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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　活性化可能抗体を部分的に還元し、複合化用剤を複合化することで、該複合化用剤の配
置に選択性を与える方法であって、該方法は：
　活性化可能抗体内のいずれの鎖内ジスルフィド結合も妨害することなく、還元剤を用い
て活性化可能抗体内の少なくとも１つのジスルフィド結合を還元し、これにより、活性化
可能抗体を部分的に還元すること、及び、
　部分的に還元された活性化可能抗体の少なくとも１つのチオールに該複合化用剤を複合
化することを含み、
　ここで、前記活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグ
メント（ＡＢ）、切断されていない状態で活性化可能抗体のＡＢが標的に結合するのを阻
害するＡＢにカップリングしたマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢにカップリングした切
断可能部分（ＣＭ）を含み、ここで、前記ＣＭは、プロテアーゼの基質として機能するポ
リペプチドであり、
　前記活性化可能抗体内の少なくとも１つのジスルフィド結合は、前記ＭＭ内にある、方
法。
【請求項２】
　前記少なくとも１つのジスルフィド結合は、鎖間ジスルフィド結合である、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
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　前記少なくとも１つのジスルフィド結合は、活性化可能抗体と第２の分子との間のジス
ルフィド結合であり、任意には、前記第２の分子は、システイン又はグルタチオンである
、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記還元剤はＴＣＥＰである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記複合化用剤は、表４に列挙した医薬剤の群から選択される、請求項１～４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記複合化用剤は、毒素又はそのフラグメントであり、任意には、前記複合化用剤は：
微小管阻害剤、核酸損傷剤、ドラスタチン又はその誘導体、アウリスタチン又はその誘導
体、マイタンシノイド又はその誘導体、デュオカルマイシン又はその誘導体、カリケアマ
イシン又はその誘導体、アウリスタチンＥ又はその誘導体、モノメチルアウリスタチンＥ
（ＭＭＡＥ）、モノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）、ＤＭ１、及びＤＭ４から成る
群から選択される、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記複合化用剤は、リンカーを介してＡＢに結合され、任意には、切断可能なリンカー
である、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記複合化用剤は、検出可能部分であり、前記検出可能部分は、診断薬である、請求項
１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記の切断されていない状態にある活性化可能抗体はスペーサーを含み、ここで、該ス
ペーサーは、ＭＭに直接連結され、そして、スペーサー－ＭＭ－ＣＭ－ＡＢのＮ末端から
Ｃ末端への構造配置を有する請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢへの結合のための平衡解離定
数を有する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＭＭは、活性化可能抗体が切断された状態にあるとき、標的への結合のためのＡＢ
と干渉しないし、競合もしない、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記プロテアーゼは、組織中で標的と共に局在し、活性化可能抗体が該プロテアーゼに
晒されたとき、該プロテアーゼは活性化可能抗体内のＣＭを切断する、請求項１～１１の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記の切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端からＣ末端
への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する、請求項１～１２のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの間、及び／又はＣＭとＡＢとの間に連結ペプチ
ドを含む、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記活性化可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第２連結ペプチド（ＬＰ２）
を含み、そして、切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端か
らＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－Ｌ
Ｐ１－ＭＭを有し、任意には、前記ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、（ＧＳ）ｎ、
（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）、（ＧＧＧＳ）ｎ（配列番号２２）、
ＧＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）
、ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番
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号２８）｛式中、ｎは少なくとも１の整数である｝から成る群から選択されるアミノ酸配
列である、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記の２つの連結ペプチドは、互いに同一である必要はなく、任意には、前記のＬＰ１
及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸のペプチドである、請求項１５
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドであり、及び／又は長さが最
大１５個のアミノ酸のポリペプチドである、請求項１～１６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１８】
　前記ＭＭポリペプチド配列は、標的の配列と異なり、そして、該ＭＭポリペプチド配列
は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一であり、任意には、前記
ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を有さず、任意には、前記ＭＭは、
標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性を有さない、請求項１～１７のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１９】
　以下の群：
　前記ＣＭは、表３に示した酵素から成る群から選択される酵素のための基質である、
　前記ＡＢの標的は、表１に列挙した標的の群から選択される、そして
　前記ＡＢは、表２に列挙した抗体又はこれらに由来する、
から成る群から選択される１又は複数の特徴を有する、請求項１～１８のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２０】
　前記のその抗原結合フラグメントは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメン
ト、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体か
ら成る群から選択される、請求項１～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記活性化可能抗体の部分的な還元により、前記活性化可能抗体の活性及び／又は有効
性が妨害されていないか、又は支障をきたしていない、請求項１～２０のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２２】
　前記活性化可能抗体の活性及び／又は有効性が、活性化可能抗体が切断されていない状
態にあるときのＡＢに対するマスキング部分のマスキング活性、切断されていない活性化
可能抗体の活性化、及びＡＢの標的に対する活性化された活性化可能抗体の結合活性から
成る群から選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　治療上有効な量の複合活性化可能抗体を含む、障害又は疾患を予防、治療、又は改善す
るための医薬組成物を製造するための方法であって、前記方法は、活性化可能抗体を部分
的に還元し、複合化用剤を複合化することで、該複合化用剤の配置に選択性を与える請求
項１～２２のいずれか１項に記載の方法を含み、
　任意には、前記障害又は疾患は、対象におけるＡＢの標的の発現及び／又は活性に関連
し、そして、任意には、前記障害又は疾患は、癌、炎症性障害又は自己免疫疾患である、
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２０１３年６月４日に出願された米国特許仮出願第６１／８３０，９１３号
及び２０１３年１２月２３日に出願された米国特許仮出願第６１／９１９，９３５の利益
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を主張する。これらの出願のそれぞれの内容は、その全体が参照により本明細書中に援用
される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は概して、抗体及び活性化可能抗体を結合するための組成物及び方法、並びに剤
、例えば、治療薬及び／又は診断薬との結合、例えば、チオールベースの結合前に、抗体
及び／又は活性化可能抗体を部分的に還元する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　抗体ベースの治療法は、一部の疾患に関しては効果的な治療であることがわかっている
が、しかし場合によっては、幅広い標的発現のために、毒性がそれらの治療有効性を制限
した。さらに、抗体ベースの治療法は、他の制限、例えば、投与後の循環からの急速なク
リアランスを示した。抗体に剤を結合させることは、抗体ベースの治療法の使用をさらに
向上させるために使用されてきた。毒素や放射性核種、及び抗癌剤を含めた薬物などの分
子は、免疫毒素、放射性免疫複合体、及び／又は抗体－薬物複合体（ＡＤＣ）を作り出す
ために特定の抗体に結合された。
【０００４】
　小分子薬物の領域では、活性化学物質のプロドラッグを提供するための戦略が開発され
ている。そのようなプロドラッグは、比較的不活性（又は活性が有意により低い）形態で
投与する。投与後、プロドラッグはインビボで活性化合物へと代謝される。そのようなプ
ロドラッグ戦略では、その意図する標的に対する薬物の選択性の増加及び有害作用の低下
をもたらすことができる。
【０００５】
　従って、抗体ベースの治療薬の分野において、小分子プロドラッグの望ましい特徴を模
倣する抗体の継続的な必要性、並びに小分子プロドラッグの望ましい特徴を模倣するそれ
らの能力に負の影響を及ぼすことのないこれらの抗体に剤を結合するための改良法の必要
性が存在する。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、活性化可能抗体を含んでいる複合体、及びこれらの活性化可能抗体複合体を
作製する方法を提供する。薬物又は標識を受け入れるための結合点を有する活性化可能抗
体もまた提供される。前記複合体は、治療的に使用されても、（例えば、インビトロ又は
インビボにおいて）診断的に使用されても、インビボ画像化のために使用されても、及び
その他のさまざまな治療的、診断的及び／又は予防的用途に使用されてもよい。
【０００７】
　概して、本明細書中で提供する組成物及び方法は、標的を特異的に結合する抗体又は抗
体フラグメント（ＡＢ）を含む活性化可能抗体を含み、ここでＡＢは、ＡＢのその標的物
を結合する能力を低めるマスキング部分（ＭＭ）に結合される。いくつかの実施形態にお
いて、活性化可能抗体はさらに、プロテアーゼのための基質である切断可能部分（ＣＭ）
を含む。本明細書に提供される組成物及び方法は、活性化可能抗体の活性（例えば、マス
キング、活性化又は結合活性）を損なうことなく、ＡＢにおける１若しくは複数のシステ
イン残基への１若しくは複数の剤の結合を可能にする。いくつかの実施形態において、本
明細書に提供される組成物及び方法は、ＭＭ内の１若しくは複数のジスルフィド結合を還
元し、そうでなければ、破壊することなく、ＡＢにおける１若しくは複数のシステイン残
基への１若しくは複数の剤の結合を可能にする。本明細書に提供される組成物及び方法は
、１若しくは複数の剤、例えば任意の種々の治療剤、診断剤及び／又は予防剤に結合され
る活性化可能抗体を生成し、いくつかの実施形態において、前記剤のいずれも、活性化可
能抗体のＭＭに結合されない。本明細書に提供される組成物及び方法は、ＭＭが切断され
ていない状態で活性化可能抗体のＡＢを、効果的且つ効率的にマスキングする能力を保持
する、複合活性化可能抗体（conjugated activatable antibody)を生成する。本明細書に
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提供される組成物及び方法は、複合活性化可能抗体を生成し、ここで活性化可能抗体は、
ＣＭを切断できるプロテアーゼの存在下でまだ活性されており、すなわち切断されている
。
【０００８】
　活性化可能抗体は、剤のための少なくとも１つの結合点を有するが、本明細書に提供さ
れる方法及び組成物においては、すべてよりも少ない可能性ある結合点が、剤への結合の
ために利用できる。いくつかの実施形態において、１若しくは複数の結合点は、ジスルフ
ィド結合に含まれる硫黄原子である。いくつかの実施形態において、１若しくは複数の結
合点は、鎖間ジスルフィド結合に含まれる硫黄原子である。いくつかの実施形態において
、１若しくは複数の結合点は、鎖間スルフィド結合に含まれる硫黄原子であるが、しかし
鎖内ジスルフィド結合に含まれる硫黄原子ではない。いくつかの実施形態において、１若
しくは複数の結合点は、システイン、又は硫黄原子を含む他のアミノ酸残基中の硫黄原子
である。そのような残基は、抗体構造中に天然に存在することができるか、又は部位特異
的突然変異誘発、化学的変換、又は非天然アミノ酸の誤取り組みにより、抗体中に組み込
まれ得る。
【０００９】
　ＡＢに１若しくは複数の鎖間シスルフィド結合及びＭＭに１若しくは複数の鎖内辞スル
フィド結合を有する活性化可能抗体の調製方法もまた提供され、そして遊離チオールと反
応性の薬物が提供される。前記方法は一般的に、活性化可能抗体における鎖間ジスルフィ
ド結合を、還元剤、例えばＴＣＥＰにより部分的に還元し；そして前記部分的に還元され
た活性化可能抗体に、遊離チオールと反応性の薬物を結合することを含んでいる。本明細
書において使用される場合、用語「部分的還元」とは、活性化可能抗体が、還元剤と接触
され、そしてすべてよりも少ないジスルフィド結合、例えばすべてよりも少ない可能性あ
る結合部位が還元される状況を言及する。いくつかの実施形態において、すべての可能性
ある結合部位の９９％、９８％、９７％、９６％、９５％、９０％、８５％、８０％、７
５％、７０％、６５％、６０％、５５％、５０％、４５％、４０％、３５％、３０％、２
５％、２０％、１５％、１０％又は５％未満が還元される。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、剤、例えば薬物を、前記剤の配置下で選択性をもたらす
活性化可能抗体に還元し、そして結合する方法が提供される。前記方法は、一般的に、還
元剤により活性化可能抗体を部分的に還元し、結果的に、活性化可能抗体のマスキング部
分又は他の非－ＡＢ部分における任意の結合部位が還元されず、そして前記剤を、ＡＢに
おける鎖間チオールに結合することを含んでいる。結合部位は、所望する部位での結合を
可能にする剤の所望する配置を可能にするよう選択される。還元剤は例えば、ＴＣＥＰで
ある。還元反応条件、例えば還元剤：活性化可能抗体の比、インキュベーションの長さ、
インキュベーションとの間に温度、還元反応溶液のｐＨ、等は、ＭＭが切断されていない
状態で活性化可能抗体のＡＢを、効果的に且つ効率的にマスキングする能力を保持する、
複合活性化可能抗体を生成する条件を同定することにより決定される。還元剤：活性化可
能抗体の比は、活性化可能抗体に依存して変化するのであろう。いくつかの実施形態にお
いて、還元剤：活性化可能抗体の比は、約２０：１～１：１、約１０：１～１：１、約９
：１～１：１、約８：１～１：１、約７：１～１：１、約６：１～１：１、約５：１～１
：１、約４：１～１：１、約３：１～１：１、約２：１～１：１、約２０：１～１：１．
５、約１０：１～１：１．５、約９：１～１：１．５、約８：１～１：１．５、約７：１
～１：１．５、約６：１～１：１．５、約５：１～１：１．５、約４：１～１：１．５、
約３：１～１：１．５、約２：１～１：１．５、約１．５：１～１：１．５又は約１：１
～１：１．５の範囲で存在するであろう。いくつかの実施形態において、前記比は、約５
：１～１．５：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態において、前記比は、約４：１
～１：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態において、前記比は、約４：１～１．５
：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態において、前記比は、約８：１～約１：１の
範囲で存在する。いくつかの実施形態において、前記比は、約２．５：１～１：１の範囲
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で存在する。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体のＡＢにおける鎖間ジスルフィド結合を
還元し、そして剤、例えばチオール含有剤、例えば薬物を、ＡＢ上に剤を選択的に位置決
定するために、前記得られる鎖間チオールに結合する方法が提供される。前記方法は一般
的に、活性化可能抗体におけるすべての可能性ある鎖間チオールを形成しないで、少なく
とも２つの鎖間チオールを形成するために、還元剤によりＡＢを部分的に還元市；前記剤
を、部分的に還元されたＡＢの鎖間チオールに結合することを含んでいる。例えば活性化
可能抗体のＡＢは、還元剤：活性化可能抗体の所望する比で、約３７℃で約１時間、部分
的に還元される。いくつかの実施形態において、還元剤：活性化可能抗体の比は、約２０
：１～１：１、約１０：１～１：１、約９：１～１：１、約８：１～１：１、約７：１～
１：１、約６：１～１：１、約５：１～１：１、約４：１～１：１、約３：１～１：１、
約２：１～１：１、約２０：１～１：１．５、約１０：１～１：１．５、約９：１～１：
１．５、約８：１～１：１．５、約７：１～１：１．５、約６：１～１：１．５、約５：
１～１：１．５、約４：１～１：１．５、約３：１～１：１．５、約２：１～１：１．５
、約１．５：１～１：１．５又は約１：１～１：１．５の範囲で存在するであろう。いく
つかの実施形態において、前記比は、約５：１～１：１の範囲で存在する。いくつかの実
施形態において、前記比は、約４：１～１：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態に
おいて、前記比は、約４：１～１．５：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態におい
て、前記比は、約８：１～約１：１の範囲で存在する。いくつかの実施形態において、前
記比は、約２．５：１～１：１の範囲で存在する。
【００１２】
　チオール含有試薬は例えば、システイン又はＮ－アセチルシステインであり得る。還元
剤は例えば、ＴＣＥＰであり得る。いくつかの実施形態において、還元された活性化可能
抗体は、結合の前、例えばカラムクロマトグラフィー、透析又はダイアフィルトレーショ
ンを用いて、精製され得る。いくつかの実施形態において、還元された抗体は、部分的還
元の後、及び結合の前、精製されない。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はそ
の抗原結合フラグメントを（ＡＢ）含んでおり、ここで、ＡＢへのＭＭのカップリングが
標的を結合する抗体又はその抗原結合フラグメントの能力を低下させるようにＡＢがマス
キング部分（ＭＭ）に結合される。いくつかの実施形態において、ＭＭは、プロテアーゼ
、例えば、対象の治療部位で標的と共に局在するプロテアーゼのための基質を含んでいる
切断可能部分（ＣＭ）を介してＡＢに結合される。本明細書中に提供された活性化可能抗
体は、循環中で安定し、治療及び／又は診断の意図される部位で活性化されるが、しかし
正常、例えば、健康な組織においてはそうではなく、そして活性化される場合、その対応
する修飾されていない抗体に少なくとも匹敵する標的に対する結合を示す。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態の活性化可能抗体では、Ｎ末端か
らＣ末端への構造配置は以下のような：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はそ
の抗原結合フラグメント（ＡＢ）を含む。いくつかの実施形態において、標的に結合する
抗体又はその免疫学的活性フラグメントは、モノクローナル抗体、ドメイン抗体、単鎖、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体である。いくつかの実施形態において、標
的に結合するそのような抗体又はその免疫学的活性フラグメントは、マウス、キメラ、ヒ
ト化又は完全ヒトモノクローナル抗体である。いくつかの実施形態において、その抗原結
合フラグメントは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、又は
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ｓｃＡｂである。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）は、表１に
示したものから選択された標的に特異的に結合する。いくつかの実施形態において、ＡＢ
は、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）に特異的に結合する。いくつかの実施形態において
、ＡＢは、Ｊａｇｇｅｄ１及び／又はＪａｇｇｅｄ２に特異的に結合する。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、インターロイキン６受容体（ＩＬ－６Ｒ）に特異的に結合する
。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）は、表２に
示したものから選択された抗体であるか、又はそれらに由来する。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、ＡＢは、標的への結合のために約１００ｎＭ以下の平衡
解離定数を有する。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より大きい、ＡＢ
への結合のための平衡解離定数を有する。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数以下である、ＡＢ
への結合のための平衡解離定数を有する。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的への結合のために切断状態にある場合、活
性化可能抗体のＡＢを干渉もしないし、競合もしない。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、ＭＭは、長さが約２～４０個の長さのアミノ酸のポリペ
プチド、例えば、４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は、標的のその配列とは異なり、
そしてＭＭポリペプチド配列は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下
同一である。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は、標的のその配列とは異なり、
そしてＭＭポリペプチド配列は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して２５％以下
同一である。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は、標的のその配列と
は異なり、そしてＭＭポリペプチド配列は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して
１０％以下同一である。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、ＡＢへのＭＭのカップリングは、標的に結合するＡＢの
能力を低め、結果的に、標的に向かってＭＭにカップリングされる場合のＡＢの解離定数
（Ｋd）は、標的に向かってＭＭにカップリングされない場合のＡＢのＫdよりも、少なく
とも２０倍高い。いくつかの実施形態において、ＡＢへのＭＭのカップリングは、標的に
結合するＡＢの能力を低め、結果的に、標的に向かってＭＭにカップリングされる場合の
ＡＢの解離定数（Ｋd）は、標的に向かってＭＭにカップリングされない場合のＡＢのＫd

よりも、少なくとも４０倍高い。いくつかの実施形態において、ＡＢへのＭＭのカップリ
ングは、標的に結合するＡＢの能力を低め、結果的に、標的に向かってＭＭにカップリン
グされる場合のＡＢの解離定数（Ｋd）は、標的に向かってＭＭにカップリングされない
場合のＡＢのＫdよりも、少なくとも５０倍高い。いくつかの実施形態において、ＡＢへ
のＭＭのカップリングは、標的に結合するＡＢの能力を低め、結果的に、標的に向かって
ＭＭにカップリングされる場合のＡＢのＫdは、標的に向かってＭＭにカップリングされ
ない場合のＡＢのＫdよりも、少なくとも１００倍高い。いくつかの実施形態において、
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ＡＢへのＭＭのカップリングは、標的に結合するＡＢの能力を低め、結果的に、標的に向
かってＭＭにカップリングされる場合のＡＢのＫdは、標的に向かってＭＭにカップリン
グされない場合のＡＢのＫdよりも、少なくとも１０００倍高い。いくつかの実施形態に
おいて、ＡＢへのＭＭのカップリングは、標的に結合するＡＢの能力を低め、結果的に、
標的に向かってＭＭにカップリングされる場合のＡＢのＫdは、標的に向かってＭＭにカ
ップリングされない場合のＡＢのＫdよりも、少なくとも１０，０００倍高い。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、標的の存在下で、ＭＭは、標的置換アッセイ、例えばＰ
ＣＴ公開番号ＷＯ２００９／０２５８４６及びＷＯ２０１０／０８１１７３に記載される
アッセイを用いて、インビトロでアッセイされる場合、ＣＭが切断される場合に比較して
、ＣＭが切断されていない場合、標的に結合するＡＢの能力を、少なくとも９０％低める
。
【００２７】
　いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に局在し、そして
プロテアーゼは、活性化可能抗体がプロテアーゼに暴露される場合、活性化可能抗体にお
けるＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは、標的を有意に発現
しない組織においては活性的ではないか又は有意に低い活性である。いくつかの実施形態
において、プロテアーゼは、健康的な、例えば非疾患組織においては、活性的ではないか
又は有意に低い活性である。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリペプチドで
ある。
【００２９】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、表３に示されるそれらから成る群から選択され
たプロテアーゼのための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ｕＰＡ（ウ
ロキナーゼプラスミノーゲン活性因子）、レグマイン及びＭＴ－ＳＰ１（マトリプターゼ
）から成る群から選択されたプロテアーゼのための基質である。いくつかの実施形態にお
いて、プロテアーゼはｕＰＡを含む。いくつかの実施形態において、プロテアーゼはレグ
マインを含む。いくつかの実施形態において、プロテアーゼはＭＴ－ＳＰ１を含む。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、少なくとも２つのプロテアーゼのための基質で
ある。いくつかの実施形態において、各プロテアーゼは、表３に示されるそれらから成る
群から選択される。いくつかの実施形態において、ＣＭは少なくとも２つのプロテアーゼ
のための基質であり、且つ、プロテアーゼの１つは、ｕＰＡ、レグマイン及びＭＴ－ＳＰ
１から成る群から選択され、そして他のプロテアーゼは、表３に示されるそれらから成る
群から選択される。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ｕＰＡ、レグマイン及びＭＴ
－ＳＰ１から成る群から選択された少なくとも２種のプロテアーゼのための基質である。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、切断されていない状態では、標的への活性化可
能抗体の結合は低下して、標的に結合する修飾されていないＡＢの平衡解離定数より少な
くとも２０倍高い平衡解離定数でそれが起こるようにする一方で、切断状態では、活性化
可能抗体のＡＢが標的に結合するように、活性化可能抗体に配置される。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、切断されていない状態では、標的への活性化可
能抗体の結合は低下して、標的に結合する修飾されていないＡＢの平衡解離定数より少な
くとも４０倍高い平衡解離定数でそれが起こるようにする一方で、切断状態では、活性化
可能抗体のＡＢが標的に結合するように、活性化可能抗体に配置される。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、切断されていない状態では、標的への活性化可
能抗体の結合は低下して、標的に結合する修飾されていないＡＢの平衡解離定数より少な
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くとも５０倍高い平衡解離定数でそれが起こるようにする一方で、切断状態では、活性化
可能抗体のＡＢが標的に結合するように、活性化可能抗体に配置される。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、切断されていない状態では、標的への活性化可
能抗体の結合は低下して、標的に結合する修飾されていないＡＢの平衡解離定数より少な
くとも１００倍高い平衡解離定数でそれが起こるようにする一方で、切断状態では、活性
化可能抗体のＡＢが標的に結合するように、活性化可能抗体に配置される。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、切断されていない状態では、標的への活性化可
能抗体の結合は低下して、標的に結合する修飾されていないＡＢの平衡解離定数より少な
くとも２００倍高い平衡解離定数でそれが起こるようにする一方で、切断状態では、活性
化可能抗体のＡＢが標的に結合するように、活性化可能抗体に配置される。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの間に連結ペプチドを
含む。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭとＡＢとの間に連結ペプチドを
含む。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、前記活性化可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及
び第２連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして切断されていない状態での前記活性化可能
抗体は次のようなＮ末端からＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又
はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いくつかの実施形態において、前記２種
の連結ペプチドはお互いに同一である必要はない。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個の
アミノ酸のペプチドである。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは（ＧＳ）ｎ、（Ｇ
ＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配列番号２２）（ｎ
は、少なくとも１の整数である）から成る群から選択されたアミノ酸配列を含む。いくつ
かの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つはＧＧＳＧ（配列番号２３）
、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、ＧＳＧＧＧ（配列番号２
６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）及びＧＳＳＳＧ（配列番号２８）から成る群から選択
されたアミノ酸配列を含む。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体がプロテアーゼに供され、そしてプロテ
アーゼにより切断され、その結果、活性化されたか又は切断された状態で活性化された抗
体は、プロテアーゼがＣＭを切断した後、ＬＰ２及び／又はＣＭ配列の少なくとも一部を
含むＬ鎖アミノ酸配列を含む。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体はまた、シグナルペプチドを含む。いく
つかの実施形態において、シグナルペプチドは、スペーサーを介して活性化可能抗体に結
合される。いくつかの実施形態において、スペーサーは、シグナルペプチドの不在化で、
活性化可能抗体に結合される。いくつかの実施形態において、スペーサーは、活性化可能
抗体のＭＭに直接結合される。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体は、ＭＭに直接
結合されるスペーサーを含み、そしてＮ末端からＣ末端側にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。いくつかの実施形態において、スペーサーは、少なくともアミノ
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酸配列ＱＧＱＳＧＱ（配列番号１１）を含む。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体のＡＢは、天然に１若しくは複数のジス
ルフィド結合を含んでいる。いくつかの実施形態において、ＡＢは、１若しくは複数のジ
スルフィド結合を含むように設計されてもよい。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体に結合する剤は、治療薬である。いくつ
かの実施形態において、活性化可能抗体に結合する剤は、診断薬である。いくつかの実施
形態において、活性化可能抗体に結合する剤は、予防薬である。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、剤は抗腫瘍剤である。いくつかの実施形態において、剤
は毒素又はそのフラグメントである。本明細書中に使用される場合、毒素のフラグメント
とは、毒性活性を保有するフラグメントである。いくつかの実施形態において、剤は、表
４に列挙される群から選択される剤である。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻
害剤である。いくつかの実施形態において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形
態において、剤はアウリスタチン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、
剤はアウリスタチンＥ又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメ
チルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチ
ルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤はメイタンシ
ノイド又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はＤＭ１又はＤＭ４であ
る。いくつかの実施形態において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において
、剤はデュオカルマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はカ
リチアマイシン又はその誘導体である。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、剤はリンカーを介してＡＢに結合される。いくつかの実
施形態において、リンカーはチオール含有リンカーである。いくつかの実施形態において
、リンカーは切断できるリンカーである。いくつかの実施形態において、リンカーは、表
５及び６に示されるリンカーから成る群から選択される。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体はまた、検出可能部分も含む。いくつか
の実施形態において、検出可能部分は診断剤である。いくつかの実施形態において、検出
可能部分は、結合可能検出試験である。いくつかの実施形態において、検出可能部分は例
えばフルオロフォア、例えばフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）などのフル
オレセイン誘導体である。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体及び／又は複合化（conjugated）活性化
可能抗体は、単一特異的である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体及び／又
は複合活性化可能抗体は、多重特異的であり、例えば非限定な例によれば、二重特異的又
は三官能性である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体及び／又は複合活性化
可能抗体は、プロ－二重特異的Ｔ細胞エンゲージ（ＢＩＴＥ）分子の一部として処方され
る。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体及び／又は複合活性化可能抗体は、プ
ロ－キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）修飾されたＴ細胞又は他の操作された受容体の一部とし
て処方される。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、対応する抗体の血清
中半減期より長い；例えば、活性化可能抗体のｐＫは、対応する抗体のｐＫより長い。い
くつかの実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、対応する抗体の血清中半
減期と同等である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、生
物に投与される場合、少なくとも１５日である。いくつかの実施形態において、活性化可
能抗体の血清中半減期は、生物に投与される場合、少なくとも１２日である。いくつかの
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実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、生物に投与される場合、少なくと
も１１日である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、生物
に投与される場合、少なくとも１０日である。いくつかの実施形態において、活性化可能
抗体の血清中半減期は、生物に投与される場合、少なくとも９日である。いくつかの実施
形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、生物に投与される場合、少なくとも８
日である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の血清中半減期は、生物に投与
される場合、少なくとも７日である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の血
清中半減期は、生物に投与される場合、少なくとも６日である。いくつかの実施形態にお
いて、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも５日であ
る。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与され
る場合、少なくとも４日である。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血
清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも３日である。いくつかの実施形態におい
て、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも２日である
。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される
場合、少なくとも２４時間である。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の
血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも２０時間である。いくつかの実施形態
において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも１８
時間である。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に
投与される場合、少なくとも１６時間である。いくつかの実施形態において、複合活性化
可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも１４時間である。いくつか
の実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少な
くとも１２時間である。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期
は、生物に投与される場合、少なくとも１０時間である。いくつかの実施形態において、
複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも８時間である。
いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場
合、少なくとも６時間である。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体の血清
半減期は、生物に投与される場合、少なくとも４時間である。いくつかの実施形態におい
て、複合活性化可能抗体の血清半減期は、生物に投与される場合、少なくとも３時間であ
る。
【００５１】
　本発明は、部分的に還元された活性化可能抗体も提供し、ここで前記活性化可能抗体に
おける少なくとも１つの鎖間ジスルフィド結合が、活性化可能抗体中のいずれの鎖内ジス
ルフィド結合も妨害しないで、還元剤により還元されており、ここで前記活性化可能抗体
は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断さ
れていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（
ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭはプロテアー
ゼのための基質として機能するポリペプチドである。いくつかの実施形態において、ＭＭ
は、ＣＭを介してＡＢに結合される。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の１
若しくは複数の鎖内ジスルフィド結合は、還元剤により妨害されない。いくつかの実施形
態において、活性化可能抗体内のＭＭの１若しくは複数の鎖内ジスルフィド結合は、還元
剤により妨害されない。いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化
可能抗体は、以下のようなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ
－ＣＭ－ＭＭを有する。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。
【００５２】
　本発明はまた、部分的に還元された活性化可能抗体も提供し、ここで前記活性化可能抗
体における少なくとも１つの鎖間ジスルフィド結合が、活性化可能抗体の活性及び／又は
有効性を妨害することなく、そうでなければ、支障をきたすことなく、還元剤により還元
されており、ここで前記活性化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその
抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中の
ＡＢの結合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（Ｃ
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Ｍ）（ここで、ＣＭはプロテアーゼのための基質として機能するポリペプチドである）を
含む。活性化可能抗体の活性及び／又は有効性とは、限定されない例としては、マスキン
グ活性、活性化可能抗体の活性化、及び／又は活性化された活性化可能抗体の結合活性で
ある。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体の１若しくは複数の鎖内ジスルフィ
ド結合は、還元剤により妨害されない。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体内
のＭＭの１若しくは複数の鎖内ジスルフィド結合は、還元剤により妨害されない。いくつ
かの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のようなＮ末
端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する。いくつ
かの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、部分的に還元された活性化可能抗体は、少なくとも１つ
の鎖間チオールによって剤に結合される。いくつかの実施形態において、剤は表４に列挙
された剤の群から選択される。いくつかの実施形態において、剤は、毒素又はそのフラグ
メントである。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻害剤である。いくつかの実施
形態において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形態において、剤は、アウリス
タチン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、アウリスタチンＥ又
はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウリスタチンＥ（
ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウリスタチンＤ（Ｍ
ＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイド又はその誘導体
である。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である。いくつかの実施
形態において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において、剤は、デュオカル
マイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、カリケアマイシン
又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はリンカーを介してＡＢに結合
される。いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能なリンカーである。いくつか
の実施形態において、剤は検出可能部分である。いくつかの実施形態において、検出可能
部分は診断薬である。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第２連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、切
断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：ＭＭ
－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いくつ
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かの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつかの
実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸のペ
プチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、（
ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配列
番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ酸
配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、ＧＧ
ＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、Ｇ
ＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号２
８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＣＭ
は、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの実
施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして、
該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ
の構造配置を有する。
【００５５】
　本発明はまた、部分的に還元された活性化可能抗体も提供し、ここで前記活性化可能抗
体と第２の分子との間の少なくとも１つのジスルフィド結合が、活性化可能抗体中のいず
れの鎖内ジスルフィド結合も妨害しないで、還元剤により還元されており、ここで前記活
性化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（Ａ
Ｂ）、切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマス
キング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭ
はプロテアーゼのための基質として機能するポリペプチドである。いくつかの実施形態に
おいて、第２の分子はシステインである。いくつかの実施形態において、第２の分子はグ
ルタチオンである。
【００５６】
　本発明はまた、部分的に還元された活性化可能抗体も提供し、ここで前記活性化可能抗
体と第２の分子との間の少なくとも１つのジスルフィド結合が、活性化可能抗体の活性及
び／又は有効性を妨害することなく、そうでなければ、支障をきたすことなく、還元剤に
より還元されており、ここで前記活性化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体
又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断されていない状態で、標的への活性化可能
抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能
部分（ＣＭ）（ここで、ＣＭはプロテアーゼのための基質として機能するポリペプチドで
ある）を含む。活性化可能抗体の活性及び／又は有効性とは、限定されない例としては、
マスキング活性、活性化可能抗体の活性化、及び／又は活性化された活性化可能抗体の結
合活性である。いくつかの実施形態において、第２の分子はシステインである。いくつか
の実施形態において、第２の分子はグルタチオンである。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、部分還元方法は、活性化可能抗体の鎖内ジスルフィド結
合を妨害しない。いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体内のＭＭの
鎖内ジスルフィド結合を妨害しない。
【００５８】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、部分的に還元された活性化可能抗体は、少なくとも１つ
のチオールによって剤に結合される。いくつかの実施形態において、剤は表４に列挙され
た剤の群から選択される。いくつかの実施形態において、剤は、毒素又はそのフラグメン
トである。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻害剤である。いくつかの実施形態
において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形態において、剤は、アウリスタチ
ン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、アウリスタチンＥ又はそ
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の誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭ
ＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡ
Ｄ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイド又はその誘導体であ
る。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である。いくつかの実施形態
において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において、剤は、デュオカルマイ
シン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、カリケアマイシン又は
その誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はリンカーを介してＡＢに結合され
る。いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能なリンカーである。いくつかの実
施形態において、剤は検出可能部分である。いくつかの実施形態において、検出可能部分
は診断薬である。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、
切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：Ｍ
Ｍ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いく
つかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつか
の実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸の
ペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、
（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配
列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、Ｇ
ＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、
ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号
２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、Ｃ
Ｍは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの
実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして
、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。
【００６１】
　本発明は、剤を活性化可能抗体に選択的に結合する方法を提供する。例えば、本発明は
、活性化可能抗体のいずれの鎖内ジスルフィド結合も妨害することなく、還元剤を用いて
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活性化可能抗体内の少なくとも１つの鎖間ジスルフィド結合を部分的に還元し、そして、
剤を少なくとも１つの鎖間チオールに結合することによって、剤の配置の選択性をもたら
す、部分的に還元し、剤を活性化可能抗体に結合する方法を提供し、ここで前記活性化可
能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、
切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング
部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭはプロ
テアーゼのための基質として機能するポリペプチドである。
【００６２】
　本発明はまた、活性化可能抗体の活性及び／又は有効性を妨害することなく、でなけれ
ば、支障をきたすことなく還元剤を用いて活性化可能抗体内の少なくとも１つの鎖間ジス
ルフィド結合を部分的に還元することによって、剤の配置の選択性をもたらす、部分的に
還元し、剤を活性化可能抗体に結合する方法も提供し、ここで前記活性化可能抗体は、標
的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断されてい
ない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）
、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）（ここで、ＣＭはプロテアーゼのための基
質として機能するポリペプチドである）を含む。活性化可能抗体の活性及び／又は有効性
とは、限定されない例としては、マスキング活性、活性化可能抗体の活性化、及び／又は
活性化された活性化可能抗体の結合活性である。
【００６３】
　いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体の鎖内ジスルフィド結合を
妨害しない。いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体内のＭＭの鎖内
ジスルフィド結合を妨害しない。
【００６４】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。いくつかの実施形態において
、剤は表４に列挙された剤の群から選択される。いくつかの実施形態において、剤は、毒
素又はそのフラグメントである。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻害剤である
。いくつかの実施形態において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形態において
、剤は、アウリスタチン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ア
ウリスタチンＥ又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルア
ウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウ
リスタチンＤ（ＭＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイ
ド又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である
。いくつかの実施形態において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において、
剤は、デュオカルマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、
カリケアマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はリンカーを
介してＡＢに結合される。いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能なリンカー
である。いくつかの実施形態において、剤は検出可能部分である。いくつかの実施形態に
おいて、検出可能部分は診断薬である。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
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くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、
切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：Ｍ
Ｍ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いく
つかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつか
の実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸の
ペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、
（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配
列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、Ｇ
ＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、
ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号
２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、Ｃ
Ｍは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの
実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして
、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。
【００６６】
　本発明は、活性化可能抗体のいずれの鎖内ジスルフィド結合も妨害することなく、還元
剤を用いて活性化可能抗体と第２の分子との間の少なくとも１つのジスルフィド結合を部
分的に還元し、そして、剤を少なくとも１つの鎖間チオールに結合することによって、剤
の配置の選択性をもたらす、部分的に還元し、剤を活性化可能抗体に結合する方法を提供
し、ここで前記活性化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合
フラグメント（ＡＢ）、切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結
合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含
み、且つ、該ＣＭはプロテアーゼのための基質として機能するポリペプチドである。いく
つかの実施形態において、第２の分子はシステインである。いくつかの実施形態において
、第２の分子はグルタチオンである。
【００６７】
　本発明はまた、活性化可能抗体の活性及び／又は有効性を妨害することなく、でなけれ
ば、支障をきたすことなく還元剤を用いて活性化可能抗体と第２の分子との間の少なくと
も１つのジスルフィド結合を部分的に還元することによって、剤の配置の選択性をもたら
す、部分的に還元し、剤を活性化可能抗体に結合する方法も提供し、ここで前記活性化可
能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、
切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング
部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）（ここで、ＣＭはプロテアー
ゼのための基質として機能するポリペプチドである）を含む。活性化可能抗体の活性及び
／又は有効性とは、限定されない例としては、マスキング活性、活性化可能抗体の活性化
、及び／又は活性化された活性化可能抗体の結合活性である。いくつかの実施形態におい
て、第２の分子はシステインである。いくつかの実施形態において、第２の分子はグルタ
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チオンである。
【００６８】
　いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体の鎖内ジスルフィド結合を
妨害しない。いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体内のＭＭの鎖内
ジスルフィド結合を妨害しない。
【００６９】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。いくつかの実施形態において
、剤は表４に列挙された剤の群から選択される。いくつかの実施形態において、剤は、毒
素又はそのフラグメントである。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻害剤である
。いくつかの実施形態において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形態において
、剤は、アウリスタチン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ア
ウリスタチンＥ又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルア
ウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウ
リスタチンＤ（ＭＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイ
ド又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である
。いくつかの実施形態において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において、
剤は、デュオカルマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、
カリケアマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はリンカーを
介してＡＢに結合される。いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能なリンカー
である。いくつかの実施形態において、剤は検出可能部分である。いくつかの実施形態に
おいて、検出可能部分は診断薬である。
【００７０】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、
切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：Ｍ
Ｍ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いく
つかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつか
の実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸の
ペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、
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（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配
列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、Ｇ
ＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、
ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号
２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、Ｃ
Ｍは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの
実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして
、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。
【００７１】
　本発明はまた、活性化可能抗体のいずれの鎖内ジスルフィド結合も妨害することなく、
還元剤を用いて活性化可能抗体内の少なくとも１つの鎖内ジスルフィド結合を部分的に還
元することによって、活性化可能抗体の１若しくは複数の潜在的結合部位の配置の選択性
をもたらす、部分的に還元する方法も提供し、ここで前記活性化可能抗体は、標的に対し
て特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断されていない状態
で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡ
Ｂに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭはプロテアーゼのための基質
として機能するポリペプチドである。
【００７２】
　本発明はまた、活性化可能抗体の活性及び／又は有効性を妨害することなく、でなけれ
ば、支障をきたすことなく還元剤を用いて活性化可能抗体内の少なくとも１つの鎖間ジス
ルフィド結合を部分的に還元することによって、活性化可能抗体の１若しくは複数の潜在
的結合部位の配置の選択性をもたらす、部分的に還元する方法も提供し、ここで前記活性
化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ
）、切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキ
ング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）（ここで、ＣＭはプロテ
アーゼのための基質として機能するポリペプチドである）を含む。活性化可能抗体の活性
及び／又は有効性とは、限定されない例としては、マスキング活性、活性化可能抗体の活
性化、及び／又は活性化された活性化可能抗体の結合活性である。
【００７３】
　いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体の鎖内ジスルフィド結合を
妨害しない。いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体内のＭＭの鎖内
ジスルフィド結合を妨害しない。
【００７４】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。
【００７５】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
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ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、
切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：Ｍ
Ｍ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いく
つかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつか
の実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸の
ペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、
（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配
列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、Ｇ
ＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、
ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号
２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、Ｃ
Ｍは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの
実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして
、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。
【００７６】
　本発明はまた、活性化可能抗体のいずれの鎖内ジスルフィド結合も妨害することなく、
還元剤を用いて活性化可能抗体と第２の分子との間の少なくとも１つのジスルフィド結合
を部分的に還元することによって、活性化可能抗体の１若しくは複数の潜在的結合部位の
配置の選択性をもたらす、部分的に還元する方法も提供し、ここで前記活性化可能抗体は
、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断され
ていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（Ｍ
Ｍ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭはプロテアーゼ
のための基質として機能するポリペプチドである。いくつかの実施形態において、第２の
分子はシステインである。いくつかの実施形態において、第２の分子はグルタチオンであ
る。
【００７７】
　本発明はまた、活性化可能抗体の活性及び／又は有効性を妨害することなく、でなけれ
ば、支障をきたすことなく還元剤を用いて活性化可能抗体と第２の分子との間の少なくと
も１つのジスルフィド結合を部分的に還元することによって、活性化可能抗体の１若しく
は複数の潜在的結合部位の配置の選択性をもたらす、部分的に還元する方法も提供し、こ
こで前記活性化可能抗体は、標的に対して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグ
メント（ＡＢ）、切断されていない状態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻
害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）（ここで、
ＣＭはプロテアーゼのための基質として機能するポリペプチドである）を含む。活性化可
能抗体の活性及び／又は有効性とは、限定されない例としては、マスキング活性、活性化
可能抗体の活性化、及び／又は活性化された活性化可能抗体の結合活性である。いくつか
の実施形態において、第２の分子はシステインである。いくつかの実施形態において、第
２の分子はグルタチオンである。
【００７８】



