
JP 4874090 B2 2012.2.8

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌の治療または診断用医薬組成物であって、
　（ｉ）　癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、結腸特異的抗原－ｐ（ＣＳＡｐ）、ＣＤ４、ＣＤ５
、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ
、ＣＤ７４、Ｂ７、ＨＬＡ－ＤＲ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＴＡＧ－７２、ＥＧＰ
－１、ＨＣＧ、ＨＣＧ－β、ＰＳＭＡ、ＰＳＡ、ＶＥＧＦ、およびＭＡＧＥからなる群か
ら選択される、腫瘍関連マーカーと結合する標的結合部分と、
　ＨＳＧ（ヒスタミンスクシニルグリシン）、ＤＴＰＡ（ジエチレントリアミン五酢酸）
、またはＴｓｃｇ－Ｃｙｓ（チオセミ－カルバゾニルグリオキシルシステイン）を含む第
１のハプテンに結合する、少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分
とを含んでなる、二重特異性抗体；
　（ii）　Ａｃ－Ｌｙｓ（ＤＴＰＡ）－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＤＴＰＡ）－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ
－Ｃｙｓ－）－ＮＨ２、またはＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙ
ｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２（ＩＭＰ２７２）を含んでなるターゲッティング可能構築
物であって、治療部分または診断部分とを含んでなる、ターゲッティング可能構築物；お
よび
　（iii）　ＨＳＧ、ＤＴＰＡ、またはＴｓｃｇ－Ｃｙｓを含む第２のハプテンに結合す
る、１以上の第二の抗体またはその抗原結合フラグメントを含んでなる、クリアリング剤
であって、第１および第２のハプテンが、互いにと直交しており、かつ、標的部位におい



(2) JP 4874090 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

てターゲッティング可能構築物の保持を高める、クリアリング剤
を含んでなる、医薬組成物。
【請求項２】
　腫瘍関連マーカーが、ＣＥＡ、ＣＤ７４、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ２０、ＣＤ２２、または
ＥＧＰ－１である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　標的結合部分が、ヒト化、キメラ、ヒト、またはネズミの抗ＣＥＡ　ＭＮ－１４、抗Ｃ
Ｄ７４　ＬＬ１、抗ＣＤ２０　Ａ２０、抗ＣＤ２２　ＬＬ２、または抗ＥＧＰ－１　ＲＳ
７抗体、またはその抗原結合フラグメントである、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　癌の治療または診断用医薬組成物であって、
　（ｉ）　癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、結腸特異的抗原－ｐ（ＣＳＡｐ）、ＣＤ４、ＣＤ５
、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ
、ＣＤ７４、Ｂ７、ＨＬＡ－ＤＲ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＴＡＧ－７２、ＥＧＰ
－１、ＨＣＧ、ＨＣＧ－β、ＰＳＭＡ、ＰＳＡ、ＶＥＧＦ、およびＭＡＧＥからなる群か
ら選択される、腫瘍関連マーカーと結合する標的結合部分と、
　ＨＳＧ（ヒスタミンスクシニルグリシン）を含む第１のハプテンに結合する、少なくと
も一つのターゲッティング可能構築物結合部分
とを含んでなる、二重特異性抗体；
　（ii）　ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ
）－ＮＨ２（ＩＭＰ２７２）を含んでなるターゲッティング可能構築物であって、治療部
分または診断部分とを含んでなる、ターゲッティング可能構築物；および
　（iii）　Ｉｎ－ＤＴＰＡを含む第２のハプテンに結合する、１以上の第二の抗体の抗
原結合フラグメントを含んでなる、クリアリング剤であって、第１および第２のハプテン
が、互いにと直交しており、かつ、標的部位においてターゲッティング可能構築物の保持
を高める、クリアリング剤
を含んでなる、医薬組成物。
【請求項５】
　第１のハプテンＨＳＧに結合する結合部分が、６７９抗体であり、かつ、Ｉｎ－ＤＴＰ
Ａを含む第２のハプテンに結合する第二の抗体が、７３４抗体である、請求項４に記載の
医薬組成物。
【請求項６】
　クリアリング剤とターゲッティング可能構築物との結合が、ターゲッティング可能構築
物と二重特異性抗体との結合を安定化させ、二重特異性抗体と結合していないターゲッテ
ィング可能構築物のクリアランスを促進する、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　二重特異性抗体とターゲッティング可能構築物が同時に投与され、クリアリング剤がそ
の同時投与の後、またはその同時投与と同時に投与される、請求項１に記載の医薬組成物
。
【請求項８】
　二重特異性抗体またはその抗原結合フラグメントおよび第二の抗体およびその抗原結合
フラグメントが、ヒト化抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、ネズミ抗体およびその抗原結合フ
ラグメントから選択される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　第二の抗体が、ＩｇＧ抗体である、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　クリアリング剤のＩｇＧ抗体が、循環からクリアリングを高める、ＣＨ２欠損を有する
ＩｇＧ抗体である、請求項９に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　第二の抗体またはその抗原結合フラグメントが、葉酸、メトトレキサート、ＨＩＶ－１
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　ｔａｔ、トランスポータン、モデル両親媒性ペプチド（ＭＡＰ）、ペネトラチン、ソマ
トスタチン、ＬＨＲＨ、ボンベシン、ＣＣＫＢ、サブスタンスＰ、およびＶＩＰからなる
群より選択されるインターナリゼーション部分と結合する、請求項１に記載の医薬組成物
。
【請求項１２】
　インターナリゼーション部分が、葉酸である、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　標的結合部分が、抗ＣＥＡ抗体、またはその抗原結合フラグメントである、請求項１に
記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　抗ＣＥＡ抗体またはその抗原結合フラグメントが、ｈＭＮ１４抗体またはその抗原結合
フラグメントである、請求項１３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　腫瘍関連マーカーがＣＥＡであり、
　二重特異性抗体がＣＥＡおよびハプテンＨＳＧと結合するｈＭＮ１４－ｈ６７９であり
、かつ
　クリアリング剤が、Ｉｎ　ＤＴＰＡに対して２つの結合アームを有している、高度ガラ
クトシル化ｍ７３４　ＩｇＧである、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　癌の治療または診断用医薬組成物であって、
　（ｉ）　ＣＥＡおよびハプテンＨＳＧと結合する、ｈＡ２０Ｆａｂ－６７９ｓｃＦｖを
含んでなる、二重特異性抗体；
　（ii）　Ｉｎ－ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（
ＨＳＧ）－ＮＨ２を含んでなるターゲッティング可能構築物であって、治療部分または診
断部分とを含んでなる、ターゲッティング可能構築物；および
　（iii）　Ｉｎ－ＤＴＰＡおよびＣＤ７４に結合する、（ｃ７３４ｓｃＦｖ）２ｈＬＬ
１ＩｇＧを含んでなる、クリアリング剤であって、標的部位においてターゲッティング可
能構築物の保持を高める、クリアリング剤
を含んでなる、医薬組成物。
【請求項１７】
　腫瘍関連マーカーがＣＤ７４であり、標的結合部分が、ＣＤ７４と結合する、ヒト化、
キメラ、またはネズミＬＬ１抗体またはその抗原結合ＬＬ１抗体フラグメントである、請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　腫瘍関連マーカーがＣＤ２０であり、標的結合部分が、ＣＤ２０と結合する、ヒト化、
キメラ、またはネズミＡ２０抗体またはその抗原結合Ａ２０抗体フラグメントである、請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　腫瘍関連マーカーがＣＤ２２であり、標的結合部分が、ＣＤ２２と結合する、ヒト化、
キメラ、またはネズミＬＬ２抗体またはその抗原結合ＬＬ２抗体フラグメントである、請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　腫瘍関連マーカーがＥＰＧ－１であり、標的結合部分が、ＥＰＧ－１と結合する、ヒト
化、キメラ、またはネズミＲＳ７抗体またはその抗原結合ＲＳ７抗体フラグメントである
、請求項１に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　本発明は、治療薬および診断薬のin viv o投与の分野に関し、このような薬剤を特定の
細胞種にターゲッティングする方法および組成物を含む。
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　本明細書中に示す情報および引用されている参照文献は単に読者の理解を助けるための
ものであり、このような情報または引用されている参照文献はいずれも本発明の先行技術
を構成することを認めたものではない。
【０００２】
　標的部位の検出は検出薬剤のシグナル／バックグラウンド比が高ければ有利である。治
療は、標的部位における治療薬の絶対付着が極力高く、ならびに取り込みおよび結合が合
理的に長期間であれば有利である。ターゲッティング率と標的部位に送達される薬剤の量
は、優先的に局在させるためにターゲッティング部分と結合させた診断薬または治療薬を
含むターゲッティングベクターを用いて向上させることができる。
【０００３】
　ターゲッティングベクターの例としては、抗体または抗体フラグメント、細胞または組
織特異的ペプチド、ならびにホルモンおよびその他の受容体結合分子などのターゲッティ
ング部分と診断薬または治療薬との複合体が挙げられる。例えば、罹患細胞および正常細
胞に関連する種々の決定基、ならびに病原微生物に関連する決定基の対する抗体が広範な
病状または病変の検出および処置に用いられてきた。これらの方法では、例えばHansen e
t al.の米国特許第３，９２７，１９３号およびGoldenbergの米国特許第４，３３１，６
４７号、同第４，３４８，３７６号、同第４，３６１，５４４号、同第４，４６８，４５
７号、同第４，４４４，７４４号、同第４，４６０，４５９号、同第４，４６０，５６１
号、同第４，６２４，８４６号および同第４，８１８，７０９号（これらの開示内容は総
て、引用することにより本明細書の一部とする）に記載されているように、ターゲッティ
ング抗体が適当な検出薬または治療薬に直接結合されている。
【０００４】
　直接ターゲッティング法、すなわち、診断薬または治療薬（「有効薬剤」）がターゲッ
ティング部分に直接結合される方法で出くわす一つの問題は実際に標的部位に結合する複
合体は比較的少なく、複合体の大部分は循環中に留まり、ターゲッティングされた複合体
の機能を様々な形で損ねる。例えば放射免疫シンチグラフィー複合体または磁気共鳴イメ
ージング複合体などの診断複合体の場合では、循環中に留まっている、ターゲッティング
されなかった複合体がバックグラウンドを引き上げ、解像度を低下させる。抗体などの長
期循環ターゲッティング部分と結合させた有毒治療薬（例えば放射性同位元素、薬物、ま
たは毒素など）を含む治療薬の場合では、骨髄毒性または全身性副作用といった、許容で
きない毒性を宿主にもたらすこともある。
【０００５】
　検出薬または治療薬の標的：バックグラウンド比を高めるためにプレターゲッティング
法が開発されている。プレターゲッティングおよびビオチン／アビジンアプローチの例は
、例えば、Goodwin et al., 米国特許第４，８６３，７１３号； Goldenberg, 米国特許
第５，５２５，３３８号；Goodwin et al., J. Nucl. Med. 29:226, 1988; Hnatowich et
 al., J. Nucl. Med. 28:1294, 1987; Oehr et al., J. Nucl. Med. 29:728, 1988; Klib
anov et al., J. Nucl. Med. 29:1951, 1988; Sinitsyn et al., J. Nucl. Med. 30:66, 
1989; Kalofonos et al., J. Nucl. Med. 31:1791, 1990 ; Schechter et al., Int. J. 
Cancer 48:167, 1991; Paganelli et al., Cancer Res. 51:5960, 1991; Paganelli et a
l., Nucl. Med. Commun. 12:211, 1991; Sharkey et al., Bioconjugate Chem 8:595-604
, 1997; Stickney et al., Cancer Res. 51:6650, 1991; およびYuan et al., Cancer Re
s. 51:3119, 1991（これらの開示内容は総て、引用することにより本明細書の一部とする
）に記載されている。
【０００６】
　プレターゲッティング法では、一次ターゲッティング種（診断薬または治療薬と結合さ
れていない）を投与する。この一次ターゲッティング種は、標的部位と結合するターゲッ
ティング部分と、ターゲッティング可能構築物上の結合部位との結合に利用可能な結合部
分を含む。一次ターゲッティング種の十分な付着が達成されたところで、ターゲッティン
グ可能構築物を投与する。このターゲッティング可能構築物は、一次ターゲッティング種
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の利用可能な結合部位を認識する結合部位と診断薬または治療薬を含む。
【０００７】
　プレターゲッティングでは、直接ターゲッティング法の使用を超える、ある利点が得ら
れる。例えば、治療、例えば放射免疫治療のため標的部位へ放射性核種をin vivo送達す
るためのプレターゲッティングアプローチを用いれば、放射性免疫複合体が長期循環する
ことにより起こる骨髄毒性が軽減される。これは放射性同位元素が、長期循環種であるこ
とが多い一次ターゲッティング分子と直接結合されているのではなく、迅速にクリアリン
グされる低分子量キレートとして送達されるためである。
【０００８】
　いくつかのプレターゲッティング法に見られる特徴の一つは、重患中の一次ターゲッテ
ィング種（標的部位に結合していない一次ターゲッティング種）が、ターゲッティング可
能複合体と、標的部位に結合している（一次ターゲッティング種上の結合部分を介して）
ターゲッティング種との結合を妨害するということである。いくつかの方法では、このよ
うに一次ターゲッティング種と結合し、その種の循環からのクリアリングを助けるクリア
リング剤を用いることにより、循環中の一次ターゲッティング種のレベルを引き下げる。
一例として、Goodwin, et al.,米国特許第４，８６３，７１３号に記載されている。しか
しながら、循環中の一次ターゲッティング種のレベルを引き下げれば結合平衡がシフトし
て結合している一次ターゲッティング種が標的から解離してしまい、それにより検出種ま
たは治療種が標的部位に存在する時間が短くなる。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、生物活性種と構築物を生体標的に送達するために有利な方法を提供する。こ
のように、一実施形態では、本発明は、標的部位における治療薬または診断薬（またはそ
の他の活性種）の結合を、標的部位における活性種の保持を高める薬剤を用いて増強する
という、改良されたターゲッティング法に関する。
【００１０】
　もう一つの実施形態では、本発明は、活性種または複合体のインターナリゼーションが
、標的細胞においてインターナリゼーション薬剤を用いない場合よりも高い程度で、かつ
／または迅速にインターナライズされる部分の結合または複合体の形成によって促進され
るという、改良されたターゲッティング法に関する。
【００１１】
　さらなる実施形態では、本発明は、治療薬または診断薬のターゲッティング送達のため
の方法であって、少なくとも一つの標的結合部分と少なくとも一つのターゲッティング可
能構築物結合部分を含む一次ターゲッティング剤；少なくとも一つの一次ターゲッティン
グ剤結合部分とクリアリング剤結合部分、および通常は治療部分または診断部分を含むタ
ーゲッティング可能構築物；および少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部
分を含み、標的部位においてターゲッティング可能構築物の保持を高めるクリアリング剤
を哺乳類に投与することによる方法に関する。
【００１２】
　もう一つの実施形態では、本発明は、治療部分または診断部分の細胞のインターナリゼ
ーションを高める方法であって、標的結合部分を含む一次ターゲッティング剤；およびイ
ンターナリゼーション部分を含む個別のインターナリゼーション薬剤を哺乳類に投与し、
一次ターゲッティング剤がインターナリゼーション薬剤と複合体を形成し、それによりイ
ンターナリゼーションを促進することによる（この複合体も治療薬または診断薬を含む）
方法を提供する。
【００１３】
　同様に、もう一つの態様では、本発明は、in vivo可視化系においてコントラストを高
める方法であって、標的結合部分と少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部
分を含む一次ターゲッティング剤；一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結
合部分と可視化部分とを含むターゲッティング可能構築物；および少なくとも一つのター
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ゲッティング可能構築物結合部分を含むクリアリング剤を哺乳類に投与し、それにより、
標的と結合したターゲッティング可能構築物に対する循環中のターゲッティング可能構築
物の比率を引き下げ、かつ／または循環標的のクリアランス速度を高めることによる方法
を提供する。
【００１４】
　また、本明細書に記載されるようなクリアリング剤を提供することで、循環中の治療薬
または診断薬を有する哺乳類にクリアリング剤を投与することにより循環中の治療薬また
は診断薬をクリアリングする方法も提供され、ここで、このクリアリング剤は、治療薬ま
たは診断薬を含む循環中の分子または複合体上の少なくとも一つの部分と特異的に結合し
、その分子または複合体のクリアランスを促進する。
【００１５】
　関連の態様において、本発明は、本方法で有用な構築物に関する。よって、本発明は、
治療部分または診断部分の送達に適合した三重特異性ターゲッティング可能構築物に関す
る。この構築物は、個別の一次ターゲッティング剤との結合に好適な少なくとも一つの第
一の結合部分；クリアリング剤との結合に好適な第二の結合部分；およびインターナリゼ
ーション薬剤との結合に好適な第三の結合部分を含む。
【００１６】
　さらに、本発明は、哺乳類において循環からターゲッティング可能構築物をクリアリン
グするのに好適なクリアリング剤を提供する。このクリアリング剤は、ターゲッティング
可能構築物との結合に好適な結合部分；およびインターナリゼーション部分を含む。
【００１７】
　もう一つの関連態様では、本発明は、インターナライズ薬剤と結合されている、少なく
とも一つの一次ターゲッティング剤結合部分とインターナライズ薬剤結合部分を含むター
ゲッティング可能構築物を含んでなる、分子複合体を提供する。
【００１８】
　さらにもう一つの関連態様は、クリアリング剤と結合されている、少なくとも一つ、好
ましくは二つの一次ターゲッティング剤結合部分、クリアリング剤結合部分、および治療
部分または診断部分を含む分子複合体を含んでなる、ターゲッティング可能構築物に関す
る。
【００１９】
　さらなる実施形態は、複数の一次ターゲッティング剤結合部分を含む多価ターゲッティ
ング可能構築物と結合されている、標的結合部分と複数のターゲッティング可能構築物結
合部分を含む多価一次ターゲッティング剤；クリアリング剤結合部分、および治療部分ま
たは診断部分を含む分子複合体である。
【００２０】
　さらなる分子複合体は、少なくとも一つの一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリ
ング剤結合部分と治療薬または診断薬結合部分とを含むターゲッティング可能構築物と結
合され、かつ、ターゲッティング可能構築物結合部分またはクリアリング剤結合部分とイ
ンターナライズ部分を含むインターナライズ薬剤と結合されている、標的結合部分と少な
くとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分を含む一次ターゲッティング剤を含む
。
【００２１】
　さらにもう一つの複合体は、一次ターゲッティング剤結合部分とインターナライズ部分
を含むインターナリゼーション薬剤と結合されている、標的結合部分と治療部分または診
断部分を含む一次ターゲッティング剤を含む。
【００２２】
　ある実施形態では、治療薬または診断薬を標的細胞へターゲッティングするための開示
されている方法で用いるための、本発明の成分を含むキットが提供される。
【００２３】
　さらなる実施形態では、被験体（典型的には患者）、好ましくはヒトにおいて疾病また
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は症状を処置および／または診断する方法が提供される。この方法は本明細書で記載され
るターゲッティング送達法において被験体に少なくとも一つの治療部分または診断部分を
投与することを含む。
【００２４】
　さらにもう一つの態様では、本発明は、固相媒体上、例えば樹脂上での合成によりＤＴ
ＰＡ結合ペプチドを製造するための有利な方法を提供する。
　さらなる態様および実施形態は以下の図面の説明および詳細な説明から明らかとなろう
。
【発明の具体的説明】
【００２５】
　特に断りのない限り、名詞の単数表現は複数の場合も含むことを意味する。
【００２６】
Ｉ．定義
　以下の説明において、多数の専門用語が使用されており、以下、本発明の理解を容易に
するために定義を示す。特に断りのない限り、用いられている技術用語および科学用語は
総て当業者が通常に理解しているものと同じ意味を有する。さらに、本明細書に引用され
ている総ての参照文献の内容は引用することによりそのまま本明細書の一部とされる。
【００２７】
　本明細書において、「一次ターゲッティング剤」(primary targeting agent)とは、選
択された標的と結合する少なくとも一つの結合部分と、ターゲッティング可能構築物と結
合する少なくとも一つの（好ましくは二つの）結合部分を含む少なくとも一つの二重特異
性構築物をさす。本明細書において「二重特異性抗体」(bispecific antibody)は二つの
異なる部分、例えば標的組織とターゲッティング可能構築物と結合し得る抗体である。二
重特異性抗体は構造の異なる二つの標的と同時に結合することができる。二重特異性抗体
（ｂｓＡｂ）および二重特異性抗体フラグメント（ｂｓＦａｂ）は、例えば腫瘍、組織、
Ｂ細胞、Ｔ細胞，骨髄、血漿、およびマスト細胞抗原またはエピトープと特異的に結合す
る少なくとも一つのアームと、ターゲッティング可能構築物と特異的に結合する少なくと
も一つの他のアームを有する。分子工学技術を用いて種々の二重特異性融合タンパク質を
作製できる。一つの形態においては、二重特異性融合タンパク質は一価であり、例えば一
つの抗原に対する一つの結合部位を有するｓｃＦｖと第二の抗原に対する単一結合部位を
有するＦａｂフラグメントからなる。もう一つの形態においては、二重特異性融合タンパ
ク質は二価であり、例えば一つの抗原に対する一つの結合部位を有するＩｇＧと第二の抗
原に対する二つの結合部位を有する二つのｓｃＦｖからなる。また別の形態においては、
本発明では、二量体抗体であるダイアボディーが有用である。ダイアボディーは重鎖可変
ドメイン（ＶＨ）からなり、ペプチドリンカーにより軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）と連結さ
れている。単鎖（ｓｃ）Ｆｖフラグメントとは異なり、各抗原結合部位は二つの異なるポ
リペプチドに由来する１つのＶＨと１つのＶＬドメインの組により形成される。ダイアボ
ディーは二つの抗原結合部位を有し、二重特異性であってもよく、本発明において一次タ
ーゲッティング剤として有用である。
【００２８】
　また、一次ターゲッティング剤は構造の異なる少なくとも二つの標的、例えば二つの異
なる抗原、同じ抗原上の二つの異なるエピトープと同時に結合することができる抗体であ
る多重特異性抗体、またはハプテンおよび／または抗原もしくはエピトープであってもよ
い。例えば一つの特異性はＢ細胞、Ｔ細胞、骨髄、血漿、およびマスト細胞抗原またはエ
ピトープに対するものである。もう一つの特異性Ｂ細胞上のＣＤ２０、ＣＤ１９、ＣＤ２
１、ＣＤ２３、ＣＤ４６、ＣＤ８０、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ７４、およびＣＤ２２など、同
じ細胞種上の異なる抗原に対するものであり得る。多価抗体は構造の同じまたは異なる少
なくとも二つの標的と同時に結合することができる抗体である。多重特異性多価抗体は、
特異性の異なる１を超える結合部位を有する構築物である。例えば、ダイアボディーは、
ある抗原を含む１つの結合部位および別の抗原を含む別の結合部位と反応することができ
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る。
【００２９】
　さらに、一次ターゲッティング剤は、二以上の同じもしくは異なる単鎖抗体、または特
異性が同じもしくは異なる抗体フラグメントセグメントが連結されている組換えにより作
出された抗原結合分子である抗体または抗体融合タンパク質であってもよい。融合タンパ
ク質の価数は、その融合タンパク質が単一の抗原またはエピトープに対して有している結
合アームまたは結合部位の数を示し、すなわち、一価、二価、三価または多価などである
。抗体融合タンパク質が多価であるということは、抗原に対する結合において複数の相互
作用を利用できることを意味し、従って、その抗原に対する結合力が高まる。特異性は、
抗体融合タンパク質が結合できる抗原またはエピトープの数を示し、すなわち、一重特異
性、二重特異性、三重特異性、多重特異性などである。これらの定義により、例えばＩｇ
Ｇのような天然の抗体は、結合アームを二本持つために二価であるといえるが、この抗体
は一つのエピトープにしか結合しないので一重特異性である。一重特異性多価融合タンパ
ク質は、１つのエピトープに対して一を超える結合部位を有するが、一つのエピトープと
しか結合せず、例えば、ダイアボディーは同じ抗原と反応性のある二つの結合部位を有す
る。この融合タンパク質は、単一の抗体成分、異なる抗体成分の多価もしくは多重特異性
の組合せ、または同じ抗体成分の複数のコピーを含んでもよい。この融合タンパク質はさ
らに抗体または抗体フラグメントおよび治療薬を含んでもよい。このような融合タンパク
質に好適な治療薬の例としては、免疫調節剤（「抗体－免疫調節剤融合タンパク質」）お
よび毒素（「抗体－毒素融合タンパク質」）が挙げられる。
【００３０】
　一次ターゲッティング剤はその標的結合部分を介して種々の抗原または標的と特異的に
結合する。しかし、特に好適な抗原としては、癌胎児性抗原、テネイシン、上皮細胞増殖
因子受容体、血小板由来増殖因子受容体、繊維芽細胞増殖因子受容体、血管内皮細胞増殖
因子受容体、ガングリオシド、ＨＥＲ／２ｎｅｕ受容体、およびそれらの混合物が挙げら
れる。より具体的には、抗原は結腸特異的抗原－ｐ（ＣＳＡｐ）、ＣＤ６６ｅとしても知
られている癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、Ｃ
Ｄ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３０、ＣＤ３３、Ｃ
Ｄ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ６６ａ
－ｄ、ＣＤ７４、ＣＤ７５、ＣＤ８０、ＣＤ１２６、Ｂ７、ＨＬＡ－ＤＲ、Ｉａ、Ｉｉ、
ＨＭ１．２４、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＣ３、ＭＵＣ４、ＮＣＡ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２
／ｎｅｕ、ＰＡＭ－４、ＴＡＧ－７２、ＥＧＰ－１、ＥＧＰ－２、ＡＦＰ、ＨＣＧ、ＨＣ
Ｇ－β、ＰＬＡＰ、ＰＡＰ、ヒストン、Ａ３、ＫＳ－１、Ｌｅ（ｙ）、Ｓ１００、ＰＳＭ
Ａ、ＰＳＡ、テネイシン、葉酸受容体、ＶＥＧＦ、ＰｌＧＦ、ＩＬＧＦ－１（インスリン
様増殖因子－１）、壊死抗原、ＩＬ－２、ＩＬ－６、Ｔ１０１、ＭＡＧＥ、従属栄養ホル
モン、癌遺伝子産物、サイトケラチン、およびそれらの組合せが挙げられる。
【００３１】
　「ターゲッティング可能構築物」(tagetable construct)は、それぞれ一次ターゲッテ
ィング剤の結合部分およびクリアリング剤の結合部分により認識される少なくとも二つの
直交結合部分を含む、または有する分子スキャフォールドを含む。本明細書において「分
子スキャフォールド」（または単に「スキャフォールド」）とは、エピトープおよび他の
結合部分がそのスキャフォールドおよび／または他の部分に対して種々の位置に、かつ／
または種々の配向で結合することができる任意の化学構造である。限定されるものではな
いが、分子スキャフォールドの例としては、オリゴペプチドおよびオリゴヌクレオチドな
どの高分子が挙げられる。Skerra, Engineered protein scaffolds for molecular recog
nition. J Mol Recognit 13(4):167-187,　2000; Erratum in: J Mol Recognit 14(2):14
1, 2001参照。
【００３２】
　本明細書において「クリアリング剤」(clearing agent)とは、結合していないターゲッ
ティング可能構築物の循環からのクリアランス促進し、かつ／またはターゲッティング可
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能構築物を一次ターゲッティング剤にロックする構築物である。クリアリング剤はそのク
リアリング剤と同じ処理手順で用いるターゲッティング可能構築物により認識される標的
細胞の集団へのクリアリング剤の接近を制限する大きさ、電荷、構成またはそれらの組合
せなどの物理的特性を有するのが好ましい。この促進作用は、標的部位と結合する、一次
ターゲッティング剤の決定基に特異的な抗イディオタイプモノクローナル 抗体などの抗
イディオタイプクリアリング剤の投与によりさらに向上させることができる。ガラクトシ
ル化されたクリアリング剤は肝臓により迅速にクリアリングされることから、ガラクトシ
ル化されたクリアリング剤を用いることでクリアランス作用はさらに増強することができ
る。同様に、クリアリング剤はクリアランスを促進する突然変異を有する抗体など、迅速
にクリアリングする抗体を含むこともできる。クリアリング剤はＩｇＧであってもよく、
より好ましくは、補体結合すれば患者から迅速にクリアリングされるＩｇＧ１であっても
よい。本発明に関しては、クリアリング剤はまた、個々の標的結合ターゲッティング可能
構築物を架橋する構成となっている。
【００３３】
　本明細書において「病原体」とは、限定されるものではないが、真菌、ウイルス（例え
ば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヘルペスウイルス、サイトメガロウイルス、狂犬
病ウイルス、インフルエンザウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、センダイウイルス、ネコ白血
病ウイルス、レオウイルス、ポリオウイルス、ヒト血清パルボ様ウイルス、シミアンウイ
ルス４０、呼吸器合胞体ウイルス、マウス乳癌ウイルス、水痘－帯状疱疹ウイルス、デン
グ熱ウイルス、風疹ウイルス、麻疹ウイルス、アデノウイルス、ヒトＴ細胞白血病ウイル
ス、エプスタイン－バーウイルス、ネズミ白血病ウイルス、流行性耳下腺炎ウイルス、水
疱性口内炎ウイルス、シンドビスウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス、疣贅ウイル
スおよびブルータングウイルス）、寄生虫および細菌(例えば、ストレプトコッカス・ア
ガラクティー(Streptococcus agalactiae)、レジオネラ・ニューモフィラ(Legionella pn
eumophilia)、化膿連鎖球菌(Streptococcus pyogenes)、大腸菌(Escherichia coli)、淋
菌(Neisseria gonorrhoeae)、髄膜炎菌(Neisseria meningitides)、肺炎球菌(Pneumococc
us)、Ｂ型インフルエンザ(Hemophilis unfluenzae B)、梅毒トレポネーマ(Treponema pal
lidum)、ライム病スピロヘータ、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)、らい菌(mycobacteri
um leprae)、ウシ流産菌(Brucella abortus)、ヒト結核菌(mycobacterium tuberculosis)
および破傷風菌毒素)が挙げられる。米国特許第５，３３２，５６７号参照。さらなる病
原体は詳細な説明に挙げられている。
【００３４】
　本明細書において「抗体」とは、全長（すなわち、天然に存在するまたは通常の免疫グ
ロブリン遺伝子フラグメント組換えプロセスにより形成される）免疫グロブリン分子（例
えばＩｇＧ抗体）、または抗体フラグメントのような、免疫グロブリン分子の免疫学的に
有効な（すなわち、特異的に結合する）部分をいう。
【００３５】
　「抗体フラグメント」とは、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆｖ
、ｓｃＦｖなどのような抗体の部分をいう。構造に関係なく、抗体フラグメントは完全な
抗体により認識される同じ抗原と結合する。例えば、抗ＣＥＡモノクローナル抗体フラグ
メントは、ＣＥＡのエピトープと結合する。
【００３６】
　「抗体フラグメント」とはまた、特定の抗原に結合して複合体を形成することにより抗
体のようにふるまういずれの合成または遺伝子操作タンパク質も含む。例えば、抗体フラ
グメントとしては、可変領域からなる単離されたフラグメント、重鎖および軽鎖の可変領
域からなる「Ｆｖ」フラグメント、軽鎖および重鎖可変領域がペプチドリンカー（「ｓｃ
Ｆｖタンパク質」）により接続されている組換え単鎖ポリペプチド分子、および超過変領
域を模倣したアミノ酸残基からなる最小認識ユニットが挙げられる。
【００３７】
　「ｓｃＦＶ」とは、抗体の軽鎖可変領域と重鎖可変領域がペプチドリンカーによって連
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結されている組換え単鎖ポリペプチド分子を意味するのに用いられる。単鎖抗体（ｓｃＦ
ｖ）は一般にエフェクター機能に関与する抗体のＦｃ領域の部分を含まず、従って裸の抗
体であるが、所望によりこのような領域に既知のｓｃＦｖ分子を付加する方法も知られて
いる。Helfrich et al., A rapid and versatile method for harnessing scFv antibody
 fragments with various biological functions. J Immunol Methods 237:131-145 (200
0)およびde Haard et al., Creating and engineering human antibodies for immunothe
rapy. Advanced Drug Delivery Reviews 31:5-31 (1998)参照。
【００３８】
　「ＩｇＧ」とは、抗原に対して生成され、抗原と特異的に結合することができるる抗体
タンパク質を意味するのに用いる。
【００３９】
　本明細書において迅速にクリアリングする突然変異抗体に関して、「親抗体」とは、親
抗体のＩｇＧ成分のＦｃヒンジフラグメントがＣＨ２－ＣＨ３ドメイン境界領域に１以上
のアミノ酸突然変異を含まないこと以外は総ての点で突然変異抗体と同じ抗体を意味する
のに用いられる。本明細書において「Ｆｃヒンジ」とは、ＩｇＧのＣｌ、ＣＨ１、ヒンジ
、ＣＨ２およびＣＨ３領域を含む。
【００４０】
　「キメラ抗体」は、齧歯類抗体に由来する可変ドメインと相補性決定領域を含むが、抗
体分子の残りの部分はヒト抗体に由来する組換えタンパク質である。
【００４１】
　「ヒト化抗体」とは、抗体を投与しようとする動物、通常ヒトにおいて抗体または抗体
フラグメントの抗原性を軽減するために、アミノ酸配列、グリコシル化パターンなどに関
してよりヒトに似ているように遺伝子操作および／またはin vitro処理により改変された
抗体をさす。Gussow & Seemann, Humanization of monoclonal antibodies. Methods Enz
. 203:99-121 (1991)、およびVaswani & Hamilton, Humanized antibodies as potential
 therapeutic drugs. Ann Allergy Asthma Immunol 81:105-119 (1998)参照。多くの場合
、ヒト化抗体は、モノクローナル抗体のネズミ相補性決定領域がネズミ免疫グロブリンの
重鎖および軽鎖可変ドメインからヒト可変ドメインへと移されている組換えタンパク質で
ある。あるいは、完全ヒト抗体はトランスジェニック非ヒト動物から得ることもできる。
例えば、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、Mendez et al.,
 Nature Genetics, 15:146-156 (1997);米国特許第５，６３３，４２５号参照。一次ター
ゲッティング剤およびクリアリング剤は上記のようなネズミ、キメラ、ヒト化、ヒト抗体
またはそれらの組合せからなり得る。
【００４２】
　本明細書において結合部分に関して「直交」(orthogonal)とは、示された二以上の結合
部分が互いに直交していて、同じ相補的結合対のメンバーとは有意なレベルでは結合しな
いということ、すなわち、それらは異なる分子上の異なるエピトープを認識するというこ
とを意味する。
【００４３】
　「ハプテン」は免疫原性担体分子とまず結合しないことには免疫応答を惹起できない小
分子である。ハプテンはそれ自体免疫応答を惹起できないが、免疫原応答中に生じた抗体
が特異的に結合してハプテン－担体複合体となる。
【００４４】
　本明細書において「治療薬」とは、治療に有用な複合体を作出するために例えばＲＮア
ーゼまた毒素とともに、抗体部分などの一次ターゲッティング部分と結合させた、または
ターゲッティング可能構築物と結合させた、または一次ターゲッティング剤と融合させた
分子または原子である。限定されるものではないが、治療薬の例としては、薬物、プロド
ラッグ、毒素、酵素、プロドラッグを薬物へと活性化させる酵素、酵素－阻害剤、ヌクレ
アーゼ、ホルモン、ホルモンアンタゴニスト、免疫調節剤、例えばサイトカイン、すなわ
ちインターロイキン（インターロイキン－２など）、リンホカイン、インターフェロンお
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よび腫瘍壊死因子、オリゴヌクレオチド（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチドまた
は干渉ＲＮＡ、すなわち小さな干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ））、キレート剤、ホウ素化合物
、光活性薬または色素、放射性同位元素または放射性核種が挙げられる。ＬＬ１ｓｃｖ７
３４ＩｇＧは本願の図９で示したような結合分子でもあるロック抗体の一例である。
【００４５】
　付加的に投与される好適な薬物、プロドラッグ、および／または毒素としては、アプリ
ジン、アザリビン、アナストロゾール、アザシチジン、ブレオマイシン、ボルテゾミブ、
ブリオスタチン－１、ブスルファン、カンプトテシン、１０－ヒドロキシカンプトテシン
、ルムスチン、セレブレックス、クロラムブシル、シスプラチン、イリノテカン（ＣＰＴ
１１）、ＳＮ－３８、カルボプラチン、クラドリビン、シクロホスファミド、シタラビン
、ダカルバジン、ドセタキセル、ダクチノマイシン、ダウノマイシングルクロニド、ダウ
ノルビシン、デキサメタゾン、ジエチルスチルベストロール、ドキソルビシンおよびその
類似体、ドキソルビシングルクロニド、エピルビシングルクロニド、エチニルエストラジ
オール、エストラムスチン、エトポシド、エトポシドグルクロニド、リン酸エトポシド、
フロクスウリジン（ＦＵｄＲ）、３’，５’－Ｏ－ジオレオイル－ＦｕｄＲ（ＦＵｄＲ－
ｄＯ）、フルダラビン、フルタミド、フルオロウラシル、フルオキシメステロン、ゲムシ
タビン、カプロン酸ヒドロキシプロゲステロン、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イフォ
スファミド、Ｌ－アスパラギナーゼ、ロイコボリン、ロムスチン、メクロレタミン、酢酸
メドロプロゲステロン、酢酸メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、６－メ
ルカプトプリン、メトトレキサート、ミトキサントロン、ミトラマイシン、マイトマイシ
ン、ミトタン、酪酸フェニル、プレドニゾン、プロカルバジン、パクリタキセル、ペント
スタチン、セムスタチンストレプトゾシン、タモキシフェン、タキサン類、タキソール、
プロピオン酸テストステロン、サリドマイド、チオグアニン、チオテパ、テニポシド、ト
ポテカン、ウラシルマスタード、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンクリスチン、リシ
ン、アブリン、リボヌクレアーゼ、リボヌクレアーゼ（オンコナーゼ）、ｒａｐＬＲ１、
ＤＮアーゼＩ、ブドウ球菌内毒素－Ａ、ブタクサ抗ウイルスタンパク質、ゲロニン、ジフ
テリア毒素、シュードモナス外毒素、シュードモナス内毒素、ナイトロジェンマスタード
、エチレンイミン誘導体、スルホン酸アルキル、ニトロソ尿素、トリアゼン、葉酸類似体
、アントラサイクリン、ＣＯＸ－２阻害剤、ピリミジン類似体、プリン類似体、抗生物質
、エピポドフィロトキシン、プラチナ錯体、ビンカアルカロイド、置換尿素、メチルヒド
ラジン誘導体、副腎皮質抑制剤、アンタゴニスト、エンドスタチンまたはそれらの組合せ
が挙げられる。
【００４６】
　好適な放射性核種としては、１８Ｆ、３２Ｐ、３３Ｐ、４５Ｔｉ、４７Ｓｃ、５２Ｆｅ
、５９Ｆｅ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、７５Ｓｅ、７７Ａｓ
、８６Ｙ、８９Ｓｒ、８９Ｚｒ、９０Ｙ、９４Ｔｃ、９４ｍＴｃ、９９Ｍｏ、９９ｍＴｃ
、１０５Ｐｄ、１０５Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、
１３１Ｉ、１４２Ｐｒ、１４３Ｐｒ、１４９Ｐｍ、１５３Ｓｍ、１５４－１５８Ｇｄ、１

