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(57)【要約】
　本発明は、一般的に、ゲルゾリンポリペプチドに結合
することができるゲルゾリン結合剤（例えば抗体）に関
する。本発明のゲルゾリン結合剤は、試験サンプル中の
ゲルゾリンポリペプチドを検出するのに、単独でまたは
組合せで有用である。特に、ゲルゾリン結合剤は、ゲル
ゾリンに関連する医学的状態を診断する尿サンプルの分
析に有用である。生物学的サンプル中のゲルゾリンを検
出するキットもまた本開示により提供される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類被験体におけるゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態の存在または
それらに対する素因を決定する方法であって、
（ａ）ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１６、２２４７および２２４８から
なる群から選択される寄託細胞株により産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する１
つまたは複数の抗体または抗体関連ポリペプチドと、免疫学的反応条件下で、前記哺乳類
被験体からの尿サンプルを接触させる工程；及び
（ｂ）ゲルゾリン様ポリペプチドに対する１つまたは複数の抗体または抗体関連ポリペプ
チドの結合を検出して、前記サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを決定する
工程を含み、前記サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルと参照レベルとの間の
差が、前記哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態の
存在またはそれらに対する素因を示す方法。
【請求項２】
　前記サンプルを、ＥＬＩＳＡにおいて抗体または抗体関連ポリペプチドと接触させる、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記接触の工程が、第１の抗体を基質に結合させること、並びにサンプルおよび第２の
抗体を前記基質へ接触させることを含み、前記第２の抗体が検出可能な標識を含む、請求
項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１の抗体が、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッション番号２２４７によ
り産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株により産生される抗体
と同じ抗原決定基に結合する、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態が、腎不全、敗血症性ショック
、多臓器機能障害症候群、関節リウマチ、脳卒中、心筋梗塞、癌、全身性自己免疫性疾患
、慢性肝炎、化学療法の副作用、および放射線療法の副作用からなる群から選択される、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ゲルゾリン様ポリペプチドが、ゲルゾリンのＣ末端断片である、請求項１に記載の
方法。
【請求項７】
　前記参照レベルと比較した前記サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドレベルの増加が
、哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態の存在また
はそれらに対する素因を示す、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記参照レベルが、ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態を有していない
被験体の対照集団におけるゲルゾリン様ポリペプチドの量である、請求項１に記載の方法
。
【請求項９】
　前記参照レベルが、ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態を有していない
被験体におけるゲルゾリン様ポリペプチドの量である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記参照レベルが、その時以前の被験体におけるゲルゾリン様ポリペプチドの量である
、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記被験体からのサンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドの量を定量化する工程をさら
に含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項１２】
　前記哺乳類被験体からのサンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドの量を、前記被験体の
生存の可能性と関連づける工程をさらに含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　哺乳類被験体における腎不全をモニタリングする方法であって、
（ａ）請求項１の方法に記載の哺乳類被験体の尿中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベル
を決定する工程と；
（ｂ）前記哺乳類被験体のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを参照レベルと比較する工
程とを含み、前記参照レベルが、腎不全を有していない対照被験体を含み、前記参照レベ
ルと比較した前記被験体のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルの増加が、前記哺乳類被験
体が腎不全を有することを示す方法。
【請求項１４】
　哺乳類被験体のための予防的または療法的な治療を選択する方法であって、
（ａ）請求項１の方法に記載の哺乳類被験体中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを決
定する工程；
（ｂ）前記被験体のゲルゾリンポリペプチドのレベルに基づいた被験体クラスに前記被験
体を割り当てる工程；及び
（ｃ）被験体クラスに基づいて予防的または療法的な治療を選択する工程
を含む方法。
【請求項１５】
　ＣＧＭＣＣアクセッション番号２２４７および２２４８からなる群から選択される寄託
細胞株により産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する、抗体またはその抗原結合断
片。
【請求項１６】
　ＧＡＳＥＡＥＫＴＧＡ（配列番号：５）、または１つ若しくは複数の保存的アミノ酸置
換を有するその変異型からなる群から選択される重鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を少なくとも
含む抗体またはその抗原結合断片であって、特異的にゲルゾリンを結合する、抗体または
その抗原結合断片。
【請求項１７】
　請求項１５又は１６のいずれか一項に記載の抗体またはその抗原結合断片をコードする
単離された核酸。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１９】
　核酸分子に作動可能に連結されたプロモーターをさらに含む、請求項１８に記載のベク
ター。
【請求項２０】
　請求項１８に記載のベクターを含む、宿主細胞。
【請求項２１】
　モノクローナル抗体を産生する連続的な細胞株であって、前記モノクローナル抗体が、
ＣＧＭＣＣアクセッション番号２２４７および２２４８からなる群から選択されるハイブ
リドーマ細胞株により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記細胞株が癌細胞ま
たはその免疫原性決定基により免疫したマウスに由来するリンパ球とマウスミエローマ細
胞とを融合させるプロセスにより産生される連続的な細胞株。
【請求項２２】
　免疫特異的に配列番号：５のポリペプチドに結合する抗体またはその断片を調製する方
法であって、
（ａ）前記抗体またはその断片の発現を提供する条件下で、請求項１７に記載の核酸を含
む細胞を培養する工程；及び
（ｂ）発現された抗体またはその断片を回収する工程
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を含む方法。
【請求項２３】
　配列番号：５のアミノ酸配列を含むゲルゾリンの単離されたエピトープであって、ヒト
ゲルゾリンに結合可能な抗体によって認識されるエピトープ。
【請求項２４】
　請求項２３に記載のエピトープを含む免疫原の調製物により生成された抗体またはその
抗原結合断片。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００７年８月１５日に出願された、ＰＣＴ特許出願第ＰＣＴ／ＣＮ２００
７／００２４６７号に対する優先権を主張し、その内容はその全体で本明細書に組み入れ
られる。
　本発明は、一般的に尿ゲルゾリンを検出する方法に関する。特に、本発明は特異的結合
剤を使用する尿ゲルゾリン様ポリペプチドの検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　以下の記述は読者の理解を助けるために提供される。提供される情報または引用された
参照のどれも本発明に対する先行技術と認められない。
【０００３】
　アクチンは動物細胞中の最も豊富なタンパク質であり、多くの有核細胞のタンパク質の
１０～２０％、および筋細胞のタンパク質の３０％を構成する。各アクチン分子はＡＴＰ
分子を結合して長いフィラメントへと自己集合し、その間にＡＴＰはＡＤＰに加水分解さ
れる。
【０００４】
　動物組織の負傷は、血流を含む細胞外空間へのアクチンの放出をもたらす。非筋肉細胞
アクチンのおよそ半分はＦ－アクチン（Ｇ－アクチンモノマーから集合したアクチンの二
重螺旋のロッド状のフィラメント形態）であるが、細胞外液のイオン条件はアクチン重合
を支援し、その結果、実質的には、死細胞から血液へと放出されたすべてのアクチンがフ
ィラメントへと重合すると予想されるだろう（Ｌｉｎｄ，Ｓ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．
Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｄｉｓ．１３８：４２９－４３４（１９８８））。精製溶液中で
、フィラメント短縮タンパク質の非存在下において、アクチンフィラメントは、容易に数
ミクロンの長さに達しうる。しかしながら、不可逆的に変性させられるか、または他の場
合には以下に検討される細胞内アクチン結合タンパク質の１つに結合される、損傷細胞か
ら放出されるアクチンのいくらかの画分では、このアクチンは単量体のままだろう。
【０００５】
　アクチンと天然に結合する多くのタンパク質がある（アクチン結合タンパク質の総説に
ついては、Ｓｔｏｓｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１：
３５３－４０２（１９８５）；Ｐｏｌｌａｒｄｅｔａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．５５：９８７－１０３５（１９８６）を参照）。しかしながら、主として２つのタ
ンパク質のゲルゾリンおよびＤＢＰ（ビタミンＤ結合タンパク質）が、細胞外アクチンの
結合に関与すると考えられる（Ｊａｎｍｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ７０：５２９－
５３０（１９８７））。ゲルゾリンは、アクチンフィラメントの集合および脱集合の鍵と
なるレギュレーターのアクチン結合タンパク質である。ゲルゾリンは、Ｓ１～Ｓ６と呼ば
れる６つの相同サブドメインを備えた８２ｋＤａタンパク質である。各サブドメインは５
鎖のβ－シートからなり、２つのα－ヘリックスが隣接し、１つは鎖に関して垂直に配置
し、１つは平行に配置する。Ｎ末端（Ｓ１～Ｓ３）は延長したβ－シートを形成し、Ｃ末
端（Ｓ４～Ｓ６）は同様に形成する（Ｋｉｓｅｌａｒ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ１００：３
９４２－３９４７（２００３））。タンパク質は高度に保存され、種間での相同性は高い
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。ゲルゾリンは、細胞内（サイトゾルおよびミトコンドリア中）、ならびに細胞外（血漿
中）に存在する（Ｋｏｙａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ２７５（２０）：１
５３４３－１５３４９（２０００））。
【０００６】
　ゲルゾリンはアクチン重合の調節に複数の機能を有する。第一に、ゲルゾリンは単量体
アクチン結合に関与する。Ｃａ2+の存在下において、ゲルゾリンは２つのアクチン単量体
を結合する。ゲルゾリンは、他のアクチン結合部位によってアクチンフィラメントもまた
結合することができる。第二に、ゲルゾリンは２つのアクチン単量体を結合してアクチン
重合のための核を形成し、アクチンフィラメントの反矢じり端をキャップする。したがっ
て、ゲルゾリンはアクチン重合のための核として働き、新生マイクロフィラメントの端部
をキャップすることができる。最後に、ゲルゾリンはアクチン切断活性を有する。
【０００７】
　細胞中に多量のアクチンがあるので、死細胞からのアクチンの放出は、血漿の細胞外液
の粘度を増加させることによって、および／または細胞のトラップによって、または他の
もの（まだ未同定の毒性効果）によってのいずれかで、微小環境に有意な影響を有する十
分なアクチンを提供する。細胞外への遊離アクチンの注入は、動物組織、ならびに特に腎
臓系および心肺系に毒性がある（Ｈａｒｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｒｅｓ．３６
：６２５Ａ　（１９８８）；Ｈａｄｄａｄ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　８７：１３８１－
１３８５（１９９０））。急性腎不全は筋損傷の合併症であり、ラットにおけるアクチン
注入は血中尿素窒素（ＢＵＮ）およびクレアチニンレベルの一過性の上昇を引き起こすの
で、腎不全と一致する。血漿中の遊離アクチンは、多臓器機能障害症候群を導くフィラメ
ントを形成しうる（Ｄａｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｈｏｃｋ１２（２）：１０２－４（１９
９９））。さらに、フィラメント中の細胞外アクチン分子の各々は、それと結合するＡＤ
Ｐ分子を有するので、血液中の細胞外アクチンの存在は、宿主に有利でない方式で血小板
凝集を誘導または増大する傾向がありうる（Ｌｉｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｒｅｖ．Ｒ
ｅｓｐｉｒ．Ｄｉｓ．１３８：４２９－４３４（１９８８）；Ｓｃａｒｂｏｒｏｕｇｈ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１００：１３１
４－１３１９（１９８１））。従って、血漿ゲルゾリンは、死んだ細胞および死んでいる
細胞から放出されたアクチンをスカベンジする生体機能を有し、血漿ゲルゾリンレベルは
、外傷のある患者における初期予後マーカーであると思われる（Ｍｏｕｎｚｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｒｉｔ．Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．１６０：１６７３－８
１（１９９９））。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、一般的にゲルゾリン結合剤の調製物およびその使用に関する。特に、本発明
は、哺乳類被験体におけるゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態の存在また
はそれらに対する素因を決定する方法であって、（ａ）ＣＧＭＣＣアクセッション番号２
１１４、２１１６、２２４７および２２４８からなる群から選択される寄託細胞株により
産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する１つまたは複数の抗体または抗体関連ポリ
ペプチドと、免疫学的反応条件下で、哺乳類被験体からの尿サンプルを接触させる工程と
；（ｂ）ゲルゾリン様ポリペプチドに対する１つまたは複数の抗体または抗体関連ポリペ
プチドの結合を検出して、サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルと参照レベル
との間の差が哺乳類被験体中のゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態の存
在またはそれらに対する素因を示す、サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを
決定する工程とを含む方法に関する。
【０００９】
　１つの実施形態において、サンプルは、ＥＬＩＳＡにおいて抗体または抗体関連ポリペ
プチドと接触させられる。接触の工程は、第１の抗体を基質に結合させること、並びにサ
ンプルおよび第２の抗体（第２の抗体は検出可能な標識を含む）を基質へ接触させること
を含む。１つの実施形態において、第１の抗体は、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアク
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セッション番号２２４７により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、第２の抗体は
、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞
株により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する。
【００１０】
　本方法は、ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態を診断するのに有用であ
りえる。ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態は、腎不全、敗血症性ショッ
ク、多臓器機能障害症候群、関節リウマチ、脳卒中、心筋梗塞、癌、全身性自己免疫性疾
患、慢性肝炎、化学療法の副作用、および放射線療法の副作用からなる群から選択されう
る。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、尿ゲルゾリンにおいて検出されるゲルゾリン様ポリペプ
チドはゲルゾリンのＣ末端断片である。例えば、参照レベルと比較したサンプル中のゲル
ゾリン様ポリペプチドのレベルの増加は、哺乳類被験体におけるゲルゾリンレベルの変化
に関連する疾患または状態の存在またはそれらに対する素因を示す。
【００１２】
　１つの実施形態において、参照レベルは、ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患また
は状態を有していない被験体の対照集団におけるゲルゾリン様ポリペプチドの量である。
他の実施形態において、参照レベルは、ゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状
態を有していない被験体におけるゲルゾリン様ポリペプチドの量である。さらに他の実施
形態において、参照レベルは、その時以前における被験体のゲルゾリン様ポリペプチドの
量である。
【００１３】
　１つの実施形態において、方法は、被験体からのサンプル中のゲルゾリン様ポリペプチ
ドの量を定量化することをさらに含む。１つの実施形態において、方法は、被験体の生存
の可能性に対して、哺乳類被験体からのサンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドの量を関
連づけることをさらに含む。
【００１４】
　他の態様において、本発明は、哺乳類被験体の腎不全をモニタリングする方法であって
、（ａ）哺乳類被験体の尿中のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを決定する工程と；（
ｂ）哺乳類被験体のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを参照レベル（参照レベルは腎不
全を有していない対照被験体を含む）と比較する工程とを含み、参照レベルと比較した被
験体のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルの増加は哺乳類被験体が腎不全を有することを
示す、方法を提供する。
【００１５】
　他の態様において、本発明は、哺乳類被験体のための予防的または療法的な治療を選択
する方法であって、（ａ）哺乳類被験体のゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを決定する
工程と；（ｂ）被験体のゲルゾリンポリペプチドのレベルに基づいた被験体クラスに被験
体を割り当てる工程と；（ｃ）被験体クラスに基づいて予防的または療法的な治療を選択
する工程とを含む方法を提供する。
【００１６】
　他の態様において、本発明は、哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルの変化に関連
する医学的状態を防止または治療する化合物の有効性の決定のための臨床試験への組入れ
のために哺乳類被験体を選択する方法であって、（ａ）哺乳類被験体からのサンプル中の
ゲルゾリン様ポリペプチドのレベルを測定する工程と；（ｂ）被験体におけるゲルゾリン
のレベルを参照レベル（参照レベルはゲルゾリンレベルの変化に関連する疾患または状態
を有していない対照集団を含む）と比較する工程と；（ｃ）臨床試験において哺乳類被験
体（哺乳類被験体からのゲルゾリン様ポリペプチドのレベルの類似性は参照スタンダード
におけるレベルに類似する）を組入れるように選択する工程とを含む方法を提供する。
【００１７】
　他の態様において、本発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２２４７および２２４８
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からなる群から選択される寄託細胞株により産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有す
る、抗体またはその抗原結合断片を提供する。１つの実施形態において、本発明は、抗体
またはその抗原結合断片をコードする単離された核酸を提供する。１つの実施形態におい
て、抗体またはその抗原結合断片をコードする単離された核酸はベクター中に含まれる。
ベクターは、ベクター中に含まれる抗体またはその抗原結合断片をコードする核酸の発現
を指令する核酸分子に作動可能に結合されたプロモーターもまた含むことができる。１つ
の態様において、本発明は、抗体またはその抗原結合断片をコードするベクターを含む宿
主細胞を提供する。
【００１８】
　１つの態様において、本発明は、モノクローナル抗体がＣＧＭＣＣアクセッション番号
２２４７および２２４８からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株により産生され
る抗体と同じ抗原決定基に結合し、細胞株が癌細胞またはその免疫原性決定基により免疫
したマウスに由来したリンパ球とマウスミエローマ細胞とを融合させるプロセスにより産
生される、該モノクローナル抗体を産生する連続的な細胞株を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】抗ゲルゾリン抗体により免疫沈降させたヒト尿ゲルゾリンのＳＤＳ－ＰＡＧＥ解
析を示した図である。各レーンにおけるサンプルは、以下のとおりだった。レーン１～３
：健康な対照患者；レーン４～８：重篤な脳卒中（ＩＣＵ）患者。上部パネルは、Ｎ末端
特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９により免疫沈降させたサンプルを図示する。下部パネ
ルは、Ｃ末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０により免疫沈降させたサンプルを図示
する。
【図２Ａ】健康な対照被験体（レーン１～３）またはＩＣＵ患者（レーン４～８）の免疫
沈降させた尿タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥのウエスタンブロットを示した図である。Ｎ
末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９により免疫沈降させ、Ｎ末端特異的抗体ＧＮ３Ｅ
９を使用して検出されたサンプルを図示する。
【図２Ｂ】健康な対照被験体（レーン１～３）またはＩＣＵ患者（レーン４～８）の免疫
沈降させた尿タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥのウエスタンブロットを示した図である。Ｃ
末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０により免疫沈降させ、Ｃ末端特異的抗体ＧＣ１
Ｃ１０を使用して検出されたサンプルを図示する。
【図３】健康な対照被験体（レーン１～３）またはＩＣＵ患者（レーン４～８）の免疫沈
降させた尿タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥのウエスタンブロットを示した図である。サン
プルは抗ゲルゾリン抗体ＧＣ５Ｄ１により免疫沈降させ、Ｃ末端特異的抗体ＧＦ２Ｄ６を
使用して検出された。
【図４】捕捉抗体としてＧＣ５Ｄ１および検出抗体としてＣ末端特異的抗体ＧＦ２Ｄ６を
使用するＥＬＩＳＡ分析によって、全長（ＦＬ）、Ｎ末端特異的（ＮＴ）、またはＣ末端
（ＣＴ）のゲルゾリン断片の定量を示す、光学的濃度ｖｓゲルゾリン断片濃度のグラフで
ある。
【図５Ａ】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して測定された、対照被験体および
様々な形態の外傷を有する患者中の尿ゲルゾリン濃度のグラフである。Ｃ末端特異的抗体
ＧＣ５Ｄ１は捕捉抗体であり、Ｃ末端特異的抗体ＧＦ２Ｄ６は検出抗体であった。
【図５Ｂ】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して測定された、対照被験体および
様々な形態の外傷を有する患者中の尿ゲルゾリン濃度のグラフである。Ｃ末端特異的抗体
ＧＣ５Ｄ１は捕捉抗体であり、Ｃ末端特異的抗体ＧＦ２Ｄ６は検出抗体であった。
【図６】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して測定された、患者と対応するサン
プルにおける血清ゲルゾリンレベルと尿ゲルゾリン様ポリペプチドとの間の相関関係を示
すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　一般事項。本発明の特定の態様、様式、実施形態、変形物および特色が、本発明の実質
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的な理解を提供するために様々なレベルで詳細に以下に記述されることが認識されるべき
である。
【００２１】
　本発明は、一般的にゲルゾリンポリペプチドに結合することができるゲルゾリン結合剤
（例えば抗体）を提供する。本発明のゲルゾリン結合剤は、生物学的サンプルからゲルゾ
リンタンパク質を精製する方法に加えて、試験サンプル中のゲルゾリンポリペプチド（別
名、標的ポリペプチド）を検出するのに、単独でまたは組合せで、有用である。ゲルゾリ
ン結合剤は、その必要性のある被験体におけるゲルゾリンに関連する医学的状態を診断す
るのに有用である。ヒトゲルゾリンポリペプチド（配列番号：１）のアミノ酸配列を、表
１中に示す。
【表１】

