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(57)【要約】
本発明は質量探知技法を用いる標的治療薬の薬物動態特性を測定する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の標的用分子の量および標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を測定する方法
であって、
　（ａ）一の表面を含み、そこに一の標的を固定する固体支持体を用意する工程；
　（ｂ）複数の標的用分子／薬物のコンジュゲートを含む試料を用意する工程；
　（ｃ）該試料を該固体支持体の表面に固定された標的と接触させる工程；
　（ｄ）該固体支持体の表面での（ｉ）標的用分子と（ｉｉ）該固体支持体の表面にある
標的との第一の結合複合体の形成を検出する；ここで第一の結合複合体の形成は、試料中
の標的用分子の量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な第一の変化をもたらす工
程；
　（ｅ）該第一の結合複合体を標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物と特異的に結合
する薬物結合剤と接触させる工程；および
　（ｆ）該固体支持体の表面での（ｉ）薬物結合剤と（ｉｉ）第一の結合複合体との第二
の結合複合体の形成を検出する；ここで第二の結合複合体の形成は、試料中の標的用分子
／薬物のコンジュゲートの量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な第二の変化を
もたらす工程
を含む、方法。
【請求項２】
　標的が癌細胞または自己免疫応答に関与する細胞上で発現されるところの、請求項１記
載の方法。
【請求項３】
　癌細胞上で発現される標的が５Ｔ４、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ルイ
スＹ、ＨＥＲ－２、イムノグロブリンＧのＩ型Ｆｃ受容体（ＦｃガンマＲＩ）、ＣＤ５２
、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、ＤＮＡ／ヒストン
複合体、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＣＤ４７、ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子受容体２
、またはキナーゼ挿入ドメイン含有の受容体、ＫＤＲ）、上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡ
Ｍ）、線維芽細胞活性化蛋白（ＦＡＰ）、トレイル受容体－１（ＤＲ４）、プロゲステロ
ン受容体、腫瘍胎児抗原ＣＡ１９．９またはフィブリンであるところの、請求項２記載の
方法。
【請求項４】
　標的用分子が抗体であるところの、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　薬物がカリケアミシンであるところの、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　薬物結合剤が抗体であるところの、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　試料が約５μｌ以下の容量からなるところの、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　試料が血液試料であるところの、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を測定する方法であって、
　（ａ）一の表面を含み、そこに第一の結合複合体を固定する固体支持体を用意する；こ
こで該結合複合体は（ｉ）標的と（ｉｉ）該標的に結合する標的用分子／薬物のコンジュ
ゲートとを含む、工程；
　（ｂ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物と特異的に結合する薬物結合剤を固体
支持体の表面に固定されている第一の結合複合体と接触させる工程；および
　（ｃ）（ｉ）薬物結合剤と（ｉｉ）固体支持体の表面にある第一の結合複合体との第二
の結合複合体の形成を検出する；ここで該複合体の形成は、試料中の標的用分子／薬物の
コンジュゲートの量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な変化をもたらす工程
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を含む、方法。
【請求項１０】
　標的が癌細胞または自己免疫応答に関与する細胞上で発現されるところの、請求項９記
載の方法。
【請求項１１】
　癌細胞上で発現される標的が５Ｔ４、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ルイ
スＹ、ＨＥＲ－２、イムノグロブリンＧのＩ型Ｆｃ受容体（ＦｃガンマＲＩ）、ＣＤ５２
、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、ＤＮＡ／ヒストン
複合体、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＣＤ４７、ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子受容体２
、またはキナーゼ挿入ドメイン含有の受容体、ＫＤＲ）、上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡ
Ｍ）、線維芽細胞活性化蛋白（ＦＡＰ）、トレイル受容体－１（ＤＲ４）、プロゲステロ
ン受容体、腫瘍胎児抗原ＣＡ１９．９またはフィブリンであるところの、請求項９記載の
方法。
【請求項１２】
　標的用分子が抗体であるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１３】
　薬物がカリケアミシンであるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１４】
　薬物結合剤が抗体であるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１５】
　試料が約５μｌ以下の容量からなるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１６】
　試料が血液試料であるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１７】
　試料中の標的用分子の量が、標的用分子／薬物のコンジュゲートが、固体支持体表面に
固定された標的に結合した後の、固体支持体の質量特性における変化を測定することによ
り決定されるところの、請求項９記載の方法。
【請求項１８】
　標的用分子／薬物のコンジュゲートの試料中の標的用分子当たりの薬物の平均負荷量を
測定する方法であって、
　（ａ）試料の標的用分子／薬物のコンジュゲートが結合する固体支持体を用意する工程
；
　（ｂ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物に特異的に結合する薬物結合剤を、固
体支持体の表面にある標的用分子／薬物のコンジュゲートに結合させた後、固体支持体の
質量特性における変化を測定することで、試料中の薬物の量を測定する工程；および
　（ｃ）試料中の（ｂ）の薬物の量を標的用分子の量で割ることにより標的用分子／薬物
のコンジュゲート当たりの薬物の平均量を計算する工程
を含む、方法。
【請求項１９】
　標的が癌細胞または自己免疫応答に関与する細胞上で発現されるところの、請求項１８
記載の方法。
【請求項２０】
　癌細胞上で発現される標的が５Ｔ４、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ルイ
スＹ、ＨＥＲ－２、イムノグロブリンＧのＩ型Ｆｃ受容体（ＦｃガンマＲＩ）、ＣＤ５２
、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、ＤＮＡ／ヒストン
複合体、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＣＤ４７、ＶＥＧＦＲ２（血管内皮増殖因子受容体２
、またはキナーゼ挿入ドメイン含有の受容体、ＫＤＲ）、上皮細胞接着分子（Ｅｐ－ＣＡ
Ｍ）、線維芽細胞活性化蛋白（ＦＡＰ）、トレイル受容体－１（ＤＲ４）、プロゲステロ
ン受容体、腫瘍胎児抗原ＣＡ１９．９またはフィブリンであるところの、請求項１８記載
の方法。
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【請求項２１】
　標的用分子が抗体であるところの、請求項１８記載の方法。
【請求項２２】
　薬物がカリケアミシンであるところの、請求項１８記載の方法。
【請求項２３】
　薬物結合剤が抗体であるところの、請求項１８記載の方法。
【請求項２４】
　試料が約５μｌ以下の容量からなるところの、請求項１８記載の方法。
【請求項２５】
　試料が血液試料であるところの、請求項１８記載の方法。
【請求項２６】
　試料中の標的用分子の量が、標的用分子／薬物のコンジュゲートの、固体支持体表面に
固定された標的への結合後の、固体支持体の質量特性における変化を測定することにより
決定されるところの、請求項１８記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　２００５年７月１日に出願された米国仮特許出願番号６０／６９５４１９の優先権を主
張するものであり、その全内容を出典明示により本明細書の一部とする。
（発明の分野）
　本発明は、一般に、質量探知技法を用いて標的治療薬（例えば、イムノコンジュゲート
）の薬物動態特性を測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　合成および天然巨大分子が癌の治療にて確立された治療薬となっている。抗体がネイク
ドまたはアンコンジュゲート抗体として、または抗体／薬物のコンジュゲートとして投与