６１Ｔｂ、１６６Ｄｙ、１６６Ｈｏ、１６９Ｅｒ、１７５Ｌｕ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ
、１８８Ｒｅ、１８９Ｒｅ、１９４Ｉｒ、１９８Ａｕ、１９９Ａｕ、２１１Ａｔ、２１１

Ｐｂ、２１２Ｂｉ、２１２Ｐｂ、２１３Ｂｉ、２２３Ｒａ、２２５Ａｃ、またはそれらの
混合物が挙げられる。
【００４７】
　一次治療薬とともに投与できる好適な酵素としては、カルボキシルエステラーゼ、グル
クロニダーゼ、カルボキシペプチダーゼ、β－ラクタマーゼ、ホスファターゼ、ヌクレア
ーゼ、プロテアーゼ、リパーゼ、およびそれらの混合物が挙げられる。
【００４８】
　好適な光活性薬および色素としては、ベンゾポルフィリン一酸環Ａ（ＢＰＤ－ＭＡ）、
スズエチオプルプリン（ＳｎＥＴ２）、スルホン化アルミニウムフタロシアニン（ＡＩＳ
Ｐｃ）およびルテチウムテキサフィリン（Ｌｕｔｅｘ）のような光増感剤など、光線力学
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療法用の薬剤が挙げられる。
【００４９】
　本明細書において「診断薬」とは、診断に有用な、抗体部などの一次ターゲッティング
部分に結合された、またはターゲッティング可能構築物に結合されて複合体を形成する分
子または原子である。限定されるものではないが、診断薬の例としては、光活性薬または
色素、放射性核種、放射線不透過性物質、造影剤、蛍光化合物、磁気共鳴イメージング（
ＭＲＩ）用の増強剤（例えば、常磁性イオン）およびそれらの組合せが挙げられる。好適
な増強剤としては、Ｍｎ、ＦｅおよびＧｄがある。米国特許第６，３３１，１７５号はＭ
ＲＩ技術およびをＭＲＩ増強剤に結合された抗体の作製を記載し、その全開示内容が引用
することにより本明細書の一部とされる。超音波イメージングには一以上の増強剤が有用
であり得る。
【００５０】
　診断薬が２５～４０００ｋｅＶのγ粒子をおよび／または陽電子を放射する、診断用と
して好適な放射性核種としては、１８Ｆ、３２ｐ、４５Ｔｉ、５２Ｆｅ、６２Ｃｕ、６４

Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ　６８Ｇａ、８６Ｙ、８９Ｚｒ、９０Ｙ、９４ｍＴｃ、９４Ｔ
ｃ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１５４－１５

８Ｇｄ、１７７Ｌｕ、１８８Ｒｅ、またはそれらの混合物が挙げられる。さらに、診断薬
が６０～７００ｋｅＶのγ粒子および／または陽電子を放射する、診断用として好適な放
射性核種としては、１８Ｆ、５２Ｆｅ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、９０

Ｙ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４２Ｐｒ、１５３Ｓｍ、１６１Ｔ
ｂ、１６６Ｄｙ、１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１８９Ｒｅ、２１