【００２２】
　いくつかの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤（例えば抗ゲルゾリン抗体ま
たは抗ゲルゾリン様抗体）は、ゲルゾリンの活性形態または未結合形態を検出する。理論
によって限定されることは意図しないが、遊離ゲルゾリン分子と複合体を形成した（アク
チンに対して）ゲルゾリン分子の機能特性は異なる。遊離ゲルゾリンはアクチンフィラメ
ントを切断することができるが、複合体のアクチンゲルゾリンは切断できない。ゲルゾリ
ンの切断活性はマイクロモルのＣａ2+により活性化され、ホスファチジルイノシトール二
リン酸（ＰＩＰ2）およびホスファチジルイノシトール一リン酸（ＰＩＰ）により阻害さ
れることが示されている。細胞外Ｃａ2+濃度がミリモルレベルであり、細胞外液が、通常
はゲルゾリンを阻害する形態のＰＩＰまたはＰＩＰ2を含んでいないので、血漿ゲルゾリ
ンは細胞外液中で構成的に活性がある。
【００２３】
　本発明の様々な態様は、医学的状態に起こしやすい個体の同定、または薬物応答性、副
作用もしくは至適薬物用量に関する個体の分類に、本発明のゲルゾリン結合剤を使用する
診断方法およびキットにさらに関する。他の態様において、本発明は、例えば、血漿から
のネイティブのヒトゲルゾリンを含む、生物学的サンプルからのゲルゾリンまたはゲルゾ
リン様ポリペプチドを精製する方法を提供する。したがって、これらの態様を例示する様
々な特定の実施形態を以下に示す。
【００２４】
　本発明の実行には、分子生物学、タンパク質生化学、細胞生物学、免疫学、微生物学お
よび組換えＤＮＡにおける多くの従来の技術が使用される。これらの技術は周知であり、
例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、Ｉ－ＩＩＩ巻、Ａｕｓｕｂｅｌ編（１９９７）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第
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２版（コールドスプリングハーバーラボラトリー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、コールドスプリングハーバー、ニューヨ
ーク（１９８９））；ＤＮＡクローニング：ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、ＩおよびＩＩ巻、Ｇｌｏｖｅｒ編（１９８５）；Ｏｌｉｇｏ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｇａｉｔ編（１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ、ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編（１９８
５）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ、Ｈａｍｅｓおよ
びＨｉｇｇｉｎｓ、編（１９８４）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ、Ｆｒｅ
ｓｈｎｅｙ編（１９８６）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍ
ｅｓ（ＩＲＬプレス（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ）、１９８６年）；Ｐｅｒｂａｌ、Ａ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ｍｅｔｈ．Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．シリーズ、（アカデミックプレス社（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　
Ｉｎｃ．）、１９８４年）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍ
ａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ、ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編（コールドスプリング
ハーバーラボラトリー、ニューヨーク（１９８７））；ならびにＭｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ．、１５４巻および１５５巻、それぞれＷｕおよびＧｒｏｓｓｍａｎ編、およびＷｕ編
中で説明される。ポリペプチド遺伝子発現産物（すなわち遺伝子翻訳レベル）のレベルを
検出および測定する方法は、当技術分野において周知であり、抗体検出および定量化技術
などの、ポリペプチド検出方法の使用を含む（ＳｔｒａｃｈａｎおよびＲｅａｄ、ヒト分
子遺伝学（Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ）、第２版（ジョン・ワ
イリー・アンド・サンズ社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）、ニ
ューヨーク（１９９９））もまた参照）。
【００２５】
　特別に定義されない限り、本明細書において使用したすべての技術的用語および科学的
用語は、一般的に当業者により一般に理解されるような同じ意味を有している。この明細
書および添付された請求項において使用されるように、単数形「１つの（ａ）」、「１つ
の（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」は、特別に内容が明確に指示しない限り、複数の
指示物を含む。例えば、「１つの細胞（ａ　ｃｅｌｌ）」への参照は、２つまたは複数の
細胞の組合せおよび同種のものを含む。一般的に、本明細書、並びに以下で記述される細
胞培養、分子遺伝学、有機化学、分析化学および核酸化学並びにハイブリダイゼーション
における実験手順において使用される呼称は周知であり、一般に当技術分野において使用
されるものである。本明細書において引用されるすべての参照は、各個々の出版物、特許
または特許出願がすべての目的のために具体的および個別にその全体を参照することによ
り組み入れられるのと同じ程度で、すべての目的のためにそれらの全体を参照することに
より本明細書に組み入れられる。
【００２６】
　定義。この明細書において使用されるような特定の用語の定義は以下に提供される。他
の用語の定義は、Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ、第２版（Ｃｒｕｓｅ，Ｊ．Ｍ．およびＬｅｗｉｓ，Ｒ．Ｅ．、Ｂｏｃａ　Ｒａ
ｔｏｎ，ＦＬ編：ＣＲＣプレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、１９９５）中に見出すことがで
きる。特別の指示のない限り、本明細書において使用される場合の用語「ゲルゾリン」は
、ヒトのタンパク質および遺伝子を指す。
【００２７】
　本明細書において使用される時、被験体または被験体への薬剤または薬物の「投与」は
、その意図された機能を実行するように、被験体に化合物を導入または送達する任意の経
路を含む。投与は、経口的、鼻腔内、非経口的（静脈内、筋肉内、腹腔内、または皮下）
、経直腸的、または局所的なものを含む、任意の適切な経路により行なうことができる。
投与は、自己投与および他の人による投与を含む。記述されるような医学的状態の治療ま
たは防止の様々な様式は、ある程度の生物学的または医学的に適切な結果が達成される完
全なまた完全未満の治療または防止を含む、「実質的」を意味するように意図されること
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もまた認識されるべきである。
【００２８】
　本明細書において使用される時、用語「アミノ酸」は、天然に存在するアミノ酸に類似
する方式で機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣物に加えて、天然に存在するアミ
ノ酸および合成アミノ酸を含む。天然に存在するアミノ酸は、後に修飾されるアミノ酸（
例えば，ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸およびＯ－フォスフォセリン
）に加えて，遺伝暗号によりコードされるものである。アミノ酸類似体は、天然に存在す
るアミノ酸と同じ基本化学構造（すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基、およびＲ
基に結合されるα－炭素）を有する化合物、例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオ
ニンスルフォキシド、メチオニンメチルスルホニウムを指す。かかる類似体は、修飾され
たＲ基（例えば、ノルロイシン）または修飾されたペプチド骨格を有するが、天然に存在
するアミノ酸と同じ基本化学構造を保有する。アミノ酸模倣物は、アミノ酸の一般的な化
学構造とは異なるが、天然に存在するアミノ酸に類似する方式で機能する構造を有する化
学化合物を指す。アミノ酸は、一般に公知の３文字記号またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学
命名法委員会によって推奨される１文字記号のいずれかによって、本明細書において指さ
れうる。
【００２９】
　本明細書において使用される時、用語「抗体」は抗原（例えばゲルゾリンポリペプチド
）を特異的に結合および認識する免疫グロブリン遺伝子またはその断片からのフレームワ
ーク領域を含むポリペプチドを意味する。用語、抗体の使用は、一本鎖全抗体を含む全抗
体、およびその抗原結合断片を含むように意味される。それらが所望される生物学的活性
を示すかまたは機能する限り、用語「抗体」は二重特異性抗体および多重特異性抗体を含
む。
【００３０】
　本明細書において使用される時、用語「抗体関連ポリペプチド」は、以下のポリペプチ
ドエレメントのすべてまたは一部と共に、単独または組合せで可変領域を含むことができ
る一本鎖抗体を含む、抗原結合抗体断片を意味する。抗体分子のヒンジ領域、ＣＨ1、Ｃ
Ｈ2、およびＣＨ3ドメイン。可変領域およびヒンジ領域、ＣＨ1、ＣＨ2ならびにＣＨ3ド
メインの任意の組合せもまた本発明中に含まれる。本発明の結合剤として有用な抗体関連
分子は、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）2、Ｆｄ、一本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦ
ｖ）、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）、ＶLまたはＶHのドメインを含む
断片を含むが、これらに限定されない。実例は、（ｉ）Ｆａｂ断片（ＶLドメイン、ＶHド
メイン、ＣLドメインおよび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架橋によって結合される２つのＦａｂ断片を含む二価断
片）；（ｉｉｉ）ＶHドメインおよびＣＨ1ドメインからなるＦｄ断片；（ｉｖ）抗体の単
腕のＶLドメインおよびＶHドメインからなるＦｖ断片、（ｖ）ＶHドメインからなるｄＡ
ｂ断片（Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３４１：５４４－５４６，（１９８９）
）；および（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。それゆえ、「抗体断片
」は、全長抗体の一部（一般的にその抗原結合領域または可変領域）を含むことができる
。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2、およびＦｖ断片；ダイアボディ
；直線状抗体；一本鎖抗体分子；ならびに抗体断片から形成される多重特異性抗体を含む
。一本鎖抗体分子は、多数の個々の分子による多量体（例えば二量体、三量体または他の
多量体）を含むことができる。
【００３１】
　本明細書において使用される時、用語「ＣＤＲがグラフトされた抗体」は、望ましい抗
原特異性を保持する「ドナー」抗体からのＣＤＲ「グラフト」によって「アクセプター」
抗体の少なくとも１つのＣＤＲが置換される抗体を意味する。
【００３２】
　本明細書において使用される時、用語「キメラ抗体」は、１つの種からのモノクローナ
ル抗体のＦｃ定常領域（例えば、マウスＦｃ定常領域）が、組換えＤＮＡ技術を使用して
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、他の種の抗体からのＦｃ定常領域（例えば、ヒトＦｃ定常領域）で、置換される抗体を
意味する。一般的には、Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６
９；Ａｋｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１８４，１８７号；Ｔａｎｉｇｕ
ｃｈｉ、ヨーロッパ特許出願第１７１，４９６号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ヨ
ーロッパ特許出願第１７３，４９４号；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、ＷＯ８６／
０１５３３；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第４，８１６，５６７号；Ｃａｂｉ
ｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－１０４３（１９８８）；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：３４３９－３４４３（１
９８７）；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１３９：３５２１－３５２６（
１９８７）；Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８４：２１４－２１８（１９８７）；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ　４７：９９９－１００５（１９８７）；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ３１４：４４６－４４９（１９８５）；およびＳｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ
．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９（１９８８）を参照。
【００３３】
　本明細書において使用される時、用語「臨床応答」は、応答、無応答、および有害応答
（すなわち副作用）の定量的測定のいずれかまたはすべてを意味する。
【００３４】
　本明細書において使用される時、用語「臨床試験」は、特定の治療に対する応答に基づ
く臨床データーを収集するようにデザインされた任意の研究試験を意味し、第Ｉ相、第Ｉ
Ｉ相および第ＩＩＩ相の臨床試験を含むが、これらに限定されない。標準的方法を使用し
て、患者集団を定義し被験体を組入れる。
【００３５】
　本明細書において使用される時、用語「コンセンサスＦＲ」は、コンセンサス免疫グロ
ブリン配列中のフレームワーク（ＦＲ）抗体領域を意味する。抗体のＦＲ領域は抗原に接
触しない。
【００３６】
　本明細書において使用される時、用語「ダイアボディ」は２つの抗原結合部位を備えた
小さな抗体断片を指し、その断片は、同じポリペプチド鎖（ＶHＶL）中に軽鎖可変ドメイ
ン（ＶL）に接続された重鎖可変ドメイン（ＶH）を含む。同じ鎖上の２つのドメインとの
間での対合を可能にするには短すぎるリンカーを使用することによって、ドメインは、も
う一つの鎖の相補的なドメインと対合し、２つの抗原結合部位を生じることを強いられる
。ダイアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；およびＨｏｌ
ｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：
６４４４－６４４８（１９９３）中でより完全に記述される。
【００３７】
　本明細書において使用される時、用語「エフェクター細胞」は、免疫応答の認識相およ
び活性化相に対立する、免疫応答のエフェクター相に関与する免疫細胞を意味する。例示
的な免疫細胞は、骨髄性またはリンパ性起源の細胞、例えば、リンパ球（例えば、Ｂ細胞
および細胞傷害Ｔ細胞（ＣＴＬ）を含むＴ細胞）、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、
マクロファージ、単球、好酸球、好中球、多核白血球、顆粒球、マスト細胞および好塩基
球を含む。エフェクター細胞は特異的Ｆｃ受容体を発現し、特異的免疫機能を実行する。
エフェクター細胞は抗体依存性細胞性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導することができ、例え
ば、好中球はＡＤＣＣを誘導することができる。例えば、ＦｃαＲを発現する単球、マク
ロファージ、好中球、好酸球、およびリンパ球は、標的細胞の特異的死滅および免疫系の
他の成分への抗原の提示、または抗原を提示する細胞への結合に関与する。エフェクター
細胞は、標的抗原、標的細胞、転移癌細胞、または微生物をファゴサイトーシスすること
もできる。
【００３８】
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　本明細書において使用される時、用語「エピトープ」は、抗体への特異的結合が可能な
タンパク質決定基を意味する。エピトープは、通常アミノ酸または糖側鎖などの分子の化
学的に活性のある表面配置からなり、比電荷特質に加えて、特異的３次元構造特性を通常
有する。立体配座的エピトープおよび非立体配座的エピトープは、変性溶媒の存在下で前
者への結合は失われるが、後者への結合は失われないという点で区別される。１つの実施
形態において、ゲルゾリンの「エピトープ」は、本発明のゲルゾリン結合剤が結合するゲ
ルゾリンタンパク質中の領域である。本発明の選択した実施形態において、このエピトー
プは、配列番号：１の約３２１～約３３０、約６３６～約６４５、または約６６１～６７
０のアミノ酸残基にわたるドメインである。
【００３９】
　エピトープに結合するゲルゾリン結合剤についてスクリーニングするために、Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，コールドスプリングハーバ
ーラボラトリー、Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）中で
記述されていたものなどのルーチンの交差ブロッキング分析を実行することができる。こ
の分析を使用して、ゲルゾリン結合剤が本発明のゲルゾリン抗体と同じ部位またはエピト
ープを結合するかどうか決定することができる。あるいはまたはさらに、エピトープマッ
ピングを当技術分野において公知の方法により実行することができる。例えば、抗体配列
をアラニンスキャニングによってなどで変異させて、接触残基を同定することができる。
異なる方法では、ゲルゾリンの異なる領域に対応するペプチドは、検査抗体による競合分
析、または検査抗体および特性が評価されたエピトープもしくは公知のエピトープを備え
た抗体による競合分析において使用することができる。
【００４０】
　本明細書において使用される時、用語、組成物の「効果的な量」または「薬学的に効果
的な量」または「療法的に効果的な量」は、所望される療法的および／または予防的効果
を達成するのに十分な量、例えば治療されている疾患に関連する症状（例えば標的ポリペ
プチド（例えばゲルゾリンまたはゲルゾリン様ポリペプチド）に関連する疾患または医学
的状態）の防止または減少をもたらす量である。被験体に投与される本発明の組成物の量
は、疾患のタイプおよび重症度、ならびに公衆衛生、年齢、性別、体重および薬物への耐
性などの個体の特質に依存するだろう。疾患の程度、重症度およびタイプにも依存するだ
ろう。当業者は、これらおよび他の因子に依存して適切な投薬を決定することができるだ
ろう。本発明の組成物は、１つまたは複数の追加の療法的化合物と組み合わせてもまた投
与することができる。本発明の方法において、ゲルゾリンは、疾患または外傷状態により
引き起こされたゲルゾリンレベルが減少した被験体に投与され、それによって被験体中の
血漿ゲルゾリンのレベルを増加させる。例えば、ゲルゾリンの「療法的に効果的な量」は
、遊離細胞外アクチンの毒性効果が最小で寛解されるレベルが意味される。
【００４１】
　本明細書において使用される時、「発現」は、１つまたは複数の以下のもの含むが、こ
れらに限定されない。前駆ｍＲＮＡへの遺伝子の転写；前駆ｍＲＮＡのスプライシングお
よび他のプロセッシングによる成熟ｍＲＮＡの産生；ｍＲＮＡの安定；タンパク質への成
熟ｍＲＮＡの翻訳（コドン使用頻度およびｔＲＮＡ利用度を含む）；ならびに適切な発現
および機能のために必要とされるならば、翻訳産物の 糖鎖付加および／または他の修飾
。
【００４２】
　本明細書において使用される時、用語「ゲルゾリン」は、多機能のアクチン結合タンパ
ク質を指す。哺乳類において、ゲルゾリンは、細胞質変異型および細胞外変異型の２つの
アイソフォームを含む。ヒト血漿ゲルゾリンは分子のＮ末端への約２５アミノ酸の追加に
よってだけで細胞ゲルゾリンとは異なり、両方のゲルゾリンは単一遺伝子産物である。血
漿ゲルゾリンは３つのアクチン結合部位を有しており、Ｇ－アクチンまたはＦ－アクチン
のいずれかへ高い親和性で結合する。「ゲルゾリン」は、哺乳類ポリペプチドの組換え形
態もまた指す。
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【００４３】
　本明細書において使用される時、「ゲルゾリン様ポリペプチド」は、ゲルゾリンポリペ
プチドとは異なるが、本発明のゲルゾリン結合剤と免疫学的に反応性であるポリペプチド
を意味する。ゲルゾリン様ポリペプチドは、ゲルゾリンポリペプチドと同じ生物または異
なる生物に由来することができる。ゲルゾリン様ポリペプチドは、ゲルゾリンポリペプチ
ドと同じ遺伝子または異なる遺伝子によりコードされうる。ゲルゾリン様ポリペプチドは
、ゲルゾリンポリペプチドの免疫反応性の断片（例えばＣ末端断片）でありえる。
【００４４】
　本明細書において使用される時、用語「遺伝子」は発現を制御するプロモーター、エク
ソン、イントロンおよび他の非翻訳領域を含む、ＲＮＡ産物の調節された生合成のための
情報をすべて含むＤＮＡのセグメントを意味する。
【００４５】
　本明細書において使用される時、用語「ヒト配列抗体」は、ヒト生殖細胞系列の免疫グ
ロブリン配列に由来する可変領域および定常領域（存在するならば）を有する抗体を含む
。本発明のヒト配列抗体は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列によりコードされな
いアミノ酸残基（例えば、インビトロのランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発、
またはインビボの体細胞変異によって導入された変異）を含むことができる。かかる抗体
は、例えばＰＣＴ公報番号ＷＯ０１／１４４２４およびＷＯ００／３７５０４中で記述さ
れているように、非ヒトトランスジェニック動物において生成することができる。しかし
ながら、用語「ヒト配列抗体」は、本明細書において使用される時、別の哺乳類種の生殖
細胞系列に由来するＣＤＲ配列（マウスなどの）がヒトフレームワーク配列（例えばヒト
化抗体）上にグラフトされた抗体を含むようには意図されない。
【００４６】
　本明細書において使用される時、用語、非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」形態
は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ抗体である。ヒト化抗体は大
部分についてはヒト免疫グロブリンであり、レシピエントの超可変領域残基は、所望され
る特異性、親和性および容量を有するマウス、ラット、ウサギまたはヒト以外の霊長類な
どの非ヒト種（ドナー抗体）からの超可変領域残基により置換される。いくつかの実例に
おいて、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト
残基により置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体にお
いて見出さない残基を含むことができる。これらの修飾を行って、結合親和性などの抗体
パフォーマンスをさらに改良する。一般的に、ヒト化抗体は、超可変ループのすべてまた
は実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可変ループに対応し、ＦＲ領域は結合親和
性を改善する１つまたは複数のアミノ酸置換を含みうるが、ＦＲ領域のすべてまたは実質
的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のＦＲ領域である、少なくとも１つ典型的には２つ
の可変ドメインの実質的にすべてを含むだろう。ＦＲ中のこれらのアミノ酸置換の数は、
典型的には、重鎖において最高６、および軽鎖において最高３である。ヒト化抗体は、任
意で免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）（典型的にはヒト免疫グロブリンの定常領域）の少
なくとも一部もまた含むだろう。さらに詳細のためには、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｅｉｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．
Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）を参照。
【００４７】
　本明細書において記述されるゲルゾリン抗体の「１つまたは複数のアミノ酸配列の修飾
」が検討される。例えば、抗体の結合親和性および／または他の生物学的特性を改善する
ことが望ましいだろう。ゲルゾリン抗体のアミノ酸配列変異型は、抗体核酸の中へ適切な
ヌクレオチド変化を導入することによって、またはペプチド合成によって調製される。か
かる修飾は、例えば、ゲルゾリン抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失および／または
その中への挿入および／またはその置換を含む。得られた抗体が所望される特性を保持す
る限り、欠失、挿入および置換の任意の組合せは、対象となる抗体を得るために行なわれ
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る。修飾はタンパク質の 糖鎖付加パターンの変化もまた含む。変異誘発のための好まし
い位置の同定のための有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ　ｉｎ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：１０８１－１０８５（１９８９）により記述されるような「
アラニンスキャニング変異誘発」と呼ばれるものである。次に、変異抗体は所望される活
性についてスクリーニングされる。もし抗体の変異型が所望される特性を保持するならば
、本発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５、２１１６、２２４７お
よび２２４８をそれぞれ有する、ハイブリドーマＧＣ１Ｃ１０、ＣＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６
、ＧＣ５Ｄ１、ＧＣ４Ａ１０によって定義されるアミノ酸配列の１つまたは複数のアミノ
酸の追加、欠失および／または置換を備えた抗体変異型を含む。
【００４８】
　本明細書において使用される時、用語「超可変領域」は、抗原結合に関与する抗体のア
ミノ酸残基を指す。超可変領域は、一般的に「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」からの
アミノ酸残基（例えば、ＶL中のおよそ残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）お
よび８９～９７（Ｌ３）、ならびにＶH中のおよそ３１～３５Ｂ（Ｈ１）、５０～６５（
Ｈ２）および９５～１０２（Ｈ３））（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第
５版、公衆衛生局、国立衛生研究所、ベセズダ、メリーランド（１９９１））および／ま
たは「超可変ループ」からのアミノ酸残基（例えば、ＶL中の残基２６～３２（Ｌ１）お
よび５０～５２（Ｌ２）および９１～９６（Ｌ３）ならびにＶH中の２６～３２（Ｈ１）
、５２Ａ～５５（Ｈ２）および９６～１０１（Ｈ３））（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅ
ｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７））を含む。
【００４９】
　本明細書において使用される時、用語「同一の」またはパーセント「同一性」は、２つ
または複数の核酸配列またはポリペプチド配列のコンテキストにおいて使用された場合、
同じであるか、または以下で記述されるデフォルトパラメーターによるＢＬＡＳＴもしく
はＢＬＡＳＴ２．０の配列比較アルゴリズムを使用してまたは手動のアライメントおよび
目視点検によって測定して（例えば、ＮＣＢＩウェブサイトを参照）、同じであるアミノ
酸残基またはヌクレオチドの指定のパーセンテージ（すなわち、比較ウィンドウまたは指
定の領域にわたり最大で一致するように比較およびアライメントさせた場合、指定の領域
（例えば、本明細書において記述される抗体をコードするヌクレオチド配列または本明細
書において記述される抗体のアミノ酸配列）にわたり約６０％の同一性、好ましくは６５
％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、またはそれ以上の同一性）を有する、２つまたは
複数の配列またはサブ配列を指す。かかる配列は「実質的に同一である」とされる。この
用語は、検査配列の相補物も指すか、または相補物にも適用することができる。用語は、
置換を有する配列に加えて、欠失および／または追加を有する配列もまた含む。アルゴリ
ズムはギャップおよび同種のものを説明することができる。典型的には、同一性は、少な
くとも約２５のアミノ酸もしくはヌクレオチド長である領域、または少なくとも約５０～
１００のアミノ酸もしくはヌクレオチド長である領域にわたり存在する。
【００５０】
　「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはその生物学的に活性のある部
分は、ゲルゾリン結合剤が由来する細胞または組織源からの細胞物質または他の混入ポリ
ペプチドが実質的にないか、または化学的に合成された場合、化学的前駆体または他の化
学物質が実質的にない。例えば、抗ゲルゾリンまたは抗ゲルゾリン様抗体である単離され
たゲルゾリン結合剤は、薬剤の診断的使用または療法的使用を妨害する物質がないだろう
。かかる妨害物質は酵素、ホルモンならびに他のタンパク性および非タンパク性溶質を含
みうる。あるいは、本発明のゲルゾリン結合剤と免疫反応性である、単離されたゲルゾリ
ンまたはゲルゾリン様ポリペプチドは、ポリペプチドの診断的使用または療法的使用を妨
害する物質が実質的にないだろう。
【００５１】
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　本明細書において使用される時、用語「インタクトな抗体」は、ジスルフィド結合によ
って相互に連結された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖ポリペプチドおよび２つの軽（Ｌ）鎖
ポリペプチドを有する抗体を意味する。各重鎖は、重鎖可変領域（ＨＣＶＲまたはＶHと
して本明細書において短縮される）および重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は３つのド
メイン（ＣＨ1、ＣＨ2およびＣＨ3）を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＬＣＶＲまたは
ＶLと本明細書において短縮される）および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領域は１つの
ドメイン（ＣL）を含む。ＶHおよびＶLの領域は、相補性決定領域（ＣＤＲ）と名付けら
れた超可変性領域へとさらに細分することができ、フレームワーク領域（ＦＲ）と名付け
られたより保存された領域が散在する。各々のＶHおよびＶLは、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ
２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４の順序でアミノ末端からカルボキシル末端へ並
んだ３つのＣＤＲおよび４つのＦＲからなる。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互
作用する結合するドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフ
ェクター細胞）および古典的補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含む、宿主組織または因子へ
の免疫グロブリンの結合を仲介することができる。
【００５２】
　本明細書において使用される時、用語、「免疫学的に交差反応性のある」および「免疫
学的に反応性のある」は、同じ抗原（「免疫学的に反応性のある」）または異なる抗原（
「免疫学的に交差反応性のある」）を使用して生成された抗体と特異的に反応性のある抗
原を意味するように交換可能に使用される。一般的に、抗原は、ゲルゾリンまたはゲルゾ
リン様ポリペプチド、その変異型またはサブ配列である。
【００５３】
　本明細書において使用される時、用語「免疫学的に反応性のある条件」は、抗体が他の
実質的にすべてのエピトープに結合するよりも検出可能に高い程度で、一般的にバックグ
ラウンド結合の少なくとも２倍を越えて、好ましくはバックグラウンドの少なくとも５倍
を越えて、抗原の特定のエピトープに対して生成された抗体がそのエピトープに結合する
ことを可能にする条件を意味する。免疫学的に反応性のある条件は抗体結合反応の形式に
依存的で、典型的には免疫分析プロトコールにおいて利用されるものである。免疫分析形
式および条件の記述については、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（コールドスプリングハーバー出版、ニュー
ヨーク（１９８８））を参照。
【００５４】
　本明細書において使用される時、用語「医学的状態」は、治療および／または防止が望
ましい１つまたは複数の身体的および／または心理的な症状として現われる任意の状態ま
たは疾患を含むが、これらに限定されず、以前におよび新しく同定された疾患および他の
障害を含む。例えば、医学的状態は、肝炎、ＳＬＥ、癌、腎不全、敗血症性ショック、脳
卒中、癌、心筋梗塞、ならびに化学療法および放射線療法の副作用でありえる。
【００５５】
　本明細書において使用される用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質の抗体（す
なわち、集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しうる天然に存在する可能性のある変
異を除いて同一である）の集団から得られる抗体を指す。例えば、モノクローナル抗体は
、任意の真核生物クローン、原核生物クローン、またはファージクローンを含む単一クロ
ーンに由来する抗体でありえ、それが産生される方法に由来する抗体ではない。モノクロ
ーナル抗体組成物は、特定のエピトープについて単一の結合特異性および親和性を示す。
モノクローナル抗体は高度に特異的であり、単一抗原部位に対して向けられている。さら
に、異なる決定基（エピトープ）に対して向けられた異なる抗体を典型的には含む従来の
（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、モノクローナル抗体は各抗原上の単一決定
基に対して向けられる。修飾語句「モノクローナル」は、実質的に抗体の均質集団から得
られているような抗体の性質を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするも
のとして解釈することができない。モノクローナル抗体は、例えば、ハイブリドーマ技術
、組換技術、およびファージディスプレイ技術を含むが、これらに限定されない当技術分
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野において公知の様々な技術を使用して調製することができる。例えば、本発明に従って
使用されるモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ２５６：
４９５（１９７５）により最初に記述されたハイブリドーマ方法により作製することがで
きるか、または組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号参照）によ
り作製することができる。例えば、「モノクローナル抗体」は、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）中で記述されてい
る技術を使用して、ファージ抗体ライブラリーから単離することもできる。
【００５６】
　本明細書において使用される時、用語「薬学的に許容される担体」は、薬学的投与と適
合性のある、任意の溶媒およびすべての溶媒、分散物溶媒、コーティング、抗菌化合物お
よび抗真菌化合物、等張化合物および吸収遅延化合物、ならび同種のものを含むように意
図される。
【００５７】
　本明細書において使用される時、用語「ポリクローナル抗体」は、抗体の調製物が、少
なくとも２つの異なる抗体産生細胞株に由来することを意味する。この用語の使用は、抗
原の異なるエピトープまたは領域に対して特異的に結合する抗体を含む少なくとも２つの
抗体の調製物を含む。
【００５８】
　本明細書において使用される時、用語、「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、任意
のＲＮＡまたはＤＮＡを意味し、それは未修飾または修飾されたＲＮＡまたはＤＮＡであ
りえる。ポリヌクレオチドは、一本鎖ＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ、一本鎖領域および二本
鎖領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡおよび二本鎖ＲＮＡ、一本鎖領域および二本
鎖領域の混合物であるＲＮＡ、ならびに一本鎖、より典型的には二本鎖でありえるＤＮＡ
およびＲＮＡまたは一本鎖領域および二本鎖領域の混合物を含むハイブリッド分子を、限
定されずに含む。さらに、ポリヌクレオチドは、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはＲＮＡお
よびＤＮＡの両方を含む三本鎖領域を指す。用語、ポリヌクレオチドは、安定性または他
の理由のために修飾された骨格を備えた、１つまたは複数の修飾塩基およびＤＮＡまたは
ＲＮＡを含んでいるＤＮＡまたはＲＮＡもまた含む。特定の実施形態において、ポリヌク
レオチドは、ゲルゾリン遺伝子からのポリヌクレオチド配列を含んでいる。
【００５９】
　本明細書において使用される時、用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパ
ク質」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合により互いに対して連結された２
つまたは複数のアミノ酸を含む多量体（すなわち、ペプチドイソスター）を意味するよう
に交換可能に本明細書において使用される。ポリペプチドは、短鎖（通常はペプチド、糖
ペプチドまたはオリゴマーと呼ばれる）およびより長鎖（一般的にタンパク質と呼ばれる
）の両方を指す。ポリペプチドは、遺伝子にコードされる２０のアミノ酸以外のアミノ酸
を含みうる。ポリペプチドは、翻訳後プロセシングなどの天然プロセス、または当技術分
野において周知の化学的修飾技術により修飾されたアミノ酸配列を含む。かかる修飾は、
多数の研究文献に加えて、基礎的な教科書およびより詳細なモノグラフ中で十分に記述さ
れている。特定の実施形態において、ポリペプチドは、ゲルゾリンタンパク質からのポリ
ペプチド配列を含む。
【００６０】
　本明細書において使用される時、用語「集団」は少なくとも２人の個体の任意の群であ
りえる。集団は、例えば、参照集団、集団群、家族集団、臨床的集団、および同性集団を
含むが、これらに限定されない。
【００６１】
　本明細書において使用される時、用語「組換え」は、例えば、細胞、または核酸、タン
パク質もしくはベクターへの参照と共に使用された場合、異種の核酸もしくはタンパク質
の導入または天然の核酸もしくはタンパク質の変化によって、細胞、核酸、タンパク質も
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しくはベクターが修飾されるか、または物質がそのように修飾された細胞に由来すること
を指す。したがって、例えば、組換え細胞は、細胞の天然（非組換え）形態の中では見出
されない遺伝子を発現するか、またはそうでなければ、異常発現、低発現、もしくは無発
現で天然の遺伝子を発現する。
【００６２】
　本明細書において使用される時、用語「参照レベル」は、比較の目的のための対象とな
りうるバイオマーカー量または濃度（例えばゲルゾリンまたはゲルゾリン様ポリペプチド
のレベル）を指す。１つの実施形態において、参照レベルは、健康な被験者の対照集団か
ら得られる少なくとも１つのバイオマーカーのレベルの平均として表現される少なくとも
１つのバイオマーカーのレベルでありえる。別の実施形態において、参照レベルは、より
早い時間での（すなわち現在の分析前の）同じ被験体における少なくとも１つのバイオマ
ーカーのレベルでありえる。さらに別の実施形態において、参照レベルは、治療レジーム
を受ける前の被験体における少なくとも１つのバイオマーカーのレベルでありえる。
【００６３】
　本明細書において使用される時、用語「参照スタンダード」は、化合物の投与前の参照
スタンダード集団または単一被験体のいずれかにおいて観察される、１つまたは複数の遺
伝子またはタンパク質の発現のパターンである。「参照スタンダード集団」は、１つまた
は複数の生物学的特質（例えば、薬物応答性、遺伝子型、ハプロタイプ、表現型など）に
より特徴づけられる集団を意味する。
【００６４】
　本明細書において使用される時、語句「サルベージ受容体結合エピトープ」は、ＩｇＧ
分子のインビボの血清半減期の増加に関与するＩｇＧ分子（例えば、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2、
ＩｇＧ3、またはＩｇＧ4）のＦｃ領域のエピトープを指す。例えば、抗体の血清半減期を
増加させるために、米国特許第５，７３９，２７７号中で記述されるように、抗体（特に
抗体断片）の中へサルベージ受容体結合エピトープを組み入れることができる。
【００６５】
　本明細書において使用される時、用語「サンプル」は、生細胞に由来するかまたは接触
されたサンプル物質を意味する。用語「サンプル」は、被験体内に存在する組織、細胞お
よび液体に加えて、被験体から単離された組織、細胞および生物学的液体を含むように意
図される。本発明の生物学的サンプルは、例えば、全血、血漿、精液、唾液、涙、尿、糞
便物質、汗、バッカル、皮膚、脳脊髄液、および毛髪を含むが、これらに限定されない。
生物学的サンプルは、内部臓器の生検または癌から得ることもできる。生物学的サンプル
は、診断または研究のために被験体から得ることができるか、または疾患ではない個体か
ら対照としてまたは基礎研究のために得ることができる。
【００６６】
　本明細書において使用される時、用語「一本鎖抗体」または「一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）
」は、Ｆｖ断片の２つのドメイン（ＶLおよびＶH）の抗体融合分子を指す。Ｆｖ断片の２
つのドメイン（ＶLおよびＶH）は別の遺伝子によりコードされるが、それらは一価分子（
一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として公知）を形成するようにＶLおよびＶHの領域が対合する単
一タンパク質鎖として作製されることを可能にする合成リンカーによって、組換え方法を
使用して結合することができる。例えば、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
４２：４２３－４２６（１９８８）；およびＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）を参照。か
かる一本鎖抗体は、用語「抗体」断片への参照により含まれており、組換え技術またはイ
ンタクトな抗体の酵素分解または化学分解により調製することができる。
【００６７】
　本明細書において使用される時、用語「特異的結合」は、少なくとも１０-6Ｍの結合親
和性でのゲルゾリン結合剤と抗原との間の接触を意味する。好ましい結合剤は、少なくと
も約１０-7Ｍ、および好ましくは１０-8Ｍ～１０-9Ｍ、１０-10Ｍ、１０-11Ｍ、または１
０-12Ｍの親和性で結合する。
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【００６８】
　本明細書において使用される時、用語「被験体」は、被験体がヒトなどの哺乳類である
が、動物、例えば、家庭動物（例えば、イヌ、ネコおよび同種のもの）、家畜（例えば、
ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマおよび同種のもの）および実験動物（例えば、サル、ラット、
マウス、ウサギ、モルモットおよび同種のもの）でもありえることを意味する。
【００６９】
　本明細書において使用される時、用語「置換」は当技術分野において一般的に使用され
る変異の１つである。それらの置換変異型は、異なる残基により置換されたゲルゾリン結
合剤中の少なくとも１つのアミノ酸残基を有する。置換変異誘発のために最も興味のある
部位は超可変領域を含むが、ＦＲの変更もまた検討される。「保存的置換」は、「好まし
い置換」の見出しの下で以下の表において示される。かかる置換が生物学的活性の変化を
結果的にもたらすならば、次により実質的な変化（表２中で表示された「例示的な置換」
、または、アミノ酸クラスに関してさらに以下で記載されるように）を導入することがで
き、産物はスクリーニングされる。

