
(57)【要約】
本発明は、癌細胞に結合し、並びに細胞ローリング及び転移のような生理的現象において
重要である、抗体又はそれらの断片を提供する。このような抗体又はそれらの断片を使用
する治療及び診断、予後判定又は病期決定の方法及び組成物も提供されている。本発明の
方法及び組成物は、腫瘍増殖及び転移を含む癌、白血病、自己免疫疾患、及び炎症疾患な
どような疾患の診断及び治療において有用であることができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 PSGL-1の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 で あ り 、 こ こ で 抗 体 又 は そ れ ら の
断 片 は 、 配 列 番 号 :1の scFvの 結 合 能 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 1個 の 重 鎖 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 2個 の 重 鎖 CDRが 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 2記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 3個 の 重 鎖 CDRが 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 3記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 配 列 番 号 :1を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1個 の 重 鎖 相 補 性
決 定 領 域 (CDR)を 含 む 、 PSGL-1の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 2個 の 重 鎖 CDRが 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 6記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ８ 】
　 3個 の 重 鎖 CDRが 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :3、 及 び 配 列 番 号 :4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 7記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 :1を 含 む PSGL-1エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 生 殖 細 胞 系 DP32由 来 の 少 な く と も 1個 の フ レ ー ム ワ ー ク 可 変
領 域 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 実 質 的 に 環 状 又 は ル ー プ 状 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 少 な く と も 1個 の 硫 酸 化 さ れ た 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ
ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 各 エ ピ ト ー プ
は 、 1個 又 は そ れ よ り も 多 い 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の
断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 各 エ ピ ト ー プ が 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 1種 の ク ラ ス タ ー を
含 む 、 請 求 項 13記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い エ ピ ト ー プ と 交 差 反 応 し 、 各 エ ピ ト
ー プ は 、 1個 又 は そ れ よ り も 多 い 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ
れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 各 エ ピ ト ー プ は 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 1種 の ク ラ ス タ ー を
含 む 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 T-ALL細 胞 、 AML細 胞 、 B-白 血 病 細 胞 、 B-CLL、 及 び 多 発 性 骨
髄 腫 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の 細 胞 型 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、
請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 蛋 白 質 、 リ ポ 蛋 白 質 、 及
び ／ 又 は リ ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 、 抗 癌 剤 、 抗 白 血 病 物 質 、 抗 転 移 薬 、 抗 新 生 物 薬 、 疾 患 治 療 薬
、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗 再 狭 窄 薬 、 自 己 免 疫 疾 患 治 療 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 剤 、 抗 ウ イ ル
ス 薬 、 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 物 質 と 結 合 又 は 複 合 体 化 さ れ た 、 請 求 項 1
記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 物 質 が 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 ウ
イ ル ス 薬 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 物 質 は 、 シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 及 び ア ス
ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 ／ 抗 再 狭 窄 薬 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ
れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 物 質 は 、 ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 17
、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ッ ク 、 ナ プ ロ キ セ
ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 、 及 び ニ メ ス リ ド
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 物 質 は 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ッ ク ス 、 ス ブ レ ウ ム 、 WinRho SDF、 デ フ
ィ ブ ロ チ ド 、 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 自 己 免 疫 疾 患 治 療 薬 で あ
る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 物 質 は 、 リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 、 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
抗 接 着 ／ 抗 凝 集 薬 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 物 質 は 、 毒 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 造 影 剤 、 及 び 医 薬 品 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 毒 素 は 、 ゲ ロ ニ ン 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 菌 体 外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ
シ ン 、 並 び に そ れ ら の 修 飾 物 及 び 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体
又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 が 、 γ 線 -放 射 体 、 ポ ジ ト ロ ン -放 射 体 、 x-線 放 射 体 、 β 線 -放 射 体 、 及
び α 線 -放 射 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 が 、 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ ニ ウ ム 、 1 0 1

レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル リ ウ ム 、 1 2 2 m テ ル リ ウ ム 、 1 2 5 m テ ル リ ウ ム 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1

m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 医 薬 品 は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 デ ト ル ビ シ
ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ソ ル ビ シ ン 、 モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン 、 モ ル
ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 及 び メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 29記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 医 薬 品 は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ
ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ソ ロ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 テ モ ゾ ロ ミ ド 、 タ リ ド ミ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、
並 び に そ れ ら の 誘 導 体 及 び 組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体 又 は そ
れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 1個 以 上 の 物 質 に 結 合 又 は 複 合 体 化 す る こ と が で き る ビ ヒ ク
ル 又 は 担 体 と 結 合 又 は 複 合 体 化 さ れ る 、 請 求 項 19記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ビ ヒ ク ル 又 は 担 体 が 、 デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HPMA、 及 び リ ポ ソ ー ム 、 並 び に
そ れ ら の 誘 導 体 及 び 修 飾 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 32記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の
断 片 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 に 結 合 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た エ ピ ト
ー プ 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 単 離 さ れ た エ ピ ト ー プ が 、 少 な く と も 1個 の 硫 酸 化 さ れ た 部 分 を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の
単 離 さ れ た エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 硫 酸 化 さ れ た 部 分 が 、 硫 酸 化 チ ロ シ ン で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 単 離 さ れ た エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 単 離 さ れ た エ ピ ト ー プ が 、 負 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 単
離 さ れ た エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ク ラ ス タ ー が 、 成 熟 PSGL-1の ア ミ ノ 酸 1～ 17を 含 む 、 請 求 項 37記 載 の 単 離 さ れ た エ ピ ト
ー プ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た 又 は 精 製 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 39記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 40記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 細 胞 が 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 発 現 す る 、 請 求 項 41記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 又 は そ れ ら
の 後 代 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 40記 載 の 発 現 ベ ク タ ー に よ る 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 含 む 、 組 換 え 細 胞 の
作 成 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 請 求 項 41記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ
と を 含 む 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 の 作 成 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 更 に 方 法 が 、 抗 体 も し く は そ れ ら の 断 片 を 細 胞 又 は 細 胞 の 培 地 か ら 単 離 又 は 精 製 す る こ
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と を 含 む 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 及 び 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 を 含 有 す る 、 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 及 び 造 影 剤 を 含 む 、 診 断 、 予 後 判 定 又 は 病 期 決 定
用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 造 影 剤 が 放 射 性 同 位 元 素 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 診 断 、 予 後 判 定 、 又 は 病 期 決 定 用 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 疾 患 を 治 療 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 細 胞 ロ ー リ ン
グ を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 炎 症 作 用 の 改
善 、 炎 症 の 予 防 、 炎 症 の 治 療 、 又 は 炎 症 進 行 の 阻 害 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 感 染 症 を 治 療
す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 感 染 症 が 、 HIVに よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 投 与 が 、 HIVの 細 胞 侵 入 を 防 ぐ 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患
を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 転 移 を 治 療 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 細 胞 の 増
殖 及 び ／ 又 は 複 製 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 細 胞 の 致
死 率 を 増 大 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 白 血 病 細 胞 の
増 殖 及 び ／ 又 は 複 製 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 白 血 病 細 胞 の
致 死 率 を 増 大 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 罹 患 細 胞 の 疾
患 治 療 薬 に よ る 障 害 に 対 す る 感 受 性 を 変 更 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 細 胞 の 抗
癌 剤 に よ る 障 害 に 対 す る 感 受 性 を 増 加 す る 方 法 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-536199 A 2005.12.2



【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 白 血 病 細 胞 の
抗 癌 剤 に よ る 障 害 に 対 す る 感 受 性 を 増 大 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 を 有 す る
患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 を 有 す る
患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 白 血 病 患 者 に
お け る 白 血 病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 白 血 病 患 者 に
お け る 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 抗 体 依 存 性 細
胞 性 細 胞 傷 害 (ADCC)を 誘 起 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 ナ チ ュ ラ ル キ
ラ ー (NK)細 胞 又 は T細 胞 を 刺 激 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 の 診 断 又 は 予 後 判 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 疾 患 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 患 者 に お け る 炎 症 の 診 断 又 は 予 後 判 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 炎 症 の リ ス ク が あ る か 又 は 炎 症 を 有 す る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 患 者 に お け る 感 染 症 の 診 断 又 は 予 後 判 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 感 染 症 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 感 染 症 が HIVに よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 患 者 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 又 は 予 後 判 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 自 己 免 疫 疾 患 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る こ と を 示 す 、
方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 患 者 に お け る 転 移 の 診 断 、 予 後 判 定 又 は 病 期 決 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 転 移 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
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　 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 診 断 、 予 後 判 定 又 は 病 期 決 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 腫 瘍 細 胞 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る か を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 患 者 に お け る 白 血 病 の 診 断 、 予 後 判 定 又 は 病 期 決 定 の 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 患 者 が 白 血 病 の リ ス ク が あ る か 又 は 疾 患 を 有 す る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 患 者 か ら 腫 瘍 細 胞 を パ ー ジ す る 方 法 で あ り ：
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 む 試 料 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 患 者 由 来 の 細 胞 を 請 求 項 1記 載 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 パ ー ジ が 、 ex vivoで 行 わ れ る 、 請 求 項 78記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 疾 患 治 療 用 の た め の 医 薬 品 製 造 に お け る 、 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 疾 患 が 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 転 移 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 及 び ／
又 は 複 製 、 並 び に 白 血 病 細 胞 の 増 殖 及 び ／ 又 は 複 製 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 80
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 品 製 造 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 46記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 疾 患 が 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 転 移 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 及 び ／
又 は 複 製 、 並 び に 白 血 病 細 胞 の 増 殖 及 び ／ 又 は 複 製 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 82
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 の 作 成 プ ロ セ ス で あ り ：
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と ；
　 配 列 番 号 :1の 断 片 の scFv抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片
に 結 合 す る 少 な く と も 2種 の 分 子 又 は 細 胞 を 提 供 す る こ と ；
　 こ れ ら の 少 な く と も 2種 の 分 子 又 は 細 胞 に 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の
フ ァ ー ジ 粒 子 デ ィ ス プ レ イ に 関 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を パ ン ニ ン グ す る
こ と ； 並 び に
　 少 な く と も 2種 の 分 子 も し く は 細 胞 に 結 合 す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 体 又
は そ れ ら の 断 片 又 は そ れ ら の 結 合 断 片 を 含 む 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 作 成 す る こ と を 含 む
、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 請 求 項 84記 載 の プ ロ セ ス に 従 い 作 成 さ れ た 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 癌 細 胞 、 転 移 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 白 血 球 、 及 び 血 小 板 の よ う な 、 細 胞 上 に 存
在 し 、 並 び に 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 転 移 、 炎 症 、 及 び 自 己 免 疫 疾 患 の よ う な 多 様 な 生 理 学 的 現
象 に お い て 重 要 で あ る 、 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 特 に 、 こ れ ら の 抗 体
は 、 抗 癌 活 性 、 抗 転 移 活 性 、 抗 白 血 病 活 性 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 抗 感 染 症 活 性 、 並 び に ／ 又
は 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 心 筋 梗 塞 の よ う な 心 臓 血 管 系 疾 患 、 網 膜 症 、 及 び 硫 酸 化 チ
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ロ シ ン -依 存 型 蛋 白 質 -蛋 白 質 相 互 作 用 に よ り 惹 起 さ れ た 疾 患 の よ う な 、 他 の 疾 患 に 対 す る
活 性 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 治 療 用 物 質 の 組 織 選 択 的 標 的 化 は 、 製 薬 産 業 に お け る 新 興 の 分 野 で あ る 。 標 的 化 を 基 に
し た 新 規 癌 治 療 は 、 そ の 治 療 の 特 異 性 及 び 効 力 を 増 大 す る 一 方 で 、 毒 性 を 低 下 し 、 こ れ に
よ り 全 般 的 効 能 が 増 強 さ れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る マ ウ ス の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb)が 、 毒 素 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 腫 瘍 に 対 す る 化 学 療 法 複
合 体 の 標 的 化 の 試 み に お い て 使 用 さ れ て い る 。 加 え て 、 CD19、 CD20、 CD22、 及 び CD25の よ
う な 分 化 抗 原 は 、 造 血 系 悪 性 疾 患 の 治 療 に お け る 癌 特 異 的 標 的 と し て 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 集 中 的 研 究 に も か か わ ら ず 、 こ の 方 法 に は い く つ か の 制 約 が あ る 。 ひ と つ の 制 約 は 、 選
択 的 結 合 を 示 し て い る 適 当 な MAbの 単 離 が 困 難 で あ る こ と で あ る 。 第 二 の 制 約 は 、 う ま く
抗 体 単 離 す る た め の 前 提 条 件 と し て 、 高 い 抗 体 免 疫 原 性 が 必 要 で あ る こ と で あ る 。 第 三 の
制 約 は 、 最 終 生 成 物 は 非 -ヒ ト 配 列 を 有 し 、 こ れ は 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と で あ り ； 例 え
ば 、 マ ウ ス MAbが ヒ ト に 投 与 さ れ た 場 合 、 ヒ ト の 抗 -マ ウ ス 抗 体 (HAMA)反 応 が 生 じ る で あ ろ
う 。 HAMA反 応 は 、 比 較 的 短 い 血 清 半 減 期 を 生 じ る こ と が 多 く 、 反 復 治 療 を 妨 害 し 、 そ の 結
果 抗 体 の 治 療 的 価 値 を 減 ら す こ と が 多 い 。 最 後 の 制 約 は 、 マ ウ ス 起 源 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化
さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 操 作 す る こ と 、 及 び ヒ ト 抗 体 を 発 見 す る こ と の 両 方 に つ い て
の 関 心 を 刺 激 し て い る 。 こ の 方 法 の 別 の 制 約 は 、 既 知 の 精 製 さ れ た 抗 原 の み に 対 す る 単 独
の 抗 体 種 の み が 単 離 可 能 で あ る こ と で あ る 。 更 に こ の 方 法 は 、 そ れ が 、 正 常 細 胞 に 加 え 悪
性 細 胞 上 に 存 在 す る 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 の 単 離 を 可 能 に す る 限 り に お い て は 、
選 択 的 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 癌 治 療 に 関 す る MAbの 治 療 効 力 に 影 響 を 及 ぼ す 多 く の 要 因 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 要 因 は
、 腫 瘍 細 胞 上 の 抗 原 発 現 の 特 異 性 及 び レ ベ ル 、 抗 原 異 原 性 、 及 び 腫 瘍 塊 へ の 接 近 可 能 性 を
含 む 。 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 は 一 般 に 、 抗 体 に よ る 治 療 に 対 し 、 癌 腫 の よ う な 固 形 腫 瘍 よ り
も よ り 反 応 性 で あ る 。 MAbは 、 血 流 中 の 白 血 病 細 胞 及 び リ ン パ 腫 細 胞 に 結 合 し 、 並 び に リ
ン パ 組 織 中 の 悪 性 細 胞 を 容 易 に 浸 潤 し 、 そ の 結 果 リ ン パ 系 腫 瘍 が MAb-ベ ー ス の 療 法 の た め
の 優 れ た 候 補 と な っ て い る 。 理 想 的 シ ス テ ム は 、 悪 性 の 後 代 細 胞 を 産 生 す る 幹 細 胞 の 細 胞
表 面 上 の マ ー カ ー を 認 識 す る MAbを 同 定 す る こ と を 必 然 的 に 伴 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 単 離 さ れ 予 め 決 定 さ れ た 標 的 蛋 白 質 、 例 え ば 抗 体 、 ホ ル モ ン
、 及 び 受 容 体 に 結 合 す る ラ ン ダ ム な 単 鎖 可 変 領 域 抗 体 断 片 (scFv)を 選 択 す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。 一 般 に 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 、 及 び 特 に フ ァ ー ジ scFvラ イ ブ
ラ リ ー の 使 用 は 、 標 的 特 異 性 が 依 然 認 め ら れ ず 決 定 さ れ て い な い 細 胞 表 面 部 分 に つ い て 、
独 自 の 分 子 を 発 見 す る こ と の 代 替 手 段 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 及 び 骨 髄 腫 は 、 骨 髄 及 び リ ン パ 組 織 に 起 源 を 有 し 並 び に 細 胞 の 制 御
で き な い 増 殖 に 関 連 し た 癌 で あ る 。 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 (ALL)は 、 特 異 的 、 臨 床 的 及
び 免 疫 学 的 特 徴 に よ り 定 義 さ れ る 異 質 性 の 疾 患 で あ る 。 B細 胞 性 ALL(B-ALL)の ほ と ん ど の
症 例 の 決 定 的 原 因 は 、 ALLの 他 の 型 同 様 不 明 で あ る が ； し か し 、 多 く の 症 例 に お い て 、 こ
の 疾 患 は 、 単 独 の 細 胞 の DNAに お け る 後 天 性 の 遺 伝 的 変 化 か ら 生 じ 、 異 常 及 び 連 続 増 殖 を
引 き 起 こ す 。 B-ALLに 罹 患 し た 患 者 の 予 後 は 、 小 児 及 び 成 人 の 両 方 に お い て 、 他 の 白 血 病
の 患 者 よ り も 著 し く 劣 っ て い る 。 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)の 一 例 は 、 B細 胞 性 CLL(B-CLL)
で あ る が 、 こ れ は 白 血 病 の 緩 徐 な 進 行 型 で あ り 、 リ ン パ 球 数 の 増 加 に よ り 特 徴 付 け ら れ る
。 急 性 骨 髄 性 白 血 病 (AML)は 、 通 常 の 条 件 で 、 骨 髄 系 の 最 終 分 化 し た 細 胞 (赤 血 球 、 顆 粒 球
、 単 球 、 及 び 血 小 板 )を 生 じ る 始 原 細 胞 を 有 す る 新 生 物 の 異 質 群 で あ る 。 AMLは 、 新 生 物 の
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他 の 型 の よ う に 、 正 常 に 分 化 し た 骨 髄 細 胞 の 、 比 較 的 未 分 化 の 芽 球 と の 置 換 を 生 じ る 、 後
天 性 の 遺 伝 的 変 化 に 関 連 し て い る 、 1種 又 は そ れ よ り も 多 い 初 期 骨 髄 系 分 化 を 示 す 。 AMLは
、 一 般 に 骨 髄 に 、 及 び よ り 少 な い 程 度 に 二 次 造 血 器 官 に お い て 進 行 す る 。 主 と し て AMLは
、 成 人 を 冒 し 、 及 び 好 発 年 齢 15～ 40歳 で あ る が 、 こ れ は 小 児 及 び 高 齢 者 の 両 方 を 冒 す こ と
も 知 ら れ て い る 。 ほ ぼ 全 て の AML患 者 は 、 診 断 後 、 異 常 な レ ベ ル の 未 分 化 芽 細 胞 の 循 環 の
証 拠 が な い 臨 床 的 寛 解 を 実 現 す る た め に 、 直 ち に 治 療 さ れ る こ と を 必 要 と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 今 日 ま で 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 溶 解 活 性 を 誘 導 す る 様 々 な MAbが 、 開 発 さ れ て い る 。 H
ER2(P185)の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て 産 生 さ れ 及 び HER2を 過 剰 発 現 し て い る ヒ ト 腫 瘍 細 胞
の 顕 著 な 増 殖 阻 害 が 認 め ら れ た マ ウ ス MAb muMab4D5は ヒ ト 化 さ れ 、 薬 物 HERCEPTIN(登 録 商
標 )(ト ラ ス ツ マ ブ )が 製 造 さ れ 、 こ れ は FDAか ら 承 認 さ れ 、 及 び ヒ ト 乳 癌 の 治 療 に 使 用 さ れ
て い る (米 国 特 許 第 5,821,337号 及 び 第 5,720,954号 )。 結 合 後 、 抗 体 は 、 HER2増 殖 因 子 受 容
体 に 依 存 す る 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る 。 加 え て 、 リ ン パ 腫 に 関 連 し た も
の を 含 む 、 末 梢 B細 胞 の 迅 速 な 枯 渇 を 引 き 起 こ す CD20に 対 す る キ メ ラ 抗 体 が 、 最 近 FDAに よ
り 承 認 さ れ た (米 国 特 許 第 5,843,439号 )。 こ の 抗 体 の 標 的 細 胞 に 対 す る 結 合 は 、 補 体 -依 存
性 溶 解 を 生 じ る 。 こ の 製 品 は 最 近 承 認 さ れ 、 及 び 低 い 段 階 (low-grade)の B細 胞 性 非 -ホ ジ
キ ン リ ン パ 腫 を 治 療 す る た め に 臨 床 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 い く つ か の 他 の ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 及 び キ メ ラ 抗 体 が 開 発 中 で あ る か 、 又 は 臨 床 試 験 段 階
に あ る 。 例 え ば 、 正 常 骨 髄 細 胞 に 加 え ほ と ん ど の 型 の 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 型 の 両 方 に お い て
発 現 さ れ た CD33抗 原 と 特 異 的 に 作 用 す る ヒ ト 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)は 、 抗 癌 剤 カ リ
ケ ア ミ シ ン 、 CMA-676に 複 合 さ れ て い る (Sieversら 、 Blood Supp.、 308: 504a (1997))。
薬 物 MYLOTARG(登 録 商 標 )と し て 公 知 で あ る こ の 複 合 体 は 、 最 近 FDA承 認 さ れ た (Caronら 、 C
ancer Supp.、 73: 1049-56 (1994))。 そ の 細 胞 溶 解 活 性 を 考 慮 し 、 現 在 臨 床 試 験 中 の 別 の
抗 -CD33抗 体 (HumM195)は 、 ゲ ロ ニ ン 毒 素 (McGrawら 、 Cancer Immnunol. Immunother.、 39:
 367-74 (1994))及 び 放 射 性 同 位 元 素 1 3 1 I(Caronら 、 Blood、 83: 1760-68 (1994))、 9 0 Y(J
urcicら 、 Blood Supp.、 92: 613a (1998))及 び 2 1 3 Bi(Hummら 、 Blood Supplement、 38: 23
1P (1997))を 含 む 、 い く つ か の 細 胞 毒 素 に 複 合 さ れ て い る 。 白 血 球 抗 原 CD45に 対 す る キ メ
ラ 抗 体 (cHuLym3)も 、 ヒ ト 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 の 治 療 に 関 し て 臨 床 試 験 中 で あ る (Sunら 、 C
ancer Immunol. Immunother.、 48: 595-602 (2000))。 In vitroア ッ セ イ に お い て 、 特 異
的 細 胞 溶 解 が 、 ADCC(抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 )ア ッ セ イ に お い て 観 察 さ れ た (Henkart、
Immunity、 1: 343-46 (1994)； Squier及 び Cohen、 Current Opin. Immunol.、 6: 447-52 (
1994))。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 治 療 的 抗 体 は 、 そ れ ら の 標 的 に 対 し 比 較 的 高 い 親 和 性 を 有 す る よ う に 、 よ り 安
定 す る よ う に 、 及 び 最 適 な 生 体 分 布 の た め に 、 特 異 的 に 操 作 さ れ て も い る 。 例 え ば 、 Pres
taの 論 文 、 Current Pharma. Biotechnol.、 3: 237-56 (2002)； Prestaら の 論 文 、 Biochem
.Society Transactions、 30(4): 487-90 (2002)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 性 の ヒ ト 化 及 び キ メ ラ 抗 体 の 構 築 と は 対 照 的 に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 技 術 の 使 用 は 、 完 全 な ヒ ト 配 列 を 有 す る scFvの 単 離 を 可 能 に し て い る 。 ヒ ト TGFβ 2
受 容 体 に 対 す る 完 全 な ヒ ト 抗 体 が 、 最 近 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 由 来 の scFvク ロ ー ン を
基 に 開 発 さ れ た 。 こ の scFvは 、 TGFβ 2の 結 合 に 競 合 す る こ と が 可 能 で あ る 完 全 な ヒ ト IgG4
に 転 換 さ れ る (Thompsonら 、 J. Immunol. Meth.、 227: 17-29 (1999))が 、 こ れ は 強 力 な 抗
-増 殖 活 性 を 有 す る 。 当 業 者 に 公 知 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 は 、 下 記 刊 行 物 に お い て
よ り 詳 細 に 説 明 さ れ て い る ： Smith、 Science、 228: 1315 (1985)； Scottら 、 Science、 24
9: 386-90 (1990)； Cwirlaら 、 PNAS、 87: 6378-82 (1990)； Devlinら 、 Science、 249: 40
4-06 (1990)； Griffithsら 、 EMBO J.、 13(14): 3245-60 (1994)； Bassら 、 Proteins、 8: 
309-14 (1990)； McCaffertyら 、 Nature、 348: 552-54 (1990)； Nissimら 、 EMBO J.、 13: 
692-98 (1994)； 米 国 特 許 第 5,427,908号 、 第 5,432,018号 、 第 5,223,409号 及 び 第 5,403,48
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4号 、 lib.。
【 ０ ０ １ １ 】

