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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１と少なくとも９０％同一なグランザイムＢ（ＧｒＢ）ポリペプチドと細胞結
合性部分を含む追加的なポリペプチドとを含む融合タンパク質であって、前記ＧｒＢポリ
ペプチドが、Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるＡｌａ置換を含み、前記ＧｒＢポリペ
プチドが、前記ＧｒＢポリペプチドに対してＣ末端側で前記追加的なポリペプチドと融合
しており、前記ＧｒＢポリペプチドが少なくとも野生型ＧｒＢの酵素活性を維持する、融
合タンパク質。
【請求項２】
　前記追加的なポリペプチドがＣｙｓを含む、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項３】
　前記追加的なポリペプチドが、配列ＳＳＣＳＧＳＡ（配列番号１２）を含む、請求項２
に記載の融合タンパク質。
【請求項４】
　前記ＧｒＢポリペプチドが、以下の特徴：
　（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｂ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｃ）Ａｓｎ８４に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｄ）Ａｒｇ９６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｅ）Ａｒｇ１００に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
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　（ｆ）Ａｒｇ１０２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｇ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｈ）Ａｒｇ２０１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｉ）Ｌｙｓ２２１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｊ）Ｌｙｓ２２２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｋ）Ｌｙｓ２２５に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；または
　（ｌ）Ａｒｇ２２６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失
の１つまたは複数をさらに含む、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項５】
　前記Ｇｒｂポリペプチドが、Ａｓｐ３７またはＡｓｐ１５０に対応する位置におけるア
ミノ酸置換または欠失を含む、請求項４に記載の融合タンパク質。
【請求項６】
　前記Ｇｒｂポリペプチドが、Ａｓｎ５１またはＡｓｎ８４に対応する位置におけるアミ
ノ酸置換または欠失を含む、請求項４に記載の融合タンパク質。
【請求項７】
　前記Ｇｒｂポリペプチドが、Ａｒｇ９６、Ａｒｇ１００、Ａｒｇ１０２、Ａｒｇ２０１
またはＡｒｇ２２６に対応する位置におけるアミノ酸置換または欠失を含む、請求項４に
記載の融合タンパク質。
【請求項８】
　前記Ｇｒｂポリペプチドが、Ｌｙｓ２２１、Ｌｙｓ２２２またはＬｙｓ２２５に対応す
る位置におけるアミノ酸置換または欠失を含む、請求項４に記載の融合タンパク質。
【請求項９】
　前記細胞結合性部分が抗体を含む、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項１０】
　前記抗体が、モノクローナル、キメラ抗体、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単一
ドメイン抗体、Ｆｖ、または単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体である、請求項９に記載の融合タ
ンパク質。
【請求項１１】
　前記抗体がヒト抗体、ヒト化抗体または脱免疫化抗体である、請求項９に記載の融合タ
ンパク質。
【請求項１２】
　前記抗体が、４Ｄ５抗体、ＩＴ４抗体、１５Ａ８抗体、ＺＭＥ－０１８抗体、ＳｃＦｖ
ＭＥＬ抗体、セツキシマブ抗体またはトラスツズマブ抗体である、請求項９に記載の融合
タンパク質。
【請求項１３】
　前記細胞結合性部分ががん細胞において発現されるタンパク質、炭水化物または脂質に
結合する、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項１４】
　前記細胞結合性部分が、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＣＤ－３３、ＣＤ
－３８、ｆｌｔ１、Ｆｌｋ－１、ＣＥＡ、ＦＧＦＲ３、ＩＧＦＢＰ２、Ｆｎ１４またはＩ
ＧＦ－１Ｒに結合する、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項１５】
　前記細胞結合性部分が、ｓｃＦｖドメインである、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項１６】
　Ｎ末端からＣ末端にかけて、前記ＧｒＢ、Ｆｃドメイン、および前記ｓｃＦｖドメイン
を含む、請求項１５に記載の融合タンパク質。
【請求項１７】
　前記ｓｃＦｖドメインがＧＰ２４０に結合する、請求項１５に記載の融合タンパク質。
【請求項１８】
　前記ｓｃＦｖがｓｃＦｖＭＥＬである、請求項１６に記載の融合タンパク質。
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【請求項１９】
　前記ｓｃＦｖドメインがＨＥＲ２に結合する、請求項１５に記載の融合タンパク質。
【請求項２０】
　前記ｓｃＦｖが４Ｄ５である、請求項１６に記載の融合タンパク質。
【請求項２１】
　前記ｓｃＦｖドメインがＦｎ１４に結合する、請求項１５に記載の融合タンパク質。
【請求項２２】
　前記前記ｓｃＦｖがＩＴ４である、請求項１６に記載の融合タンパク質。
【請求項２３】
　前記ＧｒＢポリペプチドまたは前記細胞結合性部分が画像化剤とさらに結合体化してい
る、請求項９に記載の融合タンパク質。
【請求項２４】
　請求項１に記載の融合タンパク質を薬学的に許容される担体中に含む組成物。
【請求項２５】
　前記ＧｒＢポリペプチドが、配列番号１と少なくとも９５％同一である、請求項１に記
載の融合タンパク質。
【請求項２６】
　前記ＧｒＢポリペプチドが、Ｌｙｓ２７および／またはＡｒｇ２８に対応する位置にお
けるアミノ酸置換または欠失をさらに含む、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項２７】
　前記ＧｒＢポリペプチドが、アミノ酸置換Ｋ２７Ｅおよび／またはＲ２８Ａを含む、請
求項２６に記載の融合タンパク質。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２０１２年１０月４日に出願された米国仮特許出願第６１／７０９，７６
３号；２０１３年２月７日に出願された同第６１／７６２，１７３号；および２０１３年
２月７日に出願された同第６１／７６２，２１６号（これらの各々は、その全体が参考と
して本明細書に援用される）の利益を主張する。
【０００２】
　配列表の組み込み
　６８ＫＢ（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）で測定）であり、２０１
３年１０月４日に作成されたファイル名「ＣＬＦＲ．Ｐ０３９５ＷＯ＿ＳＴ２５．ｔｘｔ
」のファイルに含まれる配列表は、本明細書と共に電子的に提出され、参照により本明細
書に組み込まれる。
【０００３】
　本発明は、一般に、分子生物学および組換えタンパク質産生の分野に関する。より詳細
には、本発明は、改変されたセリンプロテアーゼポリペプチド、例えば、グランザイムな
ど、およびそのようなポリペプチドを含む細胞標的化構築物に関する。
【背景技術】
【０００４】
　標的化治療薬（例えば、がんに適用するための）の成功裏の開発は、標的細胞に特異的
なリガンドおよび抗原の同定、それらの成分を特異的に標的化することができる分子の生
成、ならびに、最終的に、標的細胞を死滅させるための毒性が強い分子の使用に依存して
いる。抗体と小さな毒性の薬物または放射性同位元素とで構成される免疫結合体がｉｎ　
ｖｉｔｒｏ、動物モデルにおいて首尾よく試験されており、臨床の場で活性が実証されて
いる。毒素成分として小分子を使用することに加えて、いくつもの高度に細胞傷害性のタ
ンパク質成分、例えば、ジフテリア毒素、リシンＡ－鎖、シュードモナス外毒素、および
ゲロニン（ｒＧｅｌ）などが標的化療法のために使用されている。しかし、毛細血管漏出
症候群、免疫原性および偶発的毒性（標的でない細胞に対する）などの問題により、特に
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、長期間または慢性の適用に関する成功裏の療法の実行が依然として限定されている。し
たがって、高度に特異的かつ高度に活性な毒素分子およびそのような分子を含む細胞標的
化構築物が依然として必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
　Ｎ末端にＩＩＧＧ、ＩＶＧＧまたはＩＬＧＧを有する短縮型セリンプロテアーゼと融合
した、選択されたプロテアーゼによる切断を受けやすい切断部位を含む組換えポリペプチ
ドであって、前記選択されたプロテアーゼによる前記ポリペプチドの切断の際に、Ｎ末端
にイソロイシンを有する前記短縮型セリンプロテアーゼが前記ポリペプチドから放出され
る、組換えポリペプチド。
（項目２）
　前記プロテアーゼ切断部位がカスパーゼ切断配列、フューリン切断配列、グランザイム
Ｂ切断配列または第Ｘａ因子切断配列である、項目１に記載のポリペプチド。
（項目３）
　前記プロテアーゼ切断配列がカスパーゼ－３切断配列である、項目２に記載のポリペプ
チド。
（項目４）
　前記切断部位に対してＮ末端側に位置する細胞結合性部分をさらに含む、項目１に記載
のポリペプチド。
（項目５）
　前記細胞結合性部分が、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＣＤ－３３、ＣＤ
－３８、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＣＥＡ、ＦＧＦＲ３、ＩＧＦＢＰ２、Ｆｎ１
４またはＩＧＦ－１Ｒに結合する、項目４に記載のポリペプチド。
（項目６）
　前記細胞結合性部分が、ＶＥＧＦ、ＢＬｙＳ、抗体または前述のいずれかの細胞結合性
部分である、項目４に記載のポリペプチド。
（項目７）
　前記細胞結合性部分が抗体重鎖または抗体軽鎖である、項目６に記載のポリペプチド。
（項目８）
　前記抗体重鎖または前記抗体軽鎖がヒトＩｇＧ抗体重鎖またはヒトＩｇＧ抗体軽鎖であ
る、項目７に記載のポリペプチド。
（項目９）
　前記セリンプロテアーゼがグランザイムである、項目１に記載のポリペプチド。
（項目１０）
　前記グランザイムが、配列番号１と少なくとも８０％同一のグランザイムＢ（ＧｒＢ）
である、項目９に記載のポリペプチド。
（項目１１）
　前記選択されたプロテアーゼにより切断された際に生じる前記ＧｒＢポリペプチドがア
ミノ末端に配列ＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２７）を含む、項目１０に記載のポリペプチ
ド。
（項目１２）
　配列ＹＶＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２６）；ＲＶＲＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配
列番号２９）；ＲＶＲＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３０）；（Ｉ／Ａ）（Ｅ／Ｄ）ＧＲ
ＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３１）；ＹＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３２）；ＷＥ
ＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３３）；ＤＶＡＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３４）；
ＤＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３５）；ＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３６
）；ＤＭＱＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３７）；ＬＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号
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３８）；ＬＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３９）；ＶＥＩＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列
番号４０）；ＶＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４１）；ＩＥＴＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（
配列番号４２）；ＬＥＴＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４３）またはＩＥＡＤＩＩＧＧＨ
ＥＡＫ（配列番号４４）を含む、項目１１に記載のポリペプチド。
（項目１３）
　配列ＹＶＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２６）を含む、項目１２に記載のポリペ
プチド。
（項目１４）
　細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）をさらに含む、項目１に記載のポリペプチド。
（項目１５）
　前記ＧｒＢコード配列が、以下の特徴：
　（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｂ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｃ）Ａｓｎ８４に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｄ）Ａｒｇ９６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｅ）Ａｒｇ１００に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｆ）Ａｒｇ１０２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｇ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｈ）Ａｒｇ２０１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｉ）Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｊ）Ｌｙｓ２２１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｋ）Ｌｙｓ２２２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｌ）Ｌｙｓ２２５に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；または
　（ｍ）Ａｒｇ２２６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失
の１つまたは複数を含む、項目１０に記載のポリペプチド。
（項目１６）
　前記ＧｒＢコード配列が、Ｌｙｓ２７およびＡｒｇ２８に対応する位置におけるアミノ
酸置換を含む、項目１０に記載のポリペプチド。
（項目１７）
　Ｌｙｓ２７およびＡｒｇ２８に対応する位置における前記アミノ酸置換がＫ２７Ｅまた
はＫ２７ＬおよびＲ２８Ａである、項目１６に記載のポリペプチド。
（項目１８）
　前記ＧｒＢコード配列が、８２ＰＫＮ８４に対応する位置において置換された配列ＰＶ
ＰＮを含む、項目１０に記載のポリペプチド。
（項目１９）
　ヒト抗体重鎖およびヒト抗体軽鎖を含む抗体標的化部分であって、前記抗体軽鎖、前記
抗体重鎖またはその両方が、前記抗体軽鎖および／または前記抗体重鎖に対してＣ末端側
に位置する短縮型セリンプロテアーゼを含む、抗体標的化部分。
（項目２０）
　前記短縮型セリンプロテアーゼが、項目１０から１８までのいずれか一項に記載のＧｒ
Ｂポリペプチドである、項目１９に記載の抗体標的化剤。
（項目２１）
　前記抗体がヒトＩｇＧである、項目１９に記載の抗体標的化剤。
（項目２２）
　前記抗体がヒトＩｇＧ１である、項目２１に記載の抗体標的化剤。
（項目２３）
　血清安定性のあるＧｒＢポリペプチドを提供する方法であって、項目１０から１８まで
のいずれか一項に記載の組換えポリペプチドを得るステップを含む、方法。
（項目２４）
　配列番号１と少なくとも８０％同一なグランザイムＢ（ＧｒＢ）コード配列を含む組換
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えポリペプチドであって、前記ＧｒＢコード配列が、以下の特徴：
　（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｂ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｃ）Ａｓｎ８４に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｄ）Ａｒｇ９６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｅ）Ａｒｇ１００に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｆ）Ａｒｇ１０２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｇ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｈ）Ａｒｇ２０１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｉ）Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｊ）Ｌｙｓ２２１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｋ）Ｌｙｓ２２２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；
　（ｌ）Ｌｙｓ２２５に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；または
　（ｍ）Ａｒｇ２２６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失
の１つまたは複数を含む、組換えポリペプチド。
（項目２５）
　Ｃｙｓを含むアミノ酸配列をさらに含み、前記アミノ酸配列が前記ＧｒＢコード配列に
対してＣ末端側に位置する、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目２６）
　前記ＧｒＢコード配列に対してＣ末端側に位置する配列ＳＳＣＳＧＳＡ（配列番号１２
）をさらに含む、項目２５に記載のポリペプチド。
（項目２７）
　前記ＧｒＢコード配列が、前記特徴のうちの２つ、３つ、４つまたは５つを含む、項目
２４に記載のポリペプチド。
（項目２８）
　Ａｓｐ３７に対応する位置に極性側鎖を有する残基のアミノ酸置換を含む、項目２４に
記載のポリペプチド。
（項目２９）
　Ａｓｐ３７に対応する位置におけるＡｓｎ置換を含む、項目２８に記載のポリペプチド
。
（項目３０）
　Ａｓｐ１５０に対応する位置に極性側鎖を有する残基のアミノ酸置換を含む、項目２４
に記載のポリペプチド。
（項目３１）
　Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるＡｓｎ置換を含む、項目３０に記載のポリペプチ
ド。
（項目３２）
　Ａｓｎ５１に対応する位置におけるＡｌａまたはＳｅｒ置換を含む、項目２４に記載の
ポリペプチド。
（項目３３）
　Ａｓｎ８４に対応する位置におけるＡｌａまたはＳｅｒ置換を含む、項目２４に記載の
ポリペプチド。
（項目３４）
　Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるＡｌａ置換を含む、項目２４に記載のポリペプチ
ド。
（項目３５）
　Ａｒｇ９６に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置換
を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目３６）
　Ａｒｇ１００に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
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換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目３７）
　Ａｒｇ１０２に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目３８）
　Ａｒｇ２０１に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目３９）
　Ｌｙｓ２２１に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目４０）
　Ｌｙｓ２２２に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目４１）
　Ｌｙｓ２２５に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目４２）
　Ａｒｇ２２６に対応する位置に極性または正に荷電した側鎖を有する残基のアミノ酸置
換を含む、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目４３）
　細胞結合性部分と結合体化または融合している、項目２４に記載のポリペプチド。
（項目４４）
　前記細胞結合性部分とチオエステル連結によって結合体化している、項目４３に記載の
ポリペプチド。
（項目４５）
　前記ＧｒＢコード配列に対してＣ末端側に位置する細胞結合性部分と融合している、項
目２４に記載のポリペプチド。
（項目４６）
　前記細胞結合性部分がＶＥＧＦ、ＢＬｙＳ、抗体または前述のいずれかの細胞結合性部
分である、項目４３に記載のポリペプチド。
（項目４７）
　前記抗体が、モノクローナル、キメラ抗体、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単一
ドメイン抗体、Ｆｖ、または単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体である、項目４６に記載のポリペ
プチド。
（項目４８）
　前記抗体がヒト抗体、ヒト化抗体または脱免疫化抗体である、項目４６に記載のポリペ
プチド。
（項目４９）
　前記抗体が、１５Ａ８抗体、ＺＭＥ－０１８抗体、ＳｃＦｖＭＥＬ抗体、セツキシマブ
抗体またはトラスツズマブ抗体である、項目４６に記載のポリペプチド。
（項目５０）
　前記細胞結合性部分ががん細胞において発現されるタンパク質、炭水化物または脂質に
結合する、項目４３に記載のポリペプチド。
（項目５１）
　前記細胞結合性部分が、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＣＤ－３３、ＣＤ
－３８、ｆｌｔ１、Ｆｌｋ－１、ＣＥＡ、ＦＧＦＲ３、ＩＧＦＢＰ２またはＩＧＦ－１Ｒ
に結合する、項目４３に記載のポリペプチド。
（項目５２）
　前記ポリペプチドまたは前記細胞結合性部分が画像化剤とさらに結合体化している、項
目４３に記載のポリペプチド。
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（項目５３）
　（ａ）配列番号１と少なくとも８０％同一な組換えグランザイムＢ（ＧｒＢ）ポリペプ
チド、
　（ｂ）細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）、および
　（ｃ）細胞標的化ポリペプチド
を含む組換えポリペプチドであって、前記ＣＰＰが前記ＧｒＢポリペプチドと前記細胞標
的化ポリペプチドの間に位置するか、または前記ＣＰＰが前記細胞標的化ポリペプチドに
対してＣ末端側に位置する、組換えポリペプチド。
（項目５４）
　前記ＣＰＰがＴ１、Ｔ２、ＩＮＦ７または２６である、項目５３に記載の組換えポリペ
プチド。
（項目５５）
　前記細胞標的化ポリペプチドがＺＭＥまたは４Ｄ５である、項目５３に記載の組換えポ
リペプチド
（項目５６）
　Ｎ末端からＣ末端までに、前記ＧｒＢポリペプチド、第１のリンカー、Ｔ１またはＩＮ
Ｆ７　ＣＰＰ、第２のリンカーおよびＺＭＥ抗体を含む、項目５３に記載の組換えポリペ
プチド。
（項目５７）
　Ｎ末端からＣ末端までに、前記ＧｒＢポリペプチド、第１のリンカー、４Ｄ５抗体、第
２のリンカーおよび２６　ＣＰＰを含む、項目５３に記載の組換えポリペプチド。
（項目５８）
　（ａ）細胞標的化ｓｃＦｖ抗体ドメイン、
　（ｂ）抗体重鎖定常（Ｆｃ）ドメイン、および
　（ｃ）短縮型セリンプロテアーゼ
を含む細胞標的化構築物。
（項目５９）
　前記ポリペプチドが、ＮからＣ末端までに、（ｃ）短縮型セリンプロテアーゼ、（ｂ）
Ｆｃドメイン、および（ａ）ｓｃＦｖドメインを含む、項目５８に記載の細胞標的化構築
物。
（項目６０）
　前記ポリペプチドが、ＮからＣ末端までに、（ａ）ｓｃＦｖドメイン、（ｂ）Ｆｃドメ
イン、（ｄ）プロテアーゼ切断部位を含むペプチドおよび（ｃ）短縮型セリンプロテアー
ゼを含む、項目５８に記載の細胞標的化構築物。
（項目６１）
　前記短縮型セリンプロテアーゼが配列番号１と少なくとも８０％同一なグランザイムＢ
（ＧｒＢ）ポリペプチドである、項目５８に記載の細胞標的化構築物。
（項目６２）
　前記プロテアーゼにより切断された際に生じる前記ＧｒＢポリペプチドが、アミノ末端
に配列ＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２７）を含む、項目６１に記載の細胞標的化構築物。
（項目６３）
　前記プロテアーゼ切断部位がカスパーゼ切断配列、フューリン切断配列、グランザイム
Ｂ切断配列または第Ｘａ因子切断配列である、項目６０に記載の細胞標的化構築物。
（項目６４）
　前記ポリペプチドが、配列ＹＶＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２６）；ＲＶＲＲ
ＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２９）；ＲＶＲＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３０）；（Ｉ
／Ａ）（Ｅ／Ｄ）ＧＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３１）；ＹＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（
配列番号３２）；ＷＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３３）；ＤＶＡＤＩＩＧＧＨＥＡ
Ｋ（配列番号３４）；ＤＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３５）；ＤＥＶＤＩＩＧＧＨ
ＥＡＫ（配列番号３６）；ＤＭＱＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３７）；ＬＥＶＤＩＩＧ
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ＧＨＥＡＫ（配列番号３８）；ＬＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３９）；ＶＥＩＤＩ
ＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４０）；ＶＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４１）；ＩＥＴ
ＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４２）；ＬＥＴＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４３）また
はＩＥＡＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４４）を含む、項目６１に記載の細胞標的化構築
物。
（項目６５）
　前記プロテアーゼ切断部位がカスパーゼ－３切断配列である、項目６０に記載の細胞標
的化構築物。
（項目６６）
　前記ポリペプチドが配列ＹＶＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２６）を含む、項目
６１に記載の細胞標的化構築物。
（項目６７）
　前記ＦｃドメインがヒトＩｇＧ　Ｆｃドメインである、項目５８に記載の細胞標的化構
築物。
（項目６８）
　前記ＦｃドメインがヒトＩｇＧ１　Ｆｃドメインである、項目６７に記載の細胞標的化
構築物。
（項目６９）
　前記ｓｃＦｖドメインが、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＣＤ－３３、Ｃ
Ｄ－３８、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＣＥＡ、ＦＧＦＲ３、ＩＧＦＢＰ２、Ｆｎ
１４またはＩＧＦ－１Ｒに結合する、項目６９に記載の細胞標的化構築物。
（項目７０）
　前記ｓｃＦｖドメインがＦｎ１４に結合する、項目６９に記載の細胞標的化構築物。
（項目７１）
　前記ポリペプチドが、配列番号４５と少なくとも９０％同一な配列を含む、項目７０に
記載の細胞標的化構築物。
（項目７２）
　組換えＧｒＢが、項目２４に記載の配列を含む、項目６１に記載の細胞標的化構築物。
（項目７３）
　前記ＧｒＢコード配列が、Ｌｙｓ２７およびＡｒｇ２８に対応する位置におけるアミノ
酸置換を含む、項目６１に記載の細胞標的化構築物。
（項目７４）
　Ｌｙｓ２７およびＡｒｇ２８に対応する位置における前記アミノ酸置換がＫ２７Ｅまた
はＫ２７ＬおよびＲ２８Ａである、項目７３に記載の細胞標的化構築物。
（項目７５）
　前記ＧｒＢコード配列が、８２ＰＫＮ８４に対応する位置において置換された配列ＰＶ
ＰＮを含む、項目５８に記載の細胞標的化構築物。
（項目７６）
　項目１から５７までのいずれか一項に記載のポリペプチドまたは項目５８から７５まで
のいずれか一項に記載の細胞標的化構築物を薬学的に許容される担体中に含む組成物。
（項目７７）
　項目１から５７までのいずれか一項に記載のポリペプチドまたは項目５８から７５まで
のいずれか一項に記載の細胞標的化構築物をコードする核酸配列を含むポリヌクレオチド
分子。
（項目７８）
　項目７７に記載のポリヌクレオチド配列を含む宿主細胞。
（項目７９）
　項目１から５７までのいずれか一項に記載のポリペプチドまたは項目５８から７５まで
のいずれか一項に記載の細胞標的化構築物を発現する、項目７８に記載の宿主細胞。
（項目８０）
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　哺乳動物細胞、酵母細胞、細菌細胞、繊毛虫細胞または昆虫細胞である、項目７８に記
載の宿主細胞。
（項目８１）
　ポリペプチドを製造する方法であって、
　（ａ）項目７７に記載のポリヌクレオチド分子を、コードされるポリペプチドを産生す
る条件下で細胞において発現させるステップ、および
　（ｂ）前記ポリペプチドを前記細胞から精製するステップ
を含む方法。
（項目８２）
　細胞増殖性疾患を有する被験体を処置するための、項目１から５７までのいずれか一項
に記載のポリペプチドまたは項目５８から７５までのいずれか一項に記載の細胞標的化構
築物の使用であって、前記ポリペプチドが細胞標的化部分と結合体化している、使用。
（項目８３）
　前記細胞増殖性疾患が自己免疫疾患である、項目８２に記載の使用。
（項目８４）
　前記細胞増殖性疾患ががんまたは前がん状態である、項目８２に記載の使用。
（項目８５）
　前記がんが、肺がん、乳がん、脳がん、前立腺がん、脾臓がん、膵臓がん、子宮頸部が
ん、卵巣がん、頭頸部がん、食道がん、肝臓がん、皮膚がん、腎臓がん、白血病、骨がん
、精巣がん、結腸がん、または膀胱がんである、項目８４に記載の使用。
（項目８６）
　少なくとも第２の抗がん療法を前記被験体に施すことをさらに含む、項目８４に記載の
使用。
（項目８７）
　前記第２の抗がん療法が、外科的療法、化学療法、放射線治療、遺伝子療法または免疫
療法である、項目８６に記載の使用。
（項目８８）
　細胞増殖性疾患を処置するための医薬の製造において使用するための、項目１から５７
までのいずれか一項に記載のポリペプチドまたは項目５８から７５までのいずれか一項に
記載の細胞標的化構築物。
（項目８９）
　細菌またはウイルス感染症を処置するための、項目１から５７までのいずれか一項に記
載のポリペプチドまたは項目５８から７５までのいずれか一項に記載の細胞標的化構築物
の使用であって、前記ポリペプチドが細胞標的化部分と結合体化している、使用。
（項目９０）
　項目１から５７までのいずれかに記載のポリペプチドまたは項目５８から７５までのい
ずれか一項に記載の細胞標的化構築物を含む、被験体の処置において使用するための組成
物。
（項目９１）
　前記ポリペプチドが細胞結合性部分と結合体化している、項目９０に記載の組成物。
（項目９２）
　（ａ）組換えグランザイムＢ（ＧｒＢ）コード配列、
　（ｂ）標的化ポリペプチド、および
　（ｃ）配列番号２２の配列を有する細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）
を含む標的化剤。
（項目９３）
　前記標的化ポリペプチドが、Ｈｅｒ２／ｎｅｕに結合する、項目９２に記載の標的化剤
。
（項目９４）
　前記標的化ポリペプチドがｓｃＦｖ　４Ｄ５である、項目９３に記載の標的化剤。
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（項目９５）
　Ｎ末端からＣ末端までに、（ａ）組換えＧｒＢコード配列、（ｉ）第１のリンカーペプ
チド、（ｂ）標的化ポリペプチド、（ｉｉ）第２のリンカーペプチド、および（ｃ）配列
番号２２の配列を有する細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）を含む、項目９２に記載の標的化
剤。
（項目９６）
　前記第１のリンカーペプチドまたは前記第２のリンカーペプチドが、配列番号１３の配
列を含む、項目９５に記載の標的化剤。
（項目９７）
　前記組換えＧｒＢが、項目２４に記載の配列を含む、項目９２に記載の標的化剤。
（項目９８）
　配列番号２４と少なくとも９０％同一なアミノ酸配列を含む、項目９２に記載の標的化
剤。
（項目９９）
　配列番号２４のアミノ酸配列を含む、項目９８に記載の標的化剤。
（項目１００）
　ラパチニブ耐性がんまたはトラスツズマブ耐性がんを有する被験体を処置するための、
Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とするグランザイム治療薬の使用。
（項目１０１）
　前記被験体が乳がんを有する、項目１００に記載の使用。
（項目１０２）
　前記被験体が、ラパチニブまたはトラスツズマブで以前に処置されている、項目１００
に記載の使用。
（項目１０３）
　前記被験体がラパチニブ耐性がんを有する、項目１００に記載の使用。
（項目１０４）
　前記被験体がトラスツズマブ耐性がんを有する、項目１００に記載の使用。
（項目１０５）
　前記Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とするグランザイム治療薬が、細胞透過性ペプチド（ＣＰ
Ｐ）を含む、項目１００に記載の使用。
（項目１０６）
　前記Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とするグランザイム治療薬が、項目９２から９９までのい
ずれか一項に記載の標的化剤である、項目１００に記載の使用。
（項目１０７）
　ラパチニブ耐性がんまたはトラスツズマブ耐性がんを有する被験体を処置するための医
薬の作製において使用するための、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とするグランザイム治療薬。
　本発明のある特定の実施形態は、短縮型セリンプロテアーゼポリペプチドおよびそのよ
うなセリンプロテアーゼを含む融合タンパク質に関する。本明細書で使用される場合、短
縮型セリンプロテアーゼポリペプチドとは、ＩＩＧＧ配列、ＩＶＧＧ配列またはＩＬＧＧ
配列に対してＮ末端側に位置するリーダー配列が除去されるまたは異種配列で置き換えら
れるように短縮された、操作されたセリンプロテアーゼを指す。そのような短縮型セリン
プロテアーゼポリペプチドの例は図１に示されている。いくつかの態様では、短縮型セリ
ンプロテアーゼポリペプチドを細胞標的化部分と結合体化または融合して、細胞を標的と
する細胞傷害性構築物をもたらす。そのような構築物は、例えば、がんなどの細胞増殖性
疾患の処置において使用することができる。
【０００６】
　したがって、ある特定の実施形態では、選択されたプロテアーゼによって切断されると
、Ｎ末端にイソロイシンを有する短縮型セリンプロテアーゼが放出されるような、Ｎ末端
にＩＩＧＧ、ＩＶＧＧまたはＩＬＧＧを有する短縮型セリンプロテアーゼと融合した、選
択されたプロテアーゼによる切断を受けやすい切断部位を含む組換えポリペプチドが提供



