
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】中皮腫及び卵巣癌に関連する、メソセリンと称する分化抗原を利用した、癌の治
療および診断法の提供。
【解決手段】約６９Ｋｄの分子量を持つ分化抗原メソセリンに特異的に結合する抗体、お
よび抗体と毒素等のエフェクター分子との複合体を用いて、メソセリンを担持する腫瘍細
胞を標的化し、該細胞の増殖を阻害する方法、および腫瘍細胞の存在の徴候として、該抗
原及びその発現レベルを検出するための方法、及びその検出のためのキット。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 40KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 原 と し て の 配 列 番 号 ２ の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド （ “ メ ソ
セ リ ン ” ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か
ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 担 持 す る 腫 瘍 細 胞 に エ フ ェ
ク タ ー 分 子 を 特 異 的 に 供 給 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 に 結 合 さ れ る 前 記 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 ん で
成 る キ メ ラ 分 子 を 供 給 し ； そ し て
　 前 記 腫 瘍 と 、 腫 瘍 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 前 記 キ メ ラ 分 子 と を 接 触 せ し め る こ と を 含 ん
で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 標 的 化 分 子 が メ ソ セ リ ン に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 腫 瘍 が 卵 巣 腫 瘍 細 胞 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 、 細 胞 毒 素 、 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 、 薬 物 、 リ ポ ソ ー ム 、 リ ガ ン
ド 及 び 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 、 プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 40KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 原 と し て の 配 列 番 号 ２ の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド （ “ メ ソ
セ リ ン ” ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か
ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 担 持 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を
減 じ る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 メ ソ セ リ ン を 特 異 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 ； 及 び
　 細 胞 毒 素 、 放 射 性 核 種 、 リ ガ ン ド 及 び 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 分 子
を 含 ん で 成 る 、 腫 瘍 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る キ メ ラ 分 子 と 、 前 記 腫 瘍 と を 接 触 せ し め る こ
と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 胞 毒 素 が 、 プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 、 及 び ジ フ テ リ ア 毒 素 か ら
成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 ６ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 腫 瘍 細 胞 増 殖 が ヒ ト に お け る 腫 瘍 細 胞 増 殖 で あ る 請 求 の 範 囲 第 ６ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 接 触 が 、 前 記 キ メ ラ 分 子 を 、 ヒ ト 静 脈 内 に 、 体 腔 中 に 、 又 は 管 腔 も し く は 器 官 中 に
投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 ６ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 40KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 原 と し て の 配 列 番 号 ２ の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド （ “ メ ソ
セ リ ン ” ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か
ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を 担 持 す る 腫 瘍 の 存 在 又 は 不 在 を
検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 メ ソ セ リ ン を 特 異 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 ； 及 び 検 出 可 能 ラ ベ ル を 含 ん で 成 る キ メ ラ 分
子 と 前 記 腫 瘍 と を 接 触 せ し め ； そ し て 前 記 ラ ベ ル の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 す る こ と を 含 ん で
成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ヤ ー 、 及 び  OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 40
KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り 十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 原 と し て の 配 列 番 号 ２
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の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ２ の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合
す る 標 的 化 分 子 の 治 療 的 有 効 量 を 含 ん で 成 る 薬 理 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 標 的 化 分 子 が 、 キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る た め に エ フ ェ ク タ ー 分 子 に さ ら に 連 結 さ れ る
請 求 の 範 囲 第 11項 記 載 の 薬 理 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 、 細 胞 毒 素 、 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 、 薬 物 、 リ ポ ソ ー ム 、 リ ガ ン
ド 及 び 抗 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 12項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 キ メ ラ 分 子 が 、 一 本 鎖 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 の 範 囲 第 12項 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 40KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 原 と し て の 配 列 番 号 ２ の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド （ “ メ ソ
セ リ ン ” ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か
ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 核 酸 又 は 抗 体 を
有 す る 容 器 、 及 び メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 腫 瘍 細 胞 の 検 出 の た め の 使 用 説 明 書 を 含 ん で 成 る
、 メ ソ セ リ ン の 検 出 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 メ ソ セ リ ン 発 現 又 は 活 性 の 阻 害 の た め の 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 核 酸 配 列
に 対 し て 特 異 的 な 阻 害 性 核 酸 と 、 メ ソ セ リ ン 担 持 の 細 胞 と を 接 触 せ し め る こ と を 含 ん で 成
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 メ ソ セ リ ン 由 来 の 抗 原 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 中 皮 腫 又 は 卵 巣 腫 瘍 の 阻 害
又 は 予 防 の た め の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 腫 瘍 細 胞 の 処 理 の た め の 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に 対 し て 実 質 的 に 同 一 の 核 酸 配 列 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 移 植 腫 瘍 細 胞 を 含 む 哺 乳 類 を 、 興 味 あ る 薬 物 に ゆ だ ね 、 そ し て 腫 瘍 細 胞 の 活 性 を モ ニ タ
ー す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 細 胞 、 特 に 、 中 皮 腫 (mesotheliomas） 及 び 卵 巣 腫 瘍 細 胞 上 に 見 出 さ れ る
特 定 の 抗 原 の 同 定 、 及 び 中 で も 、 前 記 抗 原 を 担 持 す る 細 胞 を 標 的 化 す る た め の 方 法 及 び 組
成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 現 在 、 癌 を 診 断 し 、 そ し て 治 療 す る た め に 使 用 さ れ て い る （ Mach
, J.な ど ., Current Opinion Immunol.B, 685-693 (1991); Grossbard, M.L.,　 な ど ., B
lood 80 (4): 863-878 (1992))。 治 療 の た め に 有 用 で あ る た め に は 、 抗 体 は 、 癌 細 胞 上 に
多 量 に 、 そ し て 正 常 細 胞 に は ご く わ ず か な 量 で 存 在 す る 抗 原 を 認 識 す べ き で あ る 。 あ る い
は 、 前 記 抗 原 は 、 正 常 細 胞 が 必 須 器 官 の 成 分 で な い 場 合 、 正 常 細 胞 上 に 実 質 的 な 量 で 存 在
す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 の た め の 新 規 治 療 法 を 開 発 す
る 上 で 有 用 で あ る 。 い く つ か の 分 化 抗 原 が 、 そ れ ら は 分 化 さ れ た リ ン パ 球 を 生 ぜ し め る 幹
細 胞 上 に 存 在 し な い の で 、 免 疫 治 療 の た め の 良 好 な 標 的 物 で あ る リ ン パ 腫 及 び 白 血 病 に 対
し て 同 定 さ れ て 来 た (Grossbard, M.L., な ど ., Blood 80 (4): 863-878 (1992))。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 免 疫 治 療 に よ り 殺 さ れ る 正 常 な リ ン パ 球 は 再 生 さ れ 得 る 。 こ の タ イ プ の リ ン パ
球 抗 原 の い く つ か の 例 は 、 CD19, CD22, CD25及 び CD30で あ る (Grossbard, M.L., な ど ., B
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lood 80 (4): 863-878 (1992); Engert, A.,　 な ど ., Cancer Research 50, 84-88 (1990
))。 明 ら か に 、 固 形 腫 瘍 上 の 分 化 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 有 す る こ と が 非 常 に 有 用 で あ る が
、 し か し そ れ ら の う ち 少 数 の み が 入 手 で き て い る 。 そ の よ う な 抗 体 が 少 数 し か な い １ つ の
理 由 は 、 種 々 の タ イ プ の 上 皮 細 胞 上 の 分 化 抗 原 を 同 定 す る 努 力 が 、 造 血 系 の 細 胞 上 の 分 化
抗 原 を 同 定 す る た め に な さ れ た 集 中 的 な 努 力 に 比 較 し て 、 比 較 的 控 え め で あ っ た こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 卵 巣 癌 の た め の 手 術 の 間 、 卵 巣 が 常 に 除 去 さ れ 、 そ し て 正 常 な 卵 巣 組 織 と の 反 応 性 は 問
題 で な い の で 、 卵 巣 癌 は 免 疫 治 療 に よ り 治 療 さ れ 得 る 疾 病 の １ つ を 代 表 す る 。 卵 巣 癌 細 胞
上 の 分 化 抗 原 を 認 識 す る い く つ か の 抗 体 が 生 成 さ れ て い る 。 そ れ ら の １ つ は 、  CA125抗 原
を 認 識 す る  OC125で あ る （ Bast, R., な ど ., N.Eng.J.Med. 309, 883-887 (1983))。  CA1
25は 、 卵 巣 癌 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て 卵 巣 癌 の 診 断 に お い て 有 用 で あ る 高 分 子 量 糖 タ
ン パ ク 質 で あ る 。 し か し な が ら 、  CA125に 対 す る 抗 体 は 、 そ の  CA125抗 原 が 血 流 中 に 生 成
さ れ る の で 、 免 疫 治 療 の た め に 有 用 で は な い （ Bast, R., な ど ., N.Eng.J.Med. 309, 883
-887 (1983))。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 も う １ つ の も の は 、 葉 酸 結 合 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る  MOV18で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、
卵 巣 癌 に お い て 、 及 び い く つ か の 他 の 癌 に お い て 豊 富 で あ る 。 不 運 な こ と に は 、 こ の タ ン
パ ク 質 は ま た 、 腎 臓 に お い て も 豊 富 に 発 現 さ れ る （ Campbell, I.G., な ど ., Cancer Res.
 51, 5329-5338 (1991))。 本 発 明 者 が 以 前 、 単 離 し 、 そ し て MAb K1と 命 名 し た 抗 体 は 、 多
く の 卵 巣 癌 及 び 多 く の 中 皮 腫 と 反 応 す る 。  OC125の よ う に 、 抗 体 は ま た 、 正 常 な 中 皮 細 胞
と も 反 応 す る が 、 し か し そ れ は 気 管 に お け る い く つ か の 細 胞 と の 弱 い 反 応 性 を 除 い て 、 他
の 細 胞 型 と 反 応 し な い (Chang,K., な ど ., Int.J.Cancer 50, 373-381 (1992); Chang, K.
,　 な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992) 、 ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第  5,320,956号 も 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 MAb K1 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 は 、 中 皮 上 に 存 在 す る 分 化 抗 原 で あ る よ う に 見 え 、 そ し
て 中 皮 に 由 来 す る 癌 、 た と え ば 上 皮 型 中 皮 腫 上 で 及 び ほ と ん ど の 卵 巣 癌 上 で 発 現 さ れ る 。
従 っ て 、 CAK1抗 原 に 向 け ら れ る 免 疫 治 療 は 、 正 常 な 中 皮 細 胞 及 び お そ ら く 、 気 管 の 細 胞 の
可 能 性 あ る 危 険 性 を 考 思 す べ き で あ る (Chang, K., な ど ., Int.J.Cancer 50, 373-381 (1
992); Chang, K.,な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992); Chang, K., な ど ., Int.J.C
ancer 51, 548-554 (1992); Chang, K.,　 な ど ., Am.J.Surg.Pathol. 16, 259-268 (1992
))。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 卵 巣 癌 細 胞 系  OVCAR-3及 び HeLa細 胞 を 用 い て 、 抗 原 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に
よ り 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ た 約 40KDの 糖 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ
ク 質 は 、 細 胞 が ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ に よ り 処 理 さ れ る 場
合 、 放 出 さ れ る (Chang, K., な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992))。 本 発 明 者 は 、 CA
K1抗 原 を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ン 化 す る こ と を 以 前 、 試 み た が 、 し か し そ れ に 反 し て 、
MAb K1と も 反 応 す る ２ 種 の 異 な っ た 細 胞 内 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ン 化 し た
（ Chang, K., and Pastan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994))。 そ れ ら の い づ れ も 、 M
Ab K1に よ り 認 識 さ れ る 細 胞 表 面 膜 抗 原 で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を
含 ん で 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 用 途 を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
、  OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ た 40KDの ポ リ ペ プ チ ド （ Ｋ １ 抗 原 ） に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 免 疫 系 と し て 配 列 番 号 ２ の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生
ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合 す る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 、 約 69KDの 長 さ で あ る が 、 但 し 、 そ れ
ら は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ る か 、 又 は 、 た と え ば 真 核 発 現 ベ ク タ ー の ご と き 構 造 体 中 に 組 込
ま れ た 場 合 、 そ れ よ り も 大 き い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 い く つ か の 形 で 、 た と え ば 単
離 さ れ た 天 然 の エ ン ド プ ロ テ オ リ テ ィ ッ ク ・ ポ リ ペ プ チ ド の 形 で 、 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド の 形 で 、 及 び 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 存
在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 に つ い て の 用 途 も 提 供 す
る 。 代 表 的 な 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 さ れ る も の を 包 含 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
核 酸 は 、 組 換 え ベ ク タ ー 、 た と え ば プ ラ ス ミ ド も し く は ウ ィ ル ス の 一 部 で あ り 、 又 は 抗 原
を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 配 列 番
号 １ の 核 酸 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 核 酸 配 列 は 、 た と え ば 天 然 に 存 在 す る
メ ソ セ リ ン タ ン パ ク 質 に 対 し て 完 全 な 配 列 同 一 性 を 有 す る メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る こ と が で き る 。 核 酸 は ま た 、 天 然 に 存 在 す る メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 同 一
で は な い メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る
よ う な タ ン パ ク 質 機 能 又 は 免 疫 原 性 の た め に 必 須 の 塩 基 を 保 持 す る 遺 伝 子 的 構 築 さ れ た 変
異 メ ソ セ リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 を 含 ん で 成 る 組 換 え 細 胞 、 た と え ば 真 核 及 び 原 核 細 胞 も ま た 、 供 給 さ れ る
。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も 供 給 す る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 細 胞 の 増 殖 を 標 的 化 し 、 そ し て ／ 又 は 阻 害 す る
た め の 方 法 ； 腫 瘍 細 胞 の 存 在 の 徴 候 と し て の 抗 原 及 び そ の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る た め の 方
法 ； 及 び そ の よ う な 検 出 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る す べ て の 技 術 的 及 び 科 学 的 用 語 は 、 本 発
明 が 関 与 す る 当 業 者 に よ り 通 常 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る
方 法 及 び 材 料 に 類 似 す る か 又 は 同 等 の い づ れ か の 方 法 及 び 材 料 が 本 発 明 の 実 施 又 は 試 験 に
お い て 使 用 さ れ 得 る が 、 好 ま し い 方 法 及 び 材 料 が 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の た め に は 、 次
の 用 語 が 下 記 に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 用 語 “ 抗 体 ” と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 種 々 の 形 の 修 飾 さ れ た 又 は 変 更 さ れ た
抗 体 、 た と え ば 損 な わ れ て い な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 種 々 の フ ラ グ メ ン ト 、 た と え ば Fvフ ラ
グ メ ン ト 、 Ｌ 及 び Ｈ 鎖 可 変 領 域 の み を 含 む Fvフ ラ グ メ ン ト 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結
さ れ る Fvフ ラ グ メ ン ト (Brinkmann, な ど ., Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90: 547-551 (199
3)) 、 可 変 領 域 、 及 び 不 変 領 域 の 一 部 を 含 む  Fab又 は  (Fab)′ 2  フ ラ グ メ ン ト 、 一 本 鎖 抗
体 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る （ Birdな ど ., Science 242: 424-426 (1988); Hustonな ど
., Proc.Nat.Acad.Sci. USA 85: 5879-5883 (1988)) 。 抗 体 は 、 動 物 （ 特 に 、 マ ウ ス 又 は
ラ ッ ト ） も し く は ヒ ト 起 源 の も の で あ り 得 、 又 は キ メ ラ 性 で あ り 得 （ Morrisonな ど ., Pro
c.Nat.Acad.Sci. USA81: 6851-6855 (1984)) 、 又 は ヒ ト 化 (humonized） さ れ 得 る (Jones
な ど ., Nature 321: 522-525 (1986) 及 び 公 開 さ れ た UK特 許 出 願 第  8707252号 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 用 語 “ イ ム ノ ア ッ セ イ ” と は 、 分 析 物 又 は 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る た め に 抗 体 を 利 用 す
る ア ッ セ イ で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 分 析 物 を 単 離 し 、 標 的 化 し 、 そ し て ／ 又 は 定 量 化
す る た め に 特 定 の 抗 体 の 特 異 的 結 合 性 質 の 使 用 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 用 語 “ 単 離 さ れ た ” 、 “ 精 製 さ れ た ” 、 又 は “ 生 物 学 的 に 純 粋 ” と は 、 そ の 生 来 の 状 態
で 見 出 さ れ る よ う に 、 通 常 付 随 す る 成 分 を 実 質 的 に 又 は 本 質 的 に 有 さ な い 材 料 を 意 味 す る
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。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 用 語 “ 核 酸 ” と は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 形 で の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド ポ リ マ ー を 意 味 し 、 そ し て 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド と
類 似 す る 態 様 で 機 能 す る こ と が で き る 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 既 知 類 似 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 用 語 “ 核 酸 プ ロ ー ブ ” と は 、 核 酸 の 特 異 的 配 列 又 は サ ブ 配 列 に 結 合 す る 分 子 を 意 味 す る
。 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 標 的 核 酸 の 十 分 な 配 列 又 は サ ブ 配 列 に 対 合 す る 相 補 的 塩 基 を 通
し て 結 合 す る 核 酸 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 緊 縮 性 に 依 存 し て
、 プ ロ ー ブ 配 列 と の 完 全 な 相 補 性 を 欠 い て い る 標 的 配 列 と 結 合 す る こ と が で き る こ と が 当
業 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 同 位 体 、 発 色 団 、 発 光 団 、 色 原
体 に よ り 直 接 的 に ラ ベ ル さ れ 、 又 は ス ト レ プ タ ビ ジ ン 複 合 体 が の ち に 結 合 す る こ と が で き
る ビ オ チ ン に よ り 間 接 的 に ラ ベ ル さ れ る 。 プ ロ ー ブ の 存 在 又 は 不 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す
る こ と に よ っ て 、 選 択 配 列 又 は サ ブ 配 列 の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 “ ポ リ ペ プ チ ド ” 、 “ ペ プ チ ド ” 及 び “ タ ン パ ク 質 ” は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ ー
を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 に お い て は 、 交 換 可 能 的 に 使 用 さ れ る 。 そ の 用 語 は 、 １ 又 は 複
数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 人 工 的 な 化 学 類 似 体 で あ る ア ミ ノ
酸 ポ リ マ ー 、 及 び 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 当 て は ま る 。
　 用 語 “ 組 換 え ” と は 、 細 胞 に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 細 胞 が そ の 起 源 が そ の 細 胞 型 に 対
し て 外 因 性 で あ る  DNAを コ ー ド す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 た と え ば 、 組 換 え 細 胞 は 、 細 胞
の 生 来 （ 非 組 換 え ） 形 内 に 見 出 さ れ な い 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ２ 種 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お け る 用 語 “ 同 一 ” と は 、 最 大 の 対 応 で 並 べ ら れ る
場 合 に 同 じ で あ る 、 ２ 種 の 配 列 に お け る 残 基 を 意 味 す る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 な 整 列
は 、 た と え ば 、 Smith and Waterman Adv.Appl.Math. 2: 482 (1981) の 局 部 相 同 ア ル ゴ リ
ズ ム に よ り 、 Needleman and Wunsch J.Mol.Biol. 48: 443 (1970)の 相 同 整 列 ア ル ゴ リ ズ
ム に よ り 、 Pearson and Lipman Proc.Natl.Acad.Sci. (U.S.A.) 85: 2444 (1988) の 類 似
性 方 法 に つ い て の 研 究 に よ り 、 そ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ー 化 さ れ た 手 段 （ Wi
sconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,575 Science Dr., Madi
