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(57)【要約】
　抗ヘプシンモノクローナル抗体、及び同抗体の使用方
法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ１、ＨＣ－ＨＶＲ２、Ｈ
Ｃ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択
された少なくとも１つの高頻度可変領域（ＨＶＲ）配列を含んでなり、且つヒトヘプシン
に結合する、単離された抗体。
【請求項２】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、重鎖及び／又は軽鎖可変ドメイン配列
を含んでなり、且つヒトヘプシンに結合する、単離された抗体。
【請求項３】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ１、ＨＣ－ＨＶＲ２、Ｈ
Ｃ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択
された少なくとも１つの高頻度可変領域（ＨＶＲ）配列を含んでなり、且つヒトヘプシン
に結合する、免疫グロブリンポリペプチド。
【請求項４】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、重鎖及び／又は軽鎖可変ドメイン配列
を含んでなり、且つヒトヘプシンに結合する、免疫グロブリンポリペプチド。
【請求項５】
　ヒトヘプシン上の、アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－
７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７
３の下に寄託されたハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体と同じエピトープに結
合する単離された抗体。
【請求項６】
　ヒトヘプシンへの結合について、アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託
番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰ
ＴＡ－７４７３の下に寄託されたハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体と競合す
る、単離された抗体。
【請求項７】
　抗体の完全長ＩｇＧ形態が、１５０ｎＭ以上のＥＣ５０結合親和性でヒトヘプシンに特
異的に結合する、請求項１ないし６のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　ＥＣ５０結合親和性が１２０ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　ＥＣ５０結合親和性が１００ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１０】
　ＥＣ５０結合親和性が７５ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１１】
　ＥＣ５０結合親和性が５０ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１２】
　天然の、部分的に変性した形態又は変性した形態のヘプシンに特異的に結合する、請求
項１ないし１１のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
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　可溶性ヘプシン又は細胞に付着したヘプシンに結合する、請求項１ないし１２のいずれ
か一項に記載の抗体。
【請求項１４】
　２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611-3619頁に記載された抗ヘプシン
抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４
、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４／０３３６３０号に開示されてい
る単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５Ａ～Ｄに言及されている抗体４７
Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７
２Ｈ６）ではない、請求項１ないし１３に記載の単離された抗体。
【請求項１５】
　ヒトヘプシンへの結合について、２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611
-3619頁に記載された抗ヘプシン抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ
１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４
／０３３６３０号に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５
Ａ～Ｄに言及されている抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、
３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７２Ｈ６）と競合しない、請求項１ないし１４のいずれか
一項に記載の単離された抗体。
【請求項１６】
　ヘプシン上の、２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611-3619頁に記載さ
れた抗ヘプシン抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、
Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４／０３３６３０号
に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５Ａ～Ｄに言及され
ている抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ
１及び／又は７２Ｈ６）と同じエピトープに結合しない、請求項１ないし１５のいずれか
一項に記載の単離された抗体。
【請求項１７】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株の抗体コード配列によってコードされる、ヘプシン抗体。
【請求項１８】
　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体をコードする核酸配列を含んでなる核
酸分子。
【請求項１９】
　請求項１８の核酸分子を含んでなる宿主細胞。
【請求項２０】
　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載のヘプシン抗体を生成することができる細胞
株。
【請求項２１】
　抗体が生成される条件下で抗体をコードする核酸を含む宿主細胞を培養することを含む
、請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体を生成する方法。
【請求項２２】
　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体の有効量と、担体とを含んでなる組成
物。
【請求項２３】
　試料中におけるヘプシンの存在を診断する方法であって、試料に請求項１ないし１７の
いずれか一項に記載の抗体を接触させることを含む方法。
【請求項２４】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病又は状態の治療方法であって、患者に対し、請
求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体の有効量を投与することを含み、抗体が異
種性の薬剤に結合する方法。
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【請求項２５】
　異種性の薬剤が治療的なものである、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　異種性の薬剤が標識、細胞障害剤及び／又は放射性同位元素である、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２７】
　患者が哺乳動物の患者である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２８】
　患者がヒトである、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　疾病が癌である、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　癌が、前立腺癌及び卵巣癌からなる群より選択される、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを
発現する細胞を有するかどうかを決定することを含む方法であって、前記細胞の存在によ
り、対象が、ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病を有していることが示される方法。
【請求項３２】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の治療に対する、対象の応答性を予測する方法
であって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘ
プシンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存在により、
対象が当該治療に応答することが示される方法。
【請求項３３】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の治療を受けた対象の、微小残存病変をモニタ
ーする方法であって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高い
レベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存
在により、微小残存病変の存在が示される方法。
【請求項３４】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の疾病状態を対象中に検出する方法であって、
対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発
現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存在により、対象中に当
該疾病の疾病状態が示される方法。
【請求項３５】
　対象がヘプシン発現の調節不全に関連する障害を発生するという予測を評価する方法で
あって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプ
シンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存在により、対
象が当該疾病を発生するという予測が示される方法。
【請求項３６】
　ヘプシン発現の調節不全に関する障害を対象に診断する方法であって、対象が、正常な
基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有
するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存在により、対象が前記障害を有するこ
とが示される方法。
【請求項３７】
　ヘプシンに対する結合能を有する、請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗ヘプ
シン抗体、又はその断片を一つ以上含んでなるアレイ又はタンパク質チップ。
【請求項３８】
　請求項３７に記載のアレイ又はタンパク質チップと、対象から採取した試料中における
ヘプシンの発現レベルが正常な基準試料中のヘプシン発現レベルを上回るかどうかを決定
することにより、ヘプシンの調節不全に関連する障害を患者に検出することに、当該アレ
イ又はタンパク質チップを使用することについての指示書とを備えるキット。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法第１１９条の下に２００６年６月２２日付けで出願された米国特
許仮出願第６０／８０５５８９号の優先権を主張する。
　本発明は、抗ヘプシン抗体に関し、具体的には、診断及びその他ヘプシンのターゲティ
ングのために特に有用な抗ヘプシン抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘプシンは、上皮細胞の表面に発現される２型膜貫通セリンプロテアーゼ（ＴＴＳＰ）
である。４１７アミノ酸タンパク質は、短いＮ末端細胞質ドメインと、膜貫通ドメインと
、Ｃ末端プロテアーゼドメインに対して固く閉じている単一のスカベンジャーレセプター
システインリッチドメインから構成される（参考文献１）。ヘプシンの生理学的機能はよ
く分かっていない。胚形成の非常に初期の段階に発現するにも関わらず（参考文献２）、
ヘプシン欠乏マウスは生存可能で、正常に発達した（参考文献３、４）。ヘプシンは肝臓
の再生及び凝固に関連する生理学的機能に必須ではないことが判明した。しかしながら、
ヘプシンは、卵巣癌（参考文献５；国際公開第２００１／６２２７１号）及び前立腺癌に
結び付けられている。複数の遺伝子発現に関する研究により、ヘプシンは、前立腺癌にお
いて最も高いレベルで誘導される遺伝子の一つであるとされた（参考文献６～１１）。ヘ
プシンのＲＮＡレベルは正常な前立腺では低く、良性の過形成であるが、前立腺細胞腫の
、特に進行段階で顕著に増大することが判明した。モノクローナル抗ヘプシン抗体による
ヘプシンタンパク質の染色により、ヘプシンの発現レベルが骨転移部位及び原発腫瘍の後
期において高いことが示されており（参考文献１２）、これは、高レベルのヘプシンＲＮ
Ａが、高いグリーソン段階及び腫瘍の進行と相関しているという結論と一貫するものであ
る。
　前立腺癌におけるヘプシンの役割の実験による証明はKlezovitchらによる最近の研究に
みることができ、この研究により、非転移性前立腺癌のマウスモデルにおいて、ヘプシン
の過剰発現により原発腫瘍の進行と転移が示されている（参考文献１４）。面白いことに
、ヘプシンの過剰発現は基底膜の破壊と関連しており（参考文献１４）、これはヘプシン
の活性が基底膜の成分の劣化と何らかのつながりを有している可能性を示唆するものであ
る。インビトロでは、ヘプシンは、不顕性の増殖因子であるプロ肝細胞増殖因子（ｐｒｏ
－ＨＧＦ）をその活性な二本鎖形態（ＨＧＦ）に変換することができ、これによりＭｅｔ
レセプターシグナル伝達が誘発される（参考文献１５、１６；国際公開第２００６／０１
４９２８号）。ＨＧＦ／Ｍｅｔ経路は浸潤性の腫瘍の増殖及び転移に関連付けられている
ので、ヘプシンの過剰発現が前立腺癌のＨＧＦ／Ｍｅｔ軸を活性化している可能性がある
（参考文献１５、１６）。ヘプシンはまた、インビトロで他の物質、主に凝固関連タンパ
ク質を切断することが示されている（１５、１７）。しかしながら、腫瘍形成におけるそ
の役割は明らかになっていない。
【０００３】
　前立腺癌及びその他の癌においてヘプシンが強く発現されることにより、ヘプシンは様
々な疾病、特に癌の魅力的な診断マーカーとなる。更に、ＴＴＳＰファミリーの他のメン
バー、例えばマトリプターゼ及びＴＭＰＲＳＳ２は細胞表面から削られ、削られたマトリ
プターゼは人乳中に検出されている（参考文献１８）。これらＴＴＳＰの構造類似性に基
づいて、適切な検出系を用いてヒトの体液中に腫瘍由来のヘプシンを検出することが可能
であった。
　ヘプシンの発現が、様々な疾病の病因学に関連しており、何らかの役割を果たしている
ことは明らかである。ヘプシンの発現は疾病の様々な特徴、例えば癌の特定の段階及び悪
性の度合いと関連付けられる。癌のような複雑な疾病の臨床的な管理において最も困難な
試みの一つは、患者における正確な且つ初期段階での当該疾病の同定である。つまり、明



(6) JP 2009-540835 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

らかにヘプシンに結合する複数の抗体が生成されているものの（例えば、Tsujiら、J. Bi
ol. Chem. (1991), 966(25):16948-16953; Torres-Rosadoら、Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA (1993), 90:7181-7185; 国際公開第2004/035733号; 同2002/064839号; 同2004/033630
号）、インビトロ及びインビボにおけるヘプシンの検出及び／又はターゲティングに有効
且つ柔軟な組成物と方法を持つことは、明らかに有益である。ここに開示する本発明は、
そのような組成物と方法に関する。
【０００４】
　特許出願明細書及び公開公報を含め、本明細書に引用する全ての参考文献は、参照によ
りその全体を本明細書に包含する。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、インビトロ及びインビボにおいて、可溶性及び細胞関連ヘプシンタンパク質
に対する結合及び／又はターゲティング能を有する新規の抗体を提供する。様々な形態で
且つ異なるエピトープでヘプシンに結合するモノクローナル抗ヒトヘプシン抗体のパネル
を生成した。これらの抗体は、生物学的サンプルのヘプシンレベルを測定するための高感
度検出系における使用を含め、様々な用途を有する。
　一態様では、本発明は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－
７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７
３の下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ
１、ＨＣ－ＨＶＲ２、ＨＣ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶ
Ｒ３配列からなる群より選択される、少なくとも１、２、３、４、５又は全ての高頻度可
変性（ＨＶＲ）配列を含む、単離された免疫グロブリンポリペプチドであって、ヒトヘプ
シンに特異的に結合する単離された免疫グロブリンポリペプチドを提供する。例えば、一
態様では、本発明は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４
６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の
下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ１、
ＨＣ－ＨＶＲ２、ＨＣ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３
配列からなる群より選択される、少なくとも１、２、３、４、５又は全ての高頻度可変性
（ＨＶＲ）配列を含む、単離された抗体であって、ヒトヘプシンに特異的に結合する単離
された抗体を提供する。一実施形態では、本発明は、ＨＣ－ＨＶＲ１、ＨＣ－ＨＶＲ２、
及びＨＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択される、１、２、又は全てのＨＣ－ＨＶＲと、Ｌ
Ｃ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択される、少なくと
も１、２又は全てのＬＣ－ＨＶＲとを含む単離された抗体を提供する。一実施形態では、
本発明の単離された抗体中のＨＶＲ配列は、寄託番号ＰＴＡ－７４６９の下にアメリカ培
養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成され
る抗体のＨＶＲ配列である。一実施形態では、本発明の単離された抗体中のＨＶＲ配列は
、寄託番号ＰＴＡ－７４７０の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託され
ているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体のＨＶＲ配列である。一実施形態で
は、本発明の単離された抗体中のＨＶＲ配列は、寄託番号ＰＴＡ－７４７１の下にアメリ
カ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成
される抗体のＨＶＲ配列である。一実施形態では、本発明の単離された抗体中のＨＶＲ配
列は、寄託番号ＰＴＡ－７４７２の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託
されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体のＨＶＲ配列である。一実施形
態では、本発明の単離された抗体中のＨＶＲ配列は、寄託番号ＰＴＡ－７４７３の下にア
メリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって
生成される抗体のＨＶＲ配列である。
【０００６】
　一態様では、本発明は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－
７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７
３の下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の、重鎖及び／又
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は軽鎖可変ドメインを含む単離された免疫グロブリンポリペプチドであって、ヒトヘプシ
ンに特異的に結合する単離された免疫グロブリンポリペプチドを提供する。例えば、一態
様では、本発明は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４６
９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下
に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の、重鎖及び／又は軽鎖
可変ドメインを含む単離された抗体であって、ヒトヘプシンに特異的に結合する単離され
た抗体を提供する。一実施形態では、単離された抗体は、アメリカ培養細胞株保存機関（
ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４６９の下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によ
って生成される抗体の重鎖及び／又は軽鎖可変ドメインを含む。一実施形態では、単離さ
れた抗体は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４７０の下
に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の重鎖及び／又は軽鎖可
変ドメインを含む。一実施形態では、単離された抗体は、アメリカ培養細胞株保存機関（
ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４７１の下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によ
って生成される抗体の重鎖及び／又は軽鎖可変ドメインを含む。一実施形態では、単離さ
れた抗体は、アメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４７２の下
に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体の重鎖及び／又は軽鎖可
変ドメインを含む。一実施形態では、単離された抗体は、アメリカ培養細胞株保存機関（
ＡＴＣＣ）に寄託番号ＰＴＡ－７４７３の下に寄託されているハイブリドーマ細胞株によ
って生成される抗体の重鎖及び／又は軽鎖可変ドメインを含む。
　一態様では、本発明は、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４
７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴ
ＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株の抗体コード化配列によってコードされる
モノクローナル抗ヘプシン抗体を提供する。
【０００７】
　一態様では、本発明は、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４
７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴ
ＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体と同じヒトヘプシ
ン上のエピトープに結合する、単離されたモノクローナル抗体を提供する。一態様では、
本発明は、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－
７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ）に寄託さ
れているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体とは異なるヒトヘプシン上のエピ
トープに結合する、単離された抗体を提供する。
　一態様では、本発明は、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４
７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下にアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴ
ＣＣ）に寄託されているハイブリドーマ細胞株によって生成される抗体と、ヒトヘプシン
への結合について競合する単離されたモノクローナル抗体を提供する。
【０００８】
　一実施形態では、本発明の抗体は、ヒトヘプシンの細胞外ドメイン配列に位置するエピ
トープ又は抗原決定基に特異的に結合する。一実施形態では、細胞外ドメイン配列はヒト
ヘプシンのＡｒｇ４５からＬｅｕ４１７までを含む。一実施形態では、抗原決定基又はエ
ピトープは、ヘプシンのプロテアーゼドメインに位置する。一実施形態では、本発明の抗
体はヘプシンのＡ鎖に特異的に結合しない。
　一実施形態では、本発明の抗体は、ヒトヘプシンに特異的に結合するが、インビボ及び
／又はインビトロでヘプシンの酵素活性を実質的に阻害しない。一実施形態では、酵素活
性は、ヘプシンのポリペプチド基質の切断を含む。
【０００９】
　本発明の抗体の一実施形態では、抗体の完全長ＩｇＧ形態は、約１５０ｎＭ以上の親和
性でヒトヘプシンに特異的に結合する。一実施形態では、結合親和性は約１２０ｎＭ以上
である。一実施形態では、結合親和性は約１００ｎＭ以上である。一実施形態では、結合
親和性は約７５ｎＭ以上である。一実施形態では、結合親和性は約５０ｎＭ以上である。
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一実施形態では、結合親和性は約２５ｎＭ以上である。一実施形態では、結合親和性の値
は直接的ＥＬＩＳＡによって得られる（例えば、後述の実施例に記載されるように、直接
的ＥＬＩＳＡで測定した場合ＥＣ５０と表わされる）。
　本発明の抗体は、任意の数の形態とすることができる。例えば、本発明の抗体は、キメ
ラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体であるモノクローナル抗体とすることができる。本発明
の抗体は、完全長又はその断片（例えば、抗原結合成分を含む断片）とすることができる
。
【００１０】
　一実施形態では、本発明の抗体は、２００６年出版のCancer Research, Volume 66, 36
11-3619頁、記載されている抗ヘプシン抗体（例えば、図４に例示されている抗体１Ａ１
２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／又はＡ２４）や、或いは国際
公開第２００４／００３３６３０号に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、
93頁及び図１５Ａ－Ｄにおいて言及される抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ
２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７２Ｈ６）ではない。
　一実施形態では、本発明の抗体は、ヒトヘプシンに対する結合について、２００６年出
版のCancer Research, Volume 66, 3611-3619頁に記載の抗ヘプシン抗体（例えば、図４
に例示されている抗体１Ａ１２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／
又はＡ２４）や、国際公開第2004/033630号に開示されている単離されたヘプシン抗体（
例えば、93頁及び図１５Ａ－Ｄにおいて言及される抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２
、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７２Ｈ６）と競合しない。
【００１１】
　一実施形態では、本発明の抗体は、ヒトヘプシン上の、２００６年出版のCancer Resea
rch, Volume 66, 3611-361頁に記載の抗ヘプシン抗体や、或いは国際公開第２００４／０
３３６３０号に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、93頁及び図１５Ａ－Ｄ
において言及される抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１
Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７２Ｈ６）と同じエピトープに結合しない。
【００１２】
　一態様では、本発明は、本発明の1以上の抗体と担体からなる組成物を提供する。一実
施形態では、担体は製薬的に許容される担体である。
　一態様では、本発明は、本発明の免疫グロブリンポリペプチド（例えば抗体）をコード
する核酸を提供する。
【００１３】
　一態様では、本発明は、本発明の核酸を含むベクターを提供する。
　一態様では、本発明は、本発明の核酸又はベクターを含む宿主細胞を提供する。ベクタ
ーはいかなる種類のものでもよく、例えば発現ベクター等の組み換えベクターである。種
々の宿主細胞のうちのいずれを使用してもよい。一実施形態では、宿主細胞は、原核細胞
、例えば大腸菌である。一実施形態では、宿主細胞は原核細胞、例えばチャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）細胞等の哺乳動物細胞である。
【００１４】
　一態様では、本発明は、本発明の抗体を作製する方法を提供する。例えば、本発明は抗
ヘプシン抗体（ここでは、その完全長と断片を含むと定義する）の作製方法を提供し、前
記方法では、適切な宿主細胞中に、前記抗体をコードする本発明の組換えベクター（又は
その断片）を発現させ、前記抗体を回収する。
　一態様では、本発明は、容器、及び容器内に収容された組成物から構成される製造品を
提供し、この組成物は１以上の本発明の抗体を含む。一実施形態では、組成物は本発明の
核酸を含む。一実施形態では、本発明の免疫グロブリンポリペプチド（例えば抗体）を含
む組成物は、更に担体を含み、この担体は、一部の実施形態において製薬的に許容可能で
ある。一実施形態では、本発明の製造品は、対象に対する組成物（例えば抗体）の投与に
関する指示書を含む。
【００１５】
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　一態様では、本発明は、１以上の本発明の抗体を含む組成物を収容する第１の容器、及
びバッファーを含む第２の容器を備えるキットを提供する。一実施形態では、バッファー
は製薬的に許容可能なものである。一実施形態では、抗体を含む組成物は、更に担体を含
み、この担体は、一部の実施形態において製薬的に許容可能である。一実施形態では、キ
ットは、試料中のヘプシンの検出及び／又は測定への組成物（例えば抗体）の使用に関す
る指示書を更に備える。一実施形態では、キットは、対象に対する組成物（例えば抗体）
の投与に関する指示書を更に備える。
　一態様では、本発明の抗体は、細胞障害剤等の毒素に連結する。これらの分子は、化学
療法剤、放射線治療又はステロイド等の添加剤／亢進剤と組み合わせて製剤化又は投与す
ることができる。
【００１６】
　一態様では、本発明は、試料中におけるペプシンの存在を検出する方法を提供し、本方
法では、試料に本発明の抗体を接触させる。一実施形態では、抗体の試料に対する結合に
よって試料中におけるヘプシンの存在が示される。
　一態様では、本発明は疾病の診断方法を提供し、本方法では、試料に本発明の抗体を接
触させることにより組織細胞からなる試験試料中におけるヘプシンのレベルを決定し、ヘ
プシンの抗体への結合により、試料中におけるヘプシンの存在及び／又は量が示される。
【００１７】
　別の態様では、本発明は個体に疾病（例えば、ヘプシンの発現の調節不全に関連する疾
病）の危険があるかどうかを決定する方法を提供し、本方法では、試験試料に本発明の抗
体を接触させることにより組織細胞からなる試験試料中におけるヘプシンのレベルを決定
し、試験試料と同じ細胞の正常組織からなるコントロール試料と比較して、試験試料中に
おけるヘプシンのレベルの方が高い場合に、個体に疾病の危険があることが示される。
　本発明の方法の一実施形態では、ヘプシンのレベルを、試験試料中において抗体と結合
するヘプシンの量によって示されるヘプシンポリペプチドの量に基づいて決定する。本方
法に使用される抗体は、随意で検出可能に標識するか、固体の支持体に付着させる等する
ことができる。
【００１８】
　一態様では、本発明は、本発明の抗体を、体液、例えば血液中に存在するヘプシンに結
合させる方法を提供する。
　また別の態様では、本発明は、本発明の抗体を、ヘプシンを発現する細胞に結合させる
方法を目的とし、本方法は、前記細胞と前記抗体とを、ヘプシンへの抗体の結合に適した
条件下で接触させて、それらの結合を可能にする。一実施形態では、前記抗体は、ヘプシ
ンとそのリガンドとの相互作用を阻害しない。
【００１９】
　一態様では、本発明は、宿主細胞のヘプシン関連組織に薬剤（例えば、診断薬又は治療
薬）をターゲティングする方法を提供し、本方法では、宿主に対し、本発明の抗体に結合
した形態の前記薬剤を投与することにより、薬剤を宿主中のヘプシン関連組織にターゲテ
ィングする。一実施形態では、ヘプシンに結合する抗体は、細胞上に位置するヘプシンに
対し（インビトロ又はインビボで）、例えばヘプシンが細胞の表面に位置する場合、特異
的に結合することができる。
　一態様では、本発明は、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより
高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定する方法を提供し、本方法
では、前記細胞の存在によって、対象がヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連す
る障害を有することが示される。
【００２０】
　一態様では、本発明は、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する障害に対す
る治療法への、対象の応答性を予測する方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基
準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有す
るかどうかを決定し、前記細胞の存在によって、対象が当該治療法に応答することが示さ
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れる。
　一態様では、本発明は、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する疾病の治療
を受けた対象の、微小残存病変の存在をモニターする方法を提供し、前記方法では、対象
が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現す
る細胞を有するかどうかを決定し、前記細胞の検出により、前記微小残存病変の存在が示
される。
【００２１】
　一態様では、本発明は、対象に、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する疾
病状態を検出する方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基準試料中におけるヘプ
シンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定し、
前記細胞の検出により、対象に前記疾病状態の存在が示される。
　一態様では、本発明は、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する障害が患者
に発生しているという素因を評価する方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基準
試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有する
かどうかを決定し、前記細胞の検出により、対象に前記障害が発生しているという素因が
示される。
【００２２】
　一態様では、本発明は、対象におけるヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連す
る障害の診断方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシン
の発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定し、前記
細胞の検出によって、対象が前記障害を有することが示される。
　一態様では、本発明は、対象におけるヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連す
る疾病の初期と後期（例えば、悪性の度合い、初期又は進行期等）を区別する方法を提供
し、前記方法では、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレ
ベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定し、前記細胞の検出によって、対
象が疾病の後期にあることが示される。
【００２３】
　一態様では、本発明は、対象におけるヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連す
る疾病の非侵襲期と侵襲期を区別する方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基準
試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有する
かどうかを決定し、前記細胞の検出によって、対象が疾病の侵襲期にあることが示される
。
　一態様では、本発明は、対象におけるヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連す
る疾病の非転移期と転移期を区別する方法を提供し、前記方法では、対象が、正常な基準
試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有する
かどうかを決定し、前記細胞の検出により、対象が疾病の転移期にあることが示される。
【００２４】
　ヘプシンの発現を試験する方法のステップは、免疫組織化学、ＥＬＩＳＡ及びブロッテ
ィングアッセイを含む種々のアッセイ形式で行うことができる。場合によっては、組織又
は細胞試料は、疾病組織又は細胞を含む。
　本発明の方法は、必要に応じて、適切な臨床的介入段階の決定に有用な情報を提供する
。従って、本発明の方法の一実施形態は、ヘプシンの発現の評価結果に基づいた臨床的介
入ステップを更に含む。例えば、適切な介入には、予防及び治療ステップ、又は本発明の
方法により取得されたヘプシン発現情報に基づく当時の予防又は治療ステップの修正を含
むことができる。
【００２５】
　本発明の方法には更に、哺乳動物におけるヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関
連する癌等の疾病の治療方法が含まれ、本方法は、哺乳動物から組織又は細胞試料を採取
するステップ、ヘプシンの発現（例えば発現の量）について組織又は細胞を試験するステ
ップ、及び前記組織又は細胞試料がヘプシンを発現すること（例えば、基準（コントロー
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ル）試料）より大きな量でヘプシンが発現されること）が決定されたら、前記哺乳動物に
有効量の治療薬を投与するステップを含む。場合によっては、本方法では、有効量のター
ゲティングされた治療薬（例えば、ヘプシン及び／又はそれに対応するリガンド及び／又
は基質に結合する及び／又はそれらの活性を遮断する抗体）、及び第２の治療薬（例えば
細胞障害剤）を前記哺乳動物に投与する。
　当業者には明らかであるように、本発明のあらゆる方法において、ヘプシンの発現の増
大が検出されることは、疾病の特徴（例えば、疾病の存在、進行段階又は程度）を肯定的
に示し、ヘプシンの発現の増大が検出されないことも、疾病を繰り返し特徴付けることに
より参考材料となる。
【００２６】
　一態様では、本発明は、ヘプシンに対する特異的結合能を有する１以上の抗体（例えば
本発明の抗体）を含むアレイ／プローブセットを提供する。
　一態様では、本発明は、本発明の組成物と、ヘプシンの発現レベルが、正常な基準試料
中におけるヘプシンの発現レベルより高いかどうかを決定することにより、当該組成物を
、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する障害の検出に使用することについて
の指示書とを備えるキットを提供する。一実施形態では、本発明の組成物は、ヘプシンに
対する特異的結合能を有する１以上の抗体（例えば本発明の抗体）を含むアレイ／プロー
ブセットである。一実施形態では、本発明の組成物は、ヘプシンを特異的に検出する抗体
を含む。一実施形態では、本発明の組成物は少なくともヘプシンの一部に特異的に結合す
る抗体を含む。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】抗ヘプシン抗体の特徴を示す。
【図２】ＨＡＩ－２によるヘプシン及びｕＰＡの阻害のＫｉ