１Ａｔ、２１２Ｂｉ、２１２Ｐｂ、２１３Ｂｉ、２２３Ｒａ、２２５Ａｃ、またはそれら
の混合物が挙げられる。放射性同位元素はポジトロン放射断層撮影（ＰＥＴ）を行うのに
用いる。
【００５１】
　治療薬および／または診断薬は一次治療薬と直接会合させることができる（例えば、そ
れとの共有または非共有結合）。好ましくは診断薬は、放射性同位元素、磁気共鳴イメー
ジング用の増強剤、および蛍光化合物からなる群から選択される。抗体成分に放射性金属
または常磁性イオンを付加するためには、イオンと結合するための複数のキレート基を結
合させるための長いテールを有する試薬と反応させる必要がある場合がある。このような
テールはポリリジン、多糖類、または、例えばエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ジ
エチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、ポルフィリン、ポリアミン、クラウンエーテル
、ビス－チオセミカルバゾン、ポリオキシム、およびこの目的で有用なことが知られてい
る同様の基などのキレート基が結合し得るペンダント基を有する他の誘導体化された、ま
たは誘導体化可能な鎖といった高分子であり得る。
【００５２】
　本明細書において「組織」とは、当業者がそれの意味するところを理解しているような
組織を意味するのに用いる。本願で構想されているように、組織とはまた、身体組織また
は体液（例えば、血球）の個々の細胞、細胞群、または細胞培養物を意味するためにも用
いられる。さらに、この組織は被験体内のものであっても、生検のものであっても、被験
体から取り出されたものであってもよい。組織はまた、身体器官の全体または任意の一部
であってもよい。さらに、組織は、その組織が切除と本発明の方法の間に保存工程がなく
、取り出されたばかりであるという意味で「新鮮」であるといえる。また、組織は、本発
明の方法の適用前に、限定されるものではないが、冷凍、急速冷凍、パラフィン包埋、お
よび組織固定をはじめとする標準的な組織標本技術により保存されていたものであっても
よい。組織の例としては、限定されるものではないが、卵巣、胸腺、副甲状腺、および脾
臓由来の組織が挙げられる。
【００５３】
　本明細書において「標的組織」または「標的」とは、例えば器官系、器官、組織、細胞
オルガネラ、受容体、表面抗原、血餅、梗塞部、アテローム斑、トランスメンブランタン
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パク質または分泌ポリペプチドなど、ターゲッティング可能構築物"が優先的に送達され
る任意の生体物である。「送達される」とは、標的組織と接触させること、標的組織と結
合すること、および／または標的組織によりインターナライズされることを含む。例えば
、本発明の治療の態様では、標的組織は多くの場合、感染、炎症、悪性、機能不全または
変位または異所性の組織である（例えば、感染細胞、癌細胞、子宮内膜症など）。
【００５４】
　本明細書において「エピトープ」（ａ．ｋ．ａ．免疫原認識部分）は認識部分または分
子が特異的に結合する任意の分子または部分を含む。認識部位および分子の例としては、
限定されるものではないが、抗体、抗体誘導体、抗体の抗原結合領域および最小認識単位
、ならびに受容体特異的リガンドが挙げられる。
【００５５】
　本明細書において、「被験体」とは、いずれの動物（すなわち、脊椎動物および無脊椎
動物）もさし、限定されるものではないが、ヒトおよびその他の霊長類、齧歯類（例えば
、マウス、ラット、およびモルモット）、ウサギ類（例えば、ウサギ）、ウシ属（例えば
、畜牛）、ヒツジ類（例えば、ヒツジ）、ヤギ類（例えば、ヤギ）、ブタ類（例えば、ブ
タ）、ウマ類（例えば、ウマ）、イヌ類（例えば、イヌ）、ネコ類（例えば、ネコ）、家
禽類（例えば、ニワトリ、シチメンチョウ、アヒル、ガチョウ、その他キジ類の鳥類など
）、ならびに限定されるものではないが、有蹄類（例えば、シカ）、クマ、魚類、ウサギ
類、齧歯類、鳥類などをはじめとする野生化または野生動物をさす。この用語は特定の齢
または性に限定されるものではない。よって、この用語には、雄性であれ雌性であれ、生
体および新生被験体、ならびに胎児が含まれる。
【００５６】
II．本発明の一般法、薬剤、構築物、複合体およびキット
　本発明は、診断薬または治療薬などの活性種を標的部位へ送達する方法に関する。一般
に、これらの方法は一次ターゲッティング剤を所望の標的へターゲッティングすることを
含む。一次ターゲッティング剤と結合し、活性種を運ぶターゲッティング可能構築物を投
与する。結合したターゲッティング可能構築物をその場所にロックし、結合していないタ
ーゲッティング可能構築物を迅速にクリアリングするクリアリング剤も投与する。結合し
たターゲッティング可能構築物を標的結合部位に「ロックする」ということは、一般に二
以上の結合したターゲッティング可能構築物を架橋することにより、一次ターゲッティン
グ剤に対するターゲッティング可能構築物の結合平衡が結合状態へシフトすることから生
じる。このように、ターゲッティング可能構築物が循環している際に循環から活性種を除
去することで、そうでない場合に起こってしまう標的部位からのターゲッティング可能構
築物の解離が起こりにくくなる。
【００５７】
　よって、一般にクリアリング剤は二重の機能を有する。「ロック」の機能については、
クリアリング剤は一般に、二以上の隣接する構築物を架橋することによりターゲッティン
グ可能構築物をその場所に「ロックする」。同時に、ターゲッティング可能構築物と一次
ターゲッティング剤の間の結合は通常、安定性が高くなるように、典型的には各ターゲッ
ティング可能構築物について二以上の結合部分を利用するように選択する。クリアリング
機能については、全身の組織（ターゲッティングされていない）の活性種暴露が少なくな
るよう望ましいクリアランス時間となるようにクリアリング剤を選択することができる。
例えば、クリアランス速度を高める突然変異を有するＩｇＧ分子、または修飾してガラク
トシル化抗体とした抗体など、迅速に除去されるクリアリング剤が選択される場合が多い
。このように、クリアリング剤は全身組織の活性種暴露を軽減すると同時に、標的部位に
おける、活性種を含有するターゲッティング可能構築物の解離を軽減する。その結果、こ
の方法は標的における活性種の濃度を高くし、かつ／または標的部位におけるターゲッテ
ィング可能構築物の結合を安定化させることにより暴露時間を長くする。
【００５８】
　さらなる実施形態では、本発明は、プレターゲッティングの使用により、哺乳類におい
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てin vivoで特手の部位に治療薬または診断薬をターゲッティングすることに関し、非局
在活性種は迅速にクリアリングされる。このようにすれば、一次ターゲッティング種（局
在化剤とも呼ばれる）は、局在化剤が循環からクリアリングされないので平衡状態に留ま
る。その代わり、活性種を含む結合していないターゲッティング可能複合体はクリアリン
グされ、それにより非標的部位の活性種暴露が軽減される。ターゲッティング可能複合体
は、ターゲッティング可能構築物と結合してその除去を促すクリアリング剤を用いてクリ
アリングされる。クリアリング剤は、それがターゲッティング可能構築物を局在化剤に固
定する「ロック」種としても機能するように構築することが極めて好ましい。このように
すれば、ターゲッティング可能構築物のクリアリングは標的部位において結合した局在化
剤から実質量のターゲッティング可能構築物は解離しない。
【００５９】
　さらなる実施形態では、本発明は、治療薬または診断薬のターゲッティング送達のため
の方法であって、哺乳類に、少なくとも一つの標的結合部分と少なくとも一つのターゲッ
ティング可能構築物結合部分を含む一次ターゲッティング剤；少なくとも一つの一次ター
ゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結合部分と、通常には治療部分または診断部分
とを含むターゲッティング可能構築物；および少なくとも一つのターゲッティング可能構
築物結合部分を含み、標的部位においてターゲッティング可能構築物の保持を高めるクリ
アリング剤を投与することによる方法に関する。これらの成分はクリアリング剤がターゲ
ッティング可能構築物と結合し（かつ、一次ターゲッティング剤と結合することもできる
）、ターゲッティング可能構築物が一次ターゲッティング剤単独と結合する場合、または
標的結合部位においてターゲッティング可能構築物を安定化させるものではないクリアリ
ング剤を用いた場合に比べて、結合部位におけるターゲッティング可能構築物の結合を安
定化させるように構成する。ほとんどの場合、このような安定化は結合部位において二つ
、またはそれ以上であってもよいターゲッティング可能構築物を架橋することにより達成
される。
【００６０】
　一次ターゲッティング剤のある実施形態では、標的結合部分は抗体であり；一次ターゲ
ッティング剤は複数、例えば２、３または４つの標的結合部分を含み；ターゲッティング
可能構築物結合部分は抗体またはその抗原結合フラグメントであり；ターゲッティング可
能構築物結合部分はハプテンであり；ターゲッティング可能構築物結合部分は特異的結合
対のメンバーであり；一次ターゲッティング剤は複数の、例えば二つのターゲッティング
可能構築物結合部分を含み；一次ターゲッティング剤は癌細胞をターゲッティングし；一
次ターゲッティング剤は組織をターゲッティングし；一次ターゲッティング剤は病原体を
ターゲッティングし；標的結合抗体および／またはターゲッティング可能構築物結合抗体
はＩｇＧ抗体（抗体フラグメントであってもよい）である。
【００６１】
　ターゲッティング可能構築物の実施形態では、一次ターゲッティング剤結合部分は直交
ハプテンなどのクリアリング剤結合部分と直交しており；ターゲッティング可能構築物は
二つの一次ターゲッティング剤結合部分を含み；ターゲッティング可能構築物は二つの一
次ターゲッティング剤結合部分と１つのクリアリング剤結合部分を含み；ターゲッティン
グ可能構築物は治療薬を含み；ターゲッティング可能構築物は診断薬を含み；一次ターゲ
ッティング剤結合部分は抗体またはハプテンであり；クリアリング剤結合部分は抗体また
はハプテンであり；一次ターゲッティング剤結合部分およびクリアリング剤結合部分は双
方とも抗体またはハプテンであり；一次ターゲッティング剤結合部分およびクリアリング
剤結合部分は個々の特異的結合対のメンバーである。
【００６２】
　クリアリング剤の特定の実施形態では、クリアリング剤は少なくとも二つのターゲッテ
ィング可能構築物結合部分を含み；ターゲッティング可能構築物結合部分は抗体またはそ
の抗原結合フラグメントであり；ターゲッティング可能構築物結合部分はハプテンであり
；ターゲッティング可能構築物結合部分は特異的結合対のメンバーであり；クリアリング
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剤のターゲッティング可能構築物結合抗体はＩｇＧ抗体（フラグメントであってもよい）
を含み；ＩｇＧ抗体は抗体および結合したクリアリング剤が修飾を伴わない親抗体よりも
迅速に循環からクリアリングされる修飾され；ＩｇＧ修飾は一以上のアミノ酸変異および
／または欠損を含んでもよく；ＩｇＧ欠損はＣＨ２ドメイン欠損を含み；クリアリング剤
の抗体はガラクトースを結合させて含み；クリアリング剤は複数の、例えば２または３の
ターゲッティング可能構築物と結合し；結合した一次ターゲッティング剤をターゲッティ
ングするために結合させたターゲッティング可能構築物に対するクリアリング剤の結合は
標的部位におけるターゲッティング可能構築物の結合を安定化させ（ターゲッティング可
能構築物が結合を維持する時間が長くなる）；標的部位に結合していないターゲッティン
グ可能構築物に対するクリアリング剤の結合はターゲッティング可能構築物の循環からの
クリアランス速度を高める。
【００６３】
　本方法のある実施形態では、一次ターゲッティング剤はターゲッティング可能構築物結
合抗体構築物と標的結合抗体構築物を含み；ターゲッティング可能構築物は、ターゲッテ
ィング可能構築物結合抗体構築物と結合する少なくとも２コピーのハプテンと、クリアリ
ング剤抗体構築物と結合する一つのハプテンを含み：かつ、クリアリング剤は、少なくと
も二つのターゲッティング可能構築物と結合するターゲッティング可能構築物結合抗体構
築物を含む。
【００６４】
　いくつかの例では、クリアリング剤がターゲッティング可能構築物を迅速にクリアリン
グする必要はなく、従って、本質的にロック機能だけで十分である。これは、特にターゲ
ッティング可能構築物がそれ自体迅速にクリアリングする場合に適用できる。このような
系では、ターゲッティング可能構築物は一次ターゲッティング剤と結合し、結合していな
いターゲッティング可能構築物が循環からクリアリングするにつれ標的部位において「ロ
ックされる」。よって、本発明はまた、迅速にクリアリングしない架橋クリアリング剤の
使用も含む。
【００６５】
　本発明の多くの適用は細胞表面への局在化またはターゲッティングを含む。しかし、本
発明の一般法はまた、細胞における活性種のインターナリゼーションを含むものに拡張す
ることができる。これらの実施形態において、その方法は、細胞に、会合した複合体をイ
ンターナライズさせるインターナリゼーション部分を組み込む構築物を用いる。このよう
なインターナリゼーション部分は種々の構築物と会合させることができ、例えば、クリア
リング剤の一部としたり、あるいはターゲッティング可能構築物またはクリアリング剤と
結合する個別のインターナリゼーション薬剤の一部としたりすることができる。これに関
して、本発明は、複合体、例えば治療薬または診断薬を含む複合体を標的細胞内にインタ
ーナライズするアプローチに関する。このアプローチは、局在化剤を標的へターゲッティ
ングまたはプレターゲッティングすること、および会合した複合体の細胞インターナリゼ
ーションを続伸するインターナリゼーション薬剤を付加することを含む。このようにすれ
ば、局在化剤を用いずにインターナリゼーション薬剤を使用することによって生じる非特
異的インターナリゼーションの代わりに、標的インターナリゼーションが起こる。このア
プローチは本明細書に記載のプレターゲッティング法と組み合わせても使用できるし、他
のターゲッティング法でも使用できる。局在化剤は例えば基本的ターゲッティング法の成
分の一つであってもよいし、あるいはそれらの成分の一以上と結合する個別の薬剤であっ
てもよい。
【００６６】
　特に本発明は、治療薬または診断薬の細胞インターナリゼーションを促進する方法であ
って、哺乳類に、標的結合部分を含む一次ターゲッティング剤；およびインターナリゼー
ション部分を含む個別のインターナリゼーション薬剤を投与することにより、一次ターゲ
ッティング剤がインターナリゼーション薬剤と複合体を形成し、それによりインターナリ
ゼーションを促進し；また、この複合体がまた治療部分または診断部分も含む方法を提供
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する。治療部分または診断部分は一次ターゲッティング剤の一部であってもよい。
【００６７】
　好ましい実施形態では、インターナリゼーション部分はターゲッティング可能構築物ま
たはクリアリング剤と結合するか、またはその一部である。よって、ある実施形態では、
その方法はまた、哺乳類に、一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結合部分
を含むターゲッティング可能構築物、およびターゲッティング可能構築物結合部分とイン
ターナリゼーション部分を含むクリアリング剤を投与することを含む。あるいは、クリア
リング剤はインターナリゼーション薬剤結合部分を含むことができ、クリアリング剤結合
部分を含むインターナリゼーション薬剤も投与される。同様に、ある実施形態では、その
方法は、哺乳類に、一次ターゲッティング剤結合部分とインターナリゼーション薬剤結合
部分とクリアリング剤結合部分とを含むターゲッティング可能構築物；ターゲッティング
可能構築物結合部分を含むクリアリング剤；およびターゲッティング可能構築物結合部分
とインターナリゼーション部分を含むインターナリゼーション薬剤を投与することを含む
。個別のインターナリゼーション薬剤の使用は、その結合部位においてのみ、またはその
結合部位において優先的にインターナリゼーション部分とターゲッティング可能構築物を
会合させることで有利なものとなり得る。
【００６８】
　インターナリゼーション部分を含む本発明の態様に関して、インターナリゼーションは
種々の方法で達成することができる。特定の実施形態では、インターナリゼーション部分
は葉酸受容体などの再循環受容体と結合する。葉酸受容体との結合のためには、インター
ナリゼーション部分は例えば葉酸基もしくはメトトレキサート、または葉酸受容体と結合
する葉酸類似体を含めばよい。他の実施形態では、インターナリゼーション部分は非受容
体媒介インターナリゼーションを促進するペプチド、例えばＨＩＶ－１　ｔａｔタンパク
質、トランスポータン、ＭＡＰ（モデル両親媒性ペプチド）、アンテナペディアペプチド
（ペネトラチンとしても知られる）、およびそれらが結合した部分をインターナライズす
ることが知られているタンパク質またはペプチドを含む。Nagahara et al., Nature Medi
cine, 4(12):1449 1998は、融合タンパク質におけるｔａｔの使用を開示している。細胞
に浸透する他のペプチドも先行技術で知られており、Thoren et al., FEBS Letters 482:
265-268 (2000); Mazel et al., Anti-Cancer Drugs 12:107-116 (2001); Hallbrink et 
al., Biochim. et Biophys. Acta 1515:101-109 (2001); Thoren et al., Biochem. Biop
hys. Res. Commun. 307:100-107 (2003)で開示されている。その方法では上記のような構
築物が使用でき、かつ／または上記のようなインターナリゼーション薬剤またはインター
ナリゼーション部分を含む。
【００６９】
　診断部分または治療部分を含む本発明の態様では、このような診断部分または治療部分
は多くの異なるタイプのものであり得る。例えば、治療部分は光活性薬、放射性同位元素
、非放射性金属キレート、薬物、プロドラッグを活性化させるための酵素、プロドラッグ
、および／または毒素であってもよいし、それらを含んでもよい。同様に、診断部分は例
えば造影剤、光散乱金属コロイド粒子、放射性同位元素および／または放射線イメージン
グ金属キレートであってもよいし、それらを含んでもよい。
【００７０】
　この細胞インターナリゼーション促進法では、クリアリング剤のターゲッティング可能
構築物結合部分は抗体またはその抗原結合抗体フラグメントを含み、より詳しくは、この
抗体またはそのフラグメントはＩｇＧ抗体またはそのフラグメントである。より詳しくは
、この抗体または抗体フラグメントは循環からのクリアランスを促進するＣＨ２欠損を有
する抗体である。この抗体または抗体フラグメントはまた、クリアランスを促進するため
にガラクトースで修飾することもできる。
【００７１】
　さらに、インターナリゼーション促進法では、複数のターゲッティング可能構築物と結
合するクリアリング剤を用いる。さらに、ターゲッティング可能構築物に対してのクリア
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リング剤は結合部位におけるターゲッティング可能構築物と一次ターゲッティング剤との
結合を安定化させ、結合部位において一次ターゲッティング剤と結合していないターゲッ
ティング可能構築物のクリアランスを促進する。クリアリング剤のターゲッティング可能
構築物結合部分は抗体または抗体フラグメント、特にＩｇＧ抗体または抗体フラグメント
を含む。この抗体または抗体フラグメントは、循環からのクリアランスを促進するＣＨ２
欠損を有するＩｇＧ抗体、あるいはガラクトースで修飾されている抗体または抗体フラグ
メントである。
【００７２】
　さらに、本発明は、in vivo可視化系においてコントラストを増強する方法であって、
哺乳類に、標的結合部分と少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分を含む
一次ターゲッティング剤；一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結合部分と
可視化部分とを含むターゲッティング可能構築物；および少なくとも一つのターゲッティ
ング可能構築物結合部分を含むクリアリング剤を投与し、それにより、標的に結合したタ
ーゲッティング可能構築物に対する循環中のターゲッティング可能構築物の比率を引き下
げ、かつ／または循環中の標的のクリアランス速度を高める方法を開示する。クリアリン
グ剤はさらにインターナリゼーション部分を含む。ターゲッティング可能構築物はさらに
インターナリゼーション薬剤結合部分を含み、この方法はさらに、ターゲッティング可能
構築物結合部分とインターナリゼーション部分を含むインターナリゼーション薬剤を哺乳
類に投与することを含む。一実施形態では、クリアリング剤のターゲッティング可能構築
物結合部分は抗体または抗体フラグメントであり、好ましくはＩｇＧ抗体または抗体フラ
グメントである。ＩｇＧ抗体は循環からのクリアランスを促進するＣＨ２欠損を有するか
、またはガラクトースで修飾されている。このクリアリング剤は複数のターゲッティング
可能構築物と結合し得る。さらに、このクリアリング剤とターゲッティング可能構築物と
の結合は結合部位におけるターゲッティング可能構築物と一次ターゲッティング剤との結
合を安定化させ、かつ、結合部位において一次ターゲッティング剤と結合していないター
ゲッティング可能構築物のクリアランスを促進する。
【００７３】
　本発明はまた、循環中の治療薬または診断薬をクリアリングする方法であって、循環中
の治療薬または診断薬を有する哺乳類にクリアリング剤を投与し、そのクリアリング剤が
治療薬または診断薬を含む循環分子または複合体上の少なくとも一つの部分と特異的に結
合し、その分子または複合体のクリアランスを促進することによる方法を包含する。その
方法は本明細書に記載のようなターゲッティング可能構築物および／またはクリアリング
剤を含む。
【００７４】
　特定の実施形態では、治療薬または診断薬は、少なくとも二つの直交ハプテン、好まし
くは、少なくとも２コピーの直交ハプテンを含むターゲッティング可能構築物の一部であ
り；ターゲッティング可能構築物はペプチド、好ましくは、スキャフォールドまたはリン
カーとしてのものを含み；治療薬は放射性同位元素、薬物、毒素、プロドラッグを活性化
させる酵素、非放射性金属　キレート、または免疫刺激薬である。この方法では、クリア
リング剤は、循環中の分子または複合体と特異的に結合する抗体または抗体フラグメント
を含む。このクリアリング剤は少なくとも二つの循環分子または複合体と結合し、それに
より、その分子または複合体を架橋する。クリアリング剤は上記のように、ＩｇＧもしく
はフラグメント、または循環からのクリアランスを促進するＣＨ２欠損を有する、または
ガラクトースで修飾されているＩｇＧ抗体である。クリアリング剤はまた、複数のターゲ
ッティング可能構築物と結合することもできる。さらに、クリアリング剤とターゲッティ
ング可能構築物との結合は、結合部位におけるターゲッティング可能構築物と一次ターゲ
ッティング剤との結合を安定化させ、かつ、結合部位において一次ターゲッティング剤と
結合していないターゲッティング可能構築物のクリアランスを促進する。
【００７５】
　以下にさらに詳細に記載されるように、本発明において用いるための構築物は多くの異
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なる方法で構成することができる。例えば、特定の結合対（例えば、抗体／ハプテン対）
については、一般にその結合対の個々のメンバーを、所望に応じて関連の構築物上に局在
させることができる。よって、抗体／ハプテン結合対を用いる場合、抗体は１つの構築物
上にあり、同種のハプテンが、第一の構築物が結合する構築物上にあるか、または抗体と
ハプテンは二つの構築物上で逆転していてもよい。このような代替構築物は以下の記載か
ら明らかとなる。いくつかの構成例が図１～５および７～９で概略的に示されている。
【００７６】
　本明細書には、本発明で適用できる情報を示す参照文献がいくつか引用されている。例
えば、引用されている参照文献には、本発明で有用な、または本発明で有用となるように
適合可能な一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物、およびクリアリング
剤についての記載が含まれる。特に有用な例として、"Use of Bi-Specific Antibodies f
or Pre-Targeting Diagnosis and Therapy"と題されたGoldenberg et alの米国特許出願
第１０／１５０，６５４号には、（限定されるものではないが）二重特異性抗体構築物、
ターゲッティング可能構築物、クリアリング剤、標的、治療部分および診断部分、結合方
法、試験方法および使用方法についての適用可能な記載が含まれており、引用することに
よりその全開示内容が本明細書の一部とされる。
【００７７】
　特に、本発明は、本方法で有用な構築物に関する。よって、本発明は治療部分または診
断部分の送達に適合した三重特異性ターゲッティング可能構築物に関する。この構築物は
、個別の一次ターゲッティング剤との結合に好適な少なくとも一つの第一の結合部分；ク
リアリング剤との結合に好適な第二の結合部分；およびインターナリゼーション薬剤との
結合に好適な第三の結合部分を含む。この構築物は好ましくはまた、診断部分または治療
部分も含む。治療部分は放射性同位元素、非放射性金属キレート、薬物、プロドラッグ、
毒素またはプロドラッグを活性化させる酵素または本明細書で開示されているその他の治
療部分である。診断部分 は光活性薬、造影剤、光散乱金属コロイド粒子、放射性同位元
素または放射線イメージング金属キレートまたは本明細書で開示されている診断部分であ
る。この構築物は好ましくは哺乳類細胞と結合し、より好ましくは、この構築物は哺乳類
に投与し、哺乳類の内部に局在される。
【００７８】
　好ましい実施形態では、第一、第二、および第三の結合部分の少なくとも一つがハプテ
ンであり；これら結合部分のいずれか二つがハプテンであり；これらの結合部分の三つ総
てがハプテンであり；これらの結合部分は好ましくは直交している。この構築物のさらな
る特徴は、ターゲッティング可能構築物に関して本明細書で記載されている通りである。
【００７９】
　ある実施形態では、構築物は哺乳類細胞と結合し、このような細胞は哺乳類、例えばヒ
トであり得る。
　本明細書で開示されているように、本発明は、哺乳類においてターゲッティング可能構
築物を循環からクリアリングするのに好適なクリアリング剤を提供する。このクリアリン
グ剤はターゲッティング可能構築物との結合に好適な結合部分、ある実施形態では、少な
くとも二つの結合部分とインターナリゼーション部分とを含む。クリアリング剤および／
またはインターナリゼーション部分の種々の実施形態は本明細書に記載の通りである。イ
ンターナリゼーション部分には上記のように、再循環中の細胞表面受容体または非受容体
媒介インターナリゼーションペプチドが結合可能である。さらに、クリアリング剤は上記
のように、抗体、そのフラグメント、ＣＨ２欠損抗体またはガラクトシル化抗体であって
よい。
【００８０】
　もう一つの関連の態様では、本発明は、インターナライズ薬剤と結合されている、少な
くとも一つの一次ターゲッティング剤結合部分とインターナライズ薬剤結合部分を含むタ
ーゲッティング可能構築物を含む分子複合体を提供する。このターゲッティング可能構築
物はさらにクリアリング剤結合部分を含んでもよい。複合体のインターナライズ薬剤はタ
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ーゲッティング可能構築物結合部分とインターナリゼーション部分をさらに含んでもよい
。ターゲッティング可能構築物は本明細書に記載医されているような治療部分または診断
部分をさらに含んでもよい。クリアリング剤および／またはインターナリゼーション部分
の種々の実施形態は本明細書で他の態様に関して記載されている通りである。
【００８１】
　さらにもう一つの態様は、クリアリング剤と結合されている、少なくとも一つ、好まし
くは二つの一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結合部分と本明細書に記載
されているような治療部分または診断部分とを含むターゲッティング可能構築物を含む分
子複合体に関する。好ましい実施形態では、この一次ターゲッティング剤結合部分とクリ
アリング剤結合部分は直交ハプテンと、クリアリング剤により架橋された少なくとも二つ
のターゲッティング可能構築物を含み、この複合体は一次ターゲッティング剤も含む。
【００８２】
　別の分子複合体としては、複数の一次ターゲッティング剤結合部分を含む多価ターゲッ
ティング可能構築物と結合されている、標的結合部分と複数の、好ましくは二つのターゲ
ッティング可能構築物結合部分とを含む多価一次ターゲッティング剤；クリアリング剤結
合部分、および本明細書に記載されているような治療部分または診断部分を含む。このタ
ーゲッティング可能構築物結合部分は抗体結合ドメインであってもよい。一次ターゲッテ
ィング剤結合部分はクリアリング剤結合部分と直交している。
【００８３】
　さらなる分子複合体は、少なくとも一つの一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリ
ング剤結合部分と、本明細書に記載されているような治療薬または診断薬結合部分とを含
むターゲッティング可能構築物と結合され、かつ、ターゲッティング可能構築物結合部分
またはクリアリング剤結合部分とインターナライズ部分を含むインターナライズ薬剤と結
合されている、標的結合部分と少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分を
含む一次ターゲッティング剤を含む。
【００８４】
　さらにもう一つの複合体は、一次ターゲッティング剤結合部分とインターナライズ部分
を含むインターナリゼーション薬剤と結合されている、標的結合部分と、本明細書に記載
されているような治療部分または診断部分を含む一次ターゲッティング剤を含む。
【００８５】
　複合体のある実施形態では、この複合体は哺乳類細胞と結合し；この複合体は哺乳類に
おいてそのような細胞と結合でき、この複合体は結合部位において結合する。
　標的細胞に治療薬または診断薬をターゲッティングするための構築物、キットおよび方
法に関して、本発明はまた、被験体（一般に患者）、好ましくはヒト被験者において疾病
または症状を処置および／または診断する方法も提供する。その方法は、本明細書に記載
されているようなターゲッティング送達法において被験体に少なくとも一つの治療部分ま
たは診断部分を投与することを含む。この方法によって処置可能なこのような疾病および
症状は本明細書の以下で開示される。
【００８６】
　ある実施形態では、治療部分または診断部分は、例えば迅速にインターナライズする受
容体との架橋またはインターナライズペプチドによってインターナリゼーションを促進す
る様式でターゲッティングされる。一般に、治療部分または診断部分は標的に結合した複
合体の一部としてインターナライズされる。特定の実施形態では、治療部分または診断部
分は本明細書に挙げられている活性種を含む。また、ある実施形態では、治療部分または
診断部分は併用療法の一部として投与する。
【００８７】
　特定の実施形態では、本明細書で示されているようなマーカー、生物または組織をター
ゲッティングする。同様に、特定の実施形態では、本方法を用い、本明細書で示されてい
るような疾病または症状を処置または診断（イメージングを含み得る）。
【００８８】
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　さらにもう一つの態様では、本発明は、固相媒体上、例えば樹脂上での合成により、Ｄ
ＴＰＡ結合ペプチドを製造する有利な方法を提供する。この合成は本明細書の実施例でＩ
ＭＰ２７２の製造に関する説明により例示される。
【００８９】
　さらなる態様は上記のような構築物を組み込んだキットに関する。このようなキットの
一つは治療薬または診断薬の投与のためのキットである。このキットは、標的結合部分と
少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分を含む一次ターゲッティング剤；
少なくとも一つの一次ターゲッティング剤結合部分と本明細書に記載されているような治
療部分または診断部分とクリアリング剤結合部分とを含むターゲッティング可能構築物；
およびターゲッティング可能構築物結合部分を含むクリアリング剤を含む。この一次ター
ゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物およびクリアリング剤は上記のように構成
することができる。
【００９０】
　このようなもう一つのキットとしては、標的結合部分と少なくとも一つのインターナリ
ゼーション薬剤結合部分を含む一次ターゲッティング剤；およびインターナリゼーション
部分を含む複合体のインターナリゼーションを促進するインターナリゼーション部分と一
次ターゲッティング剤結合部分を含むインターナリゼーション薬剤を含む。
【００９１】
　好ましくは、哺乳類、例えばヒトにおけるin vivo使用のための調節剤により改善され
る。
　当業者により認識されているように、抗体／ハプテンまたはその他の抗体／エピトープ
　結合対に加えて、いくつかの異なる特定の結合対が利用できる。これらには、例えば、
金属キレート対、リガンド／受容体結合対（天然。類似体、または合成リガンド）、ビオ
チン／アビジンまたはストレプトアビジン、および炭水化物／レクチンが含まれる。
【００９２】
　同様に、葉酸受容体と葉酸またはメトトレキサートの代わりにいくつかのインターナリ
ゼーション機構が利用できる。例えば、ステロイドホルモンなどのホルモンまたはホルモ
ン類似体／ホルモン受容体対；特異的ペプチド／ペプチド受容体；および非受容体媒介ペ
プチドインターナリゼーションがある。
【００９３】
III．二重特異性一次ターゲッティング種
　本ターゲッティング法では、選択された標的、一般に細胞標的に結合させるために一次
ターゲッティング剤が用いられる。多くの場合、ある組織の細胞であるか、または特定の
特徴を有する細胞である。ほとんどの場合、一次ターゲッティング剤は二重特異性薬剤で
あるのが望ましい。よって、一次ターゲッティング剤は一般に、標的結合部分と少なくと
も一つのターゲッティング可能構築物結合部分の双方を含む二重特異性薬剤であり、ここ
でターゲッティング可能構築物は一般に標的に向けることを意図する部分、例えば治療部
分または診断部分を有する。
【００９４】
　二重特異性一次ターゲッティング剤、特に抗体に基づく薬剤がいくつかの適用のための
記載されている。このような記載としては、例えば、１９９９年６月２２日出願の“Use 
of bi-specific antibodies for pre-targeting diagnosis and therapy”と題された出
願第０９／３３７，７５６号；１９９９年８月２３日出願の“Use of bi-specific antib
odies for pre-targeting diagnosis and therapy”と題された出願第０９／３８２，１
８６号；２００１年４月３日出願の“Production and use of novel agents for use wit
h bi-specific antibodies”と題された出願番号第０９／８２３，７４６号；２００１年
３月１日出願の“Bi-specific antibody point mutations for enhancing rate of clear
ance”と題された米国仮特許出願６０／３６１，０３７号；および“Use of bi-specific
 antibodies for pre-targeting diagnosisa and therapy”と題されたHansen et alの公
開ＰＣＴ出願ＷＯ９９／６６９５１が挙げられ、これらは総て引用することによりその全
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開示内が本明細書の一部とされる。これらの文書は、本発明のための一次ターゲッティン
グ剤において使用できる、または使用に適合した二重特異性抗体構築物、およびこのよう
な一次ターゲッティング剤構築物の製造について記載している。さらに、背景に挙げられ
ているその他の参照文献に記載されているターゲッティング剤も、例えばターゲッティン
グ剤が二重特異的となるような結合部位が存在することを確保することにより、本発明で
使用すること、または本発明での使用に適合させることができる。ターゲッティング剤は
また標的およびターゲッティング可能構築物の一方または双方との結合に関して多価であ
ることが好ましい。標的結合部分として抗体結合、およびターゲッティング可能構築物結
合部分としてビオチンまたはアビジン／ストレプトアビジンを用いる一次結合剤の一例が
、“Detection and Therapy of Lesions with Biotin/Avidin Conjugates”と題されたGo
ldenbergの米国特許第５，５２５，３３８号に記載されている。抗体およびその他の種と
のビオチンおよびアビジン／ストレプトアビジン複合体の記載は当技術分野で周知のもの
である。例えば、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、背景技
術に引用されている参照文献；Griffiths et alの米国特許第５，８４６，７４１号；Gri
ffiths et alの米国特許第５，９６５，１１５号；およびGriffiths et alの米国特許第
６，１２０，７６８号参照。
【００９５】
　本一次ターゲッティング剤のためには、標的結合部分は所望の標的と結合するように選
択し、従って、必要な特異的結合が可能ないずれの部分であってもよい。このような部分
としては例えば、受容体リガンドもしくはそのようなリガンドの類似体、または標的を認
識して、それと結合する抗体もしくは抗体フラグメントが挙げられる。標的結合部分は高
親和性であり、それによりターゲッティング可能構築物およびクリアリング剤と複合体が
形成された場合であっても標的と安定した結合を維持することが極めて好ましい。同じま
たは異なる標的部位をターゲッティングし得る複数の標的結合部分が存在することが極め
て好ましい。標的エピトープと同時に結合できる複数の標的結合部分が存在することが極
めて好ましい。多くの場合、この一次ターゲッティング剤は同じ標的エピトープを認識す
る少なくとも二つの標的結合部分を含む。多重標的結合部分が存在することで、より安定
な結合および／または別の標的との結合が得られる。
【００９６】
　同様に、このターゲッティング可能構築物結合部分はターゲッティング可能構築物の部
分（一次ターゲッティング剤結合部分）と特異的に結合するように選択する。通常、ター
ゲッティング可能構築物結合部分は抗体／ハプテン結合対などの結合対のメンバーの一つ
である。当業者ならば使用可能な他の結合対をよく知っている。
【００９７】
　ある構成では、一次ターゲッティング剤の標的結合部分は、標的部位（例えば、標的組
織または細胞種）と特異的に結合するＩｇＧなどの抗体である。このターゲッティング可
能構築物結合部分は抗体またはハプテン部分、例えば少なくとも一つ、好ましくは二つの
このような部分、例えば抗体結合アームまたはｓｃＦｖ部分である。結合部分、例えばｓ
ｃＦｖは、結合部位、例えばターゲッティング可能構築物上のハプテンに特異的である。
この場合、ターゲッティング可能構築物としては少なくとも一つ、好ましくは二つの単位
（またはそれ以上）の認識可能なハプテンを含む。使用できる認識可能なハプテンの例と
しては、限定されるものではないが、ヒスタミンスクシニルグリシン（ＨＳＧ）、ＤＴＰ
Ａおよびフルオレセインイソチオシアネートが挙げられる。一次ターゲッティング剤上に
二以上のターゲッティング可能構築物結合部分が存在する場合、この薬剤は二重特異性か
つ二価（または多価、例えば三価、四価など）である。
【００９８】
　上記で示されているように、一次ターゲッティング剤と標的との結合は多重結合部分を
組み込むことによって増強することができる。いくつかの例では、完全なＩｇＧ抗体を用
いて二つの結合アームを得るか、または二以上の結合部位を連結する。付加的結合部分、
例えば付加的抗体またはフラグメントは同じまたは異なるエピトープを認識することがで
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きる。このような多重結合は多重結合部分が結合するように適当な距離および柔軟性で連
結する。
【００９９】
　このように、例えばターゲッティング可能構築物に対して反応性のある完全抗体または
ｓｃＦｖ成分などの部分を含む二重特異性抗体構築物により、種々の治療適用および診断
適用が各適用に関して新たなｂｓＡｂを惹起することなく行えるようになる。
【０１００】
　二重特異性一次ターゲッティング剤の一例として、ＭＮ１４－ｍ６７９と呼ばれるもの
がある。ＨＭＮ１４ｈはヒト化抗ＣＥＡである。ｍ６７９部分はネズミ抗ＨＳＧである。
この構築物は２００１年４月３日出願の米国特許出願第０９／８２３，７４６号、および
Sharkey, McBride, Karacay, Chang, Griffiths, Hansen, and GoldenbergのA Universal
 Pre-Targeting System for Cancer Detection and Therapy Using Bispecific Antibody
. Cancer Research 63:354-363 (2003)．に詳細に記載されている。この薬剤は、ＨＳＧ
部分が薬剤のｍ６７９部分と結合するようにＨＳＧ部分を含むターゲッティング可能構築
物とともに使用可能である。そして、ターゲッティング可能構築物上のクリアリング剤結
合部分はＩｎ－ＤＴＰＡなどの直交ハプテンであってよく、クリアリング剤は抗Ｉｎ－Ｄ
ＴＰＡ結合部分を含む。ｈＭＮ１４－ｈ６７９三価二重特異性融合タンパク質の例は、２
００３年４月２２出願の米国仮特許出願第６０／４６４，５３２号に記載されており、引
用することにより本明細書の一部とされる。この種の一次ターゲッティング剤の例は図１
～５に概略的に示されている。同様の一次ターゲッティング剤が図７～９に模式的に示さ
れている。
【０１０１】
　使用できるもう一つの構築物として、ｈＭＮ１４－７３４ｓｃＦｖと呼ばれるものがあ
り（ｈＭＮ１４－ｍ７３４ならびにｈＭＮ１４を７３４抗体に由来する抗体フラグメント
と連結させた他の薬剤も使用できる）、その製造法および構造は公開ＰＣＴ出願ＷＯ９９
／６６９５１に記載されている。上記のようにｈＭＮ１４はヒト化抗ＣＥＡ抗体であり、
７３４ｓｃＦｖは抗Ｉｎ－ＤＴＰＡ（ＤＴＰＡと複合化されたインジウム）である。この
薬剤はＩｎ－ＤＴＰＡ部分を含むターゲッティング可能構築物とともに使用できる。この
ターゲッティング可能構築物上のクリアリング剤結合部分はＨＳＧなどの直交ハプテンで
あってよく、クリアリング剤は抗ＨＳＧ結合部分を含む。
【０１０２】
IV．ターゲッティング可能構築物
　上記のように、ターゲッティング可能構築物は活性種を運ぶか、または活性種を「付加
」されている。本明細書に記載の一般的なターゲッティング送達法では、ターゲッティン
グ可能構築物は一次ターゲッティング剤と結合して活性種を局在させ、クリアリング剤と
結合して個々の標的結合ターゲッティング可能構築物を架橋するとともに結合してない構
築物をクリアリングする。
【０１０３】
　ターゲッティング可能構築物は、一次ターゲッティング剤およびクリアリング剤双方と
の結合を与える限り、いずれの構成で構築してもよい。一般に、ターゲッティング可能構
築物はペプチドスキャフォールドを基にしたものであるが、炭水化物などの他の化学物を
用いることもできる。また、この構築物は一次ターゲッティング剤およびクリアリング剤
との結合も与え、ターゲッティング可能構築物は少なくとも二つの直交結合部分も含む。
通常、これらの結合部分は、抗体またはハプテンのいずれかのような特異的結合対のメン
バーである。好ましくは、この構築物は少なくとも二つの直交ハプテンを含み、その一方
が一次ターゲッティング剤と結合し、もう一方がクリアリング剤と結合する。このような
ハプテンとしては、限定されるものではないが、キレート剤または金属キレート錯体が挙
げられる。限定されるものではないが例を挙げると、このキレート剤は硬酸陽イオンに対
しては硬塩基キレート剤でえあってよく、軟酸陽イオンに対しては、少なくとも一つのキ
レート剤が軟塩基キレート剤であり；あるいはカルボン酸基とアミン基を含む硬塩基キレ
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ート剤であってよい。硬塩基キレート剤の例としては、限定されるものではないが、ＤＴ
ＰＡ（ジエチレントリアミン五酢酸）、ＮＯＴＡ（１，４，７－トリアザ－シクロノナン
－Ｎ，Ｎ’，Ｎ”－三酢酸）、ＤＯＴＡ（１，４，７，１０－テトラアザシクロテトラデ
カン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ”，Ｎ”’－四酢酸）、およびＴＥＴＡ（テトラアザシクロテトラデ
カン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ”，Ｎ”’－四酢酸）が挙げられる。
【０１０４】
　好ましくは、ターゲッティング可能構築物は少なくとも二つのハプテンなど、一次ター
ゲッティング剤と結合するように選択された少なくとも二つの結合部分を含む。これらの
多重結合部分は同じであっても異なっていてもよい。構築物を単純にするため、これらは
同じものであれば好ましい。
【０１０５】
　ターゲッティング可能構築物はまた、クリアリング剤と結合するように選択された少な
くとも一つの結合部分も含む。好ましい実施形態では、このようなクリアリング剤結合部
分が一つある。本方法では、ターゲッティング可能構築物を標的部位において「ロック」
するために個々のターゲッティング可能構築物分子を架橋するのが望ましい。従って、こ
のターゲッティング可能構築物は、対応するクリアリング剤が持っているターゲッティン
グ可能構築物結合部分よりも少ないクリアリング剤結合部分を持っていなければならない
。例えば、クリアリング剤がターゲッティング可能構築物と結合する二つの部分を含むと
すれば、そのターゲッティング可能構築物のクリアリング剤と結合する部分は一つだけで
、クリアリング剤上のもう一つの結語部分は別のターゲッティング可能構築物との結合に
利用できるように残しておかなければならない。
【０１０６】
　ターゲッティング可能構築物は罹患組織を処置または診断するのに有用な種々の薬剤と
結合させてもよい。結合薬剤の例としては、限定されるものではないが、キレート剤、金
属キレート錯体、放射性核種、薬物、毒素（例えば、リシン、アブリン、ブドウ球菌内毒
素－Ａ、ブタクサ抗ウイルスタンパク質、ゲロニン、ジフテリア毒、シュードモナス外毒
素、シュードモナス内毒素）および他のエフェクター分子、例えば、サイトカイン、リン
ホカイン、オリゴヌクレオチド、ケモカイン、免疫調節剤、酵素、放射線増感剤、アスパ
ラギナーゼ、ＲＮアーゼ、ＤＮアーゼ、受容体ターゲッティング剤が挙げられる。さらに
、プロドラッグの活性化またはプロドラッグの標的特異的毒性の増強に有用な酵素をター
ゲッティング可能構築物に結合させることもできる。結合可能な特定の部分のいくつかの
例は本明細書に記載されている。
【０１０７】
　１．ペプチド／ハプテン構築物
　上記で示されているように、ターゲッティング可能構築物は種々の構造で構築すること
ができる。しかしながら、抗体結合に関与するようにデザインする構築物に関しては、十
分強い結合をもたらすだけでなく、迅速なin vivoクリアランスという点でも選択するの
が好ましい。多くの実施形態では、ペプチドに基づく構造を、一般に抗体結合を与えるた
めハプテンと組み合わせて用いる。クリアリング剤と結合させるため直交結合部分を組み
込むことにより本発明に適合可能なターゲッティング可能構築物の例は、１９９９年６月
２２日出願の米国特許出願第０９／３３７，７５６号および２００１年４月３日出願の米
国特許出願第０９／８２３，７４６号に記載されており、これらの全開内容は引用するこ
とにより本明細書の一部とされる。本発明での使用に適合可能なさらなるターゲッティン
グ可能構築物はプレターゲッティング法に関する背景技術で引用されているさらなる参照
文献に記載されている。通常、本発明では、ターゲッティング可能構築物は少なくとも一
つ、好ましくは複数の一次ターゲッティング剤結合部分と、少なくとも一つのクリアリン
グ剤結合部分を含んでいて、この一次ターゲッティング剤結合部分とクリアリング剤結合
部分が直交していなければならない。当然のことであるが、個々の結合機能を提供する部
分は、特定の系での使用のために選択される特定の一次ターゲッティング剤およびクリア
リング剤によって異なる。
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【０１０８】
　ターゲッティング可能構築物は通常、抗体との結合のために少なくとも二つの直交ハプ
テンを含み、ターゲッティング可能構築物の一部に対して直接免疫応答を惹起するのが好
ましい場合もある。一般に、強い免疫応答の惹起という点では疎水性薬剤が最良であり、
一方、迅速なin vivoクリアランスに関しては親水性薬剤が好ましいことから、疎水性と
親水性のバランスを確立しなければならない。これは、一つには、親水性キレート剤を用
いて多くの有機部分の固有の疎水性を相殺することにより達成することができる。また、
ターゲッティング可能構築物のサブユニットを、反対の溶液特性を有するよう選択しても
よく、例えばいくらかが疎水性でいくらかが親水性のアミノ酸を含むペプチドがある。ペ
プチドの代わりに炭水化物、好ましくは２～６個の糖ユニットの鎖の炭水化物鎖を用いて
もよい。また、デキストランなどの高分子炭水化物も使用できる。
【０１０９】
　２個といった少ないアミノ酸残基しか持たないペプチド、好ましくは、キレート剤など
の他の部分とも結合させるならば、２～１０残基を用いればよい。このリンカーは、好ま
しくは分子量５０，０００ダルトン未満、有利には約２０，０００ダルトン、１０，００
０ダルトンまたは５，０００ダルトン未満（キレート剤中の金属イオンを含む）の低分子
量複合体である。例えば、既知のペプチドＤＴＰＡ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＤＴＰＡ）－ＯＨ
（ここで、ＤＴＰＡはジエチレントリアミン五酢酸である）は分子のインジウム－ＤＴＰ
Ａ部分に対する抗体を作製するために使用されている。しかし、非インジウム含有分子お
よび適当なスクリーニング工程の使用により、チロシル－リジンジペプチドに対する新し
いＡｂが作製できる。
【０１１０】
　より通常には、このペプチドは、Ｉｎ－ＤＴＰＡおよびＨＳＧなどの結合ハプテン部分
を有し、ここで、ＨＳＧは式
【化１】

のヒスタミンスクシニルグリシル基である。
【０１１１】
　免疫原として用いるペプチドは、固相支持体と標準的な反復直交脱保護およびカップリ
ング技術を用い、自動ペプチド合成装置で便宜に合成することができる。後にキレート複
合体の形成に用いられるペプチド中の遊離アミノ酸は、アセチル基などの標準的な保護基
で遮断するのが好ましい。このような保護基は当業者に公知である。Greene and Wuts Pr
otective Groups in Organic Synthesis, 1999（John Wiley and Sons, N.Y.）参照。こ
れらのペプチドは、本発明での使用のために作製する場合、in vivoカルボキシペプチダ
ーゼ活性を阻害するために、樹脂から切り離して対応するＣ末端アミドを作製する。
【０１１２】
　２．キレート部分
　リンカー部分上にキレート部分が存在することでいくつかの異なる官能性が得られる。
親水性キレート部分は迅速なin vivoクリアランスを確保する助けとなる。親水性の他、
キレート剤はそれらの金属結合特性に関しても選択される。このような金属キレートの組
合せは治療または診断用金属同位元素の組み込み可能とするだけでなく、少なくともいく
つかの場合では、強く結合する抗体が開発可能なハプテン部分が得られる。
【０１１３】
　有用な金属－キレートの組合せの例としては、放射イメージングおよびＲＡＩＴ用の４

７Ｓｃ、５２Ｆｅ、５５Ｃｏ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、１１１Ｉｎ、８９Ｚｒ、９０Ｙ、１
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６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、および２２５Ａｃ併用する２－ベンジ
ル－ＤＴＰＡおよびそのモノメチルおよびシクロヘキシル類似体が挙げられる。同じキレ
ート剤が、Ｍｎ、ＦｅおよびＧｄなどの非放射性金属と錯化されれば、本発明の突然変異
ｂｓＡｂとともに用いる場合にはＭＲＩ用に使用できる。ＮＯＴＡ（１，４，７－トリア
ザ－シクロノナン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’－三酢酸）、ＤＯＴＡ、およびＴＥＴＡ（ｐ－ブロ
モアセタミド－ベンジル－テトラエチルアミン四酢酸）などの大環キレート剤は種々の金
属および放射性金属、最も詳しくはそれぞれＧａ、ＹおよびＣｕの放射性核種と併用され
るものである。
【０１１４】
　そのリガンドがカルボン酸基またはアミン基などの硬質の塩基性キレート官能基を含む
ＤＴＰＡおよびＤＯＴＡ型のキレート剤は硬酸陽イオン、特に第ＩＩａ族および第ＩＩＩ
ａ族金蔵陽イオンをキレートするのに最も有効である。このような金属－キレート錯体は
、環のサイズを目的の金属にあわせて調整することにより極めて安定にすることができる
。大環状ポリエーテルのような他のリング型キレート剤は、ＲＡＩＴのための２２３Ｒａ
のような、安定に結合する核種を対照とするものであ。ポルフィリンキレート剤は多くの
放射性金属と併用することができ、また、ｂｓＡｂ指定免疫光療法用の特定の非放射性金
属錯体としても有用である。一を超える種類のキレート剤を複数の金属イオン、例えば、
非放射性イオン、診断用放射性核種および／または治療用放射性核種と結合させるために
担体と結合させ得る。特に有用な治療用放射性核種としては、限定されるものではないが
、３２Ｐ、３３Ｐ、４７Ｓｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、９０Ｙ、１１１Ａｇ、１

