 VHHの注射及びガンマカメラ動的シンチグラフィの後の時間
の関数としての、健常ウィスターラット(条件あたりn=3)の腎臓における放射活性の蓄積
。(Ａ) VHH 2Rb17c、(Ｂ) VHH 1R136d。
【図１９】雄性C57bl/6マウスにおける非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15
dの血液クリアランス。値は、％注射活性/血液全容量(％ IA / TBV)として表す。
【図２０】非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの治療効果。動物(群あた
りn=6/7)を、非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d (

131I-SGMIB-2Rs15d nb
)、及び対照群においてはビヒクル溶液(ビヒクル溶液)又は非タグ付加一価[131I]SGMIB標
識非ターゲティング対照VHH (

131I-SGMIB-非ターゲティングnb)で処置した。20％を超え
る体重減少又は１cm3を超える腫瘍量に達した場合に、動物を安楽死させた。異なる群に
おける動物の生存を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１２９】
　以下の非限定的な実施例は、本発明による方法及び手段を説明する。実施例においてそ
うでないと述べない限り、全ての技術は、当該技術において標準的なプロトコールに従っ
て行う。以下の例は、本発明の実施形態を表すために含める。当業者は、本開示に鑑みて
、本明細書に開示される具体的な実施形態において多くの変更を行うことができ、本発明
の概念、精神及び範囲を逸脱することなく同様又は類似の結果をまだ得ることができるこ
とを認識している。より具体的には、化学的及び生理学的に関連するある種の物質は、同
じ又は類似の結果を達成しながら、本明細書に記載される物質に置換してよいことが明ら
かである。当業者に明らかな全てのそのような類似の置換及び改変は、添付の特許請求の
範囲に定義される本発明の精神、範囲及び概念の範囲内であるとみなされる。
　よって、図面、配列表及び実験部/実施例は、本発明を更に表すためにのみ与えられ、
本明細書にそうでないと明示的に記載しない限り、本発明の範囲及び/又は添付の特許請
求の範囲をいずれの様式でも限定すると解釈又は理解されるべきではない。
【実施例】
【０１３０】
実施例１
抗HER2 VHHの放射標識
1. 131-ヨウ素実験設定
放射化学的手順
　VHHの放射ヨウ素標識についての確立された手順は、以下のようにして行った。必要量
の[I*]ヨウ化ナトリウムを、全てクロロホルムに溶解した３％(v/v)酢酸、30％ (v/v) te
rt-ブチルヒドロペルオキシド及びＮ-スクシンイミジル４-[N1,N2-ビス(tert-ブチルオキ
シカルボニル) グアニジノメチル]-3-(トリメチルスタニル)ベンゾエートの混合物に移し
た。撹拌しながら、混合物を室温にて50分間インキュベートした。その後、 [I*]SGMIB-B
isBocを、酢酸エチル/ヘキサン勾配を用いて順相HPLCで精製した。脱保護は、室温にてト
リフルオロ酢酸と15分間インキュベートすることにより達成した。最後に、脱保護[I*]SG
MIBを、100μgの抗HER2 VHH配列とホウ酸塩緩衝液pH 8.5中で室温にて20分間反応させた
。Hisタグ付加[131I]SGMIB-二価(2Rb17c-2Rb17c)、Hisタグ付加[131I]SGMIB-一価(2Rb17c
)及びHisタグ付加[131I]SGMIB-一価(2Rs15d) VHHを、PBSで平衡化したPD-10カラムで精製
した。

品質管理
　品質管理は、インスタント薄層クロマトグラフィー(iTLC)により、PBS、pH 7.4で泳動
するシリカゲル含浸グラスマイクロファイバーストリップ(Varian、Lake Forest、CA、US
A)を用いて行った。並行して、ポリスチレンジビニルベンゼンコポリマー逆相カラム(PLR
P-S 300Å、５μm、250/4 mm、Agilent, Diegem、Belgium)を用いる分析放射性HPLCを行
った。水中の0.1％ TFAとアセトニトリルとの混合物を以下のプロトコールにおいて用い
た：１ml/分の流速にて、０～５分25％アセトニトリル；５～７分25～34％アセトニトリ
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【０１３１】
実施例２
腫瘍HER2+異種移植マウスにおける放射標識抗HER2 VHHの体内分布及び線量測定
　雌性10～12週齢Balb c nu/nu無胸腺マウスの背中に、60日間継続放出17-β-エストラジ
オールペレット(0.72 mg、Innovative Research of America: Sarasota、FL、USA)を腫瘍
移植の２日前に移植した。50％ Martigel (BD Biosciences、Bedford、MA、USA)中のHER2
+/ルシフェラーゼ+腫瘍細胞(５×106)を、右側腹部に皮下注射し、350～500 mm3の量に達
するまで成長させた。
　異種移植マウスは、Hisタグ付加[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH二価2Rb17c (図１；表３)
、Hisタグ付加[131I]SGMIB標識一価2Rb17c(図２；表４))及びHisタグ付加[131I]SGMIB標
識一価2Rs15d(図３；表５)の静脈内注射の後に過量のイソフルランにより死滅させ、注射
後３、24及び72時間にて解剖し、その後に興味対象の組織を取り出し、秤量し、自動化ガ
ンマカウンタにおいて131Iについてカウントした。取り込みの値は、％注射活性/グラム
組織(％ IA / g)として表した。
　Hisタグ付加[131I]SGMIB標識抗HER2 VHHの注射の後に、興味対象の組織を取り出し、秤
量し、自動化ガンマカウンタにおいて131Iについてカウントした。
　得られたデータ(％ IA/gとして表す)を用いて、対応する腫瘍対健常組織の比率を算出
した(表６)。
【０１３２】
【表３】