ａｐｐ値を示す。
【図３】ＥＬＩＳＡに結合するヘプシンを示す。可溶性のヘプシンでコートしたマイクロ
タイタプレートに抗体を添加した。結合した抗体を西洋わさびペルオキシダーゼに抱合し
た抗マウスＩｇＧで検出した後で、ＢｉｏＦＸ　ＴＭＢ基質を添加した。
【図４】競合結合ＥＬＩＳＡによるエピトープの決定。可溶性のヘプシンでコートしたマ
イクロタイタプレートに、ビオチン標識した抗体と、モル濃度過剰の標識しない抗体とを
添加した。西洋わさびペルオキシダーゼに抱合したストレプトアビジンにより結合したビ
オチン標識抗体を検出した後で、ＢｉｏＦＸ　ＴＭＢ基質を添加した。
【図５】ＬｎＣａＰ細胞上のヘプシンに結合する抗体３Ｈ１０．１．２のヒストグラムを
示す。ＬｎＣａＰ－３４細胞は形質移入されたヘプシンと内在性ヘプシンを発現し、一方
ＬｎＣａｐ－１７細胞は内在性ヘプシンのみを発現した。細胞懸濁液を、３Ｈ１０．１．
２を用いてインキュベートし、ＦＡＣＳｃａｎ上でＰＥ－抱合Ｆ（ａｂ’）２抗マウスＩ
ｇＧにより表面結合抗体を検出した。
【図６】発色基質アッセイを示す。可溶性ヘプシン（０．２５ｎＭ）を用いて３０分間に
亘り５００ｎＭの抗体をインキュベートした。そこでパラ－ニトロアニリド基質Ｓ２３６
６に対するヘプシン酵素活性を測定し、活性割合で表わした（Ｖｉ／Ｖｏ）。ヘプシン阻
害剤ＫＤ１（５０ｎＭ）をポジティブコントロールとして使用した。
【図７】Ｐｒｏ－ｕＰＡ活性アッセイを示す。０．５ｎＭのヘプシンを用いて抗体（７１
０ｎＭ）を３０分に亘ってインキュベートし、ｐｒｏ－ｕＰＡ（１００ｎＭ）を添加して
反応を開始させた。複数の時点で一定分量を除去し、ｕＰＡ基質Ｓ２４４４を用いてアッ
セイの第２段階において形成されたｕＰＡの濃度を決定した。勾配に基づいてｕＰＡ形成
率（表１）を計算した。ヘプシン阻害剤ＫＤ１（７１ｎＭ）をポジティブコントロールと
して使用した。
【図８】モノクローナル抗体を用いた可溶性組換えヘプシンの免疫ブロッティングを示す
。還元条件下において、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりヘプシンを分析し、ニトロセルロース膜
上に移した後、抗ヘプシンモノクローナル抗体を用いて検出した。ヘプシンＢ鎖（プロテ
アーゼドメイン）の位置及び分子量の基準（Ｍｒ×１０３）を示す。
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【図９】天然ヒトヘプシンのアミノ酸配列の一実施形態を示す。
【図１０Ａ】天然ヒトヘプシンのアミノ酸配列の別の実施形態を示す。
【図１０Ｂ】天然ヒトヘプシンのアミノ酸配列の別の実施形態を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
典型的技術
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当業者の技術範囲内の分子生物学（組換え技術
を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学及び免疫学の従来技術を使用して行う。このよ
うな技術は、例えば以下のような文献に完全に明記されている。「Molecular Cloning: A
 Laboratory Manual」, 第２版(Sambrookら, 1989)；「Oligonucleotide Synthesis」(M.
 J. Gait, 編, 1984)；「Animal Cell Culture」(R. I. Freshney, 編, 1987)；「Method
s in Enzymology」(Academic Press, Inc.)；「Current Protocols in Molecular Biolog
y」(F. M. Ausubelら, 編, 1987、定期的更新)；「PCR: The Polymerase Chain Reaction
」, (Mullisら, 編, 1994)；「A Practical Guide to Molecular Cloning」(Perbal Bern
ard V., 1988)；「Phage Display: A Laboratory Manual」(Barbas 等, 2001)。
【００２９】
定義
　本明細書にて用いる「ヘプシン」なる用語は、天然配列のポリペプチド、天然配列のポ
リペプチドのポリペプチド変異体及びその断片、及び野生型ヘプシンと類似の様式でプロ
ＨＧＦを切断することができるポリペプチド変異体(本明細書中でさらに定義される)を包
含する。本明細書中で記載のヘプシンは、ヒト組織種類ないしは他の供給源などの様々な
供給源から単離するか、組み換え法ないしは合成法によって調整されたものでもよい。ま
た、「ヘプシン」、「ヘプシンポリペプチド」、「ヘプシン酵素」及び「ヘプシンタンパ
ク質」なる用語は、本明細書中で記載のようなヘプシンポリペプチドの変異体を含む。
　「天然配列ヘプシンポリペプチド」には、天然由来のヘプシンポリペプチドに対応する
同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドが含まれる。一実施形態では、天然配列ヘプシ
ンポリペプチドは、配列番号１（図９参照）のアミノ酸配列を含む。一実施形態では、天
然配列ヘプシンポリペプチドは、配列番号２（図１０参照）のアミノ酸配列を含む。この
ような天然配列ヘプシンポリペプチドは、天然から単離することもできるし、組換え又は
合成手段により生成することもできる。「天然配列ヘプシンポリペプチド」という用語に
は、特に、特定のヘプシンポリペプチドの天然に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞
外ドメイン配列)、天然に生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシングされた形態)
及びそのポリペプチドの天然に生じる対立遺伝子変異体が含まれる。
【００３０】
　「ヘプシンポリペプチド変異体」又はその変異体とは、ヘプシンポリペプチド、一般的
には、ここに開示するような天然配列のヘプシンポリペプチド配列のいずれかと少なくと
も約８０％のアミノ酸配列同一性を有するここで定義するような活性なヘプシンポリペプ
チドを意味する。このようなヘプシンポリペプチド変異体には、例えば、天然アミノ酸配
列のＮ末端又はＣ末端において一又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたヘ
プシンポリペプチドが含まれる。通常、ヘプシンポリペプチド変異体は、ここに開示する
天然配列ヘプシンポリペプチド配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性
、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８
８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、又は９９％のアミノ酸配列同一性を有している。通常、ヘプシン変異体ポリペプチ
ドは、少なくとも約１０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２０、３０、４０、５０、６
０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１
７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２
７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３
７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４
７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５
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７０、５８０、５９０、６００アミノ酸長、又はそれ以上である。場合によっては、ヘプ
シン変異体ポリペプチドは、天然ヘプシンポリペプチド配列に比較して一つ以下の保存的
アミノ酸置換、あるいは天然のヘプシンポリペプチド配列に比較して２、３、４、５、６
、７、８、９、又は１０以下の同類アミノ酸置換を有するにすぎない。
【００３１】
　ペプチド又はポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」とは、
配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如
何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定のペプチド又はポリペ
プチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定
義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当
業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、
又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュ
ータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配
列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを
含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しか
し、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、米国特許第６８２８１４６号
に記載のような配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって
得られる。
【００３２】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療的な使用を妨害する
物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる
。一実施態様では、タンパク質は、(１)例えばローリー法で測定した場合９５％を越える
抗体、一部の実施態様では９９重量％を超えるまで、(２)例えばスピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の
残基を得るのに充分なほど、あるいは、(３)例えばクーマシーブルーあるいは銀染色を用
いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで充分なほど精
製される。抗体の自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、単離された抗体には
、組換え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗
体は少なくとも一の精製工程により調製される。
【００３３】
　本明細書で使用する「抗ヘプシン抗体」という用語は、ヘプシンに対する結合能を有す
る抗体を指す。
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同じ」、「等価な」、又は「実質的に等価
な」という句は、当業者が２つの数値(例えば、分子に関連するもの、及び参照／比較分
子に関連する他のもの)の差異に、該値(例えばＫｄ値、抗ウイルス効果等)によって測定
される生物学的性質上わずかに又は全く生物学的及び／又は統計学的有意差がないと認め
られるほど、２つの数値が有意に類似していることを意味する。前記２つの値間の差異は
、参照／比較分子の値の好ましくは約５０％以下、好ましくは約４０％以下、好ましくは
約３０％以下、好ましくは約２０％以下、好ましくは約１０％以下である。
【００３４】
　ここで用いる「実質的に減少」、又は「実質的に異なる」という句は、当業者が２つの
数値(一般に、分子に関連するもの、及び参照／比較分子に関連する他のもの)の差異に、
該値(例えばＫｄ値又はＩＣ５０値)によって測定される生物学的性質上統計学的に有意で
あると認められるほど、２つの数値が有意に異なっていることを意味する。前記２つの値
間の差異は、参照／比較分子の値の、好ましくは約１０％より大きく、好ましくは約２０
％より大きく、好ましくは約３０％より大きく、好ましくは約４０％より大きく、好まし
くは約５０％より大きい。
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
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い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に具体的な例示的実施態様を記載する。
【００３５】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、段階的な力価の非標識抗原の存
在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コート
プレートと結合した抗原を捕獲することによって抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を
測定する以下のアッセイで示されるような(Chen,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881)
、所望の抗体のＦａｂ型(バージョン)とその抗原を用いて実行される放射性標識した抗原
結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定される。アッセイの条件を決めるために、マイクロタイター
プレート(Dynex)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体(Cappel Labs)を含む５０ｍＭ炭酸ナ
トリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートして、その後２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含
むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２～５時間、ブロックする。非吸着プレート(Nunc#26
9620)に、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈した所望のＦａｂと混
合する(例えば、Presta等, (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａ
ｂ-１２の評価と一致する)。ついで所望のＦａｂを一晩インキュベートする；しかし、イ
ンキュベーションは確実に平衡状態に達するまでに長時間(例えば６５時間)かかるかもし
れない。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で(例えば１時間)インキュベートす
る。そして、溶液を取り除き、プレートを０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８
回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20; Pa
ckard)を加え、プレートをTopcountγ計測器(Packard)にて１０分間計測する。最大結合
の２０％か又はそれ以下濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実
施態様によると、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBI
AcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)にて表面プラズモン
共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値を測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デ
キストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エ
チル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキ
シスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で
５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１
０になるように５μｌ／分の流速で注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックす
るために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈
したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０
５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラム
を同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-o
ne Langmuir binding model) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて
、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／
Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を
参照。しかしながら、上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１

Ｓ－１を上回る場合、結合速度は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備えた分光光
度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備
えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗
原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍
光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又
は減少を測定する蛍光消光技術を用いて測定される。
【００３６】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
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～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又は
BIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共
鳴アッセイにて測定される。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチ
ルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨ
Ｓ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．
２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μ
ｌ／分の流速で注入した。その後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノール
アミンを注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノール
アミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭ
から５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢ
ＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせる
ことによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding mo
del) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解
離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した
。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかし、上記の表
面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、
例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv Inst
ruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoSpectro
nic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０
ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯
域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測
定するのが好ましい。本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、一実施態様では、段階的な力
価の非標識抗原の存在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、
抗Ｆａｂ抗体コートプレートと結合した抗原を捕獲することによって抗原に対するＦａｂ
の溶液結合親和性を測定する以下のアッセイで示されるような(Chen,等, (1999) J. Mol 
Biol 293:865-881)、所望の抗体のＦａｂ型(バージョン)とその抗原を用いて実行される
放射性標識した抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定される。アッセイの条件を決めるために
、マイクロタイタープレート(Dynex)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体(Cappel Labs)を
含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートして、その後２％(w/v)のウシ
血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２～５時間、ブロックする。非吸
着プレート(Nunc#269620)に、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈し
た所望のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599の抗
ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで所望のＦａｂを一晩インキュベー
トする；しかし、インキュベーションは確実に平衡状態に達するまでに長時間(例えば６
５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で(例えば１時
間)インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プレートを０．１％のＴｗｅｅｎ２
０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物
質(MicroScint-20; Packard)を加え、プレートをTopcountγ計測器(Packard)にて１０分
間計測する。最大結合の２０％か又はそれ以下濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合
測定に用いる。他の実施態様によると、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チッ
プを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ
)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値を測定する。簡単に言うと、
カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者
の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(
ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナ
トリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反
応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入した。反応しない群をブ
ロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の
段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速
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で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサ
ーグラムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple 
one-to-one Langmuir binding model) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)
を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫ

ｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:86
5-881を参照。しかしながら、上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０
６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結合速度は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備え
た分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベ
ットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増
濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａ
ｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)にお
ける増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて測定される。
【００３７】
　一実施態様では、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋ

ｏｎ」は、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreT
M-2000又はBIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プ
ラズモン共鳴アッセイにて測定される。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストラン
バイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(
３-ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニ
ミド(ＮＨＳ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍ
ｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるよ
うに５μｌ／分の流速で注入した。その後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエ
タノールアミンを注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエ
タノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．
７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ
２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィッ
トさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir bi
nding model) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋ

ｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比とし
て算出した。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかし
、上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合
、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)
(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(The
rmoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５
℃の、２０ｎＭの抗抗原
抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６
ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測定するのが好
ましい。
【００３８】
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが結合している他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子を意味するものである。一つのタイプのベクターは「プラスミド」
であり、これは付加的なＤＮＡセグメントが結合されうる円形の二重鎖ＤＮＡループを意
味する。他の型のベクターはファージベクターである。他の型のベクターはウイルスベク
ターであり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへ結合させうる。所定のベクタ
ーは、それらが導入される宿主細胞内において自己複製することができる(例えば、細菌
の複製開始点を有する細菌ベクターとエピソーム哺乳動物ベクター)。他のベクター(例え
ば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノム中に組
み込まれ、宿主ゲノムと共に複製する。更に、所定のベクターは、それらが作用可能に結
合している遺伝子の発現を指令し得る。このようなベクターはここでは「組換え発現ベク
ター」(又は単に「組換えベクター」)と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベ
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クターはしばしばプラスミドの形をとる。本明細書では、プラスミドが最も広く使用され
ているベクターの形態であるので、「プラスミド」と「ベクター」を相互交換可能に使用
する場合が多い。
【００３９】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成
反応によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチ
ドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み
得る。
【００４０】
　「抗体」(Ａｂ)及び「免疫グロブリン」(Ｉｇ)は、同じ構造的特徴を有する糖タンパク
質である。抗体は、特定の抗原に対して結合特異性を示すが、免疫グロブリンは、抗体と
、一般に抗原特異性を欠く抗体様分子の双方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例え
ばリンパ系では低レベルで、骨髄腫では高レベルで産出される。
　「抗体」及び「免疫グロブリン」なる用語は、最も広義で相互に交換可能に使用され、
モノクローナル抗体(例えば、全長又は無傷のモノクローナル抗体)、ポリクローナル抗体
、一価抗体、多価抗体、多重特異性抗体(例えば、所望の生物活性を示す限り二重特異性
抗体)が含まれ、さらにある種の抗体断片(ここに詳細に記載されるもの)も含まれ得る。
抗体は、キメラ、ヒト、ヒト化及び／又は親和成熟したものであってよい。
【００４１】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体(免疫グロブリン)は異なるク
ラスが割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ

２等のサブクラス(アイソタイプ)に分かれる。免疫グロブリンの異なるクラスに対応する
重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。免疫グロブリンの異な
るクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位はよく知られており、例えば、Abbas等
．Cellular and Mol. Immunology, 第４版(2000)に概説されている。抗体は、抗体と１以
上の他のタンパク質又はペプチドとの共有結合性又は非共有結合性の会合により形成され
た融合大分子の一部であり得る。
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」という用語は、本明細書では
交換可能に使用され、ほぼインタクトな形態の抗体を指し、以下に定義するような抗体断
片は意味しない。この用語は、特にＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００４２】
　「抗体断片」は完全な抗体の一部のみを含んでなるものであり、その一部は、完全な抗
体に存在する場合のその一部に通常関連する機能の少なくとも一、好ましくはその機能の
ほとんどないしはすべてを保持することが好ましい。一実施態様では、抗体断片は完全な
抗体の抗原結合部位を含んでなるために、抗原結合能を有する。他の実施態様では、抗体
断片は、例えばＦｃ領域を含んでなるものは、完全な抗体に存在する場合のＦｃ領域に通
常関連する生物学的な機能、例えばＦｃＲｎ結合、抗体半減期の調節、ＡＤＣＣ機能及び
補体結合の少なくとも一を保持する。一実施態様では、抗体断片は、完全な抗体と実質的
に類似したインビボ半減期を有する一価性抗体である。例えば、このような抗体断片は、
インビボ安定性を断片に与えることができるＦｃ配列に結合した抗原結合アームを含んで
もよい。
【００４３】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる自然に
生じる可能性がある突然変異を除いて、基本的に同一のアミノ酸配列を有する。モノクロ
ーナル抗体は高度に特異的であり、単一の抗原部位に対するものである。さらに、異なる
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決定基(エピトープ)に対する異なる抗体を典型的には含むポリクローナル抗体調製物とは
異なり、各モノクローナル抗体は抗原の単一の決定基に対するものである。
　ここでモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体を含み、それは特定の種由来又は特
定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体において、対応する配列に一致する又は
類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部であり、残りの鎖は、所望の生物学的活性を表す限り
、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体にお
いて、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６７号
；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。
【００４４】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小
配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可
変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の残基によって置
換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を含ん
でいてもよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般に、ヒ
ト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのも
のに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のものである
少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、
ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、Jone
s等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；及びPresta
, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また次の文献とそこに引用
されている文献を参考のこと：Vaswani及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle
及びGross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００４５】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」の前の「ＨＣ」及び「ＬＣ」という文字は、
それぞれ重鎖及び軽鎖のＨＶＲ又はＨＶを指す。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を
含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。多数の高
頻度可変領域の描写が使用され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は配
列変化に基づいており、最も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, 5版 Public Health Service, National Institutes of Hea
lth, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言及している(
Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ高頻度可変領域は、カバ
ットＣＤＲとChothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗体モ
デリングソフトウェアにより使用される。「接触」高頻度可変領域は、利用できる複合体
結晶構造の分析に基づく。これら高頻度可変領域のそれぞれからの残基を以下に示す。
カバットループ　　ＡｂＭ　　　 Chothia　　　 接触
L1　 L24-L34　　　L24-L34　　　L26-L32　　　L30-L36
L2　 L50-L56　　　L50-L56　　　L50-L52　　　L46-L55
L3　 L89-L97　　　L89-L97　　　L91-L96　　　L89-L96
H1　 H31-H35B　　 H26-H35B　　 H26-H32　　　H30-H35B
　　 (カバット番号付け)
H1　 H31-H35　　　H26-H35　　　H26-H32　　　H30-H35 
　　 (Chothia番号付け)
H2　 H50-H65　　　H50-H58　　　H53-H55　　　H47-H58



(19) JP 2009-540835 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

H3　 H95-H102　　 H95-H102　　 H96-H101　　 H93-H101
【００４６】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であり、抗原結合部位
を含む。
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここに開示されたヒト抗体を作製する任意の技術を使用して製
造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んでなるヒト
化抗体を除く。
【００４７】
　「親和成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗体
の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を持
つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコモ
ルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られている手順によって生産
される。Marks等, Bio/Technology, 10：779-783(1992)は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッ
フリングによる親和成熟について記載している。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基の
ランダム突然変異誘導は、Barbas等, Proc Nat Acad. Sci, USA 91：3809-3813(1994)；S
chier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immunol.155：1994-2004(1995)；Ja
ckson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkins等, J. Mol. Biol.226：889-8
96(1992)に記載されている。
　「阻止(ブロック)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体とは、結合する抗原の生物学的活
性を阻害するか又は低下させる抗体である。好ましい阻止抗体又はアンタゴニスト抗体は
、抗原の生物学的活性を、ほぼ又は完全に阻害する。
　本明細書において使用する「アゴニスト」抗体は、対象とするポリペプチドの機能活性
の少なくとも一つを模倣する抗体である。
【００４８】
　「疾患」とは、治療が有益である任意の状態である。これには、慢性及び急性の疾患、
又は対象疾患に哺乳動物がかかりやすい病的状態を含む疾病が含まれる。ここで治療され
る疾患の非限定的例には、癌及びその他の細胞増殖不全に関連する疾患が含まれる。
　「細胞増殖不全」及び「増殖不全」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖に関連す
る障害を指す。一実施形態では、細胞増殖不全は癌である。
【００４９】
　本明細書中の「腫瘍」とは、悪性か良性かにかかわらず、すべての腫瘍性細胞成長及び
増殖と、すべての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」」「癌性」「細胞増殖
性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」なる用語は、本明細書に参照されるように相互に
限定的なものでない。
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする、哺
乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるもので
はないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のよ
り特定の例には、扁平細胞癌(squamous cell cancer)、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の
腺癌、及び肺の扁平癌腫(squamous carcinoma)、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵臓癌、神
経膠芽腫、子宮頸管癌、肝臓癌、膀胱癌、肝癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、子宮内膜又は子
宮癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓性癌、並びに様
々な頭頸部の癌が含まれる。
【００５０】
　ここで使用される「治療」とは、治療される個体又は細胞の自然の経過を変化させる試
みにおける臨床的介入を意味し、予防のため、又は臨床病理経過中に実施することができ
る。治療の所望する効果には、疾患の発症又は再発の予防、症状の緩和、疾病の任意の直
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接的又は間接的な病理学的結果の減少、炎症及び／又は組織／器官の損傷の防止又は減少
、疾病の進行速度の低減、病状の回復又は緩和、及び寛解又は予後の改善が含まれる。一
部の実施態様では、本発明の抗体は、疾病又は疾患の進行を遅延化させるために使用され
る。
　「有効量」とは、所望される治療的又は予防的結果を達成するのに必要な期間、必要な
用量での有効量を意味する。
【００５１】
　本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、病状、年齢、性別、個体の体重、及び個体
に所望する反応を引き出すための物質／分子の能力等の要因に応じて変わり得る。また、
治療的有効量とは、物質／分子の任意の毒性又は有害な影響を、治療的に有益な効果が上
回る量である。「予防的有効量」は、所望する予防的結果を達成するのに必要な期間、用
量で有効な量を意味する。必ずではないが、典型的には、予防的用量は、疾病の前又は初
期の段階に患者に使用されるために、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。
　ここで使用される「細胞障害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し、及び／又
は細胞破壊をもたらす物質を意味する。
【００５２】
　本明細書中で用いる「診断」なる用語は、分子の又は病理学的状態の同定、例えば細胞
増殖不全（例えば癌）の同定を指す。本明細書中で用いる「予後」なる用語は、例えば、
疾患の再発、再燃、及び薬剤耐性を含む疾患が原因となる疾患症状の可能性の予測を意味
する。本明細書中で用いる「予測」なる用語は、患者が薬剤又は一連の薬剤に対して有利
又は不利に応答する可能性を意味する。一実施態様では、予測はその応答の程度に関する
。一実施態様では、予測は、例えば特定の治療的薬剤による治療、及び疾患再発のない一
定期間の後に患者が生存しているか改善しているかどうか、及び／又はその可能性に関す
る。本発明の予測方法を用いて任意の特定の患者のために最も好適な治療様式を選択する
ことによって、治療決定を臨床的に行うことができる。本発明の予測方法は、患者が、治
療投薬計画、例えば特定の治療剤や組み合わせの投与、外科的介入、ステロイド治療など
を含む特定の治療投薬計画に有利に応答するかどうか、又は治療投薬計画の後に患者が長
期に生存しているかどうかを予測する際の有用なツールである。
　「患者応答」は、限定するものではないが以下のものを含む患者に利益を示す任意のエ
ンドポイントを使用して評価できる。(1) 緩徐化及び完全な停止を含む、ある程度の疾患
進行の阻害、(2) 疾患発症及び／又は症状の数の減少、(3) 損傷サイズの減少、(4) 近接
する末梢器官及び／又は組織への疾患細胞浸潤の阻害(すなわち減少、緩徐化又は完全な
停止)、(5) 疾患の拡がりの阻害(すなわち減少、緩徐化又は完全な停止)、(6) 必ずでは
ないが病変の退行又は消失が生じうる際増増殖、浸潤又は転移の低減、(7) 疾患と関係す
る一又は複数の症状の、ある程度の軽減、(8) 治療後の疾患がない期間の増加、及び／又
は(9) 治療後の特定の時点での死亡率の減少。
【００５３】
　本明細書中で用いる「試料」なる用語は、例えば理学的、生化学的、化学的及び／又は
生理学的特徴に基づいて特性を示す又は同定される、細胞実体及び／又は他の分子実体を
含有する対象とする被検体から得られる、又は対象とする被検体由来の組成物を指す。例
えば、「疾患試料」なる表現及びこの変形は、特徴付けられている細胞実体及び／又は分
子実体を含むことが予測される、又はそうであることが知られている対象の被検体から得
た任意の試料を指す。
　「組織又は細胞の試料」は、被検体又は患者の組織から採取された同種の細胞の集まり
を意味する。組織又は細胞試料の供給源は、新鮮な、凍結された及び／又は保存されてい
た臓器や組織の試料又は生検又は吸引による固形組織；血液又はいずれかの血液成分；大
脳脊髄液、羊水、腹水又は間質液などの体液；被検体の妊娠期又は発生期の任意の時期の
細胞であってもよい。また、組織試料は原発性又は培養した細胞又は細胞株であってもよ
い。場合によっては、組織又は細胞の試料は罹患組織／臓器から得られる。組織試料は、
防腐剤、抗凝血物質、バッファー、固定液、栄養分、抗生物質など天然の組織にはもとも
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と混在していない化合物を含んでもよい。
【００５４】
　「ハウスキーピング遺伝子」なる用語は、活性が細胞機能の維持に必須であるタンパク
質をコードする一群の遺伝子を指す。これらの遺伝子は一般的に、すべての細胞型におい
て同じように発現される。ハウスキーピング遺伝子には、限定するものではないが、グリ
セルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ(ＧＡＰＤＨ)、Ｃｙｐｌ、アルブミン、アク
チン(例えばβ-アクチン)、チューブリン、シクロフィリン、ヒポキサンチンホスホリボ
シルトランスフェラーゼ(ＨＲＰＴ)、Ｌ３２、２８Ｓおよび１８Ｓが含まれる。
　本明細書中の組織試料の「切断部分(切片)」とは、組織試料の一部又は一片、例えば組
織試料から切り出した組織又は細胞の一薄片を意味する。本発明が、組織試料の同じ切断
部分が形態学的及び分子的レベルで分析されるか、又はタンパク質及び核酸の両方に関し
て分析される方法を含む場合に、組織試料の複数の切断部分が採取され、本発明に係る分
析に供されてもよいと理解される。 
【００５５】
　「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロトコルの成績及び／
又は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較することを意味する
。例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの結果を用いてもよい
し、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分析又はプロトコルを
行うかどうかを決定してもよい。タンパク質結合分析又はプロトコルの実施態様に関し、
タンパク質結合分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実行するかど
うかを決定してもよい。
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、抗体などの試薬に直接的又は間接的にコ
ンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬の検出を容易にす
る化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの(例えば放射性標識又は蛍光性標
識)であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは組成物の化学的変
化を触媒するものであってもよい。
【００５６】
一般的な例証としての技術
　標的タンパク質を含む試料は当分野で公知の方法によって採取されてもよく、その方法
は対象とする疾患の特定のタイプや位置に適切なものである。罹患組織の代表的な一片を
採取するために組織生検が用いられることが多い。あるいは、細胞は、対象の罹患細胞を
含むことがわかっているか又は含むと考えられる組織／体液の形態で間接的に得られても
よい。例えば、疾患病変の試料は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気管支擦過によ
って、あるいは痰、肋膜体液又は血液から採取されてもよい。タンパク質の標的は、罹患
組織から、あるいは尿、痰又は血清などの他の身体試料から検出されうる。疾患試料中の
標的タンパク質の検出について上記に述べた同じ技術は他の身体試料に応用されうる。罹
患細胞は、疾患病変から脱離し、前記身体試料中に見られる。前記身体組織をスクリーニ
ングすることによって、これら疾患のために簡便で迅速な診断法が達成されうる。加えて
、治療の経過は、前記身体試料を標的タンパク質について試験することによって、より容
易にモニターされうる。
　一実施態様では、本発明の方法は、ヘプシンの調節不全（例えば過剰発現）に関連する
任意の疾患を検出するために有用である。本発明の診断方法は臨床医にとって有用である
ため、治療の適切な経過を決定することができる。例えば、本明細書中に開示したヘプシ
ンの発現レベルが高いことを示す被検体からの試料によって、比較的低い発現レベルを示
す試料よりもより積極的な治療的投薬計画が示唆されるかもしれない。本発明の方法は、
様々な設定、例えば、薬剤開発の間の患者の選択、特定の治療投薬計画によって個々の患
者を治療する場合の成功の可能性の予測に役立てる場合、疾患の経過を評価する場合、治
療有効性をモニターする場合、特定の疾患(例えば癌)を発症する個体の素因を評価する場
合、疾患の段階を区別する場合などに有用であるといえる。
【００５７】
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本発明の代表的な方法及びアッセイ
　本明細書において開示される方法およびアッセイは、哺乳動物の組織又は細胞の試料に
おけるヘプシンの発現の試験に関するものであり、このときヘプシンの発現によって、組
織又は細胞の試料がヘプシンインヒビターの使用に基づく治療に感受性があるか否かが予
測される又は示される。
　上記のように、様々な疾患と関係しているヘプシンの異常な発現と関係している罹患し
たヒト細胞種の集団がいくつかある。したがって、開示した方法及びアッセイにより、患
者を治療するために適切又は効果的な治療法を評価する際に有用なデータ及び情報を得る
ための、簡便、効果的及び費用効果が良いと思われる手段が提供されると考える。例えば
、ヘプシン関連の症状と診断されている患者は、組織又は細胞の試料を得るために行われ
た生検を持ちうる。この試料を、様々なインビトロアッセイによって試験し、患者の細胞
がヘプシンインヒビター(例えば、抗ヘプシン抗体)などの治療剤に感受性があるか否かを
決定することができる。
【００５８】
　本発明は、抗ヘプシンインヒビターに対する哺乳動物の組織又は細胞の試料(癌など)の
感受性を予測するための方法を提供する。この方法において、哺乳動物の組織又は細胞の
試料が採取され、ヘプシンの発現について試験される。前記方法は、免疫組織化学アッセ
イを含め、様々なアッセイ様式で実施されうる。前記組織又は細胞におけるヘプシンの発
現の決定は、前記組織又は細胞が抗ヘプシンインヒビター療法に感受性があることを予測
するものであろう。
　以下に示すように、試料におけるヘプシンの発現は、多くの方法論によって分析されて
もよく、これらの多くは当分野で公知かつ当業者に理解されるものであり、これらには限
定するものではないが、免疫組織化学および／またはウェスタン分析、定量的な血液に基
づくアッセイ(例えば血清ＥＬＩＳＡなど)(例えば、タンパク質発現のレベルを調べるた
めに)が含まれる。タンパク質の状態を評価するための代表的なプロトコルは、例としてA
usubel et al. eds., 1995, Current Protocols In Molecular Biology、ユニット１５（
イムノブロッティング)にみられる。
　試料においてヘプシンを検出することに関する以下のプロトコルは例示として挙げる。
【００５９】
　本発明の選択的な方法には、哺乳動物の組織又は細胞の試料中のヘプシンの存在につい
て調べる又は試験するプロトコルが含まれる。ヘプシンを検出するために様々な方法が実
施されてもよく、例えば、免疫組織化学分析、免疫沈降、ウエスタンブロット分析、分子
結合アッセイ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍光標示式細胞分取(ＦＡＣＳ)などが含まれる
。例えば、組織又は試料中のヘプシンの発現を検出する選択的な方法は、該試料を、本発
明の抗体、この抗体のヘプシン反応断片、又は本発明の抗体の抗原結合領域を含む組み換
えタンパク質と接触させ、次いで該試料中のヘプシンタンパク質の結合を検出することを
含む。
　本発明の特定の実施態様では、試料におけるヘプシンタンパク質の発現は、免疫組織化
学及び染色プロトコルを用いて試験される。組織切片の免疫組織化学染色は、試料中のタ
ンパク質の存在を評価ないしは検出するための確実な方法であることが示されている。免
疫組織学法(「ＩＨＣ」)技術は、抗体を用いて、一般的には色素生産性方法または蛍光性
方法によって、インサイツで細胞性抗原を探索して視覚化する。
【００６０】
　試料の調整では、哺乳動物(典型的にはヒト患者)の組織または細胞試料を用いてもよい
。試料の例として、組織生検、血液、肺吸引、痰、リンパ液などが含まれるが、これらに
限定するものではない。前記試料は、当分野で公知の様々な手順、限定するものではない
が、外科的切除、吸引または生検などによって採取することができる。組織は新鮮なもの
でも凍結したものでもよい。一実施態様では、前記試料は固定し、パラフィンなどに包埋
する。
　前記組織試料は従来の方法によって固定(すなわち保存)されてもよい(例として、“Man
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ual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology,
” 3rd edition (1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Division McGra
w-Hill Book Company, New York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced 
Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, Editor, Ar
med Forces Institute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D
.C.を参照)。当分野の技術者は、組織学的染色ないしは他の分析に供する試料の目的に応
じて固定液を選択することは理解するところであろう。また、当分野の技術者は、組織試
料の大きさおよび用いる固定液に応じて固定の長さを決定することも理解するであろう。
実施例では、中性緩衝ホルマリン、ブアン固定液またはパラホルムアルデヒドを用いて試
料を固定してもよい。
【００６１】
　通常、まず試料を固定し、次いで段階的に増加させたアルコールによって、脱水し、適
切な切片溶液に浸透させて包埋し、組織試料を切断できるようにする。適切な切片溶液は
、所望の検出条件下においてヘプシンの検出を可能にする溶液を含む。別法として、組織
を切断して、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の方法によって、組織試料
を包埋して処理してもよい(例として、上掲の"Manual of Histological Staining Method
 of the Armed Forces Institute of Pathology"を参照)。組織試料を包埋すると、試料
をミクロトーム等によって、切断してもよい(例として、上掲の"Manual of Histological
 Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology"を参照)。この手順の
例として、切片はおよそ３ミクロンからおよそ５ミクロンの範囲の厚さでよい。切断する
と、いくつかの標準的な方法によって、切片をスライドに付着させてもよい。スライド接
着剤の例として、シラン、ゼラチン、ポリ‐Ｌ‐リジンなどがあるが、これに限定される
ものではない。
　場合によって、試料の調整の後に、組織切片をＩＨＣを用いて分析してもよい。ＩＨＣ
は、形態学的染色および／または蛍光発光インサイツハイブリダイゼーションなどの付加
的な技術と組み合わせて行ってもよい。ＩＨＣの直接アッセイおよび間接アッセイの２つ
の一般的な方法が有用である。第一のアッセイでは、標的抗原(例えばヘプシン)に対する
抗体の結合は、直接的に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相互作用を必要と
せずに可視化されうる酵素標識一次抗体または蛍光タグ付加一次抗体などの標識された試
薬を用いる。代表的な間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次抗体が抗原と結
合し、次いで標識された二次抗体が一次抗体と結合する。二次抗体が酵素標識にコンジュ
ゲートする場合、抗原を視覚化させるために発色基質ないしは蛍光発生基質が加えられる
。二次抗体の中には一次抗体上の異なるエピトープと反応するものもあるので、シグナル
の増幅が起こる。
【００６２】
　一般的に、免疫組織化学に使用する一次および／または二次抗体は、検出可能な成分に
て標識されるであろう。通常、以下の種類に分類できる多くの標識が利用可能である：
　(a) ラジオアイソトープ、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈおよび１３１Ｉ。抗
体は例えばImmunology, Volumes 1 and 2, Coligen 等, 編集 Wiley-Interscience, New 
York, New York, Pubs. (1991)のＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓに記載される技術
を用いて放射性同位体にて標識することができ、放射能はシンチレーション計測器を用い
て測定することができる。
　(b) コロイド金粒子
　(c) 希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、テキサスレッド、ローダミン、フルオ
レセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン(phycocrytherin)
、フィコシアニン又はSPECTRUM ORANGE7およびSPECTRUM GREEN7などの市販の蛍光体およ
び／または上記の何れか一ないしは複数の誘導体を含むが、これらに限定されるものでは
ない蛍光標識。蛍光標識は、例えば、上記のImmunologyのCurrent Protocolsに開示され
る技術を用いて抗体にコンジュゲートすることができる。蛍光は、蛍光計を用いて定量化
することができる。
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　(d) 様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第4,275,149号にはこの概説があ
る。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる発色基質の化学変化を触
媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を触媒するかも
しれない。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の変化を定量化
する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に励起され、測
定することができる(例えば化学発光計測器を用いて)か、またはエネルギーを蛍光アクセ
プターに与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、ホタルルシ
フェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４７３７４５６号)、ルシフェリン、2
,3-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸デヒドロゲナー
ゼ、ウレアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)などのペルオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、サッカラ
イドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよびグ
ルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカーゼおよび
キサンチンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼなどが含
まれる。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivanら., Methods for the Pre
paration of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, in Methods
 in Enzym. (ed J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York, 73:147-16
6 (1981)に記載されている。
【００６３】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　(i) 基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)
、ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆体(例えば、オルソフェニレン(orthophenylene
)ジアミン(ＯＰＤ)又は3,3',5,5'テトラメチルのベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸化する
；
　(ii) 発色基質としてリン酸パラグラフ-ニトロフェニルを有するアルカリホスファター
ゼ(ＡＰ)；及び
　(iii) 発色基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍光発生基質
(例えば、4-メチルウンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)を
有するβ-Ｄ-ガラクトシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
　多数の他の酵素基質の組合せは当業者にとって利用可能である。これらの一般的な概要
については、米国特許第４２７５１４９号および同第４３１８９８０号を参照。標識は、
抗体と間接的にコンジュゲートされることがある。これを行うための様々な技術は当分野
の技術者に公知である。例えば、抗体は、ビオチンとコンジュゲートさせることができ、
前述した大きな４つの分類のうちの何れかはアビジンとコンジュゲートさせることができ
、その逆もまた可能である。ビオチンは選択的にアビジンと結合し、したがって、標識は
この間接的な方法で抗体にコンジュゲートさせることができる。あるいは、抗体と標識を
間接的にコンジュゲートさせるために、抗体は小ハプテンとコンジュゲートさせ、前述し
た標識の異なるタイプのうちの１つは抗ハプテン抗体とコンジュゲートさせる。したがっ
て、抗体と標識は間接的にコンジュゲートすることができる。
【００６４】
　上記の試料調整手順以外に、ＩＨＣ前、ＩＨＣの間又はＩＨＣ後に組織切片の更なる処
置が所望されてもよい。例えば、クエン酸塩バッファー中で組織サンプルを加熱するなど
のエピトープ検索方法が実施されてもよい(例として、Leong 等 Appl. Immunohistochem.
 4(3): 201 (1996)を参照)。
　場合によって行うブロック処置の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下と十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は慣例的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
範囲は、上記の検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。標識は、3,3'-ジアミ
ノベンジジンクロモゲンなどの発色基質の化学変化を触媒する酵素標識(例えばＨＲＰＯ)
であることが望ましい。好ましくは、酵素標識は、一次抗体(例えば、一次抗体はウサギ