１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４２Ｐｒ、１５３Ｓｍ、１６１Ｔｂ、１６６Ｄｙ、１

６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１８９Ｒｅ、２１２Ｐｂ、２１２Ｂｉ
、２１３Ｂｉ、２１１Ａｔ、２２３Ｒａおよび２２５Ａｃが挙げられる。特に有用な診断
用放射性核種としては、限定されるものではないが、１８Ｆ、４５Ｔｉ、５２Ｆｅ、６２

Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、８６Ｙ、８９Ｚｒ、９４ｍＴｃ、９４

Ｔｃ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１５４－１

５８Ｇｄおよび１７５Ｌｕが挙げられる。
【０１１５】
　米国特許第５，７５３，２０６号に開示されているもの、特にチオセミ－カルバゾニル
グリオキシルシステイン（Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ）およびチオセミカルバジニル－アセチルシ
ステイン（Ｔｓｃａ－Ｃｙｓ）キレート剤などのキレート剤は、軟塩基リガンド、特に硫
黄またはリン含有リガンドと強固に結合されるＴｃ、Ｒｅ、Ｂｉおよびその他の遷移金属
、ランタニドおよびアクチニドの軟酸陽イオンと結合するために有利に用いられる。それ
は、一を超える種類のキレート剤とペプチドを結合するのに有用であり、例えば、Ｉｎ（
III）陽イオンのためのものたどのＤＴＰＡまたは同様のキレート剤、およびＴｃ陽イオ
ンのためのチオール含有キレート剤、例えば、Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓがある。ジ－ＤＴＰＡハ
プテンに対する抗体は既知であり（Barbetの米国特許第５，２５６，３９５号）、標的抗
体と容易に結合してｂｓＡｂが形成されるので、放射性同位元素をターゲッティングする
ためのプレターゲッティングプロトコールにおいて放射性同位元素と結合させるための非
放射性ジＤＴＰＡキレート剤およびその他のキレート剤とともにペプチドハプテンを使用
することができる。このようなペプチドの一例としては、Ａｃ－Ｌｙｓ（ＤＴＰＡ）－Ｔ
ｙｒ－Ｌｙｓ（ＤＴＰＡ）－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ－）－ＮＨ２がある。このペプチ
ドはＩｎ（ＩＩＩ）とともに予め負荷した後、９９－ｍ－Ｔｃ陽イオンで標識し、このＩ
ｎ（ＩＩＩ）イオンはＤＴＰＡにより優先的にキレート化され、このＴｃ陽イオンはチオ
ール含有Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓと優先的に結合する。このＤＴＰＡ基をＮＯＴＡ、ＤＯＴＡ、
ＴＥＴＡなどの他の硬酸キレート剤に置き換えることもでき、それらに特異的なＭＡｂが
、抗ジ－ＤＴＰＡ　ＭＡｂを作製するのに用いられるものと同様の技術を用いて生産され
得る。
【０１１６】
　二つの異なる硬酸または軟酸キレート剤を、陽イオンの大きさの違い、キレート環の幾
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何学および陽イオンの好ましい錯イオン構造により、二つの異なる硬酸または軟酸陽イオ
ンに優先的に結合する、例えばキレート環の大きさの異なるリンカーへ組み込むことがで
きる。これにより二種類の異なる金属が（その一方または双方が放射性であるか、または
ＭＲＩ増強のために有用である）、プレターゲッティングされた一次ターゲッティング剤
により結果として捕捉されるリンカーへと組み込み可能となる。
【０１１７】
　キレート剤ＮＯＴＡ、ＤＯＴＡおよびＴｓｃｇは以下の構造：
　（ａ）DOTA-Phe-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH2；
　（ｂ）DOTA-Phe-Lys(HSG)-Tyr-Lys(HSG)-NH2；
　（ｃ）Ac-Lys(HSG)D-Tyr-Lys(HSG)-Lys(Tscg-Cys)-NH2；
　（ｄ）
【化２】

および
　（ｅ）
【化３】

で例示されるようなキレート剤－ペプチド複合体モチーフ例に組み込まれている。
【０１１８】
　上記のキレート剤－ペプチド複合体（ｄ）および（ｅ）は６８Ｇａと結合することが示
されており、よって、陽電子放射断層撮影法（ＰＥＴ）の適用において有用であり得る。
　キレート剤は標準的な化学法を用いてリンカー部分と結合される。要するに、ペプチド
Ａｃ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ－）
－ＮＨ２の合成は、ペプチド合成装置にて、まず、Ａｌｏｃ－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－ＯＨ
をＲｉｎｋアミド樹脂に結合させることにより行った。本明細書で用いる保護基の略号「
Ａｌｏｃ」および「Ｆｍｏｃ」はアリルオキシカルボニルおよびフルオレニルメチルオキ
シカルボニル基をさす。次に、このＦｍｏｃ－Ｃｙｓ（Ｔｒｔ）－ＯＨおよびＴｓｃＧを
、標準的なＦｍｏｃ自動合成プロトコールを用い、リジンの側鎖に付加して次のペプチド
：Ａｌｏｃ－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ（Ｔｒｔ）－ｒｉｎｋ樹脂を形成した。その後、
このＡｌｏｃ基を除去した。このペプチド合成を合成装置で続け、次のペプチド：（Ｌｙ
ｓ（Ａｌｏｃ）－Ｄ－Ｔｙｒ（Ｂｕｔ）－Ｌｙｓ（Ａｌｏｃ）－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ－Ｃｙ
ｓ（Ｔｒｔ）－）－ｒｉｎｋ樹脂を製造した。Ｎ末端のアシル化の後、側鎖Ａｌｏｃ保護
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基を除去した。次に、得られたペプチドを活性化したＮ－トリチル－ＨＳＧ－ＯＨで、カ
イザー試験を用いて樹脂がアミンに関し陰性の結果を示すまで処理した。Karacay et al.
 Bioconjugate Chem. 11:842-854(2000)参照。Ａｃ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙ
ｓ（ＨＳＧ）－Ｌｙｓ（Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ－）－ＮＨ２の合成、ならびにＤＯＴＡ－Ｐｈ
ｅ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２、およびＤＯＴＡ－Ｐｈ
ｅ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２の合成は以下にさらに詳細に
記載されている。
【０１１９】
　３．金属キレートの作製のための一般法
　キレート剤－ペプチド複合体は固体として長期間保存することができる。それらは金属
結合反応に関して単位用量で計量することができ、固体、水溶液もしくは半水溶液、凍結
溶液または凍結乾燥調製物のいずれかとして単位用量で保存することができる。それらは
公知の手順によってラベルすることができる。典型的には、硬酸陽イオンは通常の塩の溶
液として導入され、硬酸キレート剤およびおそらくは軟酸キレート剤により取り込まれる
。しかし、その後、軟酸陽イオンを加えれば、軟酸キレート剤によりその結合に至り、そ
こにキレート化されている可能性のある硬酸陽イオンが解離する。例えば、過剰量の非放
射性１１１ＩｎＣｌ３の存在下でさえ、９９ｍ－Ｔｃ（Ｖ）グルコヘプトネートまたはＴ
ｃ陽イオンによる標識化がin situ生成し、塩化スタンナンおよびＮａ９９ｍ－ＴｃＯ４

が軟酸キレート剤に定量的に先行する。１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１３Ｂｉおよび二価
または三価陽イオンのＭｎ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｐｂ、Ｃｕ、Ｃｄ、Ａｕ、Ｆｅ、Ａｇ（一価）
、ＺｎおよびＨｇなどの他の軟酸陽イオン、特に６４Ｃｕおよび６７Ｃｕなど（そのいく
つかは放射免疫診断法または放射免疫療法に有用である）は、類似の方法によりペプチド
キレート剤の組合せに付加することができる。Ｒｅ陽イオンもまた、過レニウム酸塩およ
びスズイオンからin situ生成可能であるか、または予め還元されたグルコヘプトン酸レ
ニウムまたはその他のトランスキレート剤が使用できる。過レニウム酸塩の還元は、Ｔｃ
の還元に必要なものよりも多くのスズイオンを必要とする（典型的には最終濃度約２００
μｇ／ｍＬ）ので、より高いレベルのスズイオンがジスルフィド環化ペプチドに存在する
ものなどの感受性のあるジスルフィド結合を還元しないように十分注意しなければならな
い。レニウムによる放射性標識の際にも、Ｔｃ－９９ｍとともに使用されるものと同様の
手順が用いられる。Ｔｓｃｇ－Ｃｙｓ－リガンドのＲｅＯ金属錯体の調製のための好まし
い方法は、このペプチドをＲｅＯＣｌ３（Ｐ（Ｐｈ３）２と反応させることによるもので
あるが、ＲｅＯ（エチレンジアミン）２などの他の還元種を使用することもできる。
【０１２０】
　本発明のためのターゲッティング可能構築物の例は、ペプチドスキャフォールドまたは
リンカーが構築された二つのＨＳＧ部分と一つのＤＴＰＡ部分を含むように構築した（図
１～４に概略的に示されている）。この構築物はＩＭＰ２７２と呼ばれ、その製造および
構造については以下の実施例に記載されている。この構築物では、クリアリング剤との結
合のために一つのＤＴＰＡ部分が用いられ、一次ターゲッティング剤との結合のために二
つのＨＳＧ部分が用いられる。この目的で、ＤＴＰＡ部分をインジウムでキレート化する
と、抗Ｉｎ－ＤＴＰＡ抗体との結合が可能となる。ターゲッティング可能構築物のもう一
つの例が図７～９に示されている。この場合、ターゲッティング可能構築物はただ一つの
一次ターゲッティング剤抗ＨＳＧ部分と結合するようにただ一つのＨＳＧ部分を含む。
【０１２１】
Ｖ．クリアリング剤
　本方法では、クリアリング剤は、個々のターゲッティング可能構築物を架橋し、さらに
結合していないターゲッティング可能構築物の循環からのクリアランスを助けることによ
り、標的部位において標的結合ターゲッティング可能構築物を「ロック」することで二重
の機能を提供する。これに関して、「結合してない」とは、構築物が循環中の一次ターゲ
ッティング剤またはその他の循環成分と結合していることがあっても、標的部位において
結合していないことを示す。ロック機能を提供するためには、クリアリング剤は、同じ種
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であっても異なる種であってもよいが、二以上の個別のターゲッティング可能構築物と結
合するのが極めて好ましい。ほとんどの場合、ただ一種のターゲッティング可能構築物結
合部分を有するようにデザインされるが、あるいは複数種のターゲッティング可能構築物
結合部分も使用できる。
【０１２２】
　結合していない複合体の迅速なクリアランスの寄与するため、クリアリング剤は迅速に
クリアリングされる一以上の部分を含むのが好ましい。天然ＩｇＧ抗体が比較的迅速にク
リアリングされるが、クリアランス速度はある種の修飾抗体を用いることにより、または
補体結合し得るＩｇＧ１を用いることにより促進することができ、このようにして迅速な
クリアランスに寄与できる。
【０１２３】
　クリアランス速度を高めることが知られている修飾の一種として、ガラクトースの付加
（ガラクトシル化）がある。所望のクリアランス特性を得るためにガラクトシル化レベル
を選択することができる。例えば、Karacay et al., 1997, Bioconjug Chem 8(4):585-59
4参照。ガラクトースは肝臓のアシアロ糖タンパク質受容体と結合し、それにより会合し
た薬剤または複合体が肝細胞により迅速に認識される。ガラクトシル化薬剤の使用の結果
、注射後数分以内、通常、実質的に肝臓を一回通っただけでほぼ完全に肝細胞により認識
され隔離される。示されているように、薬剤の糖残基修飾の程度は血液のクリアランス速
度を決定する。所望のクリアランス速度を達成するための薬剤一分子当たりの糖残基の数
は、当技術分野で周知の通常の方法により、特定のクリアリング剤各々について経験的に
決定することができる。グリコシル化の程度は、糖の付加により修飾されたリシン残基の
パーセンテージとして表すのが便宜である。抗イディオタイプ抗体クリアリング剤につい
ては、リシン残基の約２２％を修飾しても、局在していない一次ターゲッティング複合体
の有意に加速されたクリアランスは得られないが、リシン残基の約４８％を修飾するとク
リアランスが著しく加速され、リシン残基の約７６％以上を修飾すると、肝臓を一回通る
だけで循環から実質上完全なクリアランスが得られる。これは一般に抗体フラグメントに
ついても同じであるが、そのパーセンテージはある程度多様である。一回の通過で実質的
に完全なクリアランスを達成するためのグリコシル化のレベルは容易に判定される。
【０１２４】
　クリアランスを促進する別の種の修飾としては、ＩｇＧ成分のＦｃヒンジ部分における
ある種の突然変異（通常、置換または欠失）があり、すなわち、ＣＨ２－ＣＨ３ドメイン
境界領域に一以上のアミノ酸突然変異を含む。言い換えれば、この突然変異抗体のＩｇＧ
成分のＦｃヒンジ部分を親抗体のＩｇＧ成分のＦｃヒンジ部分と比べた場合、それらの領
域が一以上のアミノ酸で異なっている。突然変異は例えば、置換されたアミノ酸同じ構造
または化学特性を有する「保存的」変異（例えば、ロイシンとイソロイシンの置換）を包
含する。突然変異はまた、例えば「非保存的」変異（例えば、グリシンとトリプトファン
の置換）も包含する。ＣＨ２－ＣＨ３ドメイン境界領域のいずれのアミノ酸が突然変異し
ていてもよい。好ましアミノ酸突然変異はイソロイシン２５３からアラニン（Ｉ２５３Ａ
）である。ＣＨ２領域の欠損もこのようなクリアランスの促進をもたらし得る。
【０１２５】
　クリアリング剤の例は図２～５に概略的に示されている。図３に示されている薬剤はク
リアランス速度を高めるためにガラクトースで修飾され、図４に示されている薬剤は葉酸
受容体を介したインターナリゼーションを促進するために葉酸基で修飾されている。もう
一つのクリアリング剤例が図９に概略的に示されている。このクリアリング剤は迅速にイ
ンターナライズするＢ細胞腫瘍抗原（ＣＤ７４）と結合する抗体（ｈＬＬ１）を含む。複
合化したクリアリング薬とＣＤ７４が結合すると、複合体のインターナリゼーション、ひ
いてはターゲッティング可能構築物上の活性種のインターナリゼーションが高まる。
【０１２６】
VI．同時投与および投与前に形成される複合体
　多くの場合、一次ターゲッティング剤を投与し、ターゲッティング可能構築物の投与前
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に標的と結合させるプレターゲッティングを用いるのが好ましい。しかし、別法として、
その系の二以上の成分を本質的に同時に投与することもできるし、投与前に混合すること
もできる。例えば、一次ターゲッティング剤とターゲッティング可能構築物を本質的に同
時に投与して標的と結合させた後、クリアリング剤を投与することができる。同様に、一
次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物およびクリアリング剤を同時に投与
し、標的上で構成させることもできる。
【０１２７】
　さらに、一次ターゲッティング剤とターゲッティング可能構築物は投与前に混合して複
合体を形成させることもできる。このような複合体は一次ターゲッティング剤の投与と同
様に投与し、標的と結合させる。その後、クリアリング剤を常法で用い、結合した複合体
を標的部位にロックし、かつ、結合していない複合体を循環からクリアリングすることが
できる。同様に、クリアリング剤をこの混合物に添加して、三成分総てを複合体として投
与することもできる。三成分総ての混合は、特にクリアリング剤が迅速にクリアリングす
るものではないが、主としてその「ロック」機能のために用いる場合に適用できる。
【０１２８】
VII．ロック・アンド・チェイスターゲッティング法
　上記で触れたように、本明細書に記載の構築物は有利なターゲッティング法を提供する
。これら種々の構築物はいくつかの異なる様式で使用することができる。ターゲッティン
グ法では、一次ターゲッティング剤が、会合した複合体の薬剤およびその他の成分を標的
部位に局在させる最初の、すなわち一次ターゲッティング種となる。従って、通常、一次
ターゲッティング剤を被験体に投与し、分散させ、標的に結合させる、プレターゲッティ
ング法が用いられる。一次ターゲッティング種が標的上に十分付着したところで、ターゲ
ッティング可能構築物を投与する。ターゲッティング可能構築物は、一次ターゲッティン
グ剤の利用可能な結合部位を認識する少なくとも一つの結合部位と診断薬または治療薬を
含む。ターゲッティング可能構築物の例は本明細書に記載されている。これら試薬の用量
およびタイミングは当業者ならば容易に導き出すことができ、用いる試薬の具体的な性質
によって異なる。通常、プレターゲッティング法はクリアリング剤の使用を伴っても伴わ
なくてもよいが、本発明のほとんどの適用の場合、循環中のターゲッティング可能構築物
の濃度が低くなっても、標的部位において、一次ターゲッティング剤との複合体における
ターゲッティング可能構築物の会合を安定化するための「ロック」薬剤としても機能する
クリアリング剤を用いる。
【０１２９】
　ターゲッティングに加え、本構築物は標的細胞による複合体のインターナリゼーション
も促進するように構成することができる。インターナリゼーションは、インターナライズ
する複合体に一以上のインターナリゼーション部分を付着させることにより達成される。
このようなインターナリゼーション薬剤の使用は以下に記載されている。
【０１３０】
　以下、本方法における使用のために行える種々のデザインをいくつか示すが、これらの
場合、抗体とハプテンの組合せを用いる。上記で示した用に、抗体および／またはハプテ
ンの代わりに、またはそれに加えて他の結合対を使用することもできる。
【０１３１】
　１．一次ターゲッティング剤：ｂｓＡｂ（二つの標的結合Ａｂ部分と二つのターゲッテ
ィング可能構築物ハプテン結合Ａｂ部分）；
　ターゲッティング可能構築物：二つの直交ハプテン（一次ターゲッティング剤上のハプ
テン結合抗体により認識２コピーのされるハプテンと、クリアリング剤上のハプテン結合
抗体により認識されるその他のもの）と治療部分または診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上の１コピーのハプテンを認識する二価
Ａｂ。
【０１３２】
　２．一次ターゲッティング剤：ｂｓＡｂ（一つの標的結合Ａｂ部分と一つのターゲッテ
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ィング可能構築物ハプテン結合Ａｂ部分）；
　ターゲッティング可能構築物：二つの直交ハプテン（一次ターゲッティング剤上のハプ
テン結合抗体により認識２コピーのされるハプテンと、クリアリング剤上のハプテン結合
抗体により認識されるその他のもの）と治療部分または診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上の１コピーのハプテンを認識する二価
Ａｂ。
【０１３３】
　３．一次ターゲッティング剤：Ａｂとハプテンの双方（二つの標的結合Ａｂ部分とター
ゲッティング可能構築物上のＡｂにより認識される２コピーのハプテン）を含む二重特異
性薬剤；
　ターゲッティング可能構築物：一次ターゲッティング剤上のハプテンを認識する二価Ａ
ｂと、クリアリング剤上のＡｂにより認識されるハプテン（１コピー）と治療部分または
診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上のハプテンを認識する二価Ａｂ。
【０１３４】
　４．一次ターゲッティング剤：Ａｂ（二つの標的結合部分を有する）と、ターゲッティ
ング可能構築物上のＡｂにより認識される２コピーのハプテンの双方を含む二重特異性薬
剤；
　ターゲッティング可能構築物：一次ターゲッティング剤上のハプテンを認識する二価Ａ
ｂと、クリアリング剤上のＡｂにより認識される２コピーのハプテンと、治療部分または
診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上のハプテンを認識するＡｂ部分。
【０１３５】
　５．一次ターゲッティング剤：ｂｓＡｂ（二つの標的結合Ａｂ部分と二つのターゲッテ
ィング可能構築物ハプテン結合Ａｂ部分）；
　ターゲッティング可能構築物：二つの直交ハプテン（一次ターゲッティング剤上のハプ
テン結合抗体により認識２コピーのされるハプテンと、クリアリング剤上のハプテン結合
抗体により認識されるその他のもの）と治療部分または診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上の１コピーのハプテンを認識する二価
Ａｂとインターナリゼーション部分。
【０１３６】
　６．一次ターゲッティング剤：ｂｓＡｂ（二つの標的結合Ａｂ部分と二つのターゲッテ
ィング可能構築物ハプテン結合Ａｂ部分）；
　ターゲッティング可能構築物：二つの直交ハプテン（一次ターゲッティング剤上のハプ
テン結合抗体により認識２コピーのされるハプテンと、クリアリング剤上のハプテン結合
抗体により認識されるその他のもの）と治療部分または診断部分を有するペプチド骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上の１コピーのハプテンを認識する二価
Ａｂとインターナリゼーション薬剤結合部分（Ａｂ）。
　インターナリゼーション薬剤：クリアリング剤上のハプテン結合Ａｂ部分により認識さ
れるハプテン（ターゲッティング可能構築物上の両ハプテンと直交）。
【０１３７】
　７．一次ターゲッティング剤：ｂｓＡｂ（一つの標的結合Ａｂ部分と一つのターゲッテ
ィング可能構築物ハプテン結合Ａｂ部分）；
　ターゲッティング可能構築物：二つの直交ハプテン（一次ターゲッティング剤上のハプ
テン結合抗体により認識される１コピーのハプテンと、クリアリング剤上のハプテン結合
抗体により認識される１コピーのハプテン）と治療部分または診断部分を有するペプチド
骨格；
　クリアリング剤：ターゲッティング可能構築物上の１コピーのハプテンを認識する二価
Ａｂ。
【０１３８】
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　抗体およびハプテンを用いる構成のいくつかの例を図面で概略的に示している。一次タ
ーゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物、およびクリアリング剤の結合について
は図１～５に示されている。
【０１３９】
　さらに、構成例の一連の結合を示す一連の概略図は図６～９で示されている。図６は細
胞表面に提示される複数のＣＤ２０抗原を有するＢ細胞を示している。ＣＤ２０は、図７
　に示されているように、一次ターゲッティング剤の標的抗原として働く。図７は一次タ
ーゲッティング剤が注射されたことを示し、一次ターゲッティング剤と、図６に示されて
いるようなＣＤ２０抗原との結合を示している。示されているように、一次ターゲッティ
ング剤は、ターゲッティング可能構築物との結合のための抗ＨＳＧ　Ａｂ部分と連結され
た抗ＣＤ２０　Ａｂ部分（ｈＡ２０Ｆａｂ’）を有する。一次ターゲッティング剤が標的
部位と結合した後、図８に示されるようにターゲッティング可能構築物が注射される。示
されているように、ターゲッティング可能構築物は局在した一次ターゲッティング剤と、
ＨＳＧハプテンを介して結合する。各ターゲッティング可能構築物は二つのＨＳＧ部分を
含んでいるので、二つの局在一次ターゲッティング剤、活性種（１３１Ｉ）およびクリア
リング剤との結合のための一つのＤＴＰＡ部分を架橋することができる。ターゲッティン
グ可能構築物の結合の後に、図９で示されるようにクリアリング剤を注射する。クリアリ
ング剤は二つの抗Ｉｎ－ＤＴＰＡ　Ａｂ部分を有する二価クリアリング剤であるので、二
つのターゲッティング可能構築物と結合し、これを架橋することができる。ターゲッティ
ング可能構築物はそれ自体二つの一次ターゲッティング剤と結合するので、その結果、四
つの標的抗原と結合した架橋複合体が形成され、これによりターゲッティング可能構築物
が標的に「ロック」される。さらに、図９のクリアリング剤は、迅速にインターナライズ
する表面抗原である異なる細胞表面抗原ＣＤ７４と結合するＡｂ部分（ｈＬＬ１）を含む
。このように、ＣＤ７４との結合は活性種（この場合、１３１Ｉ）を含む会合複合体のイ
ンターナリゼーションを促進することができる。
【０１４０】
　上記の組合せは単に例示であり、例えば、上記の組合せ例のＡｂ／ハプテン対のいくつ
か、または総てを置換した他の結合対を用い、他の構成を構築することもできる。
【０１４１】
VI．ターゲッティング法の適用
　本発明により提供される高解像度ターゲッティングは、治療および診断（可視化を含む
）の双方に多数の異なるタイプの適用で利用することができる。このような適用では、本
構築物および方法を用いて標的部位に、ある部分を送達し、それにより処置および／また
は診断もしくは、例えば正常組織または細胞分布のイメージングを提供することができる
。いくつかの異なるタイプの適用が下記、および引用することにより本明細書の一部とさ
れる特許および特
【０１４２】
　限定されるものではないが、本組成物および方法は心血管病変（梗塞、血餅、血栓、ア
テローム斑）、その他の病変（例えば、アミロイドーシスおよびアルツハイマー病におけ
るアミロイド）、癌（例えば、白血病、リンパ腫、肉腫、黒色腫、癌腫、神経膠腫、皮膚
癌）、感染症（例えば、細菌、リケッチア、真菌、寄生虫、およびウイルス病原体）、炎
症（例えば、慢性関節リウマチ、全身性天疱瘡、多発性硬化症などの自己免疫疾患）、変
位または異所性の正常組織および細胞（例えば、子宮内膜、胸腺、脾臓、副甲状腺）、正
常組織の消耗（例えば、骨髄、脾臓）の治療および／または診断もしくはイメージングに
使用できる。
【０１４３】
　１．検出およびイメージング
　よって、例えば、体腔において腫瘍は適当な波長の光を当て、その後、回収する種々の
構造を直接的または間接的に可視化する手段により検出することができる。非イオン化放
射線を当てて、これらの構造から再捕捉できる限り、いずれの身体部位の病変も可視化す
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ることができる。例えば、高解像度の非侵襲性イメージング技術であるＰＥＴをヒト疾病
の可視化用の本薬剤と併用することができる。ＰＥＴでは、陽電子消滅崩壊時に生じる５
１１ｋｅＶのγ光子が検出される。
【０１４４】
　本発明は通常、２５～６００ｋｅＶのγ粒子および／または陽電子を放出する診断薬を
用いることができる。このような薬剤の例としては、限定されるものではないが、１８Ｆ
、４５Ｔｉ、５２Ｆｅ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、８６Ｙ、
８９Ｚｒ、９４ｍＴｃ、９４Ｔｃ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２

５Ｉ、１３１Ｉ、１５４－１５８Ｇｄおよび１７５Ｌｕが挙げられる。このようなシグナ
ル発生薬剤は本化合物、一般にターゲッティング可能構築物の一つと結合させれば、ター
ゲッティングおよびその後のイメージングまたは検出が可能となる。
【０１４５】
　手術用／内視鏡的短針による検出はまた、例えば放射性標識ターゲッティング可能構築
物（例えば、Ｉ－１２５で標識されたペプチドに基づく構築物）を用いて行うこともでき
る。このような方法は例えば、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とさ
れる、米国特許第５，７１６，５９５号および同第６，０９６，２８９号および米国特許
出願公報第２００２／－１４６３６９号に記載されている。
【０１４６】
　治療上および診断上有用な免疫複合体は光活性薬または色素をターゲッティング可能構
築物に結合させることにより得ることができる。病変部に好適な光を当てることで病変部
を検出および処置するには、蛍光およびその他の色素原、または色素（可視光に感受性の
あるポルフィリンなど）が用いられてきた。療法では、光照射、光療法、または光線力学
療法（ＰＤＴ） (Jori et al. (eds. ), Photodynamic Therapy of Tumors and Other Di
seases (Libreria Progetto 1985); van den Bergh, Chem. Britain 22:430 (1986))。さ
らに、モノクローナル抗体が光線療法を行うための光活性化色素と結合されている。Mew 
et al., J. Immunol. 130:1473 (1983);同著者, Cancer Res. 45:4380 (1985); Oseroff 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8744 (1986);同著者, Photochem. Photobiol. 
46:83(1987) ; Hasan et al., Prog. Clin. Biol. Res. 288:471 (1989); Tatsuta et al
., Lasers Surg. Med. 9:422 (1989); Pelegrin et al., Cancer 67:2529 (1991)。
【０１４７】
　光線力学療法（ＰＤＴ）法は米国特許第６，０９６，２８９号、同第４，３３１，６４
７号、同第４，８１８，７０９号、同第４，３４８，３７６号；同第４，３６１，５４４
号；同第４，４４４，７４４号；同第５，８５１，５２７号にも開示されており、これら
は総て引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる。これらの方法では
、光増感剤、例えばジヘマトポルフィリンエーテルなどのヘマトポルフィリン誘導体を被
験体に投与する。抗腫瘍活性は、例えば６３０ｎｍの光を用いることで誘導する。皮膚は
太陽光により光増感しにくい場合、より長い波長で有用なものをはじめ、その他の光増感
剤を用いることもできる。このような光増感剤の例としては、限定されるものではないが
、ベンゾポルフィリン一酸環Ａ（ＢＰＤ－ＭＡ）、スズエチオプルプリン（ＳｎＥＴ２）
、スルホン化アルミニウムフタロシアニン（ＡＩＳＰｃ）およびルテチウムテキサフィリ
ン（Ｌｕｔｅｘ）が挙げられる。
【０１４８】
　さらに、ＰＤＴでは、診断薬（例えば、本明細書に記載のようなターゲッティング可能
構築物）は例えば全身注射することができ、内視鏡とともにレーザー誘導蛍光を用いて、
光活性化薬剤を付着させた癌の部位を検出することができる。例えば、これは初期肺腫瘍
の蛍光気管支鏡暴露に適用されている。Doiron et al. Chest 76:32 (1979)。もう一つの
例では、本構築物は単一光子放射において使用できる。例えば、一次ターゲッティング剤
を投与した後に被験体にＴｃ－９９ｍ標識診断薬を投与し、その後、クリアリング剤を投
与する。次に、被験体を、単一光子放射型コンピューター断層画像を作製するガンマカメ
ラで走査し、病変部または腫瘍部位を確定する。
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【０１４９】
　上記で示されているように、本組成物および方法は癌細胞検出の他、診断またはイメー
ジングに関する多くの内容で適用することができる。例えば、アテローム性動脈硬化部の
イメージングの検出のための抗体ターゲッティングの使用は、Goldenbergの米国特許第５
，５２５，３３８号の実施例８に記載されている。イメージングはガンマカメラでの走査
により行われた。抗体ターゲッティングを用いた癌のイメージングおよび癌治療もこの特
許に記載されている。
【０１５０】
　イメージング（および治療）に使用できる抗体標的の一例として、アルツハイマー病特
異的ｔａｕタンパク質エピトープがある(Vechterova et al., 2003, Neuroreport 14(1):
87-91,“DC11: a novel monoclonal antibody revealing Alzheimerr’s disease-specif
ic tau epitope”)。同定されたモノクローナル抗体（ｍＡｂ　ＤＣ１１）は免疫組織化
学において、ＡＤ患者に由来する脳の神経原繊維病変と結合し、健康な脳組織との反応性
はなかった。ウエスタンブロットでは、ｍＡｂ　ＤＣ１１は天然の健常なｔａｕもその全
長組換え対応物も認識しなかった。よって、ｍＡｂ　ＤＣ１１（または同様の特異性を有
する別の抗体）はＡＤ脳に存在する病的ｔａｕのコンホメーションに対して特異性を有す
る有用な標的結合部分を提供する。
【０１５１】
　２．治療適用
　本構築物、薬剤、および方法は治療適用に極めて有利である。一般に、本構築物が治療
に治療に用いられる標的および疾病または症状はまた、治療部分の代わりに、または治療
部分に加えて診断部分を適宜選択することで診断（例えば、イメージング）用にも使用で
きる。
【０１５２】
　　ａ．酵素およびプロドラッグ
　ある種の適用では、ターゲッティング可能構築物を、標的部位においてプロドラッグを
活性化し得る酵素と結合させ、身体の解毒経路を制御するか、または治療応答に作用する
酵素反応を行わせることによって通常の治療薬の効力を向上させることができる。例えば
、好適な酵素を標的部位へプレターゲッティングした後、標的部位で作用することが知ら
れている細胞傷害薬を注射する。この薬物は哺乳類の通常の解毒プロセスにより解毒され
るものであってもよい。例えば、この薬物は肝臓でより毒性が低い可能性があるグルクロ
ニドへと変換され得る。次に、このこの解毒された中間体は、標的部位においてプレター
ゲッティングされた酵素により、そのより有毒な形へと再変換され得る。あるいは、投与
したプロドラッグをプレターゲッティングされた酵素により有効薬剤へと変換することも
できる。プレターゲッティングされた酵素は、解毒された薬物を再循環させることで治療
効果を向上させる。このアプローチはいずれの酵素－薬物対との併用にも適合させること
ができる。
【０１５３】
　抗癌治療に有用なある種の細胞傷害薬は相対的に血清に不溶である。非結合型で極めて
有毒なものもあり、それらの毒性はプロドラッグへの変換により著しく軽減される。溶解
度の乏しい薬物の、より溶解度の高い複合体、例えばグルクロニド、親水性酸のエステル
または親水性アミンのアミドへの変換により、血清の水相における溶解度、および静脈、
動脈または毛細血管細胞壁を通って腫瘍が浸かっている細胞間液に達する能力を向上させ
る。プロドラッグの開裂は標的部位において溶解度の低い薬物を定着させる。このような
プロドラッグから薬物への変換の多くの例が、引用することによりその全開示内容が本明
細書の一部とされる、Hansenの米国特許第５，８５１，５２７号に記載されている。
【０１５４】
　肝臓における、芳香族または脂肪族アルコール、チオール、フェノールおよびアミンな
どのある種の有毒物質の、グルクロニドへの変換は、それらを解毒し、尿中へ排泄しやす
くする身体の方法である。このような物質へと変換可能な抗腫瘍薬の一種として、アント