【０１３３】
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【０１３４】
【表５】

【０１３５】
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【表６】

【０１３６】
　非常に高い比率が達成され、健常組織における非常に低い取り込みと、よって低い毒性
とが強調される。131ヨウ素-SGMIB標識Hisタグ付加VHHを用いて観察されるこの伸長(exte
nd)の比率は、今まで他の放射性免疫生物学的物質について全く発表されていない。99mTc
、68Ga又は131Iさえのような同位体を用いる放射標識VHHの他のフォーマットは、腎臓に
おいて貯留される非常に高い％ IA/g組織を典型的に生じていたので、SGMIBを用いて131I
で標識した場合にHisタグ付加2Rs15d又は2Rb17c VHHについて腎臓における非常に低い取
り込みの値が検出されたことは、特に驚くべきことであった。これらの腎臓取り込みの値
は、(Pruszynskiら, J. Nucl. Med.; 2014; Apr;55(4):650-6.; DOI: 10.2967/jnumed.11
3.127100)において5F7GGCとよばれる別のHer2-ターゲティングVHHについて最近報告され
た値よりも更に低かった。したがって、腎臓に対する放射線吸収線量を算出するための上
記の文書に記載されるのと同じ方法を用い、注射後３時間及び24時間に得られた％ IA/g
組織の値に基づいて、1055 cGy/mCi又は586 cGy/mCiの値を、131I-SGMIB標識Hisタグ付加
一価2Rs15d又は2Rb17c VHHについてそれぞれ得て、これらは、上記の文書からの体内分布
データに基づいて5F7GGCについて得られた値よりも低かった。
　様々な体組織における吸収放射線量を算出するための別の方法として、成人女性につい
ての推定平均実効線量を、マウスの体内分布データから、１時間の排尿膀胱間隔を用いて
OLINDA 1.0ソフトウェアを用いて算出した(マウスデータのヒト予測への外挿)。これらの
算出により、Hisタグ付加[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH一価2Rs15d、Hisタグ付加[131I]SGM
IB標識一価2Rb17c及びHisタグ付加[131I]SGMIB標識二価2Rb17cについての推定平均実効線
量がそれぞれ0.031±0.00040 mSv/MBq、0.032±0.00081 mSv/MBq及び0.032±0.00026 mSv
/MBq (値は平均±SDを表す)が得られた。
【０１３７】
実施例３
抗イディオタイプVHHを用いる多発性骨髄腫のイメージング及び放射免疫療法
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　多発性骨髄腫(MM)は、骨髄(BM)における悪性形質細胞のモノクローナル増殖及びモノク
ローナルタンパク質(M-タンパク質)の生成を特徴とする。自己幹細胞移植並びにデキサメ
タゾン、ボルテゾミブ、サリドマイド及びレナリドミドを用いる高用量化学療法の実行に
より、生存率は改善されたが、MM患者は、完全寛解(CR)を達成してもまだ再発する。よっ
て、患者の転帰を改善するために、残存悪性細胞を標的にし、微小残存病変(MRD)をなく
す治療方策が必要とされている。
　ここで、我々は、MMにおけるVHHの潜在的使用を証明するために、マウス5T2MMモデルに
存在するM-タンパク質を利用する。5TMMモデルは、臨床的及び生物学的にヒトMMに似てい
る相乗的で免疫適格性モデルである。最も特徴づけられているものは、5T33MM及び5T2MM
モデルである。前者は、短期間(４週間)で発生する侵襲性腫瘍を表し、後者は、３ヶ月の
期間にわたって発生するより穏やかな腫瘍を表す。これらはともに、異なるイディオタイ
プ(それぞれ5T33MMid及び5T2MMid)を細胞膜表面で発現する。
　精製5T2MM M-タンパク質でのヒトコブラクダの免疫、及び単純選択法により、我々は、
イディオタイプ上の近くのエピトープを認識する非常に特異的な抗5T2MM-イディオタイプ
VHH (α5T2MMid-Nb)のパネルを選択、生成及び精製した(図６)。これらのVHHをインビト
ロで特徴付けた後に、R3B23が最良の結合剤であることがわかり(図７、８及び９を参照さ
れたい)、よって、インビボ試験のために選択した。R3B23を、以前に確立されたプロトコ
ールを用いて放射性核種99mテクネチウム(99mTc)及び177ルテチウム(177Lu)で標識した。
99mTc (半減期：６時間)は、核医薬イメージング技術のためのSPECTにおいて用い、177Lu
 (半減期：6.7日)は、低エネルギーβマイナス粒子の放出により、治療用途に主に用いる
。
【０１３８】
　まず、R3B23のインビボでの特異性を研究した。注射後(p.i.)１時間で、麻酔にかけた
マウスを、以前に記載されるようにして、ピンホールSPECT及びマイクロ-CTを用いてイメ
ージングした。イメージングの30分後にマウスを死滅させ、異なる器官を取り出し、秤量
し、放射活性を測定した。非ターゲティング対照VHH 

99mTc-cAbBCII10を用いてナイーブ
マウスから得られた融合SPECT/マイクロ-CT画像は、膀胱及び腎臓のみにおけるトレーサ
ー取り込みを示した(図4a)。体内分布実験(図4d)により、両方の腎臓における高いトレー
サー取り込み(＞200％IA/g)と、腎臓ろ過により体から排出される未結合のトレーサーに
ついて期待されるように、他の器官におけるほんのわずかだけのレベルの取り込みとが確
認された(筋肉組織における0.20±0.04％IA/gから肺における1.02±0.26％IA/gまでの範
囲)。重要なことに、類似の結果が、99mTc-R3B23を注射したナイーブマウスで観察され(
図4e及びh)、このことは、R3B23が循環免疫グロブリン又はその他のインビボ標的と結合
しないことを示した。99mTc-cAbBCII10 (図4b及びd)又は99mTc-R3B23 (図4f及びh)のいず
れかを注射した末期疾患5T33MMマウス、及び99mTc-cAbBcII10 (図4c及びd)を注射した5T2
MMマウスのSPECT/マイクロ-CTスキャン画像及び体内分布研究は、腎臓及び膀胱における
高いトレーサー取り込み並びに他の全ての器官における低い取り込みと類似のパターンを
示し、このことは、MM疾患が、VHH取り込みに影響しないことを証明した。99mTc-R3B23を
注射した5T2MMマウスのSPECT/マイクロ-CTスキャン画像(図4g)は、全身性トレーサー取り
込みを明らかにしたが、このことは、体内分布研究により確認された(図4h)。血液中の10
0倍まで上昇したトレーサーレベル(44.56±2.54％IA/g)は、この後期疾患モデルにおける
高いレベルの循環M-タンパク質との抗イディオタイプVHHの結合に起因し得る。上昇した
トレーサー血液-プール活性は、腎臓において観察される取り込みの減少(およそ８％IA/g
)の原因となり、他の器官における取り込みの上昇(筋肉における0.91±0.04％IA/gから肺
における11.63±2.35％IA/gまでの範囲)を担う。循環M-タンパク質のインビボにおける上
昇は、99mTc-R3B23を用いるSPECT/マイクロ-CTスキャンを用いて経時的にモニタリングで
きることは注目すべきことである(図10)。結論として、体内分布研究は、R3B23が健常マ
ウスにおいていずれの標的又は異なるイディオタイプを有するM-タンパク質とも結合せず
、よって、真に抗イディオタイプであることを証明する。
【０１３９】
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　最後に、177ルテチウムとコンジュゲートしたVHH R3B23 (
177Lu-R3B23)の腫瘍成長に対

する影響を評価した。5T2MM細胞をナイーブマウスに接種した１週間後に、177Lu-R3B23又
は陰性対照177Lu-cAbBCII10の静脈内投与を用いる毎週の処置を開始した。５週間の処置
後に、99mTc-R3B23を用いるSPECT/マイクロ-CTスキャンを用いて動物をイメージングした
(図５)。マイクロ-CT画像に基づいて、興味対象の楕円体領域を心臓の周囲に描いた。血
液-プール活性の測定として、心臓におけるトレーサー取り込みを、注射活性/立方センチ
メートルで除した組織におけるカウント(％IA/cm3)として表す。177Lu-R3B23で処置した
マウスの心臓において検出された％IA/cm3 (5.55±1.42)は、未処置マウス(10.03±0.27
；Ｐ＜0.005)及び対照VHH 

