
(57)【要約】

　ＨＥＲ２に対する結合親和性を有し、ブドウ球菌プロ

テインＡ（ＳＰＡ）のドメインに関連するポリペプチド

であって、該ポリペプチドの配列は１～約２０の置換変

異を有するＳＰＡドメインの配列に相当する、ポリペプ

チドが提供される。ポリペプチドをコードする核酸、な

らびに発現ベクターおよび核酸を発現するための宿主細

胞も提供される。そのようなポリペプチドの薬剤として

の使用、及びＨＥＲ２を過剰発現する細胞へ該ポリペプ

チドに結合させた物質を誘導するためのターゲッティン

グ剤としての使用が提供される。該ポリペプチドとＨＥ

Ｒ２との結合を利用する方法および当該方法を実施する

ためのキットも提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 か つ ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ
イ ン に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を
有 す る 前 記 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 配 列 に 相 当 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で １ × １ ０ - 6 Ｍ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で １ × １ ０ - 7 Ｍ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の 配 列 に お い て １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 含 む
配 列 に 相 当 す る 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ４ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 第 １ ３ 位 、 第 １ ４ 位 、 第 ２ ８ 位 、 第 ３ ２ 位 お よ び 第 ３ ５ 位 の う ち の １ 以 上 の 位 置 に お け
る 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ 又 は ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 ９ 位 、 第 １ ０ 位 、 第 １ １ 位 、 第 １ ７ 位 、 第 １ ８ 位 、 第 ２ ４ 位 、 第 ２ ５ 位 お よ び 第 ２ ７
位 の う ち の １ 以 上 の 位 置 に お け る 置 換 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 １ ３ 位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ７ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 １ ４ 位 に お け る チ ロ シ ン か ら ト リ プ ト フ ァ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ８ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 ２ ８ 位 に お け る 、 ア ス パ ラ ギ ン か ら 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン か ら 選 択 さ れ る ア
ミ ノ 酸 残 基 へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ９ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 ２ ８ 位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ０ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 ３ ２ 位 に お け る グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ １ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 ３ ５ 位 に お け る リ ジ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 １ ０ 位 に お け る グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 １ １ 位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン か ら ス レ オ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ４ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 １ ７ 位 に お け る ロ イ シ ン か ら バ リ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ５ い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 ２ ７ 位 に お け る 、 ア ル ギ ニ ン か ら 、 リ ジ ン お よ び セ リ ン か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基
へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 突 然 変 異 Ｆ １ ３ Ｙ 、 Ｙ １ ４ Ｗ 、 Ｎ ２ ８ Ｒ 、 Ｑ ３ ２ Ｒ お よ び Ｋ
３ ５ Ｙ を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４
～ １ ７ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ の い ず れ か １ つ に 示 さ れ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ８ い ず れ
か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ 又 は ３ に 示 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 関 連 す る ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン 中 に 存 在 す る ア ス パ ラ ギ ン 残 基
の う ち の 少 な く と も １ つ が 、 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記
請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン の 配 列 が 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ
Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の 配 列 に 相 当 し 、 か つ 該 ポ リ ペ プ チ ド は Ｎ ３ 、 Ｎ ６ 、 Ｎ １ １ 、 Ｎ ２ １ 、 Ｎ
２ ３ 、 Ｎ ２ ８ 、 Ｎ ４ ３ お よ び Ｎ ５ ２ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 位 置 で の 置 換 変 異 を
含 む 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Ｎ ３ Ａ 、 Ｎ ６ Ａ 、 Ｎ ６ Ｄ 、 Ｎ １ １ Ｓ 、 Ｎ ２ ３ Ｔ 、 Ｎ ２ ８ Ａ お よ び Ｎ ４ ３ Ｅ 、 の 突 然 変 異
の う ち 少 な く と も １ つ を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 構 成 し 、 該 断 片 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す
る 結 合 親 和 性 を 保 持 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 い ず れ か の 末 端 に 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 Ｎ － ま た は Ｃ 末 端 に お け る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求
項 ２ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 好 ま し く は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ニ ル タ グ 、 ｍ ｙ ｃ タ グ お よ び
Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ か ら 選 択 さ れ る 、 タ グ を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 が 少 な く と も １ つ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を 含 み 、
請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 第 一 の 部 分 と 、 少 な く と も １
つ の 第 二 の 部 分 及 び 任 意 の さ ら な る 単 一 又 は 複 数 の 部 分 と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請
求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 請 求 項 １ ～ ２ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の １ 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 構
成 さ れ 、 請 求 項 １ ～ ２ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の 配 列 が 同 一 で も 異 な っ て い て も よ い 、 Ｈ Ｅ Ｒ
２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 以 外 の 標 的 分 子 と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-537700 A 2007.12.27



イ ン を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン は 連 鎖 球
菌 の プ ロ テ イ ン Ｇ の ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン に 関 連 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る 前 記 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン
の 配 列 に 相 当 す る 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の
配 列 に お い て １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る 配 列 に 相 当 す る 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 酵 素 作 用 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 蛍 光 作 用 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 、 フ ァ ー ジ の コ ー ト タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 標 識 基 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 標 識 基 が 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン お よ び 放 射 性 標 識 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 活 性 を 有 す る 物 質 と 結 合 さ れ た 、 前 記 請 求 項 の い
ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 活 性 を 有 す る 前 記 物 質 が 、 細 胞 傷 害 性 物 質 、 放 射
性 物 質 、 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ 法 に 使 用 さ れ る 酵 素 、 サ イ ト カ イ ン お よ び 凝 血 原 因 子 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ ７ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 薬 剤 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 少 な く と も 一 形 態 の 癌 の 治 療 の た め の 薬 剤 の 調 製 に お
け る 、 請 求 項 １ ～ ４ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 少 な く と も 一 形 態 の 癌 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １
～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 活 性 物 質 と し て 含 む 治 療 的 有 効 量 の 組 成 物 を 、
そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 と 結 合 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 前 記 物 質 を 送 達 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
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　 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 へ 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 を 送 達 す る 方
法 で あ っ て 、 前 記 物 質 と 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 患
者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 の た め の 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の
Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 （ ｉ ） 試 験 さ れ る 試 料 を 準 備 す る 工 程 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 試 料 に 対 し て 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 結 合 が 可 能 な 条
件 下 で 添 加 す る 工 程 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 結 合 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 す る 工 程 、 お よ び （
ｉ ｖ ） 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 試 料 は 生 体 液 試 料 、 好 ま し く は ヒ ト 血 漿 試 料 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 試 料 は 組 織 試 料 、 好 ま し く は ヒ ト 組 織 試 料 、 さ ら に 好 ま し く は 癌 に 罹 患 し て い る ヒ
ト か ら の 生 検 試 料 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 レ ポ ー タ ー 酵 素 を 融 合 し た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 前 記 レ ポ
ー タ ー 酵 素 の 活 性 の 検 出 の た め の 試 薬 、 な ら び に 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 組 織 ス ラ イ ド を 包 含
す る 、 組 織 試 料 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 の 診 断 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 診 断 用 放 射
性 同 位 体 、 な ら び に 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た め の 試 薬 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 を ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 診 断 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 治 療 用 放 射
性 同 位 体 、 な ら び に 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た め の 試 薬 を 包 含 す る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法
を 実 施 す る た め の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 ２ （ 以 後 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 呼 ぶ ） と 結 合 す る 新 規 の
ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ
イ ン に 関 連 す る も の で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 少 な く と も １ つ の 置 換 変 異 を 有 す
る Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 配 列 に 相 当 す る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の
薬 剤 と し て の 使 用 に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 種
類 の 癌 の 治 療 用 薬 剤 を 調 製 す る た め の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子
　 ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン Ｂ に 由 来 す る プ ロ テ イ ン Ｚ に 関 連 し た
分 子 （ Nilsson B et al (1987) Protein Engineering 1, 107-133） が 、 こ の よ う な 分 子
の 無 作 為 化 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 種 々 の 相 互 作 用 標 的 を 用 い て 選 択 さ れ て い る （ 例 え
ば Ｗ Ｏ ９ ５ ／ １ ９ ３ ７ ４ ； Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ６ ３ ２ ４ ３ ； Nord K et al (1995) Prot Eng 8: 60
1-608; Nord K et al (1997) Nature Biotechnology 15, 772-777参 照 ） 。 種 々 の 標 的 分
子 を 用 い て 、 例 え ば Nord K et al (1997、 上 述 )に 記 載 さ れ て い る よ う な プ ロ テ イ ン Ｚ 誘
導 体 を 選 択 す る 。 こ の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ た 実 験 は 、 特 定 の 治 療 ま た は バ イ オ テ ク ノ ロ ジ

