
(57)【要約】

本発明は一般に、対象または対象由来の生物試料におけ

る異常細胞、より詳細にはアポトーシス細胞を検出する

方法、およびこれに有用な薬剤に関する。異常細胞また

は異常細胞群の存在は、特定の疾患もしくは状態、また

は疾患もしくは状態を発症する傾向の指標となる。より

詳細には、本発明は、核外の核分子、特にLaの存在、ま

たは核外の核分子レベルの相対的増加を検出することに

よる、アポトーシス細胞を検出する方法を意図する。本

発明はさらに、1個の細胞または細胞群における核外核

分子レベルの上方制御をスクリーニングすることによる

、対象または対象由来の生物試料における異常な、望ま

しくない、またはさもなければ不適当な細胞アポトーシ

スを特徴とする状態を診断またはモニターする方法を提

供する。本発明は、これらの分子を検出するのに有用な

診断薬も提供する。そのような診断薬には、抗体等の免

疫相互作用分子が含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 ま た は 該 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
該 対 象 ま た は 該 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 部
分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 相 互 作 用 分 子 -核 分 子 複 合 体 の 形 成 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 該 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る
こ と が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 試 料 中 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
(1) 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を 、 細 胞 で 発 現 す る 該 核 分 子 を 含
む 疑 い が あ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
(2) 段 階 (1)で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 段 階 に 供 す る 段 階
を 含 み 、 相 互 作 用 分 子 -核 分 子 複 合 体 の 非 核 形 成 を 検 出 す る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細
胞 で あ る こ と が 示 さ れ る ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 患 者 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た 、
核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を 該 患 者 に 導 入 す る 段 階 、 標 識 分 子 を
循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散 在 さ せ る 段 階 、 お よ び 次 い で 該 患 者 を レ ポ
ー タ ー 分 子 検 出 手 段 に 供 し て 、 相 互 作 用 分 子 の 位 置 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 分 子 が 、 Ro52、 Ro60、 La/SS-B、 ゲ ル ソ リ ン 、 α -フ ォ ド リ ン 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン 、 U1核
内 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ U1 snRNP） 、 へ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ hnRNP） 、 ラ ミ ン B
、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP） 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 SC-35ス プ ラ
イ シ ン グ 因 子 、 ス ミ ス （ Sm） 抗 原 で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 分 子 が Laで あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 核 局 在 性 が 、 細 胞 質 内 で あ る か ま た は ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 関 連 す る 、 請 求 項 1～ 5の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 相 互 作 用 分 子 が 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ る 、 請 求 項 4、 5ま た は 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 免 疫 相 互 作 用 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス 性 心 臓 細 胞 、 神 経 系 細 胞 、 ま た は リ ン パ 系 細 胞 で あ
る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 新 生 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 新 生 物 細 胞 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 ま た は 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭
頸 部 癌 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 、 結 腸
直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 、 胚 細 胞 癌 、 卵
巣 癌 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉
腫 、 内 分 泌 腫 瘍 、 中 皮 腫 お よ び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫
瘍 の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 頭 頸 部 癌 が 扁 平 細 胞 癌 で あ り 、 肺 癌 が 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 で あ り 、 腎 臓 癌 が
腎 細 胞 腺 癌 で あ り 、 膵 胆 管 新 形 成 が 腺 癌 島 細 胞 腫 瘍 で あ り 、 胚 細 胞 癌 が 精 巣 癌 ま た は 卵 巣
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癌 で あ り 、 卵 巣 癌 が 卵 巣 上 皮 癌 で あ り 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 が カ ポ ジ 肉 腫 で あ り 、
お よ び 内 分 泌 腫 瘍 が 甲 状 腺 の 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 対 象 に お け る 異 常 な 、 望 ま し く な い 、 ま た は 不 適 当 な 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状
態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 該 対 象 ま た は 該 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に 由 来 す
る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 相
互 作 用 分 子 の 核 分 子 結 合 有 効 量 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 次 い で 核 分 子 -免 疫 相 互 作 用 分
子 複 合 体 の 形 成 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 該 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ
っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 核 分 子 が 、 Ro52、 Ro60、 La/SS-B、 ゲ ル ソ リ ン 、 α -フ ォ ド リ ン 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン 、 U1核
内 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ U1 snRNP） 、 へ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ hnRNP） 、 ラ ミ ン B
、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP） 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 SC-35ス プ ラ
イ シ ン グ 因 子 、 ス ミ ス （ Sm） 抗 原 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 核 分 子 が Laで あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 非 核 局 在 性 が 細 胞 質 内 で あ る か ま た は ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 関 連 す る 、 請 求 項 14～ 16の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 相 互 作 用 分 子 が 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ る 、 請 求 項 15～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 免 疫 相 互 作 用 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス 性 心 臓 細 胞 、 神 経 系 細 胞 、 ま た は リ ン パ 系 細 胞 で あ
る 、 請 求 項 14～ 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 状 態 が 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗 塞 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 、 AIDS等 の ウ
イ ル ス 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等 の 神 経 変 性 疾 患 、 急 性 固 形 臓
器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 化 学 療 法 も し く は 放 射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜
炎 」 ） 、 ま た は 腫 瘍 等 の 新 生 物 で あ る 、 請 求 項 14～ 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 状 態 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 ま た は 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭 頸 部 癌
、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 、 結 腸 直 腸 癌
、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 、 胚 細 胞 癌 、 卵 巣 癌 、
原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内
分 泌 腫 瘍 、 中 皮 腫 お よ び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 で あ
る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 頭 頸 部 癌 が 扁 平 細 胞 癌 で あ り 、 肺 癌 が 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 で あ り 、 腎 臓 癌 が
腎 細 胞 腺 癌 で あ り 、 膵 胆 管 新 形 成 が 腺 癌 島 細 胞 腫 瘍 で あ り 、 胚 細 胞 癌 が 精 巣 癌 ま た は 卵 巣
癌 で あ り 、 卵 巣 癌 が 卵 巣 上 皮 癌 で あ り 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 が カ ポ ジ 肉 腫 で あ り 、
お よ び 内 分 泌 腫 瘍 が 甲 状 腺 の 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 対 象 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 1～ 24の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 患 者 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る た め の 定 量 的 、 半 定 量 的 、 ま
た は 定 性 的 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 核 分 子 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 核 分 子 が 、 Ro52、 Ro60、 La/SS-B、 ゲ ル ソ リ ン 、 α -フ ォ ド リ ン 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン 、 U1核
内 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ U1 snRNP） 、 へ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ hnRNP） 、 ラ ミ ン B
、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP） 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 SC-35ス プ ラ
イ シ ン グ 因 子 、 ス ミ ス （ Sm） 抗 原 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 分 子 が Laで あ る 、 請 求 項 27記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 相 互 作 用 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 28ま た は 29記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 治 療 的 お よ び /ま た は 予 防 的 に 処
置 す る 方 法 で あ っ て 、 該 状 態 を 処 置 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 ま た は
予 防 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は 会 合 し て い る 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 部
分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量 を 該 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 核 分 子 が 、 Ro52、 Ro60、 La/SS-B、 ゲ ル ソ リ ン 、 α -フ ォ ド リ ン 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン 、 U1核
内 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ U1 snRNP） 、 へ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ hnRNP） 、 ラ ミ ン B
、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP） 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 SC-35ス プ ラ
イ シ ン グ 因 子 、 ス ミ ス （ Sm） 抗 原 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 核 分 子 が Laで あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 相 互 作 用 分 子 が 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ る 、 請 求 項 33ま た は 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 免 疫 相 互 作 用 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス 性 心 臓 細 胞 、 神 経 系 細 胞 、 ま た は リ ン パ 系 細 胞 で あ
る 、 請 求 項 32～ 37の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 状 態 が 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗 塞 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 、 AIDS等 の ウ
イ ル ス 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等 の 神 経 変 性 疾 患 、 急 性 固 形 臓
器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 化 学 療 法 も し く は 放 射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜
炎 」 ） 、 ま た は 腫 瘍 等 の 新 生 物 で あ る 、 請 求 項 32～ 37の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 状 態 が 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 ま た は 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭 頸 部 癌
、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 、 結 腸 直 腸 癌
、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 、 胚 細 胞 癌 、 卵 巣 癌 、
原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内
分 泌 腫 瘍 、 中 皮 腫 お よ び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 ま た は カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 で あ り
、 且 つ 処 置 が 、 新 生 物 細 胞 の 増 殖 の 下 方 制 御 で あ る 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 頭 頸 部 癌 が 扁 平 細 胞 癌 で あ り 、 肺 癌 が 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 で あ り 、 腎 臓 癌 が
腎 細 胞 腺 癌 で あ り 、 膵 胆 管 新 形 成 が 腺 癌 島 細 胞 腫 瘍 で あ り 、 胚 細 胞 癌 が 精 巣 癌 ま た は 卵 巣
癌 で あ り 、 卵 巣 癌 が 卵 巣 上 皮 癌 で あ り 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 が カ ポ ジ 肉 腫 で あ り 、
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お よ び 内 分 泌 腫 瘍 が 甲 状 腺 の 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 新 生 物 が 転 移 癌 で あ り 、 処 置 が 新 生 物 細 胞 の 増 殖 の 下 方 制 御 で あ る 、 請 求 項 40ま た は 41
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 対 象 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 32～ 42の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 機 構 が 以 下 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 32～ 44の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 ：
- サ イ ト カ イ ン
- ケ モ カ イ ン
- マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 も し く は T細 胞 活 性 化 因 子 ； ま た は
- 毒 素 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 因 子 が 、 N-ホ ル ミ ル -メ チ オ ニ ル -ロ イ シ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま
た は 細 菌 リ ポ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 細 菌 リ ポ ペ プ チ ド が 、 JBT 2002ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 46記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 毒 素 が 放 射 性 同 位 元 素 で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 が 、 α 線 放 射 体 、 β 線 放 射 体 、 ま た は γ 線 放 射 体 で あ る 、 請 求 項 48記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 α 放 射 体 が Tb-149ま た は Bi-213で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 毒 素 が 、 リ シ ン 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ま た は 生 物 学 的 薬 物 で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 プ ロ ド ラ ッ グ が 、 抗 体 指 向 性 プ ロ ド ラ ッ グ 変 換 酵 素 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 生 物 学 的 薬 物 が 触 媒 抗 体 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 処 置 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け
る 、 エ フ ェ ク タ ー 機 構 に 結 合 し て い る 核 分 子 相 互 作 用 分 子 の 使 用 で あ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー
機 構 に よ っ て 該 状 態 が 処 置 さ れ る 使 用 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 活 性 成 分 と 称 さ れ る 調 節 剤 を 、 1つ ま た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は
希 釈 剤 と 共 に 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 一 般 に 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る 異 常 細 胞 、 よ り 詳 細 に は ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 、 お よ び こ れ に 有 用 な 薬 剤 に 関 す る 。 異 常 細 胞 ま た は 異 常 細
胞 群 の 存 在 は 、 特 定 の 疾 患 も し く は 状 態 、 ま た は 疾 患 も し く は 状 態 を 発 症 す る 傾 向 の 指 標
と な る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 核 外 の 核 分 子 、 特 に Laの 存 在 、 ま た は 核 外 の 核 分 子 レ
ベ ル の 相 対 的 増 加 を 検 出 す る こ と に よ る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 を 意 図 す る 。
本 発 明 は さ ら に 、 1個 ま た は 複 数 の 細 胞 に お け る 核 外 核 分 子 レ ベ ル の 上 方 制 御 を ス ク リ ー
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ニ ン グ す る こ と に よ る 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る 異 常 な 、 望 ま し く な い 、
ま た は さ も な け れ ば 不 適 当 な 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す
る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 分 子 を 検 出 す る の に 有 用 な 診 断 薬 も 提 供 す る 。 そ
の よ う な 診 断 薬 に は 、 抗 体 等 の 免 疫 相 互 作 用 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で の 治 療 的 標 的 指 向 化 の 手 段 に 関 す る 。 本
発 明 は さ ら に 、 対 象 分 子 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 抗 体 、 特 に モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 標 的 す る 能 力 は 、 と り わ け 、 ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 の 存 在 を 特 徴 と す る 一 連 の 診 断 治 療 、 免 疫 療 法 治 療 、 免 疫 学 的 予 防 治 療 に お い て 有
用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 本 明 細 書 に お い て 本 発 明 者 ら が 言 及 す る 出 版 物 の 書 誌 的 詳 細 は 、 本 記 載 の 末 尾 に ア ル フ
ァ ベ ッ ト 順 に 収 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お け る い か な る 先 行 技 術 へ の 言 及 も 、 そ の 先 行 技 術 が オ ー ス ト ラ リ ア に お け
る 共 通 の 一 般 知 識 の 一 部 を 形 成 す る と の 認 識 ま た は い か な る 形 で の 示 唆 で は な く 、 ま た そ
の よ う に 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 悪 性 腫 瘍 ま た は 癌 は 無 制 御 な 様 式 で 増 殖 し 、 正 常 組 織 に 浸 潤 し 、 多 く の 場 合 、 転 移 し て
元 の 組 織 か ら 離 れ た 部 位 で 増 殖 す る 。 一 般 に 、 癌 は 悪 性 形 質 転 換 と 称 す る 、 よ く 理 解 さ れ
て い な い 過 程 を 起 こ し た 1つ ま た は わ ず か な 正 常 細 胞 に 由 来 す る 。 癌 は 、 体 内 の ほ と ん ど
す べ て の 組 織 か ら 生 じ 得 る 。 癌 腫 と 称 す る 、 上 皮 細 胞 に 由 来 す る 癌 は 、 最 も 多 く 見 ら れ る
癌 の 種 類 で あ る 。 肉 腫 は 、 線 維 芽 細 胞 、 筋 細 胞 、 お よ び 脂 肪 細 胞 等 の 細 胞 か ら 生 じ る 、 間
葉 組 織 の 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 リ ン パ 組 織 の 固 形 悪 性 腫 瘍 は リ ン パ 腫 と 称 さ れ 、 リ ン パ 球 お よ
び 他 の 造 血 細 胞 の 髄 お よ び 血 液 由 来 悪 性 腫 瘍 は 白 血 病 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 癌 は 、 先 進 工 業 国 に お け る 3つ の 主 要 な 死 因 の 1つ で あ る 。 感 染 症 の 治 療 お よ び 心 疾 患 の
予 防 は 改 良 が 続 け ら れ 、 平 均 寿 命 も 伸 び て い る た め 、 こ れ ら の 国 々 で は 癌 が 最 も 頻 度 の 高
い 致 死 的 疾 患 に な る 可 能 性 が あ る 。 こ の た め 、 癌 治 療 の 成 功 は 、 患 者 が 死 亡 す る こ と な く
、 悪 性 細 胞 が す べ て 除 去 ま た は 破 壊 さ れ る こ と を 必 要 と す る 。 こ れ を 実 現 す る 理 想 的 な 方
法 は 、 腫 瘍 の 細 胞 と そ れ ら の 正 常 な 細 胞 対 応 物 と を 識 別 す る 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答
を 誘 導 す る こ と に あ る 。 し か し 、 癌 治 療 に 対 す る 免 疫 学 的 ア プ ロ ー チ は 、 結 果 が 立 証 で き
な い ま ま 100年 以 上 に わ た り 試 み が 続 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 癌 を 治 療 す る 現 行 の 方 法 は 、 外 科 的 切 除 （ 可 能 で あ れ ば ） の 後 に 、 必 要 に
応 じ て 放 射 線 治 療 お よ び /ま た は 化 学 療 法 を 行 う と い う 、 長 い 間 用 い ら れ て い る 手 順 に 依
然 と し て 従 っ て い る 。 こ の 幾 分 未 完 成 な 形 の 治 療 の 成 功 率 は 非 常 に 幅 が あ り 、 一 般 に 、 腫
瘍 が 進 行 し 転 移 す る に つ れ て 顕 著 に 減 少 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 治 療 は 重 篤 な 副 作 用 を 伴
い 、 こ れ に は 、 手 術 に よ る 美 観 の 問 題 お よ び 瘢 痕 （ 例 え ば 、 乳 房 切 除 、 四 肢 の 切 断 ） 、 重
篤 な 嘔 気 お よ び 嘔 吐 、 化 学 療 法 、 な ら び に 最 も 顕 著 に は 、 ほ と ん ど の 癌 治 療 の 一 部 を 形 成
す る 毒 性 薬 の 比 較 的 非 特 異 的 な 標 的 機 構 の 結 果 と し て 誘 導 さ れ る 、 毛 包 、 腸 、 お よ び 骨 髄
等 の 正 常 組 織 の 損 傷 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 細 胞 毒 性 化 学 療 法 薬 、 シ グ ナ ル 伝 達 阻 害 剤 、 放 射 線 治 療 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 お よ び 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 を 含 む ほ と ん ど の 抗 癌 治 療 は 、 癌 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス に よ っ
て 死 滅 さ せ る 。 抗 癌 治 療 を 施 す 前 に 、 腫 瘍 は あ る 割 合 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 お よ び 壊 死 領 域
さ え も 含 み 得 る が 、 抗 癌 治 療 に 反 応 し た 腫 瘍 で は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 数 の 増 加 お よ び 壊 死
領 域 の 拡 大 が 予 測 さ れ る 。 し か し 、 進 行 癌 の 治 療 に 細 胞 毒 性 化 学 療 法 薬 を 用 い る 場 合 、 細
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胞 死 滅 の 程 度 、 ひ い て は 最 初 の 治 療 に 対 す る 腫 瘍 の 反 応 は 、 評 価 が 困 難 で あ る 場 合 が 多 い
。 慣 習 的 に 、 患 者 は 化 学 療 法 を 最 低 3サ イ ク ル 受 け 、 そ の 後 、 腫 瘍 反 応 の 臨 床 学 的 お よ び
放 射 線 学 的 評 価 が 行 わ れ る 。 通 常 、 進 行 癌 を 有 す る 患 者 の 一 部 し か 細 胞 毒 性 薬 に 反 応 せ ず
、 そ の た め 、 患 者 は 、 恩 恵 を 受 け る こ と な く 、 治 療 の 副 作 用 に 悩 む 可 能 性 が あ る 。 し た が
っ て 、 治 療 反 応 が 予 測 さ れ 、 ひ い て は 生 存 が 予 測 さ れ る こ と の 多 い 、 1サ イ ク ル 目 の 治 療
後 の 腫 瘍 細 胞 の 死 滅 を 、 迅 速 、 簡 便 、 か つ 確 実 に 検 出 で き る よ う に す る 診 断 法 の 、 ま だ 対
処 さ れ て い な い 医 学 的 必 要 性 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 手 術 前 に 放 射 線 化 学 療 法 を 受 け た 、 食
道 腺 癌 を 有 す る 患 者 に お い て 、 フ ル オ ロ デ オ キ シ グ ル コ ー ス を 用 い た 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影
（ FDG-PET） を 使 用 し た と こ ろ 、 治 療 に 反 応 し た 患 者 と 反 応 し な か っ た 患 者 が 、 >90％ の 感
度 お よ び 特 異 性 で 区 別 さ れ 、 そ の 後 腫 瘍 の 治 癒 的 切 除 を 受 け る 患 者 を 予 測 し や す い 傾 向 が
あ っ た 。 腫 瘍 が 反 応 す る か ど う か を 早 く 知 る こ と に よ り 、 多 く の 患 者 に 、 効 果 が な く 場 合
に よ っ て は 毒 性 で あ る 治 療 を 行 わ ず に す む 。 次 い で 、 反 応 し な か っ た 患 者 に は 、 二 次 治 療
ま た は 治 験 薬 の 臨 床 試 験 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 標 的 様 式 で 癌 を 診 断 お よ び 治 療 す る 新 た な 方 法 を 開 発 す る 、 差 し 迫 っ た 現
行 の 必 要 性 が 存 在 す る 。 悪 性 細 胞 を 効 果 的 に 標 的 し て 死 滅 さ せ る と い う こ の 概 念 は 、 今 日
ま で 達 成 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に 通 じ る 研 究 に お い て 、 免 疫 相 互 作 用 分 子 等 の 相 互 作 用 分 子 を 利 用 し て 、 核 分 子
が 実 際 に 、 確 実 に か つ 検 出 可 能 な 程 度 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る こ と が 意 外 に も 決 定 さ れ
、 こ れ に よ り 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 非 常 に 特 異 的 な 様 式 で ア ポ ト ー シ ス 細