son, WIに お け る  GAP, BESTFIT, FASTA及 び TFASTA) に よ り 、 又 は 観 察 に よ り 実 施 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 用 語 “ 実 質 的 な 同 一 性 ” 又 は “ 実 質 的 な 類 似 性 ” と は 、 ポ リ ペ プ
チ ド が 対 照 の 配 列 に 対 し て 少 な く と も 70％ の 配 列 同 一 性 、 又 は 対 照 の 配 列 に 対 し て 好 ま し
く は 80％ 、 又 は よ り 好 ま し く は 85％ の 配 列 同 一 性 、 約 10～ 20個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 比 較 領 域
に 対 し て 、 最 と も 好 ま し く は 90％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で 成 る こ と を 示 す 。 ２ つ の
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う 表 示 は 、 １ つ の ペ プ チ ド が そ の 第 ２ ペ プ チ
ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る こ と で あ る 。 従 っ て 、 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 た と え ば ２ つ の ペ プ チ ド が 保 存 性 置 換 に よ っ て の み 異 な る 場 合 、 第 ２ ペ プ チ ド に
対 し て 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ２ 種 の 核 酸 配 列 が 、 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う 表 示 は 、 第 １ 核 酸 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ
チ ド が 第 ２ 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 で あ る こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ２ 種 の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る も う １ つ の 表 示 は 、 ２ 種 の 分 子 が 緊 縮 条 件 下 で お
互 い ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 緊 縮 条 件 は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 そ し て 異 な っ た 環
境 パ ラ メ ー タ ー 下 で 異 な る 。 一 般 的 に 、 緊 縮 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pHで の 特
定 の 配 列 の た め の 熱 融 点 （ thermal melting point)（ Ｔ m  ） よ り も 約 ５ ℃ ～ 20℃ 低 く 選 択
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さ れ る 。 Ｔ m  は 、 完 全 に 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ に 対 し て 標 的 配 列 の 50％ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 温 度 （ 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pH下 で の ） で あ る 。 し か し な が ら 、 緊 縮 条 件 下 で お 互
い ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 は 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る
場 合 に は 、 な お 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 こ れ は 、 た と え ば 、 核 酸 の コ ピ ー が 遺 伝 子 コ ー ド に
よ り 許 容 さ れ る 最 大 の コ ド ン 縮 重 を 用 い て 作 ら れ る 場 合 に 生 じ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 句 “ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ” 又 は “ 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ” 又 は “ 特 異
的 に 免 疫 反 応 す る ” と は 、 抗 体 に 言 及 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 及 び 他 の 生 物 学 的 物 質 の 異 種
集 団 の 存 在 下 で 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 の 決 定 因 子 で あ る 結 合 反 応 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 企 画
さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 明 記 さ れ た 抗 体 は 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 選 択 的 に 結
合 し 、 そ し て サ ン プ ル に 存 在 す る 他 の タ ン パ ク 質 に 有 意 な 量 で 結 合 し な い 。 そ の よ う な 条
件 下 で の タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 結 合 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 す る そ の 特 異 性 に 対 し
て 選 択 さ れ る 抗 体 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 型 が 、 特 定 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 選 択 す る
た め に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 固 相  ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ が 、 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 免
疫 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め に 通 常 使 用 さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 型 の 説
明 、 及 び 特 異 的 免 疫 反 応 性 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 条 件 に つ い て は 、  Harlow and 
Lane (1988)Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, New
 Yorkを 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 中 皮 腫 、 卵 巣 癌 細 胞 及 び い く つ か の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 上 に 見 出 さ れ る 、 メ ソ セ
リ ン と し て 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る 抗 原 の 発 見 に 関 す る 。 40KD（ キ ロ ド ル ト ン ） の 分
子 量 を 有 す る  OVCAR-3細 胞 （ ヒ ト 卵 巣 腫 瘍 細 胞 系 か ら の ） 上 に 見 出 さ れ る 抗 原 と 反 応 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ １ と 称 す る 抗 体 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。 た と え ば 、 ア メ リ カ 特
許 第  5,320,956号 を 参 照 の こ と 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ 、 そ し て 特 許 請 求 さ れ て い る 抗 原 が
、 Ｋ １ 抗 原 を ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 す る 試 み の 間 、 予 想 外 に 得 ら れ た 。 そ の 完 全
な 長 さ の 形 で の メ ソ セ リ ン は 、 約 69KDの 見 掛 け 分 子 量 を 有 し 、 そ し て 40KDの Ｋ １ 抗 原 の た
め の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｋ １ 抗 原 自 体 は ク ロ ー ン 化 す る の は 困 難 で あ る こ と が わ か っ て お り 、 そ し て 本 発 明 者 の
最 初 の 試 み は 、 上 記 の よ う に 、 ２ 種 の 異 な っ た 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ を も た ら
し た （ Chang & Pastan, Int.J.Cancer、 前 記 を 参 照 の こ と ） 。 Ｋ １ 抗 原 の 存 在 は 知 ら れ て
い る が 、 そ の cDNAは ク ロ ー ン 化 す る た め に は 日 常 的 で な か っ た 。 最 初 に 、 本 発 明 者 は 、 ク
ロ ー ン 化 す る た め の そ の 十 分 な 量 を 得 る こ と は で き な か っ た 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る 方 法 は
よ り 面 倒 で あ っ た が 、 し か し Ｋ １ 抗 原 が 、 本 発 明 者 が 存 在 す る こ と を 知 ら な か っ た 大 き な
分 子 に 由 来 し た こ と に つ い て 未 知 で あ る の で 、 好 都 合 で あ っ た 。 十 分 な 長 さ の メ ソ セ リ ン
に つ い て の  DNA配 列 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 図 １ 及 び 配 列 番 号 １ 及 び ２ に
示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お け る メ ソ セ リ ン に 対 す る 参 照 は 、 単 離 さ れ た 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド 、
及 び そ の 十 分 な 長 さ の 配 列 か ら の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 両 者 を 意 味 し 、 こ こ で 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 、 40KDの Ｋ １ 抗 原 に よ り
十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 、 十 分 の 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 に 結 合
す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 メ ソ セ リ ン は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 中 皮 、 中 皮 腫 、 卵 巣 癌 、 及 び い く つ か の
扁 平 上 皮 細 胞 癌 上 に 見 出 さ れ る 抗 原 を 表 わ す 。 本 発 明 者 は 、 中 皮 細 胞 上 で の そ の 抗 原 メ ソ
セ リ ン を 明 示 し た 。 メ ソ セ リ ル の た め の 十 分 な 長 さ の cDNAは 、 2138bpの 長 さ で あ り 、 そ し
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て 1884bpの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 。 そ れ が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 そ の
十 分 な 長 さ の 形 で 約  69000ド ル ト ン の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 す る  628個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の タ ン パ ク 質 は 、 図 １ に 太 文 字 で 示 さ れ る ４ 種 の 可 能 性 あ る Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 部
位 Ｎ － Ｘ － Ｓ 又 は Ｎ － Ｘ － Ｔ を 含 む 。 典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 で 存 在 し
な い 。 し か し な が ら 、 短 い 疎 水 性 セ グ メ ン ト が 、 最 初 の メ チ オ ニ ン か ら 15個 の ア ミ ノ 酸 部
分 に 位 置 す る （ 図 １ ） 。 こ の 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 が 細 胞 表 面 上 に 見 出 さ れ 、 そ し て 細 胞 フ
リ ー 翻 訳 の 間 、 ミ ク ロ ソ ー ム 中 に 挿 入 さ れ る の で 、 膜 挿 入 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と し て 機
能 す る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸  293で 開 始 す る 、 推 定 上 の タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位
、 す な わ ち RPRFRRが 存 在 す る （ 図 １ ） 。 こ の 部 位 は 、 フ リ ン 、 す な わ ち い く つ か の 膜 タ ン
パ ク 質 の プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て 、 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas) 毒 素 及 び ジ フ テ リ
ア 毒 素 の 活 性 化 に お い て 重 要 な プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る （ Chiron, M.F., な ど ., J
.B.C. 269 (27): 18169-18176 (1994)) 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ の 40KD形 （ “ Ｋ １ ” ） は 、 い く つ か の プ ロ セ ッ シ ン グ 段 階 に よ り 69KDの 前 駆 体 か ら 誘
導 さ れ る と 思 わ れ る 。 そ れ ら は 、 図 ２ に 要 約 さ れ る 。 最 初 に 、 メ ソ セ リ ン が 、 た ぶ ん 除 去
さ れ 、 そ し て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に よ り 置 換 さ れ る 疎 水 性 末 端 を 有 す る 69KDの ポ
リ ペ プ チ ド と し て 生 産 さ れ る (Chang, K., な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992))。 そ
の ４ 個 の 推 定 上 の Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 の １ 又 は 複 数 の 部 位 で の グ リ コ シ ル 化 の 後 、
そ れ は プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、 高 分 子 量 形 、 す な わ ち  OVCAR-3細 胞 の 表 面 上 に 見 出
さ れ る 40KDフ ラ グ メ ン ト （ 又 は ダ ブ レ ッ ト ） 及 び よ り 小 さ な （ 約 31KD） フ ラ グ メ ン ト が 生
成 さ れ る 。 後 者 は 、 培 地 中 に 放 出 さ れ 、 そ し て ／ 又 は さ ら に 、 分 解 さ れ 得 る 。 本 発 明 者 は
、 そ の ア ミ ノ 末 端 フ ラ グ メ ン ト が 、  OVCAR-3細 胞 の 培 地 に 検 出 さ れ た こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 メ ソ セ リ ン は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に よ り 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ る 多 く の タ ン パ
ク 質 及 び 糖 タ ン パ ク 質 の １ つ で あ る 。 い く つ か の 機 能 は 、 そ れ ら の 分 子 に の せ い で あ っ た
。 い く つ か は 細 胞 シ グ ナ ル に 関 与 す る 受 容 体 で あ り ； 他 は 細 胞 認 識 及 び ／ 又 は 付 着 に 関 与
す る （ Dustin, M.L., な ど ., Nature 329, 846-848 (1987); Stiernberg, J.,　 な ど ., J
.Immunol. 38, 3877-3884 (1987)) 。  GPI結 合 タ ン パ ク 質 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と 相 互 作 用
す る こ と が で き る (Stefanova, I., な ど ., Science 254, 1016-1019 (1991); Pandey, A.
, な ど ., Science 268, 567-569 (1995)) 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 メ ソ セ リ ン に 対 す る 抗 体 は 、 た と え ば 、 卵 巣 癌 手 術 の 間 、 時 々 生 じ る 腹 膜 壁 中 へ の 卵 巣
癌 細 胞 の 広 が り 又 は 移 植 を 阻 害 す る こ と に 有 用 で あ る 。 理 論 に よ り 拘 束 さ れ る つ も り で は
な い が 、 メ ソ セ リ ン は 、 腹 膜 腔 じ ゅ う に 時 お り 生 じ る 卵 巣 癌 細 胞 の 付 着 及 び 移 植 、 又 は 胸
腔 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 付 着 を た ぶ ん 担 当 す る と 思 わ れ る 。 メ ソ セ リ ン ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン
ト は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ な か っ た 細 胞 よ り も 培 養 皿 か ら よ り ゆ っ く り 除 か れ る の で 、 メ
ソ セ リ ン は 付 着 に お い て 役 割 を 演 じ る 。 メ ソ セ リ ン 細 胞 は 極 端 に 平 ら で あ り 、 そ し て 腹 膜
腔 又 は 胸 腔 中 へ の 及 び そ れ ら か ら の 分 子 及 び 細 胞 の 移 動 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 メ ソ セ リ ン は 、 悪 性 中 皮 腫 及 び 卵 巣 ノ ウ 胞 腺 癌 が 由 来 す る 正 常 な 中 皮 細 胞 に お い て 非 常
に 豊 富 で あ る 。 そ れ ら の ２ 種 の タ イ プ の 腫 瘍 は 、 他 の 固 形 腫 瘍 と そ れ ら と を 区 別 す る ユ ニ
ー ク な 生 物 学 的 特 徴 を 共 有 す る 。 初 期 段 階 に お い て 、 両 タ イ プ の 腫 瘍 は 、 腹 膜 （ 又 は 胸 ）
腔 全 体 に 攻 撃 的 に 広 が り 、 そ し て 局 部 的 に 侵 入 す る が 、 し か し リ ン パ 又 は 血 流 を 通 し て 直
接 的 に 転 移 し な い 。 実 際 、 多 く の 患 者 は 、 直 接 的 な 転 移 が 進 行 す る 前 、 そ れ ら の 癌 に 屈 服
す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 メ ソ セ リ ン は た ぶ ん 、 こ の 工 程 に お い て 役 割 を 有 す る 。 な ぜ な ら ば 、 細 胞 過 剰 発 現 メ ソ
セ リ ン は 変 更 さ れ た 付 着 特 性 を 有 し 、 そ し て メ ソ セ リ ン 発 現 が 不 良 に 分 化 さ れ た 卵 巣 癌 に
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お い て 縮 少 さ れ る か ら で あ る (Chang, K., な ど ., Int.J.Cancer 51, 548-554 (1992); Ch
ang, K.,　 な ど ., Am.J.Surg.Pathol. 16, 259-268 (1992))。 強 い 付 着 機 構 を 通 し て の 卵
巣 癌 細 胞 の 移 植 は 、 局 部 的 な 侵 入 及 び 遠 位 転 移 に 対 す る 最 初 の 段 階 で あ り 得 る 。 従 っ て 、
卵 巣 癌 移 植 の 阻 止 は 、 癌 細 胞 の 侵 入 及 び 転 移 、 並 び に 増 殖 を 妨 げ 、 そ し て 癌 細 胞 を ア ポ プ
ト シ ス (apoptosis） 及 び 同 様 の も の に 導 び く 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｉ ． メ ソ セ リ ン に つ い て の 検 出
　 メ ソ セ リ ン の 検 出 は 、 腫 瘍 細 胞 、 特 に 卵 巣 腫 瘍 細 胞 又 は 中 皮 腫 の 存 在 の イ ン ジ ケ ー タ ー
と し て 有 用 で あ る 。 血 清 中 に 見 出 さ れ る 場 合 、 そ れ は 残 留 癌 細 胞 の 存 在 を 示 す 因 子 で あ り
得 る 。 腫 瘍 細 胞 は 、 メ ソ セ リ ン の 分 解 を 担 当 す る 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 。 血 液 又 は 腹
水 に 存 在 す る メ ソ セ リ ン の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト の 量 は 、 存 在 す る 残 留 腫 瘍 細 胞 の 数 を 反
映 す る こ と が で き る 。 メ ソ セ リ ン の 血 清 学 的 検 出 が 、 疾 病 の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め の 新
規 イ ン ジ ケ ー タ ー と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 メ ソ セ リ ン タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 基 本 原 理 は 、 メ ソ セ リ ン に 対 し て 結 合 す る が 、 し
か し 正 常 な ヒ ト 細 胞 又 は そ の 周 囲 細 胞 に お け る 他 の タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 に 対 し て は 結 合 し
な い 特 異 的 リ ガ ン ド を 用 い て タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が あ る 。 そ の リ ガ ン ド は 核 酸 又 は
抗 体 の い づ れ か で あ り 得 る 。 リ ガ ン ド は 、 天 然 に 存 在 す る も の 、 又 は 遺 伝 子 的 に 又 は 物 理
的 に 修 飾 さ れ た も の 、 た と え ば 非 天 然 の 誘 導 体 又 は 抗 体 誘 導 体 、 す な わ ち  FAB、 又 は キ メ
ラ 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ａ ． サ ン プ ル 収 集 及 び 加 工
　 メ ソ セ リ ン は 好 ま し く は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 た と え ば 患 者 に 由 来 す る 血 清 、 細 胞 又 は
組 織 サ ン プ ル に お い て 定 量 化 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 メ ソ セ リ ン は 、 組 換 え メ
ソ セ リ ン か ら 調 製 さ れ た 標 準 に 対 し て 、 血 清 、 中 皮 細 胞 、 頸 部 組 織 又 は 卵 巣 組 織 の サ ン プ
ル に お い て 定 量 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 サ ン プ ル は 、 必 要 な ら 、 適 切 な 緩 衝 溶 液 に よ る 希 釈 に よ り 前 処 理 さ れ 、 又 は 所 望 に は 、
使 用 さ れ る ア ッ セ イ に 依 存 し て 、 濃 縮 さ れ 得 る 。 生 理 学 的 pHで 種 々 の 緩 衝 液 、 た と え ば リ
ン 酸 、 ト リ ス 又 は 同 様 の も の の １ つ を 用 い る 多 く の 標 準 水 性 緩 衝 溶 液 の い づ れ か が 使 用 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｂ ． メ ソ セ リ ン ペ プ チ ド の 定 量 化
　 メ ソ セ リ ン ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 多 く の 手 段 の い づ れ か に よ り 検 出 さ
れ 、 そ し て 定 量 化 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 分 析 生 化 学 方 法 、 た と え ば 電 気 泳 動 、 細 管 電 気 泳
動 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC) 、 高 拡 散 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び 同 様 の も の 、 及 び 種 々 の 免 疫 学 的 方 法 、 た と え ば 流 体 又 は ゲ ル 沈
降 反 応 、 免 疫 拡 散 （ 単 又 は 二 重 ） 、 免 疫 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIAs） 、 酵 素
結 合 の 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISAs） 、 免 疫 螢 光 ア ッ セ イ 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｃ ． 一 般 的 な 技 法 － 核 酸 検 出
　 検 出 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 行 な う た め の 許 容 さ れ た 手 段 は 知 ら れ
て お り 、 そ し て そ の 技 法 の 一 般 的 な 概 観 は 次 の 総 説 か ら 得 ら れ た ： Nucleic Acid Hybridi
zation: A Practical Approach, Ed. Hames, B.D. and Higgins, S.J., IRL Press, 1985
; Hybridization of Nucleic Acids Immobilized on Solid Supports, Meinkoth, J. and
 Wahl, G.,; Analytical Biochemistry, Vol.238, 267-284, 1984;　 及 び  Innisな ど ., P
CR Protocols、 前 記 （ そ れ ら の す べ て は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 PCRが 使 用 さ れ る 場 合 、 プ ラ イ マ ー が 、 標 的 化 さ れ た 剤 の 核 酸 の 特 定 部 分 を 標 的 化 す る
よ う 企 画 さ れ る 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は 、 約 14～ 約 24個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る
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。 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 情 報 か ら 、 当 業 者 は 適 切 な 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 選 択 す る こ と
が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 標 的 物 特 異 的 プ ロ ー ブ は 、 メ ソ セ リ ン に つ い て の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 診 断 ア ッ
セ イ に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 そ の プ ロ ー ブ は 、 注 目 の 標 的 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 又 は
相 補 的 で あ る 。 た と え ば 、 メ ソ セ リ ン の た め の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に お け る 核
酸 配 列 の １ つ に 対 す る プ ロ ー ブ が 効 果 的 で あ る 。 正 確 な 対 立 遺 伝 子 分 化 の た め に は 、 プ ロ
ー ブ は 、 約 14個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 好 ま し く は 、 約 20～ 30個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ
ド で あ る べ き で あ る 。 よ り 一 般 的 な 検 出 の た め に は 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 約 50～ 約 1000個 の
ヌ ク レ オ チ ド 、 最 と も 好 ま し く は 約  200～ 約  400個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 、 及 び 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 検 出 の た め の 、 又 は 特 に 、
検 出 の た め の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー 手 段 の 生 成 の た め の 、 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 増 幅 す る た め に 、  PCR増 幅 ,　 TAS増 幅 ,　 3SR増 幅 ,Q
B増 幅 及 び グ ロ ー ニ ン グ の よ う な 技 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 た と え ば 腫 瘍 細 胞 を 含 む と 思 わ れ る 血 清 又 は 組 織 に お け る メ ソ セ リ
ン 核 酸 の 存 在 は 、 た と え ば メ ソ セ リ ン の 存 在 を 評 価 し 、 そ し て 続 い て 、 腫 瘍 細 胞 の 徴 候 で
あ る 現 象 を 提 供 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 又 は イ ン ビ ト ロ 方 法 、 た と え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応
(PCR) 、 リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 (LCR) 、 転 写 に 基 づ く 増 幅 シ ス テ ム (TAS) 、 自 己 維 持 さ れ た 配 列
複 製 シ ス テ ム (3SR) 、 及 び Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 シ ス テ ム （ QB） に よ り 増 幅 さ れ る 。 広 範
囲 の 種 類 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び イ ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 が 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 多 く の
ク ロ ー ニ ン グ 練 習 を 通 し て 当 業 者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な そ れ ら の 技 法 及 び 説 明 書 の 例 は
次 の 文 献 に 見 出 さ れ る ： Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, 
Methods in Enzymology 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook
な ど . (1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol.1-3, Cold Spr
ing Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY, (Sambrookな ど .); Current Pr
otocols in Molecular Biology, F.M.Ausubel な ど ., eds., Current Protocols, a join
t venture between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc.
