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(57)【要約】
線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）に結合する、特
にヒトＦＡＰ及びマウスＦＡＰの双方を認識する特異的
結合メンバー、特に抗体及びその断片が提供される。こ
れらの抗体は、創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節
リウマチ、肝硬変及び肺線維症を含めた、活性化した間
質に関連する病態の診断及び治療に有用である。抗ＦＡ
Ｐ抗体、その可変領域又はＣＤＲドメイン配列、及びそ
の断片はまた、化学療法薬、免疫調節薬、又は抗癌剤と
の、及び／又は他の抗体若しくはその断片との併用療法
で使用されてもよい。この種の抗体は、配列を本明細書
に提供する新規抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４によって
例示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＦＡＰ及びマウスＦＡＰを認識し、且つＣＤ２６（ＤＰＰＩＶ）と反応しない単離
抗体分子又はその断片。
【請求項２】
　ＦＡＰのジペプチジルペプチダーゼ活性に直接影響を及ぼさない、請求項１に記載の単
離抗体又は断片。
【請求項３】
　ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４から選択される、請求項１に記載の単離抗体。
【請求項４】
　図２又は図１０に示されるとおりのＣＤＲドメイン配列を含む抗体又は抗体断片である
、請求項１に記載の単離抗体又は断片。
【請求項５】
　図１０に示されるアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列、又は図１０の１つ又は複
数のＣＤＲ領域に１～３個のアミノ酸置換を含むその高度に相同な変異体であって、ヒト
ＦＡＰ反応性を維持し、且つＣＤ２６反応性を欠く変異体を含む重鎖及び軽鎖可変領域を
含む抗体又は抗体断片である、請求項１に記載の単離抗体又は断片。
【請求項６】
　図２及び図１０に示されるアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖及び軽
鎖可変領域を含むヒトＦＡＰ及びマウスＦＡＰを認識する単離抗体又はその断片。
【請求項７】
　図１０のＣＤＲ領域配列を含む可変領域アミノ配列を有する重鎖と、図１０のＣＤＲ領
域配列を含む可変領域アミノ配列を有する軽鎖とを含む、請求項６に記載の単離抗体。
【請求項８】
　前記単離抗体が抗体Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖ断片、ダイアボディ、トリアボディ又は
テトラボディの形態である抗体又はその断片である、請求項１に記載の単離抗体又は断片
。
【請求項９】
　検出可能標識又は機能標識をさらに含む、請求項１に記載の単離抗体又は断片。
【請求項１０】
　前記検出可能標識又は機能標識が共有結合した薬物である、請求項９に記載の単離抗体
。
【請求項１１】
　前記標識が放射性標識である、請求項９に記載の単離抗体。
【請求項１２】
　請求項１に記載の抗体又は断片をコードする配列を含む単離核酸。
【請求項１３】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体又は断片の調製方法であって、前記抗体又は
断片の発現をもたらす条件下で請求項１２に記載の核酸を発現させるステップと、前記抗
体又は断片を回収するステップとを含む方法。
【請求項１４】
　人体又は動物体を治療又は診断する方法で使用される、請求項１～１１のいずれか一項
に記載の抗体又は断片。
【請求項１５】
　ヒト患者における上皮癌の治療方法であって、請求項１～１１のいずれか一項に記載の
抗体又は断片の有効量を前記患者に投与するステップを含む方法。
【請求項１６】
　ＦＡＰ抗原を発現する癌の診断用又は予後判定用キットであって、請求項１～１１のい
ずれか一項に記載の抗体又は断片を、場合により試薬及び／又は使用説明書と共に含むキ
ット。
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【請求項１７】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又は断片と、薬学的に許容可能な媒体、担
体又は希釈剤とを含む医薬組成物。
【請求項１８】
　ヒト患者における腫瘍の治療用キットであって、請求項１７に記載の医薬組成物の医薬
剤形と、化学療法剤、放射免疫療法剤、及びそれらの組み合わせからなる群から選択され
るさらなる抗癌剤を含む別個の医薬剤形とを含むキット。
【請求項１９】
　哺乳動物における癌の存在を検出する、又は癌の予後を決定するための方法であって、
前記癌が、ＦＡＰの存在及び／又は量を決定すること、すなわち、
　Ａ．癌の存在が疑われる哺乳動物からの生体試料を、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の抗体又は断片と、前記ＦＡＰの前記抗体との結合が起こることを可能にする条件下
で接触させることと、
　Ｂ．前記試料からの前記ＦＡＰと前記抗体との間に結合が起こったかどうかを検出する
こと、又は前記試料からの前記ＦＡＰと前記抗体とに起こった結合の量を決定することと
、
により計測され、前記結合の検出が前記試料における癌の存在を示し、前記結合の量が前
記試料における癌の予後を示す、方法。
【請求項２０】
　哺乳動物における上皮癌のターゲッティング方法であって、請求項１７に記載の医薬組
成物又は請求項１８に記載のキットの治療有効量を哺乳動物に投与するステップを含む方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）に結合する、特にヒトＦＡＰ及びマ
ウスＦＡＰの双方を認識する特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片に関する。これ
らの抗体は、創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節リウマチ、肝硬変及び肺線維症を含
めた、活性化した間質に関連する病態の診断及び治療に有用である。加えて、膵癌、メラ
ノーマ及び肉腫などのＦＡＰ陽性腫瘍の診断及び治療に使用することができる。本発明の
抗体、その可変領域又はＣＤＲドメイン配列、及びその断片はまた、化学療法薬、免疫調
節薬、若しくは抗癌剤との、及び／又は他の抗体若しくはその断片との併用療法で使用さ
れてもよい。
【背景技術】
【０００２】
　線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）は、当初は反応性の間質線維芽細胞上のセリン
プロテアーゼとして同定された［１（非特許文献１）、２（非特許文献２）］。その後の
分子クローニングにより、ＦＡＰは、メラノーマ細胞株により発現される１７０ｋＤａの
膜結合ゼラチナーゼであるセプラーゼと同じであることが明らかとなった［３、４］。完
全長ｃＤＮＡは、ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＰＩＶ）と高度に相同性の、配列
全体に関して５２％のアミノ酸（ａａ）同一性及び触媒ドメインでほぼ７０％の同一性を
有する７６０ａａのＩＩ型膜貫通型プロテアーゼをコードした［３、５］。参照により本
明細書に援用される米国特許第５，５８７，２９９号明細書は、ＦＡＰをコードする核酸
分子及びその応用について記載している。
【０００３】
　ＦＡＰとＤＰＰＩＶとは遺伝子サイズが同様で、且つ染色体上２ｑ２４で互いに隣接し
ていることから、遺伝子重複イベントが示唆される（Ｇｅｎｅｂａｎｋ受託番号Ｕ０９２
７８）。双方のタンパク質とも、プロリルペプチダーゼファミリーのメンバーである［１
、６］。この酵素クラスは誘導性で、細胞表面上又は細胞外液中での活性を有し、且つ末
端から二番目の位置にあるプロリン又はアラニンでポリペプチドからＮ末端ジペプチドを
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切断する能力を独自に有する［７］。ＤＰＰＩＶは、ＣＤ２６とも称され、線維芽細胞、
内皮及び上皮細胞、白血球サブセット、例えばＮＫ細胞、Ｔリンパ球及びマクロファージ
を含むいくつかの細胞型によって構成的に発現される。ＤＰＰＩＶのうち血中で可溶性タ
ンパク質として循環する割合は小さい。ＤＰＰＩＶと対照的に、ＦＡＰは典型的には正常
成人組織で発現せず［１］、そのタンパク質分解活性を有する可溶形態は、ａ２－抗プラ
スミン切断酵素（ＡＰＣＥ）と称される［８］。創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節
リウマチ、肝硬変及び肺線維症を含め、活性化した間質に関連する病態では、顕著なＦＡ
Ｐ発現が起こる［４、９～１１］。
【０００４】
　ＦＡＰ構造は解かれており（ＰＤＢ　ＩＤ　１Ｚ６８）、ＤＰＰＩＶの構造と極めて類
似している［１２］。ＦＡＰは、約２０アミノ酸の切断されないシグナル配列によって細
胞膜に結合し、６アミノ酸のアミノ末端の短い細胞質ドメインを有する［３～５］。この
タンパク質の大部分は、触媒ドメインを含め、細胞外環境に露出している［１３］。ＦＡ
Ｐ糖タンパク質は、２つの同一の９７ｋＤａサブユニットからなるホモ二量体である。各
ＦＡＰ単量体サブユニットは、αβヒドロラーゼドメイン（ａａ２７～５３及び４９３～
７６０）と、８枚羽根のβプロペラドメイン（ａａ５４～４９２）との２つのドメインか
らなり、これらのドメインは大きい空洞を取り囲む。両ドメインの界面にあるこの空洞内
の小さいポケットが、触媒三残基（Ｓｅｒ６２４、Ａｓｐ７０２及びＨｉｓ７３４）を含
む［１２］。ＦＡＰはサブユニットのホモ二量体化でその酵素活性を獲得し［１４］、ま
たＦＡＰは、そのジペプチジルペプチダーゼ活性の他、コラーゲンＩ型特異的ゼラチナー
ゼ活性［１５］及びエンドペプチターゼ活性［１６］も有する。βプロペラはタンパク質
間相互作用の足場として働き、基質及び細胞外マトリックス（ＥＣＭ）結合を決定する［
１７］。さらに、βプロペラは、ＦＡＰと他のプロリルペプチダーゼとの、又は他の膜結
合分子との超分子複合体の形成に関与する［１８、１９］。ＦＡＰ及びＤＰＰＩＶのヘテ
ロマー複合体又は四量体複合体の形成は、コラーゲン基質上の遊走性細胞の浸潤突起に関
連することが分かった［２０］。Ｉ型コラーゲンはＦＡＰのβ１インテグリンとの近接し
た会合を誘導し、従って浸潤突起の形成及び接着において構造化上重要な役割を果たす［
２１］。関与する機構の詳細は分かっていないが、細胞侵入の前線におけるかかるプロテ
イナーゼリッチの膜ドメインの形成は、特異的な細胞周囲ＥＣＭ分解に寄与する［２２］
。これは、ＦＡＰとＥＣＭとの相互作用が、インテグリン経路を介した細胞接着、遊走、
増殖及びアポトーシスに影響を及ぼすことによって浸潤性細胞の挙動に密接に関連し得る
ことを示しており［１９、２１、２３］、疾患の発病及び進行におけるＦＡＰの役割が支
持される［２４］。要約すれば、ＦＡＰは、そのプロテアーゼ活性と、他の細胞表面分子
とのその複合体形成能との組み合わせによって、細胞依存的にその生物学的機能を遂行す
る多機能タンパク質として認識される。上皮及び線維芽細胞系におけるＦＡＰの過剰発現
は悪性挙動を促進する［２２］ことから、臨床的状況が指示され、そこではＦＡＰの細胞
発現レベルがより不良な臨床転帰と関係付けられる［２５、２６］。
【０００５】
　癌細胞は、パラクリンシグナル伝達分子により間質線維芽細胞を活性化してＦＡＰ発現
を誘導し、次にその発現が癌細胞の増殖、浸潤及び遊走に影響する。最近の研究では、Ｔ
ＧＦ－βがＦＡＰタンパク質発現の促進において支配的な因子であることが実証されてい
る（Ｃｈｅｎ，Ｈら（２００９年）Ｅｘｐ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，
ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｙｅｘｍｐ．２００９．０９．００１）。乳癌、肺癌、結
腸直腸癌及び卵巣癌を含め、ヒト上皮癌の９０％においてＦＡＰは反応性間質線維芽細胞
で高度に発現する（Ｇａｒｉｎ－Ｃｈｅｓａ，Ｐら（１９９０年）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８
７：７２３６－７２３９頁）。近年Ｃｈｅｎらは、ＦＡＰαがＨＯ－８９１０ＰＭ卵巣癌
細胞の浸潤、増殖及び遊走に影響を及ぼすことを示した（Ｃｈｅｎ，Ｈら（２００９年）
Ｅｘｐ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｙｅ
ｘｍｐ．２００９．０９．００１）。
【０００６】
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　ＦＡＰの形態学的及び機能的特性から、治療標的としてのＦＡＰの研究が盛んである。
疾患に関連し、且つ細胞表面に結合する発現パターンが特に、ＦＡＰを抗体ターゲッティ
ングに適格とする。ＥＣＭリモデリングにおける病態生理学的な関与に関して、ターゲッ
ティング戦略はシグナル伝達超分子ＦＡＰ複合体の破壊を目標とすべきである。ＦＡＰは
、抗体ベースの免疫療法の標的として注目を集めているが、現在のところ、治療活性を有
する天然のＦＡＰ特異的抗体のデータは見当たらない。モノクローナル抗体Ｆ１９が、転
移性結腸直腸癌を対象として第Ｉ相臨床試験で研究された最初の抗体であった［３０］。
この試験は、抗ＦＡＰベースの腫瘍間質ターゲッティングの原理を証明するものとなった
［１］。試験に含まれた患者は手術による高度な瘢痕化を有したが、そうした部位に１３

１Ｉ－Ｆ１９の特異的濃縮を認めることはできなかった。ヨウ素１３１標識Ｆ１９の静脈
内投与に伴う中毒性副作用はなく、イメージングにより直径１ｃｍのサイズに至るまでの
癌腫病巣が特異的に検出された。ヒトにおけるマウス抗体の免疫原性に関して、シブロツ
ヅマブ（Ｓｉｂｒｏｔｕｚｕｍａｂ）と称されるヒト化型のＦ１９を使用した第Ｉ相及び
第ＩＩ相臨床試験が近年実施された［３１、３２］。これらの試験による結果から、シブ
ロツヅマブの投与が安全で、且つ十分に耐容されることが実証された。第Ｉ相ピボタル試
験において得られた結果［３０］と同様に、１３１Ｉによる追跡標識及びイメージング解
析から、シブロツヅマブが腫瘍範囲に特異的に蓄積することが明らかとなった。残念なが
ら、非コンジュゲート型シブロツヅマブには抗腫瘍活性がないこと、又はいかなる治療活
性もないことがそれぞれ実証された［３２］。ＦＡＰの生物学的機能の詳細はいまだ明ら
かでないものの、そのジペプチジルペプチダーゼ活性が腫瘍の進行及び転移に関与すると
仮定された［１５、３３］。ＦＡＰ酵素機能に作用するシブロツヅマブの欠如が、治療効
果がない理由であると示唆された［３４］。その結果、インビトロで触媒活性を阻害する
ため抗ＦＡＰ特異的ポリクローナル抗体が産生されている。実際、ＦＡＰ陽性異種移植片
を抗ＦＡＰ抗血清で処置すると、腫瘍成長が減弱した［１３］。しかしながら、ポリクロ
ーナル血清はウサギをマウスＦＡＰで免疫化することにより産生されたため、触媒ドメイ
ンとは異なる別のエピトープもまた標的化された可能性が最も高い。従って、認められる
抗腫瘍効果が実際にジペプチジルペプチダーゼ阻害によったものであるとこの試験から結
論付けるのは困難である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｒｅｔｔｉｇ，　Ｗ．Ｊ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ－ｓｕｒｆａ
ｃｅ　ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｓａｒｃｏｍａｓ：　ｄｉｆｆ
ｅｒｅｎｔｉａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｎｏｒｍａｌ　ａｎｄ　ｍａｌｉｇｎ
ａｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ａｎｄ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｅｌｌｓ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　１９８８．　８５（９）：　ｐ．　３１１０－４
．
【非特許文献２】Ｒｅｔｔｉｇ，　Ｗ．Ｊ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
　ａｎｄ　ｈｅｔｅｒｏｍｅｒｉｃ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｂｒｏｂ
ｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｎｏｒｍａｌ　ａｎｄ　ｔｒ
ａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ａｎｄ　ｎｅｕｒｏ
ｅｃｔｏｄｅｒｍａｌ　ｏｒｉｇｉｎ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，　１９９３．　５３（
１４）：　ｐ．　３３２７－３５．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、ＦＡＰ抗体の活性についての既存のエビデンスは有望であるものの、効力及び
抗腫瘍活性に関しては依然として限界が認められる。従って、ＦＡＰ抗体、特に、マウス
動物モデルで利用することができ、且つ診断及び治療における効力及び適用性の向上を実
証する抗体を開発するならば望ましく、本発明はこの目標の達成に向けて行われるもので
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ある。
【０００９】
　本明細書における参考文献の引用は、それらが本発明に先行する技術であることを認め
るものとして解釈されてはならない。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、診断及び治療を目的とした、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）に対す
る抗体を提供する。特に、ＦＡＰに特異的な抗体が提供され、ここで前記抗体はヒト及び
マウスＦＡＰを認識し、且つそれとの結合能を有する。本明細書ではＦａｂ抗体が特に提
供される。本発明の抗体は、創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節リウマチ、肝硬変及
び肺線維症を含めた、活性化した間質に関連する病態、並びにＦＡＰ陽性腫瘍、例えば膵
癌、メラノーマ及び種々の肉腫における診断及び治療用途を有する。特定の態様において
、本発明の抗体は、癌、例えば乳癌、肺癌、結腸直腸癌及び卵巣癌を含む上皮癌に適用す
ることができる。
【００１１】
　一般的な態様において、本発明は、ヒト及びマウスＦＡＰに対するＦＡＰ抗体であって
、ＣＤ２６（ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＰＩＶ））と交差反応／結合しないＦ
ＡＰ抗体を提供する。広義の態様において、本発明は、ヒトＦＡＰを認識する単離された
特異的結合メンバー、特に抗体又はその断片、例えばＦａｂ断片及び単鎖若しくはドメイ
ン抗体を提供する。さらなる態様において、本発明は、ヒトＦＡＰを認識し、且つ図２及
び／又は図１０に示されるとおりの配列を含むＥＳＣ１１又はＥＳＣ１４のアミノ酸配列
を含む抗体又はその断片を提供する。かかる一態様において、本発明は、図１０に示され
る可変領域ＣＤＲ配列を含む抗ヒトＦＡＰ抗体を提供する。
【００１２】
　詳細な態様において、本発明の抗体又は断片は、ヒト及びマウスＦＡＰとの反応性を有
し、それとの結合能を有する。さらなる態様において、抗体又は断片はＣＤ２６（ＤＰＰ
ＩＶ）と反応せず、それに結合しない。ある態様において、本発明の抗体又は断片の結合
はジペプチジルペプチダーゼ活性に直接影響を及ぼさない。さらなる態様において、抗体
又は断片はＦＡＰの発現を下方制御し、従って細胞表面上での活性ジペチジルペプチダー
ゼ（ｄｉｐｅｔｉｄｙｌ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ）酵素活性の数又は量を低減する。本発明
の１つ又は複数の抗体は、細胞表面上でのＦＡＰ発現を低減させることによってジペプチ
ジルペプチダーゼ活性に間接的に影響を与える。さらに別の態様において、抗体又は断片
はＦＡＰ発現の下方制御を媒介する。別の態様において、抗体又は断片はＦＡＰ発現細胞
におけるアポトーシスを誘導し、媒介する。さらに追加的な態様において、抗体又は断片
はＥＣＭタンパク質との細胞接着を阻害する。従って、本発明の１つ以上の抗ＦＡＰ抗体
又はその１つ以上の活性断片は、以下の特徴のうちの少なくとも２つを有する：ヒト及び
マウスＦＡＰとの反応性を有する；ＣＤ２６（ＤＰＰＩＶ）と反応又は結合しない；ＦＡ
Ｐのジペプチジルペプチダーゼ活性に直接影響を及ぼさない；ＦＡＰ発現の下方制御を媒
介する；ＦＡＰ発現細胞におけるアポトーシスを誘導、又は他の形で媒介する；及びＥＣ
Ｍタンパク質との細胞接着を阻害する。
【００１３】
　本発明者らは、ヒト及びマウスＦＡＰと反応性を有し、且つＣＤ２６と反応しない新規
ＦＡＰ抗体を発見した。本明細書で例示する抗体は、Ｆａｂ抗体及びそれをベースとする
組換え抗体を含む。提供される例示的抗体はＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４を含む。これらの
抗体は、本明細書並びに図２及び図１０に示されるとおりの重鎖及び軽鎖可変領域配列を
有し、及びＣＤＲドメイン領域配列を含む。
【００１４】
　本発明の抗体及び断片の固有の特異性及び親和性により、創傷治癒、上皮癌、変形性関
節症、関節リウマチ、肝硬変及び肺線維症を含め、活性化した間質に関連する病態を、特
に正常組織の取り込みに関連する問題なしに、同定し、特徴付け、及び標的化する診断及
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び治療用途が提供される。その進行、遊走及び／又は浸潤が間質線維芽細胞に関わり、そ
れにより促進され、又はそれと関連付けられる癌は、特に本発明の抗体に対して感受性が
あり、その標的とされる。かかる癌としては、乳癌、肺癌、結腸直腸癌及び卵巣癌を含む
上皮癌が挙げられる。
【００１５】
　好ましい態様において、抗体は、本発明者らが同定して特徴付けた抗体の特徴を有する
抗体であって、特にヒト及びマウスＦＡＰを認識し、且つ関連タンパク質ＣＤ２６を認識
しないものである。特に好ましい態様において、抗体はＥＳＣ１１又はＥＳＣ１４、又は
その活性断片である。さらに好ましい態様において、本発明の抗体は、図２及び図１０に
記載されるＶＨ及びＶＬアミノ酸配列（ＶＨ配列　配列番号１、配列番号２、配列番号７
、及びＶＬ配列　配列番号３、配列番号８）を含む。特定の態様において、本発明の抗体
は図１０に記載されるＣＤＲ配列を含む。本発明の特定の態様において、抗体はＥＳＣ１
１であり、図２又は図１０に示される可変領域配列（ＶＨ配列　配列番号１又は２、及び
ＶＬ配列　配列番号３）を含む。本発明の特定の態様において、抗体はＥＳＣ１１であり
、図１０に示されるＣＤＲ領域配列（重鎖ＣＤＲ１（配列番号１１）、ＣＤＲ２（配列番
号１２）、ＣＤＲ３（配列番号１３）；軽鎖ＣＤＲ１（配列番号１７）、ＣＤＲ２（配列
番号１８）、ＣＤＲ３（配列番号１９））を含む。本発明の特定の態様において、抗体は
ＥＳＣ１４であり、図２又は図１０に示される可変領域配列（ＶＨ配列　配列番号７、及
びＶＬ配列　配列番号８）を含む。本発明の特定の態様において、抗体はＥＳＣ１４であ
り、図１０に示されるＣＤＲ領域配列（重鎖ＣＤＲ１（配列番号１４）、ＣＤＲ２（配列
番号１５）、ＣＤＲ３（配列番号１６）；軽鎖ＣＤＲ１（配列番号２０）、ＣＤＲ２（配