【表２】

【００７０】
　特に好ましいタイプの置換変異型は、親抗体の１つまたは複数の超可変領域残基の置換
を含む。かかる置換変異型の作製のための便利な方法は、ファージディスプレイを使用す
る親和性成熟を含む。具体的には、いくつかの超可変領域部位（例えば６～７の部位）を
変異させて各部位で可能なすべてのアミノ酸置換を作製する。このように生成された抗体
変異型は、各粒子内にパッケージングされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融合物として
線状ファージ粒子から一価様式でディスプレイされる。次にファージにディスプレイされ
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た変異型は、本明細書において開示されるように、生物学的活性（例えば結合親和性）に
ついてスクリーニングされる。修飾用の候補の超可変領域部位を同定するために、アラニ
ンスキャニング変異誘発を実行して抗原結合ゲルゾリンに有意に寄与する超可変領域残基
を同定することができる。あるいはまたはさらに、抗原抗体複合体の結晶構造を解析して
抗体とゲルゾリンとの間の接触点を同定することは有益でありえる。かかる接触残基およ
び隣接残基は、本明細書において詳述された技術に記載の置換のための候補である。一旦
かかる変異型が生成されれば、変異型のパネルは本明細書において記述されるようにスク
リーニングされ、１つまたは複数の適切な分析において類似する特性または優れた特性を
備えた抗体は、さらなる開発のために選択されうる。抗体変異型が所望される特性を保持
するならば、本発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５、２１１６、
２２４７および２２４８をそれぞれ有するハイブリドーマＧＣ１Ｃ１０、ＧＮ３Ｅ９、Ｇ
Ｆ２Ｄ６、ＧＣ５Ｄ１およびＧＣ４Ａ１０によって定義される、免疫グロブリンの重鎖ま
たは軽鎖の超可変領域に１つまたは複数のアミノ酸置換（特に保存的置換）を備えた抗体
変異型を含む。
【００７１】
　本明細書において使用される時、「試験サンプル」は、対象となる被験体から得られた
生物学的サンプルを意味する。例えば、試験サンプルは、生物学的液体（例えば血清また
は尿）、細胞もしくは組織サンプル、培養培地もしくは増殖培地からのサンプル、または
それらに由来する単離された核酸もしくはポリペプチドでありえる。
【００７２】
　本明細書において使用される時、用語「療法剤」は、効果的な量で存在する場合に、そ
の必要性のある被験体に対する所望される療法効果を生ずる化合物を意味するように意図
される。
【００７３】
　本明細書において使用される時、用語「治療すること」もしくは「治療」または「緩和
」は、標的とする病理学的な状態または障害を防止または減速（減少）させることが目的
である、療法的な治療および予防的または防止的な手段の両方を指す。本発明の方法に記
載のネイティブゲルゾリンまたは組換えゲルゾリンの療法的な量を投与された後に、被験
体が血清ゲルゾリンレベルの変化に関連する特定の疾患または状態の１つまたは複数の徴
候および症状において、観察可能および／または測定可能な低減または非存在を示すなら
ば、ゲルゾリンレベルの低下により特徴づけられる障害についての「治療」が被験体で成
功する。
【００７４】
　本明細書において使用される時、用語「可変」は、抗体の中の可変ドメインの特定のセ
グメントの配列が広く異なるという事実を指す。Ｖドメインは抗原結合を仲介し、特定の
抗原に対する特定の抗体の特異性を定義する。しかしながら、可変性は可変ドメインのア
ミノ酸スパンにわたって均一に分布していない。むしろ、Ｖ領域は、各９～１２のアミノ
酸長の「超可変領域」と呼ばれる非常に可変性であるより短い領域により分離された１５
～３０のアミノ酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる比較的可変性のないストレッ
チからなる。ネイティブの重鎖および軽鎖の可変ドメインは各々、３つの超可変領域（β
－シート構造を接続するループを形成し、いくつかの場合ではβ－シート構造の一部を形
成する）によって連結された、４つのＦＲ（主としてβ－シート立体配置を採用する）を
含む。各鎖における超可変領域はＦＲによって非常に近接して一緒に保持され、他の鎖か
らの超可変領域と共に抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．
、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、公衆衛生局、国立衛生研究所、ベセズダ、メリーランド（１
９９１）を参照）。定常ドメインは抗体を抗原に結合することに直接関与しないが、抗体
依存性細胞性細胞傷害（ＡＤＣＣ）への抗体の関与などの様々なエフェクター機能を示す
。
Ｉ．本発明の組成物
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【００７５】
　１つの態様において、本発明はゲルゾリン結合剤組成物（別名、結合剤）を提供する。
１つの実施形態において、本発明の結合剤は、ゲルゾリン、ゲルゾリン様ポリペプチド、
ホモログ、断片、またはその誘導体に向けられた、インタクトな抗体である。対象となる
結合剤は、遊離した全長の活性のあるゲルゾリンに特異的に結合するものでありえるが、
アクチンに結合されるゲルゾリンを「事実上」（または「実質的に」）結合しない。かか
る実施形態において、蛍光励起細胞分取（ＦＡＣＳ）解析、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロ
ット、または放射免疫分析によって決定されるように、これらのタンパク質への本発明の
結合剤の結合の程度は、約１０％未満、好ましくは、または約５未満％、または約１％未
満になるだろう。あるいは、結合剤（またはその組合せ）は、ゲルゾリンの断片（例えば
Ｃ末端断片）を結合しうるが、全長ゲルゾリンに実質的に結合しない。
【００７６】
　定義されたエピトープ（特に機能的ゲルゾリンに関連するエピトープ）を備えたモノク
ローナル抗体を生成する以前の取り組みは、大部分は不成功だった。ゲルゾリンは高度に
保存されたタンパク質で、種の中で高度に相同である。また、ゲルゾリンは血漿中で多量
にあり、そのことは免疫系による寛容性が良好であることを必要とする。さらに、ゲルゾ
リンが主要なアクチン結合タンパク質であるという事実のために、エピトープの露出は、
アクチンおよび他の血漿タンパク質とのゲルゾリンの複合体形成により限定される。ゲル
ゾリンに対するいくつかのモノクローナル抗体は産生された（Ｈｉｙｏｓｈｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｉｎｔ．３２：７５５－６２（１９９４）を
参照）が、血漿ゲルゾリンの定量的測度のための免疫分析はない。
【００７７】
　本発明者は、免疫およびスクリーニングの両方のためのヒトゲルゾリンタンパク質の様
々な形態（ネイティブゲルゾリン、組換え全長ゲルゾリン、ならびにＮ末端およびＣ末端
のゲルゾリン断片を含む）を使用して、ゲルゾリン結合剤をデザインする戦略を見出した
。さらに、本発明者の戦略は、免疫応答の修飾物質を使用して、ヒトゲルゾリンの共通の
エピトープに対する免疫寛容性を破壊するようにデザインされる。この戦略の結果は、臨
床設定において使用できる、血漿ゲルゾリンおよび／または尿ゲルゾリン様ポリペプチド
（すなわちゲルゾリン断片）のための迅速な、正確なおよび定量的な分析を可能にする、
定義されたエピトープを備えたゲルゾリン結合剤である。
【００７８】
　本発明の結合剤は、結合剤によって認識または特異的に結合される本発明のポリペプチ
ドのエピトープ（複数可）または部分（複数可）、例えばゲルゾリンポリペプチドの表面
上に位置するポリペプチドの領域（例えば親水性領域）に関して記述または指定すること
ができる。１つの実施形態において、本発明は、ゲルゾリン結合剤、例えば、ＦＡＱＧＡ
ＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およびＡＣＳＮＫ
ＩＧＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から選択される１つまたは複数のアミノ酸配列を
含む、ゲルゾリンポリペプチド（別名標的ポリペプチド）に向けられた抗体または抗体関
連ポリペプチドを提供する。
【００７９】
　選択された実施形態において、本発明は、表３中で要約されたゲルゾリン結合剤を提供
する。
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【表３】

【００８０】
　表５（上記）中で要約されたゲルゾリン結合剤に関連する生物学的物質の寄託は、表４
中で以下に詳述されるように、Ｃｈｉｎａ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ　（ＣＧＭＣＣ）、Ｃｈ
ｉｎａ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｆｏｒ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ、私書箱２７１４、北京１０００８０、中華人民共和国、
により行なわれた。
【表４】

【００８１】
　別の実施形態において、本発明は、アクチンに結合したゲルゾリンではなく、活性のあ
るゲルゾリンに結合する所望される特質を有する抗体の生成のために使用することができ
る、ゲルゾリンの他のエピトープを解明する方法を提供する。エピトープに対して向けら
れた結合剤は異なる可変領域またはＣＤＲ領域を有してもよいが、本発明の抗体の結合特
性および機能特性を有するべきである。標的化抗体産生のための手段として、親水性およ
び疎水性の領域を示す疎水性プロットは、例えば、フーリエ変換と共にまたはフーリエ変
換なしのいずれかで、Ｋｙｔｅ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法またはＨｏｐｐ　Ｗｏｏｄｓ法を
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含む当技術分野において周知の任意の方法により生成することができる（例えば、Ｈｏｐ
ｐ　ａｎｄ　Ｗｏｏｄｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７８：３８２４
－３８２８（１９８１）；Ｋｙｔｅ　ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．１５７：１０５－１４２（１９８２）を参照）。例えば、Ｎ末端およびＣ末端の位
置によって、近接するアミノ酸残基のサイズによって、本明細書において記述されるよう
に、エピトープ（複数可）またはポリペプチドの部分（複数可）は指定することができる
。本発明は、本発明のポリペプチドを特異的に結合する結合剤を含んでおり、その除外を
可能にする。本発明は、立体配座的エピトープまたは非立体配座的エピトープであるエピ
トープを特異的に結合する結合剤を含む。上述されるように、立体配座的エピトープまた
は非立体配座的エピトープは、変性溶媒の存在下で前者への結合が失われるが、後者への
結合は失われないという点で区別される。
【００８２】
　本発明の結合剤は、それらの交差反応性に関して記述または指定することもできる。本
発明の標的ポリペプチドの任意の他の類似体、オルソログ、ホモログを結合しない結合剤
が含まれる。９５％未満、９０％未満、８５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未
満、６５％未満、６０％未満、５５％未満、および５０％未満の同一性（当技術分野にお
いて公知のおよび本明細書において記載の方法を使用して計算されるように）でポリペプ
チドを本発明のポリペプチドに結合しない結合剤もまた、本発明中に含まれる。ストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件下で（本明細書において記述されるような）、本
発明のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコードされたポリ
ペプチドのみを結合する結合剤が、本発明中にさらに含まれる。
【００８３】
　本発明の結合剤は、それらの結合親和性に関してもまた記述または指定することができ
る。好ましい結合親和性は、５×１０-6Ｍ、１０-6Ｍ、５×１０-7Ｍ、１０-7Ｍ、５×１
０-8Ｍ、１０-8Ｍ、５×１０-9Ｍ、１０-9Ｍ、５×１０-10Ｍ、１０-10Ｍ、５×１０-11

