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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検体における前立腺癌細胞の存在を検出する方法であって、
　ａ）被検体由来の血液試料から得られた、上皮起源の癌細胞を、前立腺特異的マーカー
に特異的に結合する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と接触させることであって、前記抗ＳＴＥＡＰ
－１抗体がポリクローナル抗体であるか又は微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９のハイブ
リドーマ細胞により産生されるマウスモノクロール抗体１５Ａ５である、前記接触させる
こと、及び
　ｂ）癌細胞のいずれかが前立腺特異的マーカーを発現するかを判定すること
を含み、
　前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の存在が被検体における前立腺癌への罹患を予
測し、前立腺特異的マーカーがＳＴＥＡＰ－１である、方法。
【請求項２】
　前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の量を測定することを更に含み、その量が被検
体における前立腺癌のステージを予測するものである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　癌細胞上の前立腺特異的マーカーの発現レベルを測定することを更に含む、請求項１又
は２に記載の方法。
【請求項４】
　前立腺特異的マーカーの発現レベルに基づいて癌細胞をグレード分類し、各グレードに
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おける癌細胞のパーセンテージを決定することを更に含む、請求項１から３の何れか一項
に記載の方法。
【請求項５】
　各グレードに対するグレードスコアを、該グレードにおける癌細胞のパーセンテージに
、該グレードにおける前立腺特異的マーカーの発現レベルを表すグレード固有の番号を乗
じることによって、算出することと、グレードスコアを全て合計することによって、被検
体における前立腺癌のステージを示す指標であるＨスコアを得ることを更に含む、請求項
１から４の何れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　癌細胞が、上皮由来の癌細胞に特異的に結合するリガンドを含む捕捉組成物を用いて血
液試料から識別される、請求項１から５の何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　リガンドが、癌細胞に優先的に発現される上皮抗原に特異的に結合する抗体である、請
求項６に記載の方法。
【請求項８】
　上皮抗原が上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　識別された癌細胞が血液試料から分離される細胞画分に濃縮される、請求項６から８の
何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　細胞画分が磁場下で分離される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　捕捉組成物中のリガンドが磁性粒子（例えばコロイド状磁性粒子、例えばコロイド状磁
性ナノ粒子）に結合する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　リガンドがＥｐＣＡＭ抗体を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体がＫＤ値１０００ｎＭ以下でＳＴＥＡＰ－１と結合する、請求項
１から１２の何れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体が検出可能な第１の標識とコンジュゲートされる、請求項１から
１３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　癌細胞が、上皮由来の癌細胞の検出を可能にする一つ以上の試薬を用いて識別される、
請求項１から１４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　試薬が、サイトケラチンに特異的に結合するリガンドを含み、リガンドが、検出可能な
第２の標識と任意選択的にコンジュゲートされる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　試薬が細胞を非細胞成分から識別する色素を更に含む、請求項１５又は１６に記載の方
法。
【請求項１８】
　色素が４',６-ジアミジノ-２-フェニルインドール（ＤＡＰＩ）である、請求項１７に
記載の方法。
【請求項１９】
　試薬が白血球マーカーに特異的に結合するリガンドを更に含み、リガンドが検出可能な
第３の標識と任意選択的にコンジュゲートされる、請求項１５から１８の何れか一項に記
載の方法。
【請求項２０】
　白血球マーカーに対するリガンドがＣＤ４５抗体である、請求項１９に記載の方法。
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【請求項２１】
　判定が、免疫蛍光顕微鏡法、フローサイトメトリー、光ファイバースキャンサイトメト
リー、又はレーザースキャンサイトメトリーに基づく方法による、請求項１から２０の何
れか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　被検体における前立腺癌治療への応答をモニターする方法であって、
　ａ）被検体由来の第１血液試料から得られた、上皮起源の癌細胞の第１群を、前立腺特
異的マーカーに特異的に結合する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と接触させること、
　ｂ）前立腺特異的マーカーを発現する第１群の癌細胞の量及び／又は癌細胞中の前立腺
特異的マーカーの発現レベルを測定すること、
　ｃ）前立腺癌治療の試験期間後の被検体由来の第２血液試料から得られた、上皮起源の
癌細胞の第２群を、前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と接
触させること、
　ｄ）前立腺特異的マーカーを発現する第２群の癌細胞の量及び／又は癌細胞中の前立腺
特異的マーカーの発現レベルを測定すること、及び
　ｅ）ステップｂ）で測定した前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の量及び／又は前
立腺特異的マーカーの発現レベルと、ステップｄ）でのそれらの値を比較すること
を含み、前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の量の減少及び／又は癌細胞中の前立腺
特異的マーカーの発現レベルの低下が、被検体における前立腺癌治療への応答を示し、前
記抗ＳＴＥＡＰ－１抗体がポリクローナル抗体であるか又は微生物寄託番号ＰＴＡ－１２
２５９のハイブリドーマ細胞により産生されるマウスモノクロール抗体１５Ａ５であり、
前立腺特異的マーカーがＳＴＥＡＰ－１である、方法。
【請求項２３】
　前立腺癌治療が前立腺特異的マーカーに結合する抗体又は抗体－薬物コンジュゲート（
ＡＤＣ）を含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　ＡＤＣが、細胞傷害剤に共有結合した抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を含む、請求項２２又は２
３に記載の方法。
【請求項２５】
　細胞傷害剤が、毒素、化学療法剤、薬剤の構成成分、モノメチルアウリスタチンＥ（Ｍ
ＭＡＥ）、抗生剤、放射性同位体、及び核酸分解酵素から選択される、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２６】
　請求項１から２５の何れか一項に記載の方法を実施するためのキットであって、微生物
寄託番号ＰＴＡ－１２２５９のハイブリドーマ細胞により産生されるマウスモノクロール
抗体１５Ａ５を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、その内容全体が本明細書において出典明示により援用される、２０１１年１
１月２９日に出願された米国特許仮出願第６１／６２９８８６号及び２０１２年９月１９
日に出願された米国特許仮出願第６１／７０３０９９号の米国特許法第１１９条（ｅ）に
基く優先権を主張する。
【０００２】
　本発明は、腫瘍学及び癌診断の分野に関し、特に前立腺癌のスクリーニング、ステージ
ング及び治療モニタリングのための組成物及び方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　前立腺癌は男性において最も高頻度に見られる癌の一つである。大多数の前立腺癌は発
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症早期において症状がなく増殖が遅い一方で、ある種の前立腺癌はより侵攻性、有痛性、
致死性を有する。現在、２つの主要なタイプの非侵襲的スクリーニング検査が男性におけ
る前立腺癌発見のために利用可能である。一つは直腸指診（ＤＲＥ）であり、これは医師
が手袋で覆われた指を直腸に挿入し前立腺に触れることにより前立腺の異常を発見するも
のである。もう一つは、前立腺表面抗原検査(ＰＳＡ検査)であり、これは血液試料中のＰ
ＳＡレベルを測定するものである。米国食品医薬品局（ＦＤＡ）は、男性における前立腺
癌の発見に役立てるためにＤＲＥと併用したＰＳＡ検査の使用を認可したが、ＰＳＡ検査
は、実際に人命を救うかどうか明らかでないため、スクリーニングにおいて論争がある。
特に、最近、米国予防医学作業部会(ＵＳＰＳＴＦ)は、ＰＳＡスクリーニングは不必要な
痛みや副作用を引き起こす治療や検査を招く一方で、前立腺癌死亡率を全く或いほとんど
低下させないという調査結果に基づき、健常男性におけるＰＳＡスクリーニングを行わな
いよう勧告した（例えば、R. Chou等, Ann. Intern. Med., October 7, 2011 E-375; Dju
lbegovic等, BMJ 2010, 341: c4543を参照）。前立腺癌の最も決定的な診断は生検であり
、腫瘍細胞の有無を調べる顕微鏡検査を行うために、疑われる患者から前立腺の小片を切
除する。明らかに、そのような処置はむしろ侵襲性が高く、初期のスクリーニング検査で
は望ましくない。
【０００４】
　他のあらゆるタイプの癌と同様に、前立腺癌患者の死亡は原発腫瘍によるのではなく転
移による場合がほとんどである。原発腫瘍細胞の中には、原発組織から離れて体内を循環
するものもある。これらの細胞は循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）と呼ばれる。一度ＣＴＣが体内
の好適な部位に種をまくように広がれば、転移性コロニーを形成する可能性がある。転移
性コロニーは発見が難しい上に、二次性腫瘍へと進行するうちに死亡等の重篤な事態が生
じるおそれがある。ＣＴＣ検出のためにこれまでさまざまな試みがなされている。しかし
、ＣＴＣの原発部位が前立腺なのかを識別し、また、前立腺癌の進行度を判定する方法は
これまで開発されていない。ＰＳＡスクリーニングが死亡率低下に寄与していないという
最近の研究結果を考慮すると、前立腺癌の診断及び予後診断において、信頼性のある結果
を提供することが可能な薬剤及び方法の開発に対するニーズは依然として非常に高い。
【発明の概要】
【０００５】
　一態様において、本開示は、被検体について前立腺癌を診断するための方法であって、
ａ）前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体と、被検体より採取した血液試料中の
上皮由来の複数の癌細胞を接触させることと、ｂ）癌細胞の何れかが前立腺特異的マーカ
ーを発現しているかどうかを判定することを含み、ここで、前立腺特異的マーカーを発現
する癌細胞の存在が、被検体における前立腺癌の存在を予測する、方法を提供する。
【０００６】
　ある実施態様において、この方法は、前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の量を測
定することを更に含み、この量は被検体における前立腺癌のステージを予測するものであ
る。
【０００７】
　ある実施態様において、この方法は、該癌細胞上の前立腺特異的マーカーの発現レベル
を測定することを更に含む。
【０００８】
　ある実施態様において、この方法は、前立腺特異的マーカーの発現レベルに基づいて該
癌細胞をグレード分類し、各グレードにおける該癌細胞のパーセンテージを決定すること
を更に含む。
【０００９】
　ある実施態様において、この方法は、各グレードの癌細胞のパーセンテージに、前立腺
特異的マーカーの発現レベルに基づいて割り当てられたそのグレード固有のグレード番号
を乗じて各グレードのスコアを算出することと、この全グレードのスコアを合計すること
によって、被検体における前立腺癌のステージを表す指標であるＨスコアを得る、方法を
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含む。
【００１０】
　ある実施態様において、癌細胞は、上皮由来の癌細胞に特異的に結合するリガンドを含
む捕捉組成物によって、血液試料から識別される。ある実施態様において該リガンドは、
癌細胞上に優先的に発現する上皮抗原に特異的に結合する抗体である。ある実施態様にお
いて、この上皮抗原は上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）である。
【００１１】
　ある実施態様において、識別された癌細胞は、血液試料から分離した細胞画分に濃縮さ
れる。ある実施態様において、この細胞画分は、磁場下で分離される。ある実施態様にお
いて、捕捉組成物中のリガンドは、磁性粒子に結合する。
【００１２】
　ある実施態様において、前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体は、抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１抗体を含む。ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、Ｋｄ値１０００ｎ
Ｍ以下でＳＴＥＡＰ－１と結合する。ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、
マウスモノクローナル抗体である。ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、微
生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９として寄託されているハイブリドーマ細胞により産生さ
れた１５Ａ５である。
【００１３】
　ある実施態様において、癌細胞は、上皮由来の癌細胞の検出を可能にする一つ以上の試