(34) JP 4874090 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

ラサイクリングリコシドであり、ヒトβ－Ｄ－グルクロニダーゼの基質であることが示さ
れているドキソルビシンの４－エピマーであるエピルビシン（アドリアマイシン）がある
。例えば、Arcamone Cancer Res. 45:5995 (1985)参照。もっと極性基の少ない他の類似
体は、親油性が大きく、このようなアプローチにより有望であることが示されている。芳
香族または脂肪族アルコール、チオールまたはアミン基を有するその他の薬物または毒素
はこのような複合体形成の候補である。これらの薬物、またはその他のプロドラッグ形は
本発明の部位特異的増強法の好適な候補である。
【０１５５】
　別の例として、プロドラッグＣＰＴ－１１（イリノテカン）はin vivoにおいてカルボ
キシルエステラーゼにより活性代謝物ＳＮ－３８へと変換される。よって、本発明の一つ
の適用は腫瘍およびハプテンにターゲッティングされるｂｓＡｂ（例えば、ジ－ＤＴＰＡ
）を用いた後に、ジ－ＤＴＰＡ－カルボキシルエステラーゼ複合体を注射することである
。好適な腫瘍／バックグラウンド局在比に達したところで、ＣＰＴ－１１を与えると、腫
瘍に局在したカルボキシルエステラーゼが腫瘍においてＣＰＴ－１１をＳＮ－３８に変換
する働きをする。その溶解度が乏しいため、活性ＳＮ－３８は腫瘍の近傍に留まり、結局
、ターゲッティングされた抗原に関して陰性の、隣接する腫瘍細胞で作用を発揮する。こ
れは本方法のさらなる利点である。修飾された形のカルボキシルエステラーゼはすでに記
載されており、本発明の範囲内にある。例えば、Potter et al., Cancer Res. 58:2646-2
651 (1998)おおびPotter et al., Cancer Res. 58:3627-3632 (1998)参照。
【０１５６】
　さらなる例として、エトポシドは、広く用いられ、そのグルクロニドの形成により主要
な程度まで解毒される癌の薬物であり、本発明の範囲内にある。例えば、Hande et al. C
ancer Res. 48:1829-1834 (1988)参照。グルクロニド複合体は細胞傷害薬から製造するこ
とができ、ｍＡｂ－グルクロニダーゼ複合体でプレターゲッティングした腫瘍の治療薬と
して注射することができる。例えば、Wang et al., Cancer Res. 52:4484-4491 (1992)参
照。従って、このような複合体も本明細書に記載のターゲッティング法と併用できる。同
様に、ダウノマイシンおよびドキソルビシンの誘導体を基にしてデザインしたプロドラッ
グも、カルボキシルエステラーゼおよびグルクロニダーゼとの併用に関しても記載されて
いる。例えば、Bakina et al., J. Med Chem. 40:4013-4018 (1997)参照。本発明内で使
用できるプロドラッグ／酵素対の他の例としては、限定されるものではないが、フェノー
ルマスタードのヒドロキシ誘導体のグルクロニドプロドラッグとβ－グルクロニダーゼ；
フェノールマスタードまたはＣＰＴ－１１とカルボキシペプチダーゼ；メトトレキサート
置換α－アミノ酸とカルボキシペプチダーゼＡ；６－メルカプトプリンおよびドキソルビ
シンなどの薬物のペニシリンまたはセファロスポリン複合体とβ－ラクタマーゼ；リン酸
エトポシドとアルカリ性ホスファターゼが挙げられる。
【０１５７】
　　ｂ．ホウ素中性子補足療法（ＢＮＣＴ）
　本発明はまた、ホウ素中性子捕捉療法(Boron Neutron Capture Therapy, BNCT)プロト
コールに関して適用することもできる。ＢＮＣＴは、腫瘍に局在する１０Ｂ原子の中性子
照射によって電離放射線を腫瘍細胞へ送達するよう設計された二元システムである。ＢＮ
ＣＴは、安定した同位元素である同位体的に豊富な１０Ｂ（自然界には１９．８％存在度
で存在）が熱中性子とともに照射されてα粒子および７Ｌｉ原子核を生じる際に起こる核
反応に基づく。これらの粒子の飛程は約１細胞径であり、結果として線形の高エネルギー
転移を生じる。この核反応で生じる飛程の短い１．７ＭｅＶのα粒子がほんのわずかあれ
ば、細胞核を標的とし、それを破壊するのに十分である。ＢＮＣＴで癌治療を成功させる
には高濃度の１０Ｂを腫瘍部位に局在させつつ、非標的器官は基本的にホウ素を含まない
ままにしておく方法が必要である。ＢＮＣＴのためのプレターゲッティングｂｓＡｂを用
いて被験体内で腫瘍を治療する組成物および方法は特許出願第０９／２０５，２４３号（
引用することによりその全開示内が本明細書の一部とされる）に記載され、本発明の目的
のために容易に修正できる。
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【０１５８】
　　ｃ．手術中、血管内、および内視鏡的腫瘍および病変検出、生検および療法
　検出およびイメージングに関して上記で示されているように、さらなる適用では、本発
明を、引用することによりその全開示内が本明細書の一部とされる米国特許第５，７１６
，５９５号および同第６，０９６，２８９号、ならびに米国特許出願公報第２００２／０
１４６３６９号に記載されているような手術中、血管内、および内視鏡的腫瘍および病変
検出、生検および療法においても使用できる。
【０１５９】
　　ｄ．疾病およびその他の症状の処置への適用
　上記で示されているように、本構築物および方法は、関連の組織がターゲッティング可
能な種々の疾病および症状に適用できる。本発明を用いて処置できる疾病および症状のい
くつかを以下に簡単に記載する。
【０１６０】
　　　１．癌の処置
　癌の処置に有用な技術および薬剤の例の記載により上記で示されているように、本発明
は癌の処置に極めて有用である。一般に、本発明は抗癌薬剤または癌細胞に対する抗癌処
置の成分をターゲッティングすることができる。このターゲッティングは好ましくは細胞
表面癌マーカーを用いて行う。多くの場合、このマーカーは正常細胞におけるよりも癌細
胞で高い（例えば数倍またはそれ以上）レベルで存在するタンパク質またはペプチドであ
る。このようなマーカーは多くの場合、特定の種の癌、または関連の癌のセットに特異的
である。いくつかのマーカー例が本明細書に示されているが、当業者ならば、他のマーカ
ーも知られており、さらにその他のものも同定されるであろうことが分かるであろう。こ
のようなさらなるマーカーも本発明で標的として使用できる。
【０１６１】
　　　２．自己免疫疾患
　もう一つの適用例として、本組成物は自己免疫疾患に関して使用できる。例えば、ＣＤ
２２、ＣＤ２０、ＣＤ１９、ＣＤ７４またはＨＬＡ－ＤＲ抗原などのＢ細胞抗原をターゲ
ッティングするターゲッティング剤が使用できる。自己免疫疾患の処置のためのターゲッ
ティングの使用例は、“Immunotherapy of Autoimmune Disorders Using Antibodies Whi
ch Target B-Cells”と題されたGoldenberg and Hansenの国際出願ＰＣＴ／ＵＳ００／０
１５７８０、国際公開公報ＷＯ００／７４７１８Ａ１に記載されている。本明細書に記載
するように、このような処置としては一を超えるＢ細胞抗原と結合する抗体の使用および
多様式処置法におけるＢ細胞ターゲッティングと他の処置法の組合せを含み得る。処置で
きる自己免疫疾患の例としては、限定されるものではないが、免疫媒介性血小板減少症（
急性特発性血小板減少性紫斑病または慢性特発性血小板減少性紫斑病など）、皮膚筋炎、
シドナム舞踏病、重症筋無力症、全身性紅斑性狼瘡、狼瘡腎炎、リウマチ熱、多腺性症候
群、水疱性類天疱瘡、真性糖尿病、ヘノッホ－シェンライン紫斑病、溶連菌感染後腎炎、
結節性紅斑、高安動脈炎、アジソン病、慢性関節リウマチ、多発性硬化症、サルコイドー
シス、潰瘍性大腸炎、多形性紅斑、ＩｇＡ腎症、結節性多発性動脈炎、強直性脊椎炎、グ
ッドパスチャー症候群、バージャー病、シェーグレン症候群、原発性胆汁性肝硬変、橋本
甲状腺炎、甲状腺中毒症、硬皮症、慢性活動性肝炎、多発性筋炎／皮膚筋炎、多発性軟骨
炎、尋常性天疱瘡、ウェゲナー肉芽腫、膜性腎症、筋萎縮性側索硬化症、脊髄ろう、巨細
性動脈炎／多発性筋痛、悪性貧血、急速進行性糸球体腎炎および繊維性肺胞炎などの第II
I種自己免疫疾患が挙げられる。
【０１６２】
　　　３．感染症
　病原菌または日和見菌、真菌、リケッチア、原虫、およびウイルスなどの感染性病原体
も使用可能な標的となる。このような標的は感染性病原体の細胞上に存在する場合もある
し、感染した宿主細胞の表面に存在する場合もある（例えば、細胞の感染がその細胞表面
に特徴的なマーカーを残す場合）。本明細書には特定の感染性病原体がいくつか挙げられ
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ており、ここでは繰り返さない。
【０１６３】
　　　４．正常細胞のターゲッティング
　多くの場合、本方法は例えば癌細胞、感染細胞、感染性病原体、生化学的にバランスを
欠いた、または生化学的機能に欠陥のある細胞などの病態標的をターゲッティングするた
めに適用される。しかし、次の場合、正常細胞をターゲッティングするのが有益であり、
例えば・・・・・。
【０１６４】
　　　５．併用療法
　本発明を用いて単一の治療部分を送達する方法の他、これらの組成物および方法は少な
くとも一つの付加的治療部分を同時に送達するよう、かつ／または別の治療法とともに構
成することができる。例えば、癌のターゲッティング免疫療法を用いた複数薬物療法の適
用が、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、“Targeted Combi
nation Immunotherapy of Cancer”と題されたGriffiths et alの米国特許第６，０７７
，４９９号に記載されている。本発明では、同じ結合部分において、異なる治療部分を用
いて構築したターゲッティング可能構築物を用いることにより、あるいは、異なる治療部
分を含むターゲッティング可能構築物を用いることにより、このような二薬剤（または複
数薬剤、例えば、二、三、四薬剤）法を実施することができる。このような異なる治療部
分は例えば二つの異なる薬物、二つの異なる毒素、二つの異なる放射性核種、放射性核種
と薬物、放射性核種と毒素、薬物と毒素を含むことができる。あるいは、個々のターゲッ
ティング可能構築物、通常には一次ターゲッティング剤上の個別の結合部分と結合する個
別のターゲッティング可能構築物を使用することができる。このような併用療法はまた、
引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、“Targeted Combination
 Immunotherapy of Cancer and Infectious Diseases”と題されたGriffiths, et alの国
際出願ＰＣＴ／ＵＳ０１／４１０４８、国際公開公報ＷＯ０１／９７８５５Ａ２に記載さ
れている。
【０１６５】
　　ｅ．in vitro適用
　本構築物および方法は治療およびイメージング目的だけでなく、in vitro研究を行う助
けとしても使用できる。例えば、二重特異性一次ターゲッティング剤をin vitroで用いて
ターゲッティング可能構築物が一以上のｂｓＡｂまたはその他の二重特異性一次ターゲッ
ティング剤と安定な複合体を形成できるかどうかを確認することができる。このようなア
ッセイは、このような安定な複合体を形成するターゲッティング可能構築物を同定する上
で当業者の助けとなる。そして、これにより当業者は、治療および／または造影剤として
優れたものである可能性のあるターゲッティング可能構築物を同定することができる。
【０１６６】
　このようなアッセイは対象ターゲッティング可能構築物と少なくとも２モル当量の突然
変異ｂｓＡｂを組み合わせることによって行うのが有利である。インキュベーション後、
混合物をサイズ排除ＨＰＬＣにより分析して、その構築物がｂｓＡｂと結合したかどうか
を判定する。あるいは、種々のｂｓＡｂ溶液を標準的な９６穴プレートに入れる標準的な
コンビナトリアル法を用いてアッセイを行う。各穴にターゲッティング可能構築物の溶液
を加える。インキュベーションおよび分析の後に、構築物がどのｂｓＡｂと最もよく結合
したかが容易に判定できる。
【０１６７】
　このようなアッセイでは、ターゲッティング可能構築物に二重特異性薬剤を加える順序
は重要ではなく、すなわち、二重特異性薬剤を構築物へ加えてもよいし、その逆でもよい
。同様に、突然変異ｂｓＡｂも構築物も溶液である必要はなく、すなわち、それらは溶液
で加えても、そのままで加えてもよく、どちらでも便宜なことに代わりはない。最後に、
結合が「確率されている限り、結合の分析方法も重要でない。よって、サイズ排除ＨＰＬ
Ｃとともに、またはその代わりに、限定されるものではないが、ＦＡＢＭＳ、高磁界ＮＭ
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Ｒまたはその他の適当な方法を含む標準的な分析法を用いて結合を分析すればよい。当業
者ならば多くの好適な検出方法を知っている。
【０１６８】
VII．標的抗原およびエピトープ
　標的エピトープは被験体の標的組織、サンプルまたは細胞培養物の内部に含まれている
か、それらにより提示されているか、かつ／またはそれらから放出される。サンプルは身
体組織または液性組織であっても、被験体内にあっても、被験体から生検採取されたもの
であっても、取り出されたものであっても、身体組織の全体または任意の一部であっても
よい。さらに、組織は、その組織が切除と本発明の方法の間に保存工程がなく、取り出さ
れたばかりであるという意味で「サンプル」であるといえる。また、組織は、本発明の方
法の適用前に、限定されるものではないが、冷凍、急速冷凍、パラフィン包埋、および組
織固定をはじめとする標準的な組織標本技術により保存されていたものであってもよい。
【０１６９】
　「提示されている」とは、膜タンパク質の一部が細胞、組織および／または器官の表面
に存在し、従って、細胞、組織または器官の外部環境と接触しているということを意味す
る。標的エピトープは、限定されるものではないが、癌、その他の増殖性疾患および病原
性感染、ならびにその他の疾病および症状をはじめとする疾病に関連するものであってよ
い。
【０１７０】
　Ａ．過増殖性疾患に関連する抗原およびエピトープ
　本発明に用いられる二重特異性一次ターゲッティング剤（例えば、抗体）は過増殖性疾
患と関連した種々の細胞表面または細胞内抗原に特異的となるようにデザインすることが
できる。正常な組織の恒常性は細胞増殖速度と細胞死速度の間の複雑なバランスによって
成り立つ。細胞増殖速度が高まるか、または細胞死速度が低下するかのいずれかによって
このバランスが乱れた結果、異常な細胞増殖が起こり、これが癌およびその他の過増殖性
疾患の発症における主要な事象であると考えられる。よって、「過増殖性疾患」は、細胞
の細胞分裂速度が異常に大きく、かつ／または壊死および／またはアポトーシスの速度が
異常に低いというものである。限定されるものではないが、例としては、腫瘍発生；腫瘍
進行；白血病、固形腫瘍および転移症などの癌；乾癬；良性前立腺肥大、皮膚の良性過形
成および血管腫などの良性過増殖性疾患；乾癬および慢性関節リウマチなどの慢性炎症性
増殖性疾患；糖尿病性網膜症および黄斑変性などの増殖性眼疾患；ならびに再狭窄および
アテローム性動脈硬化症などの増殖性心血管疾患が挙げられる。再狭窄は血管形成術また
はその他の動脈損傷後に平滑筋細胞が血管内腔内に再成長することを特徴とするが、血管
形成術の長期成功という点で頻繁に繰り返し起こる問題であり、動脈再構築、またはアテ
ローム切除術、ステント移植、およびレーザー血管形成術の後にも起こるものである。
【０１７１】
　これらの抗原は、細胞質であれ核であれ、種々のオルガネラまたは細胞下成分（細胞表
面受容体または細胞内受容体を含む）であれ、例えば腫瘍により生産される物質であって
も、腫瘍部位に、または腫瘍細胞表面に、または腫瘍細胞内に蓄積する物質であってもよ
い。このような細胞関連マーカーとしては、限定されるものではないが、Herberman, Imm
unodiagnosis of Cancer, in Fleisher ed., The Clinical Biochemistry of Cancer, pa
ge 347 (American Association of Clinical Chemists, 1979)および米国特許第４，１５
０，１４９号、同第４，３６１，５４４号、および同第４，４４４，７４４号に開示され
ているものがある。
【０１７２】
　腫瘍関連マーカーは、Herberman，前掲が、癌胎児性抗原、胎盤抗原、癌または腫瘍ウ
イルス関連抗原、組織関連抗原、器官関連抗原、異所性のホルモンおよび正常抗原または
その変異体をはじめとするいくつかのカテゴリーに分類している。場合により、例えば、
米国特許第４，３６１，６４４号および同第４，４４４，７４４号（引用することにより
その全開示内容を本明細書の一部とする）に記載されているような、非腫瘍物質との交差
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反応性が著しく軽減された抗体の産生を刺激するヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（ＨＣＧ）
のβサブユニットまたは癌胎児性抗原（ＣＥＡ）のγ領域など、腫瘍特異性のより高い抗
体を惹起するために腫瘍関連マーカーのβ－サブユニットを用いるのが有利である。
【０１７３】
　限定されるものではないが、好適な腫瘍関連マーカーまたは受容体の例としては、Ｂ細
胞複合体構造（例えば、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ７４
、ＣＤ８０）、造血系およびある種の固形腫瘍で発現するその他の受容体（例えば、ＣＤ
７４、ＨＬＡ－ＤＲ）、および多様な癌で発現する腫瘍関連マーカー（例えば、癌胎児性
抗原、ＣＳＡｐ、ＭＵＣ－１、ＭＵＣ－２，ＭＵＣ－３、ＭＵＣ－４、Ｔａｇ－７２、Ｅ
ＧＰ－１、ＥＧＰ－２、Ａ３３抗体に特異的な抗原、ＰＳＡ、ＰＳＭＡ、ＥＧＦＲ、ＨＥ
Ｒ２／ｎｅｕ、ＰＡＭ－４、ＡＦＰ、ＨＣＧおよびそのサブユニット、黒色腫関連抗原（
例えば、Ｓ１００）、神経膠腫関連抗原、卵巣癌関連抗原など）、ならびに腫瘍の血管構
造により発現する標的分子（腫瘍脈管形成マーカー、通常は血管内皮により産生される）
、例えばＶＥＧＦおよびテネイシン（例えば、後者は脳腫瘍におけるもの）、また、ｐ５
３などの癌遺伝子関連マーカーが挙げられる。本明細書に開示されているような抗原に対
する抗体例の他にも、これらの抗原に対する抗体は当技術分野で公知である（例えば、Ki
m S., Song S., Kim Y., Park S. Expression and Characterization of a Recombinant 
Fab Fragment Derived from an Anti-Human alpha-Fetoprotein Monoclonal Antibody. M
ol. Cells 11:158-163, 2001 ;およびHaisma HJ, Sernee MF, Hooijberg E, Brakenhoff 
RH, Meulen-Muileman I, Pinedo HM; Boven E. Construction and characterization of 
a fusion protein of single-chain anti-CD40 antibody and human b-glucuronidase fo
r antibody-directed enzyme prodrug therapy. Blood 92:184-190, 1998参照）。
【０１７４】
　対象となる別のマーカーとして、トランスメンブランアクチベーターおよびＣＡＭＬ－
インターアクター（ＴＡＣＩ）がある。Yu et al. Nat. Immunol. 1:252-256 (2000)参照
。要するに、ＴＡＣＩはＢ細胞悪性腫瘍（例えば、リンパ腫）のマーカーである。さらに
、ＴＡＣＩおよびＢ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）には腫瘍壊死因子ホモログ増殖誘導リガン
ド（ＡＰＲＩＬ）が結合することが知られている。ＡＰＲＩＬは一次Ｂ細胞およびＴ細胞
のin vivo増殖を刺激し、in vivoにおけるＢ細胞の蓄積により脾臓重量を増す。ＡＰＲＩ
Ｌはまた、受容体結合に関してＴＡＬＬ－１（ＢＬｙＳまたはＢＡＦＦとも呼ばれる）と
競合する。可能性ＢＣＭＡおよびＴＡＣＩはＡＰＲＩＬの結合を特異的に妨げ、ＡＰＲＩ
Ｌにより刺激される一次Ｂ細胞の増殖を遮断する。ＢＣＭＡ－Ｆｃはまた、マウスにおい
てキーホールリンペットヘモシアニンおよびニューモバックスに対する抗体の産生を阻害
するが、このことはＢＣＭＡおよび／またはＴＡＣＩを介するＡＰＲＩＬおよび／または
ＴＡＬＬ－Ｉのシグナル伝達が体液性免疫の形成に必要であることを示唆している。この
ように、ＡＰＲＩＬ－ＴＡＬＬ－ＩおよびＢＣＭＡ－ＴＡＣＩはＢ細胞およびＴ細胞の刺
激に関与する二リガンド－二受容体経路を形成する。
【０１７５】
　腫瘍特異的抗原（ＴＳＡ）、腫瘍関連分化抗原（ＴＡＤＡ）ならびに癌およびその他の
過増殖性疾患と関連するその他の抗原としてはまた、限定されるものではないが、ヒト癌
関連タンパク質であるＣ１　ＩＡＣ(Osther, 米国特許第４，１３２，７６９号)；卵巣の
嚢胞腺癌関連の抗原であるＣＡ１２５抗原(Hanisch et al., Carbohydr. Res. 178:29-47
, 1988; O’Brien, 米国特許第４，９２１，７９０号)；多くの腺癌に存在するＣＥＡ（
癌胎児性抗原）(Horig et al., Strategies for cancer therapy using carcinembryonic
 antigen vaccines, Expert Reviews in Molecular Medicine, http://www-ermm.cbcu.ca
m.ac.uk: 1,2000)；Toth et al（米国特許第４，９１４，０２１号）が記載しているＣＯ
ＲＡ（癌腫またはオロソムコイド関連抗原）；ヒト乳癌由来ＤＦ３抗原（Kufe，米国特許
第４，９６３，４８４号および同第５，０５３，４８９号）；膵臓癌抗原であるＤＵ－Ｐ
ＡＮ－２(Lan et al., Cancer Res. 45:305-310, 1985)；ヒト癌腫抗原であるＨＣＡ（Co
dington et al., 米国特許第５，６９３，７６３号）；乳癌抗原であるＨｅｒ２(Fendly 
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et al., The Extracellular Domain of HER2/neu Is a Potential Immunogen for Active
 Specific Immunotherapy of Breast Cancer, Journal of Biological Responses 9:449-
455, 1990);乳癌糖タンパク質であるＭＳＡ(Tjandra et al., Br. J. Surg. 75:811-817,
 1988);癌腫抗原であるＭＦＧＭ(Ishida et al., Tumor Biol. 10:12-22, 1989)；前立腺
特異的抗原であるＰＳＡ(Nadji et al., Prostatic-specific-antigen, Cancer 48:1229-
1232, 1981)；ＳＴＥＡＰ（前立腺の６つのトランスメンブラン上皮抗原）タンパク質（A
far et al., 米国特許第６，３２９，５０３号）;乳癌糖タンパク質であるＴＡＧ－７２(
Kjeldsen et al., Cancer Res. 48: 2214-2220, 1988)；肺癌抗原であるＹＨ２０６(Hino
da et al., Cancer J. 42:653-658, 1988)；ヒト黒色腫のｐ９７抗原(Estin et al., Rec
ombinant Vaccinia Virus Vaccine Against the Human Melanoma Antigen p97 for Use i
n Immunotherapy, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 85:1052-1056, 1988)；およびPfreundsc
huhが米国特許第６，０２５，１９１号で記載している黒色腫特異的抗原が挙げられる。
【０１７６】
　Ｂ．病原体関連抗原
　本発明は癌およびその他の増殖性疾患に関連するエピトープへのターゲッティングに特
に有利であるが、このようなエピトープに限定されるものではない。例えば、本発明はウ
イルス、細菌、および真菌などの病原体の存在に関するエピトープをターゲッティングす
るためにも使用できる。例えばPolin, 1984, Eur. J. Clin. Microbiol. 4(5):387-398に
まとめられているように、感染性病原体に対して多様なモノクローナル抗体が開発されて
いる。感染性病原体に対する特定の抗体は米国特許第３，９２７，１９３号；同第４，３
３１，６４７号；同第４，３４８，３７６号；同第４，３６１，５４４号；同第４，８１
８，７０９号および同第４，６２４，８４６号に記載されている。このような抗体または
これらの標的に対する他の好適な抗体は本発明において使用可能である。さらに、いくつ
かの病原体例を以下に示す。
【０１７７】
　　１．ウイルス
　ターゲッティング可能なウイルスの例としては、限定されるものではないが、Ａ型肝炎
、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純ヘルペス（Ｈ
ＳＶ－Ｉ）、II型単純ヘルペス（ＨＳＶ－II）、牛痘、ライノウイルス、エコーウイルス
、狂犬病ウイルス、エボラウイルス、ロタウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、乳頭腫ウイ
ルス、パポバウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、エチノウイルス、アルボウイ
ルス、ハンタウイルス、コクサッキーウイルス、流行性耳下腺炎ウイルス、麻疹ウイルス
、風疹ウイルス、ポリオウイルス、Ｉ型ヒト免疫不全ウイルスＩ（ＨＩＶ－Ｉ）およびII
型ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－II）、センダイウイルス、ネコ白血病ウイルス、レオ
ウイルス、ポリオウイルス、ヒト血清パルボ様ウイルス、シミアンウイルス４０（ＳＶ４
０）、呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）、マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）、水痘－帯状
疱疹ウイルス、デングウイルス、風疹ウイルス、麻疹ウイルス、アデノウイルス、ヒトＴ
細胞白血病ウイルス、エプスタイン－バーウイルス、ネズミ白血病ウイルス、水疱性口内
炎ウイルス（ＶＳＶ）、天然痘（痘瘡ウイルス）、シンドビスウイルス、リンパ球性脈絡
髄膜炎ウイルス、牛痘ウイルス、疣贅ウイルスおよびブルータングウイルスが挙げられる
。
【０１７８】
　　２．細胞内病原体
　同様に、限定されるものではないが、細胞内偏性病原体の例としては、クラミジア種、
リケッチア種、細胞内原虫（限定されるものではないが、リーシュマニア、コクジディオ
(Kokzidioa)およびトリパノソーマ種を含み、限定されるものではないが、細胞内スピロ
ヘータを含み、限定されるものではないが、ラム病の病原体であるボレリア・ブルグドル
フェリ(Borrelia Burgdorferi)を含む）、ならびに肝臓および赤血球の胞子虫偏性細胞内
寄生虫であるプラスモジウム種（限定されるものではないが、マラリア病原体である熱帯
熱マラリア原虫(P. falciparum)、睡眠病を引き起こす住血鞭毛虫ブルーストリパノソー
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マ(Trypanosoma brucei)、シャーガス病の原因であるクルーズトリパノソーマ(Trypanoso
ma cruz)を含む）が挙げられる。このような病原体の免疫学に関する総説は、Blackman M
J. Proteases involved in erythrocyte invasion by the malaria parasite: function 
and potential as chemotherapeutic targets. Curr Drug Targets. 2000 Jul;l(1):59-8
3; Kosma P. Chlamydial lipopolysaccharide. Biochim Biophys Acta. 1999 Oct 8; 145
5 (2-3): 387-402; Casadevall A. Antibody-mediated protection against intracellul
ar pathogens. Trends Microbiol. 1998 Mar;6(3):102-7;Hoffman SL, Franke ED. Induc
ing protective immune responses against the sporozoite and liver stages of Plasm
odium. Immunol Lett. 1994 Ju1; 41(2-3):89-94; Keusch GT. Immuno responses in par
asitic diseases. Part A: general concepts. Rev Infect Dis. 1982 Jul-Aug; 4(4): 7
51-5;およびColli W, Alves MJM. Relevant glycoproteins on the surface of Trypanos
oma cruzi.を参照。
【０１７９】
　　３．細菌
　同様に、細菌病原体としては、限定されるものではないが、黄色ブドウ球菌(Streptoco
ccus aureus)、ストレプトコッカス・アガラクティー(Streptococcus agalactiae)、レジ
オネラ・ニューモフィラ(Legionella pneumophilia)、化膿連鎖球菌(Streptococcus pyog
enes)、大腸菌(Escherichia coli)、ネズミチフス菌(Salmonella typhimurium)、淋菌(Ne
isseria gonorrhoeae)、髄膜炎菌(Neisseria meningitides)、肺炎球菌(Pneumococcus)種
、Ｂ型インフルエンザ(Hemophilis unfluenzae B)、ペスト菌(Yersinia pestis)、マイコ
バクテリア(Mycobacteria)種（限定されるものではないが、例としてはらい菌(Mycobacte
ria leprae)およびヒト結核菌(Mycobacteria tuberculosis)、梅毒トレポネーマ(Trepone
ma pallidum)、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)、野兎病菌(Francisella tularensis)、
ブルセラ(Brucella)種（ウシ流産菌(Brucella abortus)を含む）、炭疽菌(Bacillus anth
racis)（炭疽胞子を含む）、ボツリヌス菌(Clostridium botulinum)（ボツリヌス毒素を
含む）および破傷風菌(Clostridium tetani)（破傷風菌毒素を含む）が挙げられる。米国
特許第５，３３２，５６７号参照。
【０１８０】
　　４．病原性真菌
　ターゲッティングできる真菌病原体としては、限定されるものではないが、カンジダ(C
andida)種、アスペルギルス(Aspergillus)種、ケカビ(Mucor)種、クモノスカビ(Rhizopus
)種、フザリウム(Fusarium)種、ペニシリウム・マルネフェイ(Penicillium marneffei)お
よび小胞子菌(Microsporum)毛瘡白癬菌(Trichophyton mentagrophytes)、カンジダ・アル
ビカンス(Candida albicans)、ヒストプラズマ・カプスラーツム(Histoplasma capsulatu
m)、ブラストミセス・デルマティティディス(Blastomyces dermatitidis)、およびコクシ
ジオイデス・イミチス（Coccidioides immitis）が挙げられる。また、他のこのような真
菌病原体も使用できる。
【０１８１】
　Ｃ．他の標的
　上記に挙げた標的に限定されるものではない。他疾病、症状、感染性病原体、組織など
を識別する抗原またはエピトープも既知であり、さらに多くが同定されると考えられる。
一例として、上記で示されているアルツハイマー病特異的ｔａｕタンパク質エピトープが
ある(Vechterova et al., 2003, Neuroreport 14(1):87-91,“DC11: a novel monoclonal
 antibody revealing Alzheimer’s disease-specific tau epitope”)
【０１８２】
VIII．活性種
　本発明では、標的部位にターゲッティングすることにより、種々の異なる種を対象とす
ることができる。ほとんどの場合、標的へ送達される種は診断種または治療種である。こ
れらには例えば、可視化薬剤、造影剤、治療用放射活性同位元素、薬物および毒素が挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。いくつかの例が、ターゲッティング可能構
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築物との結合または複合体形成に関して本明細書に記載されている。また、このような活
性種はさらなるターゲッティング法で用いるために他の送達成分と組み合わせることもで
きる。例えば、活性種は、一次ターゲッティング剤と結合する個別のインターナリゼーシ
ョン薬剤を用いる方法で用いるために、一次ターゲッティング剤（標的に直接結合する種
）と組み合わせることができる。
【０１８３】
IX．インターナリゼーション部分
　本ターゲッティング法および構築物は、標的複合体またはその一部のインターナリゼー
ションを促進する技術と組み合わせて使用することもできる。これらの方法では、ターゲ
ッティング可能構築物がインターナリゼーション部分と特異的に会合する。このようなイ
ンターナリゼーション部分一次ターゲッティング剤またはクリアリング剤上の部分として
組み込むこともできるし、あるいは、一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構
築物またはクリアリング剤と特異的に会合する個別のインターナリゼーション薬剤として
提供することもできる。インターナリゼーション部分は、活性種の非標的インターナリゼ
ーションを少なくするために、ターゲッティングの前に活性種から分離することが極めて
好ましい。
【０１８４】
　インターナリゼーションを促進する種々の異なる種が知られており、使用できる。例と
して、葉酸受容体を介したインターナリゼーションを用いる葉酸（葉酸基）またはメトト
レキサート；ステロイドホルモンとそれらの個々の受容体；受容体によって認識されるペ
プチド、例えば、ソマトスタチン、ＬＨＲＨボンベシン／ＣＣＫＢ、サブスタンスＰ、Ｖ
ＩＰが挙げられる。さらに、ターゲッティング可能構築物と迅速にインターナライズする
膜タンパク質とを架橋する二重特異性抗体を用いてインターナリゼーションを促進するこ
ともできる。例えば、ターゲッティング可能構築物をリンパ腫細胞上のＣＤ２０に向け、
次に、二重特異性抗体を用いてＣＤ７４と架橋することができる。架橋二重特異性抗体の
構築に用いるのに好適な抗ＣＤ７４抗体としては、引用することによりその全開示内容が
本明細書の一部とされる米国特許第６，４５８，９３３号に記載されているＬＬ１がある
。あるいは、二重特異性抗体を用い、いずれもＢ細胞リンパ腫に存在する、迅速にインタ
ーナライズするＢ細胞特異的分子として知られているＣＤ２２またはＣＤ１９とターゲッ
ティング可能構築物とを架橋することもできる。この目的に好適な抗ＣＤ２２抗体として
は、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる米国特許第５，７８９
，５５４号に記載されているＬＬ２がある。もう一つの例として、ターゲッティング可能
構築物を癌腫細胞上のＣＤ６６ｅ（ＣＥＡ）に向け、次に、二重特異性抗体を用いてＥＧ
Ｐ－１と架橋することもできる。架橋二重特異性抗体の構築に用いるのに好適抗ＥＧＰ－
１抗体としては、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、RS7 An
tibodiesと題された２００２年３月１日出願の、Govindan et alの米国仮出願第６０／３
６０２２９号に記載されているＲＳ７がある。ＥＧＰ－２(Anticancer Res 1998 Sept-Oc
t; 18(5B): 3669-75)は、ＣＤ６６ｅ陽性癌腫細胞に存在する、もう一つの迅速にインタ
ーナライズする腫瘍関連抗原であり、これもＥＧＰ－１のインターナリゼーション作用に
関して上記したように使用できる。
【０１８５】
　同様に、非受容体媒介機構によってインターナライズされる特定のウイルスまたはウイ
ルス様ペプチドも使用できる。細胞透過ペプチドの例としては、限定されるものではない
が、ペントラチン、トランスポータン、ＴａｔおよびＭＡＰが挙げられる。例えば、引用
することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、Hallbrink et al., 2001, Ca
rgo delivery kinetics of cell-penetrating peptides, BBiochimica et Biophysica Ac
ta 1515:1001-1009; Gallouzi & Steitz, 2001, Delineation of mRNA export pathways 
by the use of cell-permeable peptides, Science 294:1895-1901参照。
【０１８６】
Ｘ．インターナライズ分子複合体に関する方法
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　インターナリゼーション部分（例えば、上記の通り）を用いて標的活性種のインターナ
リゼーションを補助することもできる。特に活性種が有毒薬剤である場合には、インター
ナリゼーション部によって媒介される非標的インターナリゼーションのレベルを最小限と
することが極めて好ましい。従って、インターナリゼーション部分は、このような非特異
的インターナリゼーションを回避するために活性種から独立したものでなければならない
。すなわち、インターナリゼーション部分は活性種ではなく別の種の一部でなければなら
ない。例えば、一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物、およびクリアリ
ング剤を用い、活性種がターゲッティング可能構築物の一部である場合、インターナリゼ
ーション部分はクリアリング剤か、またはあまり望ましくはないが一次ターゲッティング
剤と結合されることもできるし、あるいは、標的部位において複合体を結合させた後に投