胞 を 検 出 す る 正 確 か つ 確 実 な 手 段 が 提 供 さ れ る 。 特 に 、 あ る 割 合 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 存
在 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る こ と の 多 い 、 腫 瘍 お よ び 転 移 の 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ が 、 現
在 容 易 に な っ た 。 さ ら に 、 本 発 明 の 相 互 作 用 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 高 度 に 標 的 さ れ
か つ 非 常 に 特 異 的 な 状 況 で の 抗 腫 瘍 治 療 が 容 易 に な る こ と が 、 現 在 決 定 づ け ら れ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検
出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま
た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 相 互 作 用 分 子 -核 分
子 複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー
シ ス 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出
す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま た
は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用 分 子
-核 分 子 複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細
胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 La
ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用
分 子 -La複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア
ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細
胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 La
ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 抗 体 -La複 合 体 の 形 成 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る こ と
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が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 異 常 な 、 望 ま し く な い 、 ま た は さ も な け れ ば 不 適 当
な 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た
は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基
も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 核 分 子 結 合 有 効 量 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
核 分 子 -免 疫 相 互 作 用 分 子 複 合 体 の 形 成 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 複
合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 で
あ っ て 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 Laま た は そ
の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の La結 合 有 効 量 と 接 触 さ せ る
段 階 、 お よ び La-免 疫 相 互 作 用 分 子 複 合 体 の 形 成 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 を
含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に
よ っ て 新 生 物 状 態 が 示 さ れ る 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 生 物 試 料 中 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
(1) 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を 、 そ の よ う な 核 分 子 を 含 む 疑 い
が あ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
(2) 段 階 (1)で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 段 階 に 供 す る 段 階
を 含 み 、 相 互 作 用 分 子 -核 分 子 複 合 体 の 非 核 形 成 を 検 出 す る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細
胞 で あ る こ と が 示 さ れ る ア ッ セ イ 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 ヒ ト に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 レ ポ ー
タ ー 分 子 で 標 識 し た 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を 患 者 に 導 入 す
る 段 階 、 標 識 相 互 作 用 分 子 を 循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散 在 さ せ る 段 階
、 お よ び 次 い で 患 者 を レ ポ ー タ ー 分 子 検 出 手 段 に 供 し て 、 相 互 作 用 分 子 の 位 置 を 同 定 す る
段 階 を 含 む 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 試 料 中 の Laま た は そ の 断 片 、 変 種 、 も し く は 誘 導 体 を 検 出 す
る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 な ら び に
抗 体 お よ び Laま た は そ の 断 片 、 変 種 、 も し く は 誘 導 体 を 含 む 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 段 階
を 含 み 、 Laの 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る た め の 定 量
的 ま た は 半 定 量 的 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 核 分 子 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 使 用 を 意 図
す る 。 キ ッ ト は 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 備 え 得 り 、 自 動 化 も し く は 半 自 動 化 し て も よ く 、 ま
た は 自 動 化 機 器 も し く は ソ フ ト ウ エ ア と 適 合 す る 形 態 に あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 治 療
的 お よ び /ま た は 予 防 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 状 態 を 処 置 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び
条 件 の 下 で 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は さ も な け れ ば 会
合 し て い る 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す
る 段 階 を 含 む 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 対 象 に お け る 新 生 物 状 態 を 治 療 的 お よ び /ま た は 予 防 的 に 処
置 す る 方 法 で あ っ て 、 新 生 物 の 増 殖 を 抑 制 す る 、 減 少 さ せ る 、 ま た は さ も な け れ ば 下 方 制
御 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は
さ も な け れ ば 会 合 し て い る 、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量
を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て は 、 対 象 に お け る 転 移 癌 を 治 療 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 転 移
癌 の 増 殖 を 抑 制 す る 、 減 少 さ せ る 、 ま た は さ も な け れ ば 下 方 制 御 す る の に 十 分 な 時 間 お よ
び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は さ も な け れ ば 会 合 し て い る
、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含
む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 処 置 す る た
め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 エ フ ェ ク タ ー 機 構 に 結 合 し て い る 抗 核 分 子 相 互 作 用 分 子 の 使
用 で あ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 機 構 に よ っ て 状 態 が 処 置 さ れ る 使 用 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定 し た 調 節 剤 を 、 1つ ま
た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 意 図
す る 。 そ の よ う な 薬 剤 は 活 性 成 分 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 場 合 の 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定
し た 薬 剤 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 免 疫 相 互 作 用 分 子 を 利 用 し た 核 外 の 核 分 子 発 現 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 イ
ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る 、 非 常 に 特 異 的 で あ
り か つ 確 実 な 手 段 が 提 供 さ れ る と い う 驚 く べ き 決 定 を 一 部 前 提 と す る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞
に 関 連 す る 抗 原 の ス ク リ ー ニ ン グ （ お よ び そ れ に よ る 同 定 ） を 対 象 と し た 以 前 の 実 験 研 究
で は 、 核 分 子 、 特 に Laを 候 補 抗 原 で あ る と 同 定 し て い な か っ た た め 、 こ の 知 見 は 特 に 重 要
で あ る 。 む し ろ 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 等 の 他 の 非 関 連 抗 原 が 繰 り 返 し 同 定 さ れ た 。 残 念
な こ と に 、 こ れ ら の 非 関 連 分 子 は 顕 著 な 不 利 点 、 特 に 、 細 胞 の 機 械 的 破 壊 ま た は 他 の 破 壊
の よ う な 非 ア ポ ト ー シ ス 事 象 に 起 因 し て 一 過 性 の 細 胞 外 発 現 が 起 こ り 得 る と い う 事 実 を 示
す 。 さ ら に 、 細 胞 染 色 が 、 一 部 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に よ る 、 細 胞 表 面 の 抗 体 -抗 原 複 合 体
の 内 部 取 り 込 み と い う 活 発 な 過 程 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ た こ と に 基 づ き 、 La等 の 以 前 に
解 析 さ れ た 核 分 子 は 、 そ れ 自 体 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の マ ー カ ー と し て 却 下 さ れ た 。 す な わ ち
、 細 胞 へ の 抗 体 移 入 の 経 路 と し て の 膜 透 過 性 が 却 下 さ れ て い た 。 し た が っ て 、 ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 自 体 を 1つ の 種 類 と し て 同 定 す る 手 段 は 開 発 さ れ て い な か っ た 。 し か し 、 今 、 抗 核
免 疫 相 互 作 用 分 子 、 特 に 抗 La/SS-B免 疫 相 互 作 用 分 子 を 用 い て 、 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 お
よ び ア ポ ト ー シ ス 小 体 を イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 検 出 す る 方 法 が 開 発 さ れ た 。 本 方 法 は
直 接 的 で あ り 、 本 発 明 の 出 現 以 前 に 必 要 と さ れ て い た よ う な 、 結 合 を 実 証 す る た め の 透 過
処 理 等 の さ ら な る 段 階 を 必 要 と し な い 。 以 前 は 、 抗 核 抗 体 結 合 は ア ポ ト ー シ ス 誘 導 に 関 連
が な い 、 そ の 結 合 は 細 胞 の 透 過 処 理 に 依 存 す る 、 そ の 結 合 は 表 面 膜 に 関 連 し 、 受 動 的 移 入
お よ び ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 含 ま れ る 抗 原 へ の 特 異 的 結 合 以 外 の 結 合 機 構 に 依 存 す る と 理 解
さ れ て い た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 La等 の 核 分 子 が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 非 常 に 特 異 的 で あ り 、 検 出 可 能 で あ り 、 か つ 唯 一
の マ ー カ ー で あ る と い う 驚 く べ き 同 定 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 集 団 、 特 に 腫 瘍 お よ び そ
の 転 移 の 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ を 対 象 と す る 一 連 の 薬 剤 お よ び 方 法 の 開 発 が 可 能 に な る
。 さ ら に 、 こ れ ら の 核 分 子 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 の 存 在 を 特 徴 と す る 状 態 に 対 す る 標 的 治 療 処 置 お よ び /ま た は 標 的 予 防 処 置 の 非 常
に 特 異 的 な 手 段 が 提 供 さ れ る こ と が 決 定 さ れ た 。 腫 瘍 治 療 と い う 特 定 状 況 に お い て 特 に 重
要 な の は 、 例 え ば 腫 瘍 内 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 抗 La免 疫 相 互 作 用 分 子 の 標 的 化 を う
ま く 利 用 し て 、 例 え ば 毒 性 分 子 の 送 達 に よ り 、 バ イ ス タ ン ダ ー 非 ア ポ ト ー シ ス 性 腫 瘍 細 胞
の 死 滅 を 達 成 す る 手 段 が 提 供 さ れ 得 る と い う 事 実 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー
シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物
を 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 相 互 作
用 分 子 -核 分 子 複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ
っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を
検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子
ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 免 疫 相 互 作 用
分 子 -核 分 子 複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ
て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 核 分 子 」 へ の 言 及 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 前 に 、 ア ポ ト ー シ ス の 対 象 と な る 細 胞 の 核 内 に
持 続 的 に ま た は 一 過 性 に 存 在 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 分 子 へ の 言 及
と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 好 ま し く は 、 核 分 子 は 、 Ro52、 Ro60、 La/SS-B、 ゲ ル ソ リ
ン 、 α -フ ォ ド リ ン 、 フ ィ ブ リ ラ リ ン 、 U1核 内 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ U1 snRNP） 、 へ
テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 （ hnRNP） 、 ラ ミ ン B、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP）
、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） 、 SC-35ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 、 ス ミ ス （ Sm） 抗 原 で あ る 。 さ
ら に よ り 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 を 何 ら か の 方 法 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 抗 La抗 体 は ア ポ ト ー シ ス を 特 異 的 に
検 出 す る 。 Laの 非 核 局 在 性 お よ び そ の 後 の ア ポ ト ー シ ス 突 起 （ bleb） の 外 面 に お け る そ の
検 出 に つ い て の 以 前 の 理 解 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 特 異 的 な 結 果 で あ る カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 に
依 存 す る と 見 な さ れ て い た 。 し か し 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 は 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に お い て 検
出 さ れ な い が （ P. Smolewski et al. IJ Immunol Methods 2002） 、 La等 の 核 分 子 は な お
検 出 さ れ 得 る こ と が 決 定 さ れ た 。 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 他 の 診 断 法 で は 容 易 に 検 出 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 非 核 局 在 性 」 へ の 言 及 は 、 原 型 の 核 内 以 外 の 、 細 胞 の 任 意 の 領 域 ま た は そ の 一 部 に 局
在 し て い る 核 分 子 へ の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 と は 、
例 え ば 、 核 分 子 が ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 細 胞 質 に 移 行 し 、 そ の 細 胞 の 膜 が 透 過 性 に な る 場 合
、 ま た は そ の 分 子 が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 内 で 生 じ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 で 発 現 さ れ 、 最 終
的 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 完 全 な 崩 壊 に 際 し て 細 胞 外 環 境 に 放 出 さ れ る 場 合 に 起 こ る よ う な
、 本 明 細 書 に お い て 「 細 胞 外 局 在 性 」 と 称 す る 、 Laが 細 胞 外 環 境 に 曝 露 さ れ る こ と で あ る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 ア ポ ト ー シ ス 」 細 胞 へ の 言 及 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し て い る ま た は 起 こ し た 細 胞 へ
の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限 定
す る わ け で は な い が 、 ア ポ ト ー シ ス は 死 滅 し か け て い る 細 胞 に よ る 代 謝 活 性 を 必 要 と す る
活 発 な 過 程 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 多 く の 場 合 、 細 胞 の 収 縮 、 DNAの 断 片 へ の 切 断 （ ゲ
ル 上 で 「 ラ ダ ー パ タ ー ン 」 を 生 じ る ） 、 な ら び に ク ロ マ チ ン の 凝 縮 お よ び 辺 縁 化 を 特 徴 と
す る 。 細 胞 ア ポ ト ー シ ス は 、 多 岐 に わ た る 状 況 に お い て 起 こ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 La
を 発 現 す る 細 胞 種 の 性 質 お よ び 位 置 に 加 え て 、 こ の 分 子 の 非 核 局 在 性 を 同 定 す る こ と に よ
り 、 心 筋 （ 心 発 作 ） も し く は 脳 （ 脳 卒 中 ） の 梗 塞 、 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 他 の 炎 症 性
疾 患 、 ま た は AIDS等 の ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病
等 の 神 経 変 性 疾 患 、 ま た は 急 性 固 形 臓 器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 ま た は 化 学
療 法 も し く は 放 射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜 炎 」 ） 、 ま た は 新 生 物 を 含 む 多 種 多 様 な 状 態
を モ ニ タ ー お よ び /ま た は 診 断 す る 手 段 が 提 供 さ れ る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 こ の 好 ま し い 態 様 に よ り 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 性 新 生
物 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を
、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 免 疫 相 互
作 用 分 子 -La複 合 体 の 形 成 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ
て ア ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に
よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 で 起 こ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 新 生 物 細 胞 」 へ の 言 及 は 、 異 常 な 増 殖 を 示 す 細 胞 へ の 言 及 と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
「 増 殖 （ growth） 」 と い う 用 語 は そ の 最 も 広 い 意 味 で 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 こ れ に は 増
殖 （ proliferation） へ の 言 及 が 含 ま れ る 。 こ の 関 連 で 、 異 常 な 細 胞 増 殖 （ growth） の 例
は 、 細 胞 の 無 制 御 な 増 殖 （ proliferation） で あ る 。 新 生 物 細 胞 は 、 良 性 細 胞 で あ っ て も
悪 性 細 胞 で あ っ て も よ い 。 本 新 生 物 細 胞 は 、 上 皮 細 胞 ま た は 非 上 皮 細 胞 等 の 任 意 の 細 胞 種
で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 新 形 成 」 と い う 用 語 の 一 般 的 な 医 学 的 意 味 は 、 正 常 な 増 殖 制 御 に 対 す る 応 答 性 の 欠 如
に 起 因 す る 「 新 生 細 胞 の 増 殖 」 、 例 え ば 新 生 物 細 胞 の 増 殖 を 指 す 。 「 過 形 成 」 と は 、 異 常
に 急 速 な 増 殖 を 起 こ し て い る 細 胞 を 指 す 。 し か し 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 新 形 成 」 お
よ び 「 過 形 成 」 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い る こ と が で き 、 一 般 に 、 異 常 な 細 胞 増 殖 速 度 を
示 す 細 胞 を 指 す 。 新 形 成 お よ び 過 形 成 に は 「 腫 瘍 」 が 含 ま れ 、 こ れ は 良 性 、 前 癌 性 、 ま た
は 悪 性 で あ っ て よ い 。 「 新 生 物 」 と い う 用 語 は 、 新 生 物 細 胞 を 含 む 病 変 、 腫 瘍 、 ま た は 他
の 被 包 性 も し く は 非 被 包 性 の 塊 ま た は 他 の 形 態 の 増 殖 物 へ の 言 及 と 理 解 さ れ る べ き で あ る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 過 剰 増 殖 性 」 お よ び 「 新 形 成 性 」 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い
ら れ 、 急 速 な 増 殖 ま た は 新 生 物 を 特 徴 と す る 異 常 な 状 況 ま た は 状 態 に あ る 細 胞 を 指 す 。 こ
れ ら の 用 語 に は 、 組 織 病 理 学 的 な 型 お よ び 浸 潤 性 の 状 態 に か か わ ら ず 、 あ ら ゆ る 種 類 の 癌
性 増 殖 ま た は 発 癌 過 程 、 転 移 性 組 織 ま た は 悪 性 形 質 転 換 し た 細 胞 、 組 織 、 も し く は 臓 器 が
含 ま れ る も の と す る 。 「 病 的 過 剰 増 殖 性 」 細 胞 は 、 悪 性 腫 瘍 増 殖 を 特 徴 と す る 疾 患 状 態 で
生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 癌 腫 」 と い う 用 語 は 当 業 者 に 認 識 さ れ て お り 、 呼 吸 器 系 癌 、 消 化 器 系 癌 、 泌 尿 生 殖 器
系 癌 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 内 分 泌 系 癌 、 お よ び 黒 色 腫 を 含 む 、 上 皮 組 織 ま た は 内 分
泌 組 織 の 悪 性 腫 瘍 を 指 す 。 例 示 的 な 癌 腫 に は 、 乳 房 組 織 か ら 形 成 さ れ る も の が 含 ま れ る 。
こ の 用 語 に は 癌 肉 腫 も 含 ま れ 、 こ れ に は 例 え ば 、 癌 性 お よ び 肉 腫 性 の 組 織 か ら 構 成 さ れ る
悪 性 腫 瘍 が 含 ま れ る 。 「 腺 癌 」 と は 、 腺 組 織 に 由 来 す る 癌 腫 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 が 認 識 し 得
る 腺 構 造 を 形 成 す る 癌 腫 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 新 生 物 」 と い う 用 語 は 、 前 記 3つ の 段 落 で 考 察 し た 用 語 す べ て を 包
む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 新 生 物 お よ び 新 生 物 細 胞 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 中 枢 神
経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 扁 平 細 胞
癌 ） 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 腎
細 胞 腺 癌 ） 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結
腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 （ 例 え ば 、 尿
管 お よ び 膀 胱 の ） 、 胚 細 胞 癌 （ 例 え ば 、 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ま た は 卵 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌
（ 例 え ば 卵 巣 上 皮 癌 ） 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫
） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内 分 泌 腫 瘍 （ 例 え ば 甲 状 腺 の ） 、 中 皮 腫 お よ
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び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 La」 へ の 言 及 に は 、 す べ て の 形 態 の La、 ま た は そ れ ら の 相 同 体 も し
く は オ ー ソ ロ グ も し く は 誘 導 体 へ の 言 及 が 含 ま れ る 。 「 La」 へ の 言 及 は 、 La mRNAの 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 じ る 任 意 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 ま た は Laの 変 異 体 も し く は 多 型
変 種 へ の 言 及 が 含 ま れ る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 「 La」 は 別 名 SS-Bと い う 分 子 で あ る こ
と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 相 互 作 用 分 子 」 と は 、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 ま た は そ の 相 同 体 も し く は 誘 導 体 に 対
す る 特 異 性 （ 必 ず し も 排 他 的 特 異 性 と は 限 ら な い が 、 そ う で あ る こ と が 好 ま し い ） お よ び
結 合 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 分 子 で あ る 。 相 互 作 用 分 子 の 例 に は 、 免 疫 相 互 作 用 分 子 お よ び
ペ プ チ ド 模 倣 体 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 免 疫 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る が 、
本 発 明 は 、 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 非 免 疫 化 抗 体 、 お よ び T細 胞 関 連 抗
原 結 合 分 子 （ TABM） 等 の 他 の 免 疫 相 互 作 用 分 子 に ま で 及 ぶ 。 最 も 好 ま し く は 、 免 疫 相 互 作
用 分 子 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 抗 体 で あ る 。 本 免 疫 相 互 作
用 分 子 は 、 任 意 の 他 の タ ン パ ク 質 性 も し く は 非 タ ン パ ク 質 性 の 分 子 ま た は 細 胞 に 連 結 、 結
合 、 ま た は さ も な け れ ば 会 合 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 抗
体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 相 互 作 用 分 子 は 、 核 分 子 、 例 え ば Laを 、 ま た は 相 互 作 用 分 子 が 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ る
範 囲 で は 、 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ を 「 対 象 と す る 」 。 分 子 は 必 ず し も 完 全 な 排 他
性 を 示 す 必 要 は な い が 、 そ う で あ る こ と が 好 ま し い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば
、 抗 体 は 他 の 抗 原 と 交 差 反 応 す る 場 合 が あ る 。 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 免 疫 応 答
が 対 象 と し 得 る 分 子 の 一 部 を 含 む 。 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ で
あ っ て も 、 ま た は 必 要 に 応 じ て T細 胞 受 容 体 結 合 分 子 で あ っ て も よ い 。 「 抗 原 性 部 分 」 と
い う 用 語 に は 、 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 免 疫 相 互 作 用 分 子 は 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 好 ま し い 態 様 に よ り 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 性 新 生
物 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を
、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 抗 体 -La複 合 体 の 形 成
