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(57)【要約】
　本発明は、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎
臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌の治療、スクリーニング、診断及び予後のため
の方法及び組成物、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸
癌、腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌の治療の効果をモニタリングするための
方法及び組成物、並びに薬剤開発のための方法並びに組成物を提供する。また、本発明は
、免疫細胞を枯渇させて炎症性疾患を治療するための方法及び組成物も提供する。
【選択図】　　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　BST1が発現する急性骨髄白血病(AML)の治療又は予防のための方法であって、該方法は
、BST1に結合する親和性試薬の治療有効量を、その必要のある対象に投与することを含み
、該親和性試薬が、抗体依存性細胞傷害(ADCC)、補体依存性細胞傷害(CDC)及び／又はT細
胞傷害を誘発する、前記方法。
【請求項２】
　前記癌においてBST1が発現する疾患の治療又は予防のための方法であって、該方法は、
BST1に結合する親和性試薬の治療有効量を、その必要のある対象に投与することを含む、
前記方法。
【請求項３】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌を含む癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病又はアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記親和性試薬が、BST1に特異的に結合する、請求項１～３のうちのいずれか一項に記
載の方法。
【請求項６】
　前記親和性試薬が、抗体若しくはその機能的断片又は抗体模倣体である、請求項１～４
のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記親和性試薬がモノクローナル抗体である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体が、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、単鎖抗体、脱フコシル化抗体又は二
重特異性抗体である、請求項５又は６に記載の方法。
【請求項９】
　前記機能的抗体断片が、ユニボディ、ドメイン抗体又はナノボディである、請求項５に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記抗体模倣体が、アフィボディ、DARPin、アンチカリン、アビマー、バーサボディ又
はデュオカリンである、請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　前記親和性試薬が、治療的部分を含有するか又は該治療的部分に結合する、請求項１～
９のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記治療的部分が、細胞傷害性部分又は放射性同位体である、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記親和性試薬が抗体薬物結合体である、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記親和性試薬が、抗体依存性細胞傷害(ADCC)を誘発する、請求項１～９のうちのいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記親和性試薬が、補体依存性細胞傷害(CDC)を誘発する、請求項１～９のうちのいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記親和性試薬が、T細胞傷害を誘発する、請求項１～９のうちのいずれか一項に記載
の方法。
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【請求項１７】
　請求項１、２、４、５、６、７、８及び９のうちのいずれか一項に記載の、癌の治療又
は予防のための方法であって、前記親和性試薬が、癌細胞のアポトーシスを誘導し、癌幹
細胞を死滅させるか若しくは癌幹細胞の数を低減させ、及び／又は循環腫瘍細胞の数を低
減させる、前記方法。
【請求項１８】
　前記親和性試薬が、BST1の生理作用を調節し、BST1へのリガンド結合を阻害し、及び／
又はBST1によって媒介されたシグナル伝達経路を阻害する、請求項１～９のうちのいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１９】
　BST1が発現する疾患の治療又は予防のため方法であって、該方法は、BST1の細胞外ドメ
インをコードする核酸にハイブリダイズし得るハイブリダイズ剤の治療有効量を、その必
要のある対象に投与することを含む、前記方法。
【請求項２０】
　前記ハイブリダイズ剤が、低分子干渉RNA (siRNA)、低分子ヘアピンRNA (shRNA)、マイ
クロRNA (miRNA)、アンチセンス核酸又は相補性DNA (cDNA)である、請求項１８に記載の
方法。
【請求項２１】
　急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸
部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌からなる群より選択される癌の治療又は予防のための、請
求項１８又は１９に記載の方法。
【請求項２２】
　喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬、糖尿病又は
アテローム性動脈硬化症からなる群より選択される炎症性疾患の治療又は予防のための、
請求項１８又は１９に記載の方法。
【請求項２３】
　対象において、BST1が発現する疾患の進行を検出、診断及び／又はスクリーニングする
か若しくはモニタリングする方法、又はBST1が発現する疾患の薬剤若しくは治療の効果を
モニタリングする方法であって、該方法は、該対象における、BST1若しくはその1以上の
断片の存在若しくはレベル、又はBST1をコードする核酸の存在若しくはレベルを検出する
ことを含むか、又は、該レベルの変化を検出することを含む、前記方法。
【請求項２４】
　請求項２２に記載の方法であって、該方法は、BST1若しくはその1以上の断片の存在、
又はBST1をコードする核酸の存在を検出することを含み、（a）健常対象のレベルと比較
しての対象における、BST1若しくはその1以上の断片のレベルの上昇、若しくはBST1をコ
ードする核酸のレベルの上昇の存在、又は（b）健常対象において対応する検出不可能な
レベルと比較しての対象における、BST1若しくはその1以上の断片の検出可能なレベル、
若しくはBST1をコードする核酸の検出可能なレベルの存在のいずれかが、該対象において
、BST1が発現する癌の存在を示す、前記方法。
【請求項２５】
　対象において、BST1が発現する進行性癌を検出、診断及び／又はスクリーニングするか
若しくはモニタリングする方法、又は、BST1が発現する疾患の薬剤若しくは治療の効果を
モニタリングする方法であって、該方法は、BST1若しくはその1以上の断片に免疫特異的
に結合し得る抗体の存在又はレベルを検出することを含む、前記方法。
【請求項２６】
　BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在、又はBST1若
しくはその1以上の断片に免疫特異的に結合し得る抗体の存在若しくはレベルが、対象か
ら得られる生体試料の分析によって検出される、請求項２２～２４のうちのいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２７】
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　BST1若しくはその1以上の断片の存在が、BST1に結合する親和性試薬を使用して検出さ
れる、請求項２２～２５のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記親和性試薬が、請求項４～９のうちのいずれか一項に記載の親和性試薬である、請
求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　前記親和性試薬が、検出可能な標識を含有するか又は該標識に結合する、請求項２６又
は２７に記載の方法。
【請求項３０】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌を含む癌である、請求項２２～２８のうちの
いずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病及びアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項２２～２８のうち
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記対象がヒトである、請求項１～３０のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　BST1が発現する疾患の治療又は予防のための物質を同定する方法であって、該方法は、
(a)候補物質を、BST1又はその1以上の断片と接触させることと、(b)該物質が、BST1又は
その1以上の断片に結合するか否かを判断すること、とを含む、前記方法。
【請求項３４】
　BST1又はその1以上の断片に結合して、BST1が発現する疾患を抑制する物質の能力を試
験することを更に含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　前記親和性試薬が、BST1の生理作用を調節し、BST1へのリガンド結合を阻害し、及び／
又はBST1によって媒介されたシグナル伝達経路を阻害する、請求項３２又は３３に記載の
方法。
【請求項３６】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌を含む癌である、請求項３２～３４のうちの
いずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病及びアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項３２～３４のうち
のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（緒言）
　本発明は、癌治療のための治療標的又はかかる癌のマーカーとして有用性を有する、急
性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸部癌
、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌に関連する膜タンパク質の同定に関する。特に、タンパク質は
、治療用抗体を含む親和性試薬に対する生物学的な標的を表すか、又は他の医薬を製造す
ることができる。また、本発明は、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、
乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌などの癌の治療又は診断
におけるかかる親和性試薬の使用にも関する。さらに、本発明は、例えばモノクローナル
抗体を使用して、タンパク質の免疫細胞発現を枯渇させて、炎症性疾患を治療することに
も関する。