, (1994 Supplement)(Ausubel); Cashion な ど .,　 ア メ リ カ 特 許 第  5,017,478号 ； 及 び Ca
rr、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第  0,246,864号 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 イ ン ビ ト ロ 増 幅 法 を 通 し て 当 業 者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な 技 法 の 例 は 、 次 の 文 献 に 見 出
さ れ る ：  Berger, Sambrook, and Ausubel, as well as Mullis な ど ., (1987) ア メ リ カ
特 許 第  4,683,202号 ； PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innisな ど
. eds) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990)(Innis); Arnheim & Levinson (Octo
ber 1, 1990) C & EN 36-47; The Journal Of NIH Research (1991) 3, 81-94; (Kwoh な
ど .(1989) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 86, 1173; Guatelliな ど .(1990) Proc.Natl.Acad.S
ci. USA 87, 1874; Lomellな ど . (1989) J.Clin.Chem 35, 1826; Landegrenな ど ., (1988
) Science 241, 1077-1080; Van Brunt (1990) Biotachnology 8, 291-294; Wu and Wall
ace, (1989) Gene 4, 560;　 及 び  Barringerな ど . (1990) Gene 89, 117 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 定 の 配 列 の 記 載 、 た と え ば 、 配 列 番 号 １ 及 び ２ に 言 及 す る 場 合 、 そ の よ う な 言 及 は 、
そ の 相 補 的 配 列 に 実 質 的 に 対 応 す る 配 列 、 及 び い づ れ か の 配 列 の 変 動 が 、 相 当 す る 配 列 表
が 関 与 す る 核 酸 配 列 に 対 応 す る よ う 、 マ イ ナ ー な 配 列 誤 差 、 単 一 の 塩 基 の 変 更 、 欠 失 、 置
換 及 び 同 様 の こ と に つ い て の 許 容 性 を 包 含 す る 、 記 載 さ れ る 配 列 を 包 含 す る こ と は 、 当 業
者 に よ り 容 易 に 理 解 さ れ 、 そ し て そ れ が 本 明 細 書 に お い て 、 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｄ ． メ ソ セ リ ン に 対 す る 抗 体 及 び 抗 体 － リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ
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　 抗 体 （ 又 は 抗 血 清 ） は 、 そ れ ら の 天 然 に 存 在 す る （ 十 分 な 長 さ ） 形 及 び 組 換 え 形 で 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ そ の 個 々 の フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ る 。 さ
ら に 、 抗 体 は 、 そ れ ら の 生 来 の 形 状 又 は 非 生 来 の 形 状 の い づ れ か で 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ
ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ る 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も ま た 、 生 ぜ し め ら れ 得 る 。 抗 体 を 生
成 す る た め の 多 く の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 次 の 議 論 は 、 利 用 で き る 技 法 の 一 般
的 な 概 観 と し て 提 供 さ れ る が 、 し か し な が ら 当 業 者 は 、 次 の 方 法 に 対 す る 多 く の 変 動 が 知
ら れ て い る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 １ ． 抗 体 生 成
　 多 く の 免 疫 原 が 、 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 生 成 す る た め に 使
用 さ れ る 。 配 列 番 号 １ の 副 配 列 か ら 選 択 さ れ た 、 長 さ 10個 、 又 は そ れ よ り も 長 い ア ミ ノ 酸
の 組 換 え 又 は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 の た め
の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 で あ る 。 １ つ の 種 類 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 免 疫 原 性
ペ プ チ ド 接 合 体 が ま た 、 免 疫 原 と し て 包 含 さ れ る 。 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド も ま た 、
純 粋 な 形 で 又 は 不 純 な 形 で 使 用 さ れ る 。 組 換 え メ ソ セ リ ン を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 哺 乳 類 細 胞 も ま た 、 完 全 な 損 な わ れ て い な い 細 胞 又 は 膜 調 製 物 の い づ れ か に お い
て 、 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら の 免 疫 原 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 生 成 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 真 核 又 は 原 核 細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 そ し て 標 準 の 技 法 を 用 い
て 精 製 さ れ る 。 次 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 合 成 部 分 が 、 抗 体 を 生 成 す る こ と が で
き る 動 物 中 に 注 入 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い づ れ か が 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 及 び 量 を 測 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 続 く 使 用 の た め に 生 成 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 手 短 に 言 及 す れ
ば 、 免 疫 原 、 好 ま し く は 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 適 切 な キ ャ リ ヤ ー （ た と え ば  GST、 キ
ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト （ カ サ ガ イ ） の ヘ マ ノ シ ア ニ ン 、 等 ） に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 又
は 免 疫 化 ベ ク タ ー 、 た と え ば 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 中 に 組 込 ま れ た ポ リ ペ プ チ ド （ ア
メ リ カ 特 許 第  4,722,848号 を 参 照 の こ と ） が 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 混 合 さ れ 、 そ し て 動 物
が そ の 混 合 物 に よ り 免 疫 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 免 疫 原 調 製 物 に 対 す る 動 物 の 免 疫 応 答 は 、 試 験 用 採 血 を 取 り 、 そ し て 興 味 あ る ポ リ ペ プ
チ ド に 対 す る 反 応 性 の 力 価 を 決 定 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る 。 免 疫 原 に 対 す る 抗 体
の 適 切 に 高 い 力 価 が 得 ら れ る 場 合 、 血 液 が 動 物 か ら 採 血 さ れ 、 そ し て 抗 血 清 が 調 製 さ れ る
。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 を 富 化 す る た め に 抗 血 清 の 分 別 が 、 所 望 に
よ り 実 施 さ れ る 。 た と え ば 、 Coligan (1991) Current Protocols in Immunology Wiley／
Greene, NY； 及 び Harlow and Lane (1989) Antobodies: A Laboratory Manual Cold Spri
ng Harbor Press, NY(そ れ ら は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 、 及 び 下 記 例 を 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 予 定 さ れ た フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 （ そ の 結 合 フ ラ グ メ ン
ト 及 び 一 本 鎖 組 換 え 部 分 を 包 含 す る ） が 、 た と え ば 、 上 記 の よ う に 、 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク
質 と 前 記 フ ラ グ メ ン ト と の 接 合 体 に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 生 ぜ し め ら れ る 。
典 型 的 に は 、 注 目 の 免 疫 原 は 、 少 な く と も 約 ３ 個 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り 、 よ り 典 型
的 に は 、 そ の ペ プ チ ド は ５ 個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 好 ま し く は そ の フ ラ グ メ ン ト は 10
個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 そ し て よ り 好 ま し く は 、 そ の フ ラ グ メ ン ト は 15個 の 長 さ の ア
ミ ノ 酸 又 は そ れ よ り も 長 い ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ペ プ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ
ク 質 に 結 合 さ れ （ た と え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ） 、 又 は 免 疫 化 又 は 発 現 ベ ク タ ー に お
い て 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ る 。 抗 体 が 結 合 す る ペ プ チ ド 上 の 抗 原 決 定 基 は 典 型 的 に は 、 ３
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～ 10個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 。 そ れ ら の 抗 体 は 、
正 常 な 又 は 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 。 特 異 的 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 通 常 、 少 な く と も  0.1mM、 よ り 通 常 に は 少 な く と も
約 50μ Ｍ 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ μ Ｍ 又 は そ れ 以 上 の Ｋ D  を 伴 っ て 結 合 す
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 多 く の 場 合 、 種 々 の 哺 乳 類 宿 主 、 た と え ば マ ウ ス 、 ゲ ッ 歯 動 物 、 霊 長 類 、 ヒ ト 、 等 か ら
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が 所 望 さ れ る 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製
す る た め の 技 法 の 説 明 は 、 良 く 知 ら れ お り 、 そ し て た と え ば 、  Asai, ed. Antibodies in
 Cell Biology, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Stitesな ど . (eds.) Basic and
 Clinical Immunology (4th ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA、 及 び そ
の 中 に 引 用 さ れ る 引 例 ； Harlow and Lane, Supra; Goding (1986) Monoclonal Antibodie
s: Principles and Practice (2d ed.) Academic Press, New York, NY; 及 び Kohler and
 Milstein (1975) Nature 256: 495-497に 見 出 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 は
、 修 飾 を 伴 っ て 又 は そ れ を 伴 わ な い で 使 用 さ れ 、 そ し て キ メ ラ 抗 体 、 た と え ば ヒ ト 適 合 さ
れ た ネ ズ ミ 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 他 の 適 切 な 技 法 は 、 フ ァ ー ジ 又 は 類 似 す る ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー
の 選 択 を 包 含 す る 。 Huse, な ど .(1989) Science 246: 1275-1281; 及 び Ward, な ど . (198
9) Nature 341: 544-546を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 し ば し ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 は 、 検 出 で き る シ グ ナ ル を 提 供 す る 物 質 を 共 有 又 は 非
共 有 結 合 す る こ と に よ っ て ラ ベ ル さ れ る で あ ろ う 。 広 範 囲 の 種 類 の ラ ベ ル 及 び 接 合 技 法 が
知 ら れ て お り 、 そ し て 科 学 文 献 及 び 特 許 文 献 の 両 者 に 広 範 に 報 告 さ れ て い る 。 適 切 な ラ ベ
ル は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 螢 光 成 分 、 化 学 ル ミ ネ
セ ン ト 成 分 、 磁 気 粒 子 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 そ の よ う な ラ ベ ル の 使 用 を 教 授 す る 特
許 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  3,817,837号 ； 第  3,850,752号 ； 第  3,939,350号 ； 第  3,996,345号
； 第  4,277,437号 ； 第  4,275,149号 ； 及 び 第  4,366,241号 を 包 含 す る 。 ま た 、 組 換 え 免 疫
グ ロ ブ リ ン も ま た 生 成 さ れ 得 る 。 た と え ば 、  Cabilly、 ア メ リ カ 特 許 第  4,816,567号 ； 及
び  Queenな ど . (1989) Proc.Nat'l Acad.Sci. USA 86: 10029-10033 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 際 、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の た め に も 使 用 さ れ る 。 カ ラ ム が 、 た と え ば 、 固 体 支 持 体 、 た と え ば 粒 子 、 た と え ば ア
ガ ロ ー ス 、 Sephadex又 は 同 様 の も の に 結 合 さ れ た 抗 体 に よ り 調 製 さ れ 、 こ こ で 細 胞 溶 解 物
が そ の カ ラ ム に 通 さ れ 、 洗 浄 さ れ 、 そ し て 高 ま る 濃 度 の 適 度 な 変 性 剤 に よ り 処 理 さ れ 、 そ
れ に よ り 、 精 製 さ れ た メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド が 放 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 体 は 、 特 定 の 発 現 生 成 物 、 た と え ば 哺 乳 類 メ ソ セ リ ン の た め の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 通 常 、 そ の よ う な 方 法 に お け る 抗 体 は 、 抗 体 結 合 に よ
り 抗 原 の 存 在 の 容 易 な 検 出 を 可 能 に す る 成 分 に よ り ラ ベ ル さ れ る 。
　 メ ソ セ リ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 が ま た 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を
生 ぜ し め る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 の 存 在 に 関 係 す る 種 々 の 病
理 学 的 状 態 を 検 出 し 、 又 は 診 断 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ２ ． イ ム ノ ア ッ セ イ
　 特 定 の タ ン パ ク 質 が 、 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ り 定 量 化 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 免 疫
学 的 方 法 及 び イ ム ノ ア ッ セ イ 方 法 の レ ビ ュ ー の た め に は 、 Stites and Terr (eds.) 1991 
Basic and Clinical Immunology (7th ed.) を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ
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セ イ は 、 い く つ か の 構 成 、 た と え ば 次 の 文 献 に レ ビ ュ ー さ れ る 構 成 の い づ れ か に よ り 実 施
さ れ 得 る ： Maggio (ed.)(1980) Enzyme Immunoassay CRC Press, Boca Raton, Florida; 
Tijan (1985) "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays," Laboratory Techniques
 in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers B.V., Amster
dam; Harlow and Lane, supra; Chan (ed.)(1987) Immunoassay: A Practical Guide Aca
demic Press, Orlando, FL; Price and Newman (eds.)(1991) Principles and Practice 
of Immunoassays Stockton Press, NY; 及 び Ngo (ed.)(1988) Non-isotopic Immunoassay
s Plenum Press, NY。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は ま た 、 し ば し ば 、 捕 獲 剤 及 び 分 析 物 に よ り 形 成 さ れ る 結 合 複 合 体 を 特
異 的 に 結 合 し 、 そ し て ラ ベ ル す る た め に ラ ベ リ ン グ 剤 を 利 用 す る 。 ラ ベ リ ン グ 剤 は 、 そ れ
自 体 、 抗 体 ／ 分 析 物 複 合 体 を 含 ん で 成 る 成 分 の １ つ で あ り 得 る 。 従 っ て 、 ラ ベ リ ン グ 剤 は
、 ラ ベ ル さ れ た メ ソ セ リ ン ペ プ チ ド 又 は ラ ベ ル さ れ た 抗 － メ ソ セ リ ン 抗 体 で あ り 得 る 。 他
方 で は 、 ラ ベ リ ン グ 剤 は 、 第 ３ 成 分 、 た と え ば 抗 体 ／ メ ソ セ リ ン 複 合 体 に 、 又 は メ ソ セ リ
ン ペ プ チ ド 対 抗 － メ ソ セ リ ン 抗 体 に 共 有 結 合 さ れ る 変 性 さ れ た 捕 獲 基 （ た と え ば ビ オ チ ン
） に 特 異 的 に 結 合 す る も う １ つ の 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ラ ベ リ ン グ 剤 は 、 捕 獲 剤 （ 抗 － メ ソ セ リ ン ） に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 で あ る 。 そ の よ う な 剤 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 最 と も 典 型 的 に は
、 捕 獲 剤 が 由 来 す る 特 定 動 物 種 の 抗 体 （ た と え ば 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ） を 特 異 的 に 結
合 す る ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 含 ん で 成 る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 捕 獲 剤 が マ ウ ス 由 来 の 抗 － ヒ
ト メ ソ セ リ ン 抗 体 で あ る 場 合 、 ラ ベ ル 剤 は ヤ ギ 抗 － マ ウ ス  IgG、 す な わ ち マ ウ ス 抗 体 の 不
変 領 域 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 を 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 他 の タ ン パ ク 質 、 た と え ば ス
ト レ プ ト コ ー カ ル の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ が ま た 、 ラ ベ リ ン グ 剤 と し て 使 用 さ れ
る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 ス ト レ プ ト コ ー カ ル 細 菌 の 細 胞 壁 の 通 常 の 構 成 成 分 で あ る 。
そ れ ら は 、 種 々 の 種 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 と の 強 い 非 － 免 疫 原 性 反 応 性 を 示 す 。
一 般 的 に は 、  Kronval, な ど ., (1973) J.Immunol., 111: 1401-1406、 及 び  Akerstrom, 
な ど ., (1985) J.Immunol., 135: 2589-2542を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ア ッ セ イ を 通 し て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び ／ 又 は 洗 浄 段 階 は 、 試 薬 の 個 々 の 組 合 せ の
後 に 必 要 と さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 約 ５ 秒 ～ 数 時 間 、 好 ま し く は 約 ５ 分 ～ 約
24時 間 で あ り 得 る 。 し か し な が ら 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 ア ッ セ イ 型 、 分 析 物 、 溶
液 の 体 積 、 濃 度 及 び 同 様 の も の に 依 存 す る で あ ろ う 。 通 常 、 ア ッ セ イ は 周 囲 温 度 で 実 施 さ
れ る が 、 但 し そ れ は 広 範 囲 の 温 度 に わ た っ て 、 た と え ば ５ ℃ ～ 45℃ で 行 な わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 （ ａ ） 非 － 競 争 ア ッ セ イ 形 式
　 メ ソ セ リ ン を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 競 争 又 は 非 競 争 性 の い づ れ か で あ り 得
る 。 非 競 争 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 （ こ の 場 合 、 メ ソ セ リ ン ） の 量 が 直 接 的
に 測 定 さ れ る ア ッ セ イ で あ る 。 １ つ の 好 ま し い “ サ ン ド イ ッ チ ” ア ッ セ イ に お い て は 、 た
と え ば 捕 獲 剤 （ た と え ば 抗 － メ ソ セ リ ン 抗 体 ） が 、 そ れ ら が 固 定 さ れ る 固 体 支 持 体 に 直 接
的 に 結 合 さ れ る 。 次 に 、 そ れ ら の 固 定 さ れ た 抗 体 が 、 試 験 サ ン プ ル に 存 在 す る メ ソ セ リ ン
を 捕 獲 す る 。 次 に 、 こ の よ う に 固 定 さ れ た メ ソ セ リ ン が 、 ラ ベ リ ン グ 剤 、 た と え ば ラ ベ ル
を 担 持 す る 第 ２ の ヒ ト メ ソ セ リ ン 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る 。 他 方 で は 、 第 ２ メ ソ セ リ ン 抗 体
は ラ ベ ル を 欠 く こ と が で き る が 、 し か し 、 そ れ は 、 第 ２ 抗 体 が 由 来 す る 種 の 抗 体 に 対 し て
特 異 的 な ラ ベ ル さ れ た 第 ３ 抗 体 に よ り 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 メ ソ セ リ ン に つ い て の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ が 構 成 さ れ 得 る 。 上 記 の よ う に 、 固 定 さ れ
た 抗 － メ ソ セ リ ン が 、 サ ン プ ル に 存 在 す る メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。 次 に 、 ラ ベ ル
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さ れ た 抗 － メ ソ セ リ ン が 、 す で に 結 合 さ れ て い る メ ソ セ リ ン に 結 合 す る 。 遊 離 し た 、 ラ ベ
ル さ れ た 抗 － メ ソ セ リ ン が 洗 浄 さ れ 、 そ し て 残 存 す る 結 合 さ れ た 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 － メ ソ
セ リ ン が 検 出 さ れ る （ た と え ば 、 ラ ベ ル が 放 射 性 で あ る γ 検 出 器 を 用 い て ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 （ ｂ ） 競 争 ア ッ セ イ 形 式
　 競 争 ア ッ セ イ に お い て は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 に よ り 、 捕 捉 剤 （ た と え ば 抗 － メ
ソ セ リ ン 抗 体 ） か ら 排 除 さ れ る （ 又 は 競 争 的 に 除 去 さ れ る ） 添 加 さ れ た （ 外 因 性 ） 分 析 物
の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 （ た と え ば メ ソ セ リ ン ） の 量 が
間 接 的 に 測 定 さ れ る 。 １ つ の 競 争 ア ッ セ イ に お い て は 、 既 知 量 の 分 析 物 が サ ン プ ル に 添 加
さ れ 、 そ し て サ ン プ ル が 捕 捉 剤 、 こ の 場 合 、 分 析 物 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 せ し め
ら れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ る 分 析 物 の 量 は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 の 濃 度 に 反 比 例 す る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 捕 捉 剤 は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 捕 捉 剤 に 結 合 さ れ
る メ ソ セ リ ン の 量 は 、 メ ソ セ リ ン ／ 抗 体 複 合 体 に 存 在 す る メ ソ セ リ ン の 量 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 、 又 は 他 方 で は 、 残 留 す る 複 合 体 化 さ れ な か っ た メ ソ セ リ ン の 量 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 決 定 さ れ る 。 メ ソ セ リ ン の 量 は 、 ラ ベ ル さ れ た メ ソ セ リ ン を 供 給 す る こ と に よ っ
て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ハ プ テ ン 阻 害 ア ッ セ イ は 、 も う １ つ の 好 ま し い 競 争 ア ッ セ イ で あ る 。 こ の ア ッ セ イ に お
い て は 、 既 知 の 分 析 物 （ こ の 場 合 、 メ ソ セ リ ン ） が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 既 知 量 の
抗 － メ ソ セ リ ン 抗 体 が サ ン プ ル に 添 加 さ れ 、 そ し て 次 に 、 サ ン プ ル が 前 記 固 定 さ れ た メ ソ
セ リ ン と 接 触 せ し め ら れ る 。 こ の 場 合 、 固 定 さ れ た メ ソ セ リ ン に 結 合 さ れ る 抗 － メ ソ セ リ
ン 抗 体 の 量 は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る メ ソ セ リ ン の 量 に 比 例 す る 。 再 び 、 固 定 さ れ た 抗 体 の
量 が 抗 体 の 固 定 さ れ た 画 分 、 又 は 溶 液 に 残 存 す る 抗 体 の 画 分 の い づ れ か を 検 出 す る こ と に
よ っ て 検 出 さ れ る 。 検 出 は 、 抗 体 が ラ ベ ル さ れ る 場 合 、 直 接 的 で あ り 、 又 は 上 記 の よ う に
、 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る ラ ベ ル さ れ た 成 分 の 続 く 添 加 に よ り 間 接 的 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ ｃ ） イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 使 用 の た め の プ ー ル さ れ た 抗 血 清 の 生 成
　 定 義 さ れ た 免 疫 原 、 た と え ば 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 免 疫 原 に 対 し て 生 成 さ
れ た 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る か 、 又 は そ の 抗 体 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る メ ソ セ リ ン タ ン パ
ク 質 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 決 定 さ れ る 。 そ の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 配 列 番 号 ２ の タ ン
パ ク 質 （ 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド ） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 使 用 の た め の 抗 血 清 を 生 成 す る た め に 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド
が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に し て 単 離 さ れ る 。 た と え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 が 哺 乳 類
又 は 他 の 真 核 細 胞 系 に お い て 生 成 さ れ 得 る 。 マ ウ ス の 近 交 系 （ inbred） 株 が 、 標 準 の ア ジ
ュ バ ン ト 、 た と え ば フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 及 び 標 準 の マ ウ ス 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル を 用
い て 、 配 列 番 号 ２ の タ ン パ ク 質 に よ り 免 疫 化 さ れ る (Harlow and Lane、 前 記 を 参 照 の こ と
） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 他 方 で は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ 配 列 に 由 来 し 、 そ し て キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 に 接 合 さ れ
る 合 成 ポ リ ペ プ チ ド が 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 が 収 集 さ れ 、 そ し て
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 た と え ば 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 免 疫 原 を 用 い る 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ
に お い て 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 力 価 さ れ る 。  10 4 又 は そ れ よ り も 高 い 力 価 を 有
す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 が 選 択 さ れ 、 そ し て 競 争 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 た と え ば  Harlo
w and Lane、 前 記 、 570-573pに 記 載 さ れ る イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 、 興 味 あ る タ ン パ ク 質
に 対 す る そ れ ら の 交 差 反 応 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 競 争 結 合 形 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 交 差 反 応 性 の 決 定 の た め に 使 用 さ れ る 。 た と え ば
、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ に 添 加 さ れ る タ ン パ ク 質 が
、 固 定 さ れ た 抗 原 に 対 す る 抗 血 清 の 結 合 と 競 争 す る 。 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 血
清 の 結 合 と 競 争 す る 上 記 タ ン パ ク 質 の 能 力 が 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド に 比 較 さ れ る 。 上 記
タ ン パ ク 質 に つ い て の ％ 交 差 反 応 性 が 、 標 準 の 計 算 法 を 用 い て 計 算 さ れ る 。 興 味 あ る タ ン
パ ク 質 と の 10％ 以 下 の 交 差 反 応 性 を 有 す る そ れ ら の 抗 血 清 が 組 合 さ れ 、 そ し て プ ー ル さ れ
る 。 次 に 、 交 差 反 応 す る 抗 体 が 、 プ ー ル さ れ た 抗 血 清 か ら 免 疫 吸 着 に よ り 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 免 疫 吸 着 さ れ 、 そ し て プ ー ル さ れ た 抗 血 清 が 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド と 第 ２ の “ 標 的 物
” ポ リ ペ プ チ ド と を 比 較 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 競 争 結 合 イ ム ノ ア ッ セ
イ に 使 用 さ れ る 。 こ の 比 較 を 行 な う た め に 、 ２ 種 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 広 範 囲 の 濃 度 で そ れ
ぞ れ ア ッ セ イ さ れ 、 そ し て 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 血 清 の 結 合 の 50％ を 阻 害 す る
た め に 必 要 と さ れ る 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 標 準 の 技 法 を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 必 要 と さ れ る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 必 要 と さ れ る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 量 の ２ 倍 以