Ｍ、１０-11Ｍ、５×１０-12Ｍ、１０-12Ｍ、５×１０-13Ｍ、１０-13Ｍ、５×１０-14Ｍ
、１０-14Ｍ、５×１０-15Ｍ、および１０-15Ｍ未満の解離定数またはＫｄのものを含む
。１つの実施形態において、本発明は、ヒトゲルゾリンに高くとも１×１０-8のＫｄ値、
好ましくは高くとも約１×１０-9のＫｄ値で、少なくとも結合するゲルゾリン結合剤を提
供する。
【００８４】
　本発明の範囲内のゲルゾリン結合剤は、例えば、標的ポリペプチド、ホモログ、誘導体
またはその断片を特異的に結合する、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ
抗体、ヒト化抗体、ダイアボディ、ならびにヒトモノクローナル抗体およびヒトポリクロ
ーナル抗体を含むが、これらに限定されない。本発明の結合剤として有用な抗体は、例え
ば、ＩｇＧ（ＩｇＧ1、ＩｇＧ2、ＩｇＧ3、およびＩｇＧ4を含む）、ＩｇＡ（ＩｇＡ1お
よびＩｇＡ2を含む）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、またはＩｇＭ、およびＩｇＹを含むが、これら
に限定されない。
【００８５】
　別の実施形態において、本発明の結合剤は、ゲルゾリンポリペプチド、ホモログまたは
その誘導体に向けられた抗体関連ポリペプチドである。典型的には、結合剤の抗原結合領
域（例えば、抗ゲルゾリンの結合領域）は、本発明の結合剤の結合の特異性および親和性
において最も重大である。いくつかの実施形態において、ゲルゾリン結合剤は、例えば、
抗体の部分の欠失、追加、または置換によって修飾された、抗ゲルゾリンポリペプチドモ
ノクローナル抗体、抗ゲルゾリンポリペプチドキメラ抗体、および抗ゲルゾリンポリペプ
チドヒト化抗体などの、抗ゲルゾリンポリペプチド抗体である。
【００８６】
　１つの実施形態において、ゲルゾリンポリペプチドの特定のドメインに特異的な抗体の
選択は、かかるドメインを保持するゲルゾリンポリペプチドの断片に結合するハイブリド
ーマの生成によって促進される。したがって、ゲルゾリンポリペプチド、またはその誘導
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体、断片、類似体もしくはホモログ内の所望されるドメインに特異的抗体であるゲルゾリ
ン結合剤もまた、本明細書において提供される。
【００８７】
　本発明は、本発明の結合剤に対する抗イディオタイプの抗体をさらに含む。本発明の結
合剤は、単一特異性、二重特異性、三重特異性、またはそれ以上の多重特異性でありえる
。多重特異性結合剤は、本発明のゲルゾリンポリペプチドの異なるエピトープに特異的で
ありえるか、または異種のポリペプチドもしくは固体支持体材などの異種の組成物ととも
に、本発明のゲルゾリンポリペプチドの両方に特異的でありえる。例えば、ＷＯ９３／１
７７１５；ＷＯ９２／０８８０２；ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／０５７９３；Ｔｕ
ｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９（１９９１）；米国特許
第５，５７３，９２０号、第４，４７４，８９３号、第５，６０１，８１９号、第４，７
１４，６８１号、第４，９２５，６４８号；第６，１０６，８３５号；Ｋｏｓｔｅｌｎｙ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１５４７－１５５３（１９９２）を参照
。本発明の結合剤は、鳥類および哺乳類を含む任意の動物起源からでありえる。例えば、
結合剤は、ヒト、マウス、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、またはニワトリか
らでありえる。
【００８８】
　本発明の結合剤は、単独でまたは他の組成物と組み合わせてのいずれか使用することが
できる。例えば、本発明のゲルゾリン結合剤は当技術分野において公知の１つまたは複数
の抗ゲルゾリン抗体（例えば、限定されないが、抗体ＧＳ－２Ｃ４）と組み合わせて使用
することができる（シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）社、カタログ
番号Ｇ４８９６；Ａｆｉｆｙ　ａｎｄ　Ｗｅｒｎｅｓｓ．Ａｐｐｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
ｔｏｃｈｅｍ．６：３０　（１９９８））。
【００８９】
　本発明のゲルゾリン結合剤は、Ｎ末端またはＣ末端で異種のポリペプチドへ組換えによ
りさらに融合されるか、またはポリペプチドまたは他の組成物に化学的にコンジュゲート
することができる（共有結合コンジュゲーションおよび非共有結合コンジュゲーションを
含む）。例えば、本発明のゲルゾリン結合剤は、異種ポリペプチドまたは薬物または毒素
など、検出分析における標識およびエフェクター分子として有用な分子に組換えにより融
合またはコンジュゲートすることができる。例えば、ＷＯ９２／０８４９５；ＷＯ９１／
１４４３８；ＷＯ８９／１２６２４；米国特許第５，３１４，９９５号；およびＥＰ０３
９６３８７を参照。
Ｂ．本発明のゲルゾリン結合剤を調製する方法
【００９０】
　全体的な概説。標的ポリペプチドに向けられた結合剤を生成するための技術は当業者に
周知である。かかる技術の例は、例えば、ディスプレイライブラリー、ゼノマウスまたは
ヒューマブマウス、ハイブリドーマ、および同種のものを含む技術を含むが、これらに限
定されない。本発明の範囲内の標的ポリペプチドは、抗原性を示すことが可能な任意のポ
リペプチドまたはポリペプチド誘導体を含む。実例は、ゲルゾリンおよびその断片を含む
が、これらに限定されない。
【００９１】
　本開示に従う使用のための結合剤として、ゲルゾリンポリペプチドおよびその断片に向
けられた、天然に存在する抗体が適切であるだけではなく、組換えにより操作された抗体
および抗体断片（例えば抗体関連ポリペプチド）もまた適切であることを理解するべきで
ある。
【００９２】
　本明細書において示される技術に使うことができる結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体
）は、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、ならびにＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（
ａｂ’）2、Ｆｄ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、抗体軽鎖、抗体重鎖および／または抗体断
片などの抗体断片を含む。抗体Ｆｖ含有ポリペプチド（例えばａｂ’およびＦ（ａｂ’）
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2抗体断片）の高収率産生のために有用な方法が記述されている。米国特許第５，６４８
，２３７号を参照。
【００９３】
　一般的に、結合剤は起源の種から得られる。より詳細には、標的ポリペプチド抗原につ
いての特異性を有する起源の種の抗体の軽鎖、重鎖または両方の可変部分の核酸またはア
ミノ酸配列が得られる。起源の種は、本発明の結合剤または結合剤のライブラリーを生成
するのに有用な任意の種（例えばラット、マウス、ウサギ、ニワトリ、サル、ヒトおよび
同種のもの）である。
【００９４】
　いくつかの実施形態において、ゲルゾリン結合剤は抗ゲルゾリン抗体である。ファージ
またはファージミドのディスプレイ技術は本発明の結合剤を得るのに有用な技術である。
本発明において有用な抗ゲルゾリン抗体は、「ヒト抗体」（例えばヒトから単離された抗
体）、または「ヒト配列抗体」である。ヒト抗体は、ファージディスプレイ方法を含む当
技術分野において公知の様々な方法により作製することができる。米国特許第４，４４４
，８８７号、第４，７１６，１１１号、第５，５４５，８０６号、および第５，８１４，
３１８号；ならびにＷＯ９８／４６６４５、ＷＯ９８／５０４３３、ＷＯ９８／２４８９
３、ＷＯ９８／１６６５４、ＷＯ９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５、およびＷＯ
９１／１０７４１もまた参照。ポリファージ粒子のスクリーニングによる、多量体ポリペ
プチド複合体のメンバーをコードする核酸配列の同定のために有用な方法が記述されてい
る。Ｒｕｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，６６７，１５０号。また、組換え免疫
グロブリンは産生することができる。Ｃａｂｉｌｌｙ、米国特許第４，８１６，５６７号
；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、Ｕ．Ｓ．６，３３１，４１５およびＱｕｅｅｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１００２９－１００
３３（１９８９）。モノクローナル抗体の生成およびクローニングのための技術は当業者
に周知である。本発明のゲルゾリン結合剤は、高い免疫反応性（すなわち、特異的に標的
抗原を結合することができるように、正しく折り畳まれる抗体分子のパーセンテージ）を
適切に有する。結合剤（例えば本発明の抗体）をコードする配列の発現は、大腸菌（Ｅ．
ｃｏｌｉ）において、かかる発現が、少なくとも８０％、９０％、９５％または９９％の
免疫反応性を通常もたらすように実行することができる。
【００９５】
　これらのタンパク質または遺伝子の特定の短縮は、完全な配列タンパク質または遺伝子
の調節機能または酵素機能を実行する。したがって、例えば、核酸配列コーディングは、
機能的に等価なタンパク質または遺伝子を提供する、置換、追加、欠失または多量体発現
によって変化させることができる。核酸コーディング配列の縮重に起因する、天然に存在
するタンパク質のアミノ酸配列と同じアミノ酸配列を実質的にコードする他の配列は、本
発明の実施において使用することができる。これらは、配列内で機能的に等価なアミノ酸
残基をコードする異なるコドンの置換によって変更され、したがってサイレント変化を産
生する、上述のポリペプチドをコードする核酸配列のすべてまたは部分を含む核酸配列を
含むが、これらに限定されない。標準的方法（「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ」Ｍａｃｒｏｍ
ｏｌｅｃｕｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　Ｓｅｌｅｃｔ
ｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、アランＲ．リス社（Ａｌａ
ｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．）、１２７－１４９、１９９８）により計算されるように、
かかる変異形態がゲルゾリンまたはゲルゾリン様ポリペプチドを認識する作動可能な抗体
を形成する限り、本発明に記載の免疫グロブリンのヌクレオチド配列が、最大２５％まで
の配列相同変異を許容することが認識される。例えば、ポリペプチド配列内の１つまたは
複数のアミノ酸残基は、機能的等価物として働く類似した極性の別のアミノ酸により置換
することができ、サイレント変化を結果として生じる。配列内のアミノ酸についての置換
物はアミノ酸が属するクラスの他のメンバーから選択することができる。例えば、非極性
（疎水性）アミノ酸は、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェニ
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ルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンを含む。極性の中性アミノ酸は、グリシン
、セリン、スレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンを含む。
正に荷電した（塩基性）アミノ酸は、アルギニン、リジンおよびヒスチジンを含む。負に
荷電した（酸性）アミノ酸はアスパラギン酸およびグルタミン酸を含む。翻訳の間にまた
はその後に、例えば、糖鎖付加、タンパク質分解を生ずる切断、抗体分子または他の細胞
リガンドへの結合などによって、差異的に修飾されたタンパク質またはその断片もしくは
誘導体もまた、本発明の範囲内に含まれる。さらに、核酸配列をコードする阻害剤は、イ
ンビトロまたはインビボで、翻訳配列、開始配列および／もしくは終止配列を生じる、お
よび／もしくは破壊するように、またはコーディング領域中の変異を生じる、および／も
しくは新しい制限酵素部位を形成する、もしくは先に存在するものを破壊するように変異
させて、インビトロの修飾をさらに促進することができる。インビトロの部位特異的変異
誘発、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５３：６５５１（１９７８）、Ｔａｂリンカー（ファ
ルマシア（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）社）の使用、および同種のものを含むが、これらに限定
されない、当技術分野において公知の変異誘発のための任意の技術を使用することができ
る。
【００９６】
　ポリクローナル抗血清および免疫原の調製。本発明の抗体または抗体断片を生成する方
法は、典型的には、精製されたゲルゾリンもしくはゲルゾリン様ポリペプチドまたはその
ホモログもしくは断片、またはゲルゾリンもしくはゲルゾリン様ポリペプチドまたはその
ホモログもしくは断片を発現する細胞により、被験体（一般的にマウスまたはウサギなど
の非ヒト被験体）を免疫することを含む。ゲルゾリンポリペプチドの任意の免疫原性部分
を免疫原として使用することができる。適切な免疫原性調製物は、例えば、組換えにより
発現されたゲルゾリンポリペプチドまたは化学的に合成されたゲルゾリンポリペプチドを
含むことができる。単離されたゲルゾリンポリペプチドまたはその部分もしくは断片は、
ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体調製のための標準的技術を使用して、ゲル
ゾリンポリペプチドまたは部分もしくは断片に結合するゲルゾリン結合剤を生成する免疫
原として使用することができる。免疫原として全長ゲルゾリンポリペプチドを使用するこ
とができるか、またはあるいは、本発明は、ゲルゾリンポリペプチド断片の使用を提供す
る。ゲルゾリンポリペプチドは、配列番号：１において示されるアミノ酸配列の少なくと
も４アミノ酸残基を含み、ペプチドに対して作製された抗体がゲルゾリンポリペプチドと
特異的免疫複合体を形成するようなゲルゾリンポリペプチドのエピトープを包含する。抗
原性ペプチドは、少なくとも５、８、１０、１５、２０、または３０アミノ酸残基を含む
ことができる。より長い抗原性ペプチドは、用途に依存して、当業者に周知の方法に従っ
て、より短い抗原性ペプチド以上に時には好ましい。典型的には、免疫原は、長さで少な
くとも約８アミノアシル残基、または長さで少なくとも約１０アシル残基であるだろう。
既定のエピトープの多量体は、モノマーよりも時には効果的である。
【００９７】
　必要とあれば、ゲルゾリンポリペプチド（またはその断片）の免疫原性は、キーホール
リンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）またはオボアルブミン（ＯＶＡ）などのハプテンへの
融合またはコンジュゲーションによって増加することができる。多くのかかるハプテンが
当技術分野において公知である。フロインド完全アジュバントまたは不完全アジュバント
などの従来のアジュバントとゲルゾリンポリペプチドを組み合わせて、被験体のポリペプ
チドに対する免疫反応を増加させることもできる。免疫学的応答の増加に使用する様々な
アジュバントは、フロインド（完全および不完全）、ミネラルゲル（例えば、水酸化アル
ミニウム）、界面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニ
オン、ペプチド、油エマルジョン、ジニトロフェノールなど）、カルメット・ゲラン桿菌
およびコリネバクテリウム・パルブム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ
）などのヒトアジュバント、または類似する免疫刺激化合物を含むが、これらに限定され
ない。これらの技術は当技術分野において標準的である。
【００９８】
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　便宜上、免疫応答は、「一次」免疫応答または「二次」免疫応答のいずれかとして本発
明においてしばしば記述される。一次免疫応答（「防御」免疫応答とも記載される）は、
特定の抗原（例えばゲルゾリンポリペプチド）に対するある程度の初回曝露（例えば初回
「免疫」）の結果として、個体において産生される免疫応答を指す。かかる免疫は、例え
ば、抗原へのある程度の自然曝露（例えば抗原を示すかまたは提示するいくつかの病原体
による初回感染からの）の結果として、または個体中のいくつかの腫瘍の癌細胞（例えば
悪性メラノーマ）によって提示された抗原から、起こりうる。あるいは、免疫は、抗原を
含むワクチンによる個体のワクチン接種の結果として起こりうる。例えば、ワクチンは、
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドからの１つまたは複数の抗原を
含むゲルゾリンワクチンでありえる。
【００９９】
　一次免疫応答は、経時的に弱くもしくは減ずるようになりえ、消滅するか、または少な
くとも検出不可能なほど減ずるようになる。したがって、本発明は、「二次」免疫応答（
本明細書において「記憶免疫応答」としてもまた記述される）にもまた関する。用語、二
次免疫応答は、一次免疫応答が既に産生された後に個体において誘発される免疫応答を指
す。
【０１００】
　したがって、二次応答または免疫応答は、例えば、弱くまたは減ずるようになった既存
の免疫応答を促進するように、または消滅するかまたはもはや検出することができないか
のいずれかである以前の免疫応答を再び生じるように引き出すことができる。二次免疫応
答または記憶免疫応答は、液性（抗体）応答または細胞性応答のいずれかでありえる。二
次液性応答または記憶液性応答は、抗原の第１の提示で生成された記憶Ｂ細胞の刺激に応
じて起こる。遅延型過敏症（ＤＴＨ）反応は、ＣＤ４+細胞によって仲介されるタイプの
細胞性の二次免疫応答または記憶免疫応答である。抗原への最初の曝露は免疫系をプライ
ミングし、追加の曝露はＤＴＨをもたらす。
【０１０１】
　適切な免疫に後続して、ゲルゾリン結合剤、例えば、抗ゲルゾリンポリクローナル抗体
を、被験体の血清から調製することができる。所望されるならば、ゲルゾリンポリペプチ
ドに対して向けられた抗体分子は、哺乳類から（例えば血液から）単離することができ、
ＩｇＧ画分を得るプロテインＡクロマトグラフィーなどの周知の技術によってさらに精製
することができる。
【０１０２】
　モノクローナル抗体。１つの実施形態において、結合剤は抗ゲルゾリンモノクローナル
抗体である。例えば、いくつかの実施形態において、抗ゲルゾリンモノクローナル抗体は
、ヒトまたはマウスの抗ゲルゾリンモノクローナル抗体でありえる。特定のゲルゾリンポ
リペプチド、またはその誘導体、断片、類似体もしくはホモログへ向けられたモノクロー
ナル抗体の調製のために、連続的な細胞株培養による抗体分子の産生を提供する任意の技
術を利用することができる。かかる技術は、ハイブリドーマ技術（例えば、Ｋｏｈｌｅｒ
　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ２５６：４９５－４９７（１９７５）を参照）；
トリオーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，ｅｔ　ａｌ．
，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ４：７２（１９８３）を参照）およびヒトモノクローナル
抗体を産生するＥＢＶハイブリドーマ技術（例えば、Ｃｏｌｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ：Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、
アランＲ．リス社、７７－９６（１９８５）を参照）を含むが、これらに限定されない。
ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施において利用することができ、ヒトハイブリド
ーマの使用（例えば、Ｃｏｔｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８０：２０２６－２０３０（１９８３）を参照）によって、またはエプスタイ
ンバーウイルスによるヒトＢ細胞のインビトロの形質転換（例えば、Ｃｏｌｅ，ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｉｎ：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＡＮＤ　ＣＡＮＣＥＲ　Ｔ
ＨＥＲＡＰＹ、アランＲ．リス社、７７－９６（１９８５）を参照）によって、産生する
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ことができる。例えば、抗体の領域をコードする核酸の集団は単離することができる。抗
体の保存領域をコードする配列に由来するプライマーを利用するＰＣＲを使用して、集団
から抗体の部分をコードする配列を増幅し、次に増幅配列から、可変ドメインなどの抗体
またはその断片をコードするＤＮＡを再構築する。かかる増幅配列は、ファージまたは細
菌の上での融合ポリペプチドの発現およびディスプレイのために、他のタンパク質（例え
ばバクテリオファージコートまたは細菌細胞表面タンパク質）をコードするＤＮＡに融合
することもできる。次に増幅配列を発現させ、ゲルゾリンポリペプチド上に存在する抗原
またはエピトープについて、発現させた抗体またはその断片の、例えば、親和性に基づい
てさらに選択または単離することができる。あるいは、抗ゲルゾリンモノクローナル抗体
を発現するハイブリドーマは、被験体の免疫によって調製することができ、次にルーチン
の方法を使用して、被験体の脾臓からハイブリドーマを単離する。例えば、Ｍｉｌｓｔｅ
ｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇａｌｆｒｅ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎ
ｚｙｍｏｌ　７３：３－４６（１９８１）を参照。標準的方法を使用するハイブリドーマ
のスクリーニングは、変化した特異性（すなわち、異なるエピトープについて）および親
和性のモノクローナル抗体を産生するだろう。所望される特性（例えば、ゲルゾリン結合
）を備えた選択されたモノクローナル抗体は、ハイブリドーマによって発現されたままで
使用することができ、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの分子に結合して特性を変
更することができるか、またはそれをコードするｃＤＮＡは、様々な方法で単離、配列決
定、および操作することができる。合成デンドロマーの（ｄｅｎｄｒｏｍｅｒｉｃ）ツリ
ーを反応性アミノ酸側鎖（例えば、リジン）に追加して、ゲルゾリンポリペプチドの免疫
原特性を促進することができる。また、ＣＰＧジヌクレオチド技術を使用してゲルゾリン
ポリペプチドの免疫原特性を促進することができる。他の操作は、保存の間にまたは被験
体への投与の後に抗体の不安定性に寄与する特定のアミノアシル残基の置換または欠失、
およびゲルゾリンポリペプチドの抗体の親和性を改善する親和性成熟技術を含む。
【０１０３】
　ハイブリドーマ技術。１つの実施形態において、本発明の結合剤は、不死化細胞に融合
した、ヒト重鎖導入遺伝子および軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有する遺伝子導入非ヒト
動物（例えばトランスジェニックマウス）から得られたＢ細胞を含む、ハイブリドーマに
よって産生された抗ゲルゾリンモノクローナル抗体である。ハイブリドーマ技術は、当技
術分野において公知であり、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールドスプリングハーバーラボラトリー、コ
ールドスプリングハーバー、ニューヨーク３４９（１９８８）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　
Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，５６３－６８１（１９８１）中で教示されたものを含む。ハイブ
リドーマおよびモノクローナル抗体を産生する他の方法は、当業者に周知である。
【０１０４】
　ファージディスプレイ技術。上述されるように、本発明の結合剤は、組換えＤＮＡ技術
およびファージディスプレイ技術の適用を介して産生することができる。例えば、本発明
の結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体）は、当技術分野において公知の様々なファージデ
ィスプレイ方法を使用して調製することができる。ファージディスプレイ方法において、
機能的抗体ドメインは、それらをコードするポリヌクレオチド配列を保有するファージ粒
子の表面上にディスプレイされる。所望される結合特性を備えたファージは、抗原（典型
的には、固体表面またはビーズに結合または捕捉された抗原）により直接選択することに
よって、レパートリー抗体ライブラリーまたはコンビナトリアル抗体ライブラリー（例え
ばヒトまたはマウス）から選択される。これらの方法において使用されるファージは、典
型的にはｆｄおよびＭ１３を含む線状ファージであり、Ｆａｂ抗体ドメイン、Ｆｖ抗体ド
メインまたはジスルフィドで安定化したＦｖ抗体ドメインは、ファージの遺伝子ＩＩＩタ
ンパク質または遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のいずれかに組換えにより融合される。さらに
、方法をＦａｂ発現ライブラリー（例えば、Ｈｕｓｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２４６：１２７５－１２８１，（１９８９）を参照）の構築に適合して、ゲルゾリンポリ
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ペプチド（例えばポリペプチド、またはその誘導体、断片、類似体もしくはホモログ）に
ついて所望される特異性を備えたモノクローナルＦａｂ断片の迅速で効果的な同定を可能
にすることができる。本発明の結合剤を作製するために使用することができるファージデ
ィスプレイ方法の他の例は、Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：５８７９－５８８３（１９８８）；Ｃｈａｕｄｈａｒｙ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：１０６６
－１０７０（１９９０）；Ｂｒｉｎｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　１８２：４１－５０（１９９５）；Ａｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８４：１７７－１８６（１９９５）；Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏ
ｕｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：９５２－９５８（１９９４
）；Ｐｅｒｓｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　１８７：９－１８（１９９７）；Ｂｕｒｔ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　５７：１９１－
２８０（１９９４）；ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４；ＷＯ９０／０２８０９；ＷＯ９１
／１０７３７；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／１８６１９；ＷＯ９３／１１２３６；
ＷＯ９５／１５９８２；ＷＯ９５／２０４０１；ＷＯ９６／０６２１３；ＷＯ９２／０１
０４７（国立医学研究所ら）；ＷＯ９７／０８３２０（モルフォシス（Ｍｏｒｐｈｏｓｙ
ｓ）社）；ＷＯ９２／０１０４７（ＣＡＴ／ＭＲＣ）；ＷＯ９１／１７２７１（アフィマ
ックス（Ａｆｆｙｍａｘ）社）；ならびに米国特許第５，６９８，４２６号、第５，２２
３，４０９号、第５，４０３，４８４号、第５，５８０，７１７号、第５，４２７，９０
８号、第５，７５０，７５３号、第５，８２１，０４７号、第５，５７１，６９８号、第
５，４２７，９０８号、第５，５１６，６３７号、第５，７８０，２２５号、第５，６５
８，７２７および第５，７３３，７４３号中で開示されたものを含む。ジスルフィド結合
を介するポリペプチドの結合によるバクテリオファージ粒子の表面上でのポリペプチドの
ディスプレイに有用な方法は、Ｌｏｈｎｉｎｇ、米国特許第６，７５３，１３６号によっ
て記述された。上述の参照において記述されるように、ファージ選択後に、ファージから
の抗体コーディング領域は単離され、ヒト抗体を含む全抗体、または他の所望される抗原
結合断片の生成に使用することができ、哺乳類細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母および細
菌を含む任意の所望される宿主において発現することができる。例えば、組換えによりＦ
ａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）2断片を産生する技術は、ＷＯ９２／２２３２４；Ｍ
ｕｌｌｉｎａｘ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ１２：８６４－８６９（１
９９２）；およびＳａｗａｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＡＪＲＩ　３４：２６－３４（１９９５）
；およびＢｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０４１－１０４３（１
９８８）中で開示されたものなどの当技術分野において公知の方法を使用して利用するこ
ともできる。
【０１０５】
　一般的に、ディスプレイベクターの中へクローニングされるハイブリッド抗体またはハ
イブリッド抗体断片は、抗体または抗体断片がファージまたはファージミド粒子の表面上
に存在するので、十分な結合活性を維持した変異型を同定するために、適切な抗原に対し
て選択することができる。例えば、Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｇｅ　
Ｄｉｓｐｌａｙ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（コールドスプリングハーバ
ーラボラトリープレス、コールドスプリングハーバー、ニューヨーク、２００１）を参照
。しかしながら、他のベクター形式をこのプロセスのために使用すること（例えば、選択
および／またはスクリーニングのための溶菌ファージベクター（修飾Ｔ７システムまたは
ラムダザップシステム）の中への抗体断片ライブラリーのクローニング）ができるかもし
れない。
【０１０６】
　組換えゲルゾリン結合剤の発現。上述されるように、本発明の結合剤は、組換えＤＮＡ
技術の適用を介して産生することができる。本発明のゲルゾリン結合剤をコードする組換
えポリヌクレオチドコンストラクトは、典型的には、天然に結合されるプロモーター領域
または異種のプロモーター領域を含む抗ゲルゾリン抗体鎖のコーディング配列に作動可能
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に結合した発現制御配列を含む。それゆえ、本発明の別の態様は、本発明のゲルゾリン結
合剤をコードする１つまたは複数の核酸配列を含むベクターを含んでいる。本発明の１つ
または複数のポリペプチドの組換え発現のために、ゲルゾリン結合剤をコードするヌクレ
オチド配列のすべてまたは一部を含む核酸は、当技術分野において周知のおよび以下で詳
述されるような組換えＤＮＡ技術によって、適切なクローニングベクターまたは発現ベク
ター（すなわち挿入されたポリペプチドコーディング配列の転写および翻訳のための必要
なエレメントを含むベクター）の中へ挿入される。多様な集団のベクターを産生する方法
は、Ｌｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，２９１，１６０号；第６，６８０，１
９２号によって記述されている。
【０１０７】
　一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしばプラスミドの形態
である。本明細書において、プラスミドがベクターの最も通常は使用される形態であるの
で、「プラスミド」および「ベクター」は交換可能に使用することができる。しかしなが
ら、本発明は、等価な機能を果たす、技術的にプラスミドでないウイルスベクター（例え
ば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）などの発現ベ
クターの他のかかる形態を含むように意図される。かかるウイルスベクターは、被験体の
感染およびその被験体における化合物の発現を可能にする。発現制御配列は、典型的には
、真核生物宿主細胞を、形質転換またはトランスフェクションすることが可能なベクター
における真核生物プロモーターシステムである。一旦ベクターが適切な宿主の中へ組み入
れられたならば、宿主は、ゲルゾリン結合剤をコードするヌクレオチド配列の高レベル発
現、ならびにゲルゾリン結合剤（例えば交差反応する抗ゲルゾリン抗体）の回収および精
製のために適切な条件下で維持される。一般に、米国特許出願第２００２０１９９２１３
号を参照。これらの発現ベクターは、典型的には、エピソームとして、または宿主染色体
ＤＮＡの組み込み部分として宿主生物中で複製可能である。通常は、発現ベクターは、所
望されるＤＮＡ配列により形質転換された細胞の検出を可能にする、選択マーカー（例え
ばアンピシリン耐性、ハイグロマイシン耐性）を含む。ベクターは、細胞外への抗体断片
の分泌の指令に有用なシグナルペプチド（例えば、ペクチン酸リアーゼ）もまたコードす
ることができる。米国特許第５，５７６，１９５号を参照。
【０１０８】
　組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現のために適切な形態でゲルゾリン
結合特性を備えた化合物をコードする核酸を含み、それは組換え発現ベクターが１つまた
は複数の調節配列（発現のために使用される宿主細胞に基づいて選択される）を含み、発
現される核酸配列に作動可能に結合されることを意味する。組換え発現ベクター内で、「
作動可能に結合された」は、ヌクレオチド配列の発現を可能にする方式で（例えば、イン
ビトロの転写／翻訳システムにおいて、またはベクターが宿主細胞の中への導入されると
きに宿主細胞において）、対象となるヌクレオチド配列が調節配列（複数可）に結合され
ることを意味するように意図される。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサー
および他の発現制御エレメント（例えばポリアデニル化シグナル）を含むように意図され
る。かかる調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、アカデミ
ックプレス、サンディエゴ、カリフォルニア（１９９０）中で記述される。調節配列は、
多くのタイプの宿主細胞においてヌクレオチド配列の構成的発現を指令するもの、および
特定の宿主細胞においてのみヌクレオチド配列の発現を指令するもの（例えば、組織特異
的調節配列）を含む。発現ベクターのデザインが形質転換される宿主細胞の選択、所望さ
れるポリペプチドの発現のレベルなどのような因子に依存できることは、当業者によって
認識されるだろう。組換えポリペプチド発現（例えば、ゲルゾリン結合剤）のプロモータ
ーとして有用な典型的な調節配列は、例えば、３－ホスホグリセレートキナーゼおよび他
の解糖酵素を含むが、これらに限定されない。誘導可能な酵母プロモーターは、数ある中
で、アルコール脱水素酵素、イソチトクロムＣ、およびマルトースおよびガラクトース利
用に関与する酵素からのプロモーターを含む。１つの実施形態において、本発明のゲルゾ
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リン結合剤をコードするポリヌクレオチドは、ａｒａＢプロモーターに作動可能に結合さ
れ、宿主細胞において発現可能である。米国特許第５，０２８，５３０号を参照。本発明
の発現ベクターを宿主細胞の中へ導入して、それによって本明細書において記述されるよ
うな核酸によってコードされる融合ポリペプチドを含む、ポリペプチドまたはペプチド（
例えばゲルゾリン結合剤など）を産生することができる。
【０１０９】
　本発明の別の態様は、１つまたは複数のゲルゾリン結合剤をコードする核酸を含む、ゲ
ルゾリン結合剤発現宿主細胞に関する。本発明の組換え発現ベクターは、原核細胞または
真核細胞におけるゲルゾリン結合剤の発現のためにデザインすることができる。例えば、
ゲルゾリン結合剤は、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクター
を使用して）、真菌細胞（例えば酵母）、酵母細胞または哺乳類細胞において発現させる
ことができる。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、アカデ
ミックプレス、サンディエゴ、カリフォルニア（１９９０）中でさらに論じられる。ある
いは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラー
ゼを使用して、転写しインビトロで翻訳することができる。確率論的に生成されたポリヌ
クレオチド配列の発現を介して、所定の特性（例えばゲルゾリン結合剤）を有するポリペ
プチドの調製スクリーニングのために有用な方法が記述されている。米国特許第５，７６