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-537700 A 2007.12.27



ー へ の 応 用 に 用 い る た め の 十 分 に 高 い 親 和 性 を 有 す る 分 子 を 得 る と い う 明 確 な 目 的 を も っ
た 研 究 と い う よ り は む し ろ 、 所 定 の 標 的 に 対 す る プ ロ テ イ ン Ｚ 誘 導 体 を 選 択 す る と い う 一
般 的 な 技 法 の 原 理 の 概 要 を 記 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ お よ び 癌 疾 患 に お け る そ の 役 割
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 癌 原 遺 伝 子 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 受 容 体 と し て 既 知 で あ る １ ８ ５ ｋ Ｄ
細 胞 表 面 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 産 生 を コ ー ド す る （ Hynes NE et al (1994) Biochim Biophy
s Acta 1198: 165-184） 。 こ の 遺 伝 子 は 、 時 と し て 、 ｎ ｅ ｕ 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ ま た は ｃ
－ ｅ ｒ ｂ Ｂ － ２ と も 呼 ば れ る ． ｎ ｅ ｕ は 、 エ チ ル ニ ト ロ ソ 尿 素 で 処 理 さ れ 、 こ の 遺 伝 子 の
突 然 変 異 を 示 す ラ ッ ト で 最 初 に 発 見 さ れ た も の で あ る （ Shih C et al (1981) Nature 290
: 261-264） 。 突 然 変 異 型 の ｎ ｅ ｕ は 、 構 成 的 な 活 性 型 受 容 体 の 産 生 を 引 き 起 こ し 、 低 コ
ピ ー 数 で 細 胞 を 形 質 転 換 し 得 る 強 力 な 癌 遺 伝 子 を 構 成 す る （ Hynes NE et al、 上 記 を 参 照
） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 正 常 細 胞 は 、 組 織 特 異 的 パ タ ー ン で 、 そ の 形 質 膜 上 に 少 量 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 既 知 の リ ガ ン ド は 明 ら か に さ れ て い な い 。 し か し な が ら 、 Ｈ Ｅ Ｒ
２ は 、 Ｈ Ｅ Ｒ １ （ 上 皮 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） ） 、 Ｈ Ｅ Ｒ ３ お よ び Ｈ Ｅ Ｒ ４ と と
も に 、 こ れ ら の 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド と 複 合 し て ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ の よ う な ヘ テ ロ 二 量 体 の 形 成 は 、 細 胞 の 外 側 か ら 核 に 成 長 シ グ ナ ル を 伝 達 し 、
そ れ に よ り 正 常 細 胞 の 成 長 お よ び 分 裂 の 局 面 を 制 御 す る 活 性 化 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 受 容 体 を も た ら す
（ Sundaresan S et al (1999) Curr Oncol Rep 1: 16-22） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 腫 瘍 細 胞 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 シ ス テ ム の 誤 り が 単 一 染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 多 重 コ ピ ー の 存 在
を 生 じ 得 る が 、 こ れ は 遺 伝 子 増 幅 と し て 既 知 の 現 象 で あ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 こ
の 遺 伝 子 の 転 写 増 大 を も た ら す 。 こ れ は Ｈ Ｅ Ｒ ２ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 上 昇 さ せ 、 同 時 に Ｈ
Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 合 成 を 増 大 さ せ 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 の 表 面 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク
質 の 過 剰 発 現 を 引 き 起 こ す 。 こ の 過 剰 発 現 は 、 隣 接 の 正 常 細 胞 中 に 見 出 さ れ る も の と 比 べ
て １ ０ ～ １ ０ ０ 倍 高 い Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 生 じ 得 る 。 こ れ は 次 に 、 細 胞 分 裂 増 大
及 び そ れ に 付 随 し た 高 速 度 の 細 胞 成 長 を 生 じ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 正 常 細 胞 の 癌
表 現 型 へ の 形 質 転 換 に 関 連 づ け ら れ る （ Hynes NE et al、 上 記 を 参 照 ；  Sundaresan S et
 al、 上 記 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ の ホ モ 二 量 体 の 形 成 を 引 き 起 こ し 、 次 い で こ
れ は 構 成 的 に 活 性 な 受 容 体 を 生 じ る と 考 え ら れ て い る （ Sliwkowski MX et al (1999) Sem
in Oncol 26 (4 Suppl 12): 60-70） 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 成 長 促 進 シ グ ナ ル は 、 リ ガ ン
ド の 存 在 な し に 、 細 胞 中 に 継 続 的 に 伝 達 さ れ 得 る 。 そ の 結 果 と し て 、 多 数 の 細 胞 内 シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 が 活 性 化 さ れ る よ う に な り 、 無 秩 序 な 細 胞 成 長 を 生 じ 、 そ し て 場 合 に よ っ て は
、 発 癌 性 の 形 質 転 換 を 生 じ る （ Hynes NE et al、 上 記 を 参 照 ） 。 し た が っ て 成 長 因 子 受 容
体 に よ り 媒 介 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 メ カ ニ ズ ム は 、 細 胞 複 製 お よ び 腫 瘍 増 殖 を 抑 制 す る た め
の 重 要 な 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 乳 癌 は 、 米 国 に お け る 女 性 の 間 で 最 も 一 般 的 な 悪 性 疾 患 で あ り 、 １ ９ ２ ， ２ ０ ０ 例 の 新
規 の 症 例 が ２ ０ ０ １ 年 に 生 じ た と 見 積 も ら れ て い る （ Greenlee R et al (2001) CA Cance
r J Clin 51: 15-36） 。 全 乳 癌 患 者 の 約 ２ ５ ％ に お い て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 の 、 増 幅 に 起 因
す る 過 剰 発 現 が 認 め ら れ る （ Slamon DJ et al (1989) Science 244: 707-712） 。 こ の Ｈ
Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は 、 い く つ か の 否 定 的 な 予 後 変 数 、 例 え ば エ ス ト ロ ゲ ン 受 容
体 の 陰 性 状 態 、 高 い Ｓ 相 画 分 、 陽 性 の 結 節 状 態 、 変 異 型 ｐ ５ ３ お よ び 核 異 型 度 と 相 関 す る
（ Sjogren S et al (1998) J Clin Oncol 16(2): 462-469） 。 Slamon等 （ 上 記 参 照 ） に よ
れ ば 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 無 病 生 存 率 の 短 縮 、 及 び 結 節 が 陽 性 の 患 者 の 全 生 存 率 （
overall survival） の 短 縮 と 強 く 相 関 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 理 由 に よ り 、 乳 癌 の 病 因 お よ び 治 療 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 役 割 を さ ら に 研 究 す る
こ と が こ れ ま で の 重 要 な 目 標 で あ っ た し 、 依 然 と し て そ う で あ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 相 互 作 用 す
る 分 子 の 同 定 は 、 こ の 努 力 の 一 部 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 臨 床 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 試 験 に よ っ て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 活 性 の 抑 制 が 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 に 影 響 を
及 ぼ し 得 る か 否 か を 検 査 し た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る Ｓ Ｋ － Ｂ Ｒ － ３ 乳 癌 細
胞 を 、 い く つ か あ る ネ ズ ミ 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の う ち の １ つ で あ る ４ Ｄ ５ を 用
で 処 理 す る と 、 対 照 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 処 理 と 比 較 し て 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 が 実 際 に
抑 制 さ れ た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 乳 癌 お よ び 卵 巣 癌 を 保 有 す る （ 異 種 移 植 片 ） マ
ウ ス へ の ４ Ｄ ５ の 投 与 は 、 そ れ ら マ ウ ス の 無 腫 瘍 生 存 時 間 を 延 長 し た 。 同 様 の 試 験 に よ り
、 マ ウ ス に お け る ヒ ト 胃 癌 異 種 移 植 片 の 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 増 殖 抑 制 が
実 証 さ れ た （ Pietras RJ et al (1994) Oncogene 9: 1829-1838） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 抗 体 を 用 い て 腫 瘍 細 胞 の 表 面 上 に 豊 富 に 存 在 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 を 抑 制 す る た め の
ア プ ロ ー チ の 中 で 、 一 療 法 が 近 年 市 販 さ れ る よ う に な っ て き た 。 し た が っ て モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ４ Ｄ ５ す な わ ち ト ラ ス ツ ズ マ ブ が 、 ハ ー セ プ チ ン （ Herceptin） （ 登 録 商 標 ） の 商
品 名 で F Hoffman-La Roche お よ び  Genentechに よ り こ の 目 的 の た め に 市 場 に 出 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌 に 対 す る 抗 体 療 法 に よ り 示 さ れ
る 明 ら か な 利 点 に も か か わ ら ず 、 種 々 の 因 子 が 抗 体 効 力 を 低 減 す る 潜 在 力 を 有 す る と い う
事 実 が 依 然 と し て 存 在 す る （ 例 え ば Reilly RM et al (1995) Clin Pharmacokinet 28: 12
6-142参 照 ） 。 こ れ ら の 例 と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。 （ １ ） 大 型 の 固 形 腫 瘍 中 へ
の 又 は 脳 の よ う な 生 命 維 持 領 域 中 へ の 抗 体 の 浸 透 制 限 （ ２ ） 血 管 透 過 性 の 低 下 に よ る 、 標
的 部 位 へ の 抗 体 の 血 管 外 浸 出 の 減 少 （ ３ ） タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 作 用 を 低 下 さ せ る 、 抗 体 の 正
常 組 織 と の 交 差 反 応 性 お よ び 非 特 異 的 結 合 （ ４ ） 腫 瘍 に よ る 不 均 一 な 取 込 み に よ る 、 処 理
さ れ な い 帯 域 の 発 生 （ ５ ） 治 療 効 果 を 低 下 さ せ る 注 入 さ れ た 抗 体 の 代 謝 の 増 大 、 な ら び に
（ ６ ） 治 療 用 抗 体 を 不 活 性 化 す る 、 Ｈ Ａ Ｍ Ａ お よ び ヒ ト 抗 ヒ ト 抗 体 の 急 速 な 生 成 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 毒 性 作 用 が 、 癌 に 関 す る 治 療 用 抗 体 の 開 発 に お け る 大 き な 障 害 で あ っ た （ Cart
er P (2001)Nat Rev Cancer 1: 118-129; Goldenberg DM (2002) J Nucl Med 43: 693-71
3; Reichert JM (2002) Curr Opin Mol Ther 4: 110-118） 。 健 常 組 織 と の 交 差 反 応 性 は
、 非 結 合 （ 裸 の ） 抗 体 に 対 す る 実 質 的 な 副 作 用 を 引 き 起 こ し 得 る が 、 こ の 副 作 用 は 該 抗 体
が 毒 素 ま た は 放 射 性 同 位 体 と 結 合 し た 際 に 増 強 さ れ る こ と が あ る 。 免 疫 介 在 性 の 合 併 症 と
し て は 、 肺 へ の 毒 性 作 用 に よ る 呼 吸 困 難 、 偶 発 的 な 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 合 併 症 、 な ら び
に 肝 機 能 お よ び 腎 機 能 の 低 下 が 挙 げ ら れ る 。 時 に は 、 予 期 せ ぬ 中 毒 性 合 併 症 、 例 え ば Ｈ Ｅ
Ｒ － ２ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 抗 体 ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ ハ ー セ プ チ ン （ 登 録 商 標 ） ） に 関 連 し た 心
毒 性 作 用 が 観 察 さ れ 得 る （ Schneider JW et al (2002) Semin Oncol 29(3 suppl 11): 22
-28） 。 放 射 性 同 位 体 を 結 合 し た 抗 体 を 用 い た 放 射 免 疫 療 法 も 骨 髄 抑 制 を 引 き 起 こ し 得 る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 一 般 的 に 用 い ら れ る 抗 癌 抗 体 の 、 近 年 の 臨 床 的 お よ び 商 業 的 成 功 に も か か
わ ら ず 、 こ の 治 療 戦 略 の 将 来 に 関 す る 相 当 数 の 重 大 な 疑 問 が 依 然 と し て 存 在 す る 。 そ の 結
果 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 し て 同 程 度 の 親 和 性 を 有 す る 薬 剤 を 継 続 し て 提 供 す る こ と は 、 疾 患 の 治
療 に お い て こ の よ う な 分 子 の 利 用 法 を 提 供 す る こ と と 同 様 に 、 依 然 と し て 当 該 技 術 分 野 内
で の 多 大 な 関 心 事 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 特 異 的 な 結 合 を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 提 供 に よ っ て こ の 関 心 を 満 足 さ
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せ る こ と が 、 本 発 明 の 一 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に 関 連 す る 目 的 物 は 、 非 特 異 的 結 合 を ほ と ん ど ま た は 全 く 示 さ な い Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 中 の 一 部 と し て 容 易 に 用 い ら れ 得 る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結
合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 目 的 は 、 既 存 の 抗 体 試 薬 に 関 連 し て 経 験 さ れ る 既 知 の 問 題 の う ち の １ ま た は 複 数 を
解 決 す る 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 提 供 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 治 療 的 用 途 に 用 い 易 い Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 関 連 す る 目 的 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌 疾 患 の 臨 床 設
定 に お け る 、 治 療 、 抑 制 お よ び ／ ま た は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の た め の 新 規 の 方 法 を 見 出 す こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 低 濃 度 で Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 用 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 分 子 を 提 供 す る こ と も 一 目 的
で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の お よ び そ の 他 の 目 的 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 主 張 さ れ て い る よ う な 本 発 明
の 様 々 な 態 様 に よ り 達 成 さ れ る 。 し た が っ て 第 一 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に
対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 か つ ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン に 関 連 し
た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る Ｓ Ｐ Ａ
ド メ イ ン の 配 列 に 相 当 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 実 施 の 一 形 態 で は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る そ の 親 和
性 は 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で も １ × １ ０ - 6 Ｍ で あ る よ う な も の で あ る 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 親 和 性 は 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で も １ × １ ０ -