(5) JP 2014-527034 A 2014.10.9

10

20

30

40

50

【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸
部癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌の治療における主な試みは、早期検出率を改善すること、
疾患進行を追跡し、再発を確認するのに使用することができる新規非侵襲性標識を発見す
ること、及び、特に5年生存するのが依然として困難な、より進行した疾患について改良
され、かつより毒性の低い治療法を発見することである。癌細胞により特異的である標的
、例えば免疫治療剤及び標的化毒素のような期待できる新規アプローチにより攻撃するこ
とができるように、腫瘍細胞の表面に発現されるものを同定する大きな必要性が存在する
。
【０００３】
　本発明者らは、BST1が、単球及び顆粒細胞において発現し、これらの双方と関係して、
喘息、痛風、クローン病、狼瘡及び糖尿病などの疾患において活性化し得ることを示した
。また、単球もアテローム斑の発生に関係する。BST1が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢
性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌の
細胞膜から生じることについては、過去に報告されておらず、新しい治療価値及び診断価
値のあるタンパク質に相当する。
【発明の概要】
【０００４】
（発明の概要）
　本発明は、正常組織の細胞膜抽出物ではなく、種々の疾患組織、例えば、急性骨髄白血
病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵
巣癌、膵臓癌、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病及びアテローム性動脈硬化症（以下、「本発明の疾患」と称する。）の細胞膜抽
出物におけるADPリボシルシクラーゼ2（以下、BST1と称する。）の検出を開示する。
【０００５】
　種々の癌におけるBST1の示差的発現によって、かかる癌の親和性試薬、例えば抗体に基
づく治療の基礎としてタンパク質が標的とされることが可能になる。したがって、癌に関
連するBST1は、特異的にBST1に結合し、治療の基礎としての親和性試薬によって標的とす
ることが可能な抗体を含む親和性試薬の生成に使用することができる。癌細胞の細胞表面
上のタンパク質を標的とする抗体を含む親和性試薬は、種々のメカニズムによる癌の治療
に利用することができ、このメカニズムには、(i)補体依存性細胞傷害若しくは抗体依存
性細胞傷害(ADCC)による溶解、(ii)かかる抗体に結合する薬剤若しくは毒素による溶解、
又は、(iii)例えばシグナル経路を介して、癌細胞の増殖を促進する、かかるタンパク質
の生理作用の阻害が含まれる。かかる抗体に基づく治療の重要な側面は、組織分布及び発
現レベルの観点から、タンパク質標的の正常な発現プロファイルとして、抗体による正常
組織上のタンパク質標的化が、正常組織に結合することによって有害な副作用を生じない
ということである。
【０００６】
　BST1の完全長ヒト変異体は、配列番号1に示されている。
【０００７】
　本発明は、BST1と種々の癌との関連性、及びBST1に特異的な抗体の生成を実証する。か
かる抗体を使用して、免疫組織化学分析及びフローサイトメトリー解析によるBST1の発現
プロファイルを検証し、種々の癌組織の細胞表面に対するBST1の特異的な結合、及び正常
組織中のBST1の存在しない状態を通じて、抗体の存在を示す。さらに、かかる抗体は、癌
細胞株に結合する細胞表面、癌細胞株への結合時のインターナリゼーション、エクスビボ
悪性細胞に結合する生存細胞、及び、重要なことに、毒素のインターナリゼーションによ
るこれらの癌細胞死滅能によって、細胞溶解性抗癌剤の要件を満たすことが実証された。
【０００８】
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　本発明は、BST1が発現する癌の治療方法又は予防方法を提供し、この方法は、BST1に結
合する親和性試薬の治療有効量を、その必要のある対象に投与することを含む。
【０００９】
　癌は、本発明の疾患のうちの1つであることが好ましい。
【００１０】
　また、本発明は、上述した癌の治療又は予防に使用する、BST1に結合する親和性試薬も
提供する。
【００１１】
　さらに、本発明は、上述した癌の治療又は予防のための医薬の製造における、BST1に結
合する親和性試薬の使用も提供する。
【００１２】
　本発明に使用する親和性試薬は、特異的にBST1に結合することが好ましい。
【００１３】
　親和性試薬は、抗体、例えば、全抗体若しくはその機能的断片又は抗体模倣体であって
もよい。好ましい親和性試薬には、抗体、例えばモノクローナル抗体が含まれる。
【００１４】
　親和性試薬は、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、単鎖抗体、脱フコシル化抗体又は
二重特異性抗体であってもよい。
【００１５】
　機能的抗体断片には、ユニボディ、ドメイン抗体又はナノボディが含まれる。
【００１６】
　抗体模倣体には、アフィボディ、DARPin、アンチカリン、アビマー、バーサボディ又は
デュオカリンが含まれる。
【００１７】
　本発明に使用する親和性試薬は、細胞傷害性部分若しくは放射性同位体などの治療的部
分を含有するか又はこの部分に結合することができる。親和性試薬は、抗体薬物結合体又
は免疫結合体であってもよい。
【００１８】
　本発明の方法において、親和性試薬は、抗体依存性細胞傷害(ADCC)を誘発するか、又は
補体依存性細胞傷害(CDC)を誘発し得る。親和性試薬は、腫瘍細胞のアポトーシスを誘導
し、癌幹細胞を死滅させるか若しくは癌幹細胞の数を低減させ、及び／又は循環腫瘍細胞
の数を低減させ得る。親和性試薬は、BST1の生理作用を調節することができ、リガンド結
合を阻害し、及び／又はシグナル伝達経路を阻害する。
【００１９】
　他の実施態様において、本発明は、BST1が発現する癌の治療方法又は予防方法を提供し
、この方法は、BST1をコードする核酸にハイブリダイズし得るハイブリダイズ剤の治療有
効量を、その必要のある対象に投与することを含む。
【００２０】
　癌は、本発明の疾患のうちの1つであることが好ましい。
【００２１】
　また、本発明は、上述した癌の治療又は予防に使用する、BST1をコードする核酸にハイ
ブリダイズし得るハイブリダイズ剤も提供する。
【００２２】
　さらに、本発明は、上述した癌の治療又は予防のための医薬の製造における、BST1をコ
ードする核酸にハイブリダイズし得るハイブリダイズ剤の使用も提供する。
【００２３】
　本発明に使用するハイブリダイズ剤は、BST1をコードする核酸に特異的に結合すること
が好ましい。
【００２４】
　本発明に使用する適切なハイブリダイズ剤には、阻害性RNA、低分子干渉RNA (siRNA)、
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低分子ヘアピンRNA (shRNA)、マイクロRNA (miRNA)、アンチセンス核酸又は相補性DNA (c
DNA)、オリゴヌクレオチド(oligonucleotode)及びリボザイムが含まれる。
【００２５】
　また、本発明は、対象において、BST1が発現する進行性癌を検出、診断及び／又はスク
リーニングする方法、又は、BST1が発現する癌の抗癌剤若しくは治療の効果をモニタリン
グする方法であって、前述の対象における、BST1若しくはその1以上の断片の存在若しく
はレベル、又はBST1をコードする核酸の存在若しくはレベルを検出することを含むか、又
は、そのレベルの変化を検出することを含む方法も提供する。
【００２６】
　かかる方法は、BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存
在を検出することを含んでいてもよく、（a）健常対象のレベルと比較しての対象におけ
る、BST1若しくはその1以上の断片のレベルの上昇、若しくはBST1をコードする核酸のレ
ベルの上昇の存在、又は、(b)健常対象において対応する検出不可能なレベルと比較して
の対象における、BST1若しくはその1以上の断片の検出可能なレベル、若しくは核酸BST1
の検出可能なレベルの存在のいずれかが、前述の対象において、BST1が発現する癌の存在
を示す。
【００２７】
　また、本発明は、対象において、BST1が発現する進行性癌を検出、診断及び／又はスク
リーニングする方法、又は、BST1が発現する癌の抗癌剤若しくは治療の効果をモニタリン
グする方法であって、BST1若しくはその1以上の断片に免疫特異的に結合し得る抗体の存
在又はレベルを検出することを含む方法も提供する。
【００２８】
　かかる方法において、癌は、本発明の疾患のうちの1つであることが好ましい。
【００２９】
　本発明による診断方法において、BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコ
ードする核酸の存在、又はBST1若しくはその1以上の断片に免疫特異的に結合し得る抗体
の存在若しくはレベルは、対象から得られる生体試料の分析によって検出される。
【００３０】
　BST1若しくはその1以上の断片の存在は、BST1に結合する親和性試薬を使用して検出す
ることができる。親和性試薬は、上述したいずれかの適切な親和性試薬であってもよい。
親和性試薬は、検出可能な標識を含有するか又はこの標識に結合することができる。
【００３１】
　上述した本発明のいずれかの態様において、対象はヒトであり得る。
【００３２】
　また、本発明は、BST1が発現する癌の治療又は予防のための物質を同定する方法であっ
て、(a)候補物質を、BST1又はその1以上の断片と接触させることと、(b)物質が、BST1又
はその1以上の断片に結合するか否かを判断することとを含む方法も提供する。この方法
はまた、BST1又はその1以上の断片に結合して、BST1が発現する癌を抑制するという物質
の能力を試験することを更に含んでいてもよい。
【００３３】
　本発明の態様による方法を用いて同定された物質は、本発明の疾患の治療又は予防のた
めの物質であることが好ましい。
【００３４】
　かかる方法を用いて同定された物質は、低分子であり、BST1の活性を調節し、BST1に結
合するリガンドを低減させ得る。
【００３５】
　本明細書に説明する本発明の種々の実施態様において、言及され得る特定の癌の種類及
び／又は炎症性疾患は、本発明の疾患のうちの1つである。
【００３６】
　一実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、急性骨髄白血
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病(AML)である。
【００３７】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、乳癌である
。
【００３８】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、結腸直腸癌
である。
【００３９】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、腎臓癌であ
る。
【００４０】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、頭頸部癌で
ある。
【００４１】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、肺癌、例え
ば、非小細胞肺癌及び／又は小細胞肺癌である。
【００４２】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、卵巣癌であ
る。
【００４３】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される癌は、膵臓癌であ
る。
【００４４】
　一実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、喘息
である。
【００４５】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、痛
風である。
【００４６】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、ク
ローン病である。
【００４７】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、狼
瘡である。
【００４８】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、多
発性硬化症である。
【００４９】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、慢
性関節リウマチである。
【００５０】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、乾
癬である。
【００５１】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、糖
尿病である。
【００５２】
　別の実施態様において、検出されるか、予防されるか又は治療される炎症性疾患は、ア
テローム性動脈硬化である。
【００５３】
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　本発明の他の態様は、以下に及び特許請求の範囲に示される。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
　(図面の簡単な説明)
　図1a、1b、1c、1d及び1eは、本発明のタンパク質のアミノ酸配列を示す。LCMSによって
試験的に検出されたタンデムペプチドには下線を付している。
【００５５】
　図2は、本発明のタンパク質のアミノ酸配列を示す。非小細胞肺癌においてiTRAQによっ
て試験的に検出されたタンデムペプチドには下線を付している。
【００５６】
　図3a及び3bは、BST1のRNAプロファイリング解析の結果を示す。図3cは、CD33とともに
、BST1発現を示す1組の正常組織についての比較RT-PCRプロファイリングの結果を示す。
【００５７】
　図4aは、AML患者におけるBST1のフローサイトメトリー解析の結果を示す。図4bは、ヒ
ト白血球の部分集合におけるBST1及びCD33のフローサイトメトリー解析の結果を示す。図
4cは、A549及びH226細胞におけるBST1のフローサイトメトリー解析の結果を示す。
【００５８】
　図5a～5bは、MabZAPアッセイを用いた、A549及びH226細胞による抗BST1モノクローナル
抗体のインターナリゼーションを示す。
【００５９】
　図6a及び6b。**robin開始。
【発明を実施するための形態】
【００６０】
(発明の詳細な説明)
　本発明は、本発明の患者層別の疾患のスクリーニング、診断、予後及び治療のための方
法及び組成物、本発明の疾患の治療効果をモニタリングするための方法及び組成物、並び
に本発明の疾患を治療する薬剤の開発のための方法及び組成物を提供する。
【００６１】
　以下に詳細に説明する本発明は、癌、例えば本発明の疾患を治療又は予防するための、
対象、例えば哺乳動物対象への治療用組成物の投与を包含する。また、本発明は、特定の
治療に最も反応すると考えられる患者を識別する、哺乳動物対象における癌、例えば本発
明の疾患の臨床スクリーニング、診断及び予後のための方法及び組成物、癌、例えば本発
明の疾患の治療の結果をモニタリングするための方法及び組成物、薬剤のスクリーニング
及び薬剤開発のための方法及び組成物も提供する。
【００６２】
　一態様において、本発明は、癌などの疾患、特に本発明の疾患の治療、スクリーニング
、検出及び／又は診断における使用のための、BST1若しくはその断片に特異的に結合し得
る物質、又はBST1をコードする核酸にハイブリダイズし得るハイブリダイズ剤、BST1の活
性を検出し得る物質を提供する。
【００６３】
　本発明の別の態様は、BST1若しくはその断片に特異的結合し得る親和性試薬であり、例
えば、検出可能な標識を含有するか若しくはこれに結合する、又は細胞傷害性部分などの
治療的部分を含有するか又はこの部分に結合する親和性試薬である。親和性試薬は、例え
ば、抗体であり得る。
【００６４】
　本発明に使用する親和性試薬は、配列番号13の1以上の部分を含むBST1のエピトープに
結合することができる。
【００６５】
　本発明の別の態様は、BST1若しくはその断片に特異的結合し得る親和性試薬の治療有効
量を含む医薬組成物である。
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【００６６】
　別の態様において、本発明は、例えば本発明の疾患の治療又は予防における、BST1ポリ
ペプチド又はその1以上の断片若しくは誘導体の使用を提供する。
【００６７】
　また、本発明は、例えば本発明の疾患の治療又は予防のための医薬の製造における、BS
T1ポリペプチド、その1以上の断片若しくは誘導体の使用も提供する。
【００６８】
　一態様において、例えば本発明の疾患の治療又は予防のために、BST1ポリペプチド、そ
の1以上の断片若しくは誘導体、又はその1以上の断片若しくは誘導体の治療有効量を投与
することを含む、治療方法が提供される。
【００６９】
　本発明は、対象における例えば本発明の疾患の治療若しくは予防の方法、又は例えば本
発明の疾患に対し対象にワクチン接種する方法であって、BST1ポリペプチド及び／又はそ
の1以上の抗原性若しくは免疫原性断片の有効量を、例えばワクチンとして対象に投与す
ることを含む方法を更に提供する。
【００７０】
　哺乳動物対象は、ヒト以外の哺乳動物であってもよいが、一般にヒト、例えばヒト成人
、すなわち少なくとも21歳（例えば、少なくとも35歳、少なくとも50歳、少なくとも60歳
、少なくとも70歳又は少なくとも80歳）のヒト対象である。
【００７１】
　一態様において、対象において免疫応答を誘発し得る組成物であって、BST1ポリペプチ
ド及び／又はその1以上の抗原性若しくは免疫原性断片、並びに1以上の適切なアジュバン
ト（適切なアジュバントは後述する。）を含む組成物が提供される。
【００７２】
　免疫応答を誘発し得る組成物は、例えば、BST1ポリペプチド又はその誘導体及び／又は
その1以上の抗原性若しくは免疫原性断片を含むワクチンとして提供することができる。
【００７３】
　本開示の明確化のために、限定を目的とせずに、本発明は、骨髄、胸部、結腸直腸、腎
臓、肺又は膵臓の組織の分析に関して説明される。しかしながら、当業者に認識されるよ
うに、後述する分析及び技術は、他の種類の患者試料に適用することができ、この試料に
は、体液（例えば、血液、尿若しくは唾液）、本発明の疾患のリスクを有する患者由来の
組織試料（例えば、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺若しくは膵臓などの生検）又はその
ホモジェネートが含まれる。本発明の方法及び組成物は、生存対象のスクリーニング、診
断及び予後に特に適するが、例えば、同じ疾患を発生するリスクのある家族構成員を識別
するために、対象の死後診断用に使用することもできる。
【００７４】
　一部の実施態様において、本発明は、抗BST1抗体を調製する方法であって、この方法は
、本発明の抗体をコードする1以上の核酸分子を含有した宿主細胞を得る工程と、宿主細
胞培地で宿主細胞を増殖させる工程と、1以上の核酸分子が発現する宿主細胞培養条件を
提供する工程と、宿主細胞から又は宿主細胞培地から抗体を回収する工程とを含む。
【００７５】
　本発明の他の態様は、本発明の抗体を作製する方法に関し、この方法は、BST1ペプチド
によってヒト免疫グロブリン遺伝子を含む遺伝子組換え動物を免疫する工程と、前述の遺
伝子組換え動物からB細胞を回収する工程と、前述のB細胞からハイブリドーマを作製する
工程と、BST1に結合する抗体を発現するハイブリドーマを選択する工程と、前述の選択さ
れたハイブリドーマから、BST1に結合する前述の抗体を回収する工程とを含む。
【００７６】
　他の実施態様において、抗BST1抗体を作製する方法は、
　(a) BST1ペプチドによってヒト免疫グロブリン遺伝子を含む遺伝子組換え動物を免疫す
る工程と、
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　(b)前述の遺伝子組換え動物のB細胞からmRNAを回収する工程と、
　(c)前述のmRNAをcDNAに変換する工程と、
　(d)前述のcDNAによってコードされた抗BST1抗体が、前述のファージの表面上に提示さ
れるように、ファージ中の前述のcDNAを発現させる工程と、
　(e)抗BST1抗体を提示するファージを選択する工程と、
　(f)前述の抗BST1免疫グロブリンをコードする前述の選択されたファージから核酸分子
を回収する工程と、
　(g)宿主細胞中に、前述の回収された核酸分子を発現させる工程と、
　(h) BST1に結合する前述の宿主細胞から抗体を回収する工程と、を含む。
【００７７】
　本発明の別の態様は、例えば本発明の疾患の治療又は予防における、BST1ポリペプチド
又はその1以上の免疫原性断片若しくは誘導体の使用を提供する。
【００７８】
　別の態様において、本発明は、例えば本発明の疾患を治療する方法であって、この方法
は、(a)例えば本発明の疾患の発症若しくは発生を予防するために、(b)例えば本発明の疾
患の進行を予防するために、又は、(c)例えば本発明の疾患の症状を寛解するために、例
えば本発明の疾患患者において、本発明のタンパク質の発現若しくは生物活性（又はこれ
らの両方）を調節するか又は補完する（例えば、上方制御するか若しくは下方制御する）
、化合物の治療有効量を患者に投与することを含む。
【００７９】
　本発明の別の態様によれば、対象において、例えば本発明の疾患の進行を検出、診断及
び／又はスクリーニングする方法若しくはモニタリングする方法、又は、本発明の疾患に
対する、例えば抗癌剤若しくは治療の効果をモニタリングする方法であって、BST1若しく
はその1以上の断片の存在若しくはレベル、又は、BST1をコードする核酸の存在若しくは
レベル、又はBST1の活性の存在若しくはレベルを検出することを含むか、又は、前述の対
象において、そのレベルの変化を検出することを含む方法が提供される。
【００８０】
　本発明の別の態様によれば、候補対象において、例えば本発明の疾患を検出、診断及び
／又はスクリーニングする方法であって、候補対象において、BST1若しくはその1以上の
断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在、又はBST1の活性の存在を検出することを
含み、(a)健常対象のレベルと比較しての候補対象における、BST1若しくはその1以上の断
片のレベルの上昇、若しくはBST1をコードする核酸のレベルの上昇、若しくはBST1活性の
レベルの上昇の存在、又は、(b)健常対象において対応する検出不可能なレベルと比較し
ての候補対象における、BST1若しくはその1以上の断片の検出可能なレベル、若しくはBST
1をコードする核酸の検出可能なレベル、若しくはBST1活性の検出可能なレベルの上昇の
存在のいずれかが、前述対象において、例えば本発明の疾患の存在を示す方法が提供され
る。
【００８１】
　本発明の別の態様によれば、対象において、例えば本発明の疾患の進行をモニタリング
する方法、又は、本発明の疾患に対する、例えば抗癌剤若しくは治療の効果をモニタリン
グする方法であって、最初の時点及び最後の時点での、前述の候補対象における、BST1若
しくはその1以上の断片の存在、又BST1をコードする核酸の存在、又はBST1の活性の存在
を含み、前述の最初の時点における対象のレベルと比較しての、最後の時点における対象
のBST1若しくはその1以上の断片のレベルの上昇若しくは下降、又はBST1をコードする核
酸のレベルの上昇若しくは下降の存在、又はBST1活性のレベルの上昇若しくは下降の存在
が、前述の対象における例えば本発明の疾患の進行若しくは退行を示すか、又は、本発明
の疾患に対する、例えば抗癌剤若しくは治療の効果若しくは非効果を示す方法が提供され
る。
【００８２】
　本発明の別の態様によれば、対象において、例えば本発明の疾患の進行を検出、診断及
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び／又はスクリーニングする方法若しくはモニタリングする方法、又は、本発明の疾患に
対する、抗癌剤若しくは治療の効果をモニタリングする方法であって、前述の対象におい
て、BST1に免疫特異的に結合し得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片の存在
若しくはレベルを検出することを含むか、又は、そのレベルの変化を検出することを含む
方法が提供される。
【００８３】
　また、本発明の別の態様によれば、対象において、癌、例えば本発明の疾患を検出、診
断及び／又はスクリーニングする方法であって、前述の対象において、BST1に免疫特異的
に結合し得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片の存在を検出することを含み
、(a)健常対象のレベルと比較しての前述の対象における、BST1に免疫特異的に結合し得
る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片のレベルの上昇の存在、又は、(b)健常対
象において対応する検出不可能なレベルと比較しての前述の対象における、BST1に免疫特
異的に結合し得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片の検出可能なレベルの存
在が、前述対象において、癌の存在を示す方法も提供される。
【００８４】
　癌、例えば本発明の疾患を検出、診断及び／又はスクリーニングする具体的な方法の一
つは、
　生体試料を、試験すべきBST1又はその1以上のエピトープ含有断片と接触させることと
、
　対象において、BST1に免疫特異的に結合し得る抗体又はその1以上のエピトープ含有断
片の存在を検出すること、とを含む。
【００８５】
　本発明の別の態様によれば、対象において、癌、例えば本発明の疾患の進行をモニタリ
ングする方法、又は本発明の疾患に対する、抗癌剤又は治療の効果をモニタリングする方
法であって、最初の時点及び最後の時点での、前述の対象における、BST1に免疫特異的に
結合し得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片の存在を検出することを含み、
前述の最初の時点における前述の対象のレベルと比較しての、BST1に免疫特異的に結合し
得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片のレベルの上昇若しくは下降の存在が
、前述の対象における前述の癌の進行若しくは退行を示すか、又は、前述の抗癌剤若しく
は治療の効果若しくは非効果を示す方法が提供される。
【００８６】
　BST1に免疫特異的に結合し得る抗体若しくはその1以上のエピトープ含有断片の存在は
、通常、前述の対象から得られる生体試料の分析により検出される（例示的な生体試料は
上述されており、例えば、試料は、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺若しくは膵臓の組織
、又はこれら以外に血液若しくは唾液の試料である。）。方法には、通常、前述の対象由
来の分析のための前述の生体試料を得ることが含まれる。
【００８７】
　検出可能な抗体としては、IgA、IgM及びIgG抗体が挙げられる。
【００８８】
　上述した方法のうちのいずれかにおいて、癌、例えば本発明の疾患に罹患した候補対象
において検出可能なレベルは、健常対象のレベルの2倍以上である。
【００８９】
　本発明の一態様において、例えば本発明の疾患のスクリーニング若しくは診断において
、本発明のタンパク質の発現を測定するために、本発明の疾患患者の予後を判断するため
に、本発明の疾患の治療有効性をモニタリングするために、又は薬剤開発のために、一次
元電気泳動又は他の適切な方法を用いて、対象、好ましくは生存対象由来の、骨髄、胸部
、結腸直腸、腎臓、肺又は膵臓の組織試料を分析する。
【００９０】
　本明細書に使用する「本発明のタンパク質」又は「BST1」という用語は、癌組織試料の
液体クロマトグラフィー‐質量分析により試験的に検出された、図1に示すタンパク質、
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並びに、絶対的定量及び相対的定量用同位体標識により試験的に検出された、図2に示す
タンパク質を指す。また、この配列のタンパク質誘導体は、本明細書に説明するものと同
じ目的において有用であり得る。
【００９１】
　このタンパク質は、実施例1及び2に記載する好ましい技術の方法及び装置（膜タンパク
質抽出物の液体クロマトグラフィー‐質量分析、並びに、絶対的定量及び相対的定量用同
位体標識、トリプシン消化）によって、癌患者の癌組織試料の膜タンパク質抽出物におい
て同定されている。ペプチド配列は、SWISS-PROT及びtrEMBLデータベース（www.expasy.c
omで利用可能な、スイスバイオインフォマティクス研究所（SIB）及びヨーロッパバイオ
インフォマティクス研究所（EBI）の管理下にある。）と比較され、次のエントリ：Q1058
8、ADPリボシルシクラーゼ2が同定された。このタンパク質をコードするヌクレオチド配
列は、アクセッション番号NM_004334.2でみられ、これは、引用により本明細書中に明示
的に組み込まれる。
【００９２】
　ADPリボシルシクラーゼ2（骨髄間質抗原1 (BST1)又はCD157としても知られている。）
は、リボヌクレオチドの環化及び加水分解に触媒する、脂質に係留された二機能性細胞外
酵素である。ADPリボシルシクラーゼ2は、カルシウム放出及びタンパク質リン酸化を活性
化することが可能なヌクレオチドセカンドメッセンジャー、環状ADPリボース及びADPリボ
ースを発生させる(FEBS Lett. 1994, 356(2-3):244-8)。ADPリボシルシクラーゼ2は、NAD
+代謝物質の発生を通じて、パラクリンによりB前駆細胞の増殖を支持することができると
考えられている(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91:5325-5329; J Biol Chem. 2005,
 280:5343-5349)。
【００９３】
　免疫組織化学試験（実施例3参照）は、非小細胞肺癌において強い染色を示した。
【００９４】
　RNAプロファイリング及びフローサイトメトリー試験も行われ、急性骨髄白血病(AML)患
者の癌細胞が循環されると、高いレベルでBST1が発現することを示した。これらのレベル
において、ADCC改変が増強された抗体は、治療上有効となる。
【００９５】
　BST1は、MabZAPアッセイによって取り込まれることを示し（実施例9参照）、これは、
抗体‐薬物結合体(ADC)を示し、治療上有効であった。
【００９６】
　本発明のタンパク質は、断片、特にエピトープ含有断片、例えばその抗原性若しくは免
疫原性断片及びその誘導体として有用である。抗原性若しくは免疫原性断片を含むエピト
ープ含有断片は、通常、長さ12アミノ酸以上、例えば20アミノ酸以上、例えば50又は100
アミノ酸以上である。断片は、完全なタンパク質の長さの95%以上、例えば完全なタンパ
ク質の長さの90%以上、例えば75%又は50%又は25%又は10%以上であってもよい。
【００９７】
　または、本明細書中において使用され又は言及されるタンパク質／ポリペプチドは、本
明細書に具体的に列挙／記載するもの、又は、これらと80、85、90、91、92、93、94、95
、96、97、98若しくは99%同一若しくは類似のものに限定され得る。
【００９８】
　抗原性若しくは免疫原性断片を含むエピトープ含有断片は、患者において関連する免疫
応答を誘発することができる。本発明のタンパク質をコードするDNAは、その断片、例え
ばその免疫原性断片などの本発明のタンパク質のDNAをコードする断片としても有用であ
る。本発明のタンパク質をコードする核酸（例えば、DNA）の断片は、完全なコード領域
の長さの95%以上、例えば完全なコード領域の長さの90%以上、例えば75%又は50%又は25%
又は10%以上であってもよい。核酸（例えば、DNA）の断片は、36ヌクレオチド以上、例え
ば60ヌクレオチド以上、例えば150又は300ヌクレオチド以上の長さであってもよい。
【００９９】
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　本発明のタンパク質の誘導体には、1以上（1～20、例えば15アミノ酸、又はタンパク質
の全長を基準としたアミノ酸の数に対して最大10%又は5%又は1%などの最大20%）の欠失、
挿入又は置換がなされた配列上の変異体が含まれる。置換は、通常、保存的置換であり得
る。誘導体は、通常、これらが誘導されるタンパク質と同じ生物学的機能を本質的に有す
る。誘導体は、通常、これらが誘導されるタンパク質と同等の抗原性であるか又は免疫原
性である。誘導体は、通常、これらが誘導されるタンパク質の、リガンド結合活性若しく
は活性受容体複合体形成能力のいずれか、又は好ましくはこれらの両方を有する。
【０１００】
　また、タンパク質の誘導体には、例えば精製中に処理される、カルボキシメチル化され
た、カルボキシアミド化された、アセチル化されたタンパク質などの化学的に処理された
タンパク質も含まれる。
【０１０１】
　BST1において、例えば本発明の疾患を有しない対象由来の組織を分析することで得られ
た検出レベルに対する、例えば本発明の疾患を有する対象由来の組織を分析することで得
られた検出レベルは、使用される具体的な分析プロトコル及び検出方法に依存する。した
がって、本発明は、各研究室が、診断技術において従来のように、使用に際しての分析プ
ロトコル及び検出方法に従い、例えば本発明の疾患を有しない対象における参照範囲を確
立することを意図する。好ましくは、例えば本発明の疾患を有することが公知の対象由来
の少なくとも1つの正の対照の組織試料、又は例えば本発明の疾患でないことが公知の対
象由来の少なくとも1つの負の対照の組織試料（より好ましくは、正と負の対照試料の両
方）は、分析される試験試料の各バッチに含まれる。
【０１０２】
　BST1は、例えば本発明の疾患の検出、予後、診断若しくはモニタリング、又は薬剤開発
に使用することができる。本発明の一実施態様において、対象（例えば、本発明の疾患を
有する疑いのある対象）由来の組織は、BST1の検出のために、液体クロマトグラフィー‐
質量分析によって分析される。本発明の疾患を有する対象又はこの疾患を有しない対象由
来の組織（例えば、対照試料）又は以前に決定された参照範囲に対する、対象由来の組織
におけるBST1量の増加は、本発明の疾患の存在を示す。
【０１０３】
　本発明の別の実施態様において、対象（例えば、本発明の疾患を有する疑いのある対象
）由来の組織は、BST1の検出における絶対的定量及び相対的定量用同位体標識によって分
析される。本発明の疾患を有する対象又はこの疾患を有しない対象由来の組織（例えば、
対照試料）又は以前に決定された参照範囲に対する、対象由来の組織におけるBST1量の増
加は、本発明の疾患の存在を示す。
【０１０４】
　BST1の断片、エピトープ含有断片、免疫原性断片又は抗原性断片に関して、
　関連する癌の適用では、本発明の一態様において、これらは、実施例1及び2のトリプシ
ン断片配列と同定される配列を含む。
【０１０５】
　本明細書に使用するBST1は、実質的に混入タンパク質がない調製物、すなわち、存在す
るタンパク質全量の10%未満（例えば、1%未満などの5%未満）が混入タンパク質である調
製物で存在する場合、「単離」されている。混入タンパク質は、質量スペクトル分析によ
って決定されるとおり、単離されたBST1の配列と顕著に異なるアミノ酸配列を有するタン
パク質である。本明細書に使用する「顕著に異なる」配列は、実施例1及び2で本明細書に
記載の参照プロトコルに従って行われる質量スペクトル分析によるBST1からの混入タンパ
ク質の分解を可能とする。
【０１０６】
　したがって、一態様において、本発明は、例えば本発明の疾患の治療のための医薬組成
物であって、治療有効量のBST1ポリペプチド（特に上に定義したもの）又はその免疫原性
断片と、アジュバントとを含む医薬組成物を提供する。
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【０１０７】
　BST1は、当業者に公知の方法によりアッセイすることができ、この方法には、本明細書
に記載する好ましい技術、キナーゼアッセイ、酵素アッセイ、結合アッセイ、及び他の機
能的アッセイ、イムノアッセイ及びウエスタンブロッティングが含まれるが、これらに限
定されない。
【０１０８】
　または、BST1は、イムノアッセイで検出することができる。一実施態様において、イム
ノアッセイは、BST1が存在する場合に結合（例えば、免疫特異的結合）が起こり得る条件
下で、試験すべき対象由来の試料を、抗BST1抗体（又は他の親和性試薬）と接触させるこ
と、及び親和性試薬による結合（例えば、免疫特異的結合）の量を検出又は測定すること
により、行われる。BST1結合剤は、本明細書に教示する方法及び技術によって製造するこ
とができる。具体的な実施態様において、BST1は、免疫組織化学分析を用いて分析される
。
【０１０９】
　BST1は、その断片、例えばそのエピトープ含有（例えば、免疫原性又は抗原性）断片の
検出特性により、検出することができる。断片は、少なくとも10、より一般的には少なく
とも20アミノ酸、例えば少なくとも50又は100アミノ酸、例えば少なくとも150又は200ア
ミノ酸、例えば少なくとも300又は500のアミノ酸、例えば少なくとも700又は900アミノ酸
の長さを有し得る。
【０１１０】
　一実施態様において、組織切片における親和性試薬（例えば、抗体）の結合は、異常な
BST1局在、又はBST1の異常なレベルを検出するのに使用することができる。特定の実施態
様において、BST1に対する抗体（又は他の親和性試薬）は、BST1のレベルについて患者組
織（例えば、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺又は膵臓）をアッセイするのに使用するこ
とができ、アッセイにおける異常なレベルのBST1は、本発明の疾患を示す。本明細書に使
用する「異常なレベル」とは、本発明の疾患を有しない対象におけるレベル、又は参照レ
ベルと比較して増加したレベルを意味する。
【０１１１】
　ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA（酵素結合免疫吸着測定法）、「
サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素反応、ゲル拡散沈降素反応、
免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射線測定法、蛍光イムノア
ッセイ及びタンパク質Aイムノアッセイなどの方法を用いる競合的及び非競合的アッセイ
系を含むが、これらに限定されない、いずれかの適切なイムノアッセイを用いることがで
きる。
【０１１２】
　例えば、BST1は、二段階サンドイッチアッセイによって、流体試料（例えば、血液、尿
又は唾液）において検出することができる。第一段階において、捕捉試薬（例えば、抗BS
T1抗体又は他の親和性試薬）を使用して、BST1を捕捉する。捕捉試薬は、場合により、固
相上に固定することができる。第二段階において、直接又は間接的に標識された検出試薬
を使用して、捕捉されたBST1を検出する。一実施態様において、検出試薬はレクチンであ
る。本目的のために、BST1と同じコアタンパク質を有する他のアイソフォーム、又は抗体
により認識される抗原決定基を共有する他のタンパク質に対してよりもBST1に優先的に結
合する、いずれかのレクチンを使用することができる。好適な実施態様において、選択さ
れたレクチンは、BST1と同じコアタンパク質を有する他のアイソフォーム、又は親和性試
薬により認識される抗原決定基を共有する前述の他のタンパク質に対してよりも、少なく
とも2倍大きな親和性、より好ましくは少なくとも5倍大きな親和性、更により好ましくは
少なくとも10倍大きな親和性で、BST1に結合する。本記載に基づいて、BST1を検出するこ
とに適したレクチンは、当該技術分野で周知の方法によって容易に同定することができ、
例えば、Gabius H-J及びGabius S (編), 1993,「レクチン及び糖鎖生物学（Lectins and 
Glycobiology）」の158-174頁におけるSumarらによる「疾患関連糖形態の指標としてのレ
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クチン（Lectins as Indicators of Disease-Associated Glycoforms）」の158～159頁の
表Iに列挙されている1以上のレクチン（引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれ
る。）を試験することができる。代替的実施態様において、検出試薬は抗体（又は他の親
和性試薬）であり、例えば、他の翻訳後修飾を特異的に（例えば、免疫特異的に）検出す
る抗体、例えばリン酸化されたアミノ酸に免疫特異的に結合する抗体である。かかる抗体
の例としては、ホスホチロシンに結合する抗体（BD Transduction Laboratories社、カタ
ログ番号：P11230-050/P11230-150; P11120; P38820; P39020）、ホスホセリンに結合す
る抗体（Zymed Laboratories社(South San Francisco, CA)製, カタログ番号61-8100）、
及びホスホスレオニンに結合する抗体（Zymed Laboratories社、South San Francisco, C
A, カタログ番号71-8200, 13-9200)に結合する抗体が挙げられる。
【０１１３】
　必要に応じて、BST1をコードする遺伝子、関連する遺伝子、又は相補配列を含む関連す
る核酸配列若しくはサブ配列もハイブリダイゼーションアッセイに使用することができる
。BST1をコードするヌクレオチド、又は少なくとも8ヌクレオチド、好ましくは少なくと
も12ヌクレオチド及び最も好ましくは少なくとも15ヌクレオチドを含むそのサブ配列は、
ハイブリダイゼーションプローブとして使用することができる。BST1をコードする遺伝子
の異所性発現に関連する状態、障害若しくは症状の検出、予後、診断若しくはモニタリン
グのために、又は、例えば本発明の疾患で示唆的徴候又は症状を有する対象の鑑別診断の
ために、ハイブリダイゼーションアッセイを用いることができる。特に、かかるハイブリ
ダイゼーションアッセイは、核酸を含有する対象の試料を、BST1をコードするDNA若しく
はRNAにハイブリダイズし得る核酸プローブと、ハイブリダイゼーションが起こり得る条
件下で接触させること、及びその結果生じたハイブリダイゼーションのすべてを検出若し
くは測定すること、を含む方法により行うことができる。
【０１１４】
　したがって、BST1をコードする核酸（例えばDNA、又はより好適にはRNA）は、例えば、
BST1をコードする核酸を検出し得るハイブリダイズ剤を使用して検出することができる。
【０１１５】
　かかる例示的な方法の一つは、
　BST1をコードするヌクレオチド配列に相補的な10以上の連続ヌクレオチドを含む1以上
のオリゴヌクレオチドプローブを、対象由来の生体試料から得られるRNAと、又はRNAから
複製したcDNAと接触させることであって、存在する場合、プローブのヌクレオチド配列へ
のハイブリダイゼーションを許容する条件下で起こる、前述の接触させることと、
　プローブとヌクレオチド配列との間におけるハイブリダイゼーションが存在する場合に
検出することと、
　段階(b)において検出される場合、ハイブリダイゼーションを、対照試料において検出
されるハイブリダイゼーションと、又はあらかじめ決定された参照範囲と比較すること、
とを含む。
【０１１６】
　また、本発明は、抗BST1抗体（又は他の親和性試薬）を備える診断用キットも提供する
。加えて、かかるキットは、次の１つ以上を場合により備えていてもよい：(1)診断、予
後、治療モニタリング又はこれらの用途のいずれかの組合せについての抗BST1親和性試薬
を使用するための取扱説明書；（2）親和性試薬に対する標識化結合パートナー；（3）抗
BST1親和性試薬が固定されている固相（試薬ストリップなど）；及び(4)診断、予後若し
くは治療的使用又はいずれかのこれらの組合せのための規制認可を示す標識又は挿入物。
親和性試薬に標識された結合パートナーがない場合、抗BST1親和性試薬自体を、検出可能
なマーカー、例えば、化学発光部分、酵素部分、蛍光部分、放射性部分で標識することが
できる。
【０１１７】
　また、本発明は、BST1をコードする核酸、好適にはRNAにハイブリダイズし得る核酸プ
ローブを備えたキットも提供する。特定の実施態様において、キットは、1以上の容器に
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、適切な反応条件下で、例えばポリメラーゼ連鎖反応（例えば、Innisらの文献：1990, 
「PCRプロトコル（PCR Protocols）」, Academic Press社(San Diego, CA)を参照）、Qβ
レプリカーゼのリガーゼ連鎖反応（欧州特許第320,308号参照）の使用、周期的プローブ
反応又は当該技術分野で公知の他の方法により、BST1をコードする核酸の少なくとも一部
の増幅を開始することができる一対のプライマー（例えば、それぞれ、6～30ヌクレオチ
ド、より好ましくは10～30ヌクレオチド及び更により好ましくは10～20ヌクレオチドのサ
イズ範囲）を備える。
【０１１８】
　キットは、場合により、例えば標準又は対照として、あらかじめ定められた量のBST1又
はBST1をコードする核酸を更に備え得る。
【０１１９】
　使用する生体試料は、血清試料又は組織試料などのいずれかの供給源由来の試料であり
、例えば、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺又は膵臓の組織であり得る。例えば、本発明
の疾患の転移についての証拠を探索する場合、本発明の疾患の転移の主な部位、例えば、
乳癌については、肝臓、肺及び骨；結腸直腸癌については、肝臓、腹膜腔、骨盤、腹膜後
腔及び肺；腎臓癌については、骨、肺及び肝臓；肺癌については、脳、肝臓、骨及び副腎
、並びに、膵臓癌については肝臓を探索する。
【０１２０】
　または、BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在、又
はBST1の活性の存在は、インサイチュ分析によって検出することができる。
【０１２１】
　特定の実施態様において、本明細書に説明する診断方法は、少なくとも部分的に又はす
べてインビトロで行うことができる。
【０１２２】
　BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在、又はBST1の
活性の存在は、定量的に検出されることが適切である。
【０１２３】
　例えば、定量的な検出は、
　生体試料を、BST1に特異的な親和性試薬と接触させることであって、前述の親和性試薬
が、場合により、検出可能な標識に結合される、前述の接触させることと、
　親和性試薬と試料中の少なくとも1つの種との間に結合が生じたか否かを検出すること
であって、前述の検出が直接又は間接的に行われる、前述の検出することと、を含む。
【０１２４】
　または、BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在、又
はBST1の活性の存在は、イメージング技術の使用を含む手段によって定量的に検出するこ
とができる。
【０１２５】
　別の実施態様において、本発明の方法は、BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はB
ST1をコードする核酸の存在、又はBST1の活性の存在を判断するために、及び、これによ
って、例えば本発明の細胞の疾患を見つけ出すために、例えば、骨髄、胸部、結腸直腸、
腎臓、肺又は膵臓の組織切片における免疫組織化学法の使用を含む。
【０１２６】
　一実施態様において、BST1又はその1以上のエピトープ含有断片の存在は、例えば、抗
体などの、BST1又はその1以上の断片に特異的に結合し得る親和性試薬を使用して検出さ
れる。
【０１２７】
　別の実施態様において、BST1の活性が検出される。ADPリボシルシクラーゼ2とその相同
体CD38は、リアノジン受容体による細胞内Ca2+放出を誘導するセカンドメッセンジャー代
謝物質を発生させて、受容体として機能すると考えられる(Biochem Biophys Res Commun.
 1996, 228(3):838-45)。また、PI-3キナーゼ経路を介してCa2+放出をもたらすように、C
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D11bインテグリンによっても機能し得る(J Biol Regul Homeost Agents. 2007;21(1-2):5
-11)。
【０１２８】
（臨床試験における使用）
　本発明の診断法及び組成物は、例えば、本発明の疾患の治療用薬剤を評価する臨床試験
をモニタリングする際に有用であり得る。一実施態様において、候補分子は、例えば本発
明の疾患を有する対象のBST1レベルを、本発明の疾患を有しない対象において見出される
レベルまで回復させるこれらの能力について、又は治療された対象におけるBST1レベルを
、非急性骨髄白血病、非乳癌、非結腸直腸癌、非腎臓癌、非肺癌若しくは非膵臓癌の値に
若しくはその近傍に保持するこれらの能力について、試験される。
【０１２９】
　別の実施態様において、本発明の方法及び組成物は、例えば本発明の疾患を有する個人
を識別する臨床試験の候補をスクリーニングするのに使用され、その後、個人は、試験か
ら除外することができるか、又は治療若しくは分析について別々のコホートに配置するこ
とができる。
【０１３０】
（本発明のタンパク質及び対応する核酸の生産）
　一態様において、本発明は、例えば本発明の疾患を治療又は予防する方法であって、か
かる治療又は予防を必要とする対象に、治療有効量のBST1をコードする核酸又はその1以
上の断片若しくは誘導体を、例えばワクチンの形態で投与することを含む方法を提供する
。
【０１３１】
　別の態様において、例えば本発明の疾患を治療又は予防する方法であって、かかる治療
又は予防を必要とする対象に、BST1の機能若しくは発現を阻害する核酸の治療有効量を投
与することを含む方法を提供する。
【０１３２】
　本発明の方法（及び／又は本明細書に開示する他のDNA態様）は、例えば、核酸がBST1
アンチセンス核酸若しくはリボザイムである方法を含み得る。
【０１３３】
　したがって、本発明には、例えば本発明の疾患を治療又は予防するための医薬の製造に
おける、BST1をコードする核酸又はその1以上の断片若しくは誘導体の使用が含まれる。
【０１３４】
　また、例えば本発明の疾患を治療又は予防するための医薬の製造における、BST1の機能
又は発現を阻害する核酸の使用も提供される。
【０１３５】
　本発明に使用するDNAは、出発物質として市販mRNAを使用するcDNAライブラリからcDNA
断片として単離すること、そのヌクレオチド配列を決定及び同定することにより得ること
ができる。すなわち、具体的には、クローンは、Oharaらの方法（DNA Research 第4巻、5
3-59(1997)）に従って調製されるcDNAライブラリからランダムに単離される。次に、ハイ
ブリダイゼーションを介し、複製されたクローン（これは繰り返し現れる。）を除去した
後、インビトロ転写及び翻訳を行う。50 kDa以上の産物が確認されたクローンの両方の末
端ヌクレオチド配列を決定する。
【０１３６】
　さらに、公知の遺伝子のデータベースで、このようにして得られた末端ヌクレオチドチ
ド配列を問合せとして使用して、相同性について検索する。
【０１３７】
　上述のスクリーニング方法に加え、cDNAの5'及び3'末端配列をヒトゲノム配列に関連付
ける。次いで、未知の長鎖遺伝子を配列間の領域で確認し、cDNAの全長を分析する。この
ようにして、既知の遺伝子に依存する従来のクローニング方法によって得ることができな
い未知の遺伝子を体系的にクローン化することができる。
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【０１３８】
　さらに、本発明のDNAを含有するヒト由来遺伝子の領域のすべては、短い断片又は得ら
れた配列において起こる人為的誤りを防ぐように十分注意を払いながら、RACEなどのPCR
法を用いて調製することもできる。上述のとおり、本発明のDNAを有するクローンを得る
ことができる。
【０１３９】
　本発明のDNAをクローニングするための別の手段において、本発明の一部のポリペプチ
ドの適切なヌクレオチド配列を有する合成DNAプライマーを調製した後、適切なライブラ
リを使用してPCR法により増幅させる。または、選択は、適切なベクターに組み込まれ、
本発明のポリペプチドの領域の一部若しくは全部をコードするDNA断片又は合成DNAで標識
されたDNAを用いる、本発明のDNAのハイブリダイゼーションにより行うことができる。ハ
イブリダイゼーションは、例えば、「分子生物学の最新プロトコル（Current Protocols 
in Molecular Biology）」（Frederick M. Ausubelら編, 1987）に記載されている方法に
より行うことができる。本発明のDNAは、これらが上述した本発明のポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列を含有する限り、いかなるDNAであってもよい。かかるDNAは、cD
NAライブラリから同定及び単離されたcDNAであってもよく、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓
、肺又は膵臓の組織に由来するようなものであってもよい。また、かかるDNAは、合成DNA
などであってもよい。ライブラリ構築に使用するベクターは、バクテリオファージ、プラ
スミド、コスミド、ファージミドなどのいずれかであってもよい。さらに、上述の細胞及
び／又は組織から調製される全RNA画分又はmRNA画分の使用により、増幅は、直接的な逆
転写共役ポリメラーゼ連鎖反応（以下、「RT-PCR法」と略記される。）により行うことが
できる。
【０１４０】
　BST1のアミノ酸配列に実質的に同一であるアミノ酸配列からなる上述のポリペプチドを
コードするDNA、又はアミノ酸配列の一部を構成する1以上のアミノ酸の欠失、置換若しく
は追加によるBST1のアミノ酸配列に由来するアミノ酸配列からなる上述のポリペプチドを
コードするDNAは、例えば、当業者に公知の部位特異的突然変異生成法、遺伝子相同組換
え法、プライマー伸長法及びPCR法の適切な組合せにより、容易に生産することができる
。加えて、現時点で、ポリペプチドに実質的に同等の生物活性をもたらす考えられ得る方
法は、ポリペプチドを構成するアミノ酸間での相同アミノ酸（例えば、極性及び無極性ア
ミノ酸、疎水性及び親水性アミノ酸、正荷電及び負荷電アミノ酸、並びに芳香族アミノ酸
）の置換である。さらに、実質的に同等の生物活性を維持するために、本発明のポリペプ
チドに含有されている機能的ドメイン内のアミノ酸は、好ましくは保存される。
【０１４１】
　さらに、本発明のDNAの例としては、BST1のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配
列を含むDNA、及びDNAにストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつBST1のアミ
ノ酸配列からなるポリペプチドの機能と同等の生物活性（機能）を有するポリペプチド（
タンパク質）をコードするDNAが挙げられる。かかる条件下で、BST1のアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列を含むDNAにハイブリダイズし得るかかるDNAの例は、DNAの全
ヌクレオチド配列にある程度、例えば、およそ80%以上、好ましくはおよそ90%以上、及び
より好ましくはおよそ95%以上の全体平均相同性を有するヌクレオチド配列を含むDNAであ
る。ハイブリダイゼーションは、「分子生物学における最新プロトコル（Current Protoc
ols in Molecular Biology）」(Frederick M. Ausubelら編, 1987)に記載されている方法
などの当業者に公知の方法、又はこれに準じた方法により行うことができる。ここで、「
ストリンジェントな条件」は、例えば、およそ1*SSC、0.1% SDS及び37℃、よりストリン
ジェントな条件は、およそ0.5*SSC、0.1% SDS及び42℃の条件であり、又は、更によりス
トリンジェントな条件は、およそ0.2*SSC、0.1% SDS及び65℃の条件である。よりストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション条件を用いると、プローブ配列と高い相同性を有す
るDNAの単離が予想することができる。SSC、SDS及び温度条件の上述の組合せは、説明目
的のために提供される。上述のものに類似するストリンジェンシーは、ハイブリダイゼー
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ションストリンジェンシーの決定のための上述の因子又は他の因子（例えば、ハイブリダ
イゼーションのためのプローブ濃度、プローブ長及び反応時間）の適切な組合せを用いて
、当業者により達成することができる。
【０１４２】
　本発明のクローン化DNAは、目的に応じて、直接使用することができるか、又は、必要
に応じて、制限酵素での消化又はリンカーの追加の後に使用することができる。DNAは、5
'末端側の翻訳開始コドンとしてATGを有し、3'末端側の翻訳終止コドンとして、TAA、TGA
又はTAGを有し得る。これらの翻訳開始及び翻訳終止コドンは、適切な合成DNAアダプタを
使用して追加することもできる。
【０１４３】
　本発明の方法／使用において、BST1は、例えば、BST1ポリペプチドが少なくともある程
度まで精製されたものなどの単離された形態で提供することができる。BST1ポリペプチド
は、実質的に純粋な形態で、すなわち実質的範囲で他のタンパク質を含まない形態で、提
供することができる。BST1ポリペプチドは、組換え法を用いて生産することができ、合成
的に生産することができるか、又はこれらの方法の組合せによって生産することもできる
。BST1は、当業者に公知のいずれかの方法によっても容易に調製することができ、これは
、本発明の適切なDNAを含有する発現ベクター又は本発明のDNAを含有する遺伝子を生産す
ることと、発現ベクターを使用して形質転換された形質転換体を培養することと、本発明
の適切なポリペプチド又はポリペプチドを含有する組換えタンパク質を生成し蓄積するこ
とと、その後、生成物を回収することとを含む。
【０１４４】
　組換えBST1ポリペプチドは、発現系を含む遺伝子操作された宿主細胞から、当該技術分
野で周知の方法によって生産することができる。したがって、本発明は、BST1ポリペプチ
ド又は核酸を含む発現系に、かかる発現系によって遺伝子操作された宿主細胞に、及び組
