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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　構造が式Iで表されることを特徴とする抗体-薬物抱合体またはその薬学的に許容される
塩
【化１】

　（ここで、Abは前記抗体である。
　Lは、なし又は前記抗体と後記薬物とを連結するリンカーである。
　Dは、腫瘍細胞を抑制する小分子薬物である。
　nは、前記抗体-薬物抱合体における前記薬物の平均抱合数で、かつ1.8≦n≦2である。
　「－」は結合である。)
であって、
　前記抗体-薬物抱合体の軽鎖定常領域にEKHモチーフが含まれ、かつ前記薬物分子が前記
モチーフのリシン（K）部位に連結し、
　前記抗体は、ペルツズマブまたはそのバイオシミラーであることを特徴とする、抗体-
薬物抱合体又はその塩。
【請求項２】
　Dの構造が、下記式IIで表されることを特徴とする、請求項1に記載の抗体-薬物抱合体
又はその塩；
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【化２】

　（式IIにおいて、YはO、またはNHである。
　波線はLとの連結部位を表す。
　XはCH2N3または

【化３】

である。）。
【請求項３】
　構造が、式IIIで表されることを特徴とする請求項1に記載の抗体-薬物抱合体又はその
塩；

【化４】

　（式IIIにおいて、前記L1-L2の構造はL-1、L-2、およびL-3からなる群から選ばれる。

【化５】

　ここで、L21、L22、L23は独立にVal-Cit、-(CH2)n-, -(CH2CH2O)n-、Ala-Ala-Asn、ま
たはこれらの組み合わせからなる群から選ばれるリンカーである。
　Ab、D、nは前記の通りである。
　波線は抗体との連結部位を表す。）。
【請求項４】
　ZV0201、ZV0202、ZV0203、ZV0204、ZV0205、ZV0230 、ZV0207、ZV0231、ZV0232からな
る群から選ばれることを特徴とする、請求項1に記載の抗体-薬物抱合体又はその塩；
　（ここで、抱合体ZV0203の構造は以下に示す。
【化６】

　抱合体ZV0230の構造は以下に示す。
【化７】

　抱合体ZV0201の構造は以下に示す。
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【化８】

　抱合体ZV0207の構造は以下に示す。

【化９】

　抱合体ZV0231の構造は以下に示す。
【化１０】

　抱合体ZV0232の構造は以下に示す。
【化１１】

　抱合体ZV0202の構造は以下に示す。
【化１２】

　抱合体ZV0204の構造は以下に示す。

【化１３】

　抱合体ZV0205の構造は以下に示す。

【化１４】

【請求項５】
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　前記抗体の重鎖可変領域の配列は配列番号30～57から選ばれ、及び/または、前記抗体
の軽鎖可変領域の配列は配列番号1～28からなる群から選ばれる、ことを特徴とする請求
項1に記載の抗体-薬物抱合体又はその塩。
【請求項６】
　請求項1に記載の抗体-薬物抱合体又はその塩と、薬学的に許容される担体とを含むこと
を特徴とする薬物組成物。
【請求項７】
　抗腫瘍の薬物の製造に用いられることを特徴とする、請求項1に記載の抗体-薬物抱合体
又はその塩の使用。
【請求項８】
　請求項1に記載の抗体-薬物抱合体又はその塩を製造する方法であって、
抗体および遊離のリンカーを含む薬物分子を含む反応系を調製した後、抱合反応を行うこ
とによって、前記抗体-薬物抱合体を得る工程を含み、
　前記反応系のpHは、6.5～8.0であることを特徴とする、製造方法。
【請求項９】
　前記反応系のpHは、6.8～7.8であることを特徴とする、請求項８に記載の製造方法。
【請求項１０】
　前記反応系のpHは、6.8～7.2であることを特徴とする、請求項８に記載の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物医薬の分野に関し、具体的に、抗HER2抗体-薬物抱合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　受容体チロシンキナーゼのHERファミリーは細胞の生長、分化および生存における重要
な媒介である。当該受容体ファミリーは、HER1（EGFRまたはErbB1）、HER2（ErbB2または
p185neu）、HER3（ErbB3）およびHER4（ErbB4またはtyro2）といった4つの異なるメンバ
ーを含む。
【０００３】
　HER2自身以外、特異的配位子がEGFR、HER3およびHER4の外部機能領域に結合すると、同
種二量体または異種二量体のキナーゼ活性を有する抱合体を形成させ、この抱合体におい
てHER2は主要な一部である。HER2は直接HER活性化配位子と相互作用しないが、そのキナ
ーゼはHER2を含む異種二量体にシグナルを伝達させ、かつ配位子のEGFRまたはHER3への結
合の親和性を増加させる。HER2二量体の形成は一連の細胞における過程を引き起こし、最
終的に細胞の移動、細胞の生存率と増殖、および抗アポトーシス活性の増加につながる。
【０００４】
　癌標的治療の発展の過程において、一つの成功した策略は、モノクローナル抗体（mono
clonal antibodies、mAb）を利用して腫瘍細胞の表面の抗原決定基を標的とすることによ
って、癌細胞を殺滅するものである。この原理によって、抗体を利用して腫瘍細胞の表面
のHER2抗原を標的として癌細胞を殺滅することができる。トラスツズマブ(Trastuzumab、
Herceptin)は一つのヒト化の抗HER2モノクローナル抗体で、HER2細胞の表面のIV領域に結
合し、化学療法の薬物と併用してHER2陽性の乳癌の治療に使用される。しかし、臨床では
トラスツズマブを含む治療方法は、特にHER2陽性の癌細胞がトラスツズマブに応答しなく
なるか、または応答が劣る場合、非常に限られている。よって、HER2陽性の悪性腫瘍に対
する新しい治療法を探し始めた。
【０００５】
　癌細胞抗原に対する新しい特異的治療方法は抗体を媒体とし、毒性小分子を担持して癌
細胞に入った後、解離した小分子で癌細胞を殺滅するものである。T-DM1（Trastuzumab-M
CC-DM1）は初めて固形腫瘍に使用された抗体-薬物抱合体（Antibody-drug conjugates、A
DC）で、HER2陽性の転移性乳癌に対する新しい治療方法でもある。T-DM1は抗チューブリ
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ン機能を有するメイタンシノイド（maytansinoid、DM1）が小さいリンカーであるMCCを通
してトラスツズマブに抱合したものである。T-DM1はトラスツズマブに敏感および不敏感
のHER2陽性腫瘍を抑制することができ、かつ臨床前の毒性学実験で優れた安全性を示した
。
【０００６】
　トラスツズマブ以外、ペルツズマブ（Pertuzumab、Perjeta）もヒト化のHER2特異性の
モノクローナル抗体である。トラスツズマブとの違いは、ペルツズマブがHER2細胞の表面
のII領域に結合することによって、HER2とHERファミリーのほかのメンバーの結合を阻止
することである。ペルツズマブは単独で使用する薬物として、そして化学療法、トラスツ
ズマブおよびT-DM1の併用は、いずれも臨床で抗卵巣癌、非小細胞肺癌、前立腺癌、乳癌
および胃癌の作用を示す。
【０００７】
　従来の抗体のジスルフィド結合の還元またはリシン側鎖アミン基によって薬物モジュー
ルを抗体に連結させると、一般的に、薬物モジュールが抗体における多くの部位に連結す
るため、不均一な抗体薬物混合物が生じる。たとえば、上記のT-DM1では、一つの抗体は
通常0～8個の異なる数の薬物モジュールに連結する。また、抱合数が同様の抱合体でも、
各セブ成分が不均一な混合物になることがあり、ここで、薬物モジュールが抗体における
様々な部位に連結する。分析および製造方法は、抱合反応による不均一な抗体-薬物抱合
体の混合物を分離または特徴付けすることが困難である。
【０００８】
　当業者はより有効な、新しい抗体-薬物抱合体の開発に取り組んでいる。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の目的は、抗HER2抗体-薬物抱合体およびその使用を提供することにある。
【００１０】
　本発明の第一の側面では、式Iで表される構造の抗体-薬物抱合体またはその薬学的に許
容される塩を提供する。
【００１１】