7 Ｍ で あ る よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン
で あ る Ｅ Ｃ Ｄ と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 す よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｓ Ｐ Ａ か ら の ド メ イ ン の 置 換 変 異 に よ っ て 高 親
和 性 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る と い う こ と 、 そ し て そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド が
Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 相 互 作 用 し 得 る と い う こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 多 様 な 用 途
に お い て Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 抗 体 の 代 替 物 と し て 利 用 で き る 。 限 定 的 で な い 例 と し て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌 の 治 療 に 、 細 胞 表 面 上 の Ｈ Ｅ
Ｒ ２ と の 結 合 に よ る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 に 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ お よ び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
の 両 方 に お け る 癌 の 診 断 に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 薬 剤 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン
グ に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 検 出 す る た め の 組 織 化 学 的 方 法 に 、 分 離 の 方 法 お よ び そ の 他 の 用 途 に 有
用 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 試 薬 の 親 和 性 を 利 用 す る あ ら ゆ る
方 法 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 す る か も し れ な い 。 し た が っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の よ う
な 方 法 に お け る 検 出 試 薬 、 捕 捉 試 薬 ま た は 分 離 試 薬 と し て だ け で は な く 、 そ れ 自 体 で 治 療
薬 と し て 、 ま た は Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 に 対 し て 他 の 治 療 薬 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る た め の
一 手 段 と し て 用 い ら れ 得 る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 方 法 は 、
種 々 の 形 式 で 、 例 え ば 微 量 滴 定 プ レ ー ト 中 で 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ で 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面
上 で 、 組 織 切 片 上 等 に お い て 実 施 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 修 飾 お よ び ／
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ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド へ の 付 加 は 、 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 し な い 限 り 、 特 定 の 所 望 の 用 途 に
該 ポ リ ペ プ チ ド を 適 合 さ せ る た め に 実 施 し て も よ い 。 そ の よ う な 修 飾 お よ び 付 加 は 以 下 で
さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ 、 そ し て 同 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 含 ま れ る 付 加 的 ア ミ ノ 酸 、 あ る い
は 標 識 お よ び ／ ま た は 化 学 的 に あ る い は 別 の 方 法 に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ
る 治 療 薬 を 包 含 し 得 る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
の 断 片 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 」 と は 、 例 え ば 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 技 法 の 使 用 に よ り 、
例 え ば ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） 機 器 で 試 験 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 指 す 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結
合 親 和 性 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 計 器 の セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 し 、 試 験 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含
有 す る 試 料 を 該 チ ッ プ 上 に 流 す 実 験 に よ っ て 試 験 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 試 験 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド は 計 器 の セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 さ れ 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 含 有 す る 試 料 は 該 チ ッ
プ 上 を 通 過 さ せ ら れ る 。 次 い で 、 当 業 者 で あ れ ば 、 得 ら れ た セ ン サ グ ラ ム を 読 み 取 っ て 、
Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 親 和 性 の 少 な く と も 定 性 的 な 測 定 を 確 立 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 相 互 作 用 に 関 す る 信 頼 で き る Ｋ D 値 を 確 証 す る た め の 目 的 で 、 定 量 的 測 定
が 求 め ら れ る 場 合 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 も ま た 用 い る こ と が で き る 。 結 合 値 は 、 例 え ば
ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） ２ ０ ０ ０ 機 器 （ Biacore AB） に よ っ て 決 定 で き る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ は 計 器
の セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 さ れ 、 そ し て 親 和 性 が 決 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 試 料 が 連 続 希
釈 に よ り 調 製 さ れ 、 順 不 同 で 注 入 さ れ る 。 次 に 、 そ の 結 果 か ら 、 Ｋ D 値 が 、 例 え ば 計 器 メ
ー カ ー に よ り 提 供 さ れ る BIAevaluation３ ． ２ ソ フ ト ウ エ ア の １ ： １ ラ ン グ ミ ュ ア 結 合 モ
デ ル を 用 い て 算 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 上 記 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の １ ～ 約 ２ ０ の ア
ミ ノ 酸 残 基 が 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ た Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 配 列 に 関 連 す る 。 し か し な が
ら 、 導 入 さ れ る 置 換 変 異 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 基 本 構 造 に 影 響 を 及 ぼ す べ き で は な い 。 即 ち
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ α 主 鎖 の 全 体 的 な 折 り 畳 み は 、 関 連 す る Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の も
の と 本 質 的 に 同 一 で あ り 、 例 え ば 、 二 次 構 造 の 同 一 要 素 を 同 一 順 序 で 有 す る な ど で あ る 。
し た が っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 基 本 的 な 構 造 特 性 、 例 え ば 類 似 の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル を 生 じ る
特 性 が 共 有 さ れ る 場 合 、 Ｓ Ｐ Ａ と 同 一 の 折 り 畳 み を 有 す る と い う 定 義 に 分 類 さ れ る こ と に
な る 。 関 係 の あ る 他 の パ ラ メ ー タ ー を 、 当 業 者 は 承 知 し て い る 。 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 基 本 構
造 を 本 質 的 に 保 存 す る と い う こ の 要 件 に よ り 、 そ の 突 然 変 異 時 に 置 換 を 受 け 得 る ド メ イ ン
の 位 置 は 制 限 さ れ る 。 例 え ば Ｚ タ ン パ ク 質 の 既 知 の 構 造 か ら 出 発 す る 場 合 、 Ｚ タ ン パ ク 質
の 表 面 上 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 さ れ る 一 方 、 Ｚ タ ン パ ク 質 の コ ア 内 に 埋 め 込 ま れ
た ア ミ ノ 酸 残 基 「 ３ ヘ リ ッ ク ス 束 」 は 分 子 の 構 造 特 性 を 保 存 す る た め に 不 変 の ま ま 維 持 さ
れ る べ き で あ る 、 と い う の が 好 ま し い 。 同 一 の 推 論 が 、 他 の Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン お よ び そ の 断
片 に 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 い ず れ か の 末 端 に 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残
基 が 付 加 さ れ た Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ド メ イ ン と し て 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 こ れ ら の
付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に よ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 結 合 に 一 役 を 演 じ 得 る が 、 し
か し 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 、 精 製 、 安 定 化 、 カ ッ プ リ ン グ ま た は 検 出 の う ち の １ 又
は 複 数 に 関 連 し た そ の 他 の 目 的 に も 同 様 に 十 分 に 役 立 ち 得 る 。 こ の よ う な 付 加 的 な ア ミ ノ
酸 残 基 は 、 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ の 目 的 の た め に 付 加 さ れ た １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
ん で も 良 い 。 こ の 一 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 の 一 番 初 め の ま た は 後 ろ の 位 置 で の 、 即 ち Ｎ
ま た は Ｃ 末 端 で の シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 で あ る 。 こ の よ う な 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 ポ
リ ペ プ チ ド の 精 製 ま た は 検 出 の た め の 「 タ グ 」 、 例 え ば ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ル （ Ｈ ｉ ｓ 6 ） タ
グ 、 あ る い は タ グ に 特 異 的 な 抗 体 と の 相 互 作 用 の た め の 「 ｍ ｙ ｃ 」 タ グ ま た は 「 Ｆ ｌ ａ ｇ
」 タ グ も 含 み 得 る 。 そ の 他 の 選 択 肢 に つ い て も 、 当 業 者 は 承 知 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 述 の 「 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 」 は 、 任 意 の 所 望 の 機 能 、 例 え ば 最 初 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ド
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メ イ ン と 同 一 の 結 合 機 能 、 ま た は 別 の 結 合 機 能 、 あ る い は 酵 素 的 機 能 、 ま た は 蛍 光 的 機 能
、 あ る い は そ れ ら を 複 合 し た 機 能 、 を 有 す る １ 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン （ 単 数 ま
た は 複 数 ） を 構 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 を 包 含 す
る 。 例 え ば 癌 の 治 療 の た め に 又 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 精 製 方 法 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用
い る 場 合 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を １ つ 用 い て 可 能 で あ る よ り も さ ら に 強 力 な Ｈ Ｅ Ｒ
２ の 結 合 を 獲 得 す る こ と は 興 味 深 い 。 こ の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 、 例 え ば 二 量 体 、
三 量 体 ま た は 四 量 体 の 提 供 は 、 必 要 と す る 親 和 性 作 用 を 提 供 し 得 る 。 多 量 体 は 、 適 切 な 数
の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で 構 成 で き る 。 こ れ ら の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン は 、 単 量
体 に よ り そ の よ う な 多 量 体 が 形 成 さ れ て お り 、 そ れ ら の 全 て が 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し
て い て も よ い が 、 し か し 、 そ れ ら が 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と も 同 様 に 可 能 で あ る
。 本 発 明 の 多 量 体 中 の 連 結 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 「 単 位 」 は 、 既 知 の 有 機 化 学 的 方 法 を 用 い
て 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ 得 る し 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 の た め の 系 に お い
て １ 又 は 複 数 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ 、 あ る い は 任 意 の そ の 他 の 方 式 で 、 直 接
的 に 又 は リ ン カ ー （ 例 え ば ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー ） を 介 し て 、 連 結 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 第 一 の ド メ イ ン ま た は 第 一 の 部 分 、 な ら び に Ｈ Ｅ
Ｒ ２ を 結 合 す る 以 外 の 他 の 機 能 を 有 す る 第 二 の お よ び さ ら な る 部 分 を 構 成 す る 「 異 質 性 の
（ heterogenic） 」 融 合 ポ リ ペ プ チ ド も 意 図 さ れ 、 そ れ は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 融 合 ポ
リ ペ プ チ ド の 第 二 の お よ び さ ら な る 部 分 （ 単 数 ま た は 複 数 ） は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 以 外 の 別 の 標 的
分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で も 良 い 。 そ の よ う な 結 合 ド メ イ ン も 、
Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の １ ～ 約 ２ ０ 個 の 位 置 に お け る 置 換 変 異 を 通 じ て Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン に 良 好 に
関 連 し 得 る 。 結 果 的 に は 、 少 な く と も １ つ の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ド メ イ ン 、 及 び 上 記 の そ の 他 の
標 的 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 少 な く と も １ つ の ド メ イ ン を 有 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で
あ っ て 、 両 ド メ イ ン が Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン に 関 連 す る 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 。 こ れ は
、 治 療 薬 と し て 、 あ る い は 捕 捉 、 検 出 ま た は 分 離 試 薬 と し て 用 い ら れ る よ う な い く つ か の
バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 用 途 に 用 い ら れ 得 る 多 特 異 的 な 試 薬 の 作 製 を 可 能 に す る 。 少 な く と も
１ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン が Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 、 こ の よ う な Ｓ Ｐ Ａ ド メ
イ ン 関 連 ポ リ ペ プ チ ド の 多 特 異 的 多 量 体 の 調 製 は 、 複 数 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 「 単 位 （ unit） 」
か ら な る 多 量 体 に 対 し て も 、 上 述 の よ う に 適 用 し 得 る 。 そ の 他 の 選 択 肢 で は 、 第 二 の 又 は
さ ら な る 部 分 （ 単 数 ま た は 複 数 ） は 、 あ る 標 的 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 、 関 連 性 の な
い 天 然 ま た は 組 換 え タ ン パ ク 質 （ あ る い は 天 然 ま た は 組 換 え タ ン パ ク 質 の 結 合 能 力 を 維 持
す る そ の 断 片 ） を 含 み 得 る 。 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、 か つ 本 発 明 の Ｈ
Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 誘 導 体 の 融 合 相 手 と し て 用 い ら れ 得 る こ の よ う な 結 合 タ ン パ ク
質 の 一 例 は 、 連 鎖 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ｇ （ Ｓ Ｐ Ｇ ） の ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン で あ る （ Nygr
en P-A et al (1988) Mol Recogn 1: 69-74） 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 関 連 ポ リ ペ
プ チ ド と Ｓ Ｐ Ｇ の ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 し た が っ て 、 本 発 明
の 範 囲 内 に 入 る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 治 療 薬 と し て 、 ま た は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 剤 と
し て ヒ ト 被 験 体 に 投 与 す る 場 合 に 、 該 ペ プ チ ド を 、 血 清 ア ル ブ ミ ン を 結 合 す る 部 分 と 融 合
さ せ る こ と が 有 益 か も し れ な い が 、 そ れ は 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ
で の 半 減 期 が 、 単 離 型 の Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 関 連 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 部 分 の 半 減 期 と 比 較 し た 場 合 、
お そ ら く 延 長 さ れ る だ ろ う と 考 え ら れ る た め で あ る （ こ の 原 理 は 、 例 え ば Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ １
７ ４ ３ に 記 載 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 の た め の そ の 他 の 可 能 性 も 意 図 さ れ る 。 し た が っ て 本 発 明 の 第
一 の 態 様 に よ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 関 連 ポ リ ペ プ チ ド は 、 目 的 物 と の 結 合 に 加 え
て 、 あ る い は そ の 代 わ り に 、 他 の 機 能 を 示 す 第 二 の 又 は さ ら な る 単 数 ま た は 複 数 の 部 分 と
共 有 結 合 さ れ 得 る 。 一 例 は 、 １ 又 は 複 数 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 、 レ ポ ー タ ー ま た
は エ フ ェ ク タ ー 部 分 と し て 働 く 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 融 合 で あ る 。 Ｈ Ｅ
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Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し て 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 し 得 る レ ポ ー タ ー 酵 素 の 例 は 当 業
者 に 既 知 で あ り 、 例 と し て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ホ ー
ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。
本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 第 二 の 及 び さ ら な る 単 数 ま た は 複 数 の 部 分 に 関 す る そ の 他 の
選 択 肢 と し て は 、 蛍 光 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び そ れ ら の 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 第 二 の 及 び さ ら な る 単 数 ま た は 複 数 の 部 分 に 関 す る そ の 他
の 選 択 肢 と し て は 、 治 療 的 用 途 の た め の 単 数 ま た は 複 数 の 部 分 が 挙 げ ら れ る 。 治 療 的 用 途
で は 、 そ の 他 の 分 子 も ま た 、 そ の 他 の 手 段 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 共 有 的 に ま た
は 非 共 有 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 エ フ ェ ク タ ー 酵 素 （ 例 え ば カ ル ボ キ
シ ペ プ チ ダ ー ゼ ） を 送 達 す る た め に 本 願 の ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 す る 、 「 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ 」 （ 抗
体 酵 素 プ ロ ド ラ ッ グ 療 法 （ antibody-directed enzyme prodrug therapy） ） 用 途 の た め の
酵 素 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 お よ び 免 疫 系 の そ の 他 の 構 成 成 分 を 動 員 す る た め の タ ン パ ク 質 、
サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 、 Ｉ Ｐ － １ ０ ） 、 凝 血 原 因 子 （ 例
え ば 組 織 因 子 、 フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン ト 因 子 ） 、 毒 素 （ 例 え ば リ シ ン Ａ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
外 毒 素 、 カ ル ケ ア マ イ シ ン （ calcheamicin） 、 マ イ タ ン シ ノ イ ド （ maytansinoid） ） 、 有
毒 な 小 分 子 （ 例 え ば ア ウ リ ス タ チ ン （ auristatin） 類 似 体 、 ド キ ソ ル ビ シ ン ） が 挙 げ ら れ
る 。 さ ら に 、 診 断 用 （ 例 え ば 6 8 Ｇ ａ 、 7 6 Ｂ ｒ 、 1 1 1 Ｉ ｎ 、 9 9 Ｔ ｃ 、 1 2 4 Ｉ 、 1 2 5 Ｉ ） ま た は
治 療 用 （ 例 え ば 9 0 Ｙ 、 1 3 1 Ｉ 、 2 1 1 Ａ ｔ ） の 放 射 性 核 種 を 容 易 に 組 入 れ る た め に 、 放 射 性 同
位 体 の た め の キ レ ー ト 剤 を ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と を 目 的 と し て 、 上 記
で 言 及 し た 付 加 的 ア ミ ノ 酸 （ 特 に ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 シ ス テ イ ン ） が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 中 で 上 記 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ
ド が 、 例 え ば 該 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 目 的 と し て 標 識 基 （ 例 え ば 少 な く と も １ つ の 蛍 光 体
、 ビ オ チ ン ま た は 放 射 性 同 位 体 ） を 備 え て い る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 組 入 れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て の 上 記 の 説 明 に
関 し て は 、 第 一 、 第 二 及 び さ ら な る 部 分 の 呼 称 は 、 一 方 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 部 分 （ 単 数 ま た は
複 数 ） と 、 他 方 の 他 の 機 能 を 示 す 部 分 と を 明 白 に 区 別 す る 目 的 で な さ れ る 、 と い う こ と に
留 意 す べ き で あ る 。 こ れ ら の 呼 称 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に お け る 異 な る
ド メ イ ン の 実 際 の 順 序 を 指 す も の で は な い 。 し た が っ て 例 え ば 上 記 の 第 一 の 部 分 は 、 制 限
な し に 、 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 、 中 間 、 ま た は Ｃ 末 端 に 出 現 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 出 発 点 と し て 用 い る た め の Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 一 例 は 、
ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ の ド メ イ ン Ｂ に 由 来 す る プ ロ テ イ ン Ｚ で あ る 。 「 背 景 技 術 」 の
節 で 指 摘 し た よ う に 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 従 来 、 種 々 の 標 的 と 結 合 し 得 る Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ
ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 と 命 名 さ れ た 分 子 の 作 製 の た め の 足 場 構 造 と し て 用 い ら れ て き た 。 非
修 飾 プ ロ テ イ ン Ｚ （ Ｚ w t と 示 す ） の ５ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ で 示 さ れ 、 図 １ に 例
示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は Ｓ Ｐ Ａ の 一 ド メ イ ン に 関 連 す
る も の で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は ４ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン
の 配 列 に 相 当 す る 。 そ の 他 の 実 施 形 態 は 、 １ ～ 約 １ ３ の 置 換 変 異 、 あ る い は ４ ～ 約 １ ３ の
置 換 変 異 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の さ ら に 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番
号 １ に 示 さ れ る 配 列 に お い て １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 、 例 え ば ４ ～ 約 ２ ０ 、 １ ～ 約 １ ３ ま た
は ４ ～ 約 １ ３ の 置 換 変 異 を 有 す る 配 列 に 相 当 す る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 配 列 が 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ
る 配 列 に お い て 、 第 １ ３ 位 、 第 １ ４ 位 、 第 ２ ８ 位 、 第 ３ ２ 位 お よ び 第 ３ ５ 位 の う ち の 単 数
ま た は 複 数 の 位 置 に お け る 置 換 変 異 を 含 む 配 列 に 相 当 し 得 る 。 さ ら に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 配 列 は 、 第 ９ 位 、 第 １ ０ 位 、 第 １ １ 位 、 第 １ ７ 位 、 第 １ ８ 位 、 第 ２ ４ 位 、 第 ２ ５ 位 お
よ び 第 ２ ７ 位 の う ち の 単 数 ま た は 複 数 の 位 置 に お け る 置 換 変 異 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 １ ３ 位
で の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 １ ４ 位
で の チ ロ シ ン か ら ト リ プ ト フ ァ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 ２ ８ 位
で の 、 ア ス パ ラ ギ ン か ら 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 へ の 、
よ り 好 ま し く は ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 ３ ２ 位
で の グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 ３ ５ 位
で の リ ジ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 １ ０ 位
で の グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 １ １ 位
で の ア ス パ ラ ギ ン か ら ス レ オ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 １ ７ 位
で の ロ イ シ ン か ら バ リ ン へ の 置 換 変 異 を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 、 第 ２ ７ 位
で の 、 ア ル ギ ニ ン か ら 、 リ ジ ン お よ び セ リ ン か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 へ の 置 換 変 異 を
少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 少
な く と も 以 下 の 突 然 変 異 、 Ｆ １ ３ Ｙ 、 Ｙ １ ４ Ｗ 、 Ｎ ２ ８ Ｒ 、 Ｑ ３ ２ Ｒ お よ び Ｋ ３ ５ Ｙ 、 を
含 む 配 列 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 実 施 形 態 の 具 体 的 な 配 列 の 例 （ 各 々 が 上 記 の １ 又 は 複 数
の 特 定 の 突 然 変 異 を 含 む ） は 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ に 記 載 さ れ 、 か つ 図 １ に 例 示 さ れ て い る 。
こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 特 性 は 、 こ こ で の 全 般 的 な 本 発 明 の 説 明 の 後 の 実 施
例 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 非 修 飾 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 使 用 に 代 わ る も の と し て 、 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン は 、 ア ル カ リ 性 条 件
下 で の 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め に 、 突 然 変 異 誘 発 も 施 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 安 定 化 は 、 非
修 飾 配 列 中 に 出 現 す る 任 意 の ア ス パ ラ ギ ン 残 基 を 、 ア ル カ リ 条 件 に 対 し て よ り 感 受 性 の 低
い ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 す る 、 部 位 特 異 的 置 換 を 包 含 す る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に お け る ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 、 こ の ア
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ル カ リ に 対 す る 低 感 受 性 と い う 特 性 は 、 以 下 の 利 点 を も た ら す 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー カ ラ ム は 分 離 操 作 の 合 間 に 定 置 洗 浄 （ Ｃ Ｉ Ｐ ） を 目 的 と し た 厳 し い ア ル カ リ 処
理 を し ば し ば 施 さ れ る が 、 こ の よ う な 処 理 に 耐 え る 能 力 が ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー マ ト リ ッ ク ス の 耐 用 寿 命 を 延 長 す る 。 一 例 と し て 、 出 発 点 と し て プ ロ テ イ ン Ｚ を 使 用
す る 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 を 付 与 す る 置 換 変 異 の 他 に 、 Ｎ ３ 、 Ｎ
６ 、 Ｎ １ １ 、 Ｎ ２ １ 、 Ｎ ２ ３ 、 Ｎ ２ ８ 、 Ｎ ４ ３ お よ び Ｎ ５ ２ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １
つ の ア ス パ ラ ギ ン 残 基 が 、 ア ル カ リ 処 理 に 対 し て 低 感 受 性 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ
て い る と い う 修 飾 を 有 し 得 る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 非 限 定 的 な 例 は 、 以 下 の 組 の 突
然 変 異 （ Ｚ w t の 配 列 に 関 し て ） を 有 す る も の で あ る 。 Ｎ ３ Ａ 。 Ｎ ６ Ｄ 。 Ｎ ３ Ａ 、 Ｎ ６ Ｄ お
よ び Ｎ ２ ３ Ｔ 。 Ｎ ３ Ａ 、 Ｎ ６ Ｄ 、 Ｎ ２ ３ Ｔ か つ Ｎ ２ ８ Ａ 。 Ｎ ２ ３ Ｔ 。 Ｎ ２ ３ Ｔ か つ Ｎ ４ ３
Ｅ 。 Ｎ ２ ８ Ａ 。 Ｎ ６ Ａ 。 Ｎ １ １ Ｓ 。 Ｎ １ １ Ｓ か つ Ｎ ２ ３ Ｔ 。 Ｎ ６ Ａ か つ Ｎ ２ ３ Ｔ 。 し た が
っ て こ れ ら の Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 、 な ら び に 安 定 性 の 理 由 の た め に ア ス パ ラ ギ ン 突 然 変 異 を 施
さ れ た そ の 他 の Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン は 全 て 、 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に
、 ア ミ ノ 酸 残 基 の さ ら な る 置 換 変 異 に 付 す こ と が で き る 。 あ る い は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 を
含 む 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 を 置 き 換 え る た め に さ ら な
る 突 然 変 異 に 付 し て も よ い 。 こ の 後 者 の 選 択 肢 は 、 そ の よ う な 分 子 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 能 力 が
維 持 さ れ る 程 度 に お い て の み 可 能 で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 の 生 成 を 通 じ て 任 意 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド か ら 得 ら れ
た ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る が 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 親 和 性 を 維 持 し て い
る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 そ の 安 定 性 が 維 持 さ れ 、 か つ Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 結 合 す る 特 異 性 を 保
持 す る も の で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 維 持 し た 野 生 型 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ
ン の 断 片 を 作 製 す る 可 能 性 は 、 Braisted AC and Wells JA et al in Proc Natl Acad Sci
 USA 93: 5688-5692 (1996)に よ り 示 さ れ て い る 。 構 造 ベ ー ス の 設 計 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 法 を 用 い る こ と に よ り 、 ５ ９ 残 基 か ら な る ３ ヘ リ ッ ク ス 束 の 結 合 ド メ イ ン は 、 結
果 的 に ３ ３ 残 基 か ら な る ２ ヘ リ ッ ク ス 誘 導 体 へ と 縮 小 さ れ た 。 こ れ は 、 異 な る 領 域 か ら の
無 作 為 な 突 然 変 異 の 段 階 的 な 選 択 に よ り 達 成 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 安 定 性 お よ び 結 合 親 和
性 が 繰 り 返 し 改 善 さ れ た 。 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る と 同 一 の 推 論
に よ り 、 当 業 者 は 、 「 親 」 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の 結 合 特 性 を 有 す る 「 最 小 化 」 Ｈ
Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き よ う 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 上 記 の 態 様 に よ る ポ
リ ペ プ チ ド の 断 片 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 断 片 が Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和
性 を 保 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に 関 す る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 前 の 態 様 の 核 酸 分 子 、 な ら び に 核 酸 分 子 の 発 現 に よ り 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 可 能 に す る そ の 他 の 核 酸 要 素 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 前 の 態 様 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 後 半 ３ つ の 本 発 明 の 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 の た め の 手 段 で あ り 、 発 現 さ
れ る べ き ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 本 明 細 書 中 の 情 報 が 与 え ら れ れ ば 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 組
換 え 発 現 に つ い て の 当 業 者 の 一 般 的 レ ベ ル を 考 え れ ば 、 過 度 の 負 担 を か け る こ と な く 、 当
業 者 は そ れ ら を 生 成 し 得 る し 、 そ れ ら を 実 際 に 使 用 し 得 る 。 一 例 と し て 、 非 修 飾 プ ロ テ イ
ン Ｚ の 発 現 の た め の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば Nilsson B et al (1987)、 上 記 参 照 ） が 、 出 発 物
質 と し て 用 い ら れ 得 る 。 所 望 の 置 換 変 異 は 、 既 知 の 技 法 を 用 い て こ の プ ラ ス ミ ド 中 に 導 入
さ れ て 、 本 発 明 に の っ と っ た 発 現 ベ ク タ ー を 生 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 他 の 既 知 の 手 段 、 例 え ば 化 学 合 成 、 あ る
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い は 種 々 の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 宿 主 、 例 え ば 植 物 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 中 で
の 発 現 に よ っ て も 生 成 さ れ 得 る 。 化 学 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 を 利 用 す る 場 合 、 上 記 の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド 中 の 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 の い ず れ か を 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 能 力
が 実 質 的 に 弱 め ら れ る こ と が な い 限 り 、 任 意 の 対 応 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は そ の 誘
導 体 に よ っ て 置 換 し て も 良 い 。 少 な く と も 結 合 能 力 は 保 持 さ れ る べ き で あ る が 、 し か し な
が ら 、 対 応 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は そ の 誘 導 体 に よ る 置 換 も 、 実 際 に は 、 ポ リ ペ プ
チ ド の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 能 力 を 改 善 す る の に 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 の
組 入 れ は 、 分 子 （ 例 え ば 標 識 、 エ フ ェ ク タ ー 、 キ レ ー ト 剤 等 ） の 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド へ の 、 既 存 の も の に 代 わ る 結 合 部 位 を 提 供 す る た め に 実 施 さ れ 得 る 。 非 古 典 的 な ア ミ
ノ 酸 ま た は 合 成 ア ミ ノ 酸 類 似 体 と し て は 、 普 通 の ア ミ ノ 酸 の Ｄ － 異 性 体 、 α － ア ミ ノ イ ソ
酪 酸 、 ４ － ア ミ ノ 酪 酸 、 ２ － ア ミ ノ 酪 酸 、 ６ － ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 ２ － ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、
３ － ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン
、 サ ル コ シ ン 、 シ ト ル リ ン 、 シ ス テ イ ン 酸 、 ｔ － ブ チ ル グ リ シ ン 、 ｔ － ブ チ ル ア ラ ニ ン 、
フ ェ ニ ル グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン 、 β － ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ ア ミ ノ 酸 、 デ ザ イ
ナ ー ア ミ ノ 酸 （ designer amino acids） （ 例 え ば β － メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Ｃ α － メ チ ル ア ミ
ノ 酸 、 Ｎ α － メ チ ル ア ミ ノ 酸 ） 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 類 似 体 全 般 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 さ ら に ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 Ｄ ま た は Ｌ 形 態 で 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 態 様 、 な ら び に 該 ポ リ ペ プ チ ド が そ
の 結 合 特 性 に よ っ て 有 用 な も の に な っ て い る 、 治 療 、 診 断 お よ び 検 出 の た め の 種 々 の 方 法
に も 関 す る 。 こ れ ら の 使 用 お よ び 方 法 に 関 す る 以 下 の 説 明 に お い て 「 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド 」 に 言 及 す る 場 合 、 こ の 用 語 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の み を 包 含 す る こ と を 意
図 す る も の で は な く 、 例 え ば そ の 断 片 を 構 成 し 、 お よ び ／ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 中 の 一 部
分 と し て Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 組 入 れ る か 、 お よ び ／ ま た は 標 識 ま た は 治 療 薬 に 結
合 さ れ る か 、 お よ び ／ ま た は タ グ と し て ま た は そ の 他 の 目 的 の た め に 付 加 的 ア ミ ノ 酸 残 基
を 備 え る 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 基 礎 に し た 上 述 の 分 子 も ま た 全 て 包 含 さ れ る 。 上 記 で 説 明
し た よ う に 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 、 誘 導 体 、 断 片 等 は 、 本 発 明 の 一 部 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 し た が っ て こ の よ う な 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た よ う な 薬 剤 と し
て の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌 の 少 な
く と も 一 形 態 の 治 療 を 目 的 と し た 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た よ う な Ｈ
Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 用 途 を 提 供 す る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌
の 特 定 の 一 形 態 は 、 乳 癌 で あ る 。 「 背 景 技 術 」 の 節 に 記 載 さ れ た よ う に 、 全 て の 乳 癌 患 者
の 約 ２ ５ ％ が 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 を 示 す （ Slamon DJ et al、 上 記 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 説 に 縛 ら れ る こ と は 望 ま な い が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の
メ カ ニ ズ ム の う ち の 少 な く と も １ つ を 基 礎 に し た 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
（ ｉ ） 化 学 療 法 （ 細 胞 傷 害 性 ） の 増 強 作 用 。 こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 現 存 の 及 び
将 来 的 な 化 学 療 法 お よ び ホ ル モ ン 療 法 と 相 乗 的 に 機 能 す る 。 細 胞 表 面 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク
質 の 遮 断 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 傷 害 薬 が 作 用 し た 後 の Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 阻 止 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Pi
etras RJ et al (1994) Oncogene 9: 1829-1838） 。 （ ｉ ｉ ） 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 の 抑 制 （ 細
胞 分 裂 抑 制 ） 。 こ の 論 証 は 、 分 子 （ 抗 体 ） が 細 胞 表 面 上 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
と い く つ か の 受 容 体 の 細 胞 内 取 り 込 み が 生 じ 、 細 胞 が さ ら に 増 殖 す る た め の シ グ ナ ル を 制
限 す る 、 と い う 観 察 に 基 づ い て い る （ Baselga J et al (1998) Cancer Res 58: 2825-283
1; Sliwkowski MX et al、 上 記 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 関 連 態 様 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 癌 の う ち の 少 な く と も
１ つ の 形 態 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 活 性 物 質 と し て 本 明 細 書 中 に 上 述 さ れ た よ う
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な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 治 療 的 に 有 効 な 量 の 組 成 物 を 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要
と す る 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 方 法 の 提 供 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 特 性 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 標 識 結 合
分 子 の 作 製 に 対 す る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 適 性 に 加 え て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を 含 む
腫 瘍 の 部 位 に 対 し て 他 の 活 性 物 質 を 標 的 化 す る た め に も 該 ポ リ ペ プ チ ド が 有 用 で あ り 得 る
、 と い う こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 と 結 合
さ れ た 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 用 途 で あ っ て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過
剰 発 現 す る 細 胞 へ の 上 記 物 質 の 送 達 を 目 的 と し た 用 途 を 提 供 す る こ と で あ る 。 結 合 さ れ る
物 質 は 、 被 験 体 の 内 因 性 免 疫 系 の 応 答 を 引 き 出 す よ う 機 能 す る も の で あ っ て も 良 い 。 ナ チ
ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 ま た は 免 疫 系 の そ の 他 の エ フ ェ ク タ ー は 、 そ の よ う な エ フ ェ ク
タ ー を 動 員 す る 機 能 を 担 う 融 合 部 分 の 提 示 を 通 じ て 、 細 胞 表 面 上 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結
合 ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 に 引 き 付 け ら れ 得 る 。 細 胞 が 異 常 で あ る こ と を 検 出 し た Ｎ Ｋ 細
胞 ま た は そ の 他 の エ フ ェ ク タ ー は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 そ の 結 果 、
癌 細 胞 は 、 Ｎ Ｋ 細 胞 に よ り 食 べ 尽 く さ れ る （ Sliwkowski MX et al、 上 記 を 参 照 ； Pegram 
MD et al (1997) Proc Am Assoc Cancer Res 38: 602, Abstract 4044） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の よ う な 活 性 物 質 は 、 融 合 に よ り 、 ま た は 化 学 的 連 結 に よ り 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 さ れ る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 「 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ 」 （ 抗 体 酵 素 プ ロ ド ラ ッ グ 療 法 ） 用 途
の た め に エ フ ェ ク タ ー 酵 素 の 中 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 ； 免 疫 系 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 お
よ び そ の 他 の 構 成 成 分 の 動 員 の た め の タ ン パ ク 質 ； サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ
－ １ ２ 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 、 Ｉ Ｐ － １ ０ ； 凝 血 原 因 子 （ procoagulant factors） 、 例 え ば 組 織 因 子
、 フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン ト 因 子 ； 毒 素 、 例 え ば リ シ ン Ａ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 内 毒 素 、 カ ル ケ
ア マ イ シ ン 、 マ イ タ ン シ ノ イ ド で あ り 得 る 。 あ る い は 、 該 活 性 物 質 は 、 細 胞 傷 害 剤 、 例 え
ば ア ウ リ ス タ チ ン 類 似 体 ま た は ド キ ソ ル ビ シ ン 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 9 0 Ｙ 、 1 3