換え法によるBST1ポリペプチドの生産にも関する。組換えBST1ポリペプチド生産のために
、宿主細胞は、核酸にその発現系又は部分を組み込むように遺伝子操作することができる
。かかる組込みは、当該技術分野で公知の方法、例えば、リン酸カルシウムトランスフェ
クション、DEAD-デキストラン媒介型トランスフェクション、トランスベクション、マイ
クロインジェクション、カチオン脂質媒介型トランスフェクション、エレクトロポレーシ
ョン、形質導入、切屑負荷（scrape loading）、バレット導入又は感染を用いて行うこと
ができる（例えば、Davisらの文献：「分子生物学における基本的方法（Basic Methods i
n Molecular Biology）」, 1986、並びにSambrookらの文献：「分子クローニング：研究
室マニュアル（Molecular Cloning: A Laboratory Manual）」,第2版, Cold Spring Harb
our laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY, 1989参照）。
【０１４５】
　宿主細胞として、例えば、エシェリキア属、ストレプトコッカス属、スタフィロコッカ
ス属、ストレプトマイセス属の細菌、バチルス属の細菌、酵母、アスペルギルス細胞、昆
虫細胞、昆虫、及び動物細胞が使用される。本明細書に使用するエシェリキア属の細菌の
具体例としては、大腸菌K12及びDH1（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 60, 160 (1
968)）、JM103（Nucleic Acids Research, Vol. 9, 309 (1981)）、JA221（Journal of M
olecular Biology, Vol. 120, 517 (1978)）、及びHB101（Journal of Molecular Biolog
y, Vol. 41, 459 (1969)）が挙げられる。バチルス属の細菌としては、例えば、枯草菌MI
114（Gene, Vol. 24, 255 (1983)）及び207-21（Journal of Biochemistry, Vol. 95, 87
 (1984)）が使用される。酵母としては、例えば、出芽酵母（Saccaromyces cerevisiae）
 AH22、AH22R-、NA87-11A、DKD-5D及び20B-12、分裂酵母（Schizosaccaromyces pombe ）
NCYC1913及びNCYC2036、並びにピキア・パストリス（Pichia pastoris）が使用される。
昆虫細胞としては、例えば、ショウジョウバエS2及びスポドプテラSf9細胞が使用される
。動物細胞としては、例えば、COS-7及びベロサル細胞、CHOチャイニーズハムスター細胞
（以下、CHO細胞と略記される）、dhfr遺伝子欠損CHO細胞、マウスL細胞、マウスAtT-20
細胞、マウス骨髄腫細胞、ラットGH3細胞、ヒトFL細胞、COS、HeLa、C127、3T3、HEK 293
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、BHK及びボーズメラノーマ細胞が使用される。
【０１４６】
　また、無細胞翻訳システムも、組換えポリペプチドを生産するのに使用することができ
る（例えば、ウサギ網状赤血球溶解液、小麦麦芽溶解液、Roche Diagnostics社(Lewes, U
K)製SP6/T7インビトロT&T及びRTS 100大腸菌HY転写及び翻訳キット、並びにPromega UK社
(Southampton, UK)製TNTクイック共役転写／翻訳システム）。
【０１４７】
　発現ベクターは、当該技術分野で公知の方法に従って生産することができる。例えば、
ベクターは、(1)本発明のDNAを含有するDNA断片又は本発明のDNAを含有する遺伝子を切除
すること、及び(2)適切な発現ベクターにおいてプロモータの下流にDNA断片を連結するこ
とにより生産することができる。広範囲の発現系を使用することができ、例えば、染色体
、エピソーム及びウイルスから派生した系、例えば大腸菌（例えば、pBR322、pBR325、pU
C18及びpUC118）に由来するプラスミド、枯草菌（例えば、pUB110、pTP5及びpC194）に由
来するプラスミド、バクテリオファージ由来の系、トランスポゾン由来の系、酵母エピソ
ーム由来の系（例えば、pSH19及びpSH15）、挿入因子由来の系、酵母染色体要素由来の系
、バキュロウイルス、パポバウイルス（例えば、SV40）、ワクシニアウイルス、アデノウ
イルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルス及びレトロウイルスなどのウイルス由来の系
、並びにこれらの組合せ、例えばプラスミド由来の系及びバクテリオファージ（λファー
ジなど）遺伝因子、例えばコスミド及びファージミドなどであるが、これらに限定されな
い。発現系は、発現を調節するだけでなく、発現を発生させる制御領域も含有し得る。遺
伝子発現のために使用される宿主に適切である限り、本発明に使用するプロモータは、い
かなるプロモータであってもよい。例えば、宿主が大腸菌である場合、trpプロモータ、l
acプロモータ、recAプロモータ、pLプロモータ、lppプロモータなどが好ましい。宿主が
枯草菌である場合、SPO1プロモータ、SPO2プロモータ、penPプロモータなどが好ましい。
宿主が酵母である場合、PHO5プロモータ、PGKプロモータ、GAPプロモータ、ADHプロモー
タなどが好ましい。動物細胞を宿主として使用する場合、この事例に使用するプロモータ
の例としては、SRaプロモータ、SV40プロモータ、LTRプロモータ、CMVプロモータ及びHSV
-TKプロモータが挙げられる。通常、宿主においてポリペプチドを産生する核酸を維持し
、増殖させるか又は発現することができる、いずれかの系又はベクターを使用することが
できる。
【０１４８】
　適切な核酸配列は、上述したSambrookらの文献に記載されているものなどのいずれかの
種々の周知方法かつルーチン法により、発現系に挿入することができる。適切な分泌シグ
ナルは、小胞体内腔、細胞膜周辺腔又は細胞外環境への翻訳タンパク質の分泌を可能にす
るために、BST1ポリペプチドに組み込むことができる。これらのシグナルはBST1ポリペプ
チドに内在性であってもよいし、又はシグナルは異種性シグナルであってもよい。宿主細
胞の形質転換は、当該技術分野で公知の方法に従って行うことができる。例えば、次に示
す文献を参照することができる：Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 69, 2110 (1972
); Gene, Vol. 17, 107 (1982); Molecular & General Genetics, Vol. 168, 111 (1979)
; Methods in Enzymology, Vol. 194, 182-187 (1991); Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
), Vol. 75, 1929 (1978); Cell Technology, 別冊8, 「新規細胞技術、試験プロトコル
（New Cell Technology, Experimental Protocol.）」263-267 (1995) (Shujunsha発行)
；及びVirology, Vol. 52, 456 (1973)。このように、本発明のDNAを含有する発現ベクタ
ー又は本発明のDNAを含有する遺伝子で形質転換して得られた形質転換体は、当該技術分
野で公知の方法に従って培養することができる。例えば、宿主がエシェリキア属の細菌で
ある場合、細菌は通常、およそ15℃～43℃でおよそ3～24時間培養する。必要に応じて、
通気又は振動も追加することができる。宿主がバチルス属の細菌である場合、細菌は通常
、およそ30℃～40℃でおよそ6～24時間培養する。必要に応じて、通気又は振動も追加す
ることができる。宿主が酵母である形質転換体を培養する場合、培養は通常、pHをおよそ
5～8に調整した培地を使用して、およそ20℃～35℃でおよそ24～72時間行う。必要に応じ
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て、通気又は振動も追加することができる。宿主が動物細胞である形質転換体を培養する
場合、細胞は通常、pHをおよそ6～8に調整した培地を使用して、およそ30℃～40℃でおよ
そ15～60時間培養する。必要に応じて、通気又は振動も追加することができる。
【０１４９】
　BST1ポリペプチドが細胞ベースのスクリーニング分析アッセイ用に発現される場合、ポ
リペプチドは細胞表面に産生されることが好ましい。この場合、細胞は、スクリーニング
アッセイの使用の前に回収することができる。BST1ポリペプチドが培地に分泌される場合
、培地は、前述のポリペプチドを単離するために回収することができる。細胞内で産生さ
れる場合、細胞は、BST1ポリペプチドが回収される前に、最初に溶解する必要がある。
【０１５０】
　BST1ポリペプチドは、組換え細胞培養物から、又は他の生物学的供給源から、硫酸アン
モニウム若しくはエタノール沈殿、酸抽出、陰イオン若しくは陽イオン交換クロマトグラ
フィー、ホスホセルロースクロマトグラフィ、親和性クロマトグラフィー、疎水性相互作
用クロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィ、分子篩クロマトグラ
フィー、遠心分離法、電気泳動法及びレクチンクロマトグラフィを含む周知の方法により
、回収及び精製することができる。一実施態様において、これらの方法の組合せが用いら
れる。別の実施態様において、高速液体クロマトグラフィーが使用される。更なる実施態
様において、BST1ポリペプチドに特異的に結合する抗体は、前述のポリペプチドのBST1ポ
リペプチドを含む試料を減少させるか又はBST1ポリペプチドを精製するのに使用すること
ができる。
【０１５１】
　培養生成物から本発明のポリペプチド又はタンパク質を分離して精製するために、例え
ば、培養後に、微生物本体又は細胞を公知の方法により回収し、これらを適切な緩衝液中
で懸濁させ、微生物本体又は細胞を、例えば、超音波、リゾチーム、及び／又は凍結融解
により破壊し、次いで、その生成物を遠心単離又はろ過に供し、その後、タンパク質の粗
抽出物を得ることができる。緩衝液は、尿素若しくは塩酸グアニジンなどのタンパク質変
性剤、又はTriton X-100(商標)などの界面活性剤も含有し得る。タンパク質が培養液中に
分泌される場合、微生物本体又は細胞及び上清は、培養の完了後に公知の方法によって分
離され、上清は回収される。このようにして得られた培養上清又は抽出物に含有するタン
パク質は、公知の分離及び精製法の適切な組合せにより、精製することができる。本発明
のこのようにして得られたポリペプチド（タンパク質）は、公知の方法又はこれに準じる
方法によって、塩に変換することができる。逆に、本発明のポリペプチド（タンパク質）
が塩の形態で得られる場合、これは、公知の方法又はこれに準じた方法によって、遊離タ
ンパク質又はペプチド又は他の塩に変換することができる。さらに、トリプシン又はキモ
トリプシンなどの適切なタンパク質修飾酵素は、精製の前又は後に組換えによって生産さ
れたタンパク質への作用をもたらし、かかる修飾は適宜追加することができ、又はポリペ
プチドは部分的に除去することができる。本発明のポリペプチド（タンパク質）又はその
塩の存在は、種々の結合アッセイ、特異的抗体を使用する酵素イムノアッセイなどによっ
て測定することができる。
【０１５２】
　BST1ポリペプチドが単離及び／又は精製の間に変性する場合、BST1ポリペプチドの天然
の又は活性のある立体構造を再生するリフォールディングのための当該技術分野で周知の
技術を使用することができる。本発明に関連して、BST1ポリペプチドは、血液試料又は組
織試料、例えば骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺又は膵臓の組織試料などであるが、これ
らに限定されない、いずれかの供給源由来の生体試料から得ることができる。
【０１５３】
　BST1ポリペプチドは、「成熟タンパク質」の形態であり得るか、又は融合タンパク質な
どのより大きなタンパク質の一部であり得る。分泌若しくはリーダー配列、プレ‐、プロ
‐又はプレプロ‐タンパク質配列を含有する追加的アミノ酸配列、又は親和性タグ、例え
ば複数のヒスチジン残基、FLAGタグ、HAタグ又はmycタグ（これらに限定されない）など
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の精製に有用な配列を含むことは、有益であることが多い。
【０１５４】
　BST1は、例えば、ヘモフィルス・インフルエンザB由来のタンパク質Dとして知られてい
る表在性タンパク質、NS1などのインフルエンザウイルス由来の非構造タンパク質、B型肝
炎由来のS抗原、又はそのC末端などのLYTAとして公知のタンパク質などの異種融合パート
ナーと融合させることができる。
【０１５５】
　組換え生産の間に安定性を提供することが可能な追加的配列を使用することもできる。
かかる配列は、追加的配列又はその一部として切断可能配列を組み込むことにより、必要
に応じて、除去することができる。したがって、BST1ポリペプチドは、他のポリペプチド
又はタンパク質（例えば、グルタチオンS-トランスフェラーゼ及びプロテインA）を含む
他の部分に融合することができる。かかる融合タンパク質は、適切なプロテアーゼを使用
して切断でき、そして、各タンパク質に分離することができる。かかる追加的配列及び親
和性タグは当該技術分野で周知である。上述のものに加え、所望の場合、エンハンサ、ス
プライシングシグナル、polyA付加シグナル、選択マーカー及びSV40複製起点などの当該
技術分野で公知の特性を発現ベクターに追加することができる。
【０１５６】
（BST1に対する親和性試薬の生産）
　公知技術によれば、3種類の主要な免疫親和性試薬、すなわち、モノクローナル抗体、
ファージ提示抗体、並びにアフィボディ、ドメイン抗体（dAb）、ナノボディ、ユニボデ
ィ、DARPin、アンチカリン、デュオカリン、アビマー又はバーサボディなどのより小さな
抗体由来分子がある。一般に、抗体の使用が記載される本発明の適用において、他の親和
性試薬（例えば、アフィボディ、ドメイン抗体、ナノボディ、ユニボディ、DARPin、アン
チカリン、デュオカリン、アビマー又はバーサボディ）を使用することができる。かかる
物質は、BST1に免疫特異的に結合し得るということができる。適切である場合、「親和性
試薬」という用語は、リガンド、レクチン、ストレプトアビジン、抗体模倣体及び合成結
合剤を含むがこれらに限定されない、免疫親和性試薬並びにBST1に特異的結合し得る他の
物質を含むものとする。
【０１５７】
（BST1に対する抗体の生産）
　本発明によれば、BST1、BST1類似体、BST1関連タンパク質、又は上述のいずれかの断片
若しくは誘導体を免疫原として使用し、かかる免疫原に免疫特異的に結合する抗体を生産
することができる。かかる免疫原は、先に記載した方法を含むいずれかの都合のよい手段
によって単離することができる。本明細書に使用する「抗体」という用語は、抗原又はエ
ピトープを特異的に結合し得る、免疫グロブリン遺伝子又はその断片に由来し、これらに
倣って生産され、又はこれらによって実質的にコードされる、ペプチド又はポリペプチド
をいう。例えば、Fundamental Immunology, 第3版, W.E. Paul編, Raven Press, N.Y. (1
993); Wilsonの文献 (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273; Yarmushの文献 (1992) 
J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97を参照されたい。「抗体」という用語には、抗
原結合部分、すなわち、抗原に結合する能力を保持する「抗原結合部位」（例えば、断片
、サブ配列、相補性決定領域（CDR））が含まれ、（i）Fabフラグメント、VL、VH、CL及
びCH1ドメインからなる一価断片；(ii) F(ab')2断片、ヒンジ領域でジスルフィド結合に
より連結された2つのFab断片を含む二価断片；（iii）VH及びCH1ドメインからなるFd断片
；(iv)抗体の単一アームのVL及びVHドメインからなるFv断片；(v)VHドメインからなるdAb
断片(Wardらの文献 (1989)：Nature, 341:544-546)；及び、(vi)単離された相補性決定領
域(CDR)が含まれる。単鎖抗体も、「抗体」という用語を参照することにより含まれる。
本発明の抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体、ヒト化
抗体若しくはキメラ抗体、単鎖抗体、Fab断片及びF(ab')2断片、Fab発現ライブラリによ
って生産される断片、抗イディオタイプ（抗Id）抗体、並びに上述したもののうちのいず
れかのエピトープ結合断片が含まれるが、これらに限定されない。本発明の免疫グロブリ
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ン分子は、免疫グロブリン分子のいずれかのクラス（例えば、IgGなどの、IgG、IgE、IgM
、IgD及びIgA）又はサブクラスであり得る。
【０１５８】
　「特異的に結合」(又は「免疫特異的に結合」)という用語は、抗体がその意図する標的
のみに結合することを示すことを意図するものではない。むしろ、抗体は、通常、その意
図する標的に対する親和性が、非標的分子に対するその親和性と比較した場合に、約5倍
を上回る場合に、「特異的に結合する」。好適には、望ましくない物質、特に健常な人又
は動物の天然存在型タンパク質又は組織との有意な交差反応又は交差結合がない。抗体の
親和性は、非標的分子に対するその親和性よりも、少なくとも約5倍、好ましくは10倍、
より好ましくは25倍、更により好ましくは50倍、及び最も好ましくは100倍以上、標的分
子に対して大きな親和性であることが好ましい。一部の実施態様において、抗体又は他の
結合物質と抗原との間の特異的結合は、少なくとも106M-1の結合親和性を意味する。抗体
は、例えば、少なくとも約107M-1、好ましくは約108M-1～約109M-1、約109M-1～約1010M-
1、又は約1010M-1～約1011M-1の親和性で結合し得る。
【０１５９】
　親和性はKd＝koff/konとして算出される（koffは解離速度定数であり、konは会合速度
定数であり、Kdは平衡定数である。）。親和性は、種々の濃度（c）で標識化リガンドの
画分結合(r)を測定することによって、平衡で決定することができる。データは、スキャ
ッチャード式：r/c＝K(n-r)
（式中、
r＝平衡時の結合したリガンドのモル数／受容体のモル数；
c＝平衡時の遊離リガンド濃度；
K＝平衡会合定数；及び、
n＝受容体分子1個あたりのリガンド結合部位の数）を用いてグラフ化される。
　図式解析により、r/cをY軸にプロットし、対してrをX軸にプロットし、こうしてスキャ
ッチャードプロットを作成する。親和性は、その線の負の傾斜である。Koffは、結合した
標識化リガンドを、標識されていない過剰のリガンドと競合させることにより決定するこ
とができる（例えば、米国特許第6,316,409号参照)。その標的分子に対する標的化物質の
親和性は、例えば、少なくとも約1×10-6モル／リットル、例えば少なくとも約1×10-7モ
ル／リットル、例えば少なくとも約1×10-8モル／リットル、特に少なくとも約1×10-9モ
ル／リットル、及び特に少なくとも約1×10-10モル／リットルである。スキャッチャード
分析による抗体親和性測定は、当該技術分野で周知である。例えば、van Erpらの文献：J
. Immunoassay 12: 425-43, 1991；Nelson及びGriswoldの文献：Comput. Methods Progra
ms Biomed. 27: 65-8, 1988を参照されたい。
【０１６０】
　一実施態様において、BST1をコードする遺伝子の遺伝子産物を認識する抗体は、公然利
用可能である。別の実施態様において、当該技術分野で公知の方法は、BST1、BST1類似体
、BST1関連ポリペプチド、又は前述のいずれかの断片若しくは誘導体を認識する抗体を生
産するのに使用される。当業者は、例えば、文献：「抗体、研究室マニュアル（Antibodi
es, A Laboratory Manual）」, Ed Harlow及びDavid Lane編, Cold Spring Harbor Labor
atory (1988), Cold Spring Harbor, N.Y.に記載されているような多くの手段が、抗体生
産に利用可能であることを認識する。当業者はまた、抗体を模倣する結合断片又はFab断
片も種々の手段により遺伝情報から調製できることも認識する（「抗体工学：実践的アプ
ローチ（Antibody Engineering: A Practical Approach）」（Borrebaeck, C編）, 1995,
 Oxford University Press, Oxford; J. Immunol. 149, 3914-3920 (1992)）。
【０１６１】
　本発明の一実施態様において、BST1の特定のドメインに対する抗体が生産される。特定
の実施態様において、BST1の親水性断片が、抗体生産のための免疫原として使用される。
【０１６２】
　抗体生産において、所望の抗体のスクリーニングは、当該技術分野で公知の技術、例え
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ばELISA(酵素結合免疫吸着アッセイ)によって達成することができる。例えば、BST1の特
定のドメインを認識する抗体を選択するために、かかるドメインを含有するBST1断片に結
合する生成物について生産されたハイブリドーマをアッセイすることができる。第1のBST
1相同体に特異的に結合するが、第2のBST1相同体には特異的に結合しない（又は結合性が
低い）抗体の選択のために、第1のBST1相同体への陽結合(positive binding)、及び第2の
BST1相同体への結合の欠如（又は結合の減少）に基づき、抗体を選択することができる。
同様に、BST1に特異的に結合するが、同じタンパク質の異なるアイソフォーム（BST1と同
じコアペプチドを有する異なるグリコフォームなど）に特異的に結合しない（又は結合性
が低い）抗体の選択のために、BST1への陽結合、及び異なるアイソフォーム（例えば、異
なるグリコフォーム）への結合の欠如（又は結合の減少）に基づき、抗体を選択すること
ができる。したがって、本発明は、BST1の異なるアイソフォーム（例えば、グリコフォー
ム）に対するよりも、BST1に対して大きな親和性（例えば少なくとも2倍、例えば少なく
とも5倍、特に少なくとも10倍大きな親和性）で結合する抗体（モノクローナル抗体など
）を提供する。
【０１６３】
　本発明の方法に使用することができるポリクローナル抗体は、免疫動物の血清由来の抗
体分子の異種集団である。非分画免疫血清を使用することもできる。当該技術分野で周知
の種々の手順は、BST1、BST1の断片、BST1関連ポリペプチド、又はBST1関連ポリペプチド
の断片に対するポリクローナル抗体の生産に使用可能である。例えば、方法のうちの一つ
は、関心対象ポリペプチドを精製すること、又は、例えば当該技術分野で周知の固相ペプ
チド合成法を用いて、関心対象ポリペプチドを合成することである。例えば、タンパク質
精製の手引き（Guide to Protein Purification）, Murray P. Deutcher編, Meth. Enzym
ol. Vol 182 (1990)；固相ペプチド合成（Solid Phase Peptide Synthesis）, Greg B. F
ields編, Meth. Enzymol. Vol 289 (1997)；Kiso らの文献：Chem. Pharm. Bull. (Tokyo
) 38:1192-99, 1990；Mostafaviらの文献：Biomed.Pept.Proteins Nucleic Acids 1:255-
60, 1995；Fujiwaraらの文献：Chem.Pharm.Bull. (Tokyo)44:1326-31, 1996を参照された
い。そして、選択されたポリペプチドは、ウサギ、マウス、ラットなどを含むがこれらに
限定されない種々の宿主動物に注入免疫し、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体
を産生するのに使用することができる。BST1がゲル電気泳動により精製される場合、BST1
は、ポリアクリルアミドゲルからの抽出を用いてか又は用いずに、免疫に使用することが
できる。完全又は不完全フロイントアジュバント、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲ
ル、リゾレシチンなどの表面活性物質、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチ
ド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、及びBCG（カル
メット‐ゲラン桿菌）又はコリネバクテリウム・パルバムなどのアジュバントを含むがこ
れらに限定されない種々のアジュバント（すなわち、免疫賦活剤）を、宿主種に応じて、
免疫応答を強化するのに使用することができる。更なるアジュバントも、当該技術分野で
周知である。
【０１６４】
　BST1、BST1の断片、BST1関連ポリペプチド、又はBST1関連ポリペプチドの断片に対する
モノクローナル抗体（mAbs）の生産のために、培養で持続細胞株による抗体分子の生産を
提供するいずれかの技術を使用することができる。例えば、ハイブリドーマ技術は、Kohl
er及びMilstein (1975, Nature 256:495-497)によりはじめて開発され、同様にトリオー
マ技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozborらの文献1983：Immunology Today 4:72）
及びEBV-ハイブリドーマ技術(Coleらの文献1985：モノクローナル抗体及び癌治療（Monoc
lonal Antibodies and Cancer Therapy）において, Alan R. Liss社, 77-96頁)がヒトモ
ノクローナル抗体を生産するために開発された。かかる抗体は、IgG、IgM、IgE、IgA、Ig
D及びそのいずれかのサブクラスを含む、いずれかの免疫グロブリンのクラスのものであ
り得る。本発明のmAbsを生産するハイブリドーマは、インビトロ又はインビボで培養して
もよい。本発明の更なる実施態様において、モノクローナル抗体は、公知の技術（国際特
許出願第PCT/US90/02545号（引用により本明細書中に組み込まれる。））を利用して無菌
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動物において生産することができる。
【０１６５】
　モノクローナル抗体には、ヒトモノクローナル抗体及びキメラモノクローナル抗体(例
えば、ヒト‐マウスキメラ)を含まれるが、これらに限定されない。キメラ抗体は、異な
る部分が異なる動物種由来である分子、例えばヒト免疫グロブリン定常領域及びマウスmA
b由来の可変領域を有する分子である(例えば、Cabillyらの米国特許第4,816,567号；及び
、Bossらの米国特許第4,816397号参照。これらは、引用によりそのすべてが本明細書中に
組み込まれる。)。ヒト化抗体は、非ヒト種由来の1以上の相補性決定領域（CDR）、及び
ヒト免疫グロブリン分子由来のフレームワーク領域を有する、非ヒト種由来の抗体分子で
ある(例えば、Queenの米国特許第5,585,089号参照。当該文献は、その全体が引用により
本明細書中に組み込まれる。)。
【０１６６】
　キメラ及びヒト化モノクローナル抗体は、例えば国際公開第87/02671号；欧州特許出願
第184,187号；欧州特許出願第171,496号；欧州特許出願第173,494号；国際公開公報第86/
01533号；米国特許第4,816,567号;欧州特許出願第125,023号；Betterらの文献1988：Scie
nce 240:1041-1043；Liuらの文献1987：Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443；Liu
らの文献1987：J. Immunol.139:3521-3526；Sunらの文献1987：Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 84:214-218；Nishimuraらの文献1987：Canc.Res. 47:999-1005；Woodらの文献1985：
Nature 314:446-449；及び、Shawらの文献1988：J.Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559；M
orrisonの文献1985：Science 229:1202-1207;Oiらの文献1986：BioTechniques 4:214;米
国特許第5,225,539号；Jonesらの文献, 1986, Nature 321:552-525;Verhoeyanらの文献 (
1988)：Science 239:1534；及び、Beidlerらの文献1988：J. Immunol.141:4053-4060に記
載されている方法を用いる、当該技術分野で公知の組換えDNA法によって生産することが
できる。
【０１６７】
　完全ヒト抗体は、ヒト対象の治療的処置に特に望ましい。かかる抗体は、内在性免疫グ
ロブリン重鎖及び軽鎖遺伝子を発現することができないが、ヒト重鎖及び軽鎖遺伝子を発
現することができるトランスジェニックマウスを使用して、生産することができる。トラ
ンスジェニックマウスは、選択された抗原、例えばBST1の全体又は一部を用いて通常の様
式で免疫される。抗原に対するモノクローナル抗体は、従来のハイブリドーマ技術を使用
して得ることができる。トランスジェニックマウスが保有するヒト免疫グロブリン導入遺
伝子は、B細胞分化時に再編成し、その後、クラススイッチング及び体細胞突然変異を受
ける。したがって、かかる技術を使用して、治療に有用なIgG、IgA、IgM及びIgE抗体を生
産することができる。ヒト抗体を生産するこの技術の概要については、Lonberg及びHusza
rの文献(1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93)を参照されたい。ヒト抗体及びヒトモノク
ローナル抗体を生産するためのこの技術、並びにかかる抗体を生産するためのプロトコル
の詳細な論考については、例えば、米国特許第5,625,126号；米国特許第5,633,425号；米
国特許第5,569,825号；米国特許第5,661,016号；及び、米国特許第5,545,806号を参照さ
れたい。加えて、Abgenix社（Freemont，CA）及びGenpharm社（San Jose, CA）などの企
業は、先に記載したものと類似の技術を使用して、選択された抗原に対するヒト抗体を提
供するのに関係し得る。
【０１６８】
　選択されたエピトープを認識する完全ヒト抗体は、「ガイドセレクション」と呼ばれる
技術を使用して生産することができる。このアプローチにおいて、選択された非ヒトモノ
クローナル抗体（例えば、マウス抗体）は、同じエピトープを認識する完全ヒト抗体の選
択を導くために使用される（Jespersらの文献(1994)：BioTechnology 12:899-903)。
【０１６９】
　本発明の抗体は、選択された標的への結合について、ポリペプチドのライブラリを生産
してスクリーニングするファージディスプレイ技術の使用により生産することもできる。
例えば、Cwirlaらの文献：Proc. Natl. Acad. Sci USA 87, 6378-82, 1990；Devlinらの
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文献：Science 249, 404- 6, 1990, Scott及びSmithの文献：Science 249, 386-88, 1990
；及び、Ladnerらの米国特許第5,571,698号を参照されたい。ファージディスプレイ法の
基本的概念は、スクリーニングされるポリペプチドをコードするDNAとそのポリペプチド
との間の物理的関連付けの確立である。この物理的関連付けは、ポリペプチドをコードす
るファージゲノムを封入するキャプシドの一部としてポリペプチドを提示する、ファージ
粒子により提供される。ポリペプチドとその遺伝物質との間の物理的関連付けの確立は、
異なるポリペプチドを有する非常に多数のファージの同時大量スクリーニングを可能にす
る。標的への親和性を有するポリペプチドを提示するファージは標的に結合し、これらの
ファージは、標的への親和性スクリーニングにより濃縮される。これらのファージから提
示されるポリペプチドの同一性は、これらの各ゲノムにより決定することができる。そし
て、これらの方法を用いて、所望の標的に対し結合親和性を有すると確認されたポリペプ
チドは、従来の手段により大量に合成することができる。例えば、米国特許番号第6,057,
098号を参照されたい。当該文献のすべての表、図面及び特許請求の範囲を含むそのすべ
てが引用により本明細書中に組み込まれる。特に、かかるファージは、レパートリ又は組
合せの抗体ライブラリ（例えば、ヒト又はマウス）から発現される抗原結合ドメインを提
示するのに利用することができる。関心対象の抗原に結合する抗原結合ドメインを発現す
るファージは、抗原、例えば、標識化抗原、又は固体表面若しくはビーズに結合若しくは
捕捉された抗原を使用して、選択又は同定することができる。これらの方法で使用するフ
ァージは、通常、ファージ遺伝子III又は遺伝子VIIIタンパク質のいずれかに組換えによ
り融合されたFab、Fv又はジスルフィド安定化Fv抗体ドメインを有するファージから発現
されたfd 及びM13結合ドメインを含む、線維状ファージである。本発明の抗体を作製する
のに用いることができるファージディスプレイ法には、Brinkmanらの文献：J. Immunol.M
ethods 182:41-50 (1995)；Amesらの文献：J. Immunol.Methods 184:177-186 (1995)；Ke
ttleboroughらの文献：Eur.J. Immunol.24:952-958 (1994)；Persicらの文献：Gene 187 
9-18 (1997)；Burtonらの文献：Advances in Immunology 57:191-280 (1994)；国際特許
出願第PCT/GB91/01134号；国際公開公報第90/02809号；同91/10737号；同92/01047号；同
92/18619号；同93/11236号；同95/15982号；同95/20401号；及び、米国特許第5,698,426
号；同5,223,409号；同5,403,484号；同5,580,717号；同5,427,908号；同5,750,753号；
同5,821,047号；同5,571,698号；同5,427,908号；同5,516,637号；同5,780,225号；同5,6
58,727号；同5,733,743号及び同5,969,108号(それぞれ、その全体が引用により本明細書
中に組み込まれる。）に開示されているものが含まれる。
【０１７０】
　上述の文献に記載されているように、ファージ選択の後、ファージ由来の抗体コード領
域は、ヒト抗体を含む全抗体又はいずれかの他の所望の抗原結合断片を生産するために単
離して使用することができ、例えば、以下に詳細に説明するような哺乳動物細胞、昆虫細
胞、植物細胞、酵母及び細菌を含む、いずれかの所望の宿主において発現させることがで
きる。例えば、Fab、Fab'及びF(ab') 2断片を組換えにより生産する技術は、国際公開公
報第92/22324号；Mullinaxらの文献：BioTechniques 12(6):864-869 (1992)；及びSawai
らの文献, AJRI 34:26-34 (1995)；及びBetterらの文献：Science 240: 1041-1043 (1988
)（前述の文献は引用によりそのすべてが組み込まれる。）に開示されているものなどの
、当該技術分野で公知の方法を用いて、利用することもできる。
【０１７１】
　単鎖Fvs及び抗体を生産するのに使用することができる技術の例としては、米国特許第4
,946,778号及び同5,258,498号；Hustonらの文献：Methods in Enzymology 203:46-88 (19
91); Shuらの文献：PNAS 90:7995-7999 (1993)；及びSkerraらの文献：Science 240:1038
-1040 (1988)に記載されているものが挙げられる。
【０１７２】
　本発明は、当該技術分野で公知の方法により作製することができる二重特異性抗体の使
用を更に提供する。完全長二重特異性抗体の従来の生産は、2つの免疫グロブリン重鎖‐
軽鎖対の同時発現であって、2つの鎖が異なる特異性を有する、前述の同時発現に基づい
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ている(Milsteinらの文献1983：Nature, 305：537-539)。免疫グロブリン重鎖及び軽鎖の
ランダムな分類のため、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、10の異なる抗体分
子の潜在的混合物を生じ、そのうちの1つのみが的確な二重特異性構造を有する。通常、
親和性クロマトグラフィー工程によってなされる的確な分子の精製は、むしろ扱いにくく
、産物収率は低い。同様の手法は、1993年5月13日に公開された国際公開公報第93/08829
号、及びTrauneckerらの文献1991：EMBO J. 10：3655-3659に開示されている。
【０１７３】
　種々のアプローチ及びより好ましいアプローチに従って、所望の結合特異性を有する抗
体可変ドメイン(抗体‐抗原結合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合させる。
融合は、好ましくは、ヒンジ、CH2及びCH3領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重
鎖定常ドメインを伴う。融合のうちの少なくとも1つに存在する軽鎖結合に必要な部位を
含有する、第１の重鎖定常部（CH1）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合
物、及び所望の場合、免疫グロブリン軽鎖をコードするDNAを別々の発現ベクターに挿入
し、適切な宿主生物に同時トランスフェクトする。これは、構築に使用した不均等な比率
の3つのポリペプチド鎖が最適収量を提供する実施態様において、3つのポリペプチド断片
の相互の比率を調節する際に優れた柔軟性を提供する。ただし、同等の比率の少なくとも
2つのポリペプチド鎖の発現により高収率を生じる場合、又は比率が具体的意義を有しな
い場合、2つ又は3つすべてのポリペプチド鎖のコード配列を1つの発現ベクターに挿入す
ることができる。
【０１７４】
　このアプローチの好適な実施態様において、二重特異性抗体は、一方のアームにおける
第１の結合特異性を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖、及び他方のアームにおける
（第２の結合特性を提供する）ハイブリッド免疫グロブリン重鎖‐軽鎖対から構成される
。二重特異性分子の半分のみに免疫グロブリン軽鎖が存在することが、容易な単離方法を
提供するので、この非対称構造は、望まれない免疫グロブリン鎖状結合からの所望の二重
特異性化合物の単離を促進することがわかった。このアプローチは、1994年3月3日に公開
された国際公開公報第94/04690号に開示されている。二重特異性抗体の生産に関する更な
る詳細については、例えば、Sureshらの文献：Methods in Enzymology, 1986 121：210を
参照されたい。
【０１７５】
　本発明は、抗BST1免疫グロブリン分子の機能的に活性な断片、誘導体又は類似体を提供
する。機能的に活性とは、断片、誘導体又は類似体が、断片、誘導体又は類似体が誘導さ
れる抗体により認識されるのと同じ抗原を認識する抗‐抗‐イディオタイプ抗体（すなわ
ち、三次抗体）を誘発できることを意味する。具体的には、好適な実施態様において、免
疫グロブリン分子のイディオタイプの抗原性は、フレームワーク及び特異的に抗原を認識
するCDR配列に対するC末端であるCDR配列の欠失により強化することができる。CDR配列が
抗原に結合するか否かについて判断するために、CDR配列を含有する合成ペプチドを、当
該技術分野で公知のいずれかの結合試験法による抗原を用いる結合アッセイに使用するこ
とができる。
【０１７６】
　本発明は、F(ab')2断片及びFab断片などであるがこれらに限定されない抗体断片を提供
する。特異的なエピトープを認識する抗体断片は、公知の技術によって生産することがで
きる。F(ab')2断片は、可変領域、軽鎖定常領域及び重鎖のCH1ドメインから構成され、抗
体分子のペプシン消化によって生産される。Fab断片は、F(ab')2断片のジスルフィド架橋
を還元することにより生産される。また、本発明は、本発明の抗体の重鎖と軽鎖との二量
体、又はFvs若しくは単鎖抗体(SCA)などのいずれかのその最小断片(例えば、米国特許第4
,946,778号；Birdの文献1988：Science 242:423-42；Hustonらの文献1988：Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 85:5879-5883；及び、Wardらの文献1989：Nature 334:544-54に記載され
ているようなもの)、又は本発明の抗体と同じ特異性を有するいずれかの他の分子も提供
する。単鎖抗体は、アミノ酸架橋を介してFv領域の重鎖及び軽鎖断片を連結することによ
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り形成され、一本鎖ポリペプチドを生じる。大腸菌(E. coli)における機能的なFv断片の
集成のための技術を使用してもよい（Skerraらの文献1988：Science, 242：1038-1041）
。
【０１７７】
　他の実施態様において、本発明は、本発明の免疫グロブリンの融合タンパク質(又はそ
の機能的に活性な断片)、例えば、免疫グロブリンがN末端又はC末端において、共有結合(
例えば、ペプチド結合)を介してその免疫グロブリンでない別のタンパク質のアミノ酸配
列(又はその一部、好ましくはタンパク質の少なくとも10、20又は50アミノ酸部分)に融合
されている融合タンパク質を提供する。好ましくは、免疫グロブリン又はその断片は、定
常ドメインのN末端において、他のタンパク質に共有結合される。上述したように、かか
る融合タンパク質は、精製を容易にし、インビボでの半減期を増加させ、及び免疫系に対
する上皮関門を越えた抗原の送達を増強し得る。
【０１７８】
　本発明の免疫グロブリンには、修飾される、すなわち、いずれかの型の分子の共有結合
が免疫特異的結合を損なわない限り、かかる共有結合による類似体及び誘導体が含まれる
。例えば、免疫グロブリンの誘導体及び類似体には、例えば、グリコシル化、アセチル化
、ペグ化、ホスフィレーション（phosphylation）、アミド化、公知の保護／保護基によ
る誘導体化、タンパク質分解切断、細胞リガンド又は他のタンパク質に対する結合などに
より更に修飾されたものが含まれるが、これらに限定されない。特定の化学裂開、アセチ
ル化、ホルミル化などを含むが、これらに限定されない多くの化学修飾のいずれかを、周
知の技術により行うことができる。加えて、類似体又は誘導体は、1以上の非古典的アミ
ノ酸を含有し得る。
【０１７９】
　前述の抗体は、BST1の局在及び活性に関して、当該技術分野で公知の方法で、例えば、
タンパク質を画像化するのに、適切な生理的試料においてそのレベルを測定するのに、診
断法などにおいて、使用することができる。
【０１８０】
（BST1に対するアフィボディの生産）
　アフィボディ分子は、ブドウ球菌プロテインAのIgG-結合ドメインのうちの1つに由来す
る、58アミノ酸残基のタンパク質ドメインに基づく親和性タンパク質の新規なクラスを表
す。この三重螺旋束ドメインは、コンビナトリアルファージミドライブラリの構築に対す
る足場として使用され、これからファージディスプレイ技術を使用して、所望の分子を標
的化するアフィボディ変異体を選択し得る（Nord K, Gunneriusson E, Ringdahl J, Stah
l S, Uhlen M, Nygren PAの文献：「αヘリカル細菌受容体ドメインのコンビナトリアル
ライブラリから選択された結合タンパク質（Binding proteins selected from combinato
rial libraries of an α-helical bacterial receptor domain）」, Nat Biotechnol 19
97; 15:772-7. Ronmark J, Gronlund H, Uhlen M, Nygren PAの文献：「プロテインAのコ
ンビナトリアル工学からのヒト免疫グロブリンA (IgA)特異的リガンド（Human immunoglo
bulin A (IgA)-specific ligands from combinatorial engineering of protein A）」, 
Eur J Biochem 2002;269:2647-55）。その低分子量(6 kDa)と組み合わせたアフィボディ
分子の単純で堅固な構造により、広範囲の用途に、例えば検出試薬として（Ronmark J, H
ansson M, Nguyen T,らの文献：「大腸菌において産生されるアフィボディ-Fcキメラの構
築及び特性評価（Construction and characterization of Affibody-Fc chimeras produc
ed in Escherichia coli）」, J Immunol Methods 2002;261 :199-211）、及び受容体相
互作用を阻害するために（Sandstorm K, Xu Z, Forsberg G, Nygren PAの文献：「コンビ
ナトリアルタンパク質工学により開発されたCD28結合アフィボディリガンドによるCD28-C
D80共刺激シグナルの阻害（Inhibition of the CD28-CD80 co-stimulation signal by a 
CD28-binding Affibody ligand developed by combinatorial protein engineering）」,
 Protein Eng 2003; 16:691-7）、アフィボディ分子が適するようになる。アフィボディ
及びその生産方法の更なる詳細は、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれる米
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国特許第5831012号を参照することにより得ることができる。
【０１８１】
　また、標識化アフィボディは、アイソフォームの存在量を測定するためのイメージング
用途にも有用であり得る。
【０１８２】
（BST1に対するドメイン抗体の生産）
　本明細書における抗体についての言及は、ドメイン抗体についての言及を包含する。ド
メイン抗体(dAb)は、抗体の最も小さな機能的結合単位であり、ヒト抗体の重(VH)鎖又は
軽(VL)鎖の可変領域に対応する。ドメイン抗体は、およそ13 kDaの分子量を有する。ドマ
ンティス（Domantis）は、完全ヒトVH及びVL dAbの一連の大きくかつ高度に機能的なライ
ブラリを開発し（各ライブラリにおいて10,000,000,000超の異なる配列）、これらのライ
ブラリを使用して治療標的に特異的であるdAbを選択する。多くの従来抗体とは対照的に
、ドメイン抗体は、細菌、酵母及び哺乳動物細胞系において良好に発現する。ドメイン抗
体及びその生産方法の更なる詳細は、次に示すものを参照することによって得ることがで
きる：米国特許第6,291,158号；同6,582,915号；同6,593,081号；同6,172,197号；同6,69
6,245号；米国出願第2004/0110941号；欧州特許出願第1433846号、並びに欧州特許第0368
684号及び同0616640号；国際公開公報第05/035572号、同04/101790号、同04/081026号、
同04/058821号、同04/003019号及び同03/002609号（これらはそれぞれ、その全体が本明
細書中に引用により組み込まれる。）。
【０１８３】
（BST1に対するナノボディの生産）
　ナノボディは、抗体由来の治療用タンパク質であり、天然に存在する重鎖抗体の固有の
構造及び機能特性を含有する。これらの重鎖抗体は、1つの可変ドメイン（VHH）及び2つ
の定常ドメイン（CH2及びCH3）を含有する。重要なことに、クローン化されかつ単離され
たVHHドメインは、もとの重鎖抗体の全抗原結合能を保持する完全に安定なポリペプチド
である。ナノボディは、ヒト抗体のVH領域と高い相同性を有し、活性の損失を全く伴わず
に更にヒト化することができる。重要なことに、ナノボディは低免疫原性能を有し、これ
は霊長類研究において、ナノボディリード化合物を用いて確認された。
【０１８４】
　ナノボディは、従来型抗体の利点を、低分子薬の重要な特徴と組み合わせる。従来の抗
体のように、ナノボディは、高い標的特異性、これらの標的に対する高親和性、及び低い
固有毒性を示す。しかしながら、低分子薬のように、ナノボディは、酵素を阻害すること
ができ、受容体間隙に容易に到達し得る。さらに、ナノボディは極めて安定で、注入以外
の手段により投与することができ（例えば、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込
まれる国際公開公報第04/041867号を参照）、生産が容易である。ナノボディの他の利点
には、これらの小さいサイズにより共通していないか又は隠れたエピトープを認識するこ
と、これらの特有の三次元構造に起因する高親和性及び選択性によりタンパク質標的の腔
若しくは活性部位に結合すること、薬剤様式柔軟性、半減期の合目的化、並びに薬剤発見
の容易性及び迅速性が含まれる。
【０１８５】
　ナノボディは、1つの遺伝子によってコードされ、ほとんどすべての原核生物及び真核
生物宿主、例えば大腸菌（例えば、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれる米
国特許第6,765,087号参照）、カビ（例えば、アスペルギルス又はトリコデルマ）、及び
酵母（例えば、サッカロマイセス、クルイベロマイセス（Kluyveromyces）、ハンセヌラ
（Hansenula）又はピキア）（例えば、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれ
る米国特許第6,838,254号参照）において効率的に生産される。生産過程は計測可能であ
り、数キログラム量のナノボディが生産されている。ナノボディは、従来の抗体と比較し
て優れた安定性を発揮するので、これらは、長期貯蔵寿命があり、すぐに使用可能な溶液
として製剤化することができる。
【０１８６】
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　ナノクローン法（例えば、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれる国際公開
公報06/079372号参照）は、B細胞の自動化ハイスループット選択に基づき、所望の標的に
対してナノボディを生成する特許取得済みの方法である。
【０１８７】
（BST1に対するユニボディの生産）
　ユニボディの生産は、別の抗体断片技術である。しかしながら、これは、IgG4抗体のヒ
ンジ領域の除去に基づくものである。ヒンジ領域の欠失は、従来のIgG4抗体の基本的に半
分のサイズであり、かつIgG4抗体の二価結合領域よりもむしろ一価結合領域を有する分子
を生じる。IgG4抗体が不活性で、それゆえ免疫系と相互作用しないことも周知であり、こ
れは免疫応答が望ましくない場合における疾患の治療に有利であり得、この効果はユニボ
ディに受け継がれている。例えば、ユニボディは、これらが結合した細胞を阻害又は抑制
するが、死滅させないように機能し得る。加えて、癌細胞に結合するユニボディは、癌細
胞が増殖することを刺激しない。さらに、ユニボディは従来型IgG4抗体の約半分のサイズ
であるので、これらは、潜在的に有利な効率でより大きな固形腫瘍により良好な分布を示
し得る。ユニボディは、全IgG4抗体と同等の速度で身体から排出され、これらの抗原に対
し全抗体と同等の親和性で結合することができる。ユニボディの詳細は、引用によりその
すべてが本明細書中に組み込まれる特許（国際公開公報第2007/059782号）を参照するこ
とにより得ることができる。
【０１８８】
（BST1に対するDARPinの生産）
　DARPin（設計されたアンキリンリピートタンパク質（Designed Ankyrin Repeat Protei
ns））は、非抗体ポリペプチドの結合能力を利用するために開発された、抗体模倣体DRP
（設計されたリピートタンパク質（Designed Repeat Protein））技術の1つの例である。
アンキリン又はロイシンリッチリピートタンパク質などのリピートタンパク質は遍在的な
結合分子であり、抗体と異なった様式で、細胞内及び細胞外で生じる。これらの固有のモ
ジュラー構造は、構造単位を反復すること（繰返し）を特徴とし、これらはともに積み重
なり、可変的及びモジュラー標的結合表面を提示する長いリピートドメインを形成する。
このモジュラリティに基づき、高度に多様化された結合特異性を有するポリペプチドのコ
ンビナトリアルライブラリを作製することができる。この戦略には、可変表面残基を提示
する自家和合性リピートのコンセンサス設計及びリピートドメインへのこれらのランダム
なアセンブリが含まれる。
【０１８９】
　DARPinは、細菌発現系において非常に高収率で生産でき、これらは公知の最も安定なタ
ンパク質に属する。ヒト受容体、サイトカイン、キナーゼ、ヒトプロテアーゼ、ウイルス
及び膜タンパク質を含む広範囲の標的タンパク質に対し高度に特異的で高親和性なDARPin
が選択された。一桁台のナノモルからピコモル範囲に親和性を有するDARPinを得ることが
できる。
【０１９０】
　DARPinは、ELISA、サンドイッチELISA、フローサイトメトリー解析（FACS）、免疫組織
化学法（IHC）、チップ適用、親和性精製又はウエスタンブロット法を含む、広範囲の用
途に使用されている。DARPinは、例えば、緑色蛍光タンパク質（GFP）に融合した細胞内
マーカータンパク質として、細胞内区画内で非常に活性であることも判明した。DARPinは
更に、pM範囲のIC50でウイルス侵入を阻害するのに使用された。DARPinは、タンパク質‐
タンパク質相互作用を遮断するのに理想的であるだけでなく、酵素も阻害する。プロテア
ーゼ、キナーゼ及び輸送体は、ほぼアロステリック阻害様式で良好に阻害された。腫瘍上
の非常に速くかつ特異的な富化並びに血液比率に対する腫瘍の高度な優位性により、DARP
inがインビボ診断又は治療アプローチに非常に適するようになる。
【０１９１】
　DARPin及び他のDRP技術に関する追加的情報は、米国特許出願公開第2004/0132028号及
び国際公開公報第02/20565号に見出すことができ、これらはともに、引用によりそのすべ
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てが本明細書中に組み込まれる。
【０１９２】
（BST1に対するアンチカリンの生産）
　アンチカリンは更なる抗体模倣技術であるが、この場合における結合特異性は、ヒト組
織及び体液において自然にかつ豊富に発現される低分子量ファミリーのタンパク質である
、リポカリンに由来する。リポカリンは、化学的に感応性な又は不溶な化合物の生理学的
輸送及び貯蔵に関連して、インビボにおける一定の範囲の機能を実行するために進化して
きた。リポカリンは、タンパク質の一方の末端で4つのループを支持する、高度に保存さ
れたβバレルを含む、堅固な固有の構造を有する。これらのループは、結合ポケットへの
入口、及び個々のリポカリンの間の結合特異性におけるバリエーションの主因である分子
のこの部分における高次構造的な差異を形成する。
【０１９３】
　保存されたβ-シートフレームワークにより支持される超可変ループの全体構造は免疫
グロブリンを暗示し、リポカリンは、サイズに関してかなり抗体と異なり、これは、単一
の免疫グロブリンドメインよりもわずかに大きい160～180アミノ酸の単一のポリペプチド
鎖からなる。
【０１９４】
　リポカリンはクローン化され、これらのループは、アンチカリンを作製するために操作
に供される。構造的に多様なアンチカリンのライブラリが作製されており、アンチカリン
ディスプレイは、結合機能の選択及びスクリーニングを可能にし、続いて、原核生物系又
は真核生物系の更なる分析のための可溶タンパク質の発現及び生産がなされる。試験は、
アンチカリンが実質的にヒト標的タンパク質に特異的であるように開発できることを良好
に実証し、これらは単離することができ、ナノモル以上の範囲の結合親和性で得ることが
できる。
【０１９５】
　アンチカリンは、二重標的化タンパク質、いわゆるデュオカリンとして形式化すること
もできる。デュオカリンは、標準的な製造法を用いて、1つの容易に生成された単量体タ
ンパク質における2つの別々の治療標的に結合するとともに、その2つの結合ドメインの構
造方向性(structural orientation)にかかわらず、標的特異性及び親和性を保持する。
【０１９６】
　単一の分子を介する複数の標的の調節は、1つよりも多くの原因因子を含むことが公知
の疾患において、特に有利である。さらに、デュオカリンなどの二価又は多価の結合様式
は、疾患において細胞表面分子を標的化すること、シグナル伝達経路においてアゴニスト
的効果を媒介すること、又は細胞表面受容体の結合及びクラスタリングを介する強化され
た内部移行効果を誘導することにおいて、顕著な潜在性を有する。さらにまた、デュオカ
リンの高度に固有な安定性は単量体アンチカリンに匹敵し、柔軟な製剤及びデュオカリン
の送達能を提供する。
【０１９７】
　アンチカリンに関する追加的情報は、米国特許第7,250,297号及び国際公開公報第99/16
873号に見出すことができ、これらはともに、引用によりそのすべてが本明細書中に組み
込まれる。
【０１９８】
（BST1に対するアビマーの生産）
　アビマーは、インビトロエキソンシャフリング及びファージディスプレイによりヒト細
胞外受容体ドメインの大きなファミリーから進化し、結合特性及び阻害特性を有するマル
チドメインタンパク質を生じる。複数の独立する結合ドメインを連結することは、結合能
力を生み出すことが示されており、従来の単一エピトープ結合タンパク質と比較して親和
性及び特異性の向上をもたらす。他の考えられ得る利点には、大腸菌における複数標的特
異的分子の単純かつ効果的な生産、耐熱性の向上及びプロテアーゼに対する耐性が含まれ
る。ナノモル未満の親和性を有するアビマーは、種々の標的に対して得られている。