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 で あ る
こ と が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に
よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 で 起 こ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 生 物 試 料 」 へ の 言 及 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 粘 液 、 便 、 尿 、 血 液 、 血 清 、 細 胞
抽 出 物 、 生 検 標 本 、 お よ び 、 例 え ば 肺 洗 浄 後 に 肺 か ら 取 り 出 し た 食 塩 液 ま た は 腸 洗 浄 に よ
っ て 回 収 し た 溶 液 等 の 、 個 体 の 体 内 に 導 入 し た 後 に 採 取 し た 液 体 等 の 、 個 体 に 由 来 す る 生
体 物 質 の 任 意 の 試 料 へ の 言 及 と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 試 験 す る 生
物 試 料 は 、 直 接 試 験 し て も よ く 、 ま た は 試 験 の 前 に 何 ら か の 形 態 の 処 理 を 必 要 と し て も よ
い 。 例 え ば 、 生 検 試 料 は 、 試 験 の 前 に ホ モ ジ ネ ー ト 化 ま た は 切 片 作 製 を 必 要 と す る 場 合 が
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 を 踏 ま え て 、 ア ポ ト ー シ ス 性 悪 性 ま た は 非 悪 性 新 生 物 細 胞 を 含 む ア ポ ト ー シ ス 細
胞 は 、 Laを 細 胞 外 に 発 現 す る こ と が 提 唱 さ れ る 。 し た が っ て 、 細 胞 外 Laを 定 量 的 ま た は 定
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性 的 に 検 出 す る こ と に よ り 、 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス 性 で あ っ て 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と
す る 状 態 と 関 連 が あ る と い う 指 標 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 異 常 な 、 望 ま し く な い 、 ま た は さ も な け れ ば 不 適 当 な 細 胞 ア ポ
ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。 「 異 常 な 、 望 ま し
く な い 、 ま た は さ も な け れ ば 不 適 当 な 」 と は 、 本 ア ポ ト ー シ ス が 過 剰 な レ ベ ル 、 不 適 切 な
レ ベ ル 、 ま た は 正 常 レ ベ ル で あ る が そ の レ ベ ル が 不 適 当 も し く は さ も な け れ ば 望 ま し く な
い こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 詳 述 す る よ う に 、 例 え ば 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗
塞 、 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 、 ま た は AIDS等 の ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ま た は
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等 の 神 経 変 性 疾 患 、 ま た は 急 性 固 形 臓 器 移 植 拒
絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 ま た は 化 学 療 法 も し く は 放 射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜 炎
」 ） 、 お よ び 腫 瘍 等 の 新 生 物 と い っ た 、 あ る 程 度 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 存 在 を 特 徴 と す る
多 く の 状 態 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 特 定 の 疾 患 状 態 の 発 症 を 示 す 、 ア ポ ト ー シ ス の 発 生 の ス ク リ
ー ニ ン グ を 対 象 と す る が 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の レ ベ ル の 低 下 ま た は ア ポ ト ー シ ス の 完 全 な
非 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 臨 床 的 状 況 も ま た 存 在 し 得 る 。 後 者 の 状 況 は 、 例 え ば 、 臨 床
治 療 計 画 の 進 行 を モ ニ タ ー し 、 ア ポ ト ー シ ス の レ ベ ル の 減 少 に よ り 、 治 療 下 で の 疾 患 が 軽
減 状 態 に 移 行 し て い る こ と が 示 さ れ る 場 合 に 起 こ り 得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 細 胞 ア ポ ト ー
シ ス 事 象 の 非 存 在 が 、 疾 患 状 態 の 発 症 を 示 し 得 る こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、
正 常 な 胸 腺 細 胞 の 発 生 過 程 で は 、 胸 腺 に 存 在 す る 胸 腺 細 胞 の 大 部 分 が 、 自 己 /非 自 己 の 識
別 を 生 じ る た め に 必 要 な 陽 性 お よ び 陰 性 選 択 事 象 の 過 程 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す
。 し た が っ て 、 幼 児 の 胸 腺 に お い て 正 常 レ ベ ル の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 事 象 が 存 在 し な い こ と
は 、 幼 児 が 自 己 免 疫 状 態 を 発 症 す る 傾 向 を 示 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 主 と し て 、 疾
患 状 態 の 診 断 を 可 能 に す る た め に 、 特 定 の 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 事 象 の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る と い う 状 況 で 適 用 さ れ る 可 能 性 が 高 い が 、 本 発 明 の 方 法 は そ れ に も か か わ ら ず 、 あ る
種 の 疾 患 状 態 の 発 症 ま た は こ れ を 発 症 す る 傾 向 を 示 す 、 ア ポ ト ー シ ス 事 象 の 非 存 在 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 場 合 に も 適 用 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た
、 疾 患 状 態 ま た は 治 療 も し く は 予 防 処 置 計 画 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 状 況 に お い て 、 細 胞 ア
ポ ト ー シ ス の レ ベ ル の 変 化 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 に も 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 異 常 な 、 望 ま し く な い 、 ま た は さ も な
け れ ば 不 適 当 な 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ
て 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 核 分 子 ま た は そ
の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 核 分 子 結 合 有 効 量 と 接 触 さ せ る
段 階 、 お よ び 核 分 子 -免 疫 相 互 作 用 分 子 複 合 体 の 形 成 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段
階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 方 法 を 対 象 と す る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 抗 Laモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 等 の 抗 La抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 細 胞 外 局 在 性 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー
シ ス 細 胞 の 細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 状 態 は 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗 塞 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び
他 の 炎 症 性 疾 患 、 AIDS等 の ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等
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の 神 経 変 性 疾 患 、 急 性 固 形 臓 器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 化 学 療 法 も し く は 放
射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜 炎 」 ） 、 ま た は 腫 瘍 等 の 新 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 新 生 物 状 態 を 診 断 ま た は モ ニ タ ー
す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 ま た は 対 象 由 来 の 生 物 試 料 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、
Laま た は そ の 抗 原 決 定 基 も し く は エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の La結 合 有 効 量 と
接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び La-免 疫 相 互 作 用 分 子 複 合 体 の 形 成 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出
す る 段 階 を 含 み 、 複 合 体 の 非 核 局 在 性 に よ っ て 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ 、 細 胞 の ア ポ
ト ー シ ス に よ っ て 新 生 物 状 態 が 示 さ れ る 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し く は 、 新 生 物 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 他 の 小 児
腫 瘍 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 扁 平 細 胞 癌 ） 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非
小 細 胞 肺 癌 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 （ 例 え
ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生
殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 （ 例 え ば 、 尿 管 お よ び 膀 胱 の ） 、 胚 細 胞 癌 （ 例 え ば 、 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍
ま た は 卵 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 卵 巣 上 皮 癌 ） 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全
関 連 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内 分 泌 腫 瘍
（ 例 え ば 甲 状 腺 の ） 、 中 皮 腫 お よ び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ
ド 腫 瘍 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 免 疫 相 互 作 用 分 子 は 抗 体 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 対 象 」 へ の 言 及 は 、 ヒ ト 、 霊 長 動 物 、 家 畜 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、
ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ロ バ ） 、 実 験 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト ）
、 ペ ッ ト 動 物 （ 例 え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） 、 お よ び 捕 獲 野 生 動 物 （ 例 え ば 、 キ ツ ネ 、 カ ン ガ ル
ー 、 シ カ ） を 含 む と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 La等 の 核 分 子 を 検 出 す る た め に 、 本 明 細 書 に お い て 上 記 し た よ う な 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と は 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 抗 体 は 、 多 く の 手 段 の い ず れ
か に よ っ て 調 製 し 得 る 。 ヒ ト Laを 検 出 す る た め に は 、 例 え ば 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （
SLE） ま た は シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 等 の 全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る た め に 、 抗 La自 己 抗 体
を 作 製 す る 患 者 か ら 得 ら れ た B細 胞 か ら 、 ヒ ト -ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を
導 出 す る こ と が で き る （ Ravirajan et al., Lupus 1(3):157-165, 1992） 。 抗 体 は 、 必 然
的 で は な い が 一 般 に 、 霊 長 動 物 、 家 畜 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ マ ）
、 実 験 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ ） 、 お よ び ペ ッ ト 動 物 （ 例 え
ば 、 イ ヌ 、 ネ コ ） 等 の 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る 。 一 般 に 、 抗 体 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞
ま た は 組 織 生 検 試 料 に お い て イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 。 し か し 、 抗 体 が 適 切 に 非 免 疫 化 さ れ
れ ば 、 ま た は ヒ ト に 使 用 す る 場 合 に は ヒ ト 化 さ れ れ ば 、 抗 体 を 例 え ば 核 タ グ で 標 識 し 、 患
者 に 投 与 し 、 放 射 線 学 的 技 法 に よ っ て 核 標 識 の 蓄 積 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の た
め 、 La抗 体 は 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 標 的 化 剤 と 見 な さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 患 者
お よ び 非 ヒ ト 罹 患 生 物 に お け る ア ポ ト ー シ ス 画 像 化 に 用 い る た め の 非 免 疫 化 型 の 抗 体 に ま
で 及 ぶ 。 こ れ に つ い て は 以 下 に さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の た め 、 本 発 明 は 、 Laの 免 疫 ア ッ セ イ 法 で 用 い る た め 、 ま た は イ ン ビ ボ に お け る 細 胞
ア ポ ト ー シ ス 画 像 化 の た め の 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 現 在 入 手 可 能 な
抗 体 に は 、 SW3お よ び 3B9が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Laに 対 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 こ の 分 子 を 、 こ れ が ヒ ト 組 織 を 含 む 動 物 由 来 の も
の で あ れ ば 生 物 試 料 か ら 、 ま た は 組 換 え 手 段 に よ っ て 産 生 さ れ る 場 合 に は 細 胞 培 養 物 か ら
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抽 出 す る 必 要 が あ る 。 Laは 、 任 意 の 適 切 な 手 段 に よ り 生 物 試 料 か ら 分 離 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 分 離 に は 、 Laの 表 面 荷 電 特 性 、 大 き さ 、 密 度 、 生 物 活 性 、 お よ び 別 の 実 体 （ 例
え ば 、 そ れ が 結 合 す る か ま た は さ も な け れ ば 会 合 す る 別 の タ ン パ ク 質 ま た は 化 合 物 ） に 対
す る 親 和 性 の う ち の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 を 利 用 し て よ い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 生 体 液
か ら の Laの 分 離 は 、 超 遠 心 分 離 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 陰 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 電 気 泳 動 （ 例 え ば 、 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 ） 、 サ イ ズ 分 離 （ 例 え ば 、 ゲ ル 濾 過 、 限 外 濾 過
） 、 お よ び 親 和 性 を 介 し た 分 離 （ 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 ダ イ ナ ビ ー ズ （ 商 標
） 分 離 等 の 磁 気 ビ ー ズ 分 離 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 沈 降 を 含 む 免 疫 親 和 性 分 離 ）
の う ち の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 用 い る 分 離 法 の 選 択 は 、
求 め て い る Laの 生 物 活 性 も し く は 物 理 的 特 性 、 ま た は そ れ を 得 る た め の 組 織 に 依 存 し 得 る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 生 体 液 か ら Laを 分 離 す る 際 に は 、 タ ン パ ク 質 上 に 存 在 す る 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ が 保 た れ
る こ と が 好 ま し く 、 し た が っ て 、 酵 素 の 変 性 を 引 き 起 こ す 方 法 を 回 避 す る こ と が 適 切 で あ
る 。 当 業 者 は 、 動 物 に 対 し て 曝 露 さ れ る La上 の 抗 原 決 定 基 ま た は 活 性 部 位 が 天 然 タ ン パ ク
質 の も の と 構 造 的 に 同 一 で あ る こ と を 確 実 に す る た め に 、 Laに と っ て 固 有 の 生 理 的 条 件 （
例 え ば 、 そ れ を 得 た 生 体 液 ） に で き る だ け 近 い 条 件 を 維 持 ま た は 模 倣 す る 重 要 性 を 認 識 し
て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ に よ り 、 免 疫 し た 動 物 に お い て 、 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 適
切 な 抗 体 が 産 生 さ れ る こ と が 確 実 と な る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離
、 ゲ ル 濾 過 、 お よ び 限 外 濾 過 の う ち の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 を 用 い て 、 Laを 生 体 液 か ら 分
離 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 免 疫 化 お よ び そ の 後 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 は 、 例 え ば Kohler and Milstein, Nat
ure 256: 495-499, 1975； Kohler and Milstein, Eur. J. Immunol. 6(7): 511-519, 197
6； Coligan et al., Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., 199
1-1997、 ま た は Kodansha Scientific出 版 の Toyama et al., 「 Monoclonal Antibody, Exp
eriment Mannual」 , 1987に よ っ て 記 載 さ れ る 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
本 質 的 に は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 Laを 含 む 生 体 液 ま た は そ の 画 分 を 動 物 に 免 疫 し 、 抗 体
産 生 細 胞 、 特 に 抗 体 産 生 体 細 胞 （ 例 え ば Bリ ン パ 球 ） を 産 生 さ せ る 。 次 い で 、 免 疫 し た 動
物 か ら こ れ ら の 細 胞 を 採 取 し て 不 死 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 作 製 の た め に Laの 断 片 を 用 い る 場 合 に は 、 そ れ を ま ず 担 体 と 会 合 さ せ る こ と が 必 要
な 場 合 が あ る 。 「 担 体 」 と は 、 免 疫 原 性 が な い か ま た は 乏 し い 物 質 （ 例 え ば ハ プ テ ン ） と
自 然 に ま た は 人 為 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て そ の 免 疫 原 性 を 高 め る 、 典 型 的 に 高 分 子 量 で
あ る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 体 産 生 細 胞 の 不 死 化 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば
、 不 死 化 は 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ EBV） を 用 い る 形 質 転 換 法 （ Kozbor et al., 
Methods in Enzymology 121: 140, 1986） に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様
に お い て は 、 抗 体 産 生 細 胞 は 細 胞 融 合 法 （ Coligan et al., 1991-1997, 前 記 に 記 載 さ れ
て い る ） を 用 い て 不 死 化 さ せ る が 、 こ れ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め に 広 く 用 い ら
れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 体 産 生 能 を 有 す る 抗 体 産 生 体 細 胞 、 特 に B細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞
株 と 融 合 さ せ る 。 こ れ ら の 体 細 胞 は 、 循 環 し て い る La反 応 性 抗 体 を 有 す る ヒ ト 、 お よ び 感
作 動 物 、 好 ま し く は マ ウ ス お よ び ラ ッ ト 等 の 齧 歯 類 動 物 の リ ン パ 節 、 脾 臓 、 お よ び 末 梢 血
に 由 来 し て も よ い 。 マ ウ ス 脾 細 胞 が 特 に 有 用 で あ る 。 し か し 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、
も し く は ヤ ギ の 細 胞 、 ま た は 他 の 動 物 種 由 来 の 細 胞 を 代 わ り に 用 い る こ と も 可 能 で あ る と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 融 合 手 順 に 用 い る た め に 特 化 し た 骨 髄 腫 細 胞 株 が リ ン パ 球 性
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腫 瘍 か ら 開 発 さ れ て い る （ Kohler and Milstein, 1976, 前 記 ； Shulman et al., Nature 
276: 269-270, 1978； Volk et al., J. Virol. 42(1): 220-227, 1982） 。 こ れ ら の 細 胞
株 は 少 な く と も 3つ の 理 由 か ら 開 発 さ れ た 。 第 1の 理 由 は 、 融 合 し て お ら ず 同 様 に 無 限 に 自
己 増 殖 す る 骨 髄 腫 細 胞 か ら の 、 融 合 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 を 容 易 に す る た め で あ る 。
こ れ は 通 常 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 を 支 持 す る あ る 種 の 選 択 培 地 に お け る 増 殖 を 不 可 能 に
す る 酵 素 欠 損 を 有 す る 骨 髄 腫 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 第 2の 理 由 は 、 リ ン パ 球
性 腫 瘍 細 胞 が 自 ら の 抗 体 を 産 生 す る 固 有 の 能 力 に 起 因 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ る 腫 瘍 細
胞 抗 体 の 産 生 が 起 こ ら な い よ う に 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 を 産 生 す る こ と
が で き な い 骨 髄 腫 細 胞 株 を 用 い る 。 こ れ ら の 細 胞 株 の 選 択 に 関 す る 第 3の 理 由 は 、 そ れ ら
に 融 合 に 対 す る 適 性 が あ り 、 効 率 が 高 い こ と に よ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 融 合 細 胞 雑 種 の 作 製 に は 、 例 え ば 、 P3X63-Ag8、 P3X63-AG8.653、 P3/NS1-Ag4-1（ NS-1）
、 Sp2/0-Ag14、 お よ び S194/5.XXO.Bu.1を 含 む 、 多 く の 骨 髄 腫 細 胞 株 を 用 い る こ と が で き
る 。 P3X63-Ag8お よ び NS-1細 胞 株 は 、 Kohler and Milstein（ 1976、 前 記 ） に よ っ て 記 載 さ
れ て い る 。 Shulman et al.（ 1978、 前 記 ） は 、 Sp2/0-Ag14骨 髄 腫 株 を 開 発 し た 。 S194/5.X
XO.Bu.1株 は 、 Trowbridge, J. Exp. Med. 148(1): 313-323, 1978に よ っ て 報 告 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 産 生 脾 細 胞 ま た は リ ン パ 節 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と の 雑 種 を 作 製 す る 方 法 は 、 通 常 、 細
胞 膜 の 融 合 を 促 進 す る 1つ ま た は 複 数 の 作 用 因 子 （ 化 学 的 、 ウ イ ル ス 的 ,
ま た は 電 気 的 ） の 存 在 下 で 、 体 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を そ れ ぞ れ 10:1の 割 合 （ こ の 割 合 は 約 20
:1か ら 約 1:1ま で 変 動 し 得 る ） で 混 合 す る 段 階 を 含 む 。 融 合 方 法 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る
（ Kohler and Milstein, 1975, 前 記 ； Gafter et al., Somatic Cell Ganet. 3: 231-236
, 1977； Volk et al., 1982, 前 記 ） 。 こ の よ う な 研 究 者 ら に よ っ て 用 い ら れ た 融 合 促 進
性 の 作 用 因 子 は 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 融 合 手 順 に よ っ て 生 存 可 能 な 雑 種 が 生 じ る の は 極 め て 低 い 頻 度 で あ る た め （ 例 え ば 、 脾
臓 を 体 細 胞 の 供 給 源 と し て 用 い る 場 合 、 約 1x10 5 個 の 脾 細 胞 当 た り 1個 の 雑 種 し か 得 ら れ な
い ） 、 融 合 し て い な い 残 り の 細 胞 、 特 に 融 合 し て い な い 骨 髄 腫 細 胞 か ら 融 合 細 胞 雑 種 を 選
択 す る 手 段 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 所 望 の 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 生 じ た 他 の 融 合
細 胞 雑 種 の 中 か ら 検 出 す る 手 段 も ま た 必 要 で あ る 。 一 般 に 、 融 合 細 胞 雑 種 の 選 択 は 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ の 増 殖 は 支 持 す る が 、 通 常 は 無 限 に 分 裂 を 続 け る と 考 え ら れ る 融 合 し て い な い
骨 髄 腫 細 胞 の 増 殖 は 阻 止 す る 培 地 中 で 、 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 融 合 に
用 い る 体 細 胞 は イ ン ビ ト ロ 培 養 下 で は 長 期 的 な 生 存 性 を 維 持 せ ず 、 こ の た め 問 題 と は な ら
な い 。 本 発 明 の 実 施 例 に お い て は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を
欠 く （ HPRT陰 性 の ） 骨 髄 腫 細 胞 を 用 い た 。 こ れ ら の 細 胞 に 対 す る 選 択 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン
/ア ミ ノ プ テ リ ン /チ ミ ジ ン （ HAT） 培 地 中 で 行 わ れ 、 融 合 細 胞 雑 種 は こ の 培 地 中 で 脾 細 胞
の HPRT陽 性 遺 伝 子 型 の た め に 生 存 す る 。 遺 伝 子 型 の 点 で 適 格 性 の あ る 雑 種 の 増 殖 を 支 持 す
る 培 地 中 で 選 択 し 得 る 、 種 々 の 遺 伝 子 欠 陥 （ 薬 剤 感 受 性 等 ） を 有 す る 骨 髄 腫 細 胞 を 用 い る
こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 融 合 細 胞 雑 種 を 選 択 的 に 培 養 す る に は 数 週 間 を 要 す る 。 こ の 期 間 の 初 期 に は 、 そ の 後 ク
ロ ー ニ ン グ し 増 殖 で き る よ う に 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る 雑 種 を 同 定 す る こ と が 必 要 で あ る
。 一 般 に 、 得 ら れ た 雑 種 の 約 10％ が 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る が 、 約 1～ 約 30％ の 範 囲 で あ る
こ と も 珍 し く な い 。 抗 体 を 産 生 す る 雑 種 の 検 出 は 、 例 え ば Kennet et al. (eds) Monoclon
al Abtibodies and Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, pp. 376-38
4, Plenum Press, New York, 1980に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 お よ び
放 射 免 疫 測 定 法 を 含 む い く つ か の 標 準 的 な ア ッ セ イ 方 法 の う ち の い ず れ か 1つ に よ っ て 、
お よ び FACS解 析 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 ひ と た び 所 望 の 融 合 細 胞 雑 種 を 選 択 し 、 個 々 の 抗 体 産 生 細 胞 株 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ
た な ら ば 、 各 細 胞 株 を 2種 類 の 標 準 的 な 方 法 の い ず れ か に よ り 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 懸 濁 液 を 組 織 適 合 性 の あ る 動 物 に 注 入 し 得 る 。 そ の 後 、 注 入 さ れ た
動 物 は 、 融 合 細 胞 雑 種 に よ っ て 産 生 さ れ る 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 腫 瘍 を 生
じ る こ と に な る 。 血 清 ま た は 腹 水 等 の 動 物 の 体 液 を 採 取 す る こ と に よ り 、 高 濃 度 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 個 々 の 細 胞 株 を イ ン ビ ト ロ に お い て 実 験 用 培
養 容 器 内 で 増 殖 さ せ 得 る 。 単 一 の 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 に 含 む 培 地 を 、 デ カ