下 で あ る 場 合 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 に 対 し
て 特 異 的 に 結 合 す る と 言 わ れ る 。 特 異 性 の 最 終 決 定 と し て 、 プ ー ル さ れ た 抗 血 清 が 、 免 疫
吸 着 に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 が 検 出 で き な く な る ま で 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ
チ ド に よ り 十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ る 。 次 に 、 十 分 に 免 疫 吸 着 さ れ た 抗 血 清 が 、 試 験 ポ リ ペ プ
チ ド と の 反 応 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。 反 応 性 が 観 察 さ れ な い 場 合 、 試 験 ポ リ ペ プ チ ド は 、
免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 に よ り 誘 発 さ れ た 抗 血 清 に よ り 特 異 的 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｄ ． 他 の ア ッ セ イ 形 式
　 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 も ま た 、 サ ン プ ル 中 の メ ソ セ リ ン の 存 在 を 検 出 し 、 そ し て 定
量 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ の 技 法 は 一 般 的 に 、 分 子 量 に 基 づ い て 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り サ ン プ ル タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 そ の 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 適 切 な 固 体 支 持 体 （ た と
え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 、 又 は 誘 導 体 化 さ れ た ナ イ ロ ン フ
ィ ル タ ー ） に 移 し 、 そ し て サ ン プ ル を 、 メ ソ セ リ ン を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と を 含 ん で 成 る 。 抗 － メ ソ セ リ ン 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 上 の メ ソ セ リ ン に 特
異 的 に 結 合 す る 。 そ れ ら の 抗 体 は 、 直 接 的 に ラ ベ ル さ れ 得 、 又 は 他 方 で は 、 抗 － メ ソ セ リ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 （ た と え ば 、 メ ソ セ リ ン に 対 す る 抗 体 が ネ ズ ミ
抗 体 で あ る 、 ラ ベ ル さ れ た 羊 抗 － マ ウ ス 抗 体 ） を 用 い て 連 続 的 に 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の ア ッ セ イ 形 式 は 、 特 異 的 分 子 （ た と え ば 抗 体 ） を 結 合 し 、 そ し て 封 入 さ れ た 試 薬 又
は マ ー カ ー を 放 す よ う 企 画 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 用 い る 、 リ ポ ソ ー ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ LIAs
） を 包 含 す る 。 次 に 、 放 さ れ た 化 学 物 質 が 、 標 準 の 技 法 に 従 っ て 検 出 さ れ る （ Monroeな ど
., (1986) Amer.Clin.Prod.Rev. 5: 34-41を 参 照 の こ と ； こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組
込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｅ ． ラ ベ ル
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 用 途 の た め の ラ ベ リ ン グ 剤 は た と え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 メ ソ セ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 又 は 複 合 体 、 た と え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
る も の 、 又 は ポ リ マ ー 、 た と え ば 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス 、 炭 水 化 物 又 は 脂 質 で あ り 得 る 。 検
出 は 、 次 の い づ れ か の 既 知 方 法 に よ り 進 行 す る こ と が で き る ： イ ム ノ ブ ロ ッ ト 、 ウ ェ ス タ
ー ン 分 析 、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ 、 螢 光 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 （ FISH） 、
放 射 性 又 は 生 物 発 光 マ ー カ ー の 追 跡 、 核 磁 気 共 鳴 、 電 子 常 磁 性 共 鳴 、 停 止 さ れ た － 流 水 分
光 分 析 法 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 細 管 電 気 泳 動 、 又 は 大 き さ 及 び ／ 又 は 電 荷 の 変 更
に 基 づ い て 分 子 を 追 跡 す る 他 の 方 法 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 特 定 の ラ ベ ル 又 は 検 出 可 能 グ ル ー プ は 、 本 発 明 の 決 定 的 な 観 点 で
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は な い 。 前 記 検 出 可 能 グ ル ー プ は 、 検 出 で き る 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 を 有 す る い づ れ か の
物 質 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 検 出 で き る ラ ベ ル は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 分 野 に お い て は 十 分
に 開 発 さ れ て 来 て お り 、 そ し て 一 般 的 に は 、 そ の よ う な 方 法 に 有 用 な い づ れ か の ラ ベ ル が
本 発 明 に 適 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ラ ベ ル は 、 分 光 分 析 、 光 化 学 、 生 化 学 、 免 疫 化 学 、 電 気
的 、 光 又 は 化 学 的 手 段 に よ り 検 出 で き る い づ れ か の 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に お け る 有 用 な ラ ベ ル は 次 の も の を 包 含 す る ： 磁 気 ビ ー ズ （ た と え ば  Dynabeads
T M ） 、 螢 光 染 料 （ た と え ば 、 フ ル オ ロ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー
ダ ミ ン 及 び 同 様 の も の ） 、 放 射 性 ラ ベ ル （ た と え ば 、  3 Ｈ ，  1 2 5 Ｉ ， 3 5 Ｓ ， 1 4 Ｃ 又 は 3 2 Ｐ
） 、 酵 素 （ た と え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、  E
LISAに 通 常 、 使 用 さ れ る 他 の 酵 素 ） 、 及 び 比 色 ラ ベ ル 、 た と え ば コ ロ イ ド 状 金 、 又 は 着 色
さ れ た ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク （ た と え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス
、 等 ） ビ ー ズ 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ラ ベ ル は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 ア ッ セ イ の 所 望 す る 成 分 に
、 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 上 記 で 示 さ れ た よ う に 、 広 範 囲 の 種 類 の ラ ベ ル が
使 用 さ れ 得 、 そ し て ラ ベ ル の 選 択 は 必 要 と さ れ る 感 度 、 化 合 物 の 接 合 の 容 易 さ 、 安 定 性 の
必 要 性 、 利 用 で き る 計 測 器 、 及 び 処 理 設 備 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 非 放 射 性 ラ ベ ル が し ば し ば 、 直 接 的 な 手 段 に よ り 結 合 さ れ る 。 一 般 的 に 、 リ ガ ン ド 分 子
（ た と え ば 、 ビ オ チ ン ） が 、 分 子 に 共 有 結 合 さ れ る 。 次 に 、 リ ガ ン ド が 、 本 質 的 に 検 出 で
き る か 、 又 は シ グ ナ ル シ ス テ ム 、 た と え ば 検 出 可 能 酵 素 、 螢 光 化 合 物 、 又 は 化 学 ル ミ ネ セ
ン ス 化 合 物 に 共 有 結 合 さ れ る か い づ れ か で あ る 抗 － リ ガ ン ド （ た と え ば 、 ス ト レ プ タ ビ ジ
ン ） 分 子 に 結 合 す る 。 多 く の リ ガ ン ド 及 び 抗 － リ ガ ン ド が 使 用 さ れ 得 る 。 リ ガ ン ド が 天 然
の 抗 － リ ガ ン ド 、 た と え ば ビ オ チ ン 、 チ ロ キ シ ン 及 び コ ル チ ゾ ー ル を 有 す る 場 合 、 そ れ は
ラ ベ ル さ れ た 、 天 然 に 存 在 す る 抗 － リ ガ ン ド と 組 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。 他 方 、 い づ れ か
の ハ プ テ ン 又 は 抗 原 化 合 物 が 、 抗 体 と 組 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 前 記 分 子 は ま た 、 た と え ば 酵 素 又 は 発 光 団 と の 接 合 に よ り 、 シ グ ナ ル 発 生 化 合 物 に 直 接
的 に 接 合 さ れ 得 る 。 ラ ベ ル と し て の 興 味 あ る 酵 素 は 、 主 に 、 ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 特 に ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 及 び グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 又 は オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ 、 特 に ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ で あ ろ う 。 螢 光 化 合 物 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 及 び そ の 誘
導 体 、 ダ ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン を 包 含 す る 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ
ン 、 及 び ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ フ タ ル ア ジ ン ジ オ ン 、 た と え ば ル ミ ノ ー ル を 包 含 す る 。 使 用 さ
れ 得 る 種 々 の ラ ベ リ ン グ 又 は シ グ ナ ル 生 成 シ ス テ ム の レ ビ ュ ー の た め に は 、 ア メ リ カ 特 許
第  4,391,904号 （ こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ラ ベ ル を 検 出 す る 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 ラ ベ ル が 放
射 性 ラ ベ ル で あ る 場 合 、 検 出 の た め の 手 段 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 又 は オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に お け る よ う な 写 真 フ ィ ル ム を 包 含 す る 。 ラ ベ ル が 螢 光 ラ ベ ル で あ る 場
合 、 そ れ は 、 光 の 適 切 な 波 長 に よ り 螢 光 色 素 を 励 起 し 、 そ し て 得 ら れ る 螢 光 を 、 た と え ば
顕 微 鏡 、 肉 眼 で の 観 察 に よ り 、 写 真 フ ィ ル ム を 通 し て 、 電 子 検 出 器 、 た と え ば 電 荷 連 結 の
装 置 （ CCDs） 又 は 光 電 子 増 倍 管 及 び 同 様 の 手 段 の 使 用 に よ り 検 す る こ と に よ っ て 、 検 出 さ
れ る 得 る 。 同 様 に 、 酵 素 ラ ベ ル は 、 酵 素 の た め の 適 切 な 基 質 を 供 給 し 、 そ し て 得 ら れ る 反
応 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 検 出 さ れ 得 る 。 最 終 的 に 、 単 純 な 比 色 ラ ベ ル は 、 ラ ベ
ル に 関 連 す る 色 彩 を 観 察 す る こ と に よ っ て 単 純 に 検 出 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 種 々 の デ ィ プ ス
テ ィ ク ア ッ セ イ に お い て は 、 接 合 さ れ た 金 が し ば し ば 、 ピ ン ク 色 に 見 え 、 同 時 に 種 々 の 接
合 さ れ た ビ ー ズ が そ の ビ ー ズ の 色 に 見 え て く る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 い く つ か の ア ッ セ イ 形 式 は 、 ラ ベ ル さ れ た 成 分 の 使 用 を 必 要 と し な い 。 た と え ば 、 凝 集
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ア ッ セ イ が 、 標 的 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 抗 原 を コ ー ト し
た 粒 子 が 標 的 抗 体 を 含 有 す る サ ン プ ル に よ り 凝 集 さ れ る 。 こ の 形 式 に お い て は 、 ど の 成 分
も ラ ベ ル さ れ る 必 要 は な く 、 そ し て 標 的 抗 体 の 存 在 は 、 単 純 な 肉 眼 で の 観 察 に よ り 検 出 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ｆ ． 基 　 質
　 上 記 で 言 及 さ れ た よ う に 、 ア ッ セ イ に 依 存 し て 、 種 々 の 成 分 、 た と え ば 抗 原 、 標 的 抗 体
、 又 は 抗 － ヒ ト 抗 体 が 、 固 体 表 面 に 結 合 さ れ 得 る 。 種 々 の 固 体 表 面 に 生 物 分 子 を 固 定 す る
た め の 多 く の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 固 体 表 面 は 、 膜 （ た と え
ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ） 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 （ た と え ば 、  PVC、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 又 は ポ
リ ス チ レ ン ） 、 試 験 管 （ ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク ） 、 デ ィ プ ス テ ィ ク （ た と え ば 、 ガ ラ ス
、  PVC、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス 、 及 び 同 様 の も の ） 、 微 小 遠 心 分 離
管 、 又 は ガ ラ ス 、 シ リ カ 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 又 は ポ リ マ ー ビ ー ズ で あ り 得 る 。 所 望 す る
成 分 は 、 非 特 異 的 結 合 を 通 し て 、 共 有 結 合 、 又 は 非 共 有 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 広 範 囲 の 種 類 の 有 機 及 び 無 機 ポ リ マ ー （ 天 然 又 は 合 成 ） が 、 固 体 表 面 の た め の 材 料 と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 例 示 的 な ポ リ マ ー は 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ （ ４ － メ チ
ル ブ テ ン ） 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ （ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト ） 、 レ
ー ヨ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ （ ビ ニ ル ブ チ レ ー ト ） 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド （ PVDF） 、
シ リ コ ー ン 、 ポ リ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 セ ル ロ ー ス 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 及
び 同 様 の も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 使 用 さ れ 得 る 他 の 材 料 は 、 紙 、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 金 属 、 メ タ ロ イ ド 、 半 導 体 材 料
、 セ メ ン ト 又 は 同 様 の も の を 包 含 す る 。 さ ら に 、 ゲ ル を 形 成 す る 物 質 、 た と え ば タ ン パ ク
質 （ た と え ば ゼ ラ チ ン ） 、 リ ポ 多 糖 、 シ リ ケ ー ト 、 ア ガ ロ ー ス 及 び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド が
使 用 さ れ 得 る 。 い く つ か の 水 性 相 を 形 成 す る ポ リ マ ー 、 た と え ば デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ア ル
キ レ ン グ リ コ ー ル 又 は 界 面 活 性 剤 、 た と え ば リ ン 脂 質 、 長 鎖 （ 12～ 24個 の 炭 素 原 子 ） の ア
ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 及 び 同 様 の も の が ま た 、 適 切 で あ る 。 固 体 表 面 が 多 孔 性 で あ る 場 合
、 種 々 の 孔 サ イ ズ が 、 シ ス テ ム の 性 質 に 依 存 し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 前 記 表 面 を 調 製 す る 場 合 、 多 く の 異 な っ た 材 料 、 た と え ば ラ ミ ネ ー ト が 、 種 々 の 性 質 を
得 る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 コ ー チ ン グ 、 た と え ば ゼ ラ チ ン が 、 非 特
異 的 結 合 を 回 避 し 、 共 有 結 合 を 単 純 化 し 、 シ グ ナ ル 検 出 を 増 強 し 、 又 は 同 様 の こ と を 実 施
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 化 合 物 と 表 面 と の 間 の 共 有 結 合 が 所 望 さ れ る 場 合 、 そ の 表 面 は 通 常 、 多 価 で あ り 、 又 は
多 価 に さ れ 得 る で あ ろ う 。 表 面 上 に 存 在 す る こ と が で き 、 そ し て 結 合 の た め に 使 用 さ れ 得
る 官 能 基 は 、 カ ル ボ ン 酸 、 ア ル デ ヒ ド 、 ア ミ ノ 基 、 シ ア ノ 基 、 エ チ レ ン 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル
基 、 メ ル カ プ ト 基 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る こ と が で き る 。 種 々 の 表 面 に 広 範 囲 の 種 類
の 化 合 物 を 連 結 す る 態 様 は 、 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 文 献 に 詳 細 に 例 示 さ れ て い る 。 た
と え ば 、 Immobilized Enzymes, Ichiro Chibata, Halsted Press, New York, 1978、 及 び
Cuatrecasas, J.Biol.Chem. 245, 3059(1970)(そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る
） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 共 有 結 合 の 他 に 、 ア ッ セ イ 化 合 物 を 非 共 有 結 合 さ せ る た め の 種 々 の 方 法 が 使 用 さ れ 得 る
。 非 共 有 結 合 は 、 典 型 的 に は 表 面 へ の 化 合 物 の 非 特 異 的 吸 収 で あ る 。 典 型 的 に は 、 そ の 表
面 は 、 ラ ベ ル さ れ た ア ッ セ イ 化 合 物 の 非 特 異 的 結 合 を 妨 げ る た め に 第 ２ 化 合 物 に よ り ブ ロ
ッ ク さ れ る 。 他 方 で は 、 表 面 は 、 そ れ が １ つ の 成 分 を 非 特 異 的 に 結 合 す る が 、 し か し 他 を
有 意 に 結 合 し な い よ う に 企 画 さ れ る 。 た と え ば 、 レ ク チ ン 、 た と え ば コ ン カ ナ バ リ ン Ａ を
担 持 す る 表 面 は 、 炭 水 化 物 含 有 化 合 物 を 結 合 す る が 、 し か し グ リ コ シ ル 化 を 欠 い て い る ラ
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ベ ル さ れ た タ ン パ ク 質 を 結 合 し な い で あ ろ う 。 ア ッ セ イ 化 合 物 の 非 共 有 結 合 へ の 使 用 の た
め の 種 々 の 固 体 表 面 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,447,576号 及 び 第  4,254,082号 （ こ れ ら は 引 用
に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
II． メ ソ セ リ ン へ の エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 標 的 化
　 本 発 明 は ま た 、 メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 腫 瘍 細 胞 の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 す る た め の 組 成 物
及 び 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ ら の 方 法 は 、 メ ソ セ リ ン を 特 異 的 に 結 合 す る 標 的 化 分 子 に 結 合
さ れ る 検 出 ラ ベ ル で あ る 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 ん で 成 る キ メ ラ 分 子 を 供 給 す る こ と を 包
含 す る 。 メ ソ セ リ ン 標 的 化 成 分 は 、 検 出 で き る ラ ベ ル と の 腫 瘍 細 胞 の 結 合 に よ り 区 別 さ れ
る 腫 瘍 細 胞 に キ メ ラ 分 子 を 特 異 的 に 結 合 す る 。 細 胞 － 結 合 さ れ た ラ ベ ル の 続 く 検 出 が 、 腫
瘍 細 胞 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 さ ら に も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 も う １ つ の 特 異 的 結 合 成 分 、
た と え ば 抗 体 、 成 長 因 子 、 又 は リ ガ ン ド で あ り 得 る 。 次 に 、 キ メ ラ 分 子 は 、 高 い 特 異 性 の
二 官 能 価 リ ン カ ー と し て 作 用 す る で あ ろ う 。 こ の リ ン カ ー は 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 結 合 す る
細 胞 又 は 細 胞 成 分 を 結 合 し 、 そ し て そ れ ら の 間 の 相 互 作 用 を 増 強 す る よ う 作 用 す る こ と が
で き る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 キ メ ラ 分 子 の “ 標 的 化 ” 成 分 が メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 り 、 そ し て “ エ フ ェ ク タ ー ” 成 分 が 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
（ た と え ば 、 抗 体 の Fvフ ラ グ メ ン ト ） で あ る 場 合 、 そ の 標 的 化 成 分 は 癌 細 胞 を 特 異 的 に 結
合 し 、 同 時 に エ フ ェ ク タ ー 成 分 は 細 胞 増 殖 を 阻 害 し 、 又 は 標 的 癌 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を
増 強 し 、 そ し て 方 向 づ け る よ う 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 薬 学 的 剤 （ 例 え ば 薬 物 ） 又 は 薬 学 的 剤
を 含 有 す る ビ ヒ ク ル で あ る 。 す な わ ち 、 メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 成 分 は 薬 物 、 例 え
ば ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ド キ シ ル ビ シ ン 、 ゲ ニ ス タ イ ン （ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 物 ） 、 ア ン チ
セ リ ン 分 子 、 及 び 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 薬 学 的 剤 に 接 合 さ せ 、 こ れ に よ り 該 薬
学 的 剤 を 腫 瘍 細 胞 に 特 異 的 に 標 的 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 あ る い は 、 標 的 化 分 子 は 、 治 療 組 成 物 を 含 む ビ ー ク ル に 結 合 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ビ ー
ク ル は 、 リ ポ ソ ー ム 、 ミ セ ル 、 種 々 の 合 成 ビ ー ズ 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ
ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 が 、 単 一 の エ フ ェ ク タ ー に 結 合 さ れ る 多 数 標 的 化 成 分 、 又 は 逆 に 言
え ば 、 単 一 の 標 的 化 成 分 に 結 合 さ れ る 多 数 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 む こ と が で き る こ と を 当
業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 キ メ ラ 分 子 は 、 多 数 標 的 化 成 分 及
び 多 数 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 両 者 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 本 発 明 は 、 “ 二
重 標 的 化 さ れ た ” 細 胞 毒 性 キ メ ラ 分 子 を 供 給 し 、 こ こ で メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 標
的 化 分 子 が 細 胞 毒 性 分 子 に 結 合 さ れ 、 そ し て も う １ つ の 分 子 （ た と え ば 、 抗 体 、 又 は 他 の
リ ガ ン ド ） が 毒 素 の 他 の 末 端 を 結 合 さ れ る 。 そ の よ う な 二 重 － 標 的 化 さ れ た 細 胞 毒 素 は 、
ア ミ ノ 酸  604と  609と の 間 の ド メ イ ン III に 挿 入 さ れ る PE及 び 抗 － TAC(Fv) の ア ミ ノ 末 端
で 、 ド メ イ ン Ｉ ａ を 置 換 す る 成 長 因 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ａ ． 標 的 化 分 子
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 標 的 化 分 子 は 、 メ ソ セ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 で あ る 。
種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 が 、 適 切 な 抗 体 を 選 択 す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て 上 記 に 論
ぜ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｂ ． エ フ ェ ク タ ー 分 子
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 の エ フ ェ ク タ ー 分 子 成 分 は 、 そ の 活 性 を 、 メ ソ セ リ
ン を 発 現 す る 細 胞 に 供 給 す る こ と が 所 望 さ れ る い づ れ か の 分 子 で あ り 得 る 。 特 に 好 ま し い

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-197439 A 2007.8.9



エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 細 胞 毒 素 、 た と え ば PE又 は DT、 放 射 性 核 種 、 リ ガ ン ド 、 た と え ば 成
長 因 子 、 抗 体 、 検 出 可 能 ラ ベ ル 、 た と え ば 螢 光 又 は 放 射 性 ラ ベ ル 、 及 び 治 療 組 成 物 、 た と
え ば リ ポ ソ ー ム 及 び 種 々 の 薬 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 １ ． 細 胞 毒 素
　 特 に 好 ま し い 細 胞 毒 素 は 、 プ ソ イ ド モ ナ ス (Pseudomonas) 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア （ Diphth
eria） 毒 素 、 リ シ ン 及 び ア ブ リ ン を 包 含 す る 。 プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 及 び ジ フ テ リ ア 毒 素
が 最 と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 （ ａ ） プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 （ PE）
　 プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 Ａ （ PE） は 、 プ ソ イ ド モ ナ ス 　 ア エ ル ギ ノ サ （ Pseudomonas aeru
ginosa） に よ り 分 泌 さ れ る ひ じ ょ う に 活 性 的 な モ ノ マ ー タ ン パ ク 質 （ 分 子 量 66KD） で あ り
、 こ れ は そ の  ADP－ リ ボ シ ル 化 を 触 媒 す る （ EF-2上 へ の 酸 化 さ れ た  NADの  ADPリ ボ シ ル 成
分 の 移 行 を 触 媒 す る ） こ と に よ っ て の 延 長 因 子 ２ （ EF-2） の 不 活 性 化 を 通 し て 真 核 細 胞 に
お け る タ ン パ ク 質 合 成 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 毒 素 は 、 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ す た め に 協 力 し て 作 用 す る ３ 種 の 構 造 ド メ イ ン を 含 む 。 ド
メ イ ン Ｉ ａ （ ア ミ ノ 酸 １ － 252)は 細 胞 結 合 を 媒 介 す る 。 ド メ イ ン II（ ア ミ ノ 酸  253－ 364)
は 、 シ ト ソ ー ル (cytosol） へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を 担 当 し 、 そ し て ド メ イ ン III （ ア
ミ ノ 酸  400－ 613)は 、 タ ン パ ク 質 を 不 活 性 化 し そ し て 細 胞 の 死 を 引 き 起 こ す 、 延 長 因 子 ２
の  ADPリ ボ シ ル 化 を 仲 介 す る 。 ド メ イ ン Ｉ ｂ （ ア ミ ノ 酸  365－ 399)の 機 能 は 、 不 確 定 の ま
ま で あ る が 、 し か し そ の 大 き な 部 分 、 す な わ ち ア ミ ノ 酸  365－ 380 は 、 細 胞 毒 性 の 損 失 な
し に 欠 失 さ れ 得 る 。  Siegallな ど ., J.Biol.Chem. 264: 14256-14261 (1989)(引 用 に よ り
本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 標 的 化 分 子 が PEに 融 合 さ れ る 場 合 、 好 ま し い PE分 子 は 、 ド メ イ ン Ｉ ａ （ ア ミ ノ 酸 １ ～ 25
2)が 欠 失 さ れ 、 そ し て ア ミ ノ 酸  365～ 380 が ド メ イ ン Ｉ ｂ か ら 欠 失 さ れ て い る 分 子 で あ る
。 し か し な が ら 、 ド メ イ ン Ｉ ｂ の す べ て 及 び ド メ イ ン IIの 一 部 （ ア ミ ノ 酸  350～ 394)は 、
特 に 欠 失 さ れ る 配 列 が 結 合 ペ プ チ ド 、 た と え ば GGGGS(配 列 番 号 ３ ） に よ り 置 換 さ れ る 場 合
、 欠 失 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 さ ら に 、 PE分 子 は 、 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 又 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 技 法
を 用 い て さ ら に 修 飾 さ れ 得 、 特 定 の 所 望 す る 用 途 の た め に 分 子 を 変 更 す る こ と が で き る 。
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る PE分 子 に よ り 供 給 さ れ る 機 能 的 利 点 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え な い 態 様
で PE分 子 を 変 更 す る た め の 手 段 が ま た 使 用 さ れ 得 、 そ し て そ の よ う な 得 ら れ た 分 子 は 本 明
細 書 に お い て 保 護 さ れ る 予 定 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 好 ま し い PE分 子 の 最 大 の 細 胞 毒 性 性 質 の た め に は 、 分 子 に 対 す る い く つ か の 修 飾 が 推 薦
さ れ る 。 組 換 え 分 子 に 対 す る 適 切 な カ ル ボ キ シ ル 末 端 配 列 は 、 標 的 細 胞 の シ ト ソ ー ル 中 に
分 子 を ト ラ ン ス ロ ー ケ ー ト す る た め に 好 ま れ る 。 効 果 的 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 REDLK(配 列 番 号 ４ )(生 来 の PEに お け る よ う な ） 、 REDL（ 配 列 番 号 ５ ） 、 RDEL
（ 配 列 番 号 ６ ） 、 又 は KDEL（ 配 列 番 号 ７ ） 、 そ れ ら の 反 復 体 、 又 は “ 小 胞 体 保 持 配 列 ” と
し て 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る 、 小 胞 体 中 に タ ン パ ク 質 を 維 持 し 、 又 は 再 循 環 す る よ う
機 能 す る 他 の 配 列 を 包 含 す る 。 た と え ば 、  Chaudharyな ど ., Proc.Nalt.Acad.Sci. USA 8
7: 308-312及 び  Seetharamな ど ., J.Biol.Chem. 266: 17376-17381 (1991) 並 び に 1990年
１ 月 ２ 日 に 出 願 さ れ た  USSN 07／ 459,635(そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ド メ イ ン Ｉ ｂ の ア ミ ノ 酸  365－ 380 の 欠 失 は 、 活 性 の 損 失 を 伴 わ な い で 行 な わ れ 得 る 。
さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 １ － 279 は 欠 失 さ れ 得 、 そ の 結 果 、 毒 素 は メ チ オ ニ ン に よ り 開 始 し 、 続