(33) JP 2014-527034 A 2014.10.9

10

20

30

40

50

【０１９９】
　アビマーに関する追加的情報は、米国特許出願公開第2006/0286603号、同2006/0234299
号、同2006/0223114号、同2006/0177831号、同2006/0008844号、同2005/0221384号、同20
05/0164301号、同2005/0089932号、同2005/0053973号、同2005/0048512号、同2004/01757
56号に見出すことができ、これらはすべて、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込
まれる。
【０２００】
（BST1に対するバーサボディの生産）
　バーサボディは、15%超のシステインを有する3～5 kDaの小さいタンパク質であり、こ
れは、高いジスルフィド密度足場を形成し、一般的なタンパク質が有する疎水性核を置換
する。疎水性核を含み、少数のジスルフィドを有する多数の疎水性アミノ酸の置換は、よ
り小さく、より親水性で（より少ない凝集及び非特異的結合）、プロテアーゼ及び熱に対
してより耐性があり、かつより低密度のT細胞エピトープを有するタンパク質を生じる。
これは、MHC提示に大部分寄与する残基が疎水性であるからである。これら4つの特性のす
べては、免疫原性に影響を及ぼすことが周知であるとともに、これらは、免疫原性を大き
く減少させると予測される。
【０２０１】
　バーサボディについてのインスピレーションは、ヒル、ヘビ、クモ、サソリ、カタツム
リ及びアネモネによって産生される天然の注射可能なバイオ医薬品から生じ、これらは、
予想外に低い免疫原性を示すことが公知である。サイズ、疎水性、タンパク質分解性抗原
プロセシング、及びエピトープ密度を設計し、スクリーニングすることにより選択された
天然のタンパク質ファミリーで開始することは、天然の注射可能なタンパク質の平均をは
るかに下回るレベルまで最小化する。
【０２０２】
　バーサボディの構造を前提とする場合、これらの抗体模倣体は、多価性、複特異性、半
減期機構の多様性、組織標的化モジュール、及び抗体Fc領域の存在しない状態を含む、多
用な様式を提供する。さらに、バーサボディは大腸菌において高収率で生産され、これら
の親水性及び小さなサイズにより、バーサボディは高度に可溶性であり、高濃度で製剤化
することができる。バーサボディは、例外的に、熱安定性（バーサボディは沸騰可能であ
る。）であり、長期の貯蔵寿命をもたらす。
【０２０３】
　バーサボディに関する追加的情報は、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込まれ
る米国特許出願公開第2007/0191272号において見出すことができる。
【０２０４】
（親和性試薬の発現）
（抗体の発現）
　本発明の抗体は、抗体合成に関する当該技術分野で公知のいずれかの方法、特に、化学
合成によって、又は組換え発現によって生産することができ、好ましくは組換え発現法に
よって生産される。
【０２０５】
　抗体又はその断片、誘導体又は類似体の組換え発現は、抗体をコードする核酸の構築を
必要とする。抗体ヌクレオチド配列が公知である場合、抗体をコードする核酸は、（例え
ば、Kutmeierらの文献1994：BioTechniques, 17：242に記載されているように）化学的に
合成されたオリゴヌクレオチドから集成してもよく、これは、簡単にいうと、抗体をコー
ドする配列の部分を含有した重複するオリゴヌクレオチドの合成、これらのオリゴヌクレ
オチドのアニーリング及びライゲーション、そして、PCRによる連結されたオリゴヌクレ
オチドの増幅を含む。
【０２０６】
　または、抗体をコードする核酸は、抗体をクローニングすることによって得ることがで
きる。特定の抗体をコードする核酸を含有するクローンが利用できないが、抗体分子の配
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列が公知の場合、抗体をコードする核酸は、適切な供給源（例えば、抗体cDNAライブラリ
、又は抗体を発現するいずれかの組織又は細胞から生産されるcDNAライブラリ）から、配
列の3'及び5'末端にハイブリダイズし得る合成プライマーを使用するPCR増幅、又は特定
の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを使用するクローニングによって、
得ることができる。
【０２０７】
　特定の抗原を特異的に認識する抗体分子(又は、かかる抗体をコードする核酸をクロー
ニングするためのcDNAライブラリのための供与源)が利用することができない場合、特定
の抗原に特異的な種の抗体は、当該技術分野で公知のいずれかの方法によって、例えばウ
サギなどの動物を免疫して、ポリクローナル抗体を生産することによって、又は例えばモ
ノクローナル抗体を生産することによって、生産することができる。または、少なくとも
抗体のFab部分をコードするクローンは、（例えば、Huseらの文献1989：Science 246:127
5-1281に記載されているように）特異抗原に結合するFab断片のクローン用のFab発現ライ
ブラリをスクリーニングすることによって、又は抗体ライブラリをスクリーニングするこ
とによって（例えば、Clacksonらの文献1991：Nature 352:624；Haneらの文献1997：Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 94:4937参照）、得ることができる。
【０２０８】
　一旦、少なくとも抗体分子の可変ドメインをコードする核酸が得られたら、これを、抗
体分子の定常領域をコードするヌクレオチド配列を含有するむベクターに導入することが
できる（例えば、国際公開公報第86/05807号；同89/01036号；及び、米国特許第5,122,46
4号参照）。完全な抗体分子の発現を可能にする核酸との同時発現のための完全な軽鎖又
は重鎖を含有するベクターも利用することができる。そして、抗体をコードする核酸を使
用して、スルフヒドリル（sulfhydyl）基を含有しないアミノ酸残基との鎖内ジスルフィ
ド結合に関与する1以上の可変領域システイン残基を置換する（又は欠失させる）のに必
要なヌクレオチド置換又は欠失を導入することができる。かかる修飾は、ヌクレオチド配
列における特定の突然変異又は欠失の導入のための当該技術分野で公知のいずれかの方法
、例えば化学的突然変異誘発、インビトロ部位特異的突然変異誘発（Hutchinsonらの文献
1978：J. Biol. Chem. 253：6551）、PCTに基づく方法などであるが、これらに限定され
ない方法で行うことができる。
【０２０９】
　さらに、適切な生物活性のヒト抗体分子由来遺伝子とともに適切な抗原特異性のマウス
抗体分子由来遺伝子をスプライシングすることによる、「キメラ抗体」の生産のために開
発された技術（Morrisonらの文献1984：Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:851-855；Neube
rgerらの文献1984：Nature 312:604-608；Takedaらの文献1985：Nature 314:452-454）を
使用することができる。上述したように、キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物の種に
由来する分子、例えば、マウスmAb及びヒト抗体定常領域に由来する可変領域を有する、
例えばヒト化抗体などの分子である。
【０２１０】
　一旦、本発明の抗体分子をコードする核酸が得られたら、抗体分子の生産のためのベク
ターは、当該技術分野で周知の技術を使用する組換えDNA法によって生産することができ
る。したがって、抗体分子の配列を含有する核酸を発現することにより本発明のタンパク
質を生産するための方法が本明細書に記載される。当業者に周知の方法を用いて、抗体分
子コード配列並びに適切な転写及び翻訳制御シグナルを含有する発現ベクターを構築する
ことができる。これらの方法には、例えば、インビトロ組換えDNA法、合成法、及びイン
ビボ遺伝子組換え法が含まれる。例えば、Sambrookらの文献（1990, 「分子クローニング
：研究室マニュアル（Molecular Cloning, A Laboratory Manual）」,第2版, Cold Sprin
g Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY）及びAusubelら（編）の文献(1998, 「
分子生物学の最新プロトコル（Current Protocols in Molecular Biology）」, John Wil
ey & Sons, NY)に記載されている技術を参照されたい。
【０２１１】
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　発現ベクターを従来技術によって宿主細胞に移入し、次いで、トランスフェクト細胞を
従来技術によって培養し、本発明の抗体を生産する。
【０２１２】
　本発明の組換え抗体を発現するのに使用される宿主細胞は、大腸菌などの細菌細胞、又
は好ましくは特に組換え抗体分子全体の発現のための真核細胞のいずれかであってもよい
。チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO）などの哺乳動物細胞は、ヒトサイトメガロウ
イルス由来の主要中初期遺伝子プロモータエレメントなどのベクターと併せて、抗体の有
効な発現系である（Foeckingらの文献1986：Gene 45: 101；Cockettらの文献1990：BioTe
chnology 8:2）。
【０２１３】
　種々の宿主‐発現ベクター系を、本発明の抗体分子を発現させるのに利用してもよい。
かかる宿主‐発現系は、関心対象のコード配列を生産し、その後に精製され得る媒体を表
すだけでなく、適切なヌクレオチドコード配列により形質転換されたか又はトランスフェ
クトされた場合、本発明の抗体分子をインサイチュで発現し得る細胞も表し得る。これら
には、抗体コード配列を含有する組換えバクテリオファージDNA、プラスミドDNA若しくは
コスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌（例えば、大腸菌、枯草菌）などの微生
物；抗体コード配列を含有する組換え酵母発現ベクターで形質転換された酵母（例えば、
サッカロマイセス、ピキア）；抗体コード配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（
例えば、バキュロウイルス）を感染させた昆虫細胞系；組換えウイルス発現ベクターで感
染させた植物細胞系（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、CaMV；タバコモザイクウ
イルス、TMV)、又は抗体コード配列を含有する組換えプラスミド発現ベクター(例えば、T
iプラスミド)で形質転換された植物細胞系；又は、哺乳動物細胞のゲノムに由来する（例
えば、メタロチオネインプロモータ）若しくは哺乳動物ウイルスに由来するプロモータ（
例えば、アデノウイルス後期プロモータ、ワクシニアウイルス7.5Kプロモータ）を含有す
る組換え発現構築物を保有する哺乳動物細胞系（例えば、COS、CHO、BHK、293、3T3細胞
）が含まれるが、これらに限定されない。
【０２１４】
　細菌系では、発現される抗体分子の意図される用途に応じて、多数の発現ベクターを都
合よく選択することができる。例えば、大量のかかるタンパク質が生産される場合、抗体
分子を含む医薬組成物の生産のために、容易に精製される融合タンパク質産物の高レベル
の発現を命令するベクターが望ましいと考えられる。かかるベクターには、抗体コード配
列がインフレームでlacZコード領域を有するベクターにそれぞれ連結され、それゆえ、融
合タンパク質が生産され得る、大腸菌発現ベクターpUR278（Rutherらの文献1983：EMBO J
. 2:1791)；pINベクター(Inouye及びInouyeの文献1985：Nucleic Acids Res. 13：3101-3
109)；Van Heeke及びSchusterの文献：1989, J. Biol. Chem. 24:5503-5509）などが含ま
れるが、これらに限定されない。pGEXベクターを使用して、グルタチオンS-トランスフェ
ラーゼ（GST）との融合タンパク質として外来ポリペプチドを発現させてもよい。一般に
、かかる融合タンパク質は可溶性であり、マトリクスグルタチオン‐アガロースビーズへ
の吸着及び結合、続く遊離グルタチオンの存在下における溶出により、溶解した細胞から
容易に精製することができる。pGEXベクターは、クローン化された標的遺伝子産物がGST
部分から放出することができるように、トロンビン又はXa因子プロテアーゼ切断部位を含
むように設計される。
【０２１５】
　昆虫系では、外来遺伝子を発現するためのベクターとして、オートグラファ・カリフォ
ルニカ(Autographa californica)核多角体病ウイルス(AcNPV)を使用する。ウイルスは、
ヨトウガ（Spodoptera frugiperda）細胞において増殖する。抗体コード配列は、ウイル
スの非必須領域(例えば、ポリヘドリン遺伝子)に個々にクローン化することができ、AcNP
Vプロモータ(例えば、ポリヘドリンプロモータ)の制御下に配置することができる。哺乳
動物宿主細胞において、多くのウイルスに基づく発現系（例えば、アデノウイルス発現系
）を利用することができる。
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【０２１６】
　上述のように、挿入された配列の発現を調節するか、又は望まれる特定の様式で遺伝子
産物を修飾及び加工された宿主細胞株を選択することができる。タンパク質産物のかかる
修飾(例えば、グリコシル化)及びプロセシング(例えば、切断)は、タンパク質の機能に重
要であり得る。
【０２１７】
　組換え抗体の長期多収生産のためには、安定な発現が好ましい。例えば、安定的に関心
対象の抗体を発現する細胞系は、細胞を抗体のヌクレオチド配列及び選択可能な（例えば
、ネオマイシン又はハイグロマイシン）ヌクレオチド配列を含む発現ベクターでトランス
フェクトすること、及び選択可能マーカーの発現について選択することにより、生産する
ことができる。かかる改変細胞株は、抗体分子と直接又は間接的に相互作用する化合物の
スクリーニング及び評価に特に有用であり得る。
【０２１８】
　抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅によって増加させることができる（総説につい
ては、Bebbington及びHentschelの文献：「DNAクローニングにおける哺乳動物細胞中のク
ローン化遺伝子の発現についての遺伝子増幅に基づくベクターの使用（The use of vecto
rs based on gene amplification for the expression of cloned genes in mammalian c
ells in DNA cloning）」, 第3版 (Academic Press, New York, 1987)を参照）。抗体を
発現するベクター系においてマーカーが増幅可能である場合、宿主細胞の培養に存在する
阻害剤のレベルを高めることは、マーカー遺伝子の複製数を増加させる。増幅された領域
は抗体遺伝子と関係するので、抗体の生産も増加する（Crouseらの文献1983：Mol. Cell.
 Biol. 3:257）。
【０２１９】
　宿主細胞は、本発明の2つの発現ベクター、すなわち、重鎖由来ポリペプチドをコード
する第1のベクター、及び軽鎖由来ポリペプチドをコードする第2のベクターにより同時ト
ランスフェクトしてもよい。2つのベクターは、同等の重鎖及び軽鎖ポリペプチドの発現
を可能にする、同一の選択可能なマーカーを含有していてもよい。または、重鎖及び軽鎖
ポリペプチドをともにコードする1つのベクターを使用してもよい。かかる状況において
、有毒な遊離重鎖過剰を避けるために、軽鎖を重鎖の前に配置する必要がある（Proudfoo
t, 1986, Nature 322:52；Kohler, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197）。重鎖
及び軽鎖のコード配列は、cDNA又はゲノムDNAを含んでいてもよい。
【０２２０】
　一旦本発明の抗体分子が組換え発現されたならば、これを、抗体分子の精製のための当
該技術分野で公知のいずれかの方法、例えば、クロマトグラフィー(例えば、イオン交換
クロマトグラフィー、プロテインA若しくは特異抗原などを用いる親和性クロマトグラフ
ィー、及びサイズカラムクロマトグラフィー)、遠心単離、差動的溶解度により、又はタ
ンパク質精製のための他のいずれかの標準的技術により、精製することができる。
【０２２１】
　または、いずれかの融合タンパク質は、発現される融合タンパク質に対して特異的な抗
体を利用することによって、容易に精製することができる。例えば、Janknechtらの文献
に記載されている系は、ヒト細胞株おいて発現される非変性融合タンパク質の容易な精製
を可能にする（Janknechtらの文献1991：Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897）。
この系では、遺伝子のオープンリーディングフレームが6ヒスチジン残基からなるアミノ
末端タグに翻訳可能に融合されるように、関心対象遺伝子をワクシニア組換えプラスミド
にサブクローニングする。タグは、融合タンパク質に対するマトリクス結合ドメインとし
て有用である。組換えワクシニアウイルスを感染させた細胞由来の抽出物をNi2+ニトリロ
酢酸‐アガロースカラムにかけ、ヒスチジンタグを付けたタンパク質を、イミダゾール含
有緩衝液で選択的に溶出する。
【０２２２】
　次いで、これらの方法により生産された抗体を、関心対象の精製ポリペプチドとの親和
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性及び特異性について最初にスクリーニングし、必要であれば、抗体の親和性及び特異性
の結果を、結合から除外されることが望まれるポリペプチドと比較することによって、選
択してもよい。スクリーニング手順には、マイクロタイタープレートの別々のウェルにお
ける精製ポリペプチドの固定化を含めることができる。次いで、可能性のある抗体又は抗
体群を含有する溶液をそれぞれのマイクロタイターのウェルに入れ、約30分間～2時間イ
ンキュベートする。そして、マイクロタイターのウェルを洗浄し、標識化二次抗体（例え
ば、産生抗体がマウス抗体である場合、アルカリホスファターゼに結合された抗マウス抗
体）をウェルに添加し、約30分間インキュベートし、その後洗浄する。基質をウェルに添
加し、固定されたポリペプチドに対する抗体が存在する場合、呈色反応がみられる。
【０２２３】
　次いで、こうして同定された抗体を、選択したアッセイデザインにおいて親和性及び特
異性について更に分析してもよい。標的タンパク質に関するイムノアッセイの開発におい
て、精製した標的タンパク質は、選択された抗体を使用するイムノアッセイの感受性及び
特異性を判断するための標準として機能する。種々の抗体の結合親和性は異なり得るので
、（例えば、サンドイッチアッセイにおいて）特定の抗体対が立体配置的になどで互いに
妨げることがあり得、抗体のアッセイ性能は、抗体の絶対親和性及び特異性よりも重要な
基準であり得る。
【０２２４】
　当業者であれば、多くのアプローチは、抗体又は結合断片を生産すること、種々のポリ
ペプチドに対する親和性及び特異性についてスクリーニング及び選択することに採用でき
るが、これらのアプローチが本発明の範囲を変更しないことを認識する。
【０２２５】
　治療的使用に関し、抗体(特に、モノクローナル抗体)は、好適には、ヒト又はヒト化動
物(例えば、マウス)抗体であってもよい。動物抗体は、免疫原としてヒトタンパク質（例
えば、BST1）を使用し、動物において産生することができる。ヒト化は、通常、これによ
り同定されるCDRをヒトフレームワーク領域に移植することを含む。通常、鎖の高次構造
を最適化するために、その後、一部のレトロ突然変異が必要とされる。かかる方法は当業
者に公知である。
【０２２６】
（アフィボディの発現）
　アフィボディの構築は、他に記載されており（Ronnmark J, Gronlund H, Uhln, M., Ny
gren P.Aの文献：「プロテインAのコンビナトリアル工学からのヒト免疫グロブリンA（Ig
A）特異リガンド（Human immunoglobulin A (IgA)-specific ligands from combinatoria
l engineering of protein A）」, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-2655）、アフィ
ボディファージディスプレイライブラリの構築を含む（Nord, K., Nilsson, J., Nilsson
, B., Uhln, M.及びNygren, P.Aの文献：「a-ヘリカル細菌受容体ドメインのコンビナト
リアルライブラリ（A combinatorial library of an a-helical bacterial receptor dom
ain）」, 1995, Protein Eng. 8, 601-608。Nord, K., Gunneriusson, E., Ringdahl, J.
, Stahl, S., Uhlen, M.及びNygren, P.Aの文献：「a-ヘリカル細菌受容体ドメインのコ
ンビナトリアルライブラリから選択された結合タンパク質（Binding proteins selected 
from combinatorial libraries of an a-helical bacterial receptor domain）」, 1997
, Nat. Biotechnol. 15, 772-777）。
【０２２７】
　バイオセンサ結合試験を用いて最適なアフィボディ変異体を調査するためのバイオセン
サ分析も、他に記載されている（Ronnmark J, Gronlund H, Uhlen, M., Nygren P.Aの文
献：「プロテインAのコンビナトリアル工学からのヒト免疫グロブリンA（IgA）特異リガ
ンド（Human immunoglobulin A (IgA)-specific ligands from combinatorial engineeri
ng of protein A）」, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-2655）。
【０２２８】
（親和性試薬修飾）
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　好適な実施態様において、抗体又はその断片などの抗BST1親和性試薬は、診断部分（検
出可能な標識など）又は治療的部分に結合される。抗体は、診断に、又は所定の治療計画
の有効性を判断するのに使用することができる。検出は、抗体を検出可能な物質（標識）
に連結することによって促進することができる。検出可能な物質の例としては、種々の酵
素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射性核種、ポジトロン放射金属
(ポジトロン放出断層撮影における使用のため)、及び非放射性常磁性金属イオンが挙げら
れる。一般に、本発明による診断に使用する、抗体に結合することができる金属イオンに
ついては、米国特許第4,741,900号を参照されたい。適切な酵素には、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β‐ガラクトシダーゼ又はアセチルコリンエステ
ラーゼが含まれ、適切な補欠分子族には、ストレプトアビジン、アビジン及びビオチンが
含まれ、適切な蛍光物質には、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソ
チオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルク
ロリド及びフィコエリトリンが含まれ、適切な発光物質には、ルミノールが含まれ、適切
な生物発光物質には、ルシフェラーゼ、ルシフェリン及びエクオリンが含まれ、適切な放
射性核種には、125I、131I、111In及び99Tcが含まれる。68Gaも利用することができる。
【０２２９】
　上に示すように、本発明に使用する抗体などの親和性試薬は、細胞毒素、薬剤（例えば
、免疫抑制薬）又は放射性毒素などの治療的部分に結合することができる。かかる結合体
は、本明細書中で「免疫結合体」とも称される。1以上の細胞毒素を含む免疫結合体は「
免疫毒素」と称される。細胞毒素又は細胞傷害性物質には、細胞に対して有害な（例えば
、死滅させる）いずれかの物質が含まれる。その例としては、タキソール、サイトカラシ
ンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポ
シド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン
、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイ
シンD,1-デヒドロテストステロン、糖質コルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リド
カイン、プロプラノロール及びピューロマイシン、並びにこれらの類似体又は相同体が挙
げられる。治療剤の例としては、例えば、アンチメタボライト（例えば、メトトレキサー
ト、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、5-フルオロウラシルデカルバジ
ン）、アルキル化剤（例えば、メクロレタミン、チオエパクロラムブシル、メルファラン
、カルムスチン(BSNU)及びロムスチン(CCNU)、シクロホスファミド(cyclothosphamide)、
ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンC、並びに
シスジクロロジアミン白金(II)(DDP)シスプラチン）、アントラサイクリン（例えば、ダ
ウノルビシン（旧称ダウノマイシン）及びドキソルビシン）、抗生物質（例えば、ダクチ
ノマイシン（旧称アクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシン及びアントラマ
イシン(AMC))、並びに抗有糸分裂剤（例えば、ビンクリスチン及びビンブラスチン）も挙
げられる。
【０２３０】
　本発明の抗体に結合可能な治療用細胞毒素の他の好適な例としては、デュオカルマイシ
ン、カリケアマイシン、メイタンシン及びアウリスタチン、並びにこれらの誘導体が挙げ
られる。カリケアマイシン抗体結合体の例は市販されている（Mylotarg（登録商標）；Am
erican Home Products社製）。
【０２３１】
　細胞毒素は、当該技術分野において利用可能なリンカー技術を使用して、本発明の抗体
に結合することができる。抗体に細胞毒素を結合させるのに使用するリンカーの種類の例
としては、ヒドラゾン、チオエーテル、エステル、ジスルフィド、及びペプチド含有リン
カーが挙げられるが、これらに限定されない。リンカーは、例えば、リソソーム区画内の
低いpHによって切断されやすい、又はカテプシン（例えば、カテプシンB、C、D）などの
腫瘍組織において優先的に発現されるプロテアーゼなどのプロテアーゼによって切断され
やすいものを選択することができる。
【０２３２】
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　細胞毒素の例は、例えば、米国特許第6,989,452号、同7,087,600号、及び同7,129,261
号、国際特許出願第PCT/US2002/17210号、同PCT/US2005/017804号、同PCT/US2006/37793
号、同PCT/US2006/060050号、同PCT/US2006/060711号、国際公開公報第2006/110476号、
並びに米国特許出願第60/891,028号（これらの開示はすべて、全体において引用により本
明細書中に組み込まれる。）に記載されている。細胞毒素の種類、リンカー、及び抗体へ
の治療剤の結合方法についての更なる論考については、Saito, G.らの文献(2003)：Adv. 
Drug Deliv. Rev. 55: 199-215；Trail, P.A.らの文献(2003)：Cancer Immunol. Immunot
her. 52:328-337；Payne, G.の文献(2003)：Cancer Cell 3:207-212；Allen, T.M.の文献
(2002)：Nat. Rev. Cancer 2:750-763；Pastan, I.及びKreitman, R. J.の文献(2002)：C
urr. Opin. Investig. Drugs 3: 1089-1091；Senter, P.D.及びSpringer, C.J.の文献(20
01)：Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264も参照されたい。
【０２３３】
　また、本発明の抗体は、放射性同位体に結合して、細胞傷害性放射性医薬品（放射性免
疫結合体ともいう。）を生成することもできる。診断又は治療に使用する抗体に結合する
ことができる放射性同位元素の例としては、ヨウ素131、インジウム111、イットリウム90
及びルテチウム177が挙げられるが、これらに限定されない。放射性免疫結合体の調製方
法は、当該技術分野で確立されている。放射性免疫結合体の例は、商業的に入手可能であ
り、Zevalin（登録商標）（IDEC Pharmaceuticals社製）、及びBexxar（登録商標）（Cor
ixa Pharmaceuticals社製）を含み、類似した方法を、本発明の抗体を使用して放射性免
疫結合体を調製するのに用いることができる。
【０２３４】
　本発明の抗体結合体を使用して、所定の生物反応を改善することができ、また、薬物部
分は、古典的な化学治療剤に限定されるように解釈することはできない。例えば、薬物部
分は、所望の生物活性を有するタンパク質又はポリペプチドであり得る。かかるタンパク
質には、例えば、アブリン、リシンA、シュードモナス外毒素若しくはジフテリア毒素な
どの酵素活性のある毒素若しくはその活性断片；腫瘍壊死因子若しくはインターフェロン
‐γなどのタンパク質；又は、例えば、リンホカイン、インターロイキン‐1（「IL-1」
）、インターロイキン‐2（「IL-2」）、インターロイキン‐6（「IL-6」）、顆粒細胞マ
クロファージコロニー刺激因子（「GM-CSF」）、顆粒球コロニー刺激因子（「G-CSF」）
、若しくは他の成長因子などの生物反応調節剤が含まれ得る。Senter P.D.の文献(2009)
：Curr. Opin. Chem. Biol. 13(3):235-244; Kovtun et al. (2010) Cancer Res. 70(6):
2528-2537を参照されたい。
【０２３５】
　抗体にかかる治療的部分を結合させる技術は、周知であり、例えば、Arnonらの文献：
「癌治療における薬剤の免疫標的化のためのモノクローナル抗体(Monoclonal Antibodies
 For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy)」, 「モノクローナル抗体と癌治療
(Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy)」, Reisfeldら編, pp. 243-56 (Alan R. 
Liss, Inc. 1985)；Hellstromらの文献：「ドラッグデリバリーのための抗体(Antibodies
 For Drug Delivery)」, 「ドラッグデリバリー制御(Controlled Drug Delivery)（第2版
）」, Robinson ら編, pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987)；Thorpeの文献：「癌治
療における細胞傷害性物質の抗体担体：総説(Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents I
n Cancer Therapy: A Review)」:「モノクローナル抗体'84：生物学的及び臨床応用(Mono
clonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications)」, Pincheraら編, pp
. 475-506 (1985)；「癌治療における放射性同位元素標識化抗体の治療的使用に予想され
る分析、結果及び将来 (Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeut
ic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy)」, 「癌検出及び治療におけるモ
ノクローナル抗体(Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy)」, Bald
winら編, pp. 303-16 (Academic Press 1985)；及び、Thorpeらの文献：Immunol. Rev., 
62: 119-58 (1982)を参照されたい。
【０２３６】
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　または、Segalにより米国特許第4,676,980号に記載されているように、抗体を第2の抗
体に結合し、抗体ヘテロ結合体を形成することができる。
【０２３７】
　抗体は、結合される治療的部分の有無にかかわらず、単独で、又は細胞傷害性因子及び
／若しくはサイトカインと組み合わせて投与される治療薬として使用することができる。
【０２３８】
　本発明は、抗体介在性(antibody-directed)細胞媒介性細胞傷害性（ADCC）を誘導する
、完全ヒト又はヒト化抗体も提供する。完全ヒト抗体は、タンパク質配列が天然に存在す
るヒト免疫グロブリン配列によってコードされており、単離された抗体産生ヒトBリンパ
球、又は、染色体領域をコードするマウス免疫グロブリンがオルソログ的なヒト配列によ
り置換されたマウスのトランスジェニックマウスBリンパ球のいずれかに由来する。後者
の型のトランスジェニック抗体には、HuMab（Medarex社、CA）及びXenoMouse（Abgenix社
、CA）が含まれるが、これらに限定されない。ヒト化抗体は、適切な抗原特異性の非ヒト
抗体分子の定常領域が、適切なエフェクター機能を有するヒト抗体の、好ましくはIgGサ
ブタイプの定常領域により置換される抗体である（Morrisonらの文献1984：Proc. Natl. 
Acad. Sci. 81:851-855; Neubergerらの文献1984：Nature 312:604-608；Takedaらの文献
1985：Nature 314:452-454）。適切なエフェクター機能にはADCCが含まれ、これは、完全
ヒト抗体又はヒト化抗体が癌細胞の表面上の標的に結合した場合、通常の免疫系の一部で
あるリンパ球の細胞死滅特性のスイッチを入れることによる、自然過程である。これらの
活性なリンパ球、いわゆるナチュラルキラー（NK）細胞は、抗体が結合する生存細胞を破
壊するために、細胞傷害過程を用いる。ADCC活性は、抗原特異的抗体及び免疫適格の生存
ヒト対象から抽出した末梢血単核細胞の存在下、ユーロピウム(Eu3+)標識された生存細胞
からのEu3+の放出を測定することにより検出及び定量化することができる。ADCC過程は、
Janeway Jr. C.A.らの文献：Immunobiology, 第5版, 2001, Garland Publishing, ISBN 0
-8153-3642-X; Pier G.B.らの文献：Immunology, Infection, and Immunity, 2004, p246
-5; Albanell J.らの文献：Advances in Experimental Medicine and Biology, 2003, 53
2:p2153-68、及びWeng, W.-K.らの文献：Journal of Clinical Oncology, 2003, 21:p 39
40-3947に詳細に記載されている。ADCCの検出及び定量化のための適切な方法は、Blomber
gらの文献：Journal of Immunological Methods. 1986, 86:p225-9; Blombergらの文献：
Journal of Immunological Methods. 1986, 21;92:p117-23、並びにPatel及びBoydの文献
：Journal of Immunological Methods. 1995, 184:p29-38に見出すことができる。
【０２３９】
　ADCCは、通常、NK細胞の活性化を含み、NK細胞の表面上のFc受容体によって、抗体で被
覆した細胞の認識に依存する。Fc受容体は、標的細胞の表面に特異的に結合した、IgGな
どの抗体のFc（結晶質）部分を認識する。NK細胞の活性化を誘発するFc受容体は、CD16又
はFcγRIIIaと呼ばれている。一旦FcγRIIIa受容体がIgG Fcに結合すると、NK細胞は、IF
N-γなどのサイトカイン、並びに標的細胞に入り、アポトーシスを誘発することによって
細胞死を促進するパーフォリン及びグランザイムを含有する細胞傷害性顆粒を放出する。
【０２４０】
　抗体による抗体依存性細胞傷害（ADCC）の誘導は、抗体定常領域（Fc）と、免疫系の細
胞の表面に存在する種々の受容体との間の相互作用を変える修飾により強化することがで
きる。かかる修飾には、哺乳動物細胞での天然合成若しくは組換え合成時において、抗体
のFcに通常添加される複雑なオリゴ糖鎖におけるα1,6結合フコース部分の減少又は欠如
が含まれる。好適な実施態様において、抗体又はその断片などの非フコシル化抗BST1親和
性試薬は、ADCC反応を誘導するこれらの能力を強化するために生産される。
【０２４１】
　Fcのオリゴ糖鎖におけるα1,6結合フコース部分を低減又は切除する技術は十分に確立
されている。第１の例において、組換え抗体は、α1,6結合のフコースを、N結合二分岐複
雑型Fcオリゴ糖の最も内側のN-アセチルグルコサミンに加えるその能力が欠損した細胞株
において合成される。かかる細胞株には、低レベルのα1,6-フコシル基転移酵素遺伝子（
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FUT8）を発現するラットハイブリドーマYB2/0が含まれるが、これに限定されない。好ま
しくは、抗体は、FUT8遺伝子の両方の複製の欠失により、α1,6結合フコシル部分を複雑
なオリゴ糖鎖に加えることができない細胞株において合成される。かかる細胞株には、FU
T8-/- CHO/DG44細胞株が含まれるが、これに限定されない。部分的にフコシル化された若
しくは非フコシル化された抗体及び親和性試薬を合成する技術は、Shinkawaらの文献：J.
 Biol. Chem. 278:3466-34735 (2003)；Yamane-Ohnukiらの文献：Biotechnology and Bio
engineering 87: 614-22 (2004)、並びに国際公開公報第00/61739 A1号、同02/31140 A1
号及び同03/085107 A1号に記載されている。第２の例において、組換え抗体のフコシル化
は、二分したN-アセチルグルコサミンを運搬する複雑なN結合オリゴ糖の生産を最大にす
るレベルで糖タンパク質修飾グリコシルトランスフェラーゼを過剰発現させるように遺伝
子操作した細胞株の合成によって、低減されるか又は中止される。例えば、抗体は、酵素
N-アセチルグルコサミン転移酵素III(GnT III)を発現する、チャイニーズハムスター卵巣
細胞株において合成される。好適な糖タンパク質修飾グリコシル転移酵素で安定的にトラ
ンスフェクトされた細胞株、及びこれらの細胞を使用する抗体の合成法は、国際公開公報
第99/54342号に開示されている。
【０２４２】
　非フコシル化抗体又は親和性試薬は、単独で、又は細胞傷害性因子及び／若しくはサイ
トカインと組み合わせて投与される治療薬として使用することができる。
【０２４３】
　更なる修飾において、抗体Fcのアミノ酸配列は、リガンド親和性に影響を及ぼすことな
く、ADCC活性化を高めるように変更される。かかる修飾の例は、Lazarらの文献：Proceed
ings of the National Academy of Sciences 2006, 103: p4005-4010；国際公開公報第03
/074679号及び同2007/039818号に記載されている。これらの例において、239位のセリン
のアスパラギン酸へ、及び332位のグルタミン酸のイソロイシンへなどの抗体Fc内のアミ
ノ酸の置換は、Fc受容体への抗体の結合親和性を変更し、ADCC活性化の増加をもたらした
。
【０２４４】
　アミノ酸置換によりADCC活性化が増強された抗体試薬は、単独で、又は細胞傷害性因子
及び／又はサイトカインと組み合わせて投与される治療薬として使用することができる。
【０２４５】
　また、本発明は、第１の標的エピトープ（すなわち、BST1）に対する少なくとも1つの
第１の結合特異性及び第２の標的エピトープに対する第２の結合特異性を有する、二重特
異性分子も提供する。第２の標的エピトープは、第１の結合特異性により結合されたもの
と同じ標的タンパク質に存在すると考えられる。または、第２の標的エピトープは、第１
の結合特異性により結合された第１のタンパク質に結合されたものと異なる標的タンパク
質に存在すると考えられる。第２の標的エピトープは、第１の標的エピトープ（すなわち
、BST1）と同じ細胞に存在し得る。または、第２の標的エピトープは、第１の標的エピト
ープを提示する細胞によって提示されない標的に存在し得る。本明細書に使用する「結合
特異性」という用語は、少なくとも1つの抗体可変ドメインを含む部分を指す。
【０２４６】
　これらの二重特異性分子は、T細胞クローン性増殖及びT細胞傷害性などの、エフェクタ
ー細胞（例えば、CD3若しくはCD5発現細胞傷害性T細胞）及びトリガーCD3又はCD5媒介エ
フェクター細胞活性を示すBST1発現細胞を標的とする。本発明の二重特異性抗体は、全2
つ又は3つの抗体可変ドメイン有し、二重特異性抗体の第１の部分は、ヒト免疫エフェク
ター細胞に位置するエフェクター抗原に特異的に結合することにより、ヒト免疫エフェク
ター細胞の活性を補強することができ、エフェクター抗原は、ヒトCD3又はCD5抗原であり
、前述の第１の部分は、1つの抗体可変ドメインからなり、二重特異性抗体の第２の部分
は、エフェクター抗原以外の標的抗原、例えばBST1に特異的に結合することができ、前述
の標的抗原は、前述のヒト免疫エフェクター細胞以外の標的細胞に位置し、前述の第２の
部分は、1つ又は2つの抗体可変ドメインを含む。
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【０２４７】
　(本発明の疾患を含む癌の診断)
　本発明によれば、本発明の疾患を有することが疑われるか又は有することが既知の対象
から得られた骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺若しくは膵臓の組織、血清、血漿又は尿の
試験試料を診断又はモニタリングするのに使用することができる。一実施態様において、
（本発明の疾患を有しない対象由来の）対照試料又はあらかじめ決定された基準範囲と比
較しての試験試料におけるBST1の存在量の変化は、本発明の疾患の存在を示す。別の実施
態様において、対照試料又はあらかじめ決定された基準範囲と比較しての試験試料におけ
るBST1の相対的存在量は、本発明の疾患のサブタイプを示す（例えば、炎症性乳癌、家族
性若しくは散発性結腸直腸癌、腎細胞癌、扁平上皮細胞肺癌腫、小細胞癌、又は膵臓の内
分泌腫瘍）。さらに別の実施態様において、対照試料又はあらかじめ決定された基準範囲
と比較しての試験試料におけるBST1の相対的存在量は、本発明の疾患（例えば、転移の可
能性）の程度又は重篤性を示す。上述した方法のいずれかにおいて、BST1の検出は、場合
により、本発明の疾患についての1以上の追加的なバイオマーカーの検出と組み合わせる
ことができる。本明細書に記載する好ましい技術、キナーゼアッセイ、BST1を検出し及び
／又は視覚化するイムノアッセイ（例えば、ウエスタンブロット、免疫沈降後のドデシル
硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動、免疫組織化学法など）を含むがこれら
に限定されない、いずれかの適切な方法を用いて、BST1のレベルを測定することができる
。更なる態様において、対照試料又はあらかじめ決定された基準範囲と比較しての試験試
料におけるBST1をコードするmRNAの存在量の変化は、本発明の疾患の存在を示す。いずれ
かの適切なハイブリダイゼーションアッセイ法を用いて、BST1をコードするmRNAを検出し
及び／又は視覚化することによりBST1発現を検出することができる（例えば、ノーザンア
ッセイ、ドットブロット、インサイチュハイブリダイゼーションなど）。
【０２４８】
　本発明の別の実施態様において、BST1に特異的に結合する標識化抗体（又は他の親和性
試薬）、その誘導体及び類似体は、本発明の疾患を検出し、診断し又はモニタリングする
ための診断目的に使用することができる。本発明の疾患は、動物において、より好ましく
は哺乳動物、及び最も好ましくはヒトにおいて検出されることが好ましい。
【０２４９】
（スクリーニングアッセイ）
　本発明は、BST1に結合し、又はBST1の発現若しくは活性に対し刺激効果若しくは阻害効
果を有する物質（例えば、候補化合物又は試験化合物）を同定する方法を提供する。また
、本発明は、BST1関連ポリペプチド若しくはBST1融合タンパク質に結合するか、又はBST1
関連ポリペプチド若しくはBST1融合タンパク質の発現若しくは活性に対し刺激効果若しく
は阻害効果を有する物質、候補化合物又は試験化合物を同定する方法を提供する。物質、
候補化合物又は試験化合物の例としては、核酸（例えば、DNA及びRNA）、炭水化物、脂質
、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、低分子及び他の薬物が挙げられるが、これら
に限定されない。物質は、次に示すものを含む、当該技術分野で公知のコンビナトリアル
ライブラリ法における多数のアプローチのいずれかを用いて得ることができる：生物学的
ライブラリ；空間的にアドレス指定可能な並列固相又は溶液相ライブラリ；デコンボリュ
ーションを必要とする合成ライブラリ法；「1ビーズ1化合物」ライブラリ法；及び、親和
性クロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリ法。生物学的ライブラリアプローチ
はペプチドライブラリに限られるが、他の4つのアプローチは、化合物のペプチド、非ペ
プチドオリゴマー又は低分子ライブラリに適用することができる（Lamの文献1997：Antic
ancer Drug Des. 12:145；米国特許第5,738,996号；及び、米国特許第5,807,683号。それ
ぞれ、その全体が引用により本明細書中に組み込まれる。)。
【０２５０】
　分子ライブラリの合成についての方法の例は、当該技術分野において、例えば、DeWitt
らの文献1993：Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90：6909；Erbらの文献1994：Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 91：11422；Zuckermannらの文献1994：J. Med. Chem. 37:2678；Choら
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の文献1993：Science 261:1303；Carrellらの文献1994：Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 3
3:2059；Carellらの文献1994：Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061；及び、Gallopら
の文献1994：J. Med. Chem. 37:1233に見出すことができる。これらはそれぞれ、引用に
よりそのすべてが本明細書中に組み込まれる。
【０２５１】
　化合物のライブラリは、例えば、溶液中に（例えば、Houghtenの文献1992：BioTechniq
ues, 13：412-421)、又はビーズ上に(Lamの文献1991：Nature 354：82-84)、チップ(Fodo
rの文献1993：Nature, 364：555-556)、細菌に(米国特許第5,223,409号)、胞子(特許番号
5,571,698；5,403,484；及び5,223,409)、プラスミドに（Cullらの文献1992：Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 89：1865-1869）若しくはファージに（Scott及びSmithの文献1990：S
cience, 249：386-390；Devlinの文献1990：Science 249:404-406；Cwirlaらの文献1990
：Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382；及びFeliciの文献1991：J. Mol. Biol. 2
22:301-310）存在し得、これらはそれぞれ、引用によりそのすべてが本明細書中に組み込
まれる。
【０２５２】
　一実施態様において、BST1、BST1断片（例えば、機能的に活性な断片）、BST1関連ポリ
ペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片、又はBST1融合タンパク質と相互作用する（すな
わち、結合する）物質は、細胞に基づくアッセイ系で同定される。本実施態様によれば、
BST1、BST1の断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片、又はBST1融合
タンパク質を発現する細胞を候補化合物又は対照化合物と接触させ、BST1と相互作用する
候補化合物の能力を決定する。所望の場合、このアッセイを用いて、複数（例えば、ライ
ブラリ）の候補化合物をスクリーニングすることができる。細胞は、例えば原核生物起源
（例えば、大腸菌）又は真核生物起源（例えば、酵母又は哺乳動物）であり得る。さらに
、細胞は、BST1、BST1の断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若し
くはBST1融合タンパク質を内因的に発現することができるか、又はBST1、BST1の断片、BS
T1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質を発現す
るように遺伝子操作することができる。特定の場合において、BST1、BST1の断片、BST1関
連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質、又は候補化
合物は、例えば、放射性標識（例えば、32P、35S及び125I）又は蛍光標識（例えば、フル
オレッセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、ア
ロフィコシアニン、o-フタルアルデヒド又はフルオレサミン）で標識化し、BST1と候補化
合物との間の相互作用の検出を可能にする。BST1、BST1の断片、BST1関連ポリペプチド、
BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質により直接又は間接的に相互作
用する候補化合物の能力は、当業者に公知の方法で決定することができる。例えば、候補
化合物と、BST1、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合
タンパク質との間の相互作用は、フローサイトメトリー、シンチレーションアッセイ、免
疫沈降又はウエスタンブロット分析によって決定することができる。
【０２５３】
　別の実施態様において、BST1、BST1断片（例えば、機能的に活性な断片）、BST1関連ポ
リペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質と相互作用する（
すなわち、結合する）物質は、無細胞アッセイ系で同定される。本実施態様によれば、天
然型若しくは組換え型のBST1若しくはその断片、天然型若しくは組換え型のBST1関連ポリ
ペプチド若しくはその断片、BST1融合タンパク質若しくはその断片を候補化合物又は対照
化合物と接触させ、BST1、又はBST1関連ポリペプチド、又はBST1融合タンパク質と相互作
用する候補化合物の能力を決定する。所望の場合、このアッセイ法を用いて、複数（例え
ば、ライブラリ）の候補化合物をスクリーニングすることができる。好ましくは、BST1、
BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパ
ク質は、はじめに、例えばBST1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチ
ドの断片若しくはBST1融合タンパク質を、これらを特異的に認識し結合する固定された抗
体（若しくは他の親和性試薬）と接触させることにより、又はBST1、BST1断片、BST1関連
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ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質の精製調製物を
、タンパク質に結合するように設計された表面と接触させることにより、固定される。BS
T1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タ
ンパク質は、部分的に若しくは完全に精製し得る（例えば、部分的に又は完全に他のポリ
ペプチドがない）か、又は細胞溶解物の一部であり得る。さらに、BST1、BST1断片、BST1
関連ポリペプチド又はBST1関連ポリペプチドの断片は、BST1若しくはその生物学的活性部
分、又はBST1関連ポリペプチド、及びグルタチオンSトランスフェラーゼなどのドメイン
を含む融合タンパク質であり得る。または、BST1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BS
T1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質は、当業者に周知の技術（例えば
、ビオチン化キット、Pierce Chemicals社(Rockford, IL)製）を使用してビオチン化する
ことができる。BST1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若
しくはBST1融合タンパク質と相互作用する候補化合物の能力は、当業者に公知の方法で決
定することができる。
【０２５４】
　別の実施態様において、細胞に基づくアッセイ系を用いて、BST1の生産若しくは分解の
原因であるか、又はBST1の翻訳後修飾の原因である酵素などのタンパク質又はその生物学
的活性部分に結合し又はその活性を調節する物質を同定する。一次スクリーニングにおい
て、複数（例えば、ライブラリ）の化合物を、自然に又は組換えにより次に示すものを発
現する細胞と接触させる：(i)BST1、BST1アイソフォーム、BST1相同体、BST1関連ポリペ
プチド、BST1融合タンパク質又は前述のいずれかの生物学的に活性な断片；及び、（ii）
BST1、BST1アイソフォーム、BST1相同体、BST1関連ポリペプチド、BST1融合タンパク質の
プロセシングの原因であるタンパク質、又はBST1、BST1アイソフォーム、BST1相同体、BS
T1関連ポリペプチド、BST1融合タンパク質若しくは断片の生産、分解又は翻訳後修飾を調
節する化合物を同定するための断片。そして、必要に応じて、一次スクリーニングにおい
て同定された化合物を、自然に又は組換えによりBST1を発現する細胞に対する二次スクリ
ーニングにおいてアッセイすることができる。BST1、アイソフォーム、相同体、BST1関連
ポリペプチド又はBST1融合タンパク質の生産、分解又は翻訳後修飾を調節する候補化合物
の能力は、フローサイトメトリー、シンチレーションアッセイ、免疫沈降及びウエスタン
ブロット分析を含むがこれらに限定されない、当業者に公知の方法で決定することができ
る。
【０２５５】
　別の実施態様において、BST1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチ
ドの断片若しくはBST1融合タンパク質に競合的に相互作用する（すなわち、結合する）物
質を競合結合アッセイで同定する。本実施態様によれば、BST1、BST1断片、BST1関連ポリ
ペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質を発現する細胞を、
候補化合物、及びBST1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片
若しくはBST1融合タンパク質と相互作用することが公知の化合物と接触させ、次いで、BS
T1、BST1断片、BST1関連ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タ
ンパク質に優先的に相互作用する候補化合物の能力を決定する。または、BST1、BST1断片
、BST1関連ポリペプチド又はBST1関連ポリペプチドの断片に優先的に相互作用する（すな
わち、結合する）物質は、無細胞アッセイ系において、BST1、BST1断片、BST1関連ポリペ
プチド、BST1関連ポリペプチドの断片、若しくはBST1融合タンパク質を、候補化合物、及
びBST1、BST1関連ポリペプチド若しくはBST1融合タンパク質と相互作用することが公知の
化合物と接触させることにより同定される。上述したように、BST1、BST1断片、BST1関連
ポリペプチド、BST1関連ポリペプチドの断片若しくはBST1融合タンパク質と相互作用する
候補化合物の能力は、当業者に公知の方法で決定することができる。これらの細胞に基づ
くアッセイ、又は無細胞アッセイのいずれかを用いて、複数（例えば、ライブラリ）の候
補化合物をスクリーニングすることができる。
【０２５６】
　別の実施態様において、BST1又はBST1関連ポリペプチドの発現又は活性を調節する（す
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なわち、上方制御するか若しくは下方制御する）物質は、BST1又はBST1関連ポリペプチド
を発現する細胞（例えば、原核生物起源若しくは真核生物起源の細胞）を候補化合物又は
対照化合物（例えば、リン酸緩衝食塩水（PBS））と接触させること、及び、BST1、BST1
関連ポリペプチド、又はBST1融合タンパク質、BST1をコードするmRNA、又はBST1関連ポリ
ペプチドをコードするmRNAの発現を決定することにより同定される。候補化合物の存在下
におけるBST1、BST1関連ポリペプチド、BST1をコードするmRNA又はBST1関連ポリペプチド
をコードするmRNAの発現レベルは、候補化合物の存在しない状態における（例えば、対照
化合物の存在下における）BST1、BST1関連ポリペプチド、BST1をコードするmRNA又はBST1
関連ポリペプチドをコードするmRNAの発現レベルと比較される。そして、候補化合物は、
この比較に基づいて、BST1又はBST1関連ポリペプチドの発現のモジュレータと同定するこ
とができる。例えば、BST1又はmRNAの発現が、その存在しない状態よりも候補化合物の存
在下で顕著に多い場合、候補化合物はBST1又はmRNAの発現の刺激因子と同定される。また
は、BST1又はmRNAの発現が、その存在しない状態よりも候補化合物の存在下で顕著に少な
い場合、候補化合物はBST1又はmRNAの発現の阻害因子と同定される。BST1又はこれをコー
ドするmRNAの発現レベルは、当業者に公知の方法により決定することができる。例えば、
mRNA発現は、ノーザンブロット分析又はRT-PCRにより評価することができ、タンパク質レ
ベルは、ウエスタンブロット分析により評価することができる。
【０２５７】
　別の実施態様において、BST1又はBST1関連ポリペプチドの活性を調節する物質は、BST1
若しくはBST1関連ポリペプチドを含む調製物、又はBST1若しくはBST1関連ポリペプチドを
発現する細胞（例えば、原核生物若しくは真核生物細胞）を、試験化合物若しくは対照化
合物と接触させること、及び、BST1又はBST1関連ポリペプチドの活性を調節する（例えば
、刺激若しくは阻害する）試験化合物の能力を決定することにより、同定される。BST1又
はBST1関連ポリペプチドの活性は、BST1若しくはBST1関連ポリペプチドの細胞シグナル伝
達経路の誘導（例えば、細胞内Ca2+、ジアシルグリセロール、IP3など）を検出すること
、適切な基質における標的の触媒若しくは酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（
例えば、BST1若しくはBST1関連ポリペプチドに応答性であり、かつ検出可能なマーカー（
例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に機能的に連結された、調節エレメント）の
誘導を検出すること、又は、細胞応答、例えば細胞分化若しくは細胞増殖を検出すること
により、評価することができる。本記載に基づき、当業者に公知の技術が、これらの活性
を測定するのに使用することができる（例えば、米国特許第5,401,639号（引用により本
明細書中に組み込まれる。）参照）。そして、候補化合物は、対照化合物に対する候補化
合物の効果を比較することにより、BST1又はBST1関連ポリペプチドの活性のモジュレータ
と同定することができる。適切な対照化合物には、リン酸緩衝食塩水（PBS）及び通常の
食塩水（NS）が含まれる。
【０２５８】
　別の実施態様において、BST1又はBST1関連ポリペプチドの発現、活性、又は発現及び活
性の両方を調節する（すなわち、上方制御するか若しくは下方制御する）物質を動物モデ
ルにおいて同定する。適切な動物の例としては、マウス、ラット、ウサギ、サル、モルモ
ット、イヌ及びネコが挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、使用する動物
は、本発明の疾患のモデルを表す（例えば、ヌードマウス若しくはSCIDマウスにおけるMC
F-7(Ozzello L, Sordat M., Eur J Cancer. 1980; 16:553-559)及びMCF10AT（Millerらの
文献：J Natl Cancer Inst. 1993;85:1725-1732）などの乳癌細胞系の異種移植片；エス
トロゲン欠乏SCIDマウスにおけるMDA-MB-345などのヒト結腸直腸癌細胞系の異種移植片, 
Eccles らの文献：1994 Cell Biophysics 24/25, 279；CAKI-1（Matthews PN, Grant AG,
 Hermon-Taylor J. Brの文献：J Cancer. 1984年2月; 49(2): 193-198）, 786-O（G. J. 
STREWLERらの文献：Endocrinology Vol. 119, No. 1 303-310）、及びヌードマウスにお
けるACHN（Zeng J, Mei W, Huang H, Li X, Kong P.らの文献：J Huazhong Univ Sci Tec
hnolog Med Sci. 2002;22(4):331-3）A549及びH460などの非小細胞肺癌細胞系の異種移植
片、並びに、ヌードマウスにおける、MIA PaCa-2などの膵癌細胞系のNCI-H345又は異種移
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植片などの小細胞肺癌細胞系の異種移植片, Marincolaらの文献：J Surg Res 1989年12月
;47(6):520-9）。これらのモデルにおいて示される病理は、本発明の疾患の病理と類似し
ているので、これらは、BST1のレベルを調節する試験化合物に利用することができる。本
実施態様により、試験化合物又は対照化合物を（例えば、経口的に、直腸に又は非経口的
に、例えば腹膜内に又は静注で）適切な動物に投与し、BST1又はBST1関連ポリペプチドの
発現、活性、又は発現及び活性の両方における効果を判断する。BST1又はBST1関連ポリペ
プチドの発現における変化は、先に概要を示した方法で評価することができる。
【０２５９】
　さらに、別の実施態様において、BST1又はBST1関連ポリペプチドは、BST1又はBST1関連
ポリペプチドに結合するか又は相互作用する他のタンパク質を同定するためのツーハイブ
リッドアッセイ又はスリーハイブリッドアッセイにおける「ベイトタンパク質」として使
用される（例えば、米国特許第5,283,317号；Zervosらの文献(1993)：Cell 72:223-232; 
Maduraらの文献(1993)：J. Biol. Chem. 268:12046-12054；Bartelらの文献(1993)：BioT
echniques 14:920-924；Iwabuchiらの文献(1993)：Oncogene 8:1693-1696；及び、国際公
開公報第94/10300号参照）。当業者に認識されているように、かかる結合タンパク質は、
例えば、BST1が関与するシグナリング経路の上流又は下流の要素として、BST1によりシグ
ナルの伝播に関与する可能性もある。
【０２６０】
　本発明は、先に記載したスクリーニングアッセイ法により同定される新規物質、及び本
明細書に記載するような治療におけるその使用を更に提供する。加えて、本発明はまた、
本発明の疾患の治療用医薬の製造における、BST1と相互作用するか又はその活性を調節す
る物質の使用についても提供する。
【０２６１】
（BST1の治療的使用）
　本発明は、治療用化合物の投与による種々の疾患及び障害の治療又は予防を提供する。
かかる化合物には、次に示す化合物が含まれるが、これらに限定されない：BST1、BST1類
似体、BST1関連ポリペプチド及びその誘導体（断片を含む）；前述のものに対する抗体（
又は他の親和性試薬）；BST1、BST1類似体、BST1関連ポリペプチド及びその断片をコード
する核酸；BST1又はBST1関連ポリペプチドをコードする遺伝子に対するアンチセンス核酸
；及び、BST1又はBST1関連ポリペプチドをコードする遺伝子のモジュレータ（例えば、ア
ゴニスト及びアンタゴニスト）。本発明の重要な特徴は、本発明の疾患などの癌に関与す
るBST1の非変異体(lon-variant)をコードする遺伝子の同定である。本発明の疾患を有す
る対象の血清若しくは組織におけるBST1の機能又は発現を減少させる治療用化合物の投与
により治療することができる（例えば、症状を寛解させるか又は発症若しくは進行を遅延
させることができる）か又は予防することができる。
【０２６２】
　一実施態様において、それぞれBST1に特異的に結合する1以上の抗体（若しくは他の親
和性試薬）を、単独で、又は1以上の追加的な治療用化合物若しくは治療と組み合わせて
投与する。
【０２６３】
　抗体（又は他の親和性試薬）などの生物学的生成物は、例えば、これが投与される対象
に対し同種（allogeneic）である。一実施態様において、ヒトのBST1若しくはヒトのBST1
関連ポリペプチド、ヒトのBST1若しくはヒトのBST1関連ポリペプチドをコードする核酸、
又はヒトのBST1若しくはヒトのBST1関連ポリペプチドに対する抗体（若しくは他の親和性
試薬）を、治療法（例えば、症状を寛解させるか又は発症若しくは進行を遅延させる）又
は予防のためにヒト対象に投与する。
【０２６４】
　理論により制限されることなく、BST1に特異的に結合する抗体（又は他の親和性試薬）
の治療的活性は、抗体依存性細胞傷害（ADCC）の現象を介して達成できることが考えられ
る（例えば、Janeway Jr. C.A.らの文献：Immunobiology, 第5版, 2001, Garland Publis
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hing, ISBN 0-8153-3642-X; Pier G.B. らの文献：Immunology, Infection, and Immunit
y, 2004, p246-5；Albanell J. らの文献：Advances in Experimental Medicine and Bio
logy, 2003, 532:p2153-68及び、Weng, W.-K. らの文献：Journal of Clinical Oncology
, 2003, 21:p 3940-3947参照）。
【０２６５】
（本発明の疾患の治療及び予防）
　例えば、本発明の疾患を有することが疑われるか若しくは有することが既知の対象への
、又は本発明の疾患を発生する危険性のある対象への、本発明の疾患を有しない対象の血
清若しくは組織と比較して本発明の疾患を有する対象の血清若しくは組織に示差的に存在
するBST1のレベル又は活性（すなわち、機能）を調節する（すなわち、増加させるか若し
くは減少させる）化合物の投与により、治療又は予防される。一実施態様において、本発
明の疾患は、本発明の疾患を有することが疑われるか若しくは有することが既知の対象へ
の、又は本発明の疾患が発生する危険性のある対象への、本発明の疾患を有する対象の血
清若しくは組織において減少したBST1のレベル又は活性（すなわち、機能）を上方制御す
る（すなわち、増加させる）化合物を投与することにより、治療又は予防される。かかる
化合物の例としては、BST1のアンチセンスオリゴヌクレオチド又はリボザイム、BST1に対
する抗体（又は他の親和性試薬）、及びBST1の酵素活性を阻害する化合物が挙げられるが
、これらに限定されない。他の有用な化合物、例えば、BST1のアンタゴニスト及びBST1の
低分子アンタゴニストは、インビトロアッセイを用いて同定することができる。
【０２６６】
　また、癌、例えば本発明の疾患は、かかる癌を有することが疑われるか若しくは有する
ことが既知の対象への、又はかかる癌を発生する危険性のある対象への、かかる癌を有す
る対象の血清又は組織において増加したBST1のレベル又は活性（すなわち、機能）を下方
制御する化合物の投与により、治療又は予防される。かかる化合物の例としては、次に示
すものが挙げられるが、これらに限定されない：BST1、BST1の断片及びBST1関連ポリペプ
チド；（例えば、遺伝子療法における使用のための）BST1、BST1の断片及びBST1関連ポリ
ペプチドをコードする核酸；及び、酵素活性を有するBST1又はBST1関連ポリペプチドのた
めの、酵素活性を調節することが公知の化合物又は分子。使用可能な他の化合物、例えば
BST1のアゴニストは、インビトロアッセイを用いて同定することができる。
【０２６７】
　別の実施態様において、治療又は予防は、個々の対象の必要に合わせて調製する。した
がって、特定の実施態様において、BST1のレベル又は機能を促進する化合物は、BST1のレ
ベル若しくは機能がないか、又は対照若しくは正常の基準範囲と比較してBST1のレベル若
しくは機能が減少している、癌、例えば本発明の疾患を有することが疑われるか若しくは
有することが既知の対象に、治療的に若しくは予防的に投与される。更なる実施態様にお
いて、BST1のレベル又は機能を促進する化合物は、BST1のレベル若しくは機能が対照若し
くは基準範囲と比較して増加している、癌、例えば本発明の疾患を有することが疑われる
か若しくは有することが既知の対象に、治療的に若しくは予防的に投与される。更なる実
施態様において、BST1のレベル又は機能を減少させる化合物は、BST1のレベル若しくは機
能が対照若しくは基準範囲と比較して増加している、癌、例えば本発明の疾患を有するこ
とが疑われるか若しくは有することが既知の対象に、治療的に若しくは予防的に投与され
る。更なる実施態様において、BST1のレベル又は機能を減少させる化合物は、BST1のレベ
ル若しくは機能が対照若しくは基準範囲と比較して減少している、癌、例えば本発明の疾
患を有することが疑われるか若しくは有することが既知の対象に、治療的に若しくは予防
的に投与される。かかる化合物の投与によるBST1の機能又はレベルにおける変化は、例え
ば、試料（例えば、血液若しくは尿）を得ることにより、及びBST1のインビトロレベル若
しくは活性、又はBST1をコードするmRNAのレベル、又は前述のいずれかの組合せをアッセ
イすることにより、容易に検出することができる。かかるアッセイは、本明細書に記載す
るように、本化合物の投与前及び投与後に行うことができる。
【０２６８】
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　本発明の化合物には、BST1プロファイルを正常に回復させるいずれかの化合物、例えば
、有機低分子、タンパク質、ペプチド、抗体（又は他の親和性試薬）、核酸などが含まれ
るが、これらに限定されない。本発明の化合物は、いずれかの他の化学療法剤と組み合わ
せて供することができる。
【０２６９】
（ワクチン療法）
　本発明の別の態様は、BST1若しくはそのエピトープ含有断片、又はBST1をコードする核
酸若しくはその断片を、場合により免疫賦活剤とともに含む、免疫原性組成物、好適には
ワクチン組成物である。
【０２７０】
　また、かかる組成物を対象に投与することを含む免疫応答を高める方法、並びに、かか
る組成物の治療有効量をその必要のある対象に投与することを含む、癌、例えば本発明の
疾患の治療方法又は予防方法、及び本発明の疾患の予防又は治療に使用するかかる組成物
も提供する。
【０２７１】
　したがって、BST1は、抗原性物質として有用であり、癌、例えば本発明の疾患の治療又
は予防のためのワクチンの製造に使用することができる。かかる物質は、「抗原性」及び
／又は「免疫原性」であり得る。通常、「抗原性」とは、タンパク質が抗体（若しくは他
の親和性試薬）を生じるように使用できるか、又は実際に対象若しくは実験動物における
抗体反応を誘導できることを意味する。「免疫原性」とは、タンパク質が、対象又は実験
動物において保護免疫応答などの免疫応答を誘発できることを意味する。したがって、後
者の場合、タンパク質は、抗体反応を発生させるだけでなく、抗体に基づかない免疫応答
も発生させ得る。また、「免疫原性」は、タンパク質がインビトロ設定（例えば、T細胞
増殖アッセイ）における免疫様反応を誘発することができるか否かも含む。適切な免疫応
答の生成は、1以上のアジュバントの存在及び／又は抗原の適切な提示を必要とし得る。
【０２７２】
　当業者は、BST1の相同体又は誘導体も抗原性／免疫原性物質としての使用が見出される
ことを認識する。したがって、例えば、1以上の付加、欠失、置換などを含むタンパク質
が本発明に含まれる。加えて、一方のアミノ酸を別の類似の「型」に置き換えることが可
能であり得る。例えば、一方の疎水性アミノ酸を別のものに置き換える。アミノ酸配列を
比較するために、CLUSTALプログラムなどのプログラムを使用することができる。このプ
ログラムはアミノ酸配列を比較し、適切にいずれかの配列にスペースを挿入することによ
り最適なアライメントを見出す。最適なアライメントについてのアミノ酸同一性又は類似
性（アミノ酸型の同一性及び保存）を算出することができる。BLASTxのようなプログラム
は、類似配列で最も長いストレッチを配置し、値を適合させるように割り当てる。このよ
うにして複数の類似領域が見出される比較を得ることが可能であり、そのそれぞれは異な
るスコアを有する。両方のタイプの分析が本発明で考慮される。
【０２７３】
　相同体及び誘導体の場合、本明細書に記載するタンパク質との同一性の程度は、相同体
又は誘導体がその抗原性及び／又は免疫原性を保持することよりも重要ではない。しかし
ながら、好適には、本明細書に記載するタンパク質又はポリペプチドと少なくとも60%の
類似性を有する（上述のような）相同体又は誘導体、例えば、少なくとも80%の類似性な
どの少なくとも70%の類似性を有する相同体又は誘導体が提供される。特に、少なくとも9
0%又は更に95%の類似性を有する相同体又は誘導体が提供される。好適には、相同体又は
誘導体は、本明細書に記載するタンパク質又はポリペプチドと少なくとも60%の配列同一
性を有する。好ましくは、相同体又は誘導体は、少なくとも70%の同一性を有し、より好
ましくは少なくとも80%の同一性を有する。最も好ましくは、相同体又は誘導体は、少な
くとも90%又は更に95%の同一性を有する。
【０２７４】
　代替的なアプローチにおいて、相同体又は誘導体は、例えば所望のタンパク質又はポリ
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ペプチドに効果的にタグを付けることによって精製がより容易になる部分を組み込んだ融
合タンパク質であり得る。これは、「タグ」を除去するのに必要であるか、又は、これは
、融合タンパク質自体が有用であるのに十分な抗原性を保持する場合でもあり得る。
【０２７５】
　エピトープ領域、すなわちタンパク質又はポリペプチドの抗原性又は免疫原性の原因と
なるその領域を同定するのに抗原性タンパク質又はポリペプチドをスクリーニングできる
ことは周知である。当業者に周知の方法は、抗原性について断片及び／又は相同体及び／
又は誘導体を試験するのに用いることができる。したがって、本発明の断片には、1以上
のかかるエピトープ領域が含まれる必要があるか、又は、本発明の断片は、これらの抗原
性／免疫原性特性を保持するためにかかる領域に十分に類似する必要がある。そして、本
発明による断片について、これらは本明細書に記載するタンパク質又はポリペプチド、相
同体若しくは誘導体の特定の部分と100%同一であり得るので、同一性の程度は恐らく無関
係と考えられる。重要な問題は、再度、断片が、その由来するタンパク質の抗原性／免疫
原性特性を保持するということである。
【０２７６】
　相同体、誘導体及び断片にとって重要なことは、これらが、その由来するタンパク質又
はポリペプチドの抗原性／免疫原性の少なくとも1つの程度を有することである。したが
って、追加的な本発明の態様において、BST1の抗原性若しくは免疫原性断片、又はその相
同体若しくは誘導体が提供される。
【０２７７】
　BST1又はその抗原性断片は、精製された若しくは単離された調製物として、単独で提供
することができる。これらは、本発明の1以上の他のタンパク質又はその抗原性断片との
混合物の一部として提供することができる。したがって、更なる態様において、本発明は
、BST1及び／又はその1以上の抗原性断片を含む抗原組成物を提供する。かかる組成物は
、癌、例えば本発明の疾患の検出及び／又は診断に使用することができる。
【０２７８】
　本発明によるワクチン組成物は、予防用ワクチン組成物又は治療用ワクチン組成物のい
ずれかであってもよい。
【０２７９】
　本発明のワクチン組成物には、1以上のアジュバント（免疫賦活剤）が含まれ得る。当
該技術分野で周知の例としては、水酸化アルミニウムなどの無機ゲル類、及び不完全フロ
イントアジュバントなどの油中水乳剤が挙げられる。他の有用なアジュバントは、当業者
に周知である。
【０２８０】
　癌の治療のためにワクチン組成物に使用する適切なアジュバントには、次に示すものが
含まれる：3De-Oアシル化モノホスホリル脂質A（3D-MPL又は単なるMPLとして公知である
。国際公開公報第92/116556号参照）、サポニン、例えばQS21又はQS7、及び例えば国際公
開公報第95/26204号に開示されているCpG含有分子などのTLR4アゴニスト。使用するアジ
ュバントは、構成要素、例えば、MPL及びQS21又はMPL、QS21及びCpG含有部分の組合せで
あってもよい。アジュバントは、水中油乳剤又はリポソーム製剤として製剤化することが
できる。かかる製剤には、他のビヒクルが含まれ得る。
【０２８１】
　別の実施態様において、BST1又はBST1のペプチド断片をコードするヌクレオチド配列に
相補的な10以上の連続するヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドの調製物を、癌、例え
ば本発明の疾患の治療のためのワクチンとして使用する。かかる調製物には、アジュバン
ト又は他のビヒクルが含まれ得る。
【０２８２】
（本発明の疾患を治療するためのBST1の阻害）
　本発明の一実施態様において、癌、例えば本発明の疾患は、かかる癌を有しない対象の
血清又は組織と比較して、かかる癌を有する対象の血清又は組織において上昇するBST1の
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レベル及び／又は機能をアンタゴナイズする（阻害する）化合物の投与により治療される
か又は予防される。
【０２８３】
　この目的のために有用な化合物には、抗BST1抗体（又は他の親和性試薬、並びにその結
合領域を含有する断片及び誘導体）、BST1のアンチセンス又はリボザイム核酸、及び相同
組換えによる内因性BST1機能を「ノックアウト」するのに使用することができる非機能的
BST1をコードする核酸が含まれるが、これらに限定されない（例えば、Capecchiの文献19
89：Science 244:1288-1292参照）。BST1の機能を阻害する他の化合物は、公知のインビ
トロアッセイ、例えば、別のタンパク質又は結合パートナーへのBST1の結合を阻害する、
又はBST1の公知の機能を阻害する試験化合物の能力についてのアッセイの使用により、同
定することができる。
【０２８４】
　かかる阻害は、例えば、インビトロで又は細胞培養でアッセイすることができるが、遺
伝的アッセイを利用することもできる。また、好ましい技術を使用して、化合物の投与の
前後でBST1のレベルを検出することもできる。適切なインビトロ又はインビボアッセイは
、以下により詳細に説明するように、具体的化合物の効果、及びその投与が罹患組織の治
療を示すか否かを判断するのに利用される。
【０２８５】
　特定の実施態様において、BST1の機能（活性）を阻害する化合物は、本発明による治療
を受けていない、例えば本発明の疾患を有する対象の血清若しくは組織と比較して、BST1
の血清若しくは組織レベル又は機能的活性の増加（例えば、正常レベル又は所望のレベル
よりも高い）が検出される対象に治療的又は予防的に投与されるか、又は、かかる癌を有
しない対象において見出されるレベル若しくは活性又はあらかじめ決定された基準範囲を
もたらすように、治療的又は予防的に投与される。先に概説したように、当該技術分野に
おける標準的方法を利用して、BST1のレベル又は機能における増加を測定することができ
る。BST1の適切な阻害因子組成物には、例えば、低分子、すなわち1000ダルトン以下の分
子が含まれ得る。かかる低分子は、本明細書に記載するスクリーニング方法によって同定
することができる。
【０２８６】
（治療用化合物又は予防用化合物のアッセイ）
　本発明は、BST1の細胞外ドメインを発現する癌、例えば本発明の疾患の治療又は予防の
ための化合物の有効性を確認又は検証するための、薬剤開発に使用するアッセイも提供す
る。
【０２８７】
　したがって、BST1の活性を調節する化合物のスクリーニングの方法が提供され、この方
法は次に示すことを含む：(a)BST1又はその生物学的活性部分を候補化合物と接触させる
こと；及び(b)BST1の活性がこれによって調節されているか否かを判断すること。かかる
方法は、(a)BST1又はその生物学的活性部分を試料中の候補化合物と接触させることと、(
b)前述の候補化合物を接触させた後の前述の試料中のBST1又はその生物学的活性部分の活
性を、前述の候補化合物を接触させる前の前述の試料中のBST1又はその生物学的活性部分
の活性と、又は基準レベルの活性と比較することとを含み得る。
【０２８８】
　スクリーニングの方法は、BST1の活性を阻害する化合物のスクリーニングの方法であり
得る。
【０２８９】
　BST1又はその生物学的活性部分は、例えば細胞上に又は細胞により発現され得る。BST1
又はその生物学的活性部分は、例えばこれを発現する細胞から単離することができる。BS
T1又はその生物学的活性部分は、例えば固相上に固定することができる。
【０２９０】
　また、BST1又はBST1をコードする核酸の発現を調節する化合物のスクリーニングの方法
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も提供され、この方法は、(a)BST1又はBST1をコードする核酸を発現する細胞を候補化合
物と接触させることと、(b)BST1又はBST1をコードする核酸の発現がこれにより調節され
るか否かを判断することとを含む。かかる方法は、(a)BST1又はBST1をコードする核酸を
発現する細胞を試料中の候補化合物と接触させることと、(b)前述の候補化合物を接触さ
せた後の前述の試料中の細胞によるBST1又はBST1をコードする核酸の発現を、前述の候補
化合物を接触させる前の前述の試料中の細胞のBST1又はBST1をコードする核酸の発現と、
又は基準レベルの発現と比較することと、を含み得る。
【０２９１】
　本方法は、BST1又はBST1をコードする核酸の発現を阻害する化合物のスクリーニング方
法であり得る。
【０２９２】
　本発明の他の態様には、次に示すものが含まれる：上述したスクリーニング方法により
得ることができる化合物、BST1又はBST1をコードする核酸の活性又は発現を調節する化合
物、例えば、BST1又はBST1をコードする核酸の活性又は発現を阻害する化合物。
【０２９３】
　かかる化合物は、癌、例えば本発明の疾患の治療又は予防に使用するのに提供される。
また、かかる化合物の治療有効量をその必要のある対象に投与することを含む、癌、例え
ば本発明の疾患を治療又は予防する方法も提供される。
【０２９４】
　試験化合物は、かかる癌を有しない対象において見出されるレベルに対して例えば本発
明の疾患を有する対象におけるBST1のレベルを回復させるか、又はかかる癌の実験動物モ
デルにおいて同様の変化をもたらす、これらの能力についてアッセイすることができる。
癌、かかる癌を有しない対象において見出されるレベルに対して例えば本発明の疾患を有
する対象におけるBST1のレベルを回復させることができるか、又はかかる癌の実験動物モ
デルにおいて同様の変化をもたらすことができる化合物を、更なる創薬のリード化合物と
して使用することができるか又は治療に使用することができる。BST1の発現は、好ましい
技術、イムノアッセイ、ゲル電気泳動と、これに続く視覚化、BST1の活性の検出、又は本
明細書に教示するか若しくは当業者に公知の他のいずれかの方法によってアッセイするこ
とができる。かかる分析は、臨床モニタリングにおいて、又は薬剤開発において、候補薬
物をスクリーニングするのに使用することができ、BST1の存在量は、臨床疾患の代理マー
カーとして有用であり得る。
【０２９５】
　種々の特定の実施態様において、インビトロアッセイを、対象の障害に関与する細胞型
の代表的な細胞により行い、化合物が、かかる細胞型において所望の効果を有するか否か
について判断することができる。
【０２９６】
　治療に使用する化合物は、ヒトでの試験前に、ラット、マウス、ニワトリ、ウシ、サル
、ウサギなど含むが、これらに限定されない適切な動物モデル系で試験することができる
。インビボ試験については、ヒトに対する投与の前に、当該技術分野で公知のいずれかの
動物モデル系を使用することができる。本発明の疾患の動物モデルの例としては、ヌード
マウス若しくはSCIDマウスにおけるMCF-7(Ozzello L, Sordat M., Eur J Cancer. 1980; 
16:553-559)及びMCF10AT（Millerらの文献：J Natl Cancer Inst. 1993;85:1725-1732）
などの乳癌細胞系の異種移植片；エストロゲン欠乏SCIDマウスにおけるMDA-MB-345などの
ヒト結腸直腸癌細胞系の異種移植片, Ecclesらの文献 1994 Cell Biophysics 24/25, 279
；CAKI-1（Matthews PN, Grant AG, Hermon-Taylor J. Brの文献：J Cancer. 1984年2月;
 49(2): 193-198）, 786-O（G. J. STREWLERらの文献：Endocrinology Vol. 119, No. 1 
303-310）、及びヌードマウスにおけるACHN（Zeng J, Mei W, Huang H, Li X, Kong P.ら
の文献：J Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci. 2002;22(4):331-3）A549及びH460な
どの非小細胞肺癌細胞系の異種移植片、並びに、ヌードマウスにおける、MIA PaCa-2など
の膵癌細胞系のNCI-H345又は異種移植片などの小細胞肺癌細胞系の異種移植片, Marincol
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aらの文献：J Surg Res 1989年12月;47(6):520-9が挙げられるが、これらに限定されない
。これらのモデルにおいて示される病理は、例えば本発明の疾患の病理と類似しているの
で、上述のものは、BST1のレベルを調節する試験化合物に利用することができる。また、
本開示に基づき、トランスジェニック動物がBST1をコードする遺伝子又は遺伝子群の「ノ
ックアウト」変異を有して産生され得ることも、当業者にとって明らかである。遺伝子の
「ノックアウト」変異は、変異された遺伝子を発現させなくするか、又は異常形態で若し
くは低レベルで発現させる突然変異であり、その結果、遺伝子産物に関連する活性がほと
んど又は完全になくなる。トランスジェニック動物は、好ましくは哺乳動物であり、より
好ましくはマウスである。
【０２９７】
　一実施態様において、BST1の発現を調節する試験化合物は、非ヒト動物（例えばマウス
、ラット、サル、ウサギ及びモルモット）において、好ましくはBST1を発現する本発明の
疾患についての非ヒト動物モデルにおいて同定される。本実施態様により、試験化合物又
は対照化合物を動物に投与し、BST1の発現における試験化合物の効果を判断する。BST1の
発現を変える試験化合物は、試験化合物で処置した動物若しくは動物群におけるBST1（若
しくはこれをコードするmRNA）のレベルを、対照化合物で処置した動物若しくは動物群に
おけるBST1又はmRNAのレベルと比較することにより、同定することができる。当業者に公
知の技術、例えばインサイチュハイブリダイゼーションを用いて、mRNA及びタンパク質レ
ベルを測定することができる。動物は、試験化合物の効果をアッセイするために致死させ
ることができるか、又は致死させなくてもよい。
【０２９８】
　別の実施態様において、BST1又はその生物学的活性部分の活性を調節する試験化合物は
、BST1を発現する、非ヒト動物（例えば、マウス、ラット、サル、ウサギ及びモルモット
）、好ましくは本発明の疾患についての非ヒト動物モデルにおいて同定される。本実施態
様により、試験化合物又は対照化合物を動物に投与し、BST1の活性における試験化合物の
効果を判断する。BST1の活性を変える試験化合物は、対照化合物で処置した動物、及び試
験化合物で処置した動物をアッセイすることにより同定することができる。BST1の活性は
、BST1の細胞セカンドメッセンジャー（例えば、細胞内Ca2+、ジアシルグリセロール、IP
3など）の誘導を検出すること、BST1若しくはその結合パートナーの触媒活性又は酵素活
性を検出すること、レポーター遺伝子（例えば、ルシフェラーゼ若しくは緑色蛍光タンパ
ク質などの検出可能なマーカーをコードする核酸を機能的に連結したBST1応答性調節エレ
メント）の誘導を検出すること、又は細胞応答（例えば、細胞分化若しくは細胞増殖）を
検出することにより評価することができる。当業者に公知の技術は、BST1の活性の変化を
検出するのに利用することができる（例えば、米国特許第5,401,639号（引用により本明
細書中に組み込まれる。）参照）。
【０２９９】
　さらに、別の実施態様において、BST1のレベル又は発現を調節する試験化合物は、例え
ば本発明の疾患を有するヒト対象において、好ましくは、例えば重篤な本発明の疾患を有
するヒト対象において同定される。本実施態様により、試験化合物又は対照化合物をヒト
対象に投与し、BST1の発現における試験化合物の効果を、生体試料（例えば、血清、血漿
若しくは尿）中のBST1又はこれをコードするmRNAの発現を分析することにより判断する。
BST1の発現を変える試験化合物は、対照化合物で処置した対象又は対象群におけるBST1又
はこれをコードするmRNAのレベルを、試験化合物で処置した対象又は対象群におけるBST1
又はこれをコードするmRNAのレベルと比較することにより、同定することができる。また
は、BST1の発現の変化は、試験化合物の投与前又は後の対象又は対象群におけるBST1又は
これをコードするmRNAのレベルを比較することによって確認することができる。当業者に
公知の技術を使用して、生体試料を得、mRNA又はタンパク質発現を解析することができる
。例えば、本明細書に記載する好ましい技術は、BST1のレベルの変化を評価するのに使用
することができる。
【０３００】