177Lu-cAbBcII10で処置したマウス(9.19±0.84；Ｐ＜0.05)で
測定された値よりも有意に低かった。177Lu-R3B23で処置したマウスにおけるより低い血
液での99mTc-R3B23取り込みの値は、治療用177Lu標識VHHとのインビボ競合によるのでは
ない。なぜなら、後者は、既に全身から排出されていたからである。実際に、10μgの99m

Tc-R3B23の注射及びその後のSPECT/マイクロ-CTスキャンは、10μgの177Lu- VHHの注射の
５日後に行った。更に、この時点にて、177Luの長い物理的半減期にもかかわらず、いず
れの群においてもSPECT 177Lu-チャネルにおいてシグナルは検出できなかった(図５)。
【０１４０】
　７週間の処置の後にマウスを死滅させ、キャピラリー電気泳動による血清M-タンパク質
の測定及びBMのメイグリュンワルドギムザ染色細胞スミアにおける形質細胞増加症の決定
により、腫瘍負荷を評価した。未処置マウスでは、悪性形質細胞(＜10％)及び循環M-タン
パク質(0.06～0.16 g/dlの間)の境界線量が検出できたが、他の２つの群において測定可
能な値を得ることはできなかった(データは示さず)。しかし、このことは、VHHを用いるS
PECT/マイクロ-CTスキャンが、キャピラリー電気泳動よりもM-タンパク質の早期検出のた
めに感度が高いことを示す。マウスでは、脾腫がMM疾患の１つの特徴である。著しいこと
に、177Lu-R3B23で処置したマウスにおいて(0.06±0.02 g)、177Lu-cAbBCII10で処置した
マウス(0.19±0.01 g；Ｐ＜0.005)及び未処置マウス(0.21±0.01 g；Ｐ＜0.0005)と比較
して、有意により低い脾臓重量が観察された。未処置群と177Lu-cAbBCII10群との間で有
意な差は観察されなかった。これらの結果は、177Lu-R3B23処置マウスにおいて観察され
た効果は、5T2MM細胞の選択的ターゲティングによることを示す。
　まとめると、ここで、原理の証明として、MMにおける非常に特異的な腫瘍マーカーに対
してVHHを生成でき、それらをELISA及びフローサイトメトリーによる5T2MMidのインビト
ロ検出に用いることができることが証明された。更に、放射性核種とコンジュゲートした
VHHは、インビボでの疾患進行をモニタリングでき、そしてMRD様背景においてMM細胞を標
的化でき、そのことにより、MMにおける新規な診断及び治療技術の開発におけるVHHの使
用について更なる証明が提供された。
【０１４１】
実施例４
177Lu標識抗HER2 VHHを用いる標的化放射性核種療法
　本研究では、治療用放射性核種177Lu (T1/2 = 6.72日、<Eβ> = 133 keV)を用いる、HE
R2pos異種移植腫瘍のVHHベースの標的化放射性核種療法に焦点を当てる。
１.材料及び方法
ａ)株化細胞及び培養条件
　ヒト卵巣癌株化細胞SKOV3 (HER2pos)は、American Type Culture Collection (ATCC、M
anassas、VA、USA)から得た。SKOV3-LUC (HER2pos/ルシフェラーゼpos)は、SKOV3細胞に
ルシフェラーゼをコードするレンチウイルス粒子をトランスフェクトすることにより、研
究所内で作製した。SKOV3細胞はMcCoyの5A培地、SKOV3-LUCはDMEM培地を用いて培養した
。両方の培地には、10％胎児ウシ血清、Ｌ-グルタミン(２mM)、100 U/mLのペニシリン及
び0.1 mg/mLストレプトマイシンを強化した。細胞は、湿潤環境で５％ CO2中37℃にて成
長させた。インビトロ及びインビボの目的のために用いる前に、トリプシン-EDTAを用い
て細胞を剥離した。全ての培地及びサプリメントは、Life Technologies (Paisley、UK)
から得た。
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【０１４２】
ｂ) VHH生成及び精製
　３種のＣ末端アミノ酸タグ：非タグ付加(VHH)、Hisタグ(VHH -HHHHHH (配列番号９))及
びMyc-Hisタグ(VHH-AAAEQKLISEEDLNGAA-HHHHHH (配列番号10))を有する抗HER2 VHH 2Rs15
d、2Rb17c及び1R136bを生成した。VHHは、細菌で発現させて精製した。簡単に述べると、
Hisタグ(pHEN6)、Myc-Hisタグ(pHEN18)を含むか又はいずれのタグも含まない(pHEN21)発
現ベクターに配列を再クローニングした。組換えベクターでVHH発現及び周辺質タンパク
質の抽出のために大腸菌WK6細胞を形質転換した。His及びMyc-Hisタグ付加VHHを、His-選
択ニッケルアフィニティーゲル(GE Healthcare)上でアフィニティークロマトグラフィー
により更に精製した。細菌酵素を認識する非タグ付加対照VHH BcII10、並びに非タグ付加
2Rb17c及び1R136bの両方は、プロテインＡ Sepharoseビーズ(GE Healthcare)上で精製し
た。全てのVHHの最終的な精製は、PBS中でSuperdex 75 16/60カラム(GE Healthcare)を用
いるサイズ排除クロマトグラフィーにより行った。タンパク質純度及び完全性は、PBS中
でSuperdex 75 10/30 (GE Healthcare)において、0.5 mL/分の流速でSECを用いて評価し
た。更に、ESI-Q-ToF-MS (Waters、Micromass)をポジティブモードで行った。
【０１４３】
ｃ) VHH配列分析
　VHHの極性に対するＣ末端偏向の影響は、Zimmerman極性スコアプロットを用いて推定し
た。簡単には、VHH配列中のアミノ酸には、側鎖の双極子モーメントに基づく極性インデ
ックスの値を与えた。これらの値を、次いで、Graphpad Prismを用いてプロットした。
ｄ) VHHへの1B4M-DTPA及びCHX-A"-DTPAのコンジュゲーション
　10倍モル過剰の二官能性キレート剤1B4M-DTPA (177Lu用)又はCHX-A"-DTPA (111In用)を
、RTにて３時間、600μlの0.05Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液(pH 8.5)中のVHH中のリジンの遊
離のε-アミノ基にコンジュゲートした。コンジュゲーション反応は、混合物のpHをpH 7.
0に下げることにより停止した。VHH-キレート剤は、0.1Ｍ酢酸アンモニウム緩衝液pH 7.0
中でSuperdex 75 10/30 (GE Healthcare)上で精製した。平均コンジュゲーション度は、
ポジティブモードにてESI-Q-ToF-MS (Waters、Micromass)を用いて評価した。
ｅ) 111In-及び177Lu-DTPA-VHHの調製
　VHHは、以前に記載されたようにして(20)177Luで標識した。担体フリーの177Luは、300
0 GBq/mgの比放射能を有する塩化物溶液としてITG (Garching、Germany)から得た。111In
での放射標識は、同様にして行った。1850 GBq/mgの比放射能の111InCl3は、Mallinckrod
t (Petten、The Netherlands)から購入した。
【０１４４】
　必要量の177Lu/111Inを、最終容量が200μLに達するように、金属フリー0.1Ｍ酢酸アン
モニウム緩衝液pH 5.0を含むテストバイアルに加えた。次いで、25～100μgのVHH -DTPA 
(１mg/mL)を加え、RTにて30分間インキュベートした。放射標識VHH溶液は、ディスポ―ザ
ブルNap-5ゲルろ過カラム(GE Healthcare)で精製し、0.22μmフィルタに押して通した。
放射化学純度は、0.2Ｍクエン酸を移動相として用いるiTLCと、分析放射性HPLC又は放射
性SECのいずれかとを用いて評価した。放射性HPLCは、ポリスチレンジビニルベンゼン共
重合体逆相カラム(PLRP-S 300Å、５μm、250/4 mm、Agilent、Diegem、Belgium)を用い
て行った。ここで、H2O中の0.1％ TFA及びACNの混合物を、１ml/分の流速にて以下の勾配
で溶離液として用いた：０～５分25％ ACN；５～７分25～34％ ACN；７～10分75～100％ 
ACN；10～25分100％ ACN。放射性SECは、0.3 mL/分の流速にてPBSを移動相として用いるS
uperdex 75 5/150GLで行った。
　動的平面シンチグラフィ研究のために用いる非タグ付加111In-DTPA-2Rs15dは、７：１
のVHH：