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い て 位 置  280で の グ リ シ ン を 伴 う 。 セ リ ン は 、 不 適 切 な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 妨 げ る
た め に 位 置  289で 置 換 さ れ 得 、 こ れ は 有 益 で あ る 。 標 的 化 分 子 は 、 ド メ イ ン Ｉ ａ に 代 わ っ
て 挿 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PEの 好 ま し い 形 は 、 ア ミ ノ 酸  253－ 364 及 び  381－ 608 を 含 み 、 そ し て 生 来 の 配 列 REDL
K(配 列 番 号 ４ ） 、 又 は 変 異 配 列 KDEL（ 配 列 番 号 ７ ） 又 は RDEL（ 配 列 番 号 ６ ） が 続 く 。 位 置
 590及 び  606で の リ シ ン は 、 グ ル タ ミ ン に 突 然 変 異 誘 発 さ れ て も 又 は さ れ な く て も 良 い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 標 的 化 分 子 は ま た 、 PE分 子 の ド メ イ ン III 内 の 位 置 で 挿 入 さ れ 得 る 。 最 と も 好 ま し く は
、 標 的 化 分 子 は 、 PE分 子 の ア ミ ノ 酸 位 置  607と  609間 に 融 合 さ れ る 。 こ れ は 、 標 的 化 分 子
が 、 分 子 の ア ミ ノ 酸  607の 後 に 挿 入 さ れ 、 そ し て PEの 適 切 な カ ル ボ キ シ ル 末 端 が 、 標 的 化
分 子 の 後 の PEの ア ミ ノ 酸  604－ 613 を 置 換 す る こ と に よ っ て 再 創 造 さ れ る こ と を 意 味 す る
。 従 っ て 、 標 的 化 分 子 は 、 お よ そ ア ミ ノ 酸  607の 後 の 組 換 え PE分 子 内 に 挿 入 さ れ 、 そ し て
ド メ イ ン III の ア ミ ノ 酸  604－ 613 が そ れ に 続 く 。 標 的 化 分 子 は ま た 、 毒 性 の た め に 必 要
で は な い 配 列 を 置 換 す る た め に ド メ イ ン Ｉ ｂ 中 に も 挿 入 さ れ 得 る 。 Debinski, な ど ., Mol
.Cell.Biol., 11: 1751-1753 (1991) 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 種 々 の リ ガ ン ド に 融 合 さ れ た PEを コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 は 当
業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、  Siegallな ど ., FASEB J., 3: 2647-2652 (1989); 
Chaudhary な ど ., Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 84: 4538-4542(1987)(そ れ ら は 引 用 に よ り
本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 当 業 者 は 、 追 加 の 修 飾 、 欠 失 、 挿 入 及 び 同 様 の こ と が 、 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 、 又 は メ ソ
セ リ ン 指 図 さ れ た キ メ ラ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 行 な わ れ 得 る こ と を 十 分 に 理
解 す る で あ ろ う 。 す べ て の そ の よ う な 構 成 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 遺 伝 子 工 学 の 方
法 に よ り 行 な わ れ 得 （ 一 般 的 に は 、 Sambrookな ど .,　 前 記 を 参 照 の こ と ） 、 そ し て 種 々 の
臨 床 学 的 又 は 生 物 学 的 用 途 の た め に タ ン パ ク 質 を 特 に 適 切 に す る 、 親 和 性 、 特 異 性 、 安 定
性 及 び 毒 性 の 異 な っ た 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ ｂ ） ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT）
　 PEの よ う に 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） は  ADP－ リ ボ シ ル 化 延 長 因 子 ２ に よ り 細 胞 を 殺 し 、
そ れ に よ り 、 タ ン パ ク 質 合 成 を 阻 害 す る 。 し か し な が ら 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 は 、 ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 に よ り 連 結 さ れ た ２ つ の 鎖 、 Ａ 及 び Ｂ に 分 け ら れ る 。 PEと は 対 照 的 に 、 カ ル ボ キ シ
ル 末 端 上 に 存 在 す る 、 DTの 鎖 Ｂ は 、 受 容 体 結 合 を 担 当 し 、 そ し て ア ミ ノ 末 端 上 に 存 在 す る
鎖 Ａ は 、 酵 素 活 性 を 含 む （ Uchidaな ど ., Science, 175: 901-903 (1972); Uchida な ど .,
 J.Biol.Chem., 248:3838-3844 (1973)) 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 標 的 化 分 子 － ジ フ テ リ ア 毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ジ
フ テ リ ア 毒 素 Ｂ 鎖 の 切 断 に よ り 除 去 さ れ る 生 来 の 受 容 体 － 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 。  DT388
、 す な わ ち 残 基  389で 開 始 す る カ ル ボ キ シ ル 末 端 配 列 が 除 去 さ れ て い る DTが 特 に 好 ま し い
(Chaudhary, な ど ., Bioch.Biophys.Res.Comm., 180: 545-551 (1991))。
【 ０ １ １ １ 】
　 PEキ メ ラ 細 胞 毒 素 の よ う に 、 DT分 子 は メ ソ セ リ ン 標 的 化 分 子 に 化 学 的 に 接 合 さ れ 得 る が
、 し か し 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 標 的 化 分 子 は 組 換 え 手 段 に よ り ジ フ テ リ ア 毒 素 に 融 さ
れ る で あ ろ う 。 タ ン パ ク 質 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る い づ れ か の ク
ロ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 、 cDNAに 又 は ゲ ノ ム 形 に ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 種 々 の リ ガ ン ド に 融
合 さ れ る DTを コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 は ま た 、 当 業 者 に 良 く 知 ら
れ て い る 。 た と え ば 、 Williamsな ど ., J.Biol.Chem. 265: 11885-11889 (1990) 、 及 び 多
く の 成 長 因 子 － DT融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 記 載 す る 継 続 特 許 出 願 (USSN 07／ 620,989)を 参
照 の こ と 。
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【 ０ １ １ ２ 】
　 用 語 “ ジ フ テ リ ア 毒 素 ” （ DT） と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 十 分 な 長 さ の
生 来 の DT、 又 は 修 飾 さ れ た DTを 意 味 す る 。 修 飾 は 典 型 的 に は 、 Ｂ 鎖 に お け る 標 的 化 ド メ イ
ン の 除 去 を 包 含 し 、 そ し て よ り 特 定 に は 、 Ｂ 鎖 の カ ル ボ キ シ ル 領 域 の 切 断 を 包 含 す る 。
　 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 の エ フ ェ ク タ ー 分 子 成 分 と し て の 使 用 の た め に 適 切 な 検 出 可 能 な ラ
ベ ル は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 、 電 気 的 、 光 学 的 又 は 化 学 的 手 段 （
す べ て は 、 上 記 の 通 り で あ る ） に よ り 検 出 で き る い づ れ か の 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 Ｃ ． エ フ ェ ク タ ー 分 子 へ の 標 的 化 分 子 の 結 合
　 当 業 者 は 、 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ ー 分 子 が い づ れ の 順 序 で で も 一 緒 に 連 結 さ れ 得 る
こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 標 的 分 子 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 エ フ ェ ク タ ー 分
子 は 、 標 的 化 分 子 の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 の い づ れ か に 連 結 さ れ 得 る 。 標 的 化 分 子 は
ま た 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 内 部 領 域 に も 連 結 さ れ 得 、 又 は 逆 に 言 え ば 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子
は 、 結 合 が 前 記 分 子 の そ れ ぞ れ の 活 性 を 妨 害 し な い 限 り 、 標 的 分 子 の 内 部 位 置 に 連 結 さ れ
得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 多 く の 手 段 の い づ れ か
に よ り 結 合 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 標 的 化 分 子 に 、 直 接 的 に 又 は リ
ン カ ー （ ス ペ ー サ ー ） を 通 し て 接 合 さ れ る 。 し か し な が ら 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 及 び 標 的 化
分 子 の 両 者 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 一 本 鎖 融 合 タ ン パ ク 質 と し て キ メ ラ 分 子 を 組 換 え
的 に 発 現 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｄ ． 標 的 化 分 子 へ の エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 接 合
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 標 的 化 分 子 は 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 （ た と え ば 、 細 胞 毒 素 、 ラ ベ
ル 、 リ ガ ン ド 、 又 は 薬 物 、 も し く は リ ポ ソ ー ム ） に 化 学 的 に 接 合 さ れ る 。 分 子 を 化 学 的 に
接 合 す る 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 抗 体 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド 標 的 化 分 子 に 剤 を 結 合 す る た め の 方 法 は 、 そ の 剤 の 化 学 構 造
に 従 っ て 変 化 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 、 種 々 の 官 能 基 、 た と え ば エ
フ ェ ク タ ー 分 子 を そ れ に 結 合 す る た め に そ の エ フ ェ ク タ ー 基 上 の 適 切 な 官 能 基 と の 反 応 の
た め に 利 用 で き る カ ル ボ ン 酸 （ COOH） 又 遊 離 ア ミ ン （ － NH 2 )基 を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 あ る い は 、 標 的 化 分 子 及 び ／ 又 は エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 追 加 の 反 応 性 官 能 基 を 暴 露 し 又
は 結 合 す る た め に 誘 導 体 化 さ れ 得 る 。 そ の 誘 導 体 化 は 、 多 く の リ ン カ ー 分 子 、 た と え ば Pi
erce Chemical Company, Rockford Illinoisか ら 入 手 で き る そ れ ら の 分 子 の い づ れ か の 結
合 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 “ リ ン カ ー ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 に 標 的 化 分 子
を 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る 分 子 で あ る 。 リ ン カ ー は 、 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ ー 分 子
の 両 者 に 対 し て 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 適 切 な リ ン カ ー は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら
れ て お り 、 そ し て 直 鎖 又 は 枝 分 れ 鎖 の 炭 素 リ ン カ ー 、 複 素 環 式 炭 素 リ ン カ ー 、 又 は ペ プ チ
ド リ ン カ ー を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ
ー 分 子 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 リ ン カ ー は 、 そ れ ら の 側 基 を 通 し て 置 換 ア ミ ノ 酸 に （
た と え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 通 し て シ ス テ イ ン に ） 連 結 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 リ ン カ ー は 、 末 端 ア ミ ノ 酸 の α 炭 素 ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ ル 基 に 連
結 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 特 定 の 剤 上 の 基 と 反 応 性 の １ つ の 官 能 基 、 及 び 抗 体 と 反 応 性 の も う １ つ の 基 を 有 す る 二
官 能 価 リ ン カ ー は 、 所 望 す る 免 疫 接 合 体 を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 誘 導
体 化 は 、 標 的 化 分 子 の 化 学 的 処 理 、 た と え ば 遊 離 ア ル デ ヒ ド 基 を 生 成 す る た め に 過 ヨ ウ 素
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酸 塩 に よ る 糖 タ ン パ ク 質 抗 体 の 糖 成 分 の グ リ コ ー ル 分 解 を 包 含 す る こ と が で き る 。 抗 体 上
の 遊 離 ア ル デ ヒ ド 基 は 、 剤 を そ れ に 結 合 す る た め に そ の 剤 上 の 遊 離 ア ミ ン 又 は ヒ ド ラ ジ ン
基 と 反 応 せ し め ら れ 得 る （ ア メ リ カ 特 許 第  4,671,958号 を 参 照 の こ と ） 。 ポ リ ペ プ チ ド 、
た と え ば 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 上 の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 生 成 の た め の 方 法 は ま た
、 知 ら れ て い る （ ア メ リ カ 特 許 第  4,659,839号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 、 た と え ば 抗 体 へ の 放 射 性 核 種 金 属 キ レ ー ト 、 毒 素 及 び 薬 物 を 包 含 す る 種 々
の 化 合 物 の 結 合 の た め の 多 く の 方 法 及 び リ ン カ ー 分 子 は 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 ヨ ー ロ
ッ パ 特 許 出 願 第  188,256号 ； ア メ リ カ 特 許 第  4,671,958号 ； 第  4,659,839号 ； 第  4,414,1
48号 ； 第  4,699,784号 ； 第  4,680,338号 ； 第  4,569,789号 ； 及 び 第  4,589,071号 ； 及 び  B
orlinghausな ど ., Cancer Res. 47: 4071-4075 (1987)(そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組
込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 特 に 、 種 々 の 免 疫 毒 素 の 生 成 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て
お り 、 そ し て た と え ば 、 “ Monoclonal Antibody-Toxin Conjugated: Aiming the Magic B
ullet," Thorpeな ど ., Monoclonal Antidodies in Clinical Medicine, Academic Press,
 pp.168-190 (1982),Waldmann, Science, 252: 1657 (1991) 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,545,98
5号 及 び 第  4,894,443号 （ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 い く つ か の 情 況 に お い て は 、 キ メ ラ 分 子 が そ の 標 的 部 位 に 達 し た 時 、 標 的 分 子 か ら エ フ
ェ ク タ ー 分 子 を 遊 離 す る こ と が 所 望 さ れ る 。 従 っ て 、 標 的 部 位 近 く で 切 断 で き る 結 合 を 含
ん で 成 る キ メ ラ 接 合 体 が 、 エ フ ェ ク タ ー が 標 的 部 位 で 開 放 さ れ る 予 定 で あ る 場 合 に 使 用 さ
れ 得 る 。 抗 体 か ら 剤 を 開 放 す る た め に 結 合 の 切 断 は 、 酵 素 活 性 に よ り 、 又 は 免 疫 接 合 体 が
標 的 細 胞 内 に 又 は 標 的 部 位 近 く に ゆ だ ね ら れ る 状 態 に よ り 、 促 進 さ れ 得 る 。 標 的 部 位 が 腫
瘍 で あ る 場 合 、 腫 瘍 部 位 で 存 在 す る 条 件 下 で 切 断 で き る リ ン カ ー （ た と え ば 、 腫 瘍 関 連 酵
素 又 は 酸 性 pHに 暴 露 さ れ る 場 合 ） が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 多 く 異 な っ た 切 断 可 能 リ ン カ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 ア メ リ カ 特 許 第  4,618,492
号 ； 第  4,542,225号 及 び 第  4,625,014号 を 参 照 の こ と 。 そ れ ら の リ ン カ ー 基 か ら の 剤 の 開
放 の た め の 機 構 は 、 た と え ば 光 不 安 定 結 合 の 照 射 及 び 酸 触 媒 さ れ た 加 水 分 解 を 包 含 す る 。
た と え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,671,958号 は 、 患 者 の 補 体 系 の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 酵 素 に よ
り 標 的 部 位 で イ ン ビ ボ 切 断 さ れ る リ ン カ ー を 含 ん で 成 る 免 疫 接 合 体 の 説 明 を 包 含 す る 。 種
々 の 放 射 性 診 断 化 合 物 、 放 射 性 治 療 化 合 物 、 薬 物 、 毒 素 及 び 他 の 剤 を 抗 体 に 結 合 す る た め
の 、 報 告 さ れ て い る 多 く の 方 法 の 観 点 に お い て は 、 当 業 者 は 、 与 え ら れ る 剤 を 抗 体 又 は 他
の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る た め の 適 切 な 方 法 を 決 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｅ ． 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成
　 標 的 化 分 子 及 び ／ 又 は エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 比 較 的 短 い （ す な わ ち 、 約 50個 よ り も 少 な い
ア ミ ノ 酸 ） 場 合 、 そ れ ら は 標 準 の 化 学 的 ペ プ チ ド 合 成 技 法 を 用 い て 合 成 さ れ 得 る 。 両 分 子
が 比 較 的 短 い 場 合 、 キ メ ラ 分 子 は 単 一 の 隣 接 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 合 成 さ れ 得 る 。 他 方
で は 、 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 別 々 に 合 成 さ れ 、 そ し て 次 に 、 他 の 分 子 の カ
ル ボ キ シ ル 末 端 と の １ つ の 分 子 の ア ミ ノ 末 端 の 縮 合 に よ り 融 合 さ れ 、 そ れ に よ り ペ プ チ ド
結 合 が 形 成 さ れ る 。 他 方 で は 、 標 的 化 分 子 及 び エ フ ェ ク タ ー 分 子 は 、 ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー
分 子 の 一 端 に よ り そ れ ぞ れ 縮 合 さ れ 、 そ れ に よ り 隣 接 し た 融 合 タ ン パ ク 質 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 配 列 の Ｃ － 末 端 ア ミ ノ 酸 が 不 溶 性 支 持 体 に 結 合 さ れ 、 続 い て 、 配 列 中 の 残 る ア ミ ノ 酸 の
連 続 的 な 付 加 を 伴 う 固 相 合 成 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 合 成 の た め の 好 ま し い 方 法
で あ る 。 固 相 合 成 の た め の 技 法 は 、 Barany and Merrifield, Solid-Phase Peptide Synth
esis; pp.3-284, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology.Vol.2: Special Method
s in Peptide Synthesis, Part A., Merrifield, な ど . J.Am.Chem.Soc., 85: 2149-2156
 (1963)、 及 び  Stewartな ど ., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed. Pierce Chem.C
o., Rockford, Ill.(1984)(そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に よ り 記 載 さ れ
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る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の キ メ ラ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え  DNA技 法 を 用 い て
合 成 さ れ る 。 一 般 的 に 、 こ れ は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る  DNA配 列 の 創 造 、 特 定 の プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 カ セ ッ ト へ の 前 記  DNAの 配 置 、 宿 主 に お け る 前 記 タ ン パ ク 質 の
発 現 、 前 記 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 単 離 、 及 び 必 要 の 場 合 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 再 生 を 包 含
す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る  DNAは 、 た と え ば 、 次 の 方 法 に よ る 適 切 な 配 列 の
ク ロ ー ニ ン グ 及 び 制 限 、 又 は 直 接 的 な 化 学 合 成 を 包 含 す る い づ れ か の 適 切 な 方 法 に よ り 調
製 さ れ 得 る ： Narangな ど ., Meth.Enzymol. 68: 90-99 (1979) の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 方 法
；  Brownな ど ., Meth.Enzymol. 68: 109-151 (1979) の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 方 法 ；  Beucage
な ど ., Tetra.Lett., 22: 1859-1862 (1981)の ジ エ チ ル ホ ス ホ ラ ミ ジ ッ ト 方 法 ； 及 び ア メ
リ カ 特 許 第  4,458,066号 の 固 体 支 持 体 方 法 （ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ）
。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 化 学 合 成 は 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 。 こ れ は 、 相 補 的 配 列 と の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 又 は 鋳 型 と し て 一 本 鎖 を 用 い て  DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 重 合 に よ
り 、 二 本 鎖  DNAに 転 換 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、  DNAの 化 学 合 成 又 は 約  100個 の 塩 基 の 配 列 に
限 定 さ れ る が 、 よ り 長 い 配 列 が 短 い 配 列 の 連 結 に よ り 得 ら れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 あ る い は 、 副 配 列 が ク ロ ー ン 化 さ れ 得 、 そ し て 適 切 な 副 配 列 が 適 切 な 酵 素 を 用 い て 切 断
さ れ 得 る 。 次 に 、 フ ラ グ メ ン ト が 、 所 望 す る  DNA配 列 を 生 成 す る た め に 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ２ つ の 分 子 は 好 ま し く は 、 実 質 的 に 直 接 的 に 一 緒 に 連 結 さ れ る が 、 当 業 者 は 、 そ れ ら の
分 子 が １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー に よ り 分 離 さ れ 得 る こ と を 理 解
す る で あ ろ う 。 一 般 的 に 、 ス ペ ー サ ー は 、 タ ン パ ク 質 を 連 結 し 、 又 は そ れ ら 間 の 最 小 距 離
又 は 他 の 空 間 関 係 を 保 存 す る 以 外 、 特 定 の 生 物 学 的 活 性 を 有 さ な い で あ ろ う 。 し か し な が
ら 、 ス ペ ー サ ー の 構 成 成 分 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、 分 子 の あ る 性 質 、 た と え ば 折 り た た み 、 実
効 電 場 、 又 は 疎 水 性 に 影 響 を 及 ぼ す よ う 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 種 々 の 宿 主 細 胞 、 た と え ば Ｅ ． コ リ 、 他 の 細
菌 宿 主 、 酵 母 、 及 び 種 々 の 高 等 真 核 細 胞 、 た と え ば COS, CHO及 び HeLa細 胞 系 及 び 骨 髄 腫 細
胞 系 に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 遺 伝 子 は 、 個 々 の 宿 主 の た め の 適 切 な 発 現
制 御 配 列 に 操 作 可 能 的 に 連 結 さ れ る で あ ろ う 。 Ｅ ． コ リ の た め に は 、 こ れ は プ ロ モ ー タ ー
、 た と え ば Ｔ ７ , trp 、 又 は λ プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 及 び 好 ま し く は 、 転
写 終 結 シ グ ナ ル を 包 含 す る 。 真 核 細 胞 の た め に は 、 制 御 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び 好 ま し
く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 SV40、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 等 に 由 来 す る エ ン ハ ン サ ー
、 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 み 、 そ し て ス プ ラ イ ス ド ナ ー 及 び 受 容 体 配 列 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の プ ラ ス ミ ド 及 び ベ ク タ ー は 、 良 く 知 ら れ て い る 方 法 、 た と え ば Ｅ ． コ リ の た め
の 塩 化 カ ル シ ウ ム 形 質 転 換 法 及 び 哺 乳 類 細 胞 の た め の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 又 は エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 中 に 移 送 さ れ 得 る 。 プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転
換 さ れ た 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド 上 に 含 ま れ る 遺 伝 子 、 た と え ば  amp,gpt, neo及 び  hyg遺 伝
子 に よ り 付 与 さ れ る 抗 生 物 質 に 対 す る 耐 性 に よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 発 現 さ れ る と 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 界 の 標 準 の 方 法 、 た と え ば 硫 酸 ア ン モ ニ
ウ ム 沈 殿 法 、 親 和 性 カ ラ ム 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 及 び 同 様 の も の に
従 っ て 精 製 さ れ 得 る （ 一 般 的 に は 、 R.Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag,
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 N.Y. (1982), Deutscher, Methods in Enzymology Vol.182: Guide to Protein Purific
ation., Academic Press, Inc. N.Y. (1990)を 参 照 の こ と ） 。 少 な く と も 約 90～ 95％ の 均
質 性 の 実 質 的 に 純 粋 な 組 成 物 が 好 ま し く 、 そ し て 98～ 99％ 又 は そ れ 以 上 の 均 質 性 が 医 薬 用
途 の た め に 最 と も 好 ま し い 。 部 分 的 に 又 は 所 望 に よ り 均 質 性 に 精 製 さ れ る と 、 次 に ポ リ ペ
プ チ ド は 治 療 的 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
III ． メ ソ セ リ ン に 対 す る 標 的 化 剤 の 患 者 へ の 投 与
　 本 発 明 の 治 療 剤 、 た と え ば メ ソ セ リ ン に 対 す る 抗 体 、 又 は た と え ば エ フ ェ ク タ ー 分 子 に
結 合 さ れ る 抗 体 又 は 他 の 標 的 化 分 子 は 、 好 ま し く は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ヤ ー と 共 に
、 い づ れ か 適 切 な 態 様 で 投 与 さ れ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 に お け る そ の よ う な 化 合 物 を 患 者
に 投 与 す る た め の 適 切 な 方 法 が 利 用 で き 、 そ し て １ よ り も 多 く の 経 路 が 特 定 の 化 合 物 を 投
与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る が 、 特 定 の 経 路 が し ば し ば 、 他 の 経 路 よ り も よ り 即 時 的 で 且 つ
よ り 効 果 的 な 反 応 を 提 供 す る こ と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 ペ プ チ ド の 投 与 は 多
く の 疾 病 の た め に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 当 業 者 は そ れ ら の 他 の 疾 病 を 処 理 す る た め の
ペ プ チ ド の 使 用 の た め に 利 用 で き る 情 報 に 基 づ い て メ ソ セ リ ン ペ プ チ ド を 推 定 で き る こ と
が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー は ま た 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 キ ャ リ ヤ ー の 最 適
な 選 択 は 、 特 定 の 化 合 物 に よ り 、 及 び 組 成 物 を 投 与 す る た め に 使 用 さ れ る 特 定 の 方 法 に よ
り 一 部 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 広 範 囲 の 種 類 の 適 切 な 配 合 物
が 存 在 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 抗 体 は 、 注 射 用 調 製 物 中 に 配 合 さ れ 得 る 。 非 経 口 配 合 物 は 知 ら れ て お り 、 そ し て 本 発 明
へ の 使 用 の た め に 、 好 ま し く は i.m.又 は i.v.投 与 の た め に 適 切 で あ る 。 治 療 的 有 効 量 の 抗
体 又 は 免 疫 毒 素 を 含 む 配 合 物 は 、 無 菌 の 液 体 溶 液 、 液 体 懸 濁 液 又 は 凍 結 乾 燥 さ れ た も の の
い づ れ か で あ り 、 そ し て 任 意 に は 、 安 定 剤 又 は 賦 形 剤 を 含 む 。 凍 結 乾 燥 さ れ た 組 成 物 は 、
0.01mg／ kg宿 主 体 重 ～ 適 切 な 場 合 、 10mg／ kgの レ ベ ル で 、 適 切 な 希 釈 剤 、 た と え ば 注 射 用
水 、 塩 溶 液 、  0.3％ グ リ シ ン 及 び 同 様 の も の に よ り 再 構 成 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 抗 体 又 は
免 疫 毒 素 を 含 む 医 薬 組 成 物 は 約 0.01mg／ kg～ 約 ５ mg／ kg治 療 哺 乳 類 の 範 囲 の 医 薬 と し て 有
効 な 量 に お い て 投 与 さ れ る 。 医 薬 組 成 物 の 好 ま し い 治 療 有 効 量 は 、 約 0.01mg／ kg～ 約 ５ mg
／ kg（ 処 理 さ れ る 哺 乳 類 ） の 範 囲 で あ り 、 数 日 間 ～ ２ 週 間 に わ た っ て 毎 日 、 静 脈 内 注 入 に
よ り 投 与 さ れ 、 個 々 の 投 与 は 、 連 続 し た 患 者 用 量 － 段 階 的 拡 大 管 理 下 で １ 時 間 に わ た っ て
行 な わ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 抗 体 は 、 i.m.注 射 、 皮 下 、 硬 膜 下 腔 内 、 又 は 腹 膜 内 に 、 又 は 血 管 空 間 中 に 、 特 に 腹 腔 又
は 胸 腔 中 に 、 約 １ μ ｇ ／ cc流 体 ／ 日 以 上 の 用 量 で 全 身 投 与 さ れ 得 る 。 永 久 的 な 硬 膜 下 腔 内
カ テ ー テ ル は 、 治 療 用 抗 体 を 投 与 す る た め の 便 利 な 手 段 で あ る 。 用 量 は 、 使 用 さ れ る 抗 体
又 は 免 疫 毒 素 の 性 質 、 た と え ば そ の 活 性 及 び 生 物 学 的 半 減 期 、 配 合 物 に お け る 抗 体 の 濃 度
、 投 与 の 部 位 及 び 速 度 、 関 与 す る 患 者 の 臨 床 学 的 耐 性 、 患 者 を 苦 し め る 疾 病 、 及 び 医 師 の
熟 練 内 に 良 く あ る 同 様 の こ と に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 溶 液 で 投 与 さ れ 得 る 。 溶 液 の pHは 、 ５ ～ 9.5 の pH、 好 ま し く は  6.5～ 7.