列番号２１）、ＣＤＲ３（配列番号２２））を含む。
【００１６】
　抗体のその標的抗原との結合は、その重鎖及び軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）によっ
て媒介される。従って、本発明の抗体、特にＥＳＣ１１及び／又はＥＳＣ１４の重鎖又は
軽鎖、及び好ましくはその双方のＣＤＲ領域をベースとする特異的結合メンバーは、治療
及び／又は診断に有用な特異的結合メンバーであり得る。抗体の配列及びＣＤＲは図２及
び図１０に記載する。図２Ａには、ＥＳＣ１１抗体重鎖及び軽鎖ＤＮＡ配列及びアミノ酸
配列を記載する。ＥＳＣ１１重鎖可変領域アミノ酸配列が配列番号１に示され、真核生物
発現用に修飾された重鎖ペプチド配列が配列番号２に示される。これらの重鎖ペプチド配
列をコードする核酸配列が、それぞれ配列番号４及び５に示される。ＥＳＣ１１軽鎖アミ
ノ酸配列が配列番号３に対応し、それをコードするＤＮＡ配列が配列番号６に対応する。
図２Ｂには、ＥＳＣ１４抗体重鎖及び軽鎖ＤＮＡ配列及びアミノ酸配列を記載する。ＥＳ
Ｃ１４重鎖可変領域アミノ酸配列が配列番号７に示される。この重鎖ペプチド配列をコー
ドする核酸配列が、配列番号９に対応する。ＥＳＣ１４軽鎖アミノ酸配列が配列番号８に
対応し、それをコードするＤＮＡ配列が配列番号１０に対応する。ＥＳＣ１１抗体重鎖抗
体ＥＳＣ１１は、図１０に示されるとおり、重鎖ＣＤＲ配列ＧＧＳＩＳＳＮＮＹＹＷＧ（
配列番号１１）、ＳＩＹＹＳＧＳＴＮＹＮＰＳＬＫＳ（配列番号１２）及びＧＡＲＷＱＡ
ＲＰＡＴＲＩＤＧＶＡＦＤＩ（配列番号１３）、並びに軽鎖ＣＤＲ配列ＲＡＳＱＴＶＴＲ
ＮＹＬＡ（配列番号１７）、ＧＡＳＮＲＡＡ（配列番号１８）及びＱＱＦＧＳＰＹＴ（配
列番号１９）を含む。抗体ＥＳＣ１４は、図１０に示されるとおり、重鎖ＣＤＲ配列ＧＹ
ＴＦＴＳＹＧＩＳ（配列番号１４）、ＷＩＳＡＹＮＧＮＴＮＹＡＱＫＬＱＧ（配列番号１
５）及びＤＷＳＲＳＧＹＹＬＰＤＹ（配列番号１６）並びに軽鎖ＣＤＲ配列ＲＳＳＱＳＬ
ＬＨＳＮＧＹＮＹＬＤ（配列番号２０）、ＬＧＳＮＲＡＳ（配列番号２１）及びＭＱＡＬ
ＱＴＰＰＴ（配列番号２２）を含む。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体ＣＤＲ配列の相同性
及び類似性に基づくコアＣＤＲ配列は、重鎖について、Ｇ　Ｇ／Ｙ　Ｓ／Ｔ　Ｉ／Ｆ　Ｓ
／Ｔ　Ｓ　Ｎ／－　Ｎ／－　Ｙ　Ｙ／Ｇ　Ｗ／Ｉ　Ｇ／ＳのＣＤＲ　Ｉ、Ｓ／Ｗ　Ｉ　Ｓ
／－　Ｙ／Ａ　Ｙ　Ｓ／Ｎ　Ｇ　Ｓ／Ｎ　Ｔ　Ｎ　Ｙ　Ｎ／Ａ　Ｐ／Ｑ　Ｓ／Ｋ　Ｌ　Ｋ
／Ｑ　Ｓ／ＧのＣＤＲＩＩ、及びＧ／Ｄ　Ａ／－　Ｒ／－　Ｗ　Ｑ／－　Ａ／－　Ｒ／－
　Ｐ／－　Ａ／－　Ｔ／Ｓ　Ｒ　Ｉ／Ｓ　Ｄ／Ｇ　Ｇ／Ｙ　Ｖ／Ｙ　Ａ／Ｌ　Ｆ／Ｐ　Ｄ
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　Ｉ／ＹのＣＤＲＩＩＩを含む。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体ＣＤＲ配列の相同性及び
類似性に基づくコアＣＤＲ配列は、軽鎖について、Ｒ　Ａ／Ｓ　Ｓ　Ｑ　Ｔ／Ｓ　Ｖ／Ｌ
　Ｔ／Ｌ　Ｒ／Ｈ　Ｓ／－　Ｎ／－　Ｇ／－　Ｙ／－　Ｎ　Ｙ　Ｌ　Ａ／ＤのＣＤＲ　Ｉ
、Ｇ／Ｌ　Ａ／Ｇ　Ｓ　Ｎ　Ｒ　Ａ　Ａ／ＳのＣＤＲＩＩ、及びＱ／Ｍ　Ｑ　Ａ／－　Ｆ
／Ｌ　Ｇ／Ｑ　Ｓ／Ｔ　Ｐ　Ｙ／Ｐ　ＴのＣＤＲＩＩＩを含む。
【００１７】
　従って、本明細書で同定される１つ又は複数の抗体のＣＤＲをベースとする抗体などの
特異的結合タンパク質は、疾患又は癌における間質、特にＦＡＰ及びＦＡＰ発現細胞を標
的化するのに有用であり得る。本発明の抗体のＦＡＰ標的は正常細胞又は正常間質線維芽
細胞では有意に発現しないため、本発明の抗体は正常体細胞には有意に結合しないことか
ら、正常組織における有意な取り込みがなく、ＦＡＰ標的に好適で特異的な親和性がある
ものと予想される。
【００１８】
　さらなる態様において、本発明は、抗原との結合能を有する単離された抗体又はその断
片を提供し、ここで前記抗体又はその断片は、実質的に本明細書及び図１０に示されると
おりのアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ドメインを含む。
【００１９】
　さらなる態様において、本発明は、上記に定義されるとおりの特異的結合メンバーをコ
ードする配列を含む単離核酸、及び本発明の特異的結合メンバーを調製する方法であって
、前記結合メンバーの発現をもたらす条件下で前記核酸を発現させるステップと、結合メ
ンバーを回収するステップとを含む方法を提供する。かかる一態様では、図２又は図１０
に示されるとおりのアミノ酸配列を有する抗体可変領域配列をコードする核酸が提供され
るか、又は図１０に示されるとおりのＣＤＲドメイン配列を有する抗体が提供される。一
態様では、図２の核酸が提供される。本発明はまた、本発明の抗体をコードする組換えＤ
ＮＡ分子又はクローン化遺伝子、又はその縮重変異体；好ましくは、図２又は図１０に示
される配列をコードする配列を有するか、又はコードすることが可能な、抗体ＶＨ及びＶ
Ｌ、特にＣＤＲ領域配列をコードする核酸分子、特に組換えＤＮＡ分子又はクローン化遺
伝子にも関する。
【００２０】
　本発明に係るＣＤＲドメインを含む抗体、その断片及び組換え抗体は、人体又は動物体
を治療又は診断する方法、例えばヒト患者における腫瘍を治療する方法であって、前記患
者に本発明の抗体、その断片及び組換え抗体の有効量を投与するステップを含む方法にお
いて使用され得る。
【００２１】
　本発明はまた、本明細書に記載される活性を有し、且つ上記及び本明細書の図２又は図
１０に定義及び説明されるアミノ酸配列を呈するポリペプチド又は抗体も含み、又は重鎖
及び軽鎖を有する抗体であって、その重鎖及び軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）が図２及
び図１０の各々又はいずれかに記載されるアミノ酸配列を含む抗体である。
【００２２】
　本発明の診断的有用性は、インビトロ及びインビボ診断アッセイを含め、腫瘍若しくは
細胞試料を特徴付け、又は腫瘍若しくは癌についてスクリーニングするアッセイにおける
本発明の抗体の使用にまで及ぶ。イムノアッセイでは、対照量の抗体等を調製し、酵素、
特異的結合パートナー及び／又は放射性元素で標識することができ、次に細胞試料に導入
することができる。標識された材料又は１つ以上のその結合パートナーが試料内の部位と
の反応機会を得た後、得られた質量を公知の技法により調べることができ、その技法は結
合させる標識の性質によって異なり得る。
【００２３】
　本発明の特異的結合メンバーは、検出可能標識又は機能標識を有し得る。特異的結合メ
ンバーは、放射性標識、例えば同位体３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１Ｃ
ｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ
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、１１１Ｉｎ、１１７Ｌｕ、２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３Ｂ
ｉ、９９Ｔｃ及び１８６Ｒｅを有し得る。放射性標識を使用するとき、現在利用可能な公
知の計数手順を利用して特異的結合メンバーを同定及び定量することができる。標識が酵
素である場合、検出は、当該技術分野において公知の現在利用されている比色分析法、分
光光度法、蛍光分光光度法、電流測定法又はガス定量法のいずれかの技法により達成する
ことができる。
【００２４】
　放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片は、インビトロ診断技法
及びインビボ放射線イメージング技法において有用である。本発明のさらなる態様におい
て、放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片、特に放射性イムノコ
ンジュゲートは、放射免疫療法において、特に癌療法用の放射性標識抗体として有用であ
る。さらに別の態様において、放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びその
断片は、放射免疫ガイド下手術技法において有用であり、このような技法により、かかる
細胞の摘出手術の前、その最中、又はその後に、癌細胞、前癌性細胞、腫瘍細胞、及び過
剰増殖性細胞の存在及び／又は位置を同定及び指示することができる。
【００２５】
　本発明の特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片が他の分子又は薬剤とコンジュゲ
ート化されるか、又はそれに結合される本発明のイムノコンジュゲート又は抗体融合タン
パク質として、限定はされないが、化学的アブレーション剤、毒素、免疫調節薬、サイト
カイン、細胞傷害剤、化学療法剤又は薬物とコンジュゲート化された結合メンバーが挙げ
られる。
【００２６】
　本発明は、例えばＦＡＰの、存在の程度について定量分析するための検査キットの形態
で調製されてもよいアッセイシステムを含む。このシステム又は検査キットは、本明細書
で考察される放射性の及び／又は酵素的な技法のうちの１つにより調製された、標識を抗
体とカップリングする標識構成成分と、１つ又は複数のさらなる免疫化学試薬であって、
そのうちの少なくとも１つが遊離した、若しくは固定化された測定対象の構成成分又はそ
の１つ以上の結合パートナーである試薬とを含み得る。
【００２７】
　さらなる実施形態において、本発明は、結合メンバー、抗体、若しくはその活性断片の
活性に基づき得るか、又は同じ活性を有することが決定された薬剤若しくは他の薬物に基
づき得る特定の治療方法に関する。第１の治療方法は、限定はされないが、メラノーマ、
肺、食道、肝臓、胃、前立腺、卵巣、膀胱及び滑膜の肉腫を含む癌の予防又は治療に関連
する。
【００２８】
　本発明の結合メンバー及び抗体は、並びに詳細な実施形態において、配列が本明細書の
図２及び図１０に提示される抗体、又はその活性断片、及びそれから誘導される単鎖、組
換え又は合成抗体、特に図１０に記載されるＣＤＲ領域配列を含むものは、好適な媒体、
担体又は希釈剤を含んで、療法が癌の治療などに適する場合に投与される医薬組成物に調
製することができる。かかる医薬組成物はまた、ペグ化などの当該技術分野において公知
の方法により、結合メンバー、抗体又は断片の半減期を調節する方法も含み得る。かかる
医薬組成物は、追加的な抗体又は治療剤をさらに含み得る。
【００２９】
　本発明の組成物は、単独で投与されても、又は他の治療、療法薬又は薬剤との組み合わ
せで、治療する病態に応じて同時に、或いは逐次的に、投与されてもよい。加えて、本発
明は、本明細書に記載される結合メンバー、特に抗体又はその断片と、他の薬剤又は療法
薬、例えば、抗癌剤若しくは抗癌療法薬、抗有糸分裂剤、アポトーシス剤若しくは抗体、
又は免疫調節薬とを含む組成物を企図し、包含する。より一般的には、これらの抗癌剤は
、チロシンキナーゼ阻害薬又はリン酸化カスケード阻害薬、翻訳後モジュレーター、細胞
増殖又は分裂阻害薬（例えば抗有糸分裂薬）、阻害薬又はシグナル伝達阻害薬であり得る
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。他の治療又は療法薬としては、疼痛緩和薬、例えば非ステロイド系抗炎症薬（例えば、
アスピリン、パラセタモール、イブプロフェン又はケトプロフェン）若しくはモルヒネな
どのアヘン薬、又は制吐薬の好適な用量の投与を挙げることができる。加えて組成物は、
免疫応答及び癌細胞又は腫瘍の低減又は消失を刺激する免疫調節薬、例えば、インターロ
イキン類、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）又は他の成長因子、コロニー刺激因子、サイトカイン
類又はデキサメタゾンなどのホルモン類と共に投与されてもよい。組成物はまた、他の抗
ＦＡＰ抗体又は他のａｎｔｉ－ｔｕｎｏｒ抗原抗体と共に投与されても、又はそれを併せ
た組み合わせを含んでもよい。
【００３０】
　本発明はまた、他の分子又は薬剤に共有結合するか、又は他の形でそれと結合した抗体
及びその断片も含む。これらの他の分子又は薬剤としては、限定はされないが、明確な認
識特性を有する分子（抗体又は抗体断片を含む）、毒素、リガンド、及び化学療法剤が挙
げられる。さらなる態様では、本発明の抗体又は断片を使用することにより治療分子又は
他の薬剤の標的又は対象を定めることができ、例えば分子又は薬剤の標的を、創傷部位、
腫瘍部位、炎症範囲又は癌性病巣のＦＡＰ発現細胞、例えば間質細胞又は活性化した間質
細胞に定めることができる。
【００３１】
　他の目的及び利点は、次の詳細な説明を検討することにより当業者に明らかとなるであ
ろう。詳細な説明は、以下の例示的な図面、及び添付の特許請求の範囲を参照して進めら
れる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】組換えＦＡＰの免疫沈降。Ａ．クマシーブルー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル、及び
Ｂ．Ｆ１９抗体でプローブした対応するウエスタンブロット。Ｃ．ＨＴ１０８０　ＦＡＰ
＋ライセートからイムノキャプチャーで捕捉したＦＡＰ（ＦＡＰ＋）、及びＨＴ１０８０
ライセートからのモックのイムノキャプチャー捕捉物（ＦＡＰ－）におけるジペプチジル
ペプチダーゼ活性。Ａ．Ｕ．は任意単位。ＨＣは重鎖。
【図２Ａ】ＥＳＣ１１抗体配列。抗体の重鎖及び軽鎖のＤＮＡ配列を記載する。ＥＳＣ　
１１重鎖及び軽鎖ＤＮＡ配列は、それぞれ配列番号４又は５及び配列番号６に対応する。
ＥＳＣ１１の重鎖アミノ酸配列（配列番号１）は、アミノ酸１位でヒスチジン（Ｈ）から
グルタミン（Ｑ）に変異させて（赤色で強調表示される）、真核生物細胞での発現を可能
にした（配列番号２）。ＥＳＣ　１１の軽鎖ペプチド配列は配列番号３に対応する。
【図２Ｂ】ＥＳＣ１４抗体配列。抗体の重鎖及び軽鎖のＤＮＡ配列を記載する。ＥＳＣ　
１４重鎖及び軽鎖ＤＮＡ配列は、それぞれ配列番号９及び配列番号１０に対応する。ＥＳ
Ｃ　１４の重鎖アミノ酸配列は配列番号７に対応し、軽鎖は配列番号８に対応する。
【図３】Ｆａｂ　ＥＳＣ１１及びＦａｂ　ＥＳＣ１４の特異性。Ａ．細胞ライセートでコ
ートしたプレートに対するＦａｂ（１００ｎＭ）結合のＥＬＩＳＡ。ＨＴ１０８０　ＦＡ
Ｐ＋（黒色のバー）、ＨＴ１０８０（白色のバー）、ＨＥＫ２９３　ｈｕＣＤ２６＋（ス
トライプ線のバー）、ＨＥＫ２９３　ｍｕＦＡＰ＋（灰色のバー）、ＨＥＫ２９３モック
トランスフェクト系（ハッチング線のバー）。Ｂ．ＨＴ１０８０　ＦＡＰ＋細胞（左）及
び２９３　ｍｕＦＡＰ＋細胞（右）に対するＦａｂ　ＥＳＣ１１（黒色の線）、Ｆａｂ　
ＥＳＣ１４（灰色の線）、及び非結合性の対照Ｆａｂ（黒色塗り潰し）のＦＡＣＳ分析。
【図４】Ｆａｂ　ＥＳＣ１１及びＦａｂ　ＥＳＣ１４の親和性。表面プラズモン共鳴で観
察したときのＦａｂ　ＥＳＣ１１（左）及びＦａｂ　ＥＳＣ１４（右）の結合。精製した
Ｆａｂを、図に示す濃度でｒｈｕＦＡＰをコートしたＣＭ５センサーチップに注入した。
値は基準フローセルとの結合に対して補正した。黒色の実線は、不均一リガンドモデル並
びに示される速度及び親和性定数に従い計算した各Ｆａｂ濃度についての理論曲線を表す
。
【図５】還元及び非還元条件下における５μｇのＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４　ＩｇＧ及び
抗体Ｆａｂ断片のクマシーブルー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル。
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【図６】図６Ａおよび図６Ｂ。ＤＰＰ活性に対する競合的ＦＡＰ結合のＦＡＣＳ分析。Ａ
．ＦＡＰ発現培養ヒト線維芽細胞との精製ＩｇＧの結合。Ｂ．競合Ｆａｂ抗体の添加前に
培養線維芽細胞をＥＳＣ１１　ＩｇＧと共に、又はＣ．ＥＳＣ１４　ＩｇＧと共にインキ
ュベートした。
【図７】図７Ａ、Ｂ、ＣおよびＤ：Ａ．１０μｇ／ｍｌの抗ＦＡＰ抗体でのフローサイト
メトリーによるＡＦ上で発現したＦＡＰの検出。Ｂ．基質としてＡｌａ－Ｐｒｏ－ＡＦＣ
と共にインキュベートすることにより検出したときのＨＥＫ２９３　ｍｕＦＡＰ＋（塗り
潰しのない丸）、ＨＥＫ２９３（塗り潰した三角）、及びＡＦ（塗り潰した丸）の膜抽出
物中におけるＤＰＰ活性の経時変化。Ｃ：Ｈｅｋ　２９３　ｍｕＦＡＰ＋抽出物中におけ
る抗体及び合成ＤＰＰ阻害薬ＰＴ－１００のＤＰＰ活性に対する効果。Ｄ．ＡＦから調製
した抽出物中における抗体及び合成ＤＰＰ阻害薬ＰＴ－１００のＤＰＰ活性に対する効果
。
【図８】二価のＥＳＣ１１　ＩｇＧによる架橋結合後のＦＡＰの下方制御。ＥＳＣ１１　
ＩｇＧ及びＥＳＣ１４　ＩｇＧ（データは示さず）は、ＦＡＰの用量依存的還元を媒介し
た。一価のＥＳＣ１１／ＥＳＣ１４　Ｆａｂ断片又は二価の抗ｈｕＦＡＰ抗体については
、この効果は観察できなかった。
【図９】マウスＦＡＰが安定にトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞における、ＥＳ
Ｃ１１及びＥＳＣ１４とインキュベートしたときのアポトーシスの誘導。細胞死シグナル
伝達はＦＡＰ発現細胞においてのみ生じた。４℃でのいずれの抗体とのインキュベーショ
ン後も、またＦ１９抗ＦＡＰ抗体の添加後も、生存シグナル伝達は遮断されなかった。
【図１０】図１０ＡおよびＢ。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体可変領域重鎖配列のアライ
ンメント（Ａ）およびＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体可変領域軽鎖配列のアラインメント
（Ｂ）を示す。ＣＤＲ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩＩ領域配列を強調表示している。ＥＳＣ　１１
の重鎖ＣＤＲ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩＩは配列番号１１、１２及び１３に対応する。ＥＳＣ　
１１の軽鎖ＣＤＲ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩは配列番号１７、１８及び１９に対応する。ＥＳＣ
　１４の重鎖ＣＤＲ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩＩは配列番号１４、１５及び１６に対応する。Ｅ
ＳＣ　１４の軽鎖ＣＤＲ　Ｉ、ＩＩ及びＩＩは配列番号２０、２１及び２２に対応する。
同一のアミノ酸は指示し、保存アミノ酸を＋として示し、及び配列中のギャップはダッシ
ュ記号（－）として指示する。
【図１１】図１１Ａ、ＢおよびＣ。Ｄｙ　Ｌｉｇｈｔ　４８８（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ）により標識したＥＳＣ１１　ＩｇＧで処理したＨＴ　１０８０　ＦＡＰ細
胞の蛍光顕微鏡検査を示す。（Ａ）は、４℃でのインキュベーション及びＥＳＣ１１　Ｉ
ｇＧＩｎでの膜染色を示す。（Ｂ）細胞を４時間３７℃に加温した。細胞質スポット及び
小胞蓄積によってＦＡＰ－ＥＳＣ１１複合体の内在化が検出される。（Ｃ）では、ＥＳＣ
１１　ＩｇＧインキュベート細胞を３７℃で２時間保持し、次に酸で洗浄した。（Ｃ）で
は、内在化したＦＡＰ－抗体複合体が認められ、２時間のインキュベーションでほとんど
の抗体が内在化したことを実証している。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明においては、当該分野の技術範囲内にある従来の分子生物学的技法、微生物学的
技法、及び組換えＤＮＡ技法が用いられ得る。かかる技法は文献中に十分な説明がある。
例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」（１９８９年）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」第Ｉ～ＩＩＩ巻［Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｒ．Ｍ
．編（１９９４年）］；「Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａ
ｎｄｂｏｏｋ」第Ｉ～ＩＩＩ巻［Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｉｓ編（１９９４年））］；「Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」第Ｉ～ＩＩＩ巻［Ｃｏｌｉ
ｇａｎ，Ｊ．Ｅ．編（１９９４年）］；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｓ」（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編　１９８４年）；「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂ
ｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」［Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８
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５年）］；「Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ」［Ｂ．Ｄ
．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４年）］；「Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」［Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編（１９８６年）］；「Ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」［ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８６
年）］；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」（１９８４年）を参照のこと。
【００３４】
　従って、以下の用語は、本明細書に現れる場合には下記に示す定義を有するものとする
。
【００３５】
Ａ．用語
　用語「特異的結合メンバー」は、互いに対して結合特異性を有する一対の分子のメンバ
ーを表す。特異的結合対のこうしたメンバーは天然由来であっても、又は完全に若しくは
部分的に合成で産生されてもよい。分子対の一方のメンバーはその表面上に、分子対の他
方のメンバーに特異的に結合し、従ってその特定の空間的及び極性的構成と相補的な範囲
、又は空洞を有する。従って対のメンバーは互いに対して特異的に結合する特性を有する
。特異的結合対のタイプの例は、抗原－抗体、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモン
受容体、受容体－リガンド、酵素－基質である。本願は抗原－抗体タイプの反応に関する
。
【００３６】
　用語「抗体」は、天然であるにしろ、又は部分的に若しくは完全に合成で産生されるに
しろ、免疫グロブリンを表す。この用語にはまた、抗体結合ドメインであるか、又はそれ
と相同である結合ドメインを有する任意のポリペプチド又はタンパク質も含まれる。ＣＤ
Ｒグラフト抗体もまた、この用語によって企図される。「抗体」は、抗体及びその断片を
含め、特定のエピトープを結合する任意の免疫グロブリンである。この用語は、ポリクロ
ーナル抗体、モノクローナル抗体、及びキメラ抗体を包含し、キメラ抗体については米国
特許第４，８１６，３９７号明細書及び同第４，８１６，５６７号明細書にさらに詳細に
