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(57)【要約】
【課題】DNA鎖切断応答性分子を特異的に認識することによる細胞におけるDNA損傷の検出
方法を提供すること。
【解決手段】DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受けた細胞においてDNA鎖切断
を起こしていない細胞と比較して発現が亢進する細胞膜上抗原に対する抗体を、インビボ
で細胞に投与し、前記細胞膜上抗原の発現状態を分析することを含む、細胞におけるDNA
損傷の検出方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受けた細胞においてDNA鎖切断を起こしてい
ない細胞と比較して発現が亢進する細胞膜上抗原に対する抗体を、インビボで細胞に投与
し、前記細胞膜上抗原の発現状態を分析することを含む、細胞におけるDNA損傷の検出方
法。
【請求項２】
前記細胞膜上抗原が、Ly6Dである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記細胞が、がん細胞である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
前記抗体がヒト抗体である、請求項１から３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
DNA鎖切断を放射線照射によって引き起こす、請求項１から４の何れか１項に記載の方法
。
【請求項６】
検出されるLy6Dの発現もしくは発現亢進がATM/ATR媒介によるDNA二本鎖切断応答によって
引き起こされる、請求項１から５の何れか１項に記載の方法。
【請求項７】
検出されるLy6DがATM/ATR媒介によるDNA二本鎖切断応答により、かつｐ５３の関与によっ
て発現もしくは発現亢進することを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
重鎖第１相補性決定領域（ＶＨ ＣＤＲ１）、重鎖第２相補性決定領域（ＶＨ ＣＤＲ２）
及び重鎖第３相補性決定領域（ＶＨ ＣＤＲ３）としてそれぞれ配列番号３、４及び５に
記載のアミノ酸配列を有する、ヒトLy6Dと特異的に反応する抗体。
【請求項９】
配列番号３の重鎖第１相補性決定領域（VH CDR1）、配列番号４の重鎖第２相補性決定領
域（VH CDR2）、配列番号５の重鎖第３相補性決定領域（VH CDR3）からなるCDRを有する
重鎖可変領域と、配列番号６の軽鎖第１相補性決定領域（VL CDR1）、配列番号７の軽鎖
第２相補性決定領域（VL CDR2）、配列番号８の軽鎖第３相補性決定領域（VL CDR3）から
なるCDRを有する軽鎖可変領域とを有する、ヒトLy6Dと特異的に反応する抗体。
【請求項１０】
請求項９に記載の抗体において、配列番号３～８の何れかのアミノ酸配列において、１ま
たは数個のアミノ酸が欠失、付加、置換及び／または挿入されていて、ヒトLy6Dと特異的
に反応する抗体。
【請求項１１】
活性が請求項８又は９に記載の抗体と同等である、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１２】
抗体がヒト抗体又はヒト化抗体である、請求項８から１１の何れか１項に記載の抗体。
【請求項１３】
抗体が、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、F(ab')2、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、二量体化V領域（Ｄｉａ
ｂｏｄｙ）、ジスルフィド安定化V領域（ｄｓＦｖ）およびＣＤＲを含むペプチドからな
る群から選ばれる抗体断片である、請求項８から１２の何れか１項に記載の抗体。
【請求項１４】
請求項８から１３の何れか１項に記載の抗体をコードするＤＮＡ。
【請求項１５】
請求項１４に記載のＤＮＡを含有する組換えベクター。
【請求項１６】
請求項１５に記載の組換えベクターを宿主細胞に導入して得られる形質転換株。
【請求項１７】
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請求項１６に記載の形質転換株を培地に培養し、培養物中に請求項８から１３の何れか１
項に記載の抗体を生成蓄積させ、培養物から抗体を採取することを含む、請求項８から１
３のいずれか１項に記載の抗体の製造方法。
【請求項１８】
請求項８から１３の何れか１項に記載の抗体を含有する、DNA損傷の検出試薬。
【請求項１９】
請求項８から１３の何れか１項に記載の抗体を含有する、医薬組成物。
【請求項２０】
抗体に細胞傷害性物質が結合している、請求項１９に記載の医薬組成物。
【請求項２１】
細胞傷害性物質が薬剤、毒素、又は放射性物質である、請求項２０に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
抗がん剤として使用される、請求項１９から２１の何れか１項に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
がんが、固形がんまた血液がんである、請求項２２に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞におけるDNA損傷の検出方法、DNA鎖切断応答性細胞表面抗原に対する抗
体、並びに前記抗体を含むDNA損傷の検出試薬及び医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　DNA損傷を受けるとその状況にもよるがDNA鎖切断をもたらすことが知られている。DNA
鎖切断とは、DNAを構成するリン酸基と水酸基が解離した状態であり、放射線などの外的
要因やDNA消化などの内的要因によって生じる。DNA損傷は細胞周期停止、DNA修復、アポ
トーシス等いくつもの反応を引き起こす事が知られている（非特許文献１）。これら全て
の反応はDNA損傷チェックポイント機構やDNA修復を制御する重要なPIKKファミリーに属す
るキナーゼATR，ATMによって誘起される（非特許文献２）。DNA損傷は細胞の整然とした
メカニズムの破壊につながるため、多くのメカニズムがこの現象に対して進化、獲得され
てきたと考えられる。よってDNA二本鎖切断をインタクトな生細胞として検出出来る事が
出来れば、実験試薬、検査薬、医薬組成品として有用である。これらを満たすためには対
象の細胞をインタクトな状態で容易にその変化を検出出来ねばならない。C型レクチン様
受容体ファミリーに属するNKG2DはDNA損傷を受けた際に細胞の表面に発現する事が知られ
ている。これは細胞が以前に考えられていたよりも広いレンジをもってDNA損傷に反応し
ている事を示唆している。中でも、DNA２本鎖切断は、２重らせん構造を形成しているDNA
の両鎖に切断が生じる損傷であり、がん細胞を含む生物にとっては、最も修復が困難な損
傷である。しかしながら、修復系が応答しこれを修復した際には本細胞は生き残る。この
応答の殆どは核内更にはサイトプラズム内で起こり細胞膜上での変化はほとんど知られて
いない。この様な状況の中、NKG2はDNAの損傷に応答的に膜上に発現するタンパクとして
知られている。そしてこのタンパクの発現は前述のATMもしくはATR更にはその下流のCHK1
とCHK2によって誘起される（非特許文献３）。
【０００３】
　X線照射と非照射の細胞のマイクロアレイを用いたmRNAレベルでのプロファイリングはD
NA損傷によって様々な遺伝子の発現が変化する事を示した（非特許文献４）。この方法は
確かに多くのDNA損傷応答性遺伝子の候補を上げたが、多くの局面で見られるｍRNAの発現
レベルとタンパクの発現レベルの不一致という欠点によって実際の応用可能なマーカー分
子の選別に困難があった（非特許文献５）。そこでこれらの問題を解決するため、二次元
電気泳動を用いたプロテオミクス技術も取り入れ包括的解析が行われた。またこの際には
膜タンパクは一般的に細胞内タンパクより圧倒的に存在比率が低い事を加味し、膜タンパ
クを選択的にラベルし、濃縮する技術も組み込まれて行われた（非特許文献６～８）。
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【０００４】
　細胞膜上に発現するタンパクに対する抗体の取得の為に発明者らはまずその方法を作製
した（特許文献１、非特許文献９及び１０)。そして細胞表面上にある抗原の網羅的取得
を成功させ、その方法の高い利用価値やポテンシャルを示した（非特許文献１１）。
【０００５】
　DNA損傷応答性のタンパク分子にはγ－H2AXというリン酸化ヒストン蛋白質分子が知ら
れている。ヒストンとは、染色体を構成するタンパク質の一群であり、非常に長い分子で
ある DNA を核内に収納する役割を担う。H2AXはこのヒストンの一種であり、DNA２本鎖切
断が生じた場合の細胞応答の一つに、H2AXの139番セリン部位のリン酸化があり、これは
γ-H2AX(リン酸化H2AX)とよばれる。γ-H2AXに特異的な蛍光標識抗体を用いることで、DN
A２本鎖切断の場所を視覚的に検出することが可能となる。本分子は核内における反応を
検知可能な環境下において利用可能である（非特許文献１２）。
【０００６】
　がんは、日本における死亡原因の第一位を占め、高齢化に伴って患者数は年々増加して
きており、有効性及び安全性の高い薬剤や治療法の開発が強く望まれている。従来の化学
療法や、放射線療法など、がん細胞を殺すと同時に、正常細胞にも損傷を与え、強い副作
用を引き起こしている問題点がある。これを解決するために、がん細胞に特異的に発現す
る分子を標的として薬剤を設計し、治療を行う分子標的治療が盛んに研究されている。こ
の分子標的がん治療薬の中、抗体薬は半減期が長く、副作用が少ないなどメリットがある
ため大変注目を浴びる。開発の成功例として、ＣＤ２０を標的としたキメラ抗体リツキサ
ンや、Ｈｅｒ２／ｎｅｕを標的としたヒト化抗体ハーセプチン、血管内皮増殖因子（ＶＥ
ＧＦ）を標的としたヒト化抗体アバスチンなど挙げられる。これらの抗体ががんを対象疾
患として使用されており、その治療効果が認められている。
【０００７】
　治療薬としての抗体の使用は、非標識と標識抗体に分けられる。非標識抗体の作用メカ
ニズムは、（１）免疫系細胞や分子を関与する抗体依存性細胞傷害活性（ＡＤＣＣ）また
補体依存性細胞傷害活性（ＣＤＣ）、（２）標的分子により細胞内生存や増殖と関わるシ
グナルの阻害、（３）アポトーシスの誘導、（４）サイトカインの分泌調節などと考えら
れる。それぞれのメカニズムの組み合わせにより腫瘍細胞を死亡させたり増殖を停止させ
たりして、治療効果を発揮する。標識抗体は、抗体に放射線物質や、毒素、酵素、また薬
剤など細胞傷害物質とリンカーさせ、抗体の特異性を利用し、がん組織だけにこれらの物
質を送達し、治療効果の向上と副作用の低減を図る。
【０００８】
　一般にヒト以外の動物の抗体、例えば、マウス抗体をヒトに投与すると、異物として認
識されることにより、ヒト体内にマウス抗体に対するヒト抗体（Ｈｕｍａｎ Ａｎｔｉ Ｍ
ｏｕｓｅ Ａｎｔｉｂｏｄｙ：以下、ＨＡＭＡと表記する）が誘導されることが知られて
いる。ＨＡＭＡは投与されたマウス抗体と反応し、副作用を引き起こしたり（非特許文献
１３から１６）、投与されたマウス抗体の体内からの消失を速めたりをし（非特許文献１
４、１７及び１８）、マウス抗体の治療効果を減じてしまうことが知られている（非特許
文献１９及び２０）。
【０００９】
　このような問題を回避するためにキメラ抗体が開発された（特許文献２及び３）。キメ
ラ抗体は、２つまたはそれ以上の種由来の抗体の一部（マウス抗体の可変領域及びヒト抗
体の定常領域など）を含む。このようなキメラ抗体の利点はマウス抗体の特徴は保持する
が、ヒトＦｃを持つためヒト補体または細胞傷害活性を刺激することができる。しかし、
このようなキメラ抗体も依然として「ヒト抗キメラ抗体」すなわちＨＡＣＡ（Ｈｕｍａｎ
　Ａｎｔｉ－　Ｃｈｉｍｅｒａ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ）応答を惹起する。さらに、置換され
た抗体の一部のみが相補性決定領域（すなわち「ＣＤＲ」）である組換え抗体が開発され
た（特許文献４及び５）。ＣＤＲ移植技術を使用してマウスＣＤＲ、ヒト可変部フレーム
ワーク及び定常領域からなる抗体、すなわち「ヒト化抗体」が産生されている。しかしな
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がら、このようなヒト化抗体でも人に対して免疫原性があり、ＨＡＨＡ（Ｈｕｍａｎ　ａ
ｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ）反応を引き起こす（非特許文献２１及び２２）
。従って、臨床応用において、より安全有効な免疫原性を持たない抗体治療薬を望まれて
いる。
【００１０】
　ところで、抗体創薬においては、細胞膜表面に存在する「インタクトな状態の」標的癌
抗原を認識する抗体を取得することが不可欠といえるが、標的癌抗原が膜タンパク質であ
るという理由から、既知の癌抗原に対する抗体であってもその取得には困難が伴っていた
。このような問題点を解消すべく、本発明者らはこれまでに1000億個もの独立したクロー
ンからなる巨大なヒト抗体ライブラリーを作製し、それを利用した癌細胞及び組織の細胞
膜表面に存在するタンパク質（細胞表面抗原）に対する抗体の網羅的取得法を確立した（
特許文献６～８）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特許4870348号
【特許文献２】欧州特許１２０６９４号
【特許文献３】欧州特許１２５０２３号
【特許文献４】英国特許ＧＢ２１８８６３８Ａ
【特許文献５】米国特許第５,５８５,０８９号
【特許文献６】国際公開第０１／０６２９０７号パンフレット
【特許文献７】国際公開第２００１／０９６４０１号パンフレット
【特許文献８】特開２００５－１８５２８１号公報
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｚｈｏｕ　ＢＢＳ　ｅｔ　ａｌ．　Ｎａｔｕｒｅ　４０８，　４３３－