(12) JP 6306596 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

される。いくつかの態様では、プロテアーゼ切断部位は、細胞内プロテアーゼまたは細胞
外プロテアーゼのためのものである。例えば、切断部位は、カスパーゼ、フューリン、グ
ランザイムＢまたは第Ｘａ因子の切断配列であってよい。例えば、選択されたプロテアー
ゼ切断部位は、カスパーゼ１～１０の切断部位（例えば、ＹＥＶＤ、ＷＥＨＤ、ＤＶＡＤ
、ＤＥＨＤ、ＤＥＶＤ、ＤＭＱＤ、ＬＥＶＤ、ＬＥＨＤ、ＶＥＩＤ、ＶＥＨＤ、ＩＥＴＤ
、ＬＥＴＤまたはＩＥＡＤ）、フューリン切断部位（ＲＶＲＲ）、グランザイムＢ切断部
位（ＩＥＰＤ）または第Ｘａ因子切断部位（（Ｉ／Ａ）（Ｅ／Ｄ）ＧＲ；配列番号２８）
であってよい。さらに、好ましい態様では、組換えポリペプチドは、切断部位に対してＮ
末端側に位置する細胞結合性部分をさらに含む。例えば、細胞結合性部分は、抗体または
リガンド（例えば、ＶＥＧＦまたはＢＬｙＳ）、例えば、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１
、ＨＥＲ２、ＣＤ－３３、ＣＤ－３８、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＣＥＡ、ＦＧ
ＦＲ３、ＩＧＦＢＰ２、Ｆｎ１４またはＩＧＦ－１Ｒに結合する部分などであってよい。
【０００７】
　一部の特定の態様では、当該実施形態に従って使用するための短縮型セリンプロテアー
ゼは、グランザイムＢ（配列番号１）、グランザイムＡ（配列番号４６）、グランザイム
Ｈ（配列番号４７）、グランザイムＫ（配列番号４８）、グランザイムＭ（配列番号４９
）、カテプシンＧ（配列番号５０）、キマーゼ（配列番号５１）、ミエロブラスチン（配
列番号５２）、カリクレイン－１４（配列番号５３）、補体因子Ｄ（配列番号５４）、Ｐ
ＲＳＳ３タンパク質（配列番号５５）、トリプシン－１（配列番号５６）、セリンプロテ
アーゼ５７（配列番号５７）またはＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８）と少なくと
も約８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％またはそれ以上同一である配列を含む。ある特定の態様では、短縮型
セリンプロテアーゼは、ヒトグランザイム、例えば、グランザイムＢ（ＧｒＢ）などと少
なくとも約８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％またはそれ以上同一である。
【０００８】
　当該実施形態のさらに別の態様では、当該実施形態のセリンプロテアーゼ（例えば、Ｇ
ｒＢポリペプチド）または標的化剤は、Ｃｙｓを含むアミノ酸配列をさらに含み、当該ア
ミノ酸配列は、セリンプロテアーゼコード配列に対してＣ末端側に位置する。例えば、ポ
リペプチドは、セリンプロテアーゼコード配列に対してＣ末端側に位置する配列ＳＳＣＳ
ＧＳＡ（配列番号１２）を含んでよい。いくつかの態様では、Ｃｙｓ（セリンプロテアー
ゼに対してＣ末端側に位置する）を使用して、例えば、ジスルフィド架橋を形成すること
などによって、プロテアーゼと別の部分（例えば、細胞標的化部分）を結合体化すること
ができる。
【０００９】
　さらなる実施形態では、本発明は、安定性および／または活性が増強された組換えグラ
ンザイムＢ（ＧｒＢ）ポリペプチドを提供する。いくつかの態様では、そのようなＧｒＢ
ポリペプチドを細胞標的化部分と結合体化または融合し、それにより、高度に特異的な標
的化細胞傷害性構築物をもたらすことができる。例えば、細胞標的化部分は、がん細胞標
的化ポリペプチド（例えば、がん細胞に特異的な抗原に結合する抗体）であってよい。そ
のような態様では、所与の抗原を発現するがん細胞を特異的に死滅させる一方で、他の細
胞はインタクトなままにすることを可能にする標的化がん療法の方法が提供される。好ま
しい態様では、ＧｒＢポリペプチドおよび／または標的化部分は、実質的なヒトアミノ酸
配列で構成される。したがって、いくつかの態様では、当該実施形態のポリペプチドは、
ヒト被験体に投与された際に堅固な免疫応答を惹起しない。
【００１０】
　ある特定の具体的な態様では、当該実施形態に従って使用するためのグランザイムは、
ヒトＧｒＢ配列、例えば配列番号１など（参照により本明細書に組み込まれるＮＣＢＩ受
託番号ＡＡＡ７５４９０．１およびＥＡＷ６６００３．１も参照されたい）と比較して１
つまたは複数のアミノ酸欠失および／または置換を含むＧｒＢコード配列である。例えば
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、組換えＧｒＢは、配列番号１と少なくとも８０％同一（例えば、配列番号１と少なくと
も約または約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％または９９％同一）であってよい。ある特定の態様では、ＧｒＢポリペプチド
は、異なる種のＧｒＢ由来の対応するアミノ酸に対して１つまたは複数のアミノ酸置換を
含む。例えば、実質的なヒトＧｒＢポリペプチドは、図１で提供されるＧｒＢポリペプチ
ド（例えば、霊長類ＧｒＢ、ブタＧｒＢ、ウシＧｒＢまたはマウスＧｒＢ）のうちの１つ
に由来する対応するアミノ酸のアミノ酸位における１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、また
はそれ以上の置換を含んでよい。いくつかの態様では、組換えＧｒＢは、以下の特徴の１
つまたは複数を含む：（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠
失、（ｂ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失、（ｃ）Ａｓ
ｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失、（ｄ）Ａｓｎ８４に対応する
位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；および／または（ｅ）Ｃｙｓ２１０に対応する
位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失。別の態様では、ＧｒＢポリペプチドは、特徴（
ａ）～（ｅ）のうちの２つ、３つ、４つまたは５つを含む。ある特定の態様では、組換え
ＧｒＢは、実質的にグリコシル化されていないＧｒＢポリペプチドと定義される。
【００１１】
　さらなる実施形態では、当該実施形態の組換えＧｒＢポリペプチドは、以下の特徴の１
つまたは複数を含む：（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠
失；（ｂ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｃ）Ａｓｎ
８４に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｄ）Ａｒｇ９６に対応する位
置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｅ）Ａｒｇ１００に対応する位置におけるアミ
ノ酸置換もしくは欠失；（ｆ）Ａｒｇ１０２に対応する位置におけるアミノ酸置換もしく
は欠失；（ｇ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｈ）
Ａｒｇ２０１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｉ）Ｃｙｓ２１０に
対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｊ）Ｌｙｓ２２１に対応する位置に
おけるアミノ酸置換もしくは欠失；（ｋ）Ｌｙｓ２２２に対応する位置におけるアミノ酸
置換もしくは欠失；（ｌ）Ｌｙｓ２２５に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠
失；および／または（ｍ）Ａｒｇ２２６に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠
失。したがって、いくつかの態様では、当該実施形態の組換えポリペプチドは、特徴（ａ
）～（ｍ）のうちの１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、
１１個、１２個、または１３個全てを含む。
【００１２】
　ある特定の態様では、組換えＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｓｎ５１位およ
び／またはＡｓｎ８４位に対応するアミノ酸位におけるグリコシル化を欠く。いくつかの
態様では、当該実施形態のＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｓｎ５１位および／
またはＡｓｎ８４位に対応する位置におけるアミノ酸置換または欠失を含む。別の態様で
は、ＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｓｎ５１位および／またはＡｓｎ８４位に
おけるＡｒｇ置換、Ｈｉｓ置換、Ｌｙｓ置換、Ａｓｐ置換、Ｇｌｕ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔ
ｈｒ置換、Ｇｌｎ置換、Ｃｙｓ置換、Ｇｌｙ置換、Ｐｒｏ置換、Ａｌａ置換、Ｖａｌ置換
、Ｉｌｅ置換、Ｌｅｕ置換、Ｍｅｔ置換、Ｐｈｅ置換、Ｔｙｒ置換またはＴｒｐ置換を含
む。例えば、一態様では、組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＡｓｎ５１位に対応する位置
におけるＡｌａ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、ＬｙｓまたはＧｌｎ置換を含む。その代
わりにまたはそれに加えて、組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＡｓｎ８４位に対応する位
置におけるＡｌａ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ａｒｇ置換またはＧｌｎ置換を含む。
【００１３】
　いくつかの態様では、組換えＧｒＢポリペプチドは、Ｌｙｓ２７および／またはＡｒｇ
２８に対応する位置におけるアミノ酸置換または欠失を含む。例えば、組換えＧｒＢは、
Ｌｙｓ２７に対応する位置とＡｒｇ２８に対応する位置の両方における置換を含んでよい
。いくつかの場合には、置換は、Ｋ２７ＥまたはＫ２７ＬおよびＲ２８Ａから選択される
。さらに別の態様では、組換えＧｒＢコード配列は、８２ＰＫＮ８４に対応する位置にお
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ける１つ、２つまたは３つのアミノ酸置換または欠失を含む。例えば、一部の特定の態様
では、ＧｒＢコード配列は、８２ＰＫＮ８４に対応する位置において置換された配列ＰＶ
ＰＮを含む。
【００１４】
　別の態様では、当該実施形態の組換えＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｓｐ３
７位および／またはＡｓｐ１５０位に対応するアミノ酸位におけるアミノ酸欠失または置
換（例えば、極性側鎖を有するアミノ酸の置換）を含む。したがって、いくつかの態様で
は、組換えＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｓｐ３７位および／またはＡｓｐ１
５０位におけるＡｒｇ置換、Ｈｉｓ置換、Ｌｙｓ置換、Ｇｌｕ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ
置換、Ａｓｎ置換、Ｇｌｎ置換、Ｃｙｓ置換、Ｇｌｙ置換、Ｐｒｏ置換、Ａｌａ置換、Ｖ
ａｌ置換、Ｉｌｅ置換、Ｌｅｕ置換、Ｍｅｔ置換、Ｐｈｅ置換、Ｔｙｒ置換またはＴｒｐ
置換を含む。例えば、組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＡｓｐ３７位に対応する位置にお
けるＳｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ｇｌｎ置換、Ｇｌｕ置換またはＡｓｎ置換を含んでよい。
その代わりにまたはそれに加えて、組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＡｓｐ１５０位に対
応する位置におけるＳｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ｇｌｎ置換、Ｇｌｕ置換またはＡｓｎ置換
を含む。
【００１５】
　いくつかの態様では、当該実施形態の組換えＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸Ａｒ
ｇ９６位、Ａｒｇ１００位、Ａｒｇ１０２位、Ａｒｇ２０１位、および／またはＡｒｇ２
２６位に対応する位置におけるアミノ酸置換または欠失を含む。別の態様では、ＧｒＢポ
リペプチドは、ヒトアミノ酸のＡｒｇ９６位、Ａｒｇ１００位、Ａｒｇ１０２位、Ａｒｇ
２０１位、および／またはＡｒｇ２２６位におけるＡｓｎ置換、Ｈｉｓ置換、Ｌｙｓ置換
、Ａｓｐ置換、Ｇｌｕ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ｇｌｎ置換、Ｃｙｓ置換、Ｇｌｙ
置換、Ｐｒｏ置換、Ａｌａ置換、Ｖａｌ置換、Ｉｌｅ置換、Ｌｅｕ置換、Ｍｅｔ置換、Ｐ
ｈｅ置換、Ｔｙｒ置換またはＴｒｐ置換を含む。ある特定の態様では、組換えＧｒＢは、
Ａｒｇ９６、Ａｒｇ１００、Ａｒｇ１０２、Ａｒｇ２０１、および／またはＡｒｇ２２６
に対応する位置における極性または正に荷電した側鎖を有するアミノ酸残基の置換を含む
。例えば、組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＡｒｇ９６位、Ａｒｇ１００位、Ａｒｇ１０
２位、Ａｒｇ２０１位、および／またはＡｒｇ２２６位に対応する位置におけるＡｌａ置
換、Ａｓｎ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ｌｙｓ置換、Ｈｉｓ置換またはＧｌｎ置換を
含んでよい。さらに別の態様では、組換えポリペプチドは、前記Ａｒｇ位の２つ、３つ、
４つまたは５つにおける欠失または置換を含む。
【００１６】
　ある特定の態様では、当該実施形態の組換えＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＬ
ｙｓ２２１位、Ｌｙｓ２２２位および／またはＬｙｓ２２５位に対応する位置におけるア
ミノ酸置換または欠失を含む。別の態様では、ＧｒＢポリペプチドは、ヒトアミノ酸のＬ
ｙｓ２２１位、Ｌｙｓ２２２位および／またはＬｙｓ２２５位におけるＡｓｎ置換、Ｈｉ
ｓ置換、Ａｒｇ置換、Ａｓｐ置換、Ｇｌｕ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ｇｌｎ置換、
Ｃｙｓ置換、Ｇｌｙ置換、Ｐｒｏ置換、Ａｌａ置換、Ｖａｌ置換、Ｉｌｅ置換、Ｌｅｕ置
換、Ｍｅｔ置換、Ｐｈｅ置換、Ｔｙｒ置換またはＴｒｐ置換を含む。ある特定の態様では
、組換えＧｒＢは、Ｌｙｓ２２１、Ｌｙｓ２２２および／またはＬｙｓ２２５に対応する
位置における極性または正に荷電した側鎖を有するアミノ酸残基の置換を含む。例えば、
組換えＧｒＢは、ヒトアミノ酸のＬｙｓ２２１位、Ｌｙｓ２２２位および／またはＬｙｓ
２２５位に対応する位置におけるＡｌａ置換、Ａｓｎ置換、Ｓｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ａ
ｒｇ置換、Ｈｉｓ置換またはＧｌｎ置換を含んでよい。さらに別の態様では、組換えポリ
ペプチドは、前記Ｌｙｓ位の２つまたは３つにおける欠失または置換を含む。
【００１７】
　さらに別の態様では、当該実施形態の組換えＧｒＢポリペプチドは、Ｃｙｓ２１０に対
応する位置におけるアミノ酸欠失または置換を含む。いくつかの態様では、組換えＧｒＢ
は、Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるＡｒｇアミノ酸置換、Ｈｉｓアミノ酸置換、Ｌ
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ｙｓアミノ酸置換、Ａｓｐアミノ酸置換、Ｇｌｕアミノ酸置換、Ｓｅｒアミノ酸置換、Ｔ
ｈｒアミノ酸置換、Ａｓｎアミノ酸置換、Ｇｌｎアミノ酸置換、Ｇｌｙアミノ酸置換、Ｐ
ｒｏアミノ酸置換、Ａｌａアミノ酸置換、Ｖａｌアミノ酸置換、Ｉｌｅアミノ酸置換、Ｌ
ｅｕアミノ酸置換、Ｍｅｔアミノ酸置換、Ｐｈｅアミノ酸置換、Ｔｙｒアミノ酸置換また
はＴｒｐアミノ酸置換を含む。例えば、組換えＧｒＢポリペプチドは、Ｃｙｓ２１０に対
応する位置におけるＡｌａ置換、Ｖａｌ置換、Ｉｌｅ置換、Ｌｅｕ置換、Ｍｅｔ置換、Ｓ
ｅｒ置換、Ｔｈｒ置換、Ａｓｎ置換、Ｐｈｅ置換、Ｔｙｒ置換またはＧｌｎ置換を含んで
よい。
【００１８】
　さらに別の実施形態では、複数の組換えＧｒＢポリペプチド（またはその融合タンパク
質もしくは結合体）を含む組成物であって、ＧｒＢポリペプチドの少なくとも約９０％、
９５％、９８％、９９％または９９．５％が活性な酵素活性を有する組成物が提供される
。さらに別の実施形態では、複数の組換えＧｒＢポリペプチド（またはその融合タンパク
質もしくは結合体）を含む組成物であって、ＧｒＢポリペプチドの少なくとも約９０％、
９５％、９８％、９９％または９９．５％がインタクトなＧｒＢコード配列（すなわち、
タンパク質分解により切断されていないＧｒＢポリペプチド配列）を含む組成物が提供さ
れる。さらに別の実施形態では、複数の組換えＧｒＢポリペプチド（またはその融合タン
パク質もしくは結合体）であって、その少なくとも約９０％、９５％、９８％、９９％ま
たは９９．５％が単量体（すなわち、分子当たり単一のＧｒＢポリペプチド）として組成
物中に存在するＧｒＢポリペプチドが提供される。例えば、前述の組成物はいずれも、組
換えＧｒＢポリペプチドを含む水溶液などの確定した医薬組成物であってよい。いくつか
の態様では、当該実施形態の組成物は、複数の組換えＧｒＢポリペプチドであって、その
少なくとも約９０％、９５％、９８％、９９％または９９．５％が（１）活性な酵素活性
を有し、（２）インタクトなＧｒＢアミノ酸配列を含み、かつ／または（３）ＧｒＢポリ
ペプチドに関して単量体として組成物中に存在するＧｒＢポリペプチドを含む。
【００１９】
　さらに別の実施形態では、（ａ）当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼ、（ｂ）標
的化ポリペプチド、および（ｃ）細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）を含む標的化剤が提供さ
れる。ある特定の態様では、標的化ポリペプチドは、Ｈｅｒ２／ｎｅｕに結合するポリペ
プチドなどのがん細胞標的化ポリペプチドである。例えば、標的化ペプチドは、ｓｃＦｖ
　４Ｄ５配列（配列番号２３）を含んでよい。当該実施形態の標的化剤に使用するための
ＣＰＰは、本明細書において詳述されているＣＰＰ配列のいずれであってもよい。好まし
い態様では、ＣＰＰは、配列番号２２の配列を有する「２６」ＣＰＰである。したがって
、一部の特定の態様では、標的化剤は、Ｎ末端からＣ末端までに、（ａ）短縮型セリンプ
ロテアーゼコード配列（例えば、グランザイム）、（ｉ）第１のリンカーペプチド、（ｂ
）標的化ポリペプチド、（ｉｉ）第２のリンカーペプチド、および（ｃ）細胞透過性ペプ
チド（ＣＰＰ）（例えば、配列番号２２の配列を有する）を含む。種々のリンカーペプチ
ドを当該実施形態に従って使用することができ、例えば、第１のリンカーペプチドおよび
／または第２のリンカーペプチドは、配列番号１３の配列を含んでよい。さらに具体的な
態様では、標的化剤は、Ｎ末端からＣ末端までに、（ａ）組換えＧｒＢコード配列（例え
ば、当該実施形態の野生型哺乳動物ＧｒＢコード配列または改変されたコード配列）（ｉ
）第１のリンカーペプチド、（ｂ）標的化ポリペプチド、（ｉｉ）第２のリンカーペプチ
ド、および（ｃ）配列番号２２の配列を有する細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）を含む。し
たがって、いくつかの態様では、標的化剤は、配列番号２４と少なくとも約９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一である
ポリペプチド配列（例えば、配列番号２４の配列を含む標的化剤）を含む。
【００２０】
　さらに別の実施形態では、被験体におけるラパチニブまたはトラスツズマブ耐性がん（
例えば、乳がん）を処置する方法であって、（ａ）ラパチニブまたはトラスツズマブ耐性
がんを有する被験体を同定するステップ、および（ｂ）当該実施形態の短縮型セリンプロ
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テアーゼ（例えば、ＧｒＢポリペプチド）と連結したＨｅｒ２／ｎｅｕ標的化治療薬を被
験体に投与するステップを含む方法が提供される。例えば、いくつかの態様では、被験体
は、ラパチニブまたはトラスツズマブを用いた処置を受けていた、または現在受けている
。いくつかの好ましい態様では、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ標的化治療薬は、上記の標的化剤のう
ちの１つなどのＣＰＰ配列を含む。したがって、いくつかの態様では、ラパチニブまたは
トラスツズマブ耐性がんを有する被験体の処置において使用するための組成物であって、
当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼを含むＨｅｒ２／ｎｅｕ標的化治療薬で構成さ
れる組成物が提供される。
【００２１】
　さらに別の実施形態では、Ｎ末端からＣ末端までに、（ａ）プロテアーゼ切断部位を含
むペプチド、および（ｂ）短縮型セリンプロテアーゼ（例えば、組換えＧｒＢポリペプチ
ド）を含む組換えポリペプチドが提供される。いくつかの態様では、プロテアーゼ切断部
位は、プロテアーゼにより切断されると、アミノ末端にイソロイシン残基（例えば、ＩＩ
ＧＧ、ＩＶＧＧまたはＩＬＧＧ）を有するセリンプロテアーゼが生じるように位置づけら
れている。したがって、ＧｒＢの場合では、プロテアーゼにより切断されるとＩＩＧＧＨ
ＥＡＫ；配列番号２７のアミノ末端配列を有する遊離ＧｒＢが放出される。ある特定の態
様では、プロテアーゼ切断部位は、哺乳動物の細胞内プロテアーゼ（例えば、その認識配
列であるＣ末端で切断するプロテアーゼ）によって切断される部位である。当該実施形態
に従って使用するためのプロテアーゼ切断部位の例としては、限定することなく、カスパ
ーゼ１～１０の切断部位（例えば、ＹＥＶＤ、ＷＥＨＤ、ＤＶＡＤ、ＤＥＨＤ、ＤＥＶＤ
、ＤＭＱＤ、ＬＥＶＤ、ＬＥＨＤ、ＶＥＩＤ、ＶＥＨＤ、ＩＥＴＤ、ＬＥＴＤまたはＩＥ
ＡＤ）、フューリン切断部位（ＲＶＲＲ）、グランザイムＢ切断部位（ＩＥＰＤ）または
第Ｘａ因子切断部位（（Ｉ／Ａ）（Ｅ／Ｄ）ＧＲ；配列番号２８）が挙げられる。ある特
定の具体的な態様では、カスパーゼ－３の切断部位を使用し、当該実施形態の組換えポリ
ペプチドは、配列番号２５のカスパーゼ－３切断配列を含む。さらに別の態様では、当該
実施形態の組換えポリペプチドはＧｒＢポリペプチドであり、配列ＹＶＤＥＶＤＩＩＧＧ
ＨＥＡＫ（配列番号２６）；ＲＶＲＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号２９）；ＲＶＲＲＩＩ
ＧＧＨＥＡＫ（配列番号３０）；（Ｉ／Ａ）（Ｅ／Ｄ）ＧＲＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号
３１）；ＹＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３２）；ＷＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列
番号３３）；ＤＶＡＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３４）；ＤＥＨＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（
配列番号３５）；ＤＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３６）；ＤＭＱＤＩＩＧＧＨＥＡ
Ｋ（配列番号３７）；ＬＥＶＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号３８）；ＬＥＨＤＩＩＧＧＨ
ＥＡＫ（配列番号３９）；ＶＥＩＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４０）；ＶＥＨＤＩＩＧ
ＧＨＥＡＫ（配列番号４１）；ＩＥＴＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４２）；ＬＥＴＤＩ
ＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４３）またはＩＥＡＤＩＩＧＧＨＥＡＫ（配列番号４４）を含
む。上記の通り、いくつかの態様では、組換えポリペプチドは、細胞透過性ペプチド（Ｃ
ＰＰ）および／またはプロテアーゼ切断配列に対してＮ末端側に位置する細胞結合性部分
などの細胞結合性部分をさらに含んでよい。ある特定の好ましい態様では、細胞結合性部
分は、抗体または抗原結合性の抗体断片である。当該実施形態の組換えポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド分子も同様に提供される。
【００２２】
　特定の実施形態では、（ａ）細胞結合性部分（例えば、その抗体または抗原結合性ドメ
イン）、（ｂ）選択されたプロテアーゼによる切断を受けやすい切断部位、および（ｃ）
Ｎ末端にＩＩＧＧを有するＧｒＢコード配列（例えば、本明細書において提供される組換
えポリペプチドのうちの１つなど）を含む細胞標的化構築物が提供され、その結果、ポリ
ペプチドが選択されたプロテアーゼによって切断されると、Ｎ末端イソロイシンを有する
ＧｒＢが細胞標的化構築物から放出される。本明細書において実証されている通り、その
ような細胞標的化構築物は、驚いたことに、血清に長期にわたって曝露してさえも安定で
あり、それにより、理想的な治療剤がもたらされる。したがって、いくつかの態様では、
血清安定性のある細胞標的化構築物をもたらす方法であって、異種プロテアーゼ切断部位
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（例えば、細胞内プロテアーゼによって認識される切断部位）に対してＣ末端側に位置す
るＧｒＢコード配列を含む細胞標的化構築物を得ることを含む方法が提供される。
【００２３】
　さらに別の実施形態では、当該実施形態のセリンプロテアーゼポリペプチドまたは構築
物をコードする配列を含むポリヌクレオチド分子が提供される。いくつかの態様では、ポ
リヌクレオチド分子は、発現制御配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、イントロ
ン、ポリアデニル化シグナル配列または転写終結配列）に作動可能に連結した発現カセッ
ト内に含まれる。さらに別の態様では、ポリヌクレオチド分子は、当該実施形態の細胞標
的化構築物などのセリンプロテアーゼ融合タンパク質をコードする。
【００２４】
　さらに別の実施形態では、当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼ（または細胞標的
化構築物）をコードする発現可能なポリヌクレオチド配列を含む宿主細胞が提供される。
いくつかの態様では、宿主細胞は、当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼポリペプチ
ドをさらに含む。例えば、当該実施形態の宿主細胞は、哺乳動物細胞（例えば、培養した
ヒト細胞）、酵母細胞、細菌細胞、繊毛虫細胞（ｃｉｌｉａｔｅ　ｃｅｌｌ）または昆虫
細胞であってよい。したがって、さらなる実施形態では、ポリペプチドを製造する方法で
あって、（ａ）当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼをコードするポリヌクレオチド
分子を、コードされるポリペプチドを産生する条件下で細胞において発現させるステップ
、および（ｂ）ポリペプチドを細胞から精製するステップを含む方法が提供される。
【００２５】
　さらなる実施形態では、当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼポリペプチドであっ
て、セリンプロテアーゼが細胞標的化部分と結合体化または融合した短縮型セリンプロテ
アーゼポリペプチドが提供される。例えば、セリンプロテアーゼポリペプチドは細胞標的
化部分とチオエステル連結によって（例えば、セリンプロテアーゼポリペプチドに含まれ
るまたはセリンプロテアーゼコード配列に対してＣ末端側に位置するＣｙｓ残基を使用す
ることによって）結合体化することができる。いくつかの態様では、細胞結合性部分をセ
リンプロテアーゼポリペプチドと融合して、融合タンパク質を形成する。この態様では、
細胞標的化部分を短縮型セリンプロテアーゼコード配列に対してＣ末端側に位置づけ、そ
れにより、プロテアーゼ酵素活性を維持するべきであることが当業者には理解されよう。
例えば、ある特定の態様では、細胞標的化部分は、細胞において発現される（例えば、が
ん細胞において特異的にまたは優先的に発現される）タンパク質、炭水化物または脂質に
結合させることができる。細胞標的化部分の例は、下にさらに詳述および例示されており
、それらとして、限定することなく、ＧＰ２４０、５Ｔ４、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＣＤ－
３３、ＣＤ－３８、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＣＥＡ、ＦＧＦＲ３、ＩＧＦＢＰ
２、ＩＧＦ－１Ｒ、ＢＡＦＦ－Ｒ、ＴＡＣＩ、ＡＰＲＩＬ、Ｆｎ１４またはＨＥＲ３に結
合する部分が挙げられる。
【００２６】
　さらに別の態様では、短縮型セリンプロテアーゼまたは細胞標的化構築物は、画像化剤
とさらに結合体化している。例えば、画像化剤は、放射性核種、ＭＲＩ造影剤または超音
波造影剤であってよい。したがって、いくつかの態様では、被験体における標的細胞を画
像化するための方法であって、画像化剤と結合体化した細胞標的化構築物を被験体に投与
するステップ、および被験体における標的細胞を画像化するステップを含む方法が提供さ
れる。
【００２７】
　ある場合では、融合タンパク質は、短縮型セリンプロテアーゼと細胞標的化ポリペプチ
ドの間に位置する追加的なアミノ酸を含んでよいことが理解されよう。一般に、これらの
配列は、「リンカー配列」または「リンカー領域」と互換的に称される。リンカー領域は
、１つまたは複数のアミノ酸の長さであってよく、多くの場合、リンカーに可撓性を付与
する１つまたは複数のグリシン残基を含むことが当業者には理解されよう。いくつかの特
定の実施例では、本実施形態において使用するためのリンカーとしては、限定することな
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く、２１８リンカー（ＧＳＴＳＧＳＧＫＰＧＳＧＥＧＳＴＫＧ；配列番号１３）、ＨＬリ
ンカー（ＥＡＡＡＫ；配列番号１４）ＳＳＧおよびＧ４Ｓリンカー（ＧＧＧＧＳ；配列番
号１５）が挙げられる。そのようなリンカー配列は、１回、２回、３回、４回、５回、６
回、またはそれ以上繰り返すこともでき、１つまたは複数の異なるリンカーと組み合わせ
てリンカー配列のアレイを形成することもできる。例えば、一部の適用では、リンカー領
域は、内在性細胞内プロテアーゼによって認識される切断部位などのプロテアーゼ切断部
位を含んでよい。この場合、細胞標的化構築物が標的細胞に内部移行すると、タンパク質
分解による切断により、セリンプロテアーゼが細胞標的化部分および／または他のポリペ
プチドドメインから分離され得る。そのように、この実施形態による細胞標的化構築物に
は、細胞標的化ポリペプチドからの潜在的な干渉が低減するので、標的化されたセリンプ
ロテアーゼの細胞内活性が増強されるという利点があり得る。
【００２８】
　当該実施形態による細胞標的化構築物は、セリンプロテアーゼ、細胞標的化部分、また
はその両方に付着した追加的なアミノ酸を含んでよい。例えば、細胞標的化構築物の産生
または精製を補助するために追加的なアミノ酸を含めることができる。細胞標的化部分に
付着させることができるアミノ酸配列のいくつかの特定の例としては、これだけに限定さ
れないが、精製タグ（例えば、Ｔ７、ＭＢＰ．ＧＳＴ、ＨＡ、またはポリＨｉｓタグ）、
タンパク質分解の切断部位、例えば、トロンビンまたはフューリン切断部位など、細胞内
局在化シグナルまたは分泌シグナルが挙げられる。したがって、ある特定の態様では、当
該実施形態の細胞標的化構築物は、ＧｒＢなどのセリンプロテアーゼと細胞標的化部分の
間に位置するプロテアーゼ切断部位（例えば、フューリン切断部位）を含む。
【００２９】
　さらに別の態様では、当該実施形態の細胞標的化構築物は、細胞透過性ペプチド（ＣＰ
Ｐ）をさらに含む。本明細書で使用される場合、ＣＰＰおよび膜トランスロケーションペ
プチド（ＭＴＰ）という用語は互換的に使用され、細胞によって内部移行されるタンパク
質の能力を増強するペプチド配列を指す。当該実施形態に従って使用するためのＣＰＰの
例としては、限定することなく、ＨＩＶ　Ｔａｔ、ヘルペスウイルスＶＰ２２、ショウジ
ョウバエアンテナペディアホメオボックス遺伝子産物、プロテグリンＩに由来するペプチ
ドセグメント、ならびに本明細書において例示されているＴ１ペプチド（配列番号１９）
、Ｔ２ペプチド（配列番号２０）、ＩＮＦ７ペプチド（配列番号２１）およびＩＮＦ２６
ペプチド（配列番号２２）が挙げられる。ある特定の態様では、当該実施形態の細胞標的
化構築物は、セリンプロテアーゼと細胞標的化部分の間に位置し、または細胞標的化部分
に対してＣ末端側に位置するＣＰＰを含む。ある特定の態様では、ＣＰＰは、リンカー配
列によってセリンプロテアーゼおよび／または細胞標的化部分と隔てられている。
【００３０】
　当該実施形態による細胞標的化構築物（例えば、細胞標的化部分およびセリンプロテア
ーゼを含む）は、２つの性質、（１）特異的な細胞の集団に対する結合親和性および（２
）細胞内に内部移行する能力を有することが望ましい。しかし、内部移行しにくい細胞標
的化構築物でさえ、当該実施形態による方法において使用することができることが企図さ
れる。当業者に周知の方法を使用して、特定の細胞標的化構築物が標的細胞によって内部
移行されるかどうかを、例えば、細胞内抽出物の免疫組織化学的染色または免疫ブロット
によって決定することができる。ある場合では、それ自体では内部移行することができな
い細胞標的化部分を、当該実施形態による細胞標的化構築物の状況では内部移行させるこ
とができることも企図される。当該実施形態において使用するための細胞標的化部分とし
ては、これだけに限定されないが、抗体、増殖因子、ホルモン、ペプチド、アプタマー、
アビマー（ａｖｉｍｅｒ）（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、米国特許出願
公開第２００６０２３４２９９号および同第２００６０２２３１１４号を参照されたい）
およびサイトカインが挙げられる。上記の通り、細胞標的化部分は、セリンプロテアーゼ
と共有結合または非共有結合によって結合体化することができ、また、ある場合では、標
的化構築物は融合タンパク質であってよい。
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【００３１】
　ある特定の好ましい態様では、当該実施形態において使用するための細胞標的化部分は
抗体またはその断片である。一般に、抗体という用語は、これだけに限定されないが、ポ
リクローナル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体、ヒト化抗体、脱免疫化（ｄｅｉｍｍ
ｕｎｉｚｅｄ）抗体、ミニボディ、ダイアボディ（ｄｉｂｏｄｉｅｓ）、トリボディ（ｔ
ｒｉｂｏｄｙ）ならびに抗体断片、例えば、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単一ド
メイン抗体、Ｆｖ、または単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体単一ドメイン抗体など、ならびに抗
体模倣物、例えば、アンチカリン（ａｎｔｉｃａｌｉｎ）など、ならびにそれらの任意の
混合物を包含する。いくつかの場合には、細胞標的化部分は単鎖抗体（ｓｃＦｖ）である
。関連する態様では、細胞標的化ドメインはアビマーポリペプチドであってよい。したが
って、ある場合では、当該実施形態の細胞標的化構築物はＧｒＢポリペプチドとｓｃＦｖ
またはアビマーとを含む融合タンパク質である。例えば、いくつかの非常に具体的な態様
では、ＧｒＢポリペプチドを、１５Ａ８、ｓｃＦｖＭＥＬ、ＺＭＥ－０１８、ｓｃＦｖ２
３、セツキシマブまたはトラスツズマブ抗体と結合体化または融合する。同様に、ＧｒＢ
ポリペプチドを、抗ＣＤ－３３抗体または抗ＣＤ－３８抗体と融合または結合体化するこ
とができる。
【００３２】
　したがって、一部の実施形態では、本発明は、ヒト抗体重鎖および軽鎖を含む細胞標的
化部分であって、抗体軽鎖、重鎖またはその両方が、抗体軽鎖および／または重鎖に対し
てＣ末端側に位置する当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼを含む、細胞標的化部分
を提供する。例えば、抗体は、ヒトＩｇＧ、例えば、ＩｇＧ１などであってよい。
【００３３】
　さらに別の実施形態では、（ａ）細胞標的化ｓｃＦｖ抗体ドメイン、（ｂ）抗体重鎖定
常（Ｆｃ）ドメイン；および（ｃ）当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼを含む細胞
標的化構築物が提供される。例えば、細胞標的化構築物は、ＮからＣ末端までに、（ｃ）
短縮型セリンプロテアーゼ、（ｂ）Ｆｃドメイン；および（ａ）ｓｃＦｖドメインを含ん
でよい。あるいは、細胞標的化構築物は、ＮからＣ末端までに、（ａ）ｓｃＦｖドメイン
、（ｂ）Ｆｃドメイン、（ｄ）プロテアーゼ切断部位を含むペプチド（例えば、細胞内プ
ロテアーゼによって切断可能なもの）および（ｃ）当該実施形態の短縮型セリンプロテア
ーゼを含んでよい。いくつかの態様では、細胞標的化構築物は、Ｎ末端、Ｃ末端またはエ
レメント（ａ）、（ｂ）および／もしくは（ｃ）のいずれかの間に融合したリンカーまた
はＣＰＰのような追加的なエレメントを含んでよい。ある特定の具体的な態様では、細胞
標的化構築物のｓｃＦｖはＦｎ１４に結合し、セリンプロテアーゼは配列番号４５の配列
（または配列番号４５と少なくとも約８５％、９０％または９５％同一である配列）を含
む細胞標的化構築物などのＧｒＢである。
【００３４】
　別の態様では、当該実施形態の細胞標的化部分は増殖因子であってよい。例えば、形質
転換増殖因子、上皮増殖因子、インスリン様増殖因子、線維芽細胞増殖因子、Ｂリンパ球
刺激物質（ＢＬｙＳ）、ヘレグリン、血小板由来増殖因子、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ
）、または低酸素症誘導因子を、当該実施形態による細胞標的化部分として使用すること
ができる。これらの増殖因子により、構築物を同類の増殖因子受容体を発現する細胞に標
的化することが可能になる。例えば、ＶＥＧＦを使用して、ＶＥＧＦＲ－２および／また
はＶＥＧＦＲ－１を発現する細胞を標的とすることができる。さらに別の態様では、細胞
標的化部分は、ポリペプチドＢＬｙＳ（参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願
公開第２００６０１７１９１９号を参照されたい）であってよい。
【００３５】
　さらに別の態様では、細胞標的化部分はホルモンであってよい。当該実施形態において
使用するためのホルモンのいくつかの例としては、これだけに限定されないが、ヒト絨毛
膜ゴナドトロピン、ゴナドトロピン放出ホルモン、アンドロゲン、エストロゲン、甲状腺
刺激ホルモン、卵胞刺激ホルモン、黄体形成ホルモン、プロラクチン、成長ホルモン、副
