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(57)【要約】
腫瘍細胞抗原に結合する抗体または抗体断片を投与することによって、癌を診断し、検出
し、または治療する方法であり、該癌は正常な隣接組織に対して上昇した腫瘍細胞抗原を
発現する。該方法は、腫瘍細胞抗原ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＵ２０４
２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５に結合する抗体
の使用を含む。さらなる局面において、本発明は、腫瘍細胞抗原を候補分子と接触させ、
該腫瘍細胞抗原によって媒介され、あるいは該候補分子および該腫瘍細胞抗原の相互作用
によって媒介される生物学的効果をモニターすることを含む、腫瘍細胞抗原に対するアゴ
ニストまたはアンタゴニストを同定する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物において、正常な隣接組織試料またはプールされた正常な組織試料に対して少
なくとも３倍上昇される腫瘍細胞抗原を発現する癌を診断し、検出し、または治療する方
法であって、治療上有効量の該腫瘍細胞抗原に結合する抗体またはその断片を該哺乳動物
に投与することを含み、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬ
Ｊ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＲＰ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群か
ら選択される、方法。
【請求項２】
　前記抗体がヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、またはその断片である、請求項１記載
の抗体またはその断片。
【請求項３】
　前記断片がＦｖ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’およびＦａｂからなる群より選択される請
求項１記載の抗体またはその断片。
【請求項４】
　前記抗体またはその断片が、前記腫瘍細胞抗原の細胞外ドメインに特異的に結合し、こ
こに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、Ｄ
ＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される請求
項１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片。
【請求項５】
　前記抗体がＫＩＡＡ１８１５の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインは
およそ位置１～４０８、およそ位置４７４～４８９、およそ位置５４５～５８１、およそ
位置６０３～６２１、およそ位置６４２～６５３、およびおよそ位置６７４～９０４のア
ミノ酸の群から選択される請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項６】
　前記抗体がＢＣ０１７８８１の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインは
、およそ位置１～１１７、約１４０～１４８、約１６５～２１１、および約２３０～２４
０のアミノ酸の群から選択される請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項７】
　前記抗体がＦＬＪ２０４２１の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインが
およそアミノ酸位置３０～３５９である、請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項８】
　前記抗体がＤＳＣＤ７５の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインはおよ
そアミノ酸位置２０～２０８である、請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項９】
　前記抗体がＧＰＲ１６０の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインはおよ
そ位置１～１５、およそ位置８０～９３、およそ位置１５７～１８２、およびおよそ位置
２６３～２７６のアミノ酸の群から選択される、請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項１０】
　前記抗体がＧＰＣＲ４１の細胞外ドメインに結合し、ここに、該細胞外ドメインがおよ
そ位置３１～４９、およそ位置１０４～１１２、およそ位置１３４～１４５、およそ位置
１７０～１９５、およそ位置２１２～２７０、およそ位置２９９～３０７、およそ位置３
６０～３６８、およそ位置３９０～４０３、およびおよそ位置４２７～４４５のアミノ酸
の群から選択される、請求項４記載の抗体またはその断片。
【請求項１１】
　前記抗体またはその断片が免疫結合体である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の
哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方法。
【請求項１２】
　抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片、または抗－腫瘍細胞抗原抗体融合蛋白質または
その断片を含む抗体を含み、ここに、該抗体の成分は少なくとも１つの診断／検出剤、ま
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たは少なくとも１つの治療剤に結合する、請求項１１記載の診断、検出または治療免疫結
合体。
【請求項１３】
　前記診断／検出剤が少なくとも１つの光活性診断／検出剤を含み、ここに、該光活性診
断剤が色素原（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）または色素を含む、請求項１２記載の診断／検出免
疫結合体。
【請求項１４】
　前記免疫結合体が手術中、内視鏡、または血管内腫瘍検出／診断で用いられる、請求項
１２記載の診断／検出免疫結合体。
【請求項１５】
　前記治療剤が放射性核種、ホウ素、ガドリニウムまたはウラン原子、免疫モジュレータ
ー、サイトカイン、ホルモン、ホルモンアンタゴニスト、酵素、酵素阻害剤、光活性治療
剤、細胞傷害性薬物、トキシン、脈管形成阻害剤、異なる抗体、およびその組合せからな
る群より選択される請求項１２記載の治療免疫結合体。
【請求項１６】
　前記細胞傷害性薬物が薬物、プロドラッグ、酵素またはトキシンである請求項１５記載
の治療免疫結合体。
【請求項１７】
　前記細胞傷害性薬物がカリケアミシンまたはカリケアミシンアナログ、メイタンシンま
たはメイタンシン誘導体、またはオーリスタチンＥまたはオーリスタチンＥ誘導体である
請求項１５記載の治療免疫結合体。
【請求項１８】
　前記細胞傷害性薬物がトキシンまたはその断片であり、ここに、該トキシンが植物、微
生物および動物トキシン、およびその合成変形物からなる群より選択される請求項１５記
載の治療免疫結合体。
【請求項１９】
　前記免疫モジュレーターがサイトカイン、幹細胞成長因子、リンホトキシン、造血因子
、コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、インターフェロン（ＩＦＮ）、幹細胞成長因子、エリス
ロポエチン、トロンボポエチン、抗体およびその組合せからなる群より選択される請求項
１５記載の治療免疫結合体。
【請求項２０】
　前記酵素がプロドラッグ－活性化酵素である請求項１５記載の治療免疫結合体。
【請求項２１】
　前記プロドラッグ－活性化酵素がアルカリホスファターゼ、アリールスルファターゼ、
シトシンデアミナーゼ、プロテアーゼ、Ｄ－アラニルカルボキシペプチダーゼ、ベータ－
ガラクトシダーゼおよびノイラミニダーゼのような炭水化物－切断酵素、ベータ－ラクタ
マーゼ、ペニシリンアミダーゼ；および酵素活性を持つ抗体の群から選択される請求項２
０記載の治療免疫結合体。
【請求項２２】
　腫瘍細胞抗原に対する親和性を有する１以上の抗原結合部位、およびエピトープに対し
て親和性を有する１以上のエピトープ結合部位を含む、多価、多特異的抗体またはその断
片であって、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２
１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択され
る、多価、多特異的抗体またはその断片。
【請求項２３】
　前記多価、多特異的抗体またはその断片が、ヒト抗体、ヒト化抗体、またはキメラ抗体
である、請求項２２記載の多価、多特異的抗体またはその断片。
【請求項２４】
　さらに、診断剤／検出剤または治療剤を含む請求項２２記載の多価、多特異的抗体また
はその断片。



(4) JP 2009-531031 A 2009.9.3

10

20

30

40

50

【請求項２５】
　少なくとも２つの抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片を含む、抗体融合蛋白質または
その断片であって、該抗体またはその断片が請求項１記載の抗－腫瘍細胞抗原抗体または
その断片から選択される、抗体融合蛋白質またはその断片。
【請求項２６】
　哺乳動物において癌を治療する方法であって、治療上有効量の請求項１～２５のいずれ
か一項に記載の抗体またはその断片で治療することを含み、該抗体は治療上許容される処
方物に処方される、方法。
【請求項２７】
　哺乳動物において癌を診断／検出する方法であって、該哺乳動物に、医薬上許容される
ビヒクルに処方された、請求項１～２６いずれか記載の抗体またはその断片の診断上有効
量を投与する工程を含む、方法。
【請求項２８】
　哺乳動物において癌を治療、または診断／検出する方法であって、
（ｉ）それを必要とする哺乳動物に、請求項１～２７のいずれか一項に記載の抗体または
その断片を投与する工程；
（ｉｉ）ある量の非－結合蛋白質が該哺乳動物の血流を浄化するのに十分な時間待機する
工程；ならびに、
（ｉｉｉ）該哺乳動物に、該抗体の結合部位に結合する、診断剤、治療剤、またはその組
合せを含む担体分子を投与する工程を含む、方法。
【請求項２９】
　請求項１～２８のいずれか一項に記載の抗－腫瘍細胞抗原抗体、またはその断片、また
は免疫結合体をコードする核酸を含むＤＮＡ配列。
【請求項３０】
　請求項２９記載のＤＮＡ配列を含む発現ベクター。
【請求項３１】
　請求項３０記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項３２】
　診断剤／検出剤または治療剤、またはその組合せを標的に送達する方法であって、
（ｉ）請求項１～３１のいずれか一項に記載の抗体またはその断片を含む免疫結合体を含
む組成物を提供する工程；および
（ｉｉ）それを必要とする哺乳動物に該組成物を投与する工程
を含む、方法。
【請求項３３】
　哺乳動物において癌を治療する方法であって、医薬上適当な賦形剤中に処方された、請
求項１～３２のいずれか一項に記載の抗体を含む、少なくとも２つの抗体またはその断片
を含む治療上有効量の抗体またはその断片を該哺乳動物に投与することを含む、方法。
【請求項３４】
　さらに、請求項１に記載されていない第二の抗体またはその断片を含む請求項３３記載
の方法。
【請求項３５】
　さらに、請求項１記載の第二の抗体またはその断片を含む請求項３３記載の方法。
【請求項３６】
　前記第二の抗体が治療剤または診断剤／検出剤に結合体化されている、請求項３３記載
の方法。
【請求項３７】
　前記抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片が、悪性疾患によって発現された第二の腫瘍
細胞抗原と反応性である第二の結合体化された抗体が前記哺乳動物に投与される前にか、
投与されるのと一緒にか、または投与された後に投与される請求項３４記載の方法。
【請求項３８】
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　前記抗－腫瘍細胞抗原抗体が、用量あたり１０ｎｇ／ｋｇ哺乳動物の体重から最大１０
０ｍｇ／ｋｇ哺乳動物の体重までの投与量で投与される、請求項１～３７のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３９】
　前記投与量が反復して投与される、請求項３８記載の方法。
【請求項４０】
　請求項１～３９のいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体を用いることを含む、哺
乳動物において乳癌、前立腺癌、または結腸癌を検出または診断する方法。
【請求項４１】
　請求項１～４０のいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体を用いることを含む、哺
乳動物において乳癌、前立腺癌または結腸癌を治療する方法。
【請求項４２】
　哺乳動物において乳癌、前立腺癌または結腸癌を治療する方法であって、請求項１～４
１のいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体を用いることを含み、該腫瘍細胞抗原が
ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６
０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される、方法。
【請求項４３】
　哺乳動物において癌を診断または検出するためのキットであって、該キットは：
　ｄ）請求項１～４２のいずれか一項に記載の抗体またはその断片、免疫結合体またはそ
の断片であって、該抗体または断片は腫瘍細胞抗原に特異的に結合することができ、該腫
瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５
、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される、抗体またはそ
の断片、免疫結合体またはその断片；
　ｅ）該哺乳動物における該癌の診断または検出を可能とする検出方法；ならびに
　該キットを使用するための説明書
を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、ヒト化抗－癌抗体を含めた、抗－腫瘍細胞抗原アゴニストまたはア
ンタゴニスト、およびこれらの抗体を利用する診断および／または治療の方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗－癌治療剤の開発におけるかなりの進歩にもかかわらず、癌は全人口の死亡の第二の
主たる原因のままである（最も最近の入手可能な統計では２００２年に２２．８％）。事
実、（ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｏｒｇからは）、アメリカ人の男性は自分の人生において
癌の何らかの形態を発症する１／２の機会を有し、他方、アメリカ人の女性は１／３の機
会を有すると見積られる。最も便宜な癌治療剤は、活発に増殖する細胞を殺すことによっ
て作用し、その結果として、しばしば非－特異的であり、健康な組織を損傷しかねず、ま
たは全身毒性に導きかねない。代替アプローチは、身体中の正常な健康細胞から標的化癌
細胞を分ける努力において腫瘍細胞に発現されたマーカーを同定し、利用することを求め
ている。腫瘍マーカーの結合パートナーとして作用し、次いで、腫瘍細胞それ自体に直接
的に作用するか、あるいは癌性細胞に対する免疫学的応答を誘導し、または治療ペイロー
ドのいくつかの方法を選択的に送達するアゴニスト／アンタゴニスト分子または抗体を開
発することができる（レビュー、非特許文献１参照）。
【０００３】
　治療または診断用法で認められているか、あるいは前臨床および臨床開発下にあるいく
つかの抗－癌抗体治療剤がある。現在入手可能な認可された治療抗－癌抗体は慢性リンパ
性白血病（ＣＬＬ）のためのアレムツヅマブ（カンパス（Ｃａｍｐａｔｈ））（ＩＬＥＸ
　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ）、非－ホジキンリンパ腫（ＮＨ
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Ｌ）のためのリツキシマブ（リツキサン（Ｒｉｔｕｘａｎ））（ＩＤＥＣ　ａｎｄ　Ｈｏ
ｆｆｍａｎｎ－ＬａＲｏｃｈｅ）、および乳癌のためのトラスツヅマブ（ヘルセプチン（
Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ））（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ　ａｎｄ　Ｈｏｆｆｍａｎｎ－ＬａＲｏｃ
ｈｅ）を含む。現在臨床試験を受けている分子の少数の例は、小細胞肺癌のための抗体ｈ
ｕＮ９０１－ＤＭ１（Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ）、前立腺癌のためのビバツヅマブメルタンシ
ン（ＭＬＮ２７０４）（Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ）、および前立腺、卵巣および乳癌のため
のペルツヅマブ（オムニタルグ（（Ｏｍｎｉｔａｒｇ））（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）を含む
。（レビュー：非特許文献２参照）。一般に、これらの抗体は腫瘍細胞の表面に見出され
る特異的蛋白質を標的とし、腫瘍細胞に対するいくつかの種類の免疫原性応答（例えば、
補体－依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）、または抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ））を誘導
することによって働くか、あるいは抗体は、抗体と腫瘍細胞マーカーとの相互作用に従っ
て結合体化細胞傷害性体を標的化細胞へ送達する。
【０００４】
　認可されてきた抗－癌抗体治療剤の増加にもかかわらず、この領域におけるかなりの満
たされていない要望が依然として存在する。認可された治療剤のいくつかは、かなりの関
連した毒性を有することが知られている。悪影響を及ぼす反応の多くは、治療抗体と健康
な非－腫瘍組織との非－特異的かつ望まない相互作用によるものである。加えて、全ての
患者が、現在認可されている抗体治療剤を用いて所望の程度まで応答するものではない。
かくして、癌細胞に対するより大きな選択性でもって腫瘍細胞抗原を標的とする治療剤の
開発は、癌治療剤の領域ではかなりの進歩を見せている。
【０００５】
　抗－癌抗体の開発で用いる腫瘍細胞マーカーを選択する場合、殆どの望ましいマーカー
は、豊富であって、各主要タイプに対する患者の大部分において癌細胞のみで均一に発現
され、かついずれかの他の組織において発現されないものであろう。あいにくと、このレ
ベルの特異性を呈するマーカーは殆どなく、かくして、健康な組織および特異的な癌性組
織の間の発現の差の許容される量を示すマーカーが開発されなければならない。例えば、
現在認可された抗体治療剤が認識する蛋白質はＣＤ５２（カンパス（Ｃａｍｐａｔｈ））
、（カンパス、ＣＤ２０（リツキサン（Ｒｉｔｕｘａｎ），特許文献１）、Ｚｅｖａｌｉ
ｎ（ベキサール（Ｂｅｘｘａｒ））、ＨＥＲ２（ヘルセプチン（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ），
特許文献２）、ＥＧＦＲ（エルビツクス（Ｅｒｂｉｔｕｘ））およびＶＥＧＦ（アバスタ
チン（Ａｖａｓｔａｔｉｎ））を含む。これらの細胞マーカーの多くは健康な組織ならび
に癌細胞において発現されているが、正常な組織と比較した場合、しばしば、癌において
より高度に発現されている（非特許文献３）。これらの組織特異性の考慮は、優れた細胞
傷害性薬物を運ぶことができる免疫結合体抗体構築体についての特に重要な論点である。
【特許文献１】米国特許第５，７３６，１３７号明細書
【特許文献２】米国特許第５，８２１，３３７号明細書
【非特許文献１】Ｈｏｕｓｈｍａｎｄ　ａｎｄ　Ｚｌｏｔｎｉｋ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐ
ｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（２００３）１５（５）：６４０－４４
【非特許文献２】Ｋｒａｕｓｓ、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（２００３）２５（１）
：１－１７
【非特許文献３】Ｆｌｙｎｎ　ａｎｄ　Ｂｙｒｄ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉ
ｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（２０００）１２（６）：５７４
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　癌細胞の特異的標的化は、抗－癌治療剤の開発における有意な進歩を表す。いくつかの
タイプの癌に関連するいくつかのマーカーの同定にもかかわらず、健康な組織を損なわな
い優れた抗－癌治療剤の開発のための個々の癌のタイプにより特異的なさらなるマーカー
に対する顕著な要望が依然として存在する。身体中の正常な細胞を害することなく抗体由
来癌治療剤を解する標的化剤の開発におけるこれらのマーカーの利用は、明瞭かつかなり
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満たされていない医学的要望がある領域における重要な治療的進歩を表すであろう。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明は、哺乳動物において癌を診断および／または治療する方法を提供する。該方法
は、有効量の抗－腫瘍抗原アゴニストまたはアンタゴニストを投与することを含み、ここ
に、該腫瘍抗原は正常な組織に対する発現において少なくとも３倍上昇すると定義され、
ここに、腫瘍抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣ
Ｄ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される。特別な
具体例において、該アゴニストまたはアンタゴニストは抗－腫瘍細胞抗原抗体または小分
子である。
【０００８】
　さらなる具体例において、本発明は、腫瘍細胞抗原を候補分子と接触させ、該腫瘍細胞
抗原によって媒介され、あるいは該候補分子および該腫瘍細胞抗原の相互作用によって媒
介される生物学的効果をモニターすることを含む、腫瘍細胞抗原に対するアゴニストまた
はアンタゴニストを同定する方法に関する。
【０００９】
　なおさらなる具体例において、本発明は、担体と組合せて、本明細書中に記載された腫
瘍細胞抗原のアゴニストまたはアンタゴニスト、あるいは抗－腫瘍細胞抗原抗体を含む組
成物に関する。所望により、担体は医薬上許容される担体である。
【００１０】
　種々の形態の抗体がここに考えられる。例えば、抗－腫瘍抗原抗体は（例えば、ヒト免
疫グロブリン定常領域を有する）全長抗体、あるいは（例えば、Ｆ（ａｂ’２）、Ｆｖ、
または単一鎖抗体、あるいは標的に特異的に結合する他の機能的断片）であってよい。さ
らに、抗体は固相に固定化された検出可能な標識で標識されていてよく、および／または
（細胞傷害性剤のような）異種化合物と結合体化していてもよい。該抗体はサブヒト霊長
類抗－腫瘍細胞抗原抗体、ネズミモノクローナル抗－腫瘍細胞抗原抗体、キメラ抗－腫瘍
細胞抗原抗体、ヒト抗－腫瘍細胞抗原抗体、およびヒト化抗－腫瘍細胞抗原抗体の群から
選択することができる。
【００１１】
　本発明は、ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５
、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍抗原に結合
する有効量の抗体をヒトに投与することを含む、ヒトにおいて癌を診断し、または治療す
る方法を提供し、ここに、癌の好ましい形態は結腸癌、直腸癌または結直腸癌、乳癌およ
び前立腺癌を含む。
【００１２】
　抗体の診断的使用が考えられる。１つの診断適用において、本発明は、腫瘍細胞抗原を
含有することが疑われる試料を本発明の抗体に暴露し、抗体の試料への結合を決定するこ
とを含む、ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、
ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍細胞抗原の存
在を決定する方法を提供する。この使用では、本発明は、抗体、および腫瘍細胞抗原を検
出するのに抗体を用いるための指示書を含むキットを提供する。
【００１３】
　さらなる具体例において、本発明は、前記方法において（とりわけ）用いる製品を提供
する。例えば、本発明は、容器およびそこに含まれる組成物を含む製品を提供し、ここに
、該組成物を用いて、本発明のアゴニスト／アンタゴニストまたは抗体によって結合され
る腫瘍細胞抗原の１つを発現する癌を治療することができ、該製品は、さらに、該組成物
がＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１
６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍抗原の１つを発現する
癌を治療するのに用いることができることを示す添付文書を含む。
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【００１４】
　本発明は、さらに：該抗体をコードする単離された核酸；所望により、当該ベクターで
形質転換された宿主細胞によって認識される対照配列に操作可能に連結されたその核酸を
含むベクター；そのベクターを含む宿主細胞；核酸が発現されるように宿主細胞を培養し
、所望により、宿主細胞培養から（例えば、宿主細胞培養基から）抗体を回収することを
さらに含む抗体の生産方法を提供する。
【００１５】
　本発明は、さらに、１以上の異種分子に結合体化したＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７
３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ
１Ａ５の群から選択される腫瘍細胞抗原に結合する抗体を含む免疫結合体、およびヒトに
おいて癌の治療用のそのような結合体の使用に関し、ここに、該癌性細胞はＫＩＡＡ１８
１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ
４１、およびＳＬＣ１Ａ５から選択される腫瘍抗原の１つを発現することができる。免疫
結合体における抗体は無傷抗体（例えば、無傷ＩｇＧ１抗体）、または抗体断片（例えば
、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２、ダイアボディ等）であってよい。
【００１６】
　本発明は、さらに、多価多特異的抗体またはその断片を提供し、ここに、該多価抗体は
ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６
０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍細胞抗原に対して親和性
を持つ結合部位、および１以上のさらなる結合部位を有する。
【００１７】
　また、本発明は、ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣ
Ｄ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍細胞
抗原を発現する腫瘍細胞に、診断剤／検出剤または治療剤を送達する方法に関する。この
方法は、本発明の抗体または免疫結合体組成物を供し、それを必要とする患者に投与する
ことを含む。
【００１８】
　本発明によって考えられるのは、癌の検出／診断または治療のための２つの抗体または
その断片の使用であり、ここに、抗体または断片の少なくとも１つはＫＩＡＡ１８１５、
ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、
およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される腫瘍細胞抗原に結合する。
【００１９】
　本発明の１つの具体例は、腫瘍細胞高原に結合する治療上有効量の抗体またはその断片
を哺乳動物に投与することを含み、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療す
る方法であり、ここに、癌は正常な隣接する組織試料またはプールされた正常な組織試料
に対して少なくとも３倍上昇している腫瘍細胞抗原を発現し、ここに、腫瘍細胞抗原はＫ
ＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０
、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される。
【００２０】
　好ましい具体例において、抗体またはその断片はヒト、ヒト化、キメラまたはその断片
である。
【００２１】
　なおもう１つの具体例において、抗体またはその断片はＦｖ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ
’およびＦａｂからなる群より選択される。
【００２２】
　特に好ましい具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する
方法で用いる抗体またはその断片は、腫瘍細胞抗原の細胞外ドメインに特異的に結合し、
ここに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、
ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択される。
【００２３】
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　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法に用いる抗体またはその断片はＫＩＡＡ１８１５の細胞外ドメインに結合し、該細胞外
ドメインはおよそ位置１～４０８、およそ位置４７４～４８９、およそ位置５４５～５８
１、およそ位置６０３～６２１、およそ位置６４２～６５３、および約６７４～９０４の
アミノ酸の群から選択される。
【００２４】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法で用いる抗体またはその断片はＢＣ０１７８８１の細胞外ドメインに結合し、該細胞外
ドメインはおよそ位置１～１１７、約１４０～１４８、約１６５～２１１、および約２３
０～２４０のアミノ酸の群から選択される。
【００２５】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法で用いる抗体、またはその断片はＦＬＪ２０４２１の細胞外ドメインに結合し、および
細胞外ドメインはおよそアミノ酸位置３０～３５９である。
【００２６】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法で用いる抗体またはその断片はＤＳＣＤ７５の細胞外ドメインに結合し、および細胞外
ドメインはおよそアミノ酸位置２０～２０８である。
【００２７】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法で用いる抗体または断片はＧＰＲ１６０の細胞外ドメインに結合し、該細胞外ドメイン
はおよそ位置１～１５、およそ位置８０～９３、およそ位置１５７～１８２、およそ位置
２６３～２７６のアミノ酸の群から選択される。
【００２８】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方
法で用いる抗体またはその断片はＧＰＣＲ４１の細胞外ドメインに結合し、該細胞外ドメ
インはおよそ位置３１～４９、およそ位置１０４～１１２、およそ位置１３４～１４５、
およそ位置１７０～１９５、およそ位置２１２～２７０、およそ位置２９９～３０７、お
よそ位置３６０～３６８、およそ位置３９０～４０３、およびおよそ位置４２７～４４５
のアミノ酸の群から選択される。
【００２９】
　なおさらなる具体例において、哺乳動物における癌を診断し、検出しまたは治療する方
法で用いる抗体またはその断片は免疫結合体である。
【００３０】
　好ましい具体例において、抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片、あるいは抗－腫瘍細
胞抗原抗体融合蛋白質またはその断片は少なくとも１つの診断／検出剤、または少なくと
も１つの治療剤に結合する。
【００３１】
　もう１つの具体例において、診断／検出免疫結合体が少なくとも１つの光活性（ｐｈｏ
ｔｏａｃｔｉｖｅ）診断／検出剤を含む診断／検出剤を含み、ここに、該光活性診断剤は
色素原または色素を含む。
【００３２】
　好ましい具体例において、診断／検出免疫結合体は手術中、内視鏡、または静脈内腫瘍
検出／診断で用いる。
【００３３】
　さらなる具体例において、治療免疫結合体が放射性核種、ホウ素、ガドリニウムまたは
ウラン原子、免疫モジュレーター、サイトカイン、ホルモン、ホルモンアンタゴニスト、
酵素、酵素阻害剤、光活性治療剤、細胞傷害薬物、トキシン、脈管形成阻害剤、異なる抗
体、およびその組合せからなる群より選択される治療剤を含む。
【００３４】
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　さらなる具体例において、治療免疫結合体は薬物、プロドラッグ、酵素またはトキシン
である細胞傷害性薬物を含む。
【００３５】
　なおもう１つの具体例において、治療免疫結合体は、カリケアミシン（ｃａｌｉｃｈｅ
ａｍｉｃｉｎ）またはカリケアミシンアナログ、メイタンシン（ｍａｙｔａｎｓｉｎｅ）
またはメイタンシン誘導体、またはオーリスタチン（ａｕｒｉｓｔａｔｉｎ）Ｅ、または
オーリスタチンＥ誘導体を含む。
【００３６】
　もう１つの具体例において、治療免疫結合体はトキシンまたはその断片である細胞傷害
性薬物を含み、ここに、該トキシンは植物、微生物、および動物トキシン、およびその合
成変種を含む。
【００３７】
　さらなる具体例において、治療免疫結合体はサイトカイン、幹細胞成長因子、リンホト
キシン、造血因子、コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、インターフェロン（ＩＦＮ）、幹細胞
成長因子、エリスロポエチン、トロンボポエチン、抗体およびその組合せからなる群より
選択される免疫モジュレーターを含む。
【００３８】
　好ましい具体例において、治療免疫結合体はプロドラッグ－活性化酵素である酵素を含
む。
【００３９】
　さらなる具体例において、治療免疫結合体はアルカリホスファターゼ、アリールスルフ
ァターゼ、サイトカインデアミナーゼ、プロテアーゼ、Ｄ－アラニルカルボキシペプチダ
ーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼおよびニューラミニダーゼのような炭水化物－切断酵素
、ベータ－ラクタム、ペニシリンアミダーゼ、および酵素活性を持つ抗体の群から選択さ
れるプロドラッグ－活性化酵素を含む。
【００４０】
　さらなる具体例において、多価多特異的抗体またはその断片は、腫瘍細胞抗原に対する
親和性を有する１以上の抗原結合部位、およびエピトープに対する親和性を有する１以上
のエピトープ結合部位を含み、ここに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５
７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬ
Ｃ１Ａ５の群から選択される。
【００４１】
　好ましい具体例において、多価多特異的抗体またはその断片は、ヒト、ヒト化または記
メラである多価多特異的抗体またはその断片を含む。
【００４２】
　なおもう１つの具体例において、多価多特異的抗体またはその断片は診断剤／検出剤ま
たは治療剤を含む。
【００４３】
　もう１つの具体例において、抗体融合蛋白質またはその断片は少なくとも２つの抗－腫
瘍細胞抗原抗体またはその断片を含み、ここに、抗体またはその断片はこれまでに記載さ
れた具体例による該抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片から選択される。
【００４４】
　好ましい具体例において、哺乳動物において癌を治療する方法は、これまでの具体例の
いずれか１つによる治療上有効量の抗体またはその断片で処置することを含み、ここに、
該抗体は治療上許容される処方物に処方されている。
【００４５】
　もう１つの具体例において、哺乳動物において癌を診断／検出する方法は、医薬上許容
されるビヒクル中に処方された、これまでの具体例のいずれかによる診断上有効量の抗体
またはその断片を該哺乳動物に投与する工程を含む。
【００４６】
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　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を治療し、または診断し／検出する方法
は、（ｉ）これまでの具体例のいずれか１つによる抗体またはその断片をそれを必要とす
る哺乳動物に投与する工程；（ｉｉ）ある量の非－結合蛋白質が哺乳動物の血流を浄化す
るのに十分な量の時間待機する工程；次いで、（ｉｉｉ）該抗体の結合部位に結合する、
診断剤、治療剤、またはその組合せを含む担体分子を哺乳動物に投与する工程を含む。
【００４７】
　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方法
は、これまでの具体例のいずれかの１つによる抗－腫瘍細胞抗原抗体またはその断片をコ
ードする核酸を含むＤＮＡ配列を含む。
【００４８】
　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方法
は、これまでの具体例のいずれか１つによる抗－腫瘍細胞抗原抗体、またはその断片、ま
たは免疫結合体のＤＮＡ配列を含む発現ベクターを含む。
【００４９】
　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方法
は、発現ベクターを含む宿主細胞を含む。
【００５０】
　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を診断し、検出し、または治療する方法
は、（ｉ）これまでの具体例のいずれか１つによる抗体またはその断片を含む免疫結合体
を含む組成物を供し、および（ｉｉ）該組成物をそれを必要とする哺乳動物に投与するこ
とを含む、診断剤／検出剤または治療剤、または、その組合せを送達する方法を含む。
【００５１】
　さらなる具体例において、治療上有効量の抗体またはその断片を哺乳動物に投与するこ
とを含む哺乳動物において癌を治療する方法は、少なくとも２つの抗体またはその断片を
含み、および医薬上許容される賦形剤中に処方されたこれまでの具体例のいずれか１つに
よる該抗体の使用を含む。
【００５２】
　さらなる具体例において、治療上有効量の抗体またはその断片を哺乳動物に投与するこ
とを含む哺乳動物において癌を治療する方法は、さらに、腫瘍細胞抗原に結合しない第二
の抗体または断片を含み、ここに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３
７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１
Ａ５の群から選択される。
【００５３】
　さらなる具体例において、治療上有効量の抗体またはその断片を哺乳動物に投与するこ
とを含む哺乳動物において癌を治療する方法は、さらに、腫瘍細胞抗原に結合する第二の
抗体または断片を含み、ここに、腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８
、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５
の群から選択される。
【００５４】
　もう１つの具体例において、治療上有効量の抗体またはその断片を哺乳動物に投与する
ことを含む哺乳動物において癌を治療する方法は、さらに、第二の抗体またはその断片を
含み、ここに、該第二の抗体は治療剤または診断剤／検出剤に結合体化している。
【００５５】
　さらなる具体例において、哺乳動物において癌を治療する方法は治療上有効量の抗体ま
たはその断片を哺乳動物に投与することを含み、ここに、該抗－腫瘍細胞抗原抗体または
その断片は、第二の腫瘍細胞抗原に対して反応性である第二の結合体化抗体が悪性疾患に
よって発現される前、同時に、または後に投与される。
【００５６】
　さらなる具体例において、これまでの具体例ののいずれか一項に記載の方法は、用量あ
たり１０ｎｇ／ｋｇないし１００ｍｇ／ｋｇ哺乳動物体重の用量で投与される抗－腫瘍細
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胞抗原抗体の使用を含む。
【００５７】
　なおさらなる具体例において、これまでの具体例のいずれか一項に記載の方法は、抗－
腫瘍細胞抗原抗体の使用を含み、ここに、該用量は反復して投与される。
【００５８】
　好ましい具体例において、哺乳動物において乳癌、前立腺癌、または結腸癌を検出また
は診断する方法は、これまでの具体例ののいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体の
使用を含む。
【００５９】
　好ましい具体例において、哺乳動物において乳癌、前立腺癌または結腸癌を治療する方
法は、これまでの具体例ののいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体の使用を含む。
【００６０】
　なおさらなる具体例において、哺乳動物において乳癌、前立腺癌または結腸癌を治療す
る方法は、これまでの具体例ののいずれか一項に記載の抗体または免疫結合体の使用を含
み、ここに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２
１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択され
る。
【００６１】
　もう１つの具体例において、該方法は哺乳動物において癌の診断または検出用のキット
を含み、ここに、該キットは：
　ａ）これまでの具体例のいずれか１による、抗体またはその断片、または免疫結合体ま
たはその断片、ここに、該抗体または断片は腫瘍細胞抗原に特異的に結合することができ
、ここに、該腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１
、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選択され；
　ｂ）該哺乳動物において該癌の該診断または検出を可能とする検出方法；および
　ｃ）該キットの使用のための指示書；
を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６２】
　Ｉ．定義
　特に断りのない限り、用語「ＫＩＡＡ１８１５」は、本明細書中で用いる場合、ヒトゲ
ノムにおける未知の機能の蛋白質をいい、ここに、該蛋白質は元来ＦＬＪ２３３０９とし
て知られていたものである。遺伝子座に対する別名はＬＬＩＤ７９９５６またはｂＡ２０
７Ｃ１６．３である。ＫＩＡＡ１８１５遺伝子は仮定アミノペプチダーゼドメインを含有
する。ＫＩＡＡ１８１５はいずれかの哺乳動物から、好ましくは、ヒトから由来するもの
でよい。ＫＩＡＡ１８１５は分子の天然源から単離することができるか、あるいは（例え
ば、組換えＤＮＡ技術を用いて）合成手段によって生産することができる。ヒトＫＩＡＡ
１８１５についての核酸配列は、例えば、受託番号ＮＭ＿０２４８９６下でＮＩＨ　ＮＣ
ＢＩ配列ビューアーウェブサイトで見出すことができる。アミノ酸配列は受託番号ＮＰ＿
０７９１７２を用いて見ることができる。ＫＩＡＡ１８１５は、癌細胞において専ら発現
されるいずれのＫＩＡＡ１８１５変種もいうことができ、ここに、非－癌性細胞で発現さ
れたＫＩＡＡ１８１５に対するアミノ酸相同性は８０％、８５％、９０％、９５％、９６
％、９７％、９８％、９９％または１００％であり得る。別の具体例において、ＫＩＡＡ
１８１５はＤ１９Ｗｓｕ１２ｅとして知られたヒトＫＩＡＡ１８１５のマウスをホモログ
であってよい。別名はＦｘｎａ、ＭＧＣ２８２８０、ｍＦＬＪ２３３０９およびＤ１９Ｅ
ｒｔｄ４１０ｅである。マウスＤ１９Ｗｓｕ１２ｅについての核酸配列は、受託番号ＸＭ
＿３５８３２８下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサイトで見出すことができる
。なお別の具体例において、ＫＩＡＡ１８１５はＦｘｎａとして知られたヒトＫＩＡＡ１
８１５遺伝子のラットホモログであってよい。ラットＦｘｎａについての配列は、受託番
号ＮＭ　１８４０５０を用いてＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見ることができる。も
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う１つの具体例において、ＫＩＡＡ１８１５はヒトＫＩＡＡ１８１５遺伝子の霊長類ホモ
ログであってよい。例えば、Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ（チンパンジー）ホモログ
は、核酸配列については受託番号ＸＭ＿５２６４７８、またはアミノ酸配列についてはＸ
Ｐ５２０４７８を用いてＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。
【００６３】
　「ＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤ」とは、ＫＩＡＡ１８１５腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン
（ＥＣＤ）をいう。ＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤは、癌細胞において専ら発現され得るいず
れのＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤとは
、アミノ酸ホモログが細胞の外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％出会ってよいいずれの蛋白質また
はペプチドもいう。トポロジー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見
積ることができる（実施例２参照）。別の具体例において、ＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤは
、ヒトＫＩＡＡ１８１５　ＥＣＤのマウス、ラットまたは霊長類ホモログに由来してもよ
い。
【００６４】
　特に断りのない限り、用語「ＢＣ０１７８８１」とは、本明細書中で用いる場合、名称
ＬＯＣ１５７３７８またはＴＭＥＭ６５によって代替的に知られたヒトゲノムにおける未
知の機能の膜貫通蛋白質をいう。ＢＣ０１７８８１はいずれかの哺乳動物、好ましくはヒ
トに由来するものでよい。該ＢＣ０１７８８１は分子の天然源から単離することができ、
または（例えば、組換えＤＮＡ技術を用いて）合成手段によって生産することができる。
ヒトＢＣ０１７８８１についての核酸配列は、例えば、受託番号ＮＭ＿１９４２９１下で
ＮＩＨ＿ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサイトで見出すことができる。アミノ酸配列は受
託番号ＮＰ＿９１９２６７を用いて同様に見ることができる。ＢＣ０１７８８１とは癌細
胞でもっぱら発現されるいずれのＢＣ０１７８８１変種もいうことができ、ここに、非－
癌性細胞で発現されたＢＣ０１７８８１に対する相同性は８０％、８５％、９０％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％であってよい。別の具体例において
、ＢＣ０１７８８１は４９３０４３８Ｄ１２Ｒｉｋとして知られたヒトＢＣ０１７７８１
のマウスであってよい。４９３０４３８Ｄ１２Ｒｉｋに対する別名は２６１００２９Ｏ１
３Ｒｉｋである。マウス４９３０４３８Ｄ１２Ｒｉｋに対する核酸配列は、受託番号ＮＭ
＿１７５２１２下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサイトで見出すことができる
。なおさらなる具体例において、ＢＣ０１７８８１はＬＯＣ５００８７４として知られた
ラットホモログとしても知られる。ＬＯＣ５００８７４についての核酸配列は、受託番号
ＸＭ＿５７６２７３を用いてＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見ることができる。もう
１つの具体例において、ＢＣ０１７８８１はヒトＢＣ０１７８８１遺伝子の霊長類ホモロ
グであってよい。例えば、Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ（チンパンジー）ホモログは
、核酸配列については受託番号ＸＭ＿５２８２２８、またはアミノ酸配列についてはＸＰ
＿５２８２２８を用いてＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。
【００６５】
　「ＢＣ０１７８８１　ＥＣＤ」とは、ＢＣ０１７８８１腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン
（ＥＣＤ）をいう。ＢＣ０１７８８１　ＥＣＤとは、癌細胞において専ら発現され得るい
ずれのＢＣ０１７８８１　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＢＣ０１７８８１　ＥＣＤと
は、アミノ酸ホモログが、細胞の外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質
またはペプチドもいう。トポロジー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域
を見積ることができる（実施例２参照）。別の具体例において、ＢＣ０１７８８１　ＥＣ
ＤはヒトＢＣ０１７８８１　ＥＣＤのマウス、ラットまたは霊長類ホモログに由来するも
のであってよい。
【００６６】
　特に断りのない限り、用語「ＦＬＪ２０４２１」とは、本明細書中で用いる場合、名称
ＢＡＡ９１１５８、ＩＭＰＡ３およびＩｍｐａｄ１によって代替的に知られたヒトゲノム
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における未知の機能のミオ－イノシトールモノネホスファターゼ蛋白質をいう。ＦＬＪ２
０４２１は、約アミノ酸６２ないしアミノ酸３４９に位置する推定ＩＰＰａｓｅドメイン
を有する。ＦＬＪ２０４２１は、いずれかの哺乳動物、好ましくはヒトに由来してよい。
ＦＬＪ２０４２１は分子の天然源から単離することができ、あるいは（例えば、組換えＤ
ＮＡ技術を用いて）合成手段によって生産することができる。ヒトＦＬＪ２０４２１につ
いての核酸配列は受託番号ＢＣ０６７８１４下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブ
サイトで見出すことができる。アミノ酸配列は、例えば、受託番号ＡＡＨ６７８１４を用
いて同様に見ることができる。ＦＬＪ２０４２１とは、癌細胞で専ら発現されるいずれの
ＦＬＪ２０４２１変種もいうことができ、ここに、非－癌性細胞で発現されたＦＬＪ２０
４２１との相同性は８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％
または１００％であってよい。代替具体例において、ＦＬＪ２０４２１はＩｍｐａｄ１と
して知られたヒトＦＬＪ２０４２１のマウスホモログであってよい。Ｉｍｐａｄ１はＡＡ
０８８８０、ＡＩ４５１５８９、ＡＬ０２２７９６、Ｂ２３０２７Ｐ２０または１１１０
００１Ｃ２９Ｒｉｋとしても知られている。マウスＩｍｐａｄについての核酸配列は、受
託番号ＮＭ＿１７７７３０下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサイトで見出すこ
とができる。なお別の具体例において、ＦＬＪ２０４２１は、ＲＧＤ１３０６４５５とし
て知られたヒト遺伝子ＦＬＪ２０４２１のラットホモログであってよい。ＲＧＤ１３０６
４５５についての核酸配列は、受託番号ＸＭ＿５７５７５９下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビ
ューアーで見ることができる。もう１つの具体例において、ＦＬＪ２０４２１はヒトＦＬ
Ｊ２０４２１遺伝子の霊長類ホモログであってよい。例えば、Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙ
ｔｅｓ（チンパンジー）ホモログは、核酸配列については受託番号ＸＭ＿５１９７７０、
またはアミノ酸配列についてはＸＰ＿５１９７７０を用いてＮＣＢＩ配列ビューアーで見
出すことができる。
【００６７】
　「ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤ」とは、ＦＬＪ２０４２１腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン
（ＥＣＤ）をいう。ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤとは、癌細胞で専ら発現され得るいずれの
ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤとは、ア
ミノ酸のホモログが、細胞の外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質また
はペプチドもいう。トポロジー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見
積ることができる（実施例２参照）。別の具体例において、ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤ　
ＦＬＪ２０４２１　ＥＣＤはヒトＦＬＪ２０４２１ＥＣＤのマウス、ラットまたは霊長類
ホモログに由来するものでよい。
【００６８】
　特に断りのない限り、用語「ＤＳＣＤ７５」とは、本明細書中で用いる場合、間葉幹細
胞で発現される未知の機能の蛋白質をいい、約アミノ酸５４ないしアミノ酸１７９に位置
したチオエステラーゼ機能を有すると予測されるＦｃｂＣドメインを含有する。ＤＳＣＤ
７５遺伝子座についての別名はＬＯＣ５１３３７またはＣ８ｏｒｆ５５である。ＤＳＣＤ
７５はいずれかの哺乳動物、好ましくはヒトに由来するものであってよい。ＤＳＣＤ７５
は分子の天然源から単離することができるか、あるいは（例えば、組換えＤＮＡ技術を用
いて）合成手段によって生産することができる。ヒトＤＳＣＤ７５についてのアミノ酸配
列は、例えば、受託番号ＡＦ２４２７７３下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサ
イトで見出すことができる。アミノ酸配列は受託番号ＡＡＦ６５４５０を用いて同様に見
ることができる。ＤＳＣＤ７５は癌細胞で専ら発現されるいずれのＤＳＣＤ７５変種もい
うことができ、ここに、非－癌性細胞で発現されたＤＳＣＤ７５に対する相同性は８０％
、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％であってよ
い。別の具体例において、ＤＳＣＤ７５は４９３０５７２Ｊ０５ＲｉｋまたはＭＧＣ５４
７９６として知られたヒトＤＳＣＤ７５遺伝子のマウスホモログであってよい。マウス４
９３０５７２Ｊ０５Ｒｉｋについての核酸配列は、受託番号ＮＭ＿１９８６０７下でＮＩ
Ｈ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。なお別の具体例において、ＤＳＣＤ
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７５は、ＭＧＣ９４６６１として知られたヒトＤＳＣＤ７５遺伝子のラットホモログであ
ってよい。ラットＤＳＣＤ７５についての核酸配列は、受託番号ＮＭ＿００１００７６５
８下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。別の具体例において、Ｄ
ＳＣＤ７５はヒトＤＳＣＤ７５遺伝子の霊長類ホモログであってよい。例えば、Ｐａｎ　
ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ（チンパンジー）ホモログは、核酸配列については受託番号ＸＭ
＿５１９９９１、またはアミノ酸配列についてはＸＰ＿５１９９９１を用いてＮＣＢＩ配
列ビューアーで見出すことができる。
【００６９】
　「ＤＳＣＤ７５　ＥＣＤ」とは、ＤＳＣＤ７５腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）をいう。ＤＳＣＤ７５　ＥＣＤとは、癌細胞において専ら発現され得るいずれのＤＳＣ
Ｄ７５　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＤＳＣＤ７５　ＥＣＤとは、アミノ酸相同性が
細胞の外部に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質またはペプチドもいう。ト
ポロジー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見積ることができる（実
施例２参照）。別の具体例において、ＤＳＣＤ７５　ＥＣＤはヒトＤＳＣＤ７５　ＥＣＤ
のマウス、ラットまたは霊長類ホモログに由来するものであってよい。
【００７０】
　特に断りのない限り、用語「ＧＰＲ１６０」とは、本明細書中で用いる場合、未知の機
能の推定Ｇ－プロテインカップルド受容体をいう。それは、多くの他の推定Ｇ－プロテイ
ン受容体のシリーズと共にＴａｋｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．によって記載された（ＦＥＢＳ　
Ｌｅｔｔ．５２０（１－３），９７－１０１（２００２））。それはＧＰＣＲ１またはＧ
ＰＣＲ１５０ともいわれてきたが、ＧＰＣＲ１として知られた１を超えるユニークなヒト
遺伝子座がある。ＧＰＲ１６０はいずれかの哺乳動物、好ましくはヒトに由来してもよい
。ＧＰＲ１６０は分子の天然源から単離することができ、あるいは（例えば、組換えＤＮ
Ａ技術を用いて）合成手段によって生産され得る。ヒトＧＰＲ１６０についての核酸配列
は、例えば、受託番号ＮＭ＿０１４３７３下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーウェブサ
イトで見出すことができる。アミノ酸配列は、受託番号ＮＰ＿０５５１８８を用いて同様
に見ることができる。ＧＰＲ１６０は癌細胞で専ら発現されるいずれのＧＰＲ１６０変種
もいい、そこでは、非－癌性細胞で発現されたＧＰＲ１６０に対する相同性は８０％、８
５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％であってよい。
別の具体例において、ＧＰＣＲ１６０は、Ｇｐｒ１６０として知られたヒトＧＰＣＲ１６
０遺伝子のマウスホモログであってよい。マウスＧｐｒ１６０についての核酸配列は、受
託番号ＸＭ＿８９６５９０下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。
なお別の具体例において、ＧＰＲ１６０はＧｐｒ１６０として知られたヒトＧＰＲ１６０
ラットホモログであってよい。ラットＧｐｒ１６０についての核酸配列は、受託番号ＮＭ
＿００１０２５１４７下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。もう
１つの具体例においてＧＰＲ１６０はヒトＧＰＲ１６０遺伝子の霊長類ホモログであって
よい。例えば、Ｐａｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ（チンパンジー）ホモログは、核酸配列
については受託番号ＸＭ＿５３０６８５、あるいはアミノ酸配列についてはＸＰ＿５３０
６８５を用いてＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができる。
【００７１】
　「ＧＰＲ１６０　ＥＣＤ」とは、ＧＰＲ１６０腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）をいう。ＧＰＲ１６０　ＥＣＤとは、癌細胞で専ら発現され得るいずれのＧＰＲ１６０
　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＧＰＲ１６０　ＥＣＤとは、アミノ酸相同性が細胞の
外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質またはペプチドもいう。トポロジ
ー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見積ることができる（実施例２
参照）。別の具体例において、ＧＰＲ１６０　ＥＣＤはヒトＧＰＲ１６０　ＥＣＤのマウ
ス、ラットまたは霊長類ホモログに由来するものであってよい。
【００７２】
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　特に断りのない限り、用語「ＧＰＣＲ４１」とは、本明細書中で用いる場合、未知機能
の推定Ｇ－プロテインカップルド受容体をいう。ＧＰＣＲ４１はＰＡＲ１（プロテアーゼ
－活性化受容体１）およびＰＥＲＶ－Ａ受容体（ブタ内因性レトロウイルス受容体）、Ｄ
１５Ｅｒｔｄ７４７ｅおよびＧＰＲ１７２Ａとしても知られている。それは、ブタ内因性
レトロウイルスについての受容体としてＥｒｉｃｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．によって記載さ
れた（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１００（１１），６７５９
－６７６４（２００３））。ＧＰＣＲ４１は、アミノ酸２６５～３７１のＤＵＦ１０１１
度メインを含有する。ＤＵＦドメインは、いくつかの蛋白質によって共有された未知機能
のドメインである。ＧＰＣＲ４１はいずれかの哺乳動物、好ましくは、ヒトに由来するの
であってよい。ＧＰＣＲ４１は分子の天然源から単離することができるか、あるいは（例
えば、組換えＤＮＡ技術を用いて）合成手段によって生産することができる。ヒトＧＰＣ
Ｒ４１についての核酸配列は、例えば、受託番号ＢＣ００２９１７下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ
配列ビューアーウェブサイトで見出すことができる。アミノ酸配列は、受託番号ＡＡＨ０
２９１７を用いて同様に見ることができる。ＧＰＣＲ４１とは、癌細胞で専ら発現される
いずれのＧＰＣＲ４１変種もいうことができ、そこでは、非－癌性細胞で発現されたＧＰ
ＣＲ４１に対する相同性は８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、
９９％または１００％であってよい。別の具体例において、ＧＰＣＲ４１とは、Ｇｐｒ１
７２ｂとして、あるいはその別名ＧＰＣＲ、ＰＡＲ２、ＧＰＣＲ４２、Ｄ１５Ｅｒｔｄ７
４７ｅまたは２０１０００３Ｐ０３Ｒｉｋによって知られたヒトＧＰＣＲ４１遺伝子のマ
ウスホモログをいうことができる。マウスＧＰＣＲ４１ホモログについての配列は、例え
ば、受託番号ＮＭ＿０２９６４３を用いてＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見ることが
できる。なおもう１つの具体例において、ＧＰＣＲ４１とはＬＯＣ３６２９４２として知
られたヒトＧＰＣＲ４１遺伝子のラットホモログについてもいうことができる。ラットＧ
ＣＰＲ４１についての配列は、例えば、受託番号ＸＭ＿３４３２７２を用いてＮＩＨ　Ｎ
ＣＢＩ配列ビューアーで見ることができる。別の具体例において、ＧＰＣＲ４１はヒトＧ
ＰＣＲ４１遺伝子の霊長類ホモログであってよい。例えば、Ｐａｐｉｏ　ｈａｍａｄｒｙ
ａｓ（オナガザル）ホモログは、核酸配列については受託番号ＡＹ０７０７７８、アミノ
酸配列についてはＡＡＬ５９８８４を用いてＮＣＢＩ配列ビューアーで見出すことができ
る。
【００７３】
　「ＧＰＣＲ４１　ＥＣＤ」とは、ＧＰＣＲ４１腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）をいう。ＧＰＣＲ４１　ＥＣＤは、癌細胞において専ら発現され得るいずれのＧＰＣＲ
４１　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＧＰＣＲ４１　ＥＣＤとは、アミノ酸相同性が細
胞の外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質またはペプチドもいう。トポ
ロジー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見積ることができる（実施
例２参照）。代替具体例において、ＧＰＣＲ４１　ＥＣＤは、ヒトＧＰＣＲ４１　ＥＣＤ
のマウス、ラットまたは霊長類ホモログに由来することができる。
【００７４】
　特に断りのない限り、用語「ＳＬＣ１Ａ５」とは、本明細書中で用いる場合、ＡＳＣＴ
－２またはＡＴＢＯという中性アミノ酸トランスポーターをいい、アラニン、セリンおよ
びシステインのような中性アミノ酸を輸送するナトリウム依存性アミノ酸トランスポータ
ーとして機能する。加えて、ＳＬＣ１Ａ５はネコ内因性ウイルス、オナガザル内因性ウイ
ルス、ヒト内因性ウイルスタイプＷおよびタイプＤ霊長類または感染性免疫不全に関連す
るサルレトロウイルスのような多数のウイルスに対する受容体として働く。それは広い範
囲の中性アミノ酸トランスポーターＢｏとしてＫｅｋｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．によって記載
されており、ヒト胎盤細胞系から単離された（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１（３１）
，１８６５７－１８６６１（１９９６））。ＳＬＣ１Ａ５は、約アミノ酸５４および４８
５からの保存されたナトリウムカルボキシラーゼシンポーター（ＳＤＦ）ドメインを含有
する。ＳＬＣ１Ａ５についての他の名称はＲ１６、ＡＡＡＴ、Ｍ７Ｖ１、ＲＤＲＣ、およ
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びＭ７ＶＳ１を含む。ＳＬＣ１Ａ５はいずれかの哺乳動物、好ましくはヒトに由来しても
よい。ＳＬＣ１Ａ５は分子の天然源から単離することができ、あるいは（例えば、組換え
ＤＮＡ技術を用いて）合成手段によって生産することができる。ヒトＳＬＣ１Ａ５につい
ての核酸配列は、例えば、受託番号ＢＣ００００６２下でＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューア
ーウェブサイトで見出すことができる。アミノ酸配列は、受託番号ＡＡＨ０００６２．１
を用いて同様に見ることができる。ＳＬＣ１Ａ５とは、癌細胞において専ら発現されるい
ずれのＳＬＣ１Ａ５変種もいうことができ、そこでは、非－癌性細胞で発現されたＳＬＣ
１Ａ５に対する相同性は８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％または１００％であってよい。別の具体例において、ＳＬＣ１Ａ５とは、Ｓｌｃ１ａ
５、あるいはＲ１６、ＡＡＡＴ、ＡＴＢＯ、Ｍ７Ｖ１、ＲＤＲＣ、ＡＳＣＴ２、Ｍ７ＶＳ
１、Ｓｌｃ１ａ７またはＭＧＣ４６９５２としても知られたヒトＳＬＣ１Ａ５遺伝子のマ
ウスホモログをいうことができる。マウスＳｌｃ１ａ５についての配列は、例えば、受託
番号ＮＭ＿００９２０１を用いるＮＩＨ　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見ることができる。
なお別の具体例において、Ｓｌｃ１ａ５とは、Ｓｌｃ１ａ５、あるいはＡｓｃｔ２、Ｓｌ
ｃ１ａ７またはＨ４－ＡＳＣＴ２としても知られたヒトＳＬＣ１Ａ５のラットホモログを
いう。ラットＳｌｃ１ａ５配列は、例えば、受託番号ＮＭ＿１７５７５８を用いてＮＩＨ
　ＮＣＢＩ配列ビューアーで見ることができる。もう１つの具体例において、ＳＬＣ１Ａ
５はヒトＳＬＣ１Ａ５遺伝子の霊長類ホモログであってよい。例えば、Ｍａｃａｃａ　ｆ
ａｓｉｃｕｌａｒｉｓ（尾長マカクザル）ホモログは、核酸配列については受託番号ＡＢ
１６８３２９、あるいはアミノ酸配列についてＢＡＥ００４５３．１を用いてＮＣＢＩ配
列ビューアーで見出すことができる。
【００７５】
　「ＳＬＣ１Ａ５　ＥＣＤ」とは、ＳＬＣ１Ａ５腫瘍細胞抗原の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）をいう。ＳＬＣ１Ａ５　ＥＣＤとは、癌細胞で専ら発現され得るいずれのＳＬＣ１Ａ５
　ＥＣＤ変種もいうことができる。ＳＬＣ１Ａ５　ＥＣＤとは、アミノ酸相同性が細胞の
外側に存在する蛋白質の部分の８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％または１００％であってよいいずれの蛋白質またはペプチドもいう。トポロジ
ー予測プログラムを用いて、ＥＣＤを含む蛋白質の領域を見積ることができる（実施例２
参照）。別の具体例において、ＳＬＣ１Ａ５　ＥＣＤはヒトＳＬＣ１Ａ５　ＥＣＤのマウ
ス、ラットまたは霊長類ホモログに由来することができる。
【００７６】
　「天然配列」ポリペプチドは、天然に由来するポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有
するものである。そのような天然配列ペプチドは天然から単離することができるか、ある
いは組換えまたは合成手段によって生産することができる。かくして、天然配列ポリペプ
チドは天然に生じるヒトポリペプチド、ネズミポリペプチド、あるいはいずれかの他の哺
乳動物種からのポリペプチドのアミノ酸配列を有することができる。
【００７７】
　用語「アミノ酸配列変種」とは、天然配列ポリペプチドから幾分異なるアミノ酸配列を
有するポリペプチドをいう。通常、アミノ酸配列変種は、天然リガンドの少なくとも１つ
の受容体結合ドメインに対して、あるいは天然受容体の少なくとも１つのリガンド結合ド
メインに対して少なくとも約７０％相同性を保有し、好ましくは、それらはそのような受
容体またはリガンド結合ドメインに対して少なくとも約８０％、より好ましくは少なくと
も約９０％相同性であろう。アミノ酸配列変種は、天然アミノ酸配列のアミノ酸配列内の
ある位置において、置換、欠失、および／または挿入を保有する。
【００７８】
　「相同性」は、配列を整列させ、もし必要であれば、ギャップを導入して、最大パーセ
ント相同性を達成した後に、同一であるアミノ酸配列変種における残基のパーセンテージ
と定義される。整列のための方法およびコンピュータープログラムは当該分野で良く知ら
れている。
【００７９】
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　用語「アンタゴニスト」は最も広い意味で用いられ、本明細書中に開示された腫瘍細胞
抗原の生物学的活性を部分的にまたは十分にブロックし、阻害し、または中和するいずれ
の分子も含む。同様に、用語「アゴニスト」は最も広い意味で用いられ、本明細書中で開
示された腫瘍細胞抗原の生物学的活性を模倣するいずれの分子も含む。適当なアゴニスト
またはアンタゴニスト分子は、具体的には、アゴニストまたはアンタゴニスト抗体または
抗体断片、腫瘍細胞抗原の断片またはアミノ酸配列変種、ペプチド、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチド、小さな有機分子等を含む。腫瘍細胞抗原のアゴニストまたはアンタゴニス
トを同定する方法は、注目する抗原を発現する腫瘍細胞を候補アゴニストまたはアンタゴ
ニスト分子と接触させ、腫瘍細胞抗原と通常関連する１以上の生物学的活性の検出可能な
変化を測定することを含むことができる。アンタゴニストは、合理的な設計によって、ま
たはファージ提示によって生じたペプチドであってもよい（例えば、１９９８年８月１３
日に公開されたＷＯ　９８／３５０３６参照）。１つの具体例において、選択した分子は
、抗体のＣＤＲに基づいて設計された「ＣＤＲミミック」または抗体アナログであってよ
い。そのようなペプチドはそれ自体が拮抗し得るが、該ペプチドは、所望により、細胞傷
害性剤と融合させ、ペプチドの拮抗特性を加え、または増強することができる。
【００８０】
　「小分子」は、本明細書中においては、約５００ダルトン未満の分子量を有する。
【００８１】
　用語「抗体」は、本明細書中においては、最も広い意味で用いられ、具体的には、無傷
モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、少なくとも２つの無傷抗体から形成された多
価抗体（例えば、二価抗体）、単一鎖抗体、修飾されたＦｃを持つ抗体、および抗体断片
を、それらが所望の生物学的活性を呈する限りはカバーし、ここに、所望の生物学的活性
は、所望の標的に対する結合特異性を有するものと定義することができる。
【００８２】
　用語「モノクローナル抗体」とは、本明細書中で用いるように、実質的に均質な抗体の
集団から得られた抗体をいい、すなわち、該集団を含む個々の抗体は、少量で存在し得る
可能な天然に生じる突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的で
あり、単一の抗原性部位に対して向けられている。さらに、異なる決定基（エピトープ）
に対して向けられた異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノク
ローナル抗体は抗原上の単一の決定基に対して向けられる。それらの特異性に加えて、モ
ノクローナル抗体は、それらが他の抗体によって汚染せずに合成できる点で有利である。
修飾後（モノクローナル）は、抗体の実質的に均質な集団から得られた抗体の特徴を示し
、いずれかの特定の方法によって抗体の生産の要求に応じて解釈されるべきではない。例
えば、本発明に従って用いるべきモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ
，２５６：４９５（１９７５）によって最初に記載されたハイブリドーマ方法によって作
製することができるか、あるいは組換えＤＮＡ方法によって作製することができる（例え
ば、米国特許第４，８１６，５６７号参照）。「モノクローナル抗体」は、例えば、Ｃｌ
ａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓ
ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載された技術を用
いてファージ抗体ライブラリーから単離することもできる。
【００８３】
　モノクローナル抗体は、本明細書中においては、具体的には、重鎖および／または軽鎖
の一部が、特定の種に由来し、または特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する後退中
の対応する配列ト同一であるか、または相同であり、他方、鎖の残りはもう１つの種に由
来し、またはもう１つの抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体中の対応する配列と同
一であるか、または相同である「キメラ」抗体、ならびにそれらが所望の生物学的活性を
呈する限りはそのような抗体の断片を含む（（米国特許第４，８１６，５６７号；および
Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５１
－６８５５（１９８４））。注目するキメラ抗体は、本明細書中においては、非－ヒト霊
長類（例えば、旧世界のサル、類人猿等）に由来する可変ドメイン抗原－結合配列、およ
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び腓と定常領域配列を含む「霊長類化」抗体を含む。
【００８４】
　「抗体断片」は、好ましくは、その抗原－結合または可変領域を含む無傷抗体の一部を
含む。抗体断片の例はＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖ断片；ダイアボデ
ィ；線状抗体（Ｚａｐａｔａら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７－１０
６２［１９９５］）；単一－鎖抗体分子；および抗体断片から形成された多価抗体を含む
。
【００８５】
　「無傷」抗体は、抗原－結合可変領域、ならびに軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）および重鎖
定常ドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列
定常ドメイン（例えば、ヒト天然配列定常ドメイン）またはそのアミノ酸配列変種であっ
てよい。好ましくは、無傷抗体は１以上のエフェクター機能を有する。
【００８６】
　抗体「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域、またはアミノ酸
配列変種Ｆｖ領域）に帰される生物学的活性をいう。抗体エフェクター機能の例はＣ１ｑ
結合；補体依存性細胞傷害性；Ｆｃ受容体結合；抗体－依存性細胞－媒介細胞傷害性（Ａ
ＤＣＣ）；ファゴサイトーシス；細胞表面受容体（例えば、Ｂ細胞受容体；ＢＣＲ）のダ
ウンレギュレーション等をいう。
【００８７】
　「抗体－依存性細胞－媒介細胞傷害性」または「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞傷害性
細胞（例えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球、およびマクロファージ）に存在
するＦｃ受容体（ＦｃＲ）に結合した分泌Ｉｇが、これらの細胞傷害性エフェクター細胞
が、抗原－担持標的細胞に特異的に結合し、引き続いて、サイトトキシンで標的細胞を殺
すのを可能とする細胞傷害性の形態をいう。抗体は細胞傷害性細胞を「武装し」、そのよ
うな殺傷に絶対的に必要である。ＡＤＣＣを媒介する主な細胞、ＮＫ細胞はＦｃｙＲＩＩ
Ｉのみを発現し、他方、単球はＦｃｙＲＩ、ＦｃｙＲＩＩおよびＦｃｙＲＩＩＩを発現す
る。造血細胞上でのＦｃＲ発現は、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒ
ｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．９：４５７－９２（１９９１）の４６４ページの表３にまとめら
れている。注目する分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第５，５００，３
６２号および第５，８２１，３３７号に記載されたもののようなイン・ビトロＡＤＣＣア
ッセイを行うことができる。そのようなアッセイで有用なエフェクター細胞は末梢血液中
単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含む。別法として、あるい
は加えて、注目する分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Ｃｌｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（ＵＳ
Ａ）９５：６５２－６５６（１９９８）に開示されたもののような動物モデルにおいて評
価することができる。
【００８８】
　「ヒトエフェクター細胞」は、１以上のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を行う白血
球である。好ましくは、該細胞は少なくともＦｃガンマＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣエフ
ェクター機能を行う。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例は末梢血液中単核細胞（ＰＢＭ
Ｃ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞傷害性Ｔ細胞および好中球を含み；Ｐ
ＢＭＣおよびＮＫ細胞が好ましい。エフェクター細胞はその天然源から、例えば、本明細
書中に記載されたように血液またはＰＢＭＣから単離することができる。
【００８９】
　用語「Ｆｃ受容体」または「ＦｃＲ」を用いて、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を記
載するのに用いる。好ましいＦｃＲは天然配列ヒトＦｃＲである。さらに、好ましいＦｃ
ＲはＩｇＧ抗体に結合するものであり（ガンマ受容体）、ＦｃガンマＲＩ、ＦｃガンマＲ
ＩＩ、およびＦｃガンマの受容体を含む。対立遺伝子変種、およびこれらの受容体の別法
としてスプライスされた形態を含めたＲＩＩＩサブクラス。ＦｃガンマＲＩＩ受容体は、
主としてその細胞質ドメインが異なる同様なアミノ酸配列を有する、ＦｃガンマＲＩＩＡ
（「活性化受容体」）およびＦｃガンマＲＩＩＢ（「阻害性受容体」）を含む。活性化受
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容体ＦｃガンマＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに免疫受容体チロシン－ベースの活性化
モチーフ（ＩＴＡＭ）を含有する。阻害性受容体ＦｃガンマＲＩＩＢは、その細胞質ドメ
インに免疫受容体チロシン－ベースの阻害モチーフ（ＩＴＩＭ）を含有する（レビューＭ
．ｉｎ　Ｄａｒｏｎ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５：２０３－２３４（１９
９７）参照）。ＦｃＲはＲａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　９：４５７－９２（１９９１）；Ｃａｐｅｌら、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄ
ｓ　４：２５－３４（１９９４）；およびｄｅ　Ｈａａｓら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍ
ｅｄ．１２６：３３０－４１（１９９５）にレビューされている。将来同定されるべきも
のを含めた他のＦｃＲは本明細書中においては用語「ＦｃＲ」によって含まれる。該用語
は、母性ＩｇＧの胎児への移動を担う新生受容体ＦｃＲｎを含む（Ｇｕｙｅｒら、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１１７：５８７（１９７６）およびＫｉｍら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４
：２４９（１９９４））。
【００９０】
　「補体依存性細胞傷害性」または「ＣＤＣ」とは、補体の存在下において標的を溶解す
る分子の能力をいう。補体活性化経路は、同族抗原と複合体化した分子（例えば、抗体）
への、補体系の第一の成分（Ｃ１ｑ）の結合によって開始される。補体活性化を評価する
ためには、例えば、Ｇａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　２０２：１６３（１９９６）に記載されたＣＤＣ化アッセイを行うことができる
。
【００９１】
　「細胞死滅を誘導する」抗体、オリゴペプチドまたは他の有機分子は、生きた細胞が活
力がないようにするものである。該細胞は癌細胞特異的抗原を発現するもの、好ましくは
、同一組織タイプの正常な細胞と比較して癌抗原を過剰発現する細胞である。好ましくは
、該細胞は癌細胞、例えば、乳房、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、結腸、甲状
腺、膵臓または膀胱細胞である。イン・ビトロ細胞死滅は、補体および免疫エフェクター
細胞の不存在下で決定して、抗体－依存性細胞－媒介細胞傷害性（ＡＤＣＣ）または補体
依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）によって誘導される細胞死滅を区別することができる。かく
して、細胞死滅についてのアッセイは加熱不活化血清を用い、（すなわち、機能的補体の
不存在下において）、および免疫エフェクター細胞の不存在下で行うことができる。抗体
、オリゴペプチド、または他の有機分子が細胞死滅を誘導することか否かを決定するため
に，ヨウ化プロプピジウム（ＰＩ），トリパンブルーＭｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｙｔｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７：１－１１（１９９５）参照）または７ＡＡＤの取込によっ
て評価した膜一体性の喪失は、未処理細胞に対して評価することができる。好ましい細胞
死滅－誘導性抗体、オリゴペプチドまたは他の有機分子は、標的細胞の少なくとも２０％
におけるＰＩ取込アッセイにおいてＰＩ取込を誘導するものである。
【００９２】
　「アポトーシスを誘導する」抗体は、アネキシンＶの結合、ＤＮＡの断片化、細胞収縮
、小胞体の膨張、細胞断片化、および／または（アポトーシス体と呼ばれる）膜小胞の形
成によって決定されるプログラムされた細胞の死滅を誘導するものである。好ましくは、
該細胞は腫瘍細胞、例えば、乳房、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、結腸、甲状
腺、膵臓または膀胱細胞である。種々の方法が、アポトーシスに関連する細胞事象を評価
するのに利用可能である。例えば、ホスファチジルセリン（ＰＳ）トランスロケーション
はアネキシン結合によって測定することができ；ＤＮＡ断片化はＤＮＡラダリングを介し
て評価することができ；およびＤＮＡ断片化を伴う核／クロマチン凝縮はハイポジプロイ
ド細胞のいずれかの増加によって評価することができる。好ましくは、アポトーシスを誘
導する抗体は、ＢＴ４７４細胞（後記参照）を用いるアネキシン結合アッセイにおいて未
処理細胞に対してアネキシン結合の約２～５０倍、好ましくは約５～５０倍、最も好まし
くは約１０～５０倍、あるいは５０倍を超える誘導をもたらすものである。
【００９３】
　「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽鎖（Ｌ）および２つの同一の重鎖（Ｈ）から構
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成される約１５０，０００ダルトンのヘテロテトラマー糖蛋白質である。各軽鎖は１つの
共有ジスルヒド結合によって重鎖に連結され、他方、ジスルヒド結合の数は異なる免疫グ
ロブリンイソタイプの重鎖の間で変化する。各重鎖および軽鎖は規則的に間隔が設けられ
た鎖内ジスルフィドブリッジも有する。各重鎖は、１つの端部において、可変ドメイン（
ＶＨ）、続いて多数の定常ドメインを有する。各軽鎖は、１つの端部における可変ドメイ
ン（ＶＬ）、およびその他の端部において定常ドメインを有する。軽鎖の定常ドメインは
、重鎖の第一の定常ドメインと整列し、軽鎖可変ドメインは重鎖の可変ドメインと整列す
る。特定のアミノ酸残基は、軽鎖および重鎖可変ドメインの間で界面を形成すると考えら
れる。
【００９４】
　「裸の抗体」は、通常、いずれかの化学、生物学的または放射性核種部位と連結または
結合体化していない抗体またはその断片であるが、グリコシル化のような天然修飾を含む
ことができる。
【００９５】
　用語「可変」とは、可変ドメインのある部分が抗体の間で配列がかなり異なり、その特
定の抗原に対する各特定の抗体の結合および特異性で用いられるという事実をいう。しか
しながら、変動性は、抗体の可変ドメインを通じて均一に分布していない。それは、軽鎖
および重鎖双方の可変ドメインにおいて超可変領域と呼ばれる３つのセグメントに濃縮さ
れる。可変ドメインのより高度に保存された部分はフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれ
る。天然の重鎖および軽鎖の可変ドメインは、各々、ベータ－シート構造に連結し、ある
場合には、該構造の一部を形成するループを形成する、３つの超可変領域によって連結さ
れた、ベータ－シート立体配置をかなり採用する４つのＦＲを含む。各鎖における超可変
領域はＦＲによって近接して一緒に保持され、他の鎖からの超可変領域とで、抗体の抗原
－結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌ
ｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ
　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１）参照）。定常ドメインは抗体を
抗原に結合させるにおいて直接的には関与していないが、抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣ
Ｃ）における抗体の参画のような種々のエフェクター機能を呈する。
【００９６】
　用語「超可変領域」とは、本明細書中で用いる場合、抗原結合を担う抗体のアミノ酸残
基をいう。超可変領域は、一般には、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」からのアミノ
酸残基（例えば、軽鎖可変ドメインにおいては残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ
２）および８９～９７（Ｌ３）、および重鎖可変ドメインにおける３１～３５（Ｈ１）、
５０～６５（Ｈ２）および９５～１０２（Ｈ３）；Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔ
ｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１））、および
／または「超可変ループ」からの残基（例えば、軽鎖可変ドメインにおける残基２６～３
２（Ｌ１）、５０～５２（Ｌ２）および９１～９６（Ｌ３）、および重鎖可変ドメインに
おける２６～３２（Ｈ１）、５３～５５（Ｈ２）および９６～１０１（Ｈ３）；Ｃｈｏｔ
ｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７
））を含む。「フレームワーク領域」または「ＦＲ」残基は、本明細書中で定義される超
可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
【００９７】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗原－結合断片を生じ
、各々は単一の抗原－結合部位、およびその名称が容易に結晶化するその能力を反映する
残存（Ｆｃ）断片を持つ。パパイン処理は２つの抗原－結合部位を有し、依然として、抗
原を架橋することができるＦ（ａｂ’）２断片を生じる。
【００９８】
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　「Ｆｖ」は、完全な抗原－認識および抗原－結合部位を含有する最小抗体断片である。
この領域は、密に非－共有結合会合した、１つの重鎖および１つの軽鎖可変領域のダイマ
ーからなる。各可変ドメインの３つの超可変領域が相互作用して、ＶＨ－ＶＬダイマーの
表面の抗原－結合部位を規定するのはこの立体配置においてである。集合的に、６つの超
可変領域は抗原－結合特異性を抗体に付与する。しかしながら、単一の可変ドメイン（ま
たは抗原に対して特異的なただ３つの超可変領域を含むＦｖの半分）さえ、全結合部位よ
りも低い親和性におけるものであるが、抗原を認識し、それに結合する能力を有する。
【００９９】
　Ｆａｂ断片は軽鎖の定常ドメイン、および重鎖の最初の定常ドメイン（ＣＨ１）を含有
する。Ｆａｂ’断片は、抗体ヒンジ領域からの１以上のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメ
インのカルボキシ末端において少数の残基を付加することによってＦａｂ断片とは異なる
。Ｆａｂ’－ＳＨは、本明細書中においては、定常ドメインのシステイン残基が少なくと
も１つの遊離チオール基を担うＦａｂ’についての表示である。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片
は、それらの間にヒンジシステインを有するＦａｂ’断片の一部として元来は生産された
。抗体断片の他の化学的カップリングも知られている。
【０１００】
　いずれかの脊椎動物種からの抗体の「軽鎖」には、それらの定常ドメインのアミノ酸配
列に基づいて、カッパおよびラムダと呼ばれる２つの明瞭に区別されるタイプのうちの１
つを割り当てることができる。
【０１０１】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、無傷抗体には異なる「クラス」
を割り当てることができる。５つの主なクラスの無傷抗体：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉ
ｇＧ、およびＩｇＭがあり、これらのうちのいくつかはさらに「サブクラス」（イソタイ
プ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、およびＩｇＡ２に分
けることができる。異なるクラスの抗体に対応する重鎖定常ドメインは、各々、アルファ
、デルタ、イプシロン、ガンマおよびミューと呼ばれる。異なる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立体配置はよく知られている。
【０１０２】
　「単一鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体断片は抗体のＶＨおよびＶＬドメインを含み、
ここに、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖中に存在する。好ましくは、Ｆｖポリ
ペプチドは、さらに、ｓｃＦｖが抗原結合用の所望の構造を形成するのを可能とするＶＨ