記載されている。用語「抗体」は、２本の重（Ｈ）鎖と２本の軽（Ｌ）鎖とである４本の
完全長ポリペプチド鎖を概して含む野生型免疫グロブリン（Ｉｇ）分子、又はその同等の
Ｉｇホモログ（例えばラクダ科動物ナノボディ、これは重鎖のみを含む）を含み；Ｉｇ分
子の本質的なエピトープ結合特徴を維持しているその完全長機能的突然変異体、変異型、
又は誘導体が含まれ、並びに二重特異性、二特異性、多特異性、及び二重可変ドメイン抗
体が含まれ；免疫グロブリン分子はいずれのクラス（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、
ＩｇＤ、ＩｇＡ、及びＩｇＹ）、又はサブクラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２）であってもよい。また、用語「抗体」の意味の
なかには、任意の「抗体断片」も含まれる。
【００３７】
　「抗体断片」は、少なくとも１本の完全長でないポリペプチド鎖を含む分子を意味し、
（ｉ）Ｆａｂ断片、これは、可変軽鎖（ＶＬ）、可変重鎖（ＶＨ）、定常軽鎖（ＣＬ）及
び定常重鎖１（ＣＨ１）ドメインからなる一価の断片である；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断
片、これは、ヒンジ領域でジスルフィド架橋により連結された２つのＦａｂ断片を含む二
価の断片である；（ｉｉｉ）Ｆａｂ（Ｆｄ）断片の重鎖部分、これはＶＨ及びＣＨ１ドメ
インからなる；（ｉｖ）可変断片（Ｆｖ）断片、これは、抗体の単一のアームのＶＬ及び
ＶＨドメインからなる、（ｖ）ドメイン抗体（ｄＡｂ）断片、これは単一の可変ドメイン
を含む（Ｗａｒｄ，Ｅ．Ｓ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　３４１，５４４～５４６頁（１９８９年
））；（ｖｉ）ラクダ科動物抗体；（ｖｉｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）；（
ｖｉｉｉ）ＶＨドメインとＶＬドメインとがペプチドリンカーにより連結されていて、そ
れにより２つのドメインが結合して抗原結合部位を形成可能な単鎖Ｆｖ断片（Ｂｉｒｄら
，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４２，４２３～４２６頁，１９８８年；Ｈｕｓｔｏｎら，ＰＮＡＳ
　ＵＳＡ，８５，５８７９～５８８３頁，１９８８年）；（ｉｘ）ダイアボディ、これは
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二価の二特異性抗体であり、ここではＶＨ及びＶＬドメインが単一のポリペプチド鎖上で
発現するが、但し同じ鎖上の２つのドメイン間での対形成を可能にするには短過ぎるリン
カーを使用して行われ、従ってドメインはもう一つの鎖の相補性ドメインとの対形成を強
いられ、２つの抗原結合部位を作り出す（国際公開第９４／１３８０４号パンフレット；
Ｐ．Ｈｏｌｌｉｇｅｒら　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０　６４
４４～６４４８頁，（１９９３年））；及び（ｘ）直鎖状抗体、これはタンデムＦｖセグ
メントの対（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含み、これらのセグメントは、相補性の軽
鎖ポリペプチドと共に、抗原結合領域の対を形成する；（ｘｉ）多価抗体断片（ｓｃＦｖ
二量体、三量体及び／又は四量体（Ｐｏｗｅｒ及びＨｕｄｓｏｎ，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４２：１９３～２０４頁　９（２０００年））；及び（ｘｉｉ）重鎖
及び／又は軽鎖、又はその突然変異体、変異型、又は誘導体の他の非完全長部分を、単独
で、又は任意の組み合わせで含む。
【００３８】
　抗体は多くの方法で修飾することができるため、用語「抗体」は、必要な特異性を備え
る結合ドメインを有する任意の特異的結合メンバー又は物質を包含すると解釈されるべき
である。従ってこの用語は、天然であるにしろ、又は完全に若しくは部分的に合成である
にしろ、免疫グロブリン結合ドメインを含む任意のポリペプチドを含めた、抗体断片、誘
導体、抗体の機能的等価物及びホモログを包含する。従って、別のポリペプチドと融合し
た免疫グロブリン結合ドメインを含むキメラ分子、又は等価物が含まれる。キメラ抗体の
クローニング及び発現については、欧州特許第Ａ－０１２０６９４号明細書及び欧州特許
第Ａ－０１２５０２３号明細書及び米国特許第４，８１６，３９７号明細書及び同第４，
８１６，５６７号明細書に記載されている。
【００３９】
　「抗体結合部位」は、抗原と特異的に結合する軽鎖又は重鎖並びに軽鎖可変及び超可変
領域から構成される抗体分子の構造部分である。
【００４０】
　語句「抗体分子」は、その様々な文法的形式で本明細書において使用されるとき、イン
タクトな免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分の双方を企
図する。
【００４１】
　例示的抗体分子は、インタクトな免疫グロブリン分子、実質的にインタクトな免疫グロ
ブリン分子、及び免疫グロブリン分子のうちのパラトープを含む部分、例えば当該技術分
野においてＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦ（ｖ）として公知の部分であって、
本明細書に記載される治療法での使用に好ましい部分である。
【００４２】
　抗体はまた二特異性であってもよく、ここでは抗体の一方の結合ドメインが本発明の特
異的結合メンバーであり、且つ他方の結合ドメインが異なる特異性を有して、例えばエフ
ェクター機能の動員などを行う。本発明の二特異性抗体は、抗体の一方の結合ドメインが
本発明の特異的結合メンバー、例えばその断片であり、且つ他方の結合ドメインが異なる
抗体又はその断片、例えば異なる抗癌性又は抗腫瘍性特異抗体のものである場合を含む。
他方の結合ドメインは、神経細胞又はグリア細胞特異的抗体などの、特定の細胞型を認識
又は標的化する抗体であってもよい。本発明の二特異性抗体では、本発明の抗体の一方の
結合ドメインが、特定の細胞受容体を認識し、及び／又は細胞を特定の方法で調節する他
方の結合ドメイン又は分子、例えば免疫調節薬（例えば、インターロイキン（類））、増
殖調節因子又はサイトカイン（例えば腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、及び特に、全体として本
明細書に援用される２００２年２月１３日に出願された米国仮特許出願第６０／３５５，
８３８号明細書に示されるＴＮＦ二特異性モダリティ）又は毒素（例えば、リシン）又は
抗有糸分裂性若しくはアポトーシス性の薬剤若しくは因子と組み合わされ得る。従って、
本発明の抗ＦＡＰ抗体を利用して、薬剤、標識、他の分子若しくは化合物又は抗体の対象
又は標的を、創傷治癒、炎症、癌又は腫瘍の特徴的範囲である間質部位に定めることがで
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きる。
【００４３】
　語句「モノクローナル抗体」は、その文法的形式において、特定の抗原と免疫反応する
能力を有する抗体結合部位を一種のみ有する抗体を指す。従ってモノクローナル抗体は、
典型的には、それが免疫反応する任意の抗原に対して単一の結合親和性を呈する。モノク
ローナル抗体にはまた、各々が異なる抗原に対して免疫特異性である複数の抗体結合部位
を有する抗体分子；例えば、二特異性（キメラ）モノクローナル抗体も含まれ得る。
【００４４】
　用語「抗原結合ドメイン」は、抗原に特異的に結合し、且つその一部又は全てと相補的
である範囲を含む抗体の一部を表す。抗原が大きい場合、抗体は抗原の特定の一部のみに
結合してもよく、その一部はエピトープと称される。抗原結合ドメインは１つ又は複数の
抗体可変ドメインにより提供され得る。好ましくは、抗原結合ドメインは抗体軽鎖可変領
域（ＶＬ）と抗体重鎖可変領域（ＶＨ）とを含む。
【００４５】
　本発明のイムノコンジュゲート又は抗体融合タンパク質は、本発明に有用な抗体、抗体
分子、又はその断片が他の分子又は薬剤とコンジュゲート化され、又はそれに結合されて
いるものであり、限定はされないが、化学的アブレーション剤、毒素、免疫調節薬、サイ
トカイン、細胞傷害剤、化学療法剤、抗菌性の薬剤又はペプチド、細胞壁及び／又は細胞
膜破壊剤、又は薬物とコンジュゲート化されたかかる抗体、分子、又は断片がさらに挙げ
られる。
【００４６】
　用語「特異的な」は、特異的結合対の一方のメンバーが、その１つ又は複数の特異的結
合パートナー以外の分子とは何ら有意な結合を示さない状況を指して用いられ得る。この
用語はまた、例えば抗原結合ドメインが、多数の抗原に備わる特定のエピトープに特異的
である場合にも適用することができ、その場合、抗原結合ドメインを持つ特異的結合メン
バーは、そのエピトープを持つ様々な抗原に結合することが可能であり得る。
【００４７】
　用語「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」は、概して含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）の意味で用
いられ、すなわち１つ又は複数の特徴又は構成要素の存在を許容する。
【００４８】
　用語「～から本質的になる」は、より大型の産物に共有結合していない規定数の残基の
産物、特にペプチド配列を指す。しかしながら上記に参照する本発明のペプチドの場合、
当業者は、保護基などを追加する末端の化学修飾、例えばＣ末端のアミド化などの、ペプ
チドのＮ末端又はＣ末端に対する少しの修飾は企図され得ることを理解するであろう。
【００４９】
　用語「単離された」は、本発明において、本発明の特異的結合メンバー、又はかかる結
合メンバーをコードする核酸が置かれるであろう状態を指す。メンバー及び核酸は、その
天然の環境、又は調製がインビトロ若しくはインビボで実施される組換えＤＮＡ技法によ
るときの、それが調製される環境（例えば細胞培養物）中に共に存在する他のポリペプチ
ド又は核酸などの、天然で関連している材料を含まない、又は実質的に含まないものであ
り得る。メンバー及び核酸は希釈剤又は補助剤と共に配合されてもよく、それでもなお、
実際的な目的からは単離されているとし得る－例えば、メンバーは通常、イムノアッセイ
で使用されるマイクロタイタープレートのコーティングに使用する場合にはゼラチン若し
くは他の担体と混合されてもよく、又は診断若しくは治療で使用するときには薬学的に許
容可能な担体若しくは希釈剤と混合され得る。
【００５０】
　本明細書で使用されるとき、「ｐｇ」はピコグラムを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを
意味し、「ｕｇ」又は「μｇ」はマイクログラムを意味し、「ｍｇ」はミリグラムを意味
し、「ｕｌ」又は「μｌ」はマイクロリットルを意味し、「ｍｌ」はミリリットルを意味
し、「ｌ」はリットルを意味する。
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【００５１】
　用語「抗体」、「ｎａｔｉ－ＦＡＰ抗体」、「ＦＡＰ抗体」、「ヒト／マウスＦＡＰ抗
体」、「抗体ＥＳＣ１１」、「抗体ＥＳＣ１４」及び具体的に列挙はしない任意の変形例
は、本明細書では同義的に使用されてもよく、本願及び特許請求の範囲の全体を通じて使
用されるとき、単一又は複数のタンパク質を含むタンパク質性の材料を指すとともに、本
明細書に記載され、且つ図２及び図１０に提示されるアミノ酸配列データ並びに本明細書
及び特許請求の範囲に定義される活性プロファイルを有するタンパク質にまで及ぶ。従っ
て、実質的に同等の又は改変された活性を呈するタンパク質も同様に企図される。こうし
た修飾は、例えば部位特異的突然変異誘発によって得られる修飾などの、意図的なもので
あってもよく、又は複合体若しくはその命名されたサブユニットの産生体である宿主にお
いて突然変異によって得られる修飾などの、偶発的なものであってもよい。また、用語「
抗体」、「ｎａｔｉ－ＦＡＰ抗体」、「ＦＡＰ抗体」、「ヒト／マウスＦＡＰ抗体」、「
抗体ＥＳＣ１１」、「抗体ＥＳＣ１４」は、その範囲内に、本明細書で具体的に挙げられ
るタンパク質並びに全ての実質的に同種の類似体及び対立遺伝子変異も含むことが意図さ
れる。
【００５２】
　本明細書に記載されるアミノ酸残基は、「Ｌ」異性体型であることが好ましい。しかし
ながら、そのポリペプチドにより免疫グロブリン結合の所望の機能特性が維持される限り
、「Ｄ」異性体型の残基を任意のＬ－アミノ酸残基に置き代えることができる。ＮＨ２は
、ポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離アミノ基を指す。ＣＯＯＨは、ポリペプチド
のカルボキシ末端に存在する遊離カルボキシ基を指す。標準的なポリペプチド命名法であ
るＪ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４３：３５５２～５９頁（１９６９年）に従い、アミノ
酸残基の略記法を以下の対応表に示す。
【００５３】
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【表１】

【００５４】
　全てのアミノ酸残基配列は、本明細書では、左右の向きが従来どおりのアミノ末端から
カルボキシ末端の方向である式によって表されることに留意しなければならない。さらに
、アミノ酸残基配列の最初又は最後にあるダッシュ記号は、１つ又は複数のアミノ酸残基
の別の配列とのペプチド結合を示すことに留意しなければならない。上記の表は、本明細
書で交互に現れ得る３文字表記法と１文字表記法とを互いに関連させている。
【００５５】
　「レプリコン」は、生体内で自律的なＤＮＡ複製単位として機能し；すなわち、それ自
体の制御下における複製能を有する任意の遺伝エレメント（例えば、プラスミド、染色体
、ウイルス）である。
【００５６】
　「ベクター」は、それに別のＤＮＡセグメントが結合され、それにより結合したセグメ
ントの複製をもたらし得るレプリコン、例えば、プラスミド、ファージ又はコスミドであ
る。
【００５７】
　「ＤＮＡ分子」は、その一本鎖形態か、又は二本鎖らせんのいずれかである多量体型の
デオキシリボヌクレオチド（アデニン、グアニン、チミン、又はシトシン）を指す。この
用語は分子の一次及び二次構造のみを指し、分子をいかなる特定の三次形態にも限定する
ものではない。従って、この用語は、とりわけ直鎖状ＤＮＡ分子（例えば、制限酵素断片
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）、ウイルス、プラスミド、及び染色体に見られる二本鎖ＤＮＡを含む。特定の二本鎖Ｄ
ＮＡ分子の構造について論じる際、配列は、非転写ＤＮＡ鎖（すなわち、この鎖はｍＲＮ
Ａと相同な配列を有する）に沿って５’から３’の方向の配列のみを示す通常の慣習に従
い本明細書に記載され得る。
【００５８】
　「複製起点」は、ＤＮＡ合成に関与するＤＮＡ配列を指す。
【００５９】
　ＤＮＡ「コード配列」は、適切な調節配列の制御下に置かれるとインビボで転写され、
及びポリペプチドに翻訳される二本鎖ＤＮＡ配列である。コード配列の境界は、５’（ア
ミノ）末端の開始コドンと、３’（カルボキシル）末端の翻訳終止コドンとにより決定さ
れる。コード配列としては、限定はされないが、原核生物配列、真核生物ｍＲＮＡ由来の
ｃＤＮＡ、真核生物（例えば、哺乳動物）ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、及びさらには
合成ＤＮＡ配列を挙げることができる。ポリアデニル化シグナル及び転写終結配列が、通
常、コード配列の３’側に位置し得る。
【００６０】
　転写及び翻訳制御配列は、宿主細胞中でのコード配列の発現をもたらすＤＮＡ調節配列
、例えば、プロモーター、エンハンサー、ポリアデニル化シグナル、ターミネーターなど
である。
【００６１】
　「プロモーター配列」は、細胞中のＲＮＡポリメラーゼに結合し、且つ下流（３’方向
）コード配列の転写を開始させる能力を有するＤＮＡ調節領域である。本発明を限定する
目的から、プロモーター配列はその３’末端で転写開始部位が境界となり、バックグラウ
ンドを上回る検出可能なレベルで転写を開始するのに最低限必要な塩基又はエレメントの
数を含んで上流（５’方向）に延在する。プロモーター配列の範囲内には、転写開始部位
（好都合にはヌクレアーゼＳ１でマッピングすることにより確定される）、並びにＲＮＡ
ポリメラーゼの結合に関与するタンパク質結合ドメイン（コンセンサス配列）が存在し得
る。真核生物プロモーターは、必ずというわけではないが、多くの場合に「ＴＡＴＡ」ボ
ックス及び「ＣＡＴ」ボックスを含み得る。原核生物プロモーターは、－１０及び－３５
コンセンサス配列に加えてシャイン－ダルガノ配列を含む。
【００６２】
　「発現制御配列」は、別のＤＮＡ配列の転写及び翻訳を制御及び調節するＤＮＡ配列で
ある。コード配列は、ＲＮＡポリメラーゼがコード配列をｍＲＮＡに転写するときに細胞
において転写及び翻訳制御配列の「制御下」にあり、次にｍＲＮＡは、コード配列によっ
てコードされるタンパク質に翻訳される。
【００６３】
　コード配列の前に「シグナル配列」が含まれ得る。この配列は、ポリペプチドのＮ末端
側の、ポリペプチドを細胞表面に誘導し、又はポリペプチドを培地に分泌するよう宿主細
胞に伝えるシグナルペプチドをコードし、このシグナルペプチドは、タンパク質が細胞を
離れる前に宿主細胞によって切り取られる。シグナル配列は、原核生物及び真核生物にと
って天然の様々なタンパク質と結合して存在し得る。
【００６４】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、本発明のプローブを参照して本明細書で使用されると
き、２個以上、好ましくは４個以上のリボヌクレオチドから構成される分子として定義さ
れる。その正確なサイズは多くの要因に依存することができ、次にはオリゴヌクレオチド
の最終的な機能及び使用に依存し得る。
【００６５】
　用語「プライマー」は、本明細書で使用されるとき、核酸鎖に相補的なプライマー伸長
産物の合成が誘導される条件下、すなわちヌクレオチドとＤＮＡポリメラーゼなどの誘導
剤との存在下、且つ好適な温度及びｐＨに置かれたとき、合成開始点として働くことが可
能なオリゴヌクレオチドを、精製された制限消化物におけるとおり天然に存在するにしろ
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あってもよく、及び誘導剤の存在下で所望の伸長産物の合成をプライミングするのに十分
な長さでなければならない。プライマーの正確な長さは、温度、プライマー供給源及びそ
の方法の使用を含めた多くの要因に依存し得る。例えば診断適用には、標的配列の複雑さ
に応じて、オリゴヌクレオチドプライマーは典型的には１５～２５ヌクレオチド又はそれ
以上を含み、しかしながらそれより少ないヌクレオチドを含んでもよい。
【００６６】
　本明細書におけるプライマーは、特定の標的ＤＮＡ配列の種々の鎖に「実質的に」相補
的であるように選択される。これはすなわち、プライマーが、そのそれぞれの鎖とハイブ
リダイズするのに十分な相補性を有しなければならないことを意味する。従って、プライ
マー配列は鋳型の正確な配列を反映しなくともよい。例えば、非相補的なヌクレオチド断
片がプライマーの５’末端に結合し、プライマー配列の残りの部分が鎖に相補的であって
もよい。或いは、非相補的な塩基又はより長い配列をプライマー中に散在させることがで
き、但しプライマー配列の鎖の配列との相補性は、それとハイブリダイズすることにより
伸長産物の合成用鋳型を形成するのに十分であるものとする。
【００６７】
　本明細書で使用されるとき、用語「制限エンドヌクレアーゼ」及び「制限酵素」は細菌
酵素を指し、その各々が特定のヌクレオチド配列又はその近傍で二本鎖ＤＮＡを切断する
。
【００６８】
　細胞は、外因性又は異種ＤＮＡが細胞内部に導入されたとき、かかるＤＮＡにより「形
質転換」されている。形質転換ＤＮＡは、細胞のゲノムを構成する染色体ＤＮＡ中に組み
込み（共有結合）されても、又はされなくてもよい。例えば原核生物、酵母、及び哺乳動
物細胞では、形質転換ＤＮＡはプラスミドなどのエピソームエレメントに維持され得る。
真核生物細胞に関して、安定に形質転換された細胞とは、形質転換ＤＮＡが染色体複製を
介して娘細胞によって受け継がれるように染色体に組み込まれたものである。この安定性
は、形質転換ＤＮＡを含む娘細胞集団から構成される細胞株又はクローンを構築する真核
生物細胞の能力により示される。「クローン」は、単細胞又は共通の祖先から有糸分裂に
よって誘導される細胞集団である。「細胞株」は、インビトロで多世代にわたり安定に成
長する能力を有する初代細胞のクローンである。
【００６９】
　２つのＤＮＡ配列は、ヌクレオチドの少なくとも約７５％（好ましくは少なくとも約８
０％、及び最も好ましくは少なくとも約９０又は９５％）が定義されたＤＮＡ配列長さに
わたり一致するとき、「実質的に相同」である。実質的に相同な配列は、配列データバン
クで利用可能な標準ソフトウェアを使用して、又は例えばその特定の系について定義され
るストリンジェントな条件下におけるサザンハイブリダイゼーション実験で、配列を比較
することにより同定することができる。適切なハイブリダイゼーション条件を定義するこ
とは、当該分野の技術範囲内である。例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら，上掲；「ＤＮＡ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ」，第Ｉ及びＩＩ巻，上掲；「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ」，上掲を参照のこと。
【００７０】
　本発明の特異的結合メンバー（抗体）をコードするＤＮＡ配列であって、例えば図２若
しくは図１０に提供されるものと同じアミノ酸配列を有するか、又は本明細書若しくは図
１０に示されるＣＤＲドメイン領域配列を含むが、それに対して縮重している抗体をコー
ドするＤＮＡ配列もまた本発明の範囲内であることは理解されなければならない。「～に
対して縮重する」とは、異なる３文字コドンを使用して特定のアミノ酸が指定されること
を意味する。各々の特定のアミノ酸をコードするために以下のコドンが交換可能に用いら
れ得ることは、当該技術分野において公知である。
【００７１】
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【表２】

【００７２】
　上記に特定されるコドンはＲＮＡ配列に対するものであることは理解されなければなら
ない。ＤＮＡに対応するコドンはＵの代わりにＴを有する。
【００７３】
　図２若しくは図１０に示されるアミノ酸、抗体断片、ＣＤＲ領域配列をコードする配列
、又は図１０の配列中に、特定のコドンが異なるアミノ酸をコードするコドンに変わるよ
うに突然変異を作製することができる。かかる突然変異は、概して可能な限り少ないヌク
レオチド変化を設けることによって作製される。この種の置換突然変異は、得られるタン
パク質中のアミノ酸を、非保存的な方法で変化させることによるか（例えば、特定のサイ
ズ又は特性を有するあるアミノ酸分類に属するアミノ酸から、別の分類に属するアミノ酸
にコドンを変化させることにより）、又は保存的な方法で変化させることにより（例えば
、特定のサイズ又は特性を有するあるアミノ酸分類に属するアミノ酸から、同じ分類に属
するアミノ酸にコドンを変化させることにより）作製することができる。かかる保存的変
化は、概して得られるタンパク質の構造及び機能にもたらされる変化がより小さい。非保
存的変化は、得られるタンパク質の構造、活性又は機能が変わり易い。本発明は、得られ
るタンパク質の活性又は結合特性を著しく変えることのない保存的変化を含む配列を含む
と考えられるべきである。
【００７４】
　以下は、様々なアミノ酸分類の一例である：
非極性のＲ基を有するアミノ酸
アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトフ
ァン、メチオニン
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非荷電極性のＲ基を有するアミノ酸
グリシン、セリン、スレオニン、システイン、チロシン、アスパラギン、グルタミン
荷電極性のＲ基を有するアミノ酸（Ｐｈ６．０で負に帯電）
アスパラギン酸、グルタミン酸
塩基性アミノ酸（ｐＨ６．０で正に帯電）
リジン、アルギニン、ヒスチジン（ｐＨ６．０）
【００７５】
　別の分類は、フェニル基を有するアミノ酸であり得る：
フェニルアラニン、トリプトファン、チロシン
【００７６】
　別の分類は、分子量（すなわちＲ基のサイズ）に従い得る：
【００７７】
【表３】

【００７８】
　特に好ましい置換は以下である：
－Ａｒｇに対するＬｙｓ、及びその逆、正電荷が維持され得る；
－Ａｓｐに対するＧｌｕ、及びその逆、負電荷が維持され得る；
－Ｔｈｒに対するＳｅｒ、遊離－ＯＨを維持することができる；及び
－Ａｓｎに対するＧｌｎ、遊離ＮＨ２を維持することができる。
【００７９】
　例示的且つ好ましい保存的アミノ酸置換としては、以下のうちのいずれかが挙げられる
：
グルタミン酸（Ｅ）に対するグルタミン（Ｑ）及びその逆；バリン（Ｖ）に対するロイシ
ン（Ｌ）及びその逆；スレオニン（Ｔ）に対するセリン（Ｓ）及びその逆；バリン（Ｖ）
に対するイソロイシン（Ｉ）及びその逆；グルタミン（Ｑ）に対するリジン（Ｋ）及びそ
の逆；メチオニン（Ｍ）に対するイソロイシン（Ｉ）及びその逆；アスパラギン（Ｎ）に
対するセリン（Ｓ）及びその逆；メチオニン（Ｍ）に対するロイシン（Ｌ）及びその逆；
グルタミン酸（Ｅ）に対するリジン（Ｌ）及びその逆；セリン（Ｓ）に対するアラニン（
Ａ）及びその逆；フェニルアラニン（Ｆ）に対するチロシン（Ｙ）及びその逆；アスパラ
ギン酸（Ｄ）に対するグルタミン酸（Ｅ）及びその逆；イソロイシン（Ｉ）に対するロイ
シン（Ｌ）及びその逆；アルギニン（Ｒ）に対するリジン（Ｋ）及びその逆。
【００８０】
　アミノ酸置換はまた、アミノ酸を特に好ましい特性で置換するために導入されてもよい
。例えばＣｙｓが、別のＣｙｓとのジスルフィド架橋に利用可能な部位として導入されて
もよいが導入されてもよい。Ｈｉｓが特に「触媒的な」部位として導入されてもよい（す
なわち、Ｈｉｓは酸又は塩基として働くことができ、生化学的触媒作用において最も一般
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的なアミノ酸である）。その特に平面的な構造からＰｒｏが導入されてもよく、これはタ
ンパク質の構造においてβターンを誘導する。
【００８１】
　２つのアミノ酸配列は、アミノ酸残基の少なくとも約７０％（好ましくは少なくとも約
８０％、及び最も好ましくは少なくとも約９０又は９５％）が同一であるか、又は保存的
置換を呈するとき、「実質的に相同」である。２つの抗体のＣＤＲ領域は、１つ又はｍｒ
ｅのアミノ酸が類似した又は保存的なアミノ酸置換で置換されるとき実質的に相同であり
、ここでその１つ又は複数の抗体は、本明細書に開示されるＥＳＣ１１又はＥＳＣ１４の
１つ又は複数の結合及び活性プロファイルを有する。
【００８２】
　ＤＮＡコンストラクトの「非相同」領域は、天然ではその大型分子との関連性が認めら
れない大型ＤＮＡ分子内の識別可能なＤＮＡセグメントである。従って、非相同領域が哺
乳動物遺伝子をコードするとき、その遺伝子には通常、供給源生物のゲノム中では哺乳動
物ゲノムＤＮＡに隣接しないＤＮＡが隣接し得る。非相同コード配列の別の例は、コード
配列それ自体が天然には存在しないコンストラクトである（例えば、ゲノムコード配列が
イントロンを含むｃＤＮＡ、又は天然遺伝子と異なるコドンを有する合成配列）。対立遺
伝子変異又は自然界で起こる突然変異イベントは、本明細書に定義されるとおりのＤＮＡ
の非相同領域をもたらさない。
【００８３】
　ＤＮＡ配列は、発現制御配列が当該のＤＮＡ配列の転写及び翻訳を制御及び調節すると
き、発現制御配列に「作動可能に連結」されている。用語「作動可能に連結された」は、
発現させるＤＮＡ配列の前に適切な開始シグナル（例えば、ＡＴＧ）を有することと、正
しいリーディングフレームを維持することにより、発現制御配列の制御下でのＤＮＡ配列
の発現及びＤＮＡ配列によりコードされる所望の産物の産生を可能にすることとを含む。
組換えＤＮＡ分子に挿入しようとする遺伝子が適切な開始シグナルを含まない場合、遺伝
子の前にかかる開始シグナルを挿入することができる。
【００８４】
　用語「標準ハイブリダイゼーション条件」は、ハイブリダイゼーション及び洗浄の双方
について５×ＳＳＣ及び６５℃と実質的に同等の塩及び温度条件を指す。しかしながら当
業者は、かかる「標準ハイブリダイゼーション条件」が、緩衝液中のナトリウム及びマグ
ネシウム濃度、ヌクレオチド配列長さ及び濃度、ミスマッチ率、ホルムアミド率などを含
む詳細な条件に依存することを理解するであろう。また、標準ハイブリダイゼーション条
件」の決定では、ハイブリダイズする２つの配列がＲＮＡ－ＲＮＡ、ＤＮＡ－ＤＮＡ又は
ＲＮＡ－ＤＮＡのいずれであるかも重要である。かかる標準ハイブリダイゼーション条件
は、当業者によって周知の式に従い容易に決定され、ここでハイブリダイゼーションは、
典型的にはＴｍ予測値又は測定値より１０～２０℃低く、必要に応じてより高いストリン
ジェンシーの洗浄を伴う。
【００８５】
　用語「薬剤」は、ポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチド、化学的化合物及び小分子を
含む任意の分子を意味する。特に薬剤という用語は、試験化合物又は薬物候補化合物など
の化合物を含む。
【００８６】
　用語「アゴニスト」は、最も広義には、リガンドであって、そのリガンドが結合する受
容体を刺激するリガンドを指す。
【００８７】
　用語「アッセイ」は、化合物の特定の特性を計測するために用いられる任意の方法を意
味する。「スクリーニングアッセイ」は、一群の化合物からその活性に基づき化合物を特
徴付け、又は選択するために用いられる方法を意味する。
【００８８】
　用語「予防する」又は「予防」は、疾患を引き起こす媒介物に曝露され得る、又は疾患
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に罹患し易い対象において、疾患又は障害を獲得又は発症するリスクを疾患の発病前に低
減すること（すなわち、疾患の臨床症候の少なくとも１つを発症させないこと）を指す。
【００８９】
　用語「予防法」は用語「予防」と関連し、及びそれに包含され、疾患を治療又は治癒で
はなく、予防することを目的とする対策又は手順を指す。予防対策の非限定的な例として
は、ワクチンの投与；例えば動けないことに起因して血栓症のリスクがある入院患者に対
する低分子量ヘパリンの投与；及びマラリアが風土病であるか、又はマラリアに罹るリス
クが高い地域への訪問に先立つクロロキンなどの抗マラリア剤の投与を挙げることができ
る。
【００９０】
　「治療有効量」は、医師又は他の臨床医が求める対象の生物学的又は医学的応答を誘発
し得る薬物、化合物、抗菌薬、抗体、又は医薬品の量を意味する。特に、グラム陽性菌感
染症及びグラム陽性菌の増殖に関連して、用語「有効量」は、殺菌及び／又は静菌効果を
有することを含め、グラム陽性菌の量又は感染程度の生物学的に有意な減少をもたらし得
る有効量の化合物又は薬剤を含むことが意図される。語句「治療有効量」は、本明細書で
は、感染性細菌の増殖若しくは量、又はその存在及び活性に伴い得るとおりの他の病理学
的特徴、例えば体温上昇若しくは白血球数の臨床的に有意な変化を予防し、及び好ましく
は、少なくとも約３０パーセント、より好ましくは少なくとも５０パーセント、最も好ま
しくは少なくとも９０パーセントだけ低減するのに十分な量を意味して用いられる。
【００９１】
　任意の疾患又は感染症についての用語「治療する」又は「治療」は、一実施形態におい
て、疾患又は感染症を改善すること（すなわち、疾患又は感染病原体若しくは細菌の増殖
を止めること、又はその臨床症候の少なくとも１つの発現、範囲若しくは重症度を低減す
ること）を指す。別の実施形態において、「治療する」又は「治療」は、対象が認識でき
ないものであり得る少なくとも１つの身体パラメータを改善することを指す。さらに別の
実施形態において、「治療する」又は「治療」は、身体的に（例えば、認識可能な症候の
安定化）、生理学的に（例えば、身体パラメータの安定化）、或いはその双方について、
疾患又は感染症を調節することを指す。さらなる実施形態において、「治療する」又は「
治療」は、疾患の進行を遅延させること、又は感染症を低減することに関する。
【００９２】
　語句「薬学的に許容可能な」は、ヒトに投与したとき生理学的に耐容可能で、且つ典型
的にはアレルギー反応、又は同様の、急性胃蠕動、眩暈などの有害な反応をもたらすこと
のない分子実体及び組成物を指す。
【００９３】
　本明細書で使用されるとき、「ｐｇ」はピコグラムを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを
意味し、「ｕｇ」又は「μｇ」はマイクログラムを意味し、「ｍｇ」はミリグラムを意味
し、「ｕｌ」又は「μｌ」はマイクロリットルを意味し、「ｍｌ」はミリリットルを意味
し、「ｌ」はリットルを意味する。
【００９４】
Ｂ．詳細な開示
　本発明は、診断及び治療を目的とした、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）に対す
る抗体を提供する。特に、ＦＡＰに特異的な抗体が提供され、ここで前記抗体はヒト及び
マウスＦＡＰを認識し、且つそれとの結合能を有する。本明細書では特にＦａｂ抗体が提
供される。本発明の抗体は、創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節リウマチ、肝硬変及
び肺線維症を含め、活性化した間質に関連する病態における診断及び治療用途を有する。
詳細な態様において、本発明の抗体は、癌、例えば乳癌、肺癌、結腸直腸癌及び卵巣癌を
含む上皮癌に適用することができる。
【００９５】
　一般的な態様において、本発明は、ヒト及びマウスＦＡＰに対するＦＡＰ抗体であって
、ＣＤ２６（ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＰＩＶ））と交差反応／結合しないＦ
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ＡＰ抗体を提供する。広義の態様において、本発明は、ヒトＦＡＰを認識する単離された
特異的結合メンバー、特に抗体又はその断片、例えばＦａｂ断片及び単鎖若しくはドメイ
ン抗体を提供する。さらなる態様において、本発明は、ヒトＦＡＰを認識し、且つ図２及
び／又は図１０に示されるとおりの配列を含むＥＳＣ１１又はＥＳＣ１４のアミノ酸配列
を含む抗体又はその断片を提供する。かかる一態様において、本発明は、図１０に示され
る可変領域ＣＤＲ配列を含む抗ヒトＦＡＰ抗体を提供する。
【００９６】
　特定の態様において、本発明の抗体又は断片はヒト及びマウスＦＡＰとの反応性を有し
、それとの結合能を有する。さらなる態様において、抗体又は断片はＣＤ２６（ＤＰＰＩ
Ｖ）と反応せず、それに結合しない。さらなる態様において、抗体又は断片はＦＡＰのジ
ペチジルペプチダーゼ（ｄｉｐｅｔｉｄｙｌ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ）活性に直接影響を及
ぼさない。さらに別の態様において、抗体又は断片はＦＡＰ発現の下方制御を媒介する。
別の態様において、抗体又は断片はＦＡＰ発現細胞におけるアポトーシスを誘導し、媒介
する。さらに追加的な態様において、抗体又は断片はＥＣＭタンパク質との細胞接着を阻
害する。従って、本発明の１つ以上の抗ＦＡＰ抗体又はその１つ以上の活性断片は、以下
の特徴のうちの少なくとも２つを有する：ヒト及びマウスＦＡＰとの反応性を有する；Ｃ
Ｄ２６（ＤＰＰＩＶ）と反応又は結合しない；ＦＡＰのジペプチジルペプチダーゼ活性に
直接影響を及ぼさない；ＦＡＰ発現の下方制御を媒介する；ＦＡＰ発現細胞におけるアポ
トーシスを誘導、又は他の形で媒介する；及びＥＣＭタンパク質との細胞接着を阻害する
。
【００９７】
　ヒト及びマウスＦＡＰを認識するモノクローナル抗体のパネルは、様々な特性について
スクリーニングすることができる；すなわち、アイソタイプ、エピトープ、親和性等。特
に興味深い抗体は、例示的抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の活性を模倣し、且つヒト及び
マウスＦＡＰに対して親和性を有し、ＣＤ２６と反応せず、且つＦＡＰのジペプチジルペ
プチダーゼ活性に直接的な影響を及ぼさない抗体である。かかる抗体は、特異的結合メン
バー活性アッセイで容易に同定及び／又はスクリーニングすることができる。
【００９８】
　一般に、実質的に図１０のＣＤＲ領域として示されるとおりのアミノ酸配列を含むＣＤ
Ｒ領域は、ＣＤＲ領域が間質タンパク質ＦＡＰ、特にヒト及びマウスＦＡＰと結合するこ
とを可能にする構造中に保持され得る。
【００９９】
　「実質的に示されるとおりの」とは、本発明の可変領域配列、及び／又は特にＣＤＲ配
列が、図１０の特定の領域と同一であるか、或いは高度に相同であることを意味する。「
高度に相同である」とは、少数の置換、好ましくは１～８個、好ましくは１～５個、好ま
しくは１～４個、又は１～３個、又は１個若しくは２個の置換のみが可変領域配列及び／
又はＣＤＲ配列に作製され得ることを企図する。ｓｕｂｓｔａｎｔｕｉａｌｌｙ～として
示されるとおりの、という用語は、特に、本抗体の特異性及び／又は活性に実質的な又は
有意な影響を及ぼすことのない保存的アミノ酸置換を包含する。保存的アミノ酸置換は、
本明細書に、及びＣＤＲ領域配列について図１０にも例示される。
【０１００】
　ＣＤＲ配列を維持するため、置換は可変領域配列においてＣＤＲの外側に作製されても
よい。従って、その可変領域配列の変化又は代替的な非相同の若しくはベニヤリングされ
た（ｖｅｎｅｅｒｅｄ）可変領域配列は、ＣＤＲ配列が維持され、且つ可変領域配列の残
りの部分が置換され得るように導入又は利用され得る。
【０１０１】
　或いは、置換は、特にＣＤＲに作製されてもよい。本発明の抗体のＣＤＲ配列は、図１
０を含めて本明細書に示され、及び説明される。抗体ＥＳＣ１１は、図１０に示されると
おり、重鎖ＣＤＲ配列ＧＧＳＩＳＳＮＮＹＹＷＧ（配列番号１１）、ＳＩＹＹＳＧＳＴＮ
ＹＮＰＳＬＫＳ（配列番号１２）及びＧＡＲＷＱＡＲＰＡＴＲＩＤＧＶＡＦＤＩ（配列番
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号１３）、並びに軽鎖ＣＤＲ配列ＲＡＳＱＴＶＴＲＮＹＬＡ（配列番号１７）、ＧＡＳＮ
ＲＡＡ（配列番号１８）及びＱＱＦＧＳＰＹＴ（配列番号１９）を含む。抗体ＥＳＣ１４
は、図１０に示されるとおり、重鎖ＣＤＲ配列ＧＹＴＦＴＳＹＧＩＳ（配列番号１４）、
ＷＩＳＡＹＮＧＮＴＮＹＡＱＫＬＱＧ（配列番号１５）及びＤＷＳＲＳＧＹＹＬＰＤＹ（
配列番号１６）、並びに軽鎖ＣＤＲ配列ＲＳＳＱＳＬＬＨＳＮＧＹＮＹＬＤ（配列番号２
０）、ＬＧＳＮＲＡＳ（配列番号２１）及びＭＱＡＬＱＴＰＰＴ（配列番号２２）を含む
。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体ＣＤＲ配列の相同性及び類似性に基づくコアＣＤＲ配列
は、重鎖について、Ｇ　Ｇ／Ｙ　Ｓ／Ｔ　Ｉ／Ｆ　Ｓ／Ｔ　Ｓ　Ｎ／－　Ｎ／－　Ｙ　Ｙ
／Ｇ　Ｗ／Ｉ　Ｇ／ＳのＣＤＲ　Ｉ、Ｓ／Ｗ　Ｉ　Ｓ／－　Ｙ／Ａ　Ｙ　Ｓ／Ｎ　Ｇ　Ｓ
／Ｎ　Ｔ　Ｎ　Ｙ　Ｎ／Ａ　Ｐ／Ｑ　Ｓ／Ｋ　Ｌ　Ｋ／Ｑ　Ｓ／ＧのＣＤＲＩＩ、及びＧ
／Ｄ　Ａ／－　Ｒ／－　Ｗ　Ｑ／－　Ａ／－　Ｒ／－　Ｐ／－　Ａ／－　Ｔ／Ｓ　Ｒ　Ｉ
／Ｓ　Ｄ／Ｇ　Ｇ／Ｙ　Ｖ／Ｙ　Ａ／Ｌ　Ｆ／Ｐ　Ｄ　Ｉ／ＹのＣＤＲＩＩＩを含む。Ｅ
ＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体ＣＤＲ配列の相同性及び類似性に基づくコアＣＤＲ配列は、
軽鎖について、Ｒ　Ａ／Ｓ　Ｓ　Ｑ　Ｔ／Ｓ　Ｖ／Ｌ　Ｔ／Ｌ　Ｒ／Ｈ　Ｓ／－　Ｎ／－
　Ｇ／－　Ｙ／－　Ｎ　Ｙ　Ｌ　Ａ／ＤのＣＤＲ　Ｉ、Ｇ／Ｌ　Ａ／Ｇ　Ｓ　Ｎ　Ｒ　Ａ
　Ａ／ＳのＣＤＲＩＩ、及びＱ／Ｍ　Ｑ　Ａ／－　Ｆ／Ｌ　Ｇ／Ｑ　Ｓ／Ｔ　Ｐ　Ｙ／Ｐ
　ＴのＣＤＲＩＩＩを含む。
【０１０２】
　上記に説明及び企図される置換を有する本発明の抗体は、抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１
４を含み、且つ本明細書及び特許請求の範囲に示されるとおりの特性を有する例示的抗体
と同等の活性及び特異性を維持するように選択される。
【０１０３】
　本発明のＣＤＲを保持するための構造は、概して、再編成された免疫グロブリン遺伝子
によってコードされる天然に存在するＶＨ及びＶＬ抗体可変ドメインのＣＤＲ領域に対応
する位置にＣＤＲ領域が位置する抗体重鎖又は軽鎖配列又はその実質的な部分の構造であ
り得る。免疫グロブリン可変ドメインの構造及び位置は、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら，「Ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎ
ｔｅｒｅｓｔ」第４版．ＵＳ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈ
ｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ．１９８７年、及び現在インターネット上で利用可能なその
改訂版（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｍｕｎｏ．ｂｍｅ．ｎｗｕ．ｅｄｕ））を参照することによ
り決定され得る。
【０１０４】
　可変ドメインは、任意の生殖細胞系列又は再編成されたヒト可変ドメインに由来しても
よく、又は公知のヒト可変ドメインのコンセンサス配列をベースとする合成可変ドメイン
であってもよい。前段落に定義したとおりの本発明のＣＤＲ由来配列が、ＣＤＲ領域を欠
く可変ドメインのレパートリーに組換えＤＮＡ技法を用いて導入されてもよい。
【０１０５】
　例えば、Ｍａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９２年，１０：７７９～
７８３頁）は、抗体可変ドメインのレパートリーの作製方法について記載しており、ここ
では可変ドメイン範囲の５’末端に対する、又はそれに隣接するコンセンサスプライマー
を、ヒトＶＨ遺伝子の第３のフレームワーク領域に対するコンセンサスプライマーと共に
使用して、１つ又は複数のＣＤＲを欠くＶＨ可変ドメインのレパートリーが提供される。
Ｍａｒｋｓらはさらに、このレパートリーをどのように特定の抗体のＣＤＲと組み合わせ
得るかについて記載している。次にレパートリーを、国際公開第９２／０１０４７号パン
フレットのファージディスプレイシステムなどの好適な宿主系において提示してもよく、
それにより好適な特異的結合メンバーが選択され得る。レパートリーは、１０４個以上の
個別のメンバー、例えば１０６～１０８個又は１０１０個のメンバーのうちのいずれから
なってもよい。類似のシャフリング技法又はコンビナトリアル技法もまたＳｔｅｍｍｅｒ
（Ｎａｔｕｒｅ，１９９４年，３７０：３８９～３９１頁）により開示され、この発明者
はβ－ラクタマーゼ遺伝子に関連する技法を記載しているが、しかしながらこの手法は抗
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体の生成に使用され得ると見ている。
【０１０６】
　さらなる代替例は、例えばＡｂ　ＶＨ又はＶＬ遺伝子のランダム突然変異誘発を使用し
て全可変ドメイン内に突然変異を生じさせて、本発明のＣＤＲ由来配列を有する新規ＶＨ
又はＶＬ領域を生成することである。かかる技法は、Ｇｒａｍら（１９９２年，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８９：３５７６～３５８０頁）により記載さ
れ、この発明者はエラープローンＰＣＲを使用した。用いられ得る他の方法は、突然変異
生成の対象をＶＨ又はＶＬ遺伝子のＣＤＲ領域に向けることである。かかる技法は、Ｂａ
ｒｂａｓら（１９９４年，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，９１：３
８０９～３８１３頁）及びＳｃｈｉｅｒら（１９９６年，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３
：５５１～５６７頁）により開示されている。
【０１０７】
　上述の技法は全て、かかるものとして当該技術分野で公知であり、それ自体は本発明の
一部をなすものではない。当業者は、かかる技法を用いることにより、当該技術分野でル
ーチンの方法論を用いて本発明の特異的結合メンバーを提供することが可能であろう。
【０１０８】
　免疫グロブリン可変ドメインの実質的な部分は、少なくとも３つのＣＤＲ領域を、介在
するそのフレームワーク領域と共に含み得る。好ましくは、この部分はまた、第１及び第
４のフレームワーク領域の一方又は双方の少なくとも約５０％も含み、この５０％は第１
のフレームワーク領域のＣ末端５０％及び第４のフレームワーク領域のＮ末端５０％であ
る。可変ドメインの実質的な部分のＮ末端又はＣ末端のさらなる残基は、通常は天然に存
在する可変ドメイン領域に関連しないものであり得る。例えば、組換えＤＮＡ技法によっ
て作製する本発明の特異的結合メンバーの構造は、クローニング又は他の操作ステップの
促進のために導入されるリンカーによってコードされるＮ末端又はＣ末端残基の導入をも
たらすことができる。他の操作ステップとしては、本明細書に提供されるとおりの、及び
／又は当業者に公知の免疫グロブリン重鎖、他の可変ドメイン（例えばダイアボディの産
生における）又はタンパク質標識を含め、さらなるタンパク質配列に対して本発明の可変
ドメインをつなぎ合わせるリンカーの導入が挙げられる。
【０１０９】
　本発明の好ましい態様では、実質的に図２及び／又は図１０に示される配列をベースと
する結合ドメインの対を含む特異的結合メンバーが好ましいが、これらの配列のいずれか
をベースとする単一の結合ドメインが本発明のさらなる態様をなす。免疫グロブリンＶＨ
ドメインは標的抗原と特異的な形で結合する能力を有することが知られているため、実質
的に図２及び／又は図１０に示される配列をベースとする結合ドメインの場合、かかる結
合ドメインは、間質細胞、特に腫瘍間質上のＦＡＰに対する標的化剤として使用すること
ができる。
【０１１０】
　これは、米国特許第５，９６９，１０８号明細書に開示されるとおりのいわゆる階層的
デュアルコンビナトリアル手法を用いるファージディスプレイスクリーニング方法により
実現されてもよく、この方法では、Ｈ鎖又はＬ鎖のいずれかのクローンを含む個別のコロ
ニーを用いて他方の鎖（Ｌ又はＨ）をコードするクローンの完全ライブラリを感染させ、
得られた２本鎖特異的結合メンバーを、この文献に記載されるようなファージディスプレ
イ技法に従い選択する。この技法はまた、Ｍａｒｋｓら、前掲書にも開示されている。フ
ァージライブラリ及びファージディスプレイ選択システム及び技法はまた、本明細書にも
提供される。
【０１１１】
　本発明の特異的結合メンバーは、抗体定常領域又はその一部をさらに含み得る。例えば
、図２及び図１０の配列をベースとする特異的結合メンバーが、そのＣ末端で、ヒトＣκ
鎖又はＣλ鎖、好ましくはＣλ鎖を含む抗体軽鎖定常ドメインに結合されてもよい。同様
に、図１０、図１２又は図１３の配列をベースとする特異的結合メンバーが、そのＣ末端
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で、任意の抗体アイソタイプ、例えばＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ及びＩｇＭ並びに
