
JP 2010-524433 A 2010.7.22

10

(57)【要約】
本発明は、腫瘍特異的結合タンパク質および該タンパク
質のあらゆる使用に関する。特に、本発明は、癌細胞上
の抗原もしくは分子（ＣＤ１６６）に特異的な抗体また
は抗体断片およびそれらの使用方法に関する。特異的な
重鎖および軽鎖ＣＤＲを含む結合タンパク質が開示され
ており、該結合タンパク質は、乳癌株化細胞ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１に対して、測定可能にまたは有意に結合するが
、顆粒球もしくは末梢血リンパ球（ＰＢＬ）に対しては
、有意なまたは測定可能な結合を示さない。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）下記（ａ）～（ｃ）からなる群から選択される１以上の重鎖ＣＤＲドメイン：
（ａ）配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ
３ドメイン；
（ｂ）配列番号４のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ
２ドメイン；および
（ｃ）配列番号３のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ
１ドメイン；および／または
　（ｉｉ）下記（ｄ）～（ｆ）からなる群から選択される１以上の軽鎖ＣＤＲドメイン：
（ｄ）配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ
３ドメイン；
（ｅ）配列番号７のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ
２ドメイン；および
（ｆ）配列番号６のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ
１ドメイン
を含むことを特徴とする結合タンパク質。
【請求項２】
（ｉ）配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ３
ドメイン；および
（ｉｉ）配列番号８のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ
３ドメイン
を含む請求項１に記載の結合タンパク質。
【請求項３】
　重鎖ＣＤＲドメイン（ａ），（ｂ）および（ｃ）のうちいずれか１つ、および／または
軽鎖ＣＤＲドメイン（ｄ），（ｅ）および（ｆ）のうちいずれか１つを含む請求項１に記
載の結合タンパク質。
【請求項４】
（ｉ）請求項１で規定した１以上の重鎖ＣＤＲドメイン（ａ），（ｂ）もしくは（ｃ）を
含むＶHドメイン；および／または
（ｉｉ）請求項１で規定した１以上の軽鎖ＣＤＲドメイン（ｄ），（ｅ）もしくは（ｆ）
を含むＶLドメイン
を含む結合タンパク質。
【請求項５】
　上記の実質的に相同の配列が、上記ＣＤＲドメインにおいて５，４，３，２または１個
までのアミノ酸置換を含む配列である請求項１～４のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項６】
　上記の実質的に相同の配列が、上記ＣＤＲドメインにおいて５，４，３，２または１個
までの保存されたアミノ酸置換を含む配列である請求項１～４のいずれかに記載の結合タ
ンパク質。
【請求項７】
（ｉ）配列番号９のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含むＶHドメイン
；および／または
（ｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列または該配列と実質的に相同の配列を含むＶLドメ
イン
を含む請求項４に記載の結合タンパク質。
【請求項８】
　上記の実質的に相同の配列が：
（ｉ）配列番号９と少なくとも５０，６０，７０，８０，９０もしくは９５％の同一性を
有するＶHドメイン；および／または（ｉｉ）配列番号１０と少なくとも５０，６０，７
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０，８０，９０もしくは９５％の同一性を有するＶLドメイン
である請求項７に記載の結合タンパク質。
【請求項９】
　配列番号２のアミノ酸配列を含む結合タンパク質もしくはその断片、またはそれらと実
質的に相同のアミノ酸配列を含むことを特徴とする結合タンパク質。
【請求項１０】
　上記の実質的に相同の配列が、配列番号２と少なくとも５０，６０，７０，８０，９０
または９５％の同一性を有するアミノ酸配列を含む請求項９に記載の結合タンパク質。
【請求項１１】
　上記結合タンパク質が抗体もしくは抗体断片であるか、または上記結合タンパク質が抗
体もしくは抗体の断片を含む上記請求項のうちいずれか１つに記載の結合タンパク質。
【請求項１２】
　上記抗体が、抗体全体，モノクローナル抗体，ポリクローナル抗体，ヒト化抗体または
キメラ抗体である請求項１１に記載の結合タンパク質。
【請求項１３】
　上記抗体全体が、ＩｇＧ抗体である請求項１２に記載の結合タンパク質。
【請求項１４】
　上記抗体断片が、Ｆａｂ，Ｆａｂ’，Ｆ(ａｂ’)2，ｓｃＦｖ，Ｆｖ，ｄｓＦｖ，ｄｓ
－ｓｃＦｖ，Ｆｄ，ｄＡｂｓ，ＴａｎｄＡｂｓ二量体，直鎖状抗体，ｍｉｎｉｂｏｄｙ，
もしくはそれらの多量体，または二重特異性抗体断片である請求項１１に記載の結合タン
パク質。
【請求項１５】
　上記抗体または抗体断片が、重鎖定常領域の全部もしくは一部、および／または軽鎖定
常領域のκもしくはλの全部もしくは一部を含む請求項１１～１４のいずれかに記載の結
合タンパク質。
【請求項１６】
　腫瘍特異的である上記請求項のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項１７】
　上記結合タンパク質が、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌，膵臓
癌，肺癌，食道扁平上皮癌，脳癌および／または腎癌の組織に結合する請求項１６に記載
の結合タンパク質。
【請求項１８】
　上記結合タンパク質が、末梢血リンパ球（ＰＢＬ）に著しく結合しない、および／また
は顆粒球に著しく結合しない請求項１６または１７に記載の結合タンパク質。
【請求項１９】
　結合タンパク質が、乳癌の株化細胞ＭＤＡ－ＭＢ２３１に測定可能にまたは著しく結合
するが、顆粒球または末梢血リンパ球（ＰＢＬ）にわずかにまたは測定不能な程度にしか
結合しない請求項１６～１８のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項２０】
　ＣＤ１６６に結合できる上記請求項のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項２１】
　上記結合タンパク質が１以上のタイプの癌細胞またはＣＤ１６６に対する結合親和性を
有し、該結合親和性が５００，４００，３００，２００，１９０，１８０，１７０，１６
０，１５０，１４０，１３０，１２０，１１０，１００，９０，８０，７０，６０，５０
，４０，３０，２０，１０，５もしくは１ｎＭ未満のＫmまたはＫdに相当する上記請求項
のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項２２】
　上記結合タンパク質が、２．９×１０-8Ｍ以下、または２．１×１０-8Ｍ以下の結合親
和性を有する請求項２１に記載の結合タンパク質。
【請求項２３】



(4) JP 2010-524433 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

　上記結合タンパク質が、１以上のタイプの癌細胞に対するＫmまたはＫdを有し、上記結
合親和性が比較できる条件の下で測定されたとき、該Ｋmが、１以上のタイプの非癌細胞
または正常細胞より、少なくとも１桁、さらに好ましくは少なくとも２，３，４または５
桁小さい上記請求項のいずれかに記載の結合タンパク質。
【請求項２４】
　上記癌細胞が、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌，膵臓癌，肺癌
，食道扁平上皮癌，脳癌および／または腎癌の細胞である請求項２１～２３のいずれかに
記載の結合タンパク質。
【請求項２５】
　結合タンパク質が、下記（１）～（５）を含む方法によって同定され得る、腫瘍細胞上
の抗原に結合できる結合タンパク質：
　（１）請求項１～２４のいずれかに記載の結合タンパク質、好ましくは固定数の腫瘍細
胞に対して最大限に結合する抗体または抗体断片（Ａｂ１）の最小濃度で該固定数の腫瘍
細胞を培養し、Ａｂ１の蛍光の平均値（ＭＦAb1）を測定すること；
　（２）２種以上の濃度の試験結合タンパク質（Ａｂ２）を、該Ａｂ１および腫瘍細胞に
Ａｂ２を添加することによって試験し、蛍光の平均値（ＭＦ(Ab1+Ab2)）を測定すること
、
　（３）蛍光のバックグランド平均値（ＭＦBgd）を測定すること；
　（４）下記式で表されるＰＩを計算すること
　　　ＰＩ＝［（ＭＦ(Ab1+Ab2)－ＭＦBgd）／（ＭＦAb1－ＭＦBgd）］×１００；および
　（５）該ＰＩを対照ＰＩ値と比較すること；
該対照ＰＩ値と統計的に有意に異なるＰＩは、該試験結合タンパク質が該腫瘍細胞上の上
記抗原に結合できることを意味する。
【請求項２６】
　上記腫瘍細胞が、乳癌細胞である請求項２５に記載の結合タンパク質。
【請求項２７】
　上記結合タンパク質が、ヒトタンパク質である上記請求項のいずれかに記載の結合タン
パク質。
【請求項２８】
　免疫グロブリン，ホルモン，増殖因子，レクチン，インスリン，低密度リポタンパク質
，グルカゴン，エンドルフィン，トランスフェリン，ボンベシン，アシアロ糖タンパク質
，グルタチオンＳ－転移酵素（ＧＳＴ），赤血球凝集素（ＨＡ）または切り詰められたｍ
ｙｃなどのような細胞結合タンパク質または治療薬もしくは診断薬に融合または接合した
上記請求項のいずれかに記載の結合タンパク質を含む融合タンパク質または接合体。
【請求項２９】
　１以上の放射線治療剤，抗血管新生剤，アポトーシス誘導剤，チューブリン阻害薬，抗
細胞剤／細胞毒性剤または凝固剤に付着した請求項１～２７のいずれかに記載の結合タン
パク質または請求項２８に記載の融合タンパク質もしくは接合体。
【請求項３０】
　検出可能なマーカーで標識されている請求項１～２７のいずれかに記載の結合タンパク
質または請求項２８に記載の融合タンパク質もしくは接合体を含む診断薬あるいは造影剤
。
【請求項３１】
　請求項１～２８のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質もしくは接合体を
コードしたヌクレオチド配列を含む核酸分子または該核酸分子と実質的に相同の核酸分子
。
【請求項３２】
　配列番号１に規定されたヌクレオチド配列を含む請求項３１に記載の核酸分子または該
核酸分子と実質的に相同の核酸分子。
【請求項３３】
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　上記の実質的に相同の配列が、少なくとも５０，６０，７０，８０，９０または９５％
の同一性を有する配列を含む請求項３１または３２に記載の核酸分子。
【請求項３４】
　請求項３１～３３のいずれかに記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項３５】
　請求項３４に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項３６】
　請求項１～２９のいずれかに記載の１以上の結合タンパク質，融合タンパク質または接
合体を発現している宿主細胞。
【請求項３７】
　請求項３１～３３のいずれかに記載の核酸分子または請求項３４に記載のベクターを含
む、ヒト以外のトランスジェニック動物。
【請求項３８】
　さらに、薬学的に許容し得る１以上の賦形剤，担体，希釈剤，緩衝剤または安定剤を任
意に含む、請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質もしくは
接合体または請求項３０に記載の診断薬もしくは造影剤を含む組成物。
【請求項３９】
　下記（ｉ）～（ｉｖ）を含むキット。
（ｉ）請求項１～２９のいずれかに記載の１以上の結合タンパク質，融合タンパク質もし
くは接合体、および／または
（ｉｉ）請求項３０に記載の診断薬もしくは造影剤、および／または
（ｉｉｉ）請求項３１～３３のいずれかに記載の１以上の核酸分子、および／または
（ｉｖ）請求項３４に記載の１以上のベクター、および／または
（ｖ）請求項３４もしくは３５に記載の１以上の宿主細胞、および／または
（ｖｉ）請求項３８に記載の組成物。
【請求項４０】
　治療、診断または画像化に用いられる請求項３９に記載のキット。
【請求項４１】
　癌の診断に用いられる請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
　治療、診断または画像化に用いられる請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク
質，融合タンパク質または接合体。
【請求項４３】
　癌の治療に用いられる請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパ
ク質または接合体。
【請求項４４】
　診断に用いられる請求項３０に記載の診断薬または造影剤。
【請求項４５】
　癌の治療、診断または画像化に用いられる医薬品の製造における、請求項１～２９のい
ずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質または接合体の使用。
【請求項４６】
　癌の診断に用いられる組成物の製造における、請求項３０に記載の診断薬または造影剤
の使用。
【請求項４７】
　請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質もしくは接合体を
対象に有効量で投与すること、または該対象から取り出し、その後該対象に戻す検体に該
結合タンパク質，該融合タンパク質もしくは該接合体の有効量を添加することを含む、該
対象を治療する方法。
【請求項４８】
　上記対象が、哺乳動物、好ましくはヒトである請求項４７に記載の方法。
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【請求項４９】
　上記対象が、癌を有する請求項４７または４８に記載の方法。
【請求項５０】
　請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質もしくは接合体ま
たは請求項３０に記載の診断薬もしくは造影剤を対象に適当量で投与すること、および
　該対象において該結合タンパク質，該融合タンパク質もしくは該接合体の存在および／
または量および／または位置を検出すること
を含む、該対象の疾病または疾患を診断する方法。
【請求項５１】
　上記の疾病または疾患が、癌である請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　下記段階：
（１）請求項１～２９のいずれかに記載の１以上の結合タンパク質，融合タンパク質もし
くは接合体を哺乳動物から取り出した試験検体と接触させること
を含む、哺乳動物の疾病を診断する方法。
【請求項５３】
　さらに、下記段階：
（２）上記試験検体において、上記結合タンパク質，上記融合タンパク質もしくは上記接
合体と抗原とで形成した複合体の存在および／または量および／または位置を測定するこ
と；および、任意で
（３）該試験検体中の結合タンパク質－抗原複合体，融合タンパク質－抗原複合体もしく
は接合体－抗原複合体の存在および／または量を対照と比較すること
を含む請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　請求項１～２９のいずれかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質もしくは接合体ま
たは請求項３０に記載の診断薬もしくは造影剤の適当量を対象に投与すること、および
　該対象において該結合タンパク質，該融合タンパク質もしくは該接合体または該診断薬
もしくは該造影剤の存在および／または量および／または位置を検出すること
を含む、該対象を画像化する方法。
【請求項５５】
　上記疾病が、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌，膵臓癌，肺癌，
食道扁平上皮癌，脳癌および／または腎癌である請求項４１に記載のキット、請求項４３
に記載の結合タンパク質、請求項４５もしくは４６に記載の使用または請求項４９，５１
，５２もしくは５４に記載の方法。
【請求項５６】
　請求項３５または３６に記載の宿主細胞を培養する段階を含む、請求項１～２９のいず
れかに記載の結合タンパク質，融合タンパク質または接合体を生産する方法。
【請求項５７】
　上記結合タンパク質，上記融合タンパク質もしくは上記接合体を単離または精製する段
階、および／または
　得られた産物から、薬学的に許容し得る担体，希釈剤または賦形剤などのような、少な
くとも１種の追加成分を含む組成物を処方する段階
をさらに含む請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　ＣＤ１６６を含む組成物を、請求項１～２７のいずれかに記載の結合タンパク質または
それらの接合体に接触させることを含む、ＣＤ１６６を結合させる方法。
【請求項５９】
　ＣＤ１６６分子を含むと疑われる組成物を、請求項１～２７のいずれかに記載の結合タ
ンパク質またはそれらの接合体に、ＣＤ１６６／結合タンパク質複合体を形成するのに有
効な条件下で、接触させること、および
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　そのように形成された該複合体を検出すること
を含む、ＣＤ１６６を検出する方法。
【請求項６０】
　さらに、上記組成物が、追加の活性薬剤を含む請求項３８に記載の組成物。
【請求項６１】
　上記の追加の活性薬剤が、アポトーシス促進剤である請求項６０に記載の組成物。
【請求項６２】
　上記の追加の活性薬剤が、他の標的と結合する抗体，サイトカイン，代謝拮抗剤，アル
キル化剤，プリン類似体および関連する阻害剤，ピリミジン類似体，葉酸類似体，ビンカ
アルカロイド，エピポドフィロトキシン，抗生物質，Ｌ－アスパラギナーゼ，エストロゲ
ン，抗エストロゲン剤，アンドロゲン，抗アンドロゲン剤，副腎皮質ステロイド，プロゲ
スチン，副腎皮質の抑制剤，生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン類似体，インターフェロン
，トポイソメラーゼ阻害剤，アントラセンジオン置換尿素，メチルヒドラジン誘導体，白
金配位錯体もしくは化学薬品，および副作用を抑制する薬剤からなる群から選択された１
種以上である請求項６０に記載の組成物。
【請求項６３】
　治療においてアポトーシス促進剤と組み合わせて用いる請求項１～２７のいずれかに記
載の結合タンパク質またはそれらの接合体。
【請求項６４】
　アポトーシス促進剤とともに、請求項１～２７のいずれかに記載の結合タンパク質また
はそれらの接合体を含む、治療において、別個に、同時にまたは順次用いられる組み合わ
せ製剤としての製品。
【請求項６５】
　上記アポトーシス促進剤が、スタウロスポリンである請求項６１，６３または６４に記
載の結合タンパク質，製品または組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍特異的結合タンパク質および該タンパク質のあらゆる使用に関する。特
に、本発明は、癌細胞上の抗原もしくは分子に特異的な抗体または抗体断片、およびそれ
らの使用方法に関する。該抗原は、好ましくはＣＤ１６６である。
【背景技術】
【０００２】
　２０００年において、世界中でおよそ２２００万人が癌に苦しみ、６２０万人がこの部
類の疾病により亡くなった。毎年、１０００万以上の症例が新たに発見され、このような
見積もりは今後１５年以上にわたって５０％まで増えるものと予想されている（世界保健
機構（ＷＨＯ）の世界がん報告。バーナード　Ｗ．スチュアートおよびパウル・クラウフ
ス編集，ＩＡＲＣプレス社，リヨン，２００３年）。
【０００３】
　乳房の上皮性悪性腫瘍は、乳房組織の上皮性悪性腫瘍である。世界中で、その乳房組織
の上皮性悪性腫瘍は女性の癌のうち最も多いものであり、（欧米諸国において）すべての
女性の約１０％が彼女たちの人生のある段階で罹患する。早期発見および効果的な治療を
実現させようとするが著しい努力の甲斐むなしく、乳癌を患うすべての女性の約２０％が
未だにこの疾病により亡くなっている。乳房の上皮性悪性腫瘍は、女性の癌による死因の
うち２番目に多い。
【０００４】
　現在の癌治療は、侵襲的手術，放射線療法および化学療法に限定され、これらすべてが
、重度の副作用、非特異的毒性、および／または精神的外傷を受けるほどの身体イメージ
および／またはクオリティ・オブ・ライフの変化のうちいずれかの原因となる可能性があ
る。癌は化学療法に対して難治性となることがあり、治療法の選択肢が減り成功確率を下
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げる。乳癌などのような、相対的に高い治療成功率を誇るいくつかの癌もまた、極めて高
い罹患率を有するため、依然として深刻な死因であることに変わりはない。
【０００５】
　例えば、ＷＨＯによると、毎年世界中で、１２０万以上の乳癌の症例が新たに発見され
ている。乳癌が局在化している場合、該腫瘍の治療の中心は外科手術（腫瘍摘出手術およ
び乳房切除）であり、可能ならば術後補助ホルモン療法（古典的にはタモキシフェンまた
はアロマターゼ阻害剤を使用する）を用いる。外科手術を援助するためか、または播種性
疾病の場合に、化学療法および放射線治療が用いられる。近年、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ特異
的ヒト化モノクローナル抗体であるハーセプチンを使用することによって、有望な結果が
得られている。
【０００６】
　乳癌に関連する予後因子がいくつか存在する。限局した病変，リンパ節の状態および転
移癌の存在を考慮すると、ステージは、乳癌においてただ一つの最も重要な予後因子であ
る。診断の時点で該ステージが高いほど、予後は悪くなる。乳癌細胞におけるエストロゲ
ン受容体およびプロゲステロン受容体の存在が、その他の重要で古典的な予後因子となっ
ている。さらに、ホルモン受容体陰性乳癌と比較してホルモン受容体陽性乳癌は通常、よ
り良い予後に関連している。また、さらに近年では、ＨＥＲ－２／ｎｅｕの状態が予後因
子として記述されている。局在化した疾病に対する予後は、５年生存率が約５０％と比較
的良いが、乳癌がいったん転移すると、平均約２年の存命という不治の病となる。治療成
功率が上がったにもかかわらず、毎年４０万近い女性たちが乳癌によって亡くなり、肺癌
による死を上回り、女性の癌による死亡数がもっとも多い。短期生存者および長期生存者
のうち、その多くが侵襲によるトラウマによって生涯苦しみ、外科治療によって外観を損
なったことに気を病む。
【０００７】
　現在の治療は、その効果が不足しているためか、および／または、高い死亡率と重度の
副作用とを有するためか、患者のニーズに合わないという癌の例が多い。しかしながら、
これらの選定された統計および事実によって、安全性および有効性についてよりふさわし
い統計データに基づく癌治療のニーズが充分に明らかにされている。
【０００８】
　現在の癌治療が不充分である理由の一つは、罹患した組織および細胞に対する選択性に
欠けている点である。外科的切除は、死亡率および合併症の危険性を高める可能性を有す
る「安全域」としての正常に見える組織の除去を常に含む。また、外科的切除は、腫瘍細
胞が散りばめられているかもしれない健常組織および罹患した臓器もしくは組織の機能を
保持または取り戻す可能性のある健常組織のうちの一部も常に除去する。放射線照射およ
び化学療法は、これらの非特異的な作用機序によって多くの正常組織を殺傷または損傷す
る。非特異的な作用機序によって、以後の人生で二次癌を発症する危険性を高めるのとと
もに、重度の吐き気，体重減少，持久力の低下，脱毛などのような重篤な副作用がもたら
されることがある。癌細胞に対する選択性に優れた治療は、正常細胞を無傷のまま残存す
るため、治療結果，副作用プロフィールおよびクオリティ・オブ・ライフを向上させる。
【０００９】
　癌細胞上のみもしくは大部分が癌細胞上に存在する分子または癌細胞上に高いレベルで
存在するかもしくは癌細胞内に過剰発現している分子に特異的な抗体を使用することによ
って、癌治療の選択性を向上することができる。免疫系を調節するために、そして患者自
身の免疫系によって癌に対する認識・破壊を促進するために、このような抗体を使用する
ことができる。現在まで試験された多くの抗体は、マウスモノクローナル抗体、時には分
子工学によって「ヒト化」した抗体の形で、公知の癌マーカーに対する抗体として取り上
げられている。残念ながら、これら抗体の標的も、部分集合した正常細胞上にかなりの量
で存在することがあり、したがって非特異的な毒作用の危険性をつり上げる。さらに、こ
れら抗体は、ヒト患者の免疫系によって外来のタンパク質としてみなされるマウスタンパ
ク質である。後に続く免疫系および抗体反応によって、有効性の損失または副作用がもた
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らされることがある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明者らは、癌治療、特に乳癌治療のための抗体の開発において、異なるアプローチ
を用いた。癌細胞または単離された癌細胞マーカーを有する実験動物に免疫する代わりに
、本発明者らは、ヒト免疫系によって充分に異物であると認識されるこれらマーカーのみ
を同定し、該マーカーに対する特異的な抗体が見出されることを見越して模索した。これ
は、該マーカーまたは抗原が、正常細胞上にほとんどないか、またはまったくないため、
非特異的な毒性の危険性が一層低下することを暗示している。このようにして、正常細胞
に対する選択性より、癌細胞／腫瘍細胞、特に乳癌細胞に対する高い選択性を示す抗体を
同定した。このような選択的な抗体が、この特許出願の主題である。選択的であることに
加えて、好ましくはこのような抗体は、完全にヒトタンパク質であるおかげで患者の免疫
系と完全に適合する。本発明の抗体は、（特に癌、とりわけ乳癌に対する）診断用途もし
くは治療用途、または標的抗原に対する他の結合タンパク質を設計するための土台として
用いることができる。また、該抗体は、それが結合する分子を単離し同定するためにも用
いることができる。その際に、癌における該抗原の役割が研究され、該抗体は他の癌治療
を開発するために用いられる。本発明者らは、本発明の抗体が結合する抗原の同一性を決
定した。
【００１１】
　上記抗原はＣＤ１６６であり、ＡＬＣＡＭ（活性化白血球細胞接着分子），ＭＥＭＤ，
ＳＢ－１０，ＫＧ－ＣＡＭおよびニューロリン[neurolin]としても知られている。ＣＤ１
６６は、５つの細胞外免疫グロブリン様ドメインを有する免疫グロブリンスーパーファミ
リーのメンバーである、１０５ＫＤａの膜貫通型糖タンパク質である。ＣＤ１６６は、短
い細胞質側末端を有し、その細胞外部分は、５つのＩｇドメイン：３つの定常（Ｃ）タイ
プＩｇドメインが続く２つのアミノ末端可変（Ｖ）タイプＩｇドメイン（Ｖ1Ｖ2Ｃ1Ｃ2Ｃ