111In比からなった。非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15dを用いるエクスビボ体内分布
実験のために、９：１(VHH：

177Lu)の比を達成したが、標的化放射性核種療法のために、
３：１のVHH：

177Lu比を有する非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15dの試料を用いた。
【０１４５】
ｆ) 177Lu-DTPA-トラスツズマブの調製
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　トラスツズマブへの1B4M-DTPAのコンジュゲーションは、５：１のDTPA:トラスツズマブ
比を生じるように行った。簡単に述べると、100倍モル過剰の二官能性キレート剤1B4M-DT
PAを、RTにて１晩、3500μlの0.05Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液(pH 8.5)中のトラスツズマブ(
Herceptin(登録商標)、Hoffman-La Roche、Missis-sauga、ON、USA)中のリジンの遊離の
ε-アミノ基にコンジュゲートした。反応は、pHを7.0に下げることにより停止した。DTPA
-トラスツズマブは、0.1Ｍ酢酸アンモニウム緩衝液pH 7.0中でSuperdex 75 10/30 (GE He
althcare)上で精製した。コンジュゲーション度は、ポジティブモードにてESI-Q-ToF-MS 
(Waters、Micromass)を用いて評価した。必要量の177Luを、最終容量が200μLに達するよ
うに、金属フリー0.1Ｍ酢酸アンモニウム緩衝液pH 5.0を含むテストバイアルに加えた。
次いで、100～250μgのDTPA-トラスツズマブ (2.4 mg/mL)を加え、RTにて30分間インキュ
ベートした。177Lu-DTPA-トラスツズマブは、ディスポ―ザブルNap-5ゲルろ過カラム(GE 
Healthcare)で精製し、0.22μmフィルタに押して通した。放射化学純度は、上記のように
してiTLC及び放射性SECを用いて評価した。

ｇ)動物研究
　健常雄性ウィスターラット(255±53ｇ体重)を、動的平面シンチグラフィ研究において
用いた。雌性無胸腺ヌードマウス(20±５ｇ体重)の右の後肢に、PBS中の８×106 SKOV3細
胞をs.c.にて、2.5％イソフルラン麻酔(Abbott、Ottignies-Louvain-la-Neuve、Belgium)
の下に接種した。腫瘍は、体内分布の目的のために、205±68 mm3のサイズに達した。SKO
V3-LUC異種移植片は、雌性無胸腺マウスの右の後肢に３×106 SKOV3-LUC細胞を接種する
ことにより得た。腫瘍は、標的化放射線療法の目的のために、26±５mm3に達するまで成
長させた。動物プロトコールは、Vrije Universiteit Brusselの倫理委員会により承認さ
れた。
【０１４６】
ｈ)健常ウィスターラットにおける111In-DTPA-VHHの腎臓貯留
　ウィスターラット(n=3)を、250μLのペントバルビタールのi.p.注射により麻酔にかけ
た後に、111In-DTPA- VHH (35.8±5.4 MBq)をi.v.注射した。別の群にて、80 mg/kgのGel
ofusin (40 g/l、Braun Medical、Diegem、Belgium)と並行して111In-DTPA-非タグ付加VH
Hを更に同時注射した。放射標識VHHの迅速なインビボ動態を記録するために、動的平面イ
メージングを注射の直後に行った(30秒の100フレーム)。腎臓の時間活性曲線を、AMIDE M
edical Image Data Examinerソフトウェアを用いて作成した。ROIは、全身及び腎臓の周
囲で描いて、全注射活性に対する腎臓で貯留された放射活性(％ IA)を算出した。

ｉ) 177Lu-DTPA-VHHのインビボ腫瘍ターゲティング
　SKOV3腫瘍保持マウス(n=3)に、177Lu-DTPA-2Rs15d VHHフォーマット(21.5±1.7 MBq)の
それぞれをi.v.注射した。別の群にて、150 mg/kg Gelofusinとともに177Lu-DTPA-非タグ
付加2Rs15dを同時注射した。マウスを安楽死させ、１時間p.i.にて解剖し、組織を秤量し
、自動化ガンマカウンタ(Cobra Inspector 5003、Canberra Packard、USA)を用いて放射
活性をカウントした。異なる組織に存在する放射活性の量は、％ IA/g組織として表した
。
【０１４７】
ｊ)単回用量の177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d及びGelofusin対177Lu-DTPA-トラスツズマブ
の比較線量測定計算
　SKOV3腫瘍保持マウスに、14.7±1.3 MBq 177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d及び150 mg/kg 
Gelofusin、又は10.1±0.2 MBq 177Lu-DTPA-トラスツズマブのいずれかをi.v.注射した。
１、３、６、24、48、72及び120時間 p.i.にて、マウス(n=3)を安楽死させ、解剖して、
上記のようにして放射活性をカウントし、％ IA/gとして表される組織体内分布の値を得
た。168時間p.i.の時点を、177Lu-DTPA-トラスツズマブの線量測定計算の目的のために含
めた。これらの値を、時間で積分して、グラム組織あたりの貯留時間を得た。簡単に述べ
ると、時間０と120時間(又は177Lu-DTPA-トラスツズマブについて168時間)との間での積
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分を、台形法を用いて行った。最後の２点を用いて、120時間から無限大までの貯留時間
を推定した。各データセットについて、吸収線量を算出した。177LuのＳ値は、RADARファ
ントム(www.doseinfo-radar.com/RADARphan.html)を用いて得た。１ｇ球体についてのＳ
値(0.0233 mGy/MBq s)を、線量計算のために用いた。

