
JP 2010-527005 A 2010.8.5

10

(57)【要約】
本発明は、一般には、抗薬物抗体の検出のためのアッセ
イ、特に、抗薬物抗体の検出に関し、ここで上記薬物は
、炭水化物部分を有する。本発明はまた、一般に、薬物
の検出のためのアッセイ、特に、薬物の検出に関し、こ
こで上記薬物は、炭水化物部分を有する。本発明はさら
に、炭水化物部分を含む薬物での処置に適した被験体を
同定するための方法に関する。一局面において、本発明
は、抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬
物に対する抗体の存在を検出するためのアッセイを提供
し、上記アッセイは、以下の工程：（ｉ）上記サンプル
と、（ｉｉ）上記炭水化物部分を含む薬物、および（ｉ
ｉｉ）さらなる炭水化物とを合わせる工程；ならびに上
記サンプル中の抗体と、上記炭水化物部分を含む薬物と
の間に特異的結合が存在するか否かを検出する工程；を
包含し、ここで上記炭水化物部分を含む薬物は、糖タン
パク質を含まない。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体に由来する抗体を含む流体サンプル中で、炭水化物部分を含む薬物に対する抗体の
存在を検出するためのアッセイであって、該アッセイは、以下の工程：
　（ａ）以下：
　　（ｉ）該流体サンプルと、
　　（ｉｉ）該炭水化物部分を含む薬物；および
　　（ｉｉｉ）さらなる炭水化物
とを合わせる工程；ならびに
　（ｂ）該サンプル中の抗体と、該炭水化物部分を含む薬物との間で特異的結合が生じる
か否かを検出する工程；
を包含し、
ここで該さらなる炭水化物は、該サンプル中の抗体と該炭水化物部分を含む薬物との間に
特異的結合が生じるか否かを検出する工程の前に、該流体サンプルと予め混合されない、
アッセイ。
【請求項２】
被験体由来の抗体を含む流体サンプル中で、炭水化物部分を含む薬物に対する抗体の存在
を検出するためのアッセイであって、該アッセイは、以下の工程：
　（ａ）以下：
　　（ｉ）該流体サンプルと、
　　（ｉｉ）該炭水化物部分を含む薬物；および
　　（ｉｉｉ）さらなる炭水化物、
とを合わせる工程；
　（ｂ）該サンプル中の抗体と、該炭水化物部分を含む薬物との間で特異的結合が生じる
か否かを検出する工程；
を包含し、
ここで該炭水化物部分を含む薬物は、糖タンパク質を含まない、
アッセイ。
【請求項３】
前記アッセイは、前記炭水化物部分を含む薬物に前記被験体を曝した後に行われる、請求
項１または２に記載のアッセイ。
【請求項４】
前記アッセイは、前記炭水化物部分を含む薬物に前記被験体を曝す前に行われる、請求項
１または２に記載のアッセイ。
【請求項５】
前記さらなる炭水化物は、前記サンプルと前記炭水化物部分を含む薬物とが合わされた後
に添加される、請求項１～４のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項６】
前記被験体に由来する流体サンプルは、全血；血清；粘液、唾液、初乳および血漿のうち
の少なくとも１種を含む、請求項１～５のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項７】
前記検出する工程は、サンドイッチアッセイ、架橋アッセイおよび競合結合アッセイのう
ちの少なくとも１種を含む、請求項６に記載のアッセイ。
【請求項８】
前記検出する工程は、前記サンプルと接触させた状態での固体光学要素表面の屈折率変化
を検出する工程；ルミネッセンスの変化を検出する工程；色の変化を測定する工程；放射
能の変化を検出する工程；生体層干渉法を使用して測定する工程；カンチレバー検出を使
用して測定する工程；標識なしの内因性画像化を使用して測定する工程；および音波検出
を使用して測定する工程のうちの少なくとも１つを含む、請求項１～７のいずれか１項に
記載のアッセイ。
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【請求項９】
前記検出する工程は、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）；電気化学発光
アッセイ（ＥＣＬ）；ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）；固相ラジオイムノアッセイ（Ｓ
ＰＲＩＡ）；イムノブロッティング；免疫沈降法；蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣ
Ｓ）からなる群より選択されるアッセイを含む、請求項８に記載のアッセイ。
【請求項１０】
前記検出する工程は、架橋アッセイを含む、請求項９に記載のアッセイ。
【請求項１１】
前記検出する工程は、ＥＬＩＳＡを含む、請求項１～１０のいずれか１項に記載のアッセ
イ。
【請求項１２】
前記さらなる炭水化物は、細菌リポポリサッカリド（ＬＰＳ）もしくはそのフラグメント
、デキストランもしくはそのフラグメント、レバンもしくはそのフラグメント、肺炎球菌
ポリサッカリドもしくはそのフラグメント、アガロースもしくはそのフラグメント、セル
ロースもしくはそのフラグメント、カラギーナンもしくはそのフラグメント、およびメチ
ルグリコシドもしくはそのフラグメントである、請求項１～１１のいずれか１項に記載の
アッセイ。
【請求項１３】
前記さらなる炭水化物は、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの間の濃度において、工程
ａ）の組み合わせで存在する、請求項１～１２のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項１４】
前記炭水化物部分を含む薬物は、前記薬物に結合体化されたキャリアをさらに含む、請求
項１～１３のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項１５】
前記キャリアは、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、ならびにこれらの化学
的もしくは遺伝的に操作された対応物；これらの抗原認識フラグメントおよびこれらの化
学的もしくは遺伝的に操作された対応物；小モジュラー免疫医薬（ＳＭＩＰ）およびこれ
らの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；ナノ抗体およびこれらの化学的もしくは
遺伝的に操作された対応物；可溶性レセプターおよびこれらの化学的もしくは遺伝的に操
作された対応物；増殖因子およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；ア
プタマー；リポソーム；非グリコシル化タンパク質；およびナノ粒子からなる群より選択
される、請求項１４に記載のアッセイ。
【請求項１６】
前記キャリアは、癌細胞の表面上で発現される抗原に特異的に結合する、請求項１４また
は１５に記載のアッセイ。
【請求項１７】
前記癌細胞の表面上で発現される抗原は、５Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ
３３；ルイスＹ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１）；
ＣＤ５２；上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮ
Ａ／ヒストン複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因
子レセプター２もしくはキナーゼ挿入ドメイン含有レセプター，ＫＤＲ）；上皮細胞接着
分子（Ｅｐ－ＣＡＭ）；線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプター
－１（ＤＲ４）；プロゲステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；ならびに
フィブリンからなる群より選択される、請求項１６に記載のアッセイ。
【請求項１８】
前記キャリアは、モノクローナル抗体である、請求項１５～１７のいずれか１項に記載の
アッセイ。
【請求項１９】
前記モノクローナル抗体は、抗ＣＤ２２モノクローナル抗体；抗５Ｔ４モノクローナル抗
体；抗ルイスＹモノクローナル抗体；および抗ＣＤ３３モノクローナル抗体からなる群よ
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り選択される、請求項１８に記載のアッセイ。
【請求項２０】
前記炭水化物部分を含む薬物は、細胞傷害性薬剤；放射線療法剤；免疫調節剤；抗血管新
生剤；抗増殖剤；アポトーシス促進因子；化学療法剤；および治療的核酸からなる群より
選択される、請求項１～１９のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項２１】
前記炭水化物部分を含む薬物は細胞傷害性薬剤である、請求項２０に記載のアッセイ。
【請求項２２】
前記細胞傷害性薬剤は、チューブリンポリマー化のインヒビター；ＤＮＡに結合しかつこ
れを破壊するアルキル化剤；タンパク質合成のインヒビター；またはチロシンキナーゼイ
ンヒビターである。請求項２１に記載のアッセイ。
【請求項２３】
前記細胞傷害性薬剤は、カリチアマイシン、チオテパ、タキサン、ビンクリスチン、ダウ
ノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、アクチノマイシン、オースラマイシン、ア
ザセリン、ブレオマイシン、タモキシフェン、イダルビシン、ドラスタチン／オーリスタ
チン、ヘミアスタリン、およびマイタンシノイドから選択される、請求項２１に記載のア
ッセイ。
【請求項２４】
前記細胞傷害性薬剤はカリチアマイシンである、請求項２３に記載のアッセイ。
【請求項２５】
前記カリチアマイシンは、Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジドカリチアマイシンである、
請求項２４に記載のアッセイ。
【請求項２６】
前記Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジドカリチアマイシンは、キャリアモノクローナル抗
体に結合体化され、該モノクローナル抗体は、５Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；
ＣＤ３３；ルイスＹ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１
）；ＣＤ５２；上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；
ＤＮＡ／ヒストン複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増
殖因子レセプター２もしくはキナーゼ挿入ドメイン含有レセプター，ＫＤＲ）；上皮細胞
接着分子（Ｅｐ－ＣＡＭ）；線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプ
ター－１（ＤＲ４）；プロゲステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；およ
びフィブリンからなる群より選択される抗原に特異的に結合する、請求項２５に記載のア
ッセイ。
【請求項２７】
前記さらなる炭水化物は、Ｓ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ
）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシ
テトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２
－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－
２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ
，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラ
ン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボ
チオエート）である、請求項２２～２４のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項２８】
前記検出する工程は、前記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する前記サンプル中の
抗体に対する捕捉試薬の特異的結合をさらに含む、請求項１～２７のいずれか１回に記載
のアッセイ。
【請求項２９】
前記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する抗体の存在は、該炭水化物部分を含む薬
物に特異的に結合する抗体に対する化合物の特異的結合によって検出される、請求項２８
に記載のアッセイ。



(5) JP 2010-527005 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

【請求項３０】
前記化合物は、検出可能な標識をさらに含む前記捕捉試薬；および検出可能な標識をさら
に含む第２の抗体からなる群より選択され、該第２の抗体は、前記結合した抗体に特異的
に結合する、請求項２９に記載のアッセイ。
【請求項３１】
前記検出可能な標識は、酵素標識；ルミネッセント標識；タンパク質標識；ビタミン標識
；放射性同位体標識からなる群より選択される少なくとも１種の標識を含む、請求項３０
に記載のアッセイ。
【請求項３２】
前記捕捉試薬は、カリチアマイシンを含む、請求項２８～３１のいずれか１項に記載のア
ッセイ。
【請求項３３】
前記捕捉試薬は、カリチアマイシンもしくはその機能的フラグメントの炭水化物部分であ
る、請求項３２に記載のアッセイ。
【請求項３４】
前記カリチアマイシンの炭水化物部分は、カリチアマイシンに存在するＳ－［（２Ｒ，４
Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［
アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オ
キシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－
イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３
－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メト
キシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，
６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエート）である、請求項３３に記載のア
ッセイ。
【請求項３５】
請求項１に記載の、および実施例５、６、もしくは７のいずれかにさらに記載のアッセイ
。
【請求項３６】
抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬物の存在を検出するためのアッセイで
あって、該アッセイは、以下の工程：
　（ａ）以下；
　　（ｉ）該流体サンプルと、
　　（ｉｉ）該炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する捕捉試薬；および