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腎皮質刺激ホルモン、抗利尿ホルモン、オキシトシン、サイロトロピン放出ホルモン、成
長ホルモン放出ホルモン、コルチコトロピン－放出ホルモン、ソマトスタチン、ドーパミ
ン、メラトニン、チロキシン、カルシトニン、副甲状腺ホルモン、グルココルチコイド、
ミネラルコルチコイド、アドレナリン、ノルアドレナリン、プロゲステロン、インスリン
、グルカゴン、アミリン、エリスロポエチン（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｔｉｎ）、カルシト
リオール、カルシフェロール、心房性ナトリウム利尿性ペプチド、ガストリン、セクレチ
ン、コレシストキニン、神経ペプチドＹ、グレリン、ＰＹＹ３－３６、インスリン様増殖
因子１、レプチン、トロンボポエチンまたはアンジオテンシノーゲンが挙げられる。上記
の通り、ホルモンを含む標的化構築物を、示されているホルモンに対する細胞外受容体を
含む細胞集団を標的化する方法において使用することができる。
【００３６】
　当該実施形態のさらに別の態様では、細胞標的化部分はサイトカインであってよい。例
えば、ＩＬ１、ＩＬ２、ＩＬ３、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ９、Ｉ
Ｌ１０、ＩＬ１１、ＩＬ１２、ＩＬ１３、ＩＬ１４、ＩＬ１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７
、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、ＩＬ－
２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－２７、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９、ＩＬ－３０、Ｉ
Ｌ－３１、ＩＬ－３２、ＩＬ－３３、ＩＬ－３４、ＩＬ－３５、ＩＬ－３６、顆粒球コロ
ニー刺激因子、マクロファージコロニー刺激因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子、白血病抑制因子、エリスロポエチン、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、オン
コスタチンＭ、白血病抑制因子、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＬＴ－β、ＣＤ
４０リガンド、Ｆａｓリガンド、ＣＤ２７リガンド、ＣＤ３０リガンド、４－１ＢＢＬ、
ＴＧＦ－β、ＩＬ　１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１ＲＡ、ＭＩＦ、ＴＮＦ様アポトーシス弱
誘導因子（ＴＮＦ－ｌｉｋｅ　ｗｅａｋ　ｉｎｄｕｃｅｒ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）
（ＴＷＥＡＫ）およびＩＧＩＦは全て、当該実施形態による標的化部分として使用するこ
とができる。
【００３７】
　前述の説明から、当該実施形態による細胞標的化構築物により、使用する細胞標的化部
分に応じて特定の細胞の集団を標的とすることができることが当業者には明らかであろう
。例えば、細胞標的化部分は、感染細胞標的化部分であってよい。この場合、細胞標的化
部分は、細菌、原生動物またはウイルスなどの病原体に感染している細胞の表面で主に発
現される細胞タンパク質に結合し得る。ある特定の他の態様では、細胞標的化部分は、病
原体によりコードされる因子、例えば細菌タンパク質、原生動物タンパク質またはウイル
スタンパク質などに結合し得る。この態様では、細胞標的化構築物は、病原体が標的細胞
に進入する前、または進入する時にその病原体に結合することによって細胞を間接的に標
的化し得ることが企図される。したがって、いくつかの場合には、病原体が細胞に輸送さ
れることにより、標的化構築物の内部移行が媒介され得る。追加的な態様では、細胞標的
化部分は、感染細胞の表面で発現される、病原体によりコードされるポリペプチドに結合
し得る。例えば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）に感染した細胞の場合では、細胞標的
化部分は、例えば、ｇｐ１２０に結合し得る。前述の方法のいずれかを使用して、感染の
拡散を限定することができることが企図される。例えば、セリンプロテアーゼ（例えば、
ＧｒＢ）を感染細胞に送達することにより、アポトーシスを誘導することまたはアポトー
シスを受けるように細胞を感作することができる。
【００３８】
　当該実施形態のいくつかの態様では、細胞標的化部分は、免疫細胞標的化部分と定義す
ることができる。この場合、細胞標的化部分は、特定の免疫細胞の集団において発現され
る細胞表面分子に結合し得、かつ／またはそれにより内部移行され得る。したがって、セ
リンプロテアーゼを特定の型の免疫細胞に標的化することを用いて、例えば、自己免疫疾
患またはリンパ腫を処置することができる。
【００３９】
　当該実施形態のさらに別の態様では、細胞標的化部分は、がん細胞標的化部分であって
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よい。特定の型のがん細胞は、周囲の組織と比較して独特な表面分子を異常に発現するこ
とが周知である。したがって、これらの表面分子に結合する細胞標的化部分により、がん
細胞へのセリンプロテアーゼの標的化された送達が特異的に可能になる。例えば、細胞標
的化部分は、肺がん細胞、乳がん細胞、脳がん細胞、前立腺がん細胞、脾臓がん細胞、膵
臓がん細胞、子宮頸部がん細胞、卵巣がん細胞、頭頸部がん細胞、食道がん細胞、肝臓が
ん細胞、皮膚がん細胞、腎臓がん細胞、白血病細胞、骨がん細胞、精巣がん細胞、結腸が
ん細胞または膀胱がん細胞に結合し得、かつそれにより内部移行され得る。したがって、
がん細胞を標的とするセリンプロテアーゼの有効性は、いくつかの場合には、がん細胞上
の特定のがんマーカーの発現または発現レベルに左右され得る。ある特定の態様では、標
的化されたセリンプロテアーゼを用いてがん患者を処置するための方法であって、患者の
がん細胞が特定の細胞表面マーカーを発現しているか（またはどの程度まで発現している
か）を同定するステップ、および特定の細胞表面マーカーが発現しているがんを有すると
同定された患者に標的化されたセリンプロテアーゼ療法（場合によって、別の抗がん療法
と併せて）を施すステップを含む方法が提供される。別の態様では、標的化されたセリン
プロテアーゼ療法の用量は、がん細胞上の細胞表面マーカーの発現レベルに応じて調整す
ることができる。
【００４０】
　したがって、ある特定の実施形態では、細胞増殖性疾患を処置するための方法であって
、当該実施形態による細胞標的化構築物を投与することを含む方法が提供される。本明細
書で使用される場合、「細胞増殖性の状態」という句は、これだけに限定されないが、自
己免疫疾患、がんおよび前がん状態を含む。例えば、当該実施形態の方法は、がん、例え
ば、肺がん、乳がん、脳がん、前立腺がん、脾臓がん、膵臓がん、子宮頸部がん、卵巣が
ん、頭頸部がん、食道がん、肝臓がん、皮膚がん、腎臓がん、白血病、骨がん、精巣がん
、結腸がん、または膀胱がんなどを処置するために使用することができる。例えば、黒色
腫などの皮膚がんを、皮膚がん細胞を標的とするセリンプロテアーゼを投与することによ
って処置するための方法が提供される。同様に、ｇｐ２４０陽性皮膚がんを処置するため
の方法であって、ｓｃＦｖＭＥＬ標的化部分を含む当該実施形態のセリンプロテアーゼを
投与することを含む方法が提供される。
【００４１】
　いくつかの場合には、当該実施形態の細胞標的化構築物を、別の（例えば、第２の）抗
がん療法と併せて使用することができる。したがって、特定の例では、細胞標的化部分と
結合体化したセリンプロテアーゼを含む細胞標的化構築物を投与することによって細胞を
抗がん療法（例えば、化学療法）に対して感作する方法が提供される。この場合、細胞標
的化構築物は、抗がん療法を施す前に、それと同時に、またはその後に投与することがで
きる。例えば、抗がん療法は、外科的療法、化学療法、放射線治療、遺伝子療法または免
疫療法であってよい。いくつかの態様では、抗がん療法が化学療法である場合、化学療法
は１つまたは複数のアポトーシス誘導剤を含むことが好ましい場合がある。
【００４２】
　当該実施形態のさらに別の態様では、自己免疫疾患または炎症性疾患を処置するための
方法であって、当該実施形態による細胞標的化構築物を投与することを含む方法が提供さ
れる。例えば、細胞を標的とするセリンプロテアーゼは、関節リウマチ、乾癬、変形性関
節症、炎症性腸疾患、１型糖尿病、組織もしくは臓器の拒絶反応または多発性硬化症の処
置において使用することができる。これらの態様では、細胞標的化構築物は、ステロイド
などの他の処置レジメンと組み合わせて使用することができる。
【００４３】
　本発明の方法および／または組成物に関して考察されている実施形態は、本明細書に記
載の任意の他の方法または組成物に対して使用することができる。したがって、１つの方
法または組成物に関する実施形態を本発明の他の方法および組成物にも同様に適用するこ
とができる。
【００４４】
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　本明細書において使用される場合、「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は１つ
または複数を意味し得る。請求項（複数可）において使用される場合には、「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という単語と同時に使用される場合、「１つの（ａ）」または「１
つの（ａｎ）」という単語は１つまたは１つ以上を意味し得る。
【００４５】
　請求項における「または（ｏｒ）」という用語の使用は、代替物のみを指すことまたは
代替物が相互排他的であることが明示されていなければ、「および／または（ａｎｄ／ｏ
ｒ）」を意味するために用いられるが、本開示では、代替物のみおよび「および／または
（ａｎｄ／ｏｒ）」を指すという定義が支持される。　本明細書で使用される場合、「別
の（ａｎｏｔｈｅｒ）」という用語は、少なくとも第２、またはそれ以降のものを意味し
得る。
【００４６】
　本出願全体を通して、「約」という用語は、ある値が、その値を決定するために使用し
たデバイス、方法に関する誤差である固有の変動、または試験被験体の間に存在する変動
を含むことを示すために使用される。
【００４７】
　本発明の他の目的、特徴および利点は、以下の発明の詳細な説明から明らかになるであ
ろう。しかし、発明の詳細な説明および特定の実施例は本発明の好ましい実施形態を示し
ているが、当業者にはこの発明の詳細な説明から本発明の主旨および範囲内のさまざまな
変化および改変が明らかになるので、単に例示として示されていることが理解されるべき
である。
【００４８】
　以下の図は本明細書の一部を形成し、本発明のある特定の態様をさらに実証するために
含まれる。本発明は、これらの図の１つまたは複数を本明細書で提示されている特定の実
施形態の詳細な説明と組み合わせて参照することによってよく理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１－１】図１Ａ～Ｃは、種々の哺乳動物グランザイムポリペプチドおよびグランザイ
ムに対して高い相同性を有するセリンプロテアーゼのアラインメントの図である。それぞ
れの場合において、示されているポリペプチド配列は成熟活性ポリペプチド（すなわち、
Ｎ末端リーダー配列を欠く）のものである。（Ａ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のＧｒ
Ｂの配列（配列番号１；１００％）；Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ由来のＧｒＢの配
列（配列番号２；９８％）；Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号３
；９８％）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ由来のＧｒＢの配列（配列番号４；９３％）；Ｍ
ａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ由来のＧｒＢの配列（配列番号５；８７％）；Ｍａｃ
ａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ由来のＧｒＢの配列（配列番号６；８７％）；Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号７；８６％）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏ
ｆａ由来のＧｒＢの配列（配列番号８；７２％）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ由来のＧｒＢの
配列（配列番号９；７２％）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ由来のＧｒＢの配列
（配列番号１０；７０％）；およびＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列
番号１１；７１％）のアラインメントを示す図である。括弧内のパーセント値は、成熟Ｈ
．ｓａｐｉｅｎｓ　ＧｒＢに対するパーセント同一性を示す。ヒトＧｒＢのＡｓｐ３７、
Ａｓｎ５１、Ａｓｎ８４、Ａｓｐ１５０、およびＣｙｓ２１０に対応するアミノ酸位がそ
れぞれ太字の影付きで示されている。Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓの隣の＊は、ＧｒＢについての
ある特定の配列読み取りが、示されている「Ｒ」ではなく３５位の「Ｑ」を示すことを示
す。例えば、ＮＣＢＩ受託番号ＡＡＡ７５４９０．１と、それに対してＥＡＷ６６００３
．１を参照されたい。（Ｂ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の種々の成熟グランザイムポ
リペプチドの配列のアラインメントを示す図である。グランザイムＢ「Ｇｚｍ　Ｂ」（配
列番号１）、グランザイムＡ「Ｇｚｍ　Ａ」（配列番号４６）、グランザイムＨ「Ｇｚｍ
　Ｈ」（配列番号４７）、グランザイムＫ「Ｇｚｍ　Ｋ」（配列番号４９）およびグラン
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ザイムＭ「Ｇｚｍ　Ｍ」（配列番号４９）の配列が示されている。（Ｃ）グランザイムポ
リペプチドに対して高い相同性を有するＨｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のセリンプロテア
ーゼポリペプチドの配列のアラインメントを示す図である。成熟グランザイムＢ（配列番
号１）、カテプシンＧ（配列番号５０、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配
列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣ
ＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ
９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ
３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列
番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、
ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）およびＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢ
Ｉ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）の配列が示されている。アラインメントにおいて、「＊」は同
一のアミノ酸位を示し、「：」および「．」は、それぞれ高度に類似したアミノ酸位また
は類似したアミノ酸位を示す。
【図１－２】図１Ａ～Ｃは、種々の哺乳動物グランザイムポリペプチドおよびグランザイ
ムに対して高い相同性を有するセリンプロテアーゼのアラインメントの図である。それぞ
れの場合において、示されているポリペプチド配列は成熟活性ポリペプチド（すなわち、
Ｎ末端リーダー配列を欠く）のものである。（Ａ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のＧｒ
Ｂの配列（配列番号１；１００％）；Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ由来のＧｒＢの配
列（配列番号２；９８％）；Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号３
；９８％）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ由来のＧｒＢの配列（配列番号４；９３％）；Ｍ
ａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ由来のＧｒＢの配列（配列番号５；８７％）；Ｍａｃ
ａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ由来のＧｒＢの配列（配列番号６；８７％）；Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号７；８６％）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏ
ｆａ由来のＧｒＢの配列（配列番号８；７２％）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ由来のＧｒＢの
配列（配列番号９；７２％）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ由来のＧｒＢの配列
（配列番号１０；７０％）；およびＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列
番号１１；７１％）のアラインメントを示す図である。括弧内のパーセント値は、成熟Ｈ
．ｓａｐｉｅｎｓ　ＧｒＢに対するパーセント同一性を示す。ヒトＧｒＢのＡｓｐ３７、
Ａｓｎ５１、Ａｓｎ８４、Ａｓｐ１５０、およびＣｙｓ２１０に対応するアミノ酸位がそ
れぞれ太字の影付きで示されている。Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓの隣の＊は、ＧｒＢについての
ある特定の配列読み取りが、示されている「Ｒ」ではなく３５位の「Ｑ」を示すことを示
す。例えば、ＮＣＢＩ受託番号ＡＡＡ７５４９０．１と、それに対してＥＡＷ６６００３
．１を参照されたい。（Ｂ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の種々の成熟グランザイムポ
リペプチドの配列のアラインメントを示す図である。グランザイムＢ「Ｇｚｍ　Ｂ」（配
列番号１）、グランザイムＡ「Ｇｚｍ　Ａ」（配列番号４６）、グランザイムＨ「Ｇｚｍ
　Ｈ」（配列番号４７）、グランザイムＫ「Ｇｚｍ　Ｋ」（配列番号４９）およびグラン
ザイムＭ「Ｇｚｍ　Ｍ」（配列番号４９）の配列が示されている。（Ｃ）グランザイムポ
リペプチドに対して高い相同性を有するＨｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のセリンプロテア
ーゼポリペプチドの配列のアラインメントを示す図である。成熟グランザイムＢ（配列番
号１）、カテプシンＧ（配列番号５０、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配
列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣ
ＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ
９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ
３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列
番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、
ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）およびＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢ
Ｉ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）の配列が示されている。アラインメントにおいて、「＊」は同
一のアミノ酸位を示し、「：」および「．」は、それぞれ高度に類似したアミノ酸位また
は類似したアミノ酸位を示す。
【図１－３】図１Ａ～Ｃは、種々の哺乳動物グランザイムポリペプチドおよびグランザイ
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ムに対して高い相同性を有するセリンプロテアーゼのアラインメントの図である。それぞ
れの場合において、示されているポリペプチド配列は成熟活性ポリペプチド（すなわち、
Ｎ末端リーダー配列を欠く）のものである。（Ａ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のＧｒ
Ｂの配列（配列番号１；１００％）；Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ由来のＧｒＢの配
列（配列番号２；９８％）；Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号３
；９８％）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ由来のＧｒＢの配列（配列番号４；９３％）；Ｍ
ａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ由来のＧｒＢの配列（配列番号５；８７％）；Ｍａｃ
ａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ由来のＧｒＢの配列（配列番号６；８７％）；Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号７；８６％）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏ
ｆａ由来のＧｒＢの配列（配列番号８；７２％）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ由来のＧｒＢの
配列（配列番号９；７２％）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ由来のＧｒＢの配列
（配列番号１０；７０％）；およびＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列
番号１１；７１％）のアラインメントを示す図である。括弧内のパーセント値は、成熟Ｈ
．ｓａｐｉｅｎｓ　ＧｒＢに対するパーセント同一性を示す。ヒトＧｒＢのＡｓｐ３７、
Ａｓｎ５１、Ａｓｎ８４、Ａｓｐ１５０、およびＣｙｓ２１０に対応するアミノ酸位がそ
れぞれ太字の影付きで示されている。Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓの隣の＊は、ＧｒＢについての
ある特定の配列読み取りが、示されている「Ｒ」ではなく３５位の「Ｑ」を示すことを示
す。例えば、ＮＣＢＩ受託番号ＡＡＡ７５４９０．１と、それに対してＥＡＷ６６００３
．１を参照されたい。（Ｂ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の種々の成熟グランザイムポ
リペプチドの配列のアラインメントを示す図である。グランザイムＢ「Ｇｚｍ　Ｂ」（配
列番号１）、グランザイムＡ「Ｇｚｍ　Ａ」（配列番号４６）、グランザイムＨ「Ｇｚｍ
　Ｈ」（配列番号４７）、グランザイムＫ「Ｇｚｍ　Ｋ」（配列番号４９）およびグラン
ザイムＭ「Ｇｚｍ　Ｍ」（配列番号４９）の配列が示されている。（Ｃ）グランザイムポ
リペプチドに対して高い相同性を有するＨｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のセリンプロテア
ーゼポリペプチドの配列のアラインメントを示す図である。成熟グランザイムＢ（配列番
号１）、カテプシンＧ（配列番号５０、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配
列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣ
ＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ
９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ
３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列
番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、
ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）およびＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢ
Ｉ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）の配列が示されている。アラインメントにおいて、「＊」は同
一のアミノ酸位を示し、「：」および「．」は、それぞれ高度に類似したアミノ酸位また
は類似したアミノ酸位を示す。
【図１－４】図１Ａ～Ｃは、種々の哺乳動物グランザイムポリペプチドおよびグランザイ
ムに対して高い相同性を有するセリンプロテアーゼのアラインメントの図である。それぞ
れの場合において、示されているポリペプチド配列は成熟活性ポリペプチド（すなわち、
Ｎ末端リーダー配列を欠く）のものである。（Ａ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のＧｒ
Ｂの配列（配列番号１；１００％）；Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ由来のＧｒＢの配
列（配列番号２；９８％）；Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号３
；９８％）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ由来のＧｒＢの配列（配列番号４；９３％）；Ｍ
ａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ由来のＧｒＢの配列（配列番号５；８７％）；Ｍａｃ
ａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ由来のＧｒＢの配列（配列番号６；８７％）；Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号７；８６％）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏ
ｆａ由来のＧｒＢの配列（配列番号８；７２％）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ由来のＧｒＢの
配列（配列番号９；７２％）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ由来のＧｒＢの配列
（配列番号１０；７０％）；およびＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列
番号１１；７１％）のアラインメントを示す図である。括弧内のパーセント値は、成熟Ｈ
．ｓａｐｉｅｎｓ　ＧｒＢに対するパーセント同一性を示す。ヒトＧｒＢのＡｓｐ３７、
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Ａｓｎ５１、Ａｓｎ８４、Ａｓｐ１５０、およびＣｙｓ２１０に対応するアミノ酸位がそ
れぞれ太字の影付きで示されている。Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓの隣の＊は、ＧｒＢについての
ある特定の配列読み取りが、示されている「Ｒ」ではなく３５位の「Ｑ」を示すことを示
す。例えば、ＮＣＢＩ受託番号ＡＡＡ７５４９０．１と、それに対してＥＡＷ６６００３
．１を参照されたい。（Ｂ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の種々の成熟グランザイムポ
リペプチドの配列のアラインメントを示す図である。グランザイムＢ「Ｇｚｍ　Ｂ」（配
列番号１）、グランザイムＡ「Ｇｚｍ　Ａ」（配列番号４６）、グランザイムＨ「Ｇｚｍ
　Ｈ」（配列番号４７）、グランザイムＫ「Ｇｚｍ　Ｋ」（配列番号４９）およびグラン
ザイムＭ「Ｇｚｍ　Ｍ」（配列番号４９）の配列が示されている。（Ｃ）グランザイムポ
リペプチドに対して高い相同性を有するＨｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のセリンプロテア
ーゼポリペプチドの配列のアラインメントを示す図である。成熟グランザイムＢ（配列番
号１）、カテプシンＧ（配列番号５０、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配
列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣ
ＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ
９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ
３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列
番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、
ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）およびＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢ
Ｉ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）の配列が示されている。アラインメントにおいて、「＊」は同
一のアミノ酸位を示し、「：」および「．」は、それぞれ高度に類似したアミノ酸位また
は類似したアミノ酸位を示す。
【図１－５】図１Ａ～Ｃは、種々の哺乳動物グランザイムポリペプチドおよびグランザイ
ムに対して高い相同性を有するセリンプロテアーゼのアラインメントの図である。それぞ
れの場合において、示されているポリペプチド配列は成熟活性ポリペプチド（すなわち、
Ｎ末端リーダー配列を欠く）のものである。（Ａ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のＧｒ
Ｂの配列（配列番号１；１００％）；Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ由来のＧｒＢの配
列（配列番号２；９８％）；Ｐａｎ　ｐａｎｉｓｃｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号３
；９８％）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ由来のＧｒＢの配列（配列番号４；９３％）；Ｍ
ａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ由来のＧｒＢの配列（配列番号５；８７％）；Ｍａｃ
ａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ由来のＧｒＢの配列（配列番号６；８７％）；Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のＧｒＢの配列（配列番号７；８６％）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏ
ｆａ由来のＧｒＢの配列（配列番号８；７２％）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ由来のＧｒＢの
配列（配列番号９；７２％）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ由来のＧｒＢの配列
（配列番号１０；７０％）；およびＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ由来のＧｒＢの配列（配列
番号１１；７１％）のアラインメントを示す図である。括弧内のパーセント値は、成熟Ｈ
．ｓａｐｉｅｎｓ　ＧｒＢに対するパーセント同一性を示す。ヒトＧｒＢのＡｓｐ３７、
Ａｓｎ５１、Ａｓｎ８４、Ａｓｐ１５０、およびＣｙｓ２１０に対応するアミノ酸位がそ
れぞれ太字の影付きで示されている。Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓの隣の＊は、ＧｒＢについての
ある特定の配列読み取りが、示されている「Ｒ」ではなく３５位の「Ｑ」を示すことを示
す。例えば、ＮＣＢＩ受託番号ＡＡＡ７５４９０．１と、それに対してＥＡＷ６６００３
．１を参照されたい。（Ｂ）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の種々の成熟グランザイムポ
リペプチドの配列のアラインメントを示す図である。グランザイムＢ「Ｇｚｍ　Ｂ」（配
列番号１）、グランザイムＡ「Ｇｚｍ　Ａ」（配列番号４６）、グランザイムＨ「Ｇｚｍ
　Ｈ」（配列番号４７）、グランザイムＫ「Ｇｚｍ　Ｋ」（配列番号４９）およびグラン
ザイムＭ「Ｇｚｍ　Ｍ」（配列番号４９）の配列が示されている。（Ｃ）グランザイムポ
リペプチドに対して高い相同性を有するＨｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来のセリンプロテア
ーゼポリペプチドの配列のアラインメントを示す図である。成熟グランザイムＢ（配列番
号１）、カテプシンＧ（配列番号５０、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配
列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣ
ＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ
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９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ
３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列
番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、
ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）およびＰＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢ
Ｉ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）の配列が示されている。アラインメントにおいて、「＊」は同
一のアミノ酸位を示し、「：」および「．」は、それぞれ高度に類似したアミノ酸位また
は類似したアミノ酸位を示す。
【図２－１】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
的化構築物の設計を示す概略図である。
【図２－２】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
的化構築物の設計を示す概略図である。
【図２－３】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
的化構築物の設計を示す概略図である。
【図２－４】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
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的化構築物の設計を示す概略図である。
【図２－５】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
的化構築物の設計を示す概略図である。
【図２－６】図２Ａ～Ｅは、ＧｒＢポリペプチドおよび当該実施形態の構築物を示す図で
ある。Ａは、ＧｒＢ融合構築物についての一般的な設計を示す概略図である。膜トランス
ロケーションペプチド（ＭＴＰ）、エンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）、細胞質ゾル切
断ペプチド（ＣＣＰ）、および細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）の位置が示されている。Ｂ
は、化学的結合体化のために使用することができるＧｒＢポリペプチドの例を示す概略図
である。それぞれの場合のＧｒＢにおける置換が示されている（Ａ、Ｃ２１０Ａ；Ｎ１、
Ｄ１５０Ｎ；ｄ１；Ｎ５１Ｓ；およびｄ２　Ｎ８４Ａ）。構築物「ＣＭ」に関しては、「
ＲからＡへ」とは、Ｒ９６Ａ置換、Ｒ１００Ａ置換、およびＲ１０２Ａ置換を示し、「Ｒ
からＫへ」とは、Ｒ２０１Ｋ置換を示し、「ＫからＡへ」とは、Ｋ２２１Ａ置換、Ｋ２２
２Ａ置換、Ｋ２２５Ａ置換、およびＲ２２６Ａ置換を示す。Ｃ～Ｅは、５０種のＧｒＢ標
的化構築物の設計を示す概略図である。
【図３】図３は、ＶＥＧＦ１２１およびＧｒＢを含む種々の融合タンパク質の構築および
試験について示す図である。左側のパネルは、４つの異なるＧｒＢ－ＶＥＧＦ融合タンパ
ク質の概略図を示す。ＧｒＢポリペプチドは野生型ヒト配列（ＷＴ）であり、それぞれの
場合において、ＧｒＢポリペプチドはＧ４Ｓリンカー配列によってＶＥＧＦ１２１と融合
している。右側のパネルは、融合タンパク質のそれぞれのＧｒＢ酵素活性を示すグラフで
ある。
【図４】図４は、ＧｒＢおよびＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）を含む種々の融合タンパク質の構築
および試験について示す図である。左側のパネルは、４つの異なるＧｒＢ－ＺＭＥ融合タ
ンパク質の概略図を示す。ＧｒＢポリペプチドは野生型ヒト配列（ＳＬ）またはＮ５１Ｓ
の置換を伴う配列（ｄ１／ＳＬ－１）；Ｎ８４Ａの置換を伴う配列（ｄ２／ＳＬ－２）；
またはその両方の位置における置換を伴う配列（ｄ１，２／ＳＬ－３）である。それぞれ
の場合において、ＧｒＢポリペプチドはＧ４Ｓリンカー配列によってＺＭＥと融合してい
る。右側のパネルは、発現された融合タンパク質のそれぞれのＧｒＢ酵素活性を示すグラ
フである。
【図５】図５は、ＧｒＢに基づく融合構築物免疫毒素の構築および調製を示す図である。
Ａは、融合性ペプチド２６を伴わないまたは伴う、ｓｃＦｖ　４Ｄ５およびＧｒＢを含有
する免疫ＧｒＢ構築物の概略図である。Ｂは、精製された免疫ＧｒＢを還元条件下および
非還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析した図である。
【図６－１】図６は、ＧｒＢに基づく融合物の特徴付けおよび比較についての図である。
Ａは、ＥＬＩＳＡによる、免疫ＧｒＢ構築物のＨｅｒ２／ｎｅｕ　ＥＣＤ、Ｈｅｒ２／ｎ
ｅｕ陽性ＢＴ４７４　Ｍ１細胞、およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性Ｍｅ１８０細胞に対するＫ