された場合の、その臨床的効能が証明されている。後者の方法では、所定の標的細胞集団
に対して結合特異性を有する抗体と治療薬とをカップリングさせる。モノクローナル抗体
とコンジュゲートする治療薬として、サイトトキシン、生物学的反応修飾物質、酵素（例
えば、リボヌクレアーゼ）、アポトーシス誘発性蛋白およびペプチド、および放射性同位
体が挙げられる。
　抗体介在の腫瘍細胞への薬物デリバリーは正常な組織でのその吸収を最小とすることに
より薬物の効能を増大させる。例えば、Reffら（２００２）Cancer Control ９：１５２
－６６；Sievers（２０００）Cancer Chemother. Pharmacol. ４６増補：Ｓ１８－２２；
Goldenberg（２００１）Crit. Rev. Oncol. Hematol. ３９：１９５－２０１を参照のこ
と。ＭＹＬＯＴＡＲＧ（商標）（ゲムツズマブ・オゾガミシン）はこの原理により作用し
、高齢の患者の急性骨髄性白血病の治療にて承認されている、市販の標的免疫治療薬であ
る。Sieversら（１９９９）Blood ９３：３６７８－３６８４を参照のこと。この場合、
標的用分子はカリケアミシンとコンジュゲートする抗－ＣＤ３３モノクローナル抗体であ
る。付加的な例として、抗－ＣＤ２０抗体で放射性標識されている、イブリツモマブ・チ
ゥウキセタン（ＺＥＶＡＬＩＮ（商標））およびトシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商標））
が挙げられる。Dillman、Clin.Exp. Med., ２００６、６（１）：１－１２を参照のこと
。
【０００３】
　新規な抗体標的療法の発達にも拘わらず、その臨床にて好ましい治療指数を付与する生
理学的特性は十分に理解されていない。簡単な生化学アッセイ（例えば、抗体とその抗原
とのアフィニティ）では必ずしも効能は予測されない。Graff & Wittrup、Cancer Res., 
２００３、６３（３）：１２８８－１２９６を参照のこと。循環半減期、組織分散速度お
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よびコンジュゲート分解速度などのインビボでの生物学的パラメーターは、これら分子の
治療効能の可能性を比較するにおいてより手助けとなるかもしれない。しかしながら、こ
れらのパラメーターを評価するのに設計された前臨床実験は、典型的には、多くの実験動
物およびコンジュゲートを放射線標識する必要があるため、困難である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　臨床的効能を予測する方法に対する要求を満たすために、本発明は、標的治療薬を対象
に投与した後の、その薬物動態を特性化するためのプラズモン共鳴アッセイを提供する。
本明細書に開示されているアッセイは単一の最小容量の試料中の標的用分子（targeting 
molecule）および標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を正確かつ再現的に検出する。
この測定に基づいて、標的用分子／薬物のコンジュゲートの循環半減期、コンジュゲート
の分解速度およびリンカーの安定性を対象中にてモニター観察することができる。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、試料中の標的用分子の量および標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を測
定する方法を提供する。本発明の代表的な一の実施形態において、該方法は、（ａ）一の
表面を含み、そこに標的を固定する固体支持体を用意し；（ｂ）複数の標的用分子／薬物
のコンジュゲートを含む試料を用意し；（ｃ）該試料を該固体支持体の表面に固定された
標的と接触させ；（ｄ）該固体支持体の表面での（ｉ）標的用分子と（ｉｉ）該固体支持
体の表面にある標的との第一の結合複合体の形成を検出する；ここで第一の結合複合体の
形成は、試料中の標的用分子の量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な第一の変
化をもたらし；（ｅ）該第一の結合複合体を標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物と
特異的に結合する薬物結合剤と接触させ；および（ｆ）該固体支持体の表面での（ｉ）薬
物結合剤と（ｉｉ）第一の結合複合体との第二の結合複合体の形成を検出する；ここで第
二の結合複合体の形成は、試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を示す、固体
支持体の質量特性にて測定可能な第二の変化をもたらす工程を含む。
【０００６】
　試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を測定する方法はまた、（ａ）一の表
面を含み、そこに第一の結合複合体を固定する固体支持体を用意する；ここで該結合複合
体は（ｉ）標的と（ｉｉ）該標的に結合する標的用分子／薬物のコンジュゲートとを含み
；（ｂ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物と特異的に結合する薬物結合剤を固体
支持体の表面に固定されている第一の結合複合体と接触させ；および（ｃ）（ｉ）薬物結
合剤と（ｉｉ）固体支持体の表面にある第一の結合複合体との第二の結合複合体の形成を
検出する；ここで該複合体の形成は、試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を
示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な変化をもたらす工程を含む。
【０００７】
　本発明のもう一つ別の態様において、標的用分子当たりの薬物の平均負荷量を測定する
方法が提供される。例えば、試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物負荷を測
定する方法は、（ａ）試料の標的用分子／薬物のコンジュゲートが結合する固体支持体を
用意し；（ｂ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物に特異的に結合する薬物結合剤
を、固体支持体の表面にある標的用分子／薬物のコンジュゲートに結合させて、固体支持
体の質量特性における変化を測定することで、試料中の薬物の量を測定し；および（ｃ）
試料中の（ｂ）の薬物の量を標的用分子の量で割ることにより標的用分子／薬物のコンジ
ュゲート当たりの薬物の平均量を計算する工程を含みうる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本発明は標的療法用の組成物、すなわち、薬物に直接的または間接的にコンジュゲート
した標的用分子を含む試料を特徴付ける方法を提供する。標的用分子／薬物のコンジュゲ
ートを含有する試料は、例えば、コンジュゲーションが不完全である、コンジュゲートが
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分解する等の結果として、ある割合の構成部材（すなわち、コンジュゲートしていない標
的用分子および遊離薬物）を含んでいてもよい。一般に、コンジュゲートしていない標的
用分子および遊離薬物は、各々、その効能が限定されており、患者に毒性を付与するかも
しれない。したがって、標的療法を受ける患者における進展をモニター観察するために、
（構成部材よりもむしろ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物負荷および濃度が重
要である。その開示された方法は、対象に投与された後の、吸収、分布、代謝作用および
排泄などの、標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物動態パラメーターを評価するのに
用いることができる、測定方法を提供する。
【０００９】
　従来の方法と比較した場合、当該開示は質量探知技法を用いて不安的な標的用分子／薬
物のコンジュゲートを検出することを記載するものである。標的用分子／薬物のコンジュ
ゲートの濃度は血清中および／または標的部位にて正確に測定され、循環半減期、リンカ
ー安定性および標的部位にデリバリーされる薬物の量を評価することができる。単一の少
ない容量の試料を用い、同一の試料にて複数の検出工程を連続して行い、標的用分子／薬
物のコンジュゲートの薬物の負荷の計算を行うことも可能である。
【００１０】
Ｉ．標的用分子／薬物のコンジュゲート
　当該開示されている方法にて用いることのできる標的用分子として、標的に対して特異
的な結合を示す分子が挙げられる。特異結合とは、不均一試料にて優先的な結合をもたら
す、２種の分子間のアフィニティをいう。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、少なくとも約１０－９Ｍ以上、少なくとも約１
０－１１Ｍ以上または少なくとも約１０－１２Ｍ以上のアフィニティにより特徴付けられ
る。
【００１１】
　標的用分子はまた、対象に投与した後に、該標的を発現する細胞に選択的に結合するい
ずれの分子も包含する。「標的」なる語は、対照部位と比較した場合に、標的部位（例え
ば、細胞または組織）での分子のインビボにおける優先的な移動および／または蓄積をい
う。標的部位は、標的を発現する細胞、すなわち、標的用分子または標的用分子／薬物の
コンジュゲートの蓄積を意図とする部位を含む。対照部位は、標的の発現を実質的に欠く
細胞を含み、従って投与された標的用分子または標的用分子／薬物のコンジュゲートの結
合および／または蓄積を実質的に欠く細胞を含む。選択的結合とは、一般に、標的部位に
ある標的用分子の量が対照部位にある標的用分子の量の約２倍多い、または約５倍多い、
あるいは約１０倍以上多いような、標的用分子／薬物のコンジュゲートが優先的に局在化
していることをいう。
【００１２】
　代表的な標的用分子として、抗体、蛋白、ペプチド、ペプチド模倣物、ペプチド核酸（
ＰＮＡ）、オリゴヌクレオチド、リガンド、レクチンおよび標的に特異的および／または