3）を含む。本発明の抗体の好ましいエピトープは、ＣＤ１６６抗原の細胞外ドメイン内
に位置する。
【００１２】
　上述の通り、ＣＤ１６６は細胞表面タンパク質である。ＣＤ１６６は、活性化白血球，
皮質の線維芽細胞および胸腺髄質[medullary thymic]の線維芽細胞，神経細胞のいくつか
のサブセットおよび上皮細胞のいくつかのサブセットの細胞上に見出される。一般に、Ａ
ＬＣＡＭは、遊走している細胞上および／または動態的に増殖している細胞上に頻繁に見
出される。
【００１３】
　ＣＤ１６６は、当初ＣＤ６のリガンドとして同定されたが、ＣＤ１６６同種相互作用の
調節も行なう。ＣＤ１６６は、全３種の胚系列細胞の発生において発現されるが、その発
現は、成人の組織の多くでは細胞のサブセットに限定されるものと思われる。ＣＤ１６６
は、上皮の細胞間接着部位に位置すると考えられ、組織の構築を持続させる接着複合体の
一部であると思われる。ＣＤ１６６は、細胞移動，癌発生，癌の進行および転移に関連す
る。ＣＤ１６６の異常な発現は、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌
，膵臓癌，肺癌および食道扁平上皮癌を含むいくつかのヒト腫瘍に関わっている。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明の発明者らは、癌細胞、特に乳房腫瘍細胞に結合するヒト腫瘍特異的抗体を調製
した。重要なことには、該抗体は、する正常細胞にさほど結合しないため、腫瘍治療、好
ましくは乳癌治療および診断のための好適な候補となる。他の好ましい癌は、本明細書中
の他の部分に記載されている。
【００１５】
　本発明者らは、上記抗体をクローン化し、その配列を解析し、相補性決定領域（ＣＤＲ
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）１，２および３を含む、該抗体の軽鎖および重鎖の可変領域の配列を決定した。
　したがって、本発明は、腫瘍特異的結合タンパク質、例えば、抗体分子を提供する。好
ましい態様において、本発明は、これらの特性を有するヒト結合タンパク質、例えば、抗
体分子を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、クローンＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５ ｓｃＦｖの、特に重鎖およ
び軽鎖のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を示す。ｓｃＦｖはｐＨＯＧ２１（３．７
ｋｂ）中のNcoI/NotIサイトを介してクローニングされた。初期クローニングに使用され
る制限部位（ＮｃｏＩ，ＨｉｎｄＩＩＩ，ＭｌｕＩおよびＮｏｔＩ）はイタリックで記載
され、下線で示されている。VHとVLとの間のリンカ－配列は、イタリックで記載されてい
る。ｃ－ｍｙｃエピトープ、６つのＨｉｓは、それぞれ下線、二重下線で示されている。
【図２Ａ－２Ｂ】図２は、実施例２のフローサイトメトリーの結果を示す。図２Ａは、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１細胞に対するＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の結合性を示し、図２Ｂ
はＰＢＬへの結合がないか、顕著ではないことを示す。
【図２Ｃ】図２Ｃは、顆粒細胞のへ結合がないか、顕著ではないことを示す。
【図２Ｄ】図２Ｄは、ＳＷ９００細胞に対するＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の結合を
示す。
【図３Ａ－３Ｂ】図３は、実施例３の結合親和性の結果を示す。図３ＡにおいてＥＪ２１
２／００７－Ｃｌ２－５の飽和曲線と、図３ＢにおいてＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５
のラインウェーバー・バークのプロットを示す。
【図３Ｃ】図３Ｃは、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５Ｆａｂ断片の結合親和性について
のビアコア（Ｂｉａｃｏｒｅ）分析の結果を示す。図３Ｃにおいては結合曲線が示され、
Ｋｄ値は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　Ｆａｂについて、２．９×１０-8Ｍと測定
された。
【図４】図４は、実施例５のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧによる、抗体依存
性細胞傷害（ＡＤＣＣ）の結果を示す。この図は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５はＰ
Ｍ－１細胞にＡＤＣＣを誘導できるのに対して、ネガティブコントロールの抗体は細胞傷
害効果を示さなかったことを表している。エラーバーは、各検体に用いた４反復から算出
された標準偏差を示す。ＴｒｉｔｏｎＸ－１００検体は、細胞傷害性の最大水準を示す。
【図５】図５Ａは、ｓｃＦｖ発現ベクターｐＨＯＧ２１を示す。ＡｐＲ：アンピシリン耐
性遺伝子、ＣｏｌＥＩ：ＤＮＡ複製起点、ＦｌｌＧ：ファージｆ１の遺伝子間領域、ｃ－
ｍｙｃ：モノクローン抗体９Ｅ１０によって認識されるエピトープ、Ｈｉｓ６：６つのヒ
スチジン残基、ＰｅｌＢ：バクテリアペクチン酸リアーゼのシグナルペプチド、Ｐ／Ｏ：
野生型ｌａｃプロモーター／オペレーター。図５Ｂは、Ｃ末端コード領域のヌクレオチド
配列およびアミノ酸配列を示す。
【図６】図６は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの存在下で７日間インキュベ
ートした後の、実施例６におけるＣＦＳＦで標識化された細胞の平均蛍光強度を示し、Ｉ
ｇＧがない状態でインキュベートしたＣＦＳＦで標識化された細胞と比較している。蛍光
強度が高ければ高いほど、細胞分裂が少なく、高い蛍光強度は抗体による細胞周期の阻害
を示している。
【図７】図７Ａは、３７℃、３０分間インキュベーションした後のＰＭ－１細胞における
、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖの実施例７における内在化を示す。図７Ｂ
は、内在化のポシティブコントロールを示す。
【図８】図８Ａは、スタウロスポリンの存在下で、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　Ｉ
ｇＧとＢＴ４７４細胞をインキュベーションした後の、細胞生存性の減少を示す。図８Ｂ
は、スタウロスポリンの存在下において、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧとイ
ンキュベーションした後の、実施例８のＢＴ４７４細胞のアネキシンＶ陽性の染色を示す
。
【図９】図９は、実施例９のＭＤＡ－ＭＢ２３１を有するマウスのＥＪ２１２／００７－
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Ｃｌ２－５　ＩｇＧ処理の結果を示す。この結果は、上記抗体の注射後、４ｇ未満の重量
の腫瘍を有するマウスの個体数として示されている。この図は、ＥＪ２１２／００７－Ｃ
ｌ２－５　ＩｇＧが、PBSが投与された対照群に由来する腫瘍と比べて、腫瘍の増殖が低
減されたことを示している。
【図１０】図１０は、ＰＭ－１細胞およびＤＵ－１４５細胞の細胞質画分と膜画分（濃縮
前および濃縮後）についての、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧを用いた、実施
例１０のウェスタンブロット分析を示す。矢印で示したような、ＥＪ２１２／００７－Ｃ
ｌ２－５　ＩｇＧ抗原の可能性がある明確なバンドが、濃縮後の精製膜画分において見ら
れる。
【図１１】図１１は、ＰＭ－１細胞由来の、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧで
捕捉されたタンパク質についての、実施例１０におけるウェスタンブロット分析を示す。
ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗原を示すバンドを切除して、消化されたペプ
チドをマススペクトル分析に使用した。
【図１２】図１２は、マスフィンガープリンティングに使用されたペプチドと、ＣＤ１６
６タンパク質の配列に関して上記ペプチドのマップ化された位置についての、実施例１０
のリストを示す。
【図１３】図１３は、ＰＭ－１細胞由来のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖに
共有結合したタンパク質についての、実施例１０のウェスタンブロット分析を示す。
【図１４】図１４は、ＰＭ－１細胞由来のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖに
共有結合したタンパク質についての、実施例１０のウェスタンブロット分析を示す。ＥＪ
２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃFvを示されたバンドを切除して、消化されたペプチド
をマススペクトル分析に使用した。
【図１５】図１５は、実施例１１における、ヒトＣＤ１６６の細胞外ドメイン全長（ＣＤ
１６６－Ｆｃ）、細胞外ドメイン（ＣＤ１６６　ｄ１～５／Ｆｃ）および細胞外ドメイン
（ＣＤ１６６　ｄ１～３／Ｆｃ）に対する、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの
ＥＬＩＳＡの結合性を示す。細胞外ＣＤ１６６ドメインは、組換型Ｆｃキメラとして発現
された。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　「正常細胞」という用語は、非癌細胞に言及するために本明細書中に用いられる。この
用語は、ヒトの体内中に本来存在する健常細胞、特に末梢赤血球または顆粒球を包含する
。したがって、好ましくは上記結合タンパク質は、末梢血リンパ球（ＰＢＬ）に顕著に結
合せず、および／または顆粒球に顕著に結合しない。好ましい態様において、該結合タン
パク質は、乳癌株化細胞ＭＤＡ－ＭＢ２３１に対して測定可能なまたは有意な結合を示す
が、顆粒球または末梢血リンパ球（ＰＢＬ）に対して測定不能なまたは有意でない結合を
示す。
【００１８】
　「正常細胞に顕著に結合しない」という用語は、上記結合タンパク質が正常細胞に対し
て結合することによって、治療目的または診断目的のための該結合タンパク質の使用が妨
げられることがないというように理解されるべきである。よって、正常細胞への「顕著で
はない」結合とは、好ましくは該結合タンパク質の正常細胞への結合が１以上の腫瘍細胞
への結合より弱いことを意味する。治療目的の場合に、主に考慮すべきことは、該結合タ
ンパク質が、治療の適用期間中に該結合タンパク質が接触する任意の健常細胞（または１
以上の腫瘍細胞に対応する健常細胞）より１以上のタイプの腫瘍細胞に強く結合しなけれ
ばならないこと、または正常細胞への任意の結合およびこの結合に起因する潜在的なマイ
ナス効果に対して、上記抗体の癌細胞への結合によって達成される癌治療におけるプラス
効果の方が上回ることである。
【００１９】
　診断目的の場合に主に考慮すべきことは、上記結合タンパク質（好ましくは抗体）の腫
瘍細胞への結合がその癌を診断できるのに充分なほどの明瞭な合図を出すことである。
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　「腫瘍特異的」という用語は、上記結合タンパク質の上記腫瘍細胞への結合が、治療目
的または診断目的のために該結合タンパク質を使用できるのに充分特異的であるというよ
うに解釈されるべきである。標的腫瘍細胞に対する結合力を１以上のタイプの正常細胞、
例えば、末梢赤血球または顆粒球に対する結合力と比較することによって、任意の結合タ
ンパク質が腫瘍特異的であるか、当業者は容易に決定できる。本明細書中の「腫瘍」また
は「癌」へのいかなる言及は、「乳房腫瘍」および「乳癌」への言及，「前立腺腫瘍」お
よび「前立腺癌」への言及，「卵巣腫瘍」および「卵巣癌」への言及，「結腸腫瘍」およ
び「結腸癌」への言及，「肺腫瘍」および「肺癌」への言及，「腎臓腫瘍」および「腎癌
」への言及および／または「脳腫瘍」および「脳癌」への言及、好ましくは「乳房腫瘍」
および「乳癌」への言及を含むものと理解されるべきである。
【００２０】
　本発明の結合タンパク質は、該結合タンパク質が１以上のタイプの腫瘍細胞、好ましく
は乳癌細胞に結合するが、１以上のタイプの正常細胞への結合が診断または治療への適用
のために顕著でないかまたは禁制ではないことにおいて、腫瘍特異的である。例えば、該
結合タンパク質は、本発明の結合タンパク質と決して接触しない正常組織（例えば、脳の
中の正常組織）に結合する可能性はあり、該結合タンパク質を脳に投与しなければ、該結
合タンパク質は血液脳関門を通過できないから、該結合タンパク質は脳の中の正常組織に
到達しない。ある態様において、該結合タンパク質は、いくつかのタイプの正常細胞、す
なわち健常細胞に顕著に結合するかもしれないが、正常細胞は、治療されるべき患者にお
いて絶対不可欠でもなく存在しないもの（女性患者を治療する場合、または前立腺摘出後
に前立腺癌の転移のための男性患者を治療する場合における前立腺細胞など）でもあり、
および／またはすぐに再生できるもの（小腸の上皮細胞など）でもあるが、他のタイプの
正常細胞への結合は顕著ではない。これらの態様において、該結合タンパク質は腫瘍細胞
に結合するが、多くのまたはすべての必須な正常細胞は、実質的に該結合タンパク質から
影響を受けないことから、治療に適用するために使用することができる。
【００２１】
　好ましくは、上記結合タンパク質は、診断目的または治療目的のために効果的である方
法でまたはそのレベル（例えば、１以上のタイプの腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞に対し
て顕著な、測定可能な結合を示す）で、１以上のタイプの腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞
に結合する。
【００２２】
　好ましくは、上記結合タンパク質は、１以上のタイプの癌細胞に対して結合親和性を有
し、該結合親和性は１μＭ未満、より好ましくは５００，４００または３００ｎＭ未満、
さらに好ましくは２００，１９０，１８０，１７０，１６０，１５０，１４０，１３０，
１２０，１１０または１００ｎＭ未満、もっとも好ましくは９０，８０，７０，６０，５
０，４５，４０，３５，３０，２５，２０，１５，１０，５または１ｎＭ未満のＫmに相
当する。例えば、該結合親和性は、１．７×１０-7Ｍ以下、または３×１０-8Ｍ以下、ま
たは２．９×１０-8Ｍ以下、または２．１×１０-8Ｍ以下、または１×１０-8Ｍ以下であ
ってもよい。結合親和性は、Ｋdの観点からも言及することができ、この場合、同様な数
値が適切である。結合親和性は、本発明の結合タンパク質の任意の適切な形式[format]を
用いて測定することができる。該結合タンパク質が抗体または抗体断片である場合には、
好ましい形式は抗体全体（例えば、ＩｇＧ），ｓｃＦｖまたはＦａｂである。Ｋmまたは
Ｋdを決定する適切な方法はいずれを用いてもよい。しかしながら、好ましくは、Ｋmまた
は該Ｋdは、例えば、ラインウィーバー－バーク法またはビアコア装置と、ビアコア３０
００エヴァリュエーション・ソフトウェア[BiaCore 3000 Evaluation software]の１：１
結合モデルなどのような適切なソフトウェアとを使用して、標的細胞（または標的抗原）
の固定数に対する該結合タンパク質の様々な濃度をインビトロで試験することにより決定
される。例示を目的として、好適なアッセイを実施例３に記載する。
【００２３】
　結合親和性が比較できる条件下で、特に各アッセイにおいて上記結合タンパク質と細胞
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とを同量用いてアッセイする場合、該結合タンパク質は好ましくは、１以上のタイプの腫
瘍細胞のＫmまたはＫdは、１以上のタイプの非癌細胞または正常細胞（例えば、ＰＢＬ細
胞または顆粒球）の該Ｋmまたは該Ｋdに対して、少なくとも５０％少ない、、より好まし
くは少なくとも１，２，３，４または５桁小さい。
【００２４】
　本発明の結合タンパク質は、好ましくはＣＤ１６６もしくはＣＤ１６６断片、特にＣＤ
１６６の細胞外ドメインを含む断片か該ドメインからなる断片、またはＣＤ１６６もしく
はＣＤ１６６断片を含む実体[entity]に結合することができるか、あるいはＣＤ１６６の
機能を阻害もしくは顕著に低減することができるか、またはＣＤ１６６とその天然リガン
ドとの相互作用を防止することができる。よって、本発明は、ＣＤ６またはＣＤ１６６の
修飾因子として作用することができる結合タンパク質、例えば、抗体分子をさらに提供す
る。このような修飾因子は、拮抗薬（アンタゴニスト）であってもよい。また、本発明は
、ＣＤ６またはＣＤ１６６の作動薬（アゴニスト）として作用する結合タンパク質、例え
ば、抗体分子をさらに提供することができる。
【００２５】
　本発明の好ましい結合タンパク質は、ヒトＣＤ１６６（またはその断片）に結合でき、
好ましくはマウスＣＤ１６６（またはその断片）にも結合できる。本発明の抗体のＣＤ１
６６に対する典型的かつ好ましい結合親和性は、上述のように、腫瘍細胞に対する結合親
和性である。
【００２６】
　腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞に特異的に結合でき、そして好ましくはＣＤ１６６に結
合できる抗体分子のアミノ酸配列および／またはＤＮＡ配列、相補性決定領域（ＣＤＲ）
を含むそのＶHドメインおよびＶLドメインは、本明細書中に一覧表にされた様々な配列番
号に記載されている。
【００２７】
　本発明は、その１つの態様において、配列番号５のアミノ酸配列または該配列と実質的
に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ３ドメインを含む結合タンパク質を提供する。
　これに代えて／これに加えて、該結合タンパク質は、配列番号４のアミノ酸配列もしく
は該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ２ドメインを含む。
【００２８】
　これに代えて／これに加えて、該結合タンパク質は、配列番号３のアミノ酸配列もしく
は該配列と実質的に相同の配列を含む重鎖ＣＤＲ１ドメインを含む。
　これに代えて／これに加えて、該結合タンパク質は、配列番号６のアミノ酸配列もしく
は該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１ドメインを含む。
　これに代えて／これに加えて、該結合タンパク質は、配列番号７のアミノ酸配列もしく
は該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２ドメインを含む。
【００２９】
　これに代えて／これに加えて、該結合タンパク質は、配列番号８のアミノ酸配列もしく
は該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３ドメインを含む。
　よって、本発明の結合タンパク質は、以下の１以上のものをどのような組み合わせで含
んでいてもよい：配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１ドメイン；配列番号４の
アミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ２ドメイン；配列番号５のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ
３ドメイン；配列番号６のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１ドメイン；配列番号７のアミ
ノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ２ドメイン；および／または配列番号８のアミノ酸配列を含む
軽鎖ＣＤＲ３ドメイン、あるいは上述の任意の配列番号の配列と実質的に相同の配列。
【００３０】
　好ましくは、上記結合タンパク質は、上述の重鎖ＣＤＲ３および軽鎖ＣＤＲ３のいずれ
も含む。さらに好ましくは、上述した１以上のＣＤＲ１ドメインおよびＣＤＲ２ドメイン
も存在する。
【００３１】
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　１つの好ましい態様において、配列番号３のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相
同の配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号４のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相同
の配列を含む重鎖ＣＤＲ２および配列番号５のアミノ酸配列もしくは該配列と実質的に相
同の配列を含む重鎖ＣＤＲ３、または上述の配列番号のいずれか１つの配列と実質的に相
同の配列は、個々にまたは組み合わせて存在する。
【００３２】
　もう１つの他の好ましい態様において、配列番号６のアミノ酸配列もしくは該配列と実
質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号７のアミノ酸配列もしくは該配列と実質
的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２および配列番号８のアミノ酸配列もしくは該配列と実
質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３、または上述の配列番号のいずれか１つの配列と実
質的に相同の配列は、個々にまたは組み合わせて存在する。
【００３３】
　別の見方をすると、本発明は、上述した重鎖ＣＤＲ３ドメインおよび／または軽鎖ＣＤ
Ｒ３ドメインを含む結合タンパク質を提供する。該結合タンパク質は、任意に、上述した
重鎖ＣＤＲ２ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ２ドメインをさらに含み、および／また
は上述した重鎖ＣＤＲ１ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ１ドメインをさらに含む。
【００３４】
　さらに別の見方をすると、本発明は、上述した重鎖ＣＤＲ１ドメインおよび／または軽
鎖ＣＤＲ１ドメインを含む結合タンパク質を提供する。該結合タンパク質は、任意に、上
述した重鎖ＣＤＲ３ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ３ドメインをさらに含み、および
／または上述した重鎖ＣＤＲ２ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ２ドメインをさらに含
む。
【００３５】
　さらに別の見方をすると、本発明は、上述した重鎖ＣＤＲ２ドメインおよび／または軽
鎖ＣＤＲ１ドメインを含む結合タンパク質を提供する。該結合タンパク質は、任意に、上
述した重鎖ＣＤＲ３ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ３ドメインをさらに含み、および
／または上述した重鎖ＣＤＲ1ドメインおよび／または軽鎖ＣＤＲ1ドメインをさらに含む
。
【００３６】
　本発明のさらなる態様は、本明細書において上述したように、本発明の１以上のＣＤＲ
またはその配列と実質的に相同の配列を含有する結合タンパク質を提供する。好ましい結
合タンパク質は、配列番号３，４，５，６，７および８または上述の配列番号のいずれか
１つの配列と実質的に相同な配列からなる群から選択された１以上のＣＤＲを含む。
【００３７】
　よって、好ましい態様において、上記結合タンパク質は、アミノ酸配列ＲＡＳＱＤＩＳ
ＳＹＦＡ（配列番号６）、もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ１を含
み；および／またはアミノ酸配列ＡＡＳＴＬＲＳ（配列番号７）、もしくは該配列と実質
的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ２を含み；またはアミノ酸配列ＱＱＳＹＳＴＰＲＩＴ（
配列番号８）、もしくは該配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００３８】
　好ましい結合タンパク質は、上述したような、本発明の２以上の軽鎖ＣＤＲまたはその
配列と実質的に相同な配列を含む。特に好ましい結合分子は、上述したような、本発明の
３つの軽鎖ＣＤＲまたはその配列と実質的に相同な配列（すなわち、それぞれ軽鎖ＣＤＲ
１およびＣＤＲ２およびＣＤＲ３の１つ）を含む。
【００３９】
　他の好ましい結合タンパク質は、本発明の２以上の重鎖ＣＤＲまたは上述したその配列
と実質的に相同の配列を含む。特に好ましい結合タンパク質は、本発明の３つの重鎖ＣＤ
Ｒまたは上述したその配列と実質的に相同の配列（すなわち、それぞれ重鎖ＣＤＲ１およ
びＣＤＲ２およびＣＤＲ３の１つ）を含む。もっとも好ましい結合タンパク質は、本発明
の３つの軽鎖ＣＤＲまたは上述したその配列と実質的に相同の配列と、本発明の３つの重
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鎖ＣＤＲまたは上述したその配列と実質的に相同の配列とを含む。
【００４０】
　特に好ましい結合タンパク質は、配列番号３の重鎖ＣＤＲ１ドメイン，配列番号４の重
鎖ＣＤＲ２ドメイン，および配列番号５の重鎖ＣＤＲ３ドメイン，もしくはそれらの配列
と実質的に相同の配列；および／または配列番号６の軽鎖ＣＤＲ１ドメイン，配列番号７
の軽鎖ＣＤＲ２ドメイン，および配列番号８の軽鎖ＣＤＲ３ドメイン，もしくはそれら配
列と実質的に相同の配列を含む。
【００４１】
　さらに好ましい態様は、本発明の１以上の重鎖ＣＤＲもしくはその配列と実質的に相同
の配列を含むＶHドメイン、および／または上述したような本発明の１以上の軽鎖ＣＤＲ
もしくはその配列と実質的に相同の配列を含むＶLドメインを含む結合タンパク質を提供
する。
【００４２】
　好ましい軽鎖可変領域（ＶLドメイン）は、上述したような、本発明の２以上の軽鎖Ｃ
ＤＲまたはその配列と実質的に相同の配列を含む。特に好ましいＶLドメインは、上述し
たような、本発明の３つの軽鎖ＣＤＲまたはその配列と実質的に相同の配列（すなわち、
それぞれＣＤＲ１およびＣＤＲ２およびＣＤＲ３の１つ）を含む。好ましい重鎖可変領域
（ＶHドメイン）は、上述したような、本発明の２以上の重鎖ＣＤＲまたはその配列と実
質的に相同の配列を含む。特に好ましいＶHドメインは、上述したような、本発明の３つ
の重鎖ＣＤＲまたはその配列と実質的に相同の配列（すなわち、それぞれＣＤＲ１および
ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の１つ）を含む。もっとも好ましい結合タンパク質は、上述した
ような本発明の３つの軽鎖ＣＤＲまたはそれら配列と実質的に相同の配列と、上述したよ
うな本発明の３つの重鎖ＣＤＲまたはそれら配列と実質的に相同の配列とを含む。
【００４３】
　上記ＶHドメインまたは上記ＶLドメインを含む好ましいＣＤＲドメインおよびそれらの
組み合わせは、本明細書の他の部分に記載されている。しかしながら、特に好ましいＶH