(20) JP 6660294 B2 2020.3.11

10

20

30

40

50

　いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体の鎖内ジスルフィド結合を
妨害しない。いくつかの実施形態において、前記方法は、活性化可能抗体内のＭＭの鎖内
ジスルフィド結合を妨害しない。
【００７９】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態での活性化可能抗体は、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端側への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、還元剤はＴＣＥＰである。いくつかの実施形態において
、剤は表４に列挙された剤の群から選択される。いくつかの実施形態において、剤は、毒
素又はそのフラグメントである。いくつかの実施形態において、剤は微小管阻害剤である
。いくつかの実施形態において、剤はドラスタチンである。いくつかの実施形態において
、剤は、アウリスタチン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ア
ウリスタチンＥ又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルア
ウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤はモノメチルアウ
リスタチンＤ（ＭＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイ
ド又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である
。いくつかの実施形態において、剤は核酸損傷剤である。いくつかの実施形態において、
剤は、デュオカルマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、
カリケアマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態において、剤はリンカーを
介してＡＢに結合される。いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能なリンカー
である。いくつかの実施形態において、剤は検出可能部分である。いくつかの実施形態に
おいて、検出可能部分は診断薬である。
【００８０】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗体であ
るか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一
ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数を有す
る。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢ
に結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に
結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしない。い
くつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである
。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、ＭＭポリ
ペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である。いく
つかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を含まな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性
を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリ
ペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に
局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可能抗体
内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの
間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ
とＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗
体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、
切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配置：Ｍ
Ｍ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いく
つかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつか
の実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸の
ペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、
（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配
列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択されるアミノ
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酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、Ｇ
ＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、
ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配列番号
２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、Ｃ
Ｍは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いくつかの
実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、そして
、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－ＣＭ－Ａ
Ｂの構造配置を有する。
【００８１】
　本発明はまた、モノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）ペイロードに接続された活性
化可能抗体を含む複合活性化可能抗体を提供し、ここで前記活性化可能抗体は、標的に対
して特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、切断されていない状
態で、標的への活性化可能抗体中のＡＢの結合を阻害するマスキング部分（ＭＭ）、及び
ＡＢに結合される切断可能部分（ＣＭ）を含み、且つ、該ＣＭはプロテアーゼのための基
質として機能するポリペプチドである。
【００８２】
　いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤ複合活性化可能抗体は、剤をＡＢに付加するた
めのいくつかの方法：（ａ）ＡＢの炭化水素部分への付加、又は（ｂ）ＡＢのスルフヒド
リル基への付加、又は（ｃ）ＡＢのアミノ基への付加、又は（ｄ）ＡＢのカルボキシラー
ト基への付加、のいずれかを使用して複合化され得る。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードはリンカーを介してＡＢに結合され
る。いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードはリンカーを介してＡＢのシステ
インに結合される。いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードはリンカーを介し
てＡＢのリジンに結合される。いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードは、本
明細書中に開示されたそれらの残基などのリンカーを介してＡＢの別の残基に結合される
。いくつかの実施形態において、リンカーはチオール含有リンカーである。いくつかの実
施形態において、リンカーは切断可能なリンカーである。いくつかの実施形態において、
リンカーは、切断不可能なリンカーである。いくつかの実施形態において、リンカーは、
表５及び６に示したリンカーから成る群から選択される。いくつかの実施形態において、
活性化可能抗体とＭＭＡＤペイロードは、マレイミドカプロイル－バリン－シトルリンリ
ンカーを介して連結される。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペ
イロードは、マレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリンリンカーを介して連結される。いく
つかの実施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペイロードは、マレイミドカプロイ
ル－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボニルリンカーを介して連結
される。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペイロードは、マレイ
ミドＰＥＧ－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボニルリンカーを介
して連結される。いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードは、本明細書中に開
示した部分還元と結合技術を使用してＡＢに結合される。
【００８４】
　いくつかの実施形態において、標的は、表１で列挙された標的の群から選択される。い
くつかの実施形態において、標的はＥＧＦＲである。いくつかの実施形態において、標的
は、Ｊａｇｇｅｄタンパク質、例えば、Ｊａｇｇｅｄ１及び／又はＪａｇｇｅｄ２である
。いくつかの実施形態において、標的は、インターロイキン６受容体（ＩＬ－６Ｒ）であ
る。いくつかの実施形態において、ＡＢは、表２で列挙された抗体の群から選択された抗
体であるか又はそれに由来する。いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメン
トは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ
、単一ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつ
かの実施形態において、ＡＢは、標的に結合するための約１００ｎＭ以下の平衡解離定数
を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い
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、ＡＢに結合するための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、ＭＭは、
標的に結合するために、切断状態の活性化可能抗体のＡＢと干渉もしないし、競合もしな
い。いくつかの実施形態において、ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチド
である。いくつかの実施形態において、ＭＭポリペプチド配列は標的の配列と異なり、Ｍ
Ｍポリペプチド配列はＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である
。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を
含まない。いくつかの実施形態において、ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列
同一性を含まない。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸
のポリペプチドである。いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的
と共に局在し、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されたとき、プロテアーゼは活性化可
能抗体内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣ
Ｍとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は
、ＣＭとＡＢとの間に連結ペプチドを含んでいる。いくつかの実施形態において、活性化
可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第二の連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そ
して、切断されていない状態での活性化可能抗体が、以下のＮ末端からＣ末端への構造配
置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。い
くつかの実施形態において、ＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミ
ノ酸のペプチドである。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１
つは、（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）
ｎ（配列番号２２）（式中、ｎは少なくとも１の整数である）から成る群から選択される
アミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態において、ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つ
は、ＧＧＳＧ（配列番号２３）、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２
５）、ＧＳＧＧＧ（配列番号２６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、及びＧＳＳＳＧ（配
列番号２８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態におい
て、ＣＭは、表３に示したものから成る群から選択される酵素のための基質である。いく
つかの実施形態において、切断されていない状態で活性化可能抗体はスペーサーを含み、
そして、該スペーサーはＭＭに直接連結され、Ｎ末端からＣ末端にスペーサー－ＭＭ－Ｃ
Ｍ－ＡＢの構造配置を有する。
【００８５】
　本発明は、活性化状態で標的に結合する複合活性化可能抗体、特に標的に結合して、標
的の少なくとも１つの生物学的活性を中和するか、そうでなければ阻害する複合活性化可
能抗体を使用して、対象での標的の発現及び／又は活性に関係した適応症、例えば、疾患
又は障害の発症又は進行を治療する、予防する、及び／又は遅らせるか、或いは、症状を
緩和する方法を提供する。本発明の方法及びキットのいずれかにおける使用のための好適
な複合活性化可能抗体としては、本明細書中に記載した複合活性化可能抗体のいずれかが
挙げられ、本明細書中に記載した部分的複合活性化可能抗体及び／又は部分的に還元され
た活性化可能抗体が含まれる。
【００８６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、活性化状態で標的に結合する複合活性化可能
抗体、特に標的に結合し、そして、標的の少なくとも１つの生物学的活性を中和するか、
そうでなければ阻害する複合活性化可能抗体を使用して、対象での標的の検出可能な発現
レベル及び／又は活性に関係した適応症、例えば、疾患又は障害の発症又は進行を治療す
る、予防する、及び／又は遅らせるか、或いは、症状を緩和する方法を提供する。いくつ
かの実施形態において、活性化状態にある複合活性化可能抗体は、標的に結合して、内在
化される。いくつかの実施形態において、標的の検出可能な発現レベル及び／又は活性は
、少なくとも１つの意図される治療及び／又は診断部位で見られる。いくつかの実施形態
において、標的の検出可能な発現レベル及び／又は活性は、正常な、例えば、健康な組織
で見られるが、複合活性化可能抗体は、（単数若しくは複数の）意図される治療及び／又
は診断部位で活性化され、正常な、例えば、健康な組織では活性化されない。複合活性化
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可能抗体は、例えば、（単数若しくは複数の）意図される治療及び／又は診断部位にて標
的と共に局在するプロテアーゼによって活性化される。いくつかの実施形態において、標
的の検出可能な発現レベル及び／又は活性は、少なくとも１つの意図される治療及び／又
は診断部位、及び正常な、例えば、健康な組織で見られるが、複合活性化可能抗体は、（
単数若しくは複数の）意図される治療及び／又は診断部位では活性化され、正常な、例え
ば、健康な組織では活性化されない。複合活性化可能抗体は、例えば、（単数若しくは複
数の）意図される治療及び／又は診断部位にて標的と共に局在するプロテアーゼによって
活性化される。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、標的の発現及び／又は活性に関係する適応症（例えば、
疾患又は障害）は癌である。いくつかの実施形態において、標的の発現及び／又は活性に
関係する適応症（例えば、疾患又は障害）は、炎症性疾患及び／又は自己免疫疾患である
。
【００８８】
　本発明はまた、それを必要としている対象に、本明細書中に記載した複合活性化可能抗
体を治療上有効な量で投与することによって該対象の血管新生を阻害する方法を提供する
。
【００８９】
　複合活性化可能抗体は、疾患のいずれの病期であっても投与され得る。いくつかの実施
形態において、複合活性化可能抗体は、初期から転移性病期のいずれの病期の癌に罹患し
ている患者でも投与され得る。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体は、早
発期から進行期のいずれの病期の炎症性疾患、及び／又は自己免疫疾患に罹患している患
者にも投与され得る。対象及び患者という用語は、本明細書中で互換的に使用されること
は理解すべきである。
【００９０】
　複合活性化可能抗体はまた、他の治療指標及び治療計画でも有用である。例えば、本明
細書中に提供された実施形態の複合活性化可能抗体は、ネオアジュバント療法を含めた治
療計画に使用されてもよい。
【００９１】
　いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体は、制限されることのない例によれ
ば、アルキル化剤や、代謝拮抗物質や、抗微小管剤や、トポイソメラーゼ阻害剤や、細胞
傷害性の抗生物質や、その他の核酸損傷剤などの化学療法薬などの１若しくは複数の追加
の剤と組み合わせて投与される。いくつかの実施形態において、追加の剤はパクリタキセ
ルなどのタキサン（例えば、Abraxane（登録商標））である。いくつかの実施形態におい
て、追加の剤はゲムシタビンなどの代謝拮抗物質である。いくつかの実施形態において、
追加の剤は、カルボプラチン又はシスプラチンなどの白金を用いた化学療法などのアルキ
ル化剤である。いくつかの実施形態において、追加の剤は、キナーゼ阻害剤、例えば、ソ
ラフェニブ又はエルロチニブなどの標的化剤である。いくつかの実施形態において、追加
の剤は、別の抗体、例えば、モノクローナル抗体（例えば、ベバシズマブ）、二重特異性
抗体、又は多重特異性抗体などの標的化剤である。いくつかの実施形態において、追加の
剤は、ボルテゾミブ又はカーフィルゾミブなどのプロテオソーム阻害剤である。いくつか
の実施形態において、追加の剤は、レナリドマイド（lenolidominde）又はＩＬ－２など
の免疫修飾薬である。いくつかの実施形態において、追加の剤は放射線である。いくつか
の実施形態において、追加の剤は、当業者によって標準的な処置と考えられる剤である。
いくつかの実施形態において、追加の剤は、当業者にとって周知の化学療法薬である。い
くつかの実施形態において、複合活性化可能抗体と（単数若しくは複数の）追加の剤は、
単一の組成物で処方される。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体と（単数
若しくは複数の）追加の剤は、２以上の別個の組成物として投与される。いくつかの実施
形態において、複合活性化可能抗体と（単数若しくは複数の）追加の剤は、同時に投与さ
れる。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体と（単数若しくは複数の）追加
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の剤は、連続して投与される。
【００９２】
　いくつかの実施形態において、対象は哺乳類である。いくつかの実施形態において、対
象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象は、ヒト以外の哺乳類、例えばヒト
以外の霊長類、愛玩動物（例えば、ネコ、イヌ、ウマ）、家畜、作業動物又は動物園の動
物である。いくつかの実施形態において、対象は齧歯動物である。いくつかの実施形態に
おいて、対象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象は愛玩動物である。いく
つかの実施形態において、対象は、獣医が処置中の動物である。
【００９３】
　複合活性化可能抗体及びその治療製剤は、異常な標的の発現及び／又は活性に関係する
疾患又は障害を有するか又はかかりやすい対象に投与される。異常な標的の発現及び／又
は活性に関係する疾患又は障害を有するか又はかかりやすい対象は、当業界において知ら
れている種々の方法を用いて、同定される。例えば、癌又は他の腫瘍性状態を有する対象
は、健康状態を評価するために、種々の臨床学的及び／又は臨床検査、例えば物理的試験
、及び血液、尿及び糞便分析を用いて、同定される。
【００９４】
　異常な標的の発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害を有する患者への複合活性化
可能抗体の投与は、種々の実験的又は臨床目的が達成される場合、成功したものとして見
なされる。例えば、異常な標的の発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害を有する患
者への複合活性化可能抗体の投与は、患者又は障害に関連する１若しくは複数の症状が緩
和され、軽減され、阻害されるか、又はさらなる悪化状態に進行しない場合、成功したも
のとして見なされる。異常な標的の発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害を有する
患者への複合活性化可能抗体の投与は、疾患が回復するか、又はさらに悪化状態に進行し
ない場合、成功したものとして見なされる。
【００９５】
　本発明はまた、種々の診断及び／又は予防指標において標的を結合する複合活性化可能
抗体の使用方法、並びにそれらの方法に使用するためのキットも提供する。それらの方法
及び／又はキットのいくつかの実施形態において、前記複合活性化可能抗体は検出できる
標識を含む。それらの方法及び／又はキットのいくつかの実施形態において、前記検出で
きる標識は、イメージング剤、造影剤、酵素、蛍光標識、発色団、色素、１若しくは複数
の金属イオン、又はリガンド系標識を含む。それらの方法及び／又はキットのいくつかの
実施形態において、イメージング剤は、放射性同位体を含む。それらの方法のいくつかの
実施形態において、放射性同位体は、インジウム又はテクネチウムである。それらの方法
のいくつかの実施形態において、放射性同位体は、ホウ素であるか、又はヨウ素から誘導
される。それらの方法のいくつかの実施形態において、放射性同位体は、１２５Ｉ又は１
３３Ｉである。それらの方法及び／又はキットのいくつかの実施形態において、造影剤は
、ヨウ素、ガドリニウム又は酸化鉄を包含する。それらの方法及び／又はキットのいくつ
かの実施形態において、酵素は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ又はβ－ガラクトシダーゼを含む。それらの方法及び／又はキットのいくつかの
実施形態において、蛍光標識は、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、シアン蛍光タンパク質
（ＣＦＰ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、変性された赤色蛍光タンパク質（ｍＲＦＰ
）、赤色蛍光タンパク質ｔｄｉｍｅｒ２（ＲＦＰ ｔｄｉｍｅｒ２）、ＨＣＲＥＤ、又は
ユーロピウム誘導体を含む。それらの方法及び／又はキットのいくつかの実施形態におい
て、発光標識は、Ｎ－メチルアクリジニウム誘導体を含む。それらの方法及び／又はキッ
トのいくつかの実施形態において、標識は、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）標識、
例えばＡｌｅｘ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６８０又はＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）
７５０を包含する。それらの方法及び／又はキットのいくつかの実施形態において、リガ
ンドに基づく標識は、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、又は１若しくは複数の
ハプテンを含む。
【００９６】
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　それらの方法及び／又はキットのいくつかの実施形態において、対象は哺乳類である。
いくつかの実施形態において、対象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象は
、非ヒト哺乳類、例えば非ヒト霊長類、愛玩動物（例えば、ネコ、イヌ、ウマ）、家畜、
作業動物又は動物園の動物である。いくつかの実施形態において、対象は齧歯動物である
。いくつかの実施形態において、対象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象
は愛玩動物である。いくつかの実施形態において、対象は、獣医が処置中の動物である。
【００９７】
　本発明はまた、種々の診断及び／又は予防指標において、複合活性化可能抗体（すなわ
ち、活性化可能抗体複合体）の使用方法も提供する。例えば、本発明は、（ｉ）複合活性
化可能抗体と、対象又はサンプルとを接触させ、そして（ｉｉ）前記対象又はサンプルに
おける複合活性化可能抗体のレベルを測定することによる、対象又はサンプルにおける切
断剤及び着目の標的の存在又は不在の検出方法を提供し、ここで前記対象又はサンプルに
おける複合活性化可能抗体の検出可能レベルは、前記切断剤及び標的が対象又はサンプル
に存在することを示し、そして前記対象又はサンプルにおける複合活性化可能抗体の検出
可能レベルの不在が、前記切断剤、標的、又は切断剤及び標的の両者が対象又はサンプル
に不在であることを示す。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体内に結合し
た活性化可能抗体に相当する非複合活性化可能抗体は、対象又はサンプルを接触させるの
に使用される。
【００９８】
　本発明は、（ｉ）複合活性化可能抗体と、対象又はサンプルとを、標的の存在下で接触
し、そして（ｉｉ）前記対象又はサンプルにおける活性化された複合活性化可能抗体のレ
ベルを測定することによる、対象又はサンプルにおける切断剤の存在又は不在の検出方法
を提供し、ここで前記対象又はサンプルにおける活性化された複合活性化可能抗体の検出
可能レベルは、前記切断剤が対象又はサンプルに存在することを示し、そして前記対象又
はサンプルにおける複合活性化可能抗体の検出可能レベルの不在が、前記切断剤が対象又
はサンプルに不在であることを示す。いくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体
内に結合した活性化可能抗体に相当する非複合活性化可能抗体は、対象又はサンプルを接
触させるのに使用される。
【００９９】
　本発明は、（ｉ）複合活性化可能抗体と、対象又はサンプルとを接触し、そして（ｉｉ
）前記対象又はサンプルにおける検出可能標識のレベルを測定することによる、対象又は
サンプルにおける切断剤の存在又は不在の検出方法を提供し、ここで前記対象又はサンプ
ルにおける検出可能標識の検出可能レベルは、前記切断剤が対象又はサンプルに存在しな
いことを示し、そして前記対象又はサンプルにおける検出可能標識の検出可能レベルの不
在が、前記切断剤が対象又はサンプルに存在ことを示す。いくつかの実施形態において、
複合活性化可能抗体内に結合した活性化可能抗体に相当する非複合活性化可能抗体は、対
象又はサンプルを接触させるのに使用される。
【０１００】
　それらの方法のいくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体又は対応する非複合
活性化可能抗体は、イメージング剤、造影剤、酵素、蛍光標識、発色団、色素、１若しく
は複数の金属イオン、又はリガンド系標識から成る群から選択される検出可能標識を含む
。それらの方法のいくつかの実施形態において、イメージング剤は、放射性同位体を含む
。それらの方法のいくつかの実施形態において、放射性同位体は、インジウム又はテクネ
チウムである。それらの方法のいくつかの実施形態において、造影剤は、ヨウ素、ガドリ
ニウム又は酸化鉄を包含する。それらの方法のいくつかの実施形態において、酵素は、ホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ又はβ－ガラクトシダーゼ
を含む。それらの方法のいくつかの実施形態において、蛍光標識は、黄色蛍光タンパク質
（ＹＦＰ）、シアン蛍光タンパク質（ＣＦＰ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、変性さ
れた赤色蛍光タンパク質（ｍＲＦＰ）、赤色蛍光タンパク質ｔｄｉｍｅｒ２（ＲＦＰ ｔ
ｄｉｍｅｒ２）、ＨＣＲＥＤ、又はユーロピウム誘導体を含む。それらの方法のいくつか
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の実施形態において、発光標識は、Ｎ－メチルアクリジニウム誘導体を含む。それらの方
法のいくつかの実施形態において、標識は、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）標識、
例えばＡｌｅｘ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６８０又はＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）
７５０を包含する。それらの方法のいくつかの実施形態において、リガンドに基づく標識
は、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、又は１若しくは複数のハプテンを含む。
【０１０１】
　それらの方法のいくつかの実施形態において、対象は哺乳類である。それらの方法のい
くつかの実施形態において、対象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象は、
非ヒト哺乳類、例えば非ヒト霊長類、愛玩動物（例えば、ネコ、イヌ、ウマ）、家畜、作
業動物又は動物園の動物である。いくつかの実施形態において、対象は齧歯動物である。
いくつかの実施形態において、対象はヒトである。いくつかの実施形態において、対象は
愛玩動物である。いくつかの実施形態において、対象は、獣医が処置中の動物である。
【０１０２】
　それらの方法のいくつかの実施形態において、前記方法はインビボ法である。それらの
方法のいくつかの実施形態において、前記方法はインサイチュ法である。それらの方法の
いくつかの実施形態において、前記方法はエクスビボ法である。それらの方法のいくつか
の実施形態において、前記方法はインビトロ法である。
【０１０３】
　それらの方法のいくつかの実施形態において、前記方法は、開示の複合活性化可能抗体
による治療のために適切な患者集団を同定するか、そうでなければ、細分するために使用
される。例えば、標的、及びそれらの方法において試験される複合活性化可能抗体の切断
可能部分（ＣＭ）において基質を切断するプロテアーゼの両者について検査陽性である患
者は、そのようなＣＭを含むそのようなそのような複合活性化可能抗体による治療のため
の適切な候補体として同定される。同様に、標的、及びそれらの方法を用いて試験される
複合活性化可能抗体又は対応する非複合活性化可能抗体中のＣＭにおける基質を切断する
プロテアーゼのいずれか又は両者について検査陰性である患者は、別の治療形のための適
切な候補体として同定されるであろう（すなわち、試験される複合活性化可能抗体による
治療のために適切でない）。いくつかの実施形態において、そのような患者は、治療のた
めの適切な複合活性化可能抗体が同定されるまで、他の活性化可能抗体及び／又は複合活
性化可能抗体により検査され得る。
【０１０４】
　それらの方法のいくつかの実施形態において、前記方法は、開示の複合活性化可能抗体
による治療と、それに続くその複合活性化可能抗体をそれを必要としている対象に投与す
ることによる治療のために適切な患者集団を同定するか、そうでなければ、細分するため
に使用される。例えば、標的、及びそれらの方法において試験される複合活性化可能抗体
又は対応する非複合活性化可能抗体の切断可能部分（ＣＭ）において基質を切断するプロ
テアーゼの両者について検査陽性である患者は、そのようなＣＭを含むそのようなそのよ
うな複合活性化可能抗体による治療のための適切な候補体として同定され、その後、該患
者には、治療上有効な量の複合活性化可能抗体が投与される。同様に、標的、及びそれら
の方法を用いて試験される複合活性化可能抗体又は対応する非複合活性化可能抗体中のＣ
Ｍにおける基質を切断するプロテアーゼのいずれか又は両者について検査陰性である患者
は、別の治療形のための適切な候補体として同定されるであろう（すなわち、試験される
複合活性化可能抗体による治療のために適切でない）。いくつかの実施形態において、そ
のような患者は、治療のための適切な複合活性化可能抗体が同定されるまで、他の活性化
可能抗体及び／又は複合活性化可能抗体により検査され得る。いくつかの実施形態におい
て、患者にはその後、該患者が検査で陽性であった複合活性化可能抗体の治療上有効な量
が投与される。
【０１０５】
　本発明はまた、活性化状態で、標的に結合する複合活性化可能抗体を提供し；ここで、
該複合活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（