ン テ ー シ ョ ン 、 濾 過 、 ま た は 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 し 、 そ の 後 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 任 意 の 適 切 な 免 疫 検 出 手 段 に よ り 、 Laを 検 出 す る 特 異 性 に 関 し て 細 胞 株 を 試 験 す る 。 例
え ば 、 細 胞 株 を 多 数 の ウ ェ ル に 分 注 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ く 、 各 ウ ェ ル か ら の 上 清
を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 、 間 接 蛍 光 抗 体 法 等 に よ り 解 析 す る 。 標 的 Laを 認
識 し 得 る が 非 標 的 エ ピ ト ー プ は 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 を 同 定 し
、 次 い で イ ン ビ ト ロ で 直 接 培 養 す る か 、 ま た は 組 織 適 合 性 の あ る 動 物 に 注 入 し て 腫 瘍 を 形
成 さ せ 、 必 要 な 抗 体 を 産 生 さ せ 、 回 収 し 、 精 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 抗 体 は La特 異 的 で あ る 。 こ の こ と は 、 抗 体 が Laと 他 の 分 子 を 区 別 し 得 る こ と 意
味 す る 。 正 常 細 胞 内 の 分 子 と 交 差 反 応 し な い 限 り 、 さ ら に 広 域 性 の 抗 体 を 用 い る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は 、 抗 ヒ ト Laモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 8G3お よ び 9A5（ Bach
mann et al. Proc Natl Acad Sci USA 83 (20):7770-7774, 1986） 、 抗 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ mAb） 、 La1B5（ Mamula et al. J Immunol 143(9):2923-2928, 1989） 、 抗 ヒ ト La
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Carmo-Fonseca et al. ExpCelll Res 185(1):73-85, 1989） 、 抗 ヒ
ト -抗 ウ シ Laモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 SW1、 SW3、 お よ び SW5（ Pruijm et al. Eur J Biochem 
232(2):611-619, 1995） 、 抗 ヒ ト お よ び 抗 齧 歯 類 La mAb、 La4B6（ Troster et al. J Auto
immunity 8(6):825-842, 1995） 、 ま た は 抗 ヒ ト お よ び 抗 マ ウ ス La mAb、 3B9（ Tran et al
. Arthritis Rheum 46(1):202-208, 2002） 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 相 同 体 、 類 似 体 、
化 学 的 等 価 物 、 変 異 体 、 も し く は 模 倣 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 相 互 作 用 分 子 、 お よ び 本 免 疫 相 互 作 用 分 子 を 発 現 す る 細 胞 株 、 特 に
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に ま で 及 ぶ と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を イ ン ビ ボ で の 画 像 化 ま た は 治 療 に 用 い る こ と を 予 定 し て い る 場 合
、 抗 体 を 導 入 し よ う と す る 宿 主 （ 例 え ば ヒ ト ） に 対 し て こ れ を 非 免 疫 化 す る こ と が 必 要 で
あ る と 考 え ら れ る 。 非 免 疫 化 過 程 は 、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ
ま た は 類 似 の 特 異 性 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 の 調 製 を 含 む 、 多 く の 形 態 の い ず れ か を と り 得 る
。 キ メ ラ 抗 体 と は 、 そ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 が 、 典 型 的 に は 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 、 異 な
る 種 に 属 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 お よ び 定 常 領 域 遺 伝 子 か ら 構 築 さ れ た 抗 体 で
あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 従 い 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
が 得 ら れ た と こ ろ で 、 1つ の 種 の 結 合 領 域 が 別 の 種 の 抗 体 の 非 結 合 領 域 と 組 み 合 わ さ れ た
種 間 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 技 術 を 用 い る （ Liu et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 84: 3439-3443, 1987） 。 例 え ば 、 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を ヒ ト 抗 体 に 移 植 し 、 そ れ に よ り マ ウ ス 抗 体 を 「 ヒ ト 化 」 す
る こ と が で き る （ 欧 州 特 許 公 開 公 報 第 0 239 400号 ； Jones et al., Nature 321: 522-525
, 1986； Verhoeyen et al., Sceience 239: 1534-1536, 1988； Richmann et al., Nature
 332: 323-327, 1988） 。 こ の 場 合 、 非 免 疫 化 過 程 は ヒ ト に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 よ り 詳
細 に は 、 CDRを 、 ヒ ト 定 常 領 域 を 有 す る ま た は 有 さ な い ヒ ト 抗 体 可 変 領 域 に 移 植 す る 。 CDR
を 提 供 す る 非 ヒ ト 抗 体 は 一 般 に 「 ド ナ ー 」 と 称 さ れ 、 フ レ ー ム ワ ー ク を 提 供 す る ヒ ト 抗 体
は 一 般 に 「 ア ク セ プ タ ー 」 と 称 さ れ る 。 定 常 領 域 は 存 在 す る 必 要 は な い が 、 存 在 す る 場 合
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に は 、 そ れ ら は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と 実 質 的 に 同 一 で な け れ ば な ら ず 、 す な わ ち
、 少 な く と も 約 85％ ～ 約 90％ 同 一 、 好 ま し く は 約 95％ ま た は そ れ 以 上 同 一 で な け れ ば な ら
な い 。 こ の た め 、 お そ ら く は CDRを 除 く 、 ヒ ト 化 抗 体 の す べ て の 部 分 は 、 天 然 の ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン 配 列 の 対 応 部 分 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 し た が っ て 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 と は 、 ヒ
ト 化 軽 鎖 お よ び ヒ ト 化 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 抗 体 で あ る 。 ド ナ ー 抗 体 は 「 ヒ ト 化 」 の
過 程 に よ っ て 「 ヒ ト 化 」 さ れ た と 言 わ れ る が 、 こ れ は 結 果 と し て 生 じ る ヒ ト 化 抗 体 が 、 CD
Rを 提 供 す る ド ナ ー 抗 体 と 同 じ 抗 原 に 結 合 す る と 予 想 さ れ る た め で あ る 。 本 明 細 書 に お け
る 「 ヒ ト 化 」 へ の 言 及 に は 、 特 定 の 宿 主 、 こ の 場 合 に は ヒ ト 宿 主 に 対 し て 非 免 疫 化 さ れ た
抗 体 へ の 言 及 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 非 免 疫 化 抗 体 が 、 抗 原 結 合 ま た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 機 能 に 対 し て 実 質 的 に 影 響 を 及 ぼ
さ な い 、 さ ら な る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し 得 る こ と は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 表 1に
従 っ て 、 例 示 的 な 保 存 的 置 換 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ 表 １ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 非 免 疫 化 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い 得 る 例 示 的 な 方 法 は 、 例 え ば 、 参 考 文
献 、 Richmann et al., 1998, 前 記 ； 欧 州 特 許 公 開 公 報 第 0 239 400号 ； Chou et al.（ 米
国 特 許 第 6,056,957号 ） ； Queen et al.（ 米 国 特 許 第 6,180,370号 ） ； Morgan et al.（ 米
国 特 許 第 6,180,377号 ） に 記 載 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 し た が っ て 、 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Laに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 非 免 疫 化 抗 体 分 子 で あ っ て 、 非 免 疫 化 抗 体
の 可 変 ド メ イ ン の CDRの う ち 少 な く と も 1つ が Laに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 由 来 し 、 非
免 疫 化 抗 体 分 子 の 残 り の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 部 分 が 、 抗 体 を 非 免 疫 化 し よ う と す る 対 象 で
あ る 宿 主 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体 に 由 来 す る 抗 体 分 子 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 非 ヒ ト 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 操 作 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 、 Laに 対 す る 特 異 性 を 依 然 と し て 保 持 す る 、 本 抗 体 の 変 異 体 、 類 似 体 、 お よ び
誘 導 体 に ま で 及 ぶ 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 変 異 体 」 ま た は 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 に は 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 、
お よ び /ま た は 欠 失 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 CDR」 と い う 用 語 に は 、 分 子 の 結 合 部 分 に あ る β 鎖 を 架 橋 す る 、 抗
体 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 可 変 部 分 に お け る 3つ の 軽 鎖 領 域 お よ び 3つ の 重 鎖 領 域 に わ た る CD
R構 造 ル ー プ が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ル ー プ は 特 徴 的 な 限 界 構 造 を 有 す る （ Chothia et al.,
 J. Mol. Biol. 196: 901, 1987； Chothia et al., J. Mol. Biol. 227: 799, 1992） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 と は 、 CDRと も 称 さ れ る 3つ の 超 可 変 領 域 に よ っ て 分 断 さ れ た 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 の 領 域 を 意 味 す る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び CD
Rの 範 囲 は 、 厳 密 に 規 定 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Kabat et al.,「 Sequences of Proteins of
 Immunological Interest」 , 米 国 保 健 社 会 福 祉 省 （ U.S. Department of Health and Hum
an Services） 、 1983を 参 照 の こ と ） 。 異 な る 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 配
列 は 、 種 の 内 部 で は 比 較 的 保 存 さ れ て い る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
」 と は 、 天 然 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と 実 質 的 に 同 一 （ 約 85％ ま た は そ
れ 以 上 、 通 常 は 90～ 95％ ま た は そ れ 以 上 ） で あ る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で あ る 。 抗 体 の フ レ
ー ム ワ ー ク 領 域 、 す な わ ち 構 成 要 素 で あ る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 に よ る 複 合 的 な フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 は 、 CDRの 配 置 お よ び 整 列 化 に 役 立 つ 。 CDRは 、 Laの エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 の 主 な 原
因 と な る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 重 鎖 可 変 領 域 」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 し 、 重 鎖 の ア ミ ノ 末 端 （ N末 端 ） ア ミ ノ 酸 残 基 か ら
始 ま る 、 約 110～ 125ア ミ ノ 酸 残 基 長 の ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 同 様 に 、 「 軽 鎖 可 変 領 域
」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対
応 し 、 軽 鎖 の N末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る 、 約 95～ 130ア ミ ノ 酸 残 基 長 の ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 全 長 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 軽 鎖 」 （ 約 25 Kdま た は 214ア ミ ノ 酸 ） は 、 NH 2 末 端 は 可
変 領 域 遺 伝 子 （ 約 110ア ミ ノ 酸 ） に コ ー ド さ れ 、 COOH末 端 は κ ま た は λ 定 常 領 域 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る 。 全 長 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 重 鎖 」 （ 約 50 Kdま た は 446ア ミ ノ 酸 ） も 同 様
に 、 可 変 領 域 遺 伝 子 （ 約 116ア ミ ノ 酸 ） お よ び 他 の 前 述 の 定 常 領 域 遺 伝 子 の 1つ 、 例 え ば γ
（ 約 330ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ） に よ っ て コ ー ド さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 ま た は 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 に よ っ て 実 質 的 に コ ー ド さ れ る 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る タ ン パ ク 質
を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 認 知 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ （
IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 IgG 4 ） 、 δ 、 ε 、 お よ び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 、 な ら び に 無 数 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 1つ の 形 態 が 、 抗 体 の 基 本 構 造 単 位
を 構 成 す る 。 こ の 形 態 は 四 量 体 で あ り 、 そ れ ぞ れ の 対 が 軽 鎖 1本 お よ び 重 鎖 1本 を 有 す る 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 2つ の 同 一 な 対 か ら な る 。 各 対 に お い て 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 可 変 領 域
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は と も に 抗 原 に 対 す る 結 合 を 担 い 、 定 常 領 域 は 抗 体 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 担 う 。 免 疫 グ ロ ブ
リ ン は 、 抗 体 に 加 え て 、 例 え ば Fv、 Fab、 Fab'、 お よ び (Fab') 2 を 含 む 様 々 な 他 の 形 態 で 存
在 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば Fv、 Fab、 Fab'、 お よ び F(ab') 2 断 片 を 含 む 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 作
製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 断 片 の 使 用 お よ び 作 製 も ま た 意 図 す る 。 こ の よ う な 断 片 は
、 例 え ば Coligan et al.（ 1991-1997、 前 記 ） に よ っ て 記 載 さ れ る 標 準 的 な 方 法 に よ っ て
調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ ま た は 類 似 の 特 異 性 を 有 す る 合 成 ま
た は 組 換 え 抗 原 結 合 分 子 を 意 図 す る 。 こ の 種 の 抗 原 結 合 分 子 に は 、 安 定 化 さ れ た 合 成 Fv断
片 が 含 ま れ 得 る 。 こ の 種 の 例 示 的 な 断 片 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー を 用 い て V H ド メ イ ン の N
末 端 ま た は C末 端 を V L ド メ イ ン の そ れ ぞ れ C末 端 ま た は N末 端 と 架 橋 し た 一 本 鎖 Fv断 片 （ sFv
、 多 く の 場 合 scFvと 称 さ れ る ） が 含 ま れ る 。 ScFvは 抗 体 全 体 の う ち 定 常 部 分 を す べ て 欠 い
て お り 、 補 体 を 活 性 化 す る 能 力 が な い 。 V H お よ び V L ド メ イ ン を 連 結 す る の に 適 し た ペ プ チ
ド リ ン カ ー は 、 V H ド メ イ ン お よ び V L ド メ イ ン が 折 り た た ま れ て 、 Fv断 片 の 由 来 と な っ た 抗
体 全 体 の 抗 原 結 合 部 位 と 類 似 し た 三 次 元 構 造 を 備 え た 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 単 一 の ポ リ ペ
プ チ ド 鎖 と な る こ と を 可 能 に す る リ ン カ ー で あ る 。 所 望 の 特 性 を 有 す る リ ン カ ー は 、 米 国
特 許 第 4,946,778号 に 開 示 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 し か し 、 場 合 に よ
っ て は リ ン カ ー は 存 在 し な い 。 ScFvは 、 例 え ば 、 Krebber et al.（ Krebber et al., J. I
mmunol. Methods 201(1): 35-55, 1997） に 概 説 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が
で き る 。 ま た は 、 ScFvは 、 米 国 特 許 第 5,091,513号 、 欧 州 特 許 第 239,400号 、 ま た は Winter
 and Milstein（ Winter and Milstein, Nature 349: 293, 1991） お よ び Pluckthun et al
.（ Pluckthum et al., Antibody engineering: A practical approach 203-252, 1996）
に よ る 論 文 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た は 、 安 定 化 さ れ た 合 成 Fv断 片 に は 、 V H お よ び V L ド メ イ ン 内 に シ ス テ イ ン 残 基 が 導 入
さ れ て 、 完 全 に 折 り た た ま れ た Fv分 子 に お い て 2つ の 残 基 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 さ
れ る 、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv（ dsFv） も 含 ま れ る 。 dsFvを 作 製 す る の に 適 し た 方 法 は 、 例
え ば 、 （ Glockshuber et al., Biochem. 29: 1363-1367, 1990； Reiter et al., Biochem
. 33: 5451-5459, 1994； Reiter et al., Cancer Res. 54: 2714-2718, 1994； Reiter et
 al., J. Biol. Chem. 269: 18327-18331, 1994； Webber et al., Mol. Immunol. 32: 24
9-258, 1995） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 合 成 ま た は 組 換 え 抗 原 結 合 分 子 と し て 同 様 に 意 図 し て い る の は 、 例 え ば 、 （ Ward et al
., Nature 341: 544-546, 1989； Hamers-Casterman et al., Nature 363: 446-448, 1993
； Davies & Reichmann, FEBS Lett. 339: 285-290, 1994） に 開 示 さ れ て い る 、 単 一 の 可
変 領 域 ド メ イ ン （ dAbと 称 さ れ る ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た は 、 合 成 ま た は 組 換 え 抗 原 結 合 分 子 に は 「 ミ ニ ボ デ ィ （ minibody） 」 も 含 ま れ 得 る
。 こ の 点 に 関 し て 、 ミ ニ ボ デ ィ は 抗 体 全 体 の 小 型 版 で あ り 、 抗 体 全 体 の う ち の 必 須 成 分 を
一 本 鎖 内 に コ ー ド し て い る 。 ミ ニ ボ デ ィ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,837,821号 に 開 示 さ れ て
い る よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ヒ ン ジ 領 域 お よ び CH3ド メ イ ン に 融 合 さ れ た 、 天 然 抗
体 の V H お よ び V L ド メ イ ン か ら な る こ と が 適 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 合 成 ま た は 組 換 え 抗 原 結 合 分 子 に は 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の
タ ン パ ク 質 フ レ ー ム ワ ー ク が 含 ま れ 得 る 。 例 え ば （ Ku & Schutz, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 92: 6552-6556, 1995） に 言 及 す る こ と が で き る が 、 こ れ は 、 抗 原 結 合 に 関 し て 選
択 さ れ た CDRを 生 じ る よ う に 、 ラ ン ダ ム 化 し た 2つ の ル ー プ を 有 す る 4本 ヘ リ ッ ク ス バ ン ド
ル タ ン パ ク 質 シ ト ク ロ ム b562を 開 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 合 成 ま た は 組 換 え 抗 原 結 合 分 子 は 、 多 価 （ す な わ ち 、 1つ を 超 え る 抗 原 結 合 部 位 を 有 す
る ） で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 多 価 分 子 は 、 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ
る 可 能 性 が あ る 。 こ の 種 の 多 価 分 子 は 、 例 え ば （ Adams et al., Cancer Res. 53: 4026-4
034, 1993； Cumber et al., J. Immunol. 149: 120-126, 1992） に よ っ て 開 示 さ れ て い る
よ う に 、 シ ス テ イ ニ ル 含 有 ペ プ チ ド を 介 し た 2つ の 抗 体 断 片 の 二 量 体 化 に よ っ て 調 製 す る
こ と が で き る 。 ま た は 、 二 量 体 化 は 、 抗 体 断 片 と 、 自 然 に 二 量 体 化 す る 両 親 媒 性 ヘ リ ッ ク
ス と の 融 合 （ Plunckthun, Biochem. 31: 1579-1584, 1992） に よ っ て 、 ま た は 優 先 的 に ヘ
テ ロ 二 量 体 化 す る ド メ イ ン （ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー junお よ び fos等 ） の 使 用 （ Kostelny et al
., J. Immunol. 148: 1547-1553, 1992） に よ っ て 促 進 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 抗 体 に お け る ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 類 似 体 も 含 む 。 ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 類
似 体 の 使 用 は 、 特 に 、 対 象 に 投 与 す る 必 要 が あ る 場 合 な ど に 分 子 を 安 定 化 す る た め に 有 用
で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 意 図 す る ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 側
鎖 の 修 飾 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 合 成 時 に お け る 非 天 然 ア ミ ノ 酸
お よ び /ま た は そ の 誘 導 体 の 取 り 込 み 、 な ら び に タ ン パ ク 質 性 分 子 ま た は そ の 類 似 体 に 対
し て 高 次 構 造 上 の 制 約 を 課 す 架 橋 剤 お よ び 他 の 方 法 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 意 図 す る 側 鎖 修 飾 の 例 に は 、 ア ル デ ヒ ド と の 反 応 後 に NaBH 4 で 還 元 す る こ と に
よ る 還 元 的 ア ル キ ル 化 ； メ チ ル ア セ ト イ ミ デ ー ト に よ る ア ミ ド 化 ； 無 水 酢 酸 に よ る ア シ ル
化 ； シ ア ン 酸 に よ る ア ミ ノ 基 の カ ル バ モ イ ル 化 ； 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 （
TNBS） に よ る ア ミ ノ 基 の ト リ ニ ト ロ ベ ン ジ ル 化 ； 無 水 コ ハ ク 酸 お よ び 無 水 テ ト ラ ヒ ド ロ フ
タ ル 酸 に よ る ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 ； お よ び ピ リ ド キ サ ル -5-リ ン 酸 に よ り リ ジ ン を ピ リ ド
キ シ ル 化 し 、 そ の 後 NaBH 4 に よ り 還 元 す る 等 の ア ミ ノ 基 の 修 飾 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ア ル ギ ニ ン 残 基 の グ ア ニ ジ ン 基 は 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 お よ
び グ リ オ キ サ ー ル 等 の 試 薬 を 用 い た 複 素 環 式 縮 合 産 物 の 形 成 に よ り 修 飾 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 カ ル ボ キ シ ル 基 は 、 O-ア シ ル イ ソ ウ レ ア の 形 成 を 介 し て カ ル ボ ジ イ ミ ド を 活 性 化 し 、 そ
の 後 、 例 え ば 、 対 応 す る ア ミ ド に 誘 導 化 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 ス ル フ ヒ
ド リ ル 基 は 、 ヨ ー ド 酢 酸 ま た は ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド に よ る カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 ； シ ス テ イ
ン 酸 へ の 過 ギ 酸 酸 化 ； 他 の チ オ ー ル 化 合 物 に よ る 混 合 ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 ； マ レ イ ミ ド 、
無 水 マ レ イ ン 酸 、 ま た は 他 の 置 換 マ レ イ ミ ド と の 反 応 ； 4-ク ロ ロ 水 銀 安 息 香 酸 、 4-ク ロ ロ
水 銀 フ ェ ニ ル ス ル ホ ン 酸 、 塩 化 フ ェ ニ ル 水 銀 、 2-ク ロ ロ 水 銀 -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 お よ
び 他 の 水 銀 剤 を 用 い る 水 銀 誘 導 体 の 形 成 ； ア ル カ リ 性 pHに お け る シ ア ン 酸 に よ る カ ル バ モ
イ ル 化 等 の 方 法 に よ り 修 飾 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 は 、 例 え ば 、 N-ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド に よ る 酸 化 、 ま た は 2-ヒ ド ロ
キ シ -5-ニ ト ロ ベ ン ジ ル ブ ロ ミ ド も し く は ハ ロ ゲ ン 化 ス ル フ ェ ニ ル に よ る イ ン ド ー ル 環 の
ア ル キ ル 化 に よ っ て 修 飾 し 得 る 。 一 方 、 チ ロ シ ン 残 基 は 、 テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン に よ る ニ ト
ロ 化 に よ り 改 変 さ れ て 3-ニ ト ロ チ ロ シ ン 誘 導 体 を 形 成 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ヒ ス チ ジ ン 残 基 の イ ミ ダ ゾ ー ル 環 の 修 飾 は 、 ヨ ー ド 酢 酸 誘 導 体 に よ る ア ル キ ル 化 ま た は
ジ エ チ ル ピ ロ カ ル ボ ネ ー ト に よ る N-カ ル ベ ト キ シ ル 化 に よ っ て 達 成 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ペ プ チ ド 合 成 中 に 非 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び 誘 導 体 を 取 り 込 む 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い が 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 4-ア ミ ノ 酪 酸 、 4-ア ミ ノ -3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル ペ ン タ ン 酸 、 6-
ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 フ ェ ニ ル グ リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 サ
ル コ シ ン 、 4-ア ミ ノ -3-ヒ ド ロ キ シ -6-メ チ ル ヘ プ タ ン 酸 、 2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 お よ び /
ま た は ア ミ ノ 酸 の D-異 性 体 の 使 用 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 意 図 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸
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の 一 覧 を 表 2に 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ 表 ２ ）
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 架 橋 剤 を 用 い て 、 例 え ば 、 n=1～ n=6の (CH 2 ) n ス ペ ー サ ー 基 を 有 す る 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス
テ ル 類 等 の ホ モ 二 官 能 性 架 橋 剤 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス
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テ ル 、 な ら び に N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 等 の ア ミ ノ 反 応 性 部 分 お よ び マ レ イ ミ ド ま た
は ジ チ オ 部 分 （ SH） ま た は カ ル ボ ジ イ ミ ド （ COOH） 等 の 別 の 基 に 特 異 的 な 反 応 性 部 分 を 通
常 含 む ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 に よ り 、 3D高 次 構 造 を 安 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 生 物 試 料 中 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 検 出 す る ア ッ セ イ 法 で あ っ
て 、
(3) 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を 、 そ の よ う な 核 分 子 を 含 む 疑 い
が あ る 生 物 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
(4) 段 階 (1)で 形 成 さ れ た 複 合 体 を シ グ ナ ル 検 出 段 階 に 供 す る 段 階
を 含 み 、 相 互 作 用 分 子 -核 分 子 複 合 体 の 非 核 形 成 を 検 出 す る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細
胞 で あ る こ と が 示 さ れ る ア ッ セ イ 法 を 意 図 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SW3ま た は 3B9等 の 抗 La抗 体 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 細 胞 外 局 在 性 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー
シ ス 細 胞 の 細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 局
在 性 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 シ グ ナ ル 検 出 段 階 に は 、 ELISAま た は 任 意 の 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 が
含 ま れ 得 る 。 こ の 検 出 段 階 の 一 部 と し て 、 最 初 に シ グ ナ ル を 増 幅 す る こ と が 必 要 な 場 合 が
あ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 行 い 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で
あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 イ ン ビ ボ で の ア ポ ト ー シ ス の 画 像 化 の た
め 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を バ イ ス タ ン ダ ー 細 胞 増 殖 遅 延 剤 ま た は 殺 バ イ ス タ ン ダ ー 細
胞 剤 、 す な わ ち 細 胞 分 裂 停 止 剤 ま た は 細 胞 破 壊 剤 と 接 触 さ せ こ と を 目 的 と し て ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 を 標 的 す る た め に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 抗 La抗 体 は 、 イ ン ビ ボ に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 検 出 に 関 し て 、 Apomate（ 商 標 ） （ N
orth American Scientific, Inc.） 等 の 現 在 知 ら れ て い る 製 品 よ り も 優 れ て い る 。 Apomat
e（ 商 標 ） は 放 射 標 識 ア ネ キ シ ン Vを 用 い て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 結 合 す る も の で あ り 、 特 に
化 学 療 法 に 対 す る 癌 の 応 答 性 を 確 定 す る 。 ア ネ キ シ ン Vは 、 ア ポ ト ー シ ス の 初 期 に 形 質 膜
外 層 に 「 フ リ ッ プ フ ロ ッ プ す る 」 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン に 結 合 す る 。 し か し 、 Apomate（
商 標 ） に よ る 化 学 療 法 誘 導 性 腫 瘍 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 検 出 は 、 投 与 の タ イ ミ ン グ が 鍵 を 握
る と 考 え ら れ る た め 一 貫 性 に 欠 け る （ Blankenberg et al. Clin. Cancer Res 2002） 。 抗
La抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 抗 体 が ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 誘 導 し 、 こ れ が 癌
の 部 位 に 蓄 積 す る た め 、 タ イ ミ ン グ は そ れ ほ ど 重 要 で は な い 。 さ ら に 、 ア ネ キ シ ン Vは 、
イ ン ビ ト ロ に お い て ア ポ ト ー シ ス 性 胸 腺 細 胞 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 媒 介 性 食 作 用 を 阻 害 す る が
、 表 面 に 露 出 し た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 有 す る 、 抗 体 の 結 合 し た 赤 血 球 の Fc受 容 体 媒 介
性 取 り 込 み は 阻 害 し な い （ Callahan et al. Cell Death Different 7(7):645-653, 2000
； Krahlung et al. Cell Death Different 6(2):183-189, 1999） 。 よ っ て 、 抗 La抗 体 は
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を オ プ ソ ニ ン 化 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 食 作 用 を 促 進 し 、 特 に そ の 結
果 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 診 断 お よ び /ま た は 治 療 の た め に マ ク ロ フ ァ ー ジ が 標 的 化 さ
れ る 。 し た が っ て 、 抗 La抗 体 を 使 用 す る 利 点 の 1つ は 、 ア ネ キ シ ン Vの 検 出 に 基 づ く よ う な
現 在 知 ら れ て い る 診 断 法 と は 対 照 的 に 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の オ プ ソ ニ ン 化 お よ び マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ る こ の 細 胞 の 取 り 込 み に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 部 位 に お い て マ ク ロ フ ァ ー
ジ 内 に 抗 体 が 蓄 積 し 、 そ れ に よ り 画 像 化 が 支 援 さ れ る 点 で あ る 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 画 像 化 に 関 し て は 、 レ ポ ー タ ー 分 子 を 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 さ せ 、 次 い で
こ れ を ヒ ト 等 の 宿 主 に 導 入 す る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 を 検 出 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 に 関 連 す る
よ う な 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 集 団 を 可 視 化 す る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な 形 態 の レ ポ ー タ ー
分 子 は 核 タ グ で あ る 。 い く つ か の 放 射 性 同 位 元 素 に よ っ て 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 （ PET） に
よ る 画 像 化 が 可 能 に な り 、 い く つ か の リ ガ ン ド に よ っ て 磁 気 共 鳴 映 像 法 (MRI)に よ る 標 的
結 合 の 検 出 が 容 易 に な る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 ヒ ト に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ
っ て 、 レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 を
患 者 に 導 入 す る 段 階 、 標 識 相 互 作 用 分 子 を 循 環 系 全 体 ま た は 循 環 系 の 選 択 さ れ た 部 分 に 散
在 さ せ る 段 階 、 お よ び 次 い で 患 者 を レ ポ ー タ ー 分 子 検 出 手 段 に 供 し て 、 相 互 作 用 分 子 の 位
置 を 同 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 抗 La
抗 体 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 細 胞 外 局 在 性 で あ り 、 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の
細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 局 在 性 で あ る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 新 生 物 に 特 徴 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 新 生 物 細 胞 は 、 中 枢 神 経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭
頸 部 癌 （ 例 え ば 扁 平 細 胞 癌 ） 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺
癌 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 腎 細 胞 腺 癌 ） 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌
お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の
癌 、 尿 路 癌 （ 例 え ば 、 尿 管 お よ び 膀 胱 の ） 、 胚 細 胞 癌 （ 例 え ば 、 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ま た は 卵
巣 胚 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌 （ 例 え ば 卵 巣 上 皮 癌 ） 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性
腫 瘍 （ 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫 ） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内 分 泌 腫 瘍 （ 例 え ば
甲 状 腺 の ） 、 中 皮 腫 お よ び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 に
特 徴 的 な も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 免 疫 学 に 基 づ く La検 出 手 順 は 、 様 々 な 形 態 を と り 得 る 。 例 え ば 、 特 定 の 抗 原 ま た は Laを
含 む 癌 細 胞 に 対 し て 異 な る 特 異 性 を そ れ ぞ れ が 有 す る 多 数 の 抗 体 を ア レ イ 内 に 固 定 化 し て
も よ い 。 次 い で 、 生 検 試 料 由 来 の 細 胞 を 抗 体 ア レ イ と 接 触 さ せ 、 固 定 化 さ れ た 細 胞 に 基 づ
い て 新 生 物 の 種 類 に 関 す る 診 断 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 免 疫 沈 降 解 析 、 免 疫 蛍 光 解 析 、 免 疫 化 学 解 析 、 ま た
は FACS解 析 に よ る な ど 、 他 の よ り 慣 習 的 な ア ッ セ イ を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の Laま た は そ の 断 片 、 変 種 、 も し く は 誘 導 体 を 検 出 す る
方 法 で あ っ て 、 試 料 を 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 な ら び に 抗
体 お よ び Laま た は そ の 断 片 、 変 種 、 も し く は 誘 導 体 を 含 む 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 段 階 を
含 み 、 Laの 非 核 局 在 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 細 胞 外 局 在 性 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の
細 胞 質 内 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小 体 内 局 在 性 で あ る
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。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 以 上 に 考 察 し た 通 り 、 複 合 体 の 形 成 を 判 定 す る の に 適 し た 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 分 子 を 付 随 さ せ た 本 発 明 に よ る 抗 体 を 、 免 疫 測 定 法 に 用 い て も
よ い 。 そ の よ う な 免 疫 測 定 法 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 放 射 免
疫 測 定 法 （ RIA） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 、 お よ び 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法
（ ICT） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い 得 る 種
々 の 免 疫 測 定 法 を 開 示 し て い る 「 Current Protocols in Immunology」 、 1994に 言 及 す る
こ と が で き る 。 免 疫 測 定 法 に は 競 合 ア ッ セ イ 法 も 含 ま れ 得 る 。 本 発 明 が 定 性 的 お よ び 定 量
的 な 免 疫 測 定 法 を 含 む こ と は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 適 切 な 免 疫 測 定 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,016,043号 、 米 国 特 許 第 4,424,279号 、 お よ
び 米 国 特 許 第 4,018,653号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら に は 、 非 競 合 型 の 一 部 位 お よ び 二 部
位 ア ッ セ イ 法 、 な ら び に 従 来 の 競 合 結 合 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 に は
、 標 識 し た 抗 原 結 合 分 子 の 標 的 抗 原 と の 直 接 結 合 も 含 ま れ る 。 こ の 場 合 、 抗 原 は Laま た は
そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 二 部 位 ア ッ セ イ 法 は 本 発 明 に お け る 使 用 に 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 に は 多 く
の 変 法 が 存 在 し 、 こ れ ら は す べ て 本 発 明 に 含 ま れ る も の と す る 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 典 型
的 な 順 方 向 ア ッ セ イ 法 で は 、 非 標 識 抗 体 等 の 非 標 識 抗 原 結 合 分 子 を 固 相 単 体 上 に 固 定 化 し
、 被 験 試 料 を 、 結 合 し て あ る 分 子 と 接 触 さ せ る 。 抗 体 -抗 原 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 で
あ る 適 当 な 期 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ 得 る レ ポ ー タ ー 分
子 で 標 識 し た 別 の 抗 原 結 合 分 子 （ 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 二 次 抗 体 が 適 し て い る ） を 添 加 し
て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 体 -抗 原 -標 識 抗 体 と い う 別 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 十 分 な 時 間
を お く 。 未 反 応 の 物 質 を 洗 浄 除 去 し 、 レ ポ ー タ ー 分 子 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル を 観 察 す る
こ と に よ り 、 抗 原 の 存 在 を 判 定 す る 。 結 果 は 視 認 し 得 る シ グ ナ ル の 単 純 な 観 察 に よ る 定 性
的 な も の で も よ く 、 ま た は 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 対 照 試 料 と の 比 較 に よ っ て 定 量 化 し て も よ
い 。 順 方 向 ア ッ セ イ 法 の 変 法 に は 、 結 合 し て あ る 抗 体 に 対 し て 試 料 お よ び 標 識 抗 体 の 両 方
を 同 時 に 添 加 す る 同 時 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 容 易 に 明 白 で あ る と 考 え ら れ る わ ず か な 変
更 を 含 め 、 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 典 型 的 な 順 方 向 ア ッ セ イ 法 で は 、 抗 原 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 一
次 抗 体 を 、 固 相 表 面 に 対 し て 共 有 結 合 さ せ る か ま た は 受 動 的 に 結 合 さ せ る 。 固 相 表 面 は 典
型 的 に は ガ ラ ス ま た は ポ リ マ ー で あ り 、 最 も よ く 用 い ら れ る ポ リ マ ー は セ ル ロ ー ス 、 ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 塩 化 ポ リ ビ ニ ル 、 ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン で あ
る 。 固 相 支 持 体 は 、 チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の デ ィ ス ク 、 ま た は 免 疫 測 定 を
行 う の に 適 し た 任 意 の 他 の 表 面 の 形 態 で あ っ て よ い 。 結 合 過 程 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
で あ り 、 一 般 に 架 橋 共 有 結 合 ま た は 物 理 的 吸 着 か ら な り 、 被 験 試 料 の 調 製 時 に ポ リ マ ー -
抗 体 複 合 体 を 洗 浄 す る 。 次 い で 被 験 試 料 の 一 定 分 割 量 を 固 相 複 合 体 に 添 加 し 、 十 分 な 期 間
お よ び 適 切 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 存 在 す る 抗 原 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 に 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ 、 抗 原 の 一 部 分 に 対 し て 特
異 的 な 二 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 二 次 抗 体 に は 一 般 に 、 二 次 抗 体 と 抗 原 と の 結
合 を 示 す た め に 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 分 子 が 付 随 し て い る 。 付 随 す る レ ポ ー タ ー 分 子 に よ
っ て 測 定 さ れ る 、 結 合 す る 標 識 抗 体 の 量 は 、 固 定 化 し た 一 次 抗 体 と 結 合 し た 抗 原 の 量 に 比
例 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 代 替 的 な 方 法 で は 、 生 物 試 料 中 の 抗 原 を 固 定 化 す る 段 階 、 お よ び 次 い で 固 定 化 抗 原 を 特
異 的 抗 体 （ レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し て も し な く て も よ い ） に 対 し て 曝 露 す る 段 階 を 含 む 。
標 的 の 量 お よ び レ ポ ー タ ー 分 子 の シ グ ナ ル の 強 さ に 依 存 し て 、 抗 体 に よ る 直 接 標 識 化 に よ
り 、 結 合 し た 標 的 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 一 次 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 標 識 二 次
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抗 体 を 標 的 -一 次 抗 体 複 合 体 に 対 し て 曝 露 し 、 標 的 -一 次 抗 体 -二 次 抗 体 と い う 三 次 複 合 体
を 形 成 さ せ る 。 こ の 複 合 体 は 、 レ ポ ー タ ー 分 子 が 発 す る シ グ ナ ル に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 上 記 の 内 容 か ら 、 抗 原 結 合 分 子 に 付 随 す る レ ポ ー タ ー 分 子 に は 以 下 が 含 ま れ 得 る こ と が
理 解 さ れ る と 考 え ら れ る ：
(a) レ ポ ー タ ー 分 子 と 抗 体 と の 直 接 的 な 結 合 ；
(b) レ ポ ー タ ー 分 子 と 抗 体 と の 間 接 的 な 結 合 ； す な わ ち 、 レ ポ ー タ ー 分 子 と 後 に 抗 体 に 結
合 さ せ る 別 の ア ッ セ イ 試 薬 と の 結 合 ； お よ び
(c) 抗 体 の 以 後 の 反 応 産 物 と の 結 合 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 色 素 原 、 触 媒 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 化 学 発 光 分 子 、 常 磁 性 イ オ ン 、 ユ
ー ロ ピ ウ ム （ Eu 3 4 ） 等 の ラ ン タ ニ ド イ オ ン 、 他 の 核 標 識 タ グ を 含 む 放 射 性 同 位 体 、 半 導 体
量 子 ド ッ ト （ Wu et al. Nature Biotechnol 2000） 、 お よ び 直 接 観 察 用 標 識 を 含 む 群 よ り
選 択 さ れ 得 る 。 改 変 型 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） 等 の パ ー ト ナ ー に 融 合 す る こ と に よ り
、 組 換 え 抗 体 様 分 子 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 直 接 観 察 用 標 識 の 場 合 に は 、 コ ロ イ ド 状 の 金 属 性 も し く は 非 金 属 性 粒 子 、 色 素 粒 子 、 酵
素 も し く は 基 質 、 有 機 ポ リ マ ー 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は シ グ ナ ル 生 成 物 質
を 含 む 他 の 小 胞 等 を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て 用 い る の に 適 し た 数 多 く の 酵 素 が 、 米 国 特 許 第 4,366,241号 、 米
国 特 許 第 4,843,000号 、 お よ び 米 国 特 許 第 4,849,338号 に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に お い て
有 用 で あ る 適 切 な 酵 素 に は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 リ ン ゴ 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 が 含 ま れ る 。 酵 素 は 単 独 で 用 い て も よ く 、 ま た は 溶 液 中 の 二 次 酵 素 と
組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 適 切 な 蛍 光 色 素 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （
FITC） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ TRITC） 、 R-フ ィ コ エ リ ト リ ン （ R
PE） お よ び テ キ サ ス レ ッ ド が 含 ま れ る 。 他 の 例 示 的 な 蛍 光 色 素 に は 、 Dower et al., 国 際
公 開 公 報 第 93/06121号 に よ っ て 考 察 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 米 国 特 許 第 5,573,909号 （ Sin
ger et al.） お よ び 米 国 特 許 第 5,326,692号 （ Brinkley et al.） に 記 載 さ れ た 蛍 光 色 素 に
言 及 す る こ と も で き る 。 ま た は 、 米 国 特 許 第 5,227,487号 、 米 国 特 許 第 5,274,113号 、 米 国
特 許 第 5,405,975号 、 米 国 特 許 第 5,433,896号 、 米 国 特 許 第 5,442,045号 、 米 国 特 許 第 5,451
,663号 、 米 国 特 許 第 5,453,517号 、 米 国 特 許 第 5,459,276号 、 米 国 特 許 第 5,516,864号 、 米
国 特 許 第 5,648,270号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,723,218号 に 記 載 さ れ た 蛍 光 色 素 に 言 及 す る こ
と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 の 場 合 に は 、 一 般 に グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 、 酵 素
を 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 し か し 、 容 易 に 認 識 さ れ る よ う に 、 当 業 者 が 容 易 に 利 用 し 得 る
広 範 な 種 々 の 結 合 技 法 が 存 在 す る 。 特 異 的 な 酵 素 と 共 に 用 い ら れ る 基 質 は 、 一 般 に 、 対 応
す る 酵 素 に よ る 加 水 分 解 に よ り 、 検 出 可 能 な 色 の 変 化 を 生 じ る よ う に 選 択 さ れ る 。 適 切 な
酵 素 の 例 に は 前 記 の も の が 含 ま れ る 。 ま た 、 上 記 の 発 色 基 質 で は な く 、 蛍 光 産 物 を 生 じ る
蛍 光 基 質 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 酵 素 標 識 抗 体 を 一 次 抗 体 -抗 原
複 合 体 に 対 し て 添 加 し 、 結 合 さ せ 、 次 い で 過 剰 な 試 薬 を 洗 浄 除 去 す る 。 続 い て 、 適 切 な 基
質 を 含 む 溶 液 を 抗 体 -抗 原 -抗 体 と い う 複 合 体 に 対 し て 添 加 す る 。 こ の 基 質 は 二 次 抗 体 に 連
結 さ れ て い る 酵 素 と 反 応 し て 定 性 的 な 視 覚 シ グ ナ ル を 生 じ る が 、 こ れ を さ ら に 定 量 す る こ
と （ 通 常 は 分 光 測 定 で ） に よ り 、 試 料 中 に 存 在 し た 抗 原 の 量 の 指 標 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ま た は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 お よ び ラ ン タ ニ ド 、 ユ ー ロ ピ ウ ム （ EU） 等 の 蛍
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光 化 合 物 を 、 抗 体 に 対 し て 、 そ の 結 合 能 を 変 化 さ せ る こ と な く 化 学 的 に 結 合 さ せ て も よ い
。 特 定 波 長 の 光 の 照 射 に よ り 活 性 化 さ れ る と 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し
て 分 子 の 励 起 状 態 を 誘 導 し 、 そ の 後 、 光 学 的 顕 微 鏡 に よ り 視 覚 的 に 検 出 で き る 特 徴 的 な 色
調 の 光 を 放 射 す る 。 蛍 光 標 識 抗 体 を 、 一 次 抗 体 -抗 原 複 合 体 と 結 合 さ せ る 。 結 合 し て い な
い 試 薬 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 残 存 す る る 三 次 複 合 体 に 適 当 な 波 長 の 光 を 照 射 す る 。 観 察 さ れ
る 蛍 光 は 、 関 心 対 象 の 抗 原 の 存 在 を 示 す 。 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 （ IFMA） は 当 技 術 分 野 に お
い て 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、 本 方 法 に と っ て も 特 に 有 用 で あ る 。 し か し 、 放 射 性 同 位 元 素
、 化 学 発 光 分 子 、 ま た は 生 物 発 光 分 子 等 の 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 （ 例 え ば 新 生 物 ） の 発 症 リ ス ク が
あ る と 考 え ら れ る 個 体 の 単 回 検 査 も し く は 継 続 的 な モ ニ タ ー と し て 、 ま た は そ の よ う な 状
態 の 進 行 の 抑 制 ま た は さ も な け れ ば 遅 延 を 対 象 と し た 治 療 ま た は 予 防 処 置 計 画 の 有 効 性 の
モ ニ タ ー と し て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 状 況 に お い て 、 任 意 の 1つ ま た は 複 数 の ク ラ ス の 生
物 試 料 に お け る Laレ ベ ル の 変 化 を マ ッ ピ ン グ す る こ と は 、 個 体 の 状 態 ま た は 現 在 行 っ て い
る 治 療 ま た は 予 防 処 置 計 画 の 有 効 性 の 有 意 義 な 指 標 と な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は
、 正 常 レ ベ ル （ 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定 し た ） に 対 す る 、 ま た は 個 体 の 生 物 試 料 で 測 定
さ れ た 1つ も し く は 複 数 の 以 前 の マ ー カ ー レ ベ ル に 対 す る 、 個 体 に お け る マ ー カ ー レ ベ ル
の 上 昇 ま た は 低 下 の モ ニ タ リ ン グ に ま で 及 ぶ こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 患 者 由 来 の 生 物 試 料 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る た め の 定 量
的 ま た は 半 定 量 的 診 断 キ ッ ト の 製 造 に お け る 、 核 分 子 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 使 用 を 意 図
す る 。 キ ッ ト は 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 備 え 得 り 、 自 動 化 も し く は 半 自 動 化 し て も よ く 、 ま
た は 自 動 化 機 器 も し く は ソ フ ト ウ エ ア と 適 合 す る 形 態 に あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス 性 新 生 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 キ ッ ト の 用 途 を 何 ら か の 方 法 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 診 断 お よ び 研 究 用 途 に お け る
ア ポ ト ー シ ス の 検 出 は 有 用 で あ る 。 現 在 、 イ ン ビ ト ロ で ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る た め の 多
く の 試 薬 が 市 販 さ れ て お り 、 こ れ に は ア ネ キ シ ン V、 ミ ト コ ン ド リ ア 透 過 性 色 素 、 APO2.7
（ ア ポ ト ー シ ス 時 に の み ミ ト コ ン ド リ ア タ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 、 ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム お よ び 7-ア ミ ノ -ア ク チ ノ マ イ シ ン D（ 7-AAD） 等 の DNA結 合 蛍 光 色 素 、 な
ら び に 蛍 光 発 生 カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 が 含 ま れ る 。 し か し 、 こ れ ら の 試 薬 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞
と 壊 死 細 胞 を 識 別 す る こ と が で き ず （ H. Lecoeur et al. J Immunol Methods 2002） 、 後
期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 特 異 的 に 同 定 す る に は 1つ よ り 多 く を 必 要 と す る （ P. Smolewski et
 al. J. Immunol Methods 2002； Hamel et al. Cytometry 25(2):173-181, 1996） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 Laに 対 す る 抗 体 の 作 製 は 、 こ の 分 子 の 活 性 型 ま た は 不 活 性 型 を 対 象 と