ｄである。Ｂは、融合タンパク質のＧｒＢ部分の、ネイティブなＧｒＢと比較した酵素活
性を示す。Ｃは、２５ｎＭの免疫毒素を用いて処理した４時間後のＢＴ４７４　Ｍ１細胞
およびＭｅ１８０細胞の内部移行分析について示す。細胞を、ＰＩ核対比染色を伴う、抗
ＧｒＢ抗体（ＦＩＴＣと結合体化した二次抗体）を用いた免疫蛍光染色に供した。Ｄは、
ＢＴ４７４　Ｍ１細胞における２５ｎＭの免疫ＧｒＢの細胞内挙動のウエスタンブロット
分析について示す。
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【図６－２】図６は、ＧｒＢに基づく融合物の特徴付けおよび比較についての図である。
Ａは、ＥＬＩＳＡによる、免疫ＧｒＢ構築物のＨｅｒ２／ｎｅｕ　ＥＣＤ、Ｈｅｒ２／ｎ
ｅｕ陽性ＢＴ４７４　Ｍ１細胞、およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性Ｍｅ１８０細胞に対するＫ

ｄである。Ｂは、融合タンパク質のＧｒＢ部分の、ネイティブなＧｒＢと比較した酵素活
性を示す。Ｃは、２５ｎＭの免疫毒素を用いて処理した４時間後のＢＴ４７４　Ｍ１細胞
およびＭｅ１８０細胞の内部移行分析について示す。細胞を、ＰＩ核対比染色を伴う、抗
ＧｒＢ抗体（ＦＩＴＣと結合体化した二次抗体）を用いた免疫蛍光染色に供した。Ｄは、
ＢＴ４７４　Ｍ１細胞における２５ｎＭの免疫ＧｒＢの細胞内挙動のウエスタンブロット
分析について示す。
【図６－３】図６は、ＧｒＢに基づく融合物の特徴付けおよび比較についての図である。
Ａは、ＥＬＩＳＡによる、免疫ＧｒＢ構築物のＨｅｒ２／ｎｅｕ　ＥＣＤ、Ｈｅｒ２／ｎ
ｅｕ陽性ＢＴ４７４　Ｍ１細胞、およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性Ｍｅ１８０細胞に対するＫ

ｄである。Ｂは、融合タンパク質のＧｒＢ部分の、ネイティブなＧｒＢと比較した酵素活
性を示す。Ｃは、２５ｎＭの免疫毒素を用いて処理した４時間後のＢＴ４７４　Ｍ１細胞
およびＭｅ１８０細胞の内部移行分析について示す。細胞を、ＰＩ核対比染色を伴う、抗
ＧｒＢ抗体（ＦＩＴＣと結合体化した二次抗体）を用いた免疫蛍光染色に供した。Ｄは、
ＢＴ４７４　Ｍ１細胞における２５ｎＭの免疫ＧｒＢの細胞内挙動のウエスタンブロット
分析について示す。
【図７－１】図７は、ＢＴ４７４　Ｍ１親ハーセプチン耐性（ＨＲ）細胞およびＢＴ４７
４　Ｍ１親ラパチニブ耐性（ＬＲ）細胞のアポトーシス経路に対する免疫ＧｒＢの影響を
示す。Ａは、アネキシンＶ／ＰＩ染色アッセイによるＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシ
スの検出について示す。Ｍｅ１８０細胞がＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性対照群としての機能を果
たした。Ｂは、ＧｒＢに基づく融合構築物によるカスパーゼ－３およびカスパーゼ－９な
らびにＰＡＲＰによる切断および活性化のウエスタンブロット分析について示す。Ｃは、
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシスの動態および特異性のウエスタンブロット調査につ
いて示す。細胞を、１００μＭのｚＶＡＤ－ｆｍｋを親細胞またはＨＲ細胞では２４時間
にわたって、ＬＲ細胞では最大４８時間にわたって伴ってまたは伴わずに、ＧｒＢ／４Ｄ
５／２６を用いて最大２４時間処理した。
【図７－２】図７は、ＢＴ４７４　Ｍ１親ハーセプチン耐性（ＨＲ）細胞およびＢＴ４７
４　Ｍ１親ラパチニブ耐性（ＬＲ）細胞のアポトーシス経路に対する免疫ＧｒＢの影響を
示す。Ａは、アネキシンＶ／ＰＩ染色アッセイによるＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシ
スの検出について示す。Ｍｅ１８０細胞がＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性対照群としての機能を果
たした。Ｂは、ＧｒＢに基づく融合構築物によるカスパーゼ－３およびカスパーゼ－９な
らびにＰＡＲＰによる切断および活性化のウエスタンブロット分析について示す。Ｃは、
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシスの動態および特異性のウエスタンブロット調査につ
いて示す。細胞を、１００μＭのｚＶＡＤ－ｆｍｋを親細胞またはＨＲ細胞では２４時間
にわたって、ＬＲ細胞では最大４８時間にわたって伴ってまたは伴わずに、ＧｒＢ／４Ｄ
５／２６を用いて最大２４時間処理した。
【図７－３】図７は、ＢＴ４７４　Ｍ１親ハーセプチン耐性（ＨＲ）細胞およびＢＴ４７
４　Ｍ１親ラパチニブ耐性（ＬＲ）細胞のアポトーシス経路に対する免疫ＧｒＢの影響を
示す。Ａは、アネキシンＶ／ＰＩ染色アッセイによるＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシ
スの検出について示す。Ｍｅ１８０細胞がＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性対照群としての機能を果
たした。Ｂは、ＧｒＢに基づく融合構築物によるカスパーゼ－３およびカスパーゼ－９な
らびにＰＡＲＰによる切断および活性化のウエスタンブロット分析について示す。Ｃは、
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシスの動態および特異性のウエスタンブロット調査につ
いて示す。細胞を、１００μＭのｚＶＡＤ－ｆｍｋを親細胞またはＨＲ細胞では２４時間
にわたって、ＬＲ細胞では最大４８時間にわたって伴ってまたは伴わずに、ＧｒＢ／４Ｄ
５／２６を用いて最大２４時間処理した。
【図７－４】図７は、ＢＴ４７４　Ｍ１親ハーセプチン耐性（ＨＲ）細胞およびＢＴ４７
４　Ｍ１親ラパチニブ耐性（ＬＲ）細胞のアポトーシス経路に対する免疫ＧｒＢの影響を
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示す。Ａは、アネキシンＶ／ＰＩ染色アッセイによるＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシ
スの検出について示す。Ｍｅ１８０細胞がＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性対照群としての機能を果
たした。Ｂは、ＧｒＢに基づく融合構築物によるカスパーゼ－３およびカスパーゼ－９な
らびにＰＡＲＰによる切断および活性化のウエスタンブロット分析について示す。Ｃは、
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシスの動態および特異性のウエスタンブロット調査につ
いて示す。細胞を、１００μＭのｚＶＡＤ－ｆｍｋを親細胞またはＨＲ細胞では２４時間
にわたって、ＬＲ細胞では最大４８時間にわたって伴ってまたは伴わずに、ＧｒＢ／４Ｄ
５／２６を用いて最大２４時間処理した。
【図８－１】図８は、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢ
Ｔ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞におけるミトコンドリア経路に対する免疫ＧｒＢの影響を示す
図である。Ａは、ミトコンドリア経路における上流成分であるＢｃｌ－２およびＢＩＤに
対するＧｒＢに基づく融合タンパク質の影響を示す。Ｂは、チトクロムｃの放出およびＢ
ａｘのトランスロケーションに対する免疫ＧｒＢの影響を示す。
【図８－２】図８は、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢ
Ｔ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞におけるミトコンドリア経路に対する免疫ＧｒＢの影響を示す
図である。Ａは、ミトコンドリア経路における上流成分であるＢｃｌ－２およびＢＩＤに
対するＧｒＢに基づく融合タンパク質の影響を示す。Ｂは、チトクロムｃの放出およびＢ
ａｘのトランスロケーションに対する免疫ＧｒＢの影響を示す。
【図９】図９は、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢＴ４
７４　Ｍ１　ＬＲ細胞における、Ｈｅｒ２／ｎｅｕおよびＥＲシグナル伝達経路に対する
ＧｒＢ／４Ｄ５およびＧｒＢ／４Ｄ５／２６の影響のウエスタンブロット分析について示
す図である。細胞を、１００ｎＭの免疫ＧｒＢを用いて２４時間または４８時間にわたっ
て処理し、総細胞溶解物を数量化し、ウエスタンブロット分析によってｐＨｅｒ２／ｎｅ
ｕ、ｐＡｋｔ、ｐｍＴＯＲ、ｐＥＲＫ、エストロゲン受容体（ｓｔｒｏｇｅｎ　ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ）（ＥＲ）、プロゲステロン受容体ｍ（ＰＲ）、およびＰＩ－９のレベルについ
てさらに評価した。
【図１０】図１０は、ＢＴ４７４　Ｍ１腫瘍異種移植片におけるＧｒＢ／４Ｄ５／２６の
腫瘍アポトーシス活性を示す図である。Ａは、ＢＴ４７４　Ｍ１側腹部腫瘍を有するマウ
スに、食塩水または４４ｍｇ／ｋｇのＧｒＢ／４Ｄ５／２６を示されている時間（矢印）
に静脈内注射した。平均腫瘍体積を、デジタルカリパスを用いて測定したＷ×Ｌ×Ｈとし
て算出した。Ｂは、食塩水およびＧｒＢ／４Ｄ５／２６を静脈内注射した後の腫瘍試料の
免疫蛍光染色を示す。注射の２４時間後に動物を屠殺し、凍結腫瘍切片を調製し、抗Ｇｒ
Ｂ抗体（緑色）および抗マウスＣＤ３１抗体（赤色）によって検出した。ＤＮＡ染色のた
めにＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２（青色）を使用した。Ｃは、ＴＵＮＥＬアッセイによる腫
瘍組織におけるアポトーシスの検出を示す。
【図１１】図１１は、ハーセプチンの添加を伴うＧｒＢ／４Ｄ５／２６のＭＤＡ　ＭＢ４
５３細胞に対する競合的な細胞傷害性を示すグラフである。ＭＤＡ　ＭＢ４５３細胞を９
６ウェルプレートにプレーティングし、一晩付着させた。その後、細胞を、種々の濃度の
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６を用いて処理するか、または５μＭのハーセプチンを用いて６時間
にわたって前処理し、その後さまざまな濃度のＧｒＢ／４Ｄ５／２６と一緒に処理した。
７２時間後に、細胞をクリスタルバイオレットで染色した。
【図１２】図１２は、種々のがん細胞におけるＨｅｒ２／ｎｅｕおよびＰＩ－９の発現レ
ベルのウエスタンブロット分析を示す図である。全細胞溶解物（５０μｇ）をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥによって分析し、抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕまたは抗ＰＩ－９抗体を用いて免疫ブロット
し、その後、西洋ワサビペルオキシダーゼで標識した二次抗体と一緒にインキュベートし
、化学発光を検出した。アクチンをローディングコントロールとして使用した。
【図１３】図１３は、エンドソーム溶解性試薬であるクロロキンのＧｒＢ／４Ｄ５／２６
の細胞死滅活性に対する影響を示すグラフである。ＢＴ４７４　Ｍ１および誘導体を、１
５μＭのクロロキンを伴って、または伴わずに、種々の濃度のＧｒＢ／４Ｄ５／２６と一
緒にインキュベートした。７２時間後、生存細胞の相対数をクリスタルバイオレットアッ
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セイによって決定した。
【図１４】図１４は、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陽性細胞およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性細胞に対す
るＧｒＢ／４Ｄ５のアポトーシス効果を示すグラフである。アポトーシスを評価するため
に、細胞を６ウェルプレート当たり細胞５×１０５個で播種し、次いで、１００ｎＭのＧ
ｒＢ／４Ｄ５で４８時間にわたって処理した。アポトーシスによる細胞死の発生をアネキ
シンＶ／ＰＩ染色アッセイによって検出した。
【図１５】図１５は、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞ならびにそれに由来するハーセプチン耐性
細胞およびラパチニブ耐性細胞のウエスタンブロットによる特徴付けについて示す図であ
る。特性には、各細胞株におけるＨｅｒファミリーメンバーおよびＥＲファミリーメンバ
ーの発現および活性化、下流のＥＲＫおよびＡｋｔの活性、ならびに内在性ＧｒＢ阻害剤
であるＰＩ－９のレベルが含まれた。
【図１６】図１６は、ＢＴ４７４　Ｍ１親および耐性バリアントにおけるＰＩ－９のｍＲ
ＮＡレベルを示す図である。細胞を回収し、ＲＮＡを抽出した。ＰＩ－９およびβ－アク
チンのｍＲＮＡの発現レベルを半定量的逆転写ＰＣＲによって検出した。
【図１７】図１７は、４Ｄ５－ＩｇＧ１と、それに対してＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標
）の、Ｈｅｒ２細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に対する親和性に関するＥＬＩＳＡ試験の結果
を示すグラフである。
【図１８－１】図１８は、種々のＧｒＢ抗体融合構築物を示す概略図である。左上のパネ
ルは、基本的なＩｇＧ構造を示す。右上のパネルは、切断可能なリンカーによって軽鎖と
融合したＧｒＢを含むＩｇＧ構造を示す。左下のパネルは、切断可能なリンカーによって
重鎖と融合したＧｒＢを含むＩｇＧ構造を示す。右下のパネルは、Ｃ末端に単鎖抗体が融
合した重鎖（Ｆｃ）と融合したＧｒＢを示す。
【図１８－２】図１８は、種々のＧｒＢ抗体融合構築物を示す概略図である。左上のパネ
ルは、基本的なＩｇＧ構造を示す。右上のパネルは、切断可能なリンカーによって軽鎖と
融合したＧｒＢを含むＩｇＧ構造を示す。左下のパネルは、切断可能なリンカーによって
重鎖と融合したＧｒＢを含むＩｇＧ構造を示す。右下のパネルは、Ｃ末端に単鎖抗体が融
合した重鎖（Ｆｃ）と融合したＧｒＢを示す。
【図１９】図１９は、Ｎ末端において融合したＧｒＢ構築物と、それに対してＣ末端にお
いて融合したＧｒＢ構築物の、遊離した活性なＧｒＢに対するプロテイナーゼの切断部位
を有するものと有さないものの細胞傷害性を測定するための試験の結果を示す図である。
下のパネルは、構築物「ＨＣＢ」（ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ－Ｇ４Ｓ－ＹＶＤＥＶＤ（配列番
号２５）－ＧｒＢ）；「ＷＨ」（ＧｒＢ－Ｇ４Ｓ－ＩＮＦ７－ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ）；お
よび「ＨＮＢ」（ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ－Ｇ４Ｓ－ＧｒＢ）の概略図を示す。右側のパネル
のグラフは、ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ標的受容体を欠くＭＥＦ３．５－／－細胞に対する構築
物の細胞傷害性を示す。左側のパネルのグラフは、ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ標的受容体を有す
るＡＡＢ５２７細胞に対する構築物の細胞傷害性を示す。
【図２０】図２０は、野生型ＧｒＢ（右のレーン）または「Ａ」変異（Ｃ２１０Ａ）を含
むＧｒＢとの抗体融合物を分離するために使用するＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの再生について
示す図である。結果により、野生型ＧｒＢとの抗体融合物の場合では、融合タンパク質に
対応する確定したバンドは存在しなかったことが示される。対照的に、ＧｒＢ「Ａ」変異
体により、ゲルにおいて明らかな確定したバンドによって証明される通り、有意な量のイ
ンタクトな融合タンパク質が産生された。遊離抗体、融合タンパク質および非特異的なベ
クタータンパク質が移動した位置が示されている。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
　Ｉ．本発明
　近年、種々の悪性疾患を処置するための標的化がん療法が開発されてきた。これらの薬
剤は、その細胞標的化の特異性により、化学療法などの従来の療法と比較してより有効で
あり、かつ生じる副作用が少ない。しかし、そのような標的化療法であっても、多くの場
合、患者における実質的な割合の標的がん細胞を有効に死滅させるために十分に高い比活
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性は有さない。同様に、標的化療法であっても、多くの場合、患者における標的でない細
胞の死滅に起因し得る副作用を回避するためには十分に特異的ではない。本明細書におい
て提供される新しい治療薬および方法は、標的細胞集団に対して毒性が強く、かつ高度に
特異的な細胞標的化構築物を提供することによってこれらの不備に対処する。
【００５１】
　本明細書において実証されている通り、本発明において提供されるＧｒＢ「ペイロード
」ポリペプチドは、安定性と活性の両方が改善されている。この特質のそれぞれにより、
標的細胞に対するＧｒＢペイロードの毒性が増大する。さらに、ＧｒＢ分子の比活性が増
強されることにより、療法に関してより少ない投与量が有効になり、それにより、標的化
療法の可能性のある毒性の副作用が低減し得る。具体的には、当該実施形態の組換えＧｒ
Ｂポリペプチドは、以下の特徴の１つまたは複数を含む：（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位
置におけるアミノ酸置換もしくは欠失、（ｂ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミ
ノ酸置換もしくは欠失；（ｃ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは
欠失、（ｄ）Ａｓｎ８４に対応する位置におけるアミノ酸置換または欠失；および／また
は（ｅ）Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失。
【００５２】
　したがって、一部の実施形態では、安定性および活性が増強された組換えグランザイム
Ｂ（ＧｒＢ）ポリペプチドが提供される。いくつかの態様では、そのようなＧｒＢポリペ
プチドを、４Ｄ５抗体またはＺＭＥ抗体などの細胞標的化部分と結合体化または融合し、
それにより、高度に特異的な標的化細胞傷害性構築物をもたらすことができる。そのよう
な態様では、所与の抗原を発現するがん細胞を特異的に標的として死滅させる一方で、他
の細胞はインタクトなままにすることを可能にする標的化がん療法の方法が提供される。
好ましい態様では、ＧｒＢポリペプチドおよび／または標的化部分は、ヒト被験体に投与
された際に堅固な免疫応答を生じない実質的なヒトアミノ酸配列で構成される。例えば、
当該実施形態の細胞標的化構築物は、Ｎ末端からＣ末端までに、組換えＧｒＢポリペプチ
ド、場合によってリンカー、ＣＰＰ（例えば、Ｔ１またはＩＮＦ７など）、および細胞標
的化部分（例えば、ＺＭＥなど）を含んでよい。そのような細胞標的化構築物は実施例４
、実施例５、および実施例７において例示されている。それぞれの場合において、標的細
胞と比較して高度に特異的であり、かつ毒性が強い活性を有する構築物が示されている。
【００５３】
　別の態様では、当該実施形態の細胞標的化構築物は、Ｎ末端からＣ末端までに、セリン
プロテアーゼポリペプチド、場合によってリンカー、細胞標的化部分（例えば、４Ｄ５な
ど）、場合によって第２のリンカー、およびＣＰＰ（例えば、ＣＰＰ２６など）を含む。
そのような構築物は、本明細書において実施例８および実施例１１に例示されており、Ｈ
ｅｒ２発現細胞に対する選択性の高い毒性が実証されている。興味深いことに、これらの
構築物にＣＰＰドメインを含めた場合、Ｈｅｒ２発現細胞に対する細胞傷害性が著しく増
大しただけでなく、抗Ｈｅｒ２療法に対する耐性を獲得した細胞に対してさえも高度に有
効なままであった（例えば、表１２に示されている結果を参照されたい）。したがって、
本発明において提供される標的化剤は、Ｈｅｒ２受容体を標的とする他の治療薬に対する
耐性を獲得した腫瘍のクラスに対してさえも有効である。したがって、これらの新しい構
築物を使用して、療法に対する耐性を獲得したＨｅｒ－２陽性がんを処置すること、また
は最初の段階で現行の治療薬と置き換えることによって耐性が獲得されることを予防する
ことができる。
【００５４】
　ＩＩ．セリンプロテアーゼポリペプチド
　前述の概要に記載の通り、当該実施形態のある特定の態様は、図１に示されているポリ
ペプチドのうちの１つなどの短縮型セリンプロテアーゼを含む細胞標的化構築物に関する
。好ましい態様では、当該実施形態に従って使用するためのセリンプロテアーゼは、ヒト
ポリペプチドまたは実質的なヒトポリペプチドである。例えば、短縮型セリンプロテアー
ゼは、グランザイムＢ（配列番号１）、グランザイムＡ（配列番号４６）、グランザイム
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Ｈ（配列番号４７）、グランザイムＫ（配列番号４９）またはグランザイムＭ（配列番号
４９）から選択されるグランザイム、またはこれらのグランザイムポリペプチドの１つと
少なくとも約８０％、８５％、９０％または９５％同一のポリペプチドであってよい。さ
らに別の態様では、セリンプロテアーゼは、ＩＩＧＧ、ＩＶＧＧまたはＩＬＧＧのＮ末端
アミノ酸配列を有する（その成熟、活性型にある場合）Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ由来の
プロテアーゼである。例えば、セリンプロテアーゼは、カテプシンＧ（配列番号５０、Ｎ
ＣＢＩ受託番号Ｐ０８３１１）、キマーゼ（配列番号５１、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２３９４
６）、ミエロブラスチン（配列番号５２、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ２４１５８）、カリクレイ
ン－１４（配列番号５３、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ９Ｐ０Ｇ３）、補体因子Ｄ（配列番号５４
、ＮＣＢＩ受託番号Ｋ７ＥＲＧ９）、ＰＲＳＳ３タンパク質（配列番号５５、ＮＣＢＩ受
託番号Ａ１Ａ５０８）、トリプシン－１（配列番号５６、ＮＣＢＩ受託番号Ｐ０７４７７
）、セリンプロテアーゼ５７（配列番号５７、ＮＣＢＩ受託番号Ｑ６ＵＷＹ２）またはＰ
ＲＳＳＬ１タンパク質（配列番号５８、ＮＣＢＩ受託番号Ｂ７ＺＭＦ６）、または、これ
らのプロテアーゼポリペプチドの１つと少なくとも約８０％、８５％、９０％または９５
％同一のポリペプチドであってよい。
【００５５】
　ある特定の非常に具体的な態様では、当該実施形態に従って使用するためのセリンプロ
テアーゼはＧｒＢポリペプチドである。したがって、本実施形態において使用するための
分子の１つまたは複数としては、これだけに限定されないが、以下の特徴の１つまたは複
数を含むヒトＧｒＢ（配列番号１）が挙げられる：（ａ）Ａｓｐ３７に対応する位置にお
けるアミノ酸置換もしくは欠失、（ｂ）Ａｓｐ１５０に対応する位置におけるアミノ酸置
換もしくは欠失、（ｃ）Ａｓｎ５１に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失、
（ｄ）Ａｓｎ８４に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失、および／または（
ｅ）Ｃｙｓ２１０に対応する位置におけるアミノ酸置換もしくは欠失。例えば、本実施形
態に従って使用するためのＧｒＢ配列は、ヒトＧｒＢと少なくとも７０％、８０％、９０
％、９５％、９８％またはそれ以上同一のＧｒＢポリペプチドを含んでよい。ある特定の
態様では、別の種（ヒト以外）由来のＧｒＢの対応する位置のアミノ酸が１つまたは複数
のアミノ酸で置換された組換えＧｒＢ配列が提供される。
【００５６】
　ある場合では、セリンプロテアーゼポリペプチドまたはその一部は、非ヒト供給源に由
来してもよく、相同なヒトポリペプチドに由来してもよい。例えば、ＧｒＢの場合では、
ポリペプチドは、Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓのＧｒＢ（配列番号２）；Ｐａｎ　ｐ
ａｎｉｓｃｕｓのＧｒＢ（配列番号３）；Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉのＧｒＢ（配列番号
４）；Ｍａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａのＧｒＢ（配列番号５）；Ｍａｃａｃａ　ｍ
ｕｌａｔｔａのＧｒＢ（配列番号６）；Ｍａｃａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓのＧｒ
Ｂ（配列番号７）；Ｓｕｓ　ｓｃｒｏｆａのＧｒＢ（配列番号８）；Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕ
ｓのＧｒＢ（配列番号９）；Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓのＧｒＢ（配列番号１
０）；またはＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓのＧｒＢ（配列番号１１）の対応する位置におけ
るアミノ酸に対する１つまたは複数のアミノ酸置換を含んでよい（図１Ａを参照されたい
）。同様に、当該実施形態のグランザイムポリペプチドは、異なるグランザイムコード配
列の対応する位置におけるアミノ酸に対する１つまたは複数のアミノ酸置換を含んでよい
（例えば、図１Ｂを参照されたい）。さらに別の態様では、当該実施形態の短縮型セリン
プロテアーゼは、異なる相同なセリンプロテアーゼコード配列の対応する位置におけるア
ミノ酸に対する１つまたは複数のアミノ酸置換を含んでよい（例えば、図１Ｃを参照され
たい）。これらのポリペプチドの間では高い相同性が共有されるので、上記の対応するア
ミノ酸位に対するそのような置換により、発現された際にプロテアーゼ活性を維持するコ
ード配列がもたらされることが予測される。
【００５７】
　追加的な態様では、セリンプロテアーゼポリペプチドを、それらの酵素活性を維持しな
がら１つまたは複数の他のアミノ置換によってさらに改変することができる。例えば、１
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つまたは複数の位置においてアミノ酸置換を行うことができ、置換は、同様の親水性を有
するアミノ酸に対するものである。タンパク質に対する相互作用的な生物学的機能の付与
におけるハイドロパシーアミノ酸指標（ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ
　ｉｎｄｅｘ）の重要性は、当技術分野において一般に理解されている（Ｋｙｔｅおよび
Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９８２年）。アミノ酸の相対的なハイドロパシー特性が、得られ
るタンパク質の二次構造に寄与し、今度はそれにより、タンパク質と他の分子、例えば、
酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などとの相互作用が定義されることが許容され
る。したがって、そのような保存された置換をＧｒＢにおいて行うことができ、これによ
るそれらの活性に対する影響はほんの小さなものであると見込まれる。米国特許第４，５
５４，１０１号において詳述されている通り、以下の親水性値がアミノ酸残基に割り当て
られている：アルギニン（＋３．０）；リシン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０
±１）；グルタミン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２
）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；トレオニン（－０．４）；プロリン（－
０．５±１）；アラニン（０．５）；ヒスチジン　－０．５）；システイン（－１．０）
；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）；イソロイシン
（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．５）；トリプトファン
（－３．４）。これらの値を指針として使用することができ、したがって、親水性値が±
２の範囲内のアミノ酸の置換が好ましく、±１の範囲内のアミノ酸の置換が特に好ましく
、±０．５の範囲内のアミノ酸の置換がさらに特別好ましい。したがって、本明細書に記
載のＧｒＢポリペプチドはいずれも、異なるが、同様の親水性値を有する相同なアミノ酸
に対するアミノ酸の置換によって改変することができる。＋／－１．０、または＋／－０
．５点の範囲内の親水性を有するアミノ酸は相同であるとみなされる。さらに、セリンプ
ロテアーゼ配列を、その酵素活性を保持しながら、アミノ酸欠失、置換、付加または挿入
によって改変することができることが企図される。
【００５８】
　ＩＩＩ．細胞標的化部分
　上記の通り、当該実施形態による細胞標的化部分は、例えば、抗体、増殖因子、ホルモ
ン、ペプチド、アプタマーまたはサイトカインであってよい。例えば、当該実施形態によ
る細胞標的化部分は、メラノーマ細胞などの皮膚がん細胞に結合し得る。ｇｐ２４０抗原
は、種々の黒色腫において発現されるが正常組織では発現されないことが実証されている
。したがって、当該実施形態のある特定の態様では、ＧｒＢおよびｇｐ２４０に結合する
細胞標的化部分を含む細胞標的化構築物が提供される。いくつかの場合には、ｇｐ２４０
結合性分子は、ＺＭＥ－０１８（２２５．２８Ｓ）抗体または９．２．２７抗体などの抗
体であってよい。さらに好ましい実施形態では、ｇｐ２４０結合性分子は、ｓｃＦｖＭＥ
Ｌ抗体などの単鎖抗体であってよい。したがって、本発明の非常に具体的な実施形態では
、ｓｃＦｖＭＥＬと結合体化したヒトＧｒＢを含む細胞標的化構築物が提供される。
【００５９】
　本発明のさらに別の特定の実施形態では、細胞標的化構築物は、乳がん細胞に向けられ
得る。例えば、抗Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ抗体などのＨｅｒ－２／ｎｅｕに結合する細胞標的
化部分をＧｒＢと結合体化することができる。そのような細胞標的化構築物の１つの例は
、単鎖抗Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ抗体ｓｃＦｖ２３とＧｒＢとを含む融合タンパク質である。
Ｈｅｒ－２／ｎｅｕに結合するｓｃＦｖ（ＦＲＰ５）などの他のｓｃＦｖ抗体も本実施形
態の組成物および方法に使用することができる（ｖｏｎ　Ｍｉｎｃｋｗｉｔｚら、２００
５年）。
【００６０】
　ある特定の追加的な実施形態では、がん細胞標的化部分は多数の種類のがん細胞に結合
することが企図される。例えば、８Ｈ９モノクローナル抗体およびそれに由来する単鎖抗
体は、乳がん、肉腫および神経芽細胞腫において発現される糖タンパク質に結合する（Ｏ
ｎｄａら、２００４年）。別の例は、米国特許出願第２００４００５６４７号、およびＷ
ｉｎｔｈｒｏｐら、２００３年に記載されている、さまざまながんの種類において発現さ