選択的に結合する他の分子が挙げられる。
【００１３】
　標的用分子により拘束される標的は、一般に、疾患、疾患に罹りやすい病態、または治
療を必要とする状態と関連付けられる。代表的な標的として、抗原、ハプテン、蛋白、ペ
プチド、受容体、オリゴヌクレオチド、炭水化物、および標的部位の細胞により高レベル
で発現される他の分子が挙げられる。標的は、好ましくは、細胞表面に存在するか、ある
いはまた標的用分子にアクセス可能である。標的部位は、充実性腫瘍のように局所化され
ていてもよく、悪性血液疾患のように非局在化されていてもよい。例えば、標的部位は腫
瘍関連抗原（ＴＡＡ）を発現する細胞、他の悪性細胞上で発現される抗原、炎症、アレル
ギー、自己免疫等に寄与する免疫細胞を含みうる。
【００１４】
　本発明の一の態様において、標的用分子は抗体であり、本発明はイムノコンジュゲート
、すなわち、抗体／薬物のコンジュゲートを含む試料の特性化に関する。抗体／薬物のコ
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ンジュゲートの抗体部分は、例えば、四重構造を有する抗体（例えば、天然に存在する抗
体と類似する抗体）、あるいは少なくとも１個の免疫グロブリン軽鎖可変領域または少な
くとも１個の免疫グロブリン重鎖領域、もしくはその抗原結合断片（例えば、Ｆａｂ、修
飾Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２またはＦｖ断片）を有する他の構造物を含む、ある
種の抗体を含みうる。また開示されている方法を使用し、キメラ抗体、ヒト化抗体、二量
体（diabody）、一本鎖抗体、四価抗体および／または多重特異性抗体（例えば、二重特
異性抗体）を用いて調製したコンジュゲートを特徴付けてもよい。
【００１５】
　標的とする抗癌治療薬を調製するのに、扁平上皮／腺肺癌（非小細胞肺癌）、浸潤性乳
癌、結腸直腸癌、胃癌、扁平上皮頚部癌、浸潤性子宮内膜腺癌、浸潤性膵臓癌、卵巣癌、
扁平上皮膀胱癌および絨毛腫などの充実性腫瘍からの癌細胞に特異的に結合する、腫瘍関
連抗原が同定された。悪性血液疾患の標的治療薬のための抗原もまた、例えば、限定され
るものではないが、低悪性度／濾胞非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、小リンパ求性ＮＨＬ
、中悪性度／濾胞ＮＨＬ、中悪性度広範性ＮＨＬ、高悪性度免疫芽細胞性ＮＨＬ、高悪性
度リンパ球ＮＨＬ、高悪性度小非分割細胞ＮＨＬ、巨大病変ＮＨＬおよびヴァルデンスト
レームマクログロブリン血症、慢性白血球白血病、急性骨髄性白血病、急性リンパ芽細胞
白血病、慢性リンパ球白血病、慢性骨髄性白血病、リンパ芽細胞白血病、リンパ球白血病
、単球白血病、骨髄性白血病、および前骨髄球性白血病などのリンパ腫および白血病を治
療するための有用な薬物の標的である。
【００１６】
　標的治療薬のための抗体／薬物のコンジュゲートを調製するのに用いられる代表的な抗
体として、抗－５Ｔ４抗体、抗－ＣＤ１９抗体、抗－ＣＤ２０抗体（例えば、ＲＩＴＵＸ
ＡＮ（商標）、ＺＥＶＡＬＩＮ（商標）、ＢＥＸＸＡＲ（商標））、抗－ＣＤ２２抗体、
抗－ＣＤ３３抗体（例えば、ＭＹＬＯＴＡＲＧ（商標））、抗－ルイスＹ抗体（例えば、
Ｈｕ３Ｓ１９３、Ｍｔｈｕ３Ｓ１９３、ＡＧｍｔｈｕ３Ｓ１９３）、抗－ＨＥＲ－２抗体
（例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（商標）（トラスツズマブ）、ＭＤＸ－２１０、ＯＭＮＩ
ＴＡＲＧ（商標）（ペルツズマブ、ｒｈｕＭＡｂ２Ｃ４））、抗－ＣＤ５２抗体（例えば
、ＣＡＭＰＡＴＨ（商標））、抗－ＥＧＦＲ抗体（例えば、ＥＲＢＩＴＵＸ（商標）（セ
ヴァシズマブ））、抗－ＤＮＡ／ヒストン複合抗体（例えば、ｃｈ－ＴＮＴ－１／ｂ）、
抗－ＣＥＡ抗体（例えば、ＣＥＡ－Ｃｉｄｅ、ＹＭＢ－１００３）、ｈＬＭ６０９、抗－
ＣＤ４７抗体（例えば、６Ｈ９）、抗－ＶＥＧＦＲ２（またはキナーゼ挿入ドメイン含有
の受容体、ＫＤＲ）抗体（例えば、ＩＭＣ－１Ｃ１１）、抗－Ｅｐ－ＣＡＭ抗体（例えば
、ＩＮＧ－１）、抗－ＦＡＰ抗体（例えば、シブロツズマブ）、抗－ＣＤ４抗体（例えば
、ＴＲＡＩＬ－Ｒ）、抗－プロゲステロン受容体抗体（例えば、２Ｃ５）、抗－ＣＡ１９
．９抗体（例えば、ＧＩＶＡＲＥＸ（商標））、および抗－フィブリン抗体（例えば、Ｍ
Ｈ－１）が挙げられる。
【００１７】
　本明細書にて使用される場合、薬物とは、例えば、治療剤、結合剤等、ならびにインビ
ボにて活性剤に代謝するプロドラッグなどの、生物学的活性または検出可能な活性を有す
るいずれの物質をもいう。薬物なる語はまた、薬物誘導体を包含し、ここで薬物は標的用
分子とコンジュゲートしうるように官能基導入されている。
【００１８】
　薬物は標的用分子と直接的または間接的に結合してもよいが、その結合は薬物部分の治
療効果の保存と矛盾のないものである。リンカーは安定していても、あるいは加水分解さ
れるものであってもよく、薬物を抗体に連結させるための適当な技法を利用してもよい。
例えば、ヒドラジンおよび他の求核物質は、抗体上に天然に存在する炭化水素を酸化する
ことにより生成されるアルデヒドにコンジュゲートされてもよい。ヒドラゾン含有のコン
ジュゲートは、所望の薬物放出特性を提供する、導入されたカルボニル基で製造され得る
。コンジュゲートはまた、一端にジスルフィドを、中間にアルキル鎖を、そして他端にヒ
ドラジン誘導体を有するリンカーで製造することができる。他の代表的なリンカーはチオ
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ール反応性リンカー、例えばエステル、アミドおよびアセタール／ケタール、およびｐＨ
感受性リンカー、例えばカルボン酸基をアミド結合と並列して有する、シス－アコニター
トである。リンカーはまた、標的用分子／薬物のコンジュゲートの凝集を制限するために
、ＰＥＧなどの可溶化剤を包含する。ペプチドリンカーもまた、用いることができる。
【００１９】
　代表的な薬物として、細胞毒性剤、化学療法剤、免疫調節剤、抗血管形成剤、抗増殖剤
、アポトーシス促進剤、酵素および生物活性蛋白などの抗癌剤が挙げられる。薬物はまた
、免疫調整剤、抗血管形成剤、抗増殖剤またはアポトーシス促進剤をコードする遺伝子な
どの治療用核酸を含んでいてもよい。これらの薬物の記述は相互に排除するものではなく
、かくして治療剤は１種または複数の上記した語を用いて記載され得る。治療剤は医薬上
許容される塩、酸または上記した物の誘導体として調製されてもよい。加えて、コンジュ
ゲートは、例えば、リポソームまたはポリマーなどの細胞毒性剤としての補助担体を用い
て製造することができる。
【００２０】
　細胞毒性剤なる語は、一般に、細胞の機能を阻害または防止し、および／または細胞の
破壊をもたらす薬剤をいう。代表的な細胞毒性剤として、抗生物質、チューブリン重合の
阻害剤、ＤＮＡに結合し、崩壊させるアルキル化剤、および蛋白合成または蛋白キナーゼ
、ホスファターゼ、トポイソメラーゼ、酵素およびサイクリンなどの必須の細胞蛋白の機
能を崩壊させる薬剤が挙げられる。例えば、細胞毒性剤として、限定されるものではない
が、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、ピタルビシ
ン、バルルビシン、シタラビン、ゲンシタビン、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、ブロキシウリジン、カペシ
タビン、クラドリビン、デシタビン、フルオキシウリジン、フルダラビン、ゴウゲロチン
、プロマイシン、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、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、メクロルエタミン、プレドニゾン、プロカルバジン、メ
トトレキエート、フルロウラシル、エトポシド、タキソール、タキソールアナログ、シス
－プラチンおよびカルボ－プラチンなどのプラチン、ミトマイシン、チオテペ、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、アウスラマイシ
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／アウ
リスタチン、ヘミアステルリン、エスペラミシン、およびマイタンシノイドが挙げられる
。
【００２１】
　本発明の特定の態様において、開示されている方法を用いて特徴付けられる標的用分子
／薬物のコンジュゲートは、カリケアミシン（ＬＬ－Ｅ３３２８８複合体とも称される）
、例えばガンマ－カリケアミシンまたは効能の劣る誘導体、Ｎ－アセチルガンマカリケア
ミシンなどの抗生物質の薬物部分を含む。米国特許第４９７０１９８号を参照のこと。標
的用分子／薬物の候補物質に用いるのに適するカリケアミシンの付加的な例が米国特許第
４６７１９５８号；第５０５３３９４号；第５０３７６５１号；第５０７９２３３号；お
よび第５１０８９１２号に開示されており、その各々を出典明示により本明細書の一部と
する。カリケアミシンのジスルフィドアナログ、例えば、出典明示により本明細書の一部
とする米国特許第５６０６０４０号および第５７７０７１０号に記載されているアナログ
を用いることもできる。実施例１に記載されているような抗体／カリケアミシンのコンジ
ュゲートを調製するための代表的な方法が米国特許第５７１２３７４号；第５７１４５８
６号；第５７７３００１号；および第５８７７２９６号；米国公開番号２００４－００８
２７６４－Ａ１および２００６－０００２９４２－Ａ１；およびＰＣＴ公開番号ＷＯ２０
０５／０８９８０９に記載されており、その各々を出典明示により本明細書の一部とする
。
【００２２】



(9) JP 2009-500623 A 2009.1.8

10

20

30

40

50

　標的用分子／薬物のコンジュゲートを調製するのに用いることのできる免疫調節剤とし
て、腫瘍でのホルモン作用を遮断する抗ホルモン剤およびサイトカイン産生を抑制し、自
己抗原発現をダウンレギュレートするか、またはＭＨＣ抗原をマスクする免疫抑制剤が挙
げられる。代表的な抗ホルモン剤は、例えば、タモキシフェン、ラロキシフェン、４（５