およびＶＬドメインの間のポリペプチドリンカーを含む。ｓｃＦｖのレビューについては
、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏ
ｏｒｅ　ｅｄｓ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．２６９
－３１５（１９９４）参照。抗－ＥｒｂＢ２抗体ｓｃＦｖ断片はＷＯ９３／１６１８５；
米国特許第５，５７１，８９４号；および米国特許第５，５８７，４５８号に記載されて
いる。
【０１０３】
　用語「ダイアボディ」とは、２つの抗原－結合部位を持つ小さな抗体断片をいい、その
断片は、同一ポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）中の可変軽鎖ドメイン（ＶＬ）に連結された
可変重鎖ドメイン（ＶＨ）を含む。同一鎖上の同一ドメインの間の対合を可能とするには
余りにも短いリンカーを用いることによって、ドメインはもう１つの鎖の相補的ドメイン
と対合し、２つの抗原－結合部位を作り出せるように強いられる。ダイアボディは、例え
ば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；およびＨｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）によ
り十分に記載されている。
【０１０４】
　「多価抗体」は少なくとも２つの結合部位を含む抗体または抗体断片であり、ここに、
結合部位は同一エピトープに対する、あるいは、２つの異なるエピトープに対する特異性
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を有することができる。
【０１０５】
　非－ヒト（例えば、げっ歯類）抗体の「ヒト化」形態は、非－ヒト免疫グロブリンに由
来する最小配列を含有するキメラ抗体である。殆どの場合において、ヒト化抗体はヒト免
疫グロブリン（受容体抗体）であり、そこでは、受容体の超可変領域からの残基は、所望
の特異性、親和性および容量を有する、マウス、ラット、ウサギまたは非ヒト霊長類のよ
うな非－ヒト種の超可変領域からの残基によって置換えられている（ドナー抗体）。いく
つかの場合には、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非
－ヒト残基によって置換えられている。さらに、ヒト化抗体は、受容体抗体において、ま
たはドナー抗体において見出されないが、例えば、他のヒト抗体において見出すことがで
きる残基を含むことができる。これらの修飾（「超ヒト化」）は、抗体性能をさらに改良
するようにする。一般に、ヒト化抗体は少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメイン
の実質的全てを含み、そこでは、超可変ループの全て、または実質的に全てが非－ヒト免
疫グロブリンのそれに対応し、ＦＲの全てまたは実質的に全てはヒト免疫グロブリン配列
のそれである。ヒト化抗体は、所望により、免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部（
Ｆｃ）、典型的には、ヒト免疫グロブリンのそれを含むであろう。さらなる詳細について
は、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍ
ａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，
Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）参照。
【０１０６】
　「単離された」抗体は、その天然の環境の成分から、同定され、および分離され、およ
び／または回収されたものである。その天然環境の汚染成分は、抗体についての診断また
は治療的使用に干渉するであろう物質であり、酵素、ホルモン、および他の蛋白質性また
は蛋白質性または溶質を含むことができる。好ましい具体例において、抗体は、（１）Ｌ
ｏｗｒｙ方法によって決定して９５重量％を超える抗体、最も好ましくは９９重量％を超
えるまで、（２）回転カップセケネーターの使用によってＮ－末端または内部アミノ酸配
列の少なくとも１５残基を得るのに十分な程度まで、または（３）クマシブルー、好まし
くは、銀着色剤を用いて還元または非還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均質まで精
製されるであろう。単離された抗体は、組換え細胞内のイン・サイチュでの抗体を含む。
というのは、抗体の天然環境の少なくとも１つ成分は存在しないからである。しかしなが
ら、通常、単離された抗体は少なくとも１つの精製工程によって調製されるであろう。
【０１０７】
　注目する抗原に「結合する」抗体は、該抗体が抗原を発現する細胞を標的化するにおい
て治療剤または診断剤として有用なように、十分な親和性でもってその抗原に結合するこ
とができるものである。
【０１０８】
　特定のポリペプチド、または特定のポリペプチド上のエピトープ「二特異的に結合する
」または「それに対して特異的な」抗体は、いずれかの他のポリペプチドまたはポリペプ
チドエピトープに実質的に結合することなくその特定のポリペプチドまたは特定のポリペ
プチド上のエピトープに結合するものである。好ましくは、注目する標的に対して特異的
な抗体は、他の非－特異的エピトープに対するよりは標的細胞上の抗原に対して１．５－
倍、２－倍、５－倍、１０－倍、１００－倍、１０３－倍、１０４－倍、１０５－倍、１
０６－倍またはそれ以上の結合でもって結合する。所望により、抗体は、霊長類、マウス
および／またはラットにおけるオルソログを含めた、いずれかの公知の標的腫瘍細胞抗原
オルトログに対して特異性または特異的非－結合を示すことができる。所望により、抗原
は注目する腫瘍細胞抗原、および同一種内の公知のホモログの間を区別することができる
。区別はもう１つのホモログよりは１つのホモログに対する結合の特性によって決定する
ことができ、ここに、注目するホモログに対する抗体の結合は、抗体の非－所望のホモロ
グへの結合と比較して、１．５－倍、２－倍、５－倍、１０－倍、１００－倍、１０３－
倍、１０４－倍、１０５－倍、１０６－倍またはそれ以上の結合でもって結合する。抗体
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は、解離浄水が１μＭ未満、好ましくは１００ｎＭ未満、最も好ましくは１０ｎＭ未満で
ある場合に、エピトープに特異的に結合するといわれる。
【０１０９】
　本発明の抗－腫瘍細胞抗原抗体は、アミノ酸－残基－特異的－エピトープ、炭水化物－
特異的エピトープ、または標的担持腫瘍細胞によって発現される、アミノ酸残基、および
分子の炭水化物部分によって形成されたエピトープに結合することができる。もし抗－腫
瘍細胞抗原抗体が細胞傷害性または静性細胞剤を担うならば、抗体は、抗体－標的受容体
複合体を内部化するエピトープに結合するのが好ましいであろう。もし抗－標的抗体がＡ
ＤＣＣおよびＣＤＣを通じて働くべきであれば、抗－標的抗体は、抗体のＦｃ領域がエフ
ェクター細胞に結合するまで、標的腫瘍細胞の表面に留まるのが好ましい。同族細胞表面
抗原に結合した抗体が細胞表面に留まるか、または内部化されるかを決定する方法は当該
分野で良く知られている。
【０１１０】
　用語「エピトープ」とは、抗体の可変端部が結合する抗原上の特異的結合部位または抗
原決定基という。エピトープは線状であり、すなわち、主なポルミン配列で見出されたア
ミノ酸残基の配列で構成され得る。エピトープは、抗体が、認識されるアミノ酸が一次配
列において必ずしも連続しないように、ポルミン発現細胞の表面に発現された折畳まれた
ポルミン分子で見出される３－Ｄ構造を認識するような立体配座とすることができる。エ
ピトープは、線状および立体配座エレメントの組合せでもあり得る。さらに、標的担持腫
瘍細胞によって発現される分子の炭水化物部分もまたエピトープとなり得る。
【０１１１】
　用語「腫瘍細胞抗原」とは、いずれかの蛋白質、炭水化物、または免疫応答を誘導する
ことができる他の成分をいう。該定義は、限定されるものではないが、抗原としてのその
会合した抗原の全てと共に全腫瘍細胞を、ならびに原形質膜、細胞表面または膜から精製
された蛋白質、または細胞表面に会合したユニークな炭水化物部位のような細胞のボディ
から分離されたいずれかの成分を含むつもりである。該定義は、アクセスすべき細胞の特
殊な処理を必要とする細胞の表面からの抗原を含む。「マーカー」とは、同等な正常な細
胞と比較して、腫瘍細胞においてより高度に発現された腫瘍細胞抗原をいう。
【０１１２】
　用語「標識」とは、本明細書中で用いる場合、抗体に直接的にまたは間接的に結合体化
して、「標識された」抗体を生じる検出可能な化合物または組成物をいう。標識はそれ自
体によって検出可能であるか（例えば、放射性同位体標識または蛍光標識）、あるいは酵
素標識の場合には、検出可能な基質化合物または組成物の化学的改変を触媒することがで
きる。
【０１１３】
　「固相」は、本発明の抗体が接着することができる非－水性マトリックスを意味する。
本明細書中で含まれる固相の例はガラス（例えば、制御されたポアガラス）、多糖（例え
ば、アガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコールおよびシ
リコーンから部分的にまたは全体的に形成されたものを含む。ある具体例において、文脈
に依存して、固相はアッセイプレートのウェルを含むことができ；他の場合には、それは
精製カラム（例えば、アフィニティークロマトグラフィーカラム）である。この用語は、
米国特許第４，２７５，１４９号に記載されたもののような、区別される粒子の不連続な
固相も含む。
【０１１４】
　「アンタゴニスト抗体」または「拮抗的抗体」は、本明細書中に開示された腫瘍細胞抗
原の生物学的活性をブロックし、阻害し、または中和する抗体である。注目する腫瘍細胞
抗原の拮抗的抗体を同定する方法は、注目する腫瘍細胞抗原を発現する腫瘍細胞を候補抗
体と接触させ、次いで、腫瘍細胞におけるその腫瘍細胞抗原と正常に会合した生物学的活
性の変化を測定することを含むことができる。例えば、腫瘍細胞抗原は、腫瘍細胞増殖を
誘導するものであってよく、効果的な拮抗的抗体は、腫瘍細胞抗原と特異的も相互作用し
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、その結果、細胞増殖の減少をもたらすものであろう。好ましいアンタゴニスト抗体は、
注目する生物学的活性の３０～７５％低下をもたらすものであり、最も好ましいのは注目
する生物学的活性の７５～９９．９％低下以上をもたらすものである。
【０１１５】
　リガンド活性化を「ブロックする」抗体、または「ブロッキング」抗体は、抗体が結合
するリガンドの活性化を低下させ、または妨げる拮抗的活性の１つのタイプである。好ま
しくは、ブロッキング抗体は、リガンド活性化アッセイが推定ブロッキング抗体の存在ま
たは不存在下で並行して測定する場合のリガンド活性化の３０～７５％をブロックするも
のであり、最も好ましくはリガンド活性化の７５～９９．９％以上である。リガンド活性
化の妨げは、受容体リン酸化の減少、または例えば、注目するリガンドの下流のシグナル
変換経路の他の成分の活性化の喪失のような現象を観察することによって測定することが
できる。
【０１１６】
　「アンタゴニスト抗体」は、抗体が結合するリガンドの活性化を誘導するものである。
好ましくは、アゴニスト抗体は、リガンド活性化アッセイにおいて、候補抗体を非－特異
的抗体対照と並べて比較した場合に、２倍、４倍、１０倍、５０倍以上リガンド活性化を
増加させるものである。リガンド活性化は、例えば、受容体リン酸化の増加、または注目
するリガンドの下流にあるシグナル変換経路の他の成分の活性化の増加のような現象を観
察することによって測定することができる。
【０１１７】
　命名された抗体の「生物学的特徴」を有する抗体は、それを、同一抗原に結合する他の
抗体から区別するその抗体の生物学的特徴の１以上を保有するものである。
【０１１８】
　「成長阻害剤」とは、本明細書中で用いる場合、細胞、特に癌細胞の成長をイン・ビト
ロまたはイン・ビボで阻害する化合物または組成物をいう。かくして、成長阻害剤は、Ｓ
相にある細胞のパーセンテージを有意に低下させるものであり得る。成長阻害剤の例は、
Ｇ１阻止およびＭ－相阻止を誘導する剤のような、（Ｓ相以外の箇所において）細胞周期
の進行をブロックする剤を含む。古典的なＭ－相ブロッカーはビンカ（ビンクリスチンお
よびビンブラスチン）、タキサン、ならびにトリソルビシン、エピルビシン、ダウノルビ
シン、エトポシド、およびブレオマイシンのようなトポＩＩ阻害剤を含む。Ｇ１を阻止す
る剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロベタミン、シスプ
ラチン、メトトレキセート、５－フルオロウラシル、およびａｒａ－ＣのようなＤＮＡア
ルキル化剤もまたＳ－相阻止へ溢れる。さらなる情報は、Ｍｕｒａｋａｍｉ　ｅｔ　ａｌ
．（Ｗ　Ｂ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ：Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，１９９５）、特に１３頁に
よる、「Ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ，ａｎｄ　
ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　ｄｒｕｇｓ」と題された、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓ
ｉｓ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎ　ａｎｄ　Ｉｓｒａｅｌ，ｅｄｓ．，
Ｃｈａｐｔｅｒ　１に見出すことができる。好ましい成長阻害剤は、成長阻害剤の存在下
で細胞成長の２０％を超えて、あるいは２５％を超えて、３０％を超えて、３５％を超え
て、４０％を超えて、４５％を超えてブロックするものであり、より好ましいのは細胞成
長の５０％を超えて、または５５％を超えて、６０％を超えて、６５％を超えて、７０％
を超えて、７５％を超えて、８０％を超えて、８５％を超えて、９０％を超えてブロック
するものであり、最も好ましいのは細胞成長の９５％、または９９．９％を超えてブロッ
クするものである。
【０１１９】
　「静細胞剤」とは、本明細書中で用いる場合、細胞死滅を引き起こすことなく細胞分裂
を阻害する化合物または組成物をいう。静細胞剤は細胞周期を通じての細胞進行を阻害す
ることができ、例えば、Ｓ相に先立つような細胞周期における特定の地点において分裂阻
止を引き起こすことができる。好ましい静細胞剤は、細胞の３０～５０％において阻止を
引き起こすものであり、より好ましくは細胞の５０～９５％において阻止を引き起こすも
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のであって、最も好ましいのは集団において細胞の９５～９９．９％以上において阻止を
引き起こす剤である。
【０１２０】
　用語「処置」、「処置している」、「処置する」等は、本明細書中においては、一般に
は、所望の薬理学的および／または生理学的効果を得ることをいう。「処置」とは、治療
的処置および予防的または予防尺度を共にいう。処置を必要とする者は、障害を既に持つ
者、ならびに障害が予防されるべき者を含む。よって、ここに、処置すべき哺乳動物は障
害を有すると診断された者であり得、あるいは障害の素因がある、またはそれに罹患性で
あり得る。
【０１２１】
　本明細書中に開示されたポリペプチド、またはそのアンタゴニストまたはアゴニストの
「有効量」は、具体的に述べられた目的を行うのに十分な量である。「有効量」は、述べ
られた目的との関係で、経験的におよびルーチン的方法で決定することができる。
【０１２２】
　処置の目的での「哺乳動物」とは、イヌ、ウマ、ネコ、ウシ等のような、ヒト、家畜お
よび農場動物、および動物園の動物、およびスポーツ動物、またはペット動物を含めた、
哺乳動物として分類されるいずれの動物もいう。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
【０１２３】
　「障害」は、本発明のアゴニスト／アンタゴニスト、または標的化抗体または免疫結合
体での処置から利益を受けるいずれかの疾患である。これは、哺乳動物を問題とする障害
の素因があるようにする病理学的疾患を含めた慢性および急性障害または病気を含む。こ
こに処置すべき障害の非限定的例は、良性および悪性腫瘍；白血病およびリンパ系悪性疾
患；ニューロン、神経膠、星状神経膠、視床下部および他の腺、マクロファージ、上皮、
間質および胞胚腔障害；および炎症、脈管形成および神経学的障害を含む。
【０１２４】
　用語「治療上有効量」とは、哺乳動物において病気または障害を治療するのに有効な薬
物の量をいう。癌の場合において、薬物の治療上有効量は癌細胞の数を低下させることが
でき；腫瘍のサイズを低下させることができ；末梢器官への癌細胞の浸潤を阻害する（す
なわち、幾分遅くする、好ましくは停止する）ことができ；腫瘍転移を阻害する（すなわ
ち、幾分遅くし、好ましくは停止させる）ことができ；腫瘍成長をある程度阻害すること
ができ；および／または癌に関連する兆候の１以上を幾分軽減することができる。薬物が
成長を抑制し、および／または現存の癌細胞を殺傷することができる程度まで、それは静
細胞性および／または細胞傷害性であり得る。癌療法では、効率は、例えば、病気進行へ
の時間（ＴＴＰ）を評価し、および／または応答速度（ＲＲ）を決定することによって測
定することができる。
【０１２５】
　「過剰増殖性病または障害」は、悪性または良性を問わず、全ての形質転換された細胞
および組織および全ての癌性細胞および組織を含めた、全ての新形成細胞成長および増殖
を意味する。過剰増殖病または障害は、限定されるものではないが、前癌性病巣、異常な
細胞成長、良性腫瘍、悪性腫瘍、および「癌」を含む。過剰増殖病、障害および／または
疾患のさらなる例は、限定されるものではないが、良性または悪性を問わず：前立腺、結
腸、腹部、骨、乳房、消化系、肝臓、膵臓、腹膜、内分泌腺（副腎、副甲状腺、下垂体、
精巣、卵巣、胸腺、甲状腺）、目、頭および首、神経（中枢および末梢）、リンパ系、胎
盤、皮膚、柔軟組織、非像、喉、および泌尿器系管に位置する新生物を含む。
【０１２６】
　用語「癌」、「新生物」、「腫瘍」、「癌性」および「癌腫」とは、調節されない細胞
成長によって典型的には特徴付けられる哺乳動物における生理学的疾患をいい、またはそ
れを記載する。一般に、本出願における検出または処置のための注目する細胞は前癌性（
例えば、良性）、悪性、転移性、および非－転移性細胞を含む。癌性細胞の検出は特に興
味深いものである。癌の例は、限定されるものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、
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肉腫、および白血病またはリンパ系悪性疾患を含む。そのような癌のより特別な例は偏平
細胞癌（例えば、上皮偏平細胞癌）、小－細胞肺癌、非－小細胞肺癌、肺の腺癌および肺
の偏平癌腫を含めた肺癌、腹膜の癌、肝細胞癌、胃腸癌を含めた胃癌、膵臓癌、膠芽細胞
腫、頚癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結直腸癌、子宮内膜
または子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌腫、肛門癌
腫、陰茎癌、ならびに頭部および頸部癌を含む。
【０１２７】
　腫瘍細胞抗原を「過剰発現」する癌は、同一組織タイプの非癌性細胞と比較して有意に
より高いレベルのその抗原を生産するものである。そのような過剰発現は、遺伝子増幅に
よって、または増大した転写または翻訳によって引き起こすことができる。抗原の過剰発
現は、患者において、例えば、腫瘍バイオプシーにおいてリガンド（またはそれをコード
する核酸）のレベルを評価することによって、あるいはＩＨＣ、ＦＩＳＨ、サザーンブロ
ッキング、ＰＣＲ、または前記したイン・ビボアッセイのような種々の診断アッセイによ
って、診断的に決定することができる。
【０１２８】
　用語「予後」は当該分野で認識されており、治療的介入に対する応答のありそうなコー
ス、および特に病気寛解、病気再発、腫瘍再発、転移、および死滅の尤度に関連する病気
または病気進行のありそうなコースについての予測を含む。本発明のエクス・ビボ予後ア
ッセイを用いて、候補対象の、特定の抗－腫瘍細胞抗原治療剤、または抗－腫瘍細胞抗原
治療剤のクラスに対する応答を予測し、あるいはＡＤＣＣを変調することができる。「候
補対象の応答を予測する」とは、問題とする対象が特定の抗－腫瘍細胞抗原治療剤との陽
性または陰性結果を経験するであろう尤度を評価することを意図する。本発明の目的では
、本発明のエクス・ビボ予後アッセイの関係において「陽性治療結果を示す」とは、候補
対象が考慮中の抗－腫瘍細胞抗原治療剤での処置に応答して有益な結果を経験する増大し
た尤度を意味することを意図し、かくして、その抗－腫瘍細胞抗原治療剤との処置介入は
証明されるであろう。対照的に、「陰性処置結果を示す」は、考慮中の抗－腫瘍細胞抗原
治療剤との処置介入から利益を受けないであろう増大した尤度を意味することを意図し、
かくして、その抗－腫瘍細胞抗原治療剤との処置介入は証明されないであろう。
【０１２９】
　抗－腫瘍細胞抗原治療剤との処置的介入で達成することができる利益結果は、いずれか
の要請治療応答を含む。癌処置に関連する「陽性治療応答」とは、抗－腫瘍細胞抗原治療
剤の抗－腫瘍活性と関連する病気の改善、および／または注目する病気に関連する兆候の
改善を意図する。すなわち、抗－増殖効果、さらなる腫瘍発芽後成長の予防、腫瘍サイズ
の低下、癌細胞の数の低下、および／または腫瘍細胞抗原－発現細胞の刺激によって媒介
される１以上の兆候の増加を観察することができる。かくして、例えば、陽性治療的応答
とは、病気における以下の改善：（１）腫瘍サイズの低下；（２）癌（すなわち、新形成
）の細胞の数の低下；（３）新形成細胞死滅の増加；（４）新形成細胞生存の阻害；（４
）腫瘍成長の阻害（すなわち、幾分の遅延、好ましくは停止）；（５）末梢器官への癌細
胞浸潤の阻害（すなわち、幾分の遅延、好ましくは停止）；（６）腫瘍転移の阻害（すな
わち、幾分の遅延、好ましくは停止）；（７）さらなる腫瘍発芽後成長の防止；（８）増
大した患者生存率；および（９）癌に関連する１以上の兆候からの救済のある程度の１以
上をいうであろう。いずれかの与えられた悪性疾患における陽性治療応答は、その悪性疾
患に特異的な標準化された応答基準によって決定することができる。
【０１３０】
　腫瘍応答は、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）走査、ｘ－ラジオグラフィーイメージン
グ、コンピュータートモグラフィー（ＣＴ）走査、骨走査イメージング、内視鏡測定、お
よび骨髄吸引（ＢＭＡ）および循環における腫瘍細胞のカウンティングのようなスクリー
ニング技術を用いて腫瘍形態（すなわち、総じての腫瘍負荷、腫瘍サイズ等）の変化につ
いて評価することができる。これらの陽性治療応答に加えて、抗－腫瘍細胞抗原治療剤で
の療法を受けている対象は、病気に関連する兆候の改善の有益な効果を経験することがで
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きる。かくして、Ｂ細胞腫陽では、対象はいわゆるＢ兆候、すなわち、夜の発汗、発熱、
体重喪失、および／または蕁麻疹の増加を経験することができる。前悪性疾患では、抗－
腫瘍細胞抗原治療剤での療法は、関連する悪性疾患の発症前の時間をブロックし、および
／または延長することができる。
【０１３１】
　いくつかの具体例において、本発明の方法で用いられるエクス・ビボ予後アッセイは、
本明細書中で述べた抗－腫瘍細胞抗原治療剤での処置介入についての予後を必要とする候
補対象からのテスト生物学的試料および対照生物学的試料を供し、ここに、テストおよび
対照生物学的試料は、イン・ビボまたはエクス・ビボいずれかで、腫瘍細胞リガンドで刺
激してきた腫瘍細胞抗原－発現新形成細胞を含み；テスト生物学的試料を、注目する抗－
腫瘍細胞抗原治療剤の有効量と接触させ；このテスト生物学的試料中の少なくとも１つの
バイオマーカーのレベルを検出し、ここに、バイオマーカーは、注目する抗－腫瘍細胞抗
原治療剤の作用の態様に依存して、細胞アポトーシスのバイオマーカー、および細胞生存
のバイオマーカーからなる群より選択され；次いで、テスト生物学的試料中のバイオマー
カーのレベルを、抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触させていない、対照生物学的試料中のバ
イオマーカーのレベルと比較することを含む。抗－腫瘍細胞抗原治療剤は、シグナリング
をブロックし、またはそれと干渉し、またＡＤＣＣを変調するアンタゴニストである場合
、細胞増殖および生存、アポトーシス、およびシグナリングのこれらのバイオマーカーの
いずれかまたは全てについての本明細書中に開示されたエクス・ビボ予後アッセイを用い
て、単独で、あるいはシグナリングによってアップレギュレートされるサイトカインマー
カーについてのアッセイ、および／または本明細書中に記載された腫瘍細胞抗原－関連因
子の１以上についてのアッセイと組合せて、治療剤の潜在的有益な効果を評価して、その
抗－腫瘍細胞抗原治療剤での処置に対して応答的である癌または前－悪性疾患を有する対
象を同定することができる。抗－腫瘍細胞抗原治療剤が、ＡＤＣＣ活性の変調を介してそ
の作用態様を有する場合、例えば、抗－腫瘍細胞抗原抗体、アポトーシスの１以上のマー
カーについてのエクス・ビボ予後アッセイを用いて、単独で、あるいは本明細書中に記載
された腫瘍細胞抗原－関連因子の１以上についてのアッセイと組合せて、治療剤の潜在的
有益な効果を評価して、その抗－腫瘍細胞抗原治療剤での処置に応答性であろう癌または
前－悪性疾患を有する対象を同定することができる。
【０１３２】
　本発明のエクス・ビボ予後アッセイによると、注目する抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触
させたテスト生物学的試料中の、１以上のバイオマーカーおよび、所望により、１以上の
サイトカインマーカーの発現レベルを、対照生物学的試料中のバイオマーカーおよび、所
望により、サイトカインマーカーについての発現レベルと比較する。「テスト生物学的試
料」は、候補対象から得られたＣＤ４０－発現新形成細胞を含む生物学的試料を意図し、
これは、候補対象の処置について考慮中の抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触されるであろう
。「対照生物学的試料」は、それもまたほぼ同一の数および周囲の腫瘍細胞抗原－発現新
形成細胞を含み、同一タイムフレームにて、かつテスト生物学的試料を得るのに用いたの
と同等な方法にて候補対象から得られた点で、テスト生物学的試料と匹敵し、かつテスト
試料と同一の実験条件に付されたが、注目する抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触されない生
物学的試料を意図する。テスト生物学的試料および対照生物学的試料は、対照から得られ
た単一生物学的試料から供することができ、かつその１つがテスト生物学的試料と命名さ
れ、そのもう１つが対照生物学的試料と命名されるサブ試料に分割することができる。あ
るいは、テスト生物学的試料および対照生物学的試料は、プールし、次いで、前記したサ
ブ試料に細分することができ、あるいは個々にテストおよび対照生物学的試料を表すこと
ができる２以上の生物学的試料から供することができる。
【０１３３】
　用語「細胞傷害性剤」とは、本明細書中で用いる場合、細胞の機能を阻害し、または妨
げ、および／または細胞の破壊を引き起こす基質をいう。これらの剤は抗分裂剤、アルキ
ル化剤、抗代謝産物、脈管形成―阻害剤、アポトーシス剤、アルカロイド、ＣＯＳ－２阻
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害性および抗生物質化合物、およびその組合せであってよい。該用語は放射性同位体（例
えば、２２５Ａｃ、１８Ｆ、６８Ｇａ、６７Ｇａ、９０Ｙ、８６Ｙ、１１１Ｉｎ、１３１

Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、９９ｍＴｃ、９４ｍＴｃ、８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１７７Ｌｕ
、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、３２Ｐ、１１Ｃ、１３Ｎ、
１５Ｏ、７６Ｂｒ、および２１１Ａｔ；他の放射性核種もまた診断および治療剤として利
用することができ、特に、２０～１０，０００ｋｅＶのエネルギー範囲のもの）、化学治
療剤、および小分子トキシン、またはその断片および／または変種を含めた、細菌、真菌
、植物または動物起源の酵素活性トキシンのようなトキシンを含むことを意図する。
【０１３４】
　「化学治療剤」は、癌の治療で有用な化学化合物である。化学治療剤の例はチオテパお
よびサイクロスホスファミド（ＣＹＴＯＸＡＮ．ＴＭ．）のようなアルキル化剤；ムスル
ファン、イムプロスルファンおよびピポスルファンのようなアルキルスルホネート；ベン
ゾドパ、カルボキオン、メツレドパ、およびウレドパのようなアジリジン；アルトレタミ
ン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスファミド、トリエチレンチオホスホルアミ
ドおよびトリメチロールメラミンを含めたエチレンイミンおよびメチルアメラミン；クロ
ラムブシル、クロルナファジン、コロホスファミド、エストラムスチン、イフォスファミ
ド、メクロルエタミン、メクロルエタミンオキサイド塩酸塩、メルファラン、ノベムビシ
ン、フェネステリン、クレドニムスチン、トロフォスファミド、ウラシルマスタードのよ
うなナイトロジェンマスタード；カルムスチン、クロロゾトシン、ホテムスチン、ロムス
チン、ニムスチン、ラミムスチンのようなニトロソ尿素；アクラシノマイシン、アクチノ
マイシン、オトラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カリケア
ミシン、カラビシン、カルミノマイシン、カルジノフィリン、クロムマイシン、ダクチノ
マイシン、ダウノルビシン、ドトルビシン、６－ジアザ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン
、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、マ
イトマイシン、ニクフェノール酸、ノガラマイシン、オリゴマイシン、ペプロマイシン、
ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、ケラマイシン、ロドルビシン、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、シノスタチン、ゾルビシンの
ような抗生物質；メトトレキセートおよび５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）のような抗
－代謝産物；デノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメトレキセートの
ような葉酸アナログ；フルダラビン、６－メルカプトプリン、シアミプリン、チオグアニ
ンのようなプリンアナログ；アンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフ
ール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスリ
ジン、５－ＦＵのような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、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトンのようなアンドロゲン；ア
ミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタンのような抗－アドレナリン剤；フロリン酸の
ような葉酸補充剤；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；ベストラブシル；ビサントレン；エダトラキセート；デフォファミン；デ
メコルシン；ジアジクオン；エルフォルニチン；エリプチニウム酢酸；エトグルシド；硝
酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン；マイトクアゾン；マイトキサン
トロン；モピダモル；ニトラクリン；ペントスタチン；フェナメト；ピラルビシン；ポド
フィリン酸；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ．ＲＴＭ．；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；トリアジキオン；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；
マイトブロニトール；マイトラクトール；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；タキサン、例えば、パクリタキセル（
ＴＡＸＯＬ．ＲＴＭ．，Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ
，Ｐｒｉｎｃｅｔｏ，Ｎ．Ｊ．）およびドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ．ＲＴＭ．，Ｒ
ｈｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ，Ａｎｔｏｎｙ，Ｆｒａｎｃｅ）；クロラムブシル
；ゲムシタビン；６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；シスプラチ
ンおよびカルボプラチンのような白金アナログ；ビンブラスチン；白金；エトポシド（Ｖ
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Ｐ－１６）；イフォスファミド；マイトマイシンＣ；マイトキサントロン；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；アミノプ
テリン；キセロラ；イバンドロネート；ＣＰＴ－１１；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２
０００；ジフルオロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；レチノイン酸；エスペラミシン；カ
ペシタビン；および前記のいずれかの医薬上許容される塩、酸または誘導体を含む。また
、この定義には、例えば、タモキシフェン、ラロキシフェン、アロマターゼ阻害性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、オナプリストン、およびトレニフェン（Ｆａｒｅｓｔｏｎ）を含め
た項－エストロゲンのような腫瘍に対するホルモン作用を調節し、または阻害するように
作用する抗－ホルモン剤；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
、およびゴセレシンのような抗－アンドロゲン；および前記のいずれかの医薬上許容され
る塩、酸または誘導体も含まれる。
【０１３５】
　「抗－脈管形成剤」とは、血管の発達を幾分ブロックし、またはそれを干渉する化合物
をいう。抗－脈管形成因子は、例えば、脈管形成の促進に関与する成長因子または成長因
子受容体に結合する小分子または抗体であり得る。
【０１３６】
　用語「サイトカイン」は、細胞間メディエーターとしてもう１つの細胞に作用する１つ
の細胞集団によって放出される蛋白質についての上位概念的用語である。そのようなサイ
トカインの例はリンホカイン、モノカイン、および伝統的なポリペプチドホルモンである
。サイトカインの中には、ヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニルヒト成長ホルモン、および
ウシ成長ホルモンのような成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インスリン；
プロインスリン；レラキシン；プロレラキシン；濾胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺
激ホルモン（ＴＳＨ）、および黄体ホルモン（ＬＨ）のような糖蛋白質ホルモン；肝臓成
長因子；繊維芽細胞成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトーゲン；腫瘍壊死因子－アルフ
ァおよび－ベータ；ムレリアン－阻害性物質；マウスゴナドトロピン－関連ペプチド；イ
ンヒビン；アクチビン；血管内非成長因子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）
；ＮＧＦ－ベータのような神経成長因子；血小板－成長因子；ＴＧＦ－アルファおよびＴ
ＧＦ－ベータのような形質転換成長因子（ＴＧＦ）；インスリン－様成長因子－Ｉおよび
－ＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘導因子；インターフェロン－アルファ、－ベ
ータ、および－ガンマのようなインターフェロン；マクロファージ－ＣＳＦ（Ｍ－ＣＳＦ
）のようなコロニー刺激因子（ＣＳＦ）；顆粒球－マクロファージ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳ
Ｆ）；および顆粒球－ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）；ＩＬ－１、ＩＬ－１アルファ、ＩＬ－２、
ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０
、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２のようなインターロイキン（ＩＬ）；ＴＮＦ－アルファまたは
ＴＮＦ－ベータのような腫瘍壊死因子；およびＬＩＦおよびキットリガンド（ＫＬ）を含
めた他のポリペプチド因子が含まれる。本明細書中で用いるように、用語サイトカインは
天然源からのまたは組換え細胞培養からの蛋白質および天然配列サイトカインの生物学的
に活性な同等物を含む。
【０１３７】
　蛋白質またはヌクレオチドレベルにおける注目するバイオマーカーの検出は、当業者に
公知のいずれかの検出方法を用いて達成することができる。「発現を検出する」または「
のレベルを検出する」は、生物学的試料中のバイオマーカー蛋白質または遺伝子の量また
は存在を決定することを含む。かくして、「発現を検出する」は、バイオマーカーが発現
されない、検出可能に発現されない、低レベルで発現される、正常なレベルで発現される
、または過剰発現されると決定される場合を含む。抗－腫瘍細胞抗原治療剤の効果を決定
するためには、腫瘍細胞抗原－発現新形成細胞を含むテスト生物学的試料を、治療剤が細
胞応答を発揮するのを可能とするのに十分な時間の間、抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触さ
せ、次いで、そのテスト生物学的試料中の注目する１以上のバイオマーカーの発現レベル
を、抗－腫瘍細胞抗原治療剤と接触されなかった対照生物学的試料における発現レベルと
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比較する。いくつかの具体例において、新形成細胞の対照生物学的試料を中性物質または
陰性対照と接触させる。例えば、１つの具体例において、腫瘍細胞抗原に結合しない非－
特異的免疫グロブリン、例えば、ＩｇＧ１は陰性対照として働く。検出は、経時的にバイ
オマーカーの変化をモニターすることを可能とする時間に渡って起こり得る。また、検出
は、異なる濃度の抗－腫瘍細胞抗原治療剤への曝露に伴って起こって、注目するいずれか
の与えられたバイオマーカーについての（容量－応答曲線）を生じさせることができる。
【０１３８】
　本発明出願で用いる用語「プロドラッグ」とは、親薬物と比較して腫瘍細胞に対して細
胞傷害性が低く、酵素的に活性化され、またはより活性な親形態に変換され得る医薬上活
性な物質の前駆体または誘導形態をいう。例えば、Ｗｉｌｍａｎ，“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　
ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ”Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅ
ｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，１４，ｐｐ．３７５－３８２，６１５ｔｈ　Ｍｅｅｔ
ｉｎｇ　Ｂｅｌｆａｓｔ（１９８６）およびＳｔｅｌｌａら、“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ：Ａ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ
ｅｒｙ，”Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，Ｂｏｒｃｈａｒｄら、（ｅ
ｄ．），ｐｐ．２４７－２６７，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　（１９８５）。本発明のプ
ロドラッグは、限定されるものではないが、ホスフェート－含有プロドラッグ、チオフォ
スフェート含有プロドラッグ、スルフェート－含有プロドラッグ、ペプチド－含有プロド
ラッグ、Ｄ－アミノ酸－修飾プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、ベータ－ラクタ
ン－含有プロドラッグ、所望により置換されていてもよいフェノキシアセタミド－含有プ
ロドラッグ、または所望により置換されていてもよいフェニルアセタミド－含有プロドラ
ッグ、より活性な細胞傷害性遊離薬物に変換することができる５－フルオロシトシンおよ
び他の５－フルオロウリジンプロドラッグを含む。本発明で用いるプロドラッグ形態に誘
導体化することができる細胞傷害性薬物の例は、限定されるものではないが、前記した化
学治療剤を含む。
【０１３９】
　「リポソーム」は、（本明細書中に開示された抗－腫瘍細胞抗原抗体および、所望によ
り、化学治療剤のような）薬物の哺乳動物への送達で有用な種々のタイプの脂質、リン脂
質および／または界面活性剤から構成される小胞である。リポソームの成分は、生物学的
膜の脂質配置と同様に、通常、二層形成に配置される。
【０１４０】
　用語「添付文書」は、治療剤製品の使用に関する適応症、用法、用量、投与、禁忌およ
び／または警告に関する情報を含有する、治療剤製品の商業的パッケージに慣用的に含ま
れた指示書をいうのに用いられる。
【０１４１】
　「単離された」核酸分子は、それが通常は抗体核酸の天然源に関連する少なくとも１つ
の汚染核酸分子から同定され、分離された核酸分子である。単離された核酸分子は、それ
が天然で見出される形態または状況における以外のものである。従って、単離された核酸
分子は、それが天然細胞に存在する場合の核酸分子から区別される。しかしながら、単離
された核酸分子は、通常は、例えば、核酸分子が天然細胞とそれとは異なる染色体位置に
ある場合、抗体を発現する細胞に含まれた核酸分子を含む。
【０１４２】
　表現「対照配列」とは、特定の宿主生物における操作可能に連結されたコーディング配
列の発現に必要なＤＮＡ配列をいう。原核生物に適した対照配列は、例えば、プロモータ
ー、所望によりオペレーター配列、およびリボソーム結合部位を含む。原核生物細胞はプ
ロモーター、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサーを利用することが知られている
。
【０１４３】
　核酸は、それがもう１つの核酸配列と機能的な関係に入った場合に「操作可能に連結さ
れている」。例えば、プレ配列または分泌リーダーについてのＤＮＡは、もしそれがポリ
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ペプチドの分泌に参画するプレ蛋白質として発現されるならば、ポリペプチドに対するＤ
ＮＡに操作可能に連結されており；プロモーターまたはエンハンサーは、それが配列の転
写に影響するならば、コーディング配列に操作可能に連結されており；あるいはリボソー
ム結合部位は、それが翻訳を容易にするように位置するならば、コーディング配列に操作
可能に連結されている。一般に、「操作可能に連結された」は、連結されているＤＮＡ配
列は連続的であり、分泌リーダーの場合には、連続的かつリーディング相にあることを意
味する。しかしながら、エンハンサーは連続的である必要はない。連結は、便宜な制限部
位における連結によって達成される。もしそのような部位が存在しないならば、合成オリ
ゴヌクレオチドアダプターまたはリンカーは慣用的なプラクティスに従って用いられる。
【０１４４】
　本明細書中で用いるように、表現「細胞」、「細胞系」、および「細胞培養」は、相互
交換可能に用いられ、全てのそのような命名は子孫を含む。かくして、用語「形質転換体
」および「形質転換された細胞」は、導入の数に関することなくそれから誘導された一次
対象細胞および培養を含む。また、全ての子孫は、慎重なまたは不意の突然変異のため、
ＤＮＡ含有量が正確に同一でなくてもよいと理解される。元来形質転換された細胞におい
て分泌されるのと同一の機能または生物学的活性を有する突然変異体子孫が含まれる。区
別される命名が意図される場合、それは文脈から明らかであろう。
【０１４５】
　ＩＩ．腫瘍細胞抗原のアゴニストまたはアンタゴニストについてのスクリーニング
　アンタゴニストについてアッセイするには、腫瘍細胞抗原は、特定の抗体についてスク
リーニングされるべき化合物と一緒に細胞に加えることができ、腫瘍細胞抗原の存在下に
おいて注目する活性を阻害する化合物の能力は、化合物が腫瘍細胞抗原に対してアンタゴ
ニストであることを示す。別法として、アンタゴニストは、腫瘍細胞抗原および潜在的な
アンタゴニストを、競合阻害アッセイについての適当な条件下で膜－結合腫瘍細胞抗原受
容体または組換え受容体と組み合わせることによって検出することができる。腫瘍細胞抗
原は、受容体に結合した腫瘍細胞抗原分子の数を用いて、潜在的アンタゴニストの有効性
を決定することができるように、放射能によるなどして標識することができる。受容体を
コードする遺伝子は、当業者に知られた多数の方法、例えば、リガンドパニングおよびＦ
ＡＣＳソーティングによって同定することができる。Ｃｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ．，１（２）：Ｃｈａｐｔｅｒ　５（１９９１
）。好ましくは、発現クローニングが使用され、ポリアデニル化ＲＮＡは腫瘍細胞抗原に
対して応答性の細胞から調製され、このＲＮＡから作り出されたｃＤＮＡライブラリーを
プールに分割し、それを用いて、腫瘍細胞抗原に対して応答性でないＣＯＡ細胞または他
の細胞をトランスフェクトする。スライドグラス上で成長させるトランスフェクトされた
細胞を、標識された腫瘍細胞抗原に曝露する。腫瘍細胞抗原は、ヨウ素化、あるいは部位
－特異的プロテインキナーゼについての認識部位を含めることを包含する、種々の手段に
よって標識することができる。固定およびインキュベーションに続いて、スライドをオー
トラジオグラフィー分析に付す。陽性プールが同定され、サブ－プールを調製し、相互作
用サブ－プーリングおよび再－スクリーニングプロセスを用いて再度トランスフェクトさ
れ、結局は、推定受容体をコードする単一クローンが得られる。
【０１４６】
　受容体同定に対する代替アプローチとして、標識された腫瘍細胞抗原は、受容体分子を
発現する細胞膜または抽出物調製物と光アフィニティー－連結させることができる。架橋
された物資はＰＡＧＥによって解像され、Ｘ－線フィルムに曝露される。受容体を含有す
る標識された複合体を切り出し、ペプチド断片に解像し、蛋白質ミクロ－配列決定に付さ
れる。ミクロ配列決定から得られたアミノ酸配列を用いて、変性オリゴヌクレオチドプロ
ーブの組を設計して、ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングして推定受容体をコードす
る遺伝子を同定する。
【０１４７】
　アンタゴニストについてのもう１つのアッセイにおいて、受容体を発現する哺乳動物細
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胞または膜調製物を、候補化合物の存在下で標識された腫瘍細胞抗原と共にインキュベー
トする。次いで、この相互作用を増強させるまたはブロックする化合物の能力を測定する
ことができる。
【０１４８】
　潜在的アンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンと腫瘍細胞抗原との融合に結
合するオリゴヌクレオチド、および特に、限定されるものではないが、ポリ－およびモノ
クローナル抗体および抗体断片、単一―鎖抗体、抗－イディオタイプ抗体、およびそのよ
うな抗体または断片のキメラまたはヒト化バージョン、ならびにヒト抗体および抗体断片
を含めた抗体を含む。別法として、潜在的なアンタゴニストは密接に関連した蛋白質、例
えば、受容体を認識するが、効果を付与せず、それにより、腫瘍細胞抗原の作用を競合的
に阻害する、腫瘍細胞抗原の突然変異した形態であり得る。
【０１４９】
　もう１つの潜在的腫瘍細胞抗原アンタゴニストは、アンチセンス技術を用いて調製され
たアンチセンスＲＮＡまたはＤＮＡ構築体であり、ここに、例えば、アンチセンスＲＮＡ
またはＤＮＡ分子は、標的化されたｍＲＮＡにハイブリダイズし、蛋白質翻訳を妨げるこ
とによって、ｍＲＮＡの翻訳を直接的にブロックするように作用する。アンチセンス技術
を用いて、三重－ラセン形成またはアンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡを介して遺伝子発現
を制御することができ、その方法の双方は、ポリヌクレオチドのＤＮＡまたはＲＮＡへの
結合に基づく。例えば、成熟腫瘍細胞抗原を本明細書中においてコードするポリヌクレオ
チド配列の５’コーディング部分を用いて、長さが約１０～４０塩基対のアンチセンスＲ
ＮＡオリゴヌクレオチドを設計する。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に関与する遺伝
子の領域（三重ラセン――Ｌｅｅら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，６：３０７３（
１９７９）；Ｃｏｏｎｅｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４１：４５６（１９８８）；Ｄｅｒｖ
ａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：１３６０（１９９１）参照）に対して相補的であり、
それにより、腫瘍細胞抗原の転写および生産を妨げるように設計される。アンチセンスＲ
ＮＡオリゴヌクレオチドはイン・ビボでｍＲＮＡでハイブリダイズし、ｍＲＮＡ分子の腫
瘍細胞抗原への翻訳をブロックする（アンチセンス－Ｏｋａｎｏ，Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．
，５６：５６０（１９９１）；Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｓ　Ａ
ｎｔｉｓｅｎｃｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｃ
ＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．，１９８８））。前記したオリゴヌ
クレオチドは、アンチセンスＲＮＡまたはＤＮＡをイン・ビボで発現させて、腫瘍細胞抗
原の生産を阻害することができるように、細胞に送達することもできる。アンチセンスＤ
ＮＡを用いる場合、例えば、標的遺伝子ヌクレオチド配列の約－１０および＋１０位置の
間の、翻訳－開始部位から由来するオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。
【０１５０】
　腫瘍細胞抗原拮抗作用のもう１つの方法はｓｉＲＮＡ技術の使用であり、そこでは、一
本鎖小干渉性ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ：長さが１９～２９ヌクレオチド）を用いて、遺伝子を
沈黙させ、ここに、ｓｉＲＮＡは標的抗原のｍＲＮＡの切断をガイドするように働く（Ｍ
ａｒｔｉｎｅｚら、Ｃｅｌｌ（２００２）１１０（５）：５６３－７４参照）。
【０１５１】
　潜在的なアンタゴニストは活性部位に結合する小分子、受容体結合部位、または腫瘍細
胞抗原の成長因子、または他の関連結合部位に結合し、それにより、腫瘍細胞抗原の正常
な生物学的活性をブロックする小分子を含む。小分子の例は、限定されるものではないが
、小ペプチド、またはペプチド－様分子、好ましくは、可溶性ペプチド、および合成非－
ペプチジル有機または無機化合物を含む。
【０１５２】
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒することができる酵素的ＲＮＡ分子である。
リボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列－特異的ハイブリダイゼーション、続いてのエ
ンドヌクレオ分解切断によって作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部
位は、公知の技術によって同定することができる。さらなる詳細については、例えば、（
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１９９７年９月１８日に公表された）Ｒｏｓｓｉ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４
：４６９－４７１（１９９４），およびＰＣＴ公開番号ＷＯ　９７１３３５５１参照。
【０１５３】
　転写を阻害するのに用いられる三重－ラセン形成における核酸分子は一本鎖であって、
デオキシヌクレオチドから構成されているべきである。これらのオリゴヌクレオチドの塩
基組成物は、それが、一般には、デュプレックスの１つのストランド上のプリンまたはピ
リミジンのサイズ調製可能ストレッチを必要とするＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基－対合規則を
介して三重－ラセン形成を促進するように設計される。さらなる詳細については、例えば
、ＰＣＴ公開番号ＷＯ　９７／３３５５１，ｓｕｐｒａ参照。
【０１５４】
　これらの小分子は、前記で議論したスクリーニングアッセイのいずれかの１以上によっ
て、および／または当業者によく知られたいずれかの他のスクリーニング技術によって同
定することができる。
【０１５５】
　ＩＩＩ．抗－腫瘍細胞抗原抗体の生産
　記載は、本発明に従って用いる抗体の生産のための例示的技術に従う。抗体の生産で用
いるべき腫瘍細胞抗原は、例えば、所望のエピトープを含有する、腫瘍細胞抗原の細胞外
ドメインの可溶性形態、またはその部分であってよい。別法として、それらの細胞表面に
おける腫瘍細胞抗原を発現する細胞を用いて、抗体を生じさせることができる。もう１つ
の具体例において、腫瘍細胞抗原をコードする遺伝子を用いるＤＮＡ－ベースの免疫化を
用いて、抗体を生じさせることができる（Ｒａｍｏｓ　Ｊ．Ｄ．Ａ　ｅｔ　ａｌ　Ａｌｌ
ｅｒｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ　５９，Ｎｕｍｂｅｒ　５，Ｍａｙ　２００４，ｐｐ．５３９－
５４７（９）参照）。抗体を生じさせるのに有用な腫瘍細胞抗原の他の形態は当業者に明
らかであろう。
【０１５６】
　（ｉ）ポリクローナル抗体
　抗－腫瘍細胞抗原抗体はポリクローナル抗体を含むことができる。ポリクローナル抗体
を調製する方法は当業者に知られている。ポリクローナル抗体は、例えば、免疫化剤およ
び、所望であれば、アジュバントの１以上の注射によって哺乳動物において生起させるこ
とができる。典型的には、免疫化剤および／またはアジュバントは、多数の皮下または腹
腔内注射によって哺乳動物に注射されるであろう。免疫化剤は、腫瘍細胞抗原またはその
融合蛋白質を含むことができる。免疫化剤を、免疫化すべき哺乳動物において免疫原性で
あることが知られている蛋白質に結合体化するのは有用であろう。そのような免疫原性蛋
白質の例は、限定されるものではないが、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アル
ブミン、ウシチログロブリン、および大豆トリプシン阻害剤を含む。使用することができ
るアジュバントの例はフロイントの完全アジュバントおよびＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント
（モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコルノミコレート）を含む。免疫化プロト
コルは、過度な実験なくして当業者によって選択され得る。
【０１５７】
　（ｉｉ）モノクローナル抗体
　モノクローナルは実質的に均質な抗体の集団から得られたものであり、すなわち、該集
団を含む個々の抗体は、微量に存在し得る可能な天然に生じる突然変異を除いて同一であ
る。かくして、修飾語「モノクローナル」は、区別される抗体の混合物ではない抗体の特
徴を示す。
【０１５８】
　モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２
５６：４９５（１９７５）によって記載されたもののようなハイブリドーマ方法を用いて
調製することができる。ハイブリドーマ方法においては、マウス、ハムスター、または他
の適当な宿主動物は、典型的には、免疫化剤で免疫化して、免疫化剤に特異的に結合する
であろう抗体を生産し、または生産することができるリンパ球を誘導する。別法として、
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リンパ球はイン・ビトロにて免疫化することができる。
【０１５９】
　免疫化剤は、典型的には、腫瘍細胞抗原ポリペプチドまたはその融合蛋白質を含む。一
般に、末梢血液リンパ球（「ＰＢＬ」）は、もしヒト起源の細胞が望まれるならば用いら
れ、あるいはもし非－ヒト哺乳動物源が望まれるならば、脾臓細胞またはリンパ節細胞が
用いられる。次いで、ポリエチレングリコールのような適当な融合剤を用い、リンパ球を
不滅化細胞系と融合させて、ハイブリドーマ細胞を形成する「Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，（１９８６）ｐｐ．５９－１０３」。不滅化細胞系は
、通常、形質転換された哺乳動物細胞、特にげっ歯類、ウシおよびヒト起源のミエローマ
細胞である。通常、ラットまたはマウスミエローマ細胞系が使用される。ハイブリドーマ
細胞は、好ましくは、融合していない不滅化細胞の成長または生存を阻害する１以上の物
質を含有する適当な培養基中で培養することができる。例えば、もし親細胞が酵素ヒポキ
サンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴＭ）を
欠如するならば、ハイブリドーマ培養基は、典型的には、ヒポキサンチン、アミノプテン
、およびチミジン（「ＨＡＴ培地」）を含む、その物質はＨＧＰＲＴ－欠乏細胞の成長を
妨げる。
【０１６０】
　好ましい不滅化細胞系は、効果的に融合し、選択された抗体－生産細胞による抗体の安
定な高レベル発現を支持し、かつＨＡＴ培地のような培地に対して感受性であるものであ
る。より好ましい不滅化細胞系は、例えば、Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．およびｔ
ｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，Ｖａ．から得ることができるネズミミエローマ系である。ヒトミエローマおよ
びマウス－ヒトヘテロミエローマ細胞系もまた、ヒトモノクローナル抗体の生産について
記載されている［Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（１９８４）
；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９８７）ｐｐ．５１－６３］。
【０１６１】
　ハイブリドーマ細胞が培養される培養基を、次いで、腫瘍細胞抗原に対して向けられた
モノクローナル抗体の存在についてアッセイすることができる。好ましくは、ハイブリド
ーマ細胞によって生産されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈澱によってある
いはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素－結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）の
ようなイン・ビトロ結合アッセイによって決定される。そのような技術およびアッセイは
当該分野で知られている。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Ｍｕｎｓｏｎ　
ａｎｄ　Ｐｏｌｌａｒｄ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）の
スカチャード分析によって決定することができる。
【０１６２】
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体を、例えば、プロテインＡ－Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気詠動、透析、ま
たはアフィニティークロマトグラフィーのような慣用的な免疫グロブリン精製手法によっ
て培養基または腹水液から単離し、または精製することができる。
【０１６３】
　モノクローナル抗体は、米国特許第４，８１６，５６７号に記載されたもののような組
換えＤＮＡ方法によって作製することもできる。本発明のモノクローナル抗体をコードす
るＤＮＡは、（例えば、ネズミ抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合
することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いることによって）慣用的な手法を用
いて容易に単離し配列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞は、そのよう
なＤＮＡの好ましい源として働く。一旦単離されたならば、ＤＮＡを発現ベクターに入れ
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ることができ、次いで、これをサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）
細胞、あるいはそうでなければ免疫グロブリン蛋白質を生産しないミエローマ細胞のよう
な宿主細胞にトランスフェクトして、組換え宿主細胞におけるモノクローナル抗体の合成
を得ることができる。ＤＮＡは、例えば、非－免疫グロブリンポリペプチドについてのコ
ーディング配列の全てまたは一部を免疫グロブリンコーディング配列に共有結合連結させ
ることによって相同ネズミ配列の代わりに、ヒト重鎖および軽鎖定常ドメインについてコ
ーディング配列を置換することによって修飾することができる「米国特許第４，８１６，
５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．」。そのような非－免疫グロブリンポリペプ
チドは、本発明の抗体の定常ドメインの代わりに置換することができるか、あるいは本発
明の抗体の１つの抗原－組合せ部位の可変ドメインの代わりに置換して、キメラ二価抗体
を作製することができる。
【０１６４】
　抗体は一価抗体であってよい。一価抗体を調製するための方法は当該分野で良く知られ
ている。例えば、１つの方法は、免疫グロブリン軽鎖および修飾された重鎖の組換え発現
を含む。重鎖は、一般には、Ｆｃ領域中のいずれかの地点で切形されて、重鎖架橋を妨げ
る。別法として、関連システイン残基をもう１つのアミノ酸残基で置換するか、あるいは
欠失して、架橋を妨げる。
【０１６５】
　所望のハイブリドーマ細胞を同定した後、クローンは限界希釈方法によってサブクロー
ンし、標準的な方法によって成長させることができる［Ｇｏｄｉｎｇ，ｓｕｐｒａ］。こ
の目的での適当な培養基は、例えば、ダルベッコ改変イーグル培地およびＲＰＭＩ－１６
４０培地を含む。別法として、ハイブリドーマ細胞を哺乳動物において腹水としてイン・
ビボで成長させることができる。ハイブリドーマ細胞が成長している培養基を、抗原に対
して向けられたモノクローナル抗体の生産についてアッセイする。好ましくは、ハイブリ
ドーマ細胞によって生産されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈澱によって、
あるいはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素－結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ
）のようなイン・ビトロ結合アッセイによって決定される。所望の特異性、親和性、およ
び／または活性の抗体を生産するハイブリドーマ細胞を同定した後、限界希釈方法によっ
てクローンをサブクローンすることができ、標準的な方法によって成長させることができ
る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｐｐ．５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，
１９８６）。この目的のための適当な培養基は、例えば、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭＩ－１
６４０培地を含む。加えて、ハイブリドーマ細胞を哺乳動物において腹水腫瘍としてイン
・ビボで成長させることができる。
【０１６６】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Ｍｕｎｓｏｎら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のスカチャード分析によって決定することができる
。
【０１６７】
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えば、プロテインＡ－Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気詠動、透析、ま
たはアフィニティークロマトグラフィーのような慣用的な抗体精製手法によって培養基、
腹水、または血清から適切に分離される。
【０１６８】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、（例えば、ネズミ抗体の重鎖および軽鎖を
コードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いる
ことによって）慣用的な手法を用いて容易に単離され、配列決定される。ハイブリドーマ
細胞はそのようなＤＮＡの好ましい源として働く。一旦単離されれば、ＤＮＡは発現ベク
ターに入れることができ、次いで、これをＥ．ｃｏｌｉ細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニ
ーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または抗体蛋白質をそうでなければ生産しないミエ