　 血 小 板 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 GPIb、 セ レ ク チ ン 、 及 び PSGL-1(P-セ レ ク チ ン 糖 蛋 白 質 リ
ガ ン ド -1)は 各 々 、 異 常 な 又 は 病 原 性 の 炎 症 、 異 常 な 又 は 病 原 性 の 免 疫 応 答 、 自 己 免 疫 反
応 、 転 移 、 異 常 な 又 は 病 原 性 の 接 着 、 血 栓 及 び ／ 又 は 再 狭 窄 、 並 び に 異 常 な 又 は 病 原 性 の
凝 集 の よ う な 、 い く つ か の 病 原 性 の 状 態 又 は 疾 患 状 態 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る
。 従 っ て 、 血 小 板 及 び こ れ ら の 分 子 と 結 合 又 は 交 差 反 応 す る 抗 体 は 、 こ れ ら 及 び 他 の 病 原
性 の 状 態 に 関 連 し た 疾 患 及 び 障 害 の 診 断 及 び 治 療 に お い て 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 血 小 板 は 、 血 液 系 の 良 く 特 徴 付 け ら れ た 成 分 で あ り 、 止 血 、 血 栓 及 び ／ 又 は 再 狭 窄 に お
い て い く つ か の 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 血 管 に 対 す る 損 傷 は 、 一 連 の 連 続 事 象 に よ り
特 徴 付 け ら れ る 、 止 血 と し て 知 ら れ て い る プ ロ セ ス に お い て 活 動 す る よ う に 設 定 さ れ て い
る 。 損 傷 を 受 け た 血 管 に 対 す る 最 初 の 反 応 は 、 血 管 内 面 上 の 冒 さ れ た 領 域 に 対 す る 血 小 板
の 接 着 で あ る 。 次 の 工 程 は 、 先 に 接 着 さ れ た 血 小 板 上 へ の 血 小 板 の 多 層 凝 集 、 止 血 性 栓 子
の 形 成 及 び 血 管 壁 の 閉 鎖 で あ る 。 止 血 性 栓 子 は 、 フ ィ ブ リ ン 高 分 子 の 付 着 に よ り 更 に 強 化
さ れ る 。 血 塊 又 は 栓 子 は 、 損 傷 が 修 復 さ れ た 場 合 に の み 分 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 循 環 す る 血 小 板 は 、 巨 核 球 の 辺 縁 か ら 放 出 さ れ た 細 胞 質 粒 子 で あ る 。 血 小 板 は 、 止 血 に
お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 血 管 損 傷 時 に 、 血 小 板 は 、 損 傷 し た 組 織 表 面 に 接 着 し 、 及 び
互 い に 付 着 す る (合 着 )。 こ の 一 連 の 事 象 は 迅 速 に 生 じ 、 血 管 損 傷 部 位 で 無 組 織 の 塊 (通 常
血 小 板 栓 子 又 は 血 栓 と 称 さ れ る )を 形 成 す る 。 こ の 合 着 現 象 は 、 凝 集 と し て も 知 ら れ て お
り 、 こ れ は 、 in vitroに お い て 、 様 々 な 物 質 、 又 は ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 、 ア デ
ノ シ ン -二 リ ン 酸 (ADP)、 エ ピ ネ フ リ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 及 び リ ス ト セ チ ン な ど に よ り 開 始 さ
れ 得 る 。 凝 集 は 、 血 小 板 機 能 の 測 定 と し て 行 わ れ る 多 く の in vitro試 験 の ひ と つ で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 腫 瘍 転 移 は 、 恐 ら く 癌 患 者 の 生 存 を 制 限 す る 最 も 重 要 な 因 子 で あ ろ う 。 蓄 積 さ れ た デ ー
タ は 、 腫 瘍 細 胞 の 宿 主 血 小 板 と の 相 互 作 用 能 は 、 転 移 に 必 須 の 決 定 因 子 の 一 種 を 表 す こ と
を 示 し て い る (Oleksowicz、 Thrombosis Res.、 79: 261-74 (1995))。 転 移 性 癌 細 胞 が 血 流
に 侵 入 す る 場 合 に 、 腫 瘍 細 胞 を コ ー ト し て い る 血 小 板 及 び 白 血 球 で 構 成 さ れ た 多 細 胞 複 合
体 が 形 成 さ れ る 。 微 小 塞 栓 と 称 さ れ る こ と も あ る こ れ ら の 複 合 体 は 、 腫 瘍 細 胞 が 免 疫 系 を
回 避 す る こ と を 補 助 す る 。 血 小 板 に よ る 腫 瘍 細 胞 の コ ー テ ィ ン グ は 、 血 小 板 に よ る P-セ レ
ク チ ン の 発 現 を 必 要 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 血 小 板 を 凝 集 す る 能 力 は 、 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 に 相 関 し て い る こ と が 明 ら か に
さ れ て お り 、 並 び に 腫 瘍 が 誘 導 し た 血 小 板 凝 集 の 阻 害 は 、 齧 歯 類 モ デ ル に お け る 転 移 の 抑
制 に 相 関 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 血 小 板 と の 腫 瘍 細 胞 相 互 作 用 は 、 膜 接 着 分 子 及 び
ア ゴ ニ ス ト 分 泌 に 関 連 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 免 疫 に 関 連 し た 血 小 板 糖 蛋 白
質 の 発 現 は 、 腫 瘍 細 胞 株 上 で 同 定 さ れ て い る 。 血 小 板 免 疫 に 関 連 し た 糖 蛋 白 質 、 GPIb、 GP
IIb/IIIa、 GPIb/IX及 び イ ン テ グ リ ン α v の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 乳 癌 細 胞 株 の 表 面 上 に 発 現 さ
れ る こ と が 明 ら か に さ れ た (Oleksowicz、 (1995)、 前 掲 ； Kamiyamaら 、 J. Lab. Clin. Med
.、 117(3): 209-17 (1991))。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Gasicら (PNAS、 61: 46-52 (1968))は 、 抗 体 が 誘 導 し た 血 小 板 減 少 症 は 、 CT26結 腸 腺 癌
、 Lewis肺 癌 、 及 び B16黒 色 腫 に よ り 生 じ た 転 移 の 数 及 び 容 積 を 顕 著 に 低 下 し た こ と を 示 し
た (Karpatkinら 、 J. Clin. Invest.、 81(4): 1012-19 (1988)； Clezardinら 、 Cancer Res
.、 53(19): 4695-700(1993))。 更 に 、 単 独 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (60kd)が 、 GPIbに 密 接 に 関 連
し て い る HEL細 胞 の 表 面 膜 上 に 発 現 さ れ 、 並 び に こ れ は 不 完 全 な 又 は 異 常 な O-グ リ コ シ ル
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化 さ れ た GPIbα サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 応 し て い る こ と が 発 見 さ れ た (Kiefferら 、 J. Biol. Che
m.、 261(34): 15854-62 (1986))。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 止 血 プ ロ セ ス の 各 工 程 は 、 血 小 板 表 面 上 の 受 容 体 の 存 在 を 必 要 と し て い る 。 止 血 に お い
て 重 要 で あ る ひ と つ の 受 容 体 は 、 糖 蛋 白 質 Ib-IX複 合 体 (CD42と し て も 公 知 )で あ る 。 こ の
受 容 体 は 、 内 皮 下 層 に お け る フ ォ ン ・ ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 (vWF)の 結 合 に よ る 、 損 傷 部 位 で
の 血 小 板 の 血 管 壁 へ の 接 着 (最 初 の 付 着 )を 媒 介 す る 。 こ れ は 、 下 記 の 止 血 に 重 要 で あ る ふ
た つ の 別 の 血 小 板 機 能 に お い て 重 要 な 役 割 も 有 す る ： (a)動 脈 狭 窄 領 域 に お け る 高 剪 断 に
よ り 誘 導 さ れ た 血 小 板 の 凝 集 、 及 び (b)低 濃 度 の ト ロ ン ビ ン に よ り 誘 導 さ れ た 血 小 板 活 性
化 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 GPIb-IX複 合 体 は 、 血 小 板 細 胞 膜 の 外 側 表 面 の 主 要 成 分 の ひ と つ で あ る 。 こ の 複 合 体 は
、 3種 の 膜 貫 通 ポ リ ペ プ チ ド を 含 み － こ れ は 、 GPIbの ジ ス ル フ ィ ド 連 結 し た 130kDaα 鎖 及
び 25kDaβ 鎖 、 並 び に 非 共 有 的 に 会 合 し た GPIX(22kDa)で あ る 。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト は 全
て 、 CD42複 合 体 の 効 率 的 細 胞 表 面 発 現 及 び 機 能 の た め に 、 血 小 板 膜 上 に 等 モ ル 量 で 提 示 さ
れ て お り 、 細 胞 膜 上 で の 完 全 な 発 現 に は 、 こ れ ら 3種 の サ ブ ユ ニ ッ ト の ひ と つ の 複 合 体 へ
の 適 切 な 集 成 が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 GPIbの α 鎖 は 、 3種 の 個 別 の 構 造 ド メ イ ン
か ら な る ： (1)ロ イ シ ン -リ ッ チ 反 復 配 列 及 び Cys-結 合 し た フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む 球 状 N-
末 端 ペ プ チ ド ド メ イ ン ； (2)高 グ リ コ シ ル 化 さ れ た ム チ ン -様 マ ク ロ 糖 ペ プ チ ド ド メ イ ン ；
及 び 、 (3)GPIbα へ の ジ ス ル フ ィ ド 橋 並 び に 膜 貫 通 配 列 及 び 細 胞 質 配 列 を 含 む 、 膜 に 会 合
し た C末 端 領 域 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 GPIb-IX複 合 体 の vWF及 び ト ロ ン ビ ン -結 合 ド メ イ ン は 、 GPIbα の ア ミ ノ 末 端 に 約 300個 の
ア ミ ノ 酸 を 包 含 し て い る 球 状 領 域 に 存 在 す る こ と を 示 す 証 拠 が い く つ か あ る 。 ヒ ト 血 小 板
GPIb-IX複 合 体 は 血 小 板 の 機 能 及 び 反 応 性 の 両 方 を 媒 介 す る 重 要 な 膜 受 容 体 で あ る の で 、 G
PIbに よ る 内 皮 下 層 に 結 合 し た vWFの 認 識 は 、 血 小 板 を 、 障 害 を 受 け た 血 管 に 接 着 さ せ る 。
更 に vWFの GPIbα へ の 結 合 は 、 血 小 板 活 性 化 も 誘 導 し 、 こ れ は GPIb-IX細 胞 質 ド メ イ ン の 細
胞 骨 格 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2と の 相 互 作 用 に 関 連 す る こ と が あ る 。 更 に GPIbα は 、 α -ト
ロ ン ビ ン へ の 高 -親 和 性 結 合 部 位 を 含 み 、 こ れ は 現 在 も 余 り 定 義 さ れ て い な い 機 構 に よ り
血 小 板 活 性 化 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 GPIbα の N-末 端 球 状 ド メ イ ン は 、 負 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー を 含 む 。 証 拠 と な る
い く つ か の 系 統 は 、 GPIb-IX複 合 体 を 発 現 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た CHO細 胞 に
お い て 及 び 血 小 板 GPIbα に お い て 、 こ の ド メ イ ン に 含 ま れ た 3個 の チ ロ シ ン 残 基 (Tyr-276
、 Tyr-278、 及 び Tyr-279)は 硫 酸 化 を 受 け る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 蛋 白 質 硫 酸 化 は 、 糖 側 鎖 又 は ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 の い ず れ か へ の 硫 酸 塩 の 酵 素 的 共 有 結 合
が 関 与 し て い る 広 範 な 翻 訳 後 修 飾 で あ る 。 こ の 修 飾 は 、 ト ラ ン ス -ゴ ル ジ コ ン パ ー ト メ ン
ト に お い て 生 じ る 。 硫 酸 化 さ れ た 蛋 白 質 は 、 分 泌 蛋 白 質 、 顆 粒 に 標 的 化 さ れ る 蛋 白 質 、 及
び 細 胞 膜 蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 を 含 む 。 チ ロ シ ン は 、 硫 酸 化 を 受 け る こ と が 現 在 わ か っ て い
る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 Kehoeら 、 Chem. Biol.、 7: R57-61 (2000)。 他 の ア ミ ノ 酸 、 例 え
ば ト レ オ ニ ン も 、 特 に 罹 患 し た 細 胞 に お い て 、 硫 酸 化 を 受 け る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 多 く の 蛋 白 質 は 、 チ ロ シ ン -硫 酸 化 さ れ る こ と が わ か っ て い る が 、 GPIbに つ い て 認 め ら
れ た 、 単 独 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の 3個 又 は そ れ よ り も 多 い 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン の 存 在 は 一
般 的 で は な い 。 血 小 板 及 び 巨 核 球 に よ り 発 現 さ れ 、 並 び に vWFと の 結 合 を 介 し て 内 皮 下 層
上 へ の 血 小 板 付 着 及 び そ の 上 で の ロ ー リ ン グ を 媒 介 す る GPIbα (CD42)は 、 そ の N-末 端 ド メ
イ ン に 多 く の 負 帯 電 も 含 む 。 こ の よ う な 高 度 に 酸 性 及 び 親 水 性 の 環 境 は 、 硫 酸 化 の 前 提 条
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件 で あ る と 考 え ら れ 、 そ の 理 由 は 、 チ ロ シ ン 硫 酸 化 酵 素 (TPST)は 、 酸 性 ア ミ ノ 残 基 に 隣 接
す る チ ロ シ ン を 特 異 的 に 認 識 し 及 び 硫 酸 化 す る か ら で あ る (Bundgaardら 、 J. Biol. Chem.
、 272: 21700-05 (1997))。 GPIbα の 酸 性 領 域 の 完 全 な 硫 酸 化 は 、 著 し い 負 の 電 荷 密 度 を
伴 う 領 域 － 19個 の ア ミ ノ 酸 の 短 い 配 列 内 に 13個 の 負 電 荷 － を 生 じ 、 並 び に 他 の 蛋 白 質 と の
静 電 気 的 相 互 作 用 の 候 補 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 硫 酸 化 さ れ た N-末 端 チ ロ シ ン は 、 ヒ ト 及 び サ ル の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV-1、 HIV-2、 及
び SIV)の 標 的 細 胞 へ の 侵 入 に 関 連 し た 7回 膜 貫 通 セ グ メ ン ト (7TMS)受 容 体 と の 共 -受 容 体 と
し て 役 目 を 果 た す 、 CCR5の よ う な CC-ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 役 割 に 影 響 を 及 ぼ す こ と も 考 え
ら れ る 。 例 え ば 、 硫 酸 化 さ れ た N-末 端 チ ロ シ ン は 、 CCR5の MIP-1α 、 MIP-1β 、 及 び HIV-1 
gp120/CD4複 合 体 へ の 結 合 、 並 び に HIV-1の CCR5及 び CD4を 発 現 し て い る 細 胞 へ 侵 入 す る 能
力 に 寄 与 す る と 考 え ら れ る 。 別 の 重 要 な HIV-1共 -受 容 体 で あ る CXCR4も 、 硫 酸 化 さ れ る (Fa
rzanら 、 Cell、 96(5): 667-76 (1999))。 チ ロ シ ン 硫 酸 化 は 、 CXCR4-依 存 型 HIV-1侵 入 に お
い て は 、 CCR5-依 存 型 侵 入 よ り も 、 役 割 の 重 要 性 が 低 く ； 従 っ て こ れ は 、 CXC-ケ モ カ イ ン
フ ァ ミ リ ー に お け る チ ロ シ ン 硫 酸 化 の 潜 在 的 役 割 を 明 ら か に し 、 並 び に CCR5及 び CXCR4の H
IV-1利 用 に お け る 一 般 的 差 異 を 際 だ た せ て い る (Farzanら 、 J. Biol. Chem.、 277(33): 29
,484-89 (2002))。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 P-、 E-、 及 び L-セ レ ク チ ン は 、 機 能 の 中 で も 特 に 、 血 管 内 皮 上 の 白 血 球 の ロ ー リ ン グ を
媒 介 す る 接 着 分 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 P-セ レ ク チ ン は 、 血 小 板 中 の 顆 粒 と し て
貯 蔵 さ れ 、 及 び ト ロ ン ビ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 、 又 は 他 の 刺 激 分 子 に よ る
活 性 化 後 に 、 表 面 に 輸 送 さ れ る 。 P-セ レ ク チ ン は 、 活 性 化 さ れ た 内 皮 細 胞 上 で も 発 現 さ れ
る 。 E-セ レ ク チ ン は 、 内 皮 細 胞 上 で 発 現 さ れ 、 並 び に L-セ レ ク チ ン は 、 好 中 球 、 単 球 、 T
細 胞 、 及 び B細 胞 上 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 PSGL-1(CD162と も 称 さ れ る )は 、 GPIbと 構 造 的 類 似 性 を 共 有 し て い る P-セ レ ク チ ン 、 E-
セ レ ク チ ン 、 及 び L-セ レ ク チ ン の た め の ム チ ン 糖 蛋 白 質 リ ガ ン ド で あ る (Afshar-Kharghan
ら (2001)、 前 掲 )。 PSGL-1は 、 PACE(対 の あ る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 転 換 酵 素 )切 断 部 位 を 有 す る
ジ ス ル フ ィ ド -連 結 し た ホ モ 二 量 体 で あ る 。 PSGL-1は 、 プ ロ リ ン 、 セ リ ン 及 び ト レ オ ニ ン
が 豊 富 で あ る 10～ 16個 の 十 量 体 反 復 配 列 が 続 く 、 3個 の 可 能 性 の あ る チ ロ シ ン 硫 酸 化 部 位
も 有 す る 。 PSGL-1の 細 胞 外 部 分 は 、 3個 の N-連 結 さ れ た グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 み 、 及 び 多
く の シ ア リ ル 化 、 フ コ シ ル 化 さ れ た O-連 結 さ れ た オ リ ゴ 糖 分 枝 を 有 す る (Mooreら 、 J. Bio
l. Chem.、 118: 445-56 (1992))。 ほ と ん ど の N-グ リ カ ン 部 位 及 び 多 く の O-グ リ カ ン 部 位
は 、 占 拠 さ れ て い る 。 ヒ ト HL-60細 胞 由 来 の PSGL-1の O-グ リ カ ン 構 造 が 決 定 さ れ て い る 。
こ れ ら の O-グ リ カ ン の サ ブ セ ッ ト は 、 セ レ ク チ ン に 結 合 す る た め に 必 要 で あ る 、 コ ア -2、
シ ア リ ル 化 及 び フ コ シ ル 化 さ れ た 構 造 で あ る 。 PSGL-1の ア ミ ノ -末 端 領 域 の チ ロ シ ン 硫 酸
化 は 、 P-セ レ ク チ ン 及 び L-セ レ ク チ ン へ の 結 合 に も 必 要 で あ る 。 更 に 、 恐 ら く 翻 訳 後 切 断
さ れ る N-末 端 プ ロ ペ プ チ ド が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 PSGL-1は 、 HL60細 胞 に お い て 361残 基 を 有 し 、 267残 基 の 細 胞 外 領 域 、 25残 基 の 膜 貫 通 領
域 、 及 び 69残 基 の 細 胞 内 領 域 を 伴 い 、 並 び に 細 胞 表 面 上 に ジ ス ル フ ィ ド -結 合 さ れ た ホ モ
二 量 体 又 は ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る (Afshar-Kharghanら 、 Blood、 97: 3306-12 (2001))。
PSGL-1を コ ー ド し て い る 配 列 は 、 1個 の エ キ ソ ン 内 で あ り 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ は 不 可
能 で あ る 。 し か し 、 HL60細 胞 内 の 、 及 び ほ と ん ど の 細 胞 株 内 の PSGL-1は 、 細 胞 外 領 域 に 存
在 す る 10残 基 の コ ン セ ン サ ス 配 列 の 15の 連 続 す る 反 復 配 列 を 有 す る が 、 多 形 核 白 血 球 、 単
球 、 及 び ほ と ん ど 未 変 性 の 白 血 球 を 含 む い く つ か の 他 の 細 胞 株 に お い て は 、 こ の 配 列 の 14
及 び 16の 反 復 配 列 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 PSGL-1は 、 二 量 体 と し て 好 中 球 上 に 発 現 さ れ 、 見 か け の 分 子 量 は 250kDa及 び 160kDaの 両
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方 で あ る の に 対 し 、 HL60上 の 二 量 体 型 は 、 約 220kDaで あ る 。 還 元 条 件 (reducing conditio
n)下 で 分 析 さ れ た 場 合 、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は 半 分 に 減 少 さ れ る 。 分 子 量 の 差 は 、 異 な る 数 の
十 量 体 反 復 配 列 の 存 在 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 分 子 内 の 多 形 が 原 因 で あ ろ う (Leukocyte Typ
ing VI.、 T. Kishimotoら 編 集 、 (1997))。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ほ と ん ど の 血 液 白 血 球 、 例 え ば 好 中 球 、 単 球 、 白 血 球 、 B細 胞 サ ブ セ ッ ト 、 及 び 全 て の T
細 胞 な ど は 、 PSGL-1を 発 現 す る (Kishimotoら (1997)、 前 掲 )。 PSGL-1は 、 活 性 化 さ れ た 内
皮 上 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 上 、 並 び に 他 の 白 血 球 及 び 炎 症 部 位 上 の 白 血 球 の ロ ー リ ン グ を
媒 介 し 、 並 び に P-セ レ ク チ ン 上 の 好 中 球 の ロ ー リ ン グ を 媒 介 す る 。 PSGL-1は 、 L-セ レ ク チ
ン と の 結 合 を 介 し 好 中 球 -好 中 球 相 互 作 用 も 媒 介 し 、 こ れ に よ り 炎 症 を 媒 介 す る (Snappら
、 Blood、 91(1): 154-64 (1998))。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 白 血 球 ロ ー リ ン グ は 、 炎 症 に お い て 重 要 で あ り 、 並 び に P-セ レ ク チ ン (活 性 化 さ れ た 内
皮 に よ り 及 び 血 小 板 上 に 発 現 さ れ 、 こ れ は 損 傷 部 位 に 固 定 さ れ る )と PSGL-1の 間 の 相 互 作
用 は 、 白 血 球 の 血 管 壁 へ の つ な ぎ 止 め 及 び ロ ー リ ン グ の 道 具 で あ る (Ramachandranら 、 PNA
S、 98(18): 10166-71 (2001)； Afshar-Kharghanら (2001)、 前 掲 )。 細 胞 ロ ー リ ン グ は 、 転
移 に お い て も 重 要 で あ り 、 並 び に 内 皮 細 胞 上 の P-及 び E-セ レ ク チ ン は 、 転 移 細 胞 に 結 合 す
る と 考 え ら れ 、 こ れ に よ り 血 流 か ら 周 辺 組 織 へ の 溢 出 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 PSGL-1は 、 全 て の 白 血 球 ： 好 中 球 、 単 球 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 さ れ た 末 梢 T細 胞
、 顆 粒 球 、 好 酸 球 、 血 小 板 、 並 び に 一 部 の CD34陽 性 幹 細 胞 及 び あ る 種 の B細 胞 サ ブ セ ッ ト
上 に お い て 認 め ら れ る 。 P-セ レ ク チ ン は 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 及 び 内 皮 細 胞 上 で 選 択 的 に
発 現 さ れ る 。 P-セ レ ク チ ン と PSGL-1の 間 の 相 互 作 用 は 、 血 管 壁 上 の 白 血 球 の ロ ー リ ン グ を
促 進 し 、 並 び に 血 管 部 位 で の 白 血 球 の 異 常 な 蓄 積 は 、 様 々 な 病 原 性 炎 症 を 生 じ る 。 PSGL-1
上 の 個 々 の チ ロ シ ン 硫 酸 塩 の 立 体 -特 異 的 寄 与 は 、 P-セ レ ク チ ン の PSGL-1へ の 結 合 に と っ
て 重 要 で あ る 。 電 荷 も 、 結 合 に 重 要 で あ り ： NaCl減 少 (150か ら 50mM)は 結 合 を 増 強 し た (Kd
～ 75nM)。 PSGL-1上 の チ ロ シ ン -硫 酸 化 は 、 P-セ レ ク チ ン へ の PSGL-1接 着 を 増 強 す る が 、 最
終 的 に は こ れ に 必 要 で は な い 。 PSGL-1チ ロ シ ン 硫 酸 化 は 、 全 て の 剪 断 速 度 で 、 比 較 的 遅 い
ロ ー リ ン グ 接 着 を 支 援 し 、 並 び に 非 常 に 高 い 剪 断 速 度 で の ロ ー リ ン グ 接 着 を 支 援 す る (Rod
gersら 、 Biophys. J.、 81: 2001-09 (2001))。 更 に 、 血 小 板 上 の PSGL-1発 現 は 、 白 血 球 の
そ れ の 1/25～ 1/100で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る (Frenetteら 、 J. Exp. Med.、 191(8): 14
13-22 (2000))。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヒ ト PSGL-1に 対 す る 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る KPL1は 、 PSGL-1と P-セ レ ク チ ン の
間 及 び PSGL-1と L-セ レ ク チ ン の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 KPL1エ ピ ト
ー プ は 、 PSGL-1の チ ロ シ ン 硫 酸 化 領 域 (YEYLDYD)に マ ッ ピ ン グ さ れ た (Snappら 、 Blood、 91
(1): 154-64 (1998))。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 シ ア リ ル 化 さ れ 、 フ コ シ ル 化 さ れ た ム チ ン リ ガ ン ド を 取 り 除 く O-シ ア ロ グ リ コ プ ロ テ ア
ー ゼ に よ る 腫 瘍 細 胞 の 前 処 理 も 、 腫 瘍 細 胞 -血 小 板 複 合 体 形 成 を 阻 害 し た 。 In vivo実 験 は
、 こ れ ら の 処 理 の い ず れ か は 、 循 環 し て い る 腫 瘍 細 胞 と の よ り 大 き い 単 球 会 合 を 生 じ る こ
と を 示 し て お り 、 こ れ は 減 少 す る 血 小 板 結 合 は 、 循 環 し て い る 腫 瘍 細 胞 へ の 免 疫 細 胞 に よ
る 接 近 を 増 加 し て い る こ と を 示 唆 し て い る (Varki及 び Varki、 Braz. J. Biol. Res.、 34(6
): 711-17 (2001))。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 正 常 な ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の ふ た つ の 型 － 正 常 (γ )及 び γ プ ラ イ ム (prime)が あ り 、
そ の 各 々 は 、 健 常 者 に お い て 認 め ら れ る 。 よ り 豊 富 な 型 (体 内 で 認 め ら れ る 総 フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン の 約 90％ )で あ る 正 常 な フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 2個 の 同 一 の 55kDaα 鎖 、 2個 の 同 一 の
95kDaβ 鎖 、 及 び 2個 の 同 一 の 49.5kDaγ 鎖 で 構 成 さ れ る 。 量 が 少 な い 型 (体 内 で 認 め ら れ る
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総 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 約 10％ )で あ る 正 常 な 変 種 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 2個 の 同 一 の 55kDa
α 鎖 、 2個 の 同 一 の 95kDaβ 鎖 、 1個 の 49.5kDaγ 鎖 、 及 び 1個 の 変 種 50.5kDaγ プ ラ イ ム 鎖 で
構 成 さ れ て い る 。 γ 鎖 及 び γ プ ラ イ ム 鎖 は 、 両 方 と も 同 じ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て お り
、 3'末 端 で 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ が 生 じ て い る 。 正 常 な γ 鎖 は 、 ア ミ ノ 酸 1-411で 構 成 さ
れ 、 及 び 正 常 な 変 種 γ プ ラ イ ム 鎖 は 、 427ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ 、 そ の ア ミ ノ 酸 1-407は 、 正
常 な γ 鎖 の も の と 同 一 で あ り 、 及 び ア ミ ノ 酸 408-427は VRPEHPAETEYDSLYPEDDLで あ る 。 こ
の 領 域 は 通 常 ト ロ ン ビ ン 分 子 に よ り 占 拠 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 イ オ ン 化 さ れ た カ ル シ ウ ム 存 在 下 、 ト ロ ン ビ ン の 作 用 に よ り フ ィ
ブ リ ン に 転 換 さ れ 、 血 液 の 凝 固 を 生 じ る 。 フ ィ ブ リ ン も 血 栓 、 及 び 急 性 炎 症 滲 出 液 の 成 分
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 免 疫 応 答 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 反 応 、 及 び 転 移
な ど の プ ロ セ ス の 助 け と な る 、 様 々 な 分 子 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 接 着 、
血 栓 及 び ／ 又 は 再 狭 窄 及 び 凝 集 な ど の プ ロ セ ス に は 関 連 し な い よ う な 、 抗 体 そ れ ら の 断 片
又 は そ れ ら の 複 合 体 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ こ で エ ピ ト ー プ は 、 罹 患 し た 細 胞 、 例 え ば
AML細 胞 、 T-ALL細 胞 、 Pre-B-ALL細 胞 、 B-白 血 病 、 B-CLL細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 及 び 転
移 細 胞 な ど に 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 免 疫 応 答 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 反 応 、 及 び
転 移 な ど を 阻 害 す る が 、 依 然 接 着 、 血 栓 及 び ／ 又 は 再 狭 窄 及 び 凝 集 な ど に は 関 係 せ ず 、 及
び AML、 T-ALL、 B-白 血 病 、 B-CLL、 Pre-B-ALL、 多 発 性 骨 髄 腫 、 転 移 な ど の 疾 患 、 心 筋 梗 塞
の よ う な 心 臓 血 管 疾 患 、 網 膜 症 、 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン -依 存 型 蛋 白 質 -蛋 白 質 相 互 作 用 に
よ り 引 き 起 こ さ れ た 疾 患 、 又 は そ の よ う な 細 胞 機 能 も し く は 作 用 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 他
の 疾 患 の 治 療 の た め の 、 医 薬 品 の 開 発 及 び 供 給 に お け る そ の よ う な 抗 体 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 例 え ば AML、 T-ALL、 B-白 血 病 、 B-CLL、 Pre-B-ALL、 多 発 性 骨 髄 腫 、 及 び 転 移 、 又 は 細 胞
ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 免 疫 応 答 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 な ど の そ の よ う な 細 胞 機 能 も
し く は 作 用 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 他 の 疾 患 な ど の 、 個 人 の 様 々 な 疾 患 状 態 の 診 断 、 予 後 判
定 、 又 は 病 期 決 定 の 方 法 に お い て こ れ ら 抗 体 を 利 用 す る こ と も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 並
び に 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 腫 瘍 細 胞 を パ ー ジ す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 更 に 別 の 本 発 明 の 目 的 は 、 こ の 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ り 、 ADCCを 活 性 化 又 は NKも し く
は T細 胞 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ れ ら 及 び 他 の 本 発 明 の 目 的 が 、 本 願 明 細 書 に 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 :1の scFv抗 体 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 、 又 は そ れ ら の 結 合 断 片 が 、 配 列 番 号 :2の 第 一 の 超
可 変 領 域 、 配 列 番 号 :3の 第 二 の 超 可 変 領 域 、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 :4の 第 三 の 超 可 変 領 域 を
有 す る 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 も 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 好 ま し く
は 、 PSGL-1の エ ピ ト ー プ に 結 合 又 は 交 差 反 応 す る 。 同 じ く 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 又 は
そ れ ら の 断 片 は 、 T-ALL、 AML、 B-白 血 病 、 B-CLL及 び 多 発 性 骨 髄 腫 白 血 病 の 細 胞 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の 細 胞 型 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ れ ら の 結 合 断 片 に 結 合 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ
れ た エ ピ ト ー プ も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 成 熟 PSGL-1の ア ミ ノ
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酸 1と 17の 間 に 位 置 し 、 こ れ は 負 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー 内 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 及 び そ の よ う な 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 製 造 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 細
胞 ロ ー リ ン グ の 阻 害 又 は 治 療 ； 炎 症 の 阻 害 又 は 治 療 ； 自 己 免 疫 疾 患 の 阻 害 又 は 治 療 ； 感 染
症 (例 え ば 、 HIVの よ う な ウ イ ル ス 感 染 症 )の 阻 害 又 は 治 療 ； 転 移 の 阻 害 又 は 治 療 ； 腫 瘍 細
胞 の 増 殖 及 び ／ 又 は 複 製 の 阻 害 又 は 治 療 ； 腫 瘍 細 胞 の 致 死 率 の 増 加 ； 白 血 病 細 胞 の 増 殖 及
び ／ 又 は 複 製 の 阻 害 ； 白 血 病 細 胞 の 致 死 率 の 増 加 ； 疾 患 治 療 薬 に よ る 損 傷 に 対 す る 罹 患 し
た 細 胞 の 感 受 性 の 変 更 ； 抗 癌 剤 に よ る 損 傷 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 の 増 加 ； 抗 白 血 病 薬
に よ る 損 傷 に 対 す る 白 血 病 細 胞 の 感 受 性 の 増 加 ； 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 数 の
増 加 の 阻 害 ； 癌 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 数 の 減 少 ； 白 血 病 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 数 の 増 加
の 阻 害 ； 並 び に 、 白 血 病 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 数 の 減 少 に 関 連 し た 状 態 を 含 む 、 様 々 な
状 態 を 治 療 す る た め の そ の よ う な 医 薬 組 成 物 を 利 用 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 他 の 方 法 は 、
本 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 使 用 し 、 ADCCを 誘 導 又 は NKも し く は T細 胞 を 刺 激 す る た め に 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 有 す る 試 料 を 提 供 し 、 並 び に 患 者 由 来 の 細 胞 を 本 発 明 の
抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 患 者 か ら 腫 瘍 細 胞 を パ
ー ジ す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 抗 体 (Ab)、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)は 、 抗 原 に 結 合 す る 蛋 白 質 分 子 で あ る 。 天 然 の 抗 体
の 各 機 能 的 結 合 ユ ニ ッ ト は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 共 に 連 結 さ れ た 4個 の ポ リ ペ プ チ ド
鎖 (2個 の 重 鎖 及 び 2個 の 軽 鎖 )ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ て い る 。 こ れ ら の 鎖 の 各 々 は 、 定 常 領 域
及 び 可 変 領 域 を 含 む 。 天 然 の 抗 体 は 、 そ れ ら の 重 鎖 成 分 を 基 に 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 及
び IgEを 含 む い く つ か の ク ラ ス に 分 け る こ と が で き る 。 IgGク ラ ス は 、 IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、
及 び IgG 4 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 い く つ か の サ ブ ク ラ ス を 包 含 し て
い る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Bリ ン パ 球 に よ り in vivoに お い て 産 生 さ れ て お り 、 並 び に そ の
よ う な 分 子 は 、 各 々 、 特 定 の 外 来 抗 原 決 定 基 を 認 識 し 、 及 び そ の 抗 原 の ク リ ア リ ン グ を 促
進 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 は 、 抗 体 複 合 体 を 含 む 、 多 く の 形 で 産 生 さ れ 及 び 使 用 す る こ と が で き る 。 本 願 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 複 合 体 (又 は 複 数 )」 は 、 他 の 抗 体 と 、 も し く は 抗 体 断 片
(又 は 複 数 )と 、 1種 又 は そ れ よ り も 多 い 抗 体 の 複 合 体 、 又 は 2種 も し く は そ れ よ り も 多 い 抗
体 断 片 の 複 合 体 を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Fv、 Fab、 F(ab') 2 、 Fc、
及 び Fd断 片 を 含 む 。 従 っ て 、 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片
」 は 、 抗 体 複 合 体 (又 は 複 数 )を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 願 明 細 書 及 び 「 特 許 請 求 の 範 囲 」 に お い て 使 用 さ れ る Fvは 、 同 じ 又 は 異 な っ て よ く 、
並 び に こ こ で 重 鎖 可 変 領 域 は 、 軽 鎖 可 変 領 域 と 接 続 、 連 結 、 融 合 も し く は 共 有 結 合 、 又 は
会 合 さ れ て い る よ う な 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 で 作 成 さ れ
た 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。 Fvは 、 単 鎖 Fv(scFv)又 は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 さ れ た Fv(dsFv)で
あ る こ と が で き る 。 scFvは 、 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 各 々 の 可 変 ド メ イ ン で 構 成 さ れ 、 可 動
性 (flexible)ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー 、 又 は リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 。 こ
の リ ン カ ー は 、 分 枝 さ れ て も 又 は さ れ な く と も よ い 。 好 ま し く は こ の リ ン カ ー は 、 0～ 15
個 の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 最 も 好 ま し く は こ の リ ン カ ー は 、 (Gly 4 Ser) 3 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Fv分 子 そ れ 自 身 は 、 第 一 鎖 及 び 第 二 鎖 に よ り 構 成 さ れ 、 各 鎖 は 、 第 一 、 第 二 及 び 第 三 の
超 可 変 領 域 を 有 す る 。 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 内 の 超 可 変 ル ー プ は 、 相 補 性 決 定 領 域
(CDR)と 称 さ れ る 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 各 々 の 中 に は 、 CDR1、 CDR2、 及 び CDR3領 域 が 存 在 す る
。 こ れ ら の 領 域 は 、 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 し 、 及 び 増 強 さ れ た 結 合 活 性 を 得 る た め に 特 異 的
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に 修 飾 す る こ と が で き る と 考 え ら れ て い る 。 こ れ ら の 領 域 で 最 大 の 可 変 性 で あ る の は 、 事
実 上 重 鎖 の CDR3領 域 で あ る 。 CDR3領 域 は 、 Ig分 子 の 最 も 露 出 し た 領 域 で あ り 、 本 願 明 細 書
に 示 さ れ 提 供 さ れ た よ う に 、 観 察 さ れ た 選 択 的 及 び ／ 又 は 特 異 的 結 合 特 性 を 主 に 担 う 部 位
で あ る と 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Fv分 子 の 断 片 は 、 当 初 の Fvの 選 択 的 及 び ／ 又 は 特 異 的 結 合 特 性 を 依 然 保 持 し て い る 、 当
初 の Fvよ り も よ り 小 さ い 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 の 例 は 、 (1)Fvの 重 鎖 の
み の 断 片 を 含 む 、 ミ ニ ボ デ ィ 、 (2)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 の 小 さ い 部 分 ユ ニ ッ ト (fractional u
nit)を 含 む 、 ミ ク ロ ボ デ ィ (国 際 出 願 PCT/IL99/00581号 )、 (3)軽 鎖 の 断 片 を 有 す る 類 似 の
ボ デ ィ 、 及 び (4)軽 鎖 可 変 領 域 の 機 能 性 ユ ニ ッ ト を 有 す る 、 類 似 の ボ デ ィ を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 Fv分 子 の 断 片 は 、 実 質 的 に 環 状 又 は ル ー プ 形 成 し た ポ リ ペ
プ チ ド で あ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 Fab断 片 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 価 の 抗 原 -結 合
断 片 で あ る 。 Fab断 片 は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 一 部 に よ り 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 F(ab') 2 断 片 は 、 ペ プ シ ン 消 化 に よ り 得 ら れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 二 価 の 抗 原 結 合 断 片 で
あ る 。 こ れ は 、 両 方 の 軽 鎖 及 び 両 方 の 重 鎖 の 一 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Fc断 片 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 抗 原 -非 結 合 部 分 で あ る 。 こ れ は 、 重 鎖 の カ ル ボ キ シ -末 端
部 分 及 び Fc受 容 体 の 結 合 部 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Fd断 片 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 の 可 変 領 域 及 び 第 一 の 定 常 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 応 答 の 産 物 で あ り 、 多 く の 異 な る Bリ ン パ 球 に よ り 形 成 さ
れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ひ と つ の ク ロ ー ン 性 B細 胞 に 由 来 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ 及 び 本 発 明 に お い て 定 義 さ れ る カ セ ッ ト と は 、 フ レ ー ム ワ ー ク
と し て 役 立 ち 、 並 び に 単 独 の ユ ニ ッ ト と し て み な さ れ 及 び そ の よ う に 操 作 さ れ る 、 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 の 所 定 の 配 列 を 意 味 す る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 一 方 又 は 両 方 の 末 端 で 、 置 換 、 挿 入 、
除 去 、 又 は 結 合 す る こ と が で き る 。 同 様 に ア ミ ノ 酸 の 短 い 配 列 は 、 一 方 又 は 両 方 の 末 端 で
、 置 換 、 挿 入 、 除 去 、 又 は 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 本 願 明 細 書 に お い て 、 抗 原 決 定 基 も し く は 認 識 部 位 、 又 は 抗 体
、 抗 体 断 片 、 抗 体 複 合 体 も し く は そ れ ら の 結 合 断 片 を 有 す る 複 合 体 も し く は T細 胞 受 容 体
と 相 互 作 用 す る 抗 原 部 位 を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。 用 語 エ ピ ト ー プ は 本 願 明 細 書 に お
い て 、 用 語 リ ガ ン ド 、 ド メ イ ン 、 及 び 結 合 領 域 と 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 選 択 性 は 、 本 願 明 細 書 に お い て 、 標 的 化 分 子 の 、 実 体 又 は 実 体 状 態 の 混 合 物 由 来 の ひ と
つ の 実 体 又 は 細 胞 状 態 を 選 択 及 び 結 合 す る 能 力 と 定 義 さ れ 、 こ の 全 て の 実 体 又 は 実 体 状 態
は 、 標 的 分 子 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 親 和 性 」 は 、 結 合 分 子 (例 え ば 、 抗 体 上 の ひ と つ
の 結 合 部 位 )と リ ガ ン ド (例 え ば 、 抗 原 決 定 基 )の 間 の 結 合 強 度 (会 合 定 数 )の 測 定 値 で あ る
。 抗 体 上 の 単 独 の 抗 原 -結 合 部 位 と 単 独 の エ ピ ト ー プ の 間 の 非 共 有 的 相 互 作 用 の 総 計 の 強
度 は 、 そ の エ ピ ト ー プ に 関 す る 抗 体 の 親 和 性 で あ る 。 低 親 和 性 抗 体 は 、 抗 原 に 弱 く 結 合 し
、 及 び 容 易 に 解 離 す る 傾 向 が あ る の に 対 し 、 高 -親 和 性 抗 体 は 、 抗 原 に よ り 密 に 結 合 し 、
及 び よ り 長 く 結 合 し 続 け る 。 用 語 「 ア ビ デ ィ テ ィ 」 は 、 親 和 性 と は 異 な り 、 そ の 理 由 は 、
前 者 は 抗 原 -抗 体 相 互 作 用 の 結 合 価 を 反 映 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-536199 A 2005.12.2