(25) JP 2009-540835 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

ポリクローナル抗体であり、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である)に特異的に結合する抗
体にコンジュゲートさせる。
　場合によって、ヘプシンの発現を検出するためのＩＨＣ分析に用いられる抗体は、ヘプ
シンに主に結合するように生成された抗体であり、例えば本発明の抗体を含む。場合によ
って、抗ヘプシン抗体はモノクローナル抗体である。抗ヘプシン抗体は様々な販売元から
など、当分野で容易に入手可能であり、また、当分野で公知の慣例的な技術を用いて生成
されうる。
【００６５】
　したがって、調製される検査材料はマウントしてカバーグラスをかけてもよい。その後
、例えば顕微鏡を使用してスライドの評価を行い、当分野で通常用いられる染色強度判定
基準を用いてもよい。一例として、染色強度判定基準は以下の通りに評価してもよい。
表Ａ

　代替的な方法では、試料を、抗体－ヘプシン複合体が形成するために十分な条件下でヘ
プシンに特異的な抗体と接触させ、次いで該複合体を検出してもよい。ヘプシンの存在は
多くの方法、例えば血漿又は血清を含む多種多様な組織および試料を検定するためのウェ
スタンブロッティングおよびＥＬＩＳＡ手順によって行ってもよい。このようなアッセイ
様式を用いた広範囲にわたるイムノアッセイ技術は利用可能である。米国特許第４０１６
０４３号、同第４４２４２７９号および同第４０１８６５３号参照。これらには、単一の
部位および２-部位の両方、あるいは非競合型の「サンドイッチ」アッセイ、並びに従来
の競合的結合アッセイが含まれる。また、これらのアッセイには、標的バイオマーカーに
対する標識抗体の直接結合が含まれる。
【００６６】
　サンドイッチアッセイは最も有用なものの一つで、一般的に用いられるアッセイである
。サンドイッチアッセイ技術には多くのバリエーションあり、そのすべては本発明により
包含されることを目的とする。簡潔には、代表的な最近のアッセイでは、非標識抗体を固
体基板上に固定して、試験する試料を結合した分子に接触させる。抗体-抗原複合体が形
成されるくらいの適当な期間インキュベートした後、検出可能なシグナルを産生できるレ
ポーター分子で標識した、抗原特異的な第二抗体を添加して、更なる抗体-抗原-標識抗体
の複合体が形成されるために十分な時間インキュベートする。反応しなかった材料を洗い
流し、レポーター分子により産生されるシグナルを観察することによって抗原の存在を決
定する。結果は、可視的なシグナルを単純に観察したものであれば質的なものであり、ヘ
プシンを既知量含有するコントロール試料と比較したものであれば量的なものである。
　前記のアッセイへのバリエーションには、試料および標識抗体の両方を結合した抗体に
同時に添加する同時アッセイなどがある。これらの技術は当分野の技術者には公知であり
、多少のバリエーションが加えられることは容易に明らかであろう。代表的な近年のサン
ドイッチアッセイでは、バイオマーカーに対して特異性を有する第一抗体は固形表面に共
有結合するか受動的に結合する。固形表面は一般的にガラス又はポリマーであり、最も一
般的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン
、ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固形支持体は、チューブ、ビーズ、マイク
ロプレートの皿、又はイムノアッセイを行うために適切な他の任意の表面の形態でもあっ
てもよい。結合方法は従来技術において周知であり、一般に、架橋性共有結合又は物理的
な吸着から成り、ポリマー-抗体複合体は試験試料の調整において洗浄される。次いで、
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試験される試料の分割量を固相複合体に添加し、抗体中に存在する任意のサブユニットが
結合するために十分な時間(例えば、より便利であるならば２～４０分又は前夜)と適切な
条件(例えば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃の間)下でインキュベートする。イ
ンキュベーションの後、抗体サブユニット固相を洗浄して、乾燥させ、抗原の一部に特異
的な二次抗体とともにインキュベートする。二次抗体は、抗原への二次抗体の結合を表す
ために用いられるレポーター分子に結合させる。
【００６７】
　別法では、試料中の標的タンパク質を固定して、その後レポーター分子にて標識してい
るかまたは標識していない特異的抗体に固定された標的を曝すことを伴う。標的の量およ
びレポーター分子シグナルの強度に応じて、結合した標的は、抗体で直接標識することに
よって、検出可能でありうる。あるいは、一次抗体に特異的な二次標識抗体を標的-一次
抗体複合体に曝して、標的-一次抗体-二次抗体の三位複合体を形成させる。複合体は、レ
ポーター分子により発されるシグナルにより検出される。本明細書中で用いられる「レポ
ーター分子」は、その化学的性質によって、抗原と結合した抗体を検出するための分析し
て同定可能となるシグナルを提供する分子を意味する。この種のアッセイにおいて、最も
一般的に用いられるレポーター分子は、酵素、蛍光体または分子を含有する放射性核種(
すなわち放射性同位体)および化学発光分子である。
【００６８】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタールアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって、
酵素を二次抗体にコンジュゲートさせる。しかしながら、容易に認識されるように、技術
者に容易に利用可能である多種多様な異なるコンジュゲート技術が存在する。一般的に用
いられる酵素には、西洋わさびペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ－中でもガラ
クトシダーゼおよびアルカリホスファターゼなどがある。特定の酵素と共に用いられる基
質は、一般的に、対応する酵素による加水分解の際に生じる検出可能な色の変化で選択す
る。適切な酵素の例として、アルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどがある。ま
た、上記の発色基質よりも蛍光性産物を産生する蛍光性基質を用いることができる。すべ
ての例において、酵素標識抗体を一次抗体-分子マーカー複合体に加えて、結合させ、次
いで過剰な試薬を洗い流す。次いで、適当な基質を含有する溶液を抗体-抗原-抗体の複合
体に加える。基質は二次抗体と結合した酵素と反応して、通常は分光測定法による量的な
ものでもある定性的な可視化シグナルを生じ、試料中に存在する標的抗原の量を表す。あ
るいは、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光性化合物を、抗体の結合能を変化させ
ることなく抗体に化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射することにより活性
化されると、蛍光色素標識抗体はその光エネルギーを吸収し、それによリその分子におい
て励起状態が誘発され、続いて光学顕微鏡を用いて目視で検出可能な特徴的な色で光が放
射される。ＥＩＡでは、蛍光標識抗体は、一次抗体－抗原複合体に結合できる。結合して
いない試薬を洗い落とした後に、残りの三位複合体を適当な波長の光に曝すと、対象の標
的抗原の存在を示す蛍光発光が観察される。免疫蛍光法およびＥＩＡ技術は何れも、当分
野で非常に確立されたものである。しかしながら、放射性同位体、化学発光性分子または
生物発光性分子などの他のレポーター分子も用いられてもよい。
　上記の技術もヘプシンの発現を検出するために用いられることも考慮する。
【００６９】
　組織又は細胞の試料が、ヘプシンインヒビターによる治療に感受性があることを表すヘ
プシンを発現するという決定に続いて、有効量のインヒビターが、哺乳動物を悩ましてい
る疾患を治療するために該哺乳動物に投与されてもよいことが考慮される。本明細書中に
記載の様々な病的状態の哺乳動物の診断は、熟練した専門家によってなされうる。診断技
術は、例えば、哺乳動物の疾患の診断又は検出を可能とする当分野で利用可能である。
　ヘプシンインヒビターは、公知の方法に従って、ボーラスとしての静脈内投与、又は一
定期間にわたる連続的な注入、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、骨膜内、くも
膜腔内、経口、局所的又は吸入の経路により投与することができる。場合によっては、投
与は、様々な市販の装置を使用するミニポンプ注入によって実施されてもよい。
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　ヘプシンインヒビターの投与にとって有効な用量とスケジュールは、経験的に決定する
ことができ、そのような決定を行うことは当業者の技量の範囲にある。一回又は複数回服
用を用いることができる。例えば、単独で使用されるヘプシンインヒビターの効果的な用
量又は量は、１日当り体重の約１μｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ又はそれより多い範
囲であると現在考えられている。用量の種間スケーリングは、例えば、Mordenti等, Phar
maceut. Res., 8:1351(1991)に開示されているような、当該分野において既知の方法を用
いて実施することができる。
　ヘプシンインヒビターのインビボ投与が用いられる場合、正常な投与量は、投与経路に
応じて、哺乳動物の体重当たり１日に約１０ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇの範囲又は
１日当たりより多く、好ましくは約１μｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ／日とすること
ができる。特定の用量及び送達方法の指針は文献に与えられている；例えば、米国特許第
４６５７７６０号、第５２０６３４４号、又は第５２２５２１２号を参照のこと。異なる
製剤が異なる治療用化合物及び異なる疾患に有効であること、例えば一つの器官又は組織
を標的とする投与には、他の器官又は組織とは異なる方式で送達することが必要であるこ
とが予想される。
　さらに付加的な治療が本方法において使用され得ることを考慮する。一又は複数の他の
治療には、限定されるものではないが、細胞障害剤の投与及び問題とする特定の疾患のた
めの他の標準的な治療投薬計画が含まれる。このような他の治療法を、ヘプシンインヒビ
ターとは異なる試薬として用いられうることが考えられる。
【００７０】
　上記に記載又は提案した用途への使用のために、本発明ではキット又は製造品も提供さ
れる。このようなキットは、ガラス瓶、チューブなどの一ないし複数の密閉した容器内に
収容するために区分けされている運搬容器を具備しており、それぞれの容器には本方法に
使用する別個の成分の何れか一つを含んでいる。例えば、容器の一つには検出可能なよう
に標識してあるないしは標識することができるプローブを含む。このプローブは、本発明
の抗体であってもよい。
　典型的に、本発明のキットは、上記の容器と、商業的及び使用者の観点からみて望まし
い物質、例えばバッファー、希釈液、フィルター、針、注射器及び使用のための指示書を
有するパッケージ挿入物を収容する一ないし複数のその他の容器とを具備する。特定の治
療又は非治療的用途に該組成物が使用されることを示すために容器上にラベルがあっても
よく、またそのラベルは上記のようなインビボの使用又はインビトロの使用の何れかにつ
いての指導を示すものであってもよい。
【００７１】
　本発明のキットは多くの実施態様を有する。典型的な実施態様は、容器と、該容器上の
ラベルと、該容器内に収容される組成物を具備するキットであり、この場合の組成物はヘ
プシンに結合する一次抗体を含有するものであり、該容器上のラベルは、該組成物を用い
て少なくとも一種類の哺乳動物細胞中のヘプシンの存在を評価することができることと、
少なくとも一種類の哺乳動物細胞中のヘプシンの存在を評価するための抗体の使用につい
ての指示書を示すものである。さらに、キットは、組織試料を調整して組織試料の同一片
に抗体及びプローブを適用するための一組の指示書と材料を具備しうる。キットは、一次
抗体と、酵素標識などの標識にコンジュゲートしている二次抗体の両方を具備してもよい
。
　キットの他の任意の成分には、一ないし複数のバッファー(例えばブロックバッファー
、洗浄バッファー、基質バッファーなど)、酵素標識によって化学的に変化する基質など
の他の試薬(例えば色素原)、エピトープ探索溶液、コントロール試料(ポジティブコント
ロール及び／又はネガティブコントロール)、コントロールスライド(一ないし複数)など
がある。
【００７２】
一般的な抗体
　一般に、本発明の抗ヘプシン抗体は、様々な細胞種類及び組織におけるヘプシン発現の
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検出等、ヘプシンの検出及び単離用の試薬としての使用を含めて様々な設定に用途を有し
、これらの用途には、細胞集団におけるヘプシンの密度と分布の決定、及びヘプシンの発
現に基づく細胞選別が含まれる。また別の態様では、本抗ヘプシン抗体は、対象となる抗
体の結合活性パターンに似た胴パターンを有するヘプシンアンタゴニストの開発に有用で
ある。例えば、本発明の抗ヘプシン抗体を使用して、同じヘプシン結合特性を有する他の
抗体を決定及び同定することができる。更なる実施例として、本発明の抗ヘプシン抗体を
使用して、線形エピトープ及び立体エピトープを含め、本明細書に例示される抗体とほぼ
同じヘプシンのエピトープに結合する他の抗ヘプシン抗体を同定することができる。
　候補抗体の生成は、ハイブリドーマ技術、及び結合分子のファージディスプレイライブ
ラリのスクリーニング等の、本明細書に記載の技術を含め、当技術分野において常套的な
技術を用いて達成することができる。これらの方法は従来技術において確立されている。
【００７３】
　簡潔に説明すると、本発明の抗ヘプシン抗体は、一又は複数の所望の活性を有する合成
抗体クローンをスクリーニングするために、コンビナトリアルライブラリを用いて作製す
ることができる。原則として、合成抗体クローンは、ファージコートタンパク質と融合し
た抗体可変領域(Fv)の種々の断片を表示するファージを有するファージライブラリをスク
リーニングすることによって選択される。このようなファージライブラリは、所望される
抗原に対するアフィニティークロマトグラフィーによって選別される。所望される抗原と
結合することができるFv断片を発現するクローンは抗原に吸収され、それによってライブ
ラリーの非結合クローンから分離される。次いで、この結合クローンを抗原から溶出する
ことができ、抗原吸収／溶出のサイクルを繰り返すことによってさらに濃縮することがで
きる。本発明の任意の抗ヘプシン抗体は、対象のファージクローンを選択するために適切
な抗原スクリーニング手法を設計し、続いて対象のファージクローン由来のFv配列、及び
Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Pub
lication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切な定常領域(Fc)配列を
用いて完全長抗ヘプシン抗体クローンを構築することにより、得ることができる。国際公
開第０３／１０２１５７号パンフレット及びその引用文献も参照されたい。
　一実施態様では、本発明の抗ヘプシン抗体はモノクローナルである。また、ここに提供
される抗ヘプシン抗体のＦａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'-ＳＨ及びＦ(ａｂ')２断片、並びにそ
れらの変形形態も本発明の範囲に含まれる。これらの抗体断片は、酵素消化等の常套的な
手段により作製することができるか、又は組換え技術により生成することができる。この
ような抗体断片は、キメラ、ヒト又はヒト化とすることができる。これらの断片は、本明
細書に定める診断及び治療の目的に有用である。
【００７４】
　モノクローナル抗体は、ほぼ同種の抗体の集団から得ることができる。つまり、集団を
構成する個々の抗体は、少量だけ存在する可能性のある天然に発生する突然変異を別にす
れば同一である。従って、形容詞「モノクローナル」とは、別個の抗体の混合物ではない
という抗体の特性を示す。
　本発明の抗ヘプシンモノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)によっ
て最初に開示されたハイブリドーマ法を含む、従来技術に既知の様々な方法を用いて作製
することができるか、或いは組換えＤＮＡ法によって作製することができる(例えば、米
国特許第４８１６５６７号)。
【００７５】
ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡは
従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて)。多くの
ベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。一
般に、好ましい宿主細胞は、原核生物又は真核生物(一般的に哺乳動物)由来である。
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【００７６】
原核生物の宿主細胞を用いた抗体生成
　　ベクターの構築
　本発明のポリペプチド（抗体）をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組換
え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細胞
のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオチ
ドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得られ
ると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを複
製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手でき
知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベク
ターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換され
る特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能(異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発現
ないしその両方)及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。一
般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、プ
ロモーター、リボゾーム結合部位(ＲＢＳ)、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終末
配列が含まれる。
【００７７】
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン(Ａｍｐ)及びテトラサイクリン(Ｔｅｔ)耐
性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。ｐＢ
Ｒ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タンパ
ク質を発現する微生物によって使用可能なプロモーターを含むか、含むように変更される
。特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６４
８２３７号に詳細に記載されている。
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
【００７８】
　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
ー-シストロン(翻訳単位)対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロン
の上流(５')に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には誘
導性と構成的との２つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の有
無又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写レ
ベルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　様々な潜在的宿主細胞によって認識されるプロモーターが非常にたくさん公知となって
いる。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモーターを
除去し、本発明のベクター内に単離したプロモーターを挿入することによって軽鎖又は重
鎖をコードするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター
配列と多くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせる
ために使用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーター
と比較して、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異
種プロモーターが有用である。
【００７９】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
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ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター(例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター)も
好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要とさ
れる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコードす
るシストロンにそれらを作用可能に結合させることができる(Siebenlist等 (1980) Cell 
20:269)。
　本発明の一態様では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる(つまりシグナルペプチダーゼにより切断される)ものでなければならない
。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細胞
に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、Ｐｅ
ｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって置換
される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳＴＩ
Ｉシグナル配列又はその変異体である。
【００８０】
　他の態様では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する(例として大腸菌ｔｒｘ
Ｂ－系)。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　本発明の抗体は、発現されるポリペプチド成分の量的な比を変更することにより、分泌
されて適切に集合体化(アセンブル)された本発明の抗体の産出を最大化することができる
発現系を用いても生成することができる。このような変更は、少なくとも部分的にはポリ
ペプチド成分の翻訳強度を同時に変更することにより行われる。
【００８１】
　翻訳の強度を変更するための一つの技術は、Simmons等による米国特許第５８４０５２
３号に開示されている。この方法は、シストロン内の翻訳開始領域(ＴＩＲ)の変異体を利
用する。任意のＴＩＲについて、一連のアミノ酸又は核酸配列変異体を一定の範囲の翻訳
強度を有するように作成することができ、これにより特定の鎖に所望の発現レベルが得ら
れるようにこの因子を調節する便利な手段が提供される。ＴＩＲ変異体は、アミノ酸配列
を変更しうるコドンの変化を起こす常套的な変異原性技術により生成することができる。
但し、ヌクレオチド配列のサイレントな変化が好ましい。ＴＩＲにおける変更は、例えば
、シャイン・ダルガノ配列の数又はスペーシングの変更、並びにシグナル配列の変更を含
みうる。変異シグナル配列を生成するための一つの方法は、シグナル配列のアミノ酸配列
を変更しない(つまり、変化がサイレントである)コード化配列の始めに「コドンバンク」
を生成することである。これは、各コドンの３番目のヌクレオチド位置を変更することに
より達成することができる。加えて、いくつかのアミノ酸、例えばロイシン、セリン、及
びアルギニンは、１番目及び２番目の位置を複数有しており、これによって前記バンクの
作製が複雑になり得る。変異原性の方法は、Yansura等(1992)METHODS: A Companion to M
ethods in Enzymol. 4:151-158に詳細に記載されている。
【００８２】
　好ましくは、含有される各シストロンについて一定の範囲のＴＩＲ強度を有する一組の
ベクターを生成する。この限定された組により、各鎖の発現レベル、及び種々のＴＩＲ強
度の組み合わせにおける所望の抗体産物の産出を比較することができる。ＴＩＲ強度は、
Simmons等による米国特許第５８４０５２３号に詳細に記載されているレセプター遺伝子
の発現レベルを定量化することにより決定することができる。翻訳強度の比較に基づいて
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、所望の個々のＴＩＲを選択し、発現ベクターコンストラクトと組み合わせる。
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属(例
えば大腸菌)、バシラス属(例えば枯草菌)、エンテロバクター属、シュードモナス種(例え
ば緑膿菌)、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans)、クレブシエラ属、プロテウス
属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)が含ま
れる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞が本発
明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3
 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許第５６
３９６３５号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Wa
shington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATCC寄託
番号27,325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B, 大
腸菌λ 1776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘導体
も好適である。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型を有
する上記の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当業者に公知であり、例として, Bass等, 
Proteins, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリコンの
複製能を考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＡＣＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用してレプ
リコンを供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主として好