1 Ｉ 、 2 1 1 Ａ ｔ ） で あ り 、 こ の 同 位 体 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 結 合 し て も よ く
、 あ る い は キ レ ー ト 剤 、 例 え ば 周 知 の キ レ ー ト 剤 で あ る Ｄ Ｏ Ｔ Ａ ま た は Ｄ Ｔ Ｐ Ａ を 介 し て
結 合 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 関 連 す る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で Ｈ Ｅ Ｒ ２
を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 活 性 物 質 と 本 明 細 書 中 に 記 載 さ
れ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 方 法 も 提 供 す
る 。 該 結 合 体 は 、 上 記 段 落 に 記 載 さ れ た よ う に 適 切 に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 を 目 的 と し た 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て
い る よ う な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 で あ る 。 例 え ば こ の よ う な 検 出 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２
の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 状 態 を 診 断 す る と い う 目 的 で 実 施 さ れ 得 る 。 試 料 中
の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 存 在 の 検 出 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ま た は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 実 施 さ れ 得 る 。 ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 診 断 の た め の 好 ま し い 選 択 肢 は 、 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） の 使 用 で あ
る 。 当 該 試 料 は 、 例 え ば 生 体 液 試 料 ま た は 組 織 試 料 で あ り 得 る 。 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ
リ ペ プ チ ド に 対 し て 用 い る に 適 し た 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 し て 作 ら れ た 抗 体 に 対 し て 今 日 用 い ら
れ て い る 一 般 的 な 方 法 は 、 新 鮮 な 、 凍 結 さ れ た 、 ま た は ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋
さ れ た 組 織 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 検 証 す る た め に 用 い ら れ る 、 Ｈ Ｅ Ｒ
２ の 存 在 の 組 織 化 学 的 検 出 で あ る 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 検 出 の た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 融 合
タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て も 用 い ら れ 得 る が 、 こ こ で 、 他 の ド メ イ ン は レ ポ ー タ ー 酵 素 ま た
は 蛍 光 酵 素 で あ る 。 あ る い は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 状 況 に よ っ て は キ レ ー ト 剤 を 介 し て 、 １
又 は 複 数 の 蛍 光 剤 （ 単 数 ま た は 複 数 ） お よ び ／ ま た は 放 射 性 同 位 体 （ 単 数 ま た は 複 数 ） で
標 識 さ れ 得 る 。 適 切 な 放 射 性 同 位 体 と し て は 、 6 8 Ｇ ａ 、 7 6 Ｂ ｒ 、 1 1 1 Ｉ ｎ 、 9 9 Ｔ ｃ 、 1 2 4 Ｉ
お よ び 1 2 5 Ｉ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 生 体 液 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 方 法 に お け る 、 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ た よ う な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に よ り 構 成 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 （
ｉ ） 試 験 さ れ る べ き 患 者 か ら の 生 体 液 試 料 を 準 備 す る 工 程 、 （ ｉ ｉ ） 本 明 細 書 中 に 記 載 さ
れ る よ う な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 該 ポ リ ペ
プ チ ド と の 結 合 が 可 能 に な る よ う な 条 件 下 で 、 該 試 料 に 添 加 す る 工 程 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 結 合 し
て い な い ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 す る 工 程 、 お よ び （ ｉ ｖ ） 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る
工 程 、 を 包 含 す る 。 検 出 さ れ る 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 試 料 中 に 存 在 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２
の 量 と 相 関 す る 。 工 程 （ ｉ ｉ ） に お い て 、 試 料 へ の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 添 加 は 、
任 意 の 適 切 な 形 式 で 実 施 さ れ 、 例 え ば 試 料 が 接 触 す る 固 体 支 持 体 上 に Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ
プ チ ド が 固 定 さ れ る 状 況 、 な ら び に Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 溶 液 中 に 存 在 す る 設 定 を
包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 関 連 す る 態 様 は 、 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｈ Ｅ Ｒ ２
を 含 有 す る 疑 い の あ る 組 織 試 料 、 例 え ば 組 織 の ク リ オ ス タ ッ ト 切 片 ま た は パ ラ フ ィ ン 包 埋
切 片 を 準 備 す る 工 程 、 （ ｉ ｉ ） 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合
を 実 行 し 得 る 条 件 下 で 、 上 記 試 料 に 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 添 加 す る 工 程 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 結 合 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 す る 工 程 、 お よ び （ ｉ ｖ ） 結 合 し た ポ リ ペ
プ チ ド を 検 出 す る 工 程 、 を 包 含 す る 方 法 で あ る 。 検 出 さ れ る 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 量 は
、 試 料 中 に 存 在 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 量 と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 組 織 試 料 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 を 診 断 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 レ ポ ー タ ー 酵
素 （ 例 え ば ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） と 融
合 し た 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 酵 素 活 性 の 検 出 の た め の 試 薬 、 な ら び に 陽 性
お よ び 陰 性 対 照 組 織 ス ラ イ ド を 包 含 す る キ ッ ト も 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 組 織 試 料 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 の 診 断 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 抗 体 に よ る 検 出 の
た め の タ グ （ 例 え ば Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ ま た は ｍ ｙ ｃ タ グ ） と 融 合 し た 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ
リ ペ プ チ ド 、 タ グ に 特 異 的 な 一 次 抗 体 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 で 、 か つ レ ポ ー タ ー 酵 素 を 結 合
し た 二 次 抗 体 、 酵 素 活 性 の 検 出 の た め の 試 薬 、 な ら び に 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 組 織 ス ラ イ ド
を 包 含 す る キ ッ ト も 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 診 断 用 途 に お け る 一 領 域 は 、 癌 細 胞 ま た は そ の 集 合 体 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 検 出 で あ る
。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 診 断 を 実 施 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た
本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 診 断 用 放 射 性 同 位 体 （ 非 限 定 的 な 例 は 、 6 8 Ｇ ａ 、 7 6