）－イミダゾール、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン
、ＬＹ１１７０１８、オナプンストンおよびトレミフェンを含む抗エストロゲン；および
フルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリドおよびゴセレリンなどの抗アンド
ロゲン；および抗アドレナール剤を包含する。代表的な免疫抑制剤は２－アミノ－６－ア
リール－５－置換ピリミジン、アザチオプリン、シクロホスファミド、ブロモクリプチン
、ダナゾール、ダプゾン、グルタルアルデヒド、ＭＨＣ抗原およびＭＨＣ断片の抗イディ
オタイプ抗体、シクロスポリンＡ、グルココルチコステロイドなどのステロイド、サイト
カインまたはサイトカイン受容体アンタゴニスト（例えば、抗インターフェロン抗体、抗
ＩＬ１０抗体、抗ＴＮＦα抗体、抗ＩＬ２抗体）、ストレプトキナーゼ、ＴＧＦβ、ラパ
マイシン、Ｔ－細胞受容体、Ｔ－細胞受容体断片、およびＴ細胞受容体抗体を包含する。
【００２３】
　代表的な抗血管形成剤は、血管形成の阻害剤、例えば、ファルネシルトランスフェラー
ゼ阻害剤、ＣＯＸ－２阻害剤、ＶＥＧＦ阻害剤、ｂＦＧＦ阻害剤、ステロイドホスファタ
ーゼ阻害剤（例えば、２－メトキシエストラジオールビス－サルファメート（２－ＭｅＯ
Ｅ２ｂｉｓＭＡＴＥ））、インターロイキン－２４、トロンボスポンジン、メタロスポン
ジン蛋白、クラスＩインターロイキン、インターロイキン１２、プロタミン、アンジオシ
タチン、ラミニン、エンドスタチン、およびプロラクチン断片を包含する。
【００２４】
　抗増殖剤およびアポトーシス促進剤は、ＰＰＡＲ－ガンマの活性化剤（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、トリテルピノイド（例えば
、シクロアルタン、ルパン、ウルサン、オレアナン、フリエデラン、ダンマラン、ククル
ビタシン、およびリモノイドトリテルペノイド）、ＥＧＦ受容体の阻害剤（例えば、ＨＥ
Ｒ４）、ランパマイシン、ＣＡＬＣＩＴＲＩＯＬ（商標）（１，２５－ジヒドロオキシコ
レカルシフェロール（ビタミンＤ））、アロマターゼ阻害剤（ＦＥＭＡＲＡ（商標）（レ
トロゾン））、テロメラーゼ阻害剤、鉄キレーター（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
ウイルスから由来のウイルス蛋白３－ＶＰ３）、Ｂｃｌ－２およびＢｃｌ－Ｘ（Ｌ）の阻
害剤、ＴＮＦ－アルファ、ＦＡＳリガンド、ＴＮＦ関連アポトーシス誘発性リガンド（Ｔ
ＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌ）、ＴＮＦ－アルファ／ＦＡＳリガンド／ＴＮＦ関連アポトーシス
誘発性リガンド（ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌ）のシグナル伝達の活性化剤、およびＰＩ３Ｋ
－Ａｋｔ生存経路シグナル伝達の阻害剤（例えば、ＵＣＮ－０１およびゲルダナマイシン
）を包含する。
【００２５】
　代表的な化学療法剤は、チオテパおよびシクロホスファミドなどのアルキル化剤；ブス
ルファン、インプロサルファンおよびピポサルファンなどのアルキルサルホナート；ベン
ゾドーパ、カルボクオン、メツレドーパ、およびウレドーパなどのアジイジン；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ルアミド、トリエチレンチオホスホ
ルアミドおよびトリメチロロメラミンを含むエチレンイミンおよびメチルアメルアミン；
クロルアンブシル、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、イフオ
スファミド、メチオレタミン、メチオレタミンオキシド塩酸塩、メルファラン、ノベンビ
チン、フェネステリン、プレドニムスチン、トロホスファルニド、ウラシルマスタード；
カルムスチン、クロルオゾトシン、ホテムスチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチ
ンなどのニトロスレア；アクラシノマイシン、アクチノマイシン、アウスラマイシン、ア
ザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カリチェアミシン、カラビシン、カルミ
ノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイシン、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、エピルビ
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シン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、ミトマイシン、マイコフェノー
ル酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン、プロマ
イシン、クエラマイシン、ノドルビシン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベ
ルシジン、ウベニメックス、ジノスタチン、ゾルビシンなどの抗生物質；メトトレキサー
トおよび５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）などの抗代謝産物；デノプテリン、メトトレ
キサート、プテロプテリン、トリメトレキサートなどの葉酸アナログ；フルダラビン、６
－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンなどのプリンアナログ；アンシタビン
、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモファー、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、フロキシウリジン、５－ＥＵなどのピリミジンアナロ
グ；カルステロン、ドロモスタノロンプロピオン酸塩、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のアンドロゲン；アミノグルテチイミド、ミトタン、トリロス
タンなどの抗アドレナール；フロリニン酸などの葉酸補助剤；アセグラトン；アルドホス
ファミドグリコシド；アミノレブリン酸；アムサクリン；ベストラムブシル；ビサントレ
ン；エダトラキサート；デフォファミン；デメコルチン；ジアジクオン；エルフォルニチ
ン；エリプチニウム酢酸塩；エトグルシド；ガリウム硝酸塩；ヒドロキシウレア；レンチ
ナン；ロニダミン；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニトラクリン；ペ
ントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ポドフィリン酸（podophyllinic acid）
；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ラゾキサン；シゾフィラン；スピロゲルマニ
ウム；テヌアゾン酸；トリアジコン；２，２’，２’－トリクロロトリエチルアミン；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；アラビノシド（Ａｒａ－Ｃ）；シクロホスファミド；チ
オテパ；タキソイド（例えば、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（商標）、Bristol-Myers Sq
uibb Oncology of Princeton, New Jersey）およびドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（商
標）、Rhone-Poulenc Rorer of Antony、フランス）；クロランブシル；ゲンシタビン；
６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキサート；シスプラチン、およびカルボ
プラチンなどの白金アナログ；ビンブラスチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イフ
ォスファミド；ミトマイシンＣ；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナ
ベルビン；ノバントロン；テニポシド；ダウノマイシン；アイニノプテリン；キセローダ
；イバンドロナート；ＣＰＴ－１１；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオ
ロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；レチノイン酸；エスペラミシン；およびカペシタビン
を包含する。
【００２６】
　標的用分子とコンジュゲートし、本明細書に開示の方法を用いて特徴付けることのでき
る付加的な治療剤として、光線力学療法のための感光剤（米国特許公開番号２００２／０
１９７２６２および米国特許第５９５２３２９号）；温熱療法のための磁気粒子（米国特
許公開番号２００３／００３２９９５）；ペプチド、リガンド、細胞接着リガンド等など
の結合剤、ホスフェート含有プロドラッグ、チオホスフェート含有プロドラッグ、サルフ
ェート含有プロドラッグ、ペプチド含有プロドラッグ、β－ラクタム含有プロドラッグ、
置換フェノキシアセトアミド含有プロドラッグまたは置換フェニルアセトアミド含有プロ
ドラッグ、５－フルオロチトシンおよび他の５－フルオロウリジンプロドラッグなどのよ
り活性な細胞毒性の無い薬物に変換することができる、プロドラッグが挙げられる。
【００２７】
ＩＩ．標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物動態
　本発明は、標的用分子の薬物ローディングを測定する方法、例えば、コンジュゲーショ
ン反応により有効用量、すなわち、所望の生物学的応答を惹起するのに十分な量の標的用
分子／薬物のコンジュゲートを含む、レベルの薬物ローディングが得られ、市販されてい