薬を用いて識別される。ある実施態様において、この試薬は、サイトケラチンに特異的に
結合するリガンドを含み、そのリガンドは検出可能な第２標識と任意選択的にコンジュゲ
ートされる。ある実施態様において、この試薬は、細胞を非細胞成分から識別する色素を
更に含む。ある実施態様において、該試薬は、白血球マーカーに特異的に結合するリガン
ドを更に含む。
【００１４】
　ある実施態様において、癌細胞は、免疫蛍光顕微鏡法、フローサイトメトリー、光ファ
イバースキャンサイトメトリー、又はレーザースキャンサイトメトリーに基づく方法によ
って検出される。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、被検体における前立腺癌治療の効果を予測する方法を提
供する。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、被検体における前立腺癌治療に対する応答をモニターす
る方法を提供する。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、抗体１５Ａ５が結合するエピトープと実質的に同じエピ
トープに結合する抗体を提供し、ここで、抗体１５Ａ５は微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２
５９として寄託されているハイブリドーマ細胞により産生されるものである。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９として寄託されてい
るハイブリドーマ細胞株を提供する。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、ＳＴＥＡＰ－１に特異的に結合する抗体を含む血液試料
中の、ＳＴＥＡＰ－１を発現している前立腺癌細胞を検出するための検査キットを提供す
る。ある実施態様において、この検査キットは、上皮由来の癌細胞に特異的に結合する第
１リガンド、上皮マーカーに特異的に結合する第２リガンド、及び白血球マーカーに特異
的に結合する第３リガンドに結合する磁性粒子、並びに、細胞を非細胞成分から識別する
色素から成る群より選択される一つ以上の組成物を更に含む。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
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【図１】抗ＳＴＥＡＰ－１抗体による染色レベルに基づくＣＴＣの代表的なスコアリング
基準を示す。
【図２Ａ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、マウスモノクローナル抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体３７、及びウサギポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌ
Ｓｅａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、ＬＢ５０細胞上のＳＴＥＡＰ－１発現
を示す。
【図２Ｂ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、及びウサギポリクローナル抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、
ＰＣ３細胞上のＳＴＥＡＰ－１発現を示す。
【図２Ｃ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、マウスモノクローナル抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体３７、及びウサギポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌ
Ｓｅａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、ＬＢ５０細胞のＨスコアを示す。
【図２Ｄ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、及びウサギポリクローナル抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、
ＰＣ３細胞のＨスコアを示す。
【図３Ａ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＳＴＥＡＰ－１発現を
示す。
【図３Ｂ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＨスコアを示す。
【図４】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（
登録商標）システムで測定された、１１名の患者の血液試料におけるＨスコアを示す。
【図５Ａ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
（登録商標）システムで測定された、１０名の患者の血液試料におけるＨスコアを示す。
【図５Ｂ】同じ患者由来の腫瘍組織試料でのＩＨＣ結果と、上記結果との比較を示す。
【図５Ｃ】同じ患者由来の腫瘍組織試料でのＩＨＣ結果と、上記結果との比較を示す。
【図６Ａ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＳＴＥＡＰ－１発現を
示す。
【図６Ｂ】ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用してＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＨスコアを示す。
【図６Ｃ】マウスモノクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１５Ａ５を使用してＣｅｌｌＳｅ
ａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＳＴＥＡＰ－
１発現を示す。
【図６Ｄ】マウスモノクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体１５Ａ５を使用してＣｅｌｌＳｅ
ａｒｃｈ（登録商標）システムで測定された、異なるスパイク試料におけるＨスコアを示
す。
【図７Ａ】同一患者のペア試料におけるＣＴＣ計数の再現性を、患者ごとのＣＴＣ数によ
って示す。
【図７Ｂ】同一患者のペア試料由来のＣＴＣにおけるＳＴＥＡＰ－１バイオマーカー発現
レベルの再現性を、患者ごとのＨスコアによって示す。
【図８】ベースライン１及び２で採取された血液試料間でのＣＴＣ数の高い相関性を示す
。
【図９】投与量１－７の用量漸増療法期間中の患者におけるＣＴＣ数の、投与前後での倍
数変化を示す。
【図１０】投与量１－７の用量漸増療法期間中の患者における投与前及び投与後のＣＴＣ
数を示す。
【図１１】投与量１－７の用量漸増療法期間中の患者における投与前及び投与後のＣＴＣ
数を示す。
【発明を実施するための形態】
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【００２１】
Ｉ．定義
　用語「腫瘍」又は「癌」は、本明細書では互換的に使用され、腫瘍性又は悪性の細胞の
成長、増殖もしくは転移によって特徴づけられるいかなる病状も意味し、また、固形癌と
、白血病などの非固形癌の両方を含む。
【００２２】
　本明細書で用いられる用語「前立腺癌」又は「前立腺腫瘍」は、前立腺組織由来の癌又
は腫瘍を指す。
【００２３】
　（癌や腫瘍など）疾患の文脈で用いられる用語「ステージ」は、その疾患の進行度（重
症度）を指す。　
【００２４】
　本明細書で用いられる用語「ステージング」は、疾病がどこまで進行しているのか、そ
のステージを判定することを指す。
【００２５】
　本明細書で用いられる用語「診断」（及び「診断する」や「診断の」などの文法的変形
）は、癌の識別など、分子状態もしくは病的状態、疾患や病状の識別を指し、又は、特定
の治療計画が効果的な癌患者を識別することを指す。
【００２６】
　本明細書で用いられる用語「予後」（及び「予後診断する」や「予後の」等の文法的変
形）は、癌治療などの療法が効果を発揮する可能性の予測を指す。
【００２７】
　本明細書で用いられる用語「予測」又は「予測する」は、患者が特定の抗前立腺癌療法
に好ましい応答もしくは好ましくない応答を示す可能性を指す。一実施態様では、予測は
、それらの応答の程度に関するものである。一実施態様では、予測は、例えば特定の治療
薬による治療の後に、患者が生存もしくは改善していて、ある一定期間疾患の進行がみら
れないかどうか、及び／又はその可能性に関する。
【００２８】
　用語「効果」は、最も広い意味で用いられており、いかなる望ましい効果をも意味し、
特に本明細書に定義されているような臨床効果を含む。
【００２９】
　「個体」又は「被検体」は、哺乳動物である。哺乳動物は、限定されないが、家畜動物
（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、ウマ）、霊長類（例えば、ヒト、及びサルなどの
非ヒト霊長類）、ウサギ、げっ歯類（例えば、マウスやラット）を含む。ある実施態様に
おいて、個体又は被検体はヒトである。
【００３０】
　用語「前立腺６膜貫通上皮抗原１」（又はＳＴＥＡＰ－１とも称される）は、主に前立
腺組織において発現され、複数の癌細胞株において発現上昇することが認められている細
胞表面抗原を指す。Hubert等 (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96(25), 14523-8.
典型的ヒトＳＴＥＡＰ－１は、２００７年１０月２６日出願の米国特許出願公開第２００
９／０２８００５６号に記載の配列番号：１のアミノ酸配列を持ち、この出願は出典明示
によりその全文が本明細書中に明示的に援用される。
【００３１】
　用語「抗ＳＴＥＡＰ－１抗体」及び「ＳＴＥＡＰ－１に結合する抗体」は、ＳＴＥＡＰ
－１を標的とした診断剤として有用となるように、十分な親和性を有してＳＴＥＡＰ－１
と結合することができる抗体を指す。一実施態様では、無関係の、非ＳＴＥＡＰ－１タン
パク質への抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の結合の程度は、例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩ
Ａ）によって測定した場合、該抗体のＳＴＥＡＰ－１への結合の約１０％未満である。あ
る実施態様において、ＳＴＥＡＰ－１へ結合する抗体の解離定数（Ｋｄ）は、≦１μＭ、
≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００
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１ｎＭ（例えば１０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍから１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍ
から１０－１３Ｍ）である。ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、異なる種
由来のＳＴＥＡＰ－１間で保持されているＳＴＥＡＰ－１のエピトープに結合する。
【００３２】
　「親和性」とは、分子（例えば、抗体）の単一結合部位とその結合パートナー（例えば
、抗原）との間の非共有結合相互作用の総和の強度を指す。本明細書に用いられる「結合
親和性」とは、別段の記載がない限り、結合対（例えば、抗体と抗原）のメンバー間の１
対１の相互作用を反映している本質的な結合親和性を指す。分子Ｘの、そのパートナーＹ
に対する親和性は、一般的に解離定数（Ｋｄ）で表すことができる。親和性は、本明細書
に記載したものを含む、当該技術分野で知られている一般的な方法によって測定すること
ができる。結合親和性を測定するための具体的な例示であって典型的な実施態様は、以下
で説明される。
【００３３】
　用語「抗体」は、本明細書で最も広い意味で用いられ、様々な抗体構造を包含し、モノ
クローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、及び
、所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片を含むがこれらに限定されない。
【００３４】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体が結合する抗原に結合するインタクトな抗体の一部
を含むインタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例としては、限定されないが、Ｆ
ｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'-ＳＨ、Ｆ(ａｂ')２、ダイアボディ、直鎖状抗体、単鎖抗
体分子（例えば、ｓｃＦｖ）、及び、抗体断片から形成される多重特異性抗体などがある
。
【００３５】
　参照抗体と「同一のエピトープに結合する抗体」とは、競合アッセイにおいて５０％以
上、参照抗体のその抗原への結合をブロックする抗体を指す。また逆に参照抗体は、競合
アッセイにおいて５０％以上、該抗体のその抗原への結合をブロックする。典型的な競合
アッセイを本明細書で提供する。
【００３６】
　本明細書に用いられる用語「抗体１５Ａ５」は、微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９と
して寄託されているハイブリドーマ細胞株により産生された、マウスモノクローナル抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１抗体を指す。このハイブリドーマ細胞株の微生物寄託情報は後述の通りであ
る。ＡＴＣＣ寄託番号：ＰＴＡ－１２５９９、寄託日：２０１１年１１月１７日、寄託材
料：抗体１５Ａ５を産生するハイブリドーマ１５Ａ５．１．１．１（７２８４とも標記）
。
【００３７】
　抗体の「クラス」は、その重鎖の定常ドメイン又は定常領域のタイプを指す。抗体の主
要なクラスには、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭの５つがあり、これらの幾
つかは、更にサブクラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉ
ｇＧ４、ＩＧＡ１、及びＩｇＡ２に分けることができる。免疫グロブリンの異なるクラス
に対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
【００３８】
　用語「完全長抗体」、「インタクトな抗体」及び「全抗体」は、本明細書中で互換的に
使用され、天然抗体構造と実質的に類似の構造を有するか、又は本明細書で定義されるＦ
ｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００３９】