ｋ) 177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d及びGelofusinを用いる実験的標的化放射性核種療法
　SKOV3-LUC腫瘍が20～30 mm3の量に達したとき(第７日)に、動物を無作為に３群(n=8)に
分類した。各群のマウスは、20.7±0.4 MBq 177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d、19.3±0.8 M
Bq 177Lu-DTPA-非タグ付加BcII10又はPBSを含むある容量の７回のi.v.注射(週１回、７週
間の期間にわたる)を受けた。全ての試料は、150 mg/kg Gelofusinで希釈した。研究は、
腫瘍細胞接種後125日で終了した。腫瘍成長はノギス測定を用いてモニタリングするとと
もに、動物の体重は毎週モニタリングした。２週間に１回、150 mg/kgルシフェリンのi.p
.注射後に生物発光イメージングを用いて腫瘍負荷も視覚化した。結果は、無再発生存曲
線にまとめ、再発は、(１)死亡、(２)＞20％体重減少、(３)潰瘍形成腫瘍組織、又は(４)
 250 mm3を超える腫瘍量と定義した。研究の最後に、動物を安楽死させ、解剖して腎臓組
織を保存した。
【０１４８】
ｌ)腎臓病理組織診断
　177Lu投与及び対照群の腎臓試料を、ホルマリン中で４時間固定し、脱水し、パラフィ
ンに包埋した。パラフィン切片(３μm)は、標準的なプロトコールに従ってH&E、PAS及び
マッソンのトリクロームでの染色のために処理した。染色切片は、光学顕微鏡を用いて腎
臓組織における壊死、アポトーシス、炎症及び血管変化について評価した。

ｍ)統計
　体内分布における統計学的に有意な差は、両側ｔ検定を用いて分析し、処置群間の無再
発生存は、ログランク検定(Ｐ＜0.05)を用いて分析した。
【０１４９】
２.結果
ａ) VHHへの1B4M-DTPA及びCHX-A"-DTPAのコンジュゲーション
　CHX-A"-DTPAを111In標識のために、そして1B4M-DTPAを177Lu標識のために用いた。SEC
プロファイル及びESI-Q-ToF-MS分析は、異なるVHH構築物への二官能性DTPA-キレート剤の
コンジュゲーションが成功したことを示した。非タグ付加2Rs15d、非タグ付加1B4M-DTPA-
2Rs15d及び非タグ付加CHX-A"-DTPA-2Rs15dのSECプロファイルを、図11A～Cに示す。DTPA
は、リジン残基のε-アミノ基にコンジュゲートさせることにより、チオウレア結合を形
成した。よって、2Rs15dは複数のリジンを含むので、コンジュゲーション反応により、ES
I-Q-ToF-MS分析により決定されるように、１、２及び３のDTPA キレート剤を有する分子
の混合物が得られた。非タグ付加2Rs15d (MW: 12624 Da)、非タグ付加CHX-A"-DTPA-2Rs15
d (２DTPAのコンジュゲーションに相当する主要ピーク、MW: 13923)及び非タグ付加1B4M-
DTPA-2Rs15d (２DTPAのコンジュゲーションに相当する主要ピーク、MW: 13842)のMSプロ
ファイルを、図16に示す。結果として、非タグ付加2Rs15dへの1B4M-DTPA及びCHX-A"-DTPA
の両方の優勢なコンジュゲーション比(キレート剤：VHH)は、２：１である。標準化され
たプロトコールを用いることにより、２：１(キレート剤：VHH)コンジュゲーションの一
定の度合を、VHH 2Rb17c及び1R136dについて得た。
【０１５０】
ｂ) 111In-及び177Lu-DTPA-VHHの調製
　111In標識のために、VHHをCHX-A"-DTPAにコンジュゲートした。放射標識の後に、iTLC
により、SEC精製の前後にそれぞれ95.1±1.7％及び＞99％の放射化学純度が明らかになっ
た。1B4M-DTPAとコンジュゲートした2Rs15d VHH構築物は、iTLCにより決定されるように
、すなわちSEC精製の前に97.2±2.5％及び後に＞99％の高収率で、177Luで標識された。
放射化学純度は、放射性HPLC又は放射性SECで確認した。非タグ付加111In-DTPA-2Rs15dの
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放射性HPLCプロファイル及び非タグ付加177Lu-DTPA 2Rs15dの放射性SECプロファイルを、
図11D～Eに示す。

ｃ) 177Lu-DTPA-トラスツズマブの調製
　SECプロファイル及びESI-Q-ToF-MS分析は、トラスツズマブへの1B4M-DTPAのコンジュゲ
ーションの成功を示した。177Lu-DTPA-トラスツズマブの放射化学純度は、99.5±0.2％ (
iTLC)であり、放射性SECにより確認された。非共役トラスツズマブ及びDTPA-トラスツズ
マブのSECプロファイルを、図17に、177Lu-DTPA-トラスツズマブの放射性SECプロファイ
ルとともに示す。
【０１５１】
ｄ)健常ウィスターラットにおける111In-DTPA-VHHの腎臓貯留
　VHHのＣ末端極性が腎臓貯留の程度に強く影響することを確認するために、ウィスター
ラットに、異なる111In-DTPA-VHH構築物を注射した。代表的な同じ縮尺の平面画像を、図
12A～Dに示す。最後に、全身及び腎臓ROIを描き、時間の関数としてプロットして、腎臓
において蓄積される放射活性の相対量を得た(図12E)。腎臓における放射活性の最高の蓄
積は、Myc-Hisタグ付加2Rs15d、次いでHisタグ付加及び非タグ付加2Rs15dで確認され、50
分p.i.にてそれぞれ52.44±4.70、36.45±4.28及び18.24±1.71％ IAの値を与えた。３つ
の曲線は全て、同様の放物線形状を描いた。腎臓における最低の蓄積は、80 mg/kg Gelof
usinと混注した非タグ付加2Rs15dについて観察され、50分p.i.にて6.52±0.18 ％ IAだけ
の値であった。ここで、曲線は、腎臓における放射活性の初期の傾斜と、その直後に一定
の低い量の放射活性を示した。これらの知見は、更に２つのHER2ターゲティングVHH 2Rb1
7c及び1R136dについて確認された(図18)。