　 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 特 異 性 ： 抗 原 -抗 体 反 応 は 特 異 的 で あ る が 、 場 合 に よ っ て は 、 ひ と
つ の 抗 原 に よ り 誘 起 さ れ た 抗 体 は 、 別 の 無 関 係 の 抗 原 と 交 差 反 応 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 交 差 反 応 は 、 ふ た つ の 異 な る 抗 原 が 、 相 同 又 は 類 似 の 構 造 、 エ ピ ト ー プ 、 も し く は
そ れ ら の ア ン カ ー 領 域 を 共 有 す る 場 合 、 又 は 1個 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 が 、 同 様 の
構 造 的 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 又 は 化 学 特 性 を 有 す る 無 関 係 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 場 合 に 生 じ
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 血 小 板 は 、 骨 髄 類 洞 を 流 れ る 巨 核 球 の 円 板 -様 の 細 胞 質 断 片 で あ り 、 引 き 続 き 末 梢 血 流
内 を 循 環 す る 。 血 小 板 は 、 凝 固 に お け る 重 要 な 役 割 を 含 む 、 い く つ か の 生 理 的 機 能 を 有 す
る 。 血 小 板 は 、 中 心 に 位 置 し た 顆 粒 及 び 周 辺 の 透 明 な 原 形 質 を 含 む が 、 境 界 の あ る 核 は 有
さ な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 凝 集 反 応 は 、 浮 遊 さ れ た 細 菌 、 細 胞 、 円 板 (disc)、 又 は
同 様 の サ イ ズ の 他 の 粒 子 が 、 接 着 を 引 き 起 こ し 、 集 塊 を 形 成 す る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 こ
の プ ロ セ ス は 、 沈 降 に 類 似 し て い る が 、 こ れ ら の 粒 子 は よ り 大 き く 、 及 び 溶 液 中 に 存 在 す
る よ り も む し ろ 懸 濁 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 用 語 凝 集 は 、 血 栓 又 は 止 血 栓 子 の 形 成 に つ な が る 連 続 機 構 の 一 部 と し て 、 in vitroに お
い て 誘 導 さ れ た 血 小 板 、 並 び に ト ロ ン ビ ン 及 び コ ラ ー ゲ ン の 集 塊 化 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は 蛋 白 質 、 又 は そ れ ら の 断 片 の
1個 又 は 2個 の ア ミ ノ 酸 の 変 更 に よ る 、 ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 置 換 は
、 一 般 に 類 似 し た 特 性 (例 え ば 、 酸 性 、 塩 基 性 、 芳 香 性 、 サ イ ズ 、 正 又 は 負 帯 電 、 極 性 、
非 -極 性 )を 伴 う ア ミ ノ 酸 の も の で あ り 、 そ の 結 果 こ れ ら の 置 換 は 、 実 質 的 に ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド 又 は 蛋 白 質 の 特 性 (例 え ば 、 電 荷 、 等 電 点 、 親 和 性 、 ア ビ デ ィ テ ィ 、 コ ン ホ メ
ー シ ョ ン 、 溶 解 度 )又 は 活 性 を 変 更 し な い 。 こ の よ う な 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に つ い て 行 う
こ と が で き る 典 型 的 置 換 は 、 下 記 の ア ミ ノ 酸 群 間 で あ る こ と が で き る ：
グ リ シ ン (G)、 ア ラ ニ ン (A)、 バ リ ン (V)、 ロ イ シ ン (L)及 び イ ソ ロ イ シ ン (I)
ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D)及 び グ ル タ ミ ン 酸 (E)
ア ラ ニ ン (A)、 セ リ ン (S)及 び ト レ オ ニ ン (T)
ヒ ス チ ジ ン (H)、 リ シ ン (K)及 び ア ル ギ ニ ン (R)
ア ス パ ラ ギ ン (N)及 び グ ル タ ミ ン (Q)
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (F)、 チ ロ シ ン (Y)及 び ト リ プ ト フ ァ ン (W)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 例 え ば 、 そ の 分 子 の 選 択 的 及 び ／ 又 は 特 異 的 結 合 特 性 を 主 に 担
っ て い る 超 可 変 領 域 に 隣 接 す る 領 域 に 加 え 、 そ の 分 子 の 他 の 部 分 、 例 え ば 可 変 重 鎖 カ セ ッ
ト な ど に 行 う こ と が で き る 。 加 え て 又 は 代 わ り に 、 こ れ ら の 分 子 を 再 構 成 し 、 完 全 サ イ ズ
の 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 (二 量 体 )、 三 重 特 異 性 抗 体 (三 量 体 )、 及 び ／ も し く は 四 重 特 異 性
抗 体 (四 量 体 )を 形 成 す る た め 、 又 は ミ ニ ボ デ ィ も し く は ミ ク ロ ボ デ ィ を 形 成 す る た め に 、
修 飾 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 運 搬 す る フ ァ ー ジ 粒 子 と し て 定 義 さ れ る 。 フ ァ ー ジ
ミ ド は 、 fdの m13の よ う な 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 由 来 の 複 製 起 点 を 含 む よ う に デ ザ イ ン さ れ た
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る 。 こ れ は プ ラ ス ミ ド DNAを 運 搬 す る の で 、 こ の フ ァ ー ジ ミ ド 粒
子 は 、 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 完 全 な 相 補 体 を 含 む の に 十 分 な 空 間 を 有 さ な い 。 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム
か ら 失 わ れ て い る 成 分 は 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 必 須 の 情 報 で あ る 。 従 っ て フ
ァ ー ジ を 増 殖 す る た め に 、 所 望 の フ ァ ー ジ 粒 子 を 、 失 わ れ た パ ッ ケ ー ジ ン グ 情 報 を 補 う ヘ
ル パ ー フ ァ ー ジ 株 と 共 に 培 養 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 結 合 し 及 び 転 写 を 開 始 す る DNAの 領 域 で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー (フ ァ ー ジ ペ プ チ ド ／ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 フ ァ ー ジ
ラ イ ブ ラ リ ー 、 又 は ペ プ チ ド ／ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と も 称 さ れ る )は 、 多 集 団 の フ ァ ー ジ (10
8 又 は よ り 多 い )を 含 み 、 各 フ ァ ー ジ 粒 子 は 、 異 な る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 展 示
し て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 長 さ が 変 動 す る よ う に 構 築 す る こ
と が で き る 。 展 示 さ れ た ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 抗 体 重 鎖 又 は 軽 鎖 に 由 来 す る
こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 又 は ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 及 び 医 薬 と し て 許 容 で き る
担 体 、 賦 形 剤 も し く は そ れ ら の 希 釈 剤 、 又 は 抗 体 -医 薬 品 (抗 体 -物 質 )複 合 体 及 び 医 薬 と し
て 許 容 で き る 担 体 、 賦 形 剤 も し く は そ れ ら の 希 釈 剤 を 含 有 す る 製 剤 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 物 質 は 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 又 は い ず れ か 他 の 恒 温 動 物 を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 哺 乳 類 の 活 動 性 疾 患 の 治 療 、 予 防 的 治 療 、 又
は 診 断 に お い て 有 用 で あ る 物 質 を 意 味 す る 。 こ の 物 質 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 毒 素 、 医 薬 品
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え 蛋 白 質 、 抗 体 断 片 、 抗 癌 剤 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗 再 狭
窄 薬 、 自 己 免 疫 疾 患 治 療 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 剤 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 及 び 抗 炎 症 薬 の 群 よ り 選
択 さ れ る 。 こ の よ う な 物 質 の 他 の 例 は 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 及 び ジ ド ブ ジ ン
を 含 む 、 抗 ウ イ ル ス 薬 ； シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ
ム 、 及 び ア ス ピ リ ン を 含 む 、 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 ； ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、
ド ロ キ シ カ ム 、 ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ
ロ フ ェ ン (dexibuprofen)、 ス リ ン ダ ッ ク 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン (amtolmetin)、
セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 、 及 び ニ メ ス リ ド を 含 む 、 抗 炎 症 薬 ； レ
フ ル ノ ミ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ッ ク ス (denileukin diftitox)、 ス ブ レ ウ ム (subreum)
、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド (defibrotide)、 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド を 含 む 、 自 己 免
疫 疾 患 治 療 薬 ； 並 び に 、 リ ン プ ロ ス ト (limaprost)、 ク ロ ル ク ロ メ ン (clorcromene)及 び ヒ
ア ル ロ ン 酸 を 含 む 、 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 白 血 病 薬 は 、 抗 白 血 病 活 性 を 伴 う 物 質 で あ る 。 例 え ば 、 抗 白 血 病 薬 は 、 白 血 病 細 胞 又
は 未 熟 な プ レ -白 血 病 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 又 は 停 止 す る 物 質 、 白 血 病 細 胞 又 は プ レ -白 血 病 細
胞 を 殺 傷 す る 物 質 、 白 血 病 細 胞 又 は プ レ -白 血 病 細 胞 の 他 の 抗 白 血 病 薬 に 対 す る 感 受 性 を
増 加 す る 物 質 、 並 び に 白 血 病 細 胞 の 転 移 を 阻 害 す る 物 質 を 含 む 。 本 発 明 に お い て 、 抗 白 血
病 薬 は 、 腫 瘍 の 血 管 新 生 を 妨 害 、 阻 害 、 遅 延 又 は 停 止 す る 抗 -血 管 形 成 活 性 を 伴 う 物 質 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン は 、 様 々 な 組 織 に お い て 、 特 定 の 時 間 で 、 様 々 な 条 件 下 な ど で 作
成 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 量 を 分 析 す る こ と に よ り 研 究 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子
産 物 の 量 が 、 正 常 対 照 、 例 え ば 罹 患 し て い な い 対 照 に お い て 認 め ら れ る も の よ り も よ り 高
い 場 合 、 「 過 剰 発 現 さ れ た 」 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 所 定 の 細 胞 は 、 そ の 表 面 上 に 、 所 定 の 抗 体 に 関 す る 結 合 部 位 (又 は エ ピ ト ー プ )を 有 す る
蛋 白 質 を 発 現 す る こ と が で き る が 、 そ の 結 合 部 位 は 、 あ る 状 態 で (in a state)細 胞 中 に 潜
在 型 (例 え ば 、 立 体 的 に 妨 害 さ れ た も し く は ブ ロ ッ ク さ れ た 、 又 は 抗 体 に よ る 結 合 に 必 要
な 特 徴 を 欠 い て い る )で 存 在 す る こ と が で き 、 こ れ は 第 一 ス テ ー ジ (ス テ ー ジ I)と 称 す る こ
と が で き る 。 ス テ ー ジ Iは 、 例 え ば 正 常 で 、 健 常 な 、 罹 患 し て い な い 状 態 で あ っ て よ い 。
エ ピ ト ー プ が 潜 在 型 で 存 在 す る 場 合 、 こ れ は 所 定 の 抗 体 に よ っ て は 認 識 さ れ ず 、 す な わ ち
、 ス テ ー ジ Iで 、 こ の エ ピ ト ー プ 又 は 所 定 の 細 胞 に 対 す る 抗 体 の 結 合 は な い 。 し か し エ ピ
ト ー プ は 、 例 え ば そ れ 自 身 修 飾 を 受 け る か 、 又 は ブ ロ ッ ク が 解 か れ る こ と に よ り 露 出 さ れ
、 そ の 理 由 は 、 近 隣 又 は 会 合 し た 分 子 が 修 飾 さ れ る た め 、 又 は 領 域 が コ ン ホ メ ー シ ョ ン の
変 化 を 受 け る た め で あ る 。 修 飾 の 例 は 、 折 畳 み の 変 化 、 翻 訳 後 修 飾 の 変 化 、 リ ン 脂 質 化 の
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変 化 、 硫 酸 化 の 変 化 、 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 な ど が あ る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 細 胞 が 、 第 二
ス テ ー ジ (ス テ ー ジ II)と 称 さ れ る 異 な る 状 態 に 進 む 場 合 に 生 じ る こ と が あ る 。 1種 又 は 複
数 の 第 二 の 状 態 の 例 は 、 活 性 化 、 増 殖 、 形 質 転 換 、 又 は 悪 性 状 態 を 含 む 。 修 飾 時 に 、 エ ピ
ト ー プ は 露 出 さ れ 、 及 び 抗 体 が 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ペ プ チ ド -ミ メ テ ィ ッ ク (ペ プ チ ド -ミ メ テ ィ ッ ク )は 、 ア ミ ノ 酸 の 間 に 最 早 ペ プ チ ド 結 合
、 す な わ ち ア ミ ド 結 合 を 含 ま な い 分 子 (例 え ば 抗 体 )で あ る ； し か し 、 本 発 明 の 状 況 に お い
て 、 用 語 ペ プ チ ド -ミ メ テ ィ ッ ク は 、 例 え ば 偽 -ペ プ チ ド 、 半 -ペ プ チ ド 及 び ペ プ ト イ ド の
よ う な 、 事 実 上 最 早 完 全 に ペ プ チ ド 性 で な い 分 子 を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 本 発 明 の
完 全 な 又 は 部 分 的 な 非 -ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド -ミ メ テ ィ ッ ク は 、 ペ プ チ ド -ミ メ テ ィ ッ ク の
基 と な っ た ペ プ チ ド 内 の 活 性 基 の 三 次 元 配 置 を 密 に 似 て い る 反 応 性 化 学 的 部 分 の 空 間 的 配
置 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 小 分 子 、 脂 質 、 多 糖 又 は そ れ ら の 複 合 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 は 、 PSGL-1に 結 合 す る 配 列 番 号 :1の scFv抗 体 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 又 は そ れ
ら の 断 片 に 関 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の こ れ ら の 抗 体 は 、 配 列 番 号 :1と 同 様 の 結 合 親 和 性 を
有 す る 。 配 列 番 号 :1の scFv断 片 は 、 L32と 称 さ れ る 。 従 っ て 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は L
32で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 白 血 病 細 胞 表 面 決 定 基 を 認 識 す る 特 異 的 抗 体 を 選 択 す る た め に 白
血 病 細 胞 に 対 す る 重 鎖 CDR3領 域 に お い て の み 多 様 性 を 有 す る 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の ス
ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ 、 こ こ で こ の 特 異 的 受 容 体 は 、 こ れ ま で は 知 ら れ て も 特 徴 決
定 も さ れ て い な い 。 こ の 同 じ 方 法 を 用 い 、 別 の 抗 体 L31を 同 定 し た 。 本 発 明 は 、 多 く の 抗
体 を 包 含 し て い る が 、 以 後 L32が 例 と し て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 先 に 、 白 血 病 細 胞 に 結 合 す る 他 の 抗 体 が 、 米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ； 第 10/032,037
号 ； 第 10/029,988号 ； 第 10/029,926号 ； 第 09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,948号 、 並 び に
国 際 出 願 PCT/US01/49442号 及 び PCT/US01/49440号 に お い て 、 同 じ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を
使 用 し 定 義 さ れ て い る 。 こ れ ら の 出 願 に お い て 開 示 さ れ た 抗 体 の 具 体 例 は 、 Y1及 び Y17抗
体 を 含 む 。 こ れ ら の 出 願 に お い て 開 示 さ れ た 抗 体 は 、 造 血 細 胞 の 蛋 白 質 上 に 認 め ら れ た エ
ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 発 見 さ れ て お り 、 こ れ は N-末 端 チ ロ シ ン で 硫 酸 化 さ れ
、 及 び 細 胞 移 動 、 例 え ば 腫 瘍 転 移 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 L32抗 体 及 び 前 記 出 願 に お い て 開 示 さ れ た Y1/Y17抗 体 は 両 方 と も 、 白 血 病 細 胞 に 結 合 す
る が 、 L32は 、 Y1よ り も 約 5倍 大 き い 親 和 性 で 白 血 病 細 胞 に 結 合 す る 。 こ の 事 実 に 加 え 、 こ
れ ら の 抗 体 は 共 通 の 生 殖 細 胞 系 (DP32)か ら 単 離 さ れ た と い う 事 実 を 基 に 、 比 較 試 験 を 行 い
、 そ れ ら の 各 々 の 結 合 エ ピ ト ー プ 間 の 相 関 関 係 を 決 定 し た 。 次 に 、 L32は 、 Y1/Y17と 同 じ
硫 酸 化 さ れ た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る よ う に 見 え る こ と を 決 定 し た 。 Y1/Y17エ ピ ト ー プ は 血
小 板 上 に 特 異 的 に 存 在 す る の で 、 発 現 レ ベ ル は 、 白 血 球 の そ れ よ り も 1/25～ 1/100低 い こ
と が 示 唆 さ れ (Frenetteら 、 J. Exp. Med.、 191(8): 1413-22 (2000))、 L32の 血 小 板 へ の
結 合 も 評 価 さ れ て い る 。 し か し L32は 、 無 視 で き る よ う に 血 小 板 に 結 合 す る の み で あ り 、
更 に 血 小 板 凝 集 に は 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が 分 か っ た 。 表 1に お い て 、 L32の scFv及 び IgG
と 比 べ た 、 Y1の scFv及 び IgGの ま と め を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Y1/Y17に 結 合 す る と し て 先 に 同 定 さ れ て い る 硫 酸 化 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 2
個 又 は そ れ よ り も 多 い 酸 性 ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー 内 で 、 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 又 は 硫
酸 化 さ れ た 糖 質 も し く は 脂 質 部 分 の よ う な 、 硫 酸 化 さ れ た 部 分 の 存 在 に よ り 特 徴 付 け ら れ
、 こ れ は 、 炎 症 、 免 疫 応 答 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 接 着 、 血 栓 及 び ／ 又 は 再 狭 窄
、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 並 び に 凝 集 な ど の よ う な 多 様 な プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す
リ ガ ン ド 及 び 受 容 体 上 に 見 つ け ら れ て い る 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ は 、 罹 患 し た 細 胞 、 例
え ば B-白 血 病 細 胞 、 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 及 び 転 移 細 胞 上 で も 見 つ か
っ て い る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 こ れ ら の プ ロ セ ス の 治 療 的 媒 介 の た め の 、 及 び 病 期 決
定 を 含 む 診 断 又 は 予 後 判 定 手 法 の た め の 有 用 な 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 L32 scFvは 、 硫 酸 化 さ れ た PSGL-1に 対 す る 増 大 さ れ た 選 択 性 を 有 す る 。 単 球 、 好 中 球 、
及 び リ ン パ 球 の よ う な 炎 症 に 関 連 し た 白 血 球 (white cell)は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の
よ う な 疾 患 の 炎 症 プ ロ セ ス に お い て PSGL-1、 P-セ レ ク チ ン 、 VLA-4、 及 び VCAM-1の 4種 の 接
着 分 子 に よ り 主 に 動 員 さ れ る (Huo及 び Ley、 Acta Physiol. Scand.、 173: 35-43 (2001)；
Libby、 Sci. Am.、 May: 48-55 (2002)； Wangら 、 J. Am. Coll. Cardiol.、 38: 577-582 (
2001))。 こ れ ら の 中 心 分 子 の い ず れ か と の L32干 渉 は 、 関 連 疾 患 の 排 除 に お け る L32の 潜 在
的 役 割 を 示 唆 し て い る 。 詳 細 に 述 べ る と 、 P-セ レ ク チ ン は 、 細 胞 付 着 及 び ロ ー リ ン グ を 制
御 す る 。 加 え て 、 P-セ レ ク チ ン -PSGL-1相 互 作 用 は 、 腫 瘍 発 生 (悪 性 細 胞 に 関 し て )及 び 炎
症 反 応 (白 血 球 に 関 し て )に 総 合 的 に 結 び つ い て い る 細 胞 上 の 多 く の 他 の 分 子 を 活 性 化 す る
(Shebuski及 び Kilgore、 J. Pharmacol. Exp. Ther.、 300: 729-735 (2002))。 こ の P-セ レ
ク チ ン の 細 胞 プ ロ セ ス を 調 節 す る 能 力 に 関 す る 理 解 を 基 に 、 硫 酸 化 さ れ た PSGL-1に 対 す る
増 強 さ れ た L32 scFv選 択 性 は 、 こ れ を 、 様 々 な 悪 性 及 び 炎 症 性 疾 患 の 治 療 の た め の 優 れ た
分 子 に し 得 る こ と は 明 ら か で あ る 。 更 に 悪 性 疾 患 の モ デ ル は 、 悪 性 細 胞 へ の P-セ レ ク チ ン
結 合 は 、 PSGL-1の 硫 酸 化 を 必 要 と す る こ と を 示 し て い る (Ma及 び Geng、 J. Immunol.、 168:
 1690-1696 (2002))。 こ の 必 要 要 件 は 、 L32結 合 の も の と 似 て い る 。 従 っ て 、 L32は 、 悪 性
疾 患 の 進 行 の P-セ レ ク チ ン 促 進 を 排 除 す る こ と が 予 想 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 の こ れ ら の 抗 体 に 関 し て 、 結 合 は 、 細 胞 の 発 達 段 階 に 左 右 さ れ る こ と が わ
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か っ た (AML亜 型 は 、 通 常 の 処 理 及 び 細 胞 化 学 染 色 下 で 観 察 さ れ た 形 態 学 を 用 い 、 FAB(仏 -
米 -英 )シ ス テ ム を 基 に 分 類 さ れ る )： こ れ ら の 抗 体 は 、 亜 型 M3又 は そ れ を 超 え る 細 胞 で あ
る AML細 胞 に は 結 合 す る が 、 M0又 は M1亜 型 細 胞 に は 結 合 し な い 。 加 え て こ れ ら の 抗 体 は 、 M
2亜 型 細 胞 に 結 合 し て も し な く て も よ い 。 従 っ て 本 発 明 の 抗 体 は 、 正 常 で 、 健 常 な 骨 髄 (例
え ば 、 CD34+細 胞 )に は 結 合 し な い 。 こ の よ う な 差 異 は 、 PSGL-1発 現 及 び ／ 又 は 硫 酸 化 に お
け る 変 更 、 更 に は わ ず か に 異 な る エ ピ ト ー プ に 曝 さ れ る PSGL-1に お け る 可 能 性 の あ る コ ン
ホ メ ー シ ョ ン 変 化 を 基 に し て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の L32抗 体 は 、 PSGL-1の よ う な 、 炎 症 に 関 連 し た 様 々 な 分 子 又 は エ
ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 同 じ く 好 ま し く は 、 L32抗 体 は 、 T-ALL細 胞 、 AML細 胞 、 及 び B-白 血
病 細 胞 を 含 む 、 炎 症 又 は 腫 瘍 発 生 に 関 連 し た 少 な く と も 1種 の 細 胞 型 上 に 存 在 す る エ ピ ト
ー プ に 結 合 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の L32抗 体 は 、 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質
、 糖 蛋 白 質 、 リ ポ 蛋 白 質 、 及 び ／ 又 は リ ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 こ の よ う
な エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 1個 の 硫 酸 化 さ れ た 部 分 を 有 す る 。 あ る い は 、
し か し 更 に 好 ま し く は 、 L32抗 体 は 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い エ ピ ト ー プ と 交 差 反 応 し 、 各
エ ピ ト ー プ は 、 1個 又 は そ れ よ り も 多 い 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 、 及 び 2個 又 は そ れ よ り
も 多 い 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 1種 の ク ラ ス タ ー を 有 し 、 そ の 例 は PSGL-1で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 細 胞 表 面 上 に 存 在 す る PSGL-1へ の 結 合 後 、
そ の 細 胞 へ と 内 部 移 行 さ れ る 。 一 般 に 、 完 全 IgG抗 体 は 内 部 移 行 さ れ る が 、 よ り 小 さ い 抗
体 断 片 (例 え ば scFv)は 内 部 移 行 さ れ な い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 例 え ば AML細 胞 を 含 む 、 PSGL-
1を 発 現 し て い る い ず れ か の 細 胞 へ 内 部 移 行 さ れ 得 る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の
よ う な 内 部 移 行 は 、 方 式 、 時 間 及 び 温 度 に 依 存 す る 活 性 プ ロ セ ス で あ る エ ン ド サ イ ト ー シ
ス を 介 し て 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 参 画 す る の は 、 本 発 明 の L32抗 体 の 超 可 変 領 域 で あ る 。 こ の 抗 原 -
結 合 部 位 は 、 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ の 構 造 に 相 補 的 で あ り 、 従 っ て こ れ ら の 結 合 部 位
は 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と 称 さ れ る 。 抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 各 々 に は 3種 の CDRが 存 在 し (
CDR1、 CDR2、 及 び CDR3)、 各 々 V H 及 び V L ド メ イ ン の β 鎖 に 接 続 す る ル ー プ 上 に 位 置 す る 。
こ れ ら の 領 域 の 最 も 可 変 性 の も の は 、 重 鎖 CDR3領 域 で あ る 。 こ の CDR3領 域 は 、 Ig分 子 の 最
も 露 出 し た 領 域 と 理 解 さ れ 、 本 願 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る よ う に 、 観 察 さ れ た 選 択 的 及
び ／ 又 は 特 異 的 結 合 特 性 の 決 定 に お い て 中 心 的 役 割 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー に 存 在 す る 49種 の 生 殖 細 胞 系 の ひ と つ で あ る DP32は
、 そ れ か ら 本 発 明 の scFv抗 体 が 単 離 さ れ た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 特 異 的 生 殖 細 胞 系 で あ
る 。 従 っ て DP32は 、 少 な く と も 重 鎖 及 び 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 可 変 領 域 、 軽 鎖 CDR1、 CDR2、
及 び CDR3領 域 、 並 び に ／ 又 は 重 鎖 CDR1及 び CDR2を 伴 う 本 発 明 の 抗 体 を 提 供 す る 。 DP32は 、
超 可 変 領 域 が 構 成 さ れ る 3次 元 構 造 も 提 供 す る 。 抗 体 の 特 異 性 は 、 そ の 3次 元 コ ン ホ メ ー シ
ョ ン に よ り 決 定 さ れ る こ と は 周 知 で あ る 。 従 っ て DP32に よ り 強 い ら れ た 制 限 は 、 L32抗 体
の 特 異 性 の 決 定 に お い て 、 重 大 な 役 割 を 有 す る こ と が あ る 。 更 に DP32は 、 様 々 な 帯 電 し た
ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 こ れ は L32抗 体 認 識 に お い て 構 造 的 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 CDRは 、 カ セ ッ ト に 挿 入 さ れ 、 抗 体 を 作 成 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ
チ ド に 適 用 さ れ 及 び 本 発 明 に お い て 定 義 さ れ た よ う な カ セ ッ ト は 、 フ レ ー ム ワ ー ク と し て
役 立 ち 並 び に 単 独 の ユ ニ ッ ト と 見 な さ れ 及 び そ の よ う に 操 作 さ れ る 連 続 し た ア ミ ノ 酸 の 所
定 の 配 列 を 意 味 す る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 一 方 又 は 両 方 の 末 端 で 、 置 換 、 挿 入 、 除 去 、 又 は 結 合
す る こ と が で き る 。 同 様 に ア ミ ノ 酸 の ひ と つ の 配 列 は 、 一 方 又 は 両 方 の 末 端 で 、 置 換 、 挿
入 、 除 去 、 又 は 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の カ セ ッ ト の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 目 立 つ よ う に 固 定 さ れ る の に 対 し 、 置 換 、 挿 入 又 は 結
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合 さ れ た 配 列 は 、 高 度 に 変 化 す る こ と が で き る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 い く つ か の ド メ イ ン で
構 成 さ れ 、 そ の 各 々 は 最 終 構 築 体 に と っ て 重 要 な 機 能 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の カ セ ッ ト は 、 N-末 端 か ら 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 1(FR1)、 CDR1、 フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 2(FR2)、 CDR2、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 3(FR3)、 及 び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 4(
FR4)を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 カ セ ッ ト 内 の 個 別 の 領 域 を 置 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例
え ば 、 カ セ ッ ト の CDR2及 び CDR1超 可 変 領 域 は 、 非 保 存 的 、 又 は 好 ま し く は 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 に よ り 、 置 換 又 は 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 有 し 、 並 び
に 各 鎖 は 、 第 一 、 第 二 、 及 び 第 三 の 超 可 変 領 域 を 有 し 、 こ れ は 各 々 、 CDR3、 CDR2、 及 び CD
R1領 域 で あ る 。 特 に 、 1本 鎖 の CDR3領 域 、 軽 鎖 の CDR3領 域 、 又 は 好 ま し く は 重 鎖 の CDR3領
域 の い ず れ か 、 よ り 好 ま し く は 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 両 方 の CDR3領 域 は 、 結 合 の 選 択 性 及 び 特 異
性 を 決 定 す る 。 従 属 的 に こ の 結 合 の 選 択 性 及 び 特 異 性 は 、 軽 鎖 の 、 及 び 好 ま し く は 重 鎖 の