３，１９２号；第５，７２３，３２３号；第５，８１４，４７６号；第５，８１７，４８
３号；第５，８２４，５１４号；第５，９７６，８６２号；第６，４９２，１０７号；第
６，５６９，６４１号を参照。
【０１１０】
　原核生物におけるポリペプチドの発現は、融合ポリペプチドまたは非融合ポリペプチド
のいずれかの発現を指令する構成的プロモーターまたは誘導可能プロモーターを含むベク
ターを有する大腸菌においてほとんどの場合実行される。融合ベクターは、その中にコー
ドされたポリペプチドに（通常は組換えポリペプチドのアミノ末端に）多数のアミノ酸を
追加する。かかる融合ベクターは、典型的には、（ｉ）組換えポリペプチドの発現を増加
させること；（ｉｉ）組換えポリペプチドの溶解度を増加させること；および（ｉｉｉ）
親和性精製におけるリガンドとして働くことによって組換えポリペプチドの精製を支援す
ること、の３つの目的を果たす。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解
を生ずる切断部位を融合部分および組換えポリペプチドの接合点で導入して、融合ポリペ
プチドの精製に続く融合部分からの組換えポリペプチドの分離を可能にする。かかる酵素
、およびそれらの同族の認識配列は、第Ｘａ因子およびトロンビンおよびエンテロキナー
ゼを含んでいる。典型的な融合発現ベクターは、ｐＧＥＸ（ファルマシア・バイオテク社
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ）；Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏ
ｎ，Ｇｅｎｅ　６７：３１－４０（１９８８））ｐＭＡＬ（ニューイングランド・バイオ
ラボ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）社、ベヴァリー、マサチューセッツ）
およびｐＲＩＴ５（ファルマシア社、ピスカタウェイ、ニュージャージー）を含み、それ
ぞれ標的組換えポリペプチドに、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルト
ースＥ結合ポリペプチド、またはポリペプチドＡを融合させる。
【０１１１】
　適切な誘導可能な非融合大腸菌発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｇｅｎｅ　６９：３０１－３１５（１９８８））、およびｐＥＴ１１ｄ（Ｓｔｕ
ｄｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、アカデミックプレス、サンディエ
ゴ、カリフォルニア６０－８９（１９９０））を含む。ポリペプチド融合を介して多機能
のポリペプチドをもたらす異なる活性のペプチドドメインまたはタンパク質ドメインの標
的化集合のための方法は、Ｐａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，２９４，３５３号；
第６，６９２，９３５号によって記述されている。組換えポリペプチドの発現（例えばゲ
ルゾリン結合剤）を最大化する大腸菌における１つの戦略は、組換えポリペプチドをタン
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パク質分解的に切断する能力が減少した宿主菌中でポリペプチドを発現することである。
例えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
：Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、アカデミックプレス、サンデ
ィエゴ、カリフォルニア１１９－１２８（１９９０）を参照。別の戦略は、各アミノ酸に
ついての個々のコドンが発現宿主（例えば大腸菌）中で優先的に利用されるものであるよ
うに、発現ベクターの中へ挿入される核酸の核酸配列を変更することである（例えば、Ｗ
ａｄａ，ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：２１１１－２１１８（
１９９２）を参照）。本発明の核酸配列のかかる変化は、標準的ＤＮＡ合成技術によって
実行することができる。
【０１１２】
　別の実施形態において、ゲルゾリン結合剤の発現ベクターは酵母発現ベクターである。
酵母サッカロミセス・セリビジエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｉｖｉｓａｅ）
における発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉ，ｅｔ　ａｌ
．，ＥＭＢＯ　Ｊ．６：２２９－２３４（１９８７））、ｐＭＦａ（Ｋｕｒｊａｎ　ａｎ
ｄ　Ｈｅｒｓｋｏｗｉｔｚ，Ｃｅｌｌ３０：９３３－９４３（１９８２））、ｐＪＲＹ８
８（Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　５４：１１３－１２３（１９８７））
、ｐＹＥＳ２（インビトロゲン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、
サンディエゴ、カリフォルニア）、およびｐｉｃＺ（インビトロゲン社、サンディエゴ、
カリフォルニア）を含む。あるいは、ゲルゾリン結合剤は、バキュロウイルス発現ベクタ
ーを使用して、昆虫細胞において発現させることができる。ポリペプチド（例えばゲルゾ
リン結合剤）の発現のために利用可能なパキュロウイルスベクターは、培養昆虫細胞（例
えばＳＦ９細胞）における、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅ
ｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１６５（１９８３））およびｐＶＬシリーズ（Ｌｕｃ
ｋｌｏｗ　ａｎｄ　Ｓｕｍｍｅｒｓ，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７０：３１－３９（１９８９
））を含む。
【０１１３】
　さらに別の実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤をコードする核酸は、哺乳類
発現ベクターを使用して、哺乳類細胞において発現される。哺乳類発現ベクターの例は、
例えば、ｐＣＤＭ８（Ｓｅｅｄ，Ｎａｔｕｒｅ３２９：８４０（１９８７））、およびｐ
ＭＴ２ＰＣ（Ｋａｕｆｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．６：１８７－１９５（１９
８７））を含むが、これらに限定されない。哺乳類細胞において使用された場合、発現ベ
クターの制御機能はウイルス性調節エレメントによってしばしば提供される。例えば、一
般に使用されるプロモーターは、ポリオーマウイルス、アデノウイルス２、サイトメガロ
ウィルス、およびシミアンウイルス４０に由来する。他の本発明のゲルゾリン結合剤の発
現に有用な原核細胞および真核細胞の両方のために適切な発現システムについては、例え
ば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌの１６章および１７章。第２版、コールドスプリングハ
ーバーラボラトリー、コールドスプリングハーバーラボラトリープレス、コールドスプリ
ングハーバー、ニューヨーク、（１９８９）を参照。
【０１１４】
　別の実施形態において、組換え哺乳類発現ベクターは、特定の細胞タイプにおける核酸
の発現を優先的に指令することができる（例えば、組織特異的調節エレメントを核酸の発
現に使用する）。組織特異的調節エレメントは当技術分野において公知である。適切な組
織特異的プロモーターの非限定例は、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅ
ｒｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１：２６８－２７７（１９８７））、リンパ
系特異的プロモーター（Ｃａｌａｍｅ　ａｎｄ　Ｅａｔｏｎ，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
４３：２３５－２７５（１９８８））、特にＴ細胞受容体のプロモーター（Ｗｉｎｏｔｏ
　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＥＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７３３（１９８９））、お
よび免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ３３：７２９－７４０（
１９９３）；Ｑｕｅｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｃｅｌｌ　３３：７４１－７４
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８（１９８３））、ニューロン特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロ
モーター；Ｂｙｒｎｅ　ａｎｄ　Ｒｕｄｄｌｅ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ８６：５４７３－５４７７（１９８９））、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕ
ｎｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２３０：９１２－９１６（１９８５））、ならびに
乳腺特異的プロモーター（例えば、乳漿プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号
およびヨーロッパ出願公報第２６４，１６６号）を含む。発生で調節されるプロモーター
は、例えば、マウスｈｏｘプロモーター（Ｋｅｓｓｅｌ　ａｎｄ　Ｇｒｕｓｓ，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ２４９：３７４－３７９（１９９０））、およびα－フェトプロテインプロモータ
ー（Ｃａｍｐｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｌｇｈｍａｎ，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．３：５３７－５４
６（１９８９））もまた包含する。
【０１１５】
　本発明の別の態様は、本発明の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞に関する。「
宿主細胞」、「組換え宿主細胞」という用語は、交換可能に本明細書において使用される
。かかる用語が特定の被験体細胞だけでなく、かかる細胞の子孫または潜在的な子孫も指
すことが理解される。特定の修飾が変異または環境の影響のいずれかのために次世代で起
こりうるので、実際は、かかる子孫は親細胞と同一でないかもしれないが、本明細書にお
いて使用される時、なお用語の範囲内に含まれる。
【０１１６】
　宿主細胞は任意の原核生物または真核細胞でありえる。例えば、ゲルゾリン結合剤は、
大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞、酵母または哺乳類細胞において発現することができる
。哺乳類細胞は、免疫グロブリンまたはその断片をコードするヌクレオチドセグメントの
発現のための１つの宿主である。Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ、Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　Ｔｏ　Ｃ
ｌｏｎｅｓ、（ＶＣＨ出版社（（ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ）、ニューヨーク（１９
８７））を参照。インタクトな異種タンパク質を分泌することができる多数の適切な宿主
細胞株は、当技術分野において開発されており、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）
細胞株、様々なＣＯＳ細胞株、ＨｅＬａ細胞、Ｌ細胞およびミエローマ細胞株を含む。好
ましくは、細胞はヒト以外である。これらの細胞のための発現ベクターは、複製起点、プ
ロモーター、エンハンサーなどの発現制御配列、ならびにリボソーム結合部位、ＲＮＡス
プライス部位、ポリアデニル化部位および転写ターミネーター配列などの必要なプロセッ
シング情報部位を含むことができる。Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅ
ｖ．８９：４９（１９８６）。好ましい発現制御配列は、内在性遺伝子、サイトメガロウ
ィルス、ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシパピロマウイルス、および同種のものに由来す
るプロモーターである。Ｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１１４９（
１９９２）。他の適切な宿主細胞は当業者に公知である。
【０１１７】
　ベクターＤＮＡは従来の形質転換技術またはトランスフェクション技術を介して原核細
胞または真核細胞の中へ導入することができる。本明細書において使用される時、用語「
形質転換」および「トランスフェクション」は、リン酸カルシウムもしくは塩化カルシウ
ムの共沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介性トランスフェクション、リポフェクション、
またはエレクトロポレーションを含む、宿主細胞の中への外来の核酸（例えばＤＮＡ）の
導入のための様々な当技術分野で認められている技術を指すように意図され、微粒子銃ま
たはウイルスベースのトランスフェクションは他の細胞性宿主のために使用することがで
きる。哺乳類細胞を形質転換するために使用する他の方法は、ポリブレン、プロトプラス
ト融合、リポソーム、エレクトロポレーション、および顕微注射の使用を含む（Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌを一般的に参照）。宿主細胞の形質転換またはトランスフェクション
のために適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ。第２版、コールドスプリングハー
バー・ラボラトリー、コールドスプリングハーバーラボラトリープレス、コールドスプリ
ングハーバー、ニューヨーク（１９８９））、および他の実験手引き書中で見出すことが
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できる。対象となるＤＮＡセグメントを含むベクターは、細胞性宿主のタイプに依存して
、周知の方法によって宿主細胞の中へ導入することができる。
【０１１８】
　哺乳類細胞の安定性トランスフェクションについては、細胞のごく一部分のみが、使用
する発現ベクターおよびトランスフェクション技術に依存して、ゲノムの中へ外来性ＤＮ
Ａを組込みうることが公知である。これらの組込んだものを同定および選択するために、
一般的に選択可能なマーカー（例えば抗生物質耐性）をコードする遺伝子を対象となる遺
伝子と共に宿主細胞の中へ導入する。様々な選択マーカーは、Ｇ４１８、ハイグロマイシ
ンおよびメトトレキサートなどの薬物への耐性を与えるものを含む。選択可能なマーカー
をコードする核酸は、ゲルゾリン結合剤をコードするものと同じベクター上で宿主細胞の
中へ導入することができるか、または別のベクター上で導入することができる。導入した
核酸により安定的にトランスフェクションされた細胞は、薬物選択によって同定すること
ができる（例えば、他の細胞は死滅するが、選択可能なマーカー遺伝子を組み入れた細胞
は生き残るだろう）。
【０１１９】
　本発明のゲルゾリン結合剤を含む、原核宿主細胞または真核宿主細胞などの培養宿主細
胞を使用して、組換えゲルゾリン結合剤を産生（すなわち発現）することができる。１つ
の実施形態において、方法は、ゲルゾリン結合剤が産生されるように、発明の宿主細胞（
ゲルゾリン結合剤をコードする組換え発現ベクターが導入された）を適切な培地中で培養
することを含む。別の実施形態において、方法は、溶媒または宿主細胞からゲルゾリン結
合剤を単離する工程をさらに含む。一旦発現されたならば、ゲルゾリン結合剤（例えば、
抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体関連ポリペプチド）の回収物は、培養培地およ
び宿主細胞から精製される。ゲルゾリン結合剤は、ＨＰＬＣ精製、カラムクロマトグラフ
イー、ゲル電気泳動および同種のものを含む、当技術分野の標準的手順に従って精製する
ことができる。１つの実施形態において、ゲルゾリン結合剤は、Ｂｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．
、米国特許第４，８１６，３９７号の方法によって宿主生物において産生される。通常、
抗ゲルゾリン抗体鎖はシグナル配列と共に発現され、したがって培養培地へ放出される。
しかしながら、抗ゲルゾリン抗体鎖が宿主細胞によって自然に分泌されないならば、抗ゲ
ルゾリン抗体鎖は、穏やかな界面活性剤による処理によって放出させることができる。組
換えポリペプチドの精製は当技術分野において周知であり、硫安沈澱、親和性クロマトグ
ラフィー精製技術、カラムクロマトグラフイー、イオン交換精製技術、ゲル電気泳動およ
び同種のものを含む（Ｓｃｏｐｅｓ、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（シュ
プリンガー・フェアラーク（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ）、ニューヨーク（１９８
２））を一般的に参照）。
【０１２０】
　ゲルゾリン結合剤をコードするポリヌクレオチド（例えば抗ゲルゾリンの抗体コーディ
ング配列）を、トランスジェニック動物のゲノムの中への導入および続いてトランスジェ
ニック動物の乳汁中での発現のためにトランスジーン中に組み入れることができる。例え
ば、米国特許第５，７４１，９５７号、第５，３０４，４８９号、および第５，８４９，
９９２号を参照。適切なトランスジーンは、カゼインまたはβ－ラクトグロブリンなどの
乳腺特異的遺伝子からのプロモーターおよびエンハンサーとの作動可能な結合で、軽鎖お
よび／または重鎖のコーディング配列を含む。トランスジェニック動物の産生のために、
トランスジーンを受精卵母細胞の中へ顕微注射できるか、またはトランスジーンを胚性幹
細胞のゲノムの中へ組み入れ、かかる細胞の核を除核卵母細胞の中へ導入することができ
る。
【０１２１】
　一本鎖抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤は一本鎖抗ゲルゾリン抗体であ
る。本発明に従って、技術は、ゲルゾリンポリペプチドに特異的な一本鎖抗体の産生に適
合させることができる（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照）。本発明の一
本鎖Ｆｖｓおよび抗体の産生に使用することができる技術の例は、米国特許第４，９４６
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，７７８号および第５，２５８，４９８号；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２０３：４６－８８（１９９１）；Ｓｈｕ，Ｌ．ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７９９５－７９９９
（１９９３）；およびＳｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０３８－
１０４０（１９８８）中に記述されるものを含む。
【０１２２】
　キメラ抗体およびヒト化抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤はキメラ抗ゲ
ルゾリン抗体である。１つの実施形態において、本発明の結合剤はヒト化抗ゲルゾリン抗
体である。本発明の１つの実施形態において、ドナー抗体およびアクセプター抗体は、異
なる種からのモノクローナル抗体である。例えば、アクセプター抗体はヒト抗体（ヒトに
おけるその抗原性を最小限にする）であり、その場合には結果として生じるＣＤＲがグラ
フトされた抗体は、「ヒト化」抗体と称される。
【０１２３】
　キメラモノクローナル抗体およびヒト化モノクローナル抗体などの、ヒト部分および非
ヒト部分の両方を含む組換え抗ゲルゾリン抗体は、標準的組換えＤＮＡ技術を使用して作
製することができ、本発明の範囲内である。ヒトにおける本発明の結合剤のインビボの使
用に加えて、これらの薬剤のインビトロの検出分析の使用を含むいくつかの使用のために
、キメラ抗ゲルゾリン抗体、ヒト化抗ゲルゾリン抗体、またはヒト抗ゲルゾリン抗体を使
用することが好ましい。かかるキメラモノクローナル抗体およびヒト化モノクローナル抗
体は、当技術分野において公知の組換えＤＮＡ技術によって産生することができる。かか
る有用な方法は、例えば、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；米国特許第５，
２２５，５３９号；ヨーロッパ特許第１８４１８７号、ヨーロッパ特許第１７１４９６号
；ヨーロッパ特許第１７３４９４号；ＰＣＴ国際公開第ＷＯ８６／０１５３３号；米国特
許第４，８１６，５６７号；第５，２２５，５３９号；ヨーロッパ特許第１２５０２３号
；Ｂｅｔｔｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－１０４３（１９８
８）；Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：３
４３９－３４４３（１９８７）；Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：
３５２１－３５２６（１９８７）；Ｓｕｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：２１４－２１８（１９８７）；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ，ｅｔ　
ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：９９９－１００５　９１９８７）；Ｗｏｏｄ，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３１４：４４６－４４９（１９８５）；Ｓｈａｗ，ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９（１９８８）；
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ２２９：１２０２－１２０７（１９８５）；Ｏｉ，ｅ
ｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ４：２１４（１９８６）；Ｊｏｎｅｓ，ｅｔ　
ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３２１：５５２－５２５（１９８６）；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２３９：１５３４１９８８）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ２２９：１２０２（１９８５）；Ｏｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
４：２１４（１９８６）；Ｇｉｌｌｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ，１２５：１９１－２０２（１９８９）；米国特許第５，８０７，７１５号；お
よびＢｅｉｄｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：４０５３－４０６０
（１９８８）中で記述される方法を含むが、これらに限定されない。例えば、ＣＤＲグラ
フト（ＥＰ０２３９４００；ＷＯ９１／０９９６７；米国特許第５号，第５３０，１０１
号；第５，５８５，０８９号；第５，８５９，２０５号；第６，２４８，５１６号；ＥＰ
４６０１６７）、ベニアリングまたは表面置換（ＥＰ０５９２１０６；ＥＰ０５１９５９
６；Ｐａｄｌａｎ　Ｅ．Ａ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２８：４８
９－４９８（１９９１）；Ｓｔｕｄｎｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ
ｉｎｅｅｒｉｎｇ７：８０５－８１４（１９９４）；Ｒｏｇｕｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ＮＡＳ９１：９６９－９７３（１９９４））、および鎖シャッフリング（米国特許第５，
５６５，３３２号）を含む様々な技術を使用して、抗体はヒト化できる。１つの実施形態
において、マウス抗ゲルゾリンモノクローナル抗体をコードするｃＤＮＡは、Ｆｃ定常領
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域をコードする配列を除去するように特異的に選択された制限酵素により消化され、ヒト
Ｆｃ定常領域をコードするｃＤＮＡの等価部分が置換される（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．、ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；Ａｋｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出
願１８４，１８７；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ、ヨーロッパ特許出願第１７１，４９６号；Ｍｏ
ｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１７３，４９４号；Ｎｅｕｂｅｒｇ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、ＷＯ８６／０１５３３；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許
第４，８１６，５６７号；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１２５
，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０４１－１０４３
（１９８８）；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
８４：３４３９－３４４３（１９８７）；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ１
３９：３５２１－３５２６（１９８７）；Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：２１４－２１８（１９８７）；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ４７：９９９－１００５（１９８７）；Ｗｏｏｄ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３１４：４４６－４４９（１９８５）；およびＳｈａｗ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９（１９８
８）；米国特許第６，１８０，３７０号；米国特許第６，３００，０６４号；第６，６９
６，２４８号；第６，７０６，４８４号；第６，８２８，４２２号を参照）。
【０１２４】
　１つの実施形態において、本発明は、ヒト抗マウス抗体（以下、「ＨＡＭＡ」と呼ぶ）
応答を恐らく誘導しないが、なお効果的な抗体エフェクター機能を有するヒト化抗ゲルゾ
リン抗体の構築を可能にする。本明細書において使用される時、用語「ヒト」および「ヒ
ト化」は、抗体に関して、ヒト被験体において療法上耐容される弱い免疫原性応答を誘発
すると予想される任意の抗体に関する。１つの実施形態において、本発明はヒト化ゲルゾ
リン抗体（重鎖および軽鎖の免疫グロブリン）を提供する。
【０１２５】
　ＣＤＲ抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤は抗ゲルゾリンＣＤＲ抗体であ
る。一般的に、抗ゲルゾリンのＣＤＲ抗体の生成に使用されるドナー抗体およびアクセプ
ター抗体は、異なる種からのモノクローナル抗体である。典型的には、アクセプター抗体
はヒト抗体（ヒトにおける抗原性を最小限にする）であり、その場合には結果として生じ
るＣＤＲがグラフトされた抗体は「ヒト化」抗体と称される。グラフトは、アクセプター
抗体の単一のＶHもしくはＶL内の単一ＣＤＲ（または単一ＣＤＲの一部でさえ）でありえ
るか、またはＶHおよびＶLの１つもしくは両方の内の複数のＣＤＲ（またはその一部）で
ありえる。結果として生じるＣＤＲがグラフトされた抗体のＭｅｔＡｐ３への適切な結合
を可能にすることに必要な置換のみが必要とされるが、しばしばアクセプター抗体のすべ
ての可変ドメイン中のすべての３つのＣＤＲは対応するドナーＣＤＲと置換されるだろう
。ＣＤＲがグラフトされたヒト化抗体を生成する方法は、Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、米
国特許第５，５８５，０８９号、米国特許第５，６９３，７６１号；米国特許第５，６９
３，７６２号；およびＷｉｎｔｅｒ、Ｕ．Ｓ．５，２２５，５３９；ならびにＥＰ０６８
２０４０によって教示される。ＶHポリペプチドおよびＶLポリペプチドを調製するのに有
用な方法は、Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第４，８１６，３９７号；第６，２
９１，１５８号；第６，２９１，１５９号；第６，２９１，１６１号；第６，５４５，１
４２号；ＥＰ０３６８６８４；ＥＰ０４５１２１６；ＥＰ０１２０６９４によって教示さ
れる。
【０１２６】
　同じファミリーおよび／または同じファミリーメンバーからの適切なフレームワーク領
域候補の選択の後に、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のどちらかまたは両方は、ハイブ
リッドフレームワーク領域の中への起源の種からのＣＤＲのグラフトによって産生される
。上述の態様のいずれかに関するハイブリッド可変鎖領域を有するハイブリッド抗体また
はハイブリッド抗体断片の集合は、当業者に公知の従来の方法を使用して、遂行すること
ができる。例えば、本明細書において記述されるハイブリッド可変ドメインをコードする
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ＤＮＡ配列（すなわち、標的種に基づいたフレームワーク、および起源の種からのＣＤＲ
）は、オリゴヌクレオチド合成および／またはＰＣＲによって産生することができる。Ｃ
ＤＲ領域をコードする核酸は、適切な制限酵素を使用して、起源の種抗体から単離するこ
とができ、適切なライゲーション酵素でライゲーションすることによって、標的種フレー
ムワークの中へライゲーションすることができる。あるいは、起源の種の抗体の可変鎖の
フレームワーク領域は、部位特異的変異誘発によって変化させることができる。
【０１２７】
　ハイブリッドが各フレームワーク領域に対応する複数の候補の中の選択から構築される
ので、本明細書において記載した原理に従う構築に適用可能な配列の多くの組合せが存在
する。したがって、ハイブリッドのライブラリーは個々のフレームワーク領域の異なる組
合せを備えたメンバーを集合させることができる。かかるライブラリーは、配列の電子デ
ータベース的収集またはハイブリッドの物理的収集でありえる。
【０１２８】
　このプロセスは、典型的にはグラフトＣＤＲに隣接するアクセプター抗体のＦＲを変更
しない。しかしながら、当業者は、既定のＦＲの特定の残基を置換してＦＲをドナー抗体
の対応するＦＲにさらに類似するようにすることによって、結果として生じる抗ゲルゾリ
ンＣＤＲグラフト抗体の抗原結合親和性を、時には改善することができる。置換の好まし
い位置は、ＣＤＲに隣接するアミノ酸残基、またはＣＤＲと相互作用することができるア
ミノ酸残基を含む（例えば、ＵＳ５，５８５，０８９、特にカラム１２－１６を参照）。
または当業者は、ドナーＦＲでスタートし、アクセプターＦＲまたはヒトコンセンサスＦ
Ｒにさらに類似するように修飾することができる。これらの修飾を生じさせるための技術
は当技術分野において公知である。特に、結果として生じるＦＲの位置にヒトコンセンサ
スＦＲがあてはめられるならば、またはかかるコンセンサスＦＲに少なくとも９０％また
はそれ以上で同一であるならば、そうすることは、完全なヒトＦＲを備えた同じ抗体と比
較して、結果として生じる修飾された抗ゲルゾリンＣＤＲ抗体の抗原性を有意に増加させ
ないだろう。
【０１２９】
　融合タンパク質。１つの実施形態において、本発明の結合剤は融合タンパク質である。
本発明のゲルゾリン結合剤は、第２のタンパク質に融合した場合、抗原タグとして使用す
ることができる。ポリペプチドに融合することができるドメインの例は、異種のシグナル
配列だけでなく他の異種の機能的領域も含んでいる。融合は必ずしも直接的である必要が
ないが、リンカー配列を介して起こりうる。さらに、本発明の融合タンパク質はゲルゾリ
ン結合剤の特質を改善するためにも操作することができる。例えば、追加のアミノ酸（特
に荷電アミノ酸）の領域を、ゲルゾリン結合剤のＮ末端に追加して、宿主細胞からの精製
または後の取り扱いおよび保存の間の安定性および持続性を改善することができる。また
、ペプチド部分をゲルゾリン結合剤に追加して精製を促進することができる。かかる領域
は、ゲルゾリン結合剤の最終的な調製の前に除去することができる。ポリペプチドの取り
扱いを促進するペプチド部分の追加は、当技術分野においてなじみ深いルーチンな技術で
ある。本発明のゲルゾリン結合剤は、融合したポリペプチドの精製を促進するペプチドな
どのマーカー配列に融合することができる。好ましい実施形態において、マーカーアミノ
酸配列は、数ある中で、ｐＱＥベクター（キアゲン社（ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．）、チャ
ッツワース、カリフォルニア）中で提供されるタグなどのヘキサ－ヒスチジンペプチドで
あり、それらの多くは市販で入手可能である。Ｇｅｎｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：８２１－８２４（１９８９）中で記述される
ように、例えば、ヘキサ－ヒスチジンは融合タンパク質の都合のよい精製を提供する。精
製に有用な別のペプチドタグ、「ＨＡ」タグは、インフルエンザヘマグルチニンタンパク
質に由来するエピトープに対応する。Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ３７：７６
７（１９８４）。
【０１３０】
　したがって、これらの上述の融合のいずれかは、ポリヌクレオチドまたは本発明のポリ
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ペプチドを使用して操作することができる。また、融合タンパク質はインビボで半減期の
増加を示しうる。
【０１３１】
　ジスルフィド結合二量体構造を有する融合タンパク質（ＩｇＧに起因する）は、単量体
の分泌タンパク質またはタンパク質断片単独よりも、他の分子の結合および中和において
効率的でありえる。Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２
７０：３９５８－３９６４（１９９５）。
【０１３２】
　同様に、ＥＰ－Ａ－Ｏ４６４５３３は、別のヒトタンパク質またはその一部と共に免疫
グロブリン分子の定常領域の様々な部分を含む融合タンパク質を開示する。多くの場合に
おいて、融合タンパク質中のＦｃ部分は、治療および診断において有益であり、したがっ
て、例えば、薬物動態学的特性の改善をもたらすことができる。ＥＰ－Ａ０２３２２６２
を参照。あるいは、融合タンパク質が発現、検出、および精製された後に、Ｆｃ部分を欠
失させることが所望されるだろう。例えば、融合タンパク質が抗原として免疫に使用され
るならば、Ｆｃ部分は治療および診断を妨げうる。薬物開発において、例えば、ｈＩＬ－
５などのヒトタンパク質をハイスループットスクリーニング分析の目的のためにＦｃ部分
と融合して、ｈＩＬ－５のアンタゴニストが同定されている。Ｂｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ８：５２－５８（１９９５）；
Ｊｏｈａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７０：９４５９－９４
７１（１９９５）。
【０１３３】
　標識されたゲルゾリン結合剤。１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は
標識部分（すなわち、検出可能基）とカップリングされる。ゲルゾリンポリペプチドまた
はゲルゾリン様ポリペプチドへの本発明のゲルゾリン結合剤の特異的結合を有意に妨害し
ない限り、本発明のゲルゾリン結合剤へコンジュゲートする特定の標識または検出可能基
は、本発明の重大な態様ではない。検出可能基は、検出可能な物理的特性または化学的特
性を有する任意の物質でありえる。かかる検出可能標識は免疫分析および画像診断の分野
において良く発達しており、一般に、かかる方法に有用な大部分の任意の標識は本発明へ
適用することができる。したがって、標識は、分光的手段、光化学的手段、生化学的手段
、免疫化学的手段、電気的手段、光学的手段または化学的手段によって、検出可能な任意
の組成物である。本発明における有用な標識は、磁気ビーズ（例えば、ダイナビーズ（Ｄ
ｙｎａｂｅａｄｓ）（商標））、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート
、テキサスレッド、ローダミン、および同種のもの）、放射標識（例えば、3Ｈ、14Ｃ、3