5 の pHの 範 囲 で 存 在 す べ き で あ る 。 抗 体 又 は そ の 誘 導 体 は 、 適 切 な 医 薬 的 に 許 容 で き る 緩
衝 液 、 た と え ば リ ン 酸 塩 、 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン － HCl 又 は ク エ ン 酸
塩 、 及 び 同 様 の も の を 有 す る 溶 液 に 存 在 す べ き で あ る 。 緩 衝 液 濃 度 は １ ～ 100mM の 範 囲 で
あ る べ き で あ る 。 抗 体 の 溶 液 は ま た 、 塩 、 た と え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 又 は 塩 化 カ リ ウ ム を
、 50～ 150mM の 濃 度 で 含 む こ と が で き る 。 安 定 剤 、 た と え ば ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 、 ゼ
ラ チ ン 、 プ ロ タ ミ ン 又 は プ ロ タ ミ ン の 塩 の 有 効 量 が ま た 含 ま れ 得 、 そ し て 抗 体 又 は 免 疫 毒
素 を 含 む 溶 液 に 、 又 は そ の 溶 液 が 調 製 さ れ る 組 成 物 に 添 加 さ れ 得 る 。 抗 体 又 は 免 疫 毒 素 は
ま た 、 微 小 球 体 、 リ ポ ソ ー ム 、 又 は 血 液 を 包 含 す る 一 定 の 組 織 に 配 置 さ れ る 他 の 微 小 粒 状
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供 給 シ ス テ ム を 通 し て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 治 療 用 途 に お い て は 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 化 合 物 の 用 量 は 、 化 合 物 の 種 類 及 び 処
理 さ れ る 状 態 に 依 存 し て 変 化 す る 。 受 容 体 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 及 び 臨 床 学 的 状 態 ； 及 び 治
療 を 行 な う 臨 床 医 又 は 実 施 者 の 経 験 及 び 判 断 が 、 選 択 さ れ る 用 量 に 影 響 を 及 ぼ す 要 因 で あ
る 。 た と え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 用 量 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 し て 、 約  0.1mg／ kg体
重 ／ 日 ～ 約 10mg／ kg／ 日 で あ り 、 そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 し て は 、 そ の 量 の 約 ５ ％
～ 約 20％ の 範 囲 で あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 静 脈 内 注 入 と し て １ 日 １ 回
投 与 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 そ の 用 量 は 、 治 療 結 果 が 達 成 さ れ る ま で 、 又 は 副 作 用 が 治 療
の 中 断 を 保 証 す る ま で 、 毎 日 く り 返 え さ れ る 。 一 般 的 に 、 そ の 用 量 は 、 患 者 に 対 し て 許 容
で き な い 毒 性 を 生 成 す る こ と な し に 、 疾 病 の 症 状 又 は 徴 候 を 処 理 し ； 又 は 改 善 す る た め に
十 分 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 は 、 病 状 の 主 観 的 な 軽 減 、 又 は 臨 床 医 又 は 他 の 資 格 の あ る 観 察 者
に よ り 言 及 さ れ る よ う に 、 客 観 的 に 同 定 で き る 改 良 点 、 た と え ば 腫 瘍 細 胞 増 殖 の 阻 害 の い
づ れ か を 提 供 す る 量 で あ る 。 そ の 用 量 範 囲 は 、 使 用 さ れ る 化 合 物 、 投 与 の 経 路 及 び 特 定 の
化 合 物 の 有 効 性 に よ り 変 化 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
IV． 遺 伝 子 療 法 及 び 阻 害 性 核 酸 治 療 学
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 メ ソ セ リ ン 遺 伝 子 を 単 離 す る た め
の 手 段 及 び 方 法 を 計 画 し 、 機 能 の た め の 遺 伝 子 構 造 を 説 明 し 、 そ し て ま た 、 中 皮 腫 及 び 卵
巣 癌 の 遺 伝 的 介 入 に お い て さ ら に 価 値 あ る も の で あ る 既 知 又 は 未 知 の 転 写 因 子 の た め の 特
定 の プ ロ モ ー タ ー を 発 見 す る こ と が で き る 。 中 皮 細 胞 に お け る 正 常 な メ ソ セ リ ン の 分 析 的
 DNA配 列 決 定 は 、 中 皮 腫 及 び 卵 巣 癌 に お け る 遺 伝 子 の 突 然 変 異 の 発 見 を 導 び く こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 メ ソ セ リ ン は 、 中 皮 腫 及 び 卵 巣 癌 の 移 植 に 帰 属 さ れ る 付 着 性 質 を 明 白 に す る 。 ア ン チ セ
ン ス  DNAを 導 入 し 、 又 は メ ソ セ リ ン 遺 伝 子 の 転 写 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ て 、 新 規 の 遺
伝 子 療 法 レ ジ メ ガ 、 遺 伝 子 療 法 の 現 在 の 方 策 に 従 っ て 設 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 メ ソ セ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 又 は 活 性 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 阻 害 性 核 酸 治 療 は 、 中 皮
腫 又 は 卵 巣 腫 瘍 、 又 は メ ソ セ リ ン に 関 係 す る 他 の 異 常 細 胞 の 増 殖 を 遅 延 し 、 又 は 阻 害 す る
こ と に お い て 有 用 で あ ろ う 。 阻 害 性 核 酸 は 、 相 補 的 核 酸 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で
き る 一 本 鎖 核 酸 で あ り 得 る 。 適 切 な 標 的 配 列 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 RNA-RNA, DNA-DNA
、 又 は  RNA-DNA複 合 体 又 は 三 重 体 が 形 成 さ れ る 。 そ れ ら の 核 酸 は し ば し ば 、 “ ア ン チ セ ン
ス ” と 称 さ れ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 、 “ セ ン ス ” 核 酸 の 使 用 の た め の ア プ ロ ー チ が ま
た 開 発 さ れ て い る が 、 通 常 、 遺 伝 子 の セ ン ス 又 は コ ー ド 鎖 に 対 し て 相 補 的 で あ る か ら で あ
る 。 用 語 “ 阻 害 性 核 酸 ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 “ セ ン ス ” 及 び “ ア ン
チ セ ン ス ” 核 酸 の 両 者 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 標 的 核 酸 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 阻 害 性 核 酸 は 、 標 的 核 酸 の 機 能 を 阻 害 す る こ と が で
き る 。 こ れ は 、 た と え ば 、  DNA転 写 、 mRNAへ の プ ロ セ ッ シ ン グ 又 は ポ リ （ Ａ ） の 付 加 、  D
NA複 製 、 翻 訳 の ブ ロ ッ ク 、 又 は 細 胞 の 阻 害 機 構 の 促 進 、 た と え ば  RNA分 解 の 促 進 の 結 果 で
あ る 。 従 っ て 、 阻 害 性 核 酸 方 法 は 、 た と え ば メ ソ セ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 す る た め に 多
く の 異 な っ た ア プ ロ ー チ を 包 含 す る 。 阻 害 性 核 酸 技 法 の そ れ ら の 異 な っ た 型 は 、 Helene, 
C. and Toulme, J., 1990, Biochim.Biophys.Acta. 1049: 99-125(引 用 に よ り 本 明 細 書 に
組 込 ま れ 、 そ し て こ の 後 、 "Helene and Toulme" と し て 言 及 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 手 短 に 言 及 す れ ば 、 阻 害 性 核 酸 治 療 ア プ ロ ー チ は 、  DNA配 列 を 標 的 化 す る ア プ ロ ー チ 、
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 RNA配 列 （ プ レ － mRNA及 び mRNAを 包 含 す る ） を 標 的 化 す る ア プ ロ ー チ 、 タ ン パ ク 質 を 標 的
化 す る ア プ ロ ー チ （ セ ン ス 鎖 ア プ ロ ー チ ） 、 及 び 標 的 核 酸 の 分 解 又 は 化 学 的 修 飾 を 引 き 起
こ す ア プ ロ ー チ に 分 類 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 DNAを 標 的 化 す る ア プ ロ ー チ は 、 い く つ か の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ る 。 核 酸 は 、 三 重 さ
せ ん 又 は “ 三 重 体 ” 構 造 を 形 成 す る た め に 二 重  DNAに 結 合 す る よ う 企 画 さ れ 得 る 。 他 方 で
は 、 阻 害 性 核 酸 は 、 複 製 又 は 転 写 の 間 、 二 重  DNAの 開 放 に 起 因 す る 一 本 鎖  DNAの 領 域 に 結
合 す る よ う 企 画 さ れ る 。  Helene and Toulmeを 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 よ り 通 常 に は 、 阻 害 性 核 酸 は 、 mRNA又 は mRNA前 駆 体 に 結 合 す る よ う 企 画 さ れ る 。 阻 害 性
核 酸 は 、 プ レ － mRNAの 成 熟 を 妨 げ る た め に 使 用 さ れ る 。 阻 害 性 核 酸 は 、  RNAプ ロ セ ッ シ ン
グ 、 ス プ ラ イ シ ン グ 又 は 翻 訳 を 妨 げ る よ う 企 画 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 阻 害 性 核 酸 は 、 mRNAに 標 的 化 さ れ 得 る 。 こ の ア プ ー チ に お い て は 、 阻 害 性 核 酸 は 、 コ ー
ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 特 異 的 に ブ ロ ッ ク す る よ う 企 画 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用
い て 、 阻 害 性 核 酸 は 決 定 的 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAの 翻 訳 の 阻 害 に よ り 一 定 の 細 胞
機 能 を 選 択 的 に 抑 制 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 c-myc mRNAの 領 域 に 対 し て 相 補
的 な 阻 害 性 核 酸 は 、  c-mycプ ロ ト － 腫 瘍 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る 、 ヒ ト 前 骨 髄 球 性 白 血 病 細
胞 、 HL60に お け る  c-mycタ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す る 。 Wickstrom E.L., な ど ., 1998, PNA
S (USA) 85: 1028-1032 及 び Harel-Bellan, A., な ど ., 1988, Exp.Med. 168: 2309-2318
を 参 照 の こ と 。  Helene and Toulmeに 記 載 さ れ る よ う に 、 mRNAを 標 的 化 す る 阻 害 性 核 酸 は
、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 阻 害 す る た め に い く つ か の 異 な っ た 機 構 に よ り 作 用 す
る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 阻 害 性 核 酸 は ま た 、 mRNA翻 訳 に 関 与 す る 酵 素 又 は 結 合 タ ン パ ク 質 を
ト ラ ッ プ し 、 又 は そ れ と 競 争 す る た め に 遺 伝 子 又 は mRNAの “ セ ン ス ” 鎖 を 包 含 す る こ と が
で き る 。  Helene and Toulmeを 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 最 後 に 、 阻 害 性 核 酸 は 、 標 的 遺 伝 子 又 は mRNAの 化 学 的 不 活 性 化 又 は 切 断 を 誘 発 す る た め
に 使 用 さ れ 得 る 。 化 学 的 不 活 性 化 は 、 阻 害 性 核 酸 と 細 胞 内 の 標 的 核 酸 と の 間 の 架 橋 の 誘 発
に よ り 生 じ る こ と が で き る 。 適 切 に 誘 導 体 化 さ れ た 阻 害 性 核 酸 に よ り 誘 発 さ れ た 標 的 核 酸
の 他 の 化 学 的 修 飾 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 標 的 核 酸 の 切 断 及 び 従 っ て 、 不 活 性 化 は 、 切 断 反 応 を 誘 発 す る た め に 活 性 化 さ れ 得 る 阻
害 性 核 酸 に 置 換 基 を 結 合 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 前 記 置 換 基 は 、 化 学 的 又 は 酵 素
的 切 断 に 影 響 を 及 ぼ す 置 換 基 で あ り 得 る 。 他 方 で は 、 切 断 は 、 リ ボ ザ イ ム （ ribozyme） 又
は 触 媒 性  RNAの 使 用 に よ り 誘 発 さ れ 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 阻 害 性 核 酸 は 、 天
然 に 存 在 す る RNA(リ ボ ザ イ ム ) 又 は 触 媒 活 性 を 有 す る 合 成 核 酸 の い づ れ か を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 特 定 の 細 胞 の 表 面 上 に 受 容 体 を 結 合 す る 標 的 化 成 分 と の 接 合 に よ る 免 疫 系 の そ れ ら の 細
胞 へ の 阻 害 性 核 酸 の 標 的 化 が 、 阻 害 性 核 酸 治 療 の 上 記 形 の す べ て の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
本 発 明 は 、 上 記 の よ う に 及 び  Helene and Toulmeに 記 載 さ れ る よ う に 、 阻 害 性 核 酸 治 療 の
す べ て の 形 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 メ ソ セ リ ン に 関 連 す る 腫 瘍 の 増 殖 を 阻 害 し 、 又 は 遅 延 す る こ と へ の 使 用 の た
め に メ ソ セ リ ン の 配 列 へ の 阻 害 性 核 酸 の 標 的 化 に 関 す る 。 阻 害 性 核 酸 治 療 に 関 連 す る 問 題
は 、 標 的 細 胞 へ の 阻 害 性 核 酸 の 効 果 的 な イ ン ビ ボ 供 給 、 及 び そ の 細 胞 に よ る 阻 害 性 核 酸 の
続 く イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 し か し な が ら 、 供 給 は 、 感 染 さ れ た 標 的 細 胞 の 表 面
上 の 特 異 的 受 容 体 に 結 合 し 、 そ し て 結 合 の 後 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 化 さ れ る 接 合 体 を
形 成 す る た め に 標 的 化 成 分 に 阻 害 性 核 酸 を 連 結 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 好 ま し く
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は 、 阻 害 性 核 酸 は 、 腹 膜 腔 、 胸 腔 、 及 び メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 細 胞 が 興 味 あ る も の で あ る
い づ れ か 他 の 位 置 に 供 給 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 遺 伝 子 治 療 は ま た 、 所 望 す る 機 能 を 欠 い て い る 細 胞 中 へ の そ の 所 望 す る 機 能 を コ ー ド す
る 外 因 性 細 胞 遺 伝 子 の 挿 入 に よ り 、 そ の 外 因 性 遺 伝 子 の 発 現 が 、 ａ ） 遺 伝 子 欠 陥 を 修 正 し
、 又 は ｂ ） 遺 伝 子 的 に 欠 陥 の あ る 細 胞 の 破 壊 を 引 き 起 こ す よ う 、 遺 伝 子 欠 陥 を 修 正 す る こ
と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 の 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 た と え ば Lu, M., 
な ど .(1994), Human Gene Therapy 5: 203;Smith, C. (1992), J.Hematotherapy 1: 155;
 Cassel, A., な ど .(1993), Exp.Hematol. 21-: 585 (1993); Larrick, J.W. and Burck,
 K.L., GENE THERAPY: APPLICATION OF MOLECULAR BIOLOGY, Elsevier Science Publishi
ng Co., Inc., New York, New York (1991) 及 び Kreigler, M.GENE TRANSFER AND EXPRES
SION: A LABORATORY MANUAL, W.H.Freeman and Company, New York (1990)(そ れ ぞ れ は 、
引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 の １ つ の 形 式 は 、 （ ａ ） 特 定 細 胞 型 の 一 次 細 胞 の 生 存 サ ン プ ル を 患 者 か ら 獲
得 し ； （ ｂ ） そ れ ら の 一 次 細 胞 中 に 、 所 望 す る 遺 伝 子 生 成 物 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト
を 挿 入 し ； （ ｃ ） 遺 伝 子 生 成 物 を 発 現 す る 細 胞 及 び 細 胞 系 を 同 定 し 、 そ し て 単 離 し ； （ ｄ
） 遺 伝 子 生 成 物 を 発 現 す る 細 胞 を 再 導 入 し ； （ ｅ ） 段 階 （ ｃ ） に 起 因 す る 細 胞 及 び そ れ ら
の 子 孫 を 包 含 す る 組 織 の ア リ コ ー ト を 患 者 か ら 除 去 し ； そ し て （ ｆ ） 前 記 ア リ コ ー ト に お
け る 、 段 階 （ ｃ ） に 起 因 す る 細 胞 及 び そ れ ら の 子 孫 の 量 を 決 定 す る こ と を 包 含 す る 。 メ ソ
セ リ ン 発 現 又 は 活 性 を ブ ロ ッ ク す る で あ ろ う 配 列 （ た と え ば 、 “ 所 望 す る 遺 伝 子 生 成 物 ”
） を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 段 階 （ ｂ ） に お け る 細 胞 中 へ の 導 入 は 、 メ ソ セ リ ン に 関 連 す る
腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し 、 又 は 遅 延 す る こ と に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
Ｖ ． ワ ク チ ン の 開 発
　 メ ソ セ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て の ワ ク チ ン の 開 発
　 メ ソ セ リ ン を 担 持 す る 腫 瘍 の 増 殖 の 防 止 及 び 阻 害 の た め の ワ ク チ ン と し て の 使 用 の た め
に 適 切 な 物 質 、 及 び そ れ ら を 投 与 す る た め の 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。 ワ ク チ ン は 、 メ ソ セ リ
ン に 対 し て 指 図 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン は 、 メ ソ セ リ ン 由 来 の 抗 原 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ワ ク チ ン は 、 組 換 え 的 に 製 造 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 ワ ク チ ン は 、 約 １ ～ 約 50μ ｇ の 抗
原 、 又 は 抗 原 性 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 含 む で あ ろ う 。 よ り 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 の
量 は 約 15～ 約 45μ ｇ で あ る 。 典 型 的 に は 、 ワ ク チ ン は 、 用 量 が 約  0.5mlに な る よ う 配 合 さ
れ る 。 ワ ク チ ン は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る い づ れ か の 経 路 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 好
ま し く は 、 そ の 経 路 は 腹 腔 内 又 は 非 経 口 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 特 に 、 ワ ク チ ン の 当 業 者 に 関 連 さ れ る 場 合 、 抗 原 の 有 効 性 を 増 幅 す る た め の 多 く の 方 策
が 存 在 す る 。 た と え ば 、 ペ プ チ ド の 環 化 又 は 環 状 化 は 、 ペ プ チ ド の 抗 原 性 及 び 免 疫 原 性 能
力 を 高 め る こ と が で き る 。 ア メ リ カ 特 許 第  5,001,049号 （ こ れ は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に
組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 よ り 便 利 に は 、 抗 原 は 、 適 切 な キ ャ リ ヤ ー 、 通 常 、 タ ン パ ク
質 分 子 に 接 合 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は 幾 つ か の 面 を 有 す る 。 そ れ は 、 抗 原 、 た と え ば ペ プ チ
ド の 複 数 コ ピ ー の 単 一 の 大 き な キ ャ リ ヤ ー 分 子 へ の 接 合 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 キ ャ リ ヤ ー は 、 抗 原 の 輸 送 、 結 合 、 吸 着 又 は ト ラ ン ス フ ァ ー を 促 進 す る 性 質 を 有 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 非 経 口 投 与 の た め に は 、 適 切 な キ ャ リ ヤ ー の 例 は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 ジ フ テ リ ア ト キ
ソ イ ド 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 及 び ヤ ツ メ ウ ナ ギ 、 又 は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト （ カ サ ガ イ ） ヘ
モ シ ア ニ ン で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 得 ら れ る 接 合 体 に 最 少 の 遺 伝 的 制 限 を 付 与 す る
か ら で あ る 。 そ れ ら の 普 遍 的 な キ ャ リ ヤ ー を 含 む 接 合 体 は 、 ひ じ ょ う に 異 な る 遺 伝 子 組 を
有 す る 個 人 に お い て Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン 活 性 化 因 子 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ５ ９ 】
　 ペ プ チ ド と キ ャ リ ヤ ー と の 間 の 接 合 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 の １ つ を 用 い
て 達 成 さ れ 得 る 。 特 別 に は 、 接 合 は 、 た と え ば Means and Feeney, "A recent review of 
protein modification techniques," Bioconjugate Chem. 1: 2-12 (1990) に よ り 詳 細 に
記 載 さ れ る よ う に 、 結 合 剤 と し て 二 官 能 価 架 橋 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 抗 原 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 種 々 の 溶 液 及 び 他 の 化 合 物 と 組 合 さ れ 又
は 混 合 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 そ れ は 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト 又 は 免 疫 希 釈 剤 と 共 に 又 は そ れ
を 伴 わ な い で 、 水 、 塩 溶 液 、 又 は 緩 衝 ビ ー ク ル に 投 与 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト
又 は 剤 の 例 は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ル ミ ニ ウ ム カ リ ウ ム （
ミ ョ ウ バ ン ） 、 硫 酸 ベ リ リ ウ ム 、 、 シ リ カ 、 カ オ リ ン 、 炭 素 、 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン 、 水 中
油 エ マ ル ジ ョ ン 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 細 菌 性 内 毒 素 、 脂 質 Ｘ 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 　 パ