Ｂ ｒ 、 1 1 1 Ｉ ｎ 、 9 9 Ｔ ｃ 、 1 2 4 Ｉ お よ び 1 2 5 Ｉ で あ る ） 、 な ら び に 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た
め の 試 薬 を 包 含 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 、 例 え ば あ る 種 の 癌 細 胞 に 活 性
物 質 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と を 目 的 と し た 、 本 発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 こ の 目 的 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た 本
発 明 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 治 療 用 放 射 性 同 位 体 （ 非 限 定 的 な 例 は 9 0 Ｙ 、 1 3 1 Ｉ 、 2

1 1 Ａ ｔ で あ る ） 、 お よ び 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た め の 試 薬 を 包 含 す る キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 実 行 さ れ る 実 験 に つ い て の 非 限 定 的 な 詳 述 に よ り 、 こ こ で 本 発 明 を さ ら
に 例 示 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 お よ び 試 験
　 こ れ ら の 実 験 で は 、 多 数 の 異 な る Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン 関 連 ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー か ら
本 発 明 の い く つ か の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 し 、 そ の 後 、 特 性 を 明 ら か に し た 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の パ ニ ン グ 及 び ク ロ ー ン の 選 択
　 Nord K et al (1995、 上 記 参 照 )に 記 載 さ れ た の と 本 質 的 に 同 様 に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル
・ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し た 。 本 試 験 に 用 い た こ の ラ イ ブ ラ リ ー の プ
ー ル は 、 第 ９ 位 、 １ ０ 位 、 １ １ 位 、 １ ３ 位 、 １ ４ 位 、 １ ７ 位 、 １ ８ 位 、 ２ ４ 位 、 ２ ５ 位 、
２ ７ 位 、 ２ ８ 位 、 ３ ２ 位 お よ び ３ ５ 位 に 無 作 為 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る プ ロ テ イ ン Ｚ （ Ａ
ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 ） の ８ ． ７ × １ ０ 8 の 変 異 体 を 含 む 。 標 的 と し て ビ オ チ
ニ ル 化 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ ） を 用 い て 、 ４ 回 の パ ニ ン グ で 、
抗 原 結 合 Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 を 選 択 し た （ 組 換 え ヒ ト 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ア
ミ ノ 酸 ２ ３ ８ ～ ２ １ ０ ９ 、 Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, USAに よ り 提 供 ） 。
４ 回 の 選 択 サ イ ク ル の 結 果 、 ９ １ 個 の ク ロ ー ン を フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 に 選 択 し 、 そ れ ら
の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 活 性 の 分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 の 分 析 用 の フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ４ 回 の 選 択 後 に 得 ら れ た ク ロ ー ン か ら の フ ァ ー ジ を ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト 中 で 生 成 さ せ 、
Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 を 発 現 す る フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め に 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 用 い た 。 シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 、 深 穴
９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト 中 で ２ ％ グ ル コ ー ス お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 補 充 し
た ２ ５ ０ μ ｌ の Ｔ Ｓ Ｂ 培 地 （ ３ ０ ． ０ ｇ の ト リ プ シ ン ダ イ ズ ブ ロ ス （ Merck） 、 水 で 最 終
容 積 を １ ｌ と す る 。 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 ） に 接 種 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 、 振 盪 器 上 で 増 殖 さ せ
た 。 ５ μ ｌ の 一 晩 培 養 物 を 、 新 プ レ ー ト 中 で 、 ０ ． １ ％ グ ル コ ー ス お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 補 充 し た ５ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｓ Ｂ ＋ Ｙ Ｅ 培 地 （ ３ ０ ． ０ ｇ の ト リ プ シ ン ダ
イ ズ ブ ロ ス （ Merck） 、 ５ ． ０ ｇ の 酵 母 抽 出 物 、 水 で 最 終 容 積 を １ ｌ と す る 。 オ ー ト ク レ
ー ブ 処 理 ） に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で ３ 時 間 増 殖 後 、 ０ ． ５ μ ｌ の ５ × １ ０ 1 2 ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ （
２ ． ５ × １ ０ 9 ｐ ｆ ｕ ） の ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ Ｋ ０ ７ （ New England Biolabs, #NO315
S） お よ び １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｓ Ｂ ＋ Ｙ Ｅ 培 地 を 各 ウ エ ル に 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 振 盪
せ ず に プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 、 カ ナ マ イ シ ン お よ び ア ン ピ シ リ ン を 補
充 し た ３ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｓ Ｂ ＋ Ｙ Ｅ を 各 ウ エ ル に 添 加 し て 、 最 終 濃 度 を １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 、
２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン と し て 、 プ レ ー ト
を ３ ０ ℃ で 一 晩 、 振 盪 器 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ ， ５ ０ ０ ｇ で １ ５ 分 間 の 遠 心 分 離 に
よ り 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し 、 Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 を 発 現 す る フ ァ ー ジ を 含 有
す る 上 清 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 用 い た 。 Ｐ Ｂ Ｓ （ ２ ． ６ ８ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ３ ７ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ． ４ ７ ｍ Ｍ の Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ８ ． １ ｍ Ｍ の Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 の ４ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の １ ０ ０ μ ｌ を 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト （ Nunc #446612） に 添 加 し 、 ４ ℃ で １ ヶ
月 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ２ ％ 粉 末 ス キ ム ミ ル ク （ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ） で 、
室 温 で １ 時 間 、 ウ エ ル を ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し 、 ２ ０ ０ μ ｌ の フ ァ ー ジ 含 有 上 清 お よ び ５ ０
μ ｌ の １ ０ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ウ サ ギ 抗 Ｍ １ ３ 、 Abcam #ab6188） を ２ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝
液 中 で １ ： １ ， ０ ０ ０ に 希 釈 し 、 １ ５ ０ μ ｌ を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 、 室 温 で
１ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗
体 （ Sigma  #A-3687） を ２ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 で １ ： １ ０ ， ０ ０ ０ に 希 釈 し 、 そ の 後
１ ５ ０ μ ｌ を 各 ウ エ ル に 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ Ｍ の ジ エ タ ノ ー ル
ア ミ ン 、 ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 （ ｐ Ｈ ９ ． ８ ） と 水 の １ ： １ 混 合 物 中 に Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ － １ ０ ４
基 質 （ Sigma #104-105） を 溶 解 す る こ と に よ り （ １ 錠 ／ ５ ｍ ｌ の １ ： １ 混 合 物 ） 、 展 開 溶
液 を 調 製 し た 。 そ の 後 、 １ ８ ０ μ ｌ の 展 開 溶 液 を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 ウ エ ル を Ｐ Ｂ Ｓ －
Ｔ （ Ｐ Ｂ Ｓ ＋ ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ） で ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し た 後 、 各 々 の 新 試
薬 を 添 加 し た 。 基 質 を 添 加 し て か ら ２ ５ 分 後 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 光 光 度 計 （ Basic Sunrise, T
ecan） を 用 い 、 Ａ 4 0 5 で 、 プ レ ー ト を 読 取 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 値 の 閾 値 判 定 基 準 （ Ａ 4 0 5 が ０ ． ５ よ り 高 い ） を 用 い て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 物 質
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を コ ー ド す る フ ァ ー ジ を 同 定 し た 。 ４ ８ の ク ロ ー ン が こ の 値 よ り 高 い Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ グ ナ ル
を 生 じ 、 無 作 為 で 選 択 さ れ た 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 結 果 が 利 用 可 能 で な い ５ ク ロ ー ン と と も に 、 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 分 析 用 に 選 択 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析
　 上 記 の 手 法 に 従 っ て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン か ら の Ｄ Ｎ Ａ の シ ー ケ ン シ ン グ を 、 メ ー カ ー の
推 奨 に よ り Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録 商 標 ） 、 ビ ッ グ ダ イ （ 商 標 ） タ ー ミ ネ ー タ ー ｖ ２ ． ０ レ
デ ィ リ ア ク シ ョ ン サ イ ク ル シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト （ Applied Biosystems） を 用 い て 実 施 し
た 。 プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｉ Ｔ － ２ ７ （ ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ
Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ ’ ） お よ び ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｏ Ｋ Ａ － ２ （ ５ ’ － ビ オ チ ン
－ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ － ３ ’ ） を 用 い て 、 Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （
登 録 商 標 ） 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録 商 標 ）
３ ７ ０ ０ 遺 伝 子 分 析 装 置 （ Applied Biosystems） で 、 配 列 を 分 析 し た 。 予 め 選 択 さ れ た ５
３ の ク ロ ー ン か ら 、 い く つ か の ク ロ ー ン が 同 一 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と が 判 明 し た
。 こ れ ら の 縮 重 を 考 慮 に 入 れ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 結 合 検 定 で 選 択 さ れ た ク ロ ー ン に よ り 発 現 さ
れ る Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 の ４ つ の 配 列 を 図 １ に 示 し （ Ｚ H E R 2  A - D ） 、 か つ
配 列 番 号 ２ ～ ５ と し て 配 列 表 中 で 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ お よ び タ ン パ ク 質 産 生
　 図 ２ で 概 略 的 に 示 さ れ て い る 構 築 物 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 大 腸 菌 細 胞 中
で Ｚ H E R 2 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ た 。 こ れ に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス
チ ジ ル タ グ と の 融 合 体 と し て 産 生 さ れ た 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A お よ び Ｈ
ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B を 固 定 化 金 属 イ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） カ
ラ ム で 精 製 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 析 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 実 験 の 結 果 を 、 図 ３ に 示
す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の バ イ オ セ ン サ ー 分 析
　 前 節 に よ り 産 生 さ れ た Ｈ ｉ ｓ タ グ 化 Ｚ H E R 2 変 異 体 と Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 間 の 相 互 作 用 を 、 ビ ア
コ ア （ 登 録 商 標 ） ２ ０ ０ ０ シ ス テ ム （ Biacore AB, Uppsala, Sweden） に よ り 表 面 プ ラ ズ
モ ン 共 鳴 を 利 用 し て 分 析 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ｇ ｐ １ ２ ０ （ Protein Sciences
 Corporation、 #2003-MN） お よ び Ｂ Ｂ （ 連 鎖 球 菌 プ ロ テ イ ン Ｇ 由 来 の ア ル ブ ミ ン 結 合 タ ン
パ ク 質 ） （ 後 者 ２ つ は 対 照 と し て 用 い る ） を 、 メ ー カ ー の 推 奨 に 従 っ て 、 Ｃ Ｍ － ５ チ ッ プ
の 表 面 の カ ル ボ キ シ ル 化 デ キ ス ト ラ ン 層 上 へ の ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ に よ り 、 異 な る フ ロ ー
セ ル 中 に 固 定 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ｇ ｐ １ ２ ０ お よ び Ｂ Ｂ の 固 定 化 は 、 そ れ ぞ
れ １ ９ ０ ０ 、 ６ ２ ９ ０ お よ び １ ０ ０ ０ 共 鳴 単 位 （ Ｒ Ｕ ） を 生 じ た 。 第 四 フ ロ ー セ ル 表 面 を
活 性 化 し 、 注 入 を 行 う 間 の ブ ラ ン ク と し て 用 い る た め に 非 活 性 化 し た 。 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  

A お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B タ ン パ ク 質 を Ｈ Ｂ Ｓ （ ５ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 ３ ． ４ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ － ２ ０ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） で 希 釈
し て 最 終 濃 度 を １ ０ μ Ｍ と し 、 ３ ０ μ ｌ ／ 分 の 一 定 流 量 で 、 二 つ 組 と し て 、 順 不 同 に 注 入
し た 。 精 製 タ ン パ ク 質 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 及 び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 相 互 作 用 す
る 能 力 を 、 そ れ ぞ れ 図 ４ お よ び ５ の セ ン サ グ ラ ム （ sensorgram） に 例 示 し た よ う に 確 認 し
た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 関 し て 、 動 態 試 験 を 実 施 し た 。 チ
ッ プ に 固 定 さ れ た １ ９ ０ ０ Ｒ Ｕ の ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 有 す る Ｃ Ｍ － ５ チ ッ プ を 用 い た 。 Ｈ ｉ ｓ