5Ｓ、125Ｉ、121Ｉ、131Ｉ、112Ｉｎ、99ｍＴｃ）、マイクロバブルなどの他の造影剤（
超音波画像診断のための）、18Ｆ、11Ｃ、15Ｏ（ポジトロン放出断層撮影のための）、99

mＴＣ、111Ｉｎ（単一光子放出断層撮影のための）、酵素（例えば、ホースラディッシュ
ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼおよび一般にＥＬＩＳＡの中で使用される
他のもの）、およびコロイド金もしくは色ガラスなどの呈色標識またはプラスチック（例
えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックス、および同種のもの）のビーズを含む
。かかる標識の使用について記述する特許は、米国特許第３，８１７，８３７号；第３，
８５０，７５２号；第３，９３９，３５０号；第３，９９６，３４５号；第４，２７７，
４３７号；第４，２７５，１４９号；および第４，３６６，２４１号を含み、各々は全体
を参照することによりおよびすべての目的のために本明細書に組み入れられる。Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（第６版、モレキュラープローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ，Ｉｎｃ．）、ユージーン、オレゴン（１９９６））もまた参照。
【０１３４】
　標識は、当技術分野において周知の方法に従って分析の所望される成分へ直接または間
接的にカップリングすることができる。上で示されるように、様々な標識は、必要とされ
る感度、化合物とのコンジュゲーションの容易性、必要とされる安定性、利用可能な機器
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類、および処分規定に依存する標識の選択により使用することができる。
【０１３５】
　非放射性標識は、しばしば間接手段によって結合される。一般的に、リガンド分子（例
えば、ビオチン）は、分子へ共有結合される。次にリガンドは、検出可能な酵素、蛍光化
合物、または化学発光化合物などの、先天的に検出可能であるかまたはシグナルシステム
に共有結合されるかのいずれかである抗リガンド（例えばストレプトアビジン）分子と結
合する。多数のリガンドおよび抗リガンドは使用することができる。リガンドが天然の抗
リガンド（例えば、ビオチン、チロキシン、およびコルチゾール）を有する場合、標識さ
れた天然に存在する抗リガンドと併用して使用することができる。あるいは、任意のハプ
テン化合物または抗原化合物は、抗体（例えば抗ゲルゾリン抗体）と組み合わせて使用す
ることができる。
【０１３６】
　分子は、例えば酵素または蛍光団とのコンジュゲーションによって、シグナル生成化合
物へ直接コンジュゲートすることもできる。標識として対象となる酵素は、主として加水
分解酵素（特にホスファターゼ、エステラーゼおよびグリコシダーゼ）または酸化還元酵
素（特にペルオキシダーゼ）であるだろう。標識部分として有用な蛍光化合物は、例えば
、フルオレセインおよびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、ウンベリ
フェロン、ならびに同種のものを含むが、これらに限定されない。標識部分として有用な
化学発光化合物は、例えば、ルシフェリンおよび２，３－ジヒドロフタラジンジオン（例
えば、ルミノール）を含むが、これらに限定されない。使用することができる様々な標識
システムまたはシグナル産生システムの総説については、米国特許第４，３９１，９０４
号を参照。
【０１３７】
　標識を検出する手段は、当業者に周知である。したがって、例えば、標識が放射性標識
である場合、検出のための手段は、オートラジオグラフィーでのようなシンチレーション
カウンターまたは感光性フィルムを含む。標識が蛍光標識である場合、それは適切な波長
の光による蛍光色素の励起および結果として生じる蛍光の検出によって検出することがで
きる。蛍光は、感光性フィルムによって、電荷結合素子（ＣＣＤ）または光電子増倍管お
よび同種のものなどの電子検出器の使用によって、視覚的に検出することができる。同様
に、酵素による標識は、酵素についての適切な基質の提供および結果として生じる反応生
成物の検出によって、検出することができる。最終的に単純な呈色標識は、標識と結合さ
せた色の観察によって単純に検出することができる。したがって、様々なディップスティ
ック分析において、コンジュゲートされた金はしばしばピンク色に見えるが、コンジュゲ
ートされた様々なビーズはビーズの色に見える。
【０１３８】
　いくつかの分析形式は、標識成分の使用を必要としない。例えば、凝集分析を使用して
標的抗体（例えば抗ゲルゾリン抗体）の存在を検出することができる。この場合、抗原で
コートした粒子は、標的抗体を含むサンプルによって凝集される。この形式において、成
分のどれも標識される必要はなく、標的抗体の存在は単純な目視検査によって検出される
。
Ｃ．本発明のゲルゾリン結合剤の同定および特性評価
【０１３９】
　本発明の結合剤の同定および／またはスクリーニングのための方法。ゲルゾリンポリペ
プチドに対する所望される特異性を有する結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体および抗ゲ
ルゾリン抗体関連ポリペプチド）の同定およびスクリーニングに有用な方法は、当技術分
野内で公知の任意の免疫学仲介性技術を含む。免疫応答の成分は、当業者に周知の様々な
方法によってインビトロで検出することができる。例えば、（１）細胞傷害性Ｔリンパ球
を放射性標識された標的細胞と共にインキュベートし、これらの標的細胞の溶解物は放射
能の放出によって検出することができる；（２）ヘルパーＴリンパ球を抗原および抗原提
示細胞と共にインキュベートし、サイトカインの合成および分泌は標準的方法によって測
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定することができる（Ｗｉｎｄｈａｇｅｎ　Ａ；ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２：
３７３－８０（１９９５））；（３）抗原提示細胞をタンパク質全体の抗原と共にインキ
ュベートし、ＭＨＣ上でのその抗原の提示はＴリンパ球活性化分析または生物物理的方法
のいずれかによって検出することができる（Ｈａｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８６：４２３０－４（１９８９））；（４）マスト細胞
をそれらのＦｃε受容体を架橋する試薬と共にインキュベートし、ヒスタミン放出は酵素
免疫分析によって測定することができる（Ｓｉｒａｇａｎｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＴＩＰ
Ｓ，４：４３２－４３７（１９８３））；および（５）酵素結合免疫吸着分析（ＥＬＩＳ
Ａ）。
【０１４０】
　同様に、モデル生物（例えばマウス）またはヒト被験体のいずれかにおける免疫応答の
産物もまた、当業者に周知の様々な方法によって検出することができる。例えば、（１）
ワクチン接種に応答した抗体の産生は、臨床検査室において現在使用される標準的方法（
例えば、ＥＬＩＳＡ）によって容易に検出することができる；（２）炎症の部位に対する
免疫細胞の移動は、皮膚の表面を引っ掻き、滅菌済み容器を配置して掻傷部位の上の移動
細胞を捕捉することによって検出することができる（Ｐｅｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌ
ｏｏｄ，７２：１３１０－５（１９８８））；（３）マイトジェンまたは混合リンパ球反
応に応答した末梢血単核細胞の増殖は、3Ｈ－チミジンを使用して測定することができる
；（４）ＰＢＭＣにおける、顆粒球、マクロファージおよび他の食細胞の貪食能は、標識
された粒子と共にウェル中にＰＭＢＣを配置することによって測定することができる（Ｐ
ｅｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ，７２：１３１０－５（１９８８））；および（
５）免疫系細胞の分化は、ＣＤ４およびＣＤ８などのＣＤ分子への抗体によるＰＢＭＣの
標識およびこれらのマーカーを発現するＰＢＭＣの画分の測定によって測定することがで
きる。
【０１４１】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、複製可能な遺伝子パッケージ
の表面上の候補結合剤のディスプレイを使用して選択される。例えば、米国特許第５，５
１４，５４８号；第５，８３７，５００号；第５，８７１，９０７号；第５，８８５，７
９３号；第５，９６９，１０８号；第６，２２５，４４７号；第６，２９１，６５０号；
第６，４９２，１６０号；ＥＰ５８５　２８７；ＥＰ６０５５２２；ＥＰ６１６６４０；
ＥＰ１０２４１９１；ＥＰ５８９　８７７；ＥＰ７７４　５１１；ＥＰ８４４　３０６を
参照。所望される特異性を備えた結合分子をコードするファージミドゲノムを含む糸状バ
クテリオファージ粒子の産生／選択に有用な方法が記述されている。例えば、ＥＰ７７４
　５１１；ＵＳ５８７１９０７；ＵＳ５９６９１０８；ＵＳ６２２５４４７；ＵＳ６２９
１６５０；ＵＳ６４９２１６０を参照。
【０１４２】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、酵母宿主細胞の表面上での候
補結合剤のディスプレイを使用して選択される。酵母表面のディスプレイによるｓｃＦｖ
ポリペプチドの単離に有用な方法は、Ｋｉｅｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎ
ｇ．，１０（１１）：１３０３－１０（１９９７）によって記述されている。
【０１４３】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤はリボソームディスプレイを使用
して選択される。リボソームディスプレイを使用してペプチドライブラリー中のリガンド
を同定するのに有用な方法は、Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９１：９０２２－２６（１９９４）；およびＨａｎｅｓ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９４：４９３７－４２（
１９９７）によって記述された。
【０１４４】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、候補結合剤のｔＲＮＡディス
プレイを使用して選択される。ｔＲＮＡディスプレイを使用するリガンドのインビトロの
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選択に有用な方法は、Ｍｅｒｒｙｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．９：７４
１－４６（２００２）によって記述されている。
【０１４５】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、ＲＮＡディスプレイを使用し
て選択される。ＲＮＡディスプレイライブラリーを使用するペプチドおよびタンパク質の
選択ために有用な方法は、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４：１２２９７－３０２（１９９７）；およびＮｅｍｏｔｏ　ｅｔ
　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，４１４：４０５－８（１９９７）によって記述されて
いる。天然に存在しないＲＮＡディスプレイライブラリーを使用するペプチドおよびタン
パク質の選択ために有用な方法は、Ｆｒａｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ
．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，１３：５０６－１２（２００３）によって記述されている
。
【０１４６】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤はグラム陰性菌のペリプラスムに
おいて発現され、標識されたゲルゾリンポリペプチドと混合される。ＷＯ０２／３４８８
６を参照。ゲルゾリンポリペプチドへの親和性を備えた組換えポリペプチドを発現するク
ローンにおいて、Ｈａｒｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．２２：９１９３－９８（２００４）および米国特許第２００４／００５８４０３号中に
記述されているように、結合剤に結合された標識ゲルゾリンポリペプチドの濃度は増加し
、細胞がライブラリーの残りから単離されることを可能にする。
【０１４７】
　所望されるゲルゾリン結合剤の選択の後に、当業者に公知の任意の技術（例えば、原核
細胞または真核細胞の発現および同種のもの）によって大量に産生させることができるか
が検討される。例えば、抗ゲルゾリンのハイブリッド抗体または断片であるが、これらに
限定されないゲルゾリン結合剤は、従来の技術を使用して、起源種の抗体結合特異性の保
有に必要とされるＣＤＲおよび必要であるならば可変領域フレームワークの最小の部分（
本明細書において記述される技術に従って操作されるように）が起源の種の抗体に由来し
、抗体の残りの部分が本明細書において記述されるように操作できる標的種の免疫グロブ
リンに由来し、それによってハイブリッド抗体重鎖の発現のためのベクターを産生する、
抗体重鎖をコードする発現ベクターを構築することによって産生される。
【０１４８】
　ゲルゾリン結合の測定。１つの実施形態において、ゲルゾリン結合分析は、ゲルゾリン
ポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドとゲルゾリン結合剤との間の結合、および
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドとゲルゾリン結合剤との間の結
合量の査定のために適切な条件下で、ゲルゾリンポリペプチドおよびゲルゾリン結合剤が
混合される、分析形式を指す。結合の量は、適切な対照（ゲルゾリンポリペプチドの非存
在下において結合する量、非特異的免疫グロブリン組成物の存在下における結合の量また
は両方でありえる）と比較される。結合の量は任意の適切な方法によって査定することが
できる。結合分析方法は、例えば、ＥＬＩＳＡ、放射免疫分析、シンチレーション近接分
析、蛍光エネルギー移動分析、液体クロマトグラフィー、膜濾過分析、および同種のもの
を含む。ゲルゾリン結合剤に対するゲルゾリンポリペプチド結合の直接測定のための生物
物理的分析は、例えば、核磁気共鳴、蛍光、蛍光偏光、表面プラズモン共鳴（ＢＩＡＣＯ
Ｒチップ）、および同種のものである。特異的結合は、当技術分野において公知の標準的
分析（例えば、放射性リガンド結合分析、ＥＬＩＳＡ、ＦＲＥＴ、免疫沈降、ＳＰＲ、Ｎ
ＭＲ（２Ｄ－ＮＭＲ）、質量分析、および同種のもの）によって決定される。候補ゲルゾ
リン結合剤の特異的結合が候補ゲルゾリン結合剤の非存在下において観察された結合より
も少なくとも１パーセント高いならば、候補ゲルゾリン結合剤は本発明のゲルゾリン結合
剤として有用である。
【０１４９】
　ゲルゾリンポリペプチドおよびゲルゾリン結合剤の共結晶も、分子間相互作用を決定す
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る方法として本発明によって提供される。ゲルゾリン結合剤とゲルゾリンポリペプチドと
の間の結合に適切な条件は、化合物およびそのリガンドに依存し、当業者によって容易に
決定することができる。
ＩＩ．本発明のゲルゾリン結合剤の使用
【０１５０】
　一般事項。本発明の結合剤は、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチ
ドの局在および／または定量化に関する当技術分野において公知の方法で有用である（例
えば、適切な生理学的なサンプル内のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペ
プチドレベルの測定における使用のための、診断法における使用のための、ポリペプチド
の造影における使用ための、および同種のもの）。本発明の結合剤は、親和性クロマトグ
ラフィーまたは免疫沈降などの標準的技術によってゲルゾリンポリペプチドを単離するの
に有用である。本発明のゲルゾリン結合剤は、ホストシステムにおいて発現された組換え
産生の免疫反応性のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドに加えて、
生物学的サンプル（例えば哺乳類の血清、尿、または細胞）からの天然の免疫反応性のゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの精製を促進することができる。
さらに、ゲルゾリン結合剤を使用して、免疫反応性のポリペプチドの発現の存在量および
パターンを評価するために、免疫反応性のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポ
リペプチド（例えば、血漿、尿、細胞溶解物または細胞上清中の）を検出することができ
る。本発明のゲルゾリン結合剤を診断的に使用して、例えば、既定の治療レジメンの有効
性を決定する臨床試験手順の一部として、組織中の免疫反応性のゲルゾリンおよび／また
はゲルゾリン様ポリペプチドレベルをモニタリングすることができる。上述されるように
、検出は、検出可能な物質に本発明のゲルゾリン結合剤をカップリングする（すなわち物
理的に結合する）ことによって促進することができる。
【０１５１】
　ゲルゾリンポリペプチドの検出。生物学的サンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたは
ゲルゾリン様ポリペプチドの存在または非存在を検出する例示的な方法は、被験者から生
物学的サンプルを得ること、およびゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプ
チドの存在が生物学的サンプル中に検出されるように、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲ
ルゾリン様ポリペプチドを検出できる本発明のゲルゾリン結合剤と生物学的サンプルを接
触させることを含む。ゲルゾリン結合剤の例は、配列番号：１またはそのホモログもしく
は断片に対して作製された抗体であり、ゲルゾリンポリペプチド（ゲルゾリンポリペプチ
ド断片）またはゲルゾリン様ポリペプチドへの結合が可能である。ゲルゾリン結合剤は標
識することができる。結合剤に関して、用語「標識された」は、直接標識された別の化合
物との反応による結合剤の間接標識に加えて、結合剤へ検出可能な物質をカップリングす
る（すなわち物理的に結合する）ことによる結合剤の直接標識を包含するように意図され
る。間接標識の例は、蛍光標識された二次抗体を使用して一次抗体を検出すること、およ
び蛍光標識されたストレプトアビジンにより検出できるようにビオチンによりＤＮＡプロ
ーブを末端標識することを含む。
【０１５２】
　適切な実施形態において、尿サンプルは、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様
ポリペプチドについて分析される。理論によって限定されることは意図しないが、尿のゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドは血漿ゲルゾリンの利用の産物で
ありえる。血漿ゲルゾリンは９０ｋＤａポリペプチドであり、損傷細胞から放出されたア
クチンおよび他の毒性物質の結合およびクリアランスにおいて重要な生物学的機能を有す
る。より低いレベルの血漿ゲルゾリンは多くの疾患と関連し、血漿ゲルゾリンの枯渇が疾
患プロセスの間に起こることを示唆する。アクチンへの結合後に、全長ゲルゾリンは腎臓
によって取り除かれうる。したがって、尿ゲルゾリン断片は、血漿ゲルゾリンのインビボ
の利用のためのバイオマーカーを表わす。
【０１５３】
　本発明の検出方法を使用して、インビボに加えてインビトロの生物学的サンプル中のゲ
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ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出することができる。ゲルゾ
リンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの検出のためのインビトロの技術は、
酵素結合免疫吸着分析（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタンブロット、免疫沈降、放射免疫分析お
よび免疫蛍光法を含む。さらに、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチ
ドの検出のためのインビボの技術は、被験体の中へ標識されたゲルゾリン結合剤（例えば
抗ゲルゾリン抗体）を導入することを含む。例えば、抗体は、被験体中での存在および位
置が標準的画像診断技術によって検出できる放射性のマーカーにより標識することができ
る。１つの実施形態において、生物学的サンプルは、被験者からのポリペプチド分子を含
む。
【０１５４】
　免疫分析および画像診断。本発明のゲルゾリン結合剤は、抗体ベースの技術を使用する
生物学的サンプル（例えばヒト血漿）中のゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリ
ン様ポリペプチドレベルの分析に使用することができる。例えば、組織中のタンパク質発
現は、古典的な免疫組織学的方法により研究することができる。Ｊａｌｋａｎｅｎ，Ｍ．
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０１：９７６－９８５（１９８５）；Ｊａｌ
ｋａｎｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－３０９６
（１９８７）。タンパク質遺伝子発現の検出に有用な他の抗体ベースの方法は、酵素結合
免疫吸着分析（ＥＬＩＳＡ）および放射免疫分析（ＲＩＡ）などの免疫分析を含む。適切
な抗体解析標識は当技術分野において公知であり、グルコースオキシダーゼなどの酵素標
識、ならびにヨウ素（125Ｉ、121Ｉ、131Ｉ）、炭素（14Ｃ）、硫黄（35Ｓ）、トリチウ
ム（3Ｈ）、インジウム（112Ｉｎ）およびテクネチウム（99mＴｃ）などの放射性同位元
素または他の放射性薬剤、ならびにフルオレセインおよびローダミンなどの蛍光標識、な
らびにビオチンを含む。
【０１５５】
　生物学的サンプル中のゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリン様ポリペプチド
レベルの分析に加えて、ゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリン様ポリペプチド
レベルを画像診断によってインビボでも検出することができる。ゲルゾリンポリペプチド
レベルまたはゲルゾリン様ポリペプチドのインビボの画像診断のためのゲルゾリン結合剤
（例えば抗ゲルゾリン抗体）標識またはマーカーは、Ｘ線検査、ＮＭＲまたはＥＳＲによ
って検出可能なものを含む。Ｘ線検査のために適切な標識は、バリウムまたはセシウムな
どの放射性同位元素を含み、検出可能な放射線を放射するが、被験体にとって明らかに有
害ではない。ＮＭＲおよびＥＳＲに適切なマーカーは、検出可能な特有のスピン（重水素
などの）によるものを含み、それは適切なｓｃＦｖクローンに対する栄養素の標識によっ
てゲルゾリン結合剤の中へ取り込むことができる。
【０１５６】
　放射性同位元素（例えば、131Ｉ、112Ｉｎ、99mＴｃ）、放射線不透過性物質、または
核磁気共鳴により検出可能な物質などの適切な検出可能な造影部分により標識されたゲル
ゾリン結合剤は、被験体の中へ導入される（例えば、非経口的、皮下、または腹腔内）。
被験体のサイズおよび使用される画像診断システムが、診断的画像の産生に必要とされる
造影部分の量を決定するであろうことは当技術分野において理解されるだろう。放射性同
位元素部分の場合において、ヒト被験体については、注射される放射能の量は通常は約５
～２０ミリキュリーにわたる99mＴｃであろう。次に標識ゲルゾリン結合剤は、特異的標
的ポリペプチドを含む細胞の位置に優先的に蓄積するだろう。例えば、インビボの腫瘍画
像診断は、Ｓ．Ｗ．Ｂｕｒｃｈｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｕｍｏｒ　Ｉｍａｇｉｎｇ：Ｔ
ｈｅ　Ｒａｄｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ１３（１
９８２）中に記述される。
【０１５７】
　したがって、本発明は、（ａ）個体の細胞または体液中の本発明のゲルゾリン結合剤の
結合を測定することによってポリペプチドの発現を分析することと；（ｂ）標準的レベル
と比較した分析ポリペプチドの増加または減少が医学的状態を表す場合に、タンパク質の
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量を標準と比較することとを含む医学的状態の診断法を提供する。
【０１５８】
　親和性精製。本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、サンプルからの免疫反応性のゲル
ゾリン（例えば、ネイティブ血漿ゲルゾリン）を精製することができる。いくつかの実施
形態において、抗体（例えばＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０、ＧＣ５Ｄ１、ＧＣ４Ａ１０、お
よび／またはＧＦ２Ｄ６）は固体支持体上に固定化することができる。かかる固体支持体
の例は、ポリカーボネートなどのプラスチック、アガロースおよびセファロースなどの複
合炭水化物、ポリアクリルアミドなどのアクリル樹脂、ならびにラテックスビーズを含む
。かかる固体支持体に抗体をカップリングするための技術は当技術分野において周知であ
る（Ｗｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．、「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」第４版、ブラックウェル・サイエンティフィック・パブリケーシ
ョン（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、オッ
クスフォード、イギリス、１０章（１９８６）；Ｊａｃｏｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ
．Ｅｎｚｙｍ．３４、アカデミックプレス、ニューヨーク（１９７４））。
【０１５９】
　抗原を抗体支持マトリックスに結合させる最も単純な方法は、カラム中にビーズを回収
して、抗原溶液をカラムを通して通過させることである。この方法の効率は、固定化抗体
と抗原との間の接触時間に依存し、それは低流速の使用によって延長することができる。
抗原が通りすぎて流れるとき、固定化抗体は抗原を捕捉する。あるいは、抗原は、抗原溶
液を支持体（例えば、ビーズ）と混合し、スラリーを回転または振動させることによって
、抗体支持マトリックスと接触させることができ、抗原と固定化抗体との間の最大の接触
が可能になる。結合反応が完了した後に、スラリーはビーズの回収のためのカラムの中へ
通過される。ビーズは適切な洗浄緩衝液を使用して洗浄され、次に純粋または実質的に純
粋な抗原が溶出される。
【０１６０】
　対象となる抗体またはポリペプチドは、ビーズなどの固体支持体にコンジュゲートする
ことができる。さらに、ビーズなどの第１の固体支持体は、所望されるならば、ポリペプ
チドの支持体へのコンジュゲーションのために本明細書において開示されたものを含む、
任意の適切な手段によって、第２のビーズまたは他の支持体でありえる第２の固体支持体
にコンジュゲートすることもできる。したがって、固体支持体へのポリペプチドのコンジ
ュゲーションを参照して本明細書において開示された任意のコンジュゲーションの方法お
よび手段は、第１の支持体のコンジュゲーションを第２の支持体に適用することができ、
第１の固体支持体および第２の固体支持体は同じまたは異なることがありえる。
【０１６１】
　固体支持体へのポリペプチドのコンジュゲートのための使用に適切なリンカー（それは
架橋剤でありえる）は、支持体の表面上に存在する官能基と、またはポリペプチドと、ま
たは両方と反応することができる様々な薬剤を含む。架橋剤として有用な試薬は、ホモ二
官能性試薬および特にヘテロ二官能性試薬を含む。有用な二官能性架橋剤は、Ｎ－ＳＩＡ
Ｂ、ジマレイミド、ＤＴＮＢ、Ｎ－ＳＡＴＡ、Ｎ－ＳＰＤＰ、ＳＭＣＣおよび６－ＨＹＮ
ＩＣを含むが、これらに限定されない。架橋剤を選択して、ポリペプチドと固体支持体と
の間に選択的に切断可能な結合を提供することができる。例えば、３－アミノ－（２－ニ
トロフェニル）プロピオン酸などの感光性架橋剤は、固体支持体からのポリペプチドの切
断のための手段として利用することができる（Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｄｉ
ｖｅｒｓ４－１２（１９９５）；Ｒｏｔｈｓｃｈｉｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．２４：３５１－６６（１９９６）；および米国特許第５，６４３，７２
２号）。他の架橋試薬は当技術分野において周知である（例えば、Ｗｏｎｇ（１９９１）
、前出；およびＨｅｒｍａｎｓｏｎ（１９９６）、前出を参照）。
【０１６２】
　抗体またはポリペプチドは、カルボキシル基官能化ビーズとポリペプチドのアミノ末端
との間に形成された共有結合性アミド結合、または反対にアミノ基官能化ビーズとポリペ
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プチドのカルボキシル末端との間に形成された共有結合性アミド結合を介して、ビーズな
どの固体支持体上に固定化することができる。さらに、二官能性トリチルリンカーは、ア
ミノ樹脂による樹脂上のアミノ基またはカルボキシル基を介して、支持体に（例えば、ワ
ング樹脂などの樹脂上の４－ニトロフェニル活性エステルに）結合することができる。二
官能性トリチルアプローチを使用して、固体支持体は、ポリペプチドの切断および除去を
保証するために、ギ酸またはトリフルオロ酢酸などの揮発性酸による処理を必要としうる
。かかる場合において、ポリペプチドは、固体支持体のウェルの底で、または固体支持体
の平坦表面上で、ビーズがないパッチとして沈着することができる。マトリックス溶液の
追加後に、ポリペプチドはＭＳの中へ脱着される。
【０１６３】
　揮発性酸または適切なマトリックス溶液（例えば、３－ＨＰＡを含むマトリックス溶液
）の使用によって、疎水性トリチルリンカーを酸不安定リンカーとして利用して、ポリペ
プチドからアミノ結合トリチル基を切断することもできる。例えば、トリチル、モノメト
キシトリチル、ジメトキシトリチルまたはトリメトキシトリチルは、ポリペプチドの適切
なパラ置換のまたはより酸不安定なトリチルアミン誘導体に変化させることができ、すな
わち、トリチルエーテル結合およびトリチルアミン結合はポリペプチドに作製することが
できる。したがって、ポリペプチドは、例えば、疎水性引力の破壊によって、または酸性
条件下（所望されるならば、３－ＨＰＡなどのマトリックスが酸として働く典型的なＭＳ
の条件下を含む）で、トリチルエーテル結合またはトリチルアミン結合の切断によって、
疎水性リンカーから除去することができる。
【０１６４】
　直交切断可能リンカーは、また第１の固体支持体（例えばビーズ）を第２の固体支持体
に結合することに、または固体支持体に対象となるポリペプチドを結合することに有用に
なりえる。かかるリンカーを使用すると、第１の固体支持体（例えばビーズ）は支持体か
らポリペプチドを切断せずに、第２の固体支持体から選択的に切断することができ、次に
ポリペプチドは後にビーズから切断することができる。例えば、ジスルフィドリンカー（
ＤＴＴなどの還元剤を使用して切断することができる）を利用してビーズを第２の固体支
持体に結合することができ、酸切断可能二官能性トリチル基を使用して支持体にポリペプ
チドを固定化することができる。所望されるように、固体支持体へのポリペプチドの結合
は、例えば、第１の支持体と第２の支持体との間の結合はインタクトなままで、最初に切
断することができる。トリチルリンカーは共有結合性コンジュゲーションまたは疎水性コ
ンジュゲーションを提供することができ、コンジュゲーションの性質に関係なく、トリチ
ル基は酸性条件で容易に切断される。
【０１６５】
　例えば、ビーズは、固体支持体へのビーズの高密度結合、またはビーズへのポリペプチ
ドの高密度結合が促進されるような長さおよび化学的性質を有するように選択できる結合
基を介して、第２の支持体に結合することができる。かかる結合基は、例えば「樹状の」
構造を有することができ、それによって、固体支持体上で１つの結合部位あたり多重性の
官能基を提供する。かかる結合基の例は、ポリリジン、ポリグルタミン酸、ペンタ－エリ
スロールおよびトリス－ヒドロキシ－アミノメタンを含む。
【０１６６】
　非共有結合的会合。非共有相互作用を介して、抗体またはポリペプチドは固体支持体に
コンジュゲートすることができるか、または第１の固体支持体もまた第２の固体支持体に
コンジュゲートすることができる。例えば、強磁性材で作製された磁性ビーズ（磁化する
ことができる）は、磁性固体支持体に引きつけることができ、磁場の除去によって支持体
から遊離することができる。あるいは、固体支持体は、イオン部分または疎水性部分（そ
れぞれ、イオン部分または疎水性部分の相互作用を可能にできる）と共に、ポリペプチド
（例えば、結合されたトリチル基を含むポリペプチド）と共に、または疎水性性質を有す
る第２の固体支持体と共に提供することができる。
【０１６７】
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　固体支持体は特異的結合ペアのメンバーで提供することができ、したがって相補的な結
合部分を含むポリペプチドまたは第２の固体支持体にコンジュゲートすることができる。
例えば、アビジンもしくはストレプトアビジンによりコートされたビーズは、ビオチン部
分を組み入れたポリペプチドに、またはビオチンもしくはイミノ－ビオチンなどのビオチ
ンの誘導体によりコートされた第２の固体支持体に結合することができる。
【０１６８】
　本明細書において開示された、またはそうでなければ当技術分野において公知の任意の
結合メンバーは、反対にできることが認識されるべきである。したがって、例えば、ビオ
チンはポリペプチドまたは固体支持体のいずれかの中へ組み入れることができ、反対に、
アビジンまたは他のビオチン結合部分はそれぞれ支持体またはポリペプチドの中へ組み入
れられるだろう。使用のために本明細書において検討される他の特異的結合ペアは、ホル
モンおよびそれらの受容体、酵素およびそれらの基質、ヌクレオチド配列およびその相補
的な配列、抗体、およびそれが特異的に相互作用する抗原、ならびに当業者に公知の他の
かかるペアを含むが、これらに限定されない。
Ａ．ゲルゾリン結合剤の診断用使用
【０１６９】
　一般事項。本発明のゲルゾリン結合組成物は診断法に有用である。それゆえ、本発明は
、被験体におけるゲルゾリン関連の医学的状態の診断において本発明の結合剤を使用する
方法を提供する。本発明の結合剤がゲルゾリンポリペプチドに対して任意のレベルのエピ
トープ結合特異性および非常に高い結合親和性を有するように、本発明の結合剤を選択す
ることができる。一般に、結合剤の結合親和性が高ければ高いほど、よりストリンジェン
トな洗浄条件を免疫分析において実行して、標的ポリペプチドを除去せずに、非特異的に
結合した物質を除去することができる。したがって、診断アッセイにおいて本発明のゲル
ゾリン結合剤は、通常、少なくとも１０8、１０9、１０10、１０11または１０12Ｍ-1の結
合親和性を有することができる。さらに、少なくとも１２時間、好ましくは少なくとも５
時間、およびより好ましくは少なくとも１時間で、標準条件下で平衡を達成するように、
診断試薬として使用されるゲルゾリン結合剤が十分な反応速度結合率を有することは望ま
しい。
【０１７０】
　ゲルゾリン結合剤を診断試薬として任意の種類のサンプルに使用することができるが、
それらはヒトの生物学的サンプルのための診断試薬として最も有用である。ゲルゾリン結
合剤を使用して、様々な標準的分析形式における既定のゲルゾリンポリペプチドまたはゲ
ルゾリン様ポリペプチドを検出することができる。かかる形式は、免疫沈降、ウエスタン
ブロッティング、ＥＬＩＳＡ、放射免疫分析、および免疫測定分析を含む。Ｈａｒｌｏｗ
　＆　Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（コ
ールドスプリングハーバー・パブリケーション、ニューヨーク（１９８８））；米国特許
第３，７９１，９３２号；第３，８３９，１５３号；第３，８５０，７５２号；第３，８
７９，２６２号；第４，０３４，０７４号、第３，７９１，９３２号；第３，８１７，８
３７号；第３，８３９，１５３号；第３，８５０，７５２号；第３，８５０，５７８号；
第３，８５３，９８７号；第３，８６７，５１７号；第３，８７９，２６２号；第３，９
０１，６５４号；第３，９３５，０７４号；第３，９８４，５３３号；第３，９９６，３
４５号；第４，０３４，０７４号；および第４，０９８，８７６号を参照。生物学的サン
プルは、被験体の任意の組織または体液から得ることができる。
【０１７１】
　免疫測定分析またはサンドイッチ分析は、本発明の診断法のための好ましい形式である
。米国特許第４，３７６，１１０号、第４，４８６，５３０号、第５，９１４，２４１号
および第５，９６５，３７５号を参照。かかる分析は、固相へ固定化された１つのゲルゾ
リン結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団）、および溶液中
の別の抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団を使用する。典型的には、溶液の
抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団は標識されている。抗体集団が使用され
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るならば、集団は標的ポリペプチド内の異なるエピトープ特異性への抗体結合を含むこと
ができる。したがって、同じ集団は固相抗体および溶液抗体の両方に使用することができ
る。抗ゲルゾリンモノクローナル抗体が使用されるならば、異なる結合特異性を有する第
１のゲルゾリンモノクローナル抗体および第２のゲルゾリンモノクローナル抗体は、固相
および溶液相に使用される。固相（「捕捉」とも呼ばれる）抗体および溶液（「検出」と
も呼ばれる）抗体は、順番にまたは同時にのどちらかで、標的抗原と接触させることがで
きる。固相抗体が最初に接触されるならば、分析は前進分析であると呼ばれる。反対に、
溶液抗体が最初に接触させられるならば、分析は後退分析であると呼ばれる。標的が両方
の抗体と同時に接触されるならば、分析は同時分析と呼ばれる。抗ゲルゾリン抗体とゲル
ゾリンポリペプチドを接触させた後に、サンプルを、期間（通常約１０分～約２４時間で
変化し、通常約１時間である）の間インキュベートする。次に洗浄工程を実行して診断試
薬として使用される抗ゲルゾリン抗体に特異的に結合されないサンプルの成分を除去する
。固相抗体および溶液抗体が分離した工程で結合される場合、洗浄はいずれかの結合工程
または両方の結合工程の後に実行することができる。洗浄後に、結合は、典型的には、標
識溶液抗体の結合を介して固相に結合された標識の検出によって定量される。通常、既定
の１対の抗体または抗体の集団および既定の反応条件について、検量曲線が標的抗原の既
知の濃度を含むサンプルから調製される。次に検査されるサンプル中のゲルゾリンポリペ
プチドの濃度は、補間によって検量曲線から読み取られる。被検体は、平衡時に結合され
た標識溶液抗体の量から、または平衡が達成される前に一連のタイムポイントで結合され
た標識溶液抗体の反応速度測定によってのいずれかで、測定することができる。かかる曲
線の勾配は、サンプル中のゲルゾリンポリペプチドの濃度の測定値である。
【０１７２】
　上記の方法で使用される適切な支持体は、例えばニトロセルロース膜、ナイロン膜およ
び誘導体化ナイロン膜、またアガロースなどの粒子、デキストランベースのゲル、ディッ
プスティック、微粒子、ミクロスフェア、磁性粒子、試験管、マイクロタイターウェル、
セファデックス（商標）（アマシャム・ファルマシア・バイオテク（Ａｍｅｒｓｈａｍ　
Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）社、ピスカタウェイ、ニュージャージー）、なら
びに同種のものを含む。固定化は、吸収によるかまたは共有結合によることができる。任
意で、抗ゲルゾリン抗体は、表面に結合されたアビジンなどのリンカーへの結合のために
、ビオチンなどのリンカー分子に連結することができる。
【０１７３】
　本発明は、個体がゲルゾリンポリペプチドの発現または活性に関連する障害を発症する
リスクがあるかどうかの決定のための予後の（または予測の）分析もまた提供する。かか
る分析を予後または予測の目的に使用し、それによってゲルゾリンポリペプチドによって
特徴づけられる障害またはゲルゾリンポリペプチドに関連する障害の発病の前に個体を予
防的に治療することができる。さらに、本発明の方法を使用して、本発明のゲルゾリン結
合剤が多型形態のゲルゾリンポリペプチドに対するより高い親和性を有する（または逆の
）例において、個体がゲルゾリンポリペプチドまたは多型形態のゲルゾリンポリペプチド
を発現するかどうかを査定することもまたできる。
【０１７４】
　ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドへの本発明のゲルゾリン結合
剤の結合を利用して、例えば、変更されたゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポ
リペプチドレベルに関連する障害を有するかまたは発症のリスクがある被験体を同定する
ことができる。あるいは、予後の分析は疾患または障害を有するかまたは発症のリスクが
ある被験体を同定に利用することができる。したがって、本発明は、被験体から試験サン
プルを得てゲルゾリンペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出し、ゲルゾリンペ
プチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの変化の存在が、異常なゲルゾリンポリペプチド
またはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または状態を有するか
または発症のリスクがある被験体のための診断である、異常なゲルゾリンポリペプチドま
たはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または状態を同定する方
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法を提供する。
【０１７５】
　さらに、本明細書において記述される予後の分析を使用して、被験体が化合物（例えば
、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、ポリペプチド、ペプチド、核酸、低分
子、または他の薬物候補）を投与できるかどうかを決定し、異常なゲルゾリンポリペプチ
ドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または障害を治療す
ることができる。例えば、かかる方法を使用して、ゲルゾリンポリペプチドレベルに影響
を与える化合物（例えば、化学療法剤）により被験体が効果的に治療できるかどうかを決
定することができる。したがって、本発明は、異常なゲルゾリンポリペプチドまたはゲル
ゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する障害または状態について化合物により
被験体が効果的に治療きるかどうかを決定し、ゲルゾリン結合剤を使用して試験サンプル
を得てゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出する方法を提供す
る。（例えば、ここで、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの存在
または非存在は、異常なゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現
または活性に関連する障害を治療する化合物を投与できる被験体についての診断である）
。
【０１７６】
　被験体から得られた尿サンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペ
プチドのレベルは決定され、疾患または病態のない個体から得られた尿サンプルにおいて
見出されるレベルと比較される。健康な被験者から得られたサンプルと比較して、ゲルゾ
リンレベルに影響を与える疾患または状態を有する疑いのある被験体から得られたサンプ
ル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの不十分な量（または過
剰量）は、検査されている被験体におけるゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポ
リペプチドに関連する疾患または状態を表す。さらなる検査は確定診断を行なうために必
要とされうる。例えば、健康的な対照と比較した被験体の尿中のゲルゾリンポリペプチド
またはゲルゾリン様ポリペプチドの増加量は、被験体が血漿ゲルゾリンの利用の増加をも
たらす疾患または状態を患っていることを示しうる。
【０１７７】
　特定のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド分子の不十分な量（ま
たは過剰量）の程度が、疾患に罹患する被験体が特定のタイプの療法または治療に応答し
そうかどうかを表すことが公知である、多数の疾患がある。したがって、サンプル中のゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出する方法を、予後予測の方
法として使用し、例えば、被験体が療法または治療に応答する可能性を評価することがで
きる。血漿ゲルゾリンレベルが対照被験体と比較して低下した状態の例は、敗血症性ショ
ック、多臓器機能障害症候群、関節リウマチ、外傷、脳卒中、心筋梗塞、癌、化学療法お
よび放射線療法、全身性自己免疫性疾患、ならびに慢性肝炎を含むが、これらに限定され
ない。したがって、尿ゲルゾリン様ポリペプチドレベルは、健康な対照被験体と比較して
、これらの状態を患う被験体において増加するだろう。
【０１７８】
　本明細書において記述される方法は、例えば、臨床設定において便利に使用することが
できる、例えば、少なくとも１つのプローブ試薬（例えば、本明細書において記述される
ゲルゾリン結合剤）を含む、プレパッケージされた診断キットの利用によって実行して、
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドに関与する疾患または疾病の症
状を示す被験体を診断することができる。さらに、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾ
リン様ポリペプチドが発現される任意の細胞タイプまたは組織は、本明細書において記述
される予後の分析において利用することができる。
【０１７９】
　標準対照集団への被験体の相関関係。治療への臨床応答と特定のレベルの血漿ゲルゾリ
ンとの間の相関関係を推定するために、治療を受けた個体の集団（すなわち臨床的集団）
によって示された臨床応答に関するデーターを得ることが必要である。この臨床データー
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は、１つまたは複数の臨床試験の結果の後ろ向き解析によって得ることができる。あるい
は、臨床データーは１つまたは複数の新しい臨床試験のデザインおよび実行によって得る
ことができる。臨床的集団データーの解析は標準対照集団を定義するのに有用であり、今
度は、それは臨床試験登録のため、または療法的な治療の選択のために被験体を分類する
のに有用である。好ましい実施形態において、臨床的集団中に含まれる被験体は、対象と
なる医学的状態の存在について類別される。可能性のある被験体の類別は、例えば、標準
的健康診断または１つもしくは複数の臨床検査を含むことができる。あるいは、被験体の
類別は、遺伝子発現パターンの使用を含むことができる。例えば、発現パターンと疾患ま
たは状態に対する罹病性または重症度との間で強い相関関係がある場合、血漿または尿の
ゲルゾリンのレベルは類別基準として有用である。１つの実施形態において、被験体は、
被験体における１つまたは複数のバイオマーカーの測定レベルと標準対照集団において観
察される１つまたは複数のバイオマーカーのレベルとの間の類似性に基づいて、特定の群
またはクラスに分類または割り当てられる。
【０１８０】
　本発明の１つの実施形態において、対象となる療法的な治療は試験集団中の各被験体に
投与され、各被験体の治療への応答は１つまたは複数の所定の基準を使用して測定される
。多くの事例において、試験集団は広範囲にわたる応答を示し、研究者は、様々な応答に
よって構成された多数の応答者群（例えば、低、中、高）を選択するだろうことが予測さ
れる。さらに、バイオマーカー（例えば尿ゲルゾリン）の発現レベルは定量され、それは
治療の投与前および／または治療の後に行うことができる。次にこれらの結果を解析して
、群間の臨床応答における任意の観察された変異が統計的に有意かどうかを決定する。使
用することできる統計分析方法は、Ｌ．Ｄ．Ｆｉｓｈｅｒ　＆　Ｇ．ｖａｎＢｅｌｌｅ、
Ｂｉｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ：Ａ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｈｅａｌ
ｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（ワイリー－インターサイエンス（Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃ
ｉｅｎｃｅ）社、ニューヨーク（１９９３））中で記述される。
【０１８１】
　当業者は、上述された分析から発現レベルの関数として臨床応答を予測する数理モデル
を構築することができる。臨床応答とバイオマーカーの発現レベルとの間の関連性の同定
は、治療に応答するもしくはしない個体、またはあるいは、より低レベルで応答し、した
がってより多くの治療（すなわちより多用量の薬物）を必要としうる個体を決定する診断
方法をデザインする根拠でありえる。診断方法は、いくつかの形態（例えば、ＥＬＩＳＡ
もしくは抗体ベースの検査、血清検査、または健康診断測定）のうちの１つを採用するこ
とができる。唯一の必要条件は、診断検査結果と根底にある状態との間に十分な相関関係
があるということである。１つの実施形態において、この診断方法は上述されるような血
清または尿のゲルゾリンについて抗体解析を使用する。
【０１８２】
　１つの実施形態において、第１の被験体から得られた血液サンプルまたは組織サンプル
におけるバイオマーカー分子のレベルは決定され、バイオマーカーに関連する疾患のない
第２の被験体から得られた血液サンプルまたは同じ組織タイプからのサンプルにおいて見
出されたレベルと比較される。健康な（第２の）被験体から得られたサンプルと比較して
、バイオマーカーに関連する疾患を有する疑いのある第１の被験体から得られたサンプル
におけるバイオマーカー分子の過剰量（または不十分な量）は、検査されている被験体に
おけるバイオマーカーに関連する疾患を表す。さらなる検査は確定診断を行なうために必
要とされうる。
【０１８３】
　１つの実施形態において、第１のタイムポイントで被験体から得られた血液、尿または
組織のサンプルにおけるバイオマーカー分子（例えば、ゲルゾリン）のレベルは決定され
、後のタイムポイントで被験体から得られた尿サンプルにおいて見出されたレベルと比較
される。第１のタイムポイントで被験体から得られたサンプルにおけるバイオマーカー分
子の過剰量（または不十分な量）は、第２のタイムポイントで被験体から得られたサンプ
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ルと比較することができ、第２のタイムポイントでのバイオマーカーレベルと比較した第