CDR2及 び CDR1領 域 に よ り 決 定 さ れ る 。 第 一 、 第 二 及 び ／ 又 は 第 三 の 超 可 変 領 域 に フ ラ ン キ
ン グ す る 上 流 又 は 下 流 の 領 域 は 、 二 次 的 に 結 合 の 選 択 性 及 び 特 異 的 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の ひ と つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、
配 列 番 号 :2の 第 一 の 超 可 変 領 域 (CDR3)を 有 す る 。 加 え て 又 は 代 わ り に 、 少 な く と も 1種 の
抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 配 列 番 号 :3の 第 二 の 超 可 変 領 域 (CDR2)を 有 す る 。 同 じ く 加 え て
、 又 は 代 わ り に 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 又 は (pr)そ れ ら の 断 片 は 、 配 列 番 号 :4の 第 三 の 超
可 変 領 域 (CDR1)を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、
配 列 番 号 :2の 第 一 の 超 可 変 領 域 (CDR3)及 び 配 列 番 号 :3の 第 二 の 超 可 変 領 域 (CDR2)及 び 配 列
番 号 :4の 第 三 の 超 可 変 領 域 (CDR1)を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 、 又 は こ の 抗 体 も し く は そ れ ら の 断
片 の 、 そ れ ら の 結 合 断 片 は 、 配 列 番 号 :1を 有 す る scFvで あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 説 明 及 び 詳 述 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 が 25個 以 下 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 (
例 え ば 、 CDR領 域 、 CDRフ ラ ン キ ン グ 領 域 )の 全 て に つ い て 、 本 発 明 の 更 な る 態 様 と し て 、
こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ら の 範 囲 内 に 、 1又 は 2個 の ア ミ ノ 酸 置 換 (複 数 )を 含 む こ と
、 及 び 好 ま し く は こ の 置 換 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る こ と が 理 解 さ れ 及 び 考 慮 さ れ る
。 本 願 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ 及 び 詳 述 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 が 25個 よ り も 多 い 全 て の ア ミ
ノ 酸 配 列 に つ い て 、 本 発 明 の 態 様 の よ う に 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ら の 範 囲 内 に
、 当 初 の 配 列 と 90％ 以 上 の 配 列 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が 理 解 さ れ 及 び 考
慮 さ れ る (Altschulら 、 Nucleic Acids Res.、 25: 3389-402 (1997))。 類 似 又 は 相 同 の ア
ミ ノ 酸 は 、 酸 性 、 塩 基 性 、 芳 香 族 性 、 サ イ ズ 、 正 又 は 負 帯 電 、 極 性 、 非 極 性 な ど 、 同 様 の
特 性 を 提 示 す る 同 一 で な い ア ミ ノ 酸 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 類 似 性 も し く は 相 同 性 又 は 配 列 類 似 性 の 割 合 (％ )は 、 2種 の 異 な る ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に よ り 決 定 さ れ る 。 抗 体 の 配 列 は 、 DNA配 列 決 定 に
よ り 決 定 さ れ る 。 通 常 そ の 目 的 の た め に デ ザ イ ン さ れ た 様 々 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の
ひ と つ を 用 い 、 ふ た つ の 配 列 が 並 置 さ れ 、 各 位 置 で の ア ミ ノ 酸 残 基 が 比 較 さ れ る 。 そ の 後
ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 又 は 類 似 性 が 決 定 さ れ る 。 次 に ア ル ゴ リ ズ ム が 適 用 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 類 似
性 の 割 合 (％ )が 決 定 さ れ る 。 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 蛋 白 質 の 分 子 間 の わ ず か な 関 係
を 検 出 す る た め に 感 度 が 大 き く 増 大 さ れ る の で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と が 一 般 に 好
ま し い 。 蛋 白 質 比 較 を 行 い 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 存 在 を 説 明 す る こ と が で き 、 こ れ に よ
り 同 一 で な い ア ミ ノ 酸 が 類 似 し た 物 理 的 及 び ／ 又 は 化 学 的 特 性 を 有 す る 場 合 に は 、 ミ ス マ
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ッ チ は 依 然 陽 性 ス コ ア を 生 じ 得 る (Altschulら (1997)、 前 掲 )。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 各 々 の 3種 の 超 可 変 領 域 は 、 ふ た つ の 鎖 間 で 、
並 び に 鎖 内 及 び ／ 又 は 鎖 間 の 3種 の 超 可 変 部 位 の 内 で 相 互 交 換 さ れ 得 る 。 更 に 、 超 可 変 領
域 の 配 列 は 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い CDRを 橋 渡 し (span)す る よ う に 変 更 す る こ と が で き る
。 フ レ ー ム ワ ー ク 内 の 可 変 領 域 も 同 様 で あ り － そ の 結 果 こ れ も 、 部 分 的 に ine 1 CDRで あ
っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 又 は そ れ ら の 抗 原 結 合 断 片 、 そ れ ら の 構 築 体 、 又 は 断 片 の 構 築 体 を 有 す
る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 に 従 い 、 抗 体 は 、 IgG、 IgA、 IgD、 IgE、
又 は IgM抗 体 を 含 む 。 IgGク ラ ス は 、 IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 及 び IgG 4 を 含 む 、 い く つ か の サ ブ
ク ラ ス を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 抗 体 は 、 断 片 、 複 合 体 、 及 び 多 量 体 な ど の 多 く の 形 で 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に
従 い 、 抗 体 断 片 は 、 Fv、 scFv、 dsFv、 Fab、 Fab 2 、 及 び Fd分 子 を 含 む 。 例 え ば Fvsの 断 片 及
び Fabの 断 片 な ど の よ り 小 さ い 抗 体 断 片 も 、 そ れ ら が 、 当 初 の 抗 体 又 は 比 較 的 大 き い 断 片
の 結 合 特 性 を 維 持 す る 限 り は 、 用 語 「 断 片 」 に 含 ま れ る 。 構 築 体 は 、 例 え ば 、 二 重 特 異 性
抗 体 、 三 重 特 異 性 抗 体 、 及 び 四 重 特 異 性 抗 体 の よ う な 多 量 体 を 含 む 。 語 句 「 抗 体 、 そ れ ら
の 結 合 断 片 、 又 は 抗 体 も し く は そ れ ら の 結 合 断 片 を 有 す る 複 合 体 」 並 び に 「 抗 体 又 は 断 片
」 は 、 こ れ ら の 分 子 の 全 て に 加 え 、 本 文 及 び ／ 又 は 当 該 技 術 分 野 の 知 識 を 基 に 特 に 別 所 で
特 定 化 又 は 別 所 記 載 さ れ な い 限 り は 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 、 修 飾 体 、 ホ モ ロ グ 、 ミ メ
テ ィ ッ ク 及 び 変 種 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 scFvは 、 組 織 に 浸 潤 し 、 及 び そ れ ら の よ り 小 さ い サ イ ズ の た め に 、 完 全 な サ イ ズ の 抗 体
よ り も よ り 迅 速 に 血 液 か ら ク リ ア ラ ン ス さ れ る こ と は 確 立 さ れ て い る (Adamsら 、 Br. J. C
ancer、 77: 1405-12 (1988)； Hudson、 Curr. Opin. Immunol.、 11(5): 548-557 (1999)；
Wuら 、 Tumor Targeting、 4: 47 (1999))。 従 っ て scFvは 、 体 か ら 放 射 性 標 識 物 を よ り 迅 速
に ク リ ア ラ ン ス さ せ る た め に 、 腫 瘍 造 影 の よ う な 放 射 性 標 識 物 が 関 連 し た 診 断 に お い て 使
用 さ れ る こ と が 多 い 。 多 く の 癌 標 的 化 す る scFv多 量 体 が 、 最 近 in vivo安 定 性 及 び 効 力 に
つ い て 前 -臨 床 試 験 中 で あ る (Adanmsら (1988)、 前 掲 ； Wu(1999)、 前 掲 )。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 scFvモ ノ マ ー は 、 V L の N-末 端 残 基 へ ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り つ な ぎ 止
め ら れ た V H ド メ イ ン の C-末 端 を 伴 う 様 に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 任 意 に 、 逆 方 向 が 使 用 さ れ
る ： V L ド メ イ ン の C-末 端 は 、 V H ド メ イ ン の N-末 端 残 基 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り つ な
ぎ 止 め ら れ る (Powerら 、 J. Immun. Meth.、 242: 193-204 (2000))。 こ の ポ リ ペ プ チ ド リ
ン カ ー は 、 典 型 的 に は 約 15個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 こ の リ ン カ ー が 約 3～ 7個 の ア ミ ノ 酸 に
減 る 場 合 、 scFvは 、 機 能 性 Fvド メ イ ン に 折 り 畳 ま れ る こ と が で き ず 、 代 わ り に 第 二 の scFv
と 会 合 し 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 更 に 3個 未 満 の ア ミ ノ 酸 へ リ ン カ ー 長 を 減 少 す る
こ と は 、 リ ン カ ー 長 、 組 成 及 び Fvド メ イ ン 方 向 に 応 じ 、 三 量 体 又 は 四 量 体 へ の scFv会 合 を
強 制 す る (Powers(2000)、 前 掲 )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 最 近 、 scFv二 量 体 、 三 量 体 、 及 び 四 量 体 の よ う な 多 価 抗 体 断 片 は 、 親 抗 体 の 標 的 へ の 結
合 に 勝 る よ り 高 い 親 和 性 を 提 供 す る こ と が 多 い こ と が 発 見 さ れ て い る 。 こ の よ り 高 い 親 和
性 は 、 腫 瘍 標 的 化 適 用 に 関 す る 改 善 さ れ た 薬 物 動 態 を 含 む 、 可 能 性 の あ る 利 点 を も た ら す
。 加 え て 、 白 血 球 の つ な ぎ 止 め 及 び ロ ー リ ン グ に 関 連 し て い る 、 P-セ レ ク チ ン 及 び そ の リ
ガ ン ド PSGL-1の 研 究 に お い て 、 科 学 者 ら は 、 PSGL-1の 二 量 体 型 を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 よ
り 高 い 結 合 親 和 性 の た め に 、 よ り 安 定 し た ロ ー リ ン グ 接 着 を 確 立 す る と 結 論 付 け た 。 こ れ
ら の 接 着 は 、 よ り 剪 断 抵 抗 性 で あ り 、 及 び ロ ー リ ン グ 速 度 に お い て よ り 少 な い 変 動 (fluct
uation)を 示 し た (Ramachandranら 、 PNAS、 98(18): 10166-71 (2001))。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 scFvの 多 価 型 は 、 他 の 者 に よ っ て デ ザ イ ン さ れ 及 び 作 成 さ れ て い る 。 ひ と つ の 方 法 は 、
リ ン カ ー に よ り ふ た つ の scFvsを 連 結 し て い る 。 別 の 方 法 は 、 連 結 の た め に 、 2個 の scFv間
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 用 い る こ と に 関 す る 。 二 量 体 又 は 三 量 体 Fvを 作 成 す る 最 も 簡 単 な 方
法 は 、 Holligerら の 論 文 (PNAS、 90: 6444-48 (1993))及 び Korttら の 論 文 (Protein Eng.、
10: 423-33 (1997))に 報 告 さ れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 の ひ と つ は 、 FOS及 び JUN蛋 白 質 領
域 の 配 列 を 追 加 す る こ と に よ り 二 量 体 を 作 成 し 、 scFvの c-末 端 で 、 そ れ ら の 間 に ロ イ シ ン
ジ ッ パ ー を 形 成 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る (Kostelnyら 、 J. Immunol.、 148(5): 1547
-53 (1992)； De Kruifら 、 J. Biol Chem.、 271(13): 7630-34 (1996))。 別 の 方 法 は 、 scF
vの c-末 端 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ド 配 列 を 追 加 す る こ と に よ り 、 四 量 体 を 作 成 す る よ
う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 、 4個 の サ ブ ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ 、 そ の
た め こ の scFv-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 折 り 畳 ま れ る 場 合 、 4個 の サ ブ ユ ニ ッ ト は そ れ ら 自 身
を 収 容 し (accomodate)、 四 量 体 を 形 成 す る (Kipriyanovら 、 Hum Antibodies Hybridomas、
6(3): 93-101 (1995))。 更 に 別 の 方 法 に お い て 、 二 量 体 、 三 量 体 、 及 び 四 量 体 を 作 成 す る
た め に 、 遊 離 の シ ス テ イ ン が 、 関 心 の あ る 蛋 白 質 に 導 入 さ れ る 。 可 変 数 (2～ 4)の マ レ イ ミ
ド 基 を 伴 う ペ プ チ ド -ベ ー ス の 架 橋 剤 を 用 い 、 関 心 の あ る 蛋 白 質 を 遊 離 の シ ス テ イ ン に 架
橋 し た (Cochranら 、 Immunity、 12(3): 241-50 (2000))。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 多 価 型 の よ り 大 き い 結 合 親 和 性 は 、 診 断 、 予 後 判 定 、 病 期 決 定 、 及 び 治 療 的 様
式 に お い て 有 益 で あ る こ と が で き る 。 例 え ば scFvは 、 標 的 受 容 体 に 結 合 す る ブ ロ ッ ク 剤 と
し て 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 「 天 然 の 」 リ ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 。 こ の よ う
な 場 合 、 scFvと 受 容 体 の 間 で よ り 高 い 親 和 性 会 合 を 有 し 、 解 離 の 機 会 を 減 少 す る こ と が 望
ま し く 、 こ の こ と は 天 然 の リ ガ ン ド の 標 的 へ の 望 ま し く な い 結 合 を 可 能 に す る こ と が で き
る 。 加 え て 、 こ の よ り 高 い 親 和 性 は 、 標 的 受 容 体 が 接 着 及 び ロ ー リ ン グ に 関 連 し た 場 合 、
又 は 標 的 受 容 体 が 血 小 板 の よ う な 高 い 剪 断 流 れ の 領 域 中 の 細 胞 上 に 存 在 す る 場 合 に 、 有 用
で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ の シ ス テ ム に お い て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー (本 願 明 細 書 に お い て 先 に 説 明 し た )は 、
scFvを デ ィ ス プ レ イ す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 こ れ は 抗 体 の Fv領 域 の 一 価 の 型 へ と 折 り 畳
む こ と が で き る 。 更 に 及 び 同 じ く 本 願 明 細 書 に お い て 先 に 説 明 し た よ う に 、 こ の 構 築 体 は
、 細 菌 発 現 に 適 し て い る 。 遺 伝 子 操 作 さ れ た scFvは 、 連 続 し て コ ー ド さ れ た 15個 の ア ミ ノ
酸 の 可 動 性 ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー に よ り 連 結 さ れ た 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 。 好 ま し い
ス ペ ー サ ー は (Gly 4 Ser) 3 で あ る 。 こ の ス ペ ー サ ー の 長 さ は 、 そ の ア ミ ノ 酸 、 構 築 体 と 共 に
、 嵩 高 で な い ス ペ ー サ ー を 提 供 し 、 こ れ は V H 及 び V L 領 域 を 、 そ の 標 的 へ の 効 果 的 結 合 を 提
供 す る 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り 畳 ま せ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ れ ら の ス ペ ー サ ー の 長 さ の 変 動 は 、 二 量 体 、 三 量 体 、 及 び 四 量 体 (triamer) (当 該 技
術 分 野 に お い て 、 各 々 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 三 重 特 異 性 抗 体 、 及 び 四 重 特 異 性 抗 体 と 称 さ れ
る こ と が 多 い )を 形 成 す る 更 に 別 の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 二 量 体 は 、 scFvの ふ た つ の 可 変
鎖 を 連 結 す る ス ペ ー サ ー が 一 般 に 5～ 12個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 短 縮 さ れ る よ う な 条 件 下 で 形
成 さ れ る 。 こ の 短 縮 さ れ た ス ペ ー サ ー は 、 同 じ 分 子 由 来 の ふ た つ の 可 変 鎖 が 、 機 能 性 Fvド
メ イ ン へ と 折 り 畳 ま れ る こ と を 妨 害 す る 。 代 わ り に 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 、 別 の 分 子 の 相
補 的 ド メ イ ン と 対 形 成 し 、 ふ た つ の 結 合 ド メ イ ン を 作 成 す る よ う に し む け ら れ る 。 好 ま し
い 方 法 に お い て 、 わ ず か に 5個 の ア ミ ノ 酸 (Gly 4 Ser)の ス ペ ー サ ー が 、 二 重 特 異 性 抗 体 構 築
の た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 二 量 体 は 、 ふ た つ の 同 一 の scFvか ら 、 又 は ふ た つ の 異 な る scFv
集 団 か ら 形 成 す る こ と が で き 、 並 び に 親 scFv(複 数 )の 選 択 的 及 び ／ も し く は 特 異 的 に 増 強
さ れ た 結 合 活 性 を 維 持 し 、 並 び に ／ 又 は 増 大 し た 結 合 強 度 又 は 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 同 様 の 様 式 で 、 三 重 特 異 性 抗 体 は 、 scFvの ふ た つ の 可 変 鎖 を 連 結 し て い る ス ペ ー サ ー が
、 一 般 に 5個 未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 短 縮 さ れ る よ う な 条 件 下 で 形 成 さ れ 、 同 じ 分 子 由 来 の
ふ た つ の 可 変 鎖 が 、 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り 畳 ま れ る こ と を 妨 害 す る 。 代 わ り に 、 3個
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の 個 別 の scFv分 子 が 会 合 し 、 三 量 体 を 形 成 す る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 三 重 特 異 性 抗 体
は 、 こ の 可 動 性 ス ペ ー サ ー を 完 全 に 除 去 す る こ と に よ り 得 ら れ た 。 三 重 特 異 性 抗 体 は 、 3
個 の 同 一 scFvか ら 、 又 は 2も し く は 3個 の 異 な る scFv集 団 か ら 形 成 す る こ と が で き 、 並 び に
親 scFv(複 数 )の 選 択 的 及 び ／ も し く は 特 異 的 に 増 強 さ れ た 結 合 活 性 を 維 持 し 、 並 び に ／ 又
は 増 大 し た 結 合 強 度 又 は 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 四 重 特 異 性 抗 体 は 、 scFvの ふ た つ の 可 変 鎖 を 連 結 し て い る ス ペ ー サ ー が 、 一 般 に 5個 未
満 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 短 縮 さ れ る よ う な 条 件 下 で 形 成 さ れ 、 同 じ 分 子 由 来 の ふ た つ の 可 変 鎖
が 、 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り 畳 ま れ る こ と を 妨 害 す る 。 代 わ り に 、 4個 の 個 別 の scFv分
子 は 会 合 し 、 四 量 体 を 形 成 す る 。 四 重 特 異 性 抗 体 は 、 4個 の 同 一 scFvか ら 、 又 は 1～ 4個 の
異 な る scFv集 団 の 個 別 の 単 位 か ら 形 成 す る こ と が で き 、 並 び に 親 scFv(複 数 )の 選 択 的 及 び
／ も し く は 特 異 的 に 増 強 さ れ た 結 合 活 性 を 維 持 し 、 並 び に ／ 又 は 増 大 し た 結 合 強 度 も し く
は 親 和 性 を 示 す 。 ス ペ ー サ ー が 一 般 に 5個 未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 長 で あ る よ う な 条 件 下 で 、
三 重 特 異 性 抗 体 又 は 四 重 特 異 性 抗 体 の い ず れ が 形 成 さ れ る か は 、 混 合 物 中 の 特 定 の scFv(
複 数 )の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 及 び 反 応 条 件 に よ り 左 右 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 旦 望 ま し い 結 合 能 を 有 す る 抗 体 、 断 片 、 又 は 構 築 体 が 、 選 択 さ れ 及 び ／ 又 は 開 発 さ れ
た な ら ば 、 当 初 の 抗 体 の 特 性 を 維 持 す る 構 築 体 及 び 断 片 を 作 成 す る た め に 本 願 明 細 書 に 提
供 さ れ た 指 針 を 使 用 す る こ と は 、 十 分 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 最 初 に 選 択
さ れ る か 又 は 開 発 さ れ た 抗 体 、 断 片 、 又 は 構 築 体 の 望 ま し い 特 徴 を 維 持 し て い る 完 全 抗 体
分 子 、 Fv断 片 、 Fab断 片 、 Fab 2 断 片 、 二 量 体 、 三 量 体 、 及 び 他 の 構 築 体 を 作 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る が 、 依 然 抗 体 又 は 断 片 の 特 性 を 維 持 し て い る こ と が 望 ま し い 場 合 は
、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 成 す る こ と は 十 分 当 該 技 術 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 様 々 な
物 質 へ の 複 合 の よ う な 修 飾 も 、 そ れ ら の 結 合 特 性 を 変 更 す る こ と な く 、 抗 体 又 は 断 片 を 作
成 す る こ と が で き る 。 よ り 安 定 し た 抗 体 又 は 断 片 を 作 成 す る た め に 行 わ れ た も の な ど の そ
の 他 の 修 飾 も 、 そ れ ら の 特 異 性 を 変 更 す る こ と な く 抗 体 又 は 断 片 を 作 成 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ペ プ ト イ ド 修 飾 、 セ ミ ペ プ ト イ ド 修 飾 、 環 状 ペ プ チ ド 修 飾 、 N末 端 修 飾 、 C末 端
修 飾 、 ペ プ チ ド 結 合 修 飾 、 骨 格 修 飾 、 及 び 残 基 修 飾 を 行 う こ と が で き る 。 修 飾 さ れ た 抗 体
又 は 断 片 を 、 そ れ ら の 結 合 特 性 が 変 更 さ れ た か ど う か を 評 価 す る た め に 試 験 す る こ と も 、
本 願 明 細 書 の 指 針 に 従 い 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 同 様 に 、 抗 体 、 断 片 、 又 は 構 築 体 の 結 合 特 性 を 変 更 し 、 よ り 望 ま し い 特 性 を 伴 う 分 子 を
得 る た め に 、 本 願 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ た 指 針 を 使 用 す る こ と も 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内
で あ る 。 例 え ば 、 一 旦 望 ま し い 特 性 を 有 す る 抗 体 が 同 定 さ れ た な ら ば 、 ラ ン ダ ム 又 は 位 置
指 定 突 然 変 異 誘 発 を 用 い 、 抗 体 の 変 種 を 作 成 す る こ と が で き 、 並 び に そ れ ら の 変 種 は 、 望
ま し い 特 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 常 法 を 用 い 、 当 業 者 は 、 L32 scFvの 結 合 能 を 有 す る 追 加 の
抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 決 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 追 加 の 抗 体 は 、 本 願 明 細 書 に 説 明
さ れ た バ イ オ パ ン ニ ン グ 法 を 用 い 単 離 し 、 こ こ で L32が 結 合 す る 分 子 又 は 細 胞 を 用 い 、 特
定 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 、 特 に 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 及 び 骨 髄 腫 患 者 か ら 調
製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 及 び 断 片 は 、 そ れ ら の 調 製 及 び 同 定 を 、 並 び に 病 期 決 定 を 含 む 診 断 又 は 予
後 判 定 を 補 助 す る た め に 、 そ れ ら に 挿 入 又 は 付 着 さ れ 得 る よ う な タ グ を 有 し て も よ い 。 こ
の タ グ は 、 後 に そ の 分 子 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 有 用 な タ グ の 例 は 以 下 を 含 む ： AU1
、 AU5、 BTag、 c-myc、 FLAG、 Glu-Glu、 HA、 His6、 HSV、 HTTPHH、 IRS、 KT3、 プ ロ テ イ ン C
、 S-TAG(登 録 商 標 )、 T7、 V5、 及 び VSV-G(Jarvik及 び Telmer、 Ann. Rev. Gen.、 32: 601-1
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8 (1998))。 こ の タ グ は 好 ま し く は 、 c-myc又 は KAKで あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 抗 体 、 そ れ ら の 断 片 又 は そ れ ら の 構 築 体 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 蛋 白 質 、 並 び に そ
れ ら の 断 片 及 び 構 築 体 は 、 原 核 又 は 真 核 発 現 シ ス テ ム の い ず れ か に お い て 作 成 す る こ と が
で き る 。 原 核 又 は 真 核 シ ス テ ム に お い て 抗 体 及 び 断 片 を 作 成 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に
お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 に お い て 定 義 さ れ 及 び 本 願 明 細 書 に お い て 考 察 さ れ た よ う な 、 真 核 細 胞 シ ス テ ム
は 、 遺 伝 子 操 作 法 に よ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 作 成 の た め の 発 現 シ ス テ ム と 称 さ れ
、 こ こ で 宿 主 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ る 。 真 核 発 現 シ ス テ ム は 、 哺 乳 類 シ ス テ ム で あ っ て よ く
、 哺 乳 類 発 現 シ ス テ ム に お い て 作 成 さ れ た ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 精 製 後 に は 、 実
質 的 に 哺 乳 類 夾 雑 物 を 含 ま な い こ と が 好 ま し い 。 有 用 な 真 核 発 現 シ ス テ ム の 他 の 例 は 、 酵
母 の 発 現 シ ス テ ム を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 の た め の 好 ま し い 原 核 シ ス テ ム は 、 発 現 ベ ク
タ ー の た め の 宿 主 と し て E.コ リ （ E.coli） を 使 用 す る 。 E.コ リ シ ス テ ム に お い て 生 成 さ れ
た ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 精 製 後 、 実 質 的 に E.コ リ 夾 雑 蛋 白 質 を 含 ま な い 。 原 核 発
現 シ ス テ ム の 使 用 は 、 本 発 明 の た め に 提 供 さ れ た 一 部 又 は 全 て の 配 列 の N-末 端 に メ チ オ ニ
ン 残 基 を 追 加 し て も よ い 。 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 な 発 現 を 可 能 に す る た め の 、
ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 生 成 後 の N-末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 の 除 去 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の よ う に 行 う こ と が で き 、 そ の 一 例 は 、 適 当 な 条 件 下 で の ア エ ロ モ ナ ス （ Aeromona
s） ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 使 用 で あ る (米 国 特 許 第 5,763,215号 )。
【 ０ １ １ ３ 】
　 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 を 作 成 す る プ ロ セ ス は 、 下 記 の
工 程 を 含 む ： (a)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 ； (b)配 列 番 号 :1の sc
Fv抗 体 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 が 結 合 す る こ と が で き る 分 子 又 は 細 胞
を 提 供 す る 工 程 ； (c)こ の 分 子 又 は 細 胞 に 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を デ
ィ ス プ レ イ フ ァ ー ジ 粒 子 に 関 し て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を パ ン ニ ン グ す る
工 程 ； 並 び に 、 (d)抗 体 又 は そ れ ら の 結 合 断 片 を 有 し 、 こ の 分 子 又 は 細 胞 に 結 合 す る ペ プ
チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 、 少 な く と も 1種 の 抗 体 又 は そ れ ら の 結 合 断 片 を 有 す る 抗
体 又 は そ れ ら の 断 片 を 作 成 す る 工 程 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 薬 物 、 毒 素 、 及 び 放 射 性 同 位 元 素 な ど の 様 々 な 医 薬
品 と 、 並 び に 任 意 に 医 薬 と し て 有 効 な 担 体 と 、 複 合 、 例 え ば 会 合 、 組 合 せ 、 融 合 、 又 は 連
結 し 、 抗 体 /ポ リ ペ プ チ ド 並 び に 抗 疾 患 活 性 及 び ／ 又 は 抗 癌 活 性 を 有 す る 医 薬 品 を 含 む 、
ペ プ チ ド -薬 物 組 成 物 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 診 断 目 的 に 使 用 し
て も よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 に 有 用 な 担 体 の 例 は 、 デ キ ス ト ラ ン 、 HPMA(親 水 性 ポ リ マ ー )、 又 は 親 水 性 ポ リ マ
ー の よ う な い ず れ か 他 の ポ リ マ ー に 加 え 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 及 び 修 飾 物 を 含 む 。 あ
る い は 、 scFv Y1分 子 に よ り 飾 ら れ た リ ポ ソ ー ム (例 え ば 、 Doxil、 ド キ ソ ル ビ シ ン を 大 量
に 含 有 す る 市 販 の リ ポ ソ ー ム )の よ う な 、 装 飾 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な リ ポ ソ ー ム は 、 1種 又 は 複 数 の 所 望 の 物 質 を 含 有 す る よ う に 調 製 し 、 本 発 明
の 抗 体 と 混 合 し 、 高 い 薬 物 対 抗 体 の 比 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 あ る い は 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 と 物 質 の 間 の 連 結 は 直 接 連 結 で あ っ て よ い 。 2個 又 は
そ れ よ り も 多 い 隣 接 分 子 間 の 直 接 連 結 は 、 分 子 内 の 元 素 又 は 元 素 群 の 間 の 化 学 結 合 に よ り
作 成 さ れ 得 る 。 こ の 化 学 結 合 は 、 例 え ば 、 イ オ ン 結 合 、 共 有 結 合 、 疎 水 結 合 、 親 水 結 合 、
静 電 気 結 合 、 又 は 水 素 結 合 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 は 、 例 え ば 、 ア ミ ド 、 カ ー
ボ ン -ス ル フ ィ ド 、 ペ プ チ ド 、 及 び ／ 又 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で あ る こ と が で き る 。 抗 体 を