(37) JP 2009-531031 A 2009.9.3

10

20

30

40

50

ローマ細胞のような宿主細胞にトランスフェクトして、組換え宿主細胞におけるモノクロ
ーナル抗体の合成を得る。抗体をコードするＤＮＡの細菌中での組換え発現についてのレ
ビュー論文はＳｋｅｒｒａら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５
：２５６－２６２（１９９３）およびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖｓ．
，１３０：１５１－１８８（１９９２）を含む。
【０１６９】
　さらなる具体例において、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－
５５４（１９９０）に記載された技術を用いて生じた抗体ファージライブラリーから、モ
ノクローナル抗体または抗体断片を単離することができる。Ｃｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）は、各々、ファージライブラリーを用い、ネ
ズミおよびヒト抗体の単離を記載する。引き続いての公表は、鎖シャフリング（Ｍａｒｋ
ｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７７９－７８３（１９９２））による高親
和性（ｎＭ範囲）ヒト抗体の生産、ならびに非常に大きなファージライブラリーを構築す
るための戦略としてのコンビナトーリアル感染およびイン・ビボ組合せ（Ｗａｔｅｒｈｏ
ｕｓｅら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．，２１：２２６５－２２６６（１９９３））を
記載する。かくして、これらの技術は、モノクローナル抗体の単離のための伝統的なモノ
クローナル抗体ハイブリドーマに対する生きた代替法である。
【０１７０】
　ＤＮＡは、例えば、相同ネズミ配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖定常ドメインについ
てのコーディング配列で置換えることによって（米国特許第４，８１６，５６７号；およ
びＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５
１（１９８４））、あるいは非－免疫グロブリンポリペプチドについてのコーディング配
列の全てまたは一部を免疫グロブリンコーディング配列に共有結合を連結することによっ
て修飾することができる。
【０１７１】
　典型的には、そのような非－免疫グロブリンポリペプチドは抗体の定常ドメインに代え
て置換されるか、あるいはそれらは抗体の１つの抗原－組合せ部位の可変ドメインに代え
て置換して、抗原に対する特異性を有する１つの抗原－組合せ部位、および異なる抗原に
対する特異性を有するもう１つの抗原－組合せ部位を含むキメラ二価抗体を作り出す。
【０１７２】
　（ｉｉｉ）ヒト化抗体
　本発明の抗－腫瘍細胞抗原抗体は、さらに、ヒト化抗体またはヒト抗体を含むことがで
きる。非－ヒト（例えば、ネズミ）抗体、のヒト化形態はキメラ免疫グロブリン、免疫グ
ロブリン鎖、あるいは非－ヒト免疫グロブリンから由来する最小配列を含有する（Ｆｖ、
Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２または抗体の他の抗原－結合サブ配列のような）その
断片である。ヒト化抗体は、受容体の相補性決定領域（ＣＤＲ）からの残基は、所望の特
異性、親和性および容量を有するマウス、ラットまたはウサギのような非－ヒト種（ドナ
ー抗体）のＣＤＲからの残基によって置換えられているヒト免疫グロブリン（受容体抗体
）を含む。いくつかの場合においては、ヒト免疫グロブリンＦｖフレームワーク残基は、
対応する非－ヒト残基によって置換えられる。ヒト化抗体は、受容体抗体において、また
は輸入されたＣＤＲまたはフレームワーク配列において見出されない残基も含むことがで
きる。一般に、ヒト化抗体は少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に
全てを含み、そこでは、ＣＤＲ領域の全てまたは実質的に全ては非－ヒト免疫グロブリン
のそれに対応し、ＦＲ領域の全てまたは実質的に全てはヒト免疫グロブリンコンセンサス
配列のそれである。ヒト化抗体は、最適には、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なく
とも部分、典型的には、ヒト免疫グロブリンのそれを含むであろう［Ｊｏｎｅｓら、Ｎａ
ｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ
，３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒ
ｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９９２）］。
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【０１７３】
　非－ヒト抗体をヒト化する方法は当該分野で記載されている。一般に、ヒト化抗体は、
非－ヒトである源からそれに導入された１以上のアミノ酸残基を有する。これらの非－ヒ
トアミノ酸残基は、しばしば、残基を「輸入する」といい、これは、典型的には、「輸入
」可変ドメインから取られる。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列に代えて超可変領域配
列で置換えることによって、Ｗｉｎｔｅｒおよび共同研究者の方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａ
ｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ
，３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３
９：１５３４－１５３６（１９８８））に従って実質的に行うことができる。従って、そ
のような「ヒト化」抗体はキメラ抗体であり米国特許第４，８１６，５６７号、そこでは
、無傷ヒト可変ドメインより実質的に未満は、非－ヒト種からの対応する配列によって置
換えられている。現実には、ヒト化抗体は、典型的には、いくつかの超可変領域残基およ
び、恐らくは、いくつかのＦＲ残基がげっ歯類抗体において同様の部位からの残基によっ
て置換えられたヒト抗体である。
【０１７４】
　ヒト化抗体を作製するのに用いるべきヒト可変ドメイン（軽鎖および重鎖双方）の選択
は、抗原性を低下させるのに非常に重要である。いわゆる「ベスト－フィット」方法に従
い、げっ歯類抗体の可変ドメインの配列を、公知のヒト可変－ドメイン配列の全ライブラ
リーに対してスクリーニングする。次いで、げっ歯類のそれに最も近いヒト配列は、ヒト
化抗体についてヒトフレームワーク領域（ＦＲ）として許容される（Ｓｉｍｓら、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２２９６（１９９３）；Ｃｈｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．，１９６：９０１（１９８７））。もう１つの方法は、軽鎖または重鎖の特定の亜
群の全てのヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特別なフレームワーク領域を用いる。
同一のフレームワークを、いくつかの異なるヒト化抗体で用いることができる（Ｃａｒｔ
ｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４２８５（１９９２）
；Ｐｒｅｓｔａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２６２３（１９９３））。
【０１７５】
　抗体が、抗原に対する高い親和性、および他の好都合な生物学的特性を維持しつつヒト
化されるのはさらに重要である。この目標を達成するために、好ましい方法に従って、親
およびヒト化配列の三次元モデルを用い、親配列および種々の概念的ヒト化産物の分析の
プロセスによって調製される。三次元免疫グロブリンモデルは通常入手でき、当業者が精
通している。選択された候補免疫グロブリン配列の可能な三次元立体配座構造を示し、表
示するコンピュータープログラムが入手可能である。これらの表示の精査は、候補免疫グ
ロブリン配列の機能発揮における残基のありそうな役割の分析、すなわち、その抗原に結
合する候補免疫グロブリンの能力に影響する残基の分析を可能とする。このように、標的
抗原に対する増大した親和性のような所望の抗体特徴が達成されるように、ＦＲ残基は受
容体および輸入配列から選択し、組み合わせることができる。一般に、超可変領域残基は
、抗原結合の影響に直接的かつほとんど実質的に関与する。
【０１７６】
　抗体ヒト化の代替方法は、異種の種に関する抗体の免疫原性を低下させつつ、抗原につ
いてのドメインの天然親和性を減少することなく修飾することができる抗体可変ドメイン
中のアミノ酸の同定に依拠する。修飾されるアミノ酸は、抗原結合に対して臨界的ではな
いが、免疫原性－刺激因子に曝露することができるものである（例えば、ＷＯ９３１１７
９）。
【０１７７】
　抗体は、前記した公知の選択および／または突然変異誘発方法を用いてアフィニティー
突然変異させることもできる。好ましいアフィニティー突然変異抗体は、突然変異した抗
体がそれから調製される出発抗体（一般に、ネズミ、ヒト化またはヒト）の５倍、より好
ましくは１０倍、なおより好ましくは２０または３０倍大きな親和性を有する。
【０１７８】
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　ヒト化抗体または親和性突然変異抗体の種々の形態が考えられ、例えば、ヒト化抗体ま
たは親和性突然変異抗体は、所望により、１以上の細胞傷害性剤と結合体化して、免疫結
合体を生じさせるＦａｂのような抗体断片であってよい。別法として、ヒト化抗体または
アフィニティー突然変異抗体は無傷ＩｇＧ１抗体のような無傷抗体であってよい。
【０１７９】
　（ｉｖ）ヒト抗体
　ヒト化に対する代替法として、ヒト抗体を生じさせることができる。今日、ヒト化に際
して、内因性免疫グロブリンの生産不存在下でヒト抗体の十分なレパートリーを生産する
ことができるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を生産するのが可能である。例
えば、キメラおよび生殖系突然変異体マウスにおける抗体重鎖接合領域（ＪＨ）遺伝子の
ホモ接合性欠失の結果、内因性抗体生産の完全な阻害がもたらされる。ヒト生殖系免疫グ
ロブリン遺伝子のそのような生殖系突然変異体マウスの導入の結果、抗原挑戦に際してヒ
ト抗体の生産がもたらされるであろう。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：２５５１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔ
ｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら
、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ．，７：３３（１９９３）；および米国特許第５，５９
１，６６９号、第５，５８９，３６９号、および第５，５４５，８０７号参照。
【０１８０】
　別法として、ファージディスプレイ技術（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ　３
４８：５５２－５５３（１９９０））を用いて、非免疫化ドナーからの免疫グロブリン可
変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーからヒト抗体および抗体断片をイン・ビトロで生産
することができる。この技術に従い、抗体Ｖドメイン遺伝子が、Ｍ１３またはｆｄのよう
なフィラメント状バクテリオファージの主なまたは従たるコート蛋白質遺伝子いずれかに
イン－フレームクローン化され、ファージ粒子の表面に機能的抗体断片として提示される
。フィラメント状粒子はファージゲノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含有する故に、抗体の機
能的特性に基づく選択の結果、それらの特性を呈する抗体をコードする遺伝子の選択もも
たらされる。かくして、ファージはＢ－細胞の特性のいくつかを模倣する。ファージディ
スプレイは種々の様式で行うことができる；それらのレビューについては、例えば、Ｊｏ
ｈｎｓｏｎ，Ｋｅｖｉｎ　Ｓ．ａｎｄ　Ｃｈｉｓｗｅｌｌ，Ｄａｖｉｄ　Ｊ．，Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３：５６４－５
７１（１９９３）参照。Ｖ－遺伝子セグメントのいくつかの源をファージディスプレイで
用いることができる。Ｃｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１
９９１）は、免疫化マウスの脾臓から由来するＶ遺伝子の小さなランダムなコンビナトー
リアルライブラリーから抗－オキサゾロン抗体の多様なアレイを単離した。未免疫化ヒト
ドナーからのＶ遺伝子のレパートリーを構築し、（自己－抗原を含めた）抗原の多様なア
レイに対する抗体は、Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（
１９９１），またはＧｉｆｆｉｔｈら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－７３４（１９９３
）によって記載された技術に実質的に従って単離することができる。また、米国特許第５
，５６５，３３２号および第５，５７３，９０５号参照。
【０１８１】
　前記で議論したように、ヒト抗体はイン・ビトロ活性化Ｂ細胞によって生じさせること
もできる（米国特許第５，５６７，６１０号および第５，２２９，２７５号参照）。
【０１８２】
　（ｖ）抗体断片
　種々の技術が、抗体断片の生産のために開発されてきた。伝統的には、これらの断片は
無傷抗体の蛋白質分解消化を介して誘導された（例えば、Ｍｏｒｉｍｏｔｏら、Ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　２４：１０７－１１７（１９９２）；およびＢｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２２９：８１（１９８５）参照）。しかしながら、これらの断片は組換え宿主細胞によっ
て今日では直接的に生産することができる。例えば、抗体断片は、先に議論した抗体ファ
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ージライブラリーから単離することができる。別法として、Ｆａｂ’－ＳＨ断片はＥ．ｃ
ｏｌｉから直接的に回収することができ、化学的にカップリングして、Ｆ（ａｂ’）２断
片を形成することができる（Ｃａｒｔｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１
６３－１６７（１９９２））。もう１つのアプローチに従うと、Ｆ（ａｂ’）２断片は組
換え宿主細胞培養から直接的に単離することができる。抗体断片の生産のための他の技術
は当業者にとって明らかであろう。他の具体例において、選択する抗体は単一鎖Ｆｖ断片
（ｓｃＦｖ）である。ＷＯ　９３／１６１８５；米国特許第５，５７１，８９４号；およ
び米国特許第５，５８７，４５８号参照。抗体断片は、例えば、米国特許第５，６４１，
８７０号に記載された、例えば、「線状抗体」であってもよい。そのような線状抗体断片
は一特異的または二特異的であってよい。
【０１８３】
　結合ドメイン－免疫グロブリン融合蛋白質も考えられる。これらの構築体において、抗
体ヒンジ領域に融合した注目する抗原に対する結合ドメイン、およびジスルフィド－連結
マルチマーを形成する損なわれた能力のため圧倒的にモノマーとして存在しつつ、ＡＤＣ
Ｃおよび／またはＣＤＣが可能な免疫グロブリンＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む融合
蛋白質が構築される（ＵＳ２００３０１１８５９２参照）。これらの融合蛋白質は、組換
えにより高いレベルで生産することができる。
【０１８４】
　（ｖｉ）二特異性抗体
　二特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗体
である。例示的な二特異性抗体は、腫瘍抗原蛋白質の２つの異なるエピトープに結合する
ことができる。別法として、抗－腫瘍細胞抗原アームは、Ｔ－細胞受容体分子（例えば、
ＣＤ２またはＣＤ３）のような白血球、またはＦｃガンマＲＩ（ＣＤ６４）、Ｆｃガンマ
ＲＩＩ（ＣＤ３２）およびＦｃガンマＲＩＩＩ（ＣＤ１６）のようなＩｇＧに対するＦｃ
受容体（ＦｃガンマＲ）上のトリガリング分子に結合するアームと組合せて、腫瘍抗原－
発現細胞に対する細胞防御メカニズムに焦点を合わせることができる。二特異性抗体を用
いて、腫瘍抗原を発現する細胞に対して細胞傷害性剤を局所化することもできる。これら
の抗体は腫瘍抗原－結合アーム、および細胞傷害性剤（例えば、サポリン、抗－インター
フェロン－アルファ、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセートまたは放射性
同位体ハプテン）に結合するアームを保有する。二特異性抗体は、全長抗体または抗体断
片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二特異性抗体）として調製することができる。
【０１８５】
　二特異性抗体を作製する方法は当該分野で知られている。全長二特異性抗体の伝統的な
生産は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の共発現に基づいており、そこでは、２つの
鎖は異なる特異性を有する（Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５
３９（１９８３））。免疫グロブリン重鎖および軽鎖のランダムな分類のため、これらの
ハイブリドーマ（クワドローマ）は、そのうち１つのみが正しい二特異的構造を有する１
０の異なる抗体分子の潜在的混合物を生じる。通常、アフィニティークロマトグラフィー
工程によってなされる正しい分子の精製はむしろわずらわしく、生成物収率は低い。同様
な手法がＷＯ　９３／０８８２９、およびＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１
０：３６５５－３６５９（１９９１）に開示されている。
【０１８６】
　所望の結合特異性を持つ抗体可変ドメイン（抗体－抗原組合せ部位）は、免疫グロブリ
ンの定常ドメイン配列に融合される。融合は、好ましくは、少なくともヒンジの部分、Ｃ

Ｈ２、およびＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。融合の
少なくとも１つの存在する軽鎖結合に必要な部位を含有する第一の重鎖定常領域（ＣＨ１

）を有するのが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合および、もし所望であれば、免疫グロ
ブリン軽鎖をコードするＤＮＡを別の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に共－トラ
ンスフェクトする。二特異性抗体を生じさせるさらなる詳細については、例えば、Ｓｕｒ
ｅｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）
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参照。
【０１８７】
　ＷＯ　９６／２７０１１に記載されたもう１つのアプローチによると、抗体分子の対の
間の界面は、組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージを最大化す
るように作製することができる。好ましい界面は、少なくとも、抗体定常ドメインのＣＨ
３領域の一部を含む。この方法においては、第一の抗体分子の界面からの１以上の小さな
アミノ酸側鎖がより大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリプトファン）で置換えられ
ている。大きな側鎖に対して同一または同様なサイズの補償的「キャビティ」が、大きな
アミノ酸側鎖をより小さなもの（例えば、アラニンまたはスレオニン）で置換えることに
よって第二の抗体分子の界面に作り出される。これは、ホモダイマーのような他の望まな
い最終－産物よりもヘテロダイマーの収率を増大させるメカニズムを供する。
【０１８８】
　二特異性抗体は架橋されたまたは「ヘテロ結合体」抗体を含む。ヘテロ結合体抗体は２
つの共有結合連結抗体から構成される。そのような抗体は、例えば、望まない細胞に対す
る（米国特許第４，６７６，９８０号、およびＨＩＶ感染の治療のために（ＷＯ　９１／
００３６０、ＷＯ　９２／２００３７３、およびＥＰ　０３０８９）免疫系細胞を標的化
することを提案している。抗体は、架橋剤に関連するものを含めた、合成蛋白質化学にお
ける公知の方法を用いてイン・ビトロで調製することができると考えられる。例えば、イ
ムノトキシンは、ジスルフィド交換反応を用い、またはチオエーテル結合を形成すること
によって構築してもよい。この蛋白質のための適当な試薬の例は、イミノチオレートおよ
びメチル－４－メルカプトブチルイミデート、および例えば米国特許第４，６７６，９８
０号に開示されたものを含む。
【０１８９】
　二特異性抗体は、全長抗体または抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二特異性抗体）と
して調製することができる。抗体断片から二特異性抗体を生じさせるための技術もまた文
献に記載されている。例えば、二特異性抗体は化学結合を用いて調製することができる。
Ｂｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）は、無傷抗体を蛋白質分
解により切断して、Ｆ（ａｂ’）２断片を生じさせる手法を記載する。これらの断片は、
ジチオール錯化剤亜ヒ酸ナトリウムの存在下で低下して、隣接ジチオールを安定化させ、
分子間ジスルフィド形成を妨げる。次いで、生じたＦａｂ’断片をチオニトロベンゾエー
ト（ＴＮＢ）誘導体に変換する。次いで、Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の１つは、メルカプト
エチルアミンでの還元によってＦａｂ’－チオールに再度変換され、等モル量の他のＦａ
ｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合して、二特異性抗体を形成する。生じた二特異性抗体を酵素の
選択的免疫化のための剤として用いることができる。
【０１９０】
　Ｆａｂ’－ＳＨ断片は、Ｅ．ｃｏｌｉから直接的に回収することができ、これは、化学
的にカップリングさせて、二特異性抗体を形成することができる。Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ
．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７５：２１７－２２５（１９９２）は、十分にヒト化された二特
異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の生産を記載する。各Ｆａｂ’断片はＥ．ｃｏｌｉから別々
に分泌され、イン・ビトロにて指向性化学カップリングに付されて、二特異性抗体を形成
した。各形成された二特異性抗体は、ＥｒｂＥ２受容体を過剰発現する細胞、および正常
なヒトＴ細胞に結合することができ、ならびに、ヒト乳癌標的に対するヒト細胞傷害性リ
ンパ球の溶解活性をトリガーすることができた。
【０１９１】
　組換え細胞培養から二特異性抗体断片を直接的に作製し、単離するための種々の技術も
また記載されてきた。例えば、二特異性抗体はロイシンジッパーを用いて生産されてきた
。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８（５）：１５４７－１５５３（１
９９２）。ＦｏｓおよびＪｕｎ蛋白質からのロイシンジッパーペプチドを、遺伝子融合に
よって２つの異なる抗体のＦａｂ’部分に連結した。抗体ホモダイマーをヒンジ領域にお
いて還元して、モノマーを形成し、次いで再度酸化して、抗体ヘテロダイマーを形成した
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。この方法は抗体ホモダイマーの生産のために利用することもできる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅ
ｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１
９９３）によって記載された「ダイアボディ」技術は、二特異性抗体断片を作製するため
の別のメカニズムを提供している。断片は、同一鎖上の２つのドメインの間の対合を可能
とするには余りにも短いリンカーによって、軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結された重鎖
可変ドメイン（ＶＨ）を含む。従って、１つの断片のＶＨおよびＶＬドメインはもう１つ
の断片の相補的ＶＬおよびＶＨドメインと対合させられ、それにより、２つの抗原－結合
部位を形成する。単一－鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用によって二特異性抗体断片を作
製するためのもう１つの戦略も報告されている。Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
，１５２：５３６８（１９９４）参照。
【０１９２】
　２を超える価数を持つ抗体が考えられる。例えば、三特異的抗体を調製することができ
る。Ｔｕｔｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）
　例示的な二特異性抗体は、ここに、与えられた腫瘍細胞抗原ポリペプチド上の２つの異
なるエピトープに結合することができる。別法として、抗－腫瘍細胞抗原アームは、Ｔ－
細胞受容体分子（例えば、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、またはＢ７）のような白血球、ま
たはＦＣγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦＣγＲＩＩ（ＣＤ３２）およびＦＣγＲＩＩＩ（ＣＤ１
６）のようなＩｇＧ（ＦＣγＲ）に対するＦｃ受容体上のトリガリング分子に結合するア
ームと組合せて、特定の腫瘍細胞抗原を発現する細胞に対する細胞防御メカニズムに集中
することができる。二特異性抗体を用いて、特定の腫瘍細胞抗原を発現する細胞に対して
細胞傷害性剤を局所化することもできる。これらの抗体は腫瘍細胞抗原－結合アーム、お
よびＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡのような、細胞傷害性剤または
放射性核種キレーターに結合するアームを保有する。注目するもう１つの二特異性抗体は
腫瘍細胞抗原に結合し、さらに、組織因子（ＴＦ）に結合する。
【０１９３】
　（ｖｉｉ）他のアミノ酸配列修飾
　本明細書中に記載された抗－腫瘍細胞抗原抗体のアミノ酸配列の修飾が考えられる。例
えば、抗体の結合親和性および／または他の生物学的特性を改良するのが望ましいであろ
う。抗－腫瘍細胞抗原抗体のアミノ酸配列変種は、適当なヌクレオチドの変化を抗－腫瘍
細胞抗原抗体核酸に導入することによって、あるいはペプチド合成によって調製される。
そのような修飾は、例えば、抗－腫瘍細胞抗原抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失、
および／またはそれへの挿入、および／またはその置換を含む。欠失、挿入、および置換
のいずれの組合せも、最終構築体に到達するようになされ、但し、最終構築体は所望の特
徴を保有することを条件とする。アミノ酸の変化は、グリコシル化部位の数または位置の
変更のような、抗－腫瘍細胞抗原抗体の翻訳後プロセッシングを改変することもできる。
【０１９４】
　突然変異誘発のための好ましい位置である抗－腫瘍細胞抗原抗体のある種の残基または
領域の同定のための有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２４４：１０８１－１０８５（１９８９）によって記載されたように「アラニ
ン走査突然変異誘発」と呼ばれる。ここに、残基または標的残基の群が同定され（例えば
、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、およびｇｌｕのような荷電残基）、中性または負に
荷電したアミノ酸（最も好ましくはアラニンまたはポリアラニン）によって置換えて、腫
瘍細胞抗原とアミノ酸との相互作用に影響させる。次いで、置換に対する機能的感受性を
示すアミノ酸位置を、置換の部位における、またはそのためのさらなるまたは他の変種を
導入することによって改良する。かくして、アミノ酸配列変動を導入するための部位を予
め決定しつつ、突然変異の性質は、それ自体予め決定する必要がない。例えば、与えられ
た部位における突然変異の性能を分析するために、ａｌａ走査またはランダム突然変異誘
発は標的コドンまたは領域で行い、発現された抗－腫瘍細胞抗体変種を所望の活性につい
てスクリーニングする。
【０１９５】
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　アミノ酸配列挿入は、１つの残基、ないし１００以上の残基を含有するポリペプチドの
長さの範囲であるアミノ－および／またはカルボキシル末端融合、ならびに単一または複
数アミノ酸残基の配列内挿入を含む。末端挿入の例は、Ｎ－末端メチオニル残基を持つ抗
－腫瘍細胞抗原抗体、または細胞傷害性ポリペプチドに融合した抗体を含む。抗－腫瘍細
胞抗原抗体分子の他の挿入変種は、（例えば、ＡＤＥＰＴのための）酵素に対する抗－腫
瘍細胞抗原抗体のＮ－またはＣ－末端への融合、または抗体の血清中半減期を増加させる
ポリペプチドを含む。
【０１９６】
　もう１つのタイプの変種はアミノ酸置換の変種である。これらの変種は、異なる残基に
よって置換えられた抗－腫瘍細胞抗原抗体分子において少なくとも１つのアミノ酸残基を
有する。置換突然変異誘発のための最も興味がある部位は超可変領域を含むが、ＦＲ改変
も考えられる。保存的な置換を、「好ましい置換」の見出しのもとに表１に示す。もしそ
のような置換の結果、生物学的活性が変化すれば、表１に「例示的な置換」で示された、
あるいはアミノ酸クラスへの参照においてさらに以下に記載されたようなより実質的な変
化を導入し、産物をスクリーニングすることができる。
【０１９７】
【表１】