【化１】

【００１２】
　（ここで、Abは前記抗体である。
　Lはなしか、前記抗体と前記薬物を連結するリンカーである。
　Dは腫瘍細胞を抑制する小分子薬物である。
　nは前記抗体に抱合した前記薬物の数である。
　「－」は結合またはリンカーである。)
【００１３】
　もう一つの好適な例において、前記抗体-薬物抱合体の軽鎖定常領域に少なくとも1つの
薬物分子（好ましくは各軽鎖定常領域に1つの薬物分子）が抱合し、かつ前記薬物分子が
前記軽鎖定常領域のリシン部位に連結している。
【００１４】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の軽鎖定常領域がEKHモチーフを含み、かつ前
記薬物分子が前記モチーフのリシン(K)部位に連結している。
【００１５】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の軽鎖定常領域がYEKHKモチーフを含み、かつ
前記薬物分子が前記モチーフの1番目のリシン(K)部位に連結している。
【００１６】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の軽鎖定常領域がADYEKHKモチーフを含み、か
つ前記薬物分子が前記モチーフの1番目のリシン(K)部位に連結している。
【００１７】
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　もう一つの好適な例において、前記薬物分子は腫瘍細胞を抑制する小分子薬物である。
【００１８】
　もう一つの好適な例において、nは前記抗体-薬物抱合体における薬物の平均抱合数で、
好適に1～4、好ましくは1.5～3.5、より好ましくは1.8～2である。
【００１９】
　もう一つの好適な例において、前記抗体は、モノクローナル抗体、抗体断片（Fab、Fab
'、F(ab')2およびFv断片を含む）、ダイアボディ、単一ドメイン抗体、キメラ抗体、ヒト
化抗体、および一本鎖抗体からなる群から選ばれる。
【００２０】
　もう一つの好適な例において、前記抗体は、抗HER2抗体である。
【００２１】
　もう一つの好適な例において、前記抗体は、ペルツズマブまたはそのバイオシミラーで
ある。
【００２２】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の重鎖可変領域の配列は配列番号30～57からな
る群から選ばれる。
【００２３】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の重鎖定常領域の配列は配列番号58で示される
。
【００２４】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の軽鎖可変領域の配列は配列番号1～28からな
る群から選ばれる。
【００２５】
　もう一つの好適な例において、前記抗体の軽鎖定常領域の配列は配列番号29で示される
。
【００２６】
　もう一つの好適な例において、前記薬物は、アプリシアトキシンまたはその誘導体であ
る。
【００２７】
　もう一つの好適な例において、前記軽鎖定常領域が配列番号29で示されるアミノ酸配列
を含み、かつ前記薬物分子が配列番号29で示されるアミノ酸配列の81番目のリシン部位に
連結している。
【００２８】
　もう一つの好適な例において、Dの構造は式IIIで表される。
【００２９】
【化２】

【００３０】
　（式IIにおいて、YはO、またはNHである。
　波線はLとの連結部位を表す。
　XはCH2N3または
【００３１】
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【化３】

【００３２】
である。）
【００３３】
　もう一つの好適な例において、前記抗体-薬物抱合体の構造は式IIIで表される。
【００３４】
【化４】

【００３５】
　（式IIIにおいて、前記L1-L2の構造はL-1、L-2、およびL-3からなる群から選ばれる。
【００３６】
【化５】

【００３７】
　ここで、L21、L22、L23は独立に-(CH2)n-, -(CH2CH2O)n-、Val-Cit、Ala-Ala-Asn、ま
たはこれらの組み合わせからなる群から選ばれるリンカーである。
　Ab、D、nは前記の通りである。
　波線は抗体との連結部位を表す。）
【００３８】
　もう一つの好適な例において、前記抗体-薬物抱合体は、
　ZV0201、ZV0202、ZV0203、ZV0204、ZV0205、ZV0230 、ZV0207、ZV0231、ZV0232からな
る群から選ばれる。
【００３９】
　ここで、抱合体ZV0203の構造は以下に示す。
【００４０】

【化６】

【００４１】
　抱合体ZV0230の構造は以下に示す。
【００４２】
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【化７】

【００４３】
　抱合体ZV0201の構造は以下に示す。
【００４４】
【化８】

【００４５】
　抱合体ZV0207の構造は以下に示す。
【００４６】

【化９】

【００４７】
　抱合体ZV0231の構造は以下に示す。
【００４８】
【化１０】

【００４９】
　抱合体ZV0232の構造は以下に示す。
【００５０】
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【化１１】