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-536199 A 2005.12.2



こ の 物 質 又 は リ ン カ ー に 付 着 す る た め に 、 共 有 結 合 の 形 成 に 関 し て 当 該 技 術 分 野 に お い て
公 知 で あ る よ う に 、 ア ミ ン 、 カ ル ボ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 チ オ ー ル 及 び エ ス テ ル 官 能 基 を
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ペ プ チ ド と 物 質 の 間 又 は ペ プ チ ド と 担 体 の 間 、 又 は 担 体 と 物 質 の 間 の 連 結 は 、 リ ン カ ー
化 合 物 を 介 し て も よ い 。 こ こ に お い て 、 本 願 明 細 書 及 び 「 特 許 請 求 の 範 囲 」 に お い て 使 用
さ れ る よ う に 、 リ ン カ ー 化 合 物 は 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い 部 分 を 連 結 す る 化 合 物 と し て
定 義 さ れ る 。 リ ン カ ー は 、 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 で あ る こ と が で き る 。 分 枝 し た リ ン カ ー 化 合 物
は 、 二 分 枝 (double-branch)、 三 分 枝 、 又 は 四 又 は そ れ よ り も 多 く 分 枝 し た 化 合 物 で 構 成
さ れ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な リ ン カ ー 化 合 物 は 、 ジ カ ル ボ ン 酸 、 マ レ イ ミ ド ヒ ド ラ ジ ド
、 PDPH、 カ ル ボ ン 酸 ヒ ド ラ ジ ド 、 及 び 小 ペ プ チ ド を 有 す る 群 よ り 選 択 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 で 有 用 な リ ン カ ー 化 合 物 の よ り 具 体 例 は 、 以 下 を 含 む ： (a)コ ハ ク 酸 、 グ ル タ ル
酸 、 及 び ア ジ ピ ン 酸 な ど の 、 ジ カ ル ボ ン 酸 ； (b)N-[マ レ イ ミ ド カ プ ロ ン 酸 ]ヒ ド ラ ジ ド 、 4
-[N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ]シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 及 び N-[マ レ イ ミ ド
ウ ン デ カ ン 酸 ]ヒ ド ラ ジ ド な ど の 、 マ レ イ ミ ド ヒ ド ラ ジ ド ； (c)(3-[2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ]プ
ロ ピ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド )； 並 び に 、 (d)2～ 5個 の 炭 素 原 子 か ら 選 択 さ れ る 、 カ ル ボ ン 酸 ヒ ド
ラ ジ ド 、 並 び に そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 、 修 飾 物 及 び ア ナ ロ グ 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 小 ペ プ チ ド リ ン カ ー を 使 用 す る 直 接 カ ッ プ リ ン グ を 介 し た 連 結 も 、 有 用 で あ る 。 例 え ば
、 例 え ば 、 抗 癌 剤 ド キ ソ ル ビ シ ン の 遊 離 糖 と 、 scFvの 間 の 直 接 カ ッ プ リ ン グ は 、 小 ペ プ チ
ド を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。 小 ペ プ チ ド の 例 は 、 AU1、 AU5、 BTag、 c-myc、 FLAG、 G
lu-Glu、 HA、 His6、 HSV、 HTTPHH、 IRS、 KT3、 プ ロ テ イ ン C、 S-TAG(登 録 商 標 )、 T7、 V5、 V
SV-G、 及 び KAXを 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 及 び そ れ ら の 断 片 は 、 放 射 性 同 位 元 素 の よ う な 造 影 剤 (指 標 マ ー カ ー と
も 称 さ れ る )に 結 合 、 そ れ に 複 合 体 化 、 そ れ と 複 合 体 化 、 又 は さ も な け れ ば そ れ と 会 合 す
る こ と が で き 、 並 び に こ れ ら の 複 合 体 を 、 診 断 、 予 後 判 定 、 又 は 病 期 決 定 及 び 造 影 を 目 的
に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 放 射 性 同 位 元 素 -抗 体 (又 は 断 片 )複 合 体 を 有 す る キ
ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 診 断 、 予 後 判 定 、 又 は 病 期 決 定 に お い て 有 用 な 放 射 性 同 位 元 素 の 例 は 、 1 1 1 イ ン ジ ウ ム
、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ
ル リ ウ ム 、 1 2 2 m テ ル リ ウ ム 、 1 2 5 m テ ル リ ウ ム 、 1 6 5 ツ リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム
、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1 m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ
ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ
ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及 び 6 8 ガ リ ウ ム を 含 む 。 好 ま し い 放
射 性 同 位 元 素 は 、 X-線 又 は い ず れ か 適 当 な 常 磁 性 イ オ ン に 対 し て 不 透 明 (opaque)で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 指 標 マ ー カ ー 分 子 は 、 蛍 光 マ ー カ ー 分 子 で あ る こ と も で き る 。 蛍 光 マ ー カ ー 分 子 の 例 は
、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 も し く は ロ ー ダ ミ ン 、 又 は そ れ ら の 修 飾 物 又 は 複
合 体 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 指 標 マ ー カ ー に 複 合 さ れ た 交 代 又 は 断 片 は 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 有 す る 試 料 を 提 供 し 、
及 び 本 発 明 の 抗 体 が 患 者 の 細 胞 に 結 合 し て い る か ど う か を 決 定 し 、 こ れ に よ り そ の 患 者 が
そ の 疾 患 の リ ス ク が あ る か 又 は 罹 患 し て い る か を 示 す こ と に よ り 、 診 断 、 予 後 判 定 又 は 病
期 決 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 有 す る 試 料 を 提 供
し 、 及 び こ の 患 者 由 来 の 細 胞 を 本 発 明 の 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、
患 者 か ら 腫 瘍 細 胞 を パ ー ジ ン グ す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 活 性 は 、 in vivo、 in vi
tro、 又 は ex vivoに お い て 行 う こ と が で き る 。 In vivo又 は ex vivoに お い て 行 わ れ る 場 合
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、 造 影 剤 は 、 許 容 で き な い レ ベ ル ま で 、 患 者 に 危 害 を 及 ぼ さ な い 点 で 生 理 学 的 に 許 容 で き
る こ と が 好 ま し い 。 許 容 で き る 危 害 レ ベ ル は 、 疾 患 重 症 度 及 び 他 の 選 択 肢 の 利 用 可 能 性 の
よ う な 判 定 基 準 を 用 い 、 臨 床 医 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 癌 に 関 し て 、 患 者 に お け る 病 期 決 定 は 一 般 に 、 腫 瘍 の サ イ ズ 、 型 、 局 在 及 び 侵 襲 を 基 に
疾 患 の 分 類 を 決 定 す る こ と に 関 連 し て い る 。 腫 瘍 の 特 徴 に よ り 癌 を 分 類 す る た め の 分 類 シ
ス テ ム の ひ と つ は 、 「 TNM Classification of Malignant Tumours」 (第 6版 )(L.H.Sobin編
集 )で あ り 、 こ れ は 本 願 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て お り 、 並 び に こ れ は 癌 の 病 期 を
、 T、 N及 び Mカ テ ゴ リ ー に 分 類 し 、 こ こ で Tは 、 そ の サ イ ズ 及 び 局 在 に 従 い 、 原 発 性 腫 瘍 を
表 し 、 Nは 、 限 局 性 リ ン パ 節 を 表 し 、 並 び に Mは 、 遠 隔 転 移 を 表 す 。 加 え て 数 値 I、 II、 III
及 び IVを 用 い 、 病 期 を 表 し 、 並 び に 各 数 値 は 、 TNM因 子 の 可 能 性 の あ る 組 合 せ を 意 味 す る
。 例 え ば 、 病 期 I乳 癌 は 、 TMN群 に よ り 定 義 さ れ ： T1、 N0、 M0： こ れ は T1－ 腫 瘍 は 、 直 径 2c
m以 下 、 N0－ 限 局 性 リ ン パ 節 転 移 な し 、 M0－ 遠 隔 転 移 な し を 表 し て い る 。 別 の シ ス テ ム が
、 AML病 期 決 定 に 使 用 さ れ 、 こ れ は 、 通 常 の 処 理 及 び 細 胞 化 学 染 色 の 下 で 観 察 さ れ た 形 態
学 を 用 い る 、 FABシ ス テ ム を 基 に 分 類 さ れ た 亜 型 を 伴 う 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 加 え て 最 近 提 唱 さ れ た 造 血 組 織 及 び リ ン パ 組 織 の 新 生 物 疾 患 の 世 界 保 健 機 構 (WHO)の 病
期 決 定 又 は 分 類 は 、 (AMLに つ い て 特 定 す る )従 来 の 疾 患 の FAB-型 範 疇 に 加 え 、 特 異 的 細 胞
遺 伝 学 的 知 見 と 相 関 し て い る 追 加 病 型 及 び 脊 髄 形 成 異 常 に 関 連 し た AMLを 含 む 。 他 の も の
は 、 病 理 学 的 分 類 を 提 唱 し て い る 。 例 え ば AMLに 特 異 的 な ひ と つ の 提 唱 は 、 細 胞 遺 伝 学 的
転 座 に 関 連 し 、 並 び に 形 態 学 的 評 価 及 び イ ム ノ タ イ ピ ン グ に よ り 信 頼 で き る と 認 識 さ れ 得
る 病 型 、 並 び に 脊 髄 形 成 異 常 的 変 化 に 関 連 し た 重 要 性 を 組 込 ん で い る 病 型 を 含 む 。 こ の シ
ス テ ム は 、 細 胞 遺 伝 学 的 又 は 分 子 遺 伝 学 的 研 究 に よ り 裏 付 け ら れ 、 並 び に 新 た な 認 識 可 能
な 臨 床 病 理 学 的 実 体 が 説 明 さ れ る の で 、 拡 大 さ れ る で あ ろ う (Arber、 Am. J. Clin. Patho
l.、 115(4): 552-60 (2001))。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 指 標 マ ー カ ー 分 子 又 は 造 影 剤 に 連 結 し た 本 発 明 の ペ プ チ ド を 有 す る 造 影 剤 を
有 す る 、 治 療 前 、 治 療 中 又 は 治 療 後 に 、 治 療 効 力 の in vitro分 析 の た め の 、 診 断 、 予 後 判
定 、 又 は 病 期 決 定 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 下 記 の 工 程 を 含 む 、 癌 、 よ り 詳
細 に 述 べ る と 腫 瘍 の 局 在 化 の 診 断 、 生 存 の 予 後 判 定 、 及 び 病 期 決 定 又 は 造 影 の た め の 造 影
剤 を 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る ： (a)細 胞 を 組 成 物 と 接 触 す る 工 程 ； (b)細 胞 に 結 合 し た 放 射
能 を 測 定 す る 工 程 ； そ の 結 果 、 (c)腫 瘍 を 可 視 化 す る 工 程 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 適 当 な 造 影 剤 の 例 は 、 蛍 光 色 素 、 例 え ば FITC、 PEな ど 、 並 び に 蛍 光 蛋 白 質 、 例 え ば 緑 色
蛍 光 蛋 白 質 な ど を 含 む 。 他 の 例 は 基 質 と 反 応 し 、 呈 色 変 化 の よ う な 、 認 識 可 能 な 変 化 を 生
じ る 、 放 射 性 分 子 及 び 酵 素 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 一 例 に お い て 、 こ の キ ッ ト の 造 影 剤 は 、 FITCの よ う な 蛍 光 色 素 で あ り 、 並 び に こ の キ ッ
ト は 、 癌 の 、 よ り 詳 細 に 述 べ る と 血 液 -関 連 し た 癌 、 例 え ば 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 及 び 骨 髄
腫 な ど の 治 療 効 力 の 分 析 を 提 供 す る 。 FACS分 析 を 用 い 、 例 え ば 、 診 断 時 、 治 療 中 、 寛 解 期
間 及 び 再 発 期 間 な ど の 、 各 病 期 で 、 造 影 剤 に よ り 染 色 さ れ た 細 胞 の 割 合 及 び 染 色 強 度 を 決
定 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 及 び そ れ ら の 断 片 は 、 抗 癌 剤 、 抗 新 生 物 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗
炎 症 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗 再 狭 窄 薬 、 抗 凝 集 薬 、 自 己 免 疫 疾 患 治 療 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 心 臓 血 管
疾 患 薬 、 医 薬 品 又 は 他 の 疾 患 治 療 薬 に 結 合 し 、 そ れ と 複 合 体 化 し 、 さ も な け れ ば そ れ と 会
合 さ れ る 。 物 質 は 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 イ ヌ 、 ネ コ 又 は い ず れ か 他 の 恒 温
動 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 哺 乳 類 の 予 防 的 治 療 又 は 診 断 に 有 用 な 物
質 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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　 こ の よ う な 物 質 の 例 は 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン を 含 む 、 抗 ウ イ
ル ス 薬 ； シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 及 び ア ス ピ
リ ン を 含 む 、 抗 血 栓 ／ 抗 再 狭 窄 薬 ； ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム
、 ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス
リ ン ダ ッ ク 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ
キ シ ブ 、 及 び ニ メ ス リ ド を 含 む 、 抗 炎 症 薬 ； レ フ ル ノ ミ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ッ ク ス
、 ス ブ レ ウ ム 、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 、 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド を 含 む 、 自 己 免 疫
疾 患 治 療 薬 ； 並 び に 、 リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 、 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 を 含 む 、 抗 接 着
／ 抗 凝 集 薬 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 例 証 的 医 薬 品 は 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 例 え ば 、 ド キ ソ ル ビ シ ン (ア ド リ ア マ イ シ ン )、
ダ ウ ノ ル ビ シ ン (ダ ウ ノ マ イ シ ン )、 イ ダ ル ビ シ ン 、 デ ト ル ビ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 エ
ピ ル ビ シ ン 、 エ ソ ル ビ シ ン 、 更 に は モ ル ホ リ ノ 及 び そ れ ら の 置 換 さ れ た 誘 導 体 及 び 組 合 せ
を 含 む 。 更 な る 医 薬 品 の 例 は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ
ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ソ ロ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 イ
ダ ル ビ シ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 テ モ ゾ ロ ミ ド 、 タ
リ ド ミ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 及 び 修 飾 物 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 癌 細 胞 の 増 殖 阻 害 は 、 例 え ば (i)癌 性 又 は 転 移 性 増 殖 の 防 止 、 (ii)癌 性 又 は 転 移 性 増 殖
の 緩 徐 化 、 (iii)癌 細 胞 の 増 殖 プ ロ セ ス 又 は 転 移 プ ロ セ ス の 総 合 的 防 止 と 同 時 に 、 無 傷 で
生 存 す る 細 胞 の 残 存 、 (iv)癌 細 胞 の 微 小 環 境 と の 接 触 の 妨 害 、 又 は (v)癌 細 胞 の 殺 傷 を 含
む 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 白 血 病 細 胞 の 増 殖 阻 害 は 、 例 え ば 、 (i)白 血 病 性 又 は 転 移 性 増 殖 の 防 止 、 (ii)白 血 病 性
又 は 転 移 性 増 殖 の 緩 徐 化 、 (iii)白 血 病 細 胞 の 増 殖 プ ロ セ ス 又 は 転 移 プ ロ セ ス の 総 合 的 防
止 と 同 時 に 、 無 傷 で 生 存 す る 細 胞 の 残 存 、 (iv)癌 細 胞 の 微 小 環 境 と の 接 触 の 妨 害 、 又 は (v
)白 血 病 細 胞 の 殺 傷 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 及 び 断 片 が 有 用 に 連 結 し 得 る 疾 患 治 療 薬 、 抗 癌 剤 、 及 び 抗 白 血 病 薬 の 例 は
、 毒 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 及 び 医 薬 品 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 毒 素 の 例 は 、 ゲ ロ ニ ン 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 菌 体 外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38
、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 リ シ ン 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 及 び 修 飾 物 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 の 例 は 、 γ 線 -放 射 体 、 ポ ジ ト ロ ン -放 射 体 、 及 び 局 在 化 及 び ／ 又 は 治 療
に 使 用 す る こ と が で き る x-線 放 射 体 、 並 び に 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る β 線 -放 射 体 及
び α 線 -放 射 体 を 含 む 。 診 断 、 予 後 判 定 及 び 病 期 決 定 に 有 用 で あ る と し て 先 に 説 明 さ れ た
放 射 性 同 位 元 素 は 、 治 療 の た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 抗 癌 剤 又 は 抗 白 血 病 薬 の 限 定 的 で な い 例 は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン (ア ド リ ア マ イ シ ン )、 ダ ウ
ノ ル ビ シ ン (ダ ウ ノ マ イ シ ン )、 イ ダ ル ビ シ ン 、 デ ト ル ビ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 エ ピ ル
ビ シ ン 、 エ ソ ル ビ シ ン 、 更 に は モ ル ホ リ ノ 及 び そ れ ら の 置 換 さ れ た 誘 導 体 、 組 合 せ 及 び 修
飾 物 を 含 む 。 医 薬 品 の 例 は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス
チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ソ ロ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ
ダ ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 テ
モ ゾ ロ ミ ド 、 タ リ ド ミ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ れ ら の 誘 導 体 、 組 合 せ 及 び 修 飾
物 を 含 む 。 好 ま し く は 抗 癌 剤 又 は 抗 白 血 病 薬 は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル ビ
シ ン 、 又 は ホ ル ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ る 、 ADCCの 誘 導 又 は 活 性
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化 の 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て こ れ ら の 抗 体 は 、 ADCCを 活 性 化 及 び ／ 又 は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
(NK)細 胞 (例 え ば 、 CD56+)、 T-細 胞 傷 害 性 細 胞 (例 え ば 、 CD8+)及 び ／ 又 は 単 球 を 刺 激 し 、
こ れ は 細 胞 溶 解 を 引 き 起 こ し 得 る 。 一 般 に 、 Fc領 域 を 含 む 抗 体 又 は そ の 抗 体 の 一 部 の 投 与
後 、 該 抗 体 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 例 え ば NK細 胞 の 上 の Fc受 容 体 (FcR)に 結 合 し 、 パ ー フ
ォ リ ン 及 び グ ラ ン ザ イ ム Bの 放 出 を 引 き 起 こ し 、 こ れ は そ の 後 ア ポ ト ー シ ス に つ な が る 。
様 々 な 因 子 が ADCCに 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き 、 こ れ は 関 与 し た エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 型 、 サ
イ ト カ イ ン (例 え ば IL-2及 び G-CSF)、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 細 胞 表 面 に 存 在 す る 受 容
体 数 、 及 び 抗 体 親 和 性 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 配 列 番 号 :1の scFv抗 体 断 片 の 結 合 能 を
伴 う 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 並 び に 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 を 含 有 す る 。 抗 体 又 は そ れ ら
の 断 片 は 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 腫 瘍 細 胞 も し く は 白 血 病 細 胞
の 転 移 、 増 殖 及 び ／ も し く は 複 製 、 又 は 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 数 、 又 は 白
血 病 を 有 す る 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 の 数 を 、 阻 害 も し く は 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 存 在
す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 腫 瘍 細 胞 又 は 白 血 病 細 胞 の 致 死
率 を 増 大 す る の に 有 効 な 量 で 存 在 す る こ と が で き る 。 同 じ く 代 わ り に 、 抗 体 又 は そ れ ら の
断 片 は 、 疾 患 治 療 薬 に よ り 損 傷 さ れ る 罹 患 し た 細 胞 、 抗 癌 剤 に よ り 損 傷 さ れ る 腫 瘍 細 胞 、
又 は 抗 白 血 病 薬 に よ り 損 傷 さ れ る 白 血 病 細 胞 の 感 受 性 を 変 更 す る の に 有 効 な 量 で 存 在 す る
こ と が で き る 。 更 に 代 わ り に 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 は 、 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お け る 腫 瘍
細 胞 又 は 白 血 病 を 有 す る 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 の 数 を 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 存 在 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 構 築 体 、 複 合 体 、 及 び 断 片 は 、 い ず れ か 適 当 な 方 法 に よ り 、 そ れ が 必 要
な 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 例 証 的 方 法 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 外 用 、 気 管 内 、
髄 腔 内 、 腹 腔 内 、 リ ン パ 内 、 鼻 腔 内 、 舌 下 、 経 口 、 経 直 腸 、 経 膣 、 呼 吸 器 内 、 頬 腔 内 、 皮
内 、 経 皮 又 は 胸 膜 腔 内 投 与 を 含 む 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 静 脈 内 投 与 に つ い て 、 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 患 者 に 投 与 さ れ た 量 が 、 所 望 の 組 成 物 約 0.
1mg～ 約 1000mgの 有 効 量 で あ る よ う に 調 製 さ れ る で あ ろ う 。 よ り 好 ま し く は 、 投 与 さ れ る
量 は 、 所 望 の 組 成 物 約 1mg～ 約 500mgの 範 囲 で あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 広 範 な 用 量 範 囲 に
わ た り 有 効 で あ り 、 並 び に 治 療 さ れ る 疾 患 の 詳 細 、 患 者 の 体 内 に お け る ペ プ チ ド も し く は
ポ リ ペ プ チ ド -ベ ー ス の 医 薬 組 成 物 の 半 減 期 、 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 と 複 合 体 化 さ れ た 物
質 の 並 び に 医 薬 組 成 物 の 物 理 的 及 び 化 学 的 特 性 、 医 薬 組 成 物 の 投 与 様 式 、 治 療 又 は 診 断 さ
れ る 患 者 の 詳 細 、 更 に は 治 療 す る 医 師 に よ り 重 要 で あ る と 見 な さ れ た 他 の パ ラ メ ー タ な ど
の 要 因 に 左 右 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 経 口 投 与 の た め の 医 薬 組 成 物 は 、 い ず れ か 適 当 な 形 で あ る こ と が で き る 。 例 と し て 、 錠
剤 、 液 剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 丸 剤 、 キ ャ プ レ ッ ト 剤 及 び カ プ セ ル 剤 で あ る 。 医
薬 組 成 物 の 製 造 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、 Remington、 「 The Scie
nce and Practice of Pharmacy」 、 Alfonso R. Gennaro (編 集 )Lippincott, Williams & 
Wilkins(出 版 )参 照 )。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 時 間 を 指 定 し た 、 持 続 し た 、 時 間 間 隔 を 空 け た 、 又 は 連 続 し た 放 出
を 促 進 す る よ う に 、 製 剤 す る こ と も で き る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 装 置 、 例 え ば 時 間 を 指 定
し た 、 持 続 し た 、 時 間 間 隔 を 空 け た 、 又 は 連 続 し た 放 出 装 置 内 で 投 与 し て も よ い 。 外 用 投
与 に 関 す る 医 薬 組 成 物 は 、 ク リ ー ム 剤 、 軟 膏 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 貼 付 剤 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、
凍 結 乾 燥 剤 、 及 び ゲ ル 剤 な ど の 、 い ず れ か 適 当 な 形 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 、
そ れ ら の 構 築 体 、 複 合 体 及 び 断 片 を 含 む 組 成 物 は 、 通 常 の 医 薬 と し て 許 容 で き る 希 釈 剤 、
賦 形 剤 、 担 体 な ど を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 、 丸 剤 、 キ ャ プ レ ッ ト 剤 及 び カ プ セ ル 剤 は 、 通 常
の 賦 形 剤 、 例 え ば 乳 糖 、 デ ン プ ン 、 及 び ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど を 含 有 す る こ と が
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で き る 。 坐 剤 は 、 ワ ッ ク ス 及 び グ リ セ ロ ー ル の よ う な 賦 形 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。 注
射 溶 液 は 、 滅 菌 し た パ イ ロ ジ ェ ン 非 含 有 の 媒 質 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 を 含 有 し 、 並 び に 緩 衝
剤 、 安 定 化 剤 又 は 保 存 剤 を 含 ん で も よ い 。 通 常 の 腸 溶 性 コ ー テ ィ ン グ も 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 前 述 の 抗 体 又 は そ れ ら の 断 片 及 び そ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に お い て 、
疾 患 を 治 療 す る (例 え ば 、 治 療 は 、 疾 患 の 作 用 の 改 善 、 疾 患 の 予 防 、 又 は 疾 患 進 行 の 阻 害
を 含 む )方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 炎 症
、 自 己 免 疫 疾 患 、 腫 瘍 細 胞 又 は 白 血 病 細 胞 の 転 移 、 増 殖 及 び ／ も し く は 複 製 、 又 は 腫 瘍 を
有 す る 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 も し く は 白 血 病 を 有 す る 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 の 数 の 増 加
の 阻 害 又 は 治 療 を 含 む 。 加 え て こ の よ う な 方 法 は 、 腫 瘍 細 胞 も し く は 白 血 病 細 胞 の 致 死 率
を 増 加 す る こ と 、 又 は 疾 患 治 療 薬 に よ り 損 傷 さ れ る 罹 患 し た 細 胞 、 抗 癌 剤 に よ り 損 傷 さ れ
る 腫 瘍 細 胞 、 も し く は 抗 癌 剤 に よ り 損 傷 さ れ る 白 血 病 細 胞 の 感 受 性 を 変 更 す る こ と を 含 む
。 こ の よ う な 方 法 は 、 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 数 を 及 び 白 血 病 を 有 す る 患 者 に
お い て 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 す る こ と も 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 由 来 の 細 胞 を 含 有 す る 試 料 を 提 供 し 、 及 び 患 者 由 来 の 細 胞 を 本 発 明 の 抗
体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 患 者 か ら 腫 瘍 細 胞 を パ ー ジ ン グ す る 方 法 も
提 供 す る 。 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 パ ー ジ ン グ は ex vivoで 行 わ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ６ 】
　 下 記 実 施 例 は 、 本 発 明 の 理 解 を 補 助 し 及 び 更 に 例 証 す る た め に 示 さ れ て い る が 、 い か な
る 意 味 に お い て も そ の 範 囲 を 制 限 す る こ と は 意 図 さ れ て は お ら ず 及 び そ の よ う に 構 築 さ れ
て も い な い 。 具 体 的 試 薬 及 び 反 応 条 件 が 説 明 さ れ て い る が 、 本 発 明 の 範 囲 に よ り 包 含 さ れ
る 変 更 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32 scFv抗 体 断 片 の 選 択 、 作 成 、 及 び 最 初 の 特 徴 決 定 を 明 ら か に し て い る
。 簡 単 に 述 べ る と 、 scFv抗 体 断 片 を 展 示 し て い る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 利
用 し 、 標 的 化 分 子 を 入 手 及 び 作 成 し 、 並 び に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 特 に 蛍 光 標 示 式 細 胞
分 取 器 (FACS)を 用 い 、 特 異 的 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 同 定 及 び 単 離 し 、 そ の ペ プ チ ド 又 は ポ リ
ペ プ チ ド は 標 的 細 胞 を 認 識 す る 。 こ こ で 使 用 し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー は 、
49名 の 免 疫 感 作 し て い な い ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 構 築 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は 、 バ イ オ パ ン ニ ン グ と し て 公 知 の 多 工 程 手 法 に よ り 選 択 及 び 同 定 し
た 。 バ イ オ パ ン ニ ン グ は 、 蛋 白 質 リ ガ ン ド 変 種 を デ ィ ス プ レ イ し て い る フ ァ ー ジ (フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー )を 、 標 的 細 胞 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 洗 浄 技 法 に
よ り 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ を 除 去 し 、 及 び 結 合 し た フ ァ ー ジ を 特 異 的 に 溶 離 す る こ と に
よ り 、 実 行 し た 。 溶 離 さ れ た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は 、 任 意 に 増 幅 し 、 そ の 後 標 的 に 最 良 に 結
合 す る 抗 体 断 片 を 生 じ る 、 そ れ ら の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン に 有 利 な 特 異 的 配 列 の プ ー ル を 濃 縮
す る 追 加 の 結 合 及 び 任 意 の 増 幅 サ イ ク ル を 行 っ た 。 数 ラ ウ ン ド の パ ン ニ ン グ 後 、 個 々 の フ
ァ ー ジ ク ロ ー ン を 特 徴 決 定 し 、 及 び こ れ ら の ク ロ ー ン に よ り 展 示 さ れ た ペ プ チ ド の 配 列 は
、 フ ァ ー ジ ビ リ オ ン の 対 応 す る DNAの 配 列 決 定 に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 T-リ ン パ 腫 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 最 初 の バ イ オ パ ン ニ ン グ 工 程 に
つ い て 定 義 さ れ な い エ ピ ト ー プ に 対 し て 行 い 、 引 き 続 き ク ロ ー ン 選 択 を 、 所 望 の 標 的 細 胞
(例 え ば 、 B-白 血 病 細 胞 、 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 及 び 転 移 細 胞 )、 未 知
で あ る 標 的 化 さ れ た 細 胞 表 面 マ ー カ ー で 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 L1プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し 、 L32 scFv抗 体 ク ロ ー ン を 、 無 傷 の T-リ ン パ 腫 細 胞 上 の フ ァ ー
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ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の パ ン ニ ン グ に よ り 発 見 し た 。 こ の プ ロ ト コ ー ル は 、 予 備 洗
浄 か ら 始 ま る 。 患 者 由 来 の 2x10 7 個 の 凍 結 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 T細 胞 を 含 有 す る ア リ コ ー ト 1m
lを 、 -70℃ で 貯 蔵 し 、 37℃ で 急 速 解 凍 し 、 直 ぐ に 10mlの 冷 2％ PBS-ミ ル ク (MPBS)に 希 釈 し
た 。 細 胞 を 、 120xgで 5分 間 室 温 (RT)で 回 転 し 、 2回 洗 浄 し 、 MPBS中 に 懸 濁 し 、 及 び 血 球 計
算 器 で 計 測 し た 。 scFvデ ィ ス プ レ イ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー (Nissimら 、 EMBO J.、 13: 692-
98 (1994))を 、 MRCの 合 意 で 用 い た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 V H 及 び V L ド メ イ ン が 可 動 性 ポ
リ ペ プ チ ド に よ り 連 結 さ れ た scFv断 片 を 展 示 す る フ ァ ー ジ ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー と し て 当 初 構
築 さ れ た 。 こ の フ ァ ー ジ ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 展 示 さ れ た scFvは 、 こ の フ ァ ー ジ の 少
量 の コ ー ト 蛋 白 質 pIIIの N-末 端 に 融 合 さ れ て お り 、 こ れ は そ の 後 pHEN1ベ ク タ ー に サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 抗 体 断 片 の レ パ ト ア は 、 最 初 に 免 疫 感 作 さ れ て い な い ヒ ト の 末 梢 血 リ
ン パ 球 の 再 配 列 さ れ た V-遺 伝 子 か ら の PCRに よ り 作 成 し た (「 未 変 性 の レ パ ト ア 」 と 称 す )
。 こ の レ パ ト ア を 多 様 化 す る た め に 、 長 さ 4～ 12残 基 で あ る 重 鎖 CDR3を コ ー ド し て い る ラ
ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 49種 の ク ロ ー ン 化 さ れ た ヒ ト V H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の バ ン ク に
照 会 し た 。 そ れ に 由 来 す る 全 て の ク ロ ー ン 中 の 融 合 し た V L 断 片 は 、 生 殖 細 胞 系 IGLV3S1の
単 独 の 未 熟 な V遺 伝 子 で あ り 、 約 10 8 ク ロ ー ン の 1-ポ ッ ト ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 L32 scFv抗 体 ク ロ ー ン の 選 択 は 、 フ ァ ー ジ ミ ド (Nissimラ イ ブ ラ リ ー )の 10 6 個 の T細 胞 、
10 1 1 個 の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 (CFU)の フ ァ ー ジ ミ ド (Nissim Library社 )、 及 び 10 1 3 個 の 野 生
型 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ M13を 含 有 す る MPBSの 最 終 容 量 0.5ml中 で 、 4℃ で 1時 間 ゆ っ く り 攪 拌
し な が ら 行 っ た 。 そ の 後 前 述 の よ う に 、 細 胞 を MPBSで 懸 濁 し 、 120xg、 4℃ で 遠 心 す る こ と
に よ り 、 細 胞 洗 浄 を 行 っ た 。 こ の 選 択 +細 胞 洗 浄 手 法 を 、 3回 反 復 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 選 択 の 1回 目 の ラ ウ ン ド 後 、 0.1Mグ リ シ ン 150μ l(pH2.2)と 共 に 細 胞 を 5分 間 室 温 で イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 結 合 し た フ ァ ー ジ ミ ド を 、 Tリ ン パ 腫 細 胞 か ら 溶 離 し た
。 中 和 後 、 細 胞 を 遠 心 し 及 び 廃 棄 し 、 溶 離 し た フ ァ ー ジ 粒 子 を 含 有 す る 上 清 液 を 収 集 し 、
E1ス ト ッ ク と 称 し た 。 こ の E1ス ト ッ ク を 、 指 数 増 殖 し て い る TG-1細 胞 1mlの 添 加 、 及 び 37
℃ で 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 増 幅 し た 。 ア リ コ ー ト を 、 力 価 決 定 目 的 で 播 種 し
、 残 存 容 量 を 2xTY/AMP(1.6％ ト リ プ ト ン 、 1％ 酵 母 抽 出 物 、 0.5％ NaCl、 及 び 100μ g/mlア
ン ピ シ リ ン )を 含 有 す る 大 き い プ レ ー ト (150mm)上 に 播 種 し た 。 プ レ ー ト は 30℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 パ ン ニ ン グ の 各 ラ ウ ン ド 後 の 出 力 を 決 定 す る た め に 、 力 価 決 定 プ レ
ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 数 え 、 及 び 総 出 力 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 細 菌 株 TG-1及 び HB2151の 新 鮮 な 細 菌 培 養 物 を 、 A 6 0 0 値 0.5～ 0.9ま で の 細 胞 の 増 殖 (指 数
増 殖 し て い る 細 胞 )に よ り 、 感 染 (増 幅 )の た め に 調 製 し た 。 E.コ リ  TG-1細 胞 を 、 フ ァ ー ジ
繁 殖 の た め に 使 用 し 、 及 び E.コ リ  HB2151細 胞 を scFv蛋 白 質 生 成 の た め に 使 用 し た 。 大 き
い プ レ ー ト の コ ロ ニ ー を 、 掻 き 取 り 、 プ ー ル し た 。 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 E.コ リ  TG-1細 胞 の
ア リ コ ー ト (～ 10 7 )を 、 A 6 0 0 値 ～ 0.5と な る ま で 、 液 体 培 地 上 で 増 殖 し 、 そ の 後 ヘ ル パ ー フ
ァ ー ジ (VSC-M13、 Stratagene社 )に よ り 感 染 し 、 大 き く 増 幅 し た フ ァ ー ジ ミ ド ス ト ッ ク を
作 成 し た 。 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 PEG沈 降 法 に よ り 回 収 し た (Harrisonら 、 Methods in Enzymol
ogy、 267: 83-109 (1996))。 前 述 の 増 幅 し た E1ス ト ッ ク の お よ そ 10 1 2 個 フ ァ ー ジ ミ ド /ml
を 、 T細 胞 に 対 す る パ ン ニ ン グ の 引 き 続 き の ラ ウ ン ド に 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 「 連 続 パ ン ニ ン グ 」 の 2及 び 3回 目 の ラ ウ ン ド を 、 以 下 の 修 飾 を 行 い 、 本 質 的 に は 1回 目
の パ ン ニ ン グ 手 法 に つ い て 説 明 さ れ て い る よ う に 行 っ た ： (i)2回 目 の 連 続 パ ン ニ ン グ に つ
い て 、 ～ 10 1 1 個 の フ ァ ー ジ ミ ド を 使 用 し 、 並 び に (ii)選 択 及 び 洗 浄 後 、 結 合 し た フ ァ ー ジ
ミ ド を 、 PBS/1％ BSA+ATP(10mM)の 50μ l中 で 、 こ れ ら の 細 胞 の 15分 間 、 室 温 で の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン に よ り 溶 離 し た 。 細 胞 を 遠 心 し 、 上 澄 み 液 を 収 集 し た 。 本 手 法 の 2回 目 の ラ ウ
ン ド か ら 得 た 溶 離 さ れ た フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む 出 力 は 、 E1AT1と 称 し 、 こ れ を 増 幅 以 外 は 前
述 に 従 う 連 続 パ ン ニ ン グ の 3回 目 の ラ ウ ン ド に 使 用 し た 。 2回 目 の ラ ウ ン ド の よ う に ATP溶
離 後 、 フ ァ ー ジ ミ ド を 、 前 述 の よ う に 、 TG-1細 胞 中 で 増 幅 し た 。 最 終 の 増 幅 し た ス ト ッ ク
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を 、 E1AT2と 称 し た 。 感 染 、 力 価 決 定 、 及 び 配 列 解 析 の た め に 、 ひ と つ の ア リ コ ー ト (5μ l
)を 、 TG-1細 菌 培 養 液 と 混 合 し た 。 残 り の 容 量 (45μ l)は 、 増 幅 及 び 貯 蔵 の た め に 、 1.3ml
の TG-1細 胞 浮 遊 液 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 パ ン ニ ン グ に 使 用 さ れ た フ ァ ー ジ ミ ド の 推 定 数 (入 力 )及 び 溶 離 さ れ た 結 合 し た フ ァ ー ジ
ミ ド の 推 定 数 (出 力 )を 、 L1バ イ オ パ ン ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル の 3連 続 工 程 に つ い て 、 表 2に ま
と め た 。 各 出 力 結 果 に 関 す る 細 胞 給 源 及 び 溶 離 媒 体 を 列 記 し 、 更 に 各 分 離 ス ト ッ ク の 識 別
に 使 用 し た 用 語 を 記 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
　 表 1に 示 し た 結 果 は 、 ATP溶 離 が 2回 目 及 び 3回 目 の ラ ウ ン ド に 使 用 さ れ た 場 合 は 、 溶 離 さ
れ た フ ァ ー ジ 数 は 非 常 に 小 さ く 、 こ れ は フ ァ ー ジ 特 異 性 の 増 加 の 可 能 性 を 示 す こ と を 示 唆
し て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 パ ン ニ ン グ 後 、 各 ラ ウ ン ド 由 来 の い く つ か の ク ロ ー ン を 、 配 列 決 定 の た め に 選 択 し た 。
こ の 項 に 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 下 記 の よ う で あ る ： (a)選 択 さ れ た ク ロ ー ン 中 に 1回
よ り も 多 く 出 現 し た 配 列 、 (b)重 鎖 の み の CDR3領 域 の 配 列 (VH-CDR3)、 及 び (c)各 単 離 さ れ
た ク ロ ー ン の VH生 殖 細 胞 系 の 種 。
【 ０ １ ５ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
　 2種 の ク ロ ー ン L32及 び L31は 、 L1バ イ オ パ ン ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル に 従 い 同 定 し 、 そ れ ら
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の 配 列 を 表 3に 示 し た 。 CDR3領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 (VH-CDR3サ イ ズ )及 び 特 異 的 CDR3配 列
を 、 各 ク ロ ー ン に つ い て 指 定 さ れ た 生 殖 細 胞 系 と 共 に 示 し た 。 加 え て 、 L1プ ロ ト コ ー ル に
つ い て 配 列 決 定 さ れ た ク ロ ー ン 総 数 の 関 数 と し て 、 特 異 的 ク ロ ー ン 型 が 単 離 さ れ た 回 数 (
頻 度 )が 示 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 異 な る 5種 の VHフ ァ ミ リ ー (VH1
、 VH2、 VH3、 VH4、 及 び VH6)由 来 の VHを 含 み 、 VH3が 利 用 し た 遺 伝 子 の ～ 47％ を 構 築 し て い
る が 、 単 離 さ れ た ク ロ ー ン は 両 方 と も VH3フ ァ ミ リ ー (DP32)で あ っ た 。 こ れ は 、 scFv精 製
プ ロ セ ス に と っ て 利 点 で あ り 、 そ の 理 由 は 、 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス は 、 VH3フ ァ ミ リ ー
由 来 の scFvの 精 製 に は 使 用 さ れ 、 VH3以 外 の VHフ ァ ミ リ ー 由 来 の ク ロ ー ン を 精 製 す る た め
に は 使 用 す る こ と が で き な い か ら で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 本 実 施 例 は 、 比 較 試 験 に お い て 対 照 と し て 使 用 さ れ る 、 様 々 な scFv抗 体 の 作 成 を 説 明 し
て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Y1及 び Y17 scFv抗 体 ク ロ ー ン の 単 離 及 び 特 徴 決 定 は 、 米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ； 第
10/032,037号 ； 第 10/029,988号 ； 第 10/029,926号 ； 第 09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,948
号 、 並 び に 国 際 出 願 PCT/US01/49442号 及 び PCT/US01/49440号 に 詳 細 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 加 え て 、 陰 性 対 照 scFvク ロ ー ン を 選 択 し た 。 全 て の 結 合 実 験 に 関 し て 、 単 独 の ク ロ ー ン
を 、 ナ イ ー ブ (naive)ラ イ ブ ラ リ ー か ら 採 取 し た (選 択 前 )。 フ ァ ー ジ ス ト ッ ク 及 び 可 溶 性 s
cFvで 、 N14と 称 さ れ る も の を 、 こ の ク ロ ー ン か ら 調 製 し た 。 配 列 解 析 は 、 こ れ が V H 4-DP65
遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と を 示 し て い る 。 N14 CDR3と 称 さ れ る 、 こ の ク ロ ー ン に よ り
コ ー ド さ れ た 11量 体  V H -CDR3の 配 列 は 、 配 列 番 号 :6で あ る 。 追 加 の 陰 性 ク ロ ー ン N01を 、
結 合 分 析 実 験 に 用 い た 。 ク ロ ー ン N01(組 換 え B型 肝 炎 ウ イ ル ス [HBV]粒 子 に 対 し 反 応 性 )は
、 V H 3-DP35フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 及 び こ の ク ロ ー ン に よ り コ ー ド さ れ た 9量 体  V H -CDR3の 配
列 は 、 N01CDR3と 称 さ れ 、 配 列 番 号 :7で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 TM scFv抗 体 ク ロ ー ン (下 記 )は 、 T-リ ン パ 腫 細 胞 膜 上 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ
リ ー の パ ン ニ ン グ に よ り 、 TMプ ロ ト コ ー ル を 用 い 単 離 し た 。 こ の プ ロ ト コ ー ル に お い て 、
T細 胞 (2x10 7 個 )の 予 備 洗 浄 を 、 先 に L1プ ロ ト コ ー ル に お い て 説 明 さ れ た よ う に 行 っ た 。 T
細 胞 の 予 備 洗 浄 後 、 当 初 の Nissimラ イ ブ ラ リ ー か ら の 10 1 2 個 の フ ァ ー ジ ミ ド を 含 有 す る MP
BS 2mlの 添 加 に よ り 、 固 定 さ れ た Tリ ン パ 腫 細 胞 膜 上 で 選 択 を 行 っ た 。 こ の チ ュ ー ブ を ゆ
っ く り 30分 間 攪 拌 し 、 そ の 後 攪 拌 せ ず に 更 に 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (両 工 程 と も
室 温 で )。 過 剰 な 未 結 合 の フ ァ ー ジ ミ ド を 、 チ ュ ー ブ 内 容 物 の デ カ ン ト 、 及 び チ ュ ー ブ の P
BS、 0.1％ Tweenに よ る 10回 洗 浄 、 引 き 続 き の PBSに よ る 10回 洗 浄 に よ り 除 去 し た 。 溶 離 の
た め に 、 指 数 増 殖 し て い る E.コ リ  TG-1細 胞 (2ml)を 、 こ の チ ュ ー ブ に 直 接 添 加 し 、 及 び 37
℃ で ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 前 述 の よ う に 、 ア リ コ ー ト を 、 力 価
決 定 の た め に 播 種 し 、 及 び 残 り の 容 量 を 増 幅 の た め に 播 種 し た 。 加 え て 、 増 幅 を L1プ ロ ト
コ ー ル に 説 明 さ れ た よ う に 行 っ た 。 選 択 法 は 、 先 に 増 幅 し た ス ト ッ ク の 10 1 1 個 の フ ァ ー ジ
ミ ド を 用 い 、 2回 の 追 加 ラ ウ ン ド の た め に 繰 返 し た 。 固 定 さ れ た T細 胞 膜 上 の 、 3回 目 の パ
ン ニ ン グ 法 の 増 幅 し た ス ト ッ ク の 第 一 の ク ロ ー ン を 、 TM1.1-myc+/TM1.1と 称 し た 。 い く つ
か の scFv抗 体 、 特 に TM1.1及 び mycタ グ を 伴 う そ れ ら の 変 種 (TM1.1-myc+)を 、 こ の ク ロ ー ン
か ら 調 製 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 TM1.1-myc+ク ロ ー ン に 加 え 、 下 記 の 追 加 ク ロ ー ン を 、 TMプ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 単 離 し た
。 3回 目 の 膜 パ ン ニ ン グ の 増 幅 し た ス ト ッ ク を 用 い 、 無 傷 の T-リ ン パ 腫 細 胞 を パ ン ニ ン グ
し た 。 こ の 手 法 は 、 2x10 7 個 細 胞 及 び 10 1 0 個 フ ァ ー ジ ミ ド を 使 用 し 、 本 質 的 に 前 記 L1プ ロ
ト コ ー ル に 説 明 し た よ う に 行 っ た 。 4℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 結 合 し た フ ァ
ー ジ ミ ド を 、 洗 浄 し た 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 、 ト リ プ シ ン ： EDTA(0.25％ ： 0.05％ )50μ lに よ
り 溶 離 し 、 そ の 後 FCSの 50μ lを 添 加 し 中 和 し た 。 力 価 決 定 及 び 増 幅 に 関 し て 、 E.コ リ  TG-
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1培 養 液 (A 6 0 0 ＝ 0.5)1mlを 使 用 し た 。 TM2と 称 さ れ る 増 幅 し た ス ト ッ ク を 、 前 述 の Tリ ン パ
腫 細 胞 上 の パ ン ニ ン グ の 追 加 の ラ ウ ン ド に 使 用 し た 。 最 終 ス ト ッ ク は 、 TM3と 称 し た 。 TM
プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 結 果 と し て 単 離 さ れ た scFvの 配 列 を 、 表 4に 示 し た 。 scFvの FITC標
識 後 の 結 合 活 性 も 、 scFv特 異 性 の 保 持 を 証 明 す る た め に 評 価 し た (実 施 例 7参 照 )。 例 え ば
、 T-ALL細 胞 に 結 合 す る TM3.13の 特 異 性 を 、 FACS分 析 に 従 い そ の 結 合 に よ り 証 明 し た (図 1
参 照 )。
【 ０ １ ６ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32 scFvク ロ ー ン の 作 成 、 精 製 、 標 識 及 び 特 徴 決 定 を 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 可 溶 性 scFvの 作 成 の た め に 、 当 初 の フ ァ ー ジ ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 に 使 用 し た ベ ク タ ー
で あ る pHEN1を 、 scFv遺 伝 子 と pIII遺 伝 子 の 接 合 部 に コ ー ド さ れ た ア ン バ ー 停 止 コ ド ン を
伴 う よ う に デ ザ イ ン し た 。 従 っ て 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の ベ ク タ ー が 、 フ ァ ー ジ ミ ド 感 染
に よ り 非 -抑 制 株 で あ る E.コ リ  HB2151に 導 入 さ れ る 場 合 、 こ の シ ス テ ム は 可 溶 性 scFvの 作
成 及 び 細 菌 の 周 辺 細 胞 質 へ の 分 泌 が 可 能 で あ る (Harrisonら 、 Methods in Enzymol.、 267:
 83-109 (1996))。 そ の 後 scFvは 、 培 養 ブ ロ ス か ら 容 易 に 取 り 出 す こ と が で き る 。 可 溶 性 s
cFvは 、 lacZプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 生 成 さ れ (Gilbert及 び Muller-Hill、 PNAS(US)、 58: 
2415 (1967))、 こ れ は そ の 後 IPTG(イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド )で 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 配 列 番 号 :8の 10個 の ア ミ ノ 酸 の c-mycタ グ を コ ー ド し て い る 配 列 は 、 ベ ク タ ー 内 で ア ン
バ ー 突 然 変 異 の 上 流 に 含 ま れ る 。 発 現 さ れ た scFvの C-末 端 は 、 c-mycタ グ を 保 持 し 、 こ れ
は マ ウ ス 抗 -mycタ グ 抗 体 (European Collection of Cell Culture (ECACC)か ら 入 手 、 9E10
-ハ イ ブ リ ド ー マ )を 用 い 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン 及 び 対 照 ク ロ ー ン N01の scFvは 全 て VH3フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 プ ロ テ イ
ン Aア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 上 で の 精 製 が 可 能 で あ る 。 各 ク ロ ー ン の 誘 導 さ れ た 培 養 液 か ら 周
辺 細 胞 質 画 分 (100～ 250ml)を 調 製 し 、 及 び プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 結 合 し た scFvを 、 酸 溶 離 (0.1Mグ リ シ ン 、 pH3.0)に よ り 、 こ の カ ラ ム
か ら 回 収 し 、 そ の 後 溶 離 液 を Tris(pH8.0)に よ り 中 和 し た 。 回 収 さ れ た 蛋 白 質 の 濃 度 を 、 A