適に用いることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しな
ければならず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入すること
ができる。
【００８３】
　　抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
ア培地(ＬＢ)プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発現
ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成に
基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝子
を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
【００８４】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。例えば、大腸菌の増殖に対しては、好ま
しい温度範囲は、約２０℃から約３９℃、好ましくは約２５℃から約３７℃、好ましくは
約３０℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から約９の範囲の任意
のｐＨでありうる。大腸菌に対しては、ｐＨは約６．８から約７．４、又は約７．０とす
ることができる。
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　本発明の発現ベクターに誘導性プロモーターが用いられる場合、プロモーターの活性に
適する条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制
御のためにＰｈｏＡプロモーターが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘
導のためにリン酸限定培地で培養する。一実施態様では、リン酸限定培地はＣ．Ｒ．Ａ．
Ｐ培地である(例として、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)
。様々な他の誘導因子は用いるベクターコンストラクトに応じて当業者に知りうるように
用いてよい。
【００８５】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方
法を使用して同定することができる。
　本発明の一態様では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、好ましくは約１０００から１０００００リットルの容量である
。これらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(好ましい炭素／エネルギー源)を分
散させる撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で、
約１リットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
【００８６】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
【００８７】
　発現された異種タンパク質(特にタンパク分解を受けやすいもの)のタンパク質分解を最
小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることができ
る。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ
、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及び
その組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を
生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲
のJoly等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第
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５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されてい
る。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
【００８８】
　　抗体精製
　一実施態様では、ここで生成される抗体を更に精製することにより、更なるアッセイ及
び使用のためにほぼ同種の調製物を得る。当分野で公知の標準的なタンパク質精製方法を
用いることができる。以下の方法は好適な精製手順の例である：免疫親和性又はイオン交
換カラムによる分画化、エタノール沈降法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ又はＤＥＡＥなどの陽
性交換樹脂によるクロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、硫
酸アンモニウム沈降法及び、例えばSephadex G-75を用いたゲル濾過法。
　一態様では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の抗体産物の免疫親和性精製法に
用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌から単離
した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark 等 (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-
13。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、或いは孔を調節したガラ
スカラム又はケイ酸カラムを含むカラムとすることができる。ある方法では、カラムは非
特異的な混入物の接着をできるだけ防ぐように、グリセロールなどの試薬でコートされる
。
　精製の初めの工程では、上記に記載のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固
定固形層に適応し、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させることができる。
ついで、固形層を洗浄して、固形層に非特異的に結合した混入物を除去する。最後に、対
象とする抗体を溶出により固形層から除去する。
【００８９】
　真核生物の宿主細胞を用いた抗体の生成
　一般的に、ベクターは、限定するものではないが、以下の一以上を含む：シグナル配列
、複製起点、一以上のマーカ遺伝子、エンハンサー因子、プロモーター及び転写終末因子
。
【００９０】
　　(i) シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。通常選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(
すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものである。哺乳動物細胞での発
現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペ
スｇＤシグナルが利用できる。
　このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコードするＤＮＡに読み取り枠を一致さ
せて結合される。
【００９１】
　　(ii) 複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
【００９２】
　　(iii) 選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
トラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)必要があれば栄養
要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質
をコードする。
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　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
【００９３】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、オ
ルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、例えば、
ＤＨＦＲ活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞 (例として、AT
CC CRL-9096)を含む。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。米国特許
第４９６５１９９号を参照のこと。
【００９４】
　　(iv) プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常、宿主生物体によって認識され、対象のポリペプ
チドをコードする核酸(例えば抗体)に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核
生物のプロモーター配列が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転写開始
部位からおよそ２５ないし３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している。多数
の遺伝子の転写開始位置から７０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎが任意
のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には
、コード配列の３'末端へのポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列
がある。これらの配列は全て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体ポリペプチドの転写は、例えば、ポリ
オーマウイルス、伝染性上皮腫ウイルス、アデノウイルス(例えばアデノウイルス２)、ウ
シ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝
炎ウイルス及びサルウイルス４０(ＳＶ４０)のようなウイルスのゲノムから得られるプロ
モーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリ
ンプロモーター、或いは熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿
主細胞系に適合し得る限り、調節されうる。
　ＳＶ４０ウイルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウイルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第４４１９４４６
号に開示されている。この系の変形例は米国特許第４６０１９７８号に開示されている。
単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下におけるマウス細胞
内のヒトβインターフェロンｃＤＮＡの発現に関するReyes等, Nature 297:598-601 (198
2)も参照されたい。あるいは、ラウス肉腫ウイルス長末端反復をプロモーターとして使用
することができる。
【００９５】
　　(v) エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物による本発明の抗体ポリペプチドをコードしているＤＮＡの転写は
、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強され得る。哺乳動
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物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、
アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細
胞ウイルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側の
ＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウイルス初期プロモーター
エンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハン
サーが含まれる。真核生物プロモーターの活性化のための増強要素については、Yaniv, N
ature, 297:17-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチドコード
配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、通常プロモーターから５
'位に位置している。
【００９６】
　　(vi) 転写終末成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含む。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤＮＡ
又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗
体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレ
オチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化
領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこ
と。
【００９７】
　　(vii) 宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含む本明細書中に記載の高等真核生物細胞を含む。培養(
組織培養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主
株化細胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１６５１)；ヒト胚腎臓株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクロー
ン化された２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細
胞(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨ
Ｏ, Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(
ＴＭ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ
 ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７
)；ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ３４)；バッファーローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)
；ヒト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０
６５)；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(
Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；
及びヒト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
【００９８】
　　(viii) 宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養すること
ができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(Sigma)、最小必須培地((ＭＥ
Ｍ),(Sigma)、ＲＰＭＩ-１６４０(Sigma)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ)
,Ｓｉｇｍａ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), 
Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７
８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公
開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９
８５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地
には何れもホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、
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又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン
酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)
、抗生物質(例えば、GENTAMYCINTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存
在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応
じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当
な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた
宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【００９９】
　　(ix) 抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で生成され、又は培地内に直接分泌される。抗
体が細胞内に生成された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れにし
ても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地に
分泌された場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃
縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮す
る。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を
阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい。
【０１００】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティークロマトグラフィーは一般に許容可能な精製技術である。プロテインＡ等のアフ
ィニティー試薬の適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタ
イプに依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に
用いることができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧ
は、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 1657
1575 (1986))。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであること
が最も多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベン
ゼン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短
い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノ
ール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフ
ィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー
(ポリアスパラギン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸ア
ンモニウム沈殿法も、回収される多価抗体に応じて利用可能である。
　任意の予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液を、例えばｐＨ約
２．５－４．５、一般的には低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出バッファー
を用いて低ｐＨ疎水性作用クロマトグラフィーにより、必要な精製ステップを更に行う。
　一般に、研究、試験及び臨床用に使用される抗体を調製するための技術及び方法は従来
技術において既に確立されており、上記と合致している及び／又は対象とする特定の抗体
について当業者により適切とみなされることに注意されたい。
【０１０１】
　活性アッセイ
　本発明の抗体は、従来技術に既知の様々なアッセイにより、その物理的／化学的特性及
び生物学的機能について特徴付けることができる。
　精製された抗体は、Ｎ末端配列決定、アミノ酸分析、非変性サイズ排除高速液体クロマ
トグラフィー(ＨＰＬＣ)、質量分析、イオン交換クロマトグラフィー及びパパイン消化を
含むがこれらに限定されない一連のアッセイにより、更に特徴付けることができる。
　必要に応じて、抗体の生物学的活性が分析される。一部の実施態様では、本発明の抗体
の抗原結合活性について試験する。従来技術に既知の、本発明に使用可能な抗原結合アッ
セイには、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ(酵素結合免疫吸着
検定法)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イムノアッセイ、
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及びプロテインＡイムノアッセイ等のあらゆる直接的又は競合的結合アッセイを含むがこ
れらに限定されない。
【０１０２】
　一実施態様では、本発明は、全てではないが幾つかのエフェクター機能を有する変更さ
れた抗体を考慮し、この抗体は、抗体のインビボ半減期が重要であり、更に特定のエフェ
クター機能(補体又はＡＤＣＣなど)が不要又は有害である多くの用途の好ましい候補とな
る。特定の実施態様では、抗体のＦｃ活性を測定して、所望の特性だけが維持されている
ことを確認する。インビボ及び／又はインビトロ細胞障害アッセイを行って、ＣＤＣ及び
／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲ)結合アッセイを行って、抗体がＦｃγＲ結合を欠損している(すなわちＡＤＣＣ活性
を欠損していると思われる)が、ＦｃＲｎ結合能は維持していることを確認することがで
きる。ＡＤＣＣを仲介する第一細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現し、その
一方で単核細胞はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血系細胞でのＦ
ｃＲ発現については、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)の464頁
の表3に要約されている。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロア
ッセイの一例は、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されてい
る。そのようなアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及び
ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞が含まれる。あるいは、又は加えて、対象とする分子のＡＤ
ＣＣ活性は、例えばClynes 等のPNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような
動物モデルにおいてインビボに評価することができる。また、Ｃ１ｑ結合アッセイを行っ
て、抗体がＣ１ｑに結合できない、つまりＣＤＣ活性を欠損していることを確認してもよ
い。補体活性化を評価するために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202
:163 (1996)に記載のように、ＣＤＣアッセイを行ってもよい。また、ＦｃＲｎ結合及び
インビボクリアランス／半減期測定を、当分野で公知の方法を用いて行うことができる。
【０１０３】
ヒト化抗体
　本発明は、ヒト化抗体を含む。非ヒト抗体をヒト化するための様々な方法が従来技術に
既知である。例えば、ヒト化抗体は、非ヒトのソースからそれに導入された一以上のアミ
ノ酸残基を有することができる。これらの非ヒトアミノ酸残基は、しばしば「重要な」残
基と呼ばれ、一般に「重要な」可変ドメインに由来する。ヒト化は、基本的にヒト抗体の
該当する配列を高頻度可変領域配列で置換することにより、Winter及び共同研究者(Jones
等(1986)Nature 321:522-525；Riechmann等(1988)Nature, 332:323-327；Verhoeyen等(19
88)Science 239:1534-1536)の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」
抗体は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する
配列で置換されたキメラ抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗
体は典型的には幾つかの高頻度可変領域残基が、及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が
齧歯類抗体の類似する部位由来の残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１０４】
　ヒト化抗体の作製に使用されるヒト可変ドメインの選択は、軽鎖及び重鎖いずれも、抗
原性を減らすために重要である。いわゆる「最良に適合する(ベストフィット)」方法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー
全体に対してスクリーニングする。次いで、齧歯類の配列に最も近いヒト配列を、ヒト化
抗体のヒトフレームワークとして受け入れる(Sims等(1993)J. Immunol. 151:2296；Choth
ia等(1987)J. Mol. Biol. 196:901)。別の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループ
の全ヒト抗体のコンセンサス配列から得られた特定のフレームワークを使用する。同じフ
レームワークを複数の異なるヒト化抗体に使用することができる(Carter等(1992)Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 89:4285；Presta等(1993)J. Immunol., 151:2623)。
　更には、抗体は、抗原に対する高い親和性及びその他の望ましい生物学的特性を保持し
てヒト化されることが一般に好ましい。この目的を達成するために、一方法では、親の配
列及びヒト化配列の三次元モデルを用いて、親配列及び様々な概念上のヒト化産物を分析