(34) JP 6306596 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

れる抗原であるＭＵＣ－１に結合する細胞標的化剤である。したがって、ある特定の実施
形態では、当該実施形態による細胞標的化構築物は複数のがんまたは腫瘍の種類を標的と
し得ることが理解されよう。
【００６１】
　さらに、ヒト絨毛膜ゴナドトロピン受容体およびゴナドトロピン放出ホルモン受容体な
どのホルモン受容体を含めた、ある特定の細胞表面分子が腫瘍細胞において高度に発現さ
れる（Ｎｅｃｈｕｓｈｔａｎら、１９９７年）。したがって、対応するホルモンを、がん
療法において細胞に特異的な標的化部分として使用することができる。
【００６２】
　種々の系列の造血細胞において多数の細胞表面受容体が同定されているので、これらの
受容体に特異的なリガンドまたは抗体を、細胞に特異的な標的化部分として使用すること
ができる。ＩＬ２も、ＩＬ２Ｒ＋細胞を標的とするためのキメラタンパク質の、細胞に特
異的な標的化部分として使用することができる。あるいは、Ｂ７－１、Ｂ７－２およびＣ
Ｄ４０などの他の分子を使用して、活性化Ｔ細胞を特異的に標的とすることができる（Ｔ
ｈｅ　Ｌｅｕｃｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｆａｃｔｓ　Ｂｏｏｋ、１９９３年、Ｂａ
ｒｃｌａｙら（編）、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）。さらに、Ｂ細胞はＣＤ１９受容
体、ＣＤ４０受容体およびＩＬ４受容体を発現し、これらの受容体に結合する部分、例え
ば、ＣＤ４０リガンド、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６およびＣＤ２８などによって標的するこ
とができる。Ｔ細胞およびＢ細胞などの免疫細胞を排除することは、自己免疫、過敏症、
移植拒絶応答の処置、およびリンパ系腫瘍の処置において特に有用である。自己免疫疾患
の例は、多発性硬化症、関節リウマチ、インスリン依存性糖尿病、全身性エリテマトーデ
ス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍｏｔｉｓｉｓ）、強皮症、およびぶ
どう膜炎（ｕｖｉａｔｉｓ）である。より詳細には、ミエリン塩基性タンパク質は多発性
硬化症における免疫細胞による攻撃の主要な標的であることが公知であるので、このタン
パク質を、多発性硬化症を処置するための細胞に特異的な標的化部分として使用すること
ができる（ＷＯ９７／１９１７９；Ｂｅｃｋｅｒら、１９９７年）。
【００６３】
　特異的な細胞サブセットを標的とするために使用することができる他のサイトカインと
しては、インターロイキン（ＩＬ１～ＩＬ１５）、顆粒球コロニー刺激因子、マクロファ
ージコロニー刺激因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、白血病抑制因子、腫瘍
壊死因子、形質転換増殖因子、上皮増殖因子、インスリン様増殖因子、および／または線
維芽細胞増殖因子が挙げられる（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ（編）、１９９４年、Ｔｈｅ　Ｃｙｔ
ｏｋｉｎｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ）
。いくつかの態様では、標的化ポリペプチドは、Ｆｎ１４受容体に結合するサイトカイン
、例えば、ＴＷＥＡＫなどである（例えば、参照により本明細書に組み込まれるＷｉｎｋ
ｌｅｓ　２００８年；Ｚｈｏｕら、２０１１年およびＢｕｒｋｌｙら、２００７年を参照
されたい）。
【００６４】
　ヘマトポエチン（４ヘリックスバンドル）（例えば、ＥＰＯ（エリスロポエチン）、Ｉ
Ｌ－２（Ｔ細胞増殖因子）、ＩＬ－３（重複コロニーＣＳＦ）、ＩＬ－４（ＢＣＧＦ－１
、ＢＳＦ－１）、ＩＬ－５（ＢＣＧＦ－２）、ＩＬ－６　ＩＬ－４（ＩＦＮ－β２、ＢＳ
Ｆ－２、ＢＣＤＦ）、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１１、ＩＬ－１３（Ｐ６０
０）、Ｇ－ＣＳＦ、ＩＬ－１５（Ｔ細胞増殖因子）、ＧＭ－ＣＳＦ（顆粒球マクロファー
ジコロニー刺激因子）、ＯＳＭ（ＯＭ、オンコスタチンＭ）、およびＬＩＦ（白血病抑制
因子）など）；インターフェロン（例えば、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、およびＩＦＮ－β
など）；免疫グロブリンスーパーファミリー（例えば、Ｂ７．１（ＣＤ８０）、およびＢ
７．２（Ｂ７０、ＣＤ８６）など）；ＴＮＦファミリー（例えば、ＴＮＦ－α（カケクチ
ン）、ＴＮＦ－β（リンホトキシン、ＬＴ、ＬＴ－α）、ＬＴ－β、ＣＤ４０リガンド（
ＣＤ４０Ｌ）、Ｆａｓリガンド（ＦａｓＬ）、ＣＤ２７リガンド（ＣＤ２７Ｌ）、ＣＤ３
０リガンド（ＣＤ３０Ｌ）、および４－１ＢＢＬ）など）；ならびに特定のファミリーに
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割り当てられていないもの（例えば、ＴＧＦ－β、ＩＬ　１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１　
ＲＡ、ＩＬ－１０（サイトカイン合成阻害剤Ｆ）、ＩＬ－１２（ＮＫ細胞刺激因子）、Ｍ
ＩＦ、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７（ｍＣＴＬＡ－８）、ならびに／またはＩＬ－１８（ＩＧ
ＩＦ、インターフェロン－γ誘導因子）など）を含めた種々の公知のサイトカインが存在
することが当業者には理解される。さらに、Ｆｃ受容体発現細胞を標的とするために抗体
の重鎖のＦｃ部分を使用すること、例えば、肥満細胞および好塩基球を標的とするために
ＩｇＥ抗体のＦｃ部分を使用することなどができる。
【００６５】
　さらに、いくつかの態様では、細胞標的化部分は、ペプチド配列または環状ペプチドで
あってよい。例えば、当該実施形態に従って使用することができる細胞標的化ペプチドお
よび組織標的化ペプチドは、例えば、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる、米
国特許第６，２３２，２８７号；同第６，５２８，４８１号；同第７，４５２，９６４号
；同第７，６７１，０１０号；同第７，７８１，５６５号；同第８，５０７，４４５号；
および同第８，４５０，２７８号において提供される。
【００６６】
　過去数年にわたって、いくつかのモノクローナル抗体が治療的使用について認可され、
著しい臨床的成功および商業的成功が達成されている。モノクローナル抗体の臨床的な有
用性の大半は、モノクローナル抗体がそれらの標的に結合する親和性および特異性、なら
びに、それらのサイズが比較的大きいことに起因して循環寿命が長いことから得られるも
のである。しかし、モノクローナル抗体は、半減期が短いことが有利である、またはサイ
ズが大きいことにより潜在的な治療的活性の領域への物理的到達が阻害されるような適応
症において使用するためには十分に適さない。
【００６７】
　したがって、非常に好ましい実施形態では、細胞標的化部分は、抗体またはアビマーで
ある。抗体およびアビマーは、実質的にあらゆる細胞表面マーカーに対して生成すること
ができ、したがって、これにより、目的の細胞集団の実質的に全てを標的としてＧｒＢを
送達する方法がもたらされる。細胞標的化部分として使用することができる抗体を生成す
るための方法は下で詳述されている。所与の細胞表面マーカーに結合するアビマーを生成
するための方法は、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願第２００
６０２３４２９９号および同第２００６０２２３１１４号において詳述されている。
【００６８】
　抗体および抗体様標的化部分
　上に示されている通り、いくつかの態様では、細胞標的化部分は、抗体である。本明細
書で使用される場合、「抗体」という用語は、指定されたタンパク質またはペプチド、ま
たはその断片に特異的に反応する免疫グロブリンおよびその断片を含むものとする。適切
な抗体としては、これだけに限定されないが、ヒト抗体、霊長類化抗体、脱免疫化抗体、
キメラ抗体、二重特異性抗体、ヒト化抗体、結合体化した抗体（すなわち、他のタンパク
質、放射標識、細胞毒と結合体化または融合した抗体）、Ｓｍａｌｌ　Ｍｏｄｕｌａｒ　
Ｉｍｍｕｎｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（「ＳＭＩＰｓ（商標）」）、単鎖抗体
、ラクダ様抗体（ｃａｍｅｌｏｉｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）、抗体様分子（例えば、アンチ
カリン（ａｎｔｉｃａｌｉｎ））、および抗体断片が挙げられる。本明細書で使用される
場合、「抗体」という用語は、インタクトなモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、
単一ドメイン抗体（例えば、サメ単一ドメイン抗体（例えば、ＩｇＮＡＲまたはその断片
））、少なくとも２つのインタクトな抗体から形成される多特異性抗体（例えば、二重特
異性抗体）、および所望の生物活性を示す限りは抗体断片も包含する。いくつかの態様で
は、抗体は、重鎖のみを含むＶＨＨ（すなわち、抗原特異的ＶＨＨ）抗体であってよい。
例えば、そのような抗体分子は、ラマまたは他のラクダ科の動物の抗体（例えば、ラクダ
科の動物のＩｇＧ２もしくはＩｇＧ３、またはそのようなラクダ科の動物のＩｇのＣＤＲ
を示すフレーム）に由来するもの、またはサメ抗体に由来するものであってよい。本発明
で使用するための抗体ポリペプチドは、任意の種類のものであってよい（例えば、ＩｇＧ
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、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥ）。一般に、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭは、生
理的状況において最も一般的な抗体であり、また、実験室の環境で最も容易に作製される
ので、これらが好ましい。
【００６９】
　本明細書で使用される場合、「抗体断片」とは、インタクトな抗体の一部、例えば、抗
体の抗原結合性領域または可変領域などを包含する。抗体断片の例としては、Ｆａｂ断片
、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｃ断片およびＦｖ断片；トリアボディ；テトラ
ボディ；直鎖抗体；単鎖抗体分子；ならびに抗体断片から形成される多特異性抗体が挙げ
られる。「抗体断片」という用語は、特異的な抗原に結合して複合体を形成することによ
って抗体と同様に作用する任意の合成または遺伝子操作されたタンパク質も包含する。例
えば、抗体断片は、単離された断片、重鎖および軽鎖の可変領域からなる「Ｆｖ」断片、
軽鎖可変領域および重鎖可変領域がペプチドリンカーによって接続した組換え単鎖ポリペ
プチド分子（「ＳｃＦｖタンパク質」）、ならびに超可変領域を模倣するアミノ酸残基か
らなる最小の認識単位を包含する。
【００７０】
　「ミニ抗体」または「ミニボディ」も当該実施形態と共に使用されることが意図されて
いる。ミニボディとは、ヒンジ領域によってｓＦｖと隔てられたオリゴマー形成ドメイン
をＣ末端に含むｓＦｖポリペプチド鎖である（Ｐａｃｋら、１９９２年）。オリゴマー形
成ドメインは、自己会合性α－へリックス、例えば、追加的なジスルフィド結合によって
さらに安定化することができるロイシンジッパーを含む。オリゴマー形成ドメインは、ポ
リペプチドから機能的結合タンパク質へのｉｎ　ｖｉｖｏにおけるフォールディングを容
易にすると考えられているプロセスである膜を横切る方向性フォールディングと適合する
ように設計する。一般に、ミニボディは、当技術分野で周知の組換え方法を使用して産生
される。例えば、Ｐａｃｋら（１９９２年）；Ｃｕｍｂｅｒら（１９９２年）を参照され
たい。
【００７１】
　いくつかの場合には、抗体様分子は、抗体ＣＤＲドメインを提示するために使用するこ
とができるタンパク質足場である。そのようなタンパク質足場の起源は、これだけに限定
されないが、フィブロネクチン（例えば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出
願公開第２００９０２５３８９９号を参照されたい）および優先的にフィブロネクチンＩ
ＩＩ型ドメイン１０、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのプロテインＡのド
メインＢから生じるプロテインＺ、チオレドキシンＡ、または「アンキリンリピート」（
Ｋｏｈｌら、２００３年）、「アルマジロリピート」、「ロイシンリッチリピート」およ
び「テトラトリコペプチドリピート」などの繰り返しモチーフを伴うタンパク質の中から
選択される構造であってよい。種々の抗体に基づく構築物および断片を調製し、使用する
ための技法は当技術分野で周知である。アンチカリンなどの追加的な抗体様分子は、参照
により本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２０１００２８５５６４号、２００
６００５８５１０号、２００６００８８９０８号、２００５０１０６６６０号、ＰＣＴ出
願公開第ＷＯ２００６／０５６４６４号および（Ｓｋｅｒｒａ、２００１年）に詳しく記
載されている。
【００７２】
　抗体様結合性ペプチド模倣薬も当該実施形態において意図されている。Ｌｉｕら（２０
０３年）は、切り詰め型抗体としての機能を果たし、また、血清半減期がより長いこと、
ならびに合成方法があまり煩わしくないという特定の利点を有するペプチドである「抗体
様結合性ペプチド模倣薬」（ＡＢｉＰ）を記載している。同様に、いくつかの態様では、
抗体様分子は環状ペプチドまたは二環式ペプチドである。例えば、抗原結合性二環式ペプ
チドを単離するための方法（例えば、ファージディスプレイによって）、およびそのよう
なペプチドを使用するための方法が、参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公
開第２０１００３１７５４７号において提供される。
【００７３】
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　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）は、ある特定の利点、例えば、再現性および大規模生産
を有すると理解されている。本発明の実施形態は、ヒト起源、マウス起源、サル起源、ラ
ット起源、ハムスター起源、ウサギ起源およびニワトリ起源のモノクローナル抗体を提供
する。調製が容易であり、試薬がすぐに利用可能であるので、マウスモノクローナル抗体
が多くの場合に好ましい。
【００７４】
　「ヒト化」抗体も、ヒト定常領域ドメインおよび／または可変領域ドメイン、二重特異
性抗体、組換え抗体および工学的に産生された抗体、ならびにその断片を有するマウス、
ラット、または他の種由来のキメラ抗体として意図されている。本明細書で使用される場
合、「ヒト化」免疫グロブリンという用語は、ヒトフレームワーク領域と、非ヒト（通常
はマウスまたはラット）免疫グロブリン由来の１つまたは複数のＣＤＲとを含む免疫グロ
ブリンを指す。ＣＤＲをもたらす非ヒト免疫グロブリンは「ドナー」と称され、フレーム
ワークをもたらすヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と称される。「ヒト化抗体」は
、ヒト化軽鎖免疫グロブリンおよびヒト化重鎖免疫グロブリンを含む抗体である。本発明
において提供されるものなどの抗体をヒト化するための方法は当技術分野で周知である、
例えば、参照により本明細書に組み込まれる、Ｈａｒｖｅｙら、２００４年を参照された
い。
【００７５】
　ＩＶ．融合タンパク質および結合体
　Ａ．リンカー
　種々のリンカーを当該実施形態の短縮型セリンプロテアーゼ構築物に使用することがで
きる。いくつかの態様では、リンカーは、１つまたは複数のアミノ酸（例えば、２個、３
個、４個、５個、１０個、１５個、２０個またはそれ以上のアミノ酸）のランダムなひと
続きであり得る。当該実施形態に従って使用するためのいくつかの特異的なリンカーとし
ては、２１８リンカー（ＧＳＴＳＧＳＧＫＰＧＳＧＥＧＳＴＫＧ；配列番号１３）、ＨＬ
リンカー（ＥＡＡＡＫ；配列番号１４）およびＧ４Ｓリンカー（ＧＧＧＧＳ；配列番号１
５）が挙げられる（例えば、それぞれが参照により本明細書に組み込まれる、Ｒｏｂｉｎ
ｓｏｎら、１９９８年；Ａｒａｉら、２００４年およびＷｈｉｔｌｏｗら、１９９３年）
。
【００７６】
　別の態様では、リンカーは、ポリペプチド構築物の異なるドメインをタンパク質分解に
よる切断などによって分離する手段としての機能を果たし得る。例えば、リンカー領域は
、内在性細胞内プロテアーゼによって認識される切断部位などのプロテアーゼ切断部位を
含んでよい。さらに別の態様では、プロテアーゼ切断部位は、ある特定の細胞型において
のみ切断される部位（例えば、感染細胞においてのみ切断される、ＨＩＶプロテアーゼな
どのウイルスのプロテアーゼによって切断される部位）であってよい。当該実施形態に従
って使用するためのプロテアーゼ切断部位の例としては、限定することなく、トロンビン
、フューリン（Ｇｏｙａｌら、２０００年）およびカスパーゼ切断部位が挙げられる。
【００７７】
　当該実施形態の細胞標的化構築物は、当技術分野において以前に記載されている種々の
結合体化または連結によってつながっていてよい。一実施例では、選択的に切断可能なリ
ンカーまたはアミノ酸配列などの生物学的に放出可能な結合を使用することができる。例
えば、腫瘍の環境に優先的に位置するまたはその中で活性な酵素の切断部位を含むペプチ
ドリンカーが考えられている。例えば、ウロキナーゼ、プラスミン、トロンビン、第ＩＸ
ａ因子、第Ｘａ因子、または、コラゲナーゼ、ゼラチナーゼ、もしくはストロメライシン
などのメタロプロテイナーゼによって切断されるリンカー。好ましい実施形態では、細胞
内プロテイナーゼによって切断されるリンカーにより、標的化構築物が標的とする細胞に
切断前にインタクトに内部移行されることが可能になるので、これが好ましい。
【００７８】
　選択的に切断可能なリンカー、合成リンカー、またはグリシンリッチリンカーなどの他
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のアミノ酸配列などのアミノ酸は上記されており、これを使用して、タンパク質性の成分
を分離することができる。いくつかの特定の実施例では、本実施形態において使用するた
めのリンカーとしては、２１８リンカー（ＧＳＴＳＧＳＧＫＰＧＳＧＱＧＳＴＫＧ）（配
列番号１３）またはＧ４Ｓリンカー（ＧＧＧＧＳ）（配列番号１５）が挙げられる。さら
に、ＧｒＢと細胞標的化部分を結合体化するために首尾よく使用することができる多数の
種類のジスルフィド結合含有リンカーが公知であるが、一般に、異なる薬理的特性および
能力に基づいて、ある特定のリンカーが他のリンカーよりも好ましい。例えば、立体「障
害のある」ジスルフィド結合を含有するリンカーはｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性がより
大きく、したがって、作用部位に結合する前に毒素部分が放出されることが予防されるの
で、これが好ましい。
【００７９】
　Ｂ．結合体
　さらに、当業者に公知の任意の他の連結／カップリング剤および／または機構、例えば
、抗体－抗原相互作用、アビジンビオチン連結、アミド連結、エステル連結、チオエステ
ル連結、エーテル連結、チオエーテル連結、リン酸エステル連結、ホスホルアミド連結、
酸無水物連結、ジスルフィド連結、イオン性相互作用および疎水性相互作用、二重特異性
抗体および抗体断片、またはこれらの組合せなどを使用して、当該実施形態の成分を組み
合わせることができる。
【００８０】
　血液中で妥当な安定性を有する架橋剤を使用することが意図されている。標的化剤と治
療／予防剤を結合体化するために首尾よく使用することができる多数の種類のジスルフィ
ド結合含有リンカーが公知である。立体障害のあるジスルフィド結合を含有するリンカー
により、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるより大きな安定性がもたらされ、それにより、作用部位
に到達する前に標的化ペプチドが放出されることが予防されることが証明され得る。した
がって、これらのリンカーは連結剤の１つの群である。
【００８１】
　別の架橋試薬はＳＭＰＴであり、これは、近接するベンゼン環およびメチル基による「
立体障害のある」ジスルフィド結合を含有する二官能性架橋剤である。ジスルフィド結合
の立体障害は、組織および血液中に存在し得るグルタチオンなどのチオレート陰イオンに
よる攻撃から結合を保護する機能を果たし、それにより、付着した薬剤が標的部位に送達
される前に結合体が脱カップリングされることを予防するのに役立つと考えられる。
【００８２】
　ＳＭＰＴ架橋試薬は、多くの他の公知の架橋試薬と同様に、システインのＳＨまたは第
一級アミンなどの官能基（例えば、リシンのイプシロンアミノ基）に架橋結合する能力を
もたらす。別の可能性のある種類の架橋剤としては、切断可能なジスルフィド結合を含有
するヘテロ二官能性光反応性アジ化フェニル、例えば、スルホサクシニミジル－２－（ｐ
－アジドサリチルアミド）エチル－１，３’－ジチオプロピオン酸などが挙げられる。Ｎ
－ヒドロキシ－スクシンイミジル基は第一級アミノ基と反応し、アジ化フェニルは（光分
解されると）、任意のアミノ酸残基と非選択的に反応する。
【００８３】
　障害のある架橋剤に加えて、障害のないリンカーも本発明に従って使用することができ
る。他の有用な架橋剤としては、保護されたジスルフィドを含有または生成しないと考え
て、ＳＡＴＡ、ＳＰＤＰおよび２－イミノチオランが挙げられる（Ｔｈｏｒｐｅら、１９
８７年）。そのような架橋剤の使用は当技術分野において十分に理解されている。別の実
施形態は、柔軟なリンカーの使用を伴う。
【００８４】
　米国特許第４，６８０，３３８号には、リガンドとアミン含有ポリマーおよび／または
タンパク質の結合体を産生するため、特に、キレート化剤、薬物、酵素、検出可能な標識
などとの抗体結合体を形成するために有用な二官能性リンカーが記載されている。米国特
許第５，１４１，６４８号および同第５，５６３，２５０号には、種々の穏やかな条件下
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で切断可能な不安定な結合を含有する切断可能な結合体が開示されている。
【００８５】
　米国特許第５，８５６，４５６号では、ポリペプチド構成物を接続して融合タンパク質
、例えば、単鎖抗体を作製することにおいて使用するためのペプチドリンカーが提供され
る。リンカーは、約５０アミノ酸までの長さであり、荷電アミノ酸（好ましくはアルギニ
ンまたはリシン）、その後のプロリンの少なくとも１回の出現を含有し、より大きな安定
性および凝集の減少を特徴とする。米国特許第５，８８０，２７０号には、種々の免疫診
断技法および分離技法において有用な、アミノオキシを含有するリンカーが開示されてい
る。
【００８６】
　Ｃ．細胞透過性および膜トランスロケーションペプチド
　さらに、ある特定の態様では、ライブラリー配列は、ＯＲＦ配列内に、細胞結合性ドメ
インまたは細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）などの公知の機能を有するポリペプチドをコー
ドする配列のセグメントを、ｃＤＮＡに由来する配列またはランダム化配列と一緒に含ん
でよい（すなわち、融合タンパク質をコードするＯＲＦを生成するために）。したがって
、ある特定の態様では、当該実施形態のＤＮＡ分子は、ＣＰＰコード配列をライブラリー
配列（例えば、ランダム化配列など）のセグメント、ＣＰＰコード配列の５’、ＣＰＰコ
ード配列の３’またはその両方と一緒に含むＯＲＦを含む。本明細書で使用される場合、
「細胞透過性ペプチド」および「膜トランスロケーションドメイン」という用語は、互換
的に使用され、ポリペプチドが細胞膜（例えば、真核細胞の場合では原形質膜）を横切る
ことを可能にするポリペプチド配列のセグメントを指す。ＣＰＰセグメントの例としては
、これだけに限定されないが、ＨＩＶ　Ｔａｔに由来するセグメント（例えば、ＧＲＫＫ
ＲＲＱＲＲＲＰＰＱ；配列番号１８）、ヘルペスウイルスＶＰ２２、ショウジョウバエア
ンテナペディアホメオボックス遺伝子産物、プロテグリンＩ、ペネトラチン（ＲＱＩＫＩ
ＷＦＱＮＲＲＭＫＷＫＫ；配列番号１６）またはメリチン（ＧＩＧＡＶＬＫＶＬＴＴＧＬ
ＰＡＬＩＳＷＩＫＲＫＲＱＱ；配列番号１７）が挙げられる。ある特定の態様では、ＣＰ
Ｐは、Ｔ１　ＣＰＰ配列（ＴＫＩＥＳＬＫＥＨＧ；配列番号１９）、Ｔ２　ＣＰＰ配列（
ＴＱＩＥＮＬＫＥＫＧ；配列番号２０）、２６　ＣＰＰ配列（ＡＡＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡ
ＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡＡＡＡ；配列番号２２）またはＩＮＦ７　ＣＰＰ配列（ＧＬＦＥ
ＡＩＥＧＦＩＥＮＧＷＥＧＭＩＥＧＷＹＧＣＧ；配列番号２１）を含む。
【００８７】
　Ｖ．投与および医薬製剤
　一部の実施形態では、有効量の細胞標的化構築物を細胞に投与する。他の実施形態では
、治療有効量の標的化構築物を、疾患を処置するために個体に投与する。「有効量」とい
う用語は、本明細書で使用される場合、当該実施形態のＧｒＢなどの、細胞を標的とする
短縮型セリンプロテアーゼの、単独でまたは細胞傷害性療法と組み合わせて投与した場合
にそれを投与した細胞または組織における生理的変化をもたらすために必要な量と定義さ
れる。「治療有効量」という用語は、本明細書で使用される場合、がんなどの疾患の有害
作用を排除する、減少させる、遅延させる、または最小限にする当該実施形態の標的化分
子の量と定義される。多くの場合、細胞を標的とするセリンプロテアーゼ構築物によって
治癒はもたらされない可能性があるが、少なくとも１つの症状の軽減または改善などの部
分的な利益だけはもたらされる可能性があることは当業者には容易に理解される。一部の
実施形態では、いくらかの利益がある生理的変化も治療的に有益であるとみなされる。し
たがって、一部の実施形態では、細胞を標的とするセリンプロテアーゼ（例えば、ＧｒＢ
）の生理的変化をもたらす量が「有効量」または「治療有効量」とみなされる。さらに、
治療有効量は、同時にまたは逐次的に施される追加的な処置レジメンの包含に依存的であ
り得ることが明らかである。したがって、ある特定の実施形態では、物理的変化が第２の
治療的処置の効果の増強の構成要素となることが理解されよう。
【００８８】
　当該実施形態の細胞標的化構築物は、それ自体で、またはがん、自己免疫、移植拒絶反
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応、外傷後の免疫応答および感染症を処置するための医薬組成物の形態で、例えば、ＨＩ
Ｖのｇｐ１２０などのウイルス性抗原を標的化することにより被験体に投与することがで
きる。より詳細には、リンパ腫；自己免疫、移植拒絶反応、移植片対宿主病、虚血および
脳卒中を含めた免疫細胞媒介性障害に関与する細胞を排除することにおいて、キメラポリ
ペプチドが有用であり得る。当該実施形態のタンパク質を含む医薬組成物は、従来の混合
、溶解、造粒、糖剤形成（ｄｒａｇｅｅ－ｍａｋｉｎｇ）、溶離、乳化、カプセル封入、
捕捉または凍結乾燥プロセスによって製造することができる。医薬組成物は、薬学的に使
用することができる、タンパク質の調製物への加工を容易にする１つまたは複数の生理的
に許容される担体、希釈剤、賦形剤または助剤を使用して従来の様式で製剤化することが
できる。適切な製剤は選択される投与経路に依存的である。
【００８９】
　好ましい実施形態では、当該実施形態の方法および組成物によってがん細胞を処置する
ことができる。当該実施形態による細胞標的化構築物を用いて処置することができるがん
細胞としては、これだけに限定されないが、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳房、結腸、食
道、胃腸、歯肉、頭部、腎臓、肝臓、肺、鼻咽頭、頸部、卵巣、前立腺、皮膚、胃、睾丸
、舌、または子宮に由来する細胞が挙げられる。さらに、がんは、特に以下の組織型であ
ってよいがこれだけに限定されない：新生物、悪性；癌腫；癌腫、未分化；巨細胞および
紡錘細胞癌；小細胞癌；乳頭状癌；扁平上皮癌；リンパ上皮癌；基底細胞癌；石灰化上皮
腫；移行上皮癌；乳頭状移行上皮癌；腺癌；ガストリノーマ、悪性；胆管細胞癌；肝細胞
癌；　肝細胞癌と胆管細胞癌の混合；索状腺癌（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｃａ
ｒｃｉｎｏｍａ）；腺様嚢胞癌；腺腫性ポリープにおける腺癌；腺癌、家族性結腸ポリポ
ーシス；固形癌；カルチノイド腫瘍、悪性；細気管支肺胞腺癌（ｂｒａｎｃｈｉｏｌｏ－
ａｌｖｅｏｌａｒ　ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）；乳頭状腺癌；嫌色素性癌；好酸性
癌（ａｃｉｄｏｐｈｉｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）；好酸性腺癌；好塩基性癌（ｂａｓｏｐ
ｈｉｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）；明細胞腺癌；顆粒細胞癌；濾胞腺癌；乳頭および濾胞腺
癌；非被包性硬化性癌；副腎皮質癌；類内膜癌（ｅｎｄｏｍｅｔｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎ
ｏｍａ）；皮膚付属器癌；アポクリン腺癌；皮脂腺癌；耳垢腺癌；粘膜表皮癌；嚢胞腺癌
；乳頭嚢胞腺癌；乳頭漿液性嚢胞腺癌；粘液性嚢胞腺癌；粘液性腺癌；印環細胞癌；浸潤
性導管癌；髄様癌；小葉癌；炎症性癌；パジェット病、乳房；腺房細胞癌；腺扁平上皮癌
；腺癌（扁平上皮化生を伴う）；胸腺腫、悪性；卵巣間質腫、悪性；莢膜細胞腫、悪性；
顆粒膜細胞腫、悪性；男性ホルモン産生細胞腫、悪性；セルトリ細胞腫；ライディッヒ細
胞腫、悪性；脂質細胞腫瘍、悪性；傍神経節腫、悪性；乳房外傍神経節腫、悪性；褐色細
胞腫；血管球血管肉腫；悪性黒色腫；無色素性黒色腫；表在拡大型黒色腫；巨大色素性母
斑における悪性黒色腫（ｍａｌｉｇ　ｍｅｌａｎｏｍａ）；類上皮細胞黒色腫；青色母斑
、悪性；肉腫；線維肉腫；線維性組織球腫、悪性；粘液肉腫；脂肪肉腫；平滑筋肉腫；横
紋筋肉腫；胎児性横紋筋肉腫；胞巣状横紋筋肉腫；間質肉腫；混合腫瘍、悪性；ミュラー
管混合腫瘍；腎芽腫；肝芽腫；癌肉腫；間葉腫、悪性；ブレンナー腫瘍、悪性；葉状腫瘍
、悪性；滑膜肉腫；中皮腫、悪性；未分化胚細胞腫；胎児性癌；奇形腫、悪性；卵巣甲状
腺腫、悪性；絨毛癌；中腎腫、悪性；血管肉腫；血管内皮腫、悪性；カポジ肉腫；血管外
皮腫、悪性；リンパ管肉腫；骨肉腫；傍骨性骨肉腫；軟骨肉腫；軟骨芽細胞腫、悪性；間
葉性軟骨肉腫；骨巨細胞腫；ユーイング肉腫；歯原性腫瘍、悪性；エナメル芽細胞歯牙肉
腫；エナメル上皮腫、悪性；エナメル芽細胞線維肉腫；松果体腫、悪性；脊索腫；神経膠
腫、悪性；上衣腫；星状細胞腫；原形質性星状細胞腫；線維性星細胞腫；星状芽細胞腫；
神経膠芽腫；乏枝神経膠腫；乏突起膠腫；原始神経外胚葉性；小脳肉腫；神経節芽細胞腫
；神経芽細胞腫；網膜芽細胞腫；嗅神経原性腫瘍；髄膜腫、悪性；神経線維肉腫；神経鞘
腫、悪性；顆粒細胞腫、悪性；悪性リンパ腫；ホジキン病；ホジキン；側肉芽腫；悪性リ
ンパ腫、小リンパ球性；悪性リンパ腫、大細胞、びまん性；悪性リンパ腫、濾胞性；菌状
息肉腫；他の指定の非ホジキンリンパ腫；悪性組織球増殖症；多発性骨髄腫；肥満細胞肉
腫；免疫増殖性小腸疾患；白血病；リンパ性白血病；形質細胞白血病；赤白血病；リンパ
肉腫細胞性白血病；骨髄性白血病；好塩基球性白血病；好酸球性白血病；単球性白血病；
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肥満細胞性白血病；巨核芽球性白血病；骨髄肉腫；およびヘアリー細胞白血病。
【００９０】
　好ましい実施形態では、細胞標的化構築物の全身性製剤が考えられている。全身性製剤
としては、注射、例えば、皮下注射、静脈内注射、筋肉内注射、髄腔内注射または腹腔内
注射によって投与するために設計されたもの、ならびに経皮投与、経粘膜投与、吸入によ
る投与、経口投与または肺内投与のために設計されたものが挙げられる。最も好ましい実
施形態では、細胞を標的とするセリンプロテアーゼを、直接静脈内投与または腫瘍内投与
することによって送達する。
【００９１】
　注射に関しては、当該実施形態のタンパク質は、水溶液中に、好ましくはハンクス液、
リンゲル液、または生理的食塩水緩衝液などの生理的に適合する緩衝液中に製剤化するこ
とができる。溶液は、懸濁剤、安定化剤および／または分散剤などの製剤化用薬剤を含有
してよい。
【００９２】
　あるいは、タンパク質は、使用する前に適切なビヒクル、例えば発熱物質を含まない滅
菌水を用いて構成するための散剤の形態であってよい。
【００９３】
　Ａ．有効な投与量
　当該実施形態の細胞を標的とするセリンプロテアーゼは、一般に、意図された目的を達
成するために有効な量で使用される。疾患状態を処置または予防するための使用に関して
は、当該実施形態の分子またはその医薬組成物を治療有効量で投与または適用する。治療
有効量は、症状を改善させるもしくは予防する、または処置されている患者の生存を延長
するために有効な量である。治療有効量の決定は、特に、本明細書において提供される詳
細な開示を踏まえて、十分に当業者の能力の範囲内である。
【００９４】
　全身投与に関しては、最初にｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイから治療有効用量を推定するこ
とができる。例えば、動物モデルにおいて、細胞培養物において決定されるＩＣ５０を含
む循環濃度範囲が達成されるように用量を設定することができる。そのような情報を使用
して、ヒトにおいて有用な用量をより正確に決定することができる。
【００９５】
　最初の投与量は、当技術分野で周知の技法を使用してｉｎ　ｖｉｖｏのデータ、例えば
、動物モデルから推定することもできる。当業者は、動物データに基づいて、ヒトへの投
与を容易に最適化することができる。
【００９６】
　投薬の量および間隔は、治療効果を維持するために十分な分子の血漿中レベルがもたら
されるように個別に調整することができる。注射による投与に関しては、通常の患者への
投与量は１日当たり約０．１ｍｇ／ｋｇ～５ｍｇ／ｋｇ、好ましくは１日当たり約０．５
ｍｇ／ｋｇ～１ｍｇ／ｋｇにわたる。治療的に有効な血清中レベルは、毎日複数回投与を
行うことによって達成することができる。
【００９７】
　局部投与または選択的摂取の場合には、タンパク質の有効な局所濃度は血漿中濃度に関
連しない場合がある。当業者は、過度な実験を伴わずに治療的に有効な局部投与量を最適
化することができる。
【００９８】
　投与する分子の量は、当然、処置を受ける被験体、被験体の体重、苦痛の重症度、投与
の様式および処方する医師の判断に依存的となる。
【００９９】
　療法は、症状が検出可能である間、または症状が検出可能ではない時でさえも断続的に
繰り返すことができる。療法は、単独で、または他の薬物と組み合わせて提供することが
できる。自己免疫障害の場合では、当該実施形態のセリンプロテアーゼの構築物と組み合
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わせて使用することができる薬物としては、これだけに限定されないが、ステロイド性抗
炎症剤および非ステロイド性抗炎症剤が挙げられる。
【０１００】
　Ｂ．毒性
　治療有効用量の本明細書に記載の細胞を標的とするＧｒＢにより、実質的な毒性を引き
起こすことなく治療的利益がもたらされることが好ましい。
【０１０１】
　本明細書に記載の分子の毒性は、細胞培養物または実験動物において標準の薬学的手順
によって、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に対して致死的な用量）またはＬＤ１００（
集団の１００％に対して致死的な用量）を決定することによって決定することができる。
毒性と治療効果の間の用量比は治療指数である。高い治療指標を示すタンパク質が好まし
い。これらの細胞培養アッセイおよび動物試験から得られたデータを、ヒトにおける使用
に関して毒性ではない投与量の範囲を設定することに使用することができる。本明細書に
記載のタンパク質の投与量は、毒性をほとんどまたは全く伴わない有効用量を含む循環濃
度の範囲内に入ることが好ましい。投与量は、使用する剤形および利用する投与経路に応
じて、この範囲内で変動してよい。厳密な製剤、投与経路および投与量は、個々の医師が
患者の状態を考慮して選択することができる。（例えば、Ｆｉｎｇｌら、１９７５年を参
照されたい）。
【０１０２】
　Ｃ．医薬調製物
　当該実施形態の医薬組成物は、薬学的に許容される担体中に溶解または分散させた、有
効量の１つまたは複数のキメラポリペプチド、またはキメラポリペプチドと少なくとも１
つの追加的な薬剤を含む。「薬学的または薬理学的に許容される」という句は、必要に応
じて、例えばヒトなどの動物に投与した際に、有害なアレルギー性反応または他の不都合
な反応を生じない分子実体および組成物を指す。少なくとも１つのキメラポリペプチドま
たは追加的な活性成分を含有する医薬組成物の調製は、参照により本明細書に組み込まれ
るＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１８
版、Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０年に例示されている通り、
本開示を考慮して、当業者には分かるであろう。さらに、動物（例えば、ヒト）への投与
に関して、調製物は、ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｎｄ
ａｒｄｓによって要求される滅菌、発熱性、一般的な安全性および純度の標準に適うべき
であることが理解されよう。
【０１０３】
　本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体」とは、当業者に公知の任意の
かつ全ての溶媒、分散媒、コーティング、界面活性物質、抗酸化剤、防腐剤（例えば、抗
菌剤、抗真菌剤）、等張化剤（ｉｓｏｔｏｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）、吸収遅延剤、塩、防腐
剤、薬物、薬物安定剤、ゲル、結合剤、賦形剤、崩壊剤、滑沢剤、甘味剤、矯味矯臭剤、
色素、同様の材料およびこれらの組合せを包含する（例えば、参照により本明細書に組み
込まれるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、
第１８版、Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０年、１２８９～１３
２９頁を参照されたい）。任意の従来の担体が活性成分と適合しない場合を除いて、治療
用組成物または医薬組成物におけるその使用が意図される。
【０１０４】
　細胞を標的とするセリンプロテアーゼは、固体、液体またはエアロゾルのいずれの形態
で投与するか、および注射などの投与経路のために滅菌する必要があるかどうかに応じて
、異なる種類の担体を含んでよい。当該実施形態の本療法は、静脈内に、皮内に、動脈内
に、腹腔内に、病巣内に、頭蓋内に、関節内に、前立腺内に、胸膜内に、気管内に、鼻腔
内に、硝子体内に、膣内に、直腸内に、局所的に、腫瘍内に、筋肉内に、腹腔内に、皮下
に、結膜下に、小胞内に、粘膜を通じて、心膜内に、臍帯内に、眼内に、経口的に、局所
的に、局部的に、吸入（例えば、エアロゾル吸入）、注射によって、注入によって、持続
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注入によって、標的細胞を直接浸す局部灌流によって、カテーテルによって、洗浄によっ
て、クレーム中で、脂質組成物（例えば、リポソーム）中で、または当業者に公知の他の
方法もしくは上記の任意の組合せによって投与することができる（例えば、参照により本
明細書に組み込まれる、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ、第１８版、Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０年を
参照されたい）。
【０１０５】
　動物患者に投与する当該実施形態の組成物の実際の投薬量は、患者の体重、状態の重症
度、処置される疾患の種類、以前のまたは同時に行われる治療介入、特発性疾患、および
投与経路などの物理的因子および生理的因子によって決定することができる。いずれにし
ても、投与に関与する実践者により、組成物中の活性成分（複数可）の濃度および個々の
被験体に対する適切な用量（複数可）が決定される。
【０１０６】
　ある特定の実施形態では、医薬組成物は、例えば、少なくとも約０．１％の活性化合物
を含んでよい。他の実施形態では、活性化合物は、単位の重量の約２％～約７５％、また
は例えば約２５％～約６０％、およびその中の導き出せる任意の範囲を構成してよい。他
の非限定的な例では、上記の数に基づいて、体重１ｋｇ当たり約５ｍｇ～体重１ｋｇ当た
り約１００ｍｇ、体重１ｋｇ当たり約５マイクログラム～体重１ｋｇ当たり約５００ミリ
グラムなどを含み得る用量を投与することができる。
【０１０７】
　どんな場合でも、組成物は、１つまたは複数の成分の酸化を阻止するために種々の抗酸
化剤を含んでよい。さらに、微生物の作用の予防は、これだけに限定されないが、パラベ
ン（例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール、ソ
ルビン酸、チメロサールまたはこれらの組合せを含めた種々の抗細菌剤および抗真菌剤な
どの防腐剤によってもたらすことができる。
【０１０８】
　組成物が液体の形態で提供される実施形態では、担体は、これだけに限定されないが、
水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリ
エチレングリコールなど）、脂質（例えば、トリグリセリド、植物油、リポソーム）およ
びこれらの組合せを含めた溶媒または分散媒であってよい。妥当な流動性は、例えば、レ
シチンなどのコーティングを使用することによって；例えば、液体ポリオールまたは脂質
などの担体中の分散剤によって必要な粒度を維持することによって；例えば、ヒドロキシ
プロピルセルロースなどの界面活性物質を使用することによって；またはそのような方法
の組合せによって維持することができる。多くの場合、等張化剤、例えば、糖、塩化ナト
リウムまたはこれらの組合せなどを含むことが好ましい。
【０１０９】
　滅菌注射用溶液は、必要量の活性化合物を、上に列挙されている種々の他の成分と一緒
に適切な溶媒に組み込み、必要に応じて、その後、濾過滅菌することによって調製される
。一般に、分散液は、種々の滅菌された活性成分を、基本的な分散媒および／または他の
成分を含有する滅菌ビヒクルに組み込むことによって調製される。滅菌注射用溶液、懸濁
剤または乳剤を調製するための滅菌粉末の場合では、好ましい調製方法は、活性成分と任
意の追加的な所望の成分の散剤を予め滅菌濾過したその液体培地から得る真空乾燥または
フリーズドライ技法である。液体培地は、必要であれば適切に緩衝し、液体希釈剤を、ま
ず、注射前に十分な生理食塩水またはグルコースを用いて等張性にするべきである。直接
注射用の高度に濃縮された組成物の調製も意図されており、その場合、非常に急速な透過
をもたらし、高濃度の活性薬剤を狭い面積に送達するためにＤＭＳＯを溶媒として使用す
ることが企図される。
【０１１０】
　組成物は、製造および保管の条件下で安定であり、細菌および真菌などの微生物の混入
作用から保護されなければならない。内毒素コンタミネーションは安全なレベルで最小限