2 8 0 測 定 に よ り 決 定 し 、 そ の 後 透 析 又 は G-25セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に よ り PBS緩 衝 液 交 換 し た
。
【 ０ １ ７ １ 】
　 L1プ ロ ト コ ー ル か ら 得 た ク ロ ー ン L32の scFvも 、 VH3遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー (DP-32)に 属 し て
い る 。 し か し 周 辺 細 胞 質 か ら の 抽 出 後 、 5mM DTTが 必 要 で あ り 、 こ れ を プ ロ テ イ ン -Aア フ
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ィ ニ テ ィ カ ラ ム へ の 試 料 の 負 荷 前 に 添 加 し 、 そ の 後 先 に 説 明 さ れ た よ う に 、 プ ロ テ イ ン -A
セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 及 び PBS緩 衝 液 交 換 に よ り 精 製 及 び 回 収 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 陰 性 ク ロ ー ン N14の scFvは 、 VH4遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 こ れ は プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ
テ ィ カ ラ ム 上 で は 精 製 す る こ と が で き ず 、 従 っ て こ れ は セ フ ァ ク リ ル S-200カ ラ ム 上 で 精
製 し た 。 ScFv N14は 、 60％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い 誘 導 さ れ た 培 養 液 200mlの 周 辺 細 胞 質
画 分 中 の 総 蛋 白 質 の 沈 降 に よ り 精 製 し た 。 こ の ペ レ ッ ト を 、 2mlの 0.1xPBS、 5mM EDTA、 5m
M PMSF中 に 懸 濁 し 、 及 び ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 (0.1xPBS、 5mM EDTA)で 予 め 平 衡 化 し た セ フ ァ
ク リ ル S-200カ ラ ム (1.5x90cm)上 に 負 荷 し た 。 蛋 白 質 を 分 画 し 、 及 び N14 scFvを 含 有 す る
画 分 (SDS-PAGE及 び ウ ェ ス タ ン 解 析 に よ り 検 出 )を プ ー ル し 、 凍 結 乾 燥 し 、 及 び 1/10容 量 の
H 2 O中 に 懸 濁 し た 。 そ の 後 N14 scFv(未 標 識 及 び FITC-標 識 )を 、 FACS分 析 実 験 に お い て 、 陰
性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に 精 製 さ れ た scFvを 、 FITCで 標 識 し た 。 各 調 製 物 か ら 精 製 さ れ た scFvお よ そ 1mgを PBS
中 に 懸 濁 し 、 市 販 の Fluoro-Tag FITC複 合 キ ッ ト (Sigma-Aldrich社 、 セ ン ト ル イ ス 、 MO)を
製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 用 い 、 FITCに 結 合 し た 。 精 製 及 び FITC標 識 後 、 各 調 製 物 の プ ロ フ ァ
イ ル (標 識 及 び 未 標 識 )を 、 SDS-PAGE、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 セ フ ァ デ ッ ク ス -75カ ラ ム を
使 用 す る HPLC(A 2 8 0 及 び A 4 9 5 )、 及 び 蛍 光 定 量 法 に よ り 分 析 し た 。 こ の 分 析 は 、 N14 scFvの
純 度 80％ 、 及 び VH3ク ロ ー ン の 純 度 90％ を 示 し 、 FITCの 約 2分 子 が 、 各 scFv分 子 に 複 合 し て
い た (F/P比 2:1)。
【 ０ １ ７ ４ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32 scFvの 洗 浄 し た 血 小 板 及 び 血 小 板 が 豊 富 な 血 漿 (PRP)へ の 結 合 並 び に L
32 scFvの 血 小 板 凝 集 に 対 す る 作 用 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 血 小 板 凝 集 試 験 に 関 し て 、 血 液 は 、 3.8％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム が は い っ た 試 験 管 に 採 取
し た 。 PRPを 、 250xgで 10分 間 の 遠 心 に よ り 調 製 し た 。 ク エ ン 酸 -ブ ド ウ 糖 (ACD)液 中 の 血 小
板 濃 縮 物 を 、 血 液 バ ン ク か ら 得 た 。 血 小 板 を 単 離 し 、 ACD含 有 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し 、 及 び 1:
7の 比 で 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 。 こ れ ら の 血 小 板 は 、 各 洗 浄 後 、 800gで 10分 間 遠 心 し 、 及
び タ イ ロ ー ド 液 (2mM MgCl 2 、 137mM NaCl、 2.68mM KCl、 3mM NaH 2 PO 4 、 0.1％ ブ ド ウ 糖 、 5m
M Hepes及 び 0.35％ ア ル ブ ミ ン 、 pH7.35)中 に 懸 濁 さ せ 、 細 胞 数 を 計 測 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 PRP及 び 洗 浄 し た 血 小 板 を 全 血 液 中 、 Lumiaggregometer(Chronolog社 、 ハ バ ー ト ン 、 PA)
に お い て 、 500rpm、 37℃ で 回 転 さ せ た 。 血 小 板 懸 濁 液 及 び 懸 濁 し て い る 媒 体 を 通 し た 光 透
過 性 の 差 異 を 、 100％ 凝 集 と し て 採 用 し た 。 血 小 板 凝 集 に 対 す る L32の 作 用 を 、 ア ゴ ニ ス ト
添 加 前 の 、 様 々 な 濃 度 の L32の 添 加 に よ り 評 価 し 、 こ の 作 用 を 4分 間 記 録 し た (図 2)。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 洗 浄 し た 血 小 板 を 用 い 、 凝 集 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 こ の 反 応 混 合 液 は 、 2x10 8 個 の 洗 浄 し
た 血 小 板 /ml及 び 4μ g/mlブ タ の フ ォ ン ・ ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 を 含 有 し て い る 。 37℃ で 3分 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 リ ス ト セ チ ン (凝 集 ア ゴ ニ ス ト )0.4mg/mlを 添 加 し 、 並 び に 凝 集
反 応 を 4分 間 記 録 し た 。 L32及 び 他 の scFv抗 体 の 血 小 板 凝 集 に 対 す る 作 用 を 、 ア ゴ ニ ス ト 添
加 前 の 50μ g/mlの scFvの 添 加 に よ り 評 価 し 、 並 び に こ の 作 用 を 4分 間 記 録 し た 。 L32の 洗 浄
し た 血 小 板 の vWF-依 存 型 凝 集 反 応 に 対 す る 作 用 を 、 洗 浄 し た 血 小 板 の ふ た つ の 試 料 に お い
て 試 験 し (n=2)、 公 知 の 作 用 を 有 す る scFvで あ る Y1に よ る 凝 集 反 応 の 排 除 と は 対 照 的 に 、
通 常 の 凝 集 反 応 (90％ 凝 集 反 応 )が 認 め ら れ た 。 TMプ ロ ト コ ー ル を 用 い 単 離 さ れ た TM1.1-my
c+の 作 用 も 、 対 照 と し て 評 価 し た 。 同 じ 条 件 で 、 Y1 scFv抗 体 は 、 リ ス ト セ チ ン が 誘 導 し
た 血 小 板 凝 集 を ～ 70％ 阻 害 し た (図 2)。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 PRPを 用 い る 凝 集 ア ッ セ イ に 関 し て 、 反 応 混 合 液 は 、 PRP(～ 2x10 8 /ml)を 含 有 し た 。 37℃
で 3分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 リ ス ト セ チ ン (凝 集 ア ゴ ニ ス ト )1mg/mlを 添 加 し 、 凝
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集 反 応 を 4分 間 記 録 し た 。 血 小 板 懸 濁 液 及 び PPP(血 小 板 の 少 な い 血 漿 )を 通 し た 光 透 過 性 の
差 異 を 、 100％ 凝 集 と み な し た 。 L32の 血 小 板 凝 集 に 対 す る 作 用 は 、 ア ゴ ニ ス ト 添 加 前 の 50
μ g/ml L32 scFvの 添 加 に よ り 、 3名 の 異 な る ド ナ ー 由 来 の PRPに お い て 評 価 し (n=3)、 そ の
作 用 を 4分 間 記 録 し た 。 L32 scFvの PRPへ の 添 加 後 に 、 正 常 な 凝 集 (90％ 凝 集 )が 認 め ら れ た
(図 2)。 前 述 の よ う に 、 L32の 作 用 を 、 TM1.1及 び Y1の も の と 比 較 し た 。 洗 浄 し た 血 小 板 同
様 、 Y1は 、 PRP血 小 板 凝 集 を ～ 70％ 阻 害 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 結 論 と し て 、 ク ロ ー ン L32の 50μ g/mlは 、 洗 浄 し た 血 小 板 又 は PRPの 血 小 板 凝 集 に 対 し 有
意 な 阻 害 作 用 を 有 さ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 血 小 板 の L32 scFv染 色 (結 合 )は 、 FACSに よ っ て も 評 価 し た 。 こ の 方 法 は 、 蛍 光 マ ー カ ー
に よ る 染 色 強 度 を 基 に し た 測 定 に 有 用 で あ る 。 図 3に 示 し た よ う に 、 Y1及 び Y1-myc+ scFv(
c-mycタ グ を 伴 う グ リ コ カ リ シ ン 反 応 性 Y1 scFv抗 体 )に よ る 染 色 は 、 PRPか ら 染 色 し た 血 小
板 を 生 じ た 。 対 照 的 に 、 L32 scFvに よ る こ れ ら の 血 小 板 の 染 色 後 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 対 照
抗 体 に よ る 染 色 と 比 べ 、 余 り 変 化 し な か っ た (図 3の ヒ ス ト グ ラ ム の 比 較 、 こ こ で TM1.1-my
c+は 、 血 小 板 関 連 し た エ ピ ト ー プ に 結 合 し て い な い scFvで あ る )。
【 ０ １ ８ １ 】

　 scFv L32の 様 々 な 異 な る 細 胞 株 に 対 す る 結 合 を 、 FACSに よ り 分 析 し た 。 分 析 は 、 下 記 の
3工 程 染 色 に 従 い 行 っ た ： (i) L32； (ii)抗 -単 鎖 抗 体 ； 及 び 、 (iii)抗 -ウ サ ギ FITC-標 識 さ
れ た 抗 体 。 異 な る 細 胞 株 を 、 L32結 合 後 の 細 胞 集 団 の 幾 何 平 均 の 陰 性 対 照 の そ れ に 対 す る
比 に 従 い 分 類 し 、 表 5に 示 し た 。 低 い 結 合 は 比 1の 細 胞 に 割 当 て 、 中 等 度 の 結 合 は 1～ 4の 範
囲 の 比 の 細 胞 に 割 当 て 、 及 び 高 い 結 合 は 4よ り も 大 き い 比 の 細 胞 に 割 当 て た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 単 鎖 抗 体 に よ る こ れ ら の 細 胞 上 の Y1と L32の 間 の 同 じ 結 合 部 位 の 競 合 を 調 べ た
。 こ の よ う な 実 験 の ひ と つ に お い て 、 KG-1細 胞 (AML患 者 由 来 の ヒ ト 細 胞 株 )に 対 す る ビ オ
チ ン 標 識 さ れ た Y1(Y1-myc+)に つ い て の 標 識 さ れ な い 抗 体 の 競 合 を 評 価 し た 。 こ の 結 果 を
図 4及 び 5に 示 し た 。 示 し た よ う に 、 L32は 、 Y1 scFvそ れ 自 身 同 様 、 KG-1細 胞 上 の Y1結 合 に
つ い て 競 合 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 予 備 的 放 射 性 受 容 体 ア ッ セ イ 試 験 に よ り 裏 付 け ら れ 、
こ こ で は 、 L32 scFvは 、 用 量 依 存 的 に 、 1 2 5 I-標 識 さ れ た Y1 scFvの KG-1細 胞 へ の 結 合 に 部
分 的 に 置 き 換 わ っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 標 識 さ れ な い 抗 体 の KG-1細 胞 へ の 結 合 に お け る ビ オ チ ン -標 識 さ れ た L32scFv(0.5、 2又
は 5μ g)と 競 合 す る 能 力 は 、 競 合 試 験 に お い て 評 価 し た 。 米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ；
第 10/032,037号 ； 第 10/029,988号 ； 第 10/029,926号 ； 第 09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,9
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48号 、 並 び に 国 際 出 願 PCT/US01/49442号 及 び PCT/US01/49440号 に 示 さ れ た 結 果 は 、 Y1及 び
抗 -CD162抗 体 は 、 CD162抗 原 へ の 結 合 に 関 し て 競 合 す る こ と を 開 示 し て い る 。 FACS分 析 を
用 い 、 標 識 さ れ た 抗 体 結 合 を 測 定 し 、 結 果 を 結 合 の 幾 何 平 均 値 と し て 表 し た 。 こ れ ら の 結
果 を 表 6に ま と め 、 こ れ は Y1 scFv及 び 抗 -CD162抗 体 に よ る 抗 体 交 換 の 濃 度 依 存 性 を 示 し て
い る 。 標 識 さ れ な い 抗 体 の 量 が 標 識 さ れ た 抗 体 よ り も は る か に 多 い 場 合 、 結 合 の 70％ よ り
も 多 く が 、 こ の 特 異 的 抗 体 に よ り 交 換 さ れ る が 、 非 特 異 的 TM1.1 scFvは 、 L32結 合 に 対 し
有 意 な 作 用 を 有 さ な か っ た 。 抗 -CD162が L32の 交 換 に 最 大 の 能 力 を 有 す る (89％ ほ ど ま で )
一 方 で 、 Y1及 び L32 scFv抗 体 は 、 異 な る 程 度 に L32結 合 を 交 換 し た 。 示 さ れ た 結 果 及 び 他
の も の を 基 に 、 L32及 び Y1結 合 の 両 方 に 競 合 す る た め に は 、 Y1よ り も よ り 少 な い L32が 必 要
で あ り 、 こ の こ と は 、 L32は 同 じ 部 位 へ の Y1の 結 合 よ り も よ り 大 き い 結 合 能 を 有 す る こ と
を 示 唆 し て い る 。 従 っ て こ れ ら の 結 果 は 更 に 、 L32結 合 の 特 異 性 、 及 び L32エ ピ ト ー プ と Y1
及 び 抗 -CD162抗 体 に よ り 認 識 さ れ た も の と の 間 の 実 質 的 関 係 を 裏 付 け て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ６ 】
　 L32、 Y1及 び 抗 -CD162抗 体 の 間 の 競 合 は 、 KG-1細 胞 へ の 標 識 さ れ た 抗 -CD162抗 体 結 合 の
交 換 の 程 度 を 試 験 す る こ と に よ り 、 更 に 評 価 し た 。 L32及 び Y1の 両 scFv抗 体 (50μ g)は 、 KG
-1細 胞 を 標 識 す る 抗 -CD162(5μ g)の 幾 何 平 均 を 約 82％ 低 下 す る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、
こ れ ら の 抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 明 ら か に 密 に 関 連 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 ELISAに よ る 、 GPIbの 蛋 白 質 分 解 性 断 片 で あ る グ リ コ カ リ シ ン (GC)へ の L32
 scFv抗 体 結 合 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 GCは 、 Michalsonに よ り 説 明 さ れ た よ う に 、 新 鮮 な ヒ ト 血 小 板 か ら 精 製 し た (Blood、 67:
 19-26 (1986))。 ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 前 に 、 GPIbの 同 一 性 を 、 下 記 の 2種 の 異 な る
市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 を 使 用 す る EIAに よ り 確 認 し た ； Pharmigen社 (サ ン デ ィ
エ ゴ 、 CA)か ら 購 入 し た 第 一 の 抗 体 (ク ロ ー ン H1P1)は 、 リ ス ト セ チ ン が 誘 導 し た 血 小 板 凝
集 を 阻 害 し 、 及 び Serotec社 (ロ ー リ ー 、 NC)か ら 購 入 し た 第 二 の 抗 体 調 製 物 (ク ロ ー ン PM6/
40)は 、 血 小 板 凝 集 を 阻 害 し な い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 L32の GCへ の 結 合 の 定 量 分 析 は 、 ELISAに よ り 決 定 し た 。 1μ g/ml(PBSx1)に 希 釈 し た GCを
使 用 し 、 Maxisorpプ レ ー ト ウ ェ ル を 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り コ ー
ト し た 。 過 剰 な GCを 除 去 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 PBSTM(2％ ミ ル ク 及 び 0.05％ Tweenを 含
有 す る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 )に よ り 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 多 量 の PBSTに よ る 洗
浄 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 PBSTM中 に 希 釈 し た 様 々 な 濃 度 の scFvと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ
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ョ ン し た 。 引 き 続 き 、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 1:250希 釈 し た 抗 -scFv、 又 は 1:50の 抗 -VL、
又 は 1:100の 抗 -mycと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 引 き 続 き PBSTM中 に  1:25,000希 釈 し た
抗 -ウ サ ギ HRP(Jackson社 )又 は 1:25,000の 抗 -マ ウ ス HRP(比 較 と し て )の い ず れ か と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 反 応 は 、 TMBに よ り 顕 在 化 し (develop)、 及 び 0.5M H 2 SO 4 の 添
加 に よ り 停 止 し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 ELISAリ ー ダ ー を 用 い 450nmで 読 み と り 、 及 び 二
つ 組 の 試 料 の 結 果 を 平 均 化 し 、 平 均 値 か ら バ ッ ク グ ラ ウ ン ド (一 次 抗 体 を 伴 わ な い 染 色 )OD
値 を 減 算 す る こ と に よ り 、 ELISA単 位 値 を 計 算 し た 。 結 果 を 図 6に 示 し 、 こ れ は GCへ の Y1結
合 は 、 L32の そ れ よ り も 約 3～ 4倍 大 き い こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