　　（ｉｉｉ）さらなる炭水化物；
とを合わせる工程；
　（ｂ）該サンプル中の炭水化物部分を含む薬物と、該捕捉試薬との間に特異的結合が存
在するか否かを検出する工程；
を包含し、
ここで該さらなる炭水化物は、該捕捉試薬と該炭水化物部分を含む薬物との間に特異的結
合が存在するか否かを検出する前に、該流体サンプルと予め混合されていない、
アッセイ。
【請求項３７】
抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬物の存在を検出するためのアッセイで
あって、該アッセイは、以下の工程：
　　（ａ）以下：
　　（ｉ）該流体サンプルと、
　　（ｉｉ）該炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する捕捉試薬；および
　　（ｉｉｉ）さらなる炭水化物
とを合わせる工程；ならびに
　ｂ）該サンプル中の該炭水化物部分を含む薬物と、該捕捉試薬との間に特異的結合が存
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在するか否かを検出する工程；
を包含し、
ここで該炭水化物部分を含む薬物は、糖タンパク質を含まない、
アッセイ。
【請求項３８】
前記捕捉試薬に結合した前記薬物の存在は、同様に該薬物に特異的に結合する化合物で検
出される、請求項３６または３７に記載のアッセイ。
【請求項３９】
前記捕捉試薬は、前記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する抗体もしくはそのフラ
グメント、ならびに該炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する標的分子のうちの少な
くとも１種である、請求項３８に記載のアッセイ。
【請求項４０】
前記薬物に特異的に結合する化合物は標識されており、そして検出可能な標識をさらに含
む前記捕捉試薬；および検出可能な標識をさらに含む抗体からなる群より選択され、ここ
で該抗体は、該炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する、請求項３８または３９に記
載のアッセイ。
【請求項４１】
同様に前記薬物に特異的に結合する化合物は、１種以上の逐次的中間化合物（ｓｅｑｕｅ
ｎｔｉａｌ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）の結合によって検出され、
ここで該逐次的中間化合物のうちの１種以上は、検出可能な標識を含む、請求項３８また
は３９に記載のアッセイ。
【請求項４２】
前記検出可能な標識は、酵素標識；ルミネッセント標識；タンパク質標識；ビタミン標識
；および放射性同位体標識からなる群より選択される少なくとも１種の標識を含む、請求
項４０または４１に記載のアッセイ。
【請求項４３】
前記流体サンプルは、全血；血清；粘液、唾液；初乳および血漿のうちの少なくとも１種
を含む、請求項３６～４２のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項４４】
前記検出する工程は、サンドイッチアッセイ；架橋アッセイ；および競合結合アッセイか
らなる群より選択されるアッセイを含む、請求項３６～４３のいずれか１項に記載のアッ
セイ。
【請求項４５】
前記検出する工程は、前記サンプルと接触させた状態での固体光学要素表面の屈折率変化
を測定する工程；ルミネッセンスの変化を検出する工程；色の変化を測定する工程；およ
び放射能の変化を検出する工程；生体層干渉法を使用して測定する工程；カンチレバー検
出を使用して測定する工程；標識なしの内因性画像化を使用して測定する工程；および音
波検出を使用して測定する工程のうちの少なくとも１つを含む、請求項４４に記載のアッ
セイ。
【請求項４６】
前記検出する工程は、ＥＬＩＳＡ；ＥＣＬ；ＲＩＡ；ＳＰＲＩＡ；イムノブロッティング
；免疫沈降法；および免疫染色法からなる群より選択されるアッセイを含む、請求項４５
に記載のアッセイ。
【請求項４７】
前記検出する工程は、架橋アッセイを含む、請求項４６に記載のアッセイ。
【請求項４８】
前記検出する工程は、ＥＬＩＳＡを含む、請求項４７に記載のアッセイ。
【請求項４９】
前記さらなる炭水化物は、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの間の濃度において、前記
サンプル中に存在する、請求項３６～４８のいずれか１項に記載のアッセイ。
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【請求項５０】
前記サンプルに添加される炭水化物は、細菌リポポリサッカリド（ＬＰＳ）、デキストラ
ン、レバン、肺炎球菌ポリサッカリド、アガロース、セルロース、カラギーナンもしくは
メチルグリコシドである、請求項４９に記載のアッセイ。
【請求項５１】
前記炭水化物部分を含む薬物は、該薬物に結合体化したキャリアをさらに含む、請求項３
６～５０のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項５２】
前記キャリアは、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体およびこれらの化学的も
しくは遺伝的に操作された対応物；これらの抗原認識フラグメントおよびこれらの化学的
もしくは遺伝的に操作された対応物；小モジュラー免疫医薬（ＳＭＩＰ）およびこれらの
化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；ナノ抗体およびこれらの化学的もしくは遺伝
的に操作された対応物；可溶性レセプターおよびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作さ
れた対応物；増殖因子およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；アプタ
マー；リポソーム；非グリコシル化タンパク質；ならびにナノ粒子からなる群より選択さ
れる、請求項５１に記載のアッセイ。
【請求項５３】
前記キャリアは、前記癌細胞の表面に発現される抗原に特異的に結合する、請求項５１ま
たは５２に記載のアッセイ。
【請求項５４】
前記癌細胞上に発現される抗原は、５Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ３３；
ルイスＹ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１）；ＣＤ５
２；上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮＡ／ヒ
ストン複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子レセ
プター２もしくはキナーゼ挿入ドメイン含有レセプター，ＫＤＲ）；上皮細胞接着分子（
Ｅｐ－ＣＡＭ）；線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプター－１（
ＤＲ４）；プロゲステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；ならびにフィブ
リンからなる群より選択される、請求項５３に記載のアッセイ。
【請求項５５】
前記キャリアはモノクローナル抗体である、請求項５３または５４に記載のアッセイ。
【請求項５６】
前記モノクローナル抗体は、５Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ３３；ルイス
Ｙ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１）；ＣＤ５２；上
皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮＡ／ヒストン
複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子レセプター
２もしくはキナーゼ挿入ドメイン含有レセプター，ＫＤＲ）；上皮細胞接着分子（Ｅｐ－
ＣＡＭ）；線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプター－１（ＤＲ４
）；プロゲステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；ならびにフィブリンか
らなる群より選択される抗原に特異的に結合する、請求項５５に記載のアッセイ。
【請求項５７】
前記炭水化物部分を含む薬物は、細胞傷害性薬剤；放射線療法剤；免疫調節剤；抗血管新
生剤；抗増殖剤；アポトーシス促進因子；化学療法剤；および治療的核酸からなる群より
選択される、請求項３６～５６のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項５８】
前記炭水化物部分を含む薬物は細胞傷害性薬剤である、請求項５７に記載のアッセイ。
【請求項５９】
前記細胞傷害性薬剤は、チューブリンポリマー化のインヒビター；ＤＮＡに結合しかつこ
れを破壊するアルキル化剤；タンパク質合成のインヒビター；またはチロシンキナーゼイ
ンヒビターである、請求項５８に記載のアッセイ。
【請求項６０】
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前記細胞傷害性薬剤は、カリチアマイシン、チオテパ、タキサン、ビンクリスチン、ダウ
ノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、アクチノマイシン、オースラマイシン、ア
ザセリン、ブレオマイシン、タモキシフェン、イダルビシン、ドラスタチン／オーリスタ
チン、ヘミアスタリン、およびマイタンシノイドから選択される、請求項５９に記載のア
ッセイ。
【請求項６１】
前記細胞傷害性薬剤はカリチアマイシンである、請求項５７に記載のアッセイ。
【請求項６２】
前記カリチアマイシンは、Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジドカリチアマイシンである、
請求項６１に記載のアッセイ。
【請求項６３】
前記Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジドカリチアマイシンは、キャリアモノクローナル抗
体に結合体化され、該キャリア－薬物結合体は、ＣＭＣ－５４４；ＣＭＥ－５４８；ＣＭ
Ｄ－１９３；およびゲムツズマブ　オゾガマイシンからなる組成の群から選択される、請
求項６２に記載のアッセイ。
【請求項６４】
前記さらなる炭水化物がメチルグリコシドである、請求項６１～６３のいずれか１項に記
載のアッセイ。
【請求項６５】
前記捕捉試薬は、５Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ３３；ルイスＹ；ＨＥＲ
－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１）；ＣＤ５２；上皮増殖因子
レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮＡ／ヒストン複合体；癌
胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子レセプター２もしくは
キナーゼ挿入ドメイン含有レセプター，ＫＤＲ）；上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡＭ）；
線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプター－１（ＤＲ４）；プロゲ
ステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；ならびにフィブリンからなる群よ
り選択される、請求項３６～６４のいずれか１項に記載のアッセイ。
【請求項６６】
前記捕捉試薬は抗カリチアマイシン抗体である、請求項３６～６４のいずれか１項に記載
のアッセイ。
【請求項６７】
請求項３６～６６のいずれか１項に記載のアッセイおよび実施例７にさらに記載されるア
ッセイ。
【請求項６８】
前記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する抗体に結合する前記化合物は、１種以上
の逐次的中間化合物の結合によって検出され、該逐次的中間化合物のうちの１種以上は、
検出可能な標識を含む、請求項２９または３０に記載のアッセイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、抗薬物抗体の検出のためのアッセイ、特に、抗薬物抗体の検出に関
し、ここで上記薬物は、炭水化物部分を有する。本発明はまた、一般に、薬物の検出のた
めのアッセイ、特に、薬物の検出に関し、ここで上記薬物は、炭水化物部分を有する。本
発明はさらに、炭水化物部分を含む薬物での処置に適した被験体を同定するための方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　糖タンパク質は、癌、感染、および免疫学的疾患の処置および診断のためにますます使
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用されつつある。特に、種々の種由来のモノクローナル抗体、およびキメラ抗体もしくは
「ヒト化」抗体は、臨床的用途が増えつつあることが見いだされている糖タンパク質の種
である。被験体に投与されると、ときおり、患者がこれら抗体に対して免疫応答を生成す
る。この応答は、処置前の血清もしくは血漿の反応性と、注入された抗体での処置後の血
清もしくは血漿の反応性との間の差異によって定義される。
【０００３】
　規制機関は、処置された患者における薬物および／もしくはタンパク質に対するヒト免
疫応答のモニタリングおよび定量を求めている。しかし、いくらかの場合において、モノ
クローナル抗体に対するヒト血清もしくは血漿の投与後反応性は高く、そして上記糖タン
パク質に対する特異的免疫応答のモニタリングおよび定量を妨害し得る。さらに、治療剤
として使用される特定の抗体への曝露を受けたことがない被験体は、しばしば、治療的タ
ンパク質との処置前血清反応性を示すことが注目されてきた。この反応性は、ヒト血清も
しくは血漿中に、上記抗体と、特に、投与された糖タンパク質の炭水化物部分と反応性の
「自然抗体」が存在することに原因があり得る（例えば、非特許文献１）；「Ｈａｍｉｌ
ｔｏｎ」を参照のこと）。さらに、抗炭水化物抗体が、イムノアッセイにおける妨害の原
因として作用し得ることが観察されてきた（非特許文献２）。
【０００４】
　Ｈａｍｉｌｔｏｎは、ヒト血清のイムノアッセイ分析において、炭水化物に対するこれ
ら自然抗体によって引き起こされる妨害が、上記自然抗体と反応性の可溶性もしくは固体
の炭水化物での、上記被験体血清の予備吸着によって除去され得ることを開示している。
また、特許文献１は、糖タンパク質処置の後に個体から得られた体液サンプルと、酸化さ
れた炭水化物部分を有するように改変された上記糖タンパク質とを接触させることによっ
て、上記糖タンパク質で処置されている個体における上記糖タンパク質に対する特異的免
疫応答性のレベルを決定するための方法を開示している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第５，８５６，１０６号明細書