ドメイン（または結合タンパク質）は、ＧＧＧＶＶＥＦ（配列番号５）の上記ＣＤＲ３ま
たはその配列と実質的に相同の配列を含み、そして特に好ましいＶLドメイン（または結
合タンパク質）は、ＱＱＳＹＳＴＰＲＩＴ（配列番号８）の上記ＣＤＲ３またはその配列
と実質的に相同の配列を含む。
【００４４】
　さらなる態様において、上記ＶLドメイン（または結合タンパク質）は、ＲＡＳＱＤＩ
ＳＳＹＦＡ（ＣＤＲ１）（配列番号６）および／またはＡＡＳＴＬＲＳ（ＣＤＲ２）（配
列番号７）および／またはＱＱＳＹＳＴＰＲＩＴ（ＣＤＲ３）（配列番号８）の上記ＣＤ
Ｒ領域、あるいはそれら配列と実質的に相同の配列を含む。
【００４５】
　さらなる態様において、上記ＶHドメイン（または結合タンパク質）は、ＳＹＡＭＳ（
ＣＤＲ１）（配列番号３）および／またはＡＩＳＧＳＧＧＳＴＹＹＡＤＳＶＫＧ（ＣＤＲ
２）（配列番号４）および／またはＧＧＧＶＶＥＦ（ＣＤＲ３）（配列番号５）の上記Ｃ
ＤＲ領域、あるいは上記配列のいずれかと実質的に相同の配列を含む。
【００４６】
　上述のＶLドメインおよびＶHドメインの任意の組み合わせは本発明の結合タンパク質中
に存在し得るものである。
　本発明の好ましい態様は、配列番号９のアミノ酸配列もしくはその配列と実質的に相同
の配列を有するＶHドメインおよび／または配列番号１０のアミノ酸配列もしくはその配
列と実質的に相同の配列を有するＶLドメインを含む結合タンパク質を提供する。
【００４７】
　さらなる態様において、本発明は、配列番号２のアミノ酸配列（ＥＪ２１２／００７－
Ｃｌ２－５，ｓｃＦｖのクローンとしても本明細書中に言及している）を含むかもしくは
その断片またはそれら配列と実質的に相同の配列を含む結合タンパク質を提供する。
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【００４８】
　本発明のさらなる態様は、ＩｇＧ型の形態のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５のを提供
し、その重鎖は、配列番号９のアミノ酸配列またはその配列と実質的に相同の配列を含む
重鎖可変領域および重鎖定常領域を含み、その軽鎖は、配列番号１０のアミノ酸配列また
はその配列と実質的に相同の配列を含む軽鎖可変領域および軽鎖定常領域を含む。
【００４９】
　本発明のさらなる態様は、ＩｇＧ型の形態のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５のを提供
し、その重鎖は、配列番号９のアミノ酸配列またはその配列と実質的に相同の配列を含む
重鎖可変領域および配列番号１２のアミノ酸配列またはその配列と実質的に相同の配列を
含む定常領域を含み、その軽鎖は、配列番号１０のアミノ酸配列またはその配列と実質的
に相同の配列を含む軽鎖可変領域および配列番号１３のアミノ酸配列またはその配列と実
質的に相同の配列を含む定常領域を含む。
【００５０】
　本明細書中に用いられる「結合タンパク質」という用語は、もう１つの他の物質に特異
的に結合するタンパク質について言及する。特に、本発明の結合タンパク質は、好ましく
はＣＤ１６６もしくはＣＤ１６６断片，特にＣＤ１６６の細胞外ドメインを含むか該ドメ
インからなる断片，またはＣＤ１６６もしくはＣＤ１６６断片を含む実体に特異的に結合
できるか、あるいはＣＤ１６６の機能を阻害するかもしくは顕著に低下させるか、あるい
はＣＤ１６６がその天然リガンドと相互作用するのを防止できる。好ましい態様において
、結合タンパク質は、ヒトタンパク質である。さらに好ましい態様において、結合タンパ
ク質は、抗体もしくは抗体断片であるか、または抗体もしくは抗体断片を含む。ヒト抗体
またはヒト抗体断片が特に好ましい。
【００５１】
　本発明の好ましい抗体は、３つのＣＤＲを含む重鎖可変領域のうち少なくとも１つおよ
び３つのＣＤＲを含む軽鎖可変領域のうち少なくとも１つを含む。３つのＣＤＲの、典型
的かつ好ましい配列は、本明細書中に記載されている。本発明の好ましい結合タンパク質
は本発明に係るＣＤＲを含むが、注目すべきは、上述のような本発明の結合タンパク質の
上記腫瘍特異的な特性、好ましくはＣＤ１６６結合特性が依然存在するという条件で、本
発明の結合タンパク質は、本発明ではない他のＣＤＲを組み合わせて本発明の１以上のＣ
ＤＲも含むことができるという点である。
【００５２】
　しかしながら、抗体の軽鎖可変ドメインに３つのＣＤＲが存在し、かつ重鎖可変ドメイ
ンに３つのＣＤＲが存在することは、抗原が結合するために必須ではないことも、当該分
野において充分に文書化されている。
【００５３】
　例えば、ラクダ科動物の抗体（ハマーズ－カスターマンら，１９９３年，Ｎａｔｕｒｅ
，３６３巻（６４２８号）：４４６～４４８頁；アルバビ・ガールディら，１９９７年，
ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，４１４巻：５２１～５２６頁）は、広範な抗原結合レパートリー
を有するが、軽鎖を欠いている。また、ＶHドメイン単独を含む（ワードら，１９８９年
，Ｎａｔｕｒｅ，３４１巻（６２４２号）：５４４～５４６頁；デービスおよびリーヒマ
ン，１９９５年，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＮＹ），１３巻：４７５～４７９頁）ま
たはＶLドメイン単独を含む（ファン・デン・ボイケンら，２００１年，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．，３１０巻：５９１～６０１頁）単一ドメイン抗体から得られた結果は、これら
のドメインが、満足するほどの高い親和性を有する抗原と結合できることを示している。
したがって、３つのＣＤＲは、効率的に抗原と結合できる。
【００５４】
　単一のＣＤＲまたは２つのＣＤＲが効率的に抗原に結合できることも知られている。Ｇ
ＦＰなどの異種タンパク質に挿入されたＶHのＣＤＲ３領域は該異種タンパク質に抗原結
合能を付与することが示された（キッスら，２００６年，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ，３４巻（１９号）：ｅ１３２頁；ニケースら，２００４年，Ｐｒｏｔｅ
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ｉｎ　Ｓｃｉ．，１３巻：１８８２～１８９１頁）ことからも、第一の例として、単一の
ＣＤＲは異種タンパク質に挿入され、該異種タンパク質に抗原結合能を付与することがで
きる。
【００５５】
　２つのＣＤＲは効率的に抗原に結合できること、および２つのＣＤＲは元の抗体に所有
されるより優れた特性を付与することすらできることもさらに知られている。例えば、元
の抗体から得られた２つのＣＤＲ（ＶHのＣＤＲ１領域およびＶLのＣＤＲ３領域）は、元
の抗体の抗原認識特性を保持しつつも、腫瘍に侵入する能力に優れていることが示されて
いる（キウら，２００７年，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２５巻（８号
）：９２１～９２９頁）。未変性の元の抗体と類似する様式で該ＣＤＲを適応させるため
に、適切なリンカー配列（例えば、ＶHのＦＲ２由来）でこれらＣＤＲドメインを繋ぐこ
とによって、より良い抗原認識が生み出された。したがって、元の抗体に見出された高次
構造を維持するために適切なフレームワーク領域を用いて適応させた２つのＣＤＲドメイ
ン（好ましくはＶHドメイン由来の１つおよびＶLドメイン由来の１つであり、より好まし
くはＣＤＲ３ドメインである２つのＣＤＲドメインのうちの１つとともにである）を含む
抗原結合抗体模倣薬を構築することが可能であることは、当該分野において公知である。
【００５６】
　よって、本発明の好ましい抗体は６つのＣＤＲ領域（軽鎖由来の３つおよび重鎖由来の
３つ）を含むが、ＣＤＲ領域が６つより少ない抗体、およびＣＤＲ領域が１つまたは２つ
である抗体も本発明に包含される。さらに、重鎖のみまたは軽鎖のみ由来のＣＤＲを有す
る抗体もまた考慮される。
【００５７】
　診断または治療への応用の点で、本発明の結合タンパク質は好ましくは、１以上のタイ
プの腫瘍細胞または検体に結合するが、１以上のタイプの正常細胞への結合が顕著ではな
いかまたは禁制ではないことにおいて、腫瘍特異的である。例えば、１以上のタイプの腫
瘍細胞への結合は、１以上のタイプの正常細胞への結合より強くてもよい。これに代えて
／これに加えて、該結合タンパク質は、本発明の結合タンパク質が決して接触することの
ない正常組織（例えば、該結合タンパク質は脳血液関門を通過することができないから、
脳に投与しなければ到達することがない脳内の正常組織など）に結合してもよい。好まし
くは、該結合タンパク質は、診断目的または治療目的にとって効率的な方法でまたは効率
的なレベルで、１以上のタイプの腫瘍細胞または検体、好ましくは１以上のタイプの乳癌
細胞または検体に結合する（例えば、１以上のタイプの腫瘍細胞または検体、好ましくは
乳癌細胞への顕著であり測定可能な結合を示すが、１以上のタイプの正常細胞または検体
への弱い結合、好ましくは顕著ではない結合を示す）。本発明の結合タンパク質を腫瘍治
療または診断に用いることが望まれている場合、腫瘍への特異性は特に望ましい。
【００５８】
　例えば、ＦＡＣＳまたは免疫組織化学的プロファイリングのように、このような腫瘍特
異性を評価する適切な方法は周知であり、当該分野において記載されている。それらの方
法においては、一般的に、結合タンパク質の１もしくはいくつかの腫瘍株化細胞または検
体への結合が、該タンパク質の１もしくはいくつかの正常株化細胞または検体への結合と
比較され、そして腫瘍細胞への結合ｖｓ正常細胞への結合における、測定可能なまたは顕
著な差異（増加）の発見は、腫瘍特異性を示す。用いることができる典型的な正常細胞お
よび腫瘍株化細胞または検体は公知であり、当該分野において記載されており、それらの
うちいくつかは本実施例に記載されている（例えば、適切な腫瘍株化細胞は、乳癌株化細
胞ＭＤＡ－ＭＢ２３１（ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－２６）または肺上皮性悪性腫瘍株化細胞ＳＷ
９００（ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－５９）であり、適切な正常細胞は血球細胞、例えば、ＰＢＬ
または顆粒球である）。例えば、本発明の好ましい結合タンパク質は、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１などのような乳癌株化細胞に結合（例えば、測定可能なまたは顕著な結合を示す）でき
るが、顆粒球またはＰＢＬ（末梢血リンパ球）に対して顕著でないかまたは測定不可能な
結合を示す。換言すれば、このような結合タンパク質は、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞などの
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乳癌細胞またはＳＷ９００細胞などの肺癌細胞に対する結合において、顆粒球またはＰＢ
Ｌなどの正常細胞と比較して、測定可能な（好ましくは顕著な）増加を示す。
【００５９】
　好ましくは、結合における上記顕著な差異は統計学的に有意であり、好ましくはＰ値が
０．１未満、好ましくは０．０５未満、さらに好ましくは０．０１未満である。統計学的
な有意差を決定する適切な方法は周知であり、当該分野において記載されており、これら
のうち任意の方法を用いてもよい。
【００６０】
　腫瘍特異性を評価する代替例としての免疫組織化学的プロファイリングは、例えば、本
実施例に記載されているように、正常組織検体または腫瘍組織検体において実施できる。
好ましい結合タンパク質は、腫瘍組織検体（例えば、乳癌検体，卵巣癌検体，前立腺癌検
体，腎癌検体または脳癌検体）に結合（例えば、測定可能なまたは顕著な結合を示す）で
きるが、正常組織に対して弱い結合、好ましくは顕著ではないかまたは測定不可能な結合
を示す。他の好ましい結合タンパク質は、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌
，卵巣癌，膵臓癌，肺癌または食道扁平上皮癌に結合することができる。一般的に、好ま
しい結合タンパク質は、上記ＣＤ１６６抗原を発現する癌細胞タイプに結合することがで
きる。
【００６１】
　免疫組織化学手法は、例えば、本実施例４および表３に記載されているように、結合タ
ンパク質が細胞または検体に結合することを評価するために用いることができる。好まし
い結合タンパク質は、低いまたは高い免疫組織化学的評価、好ましくは高い免疫組織化学
的評価を示す。
【００６２】
　抗体分子および結合タンパク質に関連して本明細書中に用いられる「ヒト」という用語
は、可変抗体領域（例えば、ＶH，ＶL，ＣＤＲもしくはＦＲ領域）および／またはヒト（
例えば、ヒト生殖細胞系列もしくは体細胞）で発見された配列に由来もしくは対応する定
常抗体領域を有する結合タンパク質に言及する。本発明の「ヒト」結合タンパク質は、ヒ
トの配列にコードされていないアミノ酸残基をさらに含み、例えば、インビトロでランダ
ム突然変異または部位特異的突然変異によって導入された突然変異体（特に、上記結合タ
ンパク質の少数の残基において、例えば、該結合タンパク質の残基の１，２，３，４また
は５つにおいて、好ましくは、例えば、該結合タンパク質の１以上のＣＤＲを構成する残
基の１，２，３，４または５において、保存的な置換または変異を含む突然変異体）が挙
げられる。したがって、本発明の「ヒト」抗体は、ヒトで発見された配列に由来し関連し
ている配列を含むが、インビボにおいてヒト抗体生殖細胞系列レパートリーの中には天然
に存在しないものであってもよい。さらに、本発明のヒト結合タンパク質は、ヒトの配列
から同定されたヒトのコンセンサス配列またはヒトの配列と実質的に相同の配列を含むタ
ンパク質を含む。
【００６３】
　さらに、本発明の上記ヒト結合タンパク質は、ヒト抗体分子においては組み合わせで発
見されたものであるが、ＶH，ＶL，ＣＤＲまたはＦＲ領域の組み合わせに限定されない。
したがって、本発明の該ヒト結合タンパク質は、ヒトにおいて必ずしも天然に存在しない
このような領域の組み合わせを含むことができるか、または一致してもよい。
【００６４】
　好ましい態様において、上記ヒト抗体は、完全なるヒト抗体である。本明細書に用いら
れる「完全なるヒト」抗体は、上述したように「ヒト」可変領域ドメインおよび／または
ＣＤＲを含む抗体であり、非ヒト抗体の配列を実質的に有さないか、いかなる非ヒト抗体
の配列も有さない。例えば、ヒト可変領域ドメインおよび／または「非ヒト抗体の配列を
実質的に有さない」ＣＤＲを含む抗体は、約５，４，３，２または１個のみのアミノ酸が
ヒト抗体の配列にコードされていないアミノ酸である抗体，ドメインおよび／またはＣＤ
Ｒである。したがって、「完全なるヒト」抗体は「ヒト化」抗体と区別され、該「ヒト化
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」抗体は、実質的に非ヒト可変領域ドメインに基づき（例えば、マウス可変領域ドメイン
）、あるアミノ酸が、典型的にはヒト抗体に存在するアミノ酸に良く対応するよう変えら
れたものである。
【００６５】
　本発明の「完全なるヒト」抗体は、一本鎖抗体などの、他のいかなる実質的な抗体の配
列を有さないヒト可変領域ドメインおよび／または、ＣＤＲであってもよい。代わりに、
本発明の「完全なるヒト」抗体は、１以上のヒト抗体定常領域に一体となったまたは動作
可能に付着した、ヒト可変領域ドメインおよび／またはＣＤＲであってもよい。特定の好
ましい完全なるヒト抗体は、ＩｇＧ定常領域に完全に相補的なＩｇＧ抗体である。
【００６６】
　他の態様において、本発明の「ヒト」抗体は、部分的にヒトのキメラである。本明細書
中に用いられる「部分的なヒトキメラ」抗体は、非ヒト（例えば、ラットやマウス）の定
常領域に動作可能に付着もしくは接合した、「ヒト」可変領域ドメインおよび／またはＣ
ＤＲを含む抗体である。このような部分的なヒトキメラ抗体は、例えば、前臨床研究にお
いて用いられてもよく、該定常領域が、前臨床試験に用いられる動物と同一種の動物であ
ることが好ましい。これら部分的にヒトキメラ抗体は、例えば、エックスビボの診断にお
いても使用されてもよく、非ヒトの定常領域が抗体検出にさらなる選択肢を提供すること
ができる。
【００６７】
　本明細書中に用いられる「抗体」または「抗体分子」という用語は、免疫グロブリン分
子または抗原結合ドメインを含む他の分子に言及する。
　よって、本明細書中に用いられる「抗体」または「抗体分子」という用語は、抗体全体
（例えば、ＩｇＧ，ＩｇＡ，ＩｇＥ，ＩｇＭ，またはＩｇＤ、好ましくはＩｇＧまたはＩ
ｇＭ），モノクローナル抗体，ポリクローナル抗体，ヒト化抗体およびキメラ抗体を含む
ことを意味する。抗原結合ドメインを含む抗体断片も含まれる。本明細書中に用いられる
「抗体断片」という用語は、抗原結合機能（好ましくはＣＤ１６６結合機能）を表示する
任意の適切な抗体断片、例えば、Ｆａｂ，Ｆａｂ’，Ｆ(ａｂ’)2，ｓｃＦｖ，Ｆｖ，ｄ
ｓＦｖ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，Ｆｄ，ｄＡｂｓ，ＴａｎｄＡｂｓ二量体，ｍｉｎｉｂｏｄｙ，
二重特異性抗体断片，およびそれらの多量体ならびに二重特異性抗体断片を含む。抗体は
、従来技術を用いて断片化することができる。例えば、Ｆ(ａｂ’)2断片は、該抗体にペ
プシンを処理することによって作ることができる。得られた該Ｆ(ａｂ’)2断片は、ジス
ルフィド・ブリッジを還元するように処理し、Ｆａｂ’断片を生成することができる。パ
パイン消化は、Ｆａｂ断片の形成をもたらす。Ｆａｂ，Ｆａｂ’およびＦ(ａｂ’)2，ｓ
ｃＦｖ，Ｆｖ，ｄｓＦｖ，Ｆｄ，ｄＡｂｓ，ＴａｎｄＡｂｓ，ｄｓ－ｓｃＦｖ，二量体，
ｍｉｎｉｂｏｄｙ，二重特異性抗体断片および他の断片も組換え技術によって合成するこ
とができ、または化学的に合成することができる。抗体断片を生成する技術は周知であり
、当該分野において記載されている。本発明は、本明細書中に記載の結合特性を有するｓ
ｃＦｖ，ＦａｂおよびＩｇＧ抗体を特に調製する。
【００６８】
　上記の抗体または抗体断片は、自然に生産されることあり、または全体的にもしくは部
分的に合成して生成することもできる。したがって、該抗体は、任意の適切な供給源から
得られてもよく、例えば、組換え供給源および／またはトランスジェニック動物もしくは
トランスジェニック植物から生成される。よって、該抗体分子は、インビトロまたはイン
ビボで生成することができる。
【００６９】
　好ましくは、上記の抗体および抗体断片は、一般的に上記抗原結合部位を含む抗体軽鎖
可変領域（ＶL）および抗体重鎖可変領域（ＶH）を含む。ある態様において、該抗体また
は抗体断片は、ＩｇＧ１，ＩｇＧ２，ＩｇＧ３，ＩｇＧ４，ＩｇＡ１，ＩｇＡ２，ＩｇＥ
，ＩｇＭまたはＩｇＤの定常領域などのような、全部または一部の重鎖定常領域を含む。
好ましくは、該重鎖定常領域はＩｇＧ１重鎖定常領域またはその一部である。さらに、該
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抗体または抗体断片は、全部もしくは一部のκ軽鎖定常領域またはλ軽鎖定常領域あるい
はそれらの一部を含むことができる。好ましくは、該軽鎖定常領域は、κ軽鎖定常領域ま
たはその一部である。全部または一部のこのような定常領域は、天然に生産されたもので
あっても、全体的にもしくは部分的に合成されたものであってもよい。このような定常領
域の適切な配列は周知であり、当該分野において文書化されている。
【００７０】
　本明細書に用いられる「断片」という用語は、生物学的に関連性を有する断片、例えば
、抗原結合に寄与することができ（例えば、抗原結合部位の一部を形成する）、または該
抗原の機能の阻害もしくは低減に寄与することができ、あるいは該抗原がその天然リガン
ドに相互作用することを防止することに寄与することができる断片に言及する。よって、
好ましい断片は、本発明の上記抗体の重鎖可変領域（ＶHドメイン）および／または軽鎖
可変領域（ＶLドメイン）を含む。好ましい断片は、本明細書の他の部分に記載したよう
に、腫瘍細胞に対する結合能、好ましくは上記ＣＤ１６６抗原に対する結合能を保持する
（すなわち、抗原結合断片である）。他の好ましい断片は、本発明の抗体（もしくは本発
明のＶHドメイン）の１以上の重鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）または本発明の抗体（も
しくは本発明のＶLドメイン）の１以上の軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。よっ
て、好ましい断片は、少なくとも５アミノ酸の長さであるか、少なくとも１つのＣＤＲ領
域、好ましくはＣＤＲ３領域、より好ましくは重鎖ＣＤＲ３領域を含む。
【００７１】
　本発明の結合タンパク質が、任意の定義された配列の断片を含む（例えば、配列番号２
の断片を含む態様）、例えば、本発明のＶHおよび／またはＶLドメインを含む結合タンパ
ク質であるか、あるいは本発明の１以上のＣＤＲを含む結合タンパク質である態様におい
て、それぞれの領域／ドメインがその生物学的機能を果たすことができるようにするため
、および抗原結合への寄与が保持されるようにするために、これらの領域／ドメインは一
般的に結合タンパク質内で分けられる。したがって、該ＶHドメインおよびＶLドメインは
、適切な骨格配列／リンカー配列によって分けられてもよく、該ＣＤＲは、天然に存在す
る抗体において発見されたもののような適切なフレームワーク領域によって分けられても
よい。したがって、本発明のＶH，ＶLおよび個々のＣＤＲ配列は、抗原結合を可能にする
適切なフレームワークもしくは骨格の中に提供されるか組み込まれることができる。この
ようなフレームワーク配列または領域は、適切な骨格を形成するのに適切なように、天然
に存在するフレームワーク領域であるＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３および／またはＦＲ４に対
応できるか、あるいは例えば天然に存在する様々なフレームワーク領域を比較することに
よって同定されるコンセンサスフレームワーク領域に対応できる。代わりに、非抗体骨格
またはフレームワーク、例えば、Ｔ細胞受容体フレームワークを用いることができる。
【００７２】
　フレームワーク領域に用いることができる適切な配列は周知であり当該分野において文
書化されており、これらのうち任意の配列を用いてもよい。フレームワーク領域にとって
好ましい配列は、本発明のＶHドメインおよび／またはＶLドメインを構成する１以上の上
記フレームワーク領域、すなわち、配列番号２もしくは表２に開示されている１以上の該
フレームワーク領域またはこれらと実質的に相同であるフレームワーク領域であり、特に
抗原特異性を維持できるフレームワーク領域、例えば、該結合タンパク質の３Ｄ構造と同
一もしくは実質的に同一であるフレームワーク領域である。好ましい態様において、配列
番号２（表２にも示す）の４つすべてのＦＲ領域またはこれらに実質的に相同のＦＲ領域
は、本発明の該結合タンパク質において発見されたものである。
【００７３】
　さらに、本発明の好ましい結合タンパク質は本発明に係るＶH，ＶLまたはＣＤＲから構
成されているが、上述したような本発明の結合タンパク質の上記腫瘍特異的特性、好まし
くは上記ＣＤ１６６結合特性が依然存在しているという条件で、本発明の結合タンパク質
は、本発明ではない他のＶH，ＶLまたはＣＤＲと組み合わされた本発明の１以上のＶH，
ＶLまたはＣＤＲも包含する。
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【００７４】
　本明細書中に用いられる「重鎖相補性決定領域」という用語は、抗体分子の重鎖可変領
域（ＶHドメイン）内の高頻度可変性の領域に言及する。重鎖可変領域は、アミノ末端か
らカルボキシ末端へかけて重鎖相補性決定領域１，重鎖相補性決定領域２および重鎖相補
性決定領域３と呼ばれる３つの相補性決定領域を有する。重鎖可変領域は４つのフレーム
ワーク領域（アミノ末端からカルボキシ末端へかけてＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３およびＦＲ
４）も有する。これらの領域によってＣＤＲが分けられる。
【００７５】
　本明細書中に用いられる「重鎖可変領域」（ＶHドメイン）という用語は、抗体分子の
重鎖の可変領域に言及する。
　本明細書中に用いられる「軽鎖相補性決定領域」という用語は、抗体分子の軽鎖可変領
域（ＶLドメイン）内の高頻度可変性の領域に言及する。軽鎖可変領域は、アミノ末端か
らカルボキシ末端へかけて軽鎖相補性決定領域１，軽鎖相補性決定領域２および軽鎖相補
性決定領域３と呼ばれる３つの相補性決定領域を有する。軽鎖可変領域は４つのフレーム
ワーク領域（アミノ末端からカルボキシ末端へかけてＦＲ１，ＦＲ２，ＦＲ３およびＦＲ
４）も有する。これらの領域によってＣＤＲが分けられる。
【００７６】
　本明細書中に用いられる「軽鎖可変領域」（ＶLドメイン）という用語は、抗体分子の
軽鎖の可変領域に言及する。
　本明細書中において、必要ならば、ＣＤＲの位置決めを定義するために、カバットの術
語体系に従うことに注目すべきである（カバット，Ｅ．Ａ．，ウー，Ｔ．Ｔ．，ペリー，
Ｈ．Ｍ．，ゴッテスマン，Ｋ．Ｓ．，およびフォーラー，Ｃ．（１９９１年）「Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒ
ｅｓｔ」，第５版，国立衛生研究所公衆衛生局編集，ベセスダ，ＭＤ）
　上述のような本発明の結合タンパク質をコードする配列を含む核酸分子、またはそれら
と実質的に相同の核酸分子は、本発明のさらなる態様を形成する。好ましい核酸分子は、
配列番号１に定義されたものまたはそれと実質的に相同の核酸分子である。他の好ましい
核酸分子は配列番号２のアミノ酸配列をコードする配列またはそれらと実質的に相同の核
酸分子を含む。
【００７７】
　上述のような本発明の結合タンパク質の断片またはそれらと実質的に相同の配列は、本
発明のさらなる態様を形成する。
　したがって、本発明は、上述の本発明のＶLドメインもしくはそれらと実質的に相同の
配列からなるかまたはこれら配列を含むポリペプチド、あるいは上述の本発明のＶHドメ
インもしくはそれらと実質的に相同の配列からなるかまたはこれら配列を含むポリペプチ
ドを提供する。
【００７８】
　よって、本発明は、上述のような本発明の１以上のＣＤＲ領域もしくはそれらと実質的
に相同の配列からなるかまたはこれら配列を含むポリペプチドをさらに提供する。
　１以上のＣＤＲ領域が存在する場合、好ましい組み合わせも上述されている。
【００７９】
　本発明の結合タンパク質のこのような断片をコードする配列を含む核酸分子またはそれ
ら配列と実質的に相同の核酸分子は、本発明のさらなる態様を形成する。このような断片
（例えば、ＶHドメイン，ＶLドメインおよび個々のＣＤＲ）をコードする好ましい核酸分
子は、配列番号１に見出すことができる。よって、好ましい核酸分子は、図１に示すＶH