　抗体の生物学的特性における実質的な修飾は、（ａ）例えば、シートまたはラセン立体
配座としての、置換の領域におけるポリペプチド骨格の構造、（ｂ）標的部位における分
子の電荷または疎水性、または（ｃ）側鎖の嵩の維持に対するそれらの効果が有意に異な
る置換を選択することによって達成される。天然に生じる残基が、共通の側鎖特性に基づ
いてグループに分けられる。
【０１９８】
　１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
　２）中性親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；
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　３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
　４）塩基性：ａｓｎ、ｇｌｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
　５）鎖の向きに影響する残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；および
　６）芳香族：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０１９９】
　非－保存的置換は、もう１つのクラスに代えてこれらのクラスの１つのメンバーを交換
することを含むであろう。
【０２００】
　そのような実質的残基は、保存的置換部位、またはより好ましくは、残存する（非－保
存的）部位に導入してもよい。
【０２０１】
　抗－腫瘍細胞抗原抗体の適切な立体配座の維持に関与しないいずれのシステイン残基も
一般には、セリンで置換して、分子の酸化的安定性を改良し、および異常な架橋を妨げる
こともできる。逆にシステイン結合を抗体に加えて、（特に、抗体がＦｖ断片のような抗
体断片である場合に）その安定性を改良することができる。
【０２０２】
　特に好ましいタイプの置換変種は、親抗体（例えば、ヒト化またはヒト抗体）の１以上
の超可変領域の残基を置換することを含む。一般には、さらなる開発のために選択された
得られた変種は、それからそれらが生じる親抗体に対して改良された生物学的特性を有す
るであろう。そのような置換変種を生じさせるための便宜な方法は、ファージディスプレ
レを用いる親和性成熟を用いる。簡単に述べれば、いつくかの超可変領域部位（例えば、
６～７の部位）を突然変異させて、各部位において全ての可能なアミノ置換を生じさせる
。かく生じた抗体変種を、各粒子内にパッケージされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物に対す
る融合としてフィラメント状ファージ粒子から一価様式で表示される。ファージ－表示変
種を、次いで、本明細書中に開示されたように、それらの生物学的活性（例えば、結合親
和性）についてスクリーニングする。修飾のための超可変領域部位を同定するためには、
アラニン走査突然変異誘発を行って、抗原結合に対して有意に貢献する超可変領域残基を
同定することができる。別法としてまたは加えて、抗原－抗体複合体の結晶構造を分析し
て、抗体およびヒト腫瘍細胞抗原の間の接触点を同定するのが有益であろう。そのような
接触残基および隣接する残基は、本明細書中で工夫された技術に従って置換のための候補
である。一旦そのような変種が生じたならば、変種のパネルを本明細書中に記載されたよ
うにスクリーニングに付し、１以上の関連アッセイにおける優れた特性を持つ抗体をさら
なる開発のために選択することができる。
【０２０３】
　抗体のもう１つのタイプのアミノ酸変種は、抗体の元来のグリコシル化パターンを改変
する。改変とは、抗体に見出される１以上の炭水化物部位の欠失、および／または抗体に
存在しない１以上のグリコシル化部位の負荷を意味する。
【０２０４】
　抗体のグリコシル化は、典型的には、Ｎ－結合またはＯ－結合している。Ｎ－結合とは
、炭水化物部位のアスパラギン残基の側鎖への付着をいう。トリペプチド配列アスパラギ
ン－Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ―スレオニン（ここに、Ｘはプロリンを除いたい
ずれかのアミノ酸である）は、アスパラギン側鎖への炭水化物部位の酵素付着のための認
識配列である。かくして、ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列のいずれかの
存在は、潜在的グリコシル化部位を生じさせる。Ｏ－結合グリコシル化とは、糖Ｎ－アセ
チルガラクトサミン、ガラクトース、またはキシロースの内の１つの、ヒドロキシアミノ
酸への付着をいい、最も普通にはセリンまたはスレオニンであるが、５－ヒドロキシプロ
リンまたは５－ヒドロキシリシンを用いることもできる。
【０２０５】
　抗体に対するグリコシル化部位の負荷は、便宜には、それが（Ｎ－結合グリコシル化部
位のための）前記したトリペプチド配列の１以上を含有するように、アミノ酸配列を改変
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することによって達成される。改変は、（Ｏ－結合グリコシル化部位のための）元来の抗
体の配列に対する１以上のセリンまたはスレオニン残基の負荷、またはそれでの置換によ
ってなすこともできる。
【０２０６】
　抗－腫瘍細胞抗原抗体のアミノ酸配列変種をコードする核酸分子は、当該分野で知られ
た種々の方法によって調製される。これらの方法は限定されるものではないが、（天然に
生じるアミノ酸配列の場合には）天然源からの単離、またはオリゴヌクレオチド－媒介（
または部位－特異的）突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異および先に調製した変種、または抗
－腫瘍細胞抗原抗体の非－変種バージョンのカセット突然変異誘発による調製を含む。
【０２０７】
　抗体の血清中半減期を増加させるためには、例えば、米国特許第５，７３９，２７７号
に記載されたように、サルベージ受容体結合エピトープを抗体（特に、抗体断片）に取り
込むことができる。本明細書中で用いるように、用語「サルベージ受容体結合エピトープ
」とは、ＩｇＧ分子のイン・ビボ血清中半減期を増加させることを担うＩｇＧ分子（例え
ば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、またはＩｇＧ４）のＦｃ領域のエピトープをいう。
【０２０８】
　（ｖｉｉｉ）親和性成熟
　本発明の抗体の親和性を増大させる必要があり、この仕事を達成するのに当該分野で知
られた多くの方法がある。例えば、集中された工程ごとの突然変異誘発を、ファージ発現
抗体ライブラリーを用いて行うことができ、そこでは、単一の突然変異を含有する全ての
６つの重鎖および軽鎖ＣＤＲを増大した抗原親和性について発現させ、スクリーニングさ
せる（Ｗｕら、（１９９８）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９５（１
１）：６０３７－４２参照）。もう１つの集中したアプローチは「ホット－スポット突然
変異誘発」といわれ、そこでは、ランダムに導入された突然変異は、改良された親和性を
最も生じさせるような部位に導入される（Ｈｏら、（２００５）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．２８０：６０７－１７参照）。これらのような集中されたアプローチは、小さなライブ
ラリーのみがスクリーニングで必要であるが、後に、全ての変種組合せの広範なスクリー
ニングが最良のクローンを得るのに必要な点で不利を有する。
【０２０９】
　抗体親和性成熟を行うための第二の一般的なアプローチはいくつかの異なるタイプのデ
ィスプレイ技術の１つの使用に依拠する。これらの技術においては、数百万の抗体変種を
、改良された親和性を持つ変種に好都合な条件下で表示させ、選択する。表示システムは
、しばしば、誤差－傾向ＰＣＲ突然変異誘発のようなランダム突然変異体を導入するため
のいくつかの方法と対とする。用いることができるディスプレイ技術は、限定されるもの
ではないが、リボソーム－、酵母－、ファージ－、マクロビーズ－、蛋白質－ＤＮＡ結合
－、細菌－およびレトロウイルスディスプレイを含む。これらの技術を用い、抗体親和性
における１０００×改良が報告されており、４８ｆＭ程低い親和性を持つ抗体を生じる。
レビューについては、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　２３：１１０５－１６を参照されたし。
【０２１０】
　「ルック－スルー突然変異誘発」と呼ばれる別のアプローチは、ＣＤＲドメイン内の化
学の分布を調べ、アミノ酸側鎖化学のシネルジー寄与に取り組むことによって、コンビナ
トーリアル突然変異を同時に評価し、最適化する多次元突然変異誘発アプローチである（
Ｒａｊｐａｌ　ｅｔ　ａｌ（２００５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ
　１０２（２４）：８４６６－７１）。
【０２１１】
　（ｉｘ）エフェクター機能エンジニアリング
　エフェクター機能に関して本発明の抗体を修飾して、例えば、抗体の抗原－依存性細胞
－媒介細胞傷害性（ＡＤＣＣ）および／または補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）を増強さ
せるのが望ましいであろう。これは、１以上のアミノ酸置換を抗体のＦｃ領域に導入する
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ことによって達成することができる。別法として、あるいは加えて、システイン残基をＦ
ｃ領域に導入することができ、それにより、この領域における鎖間ジスルフィド結合形成
を可能とする（レビューについては：Ｗｅｉｎｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｒｔｅｒ（２００５）
Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３（５）：５５６－５５７）。かく作製
されたホモダイマー抗体は、改良された内部化能力および／または増大した補体－媒介細
胞殺傷および抗体－依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有することができる。Ｃａｒｏｎら
、Ｊ．Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１７６：１１９１－１１９５（１９９２）およびＳｈｏｐｅｓ，
Ｂ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２（１９９２）参照。増強された抗
－腫瘍活性を持つホモダイマー抗体は、Ｗｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　５３：２５６０－２５６５（１９９３）に記載されたヘテロ二官能性架橋剤
を用いて調製することもできる。別法として、デュアルＦｃ領域を有し、それにより、補
体溶解性およびＡＤＣＣ能力を有する抗体を作製することができる。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　３：２１９－２３０
（１９８９）参照。Ｆｃ領域内に修飾されたグリコシル化を持つ抗体を生産することがで
きる。例えば、炭水化物鎖におけるフコース含有量を低下させることは、抗体の固有のＡ
ＤＣＣ活性を改良することができる（例えば、ＷＯ００６１７３９に記載された、Ｂｉｏ
Ｗａ’ｓ　ＰｏｔｉｌｌｅｇｅｎｔＴＭ　ＡＤＣＣ　Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ参照）。別法として、二等分された非－フコシル化オリゴ糖鎖を加える抗体を細
胞系で生産することができる（ＵＳ　６，６０２，６８４参照）。これらの技術の双方は
、エフェクター細胞上のＦｃガンマＩＩＩａ受容体に対する増大された親和性を持つ抗体
を生じさせ、その結果、増大したＡＤＣＣ効率がもたらされる。Ｆｃ領域を作製して、本
発明の抗体の血清中半減期を改変することもできる。ＡｂｄｅｇｓはＦｃＲｎサルベージ
受容体に対する増大した親和性を持つ作製されたＩｇＧであり、従って、慣用的なＩｇＧ
よりも短い半減期を有する（Ｖａｃｃａｒｏら、（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３（１０）：１２８３－１２８８参照）。血清中半減期を増加させ
るためには、ＦｃＲｎでもって親和性を減少させるように見える、特異的突然変異をＦｃ
領域に導入することができる（Ｈｉｎｔｏｎら、（２００４）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　
２９７（８）：６２１３－６２１６参照）。本発明の抗体を修飾して、血清中半減期を改
変する他のメカニズムを用いることもでき、これは、血清中アルブミン結合ドメイン（ｄ
Ａｂ）を含めること等である（例えば、ＷＯ０５０３５５７２参照）。作製されたＦｃド
メイン（例えば、ＸｍＡＢＴＭ、ＷＯ０５０７７９８１）を本発明の抗体に組み込んで、
改良されたＡＤＣＣ活性、改変された血清中半減期または増大した抗体蛋白質安定性に導
くこともできる。
【０２１２】
　（ｘ）イムノ結合体
　また、本発明は、化学治療剤、トキシン（例えば、酵素的に活性なトキシン、または細
菌、真菌、植物または動物起源の酵素的に活性なトキシン；その断片および／または変種
を含む）、プロドラッグのような細胞傷害性剤、あるいは免疫モジュレーター、ホルモン
またはホルモンアゴニスト、および酵素または酵素阻害剤のようなもう１つの剤、色素原
または色素のような光活性治療剤、脈管形成阻害剤、その代替抗体または断片、または放
射性同位体（例えば、放射性結合体）に結合体化された抗体を含む免疫結合体にも関する
（レビューについては、Ｓｃｈｒａｍａら、（２００６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ
　５：１４７－１５９参照）。
【０２１３】
　そのような免疫結合体の作製で有用な化学治療剤は先に記載されている。抗体、および
カリケアミシン、メイタンシン（米国特許第５，２０８，０２０号）、トリコテン、ドゥ
オカルマイシン（「Ｕｌｔｒａ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ｔｏｘｉｎｓ」としても知られている；
一般に、Ｌｉｌｌｏら、（２００４）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１
１；ｐ．８９７－９０６参照）およびＣＣ－１０６５のような１以上の小分子トキシンの
結合体もまた本明細書中において考えられる。
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【０２１４】
　本発明の１つの好ましい具体例において、抗体は、１以上のメイタンシン分子（例えば
、抗体分子当たり約１ないし約１０のメイタンシン分子）に結合体化される。メイタンシ
ンは、例えば、Ｍａｙ－ＳＳ－Ｍｅに変換することができ、これはＭａｙ－ＳＨ３に還元
し、修飾された抗体（Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２
：１２７－１３１（１９９２））と反応させて、メイタンシノイド－抗原免疫結合体を生
じさせることができる。別法として、選択された薬物は、ほぼ１０－１１ＭのＩＣ５０を
有する（レビューについては、Ｐａｙｎｅ（２００３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　３：２
０７－２１２参照）高度に優れたメイタンシン誘導体ＤＭ１（Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２
’－（３－メルカプト－１－オキソプロピル）－メイタンシン）（例えば、２００２年１
２月１２日に公開されたＷＯ０２／０９８８８３参照）、またはＤＭ４（Ｎ２’－デアセ
チル－Ｎ２’（４－メチル－４－メルカプト－１－オキソペンチル）メイタンシン）（例
えば、２００４年１２月２日に公開されたＷＯ２００４／１０３２７２参照）であってよ
い。
【０２１５】
　注目するもう１つの免疫結合体は、１以上のカリケアミシン分子に結合体化した抗－腫
瘍細胞抗原抗体を含む。抗生物質のカリケアミシンファミリーは、サブ－ピコモル濃度に
おいて二本鎖ＤＮＡ破壊を生じさせることができる。使用することができるカリケアミシ
ンの構造的アナログは、限定されるものではないが、ガンマ．．ｓｕｂ．１．ｓｕｐ．Ｉ
、アルファ．．ｓｕｂ．２．ｓｕｐ．Ｉ、アルファ．．ｓｕｂ．３．ｓｕｐ．Ｉ、Ｎ－ア
セチル－ガンマ．．ｓｕｂ．１．ｓｕｐ．Ｉ、ＰＳＡＧおよびシーター．．ｓｕｐ．Ｉ．
ｓｕｂ．１（Ｈｉｎｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３：３３
３６－３３４２（１９９３）およびＬｏｄｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　５８：２９２５－２９２８（１９９８））を含む。また、米国特許第５，７１４，
５８６号；第５，７１２，３７４号；第５，２６４，５８６号；および第５，７７３，０
０１号を明示的にここに引用して援用する。
【０２１６】
　なおもう１つのアプローチは、多くの癌において過剰生産される酵素によって、腫瘍細
胞抗原抗体を、活性な形態で放出され得るプロドラッグに結合体化することを含む。例え
ば、抗体結合体はドキソルリシンのプロドラッグ形態でなすことができ、ここに、活性な
成分はプラスミンによって結合体から放出される。プラスミンは、多くの癌性組織におい
て過剰生産されることが知られている（Ｄｅｃｙら、（２００４）　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　１８（３）：５６５－５６７参照）。
【０２１７】
　用いることができる酵素的に活性なトキシンおよびその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフ
テリアトキシンの非結合性活性断片、（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
からの）エキソトキシンＡ鎖、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓエンドトキシン、リシンＡ鎖、ア
ブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉ蛋
白質、ジアンチン蛋白質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ蛋白質（ＰＡＰＩ、
ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、リボヌクレアーゼ（Ｒｎａｓｅ）、デオキシリボヌク
レアーゼ（Ｄｎａｓｅ）、アメリカヤマゴボウ抗ウイルス蛋白質、ニガウリ（ｍｏｍｏｒ
ｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ）阻害剤、クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻害剤、ゲロニン、マイトゲリン、レストリクトシン、フェノマ
イシン、ネオマイシンおよびトリコテセンを含む、例えば、１９９３年１０月２８日に公
開されたＷＯ　９３／２１２３２参照。特に好ましいのは、低い固有の免疫原性、および
癌性細胞に対する機会を低下させて、トキシンに対して耐性となる作用メカニズム（例え
ば、細胞傷害性メカニズム－ｖｓ－生細胞メカニズム）を有するトキシンである。
【０２１８】
　本発明の抗体および免疫モジュレーターの間で作製された結合体が考えられる。例えば
、免疫刺激オリゴヌクレオチドを用いることができる。これらの分子は、抗原－特異的抗
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体応答を誘導することができる優れた免疫原である（Ｄａｔｔａら、（２００３）　Ａｎ
ｎ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　１００２：１０５－１１１）。さらなる免疫変調化合物
は、「Ｓ１因子」のような幹細胞成長遺伝子、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のようなリンホカ
イン、インターロイキンのような造血系因子、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）
または顆粒球マクロファージ－刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）のようなコロニー刺激因子（Ｃ
ＳＦ）、インターフェロンアルファ、ベータまたはガンマのようなインターフェロン（Ｉ
ＦＮ）、エリスロポエチン、およびトロンボポエチンを含むことができる。
【０２１９】
　種々の放射性同位体が、放射性結合体化抗－腫瘍細胞抗原抗体の生産で利用可能である
。治療放射性結合体は、Ｐ－３２、Ｐ－３３，Ｓｃ－４７、Ｆｅ－５９、Ｃｕ－６４、Ｃ
ｕ－６７、Ｓｅ－７５、Ａｓ－７７、Ｓｒ－８９、Ｙ－９０、Ｍｏ－９９、Ｒｈ－１０５
、Ｐｄ－１０９、Ａｇ－Ｉ１１、Ｉ－１２５、Ｉ－１３１、Ｐｒ－１４２、Ｐｒ－１４３
、Ｐｍ－１４９、Ｓｍ－１５３、Ｔｈ－１６１、Ｈｏ－１６６、Ｅｒ－１６９、Ｌｕ－１
７７、Ｒｅ－１８６、Ｒｅ－１８８、Ｒｅ－１８９、Ｉｒ－１９４、Ａｕ－１９８、Ａｕ
－１９９、Ｐｂ－２１１、Ｐｂ－２１２、およびＢｉ－２１３、Ｃｏ－５８、Ｇａ－６７
、Ｂｒ－８０ｍ、Ｔｃ－９９ｍ、Ｒｈ－１０３ｍ、Ｐｔ－１０９、Ｉｎ－ｉｌｌ、Ｓｂ－
ｌ、１－１２５、Ｈｏ－１６１、Ｏｓ－１８９ｍ、Ｉｒ－１９２、Ｄｙ－１５２、Ａｔ－
２１１、Ｂｉ－２１２、Ｒａ－２２３、Ｒｎ－２１９、Ｐｏ－２１５、Ｂｉ－２１１、Ａ
ｃ－２２５、Ｆｒ－２２１、Ａｔ－２１７、Ｂｉ－２１３、Ｆｍ－２５５およびその組合
せを用いて作製することができる。加えて、ホウ素、ガドリニウムまたはウラン原子を用
いることができ、ここに、ホウ素原子は好ましくはＢ－１０であり、ガドリニウム原子は
Ｇｄ－１５７であり、ウラン原子はＵ－２３５である。
【０２２０】
　好ましくは、治療放射性核種結合体は、２０および１０，０００ｋｅＶの間のエネルギ
ーを持つ放射性核種を有する。放射性核種は１０００ｋｅＶ未満のエネルギーを持つオー
ジェエミッター、２０および５０００ｋｅＶの間のエネルギーを持つＰエミッター、また
は２０００および１０，０００ｋｅＶの間のエネルギーを持つアルファまたは「ａ」エミ
ッターであり得る。
【０２２１】
　診断放射性結合体は、ガンマ－、ベータ－または陽電子－放射同位体である放射性核種
を含有することができ、ここに、該放射性核種は２０および１０，０００ｋｅＶの間のエ
ネルギーを有する。放射性核種は１８Ｆ、５１Ｍｎ、５２ｍＭｎ、５２Ｆｅ、５５Ｃｏ、
６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６８Ｇａ、７２Ａｓ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ、８２ｍＲｂ、８３Ｓｒ
、８６ｙ、８９Ｚｒ、９４ｍＴｃ、ＩＩｎ、１２０ｉ、１２４ｉ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、
５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、６７ＣＵ、６７Ｇａ、７５Ｓｅ、９７Ｒｕ、９９ｍＴｃ、ＩｌｌＩ
ｎ、１１４ｍＩｎ、１２３ｉ、１２５ｉ、１３１ｉ、１６９、１９７Ｈｇ、および２１Ｔ
ｌの群から選択することができる。
【０２２２】
　さらなるタイプの診断免疫結合体が考えられる。本発明の抗体または断片を、光活性ま
たはコントラスト剤である診断剤に連結させることができる。光活性化合物は色素原また
は色素のような化合物を含むことができる。コントラスト剤は、例えば、常磁性イオンで
あってよく、ここに、該イオンはクロム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）、
鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジム（ＩＩＩ）、
サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウム（ＩＩＩ）、バナジウ
ム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）、ホロミウム（ＩＩＩ）
およびエルビウム（ＩＩＩ）を含む。コントラスト剤は、ヨウ素、イリジウム、バリウム
、ガリウムおよびタリウム化合物のような、Ｘ－線技術またはコンピュータ断層撮影法で
用いる放射線不透過性化合物であってよい。放射線不透過性化合物はバリウム、ジアトリ
ゾエート、エチオダイズド油、クエン酸ガリウム、イオカルム酸、イオセタム酸、イオダ
ミド、イオジパミド、イオドキサム酸、ログラマイド、イオヘキソール、イオパミドール
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、イオパノ酸、イオプロセム酸、イオセファム酸、イオセリン酸、イオスラミドメグルミ
ン、イオセメチン酸、イオタスル、イオテトル酸、イオタラム酸、イオトロクス酸、イオ
キサグル酸、イオキソトリゾ酸、イポデート、メグルミン、メトリザミド、メトリゾエー
ト、プロピリオドン、および塩化第一タリウムの群から選択することができる。別法とし
て、診断免疫結合体は、本発明の抗体に結合体化したガス充填リポソームのような超音波
－増強剤を含有することができる。診断免疫結合体は、限定されるものではないが、腫瘍
の走査中、内視鏡または血管内方法、または癌の診断および検出を含めた種々の手法を用
いることができる。
【０２２３】
　抗体および細胞傷害性剤の結合体は、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチ
オール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル
）シクロヘキサン－１－カルボキシレート、イミノチオラン（ＩＴ）、（ジメチルアジピ
ミデートＨＣＬのような）イミドエステルの二官能性誘導体、（ジスクシンイミジルすべ
レートのような）活性なエステル、（グルタルアルデヒドのような）アルデヒド、ビス（
ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンのような）ビス－アミド化合物、（ビス－（ｐ
－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンのような）ビス－ジアゾニウム誘導体、
（トルエン２，６－ジイソシアネートのような）ジイソシアネートおよび１，５－ジフル
オロ－２，４－ジニトロベンゼンのような）ビス－活性フッ素化合物のような種々の二官
能性蛋白質カップリング剤を用いることによって作製することができる。例えば、リシン
イムノトキシンはＶｉｔｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１０９８（１
９８７）に記載されたように調製することができる。炭素－１４－標識１－イソチオシア
ナトベンジル－３－メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射
性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのための例示的なキレート化剤である。Ｗ
Ｏ９４／１１０２６参照。リンカーは細胞において細胞傷害性薬物の放出を容易とする「
切断可能なリンカー」であってよい。例えば、酸－不安定リンカー、ペプチダーゼ－感受
性リンカー、ジメチルリンカーまたはジスルフィド含有リンカー（Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２））を用いるこ
とができる。剤は、炭水化物部位を通じて本発明の抗体に加えて連結してもよい。
【０２２４】
　別法として、抗－腫瘍細胞抗原抗体および細胞傷害性剤を含む融合蛋白質は、例えば、
組換え技術またはペプチド合成によって作製することができる。
【０２２５】
　なおもう１つの具体例において、抗体は、腫瘍プレ標的化で利用するためのストレプト
アビジンのような）「受容体」に結合体化させることができ、そこでは、抗体－受容体結
合体が患者に投与され、続いて、清澄化剤を用いて循環から未結合結合体を除去し、次い
で、細胞傷害性剤（例えば、放射性ヌクレオチド）に結合体化された「リガンド」（例え
ば、アビジン）を投与する。
【０２２６】
　抗－腫瘍細胞抗原抗体は、加えて、標的細胞リソゾームの内部で放出されるに過ぎない
細胞傷害性分子に結合体化することができる。例えば、薬物モノメチルアウリスタチンＥ
（ＭＭＡＥ）を、抗体結合体の内部化に続いて蛋白質分解リソゾーム酵素カテプシンＢに
よって切断されるバリン－シトルリン結合を介して結合体化することができる（例えば、
２００３年４月３日に公開されたＷＯ０３／０２６５７７参照）。別法として、切断可能
部位としてヒドラゾン官能性を含有する酸－不安定リンカーを用い、ＭＭＡＥを抗体に付
着させることができる（例えば、２００２年１１月１１日に公開されたＷＯ　０２／０８
８１７２参照）。
【０２２７】
　（ｘｉ）抗体依存性酵素媒介プロドラッグ療法（ＡＤＥＰＴ）
　本発明の抗体は、プロドラッグ（例えば、ペプチジル化学療法剤、ＷＯ８１／０１１４
５参照）を活性な抗－癌薬物に変換するプロドラッグ－活性化酵素に抗体を結合体化する
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ことによって、ＡＤＥＰＴにおいて用いることもできる。例えば、ＷＯ　８８／０７３７
８および米国特許第４，９７５，２７８号参照。
【０２２８】
　ＡＤＥＰＴで有用な免疫結合体の酵素成分は、それをそのより活性な細胞傷害性形態に
変換するように、プロドラッグに作用することができるいずれの酵素も含む。
【０２２９】
　本発明の方法で有用な酵素は、限定されるものではないが、ホスフェート－含有プロド
ラッグを遊離薬物に変換するのに有用なアルカリホスファターゼ；スルフェート含有プロ
ドラッグを遊離薬物に変換するのに有用なアリールスルファターゼ；非－毒性５－フルオ
ロシトシンを抗－癌薬物、５－フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナ
ーゼ；ペプチド－含有プロドラッグを遊離薬物に変換するのに有用な、セラチアプロテア
ーゼ、テルモリシン、スブチリシン、カルボキシペプチダーゼおよび（カテプシンＢおよ
びＬのような）カテプシンのようなプロテアーゼ；Ｄ－アミノ酸置換基を含有するプロド
ラッグを変換するのに有用なＤ－アラニルカルボキシペプチダーゼ；グリコシル化プロド
ラッグを遊離薬物に変換するのに有用なベータ－ガラクトシダーゼおよびノイラミニダー
ゼのような炭水化物－切断酵素；ベータ－ラクタムで誘導体化された薬物を遊離薬物に変
換するのに有用なベータ－ラクタマーゼ；およびそれらのアミン窒素において、各々、フ
ェノキシアセチルまたはフェニルアセチル基で誘導体化された薬物を有利薬物に変換する
のに有用なペニシリンＶアミダーゼまたはペニシリンＧアミダーゼのようなペニシリンア
ミダーゼを含む。別法として、「アブザイム」として当該分野でやはり知られた、酵素活
性を持つ抗体を用いて、本発明のプロドラッグを遊離活性薬物に変換することができる（
例えば、Ｍａｓｓｅｙ，Ｎａｔｕｒｅ　３２８：４５７－４５８（１９８７）参照）。抗
体－アブザイム結合体は、アブザイムの腫瘍細胞集団への送達のために本明細書中に記載
されたように調製することができる。
【０２３０】
　本発明の酵素は、先に議論したヘテロ二官能性架橋剤試薬の使用のような当該分野で良
く知られた技術によって抗－腫瘍細胞抗原抗体に共有結合させることができる。別法とし
て、本発明の酵素の少なくとも機能的に活性な部分に連結された本発明の抗体の少なくと
も抗原結合領域を含む融合蛋白質は、当該分野で良く知られた組換えＤＮＡ技術を用いて
構築することができる（例えば、Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，３１２：６０４
－６０８（１９８４）参照）。
【０２３１】
　（ｘｉｉ）他の抗体の修飾
　抗体の他の修飾が本明細書中では考えられる。例えば、抗体は、種々の非蛋白質性ポリ
マー、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシアルキ
レン、またはポリエチレングリコールおよびポリプロピレングリコールのうちの１つに連
結させることができる。抗体は、例えば、コロイド薬物送達システム（例えば、リポソー
ム、アルブミンマイクロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ－粒子およびナノカプセ
ル）において、あるいはマクロエマルジョンにおいて、コアセルベーション技術によって
、あるいは界面重合（例えば、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカ
プセルおよびポリ（メチルメタクリレート）マクロカプセルによって調製されたマイクロ
カプセルに捕獲することもできる。そのような技術はＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｌｏ，Ａ．
，Ｅｄ．，（１９８０）に開示されている。
【０２３２】
　本明細書中に開示された抗－腫瘍細胞抗原抗体もまた免疫リポソームとして処方するこ
ともできる。抗体を含有するリポソームは、Ｅｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４０３０（１９８０）；米国特許第４，４８５
，０４５号および第４，５４４，５４５号；および１９９７年１０月２３日に公開された
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ＷＯ９７／３８７３１に記載されたような当該分野で知られた方法によって調製される。
増強された循環時間を持つリポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示されて
いる。
【０２３３】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびＰＥＧ－誘導
体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物での逆相蒸発方
法によって生じさせることができる。リポソームは規定されたポアサイズのフィルターを
通じて押し出して、所望の直径を持つリポソームを生じさせることができる。本発明の抗
体のＦａｂ’断片は、ジスルフィド相互交換反応を介して、Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５７：２８６－２８８（１９８２）に記載されたようにリポ
ソームに結合体化させることができる。化学療法剤は、所望により、リポソーム内に含有
させる。Ｇａｂｉｚｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ
．８１（１９）１４８４（１９８９）参照。
【０２３４】
　本発明の抗体を含む診断または治療融合蛋白質を構築することができる。これらの融合
蛋白質は、本発明の抗体から由来する少なくとも２つの抗－腫瘍細胞抗原結合ドメインを
含むことができるか、あるいは注目する代替エピトープに結合する結合ドメインに融合し
た１つの抗－腫瘍細胞抗原結合ドメインを含有することができる。この代替エピトープは
、癌腫－会合エピトープであってよい。これらの融合は免疫結合体であってもよく、全長
抗体またはその断片から構成されていてもよい。
【０２３５】
　（ｉｖ）所望の特性を持つ抗体についてのスクリーニング
　抗体を集めるための技術は前記されている。さらに、所望であれば、ある種の生物学的
特徴を持つ抗体をさらに選択することができる。
【０２３６】
　細胞死滅を促進する抗体を同定するためには、腫瘍細胞抗原および本発明の抗体を発現
する癌細胞を用いてイン・ビトロアッセイを行うことができる。当該分野で知られた１つ
のアッセイは、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　９６水性非－放射性細胞増殖アッセイ（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ　ｃａｔ＃　Ｇ５４２１）である。このアッセイにおいては、新規テトラゾリウム化
合物［３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－５－（３－カルボキシメトキシ
フェニル）－２－（４－スルホフェニル）－２－Ｈ－テトラゾリウム、内塩；ＭＴＳ（ａ
）］および電子カップリング試薬（フェナジンメトスルフェート）ＰＭＳの溶液を利用す
る。ＭＴＳは、組織培養基に可溶性であるフォルマザン産物へ細胞によって生体還元され
る。４９０ｎｍにおけるフォルマザン産物の吸光度は、さらに加工することなく９６－ウ
エルアッセイプレートから直接的に測定することができる。ＭＴＳの水性可溶性フォルマ
ザン産物への変換は、代謝的に活性な細胞において見出されるデヒドロゲナーゼ酵素によ
って達成される。４９０ｎｍ吸光度の量によって測定されたフォルマザン産物の量は、培
養中の生きた細胞の数に直接的に比例する。もう１つの好ましいアッセイは、テトラゾリ
ウム塩（ＩＮＴ）の赤色フォルマザン産物への変換をもたらす、カップリングされた酵素
アッセイを伴う、培養上清において放出された乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）を低了す
るＣｙｔｏＴｏｘ　９６アッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ　ｃａｔ＃　Ｇ１７８０）である。形
成された色の量は、溶解された細胞の数に比例する。目に見える波長の吸光度データは、
標準９６ウエルプレートリーダーを用いて収集される。
【０２３７】
　細胞傷害性手法よりはむしろ静細胞手法で作用する抗体の同定は、非－処理対照培養と
比較した処理された標的細胞培養の生存性を測定することによって達成することができる
。有効性は、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｂｌｕｅ（登録商標）Ｃｅｌｌ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
　ＡｓｓａｙまたはＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ（登録商標）Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　
Ｃｅｌｌ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　Ａｓｓａｙ（各々Ｐｒｏｍｅｇａ，ｃａｔａｌｏｇ　ｎ
ｕｍｂｅｒｓ　Ｇ８０８０　ａｎｄ　Ｇ５７５０）のような当該分野で知られた方法を用
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いて検出することができる。抗体は、もし処置が、前記した手段によって測定して細胞死
滅のいずれの証拠もなくして対象培養と比較して細胞数の減少を引き起こすならば、潜在
的に静細胞性と考えられるであろう。
【０２３８】
　ＡＤＣＣを促進する抗体を同定するためには、イン・ビトロスクリーニングアッセイを
当該分野で知られたアッセイの１つに従って実行することができる。１つの好ましいアッ
セイはイン・ビトロＡＤＣＣアッセイであり；クロム５１－標識標的細胞を調製するため
には、腫瘍細胞系を組織培養プレートで成長させ、ＰＢＳ中の滅菌１０　ｍＭ　ＥＤＴＡ
を用いて収穫する。脱着された細胞を細胞培養基で２回洗浄する。細胞（５×１０６）を
、場合によって混合しつつ、２００μＣｉのクロム５１（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｎｕ
ｃｌｅａｒ／ＤｕＰｏｎｔ）で３７℃にて１時間標識する。標識された細胞を細胞培養基
で３回洗浄し、次いで、１×１０５細胞／ｍＬの濃度まで再度懸濁する。細胞をオプソニ
ン化なくして用いるか、あるいは、ＰＢＭＣアッセイにおいて１００ｎｇ／ｍＬおよび１
．２５ｎｇ／ｍＬにおいて、あるいはＮＫアッセイにおいて２０ｎｇ／ｍＬおよび１ｎｇ
／ｍＬにおいてテスト抗体と共にインキュベーションを行うことによってアッセイに先立
ってオプソニン化する。末梢血液単核細胞は、正常な健康なドナーからヘパリン上に血液
を吸収することによって調製され、同等容量のリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で希釈
される。次いで、血液をＬＹＭＰＨＯＣＹＴＥ　ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮ　ＭＥＤＩＵＭ（
登録商標）（ＬＳＭ：Ｏｒｇａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ）に重ね、製造業者の指示に従っ
て遠心する。単核細胞をＬＳＭ－血漿界面から収集しＰＢＳで３回洗浄する。エフェクタ
ー細胞を、細胞培養基中に１×１０７細胞／ｍＬの最終濃度まで懸濁する。ＬＳＭを通じ
ての精製の後、製造業者の指示に従い、ＮＫ細胞単離キットおよび磁性カラム（Ｍｉｌｔ
ｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いる陰性選択によって、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞
をＰＢＭＣから単離する。単離されたＮＫ細胞を収集し、洗浄し、細胞培養基中に２×１
０６細胞／ｍＬの濃度まで再懸濁する。ＮＫ細胞の同一性は、フローサイトメトリー分析
によって確認される。種々のエフェクター：標的比率は、細胞培養基中のマイクロタイタ
ープレート（１００μＬ最終容量）の列に沿ってエフェクター（ＰＢＭＣまたはＮＫ）細
胞を２倍系列希釈することによって調製される。エフェクター細胞の濃度はＰＢＭＣにつ
いては、１．０×１０７／ｍＬないし２．０×１０４／ｍＬ、およびＮＫについては２．
０×１０６／ｍＬないし３．９×１０３／ｍＬの範囲である。エフェクター細胞の滴定の
後、１００μＬの１×１０５細胞／ｍＬのクロム５１－標識標的細胞（オプソニン化また
は非オプソニン化）をプレートの各ウェルに加える。この結果、ＰＢＭＣについては１０
０：１、およびＮＫ細胞については２０：１の初期エフェクター：標的比率がもたらされ
る。全てのアッセイは二連で実行し、各プレートは自然溶解（ｅファクター細胞なし）お
よび合計溶解（標的細胞＋１００μＬ　１％ドデシル硫酸ナトリウム、１Ｎ水酸化ナトリ
ウム）についての対照を含有する。プレートを３７℃にて１８時間インキュベートし、そ
の後、上清収集系（Ｓｋａｔｒｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，Ｉｎｃ．）を用いて細胞培
養上清を収穫し、Ｍｉｎａｘｉ自動－ガンマ５０００シリーズガンマカウンター（Ｐａｃ
ｋａｒｄ）において１分間カウントする。次いで、式：％細胞傷害性＝（試料ｃｐｍ－自
然溶解）／（合計溶解－自然溶解）×１００を用いて結果をパーセント細胞傷害性として
表す。
【０２３９】
　高スループット様式でＡＤＣＣを促進することができる抗体を同定するためには（ここ
に引用して援用する同時係属出願６０／７５６，３０１）、以下のように、ＡＣＥＡ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＲＴ－ＣＥＳ（登録商標）（Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　Ｃｅｌｌ　Ｅ
ｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　Ｓｅｎｓｏｒ）システムを用いてリアルタイムＡＤＣＣアッセイを
行うことができる：細胞をＥ－プレートマイクロタイタープレート（ＡＣＥＡ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）に蒔き、ここに、ミクロ電極表面と細胞との相互作用は、細胞－電極イ
ンピーランス応答の発生に導き、これは、接着および数の形態、量の項目について細胞の
状態を示す。ヒトＰＢＭＣは（健康なボランティアドナーからの）ヒト血液から新たに調
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製され、次いで、実験的に、例えば、２５：１エフェクター：標的と決定された最適な比
率で標的細胞に加える。次いで、テスト抗体を加え、細胞プレートを、次の４８時間の間
、細胞指標の連続的モニタリングのためにＡＣＥＡ　Ｓｙｓｔｅｍに戻す。ＰＢＭＣおよ
びテスト抗体の添加後の記録された細胞指標の降下は、テスト抗体によって媒介されるＡ
ＤＣＣによる標的細胞の殺傷を反映する。実行すべき対照は、エフェクターＰＢＭＣ細胞
の不存在下におけるアッセイの実行または無関係なイソタイプ対照抗体の使用を含むこと
ができる。
【０２４０】
　ＣＤＣを促進する抗体を同定するために、当業者は当該分野で知られたアッセイの１つ
を実行することができる。１つの好ましいアッセイは、イン・ビトロＣＤＣアッセイであ
り；イン・ビトロにて、ＣＤＣアッセイは、異なる濃度のテスト抗体の不存在下または存
在下においてヒト（または代替源）補体－含有血清と共に、腫瘍細胞抗原を発現する細胞
をインキュベートすることによって測定することができる。次いで、ＡＬＡＭＡＲ　ＢＬ
ＵＥ（登録商標）（Ｇａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　２０２　１６３－１７１（１９９７））を用いて生きた細胞を定量することによ
って、次いで、細胞傷害性を測定する。対照アッセイは抗体なくして、および抗体と共に
、加熱不活化血清を用い、および／または問題とする腫瘍細胞抗原を発現しない細胞を用
いて行う。別法として、赤血球細胞を、腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原またはペプチドで被
覆することができ、次いで、ＣＤＣは赤血球溶解を観察することによってアッセイするこ
とができる（例えば、Ｋａｒｊａｌａｉｎｅｎ　ａｎｄ　Ｍａｎｔｙｊａｒｖｉ，Ａｃｔ
ａ　Ｐａｔｈｏｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｓｃａｎｄ［Ｃ］．１９８１　Ｏｃｔ；８９（
５）：３１５－９参照）。
【０２４１】
　成長阻害性抗－腫瘍細胞抗原抗体を同定するために、腫瘍細胞抗原を過剰発現する癌細
胞の成長を阻害する抗体についてスクリーニングすることができる。１つの具体例におい
て、選択する成長阻害性抗体は、約０．５～３０μｇ／ｍＬの抗体濃度にて、約２０～１
００％、好ましくは約５０～１００％だけ細胞培養において細胞を発現する腫瘍細胞抗原
の成長を阻害することができる。
【０２４２】
　細胞死滅を誘導する抗体について選択するためには、例えば、ＰＩ、トリパンブルーま
たは７ＡＡＤ取り込みによって示される膜一体性の喪失は、対照に対して評価することが
できる。好ましいアッセイは、腫瘍抗原発現細胞を用いるＰＩ取込みアッセイである。こ
のアッセイに従うと、腫瘍細胞抗原発現細胞を、１０％加熱－不活化ＰＢＳ（Ｈｙｃｌｏ
ｎｅ）および２ｍＭ　Ｌ－グルタミンを補足したダルベッコの修飾イーグル培地（Ｄ－Ｍ
ＥＭ）：ハムのＦ－１２（５０：５０）中で培養する（かくして、該アッセイは補体およ
び免疫エフェクター細胞の不存在下で行う。腫瘍細胞は１００×２０ｍｍ皿中の皿当たり
３×１０６の密度で蒔き、一晩付着させる。次いで、培地を除去し、神聖な培地単独、ま
たは１０μｇ／ｍＬの適当なモノクローナル抗体を含有する培地で置換える。細胞を３日
間の期間の間インキュベートする。各処理に続いて、単層をＰＢＳで洗浄し、トリプシン
処理によって脱着する。次いで、１２００ｒｐｍにおいて、４℃において細胞を５分間遠
心し、ペレットを３ｍＬの氷冷Ｃａ２＋　結合緩衝液（１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．
４，１４０ｍＭ　ＮａＣｌ，２．５ｍＭ　ＣａＣｌ２）中にペレットを再懸濁させ、細胞
クランプの除去のために、３５ｍｍストレイナー－キャップド１２×７５チューブ（チュ
ーブ当たり１ｍＬ、処理群当たり３チューブ）にアリコットする。次いで、チューブはＰ
Ｉ（１０μｇ／ｍＬ）を受ける。ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメーターおよびＦＡＣ
ＳＣＯＮＶＥＲＴＴＭを用いて試料を分析することができる。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフト
ウエア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）。ＰＩ取込みによって決定して細胞死滅の
統計学的に有意なレベルを誘導する抗体は、細胞死滅－誘導抗体として選択することがで
きる。
【０２４３】
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　アポトーシスを誘導する抗体について選択するためには、ＢＴ４７４細胞を用いるアネ
キシン結合アッセイが利用できる。細胞表面ホスファチジルセリン（ＰＳ）は、ＰＳに対
するアネキシンＶの高い親和性に基づく、商業的に入手可能なアネキシンＶ染色試薬のい
ずれかを用いて検出することができる。ＢＴ４７４細胞を培養し、これまでのパラグラフ
で議論したように、皿に蒔く。次いで、培地を除去し、新鮮な培地単独、または１０μｇ
／ｍＬのモノクローナル抗体を含有する培地で置換える。３日間のインキュベーション期
間の後、単層をＰＢＳで洗浄し、トリプシン処理によって脱着させる。次いで、細胞を遠
心し、Ｃａ２＋結合緩衝液に再懸濁し、細胞死滅アッセイについて先に議論したようにチ
ューブにアリコットする。次いで、チューブは標識されたアネキシン（例えば、アネキシ
ンＶ－ＦＴＩＣ）（１μｇ／ｍＬ）を受け取る。ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメータ
ーおよびを用いて試料をＦＡＣＳＣＯＮＶＥＲＴＴＭを用いて試料を分析することができ
る。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウエア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）。対照に対
するアネキシン結合の統計学的に有意なレベルを誘導する抗体は、アポトーシス－誘導抗
体として選択される。別法として、例えば、Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅから商業的に入手可能なアネキシンＶ染色試薬参照。ＦＩＴＣをアネキシンＶに結合体
化することによって、フローサイトメトリーによって単一－細胞ベースでアポトーシス細
胞を同定し、定量することができる。ＦＩＴＣ－アネキシンＶ（緑色蛍光）および活力の
ない色素ヨウ化プロピジウム（赤色蛍光）での同時細胞染色は、無傷細胞（ＦＩＴＣ－Ｐ
Ｉ－）、初期アポトーシス（ＦＩＴＣ＋ＰＩ－）、及び後期アポトーシスまたは壊死細胞
（ＦＩＴＣ＋ＰＩ＋）の区別を供することができる。
【０２４４】
　アネキシン結合アッセイに加え、ＢＴ４７４細胞を用いるＤＮＡ染色アッセイが利用可
能である。このアッセイを行うために、先の２つのパラグラフで記載した注目する抗体で
処理されているＢＴ４７４細胞を、９μｇ／ｍｌ　ＨＯＥＣＨＳＴ３３３４２ＴＭと共に
３７℃にて２時間インキュベートし、次いで、ＭＯＤＦＩＴＴＭソフトウエア（Ｖｅｒｉ
ｔｙ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｈｏｕｓｅ）を用い、ＥＰＩＣＳ　ＥＬＩＴＥ．ＴＭ．フロー
サイトメーター（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）で分析した。未処理細胞（
１００％アポトーシス細胞まで）よりも２倍以上（好ましくは、３倍以上）のアポトーシ
ス細胞のパーセンテージの変化を誘導する抗体は、このアッセイを用いてプロ－アポトー
シス抗体として選択することができる。
【０２４５】
　さらに、生物学的試料内の上昇したアポトーシスは、アポトーシスに特徴的なＤＮＡ断
片化を検出する核酸－ベースの方法で確認することができる。アガロースゲルでの電気泳
動を用いて解像すると、アポトーシスＤＮＡは、最初に、例えば、壊死または他の非－特
異的ＤＮＡ分解において観察される核酸のスミアとは反対に、特徴的な「ラダー」パター
ンを有する。ＤＮＡ断片化を検出するための通常の組織化学的技術は、末端－標識ＤＮＡ
を用いる。そのためのキットはＡＰＯＬＥＲＴ　ＤＮＡ断片化キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）
のように商業的に入手可能である。このアッセイは、ターミナルデオキシヌクレオチジル
トランスフェラーゼ（Ｔｄｔ）－媒介ｄＵＴＰニック－末端標識（ＴＵＮＥＬ）に基づき
、そこでは、Ｔｄｔは、アポトーシスを受けている細胞において断片化されたＤＮＡの遊
離３’－ヒドロキシル末端においてフルオレセイン－ｄＵＴＰの取込みを触媒する。
【０２４６】
　カスパーゼのバイオマーカーのための多数のアッセイキットは商業的に入手可能である
。例えば、均一カスパーゼアッセイ（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，Ｉｎｄｉａｎａ）は、マイクロプレートにおけるカスパーゼ
活性の定量的イン・ビトロ決定のためのフルオリーメトリーアッセイである。該アッセイ
は、例えば、９６－ウェルプレートでの１００のテスト、および３８４－ウェルプレート
での４００テストを可能とする、高－スループットスクリーニングで特に有用である（Ｃ
ａｔ．Ｎｏ．３００５３７２）。このアッセイは、例えば、血清または血漿を含めた、生
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物学的試料において、カスパーゼ－２、カスパーゼ－３、カスパーゼ７－７、および程度
は低いが、カスパーゼ－６、カスパーゼ－８、カスパーゼ－９およびカスパーゼ－１０を
含めたいくつかのカスパーゼの検出を可能とする。細胞死滅検出ＥＬＩＳＡＰＬＵＳアッ
セイ（Ｃａｔ．Ｎｏ．１７７４４２５；Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，Ｉｎｄｉａｎａ）は、各々、ＤＮＡおよびヒツトンに対し
て向けられたマウスモノクローナル抗体を用いて定量的サンドイッチ－酵素－免疫アッセ
イ原理に基づく。このアッセイは、アポトーシスで死滅する細胞の細胞質へ放出されるモ
ノ－およびオリゴヌクレオソームの特異的検出および定量を可能とする。それは、細胞溶
解物、血清、培養上清等を含めた、種々の試料について用いることができる。
【０２４７】
　本発明の抗体は、ＰＥＴイメージング剤として１８Ｆ－アネキシンを用いてアポトーシ
ス活性についてイン・ビボでスクリーニングすることもできる。この手法においては、ア
ネキシンＶを１８Ｆで放射性標識し、調査中の抗体での容量に従って動物をテストするの
に与える。一番初期の事象の１つは、細胞膜の内側から外側の細胞表面へのホスファチジ
ルセリンの移動においてアポトーシスプロセスで起こり、そこでは、それはアネキシンに
接近可能である。次いで、動物をＰＥＴイメージングに付す（Ｙａｇｌｅら、Ｊ　Ｎｕｃ
ｌ　Ｍｅｄ．２００５　Ａｐｒ；４６（４）：６５８－６６）。動物を犠牲にし、個々の
器官または腫瘍を取り出し、標準的な手法に従ってアポトーシスマーカーについて分析す
る。
【０２４８】
　注目する抗体によって結合された腫瘍細胞抗原上のエピトープに結合する抗体について
スクリーニングするためには、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｅｄ　Ｈａ
ｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）に記載されたそれのようなルーチ
ン的交差－ブロッキング圧政を行うことができる。別法として、または加えて、エピトー
プマッピングは当該分野で公知の方法によって行うことができる。
【０２４９】
　本発明の抗体は、問題とする腫瘍－細胞抗原への結合に際して迅速に内部化される能力
について、または結合に続いて細胞表面に留まる能力についてスクリーニングすることが
できる。いくつかの具体例において、例えば、いくつかのタイプの免疫結合体の組み立て
において、内部化されるべき抗体の能力は、もし内部化がトキシン部位を放出するのに必
要であれば望まれるであろう。別法として、もし抗体を用いてＡＤＣＣまたはＣＤＣを促
進するならば、それは細胞表面に留まる抗体についてより望ましいであろう。スクリーニ
ング方法を用いて、これらのタイプの挙動を分化させることができる。例えば、腫瘍細胞
抗原担持細胞は、細胞を、（内部化をブロックするための０．１％アジ化ナトリウムを含
む）氷上で、または（アジ化ナトリウムなくして）３７℃にて、３時間ほぼ１μｇ／ｍＬ
の濃度にてヒトＩｇＧ１（対照抗体）または本発明の抗体の１つと共にインキュベートす
る場合に用いることができる。次いで、細胞を冷染色緩衝液（ＰＢＳ＋１％ＢＳＡ＋０．
１％アジ化ナトリウム）で洗浄し、氷上でヤギ抗－ヒトＩｇＧ－ＦＩＴＣで３０分間染色
する。幾何平均蛍光強度（ＭＦＩ）はＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒによって記録する。もし
ＭＦＩにおいて差が、アジ化ナトリウムの存在下における氷上の抗体と共にインキュベー
トされた細胞、およびアジ化ナトリウムの不存在下において３７℃で観察された細胞の間
で観察されなければ、抗体は、内部化されるよりはむしろ、細胞表面に結合されたままで
いるものであると疑われるであろう。しかしながら、もし細胞がアジ化ナトリウムの不存
在下で３７℃でインキュベートされた場合に、表面染色可能抗体の減少が見出されたなら
ば、抗体は内部化が可能なものであると疑われるであろう。
【０２５０】
　Ｖ．ベクター、宿主細胞および組換え方法
　また、本発明は、ヒト化抗－腫瘍細胞抗原抗体をコードする単離された核酸、該核酸を
含むベクターおよび宿主細胞、および該抗体の生産のための組換え技術も提供する。
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【０２５１】
　抗体の組換え生産のためには、それをコードする核酸を単離し、さらなるクローニング
（ＤＮＡの増幅）のために、または発現のために複製可能なベクターに挿入する。モノク
ローナル抗体をコードするＤＮＡは、（例えば、抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝
子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いることによって）
慣用的な手法を用いて容易に単離し、配列決定される。多くのベクターが入手可能である
。ベクターの成分は、一般には、限定されるものではないが、以下の：シグナル配列、複
製起点、１以上のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、および転写
終止配列の１以上を含む。
【０２５２】
　（ｉ）シグナル配列成分
　本発明の抗－腫瘍細胞抗原抗体は、直接的にのみならず、好ましくは、シグナル配列、
あるいは成熟蛋白質またはポリペプチドのＮ－末端に特異的な切断部位を有する他のポリ
ペプチドである異種ポリペプチドとの融合ポリペプチドとしても組換えにより生産するこ
とができる。選択された異種シグナル配列は、好ましくは、宿主細胞によって認識され、
処理される（すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される）ものである。天然抗
－腫瘍細胞抗原抗体シグナル配列を認識し、処理しない原核生物宿主細胞では、シグナル
配列が、例えば、アルカリホスファターゼ、ぺニシリナーゼ、ｌｐｐ、または熱－安定性
エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原核生物シグナル配列によって置換さ
れる。酵母分泌では、天然シグナル配列は、例えば、酵母インベルターゼリーダー、（Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ａｎｄ　Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓアルファ－因子リーダ
ーを含めた）アルファ因子リーダー、または酸性ホスファターゼリーダー、Ｃ．ａｌｂｉ
ｃａｎｓグルコアミラーゼリーダー、またはＷＯ　９０／１３６４６に記載されたシグナ
ルによって置換することができる。哺乳動物細胞発現においては、哺乳動物シグナル配列
ならびにウイルス分泌リーダー、例えば、単純疱疹ｇＤシグナルが利用できる。
【０２５３】
　そのような前駆体領域についてのＤＮＡを、抗－腫瘍細胞抗原抗体をコードするＤＮＡ
にリーディングフレームにて連結させる。
【０２５４】
　（ｉｉ）複製起点成分
　発現およびクローニングベクターの双方は、１以上の選択された宿主細胞においてベク
ターが複製するのを可能とする核酸配列を含有する。一般には、クローニングベクターに
おいては、この配列は、宿主染色体ＤＮＡから独立してベクターが複製するのを可能とす
るものであり、複製起点または自律複製配列を含む。そのような配列は種々の細菌、酵母
およびウイルスについてよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２からの複製起点はほ
とんどのグラム－陰性細菌に適しており、２μプラスミド起点は酵母に適しており、種々
のウイルス起点（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶまたはＢＰＶ）は哺乳
動物細胞においてクローニングベクターで有用である。一般には、複製起点成分は、哺乳
動物発現ベクターで必要とされない（ＳＶ４０起点は、典型的には、それが初期プロモー
ターを含有する故だけで用いることができる）。
【０２５５】
　（ｉｉｉ）選択遺伝子成分
　発現およびクローニングベクターは選択可能マーカーともいわれる選択遺伝子を含有す
ることもできる。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗体または他のトキシン、例えば、アン
ピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート、またはテトラサイクリンに対して耐性を付
与する、（ｂ）栄養要求性欠乏を補う、または（ｃ）複雑な培地から利用できない臨界的
な栄養素を供給する蛋白質をコードする。例えば、ＢａｃｉｌｌｉについてＤ－アラニン
ラセマーゼをコードする遺伝子。
【０２５６】
　選択スキームの１つの例は、宿主細胞の成長を阻止する薬物を利用する。異種遺伝子で
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首尾よく形質転換された細胞は、薬物耐性を付与する蛋白質を生じ、かくして、選択方法
に対して生存する。そのような優性選択の例は、薬物ネオマイシン、マイクロフェノール
酸およびヒグロマイシンを用いる。
【０２５７】
　哺乳動物細胞について適当な選択マーカーのもう１つの例は、ＤＨＦＲ、チミジンキナ
ーゼ、メタロチオネイン－Ｉおよび－ＩＩ、好ましくは霊長類メタロチオネイン遺伝子、
アデノシンデアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等のような抗－腫瘍細胞抗原抗
体核酸を摂取する能力がある細胞の同定を可能とするものである。
【０２５８】
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換された細胞は、まず、メトトレキセート（Ｍｔ
ｘ）、ＤＨＦＲの競合的アンタゴニストを含有する培地中の形質転換体の全てを培養する
ことによって同定される。適当な宿主細胞は、野生型ＤＨＦＲを使用する場合、ＤＨＦＲ
活性を欠乏したチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系である。
【０２５９】
　別法として、抗－腫瘍細胞抗原抗体、野生型ＤＨＦＲ蛋白質、およびアミノグリコシド
３’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）のようなもう１つの選択マーカーをコードす
るＤＮＡ配列で形質転換された、または共－形質転換された宿主細胞（特に、内因性ＤＨ
ＦＲをコードする野生型宿主）は、アミノグリコシド抗生物質、例えば、カナマイシン、