アイソタイプサブクラスのいずれか、特にＩｇＧ１、ＩｇＧ２ｂ、及びＩｇＧ４に由来す
る免疫グロブリン重鎖の全て又は一部に結合されてもよい。ＩｇＧ１が好ましい。
【０１１２】
　抗体、又はその任意の断片は、任意の細胞毒素、細菌の又は他の外毒素、例えばシュー
ドモナス外毒素、リシン、又はジフテリア毒素とコンジュゲート化又は組換え融合されて
もよい。使用される毒素の一部は、全毒素であっても、又は毒素の任意の特定のドメイン
であってもよい。かかる抗体－毒素分子の使用は、様々な種類の癌の標的化及び治療法に
ついて成功している。例えばＰａｓｔａｎ，Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ
．１９９７　Ｏｃｔ　２４；１３３３（２）：Ｃ１～６頁；Ｋｒｅｉｔｍａｎら，Ｎ　Ｅ
ｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．２００１　Ｊｕｌ　２６；３４５（４）：２４１～７頁；Ｓｃｈｎ
ｅｌｌら，Ｌｅｕｋｅｍｉａ．２０００　Ｊａｎ；１４（１）：１２９～３５頁；Ｇｈｅ
ｔｉｅら，Ｍｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２００１　Ｊｕｌ；１８（３）：２５１～６
８頁を参照のこと。
【０１１３】
　二特異性及び三特異性多量体は、異なるｓｃＦｖ分子の会合によって形成されることが
でき、腫瘍へのＴ細胞動員（免疫療法）、ウイルスの再標的化（遺伝子療法）の架橋結合
試薬として、及び赤血球凝集試薬（免疫診断）として設計されている。例えば、Ｔｏｄｏ
ｒｏｖｓｋａら，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２００１　Ｆｅｂ　１；２４８
（１～２）：４７～６６頁；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎら，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．
２０００；３２６：４６１～７９頁；ＭｃＣａｌｌら，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００１　
Ｍａｙ　１５；１６６（１０）：６１１２～７頁を参照のこと。
【０１１４】
　完全ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン重鎖及び軽鎖の大部分を有するトランスジェニッ
クマウスを免疫化することにより調製することができる。これらのマウス、かかるマウス
の例はＸｅｎｏｍｏｕｓｅ（商標）（Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．）（米国特許第６，０７
５，１８１号明細書及び同第６，１５０，５８４号明細書）、ＨｕＭＡｂ－Ｍｏｕｓｅ（
商標）（Ｍｅｄａｒｅｘ，Ｉｎｃ．／ＧｅｎＰｈａｒｍ）（米国特許出願第５５４５８０
６号明細書及び同第５５６９８２５号明細書）、ＴｒａｎｓＣｈｒｏｍｏ　Ｍｏｕｓｅ（
商標）（キリンビール株式会社）及びＫＭ　Ｍｏｕｓｅ（商標）（Ｍｅｄａｒｅｘ／キリ
ンビール株式会社）であり、当該技術分野で周知されている。次に抗体を、例えば標準的
なハイブリドーマ技法によるか、又はファージディスプレイにより調製することができる
。これらの抗体は、次に完全ヒトアミノ酸配列のみを含み得る。完全ヒト抗体はまた、フ
ァージディスプレイを使用してヒトライブラリから生成することもできる。ファージディ
スプレイは、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら及びＭａｒｋｓら（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ＨＲ及
びＷｉｎｔｅｒ　Ｇ．（１９９２年）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２２７（２）：３８１～８
頁；Ｍａｒｋｓ　ＪＤら（１９９１年）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２２２（３）：５８１～
９７頁；及びまた、米国特許出願第５８８５７９３号明細書及び同第５９６９１０８号明
細書）にあるとおり、当業者に周知された、本明細書に提供されるとおりの方法を使用し
て実施され得る。
【０１１５】
　本発明の抗体は、検出可能標識又は機能標識で標識されてもよい。検出可能標識として
は、限定はされないが、同位体３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１Ｃｒ、５

７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１

１Ｉｎ、１１７Ｌｕ、２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３Ｂｉ、９

９Ｔｃ及び１８６Ｒｅｄなどの放射性標識が挙げられ、これは抗体イメージングの技術分
野において公知の従来の化学を用いて本発明の抗体に結合させることができる。標識とし
てはまた、蛍光標識（例えばフルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド（Ｔｅｘａｓ
　Ｒｅｄ））及び当該技術分野でＭＲＩ－ＣＴイメージングに従来使用される標識も含ま
れる。標識にはまた、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β－グルコロニダーゼ（β－ｇｌｕ
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ｃｏｒｏｎｉｄａｓｅ）、β－ガラクトシダーゼ、ウレアーゼなどの酵素標識も含まれる
。標識にはさらに、特定の同種の検出可能部分、例えば標識アビジンとの結合によって検
出され得るビオチンなどの化学部分が含まれる。機能標識としては、腫瘍組織の破壊を生
じさせるため腫瘍部位に標的化されるように設計される物質が含まれる。かかる機能標識
としては、５－フルオロウラシル又はリシンなどの細胞傷害性薬物、及び腫瘍部位でプロ
ドラッグを活性薬物に変換する能力を有する細菌カルボキシペプチダーゼ又はニトロレダ
クターゼなどの酵素が挙げられる。
【０１１６】
　また、特異的結合メンバー、抗体及び／又はそのサブユニットの産生又は活性を調節す
る、断片を含めた抗体、及び薬物は、特定の診断適用を有することができ、例えば、癌、
前癌病変などの病態、過剰増殖性の細胞成長に関連する、又はそれから生じる病態などを
検出及び／又は計測する目的で利用され得る。例えば、特異的結合メンバー、抗体又はそ
のサブユニットを使用して、それ自体に対するポリクローナル抗体及びモノクローナル抗
体の双方を、例えば融合マウス脾臓リンパ球及び骨髄腫細胞を利用するハイブリドーマ技
法などの公知の技法によって様々な細胞培地中で産生し得る。同様に、本発明の特異的結
合メンバーの１つ又は複数の活性を模倣するか、又はそれに拮抗する小分子が発見又は合
成されてもよく、診断及び／又は治療プロトコルにおいて用いられ得る。
【０１１７】
　放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片は、インビトロ診断技法
において、及びインビボ放射線イメージング技法において、及び放射免疫療法において有
用である。インビボイメージングの場合、本発明の特異的結合メンバーは、１つ又は複数
の放射性同位体ではなく、限定はされないが磁気共鳴画像促進剤を含む造影剤にコンジュ
ゲート化されてもよく、ここで例えば抗体分子には、キレート基を介して多数の常磁性イ
オンが負荷される。キレート基の例としては、ＥＤＴＡ、ポルフィリン、ポリアミン、ク
ラウンエーテル及びポリオキシムが挙げられる。常磁性イオンの例としては、ガドリニウ
ム、鉄、マンガン、レニウム、ユウロピウム、ランタニウム（ｌａｎｔｈａｎｉｕｍ）、
ホルミウム及びフェルビウム（ｆｅｒｂｉｕｍ）が挙げられる。本発明のさらなる態様に
おいて、放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片、特に放射性イム
ノコンジュゲートは、放射免疫療法において、特に癌療法の放射性標識抗体として有用で
ある。さらに別の態様において、放射性標識された特異的結合メンバー、特に抗体及びそ
の断片は、放射免疫ガイド下手術技法において有用であり、ここでは癌細胞、前癌性細胞
、腫瘍細胞、及び過剰増殖細胞の存在及び／又は位置が、かかる細胞の摘出手術前、その
最中、又はその後に標識によって同定及び指示され得る。
【０１１８】
　本発明の特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片が他の分子又は薬剤とコンジュゲ
ート化されるか、又はそれに結合される本発明のイムノコンジュゲート又は抗体融合タン
パク質としてさらには、限定はされないが、化学的アブレーション剤、毒素、免疫調節薬
、サイトカイン、細胞傷害剤、化学療法剤又は薬物にコンジュゲート化された結合メンバ
ーが挙げられる。
【０１１９】
　放射免疫療法（ＲＡＩＴ）は臨床に入っており、様々な抗体イムノコンジュゲートを使
用して効力が実証されている。１３１Ｉ標識ヒト化抗癌胎児性抗原（抗ＣＥＡ）抗体ｈＭ
Ｎ－１４は結腸直腸癌で評価されており（Ｂｅｈｒ　ＴＭら（２００２年）Ｃａｎｃｅｒ
　９４（補遺４）：１３７３～８１頁）、及び９０Ｙ標識を有する同じ抗体が甲状腺髄様
癌で判定されている（Ｓｔｅｉｎ　Ｒら（２００２年）Ｃａｎｃｅｒ　９４（１）：５１
～６１頁）。モノクローナル抗体を使用した放射免疫療法もまた、非ホジキンリンパ腫及
び膵癌について判定及び報告されている（Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ＤＭ（２００１年）Ｃ
ｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏｌ　３９（１～２）：１９５～２０１頁；Ｇ
ｏｌｄ　ＤＶら（２００１年）Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏｌ　３９（
１～２）１４７～５４頁）。特定の抗体による放射免疫療法についてもまた米国特許第６
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，３０６，３９３号明細書及び同第６，３３１，１７５号明細書に記載がある。放射免疫
ガイド下手術（ＲＩＧＳ）もまた臨床に入っており、抗ＣＥＡ抗体及び腫瘍関連抗原に対
する抗体の使用を含め、効力及び有用性が実証されている（Ｋｉｍ　ＪＣら（２００２年
）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　９７（４）：５４２～７頁；Ｓｃｈｎｅｅｂａｕｍ　Ｓら
（２００１年）Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｓｕｒｇ　２５（１２）：１４９５～８頁；Ａｖｉｔａ
ｌ　Ｓら（２０００年）Ｃａｎｃｅｒ　８９（８）：１６９２～８頁；ＭｃＩｎｔｏｓｈ
　ＤＧら（１９９７年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｔｈｅｒ　Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ　１２（
４）：２８７～９４頁）。
【０１２０】
　癌又は動物異種移植試験のインビボ動物モデルは、ＦＡＰ調節並びにインビボでのＥＣ
Ｍタンパク質に対する間質細胞接着の阻害及び腫瘍進行及び／又は浸潤の阻害をさらに判
定することを含め、本発明の特異的結合メンバー及び抗体又はその断片のさらなる、又は
追加的なスクリーニング、判定、及び／又は検証に当業者によって利用され得る。かかる
動物モデルとしては、限定はされないが、創傷治癒、上皮癌、変形性関節症、関節リウマ
チ、肝硬変及び肺線維症を含め、活性化した間質に関連する病態のモデルが挙げられ、特
に正常組織の取り込みに関連する問題がない。その進行、遊走及び／又は浸潤が間質線維
芽細胞に関与し、それにより促進され、又はそれと関連付けられる癌のモデルは、特に本
発明の抗体に対して感受性があり、その標的となる。かかる癌としては、上皮癌、例えば
、乳癌、肺癌、結腸直腸癌及び卵巣癌が挙げられる。例えば、但し限定なしに、マウス肉
腫細胞株１ｍ８は高レベルのＦＡＰを発現して同系Ｃ３ｈマウスで成長する。これは、直
接的な腫瘍ターゲッティングのため、及び／又は抗ＦＡＰ抗体の抗腫瘍効果及び抗癌効果
を判定するために異種移植実験又は肉腫モデルで利用され得る。
【０１２１】
　本発明の抗体は、治療を必要とする患者に対し、筋肉内注射、血流中若しくはＣＳＦ中
への注射、又は腫瘍部位への直接的な注射によることを含む任意の好適な経路によって投
与されてもよい。正確な用量は、抗体が診断用か又は治療用か、腫瘍のサイズ及び位置、
抗体の正確な性質（全抗体か、断片か、ダイアボディか等）、及び抗体に結合する検出可
能標識又は機能標識の性質を含め、多くの要因に依存し得る。放射性核種が治療法に使用
される場合、好適な最大単回用量は、約４５ｍＣｉ／ｍ２、最大約２５０ｍＣｉ／ｍ２で
あり得る。好ましい投薬量は１５～４０ｍＣｉの範囲であり、さらに好ましい投薬量は２
０～３０ｍＣｉの範囲、又は１０～３０ｍＣｉの範囲である。かかる治療法では、骨髄又
は幹細胞置換が必要となり得る。腫瘍イメージング又は腫瘍治療のいずれについても、典
型的な抗体用量は０．５～４０ｍｇ、好ましくは１～４ｍｇの範囲のＦ（ａｂ’）２型の
抗体であり得る。裸の抗体は、好ましくは用量当たり２０～１０００ｍｇのタンパク質、
又は用量当たり２０～５００ｍｇのタンパク質、又は用量当たり２０～１００ｍｇのタン
パク質の用量で投与される。これは、成人患者の単回治療の用量であり、小児及び乳児に
対しては比例して調整され得るとともに、また他の抗体フォーマットに対しても、例えば
分子量に比例して調整され得る。治療は医師の判断により、１日１回、週２回、週１回又
は月１回の間隔で繰り返され得る。
【０１２２】
医薬組成物及び治療組成物
　本発明の特異的結合メンバーは、通常は医薬組成物の形態で投与されてもよく、この医
薬組成物は特異的結合メンバーに加え、少なくとも１つの構成成分を含み得る。従って本
発明に係る、且つ本発明において使用される医薬組成物は、有効成分に加え、薬学的に許
容可能な賦形剤、担体、緩衝剤、安定剤又は当業者に公知の他の材料を含み得る。かかる
材料は非毒性でなければならず、且つ有効成分の効力を妨げるものであってはならない。
担体又は他の材料の正確な性質は投与経路に依存することができ、投与経路は、経口か、
又は注射、例えば静脈内注射によるか、又は腫瘍部位に沈着させることによるものであり
得る。
【０１２３】
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　経口投与用の医薬組成物は、錠剤、カプセル、散剤又は液体の形態であってよい。錠剤
は、ゼラチン又は補助剤などの固体担体を含み得る。液体医薬組成物は概して、水、石油
、動物油若しくは植物油、鉱油又は合成油などの液体担体を含む。生理食塩水液、デキス
トロース又は他の糖溶液又はグリコール、例えばエチレングリコール、プロピレングリコ
ール若しくはポリエチレングリコールが含まれてもよい。
【０１２４】
　静脈内の、注射用、又は罹患部位への注射用には、有効成分は、パイロジェンフリーで
あり、且つ好適なｐＨ、等張性及び安定性を有する非経口的に許容可能な水溶液の形態で
あり得る。当業者は、例えば、塩化ナトリウム注射液、リンゲル注射液、乳酸加リンゲル
注射液などの等張性媒体を使用して、好適な溶液を調製することが十分に可能である。必
要に応じて、防腐剤、安定剤、緩衝剤、抗酸化剤及び／又は他の添加剤が含まれてもよい
。
【０１２５】
　組成物は、単独で投与されても、又は他の治療、療法薬若しくは薬剤との組み合わせで
、治療する病態に応じて同時に、或いは逐次的に、投与されてもよい。加えて、本発明は
、本明細書に記載される結合メンバー、特に抗体又はその断片と、他の薬剤又は療法薬、
例えば、抗癌剤若しくは抗癌療法薬、ホルモン、抗有糸分裂剤、抗アポトーシス剤、抗体
、又は免疫調節薬とを含む組成物を企図し、包含する。より一般的には、これらの抗癌剤
は、限定はされないが、チロシンキナーゼ阻害薬又はリン酸化カスケード阻害薬、翻訳後
モジュレーター、細胞増殖又は分裂阻害薬（例えば抗有糸分裂薬）、又はシグナル伝達阻
害薬であり得る。他の治療又は療法薬としては、疼痛緩和薬、例えば非ステロイド系抗炎
症薬（例えば、アスピリン、パラセタモール、イブプロフェン又はケトプロフェン）若し
くはモルヒネなどのアヘン薬、又は制吐薬の好適な用量の投与を挙げることができる。本
組成物は、チロシンキナーゼ阻害薬（限定はされないが、ＡＧ１４７８及びＺＤ１８３９
、ＳＴＩ５７１、ＯＳＩ－７７４、ＳＵ－６６６８が挙げられる）、ドキソルビシン、テ
モゾロミド、シスプラチン、カルボプラチン、ニトロソウレア、プロカルバジン、ビンク
リスチン、ヒドロキシウレア、５－フルオルラシル（５－ｆｌｕｏｒｕｒａｃｉｌ）、シ
トシンアラビノシド、シクロホスファミド、エピポドフィロトキシン、カルムスチン、ロ
ムスチン、及び／又は他の化学療法剤との組み合わせで（逐次的に（すなわち前後して）
、或いは同時に）投与することができる。従ってこれらの薬剤は、特異的抗癌剤、若しく
は免疫細胞応答調節物質であってもよく、又はドキソルビシン、シスプラチン、テモゾロ
ミド、ニトロソウレア、プロカルバジン、ビンクリスチン、ヒドロキシウレア、５－フル
オルラシル（５－ｆｌｕｏｒｕｒａｃｉｌ）、シトシンアラビノシド、シクロホスファミ
ド、エピポドフィロトキシン、カルムスチン、若しくはロムスチンなどの、より一般的な
抗癌剤及び抗新生物剤であってもよい。加えて本組成物は、免疫応答及び癌細胞又は腫瘍
の低減又は消失を刺激するデキサメタゾンなどのホルモン類、免疫調節薬、例えば、イン
ターロイキン類、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）又は他の成長因子、コロニー刺激因子、又はサ
イトカイン類と共に投与されてもよい。本組成物はまた、他の抗腫瘍抗原抗体と共に投与
されてもよく、又はそれを併せた組み合わせを含んでもよい。
【０１２６】
　加えて本発明は、結合メンバーを従来の放射線療法と併用するための治療組成物を企図
し、包含する。
【０１２７】
　本発明は、本発明の治療法の実施において有用な治療組成物をさらに企図する。本治療
組成物は、混合物中に、薬学的に許容可能な賦形剤（担体）と、有効成分として本明細書
に記載されるとおりの特異的結合メンバー、そのポリペプチド類似体又はその断片の１つ
又は複数とを含む。好ましい実施形態において、本組成物は、本結合メンバー／抗体の標
的細胞との特異的結合を調節する能力を有する抗原を含む。
【０１２８】
　ポリペプチド、類似体又は活性断片を有効成分として含む治療組成物の調製は、当該技
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術分野において十分に理解されている。典型的には、かかる組成物は注射液として、液状
の溶液又は懸濁液のいずれかとして調製される。しかしながら、注射前に液体中に溶解さ
せるか、又はその中に懸濁するのに好適な固体形態もまた、調製することができる。調製
物はまた、乳化されてもよい。有効治療成分は、薬学的に許容可能な、且つ有効成分に適
合する賦形剤と混合されることが多い。好適な賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、デキ
ストロース、グリセロール、エタノールなど、及びそれらの組み合わせである。加えて、
必要であれば組成物は、有効成分の有効性を亢進する湿潤剤又は乳化剤、ｐＨ緩衝剤など
の補助物質を少量含んでもよい。
【０１２９】
　ポリペプチド、類似体又は活性断片は、中和された薬学的に許容可能な塩形態として治
療組成物中に配合することができる。薬学的に許容可能な塩としては、例えば塩酸若しく
はリン酸などの無機酸、又は酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機酸と形成さ
れる酸付加塩（ポリペプチド又は抗体分子の遊離アミノ基と共に形成される）が挙げられ
る。遊離カルボキシル基から形成される塩もまた、例えば、ナトリウム、カリウム、アン
モニウム、カルシウム、又は水酸化第二鉄などの無機塩基、及びイソプロピルアミン、ト
リメチルアミン、２－エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどの有機塩基
から誘導することができる。
【０１３０】
　治療抗体含有又は活性断片含有組成物は、従来、例えば単位用量の注射によるなどして
静脈内投与される。用語「単位用量」は、本発明の治療組成物を参照して使用されるとき
、ヒトに対する単位投薬量として好適な、物理的に別個の単位を指し、各単位は、必要な
希釈剤；すなわち担体、又は媒体と関連して所望の治療効果をもたらすように計算された
所定分量の活性物質を含有する。
【０１３１】
　組成物は、投薬製剤と適合する形で、且つ治療有効量で投与される。投与される分量は
、治療される対象、対象の免疫系の有効成分利用能、及び求められるペプチド／ＭＨＣ又
は腫瘍抗原結合能の程度に依存する。有効成分の投与されるべき正確な所要量は従事者の
判断に依存し、個人ごとに特有である。初回投与及び継続投与に好適なレジームもまた様
々であり、初回投与と、その後の続く注射又は他の投与による１つ以上の時間間隔での反
復投与が含まれ得る。或いは、所望の療法の血中又は部位における適切且つ十分な濃度を
維持するのに十分な連続静脈内注入が企図される。
【０１３２】
　経口投与用の医薬組成物は、錠剤、カプセル、散剤又は液体の形態であってよい。錠剤
は、ゼラチン又は補助剤などの固体担体を含み得る。液体医薬組成物は概して、水、石油
、動物油若しくは植物油、鉱油又は合成油などの液体担体を含む。生理食塩水液、デキス
トロース又は他の糖溶液又はグリコール、例えば、エチレングリコール、プロピレングリ
コール若しくはポリエチレングリコールが含まれてもよい。
【０１３３】
　静脈内の、注射用、又は罹患部位への注射用には、有効成分は、パイロジェンフリーで
あり、且つ好適なｐＨ、等張性及び安定性を有する非経口的に許容可能な水溶液の形態で
あり得る。当業者は、例えば、塩化ナトリウム注射液、リンゲル注射液、乳酸加リンゲル
注射液などの等張性媒体を使用して、好適な溶液を調製することが十分に可能である。必
要に応じて、防腐剤、安定剤、緩衝剤、抗酸化剤及び／又は他の添加剤が含まれてもよい
。
【０１３４】
診断アッセイ
　本発明はまた、ＦＡＰの発現又はその存在量の亢進、ＦＡＰ媒介性の媒介性の癌（ＦＡ
Ｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｃａｎｃｅｒ）、上皮癌、又はより一般的に
癌、創傷治癒、変形性関節症を、１つ又は複数の本特異的結合メンバーによって認識され
るその能力を参照することにより検出する方法を含め、様々な診断適用にも関する。ペプ
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チド複合体は、間質細胞、線維芽細胞及び／又は腫瘍細胞において同定、標的化、標識、
及び／又は定量することができる。
【０１３５】
　本発明の特異的結合メンバー、特に抗体及びその断片の診断適用は、当業者に周知の標
準的な、且つ本記載に基づくインビトロ及びインビボ適用を含む。腫瘍及び癌の状態をイ
ンビトロで判定及び評価するための診断アッセイ及びキットを利用して、癌、前癌性病態
、過剰増殖性の細胞成長に関連する病態を有することが分かっているか、若しくはそれを
有することが疑われる試料、又は腫瘍サンプル由来の試料を含む患者試料が診断、評価及
びモニタされ得る。癌、腫瘍及び転移性疾患の状態の判定及び評価はまた、薬物臨床試験
に対する、又は異なる薬剤若しくは結合メンバーと比べた、本発明の特定の化学療法剤又
は特異的結合メンバー、特に抗体、例えばその組み合わせの投与に対する患者の適合性の
決定においても有用である。この種の診断モニタリング及び判定は、既に乳癌でＨＥＲ２