ドメインをコードする配列番号１４もしくはその配列と実質的に相同の核酸分子および／
または図１に示すＶLドメインをコードする配列番号１５をもしくはその配列と実質的に
相同の核酸分子を含む。
【００８０】
　他の好ましい核酸分子は、本発明の結合タンパク質のＶHもしくはＶLドメインをコード
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する配列であり、例えば、配列番号９もしくは配列番号１０、またはそれら配列と実質的
に相同の配列をコードする配列である。
【００８１】
　アミノ酸配列または核酸配列に関連して、本明細書中に用いられる「実質的に相同の」
という用語は、少なくとも５０％、好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少なく
とも７０％、もっとも好ましくは少なくとも８０％、さらにより好ましくは少なくとも９
０％，９５％，９６％，９７％，９８％もしくは９９％の、アミノ酸配列または核酸配列
に対する配列相同性を有する配列を含む。本発明の実質的に相同の配列は、よって、本発
明の配列に対して単数もしくは複数の塩基変化またはアミノ酸変化（付加，置換，挿入ま
たは欠失）を含む。本発明の配列を構成する１以上のフレームワーク領域および／または
１以上のＣＤＲにおいて、アミノ酸レベルでは、好ましい実質的に相同の配列は、ほんの
１，２，３，４もしくは５個、好ましくは１，２もしくは３個、より好ましくは１もしく
は２個変化したアミノ酸を含む。このような変化は、好ましくは、保存的なアミノ酸の置
換である。
【００８２】
　上記の実質的に相同の核酸配列は、少なくとも中程度にストリンジェント[moderately 
stringent]なハイブリダイゼーションの条件下で、開示された該核酸配列（もしくはそれ
らと相補的な配列）、例えば、本発明の１以上の軽鎖ＣＤＲまたは重鎖ＣＤＲ，本発明の
軽鎖可変領域もしくは重鎖可変領域，または本発明の結合タンパク質（もしくはこれらの
相補的な配列）とハイブリダイゼーションするヌクレオチド配列も含む。
【００８３】
　「実質的に相同の」という用語は、本発明のタンパク質または核酸分子と実質的に同様
の機能を実質的に同様に果たす、本発明のアミノ酸およびヌクレオチド配列を修飾したも
のもしくは化学的に等価のものも含む。例えば、任意の実質的に相同の結合タンパク質（
またはそれをコードする実質的に相同の核酸）は、癌細胞、好ましくは乳癌細胞に特異的
に結合する能力を保持すべきである。好ましくは、任意の実質的に相同の結合タンパク質
は、問題としている該結合タンパク質によって認識されるものと同じ抗原、すなわちＣＤ
１６６抗原（および好ましくはその抗原と同じエピトープ）、例えば、本明細書中に記載
されたものと同じである（本発明のＣＤＲドメインまたは本発明のＶHおよびＶLドメイン
によって認識される）エピトープもしくは抗原に特異的に結合する能力を保持すべきであ
る。同じエピトープ／抗原に結合することは、周知であり当該分野において記載されてい
る方法によって、例えば、結合アッセイを用いて、例えば、競合アッセイを用いて、容易
に試験することができる。よって、当業者は、結合アッセイが、本発明の抗体および抗体
断片と同じ結合特異性を有する他の抗体や抗体断片を発見するために用いることができる
ことをよく理解している。下記に例示されるように、競合結合アッセイは、そのような他
の抗体を発見するために用いることができる。下記の方法は、好適な競合アッセイのの例
のたった一つに過ぎない。当業者は、他の好適な方法およびバリエーションを知っている
。
【００８４】
　フローサイトメトリーを用いて競合アッセイを実施する前に、腫瘍細胞、例えば、乳癌
細胞の固定数に対して最大限に結合する本発明の抗体（Ａｂ１）の最小濃度を決定する。
合計１０6個の細胞を対数増殖期の培養から回収し、様々な抗体濃度で１時間，４℃で培
養する。該細胞を洗浄し、さらに１時間，４℃で好適な検出抗体とともに培養する。洗浄
後、該細胞をフローサイトメトリーで解析する。それぞれの試験抗体ごとに、抗体濃度に
対して蛍光の平均値をプロットすることによって飽和曲線がそのデータから得られる。
【００８５】
　上記競合アッセイにおいて、例えば、乳癌細胞などの腫瘍細胞は、上述したように調製
し、抗体（Ａｂ１）の固定濃度で繰り返して処理する。固定濃度は、上述の腫瘍細胞の固
定数に対して最大限に結合させるための抗体の最小濃度である。Ａｂ１添加直後に、阻害
する可能性を有する抗体（Ａｂ２）を様々な濃度でそれぞれのチューブに加え、得られた
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混合物を４℃で１時間培養する。蛍光の最大平均値を超えた阻害割合および変化のいずれ
も各試験チューブ（Ａｂ１＋Ａｂ２）の蛍光測定値の平均値から蛍光のバックグランド（
ＰＢＳ－５％　ＦＣＳ）を引き算することによって算出する。次に、得られた結果を、該
バックグランドをマイナスしたＡｂ１単独（最大限の結合）の蛍光の平均値で割る（下記
参照）。阻害の割合の結果は１００を掛けることによって得られる。反復の平均値（それ
ぞれの標準誤差とともに）を抗体濃度に対してプロットする。以下の式を、阻害割合を算
出するために用いる：
　　　ＰＩ＝［（ＭＦ(Ab1+Ab2)－ＭＦBgd）／（ＭＦAb1－ＭＦBgd）］×１００
　式中、ＰＩ＝阻害割合[percent inhibition]；ＭＦ(Ab1+Ab2)＝Ａｂ１＋Ａｂ２混合の
蛍光測定値の平均値；およびＭＦBgd＝ＰＢＳ－５％　ＦＣＳの蛍光のバックグランド平
均値、である。
【００８６】
　したがって、本発明は腫瘍細胞上、好ましくは乳癌細胞上の抗原に結合することができ
る結合タンパク質を提供するものであって、該結合タンパク質は、以下を含む方法によっ
て同定できる：
　（１）最小濃度の本発明の結合タンパク質（好ましくは、固定数の腫瘍細胞に対して最
大限に結合する抗体または抗体断片（Ａｂ１））とともに、固定数の腫瘍細胞（好ましく
は乳癌細胞）を培養し、Ａｂ１（ＭＦAb1）の蛍光の平均値を測定すること；
　（２）Ａｂ１および腫瘍細胞にＡｂ２を添加することによって２以上の濃度の試験結合
タンパク質（Ａｂ２）を試験し、蛍光の平均値（ＭＦ(Ab1+Ab2)）を測定すること；
　（３）蛍光のバックグランド平均値（ＭＦBgd）を測定すること；
　（４）下記式で表されるＰＩを計算することこと
　　　ＰＩ＝［（ＭＦ(Ab1+Ab2)－ＭＦBgd）／（ＭＦAb1－ＭＦBgd）］×１００；および
　（５）該ＰＩを対照ＰＩ値と比較すること；
　該対照ＰＩ値と統計的に有意に異なるＰＩは、該試験結合タンパク質が該腫瘍細胞上の
上記抗原に結合できることを示す。好ましくは、統計学的に有意な差異はＰ値が０．０５
未満である。統計学的な有意性を決定する適切な方法は周知であり当該分野において文書
化されており、これらのうち任意の方法を用いてもよい。
【００８７】
　実質的に相同の任意の結合タンパク質は、本明細書の他の部分で記載したように、好ま
しくは腫瘍特異性を保持すべきであり、例えば、正常組織には顕著に結合することなく、
腫瘍組織に対する結合能を保持すべきである。さらに好ましくは、該結合タンパク質はＣ
Ｄ１６６に特異的に結合する能力を保持すべきである。
【００８８】
　本発明のタンパク質の、実質的に相同の配列は、限定されずに、保存的なアミノ酸置換
、すなわち、該結合タンパク質のＶH，ＶLもしくはＣＤＲドメインをもたらさない変化な
どを含み、例えば、異なるリンカー配列を用いたｓｃＦｖ抗体、または、タグ配列もしく
は他の成分が添加された場合、抗原の結合に寄与しない結合タンパク質、あるいは抗体分
子もしくは断片の１種もしくは１形式を、抗体分子もしくは断片の他のもう１種もしくは
１形式に変形させる変化（例えば、ＦａｂからｓｃＦｖへの変形、逆もまた同様）、ある
いは抗体分子を、抗体分子の特定のクラスもしくはサブクラスへ変形させること（例えば
、抗体分子をＩｇＧまたはそのサブクラス（例えば、ＩｇＧ１またはＩｇＧ３など）へ変
形させること）を含む。
【００８９】
　本明細書中に用いられる「保存的なアミノ酸置換」は、アミノ酸残基を類似した側鎖を
有するもう１つのアミノ酸残基に取り替える置換である。類似の側鎖を有するアミノ酸残
基のファミリーは、当該分野において定義されており、塩基性側鎖（例えば、リジン，ア
ルギニン，ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸，グルタミン酸）、電荷を
有さない極性側鎖（例えば、グリシン，アスパラギン，グルタミン，セリン，スレオニン
，チロシン，システイン）、非極性側鎖（例えば、アラニン，バリン，ロイシン，イソロ
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イシン，プロリン，フェニルアラニン，メチオニン，トリプトファン）、β－分岐の側鎖
（例えば、スレオニン，バリン，イソロイシン）および芳香族側鎖（例えば、チロシン，
フェニルアラニン，トリプトファン，ヒスチジン）が挙げられる。
【００９０】
　相同性は、任意の従来法によって評価されてもよい。しかしながら、配列間の相同度合
いを決定するためには、複数の配列比較を実行するコンピュータ・プログラムが有効であ
り、例えば、クラスタルＷ（トンプソン，Ｊ．Ｄ．，Ｄ．Ｇ．ヒギンスら（１９９４年）
，「ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗ：配列の重み付け[sequence weighting]，位置特異的ギャップ・
ペナルティおよびウェイト・マトリックスの選択によって進行する複数の配列比較の感度
向上」，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２２巻：４６７３～４６８０頁）が挙げ
られる。２つの配列の間でもっとも高い順の一致が得られる（該配列１つの全長の少なく
とも５０％がアライメントに含まれる）ように、必要に応じて、クラスタルＷのアルゴリ
ズムは、ＢＬＯＳＵＭ　６２のスコア・マトリックス[scoring matrix]（ヘニコフ　Ｓ．
およびヘニコフ　Ｊ．Ｇ．，１９９２年，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８９巻：１０９１５～１０９１９頁）を選択し、ギャップ・オープニング・ペナルテ
ィを１０とし、ギャップ・エクステンション・ペナルティを０．１として用いることがで
きる。
２つの配列間でもっとも高い順の一致が得られ、２つの配列間でアミノ酸の同一数が決定
できるように、配列をアライメントするために用いてもよい他の方法として、後にスミス
およびウォーターマンによって改訂されている（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．，１９８
１年，２巻：４８２頁）が、ニードルマンおよびブンシュのアライメント法（Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，１９７０年，４８巻：４４３頁）が挙げられる。２つのアミノ酸配列間で
同一の割合を計算する他の方法は、一般的に当該分野において認識され、例えば、カリロ
およびリプトンによる記載（ＳＩＡＭ　Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈ．，１９８８年，
４８巻：１０７３頁）、「Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ」，レスク，オックスフォード大学出版局編集，ニューヨーク，１９８８年，「Ｂ
ｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　Ｐｒｏ
ｊｅｃｔｓ」の記載などが挙げられる。
一般的に、コンピュータのプログラムは、そのような計算を行なう際に用いる。ＡＬＩＧ
Ｎ（Ｅ．マイアズおよびＷ．ミラー，「線形空間における光学的配列」，ＣＡＢＩＯＳ（
１９８８年）４巻：１１～１７頁）、ＦＡＳＴＡ（Ｗ．Ｒ．ピアースンおよびＤ．Ｊ．リ
ップマン（１９８８年），「生物学的配列解析のための改良されたツール」，ＰＮＡＳ　
８５巻：２４４４～２４４８頁、ならびにＷ．Ｒ．ピアースン（１９９０年），「ＦＡＳ
ＴＰおよびＦＡＳＴＡによる、速く敏感な配列比較」，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ，１８３巻：６３～９８頁）およびギャップドＢＬＡＳＴ（アルトシュル，
Ｓ．Ｆ．，Ｔ．Ｌ．マッデンら（１９９７年），「ギャップドＢＬＡＳＴおよびＰＳＩ－
ＢＬＡＳＴ：タンパク質データベース検索プログラムの新しい世代」，Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２５巻：３３８９～３４０２頁）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ
、またはＧＣＧ（デベローら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９８４年，１
２巻：３８７頁）などのような、対の配列を比較し整列させるプログラムもまた、この目
的にとって有用である。さらに、欧州バイオインフォマティクス研究所のサーバであるダ
リはタンパク質配列の構造に基づくアライメントを提供する（ホルム，Ｊ．ｏｆ　Ｍｏｌ
．　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９３年，２３３巻：１２３～１２８頁；ホルム，Ｔｒｅｎｄｓ
　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１９９５年，２０巻：４７８～４
８０頁；ホルム，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９８年，２６巻
：３１６～３１９頁）。
【００９１】
　基準点[reference point]を提供する目的で、５０％，６０％，７０％，８０％，９０
％，９５％などの相同性等を有する本発明による配列は、デフォルトのパラメータでのＡ
ＬＩＧＮプログラムを用いて決定してもよい（例えば、インターネット上のＧＥＮＥＳＴ
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ＲＥＡＭネットワークサーバ（ＩＧＨ，モンペリエ，フランス）を利用できる）。
【００９２】
　「少なくとも中程度にストリンジェントなハイブリダイゼーションの条件」とは、溶液
中、２つの相補的な核酸分子間の選択的なハイブリダイゼーションを促進する条件を選択
することを意味する。ハイブリダイゼーションは、全部または一部の核酸配列分子に起こ
ってもよい。ハイブリダイゼーションする部分は、典型的に少なくとも１５（例えば、２
０，２５，３０，４０または５０）ヌクレオチドの長さである。当業者は、二本鎖の核酸
または核酸ハイブリッドの安定性が、Ｔｍ（ナトリウムを含む緩衝液において、ナトリウ
ムイオン濃度および温度の関数である（Ｔｍ＝８１．５℃－１６．６（Ｌｏｇ１０［Ｎａ
+］）＋０．４１（％（Ｇ＋Ｃ）－６００／ｌ）））または類似の式によって決定される
ことを認識している。したがって、ハイブリッドの安定性を決定する洗浄条件におけるパ
ラメータはナトリウムイオン濃度および温度である。公知の核酸分子と類似しているが同
一ではない分子を同定するために、１％の不一致が、Ｔｍにおいて約１℃の減少に起因す
ると仮定できる。例えば、核酸分子が９５％以上の同一性を有するものとして検出される
場合、最終の洗浄温度は約５℃下げる。これらの考察に基づき、当業者は、ハイブリダイ
ゼーションの好適な条件を容易に選択できる。好ましい態様において、ストリンジェント
なハイブリダイゼーションの条件を選択する。例として、ストリンジェントなハイブリダ
イゼーションを達成するために以下の条件を採用する：上記式に基き、Ｔｍ－５℃で、５
×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）／５×デンハート液／１．０％　ＳＤ
Ｓでのハイブリダイゼーション後、６０℃で、０．２×ＳＳＣ／０．１％　ＳＤＳで洗浄
する。中程度にストリンジェントなハイブリダイゼーションの条件は、４２℃で３×ＳＳ
Ｃでの洗浄段階を含む。
【００９３】
　さらなる例として、「ハイブリダイゼーションする」配列は、ストリンジェントではな
い条件下（例えば、室温で、６×ＳＳＣ，５０％ホルムアルデヒド）で結合させ（ハイブ
リダイゼーションさせ）、低度にストリンジェントな条件（例えば、室温で２×ＳＳＣ、
より好ましくは４２℃で２×ＳＳＣ）下またはより高度にストリンジェントな条件（例え
ば、６５℃で２×ＳＳＣ）下で洗浄される配列である（ここで、ＳＳＣ＝０．１５Ｍ　Ｎ
ａＣｌ，０．０１５Ｍ　クエン酸ナトリウム，ｐＨ７．２）。
【００９４】
　しかしながら、同等にストリンジェントな条件を、代わりの緩衝液，塩および温度を用
いて達成できることは理解されている。ハイブリダイゼーションの条件に関してさらなる
助言は、以下から見出される：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ニューヨーク，１９８９
年，６．３．１～６．３．６およびサムブルックら，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ，ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ出版，１９８９年，３巻。
【００９５】
　一般的に言えば、高度にストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーションする配列
が好ましく、コードの縮重を別にして、高度にストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ゼーションしたままの配列である。
【００９６】
　ヒトの体もしくは動物の体またはヒトの体もしくは動物の体に由来する組織検体の中に
インシチューで存在しない限りにおいて、本発明のポリペプチド，結合タンパク質および
核酸分子は、一般的に単離された分子または精製された分子である。とは言え、該配列は
、ヒトの体または動物の体で見出されたような配列に対応するかまたは実質的に相同であ
ってもよい。したがって、核酸分子もしくは配列およびタンパク質もしくはポリペプチド
に関して、本明細書中で用いられる「単離された」または「精製された」という用語は、
自然環境から単離された、または精製された、または実質的に遊離した分子、例えば、ヒ
トの体もしくは動物の体から単離された分子に言及するか（実際にそれらが天然に存在し
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ているならば）、または技術的プロセスによって製造された分子、すなわち組換え体およ
び合成的に製造された分子に言及する。
【００９７】
　したがって、核酸分子と関連して用いる際、このような用語は、天然において附随して
いる他の核酸／遺伝子またはポリペプチドなどのような物質から実質的に遊離している核
酸に言及してもよい。この用語は、組換えＤＮＡ技術によって製造された場合は細胞物質
もしくは培地から実質的に遊離した核酸にも言及し、また化学合成された場合は化学的前
駆体または他の化学薬品から実質的に遊離した核酸にも言及する。単離された核酸または
精製された核酸はまた、天然において該核酸に隣接した、該核酸が由来する配列（すなわ
ち、該核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）または、例えば遺伝子工学によっ
て、該核酸の端に並べさせられた配列（例えば、タグ配列または治療上の価値のない他の
配列）から実質的に遊離していてもよい。
【００９８】
　したがって、軽鎖相補性領域１，２および３、重鎖相補性領域１，２および３、軽鎖可
変領域、重鎖可変領域、ならびに本発明の結合タンパク質などのようなタンパク質または
ポリペプチド分子に関連して用いられる場合、「単離された」または「精製された」とい
う用語は、細胞物質または該タンパク質が由来する供給源からの他のタンパク質から実質
的に遊離したタンパク質に言及してもよい。いくつかの態様において、特に該タンパク質
がヒトまたは動物に投与される場合、このような単離されたまたは精製されたタンパク質
は、組換え技術から製造された場合は培地から、また化学的に合成された場合は化学的前
駆体または化学薬品から実質的に遊離している。このように単離されたまたは精製された
タンパク質は、単離された核酸分子について上述したような隣接した配列からも遊離して
いてもよい。
【００９９】
　本明細書中で用いられる「核酸配列」または「核酸分子」という用語は、天然に存在す
る塩基，糖および糖と糖との間（バックボーン）の結合からなる、ヌクレオシドモノマー
またはヌクレオチドモノマーの配列に言及する。該用語は、天然には存在しないモノマー
またはその部分を含む修飾された配列または置換された配列も含む。本発明の核酸配列は
、デオキシリボ核酸配列（ＤＮＡ）またはリボ核酸配列（ＲＮＡ）であってもよく、アデ
ニン，グアニン，シトシン，チミジンおよびウラシルを含む天然に存在する塩基を包含し
てもよい。該配列は、修飾された塩基も包含してもよい。このような修飾された塩基の例
として、アザならびにデアザのアデニン，グアニン，シトシン，チミジンおよびウラシル
；キサンチンおよびヒポキサンチンが挙げられる。該核酸分子は、二本鎖であっても一本
鎖であってもよい。該核酸分子は、全部または一部が合成または組換えであってもよい。
【０１００】
　当業者は、軽鎖および重鎖の相補性決定領域，軽鎖および重鎖の可変領域，結合タンパ
ク質，抗体および抗体断片，ならびに免疫接合体などの、本発明のタンパク質およびポリ
ペプチドは、周知であり当該分野において記載されている様々な方法の中から任意の方法
で調製してもよいが、組換え法を用いて調製されることがもっとも好ましいことを理解す
る。
【０１０１】
　よって、本発明の核酸分子は、任意の好適な方法によってクローン化されても合成され
てもよく、本発明のタンパク質を良く発現する好適な発現ベクターの中に公知の方法で取
り込まれてもよい。該ベクターが、用いる宿主細胞に適合性がある限り、可能な発現ベク
ターとしては、以下に限定されないが、コスミド，プラスミドまたは修飾されたウイルス
（例えば、複製欠損レトロウイルス，アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）が挙げ
られる。該発現ベクターは、「宿主細胞の形質転換に好適」であり、これは、該発現ベク
ターが、本発明の核酸分子と、発現させるために用いられる宿主細胞に基づいて選択され
る、核酸分子と動作可能に結合している調節配列とを含むことを意味する。動作可能に結
合されているとは、該核酸を発現することができる方法で、該核酸が調節配列と結合して
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いることを指すことを意図している。
【０１０２】
　したがって、本発明は、本発明の核酸分子を含む組換え発現ベクター、および本発明の
核酸分子にコードされているタンパク質の配列の転写および翻訳のための必要な調節配列
またはその断片を意図している。
【０１０３】
　好適な調節配列は、様々な供給源に由来してもよく、細菌遺伝子，真菌遺伝子，ウイル
ス遺伝子，哺乳類遺伝子，または昆虫遺伝子（例えば、ゴッデル，Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅ
ｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１
８５，アカデミックプレス社，サンディエゴ，ＣＡ（１９９０年）に記載の調節配列を参
照のこと。）が挙げられる。好適な調節配列の選択は、後述するように選択された宿主細
胞に依存しており、当業者によって容易に達成される。このような調節配列の例として、
転写のプロモーターおよびエンハンサーまたはＲＮＡポリメラーゼ結合配列，リボソーム
結合配列が挙げられ、翻訳開始シグナルも含む。さらに、選択された宿主細胞および使用
されたベクターに依存するが、他の配列（複製開始点，付加的なＤＮＡ制限酵素部位，エ
ンハンサー，および転写の誘導を与える配列など）も、該発現ベクターに包含される。
【０１０４】
　本発明の組換え発現ベクターは、本発明の組換え分子を形質転換または形質移入した宿
主細胞の選択を容易にする選択的マーカー遺伝子も含んでもよい。選択的マーカー遺伝子
の例は、特定の薬剤に対する耐性を付与するネオマイシンおよびハイグロマイシン，β－
ガラクトシダーゼ，クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ，ホタルルシフェ
ラーゼ，または免疫グロブリンもしくはその一部（免疫グロブリン、好ましくはＩｇＧの
Ｆｃの一部）などのタンパク質をコードする遺伝子である。選択的マーカー遺伝子の転写
は、β－ガラクトシダーゼ，クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼなどの選
択的マーカータンパク質またはホタルルシフェラーゼの濃度変化によって観測される。選
択的マーカー遺伝子が、ネオマイシン耐性などの抗生物質耐性を付与するタンパク質をコ
ードする場合、形質転換細胞としてＧ４１８を選択することができる。該選択的マーカー
遺伝子を取り込んだ細胞は生存し、一方他の細胞は死滅する。これによって、本発明の組
換え発現ベクターの発現を可視化しアッセイすることが可能になり、特に発現による突然
変異および表現型への効果を決定することができる。選択的マーカーが、興味のある核酸
とは別のベクターに導入することができることは充分に理解される。
【０１０５】
　上記組換え発現ベクターは、組換えタンパク質の発現増加；組換えタンパク質の溶解度
上昇；および親和性精製におけるリガンドとして作用することによって標的組換えタンパ
ク質を精製する際の補助（例えば、精製および／または同定を可能にする好適な「タグ」
が存在していてもよい、例えば、ヒスチジンタグまたはｍｙｃタグ）を提供する、融合成
分をコードする遺伝子も含んでもよい。例えば、融合タンパク質の精製後、融合成分から
組換えタンパク質の分離を可能にするために、タンパク質切断部位を標的組換えタンパク
質に追加してもよい。典型的な融合発現ベクターは、グルタチオンＳ－転移酵素（ＧＳＴ
），マルトースＥ結合タンパク質，またはプロテインＡをそれぞれ組換えタンパク質に融
合するｐＧＥＸ（Ａｍｒａｄ　Ｃｏｒｐ．，メルボルン，オーストラリア），ｐＭａｌ（
Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，ビバリー，ＭＡ）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ，ピスカタウェイ，ＮＪ）が挙げられる。
【０１０６】
　組換え発現ベクターは形質転換宿主細胞を製造するために宿主細胞に導入することがで
きる。「～を用いて形質転換される」，「～を用いて形質移入[transfect]される」，「
形質転換」および「形質移入」という用語は、当該分野において公知の多くの可能な技術
のうち１つを用いて、細胞に核酸（例えば、ベクター）を導入することを包含することを
意図する。本明細書中に用いられる「形質転換された宿主細胞」という用語は、本発明の
組換え発現ベクターを用いて形質転換された、糖鎖付加が可能な細胞を包含することも意
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図する。
【０１０７】
　原核細胞は、例えば、電気穿孔または塩化カルシウムを介した形質転換によって核酸を
用いて形質転換することができる。例えば、核酸は、リン酸カルシウムまたは塩化カルシ
ウムの共沈殿，ＤＥＡＥ－デキストランを介した形質移入，リポフェクチン，電気穿孔ま
たは微量注入などの従来法によって哺乳類細胞に導入することができる。宿主細胞を形質
転換および形質移入する好適な方法は、サムブルックら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第２版，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ出版局（１９８９年））、および他の実験室用教科
書に見出すことができる。
【０１０８】
　好適な宿主細胞は、さまざまな真核生物の宿主細胞および原核細胞を含む。例えば、本
発明のタンパク質は酵母細胞中または哺乳類細胞中に発現させてもよい。他の好適な宿主
細胞は、ゴッデル，Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，アカデミックプレス社，サンディエゴ，
ＣＡ（１９９１年）に見出される。さらに、本発明のタンパク質は、エシェリキア・コリ
（チャンら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３０３巻（５６５６号）：３７１～３７３頁（２００４年
））などの原核細胞中に発現させてもよい。
【０１０９】
　本発明を実施するのに好適な酵母および真菌の宿主細胞として、出芽酵母[Saccharomyc
es cerevisiae]，ピキア属またはクリベロマイセス属、およびアスペルギルス属の様々な
種が挙げられるが、これらに限定されない。出芽酵母における発現ベクターの例として、
ｐＹｅｐＳｅｃ１（バルダリら，ＥＭＢＯ　Ｊ．６巻：２２９～２３４頁（１９８７年）
），ｐＭＦａ（カージャンおよびハースコビッツ，Ｃｅｌｌ　３０巻：９３３～９４３頁
（１９８２年）），ｐＪＲＹ８８（シュルツら，Ｇｅｎｅ　５４巻：１１３～１２３頁（
１９８７年）），およびｐＹＥＳ２（インビトロジェン（株），サンディエゴ，ＣＡ）が
挙げられる。酵母および真菌の形質転換のためのプロトコールは当業者にとって周知であ
る（ヒンネンら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７５巻：１９２９頁
（１９７８年）；イトウら，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ　１５３巻：１６３頁（１９
８３年），およびカレンら，ＢｉｏｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　５巻：３６９頁（１９８７
年）を参照のこと）。
【０１１０】
　本発明を実施するのに好適な哺乳類細胞として、特にＣＯＳ（例えば、ＡＴＣＣ　Ｎｏ
．ＣＲＬ１６５０または１６５１），ＢＨＫ（例えば、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＣＲＬ６２８１
），ＣＨＯ（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＣＣＬ６１），ＨｅＬａ（例えば、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＣＣ
Ｌ２），２９３（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．１５７３）およびＮＳ－１細胞が挙げられる。哺乳類
細胞において発現に向かわせる好適な発現ベクターは、一般的に、（例えば、ポリオーマ
，アデノウイルス２，サイトメガロウイルスおよびシミアン・ウイルス４０などのウイル
ス性物質に由来する）プロモーターおよび他の転写調節配列，翻訳調節配列も挙げられる
。哺乳類発現ベクターの例として、ｐＣＤＭ８（シード，Ｂ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２９巻
：８４０頁（１９８７年））およびｐＭＴ２ＰＣ（カウフマンら，ＥＭＢＯ　Ｊ．６巻：
１８７～１９５頁（１９８７年））が挙げられる。
【０１１１】
　本明細書中に提供された教示を前提として、プロモーター，ターミネーター，および適
切なタイプの発現ベクターを植物，トリおよび昆虫の細胞に導入する方法も容易に達成す
ることができる。例えば、１つの態様において、本発明のタンパク質は、植物細胞から発
現されてもよい（シンカーら，Ｊ．Ｂｉｏｓｃｉ（バンガロール）１１巻：４７～５８頁
（１９８７年）を参照のこと。これはアグロバクテリウム・リゾゲネスベクターの使用に
ついて概説している；ザンブリスキら，Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｐｒ
ｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，ホレンダーおよびセットロウ編集，ＶＩ巻
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，２５３～２７８頁，プレナム・プレス社，ニューヨーク（１９８４年）も参照のこと。
これは、とりわけＰＡＰＳ２０２２，ＰＡＰＳ２０２３およびＰＡＰＳ２０３４を含む、
植物細胞用発現ベクターの使用について記載している）。
【０１１２】
　本発明を実施するのに好適な昆虫細胞として、カイコガ属，トリコプルシア属またはス
ポドプテラ属の種に由来する細胞および株化細胞が挙げられる。培養された昆虫細胞（Ｓ
Ｆ９細胞）におけるタンパク質の発現に使用されるバキュロウイルスベクターとして、ｐ
Ａｃシリーズ（スミスら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．３巻：２１５６～２１６５頁（
１９８３年））およびｐＶＬシリーズ（ラックロウ，Ｖ．Ａ．およびサマーズ，Ｍ．Ｄ．
，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７０巻：３１～３９頁（１９８９年））が挙げられる。本発明の
組換えタンパク質の発現に好適ないくつかのバキュロウイルス－昆虫細胞発現系は、ＰＣ
Ｔ／ＵＳ／０２４４２に記載されている。
【０１１３】
　代わりに、本発明のタンパク質は、ラット，ウサギ，ヒツジおよびブタなどのヒト以外
のトランスジェニック動物においても発現してもよい（ハマーら，Ｎａｔｕｒｅ　３１５
巻：６８０～６８３頁（１９８５年）；パルミターら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２２巻：８０
９～８１４頁（１９８３年）；ブリンスターら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８２巻：４４３８～４４４２頁（１９８５年）；パルミターおよびブリンスタ
ー　Ｃｅｌｌ　４１巻：３４３～３４５頁（１９８５年）および米国特許第４，７３６，
８６６号）。
【０１１４】
　本発明のタンパク質は、固相合成（メリフィールド，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ａｓｓｏｃ
．８５巻：２１４９～２１５４頁（１９６４年）；フリッシェら，Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｓｃｉ
．２巻（４号）：２１２～２２２頁（１９９６年））または同種の溶液中における合成（
Ｈｏｕｂｅｎｗｅｙｌ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
Ｅ．ワンシュ編集，１５巻　ＩおよびＩＩ，ティーメ，シュトゥットガルト（１９８７年
））などの、タンパク質の化学において周知である技術を用いた化学合成によっても調製
してもよい。
【０１１５】
　タンパク質などの他の分子と接合した本発明のタンパク質を含む、Ｎ末端またはＣ末端
融合タンパク質は、組換え技術を介して融合することによって調製してもよい。その結果
得られた融合タンパク質は、本明細書中に記載したような選択されたタンパク質もしくは
マーカータンパク質またはタグタンパク質に融合した本発明のタンパク質を含む。本発明
のタンパク質は、公知技術によって得られる他のタンパク質と接合してもよい。例えば、
該タンパク質は、国際公開第９０／１０４５７号パンフレットに記載のヘテロ二機能性チ
オール含有リンカー，Ｎ－サクシニミジル－３－（２－ピリミジルジチオ－プロピオン酸
）またはＮ－サクシニミジル－５チオアセテートを用いて連結してもよい。融合タンパク
質または接合体を調製するために用いることのできるタンパク質の例として、免疫グロブ
リン，ホルモン，増殖因子，レクチン，インスリン，低密度リポタンパク質，グルカゴン
，エンドルフィン，トランスフェリン，ボンベシン，アシアロ糖タンパク質，グルタチオ
ン－Ｓ－転移酵素（ＧＳＴ），赤血球凝集素（ＨＡ），および切り詰められたｍｙｃなど
のような細胞結合タンパク質が挙げられる。
【０１１６】
　したがって、本発明は、１以上の本発明の核酸配列または（軽鎖および重鎖の相補性決
定領域，軽鎖および重鎖の可変領域，または抗体および抗体断片などの結合タンパク質な
どの）本発明のタンパク質をコードする１以上の核酸配列を含む組換え発現ベクターを提
供する。
【０１１７】
　さらに、本発明は、１以上の組換え発現ベクターもしくは１以上の本発明の核酸配列を
含む宿主細胞、または（軽鎖および重鎖の相補性決定領域，軽鎖および重鎖の可変領域，
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または抗体および抗体断片などの結合タンパク質などの）１以上の本発明のタンパク質を
発現する宿主細胞を提供する。
【０１１８】
　本発明のさらなる態様は、本発明の宿主細胞を培養する段階を含む本発明のタンパク質
を製造する方法を提供する。好ましい方法は、（ｉ）該タンパク質の発現に好適な条件下
で１以上の組換え発現ベクターまたは１以上の本発明の核酸配列を含む宿主細胞を培養す
る段階；および任意で（ｉｉ）宿主細胞から、または増殖培地／上清から該タンパク質を
単離する段階を含む。このような製造方法は、タンパク質産物の精製、および／または該
産物を少なくとも１つの追加成分（薬学的に許容し得る担体もしくは賦形剤など）を含む
組成物に処方する段階も含む。
【０１１９】
　本発明のタンパク質が１より多いポリペプチド鎖（例えば、Ｆａｂ断片などのある断片
）から構成される場合の態様においては、例えば、本発明の結合タンパク質などの完全な
タンパク質が宿主細胞中で会合でき、それらから単離できるように、すべてのポリペプチ
ドが同じかまたは異なった発現ベクターから宿主細胞中に発現されることが好ましい。
【０１２０】
　本発明の結合タンパク質は、腫瘍細胞、とりわけ乳房上皮性悪性腫瘍細胞に特異的であ
る。よって、本発明の結合タンパク質は、腫瘍細胞、好ましくは乳房上皮性悪性腫瘍細胞
をインビボまたはインビトロで検出または診断するために用いることができる。よって、
本発明の結合タンパク質は、腫瘍細胞、好ましくは乳房上皮性悪性腫瘍細胞が存在する身
体部位を標的にでき、すぐに該結合タンパク質が標的部位（例えば、標的組織，器官また
は細胞）に作用することができる。
【０１２１】
　本発明の結合タンパク質は、好ましくはＣＤ１６６抗原に特異性を有する。よって、本
発明の結合タンパク質は、ＣＤ１６６をインビボまたはインビトロで検出または診断する
ために用いることができる。よって、本発明の結合タンパク質は、ＣＤ１６６を発現する
身体部位を標的にでき、すぐに該結合タンパク質が標的部位（例えば、標的組織，器官ま
たは細胞）に作用できる。
【０１２２】
　本発明の結合タンパク質は、腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞，肺癌細胞および／または
前立腺癌細胞の抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導することができる。インビトロに
おけるＡＤＣＣの好適な試験は、実施例５に記載されている。よって、本発明の結合タン
パク質は、例えば、インビトロで少なくとも１％，３％または５％の腫瘍細胞、好ましく
は乳癌細胞，肺癌細胞および／または前立腺癌細胞を殺傷してもよく、好ましくはインビ
トロで少なくとも約１０％，１５％または２０％の腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞，肺癌
細胞および／または前立腺癌細胞を殺傷してもよい。このような効果は、本発明の結合タ
ンパク質が、腫瘍細胞に対抗するために患者の免疫系を補充するために用いられてもよい
（すなわち、追加の活性薬剤を必要とせずに治療に有用である可能性を有する）ことを示
す。これは明確に有利な特性である。
【０１２３】
　好ましくは、本発明の結合タンパク質は、腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞の増殖を阻害
することができる。該阻害は、インビトロまたはインビボで示してもよい。インビトロの
増殖阻害の好適な試験は、実施例６に記載され、固定量の染料で標識した細胞の蛍光を測
定することを含む。細胞分裂は、染料が娘細胞間で分割されるため蛍光の低下を引き起こ
し、細胞分裂が阻害される場合、蛍光の低下は見られない。したがって、異なった試験集
団の蛍光は、対象である結合タンパク質の増殖阻害効果を評価するために比較することが
できる。
【０１２４】
　インビトロで７日間を超えて試験した場合、好ましくは、結合タンパク質は、少なくと
も５％または１０％、より好ましくは１５，２０または２５％まで細胞増殖を阻害する。
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　細胞増殖のインビボの好適な試験は実施例９に記載されている。
【０１２５】
　好ましくは、本発明の結合タンパク質は、追加のアポトーシス促進剤と任意に組み合わ
せて、腫瘍細胞、好ましくは乳癌細胞のアポトーシスを誘導することができる。
　適切な対照条件と比較した場合、好ましくは、上記の増殖阻害能は、測定可能なまたは
顕著なレベル、より好ましくは統計学的に有意なレベルで観察される。適切な顕著なレベ
ルは本明細書中に他の部分に考察されている。
【０１２６】
　さらに、本発明の結合タンパク質は、他の実体と接合することができ、腫瘍細胞、好ま
しくは乳房上皮性悪性腫瘍細胞および／またはＣＤ１６６を発現する細胞が存在する身体
部位のこれら他の実体を標的にするために用いることができる。（結合タンパク質が抗体
分子である場合、このような接合体も免疫接合体として言及される。）このような他の実
体は、標識または他の検出可能成分であってもよく、その場合、これら接合体分子は身体
部位（とりわけ癌に苦しめられる身体部位）のインビボまたはインビトロでの診断または
画像化に有用だろう。
【０１２７】
　適切な標識および検出可能な成分は、本明細書中の他の部分で考察されている。代わり
に、本発明の結合タンパク質は、毒素，酵素，薬剤，プレドラッグ[pre drug]，プロドラ
ッグもしくは他の低分子化合物，または核酸分子（例えば、アンチセンス分子）などの、
生物学的に活性を有する分子あるいは医学的に関連のある薬剤と接合することができ、そ
の場合、例えば、上皮性悪性腫瘍細胞が存在する細胞または身体部位に対して、薬剤，毒
素または酵素などを標的にすることによって、これらの接合体分子は標的療法に有用だろ
う。
【０１２８】
　したがって、結合タンパク質の接合体は、好ましくは本発明の結合タンパク質である。
接合体に用いられるべき好ましい結合タンパク質は、全長（完全）抗体，Ｆ（ａｂ’）2