ネオマイシン、またはＧ４１８のような選択マーカーについての選択剤を含有する培地中
で細胞成長によって選択することができる。米国特許第４，９６５，１９９号参照。
【０２６０】
　酵母で用いるための適当な選択遺伝子は、酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１
遺伝子である（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍｂら、Ｎａｔｕｒｅ，２８２：３９（１９７９））。
ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファン中で成長する能力を欠如する酵母の突然変異体株、例
えば、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．４４０７６またはＰＥＰ４－１．Ｊｏｎｅｓ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
，８５：１２（１９７７）についての選択マーカーを提供する。次いで、酵母宿主細胞ゲ
ノム中でのｔｒｐ１病巣の存在は、トリプトファンの不存在下における成長による形質転
換を検出するための効果的な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２－欠乏酵母株（ＡＴＣＣ
　２０，６２２または３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を担う公知のプラスミドによっ
て補われる。
【０２６１】
　加えて、１．６ミュウｍ環状プラスミドｐｋＤ１に由来するベクターを、Ｋｌｕｙｖｅ
ｒｏｍｙｃｅｓ酵母の形質転換で用いることができる。別法として、組換え子ウシキモシ
ンの大規模な生産のための発現系は、Ｋ．ｌａｃｔｉｓについて報告されている。Ｖａｎ
　ｄｅｎ　Ｂｅｒｇ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，８：１３５（１９９０）。Ｋｌｕ
ｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓの工業的株による成熟組換えヒト血清アルブミンの分泌についての
安定なマルチコピー発現ベクターもまた開示されている。Ｆｌｅｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ．９：９６８－９７５（１９９１）。
【０２６２】
　（ｉｖ）プロモーター成分
　発現およびクローニングベクターは、通常、宿主生物によって認識され、抗－腫瘍細胞
抗原抗体核酸に操作可能に連結されたプロモーターを含有する。原核生物宿主で用いるの
に適したプロモーターはｐｈｏＡプロモーター、ベータ－ラクタマーゼおよびラクトース
プロモーター系、アルカリホスファターゼ、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系、
およびｔａｃプロモーターのようなハイブリッドプロモーターを含む。しかしながら、他
の公知の細菌プロモーターが適している。細菌系で用いられるプロモーターは、抗－腫瘍
細胞抗原抗体をコードするＤＮＡに操作可能に連結されたシャイン－ダルガルノ（Ｓ．Ｄ
．）配列を含有するであろう。
【０２６３】
　プロモーター配列は真核生物について知られている。実質的に全ての真核生物遺伝子は
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、転写が開始される部位からほぼ２５～３０塩基上流に位置するＡＴ－リッチな領域を有
する。多くの遺伝子の転写の開始から７０～８０塩基上流に見い出されるもう１つの配列
はＣＮＣＡＡＴ領域であり、そこでは、Ｎはいずれのヌクレオチドであってもよい。殆ど
の真核生物遺伝子の３’末端にはＡＡＴＡＡＡ配列があり、これは、コーディング配列の
３’末端に対してポリＡテイルの付加のためのシグナルであってよい。これらの配列の全
ては、真核生物発現ベクターに適切に挿入される。
【０２６４】
　宿主細胞で用いる適当な促進配列の例は、エノラーゼ、グリセルアルデヒド－３－リン
酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸でカルボキシラーゼ、ホスホフルクト
キナーゼ、グルコース－６－リン酸イソメラーゼ、３－ホスホグリセリン酸ムターゼ、ピ
ルビン酸キナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼおよ
びグルコキナーゼのような、３－ホスホグリセリン酸キナーゼまたは他の解糖酵素につい
てのプロモーターを含む。
【０２６５】
　成長条件によって制御される転写のさらなる利点を有する誘導性プロモーターである他
の酵母プロモーターは、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロームＣ、酸性ホス
ファターゼ、窒素代謝に関連する分解酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド－３
―リン酸デヒドロゲナーゼ、およびマルトースおよびガラクトース資化を担う酵素につい
てのプロモーター領域である。酵母発現で用いる適当なベクターおよびプロモーターは、
ＥＰ　７３，６５７にさらに記載されている。酵母エンハンサーもまた、有利には、酵母
プロモーターと共に用いられる。
【０２６６】
　哺乳動物宿主細胞におけるベクターからの抗－腫瘍細胞抗原抗体転写は、例えば、ポリ
オーマウイルス、鶏豆ウイルス、（アデノウイルス２のような）アデノウイルス、ウシパ
ピローマウイルス、鳥肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎
ウイルスのようなウイルス、最も好ましくは、サルウイルス４０（ＳＶ４０）のゲノムか
ら、異種哺乳動物プロモーター、例えば、アクチンプロモーターまたは免疫グロブリンプ
ロモーターから、熱－ショックプロモーターから得られたプロモーターによって制御され
、但し、そのようなプロモーターは宿主細胞系に適合するものとする。
【０２６７】
　ＳＶ４０ウイルスの初期および後期プロモーターは、便宜には、ＳＶ４０ウイルス複製
起点も含有するＳＶ４０制限断片として得られる。ヒトサイトメガロウイルスの即時型プ
ロモーターは、便宜には、ＨｉｎｄＩＩＩ　Ｅ制限断片として得られる。ベクターとして
のウシパピローマウイルスを用いて哺乳動物宿主においてＤＮＡを発現するための系は米
国特許第４，４１９，４４６号に開示されている。この系の修飾は米国特許第４，６０１
，９７８号に記載されている。また、単純疱疹ウイルスからのチミジンキナーゼプロモー
ターの制御下でマウス細胞におけるヒトベータ－インターフェロンｃＤＮＡの発現につい
ては、Ｒｅｙｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　２９７：５９８－６０１（１９８２）参照。別法と
して、ラウス肉腫ウイルスロングターミナルリピーターはプロモーターとして用いること
ができる。
【０２６８】
　（ｖ）エンハンサーエレメント成分
　高等真核生物による本発明の抗－腫瘍細胞抗原抗体をコードするＤＮＡの転写は、しば
しば、エンハンサー配列をベクターに挿入することによって増加される。多くのエンハン
サー配列が、今日、哺乳動物遺伝子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、アルファ－
フェトプロテインおよびインスリン）から知られている。典型的には、しかしながら、真
核生物細胞ウイルスからのエンハンサーが用いられるであろう。その例は、複製起点の後
期側のＳＶ４０エンハンサー（ｂｐ１００－２７０）、サイトメガロウイルス初期プロモ
ーターエンハンサー複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルス
エンハンサーを含む。また、真核生物プロモーターの活性化のためのエレメントの増強に
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ついては、Ｙａｎｉｖ，Ｎａｔｕｒｅ　２９７：１７－１８（１９８２）も参照。該エン
ハンサーは、抗－腫瘍細胞抗原抗体－コーディング配列に対して５’または３’側の位置
においてベクターにスプライシングすることができるが、好ましくは、プロモーターから
５’側に位置する。
【０２６９】
　（ｖｉ）転写終止成分
　真核生物宿主細胞（酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒトまたは他の多細胞生物からの
有核細胞）で用いられる発現ベクターは、転写の終止に、およびｍＲＮＡを安定化するた
めに必要な配列も含有する。そのような配列は、真核生物またはウイルスＤＮＡまたはｃ
ＤＮＡの５’および、場合によっては、３’非翻訳領域から通常は利用可能である。これ
らの領域は、抗－腫瘍細胞抗原抗体をコードするｍＲＮＡの非翻訳部分におけるポリアデ
ニル化断片として転写されたヌクレオチドセグメントを含有する。１つの有用な転写終止
成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。ＷＯ９４／１１０２６およびそこで
発現された発現ベクターを参照されたし。
【０２７０】
　（ｖｉｉ）宿主細胞の選択および形質転換
　宿主細胞を、抗体の生産のために本明細書中に記載された発現またはクローニングベク
ターでトランスフェクトし、または形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選
択し、または所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適切に修飾された慣用的な
栄養倍地中で培養する。培地、温度、ｐＨ等のような培養条件は、過度な実験なくして当
業者によって選択することができる。一般には、細胞培養の生産性を最大化するための原
理、プロトコルおよび現実的な技術は、Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｍ．Ｂｕｔｌｅｒ，ｅｄ．
（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９９１）およびＳａｍｂｒｏｏｋら、ｓｕｐｒａに見出すこと
ができる。
【０２７１】
　真核生物細胞トランスフェクションおよび原核生物細胞形質転換の方法、例えば、Ｃａ
Ｃｌ２、ＣａＰＯ４、リポソーム－媒介およびエレクトロポレーションは当業者に知られ
ている。用いる宿主細胞に依存して、形質転換は、そのような細胞に適切な標準技術を用
いて行われる。Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ｓｐｒａに記載されたような、塩化カルシウムを使
用するカルシウム処理、またはエレクトロポレーションは原核生物で一般に使用される。
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓでの感染は、Ｓｈａｗら、Ｇｅｎ
ｅ，２３：３１５（１９８３）および１９８９年６月２９日に公開されたＷＯ　８９／０
５８５９によって記載されたように、ある種の植物細胞の形質転換で用いられる。そのよ
うな細胞壁のない哺乳動物細胞では、Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｅｂ，Ｖ
ｉｒｏｌｏｇｙ，５２：４５６－４５７（１９７８）のリン酸カルシウム沈殿方法を使用
することができる。哺乳動物細胞宿主系トランスフェクションの一般的態様は米国特許第
４，３９９，２１６号に記載されている。酵母への形質転換は、典型的には、Ｖａｎ　Ｓ
ｏｌｉｎｇｅｎら、Ｊ．Ｂａｃｔ．，１３０：９４６（１９７７）およびＨｓｉａｏら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ），７６：３８２９（１９７９）の方
法に従って行われる。しかしながら、核マイクロインジェクション、エレクトロポレーシ
ョン、無傷細胞との細菌プロトプラスト融合、またはポリカチオン、例えば、ポリブレン
、ポリオルニチンによるような、ＤＮＡを細胞に導入するための他の方法を用いることも
できる。哺乳動物細胞を形質転換するための種々の技術については、Ｋｅｏｗｎら、Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１８５：５２７－５３７（１９９０）および
Ｍａｎｓｏｕｒら、Ｎａｔｕｒｅ，３３６：３４８－３５２（１９８８）参照。
【０２７２】
　本明細書中においてベクター中のＤＮＡをクローン化し、または発現するための適当な
宿主細胞は、前記した原核生物、酵母、または高等真核生物細胞である。この目的のため
の適当な原核生物は、グラム－陰性またはグラム－陽性生物、例えば、Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
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ｈｉａ、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｅｒｗｉｎｉａ、Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ、Ｐｒｏｔｅｕｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、例えば、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ、例えば、Ｓｅｒｒａｔｉａ、ｍａｒｃｅ
ｓｃａｎｓ、およびＳｈｉｇｅｌｌａのような腸内細菌、ならびにＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
およびＢ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ（例えば、１９８９年４月１２日に公開されたＤ
Ｄ　２６６，７１０に開示されたＢ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　４１Ｐ）のようなＢ
ａｃｉｌｌｉ、Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａのようなＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、およびＳｔ
ｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓのような真正細菌を含む。１つの好ましいＥ．ｃｏｌｉクローニン
グ宿主はＥ．ｃｏｌｉ　２９４（ＡＴＣＣ　３１，４４６）であるが、Ｅ．ｃｏｌｉ，Ｅ
．ｃｏｌｉＸ１７７６（ＡＴＣＣ　３１，５３７）、およびＥ．ｃｏｌｉＷ３１１０（Ａ
ＴＣＣ　２７，３２５）のような他の株も適当である。これらの例は限定的というよりは
むしろ例示的である。
【０２７３】
　原核生物に加えて、フィラメント状真菌または酵母のような真核生物微生物は抗体－コ
ーディングベクターのための適当なクローニングまたは発現宿主である。Ｓａｃｃｈａｒ
ｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅは通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。
他のものはＳｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｎｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ（Ｂｅａｃｈ　ａｎｄ
　Ｎｕｒｓｅ，Ｎａｔｕｒｅ，２９０：１４０［１９８１］；ＥＰ　１３９，３８３　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｅｄ　２　Ｍａｙ　１９８５）；例えば、Ｋ．ｌａｃｔｉｓ（ＭＷ９８－８
Ｃ、ＣＢＳ６８３、ＣＢＳ４５７４；Ｌｏｕｖｅｎｃｏｕｒｔら、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏ
ｌ．，１５４（２）：７３７－７４２［１９８３］）、Ｋ．ｆｒａｇｉｌｉｓ（ＡＴＣＣ
　１２，４２４），Ｋ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ（ＡＴＣＣ　１６，０４５），Ｋ．ｗｉｃ
ｋｅｒａｍｉｉ（ＡＴＣＣ　２４，１７８），Ｋ．ｗａｌｔｉｉ（ＡＴＣＣ　５６，５０
０），Ｋ．ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｒｕｍ（ＡＴＣＣ　３６，９０６：Ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂ
ｅｒｇ　ｅｔ　ａｓ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｎｏｌｏｇｙ，：１３５（１９９０），Ｋ．ｔｈ
ｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ，ａｎｄ　Ｋ．ｍａｒｘｉａｎｕｓ；ｙａｒｒｏｗｉａ（ＥＰ
　４０２，２２６）のようなＫｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ宿主（米国特許第４，９４３，
５２９号　Ｆｌｅｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，９：９６８－９７５（１９９
１））；Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ（ＥＰ　１８３，０７０；Ｓｒｅｅｋｒｉｓｈｎ
ａら、Ｊ．Ｂａｓｉｃ　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ．，２８：２６５－２７８［１９８８］）；
Ｃａｎｄｉｄａ；Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｉａ（ＥＰ　２４４，２３４）；Ｎ
ｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ（Ｃａｓｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃｉｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，７６：５２５９－５２６３［１９７９］）；Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｎｙｃｅｓ
　ｏｃｃｉｄｅｎｔａｉｌｓ（１９９０年１０月３１日に公開されたＰ３９４，５３８）
のようなＳｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ；および例えば、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ、Ｐｅｎ
ｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ（１９９１年１月１０日に公開されたＷ
Ｏ　９１／００３５７）のようなフィラメント状真菌、およびＡ．ｎｉｄｕｌａｎｓ（Ｂ
ａｌｌａｎｃｅら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ，Ｃｏｍｍｕｎ．，１１２
：２８４－２８９［１９８３］；Ｔｉｌｂｕｒｎら、Ｇｅｎｅ，２６：２０５－２２１［
１９８３］；Ｙｅｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｉ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃｉｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ，８１：１４７０－１４７４［１９８４］）、およびＡ．ｎｉｇｅｒ（Ｋｅｌｌｙ　
ａｎｄ　Ｈｙｎｅｓ，ＥＭＢＯ　Ｊ．，４：４７５－４７９［１９８５］）のようなＡｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｉｓ宿主を含む。メチル向性酵母がここでは適当であり、限定されるもの
ではないが、Ｈａｎｓｅｎｕｌａ、Ｃａｎｄｉｄａ、Ｋｌｏｅｃｋｅｒａ、Ｐｉｃｈｉａ
、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、Ｔｏｒｕｌｏｐｓｉｓ、ａｎｄ　Ｒｈｏｄｏｒｏｒｕｌ
ａ．よりなる属から選択されるメタノール上で成長できる酵母を含む。このクラスの酵母
の例示である具体的種のリストはＣ．Ａｎｔｈｏｎｙ，Ｔｈｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｓ，２６９（１９８２）．に見出すことができる。
【０２７４】
　グリコシル化抗体の発現のための適当な宿主細胞は多細胞生物に由来する。無脊椎動物
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細胞の例はＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ　Ｓ２およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　Ｓｆ９のような昆
虫細胞、ならびに植物細胞を含む。有用な哺乳動物宿主再母系の例はチャイニーズハムス
ター卵巣（ＣＨＯ）およびＣＯＳ細胞を含む。より特別な例はＳＶ４０によって形質転換
されたサル腎臓ＣＶＩ系（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）；ヒト胚腎臓系（
懸濁培養での成長のためにサブクローンされた２９３または２９３細胞、Ｇｒａｈａｍら
、Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．、３６：５９（１９７７））；チャイニーズハムスター卵巣
細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ，Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃｉｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６（１９８０）；マウスセルトリ細胞（ＩＭ
４，Ｍａｔｈｅｒ，Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．，２３：２４３－２５１（１９８０））；
ヒト胚細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ
　８０６５号）；およびマウス乳頭腫瘍（ＭＭＴ　０６０５６２，ＡＴＴＣ　ＣＣＬ５１
）を含む。適切な宿主細胞の選択は、当該分野における技量内であるとみなされる。
【０２７５】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆、ピツニア、トマトおよびタバコの植物細胞培養
もまた宿主として利用することもできる。
【０２７６】
　しかしながら、注目されるのは脊椎動物細胞において最大であり、培養中の脊椎動物細
胞（組織培養）の増殖はルーチン的手法となっている。有用な哺乳動物宿主細胞系の例は
、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１系（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　
１６５１）；ヒト胚腎臓系（懸濁培養での成長のためにサブクローンされた２９３または
２９３細胞、Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７））；ベ
ビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）；チャイニーズハムスター
卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ａｃｉｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　７７：４２１６（１９８０））；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍｏｔｈｅｒ，Ｂｉｏ
ｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．２３：２４３－２５１（１９８０））；サル腎臓細胞（ＣＶ１　ＡＴ
ＣＣ　ＣＣＬ　７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲ
Ｌ－１５８７）；ヒト頸部癌腫細胞（ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２）；イヌ腎臓細胞
（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ　３Ａ、
ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４４２）；ヒト胚細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒ
ト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ　８０６５）；マウス乳頭腫瘍（ＭＭＴ０６０５６２、
ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　５１）；ＴＲＩ細胞（Ｍｏｔｈｅｒら、Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃ
ｉｄ．Ｓｃｉ．３８３：４４－６８（１９８２））；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；および
ヒト肝臓腫系（Ｈｅｐ　Ｇ２）である。
【０２７７】
　宿主細胞を、抗－腫瘍細胞抗原抗体生産のために前記した発現またはクローニングベク
ターで形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、または所望の配列をコ
ードする遺伝子を増幅するのに適切に修飾された慣用的栄養倍地中で培養する。
【０２７８】
　（ｖｉｉｉ）宿主細胞の培養
　本発明の抗－腫瘍細胞抗原抗体を生産するのに用いた宿主細胞は種々の倍地中で培養す
ることができる。Ｈａｍ’ｓ　Ｆ１０（Ｓｉｇｍａ）、最小必須培地（（ＭＥＭ）、（Ｓ
ｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇｍａ））、およびダルベッコの修飾イーグル培
地（（ＤＭＥＭ），Ｓｉｇｍａ）のような商業的に入手可能な培地は宿主細胞を培養する
のに適している。加えて、Ｈａｍら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．５８：４４（１９７９）Ｂａｒ
ｎｅｓら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１０２：２２５（１９８０）米国特許第４，７６
７，７０４；４，６５７，８６６；４，９２７，７６２；４，５６０，６５５；または５
，１２２，４６９；ＷＯ　９０／０３４３０；ＷＯ　８７／００１９５；または　米国再
発行特許第３０，９８５号に記載された培地のいずれも、宿主細胞のための培養基として
用いることができる。これらの培地のいずれも、必要に応じて、（インスリン、トランス
フェリン、または表皮成長因子のような）ホルモンおよび／または他の成長因子、（塩化
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ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、およびリン酸塩のような）塩；（ＨＥＰＥＳの
ような）緩衝液、（アデノシンおよびチミジンのような）ヌクレオチド、（ＧＥＮＴＡＭ
ＹＣＩＮ．ＴＭ．薬物のような）抗生物質、（マイクロモル範囲の最終濃度で通常は存在
する無機化合物として定義される）痕跡元素、およびグルコースまたは同等なエネルギー
源を補足することができる。当業者に知られているであろういずれの他の必要な補足物も
適切な濃度で含めることもできる。温度、ｐＨ等のような培養条件は、発現のために選択
された宿主で従前に用いられたものであり、当業者に明らかであろう。
【０２７９】
　（ｉｘ）遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅および／または発現は、本明細書中で提供される配列に基づき、適切に標
識されたプローブを用い、例えば、慣用的なサザーンブロッティング、ｍＲＮＡの転写を
定量するためのノーザンブロッティング［Ｔｈｏｍａｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｄ．Ａｃｉｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ．７７：５２０１－５２０５（１９８０）］、ドットブロッティング（Ｄ
ＮＡ分析）、またはイン・サイチュハイブリダイゼーションによって直接的に試料中で測
定することができる。別法として、ＤＮＡデュプレックス、ＲＮＡデュプレックス、およ
びＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドデュプレックスまたはＤＮＡ－蛋白質デュプレックスを含
めた特異的デュプレックスを認識することができる抗体を使用することができる。抗体は
、今度は、標識することができ、デュプレックスが表面に結合する場合には、アッセイを
行うことができ、従って、表面でのデュプレックスの形成に際して、デュプレックスに結
合した抗体の存在を検出することができる。
【０２８０】
　遺伝子発現は、別法として、細胞または組織セクションの免疫組織化学的染色、および
細胞培養または体液のアッセイのような免疫学的方法によって測定して、遺伝子産物の発
現を直接的に定量することができる。試料体液の免疫組織化学的染色および／またはアッ
セイで有用な抗体はモノクローナルまたはポリクローナルいずれであってもよく、いずれ
かの哺乳動物において調製することができる。便宜には、抗体は、天然配列腫瘍細胞抗原
ポリペプチドに対して、あるいは本明細書中で提供されたＤＮＡ配列に基づいて合成ペプ
チドに対してあるいは腫瘍細胞抗原ＤＮＡに融合し、および特異的抗体エピトープをコー
ドする外因性配列に対して調製することができる。
【０２８１】
　（ｘ）抗－腫瘍細胞抗原抗体精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で、ペリプラズム空間で生産し、あるいは培地
に直接的に分泌させることができる。もし抗体が最初の工程として細胞内で生産されるな
らば、特定のデブリス、宿主細胞または溶解された断片は、例えば、遠心または限外濾過
によって除去される。Ｃａｒｔｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３－
１６７（１９９２）は、Ｅ．ｃｏｌｉ．のペリプラズム空間に分泌される抗体を単離させ
るための手法を記載する。簡単に述べれば、細胞ペーストを酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５
）、ＥＤＴＡ、およびフェニルメチルスルホニルフルオライド（ＰＭＳＦ）の存在下で約
３０分間にわたって解凍する。細胞デブリスは遠心によって除去することができる。抗体
が培地に分泌される場合、そのような発現系からの上清は、一般には、まず、商業的に入
手可能な蛋白質濃縮フィルター、例えば、ＡｍｉｃｏｎまたはＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅ
ｌｌｉｃｏｎ限外濾過ユニットを用いて濃縮される。ＰＭＳＦのようなプロテアーゼ阻害
剤を、これまでの工程のいずれかに含めて、蛋白質分解を阻害することができ、抗生物質
を含めて、不慮な汚染物の成長を妨げることができる。
【０２８２】
　細胞から調製された抗体組成物は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィ
ー、ゲル電気詠動、透析、およびアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製するこ
とができ、アフィニティークロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティ
ーリガンドとしてのプロテインＡの適当性は、抗体に存在するいずれかの免疫グロブリン
Ｆｃドメインの種およびイソタイプに依存する。プロテインＡを用いて、ヒトガンマ１、
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ガンマ２またはガンマ４重鎖に基づく抗体を精製することができる（Ｌｉｎｄｍａｒｋら
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．６２：１－１３（１９８３））。プロテインＧが全て
のマウスイソタイプについて、およびヒトガンマ３について推奨される（Ｇｕｓｓら、Ｅ
ＭＢＯ　Ｊ．：１５６７１５７５（１９８６））。アフィニティーリガンドが付着される
マトリックスは、最もしばしばはアガロースであるが、他のマトリックスも利用できる。
制御されたポアガラス、またはポリ（スチレンジビニル）ベンゼンのような機械的な安定
なマトリックスは、アガロースで達成できるよりも速い流速および短い処理時間を可能と
する。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸＴＭ樹脂（Ｊ．Ｔ
．Ｂａｋｅｒ，Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ，Ｎ．Ｊ．）が精製で有用である。イオン－交
換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘ
パリンでのクロマトグラフィー（ポリアスパラギン酸カラムのような）アニオンまたはカ
チオン交換樹脂でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー、クロマトフォーカシン
グ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および硫酸アンモニウム沈殿のような蛋白質精製のための他の技
術も、回収すべき抗体に応じて利用可能である。
【０２８３】
　いずれの予備的精製工程に続いても、注目する抗体および汚染物を含む混合物を、好ま
しくは、（例えば、約０～０．２５Ｍ塩からの）低い塩濃度で行われる約２．５～４．５
の間のｐＨの溶質緩衝液を用いる低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーに付すことが
できる。
【０２８４】
　ＶＩ．医薬処方
　本発明に従って用いられるアゴニスト／アンタゴニストまたは抗体分子の治療剤処方は
、所望の純度の程度を有する分子を、凍結乾燥処方または水性溶液の形態にて、任意の医
薬上許容される担体、賦形剤または安定化剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．
（１９８０））と混合することによって貯蔵のために調製される。許容される担体、賦形
剤、または安定化剤は、使用される容量および濃度において受容者に対して非毒性であり
、リン酸塩、クエン酸塩、および他の有機酸のような緩衝液；アスコルビン酸およびメチ
オニンを含めた抗生物質；（塩化オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム；塩化ヘキ
サメトニウム；塩化ベンザルコニウム；塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチルまたは
ベンジルアルコール；メチルまたはプロピルパラベンのようなアルキルパラベン；カテコ
ール；レゾロシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；およびｍ－クレゾール
のような）保存剤；低分子量（約１０未満の残基）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラ
チン、または免疫グロブリンのような蛋白質；ポリビニルピロリドンのような親水性ポリ
マー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリシンのよ
うなアミノ酸；グルコース、マンノースまたはデキストリンを含めた単糖、二糖、および
他の炭水化物；ＥＤＴＡのようなキレート化剤；スクロース、マンニトール、トレハロー
スまたはソルビトールのような糖；ナトリウムのような塩－形成対イオン；金属錯体（例
えば、Ｚｎ－蛋白質錯体）；および／またはＴＷＥＥＮＴＭ，ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭま
たはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）のような非－イオン界面活性剤を含む。好ましい
凍結乾燥された抗－腫瘍細胞抗原抗体処方は、ここに明示的に引用して援用するＷＯ　９
７／０４８０１に記載されている。
【０２８５】
　該処方は、ここでは、治療すべき特定の適用症に必要な１を超える活性な化合物、好ま
しくは、相互に悪影響を及ぼさない補充的な活性を持つものを含有してもよい。例えば、
別のファミリーメンバーの蛋白質、あるいは選択された腫瘍細胞抗原上の異なるエピトー
プに結合する抗体を１つの処方中でさらに供するのが望ましいであろう。適当な第二の抗
体は、ＣＥＡ、ＥＧＰ－１、ＥＧＰ－２（例えば１７－ＩＡ）、ＭＵＣ－２、ＭＵＣ－３
、ＭＵＣ－４、ＰＡＭ－４、ＫＣ４、ＴＡＧ－７２、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、Ｂｒ
Ｅ３、Ｌｅ－Ｙ、Ａ３、Ｅｐ－ＣＡＭ、Ｔｎ、およびＴｈｏｍｓｏｎ－Ｆｒｉｅｄｅｎｒ
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ｅｉｃｈ抗原、腫瘍壊死抗原、フェリチン、酸性イソフェリチン、テナスシン、癌遺伝子
、癌遺伝子産物、ＩＬ－６、ＩＧＦ－１、ＩＧＦＲ－１、血管内皮成長因子（ＶＥＧＨ）
、胎盤成長因子（ＰＩＧＦ）、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、および他の血管成長因子のよ
うな腫瘍脈管形成抗原、Ｇａ７３３、またはその組合せに対する抗体を含むことができる
。別法として、第二の抗体は、同一腫瘍細胞抗原に結合するが、別のエピトープを用いる
ものであってよい。さらなる具体例において、第二の抗体は別の腫瘍細胞抗原に結合する
ことができ、ここに、腫瘍細胞抗原はＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２
０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５の群から選
択される。全ての第二の抗体は免疫結合体または裸の抗体であってよく、多価抗体であっ
てよいと考えられる。これらの抗体組合せは、本発明抗体での投与の前に、同時にまたは
後に投与することができる。
【０２８６】
　別法として、あるいは加えて、組成物は、さらに、化学治療剤、細胞傷害性剤、サイト
カイン、成長阻害剤、抗－ホルモン剤、抗－脈管形成剤、および／または心臓保護剤を含
むことができる。そのような分子は、意図した目的に効果的である量にて組合せて適切に
存在させる。これらの剤は、本発明の抗体での投与の前に、同時に、または後に投与して
もよい。
【０２８７】
　イン・ビボ投与で用いるべき処方は滅菌されていなければならない。これは、凍結乾燥
および復元に先立って、または続いて、滅菌濾過膜を通じての濾過によって容易に達成さ
れる。
【０２８８】
　治療組成物は、ここでは、一般に、滅菌アクセストート、例えば、皮下注射針をさすこ
とができるストッパーを有する静脈内溶液バッグまたはバイアルを有する容器に入れられ
る。
【０２８９】
　投与の経路は公知の方法、例えば、静脈内、腹腔内、脳内、筋肉内、眼内、関節内、ま
たは病巣内経路により注射または注入、局所投与、または徐放系に従う。
【０２９０】
　有効成分は、例えば、各々、コロイド状薬物送達システム（例えば、リポソーム、アル
ブミンマイクロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ－粒子、およびナノカプセル）に
おいて、またはマイクロエマルジョンにおいて、コアセルベーション技術によって、また
は界面重合、例えば、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセルお
よびポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセルによって捕獲することもできる。
そのような技術はＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ　１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．（１９８０）に開示されてい
る。
【０２９１】
　本発明の医薬組成物の用量および所望の薬物濃度は、考えられる特定の使用に応じて変
化させ得る。適当な用量または投与の経路の決定は、十分に当業者の技量内のものである
。動物実験は、ヒト療法のための有効な用量の決定のための信頼性あるガイドラインを提
供する。有効用量の種間スケーリングは、Ｍｏｒｄｅｎｔｉ，Ｊ．ａｎｄ　Ｃｈａｐｐｅ
ｌｌ，Ｗ．“Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ　ｓｃａｌｉｎｇ　ｉｎ
　ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ”Ｉｎ　Ｔｏｘｉｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｎｅ
ｗ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｙａｃｏｂｉら、Ｅｄｓ．，Ｐｅｒｇａｍｏｎ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９８９，ｐｐ．４２－９６．によって公開された原
理に従って行うことができる。
【０２９２】
　抗－腫瘍細胞抗原抗体のイン・ビボ投与を用いる場合、通常の用量は、投与の経路に依
存して、１日当たり約１０ｎｇ／ｋｇないし１００ｍｇ／ｋｇの哺乳動物体重以上、好ま
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しくは、約１μｇ／ｋｇ／日ないし１０ｍｇ／ｋｇ／日変化し得る。特定の用量および送
達の方法についてのガイドラインは、文献に提供されている；例えば、米国特許第４，６
５７，７６０号；第５，２０６，３４４号；または第５，２２５，２１２号参照。異なる
処方は異なる治療化合物および異なる障害で効果的であり、１つの器官または組織を標的
化する投与は、例えば、もう１つの器官または組織に対するものから異なる方法での送達
を必要とするであろうと予測される。
【０２９３】
　抗―腫瘍細胞抗原抗体の徐放投与は、抗体の投与を必要とするいずれかの病気または障
害の治療に適した放出特徴を持つ処方で望まれる場合、抗体のマイクロカプセル化が考え
られる。徐放の為の組換え蛋白質のマイクロカプセル化は、ヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ
）、インターフェロン－（ｒｈＩＦＮ－）、インターロイキン－２、およびＭＮ　ｒｇｐ
１２０で首尾よく行ってきた。Ｊｏｈｎｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，２：７９５－７９
９（１９９６）；Ｙａｓｕｄａ，Ｂｉｏｍｅｄ．Ｔｈｅｒ．，２７：１２２１－１２２３
（１９９３）；Ｈｏｒａｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．８：７５５－７
５８（１９９０）；Ｃｌｅｌａｎｄ，“Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｐｏ
ｌｙｌａｃｔｉｄｅ　Ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｌｉｄ　Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ，”ｉｎ　Ｖａｃｃｉｎｅ　Ｄｅｓｉｇｎ：Ｔｈｅ　Ｓｕｂｕｎｉｔ　ａｎｄ　Ａｄ
ｊｕｖａｎｔ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｐｏｗｅｌｌ　ａｎｄ　Ｎｅｗｍａｎ，ｅｄｓ，（Ｐ
ｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９５）、ｐｐ．４３９４６２；ＷＯ　
９７／０３６９２、ＷＯ　９６／４００７２、ＷＯ９６／０７３９９；および米国特許第
５，６５４，０１０。
【０２９４】
　これらの蛋白質の徐放処方は、その生体適合性、および広い範囲の生分解特性のため、
ポリ－乳酸－コグリコール酸（ＰＬＧＡ）ポリマーを用いて開発された。ＰＬＧＡ、乳酸
グリコール酸の分解産物は、ヒト身体内で迅速に浄化できる。更に、このポリマーの分解
性は、その分子量および組成に依存して数ヶ月ないし数年調整することができる。Ｌｅｗ
ｉｓ，”Ｃｏｎｔｒｏｌｌｌｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ａｇｅ
ｎｔｓ　ｆｒｏｍ　ｌａｃｔｉｄｅ／ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｅｒ”ｉｎ：Ｍ．
Ｃｈａｓｉｎ　ａｎｄ　Ｒ．Ｌａｎｇｅｒ（Ｅｄｓ．），Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ　
Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｂｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍａｒｃｅｌ
　Ｄｅｋｋｅｒ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９０），ｐｐ．１－４１。
【０２９５】
　ＶＩＩ．抗―腫瘍細胞抗原抗体での治療
　本発明によると、抗―腫瘍細胞抗原アゴニスト／アンタゴニストまたは抗体分子を用い
て、種々の病気または障害を治療することができると考えられる。例示的な疾患または障
害は良性または悪性腫瘍；白血病およびリンパ性悪性疾患；ニューロン、神経膠細胞、星
状神経膠細胞、視床下部、腺、マクロファージ、上皮、間質、胞胚腔、炎症、脈関係性お
よび免疫学的障害を含む。
【０２９６】
　一般に、治療すべき病気または障害は癌である。ここに治療すべき癌の例は、限定され
るものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、および白血病またはリンパ性悪性
疾患を含む。そのような癌のより特別は例は偏平細胞癌（例えば、上皮偏平細胞癌）、小
―細胞肺癌、非－小細胞肺癌、肺の腺癌および肺の偏平癌腫を含めた肺癌、腹膜の癌、肝
細胞癌、胃腸癌を含めた胃癌、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、頚癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌
、肝臓腫、乳癌、結腸癌、直腸癌、結直腸癌、子宮内膜または子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎
臓癌、前立腺癌、甲状腺癌、肝臓癌腫、肛門癌腫、ならびに頭および首癌を含む。
【０２９７】
　癌は、一般には、ここに、抗―腫瘍抗原抗体が癌に結合することができるように腫瘍抗
原―発現細胞を含む。テストおよび対照生物学的試料内の本発明のバイオマーカーおよび
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、所望により、サイトカインマーカーの発現を検出する方法は、核酸または蛋白質レベル
いずれかにおけるこれらのマーカーの量または存在を決定するいずれかの方法も含む。そ
のような方法は当該分野でよく知られており、限定されるものではないが、ウエスタンブ
ロット、ノーザンブロット、ＥＬＩＳＡ、免疫沈澱、免疫蛍光、フローサイトメトリー、
免疫組織化学、核酸ハイブリダイゼーション技術、核酸逆転写方法、および核酸増幅方法
を含む。特別な具体例において、バイオマーカーの発現は、例えば、特異的バイオマーカ
ー蛋白質に向けられる抗体を用いて蛋白質レベルで検出される。これらの抗体はウエスタ
ンブロット、ＥＬＩＳＡ、多重化技術、免疫沈澱、または免疫組織化学技術のような種々
の方法で用いることができる。いくつかの具体例において、サイトカインマーカーの検出
はエレクトロケミルミネセンス（ＥＣＬ）によって達成される。バイオマーカーおよび、
所望により、サイトカインマーカーについてのこれらの検出方法のいずれかを、臨床情報
、慣用的な予後方法、他の腫瘍細胞抗原―関連因子の発現、特に細胞―表面腫瘍細胞抗原
の発現、および潜在的可溶性腫瘍細胞抗原の循環レベル、および限定されるものではない
が、癌患者についてここで述べたものを含めた、当該分野で知られた臨床的に有用かつ特
徴的な予後マーカーの発現または存在の評価と組み合わせることができる。このようにし
て、開示された方法は、その癌またはプレ―悪性疾患が本明細書中に記載された抗―腫瘍
細胞抗原治療剤との治療的介入から利益を受けるであろう候補対象のより正確な決定を可
能とすることができる。
【０２９８】
　かくして、いくつかの具体例において、腫瘍細胞抗原―発現新形成細胞に関連する過剰
増殖、癌性またはプレ―悪性障害または疾患を有する候補対象を、本明細書中に記載され
たエクス・ビボ予後アッセイを用いて注目する抗―腫瘍細胞抗原治療剤に対する応答性に
ついてテストし、そこでは、１以上の腫瘍細胞抗原―媒介活性に対する治療剤の効果は評
価される。エクス・ビボ予後アッセイのさらなる改善が望まれる場合、候補対象を、本明
細書中にて前記で確認された１以上の腫瘍細胞抗原―関連因子、１以上の臨床的に有用な
予後マーカーの発現のレベル、またはその発現の不存在について調べることができる。こ
のようにして、腫瘍細胞抗原―発現新形成細胞を含む生物学的試料は候補対象から収集す
ることができ、腫瘍細胞抗原―関連因子および／または注目する臨床的に有用な予後マー
カーの発現のレベル、またはその発現の不存在について評価することができる。本明細書
中に前記にて記載された腫瘍細胞抗原―発現新形成細胞を含むいずれかの生物学的試料を
これらの予後アッセイについて収集することができる。さらに、当業者に知られたいずれ
かの検出方法を用いて、本明細書中の他の箇所で述べた、腫瘍細胞抗原―関連因子および
／または臨床的に有用な予後マーカーの発現のレベル、またはその発現の不存在を検出す
ることができる。
【０２９９】
　１以上の腫瘍細胞抗原―関連因子の発現レベルが、抗―腫瘍細胞抗原治療剤での治療に
応答する癌またはプレ―悪性疾患を有する対象を同定するために評価されるべき場合、生
物学的試料を対象から収集し、その試料における発現のレベルを、対照または参照標準に
おけるその因子（または複数因子）の発現のレベルと比較する。細胞―表面腫瘍細胞抗原
の発現レベルでは、腫瘍細胞抗原―発現新形成細胞を含むいずれの生物学的試料も本明細
書中に置いて前記したように用いることができる。可溶性腫瘍細胞抗原の循環レベルにつ
いては、血液試料、または血漿または血清のような血液成分を含む試料を候補対象から得
ることができる。「対照」または「参照標準」とは、同一生物学的源（すなわち、組織ま
たは体液）のものであって、病気に悪影響しない健康な対象から癌またはプレ―悪性疾患
を有する対象を区別する標準を意図する。当業者は、病気を有しない健康な対象および病
気を有する対象におけるこれらの腫瘍細胞抗原―関連因子（すなわち、細胞―表面腫瘍細
胞抗原または可溶性腫瘍細胞抗原）の発現レベルの測定を行い、年齢、性別、人種などに
ついて制御し、発現レベルを比較して、健康な対象において予測される発現の標準レベル
を決定することによって参照標準を提供することができる。いくつかの具体例において、
癌またはプレ―悪性疾患を有する候補対象における発現レベルは、参照標準における発現
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レベルよりも少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、１
００％、１５０％、２００％、２５０％、３００％を超える。抗―腫瘍細胞抗原治療剤で
の治療の適用性は、１以上のこれらの腫瘍細胞抗原―関連因子の発現のレベルを検出する
ことによって評価することができ、ここに、参照標準に対する生物学的試料における発現
の増大したレベルは、細胞生存および増殖、および／またはＡＤＣＣ活性のような腫瘍細
胞抗原―媒介活性に対する抗―腫瘍細胞抗原治療剤のエクス・ビボ効果についてのさらな
るスクリーニングを必要とすることなく、注目する抗―腫瘍細胞抗原治療剤での治療に対
して応答性である癌またはプレ―悪性疾患を対象が有することを確立するのに十分である
。
【０３００】
　候補対象から得られた生物学的試料内の本明細書中に記載された注目する腫瘍細胞抗原
の存在は、核酸レベルにおいて決定することもできる。発現を評価するための核酸―ベー
スの技術は当該分野でよく知られており、例えば、生物学的試料におけるバイオマーカー
ｍＲＮＡのレベルの決定を含む。多くの発現検出方法は単離されたＲＮＡを用いる。ｍＲ
ＮＡの単離に対して選択しないいずれのＲＮＡ単離技術も、ＲＮＡの精製で利用すること
ができる（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ｅｄ．（１９８７－１９９９）Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ参照）。加えて、例えば、米国特許第４，８４３，
１５５号に開示された単一―工程ＲＮＡ単離プロセスのような当業者によく知られた技術
を用いて、多数の組織試料を容易に処理することができる。
【０３０１】
　かくして、いくつかの具体例において、注目するバイオマーカーまたは他の蛋白質の検
出は、核酸プローブを用いて核酸レベルでアッセイされる。用語「核酸プローブ」とは、
特別に意図された標的核酸分子例えば、ヌクレオチド転写体へ選択的に結合することがで
きるいずれの分子もいう。プローブは当業者によって合成することができ、あるいは適当
な生物学的調製物に由来することができる。プローブは、例えば、放射性標識、蛍光標識
、酵素、ケミルミネセントタグ、比色タグ、あるいは前記で議論した、または当該分野で
知られた他の標識またはタグで標識されるように特別に設計することができる。プローブ
として利用することができる分子の例は、限定されるものではないが、ＲＮＡおよびＤＮ
Ａを含む。
【０３０２】
　例えば、単離されたｍＲＮＡは限定されるものではないが、サザーンまたはノーザン分
析、ポリメラーゼ鎖反応分析およびプローブアレイを含むハイブリダイゼーションまたは
増幅アッセイで用いることができる。ｍＲＮＡレベルの検出のための１つの方法は、単離
されたｍＲＮＡを、検出すべき遺伝子によってコードされたｍＲＮＡにハイブリダイズす
ることができる核酸分子（プローブ）と接触させることを含む。核酸プローブは、例えば
、長さが少なくとも７、１５、３０、５０、１００、２５０、または５００ヌクレオチド
であって、ストリンジェントな条件下で、バイオマーカー、ＣＤ４０―関連因子、または
本明細書中にて前記した臨床的に有用な予後マーカーをコードするｍＲＮＡまたはゲノム
ＤＮＡに特異的にハイブリダイズするのに十分なオリゴヌクレオチドのような、全長ｃＤ
ＮＡ、またはその部分であり得る。ｍＲＮＡとプローブとのハイブリダイゼーションは、
注目するバイオマーカーまたは他の標的蛋白質が発現されつつあることを示す。
【０３０３】
　１つの具体例において、ｍＲＮＡは固体表面に固定化され、例えば、単離されたｍＲＮ
Ａをアガロースゲルに流し、次いで、ｍＲＮＡをゲルからニトロセルロースのような膜に
移すことによってプローブと接触させる。代替具体例において、プローブを固体表面に固
定化し、ｍＲＮＡを、例えば、遺伝子チップアレイにおけるプローブと接触させる。当業
者であれば、注目するバイオマーカーまたは他の蛋白質をコードするｍＲＮＡのレベルを
検出するのに用いられる公知のｍＲＮＡ検出方法を容易に適合させることができる。試料
中の注目するｍＲＮＡのレベルを決定する代替方法は、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ（例えば、
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米国特許第４，６８３，２０２号参照）、リガーゼ鎖反応（Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８９－１９３）、自己―維持配
列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７４－１８７８）転写増幅系（Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３－１１７７）
、Ｑ―ベータレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｂｉｏ／Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　６：１１９７）、ローリングサークル複製（米国特許第５，８５４，０
３３号）、またはいずれかの他の核酸増幅方法による核酸増幅、続いての、当業者によく
知られた技術を用いる増幅された分子の検出のプロセスを含む。これらの検出スキームは
、もしそのような分子が非常に少ない数で存在するのであれば、核酸分子の検出で特に有
用である。本発明の特別な態様において、バイオマーカーの発現、あるいは腫瘍細胞抗原
―関連因子または他の臨床的に有用な予後マーカーの発現を、定量的な発蛍光ＲＴ－ＰＣ
Ｒ（すなわち、ＴａｑＭａｎ（登録商標）システム）によって評価された。
【０３０４】
　注目するＲＮＡ発現レベルは、（ノーザン、ドットなどのようなハイブリダイゼーショ
ン分析で用いるような）膜ブロット、マイクロウェル、試料チューブ、ゲル、ビーズまた
は繊維（あるいは結合した核酸を含むいずれかの固体支持体）を用いてモニターすること
ができる。ここに引用して援用する米国特許第５，７７０，７２２号、第５，８７４，２
１９号、第５，７４４，３０５号、第５，６７７，１９５号および第５，４４５，９３４
号参照。発現の検出は、溶液中の核酸プローブを用いることを含むこともできる。
【０３０５】
　本発明の１つの具体例において、マイクロアレイを用いて、１以上のバイオマーカー、
腫瘍細胞抗原―関連因子、および／または臨床的に有用な予後マーカーの発現を検出する
。マイクロアレイは、異なる実験の間の再現性のためこの目的に特によく適合する。ＤＮ
Ａマイクロアレイは、多数の遺伝子の発現レベルの同時測定のための１つの方法を提供す
る。各アレイは、固体支持体に結合された捕獲プローブの再現性があるパターンよりなる
。標識されたＲＮＡまたはＤＮＡを、アレイ上の相補的プローブにハイブリダイズさせ、
次いで、レーザー操作によって検出する。アレイ上の各プローブについてのハイブリダイ
ゼーション強度を決定し、相対的遺伝子発現レベルを表す定量的値に変換する。ここに引
用して援用する米国特許第６，０４０，１３８号、第５，８００，９９２号および第６，
０２０，１３５号、第６，０３３，８６０号、および第６，３４４，３１６号参照。高―
密度オリゴヌクレオチドアレイは、試料中の非常に多数のＲＮＡについての遺伝子発現プ
ロフィールを決定するのに特に有用である。
【０３０６】
　機械的合成方法を用いるこれらのアレイの合成のための技術は、例えば、ここに引用し
てその全体を援用する。米国特許第５，３８４、２６１号に記載されている。平面アレイ
表面が好ましいが、アレイは、実質的にいずれの形状の表面の上にも、あるいは多数の表
面の上させにも製造することができる。アレイはビーズ、ゲル、ポリマー表面、ファイバ
ーオプティックスのような繊維、ガラス、またはいずれかの他の適当な基材上のペプチド
または核酸であってよい。その各々を、全ての目的のために、ここに引用して全体を援用
する米国特許第５，７７０，３５８号、第５，７８９，１６２号、第５，７０８，１５３
号、第６，０４０，１９３号および第５，８００，９９２号参照。アレイは、診断剤、あ
るいは全ての包括的デバイスの他の操作を可能とするように包装することができる。例え
ば、ここに引用して援用する米国特許第５，８５６，１７４号および第５，９２２，５９
１号参照。
【０３０７】
　１つのアプローチにおいて、試料から単離された全ｍＲＮＡを標識されたｃＲＮＡに変
換し、ついで、オリゴヌクレオチドアレイにハイブリダイズさせる。各試料を別々のアレ
イにハイブリダイズさせる。相対的転写体レベルは、アレイ上に、および試料中に存在す
る適当な対照を参照することによって計算することができる。
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【０３０８】
　癌は腫瘍抗原の過剰発現によって特徴付けることができるが、本出願は、更に、腫瘍抗
原―過剰発現癌であると考えられない癌を治療する方法を提供する。癌において腫瘍抗原
発現を決定するためには、種々の診断／予後アッセイが利用されない。１つの具体例にお
いて、腫瘍抗原過剰発現はＩＨＣによって分析することができる。腫瘍バイオプシーから
のパラフィン包埋組織セクションをＩＨＣアッセイに付し、以下のように腫瘍抗原蛋白質
染色強度基準に従うことができる：
　スコア０
　染色は観察されないか、または膜染色が腫瘍細胞の１０％未満で観察される。
【０３０９】
　スコア１＋
　弱い／かろうじて認知可能な膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて検出される。細胞はそ
れらの膜の一部において染色されるに過ぎない。
【０３１０】
　スコア２＋
　弱いないし中程度の完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて観察される。
【０３１１】
　スコア３＋
　中程度ないし強い完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を超えて観察される。
【０３１２】
　腫瘍抗原過剰発現評価についての０または１＋スコアを持つ腫瘍は腫瘍抗原を過剰発現
しないと特徴づけることができ、他方、２＋または３＋スコアを持つ腫瘍は腫瘍抗原を過
剰発現すると特徴付けることができる。
【０３１３】
　別法として、あるいは加えて、ＩＮＦＯＲＭＴＭ（Ｖｅｎｔａｎａ，Ａｒｉｚによって
販売）またはＰＡＨＴＶＩＳＩＯＮＴＭ（Ｖｙｓｉｓ，Ｉｌｌ．）のようなＦＩＳＨアッ
セイをホルマリン―固定されたパラフィン―包埋腫瘍組織で行って、腫瘍における腫瘍抗
原過剰発現の（もしあれば）程度を決定することができる。
【０３１４】
　さらに、腫瘍抗原過剰発現または増幅は、例えば、検出すべき分子に結合し、検出可能
な標識（例えば、放射性同位体）のタグを付けた（抗体のような）分子を投与し、標識の
局所化について患者を外部でスキャンすることによって、イン・ビボ診断アッセイを用い
て評価することができる。
【０３１５】
　異なる具体例において、腫瘍抗原は、隣接する健康な組織と、またはプールされた正常
な組織と比較する、抗原の発現レベルの比較によって、標的化について選択される。好ま
しい候補腫瘍抗原は、周囲の正常な組織に対して少なくとも３倍（３００％）増加した発
現を持つものを含み、ここに、この３倍増加はプールされた商業的に入手可能な正常な組
織試料の大部分との比較で見られる。好ましい腫瘍抗原についてのスクリーニングは、正
常な隣接組織から癌性組織を切り出すためのレーザー捕獲顕微鏡観察、続いての、標準Ａ
ｆｆｉｍｅｔｒｉｘチップＵ１３３（ｃａｔ＃９００３７０）のような標準的な商業的に
入手可能なチップを利用する発現マイクロアレイ分析を用いて行うことができる（例えば
、Ｙａｎｇら、（２００５）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１０－３１参照）。別法として、癌のタ
イプによってグループ分けされた患者組織試料のプールに由来する核酸試料を含有する慣
用的なチップを作成し、それをプローブして、発現プロフィールを分析することができる
（例えば、（Ｍａｋｉｎｏら、Ｄｉｓ　Ｅｓｏｐｈａｇｕｓ．２００５；１８（１）：３
７－４０参照）。
【０３１６】
　治療すべき癌がホルモン独立性癌である場合、腫瘍におけるホルモン（アンドロゲン）
および／またはその同族受容体の発現は、例えば、前記したような種々の利用可能なアッ