タンパク質に対する抗体（Ｈｅｒｃｅｐ　Ｔｅｓｔ、Ｄａｋｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
）を実際に利用しており、ここでこのアッセイは、ハーセプチン（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）
を使用する抗体療法について患者を評価するためにも用いられている。インビボ適用とし
ては、放射線イメージングを含め、腫瘍のイメージング又は個人の癌の状態判定が挙げら
れる。
【０１３６】
　好ましくは、本発明の診断方法で使用される抗体はヒト抗体である。より好ましくは、
抗体は、単鎖抗体又はドメイン抗体である。加えて、本明細書で使用される抗体分子は、
全抗体分子のＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２又はＦ（ｖ）部分の形態、特にＦａｂで
あってもよい。
【０１３７】
　上記に詳細に説明したとおり、ＦＡＰの１つ又は複数の抗体は、ファージディスプレイ
技法及び突然変異生成及び組換え技法を含む標準的な方法によって産生及び単離すること
ができる。
【０１３８】
　細胞中のＦＡＰの存在は、かかる決定に適用可能な通常のインビトロ又はインビボ免疫
学的手順によって確認することができる。多くの有用な手順が公知である。このような手
順及びその応用は、全て当業者が精通していることであり、従って本発明の範囲内で利用
され得る。「競合」手順については、米国特許第３，６５４，０９０号明細書及び同第３
，８５０，７５２号明細書に記載される。「サンドイッチ」手順については、米国特許第
ＲＥ　３１，００６号明細書及び同第４，０１６，０４３号明細書に記載される。「二重
抗体」、又は「ＤＡＳＰ」手順などのさらに他の手順が公知である。
【０１３９】
　本発明のさらなる実施形態において、医療専門家による使用に好適な市販の検査キット
が、疑われる標的細胞中における、限定はされないが増幅されたものを含む、の異常な発
現及び／又は突然変異の存在又は非存在を決定するように調製されてもよい。上記で考察
される試験技法において、かかるキットの一つのクラスは、当然ながら選択される方法、
例えば、「競合」、「サンドイッチ」、「ＤＡＳＰ」などに応じて、少なくとも、標識さ
れた、又はその結合パートナー、例えばそれに対して特異的な抗体と、説明書とを含み得
る。キットはまた、緩衝剤、安定剤等の周辺的な試薬も含み得る。
【０１４０】
　従って、ＦＡＰの存在又はレベル亢進を実証するための検査キットが調製されてもよく
、これは、
　（ａ）本特異的結合メンバー又はそれに対する特異的結合パートナーを検出可能標識と
直接的又は間接的に結合させることにより得られる少なくとも１つの標識された免疫化学
的に反応性の構成成分の所定量と、
　（ｂ）他の試薬と、
　（ｃ）前記キットの使用説明書と、
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を含む。
【０１４１】
　特に乳癌、肺癌、結腸直腸癌、卵巣癌から選択される、上皮癌、間質細胞媒介性の癌の
存在を実証するための検査キットが調製されてもよく、これは、
　（ａ）本特異的結合メンバー又はそれに対する特異的結合パートナーを検出可能標識と
直接的又は間接的に結合させることにより得られる少なくとも１つの標識された免疫化学
的に反応性の構成成分の所定量と、
　（ｂ）他の試薬と、
　（ｃ）前記キットの使用説明書と、
を含む。
【０１４２】
　上記において、ＦＡＰの存在又は活性及び／又は本発明の抗体の活性又は結合性を調節
するのに有効な候補薬物をスクリーニングするためのアッセイシステムが調製されてもよ
い。抗原ペプチド又は結合メンバー又は抗体を試験システムに導入してもよく、候補薬物
もまた得られた細胞培養物に導入し、その後その培養物を調べることで、候補薬物を単独
で添加したことに起因するか、或いは１つ又は複数の公知の薬剤の添加量の効果に起因す
る、細胞の活性、抗体の結合性、又はＦＡＰの量及び範囲の任意の変化を観察してもよい
。
【０１４３】
核酸
　本発明は、本発明の特異的結合メンバーをコードする単離核酸をさらに提供する。核酸
はＤＮＡ及びＲＮＡを含む。好ましい態様において、本発明は、図２又は図１０に示され
るとおりのポリペプチドを含め、上記に定義されるとおりの本発明のポリペプチドをコー
ドする核酸、又はそうしたポリペプチドのＣＤＲ領域をコードすることが可能な核酸を提
供する。
【０１４４】
　本発明はまた、上記のとおりの少なくとも１つのポリヌクレオチドを含むプラスミド、
ベクター、転写又は発現カセットの形態のコンストラクトも提供する。本発明はまた、上
記のとおりの１つ又は複数のコンストラクトを含む組換え宿主細胞も提供する。提供され
るとおりの任意の特異的結合メンバーをコードする核酸は、それ自体が本発明の態様をな
し、これは、特異的結合メンバーの産生方法であって、それをコードする核酸からの発現
を含む方法も同様である。発現は、好都合には、核酸を含む組換え宿主細胞を適切な条件
下で培養することにより達成され得る。発現による産生後、特異的結合メンバーは任意の
好適な技法を用いて単離及び／又は精製され、次に必要に応じて使用され得る。
【０１４５】
　本発明に係る特異的結合メンバー並びにコード核酸分子及びベクターは、例えばその天
然環境から、実質的に純粋な又は均質な形で、又は核酸の場合には、求められる機能を有
するポリペプチドをコードする配列以外の核酸又は遺伝子由来源を含まず又は実質的に含
まずに、単離及び／又は精製されて提供されてもよい。本発明に係る核酸はＤＮＡ又はＲ
ＮＡを含んでもよく、及び全体的又は部分的に合成であってもよい。
【０１４６】
　様々な異なる宿主細胞におけるポリペプチドをクローニングして発現させる系について
は公知である。好適な宿主細胞としては、細菌、哺乳動物細胞、酵母及びバキュロウイル
ス系が挙げられる。当該技術分野において異種ポリペプチドの発現に利用可能な哺乳動物
細胞系としては、チャイニーズハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハムスター腎
細胞、癌細胞、卵巣癌細胞及び他の多くが挙げられる。一般的で好ましい細菌宿主は大腸
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）である。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）などの原核生物細胞中での抗体及び
抗体断片の発現は、当該技術分野において十分に確立されている。
【０１４７】
　適切な調節配列、例えば、プロモーター配列、ターミネーター配列、ポリアデニル化配
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列、エンハンサー配列、マーカー遺伝子及び他の配列を必要に応じて含む好適なベクター
を選択又は構築することができる。ベクターは、必要に応じてプラスミド、ウイルスプラ
スミド、例えばファージ、又はファージミドであってもよい。さらなる詳細については、
例えば、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ」：第２版，Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９年，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを参照のこと。例えば、核酸コンストラクトの
調製、突然変異生成、配列決定、細胞へのＤＮＡの導入及び遺伝子発現、並びにタンパク
質解析における、核酸を操作するための多くの公知の技法及びプロトコルが、「Ｓｈｏｒ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」，第２版，Ａｕ
ｓｕｂｅｌら編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９２年に詳細に記載されて
いる。Ｓａｍｂｒｏｏｋら及びＡｕｓｕｂｅｌらの開示は参照により本明細書に援用され
る。
【０１４８】
　従って、本発明のさらなる態様は、本明細書に開示されるとおりの核酸を含む宿主細胞
を提供する。さらに別の態様は、かかる核酸を宿主細胞に導入するステップを含む方法を
提供する。導入には、任意の利用可能な技法が用いられ得る。真核生物細胞について、好
適な技法としては、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン、
電気穿孔、リポソーム媒介トランスフェクション、及びレトロウイルス又は他のウイルス
、例えばワクチニア、若しくは昆虫細胞にはバキュロウイルスを使用した形質導入を挙げ
ることができる。細菌細胞について、好適な技法としては、塩化カルシウム形質転換、電
気穿孔及びバクテリオファージを使用したトランスフェクションを挙げることができる。
導入に続き、例えば宿主細胞を遺伝子の発現条件下で培養することにより、核酸からの発
現を生じさせ、又は可能にしてもよい。本発明はまた、発現系において前述のとおりのコ
ンストラクトを使用することにより、上記のとおりの特異的結合メンバー又はポリペプチ
ドを発現させるステップを含む方法も提供する。
【０１４９】
　本発明の別の特徴は、本明細書に開示されるＤＮＡ配列の発現である。当該技術分野に
おいて周知のとおり、ＤＮＡ配列は、適切な発現ベクター中でそれを発現制御配列と作動
可能に連結し、当該の発現ベクターを用いて適切な単細胞宿主を形質転換することにより
発現させることができる。本発明のＤＮＡ配列の発現においては、幅広い種類の宿主／発
現ベクターの組み合わせを用いることができる。有用な発現ベクターは、例えば、染色体
配列、非染色体配列及び合成ＤＮＡ配列のセグメントからなり得る。好適なベクターとし
ては、ＳＶ４０の誘導体及び公知の細菌プラスミド、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）プ
ラスミドｃｏｌ　Ｅ１、ｐＣＲ１、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９及びその誘導体、ＲＰ４など
のプラスミド；ファージＤＮＡ、例えば、ファージλの多くの誘導体、例えばＮＭ９８９
、及び他のファージＤＮＡ、例えば、Ｍ１３及び繊維状一本鎖ファージＤＮＡ；２ｕプラ
スミドなどの酵母プラスミド又はその誘導体；真核生物細胞で有用なベクター、例えば昆
虫細胞又は哺乳動物細胞で有用なベクター；プラスミドとファージＤＮＡとの組み合わせ
に由来するベクター、例えば、ファージＤＮＡ又は他の発現制御配列を用いるように修飾
されたプラスミドなどが挙げられる。
【０１５０】
　幅広い種類の発現制御配列－それに作動可能に連結されたＤＮＡ配列の発現を制御する
配列－のいずれかをこれらのベクター中に使用して、本発明のＤＮＡ配列を発現させるこ
とができる。かかる有用な発現制御配列としては、例えば、ＳＶ４０、ＣＭＶ、ワクチニ
ア、ポリオーマ又はアデノウイルスの初期又は後期プロモーター、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、
ＴＡＣ系、ＴＲＣ系、ＬＴＲ系、ファージλの主要なオペレーター及びプロモーター領域
、ｆｄコートタンパク質の制御領域、３－ホスホグリセリン酸キナーゼ又は他の解糖酵素
用のプロモーター、酸ホスファターゼのプロモーター（例えば、Ｐｈｏ５）、酵母接合因
子のプロモーター、及び原核生物若しくは真核生物細胞又はそのウイルスの遺伝子の発現
を制御することが公知の他の配列、及びその様々な組み合わせが挙げられる。
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【０１５１】
　本発明のＤＮＡ配列の発現においては、幅広い種類の単細胞宿主細胞もまた有用である
。これらの宿主としては、公知の真核生物及び原核生物宿主、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏ
ｌｉ）、シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、バチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
）、ストレプトマイセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、酵母などの真菌株、及び動物
細胞、例えば、ＣＨＯ、ＹＢ／２０、ＮＳＯ、ＳＰ２／０、Ｒ１．１、Ｂ－Ｗ及びＬ－Ｍ
細胞、アフリカミドリザル腎細胞（例えば、ＣＯＳ　１、ＣＯＳ　７、ＢＳＣ１、ＢＳＣ
４０、及びＢＭＴ１０）、昆虫細胞（例えば、Ｓｆ９）、並びに組織培養のヒト細胞及び
植物細胞を挙げることができる。
【０１５２】
　全てのベクター、発現制御配列及び宿主が本発明のＤＮＡ配列の発現に十分に等しく機
能するとは限らないことは理解されるであろう。また、全ての宿主が同じ発現系で十分に
等しく機能するとも限らない。しかしながら当業者は、適切なベクター、発現制御配列、
及び宿主を、必要以上に実験を行うことなく選択して、本発明の範囲から逸脱することな
く所望の発現を実現することが可能であろう。発現制御配列の選択においては、通常、様
々な要因が考慮され得る。それらとしては、例えば、系の相対強度、その制御性、及び発
現させる特定のＤＮＡ配列又は遺伝子との、特に可能性のある二次構造に関するその適合
性が挙げられる。好適な単細胞宿主は、例えば、選択したベクターとのその適合性、その
分泌特性、タンパク質を正しく折り畳むその能力、及びその発酵要件、並びに発現させる
ＤＮＡ配列によってコードされる産物の宿主に対する毒性、及び発現産物の精製の容易さ
を考慮することにより選択され得る。当業者はこれらの及び他の要因を考慮して、発酵で
、又は大規模動物培養で、本発明のＤＮＡ配列を発現し得る様々なベクター／発現制御配
列／宿主の組み合わせを構築することが可能であろう。
【０１５３】
　上述されるとおり、特異的結合メンバーをコードするＤＮＡ配列は、クローニングでは
なく合成によって調製することができる。ＤＮＡ配列は、特異的結合メンバーのアミノ酸
配列に適したコドンで設計することができる。一般に、配列が発現に使用される場合、目
的の宿主に好ましいコドンが選択され得る。標準方法により調製され、且つ完全コード配
列となるよう構築された重複オリゴヌクレオチドから、完全配列が構築される。例えば、
Ｅｄｇｅ，Ｎａｔｕｒｅ，２９２：７５６頁（１９８１年）；Ｎａｍｂａｉｒら，Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２２３：１２９９頁（１９８４年）；Ｊａｙら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，
２５９：６３１１頁（１９８４年）を参照のこと。合成ＤＮＡ配列により、特異的結合メ
ンバー類似体又は「ムテイン」を発現し得る好都合な遺伝子構成が可能となる。或いは、
ムテインをコードするＤＮＡは、天然の特異的結合メンバー遺伝子又はｃＤＮＡの部位特
異的突然変異誘発によって作製することができ、及びムテインは、従来のポリペプチド合
成を用いて直接作製することができる。
【０１５４】
　本発明は、本発明の例示として提供される以下の非限定的な実施例を参照することによ
ってより良く理解され得る。以下の例は、本発明の好ましい実施形態をより十全に説明す
るために提供され、しかしながら、決して本発明の広義の範囲を限定するものとして解釈
されてはならない。
【実施例】
【０１５５】
実施例１
　線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）はジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＰＩＶ
、ＣＤ２６）タンパク質ファミリーのメンバーであり、末端から二番目の位置にあるプロ
リン又はアラニンでポリペプチドからＮ末端ジペプチドを切断する能力を有する。ＦＡＰ
発現は、活性化された線維芽細胞、例えば癌関連線維芽細胞で上方制御され、悪性及び浸
潤性挙動を促進する。本発明者らは、マウス及びヒトＦＡＰと交差反応性を有するファー
ジライブラリから完全ヒトＦａｂ抗体を選択した。高度に相同性のＣＤ２６抗原との結合
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が認められなかったことから、最も高頻度で同定されたクローンのＥＳＣ１１及びＥＳＣ
１４をさらなる分析用に選択した。双方の抗体とも、ヒトＩｇＧ抗体に変換されると低い
ナノモル濃度の親和性でＦＡＰに結合するとともに、哺乳動物細胞系において高レベルで
産生することができた。ＥＳＣ１１抗体及びＥＳＣ１４抗体はＦＡＰのジペプチジルペプ
チダーゼＩＶ活性に直接的な影響を有さず、ＦＡＰ陽性のＦＡＰ陰性表現型への変換を誘
導し、標的細胞のＥＣＭタンパク質に対する接着の著しい阻害及び標的細胞アポトーシス
の亢進を伴った。疾患に制限されるＦＡＰ発現パターンに関連して、本発明者らのデータ
は、線維芽細胞に依存する悪性及び浸潤性挙動が関連性を有する分野におけるＥＳＣ１１
及びＥＳＣ１４の臨床開発計画に向けた強力なエビデンスを提供する。
【０１５６】
序論
　線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）は、当初は反応性間質線維芽細胞上のセリンプ
ロテアーゼとして同定された［１、２］。続く分子クローニングにより、ＦＡＰは、メラ
ノーマ細胞株により発現される１７０ｋＤａの膜結合ゼラチナーゼであるセプラーゼと同
じであることが明らかとなった［３、４］。完全長ｃＤＮＡは、ジペプチジルペプチダー
ゼＩＶ（ＤＰＰＩＶ）と高度に相同性の、配列全体に関して５２％のアミノ酸（ａａ）同
一性及び触媒ドメインでほぼ７０％の同一性を有する７６０ａａのＩＩ型膜貫通型プロテ
アーゼをコードした［３、５］。ＦＡＰとＤＰＰＩＶとは遺伝子サイズが同様で、且つ染
色体上２ｑ２４で互いに隣接していることから、遺伝子重複イベントが示唆される（Ｇｅ
ｎｅｂａｎｋ受託番号Ｕ０９２７８）。双方のタンパク質とも、プロリルペプチダーゼフ
ァミリーのメンバーである［１、６］。この酵素クラスは誘導性で、細胞表面上又は細胞
外液中での活性を有し、且つ末端から二番目の位置にあるプロリン又はアラニンでポリペ
プチドからＮ末端ジペプチドを切断する能力を独自に有する［７］。ＤＰＰＩＶは、ＣＤ
２６とも称され、線維芽細胞、内皮及び上皮細胞、白血球サブセット、例えばＮＫ細胞、
Ｔリンパ球及びマクロファージを含むいくつかの細胞型によって構成的に発現される。Ｄ
ＰＰＩＶのうち血中で可溶性タンパク質として循環する割合は小さい。ＤＰＰＩＶと対照
的に、ＦＡＰは典型的には正常成人組織で発現せず［１］、そのタンパク質分解活性を有
する可溶形態は、ａ２－抗プラスミン切断酵素（ＡＰＣＥ）と称される［８］。創傷治癒
、上皮癌、変形性関節症、関節リウマチ、肝硬変及び肺線維症を含め、活性化した間質に
関連する病態では、顕著なＦＡＰ発現が起こる［４、９～１１］。
【０１５７】
　ＦＡＰ構造は解かれており（ＰＤＢ　ＩＤ　１Ｚ６８）、ＤＰＰＩＶの構造と極めて類
似している［１２］。ＦＡＰは、約２０ａａの切断されないシグナル配列によって細胞膜
に結合し、６ａａのアミノ末端の短い細胞質ドメインを有する［３～５］。このタンパク
質の大部分は、触媒ドメインを含め、細胞外環境に露出している［１３］。ＦＡＰ糖タン
パク質は、２つの同一の９７ｋＤａサブユニットからなるホモ二量体である。各ＦＡＰ単
量体サブユニットは、αβヒドロラーゼドメイン（ａａ２７～５３及び４９３～７６０）
と、８枚羽根のβプロペラドメイン（ａａ５４～４９２）との２つのドメインからなり、
これらのドメインは大きい空洞を取り囲む。両ドメインの界面にあるこの空洞内の小さい
ポケットが、触媒三残基（Ｓｅｒ６２４、Ａｓｐ７０２及びＨｉｓ７３４）を含む［１２
］。ＦＡＰはサブユニットのホモ二量体化でその酵素活性を獲得し［１４］、またＦＡＰ
は、そのジペプチジルペプチダーゼ活性の他、コラーゲンＩ型特異的ゼラチナーゼ活性［
１５］及びエンドペプチターゼ活性［１６］も有する。βプロペラはタンパク質間相互作
用の足場として働き、基質及び細胞外マトリックス（ＥＣＭ）結合を決定する［１７］。
さらに、βプロペラは、ＦＡＰと他のプロリルペプチダーゼとの、又は他の膜結合分子と
の超分子複合体の形成に関与する［１８、１９］。ＦＡＰ及びＤＰＰＩＶのヘテロマー複
合体又は四量体複合体の形成は、コラーゲン基質上の遊走性細胞の浸潤突起に関連するこ
とが分かった［２０］。Ｉ型コラーゲンはＦＡＰのβ１インテグリンとの近接した会合を
誘導し、従って浸潤突起の形成及び接着において構造化上重要な役割を果たす［２１］。
関与する機構の詳細は分かっていないが、細胞侵入の前線におけるかかるプロテイナーゼ
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リッチの膜ドメインの形成は、特異的な細胞周囲ＥＣＭ分解に寄与する［２２］。これは
、ＦＡＰとＥＣＭとの相互作用が、インテグリン経路を介した細胞接着、遊走、増殖及び
アポトーシスに影響を及ぼすことによって浸潤性細胞の挙動に密接に関連し得ることを示
しており［１９、２１、２３］、疾患の発病及び進行におけるＦＡＰの役割が支持される
［２４］。要約すれば、ＦＡＰは、そのプロテアーゼ活性と、他の細胞表面分子とのその
複合体形成能との組み合わせによって、細胞依存的にその生物学的機能を遂行する多機能
タンパク質として認識される。上皮及び線維芽細胞系におけるＦＡＰの過剰発現は悪性挙
動を促進する［２２］ことから、臨床的状況が指示され、そこではＦＡＰの細胞発現レベ
ルがより不良な臨床転帰と関係付けられる［２５、２６］。
【０１５８】
　ＦＡＰの形態学的及び機能的特性から、治療標的としてのＦＡＰの研究が盛んである。
疾患に関連し、且つ細胞表面に結合する発現パターンが特に、ＦＡＰを抗体ターゲッティ
ングに適格とする。ＥＣＭリモデリングにおける病態生理学的な関与に関して、ターゲッ
ティング戦略はシグナル伝達超分子ＦＡＰ複合体の破壊を目標とすべきである。ここで本
発明者らは、マウス及びヒトＦＡＰとの交差反応性を有する新規抗ＦＡＰ抗体の生成につ
いて記載し、これは生物学的に関連性のある試験系における適用性を提供するものである
。選択プロセスにおけるＤＰＰＩＶ／ＣＤ２６免疫沈降物懸濁液に対する追加的な予備吸
収ステップによって、この普遍的に発現するＦＡＰ相同体との交差反応性を有する不要な
抗体を除去した。新規抗ＦＡＰ抗体とインキュベートすると、標的細胞のＥＣＭタンパク
質に対する接着が大幅に阻害され、及びアポトーシスシグナルが誘導されたため、タンパ
ク質間相互作用の標的破壊の課題は受け入れられた。
【０１５９】
材料及び方法
　抗原の組換え発現。プールされた鼻咽頭癌及び脾臓組織から、それぞれヒトＦＡＰ及び
ＤＰＰＩＶ／ＣＤ２６　ｃＤＮＡを得た。肺組織及び皮膚組織からマウスＦＡＰ　ｃＤＮ
Ａを得た。抗原をｐＥＡＫ　８ベクター（Ｅｄｇｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）にクローニ
ングし、ＨＥＫ２９３　ｃ－１８細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１０８５２）において、Ｆｕ
Ｇｅｎｅ６トランスフェクション試薬（Ｒｏｃｈｅ）を製造者の指示どおりに使用して安
定に発現させた。これらの安定細胞株を、１０％ＦＢＳ、ペニシリン－ストレプトマイシ
ン、及びピューロマイシン（３μｇ／ｍｌ）を補充したＤＭＥＭ中で成長させた。限界希
釈によりモノクローナル培養物を得た。
【０１６０】
　組換えＦＡＰの免疫沈降。ヒトＦＡＰを発現する５×１０７個のＨＥＫ２９３細胞又は
モックトランスフェクト細胞を、５ｍｌの溶解緩衝液（５０ｍＭトリス－ＨＣｌ、１５０
ｍＭ　ＮａＣｌ緩衝液、ｐＨ７．４、０．７％ｗ／ｖ　β－オクチルグルコピラノシド）
中に、４℃で１５分間ボルテックスすることにより可溶化した。遠心によって細胞残屑を
除去し、上清を、モノクローナル抗体Ｆ１９でコートした５０μｌのプロテインＡ磁気ビ