，ＦａｂまたはｓｃＦｖである。
【０１２９】
　このような他の実体を本発明の結合タンパク質に接合させる方法は、周知であり、当該
分野において記載されており、適切な方法は、該結合タンパク質および接合されるべき他
の実体の性質に応じて容易に選択することができる。よって、他の実体は、本発明の結合
タンパク質に直接にまたは適切なリンカーなどの媒介物を用いて接合することができる。
接合は、例えば、共有結合性であっても非共有結合性であってもよい（例えば、他の実体
は、結合タンパク質との複合体の形成によって、またはより従来的には化学基もしくはペ
プチドタグなどの媒介物を連結している実体との複合体の形成によって、結合タンパク質
に接合することができる）。複合体のような結合は、例えば、多くの放射性同位体にとっ
て適切である。
【０１３０】
　このような態様において、結合タンパク質（例えば、抗体または抗体断片）は、接合さ
れた実体とともに、人工膜に含まれるかまたは取り込まれ、ミセル，リポソームまたはナ
ノ粒子などの人工粒子を形成する。これら粒子は、結合タンパク質に基づき標的とする身
体部位に導かれ、標的部位の細胞と融合し（または内在化する－下記を参照のこと）、そ
れにより、人工粒子の内側から標的細胞（例えば、腫瘍細胞）内に、接合された実体、例
えば、生物学的に活性を有する分子または医学的に関連のある薬剤を放出する。この場合
も先と同様に、分子をこのような人口膜に取り込ませる方法は周知であり、当該分野にお
いて記載されている。
【０１３１】
　いくつかの結合タンパク質（例えば、抗体または抗体断片）は、これらが結合する細胞
の中に内在化することができる。よって、本発明の一態様において、本発明の結合タンパ
ク質は、内在化することができる。この特性は、生物学的に活性を有する分子または医学
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的に関連のある薬剤が抗体分子とともに内在化すべきであるという態様において、接合体
、例えば、上述の接合体に用いることにとりわけ有利である。一般的に、結合タンパク質
の内在化は、抗原と、該抗原が細胞膜および細胞質の間で再循環する速度とによって決ま
る。よって、該抗原が内在化する前に結合タンパク質が抗原（ＣＤ１６６）から解離しな
い程度に、結合タンパク質が充分な親和性でもってその抗原（ＣＤ１６６）と相互作用す
る場合、結合タンパク質も内在化する。これは、ある態様において明確に有利であるが、
他の態様では、低い内在化速度を示すのみの結合タンパク質が有利である。
【０１３２】
　内在化速度は、よって、本発明の異なる結合タンパク質間で変わり、いくつかの結合タ
ンパク質について、内在化速度は、典型的には細胞表面分子に結合する抗体が標的細胞に
よって交換する（例えば、約１０％の結合タンパク質が２時間以内に内在化する）基本的
な速度に本来対応するが、他の結合タンパク質については、例えば、３０分以内に少なく
とも１０，２０，または３０％が内在化するように、内在化速度はより高くてもよい。当
業者は、内在化をアッセイする好適な方法を知っており、例えば、フローサイトメトリー
または共焦点顕微鏡での温度－微分蛍光標識[temperature-differential fluorescence l
abeling]を用いる。好適なアッセイの例は、実施例７に記載されており、実施例７では、
ｐＨ感受性色素（ＣｙｐＨｅｒ５Ｅ）（該色素は、細胞外で見出されるような塩基性ｐＨ
では最小の蛍光を発し、細胞内で見出されるような酸性ｐＨでは最大の蛍光を発する）で
標識した二次抗体を用いる。
【０１３３】
　このように、本発明のまた別の態様は、治療、診断、画像化[imaging]における用途の
ための、本明細書で規定された、本発明の結合タンパク質（例えば、結合タンパク質接合
体）またはその他のタンパク質を提供することが分かる。
【０１３４】
　さらに、本発明は、１以上の薬理学的に許容し得る賦形剤、担体、希釈剤、緩衝剤また
は安定剤とともに、抗体や抗体断片のような本発明の結合タンパク質を含む組成物を提供
する。
【０１３５】
　このような組成物は、本明細書にて記載の、結合タンパク質が用いられる任意の態様に
おいて使用され得る。例えば、上記組成物は、本明細書にて記載されたような方法、用途
、キットにおいて使用され得る。
【０１３６】
　本発明のさらなる態様は、治療，イメージング，診断に用いるための組成物または薬剤
の製造方法において、本明細書にて規定の、本発明の結合タンパク質（例えば、結合タン
パク質接合体）またはその他のタンパク質の使用を提供する。
【０１３７】
　本明細書にて規定の、本発明の結合タンパク質（例えば、結合タンパク質接合体）また
はその他のタンパク質の有効量を、対象または対象から除去され、後に対象に戻される検
体（例えば、血液検体）に投与することを含む、対象の治療方法を、さらなる本発明の態
様は提供する。
【０１３８】
　本明細書に記載のインビボでの方法は、一般的に哺乳動物において実施される。どの哺
乳類も治療され得るが、例えば、ヒトおよびいかなる家畜類[livestock]、家畜動物また
は実験動物[domestic or laboratory animal]でもよい。この具体例は、マウス，ラット
，ブタ，ネコ，イヌ，ヒツジ，ウサギ，ウシ，およびサルを含む。しかしながら、好まし
くは、上記哺乳動物はヒトである。
【０１３９】
　ここで使用される「治療[therapy]」または「処置[treatment]」という用語は、予防方
法を包含し、結果として疾病を予防することになるものであってもよい。「治療」または
「処置」という用語は、疾病への対抗や疾病の治癒を含むが、疾病またはそれに関連する
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１以上の症状の制御、低減または緩和も包含する。本発明の抗体は、例えば、ＣＤ１６６
レベルが変化する疾病に対する予後的使用[prognostic applications]にて使用される。
このように、本発明の抗体は、癌の予後に使用され得る。例えば、より進行している癌に
おいては、ＣＤ１６６は、血流に流出するとの報告がある。本発明の抗体を使用して、血
流中のＣＤ１６６濃度の上昇を検出することは、浸襲性の強い癌、例えば、転移性ガンの
予知に有用である。
【０１４０】
　本明細書にて使用される「有効量[effective amount]」とは、処置行為の性質に依存す
る、治療上有効な量あるいは予防上有効な量を指す。治療上の有効量は、所望の治療結果
を達成するために必要な量（適切な服用および投与の形態における）であることが考慮さ
れ得る。また、予防上の有効量は、所望の予防結果を達成するために必要な量（適切な服
用および投与の形態における）であることが考慮され得る。以下に示すように、これらの
量は、患者の体重、年齢、性別、疾病の重篤さ、および個体中で所望の応答を引き起こす
結合タンパク質の結合能力に応じて、変更され得る。
【０１４１】
　本発明の組成物は、本技術分野で知られ、または広く文献に記載された任意の従来の方
法によって、処方することができる。このように、活性成分（つまり、上記結合タンパク
質）を、任意に、組成物の特定用途に適し、かつ投与に適した、あるいは適切にさせる一
般的な製剤を生じさせる、その他の活性成分（以下に説明される例）や１種類以上の従来
の薬理学的に許容し得る担体、希釈剤および／または賦形剤等と組み合わせてもよい。こ
れらは、液体状、半固体状、固体状、例えば、液体溶液、分散体、懸濁体、タブレット、
丸薬、粉体、サチェット、カプセル、エリキシル剤、エマルション、シロップ、軟膏、リ
ポソーム、坐薬などとして処方されてもよい。この好適な形態は、意図された投与形態お
よび治療上の適用に依存する。好ましくは、本発明の結合タンパク質を含む組成物は、注
射または注入できる溶液の形態で調製される。
【０１４２】
　好ましい投与形態は、非経口であり、例えば、腹腔内、静脈内、皮下、筋肉内、腔内ま
たは経皮性の投与であるが、その他の適切な態様、例えば経口投与も適用できる。静脈内
の注射または注入が特に好ましい。投与にはどの部位も使用できる。例えば、上記組成物
は、作用が求められる部位に部分的かつ直接的に投与されてもよいし、体内において適切
な場所への標的化を促す実体に付着[attach]するか、あるいは、随伴[associate]、例え
ば接合[conjugate]していてもよい。
【０１４３】
　生理学的適合性を有する、担体，賦形剤，希釈剤，緩衝剤，または安定剤は、本発明の
組成物において使用され得る。適当な、担体、賦形剤、希釈剤、緩衝剤および安定剤は、
１種類以上の、水，生理食塩水，リン酸緩衝生理食塩液，デキストロース，グリセロール
およびエタノール等、ならびにこれらの組み合わせも包含する。一部の場合においては、
等張剤に、例えば、砂糖，ポリアルコール（例えば、マンニトール，ソルビトール）また
は塩化ナトリウムが含まれていてもよい。上記組成物は、追加的に、滑沢剤，湿潤剤，乳
化剤，懸濁剤，保存剤，甘味料，香味剤等を含んでもよい。本発明の組成物は、当該分野
で周知の手順を用いて、対象への投与後における活性成分の放出性を、即効的，持続的ま
たは遅効的になるように、処方されてもよい。上述のように、好ましくは、上記組成物は
注射に適した形態であり、適切な担体が、適当な濃度で存在している。例えば、この濃度
は１％～２０％であり、好ましくは５％～１０％である。
【０１４４】
　治療用組成物は、一般的には、無菌されたものであり、製造および保存の条件下でも安
定性を有するものでなければならない。このような無菌性および安定性を達成する適切な
方法は、本技術分野においては周知であり、文献に記載されている。
【０１４５】
　本発明の結合タンパク質に加えて、上記組成物は、さらに、１以上のその他の活性成分
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を含んでいてもよい。例えば、このようなその他の活性成分は、癌、特に乳癌の治療に有
用な成分、あるいは、ＣＤ１６６に関連するかＣＤ１６６活性が有害である疾病を治療す
るための成分である。
【０１４６】
　哺乳動物の治療において使用される組成物において、含有される適当な追加の活性成分
は、当業者に知られている。これは、上記組成物で治療されるべき疾病の性質に応じて選
択され得る。適当な追加の活性成分は、その他の標的に結合する抗体，サイトカイン，代
謝拮抗物質，アルキル化剤，プリン類似体およびその関連阻害剤，ピリミジン類似体，葉
酸類似体，ビンカアルカロイド，エピポドフィロトキシン，抗生物質，Ｌ－アスパラギナ
ーゼ，エストロゲン，抗エストロゲン，アンドロゲン，抗アンドロゲン，副腎皮質ステロ
イド類，プロゲスチン，副腎皮質の抑制剤，生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン類似体，イ
ンターフェロン，トポイソメラーゼ阻害剤，アントラセンジオン置換尿素，メチルヒドラ
ジン誘導体，白金配位錯体もしくは白金系化学薬品，または副作用を制御する薬剤を含む
。乳癌治療にとって適当な追加薬剤としては、ハーセプチン，ドキシル（ドキソルブシン
），アバスチンまたはタキソテールが挙げられるだろう。
【０１４７】
　適切な追加薬剤は、本明細書で「アポトーシス促進剤」と称される、アポトーシス誘導
性の薬剤から選択されてもよい。アポトーシス促進剤は、アポトーシスを誘導できる適当
ないかなる薬剤であってもよく、例えば、アルキル化剤，架橋剤，インターカレート剤，
ヌクレオチド類似体，紡錘体の形成阻害剤，および／またはトポイソメラーゼＩおよび／
またはＩＩの阻害剤であってもよい。
【０１４８】
　当業者においては、適切なアポトーシス促進剤が知られているが、本明細書では例とし
て、スタウロスポリンが言及される。
　有利な点としては、本発明の結合タンパク質は、他の治療薬とともに相乗効果的に作用
する。「相乗効果」とは、上記結合タンパク質とその他の薬剤とを組み合わせて投与した
場合における効果が、上記結合タンパク質およびその他の薬剤を単一の薬剤として単独で
投与した場合における上記結合タンパク質およびその他の薬剤の相加的な効果と比べて、
大きいことを意味する。この相乗効果は、細胞増殖の阻害，アポトーシスの誘導，または
細胞毒性，あるいは前述のいずれかの組み合わせに関与するものであってもよい。上記相
乗効果はアポトーシスの誘導に関与することが好ましい。本発明の結合タンパク質とスタ
ウロスポリンとの間における相乗効果は、実施例８にて証明されている。
【０１４９】
　上記相乗効果は、結果として、改善された治療結果を得ることができる。いくつかの態
様においては、上記結合タンパク質および／またはその他の薬剤を少量で、例えば、上記
結合タンパク質またはその他の薬剤を単独で使用した場合では治療効果を上げるのに足ら
ない量で、使用することが可能になる。
【０１５０】
　別の視点からみると、上記結合タンパク質は、癌細胞を感知して、薬剤誘導性のアポト
ーシスを引き起こすことができることが好ましい。
　したがって、本発明の一態様は、本発明の結合タンパク質が、アポトーシス促進剤とと
もに使用される混合療法[combination therapy]である。結合タンパク質およびアポトー
シス促進剤は、同時に[simultaneously]，順次に[sequentially]，または個別に[separat
ely]使用されてもよい。
【０１５１】
　さらなる本発明の態様においては、患者の必要に応じて、本発明の結合タンパク質の投
与およびアポトーシス促進剤の個別投与，同時投与または順次投与を含む癌治療方法が提
供される。
【０１５２】
　別の視点からみると、処置、例えば癌の処置において、アポトーシス促進剤と組み合わ
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せての使用するための、本明細書にて規定の結合タンパク質が提供される。
　このように、疾病、例えば癌の処置において、アポトーシス促進剤と組み合わせて用い
るための薬剤の製造における、本発明の結合タンパク質の使用が提供される。
【０１５３】
　また、一つの実施態様において、上記薬剤は、さらにアポトーシス促進剤を含む。
　上記薬剤は、本発明の結合タンパク質およびアポトーシス促進剤を両方含む単一の組成
物[single composition]の形態であってもよく、あるいは、個別投与のための、これらを
含むキットまたは製品の形態であってもよい。
【０１５４】
　別の態様としては、本発明は、混合調剤として治療、例えば癌治療における個別使用，
同時使用または連続使用のための、アポトーシス促進剤とともに本発明の結合タンパク質
を含む製品を提供する。
【０１５５】
　上記のように、本明細書にて規定の結合タンパク質が、アポトーシス促進剤をとともに
使用されると、同一の医薬成物中には、２つの異なる薬剤が存在し得るか、あるいは、そ
れらが個別に投与され得る。個別投与には、実質的に同時での投与であるが、異なる投与
経路を介しての投与または異なる部位での投与、も包含され得る。個別投与は、異なる時
間、例えば、別個に、最大１，２，３，４，５，６または１２時間離れた時間での投与を
含んでもよい。
【０１５６】
　本発明の結合タンパク質およびその他の活性成分（含む場合）の適切な用量は、患者ご
とに異なり、特定の疾病の性状にも依存する。好ましくは、上記用量は、関係する処置の
性質に応じた、治療上有効な量または予防上有効な量になる。適切な用量は、患者の体重
、年齢および性別や疾病の重篤性に基づいて、当業者や医師によって決定され得る。上記
結合タンパク質が個体内で所望の応答を引き起こす特性も重要な要素になる。典型的な一
日量は、０．１～２５０ｍｇ／ｋｇ、好ましくは、０．１～２００または１００ｍｇ／ｋ
ｇ、より好ましくは１～５０または１～１０ｍｇ／ｋｇの活性成分の量である。この用量
は、１回単位の投与量として、または一日当たり１回より多い回数で投与される複数回単
位の投与量として、投与されることができる。しかしながら、最適な用量等は患者に応じ
て変更され得るし、特定の対象にとっては、具体的な服用形態は患者の個々の必要性に応
じて徐々に変更されるべきである。このように、本明細書にて示される服用範囲は一例と
してみなされるべきであり、特許請求の範囲にて記載された組成物の範囲およびその実施
を制限することが意図されているものではない。
【０１５７】
　さらなる態様は、本明細書で規定の本発明の結合タンパク質（例えば、結合タンパク質
接合体）またはその他のタンパク質を適当な量で投与すること、および対象中における、
本発明の結合タンパク質またはその他のタンパク質の存在および／または量および／また
は位置を検知することを含む、対象の診断またはイメージング方法である。
【０１５８】
　上記の使用や方法に基づく、治療、イメージングまたは診断されるのに適した疾病は、
本発明のタンパク質によって認識される分子が関与する疾病（例えば、ＣＤ１６６が関与
する疾病またはそれが一因となっている疾病）を包含する。この疾病は、特に癌（ＣＤ１
６６を発現または異常発現した癌）、好ましくは乳癌、またはＣＤ１６６が関与する疾病
もしくはそれが一因となっている疾病、例えば、ＣＤ１６６の存在または過剰発現が関与
する疾病、あるいはＣＤ１６６活性の阻害が有利である疾病を包含する。
【０１５９】
　本発明の結合タンパク質は、選択的に癌細胞、好ましくは乳癌細胞に結合し、正常細胞
には顕著には結合しない。それゆえ、結合タンパク質は癌、特に乳癌細胞の診断，イメー
ジングまたは治療に使用できる。上述のように、本発明者らは、本発明の結合タンパク質
がＣＤ１６６に結合することを証明した。このような腫瘍抗原に対する結合タンパク質の
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特異性は、癌の診断，イメージングまたは治療において有用である。
【０１６０】
　本発明の一態様においては、上記癌は、限定されることなく、１種類以上の子宮首癌，
子宮癌，卵巣癌，肝臓癌，膵臓癌，腎癌，胆嚢癌，頭頚部癌，扁平上皮癌，消化器癌，乳
癌（例えば上皮性悪性腫瘍や乳管，小葉，乳頭における癌），前立腺癌，精巣癌，肺癌，
非小細胞肺癌，非ホジキンスリンパ腫，多発性骨髄腫，白血病（例えば、急性リンパ性白
血病，慢性リンパ性白血病，急性骨髄性白血病，慢性骨髄性白血病），脳癌（例えば、星
状細胞腫，グリア芽腫，髄芽腫），神経芽腫，非上皮性悪性腫瘍，結腸癌，直腸癌，胃癌
，肛門癌，膀胱癌，膵臓癌，子宮内膜癌，再質細胞腫，リンパ腫，網膜芽腫，ウィルムス
腫瘍，ユーイング肉腫，黒色腫およびその他の皮膚癌を包含する。好ましい癌としては、
黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌，膵臓癌，肺癌，脳癌および食道
扁平上皮癌の１種類以上を含んだ、ＣＤ１６６の異常発現を示すものである。好ましい癌
は、乳癌，前立腺癌，肺癌，卵巣癌，直腸癌，腎癌および脳癌（特にグリア芽腫）の１種
類以上である。特に好ましい癌は、乳癌，前立腺癌，肺癌および腎癌の１種類以上である
。特に好ましい乳癌は、乳癌上皮性悪性腫瘍[breast cancer carcinoma]、乳管癌，小葉
乳癌および乳頭癌であり、さらに乳房上皮性悪性腫瘍[breast carcinoma]がもっとも好ま
しい。
【０１６１】
　ここで「癌[cancer]」または「腫瘍[tumor]」との用語はいずれも、上記に列挙された
癌種、特に乳癌のいずれも含むことと理解されるべきである。
　好ましい一態様においては、上記結合タンパク質は、本発明の抗体または抗体断片であ
り、ｓｃＦｖもしくはＦａｂまたはＩｇＧの形態が特に好ましい。
【０１６２】
　加えて、例えば、対象由来の癌細胞の検体を得て、検体中の癌細胞の、本発明の結合タ
ンパク質、好ましくは抗体または抗体断片に結合する能力を測定することによって、癌細
胞を評価して、本発明の処置方法に対する感受性を究明してもよい。
【０１６３】
　したがって、本発明は、抗原を発現し、本発明の結合タンパク質、好ましくは抗体また
は抗体断片に結合できる癌細胞、好ましくは乳癌細胞が存在しているか否かを究明するた
めに、それ自身で使用できるか、本発明の治療方法の使用前、使用中、使用後に使用でき
る、診断上の方法、薬剤またはキットを含む。
【０１６４】
　一実施態様においては、本発明は、哺乳動物における疾病の、好ましくは癌の診断方法
であって、
（１）上記哺乳動物から採取された試験検体を、１種類以上の本発明の結合タンパク質に
接触させる工程
を含む診断方法を提供する。
【０１６５】
　さらなる実施態様においては、本発明は、哺乳動物における疾病の、好ましくは癌の診
断方法であって、
（１）上記哺乳動物から採取された試験検体を、１種類以上の本発明の結合タンパク質に
接触させる工程、
（２）上記試験検体における上記結合タンパク質‐抗原複合体の存在および／または量お
よび／または位置を検出する工程、および任意で
（３）上記試験検体における上記結合タンパク質－抗原複合体の存在および／または量を
対照と比較する工程
を含む診断方法を提供する。
【０１６６】
　一実施形態において、上記抗原はＣＤ１６６である。
　上記方法において、上記の接触工程は、結合タンパク質－抗原複合体の形成され得る条
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件下で実施される。適切な条件は、適宜、当業者によって決定されることができる。
【０１６７】
　上記方法においては、例えば、癌により影響を受けていることが疑われる生検細胞、組
織もしくは器官や、組織学的切片、または血液といった、いかなる試験検体も使用してよ
い。
【０１６８】
　上記方法において、ある量の結合タンパク質－抗原複合体が試験検体中に存在すること
は、癌細胞が存在することを示しているだろう。確定診断[positive diagnosis]とするた
めには、一般的には、試験検体における結合タンパク質－抗原複合体の量は、適当な対照
検体にて見られる結合タンパク質－抗原複合体の量よりも、大きく、好ましくは顕著に大
きい。より好ましくは、顕著に大きいことの水準は、統計学的に有意であることを指し、
好ましくは０．０５未満のＰ値を伴う。統計学的な有意差を決定する適当な方法は、周知
であり、本技術分野においては文書化されており、どのようなものを使用してもよい。
【０１６９】
　適切な対照検体は、当業者によって適宜選択され得るものである。たとえば、特定の疾
病を診断する場合、適切な対照は上記疾病を有していない対象に由来する検体である。
　診断またはイメージングで使用するためには、本発明の結合タンパク質、好ましくは抗
体または抗体断片は、放射線不透過性[radio-opaque]または3Ｈ，14Ｃ，32Ｐ，35Ｓ，123