(70) JP 2009-531031 A 2009.9.3

10

20

30

40

50

セイのいずれかを用いて評価することができる。別法として、あるいは加えて、患者は、
それらがもはや抗―アンドロゲン療法に応答しない点で、ホルモン独立性癌を有すると診
断することができる。
【０３１７】
　ある具体例において、細胞傷害性剤で結合体化した抗―腫瘍抗原抗体を含む免疫結合体
は患者に投与される。好ましくは、それに対してそれが結合するイムノ結合体および／ま
たは腫瘍細胞抗原蛋白質は細胞によって内部化され、その結果、それが結合する癌細胞を
殺傷するにおいてイムノ結合体の増大した治療効率がもたらされる。好ましい具体例にお
いて、細胞傷害性剤は癌細胞における核酸を標的とし、またはそれに干渉する。そのよう
な細胞傷害性剤の例はメイタンシュノイドカリケアミシン、リボヌクレアーゼおよびＤＮ
Ａエンドヌクレアーゼを含む。
【０３１８】
　抗―腫瘍細胞抗原抗体またはイムノ結合体は、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節
内、滑液嚢内、鞘内、経口、局所、または吸入経路によって、例えば、ボーラスとして、
または一定期間にわたる連続的注入によって、静脈内投与のような公知の方法に従ってヒ
ト患者に投与される。抗体の静脈内または皮下投与が好ましい。
【０３１９】
　他の治療方法は、抗―腫瘍細胞抗原抗体の投与と組み合わせることができる。合わせた
投与は、別々の処方または単一の医薬処方を用いる共投与、およびいずれかの順序での順
次の投与を含み、ここに、好ましくは、双方の（または全ての）活性剤はそれらの生物学
的活性を同時に発揮する時間がある（レビュー、Ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ（２００５）Ｃｌｉ
ｎｉｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１１：１２９－１３８参照）。
【０３２０】
　１つの具体例において、本発明の治療は、抗―腫瘍細胞抗原抗体（または複数抗体）お
よび異なる化学療法剤のカクテルの共投与を含めた、１以上の化学療法剤または成長阻害
剤の組み合わせられた投与を含む。好ましい化学治療剤は（パクリタキセルおよびドセタ
キセルのような）タキソン、および／またはアントラサイクリン抗体を含む。そのような
化学療法剤のための製剤および投与スケジュールは、製造業者の指示に従って、あるいは
技量がある実施者によって経験的に決定されたように用いることができる。そのような化
学療法についての製剤および投与スケジュールはＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅ　Ｅｄ．，Ｍ．Ｃ．Ｐｅｒｒｙ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ，Ｂａｌｔ
ｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．（１９９２）に記載されている。
【０３２１】
　抗体は、そのような分子について調べた用量で、抗―ホルモン化合物；タモキシフェン
のような抗―エストロゲン化合物；オナプリストンのような抗―ホロゲステロン（ＥＰ　
６１６　８１２参照）；フルタミドのような抗―アンドロゲンと組み合わせることができ
る。治療すべき癌がホルモン独立性癌である場合、患者は、従前には、抗―ホルモン療法
に付されており、癌がホルモン独立性となった後に、抗―腫瘍細胞で抗原抗体（および、
所望により、本明細書中に記載された他の剤）を患者に投与することができる。
【０３２２】
　代替具体例において、イムノ結合体抗体は、裸の抗体と組合せて用いることができ、こ
こに、非―結合体化抗体はイムノ結合体で用いるのと同一の抗体、または抗体の変種であ
る。裸の抗体は、まず、低親和性または非―特異的結合部位に結合し、ブロックする。別
法として、もし裸の抗体がＡＤＳＳまたはＣＤＣ活性を有するならば、それを投与して、
できる限りこれの活性の１つによって標的腫瘍細胞の多くを浄化することができる。次い
で、イムノ結合体抗体を投与して、いずれかの残存する腫瘍細胞を殺傷することができる
。このようにして、イムノ結合体はより小さな用量で与えることができ、結合体のトキシ
ン部分に関連し得るいずれの副作用も低下させることができる。
【０３２３】
　前記共投与された剤のいずれについての適当な用量も現在使用されているものであり、
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該剤および抗―腫瘍細胞抗原抗体の組み合わせた作用（シネルギー）により降下させるこ
とができる。
【０３２４】
　病気の予防または治療のためには、適当な用量の抗体は前記定義の治療すべき病気のタ
イプ、病気の重症度およびコース（抗体が予防的または治療的目的で投与されるかを問わ
ず、抗体が薬物または放射性同位体に結合体化されるかを問わない）、従前の療法、患者
の臨床的履歴、および抗体に対する応答、および主治医の裁量に依存するであろう。抗体
は、一度に、または一連の治療にわたって患者に適当に投与される。病気のタイプおよび
重症度に依存して、約１μｇ／ｋｇないし１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１～２０ｍｇ／
ｋｇ）の抗体は、例えば、１以上の別々の投与によるか、または連続的注入によるかを問
わず、患者への投与のための初期候補用量である。典型的な日用量は、前記した因子に依
存して、約１μｇ／ｋｇないし１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲となろう。数日以上にわたる
反復投与では、疾患に依存して、病気兆候の所望の抑制が起こるまで、治療は維持される
。抗体の好ましい用量は約０．０５ｍｇ／ｋｇないし約１０ｍｇ／ｋｇの範囲となろう。
かくして、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇまたは１０ｍｇ／
ｋｇ（またはそのいずれかの組合せ）の１以上を患者に投与することができる。そのよう
な用量は間欠的に、（例えば、患者が約２～１２、例えば、約６用量の抗－腫瘍細胞抗原
抗体を受けるように）、例えば、毎週または３週間毎に投与することができる。用量範囲
は約０．０１ｍｇ／ｋｇないし約４０ｍｇ／ｋｇ、約０．０１ｍｇ／ｋｇないし約３０ｍ
ｇ／ｋｇ、約０．１ｍｇ／ｋｇないし約３０ｍｇ／ｋｇ、約１ｍｇ／ｋｇないし約３０ｍ
ｇ／ｋｇ、約３ｍｇ／ｋｇないし約３０ｍｇ／ｋｇ、約３ｍｇ／ｋｇないし約２５ｍｇ／
ｋｇ、約３ｍｇ／ｋｇないし約２０ｍｇ／ｋｇ、約５ｍｇ／ｋｇないし約１５ｍｇ／ｋｇ
、または約７ｍｇ／ｋｇないし約１２ｍｇ／ｋｇの範囲とすることができる。治療の方法
は、治療上有効用量の単一投与、または治療上有効用量の多数投与を含むことができる。
加えて、初期のより高い負荷用量、続いて、１以上のより低い用量を投与することができ
る。例示的な投与方法は、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷用量、続いての、約２ｍｇ／ｋｇの
抗－腫瘍細胞抗原抗体の腫維持用量を投与することを含む。しかしながら、他の投与方法
も有用であり得る。この療法の進行は慣用的な技術及びアッセイによって容易にモニター
される。
【０３２５】
　本出願では、診断剤／検出剤または治療剤を標的細胞に送達する方法が考えられる。診
断／検出剤は、光活性剤、放射性核種またはコントラスト剤のような従前に記載されてい
る剤であってよい。治療剤は放射性核種、免疫モジュレーター、ホルモンまたはホルモン
アンタゴニスト、酵素または酵素阻害剤、光活性治療剤、細胞傷害性剤およびその組合せ
のような従前に記載された剤であってもよい。該方法では、本発明の組成物を供し、それ
を必要とする患者にそれを投与することが考えられる。本発明の抗生物質またはイムノ結
合体は最初に与えることができ血流からの除去に続いて、診断剤／検出剤または治療剤、
またはその組合せを含む担体分子を投与することができ、ここに、担体分子は本発明の抗
体に結合するであろう。担体分子は本発明の抗体または免疫結合体上の１以上の部位に結
合することができる。
【０３２６】
　抗体蛋白質の患者への投与とは別に、本出願では、遺伝子療法による抗体の投与が考え
られる。抗体をコードする核酸のそのような投与は、表現「治療上有効量の抗体を投与す
る」によって含まれる。例えば、細胞内抗体を生じさせるための遺伝子療法の使用に関す
る１９９６年３月１４日に公開されたＷＯ９６／０７３２１参照。
【０３２７】
　イン・ビボおよびエクス・ビボで、（所望によりベクターに含有されていてもよい）核
酸を患者の細胞に入れる２つの主なアプローチがある。イン・ビボ送達では、通常、抗体
が必要とされる部位において、核酸を直接的に患者に注射する。エクス・ビボ治療では、
患者の細胞が除去され、核酸がこれらの単離された細胞に導入され、修飾された細胞が直



(72) JP 2009-531031 A 2009.9.3

10

20

30

40

50

接的に患者に投与されるか、あるいは例えば、多孔性膜内にカプセル化され、これが患者
に移植される（例えば、米国特許第４，８９２，５３８号および第５，２８３，１８７号
参照）。核酸を生きた細胞に導入するのに利用できる種々の技術がある。技術は、核酸が
イン・ビトロにて培養細胞に導入されるか、あるいは意図した宿主の細胞にイン・ビボで
導入されるかに応じて変化する。イン・ビトロにての核酸の哺乳動物細胞への導入に適し
た技術は、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合
、ＤＥＡＥ－デキストラン、リン酸カルシウム沈殿方法等の使用を含む。遺伝子のエクス
・ビボ送達のための通常に使用されるベクターはレトロウイルスである。
【０３２８】
　現在好ましいイン・ビボ核酸導入技術は、（アデノウイルス、単純疱疹Ｉウイルス、ま
たはアデノ－関連ウイルスのような）ウイルスベクター、および基質－ベースの系（遺伝
子の基質－媒介導入のための有用な基質は、例えば、ＤＯＴＭＡ，ＤＯＰＥおよびＤＣ－
Ｃｈｏｌである）でのトランスフェクションを含む。いくつかの状況においては、細胞表
面膜蛋白質または標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上の受容体に対するリガンドなどの
ような、標的細胞を標的化する剤と共に核酸源を提供するのが望ましい。リポソームが使
用される場合、エンドサイトーシスに関連する細胞表面膜蛋白質に結合する蛋白質を、標
的化のために、および／または取り込みを容易とするために用いることができる。例えば
、特定の細胞型に対して向性であるキャプシド蛋白質、またはその断片、周期において内
部化を受ける蛋白質に対する抗体、及び細胞内局所化を標的とし、細胞内半減期を促進す
る蛋白質。受容体－媒介エンドサイトーシスの技術は、例えば、Ｗｕら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２（１９８７）；ａｎｄ　Ｗａｇｎｅｒら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：３４１０－３４１４（１９９０）によ
って記載されている。現在公知の遺伝子マーキングおよび遺伝子療法プロトコルのレビュ
ーについては、Ａｎｄｅｒｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：８０８－８１３（１９９
２）参照。また、ＷＯ９３／２５６７３およびそこで引用された文献も参照されたし。
【０３２９】
　ＶＩＩＩ．安全性の実験
　本発明の抗体を、安全性および毒物学的特徴について調べる。これらのタイプの実験に
ついてのガイドラインは、ここに引用して援用する、ＵＳＤＡ　ＣＢＥＲ部門によって発
行された書籍、“Ｐｏｉｎｔｓ　ｔｏ　Ｃｏｎｓｉｄｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｍａｎｕｆａ
ｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａｎ　Ｕｓｅ”（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｄａ．
ｇｏｖ／ｃｂｅｒ／ｇｄｌｎｓ／ｐｔｃ＿ｍａｂ．ｐｄｆ参照）に見出すことができる。
一般に、候補抗体は、多数のヒト組織試料および／または単離されたヒト細胞型を用いて
前臨床実験でスクリーニングして、非―標的組織結合および交差反応性を評価すべきであ
る。これらのヒト組織実験からの満足すべき結果に従い、種々の動物種からの組織試料ま
たは単離された細胞のパネルをスクリーニングして、一般的な毒物学的実験で用いるため
の適当な種を同定することができる。交差反応性動物種が同定されなければ、他のタイプ
のモデルは適切であると見なすことができる。これらの他のモデルは、ヒト腫瘍細胞がげ
っ歯類宿主に移植される異種移植片モデルのような実験、または毒物学的実験のために選
択された動物種における対応する腫瘍－細胞抗原を認識する代行モノクローナル抗体の使
用を含むことができる。これらのタイプの代替モデルからのデータは最初の近似であり、
高等な種への進行は注意深くなすべきであることが認識されるべきである。
【０３３０】
　候補裸の抗体については、単純な許容性を見る実験を行うことができる。候補治療抗体
のこれらの実験においては、候補分子の治療指標を特徴づける試みは、いずれかの用量－
依存性ファルマコダイナミック効果を観察することによってなされる。広い範囲の用量を
用いるべきである（例えば、０．１ｍｇ／ｋｇないし１００ｍｇ／ｋｇ）。腫瘍細胞抗原
の数、交差反応性動物標的に対する候補抗体の親和性の間の差、および抗体の結合につい
ての細胞応答の差は、治療指標を見積るにおいて考慮すべきである。ファルマコダイナミ
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ックおよびファルマコキネティック実験は、候補抗体をヒトでテストする場合、適当な動
物モデルで行って、ギルド初期用量の考慮を助けるべきである。
【０３３１】
　候補イムノ結合体では、結合体の安定性実験はイン・ビボで行わなければならない。最
適には、ファルマコダイナミックおよびファルマコキネティック実験は、イムノ結合体の
個々の成分について行って、候補イムノ結合体からのいずれの分解産物の結果も決定すべ
きである。ファルマコダイナミックおよびファルマコキネティック実験は、適切な動物モ
デルにおいて前記したように行って、ギルド初期用量の考慮を助けるべきである。薬物を
裸の抗体での予備処理と組合せて与える場合、さらなる考慮安全性実験設計に与えなけれ
ばならない。安全性実験は裸の抗体単独で行わなければならず、実験は、イムノ結合体の
最終用量はこのタイプの治療養生法においてはより低いことを銘記しつつ免疫結合体で設
計しなければならない。
【０３３２】
　ラジオ－イムノ結合体では、動物組織分布実験を行って、生体内分布データを決定すべ
きである。加えて、投与された放射能の合計量の代謝的分解のカウンティングは、採るべ
き初期および後期双方の時点で行うべきである。ラジオ－イムノ結合体は、血清または血
漿を用いてイン・ビトロにて安全性についてテストすることができ、方法は、遊離放射性
核種、ラジオ－イムノ結合体および標識された非－抗体成分を測定するために開発すべき
である。
【０３３３】
　ＩＸ．製品
　本発明のもう１つの具体例において、前記した障害の治療で有用な物質を含有する製品
が提供される。該製品は容器、および容器の上の、または容器に会合させたラベルまたは
添付文書を含む。適当な容器は、例えば、ビン、バイアル、シリンジなどを含む。容器は
ガラスまたはプラスチックのような種々の材料から形成することができる。容器は疾患を
治療するのに有効な組成物を保持し、滅菌アクセスポートを有することができる（例えば
、容器は、皮下注射針が刺すことができるストッパーを有する静脈内溶液バッグまたはバ
イアルであってよい）。組成物における少なくとも１つの活性剤は、抗―腫瘍細胞抗原抗
体である。ラベルまたは添付文書は、組成物は癌のような選択される疾患を治療するのに
用いられることを示す。１つの具体例において、ラベルまたは添付文書は、腫瘍細胞抗原
に結合する抗体を含む組成物を用いて、腫瘍細胞抗原を発現する癌を治療することができ
ることを示す。また、ラベルまたは添付文書は、組成物を用いて癌を治療することができ
ることを示すことができ、ここに、癌は腫瘍細胞抗原の過剰発現によって特徴付けられな
い。
例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）についての本発明の添付文書は、その腫瘍がＥ
ｒｂＢ２蛋白質を過剰発現する転移性乳癌を持つ患者を治療することを示すが、ここに、
添付文書は、抗体または組成物を用いて、腫瘍細胞抗原過剰発現の程度に拘わらず癌を治
療することを示すことができる。他の具体例において、添付文書は、抗体または組成物を
用いて、乳癌（例えば、転移性乳癌）；ホルモン独立性癌；前立腺癌（例えば、アンドロ
ゲン独立性前立腺癌）；肺癌（例えば、非―小細胞肺癌）；結腸、直腸または結直腸癌；
本明細書中に開示された他の病気または障害のいずれかを治療することができることを示
すことができる。さらに、該製品は（ａ）そこに含有された組成物を含む第一の容器、こ
こに、該組成物は、腫瘍細胞抗原に結合し、腫瘍細胞抗原を過剰発現する癌細胞の成長を
阻害する第一の抗体を含み；および（ｂ）そこに含有された組成物を含む第二の容器、こ
こに、該組成物は腫瘍細胞抗原に結合する第二の抗体を含む；を含むことができる。本発
明のこの具体例における製品は、更に、該第一および第二の抗体組成物を用いて、癌を治
療することができることを示す添付文書を含むことができる。更に、添付文書は（腫瘍細
胞抗原に結合する抗体を含む）組成物のユーザーに、療法を、抗体、およびこれまでのセ
クションで記載された補助的療法のいずれか（例えば、化学療法剤、抗―脈関係製剤、抗
―ホルモン化合物、および／またはサイトカイン）と組み合わせることを支持することが
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できる。別法として、あるいは加えて、該製品は、更に、注射のための静細菌水（ＢＷＦ
Ｉ）リン酸―干渉化生理食塩水、リンゲル溶液及びデキストロース溶液のような医薬上許
容される緩衝液を含有する第二の（または第三の）容器を含むことができる。それは、更
に、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針およびシリンジを含めた、商業的およびユーザ
ーの立場から望ましい他の物質を含むことができる。
【０３３４】
　Ｘ．抗―腫瘍細胞抗原活性についての非―治療的使用
　本発明の抗生物質（例えば、抗―腫瘍細胞抗原抗体）は、更に、非―治療適用を有する
。
【０３３５】
　例えば、抗体を親和性精製として用いることができる。このプロセスにおいては、抗体
は、当該分野でよく知られた方法を用いてＳｅｐｈａｄｅｘ樹脂または濾紙のような固相
に固定化する。固定化された抗体を、精製すべき腫瘍細胞抗原蛋白質（またはその断片）
を含有する試料と接触させ、その後、支持体を、固定化抗体に結合した、腫瘍細胞抗原蛋
白質を除いて試料中の実質的に全ての物質を除去する適当な溶媒で洗浄する。最後に、支
持体をグリシン緩衝液ｐＨ５．０のようなもう１つの適当な溶媒で洗浄し、これにより、
抗体から腫瘍細胞抗原蛋白質が放出される。
【０３３６】
　抗―腫瘍細胞抗原抗体もまた、腫瘍細胞抗原蛋白質についての診断アッセイ、例えば、
特異的細胞、組織または血清中でのその発現の検出でやはり有用であろう。
【０３３７】
　診断適用では、抗体は、典型的には、検出可能な部位で標識される。一般に、以下のカ
テゴリーに分類できる多数の標識が利用可能である。
【０３３８】
　（ａ）これまでに議論したもののような放射性核種。抗体は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅｓ　１　ａｎｄ　２，Ｃｏｌｉ
ｇｅｎら、Ｅｄ．Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．
，Ｐｕｂｓ．（１９９１）に記載された技術を用いて放射性同位体で標識することができ
、例えば、放射能をシンチレーションカウンティングを用いて測定することができる。
【０３３９】
　（ｂ）希土類キレート（ユーロピウムキレート）、またはフルオレセインおよびその誘
導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、リサミン、フィコエリスリンおよびテキ
サスレッドのような蛍光標識が利用できる。蛍光標識は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｓｕｐｒａに開示された技術を用いて抗
体に結合体化することができる。蛍光はフルオリメーターを用いて定量することができる
。
【０３４０】
　（ｃ）種々の酵素―基質標識が入手可能であり、米国特許第４，２７５，１４９号はこ
れらのいくつかのレビューを提供する。酵素は、一般には、種々の技術を用いて測定する
ことができる色原体基質の化学的改変を触媒する。例えば、酵素は基質の色の変化を触媒
することができ、これは分光学的に測定することができる。別法として、酵素は基質の蛍
光またはケミルミネセンスを改変することができる。蛍光の変化を定量するための技術は
先に記載した。ケミルミネセント基質は、化学反応によって電子的に励起されるようにな
り、次いで、（例えば、ケミルミノメーターを用いて）測定することができる光を発する
ことができ、あるいはエネルギーを蛍光アクセプターに供与する。酵素標識の例はルシフ
ェラーゼ（例えば、蛍ルシフェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４，７３７
，４５６号）、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸デヒドロゲ
ナーゼ、ウレアーゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰＯ）のようなペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータ―ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、
リソザイム、サッカライドオキシダーゼ（例えば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトー
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スオキシダーゼ、およびグルコース―６－リン酸デヒドロゲナーゼ）、（ウリカーゼおよ
びキサンチンオキシダーゼのような）複素環オキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミ
クロペルオキシダーゼなどを含む。酵素を抗体に結合体化するための技術は、Ｏ’Ｓｕｌ
ｌｉｖａｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎ
ｚｙｍｅ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ．（ｅｄ　Ｊ
．Ｌａｎｇｏｎｅ　＆　Ｈ．Ｖａｎ　Ｖｕｎａｋｉｓ），Ａｃａｄｅｍｉｃ　ｐｒｅｓｓ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，７３：１４７－１６６（１９８１）に記載されている。
【０３４１】
　酵素―基質組合せの例は、例えば：
　（ｉ）基質としての水素ペルオキシダーゼと共にホースラディッシュペルオキシダーゼ
（ＨＲＰＯ）、ここに、水素ペルオキシダーゼは色素前駆体（例えば、オルトフェニレン
ジアミン（ＯＰＤ）または３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン塩酸（ＴＭＢ）
）を酸化する；
　（ｉｉ）色原体基質としてのパラ―ニトロフェニルリン酸と共にアルカリホスファター
ゼ（ＡＰ）；および
　（ｉｉｉ）色原体基質（例えば、ｐ－ニトロフェニル―ベータ―Ｄ－ガラクトシダーゼ
）または発蛍光性基質４－メチルウンベリフェニル―ベータ―Ｄ－ガラクトシダーゼと共
にベータ―Ｄ－ガラクトシダーゼ（ベータ―Ｄ－Ｇａｌ）。
【０３４２】
　多数の他の酵素―基質組合せが当業者に入手可能である。これらの一般的レビューにつ
いては、米国特許第４，２７５，１４９号および第４，３１８，９８０号参照。
【０３４３】
　時々、標識は抗体に間接的に結合体化される。当業者であれば、これを達成するための
種々の技術に気が付くであろう。例えば、抗体をビオチンに結合体化することができ、前
記した標識の３つの広いカテゴリーにいずれかをアビジンに結合体化することができ、ま
たは逆もできる。ビオチンはアビジンに選択的に結合し、かくして、標識を間接的に抗体
に結合体化することができる。別法として、標識と抗体との間接的コンジュゲーションを
達成するためには、抗体を小さなハプテン（例えば、ジゴキシン）と結合体化させ、前記
した異なるタイプの標識の一つを抗―ハプテン抗体（例えば、抗―ジゴキシン抗体）と結
合体化させる。かくして、標識と抗体との間接的コンジュゲーションを達成することがで
きる。
【０３４４】
　本発明のもう１つの具体例において、抗－腫瘍細胞抗原抗体は標識される必要がなく、
その存在は、腫瘍細胞抗原抗体に結合する標識された抗体を用いて検出することができる
。
【０３４５】
　本発明の抗体は、競合結合アッセイ、直接的および間接的サンドイッチアッセイ、およ
び免疫沈澱アッセイのようないずれの公知のアッセイ方法においても使用することができ
る。Ｚｏｌａ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｐｐ．１４７－１５８（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．１９８
７）。
【０３４６】
　免疫組織化学については、腫瘍試料は新鮮なものであるか、または凍結されていてもよ
く、あるいはパラフィンに包埋し、例えば、ホルマリンのような保存剤で固定されていて
もよい。
【０３４７】
　抗体はイン・ビボ診断アッセイで用いることもできる。一般には、抗体は、腫瘍が医務
のシンチグラフィーを用いて局所化することができるように、放射性核種で標識される。
便宜な事項として、本発明の抗体はキット、すなわち、診断アッセイを行うための指示書
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と所定量の試薬のパッケージされた組合せにて提供することができる。抗体を酵素で標識
する場合、該キットは、酵素によって必要とされる基質及び補因子（例えば、検出可能な
クロモフォアまたはフルオロフォアを供する基質前駆体）を含むであろう。加えて、安定
化剤、緩衝液（例えば、ブロック緩衝液または溶解緩衝液等）のような他の添加剤を含め
ることができる。種々の試薬の相対数を広く変化させて、アッセイの感度を実質的に最適
化する試薬の溶液中の濃度を供することができる。特に、試薬は、溶解に際して、適当な
濃度を有する試薬溶液を供するであろう賦形剤を含めた、通常は凍結乾燥された乾燥粉末
として供することができる。
【０３４８】
　本発明のさらなる詳細は、以下の非－限定的実施例によって説明される。明細書中の全
ての引用の開示はここに引用して援用する。
【実施例】
【０３４９】
　（実施例１）
　標的化のための腫瘍関連抗原の選択
　Ａ．腫瘍性細胞および隣接する正常なもののレーザー切開、および切開した細胞からの
ＲＮＡの生産
　正常および癌性組織を、レーザー捕獲マイクロ切開（ＬＣＭ）を用いて蛋白質から収集
し、当該分野で良く知られた技術を用い、ＲＮＡをこれらの組織から調製した（例えば、
Ｏｈｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｂｉｏｔｅｃｈ’ｉｑｕｅｓ　２９：５３０－
６；Ｃｕｒｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｍｏｌ．Ｐａｔｈｏｌ．５３：６４－８；
Ｓｕａｒｅｚ－Ｑｕｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｂｉｏｔｅｃｈ’ｉｑｕｅｓ　２
６：３２８－３５；Ｓｉｍｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｒｚｅ
ｔ　１４：２７２－６；Ｃｏｎｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．
Ａｎａｌ．１１：２８－３８；Ｅｍｍｅｒｔ－Ｂｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２７４：９９８－１００１参照）。ＬＣＭは実質的に均質な細胞試料を供す
るための特異的細胞型の単離を供するので、これは同様に純粋なＲＮＡ試料を提供する。
【０３５０】
　Ｂ．マイクロアレイ分析
　ｃＤＮＡの生産：次いで、切開した細胞から生産された全ＲＮＡを用いて、Ａｆｆｙｍ
ｅｔｒｉｘ２－サイクルｃＤＮＡ合成キット（ｃａｔ＃９００４３２）を用いてｃＤＮＡ
を生じさせた。８μＬの全ＲＮＡを、１１μＬ反応中の１μＬ　Ｔ７－（ｄＴ）　２４プ
ライマー（５０ピコモル／μＬ）と共に用い、これを７０℃まで１２分間で加熱した。次
いで、混合物を５分間で室温まで冷却した。９μＬマスターミックス（４μＬ　５×第一
ストランドｃＤＮＡ緩衝液、２μＬの０．１Ｍ　ＤＴＴ、１μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰミ
ックス、２μＬ　Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ（６００Ｕ／μＬ））を加え、混合物を
４２℃にて２．５時間インキュベートした（混合物の全容量は２０μＬであった）。氷上
での冷却に続き、第二ストランドの合成は以下のように完了した：前記からの２０μＬ混
合物は１３０μＬの第二ストランドマスターミックス（９１μＬ水、３０μＬ　５×第二
ストランド反応緩衝液、３μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰミックス、１μＬ　１０Ｕ／μＬ　
Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼ、４μＬ　１０Ｕ／μＬ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラ
ーゼＩ、１μＬ　２Ｕ／μＬ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｒｎａｓｅ　Ｈ）と混合し、１６℃にて２
時間、および１０分間インキュベートした。氷上での冷却に続き、ｄｓＤＮＡは反応混合
物から精製した。簡単に述べると、ＱｉａＱｕｉｃｋ　ＰＣＴ精製キットを用い（Ｑｉａ
ｇｅｎ，ｃａｔ＃２８１０４）、および５容量の緩衝液ＰＢを１容量のｃＤＮＡ混合物に
加えた。次いで、ｃＤＮＡをＱＩＡｑｕｉｃｋスピンカラムにて製造業者の指示に従って
精製し、６０μＬの最終容量を得た。
【０３５１】
　ビオチン－標識ｃＲＮＡの生産。次いで、前記で生じ、精製されたｃＤＮＡを用い、ビ
オチン標識ＲＮＡを以下のように作製した：ＱＩＡＱｕｉｃｋカラムから回収された６０
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μＬのｃＤＮＡを、培地加熱スピード真空中の２２μＬの容量まで低下させた。次いで、
これを、ＥＮＺＯ　ＢｉｏＡｒｒａｙ　Ｈｉｇｈ　Ｙｉｅｌｄ　ＲＮＡ　Ｔｒａｎｓｃｒ
ｉｐｔｉｏｎキット（ｃａｔ＃４２６５５２０）と共に用いた。簡単に述べれば、４μＬ
　１０×ＨＹ反応緩衝液、４μＬ　１０×ビオチン－標識リボヌクレオチド、４μＬのＤ
ＴＴ、４μＬ　Ｒｎａｓｅ阻害剤ミックス、および２μＬ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼを
含有するマスターミックスを、２２μＬの精製されたｃＤＮＡに加え、３７℃にて４～６
時間インキュベートした。次いで、製造業者の指示に従い、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮａｓｙキ
ット（ｃａｔ＃７４１０４）を用い、反応を精製した。
【０３５２】
　ｃＲＮＡの断片化。前記からの１５～２０μｇのｃＲＮＡを８μＬの５×断片化緩衝液
（２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ―酢酸、ｐＨ８．１、５００ｍＭ酢酸カリウム、１５０ｍＭ酢酸
マグネシウム）および水と４０μＬの最終容量まで混合した。混合物を９４℃にて３５分
間インキュベートした。典型的には、この断片化プロトコルは、３５～２００塩基のサイ
ズの範囲のＲＮＡ断片の分布を生じる。断片化は、ＴＡＥアガロース電気泳動を用いて確
認した。
【０３５３】
　アレイハイブリダイゼーション。次いで、前記からの断片化ｃＲＮＡを用いて、ハイブ
リダイゼーションカクテルを作成した。簡単に述べると、前記からの４０μＬを１ｍｇ／
ｍＬヒトＣｏｔＤＮＡおよび適当な対照オリゴヌクレオチドと混合した。加えて、３ｍｇ
のニシン精子ＤＮＡ（１０ｍｇ／ｍＬ）を、１５０μＬ　２×ハイブリダイゼーション緩
衝液（１００ｍＭ　ＭＥＳ、１Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０１％Ｔｗｅｅ
ｎ－２０）および水と共に、３００μＬの最終容量まで加えた。次いで、２００μＬのこ
の溶液をＵ１３３アレイ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ｃａｔ＃９００３７０）に負荷し、４
５ｒｐｍの一定スピードにて４５℃にて一晩インキュベートした。次いで、ハイブリダイ
ゼーション緩衝液を除去し、アレイを洗浄し、製造業者のプロトコルに従い、ＧｅｎｅＣ
ｈｉｐ　Ｆｌｕｉｄｉｃｓ　Ｓｔａｔｉｏｎ４５０（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，ｃａｔ＃０
０－００７９）を用いて２００μＬ非－ストリンジェント洗浄緩衝液（６×ＳＳＰＥ、０
．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）で染色した。
【０３５４】
　走査アレイ。次いで、前記からのアレイを、製造業者のプロトコルに従い、ＧｅｎｅＣ
ｈｉｐ　Ｓｃａｎｎｅｒ３０００（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ｃａｔ＃００－０２１７）を
用いて走査した。
【０３５５】
　潜在的腫瘍細胞抗原標的の選択。腫瘍細胞（原発性腫瘍または転移いずれか）ｖｓ　隣
接健康組織における抗原の発現レベルの比較、またはプールされた正常組織との比較によ
って、腫瘍抗原を標的化について選択した。選択された腫瘍抗原は、種々の正常の組織に
対する少なくとも３倍（３００％）増大した発現を示し、ここに、この３倍増加は、プー
ルされた商業的に入手可能な正常な組織試料（参照標準ミックスまたはＲＳＭ、プールは
各組織タイプについて作製される）の大部分と比較して見られる。以下の表２が、ＫＩＡ
Ａ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、Ｇ
ＰＣＲ４１、ａｎｄ　ＳＬＣ１Ａ５についてのアレイ分析からの倍増加データを示し、こ
こに、数は、正常な組織と比較した発現の２－、３―、または５－倍増加を示した分析さ
れた患者試料のパーセントを表す。
【０３５６】
　表２－ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、Ｇ
ＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、ａｎｄ　ＳＬＣ１Ａ５についてのマイクロアレイ結果
【０３５７】
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【表２－１】