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｒｏｂｅｒｔ　Ｇ．Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ａｎｄ　Ｎ．Ｆｒａｎｋｌｉｎ
　Ａｄｋｉｎｓｏｎ．Ｎａｔｕｒａｌｌｙ　Ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａ
ｔｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｓｏｌｉｄ－Ｐｈａｓ
ｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ（１９８５）７７９５－１０８
【非特許文献２】Ｊｕｓｔｕｓ　Ａｄｅｄｏｙｉｎ，Ｓ．Ｇ．Ｏ．Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ，
Ｈａｎｓ　Ｇｒｏｅｎｌｕｎｄ，Ｍａｒｉａｎｎｅ　ｖａｎ　Ｈａｇｅ．Ｉｎｔｅｒｆｅ
ｒｅｎｃｅ　ｉｎ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ　ｂｙ　ｈｕｍａｎ　ＩｇＭ　ｗｉｔｈ　
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　ｍｏｉｅｔｙ　
ｏｆ　ａｎｉｍａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００６）３１０、１１７-１２５
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　糖タンパク質での処置前血清反応性は、治療剤として投与した場合に、上記糖タンパク
質に対する真の免疫応答を隠し得るかまたは増大させ得るかのいずれかであるので、この
反応性の低下が、可能性のある治療的糖タンパク質の免疫反応性を評価する前に望まれる
。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
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　（発明の要旨）
　本開示は、炭水化物部分を有する薬物との処置前血清反応性の存在を報告し、ここで上
記炭水化物部分は、糖タンパク質と直接会合しない。カリチアマイシンを特定の細胞タイ
プへ向ける、モノクローナル抗体に結合体化された薬物カリチアマイシンを含む薬物－キ
ャリア結合体は、処置前もしくは未処置（ｎａｉｖｅ）のヒトおよびサルの血清と反応す
ることが見いだされた。上記処置前反応性は、上記薬物－キャリア結合体のカリチアマイ
シン（ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）部分に特異的であり、特に、上記カリチアマイシン
の炭水化物部分に指向される。さらなる炭水化物を処置前血清に提供すると、上記血清と
、カリチアマイシンとのバックグラウンド反応性が除去されることがさらに見いだされた
。
【０００９】
　従って、一局面において、本発明は、抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む
薬物に対する抗体の存在を検出するためのアッセイを提供し、上記アッセイは、以下の工
程：（ｉ）上記サンプルと、（ｉｉ）上記炭水化物部分を含む薬物、および（ｉｉｉ）さ
らなる炭水化物とを合わせる工程；ならびに上記サンプル中の抗体と、上記炭水化物部分
を含む薬物との間に特異的結合が存在するか否かを検出する工程；を包含し、ここで上記
炭水化物部分を含む薬物は、糖タンパク質を含まない。
【００１０】
　別の局面において、本発明は、抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬物の
存在を検出するためのアッセイを提供し、上記アッセイは、（ｉ）上記サンプルと、（ｉ
ｉ）上記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する捕捉試薬および（ｉｉｉ）さらなる
炭水化物を合わせる工程；ならびに上記サンプル中の上記炭水化物部分を含む薬物と、上
記捕捉試薬との間に特異的結合が存在するか否かを検出する工程；を包含し、ここで上記
炭水化物部分を含む薬物は、糖タンパク質を含まない。
【００１１】
　別の局面において、本発明は、抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬物に
対する抗体の存在を検出するためのアッセイを提供し、上記アッセイは、ａ）（ｉ）上記
流体サンプルと、（ｉｉ）上記炭水化物部分を含む薬物および（ｉｉｉ）さらなる炭水化
物とを合わせる工程；ならびにｂ）上記サンプル中の抗体と、上記炭水化物部分を含む薬
物との間に特異的結合が存在するか否かを検出する工程を包含し；ここで上記さらなる炭
水化物は、上記サンプル中の抗体と、上記炭水化物部分を含む薬物との間に特異的結合が
存在するか否かを検出する前に、上記流体サンプルで予め吸着されていない。
【００１２】
　別の局面において、本発明は、抗体を含む流体サンプル中の炭水化物部分を含む薬物の
存在を検出するためのアッセイを提供し、上記アッセイは、（ｉ）上記サンプルと、（ｉ
ｉ）上記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する捕捉試薬、および（ｉｉｉ）さらな
る炭水化物とを合わせる工程；ならびに上記サンプル中の上記炭水化物部分を含む薬物と
、上記捕捉試薬との間に特異的結合が存在するか否かを検出する工程；を包含し、ここで
上記さらなる炭水化物は、上記捕捉試薬と上記炭水化物部分を含む薬物との間に特異的結
合が存在するか否かを検出する前に、上記流体サンプルで予め吸着されていない。
一実施形態において、本発明は、本明細書において記載されるアッセイのうちのいずれか
１種以上を提供し、ここで上記アッセイは、上記被験体を、上記炭水化物部分を含む薬物
に曝した後の被験体に由来する流体サンプルに対して行われる。
【００１３】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種以上を提供し、ここで上記アッセイは、上記被験体を、上記炭水化物部分を含む薬物に
曝す前（すなわち、未処置の被験体）の流体サンプルに対して行われる。このような実施
形態において、上記アッセイは、上記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する内因性
の既存の抗体が、未処置の被験体に存在するか否かについての情報を提供する。
【００１４】
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　いくつかの実施形態において、上記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する内因性
の既存の抗体が未処置被験体において存在するか否かについての情報は、上記炭水化物部
分を含む薬物での処置に応答する可能性が高い被験体を同定するために使用され得る。
【００１５】
　上記アッセイが未処置被験体に由来する流体サンプルに対して行われるいくつかの実施
形態において、上記アッセイは、上記被験体が薬物に曝される前の被験体に由来するサン
プルと、上記被験体が上記薬物に曝された後の同じ被験体に由来するサンプルとの間の比
較分析をさらに包含し得、ここで曝された後のサンプル中の炭水化物部分を含む薬物に対
する抗体の量は、上記薬物に対する免疫応答を示す。
【００１６】
　上記アッセイが未処置被験体に由来する流体サンプルに対して行われるいくつかの実施
形態において、上記さらなる炭水化物は、上記未処置被験体の血清中に存在する内因性処
置前抗炭水化物抗体の結果である、炭水化物部分を含む薬物との任意の反応性を除去する
最終濃度にまで添加される。
【００１７】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記被験体に由来する流体サンプルが、全血；血清；粘液、唾液、初
乳および血漿のうちの少なくとも１種を含む。
【００１８】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記検出する工程が、サンドイッチアッセイ、架橋アッセイおよび競
合結合アッセイのうちの１種以上を含む。
【００１９】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記検出する工程は、上記サンプルと接触した状態で固体光学要素表
面の屈折率の変化を検出もしくは測定する工程；ルミネッセンスの変化を検出もしくは測
定する工程；色の変化を検出もしくは測定する工程；放射能の変化を検出もしくは測定す
る工程；生体層干渉法（ｂｉｏｌａｙｅｒ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｒｙ）を使用して
検出もしくは測定する工程；カンチレバー検出を使用して検出もしくは測定する工程；標
識なしの内因性画像化（ｌａｂｅｌ－ｆｒｅｅ　ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ　ｉｍａｇｉｎｇ）
を使用して検出もしくは測定する工程；および音波検出を使用して検出もしくは測定する
工程のうちの少なくとも１つを包含する。
【００２０】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記検出する工程は、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳ
Ａ）；電気化学発光アッセイ（ＥＣＬ）；ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）；固相ラジオ
イムノアッセイ（ＳＰＲＩＡ）；イムノブロッティング；免疫沈降法；蛍光活性化セルソ
ーティング（ＦＡＣＳ）：および免疫染色法からなる群より選択されるアッセイを含む。
【００２１】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記さらなる炭水化物は、細菌リポポリサッカリド（ＬＰＳ）、デキ
ストラン、レバン、肺炎球菌ポリサッカリド、アガロース、セルロース、カラギーナン、
およびメチルグリコシドもしくは前述の炭水化物のうちのいずれか１種の機能的フラグメ
ントのうちの１種以上である。
【００２２】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記さらなる炭水化物は、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの間の
濃度において、上記組み合わせで存在する。別の実施形態において、上記さらなる炭水化
物は、約１０ｎｇ／ｍｌ～約０．５ｍｇ／ｍｌの間の濃度において、上記組み合わせで存
在する。別の実施形態において、上記さらなる炭水化物は、約１００ｎｇ／ｍｌ～約０．
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５ｍｇ／ｍｌの間の濃度において、上記組み合わせで存在する。別の実施形態において、
上記さらなる炭水化物は、約１００ｎｇ／ｍｌ～約０．７５ｍｇ／ｍｌの間の濃度におい
て、上記組み合わせで存在する。別の実施形態において、上記さらなる炭水化物は、約１
００ｎｇ／ｍｌ～約０．２５ｍｇ／ｍｌの間の濃度において、およびその間の任意の範囲
（その有理数を含む）において、上記組み合わせで存在する。
【００２３】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記炭水化物部分を含む薬物は、上記薬物に結合体化したキャリアを
さらに含む。いくつかの実施形態において、上記キャリアは、モノクローナル抗体および
ポリクローナル抗体およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；これらの
抗原認識フラグメントおよびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；小モジ
ュラー免疫医薬（ｓｍａｌｌ　ｍｏｄｕｌａｒ　ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ）（ＳＭＩＰ）およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；ナノ抗体
（ｎａｎｏｂｏｄｙ）およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；可溶性
レセプターおよびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；増殖因子およびこ
れらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；アプタマー；リポソーム；非グリコシ
ル化タンパク質；ならびにナノ粒子からなる群より選択される。いくつかの実施形態にお
いて、上記キャリアは、癌細胞上もしくは癌細胞内で発現される抗原に特異的に結合する
。いくつかの実施形態において、上記癌細胞上もしくは癌細胞内で発現される抗原は、５
Ｔ４；ＣＤ１９；ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ３３；ルイスＹ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリ
ンＧのＩ型Ｆｃレセプター（ＦｃγＲ１）；ＣＤ５２；上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦ
Ｒ）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮＡ／ヒストン複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）
；ＣＤ４７；ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子レセプター２もしくはキナーゼ挿入ドメイ
ン含有レセプター（ｋｉｎａｓｅ　ｉｎｓｅｒｔ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
　ｒｅｃｅｐｔｏｒ），ＫＤＲ）；上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡＭ）；線維芽細胞活性
化タンパク質（ＦＡＰ）；Ｔｒａｉｌレセプター－１（ＤＲ４）；プロゲステロンレセプ
ター；腫瘍胎児抗原　ＣＡ　１９．９；ならびにフィブリンからなる群より選択される。
【００２４】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記キャリアは、モノクローナル抗体である。いくつかの実施形態に
おいて、上記モノクローナル抗体は、抗ＣＤ２２モノクローナル抗体；抗５Ｔ４モノクロ
ーナル抗体；抗ＣＤ３３抗体；および抗ルイスＹモノクローナル抗体からなる群より選択
される。
【００２５】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記炭水化物部分を含む薬物は、細胞傷害性薬剤；放射線療法剤；免
疫調節剤；抗血管新生剤（ａｎｔｉ－ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）；抗増殖剤；
アポトーシス促進因子（ｐｒｏ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ａｇｅｎｔ）；化学療法剤；治療
的核酸；チューブリンポリマー化のインヒビター；ＤＮＡに結合しかつこれを破壊するア