ル バ ム （ Corynebacterium parvum)(プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 　 ア ク ネ ス )(Propionibacter
ium acnes)、 ボ ル デ テ ラ 　 ペ ル ツ シ ス （ Bordetella pertussis） 、 ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ラ ノ リ ン 、 リ ソ レ シ チ ン 、 ビ タ ミ ン Ａ 、 サ ポ ニ ン 、 リ ポ ソ ー ム
、 レ バ ミ ゾ ー ル 、 DEAE－ デ キ ス ト ラ ン 、 ブ ロ ッ ク さ れ た コ ポ リ マ ー 又 は 他 の 合 成 ア ジ ュ バ
ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 次 の よ う に 種 々 の 源 か ら 市 販 さ れ て い る ： Merck Adjuvant
 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.) 又 は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 及 び
完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Difco Laboratories, Detroit, Michigan)。 他 の 適 切 な ア
ジ ュ バ ン ト は 、 Amphigen（ 水 中 油 型 ） 、 Alhydrogel（ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 又 は Amphig
en及 び Alhydrogelの 混 合 物 で あ る 。 ア ル ミ ニ ウ ム の み が ヒ ト 使 用 の た め に 許 容 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 抗 原 及 び ア ジ ュ バ ン ト の 割 合 は 、 両 者 が 有 効 量 で 存 在 す る 限 り 広 い 範 囲 に わ た っ て 変 化
さ れ 得 る 。 た と え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 、 ワ ク チ ン 混 合 物 (Al 2 O 3 に 基 づ く ） 中 に 約  0
.5％ の 量 で 存 在 す る こ と が で き る 。 用 量 当 た り に 基 づ け ば 、 抗 原 の 量 は 、 患 者 当 た り 約  0
.1μ ｇ ～ 約  100μ ｇ の タ ン パ ク 質 の 範 囲 で あ り 得 る 。 好 ま し い 範 囲 は 、 約 １ μ ｇ ～ 約 50μ
ｇ ／ 用 量 で あ る 。 よ り 好 ま し い 範 囲 は 、 約 15μ ｇ ～ 約 45μ ｇ で あ る 。 適 切 な 用 量 サ イ ズ は
約  0.5mlで あ る 。 配 合 の 後 、 ワ ク チ ン は 無 菌 容 器 中 に 導 入 さ れ 、 次 に 密 封 さ れ 、 そ し て 低
温 、 た と え ば ４ ℃ で 貯 蔵 さ れ る か 、 又 は そ れ は 凍 結 乾 燥 さ れ 得 る 。 凍 結 乾 燥 は 、 安 定 さ れ
た 状 で の 長 期 の 貯 蔵 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 処 理 は 、 ワ ク チ ン の 一 回 の 用 量 、 又 は 一 定 期 間 に わ た っ て の 複 数 回 の 用 量 か ら 成 る 。 好
ま し く は 、 用 量 は 、 メ ソ セ リ ン 担 持 の 腫 瘍 細 胞 を 有 す る と 思 わ れ る 患 者 に 与 え ら れ る 。 本
発 明 の 抗 原 は 、 適 切 な 用 量 の 化 合 物 、 た と え ば イ ン フ ル エ ン ザ 抗 原 、 た と え ば Ａ 型 イ ン フ
ル エ ン ザ 抗 原 と 共 に 組 合 さ れ 得 る 。 ま た 、 抗 原 は 、 経 口 投 与 の た め に 適 合 で き る 組 換 え ワ
ク チ ン の 成 分 で も あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 多 価 ワ ク チ ン を 生 成 す る た め に 、 他 の 疾 病 の た め の 他 の ワ ク チ ン
と 組 合 さ れ 得 る 。 医 薬 的 に 有 効 な 量 の 抗 原 が 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 、 た と え ば
動 物 、 特 に ヒ ト の 予 防 接 種 の た め に 有 用 な タ ン パ ク 質 又 は 希 釈 剤 と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。 他
の ワ ク チ ン は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 当 業 者 は 、 効 果 的 な 免 疫 保 護 を 誘 発 す る た め に は 適 切 な エ ピ ト ー プ に 哺 乳 類 を 暴 露 す る
こ と が 単 に 必 要 で あ る こ と を 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。 前 記 エ ピ ト ー プ は 典 型 的 に は 、 完
全 な タ ン パ ク 質 の 小 部 分 で あ る ア ミ ノ 酸 の セ グ メ ン ト で あ る 。 組 換 え 遺 伝 学 を 用 い て 、 天
然 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ と 同 一 か 又 は 実 質 的 に 同 じ （ 免 疫 学 的 に 同 等 で あ る ） で あ る エ ピ
ト ー プ を 包 含 す る 誘 導 体 を 創 造 す る た め に 天 然 の タ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 体 を 変 更 す る こ と
は 日 常 の こ と で あ る 。 そ の よ う な 誘 導 体 は 、 メ ソ セ リ ン の た め の ア ミ ノ 酸 配 列 内 で の ペ プ
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チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 及 び ア ミ ノ 酸 付 加 を 包 含 す る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 一 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 に 対 し て 不 適 切 な 効 果
を 伴 わ な い で 、 類 似 す る サ イ ズ 及 び 極 性 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ 得 る こ と は 、 タ ン パ ク
質 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 メ ソ セ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 卵 巣 癌 又 は 中 皮 腫 を 有 す る 患 者 か
ら 単 離 さ れ た 血 清 に 対 す る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 行 な う こ と が で き る 。 比 較 的 強 い エ ピ
ト ー プ が 同 定 さ れ 得 、 そ し て 通 常 の エ ピ ト ー プ も ま た 、 認 識 さ れ 得 る 。 ヒ ト 血 清 に 対 す る
エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は ま た 、 可 能 性 あ る Ｔ － 細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め に 、 活 性 化
さ れ た ヒ ト リ ン パ 球 に 対 す る エ ピ ト ー プ － ペ プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 拡 張 さ れ 得 る 。 理
論 的 に は 、 メ ソ セ リ ン の Ｔ － 細 胞 エ ピ ト ー プ は ヒ ト Ｔ － 細 胞 に 見 出 さ れ 得 な い が 、 し か し
メ ソ セ リ ン に 誘 発 さ れ る 突 然 変 異 は 、 Ｔ － 細 胞 に よ り 認 識 さ れ 得 る 新 規 の エ ピ ト ー プ を 創
造 す る こ と が で き る 。 変 異 メ ソ セ リ ン は 、 フ ァ ー ジ 表 示 方 法 を 用 い て 容 易 に ラ ン ダ ム に 生
成 さ れ 得 る 。 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 悪 性 中 皮 腫 及 び 卵 巣 癌 を 有 す る 患 者 か ら の ヒ ト 血
清 に よ り ス ク リ ー ン さ れ る 。 従 っ て 、 適 切 な 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 メ ソ セ リ ン － 由 来 の ワ ク
チ ン の た め に 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
VI． キ ッ ト
　 本 発 明 は さ ら に 、 メ ソ セ リ ン に 対 し て 特 異 的 な 核 酸 、 又 は 抗 体 、 も し く は 他 の 標 的 化 剤
を 有 す る 容 器 、 及 び メ ソ セ リ ン の 検 出 の た め の 使 用 説 明 書 を 含 ん で 成 る 、 組 織 サ ン プ ル 又
は 血 清 に お け る メ ソ セ リ ン の 存 在 に つ い て 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 包 含 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 前 述 の 発 明 は よ り 理 解 す る た め に 例 示 的 且 つ 例 的 に 、 い く ら か 詳 細 に 記 載 さ れ て 来 た が
、 一 定 の 変 更 及 び 修 飾 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 行 な わ れ 得 る こ と は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ 個 々 の 出 版 物 又 は 特 許
出 願 が 引 用 に よ り 特 別 に 及 び 個 々 に 組 込 ま れ て い る か の よ う に 、 す べ て の 目 的 の た め に そ
れ ら の 全 体 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
VII ． メ ソ セ リ ン に 対 し て 指 図 さ れ た 治 療 の 評 価 の た め の モ デ ル
　 メ ソ セ リ ン cDNAは 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る で あ ろ う 確 立 さ れ た 腫 瘍 細 胞 系 中 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ 得 る 。 そ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 系 は 、 メ ソ セ リ ン 発 現 を 制 御 し 、 抑
制 し 、 又 は 調 節 す る よ う 指 図 さ れ た 治 療 を 試 験 す る た め の モ デ ル を 供 給 す る た め に 、 マ ウ
ス 又 は 他 の 哺 乳 類 に お い て 腫 瘍 を 増 殖 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
腫 瘍 細 胞 系 は 、 試 験 哺 乳 類 中 に 移 植 さ れ 得 る 。 次 に 、 哺 乳 類 は 興 味 あ る 薬 物 に ゆ だ ね ら れ
得 、 そ し て 続 く 腫 瘍 細 胞 活 性 が 、 興 味 あ る 薬 物 が 抗 － 腫 瘍 効 果 を 有 す る か ど う か を 決 定 す
る た め に モ ニ タ ー さ れ 得 る 。 こ の 方 法 の た め の 特 に 良 好 な 候 補 体 で あ る こ と が 見 出 さ れ て
い る 腫 瘍 細 胞 系 は 、 マ ウ ス  NIH 3T3細 胞 （ 腫 瘍 形 成 性 細 胞 系 ） 、 A431ヒ ト 卵 巣 腫 瘍 細 胞 及
び  MCF-7乳 癌 細 胞 、  A2780ヒ ト 卵 巣 腫 瘍 細 胞 、 及 び  OVCAR-3ヒ ト 類 表 皮 癌 細 胞 を 包 含 す る
。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ １ 】
Ａ ．
　 １ ． 細 胞 及 び 抗 体
　 ヒ ト 卵 巣 腫 瘍 細 胞 系 、  OVCAR-3及 び 細 胞 系  A431, KB, MCF-7, COS-1, WI-38及 び  NIH 3
T3を 、 American Type Culture Collections (ATCC, Rockville, Maryland) か ら 入 手 し た
。 細 胞 を 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン （ ２ mM） 、 ペ ニ シ リ ン （ 50μ ｇ ／ ml） 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （
50単 位 ／ ml） 及 び ５ ～ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 (GIBCO) に よ り 補 充 さ れ た  RPMI 1640又 は DMEM培
地 （ GIBCO Laboratories, Grand Island, NY） の い ず れ か に お い て 培 養 し た 。  NIH 3T3ト
ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 、  0.8mg／ mlの G418 (GIBCO)を 有 す る DMEMに お い て 増 殖 し た 。 細 胞
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は 、 そ れ が 、 氷 － 冷 却 の PBS (GIBCO) に よ り ３ 度 洗 浄 し た 後 、 80～ 90％ の 集 密 度 に 達 し た
時 に 使 用 さ れ た 。 MAb K1及 び 抗 体  MOPC-21は 記 載 さ れ て お り (Chang, K., な ど ., Int.J.C
ancer 50, 373-381 (1992)) 、 そ し て ５ ～ 10μ ｇ ／ mlの 濃 度 で 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ２ ． cDNAク ロ ー ン の 単 離
　 HeLa S3 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Clon Tech, Palo Alto, CA） を 、 プ ロ テ イ ン Ａ － 精 製 さ れ
た MAb K1（ ５ μ ｇ ／ ml） 及 び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ － 接 合 さ れ た ヤ ギ 抗 － マ ウ ス IgG (H+L)(10
μ ｇ ／ ml、 Jackson Immuno Research Lab, Inc., West Grove, PA)を 用 い て 、 前 記 の よ う
に し て （ Chang, K., and Pastan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) 、 約  50,000pfu
／ 150mm フ ィ ル タ ー で ス ク リ ー ン し た 。 ２ 個 の 陽 性 プ ラ ー ク （ λ ６ － １ ， λ ６ － ２ ） を 単
離 し 、 そ し て フ ァ ー ジ を 、 ３ 回 又 は そ れ 以 上 の 回 数 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 均 質 性 に 精 製
し た 。 そ れ ら が 対 照  MOPC-21抗 体 と 反 応 し な い こ と を 示 す こ と に よ っ て MAb K1に よ る そ れ
ら の 特 異 性 の 確 認 の 後 、 λ ６ － １ 及 び λ ６ － ２ の 単 一 プ ラ ー ク 単 離 物 を 用 い て ５ ～ 10の フ
ァ ー ジ － プ レ ー ト を 調 製 し 、 続 い て λ フ ァ ー ジ  DNAキ ッ ト （ Qiagen, Inc., Chatsworth, 
CA) に よ り フ ァ ー ジ  DNAを 抽 出 し 、 そ し て 精 製 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に 、 フ ァ ー ジ  DNAを EcoRＩ に よ り 消 化 し 、 そ し て 挿 入 体 を 、 急 速 な 連 結 プ ロ ト コ ー ル
（ Chang, K., and Pastan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) を 用 い て 、 pcDNAI／ Am
p (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) ベ ク タ ー の EcoRＩ 部 位 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化
し た 。 プ ラ ス ミ ド  DNAを 、  Qiageneの プ ラ ス ミ ド  DNA単 離 キ ッ ト （ Chang, K., and Pasta
n, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) を 用 い て 単 離 し た 。  XhoＩ , EcoRＩ ,　 SalＩ , 
BamHＩ ,　 NcoＩ 及 び  DNA配 列 決 定 を 用 い て の 制 限 マ ッ ピ ン グ は 、 ２ つ の プ ラ ス ミ ド ク ロ ー
ン （ ｐ ６ － １ 及 び ｐ ６ － ２ ） が 同 一 の 1500個 の 塩 基 対 挿 入 体 を 有 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 よ り 長 い ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 ｐ ６ － １ の 挿 入 体 を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ に よ
り 精 製 し 、 cDNAプ ロ ー ブ （ 比 活 性 ＝  8.5× 10 5 cpm／ ml） を 製 造 し た 。 HeLa S3 cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を 、 前 に 記 載 の フ ィ ル タ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 （ Chang, K., and Pastan,
 I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) を 用 い て 再 ス ク リ ー ン し た 。 14個 の λ ク ロ ー ン を
単 離 し 、 そ し て 精 製 し 、 そ し て そ れ ら の 挿 入 体 を 、 EcoRＩ に よ る 消 化 に よ り 評 価 し た 。 ４
個 の 大 き な 挿 入 体 を 、 pcDNAI／ Amp プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ ｐ ９ ， ｐ 13－ １ ， ｐ 16及 び ｐ 18
－ １ ） 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 ｐ ９ は 、 長 い 読 取 り 枠 を 有 す る 最 長 の 挿 入 体 を 含 ん だ 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ３ ．  DNA配 列 決 定 分 析
　 Ｔ ３ 及 び Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー 及 び 20個 の 17bp合 成 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ｐ ９ の
完 全 な cDNA挿 入 体 を 、 Sanger (Sanger, F.,な ど ., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 74, 5463-5
467 (1977))に よ り 記 載 さ れ る 方 法 及 び 自 動 サ イ ク ル 配 列 決 定 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ４ ． ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 OVCAR-3, KB, MCF-7, A431及 び WI38か ら の 全 RNA(20μ ｇ ） を 、 16.6％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド を 有 す る MOPS緩 衝 液 に お け る １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 そ し て 次 に 、 ナ イ ロ
ン 紙 に 移 し た 。 ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 前 述 の 方 法 （ Chang, K., and Pastan,
 I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) に よ り 行 な っ た 。 ブ ロ ッ ト を 洗 浄 し 、 そ し て 内 部
対 照 と し て 3 2 Ｐ － ラ ベ ル さ れ た ヒ ト β － ア ク チ ン cDNAに よ り 再 プ ロ ー ブ し 、 負 荷 さ れ た  R
NAサ ン プ ル の 完 全 性 及 び 量 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ５ ． イ ン ビ ト ロ 転 写 及 び 翻 訳
　 TNT Coupled Reticulocyte Lysate System、 イ ヌ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 、 除 去 す る た め の
、 p9 (pcDICAK1-9), pAPK1 (Chang, K., and Pastan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (199
4)) の プ ラ ス ミ ド DNA２ μ ｇ 、 及 び  3 Ｈ ロ イ シ ン を 、 製 造 業 者 (Promega, Madison, WI, US
A) の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 、 及 び ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ／ プ ロ
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セ ッ シ ン グ 実 験 に 使 用 し た 。 翻 訳 生 成 物 を 、 10％  SDS-PAGE 還 元 ゲ ル 上 で 決 定 し た 。 タ ン
パ ク 質 を 固 定 し 、 そ し て 組 込 ま れ な か っ た ラ ベ ル を 、 緩 衝 液 、 40％ メ タ ノ ー ル 及 び 脱 イ オ
ン 水 中 、 10％ 酢 酸 の 溶 液  200mlに よ り 30分 間 、 ３ 度 に わ た っ て 前 記 ゲ ル を ソ ー ク す る こ と
に よ っ て 除 去 し た 。 次 に 、 ゲ ル を 、  200mlの INTENSIFY Part A及 び Part B (NEN Research
 Product, Boston, MA) に よ り 30分 間 に わ た っ て ソ ー ク し た 。 乾 燥 の 後 、 翻 訳 さ れ た 生 成
物 を 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ６ ． 哺 乳 類 細 胞 に お け る ク ロ ー ン 化 さ れ た cDNAの 発 現
　  COS細 胞 の 過 渡 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル (GIBCO) に 従 っ て
、 pcDICAK1-9 (p9) 及 び LipofectAMINE (GIBCO) を 用 い て 行 な っ た 。 COS1細 胞 を 、  2.5×
10 5  個 の 細 胞 ／ 60mmの 皿 で 、 実 験 の １ 日 前 に プ レ ー ト し た 。 24μ ｌ の  LipofectAMINE及 び
76μ ｌ の OptiMEMI培 地 を 、  100μ ｌ の OptiMEMI培 地 中 、 10μ ｇ の pcDNAI／ Amp ベ ク タ ー 又
は pcDICAK1-9と 共 に 室 温 で 30分 間 、 混 合 し た 。  COS-1細 胞 を ２ 度 、 OptiMEMIに よ り 洗 浄 し
た 後 、  2.4mlの OptiMEMIを 、 前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 に 添 加 し 、 そ し て COS1細 胞
上 に 重 ね 、 続 い て 、 37℃ で ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 20％  FBSを 含 む DMEM 2.6ml
を 個 々 の 皿 に 添 加 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48時 間 後 、 皿 を 、 記 載 の よ う な (Chang, K., な ど ., Int.J.Can
cer 50, 373-381 (1992)) 免 疫 螢 光 ラ ベ リ ン グ 又 は 他 の 処 理 を ゆ だ ね た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ ９
か ら の 挿 入 体 （ pcDNAI／ Amp に お け る ） を ま た 、 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に
pcDNA3 (Invitrogen)ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 プ ラ ス ミ ド ミ ニ プ レ プ を 、  Qiag
en's Miniprep Plasmid DNA Kitを 用 い て 製 造 し 、 そ し て 個 々 の ク ロ ー ン に お け る 挿 入 体
の 配 向 を 制 限 マ ッ ピ ン グ に よ り 決 定 し た 。 次 に 、 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド 、 pcD3CAK1-9を 用 い
て 、 記 載 の よ う な （ Chen, C. and Okayama, H., Mol.Cell.Biol. 7, 2745-2752 (1987))D
NA－ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 に よ り NIH 3T3, MCF-7, A431及 び  OVCAR-3細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 沈 殿 物 へ の 一 晩 の 暴 露 の 後 、 細 胞 を  PBSに よ り ３ 度 、 洗 浄 し 、 そ し て 新 鮮 な DM
EM／ 10％  FBS培 地 を ２ ～ ３ 日 間 、 供 給 し た 。 Geneticin G418ス ル フ ェ ー ト (0.8mg／ ml） を
添 加 し 、 そ し て そ の 培 養 物 を 、 直 径 ２ ～ ３ mmの コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 、 維 持 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 次 に 、 コ ロ ニ ー を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 に 移 し 、 そ し て 次 に 、 そ れ ら が 80％ の
集 密 度 で あ る 場 合 、 35mmの 皿 に 移 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 免 疫 螢 光 に よ り
ス ク リ ー ン し (Chang, K., な ど ., Int.J.Cancer 50, 373-381 (1992);Chang, K.,　 な ど .