１のタイムポイントとの間のバイオマーカーレベルの増加は、ゲルゾリン補充療法を必要
とする被験体を表す。さらなる検査は確定診断を行なうために必要とされうる。
【０１８４】
　特定のバイオマーカー分子の過剰発現（または低発現）の程度が、疾患に罹患する被験
体が特定のタイプの療法または治療に応答しそうかどうかを表すことが公知である、多数
の疾患がある。したがって、サンプル中のバイオマーカー分子を検出する方法を、予後予
測の方法として使用し、例えば、被験体が療法または治療に応答する可能性を評価するこ
とができる。したがって別の実施形態において、第１の被験体から得られた血液サンプル
または尿サンプルにおける少なくとも１つのバイオマーカー分子のレベルが決定され、化
合物（例えば対象となる療法的化合物）に応答性の第２の被験体または標準対照集団から
得られた血液サンプルまたは尿サンプルにおいて見出される少なくとも１つのバイオマー
カー分子のレベルと比較される。第２の被験体または標準対照集団から得られた血液サン
プルまたは尿サンプルにおいて見出された少なくとも１つのバイオマーカー分子のレベル
と比較して、第１の被験体から得られた血液サンプルまたは尿サンプルにおける少なくと
も１つのバイオマーカー分子の発現のレベルまたはパターンの類似性は、第１の被験体が
化合物（例えば対象となる療法的化合物）に応答性であることを示す。すなわち、被験体
からの適切な組織または生物学的サンプルにおける適切なバイオマーカーのレベルは決定
され、適切な対照（例えば、同じ疾患に罹患するが治療に順調に応答する被験体のレベル
）と比較される。対照と比較して、バイオマーカーがサンプルにおいて過剰発現される（
または低発現される）程度は、被験体が治療または療法に順調に応答しない（例えば、化
学療法に耐容性がある）可能性の予測でありえる。対照に比べて過剰発現（または低発現
）が大きいほど、被験体は治療に応答しない可能性が高い。
【０１８５】
　特定のバイオマーカー分子の過剰発現（または低発現）の程度（すなわち、バイオマー
カーに関連する疾患または医学的状態）が、被験体が疾患を発症するかどうかを表すこと
が公知である、多数の疾患がある。したがって、サンプルにおけるバイオマーカーを検出
する方法は、被験体が疾患を発症するかどうかを予測する方法として使用することができ
る。疾患または状態を発症するリスクがある被験体からの適切な尿サンプルまたは血液サ
ンプル中の１つまたは複数のバイオマーカーのレベルは決定され、適切な対照（例えば、
その疾患を発症するリスクがある被験体におけるレベル）と比較される。対照と比較した
、１つのまたは複数のバイオマーカーがサンプルにおいて過剰発現される（または低発現
される）程度は、被験体がその疾患を発症する可能性の予測でありえる。対照に比べて過
剰発現（または低発現）が大きいほど、被験体は疾患を発症する可能性が高い。
【０１８６】
　本明細書において記述される方法は、少なくとも１つのプローブ試薬（例えば本明細書
において記述される抗ゲルゾリンのポリペプチド抗体）を含む、プレパッケージされた診
断キットの利用によって、例えば実行することができ、例えば、それを臨床設定において
都合よく使用して本発明のバイオマーカーに関与する疾患または疾病の症状または家族歴
を示す患者を診断することができる。さらに、本発明のバイオマーカーが発現される任意
の細胞タイプまたは組織を、本明細書において記述される予後予測の分析において利用す
ることができる。
【０１８７】
　臨床的有効性のモニタリング。１つの実施形態において、本発明はゲルゾリンポリペプ
チドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または利用に対する薬剤（例えば薬物、化合
物、または低分子）の影響のモニタリングを提供する。かかる分析は、基本的な薬物スク
リーニングおよび臨床試験において適用することができる。例えば、ゲルゾリンポリペプ
チドレベルまたはゲルゾリン様ポリペプチドレベルを増加（または減少）させる薬剤の有
効度は、ゲルゾリンの発現の低下を示す被験体の臨床試験においてモニタリングすること
ができる。ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現に影響を与え
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る薬剤は、薬剤の投与および応答の観察によって同定することができる。このように、ゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現パターンは、マーカー（薬
剤への被験体の生理反応を表す）として働くことができる。したがって、この応答状態は
、薬剤による個体の治療の前に、およびその間の様々なポイントで決定することができる
。
【０１８８】
　被験体分類。ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの標準対照レベ
ルは異なる対照群におけるレベルを測定することによって決定される。次に対照レベル（
参照レベル）は、既定の被験体におけるゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリ
ペプチドの測定されたレベルと比較される。被験体はどの程度同様かに基づいて特定の群
に分類または割り当てることができ、測定されたレベルは既定の群についての参照レベル
と比較された。
【０１８９】
　当業者に理解されるように、この決定に関与する特定の不確実性があるだろう。したが
って、対照群レベルの標準偏差は確率的決定を行なうために使用することができ、本発明
の方法は、広範囲の確率ベースの遺伝子型群決定にわたり適用可能である。したがって、
例えばおよび限定するのではなく、１つの実施形態において、ゲルゾリンポリペプチドの
測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の２．５標準偏差以内にあるならば、その個
体はその群に割り当てることができる。別の実施形態において、ゲルゾリンポリペプチド
の測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の２．０標準偏差以内にあるならば、その
個体はその群に割り当てることができる。なお別の実施形態において、ゲルゾリンポリペ
プチドの測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の１．５標準偏差以内にあるならば
、その個体はその群に割り当てることができる。さらに別の実施形態において、ゲルゾリ
ンポリペプチドの測定されたレベルが対照群レベルのいずれかの平均の１．０以下の標準
偏差であるならば、その個体はその群に割り当てることができる。
【０１９０】
　したがってこのプロセスは、確率の様々な程度で、特異的被験体が配置されるべき群の
決定を可能にし、次にかかる割り当ては個体が配置されるべきリスクカテゴリーを決定す
るだろう。
Ｂ．キット
【０１９１】
　本発明のゲルゾリン結合剤組成物（例えば、モノクローナル抗体）および使用説明書を
含むキットもまた、本発明の範囲内にある。キットは、例えば任意の体液、例えば血清、
血漿、リンパ、嚢胞液、尿、便、脳脊髄液、腹水または血液を含み、体組織の生検標本を
含むが、これらに限定されない、生物学的サンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲ
ルゾリン様ポリペプチドの存在の検出に有用である。例えば、キットは、生物学的サンプ
ル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを結合することができる
１つまたは複数のゲルゾリン結合剤（例えば、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、
２１１５、および２１１６からなる群から選択される寄託細胞株によって産生される抗体
と同じ抗原結合特異性を有する抗体またはその抗原結合断片）と；サンプル中のゲルゾリ
ンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの量の決定のための手段と；サンプル中
のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの量を標準と比較するための
手段とを含むことができる。１つまたは複数のゲルゾリン結合剤は標識することができる
。キット成分（例えば試薬）は、適切な容器中にパッケージングすることができる。キッ
トは、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出するキットを使用
するための説明書をさらに含むことができる。
【０１９２】
　抗体ベースのキットについては、キットは、例えば、１）マーカーまたは本発明に対応
するポリペプチドに結合する、第１の抗体（例えば、固体支持体に結合された）と；任意
で；２）ポリペプチドまたは第１の抗体のいずれかに結合し、検出可能な標識にコンジュ
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ゲートされた、第２の異なる抗体とを含むことができる。
【０１９３】
　キットは、例えば、緩衝剤、防腐剤またはタンパク質安定化剤もまた含むことができる
。キットは、検出可能な標識を検出するために必要な成分（例えば、酵素または基質）を
さらに含むことができる。キットは対照サンプルまたは一連の対照サンプルもまた含むこ
とができ、それは分析されて試験サンプルと比較することができる。キットの成分は各個
別容器内に封入でき、すべての様々な容器は、キットを使用して実行された分析の結果の
解釈のための説明書と共に、単一パッケージ内にありえる。本発明のキットは、キット容
器上にまたはその中に製品の書面情報を含むことができる。製品の書面情報は、キットに
含まれる試薬を使用する方法、例えば、被験体における医学的状態の防止または治療のた
めの戦略の決定に本発明のバイオマーカーを使用する方法について記述する。いくつかの
実施形態において、試薬の使用は本発明の方法に記載のものになりえる。
Ｃ．ゲルゾリン置換療法の予防的および療法的な使用
【０１９４】
　一般事項。本発明のゲルゾリン結合剤および方法はゲルゾリン補充療法と共に使用する
ことができる。具体的には、本発明は、異常なゲルゾリンの発現もしくは活性に関連する
障害のリスクがあるかもしくはそれに対する感受性のある被験体、または異常なゲルゾリ
ンの発現もしくは活性に関連する障害を有する被験体を治療する、予防的方法および療法
的方法の両方を提供する。ゲルゾリン結合剤および方法を使用して、例えば、ゲルゾリン
補充療法の被験体の適性の確認、またはかかる療法を受ける被験体におけるゲルゾリン補
充療法の有効性のモニタリングを行なう。１つの実施形態において、療法的に効果的な量
の組換えゲルゾリン化合物またはネイティブの精製されたゲルゾリン化合物は、過剰な細
胞外アクチンの二次的な毒性効果に対する療法的利益が提供されるように、投与される。
「過剰な」細胞外アクチンによって、血漿タンパク質が二次的な組織損傷または毒性効果
なしで細胞外液からアクチンを結合し取り除く能力を越える細胞外アクチンの量が意味さ
れる。「二次的な」組織損傷または毒性効果によって、血漿中の過剰な細胞外アクチンの
存在（通常、身体の他の部分での「一次」組織損傷の結果として）に起因し、それがなけ
れば健康である組織、器官、および細胞の中に起こる組織損傷または毒性効果が意味され
る。理論によって限定されることは意図しないが、ゲルゾリンの注入は、ａ）アクチン単
量体のアクチンフィラメントへの凝縮を防止するようにそれらに結合すること、および／
またはｂ）アクチンフィラメントを単量体状態へ切断すること、および／またはｃ）アク
チン結合タンパク質またはその断片と複合体形成したかかるアクチンの血中循環または細
胞外組織環境からのクリアランスを促進することをもたらす。
【０１９５】
　任意で、投与は、放射線、化学療法の治療、または他の細胞保護剤もしくは免疫修飾剤
の投与の組合わせサイクルなどの補助療法コースの間になされる。それゆえ、本発明の結
合剤および補助療法に有用な化合物は、その投与を必要とする被験体に同時におよび連続
して投与することができる。
【０１９６】
　１つの態様において、本発明は、被験体にゲルゾリンを投与することによって、異常な
ゲルゾリン発現または活性に関連する疾患または状態を被験体において予防する方法を提
供する。疾患または障害が防止されるかまたはあるいは進行が遅延されるようにする、予
防的ゲルゾリン結合剤の投与は、変調に特徴的な症状が現われる前に行なわれうる。療法
的適用において、ゲルゾリンは、血清ゲルゾリンレベルの減少を疑われるか、既に患って
いる被験体に投与される。療法的または予防的な治療を遂行するのに適切な量は、療法的
または予防的に効果的な用量として定義される。
【０１９７】
　ゲルゾリン結合剤ベース療法の生物学的効果の決定。本発明の様々な実施形態において
、適切なインビトロまたはインビボの分析を実行して、ゲルゾリン補充療法の効果および
被験体における影響を受けた組織の治療に投与が適応されるかを決定する。
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【０１９８】
　典型的には、療法的または予防的効果の達成に十分な効果的な量のゲルゾリンは、１日
あたり１キログラム体重あたり約０．０００００１ｍｇ～１日あたり１キログラム体重あ
たり約１０，０００ｍｇにわたる。好ましくは、投与量範囲は、１日あたり１キログラム
体重あたり約０．０００１ｍｇ～１日あたり１キログラム体重あたり約１００ｍｇである
。ゲルゾリンの投与については、投薬量は、１週ごとに、２週間ごとに、または３週間ご
とに、宿主体重について約０．０００１～１００ｍｇ／ｋｇ、およびより通常は０．０１
～５ｍｇ／ｋｇにわたる。例えば、投薬量は、１週ごとに、２週間ごとに、もしくは３週
間ごとに、１ｍｇ／ｋｇ体重もしくは１０ｍｇ／ｋｇ体重、または１週ごとに、２週間ご
とに、もしくは３週間ごとに、１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内でありえる。例示的な治療レ
ジームは、２日ごとに１回または週に１回または１月ごとに１回の投与を課す。ゲルゾリ
ンは、複数の機会で通常投与される。単一投薬の間の間隔は、毎日、毎週、毎月、または
毎年でありえる。被験体における抗体の血中濃度を測定することによって示されるように
、間隔は不規則でもありえる。いくつかの方法において、投薬量は、被験体における血清
ゲルゾリン濃度を、約７５μｇ／ｍＬ～約１２５μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ～約１５
０μｇ／ｍＬ、約１２５μｇ／ｍＬ～約１７５μｇ／ｍＬ、または約１５０μｇ／ｍＬ～
約２００μｇ／ｍＬにするように調整される。あるいは、ゲルゾリンは持続放出製剤とし
て投与することができ、この事例においては頻繁な投与はそれほど必要とされない。投薬
量および頻度は、被験体におけるゲルゾリン結合剤の半減期に依存して変化する。投与の
投薬量および頻度は治療が予防的かまたは療法的かどうかに依存して変化しうる。予防的
適用において、長期間にわたって比較的希な間隔で、比較的低い投薬量を投与する。幾人
かの被験体は、残りの人生の間治療を受け続ける。療法的適用において、疾患の進行が低
減されるかまたは終了するまで、および好ましくは被験体の疾患の症状の部分的または完
全な改善が示されるまで、時には比較的短い間隔での比較的高投薬量が必要とされる。そ
の後に、本特許は予防的レジームを投与することができる。
【０１９９】
　毒性。好ましくは、効果的な量（例えば用量）の本明細書において記述されたゲルゾリ
ンは、被験体に実質的な毒性を引き起こさずに、療法的利益を提供するだろう。本明細書
において記述されたゲルゾリンの毒性は、例えば、ＬＤ50（集団の５０％までの致死用量
）またはＬＤ100（集団の１００％までの致死用量）の決定によって、細胞培養または実
験動物における標準薬学的手順によって決定することができる。毒性と療法効果との間の
用量比率が治療指数である。これらの細胞培養分析および動物研究から得られたデーター
は、ヒトにおける使用のための非毒性投与量範囲の処方に使用することができる。本明細
書において記述されたゲルゾリンの投薬量は、好ましくは毒性がほとんどまたは全くない
効果的な用量を含む、血中循環濃度の範囲内に存在する。投薬量は、利用された投薬形態
および利用される投与経路に依存して、この範囲内で変化することができる。個々の医師
は、被験体の状態を考慮して、正確な処方、投与経路および投薬を選択することができる
。例えば、Ｆｉｎｇｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｉｎ：Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ
　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　Ｃｈ．１（１９７５）を参照。
【０２００】
　医薬組成物の製剤。本発明の方法に従って、ゲルゾリンを投与に適切な医薬組成物の中
へ組み入れることができる。医薬組成物は、一般的に、組換えゲルゾリン、または実質的
に精製されたネイティブゲルゾリン、および被験体への投与に適切な形態の薬学的に許容
される担体を含む。薬学的に許容される担体は、組成物の投与に使用される特定の方法に
加えて、投与されている特定の組成物によっても部分的に決定される。したがって、タン
パク質組成物の投与のための様々な適切な医薬組成物の製剤がある（例えば、Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、マック・パブリッシ
ング社（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．）、イーストン、ペンシルバニア、第
１８版（１９９０）を参照）。医薬組成物は、一般的に、滅菌済みで実質的に等張なもの
として、アメリカ食品薬品局の医薬品最適製造基準（ＧＭＰ）条令を全面遵守して製剤化
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される。
【０２０１】
　用語「薬学的に許容される」、「生理的に耐容される」およびその文法的な変形は、そ
れらが組成物、担体、希釈剤および試薬を指すように交換可能に使用され、物質が、組成
物の投与を妨げる程の所望されない生理的効果を産生することなしに被験体へまたは被験
体上に投与可能であることを示す。例えば、「薬学的に許容される賦形剤」は、一般的に
、安全で非毒性で望ましい医薬組成物の調製に有用な賦形剤を意味し、ヒト薬学的使用に
加えて獣医学の使用にも許容される賦形剤を含む。かかる賦形剤は、固体、液体、半固体
、または、エアゾール組成物の事例では、ガスでありえる。「薬学的に許容される塩およ
びエステル」は、薬学的に許容され、所望される薬理学的特性を有する塩およびエステル
を意味する。かかる塩は、ゲルゾリン中に存在する酸性プロトンが無機塩基または有機塩
基と反応できる場合、形成することができる塩を含む。適切な無機塩は、アルカリ金属（
例えば、ナトリウムおよびカリウム、マグネシウム、カルシウム、ならびにアルミニウム
）により形成されるものを含む。適切な有機塩は、アミン塩基（例えば、エタノールアミ
ン、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、トロメタミン、Ｎ－メチルグルカミン
、および同種のもの）などの有機塩基により形成されるものを含む。かかる塩は、無機酸
（例えば、塩酸および臭化水素酸）および有機酸（例えば酢酸、クエン酸、マレイン酸、
ならびにメタンスルホン酸およびベンゼンスルホン酸などのアルカン－スルホン酸および
アレーン－スルホン酸）により形成される酸付加塩もまた含む。薬学的に許容されるエス
テルは、ゲルゾリン中に存在するカルボキシ基、スルホニルオキシ基、およびホスホノキ
シ（ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｘｙ）基から形成されるエステル（例えばＣ1-6アルキルエステ
ル）を含む。２つの酸性基が存在する場合、薬学的に許容される塩またはエステルは、モ
ノ酸モノ塩もしくはエステル、またはジ塩もしくはエステルになりえ；同様に２つ以上の
酸性基が存在する場合、かかる基のいくつかまたはすべては塩化またはエステル化するこ
とができる。ゲルゾリンポリペプチドは、非塩化形態もしくは非エステル化形態、または
塩化形態および／もしくはエステル化形態でありえ、かかるゲルゾリンポリペプチドの名
称は、もとの（非塩化および非エステル化）化合物ならびにその薬学的に許容される塩お
よびエステルの両方を含むように意図される。また、特定のゲルゾリンポリペプチドは１
つ以上の立体異性形態でありえ、かかるゲルゾリンポリペプチドの名称は、すべての単一
立体異性体およびかかる立体異性体のすべての混合物（ラセミ化合物またはそうでないも
のでも）を含むように意図される。当業者は、本発明の特定の薬物および組成物の投与の
適切なタイミング、連続順序および投薬量をたやすく決定する。
【０２０２】
　かかる担体または希釈剤の例は、水、食塩水、リンガー液、ブドウ糖溶液、および５％
ヒト血清アルブミンを含むが、これらに限定されない。リポソームおよび固定油などの非
水性媒質も使用することができる。薬学的に活性のある物質のためのかかる溶媒および化
合物の使用は、当技術分野において周知である。任意の従来の溶媒または化合物がゲルゾ
リン結合剤と非適合性である場合以外は、組成物におけるその使用が検討される。追加の
活性化合物もまた組成物の中へ組み入れることができる。
【０２０３】
　本発明の医薬組成物は、その意図された投与経路と適合性のあるように製剤化される。
ゲルゾリン組成物は、非経口経路、局所用経路、静脈経路、経口経路、皮下経路、動脈内
経路、皮内経路、経皮経路、直腸経路、頭蓋内経路、腹腔内経路、鼻腔内経路；筋肉内経
路によって、または吸入薬として投与することができる。ゲルゾリンは、様々なアクチン
関連疾患またはマイクロフィラメント関連疾患を含む様々な疾患を治療するのに、少なく
とも部分的に効果的な他の薬剤と組み合わせて任意で投与することができる。
【０２０４】
　非経口適用、皮内適用、または皮下適用に使用される溶液または懸濁物は、以下の成分
を含むことができる。注射用水、食塩水、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン
、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒などの滅菌済み希釈剤；ベンジルアルコール
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またはメチルパラベンなどの抗菌化合物；アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウムな
どの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）などのキレート化合物；酢酸塩、ク
エン酸塩またはリン酸塩などの緩衝剤、および塩化ナトリウムまたはブドウ糖などの等張
性調整のための化合物。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基により
調整することができる。非経口調製は、ガラスまたはプラスチックで作製されたアンプル
、使い捨てシリンジまたは複数用量バイアル中に封入することができる。
【０２０５】
　注射可能使用に適切な医薬組成物は、滅菌済みの水性溶液（水溶性の場合）または分散
物、および滅菌済みの注射可能な溶液または分散物の即時調整のための滅菌済み粉末を含
む。静脈内投与については、適切な担体は、生理食塩水、静菌水、クレモフォールＥＬ（
ＢＡＳＦ、パーシッパニー、ニュージャージー）またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を含
む。すべての事例において、組成物は滅菌済みで、容易な注射針通過性が存在する程度に
液体であるべきである。それは製造および保存の条件下で安定し、細菌および真菌などの
微生物の混入活動に対して保護されるべきである。担体は、例えば、水、エタノール、ポ
リオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール、
および同種のもの）、およびその適切な混合物を含む、溶媒または分散媒でありえる。適
切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングの使用によって、分散物の事例にお
いては必要な粒子サイズの維持によって、および界面活性剤の使用によって、維持するこ
とができる。微生物活動の防止は、様々な抗菌化合物および抗真菌化合物（例えば、パラ
ベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール、および同種のも
の）によって達成することができる。多くの事例において、組成物中に等張化合物（例え
ば、糖、マンニトールおよびソルビトールなどの多価アルコール、塩化ナトリウム）を含
むことは好ましいだろう。注射可能な組成物の長期吸収は、組成物中に吸収を遅延させる
化合物（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）を含むことによって成
し遂げることができる。
【０２０６】
　滅菌済みの注射可能な溶液は、上記で列挙された成分の１つまたはそれらの組合せと共
に、適切な溶媒中に必要な量でゲルゾリンを組み入れ、必要に応じて、続いて濾過滅菌を
行なうことによって調製することができる。一般的に、分散物は、基本的な分散媒および
上記で列挙されたものからの必要な他の成分を含む滅菌済みの媒質の中へ薬剤を組み入れ
ることによって調製される。滅菌済みの注射可能溶液の調製のための滅菌済み粉末の事例
において、調製の方法は、事前に滅菌済みのその濾過溶液からの、任意の追加の所望され
る成分を加えた活性成分の粉末をもたらす、真空乾燥および凍結乾燥である。薬剤は、活
性成分の持続放出またはパルス放出を可能にするような方式で製剤化することができるデ
ポー注射またはインプラント調製の形態で投与することができる。
【０２０７】
　経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用担体を含む。それらはゼラチンカプ
セル中に封入されか、またはタブレットへと圧縮することができる。経口の療法的投与目
的のために、ポリペプチドは賦形剤と共に組み入れられて、タブレット、トローチまたは
カプセルの形態で使用することができる。経口組成物は、マウスウォッシュとしての使用
のために液体担体を使用して調製することもでき、液体担体中の化合物は、経口的に、吸
い込んで吐くか、または飲み込んで適用される。薬学的に適合性のある結合化合物および
／またはアジュバント物質は、組成物の一部として含むことができる。タブレット、ピル
、カプセル、トローチおよび同種のものは、以下の成分のいずれか、または類似する性質
の化合物を含むことができる。微結晶性セルロース、トラガカントゴムもしくはゼラチン
などの結合剤；デンプンもしくはラクトースなどの賦形剤、アルギン酸、プリモゲル（Ｐ
ｒｉｍｏｇｅｌ）もしくはトウモロコシデンプンなどの崩壊化合物；ステアリン酸マグネ
シウムもしくはステロテス（Ｓｔｅｒｏｔｅｓ）などの潤滑剤；コロイド状二酸化ケイ素
などの流動促進剤；ショ糖もしくはサッカリンなどの甘味化合物；またはペパーミント、
サリチル酸メチルもしくはオレンジ香味などの香味化合物。
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【０２０８】
　吸入による投与については、ゲルゾリンは、適切な噴射剤（例えば二酸化炭素などのガ
ス）を含む加圧容器もしくはディスペンサー、または噴霧器からエアゾールスプレーの形
態で送達される。
【０２０９】
　全身投与は、経粘膜手段または経皮手段によることもできる。経粘膜投与または経皮投
与については、バリアの浸透に適切な浸透剤は製剤中に使用される。かかる浸透剤は、当
技術分野において一般的に公知であり、例えば、経粘膜投与のためには、界面活性剤、胆
汁酸塩、およびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻内スプレーまたは坐剤の使用
を介して遂行することができる。経皮投与については、ゲルゾリンは、当技術分野におい
て一般的に公知であるような軟膏、膏薬、ゲルまたはクリームへと製剤化される。
【０２１０】
　ゲルゾリンは、直腸送達のために、坐剤（例えば、カカオバターおよび他のグリセリド
などの従来の坐剤基剤と共に）または停留浣腸の形態で医薬組成物として調製することも
できる。
【０２１１】
　１つの実施形態において、ゲルゾリンは、インプラントおよびマイクロカプセル化され
た送達システムを含む、身体からの迅速除去に対してゲルゾリンを保護する担体（制御放
出製剤などの）により調製される。生体分解性生体適合ポリマーは、エチレン酢酸ビニル
、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸な
どを使用することができる。かかる製剤の調製のための方法は、当業者に明らかであろう
。物質は、アルザ社（Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）およびノバ・ファーマシュー
ティカルズ社（Ｎｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ）から商業的に得る
ことができる。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体により感染
細胞へ標的化されたリポソームを含む）もまた、薬学的に許容される担体として使用する
ことができる。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号中に記述されている
ように、当業者に公知の方法に従って調製することができる。
【０２１２】
　組換えゲルゾリンの調製。下記の大部分の考察は、ゲルゾリンをコードする核酸を含む
ベクターにより形質転換された細胞を培養することおよび細胞培養からポリペプチドを回
収することによる、ゲルゾリンの産生に関する。ゲルゾリンは、血漿から親和性精製（上
述された）を使用して、ネイティブゲルゾリンを精製することによって産生されうること
がさらに想定される。タンパク質、およびタンパク質をコードするＤＮＡ配列は標準的方
法を使用して産生することができる。精製は、クロマトグラフィーを使用すること、ポリ
ペプチドに対して向けられた抗体を使用すること、または精製を支援して次に切断可能部
分（またはタグ）に融合される形態のポリペプチドを産生することによって、タンパク質
の単離などの標準的手順を使用して遂行することもできる。
【０２１３】
　ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド（例えば配列番号：１のポリ
ペプチド）をコードするポリヌクレオチドは、当技術分野において周知の試薬および技術
を使用して、多くの市販で入手可能な発現ベクターのいずれかの中へ挿入することができ
る。組換え発現コンストラクトの調製において、本発明の様々なポリヌクレオチドは細菌
性プラスミドベクターの中へ挿入または置換することができる。細菌性複製システム、細
菌における選択を可能にするマーカー、および一般的に１つまたは複数の特有の便利に位
置するクローニング部位を有することによって特徴づけられる任意の都合のよいプラスミ
ドを利用できる。ベクターと呼ばれる多数のプラスミドが、形質転換のために利用可能で
ある。適切なベクターは以下のものを含むが、これらに限定されない：λベクターシステ
ムｇｔ１１、シャロン４などのウイルスベクター、ならびにｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＡＣＹＣ１７７、ｐＡＣＹＣ１０８４、ｐＵＣ８、ｐＵＣ９、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１
９、ｐＬＧ３３９、ｐＲ２９０、ｐＫＣ３７、ｐＫＣ１０１、ＳＶ４０、ｐブルースクリ
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プトＩＩ　ＳＫ＋／－またはＫＳ＋／－（ストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）社、
ラ・ホーヤ、カリフォルニア）、およびその任意の派生物などのプラスミドベクター。ま
た、適切なものはクローニングおよび発現のために高度に有用でありえる酵母発現ベクタ
ーである。例示的な酵母プラスミドは、ｐＰＩＣＺおよびｐＦＬＤ（インビトロゲン社、
カールズバッド、カリフォルニア）を含むが、これらに限定されない。ベクターの選択は
好ましい形質転換技術および標的宿主細胞に依存するだろう。
【０２１４】
　ゲルゾリンをコードする核酸分子は、選択されたプロモーターの制御下でコードされた
タンパク質の発現のためにオープンリーディングフレームが適切に方向付けされるように
、５’～３’方向でベクターの中へ挿入される。このように、ゲルゾリン構造遺伝子はプ
ロモーターに「作動可能に結合される」と表現される。単一核酸または複数の核酸は、各
々が適切なプロモーターの制御下で、適切なベクターの中へこのように挿入されて、本発
明の核酸コンストラクトを調製することができる。
【０２１５】
　特定の調節配列も本発明の発現コンストラクトの中へ組み入れることができる。これら
は、転写および翻訳を実行するように宿主細胞タンパク質と相互作用するベクターの非転
写領域を含む。かかるエレメントの強度および特異性は変化しうる。利用されたベクター
システムおよび宿主に依存して、最小限の５’プロモーターエレメントに加えて、構成的
プロモーター、誘導可能プロモーターおよび抑制可能プロモーターを含む、任意の数の適
切な転写エレメントおよび／または翻訳エレメントを使用することができる。
【０２１６】
　構成的プロモーターは、細胞における遺伝子の持続的な発現を指令するプロモーターで
ある。異種ポリヌクレオチドの発現の誘導のために広く使用されるいくつかの構成的プロ
モーターの例は、酵母における発現のためのＡＤＨ１プロモーター、大部分の真核細胞タ
イプにおいて発現することが公知である任意のいくつかのアクチン遺伝子に由来するプロ
モーター、および多くの細胞タイプで蓄積することが公知である遺伝子産物のプロモータ
ーであるユビキチンプロモーターを含む。哺乳類細胞で使用される構成的プロモーターの
例は、ラウス肉腫ウイルスに由来するＲＳＶプロモーター、サイトメガロウィルスに由来
するＣＭＶプロモーター、β－アクチンおよび他のアクチンプロモーター、ならびにＥＦ
１αプロモーターを含む。
【０２１７】
　また、本発明のプラスミドにおけるプロモーターとして適切なものは、遺伝子発現調節
に対する外部制御を可能にするプロモーターである。遺伝子発現の量およびタイミングを
調節する１つの方法は、誘導可能プロモーターを使用することである。構成的プロモータ
ーとは異なり、誘導可能プロモーターは常に至適な活性があるわけでない。誘導可能プロ
モーターは、誘導剤（または誘導因子）に応答する１つまたは複数のＤＮＡ配列または遺
伝子の転写を直接または間接的に活性化することができる。いくつかの誘導可能プロモー
ターは、特定の温度で活性化される熱ショックプロモーター（ＨＳＰ）などの物理的手段
によって活性化される。他のプロモーターは化学的手段（例えばＩＰＴＧ）によって活性
化される。誘導可能プロモーターの他の例は、重金属イオンによって活性化されるメタロ
チオネインプロモーター、および特定のホルモンの処理によって活性化されるホルモン応
答性プロモーターを含む。誘導因子の非存在下において、誘導可能プロモーター制御下で
、核酸配列または遺伝子は転写されないか、または最小限転写されるのみだろう。本発明
の核酸コンストラクトのプロモーターは、同種（宿主細胞と同じ種に由来）、または異種
（宿主細胞とは異なる種に由来）でありえる。
【０２１８】
　一旦本発明の核酸コンストラクトが調製されたならば、宿主細胞の中へ取り込まれうる
。これは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版、コールドスプリングハーバーる：コー
ルドスプリングハーバー・ラボラトリー・プレス、ニューヨーク（２００１）によって記
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述されるような、当技術分野において公知の標準的手順を使用して、本発明のプラスミド
コンストラクトによる宿主または細胞の形質転換またはトランスフェクションによって実
行される。本発明のために適切な宿主および細胞は、細菌細胞、ウイルス、酵母細胞、昆
虫細胞、植物細胞、およびヒト細胞を含む哺乳類細胞に加えて、組換えタンパク質の産生
に適切な他の細胞システムを含むが、これらに限定されない。例示的な細菌細胞は、大腸
菌およびマイコバクテリウム種（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）を含むが、これ
らに限定されない。例示的な酵母宿主は、ピスキア・パストリス（Ｐｉｓｃｈｉａ　ｐａ
ｓｔｏｒｉｓ）、サッカロマイセス・セレヴィシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）およびシゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）を含むが、これらに限定されない。形質転換またはトランスフ
ェクションの方法は、プラスミド中に含まれる対象となる遺伝子の一過性発現または安定
性発現をもたらしうる。形質転換後に、形質転換された宿主細胞は、適切な培養中で選択
し増やすことができる。形質転換細胞は、本発明の核酸コンストラクトと共に宿主細胞の
中へ同時に導入した選択マーカーを使用して、最初に同定される。適切なマーカーは、カ
ナマイシン、ゲンタマイシン、アンピシリン、ハイグロマイシン、ストレプトマイシン、
スペクチノマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコール、および同種のものに対
する耐性などの抗生物質耐性をコードするマーカーを含む。任意の公知の抗生物質耐性マ
ーカーは、本発明に従って、形質転換および形質転換された宿主細胞の選択に使用するこ
とができる。細胞または組織を抗生物質を含む選択培地で増殖させ、それによって、一般
的に抗生物質耐性マーカーを発現する形質転換体のみが増殖し続ける。さらに、または別
の方法では、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、緑色蛍光
タンパク質（ＧＦＰ）または強化緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を含むが、これらに限
定されないレポーター遺伝子は、形質転換細胞の選択のために使用することができる。利
用される選択マーカーは標的種に依存するだろう。
【０２１９】
　ゲルゾリンタンパク質を得るために、コーディング配列が誘導可能プロモーターの制御
下にあるならば、発現が誘導される。タンパク質を単離するために、発現ベクターを保有
する宿主細胞を増殖させ、ホモジナイズし、ホモジネートを遠心分離して細菌残屑を除去
する。次に上清は連続する硫安沈澱を行なう。本発明のタンパク質を含む画分は、適切な
サイズのデキストランカラムまたはポリアクリルアミドカラムでゲル濾過し、タンパク質
を分離する。必要であるならば、タンパク質画分はＨＰＬＣによってさらに精製すること
ができる。適切なものとして、タンパク質精製の代替方法を使用することができる。Ｊ．
Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（ジョン・ワイリー・アンド・サンズ（２００３））を参
照。実質的に精製された組換えタンパク質を得ると同時に、タンパク質は本明細書におい
て記述されるような被験体に投与されうる。［あるいは、標準的な陰イオン交換クロマト
グラフィーを使用して、組換えゲルゾリンは精製することができる。Ｏｂｅｒｌｅｙ，Ｒ
．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｌｕｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｐｈｙ
ｓｉｏｌ２８７：Ｌ２９６－３０６（２００４）。］
【０２２０】
　以下の実施例はより完全に本発明のいくつかの実施形態を示すために提示される。これ
らの実施例は、添付された請求項によって定義されるので、本発明の範囲の限定として一
切解釈されるべきではない。
【実施例】
【０２２１】
　本発明は、以下の実施例によってさらに示され、それは多少なりとも限定するようには
解釈されるべきでない。
【０２２２】
実施例１－ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６モノクローナル抗体の精製
　ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＣＮ２００７／００２４６７号中に記述されるように、抗ゲルゾ
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リンモノクローナル抗体ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６を調製した。選択し
た抗ゲルゾリン抗体のアイソタイプは、ヤギ抗マウスアイソタイプ特異的抗体（サザン・
バイオテク（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）社、バーミンガム、アラバマ）によっ
て決定した。ＧＮ３Ｅ９のアイソタイプはマウスＩｇＧ２ｂκとして決定され、ＧＣ１Ｃ
１０およびＧＦ２Ｄ６のアイソタイプはマウスＩｇＧ１κとして決定された。
【０２２３】
　ＧＮ３Ｅ９は、セファロースＧＬ－４Ｂ親和性精製媒質（ファルマシア社、ウプサラ、
スウェーデン）を使用して、親和性クロマトグラフィーによって精製した。ＧＣ１Ｃ１０
抗体およびＧＦ２Ｄ６抗体は、プロテインＧセファロースＣＬ－４Ｂ親和性精製媒質（フ
ァルマシア社、ウプサラ、スウェーデン）を使用して、親和性クロマトグラフィーによっ
て精製した。培養上清は、１分あたり２ｍｌの流速でカラムに適用した。培養上清をカラ
ムを介して通過させた後、５０ｍｌのＰＢＳにより洗浄した。タンパク質は、溶出緩衝液
（０．１Ｍグリシン、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ２．４））により溶出した。各々の溶
出した画分（１ｍｌ）の光学的濃度はＯＤ２８０ｎｍで測定した。ＯＤ２８０が０．１ユ
ニットより大きい画分を回収した。画分への１００μｌの中和緩衝液（１Ｍトリス塩酸ｐ
Ｈ８．５）の追加後に、溶出液を透析チューブ中に個別に入れ、溶出液は１ＬのＰＢＳ（
ｐＨ７．５）に対して４℃で透析した。透析緩衝液は２回変えた。アフィニティー精製し
た各抗体を１ｍｇ／ｍｌに濃縮し、滅菌し、使用まで４℃で保存した。
実施例２－本発明のゲルゾリン結合剤によるヒト尿ゲルゾリンの免疫沈降
【０２２４】
　尿ゲルゾリンポリペプチドの免疫沈降。ゲルゾリンの１つまたは複数の尿形態を免疫沈
降させる本発明のゲルゾリン結合剤の能力を決定するために、ＧＮ３Ｅ９抗体およびＧＣ
１Ｃ１０抗体は、２ｍｇ／ｍｌのビーズ濃度で、ＣＮＢｒ活性化セファロース４Ｂ（アマ
シャム・ファルマシア・バイオテク社（ピスカタウェイ、ニュージャージー））にコンジ
ュゲートした。コンジュゲーション手順は製造者の使用説明書に従って実行された。簡潔
には、前活性化したビーズ（６６０ｍｇ；およそ２ｍＬの最終ビーズ容積に等しい）を１
５容の１ｍＭ　ＨＣｌ　中に懸濁し、３０分間膨潤させた。次にビーズは、ゲルの１５容
の１ｍＭの冷（４℃）ＨＣｌにより洗浄し、続いて１５容のカップリング緩衝液（０．５
Ｍ　ＮａＣｌを含む０．１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ８．３）により洗浄して、「洗浄した
ゲル」と呼ばれるビーズがもたらされた。各々の抗ゲルゾリン抗体（ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１
Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６）は、０．５～１．０ｍｇ／ｍｌのカップリング緩衝液中で希釈
し、ｐＨをｐＨ８．３に調整した。洗浄したゲルを各々の抗ゲルゾリン抗体溶液に追加し
、混合物は４℃で一晩インキュベートして、「カップリングしたゲル」がもたらされた。
カップリングしたゲルを、１５容の１Ｍエタノールアミン中で室温で２～４時間再懸濁し
て、活性化されたビーズ上の使用されない活性化された化学的コンジュゲーション部位を
ブロッキングした。次にブロッキングしたゲルは、１５容の５０ｍＭトリス、１Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ（ｐＨ８．０）緩衝液、および５０ｍＭグリシン、１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ３．５）緩
衝液により交互に８回洗浄し、続いてゲルの１０容のＰＢＳにより最終洗浄して、未結合
物質を除去した。
【０２２５】
　次に、短時間遠心分離して沈殿物を除去した１ｍＬのヒト尿サンプルは、１０μｌの抗
ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズ（すなわち、ＧＮ３Ｅ９またはＧＣ１Ｃ１０をコン
ジュゲートしたビーズ）と共に２時間室温でインキュベートした。遠心分離（１４，００
０ｒｐｍ、３分）によりビーズをペレットにすること、上清を除去すること、および次に
ＰＢＳ中の再懸濁によりペレットにしたビーズを洗浄することによって、抗ゲルゾリン抗
体コンジュゲートビーズまたはブランクビーズから、未結合物質を洗い落とした。５回の
洗浄サイクルに続いて、抗ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズに結合された物質は、ペ
レットにしたビーズに、４０μｌのＳＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液（３×ストック
の混合によって調製されたＳＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液：１Ｍトリス－Ｃｌ（ｐ
Ｈ６．８）２．４ｍｌ；２０％ＳＤＳ　３ｍｌ；グリセロール（１００％）３ｍｌ；Ｂ－
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メルカプトエタノール１．６ｍｌ；ブロモフェノールブルー０．００６　ｇ、１０ｍｌ）
を追加すること、およびサンプルを５分間煮沸することによって、変性条件下で取り出さ
れた。免疫沈降したタンパク質を１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分画し、標準的技術を使用
するクマシーブルー染色により染色して可視化した。脱染色の後に、ゲルはＨＰの写真ス
キャナーを使用してスキャンした。結果を図１中に示す。上部パネルは、Ｎ末端特異的抗
ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９による免疫沈降の結果を示す。下部パネルは、Ｃ末端特異的抗
ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０による免疫沈降の結果を示す。図１中に示されるＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥのレーンは、以下のとおりである。レーン１～３：健康な対照患者；レーン４～８
：ＩＣＵからの重篤な脳卒中患者。
【０２２６】
　本発明のＣ末端特異的抗ゲルゾリン抗体（ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６）は、ＩＣＵ
患者から２つの～５０ｋＤａポリペプチドを免疫沈降させることができたが、健康な対照
患者からは免疫沈降させなかった。Ｎ末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９は、対照患
者またはＩＣＵ患者のいずれかからもこれらの断片を免疫沈降させることができなかった
。それゆえ、本試験において検査された本発明のゲルゾリン結合剤は、ヒト尿サンプルか
ら～５０ｋＤａの免疫反応性ポリペプチドを同定することができた。これらの～５０ｋＤ
ａポリペプチドの同一性は、質量分析解析によってＣ末端ゲルゾリン断片であると確定さ
れた（実施例２を参照）。
【０２２７】
　ゲルゾリン様ポリペプチドを免疫沈降させることが検査された本発明の選択されたゲル
ゾリン結合剤の能力は、本発明の方法におけるこれらの結合剤の使用に有利である。具体
的には、免疫反応性のゲルゾリンポリペプチドを沈降させることができる本発明のゲルゾ
リン結合剤は、尿サンプル中のゲルゾリン様断片の検出に利用することができる。
【０２２８】
　ウエスタンブロット解析。ウエスタンブロット解析技術は、生物学的サンプルからの尿
ゲルゾリン断片の免疫沈降の査定に使用された。すなわち、尿ゲルゾリン断片の同一性を
さらに決定するために、抗ゲルゾリン抗体により免疫沈降させたヒト尿タンパク質のウエ
スタンブロット解析を実行した。３人の正常なヒト被験体および３人の重篤な脳卒中（Ｉ
ＣＵ）被験体の尿サンプルは、Ｃ末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９またはＧＣ１Ｃ
１０により上述されるように免疫沈降させた。免疫沈降したタンパク質を１０％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥによって分画し、標準的技術を使用してニトロセルロース膜上にウエスタンブロ
ットした。エレクトロブロットしたニトロセルロース膜（ブロット）を５％（ｗ／ｖ）脱
脂乳を使用して室温で１時間ブロッキングした後、ＨＲＰ（１μｇ／ｍｌ）にカップリン
グした精製抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３Ｅ９またはＧＣ１Ｃ１０によりブロットを２時間間
室温でプロービングした。未結合抗ゲルゾリン抗体は、０．０２％ツイーン２０を含むＰ
ＢＳにより振盪しながら１０分間室温で洗浄することによってブロットから洗い落とした
。複合体はＨＲＰ仲介性化学発光を使用して可視化した。具体的には、ブロットは、ルミ
グロー（ＬｕｍｉＧＬＯ）（登録商標）ペルオキシダーゼ化学発光基質（ＫＰＬ社、ゲー
サーズバーグ、メリーランド）により３分間インキュベートし、Ｘ線フィルムに露光した
。結果を図２中に示す。レーン６におけるサンプルを除いて、Ｎ末端特異的抗体ＧＮ３Ｅ
９は、尿サンプル中の全長ゲルゾリン以外の断片を検出しなかった。図２Ｂ中で示される
ように、ヒトゲルゾリンの断片に対応する有意な量の免疫反応性ペプチドは、ＩＣＵ被験
体（レーン４～８）から得られたサンプルにおいて同定されたが、対照被験体（レーン１
～３）においては同定されない。したがって、本発明のゲルゾリン結合剤は、ウエスタン
ブロット分析における尿サンプル中の免疫反応性のゲルゾリン様ポリペプチドを検出する
ことができる。
【０２２９】
実施例３－ゲルゾリン結合剤によって結合された免疫反応性ポリペプチドの特性評価
　抗ゲルゾリン抗体によって免疫沈降させたタンパク質がヒトゲルゾリンの断片であるこ
とを確認するために、タンパク質バンドはＳＤＳ－ＰＡＧＥから切断し、その内容物に対
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して、生物医学解析ナショナル・センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｏｆ　Ｂ
ｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）（北京、中国）での標準的技術を使用する質量
分析による解析を行なった（Ｌｅｗｉｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｖｉｒａｌ　Ｍｕｔａｎｔｓ　ｂｙ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ、Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ９５：８５９６－８６０１（１９９８）を参
照）。実施例１中に記述されるように、Ｃ末端特異的抗ゲルゾリン抗体ＧＦ２Ｄ６を使用
して尿タンパク質を免疫沈降させた。解析された個々のタンパク質バンドを図１中に示す
。断片のＦ１およびＦ２をゲルから切断し、質量分析による解析を行なった。断片のＦ１
およびＦ２から質量分析によって同定されたペプチドは、それぞれ表５および６の下線の
領域で示される。
【表５】