る標的用分子／薬物のコンジュゲートのバッチ間のコンシステンシーが維持されているか
どうかを測定する方法を提供する。標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物放出または
安定性を評価するために、患者に投与した後で、例えば、該患者より由来の血液試料を用
いて薬物ローディングを評価してもよい。
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【００２８】
　本明細書に開示されるように、標的用分子／薬物のコンジュゲートの量は同じ試料中の
（ｉ）標的用分子の量および（ｉｉ）標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を別個に測
定して算定してもよい。工程（ｉ）および（ｉｉ）は、各々、副題ＩＩ．ＡおよびＩＩ．
Ｂにてさらに詳細に記載されている。図１も参照のこと。簡単に言えば、該方法は２つの
連続した反応の測定を含む。第一の反応は、標的用分子／薬物のコンジュゲートを含有す
る試料を、ＢＩＡＣＯＲＥ（商標）などの質量探知装置上で、該コンジュゲートの標的用
分子により認識される固定された標的と接触させた後に共鳴単位の数を測定する。この反
応は試料中の遊離（コンジュゲートしていない）標的用分子とコンジュゲートした標的用
分子の合計に比例する。その後、薬物結合剤を、同じ質量探知装置上に固定された標的と
結合した、コンジュゲートした標的用分子とコンジュゲートしていない標的用分子と接触
させて第二の反応を得る。この第二の反応は同じ試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲ
ートとして存在する薬物の量と比例する。
【００２９】
　開示されている方法によれば、いずれの適当な質量探知装置を使用してもよい。当該分
野にて公知の代表的な技法として、圧電方法、光学的方法、熱光学的方法、表面弾性波（
ＳＡＷ）方法、ならびに電気化学的方法、例えば、電位差測定方法、ボルタンメトリー方
法、電気伝導測定方法、電流測定方法および電気容量測定方法が挙げられる。
【００３０】
　利用することができる光学的方法として、内部および外部反射法の両方を含む、反射－
光学的方法などの質量表面濃度（または屈折率）を検出する方法、例えば、偏光解析法お
よびエバネセント波分光法（ＥＷＳ）が挙げられる。後者の方法として、プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）、ブルースター角屈折率測定、臨界角屈折率測定、フラストレート全反射（Ｆ
ＴＲ）、エバネセント波偏光解析法、散乱全内部反射（ＳＴＩＲ）、光導波路センサー、
臨界角分解画像処理、ブルースター角分解画像処理、ＳＰＲ角分解画像処理などのエバネ
セント波に基づく画像処理、ならびにエバネセント蛍光（ＴＩＲＦ）および燐光に基づく
方法が挙げられる。
【００３１】
　例えば、試料中の標的用分子の平衡定数を測定するのに、次の質量探知技法を用いるこ
とができる。第一に、一連の濃度（例えば、０、１００、２００、３００、４００、５０
０、６００、７００、８００、９００および１０００ｎｇ／ｍｌ）の標的用分子を調製し
、それと作動的に関連付けられるセンサーチップを有するバイオセンサーに順次注入する
。ここで、センサーチップは対照となるセンシング表面と、標的を固定した少なくとも１
つのセンシング表面とを有する。定常状態の結合レベルでの相対的反応を各標的用分子の
濃度で測定する。バイオセンサーの作動緩衝液中の溶媒添加物が屈折率に大きく影響を及
ぼすため、（既知の矯正手段を介して）修正率を計算して適用し、相対反応を訂正して得
た。ついで、各標的用分子の濃度の各々の訂正した相対反応を当業者であれば分かるよう
に数学的に計算し、その標的用分子の平衡定数を測定する。
【００３２】
　本発明の特定の態様において、質量探知技法は表面プラズモン共鳴であり、ＢＩＡＣＯ
ＲＥ（商標）装置（Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ、ウプスラ、スウェーデン）を用いて行うこと
ができる。該装置および理論的背景はＪｏｎｓｓｏｎら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、
１９９１、１１：６２０－６２７に記載されている。この技法は結合対の第一の結合パー
トナーをセンサーチップに固定し、そのセンサーチップを結合対の第二の結合パートナー
を含有する試料と接触させ、ついでそのセンサーチップの表面光学特性にて得られる変化
を測定することを含む。
【００３３】
　一般に、固体支持体はその固体支持体の上面にヒドロゲルマトリックスコーティングを
カップリングさせて含み、そのヒドロゲルマトリックスマトリックスコーティングは複数
の官能基を有する。ＢＩＡＣＯＲＥ（商標）装置を用いる場合、該固体支持体は、センサ
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ーチップの形態であることが好ましく、そのセンサーチップはヒドロゲルマトリックスと
上面の間に自由電子金属が介入している。この目的に適する自由電子金属として、銅、銀
、アルミニウムおよび金が挙げられる。
【００３４】
　本発明の特定の態様において、本発明の方法は、
　（ａ）一の表面を含み、そこに標的を固定する固体支持体を用意し；
　（ｂ）複数の標的用分子／薬物のコンジュゲートを含む試料を用意し；
　（ｃ）該試料を該固体支持体の表面に固定された標的と接触させ；
　（ｄ）該固体支持体の表面での（ｉ）標的用分子と（ｉｉ）該固体支持体の表面にある
標的との第一の結合複合体の形成を検出し；ここで第一の結合複合体の形成は、試料中の
標的用分子の量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な第一の変化をもたらし；
　（ｅ）該第一の結合複合体を抗薬物抗体またはその薬物結合フラグメントと接触させ；
および
　（ｆ）該固体支持体の表面での（ｉ）抗薬物抗体またはその薬物結合フラグメントと（
ｉｉ）第一の結合複合体との第二の結合複合体の形成を検出し；ここで第二の結合複合体
の形成は、試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を示す、固体支持体の質量特
性にて測定可能な第二の変化をもたらす、工程を含む。
【００３５】
　本発明のもう一つ別の態様において、標的用分子／薬物のコンジュゲートの試料中の抗
体当たりに負荷された薬物の平均量を測定する方法は、（ａ）試料の標的用分子／薬物の
コンジュゲートが結合する固体支持体を用意し；
　（ｂ）抗薬物抗体またはその薬物結合フラグメントを、固体支持体の表面にある標的用
分子／薬物のコンジュゲートに結合させた後、固体支持体の質量特性における変化を測定
することで、試料中の薬物の量を測定し；および
　（ｃ）（ｂ）の薬物の量を試料中の標的用分子の量で割ることにより標的用分子／薬物
のコンジュゲート当たりの薬物の平均量を計算する、工程を含む。患者に投与した後の時
間の関数であると考えた場合、該方法は標的用分子／薬物のコンジュゲートの循環半減期
およびリンカーの安定性を評価するのに有用である。
【００３６】
　開示されている方法を用いると、血清試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートは１
００ないし１０００ｎｇ／ｍｌの標的用分子の濃度で検出された。実施例４および５に記
載されるように、標的用分子／薬物のコンジュゲートのＰＫ値が個々の試料にて再現的に
測定された。標的を発現する腫瘍の存在は、その標的に対して特異性を有する標的用分子
／薬物のコンジュゲートの循環半減期を減少させたが、異なる特異性を有する標的用分子
／薬物のコンジュゲートの循環半減期に対しては何の効果もなかった。図５Ｂと３Ｂを各
々比較すること。循環半減期の減少は適当な標的の存在下での標的用分子／薬物のコンジ
ュゲートの保持に起因している可能性がある。
【００３７】
ＩＩＡ．標的用分子／薬物のコンジュゲートを含む試料中での標的用分子の量の測定方法
　本発明は、複数の標的用分子／薬物のコンジュゲートを含む試料中の標的用分子の量を
測定する方法を提供する。本発明の特定の態様において、該方法は、（ａ）一の表面を含
み、そこに標的を固定する固体支持体を用意し；（ｂ）複数の標的用分子／薬物のコンジ
ュゲートの薬物を含む試料を用意し；（ｃ）該試料と固体支持体の表面に固定された標的
とを接触させ；および（ｄ）（ｉ）該試料の標的用分子と（ｉｉ）固体支持体の表面にあ
る標的との結合複合体の形成を検出し；ここで該結合複合体の形成は、固体支持体の質量
特性にて測定可能な変化をもたらす工程を含む。
【００３８】
　この開示されている方法に従って用いることのできる代表的試料として、標的用分子／
薬物のコンジュゲート調製物、すなわち、標的用分子と薬物の間のコンジュゲーション反
応からなる試料であって、コンジュゲートした標的用分子、コンジュゲートしていない標
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的用分子および遊離薬物を含みうる試料が挙げられる。抗体を対象に投与した後のその対
象より得られる試料、例えば、血液、血清または尿の試料を用いてもよい。該試料は少容
量の液体、例えば約１００μｌより少ない、または約５０μｌより少ない、または約２５
μｌより少ない、または約１０μｌより少ない、または約５μｌより少ない試料を含みう
る。試料の容量が多いほど、感度を上げるのに用いることができる。該試料は腫瘍などの
組織試料から調製される液体抽出物からなっていてもよい。例えば、扁平上皮／腺肺癌（
非小細胞肺癌）、浸潤性乳癌、結腸直腸癌、胃癌、扁平上皮頚部癌、浸潤性子宮内膜腺癌
、浸潤性膵臓癌、卵巣癌、扁平上皮膀胱癌、絨毛腫または他の気管支、胸部、結腸、直腸
、胃、頚部、子宮内膜、膵臓、卵巣、絨毛膜および精嚢の癌から試料を調製してもよい。
【００３９】
ＩＩＢ．　標的用分子／薬物のコンジュゲートを含む試料中の薬物の量の測定方法
　試料中の薬物の量を測定する場合、標的用分子／薬物のコンジュゲートを質量センサー