　 本 実 施 例 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 、 様 々 な ヒ ト 由 来 の 給 源 か ら の 蛋 白 質 に 結
合 す る L32 scFv抗 体 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 細 胞 抽 出 物 (溶 解 液 )を 調 製 し た 。 細 胞 (2x10 6 個 )を 収 集 し 、 微 量 遠 心 機 に よ り 遠 心 し た (
1300rpm、 4℃ 、 5分 間 )。 こ の ペ レ ッ ト を 、 0.5～ 1ml PBSで 洗 浄 し 、 穏 や か に 攪 拌 し 、 及 び
こ の 混 合 物 を 前 述 の よ う に 遠 心 し た 。 0.5～ 1ml PBSに よ る 洗 浄 を 反 復 し 、 及 び ペ レ ッ ト 化
し た 細 胞 を 、 溶 解 緩 衝 液 中 に 懸 濁 し た (200μ l/20x10 6 個 細 胞 ペ レ ッ ト )。 使 用 し た 溶 解 緩
衝 液 は 、 50mM Tris(pH7.4)、 1mM PMSF、 1％  NP-40、 及 び 1mM EDTAで あ る が 、 他 の 適 当 な
溶 解 緩 衝 液 を 使 用 し て も よ い 。 こ の 懸 濁 液 を 、 氷 上 で 約 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ
の 後 遠 心 し た (3000rpm、 4℃ 、 5分 間 )。 次 に 上 清 を 収 集 し 、 ア リ コ ー ト に 分 け た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 膜 蛋 白 質 の 粗 膜 画 分 及 び 抽 出 物 も 調 製 し た 。 ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 20容 量 を 、
1容 量 の パ ッ ケ ー ジ ン グ し た 細 胞 に 添 加 し た 。 こ の ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 は 、 2％ (w
/v)Tween20、 1mM MgSO 4 、 2mM CaCl 2 、 150mM NaCl、 及 び 25mM Tris-HCl(pH7.4)を 含 ん だ 。
次 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー も 添 加 し た ： 1mM PMSF、 5μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 及 び 5μ g/
mlア プ ロ ト ニ ン 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 回 転 式 Teflon内 筒 (Ultra-Torex社 )を 付 属 し た Potter-
Elvehjemホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い 、 速 さ 3か ら 5ス ト ロ ー ク で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 こ の 試 料 を
、 ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 期 間 は 冷 や し 続 け 、 そ の 後 氷 浴 中 で 1時 間 攪 拌 し た 。 ホ モ ジ ナ イ
ザ ー 中 の 試 料 に 、 数 回 追 加 の ス ト ロ ー ク を 施 し 、 3000gで 30分 間 、 4℃ で 遠 心 し た 。 上 清 を
収 集 し 、 45000g(19000rpmロ ー タ ー ss-34)で 1時 間 4℃ で 遠 心 し た 。 45000g遠 心 分 離 の 上 清
は 、 廃 棄 し た 。 50mM Tris(7.4)、 1mM EDTA、 1％ NP-40及 び プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 溶
液 を 、 こ の ペ レ ッ ト に 添 加 し 、 溶 解 し た ペ レ ッ ト を 、 氷 上 に 1時 間 静 置 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 血 漿 蛋 白 質 試 料 を 、 健 常 者 の 血 液 バ ン ク か ら の プ ー ル し た 血 漿 の PBSに よ る 1:10 (v/v)
希 釈 後 に 調 製 し た 。 こ の 希 釈 し た 溶 液 を 、 0.45μ m膜 を 通 し て ろ 過 し 、 及 び ア リ コ ー ト を
分 析 時 ま で 凍 結 貯 蔵 し た (-20℃ )。 そ の 後 試 料 を 、 10％ SDS-PAGE上 を 、 Sigma Z37 503-9泳
動 装 置 に お い て 、 140～ 160Vで 3.5時 間 流 し た 。 電 気 泳 動 し た 試 料 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
上 に 、 Tris-グ リ シ ン 緩 衝 液 (20％ MeOH、 192mMグ リ シ ン 、 25mM TRIS、 pH8.3)中 で 、 室 温 20
Vで 一 晩 か け て 移 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 、 5％ ス キ ム ミ ル ク を 用 い 室 温 で 1時 間 か け て ブ ロ ッ ク し た 。
そ の 後 こ の 膜 を 、 PBS中 の 0.05％ Tween 20で 各 々 、 5分 間 か け て 室 温 で 3回 洗 浄 し た 。 こ の
膜 を 、 PBSを 溶 媒 と す る 2％ ス キ ム ミ ル ク 中 の 5μ g/ml Y1-ビ オ チ ン 、 L32-ビ オ チ ン 、 又 は T
M1.1ビ オ チ ン と 共 に 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に こ の 膜 を 、 コ ー ル ド ル
ー ム (約 4～ 約 10℃ )に お い て 、 PBSを 溶 媒 と す る 冷 0.05％ Tween 20で 各 々 5分 間 、 3回 洗 浄 し
た 。 次 に こ の 膜 を 、 コ ー ル ド ル ー ム に お い て 、 2％ ス キ ム ミ ル ク 、 0.05％  Tweenを 溶 媒 と
す る SAV-HRP(ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP)の 1:1000希 釈 物 (最 終 濃 度 1μ lg/ml)と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 希 釈 は 室 温 (約 25℃ )で 実 行 し 、 そ の 後 希 釈 し た SAV-HRPを 、 使 用
前 の 10～ 15分 間 氷 上 で 冷 却 し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 1時
間 実 施 し た 。
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【 ０ １ ９ ５ 】
　 SAV-HRPと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 膜 を 前 述 の よ う に 洗 浄 し た 。 そ の 後 膜 を 、 Sup
er Signal混 合 物 (Pierce社 )と 共 に 商 業 的 プ ロ ト コ ー ル に 指 示 さ れ た よ う に 5分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 過 剰 な 溶 液 を 乾 燥 し た 。 こ の 膜 は 、 X-線 フ ィ ル ム (Fuji社 )に 曝 露 し
、 こ の フ ィ ル ム を 現 像 し た 。 こ れ ら の 試 験 の 結 果 (図 7)は 、 L32は 、 分 子 量 約 105kDの PSGL-
1を 伴 う 、 白 血 病 細 胞 上 の 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 加 え て 、 L32及 び Y1の 両 方
が 、 GC及 び KG-1細 胞 の 同 じ バ ン ド と 反 応 す る 。 し か し 、 血 漿 蛋 白 質 へ の L32結 合 は 、 Y1よ
り も 遙 か に 低 く 、 及 び Raji細 胞 抽 出 物 は 、 こ の ＞ 100kDaバ ン ド に 対 し 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】

　 本 実 施 例 は 、 ELISAに よ り 、 硫 酸 化 さ れ た 及 び 硫 酸 化 さ れ な い ペ プ チ ド の L32及 び Y1へ の
競 合 的 結 合 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 恐 ら く エ ピ ト ー プ (GPIbの ア ミ ノ 酸 268-285及 び 成 熟 PSGL-1の 1-17)を 基 に し た 硫 酸 化 さ
れ た 及 び 硫 酸 化 さ れ な い 合 成 ペ プ チ ド を 調 製 し 、 及 び L32 scFv抗 体 (ELISA)の 結 合 特 異 性
を 評 価 す る た め に 使 用 し た 。 硫 酸 化 さ れ た 及 び 硫 酸 化 さ れ な い ペ プ チ ド (1μ M)を 、 ELISA
分 析 に 適 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 結 合 し 、 及 び 未 結 合 の ペ プ チ ド を 完 全 に 洗 浄 し
た 後 、 非 特 異 的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 指 定 さ れ た 濃 度 の scFv抗
体 と 共 に 、 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (図 8参 照 )。 結 合 し た scFvを 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル ウ サ ギ 抗 -V L 抗 体 、 引 き 続 き ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)抗 -ウ サ ギ 抗
血 清 を 用 い て 検 出 し た 。 こ れ ら の 試 料 を 、 基 質 TMBを 用 い て 顕 在 化 さ せ 、 及 び 約 10分 後 に
、 0.5M H 2 SO 4 に よ り こ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 を 停 止 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド へ の L32の
結 合 を 、 Y1及 び TM1.1(陰 性 対 照 と し て )scFv抗 体 と 比 較 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 (一 次
抗 体 非 存 在 下 )を 、 各 値 か ら 減 算 し 、 棒 グ ラ フ に 示 し た 値 を 得 た 。 結 合 、 及 び そ れ ら の 本
質 的 構 造 特 性 に つ い て 評 価 し た ペ プ チ ド を 、 表 7に 示 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 有 意 な 用 量 -依 存 型 の L32 scFv抗 体 結 合 が 、 ペ プ チ ド F、 H、 I及 び J、 す な わ ち 第 三 の チ
ロ シ ン 残 基 が 硫 酸 化 さ れ た PSGL-1-関 連 ペ プ チ ド 、 並 び に L及 び P28S、 す な わ ち 第 一 の チ ロ
シ ン 残 基 が 硫 酸 化 さ れ た GPIbα -関 連 ペ プ チ ド で 得 ら れ た (図 8)。 Jへ の L32 scFv抗 体 結 合
は 、 Iへ の そ の 結 合 に 非 常 に 似 て い る 。 GPIb-関 連 し た L(P1S)ペ プ チ ド へ の 結 合 は 有 意 で あ
る が 、 し か し こ れ は 、 PSGL-1関 連 ペ プ チ ド で 得 ら れ た も の に 匹 敵 す る ほ ど 低 い 。 Y1も L32
も い ず れ も 、 硫 酸 化 さ れ た PSGL-1-関 連 し た ペ プ チ ド G及 び D(第 三 残 基 の 硫 酸 化 を 欠 い て い
る )へ の 有 意 な 結 合 は 認 め ら れ な か っ た 。 更 に Y1も L32も い ず れ も 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン γ 鎖
に 関 連 し た 硫 酸 化 さ れ た (又 は 硫 酸 化 さ れ な い )ペ プ チ ド に は 結 合 し な か っ た 。 い ず れ の sc
Fv抗 体 も 、 そ の 中 の チ ロ シ ン が 硫 酸 化 さ れ て い な い ペ プ チ ド に は 結 合 せ ず 、 こ の こ と は 、
硫 酸 化 は 結 合 の 必 須 要 件 で あ る こ と を 示 し て い る 。 更 に 、 GPIb-関 連 ペ プ チ ド P28Sに 関 す
る デ ー タ は 、 第 一 の チ ロ シ ン の 硫 酸 化 は 、 GPIbへ の 結 合 に つ い て 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し
て い る の に 対 し 、 PSGL-1ペ プ チ ド I及 び Jの Eと の 比 較 に 関 す る デ ー タ は 、 第 三 の チ ロ シ ン
の 硫 酸 化 は 、 PSGL-1へ の 結 合 に と っ て 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Y1及 び L32デ ィ ス
プ レ イ は 、 硫 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド に 関 す る 結 合 挙 動 の パ タ ー ン が 実 質 的 に 同 じ で あ り (こ
の ア ッ セ イ に お い て )、 Y1は 、 各 場 合 に お い て L32に 関 し よ り 高 い 親 和 性 結 合 を 示 す 様 に 見
え る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 前 記 実 験 結 果 、 並 び に 米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ； 第 10/032,037号 ； 第 10/029,988号
； 第 10/029,926号 ； 第 09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,948号 、 並 び に 国 際 出 願 PCT/US01/4
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9442号 及 び PCT/US01/49440号 に 開 示 さ れ た デ ー タ か ら 、 L32 scFv抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 成
熟 PSGL-1上 に お い て ア ミ ノ 酸 1と 17の 間 に 位 置 し 、 そ こ に は 、 負 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ク ラ
ス タ ー が 存 在 す る こ と が 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 E-、 L-及 び P-セ レ ク チ ン の 受 容 体 で あ る PSGL-1は 、 Y1抗 体 の KG-1細 胞 へ の 結 合 が 様 々 な
市 販 の 入 手 可 能 な 抗 -PSGL-1抗 体 の 存 在 下 で 行 わ れ た 競 合 ア ッ セ イ を 基 に 、 Y1抗 体 の リ ガ
ン ド と し て 同 定 し た 。 PSGL-1の N-末 端 領 域 は 、 負 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー に 随 伴 す
る 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 含 む (米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ； 第 10/032,037号 ； 第 1
0/029,988号 ； 第 10/029,926号 ； 第 09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,948号 、 並 び に 国 際 出
願 PCT/US01/49442号 及 び PCT/US01/49440号 )。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Y1抗 体 は 、 血 小 板 上 の グ リ コ カ リ シ ン 分 子 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン -γ プ ラ イ ム 、 ヒ ト 血 漿
の 補 体 化 合 物 4、 及 び PSGL-1分 子 の よ う な 、 い く つ か の 分 子 に 結 合 す る が 、 AML又 は 多 発 性
骨 髄 腫 (MM)の い ず れ か の 患 者 由 来 の 初 代 白 血 病 細 胞 に 対 す る そ の 親 和 性 は 、 前 述 の エ ピ ト
ー プ に 比 べ 高 い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 い ず れ か 特 定 の 理 論 に 結 び つ け る こ と は 欲 さ な い が 、 下 記 実 施 例 10、 16及 び 17に 示 し た
よ う な 、 白 血 病 細 胞 株 及 び 悪 性 細 胞 に 関 す る 、 L32の よ り 大 き い 相 対 親 和 性 (Y1の そ れ と 比
べ て )と の 比 較 の よ う に 、 硫 酸 化 さ れ た ペ プ チ ド に 対 す る Y1の よ り 大 き い 相 対 親 和 性 (L32
の そ れ と 比 べ て )は 、 細 胞 上 の 完 全 な 未 変 性 の 蛋 白 質 の 状 況 に お い て 、 関 連 の あ る ペ プ チ
ド 配 列 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 又 は 露 出 に お け る 可 能 性 の あ る 差 の よ う な 要 因 に 起 因 す る こ と
が あ る 。 例 え ば 、 こ の 実 験 に お い て 使 用 さ れ た ペ プ チ ド は 、 そ れ ら の 未 変 性 状 態 に あ る の
で 線 状 で あ り 、 二 次 及 び 三 次 構 造 を 有 さ な い 。 こ の よ う な 差 は 、 非 拘 束 性 線 状 ペ プ チ ド で
あ る 合 成 ペ プ チ ド に お い て 明 確 で は な い 。 従 っ て 、 L32抗 体 結 合 の 可 能 性 の あ る 治 療 的 適
用 は 、 人 工 の 合 成 ペ プ チ ド シ ス テ ム に お い て 認 知 で き な い こ と で あ り 、 こ の こ と は 細 胞 シ
ス テ ム に よ り 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 米 国 特 許 出 願 第 10/032,423号 ； 第 10/032,037号 ； 第 10/029,988号 ； 第 10/029,926号 ； 第
09/751,181号 ； 及 び 、 第 60/258,948号 、 並 び に 国 際 出 願 PCT/US01/49442号 及 び PCT/US01/4
9440号 の 結 果 は 、 Y1及 び Y17抗 体 は 、 血 小 板 の 同 様 の 認 識 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る こ と を 明
ら か に し て い る 。 本 実 施 例 は 、 洗 浄 し た 血 小 板 へ 結 合 す る Y17 scFv抗 体 に 対 す る GPIb-由
来 の ペ プ チ ド の チ ロ シ ン 硫 酸 化 及 び 突 然 変 異 の 作 用 、 並 び に PSGL-1-由 来 の ペ プ チ ド に 対
す る Y17結 合 に 関 す る チ ロ シ ン 硫 酸 化 の 依 存 性 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 表 6か ら 選 択 さ れ た GPIb-由 来 の ペ プ チ ド 及 び 下 記 配 列 を 有 す る ふ た つ の 追 加 の N末 端 -短
縮 し た GPIb-由 来 の ペ プ チ ド を 、 こ れ ら の 試 験 に お い て 使 用 し た ： P2S－ TDLY*DY*Y*PEEDTE
及 び P25S－ TDLYDY*Y*PEEDTE。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 洗 浄 血 小 板 に 結 合 し て い る Y17 scFv抗 体 は 、 実 施 例 4に 説 明 さ れ た よ う に 、 FACSに よ り
試 験 し た 。 様 々 な ペ プ チ ド の Y17の 血 小 板 へ の 結 合 に 対 す る 作 用 は 、 最 初 の Y17の 指 定 し た
濃 度 の ペ プ チ ド と 一 緒 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン (図 9参 照 )、 そ の 後 の 血 小 板 調 製 物 へ の 添 加
に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 試 験 し た ペ プ チ ド 全 て の 、 276位 に 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン を 含 む GPIb-由 来 ペ プ チ ド (P28
S)は 、 洗 浄 し た 血 小 板 へ の Y17結 合 の 最 大 の 阻 害 を 引 き 起 こ し た 。 ア ミ ノ 酸 変 化 を 含 む GPI
b-由 来 の ペ プ チ ド を 調 製 及 び 試 験 し 、 Y17認 識 に 必 要 な コ ン セ ン サ ス 配 列 を 確 認 し た 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 第 一 の 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン は 、 洗 浄 血 小 板 へ の Y17結 合 に と っ て 重 要 で
あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 第 二 の チ ロ シ ン の 硫 酸 化 は 、 Y17認 識 に お い て 明 ら か
に 役 割 を 有 さ な い 。 277及 び 275位 の 負 帯 電 の ア ミ ノ 酸 残 基 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D)は 、 Y17結 合
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に と っ て 重 要 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Y1に つ い て 認 め ら れ た も の に 類 似 し て い た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ど の 条 件 が 、 PSGL-1へ の Y17 scFv抗 体 結 合 を 決 定 す る か を 証 明 す る た め に 、 プ レ ー ト に
結 合 し た PSGL1-由 来 の ペ プ チ ド を 用 い 、 ELISA分 析 を 行 っ た 。 5及 び 20μ g/ml Y17 scFv抗
体 は 、 PSGL1-由 来 の ペ プ チ ド で 第 三 位 に 硫 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン を 含 む も の I及 び 3個 の 硫 酸
化 さ れ た ペ プ チ ド を 含 む Jの 両 方 に 強 力 に 結 合 し た 。 図 10は 、 Jへ の Y17 scFv結 合 は 、 Jへ
の Y1結 合 よ り も わ ず か に 大 き い こ と 、 並 び に 両 方 の scFvは 同 様 に Iに 結 合 し た こ と を 示 し
て い る 。 こ れ ら の Iへ の 結 合 は 、 そ れ ら の Jへ の 結 合 よ り も 大 き か っ た 。 Y1も Y17も 、 G(硫
酸 化 を 伴 わ な い PSGL1ペ プ チ ド )に は 有 意 に 結 合 し な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ま と め る と 、 ペ プ チ ド レ ベ ル で 、 Y1、 Y17、 及 び L32の 全 て の 3種 の ク ロ ー ン は 、 同 様 の
特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル を 有 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 本 実 施 例 は 、 健 常 志 願 者 及 び 白 血 病 患 者 か ら の 初 代 細 胞 に 対 す る L32の 結 合 を 明 ら か に
し て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 細 菌 ク ロ ー ン 培 養 、 誘 導 プ ロ ト コ ー ル 、 scFv抗 体 断 片 収 集 、 及 び 抗 体 断 片 精 製 の 全 て の
手 法 は 、 Harrisonら の 論 文 ((1996)前 掲 )に 従 い 行 っ た 。 基 本 的 に は 、 Nissimラ イ ブ ラ リ ー
に 存 在 す る 個 別 の scFv抗 体 、 又 は 同 じ V L も し く は そ れ ら の 断 片 を 含 む よ う に 仮 定 さ れ た い
ず れ か の IgGも し く は そ れ ら の 断 片 を 認 識 す る ウ サ ギ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す
る た め に 、 2種 又 は そ れ よ り も 多 い 個 別 の scFvク ロ ー ン の い ず れ か を 、 Nissim I抗 体 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Nissim I抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 し た sc
Fv抗 体 ク ロ ー ン (Y1)由 来 の V L に 対 し て 生 じ た 。 ヒ ト 抗 体 の V L ド メ イ ン を コ ー ド し て い る DN
A断 片 は 、 下 記 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ り 、 Y1ク ロ ー ン か ら PCR-ク ロ ー
ン 化 し た (同 一 DNA断 片 を 、 Nissim Iラ イ ブ ラ リ ー (Nissimら (1994)、 前 掲 )の い ず れ か 他 の
ク ロ ー ン か ら 、 又 は 更 に は 同 じ 方 法 を 使 用 し ヒ ト ゲ ノ ム か ら 得 る こ と が で き る )： オ リ ゴ  
5'-NdeI (TTT GAGCTGACTCAGGACCCTGCT)及 び オ リ ゴ  3'-E.coRI (TTT CTATTTTGC
TTTTGCGGC)。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ る 増 幅 (PCR条 件 ： 94℃ 1分 間 、 56℃ 2分 間 、 72℃ 2
分 間 を x30回 、 そ の 後 65℃ で 5分 間 )後 、 得 ら れ た DNA断 片 を 、 NdeI及 び E.coRI制 限 酵 素 で 消
化 し 、 並 び に 予 め 消 化 し た プ ラ ス ミ ド の NdeI及 び E.coRI制 限 酵 素 部 位 へ ク ロ ー ニ ン グ し 、
こ れ を E.コ リ に お け る 組 換 え 蛋 白 質 の 原 核 細 胞 発 現 の た め に 使 用 し た IPTG誘 導 発 現 ベ ク タ
ー と し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 E.コ リ 細 胞 を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 に よ り 形 質 転 換 し 、 及 び 陽 性 ク ロ ー ン を 、 前 記 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る PCR増 幅 に よ り 選 択 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 収 容 し
て い る 細 胞 を 増 殖 し 、 IPTGに よ り 発 現 を 誘 導 し た 。 IPTGに よ る 誘 導 後 、 16時 間 22℃ で 増 殖
し た 後 、 1Lの 培 養 液 か ら 細 菌 細 胞 を 遠 心 に よ り 収 集 し た 。 封 入 体 は 単 離 し 、 及 び グ ア ニ ジ
ン -HCl+DTEで 可 溶 化 し 、 TRIS-ア ル ギ ニ ン -EDTAを 含 有 す る 緩 衝 液 中 へ の 希 釈 に よ り リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ し た 。 48時 間 5～ 10℃ で の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 後 、 蛋 白 質 を 含 有 す る 溶 液 を
透 析 し 、 20mMグ リ シ ン (pH9)中 で 濃 縮 し た 。 蛋 白 質 を 含 有 す る 透 析 し た 溶 液 を 、 イ オ ン 交
換 カ ラ ム HiTrapQを 用 い 再 -精 製 し 、 及 び NaCl勾 配 で 溶 離 し た 。 大 き い ピ ー ク を 、 SDS-PAGE
及 び ゲ ル ろ 過 に よ り 分 析 し た 。 精 製 さ れ た V L の 少 な く と も 10mgを 当 初 の 1-L培 養 液 か ら 得
た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 次 に ウ サ ギ を 、 CFA(完 全 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト )の 存 在 下 で V L (400mg)に よ り 、 そ の
後 IFA(不 完 全 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト )の 存 在 下 V L (200mg)に よ り 、 2～ 4週 間 間 隔 で 免 疫
感 作 し た 。 得 ら れ た 抗 体 価 は 低 く (1:50～ 1:100)、 恐 ら く ヒ ト 及 び ウ サ ギ か ら の V L の 間 の
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高 い 相 同 性 の た め で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -scFv抗 体 を 、 免 疫 感 作 し た ウ サ ギ の 血 清 か ら 直 接 又 は プ ロ テ イ ン A-
セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 上 で の 精 製 後 の い ず れ か で 用 い 、 FACSに よ り 分 析 し た 細 胞 又 は SDS-PA
GEに よ り 分 離 さ れ た 様 々 な 蛋 白 質 画 分 (ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 )い ず れ か へ の scFv抗 体 結
合 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 一 般 に 、 3種 の FACS分 析 の 中 の ひ と つ を 行 い 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン の 特 異 性 を 試 験 及 び
確 認 し た 。 「 3工 程 染 色 」 法 は 、 粗 抽 出 物 又 は 精 製 さ れ た 未 標 識 の scFv、 そ の 後 マ ウ ス 抗 -
myc抗 体 及 び 最 後 に FITCも し く は PE-複 合 化 さ れ た 抗 -マ ウ ス 抗 体 を 用 い て 確 立 し た 。 こ の
手 法 は 代 わ り に 、 第 二 試 薬 と し て ウ サ ギ 抗 -VLを 、 そ の 後 FITC-標 識 さ れ た 抗 -ウ サ ギ 抗 体
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 血 液 又 は 骨 髄 試 料 か ら の 細 胞 の FACS分 析 は 、 1％ BSAを 含 有 す
る PBS中 に 懸 濁 さ れ た 、 5～ 8x10 5 個 の 白 血 球 が 必 要 で あ る 。 結 合 は 、 4℃ で 1時 間 行 っ た 。
各 工 程 の 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 1％ BSAを 含 有 す る PBS中 に 懸 濁 し た 。 最 終 染 色 工 程 の 後 、 赤
血 球 の 溶 解 が 、 こ の ア ッ セ イ の 最 終 工 程 で あ り 、 及 び PBS中 の 細 胞 の 懸 濁 が 続 き 、 そ の 後 F
ACS(Becton-Dickinson社 )に よ り 測 定 し た 。 最 初 に 細 胞 を 、 myc-又 は ビ オ チ ン -標 識 さ れ た
一 次 抗 体 の い ず れ か に 曝 露 し 、 引 き 続 き そ れ ら を 、 各 々 、 FITC-標 識 さ れ た 抗 -myc抗 体 又
は PE-標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ り 染 色 す る こ と に よ る 「 2工 程 染 色 」 法 に よ り 染
色 し た 細 胞 の 分 析 を 、 3-工 程 法 の 代 わ り に 行 っ た 。 scFv-FITCに よ る 直 接 細 胞 染 色 の 手 法
は 、 引 き 続 き の FACS分 析 の た め に 確 立 し た 。 こ の 新 規 方 法 は 、 scFv-FITC標 識 の た め の た
だ 1回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 を 必 要 と す る 。 加 え て 、 正 常 な PBLを 伴 う 抗 -mycの 反 応 性
の た め に 、 高 強 度 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 scFv-FITCを FACS分 析 に 使 用 す る 場 合 に は 、 非
常 に 低 か っ た 。 直 接 FITC scFv標 識 及 び 「 3工 程 染 色 」 の 両 方 に よ り 得 ら れ た 結 果 は 、 非 常
に 類 似 し て お り 、 こ の こ と は 、 標 識 さ れ た scFvの 生 物 学 的 活 性 は 、 FITC標 識 法 に よ っ て は
破 壊 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 標 識 さ れ た scFvは 、 標 識 さ れ な い 抗 体 の も の に
類 似 し た 結 合 活 性 を 保 持 し 続 け る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 FACSプ ロ ト コ ー ル を 行 い 、 血 液 及 び 骨 髄 試 料 を 分 析 し た 。 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト が
得 ら れ た 患 者 の 試 料 を 、 病 院 か ら 入 手 し た 。 最 初 に 、 結 合 し た scFv抗 体 の 検 出 が 、 マ ウ ス
抗 -mycタ グ 抗 体 、 そ の 後 の 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 -マ ウ ス Ig抗 体 に よ り 検 出 さ れ る 、 3-工 程 染
色 法 を 用 い て 細 胞 試 料 を 染 色 し た 。 こ の 分 析 に お い て 、 図 11に 示 し た 結 果 は 、 被 験 scFv(T
細 胞 パ ン ニ ン グ 由 来 の TM1.1、 TM3.13、 及 び L32)は 、 正 常 な 末 梢 血 リ ン パ 球 (N-PBL)と 比 べ
、 一 貫 し て 高 レ ベ ル の T-リ ン パ 腫 ／ 白 血 病 細 胞 へ の 結 合 を 示 し た 。 対 照 的 に 、 B-CLL細 胞
は 、 scFvに よ る 比 較 的 低 レ ベ ル の 染 色 を 示 し 、 こ れ は N-PBLに よ り 示 さ れ る も の に 類 似 し
て い た (表 8)。 FACS分 析 に 1/50の scFv希 釈 物 が 使 用 さ れ る 場 合 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 の
み が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】
　 引 き 続 き の 試 験 に お い て 、 患 者 の 全 血 又 は 骨 髄 試 料 (及 び 健 常 者 か ら の 試 料 )を 、 30μ l/
試 験 管 に 調 節 し た 。 5μ lの CD33-APC(AMLに つ い て )又 は CD19-APC(B-CLLに つ い て )又 は CD38
-APC(多 発 性 骨 髄 腫 に つ い て )を 、 各 試 験 管 に 添 加 し 、 並 び に 5μ lの CD45-PerCp及 び 5μ lの
scFv Y1又 は 対 照 scFv TM1.1も し く は CD162-PE(KPL1)も 、 各 試 験 管 に 添 加 し た 。 試 験 管 を
、 穏 や か に 攪 拌 し な が ら 、 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 過 剰 な 試 薬 を 、 2ml PBS
の 添 加 に よ り 洗 浄 し 、 1200rpmで 5分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 廃 棄 し た 。 次 に 1-工 程 ア ッ セ イ に
お い て 、 溶 解 工 程 を 行 っ た 。 500μ lの BDリ シ ン 液 を 、 ddH 2 Oで 1:10希 釈 し 、 3O0μ lを 各 患
者 試 料 に 添 加 し た 。 こ れ ら の 試 料 を 、 高 速 で 激 し く 攪 拌 し 、 4℃ で 12分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し 、 前 述 の よ う に 洗 浄 し た 。 上 清 を 廃 棄 後 、 5O0μ lの PBSを 添 加 し た 。 こ れ ら の 試 料
を 、 国 際 基 準 に 準 じ た 血 液 試 料 取 込 み 設 定 (acquisition setup)を 用 い て 、 FACSで 測 定 し
た 。 2又 は 3工 程 が 関 与 す る ア ッ セ イ に 関 し て 、 作 業 緩 衝 液 は 、 PBS＋ 1％ BSA＋ 0.05％ ア ジ
化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 は 前 述 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 健 常 者 由 来 の 血 液 試 料 に 関 し て 、 L32の 血 液 細 胞 亜 集 団 へ の 結 合 の 選 択 性 を 決 定 す る た
め に 、 FACS分 析 を 用 い 分 析 を 行 い 、 Y1選 択 性 と 比 較 し た 。 結 合 は 、 標 識 さ れ た 二 次 又 は 三
次 抗 体 に よ る 染 色 後 に 測 定 し た 。 Y1及 び L32の 両 方 へ の 結 合 に お い て ド ナ ー 間 に 変 動 が 存
在 し た 。 従 っ て 、 大 半 の 場 合 を 表 す 結 果 を 、 表 9に 定 量 的 に ま と め た 。 顆 粒 球 、 リ ン パ 球
、 及 び 単 球 へ の L32 scFv結 合 は 一 般 に 、 こ れ ら の 細 胞 へ の Y1 scFv結 合 よ り も 大 き か っ た
。 対 照 的 に 、 血 小 板 へ の L32 scFv 結 合 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 類 似 し て お り 、 一 般 に Y1 
scFvよ る も の よ り も 少 な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 更 に 、 実 施 例 6に 示 さ れ た こ と (図 2参 照 )
に よ り 裏 付 け ら れ て お り 、 こ れ は PRPに お け る 血 小 板 凝 集 及 び 洗 浄 血 小 板 の 凝 集 反 応 へ の
少 な い 作 用 を 説 明 し て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ス ケ ー ル 化 は 、 下 記 の 判 定 基 準 を 基 に し た (こ れ は 、 絶 対 ス ケ ー ル で は な い － 2xの 比 は
、 実 際 に は 、 数 倍 よ り 高 い 結 合 と 解 釈 す る こ と が で き る 。 )：
-　 　 　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色
+/-　 　 陰 性 scFvと 被 験 scFvの 間 の 平 均 流 れ 比 、 最 大 2x
+　 　 　 陰 性 scFvと 被 験 scFvの 間 の 平 均 流 れ 比 、 2x－ 3x
++　 　 　 陰 性 scFvと 被 験 scFvの 間 の 平 均 流 れ 比 、 4x－ 6x
+++　 　 陰 性 scFvと 被 験 scFvの 間 の 平 均 流 れ 比 、 6x－ 8x
++++　 　 陰 性 scFvと 被 験 scFvの 間 の 平 均 流 れ 比 、 ＞ 10x
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ の 表 の 全 て の 結 果 は 、 シ グ ナ ル 増 幅 に 関 連 し た 2-又 は 3-工 程 染 色 法 を 用 い て 得 ら れ た
こ と に 注 目 す る こ と は 重 要 で あ る 。 加 え て 、 1工 程 よ り も 多 い 染 色 工 程 が 使 用 さ れ る 場 合
、 血 小 板 は 活 性 化 さ れ 、 及 び 方 法 に 関 連 し た 作 用 か ら 得 ら れ る シ グ ナ ル は 増 幅 さ れ る 。 こ
の よ う な 手 法 に お い て 、 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 に 露 出 さ れ た GPIb及 び 新
規 に 露 出 さ れ た PSGL-1の 両 方 に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 癌 患 者 か ら の 血 液 ／ 骨 髄 試 料 に つ い て 、 L32結 合 の 選 択 性 を 決 定 す る た め に 、 FACS分 析
を 用 い 、 Y1選 択 性 と 比 較 し て 分 析 を 行 っ た 。 結 合 は 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 に よ る 結 合 の 結
果 と し て 測 定 し た 。 表 10に 示 し た よ う に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 L32は 一 般 に 、 Y1が 結 合 す る
よ り も よ り 大 き い 程 度 に 罹 患 し た 細 胞 に 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。 付 随 し て 、 顆 粒 球 、
リ ン パ 球 、 及 び 単 球 へ の L32結 合 は 、 Y1の そ れ よ り も 大 き か っ た 。 こ の 増 加 し た 結 合 は 、
正 常 細 胞 と の 低 下 し た 相 互 作 用 を 示 唆 し 、 こ れ は 治 療 の た め の 抗 体 用 量 が よ り 少 な い こ と
を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 市 販 の CD162-特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 -ヒ ト PSGL1は 、 AML、 ヘ ア リ ー セ ル 白 血 病
、 及 び B-細 胞 性 悪 性 疾 患 (例 え ば 、 Pre-B-ALL、 B-ALL、 B-CLL、 B-PLL、 及 び 多 発 性 骨 髄 腫 )
を 含 む 、 全 て の 被 験 試 料 に お い て 、 L32の 結 合 に 取 っ て 代 わ っ た こ と に 注 意 し な け れ ば な
ら な い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 完 全 な IgG、 二 重 特 異 性 抗 体 、 三 重 特 異 性 抗 体 及 び Fab断 片 は 全 て 、 scFv抗 体 の 特 異 性 を
共 有 し 、 及 び 抗 -CD162は 各 抗 体 型 の 結 合 に 取 っ て 代 わ っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32の 、 様 々 な 種 の 動 物 に 由 来 し た 初 代 細 胞 へ の 結 合 を 表 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 L32の 血 液 細 胞 亜 集 団 へ の 結 合 の 選 択 性 を 、 様 々 な 種 の 動 物 か ら 得 た 血 液 試 料 に つ い て
評 価 し た 。 全 血 試 料 を 、 L32又 は Y1の い ず れ か の scFvで 、 引 き 続 き PE-標 識 さ れ た ウ サ ギ 抗
-scFvで 染 色 し た (2-工 程 染 色 )。 こ れ ら の 試 料 は 、 FACS分 析 に よ り 引 き 続 き 分 析 し た 。 こ
れ ら の 結 果 を 表 11に 表 し 、 こ れ は 種 間 に は 、 両 抗 体 に よ る 結 合 の 変 動 が 存 在 す る こ と を 示
し て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 Y1は 一 般 に 、 顆 粒 球 を 、 L32よ り も よ り 大 き い 程 度 に 染
色 し 、 及 び Y1は 一 般 に 、 血 小 板 を 染 色 す る こ と が 認 め ら れ る の に 対 し 、 L32は こ れ ら を 染
色 せ ず 、 こ の こ と は 実 際 に Y1は 、 L32よ り も 広 い 特 異 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ １ 】