, Cancer Res. 52, 181-186 (1992))、 そ し て 陽 性 細 胞 を さ ら に 、 記 載 の よ う に し て 制 限
希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し た (Chang, K., な ど ., Int.J.Cancer 50, 373-381 (1992)
) 。  NIH 3T3ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト ク ロ ー ン の １ つ 、  NIH 3T3 K20を 、 さ ら な る 研 究 の た
め に 選 択 し た 。 CAK1の 発 現 を 局 在 化 す る た め に 、 両 細 胞 表 面 及 び 細 胞 内 免 疫 螢 光 ラ ベ リ ン
グ を ま た 、 前 述 の 方 法 (Chang, K., な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992))に 従 っ て 実
施 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ７ ． PI-PLCに よ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 処 理
　  CAK1 cDNAト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  NIH 3T3細 胞 (NIH 3T3 K20)を 175mm 2 の フ ラ ス コ に
お い て 増 殖 し 、 そ し て そ れ が 90％ の 集 密 度 に 達 し た 場 合 、 細 胞 を  PBSに よ り ３ 度 、 洗 浄 し
た 。 細 胞 を 、 1.25Ｕ ／ mlの PI-PLC（ バ シ ラ ス ・ セ レ ウ ス (Bacillas cereus) か ら の ； Boeh
ringer Mannheim Biochemicals) ５ ml又 は 0.05％ の ト リ プ シ ン ／  0.052mMの EDTAと 共 に 、
37℃ で 30分 間 、 及 び 室 温 で 30分 間 、 振 盪 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 上 清 液 を 集 め 、 そ し て 1000× ｇ で の 遠 心 分 離 の 後 、 Centricon 30 (Amicon, Inc., Beve
rly, MA)を 用 い て 、 約 10倍 に 濃 縮 し た 。 そ の 濃 縮 さ れ た 上 清 液 を 、 SDS-PAGE及 び イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 分 析 に 使 用 し た 。 酵 素 処 理 さ れ た 細 胞 を 再 培 養 し 、 そ し て CAK1発 現 の 回 復 が 、 一 晩
の 培 養 の 後 、 見 出 さ れ 得 る 。 PI-PLCに よ る 処 理 を 、 35mmの 直 径 の 皿 を 用 い て 、 類 似 す る 態
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様 で 行 な い 、 続 い て 処 理 さ れ た 細 胞 の 免 疫 螢 光 ラ ベ リ ン グ を 行 な っ た (Chang, K., な ど .,
 Cancer Res. 52, 181-186 (1992))。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ８ ． ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  NIH 3T3細 胞 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  NIH 3T3 K20細 胞  (Chang, K., and Pastan, I., Int.J.Cance
r 57, 90-97 (1994)) か ら の 膜 及 び シ ト ソ ー ル 画 分 を 、 12.5％ の SDS-PAGEに ゆ だ ね 、 そ し
て 分 解 さ れ た タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 前 述 の よ う に し
て 実 施 し た (Chang, K., な ど ., Int.J.Cancer 51, 548-554 (1992); Chang, K., and Pas
tan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994))。
【 ０ １ ８ ４ 】
Ｂ ．
　 発 現 ク ロ ー ニ ン グ を 用 い て 、  CAK1 cDNAを 単 離 し た 。 本 発 明 者 は 、 MAb K1が  OVCAR-3及
び HeLa細 胞 と 反 応 す る こ と を 前 に 観 察 し て い る 。 本 発 明 者 は  OVCAR-3ラ イ ブ ラ リ ー （ Chan
g, K., and Pastan, I., Int.J.Cancer 57, 90-97 (1994)) か ら cDNAを 単 離 す る こ と が で
き な い の で 、 本 発 明 者 は 上 記 の よ う に し て 、 λ gt11に 発 現 す る  HeLa cDNAラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ン し た 。 合 計 １ × 10 6  個 の フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ン し 、 そ し て ２ つ の フ ァ ー ジ ク ロ
ー ン （ λ ６ － １ 及 び λ ６ － ２ ） を 同 定 し た 。  DNA配 列 決 定 は 、 両 フ ァ ー ジ が 同 じ  1.5Kbの
挿 入 体 を 含 む こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 そ の 挿 入 体 は 、  OVCAR-3及 び KB細 胞 （ MAb K1と ま た 反 応 す る HeLaサ ブ ク ロ ー ン ） か ら の
mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 し か し 多 く の 他 の 細 胞 系 か ら の  RNAに は ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ
ず 、 す な わ ち こ れ は 、 そ の cDNAが MAb K1と 反 応 す る 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 示 唆
す る 。  OVCAR-3細 胞 （ レ ー ン １ ） 、  MCF-7細 胞 （ レ ー ン ２ ） 、 KB細 胞 （ HeLaサ ブ ク ロ ー ン
、 レ ー ン ３ ） 、 A431細 胞 （ レ ー ン ４ ） 、 及 び WI38細 胞 （ レ ー ン ５ ） か ら の 全 RNA 20μ ｇ を
、 電 気 泳 動 に よ り 分 解 し 、 ナ イ ロ ン 紙 に 移 し 、 そ し て 3 2 Ｐ － ラ ベ ル さ れ た CAK1プ ロ ー ブ に
よ り ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ア ク チ ン プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ れ ら の レ ー ン が 同 等 に 負 荷 さ れ た
こ と を 示 し た 。 検 出 さ れ た mRNAは  2.2Kbの サ イ ズ で あ り 、 こ れ は 、 単 離 さ れ た 挿 入 体 が 十
分 な 長 さ で な か っ た こ と を 示 す 。 挿 入 体 は 、 読 み 取 り 枠 、 停 止 コ ド ン 及 び ポ リ Ａ 末 端 を 含
む が 、 し か し そ の ５ ′ 末 端 は 欠 失 し て い る よ う に 見 え た 。 従 っ て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー
を 挿 入 体 の １ つ に よ り 再 ス ク リ ー ン し 、 そ し て 種 々 の サ イ ズ の cDNA挿 入 体 を 有 す る 14個 の
新 し い フ ァ ー ジ を 単 離 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 最 大 の 挿 入 体 （ ＃ ９ ） は 、 2138bpの 長 さ で あ り 、 そ し て 配 列 決 定 さ れ る 場 合 、 1884bpの
読 み 取 り 枠 を 含 ん だ （ 図 １ ） 。 そ れ は 典 型 的 な  Kozak配 列 （ Kozak, M., Nucleic Acids R
es. 5, 8125-8148 (1987))(AXXATGG) 、 続 い て 69KDの タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 読 み 取 り 枠
を 含 む 。 そ の 配 列 は 、 試 験 さ れ た 種 々 の デ ー タ ベ ー ス （ EMBL-GenBank） に お い て は 存 在 し
な か っ た 。 CAK1抗 原 は 約 40KDの 大 き さ で あ る こ と が 本 来 見 出 さ れ て い る の で 、 い く つ か の
実 験 を 行 な い 、 ク ロ ー ン ９ が CAK1を コ ー ド す る か ど う か を 決 定 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 １ ． イ ン ビ ト ロ 翻 訳
　 挿 入 体 ９ を 、 pcDNAI／ Amp ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 pcDICAK1-9を 製 造 し 、 そ し て  T
NT網 状 赤 血 球 系 に 使 用 し た 。 pcDICAK1-9プ ラ ス ミ ド DNA(レ ー ン １ 及 び ２ ） 、 及 び pcDIAPK1
（ レ ー ン ３ 及 び ４ ） を 、 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 （ ｍ ） の 存 在 （ ＋ ） 又 は 不 在 （ － ） 下 で 、  T
NT結 合 さ れ た 網 状 赤 血 球 溶 解 物 シ ス テ ム に 使 用 し た 。 生 成 物 を 、 10％ 還 元 SDS-PAGE上 で 分
解 し 、 そ し て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 処 理 し た 。 69KDの タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 。 膵 臓 ミ ク
ロ ソ ー ム （ レ ー ン ２ ） の 存 在 下 で 、 わ ず か に 大 き な タ ン パ ク 質 を 観 察 し 、 こ れ は そ の タ ン
パ ク 質 が ミ ク ロ ソ ー ム 中 に 挿 入 さ れ 、 そ し て グ リ コ シ ル 化 さ れ た こ と を 示 唆 す る 。 対 照 と
し て 、 MAb K1 (Chang, K., and Patan, I., Int.J.Cancer 57; 90-97 (1994) と ま た 反 応
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す る 30KDの シ ト ソ ー ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 、 同 じ 分 析 に ゆ だ ね た 。 タ ン パ ク 質
の サ イ ズ は 、 ミ ク ロ ソ ー ム の 存 在 に よ り 影 響 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ２ ． 培 養 さ れ た 細 胞 に お け る 発 現
　 pcDICAK1-9を 、 過 渡 的 発 現 の た め に  COS細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 挿 入 体 ９ を 有
す る か 又 は 挿 入 体 を 有 さ な い pcDNAI／ Amp ベ ク タ ー を 、  COS細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 ２ 日 後 、 細 胞 を 、 MAb K1に よ り ４ ℃ で （ 表 面 の ラ ベ リ ン グ の た め に ） 、 又 は 23℃ で （
細 胞 内 ラ ベ リ ン グ の た め に ） 、 免 疫 細 胞 化 学 的 に ラ ベ ル し 、 そ し て 写 真 を 取 っ た (250倍 の
倍 率 ） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 MAb K1を 用 い て 挿 入 体 ９ に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  COS細 胞 の 特 定 の ラ ベ リ ン グ パ
タ ー ン を 観 察 し た 。 透 過 さ れ な か っ た 細 胞 に お い て は 、 典 型 的 な 細 胞 表 面 螢 光 パ タ ー ン が
検 出 さ れ る 。 透 過 さ れ た 細 胞 に お い て は 、 ゴ ル ジ 領 域 の 強 い 染 色 が 明 白 で あ る 。 シ ト ソ ー
ル 染 色 は 検 出 さ れ な か っ た 。 ま た 、 免 疫 反 応 性 は 、 挿 入 体 又 は 対 照 挿 入 体 を 有 さ な い ベ ク
タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お い て は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 挿 入 体 ９
は 、 ゴ ル ジ に お い て ま た 存 在 す る 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ３ ． CAK1抗 原 の サ イ ズ 及 び プ ロ セ ッ シ ン グ
　 挿 入 体 ９ に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る 抗 原 の サ イ ズ を 決 定 す る
た め に 、  NIH 3T3細 胞 を pcD3CAK1-9に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 安 定 し た 細 胞 系 を 製 造 し
た 。 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ク ロ ー ン を 上 記 の よ う に し て 生 成 し 、 そ し て 表 面 上
で の 抗 原 の 存 在 を 免 疫 螢 光 に よ り 確 か め た 。 次 に 、 膜 及 び シ ト ソ ー ル 画 分 を 、  NIH 3T3 K
20細 胞 か ら 、 及 び  OVCAR-3細 胞 か ら 調 製 し 、 SDS-PAGEに ゆ だ ね 、 そ し て MAb K1に よ る イ ム
ノ ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た NIH 3T3(pcD3CAK1) 及 び 模 擬 対 照 （
pcD3） の 膜 画 分 （ レ ー ン １ 及 び ３ ） 又 は シ ト ソ ー ル 画 分 （ レ ー ン ２ 及 び ４ ） 約  100μ ｇ 、
及 び  OVCAR-3細 胞 の 膜 （ レ ー ン ５ ） 又 は シ ト ソ ー ル 画 分 （ レ ー ン ６ ） 約  100μ ｇ を 、 電 気
泳 動 し 、 そ し て MAb K1に よ り イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 前 で 報 告 さ れ た よ う に 、  OVCAR-3細 胞 に お け る 主 要 反 応 性 は 、 膜 に 存 在 す る が 、 し か し
シ ト ソ ー ル に は 存 在 し な い 約 40及 び 43KDの ダ ブ レ ッ ト に 関 し て 存 在 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
タ ン ト に お い て は 、 同 じ 強 度 の ２ つ の バ ン ド が 膜 画 分 に 検 出 さ れ ； そ の １ つ は 約 40KDで あ
り 、 そ し て 他 の １ つ は 約 71KDで あ っ た 。 シ グ ナ ル は シ ト ソ ー ル に は 検 出 さ れ な か っ た 。 そ
れ ら の デ ー タ は 、 CAK1が 、 約 40KD形 へ の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る
大 き な 分 子 量 の 前 駆 体 と し て 製 造 さ れ る こ と を 提 案 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ４ ． 細 胞 表 面 結 合 の 性 質
　 CAK1が 、  OVCAR-3細 胞 (Chang, K., な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992))に お け る
よ う に 、 PI結 合 を 通 し て ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト に 結 合 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、
 NIH 3T3ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 細 胞 系 Ｋ 20を 、 PI-PLCに よ り 60分 間 、 処 理 し た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た  NIH 3T3 K20細 胞 を 、 PI-PLCに よ り 処 理 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て 、 MA
b K1に よ り ラ ベ ル す る 。 CAK1シ グ ナ ル を 、 PI-PLC処 理 の 後 、 完 全 に 除 去 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 強 い 細 胞 表 面 ラ ベ リ ン グ パ タ ー ン が 、 未 処 理 の 細 胞 に 観 察 さ れ た 。 螢 光 は 、 PI-PLCに よ
る 処 理 の 後 、 不 在 で あ っ た 。 処 理 の 前 （ Ｂ ） 及 び 処 理 の 後 （ Ｄ ） の 相 対 比 像 に お い て は 、
処 理 さ れ た 細 胞 は 皿 に ま だ 結 合 さ れ て い る が 、 し か し 形 状 に お い て わ ず か に 変 更 さ れ る 。
PI-PLC処 理 さ れ た 細 胞 か ら の 培 地 を 濃 縮 し 、 SDS-PAGEに ゆ だ ね 、 そ し て MAb K1に よ り 分 析
し た 。 約 70KDの バ ン ド が 検 出 さ れ た が 、 し か し 分 子 量 バ ン ド は も は や 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
Ｃ ．
　 従 っ て 、 上 記 の こ と は 、 中 皮 、 中 皮 腫 、 卵 巣 癌 及 び い く つ か の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 上 に 見 出
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さ れ る CAK1抗 原 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ を 記 載 す る 。 本 発 明 者 は 、 中 皮 細 胞 上 で の 抗 原 メ ソ セ
リ ン の 存 在 に 影 響 を 及 ぼ す そ の 抗 原 メ ソ セ リ ン を 明 示 し た 。 メ ソ セ リ ン の １ つ の 予 測 で き
な い 特 徴 は 、 そ の cDNAが 69KDの タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 と こ ろ が MAb K1を 単 離 す る た め に
使 用 さ れ る 、  OVCAR-3細 胞 上 に 存 在 す る 抗 原 が 約 40,000ド ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る こ と で
あ る 。 CAK1の  DNA配 列 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 図 １ に 示 さ れ る 。 そ の cDNAは 2138
bpの 長 さ で あ り 、 そ し て 1884bpの 読 み 取 り 枠 を 含 む 。 そ れ を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、  6
9001ド ル ト ン の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 す る  628個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 相 同 性 の 分 析 が ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 行 な わ れ 、 そ し て  GCGプ ロ グ ラ ム
に よ り ア ク セ ス さ れ る EMBL-GenBankを 用 い て 検 出 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 太 文 字 で 示 さ れ る
、 可 能 性 あ る ４ 個 の Ｎ － 結 合 さ れ た グ リ コ シ ル 化 部 位 Ｎ － Ｘ － Ｓ 又 は Ｎ － Ｘ － Ｔ を 含 む 。
典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 で 存 在 し な い 。 し か し な が ら 、 短 い 疎 水 性 セ グ
メ ン ト は 、 最 初 の メ チ オ ニ ン か ら 15個 目 の ア ミ ノ 酸 に 位 置 す る （ 図 １ ） 。 こ の 配 列 は 膜 挿
入 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と し て 機 能 し 得 る 。 な ぜ な ら ば 、 そ の タ ン パ ク 質 が 細 胞 表 面 上 に
見 出 さ れ 、 そ し て 細 胞 フ リ ー 翻 訳 の 間 、 ミ ク ロ ソ ー ム 中 に 挿 入 さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸  293で 開 始 す る 推 定 上 の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 、 RPRFRRが ま
た 存 在 す る （ 図 １ ） 。 こ の 部 位 は 、 フ リ ン 、 す な わ ち い く つ か の 膜 タ ン パ ク 質 の プ ロ セ ッ
シ ン グ に お い て 、 及 び プ ソ イ ド モ ナ ス 及 び ジ フ テ リ ア 毒 素 の 活 性 化 に お い て 重 要 で あ る プ
ロ テ ア ー ゼ に よ り 認 識 さ れ る （ Chiron, M.F., な ど ., J.B.C. 269 (27): 18169-18176 (1
994)) 。 40KD形 が 、 い く つ か の プ ロ セ ッ シ ン グ 段 階 に よ り 69KDの 前 駆 体 か ら 誘 導 さ れ る と
思 わ れ る 。 そ れ ら は 図 ２ に 要 約 さ れ る 。 最 初 に 、 メ ソ セ リ ン が 、 た ぶ ん 除 去 さ れ 、 そ し て
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に よ り 置 換 さ れ る 疎 水 性 末 端 を 有 す る 69KDの ポ リ ペ プ チ ド と
し て 製 造 さ れ る (Chang, K., な ど ., Cancer Res. 52, 181-186 (1992))。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 そ の ４ 個 の 推 定 上 の Ｎ － 結 合 さ れ た グ リ コ シ ル 化 部 位 の １ 又 は 複 数 の 部 位 で の グ リ コ シ
ル 化 の 後 、 そ れ は プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、  OVCAR-3細 胞 の 表 面 上 に 見 出 さ れ る 40KD
の フ ラ グ メ ン ト （ 又 は ダ ブ レ ッ ト ） 及 び そ れ よ り も 小 さ な （ 約 31KD） の フ ラ グ メ ン ト が 生
成 さ れ る 。 後 者 は 、 培 地 中 に 開 放 さ れ 、 そ し て ／ 又 は さ ら に 、 分 解 さ れ る 。 ア ミ ノ 末 端 フ
ラ グ メ ン ト は 、  OVCAR-3細 胞 の 培 地 に 最 近 、 検 出 さ れ て い る （ 本 発 明 者 の デ ー タ ） 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た  NIH 3T3及 び  MCF-7細 胞 に お い て は 、 本 発 明 者 は 、 ほ ぼ 等 量 の 70KD及
び 40KDタ ン パ ク 質 を 見 出 す 。 本 発 明 者 は 、 初 め 、  OVCAR-3及 び HeLa細 胞 に 40KD形 を 検 出 し
、 そ し て そ れ よ り も 大 き な 形 を 認 め な か っ た 。  OVCAR-3及 び HeLa細 胞 の 再 試 験 は 、 微 量 の
70KD前 駆 体 を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ９ 】
【 図 １ － １ 】 図 １ － １ ：  CAK1-9 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
 CAK1 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 上 方 の ラ イ ン ） 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 下 方 の ラ
イ ン ） が 、 左 側 で の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 と 共 に 列 挙 さ れ る 。 CAK1の 翻 訳 は 、 ヌ ク レ オ チ ド  1
00－ 102 (ATG)で 開 始 し 、 そ し て 1986－ 88(TGA) で 停 止 す る 。 推 定 上 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド
は 下 線 が 引 か れ て お り 、 そ し て  GPI基 質 の た め の 典 型 的 な 疎 水 性 配 列 は 二 重 の 下 線 が 引 か
れ て い る 。 可 能 性 の 高 い フ リ ン 切 断 部 位 RPRFRRは 、 下 線 が 引 か れ て お り 、 そ し て そ の 切 断
部 位 は 矢 印 に よ り 示 さ れ る 。 ４ 個 の 可 能 性 あ る Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 （ 太 文 字 ） が 存
在 す る 。 種 々 の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ AGTAAA） が 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 末 端 か ら 22個 の 塩
基 対 上 流 に 存 在 す る 。 元 の  p6-1 cDNA配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド  721～ 2138に 及 ん で い る 。
【 図 １ － ２ 】 図 １ － ２ ：  CAK1-9 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
 CAK1 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 上 方 の ラ イ ン ） 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 下 方 の ラ
イ ン ） が 、 左 側 で の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 と 共 に 列 挙 さ れ る 。 CAK1の 翻 訳 は 、 ヌ ク レ オ チ ド  1
00－ 102 (ATG)で 開 始 し 、 そ し て 1986－ 88(TGA) で 停 止 す る 。 推 定 上 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド
は 下 線 が 引 か れ て お り 、 そ し て  GPI基 質 の た め の 典 型 的 な 疎 水 性 配 列 は 二 重 の 下 線 が 引 か
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れ て い る 。 可 能 性 の 高 い フ リ ン 切 断 部 位 RPRFRRは 、 下 線 が 引 か れ て お り 、 そ し て そ の 切 断
部 位 は 矢 印 に よ り 示 さ れ る 。 ４ 個 の 可 能 性 あ る Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 （ 太 文 字 ） が 存
在 す る 。 種 々 の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ AGTAAA） が 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 末 端 か ら 22個 の 塩
基 対 上 流 に 存 在 す る 。 元 の  p6-1 cDNA配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド  721～ 2138に 及 ん で い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ ： CAK1腫 瘍 抗 原 の 異 な っ た 形 。 S.P.＝ 推 定 上 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； H.P.＝  G
PI基 質 依 存 性 疎 水 性 ペ プ チ ド ；  CHO＝ 炭 水 化 物 ； Ｍ ＝ 膜 ； AA＝ ア ミ ノ 酸 。

【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】
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【 図 ２ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 9日 (2007.2.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 前 記 配 列 が 任 意 に プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 23日 (2007.2.23)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 前 記 配 列 が 任 意 に プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种使用称为间皮素的分化抗原治疗和诊断癌症的
方法，该抗原与间皮瘤和卵巢癌有关。 与分子量约为69 Kd的分化抗原
间皮素特异性结合的抗体和该抗体与效应分子（如毒素）的复合物可用
于靶向带有间皮素的肿瘤细胞。 抑制增殖的方法，检测抗原及其表达水
平的方法，以指示是否存在肿瘤细胞，以及检测试剂盒。 [选择图]无
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