チップに結合させ、標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物の部分に特異的に結合する
薬物結合剤を用いてコンジュゲートを検出する。薬物結合剤は抗薬物抗体またはその薬物
結合フラグメントを含みうる。付加的な代表的結合剤として、蛋白、ペプチド、ペプチド
模倣物、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、リガンド、または本明細書に記載されるように薬物の
部分と特異的に結合するいずれか他の分子が挙げられる。
【００４０】
　例えば、該方法は、（ａ）一の表面を含み、そこに第一の結合複合体を固定する固体支
持体を用意する；ここで該結合複合体は（ｉ）本明細書に記載の標的と（ｉｉ）該標的に
結合する標的用分子／薬物のコンジュゲートとを含み；
　（ｂ）抗薬物抗体またはその薬物結合フラグメントを固体支持体の表面に固定されてい
る第一の結合複合体と接触させ；および（ｃ）（ｉ）抗薬物抗体またはその薬物結合フラ
グメントと（ｉｉ）固体支持体の表面にある第一の結合複合体との第二の結合複合体の形
成を検出する；ここで該複合体の形成は、試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの
量を示す、固体支持体の質量特性にて測定可能な変化をもたらす、工程からなる。
【００４１】
　別法として、該方法は、（ａ）一の表面を含み、そこに抗薬物抗体またはその薬物結合
フラグメントを固定する固体支持体を用意し；（ｂ）標的用分子／薬物のコンジュゲート
を含む試料を固体支持体の表面に固定されている抗薬物抗体または薬物結合フラグメント
と接触させ；および（ｃ）試料中の標的用分子／薬物のコンジュゲートの量を示す、固体
支持体の質量特性にて測定可能な変化を検出する、工程からなる。
【００４２】
　標的用分子／薬物のコンジュゲートの薬物の部分を検出するのに用いられる抗体は特異
的結合を示す、すなわち、薬物が他の抗原を含有する試料中に存在する場合に、その薬物
に優先的に結合する、いずれの抗体であってもよい。該抗体はポリクローナルまたはモノ
クローナルであってもよい。オフレートの低い抗薬物抗体が最も感度が高い。オフレート
が中程度の抗薬物抗体を用いる場合、バックグラウンド補正を行い、感度を落として標的
用分子／薬物のコンジュゲートを定量してもよい。
【００４３】
　抗薬物抗体の調製および特徴付ける方法は当該分野にて周知である。例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗ＆Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８８を参照のこと。
抗体表示ライブラリーを生成およびスクリーニングするのに有用な付加的な技法および試
薬は、例えば、米国特許第５２２３４０９号およびＰＣＴ国際出願公開ＷＯ９２／１８６
１９、ＷＯ９１／１７２７１、ＷＯ９２／２０７９１、ＷＯ９２／１５６７９、ＷＯ９３
／０１２８８、ＷＯ９２／０１０４７、ＷＯ９２／０９６９０、およびＷＯ９０／０２８
０９にて見ることができる。
【００４４】
　簡単に言えば、ポリクローナル抗体は動物を本明細書に記載の薬物を含む免疫原で検疫
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処理し、その免疫処理した動物から抗血清を集めることにより調製される。抗血清の産生
には広範囲にわたる動物種、例えば、ウサギ、マウス、ラット、ハムスター、モルモット
、ヤギおよびロバを用いることができる。
【００４５】
　当該分野にて周知であるように、免疫原は、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ
Ｈ）および血清アルブミン（例えば、ＢＳＡ）などの担体とカップリングし、免疫原性が
改良されていてもよい。免疫原を担体のポリペプチドとコンジュゲートさせる技法は当該
分野にて周知であり、グルタルアルデヒド、ｍ－マレイミドベンコイル－Ｎ－ヒドロキシ
スクシンイミドエステル、カルボジイミドおよびビス－ビアゾ化ベンジジンを包含する。
免疫原の免疫原性はまた、アジュバント、例えば、完全フロイントアジュバント、不完全
フロイントアジュバントおよび水酸化アルミニウムアジュバントを用いて強化することが
できる。
【００４６】
　ポリクローナル抗体の産生に用いられる免疫原の量は、免疫原の特性、免疫処理に用い
られる動物、および投与形路（例えば、皮下、筋肉内、皮内、静脈内または腹腔内）に応
じて変化する。ポリクローナル抗体の産生は、免疫処理後の種々の時点で、免疫処理した
動物の血液をサンプリングすることによりモノター観察される。所望の抗体力価が得られ
た場合、その免疫処理した動物を出血させて血清を単離かつ貯蔵する。
【００４７】
　開示されている方法に用いられる抗薬物モノクローナル抗体は、米国特許第４１９６２
６５号に記載されている方法などの周知の方法を用いることを介して容易に調製され得る
。例えば、マウスまたはラットを薬物で免疫応答を得るのに十分な時間免疫処理し、つい
でその免疫処理した動物から由来の脾臓細胞を不死化骨髄腫細胞と融合させる。例えば、
ヌクレオチドのデノボ合成を遮断する試薬（例えば、アミノプテリン、メトトレキサート
およびアザセリン）を培地に添加することで、融合細胞を融合していない親細胞の混合物
より分離する。個々のハイブリドーマを培養し、上澄を薬物免疫原との反応性について試
験する。選択されたクローンをモノクローナル抗体の供給源として永久的に増殖させるこ
ともできる。
【００４８】
　具体的な例を介して、本明細書に記載の抗薬物抗体を産生するには、標的用分子／薬物
のコンジュゲートの薬物を含む、約１－２００μｇの抗原をマウスに腹腔内注射する。薬
物を完全フロイントアジュバントなどのアジュバントと組み合わせて注射することで、Ｂ
リンパ球細胞を刺激して増殖させる。必要ならば、第二の用量の不完全フロイントアジュ
バントを混合した薬物を注射してマウスを追加免疫処理に付す。第二の注射を行った後２
ないし３週間に、マウスを尾部から出血させ、免疫沈降により血清の力価を測定する。適
当な力価が得られるまで追加免疫処理および力価測定の工程を繰り返す。マウスの脾臓を
摘出し、脾臓リンパ球を単離し、細胞融合に適する条件下で骨髄腫細胞を脾臓リンパ球と
一緒にする。融合条件として、例えば、ポリエチレングリコールの配合が挙げられる。Ｈ
ＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）などの分離培地にて培養するこ
とにより、融合細胞を融合していない骨髄腫細胞より分離する。得られたハイブリドーマ
を抗薬物抗体の産生についてスクリーニングに付す。選択されたクローンを高容量にて培
養し、適量の抗体を得る。抗体は、当該分野にて知られているように、アフィニティクロ
マトグラフィーまたは他の方法により精製されてもよい。
【００４９】
（実施例）
　以下の実施例を用いて本発明の態様を説明する。以下の実施例の特定の態様は、本発明
を実施するにおいて十分であるように本願発明者らにより見出され、かつ熟考された技法
および操作の点から記載されている。これらの実施例は発明者らの実験室での標準的な実
施を示している。本発明の開示および当該分野の一般的技術レベルの観点から、当業者で
あれば、以下の実施例が単なる例示であって、本発明の範囲を逸脱することなく、多くの
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変形、修飾および変更を行い得ることを認識するであろう。
【００５０】
実施例１
抗体／カリケアミシンのコンジュゲートの調製
　ゲムツズマブ・オゾガミシンおよびイノツズマブ・オゾガミシンは、各々、抗－ＣＤ３
３および抗－ＣＤ２２抗体、ｈＰ６７．６およびＧ５／４４のカリケアミシンコンジュゲ
ートである。ゲムツズマブ・オゾガミシンは市販されている薬物ＭＹＬＯＴＡＲＧ（商標
）の一般名であり、ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨとも言われている。
抗－ＣＤ２２／カリケアミシンのコンジュゲートであり、Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－Ｃａ
ｌｉｃｈＤＭＨとしても知られているイノツゾマブ・オゾガミシンは、現在、フェーズＩ
の臨床試験の最中である。これらのコンジュゲートを得るために、ｈＰ６７．６およびＧ
５／４４を酸不安定な４－（４’－アセチルフェノキシ）ブタン酸（ＡｃＢｕｔ）リンカ
ーを用いてＮ－アセチルガンマカリケアミシンジメチルヒドラジンに連結させた。ｈＰ６
７．６１ｍｇ当たり約３５μｇのカリケアミシンおよびＧ５／４４１ｍｇ当たり約７３μ
ｇのカリケアミシンの密度で抗体を負荷した。同様にして、抗－ルイスＹ／カリケアミシ
ンおよび抗－５Ｔ４／カリケアミシンのコンジュゲートを調製し、開示されているアッセ
イに使用した。
【００５１】
実施例２
抗体／カリケアミシンのコンジュゲートの投与
　ラモス細胞株（ＣＲＬ－１９２３）をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション
（ＡＴＣＣ）より得た。ラモスはヒトＢ－細胞リンパ腫より誘導されるＣＤ２２＋、ＣＤ
３３－細胞株である。該細胞を１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ピルビン酸ナトリウム、
０．２％（ｗ／ｖ）グルコース、１００Ｕ／ｍｌ　ペニシリンＧナトリウム、１００μｇ
／ｍｌ　ストレプトマイシンスルフェートおよび１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清を補足し
たＲＰＭＩ１６４０の懸濁培養液に維持した。
【００５２】
　１６週齢のＢａｌｂ／ヌードマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ、ウィルミントン、マサチューセッツ州）に４００ラドのガンマ線を照射した。
ラモス細胞（１０７／２００μｌ）を各マウスの右側に注射した。８日後、腫瘍の大きさ
が約０．５ｃｍ３（±ｓ＝０．１６）の１０匹のマウスを選択した。４つの処理群：（１
）ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨで処理した腫瘍担持のマウス、（２）
ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨで処理した腫瘍のないマウス、（３）Ｇ
５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨで処理した腫瘍担持のマウス、および（４）
Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨで処理した腫瘍のないマウスを作製した。
抗体／カリケアミシンのコンジュゲートを投与する２日前に、５μｌの試料を各マウスよ
り採血した。１５０μｌの単回用量の抗体／カリケアミシンのコンジュゲート（マウス当
たり３μｇのカリケアミシン）を外側尾静脈に注射した。その２４時間、４８時間、７２
時間および９６時間後に正確に５μｌの試料を採血した。少容量の再現可能な試料を得る
のに、尾静脈を可視化できるようになるまで、マウスを熱ランプの下に置いた。尾を７０
％イソプロピルアルコールで消毒し、外側尾静脈を針で破った。ついで、得られた血液の
液滴を５μｌの吸引容量に予めセットしたマイクロピペッター（Ｄｒｕｍｍｏｎｄ　ｏｆ
　Ｂｒｏｏｍａｌｌ、ペンシルベニア州）に固定したキャピラリーを用いて吸引した。こ
の血液試料を１９５μｌの以下の混合物：０．０１Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、０．
１５Ｍ　ＮａＣｌ、３ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．００５％サルファクタントＰ２０（ＨＢＳ－
ＥＰバッファー、Ｂｉａｃｏｒｅより入手可能、ウプサラ、スウェーデン）を含有する試
験管に直ちに移した。
【００５３】
実施例３
プラズモン共鳴サンドウィッチ検出アッセイ
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　プラズモン共鳴サンドウィッチ検出アッセイを開発し、血清試料中の（１）標的用分子
および標的用分子／薬物のコンジュゲートの試料中での量、および（２）同じ試料中の標
的用分子／薬物のコンジュゲートに存する薬物の量を測定した。この方法の原理を図１に
て説明する。該アッセイは標的用分子／薬物のコンジュゲートのクリアランスを評価する
ことができる。該方法はすべてのコンジュゲート分子にある薬物の減少とコンジュゲート
していない抗体のフラクションの生成を判別するものではない。
【００５４】
　本明細書に記載の分析は、抗体／カリケアミシンのコンジュゲートを用い、ＢＩＡＣＯ
ＲＥ（商標）装置（Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ、ウプサラ、ス
ウェーデン）で行った。この装置の検出システムは、バイオセンサーチップでのマクロ分
子の相互作用により引き起こされる屈折率の変化を測定することに基づく。例えば、Ｊｏ
ｈｎｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、１９９３、１６０（２）：１９１－１
９８；Ｋａｒｉｓｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、１９９１、１４５（１
－２）：２２９－２４０を参照のこと。
【００５５】
　ＣＭ５バイオセンサーチップの表面に、抗原を４０００－９０００共鳴単位／フローセ
ルの密度で固定した。該チップをカップリング試薬１－エチル－３－（３－ジメチルアミ
ノプロピル）カルボジイミド－ＨＣｌ／Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドにより５μｌ／分
の流速で６分間活性化させ、つづいて抗原を添加した。該チップを１０ｍＭ酢酸ナトリウ
ム溶液（ｐＨ４．０－４．５）中５０μｇ／ｍｌの蛋白と５μｌ／分の流速で６分間接触
させることでルイス－ＢＳＡ抗原を負荷させた。該チップを１０ｍＭ酢酸ナトリウム溶液
（ｐＨ５）中０．１ｍｇ／ｍｌの蛋白と２μｌ／分の流速で３０分間接触させることで、
ＣＤ３３またはＣＤ２２ＦｃをＣＭ５チップに共有結合させた。ついで、該チップを３０
０ｍＭ　ＮａＣｌ含有のＨＢＳ－ＥＰで洗浄した。
【００５６】
　抗原をＣＭ５チップに固定させた後、各抗体の較正曲線を確立した。一の代表的結果と
して、図２Ａ－２Ｂは、標準試料の濃度と、抗－ＣＤ３３／カリケアミシンのコンジュゲ
ート、ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの結合した共鳴単位の数との相関
関係を示す。相関係数が約１．０であれば、抗体の全体数および抗体に結合したカリケア
ミシンの数を正確に決定することが可能である。較正曲線を用いて、抗体／薬物のコンジ
ュゲートの抗体部分の血清濃度を測定した。
【００５７】
　その後、チップと、抗カリケアミシン抗体とを接触させることにより、血清試料中に存
在するカリケアミシンの量もまた測定した。図２Ｂでの第二の反応が不在であることで分
かるように、コンジュゲートしていない抗体は、同じ濃度で、抗カリケアミシン抗体と反
応しない。この結果は、カリケアミシンの抗体上での存在についての第二の反応の特異性
を証明する。
【００５８】
　コンジュゲートがＣＤ３３に独力で結合した後の反応（ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－Ｃ
ａｌｉｃｈＤＭＨ）、つづいて第二の反応（ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤ
ＭＨ＋抗カリケアミシン）は、０と５００ｎｇ／ｍｌの間のコンジュゲートの濃度範囲で
直線状にあった（各々、ｒ２＝０．９９９６およびｒ２＝０．９９９４）。これらの反応
の違い（すなわち、抗カリケアミシンの結合に寄与しうる共鳴単位）もまた、この範囲内
で直線状であった（ｒ２＝０．００４７）。０－１０００ｎｇ／ｍｌの濃度範囲を用いた
場合、これら関数の二次式の回帰係数は０．９９よりも大きかった。濃度関数としてプロ
ットした共鳴単位の二次式を用いて内挿することにより、０と１０００ｎｇ／ｍｌの間の
抗体／薬物のコンジュゲートを含有する試料中の抗体／薬物のコンジュゲートの濃度を正
確に測定することが可能である。
【００５９】
　同様にして、（１）共鳴単位とＧ５／４４抗－ＣＤ２２抗体およびＧ５／４４－ＡｃＢ
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ｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの濃度との間の関係（図４を参照のこと）；および（２）共鳴
単位とＧ１９３抗ルイスＹ抗体およびＣＭＤ１９３、そのカリケアミシンのコンジュゲー
トの濃度との間の関係を示す較正曲線を確立した。これらの関係もまた、０と１０００ｎ
ｇ／ｍｌの間の濃度範囲の二次式により最良で記載された（ｒ２＞０．９９）。
【００６０】
実施例４
抗ＣＤ３３／カリケアミシンのコンジュゲートの薬物動態学的特性
　ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの薬物動態学的特性を腫瘍担持および
腫瘍不含マウスにて測定した。一群５匹のマウスを用いた。腫瘍担持マウスは平均体重が
１９ｇ（標準偏差＝１ｇ）であり、平均容量が５２８ｍｍ３（標準偏差＝１０２ｍｍ３）
の異種移植されたラモス腫瘍を有した。腫瘍不含マウスは平均体重が２０ｇ（標準偏差＝
１ｇ）であった。
【００６１】
　図３Ａは単回用量の抗体／薬物のコンジュゲートを静脈内注射した後の種々の時点での
ヌードマウスの血漿中でのｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの濃度を示す
。３μｇの用量のカリケアミシンを各マウスに投与した。抗体の用量をμｇ／体重ｋｇと
して示す。４５％の正常なヘマトクリット値で修正して、血漿中の抗体／薬物のコンジュ
ゲートの濃度を計算し、抗体／薬物のコンジュゲートが細胞フラクションに結合していな
いと仮定した。抗体１ｍｇ当たり３５μｇのカリケアミシンを有する、８６μｇの抗体／
薬物のコンジュゲートとして提供される、３μｇのカリケアミシンを１．５ｍｌの容量の
血液（２０ｇのマウスのおよその血液容量）に投与する。したがって、理論的には最大濃
度として１０５μｇ／ｍｌを予想するであろう。血液試料を５μｌとして、２０分後に実
験的に測定した抗体／薬物のコンジュゲートの濃度は約８０μｇ／ｍｌであった。
【００６２】
　各マウスに投与した抗体／薬物のコンジュゲートの量は動物の実際の体重に応じて変化
した。体重１ｋｇ当たり抗体／薬物のコンジュゲートを４．１ないし４．５ｍｇの範囲内
で、投与した用量は血漿中の該コンジュゲートの最大濃度に正比例しなかった。加えて、
そのデータは用量変数が循環半減期の変化に関与することを示さなかった。例外的に、高
循環半減期が１ｋｇ当たり５ｍｇの抗体／薬物のコンジュゲートの用量を投与された一匹
のマウスにて観察された。
【００６３】
　カリケアミシンにコンジュゲートしたｈＰ６７．６の量はコンジュゲートしていない抗
体と比べて循環半減期は短かった。このことが図３Ｃに示されており、これは一貫してｈ
Ｐ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの抗体部分のフラクション（反応１）とし
てコンジュゲートしたカリケアミシン（反応２）の濃度が減少することを示す。抗体に結
合したカリケアミシン全体の再現性のある減少はＣＤ２２＋ラモス腫瘍の存在により影響
を受けなかった。
【００６４】
実施例５
抗ＣＤ２２／カリケアミシンのコンジュゲートの薬物動態学的特性
　Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの薬物動態学的特性を腫瘍担持および腫
瘍不含マウスにて測定した。３匹の腫瘍担持マウスは平均体重が１９ｇ（標準偏差＝１ｇ
）であり、平均容量が１２７６ｍｍ３（標準偏差＝３９８ｍｍ３）の異種移植されたラモ
ス腫瘍を有した。６匹の腫瘍不含マウスは平均体重が２０ｇ（標準偏差＝１ｇ）であった
。抗ＣＤ２２／カリケアミシンのコンジュゲートの投与および表面プラズモン共鳴アッセ