ルキル化剤；タンパク質合成のインヒビター；およびチロシンキナーゼインヒビターから
なる群より選択される。本明細書に記載されるアッセイは、１種より多くの炭水化物部分
を含む薬物を含むかまたはこれら薬物に曝された流体サンプルで行われ得る。本明細書に
記載されるアッセイは、上記炭水化物部分を含む薬物の一部分もしくは機能的フラグメン
トを含み得る。
【００２６】
　他の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイのうちのいずれか１
種を提供し、ここで上記炭水化物部分を含む薬物は、細胞傷害性薬剤であり、カリチアマ
イシン、チオテパ、タキサン、ビンクリスチン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エピ
ルビシン、アクチノマイシン、オースラマイシン（ａｕｔｈｒａｍｙｃｉｎ）、アザセリ
ン、ブレオマイシン、タモキシフェン、イダルビシン、ドラスタチン／オーリスタチン（
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ａｕｒｉｓｔａｔｉｎ）、ヘミアスタリン（ｈｅｍｉａｓｔｅｒｌｉｎ）、およびマイタ
ンシノイドから選択される。いくつかの好ましい実施形態において、上記細胞傷害性薬剤
は、カリチアマイシンであり、いくつかの実施形態において、Ｎ－アセチルγジメチルヒ
ドラジンカリチアマイシンであり得る。
【００２７】
　別の実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるアッセイを提供し、ここで上
記炭水化物部分を有する薬物に対する抗体もしくは上記炭水化物部分を含む薬物は、捕捉
薬剤に結合することによって検出される。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、上記抗薬物抗体に特異的に結合する上記捕捉薬剤は、上
記炭水化物部分を有する薬物または上記炭水化物部分を含む薬物の一部分もしくは機能的
フラグメントを含む。
【００２９】
　いくつかの実施形態において、上記抗薬物抗体に特異的に結合する上記捕捉薬剤は、上
記炭水化物部分を含む薬物の炭水化物部分または上記炭水化物部分を含む薬物の機能的フ
ラグメントもしくは一部分である。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、上記炭水化物部分を含む薬物および上記捕捉試薬は、Ｓ
－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，
５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン
－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ
－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メチルテトラヒドロ－２
Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロ
キシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル］オキシ｝－３
－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエートである。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、上記炭水化物部分を有する薬物に特異的に結合する上記
捕捉薬剤は、上記炭水化物部分を含む薬物に対する抗体を含む。上記炭水化物部分を含む
薬物がキャリア－薬物結合体を含むいくつかの実施形態において、上記炭水化物部分を有
する薬物に特異的に結合する上記捕捉薬剤は、上記キャリア－薬物結合体のキャリア部分
に特異的に結合する標的を含む。
【００３２】
　炭水化物部分を含む薬物がキャリア－薬物結合体を含むいくつかの実施形態において、
上記炭水化物部分を有する薬物に特異的に結合する上記捕捉薬剤は、５Ｔ４；ＣＤ１９；
ＣＤ２０；ＣＤ２２；ＣＤ３３；ルイスＹ；ＨＥＲ－２；免疫グロブリンＧのＩ型Ｆｃレ
セプター（ＦｃγＲ１）；ＣＤ５２；上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）；血管内皮増
殖因子（ＶＥＧＦ）；ＤＮＡ／ヒストン複合体；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；ＣＤ４７；ＶＥ
ＧＦＲ２（血管内皮増殖因子レセプター２もしくはキナーゼ挿入ドメイン含有レセプター
，ＫＤＲ）；上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡＭ）；線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ
）；Ｔｒａｉｌレセプター－１（ＤＲ４）；プロゲステロンレセプター；腫瘍胎児抗原　
ＣＡ　１９．９；ならびにフィブリンの少なくとも一部分を含み、ここで上記一部分は、
上記キャリア－薬物結合体のキャリア部分に特異的に結合する。
【００３３】
　別の実施形態において、上記炭水化物部分を含む薬物に結合した抗体は、上記抗体に対
する標識化合物の結合によって検出される。いくつかの好ましい実施形態において、上記
標識化合物は、検出可能な標識をさらに含む上記捕捉試薬；または検出可能な標識をさら
に含む第２の抗体もしくは抗体フラグメントを含み、ここで上記第２の抗体は、上記結合
した抗体に特異的に結合する。いくつかの実施形態において、上記検出可能な標識は、酵
素標識、ルミネッセント標識および放射性同位体標識のうちの少なくとも１種を含む。
【００３４】
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　いくつかの実施形態において、本発明は、実施例１～８のいずれか１つ以上において本
明細書に記載されるアッセイを提供する。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、上記捕捉試薬に結合した炭水化物部分を含む薬物の存在
は、同様に上記薬物に特異的に結合する標識化合物で検出される。いくつかの実施形態に
おいて、上記標識化合物は、検出可能な標識をさらに含む上記捕捉試薬；および検出可能
な標識をさらに含む抗体からなる群より選択され、ここで上記抗体は、上記薬物に特異的
に結合する。いくつかの実施形態において、上記検出可能な標識は、酵素標識；ルミネッ
セント標識；および放射性同位体標識からなる群より選択される少なくとも１種の標識を
含む。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、抗体を含む流体サンプル中で、炭水化物部分を含む薬物
に対する抗体の存在または炭水化物部分を含む薬物の存在を検出するためのアッセイは、
上記サンプルと接触させた状態で固体光学要素表面の屈折率の変化を測定する工程；ルミ
ネッセンスの変化を測定する工程；色の変化を測定する工程；および放射能の変化を測定
する工程のうちの少なくとも１種を含む。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、抗体を含む流体サンプル中で、炭水化物部分を含む薬物
に対する抗体の存在もしくは炭水化物部分を含む薬物の存在を検出するためのアッセイは
、ＥＬＩＳＡ；ＥＣＬ；ＲＩＡ；ＳＰＲＩＡ；イムノブロッティング；免疫沈降法；およ
び免疫染色法からなる群より選択されるアッセイを含む。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】図１は、カリチアマイシンに対する結合特異性を有する未処理血清中の妨害因子
の存在のグラフ表示である。
【図２】図２は、抗体に結合体化した場合のカリチアマイシンの模式的表示を示す。
【図３】図３は、解毒したＬＰＳの種々の濃度で力価測定した血清中のカリチアマイシン
特異的結合の低下のグラフ表示である。
【図４】図４は、カリチアマイシンの炭水化物部分、メチルグリコシドの種々の濃度で力
価測定した血清中のカリチアマイシン特異的結合の低下のグラフ表示である。
【図５】図５は、解毒したＬＰＳの種々の濃度で力価測定した血清中のカリチアマイシン
特異的結合の低下を示すグラフ表示である。
【図６】図６は、カリチアマイシン特異的血清結合ＩｇＭからのカリチアマイシン特異的
ＩｇＭのグラフ表示を示す。
【図７】図７は、カリチアマイシンに結合するカリチアマイシン特異的血清からのＩｇＭ
のグラフ表示を示す。
【図８】図８は、未処置ヒト血清中のカリチアマイシン特異的結合因子の存在のグラフ表
示を示す。
【図９】図９は、Ｓ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－
（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラヒ
ドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチル
テトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メチ
ルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）
－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－
イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエー
ト）の化学的構造を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　全身薬物療法のために開発された薬物結合体は、標的特異的細胞傷害性薬剤である。こ
の構想は、規定された標的細胞集団に対する特異性で、治療剤をキャリア分子に連結する
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ことを包含する。本明細書において使用される場合、このような薬物結合体はまた、「キ
ャリア－薬物結合体」といわれる。
【００４０】
　抗原に対して高い親和性を有する抗体は、標的部分としてまたは上記キャリア－薬物結
合体の「キャリア」部分として当然の選択である。高親和性モノクローナル抗体のアベイ
ラビリティーに関して、抗体標的化治療の見通しは、有望なものになってきた。モノクロ
ーナル抗体に結合体化されてきた毒性物質としては、毒素、低分子量細胞傷害性薬物、生
物学的応答改変剤（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｍｏｄｉｆｉｅｒ）、お
よび放射性核種が挙げられる。抗体－毒素結合体は、しばしば免疫毒素といわれるのに対
して、抗体および低分子量薬物（例えば、メトトレキサートおよびアドリアマイシン）か
らなる免疫結合体は、化学免疫結合体（ｃｈｅｍｏｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）と
いわれる。免疫調節剤は、調節機能を有することが公知の生物学的応答改変剤（例えば、
リンホトキシン、増殖因子、および補体活性化コブラヘビ毒因子（ＣＶＦ））を含む。放
射性免疫結合体は、それらの放射線によって細胞を死滅させるために治療剤として使用さ
れ得るか、または画像化のために使用され得る放射能同位体からなる。腫瘍細胞への細胞
傷害性薬物の抗体媒介性特異的送達は、それらの抗腫瘍効力を増すだけでなく、正常組織
による非標的化取り込みを防止することも期待されるので、それらの治療指数を高める。
【００４１】
　癌および関節リウマチを含む種々の疾患を処置するための多くの抗体ベースの治療剤は
、臨床用途について承認されたか、または種々の悪性疾患（Ｂ細胞悪性疾患（例えば、非
ホジキンリンパ腫）が挙げられる）についての治験中である。１つのこのような抗体ベー
スの治療剤は、リツキシマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ．ＴＭ．）、非標識キメラヒトγ１（＋ｍ
γ１Ｖ－領域）抗体であり、これは、Ｂ細胞上で発現される細胞表面抗原ＣＤ２０に対し
て特異的である。これら抗体ベースの治療剤は、Ｂ細胞に対する補体媒介性細胞傷害性（
ＣＤＣＣ）もしくは抗体依存性細胞性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）に依存するか、または放射
性核種（例えば、１３１Ｉもしくは９０Ｙ）の使用に依存するかのいずれかであり、これ
らは、臨床医および患者の準備および使用問題に関連している。結果的に、種々の悪性疾
患（非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）のような造血性悪性疾患が挙げられる）を処置するた
めの現在の抗体ベースの治療剤の欠点を克服することができる、容易にかつ効率的に製造
され得、かつ免疫応答を誘導することなく反復して使用できる免疫結合体の生成が必要で
ある。
【００４２】
　カリチアマイシンもしくはＬＬ－Ｅ３３２８８複合体としてまとめて公知の抗細菌剤お
よび抗腫瘍剤の多くの強力なファミリーを含む免疫結合体（米国特許第４，９７０，１９
８号（１９９０）を参照のこと）は、骨髄腫の処置において使用するために開発された。
カリチアマイシンの最も強力なもののうちの１つはγ１と称され、これは、本明細書中で
は単にγといわれる。これら化合物は、適切なチオールと反応して、官能基（例えば、ヒ
ドラジド）もしくはカリチアマイシン誘導体をキャリアに結合させるに有用な他の官能基
を導入すると同時にジスルフィドを結合し得るメチルトリスルフィドを含む（米国特許第
５，０５３，３９４号を参照のこと）。
【００４３】
　上記炭水化物部分を含む薬物もしくはキャリア薬物結合体（上記結合体の薬物部分が、
炭水化物部分を含む）の炭水化物部分に特異的に結合する未処置血清中の抗体の存在は、
以下を検出するためのイムノアッセイを妨害し得る：（ｉ）上記キャリア薬物結合体に対
する応答において生成された抗体、または（ｉｉ）上記炭水化物を有する薬物もしくはキ
ャリア薬物結合体。このような妨害によって、いまや糖タンパク質もしくはキャリア薬物
結合体の糖タンパク質部分と会合しない炭水化物に対して特異的に結合する内因性抗体を
含むことが決定された。
【００４４】
　例として、ある薬物が、その薬物に対して特異的な抗体を捕捉するための標的として使
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用される場合、内因性抗炭水化物部分抗体が上記捕捉薬剤に結合すれば、擬陽性反応（ま
たは増大した量）が存在し得る。また、上記薬物の捕捉試薬が、血清中で上記薬物を検出
するために標識化合物とともに使用されるアッセイにおいて、上記薬物に結合する抗炭水
化物抗体に起因して、偽陰性（または量の低下）が存在し得、上記抗炭水化物抗体は、上
記結合した抗体が、上記標識化合物の結合を妨害すれば、上記薬物に対する標識化合物の
特異的結合を防止もしくは低下させる。
【００４５】
　抗体を含む流体サンプル中で抗キャリア－薬物結合体抗体と、上記キャリア-薬物結合
体との間の特異的結合を検出するためのアッセイにおいて、さらなる炭水化物の存在が、
被験体の、上記キャリア－薬物結合体への曝露に応答して生成された抗キャリア－薬物結
合体抗体の特異的検出を可能にすることを、本明細書において報告する。上記さらなる炭