【００５１】
　抱合体ZV0202の構造は以下に示す。
【００５２】
【化１２】

【００５３】
　抱合体ZV0204の構造は以下に示す。
【００５４】

【化１３】

【００５５】
　抱合体ZV0205の構造は以下に示す。
【００５６】
【化１４】

【００５７】
　本発明の第二の側面では、本発明の第一の側面に記載の抗体-薬物抱合体と、薬学的に
許容される担体とを含む薬物組成物を提供する。
【００５８】
　本発明の第三の側面では、抗腫瘍の薬物の製造における、本発明の第一の側面に記載の
抗体-薬物抱合体の使用を提供する。
【００５９】
　もう一つの好適な例において、前記腫瘍は、乳癌、胃癌、卵巣癌、肺癌などの癌の種類
を含む。
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【００６０】
　本発明の第四の側面では、腫瘍を治療または予防する方法であって、必要な対象に本発
明の第一の側面に記載の抗体-薬物抱合体、または本発明の第二の側面に記載の組成物を
施用することを含む方法を提供する。
【００６１】
　もう一つの好適な例において、前記対象は哺乳動物で、ヒトを含む。
【００６２】
　本発明の第五の側面では、本発明の第一に記載の抗体-薬物抱合体を製造する方法であ
って、を含む方法を提供する。
【００６３】
　抗体および遊離のリンカーを含む薬物分子を含む反応系を調製した後、抱合反応を行う
ことによって、前記抗体-薬物抱合体を得る工程。
【００６４】
　もう一つの好適な例において、前記反応系のpHは、6.5～8.0、好ましくは6.8～7.8、よ
り好ましくは7.0～7.5、たとえば7.1、7.2、7.3、7.4である。
【００６５】
　もう一つの好適な例において、前記薬物分子が前記抗体の軽鎖定常領域のリシン部位に
連結している。
【００６６】
　もう一つの好適な例において、反応時間は3 h～16 hである。
【００６７】
　もう一つの好適な例において、前記抗体と薬物分子のモル比は、1～2：3～20、好まし
くは、1：6～10である。
【００６８】
　もちろん、本発明の範囲内において、本発明の上記の各技術特徴および下記（たとえば
実施例）の具体的に記述された各技術特徴は互いに組合せ、新しい、または好適な技術方
案を構成できることが理解される。紙数に限りがあるため、ここで逐一説明しない。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】本発明の抗体-薬物抱合体の分析結果を示す。図1Aは抱合していない抗体のHIC分
析結果を、図1BはZV0201のHIC分析結果を、図1CはZV0223のHIC分析結果を、図1DはZV0201
のペプチドマッピング結果を示す。
【図２】親和性検出結果を示す。
【図３】細胞周期抑制実験の結果を示す。
【図４】ADCでマウス体内におけるN87胃癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。
【図５】ADCでマウス体内におけるOE19胃癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。
【図６】ADCでマウス体内におけるSKOV-3卵巣癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示
す。
【図７】ADCでマウス体内におけるBT474乳癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。
【図８】ADCでマウス体内におけるCalu-3肺癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す
。
【図９】本発明のADCの腫瘍体積に対する抑制効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００７０】
　本発明者は幅広く深く研究したところ、抗HER2抗体-薬物抱合体を得たが、実験結果か
ら、前記抗体-薬物抱合体が顕著な抗腫瘍効果を有することが示された。また、本発明は
薬物の製造における前記抗HER2抗体-薬物抱合体の使用、および腫瘍の抑制または予防に
おけるその作用を提供する。
【００７１】
　本発明は、一般的に、抗体-薬物抱合体に関し、より具体的に、治療への使用を有する
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抗体-薬物抱合体に関する。リンカーによって抗HER2抗体と化学療法の薬物または毒素を
抱合させることができる。また、本発明は、抗HER2抗体-薬物抱合体によって哺乳動物の
細胞または関連する病理的状況を治療する方法に関する。
【００７２】
　本発明は、リンカー（L）部分によって、抗体の定常領域の特定のリシンの部位、また
はジスルフィド結合の還元によるシステインに抱合させ、さらに疎水性精製（HIC）によ
って所定部位に所定量で抱合した抗体-薬物抱合体を得る。
【００７３】
　抗体（Ab）はジスルフィド結合の還元によるシステインまたは定常領域の1つの活性化
リシンによってリンカー（L、L1またはL2を含む）を介して薬物モジュール（D）に抱合す
ることによって抗体-薬物抱合体：Ab-（L-D）n（ここで、nは1～4である）を形成する。
本発明は、抗体-薬物抱合体の抱合方法および治療における使用を公開する。
【００７４】
　本発明を説明する前、方法および条件は変更することができるため、本発明は記載され
る具体的な方法および実験条件に限定されないと理解される。また、本明細書で用いられ
る用語は具体的な実施形態の説明だけを目的とし、かつその意図は限定性のものではなく
、本発明の範囲は添付の請求の範囲だけに限定されると理解される。 
【００７５】
　別途に定義しない限り、本明細書で用いられるすべての技術と科学の用語はいずれも本
発明が属する分野の当業者が通常理解する意味と同様である。本明細書で用いられるよう
に、具体的に例示される数値で使用される場合、用語「約」とは当該値が例示される数値
から1％以内で変わってもよい。たとえば、本明細書で用いられるように、「約100」とい
う記述は99と101およびその間の全部の値（たとえば、99.1、99.2、99.3、99.4など）を
含む。 
【００７６】
　本発明の実施またはテストにおいて本発明における記載と類似または等価の任意の方法
と材料を使用することができるが、本明細書で好適な方法と材料が挙げられた。
【００７７】
　本発明は2種類の抱合方法を提供し、毒素小分子を特定のリンカーを介して抗体に抱合
させ、抗体の親和性を変えずに大幅に腫瘍細胞に対する殺傷力を向上させる。
【００７８】
　本明細書で用いられるように、用語「抗体」または「免疫グロブリン」は同様な構造特
徴を持つ、約150000ダルトンのヘテロテトラマーの糖タンパク質で、2つの同じ軽鎖（L）
と2つの同じ重鎖（H）からなるものである。各軽鎖は、重鎖に1つの共有ジスルフィド結
合によって結合しているが、重鎖間のジスルフィド結合の数は、免疫グロブリンのアイソ
タイプによるものである。各重鎖および軽鎖も、それぞれ一定の間隔の鎖内ジスルフィド
結合を有する。各重鎖は、1つの末端に可変領域（VH）を有し、その先に多数の定常領域
を有する。各軽鎖は、一方の末端に可変領域（VL）を有し、他方の末端に定常領域を有す
る。軽鎖の定常領域は重鎖の一つ目の定常領域と、軽鎖の可変領域は重鎖の可変領域と対
向している。特殊なアミノ酸残基が軽鎖と重鎖の可変領域の間に界面を形成している。
【００７９】
　本明細書で用いられるように、用語の「可変」とは、抗体において可変領域のある部分
が配列で異なっており、これによって各特定の抗体のその特定の抗原に対する結合および
特異性が構成されることを指す。しかし、可変性は、均一に抗体の可変領域全体に分布し
ているわけではない。軽鎖と重鎖の可変領域における相補性決定領域 (CDR)または超可変
領域と呼ばれる3つの断片に集中している。可変領域において、比較的に保存的な部分は
、フレームワーク領域 (FR) FRと呼ばれる。天然の重鎖および軽鎖の可変領域に、それぞ
れ、基本的にβシート構造となっており、連結ループを形成する3つのCDRで連結され、場
合によって部分βシート構造となる4つのFR領域が含まれる。各鎖におけるCDRは、FR領域
で密接し、かつ他方の鎖のCDRと一緒に抗体の抗原結合部位(Kabatら、NIH Publ. No. 91-
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結合には直接関与しないが、たとえば抗体の抗体依存細胞毒性に参与するなどの異なるエ
フェクター機能を示す。
【００８０】
　脊椎動物の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、その定常領域のアミノ酸配列に基づ
き、明らかに異なる二種類（kとlと呼ばれる）のいずれかに分類することができる。免疫
グロブリンは、重鎖の定常領域のアミノ酸配列に基づき、異なるクラスに分類することが
できる。免疫グロブリンには、主として5つのクラス、すなわち、IgA、IgD、IgE、IgGお
よびIgMがあり、そのうちのいくつかは、さらに、サブクラス（アイソタイプ）、たとえ
ば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgAおよびIgA2に分類することができる。異なるクラスの
免疫グロブリンの重鎖の定常領域に応じて、それぞれa、d、e、g、およびmと呼ばれる。
各クラスの免疫グロブリンのサブユニット構造および三次元構造は本分野の技術者熟知で
ある。
【００８１】
　一般的に、抗体の抗原結合特性は、重鎖および軽鎖の可変領域に位置する3つの特定の
領域によって特徴付けられ、可変領域（CDR）と呼ばれ、4つのフレームワーク領域(FR)に
分かれ、4つのFRのアミノ酸配列が比較的に保存され、直接結合反応に関与しない。これ
らのCDRは環状構造を形成し、その中のFRで形成されるβシートによって空間構造上で近
づき、重鎖におけるCDRおよび相応の軽鎖におけるCDRが抗体の抗原結合部位を構成する。
同類の抗体のアミノ酸配列の比較によってどのアミノ酸がFRあるいはCDR領域を構成する
か確認することができる。
【００８２】
　本発明は、完全の抗体だけではなく、免疫活性を有する抗体の断片または抗体とほかの
配列からなる融合タンパク質も含む。そのため、本発明は、さらに、前記抗体の断片、誘
導体および類似体を含む。
【００８３】
　本明細書で用いられるように、用語「断片」、「誘導体」および「類似体」とは、基本
的に本発明の抗体と同じ生物学的機能または活性を維持するポリペプチドをいう。本発明
のポリペプチドの断片、誘導体や類似体は、（ｉ）1個または複数個の保存的または非保
存的なアミノ酸残基（好ましくは保存的なアミノ酸残基）が置換されたポリペプチドでも
よく、このような置換されたアミノ酸残基が遺伝コードでコードされてもされていなくて
もよく、あるいは（ｉｉ）1個または複数個のアミノ酸残基に置換基があるポリペプチド
でもよく、あるいは（ｉｉｉ）成熟のポリペプチドと別の化合物（たとえば、ポリエチレ
ングリコールようなポリペプチドの半減期を延ばす化合物）と融合したポリペプチドでも
よく、あるいは（ｉｖ）付加のアミノ酸配列がこのポリペプチドに融合したポリペプチド
（たとえばリーダー配列または分泌配列またはこのポリペプチドを精製するための配列ま
たは蛋白質前駆体配列、あるいは6Hisタグと形成した融合蛋白質）でもよい。本明細書の
開示に基づき、これらの断片、誘導体および類似体は当業者に公知の範囲に入っている。
【００８４】
　本発明において、本発明の抗体は、さらにその保存的変異体を含み、本発明の抗体のア
ミノ酸配列と比較すると、10個以下、好ましくは8個以下、より好ましくは5個以下、最も
好ましくは3個以下のアミノ酸が類似または近い性質を持つアミノ酸で置換されてなるポ
リペプチドをいう。これらの保存的突然変異のポリペプチドは、表Aのようにアミノ酸の
置換を行って生成することが好ましい。
【００８５】
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【表Ａ】