(27) JP 6660294 B2 2020.3.11

10

20

30

40

50

ＡＢ）（ここで、該ＡＢはモノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）に結合される）；活
性化可能抗体が切断されていない状態でのＡＢの標的への結合を阻害するマスキング部分
（ＭＭ）；及びＡＢに結合された切断可能部分（ＣＭ）（ここで、該ＣＭはプロテアーゼ
の基質として機能するポリペプチドである）を含む。
【０１０６】
　いくつかの実施形態において、切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下の
ようなＮ末端からＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する
。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの間に連結ペプチドを
含む。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭとＡＢとの間に連結ペプチ
ドを含む。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１
）及び第２連結ペプチド（ＬＰ２）を含み、そして、切断されていない状態にある活性化
可能抗体は、以下のようなＮ末端からＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２
－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＭＭを有する。いくつかの実施形態において、
前記２つの連結ペプチドは互いに同一である必要はない。いくつかの実施形態において、
ＬＰ１とＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸のペプチドである。
【０１０７】
　いくつかの実施形態において、前記ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、Ａ
Ｂへの結合のための平衡解離定数を有する。いくつかの実施形態において、前記ＭＭは、
活性化可能抗体が切断状態にあるとき、標的への結合のためのＡＢと干渉もしないし、競
合もしない。いくつかの実施形態において、前記ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸の
ポリペプチドである。いくつかの実施形態において、前記ＭＭポリペプチド配列は、標的
の配列と異なり、ここで、該ＭＭポリペプチド配列は、ＡＢの任意の天然の結合パートナ
ーに対して５０％以下同一である。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、プロテアーゼは組織において標的と共に局在し、そして
ここで、該プロテアーゼは、活性化可能抗体がプロテアーゼに晒されるとき、活性化可能
抗体内のＣＭを切断する。いくつかの実施形態において、ＣＭは、長さが最大１５個のア
ミノ酸のポリペプチドである。いくつかの実施形態において、ＣＭは、表３に示されたも
のから成る群から選択される酵素のための基質である。
【０１０９】
　いくつかの実施形態において、その抗原結合フラグメントは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ
（ａｂ’）2フラグメント、ｓｃＦｖ、ｓｃａｂ、ｄＡｂ、単一ドメインＨ鎖抗体、及び
単一ドメインＬ鎖抗体から成る群から選択される。いくつかの実施形態において、ＡＢの
標的は、表１で列挙される標的から成る群から選択される。いくつかの実施形態において
、ＡＢは、表２で列挙された抗体であるか、又はそれに由来する。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤは、リンカーを介してＡＢに結合される。いく
つかの実施形態において、リンカーは、切断可能なリンカーである。いくつかの実施形態
において、リンカーは、切断不可能なリンカーである。いくつかの実施形態において、リ
ンカーは、表５及び６に示されているリンカーから成る群から選択される。いくつかの実
施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペイロードは、マレイミドカプロイル－バリ
ン－シトルリンリンカーを介して連結される。いくつかの実施形態において、活性化可能
抗体とＭＭＡＤペイロードは、マレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリンリンカーを介して
連結される。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペイロードは、マ
レイミドカプロイル－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボニルリン
カーを介して連結される。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体とＭＭＡＤペイ
ロードは、マレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボ
ニルリンカーを介して連結される。いくつかの実施形態において、ＭＭＡＤペイロードは
、本明細書中に開示された部分還元及び結合技術を使用してＡＢに結合される。
【０１１１】
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　本発明による医薬組成物は、本発明の複合化抗体及び担体を含むことができる。これら
の医薬組成物は、例えば、本明細書中に開示された方法で使用するための診断キットなど
のキットに含まれ得る。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１】図１は、３つの異なったＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の比（すなわち、１．５
：１、２：１及び４：１の比）を使用した活性化可能な抗ＥＧＦＲ抗体の部分的な還元、
並びにその後の、本明細書中に提供された方法を使用した、切断可能部分（３９５４－１
２０４－ｃ２２５ｖ５）を有する、斯かる部分的に還元された活性化可能な抗ＥＧＦＲ抗
体への蛍光色素（Ａｌｅｘａ６８０）のチオール結合が、色素を活性化可能抗体に首尾よ
く結合すると同時に、活性化可能な抗ＥＧＦＲ抗体のマスキング部分のマスキング効率を
維持していることを実証するグラフである。これらの図で使用される場合、「（１．５）
」、「（２）」及び「（４）」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴＣＥＰ－対－活
性化可能抗体の比を意味する。
【０１１３】
【図２】図２は、３つの異なったＴＣＥＰ－対－マスク抗体の比（すなわち、１．５：１
、２：１及び４：１の比）を使用した切断不可能部分を有するマスク抗ＥＧＦＲ抗体の部
分的な還元、並びにその後の、本明細書中に提供された方法を使用した、切断不可能部分
（３９５４－ＮＳＵＢ－ｃ２２５ｖ５）を有する、斯かる部分的に還元されたマスク抗Ｅ
ＧＦＲ抗体へのＡｌｅｘａ６８０のチオール結合が、色素を切断不可能なマスク抗体に首
尾よく結合すると同時に、マスク抗ＥＧＦＲ抗体のマスキング部分のマスキング効率を維
持していることを実証するグラフである。これらの図で使用される場合、「（１．５）」
、「（２）」及び「（４）」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴＣＥＰ－対－マス
ク抗体の比を意味する。
【０１１４】
【図３Ａ－１】図３Ａ及び３Ｂは、３９５４－１２０４－ｃ２２５ｖ５のＴＣＥＰ還元、
Ａｌｅｘａ６８０のチオール結合、及びプロテアーゼｕＰＡによる活性化のＬａｂＣｈｉ
ｐ（登録商標）による非還元分析を実証する例示及びグラフである。これらの図に示され
ているように、２つの異なったＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の比（すなわち、１．５：
１及び４：１の比）を使用することで示されたように、部分還元、部分的に還元された活
性化可能な抗ＥＧＦＲ抗体３９５４－１２０４－ｃ２２５ｖ５へのＡｌｅｘａ６８０のそ
の後のチオール結合、及びｕＰＡによる活性化は、活性化可能抗体の活性化、及び／又は
マスキング効率を妨害しないし、そうでなければ、負の影響を及ぼすこともない。これら
の図で使用される場合、「１．５」及び「４」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴ
ＣＥＰ－対－活性化可能抗体の比を意味し；及び「（Ｕ）」は、活性化可能抗体が、ｕＰ
Ａとのインキュベーションによって活性化された、すなわち、切断されたことを意味する
。
【図３Ａ－２】図３Ａ－１の記載に同じ。
【図３Ａ－３】図３Ａ－１の記載に同じ。
【図３Ｂ】図３Ａ－１の記載に同じ。
【０１１５】
【図４Ａ－１】図４Ａ及び４Ｂは、３９５４－１２０４－ｃ２２５ｖ５のＴＣＥＰ還元、
Ａｌｅｘａ６８０のチオール結合、及びプロテアーゼｕＰＡによる活性化のＬａｂＣｈｉ
ｐ（登録商標）による還元分析を実証する例示及びグラフである。これらの図に示されて
いるように、２つの異なったＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の比（すなわち、１．５：１
及び４：１の比）を使用することで示されたように、部分還元、部分的に還元された活性
化可能な抗ＥＧＦＲ抗体３９５４－１２０４－ｃ２２５ｖ５へのＡｌｅｘａ６８０のその
後のチオール結合、及びｕＰＡによる活性化は、活性化可能抗体の活性化、及び／又はマ
スキング効率を妨害しないし、そうでなければ、負の影響を及ぼすこともない。これらの
図で使用される場合、「１．５」及び「４」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴＣ
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ＥＰ－対－活性化可能抗体の比を意味し；「（Ｕ）」は、活性化可能抗体が、ｕＰＡとの
インキュベーションによって活性化された、すなわち、切断されたことを意味し；及び「
Ｒ」は還元分析を意味する。
【図４Ａ－２】図４Ａ－１の記載に同じ。
【図４Ａ－３】図４Ａ－１の記載に同じ。
【図４Ｂ】図４Ａ－１の記載に同じ。
【０１１６】
【図５Ａ－１】図５Ａ及び５Ｂは、３９５４－ＮＳＵＢ－ｃ２２５ｖ５のＴＣＥＰ還元、
Ａｌｅｘａ６８０のチオール結合、及びプロテアーゼｕＰＡによる活性化のＬａｂＣｈｉ
ｐ（登録商標）による非還元分析を実証する例示及びグラフである。これらの図に示され
ているように、２つの異なったＴＣＥＰ－対－マスク抗体の比（すなわち、１．５：１及
び４：１の比）を使用することで示されたように、部分還元、部分的に還元されたマスク
抗ＥＧＦＲ抗体３９５４－ＮＳＵＢ－ｃ２２５ｖ５へのＡｌｅｘａ６８０のその後のチオ
ール結合、及びｕＰＡによる活性化は、切断不可能なマスク抗体の活性化、及び／又はマ
スキング効率を妨害しないし、そうでなければ、負の影響を及ぼすこともない。これらの
図で使用される場合、「１．５」及び「４」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴＣ
ＥＰ－対－マスク抗体の比を意味し；及び「（Ｕ）」は、切断不可能なマスク抗体が、ｕ
ＰＡとのインキュベーションによって活性化されなかった、すなわち、切断されなかった
ことを意味する。
【図５Ａ－２】図５Ａ－１の記載に同じ。
【図５Ａ－３】図５Ａ－１の記載に同じ。
【図５Ｂ】図５Ａ－１の記載に同じ。
【０１１７】
【図６Ａ－１】図６Ａ及び６Ｂは、３９５４－ＮＳＵＢ－ｃ２２５ｖ５のＴＣＥＰ還元、
Ａｌｅｘａ６８０のチオール結合、及びプロテアーゼｕＰＡによる活性化のＬａｂＣｈｉ
ｐ（登録商標）による還元分析を実証する例示及びグラフである。これらの図に示されて
いるように、２つの異なったＴＣＥＰ－対－マスク抗体の比（すなわち、１．５：１及び
４：１の比）を使用することで示されたように、部分還元、部分的に還元されたマスク抗
ＥＧＦＲ抗体３９５４－ＮＳＵＢ－ｃ２２５ｖ５へのＡｌｅｘａ６８０のその後のチオー
ル結合、及びｕＰＡによる活性化は、切断不可能なマスク抗体の活性化、及び／又はマス
キング効率を妨害しないし、そうでなければ、負の影響を及ぼすこともない。これらの図
で使用される場合、「１．５」及び「４」は、ＴＣＥＰ還元ステップに使用されるＴＣＥ
Ｐ－対－マスク抗体の比を意味し；「（Ｕ）」は、切断不可能なマスク抗体が、ｕＰＡと
のインキュベーションによって活性化されなかった、すなわち、切断されなかったことを
意味し；及び「Ｒ」は還元分析を意味する。
【図６Ａ－２】図６Ａ－１の記載に同じ。
【図６Ａ－３】図６Ａ－１の記載に同じ。
【図６Ｂ】図６Ａ－１の記載に同じ。
【０１１８】
【図７】図７は、１２０分の還元時間を使用した、４：１のＴＣＥＰ－対－活性化可能抗
体の比での活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１の還元を示す
表及び写真である。示されたデータに関しては、還元は蛍光色素、Ａｌｅｘａ６８０への
結合後に続いた。
【０１１９】
【図８】図８は、チオール複合化可能毒素の代用薬としてチオール複合化可能Ａｌｅｘａ
６８０を使用した抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ１１又は抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体５３４
２－１２０４－４Ｄ１１に対して異なった程度のＡｌｅｘａ６８０複合体を示すグラフで
ある。この図はまた、斯かる複合体がｕＰＡによる抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体の活性
化を維持するように作用し得ることも実証する。
【０１２０】
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【図９Ａ】図９Ａは、膵臓腺癌細胞株ＢｘＰＣ３に対する、抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ１１
、抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４
Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ、ｕＰＡで活性化された活性化可能抗体複合体５３４２－１２０
４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ、及びＳｙｎａｇｉｓの結合活性を実証するグラフである
。細胞は、それぞれの組成物とインキュベートされ、次に、ＡＦ－６４７標識抗ヒトＩｇ
Ｇで染色された。
【０１２１】
【図９Ｂ】図９Ｂは、ＢｘＰＣ３細胞に対する、抗Ｊａｇｇｅｄ抗体複合体４Ｄ１１－ｖ
ｃ－ＭＭＡＤ、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ、
ｕＰＡで活性化された活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭ
ＡＤ、及びリンカーペイロードｖｃ－ＭＭＡＤに結合されたリツキシマブ抗体の細胞毒性
活性を実証するグラフである。生存率は、Cell Titer Glo試薬及び用量に対してプロット
した相対発光単位を使用することで評価された。
【０１２２】
【図１０Ａ】図１０Ａは、膵臓腺癌細胞株ＢｘＰＣ３に対する、抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ
１１、抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ、活性化可能抗体５３４２－１２０４－４Ｄ
１１、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ、ｕＰＡで
活性化された活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ、及
びリンカーペイロードｖｃ－ＭＭＡＥに結合されたＳｙｎａｇｉｓの結合活性を実証する
グラフである。細胞は、それぞれの組成物とインキュベートされ、次に、ＡＦ－６４７標
識抗ヒトＩｇＧで染色された。
【０１２３】
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、ＢｘＰＣ３に対する、抗Ｊａｇｇｅｄ抗体複合体４Ｄ１１－ｖ
ｃ－ＭＭＡＥ、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ、
ｕＰＡで活性化された活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭ
ＡＥ、及びリンカーペイロードｖｃ－ＭＭＡＥに結合されたＳｙｎａｇｉｓの細胞毒性活
性を実証するグラフである。生存率は、Cell Titer Glo試薬及び用量に対してプロットし
た相対発光単位を使用することで評価された。
【発明を実施するための形態】
【０１２４】
　発明の詳細な説明
　本発明は、活性化可能抗体を含んでいる複合体、及びこれらの活性化可能抗体複合体を
作製する方法を提供する。薬物又は標識を受け入れるための結合点を有する活性化可能抗
体もまた提供される。前記複合体は、治療的に使用されても、（例えば、インビトロ又は
インビボにおいて）診断的に使用されても、インビボ画像化のために使用されても、及び
その他のさまざまな治療的、診断的及び／又は予防的用途に使用されてもよい。
【０１２５】
　概して、本明細書中で提供する組成物及び方法は、標的を特異的に結合する抗体又は抗
体フラグメント（ＡＢ）を含む活性化可能抗体を含み、ここでＡＢは、ＡＢのその標的物
を結合する能力を低めるマスキング部分（ＭＭ）に結合される。いくつかの実施形態にお
いて、活性化可能抗体はさらに、プロテアーゼのための基質である切断可能部分（ＣＭ）
を含む。本明細書に提供される組成物及び方法は、活性化可能抗体の活性（例えば、マス
キング、活性化又は結合活性）を損なうことなく、ＡＢにおける１若しくは複数のシステ
イン残基への１若しくは複数の剤の結合を可能にする。いくつかの実施形態において、本
明細書中に提供された組成物及び方法は、活性化可能抗体内の１若しくは複数の鎖内ジス
ルフィド結合を還元することなく、そうでなければ、妨害することなく、ＡＢ内の１若し
くは複数のシステイン残基への１若しくは複数の剤の付加を可能にする。いくつかの実施
形態において、本明細書に提供される組成物及び方法は、ＭＭ内の１若しくは複数のジス
ルフィド結合を還元し、そうでなければ、破壊することなく、ＡＢにおける１若しくは複
数のシステイン残基への１若しくは複数の剤の結合を可能にする。
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【０１２６】
　本明細書に提供される組成物及び方法は、１若しくは複数の剤、例えば任意の種々の治
療剤、診断剤及び／又は予防剤に結合される活性化可能を抗体を生成し、前記剤のいずれ
も、活性化可能抗体のＭＭに結合されない。本明細書に提供される組成物及び方法は、Ｍ
Ｍが切断されていない状態で活性化可能抗体のＡＢを、効果的にマスキングする能力を保
持する、複合活性化可能抗体を生成する。加えて、斯かる複合活性化可能抗体は、活性化
されるべき能力を保有し、そして、活性化されたＡＢはその標的に結合する能力を保有す
る。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供された組成物及び方法は、活性化可能
抗体内のＭＭのマスキング活性及び／又はマスキング効率に支障をきたすことはない。例
えば、組成物及び方法が活性化可能抗体のＭＭのマスキング活性及び／又はマスキング効
率に負の影響を与えることがわかっている状況で、該組成物及び方法は、結合前又はどん
な結合も存在しない状況の活性化可能抗体のマスキング活性、及び／又はマスキング効率
のレベルと比較して、５０％以下、４０％以下、３０％以下、２５％以下、２０％以下、
１５％以下、１０％以下、９％以下、８％以下、７％以下、６％以下、５％以下、４％以
下、３％以下、２％以下、１％以下、活性化可能抗体のマスキング活性及び／又はマスキ
ング効率を減少するか、そうでなければ、妨害される。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供された組成物及び方法は、活性化可能
抗体の活性化活性及び／又は活性化効率に支障をきたすことはない。例えば、組成物及び
方法が活性化活性及び／又は活性化効率に負の影響を与えることがわかっている状況で、
該組成物及び方法は、結合前又はどんな結合も存在しない状況の活性化可能抗体の活性化
活性及び／又は活性化効率のレベルと比較して、５０％以下、４０％以下、３０％以下、
２５％以下、２０％以下、１５％以下、１０％以下、９％以下、８％以下、７％以下、６
％以下、５％以下、４％以下、３％以下、２％以下又は１％以下、活性化可能抗体の活性
化活性及び／又は活性化効率を減少するか、そうでなければ、妨害する。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供された組成物及び方法は、活性化可能
抗体の結合活性に支障をきたすことはない。例えば、組成物及び方法が結合活性に負の影
響を与えることがわかっている状況で、該組成物及び方法は、結合前又はどんな結合も存
在しない状況の活性化可能抗体の結合活性のレベルと比較して、５０％以下、４０％以下
、３０％以下、２５％以下、２０％以下、１５％以下、１０％以下、９％以下、８％以下
、７％以下、６％以下、５％以下、４％以下、３％以下、２％以下又は１％以下、活性化
可能抗体の結合活性を減少するか、そうでなければ、妨害する。
【０１３０】
　本明細書中に提供された組成物及び方法は、結合が後に続く所望の部分還元を生じさせ
る試薬と反応条件の組み合わせを決定する。還元とその後の結合が適切に制御されていな
い場合、活性化可能抗体は完全に還元されるので、該活性化可能抗体のマスキング効率は
支障をきたさない。
【０１３１】
　複合活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（
ＡＢ）を含み、且つ、該ＡＢは、マスキング部分（ＭＭ）に結合され、結果的に、ＡＢへ
のＭＭのカップリングは、標的を結合する抗体又はその抗原結合フラグメントの能力を低
下させる。いくつかの実施形態において、ＭＭは、プロテアーゼ、例えば対象の治療部位
で標的と共に局在するプロテアーゼの基質を含む切断可能部分（ＣＭ）を介してＡＢに結
合される。多くの研究が、固形腫瘍における異常プロテアーゼレベル、例えばｕＰＡ、レ
グマイン、ＭＴ－ＳＰ１、マトリックス金属プロテアーゼ（ＭＭＰ）レベルの相関性を示
して来た（例えば、Murthy RV, et al. “Legumain expression in relation to clinico
pathologic and biological variables in colorectal cancer.” Clin Cancer Res. 11 
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(2005): 2293-2299; Nielsen BS, et al. “Urokinase plasminogen activator is local
ized in stromal cells in ductal breast cancer.” Lab Invest 81 (2001): 1485-1501
; Mook OR, et al. “In situ localization of gelatinolytic activity in the extrac
ellular matrix of metastases of colon cancer in rat liver using quenched fluorog
enic DQ-gelatin.” J Histochem Cytochem. 51 (2003): 821-829を参照のこと）。
【０１３２】
　本明細書に提供される複合活性化可能抗体は、治療及び／又は診断の部位での標的化さ
れた複合化抗体活性化のために腫瘍細胞におけるプロテアーゼ活性の活用において有用で
ある、プロテアーゼのための基質を含む。基質選択工程を用いて、多くの所望する特徴を
有する基質を同定する。例えば、選択される基質は全身的に安定し（すなわち、対象の全
身性循環において安定する）、一般的に、循環プロテアーゼ、例えばプラスミン、トロン
ビン、組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）又はカリクレイン（ＫＬＫ）、例えば
ＫＬＫ－５及び／又はＫＬＫ－７による切断に対して一般的に感受性ではなく、非毒性で
あり、毒性の可能性ある部位、例えば皮膚で、プロテアーゼ、例えばＡＤＡＭ９、ＡＤＡ
Ｍ１０、ＡＤＡＭ１７及び／又はカリクレイン、例えばＫＬＫ－５及びＫＬＫ－７による
切断に対して感受性ではなく、そして治療及び／又は診断の意図される部位で活性である
。いくつかの実施形態において、同定される基質は、例えば、治療及び／又は診断の意図
される部位で過剰発現されるか、又は余分な活性を示すか、或いは、プロテアーゼ阻害に
影響を受けにくいため（例えば、対応する阻害剤の低発現又は阻害剤活性の低下のため）
無調節であるが、しかし正常な、健康なそうでなければ、非疾患性又は損傷された組織で
は典型的には発現されないプロテアーゼのために選択され、そして次に、選択される基質
は続いて、正常な、例えば非疾患性組織において発現されるプロテアーゼに対してカウン
タースクリーニングされる。
【０１３３】
　制限されることのない例として、ＡＢは、表１で列挙された任意の標的の結合パートナ
ーである。
【０１３４】
　表１：代表的な標的
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【表１】

【０１３５】
　制限されることのない例として、ＡＢは、表２で列挙された抗体であるか、又はそれに
由来する。
【０１３６】
　表２：ＡＢの代表的な供給源
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【表２－２】

【０１３７】
　いくつかの実施形態において、ＡＢは、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）に結合する。
いくつかの実施形態において、ＥＧＦＲに結合するＡＢは、以下に示したＨ鎖及び／又は
Ｌ鎖配列の１以上を含む。
　Ｃ２２５ｖ５抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTACCTGCACCGTGAGCGGCTT
TAGCCTGACCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGGAGCG
GCGGCAACACCGATTATAACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAAAAGCCAGGTGTTTTTT
AAAATGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCGCGCGCGCGCTGACCTATTATGATTATGAATTTGC
GTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCGCGGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAACTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA（配列番号
：１）
　Ｃ２２５ｖ５抗体Ｈ鎖アミノ酸配列
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
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YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*（配列番号：２）
　Ｃ２２５ｖ５抗体Ｌ鎖ヌクレオチド配列：
CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTGATTCTGAGCGTGAGCCCGGGCGAACGTGTGAGCTTTAGCTGCCGCGCGAGCCA
GAGCATTGGCACCAACATTCATTGGTATCAGCAGCGCACCAACGGCAGCCCGCGCCTGCTGATTAAATATGCGAGCGAAA
GCATTAGCGGCATTCCGAGCCGCTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGGAAAGC
GAAGATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTGGCCGACCACCTTTGGCGCGGGCACCAAACTGGAACTGAA
ACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT
GCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAG （配列番号：１０）
　Ｃ２２５ｖ５抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
QILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVES
EDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*（配列番号：１６）
　Ｃ２２５ｖ４抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTACCTGCACCGTGAGCGGCTT
TAGCCTGACCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGGAGCG
GCGGCAACACCGATTATAACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAAAAGCCAGGTGTTTTTT
AAAATGAACAGCCTGCAAAGCAACGATACCGCGATTTATTATTGCGCGCGCGCGCTGACCTATTATGATTATGAATTTGC
GTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCGCGGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAACTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA（配列番号
：２３８）
　Ｃ２２５ｖ４抗体Ｈ鎖アミノ酸配列：
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*（配列番号：２３９）
　Ｃ２２５ｖ６抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGGCCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTACCTGCACCGTGAGCGGCTT
TAGCCTGACCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCCGGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGGAGCG
GCGGCAACACCGATTATAACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAAAAGCCAGGTGTTTTTT
AAAATGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGCGATTTATTATTGCGCGCGCGCGCTGACCTATTATGATTATGAATTTGC
GTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCGCGGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
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GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACGCCAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAACTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA]（配列番
号：２４０）
　Ｃ２２５ｖ６抗体Ｈ鎖アミノ酸配列
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*（配列番号：２４１）
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、ＡＢは、インターロイキン６受容体（ＩＬ－６Ｒ）に結
合する。いくつかの実施形態において、ＩＬ－６Ｒに結合するＡＢは、以下に示したＨ鎖
及び／又はＬ鎖配列の１以上を含む。
　Ａｖ１抗体Ｈ鎖アミノ酸配列：
QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGYSITSDHAWSWVRQPPGRGLEWIGYISYSGITTYNPSLKSRVTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARSLARTTAMDYWGQGSLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK（配列番号：２４２）
　Ａｖ１抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQP
EDIATYYCQQGNTLPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC（配列番号：２４３）
【０１３９】
　いくつかの実施形態において、ＡＢは、Ｊａｇｇｅｄ標的、例えば、Ｊａｇｇｅｄ１、
Ｊａｇｇｅｄ２又はＪａｇｇｅｄ１とＪａｇｇｅｄ２の両方に結合する。いくつかの実施
形態において、Ｊａｇｇｅｄ標的に結合するＡＢは、以下に示したＨ鎖及び／又はＬ鎖配
列の１以上を含む。
　４Ｄ１１Ｌ鎖配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC（配列番号：２４４）
　４Ｄ１１Ｈ鎖配列：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGRQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK（配列番号：２４５）
　４Ｄ１１ｖ２Ｈ鎖配列
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EVHLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGRQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK（配列番号：２４６）
　４Ｄ１１ｖ２Ｌ鎖配列
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC（配列番号：２４７）
【０１４０】
　いくつかの実施形態において、Ｊａｇｇｅｄ標的に結合するＡＢは、以下に示した可変
Ｈ鎖及び／又は可変Ｌ鎖配列の１以上を含む。
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ４
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２４８）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ４
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２４９）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ５
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２５０）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ５
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPYHGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２５１）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ７
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２５２）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ７
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPFFGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２５３）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ８
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２５４）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ８
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKHIGRTNPFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２５５）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ１３
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２５６）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ１３
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTEYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２５７）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ１６
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２５８）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ１６
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPYYGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２５９）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ１９
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２６０）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ１９
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPFFGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２６１）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ２１
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２６２）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ２１
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２６３）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ２４
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２６４）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ２４
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEEMGWQTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２６５）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ２６
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２６６）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ２６
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２６７）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ２７
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２６８）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ２７
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPFYGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２６９）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ２８
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２７０）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ２８
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPFFGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２７１）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ３０
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２７２）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ３０
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEEMGWQTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２７３）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ３１
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２７４）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ３１
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２７５）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ３２
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２７６）



(40) JP 6660294 B2 2020.3.11

10

20

30

40

50

　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ３２
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２７７）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ３７
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２７８）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ３７
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPHNGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２７９）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ３９
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２８０）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ３９
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTEYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２８１）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ４０
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２８２）
　Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ４０
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSPPFFGQFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２８３）
　可変Ｌ鎖アミノ配列 Ｌｃ４７
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSVVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２８４）
　可変Ｈ鎖アミノ配列 Ｈｃ４７
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDEMGWQTEYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２８５）
　可変４Ｂ２Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQTLDAPPQFGQGTKVEIKR（配列番号：２８６）
　可変４Ｂ２Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEQMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２８７）
　可変４Ｄ１１Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTKVEIKR（配列番号：２８８）
　可変４Ｄ１１Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGRQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２８９）
　可変４Ｅ７Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSLVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２９０）
　可変４Ｅ７Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEEMGWQTKYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２９１）
　可変４Ｅ１１Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQALDAPLMFGQGTKVEIKR（配列番号：２９２）
　可変４Ｅ１１Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIEPMGQLTEYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
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LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２９３）
　可変６Ｂ７Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQALVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２９４）
　可変６Ｂ７Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDEMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２９５）
　可変６Ｆ８Ｌ鎖
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQALVAPLTFGQGTKVEIKR（配列番号：２９６）
　可変６Ｆ８Ｈ鎖
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDEMGWQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKSAAAFDYWGQGTLVTVSS（配列番号：２９７）
【０１４１】
　制限されることのない例として、ＣＭは、表３で列挙された以下の酵素又はプロテアー
ゼの１以上によって切断される基質又は基質に由来するアミノ酸配列を含む。
【０１４２】
　表３－代表的な酵素／プロテアーゼ
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【表３】