４３９，　２０００
【非特許文献２】Ｓｈｉｌｏｈ　Ｙ．，　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ　３１
，　４０２－４１０　＜２００６＞
【非特許文献３】Ｇａｓｓｅｒ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　４３６，　１１８
６－１１９０　＜２００５＞
【非特許文献４】Ｓｍｉｒｎｏｖ　ＤＡ　ｅｔ　ａｌ．，　　Ｎａｔｕｒｅ　４５９，　
５８７－５９１　＜２００９＞
【非特許文献５】Ｃｈｅｎ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉ
ｃｓ　１，　３０４－３１３　＜２００２＞
【非特許文献６】Ｈａｓｔｉｅ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２４　５９０
５－５９１３　＜２００５＞
【非特許文献７】Ｄｏｗｌｉｎｇ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＢＡ　１７７４　９３－１０
１　＜２００７＞
【非特許文献８】Ａｇｇｅｌｉｓ　Ｖ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　９，　
２１１８－２１３０　＜２００９＞
【非特許文献９】Ａｋａｈｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＢＲＣ　３７８，　８３２－８３
５　＜２００９＞
【非特許文献１０】Ｋｕｒｏｓａｗａ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　３５１，　１－１２　＜２００９＞
【非特許文献１１】Ｋｕｒｏｓａｗａ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０５，　７２８７－７２９２＜２００８＞
【非特許文献１２】Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｃａｐｅｔｉｌｌｏ　Ｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎ
ａｔ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１２：９９３－７．　２００２
【非特許文献１３】Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，２，８８１（１９８４）
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【非特許文献１４】Ｂｌｏｏｄ，６５，１３４９（１９８５）
【非特許文献１５】Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔ．，８０，９３２（１９８８
）
【非特許文献１６】Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，Ｕ．Ｓ．Ａ．，８２，１
２４２（１９８５）
【非特許文献１７】Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．，２６，１０１１（１９８５）
【非特許文献１８】Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔ．，８０，９３７（１９８８
）
【非特許文献１９】Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３５，１５３０（１９８５）
【非特許文献２０】Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ．，４６，６４８９（１９８６）
【非特許文献２１】Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２００１；　６１：６８５１－６８５９
【非特許文献２２】Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ａｎａｌ．　２００６；４１：１３
４７－１３５３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明は、DNA鎖切断応答性分子を特異的に認識することによる細胞におけるDNA損傷の
検出方法を提供することを解決すべき課題とした。さらに本発明は、DNA鎖切断応答性細
胞表面抗原に対する抗体を提供することを解決すべき課題とした。さらに本発明は、前記
抗体を用いたDNA損傷の検出試薬及び医薬組成物を提供することを解決すべき課題とした
。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　前記のように、細胞膜上抗原を標的とした抗体はDNA２本鎖切断検出試薬として開発さ
れたが、対象の現象が核内でおこる事であり、複雑な経路を経て膜上に提示される事によ
り、対象抗原の予想が困難であった。また、ｃDNAを用いたマイクロアレイや二次元電気
泳動等を利用したプロテオミクス技術による網羅的解析の結果も、mRNAとタンパクの発現
量の相関の不一致や、タンパクレベルでおこる翻訳後修飾といった翻訳後イベント、更に
は割合で見たときの膜タンパクの全タンパク量に対する絶対的な少なさ、親水性領域と疎
水性領域を同一タンパクに保持する為におこる不安定さ等々さまざまな理由から開発が困
難であった。そこで、本発明者らは、独自の抗体作成方法を鋭意に研究し、ヒト抗体ライ
ブラリーファージ Ｄｉｓｐｌａｙ技術を応用して細胞膜上にあるDNA二本鎖切断応答的に
発現する抗原と反応するファージ抗体（ｓｃＦｖ抗体）を取得した。これらの抗体遺伝子
配列の解析により、抗体のＣＤＲが新規なアミノ酸配列を有することを見出した。上記方
法で取得された抗体は、生細胞を用いたFACS等での検出に有効であり、DNA損傷の検出試
薬及び医薬組成物へのの有用性を示した。本発明は、これらの知見に基づいて完成したも
のである。
【００１５】
　本発明によれば、DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受けた細胞においてDNA
鎖切断を起こしていない細胞と比較して発現が亢進する細胞膜上抗原に対する抗体を、イ
ンビボで細胞に投与し、前記細胞膜上抗原の発現状態を分析することを含む、細胞におけ
るDNA損傷の検出方法が提供される。
　好ましくは、前記細胞膜上抗原が、Ly6Dである。
　好ましくは、前記細胞が、がん細胞である。
　好ましくは、前記抗体がヒト抗体である。
　好ましくは、DNA鎖切断を放射線照射によって引き起こす。
　好ましくは、検出されるLy6Dの発現もしくは発現亢進がATM/ATR媒介によるDNA二本鎖切
断応答によって引き起こされる。
　好ましくは、検出されるLy6DがATM/ATR媒介によるDNA二本鎖切断応答により、かつｐ５
３の関与によって発現もしくは発現亢進する。
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【００１６】
　本発明によればさらに、重鎖第１相補性決定領域（ＶＨ ＣＤＲ１）、重鎖第２相補性
決定領域（ＶＨ ＣＤＲ２）及び重鎖第３相補性決定領域（ＶＨ ＣＤＲ３）としてそれぞ
れ配列番号３、４及び５に記載のアミノ酸配列を有する、ヒトLy6Dと特異的に反応する抗
体が提供される。
【００１７】
　好ましくは、配列番号３の重鎖第１相補性決定領域（VH CDR1）、配列番号４の重鎖第
２相補性決定領域（VH CDR2）、配列番号５の重鎖第３相補性決定領域（VH CDR3）からな
るCDRを有する重鎖可変領域と、配列番号６の軽鎖第１相補性決定領域（VL CDR1）、配列
番号７の軽鎖第２相補性決定領域（VL CDR2）、配列番号８の軽鎖第３相補性決定領域（V
L CDR3）からなるCDRを有する軽鎖可変領域とを有する、ヒトLy6Dと特異的に反応する抗
体が提供される。
【００１８】
　本発明によればさらに、配列番号３～８の何れかのアミノ酸配列において、１または数
個のアミノ酸が欠失、付加、置換及び／または挿入されていて、ヒトLy6Dと特異的に反応
する抗体が提供される。好ましくは、活性は、上記した配列番号３、４及び５に記載のア
ミノ酸配列を有する抗体、又は配列番号３～８のアミノ酸配列を有する抗体と同等である
。
【００１９】
　好ましくは、抗体がヒト抗体又はヒト化抗体である。
　好ましくは、抗体が、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、F(ab')2、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、二量体化
V領域（Ｄｉａｂｏｄｙ）、ジスルフィド安定化V領域（ｄｓＦｖ）およびＣＤＲを含むペ
プチドからなる群から選ばれる抗体断片である。
【００２０】
　本発明によればさらに、上記した本発明の抗体をコードするＤＮＡが提供される。
　本発明によればさらに、上記した本発明のＤＮＡを含有する組換えベクターが提供され
る。
　本発明によればさらに、上記した本発明の組換えベクターを宿主細胞に導入して得られ
る形質転換株が提供される。
　本発明によればさらに、上記した本発明の形質転換株を培地に培養し、培養物中に本発
明の抗体を生成蓄積させ、培養物から抗体を採取することを含む、本発明の抗体の製造方
法が提供される。
【００２１】
　本発明によればさらに、上記した本発明の抗体を含有する、DNA損傷の検出試薬が提供
される。
　本発明によればさらに、上記した本発明の抗体を含有する、医薬組成物が提供される。
　好ましくは、抗体に細胞傷害性物質が結合している。
　好ましくは、細胞傷害性物質が薬剤、毒素、又は放射性物質である。
　好ましくは、本発明の医薬組成物は、抗がん剤として使用される。
　好ましくは、がんは、固形がんまた血液がんである。
【００２２】
　本発明によればさらに、上記した本発明の抗体を対象者に投与することを含む、がんを
抑制又は治療する方法が提供される。
　本発明によればさらに、DNA損傷の検出試薬、医薬組成物又は抗がん剤の製造のための
、上記した本発明の抗体の使用が提供される。
【発明の効果】
【００２３】
　本発明によれば、放射線照射を受け、DNA二本鎖切断される状況におかれた細胞を特異
的に認識し、作用できる抗体が提供される。本発明によれば、上記抗体を、インビボで細
胞に投与し、前記細胞膜上抗原の発現状態を分析することによって、細胞におけるDNA損
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傷を検出することができる。本発明の抗体は、生細胞の状態でDNA切断を受けた細胞の変
化を継時的に検出できる試薬、放射線照射後のがん患者の診断薬と治療薬として利用可能
である。更に本発明によれば、ヒトLy6Dと特異的に認識し、Ly6D発現しているがん細胞の
生存や増殖を阻害する完全なヒト抗体が提供される。ヒト抗体はヒトに投与する際、抗体
の抗原性が回避され、ＨＡＨＡが産生されないので、より副作用が少ない高い抗腫瘍作用
を発揮できる。即ち、本発明の抗ヒトLy6D抗体は、抗がん剤として有用である。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、細胞ELISA、FCMおよび共焦レーザー顕微鏡検査を用いるモノクローナル
抗体 E33-139の選択を示す。(A)細胞ELISA。X線照射(黒い棒)および非照射(灰色の棒)MCF
10A細胞を、6つのモノクローナル抗体によるELISAにかけた。(B)FCM。X線照射(ピンク色)
および非照射(緑色)細胞を6つのモノクローナル抗体とインキュベートし、その後FCMにか
けた。PBSとインキュベートした非照射細胞は、陰性対照(紫色)として用いた。(C)免疫蛍
光共焦レーザー顕微鏡検査。X線照射および非照射細胞を、モノクローナル抗体 E33-139(
緑色)およびDAPI(青色)で染色し、共焦レーザー顕微鏡を用いて検査した。
【図２】図２は、モノクローナル抗体E33-139によって認識されるタンパク質の同定を示
す。(A)ウェスタンブロット。ビオチン化の後、X線照射(右)および非照射(左)MCF10A細胞
の膜タンパク質を可溶化して、モノクローナル抗体E33-139による免疫沈降にかけた。生
成物をSDS-PAGEによって分離し、ウェスタンブロット法をHRPコンジュゲートストレプト
アビジンで実施した。(B)ウェスタンブロット。前記と同様に処理されたMCF10A細胞を、P
I-PLCで消化した。遠心分離の後、PI-PLCで処理された細胞ペレット(P)および上清(S)を
、別々に免疫沈降にかけた。(C)FCM。FaDu細胞をLY6D siRNAまたは対照siRNAで処理し、
次にFCMをモノクローナル抗体E33-139と用いて分析した。黒線:対照siRNAおよびモノクロ
ーナル抗体 E33-139による;ダッシュ線:LY6D siRNAおよびモノクローナル抗体 E33-139に
よる;灰色:対照siRNAによる、モノクローナル抗体 E33-139はなし。(D)ウェスタンブロッ
ト。図2Bに記載される同じ実験を、FaDu細胞を用いて実施した。(E)ウェスタンブロット
。可溶化の後、FaDu細胞をモノクローナル抗体 E33-139によるIPにかけ、生成物はSDS-PA
GEを用いて分離した。左:抗hLY6D Ab(ポリクローナルAb、市販製品)によるウェスタンブ
ロット。右:銀染色ゲル。
【図３】図３は、X線照射後のLY6D転写産物およびタンパク質発現の誘導の時間経過を示
す。(A)qRT-PCR。X線照射後のLY6D転写産物のレベルの時間経過。LY6D転写産物の量は、q
RT-PCRを用いて判定した。サイクル閾値(Ct)は、GADPHに標準化した。変化倍率は、0時の
対照との比較である。エラーバーは、SEM(各々n=2)を表す。(B)FCM。X線照射後のタンパ
ク質139の存在度の時間依存増加。タンパク質139の量は、FCMのプロファイルを用いて計
測した。損傷を受けた(黒棒)および損傷を受けていない(灰色の棒)MCF10A細胞を指示され