【００８６】
　本発明の抗体またはその断片のDNA分子の配列は、通常の技術で、たとえば、PCR増幅　
あるいはゲノムライブラリースクリーニングなどの方法によって得ることができる。また
、軽鎖および重鎖のコード配列を一体に融合し、一本鎖抗体を形成してもよい。
【００８７】
　関連の配列を獲得すれば、組換え法で大量に関連配列を獲得することができる。この場
合、通常、その配列をベクターにクローンした後、細胞に導入し、さらに通常の方法で増
殖させた宿主細胞から関連配列を単離して得る。
【００８８】
　また、特に断片の長さが短い場合、人工合成の方法で関連配列を合成してもよい。通常
、まず多数の小さい断片を合成し、そして連接させることにより、配列の長い断片を得る
ことができる。
【００８９】
　現在、前記の本発明の抗体（またはその断片、あるいはその誘導体）をコードするDNA
配列を全部化学合成で得ることがすでに可能である。さらに、このDNA配列を本分野で周
知の各種の既知のDNA分子（あるいはベクターなど）や細胞に導入してもよい。また、化
学合成で本発明のタンパク質配列に変異を導入することもできる。
【００９０】
　さらに、本発明は、上記の適当なDNA配列および適当なプロモーターあるいは制御配列
を含むベクターに関する。これらのベクターは、タンパク質を発現するように、適当な宿
主細胞の形質転換に用いることができる。
【００９１】
　宿主細胞は、原核細胞、たとえば細菌細胞、あるいは、低等真核細胞、たとえば酵母細
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胞、あるいは、高等真核細胞、たとえば哺乳動物細胞でもよい。
【００９２】
　たとえば、本発明の抗体は以下の方法によって製造することができる。
【００９３】
　まず、本発明の抗体をコードするヌクレチオド配列およびその配列と作用可能に連結し
た発現調節配列を含有する発現ベクターを提供する。
【００９４】
　ここで用いられる用語の「発現調節配列」とは、通常、ヌクレチオド配列の発現を制御
する配列のことを指す。発現調節配列は、目的ヌクレチオド配列と作用可能に連結したポ
ロモーターおよび終結シグナルを含む。通常、さらに、ヌクレチオド配列の適当な翻訳に
必要な配列を含む。「作用可能に連結した」とは、直鎖状DNA配列のある部分が同直鎖状D
NA配列のほかの部分の活性に影響できることをいう。たとえば、プロモーターまたはエン
ハンサーは、コード配列の転写を増加させる場合、コード配列とは作用可能に連結した。
【００９５】
　本発明のモノクローナル抗体をコードするDNA配列は、本分野の技術者に熟知の通常の
手段で得られる。たとえば、本発明に公開された配列に基づき、人工合成またはPCR法に
よる増幅でそのモノクローナル抗体の重鎖可変領域と軽鎖可変領域をコードするヌクレチ
オド配列を得ることができる。その後、本分野で熟知の各種の方法で、好適な制限酵素切
断部位の選択によって、それぞれ発現ベクターが有する重鎖定常領域のコード配列と軽鎖
定常領域のコード配列の前に位置し、且つ同一のリーディングフレームにあるように、こ
れらのヌクレチオド配列を好適な発現ベクターに挿入する。本発明で用いられる発現ベク
ターは、本分野の技術者に既知の各種の市販の発現ベクター、たとえばpPIC9Kである。
【００９６】
　そして、上記で得られた発現ベクターで好適な宿主細胞を形質転換する。「宿主細胞」
は、一般的に原核細胞と真核細胞とを含む。常用の原核宿主細胞の例として、大腸菌、枯
草菌などを含む。常用の真核宿主細胞として、酵母細胞、昆虫細胞や、哺乳動物細胞を含
む。本発明において、哺乳動物細胞が好ましい。通常、哺乳動物細胞系が真核細胞由来の
ポリペプチドを発現する宿主細胞として用いられる。哺乳動物細胞の培養物における増殖
は、本分野で熟知である。「組織培養」，Academic Press, Kruse及びPatterson編(1973)
を参照し、ここに参考として取り入れる。好ましい哺乳動物細胞は、多くの入手可能な無
限増殖性細胞系である。これらの無限増殖性細胞系は、チャイニーズハムスター卵巣(CHO
)細胞、Vero細胞、Hela細胞、ベビーハムスター腎臓(BHK)細胞、サル腎臓細胞(COS)、ヒ
ト肝臓癌細胞(たとえばHep G2)やほかの多くの細胞系を含むが、これらに限定されない。
これらの細胞は、タンパク質分子に正確な折り畳み、正確なジスルフィド結合の形成およ
び正確な部位のグリコシル化を含む翻訳後の修飾を提供する。下記の実施例において、本
発明では、CHO細胞を宿主細胞とする例だけが挙げられたが、当業者は本発明の詳細およ
び具体的な実施例を読めば、本発明に上記のこれらの細胞系も使用できることがわかる。
【００９７】
　発現ベクターで宿主細胞を形質転換する方法はたくさんあるが、用いられる形質転換の
プロトコールが形質転換しようとする宿主にもよる。異質ポリヌクレチオドを哺乳動物細
胞に導入する方法は、本分野で知られているが、デキストランによるトランスフェクショ
ン、リン酸カルシウム沈殿、プリブレン(1,5-ジメチル-1,5-ジアザウンデカメチレンポリ
メトブロミド)によるトランスフェクション、プロトプラスト融合、エレクトロポレーシ
ョン、リポフェクション及びDNAの細胞核への直接のマイクロインジェクションを含む。
本発明において、好ましい方法は、エレクトロポレーション法やリポフェクション法等で
ある。例えば、Invitrogen社のリポフェクション法キットでCHO細胞などの宿主細胞への
トランスフェクションを行うことができる。
【００９８】
　その後、本発明の抗体の発現に適切な条件で、形質転換で得られた宿主細胞を培養する
。そして、通常のグロブリンの精製工程、例えばプロテインA-Sepharose、ヒドロキシア
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パタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、イオン交換クロマトグラフィー、疎
水クロマトグラフィー、分子篩クロマトグラフィーやアフィニティークロマトグラフィー
などの本分野の技術者に熟知の通常の分離精製手段で精製し、本発明のの抗体を得る。
【００９９】
　得られたモノクローナル抗体は、通常の手段で同定することができる。たとえば、モノ
クローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降、あるいは体外結合試験（たとえば放射免疫測
定（RIA）または酵素結合免疫吸着測定（ELISA））で測定することができる。モノクロー
ナル抗体の結合親和力は、例えばMunson等, Anal. Biochem.,107:220(1980)のScatchard
分析で測定することができる。
【０１００】
　本発明の抗体は、細胞内又は細胞膜において発現し、或いは細胞外に分泌することがで
きる。必要であれば、その物理・化学的特性およびほかの特性を利用して各種の分離方法
で組換えタンパク質を分離・精製することができる。これらの方法は、本分野の技術者に
熟知である。これらの方法の例として、通用の再生処理、タンパク質沈殿剤による処理（
塩析法）、遠心、浸透圧ショック、超音波処理、超遠心、分子篩クロマトグラフィー（ゲ
ルろ過）、吸着クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、高速液体クロマト
グラフィー（HPLC）及びほかの各種の液体クロマトグラフィー技術、並びにこれらの方法
の組合せを含むが、これらに限定されない。
【０１０１】
　本発明の一つの好適な実施形態において、本発明による抗体-薬物抱合体における抗体
は抗HER2抗体である。
【０１０２】
　本発明の一つの好適な実施の形態において、前記抗HER2抗体の軽鎖可変領域のアミノ酸
配列は、からなる群から選ばれる。
【０１０３】
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK(配列番号1)、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLLYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号2）、
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCKASQDVSIGVAWYQQKPGQAPRLLIYSASYRYTGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号3）、
EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQDVSIGVAWYQQKPGQAPRLLIYSASYRYTGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQS
EDFAVYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号4）、
EIVMTQSPPTLSLSPGERVTLSCKASQDVSIGVAWYQQKPGQAPRLLIYSASYRYTSIPARFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFAVYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号5）、
AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQS
EDFATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号6）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQP
EDIATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号7）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKVPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDVATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号8）、
AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号9）、
DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
DDFATYYCQQYYIYPYTFGGGTKLEIKRT（配列番号10）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号11）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号12）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
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EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号13）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号14）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号15）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号16）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号17）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号18）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号19）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号20）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号21）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号22）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号23）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号24）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号25）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号26）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号27）、
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIK（配列番号28）、
【０１０４】
　本発明の一つの好適な実施の形態において、前記抗HER2抗体の軽鎖定常領域のアミノ酸
配列は、
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC(配列番号29)である。
【０１０５】
　ここで、下線のKは本発明において薬物分子に連結する、好適なリシン残基である。
【０１０６】
　本発明の一つの好適な実施の形態において、前記抗HER2抗体の重鎖可変領域のアミノ酸
配列は、からなる群から選ばれる。
【０１０７】
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS(配列番号30)、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号31）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号32）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号33）、
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号34）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号35）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号36）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号37）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号38）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSS（配列番号39）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVSDVNPNSGGSIYNQRFKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号40）、
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMSWVRQAPGKGLEWVSDVNPNSGGSYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCAKNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号41）、
QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRFVFSLDTSVSMAY
LQISSLKAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号42）、
QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMNWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSTYAQGFTGRFVFSLDTSVSMAY
LQISSLKAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号43）、
QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQARGQRLEWIGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTITRDMSTSTAY
MELSSLRSEDTAVYYCAANLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号44）、
QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFTDYTMQWVRQARGQRLEWIGDVNPNSGGSNYAQKFQERVTITRDMSTSTAY
MELSSLRSEDTAVYYCAANLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号45）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTMTEDTSTDTAY
MELSSLRSEDTAVYYCATNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号46）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFTFTDYTMHWVRQAPGKGLEWMGDVNPNSGGSIYAQKFQGRVTMTEDTSTDTAY
MELSSLRSEDTAVYYCATNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号47）、
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTITADKSTSTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号48）、
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFTFTDYTISWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSNYAQKFQGRVTITADKSTSTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号49）、
　QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQAPGQRLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTITRDTSAST
AYMELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号50）、
　QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMHWVRQAPGQRLEWMGDVNPNSGGSKYSQKFQGRVTITRDTSAST
AYMELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号51）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号52）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMHWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号53）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQATGQGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTMTRNTSISTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号54）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTINWVRQATGQGLEWMGDVNPNSGGSGYAQKFQGRVTMTRNTSISTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号55）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMDWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSIYNQRFKGRVTMTRDTSTSTVY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号56）、
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFTDYTMHWVRQAPGQGLEWMGDVNPNSGGSSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVY
MELSSLRSEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQGTTLTVSS（配列番号57）、
【０１０８】
　本発明の一つの好適な実施の形態において、前記抗HER2抗体の重鎖定常領域のアミノ酸
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPG(配列番号58)である。
【０１０９】
　本発明のもう一つの好適な実施形態において、前記抗体-薬物抱合体の構造は式IIで表
される。
【０１１０】
【化１５】