ｅ) 177Lu-DTPA-2Rs15d VHHのインビボ腫瘍ターゲティング
　SKOV3腫瘍異種移植マウス(n=3)に、異なる177Lu-DTPA-2Rs15d VHHを注射した。腫瘍タ
ーゲティングは、Ｃ末端タグを変えることにより、又はgelofusinと同時注射することに
より影響を受けず、Myc-Hisタグ付加、Hisタグ付加、非タグ付加及び非タグ付加VHHと150
 mg/kg Gelofusinについてそれぞれ5.9±0.7％；6.4±0.8％；6.9±0.4％及び6.5±0.2％
 IA/gの取り込みの値であった。より重要なことには、ここでもまた腎臓取り込みにおけ
る実質的な差が観察され、Myc-Hisタグ付加、Hisタグ付加、非タグ付加及び非タグ付加VH
Hと150 mg/kg Gelofusinについてそれぞれ195.8±23.7％；127.7±2.9％；25.8±1.3％及
び10.4±1.7％ IA/gの減少する値であった(図13)。主要な器官及び組織における取り込み
の値は、有意に異ならなかった。
【０１５２】
ｆ)単回用量の177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d及びGelofusin対177Lu-DTPA-トラスツズマブ
の比較線量測定計算
　非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15d VHHについて、最高の腫瘍取り込みの値は、早い時点で
観察され、１時間p.i.にて6.50±0.24％ IA/gから48時間p.i.にて2.15±0.11％ IA/g及び
120時間p.i.にて1.15±0.16％ IA/gまで低下した。腎臓取り込みの値は、１時間p.i.の10
.36±1.73％ IA/gにて最高点に達し、次いで48時間p.i.にて2.08±0.29％ IA/g及び120時
間p.i.にて0.40±0.29％ IA/gまで低下した。骨活性は低く、177Luの実質的な放出がなか
ったことを示した。他の主要な器官及び組織における放射活性濃度は低く、早い時点にて
0.5％ IA/g以下で、経時的に低下した。対照的に、177Lu-DTPA-トラスツズマブの腫瘍取
り込みは、早い時点にて低く、1.07±0.31％ IA/gから96時間にて28.09±0.58％ IA/g及
び168時間p.i.にて17.13±2.00％ IA/gまで増加した。血液の値は、1時間にて23.32±4.3
6％ IA/gで高く、168時間p.i.にてまだ10.69±1.77％ IA/gであった。全ての時点にて、
更なる器官における(特に肝臓、肺及び脾臓における)放射活性濃度は、非タグ付加177Lu-
DTPA-2Rs15dについてよりかなり高いままであった。
　非タグ付加177Lu標識2Rs15dについて、最高の放射線吸収線量は、腫瘍及び腎臓に送達
され、0.9 Gy/MBqに等しい値であったが、他の健常組織に対する放射線負荷は非常に低か
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った。他方、177Lu-DTPA-トラスツズマブは、5.55 Gy/MBqの算出線量を腫瘍に送達した。
しかし、血液、肝臓、脾臓及び肺への放射線も高く、それぞれ4.18、1.72、1.60及び1.55
 Gy/MBqと推定された。
【０１５３】
ｇ) 177Lu-DTPA-非タグ付加2Rs15d及びGelofusinを用いる実験的標的化放射性核種療法
　小さいSKOV3-LUC腫瘍を有するマウスに、非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15d、非タグ付加17

7Lu-DTPA-BcII10 (非ターゲティング対照VHH)又はビヒクルPBS(全て150 mg/kg Gelofusin
と同時注射する)のいずれかをi.v.注射した。PBS処置(n=8)及び177Lu-DTPA-BcII10処置動
物(n=8)はともに、ノギスを用いて測定されるように、全ての動物の腫瘍量が接種後33～7
5日の間に既に250 mm3の値を超えていた(図14B)。対照群からの全ての動物は、図14Bに示
すように、大きい腫瘍(＞１cm3)の発生のために第85日にて安楽死させた。両方の対照群
において無再発生存における統計的に有意な差は観察されなかった。対照的に、第125日
まで、非タグ付加抗HER2 177Lu-DTPA-2Rs15dで処置したマウス(n=8)のうちで腫瘍サイズ
の実質的な増加は観察されなかった。著しいことに、８匹のマウスのうち５匹は、生物発
光イメージングにより確認されるように、腫瘍負荷が全くなかった(図14A)。他の３匹の
マウスは、小さいLUCposを発生したが、蝕知できる腫瘍は発生しなかった。この群の１匹
の動物は、20％を超える体重減少のために安楽死させる必要があった(第95日)。全体とし
て、無再発生存は、PBS (Ｐ＜0.0001)又は177Lu-DTPA-BcII10 (Ｐ＜0.0001)を受けた対照
群とそれぞれ比較して、処置群について有意により長かった(図15A)。腎臓組織の病理組
織学的分析は、実験群の間で差を示さなかった。糸球体、細管及び血管構造は、形態学的
に正常であり、壊死には気付かなかった。間質は広がっていたか又は繊維状であり、炎症
細胞はなかった。タンパク質キャスト(casts)は観察できなかった(図15B)。
【０１５４】
３.考察
　本研究では、一方で、VHH配列の全体的極性に対するＣ末端アミノ酸タグの影響につい
て、他方で、腎臓貯留の程度について調査した。アミノ酸タグは、精製若しくは放射標識
の目的(Hisタグ)又はインビトロ検出(Mycタグ)の目的のために、抗体断片のようなタンパ
ク質とたびたび連結される。しかし、荷電アミノ酸を導入することは、タンパク質の全体
的な極性に影響し、よってそのインビボ挙動にも影響する。この仮定は、健常ウィスター
ラットにおいて異なる111In-DTPA-VHHフォーマットのインビボ挙動を評価することにより
最終的に確認された。腎臓に貯留された最高の活性は、Myc-Hisタグ付加2Rs15dについて
観察された。Myc-HisタグをHisタグに替えることにより、標識の貯留が50分p.i.で31％下
落した。Ｃ末端アミノ酸タグの完全な除去は、Myc-Hisタグ付加2Rs15dと比較して、腎臓
貯留を65％まで下げた。最後に、非タグ付加111In-DTPA-2Rs15dをGelofusinと同時注射す
ることにより、更に65％腎臓貯留が低減された。この観察は、２つの他のHER2-ターゲテ
ィングVHHを用いて観察された。
　同様の傾向が、177Luで放射標識した異なる2Rs15dフォーマットをHER2pos異種移植マウ
スに注射した後に観察された。図13は、腎臓貯留に関して動的スキャンからの観察を確認
する。腎臓における最高の取り込みの値は、Myc-Hisタグ付加フォーマットについて観察
されたが、最低の取り込みは、非タグ付加2Rs15d及び150 mg/kg Gelofusinを用いて達成
された。腫瘍ターゲティングは、Ｃ末端アミノ酸タグの調節又はGelofusinの同時注射の
いずれによっても影響されなかった。
【０１５５】
　単回用量の非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15dと150 mg/kg Gelofusin対単回用量の177Lu-DT
PA-トラスツズマブの比較エクスビボ体内分布は、それぞれ120時間及び168時間p.i.まで
評価した。非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15d VHHの注射は、全ての非標的器官及び組織から
の活性の迅速なウォッシュアウトを明らかにした。48時間p.i.にて、腫瘍における放射活
性は、腎臓に存在する量を超えており、腫瘍及び腎臓への同等の放射線吸収線量をもたら
した。非標的組織、例えば血液、肝臓及び脾臓へ送達された線量は、非常に低かった。更
に、骨に送達された低い線量は、遊離の177Luが存在しないことを示唆する。対照的に、1
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77Lu-DTPA-トラスツズマブは、非タグ付加177Lu-DTPA-2Rs15dよりも腫瘍へ供給された線
量が６倍高かったが、肺、肝臓、脾臓、骨及び血液への放射線負荷も同時に155、34、80
、26及び4180倍高かった。
　最後に、VHHベースの標的化放射性核種療法を、最小残存又は微小転移疾患を模倣する
予備的モデルとして、20～30 mm3の小さい腫瘍量を有するHER2pos異種移植マウスで行っ
た。いずれかの非特異的177Lu標識BcII10 VHHを受ける両方の実験群又はビヒクルPBS群は
、腫瘍成長阻害について有意な差に気付かなかった。両方の対照群における全ての動物の
腫瘍量は、接種後33～75日の間に250 mm3の値を既に超えていた。処置群の動物は、第125
日まで250 mm3を超える腫瘍を有さなかった。更に、８匹の処置マウスのうち５匹は、腫
瘍形成が完全になかった。他の３匹のマウスは、小さいが蝕知できない腫瘍を発生し、こ
れは、生物発光イメージングにより検出可能であった。
　まとめると、ここに示す結果は、治療用の放射性核種ルテチウム-177を用いるVHHベー
スの標的化放射性核種療法の施与が腫瘍を有するマウスにおいて成功したことを示す。特
異性が高いVHHは様々な癌関連抗原に対して容易に産生できるので、VHHベースの標的化放
射性核種療法を、幾つかのタイプの癌疾患において導入できる。
【０１５６】
４.結論
　非タグ付加VHH及び150 mg/kg Gelofusinとの混注を用いる場合に腎臓貯留が著しく低減
することを証明した。よって、抗HER2 VHHは、標的化放射性核種療法についての有効な小
分子ビヒクルを構成する。177Luで放射標識すると抗HER2 VHHは、健常組織への著しい非
特異的放射線なしで、異種移植マウスにおいてHER2発現腫瘍の成長を効率的に阻害する。
更に、腎臓組織の病理組織学的分析は、視覚可能な毒性を明らかにしなかった。
【０１５７】
実施例５
C57bl/6マウスにおける一価の寿命が延長されていない非タグ付加[131I]SGMIB標識抗HER2
 VHH 2Rs15dの血液クリアランス
材料及び方法
　６匹の正常雄性C57bl/6マウスを用いて、血液クリアランスを評価した。各動物は、250
0kBqの非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d (約４μg)の静脈内注射を受け
た。血液試料は、注射後２、５、10、15、20、40、60及び120及び180分にてマイクロキャ
ピラリーを用いて採取した。結果は、血液全容量あたりの注射活性のパーセンテージ(％ 
IA/TBV)で表した。血液全容量は、全体重の７％と推定した。血液半減期は、GraphPad Pr
ismを用いて２相非線形回帰フィッティングにより決定した。
結果
　非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dは、２相血液曲線に従って排除され
た(図19)。初期の迅速なウォッシュアウト相についての算出された半減期は、約1.93分で
あった。60分後に、２％ IA/TBV (血液全容量あたりの注射活性のパーセンテージ)以下が
血液中で測定された。
【０１５８】
実施例６
HER2+腫瘍異種移植マウスにおける一価の寿命が延長されていない非タグ付加[131I]SGMIB
標識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布及び線量測定並びに成人女性における放射線量の推定