た時間インキュベートし、次にモノクローナル抗体 E33-139によるFCMにかけた。エラー
バーは、SEM(各々n=3)を表す。
【図４】図４は、Ly6Dの発現の誘導は、DNA傷害性ストレスによって引き起こされること
を示す。MCF10A細胞をDNA傷害性ストレッサーMMC(300nM)、カルボプラチン、ヒドロキシ
尿素(2mM)またはアフィジコリンとインキュベートし、相対的なLY6D発現をFCMによって判
定した。
【図５】図５は、Ly6Dの発現は、ATM/ATR経路によって媒介されることを示す。(A)FCM。L
Y6Dの発現は、ATM/ATR阻害剤によって阻害される。X線照射の前に、MCF10A細胞をカフェ
イン(1mM)またはワートマニン(1μM)とインキュベートした。照射の後、細胞をさらに24
時間インキュベートし、相対的なLY6D発現をFCMによって判定した。エラーバーは、SEM(
各々n=3)を表す。(B)FCM。LY6Dの発現は、ATM/ATR siRNAによって阻害される。X線照射の
前に、MCF10A細胞を、ATM siRNA(25nM)、ATR siRNA(25nM)およびATM/ATR/DNA-PK siRNA混
合物(各々8.3nM)で処理した。相対的なLY6D発現をFCMによって判定した。蛍光強度は、13
9Abで免疫染色された対照siRNAのそれに標準化された。(C)ウェスタンブロット。上の図5
Bに記載される実験からの試料をウェスタンブロット法にかけ、抗ATM/ATR Abで免疫染色



(9) JP 2013-235003 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

した。ATMおよびATRタンパク質はそれぞれATMおよびATR siRNAによる細胞のトランスフェ
クションの結果消失し、siRNAが予想通りに機能することを示した。
【図６】図６は、p53経路はLY6D発現に関与することを示す。(A)ウェスタンブロット。p5
3 siRNA(25nM)は、p53の発現を阻害した。(B)FCM。X線照射の前に、細胞をp53 siRNA(25n
M)および対照siRNA(25nM)で処理した。相対的なLY6Dの発現は、FCMを用いて判定した。蛍
光強度は、対照siRNAで処理され139Abで免疫染色された非照射細胞のそれに標準化された
。エラーバーは、SEM(各々n=3)を表す。(C)FCM。LY6Dの発現は、p53優性ネガティブMCF10
A細胞で減少した。非照射(白)およびX線照射(黒)のp53優性ネガティブMCF10A(TP53DD)お
よびトランス優性抑制突然変異体(TP53G154v)細胞を、FCMにかけた。蛍光強度は、139Ab
で免疫染色された非照射野生型MCF10A細胞のそれに標準化された。(D)ウェスタンブロッ
ト。p53優性ネガティブMCF10A(TP53DD)およびトランス優性抑制突然変異体(TP53G154v)細
胞を、ウェスタンブロットにかけた。優性ネガティブ細胞ではp21発現の誘導を阻害する
ことに成功したが、野生型MCF10A細胞ではp21発現が観察された。
【図７】図７は、Chk2 siRNAは、LY6Dの発現を阻害したことを示す。FCM。X線照射の前に
、MCF10A細胞をChk1(25nM)、Chk2(25nM)またはChk1/2(各々12.5nM)siRNAで処理した。ま
た、p53 siRNA(25nM)を対照として用いた。エラーバーは、SEM(各々n=3)を表す。
【図８】図８は、FaDuおよびA431細胞でのLY6Dの発現を示す。(A)FCM。FaDu細胞をX線照
射で処理し、続いてモノクローナル抗体E33-139でFCM分析を実施した。黒線:損傷を受け
ていないモノクローナル抗体E33-139を有する細胞、ダッシュ線:損傷を受けていないモノ
クローナル抗体E33-139を有する細胞、灰色:損傷を受けていないE33-139のない細胞。(B)
FCM。A431細胞をX線照射で処理し、続いてモノクローナル抗体 E33-139でFCM分析を実施
した。黒線:損傷を受けていないモノクローナル抗体E33-139を有する細胞、ダッシュ線:
損傷を受けていないモノクローナル抗体 E33-139を有する細胞、灰色:損傷を受けていな
いE33-139のない細胞。
【図９】図９は、ヒト染色体8q24.3とマウス第15染色体の間でのLy6ファミリー遺伝子の
遺伝子組織の比較を示す。ヒトでは8つのLY6ファミリー遺伝子が染色体8q24.3に集中し、
マウスでは13個のLy6ファミリー遺伝子が第15染色体に集中する。ゲノムDNAでコードされ
る遺伝子の方向は、矢印によって示される。
【図１０】図１０は、抗体E33-139の塩基配列及びアミノ酸配列（配列表の配列番号１及
び２）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　次に、本発明について更に詳細に説明する。
定義および一般的技術
　本明細書において別段定義しない限り、本発明に関して使用した科学技術用語は、当業
者に通常理解されている意味を含むものとする。一般に、本明細書に記載の細胞および組
織培養、分子生物学、免疫学、微生物学、遺伝学、タンパク質および核酸化学ならびにハ
イブリダイゼーションに関して使用した命名法およびその技術は、当技術分野で周知のも
のであり、通常使用されている。本発明の方法および技術は一般に、別段示さない限り、
当技術分野で周知である従来の方法に従って、本明細書全体にわたって引用し論じた種々
の一般的参照文献およびより具体的な参照文献に記載されているように実施する。
【００２６】
Ly6D
　Ly6DはE48抗原とも呼ばれる、約15KDaのGPIアンカー型膜タンパクである。Ly6遺伝子群
はいくつかのファミリー遺伝子としてCD59、AgE48、TSA-1/Sca-2Agなどが知られている。
これらの遺伝子のほとんどはリンパ球で発現しているが、少量他の組織でも発現が見られ
る。Ly6遺伝子群は、ヒトクロモゾーム8q24.3の位置に８個のファミリーがクラスターを
形成して存在し、Ly6Dもこの中に含まれる。Ly6Dは、構造上特別に限定せず、単量体、多
量体、細胞膜に発現しているｉｎｔａｃｔ　ｆｏｒｍ、細胞外領域に構成された可溶化ｆ
ｏｒｍ、ｔｒｕｎｃｔｅｄ　ｆｏｒｍ、また、遺伝子の変異や、欠損などによりｍｕｔａ
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ｔｉｏｎ　ｆｏｒｍ、リン酸化などにより翻訳後修飾を受けたｆｏｒｍなども含め、すべ
てヒトLy6Dを意味する。
【００２７】
反応する及び反応性
　本明細書において、「反応する」と「反応性」は特別に示さない限り、同じのことを意
味する。すなわち、抗体が抗原を認識すること。この抗原は、細胞膜に発現するｉｎｔａ
ｃｔ　Ly6Dでもよいし、ｔｒｕｎｃｔｅｄ　ｆｏｒｍや、可溶化ｆｏｒｍでも良い。また
、立体構造を保ったLy6Dでもよいし、変性したLy6Dでもよい。反応性を検討する手段とし
て、フローサイトメーター（ＦＡＣＳ）、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ｗｅ
ｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ、蛍光微量測定技術（ＦＭＡＴ）表面プラズモン共鳴（ＢＩＡｃｏ
ｒｅ）、免疫染色、免疫沈降などが挙げられる。
【００２８】
フローサイトメーターに用いる抗体としては、ＦＩＴＣなどの蛍光物質、ビオチンなどに
より標識された抗体であっても、標識をされていない抗体であってもよい。用いた抗体の
標識の有無、その種類により、蛍光標識アビジン、蛍光標識抗ヒト免疫グロブリン抗体な
どを使用する。反応性は、十分量の抗Ly6D抗体（通常最終濃度が０．０１～１０μｇ／ｍ
Ｌ）を検体に加えて行い、陰性対照抗体、陽性対照抗体の反応性との比較を行うことによ
り評価することができる。
【００２９】
抗体
　本明細書では必要に応じて、慣習に従い以下の略号（括弧内）を使用する。
重鎖（Ｈ鎖）、軽鎖（Ｌ鎖）、重鎖可変領域（ＶＨ）、軽鎖可変領域（ＶＬ）、相補性決
定領域（ＣＤＲ）、第１相補性決定領域（ＣＤＲ１）、第２相補性決定領域（ＣＤＲ２）
、第３相補性決定領域（ＣＤＲ３）重鎖の第１相補性決定領域（ＶＨ　ＣＤＲ１）、重鎖
の第２相補性決定領域（ＶＨ　ＣＤＲ２）、重鎖の第３相補性決定領域（ＶＨ　ＣＤＲ３
）軽鎖の第１相補性決定領域（ＶＬ　ＣＤＲ１）、軽鎖の第２相補性決定領域（ＶＬ　Ｃ
ＤＲ２）、軽鎖の第３相補性決定領域（ＶＬ　ＣＤＲ３）。
【００３０】
　本明細書において、「抗体」という用語は、イムノグロブリンと同義であり、当技術分
野で通常知られている通りに理解されるべきである。具体的には、抗体という用語は、抗
体を作製する任意の特定の方法により限定されるものではない。例えば、抗体という用語
には、それだけに限らないが、組換え抗体、モノクローナル抗体、およびポリクローナル
抗体がある。
【００３１】
　本明細書において、「ヒト抗体」という用語は、可変領域および定常領域の配列がヒト
配列である任意の抗体を意味する。その用語は、ヒト遺伝子に由来する配列を有するが、
例えば、考えられる免疫原性の低下、親和性の増大、望ましくない折りたたみを引き起こ
す可能性があるシステインの除去などを行うように変化させている抗体を包含する。その
用語はまた、ヒト細胞に特有でないグリコシル化を施すことができる、非ヒト細胞中で組
換えにより作製されたそのような抗体をも包含する。これらの抗体は、様々な形で調製す
ることができる。
【００３２】
　本明細書において、「ヒト化抗体」という用語は、非ヒト由来の抗体を指し、非ヒト種
の抗体配列に特徴的なアミノ酸残基が、ヒト抗体の対応する位置で認められる残基と置換
されている。この「ヒト化」の工程が、その結果得られる抗体のヒトでの免疫原性を低下
させると考えられる。当技術分野で周知の技術を使用して、非ヒト由来の抗体をヒト化で
きることが理解されるであろう。例えば、Ｗｉｎｔｅｒら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ
１４：４３～４６（１９９３）を参照されたい。対象とする抗体は、ＣＨ１、ＣＨ２、Ｃ
Ｈ３、ヒンジドメイン、および／またはフレームワークドメインを対応するヒト配列と置
換する組換えDNA技術によって工学的に作製することができる。例えば、ＷＯ９２／０２
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１９０、ならびに米国特許第５，５３０，１０１号、第５，５８５，０８９号、第５，６
９３，７６１号、第５，６９３，７９２号、第５，７１４，３５０号、および第５，７７
７，０８５号を参照できる。本明細書において、「ヒト化抗体」という用語は、その意味
の範囲内で、キメラヒト抗体およびＣＤＲ移植抗体を含む。
【００３３】
　本発明の抗体の可変領域においてフレームワーク領域（ＦＲ）の配列は、対応する抗原
に対する特異的結合性に実質的な影響のない限り、特に限定されない。ヒト抗体のＦＲ領
域を用いることが好ましいが、ヒト以外の動物種（例えばマウスやラット）のＦＲ領域を
用いることもできる。
【００３４】
　本明細書において、「ファージ抗体」という用語は、ファージにより産生されたｓｃＦ
ｖ抗体を意味する。つまり、ＶＨ及びＶＬアミノ酸配列を含む抗体断片である。この断片
は、Ｌｉｎｋｅｒとしてのアミノ酸以外、タグとしてのアミノ酸配列を含むことでもよい
。
【００３５】
　本発明の抗体の一態様において、可変領域に加えて定常領域を含む（例えばIgG型抗体
）。定常領域の配列は特に限定されない。例えば、公知のヒト抗体の定常領域を用いるこ
とができる。ヒト抗体の重鎖定常領域（ＣＨ）としては、ヒトイムノグロブリン（以下、
ｈＩｇと表記する）に属すればいかなるものでもよいが、ｈＩｇＧクラスのものが好適で
あり、更にｈＩｇＧクラスに属するｈＩｇＧ１、ｈＩｇＧ２、ｈＩｇＧ３、ｈＩｇＧ４と
いったサブクラスのいずれも用いることができる。また、軽鎖定常領域（ＣＬ）としては
、ｈＩｇに属すればいかなるものでもよく、κクラスあるいはλクラスのものを用いるこ
とができる。また、ヒト以外の動物種（例えばマウスやラット）の定常領域を用いること
もできる。
【００３６】
　本発明の抗体に用いられるＦＲまたは定常領域のアミノ酸配列は、由来となる元のＦＲ
または定常領域のアミノ酸配列をそのまま用いてもよいし、１または数個（例えば、１か
ら８個、好ましくは１から５個、より好ましくは１から３個、特に好ましくは１または２
個）のアミノ酸を欠失、付加、置換及び／または挿入して異なるアミノ酸配列にして用い
てもよい。
【００３７】
　本発明において、「活性が請求項に記載の抗体と同等である」とは、ヒトLy6Dへの結合
活性および／または抗腫瘍活性が同等であることを意味する。結合活性としては、抗原を
認識することを意味する。この抗原は、細胞膜に発現するｉｎｔａｃｔ　Ly6Dでもよいし
、ｔｒｕｎｃｔｅｄ　ｆｏｒｍや、可溶化ｆｏｒｍでも良い。また、立体構造を保ったLy
6Dでもよいし、変性したLy6Dでもよい。たとえば、結合活性を検討する手段として、フロ
ーサイトメーター（ＦＡＣＳ）、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ｗｅｓｔｅｒ
ｎ－ｂｌｏｔ、蛍光微量測定技術（ＦＭＡＴ）表面プラズモン共鳴（ＢＩＡｃｏｒｅ）な
どが挙げられる。
【００３８】
　本発明において、「同等」とは、必ずしも同程度の活性である必要はなく、活性が増強
されていてもよいし、又、活性を有する限り活性が減少していてもよい。活性が減少して
いる抗体としては、例えば、元の抗体と比較して３０％以上の活性、好ましくは５０％以
上の活性、より好ましくは８０％以上の活性、さらに好ましくは９０％以上の活性、特に
好ましくは９５％以上の活性を有する抗体を挙げることができる。
【００３９】
　上述の抗体は、Ly6Dに対する同等な結合活性を有する、限り、可変領域（ＣＤＲ配列お
よび／またはＦＲ配列）のアミノ酸配列に１または複数のアミノ酸が置換、欠失、付加及
び／又は挿入されていてもよい。アミノ酸配列において、１または数個（例えば、１から
８個、好ましくは１から５個、より好ましくは１から３個、特に好ましくは１または２個