【０１４３】
　本明細書に提供される複合活性化可能抗体は、マスキング部分を含む。いくつかの実施
形態において、マスキング部分は、活性化可能抗体にカップリングされるか、そうでなけ
れば、付加され、そして活性化可能抗体構築物内に位置するアミノ酸配列であり、結果的
に、マスキング部分は、標的を特異的に結合する抗体の能力を低下させる。適切なマスキ
ング部分は、種々の既知技法のいずれかを用いて同定される。例えば、ペプチドマスキン
グ部分は、Daughertyらによる米国特許第８，２９３，６８５号（その内容はその全体を
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参照により本明細書に援用する）に記載される方法を用いて、同定される。
【０１４４】
　いくつかの実施形態において、マスキング部分は、特異的抗体又は抗体フラグメントと
共に使用するために選択される。例えば、ＥＧＦＲに結合する抗体と共に使用するのに好
適なマスキング部分としては、配列ＣＩＳＰＲＧ（配列番号２９）を含むＭＭが挙げられ
る。制限されることのない例として、ＭＭは、CISPRGCG（配列番号３０）、CISPRGCPDGPY
VMY（配列番号３１）、CISPRGCPDGPYVM（配列番号３２）、CISPRGCEPGTYVPT（配列番号３
３）、及びCISPRGCPGQIWHPP（配列番号３４）などの配列を含み得る。他の好適なマスキ
ング部分としては、制限されることのない例によれば、GSHCLIPINMGAPSC（配列番号３５
）；CISPRGCGGSSASQSGQGSHCLIPINMGAPSC（配列番号３６）；CNHHYFYTCGCISPRGCPG（配列
番号３７）；ADHVFWGSYGCISPRGCPG（配列番号３８）；CHHVYWGHCGCISPRGCPG（配列番号３
９）；CPHFTTTSCGCISPRGCPG（配列番号４０）；CNHHYHYYCGCISPRGCPG（配列番号４１）；
CPHVSFGSCGCISPRGCPG（配列番号４２）；CPYYTLSYCGCISPRGCPG（配列番号４３）；CNHVYF
GTCGCISPRGCPG（配列番号４４）；CNHFTLTTCGCISPRGCPG（配列番号４５）；CHHFTLTTCGCI
SPRGCPG（配列番号４６）；YNPCATPMCCISPRGCPG（配列番号４７）；CNHHYFYTCGCISPRGCG
（配列番号４８）；CNHHYHYYCGCISPRGCG（配列番号４９）；CNHVYFGTCGCISPRGCG（配列番
号５０）；CHHVYWGHCGCISPRGCG（配列番号５１）；CPHFTTTSCGCISPRGCG（配列番号５２）
；CNHFTLTTCGCISPRGCG（配列番号５３）；CHHFTLTTCGCISPRGCG（配列番号５４）；CPYYTL
SYCGCISPRGCG（配列番号５５）；CPHVSFGSCGCISPRGCG（配列番号５６）；ADHVFWGSYGCISP
RGCG（配列番号５７）；YNPCATPMCCISPRGCG（配列番号５８）；CHHVYWGHCGCISPRGCG（配
列番号５９）；C（N／P）H（H／V／F）（Y／T）（F／W／T／L）（Y／G／T／S）（T／S／Y
／H）CGCISPRGCG（配列番号６０）；CISPRGCGQPIPSVK（配列番号６１）；CISPRGCTQPYHVS
R（配列番号６２）；及び／又はCISPRGCNAVSGLGS（配列番号６３）などのＰＣＴ出願公開
ＷＯ２０１０／０８１１７３で開示されたＥＧＦＲ特異的なマスクのいずれかが挙げられ
る。
【０１４５】
　Ｊａｇｇｅｄ標的（例えば、Ｊａｇｇｅｄ１及び／又はＪａｇｇｅｄ２）に結合する抗
体と共に使用するのに好適なマスキング部分としては、制限されることのない例としてQG
QSGQCNIWLVGGDCRGWQG（配列番号２３２）；QGQSGQGQQQWCNIWINGGDCRGWNG（配列番号６４
）；PWCMQRQDFLRCPQP（配列番号６５）；QLGLPAYMCTFECLR（配列番号６６）；CNLWVSGGDC
GGLQG（配列番号６７）；SCSLWTSGSCLPHSP（配列番号６８）；YCLQLPHYMQAMCGR（配列番
号６９）；CFLYSCTDVSYWNNT（配列番号７０）；PWCMQRQDYLRCPQP（配列番号７１）；CNLW
ISGGDCRGLAG（配列番号７２）；CNLWVSGGDCRGVQG（配列番号７３）；CNLWVSGGDCRGLRG（
配列番号７４）；CNLWISGGDCRGLPG（配列番号７５）；CNLWVSGGDCRDAPW（配列番号７６）
；CNLWVSGGDCRDLLG（配列番号７７）；CNLWVSGGDCRGLQG（配列番号７８）；CNLWLHGGDCRG
WQG（配列番号７９）；CNIWLVGGDCRGWQG（配列番号８０）；CTTWFCGGDCGVMRG（配列番号
８１）；CNIWGPSVDCGALLG（配列番号８２）；CNIWVNGGDCRSFEG（配列番号８３）；YCLNLP
RYMQDMCWA（配列番号８４）；YCLALPHYMQADCAR（配列番号８５）；CFLYSCGDVSYWGSA（配
列番号８６）；CYLYSCTDSAFWNNR（配列番号８７）；CYLYSCNDVSYWSNT（配列番号８８）；
CFLYSCTDVSYW（配列番号８９）；CFLYSCTDVAYWNSA（配列番号９０）；CFLYSCTDVSYWGDT（
配列番号９１）；CFLYSCTDVSYWGNS（配列番号９２）；CFLYSCTDVAYWNNT（配列番号９３）
；CFLYSCGDVSYWGNPGLS（配列番号９４）；CFLYSCTDVAYWSGL（配列番号９５）；CYLYSCTDG
SYWNST（配列番号９６）；CFLYSCSDVSYWGNI（配列番号９７）；CFLYSCTDVAYW（配列番号
９８）；CFLYSCTDVSYWGST（配列番号９９）；CFLYSCTDVAYWGDT（配列番号１００）；GCNI
WLNGGDCRGWVDPLQG（配列番号１０１）；GCNIWLVGGDCRGWIGDTNG（配列番号１０２）；GCNI
WLVGGDCRGWIEDSNG（配列番号１０３）；GCNIWANGGDCRGWIDNIDG（配列番号１０４）；GCNI
WLVGGDCRGWLGEAVG（配列番号１０５）；GCNIWLVGGDCRGWLEEAVG（配列番号１０６）；GGPA
LCNIWLNGGDCRGWSG（配列番号１０７）；GAPVFCNIWLNGGDCRGWMG（配列番号１０８）；GQQQ
WCNIWINGGDCRGWNG（配列番号１０９）；GKSEFCNIWLNGGDCRGWIG（配列番号１１０）；GTPG
GCNIWANGGDCRGWEG（配列番号１１１）；GASQYCNLWINGGDCRGWRG（配列番号１１２）；GCNI
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WLVGGDCRPWVEGG（配列番号１１３）；GCNIWAVGGDCRPFVDGG（配列番号１１４）；GCNIWLNG
GDCRAWVDTG（配列番号１１５）；GCNIWIVGGDCRPFINDG（配列番号１１６）；GCNIWLNGGDCR
PVVFGG（配列番号１１７）；GCNIWLSGGDCRMFMNEG（配列番号１１８）；GCNIWVNGGDCRSFVY
SG（配列番号１１９）；GCNIWLNGGDCRGWEASG（配列番号１２０）；GCNIWAHGGDCRGFIEPG（
配列番号１２１）；GCNIWLNGGDCRTFVASG（配列番号１２２）；GCNIWAHGGDCRGFIEPG（配列
番号１２３）；GFLENCNIWLNGGDCRTG（配列番号１２４）；GIYENCNIWLNGGDCRMG（配列番号
１２５）；及び／又はGIPDNCNIWINGGDCRYG（配列番号１２６）などの配列を含むマスキン
グ部分が挙げられる。
【０１４６】
　インターロイキン６標的、例えば、インターロイキン６受容体（ＩＬ－６Ｒ）に結合す
る抗体と共に使用するのに好適なマスキング部分としては、制限されることのない例とし
てQGQSGQYGSCSWNYVHIFMDC（配列番号１２７）；QGQSGQGDFDIPFPAHWVPIT（配列番号１２８
）；QGQSGQMGVPAGCVWNYAHIFMDC（配列番号１２９）；YRSCNWNYVSIFLDC（配列番号１３０
）；PGAFDIPFPAHWVPNT（配列番号１３１）；ESSCVWNYVHIYMDC（配列番号１３２）；YPGCK
WNYDRIFLDC（配列番号１３３）；YRTCSWNYVGIFLDC（配列番号１３４）；YGSCSWNYVHIFMDC
（配列番号１３５）；YGSCSWNYVHIFLDC（配列番号１３６）；YGSCNWNYVHIFLDC（配列番号
１３７）；YTSCNWNYVHIFMDC（配列番号１３８）；YPGCKWNYDRIFLDC（配列番号１３９）；
WRSCNWNYAHIFLDC（配列番号１４０）；WSNCHWNYVHIFLDC（配列番号１４１）；DRSCTWNYVR
ISYDC（配列番号１４２）；SGSCKWDYVHIFLDC（配列番号１４３）；SRSCIWNYAHIHLDC（配
列番号１４４）；SMSCYWQYERIFLDC（配列番号１４５）；YRSCNWNYVSIFLDC（配列番号１４
６）；YGSCSWNYVHIFMDC（配列番号１４７）；SGSCKWDYVHIFLDC（配列番号１４８）；YKSC
HWDYVHIFLDC（配列番号１４９）；YGSCTWNYVHIFMEC（配列番号１５０）；FSSCNWNYVHIFLD
C（配列番号１５１）；WRSCNWNYAHIFLDC（配列番号１５２）；YGSCQWNYVHIFLDC（配列番
号１５３）；YRSCNWNYVHIFLDC（配列番号１５４）；NMSCHWDYVHIFLDC（配列番号１５５）
；FGPCTWNYARISWDC（配列番号１５６）；XXsCXWXYvhIfXdC（配列番号１５７）；MGVPAGCV
WNYAHIFMDC（配列番号１５８）；RDTGGQCRWDYVHIFMDC（配列番号１５９）；AGVPAGCTWNYV
HIFMEC（配列番号１６０）；VGVPNGCVWNYAHIFMEC（配列番号１６１）；DGGPAGCSWNYVHIFM
EC（配列番号１６２）；AVGPAGCWWNYVHIFMEC（配列番号１６３）；CTWNYVHIFMDCGEGEGP（
配列番号１６４）；GGVPEGCTWNYAHIFMEC（配列番号１６５）；AEVPAGCWWNYVHIFMEC（配列
番号１６６）；AGVPAGCTWNYVHIFMEC（配列番号１６７）；SGASGGCKWNYVHIFMDC（配列番号
１６８）；MGVPAGCVWNYAHIFMDC（配列番号１６９）；TPGCRWNYVHIFMECEAL（配列番号１７
０）；VGVPNGCVWNYAHIFMEC（配列番号１７１）；PGAFDIPFPAHWVPNT（配列番号１７２）；
RGACDIPFPAHWIPNT（配列番号１７３）；QGDFDIPFPAHWVPIT（配列番号１７４）；XGafDIPF
PAHWvPnT（配列番号１７５）；RGDGNDSDIPFPAHWVPRT（配列番号１７６）；SGVGRDRDIPFPA
HWVPRT（配列番号１７７）；WAGGNDCDIPFPAHWIPNT（配列番号１７８）；WGDGMDVDIPFPAHW
VPVT（配列番号１７９）；AGSGNDSDIPFPAHWVPRT（配列番号１８０）；ESRSGYADIPFPAHWVP
RT（配列番号１８１）；及び／又はRECGRCGDIPFPAHWVPRT（配列番号１８２）などの配列
を含むマスキング部分が挙げられる。
【０１４７】
　いくつかの実施形態において、マスキング部分は、任意の抗体や又は抗体フラグメント
と共に使用するために選択される。例えば、いくつかの実施形態において、マスキング部
分は、非結合立体部分（ＮＢ）又は非結合立体部分のための結合パートナー（ＢＰ）であ
り、前記ＢＰは、活性化可能抗体にＮＢを動員するか、そうでなければ、それを引き付け
る。例えば、いくつかの実施形態において、ＮＢは可溶性の、球状タンパク質である。い
くつかの実施形態において、ＮＢは、血流中を循環するタンパク質である。いくつかの実
施形態において、ＮＢは、アルブミン、フィブリノーゲン、フィブロネクチン、ヘモグロ
ビン、トランスフェリン、免疫グロブリンドメイン、及び他の血清タンパク質から成る群
から選択される。いくつかの実施形態において、ＢＰは、アルブミン結合ペプチド、フィ
ブリノーゲン結合ペプチド、フィブロネクチン結合ペプチドと、ヘモグロビン結合ペプチ
ド、トランスフェリン結合ペプチド、免疫グロブリンドメイン結合ペプチド、及び他の血
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清タンパク質に結合するペプチドから成る群から選択される。いくつかの実施形態におい
て、活性化可能抗体は、切断されていない状態で、以下のようなＮ末端からＣ末端への構
造配置：ＮＢ－ＣＭ－ＡＢ、ＡＢ－ＣＭ－ＮＢ、ＢＰ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＢＰ
を有する。活性化可能抗体がＢＰを含み、且つ、活性化可能抗体が対応するＮＢが存在す
る状況にある実施形態において、活性化可能抗体は、切断されていない状態で、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端への構造配置：ＮＢ：ＢＰ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＢＰ：Ｎ
Ｂを有し、ここで、「：」は相互作用、例えばＮＢとＢＰとの間の結合を表す。いくつか
の実施形態において、活性化可能抗体は、切断されていない状態で、以下のようなＮ末端
からＣ末端への構造配置：ＮＢ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ、ＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－Ｌ
Ｐ１－ＮＢ、ＢＰ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＢＰ
を有する。活性化可能抗体がＢＰを含み、且つ、活性化可能抗体が対応するＮＢが存在す
る状況にある実施形態において、活性化可能抗体は、切断されていない状態で、以下のよ
うなＮ末端からＣ末端への構造配置：ＮＢ：ＢＰ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ
－ＬＰ２－ＣＭ－ＬＰ１－ＢＰ：ＮＢを有し、ここで、「：」は相互作用、例えばＮＢと
ＢＰとの間の結合を表す。
【０１４８】
　本明細書に提供される複合活性化可能抗体は、切断可能部分を含む。いくつかの実施形
態において、切断可能部分は、プロテアーゼ、通常細胞外プロテアーゼのための基質であ
るアミノ酸配列を含む。適切な基質は、種々の既知技法のいずれかを用いて同定される。
例えば、ペプチド基質は、Daughertyらによる米国特許第７，６６６，８１７号に記載さ
れる方法を用いて同定され、前記特許の内容は、その全体を参照により本明細書に援用す
る（また、Boulware et al. “Evolutionary optimization of peptide substrates for 
proteases that exhibit rapid hydrolysis kinetics.” Biotechnol Bioeng. 106.3 (20
10): 339-46も参照のこと）。
【０１４９】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、特異的プロテアーゼと共に使用するために選択
される。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＡＤＡＭ１７、ＢＭＰ－１、カテプシン
などのシステインプロテアーゼ、ＨｔｒＡ１、レグミン、マトリプターゼ（ＭＴ－ＳＰ１
）、マトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）、好中球エラスターゼ、ＴＭＰＲＳＳ３
又はＴＭＰＲＳＳ４などのＴＭＰＲＳＳ、トロンビン、及びｕ型プラスミノーゲン活性化
因子（ｕＰＡ、ウロキナーゼとも呼ばれる）から成る群から選択される少なくとも１つの
プロテアーゼのための基質である。
【０１５０】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＡＤＡＭ１７のための基質である。いくつかの
実施形態において、ＣＭは、ＢＭＰ－１のための基質である。いくつかの実施形態におい
て、ＣＭは、カテプシンのための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、シ
ステインプロテアーゼのための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、Ｈｔ
ｒＡ１のための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、レグミンのための基
質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＭＴ－ＳＰ１のための基質である。い
くつかの実施形態において、ＣＭは、ＭＭＰのための基質である。いくつかの実施形態に
おいて、ＣＭは、好中球エラスターゼのための基質である。いくつかの実施形態において
、ＣＭは、トロンビンのための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＴＭ
ＰＲＳＳのための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＴＭＰＲＳＳ３の
ための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＴＭＰＲＳＳ４のための基質
である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ｕＰＡのための基質である。
【０１５１】
　いくつかの実施形態において、切断可能部分は、特異的プロテアーゼ、例えば、活性化
可能抗体の標的と共存することが知られているプロテアーゼと共に使用するために選択さ
れる。例えば、開示の活性化可能抗体において使用するための好適な切断可能部分として
は、配列TGRGPSWV（配列番号１８３）；SARGPSRW（配列番号１８４）；TARGPSFK（配列番
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号１８５）；LSGRSDNH（配列番号１８６）；GGWHTGRN（配列番号１８７）；HTGRSGAL（配
列番号１８８）；PLTGRSGG（配列番号１８９）；AARGPAIH（配列番号１９０）；RGPAFNPM
（配列番号１９１）；SSRGPAYL（配列番号１９２）；RGPATPIM（配列番号１９３）；RGPA
（配列番号１９４）；GGQPSGMWGW（配列番号１９５）；FPRPLGITGL（配列番号１９６）；
VHMPLGFLGP（配列番号１９７）；SPLTGRSG（配列番号１９８）；SAGFSLPA（配列番号１９
９）；LAPLGLQRR（配列番号２００）；SGGPLGVR（配列番号２０１）；及び／又はPLGL（
配列番号２０２）が挙げられる。
【０１５２】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、少なくとも１つのマトリックスメタロプロテア
ーゼ（ＭＭＰ）のための基質である。ＭＭＰの例としては、ＭＭＰ１；ＭＭＰ２；ＭＭＰ
３；ＭＭＰ７；ＭＭＰ８；ＭＭＰ９；ＭＭＰ１０；ＭＭＰ１１；ＭＭＰ１２；ＭＭＰ１３
；ＭＭＰ１４；ＭＭＰ１５；ＭＭＰ１６；ＭＭＰ１７；ＭＭＰ１９；ＭＭＰ２０；ＭＭＰ
２３；ＭＭＰ２４；ＭＭＰ２６；及びＭＭＰ２７が挙げられる。いくつかの実施形態にお
いて、ＣＭは、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１４、ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＭＭＰ１３、ＭＭＰ１７、
ＭＭＰ１１、及びＭＭＰ１９のための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは
、ＭＭＰ７のための基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＭＭＰ９のため
の基質である。いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＭＭＰ１４のための基質である。
いくつかの実施形態において、ＣＭは、２以上のＭＭＰのための基質である。いくつかの
実施形態において、ＣＭは、少なくともＭＭＰ９及びＭＭＰ１４のための基質である。い
くつかの実施形態において、ＣＭは、同じＭＭＰのための２以上の基質を含む。いくつか
の実施形態において、ＣＭは、少なくとも２以上のＭＭＰ９基質を含む。いくつかの実施
形態において、ＣＭは、少なくとも２以上のＭＭＰ１４基質を含む。
【０１５３】
　いくつかの実施形態において、ＣＭは、ＭＭＰのための基質であり、且つ、配列ＩＳＳ
GLLSS（配列番号１４）；QNQALRMA（配列番号１５）；AQNLLGMV（配列番号１６）；STFPF
GMF（配列番号１７）；PVGYTSSL（配列番号１８）；DWLYWPGI（配列番号１９）；MIAPVAY
R（配列番号２０）；RPSPMWAY（配列番号２１）；WATPRPMR（配列番号２２）；FRLLDWQW
（配列番号２３）；LKAAPRWA（配列番号２４）；GPSHLVLT（配列番号２５）；LPGGLSPW（
配列番号２６）；MGLFSEAG（配列番号２７）；SPLPLRVP（配列番号２８）；RMHLRSLG（配
列番号２９）；LAAPLGLL（配列番号３０）；AVGLLAPP（配列番号３１）；LLAPSHRA（配列
番号３２）；PAGLWLDP（配列番号３３）；及び／又はISSGLSS（配列番号１５９）を含む
。
【０１５４】
　いくつかの実施形態において、開示の複合活性化可能抗体における使用のための活性化
可能抗体は、組換えＤＮＡ技術や真核又は原核生物種での発現を使用することで合成によ
って作製されてもよい。マスキング部分であるリンカー配列（切断可能部分（ＣＭ）及び
抗体鎖（Ｈ鎖若しくはＬ鎖）を含み得る）をコードするｃＤＮＡは、５’から３’に向か
う（翻訳産物のＮ末端からＣ末端に向かう）配列に接続されて、核酸構築物を作り出し、
そしてそれは、従来の抗体発現工程に従って活性化可能抗体タンパク質として発現される
。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、ＣＭ－抗体を発現し、次に、該タン
パク質のＮ末端又はその付近にマスクを化学的に結合することによって、半合成的に製造
され得る。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、抗体を発現し、次に、切断
されていない状態にある活性化可能抗体が、以下のようなＮ末端からＣ末端への構造配置
：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有するように、該タンパク質のＮ末端又はそ
の付近に化学的にマスク及びＣＭを結合することによって製造され得る。
【０１５５】
　本明細書中に記載した複合活性化可能抗体はまた、活性化可能抗体に複合化された剤を
含む。いくつかの実施形態において、複合化される剤は、抗悪性腫瘍薬などの治療剤であ
る。いくつかの実施形態において、剤は、活性化可能抗体内の抗体又は抗原結合フラグメ
ントのスルフヒドリル基に結合される。いくつかの実施形態において、剤は、チオール含
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うに設計される。
【０１５６】
　いくつかの実施形態において、剤は、細胞毒性剤、例えば毒素（例えば、細菌、菌類、
植物又は動物起源の酵素的活性毒素、若しくはそのフラグメント）、又は放射性同位体（
すなわち、放射性複合体）である。適切な細胞毒性剤は、例えば、表４に列挙される細胞
毒性剤のいずれかである。
【０１５７】
　いくつかの実施形態において、剤は、チオール含有剤である。いくつかの実施形態にお
いて、剤は、１若しくは複数のチオール基を含むように設計される。いくつかの実施形態
において、剤は、微小管阻害剤である。いくつかの実施形態において、剤は、ドラスタチ
ン又はその誘導体（例えば、アウリスタチンＥ、ＡＦＰ、ＭＭＡＦ、ＭＭＡＥ、ＭＭＡＤ
、ＤＭＡＦ、ＤＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤は、モノメチルアウリ
スタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。いくつかの実施形態において、剤は、モノメチルアウリ
スタチンＤ（ＭＭＡＤ）である。いくつかの実施形態において、剤は、マイタンシノイド
又はマイタンシノイド誘導体である。いくつかの実施形態において、剤は、ＤＭ１又はＤ
Ｍ４である。いくつかの実施形態において、剤は、核酸損傷剤である。いくつかの実施形
態において、剤は、デュオカルマイシン又はその誘導体である。いくつかの実施形態にお
いて、剤は、カリケアマイシン又はその誘導体である。
【０１５８】
　いくつかの実施形態において、剤は、マレイミドカプロイル－バリン－シトルリンリン
カー又はマレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリンリンカーを使用してＡＢに接続される。
いくつかの実施形態において、剤は、マレイミドカプロイル－バリン－シトルリンリンカ
ーを使用してＡＢに接続される。いくつかの実施形態において、剤は、マレイミドＰＥＧ
－バリン－シトルリンリンカーを使用してＡＢに接続される。いくつかの実施形態におい
て、剤は、マレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボ
ニルリンカーを使用してＡＢに接続されたモノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）であ
り、このリンカーペイロード構築物は本明細書中で「ｖｃ－ＭＭＡＤ」と呼ばれる。いく
つかの実施形態において、剤は、マレイミドＰＥＧ－バリン－シトルリン－パラ－アミノ
ベンジルオキシカルボニルリンカーを使用してＡＢに接続されたモノメチルアウリスタチ
ンＥ（ＭＭＡＥ）であり、このリンカーペイロード構築物は本明細書中で「ｖｃ－ＭＭＡ
Ｅ」と呼ばれる。ｖｃ－ＭＭＡＤ及びｖｃ－ＭＭＡＥの構造物は、以下に示されている：
　ｖｃ－ＭＭＡＤ：
【化１】

　ｖｃ－ＭＭＡＥ：
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【化２】

【０１５９】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供された組成物及び方法に加えて、複合
活性化可能抗体もまた、活性化可能抗体配列に挿入されたか、そうでなければ、含まれる
修飾されたアミノ酸配列を通して部位－特異的結合のために修飾され得る。それらの修飾
されたアミノ酸配列は、複合活性化可能抗体内の結合された剤の制御された配置及び／又
は投与を可能にするよう企画される。例えば、活性化可能抗体は、反応性チオ基を提供し
、そして抗原結合を変更しないで、タンパク質折り畳み及びアッセンブリーに負の影響を
及ぼさない、Ｌ及びＨ鎖上の位置でのシステイン置換を含むよう構築され得る。いくつか
の実施形態において、活性化可能抗体は、結合のための適切な部位を提供するために活性
化可能抗体内に１若しくは複数の非天然アミノ酸残基を含むか、そうでなければ、導入す
るよう構築され得る。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、活性化可能抗体
配列内に酵素的に活性化可能ペプチド配列を含むかそうでなければ、導入するよう構築さ
れ得る。
【０１６０】
　いくつかの実施形態において、剤は、検出可能部分、例えば標識又は他のマーカーであ
る。例えば、剤は、放射性標識されたアミノ酸、マークされたアビジンにより検出され得
る１若しくは複数のビオチニル部分（例えば、光学的又は熱量測定方法により検出され得
る蛍光マーカー又は酵素活性を含むストレプタビジン）、１若しくは複数の放射性同位体
又は放射性核種、１若しくは複数の蛍光標識、１若しくは複数の酵素標識、及び／又は１
若しくは複数の化学発光剤であるか、又は含む。いくつかの実施形態において、検出可能
部分は、スペーサー分子により結合される。
【０１６１】
　使用され得る酵素的活性の毒素及びそのフラグメントは、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア
トキシンの非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（シュードモナス・アエルギノサ（Pseu
domonas aeruginosaからの）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、α－サルシン
、アレウリテス・フォルジ（Aleurites fordii）タンパク質、ジアンチンタンパク質、フ
ァイトラカ・アメリカナ（Phytolaca americana）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及
びＰＡＰ－Ｓ）、ゴーヤ（Momordica charantia）阻害剤、クルシン、クロチン、サパオ
ナリア・オフィシナリス（Sapaonaria officinalis）阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン、レ
ストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン及びトリコテセンを包含する。種々の放
射性核種は、放射性複合化抗体の製造のために利用できる。例としては、２１２Ｂｉ、１
３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅを挙げることができる。
【０１６２】
　抗体及び剤の結合は、種々の二官能性タンパク質－カップリング剤、例えばＮ－スクシ
ンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオ
ラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピミデートＨＣ
ｌ）、活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベート）、アルデヒド（例えば、グ
ルタルアルデヒド）、ビス－アジド誘導体（例えば、ビス－（ｐ－アジドベンゾイル）ヘ
キサンジアミン）、ビス－ジアゾニウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベン
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ゾイル）エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えば、トルエン２，６－ジイソシア
ネート）、及びビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニト
ロベンゼン）を用いて製造される。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta et al., Scienc
e 238: 1098 (1987)に記載のようにして調製され得る。炭素－１４－標識された１－イソ
チオシアネートベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は
、抗体への放射性核種の結合のための典型的なキレート剤である（ＷＯ９４／１１０２６
を参照のこと）。
【０１６３】
　当業者は、多くの種類の可能性ある部分が、本発明の得られる抗体に結合され得ること
を理解するであろう（例えば、"Conjugate Vaccines", Contributions to Microbiology 
and Immunology, J. M. Cruse and R. E. Lewis, Jr (eds), Carger Press, New York, (
1989)を参照のこと；それらの全内容は、参照により本明細書に援用される）。
【０１６４】
　表４は、本明細書に記載される発明に使用され得る典型的な医薬剤のいくつかを列挙す
るが、但しそれらだけに限定するものではない。
　表４：複合化のための代表的な医薬剤
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【表４－２】

【０１６５】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に提供された組成物及び方法に加えて、複合
活性化可能抗体はまた、抗体及び他の部分がそれらのそれぞれの活性をできるだけ長く保
持するよう、それらの２つの分子を結合するであろういずれかの化学反応を使用してカッ
プリングされ得る。この結合は、多くの化学機構、例えば共有結合、親和性結合、インタ
ーカレーション、コーディネート結合及び複合体化を包含する。いくつかの実施形態にお
いて、結合は、共有結合である。共有結合は、存在する側鎖の直接的縮合により、又は外
部架橋分子の組込みにより達成され得る。多くの二価又は多価結合剤が、タンパク質分子
、例えば本発明の活性化可能抗体の他の分子へのカップリングにおいて有用である。例え
ば、代表的なカップリング剤は、有機化合物、例えばチオエステル、カルボジイミド、ス
クシンイミドエステル、ジイソシアネート、グルタルアルデヒド、ジアゾベンゼン及びヘ
キサメチレンジアミンを包含することができる。この列挙は、当業界において知られてい
る種々の種類のカップリング剤を網羅することを意図するものではなく、むしろ、より一
般的なカップリング剤の例である（Killen and Lindstrom, Jour. Immun. 133:1335-2549
 (1984); Jansen et al., Immunological Reviews 62:185-216 (1982); 及びVitetta et 
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al., Science 238:1098 (1987)を参照のこと）。
【０１６６】
　好適なリンカーは、文献に記載されている（例えば、ＭＢＳ（Ｍ－マレイミドベンゾイ
ル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）の使用を記載する、Ramakrishnan, S. et 
al., Cancer Res. 44:201-208 (1984)を参照のこと）。また、オリゴペプチドリンカーに
より抗体に結合されるハロゲン化されたアセチルヒドラジド誘導体の使用を記載する米国
特許第５，０３０，７１９号を参照のこと。好適なリンカーは、次のものを包含する：（
ｉ）ＳＭＰＴ（４－スクシンイミジルオキシカルボニル－α－メチル－α－（２－ピリジ
ル－ジチオ）－トルエン（Pierce Chem. Co.、カタログ番号（２１５５８Ｇ）；（ｉｉ）
ＳＰＤＰ（スクシンイミジル－６［３－（２－ピリジルジチオ）プロピオンアミド］ヘキ
サノエート（Pierce Chem. Co.、カタログ番号２１６５Ｇ）及び（ｉｉｉ）スルホ－ＬＣ
－ＳＰＤＰ（スルホスクシンイミジル６［３－（２－ピリジルジチオ）－プロピオンアミ
ド］ヘキサノエート（Pierce Chem. Co.、カタログ番号２１６５－Ｇ）。追加のリンカー
としては、これだけに限定されるものではないが、ＳＭＣＣ、スルホ－ＳＭｑＣＣ、ＳＰ
ＤＢ、又はスルホ－ＳＰＤＢが挙げられる。
【０１６７】
　上記リンカーは、異なった属性を有し、従って異なった物理化学的特性を有する複合体
を導く成分を含む。例えば、リンカーＳＨＰＴは、立体的ヒンダードジスルフィド結合を
含み、そして高められた安定性を有する複合体を形成することができる。ジスルフィド結
合はインビトロで切断され、低い利用可能な複合体をもたらすので、そのジスルフィド結
合は一般的に、他の結合よりも低い安定性である。
【０１６８】
　試薬ＥＤＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩
は、カルボン酸、及び第一又第ニ級アミンから出発して、カルボキサミドを作成するため
に有用である。従って、ＥＤＣは、リンカー又は毒素におけるカルボン酸と抗体における
リシン残基とを連結するために、又はリンカー又は毒素におけるアミンと抗体におけるア
スパラギン酸又はグルタミン酸とを連結するために使用され得る。ＥＤＣを用いるそのよ
うな結合反応は、ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）又はスルホ－ＮＨＳ（Ｎ－ヒ
ドロキシ－３－オキシスルホニルスクシンイミド）の添加により増強され得る。そのよう
な結合反応へのＮＨＳ又はスルホ－ＮＨＳの添加は、結合反応の速度、完全性、選択性及
び／又は再現性を増強することができる。
【０１６９】
　いくつかの実施形態において、リンカーは切断可能である。いくつかの実施形態におい
て、リンカーは非切断可能である。いくつかの実施形態において、複数のリンカーが存在
する。それらの複数のリンカーは、すべて同じであり、例えば切断可能か又は非切断可能
であるか、又はそれらの複数のリンカーは異なっており、例えば少なくとも１つは切断可
能であり、そして少なくとも１つは非切断可能である。
【０１７０】
　本明細書中に提供された組成物及び方法に加えて、複合活性化可能抗体はまた、ＡＢへ
の剤の結合、すなわち（ａ）ＡＢの炭水化物部分への結合、又は（ｂ）ＡＢのスルフヒド
リル基への結合、又は（ｃ）ＡＢのアミノ基への結合、又は（ｄ）ＡＢのカルボキシレー
ト基への結合のためのいくつかの方法のいずれかを利用する。本発明によれば、ＡＢは、
少なくとも２種の反応性基（１つはＡＢと反応し、そして１つは剤と反応する）を有する
中間リンカーを通して剤に共有結合され得る。任意の適合性有機化合物を含むことができ
るリンカーが選択され、結果的に、ＡＢ（又は剤）との反応はＡＢ反応性及び選択性に悪
影響を及ぼさない。さらに、剤へのリンカーの結合は、剤の活性を破壊しない。酸化され
た抗体又は酸化された抗体フラグメントとの反応のための適切なリンカーは、第一級アミ
ン、第二級アミン、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシルアミン、フェニルヒドラジン
、セミカルバジド及びチオセミカルバジド基から成る群から選択されるアミンを含むそれ
らのリンカーを包含する。そのような反応性官能基は、リンカーの構造の一部として存在
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することができ、又はそのような基を含まないリンカーの適切な化学変性により導入され
得る。
【０１７１】
　本発明によれば、還元されたＡＢへの結合のための適切なリンカーは、還元された抗体
又はフラグメントのスルフヒドリル基と反応できる一定の反応性基を有するそれらのリン
カーを包含する。そのような反応性基は、次のものを包含するが、但しそれらだけには限
定されない：反応性ハロアルキル基（例えば、ハロアセチル基を包含する）、ｐ－マーキ
ュリーベンゾエート基、及びマイケル型付加反応できる基（例えば、maleimides and gro
ups of the type described by Mitra and Lawton, 1979, J. Amer. Chem. Soc. 101: 30
97-3110により記載されるタイプの基を包含する）。
【０１７２】
　本発明によれば、酸化も、還元もされていないＡＢへの結合のための適切なリンカーは
、ＡＢにおける修飾されていないリシン残基に存在する第一級アミノ基と反応できる一定
の官能基を有するそれらのリンカーを包含する。そのような反応性基は、次のものを包含
するが、但しそれらだけには限定されない：ＮＨＳカルボン酸又は炭酸エステル、スルホ
－ＮＨＳカルボン酸又は炭酸エステル、４－ニトロフェニルカルボン酸又は炭酸エステル
、ペンタフルオロフェニルカルボン酸又は炭酸エステル、アシルイミダゾール、イソシア
ネート及びイソチオシアネート。
【０１７３】
　本発明によれば、酸化も又は還元もされていないＡＢへの結合のための適切なリンカー
は、適切な試薬により活性化された、Ａｂにおけるアスパラギン酸又はグルタミン酸残基
に存在するカルボン酸基と反応できる一定の官能基を有するそれらのリンカーを包含する
。適切な活性化試薬は、ＮＨＳ又はスルホ－ＮＨＳを添加されているか又は添加されてい
ないＥＤＣ、及びカルボキシアミド形成のために利用される他の脱水剤を含む。それらの
場合、適切なリンカーに存在する官能基は、第一及び第ニ級アミン、ヒドラジン、ヒドロ
キシルアミン、及びヒドラジドを包含する。
【０１７４】
　剤は、リンカーがＡＢに結合される前又はその後、リンカーに結合され得る。ある種の
用途によれば、リンカーが関連する剤を有さないＡＢ－リンカー中間体を、まず生成する
ことが所望される。特定の用途に依存して、特定の剤がリンカーに共有結合され得る。い
くつかの実施形態において、ＡＢはまず、ＭＭ、ＣＭ、及び関連リンカーに結合され、そ
して次に、結合目的のためのリンカーに結合される。
【０１７５】
　分枝（branched）リンカー：特定の実施形態において、剤の結合のための複数の部位を
有する分枝リンカーが使用される。複数部位リンカーに関しては、ＡＢへの単一の共有結
合が、多くの部位で剤を結合できるＡＢ－リンカー中間体をもたらす。部位はアデヒド又
はスルフヒドリル基、又は剤が結合され得るいずれかの化学部位であり得る。
【０１７６】
　　いくつかの実施形態において、より高い比活性（又はＡＢに対する剤のより高い比率
）が、ＡＢ上の複数部位での単一部位リンカーの結合により達成され得る。この複数部位
は、２種の方法のいずれかによりＡＢ中に導入され得る。最初の方法は、同じＡＢに複数
のアルデヒド基及び／又はスルフヒドリル基を生成することができる。第２の方法は、リ
ンカーへの続く結合のための複数の官能部位を有する「分枝リンカー」を、ＡＢのアルデ
ヒド又はスルフヒドリル基に結合することができる。分枝リンカー又は複数部位リンカー
中の官能部位は、アルデヒド又はスルフヒドリル基であり得、又はリンカーが結合され得
るいずれかの化学部位であり得る。さらに高い比活性が、それらの２つのアプロ－チを組
合すことにより、すなわちＡＢ上のいくつかの部位で複数部位リンカーを結合することに
より得られる。
【０１７７】
　切断可能リンカー：補体系の酵素、例えばウロキナーゼ、組織プラスミノーゲン活性化
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因子、トリプシン、プラスミン、又はタンパク質分解活性を有する別の酵素（但し、それ
らだけには限定されない）による分解に対して敏感であるペプチドリンカーは、本発明の
１つの実施形態に使用され得る。本発明の１つの方法によれば、剤は、補体による切断に
対して感受性のリンカーを介して結合される。抗体は、補体を活性化できる種類から選択
される。従って、抗体－剤複合体は、補体カスケードを活性化し、そして標的部位で剤を
開放する。本発明の別の方法によれば、剤は、タンパク質分解活性を有する酵素、例えば
ウロキナーゼ、組織プラスミノーゲン活性因子、プラスミン又はトリプシンによる切断に
対して感受性のリンカーを介して結合される。それらの切断可能リンカーは、細胞外毒素
、例えば非制限的例によれば、表４に示される細胞外毒素のいずれかを含む複合活性化可
能抗体において有用である。
【０１７８】
　切断可能リンカー配列の非制限的例が、表５に提供される。
　表５：複合化のための代表的なリンカー配列
【表５】