【０１１１】
　（ここで、Abは抗体である。
　Dは腫瘍細胞を抑制する小分子薬物である。
　Lは前記抗体と前記薬物を連結するリンカーである。）
【０１１２】
　もう一つの好適な例において、nは1～8で、好ましくは整数である。
【０１１３】
　もう一つの好適な例において、Dの構造は式IIIで表される。
【０１１４】

【化１６】

【０１１５】
　（式IIIにおいて、YはO、またはNHである。
　波線はLとの連結部位を表す。
　XはCH2N3または
【０１１６】
【化１７】

【０１１７】
である。）
【０１１８】
　本発明のもう一つの好適な実施形態において、前記抗体-薬物抱合体の構造は式IVで表
される（すなわち、LはL1-L2を含む）。
【０１１９】



(19) JP 6828056 B2 2021.2.10

10

20

30

40

【化１８】

【０１２０】
　（式IVにおいて、前記L1-L2の構造は、からなる群から選ばれる。
【０１２１】

【化１９】

【０１２２】
　ここで、L2は-(CH2)n-、-(CH2CH2O)n-、Val-Cit、Ala-Ala-Asn、またはこれらの組み合
わせからなる群から選ばれるリンカーである。
　Ab、D、nは前記の通りである。
　波線は抗体との連結部位を表す。）
【０１２３】
　もう一つの好適な例において、前記抗体-薬物抱合体は、
　ZV0201、ZV0202、ZV0203、ZV0204、ZV0205、ZV0230 、ZV0207、ZV0231、ZV0232からな
る群から選ばれる。
【０１２４】
　ここで、抱合体ZV0203の構造は以下に示す。
【０１２５】

【化２０】

【０１２６】
　からなる群から選ばれる。
【０１２７】
　抱合体ZV0230の構造は以下に示す。
【０１２８】

【化２１】

【０１２９】
　抱合体ZV0201の構造は以下に示す。
【０１３０】
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【化２２】

【０１３１】
　抱合体ZV0207の構造は以下に示す。
【０１３２】
【化２３】

【０１３３】
　抱合体ZV0231の構造は以下に示す。
【０１３４】
【化２４】

【０１３５】
　抱合体ZV0232の構造は以下に示す。
【０１３６】
【化２５】

【０１３７】
　抱合体ZV0202の構造は以下に示す。
【０１３８】
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【化２６】

【０１３９】
　抱合体ZV0204の構造は以下に示す。
【０１４０】
【化２７】

【０１４１】
　抱合体ZV0205の構造は以下に示す。
【０１４２】

【化２８】

【０１４３】
　本発明の一つの好適な実施形態において、前記抗HER2抗体はペルツズマブで、前記ペル
ツズマブはPerjeta（商標）およびそのバイオシミラー（Biosimilar）を含む。
【０１４４】
　本発明の前記抗体-薬物抱合体を製造する抱合形態は、K-LockとC-Lockの2種類の抱合形
態がある。K-Lock抱合形態では、薬物分子が抗体の配列におけるリシン（K）残基に抱合
し、C-Lock抱合形態では、薬物分子が抗体の配列におけるシステイン残基（C）に抱合す
る。以下、本発明の抗体-薬物抱合体の抱合方法を概述する。
【０１４５】
　K-Lock方法：抗体は穏和な溶液系において直接L1-Dと連結してもよい。たとえば、室温
で6～10倍の過剰量のL1-Dを抗体と3～16 h反応させ、限外ろ過で過剰量の小分子L1-Dを除
去する。抗体-薬物抱合体を疎水性クロマトグラフィーカラム（HIC）にかけ、精製して抱
合数が2の抗HER2抗体-薬物抱合体を得る。
【０１４６】
　C-Lock方法：抗体はTCEPで還元させた後、穏和な溶液系において直接L2-Dと連結しても
よい。たとえば、抗体を室温で5～10倍の過剰量のTCEPで還元させ、限外ろ過で過剰量のT
CEPを除去する。5～10倍のL2-Dを還元後の抗体溶液に入れて反応させ、限外ろ過で過剰量
の小分子L2-Dを除去する。抗体-薬物抱合体を疎水性クロマトグラフィーカラム（HIC）に
かけ、精製して抱合数が4の抗HER2抗体-薬物抱合体を得る。