イを実施例２、３および４に記載されるように行った。
【００６５】
　共鳴単位とＧ５／４４抗体およびＧ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨのコン
ジュゲートの濃度の間の関係を示す較正曲線を図４に示す。これらの関係は、０と１００
０ｎｇ／ｍｌの間の濃度範囲の二次式により最良で記載された（ｒ２＞０．９９）。図４
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を参照のこと。コンジュゲートしていないｈＰ６７．６に関しては、遊離カリケアミシン
に対する応答はコンジュゲートしていないＧ５／４４では観察されなかった。
【００６６】
　図５Ａは、腫瘍担持および非腫瘍担持のマウスの血漿中での、Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ
－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの抗体部分の濃度の減少を示す。Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－Ｃａｌ
ｉｃｈＤＭＨの抗体部分の濃度（図５Ａ）およびＧ５／４４に結合したカリケアミシンの
量（図５Ｂ）は腫瘍担持マウスにてより早く減少した。このことはＧ５／４４－ＡｃＢｕ
ｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの循環半減期の減少に反映された。表Ｉを参照のこと。ＣＤ２２
標的を発現する腫瘍の存在は血漿からのコンジュゲートの移動を促進した。時間の関数と
してのカリケアミシン濃度の減少は腫瘍担持マウスおよび非腫瘍担持マウス（図５Ｃ）と
同じであり、このことは腫瘍の存在がカリケアミシンのコンジュゲートの抗体部分からの
放出に影響を与えないことを示す。
【００６７】
【表１】

ＡＢ＝抗体部分、ＣＭ＝抗体に結合したカリケアミシン、２Ｔ＝血漿半減期（時間）、Ａ
ＵＣ＝曲線下面積（ｈ＊μｇ／ｍｌ）、ＣＬ＝クリアランス（ｍｌ／分／ｋｇ）、Ｖｓｓ
＝容量分布（ｍｌ／ｋｇ）
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】サンドウィッチ検出方法のセンサーグラムを示す。該曲線の第１相（矢印１と２
の間）にて、抗体／カリケアミシンのコンジュゲートの試料を固定された抗原上を走らせ
た。第２相（矢印３と４の間）を抗カリケアミシンを添加することで開始させた。反応１
は試料中の抗体の濃度に比例した質量付加を示し、反応２は抗体／カリケアミシンのコン
ジュゲート中のカリケアミシンの量に比例する。ＲＵは共鳴単位であり；灰色の円は洗浄
期間を示す。
【図２Ａ】抗体または抗体／薬物のコンジュゲートの量と、標準試料の濃度との相関関係
を示す。ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの所定の各濃度（ｎｇ／ｍｌ）
について、時間の関数としての共鳴単位を示すセンサーグラムを示す。
【図２Ｂ】抗体または抗体／薬物のコンジュゲートの量と、標準試料の濃度との相関関係
を示す。ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨ＋抗カリケアミシン抗体（黒色
丸）、ｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨとも（灰色丸）および抗カリケア
ミシン抗体（中抜き丸）の濃度の関数としての共鳴単位を示す棒グラフを示す。
【図３Ａ】実施例３および４に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したｈＰ
６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。各動物にカリケアミシ
ンの全用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。ｍｇ／ｋｇで表された用
量の抗体／薬物のコンジュゲートを用いる。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍を担持するマ
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ウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図３Ａは反応１、すなわち、ｈＰ６７．６およびｈ
Ｐ６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨのＣＭ５チップ上に固定されたＣＤ３３抗
原との結合を示す。
【図３Ｂ】実施例３および４に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したｈＰ
６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。各動物にカリケアミシ
ンの全用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。ｍｇ／ｋｇで表された用
量の抗体／薬物のコンジュゲートを用いる。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍を担持するマ
ウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図３Ｂは反応２、すなわち、抗カリケアミシンのＣ
Ｍ５チップ上に固定されたＣＤ３３に既に結合したｈＰ６７．６－ＡｃＢｕｔ－Ｃａｌｉ
ｃｈＤＭＨとの結合を示す。
【図３Ｃ】実施例３および４に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したｈＰ
６７．６－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。各動物にカリケアミシ
ンの全用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。ｍｇ／ｋｇで表された用
量の抗体／薬物のコンジュゲートを用いる。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍を担持するマ
ウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図３Ｃは反応２の反応１に対する比率を示す。抗体
／薬物のコンジュゲートの抗体部分の濃度のフラクションとして抗体／薬物のコンジュゲ
ートの濃度の減少は、コンジュゲートしていない抗体と比べてコンジュゲートした抗体の
クリアランスが優先的であることを示す。
【図４】Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨ（イノツズマブ・オゾガミシン）
＋抗カリケアミシン抗体（黒色丸）、Ｇ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨ（灰
色丸）、および抗カリケアミシン抗体（中抜き丸）の濃度の関数としての共鳴単位を示す
棒グラフである。
【図５Ａ】実施例３および５に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したＧ５
／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。抗体１ｍｇ当たり７２μ
ｇのカリケアミシンをＧ５／４４抗ＣＤ２２抗体に負荷し、各動物にカリケアミシンの全
用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍
を担持するマウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図５Ａは反応１、すなわち、Ｇ５／４
４およびＧ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨのＣＭ５チップ上に固定されたＣ
Ｄ２２抗原との結合を示す。
【図５Ｂ】実施例３および５に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したＧ５
／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。抗体１ｍｇ当たり７２μ
ｇのカリケアミシンをＧ５／４４抗ＣＤ２２抗体に負荷し、各動物にカリケアミシンの全
用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍
を担持するマウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図３Ｂは反応２、すなわち、抗カリケ
アミシンのＣＭ５チップ上に固定されたＣＤ２２に既に結合したＧ５／４４－ＡｃＢｕｔ
－ＣａｌｉｃｈＤＭＨとの結合を示す。ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍の存在（実線）は血漿中
のＧ５／４４抗体およびＧ５／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨのコンジュゲート
の平均濃度を減少させた。
【図５Ｃ】実施例３および５に記載されるサンドウィッチ検出方法を用いて測定したＧ５
／４４－ＡｃＢｕｔ－ＣａｌｉｃｈＤＭＨの血漿中濃度を示す。抗体１ｍｇ当たり７２μ
ｇのカリケアミシンをＧ５／４４抗ＣＤ２２抗体に負荷し、各動物にカリケアミシンの全
用量が３μｇの抗体／薬物のコンジュゲートを投与した。実線：ＣＤ２２陽性ラモス腫瘍
を担持するマウス；破線：腫瘍のないマウス。　該図３Ｃは反応２の反応１に対する比率
を示す。抗体／薬物のコンジュゲートの抗体部分の濃度のフラクションとして抗体／薬物
のコンジュゲートの濃度の減少は、コンジュゲートしていない抗体と比べてコンジュゲー
トした抗体のクリアランスが優先的であることを示す。カリケアミシンの抗体からの除去
はＣＤ２２陽性ラモス腫瘍の存在により影響を受けなかった。
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