Ｉ，125Ｉのような放射線同位体；放射性エミッター（例えば、α，β，またはγエミッ
ター）；フルオロセインイソチオシアナート，ローダミンやルシフェリンなどの蛍光体（
蛍光団）化合物または化学発光体（発光団）化合物；アルカリフォスファターゼ，ベータ
ガラクトシダーゼ，ホースラディシュペルオキシターゼなどの酵素；造影剤；金属イオン
；ビオチンのような、特定の同種の検出可能な構造（例えば標識化アビジン／ストレプト
アビジン）に結合することで検出される化学構造といった、検出可能なマーカーで標識化
されてもよい。上述のように、例えば、抗体または抗体断片のような結合タンパク質に標
識を結合させる方法は、本技術分野では公知である。このような検出可能なマーカーは、
試験検体中の結合タンパク質－抗原複合体の存在、量または位置を調べることを可能にす
る。
【０１７０】
　本発明の別の態様は、哺乳動物における疾病の、好ましくは癌の診断方法であって、
（１）上記哺乳動物から採取された試験検体における上記結合タンパク質－抗原複合体の
存在および／または量を検出する工程、および任意で
（２）上記試験検体における上記結合タンパク質－抗原複合体の存在および／または量を
対照と比較する工程
を含む診断方法である。
【０１７１】
　一実施態様において、本発明の抗体の量は、試験検体中の本発明の抗体量を、例えば抗
原としてＣＤ１６６を使用する、例えばＥＬＩＳＡを用いた測定手段により、測定するこ
とができる。他の実施態様において、本発明の抗体の量は、試験検体中の本発明の抗体を
コードする核酸の発現レベルを、例えばＲＴ－ＰＣＲを用いた測定手段により、測定する
ことができる。
【０１７２】
　本発明は、検出可能なシグナルを生み出す標識に直接的にまたは間接的に結合した本発
明の結合タンパク質（例えば、抗体または抗体断片）を含む、診断剤または造影剤も包含
する。適切な標識は、本明細書の他の部分に記載されている。
【０１７３】
　本発明は、さらに、１種類以上の本発明の結合タンパク質もしくは組成物、１種類以上
の本発明の結合タンパク質をコードする核酸分子、または１種類以上の本発明の核酸配列
を含む組換え型発現ベクター、あるいは１種類以上の本発明の組換え型発現ベクターまた
は核酸分子配列を有する宿主細胞を含む、キットも包含する。好ましくは、上記キットは
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、本明細書にて記載の法や用途、例えば本明細書にて記載の治療的、診断的またはイメー
ジングの方法において使用するためのものか、本明細書にて記載のインビトロのアッセイ
または方法において使用するためのものである。このようなキットにおける上記結合性タ
ンパク質は、好ましくは、本明細書の他の部分に記載された結合タンパク質接合体であっ
てもよく、例えば、検出可能な構造に結合されたものであってもよい。上記キットには、
キット構成物の、例えば診断に使用するための説明書が含まれていることが好ましい。好
ましくは、上記キットは癌を診断するためのものであり、任意で、キット構成物を癌の診
断に使用するための説明書が含まれる。
【０１７４】
　本発明は、さらに、１種類以上の本発明の結合タンパク質と、任意で、それらを癌の診
断に使用するための説明書とを含んだ、癌の診断用のキットを包含する。本発明は、結合
タンパク質、好ましくは本明細書にて記載の抗体または抗体断片、もっとも好ましくはＣ
Ｄ１６６に結合する抗体または抗体断片と、任意で、それらを癌の診断に使用するための
説明書とを含んだ、癌を診断用のキットも包含する。
【０１７５】
　本明細書にて規定された結合タンパク質は、インビトロまたはインビボにおける適用や
分析のための分子ツールとしても使用されてもよい。上記結合タンパク質は、抗原結合部
位を有するので、特定の結合ペアの構成体として機能することができる。さらに、これら
の分子は、特定の結合ペアの構成体が求められる分析において使用され得る。例えば、上
記結合タンパク質がＣＤ１６６などの特定の抗原に結合できる抗体または抗体断片である
態様において、これらの分子は、その特定の抗原に対する特異性を有する抗体が求められ
る分析、例えばＣＤ１６６が求められるまたは望まれる分析において使用され得る。
【０１７６】
　よって、本発明のさらなる態様において、本明細書で規定される結合タンパク質を含む
試薬、ならびに、そのような結合タンパク質の、例えばインビトロまたはインビボの分析
における、例えばＣＤ１６６を検出するためのインビトロまたはインビボの分析における
、分子ツールとしての使用が提供される。本発明のまた別の態様において、ＣＤ１６６（
またはＣＤ１６６を含む分子もしくはその断片）を含む組成物を、本発明の結合タンパク
質またはその接合体に接触させることを含む、ＣＤ１６６を結合する方法が提供される。
本発明はさらに、ＣＤ１６６／結合タンパク質の複合体の形成が可能である条件下におい
てＣＤ１６６分子を含むことが疑われる組成物を、本発明の結合組成物またはその接合体
に接触させること、および上記のように形成された複合体を検出することを含む、ＣＤ１
６６（またはＣＤ１６６を含む分子もしくはその断片）の検出方法を提供する。
【０１７７】
　ＣＤ１６６は、細胞の遊走および発生や癌の進行と関連づけられてきた。また、ＣＤ１
６６の異常発現は、黒色腫，前立腺癌，乳癌，結腸直腸癌，膀胱癌，卵巣癌，膵臓癌，肺
癌，脳癌および食道扁平上皮癌を含む、種々のヒトの腫瘍と結びつけられてきた。
【０１７８】
　この機構を問わず、本発明の結合タンパク質は、細胞遊走、癌の発生および癌の進行に
関係があるＣＤ１６６のシグナリングを調整するために使用され得る。
　したがって、本発明は、ＣＤ１６６の活性を調節するための、本発明の結合タンパク質
の使用を含む。例えば、本発明の結合タンパク質はＣＤ１６６の活性を妨げるまたは阻害
するために使用され得る。本発明の結合タンパク質は、ＣＤ１６６の活性を向上させるた
めに使用されてもよい。
【０１７９】
　一例として、実施例８にて例示されるように、結合タンパク質は細胞のアポトーシスを
誘導するために使用されてもよい。このアポトーシスの誘導は、実施例８で記載されるよ
うに、アネキシンＶを使用して分析されてもよい。
【０１８０】
　本発明の結合タンパク質を使用して、腫瘍細胞、例えば乳癌細胞に、またはＣＤ１６６
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に特異性を有する、また別の結合タンパク質を生産してもよい。このような使用は、例え
ば、元の結合タンパク質のアミノ酸配列における１以上の付加，欠失，置換または挿入に
より新規の結合タンパク質を形成すること（ここで、上記元の結合タンパク質は本明細書
の他の部分に記載された本発明の結合タンパク質の一つである。）、そして、得られた新
規の結合タンパク質を試験することで、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に特異的な結合タンパ
ク質であることを同定することに関する。このような方法は、腫瘍細胞またはＣＤ１６６
に結合する能力を全て検証できる、多数の新規結合タンパク質を形成するために使用され
得る。１以上のアミノ酸の付加，欠失，置換または挿入は、１以上のＣＤＲドメインにお
いて生じるものであることが好ましい。
【０１８１】
　このような、元の結合タンパク質の修飾または変異は、本技術分野で周知または文書化
された技術を用いた適切な方法で、例えば、ランダム変異誘発法または特異的変異誘発法
を行うことで、実施され得る。特異的変異が用いられる場合、変異させる適切な残基を同
定するための一つの戦略は、結合タンパク質－抗原複合体の、例えばＡｂ－Ａｇ複合体の
、結晶構造の回析を利用し、抗原への結合に関与する鍵となる残基を同定することである
（デービス　Ｄ．Ｒ．，コーヘン　Ｇ．Ｈ．１９９６年．抗体と蛋白抗原の相互作用．Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．９３巻，７～１２頁）。次いで、これら
の残基を変異させ、相互作用を向上させることができる。代わりに、１以上のアミノ酸残
基を単に特異的変異の標的として、腫瘍細胞またはＣＤ１６６への結合における効果を評
価することもできる。
【０１８２】
　ランダム変異は、例えば、エラープローンＰＣＲ[error-prone PCR]、チェーンシャッ
フリング[chain shuffling]、変異性大腸菌株[mutator E.coli strain]などの適切な方法
によって実施できる。
【０１８３】
　本発明の１以上のＶHドメインを、適切な供給源に由来する単独のＶLドメインまたはＶ