　本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団を構成する個々の抗体は、通常少量存在する、起こ
りうる変異体抗体（例えば自然発生的な突然変異やモノクローナル抗体製剤の製造時に発
生する変異体）を除いて同一であり、及び／又は、同じエピトープに結合する。異なる決
定基（エピトープ）に対する異なる抗体を一般的に含むポリクローナル抗体調製物とは対
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照的に、モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に
対するものである。従って、修飾語「モノクローナル」は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体の特徴を示し、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
されるべきではない。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、限定さ
れないが、ハイブリドーマ法、組換えＤＮＡ法、ファージディスプレイ法、ヒト免疫グロ
ブリン遺伝子座の全部又は一部を含むトランスジェニック動物を利用する方法を含む様々
な技術によって作製され、モノクローナル抗体を作製するためのこれらの方法及び他の典
型的な方法は、本明細書に記載されている。
【００４０】
　「天然抗体」は、様々な構造を有する天然に生じる免疫グロブリン分子を指す。例えば
、天然ＩｇＧ抗体は、ジスルフィド結合している２本の同一の軽鎖と２本の同一の重鎖か
ら成る約１５００００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。Ｎ末端からＣ末端に
かけて各重鎖は、可変重鎖ドメイン又は重鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域（ＶＨ）
を有し、３つの定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３）が続く。同様に、Ｎ末端から
Ｃ末端にかけて各軽鎖は、可変軽鎖ドメイン又は軽鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域
（ＶＬ）を有し、一つの定常軽鎖（ＣＬ）ドメインが続く。抗体の軽鎖は、その定常ドメ
インのアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）とラムダ（λ）と呼ばれる、２つのタイプ
のいずれかに分けることができる。
【００４１】
　本明細書で用いられる用語「細胞傷害剤」は、細胞の機能を阻害もしくは阻止し、及び
／又は細胞死もしくは破壊を生ずる物質を指す。細胞傷害剤は、限定されないが、放射性
同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、
Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体）、化学療法剤又
は薬物（例えば、メトトレキセート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド（ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシ
ンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入剤）、成長阻害剤、核酸分解酵素な
どの酵素及びその断片、抗生物質、小分子毒素又は細菌、真菌、植物もしくは動物由来の
酵素活性毒素（それらの断片及び／又はその変異体を含む）などの毒素を含む。本発明に
好適な細胞傷害剤の例は、出典明示によりその全文が本明細書中に明示的に援用される、
２００７年１０月２６日出願の米国特許出願公開第２００９／０２８００５６号に記載さ
れているが、これに限定されない。例えば、ある実施態様において、細胞傷害剤は、モノ
メチルアウリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）である。
【００４２】
　「単離された」抗体は、その天然の環境の成分から分離された抗体である。幾つかの実
施態様において、抗体は、例えば、電気泳動法（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、等電点電気泳動法（
ＩＥＦ）、キャピラリー電気泳動法など）、又はクロマトグラフィー（例えば、イオン交
換や逆相ＨＰＬＣ）により決定して９５％又は９９％より大きい純度まで精製される。抗
体純度の評価法の総説としては、例えばFlatman等, J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007)
を参照のこと。　
　「単離された」核酸は、その天然の環境の成分から分離された核酸分子を指す。単離さ
れた核酸は、核酸分子を通常含む細胞に含まれる核酸分子を含むが、しかし、その核酸分
子は、染色体外又は染色体上の本来の位置とは異なる染色体位置に存在している。
【００４３】
　「抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードする単離された核酸」は、抗体の重鎖及び軽鎖（又は
その断片）をコードする一つ以上の核酸分子を指し、単一のベクター又は個々のベクター
内のそのような核酸分子、及び、宿主細胞内の１以上の位置に存在するそのような核酸分
子を含む。
【００４４】
　本明細書に用いられる用語「ベクター」は、それが結合される別の核酸を伝播すること
ができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、及び、それ
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が導入された宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。ある種のベクターは、そ
れらが作動的に結合されている核酸の発現を指示することができる。そのようなベクター
は、本明細書では「発現ベクター」と言う。
【００４５】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞培養」は互換的に使用され、外因性
の核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫も含める。宿主細胞は、「形質転
換体」及び「形質転換された細胞」を含み、一次形質転換細胞、及び継代数に関係なくそ
の細胞に由来する子孫を含む。子孫は親細胞と核酸含量が完全に同一ではない場合があり
、変異体が含まれることがある。最初に形質転換された細胞においてスクリーニング又は
選択されたものと同じ機能もしくは生物活性を有する変異型子孫が本明細書に含まれる。
【００４６】
　用語「添付文書」は、治療用製品の商用パッケージに慣習的に含まれている注意書きを
指し、それには、適応症、用法、用量、投与、併用療法、禁忌についての情報、及び／又
は該治療用製品の使用についての警告が含まれている。
【００４７】
ＩＩ．方法
　一態様において、本発明は、被検体より採取した血液試料を用いて被検体における前立
腺癌の診断又はステージングを行うための方法を提供する。特に、本発明は、ＣＴＣが一
つ又はそれ以上の前立腺特異的マーカーを発現しているかどうかを判定することにより、
被検体における前立腺癌の診断又はステージングを行うための方法を提供する。
【００４８】
　本明細書で提供される方法において、ＣＴＣは、一つ又はそれ以上の前立腺特異的マー
カーを発現しているかどうかを調べるために解析される。ＣＴＣ上の前立腺特異的マーカ
ーの検出は、前立腺癌の診断及びステージングに関する更なる情報を提供する。
【００４９】
　ある実施態様において、本発明は被検体に前立腺癌の診断又はステージングを行うため
の方法であり、ａ）前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体と、被検体より採取し
た血液試料中の上皮由来の複数の癌細胞を接触させることと、ｂ）これらの癌細胞の何れ
かが前立腺特異的マーカーを発現しているかどうかを判定することを含む方法を提供する
。また、この前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の存在は、被検体における前立腺癌
の存在を予測するものである。
【００５０】
　用語「上皮由来の癌細胞」は、少なくとも一つの上皮性マーカーを発現する癌細胞を指
す。本明細書で使用される用語「マーカー」は、特定のタイプの細胞に選択的に発現し、
それらの細胞を他のタイプの細胞から識別するのを助ける抗原分子を指す。例えば、上皮
性マーカーは、すべての上皮細胞表面に発現するが白血球表面には通常見られない抗原分
子である。上皮由来の癌細胞は、例えば、腫瘍マーカー（腫瘍細胞上に選択的に見られる
が正常細胞表面にはあまり見られない抗原分子）も発現することがある。ある実施態様に
おいて、上皮由来の癌細胞はＣＴＣを含む。
【００５１】
　ある実施態様において、上皮由来の癌細胞は、癌細胞中にも選択的に見られる上皮性マ
ーカーを少なくとも一つ発現する。このような上皮性マーカーの検出は、上皮由来の癌細
胞を示唆する。ある実施態様において、このような上皮性マーカーは上皮細胞接着分子（
ＥｐＣＡＭ）である。　
【００５２】
　この上皮由来の癌細胞は、被検体より採取した血液試料から得たものである。この血液
試料はヒト由来の血液で、例えば、血漿試料、血清試料、全血又は抗凝固剤等特定の薬剤
で処理した血液など、任意の試料であってもよい。血液試料は、直接被検体より得るか、
又は、被検体より血液サンブルを収集する組織から得ることができる。
【００５３】
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　ある実施態様において、癌細胞は捕捉組成物を用いて血液試料から識別される。ある実
施態様において、この捕捉組成物は、上皮由来の癌細胞に特異的に結合するリガンドを含
む。ある実施態様において該リガンドは、癌細胞表面に選択的に発現する上皮抗原に特異
的に結合する抗体である。ある実施態様において、この上皮抗原はＥｐＣＡＭである。
【００５４】
　本明細書に用いられる用語「識別（する）」は、上皮由来の癌細胞を血液試料中の他の
成分から実質上区別することを指す。例えば、上皮由来の癌細胞は捕捉組成物により結合
されるか又は捕捉され、一方、他の成分は結合又は捕捉されない。
【００５５】
　識別された癌細胞は、血液試料中の他の成分から分離される場合とされない場合がある
。ある実施態様において、識別された癌細胞は試料中の他の成分から分離又は濃縮されて
いない。例えば、血清試料などの血液試料は、スライドに載せられ、捕捉組成物によって
識別され、分離又は濃縮操作なしで他の試薬と更に接触させられる。
【００５６】
　ある実施態様において、識別された癌細胞は血液試料から分離した細胞画分に濃縮され
る。本明細書で用いられる用語「濃縮」は、細胞画分中の識別された癌細胞の濃度が、血
液試料中よりも高いことを指す。任意の好適な技術が細胞画分を分離するために使用され
てよい。癌細胞の分離を可能にする捕捉組成物と癌細胞との複合体形成後に用いられる、
当該技術分野において一般的な技術は、限定されないが、例えば、重力分離、磁気分離、
アフィニティー分離を含む。重力分離に関して捕捉組成物は、識別された癌細胞の濃縮を
可能にするために沈降することができる粒子又はビーズに結合する。磁気分離に 関して
捕捉組成物は、好適な磁場で分離することができる磁気粒子に結合する。アフィニティー
分離に関して捕捉組成物は、スライドなどの装置上で固定され、識別された細胞の捕捉を
可能にする。
【００５７】
　ある実施態様において、この細胞画分は磁場下で分離される。ある実施態様において、
捕捉組成物中のリガンドは磁性粒子に結合する。
【００５８】
　本明細書に記載の方法に適した磁性粒子は、当該技術分野で公知の方法を用いて調製す
ることができる。例えば、米国特許第５５９７５３１号、第５６９８２７１号、及び第６
３６５３６２号を参照のこと。また、手順はLiberti等, In Fine Particles Science and
 Technology、777-90, E. Pelizzetti （編）（1996）にも記載されている。簡単には、
磁性粒子はポリマー又はタンパク質（例：ウシ血清アルブミン、カゼイン）でコーティン
グされた磁気コア（例：酸化鉄）を含む。磁性粒子の質量及び大きさは、磁性粒子が磁気
応答性をもつが免疫蛍光検出のような分析技術ではほぼ検出されないように制御すること
ができる。磁性粒子の好適なサイズは２００ｎｍ未満であり、例えば９０から１５０ｎｍ
の粒度分布範囲が望ましい。磁性粒子の質量は７０から９０％の範囲である。
【００５９】
　ある実施態様において、磁性粒子はコロイド状である。かかるコロイド状磁性粒子は溶
液中で長時間にわたりほぼ定常状態を保ち、また、重力下もしくは印加磁場が存在しない
状態で凝集する傾向がない。ある実施態様において、磁性粒子はコロイド状ナノ粒子であ
る。
【００６０】
　捕捉組成物中のリガンドは、当該技術分野で公知の任意の好適な方法を用いて磁性粒子
に結合することができる。例えば、捕捉組成物は、スクシンイミジル-プロピオノ-ジチオ
ピリジチオピリジン（ＳＰＤＰ）やスルホスクシンイミジル-４-（マレイミドメチル）シ
クロヘキサン-１-カルボキシレート（ＳＭＣＣ）などのヘテロ二官能性リンカーを用いて
磁性粒子に直接結合することができる。他の例としては、ビオチン化抗体を含む捕捉組成
物は、ストレプトアビジンに結合された磁性粒子に結合する。また、捕捉組成物及び磁性
粒子は、アビジン-ビオチン、プロテインＡ-抗体Ｆｃ、受容体リガンド、及びレクチン-
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炭水化物など、結合をもたらす他の接合対と共に導入される。
【００６１】
　ある実施態様において、捕捉組成物はコロイド状磁性ナノ粒子に結合するＥｐＣＡＭ抗
体を含む。ある実施態様において、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システム（ニュー
ジャージー州ヴェリデックス社）が、識別された細胞で濃縮した細胞画分を分離するため
に用いられる。
【００６２】
　上皮由来の癌細胞を、前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体と接触させる。本
明細書で用いられる用語「前立腺特異的」は、前立腺組織に選択的に見られるマーカーで
、実質的に他の組織や細胞から前立腺の組織や細胞を識別する。ある実施態様において、
この前立腺特異的マーカーは、前立腺細胞の表面マーカー又は細胞膜マーカーである。あ
る実施態様において、この前立腺特異的マーカーは、前立腺６膜貫通上皮抗原（ＳＴＥＡ
Ｐ－１）（例えば、Hubert等, (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 14523-14528参
照）、前立腺特異的膜抗原（ＰＳＭ）（例えば、Israeli, R. S.等, (1993) Cancer Res.