し 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 診 断 に お け る 明 ら か な 利 点 に 加 え て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 正 確 に 標 的 す
る 能 力 に よ り 、 限 局 的 か つ 高 度 な 標 的 様 式 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 処 置 を 実 現 す る 手 段
が 提 供 さ れ る 。 今 日 ま で 、 そ の よ う な 処 置 （ 「 魔 法 の 弾 丸 」 と 称 さ れ る 場 合 が 多 い ） は 達
成 さ れ て い な か っ た 。 特 に 、 腫 瘍 治 療 の 状 況 に お い て は 、 抗 体 が 対 象 と し 得 る 適 切 な 腫 瘍
特 異 的 抗 原 の 同 定 が で き て い な い と い う 事 実 に 起 因 し て 、 標 的 治 療 と い う 概 念 は 達 成 さ れ
て い な か っ た 。 し か し 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 を 含 む ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 治 療 ま た は 予 防 処 置 を
誘 導 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 欠 点 を 克 服 す る 。 抗 La免 疫 相 互 作 用 分 子 に 結 合 さ せ る こ
と が で き 、 非 ア ポ ト ー シ ス 性 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 近 傍 に 位 置 す る 細 胞 に
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機 能 す る 治 療 的 ま た は 予 防 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 を 選 択 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 効 果 的 な 死
滅 が 達 成 さ れ 得 る 。 本 エ フ ェ ク タ ー 機 構 は 任 意 の 適 切 な 形 態 を と っ て よ い が 、 毒 性 分 子 を
送 達 す る か 、 ま た は 別 の 方 法 で 近 傍 に 位 置 す る 非 ア ポ ト ー シ ス 性 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 抗 La抗 体 に よ り オ プ ソ ニ ン 化 さ れ た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 食 作 用 は 、 ヒ ト IgG1お
よ び IgG3等 の 抗 体 に よ っ て 促 進 さ れ る 。 本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限
定 す る わ け で は な い が 、 抗 La抗 体 は 、 イ ン ビ ボ に お い て マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は 他 の 食 細 胞
に 対 し て 標 的 化 さ れ る よ う に な り 、 そ の 細 胞 内 に 蓄 積 す る 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 細 胞
は 、 ま ず 膜 結 合 小 胞 ま た は ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 分 割 さ れ 、 そ の 後 周 囲 の 細 胞 、 特 に マ ク ロ
フ ァ ー ジ と し て 知 ら れ る プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー に よ っ て 処 分 さ れ る 。 抗 La抗
体 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 過 程 の 特 定 の 時 期 に 特 異 的 に ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 を 認 識 す る 。 さ ら に 、 抗 La抗 体 は イ ン ビ ボ に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を
貪 食 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ に 優 先 的 に 局 在 す る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 心 発 作 、 脳 卒 中 、 お よ
び 臓 器 移 植 拒 絶 で 生 じ る 組 織 損 傷 の 治 癒 に 寄 与 す る 。 癌 は 腫 瘍 関 連 マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て
知 ら れ る マ ク ロ フ ァ ー ジ を 多 量 に 有 し 、 こ の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 癌 の 増 殖 を 遅 延 ま た は 促 進
さ せ 得 る 。 し た が っ て 、 抗 La抗 体 は 、 治 療 効 果 の あ る 技 術 を 癌 に 送 達 す る た め の 媒 体 と し
て 役 立 つ 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態
を 治 療 的 お よ び /ま た は 予 防 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 状 態 を 処 置 す る の に 十 分 な 時 間
お よ び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は さ も な け
れ ば 会 合 し て い る 、 核 分 子 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量 を 対 象 に
投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 対 象 と す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 抗 La
抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 状 態 は 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗 塞 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び
他 の 炎 症 性 疾 患 、 AIDS等 の ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等
の 神 経 変 性 疾 患 、 急 性 固 形 臓 器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 化 学 療 法 も し く は 放
射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜 炎 」 ） 、 ま た は 腫 瘍 等 の 新 生 物 で あ る
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 新 生 物 お よ び 新 生 物 細 胞 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 中 枢 神
経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 扁 平 細 胞
癌 ） 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 腎
細 胞 腺 癌 ） 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結
腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 （ 例 え ば 、 尿
管 お よ び 膀 胱 の ） 、 胚 細 胞 癌 （ 例 え ば 、 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ま た は 卵 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌
（ 例 え ば 卵 巣 上 皮 癌 ） 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫
） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内 分 泌 腫 瘍 （ 例 え ば 甲 状 腺 の ） 、 中 皮 腫 お よ
び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 「 核 分 子 」 、 「 La」 、 「 免 疫 相 互 作 用 分 子 」 、 「 対 象 」 、 お よ び 「 ア ポ ト ー シ ス 」 へ の
言 及 は 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 提 供 し た 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る と 理 解 さ れ る べ き で あ る
。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 よ り 詳 細 に は 、 対 象 に お け る 新 生 物 状 態 を 治 療 的 お よ び /ま た は 予 防 的 に 処
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置 す る 方 法 で あ っ て 、 新 生 物 の 増 殖 を 抑 制 す る 、 減 少 さ せ る 、 ま た は さ も な け れ ば 下 方 制
御 す る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は
さ も な け れ ば 会 合 し て い る 、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量
を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 好 ま し く は 、 新 生 物 状 態 は 悪 性 腫 瘍 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 「 エ フ ェ ク タ ー 機 構 」 へ の 言 及 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 部 位 に 局 在 す る 場 合 に 、 直 接 ま
た は 間 接 的 に 問 題 の 状 態 を 治 療 す る 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 下 方 制 御 す る 、 任 意 の 適 切
な 機 構 へ の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 好 ま し い 態 様 と の 関 連 に お い て 、 エ フ
ェ ク タ ー 機 構 は 、 こ の 結 果 を 達 成 す る タ ン パ ク 質 性 も し く は 非 タ ン パ ク 質 性 の 分 子 ま た は
分 子 群 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る の に 適 し た エ フ ェ ク タ ー
機 構 の 例 に は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 以 下 の も の が 含 ま れ る ：
(i) 作 用 し て 免 疫 応 答 の 1つ ま た は 複 数 の 局 面 を 誘 導 ま た は 増 強 し 、 そ れ に よ り バ イ ス タ
ン ダ ー の 死 滅 を 増 大 さ せ る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 お よ び /ま た は T細 胞 活 性 化 因 子
等 の サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 ま た は 他 の 因 子 に 結 合 し て い る 抗 体 の 使 用 。 例 え ば 、 走
化 性 ペ プ チ ド 、 N-ホ ル ミ ル -メ チ オ ニ ル -ロ イ シ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ FMLP） (Morikawa e
t al. Cancer Immunol Immunother 27(1):1-6, 1998） お よ び 新 規 細 菌 リ ポ ペ プ チ ド 、 JBT
 2002（ Shinohara et al. J Immunother 23(3):321-331, 2000） は ど ち ら も 、 腫 瘍 関 連 マ
ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 因 子 で あ る 。
(ii) 毒 素 に 結 合 し て い る 抗 体 の 使 用 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 「 毒 素 」 へ の 言 及 は 、 細 胞 の 増 殖 、 分 化 、 ま た は 維 持 を 減 少 さ せ る 、 阻 止 す る 、 ま た は
さ も な け れ ば 抑 制 す る （ 本 明 細 書 に お い て は 、 細 胞 の 「 増 殖 を 下 方 制 御 す る こ と 」 と 称 す
る ） シ グ ナ ル を 提 供 す る と い う 目 的 を 達 成 す る 、 任 意 の 適 切 な タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン
パ ク 質 性 分 子 へ の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 毒 素 は 、 対 象 細 胞 と 直 接 接 触 す る
こ と に よ り そ の シ グ ナ ル を 提 供 す る 段 階 、 ま た は シ グ ナ ル を 対 象 細 胞 に 提 供 す る 分 子 も し
く は 粒 子 （ 放 射 性 同 位 元 素 毒 素 の 場 合 の 放 射 線 等 ） を 放 射 す る 段 階 を 含 む 、 様 々 な 手 段 に
よ っ て 作 用 し 得 る 。 毒 素 は 放 射 性 同 位 元 素 で あ る こ と が 好 ま し く 、 近 距 離 で 毒 性 が 高 く か
つ 半 減 期 が 短 く 、 よ っ て 近 傍 に 位 置 す る 非 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 不 用 意 な 毒 性 の 発 生 を 最 小 限
に 抑 え る 放 射 性 同 位 元 素 で あ る こ と が さ ら に よ り 好 ま し い 。 最 も 顕 著 に は 、 放 射 性 同 位 元
素 は α 線 放 射 放 射 性 同 位 元 素 で あ る 。 し か し 、 放 射 性 同 位 元 素 は α 線 放 射 放 射 性 同 位 元 素
に 限 定 さ れ ず 、 臨 床 状 況 に 応 じ て β 線 お よ び γ 線 放 射 放 射 性 同 位 元 素 も 含 ま れ 得 る こ と が
理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る の に 適 し た α 線 放 射 放 射 性 同 位 元
素 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が Tb-149ま た は Bi-213が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 に お
い て 利 用 さ れ る 毒 素 は 、 精 製 形 態 、 部 分 精 製 形 態 、 ま た は 未 精 製 形 態 で あ っ て よ い こ と が
理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ は ま た 、 よ り 大 き な 分 子 の 成 分 を 形 成 し て も よ い 。 毒 素 は 天
然 で あ っ て も よ い し 、 合 成 ま た は 組 換 え で 産 生 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 「 毒 素 」 の 範 囲 に 入 る と 理 解 さ れ る べ き 分 子 の 他 の 例 に は 、 リ シ ン 、 colicheamiciin、
プ ロ ド ラ ッ グ （ 抗 体 指 向 性 プ ロ ド ラ ッ グ 変 換 酵 素 療 法 ［ antibody-directed prodrug conv
erting enzyme therapy： ADEPT］ と し て ） 、 お よ び 触 媒 抗 体 等 の 新 規 の 生 物 学 的 薬 物 が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ン ビ ボ ま た イ ン ビ ト ロ で 実 行 し 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
イ ン ビ ト ロ で の 用 途 の 例 に は 、 新 生 物 細 胞 を 含 む 生 物 試 料 の 体 外 癌 細 胞 排 除 （ in vitro p
urging） が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 骨 髄 お よ び /ま た は 血 液 を 患 者 か
ら 採 取 し 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ て 排 除 し 、 そ の 後 こ れ を 患 者 に 戻 す
。 こ の よ う な 手 順 は 、 標 的 様 式 が 著 し く 低 い に も か か わ ら ず 現 在 行 わ れ て お り 、 MHC不 適
合 骨 髄 の 移 植 に 付 随 す る 顕 著 な リ ス ク が 回 避 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
　 抗 La、 例 え ば 抗 体 ま た は 他 の 免 疫 相 互 作 用 分 子 と 「 連 結 、 結 合 、 ま た は さ も な け れ ば 会
合 し て い る 」 エ フ ェ ク タ ー 機 構 へ の 言 及 は 、 2つ の 分 子 の 結 合 を 達 成 す る 任 意 の 共 有 結 合
性 ま た は 非 共 有 結 合 性 相 互 作 用 機 構 へ の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ に は 、 ペ
プ チ ド 結 合 、 イ オ ン 結 合 、 水 素 結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 、 ま た は 任 意 の 他 の 相 互 作 用
結 合 機 構 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 細 胞 ま た は 新 生 物 の 「 増 殖 （ growth） 」 へ の 言 及 は 、 本 細 胞 の 増 殖 （ proliferation）
、 分 化 、 お よ び /ま た は 生 存 度 の 維 持 へ の 言 及 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 細 胞 ま た は
新 生 物 の 「 増 殖 （ growth） を 下 方 制 御 す る こ と 」 と は 、 細 胞 の 老 化 の 過 程 、 ま た は 本 細 胞
の 増 殖 （ proliferation） 、 分 化 、 お よ び /も し く は 生 存 度 の 維 持 を 減 少 さ せ る こ と 、 阻 止
す る こ と 、 も し く は 抑 制 す る こ と へ の 言 及 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 増 殖 （ growth
） は 増 殖 （ proliferation） で あ り 、 下 方 制 御 は 死 滅 で あ る 。 こ の 関 連 に お い て 、 死 滅 は
、 細 胞 に 致 死 的 打 撃 を 送 達 す る こ と に よ り 、 ま た は 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る シ グ ナ
ル を 細 胞 に 送 達 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 治 療 的 」 ま た は 「 予 防 的 」 「 処 置 」 へ の 言 及 は 、 そ の 最 も 広 い 文 脈
で 考 え る べ き で あ る 。 「 処 置 」 と い う 用 語 は 必 ず し も 対 象 を 完 全 に 回 復 す る ま で 処 置 す る
こ と を 意 味 す る わ け で は な い 。 同 様 に 、 「 予 防 」 は 必 ず し も 対 象 が 結 果 的 に 疾 患 状 態 に か
か ら な い こ と を 意 味 す る わ け で は な い 。 し た が っ て 、 治 療 お よ び 予 防 に は 、 特 定 の 状 態 に
お け る 症 状 の 改 善 、 ま た は 特 定 の 状 態 を 発 症 す る リ ス ク を 妨 げ る も し く は さ も な け れ ば 軽
減 す る こ と を 含 む 。 「 予 防 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 状 態 の 重 症 度 ま た は 発 症 を 軽 減 す る こ
と と 見 な し 得 る 。 「 処 置 」 も ま た 、 既 存 の 状 態 の 重 症 度 を 軽 減 し 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 を 何 ら か の 1つ の 理 論 ま た は 作 用 機 序 に 限 定 す る わ け で は な い が 、 抗 癌 治 療 は 通
常 は ア ポ ト ー シ ス に よ り 死 滅 さ せ る も の で あ る が 、 進 行 癌 の 多 く の 症 例 で は 、 一 部 の 癌 細
胞 は 特 定 の 癌 治 療 に よ っ て 誘 導 さ れ 得 る ア ポ ト ー シ ス に 耐 性 を 示 す 。 こ れ ら の ア ポ ト ー シ
ス 耐 性 腫 瘍 細 胞 は 疾 患 の 臨 床 的 再 発 の 原 因 で あ り 、 こ の 再 発 の た め に 、 進 行 癌 患 者 の ほ と
ん ど お よ び そ れ よ り も 初 期 段 階 の 癌 患 者 の か な り の 割 合 が 最 終 的 に 死 亡 す る 。 腫 瘍 細 胞 の
死 滅 が イ ン ビ ボ で 実 証 さ れ 得 た た め に 、 最 初 の 治 療 様 式 に 反 応 す る こ と が 示 さ れ 得 た 進 行
癌 患 者 に お い て は 、 別 の 非 交 差 耐 性 の 治 療 様 式 も 利 用 す る こ と が で き れ ば 、 生 存 お よ び 生
活 の 質 を さ ら に 高 め る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 反 応 性 の 癌
患 者 を 診 断 す る こ と に よ り 、 詳 述 し た 治 療 的 複 合 体 ま た は 雑 種 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た 補
助 的 治 療 が 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 患 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 抗 La抗 体 の 使 用 は ま た 、 補 助 的 臨 床 設 定 に お い て も 好 ま し い 。 早 期 の 乳 癌 お よ び 結 腸 癌
は い ず れ も 手 術 に よ っ て 治 療 し 得 る が 、 原 発 腫 瘍 が 何 ら か の リ ス ク の 高 い 特 徴 を 有 す る お
よ び /ま た は 所 属 リ ン パ 節 が 転 移 を 含 む 患 者 で は 、 検 出 不 可 能 な 全 身 性 微 小 転 移 巣 が 既 に
存 在 す る 可 能 性 が あ る た め に 、 明 白 か つ 治 療 不 能 な 全 身 再 発 の リ ス ク は 増 大 す る 。 そ の た
め 、 補 助 化 学 療 法 お よ び /ま た は 補 助 ホ ル モ ン 療 法 （ 乳 癌 の 場 合 ） に よ っ て 、 お そ ら く は
全 身 性 微 小 転 移 巣 が う ま く 除 去 さ れ る た め に 、 さ ら に 一 部 の 割 合 の 患 者 が 治 癒 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 休 眠 腫 瘍 は 血 液 供 給 の 欠 如 の た め に 小 さ い ま ま で あ る が 、 病 変 内 の 腫 瘍 細 胞 は
細 胞 分 裂 速 度 と ア ポ ト ー シ ス 速 度 の 平 衡 を 保 ち な が ら 急 速 に タ ー ン オ ー バ ー し て い る 。 し
た が っ て 、 休 眠 腫 瘍 で さ え も 本 技 術 に 適 し た 標 的 と な る 。 臨 床 的 に 明 ら か な 転 移 お よ び 微
小 転 移 巣 で は い ず れ の 場 合 も 、 ア ポ ト ー シ ス 耐 性 癌 細 胞 は 感 受 性 癌 細 胞 と 混 在 し 得 る 。 最
初 の 治 療 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 性 と な っ た 癌 細 胞 の 近 傍 に 殺 腫 瘍 の 非 交 差 耐 性 お よ び /ま
た は 相 乗 的 手 段 が 送 達 さ れ れ ば 、 こ れ ら の 残 存 癌 細 胞 の 殺 バ イ ス タ ン ダ ー が 起 こ り 得 る 。
殺 バ イ ス タ ン ダ ー 能 を 有 す る こ の 技 術 を 備 え た さ ら な る 技 術 に よ っ て 、 治 療 効 果 が 改 善 さ
れ 得 る 。
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【 ０ １ ６ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 態 様 は 転 移 癌 の 治 療 を 対 象 と す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の 好 ま し い 態 様 に よ り 、 対 象 に お け る 転 移 癌 を 治 療 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 転 移
癌 の 増 殖 を 抑 制 す る 、 減 少 さ せ る 、 ま た は さ も な け れ ば 下 方 制 御 す る の に 十 分 な 時 間 お よ
び 条 件 の 下 で 、 治 療 的 エ フ ェ ク タ ー 機 構 と 連 結 、 結 合 、 ま た は さ も な け れ ば 会 合 し て い る
、 Laま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 免 疫 相 互 作 用 分 子 の 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 を 含
む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 先 に 詳 述 し た よ う に 、 本 発 明 が イ ン ビ ト ロ 環 境 に お け る 新 生 物 細 胞 の
増 殖 の 下 方 制 御 に ま で 及 ぶ こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 自 家 移 植 す る 前 に 、 骨
髄 ま た は 末 梢 血 幹 細 胞 の 接 種 物 か ら 新 生 物 細 胞 を 排 除 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 「 有 効 量 」 と は 、 少 な く と も あ る 程 度 、 所 望 の 応 答 を 達 成 す る た め 、 ま た は 治 療 し よ う
と す る 特 定 の 状 態 の 発 症 を 遅 延 さ せ る た め 、 も し く は 進 行 を 抑 制 す る た め 、 も し く は そ の
発 症 も し く は 進 行 を 完 全 に 停 止 さ せ る た め に 必 要 な 量 を 意 味 す る 。 そ の 量 は 治 療 し よ う と
す る 個 体 の 健 康 状 態 お よ び 身 体 状 態 、 治 療 し よ う と す る 個 体 の 分 類 群 、 所 望 の 防 御 の 程 度
、 組 成 物 の 処 方 、 医 学 的 状 態 の 評 価 、 な ら び に 他 の 関 連 要 因 に 応 じ て 変 動 す る 。 そ の 量 は
比 較 的 広 い 範 囲 に わ た り 、 日 常 的 試 験 に よ っ て 決 定 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 癌 の 治 療 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 体 内 に 細 胞 毒 性 薬 を 循 環 さ せ る こ と ま
た は 哺 乳 動 物 に 放 射 線 療 法 を 行 う こ と と 共 に 抗 体 を 投 与 す る と い っ た 、 治 療 法 の 組 み 合 わ
せ も 意 図 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 薬 学 的 組 成 物 の 形 態 と し て の 相 互 作 用 分 子 （ 本 明 細 書 に お い て 「 調 節 剤 」 と 称 す る ） の
投 与 は 、 任 意 の 簡 便 な 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 薬 学 的 組 成 物 の 調 節 剤 は 、 あ る 量
を 投 与 し た 場 合 に 治 療 活 性 を 示 す と 考 え ら れ 、 そ の 量 は 個 々 の 場 合 に 応 じ て 決 ま る 。 そ の
差 異 は 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ る か 動 物 で あ る か 、 お よ び 選 択 し た 調 節 剤 に 依 存 す る 。 広 範 囲
に わ た る 用 量 が 適 用 で き る 。 例 え ば 、 患 者 を 考 え た 場 合 に は 、 体 重 1kg当 た り 1日 に つ き 約
0.1 mg～ 約 1 mgの 調 節 剤 を 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 計 画 は 、 最 適 な 治 療 応 答 が 得 ら れ
る よ う に 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 数 回 に 分 割 し た 用 量 を 毎 日 、 毎 週 、 毎 月 、 も し
く は は 他 の 適 切 な 間 隔 で 連 続 し て 投 与 し て も よ い し 、 ま た は 状 況 の 必 要 性 に よ っ て 示 さ れ
る 程 度 に 比 例 し て 用 量 を 減 ら し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 調 節 剤 は 、 経 口 、 静 脈 内 （ 水 溶 性 の 場 合 ） 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 、 ま た は 座 薬
経 路 も し く は 移 植 （ 例 え ば 、 徐 放 性 分 子 を 用 い る ） 等 の 簡 便 な 方 法 で 投 与 す る こ と が で き
る 。 調 節 剤 は 、 酸 付 加 塩 ま た は 例 え ば 亜 鉛 、 鉄 等 と の 金 属 複 合 体 （ こ の 用 途 の た め の 塩 と
見 な さ れ る ） 等 の 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 塩 の 形 態 で 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な 酸
付 加 塩 の 例 に は 、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 酢 酸 塩 、 ク
エ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 リ ン ゴ 酸 塩 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 等 が あ る
。 活 性 成 分 を 錠 剤 の 形 態 で 投 与 す る 場 合 に は 、 錠 剤 は 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 コ ー ン ス タ ー チ 、
ま た は ゼ ラ チ ン 等 の 結 合 剤 ； ア ル ギ ン 酸 等 の 崩 壊 剤 ； お よ び ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等
の 潤 滑 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 投 与 経 路 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 気 道 、 気 管 内 、 鼻 咽 頭 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮
下 、 頭 蓋 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 内 、 鼻 腔 内 、 注 入 、 経 口 、 直 腸 内 、
静 脈 内 点 滴 、 パ ッ チ 、 お よ び 埋 め 込 み が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ る と 、 本 発 明 に よ り 規 定 さ れ る 薬 剤 は 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 化 合 物
ま た は 分 子 と 同 時 投 与 す る こ と が で き る 。 「 同 時 投 与 」 と は 、 同 一 も し く は 異 な る 経 路 に
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よ る 同 一 製 剤 も し く は 2つ の 異 な る 製 剤 で の 同 時 投 与 、 ま た は 同 一 も し く は 異 な る 経 路 に
よ る 連 続 投 与 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 本 薬 剤 は 、 そ の 効 果 を 増 強 す る た め に 作 動 性 薬 と 共 に
投 与 す る こ と が で き る 。 「 連 続 」 投 与 と は 、 2種 類 の 分 子 の 投 与 間 に 数 秒 、 数 分 、 数 時 間
、 ま た は 数 日 の 時 間 差 が あ る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の 分 子 は 任 意 の 順 序 で 投 与 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 と す る 状 態 を 処 置 す る た
め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 エ フ ェ ク タ ー 機 構 に 結 合 し て い る 抗 核 分 子 相 互 作 用 分 子 の 使 用
で あ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 機 構 に よ っ て 状 態 が 処 置 さ れ る 使 用 を 意 図 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 好 ま し く は 、 核 分 子 は Laで あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 好 ま し く は 、 相 互 作 用 分 子 は 免 疫 相 互 作 用 分 子 で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 等 の 抗 La抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 非 核 局 在 性 は 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定 し た 細 胞 外 局 在 性 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 状 態 は 、 心 筋 も し く は 脳 組 織 の 梗 塞 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び
他 の 炎 症 性 疾 患 、 AIDS等 の ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 も し く は パ ー キ ン ソ ン 病 等
の 神 経 変 性 疾 患 、 急 性 固 形 臓 器 移 植 拒 絶 も し く は 急 性 骨 髄 移 植 拒 絶 、 化 学 療 法 も し く は 放
射 線 誘 導 性 組 織 損 傷 （ 「 粘 膜 炎 」 ） 、 ま た は 腫 瘍 等 の 新 生 物 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 新 生 物 お よ び 新 生 物 細 胞 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 中 枢 神