(38) JP 2009-540835 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

するプロセスにより、ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般に利用
可能であり、当技術分野の当業者に周知である。選択された候補免疫グロブリン配列の、
有望な三次元立体配置的構造を図解及び表示するコンピュータプログラムが利用可能であ
る。このような表示を検査することにより、候補免疫グロブリン配列が機能する際に残基
が果たすと思われる役割を分析することができ、つまり候補免疫グロブリンの、その抗原
に対する結合能に影響する残基を分析することができる。このように、レシピエント及び
重要な配列からＦＲ残基を選択して組み合わせることにより、所望の抗体特性、例えば標
的とする抗原に対する親和性の増大を達成することができる。一般に、高頻度可変領域残
基は、抗原の結合に対する影響に、直接的に且つ最も有意に関わっている。
【０１０５】
抗体変異体
　一態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドのインターフェースに変更を
含む抗体を提供し、この場合前記変更によりヘテロ二量体化が促進及び／又は増長される
。これらの変更には、第１のＦｃポリペプチドへの隆起の導入及び第２のＦｃポリペプチ
ドへの空洞の導入を含み、前記隆起が前記空洞に配置可能であることにより、第１及び第
２のＦｃポリペプチドの複合が促進される。このような変更を有する抗体の生成方法は、
米国特許第５７３１１６８号に記載のように、従来技術に既知である。
　一部の実施態様では、ここで記載の抗体のアミノ酸配列の修飾を考察する。例えば、抗
体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性が改善されることが望ましい。抗体のアミノ
酸配列変異体は、適当なヌクレオチド変化を抗体核酸に導入することにより、又はペプチ
ド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基の欠
失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせは
、最終コンストラクトに達するまでなされるが、その最終コンストラクトは所望の特徴を
有する。アミノ酸変化は、配列を作製する時点で対象とする抗体のアミノ酸配列に導入し
てもよい。
　突然変異のための好ましい位置にある抗体の特定の残基又は領域の同定のために有用な
方法は、Cunningham及びWells (1989) Science 244:1081-1085に記載されているように「
アラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の残基又は基が同
定され(例えば、arg、asp、his、lys及びglu等の荷電残基)、中性又は負荷電アミノ酸(例
えばアラニン又はポリペプチドアニリン)に置換され、アミノ酸と抗原との相互作用に影
響を及ぼす。次いで置換に対する機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置は、置換部
位において又はそれに対して更に又は他の置換を導入することにより精密にされる。即ち
、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異自体の性質は予め決める必
要はない。例えば、与えられた部位における変異の性能を分析するために、alaスキャン
ニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領域で実施し、発現された免疫グロブ
リンを所望の活性についてスクリーニングする。
【０１０６】
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ-及び／又はカルボキシル末端融合物、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ-末端メチオニル残基を持つ抗体又は細胞障害ポリ
ペプチドに融合した抗体を含む。抗体分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半減期を向上
させる酵素(例えばＡＤＥＰＴ)又はポリペプチドの抗体のＮ-又はＣ-末端への融合物を含
む。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、異なる残基によって
置換された抗体分子に少なくとも一つのアミノ酸残基を有する。置換突然変異について最
も対象となる部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ変化も考慮される。保存的置換は、「好
ましい置換」と題して表Ｂに示す。これらの置換により生物学的活性に変化が生じる場合
、表Ａに「例示的置換」と称した又はアミノ酸の分類を参照して以下に更に記載するよう
な、より実質的な変化を導入し、生成物をスクリーニングしてよい。
【０１０７】
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表Ｂ

　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩
を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成される。
アミノ酸は、その側鎖の特性の類似性に従ってグループ化することができる(A. L. Lehni
nger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975))
：
(１)無極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M)
(２)無電荷極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q)
(３)酸性：Asp (D), Glu (E)
(４)塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　別法では、天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile；
(２)中性の親水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；
(３)酸性：Asp、Glu；
(４)塩基性：His、Lys、Arg；
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(５)鎖配向に影響する残基：Gly、Pro； 及び
(６)芳香族：Trp、Tyr、Phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。このような置換された残基も、保存的置換部位か、更に好ましくは、残存す
る(非保存的)部位に、導入することができる。
【０１０８】
　一つの種類の置換による変異体は、親抗体(例えばヒト化抗体又はヒト抗体)の一以上の
高頻度可変領域残基を置換することを含む。一般に、更なる開発用に選択される結果とし
て得られた変異体の生物学的特性は、それらが生成された親抗体と比べて変更(例えば改
善)される。このような置換による変異体を生成する便利な方法では、ファージディスプ
レイを用いた親和性成熟を使用する。簡単には、複数の高頻度可変領域部位(例えば６～
７の部位)を変異させることにより、各部位に可能な全てのアミノ酸置換を生じさせる。
このようにして生成された抗体は、各粒子内にパッケージングされたファージコートタン
パク質(例えば、Ｍ１３の遺伝子III産物)の少なくとも一部への融合物として、糸状のフ
ァージ粒子から表示される。次いで、ファージディスプレイされた変異体は、本明細書に
開示されるように、その生物的活性(例えば結合親和性)についてスクリーニングされる。
修飾のための候補高頻度可変領域部位を同定するために、系統的変異導入法(例えばアラ
ニンスキャニング)を行って、抗原結合に有意に貢献する高頻度可変領域残基を同定する
ことができる。別法として、又は付加的に、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析すること
により、抗体と抗原との接触点を同定することが有効である。このような接触残基隣接残
基は、従来技術に既知の技術による置換の候補であり、それにはここに説明するものが含
まれる。そのような変異体が生成されたら、本明細書に記載のものを含む従来技術に既知
の技術を用いて変異体パネルのスクリーニングを行い、更なる開発のために一以上の関連
アッセイにおいて優れた特性を有する抗体を選択することができる。
【０１０９】
　従来技術に既知の様々な方法により、本抗体の、アミノ酸配列変異体をコードする核酸
分子を調製した。これらの方法は、天然源からの単離(天然に生じるアミノ酸配列変異体
の場合)又はオリゴヌクレオチド媒介性(又は部位特異的)突然変異による調製、ＰＣＲ突
然変異誘発、及び前もって調製された変異体又は抗体の非変異バージョンのカセット変異
導入法を含むが、これらに限定されない。
　本発明の抗体のＦｃ領域に一以上のアミノ酸修飾を導入することにより、Ｆｃ領域変異
体を生成することが望ましい場合がある。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステインのアミノ
酸位置を含む一以上のアミノ酸位置に一のアミノ酸修飾(例えば置換)を含むヒトＦｃ領域
配列(例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域)を含みうる。
　本明細書及び従来技術の教示によれば、一部の実施態様では、本発明の抗体は、対応す
る野生型の抗体と比較した場合、例えばＦｃ領域内に、一以上の変更を有すると考えられ
る。それでも、これらの抗体は、その野生型の同等物と比較した場合、治療的有効性に必
要なほぼ同一の特性を保持している。例えば、国際公開第９９／５１６４２号等に記載さ
れているように、Ｆｃ領域に、Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)に変
化(つまり効果の改善又は低減)をもたらす特定の変更を実施することが考慮される。Ｆｃ
領域の変異体の他の例に関し、Ducan及びWinterによるNature 322:738-40 (1998)；米国
特許第５６４８２６０号；同第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号も
参照されたい。
【０１１０】
イムノコンジュゲート
　別の態様では、本発明は、化学療法剤、薬剤、成長阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状
菌、植物又は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放
射性コンジュゲート)などの細胞障害剤にコンジュゲートした抗体を含んでなる、イムノ
コンジュゲート又は抗体-薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を提供する。
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療における腫瘍細胞を殺す又は阻
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害するための薬剤の局部運搬に抗体-薬剤コンジュゲートを用いると(Syrigos及びEpeneto
s (1999) Anticancer Research 19:605-614；Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv
. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国特許第４９７５２７８号)、腫瘍への薬剤成分の標的
とする運搬とそこでの細胞内集積が可能となるものであり、この非コンジュゲート薬物作
用剤の全身性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できな
いレベルとなりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05；Thorpe, 
(1985) 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in
 Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera等 
(編), pp. 475-506)。これによって、最小限の毒性で最大限の効果を求める。ポリクロー
ナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であるとして報告されている(Rowland
等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用いる薬物には、ダ
ウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含まれる(Rowland等
, (1986)、上掲)。抗体-毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの細
菌性毒素、ゲルダナマイシン(Mandler等(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19)
:1573-1581；Mandler等(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandle
r等(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(欧州特許第１３９１２
１３号；Liu等, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイ
シン(Lode等 (1998) Cancer Res. 58:2928；Hinman等 (1993) Cancer Res. 53:3336-3342
)などのリシン、小分子毒素などの植物毒が含まれる。該毒素は、チューブリン結合、Ｄ
ＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性
の効果に影響しうる。ある種の細胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリ
ガンドにコンジュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【０１１１】
　ゼバリン(ZEVALIN)(登録商標)(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体-放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等 
(2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等 (2002) Blood 99(12):4336-42
；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol
. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキン性リンパ球(ＮＨＬ)に対して活性を有
するが、投与によってほとんどの患者に重症で長期の血球減少を引き起こす。カリケアマ
イシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロターグ
(MYLOTARG)(登録商標)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Phar
maceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として2000年に認可された(Drugs of 
the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７９２３３号；
同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同第５７３９１
１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリンカーＳＰＰ
を介してメイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体からなる抗体
薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansine)(Immunoge
n, Inc.)を、ＣａｎＡｇを発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの治療について試験
する。メイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結している抗前立腺特異的膜抗原(ＰＳＭＡ)
モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ-２７０４(Millennium
 Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の潜在的治療用に試験する。ア
ウリスタチン(auristatin)ペプチド、アウリスタチンＥ(ＡＥ)及びモノメチルアウリスタ
チン(ＭＭＡＥ)、ドラスタチン(dolastatin)の合成類似体は、キメラモノクローナル抗体
ｃＢＲ９６(癌細胞上のルイスＹに特異的)及びｃＡＣ１０(血液系悪性腫瘍上のＣＤ３０
に特異的)(Doronina等 (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784)にコンジュゲート
しており、治療的開発段階にある。
【０１１２】
　イムノコンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を本明細書中(上記)に記載した。用い
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ることのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結
合活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modec
cin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク
質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana
)タンパク質(PAPI、PAPII、及びPAP-S)、モモルディカ・チャランチア(momordica charan
tia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリ
ス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin
)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enom
ycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として１９９３年１０月２８日に
公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。放射性コンジュゲート抗体の生成に
は、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、
１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害剤の複合体は、種々の
二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジ
チオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能
性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジスクシンイミジルスベレ
ート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾ
イル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイソシアネート等)、
及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等)を用いて作
成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)に記載さ
れているように調製することができる。カーボン
-１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-
ＤＴＰＡ)は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際
公開９４／１１０２６参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、ドラスタチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５
、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導体が、ここで考察される。
【０１１３】
　メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のメイタンシノイド分
子にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
【０１１４】
　メイタンシノイド薬剤分子の例示的な実施態様には、以下の構造を有するＤＭ１；ＤＭ
３及びＤＭ４が含まれる。メイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その作製
方法及びそれらの治療用途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号
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、欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１に開示されており、その開示は出典を明示してここに
取り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結
腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシ
ノイドを含有するイムノコンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培養さ
れた結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有することが見出されており、インビボ腫瘍成
長アッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)
には、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結
合するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノ
クローナル抗体ＴＡ.１に結合しているイムノコンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１
-メイタンシノイドコンジュゲートの細胞障害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけ
るインビトロで試験され、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コ
ンジュゲートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細
胞障害度は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増加す
る。Ａ７-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞障害性を
示した。
【０１１５】
　抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子のいずれの
生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗体を化学的に結合
させることにより調製される。例えば、米国特許第５２０８０２０号(この開示内容は出
典明記により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用におい
て細胞障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３－４のメイタン
シノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、標的
細胞に対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該技術
分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することもでき
る。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許、及
び上述の非特許文献に開示されている。好ましいメイタンシノイドは、メイタンシノール
、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の芳香環又は他の位
置が修飾されたメイタンシノール類似体を含む。
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１、Chari等,
 Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び２００４年１０月８日に出願の米国特許出
願番号１０／９６０，６０２(これらの開示内容は出典明記により特別に組み込まれる)に
開示されているもの等を含め、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するために
、当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイ
タンシノイドコンジュゲートは、２００４年１０月８日に出願の米国公開特許第１０／９
６０６０２号に開示されるように調製されうる。結合基には、上述した特許に開示されて
いるようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチター
ゼ不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含まれ、ジスルフィド基とチオエーテル基
が好ましい。更なる結合基を本願明細書中に記載し、例示する。
【０１１６】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
ヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウム
ベンゾイル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシア
ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。特に好ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合
に提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及びＮ
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-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等, Bio
chem. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。好ましい一実施態様では、結合はメイタンシノール
又はメイタンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
【０１１７】
　アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３５４８３号
；同第５７８０５８８号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。ドラスタチ
ン及びアウリスタチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke
 等 (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特
許第５６６３１４９号)及び抗真菌性活性(Pettit等 (1998) Antimicrob. Agents Chemoth
er. 42:2961-2965)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤
成分は、ペプチジル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接
着しうる(国際公開第０２／０８８１７２号)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様は、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤成分
ＤＥ及びＤＦを含み、"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s"、２００４年１１月５日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号に開示される。
この開示内容は出典明記によってその全体が特別に組み込まれる。
【０１１８】
　例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＥ及びＭＭＡＦである。それ以外の例示的
実施態様には、ＭＭＡＥ又はＭＭＡＦ、及び様々なリンカー成分(後述で更に説明)である
Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦ、Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡ
Ｅ及びＡｂ-ＭＣ-ＭＭＡＦが含まれる。
　一般的に、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、US 5635483; US 5780588；Pettit 
等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465；Pettit 等 (1998) Anti-Cancer Drug De
sign 13:243-277；Pettit, G.R., 等 Synthesis, 1996, 719-725；及びPettit 等 (1996)
 J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863の方法に従って調製されうる。また、Doroni
na (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784; "Monomethylvaline Compounds Capable of 
Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号
も参照のこと。これらは出典明記によってその全体が本願明細書中に組み込まれる(例え
ば、リンカー及びモノメチルバリン化合物、例えばＭＭＡＥ及びリンカーにコンジュゲー
トしたＭＭＡＦの調整方法を開示している)。
【０１１９】
　カリケアマイシン
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結
合した本発明の抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコ
モルの濃度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコ
ンジュゲートの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同
５７３９１１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同
５７７３００１号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこ
と。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１

Ｉ、
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α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１
Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ

１(Hinman等, Cancer Research
, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAm
erican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮
抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内に作用部位を有
し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーションによるこれ
らの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【０１２０】
　他の細胞障害剤
　本発明の抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンク
リスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０７１０号
に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のファミリー、
並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(PAPI、PAPII及びPAP
-S)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(cur
cin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、ゲロニン(gel
onin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン
、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば、1993年10月28
日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
イムノコンジュゲートをさらに考察する。
【０１２１】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公知)用のスピン標
識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１
３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
　放射又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチドは
生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使用
する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、Ｒ
ｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能で
ある。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(19
78) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用するこ
とができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(Ch
atal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０１２２】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
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ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１
０２６号を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切
断可能リンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リン
カー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され
得る(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
　本発明の化合物は、限定するものではないが、架橋剤：市販されている(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、Ｈ
ＢＶＳ、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、
ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、スルホ-Ｍ
ＢＳ、スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳＢ (succi
nimidyl-(4-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考えられる。2003-20
04 Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
【０１２３】
　抗体薬剤コンジュゲートの調製
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)を、リンカー(Ｌ)を介
して、一つ以上の薬剤部分(Ｄ)、例えば抗体につき約１～約２０の薬剤部分にコンジュゲ
ートする。式ＩのＡＤＣはいくつかの手段、当業者に公知の有機化学反応、状態及び試薬
を用いて調製されうる：(1) 共有結合の後に薬剤部分Ｄと反応してＡｂ-Ｌを形成するた
めの、二価のリンカー試薬を用いた抗体の求核基の反応；及び(2) 共有結合の後に抗体の
求核基と反応してＤ-Ｌを形成するための、二価のリンカー試薬を用いた薬剤部分の求核
基の反応、が含まれる。ＡＤＣを調製するための更なる方法は本願明細書中に記載される
。
　　Ａｂ－(Ｌ－Ｄ)ｐ　　　　　　Ｉ
　リンカーは、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は、６
-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトル
リン(「val-cit」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジルオキ
シカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート
(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カルボ
キシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息
香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当分野で公知であり、そのい
くつかは本願明細書において、記述される。また、"Monomethylvaline Compounds Capabl
e of Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願した米国公開特許第１０／９８３
３４０号を参照。その内容は出典明記により本願明細書に組み込まれる。
【０１２４】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン-シトルリン(vc又はval-cit)、アラニン-フェニルア
ラニン(af又はala-phe)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バリン-シトルリン(
gly-val-cit)及びグリシン-グリシン-グリシン(gly-gly-gly)を含む。アミノ酸リンカー
成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるもの、並びに微量のアミノ酸及び非天然
に生じるアミノ酸類似体、例えばシトルリンを含む。アミノ酸リンカー成分は設定され、
特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテ
アーゼによる酵素的切断の選択性に最適化できる。
【０１２５】
　例示的なリンカー構成成分の構造を以下に示す(ここで、波形の線はＡＤＣの他の構成
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成分への共有結合の部位を示す)：