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）のアミノ酸が欠失、付加、置換及び／または挿入されており、Ly6Dに対する結合活性、
および／または抗腫瘍活性を有する抗体のアミノ酸配列を調製するための、当業者によく
知られた方法としては、タンパク質に変異を導入する方法が知られている。例えば、当業
者であれば、部位特異的変異誘発法（Hashimoto-Gotoh, T, Mizuno, T, Ogasahara, Y, a
nDNAkagawa, M. (1995) An oligodeoxyribonucleotide-directed dual amber method for
 site-directed mutagenesis. Gene 152, 271-275、Zoller, MJ, and Smith, M.(1983) O
ligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments cloned into M１３ vectors.M
ethods Enzymol. 100, 468-500、Kramer,W, Drutsa,V,Jansen,HW, Kramer,B, Pflugfelde
r,M, and Fritz,HJ(1984) The gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-direct
ed mutation construction. Nucleic Acids Res. １２,9441-9456、Kramer W, and Fritz
 HJ(1987) Oligonucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex D
NA Methods. Enzymol. 154, 350-367、Kunkel,TA(1985) Rapid and efficient site-spec
ific mutagenesis without phenotypic selection.Proc Natl Acad Sci U S A. 82, 488-
492）などを用いて、Ly6Dに対する結合活性および／または抗腫瘍活性を有する抗体のア
ミノ酸配列に適宜変異を導入することにより、Ly6Dに対する結合活性を有する抗体と機能
的に同等な変異体を調製することができる。
【００４０】
　このように、可変領域において、１または数個のアミノ酸が変異しており、Ly6Dに対す
る結合活性を有する抗体もまた本発明の抗体に含まれる。
【００４１】
　本発明の抗体は、その由来で限定されず、ヒト抗体、マウス抗体、ラット抗体など、如
何なる動物由来の抗体でもよい。又、キメラ化抗体、ヒト化抗体などでもよい。本発明に
おける抗体の好ましい様態の一つとして、ヒト抗体である。
【００４２】
　本発明の抗体は、後述する抗体を産生する細胞や宿主あるいは精製方法により、アミノ
酸配列、分子量、等電点又は糖鎖の有無や形態などが異なり得る。得られた抗体が、本発
明の抗体と同等の活性を有している限り、本発明に含まれる。例えば、本発明で記載され
ているアミノ酸配列に翻訳後に修飾を受ける場合も本発明に含まれる。更に、既知の翻訳
後修飾以外の部位に対する翻訳後修飾も、本発明の抗体と同等の活性を有している限り、
本発明に含まれる。また、本発明の抗体を原核細胞、例えば大腸菌で発現させた場合、本
来の抗体のアミノ酸配列のN末端にメチオニン残基が付加される。本発明の抗体はこのよ
うな抗体も包含する。既知の翻訳後修飾以外の部位に対する翻訳後修飾も、本発明の抗体
と同等の活性を有している限り、本発明に含まれる。
【００４３】
抗体の作製
（１）ファージディスプレイライブラリーにより抗原と反応するｓｃＦｖ
　本発明の抗体の取得は、当技術分野で知られているいくつかの方法に従って調製するこ
とができる。例えば、ファージディスプレイ技術を使用して、Ly6Dに対する親和性が様々
である抗体のレパートリーを含むライブラリーを提供することができる。次いで、これら
のライブラリーをスクリーニングして、Ly6Dに対する抗体を同定し単離することができる
。好ましくは、ファージライブラリーは、ヒトＢ細胞から単離されたｍＲＮＡから調製さ
れたヒトＶＬおよびＶＨｃDNAを使用して生成されるｓｃＦｖファージディスプレイライ
ブラリーである。そのようなライブラリーを調製しスクリーニングする方法は当技術分野
で知られている。ヒトLy6Dを抗原としてスクリーニングした反応性を示すファージクロー
ンから遺伝物質を回収する。選択されたファージの遺伝子を解析すれば、抗原に結合する
ヒト抗体の可変領域をコードするＶＨ及びＶＬのDNA配列を決定することができる。この
ｓｃＦｖの配列を用いて、ｓｃＦｖをＩｇＧ化すれば、ヒト抗体を取得することができる
。
【００４４】
（２）ｓｃＦｖのＩｇＧ化（ヒト抗体の作製）



(13) JP 2013-235003 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

　Ｈ鎖またＬ鎖の発現ベクターを作製し、宿主細胞に発現させ、分泌した上清の回収・精
製によりヒト抗体を取得する。また、ＶＨ及びＶＬを同一ベクターに発現すること（タン
デム型）によりヒト抗体の取得もできる。これらの方法は周知であり、ＷＯ９２/０１０
４７、ＷＯ９２/２０７９１、ＷＯ９３/０６２１３、ＷＯ９３/１１２３６、Ｗ０９３/１
９１７２、ＷＯ９５/０１４３８、ＷＯ９５/１５３８８、ＷＯ９７/１０３５４などを参
考にすることができる。
【００４５】
　具体的には、ＶＨをコードするDNAを、重鎖定常領域（ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）
をコードする他のDNA分子と連結することによって、完全長重鎖遺伝子を取得することが
できる。ヒト重鎖定常領域遺伝子の配列は当技術分野で知られており（例えば、Ｋａｂａ
ｔ，Ｅ．Ａ．ら、（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　
ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａ
ｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２）、これらの領域を包含するDNA断片は標準的なＰＣＲ
増幅によって得ることができる。重鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭまたはＩｇＤの定常領域でよいが、最も好ましくはＩｇＧ
１またはＩｇＧ２の定常領域である。ＩｇＧ１定常領域配列は、Ｇｍ（１）、Ｇｍ（２）
、Ｇｍ（３）やＧｍ（１７）など、異なる個人間で生じることが知られている任意の様々
な対立遺伝子またはアロタイプでよい。これらのアロタイプは、ＩｇＧ１定常領域中の天
然に存在するアミノ酸置換に相当する。
【００４６】
　ＶＬをコードするDNAを、軽鎖定常領域ＣＬをコードする他のDNA分子と連結することに
よって、完全長Ｌ鎖遺伝子（ならびにＦａｂ軽鎖遺伝子）を取得することができる。ヒト
軽鎖定常領域遺伝子の配列は当技術分野で知られており（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．
ら、（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅ
ａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　
Ｎｏ．９１－３２４２）、これらの領域を包含するDNA断片は標準的なＰＣＲ増幅によっ
て得ることができる。軽鎖定常領域は、κまたはλの定常領域でよい。κ定常領域は、Ｉ
ｎｖ（１）、Ｉｎｖ（２）やＩｎｖ（３）など、異なる個人間で生じることが知られてい
る任意の様々な対立遺伝子でよい。λ定常領域は、３つのλ遺伝子のいずれかに由来する
ものでよい。
【００４７】
　上記のように得られたＨ鎖またＬ鎖コードするDNAを発現ベクター中に挿入することに
より、発現ベクターを作製し、宿主細胞に発現させ、分泌した上清の回収・精製によりヒ
ト抗体を取得する。発現ベクターには、プラスミド、レトロウイルス、アデノウイルス、
アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、カリフラワーモザイクウイルスやタバコモザイクウイル
スなどの植物ウイルス、コスミド、ＹＡＣ、ＥＢＶ由来エピソームなどが挙げられる。発
現ベクターおよび発現調節配列は、使用する発現用宿主細胞と適合するように選択する。
抗体軽鎖遺伝子および抗体重鎖遺伝子は、別々のベクター中に挿入することができるし、
また両方の遺伝子を同じ発現ベクター中に挿入することもできる。抗体遺伝子を、標準的
な方法（例えば、抗体遺伝子断片上の相補的な制限部位とベクターの連結、または制限部
位が存在しない場合には平滑末端連結）によって発現ベクター中に挿入する。
【００４８】
　好都合なベクターは、上記に記載のように任意のＶＨまたはＶＬ配列を容易に挿入し発
現させることができるように工学的に作製された適当な制限部位を有する機能的に完全な
ヒトＣＨまたはＣＬイムノグロブリン配列をコードするものである。そのようなベクター
では、通常、挿入されたＪ領域中のスプライス供与部位とヒトＣドメインに先行するスプ
ライス受容部位の間で、またヒトＣＨエキソン内に存在するスプライス領域でもスプライ
シングが起こる。ポリアデニル化および転写終結は、コード領域の下流にある天然の染色
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体部位で起こる。組換え発現ベクターはまた、宿主細胞由来の抗体鎖の分泌を促進するシ
グナルペプチドをコードすることもできる。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドがインフ
レームでイムノグロブリン鎖のアミノ末端と連結するようにベクター中にクローン化する
ことができる。シグナルペプチドは、イムノグロブリンシグナルペプチドでもよく、ある
いは異種性シグナルペプチド（すなわち非イムノグロブリンタンパク質由来のシグナルペ
プチド）でもよい。
【００４９】
　本発明の抗体の発現ベクターは、抗体遺伝子および制御配列に加えて、宿主細胞中での
ベクターの複製を制御する配列（例えば複製起点）や選択マーカー遺伝子などのさらなる
配列を有してよい。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている宿主細胞の選択を
促進する。例えば、通常、選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている宿主細胞上
に、Ｇ４１８、ハイグロマイシンやメトトレキセートなどの薬物に対する耐性を付与する
。好ましい選択マーカー遺伝子には、デヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（ｄ
ｈｆｒ－宿主細胞でメトトレキセート選択／増幅とともに使用する）、ネオマイシンホス
ホトランスフェラーゼ遺伝子（Ｇ４１８選択用）、およびグルタミン酸合成酵素遺伝子が
ある。
【００５０】
　以上の方法で作製された抗体遺伝子発現ベクターにより宿主細胞を形質転換する。宿主
細胞としては細菌、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞など、本発明の抗体を産生させ
る可能であればいかなる細胞でもよいが、動物細胞が好ましい。動物細胞として、チャイ
ニーズハムスター卵巣細胞ＣＨＯ/ｄｈｆｒ (－)細胞ＣＨＯ/ＤＧ４４細胞、サル由来細
胞ＣＯＳ細胞(A.Wright& S.L.Morrison, J.Immunol.１60, ３３９３-３４０２ (１９９８
))、ＳＰ２／Ｏ細胞(マウスミエローマ)(K.Motmans et al., Eur.J.Cancer Prev.５,５１
２-５１９9(１９９６),R.P.Junghans et al.,Cancer Res.５０,１４９５-１５０２ (１９
９０)) など挙げられる。また、形質転換にはリポフェクチン法(R.W.Malone et al., Pro
c.Natl.Acad.Sci.USA ８６,６００７ (１９８９), P.L.Felgner et al., Proc.Natl.Acad
.Sci.USA  ８４,７４１３ (１９８７)、エレクトロポレーション法、リン酸カルシウム法
(F.L.Graham & A.J.van der Eb,Virology ５２,４５６-４６７(１９７３))、ＤＥＡＥ-Ｄ
ｅｘｔｒａｎ法等が好適に用いられる。
【００５１】
　形質転換体を培養した後、形質転換体の細胞内又は培養液よりヒト抗体を分離する。抗
体の分離・精製には、遠心分離、硫安分画、塩析、限外濾過、アフィニティークロマトグ
ラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィーなどの方法を適
宜組み合わせて利用することができる。
【００５２】
抗体断片
　本発明の抗体を基にして又は本発明の抗体をコードする遺伝子の配列情報を基にして抗
体断片を作製することができる。抗体断片としてはＦａｂ、Ｆａｂ'、F(ab')2、ｓｃＦｖ
、ｄｓＦｖ抗体が挙げられる。
【００５３】
　Ｆａｂは、ＩｇＧをシステイン存在下パパイン消化することにより得られる、Ｌ鎖とＨ
鎖可変領域、並びにＣＨ１ドメイン及びヒンジ部の一部からなるＨ鎖フラグメントとから
構成される分子量約５万の断片である。本発明では、上記抗体をパパイン消化することに
より得ることができる。また、上記抗体のＨ鎖の一部及びＬ鎖をコードするDNAを適当な
ベクターに組み込み、当該ベクターを用いて形質転換した形質転換体よりＦａｂを調製す
ることもできる。
【００５４】
　Ｆａｂ'は、後述のF(ａｂ')2のＨ鎖間のジスルフィド結合を切断することにより得られ
る分子量が約５万の断片である。本発明では、上記抗体をペプシン消化し、還元剤を用い
てジスルフィド結合を切断することにより得られる。また、Ｆａｂ同様に、Ｆａｂ'をコ