【０３５８】
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【表２－２】

【０３５９】
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【表２－３】

　（実施例２）－癌性　ｖｓ　正常組織の発現分析
　実施例１で用いたマイクロアレイ手法を用いて、多数の癌性腫瘍タイプおよび多数の正
常試料からの組織における発現を広く探した。ｃＤＮＡ、ＲＮＡの生産、およびハイブリ
ダイゼーション条件は、Ｕ１３３　Ｐｌｕｓ　２．０アレイを用いた（Ａｆｆｙｍｅｔｒ
ｉｘ　ｃａｔ＃９００４７０）以外は、実施例１で用いた全てのものであった。Ｄｅｃｉ
ｓｉｏｎＳｉｔｅＳｏｆｔｗａｒｅ（Ｓｐｏｔｆｉｒｅ、Ｓｏｍｅｒｖｉｌｌｅ、ＭＡ）
およびイン－ハウス開発Ｐｉｐｅｌｉｎｅ　Ｐｉｌｏｔ（ＳｃｉＴｅｇｉｃ，Ｓａｎ　Ｄ
ｅｉｇｏ，ＣＡ，ｉｎ－ｈｏｕｓｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｒ　Ｊｏｓｅｐｈ　Ｒｉｎｇｇｅ
ｎｂｅｒｇ）プロトコルを用いて、図１～６に示したグラフ表示を作製した。グラフ表示
においては、正常なおよび癌性組織タイプは水平軸に沿って置かれた。癌性組織を「ｃ」
で標識し、例えば、（乳癌組織試料を表す「ｃ乳房管」）、正常組織を同様に「ｎ」で現
す。組織タイプは、さらに、もし知られていれば、組織のタイプおよびサブタイプに関し
て標識される。例えば、「ｃ乳房管」は、乳房管に局所化された乳癌からの癌性組織であ
る。もしサブタイプが外科的除去の間に明瞭でないか、または未知であったならば、標識
は「非－特異的」については「ｎｓ」という。垂直軸上の各スポットは単一患者からの組
織試料を表し、垂直軸上の各スポットの高さ（ｌｏｇ２ベース）は、プローブ組の相対的
発現レベルを表す。塗り潰ぶした丸は、直線状検出範囲における発現レベルを持つ試料を
表す。塗り潰ぶしていない丸は試料における遺伝子発現についての上方限界を表し、ここ
に、遺伝子がプローブ組の検出限界未満であった。塗りつぶしていない四角は、プローブ
組が飽和された試料における遺伝子発現についての下方限界を表す。簡単に述べれば、分
析を行う前に、試料の大きな多様な組を横切ってのその構成プローブの挙動を分析するこ
とによってキャリブレートした。このキャリブレーションは各プローブの相対的感度、お
よびプローブ組の応答がプローブの間で直線上である強度の範囲を決定する。この範囲未
満の強度は「未検出」と呼ばれ、他方、それを超える強度は「飽和した」と呼ばれる。ハ
イブリダイゼーションの変動、および試料間の標識効率のため、各チップはキャリブレー
ションを適用する後に正規化される。
【０３６０】
　（実施例３）－腫瘍細胞抗原の細胞外ドメインの分析
　前記腫瘍細胞抗原の同定に続き、蛋白質のトポロジーを分析して、理論的細胞外ドメイ
ンを同定した。２つの分析アルゴリズムを用いたが、これは膜貫通ドメインを予測するも
のであり、結果を比較した。第一のものはＴＭｐｒｅｄであった（Ｋ．Ｈｏｆｍａｎｎ＆
Ｗ．Ｓｔｏｆｆｅｌ（１９９３）ＴＭｂａｓｅ－Ａ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｏｆ　ｍｅｍｂ
ｒａｎｅ　ｓｐａｎｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ．Ｈｏｐｐｅ－Ｓｅｙｌｅｒ　３７４，１６６参照）。用いた第二の分析プログラムは
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ＴＭＨＭＭ（Ａ．Ｋｒｏｇｈ，Ｂ．Ｌａｒｓｓｏｎ，Ｇ．ｖｏｎ　Ｈｅｉｊｎｅ，ａｎｄ
　Ｅ．Ｌ．Ｌ．Ｓｏｎｎｈａｍｍｅｒ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　ｔｒａｎｓｍｅｍｂｅｒ
ａｎｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｏｐｏｌｏｇｙ　ｗｉｔｈ　ａ　ｈｉｄｄｅｎ　Ｍａｒｋ
ｏｖ　ｍｏｄｅ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅｓ．
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３０５（３）：５６７－
５８０，Ｊａｎｕａｒｙ　２００１）であった。腫瘍細胞抗原の各々についての結果を表
３において以下に示す。一般には、分析の２つの組からの結果はかなり良く合致している
が、いくつかの場合においては、アルゴリズムは、確実性をもって、１つのトポロジー的
向きをもう１つの向きから予測できなかった。それらの場合において、双方の向きをリス
トする。表３は推定膜貫通ラセン（ＴＭラセン）の位置、ならびに原形質膜の外側または
内側いずれかに位置する蛋白質の理論的部分を示す。加えて、ＳｉｇｎａｌＰ３．０（Ｂ
ｅｄｎｓｔｅｎら、（２００４）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２００４　Ｊｕｌ　１６；３４
０（４）：７８３－９５）を用いて、シグナルペプチドの存在を予測し、それらのペプチ
ドがどこで全長蛋白質から切断されるであろうかを予測した。細胞の外側の蛋白質の部分
は、抗体相互作用についての標的として働くことができた。
【０３６１】
【表３－１】

ＳｉｇｎａｌＰ３．０はシグナルペプチドが無いことを予測した。
【０３６２】
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【表３－２】

ＳｉｇｎａｌＰ３．０はａａ１～３０からのシグナルペプチドを予測した。
【０３６３】
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【表３－３】

ＳｉｇｎａｌＰ３．０はａａ１～３８からのシグナルペプチドを予測した。
【０３６４】
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【表３－４】

ＳｉｇｎａｌＰ３．０はａａ１～２５からのシグナルペプチドを予測した。
【０３６５】
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【表３－５】

ＳｉｇｎａｌＰ３．０はａａ１～３５からのシグナルペプチドを予測した。
【０３６６】
　（実施例４）－ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ
７５、ＧＰＦ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５に対するモノクローナル抗体の
生産
　Ａ．ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰ
Ｆ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５のＰＣＲクローニング
　ＲＮＡは、実質的には、Ｃｈｉｒｇｗｉｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９７９）
１７：５２９４によって記載されているように、癌細胞抗原を発現するヒト癌細胞の集団
から単離されるであろう。簡単に述べれば、細胞はリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）で
２回洗浄し、０．７Ｍ　２－メルカプトエタノールの存在下で５Ｍチオシアン酸グアニジ
ウム中で溶解させた。細胞溶解物を不連続なＣｓＣｌグラジエント（Ｃｈｉｒｇｗｉｎ　
ｅｔ　ａｌ．）上に重ね、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＳＷ２８ローター中で、２６，０００ｒｐｍ
において１６時間遠心した。ペレットをＤＥＰＣ－処理水中に溶解させることによって、
ＲＮＡを回収する。ＲＮＡをエタノールで１回沈殿し、ＤＥＰＣ－処理水に再懸濁し、－
７０℃で貯蔵した。
【０３６７】
　５００ユニットのＭＬＶ－ＲＴ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．）、５μＭランダムヘキサマー（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）、１ｍＭ　ＤＴＴ、ｄＮＴＰミックス（各々
、０．５ｍＭ）、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ　ｐＨ　８．３、５０ｍＭ　ＫＣＩ、２．
５ｍＭ　ＭｇＣｌ２および０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を含有する
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５０μｌ反応緩衝液中でのランダムヘキサマープライミングを用い、全ＲＮＡ（１０μｇ
／反応）をｃＤＮＡに変換する。３７℃での１時間のインキュベーションの後、試料を３
分間沸騰し、－７０℃で貯蔵する。ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０
４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５分子をコード
するＤＮＡを、公知のＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳ
ＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５配列に対する相同性を有す
る配列を含有するプライマーを用いるＰＣＲによって生じさせ、ここに、プライマーはク
ローニングに有用な制限部位もコードした。これらのプライマーは、ＫＩＡＡ１８１５、
ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、
およびＳＬＣ１Ａ５についての公表されたｃＤＮＡコーディング配列に基づく。全てのプ
ライマーは５’末端においてＣ－Ｇクランプで、続いて、クローニング用の制限部位で開
始する。
【０３６８】
　ＰＣＲ増幅のために、１μｌのｃＤＮＡを、１μｌ（１０ピコモル）の順方向プライマ
ー、１μｌ（１０ピコモル）の逆方向プライマー、および４７μｌのＰＣＲミックスと混
合する。ＰＣＲミックスは、１．２５ユニットのＴａｑポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ／Ｃｅｔｕｓ，Ｎｏｒｗａｌｋ，Ｃｏｎｎ．）、ｄＮＴＰミックス（各々０．２
ｍＭ）、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ　ｐＨ　８．３、５０ｍＭ　ＫＣＩ、２．５ｍＭ　
ＭｇＣｌ２　および０．１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡよりなるものである。５０μｌのＰＣＲ混
合物に７０μｌの鉱油を重ね、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ／Ｃｅｔｕｓサーモサイクラー
での２５サイクルの増幅に付す（３０秒間の９５℃における変性、３０秒間の５５℃にお
けるプライマーアニーリングおよび１．５分間の７２℃における伸張）。ＰＣＲ産物は２
５増幅サイクルの後に得られる。
【０３６９】
　増幅産物はサイズ－分画によって単離される。バキュロウイルスにおける発現の前に、
配列決定分析によって各断片のＤＮＡ配列を確認して、ＰＣＲ－誘導突然変異の導入を防
ぐ。
【０３７０】
　増幅された断片を適当な発現ベクター（例えば、バキュロウイルス発現系で用いられる
ｐＡｃＣ８ベクター）に連結する。連結産物を細菌株ＤＨ５α（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ、Ｇ
ａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ　Ｍｄ．）に形質転換し、組換えｐＡｃＣ８ベクターをアンピシ
リン耐性に基づいて選択する。組換えプラスミドを細菌クローンから単離し、（Ｍａｎｉ
ａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、１９８２；Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｍｅｄｉａ，
Ｐａ．：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ））、注目するインサートの存在を、
ポリメラーゼ鎖反応を用いて確証する（前記参照）。大規模なプラスミド調製は標準的な
手法によって行う（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｄｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ）、１９８９）によって行う。
【０３７１】
　Ｂ．ヒトＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、
ＧＰＲ１６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５のバキュロウイルス発現
　ＫＩＡＡ１８１５、ＬＯＣ１５７３７８、ＦＬＪ２０４２１、ＤＳＣＤ７５、ＧＰＲ１
６０、ＧＰＣＲ４１、およびＳＬＣ１Ａ５をコードする配列を、注目する全長ＤＮＡ分子
を含む導入ベクターを用いて、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａバキュロ
ウイルス（ＡｃＮＰＶ）に個々に組み換える。プラスミドを野生型バキュロウイルスＤＮ
Ａ（２～１０ｐｆｕ）（ＡｃＮＰＶ；Ｓｕｍｍｅｒｓら、Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｍｅ
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ｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　Ｉｎｓｅｃｔ
　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，Ｔｅｘａｓ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕ
ｒａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｓｔａｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　Ｎｏ．１５５
５（１９８７））で、１０６細胞／ｍＬの密度にてＳｆ９（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒ
ｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞に共トランスフェクトする（Ｓｕｍｍｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．）。
組換えバキュロウイルス－感染Ｓｆ９細胞を同定し、クローンにより精製する（Ｓｕｍｍ
ｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．）。組換え蛋白質の細胞表面発現については、細胞を４８時間の培
養後に収穫する。
【０３７２】
　Ｃ．宿主動物免疫化
　雌ＢＡＬＢ／ｃマウスに、注目する遺伝子を含有するウイルス、またはいずれかのイン
サートを欠如する対照ウイルスで感染させた５×１０６Ｓｆ９細胞で０日および１４日に
腹腔内注射する。２１日に、１００μｌの血清が得られて、特異的抗体についてテストし
た。少なくとも２週間の残りの期間の後、マウスは組換え体または対照で感染させたＳｆ
９　５×１０６細胞での最終の注射を受ける。この最後の注射から３日後、脾臓細胞と細
胞融合のために用いる。
【０３７３】
　Ｄ．ハイブリドーマークローンの作製
　免疫化されたＢＡＬＢ／ｃマウスからの脾臓細胞を、ｄｅ　Ｂｏｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．（１９８８）１１３：１４３によって従前に記載されているように、
５０％ポリエチレングリコールを用い、１０：１の比率にてＳＰ２／０ネズミミエローマ
細胞と融合させる。融合した細胞を、ヒポキサンチン（０．１ｍＭ）、アミノプテリン（
０．０１ｍＭ）、チミジン（０．０１６ｍＭ）および０．５ｎｇ／ｍｌ　ｈＩＬ－６（Ｇ
ｅｎｚｙｍｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）を細くした完全ＩＭＤＭ培地に再懸濁
させる。次いで、各々が平均して単一の成長するハイブリドーマを含有するように、９６
－ウェル組織培養プレートのウェルの間に融合した細胞を分配する。
【０３７４】
　１０～１４日後に、ハイブリドーマ集団の上清を特異的抗体生産についてスクリーニン
グする。０．５ｎｇ／ｍＬ　ｈＩＬ－６を含有するＩＭＤＭ／ＦＢＳ中での限界希釈によ
って、陽性ハイブリドーマ細胞を３回クローン化する。
【０３７５】
　Ｅ．ファージディスプレイまたはトランスジェニック動物技術の使用
　ハイブリドーマ技術を解する抗体作製の使用に対する別のアプローチとして、ディスプ
レイ技術を用い、あるいはトランスジェニック動物の使用を通じて、本発明の抗体を作製
することができる。
【０３７６】
　ヒト抗体の精製で現在用いられるいくつかの種類のディスプレイ技術がある（Ｈｏｏｇ
ｅｎｂｏｏｍ（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３（９）：１
１０５－１１１６参照）。ファージディスプレイは、本発明のヒト抗体を作製するのに用
いることができる１つの特異的タイプのディスプレイ技術である。最初のパニングラウン
ドは、１～２０μｇの精製された腫瘍細胞抗原を用いて行って、ＥＬＩＳＡプレートのウ
ェルを被覆することができる。一般には、ウェル当たり１×１０１０～１×１０１１ｐｆ
ｕの濃度にて、ファージライブラリーを加える（ファージライブラリーの構築に関連する
方法、およびより詳細なプロトコルの情報については、例えば、Ｐ．Ｍ．Ｏ’Ｂｒｉｅｎ
　ａｎｄ　Ｒ．Ａｌｔｋｅｎ，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｈｕｍ
ａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，２００１参照）。インキュベーションに続き、ウェルを洗浄し、結
合したファージを、塩または低ｐＨグリシン溶液を用いて溶出させる。次いで、細菌を完
成させることによって溶出したファージを増幅させ、次いで、増幅させ精製したファージ
粒子を引き続いてのパニングラウンドで用いる。所望であれば、腫瘍細胞抗原を発現する
細胞に対する細胞－ベースのパニングのような、他のパニング技術を行うことができる。
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別法として、液体－ベースのパニングプロトコルを行うことができる。しばしば、より低
い濃度の精製された抗原を、後のパニングラウンドで用いて、より高いアフィニティー抗
体の選択を駆動することができる。実行すべきパニングのラウンドの数は、標的およびラ
イブラリーに従って変化させる。固相でのパニング、および全細胞でのパニングのような
パニング技術もまたは、別のラウンドで用いることができる。一旦、所望の性質を持つ抗
体を生じる抗体クローンが同定されたならば、その抗体をコードする遺伝子をファージか
ら単離し、種々の細菌、真菌または哺乳動物細胞ベースの発現系で発言させることができ
る。
【０３７７】
　トランスジェニックマウスを用いるヒト抗体の作製では、動物を精製された腫瘍細胞抗
原で、またはその抗原を発現する全細胞で注射することができる。例えば、マウスに以下
の方法で全部で８回の注射を与えることができる：０日において、注目する腫瘍細胞抗原
を発現する１０７細胞をトランスジェニックマウスの足蹠に注射する。３、７、１０およ
び１４日に、マウスにグースティング注射を与えることができ、各注射は、注目するヒト
細胞抗原を発現する１０７細胞＋１０μｇのＣｐＧポリヌクレオチドを含有する。１７、
２１、および２７日に、マウスに、精製された腫瘍細胞抗原蛋白質を含有するさらなるブ
ースティング注射を与えることができる。免疫化トランスジェニックマウスからの全血を
３１日に収穫することができ、ハイブリドーマを標準的な技術を介して調製することがで
きる。得られたハイブリドーマ上清を（Ｄ）にて前記したようにスクリーニングする。
【０３７８】
　Ｆ．ヒト化／他の修飾
　頑強なＡＤＣＣまたはＣＤＣ活性が本発明の抗体で望まれるならば、抗体はヒトまたは
ヒト化定常領域を含有しなければならない。もし抗体が非－ヒト種に由来するならば、本
発明の抗体からの可変ドメインをヒト定常ドメインに融合させることができる。ヒト定常
ドメインに対する融合に続き、可変ドメインは、加えて、ヒト化して、潜在的免疫原性を
低下させてもよい。加えて、数個の例を挙げるならば、融合蛋白質の構築、アフィニティ
ー成熟、またはさらなるエフェクター機能エンジニアリングのような、他の遺伝子的また
は組換え修飾をこの時点で行うことができる。
【０３７９】
　Ｇ．モノクローナル抗体の精製
　注目する抗体は、当該分野で良く知られた技術を用い、標準的なプロテインＡクロマト
グラフィーを用いてハイブリドーマ培養から精製する。当該分野で良く知られた方法に従
い、ハイブリドーマ上清を収穫し、終わった後にはいずれの細胞も濾過によって除去する
。濾液を（必要ならば複数回通して）プロテインカラムに負荷する。カラムを洗浄し、次
いで、発現され分泌された免疫グロブリンポリペプチドをカラムから溶出させる。抗体産
物の調製のために、ウイルス不活化工程として、プロテインＡプールを低いｐＨ（最初の
３０分間、および最大１時間の間のｐＨ３）に保持する。吸着カチオン交換工程を次に用
いて、産物をさらに精製する。吸着分離カラムからの溶出物を、ウイルス保持フィルター
を通して、潜在的なウイルス粒子のさらなる除去を供する。そこでは産物が結合しないア
ニオン交換カラムを通すことによって、濾液をさらに精製する。最後に、産物を透析濾過
を通す処方緩衝液に導入することによって、精製プロセスを行う。保持物を少なくとも１
ｍｇ／ｍＬの蛋白質の独活に調整し、安定化剤を加える。
【０３８０】
　Ｈ．結合親和性の特徴づけ
　本発明の抗体は、ＢＩＡＣｏｒｅマイクロチップ分析を用いて、注目する標的に対する
それらの親和性について分析することができる。例えば、ＢＩＡＣｏｒｅ２０００アナラ
イザーを、ＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡＣｏｒｅ；Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）と協
調させて用いることができる。ＨＢＳ－ＥＰ緩衝液（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．１５Ｍ
　ＮａＣｌ、３．４ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．００５％Ｐ－２０、ｐＨ７．４）の連続流を用
い、製造業者の指示に従い、精製された抗原蛋白質をセンサーチップ表面に固定化する。
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センサーチップ表面のカルボキシル基を、０．２Ｍ　Ｎ－エチル－Ｎ’－（ジメチルアミ
ノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）および０．０５Ｍ　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミ
ド（ＮＨＳ）を含有する６０ｕＬの混合物を注射することによって活性化する。１０ｕｇ
／ｍＬの濃度の、１０ｍＭ酢酸塩、ｐＨ４．５（ＢＩＡＣｏｒｅ，Ｉｎｃ．；Ｐｉｓｃａ
ｔａｗａｙ，ＮＪ）に希釈された組換え腫瘍細胞抗原を注射することによって、特異的表
面が得られて、２，０００共鳴単位（ＲＵ）の中程度の表面密度を得る。ある具体例にお
いて、２５ｇ／ｍＬのような腫瘍細胞抗原の他の濃度を用いることもできる。チップ表面
の過剰の反応性基を、６０ｕＬの１Ｍエタノールアミンを注射することによって、脱活性
化する。ブランクのモック－カップルド参照表面を各センサーチップ上で調製する。モッ
ク－カップリングについては、活性化および不活化工程を蛋白質なくして行う。
【０３８１】
　モノクローナル抗体候補を試料緩衝液（濾過し、脱気した、１×ＰＢＳ＋０．００５％
Ｐ－２０＋０．１ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ（画分Ｖ、ＩｇＧフリー；Ｓｉｇｍａ，Ｉｎｃ．）
）に、２５ｎＭの濃度まで希釈し、８０ｐＵ分の流速にて、腫瘍細胞抗原に２分間で注射
する。全ての分析では、機器を流す緩衝液は１×ＰＢＳ（塩化カルシウムなし、塩化マグ
ネシウムなし；Ｇｉｂｃｏ　Ｉｎｃ．）＋０．００５％Ｐ－２０（濾過し、脱気したもの
）であり、温度は２５℃に設定する。結合シグナル強度について、ならびに解離速度につ
いて、抗体結合曲線を定量的に比較する。
【０３８２】
　Ｉ．コンジュゲーション
　もし本発明の抗体をパートナーとしてイムノ結合体で用いるべきであれば、今回、精製
された抗体をもう１つの部位に結合体化することができる。例えば、抗体を、ＡＤＥＰＴ
技術で用いるプロドラッグ－活性化酵素、放射性核種、トキシンまたは他の免疫変調剤に
結合体化することができる。
【０３８３】
　（実施例５）－抗－腫瘍細胞抗原抗体のイン・ビトロスクリーニング
　Ａ．ＡＤＣＣ活性についてのスクリーニング
　イン・ビトロＡＤＣＣアッセイ：クロム５１－標識標的細胞を調製するためには、腫瘍
細胞系を組織培養プレートで成長させ、ＰＢＳ中の滅菌１０ｍＭ　ＥＤＴＡを用いて収穫
する。脱着させた細胞を細胞培養基で２回洗浄する。細胞（５×１０６）を２００μＣｉ
のクロム５１（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｎｕｃｌｅａｒ／ＤｕＰｏｎｔ）で場合によっ
ては混合しつつ、３７℃で１時間標識する。標識細胞を細胞培養基で３回洗浄し、次いで
、１×１０５細胞／ｍＬの濃度に再懸濁する。細胞をオプソニン化なくして用いるか、あ
るいはＰＢＭＣアッセイにおいては１００ｎｇ／ｍＬおよび１．５ｎｇ／ｍＬにて、ある
いはＮＫアッセイにおいては２０ｎｇ／ｍｌおよび１ｎｇ／ｍＬにおけるテスト抗体での
インキュベーションによってアッセイに先立ってオプソニン化する。正常な健康なドナー
から血液をヘパリン上に収集することによって、末梢血液単核細胞を調製し、等容量のリ
ン酸化生理食塩水（ＰＢＳ）で希釈する。次いで、血液をＬＹＭＰＨＯＣＹＴＥ　ＳＥＰ
ＡＲＡＴＩＯＮ　ＭＥＤＩＵＭ（登録商標）（ＬＳＭ：Ｏｒｇａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ
）に重ね、製造業者の指示に従い遠心する。単核細胞をＬＳＭ－血漿界面から収集し、Ｐ
ＢＳで３回洗浄する。エフェクター細胞を細胞培養基に１×１０７／細胞ｍＬの最終濃度
まで懸濁する。ＬＳＭを通す精製の後、製造業者の指示に従い、ＮＫ細胞単離キットおよ
び磁性カラム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いる陰性選択によって、ナチュ
ラルキラー（ＮＫ）をＰＢＭＣから単離する。単離されたＮＫ細胞を収集し、洗浄し、細
胞培養基に２×１０６細胞／ｍＬの濃度まで再懸濁する。ＮＫ細胞の同一性を、フローサ
イトメトリー分析によって確認する。変化させるエフェクター：標的比率は、マイクロタ
イタープレート（１００μＬの最終容量）の列に沿ってエフェクター（ＰＭＢＣまたはＮ
Ｋいずれか）細胞を細胞培養基中に２倍系列希釈することによって調製する。エフェクタ
ー細胞の濃度は、ＰＢＭＣについては１．０×１０７／ｍＬないし２．０×１０４／ｍＬ
、およびＮＫについては２．０×１０６／ｍＬないし３．９×１０３／ｍＬの範囲である
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。エフェクター細胞の滴定の後、１００μＬの１×１０５細胞／ｍＬのクロム５１－標識
標的細胞（オプソニン化または非オプソニン化）をプレートの各ウェルに加える。この結
果、ＰＢＭＣについては１００：１、ＮＫ細胞については２０：１の初期エフェクター：
標的比率が得られる。全てのアッセイを二連で行い、各プレートは自然溶解（エフェクタ
ー細胞なし）および合計溶解（標的細胞＋１００μＬの１％ドデシル硫酸ナトリウム１Ｎ
水酸化ナトリウム）双方についての対照を含有する。プレートを３７℃にて１８時間イン
キュベートし、その後、上清収集システム（Ｓｋａｔｒｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，Ｉ
ｎｃ．）を用いて細胞培養上清を収穫し、Ｍａｎａｘｉ自動－ガンマ５０００シリーズガ
ンマカウンター（Ｐａｃｋａｒｄ）にて１分間カウントする。次いで、式：％細胞傷害性
＝（試料ｃｐｍ－自然溶解）／（全溶解－自然溶解）×１００を用いてパーセント細胞傷
害性として結果を表す。
【０３８４】
　Ｂ．アポトーシス活性についてのスクリーニング
　このアッセイは、アネキシンＶが、細胞の外側へのその曝露がアポトーシスプロセスの
初期ホールマークである、ホスホスチジルセリン（ＰＳ）に対する高い親和性を有する。
腫瘍細胞抗原を発現する細胞を、１０％加熱－不活化ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）および２
ｍＭ　Ｌ－グルタミンを補足したダルベッコの修飾イーグル培地（Ｄ－ＭＥＭ）：ハムＦ
－１２（５０：５０）中で培養する。腫瘍抗原発現腫瘍細胞を、１００×２００ｍｍ皿中
に皿当たり３×１０６の密度で撒き、一晩接着させる。ＰＳに対するアネキシンＶの高い
親和性に基づくことができる、商業的に入手可能なアネキシンＶ染色試薬のいずれかを用
いて細胞表面ＰＳを検出する。細胞培地を除去し、新鮮な培地単独で、あるいは１０μｇ
／ｍＬのモノクローナル抗体を含有する培地で置換える。３日間のインキュベーション時
間の後、単層をＰＢＳで洗浄し、トリプシン処理によって脱着させる。次いで、細胞を遠
心し、Ｃａ２＋結合緩衝液に再懸濁させ、チューブにアリコットする。次いで、チューブ
は標識されたアネキシン（例えば、アネキシンＶ－ＦＴＩＣ）（１μｇ／ｍＬ）を受ける
。ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメーターおよびＦＡＣＳＣＯＮＶＥＲＴＴＭ　Ｃｅｌ
ｌＱｕｅｓｔソフトウエア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて試料を分析す
ることができる。対照に対するアネキシン結合の統計学的に有意なレベルに誘導する抗体
を、アポトーシス－誘導抗体として選択する。
【０３８５】
　（実施例６）－注目する抗体のイン・ビボ特徴付け
　抗体を、イン・ビボにて、腫瘍形成および／または成長を妨げ、成長を阻害し、または
樹立された腫瘍のサイズを低下させ、転移を阻害し、または樹立された転移性病巣を治療
する能力についてテストする。各腫瘍抗原についての相対的腫瘍モデルを、ＲＮＡまたは
蛋白質発現によって評価されるように、腫瘍細胞系における腫瘍抗原発現に基づいて選択
する。記載した腫瘍細胞抗原に対する代表的な腫瘍細胞系は、限定されるものでは無いが
、以下のものを含む：
ＫＩＡＡ１８１５：
　Ｔ４７Ｄヒト乳房
　ＣＯＬＯ２０５ヒト結腸」
　ＨＴ２９ヒト結腸
　ＨＣＴ１１６ヒト結腸
ＬＯＣ１５７３７８：
　Ａ５４９ヒト非小細胞肺癌
ＦＬＪ２０４２１：
　ＭＤＡ－ＭＢ－４３５
ＤＳＣＤ７４：
　ＫＭ１２ヒト結腸
　ＣＯＬＯ２０５
ＧＰＲ１６０：



(91) JP 2009-531031 A 2009.9.3

10

20

30

40

50

　Ｔ４７Ｄヒト乳房
　ＭＣＦ７ヒト乳房
ＧＰＣＲ４１：
　ＣＯＬＯ２０５ヒト結腸
　ＰＣ３－Ｍ－ｌｕｃヒト前立腺
　ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ヒト乳房
ＳＬＣ１Ａ５
　ＣＯＬＯ２０５ヒト結腸
　ＳＷ６２０ヒト結腸。
【０３８６】
　Ａ．腫瘍の形成または成長
　平均体重が２０ｇの４～７週齢の年齢の免疫寛容マウスをこれらの実験で用いる。
【０３８７】
　ｉ）抗－腫瘍細胞抗原抗体での結直腸癌の治療
　ＣＯＬＯ２０５、ＫＭ－１２またはＳＷ６２０のようなヒト結直腸癌細胞系は、Ｓｈｅ
ｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９９：２２５４－２２５９（１９９７
）に記載されたように無胸腺ヌードマウスに皮下移植する。マウスをグループにランダム
化し、処理を腫瘍移植の日に開始し、０．１～５０ｍｇ／ｋｇの注目するモノクローナル
抗体を、注射によって毎週２回静脈内または腹腔内投与する。腫瘍の幅および長さのキャ
リパー測定を用いて、腫瘍容量を計算する。腫瘍の形成または成長はこれまでの実験の結
果として開始されると予測される。
【０３８８】
　ｉｉ）抗－腫瘍細胞抗原抗体での乳癌の治療
　Ｔ４７Ｄ，ＭＣＦ－７　ｐｒ　ＭＤＡ－ＭＢ－４３５のようなヒト乳癌細胞系を、Ｓｈ
ｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９９：２２５４－２２５９（１９９
７）に記載されたように無胸腺ヌードマウスに皮下移植する。別法として、直接的注射ま
たは外科的インプラントによって、細胞を乳頭脂肪パッドに同所性移植する。これらの腫
瘍モデルは成長についてエストロゲン依存性であり、エストロゲンを補足した雌マウスを
用いる。マウスをグループにランダム化し、腫瘍移植の日に治療を開始し、０．１～５０
ｍｇ／ｋｇの注目するモノクローナル抗体を、注射によって毎週２回静脈内または腹腔内
投与する。腫瘍の幅および長さのキャリパー測定を用いて、腫瘍容量を計算する。腫瘍の
形成または成長は、これまでの実験の結果として阻害されると予測される。
【０３８９】
　ｉｉｉ）抗－腫瘍細胞抗原抗体での肺癌の治療
　Ａ５４９のようなヒト非小細胞肺癌系を、Ｓｈｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．９９：２２５４－２２５９（１９９７）に記載されたように無胸腺ヌードマ
ウスに皮下移植する。マウスをグループにランダム化し、腫瘍移植の日に治療を開始し、
０．１～５０ｍｇ／ｋｇの注目するモノクローナル抗体を注射によって毎週２回静脈内ま
たは腹腔内投与する。腫瘍の幅および長さの毎週２回行われたキャリパー測定を用いて、
腫瘍容量を計算する。腫瘍の形成または成長はこれまでの実験の結果として阻害されると
予測される。
【０３９０】
　ｉｖ）抗－腫瘍細胞抗原抗体での前立腺癌の治療
　ヒト前立腺癌細胞に対する本発明の抗体の効果を、ヒト前立腺ＰＣ－３またはＰＣ－Ｍ
－ｌｕｃ腫瘍モデルに対して評価する。細胞を雄マウスに皮下注射する。マウスをグルー
プにランダム化し（各群においてｎ＝１０）、０日に、本発明の抗体またはイソタイプＭ
Ａｂ対照にて治療を静脈内または腹腔内（ｉ．ｐ．）で開始する。動物を毎週２回処理す
る。毎週２回行われる腫瘍の長さおよび幅のキャリパー測定を用いて腫瘍の成長をモニタ
ーする。別法として、ＰＣ－３Ｍ　ｌｕｃ細胞について、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳシス
テムにて、培養ルミネセントイメージングを用いて腫瘍成長をモニターし、毎週１回また
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【０３９１】
　Ｂ．転移阻害
　ヒト前立腺癌細胞の転移、および骨および柔軟組織における転移性病巣の成長に対する
本発明の抗体の効果を、ヒト前立腺ＰＣ－Ｍ－ｌｕｃ腫瘍モデルを用いて評価する。細胞
を、雄マウスへの心臓内経路を介して注射する。マウスをグループにランダム化し、本発
明の抗体またはイソタイプＭＡｂ対照にて、０日に、処理を静脈内または腹腔内（ｉ．ｐ
．）で開始する。動物を毎週２回処理する。骨および柔軟組織における腫瘍成長を、Ｘｅ
ｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳシステムにて、培養ルミネセントイメージングを用いてモニターし
、腫瘍中のルシフェラーゼシグナルを毎週１回測定する。別法として、インプラントから
１～３週間の後に、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ（Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅ　２．５ソフ
トウエアを備えたＸｅｎｏｇｅｎ　１００シリーズ）システムを用いて動物をイメージし
、抗体処理の開始に先立ってルシフェラーゼシグナルに基づいてグループにランダム化す
る。主要の成長応答を、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳイメージングによって毎週１回評価す
る。
【図面の簡単な説明】
【０３９２】
【図１】図１は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＫＩＡＡ１８１５のマ
イクロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
【図２】図２は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＬＯＳ１５７３７８の
マイクロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
【図３】図３は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＦＬＪ２０４２１のマ
イクロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
【図４】図４は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＧＲＰ１６０のマイク
ロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
【図５】図５は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＧＰＣＲ４１のマイク
ロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
【図６】図６は、癌性および正常な組織双方における腫瘍細胞抗原ＳＬＣ１Ａ５のマイク
ロアレイ発現分析のグラフ表示を示す。
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【図５】 【図６】
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