Lドメインのレパートリーと組み合わせることもでき、得られた新規の結合タンパク質を
試験して、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に特異的な結合タンパク質であることを同定するこ
とができる。逆に、本発明の１以上のＶLドメインを、適切な供給源に由来する単独のＶH

ドメインまたはＶHドメインのレパートリーと組み合わせることもでき、得られた新規の
結合タンパク質を試験して、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に特異的な結合タンパク質である
ことを同定することができる。
【０１８４】
　同様に、本発明のＶHドメインおよび／またはＶLドメインの、１以上、好ましくは３つ
すべてのＣＤＲを、任意で、単独のＶHドメインおよび／またはＶLドメイン、あるいはＶ

Hドメインおよび／またはＶLドメインのレパートリーにグラフトすることができ、得られ
た新規の結合タンパク質を試験して、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に特異的な結合タンパク
質であることを同定することができる。
【０１８５】
　ＣＤＲ、特に軽鎖および／または重鎖のＣＤＲ３の特異的変異は、抗体親和性を向上さ
せるための効果的な技術であることが示されており、好ましいものである。好ましくは、
ＣＤＲ３の３～４のアミノ酸のブロック、または「ホットスポット」と称される特定領域
が変異誘発の標的とされる。
【０１８６】
　「ホットスポット」は、体細胞超変異[somatic hypermutation]がインビボで生じる配
列である（ニューベルガー　Ｍ．Ｓおよびミルステイン　Ｃ．１９９５年．体細胞超変異
．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７巻，２４８～２５４頁）。ホットスポット配
列は、特定のコドンにおけるコンセンサスヌクレオチド配列として定義されることができ
る。コンセンサス配列はテトラヌクレオチド、ＲＧＹＷである。ここで、ＲはＡまたはＧ
の一方であり、ＹはＣまたはＴであり、ＷはＡまたはＴの一方である（ニューベルガー　
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Ｍ．Ｓおよびミルステイン　Ｃ．１９９５年．体細胞超変異．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．７巻，　２４８～２５４頁）。さらに、ヌクレオチドＡＧＹでコードされる
セリン残基は、潜在的なホットスポット配列に相当するＴＣＮでコードされる残基に対し
て優先的に、可変ドメインのＣＤＲ領域内に存在する（ニューベルガー　Ｍ．Ｓおよびミ
ルステイン　Ｃ．１９９５年．体細胞超変異．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７
巻，２４８～２５４頁）。
【０１８７】
　よって、本発明の各抗体の重鎖および軽鎖のＣＤＲのヌクレオチド配列で、ホットスポ
ット配列およびＡＧＹコドンの存在を探索することができる。任意で、重鎖および軽鎖の
ＣＤＲ領域の同定されたホットスポットを、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｍＭｕｎｏ
Ｇｅｎ　Ｔｉｃｓのデータベース（ＩＭＧＴ,http://imgt.cines.fr/textes/vquest/）を
用いて、重鎖および軽鎖の生殖細胞の配列と比較することができる）（デービス　Ｄ．Ｒ
．，パドラン　Ｅ．Ａおよびシェリフ　Ｓ　１９９０年．抗体－抗原複合体[antibody-an
tigen complexes]．Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５９巻，４３９～４７３頁）。
生殖系列に一致する配列は、体細胞変異が生じなかったことを示唆している。そのため、
ランダム変異が、インビボで生じる体細胞の現象を擬態した状態で導入され得るか、その
代わりに部位特異的変異が、例えば、ホットスポットおよび／またはＡＧＹコドン内にお
いて、実施され得る。一方で、異なる配列は一部の体細胞変異が既に生じていることを示
す。インビボにおける体細胞変異が最適なものであるかは、確定されていはいない。
【０１８８】
　変異されるのに好ましいホットスポットは、露出したアミノ酸をコードするもの、より
好ましくは、抗原結合部位の一部を形成するアミノ酸をコードするものである。変異され
るのに、その他の好ましいホットスポットは、非保存アミノ酸をコードするものである。
CDR中における埋没したアミノ酸または保存アミノ酸をコードするホットスポットは、変
異させられないことが好ましい。これらの残基は、通常、全体構造に必須であり、それら
の残基は埋没しているので、抗原と相互作用する可能性は低い。
【０１８９】
　アミノ酸およびタンパク質のドメインに上記操作を実施する方法は、当業者にとっては
周知である。例えば、上記操作は、得られる発現タンパク質のアミノ酸配列が引き続き適
切な方法で改変されるように、適当な結合タンパク質およびそのドメインをコードする核
酸分子を改変する、核酸レベルでの遺伝子工学によって都合のよいように実施される。
【０１９０】
　１以上の新規の結合タンパク質の、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に特異的に結合する能力
の試験は、本技術分野において周知であり、文書化されている適当な方法によって、実施
することができる。腫瘍細胞、例えば乳癌株化細胞は、広く入手可能であり（実施例参照
）、これらの細胞、または例えばR＆Dシステムから市販されているＣＤ１６６は、例えば
ＥＬＩＳＡ、アフィニティークロマトグラフィー等の従来の方法によって結合性を分析す
るために、容易に使用され得る。
【０１９１】
　これらの方法によって産生された新規の結合タンパク質は、好ましくは、元の結合タン
パク質のように、腫瘍細胞またはＣＤ１６６に対して、より高い、すなわち、より向上さ
れた親和性（さもなくば、少なくとも同等の親和性）を有し、本明細書の他の場所に記載
された本発明の結合タンパク質と同様に扱われ、使用され得る（例えば、治療，診断，組
成物等に）。
【０１９２】
　産生された、得られた、または得られうる新規の結合タンパク質は本発明のさらなる態
様を構築する。
　本発明のその他の特徴および利点は、以上の詳細な説明から明確になろうが、その詳細
な説明から、本発明の趣旨および範囲の内における様々な変更または改変が、当業者には
明確なことである。そのため、以上の詳細な説明および以下の具体的な実施例は、本発明



(41) JP 2010-524433 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

の好適な実施態様を示しているが、説明のためだけに与えられたものであることが理解さ
れるべきである。
【０１９３】
　以下、表および図を参照しながら、非原的な実施例において本発明をより詳細に説明す
る。
　表１は、本明細書で開示された配列の一部を列挙する。
【０１９４】
　表２は、クローンＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５（ｓｃＦｖ）のフレームワーク領域
を示す（カバットによる）。
　表３は、ヒト組織検体に使用されたＩＨＣスコアリングの方法を示す。
【０１９５】
　表４は、クローンＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５（ｓｃＦｖ）のＩＨＣデータを示す
　表５は、いくつかのヒト正常細胞とそれに相当する腫瘍組織における、クローンＥＪ２
１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧのＩＨＣデータを示す。
【０１９６】
　表６は、ＣＤ１６６タンパク質に一致した、マスフィンガープリンティングに使用され
たペプチドの実施例１０のリストを示す。
【実施例】
【０１９７】
　以下の非限定的な実施例は、本発明を例示するものである。
　実施例1:新規抗体
　腫瘍特異的抗体の必要性を考慮して、乳房上皮性悪性腫瘍ＰＭ－１腫瘍細胞細胞(腫瘍
生物学部（ＤＮＲ）より提供)に対しては陽性であるとともに、ＰＢＬ(末梢血リンパ球)
および顆粒球に対しては陰性であるヒト抗体を同定した。この抗体は、特異的にＣＤ１６
６に結合できる。該抗体の単鎖型を、ｃ－ｍｙｃおよび６×Ｈｉｓタグエピトープを有す
るｐＨＯＧ２１プラスミドにおいて(Ｎｃｏ１およびＮｏｔ１制限部位において)クローン
化した。次いで、Ｅ．ｃｏｌｉ、ＸＬ－１　ｂｕｌｅを形質転換し、アンピシリンプレー
ト上で選択し、ＩＰＴＧ誘導によりｓｃＦｖを発現させた。精製されたｓｃＦｖの、ＰＢ
Ｌおよび顆粒球に対するＰＭ－１への選択的な生物活性について、細胞ＥＬＩＳＡを用い
て評価した。この選択的な生物活性を、さらに、同様の細胞型および他の乳癌株化細胞で
のフローサイトメトリーにより確認した。
【０１９８】
　配列決定
　クローンを産生する上記抗体の重鎖および軽鎖のヌクレオチド配列を決定した。かかる
抗体をＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５(ｓｃＦｖ)と命名した。ＥＪ２１２／００７－Ｃ
ｌ２－５(ｓｃＦｖ)の軽鎖および重鎖のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を図１に示
す。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５(ｓｃＦｖ)の軽鎖および重鎖のＣＤＲ領域を、表１
に示す。
【０１９９】
　この抗体のＩｇＧ型も作製した。このＩｇＧ型は、ＩｇＧ１アイソタイプであり、２つ
の軽鎖および２つの重鎖を含む。各重鎖は、配列番号９のＶHドメインおよびＩｇＧ１定
常領域を含む。また、各軽鎖は、配列番号１０のＶLドメインおよびκ軽鎖定常領域を含
む。上記抗体のＩｇＧ型のコンポーネントをＬａｒｓ　Ｎｏｒｄｅｒｈａｕｇら、ＪＩＭ
２０４（１９９７年）７７～８７頁により出版公開されたベクターに基づいたベクターに
、当該文献に記載の方法によりクローンニングした。このベクターは、標準的なＣＭＶプ
ロモーターを有する。ＩｇＧリーダー配列（ｍｇｗｓｃｉｉｌｆｌｖａｔａｔｇｖｈｓ）
を各ベクターに導入した。ＶHドメイン、ＶLドメインを、ＰＣＲでそれぞれ、Ｂｓｍｌサ
イト、ＢＳｉＷｌサイトにおいて導入されたヒトＩｇＧ遺伝子、κ遺伝子のゲノムコピー
（イントロン＋エクソン）を含む、別個のベクターに、クローニングした。ＩｇＧ１ベク
ターは、ネオマイシン耐性遺伝子を有し、一方で、κベクターはハイグロマイシン耐性遺
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伝子を有する。
【０２００】
　さらに、ＣＤ１６６に特異的に結合するｓｃＦｖ抗も産生した。
　実施例２:フローサイトメトリー(ＦＡＣＳおよびＧｕａｖａ　Ｅａｓｙ　Ｃｙｔｅ)に
よるＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の特異性
　上記抗体の腫瘍特異性を明らかにするために、ＰＢＬおよび顆粒球、ならびに乳房上皮
性悪性腫瘍細胞株化細胞ＭＤＡ－ＭＢに３１(ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－に６)について、フロー
サイトメトリー(ＦＡＣＳ，Ｂ＆ＤおよびＧｕａｖａ　ＥａｓｙＣｙｔｅ，Ｇｕａｖａ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社)によりＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の結合性を試験し
た。簡潔に言うと、１．２×１０5細胞／１００μｌを、１０μｇ／ｍｌの精製されたＥ
Ｊ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ、またはＰＢＳとともにインキュベートした。
結合したｓｃＦｖを、抗ｃ－ｍｙｃタグのマウスモノクローン抗体(インビトロジェン社)
、さらにＦＩＴＣラベル化抗マウスＩｇＧ(ＤＡＫＯ社)で検出した。
【０２０１】
　フローサイトメトリーの結果は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５のＭＤＡ－ＭＢ２３
１への強力な結合性を示した（図２Ａ）が、ＰＢＬまたは顆粒球では結合性が見られない
か、顕著な結合性は見られなかった（それぞれ、図２Ｂ、Ｃ）。
【０２０２】
　肺上皮性悪性腫瘍株化細胞ＡＷ９００（ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－５９）も試験に供した。図
２Ｄは、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５のＳＷ９００細胞への結合性を示す。
　実施例３：ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の結合親和性
　抗体ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の腫瘍細胞に対する結合親和性を評価するために
、フローサイトメトリーを使用した。ｓｃＦｖ濃度を増加させながら、一定数のＳＷ９０
０（ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－５９）細胞すなわちヒト肺癌株化細胞に対して試験をして、飽和
曲線を形成した。結合したｓｃＦｖを上述のように検出した。Ｋmとして表わされる結合
親和性を、抗体モル濃度の逆数の関数として、蛍光強度の平均値の逆数をプロットするこ
とにより、ラインウェバー・バーグ法により算出した。このＫmは、以下の方程式により
決定される。
【０２０３】
　　　Ｋm=Ｆmax