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ードするDNAを用いて遺伝子工学的に調製することもできる。
【００５５】
　Ｆ(ａｂ')2は、ＩｇＧをペプシン消化することにより得られる、Ｌ鎖とＨ鎖可変領域、
並びにＣＨ１ドメイン及びヒンジ部の一部からなるＨ鎖フラグメントとから構成される断
片（Ｆａｂ'）がジスルフィド結合で結合した分子量約１０万の断片である。本発明では
、上記抗体をペプシン消化することにより得られる。また、Ｆａｂ同様に、Ｆ(ａｂ')2を
コードするDNAを用いて遺伝子工学的に調製することもできる。
【００５６】
　ｓｃＦｖは、Ｈ鎖可変領域とＬ鎖可変領域とからなるＦｖを、片方の鎖のＣ末端と他方
のＮ末端とを適当なペプチドリンカーで連結し一本鎖化した抗体断片である。ペプチドリ
ンカーとしては例えば柔軟性の高い（ＧＧＧＧＳ）3などを用いることができる。例えば
、上記抗体のＨ鎖可変領域及びＬ鎖可変領域をコードするDNAとペプチドリンカーをコー
ドするDNAを用いてｓｃＦｖ抗体をコードするDNAを構築し、これを適当なベクターに組み
込み、当該ベクターを用いて形質転換した形質転換体よりｓｃＦｖを調製することができ
る。
【００５７】
　ｄｓＦｖは、Ｈ鎖可変領域及びＬ鎖可変領域の適切な位置にＣｙｓ残基を導入し、Ｈ鎖
可変領域とＬ鎖可変領域とをジスルフィド結合により安定化させたＦｖ断片である。各鎖
におけるＣｙｓ残基の導入位置は分子モデリングにより予測される立体構造に基づき決定
することができる。本発明では例えば上記抗体のＨ鎖可変領域及びＬ鎖可変領域のアミノ
酸配列から立体構造を予測し、かかる予測に基づき変異を導入したＨ鎖可変領域及びＬ鎖
可変領域をそれぞれコードするDNAを構築し、これを適当なベクターに組み込み、そして
当該ベクターを用いて形質転換した形質転換体よりｄｓＦｖを調製することができる。
【００５８】
　尚、適当なリンカーを用いてｓｃＦｖ抗体、ｄｃＦｖ抗体などを連結させたり、ストレ
プトアビジンを融合させたりして抗体断片を多量体化することもできる。
【００５９】
DNA損傷の検出方法及びDNA損傷の検出試薬
　本発明によれば、DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受けた細胞においてDNA
鎖切断を起こしていない細胞と比較して発現が亢進する細胞膜上抗原に対する抗体を、イ
ンビボで細胞に投与し、前記細胞膜上抗原の発現状態を分析することによって、細胞にお
けるDNA損傷を検出することができる。DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受け
た細胞としては、放射線照射を受けることによってDNA鎖切断を受けた細胞などを挙げる
ことができる。細胞の種類は特に限定されないが、がん細胞などを挙げることができる。
細胞膜上抗原としては、DNA損傷を生じる環境下においてDNA鎖切断を受けた細胞において
、DNA鎖切断を起こしていない細胞と比較して発現が亢進するものであれば特に限定され
ない。そのような細胞膜上抗原の一例としては、Ly6Dを挙げることができる。即ち、上記
した本発明のLy6Dに対する抗体は、DNA損傷の検出試薬として有用である。
【００６０】
医薬組成物
　本発明によれば、本発明の抗体を含有する医薬組成物が提供される。本発明一つの実施
形態としてはがんの治療であるが、これに限らない。Ly6Dの高発現によるがん以外の疾患
でも本発明の範囲以内である。更に好ましい実施形態としてがんは、固形癌（例えば、肺
がん、大腸がん、胃がん、膀胱がん、膵臓がん、前立腺がん、肝がん、子宮頸がん、子宮
がん、卵巣がん、乳がん、頭頸部がん、皮膚がんなど）、または血液がん（例えば、白血
病、リンパ腫、骨髄腫など）である。
【００６１】
　本発明の医薬組成物の一態様として、本発明の抗体が有効成分として利用される。これ
は、抗体の細胞増殖抑制活性、細胞死誘導活性、ＡＤＣＣ活性、ＣＤＣ活性などを利用し
、抗腫瘍効果を発揮する。抗体が、以上の活性を一つだけを持つことでもよいし、また複
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数の活性を同時に持つことでもよい。つまり、ｎａｋｅｄ抗体が医薬組成物の有効成分で
ある。
【００６２】
　もう一つの態様では、本発明の抗体はがん治療薬としてがん組織に特異的にターゲティ
ングさせるミサイル療法に用いることができる。すなわち、がん細胞に傷害をもたらす物
質を結合させた抗体を投与することにより、がん部特異的に移行させ、治療効果および副
作用の軽減を意図した治療方法である。
【００６３】
　がん細胞に傷害する物質は、薬剤、毒素又は放射線物質などの細胞障害性物質を挙げら
れる。細胞障害性物質と抗体の結合は、当業者に公知の方法で行うことができる（Ｃｌｉ
ｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ. ２００４ Ｊｕｌ １;１０(１３):４５３８-４９。
　抗体に結合させる薬剤は、がん細胞に傷害をもたらす公知の物質を用いることができる
。例としては例えばデュオカルマイシン、デュオカルマイシンのアナログ及び誘導剤、Ｃ
Ｃ－１０６５、ＣＢＩを主成分とするデュオカルマイシンアナログ、ＭＣＢＩを主成分と
するデュオカルマイシンアナログ、ＣＣＢＩを主成分とするデュオカルマイシンアナログ
、ドキソルビシン、ドキソルビシンコンジュゲート、モルフォリノ－ドキソルビシン、シ
アノモルフォリノ－ドキソルビシン、ドラスタチン、ドレスタチン－１０、コンブレタス
タチン、カリケアマイシン(calicheamicin)、メイタンシン、メイタンシンアナログ、Ｄ
Ｍ１，ＤＭ２，ＤＭ３，ＤＭ４、ＤＭＩ、アウリスタチンＥ、アウリスタチンＥＢ（ＡＥ
Ｂ）、アウリスタチンＥＦＰ（ＡＥＦＰ）、モノメチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）、
モノメチルアウリスタチンＦ（ＭＭＡＦ）、５－ベンゾイルバレリン酸ＡＥエステル（Ａ
ＥＶＢ）、チューブリシン、ジソラゾール、エポシロン、パクリタキセル、ドセタキセル
、ＳＮ－３８、トポテカン、リゾキシン、エキノマイシン、コルヒチン、ビンブラスチン
、ビンデシン、エストラムスチン、セマドチン、エリューテロビン、メトトレキサート、
メトプテリン、ジクロロメトトレキサート、５－フルオロウラシル、６－メルカプトプリ
ン、シトシンアラビノシド、メルファラン、リューロシン、リューロシダイン、アクチノ
マイシン、ダウノルビシン、ダウノルビシンコンジュゲート、マイトマイシンＣ、マイト
マイシンＡ、カルミノマイシン、アミノプテリン、タリソマイシン、ポドフィロトキシン
、ポドフィロトキシン誘導体、エトポシド、エトポシドリン酸塩、ビンクリスチン、タキ
ソール、タキソテールレチノイン酸、酪酸、Ｎ8－アセチルスペルミジン並びにカンプト
セシン等をあげることができるが、これだけに限定されるわけではない。
【００６４】
　抗体と薬剤の結合には、それら自身が有する連結基などを介して直接結合されてもよい
し、また、リンカーや他の物質を介して間接的に結合されてもよい。
【００６５】
　薬剤が直接結合される場合の連結基は、例えばＳＨ基を用いたジスルフィド結合やマレ
イミドを介する結合が挙げられる。例えば、抗体のＦｃ領域の分子内ジスルフィド結合と
、薬剤のジスルフィド結合を還元して、両者をジスルフィド結合にて結合する。また、マ
レイミドを介する方法もある。また別の方法として、抗体内にシステインを遺伝子工学的
に導入する方法もある。
【００６６】
　抗体と薬剤を、他の物質（リンカー）を介して間接的に結合することも可能である。リ
ンカーには、抗体または薬剤または両方と反応する官能基を１または２種類以上有するこ
とが望ましい。官能基の例としてはアミノ基、カルボキシル基、メルカプト基、マレイミ
ド基、ピリジニル基等をあげることができる。
【００６７】
　リンカーの例としては、Ｎ－スクシンイミジル４－(マレイミドメチル)シクロヘキサン
カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、Ｎ－スクシンイミジル－４－(Ｎ－マレイミドメチル)－
シクロヘキサン－１－カルボキシ－(６－アミドカプロエート) （ＬＣ－ＳＭＣＣ）、κ
－マレイミドウンデカン酸Ｎ－スクシンイミジルエステル（ＫＭＵＡ）、γ－マレイミド
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酪酸Ｎ－スクシンイミジルエステル（ＧＭＢＳ）、ε－マレイミドカプロン酸Ｎ－ヒドロ
キシスクシンイミドエステル（ＥＭＣＳ）、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシ
スクシンイミドエステル（ＭＢＳ）、Ｎ－(α－マレイミドアセトキシ)－スクシンイミド
エステル（ＡＭＡＳ）、スクシンイミジル－６－(β－マレイミドプロピオンアミド)ヘキ
サノエート（ＳＭＰＨ）、Ｎ－スクシンイミジル４－(ｐ－マレイミドフェニル)－ブチレ
ート（ＳＭＰＢ）、およびＮ－(ｐ－マレイミドフェニル)イソシアネート（ＰＭＰＩ）、
６-マレイミドカプロイル(ＭＣ)、マレイミドプロパノイル(ＭＰ)、ｐ-アミノベンジルオ
キシカルボンイル(ＰＡＢ)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート(
ＳＰＰ) 及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息香酸エステル(ＳＩＡ
Ｂ)等があげられるが、これらに限定されるものではない。また、このリンカーは例えば
、バリン-シトルリン（Ｖａｌ-Ｃｉｔ）、アラニン-フェニルアラニン(ａｌａ-ｐｈｅ)の
ようなペプチドリンカーであってもよいし、上記にあげたリンカーをそれぞれ適時組み合
わせて使用しても良い。
【００６８】
　薬剤と抗体との結合方法に関しては、例えば、Cancer Research ;68 (22) 9280（2008
）、Nature Biotechnology;26(8) 925（2008）、Bio Conjugate Chemistry;19、1673 (20
08)、Cancer Research ;68 (15) 6300（2008）、又は特表2008-516896号公報などに記載
の方法に準じて行うことができる。
【００６９】
　毒素としては、抗体に毒素を化学的または遺伝子工学的に結合した、いわゆるイムノト
キシンをあげることができる。毒素として、たとえば、ジフテリアトキシンＡ鎖、シュー
ドモナスエンドトキシン、リシン鎖；無糖鎖リシンＡ鎖ゲロニン（Ｇｅｌｏｎｉｎ）サポ
リン（Ｓａｐｏｒｉｎ）等をあげることができる。
【００７０】
　利用する放射性物質は、当業者に公知の物質を用いることができるが。例えばイットリ
ウム９０（90Ｙ）、レニウム１８６（186Ｒｅ）、レニウム１８８（188Ｒｅ）、銅６７（
67Ｃｕ）、鉄５９（59Ｆｅ）、ストロンチウム８９（89Ｓｒ）、金１９８（198Ａｕ）、
水銀２０３（203Ｈｇ）、鉛２１２（212Ｐｂ）、ジスプロシウム１６５（165Ｄｙ）、ル
テニウム１０３（103Ｒｕ）、ビスマス２１２（212Ｂｉ）、ビスマス２１３（213Ｂｉ）
、ホルミウム１６６（166Ｈｏ）、サマリウム１５３（153Ｓｍ）、ルテチウム１７７（17

7Ｌｕ）などを挙げることができる。好ましくは、90Ｙ　153Ｓｍ、177Ｌｕである。
　抗体と放射性物質の結合は、当業者公知の方法により行うことができる（Bioconjug Ch
em. 1994 Mar-Apr;5(２):101-4.）。
【００７１】
　放射性同位元素を含む化合物を結合させた抗体を用いたがん治療は、当業者公知の方法
により行うことができる（Bioconjug Chem. 1998 Nov-Dec;9(6):773-82.）。具体的には
、最初に少量の放射性同位元素を含む化合物を結合させた抗体を患者に投与し、全身のシ
ンチグラムを行う。正常組織の細胞と抗体の結合が少なく、癌細胞と抗体の結合が多いこ
とを確認した上で、放射性同位元素を含む化合物を結合させた抗体を大量に投与する。
【００７２】
　本発明の抗ヒトLy6D抗体を含有する医薬組成物による製剤も本発明の範囲内に含まれる
。このような製剤は、好ましくは、抗体を含有する医薬組成物に加え、生理学的に許容さ
れ得る希釈剤又はキャリアを含んでおり、他の抗体又は抗がん剤のような他の薬剤との混
合物であってもよい。適切なキャリアには、生理的食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、リン
酸緩衝生理食塩水グルコース液、及び緩衝生理食塩水が含まれるが、これらに限定される
ものではない。或いは、抗体は凍結乾燥（フリーズドライ）し、必要とされるときに上記
のような緩衝水溶液を添加することにより再構成して使用してもよい。投与形態としては
、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤等による経口投与、又は、注射剤（皮下
注、静注、筋注、腹腔内注など）、経皮、経粘膜、経鼻、経肺、坐薬等による非経口投与
を挙げることができる。本発明の医薬組成物による製剤単独の投与でもよいし、他の薬剤
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と併用でもよい。
【００７３】
　本発明の医薬組成物の投与量は、症状、年齢、体重などによって異なるが、通常、経口
投与では、抗体の量として、成人に対して、１日約０．０１ｍｇ～１０００ｍｇであり、
これらを１回、又は数回に分けて投与することができる。また、非経口投与では、１回約
０．０１ｍｇ～１０００ｍｇを皮下注射、筋肉注射又は静脈注射によって投与することが
できる。
【００７４】
　以下の実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は実施例によって限定さ
れるものではない。
【実施例】
【００７５】
（実験材料及び方法）
（１）細胞、抗体および抗体ライブラリー
　MCF10A細胞系は、St.Marianna University、Japan、のT. Ohta博士により提供された。
FaDuおよびA431細胞系は、ATCCから購入した。マウス抗ヒトLY6DAbおよびマウス抗ヒトGM