(22) JP 6828056 B2 2021.2.10

10

20

30

40

50

【０１４７】
　本発明は、アプリシアトキシン誘導体をK-LockまたはC-Lockで抗体に抱合させて構成し
た、いくつかの抗体-K-Lock-アプリシアトキシン誘導体および抗体-C-Lock-アプリシアト
キシン誘導体の抱合体を提供する。好ましくは、前記抗体-薬物抱合体における薬物は本
発明の実施例で調製された1種類または複数種類の化合物を含んでもよい。
【０１４８】
　また、本発明は抗腫瘍薬物の製造における前記抗体-薬物抱合体の使用を提供する。
【０１４９】
　前記抗腫瘍薬物は、有効量の本発明による抗体-薬物抱合体と、少なくとも一つの薬学
的に許容される担体、希釈剤または賦形剤を含む。調製の際、通常、活性成分を賦形剤と
混合するか、または賦形剤で希釈するか、またはカプセルかマイクロスフェアに含まれる
形態で担体に存在する。賦形剤が希釈剤として作用する場合、固体、半固体または液体の
材料を賦形剤、担体または活性成分の媒体として使用してもよい。そのため、組成物は錠
剤、丸剤、粉剤、溶液材、シロップ材、滅菌注射溶液などでもよい。
【０１５０】
　適切な賦形剤は、乳糖、ブドウ糖、ショ糖、ソルビトール、マンニトール、デンプン、
微晶質セルロース、ポリビニルピロリドン、セルロース、水などを含み、製剤はさらに湿
潤剤、乳化剤、防腐剤（たとえば安息香酸メチルや安息香酸プロピル）、甘味料を含んで
もよい。前記抗腫瘍薬物は単一または多重剤形にしてもよく、各剤形は所期の治療効果が
生じるように算出した所定量の前記抗her2抗体-アプリシアトキシン抱合体、および適切
な薬剤学的賦形剤を含む。
【０１５１】
　前記抗腫瘍薬物は通常の経路で給与することができ、筋肉内、腹膜内、静脈内、皮下、
皮内、局部給与などが含まれるが、これらに限られない。
【０１５２】
　当該薬物を使用する際、安全有効量の前記抗体-薬物抱合体をヒトに施用するが、ここ
で、当該安全有効量の範囲は0.5～50mg/kg体重が好ましく、1～10mg/kg体重がより好まし
い。勿論、具体的な投与量は、さらに投与の様態、患者の健康状況などの要素を考えるべ
きで、すべて熟練の医者の技能範囲以内である。
【０１５３】
　また、本発明の抱合体はほかの治療薬と併用してもよく、中には、様々なサイトカイン
、たとえばTNF、IFN、IL-2など、様々な腫瘍の化学療法の薬物、たとえば5-FU、メトトレ
キサートなどの核酸の生物合成に影響する薬物、ナイトロジェンマスタード、シクロホス
ファミドなどのアルキル化剤系薬物、アドリアマイシン、アクチノマイシンDなどの転写
過程を干渉してRNA合成を阻止する薬物、ビンクリスチン、カンプトテシン系などのタン
パク質合成に影響する薬物や一部のホルモン系薬物などが含まれるが、これらに限られな
い。
【０１５４】
　既存技術と比べ、本発明の有益な効果は以下の通りである。
【０１５５】
　（1）本発明は、抗体発現細胞株を変えずに、簡単な化学的工程および精製工程によっ
て抗体と薬物の所定部位で所定量の抱合を実現させることができる。
【０１５６】
　（2）本発明の抗体-薬物抱合体によれば、薬物が抗体の軽鎖定常領域に抱合した場合、
顕著により良い活性を有し、かつ製造が容易で、収率が高く、大規模生産に適する。
【０１５７】
　（3）本発明の抱合体は、抗her2抗体とアプリシアトキシンの両者の生物学的機能を有
し、抗her2抗体の腫瘍細胞に対する殺傷能力だけでなく、アプリシアトキシンの細胞内に
おけるチューブリンに対する抑制によるアポトーシスの誘導能力も持ち、両者の協同作用
で、抗腫瘍効果が顕著に向上する。
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【０１５８】
　（4）本発明の抱合体は抗her2抗体が腫瘍細胞の表面のher2受容体に特異的に結合する
ことによって、アプリシアトキシンを腫瘍細胞を標的として輸送し、そして腫瘍細胞にお
いて作用を発揮し、her2陽性腫瘍細胞を殺傷するだけでなく、毒素分子の単独投与による
毒性・副作用も減少することができる。
【０１５９】
　（5）本発明の方法によって製造される抗体-薬物抱合体は、平均抱合薬物分子数は約2
個で、かつプロセスが安定で、抱合される薬物の使用量が節約できることで、製造コスト
の削減につながる。
【０１６０】
　（6）本発明で選別された特定のリンカーで抗her2抗体と薬物を連結すると、抗体-薬物
抱合体を製造しやくさせ、高い収率を有するだけでなく、抗体の標的活性を維持する。
【０１６１】
　以下、具体的な実施例によって、さらに本発明を詳述する。これらの実施例は本発明を
説明するために用いられるものだけで、本発明の範囲の制限にはならないと理解されるも
のである。以下の実施例で詳細な条件が示されていない実験方法は、通常、たとえばSamb
rookら、「モレキュラー・クローニング：研究室マニュアル」(ニューヨーク、コールド
・スプリング・ハーバー研究所出版社、1989) に記載の条件などの通常の条件に、あるい
は、メーカーのお薦めの条件に従う。特に断らない限り、％と部は、重量で計算される。
以下、実施例で使用された実験材料および試薬は、特に説明しない限り、いずれも市販品
として得られる。
【０１６２】
　共通の合成工程　カルボキシ基を持つ化合物からその活性エステルを合成する方法（た
とえばNHS）
　カルボキシ化合物をジクロロメタンまたはN,N-ジメチルホルムアミドに溶解させ、1.5
当量のN-ヒドロキシスクシンイミド、1.5当量のEDCIを入れた。カルボキシ化合物が完全
に消耗されるまで、反応液を室温で1時間撹拌した。RP-HPLCで反応過程をモニタリングし
た。ジクロロメタンで反応液を希釈し、そしてクエン酸（10％溶液）と飽和食塩水で有機
相を洗浄した。有機相を分離して乾燥し、HPLCまたは中圧順相クロマトグラフィーによっ
て精製し、相応する活性エステルを得た。
【０１６３】
　実施例1　化合物7の合成
【０１６４】
【化２９】

【０１６５】
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　化合物3の合成：
　化合物2(261 mg, 0.52 mmol)を6 mLのDMFに溶解させ、さらにHATU(217 mg, 0.57 mmol)
、DIEA(362 μL, 2.08 mmol)、およびアミノ化合物1(213 mg, 0.52 mmol)を入れた。30 
分間撹拌し、さらに400 μLのピペリジンを入れ、続いて10分間撹拌した。反応液を濃縮
してそのままHPLCによって精製して化合物3(171 mg、60％)を得た。  MS m/z 548.3 (M+H
)。
【０１６６】
　化合物5：
　化合物4(37 mg, 0.15 mmol)を4 mLのDMFに溶解させ、さらにHATU(59 mg, 0.15 mmol)、
DIEA(108 μL, 2, 0.6 mmol)、およびアミノ化合物3(102 mg, 0.15 mmol)を入れた。反応
液を30分間撹拌した後、減圧で乾燥まで蒸発させ、さらに2 mLのジクロロメタンに溶解さ
せ、1 mLのTFAを入れて10 分間撹拌した。反応液を減圧で乾燥まで蒸発させ、そしてHPLC
によって精製して化合物5(94 mg、78％)を得た。  MS m/z 673.4 (M+H)。
【０１６７】
　化合物7の合成：
　化合物6(85 mg, 0.12 mmol)を2 mLのDMFに溶解させ、さらにHATU(48 mg, 0.12 mmol)、
DIEA(83 μL, 0.48 mmol)およびアミノ化合物5(94 mg, 0.12 mmol)を入れた。反応液を続
いて30 分間撹拌した後、さらに90 mgのNaOHの1 mL水溶液を入れて30分間撹拌した。反応
液を回転乾燥し、そのままHPLCによって精製して化合物7(86 mg、58％)を得た。 MS m/z 
1239.7 (M+H)。
【０１６８】
　実施例2　化合物11の合成
【０１６９】
【化３０】

【０１７０】
　化合物2(130 mg, 0.26 mmol)を3 mLのDMFに溶解させ、さらにHATU(110 mg, 0.29 mmol)
、DIEA(175 μL, 1 mmol)、およびアミノ化合物1(110 mg, 0.27 mmol)を入れた。 反応液
を続いて30 分間撹拌し、乾燥まで回転蒸発し、残留物をTFA/ジクロロメタン(1/4, v/v, 
5 mL)に溶解させて30 分間撹拌した。反応液を減圧で乾燥まで蒸発させ、そしてHPLCによ
って精製して化合物8(108 mg、65％)を得た。  MS m/z 670.5 (M+H)。
【０１７１】
　化合物6(85 mg, 0.12 mmol)を2 mLのDMFに溶解させ、さらにHATU(48 mg, 0.12 mmol)、
DIEA(83 μL, 0.48 mmol)、およびアミノ化合物8(94 mg, 0.12 mmol)を入れた。反応液を
30 分間撹拌した後、ピペリジン(0.2 mL)を入れて30 分間撹拌した。反応液を濃縮してHP
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【０１７２】
　化合物9(57 mg, 0.05 mmol)およびカルボキシ化合物10(27 mg)のジクロロメタン/DMF(3
/1, v/v, 4 mL)溶液に、PyBrop(0.055 mmol)およびDIEA(35 μL)を入れた。反応液を続い
て30 分間撹拌して濃縮し、残留物をHPLCによって精製して化合物11(41 mg)を得た。 MS 
m/z 1529.7 (M+H)。
【０１７３】
　実施例3　化合物16の合成
【０１７４】
【化３１】

【０１７５】
化合物13：
　化合物6(1000 mg, 1.67 mmol)を20 mLのDMFに溶解させ、HATU(640 mg, 1.68 mmol)、DI
EA(870 μL, 5.00 mmol)、およびアミノ化合物12(535 mg, 1.67 mmol)を入れた。反応液
を30 分間撹拌し、反応液を乾燥まで濃縮した後、HPLCによって精製して化合物13(1140 m
g、70％)を得た。  MS m/z 865.5 (M+H)。
【０１７６】
　化合物14：
　化合物13(500 mg, 0.57 mmol)を10 mLのDMAに溶解させ、炭酸ビス(p-ニトロフェニル)(
210 mg, 0.69 mmol)、およびDIEA(35 μL, 0.2 mmol)を入れた。反応液を18 時間撹拌し
、100 mLのエチルエーテルを入れ、沈殿が析出し、沈殿を収集し、乾燥後化合物14(500 m
g, 85％)を得た。  MS m/z 1030.6 (M+H)。
【０１７７】
　化合物16：
　化合物14(0.1 mmol)のテトラヒドロフラン(3 mL)溶液に化合物15(0.15 mmol, 67 mg)の
アセトニトリル/水(1/1, v/v, 1 mL)溶液を入れ、さらにDIEA(50 μL)を入れた。反応液
を30 分間撹拌した後、酸型化して濃縮し、残留物をHPLCによって精製して白色固体の化
合物16(87 mg)を得た。MS m/z 1243.6 [M+H]+。
【０１７８】
　実施例4　化合物18の合成
【０１７９】
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【化３２】