水化物は、上記抗キャリア－薬物結合体抗体と、上記キャリア－薬物結合体との間の特異
的結合を検出する前に、上記流体サンプルで予め吸着される必要はない。上記特異的検出
は、上記アッセイに添加されるさらなる炭水化物が、上記薬物への曝露の前に存在する可
能性のあるいかなる活性をも除去するので、可能である。
【００４６】
　同様に、抗体を含む流体サンプル中で、捕捉試薬と、キャリア－薬物結合体との間の特
異的結合を検出するためのアッセイにおいて、さらなる炭水化物の存在は、上記キャリア
－薬物結合体抗体の特異的検出を可能にする。上記さらなる炭水化物は、上記捕捉試薬と
、上記キャリア－薬物結合体との間の特異的結合を検出する前に、上記流体サンプルで予
め吸着される必要はない。上記特異的検出は可能である。なぜなら上記アッセイに添加さ
れるさらなる炭水化物は、上記サンプル中に存在する既存の抗薬物抗体のいかなるマスキ
ング活性をも除去するからである。
【００４７】
　上記さらなる炭水化物は、上記血清中の内因性抗体の、上記炭水化物部分を含む薬物へ
の結合の効果を打ち消すために、上記血清に添加される。さらなる炭水化物の例は、バッ
クグラウンドを低下させることが求められる場合に添加される最適量を決定するために、
未処置血清で力価測定され得る。上記炭水化物部分を含む薬物の分析および検出が、上記
炭水化物部分に結合しない捕捉試薬に依存する場合、さらなる炭水化物が過剰になるよう
に添加され得る。
【００４８】
　特異的結合アッセイ技術の開発は、非常に低濃度で種々の液体もしくは固体（例えば、
組織）中に発生する診断的、医学的、環境的および産業的に重要な種々の内容を決定する
ために極めて有用な分析法を提供してきた。特異的結合アッセイは、決定中の結合可能分
析物と、結合パートナー（従って、すなわち、分析物特異的部分）との間の特異的相互作
用に基づく。上記分析物特異的部分の結合、および必要であれば、任意のさらなる試薬の
相互作用は、結合した標識分析物および結合していない標識分析物の機械的分離をもたら
すか、または検出可能シグナルを変化させるような方法で上記標識に影響を及ぼす。前者
の状況は、通常不均一（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ）といわれ、後者は、後者が分離工
程を要しないという点で均一（ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ）といわれる。
【００４９】
　ＭＹＬＯＴＡＲＧ（登録商標）（Ｓｉｅｖｅｒｓ，Ｅ．Ｌ．ら（１９９９）Ｂｌｏｏｄ
：９３，３６７８－３６８４）（ＣＭＡ－６７６もしくはＣＭＡともいわれる）は、キャ
リアとしてのモノクローナル抗体に結合したカリチアマイシンを含む、市販の薬物である
。ＭＹＬＯＴＡＲＧ（登録商標）（ゲムツズマブ　オゾガマイシン）は、年配の患者にお
ける急性骨髄性白血病の処置について現在認可されている。上記薬物は、酸加水分解可能
リンカーによってカリチアマイシンに結合した、ＣＤ３３に対する抗体からなる。上記半
合成Ｎ－アセチルγカリチアマイシンのジスルフィドアナログが結合体化のために使用さ
れた（米国特許第５，６０６，０４０号および同第５，７７０，７１０号）。
【００５０】
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　従来の標識結合体特異的結合アッセイ技術において、アッセイされるべき液体媒体のサ
ンプルは、種々の試薬組成物と合わされる。このような組成物としては、標識に組み込ま
れた結合成分を含む標識結合体が挙げられる。上記結合体中の結合成分は、あるとすれば
、上記試薬組成物の他の構成要素およびアッセイ中の上記媒体中のリガンドと関係して、
上記結合体の２つの種もしくは形態（例えば、結合種（結合体複合体）および遊離種）を
生成する結合反応系を形成する。上記結合種では、上記結合体の結合成分は、対応する結
合パートナーによって結合されるのに対して、上記遊離種では、上記結合成分は、そのよ
うに結合されない。上記遊離種と比較して、上記結合種を生じる上記結合体の量もしくは
割合は、上記試験サンプル中で検出されるべき分析物の存在（もしくは量）の関数である
。
【００５１】
　特異的結合アッセイについての代替形式は、「サンドイッチ」アッセイプロトコルであ
る。このプロトコルにおいて、標的分析物は、直接もしくは連結基を介して、固体マトリ
クスへ固定される第１の特異的結合パートナーと、シグナル生成系もしくは標識系と会合
される第２の特異的結合パートナーとの間で結合される。
【００５２】
　さらなるイムノアッセイ形式およびプロトコルはまた、当該分野で公知であり、本発明
における使用に適用可能である。標識試薬の上記結合形態および遊離形態の望ましい分離
を達成するために、結合アッセイ反応における結合関係物のうちの１つの直接固定化のた
めの固定化物質もしくは固定可能な物質（例えば、固定化抗原もしくは抗体）を使用する
種々の結合アッセイが、提唱されてきた。特に、検出されるべき抗原に対する抗体が、固
定化物質（例えば、試験管内壁またはプラスチックビーズもしくは磁性ビーズ）に結合さ
れる多くのこのような結合アッセイが、記載されてきた。
【００５３】
　米国特許第４，２４３，７４９号は、試験管内壁に不溶化もしくは固定化された、決定
中のハプテンに対する特異的抗体を有する試験管中で反応が行われる競合結合アッセイを
開示している。上記反応は、上記試験管壁に結合した上記標識ハプテン結合体の量が、上
記決定中のハプテンの量に逆比例する、標識ハプテン結合体を含む。
【００５４】
　このような結合アッセイのもう１つのものは、抗原もしくは抗体が結合した６ｍｍポリ
スチレンビーズを使用する方法を開示する米国特許第４，２３０，６８３号によって記載
されており、ここで上記抗原もしくは抗体は、上記抗原もしくは抗体に対するハプテン結
合体化抗体と反応させられる。上記結合したハプテン結合体化抗体は、試験サンプル中の
抗原もしくは抗体の量を決定するために、標識抗ハプテン抗体とさらに反応させられる。
【００５５】
　このような結合アッセイのさらにもう１つのものは、特異的結合プロセスにおいて酵素
標識アビジンおよびビオチン標識試薬を使用して、液体媒体中のリガンドの検出および決
定のための方法を開示する米国特許第４，２２８，２３７号によって記載されている。こ
の方法において、上記検出されるべきリガンドは、上記リガンドの特異的結合物質を含む
不溶相と接触させられる。
【００５６】
　本明細書においてこれまで記載されてきた直接固定化に加えて、第１の結合物質で固定
化されるべき結合アッセイ反応関係物をマークするかもしくは標識し、次いで、固定化し
た第２の結合物質を添加することによる間接的固定化が、提唱されてきた。
【００５７】
　例えば、米国特許第４，２９８，６８５号は、酵素イムノアッセイを開示している。こ
こで決定中の生物学的物質を含むサンプルは、ビオチンでタグ化された生物学的物質に対
する抗体と、およびアッセイ中の上記物質の酵素標識形態と混合される。次いで、アビジ
ンの固定化形態が添加され、ここで上記アビジンは、ビオチンタグ化抗体に結合して、上
記酵素標識試薬の上記抗体結合画分を固定化する。同様に、英国特許出願第ＧＢ　２，０
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８４，３１７Ａ号は、固体物質に結合したアビジンおよびビオチン標識抗原を使用する抗
原連結競合酵素イムノアッセイを開示している。放射性標識イムノアッセイおよび酵素タ
グ化イムノアッセイは、あるタイプの分離工程を要する。近年、分離工程を要せず、よっ
て、分離が必須である不均一系とは対照的に均一系といわれる異なるアプローチが開示さ
れた。米国特許第３，８１７，８３７号は、上記アッセイされるべき液体と、上記検出さ
れるべきリガンドに共有結合される標識物質としての酵素からなる可溶性複合体と、上記
リガンドの可溶性レセプター（通常は、抗体）とを合わせる工程；ならびに上記複合体中
の酵素の酵素活性に対する上記アッセイされるべきリガンドの効果を分析する工程を包含
する競合結合アッセイ方法を開示している。
【００５８】
　さらになお、上記標識試薬は、他の従来の検出可能な化学物質群を含み得る。このよう
な検出可能な化学物質群は、検出可能な物理的特性もしくは化学的特性を有する任意の物
質であり得る。このような物質は、イムノアッセイの分野で十分に開発されてきており、
一般に、このような方法において有用な任意の標識は、本発明に適用され得る。特に有用
なものは、酵素的に活性な群（例えば、酵素（Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．（１９７６）２２：
１２４３）を参照のこと）、酵素基質（米国特許第４，４９２，７５１号を参照のこと）
、プロテーゼ群（ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ　ｇｒｏｕｐ）もしくは補酵素（米国特許出願第
４，２３０，７９７号および同第４，２３８，５６５号を参照のこと）、ならびに酵素イ
ンヒビター（米国特許第４，１３４，７９２号を参照のこと）；スピン標識；蛍光物質（
Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．（１９７９）２５：３５３を参照のこと）；発色団；ルミネッサー
（ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｒ）（例えば、ケミルミネッサーおよびバイオオルミネッサー）（
米国特許第４，３８０，５８０号を参照のこと）；特異的に結合可能なリガンド（例えば
、ビオチンおよびハプテン）；電子活性（ｅｌｅｃｔｒｏａｃｔｉｖｅ）種；ならびに放
射性同位体（例えば、３Ｈ、３５Ｓ、３２Ｐ、１２５Ｉ、および１４Ｃ）である。このよ
うな標識および標識対は、それら自体の物理的特性（例えば、蛍光物質、発色団および放
射性同位体）またはそれらの反応性特性もしくは結合特性（例えば、酵素、基質、補酵素
およびインヒビター）に基づいて検出される。
【００５９】
　（定義）
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用される場合、単数形「１つの、ある
（ａ）」、「１つの、ある（ａｎ）」および「上記、この、その（ｔｈｅ）」は、文脈が
明らかに別のものを示さない限り、複数形への言及を含む。従って、例えば、「ある（１
つの）抗体」への言及は、複数のこのような組成物（すなわち、「抗体（ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ）」）を含む。
【００６０】
　用語「約」とは、示された測定値もしくは濃度の２０％以内、より好ましくは、１０％
以内、およびより好ましくは、５％以内を意味する。
【００６１】
　用語「さらなる炭水化物」とは、本明細書において使用される場合、血清中の内因性抗
体に結合する炭水化物と競合し得る炭水化物をいう。イムノアッセイにおける細菌リポポ
リサッカリド（ＬＰＳ）、メチルグリコシド、デキストラン、レバン、肺炎球菌ポリサッ
カリド、アガロース、セルロース、もしくはカラギーナンの使用は、抗体の結合、一般に
、炭水化物への結合をブロックし得る。これら炭水化物のうちのいずれかの添加は、上記
アッセイにおける他の成分の特異的結合が、単独もしくはキャリア－薬物結合体の一部と
してのＮ－アセチルγジメチルヒドラジドの非炭水化物領域に結合することを可能にし、
従って、血清中の抗炭水化物抗体から生じる非特異的バックグラウンドシグナルを低下さ
せる。さらに、上記適切な炭水化物の選択は、上記薬物－キャリア結合体に特異的に結合
する炭水化物を要し得る。
【００６２】
　文脈が具体的に別のものを示さない限り、用語「抗体」とは、本明細書において使用さ
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れる場合、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体およびこれらの化学的もしくは
遺伝的に操作された対応物；これらの抗原認識フラグメントおよびこれらの化学的もしく
は遺伝的に操作された対応物；ならびにこれらの抗原認識フラグメントを含む合成分子の
うちの１種以上を含むことを意味する。
【００６３】
　本明細書において使用される場合、語句「さらなる炭水化物」とはまた、炭水化物部分
を含む薬物もしくはそのフラグメント、ならびに上記炭水化物部分を含む薬物の炭水化物
部分を特異的に模倣する他の炭水化物もしくはそのフラグメントに結合した同じ炭水化物
を包含することを意味する。炭水化物部分を含む薬物の炭水化物部分を特異的に模倣する
ために、上記炭水化物もしくはそのフラグメントは、上記薬物の炭水化物部分に結合する
同じ標的およびレセプター化合物を特異的に結合する。
【００６４】
　「架橋アッセイ」とは、その捕捉系が、溶液中で形成されるそのサンプル分析物を含む
免疫複合体であり、その後、上記免疫複合体を固相に連結する架橋要素によって捕捉され
るイムノアッセイをいう。検出可能な標識は、結合事象の検出に使用される架橋要素に結
合する要素に共有結合される。
【００６５】
　本明細書において使用される場合、用語「捕捉試薬」とは、対応する標的に特異的に結
合する任意の組成物を含むことを意味する。例えば、炭水化物部分を含む薬物である対応
する標的のための捕捉試薬としては、上記炭水化物部分を含む薬物に特異的に結合する抗
体および上記炭水化物部分を含む薬物の任意の特異的結合パートナーが挙げられるが、こ
れらに限定されない。例えば、炭水化物部分を含む薬物が、上記薬物に結合体化した抗体
をさらに含む場合、上記抗体の抗原結合ドメインの標的はまた、炭水化物部分を含む薬物
についての捕捉試薬である。さらに、上記炭水化物部分を含む薬物が、対応するレセプタ
ー結合パートナーを有するか、または対応する結合パートナーを有するレセプターの可溶
性形態を含む場合、上記レセプターおよびレセプター結合パートナーは、互いについての
捕捉試薬である。
【００６６】
　用語「競合アッセイ」とは、不均一サンプル中の非標識分析物が、検出可能な標識に共
有結合されたある要素（主に、抗体もしくは抗原）と競合する能力によって測定されるア
ッセイをいう。上記非標識分析物および上記標識分子は、固相に固定化された捕捉試薬へ
の結合について互いと競合する。上記非標識分析物は、上記標識分子が結合能力をブロッ
クする。なぜなら、上記捕捉試薬上の結合部位が既に占有されているからである。従って
、競合的イムノアッセイにおいて、アッセイ中で測定された標識が少ないほど、より多く
の上記非標識分析物が存在することを意味する。不均一サンプル（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏ
ｕｓ　ｓａｍｐｌｅ）中の抗原の量は、測定される標識の量に逆に関連する。
【００６７】
　用語「細胞毒素」もしくは「細胞傷害性薬剤」とは、一般に、細胞の機能を阻害もしく
は妨げ、そして／または細胞の破壊を生じる薬剤をいう。代表的な細胞毒素としては、抗
生物質、チューブリンポリマー化のインヒビター、チロシンキナーゼインヒビター、ＤＮ
Ａに結合しかつこれを破壊するアルキル化剤、およびタンパク質合成もしくは必須細胞タ
ンパク質（例えば、プロテインキナーゼ、ホスファターゼ、トロポイソメラーゼ、酵素、
およびサイクリン）の機能を破壊する薬剤が挙げられる。代表的な細胞毒素としては、以
下が挙げられるが、これらに限定されない：ドキソルビシン、ダウノルビシン、イダルビ
シン、アクラルビシン、ゾルビシン、ミトキサントロン、エピルビシン、カルビシン、ノ