与し、一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物またはクリアリング剤と特
異的に結合する別種として提供することもできる。インターナリゼーション部分から活性
種を物理的かつ／または一時的に分離することにより、活性種の非特異的インターナリゼ
ーションは最小限となる。
【０１８７】
　もう一つの例では、このようなインターナリゼーション薬剤は、本ターゲッティング法
、ロック法およびクリアリング法を用いなくとも使用できる。例えば、毒素または治療用
放射性核種などの活性種を一次ターゲッティング剤上に結合または複合化させる。この薬
剤を投与して、標的部位に付着させる。その後、インターナリゼーション薬剤を投与する
のであるが、このインターナリゼーション薬剤は一次ターゲッティング剤と特異的に結合
して複合体を形成し、この複合体のインターナリゼーションを促進する結合部分を含んで
いる。このようにすれば、インターナリゼーション薬剤と会合した循環中の活性種の量が
最小となり、これにより活性種の非特異的インターナリゼーションも最小となる。
【０１８８】
　また別の例では、一次ターゲッティング剤と迅速にインターナライズする細胞表面受容
体とを架橋することにより、上記で示したように、特定のインターナリゼーション薬剤を
使わなくてもインターナリゼーションが達成できる。この方法は特に、標的が正常細胞に
も存在するが、特定の標的細胞、例えば癌細胞にはるかに高いレベルで存在するという場
合に適用できる。これらの場合、標的細胞に結合したものに比べて、正常細胞に結合した
ターゲッティング剤は相対的に少ない。従って、迅速にインターナライズする表面分子と
の架橋およびその結果としてのインターナリゼーションは正常細胞よりも標的細胞で起こ
る頻度がはるかに高い。このように、正常細胞における活性種のインターナリゼーション
は標的細胞よりもはるかに低いレベルでしか起こらない。
【０１８９】
XI．キット
　本発明の方法の実施を容易にするには、キット、例えば患者において罹患組織を処置ま
たは診断するのに好適な成分を含んだキットを提供するのが有利である。このようなキッ
トは、本明細書に記載の少なくとも一つの構築物、例えば一次ターゲッティング剤、ター
ゲッティング可能構築物、クリアリング剤、インターナリゼーション薬剤、およびこのよ
うな成分の各組合せを含み得る。ターゲッティング可能構築物を含む場合、その構築物が
診断部分または治療部分を含むか、またはそのような成分と結合する構成であれば極めて
好ましい。
【０１９０】
　さらに、投与成分を含有する組成物が消化管を介した送達用として処方されていない場
合（限定されるものではないが、舌下送達を含む）治療薬を他のいくつかの経路を介して
送達し得る装置を含めてもよい。経口送達などの適用のための装置の一種としては、治療
薬を必要とする動物の身体へ組成物を注射するために用いるシリンジがある。また、吸入
装置を用いてもよい。
【０１９１】
　また、各々がそのキットの一以上の試薬、または複数のコンパートメントを有する容器
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を含む、個々の容器を含むのが有利であり得る。好ましい実施形態では、再構成に好適な
組成物の滅菌凍結乾燥製剤を含んだバイアルである。また、キットは一次ターゲッティン
グ剤、ターゲッティング可能構築物、クリアリング剤、および／またはインターナリゼー
ション薬剤などの他の試薬の再構成および／または希釈に好適な一以上のバッファーを含
むこともできる。使用可能な他の容器としては、限定されるものではないが、ポーチ、ト
レー、ボックス、チューブなどが挙げられる。キット成分は容器内に無菌で封入および維
持が可能である。
【０１９２】
　含め得る別の構成要素としては、その用途にキットを用いる人に対する使用説明書があ
る。これらの使用説明は一以上のキット成分、キットパッケージおよび／またはキットパ
ッケージ添付書類に示すことができる。このような使用説明には、限定されるものではな
いが、キットおよびその試薬の用途、凍結乾燥試薬またはその他の調製試薬の再構成、お
よび／または投与後の患者の監視に関する説明が含まれる。
【０１９３】
　好ましい実施形態では、これらのキットは、例えば米国食品医薬品局など、診断薬およ
び／または治療薬の規制を負う適正な国立または地方の規制当局により使用、例えばヒト
での使用を認可されたものである。
【０１９４】
　本キットの例としては、以下のものが挙げられる。
【０１９５】
　標的結合部分と少なくとも一つのターゲッティング可能構築物結合部分を含む一次ター
ゲッティング剤；少なくとも一つの一次ターゲッティング剤結合部分と治療部分または診
断部分とクリアリング剤結合部分とを含むターゲッティング可能構築物；およびターゲッ
ティング可能構築物結合部分を含むクリアリング剤を含む治療薬または診断薬の投与のた
めのキット。
【０１９６】
　もう一つの例としては、少なくとも一つの標的結合部分と少なくとも一つのインターナ
リゼーション薬剤結合部分を有する一次ターゲッティング剤；ならびにインターナリゼー
ション部分を有する複合体のインターナリゼーションを促進するインターナリゼーション
部分と一次ターゲッティング剤結合部分とを有するインターナリゼーション薬剤を含むキ
ットがある。このキットはまたターゲッティング可能構築物および／またはクリアリング
剤を含むことができ、この場合には、一次ターゲッティング剤は少なくとも一つのターゲ
ッティング可能構築物結合部分も含む。
【０１９７】
　上記のような一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物、クリアリング剤
、および／またはインターナリゼーション薬剤の選択肢を含むその他多数の本発明のキッ
トが提供される。例えば、特定のキットは、本明細書に記載の特定の標的に向けられてい
る一次ターゲッティング剤、記載のような活性種および／またはハプテンを含むターゲッ
ティング可能構築物、記載のような二価クリアリング剤、および／またはインターナリゼ
ーション薬剤または部分を含む。
【０１９８】
XII．投与
　本構築物は種々の投与法を用いて正常組織および器官を処置および／またはイメージン
グする上で用いることができる。限定されるものではないが、投与は静脈内、動脈内、腹
腔内、筋肉内、皮下、胸膜腔内、髄腔内、局部カテーテルからの灌流によるもの、および
直接病変内注射によるものであり得る。投与法の例としては、米国特許第６，１２６，９
１６号；同第６，０７７，４９９号；同第６，０１０，６８０号；同第５，７７６，０９
５号；同第５，７７６，０９４号；同第５，７７６，０９３号；同第５，７７２，９８１
号；同第５，７５３，２０６号；同第５，７４６，９９６号；同第５，６９７，９０２号
；同第５，３２８，６７９号；同第５，１２８，１１９号；同第５，１０１，８２７号；
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および同第４，７３５，２１０号に記載されている。さらなる方法が１９９９年６月２２
日出願の米国特許出願第０９／３３７，７５６号および２００１年４月３日出願の米国特
許出願第０９／８２３，７４６号に記載されている。これらの参照文献は総て、引用する
ことによりその全開示内容を本明細書の一部とする。これらの文書の記載の他、以下に医
薬組成物の製造および使用に関する有用な情報を示す。
【０１９９】
　一般に、哺乳類に投与するためには、本構築物を医薬組成物として調剤する。「医薬組
成物」とは送達物を含む組成物をさし、その担体は医薬上許容される担体であり、「獣医
学用組成物」の場合は、この担体が獣医学上許容される担体である。「医薬上許容される
担体」または「獣医学上許容される担体」とは、生物学上、またはその他の点で望ましく
ない媒体または材料も含み、すなわち、この担体は望ましくない生体作用を生じたり、あ
るいはその複合体またはそのいずれかの成分またはその生物と有害な相互作用を起こした
りせずに本発明の組成物または化合物とともに生物に投与することができる。医薬上許容
される試薬の例は、Pharmaceutical Dosage Forms & Drug Delivery Systems, 7th Editi
on, Ansel et al., editors, Lippincott Williams & Wilkins, 1999 同様、引用するこ
とによりその全開示内容が本明細書の一部とされるThe United States Pharmacopeia, Th
e National Formulary, United States Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, M
D 1990に記載されている。
【０２００】
　送達する分子（例えば、一次ターゲッティング剤、ターゲッティング可能構築物、クリ
アリング剤、または複合体）は、患者に望ましい作用をもたらすに十分な量で医薬組成物
に含める。本発明の医薬組成物はさらに希釈剤および賦形剤などの他の化学成分を含んで
もよい。「希釈剤」は、溶媒中で薬物の溶解を助ける溶媒、好ましくは水性溶媒で希釈さ
れた化学化合物であり、これはまた生物的に活性な形態の薬物、またはその一以上の成分
を安定化させる働きもし得る。当技術分野では、緩衝溶液に溶解させた塩が希釈剤として
用いられる。例えば、好ましい希釈剤は異なる一以上の塩を含有する緩衝溶液である。好
ましい緩衝溶液は、それがヒトの血中の塩条件を模倣することからリン酸緩衝生理食塩水
（特に医薬投与のために意図された組成物と組み合わせたもの）。バッファー塩は低濃度
で溶液のｐＨを制御することができるので、緩衝希釈剤が生物活性ペプチドの生物活性を
改質することは少ない。
【０２０１】
　「賦形剤」は、好適な特性、例えば好適なコンシステンシーを付与するため、または薬
物を形成するために組成物に加え得る多少とも不活性な物質である。好適な賦形剤および
担体としては、特に、ラクトース、スクロース、マンニトール、またはソルビトールなど
の糖類、セルロース製剤、例えばトウモロコシデンプン、小麦デンプン、米デンプン、寒
天、ペクチン、キサンタンガム、グアーガム、ローカストビーンガム、ヒアルロン酸、カ
ゼインジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガカントガム、ポリアクリレート、メチルセ
ルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウ
ム、および／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）などの増量剤が挙げられる。所望に
より、架橋ポリビニルピロリドン、寒天、またはアルギン酸もしくはアルギン酸ナトリウ
ムのようなその塩といった崩壊剤も含めることができる。他の好適な賦形剤および担体と
しては、ヒドロゲル、ゲル化ヒドロコロイド、およびキトサンが挙げられる。キトサンマ
イクロスフェアおよびマイクロカプセルは担体として使用できる。ＷＯ９８／５２５４７
参照（化合物を胃へターゲッティングするためのマイクロスフェア製剤について記載し、
これらの製剤は、一以上の有効成分を含む内部コア（所望によりゲル化ヒドロコロイドを
含む）、有効成分の放出速度を制御するための水不溶性ポリマー（例えば、エチルセルロ
ース）を含む膜、および生体接着性陽イオンポリマー、例えば陽イオン多糖、陽イオンタ
ンパク質、および／または合成陽イオンポリマーを含む外層を含む）；米国特許第４，８
９５，７２４号参照。一般に、キトサンは例えばグルタルアルデヒド、グリオキサール、
エピクロロヒドリン、およびスクシンアルデヒドなどの好適な薬剤用いて架橋される。担
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体としてキトサンを用いる組成物は、丸剤、錠剤、微粒子、およびマイクロスフェア（有
効成分の徐放性を提供するものを含む）をはじめとする種々の投与形に調剤することがで
きる。その他の好適な生体接着性陽イオンポリマーとしては、酸性ゼラチン、ポリガラク
トサミン、ポリアミノ酸（ポリリジン、ポリヒスチジン、ポリオルニチンなど）、ポリ第
四級化合物、プロラミン、ポリイミン、ジエチルアミノエチルデキストラン（ＤＥＡＥ）
、ＤＥＡＥ－イミン、ＤＥＡＥ－メタクリレート、ＤＥＡＥ－アクリルアミド、ＤＥＡＥ
－デキストラン、ＤＥＡＥ－セルロース、ポリ－ｐ－アミノスチレン、ポリオキセタン、
コポリメタクリレート、ポリアミドアミン、陽イオンデンプン、ポリチオジエチルアミノ
メチルエチレンおよびポリビニルピリジンが挙げられる。
【０２０２】
　本発明のターゲッティング可能構築物、他の薬剤、および複合体はいずれの好適な様式
で調剤してもよい。ターゲッティング可能構築物および複合体は担体中に均一（均質）ま
たは不一分（非均質）に分散させ得る。好適な処方物としては、乾燥および液体小胞物が
挙げられる。乾燥処方物としてはフリーズドライ（凍結乾燥）粉末を含み、これは肺、ま
たは洞へのエアゾール送達に、または長期間保存の後、投与前に好適な希釈剤で再構成す
るのに特によく適している。他の好ましい乾燥処方物としては、本発明の医薬組成物が経
口投与に好適な錠剤または丸剤の形に圧縮されたもの、または持続放出処方物へと混成さ
れたものが挙げられる。医薬組成物が経口投与を意図したものであるが、ターゲッティン
グ可能構築物または複合体を腸上皮へ送達する場合、処方物を腸溶コーティングに封入し
、処方物を保護し、中に含まれているターゲッティング可能構築物および複合体の早期放
出を防ぐことが好ましい。当業者ならば分かるように、本発明の医薬組成物はいずれの好
適な投与形とすることもできる。丸剤および錠剤はこのようないくつかの投与形である。
医薬組成物はまた、例えば、圧縮、浸漬、パンコーティング、噴霧乾燥などにより、いず
れの好適なカプセルまたはその他のコーティング材料中にも封入することができる。好適
なカプセルとしては、ゼラチンおよびデンプン製のものが挙げられる。次に、このような
カプセルを所望により一以上のさらなる材料、例えば腸溶コーティングでコーティングす
ることもできる。液体処方物としては、水性処方物、ゲルおよびエマルションが挙げられ
る。
【０２０３】
　いくつかの好ましい実施形態は、生体接着性、好ましくは粘膜接着性のコーティングを
含む組成物に関する。「生体接着性コーティング」とは、そのコーティングがない場合よ
りも薬物を生体表面または生体物質によりよく接着させるコーティングである。「粘膜接
着性コーティング」とは、ある物質、例えば本発明の組成物をコーティングがない場合よ
りも粘膜によりよく接着させる好ましい生体接着性コーティングである。例えば、微粉砕
粒子（例えば平均径約５、１０、２５、５０または１００μｍの粒子）は粘膜接着性を伴
うコーティングが可能である。次に、このコーティング粒子を、生物体に投与するのに好
適な投与形へと構築することができる。好ましくは、また、ターゲッティングされる細胞
表面輸送部分が発現する場所にもよるが、次に、この投与形を、目的の場所に到達するま
でその処方物を保護するための別のコーティングを施せば、この生体接着剤は、本発明の
組成物または化合物が標的細胞表面輸送部分と相互作用している間、処方物の保持が可能
となる。
【０２０４】
　本発明の医薬組成物は、生物、好ましくは動物、好ましくは哺乳類、鳥類、魚類、昆虫
、またはクモ類へのモノクローナル抗体の投与を容易にする。好ましい哺乳類としては、
ウシ類、イヌ類、ウマ類、ネコ類、ヒツジ類およびブタ類の動物、ならびに非ヒト霊長類
が挙げられる。ヒトが特に好ましい。当技術分野には、限定されるものではないが、経口
、直腸（例えば、浣腸または坐剤）、エアゾール（例えば鼻腔または肺送達用）、非経口
、および局所的投与をはじめ、化合物を投与または送達する多数の技術がある。好ましく
は、意図する作用を達成するのに十分な量の本発明の組成物または化合物を送達する。組
成物または化合物の送達量は、達成する作用、その組成物を送達する生物の種類、投与経
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路、投与計画、および生物の齢、健康状態および性をはじめとする多くの因子によって異
なる。所定の処方物に含まれる本発明の組成物または化合物の特定の用量はそれ自体、当
業者の判断に任せられる。
【０２０５】
　当業者はならば、特定の所望の生体成果（治療作用または予防作用を含み得る）を達成
するための薬剤として本発明の医薬組成物を投与する場合、本発明の組成物または化合物
を好適な医薬担体と組み合わせる必要がある場合があることが分かるであろう。医薬担体
の選択および治療薬または予防薬としての組成物または化合物の調製は意図する使用およ
び投与様式によって異なる。治療薬の好適な処方物および投与様式としては、限定される
ものではないが、経口、肺、鼻腔、口内、眼、皮膚、直腸または膣送達が挙げられる。
【０２０６】
　用いる送達様式に応じ、本発明で使用する構築物は種々の医薬上許容される形態で送達
することができる。例えば、構築物は、丸剤、カプセル剤、錠剤、坐剤、エアゾール、滴
剤、注射剤、またはスプレー剤として配合された固体、溶液、エマルション、分散液、ミ
セル、リポソームなどの形態で送達することができる。丸剤、錠剤、坐剤、エアゾール、
散剤、滴剤およびスプレー剤は複雑な多層構造を有してもよく、広範な大きさであり得る
。エアゾール、散剤、滴剤およびスプレー剤は小型（１ミクロン）から大型（２００ミク
ロン）の範囲であってよい。
【０２０７】
　本発明の医薬組成物は固体、凍結乾燥粉末、溶液、エマルション、分散液、ミセル、リ
ポソームなどの形態で使用でき、この場合、得られる組成物は有効成分として本発明の一
以上のターゲッティング可能構築物または複合体を、経腸または非経口適用に好適な有機
または無機担体または賦形剤と混合して含む。有効成分は例えば通常の無毒の、錠剤、ペ
レット、カプセル剤、坐剤、溶液、エマルション、懸濁液、および使用に好適な他いずれ
かの形態用の、医薬上許容される担体と混成してもよい。使用可能な担体としては、固体
、半固体または液体型の、例えば、グルコース、ラクトース、マンノース、アラビアガム
、ゼラチン、マンニトール、デンプンペースト、三ケイ酸マグネシウム、タルク、コーン
スターチ、ケラチン、コロイドシリカ、ジャガイモデンプン、尿素、中鎖トリグリセリド
、デキストラン、およびその他製剤の製造における使用に好適な担体が挙げられる。さら
に、助剤、安定剤、贈粘剤、着色剤および香料を用いてもよい。安定化乾燥剤の例として
はトリウロースが挙げられ、０．１％以上の濃度が好ましい（例えば、米国特許第５，３
１４，６９５号参照）。
【０２０８】
　個々の必要は様々であるが、医薬組成物の有効量に関する至適範囲の決定は当業者の範
囲内である。ヒトの用量は動物試験から推定することができる(Katocs et al., Chapter 
27 In: Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publish
ing Co., Easton, Pa., 1990)。一般に、有効量の医薬組成物を提供するのに必要な用量
は、当業者ならば調節が可能であり、レシピエントの齢、健康状態、物理条件、体重、疾
病または疾患の種類および程度、処置頻度、併用療法の特性（行う場合）、ならびに目的
の作用の性質および範囲によって異なる。例えば、Nies et al., Chapter 3 In: Goodman
 & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al., 
eds., McGraw-Hill, New York, N.Y., 1996)参照。
【０２０９】
　治療組成物の投与は処置する病態の重篤度および応答性によって異なり、処置過程は数
日～数ヶ月、あるいは治癒が達成されるまで、または病態の軽減が達成されるまで続く。
最適な投与計画は患者の身体の薬物蓄積量の測定から算出することができる。「患者」と
は、動物（例えば、ネコ、イヌおよびウマ）ならびにヒトを含むものとする。当業者なら
ば、最適な用量、投与法および反復割合を容易に判断することができる。至適用量は個々
の治療薬の相対的効力によって大きく異なり、通常、in vitroおよびin vivo動物モデル
で有効であることが分かったＥＣ５０に基づいて評価することができる。
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【０２１０】
　一般に、種々の動物に対する治療作用の効力は広く異なり、用量は通常ラットに比べて
ヒトでは２０倍、３０倍または４０倍小さい（単位体重当たり）こともあるので、用量（
ターゲッティング可能構築物または複合体の投与量）の範囲は広い。一般に、用量は０．
０１μｇ～１００ｇ／体重ｋｇ、好ましくは０．０１μｇ～１０ｇ／体重ｋｇ、０．０１
μｇ～１０００ｍｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～１００ｍｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～
１０ｍｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～１ｍｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～１００μｇ／体
重ｋｇ、０．０１μｇ～１０μｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～１μｇ／体重ｋｇ、０．０
１μｇ～１０μｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～１μｇ／体重ｋｇ、０．０１μｇ～０．１
μｇ／体重ｋｇ、および上記用量範囲の境界に基づく範囲に及ぶ。従って、例えば、上記
の用量は１００～１０ｇ／体重ｋｇ、１０ｇ～１０００ｍｇ／体重ｋｇ、１０００ｍｇ～
１００ｍｇなどの範囲内の用量を包含する。
【０２１１】
　投与は１日に１回以上、毎週、毎月、または毎年、あるいは２～２０年おきに１回行う
ことができる。当業者ならば、測定された滞留時間、および体液または組織中のターゲッ
ティング可能構築物または複合体の濃度に基づき、投与の反復割合を容易に評価すること
ができる。処置が成功した後は、患者に病態の再発を防ぐ管理療法を施すのが望ましく、
その場合には治療薬を、１日１回以上～２０年ごとに１回、０．０１μｇ～１００ｇ／体
重ｋｇの範囲の管理用量で投与する。
【０２１２】
　具体的な用量は患者のおよその体重または表面積に従って算出する。適当な用量を決定
する上での他の因子としては、処置または予防される疾病または疾患、疾病の重篤度、投
与経路、ならびに患者の齢、性および医学的条件が挙げられる。当業者ならば、特に本明
細書に開示されている用量に関する情報およびアッセイを鑑みて、処置用に適当な量を決
定するのに必要な計算のさらなる精緻化を通常行える。用量はまた、使用量を決定するた
めの既知のアッセイを適当な用量応答データと併用して決定することができる。
【０２１３】
　個々の患者の用量は疾病の進行を関ししつつ調節することができる。有効濃度を達成す
る、または維持するのに用量を調節する必要があるかどうかを知るためには、患者におい
てターゲッティング可能構築物または複合体の血中レベルを測定することができる。どの
ターゲッティング可能構築物および／または複合体、およびその用量が、ある固体に効果
的である可能性が最も高いかを判定するには、ファーマコゲノミクスを用いてもよい(Sch
mitz et al., Clinica Chimica Acta 308:43-53, 2001 ; Steimer et al., Clinica Chim
ica Acta 308:33-41, 2001)。
【０２１４】
XIII．抗体惹起の方法
　目的のエピトープに対する抗体は、周知のＡｂ作製方法により作出する。例えば、免疫
適格動物に、フロイントの完全アジュバント中、（ペプチド）ｎ－ＫＬＨ（ここで、ＫＬ
Ｈはキーホールリンペット・ヘモシアニンであり、ｎ＝１～３０である）などの免疫原の
注射、次いで、フロイントの不完全アジュバントに懸濁させた同じ免疫原の２回の連続注
射を行い、追加抗原の静脈投与を行った後、３日後に脾細胞を採取する。次に、採取した
脾細胞をＳｐ２／０－Ａｇ１４骨髄腫細胞と融合させ、得られたクローンの培養上清を、
直接結合ＥＬＩＳＡを用い、抗ペプチド反応性に関して分析する。生じたＡｂの詳細な特
異性はもとの免疫原のペプチド断片を用いて分析することができる。これらの断片は自動
ペプチド合成装置を用いて容易に作製できる。Ａｂ産生に関しては、融合した細胞系統の
選択ができるよう。酵素欠損ハイブリドーマを単離する。また、この技術を用いて、例え
ば、Ｉｎ（III）－ＤＴＰＡキレートなどのリンカーを含む一以上のキレートに対して抗
体を惹起することができる。Ｉｎ（III）－ジ－ＤＴＰＡに対するモノクローナルマウス
抗体は公知である（Barbet ‘395前掲）。
【０２１５】
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　本発明でターゲッティングに用いる抗体は、マーカー物質としての種々の細胞表面また
は細胞内腫瘍関連抗原のいずれかに特異的である。これらのマーカーは腫瘍によって産生
される物質であってもよいし、あるいは、腫瘍部位、腫瘍細胞表面または腫瘍細胞内（細
胞質であれ、核であれ、種々のオルガネラであれ、または細胞下の構造であれ）に蓄積す
る物質であってもよい。このような腫瘍関連マーカーはとしては、Herberman,“Immunodi
agnosis of Cancer”, in Fleisher ed.,“The Clinical Biochemistry of Cancer”, pa
ge 347 (American Association of Clinical Chemists, 1979)および米国特許第４，１５
０，１４９号、同第４，３６１，５４４号、および同第４，４４４，７４４号に開示され
ているもが挙げられる。
【０２１６】
　腫瘍関連マーカーは、Herbermanが、癌胎児性抗原、胎盤抗原、癌または腫瘍ウイルス
関連抗原、組織関連抗原、器官関連抗原、異所性のホルモンおよび正常抗原またはその変
異体をはじめとするいくつかのカテゴリーに分類している。場合により、例えば、米国特
許第４，３６１，６４４号および同第４，４４４，７４４号に記載されているような、非
腫瘍物質との交差反応性が著しく軽減された抗体の産生を刺激するヒト絨毛性性腺刺激ホ
ルモン（ＨＣＧ）のβサブユニットまたは癌胎児性抗原（ＣＥＡ）のγ領域など、腫瘍特
異性のより高い抗体を惹起するために腫瘍関連マーカーのβ－サブユニットを用いるのが
有利である。
【０２１７】
　対象となる別のマーカーとして、トランスメンブランアクチベーターおよびＣＡＭＬ－
インターアクター（ＴＡＣＩ）がある。Yu et al. Nat. Immunol. 1:252-256 (2000)参照
。要するに、ＴＡＣＩはＢ細胞悪性腫瘍（例えば、リンパ腫）のマーカーである。さらに
、ＴＡＣＩおよびＢ細胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）には腫瘍壊死因子ホモログ増殖誘導リガン
ド（ＡＰＲＩＬ）が結合することが知られている。ＡＰＲＩＬは一次Ｂ細胞およびＴ細胞
のin vivo増殖を刺激し、in vivoにおけるＢ細胞の蓄積により脾臓重量を増す。ＡＰＲＩ
Ｌはまた、受容体結合に関してＴＡＬＬ－１（ＢＬｙＳまたはＢＡＦＦとも呼ばれる）と
競合する。可能性ＢＣＭＡおよびＴＡＣＩはＡＰＲＩＬの結合を特異的に妨げ、ＡＰＲＩ
Ｌにより刺激される一次Ｂ細胞の増殖を遮断する。ＢＣＭＡ－Ｆｃはまた、マウスにおい
てキーホールリンペットヘモシアニンおよびニューモバックスに対する抗体の産生を阻害
するが、このことはＢＣＭＡおよび／またはＴＡＣＩを介するＡＰＲＩＬおよび／または
ＴＡＬＬ－Ｉのシグナル伝達が体液性免疫の形成に必要であることを示唆している。この
ように、ＡＰＲＩＬ－ＴＡＬＬ－ＩおよびＢＣＭＡ－ＴＡＣＩはＢ細胞およびＴ細胞の刺
激に関与する二リガンド－二受容体経路を形成する。
【０２１８】
　免疫原に対する最初の抗体惹起の後、その抗体の配列を決定し、次いで組換え技術によ
り生産することができる。ネズミ抗体および抗体フラグメントのヒト化およびキメラ化は
当業者に周知である。例えば、ヒト化モノクローナル抗体は、マウス免疫グロブリンの重
鎖および軽鎖可変鎖由来のマウス相補性決定領域をヒト可変ドメインに移し、次いでフレ
ームワーク領域中のヒト残基をマウスの対応物で置換することにより作製する。ヒト化モ
ノクローナル抗体由来の抗体成分を使用することによってマウス定常領域の免疫原性に伴
う潜在的な問題が防げる。マウス免疫グロブリン可変ドメインのクローニングのための一
般的な技術は、例えば、引用することによりその全開示内容が本明細書の一部とされる、
Orlandi et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:3833 (1989)に記載されている。ヒト
化Ｍａｂの生産技術は、例えば、各々引用することにより本明細書の一部とされる、Jone
s et al., Nature321:522 (1986), Riechmann et al., Nature 332:323 (1988), Verhoey
en et al., Science 239:1534 (1988), Carter et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 8
9:4285 (1992), Sandhu, Crit. Rev. Biotech. 12:437 (1992)、およびSinger et al., J
. Immun. 150:2844 (1993)により記載されている。
【０２１９】
　あるいは、完全ヒト抗体はトランスジェニック非ヒト動物から得ることもできる。例え
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ば、Mendez et al., Nature Genetics, 15:146-156 (1997);米国特許第５，６３３，４２
５号参照。例えば、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン遺伝子座を有するトランスジェニック
マウスから回収することができる。このマウス体液性免疫系は、内在する免疫グロブリン
遺伝子を不活化し、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を導入することによりヒト化する。ヒト
免疫グロブリン遺伝子座は極めて複雑で、多数の離散セグメントを含み、それはヒトゲノ
ムのほぼ０．２％を占める。トランスジェニックマウスが十分な抗体レパートリーを産生
できることを保証するには、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子座の大きな部分をマウスゲノムに
導入しなければならない。これは、生殖系構造においてヒト重鎖または軽鎖免疫グロブリ
ン遺伝子座のいずれかを含む酵母人工染色体（ＹＡＣ）の形成に始まる段階的なプロセス
で達成される。それぞれの挿入配列はほぼ１Ｍｂのサイズなので、ＹＡＣ構築体は免疫グ
ロブリン遺伝子座の重複フラグメントの相同的組換えを必要とする。一つは重鎖遺伝子座
、もう一つは軽鎖遺伝子座を含む二つのＹＡＣを、ＹＡＣ含有酵母スフェロプラストとマ
ウス胚幹細胞の融合を通じてマウスに個々に導入する。次いで、胚幹細胞クローンをマウ
ス胚盤胞にマイクロインジェクションする。得られたキメラ雄動物を、生殖細胞系を通じ
てＹＡＣを伝達する能力に関してスクリーニングし、マウス抗体産生を欠損しているマウ
スと交配させる。一種はヒト重鎖遺伝子座を含み、もう一種はヒト軽鎖遺伝子座を含む二
種のトランスジェニック系統を繁殖させ、免疫感作に応答してヒト抗体を産生する作出す
る。
【０２２０】
　また、再配列されていないヒト免疫グロブリン遺伝子も、マイクロ細胞媒介染色体導入
(microcell-mediated chromosome transfer)（ＭＭＣＴ）により、マウス胚幹細胞へ導入
することができる。例えば、Tomizuka et al., Nature Genetics, 16: 133(1997)参照。
この方法論では、ヒト染色体を含むマイクロ細胞をマウス胚幹細胞と融合させる。導入さ
れた染色体は安定的に保持され、成体キメラは適切な組織特異的発現を示す。
【０２２１】
　別法として、本発明の抗体または抗体フラグメントは、コンビナトリアル免疫グロブリ
ンライブラリーから単離されたヒト抗体フラグメントに由来するものであってもよい。例
えば、引用することにより本明細書の一部とされる、Barbas et al., METHODS: A Compan
ion to Methods in Enzymology 2: 119（1991）、およびWinter et al., Ann. Rev. Immu
nol. 12: 433（1994）参照。Ｂ細胞の不死化によるモノクローナル抗体の作製に伴う問題
の多くは、ファージディスプレーを用い、大腸菌(E. coli)を操作し、そこで抗体フラグ
メントを発現させることによって克服することができる。高親和性モノクローナル抗体の
回収を保証するためには、コンビナトリアル免疫グロブリンライブラリーは大きなレパー
トリーを含んでいなければならない。典型的な戦略では、逆転写酵素を用いてｃＤＮＡを
合成するために、免疫化したマウスのリンパ球または脾細胞から得られたｍＲＮＡを用い
る。重鎖および軽鎖の遺伝子をそれぞれＰＣＲにより増幅し、ファージクローニングベク
ターに連結する。重鎖遺伝子を含むものと軽鎖遺伝子を含むものの二つの異なるライブラ
リーが生じる。各ライブラリーからファージＤＮＡを単離し、重鎖配列と軽鎖配列をとも
に連結し、パッケージングしてコンビナトリアルライブラリーを形成する。各ファージは
重鎖と軽鎖のｃＤＮＡの無作為なペアを含み、大腸菌の感染時に感染細胞内でこれらの抗
体鎖の発現を命令する。目的の抗原を認識する抗体を同定するには、ファージライブラリ
ーをプレーティングし、プラークに存在する抗体分子をフィルターに移す。これらのフィ
ルターを放射性標識した抗原とともにインキュベートした後、洗浄して過剰な非結合リガ
ンドを除去する。オートラジオグラム上の放射性スポットを、その抗原と結合する抗体を
含むプラークとして同定する。ヒト免疫グロブリンファージライブラリーを作製するのに
有用なクローニングおよび発現ベクターは、例えばSTRATAGENE Cloning Systems(La Joll
a, CA)から入手できる。
【０２２２】
　同じ方法論を用いて高親和性ｓｃＦｖを得ることもできる。例えば、Vaughn et al., N
at. Biotechnol., 14:309-314 (1996)参照。高親和性ｓｃＦｖを得るには、総て既知のＶ
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Ｈ、ＶκおよびＶλ遺伝子ファミリーに対応するＰＣＲプライマーを用いて、非免疫ヒト
ドナーからＶ遺伝子を単離することにより、レパートリーの大きなｓｃＦｖライブラリー
を構築することができる。増幅後、ＶκとＶλのプールを合わせて一つのプールとする。
これらのフラグメントをファージミドベクターに連結する。次に、ｓｃＦｖリンカー（Ｇ
ｌｙ４，Ｓｅｒ）３をファージミドのＶＬフラグメントの上流に連結する。このＶＨおよ
びリンカー－ＶＬフラグメントを増幅し、ＪＨ領域で構築する。得られたＶＨ－リンカー
－ＶＬフラグメントをファージミドベクターに連結する。このファージミドライブラリー
は、上記のようのフィルターを用いて、または免疫チューブ(Nunc; Maxisorp)を用いてパ
ンニングすることができる。感作ウサギのリンパ球または脾細胞に由来するコンビナトリ
アル免疫グロブリンライブラリーを構築し、Ｐ．パストリス(P. pastoris)においてｓｃ
Ｆｖ構築物を発現させることによっても同様の結果を達成することができる。例えば、Ri
dder et al., Biotechnology, 13: 255-260(1995)参照。さらに、適当なｓｃＦｖを単離
した後、ＣＤＲ３突然変異誘発およびチェーンシャッフリングなどの親和性成熟プロセス
により、結合親和性がより高く、解離速度がより遅い抗体フラグメントを得ることができ
る。例えば、Jackson et al., Br. J. Cancer, 78: 181-188(1998); Osbourn et al., Im
munotechnology, 2: 181-196(1996)参照。
【０２２３】
　キメラ抗体は齧歯類抗体に由来する可変ドメインと相補性決定領域を含み、その抗体部
分の残りの部分はヒト抗体に由来する組換えタンパク質である。ヒト化抗体は、モノクロ
ーナル抗体のネズミ相補性決定領域がネズミ免疫グロブリンの重鎖および軽鎖鎖からヒト
可変ドメインに移されている組換えタンパク質である。
【０２２４】
　二重特異性抗体および抗体フラグメントを生産するには、様々な組換え法を使用できる
。例えば、二重特異性抗体および抗体フラグメントはトランスジェニック家畜の乳汁中で
生産することができる。例えば、Colman, A., Biochem. Soc. Symp., 63: 141-147, 1998
;米国特許第５，８２７，６９０号参照。それぞれ対となる免疫グロブリン重鎖および軽
鎖をコードするＤＮＡセグメントを含む二つのＤＮＡ構築物を作製する。これらのフラグ
メントを、哺乳類上皮細胞で優先的に発現するプロモーター配列を含む発現ベクターにク
ローニングする。例としては、限定されるものではないが、ウサギ、ウシおよびヒツジの
カゼイン遺伝子、ウシα－ラクトグロブリン遺伝子、ヒツジβ－ラクトグロブリン遺伝子
、およびマウスホエー酸タンパク質遺伝子由来のプロモーターが挙げられる。好ましくは
、挿入されたフラグメントの３’側に哺乳類特異的遺伝子由来の同族ゲノム配列が隣接す
る。これによりポリアデニル化部位および転写安定化配列が提供される。この発現カセッ
トを受精した哺乳類の卵子の前核に同時注入し、次いでレシピエント雌の子宮に着床させ
て妊娠させる。出産後、サザン分析により両導入遺伝子の存在に関してその後代をスクリ
ーニングする。抗体が存在するためには、重鎖および軽鎖双方の遺伝子が同時に同じ細胞
で発現されなければならない。トランスジェニック雌からの乳汁を当技術分野で公知の標
準的な免疫学的方法を用いて該抗体または抗体フラグメントの存在と機能に関して分析す
る。この抗体は当技術分野で公知の標準的方法により、乳汁から精製することができる。
【０２２５】
　キメラＡｂはマウス軽鎖可変ドメインと重鎖可変ドメインをコードするｃＤＮＡフラグ
メントとヒト抗体由来のＣドメインをコードするフラグメントを連結することにより構築
される。Ｃドメインは抗原結合に寄与しないので、このキメラ抗体は元のマウスＡｂと同
じ抗原特異性を保持するが、配列はヒト抗体に近い、キメラＡｂはまだいくらかのマウス
配列を含むが、なお免疫源性を残している。ヒト化Ａｂは抗原認識に必要なマウスアミノ
酸のみを含む。この産物は、マウス相補性決定領域に由来するアミノ酸をヒト抗体フレー
ムワークへ構築することにより構築される。
【実施例】
【０２２６】
実施例１：　ＩＭＰ２７２の合成、抗体結合および血清安定性
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　以下に記載するように、典型的なペプチドＩＭＰ２７２（以下に示す）を合成し、それ
を１１１Ｉｎで標識した。
ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２