【０１８０】
　化合物14(0.1 mmol)をテトラヒドロフラン(3 mL)に溶解させ、ピペリジン-4-カルボン
酸(60 mg)および飽和NaHCO3水溶液 (1 mL)を入れた。反応液を室温で30 分間撹拌した後
、1N HClでpH = 4～5にした。濃縮してHPLCによって精製して化合物18(68 mg)を得た。 M
S m/z 1020.7 (M+H)。
【０１８１】

【化３３】

【０１８２】
　実施例5　化合物23の合成
　化合物21の合成：
　化合物19のTFA塩(1 mmol)、化合物20(1 eq)、HOAt(3 eq)、ジクロロメタン（20 mL）、
DIEA(6 eq)、およびDIC(2 eq)を丸底フラスコに入れ、16時間撹拌した後20 mLのジクロロ
メタンで反応液を希釈し、水で洗浄し、有機層を乾燥して回転乾燥して化合物3を得たが
、次の工程にそのまま使用した。MS m/z 1496。5 (M+H)。
【０１８３】
　化合物22の合成：
　化合物21(1 mmol)、20 mLのエタノールおよび10 mLの2M NaOH水溶液を丸底フラスコに
入れ、3時間撹拌した。酢酸で中性に調整した後、HPLCによって精製して化合物22を得た
。 MS m/z 1482.3 (M+H)。
【０１８４】
　化合物23の合成：
　化合物22(0.5 mmol)を10 mLのジクロロメタン、10 mLのTFAおよび1mLのトリイソプロピ
ルシランに溶解させて1時間撹拌した。反応液を濃縮してHPLCによって精製して化合物23
を得た。 MS m/z 1239.8 (M+H)。
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　実施例6　化合物27の合成
【０１８６】
【化３４】

【０１８７】
　化合物5の合成：
　丸底フラスコに化合物19のTFA塩(1 mmol)、化合物24(1 eq)、HOAt(3 eq)、ジクロロメ
タン（20 mL）、DIEA(6 eq)、およびDIC(2 eq)を入れた。反応液を16時間撹拌した後、20
 mLのジクロロメタンで反応液を希釈し、20 mLの水で洗浄し、減圧で乾燥まで蒸発させて
ガラス状の固体を得たが、次の工程にそのまま使用した。得られた固体を10 mLのジクロ
ロメタン、10 mLのTFAおよび1mLのトリイソプロピルシランに溶解させて1時間撹拌した。
反応液を減圧で乾燥まで蒸発させてHPLCによって精製して化合物6を得た。 MS m/z 1351.
5 (M+H)。
【０１８８】
　化合物26の合成：
　化合物25(0.5 mmol)、20 mLのアセトニトリル、5 mLの水および10 mLの飽和NaHCO3水溶
液にNa2S2O4(4 eq)を入れて20 分間撹拌した。反応液を濃縮してHPLCによって精製して化
合物7を得た。 MS m/z 1321.7 (M+H)。
【０１８９】
　化合物27の合成：
　化合物26(0.4 mmol)を10 mLのアセトニトリルに溶解させて1,4-ジブロモ-2,3-ブタンジ
オン(3 eq)を入れた。反応液を20 分間撹拌した後、HPLCによって精製して化合物27を得
た。 MS m/z 1527.6 (M+H)。
【０１９０】
　実施例7　化合物30の製造
【０１９１】
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【０１９２】
　式における化合物29は化合物14と同様の方法によって化合物28（0.2 mmol）から製造し
た。化合物18を合成する方法によって、化合物29をピペリジン-4-カルボン酸と反応させ
、HPLCによって精製して白色粉状の化合物30(117 mg)を得た。MS m/z 956.7 (M+H)。
　実施例8　化合物33の製造
【０１９３】
【化３６】

【０１９４】
　式における化合物32は化合物14と同様の方法によって化合物31（0.2 mmol）から製造し
た。化合物18を合成する方法によって、化合物29をピペリジン-4-カルボン酸と反応させ
、HPLCによって精製して白色粉状の化合物33(109 mg)を得た。MS m/z 928.6 (M+H)。
【０１９５】
　実施例9　化合物37の製造
【０１９６】
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【化３７】

【０１９７】
　化合物35の製造
　HATU(110 mg, 0.29 mmol)、DIEA(181 μL, 1.04 mmol)および化合物34(83 mg, 0.26 mm
ol)を順に化合物2(131 mg, 0.26 mmol，4ml DMFに溶解させたもの)の溶液に入れた。30 
分間撹拌し、真空の条件において溶液を除去した。残留物を2 mLのDCMに溶解させた後、1
 mLのTFAを入れて10 分間撹拌した。真空の条件において溶液を除去した後、HPLCによっ
て精製して化合物35(118 mg，67％)を得た。MS m/z 698.4 (M+H)。
【０１９８】
　化合物36の製造
　HATU(68 mg, 0.17 mmol)、DIEA(118 μL, 0.68 mmol)および化合物35(118 mg, 0.17 mm
ol)を順に化合物6(125 mg, 0.17 mmol，4ml DMFに溶解させたもの)の溶液に入れた。30分
間撹拌し、さらに400 のピペリジンを入れ、続いて10分間撹拌した。真空の条件において
溶液を除去した後、HPLCによって精製して化合物36(196 mg，87％)を得た。MS m/z 1056.
6 (M+H)。
【０１９９】
　化合物37の製造
　HATU(27 mg, 0.072 mmol)、DIEA(50 μL, 0.288 mmol)および化合物36(85 mg, 0.067 m
mol)を順に化合物4(17 mg, 0.072 mmol，2ml DMFに溶解させたもの)の溶液に入れた。30
分間撹拌し、1 mLの水酸化ナトリウム溶液（1 M）を入れ、続いて60分間撹拌した。HPLC
によって精製して化合物37(76 mg，91％)を得た。MS m/z 1267.7 (M+H)。
【０２００】
　実施例10　抗HER2抗体-薬物抱合体の製造
　K-Lock方法は、ZV0201を例として、抗体（たとえば配列番号1で示される軽鎖可変領域
と配列番号29で示される軽鎖定常領域および配列番号58で示される重鎖可変領域と配列番
号4で示される重鎖定常領域を有する抗体）は穏和な溶液系において直接L-Dと連結しても
よい。室温25℃（範囲は4～37℃でもよい）で、10mg/mlの抗体（リン酸緩衝液PBSに濃度
範囲5～30mg/mlで溶解させたもの）に抗体の6～10倍のモル量のL-D（DMAに体積がPBSの10
％を超えないように溶解させたもの）を入れて3～16h反応させ、限外ろ過で過剰量の小分
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子L-Dを除去した。抗体-薬物抱合体を疎水性クロマトグラフィーカラム（HIC）にかけ、0
.75～1 Mの硫酸アンモニウム溶液で平衡化した後、さらに25 mMの硫酸アンモニウム溶液
で溶離させ、抱合数が2の溶離液を合併してPBSで置換し、抱合数が2の抗HER2抗体-薬物抱
合体を得た。
【０２０１】
　本発明者は、抗体と薬物を抱合する過程において、pHが抱合反応に顕著に影響すること
を見出したが、好適な抱合pHは6.5～8.0で、好ましくは6.8～7.8で、より好ましくは7.0
～7.5、たとえば7.1、7.2、7.3、7.4である。
【０２０２】
　実験結果から、pH6以下では、抗体がほんとんど薬物分子と抱合反応が生じず、pH7.8の
場合、元の抗体が一部残留し、DAR数が1のものが大きな比率を占めたが、pHが約7.0の場
合、ほとんどDAR2のものであったため、pHが約7.0の場合の反応効率が好適であることが
示された。
【０２０３】
　C-Lock方法では、抗体はTCEPで還元させた後、穏和な溶液系において直接L-Dと連結し
てもよい。たとえば、抗体を室温で5～10倍の過剰量のTCEPで還元させ、限外ろ過で過剰
量のTCEPを除去する。5～10倍のL-Dを還元後の抗体溶液に入れて反応させ、限外ろ過で過
剰量の小分子L-Dを除去する。抗体-薬物抱合体を疎水性クロマトグラフィーカラム（HIC
）にかけ、精製して抱合数が4の抗HER2抗体-薬物抱合体を得る。
【０２０４】
　本実施例で製造されたZV0201、ZV0202、ZV0203、ZV0223、ZV0230抱合体の構造は下記表
に示す。
【０２０５】
【表１】