ガラマイシン、メノガリル、ピラルビシン（ｐｉｔａｒｕｂｉｃｉｎ）、バルルビシン（
ｖａｌｒｕｂｉｃｉｎ）、シタラビン、ゲムシタビン、トリフルリジン、アンシタビン、
エノシタビン、アザシチジン、ドキシフルリジン、ペントスタチン、ブロクスウリジン、
カペシタビン、クラドリビン、デシタビン、フロクスウリジン、フルダラビン、グウゲロ
チン、ピューロマイシン、テガフール、チアゾフリン、アドリアマイシン、シスプラチン
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、カルボプラチン、シクロホスファミド、ダカルバジン、ビンブラスチン、ビンクリスチ
ン、ミトキサントロン、ブレオマイシン、メクロレタミン、プレドニゾン、プロカルバジ
ン、メトトレキサート、フルオロウラシル、エトポシド、タキソール、タキソールアナロ
グ、プラチン（ｐｌａｔｉｎ）（例えば、シス－プラチンおよびカルボ－プラチン）、マ
イトマイシン、チオテパ、タキサン、ビンクリスチン、ダウノルビシン、エピルビシン、
アクチノマイシン、オースラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、タモキシフェン、
イダルビシン、ドラスタチン／オーリスタチン、ヘミアスタリン、エスペラミシンおよび
マイタンシノイド。
【００６８】
　本明細書において使用される場合、用語「キャリア」もしくは「キャリア分子」として
は、以下が挙げられるが、これらに限定されない：モノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；これらの抗原認識フ
ラグメントおよびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；小モジュラー免疫
医薬（ＳＭＩＰ）およびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；ナノ抗体お
よびこれらの化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；可溶性レセプターおよびこれら
の化学的もしくは遺伝的に操作された対応物；増殖因子およびこれらの化学的もしくは遺
伝的に操作された対応物；アプタマー；リポソーム；非グリコシル化タンパク質；ならび
にナノ粒子；アプタマー；リポソーム；非グリコシル化タンパク質；およびナノ粒子。
【００６９】
　「検出可能な標識」とは、検出可能シグナルの生成に直接的もしくは間接的に関与する
任意の物質もしくは物質の群であり、そして本発明のイムノアッセイのうちのいずれかに
おいて使用される任意の抗体もしくは抗原に共有結合され得る。従来から使用されている
検出可能な標識は、例えば、酵素標識、放射能標識、蛍光標識、ケミルミネッセント標識
、もしくは燐光（ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｓｃｅｎｔ）標識である。好ましい標識は酵素標識
であり、さらになお好ましいのは、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり、西洋
ワサビペルオキシダーゼは、酵素基質を添加すると、比色アッセイを生じる。上記酵素基
質は、ＨＲＰの場合、過酸化水素および３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（
ｔｅｔｒａｍｅｈｙｌｂｉｎｚｉｄｉｎｅ）－２ＨＣｌ（ＴＭＢ）の溶液である。ＨＲＰ
は、既に結合した捕捉分析物に特異的に結合する抗体もしくは抗原に共有結合される場合
に、直接的様式で使用され得る。ＨＲＰはまた、第２の試薬として添加される場合に、間
接的様式でイムノアッセイに添加され得る。例えば、抗体もしくは抗原がビオチンで標識
されている場合、アビジン－ＨＲＰが、その後添加される。
【００７０】
　用語「炭水化物部分を含む薬物」とは、本明細書において使用される場合、生物学的活
性もしくは検出可能活性（例えば、治療剤、検出可能な標識、結合剤など）およびインビ
ボで活性薬剤に代謝されるプロドラッグを有する任意の物質をいう。用語、炭水化物部分
を含む薬物はまた、薬物誘導体を含み、ここで炭水化物部分を含む薬物は、抗体もしくは
別のキャリア分子との結合体化を可能にするように官能化されている。一般に、これらタ
イプの結合体は、免疫結合体といわれる。さらに、上記用語は、上記薬物もしくはキャリ
ア－薬物結合体の一部である場合に、上記炭水化物部分に特異的に結合する抗体に結合す
ることができる、炭水化物部分を含む薬物の一部分もしくは機能的フラグメントをいうこ
とを意味する。従って、本明細書において使用される場合、用語、炭水化物部分を含む薬
物とは、キャリア－薬物結合体（例えば、カリチアマイシンに結合したモノクローナルキ
ャリア）ならびに上記薬物のカリチアマイシン部分もしくは上記カリチアマイシンのメチ
ルグリコシド部分（すなわち、Ｓ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，
５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メト
キシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ
－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキ
シ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，
５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－



(21) JP 2010-527005 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

ピラン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカ
ルボチオエート））の薬物部分に適用される。
【００７１】
　抗体との結合体化を可能にするように官能かされた炭水化物部分を含む薬物はまた、本
明細書において使用される場合、「キャリア－薬物結合体」の「薬物」部分を含むことを
意味する。キャリア－薬物結合体の一部としての上記抗体の例は、ＣＤ２２、５Ｔ４、Ｃ
Ｄ３３およびルイス－Ｙ抗原に対して特異的である。これら抗体は、癌細胞上で発現され
る抗原に特異的に結合するレセプターに対して特異的である。「糖タンパク質を含まない
」炭水化物部分を含む薬物に対して言及される場合、このような言及は、上記キャリア－
薬物結合体の上記キャリア部分が糖タンパク質を含み得る状況を含むことを意味する。
【００７２】
　キャリア－薬物結合体の一部として有用な治療薬物の代表的な非限定的例としては、細
胞毒素、放射性同位体、化学療法剤、免疫調節剤、抗血管新生剤、抗増殖剤、アポトーシ
ス促進因子、および細胞増殖抑制酵素（ｃｙｔｏｓｔａｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ）および細
胞溶解酵素（ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ）（例えば、ＲＮＡｓｅｓ）が挙げられ
る。薬物はまた、治療的核酸（例えば、免疫調節剤、抗血管新生剤、抗増殖剤、もしくは
アポトーシス促進因子をコードする遺伝子）を含み得る。これら薬物の記述子は、実質的
には網羅的でなく、従って、治療剤は、上記の用語のうちの１つ以上を使用して記載され
得る。例えば、選択された放射性同位体はまた、細胞毒素である。治療剤は、上記のうち
のいずれかの薬学的に受容可能な塩、酸もしくは誘導体として調製され得る。一般に、上
記薬物として放射性同位体を有する結合体は、放射性免疫結合体といわれ、そして上記薬
物として化学療法剤を有するものは、化学免疫結合体といわれる。免疫結合体において使
用するために適した薬物の例としては、上記タキサン、マイタンシン、ＣＣ－１０６５お
よび上記デュオカルマイシン、上記カリチアマイシンおよび他のエンジイン、ならびに上
記オーリスタチンが挙げられる。他の例としては、同様に免疫結合体において使用され得
る葉酸代謝拮抗剤（ａｎｔｉ－ｆｏｌａｔｅ）、ビンカアルカロイド、およびアントラサ
イクリンが挙げられる。植物毒素、他の生体活性タンパク質、酵素（すなわち、ＡＤＥＰ
Ｔ）、放射性同位体、増感物質（すなわち、光線力学療法のため）が挙げられる。さらに
、結合体は、上記細胞傷害性薬剤としての二次的キャリア（例えば、リポソームもしくは
ポリマー）を使用して作製され得る。
【００７３】
　「免疫応答」とは、体液性免疫応答（例えば、抗原特異的抗体の生成）および細胞媒介
性免疫応答（例えば、リンパ球増殖）を含む、脊椎動物被験体の免疫系による、抗原もし
くは抗原決定基に対する任意の応答をいうことを意味する。代表的免疫調節剤としては、
サイトカイン、キサンチン、インターロイキン、インターフェロン、および増殖因子（例
えば、ＴＮＦ、ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよびＧ－ＣＳＦ）、ならびにホルモン（例えば、
エストロゲン（ジエチルスチルベストール、エストラジオール）、アンドロゲン（テスト
ステロン、ＨＡＬＯＴＥＳＴＩＮ（登録商標）（フルオキシメステロン））、プロゲスチ
ン（ＭＥＧＡＣＥ（登録商標）（酢酸メゲステロール）、ＰＲＯＶＥＲＡ（登録商標）（
酢酸メドロキシプロゲステロン））、およびコルチコステロイド（プレドニゾン、デキサ
メタゾン、ヒドロコルチゾン）が挙げられる。
【００７４】
　「ルミネッセント」標識としては、燐光、ケミルミネッセンスおよび蛍光を含む標識が
挙げられる。「蛍光」標識とは、タンパク質（もしくは他の化合物）に共有結合された場
合、短い波長で励起すると、蛍光物質の間で最適なエネルギー移行を示し、かつ特定の波
長（主に紫外線）で読み取られ得る蛍光物質をいう。最も一般的な蛍光標識は、フルオレ
セインおよびローダミンの誘導体、それぞれ、ＦＩＴＣおよびＴＲＩＴＣである。これら
蛍光物質は、抗体もしくは抗原に共有結合され、そして特異的結合事象の検出のために使
用される。ケミルミネッセント標識は、減少し、それによって、検出可能な光を発する励
起状態分子の形成を引き起こす発色試薬によって光を発するように誘導されるものである
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。最も一般的に使用されるケミルミネッセント標識は、以下である：アクロジニウム、ル
ミノールおよびジオキセタン。アクロジニウムおよびルミノールは、ペルオキシダーゼ酵
素反応によって励起され、ＨＲＰ標識を使用するイムノアッセイにおいて使用され得る。
燐光標識は、放射に曝された物質から光が発せられ、かつ励起的照射が除去された後に白
熱（ｇｌｏｗ）として残っているものである。燐光検出可能な標識の例は、ｐ－イソチオ
シアナトフェニルＰｔ（ＩＩ）－コプロポルフィリンＩおよびＰｄ（ＩＩ）－コプロポル
フィリンＩの誘導体である。
【００７５】
　放射能標識とは、タンパク質に共有結合された場合に転生し、次いで、結合事象の存在
が、発せられる放射線の検出によって決定される放射性核種をいう。検出可能な標識とし
て使用される一般的な放射性核種は、以下である：３Ｈ、１２５Ｉおよび３５Ｓ。上記標
識は、上記標識のうちの各々の性質に特異的な検出系を使用して検出される。
【００７６】
　本明細書において使用される場合、用語「その一部分もしくは機能的フラグメント」と
は、捕捉試薬、抗体、もしくは炭水化物部分を含む薬物を同定するために使用される場合
、親分子と同じもしくは類似の様式で、標的パートナーとの特異的結合を受けうる問題の
化合物の任意の一部分を意味する。
【００７７】
　本明細書において使用される場合、用語「予め混合」もしくは「予め混合される」とは
、アッセイを始める前に、アッセイの２種以上の成分を混合することをいう。例えば、「
血清およびさらなる炭水化物の予備吸着（ｐｒｅ－ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｒ
ａ　ａｎｄ　ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ）」（もしくは「血清お
よびさらなる炭水化物の予備吸着（ｐｒｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｒ
ａ　ａｎｄ　ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ　ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ）」）とは、本明細書に
記載されるアッセイにおいて使用される場合、血清もしくはさらなる炭水化物のいずれか
と、上記炭水化物部分を含む薬物とを混合する前に、血清およびさらなる炭水化物を予め
混合することもしくは予備インキュベーションすることを意味する。
【００７８】
　用語「サンドイッチアッセイ」とは、高レベルの感受性および特異性を提供する非競合
的アッセイ形式をいう。上記形式は、上記分析物（種々の抗体および抗原の不均一サンプ
ルを含む）が、２つの非常に特異的な試薬の間で結合される（サンドイッチされる）とい
う事実に起因して、サンドイッチといわれる。上記第１の特異的試薬は、固相に結合され
た（代表的にはプレートウェルの底に結合された）、精製抗体もしくは抗原である捕捉試
薬である。上記不均一分析物は、上記捕捉試薬に曝され、上記捕捉試薬に対して親和性を
有する分析物の任意の構成成分が、上記捕捉試薬に特異的に結合する。第２の非常に特異
的に結合する要素が添加される。上記結合要素は、共有結合された検出可能な標識を有す
る。次いで、上記複合体（通常、抗体－抗原）は、検出され得る。非競合的サンドイッチ
アッセイにおいて、上記標識結合事象の測定は、上記サンプル中に存在する抗原の量に対
して直接比例する。
【００７９】
　用語「特異的結合」とは、上記分子およびその結合パートナーおよび１種以上の異なる
分子を含む不均一サンプル中での優先的な結合を生じる２つの分子の間の親和性（例えば
、ある分子とその結合パートナーとの間の特異的結合）をいう。例えば、ＩｇＧ抗体にお
ける結合は、一般に、少なくとも約１０－７Ｍ以上（例えば、少なくとも約１０－８Ｍ以
上、もしくは少なくとも約１０－９Ｍ以上、もしくは少なくとも約１０－１０以上、もし
くは少なくとも約１０－１１Ｍ以上、もしくは少なくとも約１０－１２Ｍ以上）の親和性
によって特徴づけられる。ＩｇＭ分子は、１０－４程度の低い親和性を有することが、い
くつかの場合において公知である。
【００８０】
　代表的な抗血管新生剤としては、血管形成のインヒビター（例えば、ファルネシルトラ
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ンスフェラーゼインヒビター、ＣＯＸ－２インヒビター、ＶＥＧＦインヒビター、ｂＦＧ
Ｆインヒビター、ステロイドスルファターゼインヒビター（例えば、２－メトキシエスト
ラジオールビス－スルファメート（２－ＭｅＯＥ２ｂｉｓＭＡＴＥ））、インターロイキ
ン－２４、トロンボスポンジン、メタロスポンジンタンパク質、クラスＩインターフェロ
ン、インターロイキン１２、プロタミン、アンジオスタチン、ラミニン、エンドスタチン
、およびプロラクチンフラグメント）が挙げられる。
【００８１】
　抗増殖剤およびアポトーシス促進因子としては、ＰＰＡＲ－γの活性化因子（例えば、
シクロペンテノンプロスタグランジン（ｃｙＰＧ））、レチノイド、トリテルペノイド（