（ＩＭＰ２７２、ＭＨ＋：１５１２）
【０２２７】
合成
　上記ペプチドを、Ｆｍｏｃ法によるSieber アミド樹脂（０．４２４ｇ，０．５３ｍｍ
ｏｌ／ｇ）での固相ペプチド合成により合成した。以下のアミノ酸（一回のカップリング
につき６当量）を示した順に添加した；Ｆｍｏｃ－Ｌｙｓ（Ａｌｏｃ）－ＯＨ、Ｆｍｏｃ
－Ｄ－Ｔｙｒ（ＯＢｕｔ）－ＯＨ、Ｆｍｏｃ－Ｌｙｓ（Ａｌｏｃ）－ＯＨ、Ｆｍｏｃ－Ａ
ｌａ－ＯＨ、そして、Ｆｍｏｃ－Ｇｌｎ（Ｔｒｔ）－ＯＨ。各アミノ酸を２時間のカップ
リングによってダブルカップリングした（第１に、活性化剤として、ジイソプロピルカル
ボジイミドを使用し、次ぎに、ヘキサフルオロリン酸Ｏ－ベンゾトリアゾール－Ｎ，Ｎ，
Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－ウロニウム（ＨＢＴＵ）を使用してカップリングを行った）
。
【０２２８】
　グルタミンから末端Ｆｍｏｃ基を外し、Ｎ末端アミノ基を０．８６６ｇ無水クロロ酢酸
、０．０４２ｇ　ＤＭＡＰ、１．７６ｍＬ　ＤＩＥＡおよび５ｍＬ　ＮＭＰと反応させて
、樹脂上にＤＴＰＡを構築した。この反応物を２１時間混合した。樹脂をＮＭＰおよびＩ
ＰＡで洗浄した。ジエチレントリアミン、１．０ｍＬを４．０ｍＬ　ＮＭＰと混合し、こ
の溶液をクロロアセチル樹脂に添加した。この反応物を２１時間混合した。樹脂をＮＭＰ
／ＩＰＡで洗浄した。ブロモ酢酸ｔ－ブチル、１．５０ｍＬを２．０ｍＬ　ＤＩＥＡおよ
び３．０ｍＬ　ＮＭＰと混合した。この溶液を樹脂に添加し、２１時間混合した。その後
、常法によりＰｄ触媒を用いてＡｌｏｃ側鎖を外し、トリチル－ＨＳＧ－ＯＨをリシン側
鎖とダブルカップリングした。ＴＦＡを用いて樹脂からペプチドを切り出し、それをエー
テルで沈殿させ、ＨＰＬＣにより精製し、所望のペプチドを得た。
【０２２９】
ＩＭＰ２７２製剤キット
　１５μｇのＩＭＰ２７２を含有する製剤キットをこの試験に使用した。このキットは以
下の手順により作製した：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、１０．０５３
ｇ、０．４２６ｇのクエン酸および０．００１５ｇのＩＭＰ２７２を８５ｍＬのＤＩ水に
溶かした。この溶液のｐＨを１Ｍ　ＮａＯＨを添加してｐＨ４．３０に調整した。溶液を
ＤＩ水で１００ｍＬに希釈した。溶液を１ｍＬアリコートずつＭｉｌｌｅｘ　ＧＶ（０．
２２μｍ）フィルターで濾過し、３ｍＬ凍結乾燥バイアルに入れた。これらのバイアルを
ドライアイス上に置き、溶液を冷凍し、その後、凍結乾燥した。凍結乾燥サイクルが完了
したら、バイアルを真空密閉し、凍結乾燥機から取り出した。
【０２３０】
標識化
　１１１ＩｎＣｌ３（３０．４μＬ）を５００μＬのＤＩ　Ｈ２Ｏに添加した。この溶液
を調製したＩＭＰ２７２のバイアルに添加し、室温にて約２０分間静置した。次いで、さ
らに６００μＬの未標識Ｉｎ酢酸バッファー（１．０×１０－４Ｍ　ＩｎＣｌ３，０．５
Ｍ　ＮａＯＡｃ，ｐＨ　６．５）を同じバイアルに添加し、さらに４５分間静置した。全
量はＩＭＰ２７２　１．２２０×１０－８モルを含有する１１３０μＬであり、濃度８．
７７７×１０－６Ｍを得た。標識化完了後、ヒトおよびヌードマウス新鮮血清における２
４時間にわたる安定性についてペプチドを試験した。さらに、ペプチドをヒト化抗体；ｍ
６７９×ｈＭＮ１４およびｍ７３４×ｈＭＮ１４との結合についても試験した。サイズ排
除および逆相クロマトグラムでは、ペプチド標識が十分に表れ、ペプチドがｈＭＮ－１４
×６７９およびｈＭＮ－１４×ｍ７３４と個々にまたは同時に結合することが示されてい
る。
【０２３１】
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　１１１Ｉｎ　ＩＭＰ２７２，６０μＬを５４０μＬヒト新鮮血清に添加した。これを攪
拌し、３７℃の一定温度下に置いた。この混合物に対するペプチド濃度は８．７７７×１
０－７Ｍとした。ヒト血清中でインキュベートしたペプチドは、ヒト血清中、３７℃にて
１時間インキュベーションした後は無傷であったが、３７℃にて２４時間後にはＨＳＧと
の結合の一部が失われていた。サイズ排除ＨＰＬＣでは、２４時間時点に２つのＨＳＧの
一方との結合の約５０％が損なわれたことが示されている。
【０２３２】
　１１１Ｉｎ　ＩＭＰ２７２　４４μＬを４００μＬヌードマウス新鮮血清に添加した。
これを攪拌し、３７℃の一定温度下に置いた。この混合物に対するペプチド濃度は８．６
９８×１０－７Ｍとした。サイズ排除ＨＰＬＣおよび逆相ＨＰＬＣクロマトグラムでは、
ペプチドがマウス血清中、３７℃にて２４時間安定していることが示されている。
【０２３３】
結論
　ペプチドＩＭＰ２７２は１１１Ｉｎで適切に標識された。さらに、標識化後、ペプチド
を２つのｍ６７９×ｈＭＮ１４抗体と１つのｍ７３４×ｈＭＮ１４抗体と個々にしっかり
と結合させた。両抗体と結合した場合には、保持時間の移動とピークのブロード化が見ら
れる。３７℃でのインキュベーション下でマウス血清と結合した場合には、ペプチドは安
定していた。３７℃にてヒト血清と結合した場合には、ペプチドは一部代謝される。ＨＳ
Ｇの一方が抗体とのその結合能力を喪失している。
【０２３４】
実施例２：　クリアリング剤を使用したターゲッティング可能構築物のクリアリング（チ
ェイス）
　特定の構築物に関しては、ＩＭＰ２７２ペプチドについて本明細書に記載するように、
ロック・アンド・チェイス法のクリアリング（チェイス）成分を試験することができる。
ペプチド、ＩＭＰ２７２　ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－
Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２　ＭＨ＋　１５１２を、ロック・アンド・チェイス二重特異性
抗体薬物ターゲッティング用に作製した。ペプチドは２つのＨＳＧ基を有し、通常のプレ
ターゲッティング様式で腫瘍表面の抗体と結合する。ペプチドはＤＴＰＡも有しており、
それによって（インジウムで満たされている場合）、ｍ７３４抗体と結合する。ＩｇＧは
ＤＴＰＡに対して２つの結合アームを有しているため、腫瘍表面と結合されている２つの
ペプチドと結合することができる。腫瘍表面での特別な架橋が、ペプチドが腫瘍部位に留
まる時間を延長する。ｍ７３４　ＩｇＧ抗体によるＩｎ－ＤＴＰＡ架橋は、ロック・アン
ド・チェイス抗体系におけるロックを提供する。抗体がガラクトースで修飾されている場
合には、非ガラクトシル化抗体よりも迅速に血流からクリアリングされる。抗体のガラク
トース量がクリアランス速度に影響を及ぼしている。高値（３０～４０ｇａｌ／ａｂ）で
あれば、抗体は迅速にクリアリングされ、より中程度の値（１０～２０ｇａｌ／ａｂ）で
あれば、抗体はより中程度の速度でクリアリングされる。この試験は６０匹のＧＷ－３９
担癌ヌードマウスを使用して実施することが好ましいため、試験に十分な担癌マウスが利
用できるように６５匹のマウスに腫瘍を移植するべきである。
【０２３５】
　研究のプレターゲッティングアームの各マウスに１５μｇのＩ－１２５標識したｈＭＮ
－１４×ｍ６７９を含有する溶液１００μＬを注射する（５μＣｉ／マウス）。抗体はペ
プチドを注射する２４時間前に注射する。
【０２３６】
　一般に、ペプチドは、１５μｇのペプチドを含有する凍結乾燥キットとして調剤する。
ペプチドをＩｎ－１１１で標識した後、過剰の未標識インジウムを添加し、ペプチド上の
全てのＤＴＰＡを飽和させる。
【０２３７】
ペプチドの放射性標識
　キットを３ｍＬバイアルで凍結乾燥し、１ｍＬ水（滅菌水が許容される）で再構成する
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。０．５ｍＬアリコートを取り出し、これを３．０ｍＣｉ　Ｉｎ－１１１と混合する。Ｉ
ｎ－１１１キット溶液を室温にて１０分間インキュベートする。１アリコート、１１７μ
Ｌを取り出し、これを１１７μＬの未標識インジウム含有（１×１０－４Ｍ　Ｉｎ）酢酸
バッファー（０．５Ｍ　ＮａＯＡｃ、ｐＨ　６．５４）と混合した後、室温にてさらに１
０分間インキュベートする。次いで、その溶液を滅菌バイアル内にて６．８０ｍＬ生理食
塩水で希釈する。標識ペプチドは飽和ＮａＣｌ中でのＩＴＬＣにより解析することができ
る。遊離Ｉｎ－１１１はＩＴＬＣストリップの上部２０％にある。
【０２３８】
動物試験
　群Ｉ（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間にＩＭＰ２７２、さ
らに、２５時間にｍ７３４　ＩｇＧ　Ｈｉｇａｌ）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）のｈＭＮ－１４×ｍ６７９溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１．５×１０
－１１ｍｏｌ（１０μＣｉ）のＩＭＰ２７２溶液１００μＬを注射する。二重特異性抗体
の注射から２５時間後に、１２μｇ（８×１０－１１ｍｏｌ）の高度ガラクトシル化ｍ７
３４　ＩｇＧ　１００μＬを注射する。ペプチドの注射から３時間、２４時間および４８
時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の器官および組織を採取し、計数する：
腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、小腸、胃、尿および尾。
【０２３９】
　群II（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間に既混合ＩＭＰ２７
２、ｍ７３４　ＩｇＧ　Ｈｉｇａｌ）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）のｈＭＮ－１４×ｍ６７９溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１２μｇ（８
×１０－１１ｍｏｌ）のｍ７３４　ＩｇＧ（高度ガラクトシル化）を混合した、１．５×
１０－１１ｍｏｌ（１０μＣｉ）ＩＭＰ２７２溶液１００μＬを注射する。ペプチドの注
射から３時間、２４時間および４８時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の器
官および組織を採取し、計数する：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、小
腸、胃、尿および尾。
【０２４０】
　群III（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間にＩＭＰ２７２、
さらに、２５時間にｍ７３４　ＩｇＧ　Ｍｏｄｇａｌ）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）　のｈＭＮ－１４×ｍ６７９溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１．５×１
０－１１ｍｏｌ（１０μＣｉ）のＩＭＰ２７２溶液１００μＬを注射する。二重特異性抗
体の注射から２５時間後に、１２μｇ（８×１０－１１ｍｏｌ）のｍ７３４　ＩｇＧ（中
度ガラクトシル化）１００μＬを注射する。ペプチドの注射から３時間、２４時間および
４８時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の器官および組織を採取し、計数す
る：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、小腸、胃、尿および尾。
【０２４１】
　群IV（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間に既混合ＩＭＰ２７
２、ｍ７３４　ＩｇＧ　Ｍｏｄｇａｌ）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）のｈＭＮ－１４×ｍ６７９溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１２μｇ（８
×１０－１１ｍｏｌ）のｍ７３４　ＩｇＧ（中度ガラクトシル化）を混合した、１．５×
１０－１１ｍｏｌ（１０μＣｉ）のＩＭＰ２７２溶液１００μＬを注射する。ペプチドの
注射から３時間、２４時間および４８時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の
器官および組織を採取し、計数する：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、
小腸、胃、尿および尾。
【０２４２】
実施例３：　ロック・アンド・チェイスのロック成分についての試験
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　上記実施例に記載したチェイス成分の試験と同様に、ロック・アンド・チェイス法のロ
ック面も試験することができる。例えば、ペプチド、ＩＭＰ２７２　ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－
Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２　ＭＨ＋　１５１２
を、ロック・アンド・チェイス二重特異性抗体薬物ターゲッティング用に作製した。上記
のように、ペプチドは２つのＨＳＧ基を有し、通常のプレターゲッティング様式で腫瘍表
面の二重特異性抗体と結合する。ペプチドはＤＴＰＡも有しており、それによって（イン
ジウムで満たされている場合）、ｍ７３４抗体と結合する。ＩｇＧはＤＴＰＡに対して２
つの結合アームを有しているため、腫瘍表面と結合されている２つのペプチドと結合する
ことができる。腫瘍表面での特別な架橋が、ペプチドが腫瘍部位に留まる時間を延長する
。ｍ７３４　ＩｇＧ抗体によるＩｎ－ＤＴＰＡ架橋は、ロック・アンド・チェイス抗体系
におけるロックを提供する。この試験では５０匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスを使用す
るため、試験に十分な担癌マウスが利用できるように５５匹のマウスに腫瘍を移植するべ
きである。
【０２４３】
　本研究のプレターゲッティングアームの各マウスに１５μｇのＩ－１２５標識したｈＭ
Ｎ－１４×ｍ６７９を含有する溶液１００μＬを注射する（５μＣｉ／マウス）。抗体は
ペプチドを注射する２４時間前に注射する。
【０２４４】
　ペプチドは、１５μｇのペプチドを含有する凍結乾燥キットとして調剤しておいた。ペ
プチドをＩｎ－１１１で標識した後、過剰の未標識インジウムを添加し、ペプチド上の全
てのＤＴＰＡを飽和させる。
【０２４５】
ペプチドの放射性標識
　キットを３ｍＬバイアルで凍結乾燥し、１ｍＬ水（滅菌水がよい）で再構成する。０．
５ｍＬアリコートを取り出し、これを３．０ｍＣｉ　Ｉｎ－１１１と混合する。Ｉｎ－１
１１キット溶液を室温にて１０分間インキュベートする。１アリコート、１００μＬを取
り出し、これを１００μＬの未標識インジウム含有酢酸バッファー（１×１０－４Ｍ　Ｉ
ｎＣｌ３,０．５Ｍ　ＮａＯＡｃ、ｐＨ　６．５）と混合した後、室温にてさらに１０分
間インキュベートする。次いで、その溶液を滅菌バイアル内にて５．８０ｍＬ生理食塩水
で希釈する。標識ペプチドは飽和ＮａＣｌ中でのＩＴＬＣにより解析する。遊離Ｉｎ－１
１１はＩＴＬＣストリップの上部２０％にある。
【０２４６】
動物試験
　群Ｉ（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間にＩＭＰ２７２、さ
らに、２５時間にｍ７３４　ＩｇＧ）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）の溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１．５×１０－１１ｍｏｌ（１０μＣ
ｉ）ＩＭＰ２７２の溶液１００μＬを注射する。二重特異性抗体の注射から２６時間後に
、１２μｇ（８×１０－１１ｍｏｌ）のｍ７３４　ＩｇＧ　１００μＬを注射する。ペプ
チドの注射から３時間、２４時間および４８時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。
以下の器官および組織を採取し、計数する：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、
大腸、小腸、胃、尿および尾。
【０２４７】
　群II（ｈＭＮ－１４×ｍ６７９でプレターゲッティング、２４時間にＩＭＰ２７２）
　１５匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１５μｇ（５μＣｉ，１．５×１０－１０ｍｏ
ｌ）の溶液１００μＬを注射する。２４時間後に、１．５×１０－１１ｍｏｌ（１０μＣ
ｉ）のＩＭＰ２７２溶液１００μＬを注射する。ペプチドの注射から３時間、２４時間お
よび４８時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の器官および組織を採取し、計
数する：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、小腸、胃、尿および尾。
【０２４８】
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　群III（ＩＭＰ２７２単独）
　２０匹のＧＷ－３９担癌ヌードマウスに１００μＬ中１．５×１０－１１ｍｏｌ（１０
μＣｉ）のＩＭＰ２７２の溶液１００μＬを注射する。ペプチドの注射から３０分、１時
間、３時間および２４時間後、１時点につき動物５匹を屠殺する。以下の器官および組織
を採取し、計数する：腫瘍、血液、筋肉、肝臓、肺、腎臓、脾臓、大腸、小腸、胃、尿お
よび尾。
【０２４９】
　以下の試験を実施して、抗Ｉｎ－ＤＴＰＡ　Ｆ（ａｂ’）２抗体（７３４）のその後の
注入により、プレターゲッティングする、ＩＭＰ－２７２として知られる特定化学物質（
ＤＣＳ）のヒト結腸腫瘍（ＧＷ－３９）上での保持を高める能力を調べる。この概念は「
ロック・アンド・チェイス」として知られている。これらのデータを用いて半減期を算出
し、腫瘍ならびにその他の種々の組織におけるＤＣＳの線量測定を７３４　Ｆ（ａｂ’）