 53,227-230 参照）、前立腺癌腫瘍抗原（ＰＣＴＡ－１）（例えば、Su, Z. Z.et al, (1
996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 7252-7257 参照）及び前立腺幹細胞抗原（ＰＳＣ
Ａ）（例えば、Reiter, R. E.等, (1998) Proc. Natl. Acad. Sci USA 95, 1735-1740参
照) から成る群より選択される。典型的ヒトＳＴＥＡＰ－１は、出典明示によりその全文
が本明細書中に明示的に援用される、２００７年１０月２６日出願の米国特許出願公開第
２００９／０２８００５６号に記載の配列番号：１のアミノ酸配列を有する。
【００６３】
　ある実施態様において、前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体は、抗ＳＴＥＡ
Ｐ－１抗体を含む。ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はＫｄ値１０００ｎＭ
以下でＳＴＥＡＰ－１と結合する。抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、ポリクローナル抗体又はモ
ノクローナル抗体のいずれであってもよく、例えば、ヒツジ抗体、ウサギ抗体又はマウス
抗体など、好適ないかなる種のものでもよい。
【００６４】
　ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、マウスモノクローナル抗体である。
ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９と
して寄託されているハイブリドーマ細胞により産生された１５Ａ５である。ある実施態様
において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、抗体１５Ａ５が結合するエピトープと実質的に同じ
エピトープに結合する抗体である。
【００６５】
　ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、検出可能な第１標識とコンジュゲー
トされる。任意の検出可能で好適な標識が使用されうる。ある実施態様において、検出可
能な標識は、フルオロフォアＡＦ－４８８、シアン色素誘導体、フルオレセイン、ローダ
ミン、テキサスレッド、アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）、フィコエリトリン、フルオ
レセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）などの蛍光標識である。抗体を検出可能な標識
とコンジュゲートさせる方法は、当該技術分野においてよく知られており、例えば、Herm
anson, G..T.,Bioconjugate techniques、Academic Press 2008を参照のこと。
【００６６】
　ある実施態様において、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体はコンジュゲートされていない。非コン
ジュゲート抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、検出可能な標識（例：検出可能な第１標識）とコン
ジュゲートされた二次抗体を用いて検出される。このような二次抗体は、当該技術分野で
一般に用いられているように、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と異なる種において産生される任意
の抗体であり得、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の定常領域を認識する。
【００６７】
　ある実施態様において、癌細胞は、上皮由来の癌細胞の検出を可能にする一つ以上の試
薬を用いて識別される。
【００６８】
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　ある実施態様において、該試薬は、上皮マーカーに特異的に結合するリガンドを含む。
ある実施態様において、該上皮マーカーはＥｐＣＡＭではない。ある実施態様において、
該上皮マーカーはサイトケラチンである。サイトケラチンはほぼ全ての上皮細胞に発現す
るタンパク質群の一つであり、上皮組織の細胞骨格でケラチン含有繊維を形成する。
【００６９】
　ある実施態様において、上皮マーカーに特異的に結合するリガンドは、抗サイトケラチ
ン抗体で、検出可能な第２標識と任意に結合する。例えば、フィコエリトリン等の蛍光標
識など、任意の好適な検出可能な標識が使用される。
【００７０】
　ある実施態様において該試薬は、細胞を非細胞成分から識別する、細胞特異的な色素を
更に含む。例えば、細胞核を染色する色素が使用される。ある実施態様において、該色素
は４',６-ジアミジノ-２-フェニルインドール（ＤＡＰＩ）である。
【００７１】
　ある実施態様において、該試薬は更に、白血球マーカーに特異的に結合するリガンドを
含む。白血球マーカーは、すべての白血球表面に発現するが、非白血球表面には通常発現
しないことから選択される。例えば、ＣＤ４５は好適な白血球マーカーである。ある実施
態様において、白血球マーカーに特異的に結合するリガンドは、検出可能な第３標識とコ
ンジュゲートされる。例えば、該リガンドは、アロフィコシアニンと結合する抗ＣＤ４５
抗体であってもよい。抗ＣＤ４５抗体によって識別された細胞の染色は、白血球を上皮由
来のＣＴＣから取り除くのに役立つ。
【００７２】
　一つの検査に一つ以上の検出可能な標識（色素を含む）が使用される場合、この検出可
能な標識は、それぞれが試料中に存在する他のいかなる検出可能なシグナルを実質的に妨
害することなく、単独で検出されるように選択されることが望ましい。例えば、検出可能
な標識（色素を含む）は、検出条件下で異なる色を示す異なる蛍光分子であってもよい。
【００７３】
　検出は、例えば免疫蛍光顕微鏡法、フローサイトメトリー、光ファイバースキャンサイ
トメトリー又はレーザースキャンサイトメトリー等、任意の好適な方法を用いて行っても
よい。
【００７４】
　ある実施態様において、癌細胞は、細胞特異的な色素並びに、上皮マーカー、前立腺特
異的マーカー及び白血球マーカーにそれぞれ結合する標識化された抗体やリガンドを用い
て染色された後に、免疫蛍光顕微鏡検査のもと可視化される。細胞特異的色素、上皮マー
カー、及び前立腺特異的マーカーに対して陽性だが白血球マーカーに対して陰性の細胞は
、前立腺特異的マーカーを発現する上皮由来の癌細胞に分類される。このような細胞は、
フローサイトメトリーを用いても解析することができる。例えば、Cruz, I.等, Am J Cli
n Pathol, Vol. 123: 66-74 (2005)を参照のこと。
【００７５】
　もう一つの方法として、癌細胞をガラススライド表面に付着させ、スキャンして細胞特
異的色素、上皮マーカー、及び前立腺特異的マーカーに対して陽性だが白血球マーカーに
対して陰性の細胞を探すこともできる（例えば、Marrinucci, D等, Human Pathology, Vo
l. 38, No. 3, 514-519(2007)参照）。同様に、ガラススライド表面に付着した識別され
た該細胞は、レーザースキャン技術で解析することもできる（例えば、Pachmann, K.等, 
Breast Cancer Research, Vol. 7, No. 6, R975-R979 (2005)参照）。
【００７６】
　ある実施態様において、これらの方法は更に、前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞
の量を測定することを含み、この量は被検体における前立腺癌のステージを予測するもの
である。末梢血中の腫瘍細胞の数と、腫瘍のサイズ及び／又は悪性度との相関関係が成立
するための仮定がいくつかなされている。例えば、直径１ｍｍの腫瘍をもつ患者は抹消血
液１００ｍｌあたり約６個の腫瘍細胞をもつ頻度が高いことが報告されている（例えば、
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米国特許第６３６５３６２号参照）。腫瘍のサイズの増大はこの頻度に比例するものと仮
定すると、被検体の癌のステージを示す基準の策定が可能になる。ある実施態様において
、初期又は転移性の前立腺癌と診断された複数の患者から採取した臨床血液試料が、これ
らの患者のために抹消血中の癌細胞の統計的レベルを測定するために使用され、また、そ
れにより将来の検査や解析の基準を提供する。
【００７７】
　ある実施態様において、これらの方法は更に、この癌細胞上の前立腺特異的マーカーの
発現レベルを測定することを含む。幾つかの前立腺特異的マーカーは、腫瘍の成長、転移
及び／又は癌のステージの進行の結果として、その発現レベルが亢進される抗原である。
このような前立腺特異的マーカーは、限定されないが、ＳＴＥＡＰ－１、ＰＳＭＡ、ＰＣ
ＴＡ－１及びＰＳＣＡを含む。癌細胞上の前立腺特異的マーカーの発現レベルは、例えば
前立腺特異的マーカーに対応する蛍光シグナルの強度によって測定するなど、任意の好適
な方法によって測定することができる。
【００７８】
　ある実施態様において、これらの方法は更に、前立腺特異的マーカーの発現レベルに基
づいて癌細胞をグレード分類し、各グレードにおける癌細胞のパーセンテージを決定する
方法を含む。ある実施態様において、癌細胞は、前立腺特異的マーカーの発現レベルに応
じて、高レベル群、中レベル群及び低レベル群にそれぞれ分類される。「高レベル」、「
中レベル」及び「低レベル」の分類基準は、例えば、該マーカーの公知の発現レベルをも
つ樹立した細胞株を用いて決定することができる。例えば、ＬＢ５０細胞株は、ＳＴＥＡ
Ｐ－１を高いレベルに発現することが知られており、ＬｎＣＡＰｎｅｒ細胞株は、ＳＴＥ
ＡＰ－１を中レベルに発現することが知られており、また、ＰＣ３細胞株は、ＳＴＥＡＰ
－１を低レベルに発現することが知られている。従って、ＬＢ５０細胞株と同等かそれ以
上のＳＴＥＡＰ－１発現レベルが検出された癌細胞は、「高レベル」にグレード分類され
る。同様に、ＳＴＥＡＰ－１の発現レベルがＬｎＣＡＰｎｅｒ細胞株のそれと同等かそれ
以上だがＬＢ５０の示すレベルより低い癌細胞は、「中レベル」に分類される。ＳＴＥＡ
Ｐ－１の発現レベルがＰＣ３細胞株のそれと同等かそれ以下のものは、「低レベル」に分
類される。
【００７９】
　更に、各グレードにおける癌細胞の数が測定される。ある実施態様において、グレード
毎に癌細胞のパーセンテージが算出される。高レベル群の癌細胞のパーセンテージが高い
場合、前立腺癌のステージが進行していることを示す。同様に、初期の前立腺癌は、高レ
ベル群の癌細胞のパーセンテージが低く、及び／又は低レベル群の癌細胞のパーセンテー
ジが高い。
【００８０】
　ある実施態様において、これらの方法は更に、各グレードの癌細胞のパーセンテージに
、前立腺特異的マーカーの発現レベルに基づいて割り当てられたそのグレード固有のグレ
ード番号を乗じて各グレードのスコアを算出することと、この全グレードのスコアを合計
することによって、被検体の前立腺癌のステージを表す指標であるＨスコアを得る方法を
含む。例えば、グレード番号３は高レベル群に、２は中レベル群に、及び１は低レベル群
に割り当てられ、これは、０から３００のＨスコアの範囲を規定するものである。高いＨ
スコアは、高レベル群においてより細胞数が多いこと、すなわち、前立腺癌のステージが
より進んでいることを示し、低いＨスコアは、低レベル群においてより細胞数が多いこと
、すなわち、前立腺癌が比較的初期のステージであることを示す。
【００８１】
　幾つかの実施態様では、これらの方法は更に、マーカーの存在及び／又はマーカーの存
在頻度を判定することを含む。幾つかの実施態様において、マーカーの存在は、免疫組織
化学的検査（「ＩＨＣ」）、ウエスタンブロット解析、免疫沈降、分子結合アッセイ、Ｅ
ＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍光活性化細胞分類（「ＦＡＣＳ」）、ＭａｓｓＡＲＲＡＹ、プ
ロテオミクス、定量的な血液に基づくアッセイ（例えば血清ＥＬＩＳＡ）、生化学酵素活
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性アッセイ、インサイツハイブリダイゼーション、ノーザン解析、定量的リアルタイムＰ
ＣＲ（「ｑＲＴ-ＰＣＲ」）や他の増幅型検出方法（例えば、分枝ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、
ＴＭＡなど）を含むポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」）、ＲＮＡ-Ｓｅｑ、ＦＩＳＨ法
、マイクロアレイ解析、遺伝子発現プロファイリング及び／又は遺伝子発現の連続分析（
「ＳＡＧＥ」）、並びに、タンパク質、遺伝子及び／又は組織アレイ解析によって行われ
る多種多様なアッセイの何れか一つによっても判定される。ある実施態様において、マー