(44) JP 6306596 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

に、例えば、タンパク質１ｍｇ当たり０．５ｎｇ未満で維持されるべきであることが理解
されよう。
【０１１１】
　特定の実施形態では、注射用組成物の持続的な吸収は、組成物中に、例えば、モノステ
アリン酸アルミニウム、ゼラチンまたはこれらの組合せなどの吸収を遅延させる薬剤を使
用することによってもたらすことができる。
【０１１２】
　ＶＩ．併用療法
　当該実施形態の核酸、ポリペプチドまたはナノ粒子複合体の効果を増大させるために、
これらの組成物を、目的の疾患の処置において有効な他の薬剤と組み合わせることが望ま
しい。
【０１１３】
　非限定的な例として、がんの処置は、当該実施形態の細胞を標的とするセリンプロテア
ーゼ治療薬と他の抗がん剤を一緒に用いて実行することができる。「抗がん」剤により、
被験体におけるがんに、例えば、がん細胞を死滅させること、がん細胞におけるアポトー
シスを誘導すること、がん細胞の成長速度を低下させること、転移の発生率もしくは数を
低減させること、腫瘍サイズを低下させること、腫瘍の成長を阻害すること、腫瘍もしく
はがん細胞への血液供給を減少させること、がん細胞もしくは腫瘍に対する免疫応答を促
進すること、がんの進行を予防もしくは阻害すること、またはがんの被験体の寿命を増大
させることによって負の影響を及ぼすことができる。より一般的には、これらの他の組成
物は、細胞の増殖を死滅させるまたは阻害するために有効な、合わせた量で提供される。
このプロセスは、細胞を抗がんペプチドまたはナノ粒子複合体、および薬剤（複数可）ま
たは多数の因子（複数可）に同時に接触させることを伴ってよい。これは、細胞を、薬剤
の両方を含む単一の組成物または薬理学的製剤と接触させることによって、または、細胞
を、一方が抗がんペプチドまたはナノ粒子複合体を含み、他方が第２の薬剤（複数可）を
含む２つの別個の組成物または製剤に同時に接触させることによって達成することができ
る。特定の実施形態では、抗がんペプチドが一方の薬剤であってよく、抗がんナノ粒子複
合体が他方の薬剤であってよい。
【０１１４】
　抗がんペプチドまたはナノ粒子複合体を用いた処置は、他の薬剤による処置よりも先に
行ってもよく、その後に、数分から数週間までにわたる間隔で行ってもよい。他の薬剤お
よび抗がんペプチドまたはナノ粒子複合体を細胞に別々に適用する実施形態では、一般に
、各送達時の間に長期間が過ぎず、したがって、薬剤および抗がんペプチドまたはナノ粒
子複合体により、細胞に対する有利に組み合わされた効果がなお発揮されることを確実に
する。そのような例では、細胞を、両方のモダリティと、互いと約１２～２４時間以内に
、より好ましくは、互いと約６～１２時間以内に接触させることができることが意図され
ている。いくつかの状況では、それぞれの投与の間に数日（例えば、２日、３日、４日、
５日、６日または７日）から数週間（例えば、１週間、２週間、３週間、４週間、５週間
、６週間、７週間または８週間）が経過する場合、処置の期間を著しく延長することが望
ましい。
【０１１５】
　セリンプロテアーゼに基づく療法を「Ａ」とし、放射線治療、化学療法または抗炎症剤
などの二次的な薬剤を「Ｂ」として、種々の組合せを使用することができる：
Ａ／Ｂ／Ａ　　Ｂ／Ａ／Ｂ　　Ｂ／Ｂ／Ａ　　Ａ／Ａ／Ｂ　　Ａ／Ｂ／Ｂ　　Ｂ／Ａ／Ａ
Ａ／Ｂ／Ｂ／Ｂ　　Ｂ／Ａ／Ｂ／Ｂ　　Ｂ／Ｂ／Ｂ／Ａ　　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ｂ
Ａ／Ａ／Ｂ／Ｂ　　Ａ／Ｂ／Ａ／Ｂ　　Ａ／Ｂ／Ｂ／Ａ　　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ａ
Ｂ／Ａ／Ｂ／Ａ　　Ｂ／Ａ／Ａ／Ｂ　　Ａ／Ａ／Ａ／Ｂ　　Ｂ／Ａ／Ａ／Ａ
Ａ／Ｂ／Ａ／Ａ　　Ａ／Ａ／Ｂ／Ａ
　ある特定の実施形態では、本実施形態のＧＲＢ療法の患者への施行は、もしあれば、ベ
クターの毒性を考慮に入れて、化学療法薬を投与するための一般的なプロトコールに従う
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。処置サイクルは必要に応じて繰り返されることが予想される。種々の標準の療法、なら
びに外科的介入を、記載されている過剰増殖細胞療法と組み合わせて適用することができ
ることも意図されている。
【０１１６】
　Ａ．化学療法
　がん療法は、種々の併用療法も含む。いくつかの態様では、当該実施形態のセリンプロ
テアーゼ治療薬を化学療法剤と併せて投与する（または製剤化する）。例えば、いくつか
の態様では、化学療法剤は、ＥＧＦＲ、ＶＥＧＦＲ、ＡＫＴ、Ｅｒｂ１、Ｅｒｂ２、Ｅｒ
ｂＢ、Ｓｙｋ、Ｂｃｒ－Ａｂｌ、ＪＡＫ、Ｓｒｃ、ＧＳＫ－３、ＰＩ３Ｋ、Ｒａｓ、Ｒａ
ｆ、ＭＡＰＫ、ＭＡＰＫＫ、ｍＴＯＲ、ｃ－Ｋｉｔ、ｅｐｈ受容体またはＢＲＡＦ阻害剤
などのプロテインキナーゼ阻害剤である。プロテインキナーゼ阻害剤の非限定的な例とし
ては、アファチニブ、アキシチニブ、ベバシズマブ、ボスチニブ、セツキシマブ、クリゾ
チニブ、ダサチニブ、エルロチニブ、ホスタマチニブ（Ｆｏｓｔａｍａｔｉｎｉｂ）、ゲ
フィチニブ、イマチニブ、ラパチニブ、レンバチニブ、ムブリチニブ（Ｍｕｂｒｉｔｉｎ
ｉｂ）、ニロチニブ、パニツムマブ、パゾパニブ、ペガプタニブ、ラニビズマブ、ルクソ
リチニブ、サラカチニブ（Ｓａｒａｃａｔｉｎｉｂ）、ソラフェニブ、スニチニブ、トラ
スツズマブ、バンデタニブ、ＡＰ２３４５１、ベムラフェニブ、ＭＫ－２２０６、ＧＳＫ
６９０６９３、Ａ－４４３６５４、ＶＱＤ－００２、ミルテホシン、ペリホシン、ＣＡＬ
１０１、ＰＸ－８６６、ＬＹ２９４００２、ラパマイシン、テムシロリムス、エベロリム
ス、リダフォロリムス、アルボシジブ、ゲニステイン、セルメチニブ、ＡＺＤ－６２４４
、バタラニブ、Ｐ１４４６Ａ－０５、ＡＧ－０２４３２２、ＺＤ１８３９、Ｐ２７６－０
０、ＧＷ５７２０１６またはこれらの混合物が挙げられる。
【０１１７】
　さらに別の併用化学療法としては、例えば、アルキル化剤、例えば、チオテパおよびシ
クロホスファミド（ｃｙｃｌｏｓｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）など；スルホン酸アルキル、
例えば、ブスルファン、インプロスルファンおよびピポスルファンなど；アジリジン、例
えば、ベンゾドパ（ｂｅｎｚｏｄｏｐａ）、カルボコン、メツレドパ（ｍｅｔｕｒｅｄｏ
ｐａ）、およびウレドパ（ｕｒｅｄｏｐａ）など；アルトレタミン、トリエチレンメラミ
ン、トリエチレンホスホラミド（ｔｒｉｅｔｙｌｅｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）、
トリエチレンチオホスホラミド（ｔｒｉｅｔｈｉｙｌｅｎｅｔｈｉｏｐｈｏｓｐｈｏｒａ
ｍｉｄｅ）およびトリメチルオロメラミン（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｏｌｏｍｅｌａｍｉｎｅ
）を含めたエチレンイミンおよびメチルアメラミン（ｍｅｔｈｙｌａｍｅｌａｍｉｎｅ）
；アセトゲニン（特にブラタシンおよびブラタシノン）；カンプトテシン（合成類似体で
あるトポテカンを含む）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５（そのアドゼ
レシン合成類似体、カルゼレシン合成類似体およびビゼレシン合成類似体を含む）；クリ
プトフィシン（特にクリプトフィシン１およびクリプトフィシン８）；ドラスタチン；デ
ュオカルマイシン（合成類似体であるＫＷ－２１８９およびＣＢ１－ＴＭ１を含む）；エ
リュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチイン；スポンギスタチン；ナイトロジ
ェンマスタード、例えば、クロラムブシル、クロルナファジン、クロロホスファミド、エ
ストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシド塩酸塩、メ
ルファラン、ノベムビシン（ｎｏｖｅｍｂｉｃｈｉｎ）、フェネステリン、プレドニムス
チン、トロホスファミド、ウラシルマスタードなど；ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅ
ａ）、例えば、カルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、ニムスチ
ン、およびラニムスチン（ｒａｎｉｍｎｕｓｔｉｎｅ）など；抗生物質、例えば、エンジ
イン抗生物質（例えば、カリチアマイシン、特にカリチアマイシンガンマ１Ｉおよびカリ
チアマイシンオメガＩ１など；ジネミシンＡなどを含めたジネミシン；ビスホスホネート
、例えば、クロドロネートなど；エスペラミシン；ならびにネオカルジノスタチン発色団
および関連する色素タンパク質エンジイン抗生発色団、アクラシノマイシン、アクチノマ
イシン、オースラルナイシン（ａｕｔｈｒａｒｎｙｃｉｎ）、アザセリン、ブレオマイシ
ン、カクチノマイシン、カルビシン（ｃａｒａｂｉｃｉｎ）、カルミノマイシン、カルジ
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ノフィリン、クロモマイシン（ｃｈｒｏｍｏｍｙｃｉｎｉｓ）、ダクチノマイシン、ダウ
ノルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシ
ン（モルホリノ－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－
ドキソルビシンおよびデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン（
ｅｓｏｒｕｂｉｃｉｎ）、イダルビシン、マルセロマイシン、マイトマイシン、例えば、
マイトマイシンＣなど、ミコフェノール酸、ノガラマイシン（ｎｏｇａｌａｒｎｙｃｉｎ
）、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン（ｐｏｔｆｉｒｏｍｙｃｉｎ
）、ピューロマイシン、クエラマイシン（ｑｕｅｌａｍｙｃｉｎ）、ロドルビシン（ｒｏ
ｄｏｒｕｂｉｃｉｎ）、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニ
メクス、ジノスタチン、ゾルビシン；代謝拮抗薬、例えば、メトトレキセートおよび５－
フルオロウラシル（５－ＦＵ）など；葉酸類似体、例えば、デノプテリン、プテロプテリ
ン、トリメトレキサートなど；プリン類似体、例えば、フルダラビン、６－メルカプトプ
リン、チアミプリン、チオグアニンなど；ピリミジン類似体、例えば、アンシタビン、ア
ザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキ
シフルリジン、エノシタビン、フロクスウリジンなど；アンドロゲン、例えば、カルステ
ロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラ
クトンなど；抗副腎剤（ａｎｔｉ－ａｄｒｅｎａｌ）、例えば、ミトタン、トリロスタン
など；葉酸補給剤、例えば、フォリン酸（ｆｒｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）など；アセグラ
トン；アルドホスファミド　配糖体；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン
；ベストラブシル；ビサントレン；エダトラキセート（ｅｄａｔｒａｘａｔｅ）；デフォ
ファミン（ｄｅｆｏｆａｍｉｎｅ）；デメコルチン；ジアジクオン；エルフォルミチン（
ｅｌｆｏｒｍｉｔｈｉｎｅ）；エリプチニウム酢酸塩；エポチロン；エトグルシド；硝酸
ガリウム；ヒドロキシウレア；レンチナン；ロニダイニン（ｌｏｎｉｄａｉｎｉｎｅ）；
マイタンシノイド、例えば、マイタンシンおよびアンサマイトシンなど；ミトグアゾン；
ミトキサントロン；モピダモール（ｍｏｐｉｄａｎｍｏｌ）；ニトラクリン（ｎｉｔｒａ
ｅｒｉｎｅ）；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ロソキサントロン；ポド
フィリン酸；２－エチルヒドラジン；プロカルバジン；ＰＳＫ多糖複合体；ラゾキサン；
リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，
２’，２’’－トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン（特にＴ－２毒素、ベラクリ
ン（ｖｅｒｒａｃｕｒｉｎ）Ａ、ロリジンＡおよびアングイジン）；ウレタン；ビンデシ
ン；ダカルバジン；マンノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン
；ガシトシン（ｇａｃｙｔｏｓｉｎｅ）；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；シクロホス
ファミド；タキソイド、例えば、パクリタキセルおよびドセタキセル　ゲムシタビン；６
－チオグアニン；メルカプトプリン；白金配位錯体、例えば、シスプラチン、オキサリプ
ラチンおよびカルボプラチンなど；ビンブラスチン；プラチナ；エトポシド（ＶＰ－１６
）；イホスファミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ノバントロン
；テニポシド；エダトレキサート；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバン
ドロネート；イリノテカン（例えば、ＣＰＴ－１１）；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２
０００；ジフルオロメチルオルニチン（ｄｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｌｈｙｌｏｒｎｉｔｈｉ
ｎｅ）（ＤＭＦＯ）；レチノイド、例えば、レチノイン酸など；カペシタビン；カルボプ
ラチン、プロカルバジン、プリカマイシン（ｐｌｉｃｏｍｙｃｉｎ）、ゲムシタビン（ｇ
ｅｍｃｉｔａｂｉｅｎ）、ナベルビン、ファルネシル－タンパク質トランスフェラーゼ阻
害剤、トランス白金、および上記のいずれかの薬学的に許容される塩、酸または誘導体が
挙げられる。ある特定の実施形態では、本明細書において提供される組成物は、ゲフィチ
ニブと組み合わせて使用することができる。他の実施形態では、当該実施形態をＧｌｅｅ
ｖａｃと組み合わせて実施することができる（例えば、１日当たり約４００～約８００ｍ
ｇのＧｌｅｅｖａｃを患者に投与することができる）。ある特定の実施形態では、１つま
たは複数の化学療法薬を本明細書において提供される組成物と組み合わせて使用すること
ができる。
【０１１８】
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　Ｂ．放射線治療
　放射線治療は、処置において広範囲にわたって使用されており、一般に、γ線、Ｘ線、
および／または放射性同位元素の腫瘍細胞への誘導性送達として公知のものを含む。マイ
クロ波およびＵＶ照射などの他の形態の放射線治療も意図されている。これらの因子の全
てが、ＤＮＡ、ＤＮＡの前駆体、ＤＮＡの複製および修復、ならびに染色体の集合および
維持に対する広範囲の損傷に影響を及ぼす可能性が非常に高い。Ｘ線の線量の範囲は、長
期間（３～４週間）にわたって１日５０～２００レントゲンの線量から、２０００～６０
００レントゲンの単回照射までにわたる。放射性同位元素の投与量の範囲は広範に変動し
、同位元素の半減期、放射される放射線の強度および種類、ならびに新生細胞による取り
込みに依存する。
【０１１９】
　「接触させる」および「曝露させる」という用語は、細胞に適用される場合、本明細書
では、治療用組成物および化学療法薬または放射線治療剤を標的細胞に送達する、または
標的細胞の近位に直接置くプロセスを記載するために使用される。細胞の死滅または均衡
状態を達成するために、両方の薬剤を、細胞を死滅させるまたは細胞の分裂を妨げるため
に有効な、合わせた量で細胞に送達する。
【０１２０】
　Ｃ．免疫療法
　免疫療法薬は、一般に、がん細胞を標的とし、破壊するために免疫エフェクター細胞お
よび分子を使用することに依拠する。免疫エフェクターは、例えば、腫瘍細胞の表面上の
いくつかのマーカーに特異的な抗体であってよい。抗体は単独で療法のエフェクターとし
ての機能を果たすこともでき、他の細胞を動員して細胞死滅に実際に影響を及ぼすことも
できる。抗体を薬物または毒素（化学療法薬、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百
日咳毒素など）と結合体化し、単に標的化剤として機能させることもできる。あるいは、
エフェクターは、腫瘍細胞標的と直接または間接的に相互作用する表面分子を有するリン
パ球であってよい。種々のエフェクター細胞は細胞傷害性Ｔ細胞およびＮＫ細胞を含む。
【０１２１】
　したがって、免疫療法を本実施形態のセリンプロテアーゼ療法と併せて併用療法の一部
として使用することができる。併用療法の一般的な手法を以下に考察する。一般に、腫瘍
細胞は、標的化に適した、すなわち、大多数の他の細胞には存在しないいくつかのマーカ
ーを有さなければならない。多くの腫瘍マーカーが存在し、そのいずれもが当該実施形態
において標的化に適し得る。一般的な腫瘍マーカーとしては、がん胎児性抗原、前立腺特
異的抗原、尿中の腫瘍関連抗原、胎児の抗原、チロシナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡ
Ｇ－７２、ＨＭＦＧ、Ｓｉａｌｙｌ　Ｌｅｗｉｓ抗原、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、
エストロゲン受容体、ラミニン受容体、ｅｒｂ　Ｂおよびｐ１５５が挙げられる。
【０１２２】
　Ｄ．遺伝子療法
　さらに別の実施形態では、二次的な処置は、治療用ポリヌクレオチドを治療用組成物の
前に、その後に、またはそれと同時に投与する遺伝子療法である。遺伝子産物を発現させ
るためのウイルスベクターは当技術分野で周知であり、それらとしては、アデノウイルス
、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、ヘルペスウイルス、レンチウイルス、ワクシニ
アウイルスを含めたポックスウイルス、およびＳＶ４０を含めたパピローマウイルス（ｐ
ａｐｉｌｏｍａ　ｖｉｒｕｓｅｓ）のような真核生物の発現系が挙げられる。あるいは、
発現構築物の投与は、リポソームまたはＤＯＴＡＰ：コレステロール小胞などの脂質に基
づくベクターを用いて達成することができる。これらの方法は全て当技術分野で周知であ
る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年；Ａｕｓｕｂｅｌら、１９９８年；Ａｕｓ
ｕｂｅｌ、１９９６年を参照されたい）。
【０１２３】
　以下の遺伝子産物のうちの１つをコードするベクターを送達することには、標的組織に
対する複合的な抗過剰増殖効果がある。種々のタンパク質が当該実施形態の範囲内に包含
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【０１２４】
　Ｅ．外科手術
　がんの人のおよそ６０％がいくつかの種類の外科手術を受け、それらとして、予防的外
科手術、診断または病期分類のための外科手術、治癒的外科手術および待機的外科手術が
挙げられる。治癒的外科手術は、本明細書において提供される処置、化学療法、放射線治
療、ホルモン療法、遺伝子療法、免疫療法および／または代替の療法などの他の療法と併
せて使用することができるがん処置である。
【０１２５】
　治癒的外科手術としては、がん性組織の全部または一部を物理的に除去、摘出、および
／または破壊する切除が挙げられる。腫瘍の切除とは、腫瘍の少なくとも一部の物理的除
去を指す。腫瘍の切除に加えて、外科手術による処置として、レーザー外科手術、冷凍外
科療法、電気外科手術、および顕微鏡で制御された外科手術（モース手術）が挙げられる
。さらに、当該実施形態は、表在性のがん、前がん、または偶発的な量の正常組織の除去
と併せて使用することができることが意図されている。
【０１２６】
　がん性の細胞、組織、または腫瘍の一部または全部を摘出すると、体内に腔が形成され
得る。処置は、追加的な抗がん療法の領域の灌流、直接注射または局所適用によって達成
することができる。そのような処置は、例えば、１日ごと、２日ごと、３日ごと、４日ご
と、５日ごと、６日ごと、もしくは７日ごと、または１週間ごと、２週間ごと、３週間ご
と、４週間ごと、および５週間または１カ月ごと、２カ月ごと、３カ月ごと、４カ月ごと
、５カ月ごと、６カ月ごと、７カ月ごと、８カ月ごと、９カ月ごと、１０カ月ごと、１１
カ月ごと、または１２カ月ごとに繰り返すことができる。これらの処置は、投与量も変動
するものであってよい。
【実施例】
【０１２７】
　以下の実施例は、当該実施形態の好ましい実施形態を実証するために含まれる。本発明
者が発見した技法に従う、実施例に開示されている技法が当該実施形態の実施において十
分に機能し、したがって、それを実施するための好ましい方式を構成するとみなすことが
できることが当業者には理解されるべきである。しかし、本開示に照らして、開示されて
いる特定の実施形態に多くの変更を行うことができ、それでも本発明の主旨および範囲か
ら逸脱することなく同様のまたは類似した結果が得られることが当業者には理解されるべ
きである。
【０１２８】
　（実施例１）
　ＧｒＢ－ＶＥＧＦ融合構築物の試験
　４つの異なる融合構築物を、野生型（ネイティブな）ヒトＧｒＢ（ＷＴ）、潜在的な自
己切断ドメインの欠失を有する変異体（Ａ）、１つのグリコシル化ドメインの変異を有す
る変異体（Ｎ１）および２つの変異を組み合わせた型（Ａ、Ｎ１）を使用して生成した。
構築物をＰＣＲによって生成し、変異をＤＮＡ配列決定によって確認し、タンパク質を哺
乳動物発現細胞にトランスフェクトした。タンパク質を発現させ、精製した。発現させた
ポリペプチドを用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにより、酵素活性に関して同様のレベル
が示された（図３）。次いで、融合タンパク質を使用して、ＶＥＧＦＲ－２受容体（ＰＡ
Ｅ／ＶＥＧＦＲ－２）を発現しているトランスフェクトされた内皮細胞または対照（ＰＡ
Ｅ／ＶＥＧＦＲ－１）細胞株を処理した。試験の結果が表１に示されている。示されてい
る値はｎＭ単位のＩＣ５０値である。
【０１２９】
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【表１】