(53) JP 2014-527034 A 2014.10.9

10

20

30

40

50

　別の実施態様において、BST1の活性を調節する試験化合物は、例えば本発明の疾患を有
するヒト対象（好ましくは、例えば重篤な本発明の疾患を有するヒト対象）で同定される
。本実施態様において、試験化合物又は対照化合物をヒト対象に投与し、BST1の活性にお
ける試験化合物の効果を判断する。BST1の活性を変える試験化合物は、対照化合物で処置
した対象由来の試料を、試験化合物で処置した対象由来の試料と比較することにより同定
することができる。または、BST1の活性の変化は、試験化合物の投与前又は後の対象又は
対象群におけるBST1の活性を比較することによって確認することができる。BST1の活性は
、生体試料（例えば、血清、血漿若しくは尿）における、BST1の細胞シグナル伝達経路（
例えば細胞内Ca2+、ジアシルグリセロール、IP3など）、BST1若しくはその結合パートナ
ーの触媒活性若しくは酵素活性、又は細胞応答、例えば、細胞分化若しくは細胞増殖の誘
導を検出することにより評価することができる。当業者に公知の技術を使用して、BST1の
セカンドメッセンジャーの誘導における変化、又は細胞応答の変化を検出することができ
る。例えば、RT-PCRを使用して、細胞セカンドメッセンジャーの誘導における変化を検出
することができる。
【０３０１】
　別の実施態様において、対照対象（例えば、本発明の疾患を有しないヒト）において検
出されたレベルに対し、BST1のレベル又は発現を変化させる試験化合物は、更なる試験用
途又は治療的使用のために選択される。別の実施態様において、対照対象（例えば、本発
明の疾患を有しないヒト）において見出される活性に対し、BST1の活性を変化させる試験
化合物は、更なる試験用途又は治療的使用のために選択される。
【０３０２】
　別の実施態様において、例えば本発明の疾患に関連する1以上の症状の重篤性を減少さ
せる試験化合物は、例えば本発明の疾患を有するヒト対象、特に、例えば重篤な本発明の
疾患を有する対象で同定される。本実施態様により、試験化合物又は対照化合物を対象に
投与し、本発明の疾患の1以上の症状における試験化合物の効果を判断する。1以上の症状
を減少させる試験化合物は、対照化合物で処置した対象を、試験化合物で処置した対象と
比較することにより同定することができる。例えば本発明の疾患に精通している医師に公
知の技術を使用して、例えば本発明の疾患に関連する1以上の症状を減少させるか否かを
判断することができる。例えば、本発明の疾患を有する対象において腫瘍量を減少させる
試験化合物は、かかる対象に有益である。
【０３０３】
　別の実施態様において、本発明の疾患のうちの1つを有するヒトにおいて、癌、例えば
本発明の疾患に関連する1以上の症状の重篤性を減少させる試験化合物は、更なる試験用
途又は治療的使用のために選択される。
【０３０４】
（治療用組成物及び予防用組成物及びこれらの使用）
　本発明は、本発明の化合物の有効量を対象に投与することを含む、治療（及び予防）の
方法を提供する。特定の態様において、本化合物は、実質的に精製されている（例えば、
その作用を制限するか又は望ましくない副作用をもたらす物質を実質的に含まない。）。
対象は、例えば、ウシ、ブタ、ウマ、ニワトリ、ネコ、イヌなどを含むがこれらに限定さ
れない動物であり、例えばヒトなどの哺乳動物である。特定の実施態様において、非ヒト
哺乳動物が対象である。
【０３０５】
　本化合物が核酸を含む場合に利用することができる製剤及び投与方法は、先に記載され
ており、更なる適切な製剤及び投与経路は、以下に記載されている。
【０３０６】
　例えば、リポソーム内のカプセル化、微小粒子、マイクロカプセル、本化合物を発現す
ることができる組換え細胞、受容体媒介型エンドサイトーシス(例えば、Wu及びWuの文献
：1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432を参照)、レトロウイルス又は他のベクターの一
部としての核酸の構築などの種々の送達系が公知であり、本発明の化合物を投与するのに
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使用することができる。導入方法には、経腸的又は非経口的であり得、皮内、筋肉内、腹
腔内、静脈内、皮下、鼻腔内、硬膜外及び経口経路が含まれるが、これらに限定されない
。本化合物は、いずれかの好都合な経路により、例えば、注入又は大量瞬時投与により、
上皮性又は粘膜皮膚の内層(例えば、口腔粘膜、直腸及び腸管粘膜など)を介した吸収によ
り投与することができ、他の生物活性物質とともに投与することができる。投与は、全身
的又は局所的であり得る。さらに、脳室内及び髄腔内注射を含むいずれかの適切な経路に
より、本発明の医薬組成物を中枢神経系に導入することが望ましい可能性があり、例えば
、脳室内注入は、例えばオマヤレザバー(Ommaya reservoir)などの貯蔵部に取り付けた脳
室内カテーテルにより容易にすることができる。また、例えば吸入器又は噴霧器の使用に
より、及びエアロゾル化剤での処方により、肺投与も利用することができる。
【０３０７】
　本発明の一態様において、本発明で利用される核酸は、例えば粒子媒介型表皮性送達を
利用して真皮に送達することができる。
【０３０８】
　特定の実施態様において、治療を必要とする領域に局所的に本発明の医薬組成物を投与
することが望ましい場合があり、これは、例えば、限定されるものではないが、外科手術
の間の局部的な注入、局所適用、例えば注射によって、カテーテルによって、又はインプ
ラントによって達成してもよく、このインプラントは、サイラスティック（sialastic）
膜などの膜を含む多孔性、非多孔性若しくはゲル状物質又は線維である。一実施態様にお
いて、投与は、骨髄、胸部、結腸直腸、腎臓、肺又は膵臓の組織への直接注入によるもの
であり得るか、又は悪性腫瘍組織若しくは新生物組織若しくは前新生物組織の部位（又は
前者の部位）での直接注入によるものであり得る。
【０３０９】
　別の実施態様において、本化合物は、小胞、特にリポソームで送達することができる（
Langerの文献1990：Science 249:1527-1533；Treatらの文献：「感染性疾患及び癌の治療
法におけるリポソーム（Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer
）」中, Lopez Berestein及びFidler (編), Liss, New York, pp. 353-365 (1989)；Lope
z Beresteinの文献：同書, pp. 317-327；同書を一般に参照）。
【０３１０】
　さらに、別の実施態様において、本化合物は、徐放系で送達することができる。一実施
態様において、ポンプを使用することができる（Langerの文献,上述; Seftonの文献1987
：CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201；Buchwaldらの文献1980：Surgery 88:507; Saud
ekらの文献1989：N. Engl. J. Med. 321:574参照）。別の実施態様において、ポリマー物
質を使用することができる（「徐放の医学的適用（Medical Applications of Controlled
 Release）」, Langer及びWise (編), CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974);「制御
薬剤生体利用能、薬剤生産設計及び性能（Controlled Drug Bioavailability, Drug Prod
uct Design and Performance）」, Smolen及びBall (編), Wiley, New York (1984); Ran
ger及びPeppas, J.の文献1983：Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61参照。また
、Levyらの文献1985：Science 228:190；Duringらの文献1989：Ann. Neurol. 25:351；Ho
wardらの文献1989：J. Neurosurg. 71:105も参照）。さらに別の実施態様において、徐放
系は、治療標的、例えば、膀胱、胸部、結腸、頭頸部、腎臓、肝臓、肺、卵巣、膵臓、皮
膚又は甲状腺の近傍に配置することができ、このため、全身用量の一部のみが必要とされ
るにすぎない（例えば、Goodsonの文献, 「徐放の医学的適用（Medical Applications of
 Controlled Release）」中,上述, vol. 2, pp. 115-138 (1984)参照）。他の徐放系は、
Langerによる総説(1990, Science 249:1527-1533)に論じられている。
【０３１１】
　本発明の化合物がタンパク質をコードする核酸である特定の実施態様において、核酸は
、適切な核酸発現ベクターの一部としてこれを構築し、これが細胞内になるように投与す
ることにより、例えばレトロウイルスベクターの使用により（米国特許第4,980,286を参
照）、又は直接注入により、又は微粒子照射の使用により（例えば、遺伝子銃；Biolisti
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c, Dupont）、又は脂質若しくは細胞表面受容体若しくはトランスフェクト試薬での被覆
により、又は核内に入ることが公知のホメオボックス様ペプチドに関連付けてこれを投与
すること（Joliotらの文献, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868）などに
より、インビボで投与して、そのコードタンパク質の発現を促進することができる。また
は、核酸は、細胞内に導入し、相同組換えにより発現のために宿主細胞DNA内に組み込む
ことができる。
【０３１２】
　また、本発明は医薬組成物も提供する。かかる組成物は、治療有効量の化合物及び医薬
として許容し得る担体を含む。特定の実施態様において、「医薬として許容し得る」とい
う用語は、動物及びより具体的にはヒトにおける使用について、連邦政府若しくは州政府
の規制当局により適切に承認されているか、又は米国薬局方若しくは他の一般的に認めら
れている薬局方に収載されていることを意味する。「担体」という用語は、治療薬ととも
に投与される希釈剤、アジュバント、賦形剤又はビヒクルをいう。かかる医薬担体は、水
及び油などの滅菌液であり得、ピーナッツ油、大豆油、鉱油、ゴマ油などの石油、動物、
植物又は合成起源のものを含む。水は、医薬組成物を静脈内投与するときに好ましい担体
である。特に注射用溶液については、生理食塩水並びに水性デキストロース溶液及びグリ
セロール溶液も液体担体として利用することができる。適切な医薬賦形剤には、デンプン
、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、コメ、小麦粉、チョーク、シ
リカゲル、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、タルク、塩化ナト
リウム、脱脂粉乳、グリセロール、プロピレン、グリコール、水、エタノールなどが含ま
れる。組成物は、所望の場合、微量の湿潤剤若しくは乳化剤又はpH緩衝剤も含有し得る。
これらの組成物は、液剤、懸濁剤、乳剤、錠剤、丸剤、カプセル剤、散剤、徐放性製剤な
どの形態を採用することができる。組成物は、坐薬として、トリグリセリドなどの従来型
の結合剤及び担体とともに製剤化することができる。経口製剤には、医薬品等級のマンニ
トール、乳糖、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロー
ス、炭酸マグネシウムなどの標準的担体が含まれ得る。適切な医薬担体の例は、E.W. Mar
tinによる文献：「レミントンの薬学（Remington's Pharmaceutical Sciences）」に記載
されている。かかる組成物は、治療有効量の本化合物を、例えば精製した形態で、対象へ
の投与に適した形態を提供するのに適切な量の担体とともに含有する。製剤化は、投与様
式に適合させる必要がある。
【０３１３】
　例えば、1以上の抗体が利用される実施態様において、本組成物は、ヒトへの静脈内投
与に適合させた医薬組成物としてルーチン手順に従い製剤化される。通常、静脈内投与用
組成物は、無菌の等張性水性緩衝液中の溶液である。必要な場合、本組成物には、溶解剤
、及び注射部位における疼痛を緩和するリドカインなどの局所麻酔薬も含まれ得る。一般
に、成分は、別々に、又は単位剤形、例えば活性剤の量を示すアンプル若しくはサッシェ
などの密封封止容器内に乾燥凍結粉末として若しくは水を含まない濃縮物として混合され
、供給される。本組成物を輸液により投与する場合、無菌医薬品等級の水又は生理食塩水
を含有する輸液ボトルで供給することができる。本組成物が注射により投与される場合、
成分が投与前に混合することができるように、注射用滅菌水又は生理食塩水のアンプルを
提供することができる。
【０３１４】
　本発明の化合物は、中性又は塩形態として製剤化することができる。医薬として許容し
得る塩には、適切な場合、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するものな
どの遊離アミノ基と形成されたもの、及びナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシ
ウム、水酸化第2鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、2-エチルアミノエタノー
ル、ヒスチジン、プロカインなどの遊離カルボキシル基と形成されたものが含まれる。
【０３１５】
　癌、例えば本発明の疾患の治療に効果的である本発明の化合物の量は、標準的な臨床技
術により決定することができる。加えて、場合により、最適な用量範囲の確認を補助する
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のに、インビトロアッセイ法を用いることができる。また、製剤に利用される正確な用量
は、投与経路及び疾患又は障害の重症度にも依存し、従事者の判断及び各対象の状況に従
って決定されることを要する。ただし、静脈内投与に適切な用量範囲は、一般に、体重1
キログラムあたり約20～500 μgの活性化合物である。鼻腔内投与に適切な用量範囲は、
一般に、約0.01 pg／kg体重～1 mg/kg体重である。有効用量は、インビトロ又は動物モデ
ル試験系から得た用量反応曲線から推定することができる。
【０３１６】
　坐薬は、一般に、0.5重量％～10重量％の範囲の活性成分を含有し、経口製剤は、好ま
しくは10％～95％の活性成分を含有する。
【０３１７】
　また、本発明は、本発明の医薬組成物の1以上の成分を充填した1以上の容器を備える医
薬パック又はキットも提供する。かかる容器は、場合により、医薬品又は生物学的製品の
製造、使用又は販売を規制する政府当局により規定された形態での通知を伴い得、この通
知は（a）ヒト投与についての製造、使用又は販売の当該機関による承認、（b）使用の方
向性、又はこれらの両方を反映する。
【０３１８】
　したがって、キットが本発明で利用される抗体を備えるという態様において、例えば、
抗体は、投与又は使用の前の再構成のために凍結乾燥することができる。キットが癌など
の療法／治療における使用のための場合、抗体は、等張水溶液により再構成することがで
き、この等張水溶液は、キットに備えられている場合がある。一態様において、キットは
、本発明で使用される免疫原性ポリペプチドなどのポリペプチドを備えており、これは、
例えば凍結乾燥することができる。後者のキットは、免疫原性ポリペプチドを再構成する
ためのアジュバントを更に備え得る。
【０３１９】
　また、本発明は、本明細書に記載する組成物、例えば、対象において免疫応答を誘発す
るための医薬組成物及び／又はワクチン組成物にも及ぶ。
【０３２０】
（イメージング技術によるBST1の存在量の測定）
　イメージング技術によるBST1の存在量の測定の利点は、かかる方法が非侵襲性であり（
試薬を投与する必要があり得ることは別として）、対象から試料を抽出する必要がないこ
とであり得る。
【０３２１】
　適切なイメージング技術には、ポジトロン放出断層撮影(PET)及び単光子放出コンピュ
ータ断層撮影(SPECT)が含まれる。かかる技術を使用するBST1の視覚化は、適切な標識、
例えば18F、11C又は123Iなどの放射性トレーサの取り込み及び結合を必要とする（例えば
、NeuroRx - The Journal of the American Society for Experimental NeuroTherapeuti
cs (2005) 2(2), 348-360、及び技術の更なる詳細については上述の361-371頁を参照）。
放射性トレーサ又は他の標識は、好適に標識された特定のリガンドの対象への投与により
（例えば注入により）、BST1に組み込むことができる。または、これらは、（例えば注入
により）対象に投与できるBST1に特異的な結合親和性試薬（例えば、抗体）に組み込むこ
とができる。イメージングについてのアフィボディの使用に関する論考については、例え
ばOrlova A, Magnusson M, Eriksson TL, Nilsson M, Larsson B, Hoiden-Guthenberg I,
 Widstrom C, Carlsson J, Tolmachev V, Stahl S, Nilsson FYの文献：「ピコモル親和
性HER2結合アフィボディ分子を使用する腫瘍イメージング（Tumor imaging using a pico
molar affinity HER2 binding Affibody molecule）」, Cancer Res. 2006 Apr 15;66(8)
:4339-48を参照されたい。
【０３２２】
（免疫組織化学法を用いた本発明の疾患を含む癌の診断及び治療）
　免疫組織化学法は、優れた検出法であり、それゆえ、本発明の疾患を含む癌の診断及び
治療に非常に有用であり得る。免疫組織化学法は、蛍光色素、酵素、放射性元素又はコロ
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イド金などのマーカーにより視覚化される抗原‐抗体相互作用を介する特異試薬として、
BST1に特異的に結合する標識化抗体（又は他の親和性試薬）、その誘導体及び類似体の使
用により、組織切片におけるBST1抗原の局在を介して、上述したような癌を検出し、診断
し又はモニタリングするのに使用することができる。
【０３２３】
　モノクローナル抗体技術の発達は、ヒト新生物の最新の正確な顕微鏡診断における免疫
組織化学法の立場を確実にする際に極めて重要であった。免疫組織化学法による拡散した
腫瘍的形質転換細胞の同定は、癌浸潤及び転移、並びに悪性度増加に対する腫瘍細胞関連
免疫表現型の進化のより鮮明な画像を可能にする。将来の抗新生物治療アプローチには、
個々の患者の腫瘍性疾患に伴う特定の免疫表現型的パターンに特異的な種々の個別的免疫
治療が含まれ得る。更なる論考については、例えば、Bodey Bの論文：「新生物の診断及
び治療における免疫組織化学法の意義（The significance of immunohistochemistry in 
the diagnosis and therapy of neoplasms）」, Expert Opin Biol Ther. 2002 Apr;2(4)
:371-93を参照されたい。
【０３２４】
　本発明の各態様の好適な特徴は、必要な変更を加えた他の態様のそれぞれに関して同様
である。本明細書に記載の先行技術文献は、法律により許容される最大範囲で組み込まれ
る。
【０３２５】
　本発明は、次の非限定的な実施例によって示される。
【実施例】
【０３２６】
（実施例1：液体クロマトグラフィー‐質量分析(LC/MS)を使用する、慢性リンパ球性白血
病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌及び膵臓癌の組織において発現するBST1の同定）
　次の参照プロトコルを用いて、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌及び膵臓癌の組織試料
から抽出された膜タンパク質を消化し、得られたペプチドをタンデム質量によって配列決
定した。
【０３２７】
（1.1 材料及び方法）
（1.1.1 原形質膜分画）
　手順はすべて4℃で行った。慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌
及び膵臓癌の組織から回収した細胞を均質化し、1000 Gで遠心分離した。その上清を採取
し、超遠心分離機において49500 Gで遠心分離した。得られたペレットを回収し、1.4Mス
クロースクッション上に置いた。ミクロソーム／原形質膜を相境界で回収し、PBS中で再
緩衝化し、49500 Gで再度遠心分離した。次いで、ペレット（原形質膜画分）を液体クロ
マトグラフィー‐質量分析(LC/MS)によって分析した（下の2.1.2節参照）。
【０３２８】
（1.1.2 液体クロマトグラフィー‐質量分析(LC/MS)法）
　慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌及び膵臓癌の組織試料由来の
PBS中で懸濁した原形質膜画分を、卓上型遠心分離機において21460 Gの最高速度で、12～
14℃で45分間、遠心分離した。上清を除去し、4 mg/mlの濃度にした必要量の上清をペレ
ットに戻した。次いで、等量の1 %w/v SDSを加えた。その後、試料を室温でボルテックス
し、次いで、21460 Gで、12～15℃で30分間、遠心分離した。ペレットを残して、試料を
回収した。各タンパク質溶液の量を50 μgとし、150 μlの0.5 M重炭酸トリエチルアンモ
ニウム(TEAB)溶液を加えた。各試料に、3 μlの50 mMトリス-(2-カルボキシエチル)ホス
フィンを加え、この混合物を、60℃で1時間、インキュベートした。次いで、イソプロパ
ノール中1 μlのシステインブロッキング試薬、200 mMのメチルメタンチオスルホナート(
MMTS)を加えた。室温で10分間のインキュベーション後、15 μlの1 μg/μlトリプシンを
、各試料に加え、続いて、37℃で一晩インキュベートした。
【０３２９】
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　消化した試料を真空下で乾燥させ、0.1%水性ギ酸40 μlを加え、続いて、イオン交換分
画前に、十分なトリフルオロ酢酸(TFA)を加え、溶液のpHを3未満まで低下させた。
【０３３０】
（1.1.3 分画及び標識化ペプチドの分析）
　試料を、Agilent 1200クロマトグラフ(Agilent社(Santa Clara, CA, USA)製)を用いる
、強陽イオン交換クロマトグラフィーにより分画した。試料を、20分にわたり0～100 mM
酢酸ナトリウム、次いで10分にわたり1 Mまでの20 μl/分の勾配を用いて、Agilent Zorb
ax Bio-SCXIIカラム(3.5 μm;50×0.8 mm)から溶出し、その後、1 Mで25分間維持した。1
分の画分を40分にわたって回収した。それぞれの画分に、2 μlの1% TFA溶液を加えた。
その後、画分を-80℃で保存した。各画分を、PepMap 100 C18, 3um, 100Aカラム, 150mm
×75 mm（LC Packings社製/Dionex）及びQスターエリート四重極飛行時間装置(Q-Star El
ite quadrupole-time-of-flight instrument)（Applied Biosystems社製/MDS Sciex）を
備えたエキジェントテンポクロマトグラフ（Ekigent Tempo chromatograph）を用いる液
体クロマトグラフィー‐質量分析によって分析した。ペプチドを、60分でアセトニトリル
が5%から40%まで増加する300 nl/分の勾配で溶出した。データを、MS/MSモードで、強度
閾値を超える最大3つの前駆体イオンを選択し、ペプチドの配列決定を促進するのに収集
した生成イオンスペクトルによって得た。以前の操作で既に検出した質量を除く、2回及
び3回の操作による自動MS/MSモードで、3回の通過を行った。
【０３３１】
（1.1.4 標識化ペプチドのアミノ酸配列分析）
　Paragon（商標）アルゴリズムを用いて、IPIバージョン3.58（www.ebi.ac.uk/IPI/IPIh
uman.html）及び夾雑物のトリプシン配列からなる配列データベースに対し検索すること
により、ピーク一覧からのアミノ酸配列を推測する、Protein Pilotソフトウェア（Appli
ed Biosystems社製／MDS Analytical Technologies社製）によって、QSTARから生成した
生データを加工した。ペプチド同定についての基準には、トリプシン消化、並びに種々の
生物学的及び化学的修飾（酸化メチオニン、MMTS又はヨードアセトアミドによるシステイ
ン修飾、並びにセリン、トレオニン及びチロシンのリン酸化）が含まれていた。60%以上
の信頼性スコアを有するペプチドを、タンパク質群のうちの1つのみのペプチドが80%以上
のスコアであると判断される基準を備えるタンパク質群として処理した。
【０３３２】
（1.1.5慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌膵臓癌に関連するタン
パク質の識別）
　BST1を同定する方法は、天然に存在するヒトタンパク質の上述の質量分析によって試験
的に得られたペプチド配列を使用して、公開されているヒトゲノム配列におけるコード化
エキソンを同定し、組織化するものである。
【０３３３】
　これらの試験的に決定した配列を、国際公開公報第2009/087462号に記載されている、
ペプチド質量、ペプチド記号(peptide signature)、EST及びパブリックドメインゲノム配
列データの処理及び統合によって編集されたOGAP（登録商標）データベースと比較した。
この方法を用いて、およそ100万のペプチド配列を発生させ、タンパク質コード遺伝子を
同定し、これらのエキソンにより、膀胱癌中の506の遺伝子、乳癌中の4,713の遺伝子、バ
ーキットリンパ腫中の766の遺伝子、子宮頸癌中の1,371の遺伝子、結腸直腸癌中の949の
遺伝子、肝細胞癌中の1,782遺伝子、CLLの中の2,424遺伝子、肺癌中の978遺伝子、黒色腫
中の1,764の遺伝子、卵巣癌中の1,033の遺伝子、膵臓癌中の2,961の遺伝子及び前立腺癌
中の3,307の遺伝子を含む、67の種々の組織及び57の疾患において、18083の遺伝子のタン
パク質配列が同定された。
【０３３４】
（1.2 結果）
　本明細書に更に説明するように、これらの試験はBST1を同定した。完全長BST1は、慢性
リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌の試料の原形質
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ータベースの配列と、試験的に決定した配列との比較は、このタンパク質の予後及び診断
の性質を示す、乳癌（表1a）、結腸直腸癌（表1b）、腎臓癌（表1c）、肺癌（表1d）、膵
臓癌（表1e）、頭頸部癌（表1f）、卵巣癌（表1g）及び慢性リンパ球性白血病（表1h）に
対して、BST1が高度の特異性を示すことを示した。
【表１】