経 系 腫 瘍 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 他 の 小 児 腫 瘍 、 頭 頸 部 癌 （ 例 え ば 扁 平 細 胞
癌 ） 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 肺 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 ） 、 腎 臓 癌 （ 例 え ば 腎
細 胞 腺 癌 ） 、 食 道 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 、 膵 胆 管 新 形 成 （ 例 え ば 、 腺 癌 お よ び 島 細 胞 腫 瘍 ） 、 結
腸 直 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 お よ び 肛 門 癌 、 子 宮 癌 お よ び 他 の 生 殖 器 官 の 癌 、 尿 路 癌 （ 例 え ば 、 尿
管 お よ び 膀 胱 の ） 、 胚 細 胞 癌 （ 例 え ば 、 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ま た は 卵 巣 胚 細 胞 腫 瘍 ） 、 卵 巣 癌
（ 例 え ば 卵 巣 上 皮 癌 ） 、 原 発 不 明 の 癌 腫 、 ヒ ト 免 疫 不 全 関 連 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫
） 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 悪 性 黒 色 腫 、 肉 腫 、 内 分 泌 腫 瘍 （ 例 え ば 甲 状 腺 の ） 、 中 皮 腫 お よ
び 他 の 胸 膜 腫 瘍 、 神 経 内 分 泌 腫 瘍 、 な ら び に カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定 し た 調 節 剤 を 、 1つ ま
た は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 意 図
す る 。 そ の よ う な 薬 剤 は 活 性 成 分 と 称 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 注 射 用 用 途 に 適 し た 薬 学 的 形 態 に は 、 滅 菌 水 溶 液 (水 溶 液 の 場 合 )ま た は 分 散 液 お よ び 滅
菌 注 射 用 溶 液 ま た は 分 散 液 を 即 時 調 製 す る た め の 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ 、 こ れ は ク リ ー ム の 形
態 ま た は 局 所 塗 布 に 適 し た 他 の 形 態 で あ っ て も よ い 。 そ れ は 、 製 造 お よ び 保 存 条 件 下 に お
い て 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 等 の 微 生 物 の 汚 染 作 用 を 受 け な い よ う に 保 存
さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (例 え ば 、 グ リ セ
ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 )、 適 切 な そ れ ら
の 混 合 物 、 お よ び 植 物 油 を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 レ シ チ ン 等 の コ
ー テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 す る こ と
に よ っ て 、 お よ び 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 適 当 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で
き る 。 微 生 物 作 用 の 予 防 は 、 種 々 の 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ
タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等 に よ っ て 行 い 得 る 。 多 く の 場 合 、 等
張 剤 、 例 え ば 、 糖 類 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 持 続
的 吸 収 は 、 吸 収 遅 延 剤 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を 組 成 物
中 に 使 用 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ １ ８ １ 】
　 滅 菌 注 射 液 は 、 必 要 な 量 の 活 性 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 上 記 に 列 挙 し た 種 々 の 他 の 成 分
と 共 に 適 切 な 溶 媒 に 組 み 入 れ 、 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 分 散 液 は
、 滅 菌 し た 種 々 の 活 性 成 分 を 、 基 本 的 な 分 散 媒 お よ び 上 記 に 列 挙 し た も の の う ち 必 要 な 他
の 成 分 を 含 む 滅 菌 媒 体 に 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 液 を 調 製 す る た め
の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 法 は 真 空 乾 燥 法 お よ び 凍 結 乾 燥 法 で あ り 、 こ れ ら の 方 法
に よ り 、 あ ら か じ め 濾 過 滅 菌 し た そ の 溶 液 か ら 活 性 成 分 お よ び 補 足 的 な 所 望 の 成 分 の 粉 末
が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 活 性 成 分 が 適 切 に 保 護 さ れ て い る 場 合 に は 、 例 え ば 不 活 性 希 釈 剤 も し く は 吸 収 性 の 可 食
担 体 と 共 に 経 口 投 与 す る こ と が で き 、 ま た は 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル も し く は 軟 ゼ ラ チ ン カ プ
セ ル に 封 入 す る こ と が で き 、 ま た は 錠 剤 に 打 錠 成 型 す る こ と が で き 、 ま た は 食 材 に 直 接 組
み 入 れ る こ と も で き る 。 経 口 治 療 投 与 で は 、 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 共 に 組 み 入 れ て 、 摂 取
可 能 な 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 剤 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 オ ブ
ラ ー ト 等 の 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 お よ び 調 製 物 は 、 少 な く と も
1重 量 ％ の 活 性 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 組 成 物 お よ び 調 製 物 の 割 合 は 当 然 な が ら 変 動 し
て よ く 、 約 5～ 約 80重 量 ％ の 単 位 で あ る の が 好 都 合 で あ る 。 こ の よ う な 治 療 上 有 用 な 組 成
物 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 、 適 し た 用 量 が 得 ら れ る よ う な 量 で あ る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い
組 成 物 ま た は 調 製 物 は 、 経 口 投 与 単 位 剤 形 が 約 0.1μ g～ 約 2000 mgの 活 性 化 合 物 を 含 む よ
う に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 等 は 、 以 下 に 記 載 す る 成 分 も 含 み 得 る ： ゴ ム 、 ア カ シ
ア ゴ ム 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ま た は ゼ ラ チ ン 等 の 結 合 剤 ； 第 二 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 賦 形 剤
； コ ー ン ス タ ー チ 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 等 の 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム 等 の 潤 滑 剤 ； お よ び シ ョ 糖 、 乳 糖 、 ま た は サ ッ カ リ ン 等 の 甘 味 剤 を 添 加 す る こ と が で
き 、 ペ パ ー ミ ン ト 、 ウ ィ ン タ ー グ リ ー ン 油 、 ま た は チ ェ リ ー 香 味 料 等 の 香 料 添 加 剤 を 添 加
す る こ と も で き る 。 投 与 単 位 剤 形 が カ プ セ ル で あ る 場 合 に は 、 上 記 の 種 類 の 物 質 に 加 え て
液 体 担 体 を 含 め て も よ い 。 コ ー テ ィ ン グ と し て の 、 ま た は さ も な け れ ば 投 与 単 位 の 物 理 的
形 態 を 改 良 す る た め の 他 の 様 々 な 物 質 が 存 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 錠 剤 、 丸 剤 、 ま た は カ
プ セ ル は 、 シ ェ ラ ッ ク 、 糖 、 ま た は そ の 両 方 で コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 シ ロ ッ プ
ま た は エ リ キ シ ル 剤 は 、 活 性 化 合 物 、 甘 味 剤 と し て の シ ョ 糖 、 保 存 剤 と し て の メ チ ル お よ
び プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 色 素 、 な ら び に チ ェ リ ー ま た は オ レ ン ジ フ レ ー バ ー 等 の 香 味 料 を 含
み 得 る 。 当 然 の こ と な が ら 、 い か な る 投 与 単 位 剤 形 を 調 製 す る 際 に 使 用 さ れ る い か な る 物
質 も 、 薬 学 的 に 純 粋 で あ り 、 か つ 使 用 さ れ る 量 で は 実 質 的 に 無 毒 で あ る べ き で あ る 。 さ ら
に 、 1つ ま た は 複 数 の 活 性 化 合 物 を 、 徐 放 性 の 調 製 物 お よ び 製 剤 に 組 み 入 れ る こ と も 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 場 合 の 、 本 明 細 書 に お い て 先 に 規 定
し た 薬 剤 に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 非 制 限 的 な 例 に よ っ て さ ら に 規 定 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
実 施 例 1
　 本 明 細 書 に お い て 用 い た 抗 La抗 体 は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 3B9で あ
り 、 こ れ は ヒ ト 型 お よ び マ ウ ス 型 の 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 抗 原 、 La/SS-Bを 認 識 す る 。
こ の 抗 体 は Tom Gordon教 授 、 Flinder Medical Centre、 南 オ ー ス ト ラ リ ア 州 、 ア デ レ ー ド
か ら 分 与 さ れ た も の で あ り 、 こ の 教 授 は こ の 抗 体 を M. Bachmann博 士 、 Oklahona Medical 
Research Foundation、 米 国 、 オ ク ラ ホ マ 州 、 オ ク ラ ホ マ シ テ ィ ー か ら 入 手 し た 。 3B9は 、
Dr. Gordonの グ ル ー プ に よ っ て 公 表 さ れ た （ Tran et al. 2002a） 。 対 応 す る ア イ ソ タ イ
プ 対 照 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ は Sal5で あ る 。
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【 ０ １ ８ ７ 】
　 野 生 型 （ ST） C57BL/6雄 マ ウ ス （ 7週 齢 ） 6匹 、 ま た は 6月 齢 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
前 立 腺 腺 癌 （ TRAMP） マ ウ ス 2匹 （ 列 1） に 、 400μ lの 正 常 ヒ ト 血 清 (NHS)ま た は La反 応 性 自
己 抗 体 を 含 む ヒ ト 血 清 （ La血 清 ） を 1日 ご と に 2回 静 脈 内 注 射 し た 。 マ ウ ス は そ の ま ま に し
て お く か 、 ま た は 1回 目 の 注 射 を 行 っ た 日 に 外 科 的 に 去 勢 し た （ 列 2） 。 2回 目 の 注 射 を し
て か ら 2日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 解 析 し た 。 La血 清 を 注 射 し た マ ウ ス す べ て に お い て 、 マ ウ
ス Laと 交 差 反 応 す る 高 レ ベ ル の hIgGが ELISAに よ っ て 検 出 さ れ た 。 NHSを 注 射 し た 陰 性 対 照
は 、 注 射 を し て い な い 正 常 マ ウ ス 血 清 （ NMS） と 同 程 度 に 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を
示 し た （ 列 3） 。 ニ ワ ト リ 卵 白 リ ゾ チ ー ム （ HEL） を ELISAの 陰 性 対 照 と し て 用 い た （ 列 4）
。 hIgGの 血 清 レ ベ ル を 定 量 的 ELISAに よ り 直 接 測 定 し た が 、 そ の レ ベ ル は 以 前 に 行 わ れ た
実 験 （ Tran et al, 2002b） の 場 合 よ り も は る か に 高 い こ と が 判 明 し た 。 妊 娠 BALB/cマ ウ
ス に La血 清 を 注 射 し た と こ ろ 、 血 清 hIgGは 0.01～ 0.4 g/Lに 及 び 、 胎 児 ア ポ ト ー シ ス 性 心
筋 細 胞 の 良 好 な オ プ ソ ニ ン 化 を 生 じ た （ 列 5） 。 TUNEL + ア ッ セ イ に よ り 前 立 腺 上 皮 ア ポ ト
ー シ ス の 程 度 を 測 定 し た 。 表 に 示 し た 数 字 は 、 切 片 全 体 に 得 ら れ た 前 立 腺 上 皮 層 に お い て
検 出 さ れ た TUNEL + 核 を 表 す 。 ほ ぼ す べ て の マ ウ ス の 前 立 腺 管 腔 に お い て 検 出 さ れ た 多 数 の
TUNEL + 粒 子 は カ ウ ン ト し な か っ た 。 無 傷 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 去 勢 し た マ ウ ス で は ア ポ ト
ー シ ス の 増 加 傾 向 が 見 ら れ た （ 列 6） 。 3匹 の マ ウ ス の う ち 1匹 に お い て ア ポ ト ー シ ス 性 前
立 腺 上 皮 細 胞 に 対 す る hIgGの 結 合 が 検 出 さ れ た が 、 そ の マ ウ ス は 去 勢 し La血 清 を 注 射 し た
マ ウ ス で あ っ た （ 列 7） 。 こ の 場 合 、 前 立 腺 管 腔 に お い て 、 明 る い 粒 子 性 hIgGで 覆 わ れ た
多 数 の TUNEL + 細 胞 が 検 出 さ れ た 。 TUNEL + 細 胞 に 対 す る hIgGの 結 合 は 、 上 皮 内 お よ び そ の 表
面 上 に お い て も 認 め ら れ た 。 連 続 （ 隣 接 ） 切 片 の 免 疫 標 識 か ら 、 こ れ ら の 免 疫 複 合 体 の 近
傍 に MHC-II + 細 胞 お よ び F4/80 + 細 胞 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 顕
著 な こ と に は 、 hIgGの 結 合 は 、 NHSを 注 し た マ ウ ス 、 ま た は La血 清 を 注 射 し た が 去 勢 し て
い な い マ ウ ス で は 検 出 さ れ な か っ た 。 さ ら な る 対 照 と し て 、 La血 清 ま た は NHSを 注 射 し た
マ ウ ス す べ て に お い て 十 分 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 間 質 性 お よ び 血 管 内 hIgGが 検 出 さ れ （ 前
立 腺 、 脾 臓 、 肝 臓 、 唾 液 腺 ） 、 こ れ は hIgGの 検 出 可 能 な 血 清 レ ベ ル と 一 致 し た 。 予 想 通 り
、 多 く の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 脾 臓 お よ び 胸 腺 に お い て 検 出 さ れ た 。 特 に 、 脾 臓 は TUNEL染
色 を 伴 わ ず に hIgGの 顕 著 な 斑 点 状 の 染 色 を 示 し た （ こ の 組 織 に お い て 血 液 組 織 関 門 は 低 か
っ た ） 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 去 勢 後 に 唾 液 腺 に お い て 辛 う じ て 検 出 さ れ 、 腺 上 皮 に お け る
去 勢 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス が 前 立 腺 特 異 的 で あ る と い う 考 え と 一 致 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 （ 表 ３ ） 実 験 結 果 の 概 要 の 一 覧 表
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
実 施 例 2
抗 La抗 体 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 お よ び 壊 死 細 胞 と 結 合 す る
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　 イ ン ビ ト ロ に お い て ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ 進 行 す る に つ れ て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 膜
の 完 全 性 を 失 う た め に 次 第 に 漏 出 性 と な り 、 こ れ が 核 酸 お よ び DNA結 合 色 素 、 そ れ ぞ れ ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） お よ び 7-ア ミ ノ -ア ク チ ノ マ イ シ ン D（ 7AAD） の 結 合 活 性 の 増 加 と
し て 現 れ る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 抗 La抗 体 の 結 合 は 、 PI結 合 よ り も 緩 や か な 時 間 経
過 を 有 す る 。 し か し 、 観 察 さ れ る 抗 La抗 体 染 色 の 蛍 光 強 度 か ら 、 こ の 抗 体 は 、 PI染 色 の 強
度 が 高 い か ま た は 中 程 度 で あ る か に か か わ ら ず 、 同 様 の 結 合 活 性 で ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 結
合 す る こ と が 示 さ れ る （ 図 3） 。 以 下 に 示 す よ う に 、 PI中 程 度 亜 集 団 は ア ポ ト ー シ ス 小 体
を 含 む 。 中 程 度 の 染 色 は PI濃 度 の 変 化 に か か わ ら ず 存 在 す る た め 、 こ れ は ク エ ン チ ン グ に
よ る 人 為 的 結 果 に よ る も の で は な い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 し た が っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 結 合 し た 抗 La抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ に お け る ア ポ ト ー シ
ス の 進 行 に 伴 う 膜 完 全 性 の 喪 失 の 関 数 で あ る 。 し か し 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 mAbで あ る Sal5
に よ る 染 色 の 蛍 光 強 度 は 3B9（ 抗 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 蛍 光 強 度 よ り も 1対 数 分 低 い こ と か
ら 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 結 合 し た 抗 La抗 体 は 単 な る mAbの 受 動 的 結 合 事 象 で は な く 、 3B9が
そ の 標 的 抗 原 、 ヒ ト La/SS-Bに 特 異 的 に 結 合 し た こ と が 示 さ れ る （ 図 4、 上 段 お よ び 中 段 パ
ネ ル ） 。 細 胞 骨 格 の 成 分 を 認 識 す る 抗 チ ュ ー ブ リ ン mAbも ま た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る
高 レ ベ ル の 結 合 を 示 し た が 、 3B9よ り も PI中 程 度 ア ポ ト ー シ ス 小 体 へ の 結 合 は 少 な か っ た
（ 全 PI + 事 象 の 46％ 、 69％ と 比 較 さ れ た い ） （ 図 2、 下 段 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 4に 示 し た デ ー タ の 一 部 を グ ラ フ 表 示 し 、 細 胞 生 存 度 の 喪 失 の 別 の 指 標 で あ る ト リ パ
ン ブ ル ー を 排 除 す る 細 胞 の 割 合 と 各 時 点 で 比 較 す る （ 図 5） 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る
抗 La抗 体 結 合 の 動 力 学 は 細 胞 透 過 性 の 既 知 マ ー カ ー （ チ ュ ー ブ リ ン ） お よ び 細 胞 生 存 度 の
喪 失 （ ト リ パ ン ブ ル ー ） と 匹 敵 す る こ と が 明 白 で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス に 付 随 す る 膜 完 全 性
の 喪 失 に よ っ て 抗 La抗 体 結 合 が 可 能 に な る と い う 概 念 が 支 持 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 図 6に 示 さ れ る よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 に 由 来 す る ア ポ ト ー シ ス 小 体 は 、 約 4
日 間 の 期 間 に わ た っ て 、 同 程 度 の 3B9の 染 色 強 度 を 保 っ た ま ま （ 図 6、 上 段 パ ネ ル ） 大 き さ
も 安 定 し て い た （ 図 6、 下 段 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 初 期 の 特 徴 で あ る 形 質 膜 外 面 に 露 出 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を プ ロ
ー ビ ン グ す る ア ネ キ シ ン V、 お よ び 後 期 ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 で あ る 漏 出 性 細 胞 の DNAに 結 合
す る 7AAD用 い て 、 ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 に 対 す る 抗 La抗 体 結 合 の さ ら な る 動 力 学 的 解
析 を 行 っ た 。 こ の 解 析 に よ り 、 や は り 抗 La抗 体 結 合 は 7AAD結 合 と 対 応 し 、 ア ネ キ シ ン  V結
合 よ り も 遅 れ て 起 こ る こ と が 示 さ れ る （ 図 7） 。 こ の 概 念 を 図 8に お い て 別 の 方 法 で 示 す 。
抗 La抗 体 結 合 は 、 細 胞 が ア ネ キ シ ン V陽 性 で あ る が 7AAD陰 性 で あ る 初 期 ア ポ ト ー シ ス 過 程
に お い て は わ ず か で あ る が （ 図 8、 左 の パ ネ ル の R3） 、 細 胞 が 7AADに 対 し て 透 過 性 と な っ
た 時 点 で 抗 La抗 体 結 合 は 高 レ ベ ル に 増 加 す る （ 図 8、 左 の パ ネ ル の R1） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 細 胞 膜 完 全 性 の 喪 失 が 抗 La抗 体 結 合 に 必 要 で あ る こ と を 強 調 す る た め に は 、 初 期 壊 死 細
胞 も ま た 抗 La抗 体 に 対 す る 高 結 合 を 示 す （ 図 9） 。 抗 La抗 体 染 色 は DNAと も （ 図 9A） 壊 死 細
胞 の 膜 上 に 露 出 さ れ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と も （ 図 9B） 共 存 し な い こ と に 留 意 さ れ た い
。
【 ０ １ ９ ５ 】
実 施 例 3
ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 対 す る 抗 La抗 体 結 合 は カ ス パ ー ゼ 3に 依 存 す る
　 実 施 例 2に 述 べ た よ う に 、 よ り 詳 細 な フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ り 抗 La抗 体 が ア ポ
ト ー シ ス 小 体 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た が 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 は 核 成 分 お よ び 細 胞 小 器 官
の 膜 結 合 残 遺 物 を 様 々 な 比 率 で 含 む た め に 、 小 さ な サ イ ズ 、 お よ び 内 部 複 雑 度 の 減 少 を 特
徴 と す る （ 図 10） 。 さ ら に 、 抗 La抗 体 結 合 に は ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 が 必 要 で あ る こ と
が 示 さ れ る 。 MCF-7細 胞 は 、 プ ロ カ ス パ ー ゼ 3の 遺 伝 子 を 欠 く ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 で あ る 。
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【 ０ １ ９ ６ 】
　 プ ロ カ ス パ ー ゼ 3は 決 定 的 な 実 行 カ ス パ ー ゼ 、 カ ス パ ー ゼ 3の 酵 素 前 駆 体 型 で あ り 、 死 滅
し か け て い る 細 胞 に お い て 多 く の 機 能 タ ン パ ク 質 お よ び 構 造 タ ン パ ク 質 の 切 断 を 触 媒 す る
。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の カ ス パ ー ゼ 3媒 介 性 切 断 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス 小
体 と し て 知 ら れ る 数 個 （ ま た は そ れ 以 上 ） の 小 さ な 膜 結 合 小 胞 に 分 裂 す る 、 ア ポ ト ー シ ス
小 体 形 成 の 形 態 学 的 な 外 観 に 寄 与 す る 。 MCF-7細 胞 は 細 胞 死 の 過 程 に お い て ア ポ ト ー シ ス
小 体 形 成 を 示 さ な い が 、 こ の 表 現 型 は 、 プ ロ カ ス パ ー ゼ 3の 遺 伝 子 を MCF-7細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ て レ ス キ ュ ー さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 10に 示 す よ う に 、 プ ロ カ ス パ ー ゼ 3遺 伝 子 に よ る MCF-7細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 小 体 が 形 成 さ れ 、 結 果 と し て 抗 La抗 体 の 結 合 が 起 こ る 。 し た が
っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 対 す る 抗 La抗 体 結 合 は カ ス パ ー ゼ 3に 依 存 す る 。 こ れ ら の ア ポ
ト ー シ ス 小 体 は 、 RNAよ り も 優 先 的 に DNAを 染 色 す る 7AADに 染 ま ら な か っ た （ 図 10、 左 下 の
パ ネ ル ） 。 さ ら に 、 散 乱 光 基 準 に よ っ て 評 価 し た 場 合 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 は サ イ ズ が 小 さ
か っ た （ 図 10、 右 下 の パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 次 に 、 プ ロ カ ス パ ー ゼ 3遺 伝 子 を 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た MCF-7細 胞 に つ い て 検
討 し た 。 図 11に 示 す よ う に 、 対 照 ベ ク タ ー ま た は プ ロ カ ス パ ー ゼ 3遺 伝 子 を 含 む MCF-7細 胞
を ア ポ ト ー シ ス 性 に し 、 緑 色 蛍 光 色 素 、 Alexa488で 標 識 し た 3B9お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ
ム で 染 色 し た （ 図 11A） 。 こ の 場 合 も や は り 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 対 す る 抗 La抗 体 の 結 合
に カ ス パ ー ゼ 3活 性 が 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 細 胞 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 か ら 、
プ ロ カ ス パ ー ゼ 3を 発 現 し て い る MCF-7ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト は 出 芽 し 、 3B9 + ア ポ ト ー シ ス
小 体 に は っ き り と 分 割 さ れ る こ と が 実 証 さ れ た （ 図 11C） 。 一 方 、 ベ ク タ ー 対 照 MCF-7細 胞
は 分 離 の 低 い 3B9染 色 パ タ ー ン を 示 し （ 図 11C） 、 こ れ は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 観
察 さ れ た ベ ク タ ー 対 照 MCF-7細 胞 に お け る 3B9染 色 の 広 範 な 分 布 と 一 致 す る （ 図 11A、 右 上
の パ ネ ル ） 。 対 照 的 に 、 図 10と 同 様 に 、 カ ス パ ー ゼ 3活 性 は 3B9染 色 の 限 局 的 パ タ ー ン を も
た ら し （ 図 11A、 右 下 の パ ネ ル ） 、 こ れ に よ り カ ス パ ー ゼ 3の 活 性 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 小
体 内 で La/SS-B抗 原 の 均 一 な 分 配 が 起 こ っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 12に 示 す よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 の 共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ン 顕 微 鏡 観 察 に
よ り 、 抗 La抗 体 染 色 が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン が 反 転 し た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 膜 に つ い て の
染 色 と も （ ア ネ キ シ ン Vに よ り 検 出 ） DNAに つ い て の 染 色 と も （ TOPRO3に よ り 検 出 ） 重 複 し
な い こ と が 示 さ れ た （ 図 13A） 。 さ ら に 、 連 続 垂 直 断 片 か ら 、 抗 La抗 体 染 色 が 死 細 胞 の 細
胞 質 領 域 の 全 体 に わ た っ て 起 こ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 mAb、 Sal5を 用 い
た 場 合 に 染 色 が ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た こ と か ら 、 3B9に よ る 染 色 は 特 異 的 で あ っ た （
図 13B） 。 豊 富 な 核 抗 原 （ 核 タ ン パ ク 質 の 約 2％ を 含 む ） で あ り 、 や は り ア ポ ト ー シ ス 過 程
に お い て カ ス パ ー ゼ 3に よ っ て 切 断 さ れ る PARPは 、 特 異 的 mAbを 用 い て 検 出 し た 場 合 に 3B9
に 対 す る 染 色 と 類 似 の パ タ ー ン を 示 し た （ 図 12C） 。 総 合 し て 、 こ れ ら の デ ー タ か ら 、 抗 L
a抗 体 は 死 細 胞 の 細 胞 質 に 「 負 荷 さ れ る 」 こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 13） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 同 様 に カ ス パ ー ゼ 3に よ っ て 切 断 さ れ 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 に 寄 与 す る フ ォ ド リ ン
等 の 核 抗 原 に 特 異 的 な 他 の mAbは 、 3B9に よ っ て 示 さ れ る 染 色 パ タ ー ン と 類 似 し た パ タ ー ン
で ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 を 染 色 し た （ 図 14） 。 類 似 の 染 色 パ タ ー ン は 、 PCNAお よ び ラ
ミ ン に 特 異 的 な mAbに つ い て も 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の mAbに よ り 、 7AADに よ っ て 検 出 さ れ る
DNAと は 共 存 し な い 、 広 範 囲 に 及 ぶ 細 胞 質 染 色 が 実 証 さ れ た 。 実 際 に 、 7AADは 周 辺 の ア ポ
ト ー シ ス 突 起 に 限 局 す る 傾 向 が あ っ た 。 対 照 的 に 、 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン mAbに よ る 染 色 は ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 の 全 体 に わ た っ て 明 ら か で あ り 、 あ る 程 度 7AAD染 色 と 共 存 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 抗 La抗 体 は ま た 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PMBC） の 大 部 分 を 含 む ア ポ ト ー シ ス 性 初 期 T細 胞 と
結 合 す る 。 し か し 、 初 期 T細 胞 に 対 す る 抗 La抗 体 結 合 の 蛍 光 強 度 は 、 PBMCを あ ら か じ め T細