【０１３０】
　これらの試験により、上記の改変によるグランザイムＢ融合タンパク質の全体的な発現
／収率に対する影響はないことが示された。グランザイムＢ　Ｃ２１０Ａ変異の酵素活性
および細胞傷害活性はネイティブなグランザイムＢと同様であった。したがって、この変
異体は、グランザイムＢ化学的結合体化試験の候補としてネイティブなグランザイムＢよ
りも優れている。
【０１３１】
　（実施例２）
　ＧｒＢ活性に対するリンカーの影響の調査
　ＧｒＢ配列とＺＭＥ配列の間に異なるリンカーを使用して、上に示されている通りＧｒ
Ｂ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）融合タンパク質を構築した。構築物ＳＬにはＧ４Ｓリンカーを
使用し、ＬＬはＨＬ（ＥＡＡＡＫ）リンカーの４つの繰り返しであり、ＸはＧ４Ｓ＋２１
８リンカーであった。全てのリンカーで標的細胞に対する特異的な細胞毒性効果が示され
た。表２に示されている通り、最も短い柔軟なリンカーを含有する構築物で標的細胞に対
する最良の細胞傷害性（最低のＩＣ５０）が実証された。したがって、この試験により、
短いリンカーによってより有効な治療薬が生じ得ることが示された。
【０１３２】

【表２】

【０１３３】
　（実施例３）
　標的化構築物の活性に対するＧｒＢグリコシル化の影響
　ＧｒＢ分子（ｄ１およびｄ２）ならびに改変ＧｒＢ／ｓｃＦｖＭＥＬ融合構築物内の２
つのグリコシル化部位を上記に詳述および図４に示されている通り同定した（ｄ１はＮ５
１Ｓを示し、ｄ２はＮ８４Ａを示す）。各グリコシル化部位を改変し、次いで、両方の改
変を含有する分子を生成した。個々の改変によるｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるＧｒＢの酵素
活性に対する影響はわずかであった（例えば、図４を参照されたい）。しかし、表３に示
されている通り、グリコシル化部位のそれぞれを除去することにより、ＩＣ５０が元の野
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生型を含有するＧｒＢよりも低い分子が生じた。非特異的な細胞株（ＳＫＯＶ３）に対す
る影響はわずかであった。
【０１３４】
【表３】

【０１３５】
　（実施例４）
　標的化構築物の活性に対するＧｒＢグリコシル化およびＴ１トランスロケーションドメ
インの影響
　３つの発現構築物を開発し、試験した。（ＬＬ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－
ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４
－ＺＭＥであった；（Ｅ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｔ１－ＺＭＥ（ＶＬ－Ｖ
Ｈ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４－Ｔ１－ＺＭＥで
あった；および（Ｊ）（ＬＬ）はＧｒＢ（ｄ１、Ａ、Ｎ）－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｚ
ＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４－
ＺＭＥであった。構築物を発現させ、試験した。結果が表４に示されており、Ｔ１ドメイ
ンを組み込むことにより、標的細胞に対する構築物の特異的な細胞傷害性が増大するが、
非特異的毒性に対する影響はないことが実証される。ｄ１改変ＧｒＢを構築物に組み込む
ことにより、構築物の特異的な細胞傷害性がさらに増大し、非特異的な細胞傷害性に対す
る影響はなかった。この結果は、ＧｒＢ（ｄ１、Ａ、Ｎ）ポリペプチドを含む構築物の場
合に特に明白であった。
【０１３６】
【表４】

【０１３７】
　（実施例５）
　標的化構築物の活性に対するリンカー設計、トランスロケーションドメインおよび／ま
たはエンドソーム切断可能ペプチドの影響
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　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（ＬＬ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｈ
Ｌ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｈ
Ｌ４－ＺＭＥである、（Ｅ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｔ１－ＺＭＥ（ＶＬ－
ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４－Ｔ１－ＺＭＥ
であった；（Ｍ１）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｔ１－Ｆｕｒ－ＺＭＥ（ＶＬ－
ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４－Ｔ１－Ｆｕｒ
－ＺＭＥであった；（Ｘ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし
、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－ＺＭＥであった；（Ｗ）はＧ
ｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－ＩＮＦ７－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラ
スミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－ＩＮＦ７－ＺＭＥであった；および
（ＷＦ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－ＩＮＦ７－Ｆｕｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－Ｖ
Ｈ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－ＩＮＦ７－Ｆ
ｕｒ－ＺＭＥであった。
【０１３８】
　これらの構築物を発現させ、試験した。表５に示されている結果により、フューリンに
より切断可能な部位を「Ｅ」分子（Ｍ１）に付加することにより、特異的な細胞株と非特
異的な細胞株の両方の感受性が増大することが実証される。膜を横切るトランスロケーシ
ョンを改善するためにＩＮＦ７ペプチドを組み込むことにより、標的細胞の感受性が著し
く増大した（構築物ＷおよびＷＦ）。
【０１３９】
【表５】

【０１４０】
　（実施例６）
　標的化構築物の活性に対するＣ末端トランスロケーションドメインの影響
　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（ＬＬ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－Ｈ
Ｌ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｈ
Ｌ４－ＺＭＥであった；（Ｆ）はＧｒＢ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＨＬ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ
）－ペネトラチンをコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－ＨＬ４－Ｚ
ＭＥ－ペネトラチンであった；および（Ｔ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－ＺＭＥ（ＶＬ－
ＶＨ）－２１８－２６をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１
８－ＺＭＥ－２６であった。
【０１４１】
　これらの構築物を発現させ、試験した。表６に示されている結果により、ペネトラチン
を組み込むことによる融合構築物の生物活性に対する影響はないことが実証される。「２
６」分子を組み込むことにより、標的細胞に対する毒性および非標的細胞に対する毒性が
同様に増大した。
【０１４２】



(52) JP 6306596 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

【表６】

【０１４３】
　（実施例７）
　標的化構築物の活性に対する、相対的な位置が同じである異なる膜トランスロケーショ
ンペプチドの影響
　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（Ｕ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－２６－
ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－Ｇ
ｒＢ－Ｇ２１８－２６－ＺＭＥであった；（Ｙ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－Ｔ１－ＧＳ
ＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ
－Ｇ２１８－Ｔ１－ＺＭＥであった；（ＹＹ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－Ｔ２－ＧＳＧ
ＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－
Ｇ２１８－Ｔ２－ＺＭＥであった；および（Ｗ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－ＩＮＦ７－
ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－Ｇ
ｒＢ－Ｇ２１８－ＩＮＦ７－ＺＭＥであった。
【０１４４】
　これらの構築物を発現させ、試験した。表７に示されている結果により、「２６」、Ｔ
１、およびＴ２を含有する構築物（Ｕ、ＹおよびＹＹ）の標的細胞に対する毒性は、非特
異的な細胞株に対するものよりも低いことが実証される。ＩＮＦ７膜トランスロケーショ
ンペプチドを含有する構築物Ｗのみで特異性の明らかな改善が示された。
【０１４５】

【表７】

【０１４６】
　（実施例８）
　膜トランスロケーションペプチドを有する標的化構築物および膜トランスロケーション
ペプチドを有さない標的化構築物の特異性
　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（ＧｒＢ）はＧｒＢをコードし、プラスミ
ドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢであった；（ＧｒＢ－２６）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１
８－２６をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－２６であ
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る、（ＧｒＢ－４Ｄ５）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－４Ｄ５（Ｖｌ－ＶＨ）をコードし、
プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－４Ｄ５であった；および（ＧｒＢ－４Ｄ５
－２６）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－４Ｄ５（ＶＬ－ＶＨ）－２１８－２６をコードし、
プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－４Ｄ５－２６であった。
【０１４７】
　これらの構築物を発現させ、試験した。表８に示されている結果により、ＧｒＢ／４Ｄ
５構築物はＨＥＲ２を発現している標的細胞に対して活性ではないことが実証される。「
２６」トランスロケーションペプチドを組み込むことにより、ＨＥＲ２陽性細胞に対する
感受性が回復したが、ＨＥＲ２陰性細胞に対する細胞傷害性は増大しなかった。
【０１４８】
【表８】

【０１４９】
　（実施例９）
　標的化構築物の活性に対するエンドソーム切断ペプチド（ＥＣＰ）の影響
　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（ＸＦ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－Ｆｕ
ｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ
－ＧｒＢ－Ｇ２１８－ＺＭＥであった；（ＵＦ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１８－２６－Ｆｕ
ｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ
－ＧｒＢ－Ｇ２１８－２６－Ｆｕｒ－ＺＭＥであった；（ＹＦ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ／２１
８－Ｔ１－Ｆｕｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定は
ｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－Ｔ１－Ｆｕｒ－ＺＭＥであった；（ＷＦ）はＧｒＢ
－Ｇ４Ｓ／２１８－ＩＮＦ７－Ｆｕｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－ＶＨ）をコードし、
プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ｇ２１８－ＩＮＦ７－ＺＭＥであった；お
よび（ＺＦ）はＧｒＢ－ＳＳＧ－ＣＣＰ－ＭＴＰ－Ｆｕｒ－ＧＳＧＳＧ－ＺＭＥ（ＶＬ－
ＶＨ）をコードし、プラスミドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢ－Ａｄ２－ＺＭＥであっ
た。
【０１５０】
　これらの構築物を発現させ、試験した。結果は表９に示されている。
【０１５１】
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【表９】

【０１５２】
　（実施例１０）
　別のＧｒＢ融合構築物の細胞傷害活性の評価
　別のＧｒＢ発現構築物を開発し、試験した。（ＧｒＢ）はＧｒＢをコードし、プラスミ
ドの指定はｐＳＥＣＴａｇ－ＧｒＢであった。（ＧｒＢ－ＴＷＥＡＫ）はＧｒＢ－Ｇ４Ｓ
－ＴＮＦ様アポトーシス弱誘導因子（ＴＷＥＡＫ）をコードするものであった。これらの
構築物を発現させ、試験した。細胞毒性試験の結果が表１０に示されている。
【０１５３】
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【表１０】

【０１５４】
　（実施例１１）
　Ｈｅｒ２を標的とするＧｒＢ融合物の構築および特徴付け
　細胞株および培養物。細胞株ＢＴ４７４　Ｍ１、ＮＣＩ－Ｎ８７、Ｃａｌｕ３、ＭＤＡ
　ＭＢ４３５、およびＭｅ１８０は全てＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）から入手した。ヒト乳がん細胞株ＭＤ
Ａ　ＭＢ４５３はＺｈｅｎ　Ｆａｎ博士（Ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘ
ａｓ　ＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）
から惜しみなく供給された。ヒト乳がん細胞株ｅＢ－１はＤｉｈｕａ　Ｙｕ博士（Ｔｈｅ
　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘａｓ　ＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｃｅｎｔｅｒ、Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）から好意で提供された。ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ
細胞およびＢＴ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞は、１μＭのハーセプチンまたは１．５μＭのラ
パチニブの継続的な存在下で１２カ月の選択後にＢＴ４７４　Ｍ１細胞から得た。ＢＴ４
７４　Ｍ１　ＭＤＲ－１細胞を、プラスミドｐＨａＭＤＲ１を親のＢＴ４７４　Ｍ１細胞
にトランスフェクトすることによって生成した。ＨＥＫ　２９３Ｔ細胞株はＢｒｙａｎｔ
　Ｇ．Ｄａｒｎａｙ博士（ＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ）から
供給された。すべての細胞株を、１０％熱不活化ウシ胎仔血清、２ｍＭのＬ－グルタミン
、および１ｍＭの抗生物質を補充したダルベッコ改変イーグル培地またはＲＰＭＩ１６４
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０培地中で維持した。
【０１５５】
　ＧｒＢに基づく融合物の構築、発現、および精製。ヒト化抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕ　ｓｃＦ
ｖ　４Ｄ５の配列を公開されたハーセプチン軽鎖可変ドメイン配列および重鎖可変ドメイ
ン配列（Ｃａｒｔｅｒら、１９９２年）から得た。以前の知見により、融合性ペプチドの
使用により、エンドソームからの脱出および大きな分子の細胞質ゾルへの送達が容易にな
ることが示唆された（Ｐｌａｎｋら、１９９４年；Ｂｏｎｇａｒｔｚら、１９９４年）。
したがって、本発明者らは融合性ペプチド２６を組み込んだ。
【０１５６】
　ＧｒＢ／４Ｄ５／２６　ＤＮＡ構築物、ＧｒＢ／４Ｄ５　ＤＮＡ構築物、ＧｒＢ／２６
　ＤＮＡ構築物、およびＧｒＢ　ＤＮＡ構築物をオーバーラップポリメラーゼ連鎖反応法
によって生成した。構築物の図解が図５Ａに示されている。本発明者らは、ＧｒＢ、４Ｄ
５（配列番号２３）、またはペプチド２６の個々の成分の間に組み込む普遍的な２１８リ
ンカー（ＧＳＴＳＧＳＧＫＰＧＳＧＥＧＳＴＫＧ；配列番号１３）を設計した。ペプチド
２６（ＡＡＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡＬＥＡＬＡＥＡＡＡＡ；配列番号２２）は、二
量体形成を担う３つのＣ末端アミノ酸を有さない２９残基の両親媒性ペプチドから生成し
た（Ｔｕｒｋら、２００２年）。構築物遺伝子の全てを、哺乳動物細胞発現ベクターｐＳ
ｅｃＴａｇ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）にクロー
ニングした。
【０１５７】
　合計３×１０７個のＨＥＫ　２９３Ｔ細胞を、５０μｇのプラスミドＤＮＡおよび１５
０μＬ（１ｍｇ／ｍＬ）のポリエチレンイミン試薬を使用し、それらをＯＰＴＩ－ＭＥＭ
培地（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に加え、室温で２０分インキュベートした
後にトランスフェクション混合物を細胞に加えてトランスフェクトした。３７℃、１００
％湿度、５％ＣＯ２で一晩インキュベートした後、ＤＭＥＭ無血清培地を加え、細胞をさ
らに３日間インキュベートした。以前報告された固定化金属アフィニティークロマトグラ
フィーによって細胞培養上清からＧｒＢに基づくタンパク質試料を精製した（Ｃａｏら、
２００９年）。タンパク質の活性化を、組換えエンテロキナーゼ（Ｍｅｒｃｋ、Ｗｈｉｔ
ｅｈｏｕｓｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ、ＮＪ）と一緒に、製造者の説明書に従って一晩インキュ
ベートすることによって達成した。リン酸緩衝食塩水で透析した後、タンパク質を濾過滅
菌し、－８０℃で保管した。
【０１５８】
　ＧｒＢに基づく融合物を、ＧｒＢと４Ｄ５を、ｐＨ感受性融合性ペプチド２６を構築物
のＣ末端に付加することを伴って融合すること（ＧｒＢ／４Ｄ５／２６と称される；配列
番号２４）、またはｐＨ感受性融合性ペプチド２６を構築物のＣ末端に付加することを伴
わずに融合すること（ＧｒＢ／４Ｄ５と称される）によって生成した。さらに、ＧｒＢお
よびＧｒＢ／２６を対照として使用した。全ての融合タンパク質をヒト胎児由来腎臓細胞
（ＨＥＫ　２９３Ｔ）において発現させた。精製後、最終産物は予測された分子量の所に
移動し、純度は＞９５％であった（図５Ｂ）。
【０１５９】
　結合親和性の分析。ＧｒＢに基づくタンパク質試料のＫｄ値および特異性をＥＬＩＳＡ
によって評価した。このアッセイでは、以前に記載されている通り、ウサギ抗ｃ－ｍｙｃ
抗体および西洋ワサビペルオキシダーゼと結合体化したヤギ抗ウサギ免疫グロブリンＧを
トレーサーとして使用した（Ｃａｏら、２０１２年）。
【０１６０】
　ＧｒＢ／４Ｄ５／２６およびＧｒＢ／４Ｄ５の結合親和性（Ｋｄ値）を、精製したＨｅ
ｒ２／ｎｅｕ細胞外ドメイン（ＥＣＤ）、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陽性ＢＴ４７４　Ｍ１ヒト乳
がん細胞、およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陰性Ｍｅ１８０ヒト子宮頸がん細胞を使用してＥＬＩ
ＳＡによって評価した。どちらの融合物もＨｅｒ２／ｎｅｕ　ＥＣＤおよびＢＴ４７４　
Ｍ１細胞に特異的に結合したが、Ｍｅ１８０細胞には結合しなかった（図６Ａ）。最大半
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量の特異的結合（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｂｉｎｄｉｎｇ）を生じる融合構築物の濃度を算出
することによって見かけのＫｄ値を決定した。ＧｒＢ／４Ｄ５およびＧｒＢ／４Ｄ５／２
６では、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ　ＥＣＤに対してそれぞれ０．３２９ｎＭおよび０．４６９ｎ
Ｍ、ならびにＢＴ４７４　Ｍ１細胞に対してそれぞれ０．３８３ｎＭおよび０．６５５ｎ
Ｍの見かけのＫｄ値が実証された。これらの結果は、概して、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ受容体に
対するネイティブなハーセプチンに関して公開されたＫｄ値（０．１５ｎＭ）と一致する
（Ｃａｒｔｅｒら、１９９２年）。
【０１６１】
　ＧｒＢに基づく融合物の酵素アッセイ。ＧｒＢ成分の酵素活性を、連続的な比色定量ア
ッセイにおいてＮ－α－ｔ－ブトキシカルボニル－Ｌ－アラニル－Ｌ－アラニル－Ｌ－ア
スパルチル－チオベンジルエステル（ＢＡＡＤＴ）を特異的な基質として使用して決定し
た（Ｌｉｕら、２００３年）。アッセイは、２５℃、ＢＡＡＤＴ中の市販のヒトＧｒＢ（
Ｅｎｚｙｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ、ＣＡ）または
ＧｒＢに基づく融合タンパク質からなった。Ｔｈｅｒｍｏｍａｘプレートリーダー（Ｃｏ
ｌｕｍｂｉａ、ＭＤ）で４０５ｎｍにおける吸光度の変化を測定した。４０５ｎｍにおけ
る１３，１００ｃｍ－１Ｍ－１の吸光係数を使用することによって試料の吸光度の増加を
酵素的速度に変換した。ＧｒＢに基づく融合タンパク質の比活性を、ネイティブなＧｒＢ
を標準物質として使用して算出した。
【０１６２】
　融合物のＧｒＢ成分の生物活性を評価するために、本発明者らは、構築物の基質ＢＡＡ
ＤＴを切断する能力を、ネイティブな真正ＧｒＢのものと比較した（図６Ｂ）。ＧｒＢ／
４Ｄ５およびＧｒＢ／４Ｄ５／２６はインタクトなＧｒＢ酵素活性を有した（それぞれ１
．５４×１０５Ｕ／μｍｏＬおよび１．５７×１０５Ｕ／μｍｏＬ）。これらの活性は、
ネイティブなＧｒＢ標準物質の活性（１．１９×１０５Ｕ／μｍｏＬ）に匹敵した。プロ
ＧｒＢ融合構築物はＧｒＢのＮ末端に精製タグを含有し、それにより分子が酵素的に不活
性になるので、これらのタンパク質はＢＡＡＤＴの加水分解を引き起こすことができなか
った。
【０１６３】
　融合構築物の細胞取り込みおよびＧｒＢ送達。免疫蛍光法に基づく内部移行試験を、Ｂ
Ｔ４７４　Ｍ１細胞およびＭｅ１８０細胞を使用して実施した。細胞を、２５ｎＭのＧｒ
Ｂ／４Ｄ５／２６を用いて４時間処理し、抗ＧｒＢ抗体（フルオレセインイソチオシアネ
ート［ＦＩＴＣ］と結合体化した二次抗体）を用いた免疫蛍光染色に供した。ＰＩを用い
て核を対比染色した。Ｚｅｉｓｓ　ＬＳＭ５１０共焦点レーザー走査顕微鏡Ｚｅｉｓｓ　
ＬＳＭ５１０（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ、Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ、ＮＹ）を用いて免疫蛍光法
の可視化を実施した。
【０１６４】
　ＢＴ４７４　Ｍ１細胞では、融合タンパク質を用いて処理した後、どちらの融合物のＧ
ｒＢ部分も主に細胞質ゾルにおいて観察されたが、Ｍｅ１８０細胞では観察されず（図６
Ｃ）、これにより、どちらの構築物も、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陽性細胞に曝露した後に細胞結
合および内部移行において効率的であることが実証された。融合物の内部移行の効率をＧ
ｒＢシグナル（全長ＧｒＢ融合物＋遊離ＧｒＢ）の時間依存的ウエスタンブロット分析に
よってさらに検査した（図６Ｄ）。どちらの構築物も３０分以内にＢＴ４７４　Ｍ１細胞
内に急速に内部移行した。ＧｒＢ／４Ｄ５と比較して、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６では、細胞
への内部移行の増強および長い持続が示された。ＧｒＢ／４Ｄ５またはＧｒＢ／４Ｄ５／
２６のエンドサイトーシス後のＧｒＢの細胞内送達も時間依存的ウエスタンブロット法（
遊離ＧｒＢ）によって評価した。ＧｒＢ／４Ｄ５によるＧｒＢ送達は４８時間の処理に至
るまで観察されなかったが、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６によるＧｒＢ送達はおよそ４時間の処
理で開始することが観察され、４８時間まで非常に高レベルの遊離ＧｒＢが示された（図
６Ｄ）。
【０１６５】
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　ＧｒＢに基づく融合物のｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞毒性効果。対数期の細胞を９６
ウェルプレートに播種し（１ウェル当たり細胞約５×１０３個）、一晩付着させた。細胞
を、さまざまな濃度のＧｒＢに基づく融合タンパク質、ＧｒＢ、または培地と一緒に３７
℃で７２時間さらにインキュベートした。以前に記載されている通り、クリスタルバイオ
レット染色法、その後のＳｏｒｅｎｓｏｎ’ｓ緩衝液中での色素の可溶化を使用して細胞
の生存能力を決定した（Ｃａｏら、２００９年）。
【０１６６】
　ＧｒＢに基づく融合物をいくつもの腫瘍細胞株に対して試験した。７２時間の曝露後、
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６ではＨｅｒ２／ｎｅｕ陽性細胞に対する特異的な細胞傷害性が実証
され、ＩＣ５０値は１００ｎＭ未満であり（表１１）、また、ＧｒＢ／４Ｄ５ではいくら
か高い用量の細胞毒性効果が実証された（＞２００ｎＭ）。さらに、ＧｒＢ／２６では、
＞６００ｎＭの用量で最小の細胞傷害性が示されたが、１．５μＭに至る用量ではＧｒＢ
自体の有意な活性は観察されなかった。Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陽性ＭＤＡ　ＭＢ４５３細胞を
、ハーセプチン（５μＭ）を用いて６時間にわたって前処理し、その後にＧｒＢ／４Ｄ５
／２６を用いて７２時間にわたって処理した場合、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６の細胞傷害性は
低下し（図１１）、それにより、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６構築物の抗原結合の必要性が実証
された。
【０１６７】
　本発明者らは、種々の腫瘍細胞における内在性プロテイナーゼ阻害剤９（ＰＩ－９）の
発現レベルをさらに調査した（図１２、表１１）。これらの試験では、ＧｒＢ構築物の細
胞傷害性に対する細胞の応答とＰＩ－９の内在性発現との関連性を見いだすことはできな
かった。これは、ＰＩ－９以外の因子が、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを発現している標的細胞に対
するＧｒＢ／４Ｄ５／２６細胞傷害性の観察された差異の原因になり得ることを示唆して
いる可能性がある。
【０１６８】
【表１１】

【０１６９】
　ハーセプチンまたはラパチニブに対して耐性の細胞に対するＧｒＢ／４Ｄ５／２６の細
胞毒性効果。ハーセプチンまたはラパチニブに対する獲得耐性は、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ下流
シグナル伝達経路の同時上方制御またはエストロゲン受容体（ＥＲ）経路を通じたシグナ
ル伝達の活性化によって媒介され得る（Ｗａｎｇら、２０１１年）。この試験では、本発
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明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ１細胞のハーセプチン耐性（ＨＲ）バリアントおよびラパチニ
ブ耐性（ＬＲ）バリアントのモデルを開発した。親のＢＴ４７４　Ｍ１細胞は、ハーセプ
チン（ＩＣ５０：５２．５ｎＭ）とラパチニブ（ＩＣ５０：３４．７ｎＭ）のどちらに対
しても直ちに感受性であった（表１２）。ＨＲ細胞では、ハーセプチンに対する耐性（Ｉ
Ｃ５０：１０．１μＭ、Ｆ．Ｒ．：１９２）が実証されたが、ラパチニブ（ＩＣ５０：３
２．４ｎＭ）に対しては感受性のままであった。ＬＲ細胞では、高マイクロモル濃度のハ
ーセプチン（ＩＣ５０：７４．１μＭ、Ｆ．Ｒ．：１４１１）とラパチニブ（ＩＣ５０：
８．２μＭ、Ｆ．Ｒ．：２３７）のどちらに対しても耐性が示された。表１２に示されて
いる通り、ハーセプチンに対して耐性の細胞では、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６構築物に対して
同等の感受性が実証された（ＨＲ細胞と親のＢＴ４７４　Ｍ１細胞のどちらについてもＩ
Ｃ５０約３０ｎＭ）。ＬＲ細胞については、ＩＣ５０は親の細胞と比較してわずかに増加
した（２倍）（それぞれ６６．１ｎＭと３２．９ｎＭ）。
【０１７０】
　本発明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞に上皮増殖因子（ＥＧＦ）またはニューレグリ
ン－１（ＮＲＧ－１）増殖因子を添加することにより、ハーセプチンおよびラパチニブに
対する細胞毒性反応を回避することができるが、β－エストラジオールを添加することで
はそれを回避することはできないことも実証した。ＢＴ４７４　Ｍ１細胞を２０ｎｇ／ｍ
ＬのＥＧＦまたは５０ｎｇ／ｍＬのＮＲＧ－１で７２時間にわたって前処理することによ
り、ハーセプチンに対する耐性が４００～５００倍増大し、ラパチニブに対する耐性が１
６倍増大した（表１２）。しかし、これらの耐性細胞を処理することにより、親のＢＴ４
７４　Ｍ１細胞と比較してＧｒＢ／４Ｄ５／２６融合物に対する交差耐性は生じなかった
。
【０１７１】
　細胞をクロロキンの存在下でＧｒＢ／４Ｄ５／２６と一緒にインキュベートすることに
より、これらの細胞に対する細胞傷害性が改善されなかったことは重要な知見であった（
図１３）。この所見により、融合性ペプチド２６が、細胞内小胞からＧｒＢ融合タンパク
質を効率的に放出し、それにより、細胞質ゾルのＧｒＢ基質への到達およびアポトーシス
の誘導が可能になることが実証された。
【０１７２】
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【表１２】