　 本 実 施 例 は 、 ヒ ト 起 源 の 悪 性 細 胞 を 有 す る マ ウ ス へ の L32の 投 与 の 作 用 を 明 ら か に し て
い る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 SCIDマ ウ ス (Jackson社 )を 、 100mg/kg CTXで 前 処 理 し 、 Molt-4(T白 血 病 )細 胞 を 、 CTX注
射 の 5日 後 に 尾 静 脈 か ら 静 脈 内 (i.v.)接 種 し た 。 マ ウ ス は 無 作 為 に 治 療 群 (1群 6匹 )に 分 け
、 こ れ ら は 5日 後 、 3週 間 は PBS、 Molt-4、 Y1で 、 及 び 2週 間 は L32で 処 置 し た 。 Molt-4群 の
マ ウ ス は 、 処 置 し な か っ た 。 33日 目 に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 そ れ ら の 肝 臓 を 秤 量 し た 。 図 12
は 、 Molt-4増 殖 (growth)を 伴 う マ ウ ス の 肝 臓 質 量 が 2倍 で あ り 、 及 び 組 織 学 的 に 測 定 し た
腫 瘍 有 病 率 が ～ 65％ で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 Y1又 は L32 scFv抗 体 の い ず れ か に よ る 処
置 は 、 実 質 的 に 処 置 さ れ た マ ウ ス に お け る 腫 瘍 負 荷 を 低 下 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32二 重 特 異 性 抗 体 及 び 三 重 特 異 性 抗 体 の 構 築 、 発 現 及 び 精 製 を 明 ら か に
し て い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 当 初 の L32を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー pHEN-L32は 、 V L 及 び V H 両 領 域 に つ い て 、 個 別 に 、 P
CRを 用 い 増 幅 し た 。 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、
V L  PCR反 応 に 使 用 し た 。 予 想 さ れ る サ イ ズ を 有 す る cDNA生 成 物 を 精 製 し 、 配 列 決 定 し 、 及
び 制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 同 じ 手 法 を 用 い 、 V H 領 域 を 増 幅 し た 。 V H  PCR産 物 は 、 制 限 酵 素 で
消 化 し た 。 予 め 消 化 し た pHENベ ク タ ー へ の ト リ プ ル ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 を 用 い た 。 最 終 の ベ
ク タ ー は 、 pTria-L32と 称 し た 。 E.コ リ 形 質 転 換 後 、 更 な る 分 析 の た め に 、 い く つ か の ク
ロ ー ン を 採 取 し 、 こ れ は DNA配 列 決 定 、 蛋 白 質 発 現 及 び 細 菌 の 周 辺 腔 か ら の 抽 出 を 含 ん だ
。 還 元 条 件 下 で の SDS-PAGE及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 い 、 L32三 重 特 異 性 抗 体 の サ
イ ズ を 確 認 し た 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
　 pTria-L32ベ ク タ ー は 、 制 限 酵 素 に よ り 線 状 化 し 、 合 成 の 相 補 的 2本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 、 プ レ ア ニ ー リ ン グ し 、 及 び L32-重 鎖 と L32-軽 鎖 の 間 の 制 限 部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し
た 。 こ の 新 規 ベ ク タ ー は 、 pDia-L32と 称 し た 。 三 重 特 異 性 抗 体 に つ い て 説 明 し た よ う に 、
DNA配 列 及 び 蛋 白 質 発 現 を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 E.コ リ に お け る 発 現 は 、 本 質 的 に scFv L32に つ い て 説 明 さ れ た も の で あ る 。 し か し 、 形
質 転 換 さ れ た E.コ リ 細 胞 の 周 辺 細 胞 質 か ら の L32二 重 特 異 性 抗 体 及 び 三 重 特 異 性 抗 体 の 精
製 は 異 な っ た 。 scFv L32モ ノ マ ー 型 は 、 プ ロ テ イ ン -Aセ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ の ア フ ィ ニ テ ィ
カ ラ ム 上 で 精 製 す る こ と が で き る 。 し か し L32の 多 量 体 型 は 、 こ の 手 法 に よ る 精 製 は 無 効
で あ り 、 従 っ て 細 菌 か ら 抽 出 さ れ た 周 辺 細 胞 質 性 蛋 白 質 は 、 60％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ り
一 晩 沈 殿 さ せ 、 H 2 O中 に 懸 濁 し 、 及 び 0.1xPBSで 予 め 平 衡 化 し た セ フ ァ ク リ ル -200(Pharmac
ia社 )サ イ ズ 排 除 カ ラ ム 上 に 負 荷 し た 。 画 分 を 収 集 し 、 及 び HPLCに よ り 分 析 し 、 二 量 体 型
又 は 三 量 体 型 の い ず れ か を 含 有 す る 分 離 画 分 を 、 FITC標 識 及 び FACS分 析 の た め に 収 集 し た
。
【 ０ ２ ３ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 L32-cys-kak(シ ス テ イ ン 二 量 体 )の 生 成 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 1Lの λ pL-L32-cys-kak細 菌 培 養 液 を 、 2～ 3時 間 42℃ で 誘 導 し た 。 こ の 培 養 液 を 、 5000RP
Mで 30分 間 遠 心 し 、 そ の ペ レ ッ ト を 、 TE (50mM Tris-HCl(pH7.4)、 20mM EDTA)180ml中 に 懸
濁 し 、 リ ゾ チ ー ム 8ml(5mg/mlス ト ッ ク よ り )を 添 加 し 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 20
mlの 5M NaCl及 び 25mlの 25％ Tritonを 添 加 し 、 更 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 混
合 物 を 、 13000RPMで 60分 間 、 4℃ で 遠 心 し 、 上 清 を 廃 棄 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 組 織 ミ ン サ ー (
又 は ホ モ ジ ナ イ ザ ー )を 使 い 、 TE中 に 懸 濁 し た 。 こ の プ ロ セ ス を 、 封 入 体 (ペ レ ッ ト )の 色
が 灰 色 ／ 明 褐 色 に な る ま で 、 3～ 4回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 封 入 体 を 、 6Mグ ア ニ ジ ン -HCl、 0.1M Tris(pH7.4)、 2mM EDTA中 で 可 溶 化 し た (
可 溶 化 緩 衝 液 10ml中 に 1.5gの 封 入 体 は ～ 10mg/ml可 溶 性 蛋 白 質 を 提 供 し た )。 こ れ を 、 少 な
く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し 、 濃 度 を 10mg/mlに し た 。 DTE
を 、 最 終 濃 度 65mMに な る よ う 添 加 し 、 一 晩 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 0.5Mア ル ギ ニ
ン 、 0.1M Tris(pH8)、 2mM EDTA、 0.9mM GSSGを 含 有 す る 溶 液 へ 、 蛋 白 質 10ml(1滴 づ つ )を
希 釈 す る こ と に よ り 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 開 始 し た 。 こ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 溶 液 は 、
48時 間 ～ 10℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 蛋 白 質 を 含 有 す る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 溶 液
は 、 25mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH6)、 100mM尿 素 を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で 透 析 し 、 500mlに 濃 縮 し た
。 濃 縮 ／ 透 析 し た 溶 液 を 、 SP-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 結 合 さ せ 、 及 び こ の 蛋 白 質 を NaCl勾
配 (最 大 1M)に よ り 溶 離 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 完 全 L32 IgG抗 体 並 び に Fab 1 及 び F(ab') 2 断 片 の 作 成 を 、 Y1 IgGに つ い て 行 っ た よ う に 、
以 下 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 CHO - 細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 及 び 40μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た F-12培 地 中 で 、
5％ CO 2 大 気 下 で 37℃ で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 に 、 1-1.5-1x10 6 個 細 胞 を 9
0mm皿 上 に 播 種 し た 。 こ の 培 養 物 は 、 L32抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 を コ ー ド し て い る DNAの 10μ g
に よ り 、 同 時 -ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 FuGene(Roche社 )ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 技 法 で 行 っ た 。 非 選 択 増 殖 培 地 で 2日 間 増 殖 し た 後 、 細 胞 を 、 550
μ g/mlネ オ マ イ シ ン 及 び 3μ g/mlプ ロ マ イ シ ン を 含 有 す る F12培 地 に お い て 、 10～ 12日 間 培
養 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Costar 96-ウ ェ ル プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に
お け る 、 0.5細 胞 /ウ ェ ル の 限 界 希 釈 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し た 。 個 々 の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、
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6ウ ェ ル 皿 で 増 殖 し 、 更 に 選 択 す る た め に フ ラ ス コ に 移 し た (発 現 レ ベ ル 及 び 増 殖 培 地 へ の
抗 体 分 泌 の 決 定 の た め )。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 CHO - 細 胞 は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 及 び 40μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た F-12培 地 に お い
て 、 5％ CO 2 大 気 下 で 37℃ で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 に 、 0.8-1x10 6 個 細 胞
を 90mm皿 上 に 播 種 し た 。 こ の 培 養 物 は 、 CMV(サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス )プ ロ モ ー タ ー 下 で ク
ロ ー ニ ン グ し た L32抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 、 並 び に sv-40プ ロ モ ー タ ー 下 の dhfr遺 伝 子 を コ ー
ド し て い る DNAの 10μ gに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 FuGe
ne(Roche社 )ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 技 法 で 行 っ た 。 非 選 択 増 殖 培 地 で 2日 間 増 殖 し た 後
、 細 胞 を 、 100nM～ 5μ Mメ ト ト レ キ セ ー ト (MTX)を 含 有 す る 培 地 に お い て 培 養 し 、 増 大 し た
レ ベ ル の 完 全 L32抗 体 を 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に 、 ウ シ 胎 仔 血 清 を 透 析 し
た (限 界 希 釈 後 )。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ELISAア ッ セ イ が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た CHO細 胞 の 上 清 に 分 泌 さ れ
て い る 抗 体 濃 度 を 決 定 す る た め に 確 立 さ れ て い る 。 抗 体 濃 度 を 定 量 す る た め に 、 下 記 試 薬
を 使 用 し た ： コ ー ト さ れ た 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト IgG1(Fc)(Sigma社 )、 検 出 剤
と し て ヤ ギ 抗 -ヒ ト IgG(γ 鎖 特 異 的 )ビ オ チ ン 複 合 体 (Sigma社 )、 及 び 標 準 と し て 精 製 さ れ
た ヒ ト IgG1、 λ (Sigma社 )。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 ネ オ マ イ シ ン 及 び プ ロ マ イ シ ン を 補 充 し た F-12培 地 (先 に
示 し た )中 で 、 最 終 濃 度 が 1個 の ボ ト ル に つ き 1-2x10 8 個 細 胞 と な る ま で 回 転 ボ ト ル に お い
て 増 殖 し た 。 抗 体 産 生 の た め に 、 細 胞 を 、 2％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 み 更 に 2日 間 追 加 し た 以 外
は 同 じ 培 地 で 培 養 し た 。 分 泌 さ れ た 抗 体 を 、 プ ロ テ イ ン G-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム (Pharmacia
社 ) 及 び イ オ ン 交 換 カ ラ ム -Qセ フ ァ ロ ー ス (Pharmacia社 )上 で 精 製 し た 。 20mMリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.0)中 で 結 合 し 、 0.1Mグ リ シ ン 緩 衝 液 (pH2.5～ 3.0)中 で 溶 離 し た 。 精 製
し た 抗 体 の 定 量 は 、 UV吸 光 度 及 び ELISAに よ り 決 定 し 、 そ の 純 度 は SDS-PAGE及 び HPLCに よ
り 分 析 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 L32 IgGの Fab 1 、 及 び F(ab') 2 へ の 断 片 化 。 最 初 に 、 固 定 さ れ た Ficin(Pierce社 )を 用 い
、 一 価 及 び 二 価 の 抗 体 断 片 を 調 製 し た 。 Ficin切 断 法 は 、 1mMシ ス テ イ ン の 存 在 下 で 、 F(ab
') 2 断 片 を 作 成 す る 。 同 様 に 、 消 化 緩 衝 液 中 の シ ス テ イ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 濃 度 を 10mMに
増 大 す る こ と に よ り 、 Fab断 片 を 、 当 初 の IgGか ら 作 成 す る こ と が で き る 。 消 化 後 、 こ れ ら
の 断 片 を 、 固 定 し た プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム 上 で 精 製 し た 。 F(ab') 2 及 び Fab 1 断 片 は 、 微 量 濃 縮
装 置 を 用 い 、 10,000又 は 30,000ダ ル ト ン の い ず れ か の 分 子 量 カ ッ ト オ フ 値 で 濃 縮 し た 。 蛋
白 質 回 収 率 は 、 280nmで の 吸 光 度 を 用 い 決 定 し た 。 断 片 の 純 度 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い 決
定 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 更 に 、 精 製 さ れ た L32抗 体 10mgに 、 消 化 緩 衝 液 中 の 固 定 し た パ パ イ ン ス ラ リ ー 0.5mlを 、
37℃ で 16時 間 適 用 し た 。 反 応 は 、 結 合 緩 衝 液 1.5mlに よ る 消 化 物 の 溶 離 に よ り 終 結 し た 。
未 消 化 の IgG及 び Fc断 片 か ら の Fab 1 の 分 離 は 、 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム を 用 い 、 結 合 緩 衝 液 に よ
り 行 っ た 。 Fab 1 は フ ロ ー ス ル ー 中 に 含 ま れ た 。 280nmの 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 こ
れ ら の 断 片 を 含 有 す る ピ ー ク 画 分 を プ ー ル し 、 濃 縮 し 及 び PBS(pH7.4)に 対 し 一 晩 透 析 し た
。 蛋 白 質 回 収 率 、 純 度 及 び 特 徴 は 、 280nmの 吸 光 度 及 び ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】

　 scFv Y1(表 11)又 は IgG Y1(表 12)抗 体 の ML2細 胞 へ の 結 合 に 対 す る scFv L32の 作 用 を 、 FA
CS分 析 を 使 用 す る 競 合 ア ッ セ イ に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 競 合 抗 体 (L32 scFv、 Y1 scFv (P03)、 KPL-1又 は 対 照 N06 scFv)1μ gを 、 ML2細 胞 (0.5x10
6 個 細 胞 ／ ア ッ セ イ )に 添 加 し た 。 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 Y1-PE標 識 さ れ た scF
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v又 は IgGを 添 加 し 、 更 に 30分 間 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、
こ れ ら の 試 料 を FACS 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し 、 分 析 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 結 果 を 、 分 析 し た 2回 の 2つ 組 チ ュ ー ブ の 中 央 値 平 均 と し て 、 幾 何 平 均 数 で 示 し た 。 幾 何
平 均 値 は 、 結 合 親 和 性 の 指 数 的 及 び 非 線 形 の 表 現 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 表 12に 示 し た 結 果 は 、 L32 scFvは scFv Y1-PEの ML2細 胞 へ の 結 合 を 効 果 的 に 阻 害 (約 80％
ま で )し た こ と 、 す な わ ち L32 scFvは 、 Y1 scFvに 類 似 し た 様 式 で 阻 害 す る こ と を 示 し て い
る 。 対 照 的 に 、 無 関 係 の 陰 性 対 照 抗 体 scFv N06は 、 わ ず か に 20％ 結 合 を 阻 害 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 表 13に 示 し た 結 果 は 、 IgG Y1単 独 (最 終 濃 度 200ng)は 、 幾 何 平 均 12.5で 細 胞 に 結 合 し た
が 、 「 コ ー ル ド 」 IgG Y1又 は KPL-1(市 販 の PSGL1に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )の い
ず れ か 200ngは 、 IgG Y1結 合 の 幾 何 平 均 を 、 各 々 、 3及 び 2に 低 下 し た こ と を 示 し て い る 。 I
gG Y1の ML2細 胞 へ の 結 合 は 、 scFv Y1抗 体 に よ り 用 量 依 存 的 に 阻 害 さ れ (競 合 さ れ )、 す な
わ ち 、 scFv Y1抗 体 200ngは 、 IgG Y1の 結 合 を 、 幾 何 平 均 7.5に 低 下 し た の に 対 し 、 1000ng
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は 幾 何 平 均 を 5に 低 下 し た 。 IgG Y1の ML2細 胞 へ の 結 合 も 、 scFv L32抗 体 に よ り 用 量 依 存 的
に 阻 害 さ れ る が (競 合 さ れ )、 scFv Y1に よ り 示 さ れ る 程 度 よ り も 更 に 大 き く 、 す な わ ち scF
v L32抗 体 200ngは 、 IgG Y1の 結 合 を 幾 何 平 均 5.5に 低 下 す る の に 対 し 、 1000ngは こ れ を 幾
何 平 均 3.7に 低 下 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 scFv Y1及 び scFv L32は 両 方 と も 、 IgG Y1の ML2細 胞 へ の 結 合 を 阻 害 し た が 、 同 じ 抗 体 濃
度 で 、 scFv L32に よ り 示 さ れ た 阻 害 は 、 scFv Y1に よ り 示 さ れ た も の よ り も よ り 際 だ っ て
い た 。 更 に 、 試 験 し た 両 IgG抗 体 (IgG Y1及 び KPL-1)は 、 試 験 し た ふ た つ の scFv抗 体 と 比 べ
、 ML2細 胞 に 対 し 比 較 的 高 い 親 和 性 を 有 し 、 こ れ ら は IgG Y1結 合 の 幾 何 平 均 を 、 各 々 、 幾
何 平 均 3及 び 2に 低 下 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】

　 本 実 施 例 は 、 FACS分 析 を 使 用 す る 、 L32の 、 正 常 細 胞 (表 14)及 び 罹 病 し た 細 胞 (表 15)の
両 方 を 含 む 、 血 液 細 胞 の 様 々 な 亜 集 団 へ の 結 合 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 最 初 に 、 正 常 な ヒ ト 骨 髄 (NBM)試 料 か ら 単 離 さ れ た CD34+前 駆 細 胞 に 結 合 す る L32 scFvの
選 択 性 を 、 Y1 scFvと 比 較 し 、 決 定 す る た め の 分 析 を 行 っ た 。 結 合 は 、 標 識 さ れ た 抗 体 (抗
-scFv-PE)に よ る 染 色 後 に 測 定 し た 。 各 NBM試 料 は 、 同 定 ア ッ セ イ に お い て 、 両 方 の 抗 体 に
よ り 試 験 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 結 合 を 評 価 す る た め に 使 用 し た 判 定 基 準 は 、 下 記 の よ う で あ る ：
幾 何 平 均 (GM)10未 満 － 陰 性
幾 何 平 均 (GM)11～ 20－ 低 親 和 性 結 合
幾 何 平 均 (GM)21～ 40－ 中 親 和 性 結 合
幾 何 平 均 (GM)41以 上 － 高 親 和 性 結 合
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 表 14に 示 し た よ う に 、 試 験 し た 32種 の NBM試 料 の 中 の 24種 (75％ )は 、 L32に も Y1に も 結 合
し な か っ た 。 6種 の 試 料 (19％ )は 、 L32に つ い て 低 親 和 性 結 合 を 示 し 、 1種 (3％ )は 、 L32に
つ い て 中 親 和 性 結 合 を 示 し 、 並 び に 1種 (3％ )は 、 L32及 び Y1の 両 方 に つ い て 高 親 和 性 結 合
を 示 し た 。 全 体 的 に 、 L32及 び Y1の CD34+細 胞 に 対 す る 結 合 プ ロ フ ァ イ ル は 、 類 似 し て い た
。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 加 え て 、 患 者 の 血 液 試 料 か ら 単 離 さ れ た ヒ ト 初 代 白 血 病 細 胞 (AML、 MM、 B-CLL、 及 び B-A
LL)に 対 す る L32 scFv及 び Y1 scFv(P03)の 結 合 の 比 較 的 FACS分 析 を 行 っ た 。 L32の 結 合 を 、
同 じ ア ッ セ イ に お い て 、 同 じ 試 料 中 の Y1の そ れ と 比 較 し た 。 こ の 結 合 判 定 基 準 は 、 直 前 に
示 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 表 15は 、 試 験 し た 全 て の 患 者 試 料 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 示 し 、 及 び 表 16は 、 AML及 び B-C
LL試 料 中 の L32及 び Y1親 和 性 に 関 す る 親 和 性 デ ー タ を ま と め て い る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 試 験 し た 17種 の AML試 料 中 、 15種 (88％ )は L32の 結 合 に つ い て 陽 性 で あ り 、 10種 の 試 料 (5
9％ )は 高 親 和 性 結 合 (平 均 の 幾 何 平 均 165)を 示 し 、 及 び 5種 の 試 料 (29％ )は 中 親 和 性 結 合 (
平 均 の 幾 何 平 均 28)を 示 し た 。 AML試 料 の 13種 (76％ )も 、 Y1結 合 に つ い て 陽 性 で あ っ た が 、
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比 較 分 析 (表 16)は 、 L32の 平 均 の 結 合 親 和 性 は 、 同 じ 試 料 集 団 内 に お い て Y1の そ れ よ り も
常 に 顕 著 に 高 い こ と を 示 し て い る 。 概 し て 病 期 M2の AML患 者 試 料 の 約 50％ は 、 L32及 び Y1の
両 方 へ の 結 合 を 示 し た 。 病 期 M3又 は そ れ 以 降 に お い て 、 試 料 の 約 90％ が 両 抗 体 に 、 異 な る
親 和 度 で 結 合 し た (デ ー タ は 示 さ ず )。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 試 験 し た 9種 の B-CLL試 料 中 、 4種 (44％ )は L32の 結 合 に つ い て 陽 性 で あ り 、 1種 の 試 料 (11
％ )は 高 親 和 性 結 合 (幾 何 平 均 70)を 示 し 、 1種 の 試 料 (11％ )は 中 親 和 性 結 合 (幾 何 平 均 37)を
示 し 、 及 び 2種 の 試 料 (22％ )は 低 親 和 性 結 合 (平 均 の 幾 何 平 均 15)を 示 し た 。 試 験 し た B-CLL
試 料 の 3種 (33％ )も 、 Y1の 結 合 に つ い て 陽 性 で あ る が 、 比 較 分 析 (表 16)は 、 L32の 平 均 結 合
親 和 性 は 、 同 じ 試 料 集 団 内 に お い て Y1の そ れ よ り も 常 に 顕 著 に 高 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 試 験 し た 4種 の MM及 び 形 質 細 胞 腫 試 料 は 全 て 、 L32及 び Y1の 両 方 に 高 親 和 性 を 示 し た が 、
L32の 親 和 性 は Y1の そ れ よ り も 大 き か っ た (各 々 、 平 均 の 幾 何 平 均 410対 平 均 の 幾 何 平 均 135
)。 試 験 し た 2種 の B-ALL試 料 は 両 方 と も 、 L32及 び Y1結 合 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 表 15及 び 16の 結 果 は 明 ら か に 、 初 代 AML及 び B-CLL血 液 試 料 の 罹 患 し た 集 団 に 加 え 、 そ の
他 の 成 熟 亜 集 団 (リ ン パ 球 、 単 球 、 及 び 顆 粒 球 )に お い て 、 L32抗 体 結 合 は 常 に 顕 著 に Y1よ
り も 高 い こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ８ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 T-ALL細 胞 の TM3.13 scFv染 色 後 の FACS分 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 洗 浄 血 小 板 又 は PRPの い ず れ か の 対 照 凝 集 の 割 合 と し て の 、 scFv抗 体 の 存
在 下 で の 血 小 板 凝 集 の Lumiaggregometer分 析 か ら の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 様 々 な scFv抗 体 の 血 小 板 に 対 す る 結 合 を 比 較 す る FACS分 析 を 示 す ： 図 3A
は AN51-PE (FSC)で あ り 、 図 3Bは AN51-PE(FL2-H)で あ り 、 図 3Cは 陰 性 対 照 で あ り 、 図 3Dは Y

10

20

30

40

50

(55) JP 2005-536199 A 2005.12.2



1-myc+で あ り 、 図 3Eは Y1で あ り 、 図 3Fは L32で あ り 、 及 び 図 3Gは TM1.1で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 様 々 な 濃 度 の 標 識 さ れ た Y1抗 体 の KG-1細 胞 に 対 す る 結 合 と 競 合 し 及 び 干
渉 す る scFv抗 体 (N01、 Yl-myc+、 及 び L32)の 能 力 を 比 較 す る 、 FACS分 析 を 示 す ： 図 4Aは 0ng
で あ り 、 図 4Bは 100ngで あ り 、 図 4Cは 250ngで あ り 、 図 4Dは 500ngで あ り 、 図 4Eは 1000ngで
あ り 、 図 4Fは 2500ngで あ り 、 及 び 図 4Gは 5000ngで あ る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 標 識 さ れ た Y1抗 体 の KG-1細 胞 に 対 す る 結 合 と 競 合 し 及 び 干 渉 す る scFv抗
体 (N01、 Yl-myc+、 及 び L32)の 能 力 を 比 較 す る 、 FACS分 析 か ら の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 異 な る 濃 度 の scFv抗 体 (TM1.1、 Y1-myc+、 Y1、 及 び L32)の グ リ コ カ リ シ ン
に 対 す る 結 合 の 比 較 を 提 供 す る ELISA分 析 の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 GC、 血 漿 、 並 び に KG-1細 胞 及 び Raji細 胞 由 来 の 膜 蛋 白 質 へ の L32及 び Y1 s
cFv抗 体 結 合 の ウ ェ ス タ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 scFv抗 体 (Y1-myc+、 TML1.1、 及 び L32)の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 PSGL-1、 及
び GPIbα -関 連 ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 の 比 較 を 提 供 す る ELISA分 析 の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 変 動 濃 度 の GPIb由 来 の ペ プ チ ド の 存 在 下 で の 、 血 小 板 の Y17 scFv抗 体 に
よ る 染 色 後 の FACS分 析 の 数 値 デ ー タ を 示 す 。 こ の 結 果 は 、 scFv抗 体 単 独 で 得 ら れ た 反 応 の
幾 何 平 均 の 低 下 率 (％ )で 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 様 々 な 異 な る 位 置 で 硫 酸 化 さ れ た PSGL1に 対 す る Y1及 び Y17 scFv抗 体
の 結 合 後 の ELISA分 析 か ら の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 各 scFv抗 体 の 濃 度 の 関 数 と し て の 、 scFv抗 体 (図 11Aは TM1.1で あ り 、
図 11Bは TM1.3で あ り 、 及 び 図 11Cは L32で あ る 。 )の T-ALL及 び 正 常 末 梢 血 液 細 胞 (N-PBL)に
対 す る 結 合 の 比 較 を 提 供 す る FACS分 析 か ら の 数 値 デ ー タ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 SCIDマ ウ ス -Molt4細 胞 腫 瘍 モ デ ル に お け る 、 L32及 び Y1 scFv抗 体 投 与
の 肝 臓 質 量 に 対 す る 作 用 (図 12A)及 び 腫 瘍 有 病 率 (図 12B)に 対 す る 作 用 の in vivo試 験 の 数
値 デ ー タ を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ Ａ 】 【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ １ Ｃ 】 【 図 １ ２ Ａ 】
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【 図 １ ２ Ｂ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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