材料及び方法
　雌性６週齢CRL:Nu-FoxNInu無胸腺マウスの背中に、60日間継続放出17-β-エストラジオ
ールペレット(0.72 mg、Innovative Research of America: Sarasota、FL、USA)を接種し
、その１日後に腫瘍を移植した。50％ Matrigel (BD Biosciences、Bedford、MA、USA)中
のHER2+ BT474/M1ヒト乳癌細胞(10×106)を、右側腹部に皮下注射し、250～350 mm3の量
に達するまで成長させた。
　非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布プロファイルを決定した
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。動物(n=3)に、1185kBqの非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d(2.0μg)を
注射した。注射後１、３、６、24、48、72、96、120、144時間にて、過量のハロタンによ
りマウスを安楽死させ、解剖し、器官を採取した。興味対象の組織を秤量し、γ-カウン
タにおいて131I放射活性について注射標準物質とともにカウントした(表７)。得られたデ
ータ(％ IA/g)を用いて、対応する腫瘍対健常組織の比率を算出した(表８)。
【０１５９】
　更に、非タグ付加一価131I-SGMIB-抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布の値を、線量測定算出
のために用いた(表９)。値は、時間で積分して、グラム組織あたりの貯留時間を得た。簡
単に述べると、０時間～144時間の間の積分を、台形法を用いて行った。次に、吸収線量
を算出した。吸収線量の算出において、131IについてのＳ値を、インターネットにおいて
発表されているRADARファントム(Unit Density Spheres)から得た。１ｇ球体についての
Ｓ値(0.0000304 Gy.Kg/MBq.s)を全般的に用いて、全ての器官の線量を算出した。この単
純化した線量測定算出は、131I減衰における低エネルギーβ粒子は局所的に吸収され、光
子及び他の透過性放射線は低い程度で貢献しており、このことは、マウスにおける異なる
器官の間のクロストークは無視できることを意味するという事実により動機付けられる。
　成人女性における器官吸収線量の推定は、マウスにおける異なる時点での非タグ付加一
価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布データを、１時間の排尿膀胱間隔を用い
るOLINDAソフトウェアを用いて成人女性ファントムに外挿することにより行った(表10)。
算出は、時間-活性曲線に基づいて、器官における壊変の数を決定した。器官の線量及び
実効線量は、様々な器官について適当な重み付け因子を用いて算出した。
【０１６０】
結果
　非常に高い腫瘍対健常組織の比率が達成され(表８)、このことは、健常組織での非常に
低い取り込みと、よって低い毒性とを強調する。非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 
VHH 2Rs15dを用いて観察された程度の腫瘍対組織の比率は、今まで他の放射性免疫生物学
的物質について全く発表されていない。特に、これらの比率は、5F7GGCと呼ばれるHER2タ
ーゲティングシステインタグ付加VHH (Pruszynskiら、2014; J. Nucl. Med. 55(4):650-6
56)と比較して有意により高かった。腫瘍対肺、心臓、肝臓、腎臓、胃、脾臓、筋肉及び
血液の比率は全て、非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d対5F7GGC VHHにつ
いて１及び24時間の時点にて有意により高かった。非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER
2 VHH 2Rs15dについて腎臓において非常に低い取り込みの値を検出したことは、特に驚く
べきことであった。この腎臓取り込みの値は、5F7GGC VHHについて報告されたものよりも
更に低かった。
【０１６１】
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【表７－２】

【０１６２】
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【表８－２】

【０１６３】
　腎臓への放射線吸収線量の算出のためのPruszynskiらに記載されたものと同じ方法を用
い、そして％ IA/g組織の値(表７)に基づいて、非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 V