【表２】

【表３】
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【表４】

【表５】
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【表６】

【表７】

【表８】

【０３３５】
（実施例2：絶対的定量及び相対的定量用同位体タグ(iTRAQ)を用いた肺癌組織試料におい
て発現する膜タンパク質の同定）
　次の参照プロトコルを使用して、結腸直腸癌、腎臓癌又は肺癌の組織及び隣接する正常
組織試料から抽出した膜タンパク質を消化し、絶対的及び相対的定量試薬用同位体タグ（
Isotope Tagging for Absolute & Relative Quantitation reagents）(iTRAQ; Applied B
iosystems社(Foster City, CA, USA)製)によって標識化し、生じた相対的なペプチド発現
レベルをタンデム質量分析によって配列決定した。
【０３３６】
（2.1 材料及び方法）
（2.1.1 原形質膜の分画）
　肺癌及び肺の隣接する正常組織から回収した細胞を溶解し、1000 Gで遠心分離した。
上清を採取し、次いで、この上清を3000 Gで遠心分離した。再度、上清を採取し、次いで
、この上清を100000 Gで遠心分離した。得られたペレットを回収し、15～60%スクロース
勾配に供した。ウエスタンブロットを使用して細胞内マーカーを同定し、原形質膜画分を
プールした。次いで、プールした溶液をiTRAQによって直接分析した（下の2.1.2節参照）
。
【０３３７】
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（2.1.2 iTRAQ法）
　肺癌組織及び隣接する正常な肺組織由来の膜タンパク質ペレットを、緩衝液の添加によ
り試料緩衝液中で可溶化し（0.5% SDS中2～4 μg/μl）、次いで、95℃で3分間加熱した
。各タンパク質溶液の量を50 μgとし、150 μlの0.5M重炭酸トリエチルアンモニウム（T
EAB）溶液を添加した。各試料に、3 μlの50 mMトリス-(2-カルボキシエチル)ホスフィン
を加え、この混合物を60℃で1時間インキュベートした。次いで、イソプロパノール中1 
μlのシステイン保護試薬、200 mMのメチルメタンチオスルホナート（MMTS）を添加した
。室温で10分間のインキュベーション後、15 μlの1 μg/μlトリプシンを各試料に加え
、続いて、37℃で一晩インキュベートした。消化した試料を真空下で乾燥させ、30 μlの
0.5M TEAB溶液で再構成した。70 μlのエタノールを4つのiTRAQ試薬（114/115/116/117）
のそれぞれに添加し、1つの試薬を、分析する4つの試料（2つの癌組織腎試料、及び2つの
対応する隣接する正常組織試料）にそれぞれ添加し、室温で1時間放置した。各試料に添
加した具体的な試薬を記録した。4つの標識化試料を混合し、ボルテックスした。混合試
料を、真空下で乾燥するまで減少させ、C18スピンカラムにかけ、水性溶媒で洗浄し、次
いで、70%アセトニトリルで溶出することによって脱塩した。試料画分を再度乾燥するま
で減少させ、次いで、イオン交換分画前に、40 μlの溶媒A（97.9%水、2%アセトニトリル
、0.1%ギ酸）中に再溶解した。
【０３３８】
（2.1.3 標識化ペプチドの分画及び分析）
　試料を、Agilent 1200クロマトグラフ（Agilent社(Santa Clara, CA, USA)製）を用い
る、強陽イオン交換クロマトグラフィーによって分画した。試料を、20分にわたって0～1
00 mM酢酸ナトリウム、及びその後10分にわたって1 Mまでの20 μl/分の勾配を用いて、A
gilent Zorbax Bio-SCXIIカラム(3.5 μm;50×0.8 mm)から溶出した。1分の画分を、30分
の操作にわたって回収した。
【０３３９】
　各画分を、Zorbax 300SB-C18 (150 mm×75 μm)及びAgilent 6510四重極飛行時間装置
（Agilent社(Santa Clara, CA, USA)製）を備えたAgilent 1200クロマトグラフを用いる
液体クロマトグラフィー／質量分析によって分析した。ペプチドを、60分でアセトニトリ
ルが15%から45%まで増加する300 nl/分の勾配で、溶出した。データを、自動MS/MSモード
で、強度閾値を超える最大3つの前駆体イオンを選択し、標識化ペプチドの配列決定を促
進するのに収集した生成イオンスペクトルによって得た。Spectrum Millソフトウェア（A
gilent社(Santa Clara, CA, USA)製）を用いて、生データを加工し、ピーク一覧を作成し
た。
【０３４０】
（2.1.4 標識化ペプチドのアミノ酸配列分析）
　ADPリボシルシクラーゼ2の部分的なアミノ酸配列及び同定において、SEQUEST検索プロ
グラム（Engらの文献：J. Am. Soc. Mass Spectrom. 5, 976-989）を用いて、トリプシン
ペプチドの解明されていないタンデム質量スペクトルを検索した。データベースによる同
定についての基準には、次に示すのものが含まれていた：トリプシンの切断特異性；デー
タベースから返されたペプチドにおける1組のa、b及びyイオンの検出、並びに、メタンチ
オスルホン酸メチル及び遊離アミノ酸（N末端及びリジン）へのiTRAQ標識の添加による修
飾の原因となるすべてのシステイン残基の質量増分。データは、IPI Human v3.23(www.eb
i.ac.uk/IPI/IPIhuman.html)によって検索された。
【０３４１】
（2.1.5 肺癌組織関連タンパク質の識別）
　BST1を同定する方法は、天然に存在するヒトタンパク質の上述の質量分析によって試験
的に得られたペプチド配列を使用して、公開されているヒトゲノム配列におけるコード化
エキソンを同定し、組織化するものである。これらの試験的に決定した配列を、国際公開
公報第2009/087462号に記載されている、ペプチド質量、ペプチド記号、EST及びパブリッ
クドメインゲノム配列データの処理及び統合によって編集されたOGAP（登録商標）データ
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ベースと比較した。
【０３４２】
（2.2 結果）
　本明細書に更に説明するように、これらの試験はBST1を同定した（表2）。BST1は、非
小細胞肺癌試料の原形質膜中で検出された（図2）。iTRAQ分析は、癌試料中のBST1のレベ
ルが、適合させた隣接する正常組織試料よりも高いことを示した。
【表９】

【０３４３】
（実施例3：BST1に対する抗体を使用する免疫組織化学法）
　次の参照プロトコルを用いて、免疫組織化学法を、BST1に対するヤギポリクローナル抗
体（R&D Systems Europe社(Abingdon, UK)製）を使用し、FFPE腫瘍及び正常組織において
行った。
【０３４４】
（3.1 材料及び方法）
（3.1.1 脱パラフィン化及び脱水）
　スライドを、緩衝液を含まない水浴中の50 mlファルコンにおいて、60℃で2時間加熱し
た。各ファルコンは、1枚のスライド、又は2枚のスライドであって互いに固着することを
防ぐためにこれらの間に長いゲルローディングチップを有する2枚のスライドを有してい
た。スライドを、黒色のスライドラックにおいて5分間、EZ-DeWax（BioGenex社(CA, USA)
製）で脱パラフィン化し、次いで、1 mlのピペットを使用して同じDeWax溶液で十分に洗
浄し、その後、水で洗浄した。圧力鍋が準備できるまで、水を充填したコプリンジャー（
coplin jar）内にスライドを入れ、水を2回交換した。
【０３４５】
（3.1.2 抗原回復）
　水を、抗原回復溶液、すなわち、1×クエン酸塩緩衝液、pH 6（DAKO社製）に交換した
。抗原を水浴法により回復させた。抗原回復溶液中のプラスチック製コプリンジャーにあ
るスライドを圧力鍋に入れ、その後、ポジション6（最も高い設定）まで加熱した。15～2
0分間インキュベートし、温度をポジション3まで下げ、（圧力鍋内部の温度が117℃にな
ったら）その状態で更に20～25分間放置した。その後、ホブのスイッチを切り、冷却した
ホブ上に圧力鍋を置き、ハンドルを「開」と「閉」との間の位置に慎重に動かして圧力を
放出させた。すべてのシステムをそのままにして、圧力を放出させ、更に20分間冷却した
。蓋を開けて、試料を取り出し、ベンチ上に置いた。スライドをPBS-3T（0.5L PBS + 3滴
のTween-20）で1×5分洗浄し、スライドをPBS中に入れた。
【０３４６】
（3.1.3 染色）
　抗原回復後、スライドを、シャンドン（Shandon）カバープレート系で包埋した。スラ
イドとプラスチックカバープレートとの間の気泡の捕捉は、カバープレートをPBSで満た
されたコプリンジャーに入れ、組織切片を有するスライドをカバープレートに穏やかに摺
動させることにより、予防した。スライドをコプリンジャーから引き抜くと同時に、これ
をカバープレートとともに緊密に保った。組み立てたスライドをラックに入れ、PBSを、
漏斗内及びスライドとカバープレートとの間に閉じ込めて通した。スライドを、2×2 ml
のPBS-3T（又は4×1 ml）及び1×2 mlのPBSで洗浄し、すべてのPBSがスライドからなくな
り、かつ、実質的にPBSが漏斗内からなくなるまで待機した。
【０３４７】
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　内在性ペルオキシドブロックを、ペルオキシダーゼブロッキング試薬（S2001, DAKO社
製）を使用して行った。スライドあたり1～4滴のペルオキシド溶液を使用し、5分間イン
キュベートした。スライドを水で洗浄し、その後、2 mlのPBS-3Tで1回及び2 ml PBSで1回
洗浄し、新しい部の洗浄緩衝液を加える前に、実質的に液体が漏斗に残らなくなるまで待
機することが重要であった。
【０３４８】
　一次抗体を抗体希釈試薬（DAKO社製）で希釈した。最適な希釈を1:100と決定した。50
～200 μlの希釈一次抗体を、全組織を被覆するように注意しつつ、各切片及び／又は組
織マイクロアレイに適用した。スライドを静かに叩いて均一に切片上の抗体に分散させる
か、又は、ピペット先端を切片の上部に使用した。スライドを、室温で45分間、湿室でイ
ンキュベートした。スライドを、2×2 ml（又は4×1 ml）PBS-3T、次いで1×2 ml PBSで
洗浄し、すべてのPBSがスライドを通り、かつ、実質的にPBSが漏斗内からなくなるまで待
機した。対応するロバ抗ヤギIgG:HRP（OBT1500P, 1 mg/ml, Serotec社製）を1:1000で適
用し、室温で35分間インキュベートした。スライドを上述のように洗浄した。DAB基質を
希釈緩衝液中で作製した。2滴の基質を含有する2 mlは、10枚のスライドに十分であった
。DAB試薬を一度に数滴適用することによって、スライドに適用した。DABをすべて、スラ
イド間に分散させた。スライドを10分間インキュベートした。スライドを、1×2 ml（又
は2×1 ml）PBS-3Tで、及び1×2 ml（又は2×1 ml）PBSで洗浄し、すべてのPBSがスライ
ドを通り、かつ、実質的にPBSが漏斗内からなくなるまで待機した。ヘマトキシリン（DAK
O社製）を適用した。その1 mlは、10枚のスライドに十分であり、スライドを室温で1分間
インキュベートした。シャンドンカバープレートシステムの漏斗に2 mlの水を充填し通し
た。スライドが過剰のヘマトキシリンに透明である場合、システムを分解し、組織切片及
び／又はアレイを洗浄瓶からの水により洗浄し、黒色のスライドラックに入れた。組織を
、EZ-DeWaxにおいて5分間、次いで95%エタノールにおいて2～5分間インキュベートするこ
とにより脱水した。スライドを、室温のベンチ上で乾燥させ、その後、封入剤中に封入し
、カバースリップで被覆した。
【０３４９】
（3.2 結果）
　免疫組織化学分析は、肺癌組織切片の腫瘍細胞を特異的に染色することを示した。肺癌
の59人の患者を表す肺組織アレイにおいて、癌細胞中のBST1の高い染色が28人の患者(47%
)でみられた。したがって、この癌及び他の癌の種類における治療及び診断がBST1の発現
を示すので、BST1に対する抗体は、有用性があると考えられる。
【０３５０】
（実施例4：BST1のRNAプロファイリング）
（4.1 材料及び方法）
　定量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)を使用して、種々の正常組織及び癌組
織を、BST1 mRNA発現についてスクリーニングした。
【０３５１】
（4.2 結果）
　図3aは、種々の正常組織及び癌組織に対するBST1についてのRT-PCR結果を示す。縦軸は
、BST1の複製#/5 ng cDNAを示す。mRNAプロファイリングは、ほとんどの正常組織におい
て非常に少ない発現プロファイルと異なり、NPB単球及びCD33+細胞において顕著に高い発
現レベルの標的を示した。mRNAの発現は、BST1タンパク質の発現を示す。図3bは、更なる
mRNA発現分析の結果を示し、これは、単球及びCD33+細胞においても高レベルのBST1発現
を示す。NPB単球及びCD33+細胞のレベルは、他の組織／細胞型の20～30倍であることが分
かった。
【０３５２】
　図3cは、CD33とともにBST1発現を示す1組の正常組織、骨髄系細胞上に発現した膜横断
受容体、及び急性骨髄白血病のためのゲムツズマブオゾガマイシン(Mylotarg)、モノクロ
ーナル抗体に基づく治療の標的で行われた、比較RT-PCRプロファイリングの結果を示す。
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CD33と比較して、BST1が、非常に制限された正常発現プロファイルを有することが分かっ
た。
【０３５３】
（実施例5：ファージディスプレイライブラリの構築）
　BST1のアミノ酸29-292（配列番号13）からなる組換えタンパク質を、標準的な組換え法
によって細菌中に合成させ、免疫用抗原として使用した。
【０３５４】
（免疫化及びmRNA単離）
　BST1結合分子の同定のためのファージディスプレイライブラリを次に示すように構築し
た。A/Jマウス（Jackson Laboratories社(Bar Harbor, Me.)）を、第0日目にフロイント
完全アジュバント中100 μgタンパク質、第28日目に100 μg抗原を使用して、組換えBST1
抗原（細胞外ドメイン）によって腹腔内で免疫化した。眼窩後方の鼻腔の穴を通して、マ
ウスの試験用血液を得た。力価を試験して、ニュートラアビジン（Reacti-Bind(商標) Ne
utrAvidin(商標)被覆ポリスチレンプレート、Pierce社(Rockford, I11.)製）により固定
化したビオチン化BST1抗原を使用したELISAによって、試験用血液が高い力価であると考
えられた場合、マウスを、第70日目、71日目及び72日目に100 μgのタンパク質で増強し
、その後、第77日目に致死させ、脾臓を摘出した。抗体力価が十分でないと考えられた場
合、マウスを第56日目に100 μgの抗原で増強し、試験用血液を第63日目に採取した。十
分な力価を得た場合、動物を、第98日目、99日目及び100日目に100 μgの抗原で増強し、
第105日目に脾臓を摘出した。
【０３５５】
　脾臓を層流フードに収集し、ペトリ皿に移し、脂肪及び結合組織を切除し、廃棄した。
脾臓を、1.0 mlの溶液D（25.0 gグアニジンチオシアナート(Boehringer Mannheim社(Indi
anapolis, Ind.)製）、滅菌水29.3 ml、0.75 Mクエン酸ナトリウム(pH 7.0) 1.76 ml、10
%ザルコシル2.64 ml（Fisher Scientific社(Pittsburgh, Pa.)製）、2-メルカプトエタノ
ール0.36 ml（Fisher Scientific社(Pittsburgh, Pa.)製）の存在下で、滅菌5 ccシリン
ジからプランジャーで迅速に浸軟させた。この脾臓懸濁液を、全細胞が溶解するまで18ゲ
ージ針を通して引き抜き、その粘着性の溶液をマイクロ遠心管に移した。ペトリ皿を100 
μlの溶液Dで洗浄し、残存する脾臓を回収した。次いで、この懸濁液を、更に5～10回、2
2ゲージ針を通して引き抜いた。
【０３５６】
　試料を2本のマイクロ遠心管に均等に分け、次に示すものを順に添加し、各添加後に反
転によって混合した：2 M酢酸ナトリウム(pH 4.0) 50 μl、水飽和フェノール0.5 ml（Fi
sher Scientific社(Pittsburgh, Pa.)製）、100 μlクロロホルム／イソアミルアルコー
ル49:1 100 μl（Fisher Scientific社(Pittsburgh, Pa.)製）。この溶液を10秒間撹拌し
、15分間氷上でインキュベートした。2～8℃で、14 krpm、20分間の遠心分離後に、その
水相を新しいチューブに移した。等量の水飽和フェノール：クロロホルム：イソアミルア
ルコール(50:49:1)を加え、チューブを10秒間撹拌した。15分の氷上でのインキュベーシ
ョン後、試料を2～8℃で20分間遠心分離し、その水相を新しいチューブに移し、これを等
量のイソプロパノールによって-20℃で最低30分間沈殿させた。4℃で、14 krpm、20分間
の遠心分離後に、その上清を吸引し、チューブをしばらくの間回転させ、すべての微量液
体をRNAペレットから除去した。
【０３５７】
　RNAペレットをそれぞれ300 μlの溶液D中に溶解し、これらを合わせて、これを等量の
イソプロパノールによって-20℃で最低30分間沈殿させた。試料を4℃で、14 krpm、20分
間遠心分離し、前述と同様にしてその上清を吸引し、試料を、氷冷した70%エタノール100
 μlで洗浄した。試料を再度4℃で、14 krpm、20分間遠心分離し、70%エタノール溶液を
吸引し、RNAペレットを減圧下で乾燥させた。ペレットを100 μlの無菌ジエチルピロカル
ボナート処理水中で再懸濁させた。1.0の吸光度を40 μg/mlの濃度に用いるA260によって
、濃度を測定した。RNAを-80℃で保存した。
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【０３５８】
（相補DNA (cDNA)の調製）
　上述のマウス脾臓から精製した全RNAを、cDNA調製用のテンプレートとして直接使用し
た。RNA (50 μg)を滅菌水で100 μLに希釈し、130 ng/μLオリゴdT12 10 μL（Applied 
Biosystems Model 392 DNAシンセサイザーで合成）を加えた。試料を70℃で10分間加熱し
、次いで、氷上で冷却した。0.1 Mジチオトレイトール20 μL（Gibco/BRL社(Gaithersbur
g, Md.)製）、20 mMデオキシヌクレオシド三リン酸10 μL（dNTP's, Boehringer Mannhei
m社(Indianapolis, Ind.)製）、及び10 μLの水氷とともに、40 μL 5*のファーストスト
ランドバッファー（Gibco/BRL社(Gaithersburg, Md.)製）を加えた。次いで、試料を37℃
で2分間インキュベートした。10 μLの逆転写酵素（Superscript（商標）II, Gibco/BRL
社(Gaithersburg, Md.)製）を加え、37℃で1時間インキュベートを継続した。cDNA産物を
ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)に直接使用した。
【０３５９】
（PCRによる抗体遺伝子の増幅）
　PCRを使用してすべてのH及びL鎖遺伝子を実質的に増幅させるために、すべての公開さ
れた配列に実質的に対応するプライマーを選択した。H及びLのアミノ末端ヌクレオチド配
列は、相当な多様性を有しているので、米国特許第6,555,310号に記載のとおり、H鎖の5'
プライマーとして機能するために33のオリゴヌクレオチドを合成し、κL鎖の5'プライマ
ーとして機能するために29のオリゴヌクレオチドを合成した。各鎖の定常領域ヌクレオチ
ド配列は、H鎖の1つの3'プライマーと、κL鎖の1つの3'プライマーのみを必要とした。
【０３６０】
　それぞれのプライマー対の50 μL反応を、50 μmolの5'プライマー、50 μmolの3'プラ
イマー、0.25 μLのTaq DNAポリメラーゼ（5ユニット/μL, Boehringer Mannheim社(Indi
anapolis, Ind.)製）、3 μLのcDNA（記載のとおりに調製）、2 mM dNTP's 5 μL、MgC12
添加5 μL 10*Taq DNAポリメラーゼバッファー（Boehringer Mannheim社(Indianapolis, 
Ind.)製）、及びH2O（50 μLになるまで添加）によって行った。GeneAmp（登録商標）960
0サーマルサイクラー（Perkin Elmer社(Foster City, Calif.)製）を使用して、次に示す
サーモサイクルプログラムで増幅を行った：94℃、1分間；94℃、20秒間、55℃、30秒間
、及び72℃、30秒間の30サイクル；72℃、6分間；4℃。
【０３６１】
　次いで、PCR処理のdsDNA産物を、3'プライマーのみを使用して非対称PCRに供し、標的
遺伝子の抗センス鎖のみを実質的に生成した。それぞれのdsDNA産物の100 μL反応を、20
0 μmolの3'プライマー、2 μLのdsDNA産物、0.5 μL Taq DNAポリメラーゼ、2 mM dNTP'
s 10 μL、MgC12添加10 μL 10*Taq DNAポリメラーゼバッファー（Boehringer Mannheim
社(Indianapolis, Ind.)製）、及びH2O（100 μLになるまで添加）によって行った。上述
のものと同じPCRプログラムを使用して、単鎖(ss)‐DNAを増幅させた。
【０３６２】
（高速液体クロマトグラフィーによる単鎖DNAの精製、及び単鎖DNAのキナーゼ処理）
　H鎖ss‐PCR産物及びL鎖単鎖PCR産物を、2.5容量のエタノール及び0.2容量の7.5 M酢酸
アンモニウムを加えて、-20℃で少なくとも30分間インキュベートすることによって、エ
タノール沈殿させた。2～8℃で、14 krpm、10分間のエッペンドルフ遠心分離をすること
によって、DNAをペレット化した。その上清を慎重に吸引し、チューブをしばらくの間、2
回回転させた。上清の最後の滴をピペットで除去した。DNAを中程度の熱で10分間、減圧
下で乾燥させた。H鎖生成物を210 μLの水にプールし、また、L鎖生成物を別個に210 μL
の水にプールした。単鎖DNAを、Hewlett Packard 1090 HPLC及びGen-Pak（商標）FAX陰イ
オン交換カラム（Millipore社(Milford, Mass.)製）を使用した高速液体クロマトグラフ
ィー(HPLC)によって精製した。単鎖DNAを精製するのに使用した勾配を表3に示し、オーブ
ン温度は60℃であった。吸光度を260 nmでモニタリングした。HPLCから溶出した単鎖DNA
を0.5分画分で回収した。単鎖DNA含有画分をエタノール沈殿させ、上述のとおりにペレッ
ト化し、乾燥させた。乾燥したDNAペレットを200 μL滅菌水にプールした。
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【表１０】

バッファーAは、25 mMトリス、1 mM EDTA、pH 8.0である。
バッファーBは、25 mMトリス、1 mM EDTA、1 M NaCl、pH 8.0である。
バッファーCは40 mm リン酸である。
【０３６３】
　単鎖DNAを変異誘発のための調製で5'-リン酸化した。
24 μL 10*キナーゼバッファー（United States Biochemical社(Cleveland, Ohio)製）、
10 mMアデノシン5'‐三リン酸10.4 μL（Boehringer Mannheim社(Indianapolis, Ind.)製
）、及び2 μLポリヌクレオチドキナーゼ（30ユニット/μL, United States Biochemical
社(Cleveland, Ohio)製）をそれぞれの試料に加え、チューブを37℃で1時間インキュベー
トした。チューブを70℃で10分間インキュベートすることによって反応を停止した。DNA
を、トリス平衡化フェノール（pH＞8.0, United States Biochemical社(Cleveland, Ohio
)製）：クロロホルム：イソアミルアルコール(50:49:1)の1回の抽出、及びクロロホルム
：イソアミルアルコール(49:1)の1回の抽出によって精製した。抽出後、DNAをエタノール
沈殿させ、上述のとおりにペレット化した。DNAペレットを乾燥させ、次いで、50 μLの
滅菌水中に溶解した。1.0の吸光度について33 μg/mlを用いた260 nmのDNAアリコートの
吸光度測定によって、濃度を決定した。試料を-20℃で保存した。
【０３６４】
（脾臓抗体ファージライブラリの生成に使用するウラシルテンプレートの調製）
　一晩培養した1 mlの大腸菌(E. coli) CJ236（BioRAD社(Hercules, Calif.)）を、250 m
lのバッフル付き振盪フラスコ(baffled shake flask)中の50 ml 2*YTに加えた。この培養
物をOD600=0.6まで37℃で増殖させ、10 μlの1/100希釈BS45ベクターファージストック（
米国特許第6,555,310号に記載）を接種し、6時間継続して増殖させた。およそ40 mlの培
養物を、4℃で、12 krpm、15分間遠心分離した。その上清(30 ml)を新しい遠心管に移し
、15 μlの10 mg/ml RNアーゼA（Boehringer Mannheim社(Indianapolis, Ind.)製）を加
えた後、室温で15分間インキュベートした。7.5 mlの20%ポリエチレングリコール8000（F
isher Scientific社(Pittsburgh, Pa.)製）／3.5 M酢酸アンモニウム（Sigma Chemical社
(St. Louis, Mo.)製）を加え、氷上で30分間インキュベートすることによって、ファージ
を沈殿させた。試料を、2～8℃で、12 krpm、15分間遠心分離した。その上清を慎重に捨
て、チューブをしばらくの間回転させ、すべての微量上清を除去した。ペレットを400 μ
lの高塩緩衝液（300 mM NaCl、100 mMトリス(pH 8.0)、1 mM EDTA）中で再懸濁させ、1.5
 mlのチューブに移した。
【０３６５】
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　ファージストックを、白色の界面が目に見えなくなるまで、等量の平衡化フェノール：
クロロホルム：イソアミルアルコール(50:49:1)で繰り返し抽出し、次いで、等量のクロ
ロホルム：イソアミルアルコール(49:1)で抽出した。DNAを2.5容量のエタノール及び1/5
容量の7.5 M酢酸アンモニウムで沈殿させ、-20℃で30分間インキュベートした。DNAを、4
℃で、14 krpm、10分間遠心分離し、ペレットを冷却70%エタノールで1回洗浄し、減圧下
で乾燥させた。ウラシルテンプレートDNAを30 μlの滅菌水中に溶解し、1.0の吸光度を40
 μg/mlの濃度に用いるA260によって、濃度を決定した。テンプレートを滅菌水で250 ng/
μLに希釈し、等分し、-20℃で保存した。
【０３６６】
（ss-DNAによるウラシルテンプレートの変異誘発、及び抗体ファージライブラリを生成す
る大腸菌へのエレクトロポレーション）
　単鎖重鎖及び軽鎖遺伝子をファージディスプレイベクターウラシルテンプレート上に同
時に導入することによって、抗体ファージディスプレイライブラリを生成した。通常の変
異誘発を、0.2 mlのPCR反応チューブ中で次に示すものを混合することによって、2 μg規
模で行った：8 μlのウラシルテンプレート(250 ng/μL)、8 μLの10*アニーリングバッ
ファー（200 mMトリス(pH 7.0)、20 mM MgC12、500 mM NaCl）、3.33 μlのキナーゼ処理
単鎖重鎖挿入物(100 ng/μL)、3.1 μlのキナーゼ処理単鎖軽鎖挿入物(100 ng/μL)、及
び滅菌水（80 μlになるまで添加）。DNAを次に示す熱プロファイルを用いて、GeneAmp（
登録商標）9600サーマルサイクラーでアニーリングした：94℃で20秒、85℃で60秒間、85
℃～55℃で傾斜して30分間、55℃に15分間保持。プログラム終了後、DNAを氷に移した。8
 μlの10*合成バッファー（5 mM各dNTP、10 mM ATP、100 mMトリス(pH 7.4)、50 mM MgC1