２を投与していない動物と比較する。
【０２５０】
実施例４：　ロック・アンド・チェイス用ロック成分についてのさらなる試験
　プレターゲッティングする、ＩＭＰ－２７２として知られる特定化学物質（ＤＣＳ）の
腫瘍での半減期を調べるため、以下の試験を、ＧＷ－３９ヒト結腸直腸癌異種移殖片を有
するヌードマウスにおいて実施する。動物には以下のように３種類の注射を施す：抗ＣＥ
Ａ　ＢＳ１．５ＨＰダイアボディー（ｈＭＮ－１４×６７９）の最初の注射に続いて、２
４時間後にＩＭＰ－２７２、その後、３時間後に抗Ｉｎ－ＤＴＰＡ　Ｆ（ａｂ’）２抗体
，７３４の注射を受ける。ＢＳ１．５ＨＰは１２５Ｉで標識し、ＩＭＰ－２７２は１１１

Ｉｎで標識する。このダイアボディーの合成および使用については、Clin. Cancer. Res.
 9: 3886s-3896s (2003)、ならびに２００３年１２月２３日に出願し、２００３年１２月
２４日に米国出願第１０／７４６，２４５号に指定され、ＰＣＴ／ＵＳ０３／４１１３１
としても出願された、２００２年１２月２４日出願の米国仮特許出願第６０／４３６．３
５９号（これらは総て、引用することによりその全開示内容を本明細書の一部とする）に
開示されている。知られている標準的な分子生物学手法を利用して、ＢＳ１．５ＨＰを調
製した。
【０２５１】
　腫瘍表面でのペプチドの最大架橋について試験するために注射する７３４　Ｆ（ａｂ’
）２のタンパク質全用量を１０μｇ～１００μｇの範囲とする。４群のマウスに、１０μ
Ｃｉ１２５Ｉ－ＢＳ１．５ＨＰ（２７μｇ，５．０×１０－１０モル）、続いて、２４時
間後に二重特異性：ＩＭＰ－２７２比１０：１の２５μＣｉ１１１Ｉｎ－ＩＭＰ－２７２
（５．０×１０－１１モル）を投与する。腫瘍をターゲッティングし、血液からクリアリ
ングされるように、ＩＭＰ－２７２は、７３４　Ｆ（ａｂ’）２を投与する３時間前に投
与する。群間では投与する７３４　Ｆ（ａｂ’）２の量だけを変える。
【０２５２】
　群Ｉ：生理食塩水だけの対照［２０匹のマウス；生理食塩水の注射から３、２４、４８
および７２時間後に犠牲５匹／時点］
　群II：７３４　Ｆ（ａｂ’）２タンパク質全用量１０μｇ［２０匹のマウス、７３４の
注射から３、２４、４８および７２時間後に犠牲５匹／時点］
　群III：７３４　Ｆ（ａｂ’）２　２０μｇ［２０匹のマウス、７３４の注射から３、
２４、４８および７２時間後に犠牲５匹／時点］
　群IV：７３４　Ｆ（ａｂ’）２　１００μｇ［２０匹のマウス、７３４の注射から３、
２４、４８および７２時間後に犠牲５匹／時点］
【０２５３】
材料および方法：
試験および対照用試薬
　用量調製および解析：Edmund Rossi, Ph. D.が規定するＢＳ１．５ＨＰ［ロット番号０
１１３０３，１５０ｍＭスクロース中１ｍｇ／ｍＬ，１０ｍＭ　リン酸塩，ｐＨ　６．０
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］およびWilliam McBride, Ph. D.が凍結乾燥キットとして調製した［ロット番号ＢＭ１
１－１５４］、以下の化学式を有するＤＣＳ　ＩＭＰ－２７２：
　ＩＭＰ－２７２：［１１１Ｉｎ］ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－
Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２（ＭＷ＝１５１２）
【０２５４】
　ＤＴＰＡ＝ジエチレントリアミン－ペンタ酢酸、［１１１Ｉｎ］ＤＴＰＡは抗体７３４
により認識される。ＨＳＧ＝ヒスタミン－スクシニル－グリシン基、ＨＳＧはＢＳ１．５
ＨＰの６７９部分により認識される。
　抗体７３４　Ｆ（ａｂ’）２［ロット番号０５２２０１］は、７３４　ＩｇＧをペプシ
ン消化し、続いて、プロテインＡ、そしてイオン交換クロマトグラフィー精製を行うこと
によって得た。
【０２５５】
　放射性標識：NEN Life Science Products(Boston、MA)から入手したヨウ化ナトリウム
－１２５（Ｎａ１２５Ｉ）とIsoTex(Friendsville、TX)から入手した塩化インジウム－１
１１（１１１ＩｎＣｌ３）をこれらの試験に使用する。過剰のチロシンの添加によりクエ
ンチするＢＳ１．５ＨＰの放射性ヨウ素化については、クロラミン－Ｔ法を利用する。
【０２５６】
　精製はＰＤ　１０カラムでのサイズ排除によって行う。
　ＩＭＰ－２７２（１×１０－８ｍｏｌペプチド／キット）を無金属条件下で１１１Ｉｎ
で標識する。要するに、キットを１ｍＬ滅菌水で再構成する。０．６ｍＬアリコートのＩ
ＭＰ－２７２を１１１ＩｎＣｌ３（３ｍＣｉ）と混合する。この後、室温にて１５分間イ
ンキュベーションを行う。２．４ｍＬアリコートの未標識Ｉｎ（ＯＡｃ）３（１．０×１
０－４Ｍ　Ｉｎ、ｐＨ　４．５バッファー）を取り出し、これをＩｎ－１１１標識ペプチ
ド溶液と混合し、室温にてさらに１５分間インキュベートする。次いで、この溶液を滅菌
バイアル内にて生理食塩水で１２ｍＬに希釈する。標識ＤＣＳは飽和ＮａＣｌ中でのＩＴ
ＬＣにより解析する。結合していない１１１ＩｎはＩＴＬＣストリップの上部２０％に移
動する。
【０２５７】
　放射性同位元素標識されたＢＳ１．５ＨＰについては、ＣＥＡとの混合前と混合後にサ
イズ排除ＨＰＬＣカラムで解析する。ＩＭＰ－２７２については、非標識ＢＳ１．５ＨＰ
との混合前と混合後に同様に解析する。以下に、使用するマウスに関する情報を記載する
。
【０２５８】
　系統、性別、年齢、体重、起源：この試験に使用するマウスはTaconic(Germantown、NY
)から入手した約２０グラムの雌無胸腺ｎｕ／ｎｕマウスである。これらのマウスを使用
するのは、ＧＷ－３９はヌードマウスにおいて皮下腫瘍として増殖し、腫瘍増殖の追跡が
容易であり、その結果、試験開始時間をより適切に決めることができるからである（腫瘍
容積～０．２ｃｍ３）。統計的に検出するには１時点につきマウス５匹が必要である。全
ての動物を製造供給元からウイルスフリーとして購入した。動物を１週間検疫した。動物
をThoren ケージユニットで飼育し、ＣＭＭＩ承認の手順に従って取り扱う。開始時腫瘍
容積をカリパス測定により三次元測定し、長さ×幅×奥行きで算出する。マウスが１群内
の時点間および群自体の間で同じくらいの大きさ（平均±ＳＤ）の腫瘍を有するように、
それらを１時点につき動物およそ５匹の群に分ける。この試験には、約０．２ｃｍ３（０
．２～０．５ｃｍ３）の腫瘍を有するマウスを使用する。
【０２５９】
　細胞種および起源：ヒト結腸直腸腫瘍、ＧＷ－３９は、マウスにおいて、腫瘍の連続継
代としてのみ維持する。腫瘍を０．９％生理食塩水中で細かく刻み、その後、４０メッシ
ュワイヤースクリーンを通過させて調製した１０％（ｗ／ｖ）腫瘍懸濁液０．３ｍＬを皮
下注射することにより、約１ｃｍ３の腫瘍を連続増殖させる。この腫瘍に関するこれまで
の経験から、腫瘍が適当な大きさに達するまでには約１７日かかることが分かっている。
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試験開始時の腫瘍の大きさは約０．２ｃｍ３である。
【０２６０】
　動物に外側尾静脈より１０μＣｉの１２５Ｉ－ＢＳ１．５ＨＰダイアボディー（２７μ
ｇ；５．０×１０－１０モル）を静脈注射する。この腫瘍モデル系においてのこの試薬に
関するこれまでの経験（注射から２４時間後には血液中に１％ＩＤ／ｇ未満しか存在しな
いということが分かっている）に基づいて試験を行う。この時点で、２５μＣｉの１１１

Ｉｎ－ＩＭＰ－２７２（７６ｎｇ；５．０×１０－１１モル）をマウスに静脈投与する。
３時間後、マウス５匹の検死を行う。残るマウス群には、生理食塩水（対照群）または７
３４　Ｆ（ａｂ’）２のいずれかを注射する。７３４群のタンパク質全用量を１０～１０
０μｇの範囲とする（標識７３４＋「未標識)」７３４）。注射量は０．０５ｍＬ～０．
２ｍＬとし、臨床用途で推奨されている同期間内で、調製し、注射する（すなわち、６時
間以内）。
【０２６１】
　以下の動物群を試験する：ＩＭＰ－２７２注射から３時間後、群Ｉに振り分けられた５
匹のマウスの検死を行い、これを７３４投与前のＩＭＰ－２７２腫瘍取り込みについての
参照の原点とする。
【０２６２】
【表１】

【０２６３】
　各群から、１時点（３、２４、４８および７２時間）につきマウス５匹の検死を行う。
群Ｉは特別なマウス５匹からなり、腫瘍をターゲッティングするＩＭＰ－２７２の量およ
び７３４　Ｆ（ａｂ’）２が投与されるときのその血中量を決定するのに有用な０時間時
点（ＩＭＰ－２７２注射から３時間後）を有する唯一の群である。これを全４群の参照の
原点とする。これらのマウスは生理食塩水しか与えず、７３４を全く与えないことから、
この群が、７３４により表面上に「ロックされ」ないときのＩＭＰ－２７２の腫瘍および
正常組織からの喪失を追跡するための対照群ともなる。
【０２６４】
　臨床応用に似た注入経路で、マウスに試薬を静脈投与する。放射性同位元素標識製品の
放射能の量は、この試験に使用する時点（注射から３時間～９６時間後）ならびに１１１

Ｉｎの半減期（６８時間）および１２５Ｉ（６０日）に基づいて選択した。二重特異性モ
ノクローナル抗体対ＩＭＰ－２７２比１０：１（５．０×１０－１０：５．０×１０－１

１モル）を示すことが、Clin. Cancer Res. Vo. 9, 3886s-3896s、前掲に記載されており
、その比によって、ＤＣＳによるＧＷ－３９腫瘍の特異性の高いターゲッティング（３時
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間にて～２０％ＩＤ／ｇ）がもたらされる。
【０２６５】
　腫瘍上に結合したペプチドの最大架橋を達成するための７３４　Ｆ（ａｂ’）２量の選
択が重要であり、このような用量は、７３４　Ｆ（ａｂ’）２の単一二価分子が２つのペ
プチドと確実に結合されるように、飽和量より少ない量にした。タンパク質用量がこの系
において十分に影響を及ぼしているかについて最善の判定を行うために、試験する３用量
を１０μｇ、２０μｇおよび１００μｇとする。これらの用量は、ＩＭＰ－２７２から３
時間後に、腫瘍１グラム当たり１×１０－１１モルに相当する約２０％ＩＤ／ｇが存在す
るという前提に基づいて選択した。７３４で見ると、注射から３時間後の腫瘍にＦ（ａｂ
’）２約５％ＩＤ／ｇが存在することになるだろう。７３４　Ｆ（ａｂ’）２の分子量は
１００，０００ダルトンであり、そのため、１０μｇが１×１０－１０モルに相当する。
５％ＩＤ／ｇでは、これが腫瘍１グラム当たり５×１０－１２モルに相当し、腫瘍に存在
するであろうＩＭＰ－２７２量の１／２となる。これらの用量は、最大架橋を可能にする
ように選択した。さらに、他の２群に漸増量の７３４　Ｆ（ａｂ’）２を与え、ＩＭＰ－
２７２に対して腫瘍中過剰にした：
【０２６６】
注射スケジュールおよび予測
　注入　５×１０－１１モルＩＭＰ－２７２＠３時間～２０％ＩＤ／ｇ腫瘍＝１×１０－

１１モル
　注入　１×１０－１０モル７３４　Ｆ（ａｂ’）２（１０μｇ）＠３時間～５％ＩＤ／
ｇ＝５×１０－１２モル
　　　　　　　　　　　　　　　　７３４　Ｆ（ａｂ’）２：ＩＭＰ－２７２＝０．５
　注入　２×１０－１０モル７３４　Ｆ（ａｂ’）２（２０μｇ）＠３時間～５％ＩＤ／
ｇ＝１×１０－１１モル
　　　　　　　　　　　　　　　　７３４　Ｆ（ａｂ’）２：ＩＭＰ－２７２＝１．０
　注入　１×１０－９モル７３４　Ｆ（ａｂ’）２（１００μｇ）＠３時間～５％ＩＤ／
ｇ＝５×１０－１１モル
　　　　　　　　　　　　　　　７３４　Ｆ（ａｂ’）２：ＩＭＰ－２７２＝１０．０
【０２６７】
　動物を、腫瘍の大きさの評価、麻痺および病理評価、ならびに血液化学、ＷＢＣ、組織
学などの毒性評価、さらに、追加定期試験、試験期間中の所見など、定期的に観察する。
　指定の検視時には、動物５匹に麻酔をかけ、心臓穿刺により採血した後、頸椎脱臼させ
る。器官を取り出し、その重量を測定し、容器に入れる。以下の組織を解析に用いた：腫
瘍、肝臓、脾臓、腎臓、肺、血液、胃、小腸、大腸、骨（大腿骨）、洗浄骨（大腿骨）お
よび筋肉。組織を１１１Ｉｎおよび１２５Ｉについて目盛り付きγカウンターにより計数
する。１１１Ｉｎから交差曲線を作成し、１２５Ｉチャネルに交差しているカウント数を
補正する。組織の各セットを、注入から残っている標識製品と「未標識」製品の混合物か
ら作製されるカウンティング標準品とともに計数する。これらの標準品を使用し、２種の
放射性同位元素標識試薬について、任意の時点で、注入した全放射能を算出する。一般に
、これを行うためには、注入物質の１：１００希釈溶液の調製が必要であり、０．１ｍＬ
を計数する。＞２×１０６ｃｐｍを有する組織は、後に、組織の放射能を正確に測定する
のに十分なくらい放射能が減衰したときに再計数する。
【０２６８】
　試験は、腫瘍が一定の大きさに達したとき、瀕死の状態、後肢麻痺、所定の時点、他な
どの判定基準に基づいて終了する。上記のように、上記の時点で、マウスを屠殺する。
【０２６９】
　統計分析：異なる用量の７３４　Ｆ（ａｂ’）２または対照の生理食塩水を注射したマ
ウスの組織間の比較では、スチューデントｔ検定を用いる（Ｆ検定および異常値を特定す
るグラブスの棄却Ｚ検定により等分散性を確認した後にこの検定を実施する）。血液また
は腫瘍の％ＩＤ／ｇに基づき、異常値として動物を除く。（ｉ）血液値が非常に低い場合
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、注入の有効性が低くなり、腫瘍を含む全ての組織における標識の取り込み量が少なくな
ることから、そして（ii）腫瘍が正確に切除されていない、すなわち、腫瘍に過剰量の正
常組織が存在している場合、または腫瘍が壊死している場合、％ＩＤ／ｇの判定は不正確
なものとなることから、これら２組織を選択した。この「ロック・アンド・チェイス」概
念によって、７３４　Ｆ（ａｂ’）２を受けたマウス群と受けなかったマウス群（対照）
間に統計的有意性が達成される場合でも、この概念をさらに追求するには、実際上の理由
で、５０％を超える線量測定の増加が必要であろう。
【０２７０】
実施例５：　典型的な一次ターゲッティング剤の調製および構造
　以上で示したように、数多くの異なる構造の一次ターゲッティング剤を構築することが
可能であり、それらは本発明において有用である。多くの場合、薬剤は二重特異性抗体設
計（ｂｓＡＢ）である、すなわち、２つの異なるエピトープに対し特異的な抗体結合ドメ
インを含有している。以下の実施例をはじめとする、数多くの異なる二重特異性抗体一次
ターゲッティング剤が構築されており、それらが有効なターゲッティングを提供すること
が示されている。
【０２７１】
　ｈＭＮ１４－ｍ６７９の調製
　典型的なｈＭＮ１４－ｍ６７９一次ターゲッティング剤（ｂｓＡＢ）の構築については
、２００１年４月３日出願の米国特許出願第０９／８２３，７４６号、およびSharkey, M
cBride, Karacay, Chang, Griffiths, Hansen, and Goldenberg, A Universal Pre-Targe
ting System for Cancer Detection and Therapy Using Biospecific Antibody. Cancer 
Research 63: 354-363 (2003)に記載されている。また、ｂｓＡＢ一次ターゲッティング
剤の活性種を有するターゲッティング可能構築物との併用（所望により、クリアリング剤
も併用してもよい）についてもこれらの参考文献に記載されている。
【０２７２】
　ｈＭＮ１４－７３４の調製
　二重特異性抗体ｈＭＮ－１４×７３４を、等量の、ヒト化抗ＣＥＡ抗体（ｈＭＮ－１４
）のＦａｂ’フラグメントとｏ－フェニレン－ビスマレイミドにより活性化したネズミ抗
インジウム－ＤＴＰＡ抗体（７３４）のＦａｂ’フラグメントとをカップリングし、続い
て、Ｃａ－ＤＴＰＡカラム（特異的に結合していないｈＭＮ－１４を除去する）とSupred
ex-200カラム（１００－ｋＤ産物を得る）で精製を行って、調製した。二重特異性複合体
のＣＥＡに対する免疫活性は、サイズ排除ＨＰＬＣで、過剰のＣＥＡの存在下では、ＣＥ
Ａと結合した結果として、保持時間の短い側へと移動する放射性ヨウ化サンプルの画分を
測定することにより評価した。免疫活性は一般に８５％以上であった。二重特異性複合体
の放射性同位元素標識ペプチドと結合する能力は、サイズ排除ＨＰＬＣで、二重特異性複
合体添加後の、放射性同位元素標識ペプチドの保持時間の短い側への移動に注目すること
によって同様に示された。
【０２７３】
実施例６：　典型的なクリアリング剤の調製および構造
　典型的なクリアリング剤としては、抗ＤＴＰＡ　ＩｇＧ抗体（ｍ７３４　ＩｇＧ）が挙
げられる。ｍ７３４　ＩｇＧを、Karacay et. al. Bioconjugate Chem., 1997, 8, 585-5
94の方法によりガラクトシル化する。ＣＴＴＧ（０．２３ｇ，５．７×１０－５ｍｏｌ）
を６．２ｍＬの無水メタノールに溶かす。ナトリウムメトキシド、メタノール中０．５Ｍ
（１１５μＬ，５．７５×１０－５ｍｏｌ）をアルゴン下で上記溶液に添加し、室温にて
１８時間攪拌する。イミダートはすぐに使用するか、または４℃で保存する。ｍ７３４　
ＩｇＧのリシン残基をガラクトシル化するために、異なるイミダート：ｍ７３４　ＩｇＧ
モル比に相当するイミダートをアルゴン流により蒸発させる。抗体、ｍ７３４　ＩｇＧを
各々に添加し、最終タンパク質濃度をｐＨ　８．１の０．１Ｍリン酸ナトリウムを添加し
て８．４ｍｇ／ｍＬに調整し、最終ｐＨを三塩基性リン酸ナトリウム飽和溶液により８．
５～８．６に調整する。反応混合物を室温にて２時間攪拌し、修飾されたｍ７３４　Ｉｇ
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Ｇを、ｐＨ　７．３の０．１Ｍリン酸ナトリウム中にSephadex G-50～80が充填されてい
る、連続する２セットの遠心スピンカラムで精製する。ガラクトシル化ｍ７３４　ＩｇＧ
サンプルをＭＡＬＤＩ－ＭＳにより分析し、存在するガラクトース残基の正確な数を決定
する。
【０２７４】
実施例７：　典型的なロック・アンド・チェイスターゲッティング送達
　二重特異性抗体、ｈＭＮ－１４×ｍ６７９（１００μＬ　ＰＢＳ中１５μｇ／１マウス
当たり）をＧＷ－３９担癌ヌードマウスに注射する。抗体が２４時間クリアリングされ、
Ｉｎ－１１１標識ＩＭＰ２７２（１００μＬ中１０μＣｉ／マウス、上記のように標識）
。ペプチドの注射から１５分後（群Ａ）および３０分後（群Ｂ）にガラクトシル化ｍ７３
４　ＩｇＧ（１００μＬ　ＰＢＳ中２５～３０μｇ／１マウス当たり）。３時間、２４時
間、４８時間および７２時間の時点に、動物（各群、１時点につき５匹）を屠殺する。群
ＡおよびＢにおけるターゲッティングを、ペプチドの注射後に無関係のガラクトシル化抗
体Ａｇ８を受けた対照（群Ｃ）と比較する。
【０２７５】
実施例８：　インターナリゼーションによる典型的なターゲッティング送達
　迅速にインターナライズする表面抗原との架橋によるインターナリゼーションでのＢ細
胞リンパ腫の治療法
　広範囲の結節転移が認められるＢ細胞リンパ腫を有する患者に、米国出願第０９／３３
７，７５６号および同第６０／３６０，２２９号に記載のように調製した、標的用量の二
重特異性ｈＡ２０Ｆａｂ－６７９ｓｃＦｖを含有する、発熱物質を含まない滅菌溶液を静
脈注入する。２４時間後、患者に、次いで、治療用量のＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙ
ｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－［Ｉ－１３１Ｔｙｒ］－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－ＮＨ２を含有する、発熱
物質を含まない滅菌ＰＢＳ溶液を静脈注入する。２４時間後、患者に、さらに、二重特異
性ｈＬＬ１ＩｇＧ［７３４ｓｃＦｖ］の、発熱物質を含まない滅菌ＰＢＳ溶液５０ｍｇを
静脈注入する。血液からのＩ－１３１の迅速なクリアランスが観察され、その後の放射免
疫検出により、結節に転移したリンパ腫にＩ－１３１が集中局在することおよび長時間保
持されることが示される。次の数ヶ月間にわたるＣＡＴスキャンでは、結節に転移したリ
ンパ腫の大きさが大幅に縮小されることが示される。図６～９にて、この投与についての
概略を示す。
【０２７６】
　葉酸受容体を利用するインターナリゼーションによるターゲッティング送達
　　葉酸ｍ７３４　ＩｇＧの合成
　ｍ７３４　ＩｇＧなどのタンパク質は、Reddy et. Al. Blood, 1999, 93, 3940-3948の
方法により、葉酸を用いて誘導体化することが可能である。葉酸（１０ｍｇ）を無水ＤＭ
ＳＯに溶かし、２５ｍｇ　１－エチル－３－（ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
とともに、攪拌下、室温にて３０分間インキュベートする。次いで、１アリコート（溶液
の１／３）の溶液をｐＨ　７．４のＰＢＳ中ｍ７３４　ＩｇＧ（～１０ｍｇ／ｍＬ）１０
０ｍｇに添加する。攪拌しながら、室温にて２時間インキュベーションした後、反応混合
物をＰＢＳで平衡化したＰＤ－１０脱塩カラムに通し、過剰の遊離葉酸から複合タンパク
質を分離する。
　抗体複合体をＭＡＬＤＩ－ＭＳにより分析し、１抗体当たりの葉酸残基の正確な数を決
定する。
【０２７７】
　　葉酸受容体インターナリゼーションによるin-vivoターゲッティング送達についての
試験
　二重特異性抗体、ｈＭＮ－１４×ｍ６７９（１００μＬ　ＰＢＳ中１５μｇ／１マウス
当たり）をＧＷ－３９担癌ヌードマウスに注射する。抗体が２４時間クリアリングされた
後、Ｉｎ－１１１標識ＩＭＰ２７２（１００μＬ中１０μＣｉ／マウス、上記のように標
識）を注射する。ペプチドの注射から３０分後（群Ａ）に葉酸で修飾したｍ７３４　Ｉｇ
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Ｇ（１００μＬ　ＰＢＳ中２５～３０μｇ／１マウス当たり）。３時間、２４時間、４８
時間および７２時間の時点に、動物（各群、１時点につき５匹）を屠殺する。群Ａにおけ
るターゲッティングを、ペプチドの注射後に非修飾ｍ７３４　ＩｇＧを受けた対照（群Ｂ
）と無関係の葉酸修飾抗体Ａｇ８を受けた対照（群Ｃ）と比較する。
【０２７８】
　　葉酸受容体インターナリゼーションによるin-vitroターゲッティング送達についての
試験
　ＬｏＶｏまたはＴＴ細胞などのＣＥＡ発現細胞を、ｈＭＮ－１４×ｍ６７９および１１

１Ｉｎ／Ｉｎ　ＤＴＰＡ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ（ＨＳＧ）－Ｄ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ（Ｈ
ＳＧ）－ＮＨ２（ＩＭＰ２７２）［２抗体対１ペプチドモル比］とともに１時間インキュ
ベートする。その後、細胞を新鮮な血清で洗浄し、葉酸修飾抗体ならびに対照抗体（非修
飾ｍ７３４　ＩｇＧおよび葉酸修飾Ａｇ８）とともに４時間インキュベートする（独立し
たウェルにて各抗体のインキュベーションを行う）。さらに、細胞を新鮮な血清で洗浄し
、ペプチドのインターナリゼーションをインキュベーションから３０分、１時間、２時間
、４時間、８時間、２４時間、４８時間および７２時間後に評価する。
【０２７９】
　本明細書において引用する全ての特許およびその他の参照文献は、本発明が関連する当
業者の技術レベルを示し、それらは、各参考文献が個別にその全開示内容が引用すること
により本明細書の一部とされる場合と同じ程度で、表および図面を含むそれらの全開示内
容が引用することにより本明細書の一部とされる。
【０２８０】
　当業者ならば、本発明が、記載した目的および利点、ならびにその中において固有のも
のを得るのによく適合していることが容易に分かるであろう。本明細書において好ましい
実施形態で示すような、本明細書に記載の方法、変数および組成物は典型的なものであり
、本発明の範囲を限定するものではない。当業者ならば、本発明に包含されるその変形お
よびその他の使用にも考えが及ぶであろう。
【０２８１】
　当業者ならば、本明細書に開示する本発明に対し、本発明の範囲および精神を逸脱する
ことなく、種々の置換および修飾をなし得ることが容易に理解できるであろう。例えば、
種々の異なる結合対、ならびに種々の異なる治療薬および診断薬を利用してもよい。よっ
て、こういったさらなる実施形態は本発明の範囲内である。
【０２８２】
　本明細書において例示的に記載した本発明は、本明細書にて具体的に開示されていない
要素、制限はなく、適切に実践され得る。よって、例えば、本明細書におけるいずれの場
合においても、「含む」、「本質的にからなる」、「からなる」はいずれも、それ以外の
２語と置き換えることができる。使用してきた用語および表現は、説明するために使用す
るものであり、制限するためのものではない。示し、記載した特徴またはその一部の等価
物を除外するこのような用語および表現の使用において、種々の修飾が本発明の範囲内で
可能であるとする意図はない。よって、当然のことながら、好ましい実施形態によって本
発明を具体的に開示してきたが、当業者ならば、本明細書において開示する概念の任意の
特徴、修飾および変形を使用でき、さらに、このような修飾および変形は本発明の範囲内
であると見なされる。
【０２８３】
　さらに、本発明の特徴または態様がMarkushグループまたはその他の別団体の観点で記
載されている場合には、それに関して、Markushグループまたはその他のグループの各メ
ンバーもしくはメンバーのサブグループに関しても本発明が記載されていることが当業者
には分かるであろう。
【０２８４】
　また、それと反対の指示がない限り、種々の数値が実施形態で示されている場合には、
範囲の指標として２つの異なる値を用いることによって、さらなる実施形態を説明してい
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　よって、さらなる実施形態は本発明の範囲内である。例えば、本発明は、以下の番号を
付けた実施形態によりさらに例示される。
【図面の簡単な説明】
【０２８５】
【図１】腫瘍細胞上のＣＥＡと結合するｈＭＮ１４　Ａｂ部分と、ターゲッティング可能
構築物上のハプテンＨＳＧと結合する６７９　Ａｂ部分を有する一次ターゲッティング剤
によるプレターゲッティングを示す概略図である。ターゲッティング可能構築物は、直交
ハプテンＨＳＧ（２コピー）とＤＴＰＡ（１コピー）を有し、このターゲッティング可能
構築物は二つの標的結合一次ターゲッティング剤と結合し、ＤＴＰＡ部分はクリアリング
剤との結合のためにフリーとなっている。
【図２】二つの標的結合複合体と、二つのターゲッティング可能構築物の各々にあるＩｎ
ＤＴＰＡハプテンと結合する７３４ＩｇＧ　Ａｂを有するクリアリング剤とを架橋し、そ
れにより標的部位においてターゲッティング可能構築物の保持を高めるという、図１のプ
レターゲッティングを示す概略図である。示されているように、このようにターゲッティ
ング可能構築物とクリアリング剤を組み合わせたことで、４つの標的部位を架橋する複合
体となる。
【図３】循環中のクリアリング剤およびそれが結合しているターゲッティング可能構築物
のクリアランス速度を高めるように、クリアリング剤がガラクトース部分で修飾されてい
ること以外は、図２と同じプレターゲッティングおよびロックを示す概略図である。
【図４】葉酸部分が葉酸受容体と結合し、会合した複合体のインターナリゼーションを促
進するように、クリアリング剤が葉酸で修飾されていること以外は、図２と同じプレター
ゲッティングおよびロックを示す概略図である。
【図５】ターゲッティング可能構築物の別の構成を示す概略図である。図２とは対照的に
、ターゲッティング可能構築物はＨＳＧハプテンは一つだけであるので、一次ターゲッテ
ィング剤としか結合しない。図２同様、クリアリング剤は、標的部位におけるターゲッテ
ィング可能構築物の保持を高めるように二つの標的結合ターゲッティング可能構築物を架
橋している。この構成では、複合体は二つの標的部位を架橋する。
【図６】細胞表面マーカーをプレターゲッティングするための一次ターゲッティング剤；
一次ターゲッティング剤と結合し、このように結合した二つの一次ターゲッティング剤を
架橋するターゲッティング可能構築物；およびターゲッティング可能構築物と結合し、二
つの結合したターゲッティング可能構築物を架橋し、それにより４つの細胞表面マーカー
との結合を含む標的結合複合体を形成するクリアリング剤の使用を示す一連の概略図であ
る。図６はその表面にＣＤ２０を有するＢ細胞を示す。
【図７】図７は一次ターゲッティング剤の、図６で示される細胞表面マーカーへの結合を
示す。
【図８】図８は図７で局在させた一次ターゲッティング剤と結合したターゲッティング可
能構築物を示し、各ターゲッティング可能構築物は局在した二つの一次ターゲッティング
剤を架橋している。
【図９】図９は二価のクリアリング剤が、局在しているターゲッティング可能構築物と結
合し、二つのターゲッティング可能構築物を架橋し、それにより４つの標的との結合を含
む複合体を形成していることを示す。
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