6 － Ｚ H E R 2  A お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B の 各 々 に 関 し て 、 一 連 の ６ つ の 異 な る 濃 度 （ １ μ Ｍ
～ ４ ０ μ Ｍ ） の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を Ｈ Ｂ Ｓ 中 に 調 製 し 、 ３ ０ μ ｌ ／ 分 の 流 量 で 、
二 つ 組 と し て 、 順 不 同 に 注 入 し た 。 総 注 入 時 間 は ５ ０ 秒 （ 会 合 ） で 、 そ の 後 、 ６ 分 間 洗 浄
し た （ 解 離 ） 。 表 面 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ で １ ０ 秒 間 再 生 し た 。 参 照 細 胞 中 で 測 定 さ れ た
応 答 （ 活 性 化 ／ 非 活 性 化 表 面 ） を 、 固 定 化 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 有 す る 細 胞 中 で 測 定 さ れ た 応 答 か ら
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差 し 引 い た 。 BIAevaluation３ ． ０ ． ２ ソ フ ト ウ エ ア （ Biacore AB） の １ ： １ ラ ン グ ミ ュ
ア 結 合 モ デ ル を 用 い て 、 結 合 曲 線 （ セ ン サ グ ラ ム ） を 分 析 し た 。 図 ６ （ Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  

A ） お よ び ７ （ Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B ） に 示 さ れ た 結 合 曲 線 か ら 明 ら か な よ う に 、 Ｈ ｉ ｓ 6 －
Ｚ H E R 2  A に 関 し て は １ ０ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ の 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 関 し て は ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０
ｎ Ｍ の 表 示 さ れ た Ｋ D を 有 す る 会 合 及 び 解 離 曲 線 に よ り 立 証 さ れ る よ う に 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E

R 2  A お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B は と も に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 明 瞭 に 結 合 す る 。 さ ら に 、 試 験 し た
Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ も Ｂ Ｂ 対 照 抗 原 お よ び ｇ ｐ １ ２ ０ 対 照 抗 原 と は 結 合 し
な い こ と か ら （ 図 ４ お よ び 図 ５ ） 、 該 結 合 は 選 択 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 第 二 の 動 態 実 験 で は 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B 変 異 体 を 再 び 、 ３ ０
μ ｌ ／ 分 の 流 量 で 、 異 な る 濃 度 （ ０ ～ ５ μ Ｍ 、 最 小 濃 度 ： Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A に 関 し て は
０ ． ０ ０ ９ ８ μ Ｍ 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 関 し て は ０ ． ０ １ ９ ６ μ Ｍ ； Ｈ Ｂ Ｓ で 希 釈 ） で
Ｈ Ｅ Ｒ ２ 表 面 上 に 注 入 し た 。 動 態 分 析 前 に 、 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 確 定 し
た 。 BIAevaluation３ ． ２ ソ フ ト ウ エ ア （ Biacore） を 用 い て 、 解 離 平 衡 定 数 （ Ｋ D ） 、 会
合 速 度 定 数 （ ｋ a ） お よ び 解 離 速 度 定 数 （ ｋ d ） を 算 定 し 、 １ 対 １ 結 合 で あ る と 推 定 し た 。
最 初 の ２ つ の ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） 分 析 に 関 し て は 、 試 料 は 、 ２ ５ ℃ で 、 順 不 同 に ２ 度 流
し 、 各 回 の 注 入 の 後 に は 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ の 注 入 に よ り フ ロ ー セ ル を 再 生 し た 。 結 合 曲
線 （ 図 ８ Ａ ～ ８ Ｂ ） の 評 価 時 に 、 解 離 平 衡 定 数 （ Ｋ D ） を 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A に 関 し て は
約 ５ ０ ｎ Ｍ 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 関 し て は 約 １ ４ ０ ｎ Ｍ で あ る と 確 定 し た 。 Ｋ D の 違 い の
理 由 は 、 お そ ら く 、 図 ４ の グ ラ フ Ａ を 図 ５ の グ ラ フ Ａ と 比 較 す る こ と に よ り 分 か る よ う に
、 解 離 速 度 の 顕 著 な 差 の た め で あ る 。 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A に 関 し て は 、 会 合 速 度 定 数 （ ｋ a

） は 、 約 １ ． ８ × １ ０ 5 　 Ｍ - 1 ｓ - 1 お よ び 解 離 速 度 定 数 （ ｋ d ） は 約 ９ ． ９ × １ ０ - 3 　 ｓ - 1

で あ る と 算 定 さ れ 、 一 方 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 関 し て は 、 高 速 な 会 合 お よ び 解 離 動 態 の
た め 、 ｋ a お よ び ｋ d は 見 積 も る の が 難 し か っ た 。 し た が っ て 、 そ の 標 的 と の よ り 強 力 な 結
合 を 示 す Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ 変 異 体 を 、 さ ら な る 特 徴 付 け の た め に 選 択
し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 発 現 す る 細 胞 と の Ｚ H E R 2  A の 結 合
　 細 胞 培 養
　 約 ２ × １ ０ 6 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 分 子 ／ 細 胞 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 Ｓ Ｋ Ｂ
Ｒ － ３ を 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 購 入 し た （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ＃ Ｈ Ｔ Ｂ － ３ ０ ） 。 １ ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 ２
ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン お よ び Ｐ Ｅ Ｓ Ｔ （ １ ０ ０ 　 Ｉ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン お よ び １ ０ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン ） （ す べ て Biochrom KG, Berlin, Germanyか ら ） を 補 充 し
た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 培 地 中 で 細 胞 を 培 養 し た 。 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ で 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 を 含 有 す
る 湿 潤 空 気 中 で 培 養 し 、 実 験 の ３ 日 前 に ３ ｃ ｍ ペ ト リ 皿 中 に 植 え 付 け た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 放 射 性 標 識
　 Orlova et al in Nucl Med Biol 27: 827-835 (2000)に 従 っ て 、 標 識 前 駆 体 Ｎ － ス ク シ
ン イ ミ ジ ル ｐ － （ ト リ メ チ ル － ス タ ン ニ ル ） ベ ン ゾ エ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｍ Ｂ ） を 調 製 し 、 ５ μ ｇ
の Ｓ Ｐ Ｍ Ｂ を ５ ％ 酢 酸 溶 液 中 の ５ Ｍ Ｂ ｑ の 1 2 5 Ｉ に 添 加 し た 。 反 応 を 開 始 す る た め に 、 水
溶 液 中 の ４ ０ μ ｇ の ク ロ ラ ミ ン － Ｔ （ Sigma, St. Louis, MO） を 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を
５ 分 間 撹 拌 し 、 水 溶 液 中 の ８ ０ μ ｇ の ナ ト リ ウ ム － メ タ － ビ ス ル フ ェ ー ト （ Aldrich, Ste
inheim, Germany） を 添 加 し て 、 反 応 を 停 止 し た 。 ０ ． ０ ７ Ｍ の ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ．
２ ） 中 の ４ ０ μ ｇ の Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A ま た は Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B に 、 該 放 射 性 標 識 前 駆 体
を 添 加 し た 。 連 続 的 に 撹 拌 し な が ら 、 室 温 で ４ ５ 分 間 、 カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 実 施 し た 。 Ｐ
Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し た Ｎ Ａ Ｐ （ 商 標 ） － ５ サ イ ズ 排 除 カ ラ ム （ Amersham Biosciences） を 用 い
て 、 標 識 Ｚ H E R 2 変 異 体 を 低 分 子 量 生 成 物 か ら 分 離 し た 。 次 に 放 射 性 標 識 Ｚ H E R 2 変 異 体 を ビ
ア コ ア （ 登 録 商 標 ） 技 法 を 用 い て 分 析 し て 、 標 識 処 理 が Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ に 対 す る 結 合 親
和 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た こ と を 確 認 し た 。 両 Ｚ H E R 2 変 異 体 は 親 和 性 保 持 を 示 し た （ デ
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ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 細 胞 試 験
　 約 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 個 の Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 を 有 す る 各 培 養 皿 に 、 １ ４ ｎ ｇ の 標 識 Ｈ ｉ ｓ 6

－ Ｚ H E R 2  A ま た は Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B を 含 む １ ｍ ｌ の 培 地 を 添 加 し た 。 こ の 量 は 、 理 論 的
な リ ガ ン ド ： 受 容 体 比 で あ る ５ ： １ に 相 当 す る 。 細 胞 に 由 来 し な い 非 特 異 的 結 合 を 測 定 す
る た め に 、 細 胞 を 含 有 し な い ３ つ の 培 養 皿 を 同 一 方 法 で 処 理 し た 。 こ の 値 を 、 全 て の 他 の
値 か ら 差 し 引 い た 。 細 胞 結 合 の 特 異 性 を 分 析 す る た め に 、 ３ つ の 培 養 皿 を 、 標 識 さ れ た Ｚ

H E R 2 変 異 体 だ け で な く 、 ５ ０ ０ 倍 過 剰 量 の 標 識 さ れ て い な い Ｚ H E R 2 変 異 体 で も 処 理 し た 。
３ ７ ℃ で ３ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 放 射 性 培 地 を 除 去 し 、 培 養 皿 を 氷 冷 無 血 清 培 地
で ３ 回 、 迅 速 に 洗 浄 し た 。 ０ ． ５ ｍ ｌ の ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ２ ５ ％
／ ０ ． ０ ２ ％ ； Biochrom KG, Berlin, Germany） を 用 い て 、 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 、 細 胞 を ト
リ プ シ ン 処 理 し た 。 次 に 細 胞 を １ ｍ ｌ の 培 地 中 に 再 懸 濁 し 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 細
胞 計 数 の た め に 用 い 、 残 り １ ｍ ｌ を 自 動 ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で の 放 射 能 測 定 の た め に 用 い
た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 ９ に 示 し た よ う に 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A は 、 ２ × １ ０ 6 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 受 容 体 ／ 細 胞 を 発 現
す る こ と が 知 ら れ て い る Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 と の 特 異 的 な 結 合 を 示 し た （ 「 遮 断 な し 」 バ ー
） 。 放 射 性 標 識 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A の 結 合 は 、 過 剰 量 の 非 標 識 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A の 添 加 に
よ り 完 全 に 遮 断 す る こ と が で き た （ 「 遮 断 あ り 」 バ ー ） 。 し か し な が ら 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細
胞 と の Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B の 結 合 は 、 お そ ら く は こ の Ｚ H E R 2 変 異 体 に 関 す る よ り 迅 速 な 解
離 速 度 の 結 果 （ 上 記 参 照 ） と し て 、 検 出 限 界 よ り 低 か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 二 量 体 の 発 現 お よ び 特 徴 付 け
　 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 お よ び タ ン パ ク 質 産 生
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 新 規 の Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ リ ガ ン ド （ Ｈ ｉ ｓ 6 －
Ｚ H E R 2  A と 名 づ け ら れ て い る ） の 選 抜 を 、 上 に 記 し た 。 Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 遺 伝 子 断 片 を Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A の た め の 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 、 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 を 構 築 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録 商 標
） ３ ７ ０ ０ ア ナ ラ イ ザ ー （ Applied Biosystems, Foster City, CA） に よ る Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ
ン シ ン グ に よ り 、 Ｚ H E R 2  A 断 片 の 導 入 を 確 認 し た 。 大 腸 菌 Ｒ Ｒ Ｉ Δ Ｍ １ ５ 菌 株 （ Ruther, 
Nucleic Acids Res 10: 5765-5772 (1982)） を 、 ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 間 、 細 菌 宿 主 と し て
用 い た 。 そ の 結 果 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で （ Studier et al, M
ethods Enzymol 185: 60-89 (1990)） 、 Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ 6 ） タ グ と 融 合
し た 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を コ ー ド し 、 こ れ に よ り 固 定 化 金 属 イ オ ン ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） に よ る 精 製 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 を 、 大 腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 菌 株 中 で Ｈ ｉ ｓ 6 － タ グ 化 融 合 タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ せ て 、 実 施 例 １ に お い て 単 量 体 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 記 載 さ れ た よ う
に 、 変 性 条 件 下 で 、 タ ロ ン （ Talon） 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 （ ８ ９ ０ １ － ２ 、 BD Biosci
ences, CA） カ ラ ム に よ る Ｉ Ｍ Ａ Ｃ 精 製 に よ り 回 収 し た 。 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ル （ Amersha
m Biosciences） に 従 っ て 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 塩 、 １ ５ ４ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ
７ ． １ ） ） で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ カ ラ ム を 用 い 、 ゲ ル 濾 過 に よ り 、 精 製 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H

E R 2  A ） 2 融 合 タ ン パ ク 質 の 再 生 を 実 施 し た 。 適 切 な 吸 光 係 数 （ 30440Ｍ - 1 ｃ ｍ - 1 ） を 用 い
て 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 測 定 値 か ら タ ン パ ク 質 濃 度 を 算 定 し 、 ア ミ ノ 酸 分 析 （ Aminosyr
aanalyscentralen, Uppsala, Sweden） に よ っ て も 確 認 し た 。 Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ シ ス テ ム （ Novex
, CA, USA） を 用 い て 、 ト リ ス － グ リ シ ン １ ６ ％ 均 質 ゲ ル 上 で の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り
、 精 製 タ ン パ ク 質 を さ ら に 分 析 し た 。 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 に よ り 、 タ ン パ ク
質 帯 域 を 可 視 化 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 予 測 分 子 量 （ １ ５
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． ６ ｋ Ｄ ） の 明 確 な 帯 域 と し て 観 察 さ れ た （ 図 １ ０ 、 挿 入 図 の レ ー ン ２ ） 。 ２ ８ ０ ｎ ｍ で
の 吸 光 度 測 定 値 か ら の 概 算 に よ り 、 培 養 細 胞 ｌ リ ッ ト ル あ た り 約 ２ ０ ０ ｍ ｇ の 発 現 レ ベ ル
が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 バ イ オ セ ン サ ー 分 析
　 リ ア ル タ イ ム 生 体 特 異 的 相 互 作 用 分 析 （ Ｂ Ｉ Ａ ） の た め に 、 ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） ２ ０
０ ０ 機 器 （ Biacore AB） を 用 い た 。 １ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） で 希 釈 し た Ｈ Ｅ Ｒ
２ の 組 換 え 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ ） を 、 メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 ア
ミ ン カ ッ プ リ ン グ に よ り Ｃ Ｍ ５ セ ン サ ー チ ッ プ （ 研 究 等 級 ） （ Ｂ Ｒ － １ ０ ０ ０ － １ ４ 、 Bi
acore AB） の 一 方 の フ ロ ー セ ル 表 面 の カ ル ボ キ シ ル 化 デ キ ス ト ラ ン 層 上 に 固 定 し た （ 約 ２
２ ０ ０ Ｒ Ｕ ） 。 他 方 の フ ロ ー セ ル 表 面 を 活 性 化 及 び 非 活 性 化 し て 、 参 照 用 の 表 面 と し て 供
し た 。 Ｚ H E R 2 試 料 に 関 し て は 、 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ル （ Amersham Biosciences） に 従 っ て
、 Ｎ Ａ Ｐ （ 商 標 ） － １ ０ カ ラ ム を 用 い て 、 ゲ ル 濾 過 に よ り 、 緩 衝 液 を Ｈ Ｂ Ｓ （ ５ ｍ Ｍ の Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ４ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ ２
０ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） へ と 変 更 し 、 そ の 後 試 料 を 濾 過 し た （ ０ ． ４ ５ μ ｍ ； Millipore, Bil
lerica, MA） 。 結 合 分 析 を ２ ５ ℃ で 実 施 し 、 Ｈ Ｂ Ｓ を ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー と し て 用 い た
。 全 て の ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） 分 析 に 関 し て ； 試 料 は 順 不 同 に ２ 度 繰 り 返 し て 流 し 、 各 回
の 注 入 の 後 に 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ の 注 入 に よ り 、 フ ロ ー セ ル を 復 元 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 第 一 の 実 験 で は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ と の 結 合 に お け る 、 単 量 体 と 二 量 体 Ｚ H E R 2 タ ン パ ク
質 （ 実 施 例 １ の Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 及 び Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ） と の 差 を 、 ５ μ ｌ ／ 分
の 流 量 で の Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ 表 面 上 へ の ５ μ Ｍ の 各 タ ン パ ク 質 の 注 入 に よ り 検 定 し た 。 図
１ ０ か ら 分 か る よ う に 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 関 し て よ り 遅 い 解 離 速 度 （ off-rate）
が 観 察 さ れ た が 、 こ れ は 、 Ｈ Ｅ Ｒ － Ｅ Ｃ Ｄ と Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と の 結 合 が 、 Ｈ ｉ ｓ