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胞 マ イ ト ジ ェ ン 、 コ ン カ ナ バ リ ン Aで 活 性 化 し た 場 合 で も 、 悪 性 Jurkat T細 胞 に 対 し て 見
ら れ る 蛍 光 強 度 の 約 1/2対 数 分 低 い （ 図 15） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
実 施 例 4
他 の 核 抗 原 お よ び リ ボ 核 抗 原 に 対 す る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と
結 合 す る
　 共 焦 点 ス キ ャ ン レ ー ザ ー 顕 微 鏡 観 察 研 究 に お い て 観 察 さ れ た の と 同 様 に 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ っ て も 、 核 抗 原 お よ び リ ボ 核 抗 原 に 特 異 的 な 多 く の mAbの 類 似 の 結 合 動 力 学
お よ び 結 合 パ タ ー ン が 示 さ れ る 。 抗 チ ュ ー ブ リ ン mAbを 、 透 過 性 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に お け
る 細 胞 質 結 合 の 対 照 と し て 含 め る （ 図 16） 。 同 様 に 、 こ れ ら の mAbの い く つ か は 、 MCF-7細
胞 に プ ロ カ ス パ ー ゼ 3遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 に 形 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 小
体 に 特 異 的 に 結 合 す る （ 図 17） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 5
ヒ ト La/SS-Bに 対 す る 他 の 抗 体 も ま た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る
　 ヒ ト 抗 La自 己 抗 体 （ 図 18） 、 お よ び ヒ ト La/SS-Bに 特 異 的 な 別 の mAb、 ク ロ ー ン SW3（ 図 1
9） の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 結 合 に つ い て 検 討 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 施 例 6
抗 La抗 体 は ヒ ト 種 お よ び 齧 歯 類 種 の 初 期 お よ び 悪 性 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 と 結 合 す る
　 抗 La抗 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 性 初 期 ヒ ト 細 胞 と の 結 合 に 加 え て （ 図 15） 、 デ キ サ メ タ ゾ ン
ま た は ス タ ウ ロ ス ポ リ ン に よ り イ ン ビ ト ロ に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た マ ウ ス お よ び
ラ ッ ト の 胸 腺 に 由 来 す る ア ポ ト ー シ ス 性 初 期 細 胞 と も 結 合 す る 。 抗 La抗 体 は 、 ど ち ら の 刺
激 に よ っ て 誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス に も 応 答 し て 、 PI + 胸 腺 細 胞 と 特 異 的 に 結 合 す る （ 図 2
0） 。 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） に 対 す る mAbを 用 い た 場 合 に も 、 同 様 の 結 合 パ タ ー ン が 観
察 さ れ た 。 抗 La抗 体 は ま た 、 細 胞 毒 性 薬 に 応 答 し て イ ン ビ ボ で ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 腫
瘍 細 胞 を 含 む 齧 歯 類 種 の ア ポ ト ー シ ス 性 腫 瘍 細 胞 （ 図 21） 、 お よ び 多 く の ア ポ ト ー シ ス 性
ヒ ト お よ び サ ル 腫 瘍 細 胞 株 （ 図 22） と も 結 合 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 が 具 体 的 に 記 載 し た 以 外 の 変 更 お よ び 修 飾 受 け 得
る こ と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 は そ の よ う な 変 更 お よ び 修 飾 の す べ て を 含 む も の
と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 引 用 す る ま た は 示 す 段 階 、 特 徴 、 組
成 物 、 お よ び 化 合 物 の す べ て を 個 別 に ま た は ま と め て 含 み 、 な ら び に そ の よ う な 段 階 ま た
は 特 徴 の 任 意 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 様 々 な 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 図 １ 】 血 清 あ り ま た は な し で 24時 間 培 養 し た 後 に 、 組 織 培 養 フ ラ ス コ か ら 剥 が し 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 前 立 腺 癌 細 胞 株 LNCaPの グ ラ フ 表 示 で あ る 。 細 胞 を ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI)お よ び (A)ア ネ キ シ ン V-FITC、 (B) 正 常 ヒ ト 血 清 （ NHS） ま た は ア フ
ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た ヒ ト La自 己 抗 体 （ hLa） お よ び マ ウ ス 抗 ヒ ト IgG-FITC、 (C) マ ウ ス ア
イ ソ タ イ プ 対 照 ま た は マ ウ ス 抗 hLa mAbク ロ ー ン SW3お よ び 抗 マ ウ ス IgG-FITC、 (D) マ ウ ス
ア イ ソ タ イ プ 対 照 ま た は マ ウ ス 抗 hLa mAbク ロ ー ン 3B9お よ び 抗 マ ウ ス IgG-FITCで 染 色 し た
。 PI中 程 度 （ す な わ ち 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 ） に ゲ ー ト を 設 定 し た 細 胞 の ヒ ス ト グ ラ ム を
示 す 。 青 線 、 NHSま た は マ ウ ス ア イ ソ タ イ プ 対 照 ； 黒 線 、 血 清 中 で 培 養 し た LNCaPの ア ネ キ
シ ン Vま た は 抗 La染 色 ； 赤 線 、 血 清 を 欠 乏 さ せ た LNCaP細 胞 の ア ネ キ シ ン Vま た は 抗 La染 色
。
【 図 ２ 】 抗 La機 能 の 略 図 で あ る 。 抗 La抗 体 に よ っ て 癌 細 胞 の う ち 化 学 療 法 に よ っ て 誘 導 さ
れ た ア ポ ト ー シ ス が 診 断 さ れ た な ら ば （ 図 2A） 、 次 に 死 細 胞 の 近 傍 に 残 存 し て い る 生 存 癌
細 胞 に 、 非 交 差 耐 性 の 作 用 機 序 を 有 す る 他 の 癌 治 療 様 式 を 送 達 す る （ 図 2B） 。 図 2Aは 、 一
次 化 学 療 法 後 に 抗 La抗 体 （ 黄 色 ） に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 性 癌 細 胞 （ 濃 灰 色 ） が 検 出 さ れ 、
こ れ が 生 存 癌 細 胞 （ 薄 灰 色 ） の 近 傍 に 存 在 す る こ と を 示 す 。 図 2Bは 、 非 交 差 耐 性 抗 癌 治 療
を 備 え た 抗 La抗 体 （ 紫 色 ） に よ っ て 、 残 存 す る 生 存 癌 細 胞 （ 赤 色 ） に 殺 バ イ ス タ ン ダ ー が
送 達 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 ３ 】 イ ン ビ ト ロ に お い て 徐 々 に 形 成 さ れ 抗 La抗 体 と 結 合 す る ア ポ ト ー シ ス 小 体 を 示 す
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グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ Mス タ ウ ロ ス ポ リ ン （ STS） を 用 い て Jurkatヒ
ト T細 胞 白 血 病 細 胞 株 に お い て 誘 導 し た 。 FITC標 識 3B9お よ び 核 非 透 過 性 核 酸 結 合 色 素 、 ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細 胞 を 染 色 し た 。 経 時 的 に 進 行 す る ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 を
矢 印 で 示 す 。 象 限 カ ー ソ ル は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 、 Sal5に よ る 染 色 が <3％ と な る よ う に 設
定 す る 。
【 図 ４ 】 ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 に 対 す る 抗 La抗 体 の 結 合 が 膜 透 過 性 の 増 加 と 関 連 す る
こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て Jurkat細 胞 に お い て
誘 導 し た 。 FITC標 識 Sal5（ ア イ ソ タ イ プ 対 照 ） ま た は FITC標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） ま た は FIT
C標 識 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン mAb（ チ ュ ー ブ リ ン ） お よ び PIで 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ５ 】 ア ポ ト ー シ ス 性 Jurkat細 胞 に 対 す る 抗 La抗 体 結 合 の 経 時 変 化 の グ ラ フ 表 示 で あ る
。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て Jurkat細 胞 に お い て 誘 導 し た 。 FITC標 識 Sal5（ ア
イ ソ タ イ プ 対 照 ） ま た は FITC標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） ま た は FITC標 識 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン mAb
（ チ ュ ー ブ リ ン ） ト リ パ ン ブ ル ー で 細 胞 を 染 色 し た 。 こ れ ら の 各 指 標 に よ る 染 色 に 関 し て
陽 性 で あ っ た 、 各 時 点 で の 全 細 胞 に 対 す る 割 合 を 縦 軸 に 示 す 。 デ ー タ は 、 単 純 線 (A)と し
て ま た は Prism v3.0に お い て 最 小 二 乗 法 を 用 い た 近 似 曲 線 と し て (B)プ ロ ッ ト す る 。
【 図 ６ 】 ア ポ ト ー シ ス 小 体 お よ び ア ポ ト ー シ ス 小 体 に 対 す る 抗 La抗 体 の 結 合 が イ ン ビ ト ロ
に お い て 安 定 で あ る こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て
Jurkat細 胞 に お い て 誘 導 し た 。 FITC標 識 3B9お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細 胞 を 染
色 し た （ 上 段 ） 。 ア ポ ト ー シ ス 小 体 の サ イ ズ お よ び 内 部 複 雑 度 は 、 そ れ ぞ れ 前 方 散 乱 光 （
forward scatter： FSC） お よ び 側 方 散 乱 光 （ side scatter： SSC） を 用 い て 示 し た （ 下 段
） 。
【 図 ７ 】 イ ン ビ ト ロ に お け る ア ポ ト ー シ ス 過 程 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る ア ネ
キ シ ン V、 7AAD、 お よ び 抗 La抗 体 の 結 合 が 相 互 に 関 係 し 、 時 間 と と も に 変 化 す る こ と を 示
す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て Jurkat細 胞 に お い て 誘 導 し た
。 FITC標 識 ヒ ト ア ネ キ シ ン V（ annV-FITC） 、 R-フ ィ コ エ リ ト リ ン 標 識 3B9（ PE-3B9） 、 お
よ び 7AADで 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ８ 】 イ ン ビ ト ロ に お け る ア ポ ト ー シ ス 過 程 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る ア ネ
キ シ ン V、 7AAD、 お よ び 抗 La抗 体 の 時 間 依 存 的 結 合 が 相 互 に 関 係 す る こ と を 示 す グ ラ フ 表
示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て Jurkat細 胞 に お い て 誘 導 し た 。 FITC標 識
ヒ ト ア ネ キ シ ン V（ annV-FITC） 、 R-フ ィ コ エ リ ト リ ン 標 識 3B9（ 3B9） 、 お よ び 7AADで 細 胞
を 染 色 し た 。 領 域 R1～ 3に お け る 事 象 （ 左 側 の パ ネ ル ） を 、 サ イ ズ （ 前 方 散 乱 光 ま た は FSC
） お よ び 内 部 複 雑 度 （ 側 方 散 乱 光 ま た は SSC） （ 中 央 の パ ネ ル ） な ら び に 7AADお よ び 3B9で
の 染 色 （ 右 側 の パ ネ ル ） に 関 し て 解 析 し た 。
【 図 ９ 】 抗 La抗 体 が 壊 死 性 Jurkat細 胞 に 結 合 す る こ と を 示 す 画 像 お よ び グ ラ フ 表 示 を 含 む
。 56℃ で 1時 間 加 熱 す る こ と に よ り 、 Jurkat細 胞 に お い て 壊 死 を 誘 導 し た 。 A. 細 胞 を Alex
a488標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） （ 緑 色 ） お よ び 核 非 透 過 性 DNA結 合 色 素 、 7-ア ミ ノ -ア ク チ ノ マ
イ シ ン D（ 7AAD） （ 赤 色 ） ま た は B. Alexa488標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） （ 緑 色 ） お よ び R-フ ィ
コ エ リ ト リ ン 標 識 ア ネ キ シ ン V（ 赤 色 ） で 染 色 し 、 レ ー ザ ー ス キ ャ ン 共 焦 点 顕 微 鏡 下 で 可
視 化 し た 。 C. FITC標 識 Sal5（ ア イ ソ タ イ プ 対 照 ） ま た は FITC標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） お よ び
PIで 細 胞 を 染 色 糸 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 。
【 図 １ ０ 】 抗 La抗 体 が 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 お よ び ア ポ ト ー シ ス 小 体 と 優 先 的 に 結 合 す る
こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て Jurkat細 胞 に お い て
誘 導 し た 。 FITC標 識 3B9お よ び PIで 細 胞 を 染 色 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 20時 間 ま た は 48
時 間 に お い て 、 PIに よ り 異 な っ て 染 色 さ れ た 3B9 + 亜 集 団 （ 左 側 の パ ネ ル そ れ ぞ れ に お け る
1お よ び 2） に ゲ ー ト を 設 定 し 、 散 乱 光 特 性 を 解 析 し た 。 散 乱 光 解 析 （ 右 側 の パ ネ ル ） に よ
っ て 、 時 間 と と も に 蓄 積 す る 3B9 +  PI中 程 度 事 象 の サ イ ズ が 小 さ く （ 前 方 散 乱 光 ［ FSC］ に
よ っ て 測 定 さ れ る サ イ ズ の 減 少 ） 顆 粒 性 が 低 い こ と （ 前 方 散 乱 光 ［ SSC］ に よ っ て 測 定 さ
れ る 内 部 複 雑 度 の 減 少 ） が 示 さ れ る （ 右 下 の パ ネ ル ） 。 象 限 カ ー ソ ル は 、 ア イ ソ タ イ プ 対
照 、 Sal5に よ る 染 色 が <3％ と な る よ う に 設 定 す る 。
【 図 １ １ 】 抗 La抗 体 結 合 が カ ス パ ー ゼ 3依 存 的 で あ り ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 と 関 連 す る
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こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 MCF-7細 胞 に 、 改 変 型 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ EGFP） の み ま
た は プ ロ カ ス パ ー ゼ 3お よ び EGFPを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド DNAベ ク タ ー を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た 。 0.5μ M STSに よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た MCF-7細 胞 に お い
て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 FITC標 識 3B9お よ び 7AADで 細 胞 を 染 色 し た 。 散 布 図 （ 左 側 の パ
ネ ル ） に 示 す 細 胞 は 、 緑 色 蛍 光 に ゲ ー ト を 設 定 し た も の で あ る 。 次 い で 、 各 散 布 図 （ 左 側
の パ ネ ル ） の 象 限 1お よ び 2に お け る 事 象 に ゲ ー ト を 設 定 し 、 散 乱 光 特 性 を 解 析 し た 。 散 乱
光 解 析 （ 右 側 の パ ネ ル ） に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 は サ イ ズ が 小 さ く （ 前 方 散 乱 光 ［ FSC
］ に よ っ て 測 定 さ れ る サ イ ズ の 減 少 ） 顆 粒 性 が 低 い こ と （ 前 方 散 乱 光 ［ SSC］ に よ っ て 測
定 さ れ る 内 部 複 雑 度 の 減 少 ） （ 右 下 の パ ネ ル ） か ら 、 3B9結 合 が カ ス パ ー ゼ 3依 存 的 で あ り
ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 と 関 連 す る こ と が 示 さ れ る 。 象 限 カ ー ソ ル は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照
、 Sal5に よ る 染 色 が <3％ と な る よ う に 設 定 す る 。
【 図 １ ２ 】 抗 La抗 体 結 合 が カ ス パ ー ゼ 3依 存 的 で あ り ア ポ ト ー シ ス 小 体 の 形 成 と 関 連 す る
こ と を 示 す 画 像 お よ び グ ラ フ 表 示 を 含 む 。 MCF-7細 胞 に 、 ベ ク タ ー 対 照 （ B） ま た は プ ロ カ
ス パ ー ゼ 3を 発 現 す る ベ ク タ ー （ Cお よ び C'） を 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 1μ M S
TSで 24時 間 処 理 す る こ と に よ り 、 MCF-7ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を ア ポ ト ー シ ス 性 に し た 。 A
. フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の た め 、 Alexa488標 識 3B9お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細
胞 を 染 色 し た 。 B、 C、 お よ び C'. 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 の た め 、 Alexa488標 識 3B9（ 緑 色 ） お よ
び 核 色 素 DAPI（ 青 色 ） で 細 胞 を 染 色 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 小 体 を 示 す （ 矢 印 ） 。
【 図 １ ３ 】 死 細 胞 の 細 胞 質 に 負 荷 さ れ る 抗 La抗 体 の 画 像 で あ る 。 0.5μ M STSで 24時 間 処 理
す る こ と に よ り 、 Jurkat細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 核 非 透 過 性 色 素 TOPRO3（
青 色 ） 、 Alexa488標 識 3B9ま た は 抗 La抗 体 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 Sal5ま た は 抗 PARP mAb（ 緑
色 ） 、 お よ び R-フ ィ コ エ リ ト リ ン （ PE） 標 識 ヒ ト ア ネ キ シ ン V（ 赤 色 ） で 細 胞 を 染 色 し 、
共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ン 顕 微 鏡 下 で 可 視 化 し た 。 Alexa488標 識 3B9染 色 に つ い て は 、 A. 低
倍 率 お よ び A'. 高 倍 率 を 示 す ； B. Sal5を 用 い た 抗 La抗 体 の 陰 性 ア イ ソ タ イ プ 対 照 染 色 ； C
. 抗 PARP染 色 。
【 図 １ ４ 】 他 の 核 抗 原 お よ び リ ボ 核 抗 原 に 対 す る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た ア ポ ト ー
シ ス 小 体 と 結 合 す る こ と を 示 す 画 像 で あ る 。 0.5μ M STSで 24時 間 処 理 す る こ と に よ り 、 Ju
rkat細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 Alexa488標 識 抗 α -フ ォ ド リ ン mAb（ 緑 色 ） お
よ び 7AAD（ 赤 色 ） で 細 胞 を 染 色 し 、 レ ー ザ ー ス キ ャ ン 共 焦 点 顕 微 鏡 下 で 可 視 化 し た 。
【 図 １ ５ 】 ア ポ ト ー シ ス 性 初 期 T細 胞 と 比 較 し て 、 悪 性 Jurkat T細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 後 に L
a/SS-B発 現 が 上 方 制 御 さ れ る こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 フ ィ コ ー ル 精 製 し た 末 梢 血 単
核 細 胞 （ PBMC） を 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た RPMI-1640中 で 4d期 間 培 養 し 、 最 後 の 培 養 2
4時 間 に お い て 1μ M STSに よ り 処 理 し た 。 同 様 に 、 PBMCを T細 胞 マ イ ト ジ ェ ン コ ン カ ナ バ リ
ン A（ PBMC-ConA） 10μ g/mLで 4d期 間 活 性 化 し 、 最 後 の 培 養 24時 間 に お い て 1μ M STSに よ り
処 理 し た 。 Jurkat細 胞 （ Jurkat） は 、 0.5μ M STSで 24時 間 処 理 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ
ス 性 に し た 。 象 限 カ ー ソ ル は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 、 Sal5に よ る 染 色 が <3％ と な る よ う に 設
定 す る 。
【 図 １ ６ 】 他 の 核 抗 原 お よ び リ ボ 核 抗 原 に 対 す る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た ア ポ ト ー
シ ス 小 体 と 結 合 す る こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 0.5μ M STSを 用 い て
Jurkat細 胞 に お い て 誘 導 し た 。 PIお よ び 様 々 な FITC標 識 mAb： ア イ ソ タ イ プ 対 照 、 Sal5、
抗 La/SS-Bク ロ ー ン 3B9（ 抗 La抗 体 ） 、 抗 β -チ ュ ー ブ リ ン ク ロ ー ン TUB2.1 FITCコ ン ジ ュ ゲ
ー ト （ Sigama F 2043） 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） ク ロ ー ン PC10（ Oncogene cat#NA03）
、 マ ウ ス α -フ ォ ド リ ン （ 非 赤 血 球 系 抗 ス ペ ク ト リ ン ） Chemicon MAB1622、 抗 ラ ミ ン Bク ロ
ー ン 101-B7（ Oncogene cat#NA12） 、 お よ び 抗 PARPク ロ ー ン C2-10（ Oncogene cat# AM30）
で 細 胞 を 染 色 し た 。 象 限 カ ー ソ ル は 、 対 応 す る ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 に よ る 染 色 が <3％ と
な る よ う に 設 定 す る 。
【 図 １ ７ 】 他 の 核 抗 原 お よ び リ ボ 核 抗 原 に 対 す る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た ア ポ ト ー
シ ス 小 体 と 結 合 す る こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 MCF-7細 胞 に 、 EGFPの み ま た は プ ロ カ
ス パ ー ゼ 3お よ び EGFPを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド DNAベ ク タ ー を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 。 0.5μ M STSに よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た MCF-7細 胞 に お い て ア ポ ト ー
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シ ス を 誘 導 し 、 7AADと FITC標 識 ア イ ソ タ イ プ 対 照 mAb、 Sal5、 な ら び に La/SS-B（ 3B9） 、
ラ ミ ン B、 お よ び 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 （ PCNA） に 対 す る mAbで 細 胞 を 染 色 し た 。 上 列 の パ ネ ル
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い MCF-7細 胞 を 示 す （ EGFP陽 性 に ゲ ー ト を 設 定 ） 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い MCF-7細 胞 の 様 相 は 、 EGFPの み を 発 現 す る DNAベ ク タ ー を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た MCF-7細 胞 の も の と ほ ぼ 同 一 で あ る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 図 １ ８ 】 ア ポ ト ー シ ス 性 ヒ ト 細 胞 が ヒ ト 抗 La自 己 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 示 す グ
ラ フ 表 示 で あ る 。 0.5μ M STSに よ る 処 置 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 性 に し た Jurkat細 胞 を 、 La
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た ヒ ト 抗 La自 己 抗 体 （ 上 列 の パ ネ ル ） ま た は ヒ ト Laに 対 す る マ ウ ス
mAb 3B9（ 下 列 の パ ネ ル ） で 染 色 し た 。 PI + 細 胞 に ゲ ー ト を 設 定 し 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 の
各 時 点 に 関 す る ヒ ス ト グ ラ ム と し て デ ー タ を 表 す 。 陰 性 対 照 、 ヒ ト IgG（ 太 線 ） ； ヒ ト 抗 h
La抗 体 お よ び 3B9（ 細 線 ） 。
【 図 １ ９ 】 ア ポ ト ー シ ス 性 ヒ ト 細 胞 が 別 の 抗 ヒ ト La/SS-Bモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て も
検 出 さ れ る こ と を 示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 Jurkat細 胞 を イ ン ビ ト ロ で の 培 養 に お い て 未 処
理 の ま ま に し て お く か （ 未 処 理 ） 、 ま た は 0.5μ M STSで 17時 間 処 理 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 し た （ 処 理 済 ） 。 PIお よ び FITC標 識 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 ま た は mAbク ロ ー ン SW3ま た は mAb
ク ロ ー ン 3B9で 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ２ ０ 】 抗 La抗 体 が 齧 歯 類 種 に 由 来 す る 初 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 結 合 す る こ と を 示 す グ
ラ フ 表 示 で あ る 。 マ ウ ス （ A～ C） ま た は ラ ッ ト （ D～ F） 胸 腺 細 胞 を 添 加 物 な し で （ A、 D）
、 ま た は 1μ Mデ キ サ メ タ ゾ ン （ B、 E） も し く は 0.5μ M STS（ C、 F） を 添 加 し て イ ン ビ ト ロ
で 21時 間 ～ 24時 間 培 養 し た 。 FITC標 識 ア イ ソ タ イ プ mAb、 Sal5（ 対 照 ） ま た は FITC標 識 3B9
（ 抗 La抗 体 ） お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ２ １ 】 抗 La抗 体 が 齧 歯 類 種 に 由 来 す る ア ポ ト ー シ ス 性 腫 瘍 細 胞 と 結 合 す る こ と を 示 す
グ ラ フ 表 示 で あ る 。 マ ウ ス 胸 腺 リ ン パ 芽 球 性 細 胞 株 、 EL4（ A～ E） ま た は ラ ッ ト 前 立 腺 癌
細 胞 株 、 AT-3.1（ F） を 、 0.5μ M STS（ A、 F） 、 エ ト ポ シ ド （ B） 、 も し く は エ ト ポ シ ド お
よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ C） と 共 に イ ン ビ ト ロ で 24時 間 培 養 し た （ A～ C、 F） 、 ま た は 未
処 理 の ま ま に し て お い た （ D） も し く は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド お よ び エ ト ポ シ ド に よ り イ ン
ビ ボ で 48時 間 処 理 し て 腫 瘍 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た （ E） 同 質 遺 伝 子 的 な C57BL/6マ ウ ス に
お け る 皮 下 移 植 片 か ら EL-4腫 瘍 細 胞 を 回 収 し た 。 FITC標 識 ア イ ソ タ イ プ mAb、 Sal5（ 対 照
） ま た は FITC標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ２ ２ 】 抗 La抗 体 が 多 く の ア ポ ト ー シ ス 性 ヒ ト お よ び サ ル 腫 瘍 細 胞 株 と 結 合 す る こ と を
示 す グ ラ フ 表 示 で あ る 。 細 胞 株 を 0.5～ 1μ M STSで 24時 間 処 理 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し
た ： A. Jurkat T細 胞 白 血 病 ； B. U2OS骨 肉 腫 細 胞 ； C. HeLa子 宮 頸 癌 細 胞 ； D. MG63骨 肉 腫
細 胞 ； E. COS-7サ ル 腎 臓 線 維 芽 細 胞 。 FITC標 識 ア イ ソ タ イ プ mAb、 Sal（ 対 照 ） ま た は FITC
標 識 3B9（ 抗 La抗 体 ） お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI） で 細 胞 を 染 色 し た 。
【 図 ２ ３ 】 イ ン ビ ト ロ に お い て 様 々 な 段 階 を 経 る ア ポ ト ー シ ス の 進 行 の 略 図 で あ る 。 ア ポ
ト ー シ ス 刺 激 の 後 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 収 縮 し 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 と し て 知 ら れ る 膜 結 合
小 胞 に 断 片 化 し 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 は 徐 々 に 漏 出 性 と な る か ま た は 時 間 と と も に 二 次 的 に
壊 死 性 と な る 。 最 終 的 に 、 ア ポ ト ー シ ス 小 体 は 崩 壊 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム 、 ひ い て は
遊 離 の DNAと な る 。
【 図 ２ ４ 】 ア ポ ト ー シ ス の 段 階 が ア ネ キ シ ン Vお よ び 7AAD等 の 核 非 透 過 性 色 素 に よ る 染 色
に よ っ て 従 来 通 り に 定 義 さ れ る こ と の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 0.5μ Mス タ ウ ロ ス ポ リ ン で 16時
間 処 理 す る こ と に よ り Jurkat 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス 性 に し 、 ア ネ キ シ ン V（ AV） お よ び 7-ア
ミ ノ -ア ク チ ノ マ イ シ ン D（ 7AAD） で 染 色 し た 。 1、 生 細 胞 （ AV - 、 7AAD - ） ； 2、 初 期 ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 （ AV + 、 7AAD - ） ； 3、 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 （ AV + 、 7AAD + ） 。

10

20

30

40

(46) JP 2006-518453 A 2006.8.10



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

(47) JP 2006-518453 A 2006.8.10



【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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