ーズ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）と共に４℃で４時間インキュベート
した。磁気ラックを使用して懸濁液からビーズを取り出し、ＰＢＳ　０．１％Ｔｗｅｅｎ
　２０で５回洗浄し、１００μｌのＰＢＳ中に－８０℃で保存した。従って、組換えＤＰ
ＰＩＶ／ＣＤ２６を抗ＣＤ２６　ｍＡｂと共に免疫沈降させた。免疫沈降物はＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ、ウエスタンブロット分析及びジペプチジルペプチダーゼ活性アッセイに供した。
【０１６１】
　ファージディスプレイによる抗体の選択。ｈｕＦＡＰ－ｍｕＦＡＰ特異的抗体を選択す
るため、抗体Ｆａｂ断片を発現する非免疫ファージライブラリを使用した［２７］。１０
１３個のファージをＰＢＳ中の２％粉乳においてブロックし、モックトランスフェクト細
胞株から調製した２５μｌの免疫沈降物で予備吸収させることにより、プロテインＡビー
ズ及びＦ１９　ｍＡｂに結合するファージを取り出した。予備吸収したファージをｈｕＦ
ＡＰを含む免疫沈降物と共に室温で１時間インキュベートし、ＰＢＳ　０．１％Ｔｗｅｅ
ｎ　２０で、及びＰＢＳで洗浄し、続いて１００ｍＭトリエチルアミンで溶出した。中和
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したファージを、Ｍ１３Ｋ０７をヘルパーファージとして使用して大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＴＧ－１中で増幅した。漸減抗原濃度（５０、２５、１２．５、
及び６．５μｌの免疫沈降物懸濁液）による４回の選択ラウンドを実施した。ｍｕＦＡＰ
を認識する結合体についてファージプールを濃縮するため、５回目のラウンドにはＨＥＫ
２９３　ｍｕＦＡＰ発現細胞とのファージのインキュベーションを加えた。選択ラウンド
４及び５の前に、５０μｌのＤＰＰＩＶ／ＣＤ２６免疫沈降物懸濁液に対する追加的な予
備吸収ステップを含めて、ＤＰＰＩＶ／ＣＤ２６と交差反応するＦＡＰ結合体を除去した
。
【０１６２】
　ＥＬＩＳＡ及びフローサイトメトリーによる上清のスクリーニング。各選択ラウンド後
に得られたライブラリの上清、並びにラウンド３、４、及び５の後の個々の細菌クローン
の上清を、ＦＡＰ結合ファージについてＥＬＩＳＡによりスクリーニングした。９６ウェ
ルマイクロタイタープレート（ＭａｘｉＳｏｒｐ　Ｎｕｎｃ）を、ＨＥＫ２９３　ｈｕＦ
ＡＰ、ＨＥＫ２９３　ｈｕＣＤ２６、ＨＥＫ２９３　ｍｕＦＡＰ、又はモックトランスフ
ェクトＨＥＫ２９３からの細胞抽出物　細胞抽出物（ｃｅｌｌ　ｅｘｔｒａｃｔｓ　ｃｅ
ｌｌ　ｅｘｔｒａｃｔｓ）でコートし、ＰＢＳ中５％粉乳でブロックし、ファージを含有
する上清と共に室温で１時間インキュベートし、及び抗Ｍ１３－ＨＲＰコンジュゲート抗
体を使用して展開した。１ｍＭのＩＰＴＧで陽性クローンを誘導して可溶性Ｆａｂを産生
し、さらに、抗原を発現するＨＥＫ２９３細胞株に対するフローサイトメトリーを用いて
結合特異性についてスクリーニングした。結合したＦａｂ抗体を、抗ｍｙｃタグ抗体９Ｅ
１０、続いて抗マウス免疫グロブリン－ＰＥコンジュゲートで検出した。競合アッセイに
ついては、ビオチン化抗ｍｙｃタグ９Ｅ１０、続いてｓｔｒｅｐ－ＰＥを使用してＦａｂ
抗体を検出した。
【０１６３】
　Ｆａｂ断片の発現。１ｍＭのＩＰＴＧによって３０℃で４時間誘導することにより、大
腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＴＧ－１でＦａｂ断片を産生した。ＰＢＳ、ｐＨ８中４℃で一晩イ
ンキュベートすることによりペリプラスム画分から可溶性Ｆａｂを放出させ、ＴＡＬＯＮ
ビーズによるＨｉｓタグ精製を使用して精製し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析した。
【０１６４】
　表面プラズモン共鳴による動態学的速度定数及び親和性の決定。Ｆａｂの組換えＦＡＰ
（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）に対する結合解析をＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ１００機器で実施し
た。アミンカップリング化学を用いてｒＦＡＰを低密度でＣＭ５センサーチップに固定化
した。動態解析のため、フロー緩衝液（ＨＢＳ－ＥＰ：１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．
４、３．４ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１５ｍＭ　ＮａＣｌ、及び０．００５％Ｔｗｅｅｎ　２
０含有）中の様々な濃度（ＥＳＣ１１について０．５～１６ｎＭ及びＥＳＣ１４について
６．２５～２００ｎＭの範囲）のＦａｂを、２５℃、５０μｌ／分の流量で注入した。非
線形データ解析プログラムＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎを使用して、結合曲線の分析及び
速度定数の決定を行った。
【０１６５】
　見かけのＫＤ（Ｋｄ（ａｐｐ））の決定。Ｋｄ（ａｐｐ）を決定するため、ヒトＦＡＰ
又はマウスＦＡＰをそれぞれ発現する２．５×１０５個のＨＴ１０８０ｈＦＡＰ及び２９
３ｍＦＡＰを、指示されるコンストラクトの段階希釈物と共に４℃で２０分間インキュベ
ートした。次に細胞をＰＢＳで１回洗浄し、氷上で２％ＰＦＡにより２０分間固定し、Ｐ
Ｅコンジュゲート抗ヒトＩｇＧ　Ｆ（ａｂ）’２（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　１０９－１１６－０９７）により結合抗体を検出した。ＦＡＣＳｃａｎ（
ＢＤ）サイトメーターで細胞を分析し、データをＦｌｏｗＪｏで解析した。ＳｉｇｍａＰ
ｌｏｔソフトウェア（Ｓｙｓｔａｔ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｉｎｃ．）を使用して以下の式
ｆ＝Ｂｍａｘ＊ａｂｓ（ｘ）／（Ｋｄ＋ａｂｓ（ｘ））＋Ｎｓ＊ｘを用いた用量反応曲線
のフィッティングにより、見かけのＫａｐｐを計算した。
【０１６６】
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　蛍光発生的ジペプチジルペプチダーゼ活性アッセイ。膜タンパク質を濃縮するため、抗
原を発現する１０７個のＨＥＫ２９３細胞を、５０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、１５０ｍＭの
ＮａＣｌ緩衝液、ｐＨ７．４、２％ｗ／ｖ　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１１４に懸濁し、氷上で１
５分間インキュベートした。４℃で５分間、１４０００ｒｐｍで遠心することにより細胞
残屑を除去した。上清を１０分間３０℃に加温し、室温で遠心して相分離を実施した。デ
タージェント相を１ｍｌのＡＦＣ反応緩衝液（１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１００ｍＭ　トリ
ス、ｐＨ７．８）で洗浄し、相分配し、ＡＦＣ反応緩衝液中に１：１０希釈した。希釈し
た抽出物を、０．５ｍＭのＡｌａ－Ｐｒｏ－ＡＦＣと共に９６－ウェルプレートにおいて
３７℃でインキュベートし、遊離ＡＦＣの放出を、蛍光リーダー（Ｖｉｃｔｏｒ　Ｗａｌ
ｌａｃ、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で３９５ｎｍ励起／５３０ｎｍエミッションフィル
タセットを使用して経時的に観察した。ＦＡＰ陰性試料からバックグラウンド活性を減じ
た後、蛍光読み取りの傾きからジペプチジルペプチダーゼ活性を決定した。ＰＴ－１００
（Ｓｉｇｍａ）を使用してジペプチジルペプチダーゼ活性を阻害した。ＰＴ－１００はジ
ペプチジルペプチダーゼ及び構造相同体を阻害する。ＰＴ－１００を指示濃度で膜抽出物
と共に１５分間インキュベートした後、記載のとおりＡｌａ－Ｐｒｏ－ＡＦＣ基質を添加
し［２８］、上述のとおりジペプチジルペプチダーゼ活性の阻害を計測した。
【０１６７】
　ＩｇＧ１のクローニング、発現、及び精製。ヒト定常ＩｇＧ１領域を発現する修飾ｐＥ
Ｅ１２．４ベクター（Ｌｏｎｚａ　ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ）に、ＰＣＲクローニングキット
（Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ、ＢＤ　ｃｌｏｎｔｅｃｈ）でＤｒａＩＩＩ部位及びＲｓｒＩＩ部
位をそれぞれ介して重鎖及び軽鎖の可変配列をクローニングした。プラスミドをＰｖｕＩ
で直鎖化し、ＧＳ－ＮＳＯ細胞（Ｌｏｎｚａ　ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ）に電気穿孔によりト
ランスフェクトした。メチオニンスルホキシミンを含むグルタミン不含培地において陽性
クローンを選択した。プロテインＧセファロースによりウシＩｇＧから枯渇させた５％Ｆ
ＣＳを含むグルタミン不含培地で安定細胞株を成長させた。培養上清からプロテインＡセ
ファロースでＩｇＧを精製した。
【０１６８】
　線維芽細胞のＦＡＰ染色。１０５個のヒト線維芽細胞を１０μｇ／ｍＬのインキュベー
トした抗体と共に４℃で２０分間インキュベートした。ＥＳＣ１１ＩｇＧ、ＥＳＣ１４Ｉ
ｇＧ及びヒトＦＡＰ特異的対照抗体について、結合抗体をＰＥコンジュゲート抗ヒトＩｇ
Ｇ　Ｆ（ａｂ）’２（Ｊａｃｋｓｏｎ　ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１０９－１１
６－０９７）によって検出した。親マウスＦ１９をＦＩＴＣコンジュゲート抗ヒトＩｇＧ
（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ　５５５９８８）によって検出した。ＦＡＣＳｃａｎ（Ｂ
Ｄ）サイトメーターで細胞を分析し、データをＦｌｏｗＪｏで解析した。
【０１６９】
　ＦＡＰ発現の抗体媒介性下方制御。ＦＡＰ発現の喪失を検出するため、コンフルエント
以下のＨＴ１０８０ＦＡＰ培養物をトリプシン処理し、ＰＢＳで洗浄し、ＲＰＭＩ、１０
％ＦＢＳ中に５×１０５細胞で再懸濁し、及び１２ウェル細胞培養プレートにウェル当た
り０．５ｍｌで播種して指示濃度のＥＳＣ１１ＩｇＧを添加した。一晩インキュベートし
た後、細胞をトリプシン処理し、洗浄し、１０μｇ／ｍＬのＦ１９で、続いてＦＩＴＣコ
ンジュゲートポリクローナルヤギ抗マウスで染色した。フローサイトメトリーにより細胞
の蛍光強度を解析した。％ＦＡＰ発現を計算した（１００／（０ｕｇ／ｍＬのＥＳＣ１１
ＩｇＧシグナル－バックグラウンドシグナル））＊（ＥＳＣ１１ＩｇＧでのシグナル－バ
ックグラウンドシグナル）。３件の独立した実験のうちの代表的な一つを示す。
【０１７０】
　競合アッセイ。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の競合的結合を計測するため、ＨＴ１０８０
ｈＦＡＰ細胞上でのＦａｂ断片の力価を求め、フローサイトメトリーにより結合を決定し
た。最大結合の９０％をもたらす濃度を競合アッセイに使用した。ＨＴ１０８０ＦＡＰを
５ｕｇ／ｍＬの指示抗体と共に４℃で２０分間インキュベートし、次にＥＳＣ１１／ＥＳ
Ｃ１４　Ｆａｂ断片又はＰＢＳを所定の濃度で添加して４℃で２０分間インキュベートし
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ｍｙｃ及びＰＥコンジュゲートストレプトアビジンを伴うｍｙｃタグにより、結合Ｆａｂ
断片を検出した。次に細胞をフローサイトメトリーによって記載のとおり分析した。
【０１７１】
　接着アッセイ。９６ウェルマイクロタイタープレート（ＭａｘｉＳｏｒｐ　Ｎｕｎｃ）
を５０ｕｇ／ｍｌの濃度の指示タンパク質でコートし、４℃で一晩インキュベートした。
プレートをＰＢＳで３回洗浄し、次に１％ＢＳＡによって３７℃で６０分間ブロックした
。細胞は１０ｕｇ／ｍｌの最終濃度で指示抗体と３０分間予備的にインキュベートし、次
にコートしたプレートに添加した。６０分後、プレートをＰＢＳで洗浄して未接着の細胞
を除去した。クリスタルバイオレットを使用して接着した細胞を染色し、０．４Ｍ　ＨＣ
ｌを含むイソプロパノールを７５ｕｌ／ウェルの最終容量で添加することにより溶解した
。ＯＤ５６０をＥＬＩＳＡリーダーで計測した。
【０１７２】
　アネキシンＶ染色によるアポトーシス細胞の検出。ＦＡＰトランスフェクト及びモック
トランスフェクトＨｅｋ２９３細胞を、１０％ＦＢＳを補充したＤＭＥＭにおいて指示量
の抗体の存在下、室温でインキュベートした。対照試料を、抗体の非存在下で、或いは抗
体の存在下４℃でインキュベートした。６０分後、細胞を洗浄し、ヨウ化プロピジウム（
Ｓｉｇｍａ）及びアネキシンＶ（Ｒｏｃｈｅ）により、製造者の指示に従い染色し、フロ
ーサイトメトリーを使用してアポトーシス率を決定した。
【０１７３】
結果
マウス－ヒトＦＡＰ交差反応性抗体Ｆａｂ断片の選択及び特性決定
　安定にトランスフェクトされた細胞ライセートからの免疫沈降により得た組換えヒトＦ
ＡＰに関するファージディスプレイにより、大規模ヒトＦａｂ抗体ライブラリからモノク
ローナル抗体Ｆａｂ断片を選択した。簡潔には、ＨＴ１０８０及びＦＡＰトランスフェク
トＨＴ１０８０（１０）細胞のライセートを、過去に記載がなされている抗ｈｕＦＡＰ抗
体（１１）でコートしたプロテインＡ磁気ビーズと共に個別にインキュベートした。ＨＴ
１０８０　ＦＡＰ＋抽出物からＦＡＰが高純度で免疫沈降し（図１Ａ及び図１Ｂ）、磁気
ビーズに捕捉するとジペプチジルペプチダーゼ（ＤＰＰ）活性（例えば基質Ａｌａ－Ｐｒ
ｏ－ＡＦＣを切断する）を示した（図１Ｃ）。ＨＴ１０８０細胞（「モックイムノキャプ
チャー」）と共にインキュベートした後に非特異的に免疫沈降した、抗ｈｕＦＡＰ抗体が
負荷された磁気ビーズに結合するタンパク質を、予備吸収ステップで使用した。４回の選
択ラウンド後、ファージの５％がヒトＦＡＰに結合し、１％がヒトＦＡＰ及びマウスＦＡ
Ｐの双方を認識した（表１）。ヒト－マウス交差反応性結合体をさらに濃縮するため、さ
らにもう１回の選択ラウンドについてファージをマウスＦＡＰトランスフェクトＨＥＫ２
９３細胞に対してパニングした。最終的に、得られたファージの１４％がｈｕＦＡＰに結
合し、９％のマウス－ヒト交差反応性ファージが含まれた。続くＥＬＩＳＡによる３００
クローンのスクリーニング及びＦＡＰ特異的結合体の配列決定により、Ｆａｂ　ＥＳＣ１
１及びＥＳＣ１４の同定がもたらされた（図２）。双方のＦａｂ断片とも、本発明者らの
選択戦略によって事前に定義されるとおり、ヒト及びマウスＦＡＰに特異的な形で結合し
、且つＣＤ２６との交差反応はなかった（図３Ａ及び図３Ｂ）。低密度ｈｕＦＡＰでコー
トしたチップにおいて表面プラズモン共鳴による親和性計測を実施した。Ｆａｂ　ＥＳＣ
１１及びＥＳＣ１４について、それぞれ１０±５及び２１０±３５ｎＭのＫＤ値が決定さ
れた（図４、表２）。ｍｕＦＡＰに対する親和性は、２９３　ｍｕＦＡＰ＋細胞に対する
段階希釈により決定するとき、ＥＳＣ１１について５１±１１ｎＭ及びＥＳＣ１４につい
て２５１±４２ｎＭであった（表２）。
【０１７４】
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【表４】

【０１７５】
【表５】

【０１７６】
ＩｇＧ１抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の産生及び特性決定
　ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の可変重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）ドメインを完全ヒトＩ
ｇＧ１フォーマットにクローニングした。ＥＳＣ１１　ＨＣについて得た元の配列は、成
熟ＨＣアミノ酸配列の１位にａｎｕｓｕａｌヒスチジン（Ｈ）があるため哺乳動物細胞で
は発現させることができなかった。この問題は、ヒスチジンをグルタミン（Ｑ）に置換す
ると解決された（図２）。ＩｇＧをＮＳ０細胞で産生し、細胞培養上清からプロテインＡ
アガロースでのアフィニティークロマトグラフィーにより精製した（図５）。精製ＩｇＧ
のＦＡＰとの結合を、ＦＡＰトランスフェクトＨＴ１０８０細胞を使用してフローサイト
メトリーにより確認した（図６Ａ）。抗原発現細胞株に対する親和性は二価ＩｇＧのほう
が高く、ヒトＦＡＰに対する見かけのＫＤ値は約１ｎＭであった（表２）。競合アッセイ
から、ＥＳＣ１１　ＩｇＧ（図６Ｂ）及びＥＳＣ１４　ＩｇＧ（図６Ｃ）について交差阻
害が実証された一方、抗ｈｕＦＡＰ抗体はＦＡＰ結合について競合しなかった。これらの
結果は、抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４が、抗ｈｕＦＡＰ抗体により認識されるエピトー
プとは明確に異なる重複した、又は密接に関連したエピトープを認識することを示唆して
いる。
【０１７７】
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活性化線維芽細胞に対する抗ＦＡＰ抗体の反応性
　本発明者らは、ＦＡＰを高レベルで発現する培養ヒト活性化線維芽細胞（ＡＦ）を使用
して（１２）、ＦＡＰのジペプチジルペプチダーゼ活性に対する双方の抗体の影響を分析
した。第一に、ヒトＡＦ上で発現する天然ＦＡＰに対する新規抗ＦＡＰ抗体の結合をフロ
ーサイトメトリーにより判定した（図７Ａ）。ＦＡＰトランスフェクト細胞に対するＥＳ
Ｃ１１及びＥＳＣ１４の競合的結合において、双方の抗体とも、抗ｈｕＦＡＰ抗体と比較
したとき僅かに低いレベルでＡＦが染色されたことから、ここでもそれぞれＥＳＣ１１／
ＥＳＣ１４及び抗ｈｕＦＡＰに対する異なるエピトープが示唆される。ＡＦの抽出物は、
Ａｌａ－Ｐｒｏ－ＡＦＣを基質として使用するインビトロアッセイで検出したとき、著し
いＤＰＰ活性を示した（図７Ｂ）。３０μｇ／ｍｌのＩｇＧをヒトＡＦの抽出物に添加し
ても、プロテアーゼ活性には影響しなかった（図７Ｃ）。対照的に、ＤＰＰ活性のボロン
酸阻害薬である１００μＭのＰＴ－１００を添加すると、酵素活性は完全に遮断された。
従って、いずれの抗体もＤＰＰ酵素活性に直接影響を与える能力を有しない（図７Ｄ）。
しかしながら、本発明者らの抗体は標的細胞上でのＦＡＰの発現レベルを用量依存的に低
減するため、ＤＤＰ活性に対して間接的な影響はある（以下を参照）。
【０１７８】
　ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４　ＩｇＧはＦＡＰ発現を下方制御し、標的細胞のＥＣＭタン
パク質との接着を妨げ、及びアポトーシスを誘導する。
　その酵素活性以外に、ＦＡＰはＣＤ２６と会合し、且つ浸潤性の表現型に寄与するヘテ
ロマー複合体を形成する能力を有する。ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体により、双方とも
ＦＡＰ抗原との二価結合後に急速なＦＡＰの下方制御を誘導したため、トランスフェクト
腫瘍細胞株上でのＦＡＰ発現を消失させることができた（図８）。標的細胞のＥＣＭ－タ
ンパク質との接着に対するＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の影響を試験するため、競合アッセ
イを実施した。双方のｍＡｂとも、ＦＡＰ発現細胞のマトリゲル及びＩ型コラーゲンに対
する結合を有意に阻害した（データは示さず）。Ｆ１９抗ＦＡＰ抗体がＥＣＭタンパク質
との接着を妨げることはなかった。予想されたとおり、ＦＡＰ陰性細胞の接着は、全く変
化しなかった。第２のステップでアポトーシス経路の誘導を試験した［２９］。マウスＦ
ＡＰを安定にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞をＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４とイン
キュベートするとアポトーシスを起こしたが、モックトランスフェクト細胞は全く変化し
なかった（図９）。アポトーシス誘導の程度はＥＳＣ１４と比較してＥＳＣ１１の添加後
のほうが優れていた。アポトーシスは、双方の抗体ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の存在下で
あっても０℃で誘導することはできなかった。加えて、ｍＦ１９も対照抗体も、何ら有意
なレベルのアポトーシスを誘導しなかった。
【０１７９】
考察
　これは、標的細胞における関連する調節性の活性を誘導する完全ヒト・マウス／ヒト交
差反応性・高親和性抗ＦＡＰ抗体の、その治療効果について指摘する最初の報告である。
ＦＡＰは抗体ベースの免疫療法の標的としてますます注目を集めているが、現在のところ
治療活性を有する天然のＦＡＰ特異的抗体のデータは見当たらない。モノクローナル抗体
Ｆ１９が、転移性結腸直腸癌を対象として第Ｉ相臨床試験で研究された最初の抗体であっ
た［３０］。この試験は、抗ＦＡＰベースの腫瘍間質ターゲッティングの原理を証明する
ものとなった［１］。試験に含まれた患者は手術による高度な瘢痕化を有したが、そうし
た部位に１３１Ｉ－Ｆ１９の特異的濃縮を認めることはできなかった。ヨウ素１３１標識
Ｆ１９の静脈内投与に伴う中毒性副作用はなく、イメージングにより直径１ｃｍのサイズ
に至るまでの癌腫病巣が特異的に検出された。ヒトにおけるマウス抗体の免疫原性に関し
て、シブロツヅマブと称されるヒト化型のＦ１９を使用した第Ｉ相及び第ＩＩ相臨床試験
が近年実施された［３１、３２］。これらの試験による結果から、シブロツヅマブの投与
が安全で、且つ十分に耐容されることが実証された。第Ｉ相ピボタル試験において得られ
た結果［３０］と同様に、１３１Ｉによる追跡標識及びイメージング解析から、シブロツ
ヅマブが腫瘍範囲に特異的に蓄積することが明らかとなった。残念ながら、非コンジュゲ
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ート型シブロツヅマブは抗腫瘍活性がないこと、又はいかなる治療活性もないことがそれ
ぞれ実証された［３２］。ＦＡＰの生物学的機能の詳細はいまだ明らかでないものの、そ
のジペプチジルペプチダーゼ活性が腫瘍の進行及び転移に関与すると仮定された［１５、
３３］。ＦＡＰ酵素機能に作用するシブロツヅマブの欠如が、治療効果がない理由である
と示唆された［３４］。その結果、インビトロで触媒活性を阻害するため抗ＦＡＰ特異的
ポリクローナル抗体が産生されている。実際、ＦＡＰ陽性異種移植片を抗ＦＡＰ抗血清で
処置すると、腫瘍成長が減弱した［１３］。しかしながら、ポリクローナル血清はウサギ
をマウスＦＡＰで免疫化することにより産生されたため、触媒ドメインとは異なる別のエ
ピトープもまた標的化された可能性が最も高い。従って、認められる抗腫瘍効果が実際に
ジペプチジルペプチダーゼ阻害によったものであるとこの試験から結論付けるのは困難で
ある。こうした関心事項は触媒変異体での研究によって支持され、腫瘍成長及び浸潤性細
胞の挙動に同様に影響を及ぼし得る触媒機能と独立したＦＡＰ関連生物活性は十分に機能
しないことが報告されている［３５、３６］。加えて、最近の結果から、ＦＡＰのタンパ
ク質分解活性が、必ずしもＦＡＰを過剰発現するヒト肝星細胞の接着、遊走及び浸潤の増
加とは限らないことが実証された［２２］。ＥＣＭタンパク質との限局的な細胞接着は膜
貫通型接着タンパク質のインテグリンファミリーにより媒介され、及びＦＡＰはβ１イン
テグリンと会合することが知られている［１９］。この複合体が機能性の浸潤突起の形成
に関与すると考えられる［２１］。加えて、ＦＡＰ及びＤＰＰＩＶはまた、膠原線維にお
ける線維芽細胞の浸潤突起に局在する複合体も形成し、それにより細胞遊走を促進する［
３７、３８］。ＥＣＭタンパク質に対する細胞接着は浸潤性及び転移性疾患の進行におけ
る最初のステップであるため［３９］、新規ＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４抗体によるＦＡＰ