ｔｒｉｔｅｒｐｉｎｏｉｄ）（例えば、シクロアルタン、ルパン（ｌｕｐａｎｅ）、ウル
サン、オレアナン、フリエデラン（ｆｒｉｅｄｅｌａｎｅ）、ダンマラン（ｄａｍｍａｒ
ａｎｅ）、ククルビタシン、およびリモノイドトリテルペノイド）、ＥＧＦレセプターの
インヒビター（例えば、ＨＥＲ４）、ラパマイシン（ｒａｍｐａｍｙｃｉｎ）、ＣＡＬＣ
ＩＴＲＩＯＬ．ＲＴＭ．（１，２５－ジヒドロキシコレカルシフェロール（ビタミンＤ）
）、アロマターゼインヒビター（ＦＥＭＡＲＡ．ＲＴＭ．（レトロゾン（ｌｅｔｒｏｚｏ
ｎｅ）））、テロメラーゼインヒビター、鉄キレート化剤（例えば、３－アミノピリジン
－２－カルボキシアルデヒドチオセミカルバゾン（トリアピン））、アポプチン（ニワト
リ貧血ウイルス由来のウイルスタンパク質３－－ＶＰ３）、Ｂｃｌ－２およびＢｃｌ－Ｘ
（Ｌ）のインヒビター、ＴＮＦ－α、ＦＡＳリガンド、ＴＮＦ関連アポトーシス誘導リガ
ンド（ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌ）、ＴＮＦ－α／ＦＡＳリガンド／ＴＮＦ関連アポトーシ
ス誘導リガンド（ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌ）シグナル伝達の活性化因子、およびＰｌ３Ｋ
－Ａｋｔ生存経路シグナル伝達のインヒビター（例えば、ＵＣＮ－０１およびゲルダナマ
イシン）が挙げられる。
【００８２】
　本発明の特定の実施形態において、炭水化物部分を有する細胞傷害性薬物は、カリチア
マイシン（ＬＬ－Ｅ３３２８８複合体、例えば、γ－カリチアマイシンγ１ともいわれる
）のような抗生物質である。米国特許第４，９７０，１９８号を参照のこと。γカリチア
マイシンヒドラジド誘導体の抗体結合体を用いた初期の研究は、インビトロで抗原ベース
の細胞傷害性および異種移植片実験において活性を示した。ジメチル置換基を付加するこ
とによって全てのカリチアマイシン結合体に存在するジスルフィド結合を安定化すると、
さらなる改善がなされた。本発明の抗体／薬物結合体を調製することにおいて使用するの
に適したカリチアマイシンのさらなる例としては、米国特許第４，６７１，９５８号；同
第５，０５３，３９４号；同第５，０３７，６５１号；同第５，０７９，２３３号；およ
び同第５，１０８，９１２号；これらは、その全体が本明細書に参考として援用されるに
開示されている。これら化合物は、適切なチオールと反応させて、ジスルフィドを形成し
得ると同時に、官能基（例えば、ヒドラジド）もしくはカリチアマイシンを抗体に結合体
化するために有用な他の官能基を導入し得るメチルトリスルフィドを含む。ジメチル置換
基を付加することによって全てのカリチアマイシン結合体に存在するジスルフィド結合を
安定化すると、さらなる改善がなされた。このことは、結合体化のために最適化した誘導
体のうちの１つとしてＮ－アセチルγカリチアマイシンジメチルヒドラジド（またはＮＡ
ｃ－γＤＭＨ）の選択をもたらした。カリチアマイシンのジスルフィドアナログがまた、
使用され得る（例えば、米国特許第５，６０６，０４０号および同第５，７７０，７１０
号（これらは、その全体が本明細書に参考として援用される）に記載されるアナログ）。
【００８３】
　抗体／薬物結合体を調製するための代表的方法は、米国特許出願公開第２００４－００
８２７６４Ａ１号および米国特許出願公開第２００４－０１９２９００号（これらは、そ
の全体が本明細書に参考として援用される）において、ＣＭＣ－５４４の調製のために記
載されるものを含む。結合体化は、以下の条件を使用して行われ得る：１０ｍｇ／ｍｌ　
抗体、８．５％（ｗ／ｗ）　カリチアマイシン誘導体、３７．５ｍＭ　デカン酸ナトリウ
ム、９％（ｖ／ｖ）エタノール、５０ｍＭ　ＨＥＰＢＳ（Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）
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ピペラジン－Ｎ’－（４－ブタンスルホン酸））、ｐＨ８．５、３２℃、１時間。疎水性
相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）は、ブチルセファロースＦＦ樹脂、０．６５Ｍ　
リン酸カリウムローディング緩衝液、０．４９Ｍ　リン酸カリウム洗浄緩衝液、および４
ｍＭ　リン酸カリウム溶出緩衝液を使用して行われる。緩衝液交換は、サイズ排除クロマ
トグラフィー、限外濾過／ダイアフィルトレーション、もしくは他の適切な手段によって
達成され得る。
【００８４】
　上記キャリア－薬物結合体の一部として、Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジドは、上記
ＣＤ２２レセプター、上記５Ｔ４レセプターおよび上記ルイス－Ｙ抗原（全て癌細胞上で
発現される）に特異的に結合するモノクローナル抗体に結合体化された。これらキャリア
－薬物結合体は、上記Ｎ－アセチルγジメチルヒドラジド分子の一部として、メチルグリ
コシド（すなわち、Ｓ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５
－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラ
ヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチ
ルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メ
チルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ
）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２
－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエ
ート）炭水化物部分を有する。この炭水化物は、他の炭水化物とともに、一般的炭水化物
部分に対して指向される、血清中の内因性抗体と相互作用し得る。
【００８５】
　本明細書中で引用される全ての特許、特許出願、および他の文献は、それら全体が本明
細書に参考として援用される。
【００８６】
　本発明は、以下の実施例によってさらに例示されかつ裏付けられる。しかし、これら実
施例は、本発明の範囲をさらに限定するとは如何様にも斟酌されるべきではない。対照的
に、当業者は、本発明の趣旨および／もしくは添付の特許請求の範囲から逸脱することな
く、本発明の他の実施形態、改変、および等価物を容易に理解する
【実施例】
【００８７】
　（実施例１：未処置血清におけるシグナルの干渉）
　抗カリチアマイシン結合体抗体アッセイの開発の間に、最初の研究が、未処置のヒトも
しくはサルの血清で行われた。ＥＬＩＳＡを、マイクロタイタープレートのウェルに固定
化した捕捉試薬としてカリチアマイシンを使用して行い、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ緩衝
液（無脂肪乾燥乳／リン酸緩衝か生理食塩水Ｔｗｅｅｎ；１３７ｍＭ　ＮａＣｌ、２．７
ｍＭ　ＫＣｌ、４．３ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４、１ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．２）中で
ブロックした。上記ヒトもしくはサルの血清を、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈し、
ＥＬＩＳＡウェルに添加し、次いでインキュベートした。上記ウェルを、ＴＨＳＴ（５０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．５Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　グリシンおよび０．０５％（ｖ
／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０，ｐＨ８）中で洗浄し、抗種－ＨＲＰ結合体とインキュベートし
た。上記プレートを、ＴＭＢ（テトラメチルベンジジン）試薬の添加によって、呈色反応
のために発色させる前に、ＴＨＳＴ中で洗浄した。
【００８８】
　これら最初のアッセイの間のデータによって、上記反応を発色させた後に認められる高
い干渉バックグラウンドシグナルが明らかになった。その後のアッセイにおいて、最大１
：１６０の高希釈を、上記ウェルに添加した血清に対して行った。これらアッセイにおけ
るバックグラウンドは、上記アッセイの感度と同様に低下した。上記データは、上記アッ
セイウェルにおける特異的シグナルの干渉に寄与する、上記血清中の要素が存在すること
を示唆した。このたかいバックグラウンドは、上記ヒトの約１／３および試験した上記サ
ル血清のうちの１／３において認められた。
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【００８９】
　カリチアマイシン結合体のどの部分が上記干渉血清要素と相互作用したかを決定するた
めに架橋タイプＥＬＩＳＡを行った。カリチアマイシン結合体、ＣＭＣ－５４４、ＣＭＤ
－１９３およびＣＭＥ－５４８ならびにこれらの親である非結合体化抗体、抗ＣＤ２２ヒ
ト化モノクローナル抗体Ｇ５４４、抗ルイス－Ｙヒト化モノクローナル抗体Ｇ１９３およ
び抗５Ｔ４ヒト化モノクローナル抗体ｈｕＨ８をそれぞれ、１００ｎｇ／ｍｌの濃度でプ
レートに固定化し、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴでブロックした。
【００９０】
　ＣＭＤ－５４４は、米国特許出願第ＵＳ２００４０８２７６４号に記載されるカリチア
マイシン－モノクローナル抗体薬物結合体である。このキャリア薬物結合体のモノクロー
ナル抗体部分は、ヒトＣＤ２２抗原に対する標的特異性を有し、その親抗体は、「Ｇ－５
４４」と本明細書で称される。
【００９１】
　ＣＭＤ－１９３は、米国特許出願公開第ＵＳ２００６０００２９４２号に記載されるカ
リチアマイシン－モノクローナル抗体薬物結合体である。このキャリア薬物結合体のモノ
クローナル抗体部分は、ｈａｓ　ルイスＹ抗原に対する標的特異性を有し、その親抗体は
、「Ｇ－１９３」と称される。
【００９２】
　ＣＭＥ－５４８は、米国特許出願公開第ＵＳ２００６００８５２２号に記載されるカリ
チアマイシン－モノクローナル抗体薬物結合体である。このキャリア薬物結合体のモノク
ローナル抗体部分は、ヒト５Ｔ４レセプター抗原に対する標的特異性を有し、その親抗体
は、「ｈｕＨ８」と称される。
【００９３】
　プールされたカニクイザル血清を、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で１：２０希釈し、ウ
ェル中でインキュベートした。他のウェルを、コントロールとして、血清なしの緩衝液中
でインキュベートした。ＴＨＳＴ中で洗浄した後、上記アッセイプレートを、ＰＢＳＴ中
で１：２０００希釈したカリチアマイシン－ＨＲＰ結合体とインキュベートした。上記ウ
ェルは、ＴＭＢ試薬で発色させる前に、ＴＨＳＴ中で洗浄した。
【００９４】
　図１に示されるように、高いバックグラウンドが、上記カリチアマイシン結合体を含む
が、その親抗体を含まないウェル中でのみ認められた。このことは、上記血清要素が、上
記結合体にのみ特異的に結合したが、それらの親抗体には結合せず、カリチアマイシン－
ＨＲＰにそれらを「架橋した」ことを示している。このデータによって、上記血清中の上
記干渉要素が、上記カリチアマイシン部分に結合するが、その親結合体化抗体に結合しな
いことが示唆された。さらに、上記血清要素が、２つの異なるカリチアマイシン部分（上
記カリチアマイシン結合体化抗体および上記カリチアマイシン－ＨＲＰ）を架橋する能力
は、多価分子（すなわち、干渉血清要素としての免疫グロブリン）を示唆した。
【００９５】
　（実施例２：さらなる炭水化物を使用することによる妨害の低下）
　上記血清中の干渉要素と、上記カリチアマイシンとの間の相互作用の性質を決定するた
めに、架橋タイプＥＬＩＳＡを行った。カリチアマイシンは、上記分子の一部として、い
くつかの血清サンプル中で既存の抗炭水化物抗体によって結合され得る炭水化物部分を有
する。ＣＭＣ－５４４を、アッセイウェル中で固定化した捕捉試薬として使用し、次いで
、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ緩衝液中でブロックした。前に記載されたアッセイ（未処置
）において使用される血清を、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈し、上記ウェルに添加
した。カリチアマイシン炭水化物とのいかなる相互作用をも完了させようとする試みにお
いて、解毒したリポポリサッカリド（ＬＰＳ）を、１ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの範
囲に及ぶ濃度において、上記血清へと滴定した。コントロールウェルには、ＬＰＳを含め
なかった。次いで、上記アッセイを、振盪しながら１時間にわたってインキュベートした
（本明細書中の全ての実施例について別段記載されていなければ、標準）。上記ウェルを
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、ＴＨＳＴ中で洗浄し、次いで、ＰＢＳＴ中で１：２０００の希釈度において、カリチア
マイシン－ＨＲＰ結合体とインキュベートした。次いで、上記アッセイを、ＴＭＢ試薬の
添加によって、呈色反応のために発色させた。図３に示されるように、ＣＭＣ－５４４ウ
ェルに添加されたＬＰＳの漸増量は、バックグラウンドシグナルの低下を引き起こした。
ＬＰＳなしのＣＭＣ－５４４を含むコントロールウェルにおいて、高いバックグラウンド
が、全てのサンプル中で認められた。
【００９６】
　類似の試験を、二次的なＥＬＩＳＡで行った（ここでは上記ＣＭＣ－５４４モノクロー
ナル抗体）。抗体を、上記アッセイウェル中に固定化し、次いで、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢ
ＳＴ緩衝液中でブロックした。前に記載されたアッセイ（未処置）において使用した血清
を、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈し、上記ウェルに添加した。ＬＰＳの解毒部分も
しくはＬＰＳのいずれかの干渉量を、上記反応系に添加した。プレート上で上記ＣＭＣ－
５４４に結合したＣＭＣ－５４４（ビオチン）を、上記血清中の抗体を介して架橋した。
上記ＣＭＣ－５４４ビオチンを、ＨＲＰ検出因子に結合したストレプトアビジンで検出し
た。ＬＰＳおよび解毒したＬＰＳの漸増量は、特異的結合を妨害した。結果を、図５に示
す。
【００９７】
　これらデータは、上記血清中の干渉要素が、カリチアマイシン上の炭水化物部分と相互
作用するが、上記結合体の抗体分とは相互作用しないことを示唆した。上記ＬＰＳの添加
は、上記ＬＰＳありの上記血清の予備吸着を必要とせずに、上記干渉血清要素について上
記カリチアマイシン上の炭水化物と競合することができた。
【００９８】
　さらなる研究を行って、上記血清要素の上記カリチアマイシン炭水化物部分に対する特
異性を示した。外因的に添加したメチルグリコシドＳ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（
｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）