6 － Ｚ H E R 2  A と 比 較 し て よ り 強 力 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 第 二 の 実 験 で は 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 動 態 分 析 に 付 し た が 、 こ こ で は 、 ３ ０ μ ｌ
／ 分 の 流 量 で 、 異 な る 濃 度 （ ０ ～ ５ μ Ｍ 、 最 小 濃 度 と し て ０ ． ０ ０ ４ ９ μ Ｍ ； Ｈ Ｂ Ｓ 中 に
希 釈 ） で Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ 表 面 上 に タ ン パ ク 質 を 注 入 し た 。 動 態 分 析 前 に 、 ア ミ ノ 酸 分 析
に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 確 定 し た 。 BIAevaluation３ ． ２ ソ フ ト ウ エ ア （ Biacore AB） を
用 い て 、 解 離 平 衡 定 数 （ Ｋ D ） 、 会 合 速 度 定 数 （ ｋ a ） お よ び 解 離 速 度 定 数 （ ｋ d ） を 算 定
し 、 １ 対 １ 結 合 で あ る と 推 定 し た 。 結 合 曲 線 の 評 価 時 に 、 解 離 平 衡 定 数 （ Ｋ D ） を 、 約 ３
ｎ Ｍ で あ る と 確 定 し 、 会 合 速 度 定 数 （ ｋ a ） を 、 約 ２ ． ５ × １ ０ 5 　 Ｍ - 1 ｓ - 1 及 び 解 離 速 度
定 数 （ ｋ d ） を 約 ７ ． ６ × １ ０ - 4 　 ｓ - 1 で あ る と 算 定 し た 。 こ れ ら の 値 を 、 実 施 例 １ の 単
量 体 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A に 関 し て 得 ら れ た 動 態 定 数 と 比 較 し て 、 二 量 体 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2