ターゲッティングの結果として接着が有意に阻害されると、結合組織のネットワーク構造
が乱されることによって治療効果がもたらされる。抗体媒介性の細胞移動プロセスの遮断
がＦＡＰのタンパク質分解活性に依存しないという知見は、上述のデータに一致する。本
発明者らは最近になって、ジペプチジルペプチダーゼ活性のインビボでの阻害がＦＡＰ発
現線維芽細胞の浸潤をさらに大幅に促進したことを実証したため（Ｏｓｐｅｌｔら、投稿
中）、目標とする治療効果をふまえれば、双方の抗体ともタンパク質分解に関して中立で
あることはさらに有利となるはずである。双方の新規抗体の機能的活性は、それらがＦＡ
Ｐ結合についてＦ１９と競合しないという事実を合わせると、超分子複合体の形成に関与
するエピトープのターゲッティングが示唆される。
【０１８０】
　ＥＳＣ１１／ＥＳＣ１４　ＩｇＧによるＦＡＰ標的化の結果、ＦＡＰ発現の下方制御が
もたらされ、細胞接着能力の遮断として、シグナル伝達経路における著しい挙動変化が引
き起こされた。これは、ＦＡＰ及び他の構成要素からなる複合体に干渉することによるＥ
ＳＣ１１及びＥＳＣ１４に固有の作用機序を支持している。ＤＰＰＩＶによって神経芽細
胞腫細胞が修復されると、内因性及び外因性アポトーシス経路によって生存シグナル伝達
経路の遮断が媒介されたとおり［２９］、アポトーシスにおける表面セリンプロテアーゼ
の関与がＣＤ２６について実証された。さらに、ヒト化抗ＤＰＰＩＶ抗体の架橋結合時の
ＤＰＰＩＶ陽性中皮腫細胞における後期アポトーシスの誘導が報告された［４０］。しか
しながら、この試験はＴ細胞欠損ＳＣＩＤ－マウスにおいて実施されたもので、ヒトにお
ける抗癌戦略としての抗体ベースのＤＰＰＩＶターゲッティングは、Ｔ細胞を含むＤＰＰ
ＩＶの普遍的発現に直面し得る。この大きい障害からさらには、免疫沈降ＤＰＰＩＶにお
ける選択されたＦＡＰ結合体の予備吸収ステップにより不要なＤＰＰＩＶ結合を除外する
理論的基礎が構築された。ＦＡＰについて生存シグナル伝達との関連は未だ特定されてお
らず、新規の論理的基礎は、ＦＡＰターゲッティング時に抗ＦＡＰ抗体ＥＳＣ１１及びＥ
ＳＣ１４がアポトーシス誘導に関係していることを提示したのみである。結論として、こ
れは、抗原特異的且つ極めて有効な、ヒト及びマウスＦＡＰに対して交差反応性を有して
治療プロファイルを呈する多機能抗ＦＡＰ抗体の最初の報告である。制限されたＦＡＰ発
現に関して、本発明者らのデータは、浸潤性疾患でのＦＡＰを標的とした抗体ベースの治
療戦略におけるＥＳＣ１１及びＥＳＣ１４の臨床使用に対する強力なエビデンスを提供す
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る。
【０１８１】
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ｉｎｔｅｇｒａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，
　１９９７．　２７２（１２）：　ｐ．　７５９５－６０１．
４．Ｓｃａｎｌａｎ，　Ｍ．Ｊ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉ
ｎｇ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｌｐｈ
ａ，　ａ　ｍｅｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｆａｍｉｌ
ｙ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｓ　ｏｆ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃａｎｃｅｒｓ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　１９９４．　９１（１２）：　ｐ．　５６５７－６１
．
５．Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ，　Ｌ．Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏ
ｎｉｎｇ　ｏｆ　ｓｅｐｒａｓｅ：　ａ　ｓｅｒｉｎｅ　ｉｎｔｅｇｒａｌ　ｍｅｍｂｒ
ａｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｈｕｍａｎ　ｍｅｌａｎｏｍａ．　Ｂｉｏｃｈｉ
ｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ，　１９９７．　１３６１（１）：　ｐ．　１１－９．
６．Ｍｏｒｉｍｏｔｏ，　Ｃ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＣＤ２６／ｄｉｐ
ｅｐｔｉｄｙｌ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ＩＶ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙ　ｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　１　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　１９９４．　９１（
２１）：　ｐ．　９９６０－４．
７．Ｇａｒｉｎ－Ｃｈｅｓａ，　Ｐ．，　Ｌ．Ｊ．　Ｏｌｄ，　ａｎｄ　Ｗ．Ｊ．　Ｒｅ
ｔｔｉｇ，　Ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｒｅａｃｔ
ｉｖｅ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ　ａｓ　ａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　ｔａｒｇｅｔ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃａｎｃｅ
ｒｓ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　１９９０．　８７（１
８）：　ｐ．　７２３５－９．
８．Ｌｅｅ，　Ｋ．Ｎ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｐｌａｓｍｉｎ－ｃｌｅａｖｉｎ
ｇ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｓ　ａ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｏｒｍ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ．　Ｂｌｏｏｄ，　２００６．　１０７（４）
：　ｐ．　１３９７－４０４．
９．Ｂａｕｅｒ，　Ｓ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉ
ｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｂｙ　ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　ｍｙ
ｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ－ｌｉｋｅ　ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ．　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
　Ｒｅｓ　Ｔｈｅｒ，　２００６．　８（６）：　ｐ．　Ｒ１７１．
１０．Ｌｅｖｙ，　Ｃ．Ｅ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅ　ｈｅａｒｉｎ
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ｇ　ｌｏｓｓ　ｉｎ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ　ｗｉｔｈ　ｆｉｂｒｏｄｙｓｐｌａｓｉ
ａ　ｏｓｓｉｆｉｃａｎｓ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖａ．　Ａｍ　Ｊ　Ａｕｄｉｏｌ，　１
９９９．　８（１）：　ｐ．　２９－３３．
１１．Ａｃｈａｒｙａ，　Ｐ．Ｓ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔ
ｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ：　ａ　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｅｘｐｒｅ
ｓｓｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ　ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｉｎ　ｉｄｉｏ
ｐａｔｈｉｃ　ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ．　Ｈｕｍ　Ｐａｔｈｏｌ，　２
００６．　３７（３）：　ｐ．　３５２－６０．
１２．Ａｅｒｔｇｅｅｒｔｓ，　Ｋ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ａｎ
ｄ　ｋｉｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｐｅｃ
ｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ａｌｐｈａ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，　２００５．　２８０（２０）
：　ｐ．　１９４４１－４．
１３．Ｃｈｅｎｇ，　Ｊ．Ｄ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍ
ｏｒ　ｇｒｏｗｔｈ　ｂｙ　ｍｕｒｉｎｅ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏ
ｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ，　ａ　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ，　ｉｎ　ａｎ　ａｎｉｍ
ａｌ　ｍｏｄｅｌ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，　２００２．　６２（１６）：　ｐ．　４
７６７－７２．
１４．Ｋｅｌｌｙ，　Ｔ．，　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｐｒａｓｅ　ａｃｔｉ
ｖｉｔｙ．　Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，　１９９９．　１７（１）：　
ｐ．　５７－６２．
１５．Ｐａｒｋ，　Ｊ．Ｅ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ，　ａ　ｄｕａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｓｅｒｉｎｅ　
ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｈｕｍａｎ　ｔｕｍ
ｏｒ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，　１９９
９．　２７４（５１）：　ｐ．　３６５０５－１２．
１６．Ｅｄｏｓａｄａ，　Ｃ．Ｙ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　
ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｄｉｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｐ
ｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，　２００６．　２８１（１１）：　ｐ
．　７４３７－４４．
１７．Ｌｏｓｔｅｒ，　Ｋ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｈｅ　ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ
　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ＩＶ　（ＣＤ　２
６）　ｉｓ　ｔｈｅ　ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ
　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ，　１９９５．　２１７（１）：　ｐ．　３４
１－８．
１８．Ａｒｔｙｍ，　Ｖ．Ｖ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｘｉｍ
ｉｔｙ　ｏｆ　ｓｅｐｒａｓｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｕｒｏｋｉｎａｓｅ－ｔｙｐｅ　ｐｌ
ａｓｍｉｎｏｇｅｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｏｎ　ｍａｌｉｇｎａｎ
ｔ　ｍｅｌａｎｏｍａ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ：　ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ　ｏｎ
　ｂｅｔａ１　ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ．　Ｃ
ａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，　２００２．　２３（１０）：　ｐ．　１５９３－６０１
．
１９．Ｋｅｎｎｅｄｙ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｐ
ｒａｓｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｉｎｖａ
ｓｉｖｅ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　ｂｙ　ｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓ　ｍａｔｒｉｃｅｓ　ｉ
ｎ　ｏｖａｒｉａｎ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ．　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ，　２００
９．　１２４（１）：　ｐ．　２７－３５．
２０．Ｇｈｅｒｓｉ，　Ｇ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｂ
ｒｏｂｌａｓｔ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓ　ｍａｔｒｉｘ　
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ｂｙ　ａ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ．　Ｊ　Ｂ
ｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，　２００２．　２７７（３２）：　ｐ．　２９２３１－４１．
２１．Ｍｕｅｌｌｅｒ，　Ｓ．Ｃ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｐｒｏｔｅａ
ｓｅ－ｄｏｃｋｉｎｇ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｇｒｉｎ　ａｔ　ｉｎｖａｄ
ｏｐｏｄｉａ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，　１９９９．　２７４（３５）：　ｐ．　２
４９４７－５２．
２２．Ｗａｎｇ，　Ｘ．Ｍ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，　ｃｅｌｌ　ａ
ｄｈｅｓｉｏｎ，　ａｎｄ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔｈｅ　ＬＸ－２　ｈｕｍａｎ
　ｓｔｅｌｌａｔｅ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ．　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，　２００５．　４
２（４）：　ｐ．　９３５－４５．
２３．Ｍｏｎｓｋｙ，　Ｗ．Ｌ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｍａｒ
ｋｅｒ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｏｆ　ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ，　ｓｅｐｒａｓｅ，　ｉ
ｓ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｏｎ　ｉｎｖａｄｏｐｏｄｉａ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｍａｌｉ
ｇｎａｎｔ　ｍｅｌａｎｏｍａ　ｃｅｌｌｓ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，　１９９４．　
５４（２１）：　ｐ．　５７０２－１０．
２４．Ｗｏｌｆ，　Ｂ．Ｂ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｄｇｅ　ｏｆ　ｖａ
ｌｉｄａｔｉｏｎ－－ｃａｎｃｅｒ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔ
ｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ．　Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ，　２００８
．　８（７）：　ｐ．　７１９－２７．
２５．Ｃｏｈｅｎ，　Ｓ．Ｊ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖ
ａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｔｏ　ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｉｎ　ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎ
ｏｍａ．　Ｐａｎｃｒｅａｓ，　２００８．　３７（２）：　ｐ．　１５４－８．
２６．Ｈｅｎｒｙ，　Ｌ．Ｒ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｉｍｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉ
ｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｃｏｌｏｎ　ｃａｎｃｅｒ．　Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ，　２００７．　１３（６）：　ｐ．　１７３６－４１．
２７．Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，　Ｈ．Ｒ．，　Ｐ．　Ｈｅｎｄｅｒｉｋｘ，　ａｎｄ　Ｈ
．　ｄｅ　Ｈａａｒｄ，　Ｃｒｅａｔｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｈｕｍ
ａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．　Ａｄｖ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ，　１９９８．　３１（１－２）：　ｐ．　５－３１．
２８．Ｃｈｅｎｇ，　Ｊ．Ｄ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｂｒｏｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ａｃ
ｔｉｖｉｔｙ　ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ　ｔｕｍｏｒ　ｇｒｏｗｔｈ．　Ｍｏｌ　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｔｈｅｒ，　２００５．　４（３）：　ｐ．　３５１－６０．
２９．Ａｒｓｃｏｔｔ，　Ｗ．Ｔ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ
　ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｂｙ　ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌ　ｐｅｐｔ
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　以下の試験では、ＦＡＰ発現細胞におけるＦＡＰ－抗体複合体の急速な内在化を実証す
る。ＨＴ１０８０ＦＡＰ細胞を蛍光標識抗ＦＡＰ抗体Ｅｓｃ１１　Ｄｙｌｉｇｈｔ４４８
８（ＤｙＬｉｇｈｔ，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）と共にインキュベートした。
ＨＴ１０８０ＦＡＰを４℃でインキュベートすると、ＦＡＰについての特異的な膜染色パ
ターンが明らかとなった（図１１Ａ）。細胞を最高３７℃まで加温すると、細胞質スポッ
ト及び小胞蓄積によってＦＡＰ－Ｅｓｃ１１複合体の急速な内在化を検出することができ
た（図１１Ｂ）。インキュベーション開始から２時間後、細胞の酸洗浄により残る全ての
細胞表面結合Ｅｓｃ１１を剥がし取ったが、それによるパターンの変化はなかったことか
ら、２時間後にはほとんどの抗体が既に内在化されていたことが示される。
【０１８３】
　方法：フィブロネクチンをコートしたスライドガラス上でＨＴ１０８０ＦＡＰを一晩成
長させた。次に細胞を指示される時間点について４℃又は３７℃のいずれかでＤｙＬｉｇ
ｈｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）標識ＥＳＣ１１ＩｇＧにより処理した。次
に蛍光顕微鏡検査法のためカバースライドをフロウロマウント（ｆｌｏｕｒｏｍｏｕｎｔ
）でマウントした。ＥＳＣ１１　ＤｙＬｉｇｈｔ　４８８をｅｘｔｅｎｔｉｏｎ　ｗａｖ
ｅｌａｅｎｇｔｈ　４８８ｎｍ及びエミッション５１８ｎｍで検出した。結果を図１１に
記載する。
【０１８４】
　本発明は、その趣旨又は本質的な特徴から逸脱することなく、他の形態で具体化され、
又は他の方法で実行され得る。従って本開示は、限定的ではなく、あらゆる点で例示的な
ものと見なされるべきであり、本発明の範囲は添付の特許請求の範囲により示されるとと
もに、均等物の意味及び範囲に含まれる変更は全て、特許請求の範囲に包含されることが
意図される。
【０１８５】
　本明細書全体を通じて様々な参考文献が引用され、その各々が全体として参照により本
明細書に援用される。
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其片段也可以与化学治疗剂，免疫调节剂或抗癌剂和/或与其他抗体或其
片段组合用于治疗。这种抗体的例子是新的抗体ESC11和ESC14，其序
列在本文中提供。
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