【表６】

【０２３０】
　プロテオミクスデータベース（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ／ＴｒＥＭＢＬ）検索により、ポ
リペプチドがヒトゲルゾリンのＣ末端断片であることが示された。Ｆ１断片のＮ末端配列
が得られ、Ｆ１断片が配列番号：１のアミノ酸４１０～７８２に対応すること示された。
したがって、本発明の抗ゲルゾリン抗体によって免疫沈降された～５０ｋＤａポリペプチ
ドは、Ｃ末端断片ヒトゲルゾリンとして確定された。
【０２３１】
実施例４－ヒト尿ゲルゾリンのＣ末端断片に特異的抗体ペア
　尿ゲルゾリンＣ末端断片の免疫沈降。尿ゲルゾリンの免疫沈降断片への本発明のゲルゾ
リン結合剤の能力を決定するために、ＧＣ５Ｄ１抗体をＣＮＢｒ活性化セファロース４Ｂ
（アマシャム・ファルマシア・バイオテク社、ピスカタウェイ、ニュージャージー）に２
ｍｇ／ｍｌのビーズ濃度でコンジュゲートした。コンジュゲーション手順は製造者の使用
説明書に従って実行された。簡潔には、前活性化したビーズ（６６０ｍｇ；およそ２ｍＬ
の最終ビーズ容積に等しい）を１５容の１ｍＭ　ＨＣｌ中に懸濁し、３０分間膨潤させた
。次にビーズは、ゲルの１５容の１ｍＭの冷（４℃）ＨＣｌにより洗浄し、続いて１５容
のカップリング緩衝液（０．５Ｍ　ＮａＣｌを含む０．１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ８．３
）により洗浄して、「洗浄したゲル」と呼ばれるビーズがもたらされた。ＧＣ５Ｄ１抗体
は、０．５～１．０ｍｇ／ｍｌのカップリング緩衝液中で希釈し、ｐＨをｐＨ８．３に調
整した。洗浄したゲルを各々の抗ゲルゾリン抗体溶液に追加し、混合物は４℃で一晩イン
キュベートして、「カップリングしたゲル」がもたらされた。カップリングしたゲルを、
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１５容の１Ｍエタノールアミン中で室温で２～４時間再懸濁して、活性化されたビーズ上
の使用されない活性化された化学的コンジュゲーション部位をブロッキングした。次にブ
ロッキングしたゲルは、１５容の５０ｍＭトリス、１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ８．０）緩衝液
、および５０ｍＭグリシン、１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ３．５）緩衝液により交互に８回洗浄
し、続いてゲルの１０容のＰＢＳにより最終洗浄して、未結合物質を除去した。
【０２３２】
　次に、短時間遠心分離して沈殿物を除去した１ｍＬの対照患者および重篤な脳卒中患者
からのヒト尿サンプルは、１０μｌのＧＣ５Ｄ１抗体をコンジュゲートしたビーズと共に
２時間室温でインキュベートした。遠心分離（１４，０００ｒｐｍ、３分）によりビーズ
をペレットにすること、上清を除去すること、および次にＰＢＳ中の再懸濁によりペレッ
トにしたビーズを洗浄することによって、抗ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズから、
未結合物質を洗い落とした。５回の洗浄サイクルに続いて、ＧＣ５Ｄ１抗体コンジュゲー
トビーズに結合された物質は、ペレットにしたビーズに、４０μｌのＳＤＳ－ＰＡＧＥロ
ーディング緩衝液（３×ストックの混合によって調製されたＳＤＳ－ＰＡＧＥローディン
グ緩衝液：１Ｍトリス－Ｃｌ（ｐＨ６．８）２．４ｍｌ；２０％ＳＤＳ　３ｍｌ；グリセ
ロール（１００％）３ｍｌ；Ｂ－メルカプトエタノール１．６ｍｌ；ブロモフェノールブ
ルー０．００６ｇ、１０ｍｌ）を追加すること、およびサンプルを５分間煮沸することに
よって、変性状態下で取り出された。免疫沈降したタンパク質を１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
上で分画し、標準的技術を使用してニトロセルロース膜上にウエスタンブロットした。エ
レクトロブロットしたニトロセルロース膜（ブロット）を５％（ｗ／ｖ）脱脂乳を使用し
て室温で１時間ブロッキングした後、ＨＲＰ（１μｇ／ｍｌ）にカップリングしたＧＦ２
Ｄ６によりブロットを２時間室温でプロービングした。未結合抗ゲルゾリン抗体は、０．
０２％ツイーン２０を含むＰＢＳにより振盪しながら１０分間室温で洗浄することによっ
てブロットから洗い落とした。複合体はＨＲＰ仲介性化学発光を使用して可視化した。具
体的には、ブロットは、ルミグロー（ＬｕｍｉＧＬＯ）（登録商標）ペルオキシダーゼ化
学発光基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）により３分間インキュベート
し、Ｘ線フィルムに露光した。結果を図３中に示す。
【０２３３】
　本発明（ＧＣ５Ｄ１、ＧＦ２Ｄ６）のＣ末端特異的抗ゲルゾリン抗体は、ＩＣＵ患者か
ら２つの～５０ｋＤａポリペプチドを免疫沈降させ検出することができたが、健康な対照
患者からはできなかった。全長ゲルゾリンポリペプチドはこれらの２つの抗体の組合せを
使用して検出されなかった。それゆえ、本試験において検査された本発明のゲルゾリン結
合剤は、ヒト尿サンプルから～５０ｋＤａの免疫反応性のポリペプチドを同定することが
できた。
【０２３４】
　免疫沈降で検査された本発明の選択したゲルゾリン結合剤の能力は、本発明の方法にお
けるこれらの結合剤の使用に有利である。具体的には、免疫反応性のゲルゾリンポリペプ
チドを沈降させることができる本発明のゲルゾリン結合剤は、尿サンプル中のゲルゾリン
様ポリペプチドの検出に利用することができる。
【０２３５】
実施例５－本発明のゲルゾリン結合剤を使用する尿ゲルゾリン断片の定量的測定
　抗ゲルゾリン抗体を検査して、尿ゲルゾリン断片の検出のための捕捉抗体または検出抗
体として働く能力を決定した。ゲルゾリンＥＬＩＳＡを以下のように実行した。ＥＬＩＳ
Ａプレート（９６ウェル；ＢＤバイオサイエンス（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）社、
カリフォルニア）は、１０μｇ／ｍｌの捕捉抗体（ＧＣ５Ｄ１）により４℃で一晩コート
した。未結合の捕捉抗体は、ＰＢＳによりプレートを３回洗浄することによってウェルか
ら洗い落とした。次に、非特異的結合部位は、ＰＢＳ中の３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡによるウ
ェルのインキュベートによってブロッキングした（１時間、室温）。ブロッキング溶液を
ウェルから除去し、プレートは真空密封前に風乾し、使用前に４℃で保存した。
【０２３６】
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　組換えゲルゾリン免疫原の濃度を変化させて（０．０１～１，０００ｎｇ／ｍＬ）、Ｅ
ＬＩＳＡプレートに追加した。免疫原は、全長ゲルゾリン（ＦＬ）、配列番号：１のアミ
ノ酸１３～４４０を含むＮ末端（ＮＴ）断片、または配列番号：１のアミノ酸４４０～７
８２を含むＣ末端断片（ＣＴ）のいずれかであった。未結合ゲルゾリン免疫原は、ＰＢＳ
により３回洗浄することによってウェルから洗い落とされた。
【０２３７】
　結合したゲルゾリン免疫原は、ＨＲＰコンジュゲート２Ｄ６抗体（１：１０，０００）
によりウェルをインキュベートすること（３０分；３７℃）によって検出した。未結合の
ＨＲＰコンジュゲート２Ｄ６抗体は、ＰＢＳによりウェルを３回洗い落とすことによって
除去した（各々５分）。抗体複合体は、ショアブルー（ＳｕｒｅＢｌｕｅ）ＴＭＢワンコ
ンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリ
ーランド）を使用して測定した。具体的には、ショアブルーＴＭＢワンコンポーネントマ
イクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）を、
ウェルに追加し、プレートを１０分間インキュベートして、基質のＨＲＰ仲介性変換を可
能にした。酵素反応は、１００μｌの２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4の追加により停止された。次に、サ
ンプルウェルの光学的密度は、ＥＬＩＳＡプレート読取り装置を使用して４５０ｎｍ／６
５０ｎｍで測定した。
【０２３８】
　以下で詳述されるような、選択したゲルゾリン結合剤の結合特質の決定に実行された試
験の結果の概要を図４中に示す。Ｃ末端抗体ペアは、Ｃ末端ゲルゾリン免疫原に対する用
量依存性の応答を示したが、Ｎ末端免疫原または全長免疫原は検査された濃度の範囲にわ
たり有意に検出されなかった。それゆえ、選択したゲルゾリン結合剤は、特異的に定量的
方式で尿ゲルゾリン断片を検出する能力を有している。したがって、これらのゲルゾリン
結合剤を利用して、ＥＬＩＳＡ形式で尿サンプル中のゲルゾリン様ポリペプチドを検出す
ることができる。
実施例６．臨床的サンプル中の尿ゲルゾリン断片の検出
【０２３９】
　ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析の臨床設定における尿ゲルゾリン断片の定量能力を検査する
ために、正常な患者および外傷患者からのサンプルを得て、実施例５中に記述されるよう
なＥＬＩＳＡ分析を使用して解析した。サンプルは、様々な種類の外傷または医学的状態
を患う被験体から得られた。これらは、救急（ＩＣＵ）患者および癌患者（すなわち手術
、化学療法または放射線療法などの任意の重大な治療より以前に新しく癌と診断された患
者）を含んでいた。さらなるサンプルは重大な手術を受ける患者から得られ、ここで重大
な手術は、麻酔または呼吸補助を含む任意の外科的手順として定義される。患者の組入れ
のための基準は今までに記述された（Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　６２：９２７－３１（２００６）を参照）。敗血症患者は、新規の
臓器機能不全、低血圧、または血流低下に関連する敗血症に罹患したそれらの患者を含ん
でいた。患者の組入れのための基準は今までに記述された（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇ
ｅｎｅｓ　Ｉｍｍｕｎ８：４３９－４３（２００７）を参照）。最終的に、サンプルは腎
炎（腎臓の炎症）を有する患者から得られた。
【０２４０】
　結果を図５中に示す。正常な患者は尿ゲルゾリン断片が非常に低いレベルであったが、
その一方で、分析によって測定されるように、腎不全患者、救急患者、癌患者、手術後患
者、敗血症患者、および腎炎患者は、上昇したレベルの尿ゲルゾリンを示した（図５Ａお
よび５Ｂ）。これらの結果は、臨床設定において尿ゲルゾリン断片を定量する本発明のゲ
ルゾリン結合剤の能力を実証する。さらに、この研究は、ゲルゾリン様ポリペプチドが、
ヒトの腎不全、脳卒中、敗血症、癌、外傷、腎炎のバイオマーカーであることを実証する
。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤は、患者の治療後に血清ゲルゾリンレベルを測定す
ることによって、ゲルゾリン補充療法に対する患者の後続する応答の測定に使用すること
ができる。
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実施例７－全長血漿ゲルゾリンと尿ゲルゾリン断片との間の逆相関関係
【０２４１】
　この実施例において、正常な個体または救急患者のいずれかからの患者にマッチしたサ
ンプルを使用して、全長血漿ゲルゾリンレベルと尿ゲルゾリン断片との間の相関関係を調
べた。図５中に記述されているように、尿ゲルゾリン断片のレベルを測定した。
【０２４２】
　血漿サンプルについてのゲルゾリンＥＬＩＳＡを以下のように実行した。ＥＬＩＳＡプ
レート（９６ウェル；ＢＤバイオサイエンス社、カリフォルニア）は、１０μｇ／ｍｌの
捕捉抗体ＧＮ３Ｅ９により４℃で一晩コートした。未結合の捕捉抗体は、ＰＢＳによりプ
レートを３回洗浄することによってウェルから洗い落とした。次に、非特異的結合部位は
、ＰＢＳ中の３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡによるウェルのインキュベートによってブロッキング
した（１時間、室温）。ブロッキング溶液をウェルから除去し、プレートは真空密封前に
風乾し、使用前に４℃で保存した。５０μｌのヒト血漿を、室温まで平衡化した捕捉抗体
により処理されたゲルゾリンＥＬＩＳＡプレートの適切なウェルに最初に追加した。プレ
ートへのサンプルの追加の直後に、５０μｌのＨＲＰコンジュゲート検出抗体ＧＣ１Ｃ１
０（ブロッキングバッファー中で～０．１μｇ／ｍｌ）を、適切なウェルに追加し、プレ
ートを３７℃で２０分間インキュベートした。未結合の物質は、ＰＢＳによりプレートを
３回洗浄することによってウェルから洗い落とした。捕捉された血漿ゲルゾリン：ＨＲＰ
コンジュゲート抗体複合体を、追加の１００μｌの　ＥＣＬ基質緩衝液（ＫＰＬ社、ゲー
サーズバーグ、メリーランド）の追加によって測定した。３分間３７℃でのインキュベー
ション後に、各々のウェルの光学的密度は、ＥＬＩＳＡプレート読取り装置において４５
０ｎｍ／６５０ｎｍで測定した。
【０２４３】
　結果は図６中に示され、上昇したレベルの尿ゲルゾリン断片の救急患者は血漿ゲルゾリ
ンの枯渇したレベルも示す。同様に、低レベルの尿ゲルゾリン断片の健康な患者は、より
高いレベルの血漿ゲルゾリンを有していた。それゆえ、血漿ゲルゾリンレベルと尿ゲルゾ
リン断片のレベルとの間に逆相関関係がある。
実施例７－臨床転帰に対する尿ゲルゾリン断片レベルの相関関係
【０２４４】
　ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析の臨床設定における尿ゲルゾリン断片を定量能力を検査する
ために、上述されるように、救急患者からのサンプルを得て解析する。各々の患者につい
ての臨床転帰または疾患ステージが査定される。尿ゲルゾリン断片レベルの関数として臨
床応答または転帰を予測する数理モデルが構築される。臨床応答と尿ゲルゾリン断片のレ
ベルとの間の関連性の同定は、治療に応答するかまたはしない被験体、またはあるいはよ
り低レベルで応答してしたがってより多くの治療（すなわち化合物、薬物または治療のよ
り大きな用量）を必要とする被験体を決定する診断方法をデザインする根拠である。数理
モデルによって測定された相関関係を使用して、本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲ
ルゾリンＥＬＩＳＡは患者の臨床転帰を決定するのに有用である。
【０２４５】
同等物
　本発明は、本発明の個々の態様の単一の実例として意図される本出願中に記述される特
定の実施形態に関して限定されるのではない。本発明の多くの修飾および変形は、当業者
に明らかであるように、その趣旨および範囲から逸脱せずに行うことができる。本発明の
範囲内の機能的に等価な方法および組成物は、本明細書において列挙されたものに加えて
、前述から当業者に明らかになるだろう。かかる修飾および変形は、添付される請求項の
範囲以内にあるように意図される。本発明は、かかる請求項が権利化される対応特許の全
範囲に加えて、添付された請求項に関してのみ限定されるべきある。当然変化することが
できる、特定の方法、試薬、化合物組成物または生物学的システムに本発明が限定されな
いことが理解されるべきである。本明細書において使用される用語が、特定の実施形態の
みを記述する目的のためのものであり、限定するようには意図されないこともまた理解さ
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れるべきである。
【０２４６】
　他の実施形態は以下の請求項内で説明される。

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】



(65) JP 2010-536043 A 2010.11.25

【図３】 【図４】

【図５Ａ】 【図５Ｂ】



(66) JP 2010-536043 A 2010.11.25

【図６】

【配列表】
2010536043000001.app



(67) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

40

【国際調査報告】



(68) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

40



(69) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

40



(70) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

40



(71) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

40



(72) JP 2010-536043 A 2010.11.25

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    １０１　          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    １０２　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MT,NL,NO,PL,PT,RO,SE,SI,SK,T
R),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,BW,BY,
BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,K
G,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT
,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100119013
            弁理士　山崎　一夫
(74)代理人  100162422
            弁理士　志村　将
(72)発明者  シェン　エンユン
            中華人民共和国　１００１７６　ベイジン　ベイジン　エコノミック　テクノロジカル　ディヴェ
            ロップメント　エリア　ホンダ　ノース　ロード　ナンバー１２　タワー　ビー　ルーム　２０１
(72)発明者  ユ　ゼン
            中華人民共和国　１００１７６　ベイジン　ベイジン　エコノミック　テクノロジカル　ディヴェ
            ロップメント　エリア　ホンダ　ノース　ロード　ナンバー１２　タワー　ビー　ルーム　２０１
(72)発明者  ゾウ　ミン
            中華人民共和国　１００１７６　ベイジン　ベイジン　エコノミック　テクノロジカル　ディヴェ
            ロップメント　エリア　ホンダ　ノース　ロード　１２　タワー　ビー　ルーム　２０１
(72)発明者  グオ　フェイ
            中華人民共和国　１００１７６　ベイジン　ベイジン　エコノミック　テクノロジカル　ディヴェ
            ロップメント　エリア　ホンダ　ノース　ロード　ナンバー１２　タワー　ビー　ルーム　２０１
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  CA04  GA03  GA11 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA20  CE12  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA91X AA91Y AB05  AC14  BA08  CA25  CA46 
　　　　 　　  4H045 AA11  BA10  DA76  DA86  EA50  FA74  GA26 



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2010536043A5 公开(公告)日 2011-03-24

申请号 JP2010520409 申请日 2008-08-15

[标]申请(专利权)人(译) 英属维尔京斯岛英属维尔京群岛

申请(专利权)人(译) 摩门集团有限公司

[标]发明人 シェンエンユン
ユゼン
ゾウミン
グオフェイ

发明人 シェン エンユン
ユ ゼン
ゾウ ミン
グオ フェイ

IPC分类号 G01N33/53 C07K14/47 C07K16/18 C12N15/09 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12P21/08

CPC分类号 A61P1/16 A61P9/00 A61P9/10 A61P29/00 A61P31/04 A61P35/00 C07K16/18 C07K2317/565 
C07K2317/73 G01N2800/26 G01N2800/52 G01N2800/56

FI分类号 G01N33/53.ZNA.D C07K14/47 C07K16/18 C12N15/00.A C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.
101 C12N5/00.102 C12P21/08

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/CA04 4B024/GA03 4B024/GA11 4B064/AG27 4B064/CA20 4B064/CE12 4B064
/DA13 4B065/AA91X 4B065/AA91Y 4B065/AB05 4B065/AC14 4B065/BA08 4B065/CA25 4B065/CA46 
4H045/AA11 4H045/BA10 4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA50 4H045/FA74 4H045/GA26

代理人(译) 小川伸男
山崎 一夫

优先权 PCT/CN2007/002467 2007-08-15 WO

其他公开文献 JP2010536043A

摘要(译)

本发明一般涉及能够结合凝溶胶蛋白多肽的凝溶胶蛋白结合剂（例如抗
体）。本发明的凝溶胶蛋白结合剂可单独使用或组合使用以检测测试样
品中的凝溶胶蛋白多肽。特别地，凝溶胶蛋白结合剂可用于分析诊断与
凝溶胶蛋白相关的医学病症的尿液样品。本发明还提供了用于检测生物
样品中的凝溶胶蛋白的试剂盒。 点域1

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/57c98805-0fe1-4c00-8cbf-c1b366385f0f