【０１７３】
　ＧｒＢ／４Ｄ５／２６細胞傷害性の機構に関する試験。本発明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ
１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢＴ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞のアポトー
シスに至るタンパク質分解カスケードを開始させるＧｒＢに基づく融合物の潜在性を評価
するための実験のパネルを行った。
【０１７４】
　アネキシンＶ／ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）染色。アネキシンＶ／ＰＩ染色アッセイを
使用して、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６に曝露した後にアポトーシスを受ける細胞の百分率を定
量的に決定した。細胞を６ウェルプレートに播種し（１ウェル当たり細胞５×１０５個）
、１００ｎＭのＧｒＢ／４Ｄ５／２６と一緒に３７℃で２４時間または４８時間インキュ
ベートした。細胞のアリコートをリン酸緩衝食塩水で洗浄し、次いで、アネキシンＶ－Ｆ
ＩＴＣ抗体と一緒にインキュベートした。インキュベーションの最後にＰＩ溶液を加え、
細胞をすぐにフローサイトメトリーによって分析した。
【０１７５】
　生存可能な集団が減少したことと、早期アポトーシスの集団がより多かったことの組み
合わせによって示される通り、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６により、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、
ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢＴ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞におけるアポトーシス
が誘導された（図７Ａ）。１００ｎＭのＧｒＢ／４Ｄ５ではこれらの細胞のいずれにおい
てもアポトーシスは誘導されなかった（図１４）。Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陰性Ｍｅ１８０細胞
はいすれの構築物の影響も受けなかった。
【０１７６】
　カスパーゼの活性化。ウエスタンブロット分析を使用して、カスパーゼ－３の活性化、
およびカスパーゼ－９の活性化ならびにＰＡＲＰによる切断を同定した。ＢＴ４７４　Ｍ
１細胞をＧｒＢ／４Ｄ５／２６で処理することにより、全ての細胞においてカスパーゼ３
、カスパーゼ９、およびＰＡＲＰによる切断がもたらされたが、細胞をＧｒＢ／４Ｄ５で
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処理した場合には活性化は起こらなかった（図７Ｂ）。ＢＴ４７４　Ｍ１の親細胞および
ＨＲ細胞と比較して、ＬＲ細胞ではカスパーゼ－９、カスパーゼ－３、およびＰＡＲＰの
活性化が遅延し、これは、観察された細胞毒性効果の低下と同時に起こった。
【０１７７】
　本発明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＨＲ細胞、およびＢＴ４
７４　Ｍ１　ＬＲ細胞においてＧｒＢ／４Ｄ５／２６によって誘導されるＰＡＲＰによる
切断の動態をさらに評価し、親細胞およびＨＲ細胞では薬物に曝露した２時間後に切断が
起こったが、ＬＲ細胞では２４時間の時点で切断が起こったことを見いだした（図７Ｃ）
。さらに、汎カスパーゼ阻害剤ｚＶＡＤ－ｆｍｋの存在下では、全ての細胞においてＧｒ
Ｂ／４Ｄ５／２６のＰＡＲＰによる切断が部分的に阻害された。この所見は、カスパーゼ
－３による切断、その後のＰＡＲＰによる切断に関してＧｒＢ活性に依拠する機構と一致
する。
【０１７８】
　ミトコンドリア経路に対する影響。ＧｒＢ／４Ｄ５またはＧｒＢ／４Ｄ５／２６を用い
て処理した後、細胞を採取し、０．５ｍＬの１×細胞質ゾル抽出緩衝液混合物（ＢｉｏＶ
ｉｓｉｏｎ、Ｍｉｌｐｉｔａｓ、ＣＡ）に再懸濁させ、次いで、氷冷したガラスホモジナ
イザーでホモジナイズした。ホモジネートを遠心分離し、上清を採取し、細胞質ゾル画分
として標識した。ペレットを０．１ｍＬのミトコンドリア抽出緩衝液に再懸濁させ、ミト
コンドリア画分として保存した。細胞質ゾル画分およびミトコンドリア画分それぞれのア
リコートを、チトクロムｃを認識する抗体およびＢａｘを認識する抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）を用いてウエスタ
ンブロット法によって分析した。さらに、Ｂｃｌ－２を認識する抗体およびＢＩＤを認識
する抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を使用したウエスタン
ブロット分析によってアポトーシスについて分析した。
【０１７９】
　本発明者らは、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６によって誘導される、いくつかのミトコンドリア
が関連する経路による細胞死を検出した。ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞、ＢＴ４７４　Ｍ１　
ＨＲ細胞、およびＢＴ４７４　Ｍ１　ＬＲ細胞では、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６処理により、
ＢＩＤが活性化され、抗アポトーシスＢｃｌ－２タンパク質が下方制御され（図８Ａ）、
それにより、ミトコンドリアから細胞質ゾルへのチトクロムｃの放出が誘発された（図８
Ｂ）。Ｂａｘは通常、無処理の細胞の細胞質ゾルとミトコンドリアのどちらにも存在する
。しかし、細胞をＧｒＢ／４Ｄ５／２６で処理すると、Ｂａｘは細胞質ゾルでは減少し、
ミトコンドリアでは増加する（図８Ｂ）。以前に記載されている通り、ＧｒＢ／４Ｄ５／
２６を用いて２４時間にわたって処理することにより、ＢＴ４７４　Ｍ１の親細胞とＨＲ
細胞のどちらにおいてもミトコンドリア経路が活性化されるが、この活性化はＬＲ細胞で
は遅延することが示された。
【０１８０】
　Ｈｅｒ関連シグナル伝達経路およびＥＲ関連シグナル伝達経路に対するＧｒＢ融合物の
影響。処理後、細胞溶解物を、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを認識する抗体およびリン酸化（ｐ）－
ｍＴＯＲ（Ｓ２４４８）を認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ、Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）、ならびにｐ－Ｈｅｒ２／ｎｅｕ（Ｔｙｒ８７７）を
認識する抗体、ｐ－Ｈｅｒ２／ｎｅｕ（Ｔｙｒ１２２１／１２２２）を認識する抗体、Ｅ
ＧＦ受容体を認識する抗体、ｐ－ＥＧＦ受容体（Ｔｈｒ８４５）を認識する抗体、Ｈｅｒ
３を認識する抗体、ｐ－Ｈｅｒ３（Ｔｙｒ１３２８）を認識する抗体、ＩＧＦ１受容体を
認識する抗体、ｐ－ＩＧＦ１受容体（Ｔｙｒ　１１６５／１１６６）を認識する抗体、Ｅ
Ｒを認識する抗体、ＰＲを認識する抗体、Ａｋｔを認識する抗体、ｐ－Ａｋｔを認識する
抗体、ＥＲＫを認識する抗体、ｐ－ＥＲＫ（Ｔｈｒ　１７７／Ｔｈｒ１６０）を認識する
抗体、ＰＴＥＮを認識する抗体、ＰＩ－９を認識する抗体、およびβ－アクチンを認識す
る抗体（全てＳａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｏｎｏｌｏｇｙ）を用いてウエスタ
ンブロット法によって分析した。化学発光の増強によって免疫反応性タンパク質を可視化
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【０１８１】
　本発明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ１親細胞および耐性バリアントにおけるＨｅｒ関連シグ
ナル伝達事象およびＥＲ関連シグナル伝達事象に対する構築物の機構的な影響を検査した
。図１５に示されている通り、ハーセプチンに対して耐性の細胞ではＨｅｒファミリー受
容体の活性が増強したが、プロゲステロン受容体（ＰＲ）およびＰＩ－９のレベルは低下
した。対照的に、ＬＲ細胞では、Ｈｅｒファミリー受容体の活性が全体的に下方制御され
たが、ＥＲ、ＰＲ、およびＰＩ－９は高レベルであった。
【０１８２】
　ＧｒＢ／４Ｄ５またはＧｒＢ／４Ｄ５／２６を用いて処理した細胞では、これらのシグ
ナル伝達経路に対する影響が実証され、これは、本発明者らが観察した細胞傷害性の結果
に対応する（図９）。ＧｒＢ／４Ｄ５／２６を用いて処理することにより、Ｈｅｒ２／ｎ
ｅｕシグナル伝達カスケードにおける重大な事象であるＨｅｒ２／ｎｅｕおよびその下流
の分子であるＡｋｔ、ｍＴＯＲおよびＥＲＫのリン酸化が著しく阻害された。対照的に、
ＧｒＢ／４Ｄ５では、これらの経路に対して比較的低い影響が示された。本発明者らは、
全ての細胞でＥＲレベルの低下を観察した。他の研究者からの証拠により、ラパチニブを
用いてＥＲ陽性細胞株およびＨｅｒ２／ｎｅｕ陽性細胞株におけるＥＲ経路の上方制御に
より、脱出／生存経路が創出されることが実証されているが（Ｗａｎｇら、２０１１年；
Ｌｉｕら、２００９年）、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６は、これらの細胞におけるシグナル伝達
経路の全てを不活化することができると思われる。本発明者らは、ＬＲ細胞に対するＧｒ
Ｂ／４Ｄ５／２６のシグナル伝達の影響が親細胞またはＨＲ細胞と比較して遅延すること
も観察し、これは、ＬＲ細胞に関して観察されたアポトーシスによる細胞死の結果と一致
した。特に、この耐性株ではＰＩ－９のｍＲＮＡおよびタンパク質レベルが上昇したが、
親細胞またはＨＲ細胞では上昇しなかった（図１５および１６）。総合すると、これらの
結果により、ＥＲ経路の活性化により、ＰＩ－９の発現が上方制御され、これにより、親
細胞と比較してＧｒＢ／４Ｄ５／２６活性のわずかな阻害およびアポトーシスによる細胞
死の遅延がもたらされることが示唆される。
【０１８３】
　本発明者による調査により、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６融合物が、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ陽性細
胞に対して、それが従来のＨｅｒ２／ｎｅｕ治療剤であるハーセプチンおよびラパチニブ
に対する耐性を獲得した細胞であっても、ＧｒＢ／４Ｄ５構築物よりも細胞傷害性である
ことが示唆される。細胞傷害性の結果は、シグナル伝達に対して観察された影響と同時に
起こり、これらの経路をモニタリングすることが薬効のモニタリングとして有用であり得
る。
【０１８４】
　ＭＤＲ－１発現細胞に対するＧｒＢ／４Ｄ５／２６の影響。多剤耐性（ＭＤＲ）は、種
々の理由から生じる現象である。ＭＤＲの最も特徴付けられている原因は、Ｐ－糖タンパ
ク質（Ｐｇｐ）として公知の１７０ｋＤａの膜糖タンパク質の過剰発現である。ＭＤＲ－
１が発現しているＨｅｒ２／ｎｅｕ陽性細胞に対するＧｒＢに基づく融合物の影響を検証
するために、本発明者らは、プラスミドｐＨａＭＤＲ１を親のＢＴ４７４　Ｍ１細胞にト
ランスフェクトすることによってＢＴ４７４　Ｍ１　ＭＤＲ－１細胞を生成した。表１３
に示されている通り、親細胞と比較して、ＢＴ４７４　Ｍ１　ＭＤＲ－１では、タキソー
ルに対して２０９倍の耐性、およびビンブラスチンに対して８９倍の耐性が示された。し
かし、本発明者らは、ＭＤＲ－１細胞のＧｒＢ／４Ｄ５構築物とＧｒＢ／４Ｄ５／２６構
築物に対する交差耐性を観察することはできなかった。したがって、ＧｒＢに基づく融合
構築物により、標的細胞に対して、それが化学療法剤に対する獲得耐性を有する細胞であ
っても、広範囲の細胞傷害性が実証される。
【０１８５】
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【表１３】

【０１８６】
　異種移植片モデルにおけるＧｒＢ／４Ｄ５／２６融合物の抗腫瘍活性。本発明者らは、
ＢＡＬＢ／ｃヌードマウスを使用して、全身投与後の侵襲性乳がんに対するＧｒＢ／４Ｄ
５／２６のｉｎ　ｖｉｖｏにおける影響を評価した。各マウスに、ＢＴ４７４　Ｍ１細胞
１×１０７個を右側の側腹部に注射する２週間前に開始して、３ｍｇ／ｋｇのエストラジ
オールシピオネートを週に１回、皮下注射した（Ｊｅｒｏｍｅら、２００６年；Ｇｕｌｌ
ｙら、２０１０年）。細胞を接種した後３日目に、マウスに食塩水またはＧｒＢ／４Ｄ５
／２６（４４ｍｇ／ｋｇ）のいずれかを、１週間当たり５回、２週間にわたって静脈（尾
静脈）内注射した。さらに５０日にわたって動物をモニタリングし、腫瘍を測定した（カ
リパス）。食塩水と比較して、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６により、観察した５０日にわたって
腫瘍の進行が著しく遅くなった（図１０Ａ）。この用量ではＧｒＢ／４Ｄ５／２６のマウ
スに対する明白な毒作用はなく、これにより、このスケジュールにおける最大耐量には達
していなかったことが示唆される。
【０１８７】
　最後に、本発明者らは、ＢＴ４７４　Ｍ１腫瘍を有するマウスに投与した後のＧｒＢ／
４Ｄ５／２６の局在化を決定した。生理食塩水またはＧｒＢ／４Ｄ５／２６を最後に注射
した２４時間後に、マウスを屠殺し、切片スライドのための調製において腫瘍試料をすぐ
に凍結させた。試料スライドを、抗ＧｒＢ抗体（ＦＩＴＣと結合体化した二次抗体）また
は末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ媒介性ニック末端標識（ＴＵＮＥＬ）
反応混合物のいずれかと一緒に、ならびに抗マウスＣＤ３１抗体（フィコエリトリンと結
合体化した二次抗体）と一緒にインキュベートし、さらにＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２を用
いた核対比染色に供した。免疫蛍光観察をＺｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｐｌａｎ　２　ｉｍａｇ
ｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ）の下で実施した。
【０１８８】
　免疫蛍光染色により、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６が直ちにかつ特異的に腫瘍組織に局在した
ことが確認された（図１０Ｂ）。この観察により、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６により、Ｈｅｒ
２／ｎｅｕを過剰発現している腫瘍細胞をｉｎ　ｖｉｖｏにおいて有効に標的することが
でき、観察可能な毒性がない状態で有意な腫瘍の成長抑制効果を実証できることがさらに
示唆された。腫瘍組織の核をＴＵＮＥＬで染色することにより（図１０Ｃ）、ＧｒＢ／４
Ｄ５／２６処理群では腫瘍組織がアポトーシス核を示したことが明白に実証された。さら
に、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６の腫瘍内分布は、主に広範囲にわたるアポトーシス応答を伴う
領域に集中すると思われた（図１０ＢのＧｒｂ／４Ｄ５／２６の分布と図１０ＣのＴＵＮ
ＥＬ染色を比較されたい）。
【０１８９】
　これらの試験では、本発明者らは、ヒトＧｒＢをアポトーシス誘導エフェクターとして
含有する新規のヒト抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕ免疫毒素を構築した。ＧｒＢは、一部において、
このセリンプロテアーゼが多様かつ周知の細胞傷害性作用の機構を発揮するので、標的化
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治療適用のための理想的なペイロードであると思われる（ＴｒａｐａｎｉおよびＳｕｔｔ
ｏｎ、２００３年；ＣｈｏｗｄｈｕｒｔｙおよびＬｉｅｂｅｒｍａｎ、２００８年）。興
味深いことに、この試験により、カスパーゼ活性化の阻害剤の構築物の全体的な細胞傷害
性に対する影響はわずかであることが見いだされ、これは、この分子によって活性化され
るアポトーシス促進性の経路が多数、重複して存在することの証拠になり、また、これに
より、このクラスの薬剤に対する耐性の出現は生物学的な展望から難しい可能性があるこ
とが示唆される。
【０１９０】
　名目上の細胞傷害性プロセスでは、ＧｒＢは、パーフォリン媒介性膜貫通ポアの作用に
よって標的細胞に直接浸透する。このプロセスは、リソソーム区画を迂回し、それにより
、ＧｒＢが細胞質ゾル基質に直接接近することが可能になる（Ｍｏｔｙｋａら、２０００
年）。抗体に媒介される事象によるＧｒＢの内部移行により腫瘍細胞特異性がもたらされ
るが、Ｈｅｒ２／ｎｅｕの場合では、内部移行はリソソーム区画を通って進行する可能性
が高い。本発明者の最適な構築物に関して、本発明者らは、２６残基の融合性ペプチドを
含めた。中性のｐＨでは、このペプチドはランダムな立体配置を有するが、酸性リソソー
ム条件下では、このペプチドは、両親媒性へリックスであると仮定され、それにより、リ
ソソーム膜が破壊され、融合構築物の細胞質ゾルへの送達を改善することが可能になる（
Ｔｕｒｋら、２００２年）。
【０１９１】
　Ｄａｌｋｅｎら（２００６年）により、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とする融合構築物Ｇｒ
Ｂ／ＦＲＰ５の構築および生物活性が記載された。この薬剤は、標的細胞に対して特異的
に細胞傷害性であり、ＩＣ５０値がｎＭ以下の範囲であるが、細胞傷害活性は、リソソー
ム向性薬剤（ｌｙｓｏｍｏｔｒｏｐｉｃ　ａｇｅｎｔ）であるクロロキンの添加に依存的
であることが示された。クロロキンの不在下では、薬剤の細胞傷害性は１０～３００分の
１に低下し、したがって、構築物が主にリソソーム区画内に隔離され、アポトーシスのカ
スケード機構を活性化するためには利用可能でなくなっている可能性があることが示唆さ
れる。融合性のｐＨ感受性ペプチド２６を本発明者の構築物に組み込むことにより、Ｇｒ
Ｂ融合物の活性を増強するためのリソソーム向性薬剤の必要性が回避されると思われ、ま
た、これにより、細胞内により高い濃度の標的タンパク質がもたらされた。このペプチド
の使用には、ＧｒＢ成分の酵素活性に対する影響もなく、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ受容体への４
Ｄ５の結合活性に対する影響もないと思われた。最後に、２６成分が存在することにより
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける抗原陰性細胞に対する構築物の非特異的毒性の増強もなく、
本発明者の異種移植片試験における静脈内投与中の構築物の明らかな毒性の増加もないと
思われた。
【０１９２】
　抗腫瘍有効性試験により、ＢＴ４７４　Ｍ１異種移植片モデルにおいて、総用量が４４
ｍｇ／ｋｇのＧｒＢ／４Ｄ５／２６が有効であったことが実証された。この用量は、約１
４０ｍｇ／ｍ２の総用量に変換される。Ｔ－ＤＭ１結合体の臨床的な用量レベルはおよそ
３．６ｍｇ／ｋｇ（約２８０ｍｇ／ｍ２）であり、これは、本発明者が外挿したＧｒＢ構
築物についての臨床的な用量よりもおよそ２倍高い。本発明者の試験により、処置スケジ
ュールの間に死亡または体重減少はなかったことが実証され、これにより、この薬剤の安
全性および忍容性が示唆される。本発明者らにより腫瘍異種移植片の完全な退縮は観察さ
れなかったが、代替のスケジュールまたは高用量を使用する必要がある。
【０１９３】
　Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とする治療剤であるハーセプチンおよびラパチニブのがん処置
における転帰は有意に改善されたものであるが、それらの使用は耐性および忍容性の問題
によって限定される（ＧａｒｒｅｔｔおよびＡｒｔｅａｇａ、２０１１年；Ｂｅｄａｒｄ
ら、２００９年）。機能付与したＧｒＢ融合物のＨＲ細胞またはＬＲ細胞に対する細胞傷
害性を評価することにより、重要なステップが示される。本発明者の結果により、ＧｒＢ
／４Ｄ５／２６により、カスパーゼ依存性アポトーシス効果およびカスパーゼ非依存性ア
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ポトーシス効果の結果として、耐性細胞の増殖および生存が阻害されることが示唆された
。さらに、本発明者による細胞のシグナル伝達の調査により、ＧｒＢ／４Ｄ５／２６によ
ってＨｅｒ２／ｎｅｕおよびＥＲファミリーメンバーのリン酸化を効率的に下方制御し、
それにより、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路とＲａｓ／ＥＲＫ経路の両方の阻害をもたらすことが
できることが示された。
【０１９４】
　治療剤の群に影響を及ぼす多剤耐性機構の発生は、がん処置における応答の低下を生じ
る中心的な問題であることが示されている（Ｓｚａｋａｃｓら、２００６年；Ｈｉｌｇｅ
ｒｏｔｈら、２０１２年）。ＭＤＲ表現型の出現も、ＡＤＣの適用に関する重大な問題で
あり得る（ＨｕｒｖｉｔｚおよびＫａｋｋａｒ、２０１２年；ＭｕｒｐｈｙおよびＭｏｒ
ｒｉｓ、２０１２年）。Ｋｏｖｔｕｎらによる試験（２０１０年）により、ＰＥＧに基づ
く親水性リンカーを利用するＡＤＣにより、ＭＤＲ－１発現細胞において、Ｔ－ＤＭ１に
見いだされる非極性リンカーＳＭＣＣを有する同様の結合体よりも大きな保持が示される
ことが報告された。したがって、ＭＤＲの出現により、抗体から細胞内に放出された際に
遊離した薬物が流出することに起因して、Ｔ－ＤＭ１に対する交差耐性が生じ得る。対照
的に、現行の試験により、ＭＤＲの発現によってＧｒＢに基づく融合構築物に対する交差
耐性は生じないことが実証されており、これは従来のＡＤＣ手法に対する重要な利点であ
ると思われる。
【０１９５】
　唯一のヒトＧｒＢの細胞内阻害剤は核細胞質セルピン、ＰＩ－９である。ＰＩ－９は、
ＧｒＢ媒介性アポトーシスからの自己保護のために、リンパ球、樹状細胞および肥満細胞
において内因的に発現されることが見いだされている（ＴｒａｐａｎｉおよびＳｕｔｔｏ
ｎ、２００３年；ＣｈｏｗｄｈｕｒｙおよびＬｉｅｂｅｒｍａｎ、２００８年）。これに
より、がん細胞における内在性ＰＩ－９のレベルによって本発明者の標的分子のＧｒＢ活
性が阻害される可能性があることが示唆され得る。しかし、本発明者の試験では、Ｈｅｒ
２／ｎｅｕ陽性細胞におけるＰＩ－９のレベルとＧｒＢ／４Ｄ５／２６に対する細胞の感
受性の間にいかなる関係も示されなかった。
【０１９６】
　本発明者らは、ラパチニブ耐性細胞に対するＧｒＢ感受性を検査し、これらの細胞では
ＧｒＢ／４Ｄ５／２６のＩＣ５０にわずかな（２倍）増加が示されることが見いだされた
。これは、アポトーシスの遅延を導くＰＩ－９の上方制御と同時に起こった。この上方制
御は、ラパチニブ耐性によって誘導されるＥＲ経路の変化の間接的な結果であり得る。し
たがって、脱出経路としてＥＲ経路の上方制御が起こり得るＥＲ陽性かつＨｅｒ２陽性で
ある細胞株では、内在性ＧｒＢ阻害剤であるＰＩ－９が上方制御されてＧｒＢ活性が阻害
される可能性がある。
【０１９７】
　結論として、前述の試験により、ｐＨ感受性融合性ペプチド２６をエンドソーム溶解性
ドメインとして使用した、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的とする機能付与した新規のＧｒＢ融合
構築物により、ＧｒＢの細胞質内への放出が効率的に促進され、それにより、Ｈｅｒ２／
ｎｅｕ陽性がん細胞のアポトーシスによる細胞死がもたらされることが実証される。この
融合性ペプチドは、パーフォリンまたはクロロキンを必要とせずにＧｒＢに誘導されるア
ポトーシスを試験するために有用であり得る。さらに、当該試験により、ラパチニブまた
はトラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））のいずれかに対して高度に耐性で
ある腫瘍細胞、および化学療法剤に対して耐性であるＭＤＲ－１を発現している細胞はＧ
ｒＢに基づく融合タンパク質に対する交差耐性を有さないことが実証された。ＬＲ細胞に
おけるＰＩ－９発現の誘導によりＧｒＢ／４Ｄ５／２６のアポトーシス性の細胞傷害性が
遅延するが、耐性細胞はラパチニブに対して２００倍超耐性であるという事実にもかかわ
らず、この薬剤のＩＣ５０値は親細胞よりも２倍大きいだけである。
【０１９８】
　（実施例１２）
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　切断可能なカルボキシル末端ＧｒＢ融合物の構築
　ＧｒＢコード配列に対してＮ末端側に位置する標的化ポリペプチドを含むＧｒＢ融合構
築物を構築した。生じた融合タンパク質を操作して、プロテアーゼによる切断後に活性な
ＧｒＢ酵素（すなわち、アミノ末端に遊離したイソロイシンを有する）を放出するような
プロテアーゼ切断部位を含める。
【０１９９】
　試験した最初の構築物には、標的化部分（例えば、抗体）＋カスパーゼにより切断可能
なペプチド＋グランザイムＢ（「挿入物」）が含まれた。Ｇ４Ｓリンカーまたは２１８リ
ンカーなどのリンカーも、標的化部分と切断可能なペプチドの間に組み込むことができる
。特に興味深いカスパーゼにより切断可能なペプチド配列の１つはＹＶＤＥＶＤ↓（配列
番号２５；その後にＧｒＢアミノ酸配列が続いてよい）であり、「↓」は切断部位を示す
。いくつかの態様では、カスパーゼ－３による切断可能なペプチドを、別のカスパーゼま
たはフューリンなどの異なるプロテアーゼによって切断可能なペプチドで置換することが
できる。
【０２００】
　最初の試験構築物に関しては、抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕ　ｓｃＦｖ　４Ｄ５配列をヒトＩｇ
Ｇ１フレームワークに移植して「４Ｄ５－ＩｇＧ１」ベース構築物を生成した。この移植
された抗体を、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）と比較したＨｅｒ２　ＥＣＤに対する親
和性の試験に供した。図１７に示されているこれらの試験により、２つの抗体が同様の標
的親和性を示すことが確認される。４Ｄ５－ＩｇＧ１ベースを使用して、いくつかのＧｒ
Ｂ融合タンパク質を生成し、適切な細胞株に対する細胞傷害活性について試験した。産生
した構築物は以下の通りであった：
　４Ｄ５－Ａｃ　－　４Ｄ５－ＩｇＧ１重鎖とＧｒＢのＮ末端を、４Ｄ５重鎖とＧｒＢが
、上記のカスパーゼにより切断可能なリンカーによって隔てられるように融合した。この
場合、ＧｒＢコード配列は、Ｎ５１Ｓ点変異およびＣ２１０Ａ点変異を含み、Ｃ末端のＩ
ＮＦ７トランスロケーションペプチドに含まれた。したがって、当該構築物の重鎖は、Ｎ
からＣ末端までに、４Ｄ５ＩｇＧ１重鎖－カスパーゼにより切断可能なリンカー－ＧｒＢ
－ＩＮＦ７を含む（例えば、図１８の左下のパネルを参照されたい）。
【０２０１】
　４Ｄ５－ＡｆＮＩ　－　４Ｄ５－ＩｇＧ１重鎖とＧｒＢのＮ末端を、４Ｄ５重鎖とＧｒ
Ｂが、フューリンにより切断可能なリンカーによって隔てられるように融合した。ＧｒＢ
コード配列は、Ｎ５１Ｓ点変異およびＣ２１０Ａ点変異を含む。したがって、当該構築物
の重鎖は、ＮからＣ末端までに、４Ｄ５ＩｇＧ１重鎖－フューリンにより切断可能なリン
カー－ＧｒＢを含む（例えば、図１８の左下のパネルを参照されたい）。
【０２０２】
　４Ｄ５－ＢｆＮＩ　－　４Ｄ５－ＩｇＧ１軽鎖とＧｒＢのＮ末端を、４Ｄ５軽鎖とＧｒ
Ｂがフューリンにより切断可能なリンカーによって隔てられるように融合した。ＧｒＢコ
ード配列は、Ｎ５１Ｓ点変異およびＣ２１０Ａ点変異を含む。したがって、当該構築物の
軽鎖は、ＮからＣ末端までに、４Ｄ５ＩｇＧ１軽鎖－フューリンにより切断可能なリンカ
ー－ＧｒＢを含む（例えば、図１８の右上のパネルを参照されたい）。
【０２０３】
　４Ｄ５－ＡｅａｆＮＩ　－　４Ｄ５－ＩｇＧ１重鎖とＧｒＢのＮ末端を、４Ｄ５重鎖と
ＧｒＢが、上記のカスパーゼにより切断可能なリンカーよって隔てられるように融合した
。この場合、ＧｒＢコード配列は、Ｋ２７ＥおよびＲ２８Ａに加えて、Ｎ５１Ｓ点変異お
よびＣ２１０Ａ点変異を含む。したがって、当該構築物の重鎖は、ＮからＣ末端までに、
４Ｄ５ＩｇＧ１重鎖－カスパーゼにより切断可能なリンカー－ＧｒＢを含む（例えば、図
１８の左下のパネルを参照されたい）。
【０２０４】
　ＩｇＧ－Ａｃ　－　マウス抗Ｈｅｒ２　ＩｇＧ１重鎖とＧｒＢのＮ末端を、４Ｄ５重鎖
とＧｒＢが、上記のカスパーゼにより切断可能なリンカーによって隔てられるように融合
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した。この場合、ＧｒＢコード配列は、Ｎ５１Ｓ点変異およびＣ２１０Ａ点変異を含み、
Ｃ末端のＩＮＦ７トランスロケーションペプチドに含まれた。したがって、当該構築物の
重鎖は、ＮからＣ末端までに、マウスＩｇＧ１重鎖－カスパーゼにより切断可能なリンカ
ー－ＧｒＢ－ＩＮＦ７を含む（例えば、図１８の左下のパネルを参照されたい）。
【０２０５】
　上記の構築物を、哺乳動物細胞において、重鎖抗体ポリペプチドおよび軽鎖抗体ポリペ
プチド（またはその融合物）が分泌されるように配置したバイシストロン性の発現ベクタ
ーから発現させた。組み立てられた抗体融合構築物を細胞培地から精製した。次いで、こ
れらの構築物を、細胞傷害活性についてＨｅｒ２発現ＳＫＢＲ３細胞または対照ＭＣＦ－
７細胞（Ｈｅｒ２を発現しない）と比較して試験した。これらの試験の結果（以下の表１
４に示す）により、ＧｒＢ融合物抗体の全てが堅固な細胞傷害活性を示し、ＩＣ５０がＨ
ｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）と比較して少なくとも４分の１未満であることが実証され
る。
【０２０６】

【表１４】

【０２０７】
　ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖとのＧｒＢ融合物を用いて追加的な試験を行った。これらの試験に
ついては、構築物「ＨＣＢ」（ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ－Ｇ４Ｓ－ＹＶＤＥＶＤ（配列番号２
５）－ＧｒＢ）の細胞傷害性を対照構築物「ＷＨ」（ＧｒＢ－Ｇ４Ｓ－ＩＮＦ７－ＨＭＥ
Ｌ　ｓｃＦｖ）と比較し、「ＨＮＢ」（ＨＭＥＬ　ｓｃＦｖ－Ｇ４Ｓ－ＧｒＢ）をＡＡＢ
５２７細胞とＭＥＦ３．５－／－細胞とで比較した（図１９、構築物概略図についての下
のパネルを参照されたい）。図１９に示されているこれらの試験の結果により、予測通り
、いずれの構築物も、標的受容体を欠く細胞と比較して有意な活性を有さないことが実証
される（右側のパネルのグラフ）。対照的に、ＷＨ構築物およびＨＣＢ構築物のみが、Ａ
ＡＢ５２７細胞と比較して有意な活性を有し、これにより、細胞傷害活性のためにはＧｒ
Ｂが特異的に切断されて活性型になることが必要であることが示される。さらなる試験を
行って、重鎖ＧｒＢ融合物と軽鎖ＧｒＢ融合物の両方を含む構築物を試験する。
【０２０８】
　（実施例１３）
　Ｆｃと融合したｓｃＦｖ領域を含むＧｒＢ融合構築物
　ｓｃＦｖ領域ならびに抗体Ｆｃドメインを含む別のＧｒＢ融合構築物を設計し、構築し
た。これらの構築物に関しては、ＧｒＢを、抗体配列に対してＮ末端側に位置するように
またはＣ末端において融合することができる（上記の通り切断可能なリンカーによって）
。したがって、構築物は、一般構造ＧｒＢ－Ｆｃ－ｓｃＦｖ（例えば、図１８の右下のパ
ネルを参照されたい）またはｓｃＦｖ－Ｆｃ－切断可能なリンカー－ＧｒＢを含んでよい
。
【０２０９】
　この配置の最初の試験として、ＧｒＢ－Ｆｃ－ＩＴ４（ｓｃＦｖ）を含む構築物を産生
した。具体的には、ＩＴ４　ｓｃＦｖは、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー、メン
バー１２Ａ（ＴＮＦＲＳＦ１２Ａ）遺伝子の産物を標的とするものであり、参照により本
明細書に組み込まれるＺｈｏｕら、２０１１年において以前に記載されている。当該構築
物によって生じる融合タンパク質の配列は配列番号４５として提供される。当該構築物を
上記に詳述されるように発現させ、精製し、細胞株のパネルに対する活性について試験し
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た（ＧｒＢ単独対照を使用して）。以下の表１５に示されている結果により、構築物が高
度に活性であり、ＩＣ５０測定値が３までの低さであることが実証された。
【０２１０】
【表１５】

【０２１１】
　（実施例１４）
　追加的なＧｒＢ－ＶＥＧＦ融合構築物を用いた試験
　追加的な試験を行って、ＶＥＧＦ標的化部分と融合した種々のＧｒＢ変異体の血清の安
定性および細胞傷害性を試験した。試験した構築物は以下の通りであった：ＧｒＢ／ＶＥ
ＧＦ１２１；ＥＡ－ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２１（Ｋ２７Ｅ点変異、Ｒ２８Ａ点変異を有する
ＧｒＢ変異体）；ＬＡ－ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２１（Ｋ２７Ｌ点変異、Ｒ２８Ａ点変異を有
するＧｒＢ変異体）；ＥＡＰＶＰＮ－ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２１（野生型ＧｒＢの８２ＰＫ
Ｎ８４ループがＰＶＰＮに変異、Ｋ２７Ｅ点変異、Ｒ２８Ａ点変異を含む）；ＰＶＰＮ－
ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２１（野生型ＧｒＢの８２ＰＫＮ８４ループがＰＶＰＮに変異）；Ｌ
Ｐ－ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２１（ＧｒＢ　Ｎ末端のすぐ上流にＨｉｓタグ、トロンビン切断
部位およびカスパーゼ－３の切断部位（ＤＥＶＤ）の付加）。これらの構築物を、血清（
ＦＢＳ）中で４時間インキュベートした後、またはＰＢＳ中で４時間インキュベートした
後、酵素活性について試験した。これらの試験の結果が以下の表１６に示されている。こ
れらの試験により、「ＥＡ」変異と「ＬＡ」変異はどちらも、血清中でインキュベートし
た後に対照構築物よりも有意に大きい活性を残すことができることが示された。
【０２１２】
　同じ構築物を、血清（ＦＢＳ）中またはＰＢＳ中で４時間インキュベートした後、細胞
傷害活性について試験した。これらの試験の結果が表１７に示されている。これらのデー
タにより、血清中でインキュベーションした後でさえも、「ＥＡ」変異体標的化構築物お
よび「ＬＡ」変異体標的化構築物のどちらにも、標的細胞に対する高度な活性および特異
性が残っていることが実証された。しかし、重要なことに、ＬＰ－ＧｒＢ／ＶＥＧＦ１２

１構築物にも、血清に曝露した後でさえ高度な活性が残っていた。この構築物は、カスパ
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ーゼによる切断によってＧｒＢ酵素活性が活性化される細胞取り込み時まで不活性である
という事実によって保護されたと仮定される。
【０２１３】
【表１６】

【０２１４】

【表１７】

【０２１５】
　本明細書において開示され、特許請求されている方法は全て、本開示に照らして、過度
な実験を伴わずに行い、実行することができる。本発明の組成物および方法は好ましい実
施形態に関して記載されているが、本明細書に記載の方法および方法のステップまたは一
連のステップに、本発明の概念、主旨および範囲から逸脱することなく変形を適用するこ
とができることが当業者には明らかになろう。より詳細には、化学的にかつ生理的に関連
するある特定の薬剤で本明細書に記載の薬剤を置換することができるが、同じまたは同様
の結果が達成されることが明らかになろう。当業者に明らかであるそのような同様の置換
および改変は全て、添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の主旨、範囲および
概念に入るとみなされる。
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　参考文献
　以下の参考文献は、本明細書に記載のものを補充する例示的な処置上のまたは他の詳細
を提供する限りでは具体的に参照により本明細書に組み込まれる。
【０２１７】
【化１】

【０２１８】
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