Lは、Abnova Corp.から購入した。AIMS5抗体ライブラリーは以前に記載されている(Morin
oら2001年、J. Immunol. Meth. 257: 175-184)。
【００７６】
（２）細胞培養
　MCF10A細胞は、2.5%FBS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン、0.1μg/mlコレラトキシ
ン、0.5μg/mlヒドロコルチゾン、20ng/ml上皮増殖因子(EGF)および10μg/mlインスリン
血清を添加したダルベッコの改変イーグル培地(DMEM)/F12で培養した。A431細胞は10%FBS
および1%ペニシリン-ストレプトマイシンを添加したDMEMで増殖させ、FaDu細胞は10%FBS
および1%ペニシリン-ストレプトマイシンを添加したイーグルの最少必須培地(EMEM)で培
養した。
【００７７】
（３）X線照射および薬剤
　細胞をコンフルエントになるまで増殖させた後、キャビネット型のX線装置(SOFRON、軟
X線反転システム)内にて10Gy(3mA/50kV)で照射した。照射後の所望の時間に細胞を回収し
た。所定の濃度を達成するように、ロスコビチン(100mM)、カフェイン(100mM)、ワートマ
ニン(1mM)、CPT(29mM、DMSO)、MMC(0.5mg/ml、PBS)、カルボプラチン(0.1mg/ml)、ヒドロ
キシ尿素(1M、PBS)およびアフィジコリン(10μM)の保存溶液を細胞の培地に加えた。
【００７８】
（４）抗体ライブラリーのスクリーニング
　スクリーニングは、以下の通りに改変したICOS(Akahoriら、2009年、Biochem. Biophys
. Res. Commun. 378: 832-835.)に準じた方法によって実施した。1.6mlの溶液A(1%BSA、M
EMおよび0.1%NaN3)中で、合計1×108個のX線照射細胞を、AIMS5ライブラリーからのファ
ージ(0.5～1×1013cfu)と一緒にインキュベートした。細胞およびファージの懸濁液を次
に有機溶液の上に置き、遠心分離を用いて細胞/ファージ複合体を回収した。回収した複
合体を溶液Aに再懸濁させた。このプロセスを3回繰り返した後に、ファージの調製のため
に複合体をE.coli DH12Sと混合した。このスクリーニングを再び繰り返し、第2ラウンド
のスクリーニングから回収されたファージを1×108個の非照射細胞と混合し、スクリーニ
ングプロセスを繰り返した。第3のスクリーニングの終わりに、マスキング剤の役割をさ
せるために、回収されたファージからポリクローナル抗体を調製した。この段階では、cp
3と融合させたscFv-CLをプロテインAドメインと融合させたscFv-CL(scFv-CL-PP)に変換し
(ItoおよびKurosawa、1993年、J. Biol. Chem. 268: 20668-20675)、scFv-CL-PPの形のポ
リクローナル抗体をマスキング剤として生成および精製した。合計1×108個のX線照射細
胞を500μgの抗体を含むマスキング剤と4℃で4時間インキュベートし、3×1010個のファ
ージが第1ラウンドのスクリーニングから回収された。インキュベーションの後、ICOSを
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実施した。このマスク支援のスクリーニングラウンドを再び繰り返した。最後に、回収さ
れたファージに感染させたE.coli DH12S細胞をプレート上に播種した。およそ300個のコ
ロニーを選び出し、さらなる分析のためにcp3およびPP形のモノクローナル抗体を個々の
ファージから調製した。
【００７９】
（５）ＥＬＩＳＡによる陽性ファージのスクリーニング
　放射線を照射した細胞並と非照射の細胞を用意して、放射線照射された細胞特異的な抗
体を細胞ELISAにてスクリーニングを行った。すなわちこの両細胞のＥＬＩＳＡによる抗
体の反応性を検討した。両細胞にＢｌｏｃｋｉｎｇ液（５％ スキムミルク / ０．０５％
 ＮａＮ３/ ＰＢＳ)２００μＬ/ｗｅｌｌで添加し、３７℃で２時間ブロッキングを行っ
た。ブロッキング溶液を除き、ＰＢＳにより洗浄し、上記抗体発現培養上清を１00μＬ/
ｗｅｌｌ添加し、３７℃で１時間反応させた。ＰＢＳで５回洗浄後、ＰＢＳ/０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０で希釈した１μｇ/ｍＬＲａｂｂｉｔ　ａｎｔｉ－ｃｐ３を１００μＬ/ｗ
ｅｌｌ添加し、３７℃で１時間反応させた。ＰＢＳで５回洗浄後、更にＰＢＳ/０．０５
％Ｔｗｅｅｎ２０で２０００倍希釈したａｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）－Ｈ
ＲＰを１００μＬ/ｗｅｌｌ添加し、３７℃で１時間反応させた。ＰＢＳで５回洗浄後、
ＯＰＤ　ｉｎ　０．１Ｍクエン酸リン酸バーファー（ｐＨ５．１）＋０．０１％Ｈ2Ｏ2 
を１００μＬ/ｗｅｌｌ添加し室温で５分間反応させた。２ＮＨ2ＳＯ2を１００μＬ/ｗｅ
ｌｌ加え、発色反応を停止した。その後、ＳＰＥＣＴＲＡｍａｘ３４０ＰＣ（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）にて４９２ｎｍの吸光度を測定した。放射線照射を行ってあ
る細胞に対してのみ特異的に顕著な陽性反応を示すものを選び、ファージのDNA配列を解
析した。その結果、新規ファージ抗体を得られた。
【００８０】
（６）フローサイトメトリー(FCM)
　FCM分析は、以前に記載されている(Kurosawaら2009年、Immunol. Meth. 351: 1-12.)方
法に準じて行った。Ly6D発現細胞株、A431（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－２４３：ＣＭＬ）を用い
て、取得した抗Ly6D抗体の反応性を検討した。A431細胞を遠心により回収した。回収した
細胞をＰＢＳで１回洗浄し、その後、ＦＡＣＳ　Ｂｕｆｆｅｒ（１％ＢＳＡ，２ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ，０．１％ＮａＮ３　入りＰＢＳ）で細胞を１×１０6／ｍＬなるように懸濁し、
この細胞懸濁液１００μＬを９６- ｗｅｌｌ Ｖ底プレート（Ｃｏｓｔａｒ　３８９７）
に分注した。、それぞれのLy6D抗体をＦＡＣＳ　Ｂｕｆｆｅｒで０．０２～２μｇ／ｍＬ
に調製し、調製した抗体溶液１００μＬを細胞に添加し、４℃で１時間インキュベートし
た。細胞をＦＡＣS  Ｂｕｆｆｅｒにより２回洗浄した後、ＦＡＣＳ　Ｂｕｆｆｅｒ　で
７５０倍に希釈したＡｌｅｘａ－ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ　ＩｇＧ　（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　）溶液１００μＬを添加し、更に４℃で１時間インキュベートした。ＦＡＣＳ　Ｂｕ
ｆｆｅｒ　で遠心により２回洗浄した後、ＦＡＣS  Ｃａｌｉｂｕｒ（ＢＤ）のＨＴＳに
セットして各ｗｅｌｌのＦＬ１蛍光強度を測定した。
【００８１】
（７）免疫蛍光検査
　50～75%のコンフルエントに到達するまで、細胞を6穴プレートの滅菌されたガラス製カ
バーガラスの上で増殖させた。免疫染色の前に、細胞をTBSで洗浄し、室温で15分間、1%
のBSA/TBSブロック溶液でインキュベートした。次に、細胞を5～10μg/mlの一次抗体と37
℃で1時間インキュベートした。次にカバーガラスをTBSで2回洗浄し、二次抗体(2μg/ml)
と37℃で30分間インキュベートした。細胞を4%ホルムアルデヒド溶液で10分間固定し、DA
PIを含むマウント剤でガラススライドの上にカバーガラスをのせた。
【００８２】
（８）免疫沈降(IP)および質量分析
　免疫沈降の条件は、既報の通りとした(Kurosawaら、2009年、J. Immunol. Meth. 351: 
1-12.)。液中消化のための相間移動界面活性剤(PTS)プロトコル(Masudaら、2009年、Mol.
 Cell. Proteomics. 8: 2770-2777.；及びIwasakiら、2009年、J. Proteome Res. 8: 316
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9-3175)に従って、免疫沈降生成物をトリプシン(Promega、Madison、WI)およびLys-C(WAK
O Pure Chemical、Osaka、Japan)で消化し、C18 StageTips(Thermo-Fisher Scientific、
Waltham、MA)で濃縮した。それらをLC/MSによって分析した。
【００８３】
（９）PI-PLC処理
　ビオチン化細胞(1×107個)をPBSで洗浄し、次に37℃で1時間、PBS1ml中の1U/mlのPI-PL
C(Sigma)で処理した。細胞を遠心分離し、上清および細胞ペレットを別々に免疫沈降にか
けた。
【００８４】
（１０）siRNA
　Ly6Dを標的にするStealth(商標)RNAi(5'-UCCAAGUCAUCAGCAUUCCAUGCCC-3') （配列番号
１４）を、BLOCK-iT(商標)RNAiデザイナー(Invitrogen)を用いて設計した。DNA-PK siRNA
(A1、GCAAAGAGGUGGCAGUUAA（配列番号１５）;A2、GAGCAUCACUUGCCUUUAA（配列番号１６）
;A3、GAUGAGAAGUCCUUAGGUA（配列番号１７）;A4、GCAGGACCGUGCAAGGUUA（配列番号１８）
)、ATM siRNA(B1、GCAAAGCCCUAGUAACAUA（配列番号１９）;B2、GGGCAUUACGGGUGUUGAA（配
列番号２０）;B3、UCGCUUAGCAGGAGGUGUA（配列番号２１）;B4、UGAUGAAGAGAGACGGAAU（配
列番号２２）)、およびATR siRNA(C1、GAACAACACUGCUGGUUUG（配列番号２３）;C2、GCAAC
UCGCCUAACAGAUA（配列番号２４）;C3、UCUCAGAAGUCAACCGAUU（配列番号２５）;C4、GAAUU
GUGUUGCAGAGCUU（配列番号２６）)を標的にするsiGENOME SMARTpool siRNA、ならびにCHE
K1(D1、CAAGAUGUGUGGUACUUUA（配列番号２７）;D2、GAGAAGGCAAUAUCCAAUA（配列番号２８
）;D3、CCACAUGUCCUGAUCAUAU（配列番号２９）;D4、GAAGUUGGGCUAUCAAUGG（配列番号３０
）)およびCHEK2(E1、CUCAGGAACUCUAUUCUAU（配列番号３１）;E2、GUUGUGAACUCCGUGGUUU（
配列番号３２）;E3、GCAUAGGACUCAAGUGUCA（配列番号３３）;E4、GUAAGAAAGUAGCCAUAAA（
配列番号３４）)を標的にするON-TARGETプラスSMART Pool siRNAは、Thermo Scientific
から購入した。p53 siRNA(5'-CAGUCUACCUCCCGCCAUA-3'（配列番号３５）)は、Eurofins M
WG Operonから購入した。AllStars RNAi対照(QIAGEN)は、陰性対照のために用いた。lipo
fectamin(商標)RNAiMAX(Invitrogen)またはDharmaFECT(ThermoScientific)のいずれかを
製造業者のプロトコルに従って用いて、siRNA二重鎖(25nM)を細胞に2日間、一時的にトラ
ンスフェクトさせた。
【００８５】
（１１）リアルタイムPCR
　MCF10A細胞を10GyのX線照射にかけ、その後24時間培養した。QuickGeneRNA培養細胞キ
ットS(FUJIFILM)を用いて、全RNAを抽出した。SuperScript III逆転写酵素(Invitrogen)
を用いて、cDNAを合成した。製造業者の説明書に従ってSYBR Green Masterミックスを用
いて、定量逆転写PCR(qRT-PCR)を実施した。グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナ
ーゼ(GAPDH)を内部対照として用いた。既報の通り(Nieuwenhuisら、2003年、Lab. Invest
. 83: 1233-1240)、Ly6Dプライマーを設計した。SIGMAによって合成された特異的なプラ
イマーは、以下の通りであった。Ly6Dのフォワードプライマー、5'-AGATGAGGACAGCATTGCT
GC-3'（配列番号３６）、およびリバースプライマー、5'-GCAGACCACAGAATGCTTGC-3'（配
列番号３７）、GADPHのフォワードプライマー、5'-ACTTCAACAGCGACACCCAC-3'（配列番号
３８）、およびリバースプライマー、5'-CAACTGTGAGGAGGGGAGAT-3'（配列番号３９）。
【００８６】
（１２）マスキング戦略の論理
　前記の通り、抗体ライブラリー(1×1011個の独立クローンからなるAIMS5)をX線照射MCF
10A細胞で2回、非照射MCF10A細胞で1回スクリーニングした。最後に単離された生じたフ
ァージ分画をプールして、scFv-CL-PPの形に変換した。この時点で、3つのスクリーニン
グの出力数が1.5×106、3.4×106および9×106であったので、クローンの変動は1×105個
以下であると推定された。膜タンパク質の上のエピトープの総数が二、三千であると仮定
すると、二、三百のクローンによって認識されるエピトープは優性であり、X線照射およ
び非照射のMCF10A細胞に存在する可能性があり、したがって優先的にマスキングされるは
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ずである。本実施例では、1.6mlの溶液でマスキング剤として500μgの総タンパクを用い
た。scFv-CL-PPの分子量は50kDaであるので、これは6×1015個の分子に対応する。癌細胞
に対する多数のスクリーニングの経験から、マスキング剤中の抗体の半分が前述の優性エ