*ａ
ここで、ａは上記曲線の傾きであり、Ｆmax＝１／ｂはプロット（ｙ＝ａｘ＋ｂ）により
算出される。
【０２０４】
　結合曲線およびラインウェバー・バーグプロットを、図３ＡおよびＢに示し、Ｋmは、
ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５抗体について、２．１×１０-8と算出された。
　ＣＤ１６６抗原に対するＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　Ｆａｂ断片の結合親和性は
、ビアコア分析により測定された。組換え型のＡＬＣＡＭ／Ｆｃ（２５０ＲＵ）をアミン
カップリングによりＣＭ５チップに固定化した。Ｆａｂ抗体を、３．９～１２５ｎＭ（ナ
ノモーラー）の濃度範囲で、チップ上を移動させた。結合曲線を図３Ｃに示す。Ｋｄで示
される結合親和性を、Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｔ１００　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ソフトウェア
のＨｅｔｅｒｏｇｅｎリガンド結合モデルを用いて算出した。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ
２－５　Ｆａｂについて得られたＫｄ値は２．９×１０-8Ｍであった。
【０２０５】
　実施例４：ヒトの組織切片におけるＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の選択性および特
異性
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ抗体の選択性を、免疫組織化学染色法を用
いて、ヒト腫瘍組織に対する結合性によって検証した。最初に、該抗体を、凍結ＳＷ９０
０株化細胞のペレットに対して試験し、染色の最適条件を決定した。次いで、上記抗体を
１１～１４の異なるドナーに由来する胸部、前立腺および腎臓を含むヒト腫瘍組織の高密
度アレイにて試験した。膜染色の強度を、４段階のスケール（０，１，２，３）での外観
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検査にて測定した。さらに、腫瘍細胞染色陽性の画分を計測した、最終的なＩＨＣスコア
を、表３のように、２つのパラメータから構築した。
【０２０６】
　結果を表４に概要にて示す。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の陽性は、２０個（５１
％）の腫瘍で見られた。
　最も強い結合性は、これらに限定されるものではないが、胸部、腎臓、前立腺で観察さ
れ、最高値は２＋であり、陽性の細胞は全体の５０％より多かった。すべての場合におい
て、細胞質の染色は１＋の値で観察された。
【０２０７】
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ抗体の特異性を、免疫組織化学染色を用い
て、１３種類のヒト乳房腫瘍組織の組織マイクロアレイと、４種類の正常乳房組織の組織
マイクロアレイとの結合性を比較することにより検証した。選択性の試験のための染色方
法は、上述のように実施した。
【０２０８】
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ抗体は、６／１３の腫瘍組織では明確かつ
特異的な膜染色を示した一方、正常なヒト乳房組織では特異的な膜染色は見られなかった
。
【０２０９】
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体の特異性を、ヒトの４種類の正常な脳お
よび４種類の卵巣組織の大組織切片、ならびに６種類のヒト脳腫瘍（グリアブラストーマ
）および６種類のヒト卵巣腫瘍組織の大組織片で試験した。選択性の試験のための染色方
法は、上述のように実施した。ｓｃＦｖ型と比べて、抗体のＩｇＧ型は、明確かつ特異的
な腫瘍乳組織および正常乳組織の膜染色を示した。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　Ｉ
ｇＧの結果を、表５に概要にて示す。
【０２１０】
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体は、１／３の脳腫瘍組織および６／６の
卵巣腫瘍組織では明確かつ特異的な膜染色が見られた一方で、正常脳組織および正常卵巣
組織では特異的な膜染色は見られなかった。
【０２１１】
　このＩｇＧ抗体を、マウス組織との交叉反応性についても試験した。マウスの肺，前立
腺，胃の正常組織では、交叉反応性を示したが、正常なマウスの、脳，直腸，心臓，精巣
，肝臓および卵巣では、特異的な膜染色は見られなかった。
【０２１２】
　実施例５：抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）
　ＡＤＣＣを誘導するＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の特性を調べるために、この抗体
をＩｇＧフォーマットにクローニングし、新規に精製したヒト末梢血リンパ球（ＰＢＬ）
の存在下でヒト腫瘍細胞とともにインキュベートした。ヒト腫瘍細胞を、乳房腫瘍細胞（
ＰＭ－１，ＭＤＡ－ＭＢ２３１およびＢＴ４７４），肺腫瘍細胞（ＡＷ９００およびＡ－
５４９），または前立腺腫瘍細胞（ＤＵ－１４５）から選択した。本試験の目的は、単独
のＩｇＧとして抗体を使用する治療法のための、抗体の候補の有用性を検証することであ
る。
【０２１３】
　概略として、ＰＭ－１，ＭＤＡ－ＭＢ　２３１，ＢＴＢ４７４，ＳＷ９００，Ａ－５４
９またはＤＵ－１４５を、トリプシン／ＥＤＴＡを用いて回収した。この細胞をＲＰＭＩ
／１０％ＦＣＳで１回、無血清のＲＰＭＩで１回洗浄した後、腫瘍細胞をカルセイン（カ
ルセイン－アセトメチルエステル、インビトロジェン社）で標識化した。標識化された腫
瘍細胞１．５×１０4個を、新規に単離されたＰＢＬ３×１０5、および１μｇ／ｍｌのＩ
ｇＧ抗体と混合した。本分析では、標的細胞（ＰＭ－１，ＭＤＡ－ＭＢ２３１，ＢＴ４７
４，ＳＷ９００，Ａ－５４９またはＤＵ‐１４５）に対するエフェクター細胞（ＰＢＬ）
の比率を２０：１とし、すべての検体を試験に４回供した。最大放出検体[maximum relea
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se sample]には、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００を最大０．８％まで添加した。全検体を、５％
ＣＯ2の湿式インキュベーター内で、４時間、３７℃でインキュベートした。上清１００
μｌを蛍光プレートリーダー（励起波長：４８５ｎｍ、発光波長：５３５ｎｍ）で分析し
た。
【０２１４】
　図４は、腫瘍細胞／ＰＢＬ混合体へのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体の
添加は、結果して、約２０％の腫瘍細胞（ＰＭ－１乳腫瘍細胞）を殺傷したことを示す。
　ネガティブコントロールであるＩｇＧ抗体を添加しても、殺傷性は示されず、ＥＪ２１
２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧに誘導される殺傷性が特異的であることを証明している
。バックグラウンドの蛍光（ＩｇＧ抗体を添加しない、エフェクター細胞および標的細胞
のインキュベート）を除いて、上記数値は算出されて、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００の添加に
より見られる最大放出検体における蛍光の低減（約２０％）で補正された。
【０２１５】
　その他の腫瘍株化細胞を用いたＡＤＣＣ試験は、肺腫瘍細胞では（約１０％ＳＷ９００
およびＡ－５４９）、乳癌細胞では約５％、約３０％（それぞれＭＤＡ－ＭＢ２３１，Ｂ
Ｔ４７４）前立腺腫瘍細胞（ＤＵ－１４５）の約３％の、殺傷性が示された。殺傷性の効
率は、各ＰＢＬの提供者によって変化する。
【０２１６】
　実施例６：増殖阻害
　ＣＦＳＥ標識化ＭＤＡ－ＭＢ４５３（ＡＴＣＣ：ＨＴＢ－１３１）乳房上皮性悪性腫瘍
株化細胞における増殖阻害能力について、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ抗
体を試験に供した。ＣＦＳＥは、高輝度の蛍光を有し、分裂ごとに娘細胞間で均等に分配
される。このことは、細胞集団の分染[differential staining]を可能にする。つまり、
細胞分裂が阻害された集団は、自由に分裂し得た集団とくらべて、高い蛍光強度を示す。
すなわち、細胞分裂の阻害は、蛍光において、さほど顕著な低下を引き起こさない。
【０２１７】
　２×１０6細胞を、３７℃、１５分間で、０．６２５μＭ　ＦＳＥで標識化した。洗浄
後、細胞を６つのＴ７５細胞培養フラスコに分注し、１０μｇ／ｍｌのＥＪ２１２／００
７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの存在下で、３７℃、５％ＣＯ2でインキュベートした。いずれ
の抗体も含まないでインキュベートしたものをコントロールとして使用した。細胞培養培
地を、一日おきに、新しい培地および抗体で交換した。培養７日後、トリプシン－ＥＤＴ
Ａで細胞を回収して、洗浄し、９６穴プレートへ移送した。ヨウ化プロピジウムの添加の
後に、細胞の蛍光強度を、Ｇａｕｖａ　ＥａｓｙＣｙｔｅを用いて測定した。
【０２１８】
　図６は、培養７日後における平均の蛍光強度を示す。抗体の非存在下で培養された細胞
（ＣＦＳＥ４５３細胞）は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体とともに培養
した細胞と比べて、低い蛍光強度を示した。このことは、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－
５抗体の存在下では、細胞はあまり分裂せず、本抗体は増殖阻害効果を有することを示し
ている。
【０２１９】
　実施例７：内在化
　ＰＭ－１細胞における内在化について、ＣｙｐＨｅｒ５Ｅ標識化二次抗体を用いてＥＪ
２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ抗体を試験に供した。
【０２２０】
　ＣｙｐＨｅｒ５Ｅ（登録商標）は、赤色励起型で、ｐＨ感受性のシアニンダイ系誘導体
であり、塩基性ｐＨでは最小の蛍光であり、酸性ｐＨでは最大の蛍光を示す。そのために
、アゴニストによる刺激で、レセプターが細胞表面から酸性であるエンドソームへ移動し
たことを表示することに理想的に適している。内在化分析のために、黒い壁面を有する９
６穴プレート（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ社）の１穴につき、２×１０5細胞
を添加した。Ｃｙｐｈｅｒ５Ｅ標識化した抗ｃ－ｍｙｃ　ＩｇＧ（９Ｅ１０，Ｄｉａｔｅ
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ｃ）２．５μｇ／ｍｌを添加した後、細胞を、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦ
ｖ　５μｇ／ｍｌの存在下で、３７℃、３０分間で培養した。コントロールとして、細胞
を、内在化することが知られたポジティブコントロール抗体で培養した。３分間、１００
ｇで遠心分離した後、細胞内部の蛍光を、８２００　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）で測定した。
【０２２１】
　ＣｙｐＨｅｒ５Ｅ標識化二次抗体が、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖの存
在下で培養した後に検出され、このことはＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖの
一部が内在化したことを示している（図７Ａ参照）。図７Ｂは、ポジティブコントロール
抗体の存在下での染色を示す。
【０２２２】
　実施例８:アポトーシス
　アポトーシス誘導剤としてのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体の活性を評
価する目的で、ＢＴ４７４（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ－２０）乳癌株化細胞における上記効果を
研究した。この目的のために、単独、または公知のプロテインキナーゼ阻害剤および強力
なアポトーシス誘導剤であるスタウロスポリンとの組み合わせで、上記活性を検証した（
アネキシンＶ染色－アネキシンＶはＦＩＴＣで標識化されている）。これらの薬剤を添加
する２４時間前に、２×１０5細胞を６穴プレートにプレートした。薬剤とともに細胞を
２４時間培養して、細胞の回収およびアネキシンＶ染色（１００，０００細胞）の後に、
効果をＦＡＣＳ分析（ＥａｓｙＣｙｔｅ）により測定した。
【０２２３】
　ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体を、０．１μＭのスタウロスポリンとと
もに３０，２５，２０，１０，５μｇ／ｍｌの濃度で、および最大濃度（３０μｇ／ｍｌ
）のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体単独で、試験した。内部コントロール
としては、０．１μＭのスタウロスポリンまたはＤＭＳＯ（０．００５％）を使用した。
薬剤とともに培養した後の細胞生存性を評価するために、アネキシンＶ染色の最終段階で
、ヨウ化プロピジウム（１：４０００；死細胞を染色する）を添加した。
【０２２４】
　図８Ｂは、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体単独およびスタウロスポリン
単独で若干のアポトーシス誘導があったことを示している。スタウロスポリンとの組み合
わせでのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体の効果は、それぞれ個々の薬剤の
効果を加算したものよりも大きく、相乗効果であることを示している。図８Ａで示される
細胞生存性は、予想されたように、アポトーシス誘導に対して反比例している。
【０２２５】
　実施例９：インビボでの有効性
　インビボでの腫瘍細胞の増殖性に対するＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ抗体
の効果を試験するために、３０個体の雌ヌードマウス（無胸腺　ｎｕ／ｎｕ）の皮下部に
ＭＤＡ－ＭＢ２３１腫瘍断片を移植し、２つの治療群に無作為に分けた。各群を、尾部を
介して静脈内に、賦形剤［vehicle］コントロール（ＰＢＳ；７日間につき３注射）か、
ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ（１００ｍｇ／ｋｇ体重；７日間につき３注射
）で処理した。
【０２２６】
　腫瘍を１週間につき３回測定した。腫瘍が、４グラム（４０００ｍｍ3と等しい）の所
定の終了基準値に達した際に、各マウスを殺処した。
　図９は、ＰＢＳまたはＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの注入後の、４グラム
未満の腫瘍を有するマウスの比率を示す。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧで処
理された生体群は、ＰＢＳで処理された群に比べて、腫瘍増殖の低減を示している。ＥＪ
２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧ処理群では、ＰＢＳで処理された群よりも、２０か
ら３５日間の４グラム未満の腫瘍を有するマウスの比率が高かった。
【０２２７】
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　実施例１０：ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５抗原の特性評価
　２つの異なる方法、免疫沈降法および交叉結合法を用いて、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ
２－５　ＩｇＧ抗体の抗原の特性評価を行った。
【０２２８】
　方法１：免疫沈降法
　２種類のＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５抗原陽性株化細胞（ＰＭ－１およびＤＵ－１
４５：ＦＡＣＳ分析により測定）から膜タンパク質を単離し、超遠心分離で濃縮した。該
膜を界面活性剤（ＣＨＡＰＳ／ＤＯＣ）に再度懸濁し、その界面活性剤は、カラム態様の
Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ　Ｒｅｍｏｖｉｎｇ　Ｒｅｓｉｎ（Ｐｉｅｒｃｅ社）を用いて検体か
ら除去した。検体濃縮の前あるいは後における精製された膜タンパク質、細胞質画分を得
、次いで、非還元性条件下におけるＳＤＳ－ＰＡＧＥ／ウェスタン法にて分析した。得ら
れたブロットを、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧと、それに対する二次抗体で
あるＨＲＰ結合型抗ヒトＩｇＧでプローブして、化学蛍光によりタンパク質を可視化した
。
【０２２９】
　図１０の明瞭なバンド（＞６２ＫＤａ）は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５抗原が精
製された膜検体に存在していることを示す。
　免疫沈降法によって抗原を捕捉した。ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧを、Ｆ
ｃドメイン上の糖鎖［sugar group］を介して、ＣａｒｂｏＬｉｎｋ（登録商標）ビーズ
（Ｐｉｅｒｃｅ社）に共有結合させるた。抗原結合部位を遮らないようにしつつ、ポジテ
ィブコントロールとして、公知の抗原に対するＩｇＧを、上記ビーズの別の検体に結合さ
せた。抽出された膜タンパク質を、カラム態様中のビーズに流入させ、抗体に結合した抗
原を溶出させ、非還元性条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥ／ウェスタン法により分析した。
【０２３０】
　図１１中、最初の２つのレーンは、補足されたポジティブコントロールの抗体のバンド
を示す。レーン３は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５に結合したビーズから溶出された
物質の８３ＫＤａから１７５ＫＤａの間のバンドを示す。このバンドを、ＳｙｐｒｏＲｕ
ｂｙで染色後、非還元性のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから切り取り、後の、マススペクトロメ
トリ－による抽出されたペプチドの分析のためにトリプシンで消化した。
【０２３１】
　回収され、正確な量に再構成された全ペプチドを、直接ペプチドマスフィンガープリン
ティング工程において使用して、タンパク質のＩＤを得た。同定のために使用されたペプ
チドと、ＡＬＣＡＭ（活性化白血球細胞接着分子；ＣＤ１６６）と同一であるＭＥＭＤ（
ｇｉ｜３１８３９７５）の配列に関するそれらマップ上の位置のリストを図１２に示す。
【０２３２】
　方法２：交叉試験
　６８位にて点変異により導入されたシステインを有する（カバット，ＲＦＣＩＳ）ＥＪ
２１２／００７－Ｃｌ２－５　ｓｃＦｖ（Ｈｉｓタグ化）を、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１にて
発現させ、１ｍＭジチオトレイトールの存在下で精製した。得られたｓｃＦｖ　ＥＪ２１
２／００７－Ｃｌ２－５　Ｔ６８Ｃを、過剰量の、リンカーであるＭｔｓ－Ａｔｆ－ＬＣ
－ビオチン（Ｐｉｅｒｃｅ社，　製品番号　３３０８３）とともにインキュベートした。
このリンカーは、各アーム部分に以下の官能基を有する３つのアームを有する：ビオチン
（還元剤によって開裂するアーム上）、光反応性の非特異的な反応基、およびアミノ反応
性基。リンカ－を有するｓｃＦｖを脱塩して、ＰＢＳ中に保存した。
【０２３３】
　ＰＭ－１細胞（２×１０6）を、上記リンカーと結合されたｓｃＦｖ　２５μｇのとと
もに培養した。ＰＢＳで洗浄した後、細胞を３０２ｎｍのＵＶ光に暴露した。この細胞を
、ＤＮＡｓｅＩの存在下で、ＮＰ－４０により細胞溶解に供した。氷上でのインキュベー
ション後、ＳＤＳを添加し、検体をＨｉｓカラムにロードした。該カラムをＮＰ－４０お
よびＳＤＳの存在下で洗浄して、目的のタンパク質を、同様の界面活性剤中で、５ｍＭＤ
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ＴＴで溶出した。溶出された検体をストレプトアビジンビーズとともに混合し、当該ビー
ズをＳＤＳの存在下で洗浄した。ＳＤＳ濃度を上げて、９０℃、５分間、当該ビーズをイ
ンキュベートした。上清を７％ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供し、ＰＶＤＦ膜に転写させ、ストレ
プトアビジン－ＨＲＰで検出した。
【０２３４】
　図１３は、ＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５抗原を示す７５ｋＤ超の明瞭なバンドを表
す。６７×１０6の細胞およびリンカ－を有するｓｃＦｖ　７５μｇで、同様の実験を繰
り返した。上記ビーズから溶出された検体の３分の１を、７％ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供し、
上述のようにＰＶＤＦ膜にブロッティングした（図１４）。残りの検体を、７％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥに供して、ＳｙｐｒｏＲｕｂｙで染色した。図１４に示された目的のバンドをゲ
ルから切除して、マススペクトログラフィー分析に供した（表６）。マススペクトログラ
フィーの結果にて同定された関連ペプチドは、ＡＬＣＡＭ（ＣＤ１６６）に帰属された。
【０２３５】
　実施例１１：同定された抗原へのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５の結合
　ＣＤ１６抗原におけるドメイン１～３（ＣＤ１６６　ｄ１～３／Ｆｃ）あるいはドメイ
ン１～５（ＣＤ１６６　ｄ１～５／Ｆｃ）のいずれか一方からなる２つの構築物をｐＬＮ
Ｏ－Ｆｃ－Ｈｙｇ－ＩｇＧベクターにクローニングした。各構築物を、トランスフェクシ
ョンによりＨＥＫ細胞にて発現した。発現４日後、培地を回収して、アフィニティークロ
マトグラフィー、プロテインＡで、ＣＤ１６６ｄ１～３／ＦｃおよびＣＤ１６６ｄ１～５
／Ｆｃを精製して、一昼夜、ＰＢＳで透析した。
【０２３６】
　ＣＤ１６６抗原へのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの結合性を、ＥＬＥＩＳ
Ａにて評価した。ＥＬＩＳＡプレートを一昼夜、１０μｇ／ｍｌの、市販の組換え型ＣＤ
１６６－Ｆｃ抗原（Ｒ＆Ｄシステム社）、ＣＤ１６６ｄ１～５／ＦｃまたはＣＤ１６６ｄ
１～３／Ｆｃでコーティングした。無関係の結合性を有するＩｇＧをＥＬＩＳＡにネガテ
ィブコントロールとして添加した。ＰＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎで洗浄した後、プレー
トを１時間、１０～０．１６μｇ／ｍｌの一連の希釈されたＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２
－５　ＩｇＧとともにインキュベートした。結合されたＩｇＧを、１μｇ／ｍｌの抗κ－
ＨＲＰとともに１時間、さらに１－ｓｔｅｐ　ＡＢＴＳ基質（Ｐｉｅｒｃｅ社）とともに
１５分間インキュベートすることで、検出した。吸光率を４０５ｎｍで測定した。
【０２３７】
　図１５は、組換型ＣＤ１６６－Ｆｃ、ＣＤ１６６ｄ１～５／ＦｃおよびＣＤ１６６ｄ１
～３／ＦｃへのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ２－５　ＩｇＧの結合性を表しており、ＥＪ２
１２／００７－Ｃｌ２－５ｓｃＦｖのエピトープは、ＣＤ１６６抗原の１～３ドメインに
位置していることを示している。
【０２３８】
　マウス組換え型ＣＤ１６６－Ｆｃ（Ｒ＆Ｄシステム社）へのＥＪ２１２／００７－Ｃｌ
２－５　ＩｇＧの結合性を、上述したヒトＣＤ１６６－Ｆｃにおける場合と類似のＥＬＩ
ＳＡにより示した。
【０２３９】
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