カーの存在は、蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ法）によって判定され
る。幾つかの実施態様では、該マーカーは、ＰＴＥＮである。幾つかの実施態様では、Ｃ
ＴＣは、３倍体である。幾つかの実施態様では、ＣＴＣは、ＰＴＥＮ欠損型３倍体である
。幾つかの実施態様では、ＣＴＣは、ＣＥＰ１０ ＦＩＳＨ法によって３倍体と判定され
る。幾つかの実施態様では、ＣＴＣは、ＰＴＥＮ ＦＩＳＨ法によってＰＴＥＮ欠損を含
むと判定される。
【００８２】
　別の態様において、本発明は、被検体に対する前立腺癌治療の効果を予測する方法であ
り、ａ）前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体と、被検体より採取した血液試料
中の上皮由来の複数の癌細胞を接触させることと、ｂ）これらの癌細胞の何れかが前立腺
特異的マーカーを発現しているかどうかを判定することを含む方法も提供する。また、こ
の前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞の存在は、被検体に対する前立腺癌治療の効果
を予測するものである。
【００８３】
　ある種の前立腺特異的マーカーは、前立腺癌治療の治療標的でもある。従って、ＣＴＣ
表面の該マーカーの発現レベル及びその変化は、該マーカーを標的とする治療の効果予測
になる。
【００８４】
　ある実施態様において、これらの方法は更に、前立腺特異的マーカーを発現する癌細胞
の量を測定すること、及び／又は癌細胞上の前立腺特異的マーカーの発現レベルを測定す
ることを含む。例えば、臨床試験初期段階の投与前ベースライン試料由来の癌細胞上の前
立腺特異的マーカー（例：ＳＴＥＡＰ－１）の発現レベルを、ある閾値を超える前立腺特
異的マーカーの発現が前立腺癌治療（例：ＳＴＥＡＰ－１抗体-薬物コンジュゲート（Ａ
ＤＣ）に基づく治療）の臨床活性を予測するのか否かを判定するために、臨床的エンドポ
イント（無進行生存率、ＰＳＡ値の変化、患者が訴える骨痛、全生存率など）と相関させ
ることができる。癌細胞における前立腺特異的マーカー（例：ＳＴＥＡＰ－１）の発現レ
ベルの動的変化（すなわち、投与後試料における低下）を臨床転帰評価尺度と相関させ、
このような変化が治療活性を予測するのか否かを判定することができる。これらの手法は
、前立腺癌治療（例：ＳＴＥＡＰ－１ ＡＤＣに基づく治療）を行う患者の選定のために
使用可能な予測バイオマーカー候補としてのアッセイをクオリフィケーションする際の最
初のステップとして用いることができ、次に検証的第ＩＩＩ相試験でのプロスぺクティブ
な検証へと続く。
【００８５】
　別の態様において、本発明は、被検体における前立腺癌治療への反応をモニターするた
めの方法であり、ａ）被検体より採取した第１の血液試料から得た上皮由来の癌細胞の第
１群を、前立腺特異的マーカーに特異的に結合する抗体と接触させること、ｂ）前立腺特
異的マーカーを発現している第１群の癌細胞の量及び／又はこれらの癌細胞中の前立腺特
異的マーカーの発現レベルを測定すること、ｃ）前立腺癌治療の試験期間後に被検体より
採取した第２の血液試料から得た上皮由来の癌細胞の第２群を、前立腺特異的マーカーに
特異的に結合する抗体と接触させること、ｄ）前立腺特異的マーカーを発現している第２
群の癌細胞の量及び／又はこれらの癌細胞中の前立腺特異的マーカーの発現レベルを測定
すること、並びに、ｅ）ステップｂ）で測定した前立腺特異的マーカーを発現している癌
細胞の量及び／又は前立腺特異的マーカーの発現レベルと、ステップｄ）で測定したそれ
らの値を比較することを含む方法を提供し、この前立腺特異的マーカーを発現している癌
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細胞の量の変化及び／又はこれら癌細胞中の前立腺特異的マーカーの発現レベルの上昇は
、被検体における前立腺癌治療への反応を予測するものである。ある実施態様において、
この前立腺癌特異的マーカーはＳＴＥＡＰ－１である。
【００８６】
ＩＩＩ．抗体
　別の態様において、本発明は、抗体１５Ａ５が結合するエピトープと実質的に同じエピ
トープに結合する抗体を提供し、この抗体１５Ａ５は微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９
として寄託されているハイブリドーマ細胞により産生されるものである。
【００８７】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、ＳＴＥＡＰ－１への結合に関し
て１５Ａ５抗体と競合する。競合アッセイは、ＳＴＥＡＰ－１への結合について、抗ＳＴ
ＥＡＰ－１抗体１５Ａ５と競合する抗体を識別するために使用されてもよい。
【００８８】
　典型的な競合アッセイにおいて、固定化したＳＴＥＡＰ－１が、ＳＴＥＡＰ－１に結合
する第１の標識化された抗体（例えば１５Ａ５）、及びＳＴＥＡＰ－１への結合に関して
第１の抗体と競合する能力について試験された未標識の第２の抗体を含む溶液中で培養さ
れる。この第２抗体はハイブリドーマ上清中に存在してもよい。対照として、固定化した
ＳＴＥＡＰ－１が、第２の未標識の抗体でなく、第１の標識された抗体を含む溶液中で培
養される。第１の抗体のＳＴＥＡＰ－１への結合を許容する条件下で培養した後、未結合
の過剰な抗体を取り除き、固定化したＳＴＥＡＰ－１に結合した標識の量が測定される。
もし、固定化ＳＴＥＡＰ－１に結合した標識の量が、対照試料と比較して検査試料中で実
質的に減少している場合、それは、ＳＴＥＡＰ－１への結合に関して、第２の抗体が第１
の抗体と競合していることを示す。Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory 
Manual ch.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)を参照のこと
。
【００８９】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、ＳＴＥＡＰ－１に対する解離定
数（Ｋｄ）が、≦１０００ｎＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、
≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ（例えば、１０－８Ｍ以下、例えば、１０－８Ｍ
から１０－１３Ｍ、例えば、１０－９Ｍから１０－１３Ｍ）である。
【００９０】
　一実施態様では、以下のアッセイにより説明されるように、Ｋｄは、目的の抗体のＦａ
ｂ型とその抗原を用いて実施される放射標識抗原結合アッセイ（ＲＩＡ）により測定され
る。非標識抗原の滴定系列の存在下でＦａｂを最小濃度のヨウ素１２５標識抗原と平衡さ
せ、次に結合した抗原を抗Ｆａｂ抗体でコーティングしたプレートに捕捉することによっ
て、抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する(例としてChen等 J. Mol. Biol. 29
3:865-881(1999)を参照のこと)。アッセイの条件を決めるために、ＭＩＣＲＯＴＩＴＥＲ
(登録商標)マルチウェルプレート（Thermo Scientific）を５μｇ／ｍｌの捕捉抗Ｆａｂ
抗体（Cappel Labs）を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム（ｐＨ９．６）にて一晩コートして
、その後２％（ｗ／ｖ）のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２
～５時間ブロックする。非吸着プレート（Ｎｕｎｃ＃２６９６２０）において、１００ｐ
Ｍ、又は、２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を、段階希釈した目的のＦａｂと混合する(例え
ば、Presta等, Cancer Res. 57: 4593-4599(1997)の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価
と一致)。次に、目的のＦａｂを一晩培養する。ただし、培養は平衡状態に達したことを
確認するまで長時間(例えばおよそ６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕捉
プレートに移し、室温で培養する(例えば１時間)。そして、溶液を取り除き、プレートを
０．１％のポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ-２０（登録商標））を含むＰＢＳにて８回
洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質（ＭＩＣＲＯＳＣＩＮ
Ｔ-２０（商標）、Ｐａｃｋａｒｄ社製)を加え、プレートをＴＯＰＣＯＵＮＴ（商標）ガ
ンマカウンター（Ｐａｃｋａｒｄ社製）で１０分間計測する。それぞれ最大結合の２０％
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以下の濃度のＦａｂを選択して競合結合アッセイに用いる。
【００９１】
　他の実施態様によると、～１０反応単位(ＲＵ)の固定化した抗原ＣＭ５チップを用いて
２５℃のＢＩＡＣＯＲＥ(登録商標)-２０００又はＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標)-３０００(
ニュージャージー州ピスケイタウェイ、ＢＩＡｃｏｒｅ社製)にて表面プラズモン共鳴ア
ッセイを行ってＫｄを測定する。簡単には、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ（ＣＭ５、ＢＩＡｃｏｒｅ社製）を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ’
-（３-ジメチルアミノプロピル) -カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)、及び、Ｎ-ヒドロキシ
スクシニミド(ＮＨＳ)で活性化する。抗原を１０ｍＭ酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μ
ｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０に
なるように５μｌ／分の流速で注入する。抗原の注入後、未反応群をブロックするために
１Ｍのエタノールアミンを注入する。反応速度論的測定のために、２倍段階希釈したＦａ
ｂ（０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で、０．０５％
ポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ-２０(商標））界面活性剤(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注
入する。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによる単純１対１ラ
ングミュア結合モデル（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）評価ソフトウェアバージョン３．２
）を用いて、会合速度（ｋｏｎ）と解離速度（ｋｏｆｆ）を算出する。平衡解離定数(Ｋ
ｄ)をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出する。例えば、Chen等, J. Mol. Biol. 293:865-881
 (1999)を参照のこと。上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる会合速度が１０６Ｍ－

１ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計（Aviv Instrumen
ts社製）又は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ-ＡＭＩＮＣＯ（商標）分
光光度計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）で測定される、漸増濃度の抗原の存在下
にて、２５℃のＰＢＳ(ｐＨ７．２)中の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強
度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)の増加又は減少を測定す
る蛍光消光法を用いて会合速度を測定することができる。
【００９２】
　結合反応速度測定は、Ｏｃｔｅｔ Ｒｅｄインストルメント（米国カリフォルニア州メ
ンロパーク、ＦｏｒｔｅＢｉｏ社製）を用いても実施することができる。例えば、全ての
洗浄、希釈及び測定は、１０００ｒｐｍでプレートを振動させながら、Ｏｃｔｅｔ緩衝液
（０．２％ドデシルマルトシド、すなわちＤＤＭ、-ＰＢＳ）においても実施することが
できる。ストレプトアビジンバイオセンサーをＯｃｔｅｔ緩衝液中で１０分間平衡化し、