【０１７９】
　さらに、剤は、ジスルフィド結合（例えば、システイン分子上のジスルフィド結合）を
介してＡＢに結合され得る。多くの腫瘍は自然に高レベルのグルタチオン（還元剤）を放
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出するので、これはジスルフィド結合を還元し、続いて、送達の部位で剤を開放する。一
定の特定の実施形態において、ＣＭを修飾する還元剤はまた、複合活性化可能抗体のリン
カーも修飾するであろう。
【０１８０】
　スペーサー要素及び切断可能要素：いくつかの実施形態において、剤と、活性化可能抗
体のＡＢとの間の空間を最適化するような手段でリンカーを構築することが必要である。
これは、下記一般構造のリンカーの使用により達成され得る：
　Ｗ－（ＣＨ2）ｎ－Ｑ
　ここで、Ｗは、－ＮＨ－ＣＨ2－又は－ＣＨ2－のいずれかであり；
　Ｑは、アミノ酸、ペプチドであり；そして
　ｎは、０～２０の整数である。
【０１８１】
　いくつかの実施形態において、リンカーは、スペーサー要素及び切断可能要素を含むこ
とができる。スペーサー要素は、ＡＢのコアーから離れて切断可能要素を配置するのに役
立ち、結果的に、切断可能要素は切断を担当できる酵素により接近できる。上記に記載さ
れる特定の分枝リンカーがスペーサー要素として役立つことができる。
【０１８２】
　この議論を通して、剤へのリンカー（又は切断可能要素へのスペーサー要素の、又は剤
への切断可能要素の）の結合は、結合又は反応の特定の様式によって達成される必要はな
い。適切な安定性及び生物学的適合性の生成物を提供するいずれかの反応が許容される。
【０１８３】
　血清補体及びリンカーの選択：本発明の１つの方法によれば、剤の放出が所望される場
合、補体を活性化できる種類の抗体であるＡＢが使用される。得られる複合体は、抗原を
結合し、そして補体カスケードを活性化する両能力を保持する。従って、本発明の実施形
態において、剤は、切断可能リンカー又は切断可能要素の一端に連結され、そしてリンカ
ー基の他端はＡＢ上の特定部位に結合される。例えば、剤がヒドロキシ基又はアミノ基を
有する場合、それは、それぞれエステル又はアミド結合を介して、ペプチド、アミノ酸又
は他の適切に選択されたリンカーのカルボキシ末端に結合され得る。例えば、そのような
剤は、カルボジイミド反応を介してリンカーペプチドに結合され得る。剤がリンカーへの
結合を干渉する官能基を含む場合、それらの干渉性官能基は、結合の前、ブロックされ得
、そして生成物の複合体又は中間体が製造されると、ブロック解除される。次に、リンカ
ーの反対又はアミノ末端が直接的に、又は補体を活性化できるＡＢへの結合のためにさら
なる修飾の後、使用される。
【０１８４】
　リンカー（又はリンカーのスペーサー要素）は任意の所望する長さのものであり得、そ
の一端は、活性化可能抗体のＡＢ上の特定部位に共有結合され得る。リンカー又はスペー
サー要素の他端は、アミノ酸又はペプチドリンカーに結合され得る。
【０１８５】
　従って、それらの複合体が補体の存在下で抗原に結合する場合、リンカーに剤を結合す
るアミド又はエステル結合が切断され、その活性形での剤の放出がもたらされる。それら
の複合体は、対象に投与される場合、標的部位で剤の送達及び放出を達成し、そして表１
に提供されるように（但し、それらに限定されない）、医薬剤、抗生物質、代謝拮抗剤、
抗増殖剤及び同様のもののインビボ送達のために、特に効果的である。
【０１８６】
　補体活性化を伴わない放出のためのリンカー：標的化された送達のさらなる別の用途に
よれば、補体活性化を伴わない剤の放出が、補体カスケードの活性化は究極的には標的細
胞を溶解するので、所望される。従って、このアプローチは、剤の送達及び放出が標的細
胞を殺さないで達成される場合、有用である。細胞メディエーター、例えばホルモン、酵
素、コルチコステロイド、神経達成物質、遺伝子又は酵素の標的細胞への送達が所望され
る、そのような場合が、目標である。それらの複合体は、血清プロテアーゼによる切断に
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対して軽度に影響を受けるリンカーを介して、補体を活性化できないＡＢへの剤の結合に
より調製され得る。この複合体が個人に投与される場合、抗原－抗体複合体はすばやく形
成するが、ところが剤の切断はゆっくり生じ、従って標的部位での化合物の放出がもたら
される。
【０１８７】
　生化学的クロスリンカー：いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、一定の生
化学的クロスリンカーを用いて、１若しくは複数の治療剤に結合され得る。架橋試薬は、
２種の異なった分子の官能基を一緒に結びつける分子架橋を形成する。２種の異なったタ
ンパク質を段階的に連結するためには、所望しないホモポリマー形成を排除するヘテロ二
官能性クロスリンカーが使用され得る。
【０１８８】
　リソソームプロテアーゼにより切断できるペプチジルリンカー、例えばＶａｌ－Ｃｉｔ
、Ｖａｌ－Ａｌａ、又は他のジペプチドがまた有用である。さらに、リソソームの低－ｐ
Ｈ環境下で切断できる酸－不安定性リンカー、例えば、ビス－シアリルエーテルが使用さ
れ得る。他の適切なリンカーは、カテプシン－不安定性基質、特に酸性ｐＨで最適な機能
を示すそれらのものを包含する。
【０１８９】
　代表的なヘテロ二官能性架橋剤が表６に参照される。
　表６：代表的なヘテロ二官能性架橋剤
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【表６】

【０１９０】
　非切断可能リンカー又は直接的結合：本発明のいくつかの実施形態において、複合体は
、剤が標的に送達するが、しかし放出されないよう企画され得る。これは、直接的に、又
は非切断可能リンカーを介して、ＡＢに剤を結合することにより達成され得る。
【０１９１】
　それらの非切断可能リンカーは、続いて、本明細書に記載される方法によりＡＢへの結
合において利用され得る官能基を含むよう修飾され得る、アミノ酸、ペプチド、Ｄ－アミ
ノ酸又は他の有機化合物を包含することができる。そのような有機リンカーのための一般
式は、下記式であり得る：
　Ｗ－（ＣＨ2）ｎ－Ｑ
　ここで、Ｗは、－ＮＨ－ＣＨ2－又は－ＣＨ2－のいずれかであり；
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　Ｑは、アミノ酸、ペプチドであり；そして
　ｎは、０～２０の整数である。
【０１９２】
　非切断可能複合体：いくつかの実施形態において、化合物は、補体を活性化しないＡＢ
に結合され得る。補体活性化できないＡＢを用いる場合、この結合は、活性化された補体
による切断に対して敏感であるリンカー、又は活性化された補体による切断に対して敏感
ではないリンカーを用いて、達成され得る。
【０１９３】
　還元剤
　還元剤：開示の組成物及び方法における使用に好適な還元剤の例としては、制限される
ことのない例として、ＢＭＳ（ビス（２－メルカプトエチル）スルフォン）、システアミ
ン、システイン、ＤＭＨ（ジメチル－ビス－メルカプトアセチルヒドラジン）、ＤＴＢＡ
（ジチオブチルアミン）、ＤＴＴ（ジチオトレイトール）、ＧＩＬＴ（酵素的還元のため
のガンマインターフェロン誘導性リソソームチオールレダクターゼ）、グルタチオン、β
－メルカプトエタノール、ＭＥＡ（２－メルカプトエチルアミン）、ピリジン－２－チオ
ン、水素化ホウ素ナトリウム、ホスホロチオ酸ナトリウム、ＴＣＥＰ（（トリス（２－カ
ルボキシエチル）ホスフィン））、及びチオプロピル－アガロースが挙げられる。いくつ
かの実施形態において、還元剤は、ＤＴＴ、β－メルカプトエタノール又はＴＣＥＰであ
る。
【０１９４】
　本明細書中に提供した試験では、還元剤ＴＣＥＰ（トリス（２－カルボキシエチル）ホ
スフィン）を使用し、それは以下の構造を有する：
【化３】

【０１９５】
　ＴＣＥＰは、タンパク質内やタンパク質間のジスルフィド結合を切断する還元剤として
使用されることが多い。ＴＣＥＰは非常に選択的であり、且つ、タンパク質内に見られる
他の官能基に対して反応しない。ＴＣＥＰは、埋没しているジスルフィドと反応しない。
【０１９６】
　この目的のために使用される他の２種類の最も一般的な剤（ＤＴＴ及びβ－メルカプト
エタノール）と比較して、ＴＣＥＰは、無臭であり、より強力な還元剤であり、不可逆的
な還元剤であり、より親水性であり、及び空気中での酸化に対してより耐性であるという
利点を有する。ＤＴＴと異なって、ＴＣＥＰは、アルカリ性条件と酸性条件の両方で活性
である。ＴＣＥＰは、マレイミドを用いてシステイン残基を標識する場合に、特に有用で
ある。ＴＣＥＰは、システインがジスルフィド結合を形成するのを防ぐので、ＤＴＴやβ
－メルカプトエタノールと異なって、ＴＣＥＰは、簡単にはマレイミドと反応しない。
【０１９７】
　還元剤対活性化可能抗体の比は、活性化可能抗体によって異なる。いくつかの実施形態
において、還元剤対活性化可能抗体の比は、約２０：１～１：１、約１０：１～１：１、
約９：１～１：１、約８：１～１：１、約７：１～１：１、約６：１～１：１、約５：１
～１：１、約４：１～１：１、約３：１～１：１、約２：１～１：１、約２０：１～１：
１．５、約１０：１～１：１．５、約９：１～１．５、約８：１～１：１．５、約７：１
～１：１．５、約６：１～１：１．５、約５：１～１：１．５、約４：１～１：１．５、
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約３：１～１：１．５、約２：１～１：１．５、約１．５：１～１：１．５、又は約１：
１～１：１．５の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約５：１～１：１
の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約５：１～１．５：１の範囲内に
ある。いくつかの実施形態において、比は、約４：１～１：１の範囲内にある。いくつか
の実施形態において、比は、約４：１～１．５：１の範囲内にある。いくつかの実施形態
において、比は、約８：１～約１対１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比
は、約２．５：１～１：１の範囲内にある。
【０１９８】
　定義：
　特にことわらない限り、本発明に関連して使用される科学用語及び技術用語は、当業者
により通常理解される意味を有するであろう。さらに、特に必要とされない限り、単数形
の用語は複数を含むものとし、そして複数形は単数を含むものとする。一般的に、本明細
書に記載される細胞及び組織培養物、分子生物学、及びタンパク質及びオリゴ－又はポリ
ヌクレオチド化学及びハイブリダイゼーションに関連して使用される命名法及びそれらの
技法は、当業者に良く知られており、そして当業界において通常使用される。標準技法が
、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、及び組織培養及び形質転換（例えば、エレク
トロポレーション、リポフェクション）について使用される。酵素反応及び精製技法は、
製造業者の規格に従って、又は当業界において通常達成されるようにして、又は本明細書
に記載されるようにして、実施される。前述の技法及び手順は、当業界において良く知ら
れている従来の方法に従って、及び本明細書を通して引用され、そして論じられる種々の
一般的及び特定の参照に記載のようにして、一般的に実施される。例えば、Sambrook et 
al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laborator
y Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989))を参照のこと。本明細書に記載される分析
化学、合成有機化学、及び医学及び薬化学に関連して使用される命名法、及び実験手順及
び技法は、当業者に良く知られており、そして当業界において通常使用される。標準技法
が、化学合成、化学分析、医薬調製、配合、及び送達、及び患者の治療のために使用され
る。
【０１９９】
　本開示に従って使用される場合、次の用語が、特にことわらない限り、次の意味を有す
ることが理解されるであろう。
【０２００】
　本明細書において使用される場合、用語「抗体」とは、免疫グロブリン分子、及び免疫
グロブリン（Ｉｇ）分子の免疫学的活性部分、すなわち抗原を特異的に結合する（抗原と
免疫反応する）抗原結合部位を含む分子を言及する。「特異的に結合する」又は「免疫反
応する」又は「免疫特異的に結合する」とは、抗体が所望する抗原の１若しくは複数の抗
原決定因子と反応し、そして他のポリペプチドと反応せず、そしてより低い親和性（Ｋd

＞１０－６）で結合しないことを意味する。抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、
キメラ、ドメイン抗体、単鎖、Ｆａｂ，及びＦ（ａｂ’）２フラグメント、ｓｃＦｖｓ、
及びＦａｂ発現ライブラリーを包含するが、但しそれらだけには限定されない。
【０２０１】
　基本的な抗体構造単位は、テトラマーを含むことが知られている。各テトラマーは、同
一の２対のポリペプチド鎖から構成され、各対は１つの「Ｌ鎖」（約２５ｋＤａ）及び１
つの「Ｈ鎖」（約５０－７０ｋＤａ）を有する。各鎖のアミノ末端部分は、抗原認識を主
に担当する約１００～１１０又はそれ以上のアミノ酸の可変領域を含む。各鎖のカルボキ
シ末端は、エフェクター機能を主に担当する不変領域を規定する。一般的に、ヒトから得
られる抗体分子は、分子に存在するＨ鎖の性質によりお互い異なる、クラスＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＡ、ＩｇＥ及びＩｇＤのいずれかに関連する。特定クラスは、サブクラス、例え
ばＩｇＧ１、ＩｇＧ２及び他のものも有する。さらに、ヒトにおいては、Ｌ鎖はカッパ鎖
又はラムダ鎖である得る。
【０２０２】