HH 2Rs15dについて835.96 cGy/mCiの値が得られ(表９)、これは、Pruszynskiらからの線
量測定データに基づく5F7GGC VHHについて得られた値の半分以下であった。また、非タグ
付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dについて、肝臓、脾臓、肺、胃及び血液に対
して非常に低い値が観察された。
　非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dについて得られた値(835.96 cGy/mC
i)は、hisタグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dについて腎臓に吸収された線
量 (1055 cGy/mCi、実施例２を参照されたい)よりも驚くほど低かった。
【０１６４】
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【０１６５】
　成人女性についての放射線量推定値は、マウスにおける非タグ付加一価[131I]SGMIB標
識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布データからOLINDA 1.0ソフトウェアを用いて算出した。
算出は、時間-活性曲線に基づいて、20のソース器官における壊変の数を決定した。器官
線量、実効線量及び実効線量当量は、様々な器官について適当な重み付け因子を用いて算
出した。表10は、算出された器官吸収線量をまとめる。実効線量は、0.0273 mSv/MBqと推
定した。
【０１６６】
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【表１０】

【０１６７】
実施例７
HER2+腫瘍異種移植マウスにおけるトラスツズマブ及び/又はペルツズマブとの競合での非
タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布
　非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの体内分布プロファイルを、トラス
ツズマブ、ペルツズマブ又は両方の組み合わせでの前処置の後にHER2+腫瘍異種移植マウ
スにおいて評価した。トラスツズマブ(商品名: Herclon(登録商標)、Herceptin(登録商標
))及びペルツズマブ(商品名: Perjeta(登録商標))は、HER2/neu受容体に干渉するモノク
ローナル抗体である。これらの主な使用は、ある種の乳癌を処置することである。

材料及び方法
　雌性６週齢CRL:Nu-FoxNInu無胸腺マウスの背中に、60日間継続放出17-β-エストラジオ
ールペレット(0.72 mg、Innovative Research of America: Sarasota、FL、USA)を接種し
、その１日後に腫瘍を移植した。50％ Matrigel (BD Biosciences、Bedford、MA、USA)中
のHER2+ BT474/M1ヒト乳癌細胞(５×106)を、右側腹部に皮下注射し、150～250 mm3の量
に達するまで成長させた。非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの投与の72
時間前に、動物(n=3)を100モル過剰の抗HER2 mAbで前処置した。次いで、マウスは、1185
kBqの非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d (5.0μg)を受けた。注射の１時
間後に、過量のハロタンによりマウスを安楽死させ、解剖し、器官を採取した。興味対象
の組織を秤量し、γ-カウンタにおいて131I放射活性について注射標準物質とともにカウ
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ントした。結果は、組織１グラムあたりのパーセンテージ注射活性(％ IA/g)として表し
た。
【０１６８】
結果
　結果を表11に示す。非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dのみを受けた動
物群と、Herceptin(登録商標)及び/又はPerjeta(登録商標)の前処置を受けた動物群との
間で腫瘍取り込みの有意な差は観察されなかった。
　よって、本発明による非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d又はその機能
的断片は、示したインビボ競合アッセイにより示されるように、HER2との結合についてモ
ノクローナル抗体Herceptin(登録商標)及びPerjeta(登録商標)と競合しない。
【０１６９】
【表１１】

【０１７０】
実施例８
HER2+腫瘍異種移植マウスにおける非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの
治療有効性
　非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15dの治療有効性は、HER2+腫瘍異種移
植マウスにおける腫瘍成長を阻害するその能力を測定することにより評価した。その治療
有効性の特異性は、２つの対照、すなわち(１)非タグ付加一価[131I]SGMIB標識非ターゲ
ティング対照VHHの投与、及び(２)ビヒクル溶液PBSの投与を含めることにより評価した。

材料及び方法
　19匹のCRL:Nu-FoxNInuマウスの右後肢に、50/50 matrigel/細胞培養培地中の５×106 H
ER2+ BT474/M1腫瘍細胞を接種した。腫瘍は、ノギス測定により決定されるように、50±3
0 mm3まで成長させた。次に、動物を無作為に３つの処置群に分けた：処置群１(n=6):非
タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 2Rs15d (250±50μCi/処置)、処置群２(n=6):
非タグ付加一価[131I]SGMIB標識非ターゲティング対照VHH (250±50μCi/処置)及び処置
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の体重は、毎週測定した。動物は、腫瘍が１cm3に達するか又は＞20％の体重減少が観察
された場合に安楽死させた。150日後。結果は、生存曲線にまとめ、その後に統計分析を
行った(ログランク(Mantel-Cox)検定)。
【０１７１】
結果
　小さいHER2+ BT474/M1腫瘍(50±30 mm3)を有するマウスに、非タグ付加一価[131I]SGMI
B標識抗HER2 VHH 2Rs15d、非タグ付加一価[131I]SGMIB標識非ターゲティング対照VHH又は
ビヒクル溶液PBSのいずれかを静脈内注射した。PBS処置群の全て(n=7)、及び非タグ付加
一価[131I]SGMIB標識非ターゲティング対照VHHで処置した群における１匹以外の全て(n=6
)の動物は、大きい腫瘍(＞１cm3)の発生により第150日にて安楽死させた(図20)。両方の
対照群において、無再発生存の統計的に有意な差は観察されなかった。
　対照的に、２つの対照動物群と比較して、非タグ付加一価[131I]SGMIB標識抗HER2 VHH 
2Rs15dで処置した群において、腫瘍成長は有意に遅くなった(図20)。更に、第150日まで
、処置された動物群の半分は、腫瘍負荷が完全になかった。全体的に、生存は、 PBS (Ｐ
＜0.05)又は非タグ付加一価[131I]SGMIB標識非ターゲティング対照VHH (Ｐ＜0.05)を受け
た対照群とそれぞれ比較して、処置群について有意により長かった。この知見は、著しく
驚くべきことである。なぜなら、治療効果のためには、寿命の延長と多価が必要であると
一般的に認識されているが、放射標識非タグ付加の寿命が延長されていない一価VHHは治
療効果を有することが示されたからである。
【０１７２】
実施例９
* 用量漸増毒性曲線を、マウスにおいて131I-SGMIB標識2Rs15d又は他のVHHについて確立
して、これらのプローブについての毒性制限用量を評価する。
*低用量のGMPグレード131I-SGMIB-2Rs15dの体内分布分析を、ヒトボランティア乳癌患者
において行って、他の体組織、例えば腎臓におけるHer2陽性腫瘍病変の効果的なターゲテ
ィングと低いバックグラウンドシグナルを確立する。
*７回の毎週の注射の計画での高用量の131I-SGMIB-2Rs15dの投与の治療有効性を、ルシフ
ェラーゼをコードするレンチウイルス粒子をトランスフェクトした皮下 Her2+ SKOV3細胞
を有する無胸腺ヌードマウスにおいて評価し、そのことにより、ノギス測定及び/又は生
物発光イメージングにより、対照群マウスと比較した腫瘍成長遅延を測定する。
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