次にビオチン化ＳＴＥＡＰ－１（１％ＤＤＭ中のウィルス溶解物由来、Ｏｃｔｅｔ緩衝液
中に１：８で希釈）を５分間充填した後、１０分間洗浄する。会合段階では、リガンド被
覆ストレプトアビジンチップが抗ＳＴＥＡＰ－１抗体断片中に１０分間浸漬される（８連
続２倍希釈、５００又は５０ｎＭから開始）。Ａｂ-ＳＴＥＡＰ－１複合体の解離はＯｃ
ｔｅｔ緩衝液のみが入っているウェル内で６００秒間測定できる。ＫＤ、Ｋａ及びＫｄは
Ｏｃｔｅｔ評価ソフトウェアｖ６．３を用いて１：１結合モデルにグローバルフィッティ
ングすることにより測定できる。
【００９３】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、限定されないが、マウス抗体、
ヒツジ抗体及びウサギ抗体を含む。ある実施態様において、抗体は、マウスモノクローナ
ル抗体である。
【００９４】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、抗体１５Ａ５の相補性決定領域
（ＣＤＲ）のうちの少なくとも一つを含む。抗体のＣＤＲは、当該技術分野で公知の方法
を用いて測定できる。典型的なＣＤＲ（ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、ＣＤＲ－Ｌ３、Ｃ
ＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、及びＣＤＲ－Ｈ３）は、アミノ酸残基Ｌ１の２４－３４、Ｌ
２の５０－５６、Ｌ３の８９－９７、Ｈ１の３１－３５Ｂ、Ｈ２の５０－６５、及びＨ３
の９５－１０２に生じる。（Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Intere
st, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (
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1991).）重鎖可変領域のＣＤＲ１を例外として、ＣＤＲは一般的に超可変ループを形成す
るアミノ酸残基を含む。ＣＤＲは、抗原に接触する残基である「特異性決定残基」すなわ
ち「ＳＤＲ」も含む。ＳＤＲは、短縮型(abbreviated)ＣＤＲ、又はａ－ＣＤＲと呼ばれ
るＣＤＲの領域内に含まれている。典型的なａ－ＣＤＲ（ａ－ＣＤＲ－Ｌ１、ａ－ＣＤＲ
－Ｌ２、ａ－ＣＤＲ－Ｌ３、ａ－ＣＤＲ－Ｈ１、ａ－ＣＤＲ－Ｈ２、及びａ－ＣＤＲ－Ｈ
３）は、アミノ酸残基Ｌ１の３１－３４、Ｌ２の５０－５５、Ｌ３の８９－９６、Ｈ１の
３１－３５Ｂ、Ｈ２の５０－５８、及びＨ３の９５－１０２に生じる。（Almagro及びFra
nsson, Front. Biosci.13:1619-1633 (2008)参照）特に断らない限り、可変ドメイン内の
ＣＤＲ残基及び他の残基（例えば、ＦＲ残基）は、上掲のＫａｂａｔらに従って、本明細
書において番号が付けられる。
【００９５】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、抗体１５Ａ５の重鎖可変領域の
少なくとも一つ、又は、抗体１５Ａ５の軽鎖可変領域の少なくとも一つを含む。
【００９６】
　用語「可変領域」又は「可変ドメイン」は、抗体の抗原への結合に関与する抗体の重鎖
又は軽鎖の領域を指す。天然抗体の重鎖及び軽鎖可変領域（それぞれＶＨ及びＶＬ）は、
それぞれ４つの保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）と３つの超可変領域（ＨＶＲ）か
ら成り、一般的に似たような構造を有する(例えば、Kindt等 Kuby Immunology, 6版, W.H
. Freeman and Co., p91 (2007)を参照のこと)。抗原結合特異性を付与するには、単一の
ＶＨ又はＶＬドメインで十分である。更に、ある特定の抗原に結合する複数の抗体を、そ
の抗原に特異的に結合するある一つの抗体に由来するＶＨドメイン又はＶＬドメインを用
いて単離し、相補的なＶＬドメイン又はＶＨドメインそれぞれのライブラリーをスクリー
ニングすることができる。例えば、Portolano等, J. Immunol. 150:880-887 (1993); Cla
rkson等, Nature 352:624-628 (1991)を参照のこと。
【００９７】
　本明細書で提供される抗体の抗体断片もまた、本発明に包含される。ある実施態様にお
いて、本明細書で提供される抗体は、抗体断片である。抗体断片は、限定されないが、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'-ＳＨ、Ｆ(ａｂ')２、Ｆｖ、及びｓｃＦｖ断片、及び下記の他の
断片を含む。特定の抗体断片の総説については、Hudson等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)
を参照のこと。ｓｃＦｖ断片の総説については、例えば、Pluckthun, in The Pharmacolo
gy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, (Springer-Verlag, N
ew York), pp. 269-315 (1994)、並びに、国際公開第９３／１６１８５号、米国特許第５
５７１８９４号及び第５５８７４５８号も参照のこと。サルベージ受容体結合エピトープ
残基を含み、かつ生体内半減期が増加したＦａｂ及びＦ(ａｂ')２断片の議論については
、米国特許第５８６９０４６号を参照のこと。
【００９８】
　ダイアボディは、２つの抗原結合部位を有する抗体断片で、二価又は二重特異的であり
うる。例えば、欧州特許出願公開第４０４０９７号、国際公開第１９９３／０１１６１号
、Hudson等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)、及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci.U
SA 90:6444-6448(1993)を参照のこと。トリアボディ及びテトラボディについても、Hudso
n等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)に記載がある。
【００９９】
　単一ドメイン抗体は、抗体の重鎖可変ドメインの全て又は一部、もしくは、軽鎖可変ド
メインの全て又は一部を含む抗体断片である。ある実施態様において、単一ドメイン抗体
は、ヒト単一ドメイン抗体である（米国マサチューセッツ州ウォルサム市Ｄｏｍａｎｔｉ
ｓ社：例えば、米国特許第６２４８５１６号を参照）。
【０１００】
　抗体断片は様々な技術で作製することができ、本明細書に記載するように、インタクト
な抗体のタンパク分解、及び組換え宿主細胞（例えば、大腸菌やファージ）による作製を
含むがこれらに限定されない。
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【０１０１】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、抗体１５Ａ５抗体又はその抗原
結合性断片である。
【０１０２】
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、検出可能な標識に更にコンジュ
ゲートされる。好適な標識には、限定されないが、直接検出される標識又は部分（蛍光標
識、発色団標識、高電子密度標識、化学発光標識、放射性標識など）、及び、例えば酵素
反応や分子間相互作用を介して間接的に検出されるような酵素やリガンドといった部分が
含まれる。典型的な標識には、限定されないが、放射性同位元素３２Ｐ、１４Ｃ、１２５

Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ、希土類キレート又はフルオレセイン及びその誘導体などのフル
オロフォア、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルセリフェラー
ゼ（luceriferase）、例えばホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ（米国特許第
４７３７４５６号）、ルシフェリン、２,３-ジヒドロフタラジンジオン、西洋ワサビペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリフォスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコア
ミラーゼ、リゾチーム、サッカライドオキシダーゼ（例えば、グルコースオキシダーゼ、
ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ）、複素環式オ
キシダーゼ（例えば、ウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ）、その他、過酸化水素を
用いて染料前駆体を酸化する酵素（例えば、ＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、マイクロ
ペルオキシダーゼ）、ビオチン／アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、安定
フリーラジカル等が含まれる。
【０１０３】
ＩＶ．核酸及び宿主細胞
　抗体は、例えば米国特許第４８１６５６７号記載の組換え方法及び組成物を用いて作製
され得る。一実施態様において、本明細書に記載される抗ＳＴＥＡＰ－１抗体をコードす
る単離された核酸が提供される。該核酸は、抗体のＶＬを構成するアミノ酸配列、及び／
又は抗体のＶＨを構成するアミノ酸配列（例えば、抗体の軽鎖及び／又は重鎖）をコード
し得る。更なる実施態様において、該核酸を含む一つ以上のベクター（例えば、発現ベク
ター）が提供される。更なる実施態様において、該核酸を含む宿主細胞が提供される。こ
のような一実施態様において、宿主細胞（例えば、以下により形質転換された宿主細胞）
は、（１）抗体のＶＬを構成するアミノ酸配列、及び抗体のＶＨを構成するアミノ酸配列
をコードする核酸を含むベクター、又は（２）抗体のＶＬを構成するアミノ酸配列をコー
ドする核酸を含む第１ベクター、及び抗体のＶＨを構成するアミノ酸配列をコードする核
酸を含む第２ベクターを含む。一実施態様では、該宿主細胞は、真核生物、例えばチャイ
ニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞又はリンパ系細胞（例えば、Ｙ０、ＮＳ０、Ｓｐ２
０細胞）である。一実施態様では、抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の作製方法が提供され、その方
法は、上記のように抗体の発現に好適な条件下で、上記の抗体をコードする核酸を含む宿
主細胞を培養することを含み、宿主細胞（又は宿主細胞培養培地）から任意選択的に抗体
を回収することを含む。
【０１０４】
　抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の組換え作製のために、例えば上述したように、抗体をコードす
る核酸が単離され、宿主細胞内での更なるクローニング及び／又は発現のために一つ以上
のベクターに挿入される。該核酸は容易に単離され、従来の手順を用いて（例えば、抗体
の重鎖と軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを使
用することによって）配列決定することができる。
【０１０５】
　抗体をコードするベクターのクローニング又は発現に好適な宿主細胞は、本明細書に記
載の原核細胞又は真核細胞を含む。例えば、抗体は特に、グリコシル化及びＦｃエフェク
ター機能が必要ない場合には、細菌内で産生することができる。細菌における抗体断片及
びポリペプチドの発現については、例えば、米国特許第５６４８２３７号、第５７８９１
９９号及び第５８４０５２３号を参照のこと（また、大腸菌における抗体断片の発現に関
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する記述は、Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo編, Human
a Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254 参照）。発現の後、抗体は、可溶性画分中の
細菌の細胞ペーストから単離でき、更に精製することができる。
【０１０６】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物も、抗体をコードするベクタ
ーの適切なクローニング宿主又は発現宿主であり、そのグリコシル化経路が「ヒト化」さ
れており、部分的または完全なヒトのグリコシル化パターンを有する抗体の生成をもたら
す菌や酵母菌株も含む。Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004)と、Li等, Nat.