(60) JP 6660294 B2 2020.3.11

10

20

30

40

50

　用語「モノクローナル抗体」（ｍＡｂ）又は「モノクローナル抗体組成物」とは、本明
細書において使用される場合、ユニークＬ鎖遺伝子生成物及びユニークＨ鎖遺伝子生成物
から成る抗体分子の１つの分子種のみを含む抗体分子集団を言及する。特に、モノクロー
ナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、前記集団のすべての分子において同一である。
ＭＡｂは、抗原のエピトープに対してユニーク結合親和性により特徴づけられる抗原の特
定エピトープと免疫反応できる抗原結合部位を含む。
【０２０３】
　用語「抗原－結合部位」又は「結合部分」とは、抗原結合に関与する免疫グロブリン分
子の一部を言及する。抗原結合部位は、重鎖（Ｈ）及び軽鎖（Ｌ）のＮ末端可変（Ｖ）領
域のアミノ酸残基により形成される。「超可変領域」として言及される、Ｈ及びＬ鎖のＶ
領域内の３種の高度に分岐するストレッチが、「フレームワーク領域」又は「ＦＲ」とし
て知られているより保存された隣接ストレッチ間に介在される。従って、用語「ＦＲ」と
は、免疫グロブリン中の超可変領域間に、及びそれに隣接して天然に見出されるアミノ酸
配列を言及する。抗体分子においては、Ｌ鎖の３種の超可変領域及びＨ鎖の３種の超可変
領域が、立体空間においてお互い相対的に配列され、抗原－結合表面が形成される。前記
抗原－結合表面は、結合される抗原の立体表面に対して相補的であり、そして各Ｈ及びＬ
鎖の３種の超可変領域は、「相補性－決定領域」又は「ＣＤＲ」として言及される。各ド
メインへのアミノ酸の割り当ては、Kabat Sequences of Proteins of Immunological Int
erest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), or Chothia
 & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia et al. Nature 342:878-883 (198
9)の定義に従う。
【０２０４】
　本明細書において使用される場合、用語「エピトープ」は、免疫グロブリン、ｓｃＦｖ
又はＴ－細胞受容体に対して特異的結合できる任意のタンパク質決定因子を包含する。用
語「エピトープ」は、免疫グロブリン又はＴ－細胞受容体に対して特異的結合できる任意
のタンパク質決定因子を包含する。エピトープ決定因子は通常、アミノ酸又は糖側鎖など
の分子の化学的活性表面基から成り、そして通常、特定の立体構造特性、及び特定の電荷
特性を有する。例えば、抗体は、ポリペプチドのＮ末端又はＣ末端ペプチドに対して産生
され得る。抗体は、解離定数が≦１μＭ；いくつかの実施形態において、解離定数が≦１
００ｍＭ；いくつかの実施形態において、解離定数が≦１０ｎＭである場合、抗原を特異
的に結合すると言われる。
【０２０５】
　本明細書において使用される場合、用語「特異的結合」、「免疫学的結合」及び「免疫
学的結合性質」とは、免疫グロブリンが特異的である、免疫グロブリン分子と抗原との間
に生じるタイプの非共有相互作用を言及する。免疫学的結合相互作用の強度又は親和性は
、相互作用の解離定数（Ｋd）により表され、ここでより小さなＫdはより大きな親和性を
表す。選択されるポリペプチドの免疫学的結合性質は、当業界において良く知られている
方法を用いて定量化され得る。１つのそのような方法は、抗原結合部位／抗原複合体形成
及び解離の速度を測定することを伴い、ここでそれらの速度は、複雑なパートナーの濃度
、相互作用の親和性、及び両方の速度の等しい影響を及ぼす幾何学的パラメーターに依存
する。従って、「オン速度定数」（Ｋon）及び「オフ速度定数」（Ｋoff）の両者は、濃
度、及び会合及び解離の実際の速度の計算により決定され得る（Nature 361:186-87 (199
3)を参照のこと）。Ｋoff／Ｋonの比は、親和性に関連しないすべてのパラメーターの取
り消しを可能にし、そして解離定数Ｋdに等しい（一般的に、Davies et al. (1990) Annu
al Rev Biochem 59:439-473を参照のこと）。本発明の抗体は、アッセイ、例えば放射性
リガンド結合アッセイ又は当業者に知られている類似するアッセイにより測定されるよう
に、解離結合定数（Ｋd）が≦１μＭである場合、標的に対して特異的に結合すると言わ
れる。いくつかの実施形態において、Ｋdは、≦１００ｎＭである。いくつかの実施形態
において、Ｋdは、≦１０ｎＭである。いくつかの実施形態において、Ｋdは、≦１ｎＭで
ある。いくつかの実施形態において、Ｋdは、≦１００ｐＭ～約１ｐＭである。
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【０２０６】
　本明細書中に提供された組成物及び方法は、活性化可能抗体の活性（例えば、マスキン
グ、活性化又は結合活性）に支障をきたすことなく、１若しくは複数の剤のＡＢ内の１若
しくは複数のシステイン残基への付加を可能にする。
【０２０７】
　用語「単離されたポリヌクレオチド」とは、本明細書において使用される場合、ゲノム
、ｃＤＮＡ又は合成起源、又はそれらのいくつかの組み合わせのポリヌクレオチドを意味
し、その起源によれば、「単離されたポリヌクレオチド」は、（１）「単離されたポリヌ
クレオチド」が天然に見出されるポリヌクレオチドのすべて又は一部と会合せず、（２）
それが天然で連結されないポリヌクレオチドに対して作動可能的に連結されるか、又は（
３）大きな配列の一部として、天然に存在しない。本発明のポリヌクレオチドは、本明細
書に示されるＨ鎖免疫グロブリン分子をコードする核酸分子、及び本明細書に記載される
Ｌ鎖免疫グロブリン分子をコードする核酸分子を含む。
【０２０８】
　本明細書に記載される用語「単離されたタンパク質」とは、ｃＤＮＡ又は組換えＲＮＡ
から発現されるタンパク質、或いは、合成起源又はそれらのいくつかの組み合わせのタン
パク質を意味し、その起源、又は誘導の源によれば、「単離されたタンパク質」は、（１
）自然界に見出されるタンパク質に関連せず、（２）同じ源からの他のタンパク質を有さ
ず、（３）異なった種からの細胞により発現され、又は（４）自然界には存在しない。
【０２０９】
　用語「ポリペプチド」は、ポリペプチド配列の天然タンパク質、フラグメント、又は類
似体を言及するために一般用語として本明細書において使用される。従って、天然タンパ
ク質、フラグメント及び類似体は、ポリペプチド属の種である。本発明のポリペプチドは
、本明細書に示されるＨ鎖免疫グロブリン分子、及び本明細書に示されるＬ鎖免疫グロブ
リン分子、並びにＬ鎖免疫グロブリン分子、例えばカッパＬ鎖免疫グロブリン分子、及び
その逆、並びにそれらのフラグメント及び類似体を含んで成る組み合わせにより形成され
る抗体分子を含む。
【０２１０】
　本明細書において使用される場合、用語「天然に存在する」とは、目的物に適用される
場合、目的物が自然界において見出され得る事実を言及する。例えば、生物（例えば、ウ
ィルス）に存在するポリペプチド又はポリヌクレオチドは、自然源から単離され、そして
実験室においてヒトにより意図的に変性されていないか、そうでなければ、天然に存在す
る。
【０２１１】
　用語「作動可能的に連結された」とは、本明細書において使用される場合、記載される
成分の意図された様式でのそれらの機能を可能にする関係下にあるそのような成分の位置
を言及する。コード配列に「作動可能的に連結された」制御配列は、そのコード配列の発
現が制御配列と適合できる条件下で達成されるような手段で連結される。
【０２１２】
　用語「制御配列」とは、本明細書において使用される場合、それらが連結されるコード
配列の発現及びプロセッシングをもたらすのに必要であるポリヌクレオチド配列を言及す
る。そのような制御配列の性質は、宿主生物に依存して異なる：原核生物及び真核生物に
おいて、そのような制御配列は一般的に、プロモーター、リボソーム結合部位及び転写終
結配列を含む。用語「制御配列」は、それらの存在が発現及びプロセッシングのために必
須であるすべての成分を、最低でも含むことが意図され、そしてまた、それらの存在がリ
ーダー配列及び融合パートナー配列のために好都合である追加成分も含むことができる。
用語「ポリヌクレオチド」とは、本明細書において使用される場合、少なくとも１０個の
長さの塩基のヌクレオチド、リボヌクレオチド又はデオキシヌクレオチドのいずれか、又
は修飾された形のいずれかのタイプのヌクレオチドを意味する。この用語は、単鎖及び二
本鎖形のＤＮＡを包含する。
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【０２１３】
　本明細書に言及される用語オリゴヌクレオチドは、天然に存在し、そして天然に存在し
ないオリゴヌクレオチド結合により一緒に連結された、天然に存在し、そして修飾された
ヌクレオチドを包含する。オリゴヌクレオチドは、２００個の長さか、又はそれよりも少
ない長さの塩基を、一般的に含むポリヌクレオチドサブセットである。いくつかの実施形
態において、オリゴヌクレオチドは、１０～６０個の長さの塩基である。いくつかの実施
形態において、オリゴヌクレオチドは、１２，１３，１４，１５，１６，１７，１８，１
９又は２０～４０個の長さの塩基である。オリゴヌクレオチドは通常、例えばプローブに
関しては、単鎖であり、ところがオリゴヌクレオチドは、遺伝子変異体の構成への使用の
ためには、二本鎖であり得る。本発明のオリゴヌクレオチドは、センス又はアンチセンス
オリゴヌクレオチドである。
【０２１４】
　本明細書において言及される用語「天然に存在するヌクレオチド」は、デオキシリボヌ
クレオチド及びリボヌクレオチドを包含する。本明細書において言及される用語「修飾さ
れたヌクレオチド」は、修飾された又は置換された糖基及び同様のものを有するヌクレオ
チドを包含する。本明細書において言及される用語「オリゴヌクレオチド結合」は、オリ
ゴヌクレオチド結合、例えばホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレ
ノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、ホスホラニラデ－ト（
phoshoraniladate）、ホスホロンミデート（phoshoronmidate）及び同様のものを包含す
る。例えば、LaPlanche et al. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al. J. Am.
 Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein et al. Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), Zon e
t al. Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon et al. Oligonucleotides and Anal
ogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Pre
ss, Oxford England (1991)); Stec et al. U.S. Patent No. 5,151,510; Uhlmann and P
eyman Chemical Reviews 90:543 (1990)を参照のこと。オリゴヌクレオチドは、所望には
、検出のための標識を含むことができる。
【０２１５】
　本明細書において使用される場合、２０個の従来のアミノ酸及びそれらの略語は、従来
の使用法に従う。Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub and D.R. Gren,
 Eds., Sinauer Associates, Sunderland7 Mass. (1991))を参照のこと。２０個の従来の
アミノ酸の立体異性体（例えば、Ｄ－アミノ酸）、非天然アミノ酸、例えばα－、α－二
置換されたアミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳酸、及び他の非従来型アミノ酸もまた、
本発明のポリペプチドのための適切な成分であり得る。非従来型アミノ酸の例は、次のも
のを包含する：４－ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタメート、ε－Ｎ、Ｎ、Ｎ
、Ｎ－トリメチルリシン、ε－Ｎ－アセチルリシン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセ
リン、Ｎ－ホルミルメチオニン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリシン、σ－Ｎ
－メチルアルギニン、及び他の類似するアミノ酸及びイミノ酸（例えば、４－ヒドロキシ
プロリン）。本明細書で使用されるポリペプチド表記法においては、標準用法及び慣例に
従って、左側方向はアミノ末端方向であり、そして右側方向はカルボキシ末端方向である
。
【０２１６】
　同様に、特にことわらない限り、単鎖ポリヌクレオチド配列の左側端は、５’端であり
、二本鎖ポリヌクレオチド配列の左側方向は、５’方向として言及される。新生ＲＮＡ転
写体の５’から３’付加の方向は、転写方向として言及される。ＲＮＡと同じ配列を有す
るＤＮＡ鎖上の及びＲＮＡ転写体の５’末端に対して５’側に存在する配列領域は、「上
流配列」と呼ばれる。ＲＮＡと同じ配列を有するＤＮＡ鎖上の、及びＲＮＡ転写体の３’
末端に対して３’側に存在する領域は、「下流配列」と呼ばれる。
【０２１７】
　ポリペプチドに適用される場合、用語「実質的に同一」とは、２種のペプチド配列が、
デフォルトギャップ重量を用いて、プログラムＧＡＰ又はＧＥＳＴＦＩＴによれば、適切
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に整列される場合、少なくとも８０％の配列同一性を共有することを意味する。いくつか
の実施形態において、２つのペプチド配列が、少なくとも９０％の配列同一性を共有する
。いくつかの実施形態において、２つのペプチド配列が、少なくとも９５％の配列同一性
を共有する。いくつかの実施形態において、２つのペプチド配列が、少なくとも９９％の
配列同一性を共有する。
【０２１８】
　いくつかの実施形態において、同一でない残基位置は、保存性アミノ酸置換により異な
る。
【０２１９】
　本明細書において論じられる場合、抗体又は免疫グロブリン分子のアミノ酸配列におけ
るマイナーな変動は、参照配列（例えば、野生型配列）に対するアミノ酸配列における変
動が少なくとも７５％のアミノ酸配列同一性を維持する場合、本発明により包含されるも
のとして意図される。いくつかの実施形態において、アミノ酸配列における変動は、参照
配列に対して、より好ましくは少なくとも８０％、９０％、９５％、又は９９％のアミノ
酸の同一性を維持する。特に、保存性アミノ酸置換が企画される。保存性置換は、それら
の側鎖に関連するアミノ酸ファミリー内で起こるそれらの置換である。遺伝的にコードさ
れたアミノ酸は一般的に、次のファミリーに分けられる：（１）酸性アミノ酸はアスパラ
ギン酸、グルタミン酸であり；（２）塩基性アミノ酸は、リシン、アルギニン、ヒスチジ
ンであり；（３）非極性アミノ酸は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロ
リン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファンであり、そして（４）非荷電性極
性アミノ酸は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン
、チロシンである。親水性アミノ酸は、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、グ
ルタミン、グルタミン酸、ヒスチジン、リジン、セリン、及びトレオニンを包含する。疎
水性アミノ酸は、アラニン、システイン、イソロイシン、ロイシン、メチオニン、フェニ
ルアラニン、プロリン、トリプトファン、チロシン及びバリンを包含する。他のファミリ
ーのアミノ酸は、（ｉ）脂肪族－ヒドロキシファミリーである、セリン及びトレオニン；
（ｉｉ）アミド含有ファミリーである、アスパラギン及びグルタミン；（ｉｉｉ）脂肪族
ファミリーである、アラニン、バリン、ロイシン、及びイソロイシン；及び（ｉｖ）芳香
族ファミリーである、フェニルアラニン、トリプトファン及びチロシンを包含する。例え
ば、イソロイシン又はバリンによるロイシンの、グルタミン酸によるアスパラギン酸の、
セリンによるトレオニンの単離された置換、又は構造的に関連するアミノ酸による１つの
アミノ酸の類似する置換は、例えば、その置換が相補性決定領域（ＣＤＲ）又は他の可変
領域内にアミノ酸を含まない状況において、得られる分子の結合性質又は他の性質に対し
て主要効果を有さないであろうことを予測するが妥当である。アミノ酸変化が機能ペプチ
ドをもたらすかどうかは、ポリペプチド誘導体の比活性をアッセイすることにより、容易
に決定され得る。アッセイは本明細書に詳細に記載される。抗体又は免疫グロブリン分子
のフラグメント又は類似体は、当業者により容易に調製され得る。いくつかの実施形態に
おいて、フラグメント又は類似体のアミノ－及びカルボキシ末端は、機能的ドメインの境
界近くで存在する。構造的及び機能的ドメインは、公的又は独自の配列データベースとの
ヌクレオチド及び／又はアミノ酸配列データの比較により同定され得る。いくつかの実施
形態において、コンピューター化された比較方法が、既知構造及び／又は機能の他のタン
パク質に存在する配列モチーフ又は予測されるタンパク質コンフォメーションドメインを
同定するために使用される。既知立体構造に折り畳むタンパク質配列を同定するための方
法は周知である（Bowie et al. Science 253:164 (1991)）。従って、前述の例は、当業
者が本発明に従って構造及び機能的ドメインを規定するために使用され得る、配列モチー
フ及び構造コンフォメーションを認識することができることを示している。
【０２２０】
　いくつかの実施形態において、アミノ酸置換は、（１）タンパク質分解に対する感受性
を低め、（２）酸化に対する感受性を低め、（３）タンパク質複合体を形成するために結
合親和性を変更し、（４）そのような類似体の他の物理化学的又は機能的性質を付与する
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か又は修正するそれらの置換である。類似体は、天然に存在するペプチド配列以外の配列
の種々のムテインを含むことができる。例えば、単一又は複数のアミノ酸置換（いくつか
の実施形態において、保存性アミノ酸置換）が、分子間接触を形成する天然に存在する配
列（いくつかの実施形態において、（単数若しくは複数の）ドメイン外のポリペプチドの
一部）において行われ得る。保存性アミノ酸置換は、親配列の構造特性を実質的変更すべ
きではない（例えば、置換アミノ酸は、親配列に生じるヘリックスを分解するか、又は親
配列を特徴づける他のタイプの二次構造を破壊する傾向であってはならない）。当核分野
で認識されるポリペプチド二次及び三次構造の例は、Proteins, Structures and Molecul
ar Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Intr
oduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing
, New York, N.Y. (1991)); 及びThornton et at. Nature 354:105 (1991)に記載される
。
【０２２１】
　用語「ポリペプチドフラグメント」とは、本明細書において使用される場合、アミノ酸
末端及び／又はカルボキシ末端欠失及び／又は１若しくは複数の内部欠失を有するが、し
かし残るアミノ酸配列は例えば完全長ｃＤＮＡ配列から推定される天然に存在する配列に
おいてその対応する位置と同一であるポリペプチドを言及する。フラグメントは、典型的
には、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９又は１０個の長さのアミノ酸である。
いくつかの実施形態において、フラグメントは、少なくとも１４個の長さのアミノ酸であ
る抗体フラグメントである。いくつかの実施形態において、フラグメントは、少なくとも
２０個の長さのアミノ酸であるＡＢのフラグメントである。いくつかの実施形態において
、フラグメントは、少なくとも５０個の長さのアミノ酸であるＡＢのフラグメントである
。いくつかの実施形態において、フラグメントは、少なくとも７０個の長さのアミノ酸で
あるＡＢのフラグメントである。用語「類似体」とは、本明細書において使用される場合
、推定されるアミノ酸配列の一部に対して実質的な同一性を有し、そして適切な結合条件
下で標的に対する特異的結合を有する、少なくとも２５個のアミノ酸のセグメントから構
成されるポリペプチドを言及する。典型的には、ポリペプチド類似体は、天然に存在する
配列に関して、保存性アミノ酸置換（又は付加又は欠失）を含む。類似体は典型的には、
少なくとも２０個の長さのアミノ酸、いくつかの実施形態において、少なくとも５０個又
はそれ以上の長さのアミノ酸であり、そしてしばしば、完全な長さの天然に存在するポリ
ペプチドと同じ長さであり得る。
【０２２２】
　用語「剤」は、化学物質、化学物質及び生体高分子の混合物、又は生物学的材料から製
造される抽出物を示すために、本明細書において使用される。
【０２２３】
　本明細書において使用される場合、用語「標識」又は「標識された」とは、例えば放射
性標識されたアミノ酸の組込み、又はマークされたアビジン（例えば、光学的又は熱量測
定方法により検出され得る蛍光マーカー又は酵素活性を含むストレプタビジン）により検
出され得るビオチニル部分のポリペプチドへの結合による、検出可能マーカーの組込みを
言及する。一定の状況下で、標識又はマーカーもまた治療性であり得る。ポリペプチド及
び糖タンパク質を標識する種々の方法は、周知であり、そして使用され得る。ポリペプチ
ドについての標識の例は、次のものを包含するが、但しそれらだけには限定されない：放
射性同位体又は放射性核種（例えば、3Ｈ、14Ｃ、15Ｎ、35Ｓ、90Ｙ、99Ｔｃ、111Ｉｎ、
125Ｉ、131Ｉ）、蛍光標識（例えば、ＦＩＴＣ、ローダミン、ランタニド蛍光体）、酵素
標識（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、ｐ－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、
アルカリホスファターゼ）、化学ルミネセンス、ゼオチニル基、二次レポーターにより認
識される所定のポリペプチドエピトープ（例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体の
ための結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ）。いくつかの実施形態において、
標識は、可能性ある立体障害を低下させるために、種々の長さのスペーサーアームにより
結合される。用語「医薬剤又は薬剤」とは、本明細書において使用される場合、患者に適
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切に投与される場合、所望する治療効果を誘発できる化学物質又は組成物を言及する。
【０２２４】
　本明細書中で使用される場合「薬物」という用語は、例えば、医薬化合物、治療用化合
物、又は薬理学的化合物を含めた成分、化合物、剤、分子的実体を意味する。
薬物は、天然物であっても、又は合成物であっても、或いはそれらの組み合わせであって
もよい。「治療薬」は、単独又は別の剤（例えば、プロドラッグと組み合わせたプロドラ
ッグ変換酵素）と組み合わせて、癌細胞又は免疫細胞（例えば、活性化された免疫細胞）
に対して治療的（例えば、有益な）効果を発揮する剤である。一般的に、本明細書中に記
載した方法及び組成物により有用な治療薬とは、細胞傷害性又は細胞増殖抑制性、或いは
免疫抑制性効果を発揮するものである。特定の実施形態において、薬物は放射性元素でな
い。薬物は、チオール含有剤であり、及び／又は薬物は、１若しくは複数のチオール基を
含むように設計される。
【０２２５】
　「細胞毒性剤」とは、細胞に対する剤の効果に関して、細胞を殺滅することを意味する
。「細胞増殖抑制剤」は細胞増殖の阻害を意味する。
【０２２６】
　「鎖間ジスルフィド結合」という用語は、抗体との関連において、２本のＨ鎖又はＨ鎖
とＬ鎖との間のジスルフィド結合を指す。
【０２２７】
　「鎖間チオール」という用語は、鎖間ジスルフィド結合の形成に参加できる抗体のＨ鎖
又はＬ鎖のチオール基を指す。
【０２２８】
　特定のタイプ及び／又は同様の反応性の複合化のすべての点が、薬物に複合化され、均
質集団のタンパク質－薬物複合体をもたらすとき、タンパク質は「完全に積み込まれたタ
ンパク質」と呼ばれる。
　特定のタイプ及び／又は同様の反応性の複合化の可能な点の一部だけが薬物に複合化さ
れ、特定の異性体の形成又はタンパク質－薬物複合体の異性体をもたらすとき、タンパク
質は「部分的に積み込まれたタンパク質」と呼ばれる。
【０２２９】
　本明細書における他の化学用語は、The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (
Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985))により例示されるように、当核
技術分野における従来の使用法に従って使用される。
【０２３０】
　本明細書において使用される場合、「実質的に純粋な」とは、目的の種が存在する優性
種であり（すなわち、モル基準で、組成物において任意の他の個々の種より豊富である）
、そしていくつかの実施形態において、実質的に純粋な画分が、目的の種が存在するすべ
ての高分子種の少なくとも約５０％（モル基準で）を含む組成物であることを意味する。
【０２３１】
　一般的に、実質的に純粋な組成物は、組成物に存在するすべての高分子種の約８０％以
上、いくつかの実施形態において、約８５％、９０％、９５％及び９９％以上を含むであ
ろう。いくつかの実施形態において、目的の種は、本質的な均質性に精製され（汚染種は
従来の検出方法によっては、組成物において検出され得ない）、ここで組成物は単一の高
分子種から実質的に成る。
【０２３２】
　用語、患者とは、ヒト及び動物種を包含する。
【０２３３】
　複合活性化可能抗体の使用
　本発明の複合活性化可能抗体が、改良された転送、送達、耐性及び同様のものを提供す
るために製剤中に組み込まれる、適切な担体、賦形剤及び他の剤と共に投与されることは
理解されるであろう。多数の適切な製剤が、すべての製薬化学者に周知の処方に見出され
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得る：Remington's Pharmaceutical Sciences (15th ed, Mack Publishing Company, Eas
ton, PA (1975))、特にそこにおける、Ｂｌａｕｇ、Ｓｅｙｍｏｕｒによるチャプター８
７。それらの製剤は、例えば粉末、ペースト、軟膏、ジェリー、ワックス、オイル、脂質
、脂質（カチオン性又はアニオン性）含有小胞（例えば、Lipofection（登録商標））、
ＤＮＡ複合体、無水吸水性ペースト、水中油型及び油中水型エマルジョン、エマルジョン
カーボワックス（種々の分子量のポリエチレングリコール）、半固体状ゲル、及びカーボ
ワックスを含む半固体状混合物を包含する。前述の混合物のいずれかが、製剤中の活性成
分が製剤化により不活性化されず、そして製剤が生理学的に適合でき、そして投与の経路
で許容できる場合、本発明による治療及び療法において適切であり得る。また、Baldrick
 P. “Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical guidance.”
 Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. “Lyophilization and deve
lopment of solid protein pharmaceuticals.” Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000),
 Charman WN “Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-some emerging con
cepts.” J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell et al. “Compendium of excipien
ts for parenteral formulations” PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998)、及
び製薬化学者に周知の製剤、賦形剤及び担体に関連する追加の情報についてのそこにおけ
る引用も参照のこと。
【０２３４】
　複合活性化可能抗体を含む、本発明の治療製剤は、標的の発現及び／又は活性に関係す
る疾患又は障害を予防し、治療し、そうでなければ、改善するために使用される。例えば
、複合活性化可能抗体を含む、本発明の治療製剤は、癌又は他の腫瘍性状態を治療し、そ
うでなければ、改善するために使用される。いくつかの実施形態において、癌とは、標的
が発現されている固形腫瘍又は血液悪性腫瘍である。いくつかの実施形態において、癌と
は、標的が発現されている固形腫瘍である。いくつかの実施形態において、癌とは、標的
が発現されている血液悪性腫瘍である。いくつかの実施形態において、標的は、実質（例
えば、癌において、多くの場合臓器又は組織の機能を果たす臓器又は組織の一部）で発現
される。いくつかの実施形態において、標的は、細胞、組織、又は臓器で発現される。い
くつかの実施形態において、標的は、間質（すなわち、細胞、組織、又は臓器の結合支持
フレームワーク）で発現される。いくつかの実施形態において、標的は、骨芽細胞で発現
される。いくつかの実施形態において、標的は、内皮（血管系）で発現される。いくつか
の実施形態において、標的は、癌の幹細胞で発現される。いくつかの実施形態において、
活性化可能抗体に複合化されている剤は、微小管阻害剤である。いくつかの実施形態にお
いて、活性化可能抗体に複合化されている剤は、核酸損傷剤である。
【０２３５】
　本発明の複合化活性化可能抗ＥＧＦＲ抗体を使用して、処置される及び／又は予防され
る病状、並びに／或いは進行を遅らせる及び／又は症状を改善する病状としては、例えば
、ＥＧＦＲの発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害が挙げられる。いくつかの実施
形態において、ＥＧＦＲの発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害は癌である。いく
つかの実施形態において、癌は乳癌であり、例えば、制限されることのない例として、乳
癌はトリプルネガティブ乳癌である。いくつかの実施形態において、癌は、トリプルネガ
ティブ乳癌である。いくつかの実施形態において、癌は、結腸直腸癌である。いくつかの
実施形態において、癌は、胃癌である。いくつかの実施形態において、癌は、神経膠芽腫
である。いくつかの実施形態において、癌は頭頚部癌であり、例えば、制限されることの
ない例として、食道癌である。いくつかの実施形態において、癌は、食道癌である。いく
つかの実施形態において、癌は肺癌であり、例えば、制限されることのない例として、非
小細胞肺癌である。いくつかの実施形態において、癌は、非小細胞肺癌である。いくつか
の実施形態において、癌は、卵巣／子宮内膜癌である。いくつかの実施形態において、癌
は、卵巣癌である。いくつかの実施形態において、癌は、子宮内膜癌である。いくつかの
実施形態において、癌は、膵臓癌である。いくつかの実施形態において、癌は、前立腺癌
である。いくつかの実施形態において、癌は、腎臓癌である。いくつかの実施形態におい
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て、癌は肉腫であり、例えば、制限されることのない例として、骨肉腫である。いくつか
の実施形態において、癌は、骨肉腫である。いくつかの実施形態において、癌は皮膚癌で
あり、例えば、制限されることのない例として、扁平上皮癌、基底細胞癌、及び／又は黒
色腫である。いくつかの実施形態において、癌は、扁平上皮癌である。いくつかの実施形
態において、癌は、皮膚扁平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は、食道扁
平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は、頭頚部扁平上皮癌である。いくつ
かの実施形態において、癌は、肺扁平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は
、基底細胞癌である。いくつかの実施形態において、癌は、黒色腫である。いくつかの実
施形態において、活性化可能抗体に複合化されている剤は、微小管阻害剤である。いくつ
かの実施形態において、活性化可能抗体に複合化されている剤は、核酸損傷剤である。
【０２３６】
　いくつかの実施形態において、適応症、例えば、ＥＧＦＲの発現及び／又は活性に関係
する疾患又は障害は、炎症性疾患及び／又は自己免疫疾患である。いくつかの実施形態に
おいて、炎症性疾患及び／又は自己免疫疾患は乾癬である。いくつかの実施形態において
、活性化可能抗体に複合化されている剤は、微小管阻害剤である。いくつかの実施形態に
おいて、活性化可能抗体に複合化されている剤は、核酸損傷剤である。
【０２３７】
　本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体を使用して処置される及び／又は予防
される病状、並びに／或いは、進行を遅らせる及び／又は症状を改善する病状としては、
例えば癌が挙げられる。いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊ
ａｇｇｅｄ抗体は、例えば、Ｔ細胞性急性リンパ芽球性白血病（Ｔ－ＡＬＬ）及び慢性リ
ンパ球性白血病（ＣＬＬ）を含めた白血病、多発性骨髄腫を含めたリンパ芽球性疾患、並
びに肺癌、結腸直腸癌、前立腺癌、膵臓癌、及びトリプルネガティブ乳癌を含めた乳癌を
含めた固形腫瘍などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改
善する。加えて、Ｎｏｔｃｈシグナリングが癌幹細胞の生存と増殖に重要なので、Ｊａｇ
ｇｅｄ依存Ｎｏｔｃｈシグナリングの阻害は、幹細胞の増殖と生存に影響を与えるであろ
う。
【０２３８】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、原発性腫瘍起源にもかかわらず、癌の骨疾患又は転移などの病理を処置する、予防
する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される。
【０２３９】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、制限されることのない例として、ＥＲ／ＰＲ＋乳癌、Ｈｅｒ２＋乳癌、トリプルネ
ガティブ乳癌を含めた乳癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又
は症状を改善するのに使用される。
【０２４０】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、結腸直腸癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を
改善するのに使用される。
【０２４１】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、胃癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善す
るのに使用される。
【０２４２】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、神経膠芽腫などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を
改善するのに使用される。
【０２４３】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
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えば、頭頚部癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改
善するのに使用される。
【０２４４】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、制限されることのない例として、非小細胞肺癌などの肺癌などの病理を処置する、
予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される。
【０２４５】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、多発性骨髄腫などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状
を改善するのに使用される。
【０２４６】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、卵巣癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善
するのに使用される。
【０２４７】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、膵臓癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善
するのに使用される。
【０２４８】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、前立腺癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改
善するのに使用される。
【０２４９】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、肉腫などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善す
るのに使用される。
【０２５０】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、制限されることのない例として腎細胞癌などの腎臓癌などの病理を処置する、予防
する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される。
【０２５１】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、甲状腺癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改
善するのに使用される。
【０２５２】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、膀胱癌、腎癌、又は子宮癌などの泌尿生殖器の癌などの病理を処置する、予防する
、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される。いくつかの実施形態にお
いて、病理は膀胱癌である。いくつかの実施形態において、病理は腎癌である。いくつか
の実施形態において、病理は子宮癌である。
【０２５３】
　いくつかの実施形態において、のに使用される本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇ
ｅｄ抗体は、例えば、制限されることのない例として、食道扁平上皮癌（食道の扁平上皮
細胞癌としても知られている）、頭頚部扁平上皮癌（頭頚部の扁平上皮癌としても知られ
ている）、肺扁平上皮癌（肺の扁平上皮癌としても知られている）、基底細胞癌、又は黒
色腫などの皮膚扁平上皮癌などの皮膚癌などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせ
る、及び／又は症状を改善するのに使用される。いくつかの実施形態において、癌は、扁
平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は、皮膚扁平上皮癌である。いくつか
の実施形態において、癌は、食道扁平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は
、頭頚部扁平上皮癌である。いくつかの実施形態において、癌は、肺扁平上皮癌である。
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いくつかの実施形態において、癌は、基底細胞癌である。いくつかの実施形態において、
癌は、黒色腫である。
【０２５４】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、慢性リンパ芽
球性白血病（ＣＬＬ）又は骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）などの病理を処置する、予防する
、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される。いくつかの実施形態にお
いて、病理はＡＬＬである。いくつかの実施形態において、病理はＡＭＬである。いくつ
かの実施形態において、病理はＣＬＬである。いくつかの実施形態において、病理はＭＤ
Ｓである。
【０２５５】
　癌に加えて、Ｊａｇｇｅｄ依存Ｎｏｔｃｈシグナリングは、上皮及び繊維芽細胞を、線
維症の発生において中心的役割を担う細胞である筋繊維芽細胞に分化するのに重要である
。Ｊａｇｇｅｄ依存Ｎｏｔｃｈシグナリングの阻害、そしてその結果としての筋繊維芽細
胞の出現の阻害は、腎臓、肝臓、肺、及び皮膚の線維症に関する効果的な治療である。い
くつかの実施形態において、複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、特発性肺線維症
などの線維性疾患（ＩＰＦ）を処置するのに使用される。
【０２５６】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、線維症などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善
するのに使用される。
【０２５７】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、特発性肺線維症、腎臓線維症、肝臓線維症、腹膜透析誘発性線維症、強皮症などの
病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用される
。
【０２５８】
　いくつかの実施形態において、本発明の複合化活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、例
えば、聴力損失などの病理を処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改
善するのに使用される。
【０２５９】
　いくつかの実施形態において、斯かる病状を処置する、予防する、進行を遅らせる、及
び／又は症状を改善するのに使用されるのに使用される本発明の複合化活性化可能な抗Ｊ
ａｇｇｅｄ抗体は、微小管阻害剤に複合化される。斯かる病状を処置する、予防する、進
行を遅らせる、及び／又は症状を改善するのに使用されるのに使用される本発明の複合化
活性化可能な抗Ｊａｇｇｅｄ抗体は、核酸損傷剤に複合化される。
【０２６０】
　本発明の複合化活性化可能な抗インターロイキン６受容体（ＩＬ－６）抗体を使用して
処置する、予防する、進行を遅らせる、及び／又は症状を改善する病状としては、例えば
ＩＬ－６Ｒの発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害が挙げられる。いくつかの実施
形態において、ＩＬ－６Ｒの発現及び／又は活性に関係する疾患又は障害は、癌である。
いくつかの実施形態において、癌は、これだけに限定されるものではないが、トリプルネ
ガティブ乳癌（ＴＮＢＣ）を含めた乳癌である。いくつかの実施形態において、癌は、カ
ストルマン病である。いくつかの実施形態において、癌は、肝細胞癌腫である。いくつか
の実施形態において、癌は、肺癌である。いくつかの実施形態において、癌は、多発性骨
髄腫である。いくつかの実施形態において、癌は、卵巣癌である。いくつかの実施形態に
おいて、癌は、前立腺癌である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体に複合化
されている剤は、微小管阻害剤である。いくつかの実施形態において、活性化可能抗体に
複合化されている剤は、核酸損傷剤である。
【０２６１】
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　いくつかの実施形態において、疾患又は障害は、炎症及び／又は炎症性疾患である。い
くつかの実施形態において、疾患又は障害は、自己免疫疾患である。いくつかの実施形態
において、活性化可能抗体に複合化されている剤は、微小管阻害剤である。いくつかの実
施形態において、活性化可能抗体に複合化されている剤は、核酸損傷剤である。
【０２６２】
　高められたタンパク質分解は、癌の特徴であることが知られている（例えば、Affara N
I, et al. “Delineating protease functions during cancer development.” Methods 
Mol Biol. 539 (2009): 1-32を参照のこと）。腫瘍の進行、浸潤及び転移は、プロテアー
ゼが関与するいくつかの相互依存工程に起因する。
【０２６３】
　予防、改善又は治療の有効性は、標的の発現及び／又は活性に関連する疾患又は障害を
診断するか、又は治療するためのいずれかの既知方法に関連して決定される。対象の生存
性の延長、そうでなければ、対象における標的の発現及び又は活性に関連する疾患又は障
害の進行の遅延は、活性化可能抗体が臨床的利益を与えることを示唆する。
【０２６４】
　複合活性化可能抗体は、医薬組成物の形で投与され得る。そのような組成物の調製に関
連する原則及び考慮点、並びに成分の選択の指針は、例えばRemington : The Science An
d Practice Of Pharmacy 19th ed. (Alfonso R. Gennaro, et al., editors) Mack Pub. 
Co., Easton, Pa.: 1995; Drug Absorption Enhancement : Concepts, Possibilities, L
imitations, And Trends, Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa., 1994; and P
eptide And Protein Drug Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991
, M. Dekker, New Yorkに提供される。
【０２６５】
　活性化可能抗体フラグメントの一実施形態は、標的タンパク質の結合ドメインに対して
特異的に結合する最小フラグメントである。例えば、抗体の可変領域配列に基づけば、標
的タンパク質配列を結合する能力を保持するペプチド分子が企画され得る。そのようなペ
プチドは、化学的に合成され、及び／又は組換えＤＮＡ技法により製造され得る（例えば
、Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)を参照のこと）
。製剤はまた、治療される特定の徴候のために必要な１以上の活性化合物、そして、いく
つかの実施形態において、互いに悪影響を与えない相補的活性を有するそれらのものも含
むことができる。他方では、又はさらに、組成物は、その機能を増強する剤、例えば細胞
毒性剤、サイトカイン、化学療法剤、又は成長阻害剤を含むことができる。そのような分
子は、意図する目的のために効果的である量での組み合わせで適切に存在する。
【０２６６】
　活性成分はまた、それぞれ、コロイド状薬剤送達システム（例えば、リポソーム、アル
ブミン微小球、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）下で、又はマイクロ
エマルジョン下で、液滴形成技法又は界面重合により調製されたマイクロカプセル、例え
ばヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン－マイクロカプセル及びポリ－（メチルメタ
クリレート）マイクロカプセルに閉じ込められ得る。
【０２６７】
　インビボ投与のために使用される製剤は、無菌であるべきである。これは、無菌濾過膜
を通しての濾液により容易に達成される。
【０２６８】
　徐放性製剤が調製され得る。除放性製剤の適切な例は、抗体を含む固体疎水性ポリマー
の半透過性マトリックスを包含し、ここでマトリックスは成形品、例えばフィルム又はマ
イクロカプセルの形で存在する。除放性マトリックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲル
（例えば、ポリ－（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、又はポリ（ビニルアルコ