【０２０６】
　K-Lock形態1つおよびC-Lock形態1つの代表的な抗体-薬物抱合体を取ってHIC分析を行っ
たが、操作手順は以下の通りである。
【０２０７】
　TSKゲルブチルNPRカラム(4.6 mmIDx3.5 cm, 2.5 mm, Tosoh Bioscience, Montgomeryvi
lle, PA)を使用し、移動相はそれぞれ1.5M 硫酸アンモニウムと0.025Mリン酸ナトリウム
緩衝液（pH7）および75％ 0.025Mリン酸ナトリウム緩衝液と25％イソプロパノール（pH7.
0）で、勾配溶離は10％ B～70％ B、10分、70％ B～100％ B、5分、100％ B～10％ B, 2
分であった。
【０２０８】
　図1は本発明による抗体-薬物抱合体のHIC分析結果を示す。ここで、図1Aは抱合してい
ない抗体のHIC分析結果を、図1BはZV0201のHIC分析結果を示すが、平均抱合数（DAR）が2
の抱合体の純度が90％以上で、少量の平均抱合数（DAR）が1のADCを含有したことがわか
る。図1CはC-Lock（ZV0223、製造方法は上記の通りである）のHIC分析結果を示すが、平
均抱合数4のADCがほとんどを占め、純度が90％超であったことがわかる。
【０２０９】
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　本発明のADC(たとえばZV0201)に対してペプチドマッピングを行ったが、分析パラメー
ターは以下の通りである。
【０２１０】
　サンプルをトリプターゼで酵素切断した後、液相クロマトグラフィー-質量分析（カラ
ム型番 BEH 300 C18 1.7 um x 2.1 x 150mm、温度40度、移動相：0.1％ ギ酸/水および0.
1％ギ酸/アセトニトリル）を行った。
【０２１１】
　結果は図1Dに示すように、分析から本発明におけるK-Lock形態で抱合したADCは、薬物
が主に抗体の軽鎖定常領域の81番目のリシンに抱合したことが示された。
【０２１２】
　実施例11　親和性検出
　親和性検出の実験手順は以下の通りである。
【０２１３】
　ZV0201およびZV0223を3.3μg/mlに希釈した後、3倍の勾配で希釈し、濃度はそれぞれ3.
3、1.1、0.33、0.11μg/mlで、それぞれ3.0×105個のBT474細胞を含有するエッペンドル
フ管に入れ、4℃の条件において30分間インキュベートした。沈殿細胞を遠心し、PBSを入
れて1回洗浄した。さらに、600μlのFITCで標識された二次抗体希釈液を入れ、4℃の条件
において光を避けて30 分間インキュベートした。沈殿細胞を遠心し、PBSで2回洗浄し、
最後に500μlのPBSを入れて細胞を均一に懸濁させ、フローサイトメーターによって平均
蛍光強度値を検出した。検出結果は以下の通りである。
【０２１４】
　抗HER2抗体の抱合前後の親和性の比較は、K-Lockは例としてZV0201を、C-Lockは例とし
てZV0223を使用し、親和性の検出結果は図2に示すように、抱合前後の親和性はほぼ変わ
らなかったことがわかる。
【０２１５】
　実施例12　腫瘍細胞抑制実験
　本実施例において、本発明の抗体-薬物抱合体のHER2陽性細胞に対する抑制活性を検出
した。本実施例における腫瘍細胞株はいずれも米国ATCCから購入された。
【０２１６】
　実験の手順は以下の通りである。
【０２１７】
　細胞を消化し、遠心して収集した後、計数し、そして細胞液を0.4～2.0×105個/mlに希
釈し、96ウェルプレートに当該細胞懸濁液を100μl/ウェルずつ入れた。37℃の細胞イン
キュベーターで一晩培養し、翌日に相応する濃度のADC薬物を入れた。薬物の開始濃度は1
～15μg/mLで、3倍の等勾配で希釈し、計9つの濃度の勾配で、最後に1組のゼロ濃度の細
胞対照を設けた。薬物を入れた後、3日培養し、薬物を含有する培地を全部吸い取り、10
％のCCK-8溶液を100μl/ウェルずつ入れ、37℃で1～2時間インキュベートした後、マイク
ロプレートリーダーによって490nmにおいて各ウェルの吸光強度を検出した。データをグ
ラフィックソフトウェアに導入し、曲線をフィッティングし、IC50値を計算した。
【０２１８】
　実験結果は下記表に示す。本発明のADCの細胞活性は顕著に既に市販のT-DM1よりも優れ
た。
【０２１９】
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【表２】

【０２２０】
　細胞周期の検出方法：6ウェルプレートにおいて、各ウェルにそれぞれ3.0×105個のNCI
-N87細胞および最終濃度が5μlになるようなZV0201を入れた。37℃で60h培養した後、ウ
ェルにおけるすべての細胞を収集し、沈殿を遠心し、1mlの氷浴で冷やしておいた70％エ
タノールを入れて4℃で一晩固定させた。固定終了後、PBSを入れて1回洗浄し、PI染色液
を入れ、37℃の条件において、光を避けて30分間インキュベートした後、フローサイトメ
ーターによって検出した。
【０２２１】
　実験結果から、薬物の作用で70％超のN87腫瘍細胞の細胞周期がG2/M期に停止したこと
が示され、結果は図3に示すように、図3ではZV02は抱合薬物のない抗体対照である。
【０２２２】
　実施例13　体内抗腫瘍活性
　抗HER2抗体-薬物抱合体の体内抗腫瘍活性の検出手順は以下の通りである。
【０２２３】
　腫瘍細胞をヌードマウスまたはSCIDマウスの腋下に接種し、腫瘍体積が100～300mm3に
生長したら尾静脈に投与し、OE19は3回に分けて、3日に1回で投与し、ほかのモデルはし
ずれも単回で投与し、投与後一定の時間で腫瘍の大きさ、腫瘍塊の長径（a）、短径（b）
を測量し、腫瘍体積（tumor volume，TV）の計算式はTV = 1/2×a×b2である。
【０２２４】
　実験結果から、本発明の抗HER2抗体-薬物抱合体は、体内における腫瘍に対して顕著な
抑制作用を有し、体内における腫瘍抑制活性はT-DM1よりも3倍以上高かったことが示され
た。
【０２２５】
　図4はADCでマウス体内におけるN87胃癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。本
発明のADCはいずれも有効にN87腫瘍の生長を抑制し、かつ本発明のK-Lock抱合体は腫瘍を
完全に数十日再発しないように抑制することができ、治療効果が顕著に既に市販のT-DM1
よりも優れたものである。
【０２２６】
　図5はADCでマウス体内におけるOE19胃癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。本
発明のADCはいずれも有効にOE19腫瘍の生長を抑制し、かつ本発明のADCは腫瘍を完全に数
十日再発しないように抑制することができ、治療効果が既に市販のT-DM1よりも優れたも
のである。
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【０２２７】
　図6はADCでマウス体内におけるSKOV-3卵巣癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す
。本発明のADCはいずれも有効にOE19腫瘍の生長を抑制し、かつ本発明のADCは治療効果が
既に市販のT-DM1よりも優れたものである。
【０２２８】
　図7はADCでマウス体内におけるBT474乳癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。
本発明のADCはいずれも有効にBT474腫瘍の生長を抑制し、昭華ADCは治療効果が既に市販
のT-DM1よりも優れたものである。
【０２２９】
　図8はADCでマウス体内におけるCalu-3肺癌移植腫瘍を治療する場合の治療効果を示す。
本発明のADCはいずれも有効にCalu-3腫瘍の生長を抑制し、かつ本発明は治療効果が既に
市販のT-DM1よりも優れたものである。
【０２３０】
　各文献がそれぞれ単独に引用されるように、本発明に係るすべての文献は本出願で参考
として引用する。また、本発明の上記の内容を読み終わった後、当業者が本発明を各種の
変動や修正をすることができるが、それらの等価の形態のものは本発明の請求の範囲に含
まれることが理解されるはずである。
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