【０１２６】
　更なる例示的なリンカー構成成分及び略号は以下のものを含む(ここで、抗体(Ａｂ)及
びリンカーが示されており、ｐは１～約８である)：
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【０１２７】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：(i) Ｎ末端アミン基、
(ii) 側鎖アミン基、例えばリシン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv
) 抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及び水酸基は、求
核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬により共有結合を
形成することができる：(i) 活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセト
アミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド群、が含まれる。特定
の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還
元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコ
ンジュゲート反応を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の
反応性のチオール求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(
トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入
することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残
基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異
体抗体を調製する)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
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【０１２８】
　また、本発明の抗体薬剤コンジュゲートは、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する
(リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応させることができる)ことによって生成して
もよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させて
もよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合
を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトース
オキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化
物部分の反応により、薬剤(Hermanson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応す
ることができるタンパク質のカルボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施
態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含んでいるタンパク質はナトリウムメタ過
ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan & S
troh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；US 5362852)。このようなアルデヒドは、
薬剤部分又はリンカー求核基と反応することができる。
【０１２９】
　同様に、薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、以下のものを含む：反応
して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性の基と共有結合することができるアミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基：(i) 活性エステル(例えば
ＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物)；(ii) アルキル及び
ベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル
及びマレイミド基、が含まれる。
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から非結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０１３０】
　抗体(Ａｂ)-ＭＣ-ＭＭＡＥは、本明細書中に提供される何れかの抗体と以下のMC-MMAE
とのコンジュゲートにより調製されうる。抗体は、ｐＨ８．０の５００ｍＭ ホウ酸ナト
リウムと５００ｍＭ 塩化ナトリウムに溶解して、過剰量の１００ｍＭ ジチオトレイトー
ル(ＤＴＴ)で処理した。３７℃で３０分インキュベートした後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２
５樹脂で溶出することによって、バッファーを交換して、１ｍＭ ＤＴＰＡを含むＰＢＳ
にて溶出した。溶液の２８０ｎｍの吸光度とＤＴＮＢ (Aldrich, Milwaukee, WI)と反応
させて４１２ｎｍの吸光度の測定によるチオール濃度から減少した抗体濃度を決定するこ
とによって、チオール／Ａｂ値を調べる。ＰＢＳに溶解した減少した抗体を氷上で冷やす
。薬剤リンカー試薬であるマレイミドカプロイル-モノメチルアウリスタチンＥ(ＭＭＡＥ
)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＥをＤＭＳＯに溶解して、濃度がわかっているアセトニトリルと
水にて希釈して、冷やした減少した抗体２Ｈ９を含むＰＢＳに添加する。およそ１時間後
に、過剰量のマレイミドを添加して反応を止め、反応していない抗体チオール基を覆った
。反応混合物を遠心限外濾過によって、濃縮し、２Ｈ９-ＭＣ-ＭＭＡＥを精製して、ＰＢ
ＳのＧ２５樹脂による溶出によって、脱塩して、無菌条件下で０．２ｍｍのフィルターに
濾過して、保存のために凍結した。
【０１３１】
　抗体-ＭＣ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプロトコールによるＭＣ-
ＭＭＡＦと本明細書において、提供される何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製さ
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れうる。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＳＭＣＣ-ＤＭ１は、以下のＳＭＣＣ-ＤＭ１と本明細書において、提供される何
れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、(スクシンイミジ
ル４(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート(ＳＭＣＣ、Pierce Bio
technology, Inc) で誘導体化して、ＳＭＣＣリンカーを導入する。具体的には、５０ｍ
Ｍ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５中で、７
．５モル等量のＳＭＣＣ(ＤＭＳＯ中に２０ｍＭ、６．７ｍｇ／ｍｌ)にて２０ｍｇ／ｍｌ
の抗体を処理した。室温のアルゴン下で２時間撹拌した後に、反応混合物を、５０ｍＭ 
リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５にて平衡化し
たＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラムにてろ過する。抗体を含有する分画をプールして、ア
ッセイする。
【０１３２】
　このようにして調製される抗体-ＳＭＣＣは、５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩
化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５で希釈して、最終濃度およそ１０ｍｇ／ｍ
ｌとし、１０ｍＭのＤＭ１の溶液を含むジメチルアセトアミドにて反応させる。反応は、
１６．５時間に亘り、室温、アルゴン下にて撹拌して行う撹拌して行う。コンジュゲート
反応混合物は、ｐＨ６．５の１×ＰＢＳによるＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５ゲル濾過カラム(
１．５×４．９ｃｍ)にろ過する。２５２ｎｍと２８０ｎｍの吸光度で測定されるように
、抗体に対するＤＭ１薬剤の比率(ｐ)はおよそ２～５でありうる。
　Ａｂ-ＳＰＰ-ＤＭ１は、本明細書中で提供される何れかの抗体と以下のＳＰＰ-ＤＭ１
とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、ジチオピリジル基を導入する
ために、Ｎ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノエートによって、誘導体化
される。ＮａＣｌ(５０ｍＭ)及びＥＤＴＡ(１ｍＭ)を含有する４４．７ｍｌの５０ｍＭ 
リン酸カリウムバッファー(ｐＨ６．５)中の抗体(３７６．０ｍｇ、８ｍｇ／ｍｌ)を、Ｓ
ＰＰ(２．３ｍｌ エタノール中に５．３のモル等量)にて処理した。室温、アルゴン下に
て９０分間インキュベートした後、抗応混合物を、３５ｍＭのクエン酸ナトリウム、１５
４ｍＭ ＮａＣｌ、２ｍＭ ＥＤＴＡにて平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラムにろ
ゲル濾過する。抗体含有分画をプールして、アッセイした。抗体の修飾の程度は、上記の
通りに決定される。
【０１３３】
　抗体-ＳＰＰ-Ｐｙ(およそ１０ｍｍｏｌの解放可能な２-チオピリジン基)を上記の３５
ｍＭ クエン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．５にて希釈して、およそ２．５ｍｇ／ｍ
ｌの終濃度にした。次いで、ＤＭ１(１．７等量、１７ｍｍｏｌｅ)を含む３．０ｍＭのジ
メチルアセトアミド(ＤＭＡ、最終反応混合物中３％v/v)を抗体溶液に添加する。およそ
２０時間、室温、アルゴン下にて反応を行う。反応物を、３５ｍＭ クエン酸ナトリウム
、１５４ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ６．５にて平衡化したセファクリルＳ３００ゲル濾過カラ
ム(５．０ｃｍ×９０．０ｃｍ、１．７７Ｌ)に流す。流速はおよそ５．０ｍｌ／分でよく
、６５の分画(各々２０．０ｍｌ)を回収する。抗体分子当たりの結合されるＤＭ１薬剤分
子の数(ｐ')は、２５２ｎｍ及び２８０ｎｍの吸光度を測定して決定し、抗体当たりのＤ
Ｍ１薬剤成分をおよそ２～４としてもよい。
　抗体-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１は、本明細書中に示される何れかの抗体と以下のＢＭＰＥＯ-
ＤＭ１とのコンジュゲートにより調製される。抗体を、ビスマレイミド試薬ＢＭ(ＰＥＯ)
４ (Pierce Chemical)にて修飾して、抗体の表面上の反応していないマレイミド基を除去
する。これは、ＢＭ(ＰＥＯ)４を５０％のエタノール／水混合液に１０ｍＭの濃度になる
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まで溶解して、およそ１．６ｍｇ／ｍｌ(１０マイクロモル)の濃度でリン酸緩衝食塩水に
抗体を含有する溶液に１０倍のモル過剰量を加え、１時間反応させて、抗体-リンカー中
間生成物である２Ｈ９-ＢＭＰＥＯを形成させることにより達成される。１５０ｍＭのＮ
ａＣｌバッファーと０ｍＭのクエン酸塩、ｐＨ６のゲル濾過(HiTrap column, Pharmacia)
によって、過剰なＢＭ(ＰＥＯ)４を取り除く。およそ１０倍のモル過剰ＤＭ１を、ジメチ
ルアセトアミド(ＤＭＡ)に溶解して、２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ中間生成物に加える。また、ジ
メチルホルムアミド(ＤＭＦ)を用いて薬剤成分試薬を溶解してもよい。反応混合物を終夜
反応させて、ＰＢＳでゲル濾過ないし透析を行って反応していないＤＭ１を取り除く。Ｐ
ＢＳのＳ２００カラムによるゲル濾過を用いて、高分子量凝集塊を取り除いて、精製され
た２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１に供給する。
【０１３４】
　抗体誘導体
　本発明の抗体を更に変更し、従来技術に既知で容易に入手可能な非タンパク質性成分を
更に含有させる。一実施態様では、抗体の誘導体化に適した成分は、水溶性ポリマーであ
る。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されないが、ポリエチレングリコール(Ｐ
ＥＧ)、エチレングリコール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセル
ロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ-１，３-ジ
オキソラン、ポリ-１，３，６-トリオキサン、エチレン／マレイン無水物共重合体、ポリ
アミノ酸(ホモポリマー又はランダムな共重合体)、及びデキストラン又はポリ(ｎ-ビニル
ピロリドン)ポリエチレングリコール、プロプロピレングリコールホモポリマー、プロリ
プロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール(例え
ばグリセロール)、ポリビニルアルコール、及びそれらの混合物が含まれる。ポリエチレ
ングリコールプロピオンアルデヒドは、水に対する適性を有しており、製造するのに有利
である。ポリマーは任意の分子量を有することができ、分枝していてもしていなくともよ
い。抗体に付着しているポリマーの数は変動し、複数のポリマーが付着している場合、そ
れらは同じ分子であるか、又は異なる分子である。一般に、誘導体化に使用されるポリマ
ーの数及び／又は種類は、改善される抗体の特定の特性又は機能、抗体誘導体が決まった
条件の下に治療に使用されるかどうか等を含むがこれらに限定されない検討材料に基づい
て決定される。
　別の実施態様では、放射線照射に暴露することにより選択的に加熱することができる非
タンパク質性部分と抗体とのコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク
質性部分はカーボンナノチューブである(Kam等, Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-11
605 (2005))。照射はどのような波長のものでもよく、限定するものではないが、通常の
細胞を傷つけないが、非タンパク質性の部分を抗体－非タンパク質性部分に近接する細胞
が死滅する温度まで加熱する波長を含む。
【０１３５】
薬学的製剤
　本発明の抗体を含んでなる治療用製剤は、所望の純度を持つ抗体と、場合によっては生
理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより(Remington's Pharm
aceutical Sciences 16th edition, Osool, A. Ed. (1980))、水溶液、凍結乾燥又は他の
乾燥製剤の形態に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用い
られる用量と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、ヒスチジ
ン及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保
存料(例えばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムク
ロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノール、ブチル又
はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール
；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール)；低分
子量(約１０残基未満)のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン
等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、ア
スパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース
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、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化
剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の
塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体)；及び／又はTWEENTM、PLUR
ONICSTM又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１３６】
　ここでの製剤は、治療される特定の徴候のために必要な一以上の活性化合物、好ましく
は互いに悪影響を与えない相補的活性を持つものを含んでよい。そのような分子は、好適
には、意図する目的のために有効な量で組み合わされて存在する。
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロカプ
セル及びポリ-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-粒
子及びナノカプセル)に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このような
技術は、Remington's Pharmaceutical sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に
開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
て濾過することにより容易に達成される。
【０１３７】
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、本発明の免疫グロブリ
ンを含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例え
ばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステ
ル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、又はポリ(ビニル
アルコール))、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とγエチ
ル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコー
ル酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOTTM(乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸ロイプロ
リドからなる注射可能なミクロスフィア)、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチル酸が含
まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分子を１００日以
上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質をより短い時間
で放出する。カプセル化された抗体が体内に長時間残ると、３７℃の水分に暴露された結
果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化させるおそれがある。合理
的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出することができる。例えば
、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の形成であることが見いださ
れた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥させ、水分含有
量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマトリクス組成物を開発するこ
とによって達成されうる。
【０１３８】
　以下は、本発明の方法及び組成物の例である。上記に示す一般的な説明により、様々な
他の実施態様が実施しうることは理解される
【実施例】
【０１３９】
材料と方法
試薬
　Cortex Biochem（カリフォルニア州サンリアンドロ）よりＰｒｏ－ｕＰＡを、American
 Diagnostica（コネチカット州グリーンウィッチ）よりｕＰＡ（高分子量形態）を、Diap
haram（オハイオ州ウェストチェスター）より発色基質Ｓ２４４４及びＳ２３６６を、そ
れぞれ入手した。肝細胞増殖因子活性化因子のインヒビター－１Ｂ（ＨＡＩ－１Ｂ）由来
のクニッツドメインインヒビターＫＤ１を、記載に従って大腸菌中で生成した（参考文献
１９）。Ｔ．ｉｎＰｒｏ細胞は、Expression System LLC（カリフォルニア州ウッドラン
ド）より入手した。ニッケルニトリロ三酢酸樹脂をQiagen Inc.（カリフォルニア州チャ
ッツワース）より、Ｑ－セファロースをGE Healthcare（ニュージャージー州ピスカタウ
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ェイ）よりそれぞれ入手した。肝細胞増殖因子活性化因子インヒビター－２（ＨＡＩ－２
）の可溶性形態を、記載のように発現させ、精製した（参考文献１６）。
　細胞外ドメイン全体を含むヘプシンの可溶性形態を、バキュロウィルス発現系を使用し
て生成した。分泌されたＨｉｓタグ付きヘプシンｃＤＮＡは、ミツバチメリチンのシグナ
ル配列（Ｍｅｔ１－Ｔｙｒ２０）をコードするｃＤＮＡと、ヒトヘプシンの細胞外ドメイ
ン（Ａｒｇ４５－Ｌｅｕ４１７）をコードするｃＤＮＡとの融合により構築した。最終的
なｃＤＮＡコンストラクトを、ポリヘドリンプロモーターの制御下においてバキュロウィ
ルス発現ベクターに挿入し、Ｔ．ｉｎ．Ｐｒｏ細胞に発現させた。ヘプシンは、基本的に
記載されているようにしてニッケル－ニトリロ三酢酸親和性クロマトグラフィーにより精
製した（参考文献２０）。ヘプシン含有培養液を、１ｍＭのアジ化ナトリウム、０．３Ｍ
のＮａＣｌ及び１５ｍＭのイミダゾールを用いて調整し、ＮａＨＯを用いてｐＨを６．５
に調節した。事前にチャージしたニッケル－ニトリロ三酢酸樹脂を培養液に添加した（樹
脂４ｍｌ／培養液１Ｌ）。４℃で２時間に亘り弱くかき回すことで、バッチの吸収を行っ
た。１時間かけて樹脂を落ち着かせた後、上清をデカントし、樹脂をカラムに詰めた。最
低１０カラム分の容積のＰＢＳ／０．３MのＮａＣｌ（ｐＨ７．４）でカラムを洗浄し、
それに続いて１０カラム分の容積の２５Ｍのミダゾール、０．３ＭのＮａＣｌ、１ｍＭの
アジ化ナトリウム（ｐＨ８．０）で洗浄した。２５０ｍＭのイミダゾール、０．３ＭのＮ
ａＣｌ、１ｍＭのアジ化ナトリウム（ｐＨ８．０）を用いてタンパク質を溶出した。プー
ルした画分を、１０ｍＭのトリス、１ｍＭのアジ化ナトリウム（ｐＨ８．０）で６０倍に
希釈し、最終的に伝導率２．０ｍＳ／ｃｍ未満のｐＨ８．０とした。タンパク質をＱ－セ
ファロースＦＦ上に、タンパク質１ｍｇ当たり０．１ｍｌの樹脂という割合で充填した。
最低１０カラム分の容積の２０ｍＭのトリス、２ｍＭのアジ化ナトリウム（ｐＨ８．０）
を用いてカラムを洗浄し、２０ｍＭのトリス、２ｍＭのアジ化ナトリウム（ｐＨ８．０）
中において０～１ＭのＮａＣｌ勾配でヘプシンを溶出した。
【０１４０】
モノクローナル抗ヘプシン抗体の生成
　５匹のＢａｌｂ／ｃマウス（Charles River Laboratories、米国マサチューセッツ州）
を、ＲＩＢＩアジュバント（Ribi Immunochem Research Inc.、米国ミズーリ州）中にお
いて精製したヘプシンを用いて超免疫化した。５匹のマウスから採取したリンパ節由来の
Ｂ細胞を、前述のように、マウスの骨髄腫細胞（X63.Ag8.653、ＡＴＣＣ、米国メリーラ
ンド州）と融合させた（参考文献２１）。１０～１４日後、上清を集め、ヘプシン結合Ｅ
ＬＩＳＡを用いて、ＬｎＣａＰ－３４細胞及び直腸結腸細胞株ＨＰＡＣ（ＡＴＣＣ、バー
ジニア州マナッサス）をネガティブコントロールとして用いたＦＡＣＳにより、抗体の生
成についてスクリーニングした。５つのポジティブクローンは、１ウェル当たり１の細胞
を用いた２回目のクローニング後に最高の免疫結合と特異性を示し（Elite 1 Sorter, Be
ckman Coulter、米国カリフォルニア州）、これをINTEGRA　CELLine　1000（Integra Bio
science, AG、スイス）中でスケールアップした。上清をプロテインＡアフィニティーク
ロマトグラフィーにより精製し、滅菌濾過し（孔サイズ０．２μｍ；Nalge Nunc Interna
tional、米国ニューヨーク州）、PBS中に4℃で保存した。
【０１４１】
　ヘプシン結合ＥＬＩＳＡ
　１ウェル当たりヘプシン（１μｇ／ｍｌ）を含む０．０５Ｍの炭酸バッファー（ｐＨ９
．６）１００μｌを用いてマイクロタイタプレート（Nalge Nunc International、米国ニ
ューヨーク州）を４℃で一晩コートした。プレートを、ＰＢＳ／０．０５％（ｖ／ｖ）の
Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄し、続いてＰＢＳ／０．５％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ／０．０５％（ｖ
／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０でブロックした。１００μｌの培養液上清を各ウェルに加え、１
時間かけて室温でインキュベートした。プレートを洗浄し、西洋わさびペルオキシダーゼ
抱合ヤギ抗マウスＩｇＧ（Sigma-Aldrich Inc.、米国ミズーリ州）により結合した抗体を
検出し、ＰＢＳ／０．５％ＢＳＡ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０中において１：５０００に
希釈して１００μｌ／ウェルとし、３０分間インキュベートした。追加の洗浄ステップを
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行った後、BioFX TMB基質（BioFX Laboratories、米国メリーランド州）を添加し、５分
間インキュベートし、BioFx Stop溶液（BioFX Laboratories、米国メリーランド州）で反
応を止めた。次いで、マイクロプレートリーダ上で６３０ｎｍにおける吸光度を測定した
。
【０１４２】
ＬｎＣａＰ細胞を過剰発現するヘプシンの生成
　ヒト前立腺細胞腫細胞株であるＬｎＣａＰ－ＦＧＣ（ＬｎＣａｐ）を、アメリカ培養細
胞株保存機関（バージニア州マナッサス）から取得した。細胞を、ＲＰＭＩ１６４０培養
液（ＡＴＣＣ、バージニア州マナッサス）プラス１０％のウシ胎仔血清（Sigma-Aldrich
、ミズーリ州セントルイス）中で培養した。蛍ルシフェラーゼ遺伝子（ＬｎＣａｐ－ｌｕ
ｃ）を安定して発現するＬｎＣａＰクローンをヘプシン形質移入実験に使用した。ＬｎＣ
ａＰ－ｌｕｃ細胞株を樹立するために、ルシフェラーゼ遺伝子を、ｐＭＳＣＶｎｅｏ発現
ベクター（BD Biosciences-Clontech、カリフォルニア州マウンテンビュー）に挿入され
たＥｃｏＲＩ／ＸｈｏＩ　ｃＤＮＡ断片としてサブクローニングした。リポフェクタミン
２０００（Invitrogen、カリフォルニア州カールズバッド）を用いてＬｎＣａＰ細胞にル
シフェラーゼコンストラクトを形質移入した。５００μｇ／ｍｌのジェネテシン（Invitr
ogen）を用いて細胞を選択し、Lucliteキット（PerkinElmer、マサチューセッツ州ボスト
ン）を使用することによりバイオルミネセンス活性についてクローンをスクリーニングし
た。最も強い発光信号を生成したクローンＬｎＣａＰ－ｌｕｃを、ヘプシン形質移入実験
に選択した。
　抗生物質の選択のため、完全長ヘプシンのｃＤＮＡを、ピューロマイシン抵抗遺伝子を
含む哺乳動物発現ベクターに挿入した（Genentech、カリフォルニア州サウスサンフラン
シスコ）。ＬｎＣａＰ－ｌｕｃクローンに、Ｃ末端フラッグを持つ完全長ヘプシンをコー
ドするコンストラクトを形質移入し、０．５μｇ／ｍｌのピューロマイシン（Sigma-Adri
ch）を用いて細胞を選択した。抗フラッグモノクローナル抗体（Sigma-Adrich）を用いて
、ＦＡＣＳにより、ヘプシンの表面の発現についてクローンを分析した。２つのクローン
、すなわち高いレベルでヘプシンを発現するＬｎＣａＰ－３４と、低いレベルでヘプシン
を発現するＬｎＣａＰ－１７を、抗ヘプシンモノクローナルを用いた研究のために選択し
た。
【０１４３】
ＦＡＣＳ分析
　集密的な細胞の層をＰＢＳで洗浄し、細胞解離溶液（Sigma-Aldrich Inc.、米国ミズー
リ州）を用いて細胞を除去した。細胞をＰＢＳで洗浄し、１ｍｌ当たり０．５～１．０×
１０７個の細胞を含むＰＢＳ／１％（ｖ／ｖ）ＦＢＳ中に再懸濁した。１００μｌの細胞
懸濁液を、氷の上で４０分に亘り培養上清又は精製した抗体でインキュベートした。ＰＢ
Ｓで細胞を２回洗浄した後、ＰＢＳ／１％ＦＢＳ（ｖ／ｖ）中で１：１０００に希釈した
ＰＥ抱合Ｆ（ａｂ’）２ヤギ抗マウスＩｇＧ（Jackson Immunoresearch Laboratories In
c.、米国ペンシルベニア州）でインキュベートした。氷上で３０分に亘りプレートをイン
キュベートし、ＰＢＳを用いて細胞を２回洗浄した。細胞プレートを、１％のホルマリン
（Richard Allen Scientific、米国ミシガン州）中に再懸濁し、抗体の結合をＦＡＣＳｓ
ｃａｎ（Becton and Dickinson Biosciences、米国カリフォルニア州）上で測定した。
【０１４４】
アイソタイプの決定
　精製されたＭＡｂｓのアイソタイプの決定は、２つの市販キット、すなわちmono-AB-ID
 SPキット（Zymed Laboratories、米国カリフォルニア州）と、マウスモノクローナル抗
体のアイソタイプ決定キットであるIsostrip（Roche Diagnostics Corporation、米国イ
ンディアナ州）とを用いて行った。
【０１４５】
モノクローナル抗体のビオチン標識
　長鎖ビオチンのＮ－ヒドロキシサクシンアミド(hydroxysuccinamide)エステル（LCB-NH
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S、Pierce、米国）を介して、ＩｇＧにビオチンを共有結合的にカップリングした。ＤＭ
ＳＯ中にＬＣＢ－ＮＨＳを溶かし（２ｍｇ／ｍｌ）、抗体１ｍｇに対して１００μｇの割
合でビオチンを加え、２時間に亘りインキュベートした。４℃でのＰＢＳに対する大規模
な透析により遊離ビオチンを除去した。次いでビオチン標識した抗体を滅菌濾過し、４℃
で保存した。
【０１４６】
競合結合ＥＬＩＳＡによる抗体エピトープの決定
　１ウェル当たり、ヘプシン（１μｇ／ｍｌ）を含む０．０５Ｍの炭酸バッファー（ｐＨ
９．６）１００μｌを用いてマイクロタイタプレートを４℃で一晩コートした。プレート
をＰＢＳ／０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄し、ＰＢＳ／０．５％のＢＳＡ／
０．０５％のＴｗｅｅｎ２０で３０分間ブロックした。標識していない精製抗体（２０μ
ｇ／ｍｌ）を１時間かけて室温でインキュベートした後、ビオチン標識した抗体（２μｇ
／ｍｌ）を添加した。１時間のインキュベーション後、１：５０００に希釈した西洋わさ
びペルオキシダーゼ抱合ストレプトアビジン（Jackson Immunoresearch Laboratories In
c.、米国ペンシルベニア州）により、ビオチン標識した抗体を検出した。マイクロプレー
トリーダ上で６３０ｎｍにおける吸光度を測定した。
【０１４７】
ヘプシンによるＰｒｏ－ｕＰＡ活性化
　２－クニッツインヒビターＨＡＩ－２の可溶形態を、ｐｒｏ－ｕＰＡ活性化アッセイの
停止試薬として使用した。酵素試験で検証したところ、ＨＡＩ－２はヘプシンの活性を強
力に阻害したが、ｕＰＡ活性は阻害しなかった。ヘペスバッファー（２０ｎＭのヘペス（
ｐＨ７．５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＣａＣｌ２、０．０１％のトリトンＸ－
１００）中において、０．５ｎＭのヘプシン又は１０ｎＭのｕＰＡを用いて３０分間に亘
り、室温でＨＡＩ－２をインキュベートした。発色基質Ｓ２３６６（ヘプシン用）又はＳ
２４４４（ｕＰＡ用）を、別の実験で決定されるそれぞれのＫｍ値に対応する濃度で添加
した。基質の添加後、動態マイクロプレートリーダ（Molecular Devices、カリフォルニ
ア州サニーベール）上で４０５ｎｍでの吸光度の増大を測定した。結合を強く阻害するた
めの方程式にデータを当てはめることにより、Ｋｉ