 Biotech. 24:210-215 (2006)を参照のこと。
【０１０７】
　グリコシル化抗体の発現に好適な宿主細胞には、多細胞生物（無脊椎動物及び脊椎動物
）由来のものもある。無脊椎動物細胞の例としては、植物及び昆虫の細胞が挙げられる。
特にスポドプテラ・フルギペルダ細胞のトランスフェクションのために、昆虫細胞と併用
することができる多数のバキュロウイルス株が同定されている。
【０１０８】
　植物細胞培養を宿主として利用することもできる。例えば、米国特許第５９５９１７７
号、第６０４０４９８号、第６４２０５４８号、第７１２５９７８号及び第６４１７４２
９号 (トランスジェニック植物における抗体産生に関するＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ（商
標）技術を記載）を参照。
【０１０９】
　脊椎動物細胞もまた宿主として利用することができる。例えば、浮遊液中で増殖するよ
うに適合されている哺乳類細胞株は有用であり得る。他の有用な哺乳類細胞株としては、
例えば、ＳＶ４０（ＣＯＳ-７）で形質転換させたサル腎ＣＶ１株、ヒト胎児腎株（例え
ば、Graham等, J. Gen Virol. 36:59(1977)に記載の２９３又は２９３細胞）、幼ハムス
ター腎細胞（ＢＨＫ）、マウスセルトリ細胞（例えば、Mather, Biol. Reprod. 23:243-2
51(1980) 記載ＴＭ４細胞）、サル腎細胞（ＣＶ１）、アフリカミドリザル腎細胞（ＶＥ
ＲＯ-７６）、ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ）、イヌ腎細胞（ＭＤＣＫ）、バッファロー
ラット肝細胞（ＢＲＬ ３Ａ）、ヒト肺細胞（Ｗ１３８）、ヒト肝細胞（Ｈｅｐ Ｇ２）、
マウス乳腺腫瘍（ＭＭＴ ０６０５６２）、例えば Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci. 3
83:44-68(1982)記載のＴＲＩ細胞、ＭＲＣ５細胞、及びＦＳ４細胞がある。他の有用な哺
乳類宿主細胞株は、ＤＨＦＲ-ＣＨＯ細胞（Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4
216(1980) を含むチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、並びに、ＹＯ、ＮＳ０及
びＳｐ２／０などの骨髄腫細胞株を含む。抗体産生に好適な特定の哺乳類宿主細胞株の総
説としては、例えば、Yazaki and Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C
. Lo編, Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268(2003)を参照のこと。
【０１１０】
　本明細書では、微生物寄託番号ＰＴＡ－１２２５９として寄託されているハイブリドー
マ細胞株も提供される。このハイブリドーマ細胞株は、抗体１５Ａ５を産生する。
【０１１１】
Ｖ．抗体の使用
　本明細書で提供される抗体は、前立腺癌の診断試薬の製造に使用可能である。この抗体
は更に、診断目的に好適で検出可能な標識に結合し、好適な形態、例えば凍結乾燥された
粉末で、又は、好適な液剤の形態で提供される。
【０１１２】
ＶＩ．検査キット
　本発明の別の態様において、前立腺癌の診断又は予後診断に有用な組成物を含む検査キ
ットが提供される。
【０１１３】
　本発明は更に、ＳＴＥＡＰ－１に特異的に結合する抗体を含む血液試料中の、ＳＴＥＡ
Ｐ－１を発現している前立腺癌細胞を検出するための検査キットを提供する。
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【０１１４】
　ある実施態様において、この抗体は、検出可能な第１標識とコンジュゲートされる。例
えば蛍光標識など、任意の好適で検出可能な標識が使用され得る。
【０１１５】
　ある実施態様において、この抗体は、本明細書で提供される抗ＳＴＥＡＰ－１抗体であ
る。ある実施態様において、この抗体は、抗体１５Ａ５である。
【０１１６】
　ある実施態様において、この検査キットは更に、上皮由来の癌細胞に特異的に結合する
第１リガンド、上皮マーカーに特異的に結合する第２リガンド及び白血球マーカーに特異
的に結合する第３リガンドに結合する磁性粒子、並びに、細胞を非細胞成分から識別する
色素より成る群から選択された一つ以上の組成物を含む。
【０１１７】
　ある実施態様において、第２リガンドは検出可能な第２の標識とコンジュゲートされ、
及び／又は第３リガンドは検出可能な第３の標識とコンジュゲートされる。ある実施態様
において、検査キットに一つ以上の検出可能な標識（色素を含む）が含まれる場合、この
検出可能な標識（色素を含む）は、それぞれが試料中に存在する他のいかなる検出可能な
シグナルを実質的に妨害することなく、単独で検出されるように選択されることが望まし
い。
【０１１８】
　ある実施態様において、第１リガンド、第２リガンド及び／又は第３リガンドは抗体を
含む。ある実施態様において、第１リガンドは、抗ＥｐＣＡＭ抗体を含む。ある実施態様
において、第２リガンドは、抗ケラチン抗体を含む。ある実施態様において、第３リガン
ドは、抗ＣＤ４５抗体を含む。
【０１１９】
　検査キットは更に、容器及び、ラベルもしくは容器表面又は容器に付属する添付文書を
含む。好適な容器は、例としてボトル、バイアル、シリンジ、ＩＶ輸液バッグ等を含む。
容器にはガラス又はプラスチックなど様々な材質のもので良い。この容器には、単独で又
は他の組成物との併用で病状の診断に効果のある組成物が入れられる。組成物中の少なく
とも一つの試薬は本発明の抗体である。ラベル又は添付文書は、組成物が、選択された症
状のインビトロ診断のために使用されることを示す。
【実施例】
【０１２０】
　以下は本発明の方法及び組成物の実施例である。上掲の一般的記述を前提として、他の
様々な実施態様が実施され得ることが理解される。
【０１２１】
実施例１．種々の細胞株表面上のＳＴＥＡＰ－１の検出
　免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイを用いて３つの前立腺癌細胞株の表面に発現したＳＴ
ＥＡＰ－１を検出するために、３つの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体が使用された。２９３ＬＢ５
０はＳＴＥＡＰ－１高発現細胞株として使用され、ＬｎＣＡＰｎｅｒはＳＴＥＡＰ－１中
程度発現細胞株として使用され、ＰＣ３はＳＴＥＡＰ－１低発現-陰性細胞株として使用
された。検査された抗ＳＴＥＡＰ－１抗体は、抗体３７（マウスモノクローナル抗ＳＴＥ
ＡＰ－１抗体）、ヒツジポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体、及びｓｃ－２５５１４（
ウサギポリクローナル抗ＳＴＥＡＰ－１抗体）である。この３つの抗体がフルオロフォア
ＡＦ－４８８とコンジュゲートされた。
【０１２２】
　これらの抗体は、３つの細胞株を使ってそれぞれ培養された。ＡＦ－４８８のシグナル
を検出する蛍光顕微鏡検査法を使用して、抗体-抗原結合が可視化された。検査結果は、
これら３つの抗体すべてにおいて、３つの細胞株の発現レベルに比例した期待通りの強度
のシグナルを得たことを示した。すなわち、抗体は、２９３ＬＢ５０細胞上で最も強く染
色され、ＬｎＣＡＰｎｅｒ細胞上で中程度に染色され、及びＰＣ３細胞上では弱い染色か
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ら染色なし（陰性）であった。
【０１２３】
実施例２．ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用し
た、前立腺癌細胞におけるＳＴＥＡＰ－１発現の検出
　３つの抗体（マウス抗体３７、ヒツジポリクローナル抗体、及びウサギｓｃ－２５５１
４）が、ＬＢ５０細胞及びＰＣ３細胞表面のＳＴＥＡＰ－１発現検出の能力について、そ
れぞれＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで検査された。
【０１２４】
　スパイクイン(Spike-in)アッセイが次の通り実施された。ＬＢ５０細胞及びＰＣ３細胞
をＴ７５フラスコの中で増殖させた。細胞が８０％コンフルエンスに達しときに、１０ｍ
ｌのＰＢＳで洗浄し、３ｍｌのトリプシンで処理した。培地７ｍｌを剥離した細胞に加え
、浮遊液をすべてファルコンチューブに移した。続いて、１３０００ｒｐｍで５分間遠心
分離機にかけた。浮遊物は除去され、沈殿物がＰＢＳ１０ｍｌ中に再浮遊した。各細胞浮
遊液０．５ｍｌをｖｉｃｅｌｌチューブに移し、Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒカウン
ターを用いて計数した。細胞浮遊液を、１０ｍｌの培地で５０００セル／ｍｌ溶液になる
ように希釈した。適量の細胞を１０ｍｌの血液に添加した。この血液のうち、７．５ｍｌ
にはＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ法を使用した。１００個の細胞を添加するために、２６．６μ
ｌの細胞浮遊液を血液１０ｍｌに加えた。細胞を添加したこの血液を２０分間回転させた
。
【０１２５】
　血液へ添加する細胞を確実に約１００個にするため、各細胞浮遊液を５μｌずつ、ポリ
エルリジン・グリッドスライド（電子顕微鏡法）上に繰り返し５回添加した。細胞浮遊液
５μｌは、約２５個の細胞に相当した。各スライド上の細胞数をカウントした。この細胞
数は、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈで捕捉された「ＣＴＣ」（すなわち添加された細胞）の数÷
スライド上でカウントされた実際の細胞数を算出することにより求められる細胞の回収率
の計算に用いた。
【０１２６】
　細胞を添加した血液が完全に混ざったら、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ ＣＴＣプロトコルに
従って、血液試料を３つの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体と共にそれぞれＣｅｌｌＳｅａｒｃｈに
かけた。簡単には、各試料を、磁性コロイドナノ粒子と結合した抗ＥｐＣＡＭ抗体と混合
し、試料中のＥｐＣＡＭ陽性上皮細胞で濃縮された細胞画分の分離を可能にするように磁
場にさらした。次に、この細胞画分を、フィコエリスリン結合抗サイトケラチン抗体、ア
ロフィコシアニン結合抗ＣＤ４５抗体、ＤＡＰＩ、及び、第４フィルターで使用のＡＦ－
４８８と結合した、３つの抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の何れか一つと混ぜた。これらの結合抗
ＳＴＥＡＰ－１抗体を、ＰＢＳで１：５０に希釈した。これらの試料でＣｅｌｌＳｅａｒ
ｃｈを実施し、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでＣＴＣがスコア化された。サイトケ
ラチン及びＤＡＰＩに対して陽性に染まるがＣＤ４５に対して陰性に染まる細胞が、ＣＴ
Ｃと判定された。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈオートプレップシステム上でＳＴＥＡＰ－１の染
色を示すＣＴＣが選択され、更にＳＴＥＡＰ－１の発現レベルを示す抗ＳＴＥＡＰ－１抗
体の蛍光強度が定量化された。
【０１２７】
　ＳＴＥＡＰ－１を発現しているＣＴＣを染色強度、すなわちＳＴＥＡＰ－１発現レベル
に基づきスコア化した。ＳＴＥＡＰ－１高発現ＣＴＣは染色強度が強く、背景染色は無し
から最小であり、これらにはスコア３を与え、中程度の染色強度でやや背景染色されてい
るものにはスコア２を、低い染色強度で比較的強い背景染色が認められるものにはスコア
１を与えた。図１に代表例を示す。
【０１２８】
　図２（ａ）が示すように、検査した３つの抗体はすべて、ダイナミックレンジは異なる
が、血液試料中に添加したＳＴＥＡＰ－１高発現体であるＬＢ５０細胞を検出した。図２
（ｂ）が示すように、ヒツジポリクローナル抗体及びウサギｓｃ－２５５１４は、血液試
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料中に添加されたＳＴＥＡＰ－１低発現体であるＰＣ３も検出した。
【０１２９】
　ＳＴＥＡＰ－１を発現しているＣＴＣを示すＨスコアは、（１×染色強度が弱い細胞の
パーセンテージ）＋（２×染色強度が中程度の細胞のパーセンテージ）＋（３×染色強度
が強い細胞のパーセンテージ）で算出され、３００が最大スコアとなった。(McCall等, (
2008) British Journal of Cancer 98(6):1094-1101) 
【０１３０】
　図２（ｃ）－（ｄ）のように、ヒツジポリクローナル抗体は最も優れたダイナミックレ
ンジを示しており、それ故にヒツジポリクローナル抗体は、臨床試料を用いた更なる検査
用に選択された。
【０１３１】
実施例３．ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムでヒツジポリクローナル抗体を使