ピトープに結合すると予想した。この推定により、各優性エピトープに対して1.5×1013

個の抗体分子が各優性エピトープに対する1.6mlの溶液に存在し、結果として15nMのマス
キング抗体濃度になる。他方、1×108個の細胞をスクリーニングのために用いた。細胞表
面に存在するそれぞれの優性エピトープの数が104であると仮定すると、各エピトープの
濃度は1nMであると推定される。したがって、マスキング抗体の濃度は、標的抗原の濃度
よりかなり高い。抗原/抗体平衡は抗体濃度によって決まるので、本実施例の実験では抗
原の平均90%はマスキング抗体によってカバーされた。
【００８７】
（１３）補足情報
　表１は、MSによって同定されたタンパク質の一覧を示す。X線照射および非照射MCF10A
細胞両方の免疫沈降からもたらされたタンパク質の相補配列全体をトリプシンで消化して
、MS分析にかけた。免疫沈降のための抗体として、クローンE33-139およびE33-026を別々
に用いた。各タンパク質の存在の可能性が98%を超える場合だけ、それらをこの表に記載
する。過去にタンパク質が同定されていた場合、様々な細胞コンパートメントが分析され
た実験は、細胞コンパートメントのそれぞれのカラムに印を付ける。
【００８８】
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【００８９】
（結果）
（１）X線照射によって誘導されるMCF10A細胞の表面の分子に結合するモノクローナル抗
体E33-139の単離
　本実施例では、X線照射細胞の表面に存在するが非照射細胞の表面には存在しないタン
パク質に対するモノクローナル抗体を単離することを目指した。大多数の膜タンパク質の
種類および量は、X線照射の前後に変化せず、標的タンパク質の存在度は小さいものと推
定される。X線照射細胞が抗体ライブラリーのファージと単に混合されるだけならば、標
的タンパク質とファージ抗体の間で形成される複合体の数は、スクリーニングによって効
率的に選び出すには少な過ぎることになる。この問題を克服するために、本発明では以下
のスクリーニング戦略を採用した。先ず、X線照射細胞でファージ抗体ライブラリーをス
クリーニングし、次に非照射細胞で行った。その結果、生じたファージ分画の抗体はX線
照射細胞と非照射細胞の両方の表面に存在する膜タンパク質に結合し、それぞれの抗体の
分布は標的抗原の量を反映した。スクリーニング後に全抗体を回収し、マスキング剤とし
て調製した。大過剰のマスキング抗体の存在下で、X線照射細胞は抗体ライブラリーのス
クリーニングを受けた。この手法を用いて、X線照射細胞および非照射細胞の両方に存在
する比較的豊富な膜タンパク質は優先的にマスキングされるはずであるから、X線照射細
胞だけに存在する膜タンパク質に結合する抗体を単離する可能性は高まるでものと予想さ
れる。
【００９０】
　抗体ライブラリーからのクローンの選択は、以下の通りに行った。X線照射細胞による3
回のスクリーニング(最初のスクリーニングはマスキング抗体なし;第2および第3のスクリ
ーニングはマスキング抗体あり)の後、330個のクローンを選び出した。これらのクローン
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のうち、205個はファージ表面でそのままの状態の単鎖Fv(scFv)断片を発現し、配列分析
はそれらが136個の異なるクローンで構成されることを示した。3つの異なる方法を用いて
クローンを選択した。X線照射細胞および非照射細胞を用いる細胞ELISAに基づき、20個の
候補クローンが選択された。6個のクローンの結果を図１Aに示したように、それらは非照
射細胞より強くX線照射細胞に結合した。20個の候補を、フローサイトメトリー(FCM)によ
って分析した。X線照射細胞のそれらの蛍光強度が非照射細胞の蛍光強度より一貫して強
かったので、6個のクローンをそれらの中から選択した(図1B)。最後に、共焦レーザー顕
微鏡分析は、クローンE33-139が、X線照射細胞の表面により高い濃度で存在する分子に一
貫して、および強く結合することを示した(図1C)。上記の通り、MCF10A細胞においてX線
照射前への反応性が無く、X線照射後に反応性が高まった抗体はE33-139であった。
【００９１】
　抗体E33-139のアミノ酸配列及び塩基配列を図１０、並びに配列表の配列番号１及び２
に示す。また、抗体E33-139のＣＤＲのアミノ酸配列を、以下の通り、配列表の配列番号
３から８にそれぞれ示す。重鎖ＣＤＲ１（配列番号３）、重鎖ＣＤＲ２（配列番号４）、
重鎖ＣＤＲ３（配列番号５）、軽鎖ＣＤＲ１（配列番号６）、軽鎖ＣＤＲ２（配列番号７
）及び軽鎖ＣＤＲ３（配列番号８）。
【００９２】
（２）LY6Dは、抗体E33-139によって認識される抗原である
　抗体E33-139によって認識される抗原を同定するために免疫沈降(IP)を実施した。X線照
射細胞および非照射細胞の表面の分子をビオチン化し、次に界面活性剤の添加によって可
溶化させた。免疫沈降を可溶化タンパク質で実施し、生じた沈殿物をSDS-PAGEにかけた。
ゲルを次に2つの部分に分け、その1つを銀染色し、他はウェスタンブロット法にかけて過
酸化西洋わさび(HRP)コンジュゲートストレプトアビジンで調査した。図2Aに示すように
、X線照射細胞から調製される試料のウェスタンブロット分析の結果、14kDaで顕著なバン
ドが観察されたが、このバンドは非照射細胞から調製された試料ではかすかであった。SD
S-PAGEの前に免疫沈降生成物をトリプシンまたはプロテイナーゼKで処理したときには14k
Daバンドは消失し、それがタンパク質であることを示した。ゲルに存在する14kDaタンパ
ク質の量が検出限界未満であることを銀染色が示唆したので、X線照射細胞および非照射
細胞の両方の免疫沈降から生じるタンパク質相補体の全体をトリプシンで消化して、質量
分光(MS)分析にかけた。MS分析によって150種類のタンパク質を同定した(表１)。それら
の過半数は、リボソームタンパク質、ミオシン、アクチン、ATP合成酵素および熱ショッ
クタンパク質およびそれらの類縁体であった。それらは、X線照射細胞および非照射細胞
の両方に由来する免疫沈降生成物で同定された。それらは細胞質に豊富に存在するので、
それらが沈殿物で非特異的に検出されると判断した。MS分析によって同定されたタンパク
質の中で、LY6Dだけが膜タンパク質であった。LY6Dは、X線照射細胞に由来した沈殿物で
同定されたが、非照射細胞に由来した分画では同定されなかった。LY6DはSDS-PAGEにおい
て14kDaで移動することが知られていたので、LY6DがE33-139によって認識される抗原とし
て有力な候補であると判断した。
【００９３】
　LY6DはGPIアンカー型タンパク質である(Brakenhoffら、1995年、J. Cell Biol. 129: 1
677-1689)ので、膜タンパク質のビオチン化の後にX線照射細胞および非照射細胞をホスフ
ァチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼC(PI-PLC)で処理した。PIーPLC処理された細
胞を遠心分離によって回収し、上清を保存した。次に、上清へ放出されたタンパク質と界
面活性剤で処理した細胞溶解物の両方を免疫沈降にかけた。沈殿物を、SDS-PAGEとウェス
タンブロットに供した。図2Bに示されるように、PI-PLCによる処理の前に膜分画で検出さ
れた14kDaバンドの大部分は上清へ放出され、バンドの位置は酵素消化後のSDS-PAGEの結
果、15kDaへ移動した。これらの結果から、14kDaで検出されたタンパク質がGPIアンカー
タンパク質であることが確認された。
【００９４】
　抗体E33-139によって検出される抗原タンパク質139が実際にLY6Dであることを証明する
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ために、X線照射の不在下でLY6Dを豊富に発現する細胞を先ず探した。LY6Dが頭頸部の扁
平上皮癌で多量に発現されることが報告されている(Quakら、1990年、Am. J. Pathol. 13
6: 191-197)。フローサイトメトリーは、FaDu細胞が多量の抗原タンパク質139を発現する
ことを示したが、発現の程度は細胞集団の中で不均一であった。抗原タンパク質139の発
現は、LY6D siRNAの注入後に著しく減少した(図2C)。FaDu細胞に及ぼすPI-PLC処理の影響
も検討した。PI-PLCによる消化の前に、ウェスタンブロット法によって14kDaバンドが検
出された。このバンドは酵素消化の後に上清へ放出され、バンド位置は15kDaへ移動した(
図2D)。同じ免疫沈降試料をウェスタンブロットにかけ、ブロットを市販の抗ヒトLY6D抗
体で検出した。図2Bで検出されたバンドと同じ位置で、明瞭な14kDaバンドが抗ヒトLY6D
によって検出された。このタンパク質バンドは、銀染色によっても可視化された(図2E)。
これらの結果に基づき、抗原タンパク質139がLY6Dであると結論づけた。
【００９５】
（３）決定された抗原との結合確認実験
　癌細胞株を用いて、Ly6DのｃDNAをＰＣＲ法により作製した。常法によりLy6D 細胞外ド
メインのｃDNAを調整し、ｐＣＭＶ-Ｓｃｒｉｐｔ（クロンテク社製）に挿入することによ
り、可溶性Ly6D抗原発現ベクターを作製した。この発現ベクターを細胞株２９３Ｔへ導入
し、可溶性Ly6D抗原を産生する発現細胞を作製した。
【００９６】
　その後この作製されたLy6D抗原を用いたELISAを行った。
　Ly6D抗体の酵素免疫測定法（ELISA）による反応性測定は固相抗原としてプレートに上
記強制発現組換体を１００ng／ｗｅｌｌ（1μｇ／ｍＬの濃度）で加えて４℃で一昼夜静
置した。次にブロックエースを２００μＬ／ｗｅｌｌで加えて室温で１時間ブロックした
後、試料の抗体を各ｗｅｌｌに加えて１時間インキュベーションして反応させた。ＰＢＳ
Ｔ(０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ＰＢＳ)で５回洗浄後、ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（マ
ウス、ウサギ、ウシ、マウスＩｇＧに対して吸収済み）-ＨＲＰ（コスモバイオ：ＡＱＩ
，Ｃａｔ．Ａ-１１０ＰＤ）をＰＢＳＴで2000倍希釈した検出抗体溶液を１００μＬ／ｗ
ｅｌｌの割合で加えた。１時間インキュベーション後、ＰＢＳＴで5回洗浄してから基質
緩衝液TMBを１００μL/ｗｅｌｌの割合で加えた。室温暗所で１5分間インキュベーション
した後、反応停止液を１００μL/ｗｅｌｌの割合で加えて反応を停止してから、４５０ｎ
ｍにおける吸光度を測定した。
【００９７】
（４）ファージ抗体（ｓｃＦｖ）のIgG化
（４－１）抗Ly6DＩｇＧ抗体を発現するｐｌａｓｍｉｄの作製
　ファージ抗体のIgG化はLy6-DE33cloneのＩｇＧ化を例として下記のように説明する。他
の抗体について同様な手法でＩｇＧ化した。
　ファージ抗体（ｓｃＦｖ）の遺伝子はＶＨ-ＶＬの順で並んでおり、ＶＨとＶＬはリン
カー（配列番号９）で接続したｓｃＦｖの構造をしている。
【００９８】
　抗Ly6D抗体のＶＨ,ＶＬで使用していると推定されるヒト生殖系列の遺伝子をＩＭＧＴ 
(*)で検索した結果を表２で示す。
(*) ＩＭＧＴ : http://www.imgt.org
【００９９】
【表２】

【０１００】



(27) JP 2013-235003 A 2013.11.21

10

20

30

40

50

　ＩＭＧＴの検索結果を参考にして、ファージ抗体のＩｇＧ化をおこなった。抗Ly6D抗体
のＶＨ（配列番号１０）をヒトG１の定常領域（配列番号１１）と連結した。抗Ly6D抗体
のＶＬ（配列番号１２）はＩＧＬＪ３＊２遺伝子と並列に並んでいるＩＧＬＣ３＊０１（
ヒト軽鎖λ定常領域：配列番号１３）と連結した遺伝子配列を作製した。5'側にＮｈｅＩ
、3'側にＥｃｏＲＩを付加したH鎖、Ｌ鎖遺伝子をＧｅｎＳｃｒｉｐｔ社で全合成した。
。合成した重鎖、軽鎖の遺伝子はそれぞれ別々の発現ベクターに組み込んだ。すなわちH
鎖、L鎖それぞれの人工合成遺伝子をＮｈｅＩとＥｃｏＲＩで切断し、発現ベクターｐＣ
ＡＧＧＳのＮｈｅＩとＥｃｏＲＩ部位に組み込み、抗Ly6D０３０抗体Ｈ鎖発現ベクター、
およびＬ鎖発現ベクターを得た。
【０１０１】
（４－２）ＩｇＧ抗体の一過性発現
　ＩｇＧ抗体の一過性発現にはＦｒｅｅＳｔｙｌｅ　（ライフテクノロジーズ）を用いた
。遺伝子導入用浮遊細胞である２９３-Ｆ（ライフテクノロジーズ）は前日に継代した。
トランスフェクション当日、一種類の抗体発現には、１ｘ１０6細胞／ｍＬの細胞濃度に
調整した４００ｍＬの細胞懸濁液を準備した。これに抗体重鎖発現ベクターを１００μｇ
、軽鎖発現ベクターを１００μｇ合計２００μｇのプラスミドをＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ
に懸濁した溶液（Ｉ）を調整した。次に２００μＬのＭＡＸ　ｒｅａｇｅｎｔを８ｍＬの
ＯｐｔｉＰＲＯ　ＳＦＭに加えた（溶液ＩＩ）。溶液（Ｉ）と（ＩＩ）を混合して室温で
１０分から２０分静置した。この合計１６ｍＬの反応液を２９３-F細胞を懸濁した４００
ｍＬの２９３発現培地に加え、６日から７日間３７℃、８％ＣＯ2で細胞培養震盪機のＴ
ＡＩＴＥＣ　ＢｉｏＳｈａｋｅｒ　ＢＲ-４３ＦＬで培養した。６日から７日間後、それ
ぞれの組換え抗体を含む培養上清を回収し、これを材料に精製をおこなった。
【０１０２】
（４－３）ＩｇＧ抗体の精製
　上記で発現した培養上清に含まれるＩｇＧ抗体タンパク質は、ＡＫＴＡｐｒｉｍｅを用
いたＡｂ-Ｃａｐｃｈｅｒ　ＥｘＴｒａ（プロテノバ）アフィニティーカラムで精製した
。得られたピークフラクションは、溶媒としてダルベッコのＰＢＳで平衡化したセファク
リルＳ-３００カラムによるゲルろ過をして、さらに精製した。精製したＩｇＧ抗体タン
パク質の定量は、吸光係数を用いて算出した。ＩｇＧ抗体の吸光係数はＥＸＰＡＳＹのＰ
ｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ
／）に各抗体の全アミノ酸配列を用いて計算して求めた。
【０１０３】
（５）LY6Dの誘導は、転写レベルで起こり、様々なDNA傷害性ストレスによって引き起こ
される
　X線照射後のLY6D発現の時間経過を、転写産物およびタンパク質の両方のレベルで検討
した。LY6D転写産物の量はqRT-PCRを用いて判定し、LY6Dタンパク質の量はFCMを用いて判
定した。図3Aに示すように、転写産物レベルは照射後に徐々に増加し、照射の約20時間後
にプラトーに到達した。細胞表面のLY6Dのタンパクレベルでの発現は、転写産物のそれに
類似したパターンに従った(図3B)。これらの結果は、LY6Dの誘導が転写レベルで調節され
ることを示した。
【０１０４】
　X線照射がDNAに傷害を起こし、主に二本鎖切断を引き起こすことは周知である。様々な
化学試薬も細胞でDNA傷害性ストレスを引き起こす。そこで、MCF10A細胞でLY6D発現に及
ぼすカンプトセシン(CPT)の影響を検討した。マイトマイシンC(MMC)、カルボプラチン、
ヒドロキシ尿素およびアフィジコリンに接触することによっても、MCF10A細胞の表面での
LY6D発現を誘導した(図4)。したがって、MCF10A細胞の表面でのLY6D発現の誘導は、DNA傷
害性ストレスに起因する一般現象であることが判明した。
【０１０５】
（６）LY6Dの転写は、ATM/ATR媒介二本鎖切断応答によって引き起こされる
　LY6D発現の誘導につながる経路を解明するために、化学的阻害剤を用いた。図5Aに示す
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ように、照射によって誘導されたLY6Dの発現上昇は、ATMおよびATRなどのPI3キナーゼの
阻害剤であるカフェインに感受性であった(Sarkariaら、1999年、Cancer Res. 59: 4375-
4382)。同じ現象は、別のPI3キナーゼ阻害剤、ワートマニンで観察された(Powisら、1994
年、Cancer Res. 54: 2419-2423)。siRNAを用いた実験により、ATMおよび/またはATRの関
与をさらに検討した。X線によって誘導されたLY6Dの発現は、細胞にATM siRNAを投与した
後に有意に減少したが、ATR siRNAのトランスフェクション後にはわずかに減少した(図5B
およびC)。これらの結果から、X線照射後のLY6D発現の誘導は、ATM/ATR媒介二本鎖切断応
答によって引き起こされるDNA傷害関連のシグナル伝達によってもたらされること、そし
てこの応答においてATMはATRよりも大きな役割を担うことが示された。
【０１０６】
（７）p53-p21経路は、X線照射によって誘導されるLY6Dの発現に関与する
　放射線に起因するDNA二本鎖切断に応じてATMが速やかに活性化されることが確立されて
いるので、前記した実験結果は理にかなっている(Shiloh、2006年、Trend. Biochem. Sci
. 31: 402-410)。活性化の後、ATMは様々な基質をリン酸化して活性化するが、いずれも
傷害応答経路で重要な因子である。siRNAを用いてp53の関与を検討した(SenguptaおよびH
arris、2005年、Nature Cell Biol. 6: 44-55)。図6Aに示されるように、X線照射の前後
にMCF10A細胞にp53は等しい量で存在した。しかし、p53 siRNAによる細胞のトランスフェ
クションは、X線照射後のLY6D発現の誘導において有意な減少をもたらした(図6B)。
【０１０７】
　p53の関与を、p53の優性ネガティブ突然変異体(TP53DD:Addgeneプラスミド9058)および
トランス優性抑制突然変異体TP53G154Vを有するMCF10A細胞でも検討した。図6Cに示すよ
うに、X線照射によるLY6D発現の誘導は、TP53DDを有するMCF10A細胞とTP53G154Vを有する
MCF10A細胞の両方で有意に減少した。X線照射によるp21発現の誘導は野生型TP53を有する
MCF10Aで観察されたが、誘導の程度はTP53DDおよびTP53G154Vを有するMCF10A細胞でかな
り低減した(図6D)。本結果は、p53-p21経路がX線照射によって誘導されるLY6Dの発現に関
与することを実証ものである。
【０１０８】
（８）LY6Dの発現は、ATM、CHK2およびp53によって調節される経路によって誘導される
　DNA傷害の後にLY6Dの発現に導くシグナル伝達経路に、チェックポイントキナーゼ(Bart
ekおよびLukas、2003年、Cancer Cell. 3: 421-429)などのATMおよびp53以外の因子が関
与する可能性がある。図7に示すように、Chk2 siRNAによるMCF10A細胞のトランスフェク
ションは、X線照射後のLY6D発現の誘導を有意に抑制した。したがって、X線照射後のLY6D
発現の誘導は、ATM、CHK2およびp53によって調節される経路によって媒介されることが示
された。他方、Chk1 siRNAは、X線照射後のLY6D発現を阻害できなかった。LY6Dの発現はC
hk1 siRNAによって誘導され、発現の程度はX線照射で大きく増加した(図7)。これらの結
果は、X線照射後のLY6D発現の誘導にChk1は直接に関与しないが、Chk1の阻害はDNA傷害を
引き起こすという事実を反映するものであろう(Syljuasenら、2005年、Mol. Cell. Biol.
 25:3553-3562)。
【０１０９】
（９）FaDuおよびA431細胞でのLY6Dの発現は、X線照射によってさらに亢進される
　LY6Dは、HNSCC細胞によるマウスの免疫化の後に単離されていた、モノクローナル抗体 
E48によって認識される抗原として当初同定された(Quakら、1990年、Am. J. Pathol. 136
: 191-197)。X線照射に曝露されなかった12個の癌細胞系でLY6Dの発現を検討し、2つの細
胞系、FaDuおよびA431だけがLY6Dを発現した。これらの細胞系でのLY6Dの発現に及ぼすX
線照射の影響を次に検討した。X線照射後、FaDuおよびA431細胞でLY6Dの発現はさらに亢
進された(図8)。さらに、2つの正常組織に由来する細胞系、ヒト哺乳動物上皮細胞(HMEC)
および網膜色素上皮細胞(RPE)でもLY6Dの発現を検討した。正常な培養条件下で、またはX
線照射に応じて、これらの細胞系のいずれにおいてもLY6Dが発現されないことを見出した
。したがって、X線照射によるLY6D発現の誘導は、幾つかの特異的であるがまだ特定され
ていない条件下の細胞での現象と考えられる。
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【０１１０】
（実施例の考察）
　本実施例では、X線照射に応じて発現される膜タンパク質の同定方法を開発した。本方
法は、標的分子を発現する細胞および発現しない細胞の両方を利用できる状況で、他の生
物学的現象の分析に適用できる。この手法を用いて、候補抗体クローンを選択できる。単
離クローンの選択を促進するために、2つの細胞集団間の差が標的分子(複数可)の存在/非
存在に限定されることが望ましい。この場合、所望のクローンは細胞ELISAを用いて容易
に判定することができる。
【０１１１】
　本発明者らが開発した方法を用いて、MCF10A細胞表面の膜タンパク質LY6Dの発現が、X
線照射によって誘導されることを見出した。これまでに検討された少数の正常な組織に由
来する細胞系の中で、主にこの細胞系でこの現象が観察されたが、本実施例のデータは、
MCF10A細胞表面のLY6D発現の誘導がDNA傷害性ストレスに起因する一般現象であることを
示す。DNA傷害は細胞周期の停止、DNA修復機能の亢進およびアポトーシスの誘発を含むい
くつかの影響を細胞に及ぼすが(ZhouおよびElledge、2000年、Nature. 408: 433-439)、
これらの応答に関与する主要な因子は膜ではなく核または細胞質に位置する。NKG2Dリガ
ンドもDNA傷害によって誘導されることがわかっている膜タンパク質であり、NKG2Dリガン
ドの発現上昇は、ATMおよび/またはATRによって開始され、下流媒介因子CHK1およびCHK2
に受け継がれる主要なDNA傷害応答経路によって媒介される(Gasserら、2005年、Nature. 
436: 1186-1190)。しかし、p53はNKG2Dリガンドの発現上昇のために必要とされない(Gass
erら、2005年、Nature. 436: 1186-1190)。対照的に、LY6D発現の誘導は、ATM、CHK2およ
びp53によって調節される。
【０１１２】
　LY6D遺伝子は、Ly6遺伝子ファミリーに属する。マウスのLy-6は、多分化能幹細胞およ
び系統専属の前駆体細胞での造血の間に、末梢リンパ系組織の特定の白血球亜集団で発現
される表面糖タンパク質として当初同定された(Gumleyら、1995年、Cell Biol. 73: 277-
296)。ThBとしても知られるマウスLy6dは、全ての成熟B細胞および形質細胞様樹状細胞、
ならびに発達中の未成熟の胸腺リンパ球で発現される(Gumleyら、1992年、J. Immunol. 1
49: 2615-2618及び;Inlayら、2009年、Gene. Develop. 23: 2376-2381)。しかし、マウス
Ly6dの同族体であると考えられるヒトLY6Dはリンパ球で発現されず(Brakenhoffら、1995
年、J. Cell Biol. 129: 1677-1689;及びQuakら、1990年、Am. J. Pathol. 136: 191-197
)、ヒトLY6DおよびマウスLy6dは異なって進化したことが示唆される(Brakenhoffら、1997
年、J. Immunol. 159: 4879-4886)。
【０１１３】
　Ly6ファミリーメンバーをコードする遺伝子の多くは、ヒトでは染色体8q24.3に、マウ
スでは第15染色体に位置する(De Nooij-van Dalenら、2003年、Int. J. Cancer 103, 768
-774;及びStroncekら、2004年、J. Translat.Med. 2:1-9)。ヒト染色体とマウス染色体の
両方のLy6遺伝子領域の遺伝子組織の模式的比較を、図9に示す。8個のヒトLY6ファミリー
遺伝子および13個のマウスLy6ファミリー遺伝子をこれらの領域にマッピングした。これ
らの遺伝子のうちの7つの同族体、LY6D、LY6E、LY6H、LY6K、GML、PSCAおよびSLURP1が、
ヒトゲノムとマウスゲノムの両方で同定された。PSCA、LY6EおよびLY6H遺伝子は、ヒトお
よびマウスゲノムの重要な位置に位置する。6つのLy6ファミリー遺伝子はマウスゲノムの
LY6E遺伝子座とLY6H遺伝子座の間に集まるが、これらの遺伝子のいずれもヒトゲノムには
存在しない。他方、5つのヒト遺伝子および4つのマウス遺伝子は、PSCA遺伝子座とLY6E遺
伝子座の間に位置し、ヒトおよびマウスのゲノムで異なって組織される。
【０１１４】
　ヒトGML遺伝子の発現は、p53によって特異的に誘導される(Furuhataら、1996年、Oncog
ene. 13: 1965-1970)。ヒトゲノムでは、LY6DおよびGML遺伝子は、頭対頭で構成される隣
どうしである。p53結合配列はGMLの5'隣接領域にGMLから19kb離れた位置にあるが、(El-D
eiryら、1992年、Nature Genet. 1: 45-49;及びKimuraら、1997、Genomics. 41: 477-480
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)、その位置は、LY6Dから27kb離れたLY6Dの5'隣接領域にも対応する。マウスのLy6dおよ
びGmlは頭対頭の構成で配向されていない。さらに、Ly6kがマウスゲノムのLy6d遺伝子座
とGml遺伝子座の間に埋め込まれている。HemT-3としても知られるマウスGmlは、ヒトGML
と完全に異なる方法で同定された(Xueら、1999年、Gene. 240: 193-199)。HemTはマウス
赤白血病細胞で優先的に発現し、3種類のHemT転写産物、HemT-1、2および3が同定された
。HemT-3のアミノ酸配列はGMLのそれと高い程度の同一性を有するので、それらの遺伝子
は相同的であるとみなされる。したがって、ヒトのLY6DおよびGMLは、マウスのLy6dおよ
びGmlのそれらと異なる機能を発展させ、ヒトのLY6DおよびGMLはp53の調節を受けるよう
になったようである。
【０１１５】
　LY6Dの発現は、トポイソメラーゼ阻害剤イリノテカンによる化学療法処理によって大い
に亢進されることが示された(Rubinfeldら、2006年、Nature Biotech. 24: 205-209)。こ
の現象が本実施例の結果と関連があるならば、LY6D発現の誘導はDNA傷害への耐性獲得と
関連しているかもしれない。興味深いことに、GML発現の存在とタキソールおよびシスプ
ラチンなどの抗癌剤への癌細胞の感受性との間の相関が観察された(Furuhataら、1996年
、Oncogene. 13: 1965-1970；Kimuraら、1997、Oncogene. 15: 1369-1374;及びHigashiya
maら、2000年、Eur. J. Cancer. 36: 489-495)。したがって、LY6DおよびGMLは、DNA傷害
に応じて反対の方法で機能するようである。p53スキャンを用いてLY6D遺伝子とGML遺伝子
の間の46kb領域でp53結合部位を捜したところ、(http://131.174.221.43/bioinfo/p53sca
n/default.asp)、この領域ではp53の1つのコンセンサス結合部位だけが見出された。した
がって、両方の遺伝子が同じp53結合部位の下で調節される可能性がある。しかし、qRT-P
CRおよびFCMを用いる分析は、MCF10A細胞でGMLの発現がX線照射によって誘導されないこ
とが示された。したがって、p53に加えて、LY6DまたはGMLのいずれかの発現を支配するい
くつかの因子があるはずである。
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