2、20 mM DTT）、8 μLのT4 DNAリガーゼ（1 U/μL、Boehringer Mannheim社(Indianapol
is, Ind.)製）、8 μLの希釈T7 DNAポリメラーゼ（1 U/μL、New England BioLabs社(Bev
erly, Mass.)製）を加え、37℃で30分間インキュベートすることによって、伸長／ライゲ
ーションを行った。300 μLの変異誘発停止バッファー（10 mMトリス(pH 8.0)、10 mM ED
TA）によって、反応を停止した。変異誘発DNAを平衡化フェノール(pH＞8)：クロロホルム
：イソアミルアルコール(50:49:1)で1回抽出し、クロロホルム：イソアミルアルコール(4
9:1)で1回抽出し、-20℃で少なくとも30分間、DNAをエタノール沈殿させた。DNAをペレッ
ト化し、上述のとおりに、その上清を慎重に除去した。試料を再度しばらくの間回転させ
、ピペットマンですべての微量エタノールを除去した。ペレットを減圧下で乾燥させた。
DNAを4 μLの滅菌水中で再懸濁させた。
【０３６７】
　1 μLの変異誘発DNA (500 ng)を、エレクトロポレーションを使用して、40 μlのエレ
クトロコンピテント大腸菌(E. coli) DH12S（Gibco/BRL社(Gaithersburg, Md.)）に転写
した。形質転換細胞を、2*YTブロスでもとの容積の60%に希釈したおよそ1.0 mlの一晩培
養XL-1細胞と混合した。次いで、この混合物を15 mlの無菌培養管に移し、150 mmのLB寒
天プレートで平板培養するために、9 mlのトップアガーを加えた。プレートを37℃で4時
間インキュベートし、次いで、一晩で20℃に移行させた。10 mlの2*YTでこれらのプレー
トからファージを溶出し、破片を回転させ、上清を採取することによって、第１ラウンド
抗体ファージを作製した。これらの試料は、BST1に対する抗体の選択に使用する抗体ファ
ージディスプレイライブラリである。LB寒天プレートの懸濁した細胞の10-4希釈物10μl
を平板培養し、その後、37℃でプレートの一晩のインキュベートによって、エレクトロポ
レーションの効率を測定した。10-4希釈物プレートのプラークの数に106を掛けるによっ
て、効率を算出した。ライブラリエレクトロポレーション効率は通常、これらの条件下で
は1*107ファージよりも高い。
【０３６８】
（エレクトロポレーションによる大腸菌の形質転換）
　エレクトロコンピテント大腸菌細胞を氷上で解凍した。DNAを、気泡が入らないように
注意して、2～3回上下に静かにピペットで移すことによって、細胞40 Lと混合した。細胞
を、再度移動で気泡が入らないように注意して、氷上で冷却した遺伝子パルサーキュベッ
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ト（0.2 cmギャップ、BioRAD社(Hercules, Calif.)製）に移した。キュベットを大腸菌パ
ルサー（BioRAD社(Hercules, Calif.)製）に置き、メーカーの推奨に従って、1.88 kVに
設定した電圧でエレクトロポレーション導入した。形質転換試料を直ちに、1 mlの2*YTブ
ロス、又は400 μlの2*YT／600 μlの一晩培養XL-1細胞混合物1 ml中で再懸濁させ、指示
された手順のとおり処理した。
【０３６９】
　（抗体ファージディスプレイベクター変異誘発反応によって形質転換したM 13ファージ
又は細胞の平板培養）
　100 mmのLB寒天プレートで平板培養する場合は、ファージ試料を大腸菌XL1-ブルーの一
晩培養物200 μLに加え、又は、無菌15 ml培養管において150 mmのプレートで平板培養す
る場合は、ファージ試料を600 μLの一晩培養細胞に加えた。LBトップアガー（100 mmの
プレートに3 ml、又は150 mmのプレートに9 ml）を加えた後、トップアガーを55℃で保存
した（付録A1, Sambrookらの文献、上述を参照）。その混合物を、寒天表面の過剰な水分
を除去するためにあらかじめ温めた（37℃～55℃）LB寒天プレート上に均等に分散させた
。トップアガーが凝固するまで、プレートを室温で冷却した。プレートを反転させて、上
に示すように、37℃でインキュベートした。
【０３７０】
　（ビオチン化チロシンプロテインキナーゼ膜横断受容体BST1及びビオチン化抗体の調製
）
　濃縮組換えBST1抗原（全長細胞外ドメイン）を、BBS（20 mMホウ酸塩、150 mM NaCl、0
.1% NaN3、pH 8.0）で広範囲に透析した。透析後、1 mgのBST1（BBS中1 mg/ml）を、15倍
のモル過剰のビオチン-XX-NHSエステル（Molecular Probes社(Eugene, Oreg.)製、DMSO中
40 mMの原液）と反応させた。この反応物を室温で90分間インキュベートし、次いで、最
終濃度20 mMのタウリン（Sigma Chemical社(St. Louis, Mo.)製）でクエンチした。その
後、ビオチン化反応混合物を2～8℃でBBSに対して透析した。透析後、ビオチン化BST1を
パンニングバッファー(panning buffer)（40 mMトリス、150 mM NaCl、20 mg/ml BSA、0.
1% Tween 20、pH 7.5）中で希釈し、等分し、必要があるまで-80℃で保存した。
【０３７１】
　重鎖のカルボキシ末端に位置する遊離システインを使用して、3-(N-マレイミジルプロ
ピオニル)ビオシチン（Molecular Probes社(Eugene, Oreg.)製）と抗体を反応させた。抗
体を、最終濃度1 mMまで30分間室温でDTTを加えることによって還元した。還元抗体を、5
0 mMリン酸カリウム、10 mMホウ酸、150 mM NaCl、pH 7.0中で平衡化したSephadex G50脱
塩カラムに通した。3-(N-マレイミジルプロピオニル)ビオシチンを、最終濃度1 mMまで加
え、反応を室温で60分間進行させた。次いで、試料をBBSに対して広範囲に透析し、2～8
℃で保存した。
【０３７２】
（アビジン磁気ラテックスの調製）
　磁気ラテックス（Estapor、10%固形物、Bangs Laboratories社(Fishers, Ind.)製）を
完全に再懸濁させ、15 mlの円錐管に2 ml等分した。磁気ラテックスを12 ml蒸留水中で懸
濁させ、磁石（PerSeptive Biosystems社(Framingham, Mass.)製）を使用して10分間溶液
から分離した。磁気ラテックスの磁石による分離を維持しつつ、10 mlの滅菌ピペットを
使用して液体を慎重に除去した。この洗浄工程を更に3回反復した。最終洗浄後、ラテッ
クスを2 mlの蒸留水中で再懸濁させた。個別の50 mlの円錐管では、10 mgのアビジン-HS
（NeutrAvidin, Pierce社(Rockford, Ill.)製）を、18 mlの40 mMトリス、0.15 M塩化ナ
トリウム、pH 7.5 (TBS)中に溶解した。撹拌中、2 mlの洗浄磁気ラテックスを希釈アビジ
ン‐HSに加え、その混合物を更に30秒混合した。この混合物を45℃で２時間インキュベー
トし、30分ごとに振盪した。アビジン磁気ラテックスを、磁石を使用して溶液から分離し
、上述のとおりに、20 ml BBSで3回洗浄した。最終洗浄後、ラテックスを10 mlのBBS中で
再懸濁させ、4℃で保存した。
【０３７３】
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　使用直前に、アビジン磁気ラテックスをパンニングバッファー（40 mMトリス、150 mM 
NaCl、20 mg/ml BSA、0.1% Tween 20、pH 7.5）中で平衡化した。パンニング試験に必要
なアビジン磁気ラテックス（200 μl／試料）を、滅菌15 ml遠心管に加え、パンニングバ
ッファーで10 mlにした。遠心管を磁石上に10分間置き、ラテックスを分離した。上述の
とおりに、溶液を10 ml滅菌ピペットで慎重に除去した。磁気ラテックスを10 mlのパンニ
ングバッファー中で再懸濁させ、第２の洗浄を開始した。磁気ラテックスをパンニングバ
ッファーで計3回洗浄した。最終洗浄後、ラテックスをパンニングバッファー中で開始容
積まで再懸濁させた。
【０３７４】
（実施例6：BST1抗原に対する組換えポリクローナル抗体の選択）
　BST1に特異的に結合する結合試薬を、実施例5に記載の過剰免疫したマウスから作製し
たファージディスプレイライブラリから選択した。
【０３７５】
　（パンニング）
　第１ラウンド抗体ファージを、BS45ウラシルテンプレートを使用して、実施例5に記載
のとおりに調製した。変異誘発DNAのエレクトロポレーションを行い、種々の免疫化マウ
スに由来するファージ試料を生産した。組換えポリクローナルライブラリの多くの多様性
を生み出すために、各ファージ試料を別々にパンニングした。
【０３７６】
　ビオチン化BST1抗原による機能的パンニングの第１ラウンド前に、7F 11-磁気ラテック
ス（米国特許第6,555,310号の実施例21及び22に記載）でパンニングすることによって、
これらの表面で重鎖及び軽鎖をともに示すファージの抗体ファージライブラリを選択した
。これらの強化されたライブラリの機能的パンニングを、原則として、米国特許第6,555,
310号の実施例16に記載のとおりに行った。具体的には、10 μLの1*10-6 Mビオチン化BST
1抗原を、ファージ試料（最終濃度およそ1*10-8 MのBST1）に加え、2～8℃で、その混合
物を一晩平衡になるようにした。
【０３７７】
　平衡に到達後、試料をアビジン磁気ラテックスでパンニングし、BST1に結合した抗体フ
ァージを捕捉した。平衡化アビジン磁気ラテックス（実施例5）、試料当たり200 μLラテ
ックスを、室温で10分間ファージとともにインキュベートした。10分後、およそ9 mlのパ
ンニングバッファーを各ファージ試料に加え、磁石を使用して磁気ラテックスを溶液から
分離した。10分の分離後、10 mlの滅菌ピペットを使用して、未結合のファージを慎重に
除去した。次いで、磁気ラテックスを10 mlのパンニングバッファー中で再懸濁させ、第
２の洗浄を開始した。上述のとおりに、ラテックスを計3回洗浄した。それぞれの洗浄に
おいて、チューブを磁石と10分間接触させ、磁気ラテックスから未結合のファージを分離
した。第３の洗浄後、磁気ラテックスを1 mlのパンニングバッファー中で再懸濁させ、1.
5 mLのチューブに移した。次いで、各試料の磁気ラテックスの全量を回収し、200 μl 2*

YT中で再懸濁させ、実施例1に記載のとおり、これを150 mmのLBプレートで平板培養し、
結合ファージを増幅させた。プレートを37℃で4時間、次いで、20℃で一晩インキュベー
トした。
【０３７８】
　結合ファージを増幅させるのに使用した150 mmのプレートを使用して、次のラウンドの
抗体ファージを生成した。一晩インキュベート後、細菌叢上に10 mlの2*YT培地をピペッ
トで移し、プレートを室温で20分間静かに振盪することによって、第２ラウンドの抗体フ
ァージを150 mmのプレートから溶出した。次いで、ファージ試料を、プラグシールキャッ
プを備える15 mlの使い捨て滅菌遠心管に移し、3500 rpmで15分間、遠心管を遠心分離す
ることによって、LBプレートの破片をペレット化した。その後、第２ラウンドの抗体ファ
ージを含有する上清を新しいチューブに移した。
【０３７９】
　各ファージストック100 μLを、15 mlの使い捨て滅菌遠心管の900 μLのパンニングバ
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ッファーで希釈することによって、第２ラウンドの機能的パンニングを設定した。次いで
、第１ラウンドのパンニングの記載のとおりに、ビオチン化BST1抗原を各試料に加え、フ
ァージ試料を室温で1時間インキュベートした。その後、上述のとおりに、ファージ試料
をアビジン磁気ラテックスでパンニングした。パンニングの進行を、100 mmのLB寒天プレ
ート上の各ラテックス試料のアリコートを平板培養することによって、この時点でモニタ
リングして、κ陽性の割合を決定した。各パンニングの大多数のラテックス(99%)を、150
 mmのLB寒天プレート上で平板培養し、ラテックスへのファージ結合を増幅させた。100 m
mのLB寒天プレートを37℃で6～7時間インキュベートした後、プレートを室温まで移行し
、ニトロセルロース膜（孔径0.45 mm、BA85 Protran、Schleicher and Schuell社(Keene,
 N.H.)製）をプラーク上に覆った。
【０３８０】
　ニトロセルロース膜を有するプレートを、室温で一晩インキュベートした後、ヤギ抗マ
ウスκアルカリホスファターゼで発現させ、下記のとおりにκ陽性の割合を決定した。集
団のκ陽性の低い割合(＜70%)のファージ試料を、7F11-磁気ラテックスによるパンニング
のラウンドに供した後、およそ2*10-9 Mでビオチン化BST1抗原を使用してパンニングの第
３機能的ラウンドを2～8℃で一晩行った。また、このラウンドのパンニングもκ陽性のた
めにモニタリングした。80%を超えるκ陽性割合である個々のファージ試料をプールし、5
*10-9 MのBST1で、2～8℃で一晩パンニングする最終ラウンドに供した。この第４ラウン
ドの機能的パンニングから溶出したファージ内に含有するBST1抗体遺伝子を、発現ベクタ
ーpBRncoH3にサブクローン化した。
【０３８１】
　米国特許第6,555,310号の実施例18に記載のとおりに、サブクローニング工程を概して
行った。サブクローニング後、発現ベクターをDH10B細胞にエレクトロポレーションし、
その混合物を、1%グリセロール及び10 μg/mlテトラサイクリンを含有する2*YTで一晩増
殖させた。テトラサイクリン中の第２ラウンドの増殖及び選択後、BST1ポリクローナル抗
体生産の供給源として、細胞のアリコートを-80℃で凍結した。これらのポリクローナル
混合物の試料を、10 μg/mlテトラサイクリンを含有するLB寒天プレートで平板培養し、B
ST1を認識する抗体をスクリーニングすることによって、モノクローナル抗体をポリクロ
ーナル混合物から選択した。
【０３８２】
　（BST1に対する組換え抗体の発現及び精製）
　振盪フラスコ接種物を、37℃、300 rpmに設定したInnova 4330インキュベーター振盪機
（New Brunswick Scientific社(Edison, N.J.)製）で、-70℃の細胞バンクから一晩で発
生させた。接種物を、3 g/L L-ロイシン、3g/L L-イソロイシン、12 g/Lカゼイン消化物
（Difco社(Detroit, Mich.)製）、12.5 g/Lグリセロール、及び10 μg/mlテトラサイクリ
ンを添加した規定培養培地（Packらの文献(1993)：BioTechnology 11: 1271-1277）を収
容した20 L発酵槽（Applikon社(Foster City, Calif.)製）に接種するのに使用した。発
酵槽の温度、pH及び溶解酸素をそれぞれ、26℃、6.0～6.8、及び25%飽和に制御した。ポ
リプロピレングリコール（Dow社(Midland, Mich.)製）の添加によって、気泡を制御した
。グリセロールを流加モードの発酵槽に加えた。対数増殖後期にL(+)-アラビノース（Sig
ma社(St. Louis, Mo.)製）を2g/Lまで加えることによって、Fab発現を誘発した。細胞密
度を、UV-1201分光測光器（Shimadzu社(Columbia, Md.)製）において600 nmの吸光度によ
って測定した。運転の終了及びpH 6.0への調整後、培養物を17,000 psiでM-210B-EHマイ
クロフルイダイザー（Microfluidics社(Newton, Mass.)製）に2回通した。細胞の高圧均
質化によって、Fabが培養上清中に放出された。
【０３８３】
　精製の第１の工程は、膨張床固定化金属アフィニティークロマトグラフィ(EB-IMAC)で
あった。Streamline（商標）キレート樹脂（Pharmacia社(Piscataway, N.J.)製）に0.1 M
 NiC12を加えた後、膨張させ、上方向に流れる50 mM酢酸塩、200 mM NaCl、10 mMイミダ
ゾール、0.01% NaN3、pH 6.0バッファー中で平衡化した。保存溶液を使用して培養ホモジ
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ェネートを10 mMイミダゾールに移し、その後、平衡化バッファー中で2倍以上に希釈し、
湿潤固体含量を5重量%未満まで低減させた。次いで、これを、300 cm／時間の空塔速度で
上方向に流れるStreamlineカラムにかけた。細胞残屑は妨害なく通過したが、Fab重鎖上
のニッケルとヘキサヒスチジンタグとの間の高い親和性相互作用によって、Fabが捕捉さ
れた。洗浄後、膨張床を充填床に替え、下方向に流れる20 mMホウ酸塩、150 mM NaCl、20
0 mMイミダゾール、0.01% NaN3、pH 8.0バッファーでFabを溶出した。
【０３８４】
　精製の第２の工程は、イオン交換クロマトグラフィ(IEC)を使用した。Q Sepharose Fas
tFlow樹脂（Pharmacia社(Piscataway, N.J.)製）を、20 mMホウ酸塩、37.5 mM NaCl、0.0
1% NaN3、pH 8.0中で平衡化した。EB-IMAC工程のFab溶出プールを、20 mMホウ酸塩、0.01
% NaN3、pH 8.0中で4倍に希釈し、IECカラムにかけた。洗浄後、37.5～200 mM NaCl塩勾
配によってFabを溶出した。溶出画分を、プールする前に、Xcell II（商標）SDS-PAGEシ
ステム（Novex社(San Diego, Calif.)製）を使用して、純度を評価した。そして、Fabプ
ールを濃縮し、保存のため、20 mMホウ酸塩、150 mM NaCl、0.01% NaN3、pH 8.0バッファ
ーに透析ろ過した。これは、10,000 MWCOカセット（Sartorius社(Bohemia, N.Y.)製）を
備えたSartocon Slice（商標）システムで達成した。最終精製収率は通常50%であった。
精製Fabの濃度を、280 nmのUV吸光度によって測定し、1.6の吸光度を1 mg/ml溶液とした
。
【０３８５】
（実施例7：フローサイトメトリー解析によって決定したBST1に対するモノクローナル抗
体の特異性）
　フローサイトメトリー解析を、ヤギポリクローナル抗体sc7113（Santa Cruz Biotechno
logy社(CA)製）を使用して、AML患者由来のCD33+末梢血細胞で行った。また、比較FACS試
験も、BST1とCD33とを比較して、ヒト白血球の部分集合で行った。
【０３８６】
　さらに、実施例6で選択したBST1に対する抗体の特異性も、フローサイトメトリーによ
って試験した。細胞表面BST1タンパク質に対する抗体の結合能を試験するために、抗体を
、BST1発現細胞H226（ヒト肺扁平上皮癌）及びA549（ヒト肺腺癌(lung adenocarinoma)）
とともにインキュベートした。細胞をFACSバッファー(DPBS, 2% FBS)中で洗浄し、遠心分
離し、100 μlの希釈一次BST1抗体（更にFACSバッファー中で希釈された）中で再懸濁さ
せた。抗体‐A549複合体及び抗体‐H226複合体を、氷上で60分間インキュベートし、次い
で、上述したFACSバッファーで2回洗浄した。細胞‐抗体ペレットを、100 μlの希釈二次
抗体（更にFACSバッファー中で希釈された）中で再懸濁させ、氷上で60分間インキュベー
トした。前述したとおりに、ペレットを洗浄し、200 μlのFACSバッファー中で再懸濁さ
せた。試料を、BD FACScanto IIフローサイトメーターにロードし、BD FACSdivaソフトウ
ェアを使用してデータを分析した。A549及びH226細胞に発現したBST1へのBST1_A1及びBST
1_A2の結合を、フローサイトメトリーを使用して解析した。
【０３８７】
（結果）
　図4aは、6つのAML試料のフローサイトメトリー解析を示す。これは、抗BST1抗体により
染色された（曲線下の無色の部分）又は未染色の（灰色の部分）AML患者由来のCD33+末梢
血細胞を示す。結果は、6人のAML患者のうち6人において、抗BST1抗体による陽性染色を
示す。
【０３８８】
　図4bは、ヒト白血球の部分集合におけるBST1及びCD33のフローサイトメトリー解析を示
す。結果は、これらの細胞クラスにおいて、2つの標的の比較可能な結合プロファイルを
示した。BST1の強い結合は、顆粒細胞及び単球でみられ、これらの双方と関係して、喘息
、痛風、クローン病、狼瘡及び糖尿病などの疾患において活性化し得る。また、単球もア
テローム斑の発症に関係する。
【０３８９】
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　フローサイトメトリー解析の結果は、BST1_A1及びBST1_A2と命名した4つのモノクロー
ナル抗体が、細胞表面ヒトBST1に効果的に結合することを実証した。図4cは、A549及びH2
26細胞におけるBST1へのBST1_A1及びBST1_A2両方の結合特異性をそれぞれ示す。結果は、
A549及びH226におけるBST1に対するこれらの抗体の強い結合を示す。
【０３９０】
（実施例8：チロシンプロテインキナーゼ膜横断受容体BST1に対するモノクローナル抗体
の構造上の特性評価）
　標準PCR法を用いて、BST1_A1及びBST1_A2モノクローナル抗体の重鎖及び軽鎖可変領域
をコードするcDNA配列を得、標準的なDNAシーケエンス法を用いて、これらを配列決定し
た。
【０３９１】
　抗体配列を突然変異させて、1以上の残基で生殖細胞系列残基に戻した。
【０３９２】
　BST1_A1の重鎖可変領域のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ、配列番号18
及び14である。
【０３９３】
　BST1_A1の軽鎖可変領域のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ、配列番号19
及び15である。
【０３９４】
　BST1_A2の重鎖可変領域のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ、配列番号20
及び16である。
【０３９５】
　BST1_A2の軽鎖可変領域のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ、配列番号21
及び17である。
【０３９６】
（実施例9：A549及びH226細胞におけるBST1_A1及びBST1_A2のインターナリゼーション及
びMabZAP。）
　H226及びA549によるBST1_A1及びBST1_A2のインターナリゼーションを、MabZapアッセイ
を用いて調査した。MabZapアッセイは、毒素サポリン（Advanced Targeting System社(Sa
n Diego, CA)製、IT-22-100）に結合した抗ヒトIgG二次抗体の結合を通じて、抗BST1モノ
クローナル抗体のインターナリゼーションを示した。まず、BST1 Fabが細胞の表面に結合
した。次いで、MabZAP抗体が一次抗体に結合した。次に、MabZAP複合体が細胞によって取
り込まれた。サポリンの細胞への侵入は、タンパク質合成の阻害及び最終的な細胞死をも
たらした。
【０３９７】
　MabZAPアッセイを次に示すとおりに行った。細胞をそれぞれ、ウェル当たり5×103細胞
の密度で接種した。抗BST1モノクローナル抗体又はアイソタイプ対照ヒトIgGを連続的に
希釈し、次いで、細胞に加え、25℃で15分間インキュベートした。その後、MabZAPを加え
、37℃で72時間インキュベートした。プレートの細胞生存率をCellTiter-Glo（登録商標
）発光細胞生存アッセイキット（Promega社製、G7571）によって検出し、プレートを読み
取り、Promega Glomaxを使用して分析した。細胞死は、抗BST1モノクローナル抗体の濃度
に比例していた。図5a及び5bは、抗BST1モノクローナル抗体、BST1_A1及びBST1_A2が、抗
ヒトIgGアイソタイプ対照抗体と比較して、H226及びA549細胞に効率的に取り込まれたこ
とを示す。
【０３９８】
（実施例10：AML患者におけるフローサイトメトリー解析によって決定したBST1に対する
モノクローナル抗体の特異性）
　AML患者由来のリンパ芽球へのBST_A2の結合能を、フローサイトメトリー解析によって
試験した。血液を20人のAML患者から採取した。実施例7に説明する手順を用いて、BST_A2
は、AML患者のおよそ80%のAML芽細胞に結合することを示した。
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（実施例11：抗BST1 mAbsによって媒介した抗体依存性細胞傷害）
　まず、10 nm/L～0.1 nm/Lの濃度で25 μlの親及び非フコシル化抗BST1抗体（BST1_A2及
びBST1_A2_NF）を加え、50 μlのBST1発現A549及びU937細胞（組織球性リンパ腫細胞）を
加えた96穴プレートのウェルを分離した。その後、25 μlのエフェクター細胞を、10:1及
び25:1の最終エフェクター：標的(E:T)比を得るように、ウェルに加えた。次いで、プレ
ートを、1000 rpmで2分間、静かに回転させ、その後、37℃で4時間、5% CO2インキュベー
ターでインキュベートした。3時間のインキュベーション後に、10 μlの溶解液をBST1発
現細胞のみを含有するそれぞれのウェルに加え、最大LDH放出を測定した。なお、一組の
ウェルには、容積補正対照として、培地のみを含有していた。
【０４００】
　インキュベーション後、細胞を、1000 rpmで2分間、静かに回転させ、その後、50 μｌ
の上清を平底96穴プレートに移した。Promega社から入手可能なCytoTox 96（登録商標）
非放射性細胞毒性アッセイ（カタログ番号：G1780）を用いて、キット構成要素を、メー
カーの説明書に従って再構成し、50 μｌの基質ミックスをそれぞれのウェルに加えた。
次いで、プレートを覆い、光から保護しつつ、そのまま25℃で30分間インキュベートした
。この後、50 μｌの停止液をそれぞれのウェルに加え、varioskanプレートリーダーを使
用して、吸光度を490 nmで記録した。
【０４０１】
　正の対照として、ADCCによる細胞死滅を刺激することが知られている抗体、及び、負の
対照としてヒトIgG1アイソタイプ対照を使用して、結果は、BST1_A2及びBST1_A2_NFが、B
ST1発現A549及びU937細胞においてADCCを誘発できたことを示す。BST1発現A549細胞にお
いて、BST1_A2_NFは、10 nmol/Lでおよそ45%まで死滅することを示した（図6）。BST1発
現U937細胞において、BST1_A2は、1 nmol/Lでおよそ20%まで死滅し、BST1_A2_NFは、1 nm
ol/Lでおよそ45%まで死滅することを示し（図6b）、このため、BST1_A2_NFが、AML患者及
び肺癌患者において治療効果を有することを示す。
（配列表）



(75) JP 2014-527034 A 2014.10.9

10

20

30

40

【表１１】



(76) JP 2014-527034 A 2014.10.9

10

20

30

40



(77) JP 2014-527034 A 2014.10.9

【図１Ａ－Ｃ】 【図１Ｄ－Ｆ】

【図１Ｇ】

【図２】

【図３Ａ】



(78) JP 2014-527034 A 2014.10.9

【図３Ｂ】 【図３Ｃ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図４Ｃ】



(79) JP 2014-527034 A 2014.10.9

【図５Ａ－Ｂ】 【図６Ａ－Ｂ】

【手続補正書】
【提出日】平成26年6月17日(2014.6.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　BST1が発現する急性骨髄白血病(AML)の治療又は予防のための医薬組成物であって、BST
1に結合する親和性試薬の治療有効量を含み、該親和性試薬が、抗体依存性細胞傷害(ADCC
)、補体依存性細胞傷害(CDC)及び／又はT細胞傷害を誘発する、前記医薬組成物。
【請求項２】
　BST1が発現する疾患の治療又は予防のための医薬組成物であって、BST1に結合する親和
性試薬の治療有効量を含む、前記医薬組成物。
【請求項３】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌を含む癌である、請求項２記載の医薬組成物
。
【請求項４】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病又はアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項２記載の医薬組成
物。
【請求項５】
　前記親和性試薬が、BST1に特異的に結合する、請求項２～４のうちのいずれか一項記載
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の医薬組成物。
【請求項６】
　前記親和性試薬が、抗体若しくはその機能的断片又は抗体模倣体である、請求項２～５
のうちのいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記親和性試薬がモノクローナル抗体である、請求項６記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記親和性試薬が、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、単鎖抗体、脱フコシル化抗体
又は二重特異性抗体である、請求項６又は７記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記機能的抗体断片が、ユニボディ（UniBody（登録商標））、ドメイン抗体又はナノ
ボディである、請求項６記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記抗体模倣体が、アフィボディ、DARPin、アンチカリン、アビマー、バーサボディ又
はデュオカリンである、請求項６記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記親和性試薬が、治療的部分を含有するか又は該治療的部分に結合する、請求項２～
１０のうちのいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記治療的部分が、細胞傷害性部分又は放射性同位体である、請求項１１記載の医薬組
成物。
【請求項１３】
　前記親和性試薬が抗体薬物結合体である、請求項１１又は１２記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　前記親和性試薬が、抗体依存性細胞傷害(ADCC)を誘発する、請求項２～１０のうちのい
ずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　前記親和性試薬が、補体依存性細胞傷害(CDC)を誘発する、請求項２～１０のうちのい
ずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　前記親和性試薬が、T細胞傷害を誘発する、請求項２～１０のうちのいずれか一項記載
の医薬組成物。
【請求項１７】
　請求項２、４、５、６、７、８、９及び１０のうちのいずれか一項に記載の、疾患の治
療又は予防のための医薬組成物であって、前記疾患が癌であり、前記親和性試薬が、癌細
胞のアポトーシスを誘導し、癌幹細胞を死滅させるか若しくは癌幹細胞の数を低減させ、
及び／又は循環腫瘍細胞の数を死滅させるか若しくは低減させる、前記医薬組成物。
【請求項１８】
　前記親和性試薬が、BST1の生理作用を調節し、BST1へのリガンド結合を阻害し、及び／
又はBST1によって媒介されたシグナル伝達経路を阻害する、請求項２～１０のうちのいず
れか一項記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　BST1が発現する疾患の治療又は予防のため医薬組成物であって、BST1の細胞外ドメイン
をコードする核酸にハイブリダイズし得るハイブリダイズ剤の治療有効量を含む、前記医
薬組成物。
【請求項２０】
　前記ハイブリダイズ剤が、低分子干渉RNA (siRNA)、低分子ヘアピンRNA (shRNA)、マイ
クロRNA (miRNA)、アンチセンス核酸又は相補性DNA (cDNA)である、請求項１９記載の医
薬組成物。
【請求項２１】
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　急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、腎臓癌、頭頸
部癌、肺癌、卵巣癌又は膵臓癌からなる群より選択される癌の治療又は予防のための、請
求項１９又は２０記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬、糖尿病又は
アテローム性動脈硬化症からなる群より選択される炎症性疾患の治療又は予防のための、
請求項１９又は２０記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　BST1が発現する疾患を検出、診断及び／又はスクリーニングするインビトロの方法、若
しくは該疾患の進行をモニタリングするインビトロの方法、又は該疾患においてBST1が発
現する疾患の薬剤若しくは治療の効果をモニタリングするインビトロの方法であって、該
疾患を有する対象から得られた生体試料における、BST1若しくはその1以上の断片の存在
若しくはレベル、又はBST1をコードする核酸の存在若しくはレベルを検出することを含む
か、又は、該レベルの変化を検出することを含む、前記インビトロの方法。
【請求項２４】
　BST1若しくはその1以上の断片の存在、又はBST1をコードする核酸の存在を検出するこ
とを含み、（a）健常対象由来の生体試料におけるレベルと比較しての前記対象由来の生
体試料における、BST1若しくはその1以上の断片のレベルの上昇、若しくはBST1をコード
する核酸のレベルの上昇の存在、又は（b）健常対象由来の生体試料における対応する検
出不可能なレベルと比較しての前記対象由来の生体試料における、BST1若しくはその1以
上の断片の検出可能なレベル、若しくはBST1をコードする核酸の検出可能なレベルの存在
のいずれかが、該対象におけるBST1が発現する前記癌の存在を示す、請求項２３に記載の
インビトロの方法。
【請求項２５】
　BST1が発現する疾患を検出、診断及び／又はスクリーニングするか若しくは該疾患の進
行をモニタリングするインビトロの方法、又は、BST1が発現する疾患における薬剤若しく
は治療の効果をモニタリングするインビトロの方法であって、該疾患を有する対象から得
られた生体試料における、BST1若しくはその1以上の断片に免疫特異的に結合し得る抗体
の存在又はレベルを検出することを含む、前記インビトロの方法。
【請求項２６】
　前記BST1若しくはその1以上の断片の存在が、BST1に結合する親和性試薬を使用して検
出される、請求項２３～２５のうちのいずれか一項記載のインビトロの方法。
【請求項２７】
　前記親和性試薬が、請求項５～１０のうちのいずれか一項に記載の親和性試薬である、
請求項２６記載のインビトロの方法。
【請求項２８】
　前記親和性試薬が、検出可能な標識を含有するか又は該標識に結合する、請求項２６又
は２７記載のインビトロの方法。
【請求項２９】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌を含む癌である、請求項２３～２８のうちの
いずれか一項記載のインビトロの方法。
【請求項３０】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病及びアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項２３～２８のうち
のいずれか一項記載のインビトロの方法。
【請求項３１】
　前記対象がヒトである、請求項２３～３０のうちのいずれか一項記載のインビトロの方
法。
【請求項３２】
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　BST1が発現する疾患の治療又は予防のための物質を同定するための方法であって、(a) 
BST1又はその1以上の断片を候補物質と接触させることと、(b)該物質が、BST1又はその1
以上の断片に結合するか否かを決定すること、とを含む、前記方法。
【請求項３３】
　BST1又はその1以上の断片に結合して、BST1が発現する疾患を抑制する物質の能力を試
験することを更に含む、請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　前記親和性試薬が、BST1の生理作用を調節し、BST1へのリガンド結合を阻害し、及び／
又はBST1によって媒介されたシグナル伝達経路を阻害する、請求項３２又は３３記載の方
法。
【請求項３５】
　前記疾患が、急性骨髄白血病(AML)、B細胞慢性リンパ球性白血病、乳癌、結腸直腸癌、
腎臓癌、頭頸部癌、肺癌、卵巣癌及び膵臓癌を含む癌である、請求項３２～３４のうちの
いずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　前記疾患が、喘息、痛風、クローン病、狼瘡、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、乾癬
、糖尿病及びアテローム性動脈硬化症を含む炎症性疾患である、請求項３２～３４のうち
のいずれか一項記載のインビトロの方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１５】
　機能的抗体断片には、ユニボディ（UniBody（登録商標））、ドメイン抗体又はナノボ
ディが含まれる。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2014527034000001.app
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本发明提供用于急性髓性白血病（AML），B细胞慢性淋巴细胞白血病，乳腺癌，结肠直肠癌，肾癌，头颈癌，肺癌，卵巢癌或其
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