ａｐｐ値を決定した（参考文献２２、
２３）。
　ｐｒｏ－ｕＰＡ活性化アッセイでは、精製した抗体又はＫＤ１を、ヘプシンとともに３
０分間インキュベートし、ｐｒｏ－ｕＰＡを添加することにより反応を開始させた。この
混合物中の反応物の濃度は、ヘプシン０．５ｎＭ、ｐｒｏ－ｕＰＡ　１００ｎＭ、抗体７
１０ｎＭ及びＫＤ１　７１ｎＭであった。異なる時点で５０μｌのアリコートを除去し、
０．１５ｍｌのＨＡＩ－２を含むヘペスバッファーに添加し、反応を止めた。５０μｌの
Ｓ２４４４（２．５ｍＭ）の添加後、４０５ｎｍにおける吸光度の増大を、動態マイクロ
プレートリーダ（Molecular Devices、カリフォルニア州サニーベール）上で測定した。
各時点で形成されたｕＰＡの濃度を、酵素的に転換されたｐｒｏ－ｕＰＡの標準曲線及び
算出されたｕＰＡ形成の線形変化率に基づいて決定した。全ての測定は室温で行った。
【０１４８】
発色基質アッセイ
　精製した抗体又はＨＡＩ－１Ｂで誘導したＫＤ１インヒビター（参考文献１９）を、０
．２５ｎＭのヘプシンとともに３０分間ヘペスバッファー中でインキュベートした。発色
基質Ｓ２３６６を添加した後、酵素活性をモニターした。反応物の最終濃度は、ヘプシン
０．２５ｎＭ、抗体５００ｎＭ、ＫＤ１　５０ｎＭ、及びＳ２３６６　０．２５ｍＭであ
った。４０５ｎｍにおける吸光度の増大を、動態マイクロプレートリーダ上で測定し、そ
の結果を酵素活性割合（ｖｉ／ｖｏ）で表わした。全ての測定は室温で行った。
【０１４９】
免疫ブロッティング
　免疫ブロッティングの実験用として、可溶性の組換えヘプシンを、還元条件下で４～２
０％のＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析した。Bio-Rad Semi Dry Transfer Systemを使用して



(56) JP 2009-540835 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

タンパク質をニトロセルロースフィルタ（Invitrogen）上に移した。マウスのモノクロー
ナル抗ヘプシン抗体（２Ｄ５、３Ｈ１０、１Ｆ２、１Ｅ７、３Ｈ１）、その後ＨＲＰ抱合
ヤギ抗マウス抗体（Pierce、イリノイ州ロックフォード）を使用し、ＥＣＬ（GE Healthc
are、ニュージャージー州ピスカタウェイ）増強を行って、ヘプシンを検出した。
【０１５０】
結果
　５つのモノクローナル抗ヘプシン抗体が生成された。これらは直接ＥＬＩＳＡ型結合ア
ッセイにおいてヘプシンに対する強い結合を示した（図３）。最も弱い結合を示したのは
１Ｅ７．１．１であった。クロスブロッキング実験を行って、抗体に関連する結合エピト
ープを同定した。抗体３Ｈ１．１．１、３Ｈ１０．１．２及び１Ｆ２．１．１は、互いに
、ヘプシンへの結合を阻害し（図４）、これによりそれらがエピトープＡと呼ばれる共通
のエピトープを共有することが示唆された。２Ｄ５．１．９及び１Ｅ７．１．１は他のい
ずれの抗体にも阻害されず（図４）、これによりそれぞれエピトープＢ及びＣと呼ばれる
別々のエピトープに結合することが示唆された（図１）。抗体のアイソタイプが決定され
、図１に示されている。２つのＬｎＣａＰ細胞株を生成し、細胞表面上に発現されるヘプ
シンを抗体が認識するかどうかを試験した。リアルタイムＲＴ－ＰＣＲの結果から、Ｌｎ
ＣａＰ－３４細胞株がヘプシンを過剰発現する一方、ＬｎＣａＰ－１７細胞株が内在性レ
ベルのヘプシンしか発現しないことが判明した（データは示さない）。５つの抗体のＦＡ
ＣＳ分析により、それらがすべて細胞表面に結合することが示された。直接結合ＥＬＩＳ
Ａの結果と一貫して、１Ｅ７．１．１の結合性が最も弱かった。ＬｎＣａＰ－３４細胞の
ヘプシンＲＮＡの発現レベルが高いことと一貫して、蛍光強度の平均が高まったことによ
り示されるように、抗体の蛍光シグナルはこれら細胞により強まった（図１）。これは、
２つのＬｎＣａＰ細胞株に対する３Ｈ１０．１．２の結合を示す図５のヒストグラムによ
って例証された。この結果により、抗体が、可溶性の組換え形態だけでなく、細胞表面に
発現された完全長天然ヘプシンを認識できることが示された。次に、抗体がヘプシンの酵
素機能に干渉するかどうかを決定した。パラ－ニトロアニリド基質Ｓ２３６６を用いた発
色基質アッセイでは、５００ｎＭの濃度でヘプシンの活性に干渉した抗体は無かった（図
６）。ポジティブコントロールとして強力なヘプシンインヒビターであるＫＤ１を使用し
、これにより５０ｎＭの濃度においてヘプシンの活性が完全に阻害された。更に、抗体を
、ヘプシン依存性ｐｒｏ－ｕＰＡ活性アッセイで試験した。ヘプシンを強力に阻害するが
ｕＰＡは阻害しない（図２）クニッツ型インヒビターＨＡＩ－２の使用により、複数の異
なる時点で反応を止め、アッセイの第２段階で形成されたｕＰＡを定量化することができ
た。抗体又はＫＤ１の存在下でのｕＰＡ形成の線形の変化率を図７に示す。ｕＰＡの形成
率を有意に阻害した抗体は無かったが、ＫＤ１はその反応を完全に阻害した（図７表１）
。これらの結果により、抗体は、ヘプシンが媒介する小合成の活性にも、高分子基質にも
干渉しないことが示唆された。したがって、結合エピトープはヘプシン活性部位の外側に
位置する可能性が高く、抗体の結合が、活性部位の高次構造にアロステリックに影響する
ことはなく、少なくともｐｒｏ－ｕＰＡ又はＳ２３６６基質のプロセシングに有害となり
うる範囲ではない。
　免疫ブロッティングによる実験により、抗体が、ヘプシンの３０ｋＤａプロテアーゼド
メイン（＝Ｂ鎖）に結合することが示された。抗体によって２０ｋＤａ　Ａ鎖は検出され
ず（図８）、これにより結合エピトープがプロテアーゼドメインに含まれることが示され
た。
【０１５１】
　本明細書に記載した抗ヘプシンモノクローナル抗体は、可溶性ヘプシン及び細胞表面に
発現されるヘプシンの両方に結合する。それら抗体は、ヘプシンのプロテアーゼドメイン
に位置する３つの異なるエピトープ領域に結合する。酵素の動態学的結果は、それらが活
性部位領域の外側に結合することを示すものであり、これにより、ヘプシンの活性部位が
内在性のインヒビターによって占められている場合も抗体の結合が可能となる。これは、
腫瘍に由来するヘプシンがマトリプターゼに類似の内在性のインヒビターと複合体を形成
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しうるので、血中又は尿中のヘプシンの検出に重要である。このような複合体は、人乳中
のマトリプターゼ：ＨＡＩ－１複合体として単離されている（参考文献１８）。加えて、
変性ヘプシン又は部分的に変性したヘプシンに対する抗体の結合能により、有る程度分解
及び／又は変性した腫瘍由来のヘプシンの検出が可能である。
【０１５２】
　下記のハイブリドーマは、アメリカ培養細胞株保存機関（米国メリーランド州ロックビ
ル、パークローンドライブ１２３０１（ＡＴＣＣ)に寄託されている。

　これらの寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及
びその規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から３０年間
、寄託の生存可能な培養が維持されることを保証するものである。これらの細胞株は、ブ
ダペスト条約の条項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣ
Ｃから入手することができ、これは、関連した米国特許の発行時、及び任意の米国又は外
国特許出願の公開時のうち早い方から、細胞株を永久かつ非制限的に一般に入手可能とす
ることを保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号８
８６ＯＧ６３８の３７ＣＦＲ第１．１４条を含む)に従って権利を有すると米国特許商標
庁長官が決定した者に細胞株を入手可能とすることを保証するものである。
　本出願の譲受人は、寄託した細胞株が、適切な条件下で培養されているときに損失又は
破壊された場合、通知により細胞株を同一の他のものと即座に取り替えることに同意する
。寄託された細胞株の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認められた権
利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない。
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【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ１、ＨＣ－ＨＶＲ２、Ｈ
Ｃ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択
された少なくとも１つの高頻度可変領域（ＨＶＲ）配列を含んでなり、且つヒトヘプシン
に結合する、単離された抗体。
【請求項２】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、重鎖及び／又は軽鎖可変ドメイン配列
を含んでなり、且つヒトヘプシンに結合する、単離された抗体。
【請求項３】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、ＨＣ－ＨＶＲ１、ＨＣ－ＨＶＲ２、Ｈ
Ｃ－ＨＶＲ３、ＬＣ－ＨＶＲ１、ＬＣ－ＨＶＲ２及びＬＣ－ＨＶＲ３からなる群より選択
された少なくとも１つの高頻度可変領域（ＨＶＲ）配列を含んでなり、且つヒトヘプシン
に結合する、免疫グロブリンポリペプチド。
【請求項４】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体の、重鎖及び／又は軽鎖可変ドメイン配列
を含んでなり、且つヒトヘプシンに結合する、免疫グロブリンポリペプチド。
【請求項５】
　ヒトヘプシン上の、アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－
７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７
３の下に寄託されたハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体と同じエピトープに結
合する単離された抗体。
【請求項６】
　ヒトヘプシンへの結合について、アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託
番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰ
ＴＡ－７４７３の下に寄託されたハイブリドーマ細胞株によって生成された抗体と競合す
る、単離された抗体。
【請求項７】
　抗体の完全長ＩｇＧ形態が、１５０ｎＭ以上のＥＣ５０結合親和性でヒトヘプシンに特
異的に結合する、請求項１ないし６のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　ＥＣ５０結合親和性が１２０ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項９】
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　ＥＣ５０結合親和性が１００ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１０】
　ＥＣ５０結合親和性が７５ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１１】
　ＥＣ５０結合親和性が５０ｎＭ以上である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１２】
　天然の、部分的に変性した形態又は変性した形態のヘプシンに特異的に結合する、請求
項１ないし１１のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
　可溶性ヘプシン又は細胞に付着したヘプシンに結合する、請求項１ないし１２のいずれ
か一項に記載の抗体。
【請求項１４】
　２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611-3619頁に記載された抗ヘプシン
抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４
、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４／０３３６３０号に開示されてい
る単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５Ａ～Ｄに言及されている抗体４７
Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７
２Ｈ６）ではない、請求項１ないし１３に記載の単離された抗体。
【請求項１５】
　ヒトヘプシンへの結合について、２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611
-3619頁に記載された抗ヘプシン抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ
１１、９４Ａ７、Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４
／０３３６３０号に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５
Ａ～Ｄに言及されている抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、
３１Ｃ１、１１Ｃ１及び／又は７２Ｈ６）と競合しない、請求項１ないし１４のいずれか
一項に記載の単離された抗体。
【請求項１６】
　ヘプシン上の、２００６年発行のCancer Research, Volume 66, 3611-3619頁に記載さ
れた抗ヘプシン抗体（例えば、図４に例証された抗体１Ａ１２、８５Ｂ１１、９４Ａ７、
Ａ６、Ａ１７４、Ａ２１及び／又はＡ２４）、又は国際公開第２００４／０３３６３０号
に開示されている単離されたヘプシン抗体（例えば、９３頁及び図１５Ａ～Ｄに言及され
ている抗体４７Ａ５、１４Ｃ７、４６Ｄ１２、３８Ｅ２、３７Ｇ１０、３１Ｃ１、１１Ｃ
１及び／又は７２Ｈ６）と同じエピトープに結合しない、請求項１ないし１５のいずれか
一項に記載の単離された抗体。
【請求項１７】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ）に、寄託番号ＰＴＡ－７４６９、ＰＴＡ－
７４７０、ＰＴＡ－７４７１、ＰＴＡ－７４７２又はＰＴＡ－７４７３の下に寄託された
ハイブリドーマ細胞株の抗体コード配列によってコードされる、ヘプシン抗体。
【請求項１８】
　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体をコードする核酸配列を含んでなる核
酸分子。
【請求項１９】
　請求項１８の核酸分子を含んでなる宿主細胞。
【請求項２０】
　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載のヘプシン抗体を生成することができる細胞
株。
【請求項２１】
　抗体が生成される条件下で抗体をコードする核酸を含む宿主細胞を培養することを含む
、請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体を生成する方法。
【請求項２２】
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　請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体の有効量と、担体とを含んでなる組成
物。
【請求項２３】
　試料中におけるヘプシンの存在を診断する方法であって、試料に請求項１ないし１７の
いずれか一項に記載の抗体を接触させることを含む方法。
【請求項２４】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病又は状態の治療のための医薬であって、請求項
１ないし１７のいずれか一項に記載の抗体の有効量を含有してなり、該抗体が異種性の薬
剤に結合している医薬。
【請求項２５】
　異種性の薬剤が治療的なものである、請求項２４に記載の医薬。
【請求項２６】
　異種性の薬剤が標識、細胞障害剤及び／又は放射性同位元素である、請求項２４に記載
の医薬。
【請求項２７】
　患者が哺乳動物の患者である、請求項２４に記載の医薬。
【請求項２８】
　患者がヒトである、請求項２７に記載の医薬。
【請求項２９】
　疾病が癌である、請求項２４に記載の医薬。
【請求項３０】
　癌が、前立腺癌及び卵巣癌からなる群より選択される、請求項２９に記載の医薬。
【請求項３１】
　対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを
発現する細胞を有するかどうかを決定することを含む方法であって、前記細胞の存在によ
り、対象が、ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病を有していることが示される方法。
【請求項３２】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の治療に対する、対象の応答性を予測する方法
であって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘ
プシンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の存在により、
対象が当該治療に応答することが示される方法。
【請求項３３】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の治療を受けた対象の、微小残存病変をモニタ
ーする方法であって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高い
レベルでヘプシンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の検
出により、微小残存病変の存在が示される方法。
【請求項３４】
　ヘプシン発現の調節不全に関連する疾病の疾病状態を対象中に検出する方法であって、
対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発
現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の検出により、対象中に当
該疾病の疾病状態が示される方法。
【請求項３５】
　対象がヘプシン発現の調節不全に関連する障害を発症するという予測を評価する方法で
あって、対象が、正常な基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプ
シンを発現する細胞を有するかどうかを決定することを含み、前記細胞の検出により、対
象が当該障害を発症するという予測が示される方法。
【請求項３６】
　対象のヘプシン発現の調節不全に関する障害を診断する方法であって、対象が、正常な
基準試料中におけるヘプシンの発現レベルより高いレベルでヘプシンを発現する細胞を有
するかどうかを決定することを含み、前記細胞の検出により、対象が前記障害を有するこ
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とが示される方法。
【請求項３７】
　ヘプシンに対する結合能を有する、請求項１ないし１７のいずれか一項に記載の抗ヘプ
シン抗体、又はその断片を一つ以上含んでなるアレイ又はタンパク質チップ。
【請求項３８】
　請求項３７に記載のアレイ又はタンパク質チップと、対象から採取した試料中における
ヘプシンの発現レベルが正常な基準試料中のヘプシン発現レベルを上回るかどうかを決定
することにより、ヘプシンの調節不全に関連する障害を患者に検出するために、当該アレ
イ又はタンパク質チップを使用することについての指示書とを備えるキット。
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