アミノ］－４－メトキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロ
キシ－６－メトキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキ
シ）－４－ヒドロキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（
２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテ
トラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２
－メチルベンゼンカルボチオエート）を、上記カリチアマイシン上のメチルグリコシド部
分との任意の相互作用と特異的に競合し、従って、上記血清要素との相互作用を阻害する
能力について試験した。ＬＰＳの添加について上記に記載される同じアッセイを、ＣＭＤ
－１９３、ＣＭＥ－５４８およびＣＭＣ－５４４を含む別個のウェルにおいて行った。そ
れらの結合体化していない親抗体を、コントロールとして使用した。上記のメチルグリコ
シドを、２～２０００ｎｇ／ｍｌの範囲に及ぶ種々の最終濃度で、上記ＬＰＳの代わりに
このアッセイ中で使用した。図４に示されるように、上記に示したメチルグリコシドは、
３０～７０ｎＭの範囲のＩＣ５０を有する、試験した上記血清中の干渉要素の強力なイン
ヒビターであることが分かった。これらデータは、血清中の上記干渉要素が、カリチアマ
イシンに存在する炭水化物メチルグリコシドＳ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（
２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ
］－４－メトキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－
６－メトキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－
４－ヒドロキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，
３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒ
ドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチ
ルベンゼンカルボチオエート）に特異的に結合することを示唆する。
【００９９】
　（実施例３：血清ＩｇＧは、妨害因子ではない）
　以前に言及されたように、上記因子の架橋能力は、免疫グロブリンを示した。ＩｇＧお
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よびＩｇＭの両方を、可能性として最初に試験した。ＩｇＧについては、プロテインＡ樹
脂を、上記干渉因子を含むことが公知のサル血清からＩｇＧ画分を精製するために使用し
た。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、ＩｇＧの首尾良い単離を示した（示さず；Ｌ３８０５４－１７
）。上記血清のＩｇＧ富化画分およびＩｇＧ除去画分の両方を、濃度を調節して、バッチ
結合クロマトグラフィープロセスの間に、サンプルの必然的な希釈を説明した後に、架橋
能力について試験した。
【０１００】
　上記結果は、上記精製ＩｇＧ画分は、緩衝液のみのバックグラウンドに対して何ら架橋
の雨緑を示さず、上記ＩｇＧ除去画分は、未処理血清と同じレベルのＬＰＳ感受性架橋活
性を示すことを実証した。従って、ＩｇＧは、活性を担わないようである。
【０１０１】
　（実施例４：ＩｇＭとして血清因子を同定する）
　前に記載したアッセイにおいて認められる干渉を担い得るカリチアマイシンの炭水化物
部分に結合する血清中の干渉分子の性質を決定するために、架橋タイプＥＬＩＳＡを行っ
た。アッセイウェルを、以下の捕捉試薬でコーティングした：ＣＭＣ－５４４、その結合
体化していない親抗体Ｇ５４４、もしくは陽性コントロールとしてサルＩｇＭ。陰性コン
トロールとして、ミルクを使用した。次いで、上記ウェルを、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ
緩衝液中でブロックした。血清を、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈して、上記ウェル
に添加した。ＬＰＳを、２５０μｇ／ｍｌの濃度で上記血清に添加し、インキュベートし
た。上記ウェルをＴＨＳＴ中で洗浄し、抗ＩｇＭ－ＨＲＰとインキュベートして、上記プ
レートに結合した任意のＩｇＭを検出した。上記アッセイを、ＴＭＢ試薬を添加すること
によって、呈色反応のために発色させた。図６に示されるように、ＣＭＣ－５４４は、血
清由来の多量のＩｇＭを捕捉し、顕著に低いシグナルが、リポポリサッカリドの存在下で
得られた。ごくわずかしなＩｇＭしか、結合体化していない親抗体Ｇ５４４に結合しなか
った。
【０１０２】
　さらなるアッセイにおいて、ウェルを、抗サルＩｇＭでコーティングした。陰性コント
ロールとして、抗マウスＩｇＧを使用した。０．００１～１０％の範囲に及ぶ、ＰＢＳＴ
で作製した血清の希釈物を作製し、上記ウェルに添加した。インキュベーション後に、カ
リチアマイシン－ＨＲＰを添加した。上記プレートを洗浄し、ＴＭＢ試薬中で発色させた
。図７に示されるように、上記血清ＩｇＭを、用量依存性様式で、カリチアマイシン－Ｈ
ＲＰを結合した上記プレート上で捕捉した。抗マウスＩｇＧを含む上記ウェルは、捕捉し
なかった。
【０１０３】
　これらデータは、いくつかの血清中に存在するＩｇＭは、上記カリチアマイシン分子の
炭水化物部分に特異的に結合する能力を有することを実証する。このような結合は、カリ
チアマイシン結合体に対する抗体を検出するかまたはカリチアマイシン自体を検出するた
めに使用されるアッセイにおいて高いバックグラウンドシグナルを生じ得る。上記アッセ
イに外因的に添加される炭水化物の添加は、上記血清中の干渉ＩｇＭの存在によって精製
されるシグナルの排除を補助する。
【０１０４】
　（実施例５：抗炭水化物ＩｇＭを含む未処置血清）
　未処置ヒト血清のランダムパネルにおける抗炭水化物抗体の流行を決定するために、架
橋タイプＥＬＩＳＡを行った。ＣＭＣ－５４４を捕捉試薬として使用し、上記アッセイウ
ェル中に固定化した。上記ウェルを、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ緩衝液中でブロックした
。上記未処置血清サンプルを、１％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈し、上記ウェルに添加
し、次いでインキュベートした。上記ウェルをＴＨＳＴ中で洗浄し、次いで、カリチアマ
イシン－ＨＲＰとインキュベートした。次いで、上記アッセイを、ＴＭＢ試薬を添加する
ことによって、呈色反応のために発色させた。このアッセイには、試験した血清サンプル
のどの程度の割合が、上記カリチアマイシン上の炭水化物部分に結合し得る干渉ＩｇＭを
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含んでいたかを決定しようとして、炭水化物を添加しなかった。図８に示されるように、
上記試験した血清サンプルのうちの約３０％が、干渉を示した。類似の観察が、未処置サ
ル血清で注目された。ここで２０匹のサルのうちの２匹で、高レベルの抗炭水化物抗体が
示され、２０匹のうちの８匹で、抗炭水化物抗体の顕著なレベルが示された。
【０１０５】
　（実施例６：血清中での抗カリチアマイシン結合体抗体の検出）
　カリチアマイシン結合体化モノクローナル抗体への曝露に応答して特異的に生成された
血清中の抗体（例えば、ＣＭＣ－５４４）の存在を検出するために、カリチアマイシンに
存在するメチルグリコシドＳ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ
）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシ
テトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２
－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－
２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ
，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラ
ン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボ
チオエート）の最適濃度を決定した後に、架橋タイプのＥＬＩＳＡを行う。
【０１０６】
　未処置血清を、上記のように力価測定して、上記薬物への曝露後に、抗薬物抗体の生成
について試験される被験体に由来する未処置血清からの内因性抗炭水化物バックグラウン
ドノイズを除去する炭水化物の最小（よって、最適）濃度を決定する。
【０１０７】
　実験被験体に、ＣＭＣ－５４４を注射するかまたは他の方法で曝露し、血清を回収する
。ＣＭＣ－５４４、およびその結合体化していない親抗体Ｇ５４４を、捕捉試薬として使
用し、１００ｎｇ／ｍｌの濃度で別個のウェルに固定化した。上記ウェルを、４％　ＮＦ
ＤＭ／ＰＢＳＴ緩衝液中でブロックした。血清を、上記曝された被験体から回収し、１％
　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴと混合し、上記ウェルに添加し、次いで、インキュベートした。上
記ウェルをＴＨＳＴ中で洗浄し、カリチアマイシン－ＨＲＰ結合体およびその最適濃度の
カリチアマイシンに存在するさらなる炭水化物メチルグリコシド（Ｓ－［（２Ｒ，４Ｓ，
６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセ
チル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ
）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル
］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イ
ル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ
－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル］オキシ｝－３－ヨード－５，６－
ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエート））インキュベートする。あるいは、
上記さらなる炭水化物は、捕捉試薬およびコントロールウェルとの最初のインキュベーシ
ョンにおいて、上記血清を有するウェルに直接添加され得る。洗浄後、次いでプレートを
、ＴＭＢ試薬を添加することによって、呈色反応のために発色させた。発色後の呈色反応
に存在は、内因性抗炭水化物抗体の結果ではないが、代わりに、上記キャリア－薬物結合
体の対する応答において免疫反応の生成の結果である血清中のカリチアマイシン結合体に
対する抗体の存在を示す。
【０１０８】
　上記抗体応答が、上記カリチアマイシンの炭水化物部分に対して生成されたか否かを決
定するために、曝された被験体に由来する血清を、カリチアマイシン特異的メチルグリコ
シドで力価測定して、上記抗体反応性が、バックグラウンドレベルに戻るか否かを決定す
る。上記抗体応答が力価測定され、バックグラウンドレベルに戻っている場合、キャリア
－薬物結合体に応じて生成された上記抗体応答は、上記カリチアマイシンの炭水化物部分
に起因している。
【０１０９】
　（実施例７：薬物が炭水化物部分を有するキャリア薬物結合体へ抗体の存在についての
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未処置血清の試験）
　カリチアマイシン結合体での処置のために候補被験体に由来する血清中の既存の干渉Ｉ
ｇＭの存在を決定するために、架橋タイプＥＬＩＳＡを行う。カリチアマイシンを捕捉試
薬として使用し、上記アッセイウェルに固定化する。上記ウェルを、４％　ＮＦＤＭ／Ｐ
ＢＳＴ緩衝液中でブロックする。上記薬物未処置被験体から回収した血清を、１％　ＮＦ
ＤＭ／ＰＢＳＴ中で希釈し、上記アッセイに添加し、インキュベートする。メチルグリコ
シドの最適濃度を、上記のように決定する。炭水化物の力価測定はまた、各血清サンプル
についての炭水化物なしコントロール試験を含み得る。上記ウェルをＴＨＳＴ中で洗浄し
、カリチアマイシン－ＨＲＰ結合体、およびさらなるメチルグリコシド（カリチアマイシ
ンに存在するＳ－［（２Ｒ，４Ｓ，６Ｓ）－６－（｛［（２Ｒ，４Ｓ，５Ｒ）－５－（｛
（２Ｓ，４Ｓ，５Ｓ）－５－［アセチル（エチル）アミノ］－４－メトキシテトラヒドロ
－２Ｈ－ピラン－２－イル｝オキシ）－４－ヒドロキシ－６－メトキシ－２－メチルテト
ラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］アミノ｝オキシ）－４－ヒドロキシ－２－メチルテ
トラヒドロ－２Ｈ－ピラン－３－イル］４－｛［（２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ，６Ｓ）－３
，５－ジヒドロキシ－４－メトキシ－６－メチルテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－イル
］オキシ｝－３－ヨード－５，６－ジメトキシ－２－メチルベンゼンカルボチオエート）
）の最適濃度とインキュベートする。洗浄後、プレートを、ＴＭＢ試薬を添加することに
よって、呈色反応のために発色させる。呈色反応は、上記ウェルに結合したカリチアマイ
シンにＩｇが結合したこと、およびその後添加された上記カリチアマイシンＨＲＰに結合
したことを示す。
【０１１０】
　あるいは、未処置血清の最初のスクリーンは、さらなる炭水化物を添加しない。次いで
、血清を、炭水化物が上記血清反応性の標的であることを確認するために、炭水化物の力
価測定に供する。
【０１１１】
　（実施例８：薬物としてカリチアマイシンを用いたキャリア－薬物結合体についての試
験）
　この薬物を投与した被験体から由来するカリチアマイシン結合体（例えば、ＣＭＣ－５
４４）を検出するために、ＥＬＩＳＡを行う。被験体に、ＣＭＣ－５４４を注射するかま
たは別の方法で曝し、血清を回収する。親抗体Ｇ５４４によって特異的に結合する抗原で
あるＣＤ２２を、上記アッセイウェルに固定化し、捕捉試薬として使用する。次いで、上
記ウェルを、４％　ＮＦＤＭ／ＰＢＳＴ緩衝液中でブロックする。血清を、１％　ＮＦＤ
Ｍ／ＰＢＳＴ中で希釈し、上記ウェルに添加し、次いでインキュベートする。上記さらな
る炭水化物は、ＣＤ２２－特異的結合によるＣＭＣ－５４４の捕捉を妨害しないはずであ
るので、大過剰の炭水化物をここに添加して、ＣＭＣ－５４４に結合し得る、血清中に存
在する抗体をブロックする（上記プレートをＴＨＳＴ中で洗浄し、抗カリチアマイシン－
ＨＲＰ結合体とインキュベートし、次いで、上記プレートを、ＴＭＢ試薬の添加によって
、呈色反応のために発色させる。呈色反応は、上記血清中の上記カリチアマイシン結合体
の存在を示す。
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