ール））、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸及びγ
エチル－Ｌ－グルタノートのコポリマー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、分解性乳酸－
グルコール酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOT（登録商標）（乳酸－クリコール酸コポリ
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マー及び酢酸ロイプロリドから構成される注射用微小球）、及びポリ－Ｄ－（－）－３－
ヒドロキシ酪酸を包含する。ポリマー、例えばエチレン－酢酸ビニル及び乳酸－グリコー
ル酸は１００日間にわたって分子を放出できるが、ある種のヒドロゲルは、より短い期間
、タンパク質を放出する。
【０２６９】
　いくつかの実施形態において、活性化可能抗体は、検出可能標識を含む。損なわれてい
ない抗体、又はそのフラグメント（例えば、Ｆａｂ、ｓｃＦｖ又はＦ（ａｂ）２）が使用
される。プローブ又は抗体に関して、用語「標識された」とは、プローブ又は抗体に検出
可能物質を結合する（すなわち、物理的に連結する）ことによるプローブの直接的標識、
及び直接的に標識される別の試薬との反応性によるプローブ又は抗体の間接的標識の包含
を意図する。間接的標識の例は、蛍光標識された二次抗体を用いての一次抗体の検出、及
び蛍光標識されたストレプタビジンにより検出され得るようビオチンによるＤＮＡプロー
ブの末端標識を包含する。用語「生物学的サンプル」とは、対象から単離された組織、細
胞及び生物学的流体、並びに対象内に存在する組織、細胞及び体液の包含を意図する。従
って、用語「生物学的サンプル」の使用範囲内に包含されるものは、血液、及び血清、血
漿又はリンパを含む血液の画分又は成分である。すなわち、本発明の検出方法は、インビ
トロ及びインビボで、生物学的サンプルにおけるタンパク質、ポリペプチド又はペプチド
を検出するために使用され得る。例えば、分析物タンパク質の検出のためのインビトロ技
法としては、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ウェスターンブロット、免疫沈澱
、免疫化学染色、及び免疫蛍光が挙げられる。免疫検定を行うための手順は、例えば“EL
ISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology”, Vol. 42, J. R. Crowthe
r (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995; “Immunoassay”, E. Diamandis and T. Chri
stopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996; and “Practice and Theory 
of Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 19
85に記載される。さらに、分析物タンパク質の検出のためのインビボ技法は、標識された
抗－分析物タンパク質抗体を対象中に導入することを包含する。例えば、抗体は、対象に
おける存在及び位置が標識イメージング技法により検出され得る放射性マーカーにより標
識され得る。
【０２７０】
　診断及び予防製剤
　本発明の複合活性化可能抗体は、診断及び予防製剤に使用される。１つの実施形態にお
いて、複合活性化可能抗体は、１若しくは複数の前述の癌又は他の障害を発症する危険性
がある患者に投与される。１若しくは複数の前述の障害に対する患者又は器官の素因は、
遺伝子型、血清学的又は生化学的マーカーを用いて決定され得る。
【０２７１】
　本発明のいくつかの実施形態において、複合活性化可能抗体は、１若しくは複数の前述
の障害に関連する臨床学的徴候を有するものとして診断されたヒト個人に投与される。診
断に基づいて、複合活性化可能抗体は、臨床学的徴候の効果を軽減するか又は無効にする
ために投与される。
【０２７２】
　本発明の活性化可能抗体はまた、患者サンプルにおける標的の検出においても有用であ
り、そして従って、診断としても有用である。例えば、本発明の複合活性化可能抗体は、
患者サンプルにおける標的レベルを検出するために、インビトロアッセイ、例えばＥＬＩ
ＳＡに使用される。
【０２７３】
　複合活性化可能抗体はまた、診断及び／又はイメージング方法にも使用され得る。いく
つかの実施形態において、そのような方法は、インビトロ方法である。いくつかの実施形
態において、そのような方法は、インビボ方法である。いくつかの実施形態において、そ
のような法方は、インサイチュ方法である。いくつかの実施形態において、そのような方
法はエクスビボ方法である。例えば、酵素切断できるＣＭを有する複合活性化可能抗体は
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、ＣＭを切断できる酵素の存在又は不在を検出するために使用され得る。そのような複合
活性化可能抗体は、所定の宿主生物の所定の細胞又は組織における活性化された複合活性
化可能抗体（すなわち、複合活性化可能抗体の切断に起因する抗体）の測定される蓄積を
通して酵素活性（又は、いくつかの実施形態において、ジスルフィド結合の還元を提供す
ることができる高められた還元電位の環境）のインビボ検出（例えば、定性的又は定量的
）を包含することができる診断に使用され得る。活性化された複合化抗体のそのような蓄
積は、組織が酵素活性（又はＣＭの性質に依存する高められた還元電位）を表すことを示
すのみならず、また組織が活性化された抗体が結合する標的物を表すことも示唆する。
【０２７４】
　例えば、ＣＭは、腫瘍の部位で、ウイルス又は細菌感染の部位で、生成学的に制限され
た部位で（例えば、膿瘍において、器官において、及び同様において）、及び同様の部位
で見出されるプロテアーゼのためのプロテアーゼ基質として選択され得る。ＡＢは、標的
抗原を結合するものである。本明細書中に開示した方法、適切であれば、当業者になじみ
の方法を用いて、検出可能標識（例えば、蛍光標識又は放射性標識又は放射性トレーサー
）は、ＡＢ、又は複合活性化可能抗体の他の領域に結合され得る。適切な検出可能標識は
、上記スクリーニング方法において論じられ、そして追加の特定の例が下記に提供される
。その活性が着目の疾患組織において高められるプロテアーゼと共に、病状のタンパク質
又はペプチドに対して特異的なＡＢを用いて、プロテアーゼで活性化された活性化可能抗
体は、ＣＭ特異的酵素が検出可能レベルで存在しないか、又は疾患組織においてよりも低
いレベルで存在するか、又は不活性である（例えば、チモーゲン形で、又は阻害剤との複
合体下で）、組織と比較して、疾患組織への結合率の増加を示すであろう。小タンパク質
及びペプチドは腎臓濾過システムにより血液から急速にクリアランスされるので、及びＣ
Ｍに対して特異的な酵素は検出可能レベルで存在しないので（又は非疾患組織に低レベル
で存在するか、又は不活性コンフォメーション下で存在する）、疾患組織における活性化
された抗体の蓄積は、非疾患組織に対して増強される。
【０２７５】
　別の例によれば、複合活性化可能抗体は、サンプルにおける切断剤の存在又は不在を検
出するために使用され得る。例えば、複合活性化可能抗体が酸素による切断に対して敏感
なＣＭを含む場合、複合活性化可能抗体は、サンプル中の酵素の存在を検出する（定性的
に又は定量的に）ために使用され得る。複合活性化可能抗体が還元剤による切断に対して
敏感なＣＭを含む別の例によれば、複合活性化可能抗体は、サンプルにおける還元状態の
存在を検出する（定性的に又は定量的に）ために使用され得る。それらの方法での分析を
促進するためには、複合活性化可能抗体は検出可能的に標識され得、そして支持体（例え
ば、固体支持体、例えばスライド又はビーズ）に結合され得る。検出可能標識は、切断に
続いて放出されない活性化可能抗体の一部上に位置し、例えば検出可能標識は、クエンチ
蛍光標識、又は切断が生じるまで検出できない他の標識であり得る。アッセイは、例えば
固定された、検出可能的に標識された活性化可能抗体と、酵素及び／又は還元剤を含む疑
いがあるサンプルとを、切断が生じるのに十分な時間、接触し、次に過剰のサンプル及び
汚染物を除去するために洗浄することにより実施され得る。次に、サンプル中に切断剤（
例えば、酵素又は還元剤）の存在又は不在が、サンプルとの接触の前、活性化可能抗体の
検出可能シグナルの変化、例えばサンプル中の切断剤による活性化可能抗体の切断による
検出可能シグナルの存在及び／又は上昇により評価され得る。
【０２７６】
　そのような検出方法は、切断される場合、複合活性化可能抗体のＡＢを結合できる標的
物の存在又は不在の検出を提供できるよう適合され得る。従って、アッセイは、切断剤の
存在又は不在、及び着目の標的物の存在又は不在を評価するように適合され得る。切断剤
の存在又は不在は、上記のような活性化可能抗体の検出可能レベルでの存在及び／又は上
昇により検出され得、そして標的物の存在又は不在は標的物－ＡＢ複合体の検出により、
例えば検出可能的に標識された抗標的抗体の使用により、検出され得る。
【０２７７】
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　複合活性化可能抗体は、例えばプロテアーゼ切断及び特定標的物への結合による、活性
化可能抗体活性化の検証のためのインサイチュイメージングにおいても有用である。イン
サイチュイメージングは、生物学的サンプル、例えば細胞培養物又は組織切片におけるタ
ンパク質分解活性及び標的物の局在化を可能にする技法である。この技法を用いて、所定
の標的物への結合、及び検出可能標識（例えば、蛍光標識）の存在に基づいてのタンパク
質分解活性の両者を確認することが可能である。
【０２７８】
　それらの技法は、疾患部位（例えば、腫瘍組織）又は健康組織由来の任意の凍結細胞又
は組織に関して有用である。それらの技法はまた、新鮮細胞又は組織サンプルに関しても
有用である。
【０２７９】
　それらの技法によれば、活性化可能抗体は、検出可能標識により標識される。検出可能
標識は、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ローダミ
ンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）標識（Ａｌ
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６８０又はＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）７５０な
ど）、近赤外（ＮＩＲ）色素（例えば、Ｑｄｏｔ（登録商標）ナノ結晶）、コロイド状金
属、ハプテン、放射性マーカー、ビオチン及び増幅試薬、例えばストレプタビジン、又は
酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼ）であり得る。
【０２８０】
　標識された、活性化可能抗体と共にインキュベートされたサンプル中の標識の検出は、
サンプルが標的物を含み、そして活性化可能抗体のＣＭに対して特異的であるプロテアー
ゼを含むことを示唆する。いくつかの実施形態において、プロテアーゼの存在は、広範囲
のプロテアーゼ阻害剤を用いて、及び／又はプロテアーゼに対して特異的である剤、例え
ばプロテアーゼマトリプターゼ（ＭＴ－ＳＰ１）に対して特異的であり、そしてＭＴ－Ｓ
Ｐ１のタンパク質分解活性を阻害する抗体、例えばＡ１１を用いて確認され得る；例えば
、国際公開番号ＷＯ２０１０／１２９６０９号（２０１０年１１月１１日に公開された）
を参照のこと。広範囲のプロテアーゼ阻害剤を使用し、及び／又はより選択的な阻害剤を
使用する同じアプローチが、プロテアーゼ、又は活性化可能抗体のＣＭに対して特異的な
種類のプロテアーゼを同定するために使用され得る。いくつかの実施形態において、標的
物の存在は、標的物、例えば別の抗体に対して特異的である剤を用いて確認され得、又は
検出可能標識が、標識されていない標的と比較され得る。いくつかの実施形態において、
標識されていない活性化可能抗体が、標識された二次抗体又はより複雑な検出システムに
よる検出を伴って、使用され得る。
【０２８１】
　類似する技法がまた、対象、例えば哺乳類、例えばヒトにおける蛍光シグナルの検出が
、疾患部位が標的物を含み、そして活性化可能抗体のＣＭに対して特異的であるプロテア
ーゼを含むことを示唆する、インビボイメージングのためにも有用である。
【０２８２】
　それらの技法はまた、活性化可能抗体におけるプロテアーゼ－特異的ＣＭに基づいて、
種々の細胞、組織及び生物におけるプロテアーゼの検出、同定又は特徴化のために、キッ
トにおいて、及び／又は試薬としても有用である。
【０２８３】
　いくつかの実施形態において、インサイチュイメージング及び／又はインビボイメージ
ングは、治療する患者を同定する方法において有用である。例えば、インサイチュイメー
ジングによれば、活性化可能抗体は、適切な位置で、例えば腫瘍部位で、適切なプロテア
ーゼ及び標的物を有するそれらの患者を同定するために、患者サンプルをスクリーニング
するために使用される。
【０２８４】
　いくつかの実施形態において、インサイチュイメージングが、本開示の複合活性化可能
抗体による治療のために適切な患者集団を同定するか、そうでなければ、細分するために
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使用される。例えば、標的、及び試験される活性化可能抗体の切断可能部分（ＣＭ）（例
えば、疾患部位で活性化抗体を蓄積する）における基質を切断するプロテアーゼの両者に
対して陽性の患者が、そのようなＣＭを含む活性化可能抗体による治療のための適切な候
補体として同定される。同様に、標的及びそれらの方法を用いて試験される活性化可能抗
体中のＣＭにおいて基質を切断するプロテアーゼのいずれか又は両者に対して陰性の患者
が、別の形の療法のための適切な候補体として同定される。いくつかの実施形態において
、第１の活性化可能抗体に関して陰性のそのような患者は、治療のための適切な活性化可
能抗体（例えば、疾患の部位で患者により切断されるＣＭを含む活性化可能抗体）が同定
されるまで、異なったＣＭを含む他の活性化可能抗体により試験され得る。いくつかの実
施形態において、患者は、その後、患者が検査で陽性であった複合活性化可能抗体の治療
上有効な量が投与される。
【０２８５】
　いくつかの実施形態において、インビボイメージングは、本開示の活性化可能抗体によ
る治療のために適切な患者集団を同定するか又は細分するために使用される。例えば、標
的、及び試験される活性化可能抗体の切断可能部分（ＣＭ）（例えば、疾患部位で活性化
抗体を蓄積する）における基質を切断するプロテアーゼの両者に対して陽性の患者が、そ
のようなＣＭを含むそのような活性化可能抗体による治療のための適切な候補体として同
定される。同様に、陰性の患者が、別の形の療法のための適切な候補体として同定され得
る。いくつかの実施形態において、第１の活性化可能抗体に関して陰性のそのような患者
は、治療のための適切な活性化可能抗体（例えば、疾患の部位で患者により切断されるＣ
Ｍを含む活性化可能抗体）が同定されるまで、異なったＣＭを含む他の活性化可能抗体に
より試験され得る。いくつかの実施形態において、患者は、その後、患者が検査で陽性で
あった複合活性化可能抗体の治療上有効な量が投与される。
【０２８６】
　医薬組成物
　本発明の複合活性化可能抗体（また「活性化合物」として、本明細書において言及され
る）、その誘導体、フラグメント、類似体及び相同体は、投与のために適切な医薬組成物
中に組み込まれ得る。そのような組成物は典型的には、複合活性化可能抗体及び医薬的に
許容できる担体を含む。本明細書において使用される場合、用語「医薬的に許容できる担
体」とは、医薬投与に適合できる、いずれか及びすべての溶媒、分散媒体、コーチング、
抗菌及び抗真菌剤、等張剤及び吸収遅延剤、及び同様のものを含むよう意図される。適切
な担体は、参照により本明細書に組み込まれる、分野的標準参考テキストである、Reming
ton’s Pharmaceutical Sciencesの最新版に記載される。そのような担体又は希釈剤の例
は、水、生理食塩水、リンガー溶液、デキストロース液体、及び５％ヒト血清アルブミン
を包含するが、但しそれらだけには限定されない。リボソーム及び非水性ビヒクル、例え
ば固定油がまた使用され得る。医薬敵活性物質のためのそのような媒体及び剤の使用は、
周知である。いずれかの従来の媒体又は剤が活性化合物と不適合である限りを除いて、組
成物へのそれらの使用が企画される。補助活性化合物もまた、組成物中に組み込まれ得る
。
【０２８７】
　本発明の医薬組成物は、その意図される投与経路と適合できるよう処方される。投与経
路の例は、非経口、例えば静脈内、皮内、皮下、経口（例えば、吸入）、経皮（すなわち
、局所）、経粘膜、及び直腸投与を包含する。非経口、皮内又は皮下適用のために使用さ
れる溶液又は懸濁液は次の成分を含むことができる：無菌希釈剤、例えば注射用蒸留水、
生理食塩水溶液、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール
又は他の合成溶媒；抗菌剤、例えばベンジルアルコール又はメチルパラベン；酸化防止剤
、例えばアスコルビン酸又は亜流酸水素ナトリウム；キレート剤、例えばエチレンジアミ
ン四酢酸（ＥＤＴＡ）；緩衝液、例えば酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩及び張性の調整
のための剤、例えば塩化ナトリウム又はデキストロース。ｐＨは、酸又は塩基、例えば塩
酸又は水酸化ナトリウムにより調節され得る。非経口製剤は、アンプル、使い捨て注射器
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、又はガラス又はプラスチック製の複数用量バイアル中に封入され得る。
【０２８８】
　注射使用に適した医薬組成物は、無菌注射用溶液又は分散液の即時調整のための無菌水
溶液（ここで、水溶性）又は分散液、及び無菌粉末を含む。静脈内投与に関しては、適切
な担体は、生理食塩水、静菌水、Cremophor EL（登録商標）（BASF, Parsippany, N.J.）
又はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を含む。すべての場合、組成物は、無菌であるべき
であり、そして容易な注射針通過性が存在する程度に流動する必要がある。それは、製造
及び貯蔵の条件下で安定性でなければならず、そして微生物、例えば細菌及び菌類の汚染
作用に対して保存されるべきである。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例
えば、グリセロール、プロピレングリコール、及び液体ポリエチレングリコール、及び同
様のもの）、及びそれらの適切な混合物を含む溶媒又は分散性媒体であり得る。適切な流
動性は、例えばコーチング、例えばレシチンの使用により、分散液の場合、必要とされる
粒度の維持により、及び界面活性剤の使用により維持され得る。微生物の作用の防止は、
種々の抗菌剤及び抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコル
ビン酸、チメロサール及び同様のものにより達成され得る。多くの場合、等張剤、例えば
糖、ポリアルコール、例えばマニトール、ソルビトール、塩化ナトリウムを、組成物に含
むことが好適である。注射用組成物の持続吸収は、吸収を遅延する剤、例えばモノステア
リン酸アルミニウム及びゼラチンを、組成物に含むことによりもたらされ得る。
【０２８９】
　無菌注射用溶液は、上記に列挙される１つの成分又は成分の組み合わせと共に、適切な
溶媒に、必要とされる量の活性化合物を組み込むことにより、必要なら、続いて濾過殺菌
により調製され得る。一般的に、分散液は、塩基性分散液媒体及び上記に列挙されるそれ
らからの必要とされる他の成分を含む無菌ビヒクル中に、活性化合物を組み込むことによ
り調製される。注射用溶液の調製のための無菌粉末の場合、調製方法は、活性成分の粉末
、及び前もって無菌濾過された溶液からの任意の追加の所望する成分の粉末を生成する、
真空乾燥及び凍結乾燥である。
【０２９０】
　経口組成物は一般的に、不活性希釈剤又は食用担体を含む。それらは、ゼラチンカプセ
ルに封入されるか、又は錠剤に圧縮される。経口治療投与のためには、活性化合物が、賦
形剤と共に組込まれ、そして錠剤、トローチ又はカプセルの形で使用され得る。経口組成
物はまた、マウスウォシュとしての使用のために流体担体を用いて調製され得、ここで流
体担体中、化合物が経口適用され、うがいされ、そして吐き出されるか、又は飲み込まれ
る。医薬的に適用できる結合剤及び／又はアジュバント材料が、組成物の一部として含ま
れ得る。錠剤、ピル、カプセル、トローチ及び同様のものは、次の成分、又は類似する性
質の化合物：結合剤、例えば微結晶性セルロース、トラガカントゴム又はゼラチン；賦形
剤、例えば澱粉又はラクトース、崩壊剤、例えばアルギン酸、プリモゲル又はコーンスタ
ーチ；潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウム又はステローツ（Sterotes）；流動促進
剤、例えばコロイド状二酸化珪素；甘味剤、例えばスクロース又はサッカリン；又は風味
剤、例えばペパーミント、サリチル酸メチル又はオレンジ香料、のいずれかを含むことが
できる。
【０２９１】
　吸入による投与に関しては、化合物は、適切な推進剤、例えばガス、例えば二酸化炭素
を含む加圧された容器又は分散器、又はネブライザーからエアロゾル噴霧の形で供給され
る。
【０２９２】
　全身性投与はまた、経粘膜又は経皮手段によるものであっても良い。経粘膜又は経皮投
与に関しては、浸透されるバリアに適切な浸透剤が製剤に使用される。そのような浸透剤
は一般的に周知であり、そして例えば、経粘膜投与のためには、界面活性剤、胆汁酸塩、
及びフシジン酸誘導体を包含する。経粘膜投与は、鼻用スプレー又は坐剤の使用を通して
達成され得る。経皮投与に関しては、活性化合物は、一般的に当業界において知られてい
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るように、軟膏、膏剤、ゲル又はクリーム中に処方される。
【０２９３】
　化合物はまた、直腸供給のためには、坐剤（例えば、従来の坐剤基材、例えばココナツ
バター及び他のグリセリドを含む）、又は保持浣腸の形でも調製され得る。
【０２９４】
　１つの実施形態において、活性化合物は、身体からの急速な排除に対して化合物を保護
するであろう担体、例えば制御放出製剤、例えばインプラント及びマイクロカプセル化送
達システムにより調製される。生分解性、生体適合性ポリマー、例えばエチレン酢酸ビニ
ル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル及びポリ乳酸が使
用され得る。そのような製剤の調製方法は、当業者に明らかであろう。材料はまた、Alza
 Corporation and Nova Pharmaceuticals, Inc.から商業的に得られる。リポソーム懸濁
液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体により、感染された細胞に標的化されるリ
ポソームを含む）はまた、医薬的に許容できる担体としても使用され得る。それらは、米
国特許第４，５２２，８１１号に記載されるように、当業者に知られている方法に従って
調製され得る。
【０２９５】
　容易な投与及び投薬量の均一性のために、投薬単位形で、経口又は非経口組成物を処方
することが特に好都合である。投薬単位形とは、本明細書において使用される場合、治療
される対象のために単位投与量として適した物理的に別個の単位を言及し；各単位は、必
要とされる医薬担体と共に所望する治療効果を生成するために計算された所定量の活性化
合物を含む。本発明の単位剤形の仕様は、活性化合物のユニーク特性及び達成される特定
の治療効果、及び個人の治療のために活性化合物を配合する技術的に固有の制限により決
定され、そしてそれらに直接的に依存する。
【０２９６】
　医薬組成物は、投与についての説明書と共に、容器、パック又はディスペンサーに含ま
れ得る。
【０２９７】
　本発明はさらに、次の実施例に記載されるが、それらは請求項に記載される本発明の範
囲を限定されるものではない。
【実施例】
【０２９８】
　実施例１．材料及び方法
　本明細書中で提供する実施例では、ＥＧＦＲ結合配列、マスキング部分（ＭＭ）、及び
プロテアーゼの基質である切断可能部分（ＣＭ）を含む、本明細書中で活性化可能抗体３
９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５（本明細書中で３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性
化可能抗体又は３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５とも呼ばれる）とも呼ばれる抗ＥＧＦ
Ｒ活性化可能抗体を使用する。これらの実施例ではまた、ＭＭとＥＧＦＲ結合配列との間
に位置する切断不可能な部分を含む、本明細書中でマスク抗体３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２
２５ｖ５（本明細書中で３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５マスク抗体又は３９５４－Ｎ
ＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５とも呼ばれる）とも呼ばれる活性化可能な抗ＥＧＦＲ抗体構築物も
使用する。本明細書中に提供する実施例では、これらの抗ＥＧＦＲ活性化可能抗体構築物
を使用するが、これらの方法では２以上のシステイン残基を有する任意の活性化可能抗体
も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内のシステイン残基の総数の一部だけが複合
化前に還元されるのが望ましいことは理解されるべきである。これは本明細書中で「部分
還元」とも呼ばれる。
【０２９９】
　本明細書中で提供する実施例では、活性化可能抗体に複合化されるべき剤として蛍光剤
Ａｌｅｘａ－６８０Ｆｌｕｏｒ（登録商標）（本明細書中でＡｌｅｘａ６８０（登録商標
）とも呼ばれる）を使用することは、さらに理解されるべきである。この特定の色素が既
知の細胞傷害剤、ＭＭＡＥと類似した分子量を有するので、それが選ばれた。しかしなが
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ら、この蛍光剤は単に例として使用されるので、本明細書中に使用される組成物及び方法
は、制限されることのない例として、毒素及び他のペイロード剤を含めた、あらゆる複合
化される剤に有用である。前記組成物及び方法は、任意の特定の分子量、サイズ又は他の
そうした特徴の剤に限定されない。
【０３００】
　抗ＥＧＦＲ活性化可能抗体構築物：３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗Ｅ
ＧＦＲ抗体構築物は、以下のＨ鎖及びＬ鎖配列を含む：
　３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
［Ｃ２２５ｖ５（配列番号１）］
[caggtgcagctgaaacagagcggcccgggcctggtgcagccgagccagagcctgagcattacctgcaccgtgagcggct
ttagcctgaccaactatggcgtgcattgggtgcgccagagcccgggcaaaggcctggaatggctgggcgtgatttggagc
ggcggcaacaccgattataacaccccgtttaccagccgcctgagcattaacaaagataacagcaaaagccaggtgttttt
taaaatgaacagcctgcaaagccaggataccgcgatttattattgcgcgcgcgcgctgacctattatgattatgaatttg
cgtattggggccagggcaccctggtgaccgtgagcgcggctagcaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcc
tccaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtg
gaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcg
tggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtg
gacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggacc
gtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtgg
acgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccg
cgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaagga
gtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgag
aaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgaactgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggc
ttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgct
ggactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcat
gctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaatga]（配列番
号１）
　３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗体Ｈ鎖アミノ酸配列：
［Ｃ２２５ｖ５（配列番号２）］
[QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVF
FKMNSLQSQDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*]（配列番号２）
　３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗体Ｌ鎖ヌクレオチド配列：
［スペーサー（配列番号５）］［マスク（配列番号６）］［リンカー１（配列番号７）］
［１２０４基質（配列番号８）］［リンカー２（配列番号９）］［Ｃ２２５（配列番号１
０）］
[caaggccagtctggccag][tgcatctcacctcgtggttgtccggacggcccatacgtcatgtac][ggctcgagcggt
ggcagcggtggctctggtggatccggt][ctgagcggccgttccgataatcat][ggcagtagcggtacc][cagatctt
gctgacccagagcccggtgattctgagcgtgagcccgggcgaacgtgtgagctttagctgccgcgcgagccagagcattg
gcaccaacattcattggtatcagcagcgcaccaacggcagcccgcgcctgctgattaaatatgcgagcgaaagcattagc
ggcattccgagccgctttagcggcagcggcagcggcaccgattttaccctgagcattaacagcgtggaaagcgaagatat
tgcggattattattgccagcagaacaacaactggccgaccacctttggcgcgggcaccaaactggaactgaaacgtacgg
tggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctg
aataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgt
cacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacaca
aagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag]（
配列番号３）
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　太字：スペーサー
　下線：マスク
　イタリック体及び下線：リンカー１
　太字及び下線：１２０４基質
　太字、イタリック体及び下線：リンカー２
　通常テキスト：抗ＥＧＦＲ抗体由来の配列
　３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
［スペーサー（配列番号１１）］［マスク（配列番号１２）］［リンカー１（配列番号１
３）］［１２０４基質（配列番号１４）］［リンカー２（配列番号１５）］［Ｃ２２５（
配列番号１６）］
[QGQSGQ][CISPRGCPDGPYVMY][GSSGGSGGSGGSG][LSGRSDNH][GSSGT][QILLTQSPVILSVSPGERVSFS
CRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*]（配列番号４）
　太字：スペーサー
　下線：マスク
　イタリック体及び下線：リンカー１
　太字及び下線：１２０４基質
　太字、イタリック体及び下線：リンカー２
　通常テキスト：抗ＥＧＦＲ抗体由来の配列
【０３０１】
　いくつかの実施形態において、Ｌ鎖３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗体
のスペーサー配列は、例えば、ＧＱＳＧＱ（配列番号２３５）、ＱＳＧＱ（配列番号２３
６）、ＳＧＱ（配列番号２３７）、ＧＱ、及びＱから成る群から選択されるスペーサーな
どのＮ末端バリアントを含む。これらの実施形態において、３９５４－１２０４－Ｃ２２
５ｖ５活性化可能抗体のすべての他の成分、例えば、Ｈ鎖配列、Ｌ鎖配列、３９５４マス
ク、リンカー１、１２０４基質、及びリンカー２は、先の配列番号４に示したのとすべて
同じである。
【０３０２】
　３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５マスク抗ＥＧＦＲ抗体構築物は、先に示した３９５
４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５活性化可能抗ＥＧＦＲ抗体と同じＨ鎖を含む。３９５４－Ｎ
ＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５マスク抗ＥＧＦＲ抗体構築物は、以下のＬ鎖配列を含む：
　３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５マスク抗体Ｌ鎖ヌクレオチド配列：
［スペーサー（配列番号５）］［マスク（配列番号６）］［リンカー１－非切断可能基質
－リンカー２（配列番号１９）］［Ｃ２２５（配列番号１０）］
[caaggccagtctggccag][tgcatctcacctcgtggttgtccggacggcccatacgtcatgtac][ggctcgagcggt
ggcagcggtggctctggtggctcaggtggaggctcgggcggtgggagcggcggttct][cagatcttgctgacccagagc
ccggtgattctgagcgtgagcccgggcgaacgtgtgagctttagctgccgcgcgagccagagcattggcaccaacattca
ttggtatcagcagcgcaccaacggcagcccgcgcctgctgattaaatatgcgagcgaaagcattagcggcattccgagcc
gctttagcggcagcggcagcggcaccgattttaccctgagcattaacagcgtggaaagcgaagatattgcggattattat
tgccagcagaacaacaactggccgaccacctttggcgcgggcaccaaactggaactgaaacgtacggtggctgcaccatc
tgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatc
ccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggac
agcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctg
cgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag]（配列番号１７
）
　太字：スペーサー
　下線：マスク
　イタリック体及び下線：リンカー１－非切断可能基質－リンカー２
　通常テキスト：抗ＥＧＦＲ抗体由来の配列
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　３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５マスク抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
［スペーサー（配列番号１１）］［マスク（配列番号１２）］［リンカー１－非切断可能
基質－リンカー２（配列番号２０）］［Ｃ２２５（配列番号１６）］
[QGQSGQ][CISPRGCPDGPYVMY][GSSGGSGGSGGSGGGSGGGSGGS][QILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSI
GTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*]（配列番号１８）
　太字：スペーサー
　下線：マスク
　イタリック体及び下線：リンカー１－非切断可能基質－リンカー２
　通常テキスト：抗ＥＧＦＲ抗体由来の配列
【０３０３】
　還元剤：本明細書中に提供した試験では、還元剤ＴＣＥＰ（トリス（２－カルボキシエ
チル）ホスフィン）を使用した。
【０３０４】
　抗ＥＧＦＲ活性化可能抗体のＴＣＥＰ部分還元とその後のマレイミドＡｌｅｘａ－６８
０への複合化のためのプロトコール：Ｂｏｎｄ－Ｂｒｅａｋｅｒ（登録商標）ＴＣＥＰ溶
液（中性ｐＨ溶液、Thermo Scientific）は、ＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体（切断状態
（すなわち、活性化状態）において、上皮成長因子受容体に結合する）の様々なモル比で
使用され、そして、抗ＥＧＦＲ活性化可能抗体はＰＢＳ中に処方される。例えば、還元剤
、ＴＣＥＰ－対－試験されるべき活性化可能抗体の比は、約２０：１～１：１、約１０：
１～１：１、約９：１～１：１、約８：１～１：１、約７：１～１：１、約６：１～１：
１、約５：１～１：１、約４：１～１：１、約３：１～１：１、約２：１～１：１、約２
０：１～１：１．５、約１０：１～１：１．５、約９：１～１：１．５、約８：１～１：
１．５、約７：１～１：１．５、約６：１～１：１．５、約５：１～１：１．５、約４：
１～１：１．５、約３：１～１：１．５、約２：１～１：１．５、約１．５：１～１：１
．５、又は約１：１～１：１．５の範囲に比を含み得る。いくつかの実施形態において、
比は、約５：１～１：１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約５：１
～１．５：１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約４：１～１：１の
範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約４：１～１．５：１の範囲内にあ
る。いくつかの実施形態において、比は、約８：１～約１：１の範囲内にある。いくつか
の実施形態において、比は、約２．５：１～１：１の範囲内にある。本明細書中に提供す
る実施例では、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５と本明細書中で呼ばれる抗ＥＧＦＲ活
性化可能抗体を使用したが、これらの方法では２以上のシステイン残基を有する任意の活
性化可能抗体も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内のシステイン残基の総数の一
部だけが複合化前に還元されるのが望ましいことは理解されるべきである。これは本明細
書中で「部分還元」とも呼ばれる。
【０３０５】
　簡単に言えば、終濃度の２倍のＴＣＥＰ溶液を、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５と
１：１（体積：体積）の比で混合して、所望の最終的なＴＣＥＰ：（３９５４－１２０４
－Ｃ２２５ｖ５）の比をもたらす。そして、還元反応が進行するために、最終溶液を指定
した期間、３７℃でインキュベートした。還元反応の終了時に、溶液を室温に冷まし、そ
して、Ａｌｅｘａ－６８０複合化を開始するために、マレイミドＡｌｅｘａ－６８０（In
vitrogen）を溶液（還元反応の間、マレイミドＡｌｅｘａ－６８０を還元体積の半分、Ｔ
ＣＥＰの１０×モル濃度にあたる濃度で使用した；例えば、本来の還元反応が５０マイク
ロリットル（μｌ）の１３．２μＭ、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５及び５０μｌの
５２．８μＭ、ＴＣＥＰを含むのであれば、そのとき、５０μｌの２６４μＭ、マレイミ
ドＡｌｅｘａ－６８０が使用される）に追加した。不透光性密閉容器内、２時間室温で複
合化反応を続けた。２時間の反応後に、溶液をスピンダウンし、そして、製造業者の取扱
説明書を使用してＰＤ－１０カラム（GE Healthcare）又は同等物を使用してバッファー
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をＰＢＳに交換した。最終的な複合化生成物をＵＶ分光光度計を使用して分析して、最終
的なタンパク質濃度及びＡｌｅｘａ－６８０色素の標識の程度を測定した。
【０３０６】
　LabChip GXIIを使用したマレイミドＡｌｅｘａ－６８０複合化抗ＥＧＦＲ活性化可能抗
体の分析のためのプロトコール：製造業者の取扱説明書に従って、HT Protein Express L
abchip（Perkin Elmer）を、Pico Protein Expressプロトコール又はHT Protein Express
プロトコールのどちらかを使用して調製した：ＴＣＥＰ還元３９５４－１２０４－Ｃ２２
５ｖ５のＡｌｅｘａ－６８０複合化部分を分析するのにPico Protein Expressプロトコー
ルを使用した；ＴＣＥＰ還元、Ａｌｅｘａ－６８０複合化３９５４－１２０４－Ｃ２２５
ｖ５の総タンパク質量を分析するのにHT Protein Expressプロトコールを使用した。ＧＸ
ＩＩ分析のためにＴＣＥＰ還元、Ａｌｅｘａ－６８０複合化３９５４－１２０４－Ｃ２２
５ｖ５をPerkin Elmerの取扱説明書を使用して調製した。サンプルを、LabChip GXII分析
プロトコールの２００シリーズを使用して分析した（ＨＴプロトコールではHigh sensiti
vity及びPicoプロトコールではPico）。得られたデータを、LabChip GXIIソフトウェアを
使用して分析した。
【０３０７】
　ＥＧＦＲ結合ＥＬＩＳＡのためのプロトコール：NUNC Maxisorp平底９６ウェルプレー
トを、室温で２時間、５０μｌ／ウェルのHank’s Balanced Salt溶液（HBSS、Teknova）
の２μｇ／ｍｌ ヒトＥＧＦＲ－Ｆｃ融合タンパク質（R&D Systems）でコートした。２時
間のコーティング終了時に、プレートの液体内容物を排出し、２５０μｌ／ウェルの１％
 ＢＳＡ含有ＨＢＳＳを加え、３０分間室温でプレートをブロッキングした。ブロッキン
グ期間の終了時に、９６ウェルプレートの液体内容物を取り除き、そして、５０μｌ／ウ
ェルで連続希釈サンプル（すなわち、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５、Ａｌｅｘａ－
６８０複合化３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５、ｕＰＡ活性化３９５４－１２０４－Ｃ
２２５ｖ５、ｕＰＡ活性化Ａｌｅｘａ－６８０複合化３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５
、及びＣ２２５（セツキシマブ抗体）、１００μｇ／ｍｌの濃度から開始し、１希釈段階
あたり３倍希釈した）を加えた。プレートを、室温で１時間インキュベートした。その時
間の終了時に、プレートを、BioTek ELx450 Select CWプレートウォッシャー（３００μ
ｌ／ウェルの洗浄体積、吸引と洗浄を６サイクル）を使用して、０．０５％ Ｔｗｅｅｎ
－２０含有ＨＢＳＳで洗浄した。洗浄したプレートを、タップして乾燥させ、そして、５
０μｌ／ウェルの４００ｎｇ／ｍｌ 西洋わさびペルオキシダーゼ（Jackson ImmunoResea
rch）複合化ヤギ抗ヒトＩｇＧ Ｆａｂ’２特異的抗体を加え、そして、３０分間室温でイ
ンキュベートした。プレートを前述のように洗浄し、そして、１００μｌ／ウェルの１ス
テップＴＭＢ基質（Thermo Scientific）を加えた。色の変化を観察して、１００μｌ／
ウェルの１Ｍ ＨＣｌ（Fisher Scientific）の添加によって反応を停止した。反応済プレ
ートを、Ｏ．Ｄ．４５０にてBioTek EL800プレートリーダを使用して分析した。データを
Excel（Microsoft）を使用して計算し、そして、結果をPrism6（GraphPad）を使用してプ
ロットした。
　実施例２．活性化可能抗体のＴＣＥＰ媒介還元
【０３０８】
　本明細書中に提供した組成物及び方法は、所望の部分還元とそれに続く複合化を生じさ
せる試薬と反応条件の組み合わせを決定する。還元とその後の複合化が適切に制御されて
いない場合、活性化可能抗体は完全に還元されるので、活性化可能抗体のマスキング効率
は支障をきたす。例えば、還元剤が２０：１（還元剤対活性化可能抗体）の比で使用され
る場合、活性化可能抗体は遊離Ｈ鎖と遊離Ｌ鎖に完全に還元される。例えば、還元剤を固
定することによって、より緩やかな還元（すなわち、完全な還元より少ない）を生じさせ
る試みは、緩やか過ぎて、その後の複合化を可能にするには不十分にしか活性化可能抗体
を還元しなかった。これらの試験では、ほとんどが完全なままのＩｇＧに相当するバンド
（高分子量バンド＞１５０ｋＤａ）をすべての還元条件で観察した。
【０３０９】
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　還元剤対活性化可能抗体の範囲を決定するために、試験をおこなった。低い比、例えば
、０．５：１～２：１（還元剤対活性化可能抗体）範囲において、一部の還元が達成され
、且つ、活性化可能抗体保全とマスキング効率は維持された。１．５：１～５：１（還元
剤対活性化可能抗体）の比、３０分～２時間の還元時間では、１本のＨ鎖及び１本のＬ鎖
の活性化可能抗体の分子量に相当する多量の還元活性化可能抗体種が存在した。本来の非
還元且つマスク活性化可能抗体のＥＧＦＲ結合特性が維持されている部分的に還元した活
性化可能抗体は、これらの条件で部分的に還元した活性化可能抗体が、本来のマスキング
効率を維持できることを実証した。同定した還元剤対活性化可能抗体の比、及び還元時間
にで、鎖間ジスルフィドを還元した活性化可能抗体は、遊離システインによるその後の最
大の複合化を可能にすると同時に、本来の、非還元活性化可能抗体のマスキング効率を維
持するように製造され得る。
【０３１０】
　２時間の還元時に、５：１を超える還元剤対活性化可能抗体の比は、試験した活性化可
能抗体の本来のマスキング効率を維持できないくらい還元的であった。マスキング効率の
損失における様々なシフト及び部分的に還元した活性化可能抗体亜種の様々な量は、試験
した活性化可能抗体が、還元剤媒介還元、例えば、ＴＣＥＰ媒介還元に対して異なった寛
容性を有することを示した。抗体、リンカー、切断可能部分（ＣＭ）、及びマスキング部
分（ＭＭ）の様々な組み合わせは、還元剤媒介還元、例えば、ＴＣＥＰ媒介還元に対する
活性化可能抗体の寛容性のスペクトルをもたらした。
【０３１１】
　本明細書中に記載したある試験セットでは、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５と呼ば
れる活性化可能抗ＥＧＦＲ抗体を、ＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の様々な比（例えば、
約１．５：１～約４：１）にて、９０分間の還元時間を使用して還元した。場合によって
は、還元には、蛍光色素、Ａｌｅｘａ６８０の複合化があとに続いた。これらの試験の結
果（１．５：１、２：１、及び４：１のＴＣＥＰ対活性化可能抗体の比）を図１に示す。
【０３１２】
　本明細書中に記載した別の試験セットでは、ＥＧＦＲを特異的に結合する抗原結合部分
、マスキング部分、及び切断不可能リンカーを含む抗ＥＧＦＲ抗体構築物（３９５４－Ｎ
ＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５とも呼ばれる）を、ＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の様々な比（例
えば、約１．５：１～約４：１）で、９０分間の還元時間を使用して還元した。場合によ
っては、還元には、Ａｌｅｘａ６８０の複合化があとに続いた。これらの試験の結果（１
．５：１、２：１、４：１のＴＣＥＰ対活性化可能抗体の比）を図２に示す。