用した、スパイク試料におけるＳＴＥＡＰ－１発現細胞の分析
　血液試料中に添加した細胞表面のＳＴＥＡＰ－１発現を判定するために、抗ＳＴＥＡＰ
－１ヒツジポリクローナル抗体を用いた。このスパイクインアッセイは、実施例２と同様
の手順で実施した。３つの細胞株、２９３ＬＢ５０、ＬｎＣＡＰｎｅｒ及びＰＣ３をそれ
ぞれ血液試料に添加し、完全に混ぜた。ヒツジポリクローナル抗体を、ＰＢＳで１：５０
に希釈し、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈの第４フィルターで血液試料に添加した。これらの試料
でＣｅｌｌＳｅａｒｃｈを実施し、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでＣＴＣがスコア
化された。サイトケラチン及びＤＡＰＩに対して陽性に染まるがＣＤ４５に対して陰性に
染まる細胞が、ＣＴＣと判定された。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈオートプレップシステム上で
ＳＴＥＡＰ－１の染色を示すＣＴＣが選択され、更にＳＴＥＡＰ－１の発現レベルを示す
抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の蛍光強度が定量化された。実施例２と同じ方法でＨスコアが算出
された。
【０１３２】
　図３（ａ）－（ｂ）のように、ヒツジポリクローナル抗体は、検査した３つの細胞株の
いずれにもＳＴＥＡＰ－１の発現を検出し、また、優れたダイナミックレンジを示した。
ヒツジポリクローナル抗体により検出されたように、２９３ＬＢ５０細胞を添加した試料
には（染色）強度が高いＣＴＣが６０％超含まれ、そのＨスコアは２００を上回った。Ｌ
ｎＣＡＰｎｅｒ細胞を添加した試料はＨスコアが約１００となり、ＰＣ３細胞を添加した
試料のＨスコアは１００を下回った。
【０１３３】
実施例４．ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで抗ＳＴＥＡＰ－１抗体を使用し
た、前立腺癌患者のＣＴＣにおけるＳＴＥＡＰ－１発現の検出
　前立腺患者１１名の血液試料をある１件の診療所から得た。これらの血液試料を、抗Ｓ
ＴＥＡＰ－１ヒツジポリクローナル抗体を用いてＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）シス
テムで解析した。ヒツジポリクローナル抗体を、ＰＢＳで１：５０に希釈し、ＣｅｌｌＳ
ｅａｒｃｈの第４フィルターで血液試料に添加した。これらの試料でＣｅｌｌＳｅａｒｃ
ｈを実施し、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでＣＴＣがスコア化された。サイトケラ
チン及びＤＡＰＩに対して陽性に染まるがＣＤ４５に対して陰性に染まる細胞が、ＣＴＣ
と判定された。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈオートプレップシステム上でＳＴＥＡＰ－１の染色
を示すＣＴＣが選択され、更にＳＴＥＡＰ－１の発現レベルを示す抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
の蛍光強度が定量化された。各試料のＣＴＣの数がカウントされ、Ｈスコアも実施例２に
記載の通り算出された。結果を図４に示す。
【０１３４】
実施例５．ＣＴＣアッセイと免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイとの相関性
　第Ｉ相試験で１０名の前立腺患者から血液試料及び腫瘍組織試料を採取した。
【０１３５】
　これらの血液試料を、抗ＳＴＥＡＰ－１ヒツジポリクローナル抗体を用いてＣｅｌｌＳ
ｅａｒｃｈ（登録商標）システムで解析した。各試料のＣＴＣの数がカウントされ、Ｈス
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コアも実施例２に記載の通り算出された。結果を図５（ａ）に示す。
【０１３６】
　腫瘍組織試料は、従来のＩＨＣ法を用いて検査され、組織中のＳＴＥＡＰ－１発現レベ
ルは、総合スコア（１＋、２＋、及び、３＋）で示された。この数字が大きいほどＳＴＥ
ＡＰ－１の発現レベルが高いことを示した。
【０１３７】
　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）の結果及びＩＨＣの結果を、図５（ｂ）－（ｃ）で
比較する。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）の結果は、ＩＨＣの結果と高い相関を示し
た。これは、ヒツジポリクローナル抗体を利用したＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）法
が、ＳＴＥＡＰ－１を発現している血液試料中のＣＴＣの検出に有効であることを示唆し
ている。
【０１３８】
実施例６．ヒツジポリクローナル抗体とマウスモノクローナル抗体１５Ａ５の比較
　マウスモノクローナル抗体１５Ａ５が、スパイクインアッセイを用いてＣｅｌｌＳｅａ
ｒｃｈ（登録商標）システムで検査され、ヒツジポリクローナル抗体と比較された。実施
例２に記載の通り、２９３ＬＢ５０細胞（高発現体）、ＬｎＣＡＰｎｅｒ細胞（中発現体
）及びＰＣ３細胞（低発現体）がそれぞれ血液試料に添加された。これらの血液試料が、
ヒツジポリクローナル抗体及びマウスモノクローナル抗体１５Ａ５をそれぞれ利用して、
ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで解析された。Ｈスコアもまた算出された。
この手順と方法は実施例２記載のものと同様である。
【０１３９】
　図６（ａ）－（ｄ）に示されるように、いずれの抗体も、各試料における強度レベル及
びＨスコアの結果は類似していた。また、マウスモノクローナル抗体１５Ａ５は、本アッ
セイにおいて優れたダイナミックレンジを示していた。
【０１４０】
　モノクローナル抗体１５Ａ５の利用は、ポリクローナル抗体の利用に勝る利点がある。
例えば、モノクローナル抗体は、ポリクローナル抗体と比較して、バッチ間変動及び背景
がより少なく、また、実験の再現性がより高い。
【０１４１】
実施例７．ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムによるマウスモノクローナル１５
Ａ５抗体を使用した、患者試料におけるＳＴＥＡＰ－１発現細胞の分析
　前立腺癌患者から血液試料を採取し、抗ＳＴＥＡＰ－１モノクローナル抗体１５Ａ５を
用いてＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで解析した。抗体１５Ａ５を、例えば
ＰＢＳで１：５０に希釈し、血液試料に添加した。この試料でＣｅｌｌＳｅａｒｃｈを実
行し、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでＣＴＣが数えられる。サイトケラチン及びＤ
ＡＰＩに対して陽性に染まるがＣＤ４５に対して陰性に染まる細胞が、ＣＴＣと判定され
る。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈオートプレップシステム上のＣＴＣの内ＳＴＥＡＰ－１の染色
を示すＣＴＣが選択され、更にＳＴＥＡＰ－１の発現レベルを示す抗ＳＴＥＡＰ－１抗体
の蛍光強度が定量化される。各試料のＣＴＣの数がカウントされ、Ｈスコアも実施例２に
記載の通り算出される。
【０１４２】
　更に、臨床試験において「ベースライン」（すなわち、投与前）の患者から採取した血
液試料中のＣＴＣ表面におけるＳＴＥＡＰ－１発現レベルは、ある閾値を超える前立腺特
異的マーカーの発現が前立腺癌治療（例：抗ＳＴＥＡＰ－１抗体-薬物コンジュゲート（
ＡＤＣ）に基づく治療）の臨床活動性を予測するのか否かを判定するために、臨床的エン
ドポイント（無進行生存率、ＰＳＡ値の変化、患者が訴える骨痛、全生存率など）と関連
づけられる。癌細胞における前立腺特異的マーカー（例：ＳＴＥＡＰ－１）の発現レベル
の動的変化（すなわち、投与後試料における低下）は、これらの変化が治療活性を予測す
るのか否かを判定するために、臨床転帰評価尺度と関連づけられる。そのような手法は、
前立腺癌治療（例：抗ＳＴＥＡＰ－１抗体-薬物コンジュゲート（ＡＤＣ）に基づく治療
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）を行う患者の選定のために使用可能な予測バイオマーカー候補としてのアッセイをクオ
リフィケーションする際に最初のステップとして用いることができ、次に検証的第ＩＩＩ
相試験でのプロスぺクティブな検証へと続く。
【０１４３】
実施例８．患者試料中のＣＴＣの計数
　前立腺癌患者の血液を、治療開始前にペアで採取した（ベースライン試料）。試料はＣ
ｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで解析され、上記のようにＣｅｌｌＴｒａｃｋ
ｓアナライザーでＣＴＣ計数が得られた。簡単には、サイトケラチン及びＤＡＰＩに対し
て陽性に染まるがＣＤ４５に対しては陰性に染まる細胞が、ＣＴＣとして数えられた。各
試料ペアについてＣＴＣ数の平均値及び標準偏差値が計算され、また、誤差（＋―ＳＤＥ
Ｖ）がヒストグラム上にプロットされた。図７Ａで見られるように、これらの患者のＣＴ
Ｃ数の平均値に大きなダイナミックレンジがあり、また、試料ペア間でもカウントがほぼ
一致していた（エラーバーが小さい）。これは、このシステムを使用したＣＴＣ計数の再
現性が高いことを示している。
【０１４４】
　前立腺癌患者の血液を、治療開始前にペアで採取した（ベースライン試料）。試料はＣ
ｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システムで、Ａ４８８チャンネル内で２０μｇ／ｍｌの
抗ＳＴＥＡＰ－１モノクローナル抗体１５Ａ５を利用して解析された。実施例２の通り、
ＣＴＣ計数とＳＴＥＡＰ－１発現がＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでスコア化された
。簡単には、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈオートプレップシステム上のＣＴＣの内ＳＴＥＡＰ－
１の染色を示すＣＴＣが選択され、更に抗ＳＴＥＡＰ－１抗体の蛍光強度が、加重スコア
リングシステム（Ｈスコア、実施例２参照）を用いて定量化された。各試料ペアについて
Ｈスコアの平均値及び標準偏差値が計算され、また、誤差（＋―ＳＤＥＶ）がプロットさ
れた。図７Ｂに見られるように、患者母集団におけるＳＴＥＡＰ－１発現レベルには大き
なダイナミックレンジがある。また、各試料ペア間でＨスコアがほぼ一致しており、これ
は、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈシステムを使用した標的発現レベルのクオリフィケーションに
おける高い再現性を示している。
【０１４５】
　前立腺癌患者からの試料の採血は、治療開始前の異なる時点で２回、間隔を約２－４週
間空けて行った（ベースライン１及びベースライン２）。血液試料はＣｅｌｌＳｅａｒｃ
ｈ（登録商標）システムで解析され、上記のようにＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーで
ＣＴＣ計数が得られた。ＣＴＣ計数における生物学的変異性評価のため、各患者につき２
つのベースライン試料間のＣＴＣ数を比較した。
【０１４６】
　図８で、各点は１人の患者を表しており、Ｘ軸がベースライン１でのＣＴＣ数、Ｙ軸が
ベースライン２でのＣＴＣ数である。このプロットは１４名の患者のデータを含み、異な
る時点でのＣＴＣ数に強い相関があることを示している。これは、治療開始前のＣＴＣ数
は生物学的変異性が低いことを示唆している。これらのデータはＣＴＣ数における正常な
変異を算出するのに用いられ、治療前のＣＴＣ数の分布に関して、９５％信頼区間が得ら
れた。
【０１４７】
　この信頼区間は、治療中に観察されたＣＴＣ変化の有意性を判断するのに用いられた。
算出された信頼区間を超えるＣＴＣ数の減少は、投与効果の評価及び薬物活性のエビデン
ス評価に使用された。前立腺癌患者からの試料の採血は、抗ＳＴＥＡＰ－１ ＡＤＣによ
る治療前及び治療後で２回ずつ行った。試料はＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）システ
ムで解析され、上記のようにＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナライザーでＣＴＣ計数及びＳＴＥ
ＡＰ－１発現度が得られた。図９－１１に示されるように、治療前と治療後でのＣＴＣ数
の倍数変化、及びＣＴＣ数の予後好転ベースで見ると、高用量を投与したケースでＣＴＣ
数の有意な減少が認められた。更に、治療において有意なＣＴＣ数の減少を示した患者に
、より高いＳＴＥＡＰ－１の標的発現が見られた（データは示さず）。
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