【０３１３】
　チオール複合化可能毒素の代用薬としてチオール複合化可能Ａｌｅｘａ６８０を使用す
ることで、これらの試験では、ＴＣＥＰ対活性化可能抗体の比と還元時間の両方に依存し
てＡｌｅｘａ６８０複合化の程度が変動することを実証する。ＴＣＥＰ部分還元３９５４
－１２０４－Ｃ２２５ｖ５又は３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５へのチオール複合化可
能Ａｌｅｘａ６８０の複合化は、ＥＧＦＲに対する３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５又
は３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５の力価プロファイルを有意に変化させない。これに
より、部分還元とその後のＡｌｅｘａ６８０のチオール複合化は、活性化可能抗体のマス
キング効率を維持するような形でおこなわれ得る。図３～６は、部分還元とその後のＡｌ
ｅｘａ６８０Ｆｌｕｏｒ（登録商標）のチオール複合化は、鉛で維持するのではなく、ｕ
ＰＡによる３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５の活性化も維持し、且つ、３９５４－ＮＳ
ＵＢ－Ｃ２２５ｖ５の活性化に至らないような形でおこなわれ得ることを実証している。
【０３１４】
　さらなる研究では、３．８の標識度（Ａｌｅｘａ６８０Ｆｌｕｏｒ（登録商標）対活性
化可能抗体のモル比）を３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５で達成され、そして、３．５
の標識度を３９５４－ＮＳＵＢ－Ｃ２２５ｖ５で達成したことを示した。
　実施例３．複合活性化可能抗体の質量分析解析
【０３１５】
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　MALDI Mass Spectrometry（MALDI MS）による分子量測定：MALDI MSでは、溶存態のサ
ンプルを金属標的上に置き、そして、ペプチドとタンパク質を光吸収マトリックスと共結
晶化させる。レーザビームを乾燥マトリックスサンプルに向け、サンプル分子を脱離させ
、イオン化させ、そして、質量を飛行時間型（ＴＯＦ）質量分析計で計測する。タンパク
質は、単独（ｍ／ｚ ＭＨ＋）並びに多重荷電イオンとして質量スペクトル（質量電荷比
（mass-over-charge spectrum）ｍ／ｚ）で観察される。
【０３１６】
　本分析では、部分的に還元した及び複合活性化可能抗体（完全及びＤＴＴ還元）を、Mi
llipore製C4 ziptipsを使用して精製した。それぞれの精製サンプルを、２，５－ジヒド
ロキシアセトフォノン／クエン酸二アンモニウム（ＤＨＡＰ／ＤＡＨＣ）マトリックスと
混合し、Bruker製Big Anchor上にスポットした。質量スペクトルを、Compas1.4対照及び
処理ソフトウェアを使用してリニアモードのAutoflex Speed MALDI TOF/TOF質量分析計に
よって得た。質量スペクトルを、Bruker Protein Calibration Standard1又は2を使用し
た外部二次較正によって較正した。サンプル質量を、質量スペクトルの較正範囲内で最少
の荷電イオンで計算した。
【０３１７】
　それぞれのＡｌｅｘａ－６８０分子は、活性化可能抗体に１０００ダルトン（～１ｋＤ
ａ）の質量を加えた。非複合化３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５対複合化３９５４－１
２０４－Ｃ２２５ｖ５の分子量の比較は、３９５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５に複合化し
たＡｌｅｘａ－６８０（登録商標）分子数の見積りを可能にする。
【０３１８】
　ＭＡＬＤＩ－ＭＷデータは、最大４個の１ｋＤａ分子が活性化可能抗ＥＧＦＲ抗体３９
５４－１２０４－Ｃ２２５ｖ５に取り付けられたことを示した。還元したサンプルから、
Ｌ鎖で０及び１つの修飾が観察され、そして、Ｈ鎖では０、１又は２つの修飾が観察され
たので、この修飾が不均一である可能性が高いと判断された。
【０３１９】
　システイン残基を含んでいるすべてのペプチドが複合化サンプル（Ｃｙｔ０４－６８０
高値）においてさらに観察されたことが、消化サンプルのＭＡＬＤＩ－ＭＳデータから判
断された。ＭＡＬＤＩ－ＭＷデータはまた、抗体がＡｌｅｘａ－６８０（登録商標）によ
って完全に標識されていないことも明らかにした。
　実施例４．材料及び方法
【０３２０】
　本明細書中で提供する実施例では、Ｊａｇｇｅｄ結合配列、マスキング部分（ＭＭ）、
及びプロテアーゼの基質である切断可能部分（ＣＭ）を含む、本明細書中で活性化可能抗
体５３４２－１２０４－４Ｄ１１（本明細書中で５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可
能抗体又は５３４２－１２０４－４Ｄ１１とも呼ばれる）とも呼ばれる抗Ｊａｇｇｅｄ活
性化可能抗体を使用する。本明細書中に提供する実施例では、これらの抗Ｊａｇｇｅｄ活
性化可能抗体構築物を使用するが、これらの方法では２以上のシステイン残基を有する任
意の活性化可能抗体も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内のシステイン残基の総
数の一部だけが複合化前に還元されるのが望ましいことは理解されるべきである。これは
本明細書中で「部分還元」とも呼ばれる。
【０３２１】
　本明細書中で提供する実施例では、活性化可能抗体に複合化されるべき剤として蛍光剤
Ａｌｅｘａ－６８０Ｆｌｕｏｒ（登録商標）（本明細書中でＡｌｅｘａ６８０（登録商標
）とも呼ばれる）を使用することは、さらに理解されるべきである。この特定の色素が既
知の細胞傷害剤、ＭＭＡＥと類似した分子量を有するので、それが選ばれた。しかしなが
ら、この蛍光剤は単に例として使用されるので、本明細書中に使用される組成物及び方法
は、制限されることのない例として、毒素及び他のペイロード剤を含めた、あらゆる複合
化される剤に有用である。前記組成物及び方法は、任意の特定の分子量、サイズ又は他の
そうした特徴の剤に限定されない。
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【０３２２】
　抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体構築物：５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗Ｊ
ａｇｇｅｄ抗体構築物は、以下のＨ鎖及びＬ鎖配列を含む：
　５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATT
CACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGTCAAGTATTGACCCGG
AAGGTCGGCAGACATATTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGACATCGGCGGCAGGTCGGCCTTTGA
CTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA（配列番号：
２３１）
　５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗体Ｈ鎖アミノ酸配列：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGRQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK（配列番号：２４５）
　５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗体Ｌ鎖ヌクレオチド配列：
CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCAATATTTGGCTCGTAGGTGGTGATTGCAGGGGCTGGCAGGGGGGCTCGAGCGGTGGCAG
CGGTGGCTCTGGTGGTCTGAGCGGCCGTTCCGATAATCATGGCGGCGGTTCTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCT
CCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTAT
CAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAG
TGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAAC
AGACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGA
GGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGG
ACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTC
ACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT（配列番号：２３３）
　５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
QGQSGQCNIWLVGGDCRGWQGGSSGGSGGSGGLSGRSDNHGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWY
QQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTKVEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC（配列番号：２３４）
【０３２３】
　いくつかの実施形態において、Ｌ鎖５３４２－１２０４－４Ｄ１１活性化可能抗体のス
ペーサー配列は、例えば、ＧＱＳＧＱ（配列番号２３５）、ＱＳＧＱ（配列番号２３６）
、ＳＧＱ（配列番号２３７）、ＧＱ、及びＱから成る群から選択されるスペーサーなどの
Ｎ末端バリアントを含む。これらの実施形態において、５３４２－１２０４－４Ｄ１１活
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性化可能抗体のすべての他の成分、例えば、Ｈ鎖配列、Ｌ鎖配列、５３４２マスク、リン
カー１、１２０４基質、及びリンカー２は、先の配列番号２３４に示したのとすべて同じ
である。
【０３２４】
　還元剤：本明細書中に提供した試験では、還元剤ＴＣＥＰ（トリス（２－カルボキシエ
チル）ホスフィン）を使用した。
【０３２５】
　抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体のＴＣＥＰ部分還元とその後のマレイミドＡｌｅｘａ－
６８０への複合化のためのプロトコール：Ｂｏｎｄ－Ｂｒｅａｋｅｒ（登録商標）ＴＣＥ
Ｐ溶液（中性ｐＨ溶液、Thermo Scientific）は、ＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体（切断
状態（すなわち、活性化状態）において、上皮成長因子受容体に結合する）の様々なモル
比で使用され、そして、抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体はＰＢＳ中に処方される。例えば
、還元剤、ＴＣＥＰ－対－試験されるべき活性化可能抗体の比は、約２０：１～１：１、
約１０：１～１：１、約９：１～１：１、約８：１～１：１、約７：１～１：１、約６：
１～１：１、約５：１～１：１、約４：１～１：１、約３：１～１：１、約２：１～１：
１、約２０：１～１：１．５、約１０：１～１：１．５、約９：１～１：１．５、約８：
１～１：１．５、約７：１～１：１．５、約６：１～１：１．５、約５：１～１：１．５
、約４：１～１：１．５、約３：１～１：１．５、約２：１～１：１．５、約１．５：１
～１：１．５、又は約１：１～１：１．５の範囲に比を含み得る。いくつかの実施形態に
おいて、比は、約５：１～１：１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、
約５：１～１．５：１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約４：１～
１：１の範囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約４：１～１．５：１の範
囲内にある。いくつかの実施形態において、比は、約８：１～約１：１の範囲内にある。
いくつかの実施形態において、比は、約２．５：１～１：１の範囲内にある。本明細書中
に提供する実施例では、５３４２－１２０４－４Ｄ１１と本明細書中で呼ばれる抗Ｊａｇ
ｇｅｄ活性化可能抗体を使用したが、これらの方法では２以上のシステイン残基を有する
任意の活性化可能抗体も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内のシステイン残基の
総数の一部だけが複合化前に還元されるのが望ましいことは理解されるべきである。これ
は本明細書中で「部分還元」とも呼ばれる。
【０３２６】
　簡単に言えば、終濃度の２倍のＴＣＥＰ溶液を、５３４２－１２０４－４Ｄ１１と１：
１（体積：体積）の比で混合して、所望の最終的なＴＣＥＰ：（５３４２－１２０４－４
Ｄ１１）の比をもたらす。そして、還元反応が進行するために、最終溶液を指定した期間
、３７℃でインキュベートした。還元反応の終了時に、溶液を室温に冷まし、そして、Ａ
ｌｅｘａ－６８０複合化を開始するために、マレイミドＡｌｅｘａ－６８０（Invitrogen
）を溶液（還元反応の間、マレイミドＡｌｅｘａ－６８０を還元体積の半分、ＴＣＥＰの
１０×モル濃度にあたる濃度で使用した；例えば、本来の還元反応が５０マイクロリット
ル（μｌ）の１３．２μＭ、５３４２－１２０４－４Ｄ１１及び５０μｌの５２．８μＭ
、ＴＣＥＰを含むのであれば、そのとき、５０μｌの２６４μＭ、マレイミドＡｌｅｘａ
－６８０が使用される）に追加した。不透光性密閉容器内、２時間室温で複合化反応を続
けた。２時間の反応後に、溶液をスピンダウンし、そして、製造業者の取扱説明書を使用
してＰＤ－１０カラム（GE Healthcare）又は同等物を使用してバッファーをＰＢＳに交
換した。最終的な複合化生成物をＵＶ分光光度計を使用して分析して、最終的なタンパク
質濃度及びＡｌｅｘａ－６８０色素の標識の程度を測定した。
【０３２７】
　LabChip GXIIを使用したマレイミドＡｌｅｘａ－６８０複合化抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可
能抗体の分析のためのプロトコール：製造業者の取扱説明書に従って、HT Protein Expre
ss Labchip（Perkin Elmer）を、Pico Protein Expressプロトコール又はHT Protein Exp
ressプロトコールのどちらかを使用して調製した：ＴＣＥＰ還元５３４２－１２０４－４
Ｄ１１のＡｌｅｘａ－６８０複合化部分を分析するのにPico Protein Expressプロトコー
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ルを使用した；ＴＣＥＰ還元、Ａｌｅｘａ－６８０複合化５３４２－１２０４－４Ｄ１１
の総タンパク質量を分析するのにHT Protein Expressプロトコールを使用した。ＧＸＩＩ
分析のためにＴＣＥＰ還元、Ａｌｅｘａ－６８０複合化５３４２－１２０４－４Ｄ１１を
Perkin Elmerの取扱説明書を使用して調製した。サンプルを、LabChip GXII分析プロトコ
ールの２００シリーズを使用して分析した（ＨＴプロトコールではHigh sensitivity及び
PicoプロトコールではPico）。得られたデータを、LabChip GXIIソフトウェアを使用して
分析した。
【０３２８】
　Ｊａｇｇｅｄ結合ＥＬＩＳＡのためのプロトコール：NUNC Maxisorp平底９６ウェルプ
レートを、室温で２時間、５０μｌ／ウェルのHank’s Balanced Salt溶液（HBSS、Tekno
va）の２μｇ／ｍｌ ヒトＪａｇｇｅｄ－Ｆｃ融合タンパク質（R&D Systems）でコートし
た。２時間のコーティング終了時に、プレートの液体内容物を排出し、２５０μｌ／ウェ
ルの１％ ＢＳＡ含有ＨＢＳＳを加え、３０分間室温でプレートをブロッキングした。ブ
ロッキング期間の終了時に、９６ウェルプレートの液体内容物を取り除き、そして、５０
μｌ／ウェルで連続希釈サンプル（すなわち、５３４２－１２０４－４Ｄ１１、Ａｌｅｘ
ａ－６８０複合化５３４２－１２０４－４Ｄ１１、ｕＰＡ活性化５３４２－１２０４－４
Ｄ１１、ｕＰＡ活性化Ａｌｅｘａ－６８０複合化５３４２－１２０４－４Ｄ１１、及び４
Ｄ１１（抗Ｊａｇｇｅｄ抗体）、１００μｇ／ｍｌの濃度から開始し、１希釈段階あたり
３倍希釈した）を加えた。プレートを、室温で１時間インキュベートした。その時間の終
了時に、プレートを、BioTek ELx450 Select CWプレートウォッシャー（３００μｌ／ウ
ェルの洗浄体積、吸引と洗浄を６サイクル）を使用して、０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０
含有ＨＢＳＳで洗浄した。洗浄したプレートを、タップして乾燥させ、そして、５０μｌ
／ウェルの４００ｎｇ／ｍｌ 西洋わさびペルオキシダーゼ（Jackson ImmunoResearch）
複合化ヤギ抗ヒトＩｇＧ Ｆａｂ’２特異的抗体を加え、そして、３０分間室温でインキ
ュベートした。プレートを前述のように洗浄し、そして、１００μｌ／ウェルの１ステッ
プＴＭＢ基質（Thermo Scientific）を加えた。色の変化を観察して、１００μｌ／ウェ
ルの１Ｍ ＨＣｌ（Fisher Scientific）の添加によって反応を停止した。反応済プレート
を、Ｏ．Ｄ．４５０にてBioTek EL800プレートリーダを使用して分析した。データをExce
l（Microsoft）を使用して計算し、そして、結果をPrism6（GraphPad）を使用してプロッ
トした。
　実施例５．活性化可能抗体のＴＣＥＰ媒介還元
【０３２９】
　本明細書中に提供した組成物及び方法は、所望の部分還元とそれに続く複合化を生じさ
せる試薬と反応条件の組み合わせを決定する。還元とその後の複合化が適切に制御されて
いない場合、活性化可能抗体は完全に還元されるので、活性化可能抗体のマスキング効率
は支障をきたす。
【０３３０】
　還元剤対活性化可能抗体の範囲を決定するために、試験をおこなった。低い比、例えば
、０．５：１～２：１（還元剤対活性化可能抗体）範囲において、一部の還元が達成され
、且つ、活性化可能抗体保全とマスキング効率は維持された。１．５：１～５：１（還元
剤対活性化可能抗体）の比、３０分～２時間の還元時間では、１本のＨ鎖及び１本のＬ鎖
の活性化可能抗体の分子量に相当する多量の還元活性化可能抗体種が存在した。本来の非
還元且つマスク活性化可能抗体のＪａｇｇｅｄ結合特性が維持されている部分的に還元し
た活性化可能抗体は、これらの条件で部分的に還元した活性化可能抗体が、本来のマスキ
ング効率を維持できることを実証した。同定した還元剤対活性化可能抗体の比、及び還元
時間にで、鎖間ジスルフィドを還元した活性化可能抗体は、遊離システインによるその後
の最大の複合化を可能にすると同時に、本来の、非還元活性化可能抗体のマスキング効率
を維持するように製造され得る。
【０３３１】
　本明細書中に記載したある試験セットでは、５３４２－１２０４－４Ｄ１１と呼ばれる
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活性化可能抗Ｊａｇｇｅｄ抗体を、ＴＣＥＰ－対－活性化可能抗体の比は４：１であり、
１２０分間の還元時間を使用して還元した。場合によっては、還元には、蛍光色素、Ａｌ
ｅｘａ６８０の複合化があとに続いた。これらの試験の結果（４：１のＴＣＥＰ対活性化
可能抗体の比）を図７に示す。
【０３３２】
　チオール複合化可能毒素の代用薬としてチオール複合化可能Ａｌｅｘａ６８０を使用す
ることで、これらの試験では、ＴＣＥＰ対活性化可能抗体の比と還元時間の両方に依存し
てＡｌｅｘａ６８０複合化の程度が変動することを実証する。ＴＣＥＰ部分還元５３４２
－１２０４－４Ｄ１１へのチオール複合化可能Ａｌｅｘａ６８０の複合化は、Ｊａｇｇｅ
ｄに対する５３４２－１２０４－４Ｄ１１の力価プロファイルを有意に変化させない。こ
れにより、部分還元とその後のＡｌｅｘａ６８０のチオール複合化は、活性化可能抗体の
マスキング効率を維持するような形でおこなわれ得る。図８は、部分還元とその後のＡｌ
ｅｘａ６８０Ｆｌｕｏｒ（登録商標）のチオール複合化は、鉛で維持するのではなく、ｕ
ＰＡによる５３４２－１２０４－４Ｄ１１の活性化も維持するような形でおこなわれ得る
ことを実証している。
　実施例６．材料及び方法
【０３３３】
　抗体と活性化可能抗体：　本明細書中で提供する実施例では、本明細書中で活性化可能
抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１と呼ばれる抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体を使用し、
それは、本明細書中に記載されている。本明細書中に提供する実施例では、これらの抗Ｊ
ａｇｇｅｄ活性化可能抗体構築物を使用するが、これらの方法では２以上のシステイン残
基を有する任意の活性化可能抗体も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内のシステ
イン残基の総数の一部だけが複合化前に還元されるのが望ましいことは理解されるべきで
ある。これは本明細書中で「部分還元」とも呼ばれる。
【０３３４】
　本明細書中に提供した実施例ではまた、抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ１１（抗体４Ｄ１１や
４Ｄ１１抗体とも呼ばれる）と本明細書中で呼ばれる抗Ｊａｇｇｅｄ抗体も使用する。抗
体４Ｄ１１としては、以下のＨ鎖及びＬ鎖配列が挙げられる：
　４Ｄ１１抗体Ｈ鎖ヌクレオチド配列：
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATT
CACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGTCAAGTATTGACCCGG
AAGGTCGGCAGACATATTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGACATCGGCGGCAGGTCGGCCTTTGA
CTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA（配列番号：
２３１）
　４Ｄ１１抗体Ｈ鎖アミノ酸配列：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSIDPEGRQTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
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NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK（配列番号：２４５）
　４Ｄ１１抗体Ｌ鎖ヌクレオチド配列：
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCA
GAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTT
TGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAA
ACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT
GCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GT（配列番号：２３３）
　４Ｄ１１抗体Ｌ鎖アミノ酸配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQTVVAPPLFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC（配列番号：２４４）
【０３３５】
　本明細書中に使用される追加の抗体としては、Ｓｙｎａｇｉｓ（登録商標）（パリビズ
マブ）とリツキシマブが挙げられ、その両方をDrug Products Service Labs（UCSF）から
購入して、ヒトＩｇＧ１のアイソタイプ対照として使用した。
【０３３６】
　ＳＤＳゲル：５～１０マイクログラム（μｇ）のサンプルを、終量７．５マイクロリッ
トル（μｌ）の水中に希釈した。１μｌの１０×還元剤（Invitrogen）を加えた又は加え
ていない２．５μｌの４×サンプル添加バッファー（Invitrogen）を加え、そして、サン
プルをヒートブロック内で～９０℃にて～１０分間加熱した。サンプルを１０％のＢｉｓ
－Ｔｒｉｓ（Novex）ゲルに添加し、ＭＯＰＳバッファー中、２００ｍＶで～４０分間泳
動した。ゲルを、Instant Blue（Expedion）中で～１時間染色し、続いて、複数回の水で
の洗浄における脱染した。ゲル画像をImagequantにより得た。
【０３３７】
　細胞株：ＢｘＰＣ３細胞（ATCC CRL1687）をＣＭ（１０％の熱不活性化ウシ胎仔血清（
ＦＢＳ）を補ったＲＰＭＩ１６４０）中で維持した。ＦＡＣＳの前に、結合細胞剥離バッ
ファー（Sigma#C5914）を接着細胞を剥離するのに使用した。
【０３３８】
　ＦＡＣＳ細胞結合のためのプロトコール：ＢｘＰＣ３細胞への抗体、活性化可能抗体、
又はそれらの免疫複合体誘導体の結合を、間接的蛍光抗体法で評価した。剥離細胞（１ウ
ェルあたり５０，０００～１００，０００個）を、９６ウェルｖ底プレート内でペレット
にし、５０～１００μｌのＦＡＣＳバッファー（２％のＦＢＳを補ったＦＢ；ＨＢＳＳ）
中の試験物品の段階希釈物と共に４０℃にて４５分間インキュベートした。対照ウェルを
、ヒトＩｇＧ１アイソタイプ対照（Ｓｙｎａｇｉｓ又はリツキシマブ）を含むか、又はＩ
ｇＧ不含ウェルであった。細胞を、冷ＦＢ中で２回洗浄し、Ａｌｅｘａ６４７複合化ヤギ
抗ヒトＩｇＧ（ＡＦ－６４７を複合化した、アフィニティー精製Ｆ（ａｂ’）2フラグメ
ントであるヤギ抗ヒトＩｇＧのＦｃガンマ（γ）フラグメント特異的、Jackson labs、#1
909-606-170）を用いて４０℃にて３０分間染色した。細胞を、前述のとおり洗浄し、１
％のパラホルムアルデヒド／ＦＢ内に固定し、そして、FACSAriaフローサイトメータ（BD
 Biosciences）を使用して分析した。ＦＣＳファイルをFCS Express（DeNovo）で解析し
、平均蛍光強度（ＭＦＩ）を用量力価に対してGraphPad PRISMによりプロットした。
【０３３９】
　インビトロ細胞毒性アッセイのためのプロトコール：細胞（１ウェルあたり４，０００
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個）をホワイトウォール９６ウェルプレート内の５０μｌのＣＭ中で平板培養した。細胞
を、３～５日間、等量の試験物品の段階希釈物で処理した。製造業者の取扱説明書に従っ
て、等量（１００μｌ）のCell Titer Glo試薬（Promega）を各ウェルに加え、そして、
相対発光単位（ＲＬＵ）をTecan Infinite M200Proで評価した。用量力価に対してＲＬＵ
をプロットし、そして、GraphPad PRISMで合致する曲線を作成した。
　実施例７．ＴＣＥＰ媒介部分還元及び複合化による活性化可能抗体の製造
【０３４０】
　この実施例では、本発明の抗体複合体及び活性化可能抗体複合体を製造するための本発
明の部分還元及び複合化方法の使用を説明する。本明細書中に提供する実施例では、これ
らの抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体構築物を使用するが、これらの方法では２以上のシス
テイン残基を有する任意の活性化可能抗体も適用可能であり、ここで、活性化可能抗体内
のシステイン残基の総数の一部だけが複合化前に還元されるのが望ましいことは理解され
るべきである。これは本明細書中で「部分還元」とも呼ばれる。
【０３４１】
　この実施例では、「ｖｃ－ＭＭＡＤ」と本明細書中で呼ばれるマレイミドＰＥＧ－バリ
ン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボニル－モノメチルアウリスタチンＤ
リンカーペイロード、又は「ｖｃ－ＭＭＡＥ」と本明細書中で呼ばれるマレイミドＰＥＧ
－バリン－シトルリン－パラ－アミノベンジルオキシカルボニル－モノメチルアウリスタ
チンＥリンカーペイロードを示す複合体を提供する。
【０３４２】
　それぞれ、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ及び
活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥと本明細書中で呼
ばれる、マレイミドカプロイル－バリン－シトルリンモノメチルアウリスタチンＤリンカ
ーペイロード（ｖｃ－ＭＭＡＤ）又はマレイミドカプロイル－バリン－シトルリンモノメ
チルアウリスタチンＥリンカーペイロード（ｖｃ－ＭＭＡＥ）を含む抗Ｊａｇｇｅｄ活性
化可能抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１の複合体を、次のようにして調製した。
【０３４３】
　ｖｃ－ＭＭＡＤ及びｖｃ－ＭＭＡＥ試薬を、Bayside Chemicals（Burlingame, CA）で
調製した。Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド（ＤＭＡ）、トリス（２－カルボキシエチル）
ホスフィン（TCEP; cat #646547）、及び１Ｎ ＮａＯＨをSigmaから購入した。複合化を
おこなう前に、以下の原液を調製した：ＰＢＳ中の５．０ｍｇ／ｍＬの抗体又は活性化可
能抗体（総リン酸＝４．２５ｍＭ）、ＤＭＡ中の５．０ｍｇ／ｍＬ ｖｃ－ＭＭＡＤ又は
ｖｃ－ＭＭＡＥ、水中の１．０ｍＭ ＴＣＥＰ、及び水中の１０ｍＭ ＮａＯＨ。ＴＣＥＰ
を、ＴＣＥＰ－対－抗体又は活性化可能抗体について１：１～８：１の比の範囲にて、典
型的には、２．５：１の等モル比にて使用した。
【０３４４】
　典型的な部分還元及び複合化は、次のようにおこなわれ、ここで、当量（ｅｑ）は抗体
又は活性化可能抗体と比較して報告されている。試験管内で２００μＬのＰＢＳ中の抗体
又は活性化可能抗体に、２．５ｅｑのＴＣＥＰを加えた。試験管を閉じ、旋回して、均一
な溶液にし、そしてそれを９０分間室温で静置した。試験管を開け、１３ｅｑのＮａＯＨ
及び６．０ｅｑのｖｃ－ＭＭＡＤ又はｖｃ－ＭＭＡＥを加えた。試験管を閉じ、旋回して
、均一な溶液にし、そしてそれを１２０分間室温で静置した。試験管を開け、そして、反
応混合物をZeba脱塩カラム（Thermo Scientific）に通した。濾液中のタンパク質濃度を
ＵＶ分光測光で分析し、生成物をＳＤＳゲル及びＨＩＣ－ＨＰＬＣで分析し、次に、細胞
結合及び殺細胞活性について試験した。細胞結合及び殺細胞アッセイについて、活性化可
能抗体複合体を、組み換えヒトｕＰＡプロテアーゼ（R and D systems、MN-207-16）の１
０％溶液中で０．５ｍｇの活性化可能抗体複合体サンプルを１６時間３７℃にてインキュ
ベートすることによって活性化した。予洗MabSelect（GE Healthcare）カラムにサンプル
を通し、０．１Ｍのグリシンで溶出し、続いて、Ｔｒｉｓ ＨＣｌを使用して中和するこ
とによって、こうして活性化した活性化可能抗体複合体からプロテアーゼを取り除いた。
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他の複合体では、ＴＣＥＰのｅｑは１．０～８．０の範囲で変動し、ＮａＯＨのｅｑは０
～１３の範囲で変動し、及び／又はＴＣＥＰ添加後、或いはＮａＯＨ及びｖｃ－ＭＭＡＤ
又はｖｃ－ＭＭＡＤの添加後の反応時間は、６０分間～１６時間の範囲で変動した。
　実施例８．微小管阻害剤モノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）を含む活性化可能抗
体複合体の使用
【０３４５】
　この実施例では、微小管阻害剤ＭＭＡＤを含む活性化可能抗体複合体がインビトロにお
いて強力な殺細胞活性を示すことを実証する。本実施例はまた、活性化可能抗体へのリン
カーペイロードの追加が斯かるマスキング部分を含む活性化可能抗体がその標的に結合す
るのを妨げるマスキング部分の能力に干渉しないことも実証する。
【０３４６】
　図９Ａは、ｖｃ－ＭＭＡＤリンカーペイロードを有する抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗体
５３４２－１２０４－４Ｄ１１又は抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ１１の部分還元とその後のチ
オール複合化が、得られた複合体のＢｘＰＣ３細胞への結合挙動に影響を及ぼさなかった
ことを実証している：抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ（０．７ｎＭ）と比較して、
活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ（２７ｎＭ）の結
合のＩＣ５０において３８分の１の減少があった。ｕＰＡでの活性化により、活性化した
活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤの結合は、抗体複
合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤのものに匹敵した。図面はまた、Ｓｙｎａｇｉｓ（ヒトＩ
ｇＧ１アイソタイプ対照）がＢｘＰＣ３細胞に結合しなかったことも実証している。
【０３４７】
　活性化可能抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１及び抗体４Ｄ１１の複合体では、ＳＤＳ
分析によって還元状態下でＨＣ及びＬＣのＭＷの増加シフトが観察された。ＨＩＣ－ＨＰ
ＬＣ分析では毒素複合化物質の４０～７５％の収率を実証した。
【０３４８】
　図９Ｂでは、ｕＰＡでの活性化による活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ
１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ及び抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤの強力な殺細胞活性を実
証する。活性化していない活性化可能抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡ
Ｄは、抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＤ（ＩＣ５０＝０．４ｎＭ）と比較して、１７
分の１の低い効力（ＩＣ５０＝ｎ７Ｍ）でＢｘＰＣ３細胞を殺滅した。ｖｃ－ＭＭＡＤリ
ンカーを複合化したリツキシマブ抗体（非関連ＩｇＧ１アイソタイプ抗体）の殺細胞活性
の不足も示されている。抗体４Ｄ１１単独（すなわち、非複合化）では、ＢｘＰＣ３に対
して全く細胞毒活性を発揮しなかった。
　　実施例９．微小管阻害剤モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）を含む活性化可能
抗体複合体の使用
【０３４９】
　この実施例では、微小管阻害剤ＭＭＡＥを含む活性化可能抗体複合体がインビトロにお
いて強力な殺細胞活性を示すことを実証する。本実施例はまた、活性化可能抗体へのリン
カーペイロードの追加が斯かるマスキング部分を含む活性化可能抗体がその標的に結合す
るのを妨げるマスキング部分の能力に干渉しないことも実証する。
【０３５０】
　図１０Ａは、ｖｃ－ＭＭＡＥリンカーペイロードを有する抗Ｊａｇｇｅｄ活性化可能抗
体５３４２－１２０４－４Ｄ１１又は抗Ｊａｇｇｅｄ抗体４Ｄ１１の部分還元とその後の
チオール複合化が、得られた複合体のＢｘＰＣ３細胞への結合挙動に影響を及ぼさなかっ
たことを実証している：抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ（０．９ｎＭ）と比較して
、活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ（～３０ｎＭ）
（非複合活性化可能抗体５３４２－１４０４－４Ｄ１１の結合活性に類似していた）の結
合のＩＣ５０において３３分の１の減少があった。ｕＰＡでの活性化により、活性化した
活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥの結合は、抗体複
合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥのものに匹敵した。図面はまた、ｖｃ－ＭＭＡＥに複合化
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したＳｙｎａｇｉｓがＢｘＰＣ３細胞に結合しなかったことも実証している。
【０３５１】
　図１０Ｂでは、ｕＰＡでの活性化による活性化可能抗体複合体５３４２－１２０４－４
Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ及び抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥの強力な殺細胞活性を
実証する。活性化していない活性化可能抗体５３４２－１２０４－４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭ
ＡＥは、抗体複合体４Ｄ１１－ｖｃ－ＭＭＡＥ（ＩＣ５０＝０．４ｎＭ）と比較して、１
２分の１の低い効力（ＩＣ５０＝５ｎＭ）でＢｘＰＣ３細胞を殺滅した。ｖｃ－ＭＭＡＥ
リンカーを複合化したＳｙｎａｇｉｓの殺細胞活性の不足も示されている。
　他の実施形態
【０３５２】
　本発明はその詳細な説明と共に記載されて来たが、前述の記載は例示的であり、添付の
特許請求の範囲により定義される本発明の範囲を限定するものではない。他の態様、利点
及び改変は、以下の範囲内である。
　明細書の開示の要約
　　項１
　活性化可能抗体を部分的に還元し、剤を複合化することで、該剤の配置に選択性を与え
る方法であって、該方法は、活性化可能抗体内のいずれの鎖内ジスルフィドも妨害するこ
となく、還元剤を用いて活性化可能抗体内の少なくとも１つのジスルフィド結合を部分的
に還元すること、並びに、少なくとも１つのチオールに該剤を複合化することを含み、
　ここで、前記活性化可能抗体は、標的に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグ
メント（ＡＢ）、切断されていない状態で活性化可能抗体のＡＢが標的に結合するのを阻
害するマスキング部分（ＭＭ）、及びＡＢに対合した切断可能部分（ＣＭ）を含み、ここ
で、前記ＣＭは、プロテアーゼの基質として機能するポリペプチドである方法。
　　項２
　前記少なくとも１つのジスルフィド結合は、鎖間ジスルフィド結合である、項１に記載
の方法。
　　項３
　前記少なくとも１つのジスルフィド結合は、活性化可能抗体と第２の分子との間のジス
ルフィド結合である、項１に記載の方法。
　　項４
　前記第２の分子は、システイン又はグルタチオンである、項３に記載の方法。
　　項５
　前記の切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端からＣ末端
への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する、項１に記載の方法。
　　項６
　前記還元剤はＴＣＥＰである、項１に記載の方法。
　　項７
　前記剤は、表４に列挙した剤の群から選択される、項１に記載の方法。
　　項８
　前記剤は、毒素又はそのフラグメントである、項１に記載の方法。
　　項９
　前記剤は、微小管阻害剤である、項８に記載の方法。
　　項１０
　前記剤は、核酸損傷剤である、項８に記載の方法。
　　項１１
　前記剤は、ドラスタチン、アウリスタチン又はその誘導体、マイタンシノイド又はその
誘導体、デュオカルマイシン又はその誘導体、或いは、カリケアマイシン又はその誘導体
である、項８に記載の方法。
　　項１２
　前記剤は、アウリスタチンＥ又はその誘導体である、項４に記載の方法。
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　　項１３
　前記剤は、モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）又はモノメチルアウリスタチンＤ
（ＭＭＡＤ）である、項４に記載の方法。
　　項１４
　前記剤は、モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である、項４に記載の方法。
　　項１５
　前記剤は、モノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）である、項４に記載の方法。
　　項１６
　前記剤は、ＤＭ１又はＤＭ４である、項４に記載の方法。
　　項１７
　前記剤は、リンカーを介してＡＢに結合される、項４に記載の方法。
　　項１８
　前記リンカーは、切断可能なリンカーである、項１７に記載の方法。
　　項１９
　前記剤は、検出可能部分である、項１に記載の方法。
　　項２０
　前記検出可能部分は、診断薬である、項１９に記載の方法。
　　項２１
　前記標的は、表１に列挙した標的の群から選択される、項１に記載の方法。
　　項２２
　前記ＡＢは、表２に列挙した抗体の群から選択される抗体であるか、又はそれに由来す
る、項１に記載の方法。
　　項２３
　前記のその抗原結合フラグメントは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメン
ト、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体か
ら成る群から選択される、項１に記載の方法。
　　項２４
　前記ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢへの結合のための平衡解離定
数を有する、項１に記載の方法。
　　項２５
　前記ＭＭは、活性化可能抗体が切断された状態にあるとき、標的への結合のためのＡＢ
と干渉も競合もしない、項１に記載の方法。
　　項２６
　前記ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである、項１に記載の方法。
　　項２７
　前記ＭＭポリペプチド配列は、標的の配列と異なり、そして、該ＭＭポリペプチド配列
は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下の同一性である、項１に記載
の方法。
　　項２８
　前記ＭＭは、標的に対して２５％超のアミノ酸配列同一性を有さない、項１に記載の方
法。
　　項２９
　前記ＭＭは、標的に対して１０％超のアミノ酸配列同一性を有さない、項１に記載の方
法。
　　項３０
　前記ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリペプチドである、項１に記載の方法。
　　項３１
　前記プロテアーゼは、組織中で標的と共に局在し、活性化可能抗体が該プロテアーゼに
晒されたとき、該プロテアーゼは活性化可能抗体内のＣＭを切断する、項１に記載の方法
。
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　　項３２
　前記活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの間に連結ペプチドを含む、項１に記載の方法。
　　項３３
　前記活性化可能抗体は、ＣＭとＡＢとの間に連結ペプチドを含む、項１に記載の方法。
　　項３４
　前記活性化可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第２連結ペプチド（ＬＰ２）
を含み、そして、切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端か
らＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－Ｌ
Ｐ１－ＭＭを有する、項１に記載の方法。
　　項３５
　前記の２つの連結ペプチドは、互いに同一である必要はない、項３４に記載の方法。
　　項３６
　前記のＬＰ１及びＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸のペプチドであ
る、項３４に記載の方法。
　　項３７
　前記ＬＰ１又はＬＰ２の少なくとも１つは、（ＧＳ）ｎ、（ＧＧＳ）ｎ、（ＧＳＧＧＳ
）ｎ（配列番号２１）及び（ＧＧＧＳ）ｎ（配列番号２２）、ＧＧＳＧ（配列番号２３）
、ＧＧＳＧＧ（配列番号２４）、ＧＳＧＳＧ（配列番号２５）、ＧＳＧＧＧ（配列番号２
６）、ＧＧＧＳＧ（配列番号２７）、並びにＧＳＳＳＧ（配列番号２８）｛式中、ｎは少
なくとも１の整数である｝から成る群から選択されるアミノ酸配列である、項３４に記載
の方法。
　　項３８
　前記ＣＭは、表３に示した酵素から成る群から選択される酵素のための基質である、項
１に記載の方法。
　　項３９
　前記の切断されていない状態にある活性化可能抗体はスペーサーを含み、ここで、該ス
ペーサーは、ＭＭに直接連結され、そして、スペーサー－ＭＭ－ＣＭ－ＡＢのＮ末端から
Ｃ末端への構造配置を有する、項１に記載の方法。
　　項４０
　活性化状態で標的と結合する複合活性化可能抗体であって、以下の：
　該標的に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメント（ＡＢ）、ここで、該Ａ
ＢはモノメチルアウリスタチンＤ（ＭＭＡＤ）に複合化され；
　活性化可能抗体が切断されていない状態にあるとき、標的へのＡＢの結合を阻害するマ
スキング部分（ＭＭ）；及び
　ＡＢと対合した切断可能部分（ＣＭ）、ここで、該ＣＭは、プロテアーゼの基質として
機能するポリペプチドである、
を含む複合活性化可能抗体。
　　項４１
　前記ＭＭは、標的へのＡＢの平衡解離定数より高い、ＡＢへの結合のための平衡解離定
数を有する、項４０に記載の複合活性化可能抗体。
　　項４２
　前記ＭＭは、活性化可能抗体が切断された状態にあるとき、標的への結合のためのＡＢ
と干渉しないし、競合もしない、項４０に記載の複合活性化可能抗体。
　　項４３
　前記プロテアーゼは、組織中で標的と共に局在し、活性化可能抗体が該プロテアーゼに
晒されたとき、該プロテアーゼは活性化可能抗体内のＣＭを切断する、項４０に記載の複
合活性化可能抗体。
　　項４４
　前記の切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端からＣ末端
への構造配置：ＭＭ－ＣＭ－ＡＢ又はＡＢ－ＣＭ－ＭＭを有する、項４０に記載の複合活
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　　項４５
　前記活性化可能抗体は、ＭＭとＣＭとの間に連結ペプチドを含む、項４０に記載の複合
活性化可能抗体。
　　項４６
　前記活性化可能抗体は、ＣＭとＡＢとの間に連結ペプチドを含む、項４０に記載の複合
活性化可能抗体。
　　項４７
　前記活性化可能抗体は、第１連結ペプチド（ＬＰ１）及び第２連結ペプチド（ＬＰ２）
を含み、そして、切断されていない状態にある活性化可能抗体は、以下のようなＮ末端か
らＣ末端への構造配置：ＭＭ－ＬＰ１－ＣＭ－ＬＰ２－ＡＢ又はＡＢ－ＬＰ２－ＣＭ－Ｌ
Ｐ１－ＭＭを有する、項４０に記載の複合活性化可能抗体。
　　項４８
　前記の２つの連結ペプチドは、互いに同一である必要はない、項４７に記載の複合活性
化可能抗体。
　　項４９
　前記のＬＰ１又はＬＰ２のそれぞれは、長さが約１～２０個のアミノ酸のペプチドであ
る、項４７に記載の複合活性化可能抗体。
　　項５０
　前記ＭＭは、長さが４０個以下のアミノ酸のポリペプチドである、項４０に記載の複合
活性化可能抗体。
　　項５１
　前記ＭＭポリペプチド配列は、標的の配列と異なり、そして、該ＭＭポリペプチド配列
は、ＡＢの任意の天然の結合パートナーに対して５０％以下同一である、項４０に記載の
複合活性化可能抗体。
　　項５２
　前記ＣＭは、長さが最大１５個のアミノ酸のポリペプチドである、項４０に記載の複合
活性化可能抗体。
　　項５３
　前記ＣＭは、表３に示した酵素から成る群から選択される酵素のための基質である、項
４０に記載の複合活性化可能抗体。
　　項５４
　前記のその抗原結合フラグメントは、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメン
ト、ｓｃＦｖ、ｓｃＡｂ、ｄＡｂ、単一ドメインＨ鎖抗体、及び単一ドメインＬ鎖抗体か
ら成る群から選択される、請求項４０に記載の複合活性化可能抗体。
　　項５５
　前記ＡＢの標的は、表１に列挙した標的から成る群から選択される、項４０に記載の複
合活性化可能抗体。
　　項５６
　前記ＡＢは、表２に列挙した抗体であるか、又はそれに由来する、項４０に記載の複合
活性化可能抗体。
　　項５７
　前記ＭＭＡＤは、リンカーを介してＡＢに複合化される、項４０に記載の複合活性化可
能抗体。
　　項５８
　前記リンカーは、切断可能なリンカーである、項５６に記載の複合活性化可能抗体。
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