 A ） 2 の よ り 強 力 な 結 合 を 確 認 す る こ と が で き る 。 二 量 体 構 築 物 に 関 す る 親 和 性 作 用 に よ
る 、 こ の よ う な 向 上 し た 明 白 な 高 親 和 性 は 、 他 の Ａ ｆ ｆ ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ （ 登 録 商 標 ） 分 子 に 関
し て は よ り 早 期 に 既 に 実 証 さ れ て い る （ Gunneriusson E et al, Protein Eng 12: 873-87
8 (1999)） 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 異 種 移 植 片 を 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 、 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 生 体 内 分 布
お よ び 腫 瘍 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
　 本 実 施 例 を 構 成 す る 実 験 で は 、 実 施 例 ３ の Ｈ ｉ ｓ 6 タ グ 化 二 量 体 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ
チ ド を 1 2 5 Ｉ で 放 射 性 標 識 し 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 移 植 さ れ た 腫 瘍
を 保 有 す る マ ウ ス に 注 入 し た 。 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 局 在 化 を 調 べ る た め 、 ペ プ チ ド
を 注 入 さ れ た マ ウ ス の 画 像 処 理 と 同 様 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 体 内 分 布 の 検 査 も 実 施 し た
。 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 標 識 さ れ た Ｚ ド メ イ ン 誘 導 体
を 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 特 異 性 を 有 さ な い 対 照 と し て 用 い た （ Ｚ T a q ； Gunneriusson E et a
l（ 上 記 参 照 ） に 記 載 さ れ 、 そ の 中 で は Ｚ T a q  S 1 - 1 と し て 言 及 さ れ て い る ） 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 間 接 的 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識
　 ２ ． ３ μ ｌ の 容 量 の 1 2 5 Ｉ （ １ ０ Ｍ Ｂ ｑ に 相 当 す る ） （ Ｎ ａ ［ 1 2 5 Ｉ ］ 、 Amersham Biosc
iences, Uppsala, Sweden） を 、 シ リ コ ン 処 理 し た 微 量 遠 心 分 離 管 に 加 え た 。 １ ０ μ ｌ の
酢 酸 （ 水 に ０ ． １ ％ ） 、 ５ μ ｌ の Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル ｐ － ト リ メ チ ル － ス タ ン ニ ル － ベ
ン ゾ エ ー ト （ の ５ ％ 酢 酸 メ タ ノ ー ル 中 で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） （ Koziorowski J et al, Appl Ra
diat Isot 49: 955-959 (1998)に 従 っ て 調 製 ） 、 な ら び に １ ０ μ ｌ の ク ロ ラ ミ ン － Ｔ （ ４
ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 溶 液 ） （ Ｃ Ｈ 3 Ｃ 6 Ｈ 4 Ｓ Ｏ 2 Ｎ （ Ｃ ｌ ） Ｎ ａ ・ Ｈ 2 Ｏ 、 Sigma, St Louis, MO, 
USA） を 添 加 し た 。 多 少 混 合 し な が ら 、 ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 １ ０ μ ｌ の メ タ 亜 硫 酸
水 素 ナ ト リ ウ ム （ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 水 溶 液 ） （ Ｎ ａ 2 Ｓ 2 Ｏ 5 、 Sigma, St Louis, MO, USA） で
、 反 応 を 終 わ ら せ た 。 ４ ０ μ ｌ の 容 量 の （ Ｚ H E R 2  A ） 2 二 量 体 （ ０ ． ０ ７ Ｍ の ホ ウ 酸 緩 衝
液 （ ｐ Ｈ ９ ． ２ ） （ ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ 2 Ｂ 4 Ｈ 7 ・ １ ０ Ｈ 2 Ｏ ） Sigma, St Louis, MO,
 USAお よ び 塩 酸 （ Ｈ Ｃ ｌ ） Merck, Darmstadt, Germany） 中 、 ０ ． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、
反 応 試 験 管 に 添 加 し た 。 別 の ４ ０ μ ｌ の ホ ウ 酸 緩 衝 液 を 、 ｐ Ｈ を 約 ９ に 上 げ る た め に 、 各
試 験 管 に 添 加 し た 。 連 続 振 盪 し な が ら ４ ５ 分 間 反 応 さ せ た 後 、 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ル に 従
っ て 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し た Ｎ Ａ Ｐ － ５ サ イ ズ 排 除 カ ラ ム （ Amersham Biosciences, Uppsal
a, Sweden） 上 で 、 反 応 成 分 を 分 離 し た 。 反 応 試 験 管 、 素 通 り 画 分 、 高 Ｍ Ｗ 画 分 、 低 Ｍ Ｗ
画 分 お よ び カ ラ ム を 、 標 識 収 率 を 算 定 す る た め に 、 小 型 γ 検 出 器 （ Mini-instruments Ltd
, Essex, UK） を 用 い て ６ ０ ｃ ｍ （ 1 2 5 Ｉ ） で 測 定 し た 。 後 日 使 用 す る ま で 、 ２ ０ ℃ で 、 シ
リ コ ン 処 理 微 量 遠 心 分 離 管 中 に 高 分 子 量 画 分 を 貯 蔵 し た 。 得 ら れ た 収 率 は 、 ２ ５ ～ ３ ０ ％
で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｚ T a q の 間 接 的 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識
　 ［ 1 2 5 Ｉ ］ － Ｎ ａ Ｉ の ス ト ッ ク 溶 液 を 、 ０ ． １ ％ 酢 酸 水 溶 液 １ ０ μ ｌ 、 ５ μ ｌ の Ｎ － ス
ク シ ン イ ミ ジ ル ｐ － ト リ メ チ ル － ス タ ン ニ ル － ベ ン ゾ エ ー ト 溶 液 （ ５ ％ 酢 酸 メ タ ノ ー ル 中
で １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 お よ び １ ０ μ ｌ の ク ロ ラ ミ ン － Ｔ の 水 溶 液 （ ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 混 合 し
た 。 反 応 混 合 物 を 激 し く 撹 拌 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 で ５ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ０
μ ｌ の メ タ 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の 水 溶 液 （ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 、 反 応 を 終 了 さ せ た 。 Ｐ Ｂ
Ｓ 中 の Ｚ T a q （ ２ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 溶 液 ２ １ μ ｌ を 粗 反 応 混 合 物 に 添 加 し た 。 ホ ウ 酸 緩
衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 、 ｐ Ｈ ９ ． １ ５ ） の 添 加 に よ り 、 反 応 混 合 物 の ｐ Ｈ を 約 ９ に 調 整 し た 。 振
盪 し な が ら ３ ０ 分 間 、 室 温 で 反 応 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 溶 離 液 と し て Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い
て 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ５ ％ ア ル ブ ミ ン （ ウ シ 、 分 画 Ｖ 、 Sigma, St Louis, MO, USA） で 予 備 平 衡
化 し た Ｎ Ａ Ｐ － ５ カ ラ ム を 用 い 、 高 分 子 量 画 分 （ 標 識 Ｚ T a q ） お よ び 低 分 子 量 画 分 に 分 離
し た 。 得 ら れ た 放 射 性 物 質 の 収 率 は 、 ７ ５ ％ ～ ８ ０ ％ で あ っ た 。 具 体 的 な 放 射 能 は 、 １ ０
０ ｋ Ｂ ｑ ／ μ ｇ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 動 物 の 準 備
　 M & Bか ら の 雌 非 近 交 系 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 　 ｂ ａ ｌ ｂ マ ウ ス （ 到 着 時 に １ ０ ～ １ ２ 週 齢 ） を 、
Ｃ １ ８ １ ／ １ 承 認 下 で 用 い た 。 異 種 移 植 片 を 該 マ ウ ス に 移 植 す る 前 の １ 週 間 、 ル ド ベ ッ ク
研 究 所 （ Uppsala, Sweden） の 動 物 施 設 で 、 標 準 的 な 食 餌 、 寝 床 お よ び 環 境 を 用 い 、 マ ウ
ス を 順 応 さ せ た 。 マ ウ ス は 食 餌 お よ び 飲 料 水 を 自 由 に 摂 取 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 第 一 の 実 験 の ２ ヶ 月 前 に 、 ５ × １ ０ 6 個 の Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ＃ Ｈ
Ｔ Ｂ － ７ ７ ） を ３ ３ 匹 の マ ウ ス の 右 後 足 に 皮 下 注 射 し た 。 こ の グ ル ー プ を 「 Ａ 組 」 と 名 づ
け た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 第 二 の 実 験 の ３ 週 間 前 に 、 １ ０ 7 個 の Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 細 胞 を ３ ２ 匹 の マ ウ ス の 両 後 足 に 皮
下 注 射 し た 。 こ の グ ル ー プ を 「 Ｂ 組 」 と 名 づ け た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 画 像 処 理 試 験 の た め に 、 大 型 の 腫 瘍 を 有 す る ２ 匹 の マ ウ ス （ 下 記 参 照 ） を Ａ 組 か ら 取 り
出 し 、 そ し て 他 の 全 て を Ｂ 組 か ら 取 り 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 実 験 時 ま で に 、 腫 瘍 は 全 マ ウ ス に お い て 定 着 し て い た が 、 サ イ ズ お よ び 状 態 は か な り 小
さ く 且 つ 異 な っ た （ 被 包 性 お よ び 侵 潤 、 血 管 新 生 の 段 階 ） 。 使 用 時 に 、 全 マ ウ ス の 体 重 は
２ ２ ～ ２ ７ ｇ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ
　 Ａ 組 か ら の マ ウ ス ２ ０ 匹 を 、 各 グ ル ー プ ４ 匹 で ５ つ の グ ル ー プ （ Ｉ ～ Ｖ ） に 無 作 為 に 分
け た 。 大 型 腫 瘍 を 有 す る Ａ 組 か ら の ２ 匹 は 、 画 像 処 理 試 験 に 用 い る た め に 除 外 し た 。 グ ル
ー プ 、 注 射 お よ び 屠 殺 の 時 間 は 、 ス キ ー ム １ に 従 っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ 中 の 1 2 5 Ｉ （ １ ０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 間 接 標 識 し た （ Ｚ H E R 2  A ） 2 　 ０
． ５ μ ｇ を マ ウ ス の 尾 部 に 静 脈 注 射 し た 。 Ｉ Ｉ グ ル ー プ （ 「 遮 断 グ ル ー プ 」 ） の マ ウ ス に
対 し て は 、 Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ０ μ ｌ 中 の ０ ． ０ ５ ｍ ｇ の 非 標 識 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 皮 下 に 予 備 注 射
し た ４ ５ 分 後 に 、 標 識 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 注 射 し た 。 い か な る 視 覚 的 問 題 も な い こ と か ら 、
全 注 射 が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判 断 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 屠 殺 の ５ 分 前 に 、 致 死 用 量 の ケ タ ラ ー ル ／ ロ ン プ ン 溶 液 （ ２ ０ μ ｌ ／ 体 重 １ ｇ 、 ケ タ ラ
ー ル １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ （ Pfizer, New York, USA） 、 ロ ン プ ン １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ （ Bayer, Leverk
usen, Germany） ） を マ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し た 。 希 釈 ヘ パ リ ン （ ５ ０ ０ ０ 　 Ｉ Ｅ ／ ｍ ｌ 、 L
eo Pharma, Copenhagen, Denmark） で 洗 浄 し た １ ｍ ｌ 注 射 器 を 用 い て 、 心 臓 穿 刺 に よ り 、
屠 殺 時 に 血 液 を 採 取 し た 。 血 液 と 、 尿 、 筋 肉 、 骨 、 大 腸 、 小 腸 、 心 臓 、 膀 胱 、 肺 、 肝 臓 、
脾 臓 、 膵 臓 、 腎 臓 、 胃 、 唾 液 腺 お よ び 甲 状 腺 、 脳 、 腫 瘍 お よ び 尾 の 試 料 を 解 剖 し 、 重 さ を
測 っ た ２ ０ ｍ ｌ プ ラ ス チ ッ ク ボ ト ル 中 に 回 収 し た 。 Ｂ 組 か ら の 数 匹 の マ ウ ス に お け る 複 数
の 腫 瘍 の 場 合 、 全 て の 腫 瘍 を 別 個 の ボ ト ル 中 に 回 収 し た 。 器 官 お よ び 組 織 の 試 料 を 計 量 し
、 そ れ ら の 放 射 能 を γ 計 数 器 （ ３ イ ン チ Ｎ ａ Ｉ （ Ｔ １ ） 検 出 器 を 伴 う 自 動 γ 計 数 器 で あ る
１ ４ ８ ０ 　 Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ Ｗ Ｉ Ｚ Ａ Ｒ Ｄ (Wallac OY, Turku, Finland)） で 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ Ｉ
　 Ｂ 組 か ら の マ ウ ス ２ ４ 匹 を 、 各 グ ル ー プ ４ 匹 で ６ つ の グ ル ー プ に 無 作 為 に 分 け た 。 大 型
腫 瘍 を 有 す る Ｂ 組 か ら の ８ 匹 は 、 画 像 処 理 試 験 に 用 い る た め に 選 択 し た 。 グ ル ー プ 、 注 射
お よ び 屠 殺 の 時 間 は 、 ス キ ー ム ２ に 従 っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ 中 の 1 2 5 Ｉ （ １ ０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 間 接 標 識 し た （ Ｚ H E R 2  A ） 2 　 ０
． ５ μ ｇ を 、 Ｉ お よ び グ ル ー プ Ｉ Ｖ ～ Ｖ Ｉ の マ ウ ス の 尾 部 に 静 脈 注 射 し た 。 グ ル ー プ IIの
マ ウ ス を 、 同 量 の 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 用 い て 、 今 回 は 尾 の 皮 下 に 注 射 し た
。 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の マ ウ ス の 尾 に 、 Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ 中 の 1 2 5 Ｉ （ １ ０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ）
で 間 接 標 識 し た Ｚ T a q １ ． ０ ７ μ ｇ を 静 脈 注 射 し た 。 い か な る 視 覚 的 問 題 も な い こ と か ら
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、 全 注 射 が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判 断 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ に 関 し て 上 記 し た の と 同 様 に 、 屠 殺 お よ び 試 料 の 採 取 を 実 施 し た 。 こ
の 第 二 の 実 験 で は 、 胴 体 （ carcass） も 回 収 し 、 そ の 放 射 能 含 量 を 測 定 し た 。 器 官 お よ び
組 織 の 試 料 を 計 量 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を γ 計 数 器 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 放 射 能 の 測 定
　 1 2 5 Ｉ の 測 定 に 関 す る 標 準 プ ロ ト コ ル を 用 い た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 用 い て 補 正
し た 計 数 ／ 分 を 、 評 価 の た め に 用 い た 。 ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ （ 組 織 １ ｇ あ た り の 、 注 射 さ れ た 線 量
に 対 す る 百 分 率 ） と し て 表 さ れ る 組 織 取 込 み 値 を 、 以 下 の よ う に 算 出 し た 。
　 ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ＝ ［ （ 組 織 の 放 射 能 ／ 注 射 さ れ た 放 射 能 ） ／ 組 織 重 量 ］ × １ ０ ０
こ こ で 、 静 脈 注 射 に 関 し て は 、
　 注 射 さ れ た 放 射 能 ＝ 対 照 の 注 射 器 の 平 均 放 射 能 － 使 用 し た 注 射 器 の 放 射 能 － 尾 の 放 射 能
で あ り 、 皮 下 注 射 に 関 し て は ：
　 注 射 さ れ た 放 射 能 ＝ 対 照 の 注 射 器 の 平 均 放 射 能 － 使 用 し た 注 射 器 の 放 射 能
で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 画 像 処 理 試 験
　 画 像 処 理 の た め に 、 全 て の グ ル ー プ が Ａ 組 か ら の 大 型 腫 瘍 を 有 す る １ 匹 の マ ウ ス を 含 む
と い う こ と を 考 慮 に 入 れ つ つ 、 各 グ ル ー プ ５ 匹 で ２ つ の グ ル ー プ に マ ウ ス を 分 け た 。 Ｂ 組
か ら の マ ウ ス を 無 作 為 に 抽 出 し た 。 ２ グ ル ー プ の マ ウ ス に 、 Ｐ Ｂ Ｓ ９ ０ μ ｌ 中 の 1 2 5 Ｉ （
２ ． ９ Ｍ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 間 接 標 識 し た （ Ｚ H E R 2  A ） 2 　 ２ ． ３ μ ｇ を 、 そ れ ぞ れ 画 像 処
理 の ６ 時 間 ま た は ８ 時 間 前 に 注 射 し た 。 い か な る 視 覚 的 問 題 も な い こ と か ら 、 全 て の 注 射
が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判 断 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 放 射 性 複 合 体 (radioconjugate)の 注 射 後 （ ｐ ｉ ） ６ 時 間 お よ び ８ 時 間 目 に 、 マ ウ ス の 全
身 画 像 処 理 を 実 施 し た 。 マ ウ ス を 強 制 排 尿 さ せ て 、 致 死 量 の ケ タ ラ ー ル ／ ロ ン プ ン の 腹 腔
内 注 射 に よ り 麻 酔 し て 、 頚 椎 脱 臼 に よ り 殺 害 し た 。 マ ウ ス （ 各 グ ル ー プ ５ 匹 ） を ｅ ． Ｃ Ａ
Ｍ γ カ メ ラ （ Siemens, Germany） 中 に 置 い て 、 各 時 点 に お い て １ ０ 分 間 の 画 像 を 得 た 。 大
型 腫 瘍 を 有 す る ２ 匹 の マ ウ ス （ 各 グ ル ー プ か ら １ 匹 ） を 、 露 出 時 間 を ２ ０ 分 と し た 、 同 一
カ メ ラ で の 特 別 な 画 像 を 撮 る た め に 選 択 し た 。 ９ ９ ％ ウ イ ン ド ウ サ イ ズ 、 ３ ５ ｋ ｅ Ｖ エ ネ
ル ギ ー ウ イ ン ド ウ で 、 低 エ ネ ル ギ ー 、 高 分 解 能 絞 り を 用 い て 、 ２ ５ ６ × ２ ５ ６ ビ ッ ト マ ト
リ ッ ク ス で 画 像 を 得 た 。 Nuclear Diagnostics（ Kent, UK） か ら の Ｈ ｅ ｒ ｍ ｅ ｓ ソ フ ト ウ
エ ア を 用 い て 、 画 像 を 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 結 果
　 遮 断 実 験
　 腫 瘍 中 へ の （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 取 込 み が 特 異 的 で 且 つ 受 容 体 調 節 性 で あ る か 否 か を は っ き
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り さ せ る た め に 、 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ に お け る 遮 断 実 験 を 実 施 し た 。 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 二 量
体 の 主 要 静 脈 注 射 の 前 に 、 ス キ ー ム １ の グ ル ー プ Ｉ Ｉ の マ ウ ス に 、 ０ ． ０ ５ ｍ ｇ の 非 標 識
（ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 皮 下 注 射 し た 。 グ ル ー プ Ｉ お よ び グ ル ー プ Ｉ Ｉ に お け る 注 射 後 １ 時 間 で
の 放 射 能 の 取 込 み を 比 較 し た 。 マ ウ ス の ２ つ の グ ル ー プ に 関 す る 腫 瘍 対 血 液 比 は 、 ０ ． ７
２ （ グ ル ー プ Ｉ 平 均 ） お よ び ０ ． ２ ５ （ グ ル ー プ Ｉ Ｉ 平 均 ） で あ っ た （ 図 １ １ ） 。 し か し
な が ら 、 取 込 み の 差 は 有 意 で な か っ た （ ｐ ＝ ０ ． １ ６ ） 。 腫 瘍 を 除 く 全 て の 器 官 に お い て
、 放 射 能 取 込 み は 遮 断 あ り お よ び 遮 断 な し 、 の 動 物 の 両 方 に 関 し て 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 遮 断 な し マ ウ ス の 場 合 に お け る 比 較 的 低 い 腫 瘍 対 血 液 比 は 、 こ の 実 験 で は 早 い 時 点 （ 注
射 後 １ 時 間 ） が 選 択 さ れ た こ と に よ り 説 明 で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 取 込 み の 特 異 性
　 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ Ｉ に お い て 、 グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ の マ ウ ス に 、 他 の グ ル ー プ の マ ウ ス に 注
射 し た （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 量 に 相 当 す る 量 の Ｚ T a q を 注 射 し た 。 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 関 す る と 同
一 の 間 接 的 な 方 法 を 用 い て 、 放 射 性 ヨ ウ 素 で Ｚ T a q を 標 識 し て お い た 。 Ｚ T a q は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２
受 容 体 に 対 し て 非 特 異 的 で あ る 。 グ ル ー プ Ｉ お よ び グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ に お け る 注 射 後 ４ 時 間
で の 放 射 能 の 取 込 み を 比 較 し た 。 こ の 実 験 の 結 果 （ 図 １ ２ ） は 、 非 特 異 的 Ｚ T a q 分 子 が 特
異 的 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 分 子 よ り 低 い 腫 瘍 取 り 込 み を 有 す る 、 と い う こ と を 示 し た 。 こ の 実 験
に お け る 腫 瘍 対 血 液 比 は 、 １ ． ４ ３ （ グ ル ー プ Ｉ 、 特 異 的 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ） お よ び ０ ． １
５ （ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 非 特 異 的 Ｚ T a q ） で あ っ た 。 統 計 学 的 分 析 に よ り 、 差 が 有 意 で あ る
（ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ９ ） こ と が 示 さ れ た 。 他 の 器 官 す べ て に お い て 、 放 射 能 取 込 み は 、 両 Ｚ 分
子 に 関 し て 同 一 レ ベ ル で あ っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 遮 断 実 験 と 比 較 し た 場 合 、 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 対 す る 高 い 腫 瘍 対 血 液 比 が 、 こ の 実 験 で 観
察 さ れ た 。 こ れ は 、 実 験 の 時 点 が よ り 遅 い （ 注 射 後 ４ 時 間 ） た め で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 生 体 内 分 布
　 標 識 さ れ た （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 静 脈 注 射 し て お い た 生 体 内 分 布 実 験 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に お け る
マ ウ ス の グ ル ー プ か ら の 結 果 を 、 腫 瘍 を 保 持 す る マ ウ ス の 器 官 お よ び 組 織 中 の 放 射 性 ヨ ウ
素 の 生 体 内 分 布 の 分 析 と 併 せ た 。 結 果 を 図 １ ３ ～ 図 １ ６ に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 １ ３ お よ び 図 １ ４ を 参 照 す る と 、 腫 瘍 中 の 1 2 5 Ｉ の 濃 度 は ほ と ん ど の 正 常 器 官 中 の 濃
度 よ り 高 く 、 こ の こ と は 、 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド が Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 保 有 す る 腫 瘍 細 胞 を
標 的 と す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 正 常 器 官 お よ び 組 織 中 の 放 射 能 濃 度 は 、 腎 臓 （ 全 時
点 ） 、 甲 状 腺 （ 全 時 点 ） お よ び 肝 臓 （ 早 期 時 点 ） を 除 い て 、 腫 瘍 中 よ り も 低 い こ と が 判 明
し た 。 実 験 は 、 血 液 お よ び 正 常 器 官 か ら の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス を 示 し た 。
正 常 器 官 か ら の ク リ ア ラ ン ス は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 の 蓄 積 が 見 出 さ れ た 甲 状 腺 を 除 い て 、 主 に
血 中 ク リ ア ラ ン ス に 次 ぐ も の で あ っ た 。 遊 離 ヨ ウ 素 の 甲 状 腺 取 込 み 増 大 は 、 間 接 的 標 識 法
に 関 し て さ え 既 知 で あ り 、 あ る 程 度 ま で 、 「 非 ア イ ソ ト ー プ 」 す な わ ち 非 放 射 性 ヨ ウ 素 で
防 止 さ れ 得 る （ Larsen RH et al, Nucl Med Biol 25: 351-357 (1998)） 。 高 濃 度 の 放 射
性 ヨ ウ 素 は マ ウ ス の 腎 臓 に お い て も 見 出 さ れ た が 、 こ れ も 腎 臓 が こ の よ う な 小 タ ン パ ク 質
お よ び 異 化 代 謝 産 物 の た め の 主 要 排 泄 経 路 で あ る た め と 予 測 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 １ ５ Ａ お よ び 図 １ ５ Ｂ は 、 血 中 お よ び 腫 瘍 中 の 放 射 性 ヨ ウ 素 濃 度 の 長 時 間 に わ た る 経
過 を 示 す 。 注 射 後 ４ 時 間 か ら 始 め る と 、 腫 瘍 放 射 能 は 、 血 液 放 射 能 よ り 高 か っ た 。 図 １ ５
Ａ に 示 し た よ う な 実 験 デ ー タ を 用 い て 、 血 液 お よ び 腫 瘍 中 の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 半 減 期 を 、 Ｇ
ｒ ａ ｐ ｈ Ｐ ａ ｄ Ｐ ｒ ｉ ｓ ｍ c ｖ ３ ． ０ （ GraphPad Software (San Diego, USA)社 製 ） を 用
い て 算 定 し た 。 ２ 相 の 指 数 関 数 的 な 崩 壊 に 関 す る 非 線 形 回 帰 を モ デ ル と し て 用 い 、 得 ら れ
た グ ラ フ を 図 １ ５ Ｂ に 示 す 。 腫 瘍 に 対 す る Ｔ 1 / 2 α （ ０ ． ３ ６ 時 間 ） は 、 血 液 に 対 す る も
の （ ０ ． ７ ６ 時 間 ） よ り 短 か っ た が 、 Ｔ 1 / 2 β は 長 か っ た （ 腫 瘍 で は ８ ７ ． ５ 時 間 に 対 し
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、 血 液 で は ４ ． ３ 時 間 ） が 、 こ れ は 得 ら れ た 結 果 と 良 好 に 一 致 す る 。 比 較 の た め に 、 腫 瘍
を 保 有 し な い 正 常 な マ ウ ス か ら の 生 体 内 分 布 デ ー タ を 用 い て 同 一 モ デ ル で 算 定 さ れ た 標 識
二 量 体 に 対 す る 血 液 中 の Ｔ 1 / 2 α は 、 ０ ． ３ 時 間 で あ っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 放 射 能 濃 度 の 腫 瘍 対 血 液 比 （ 図 １ ６ ） は 、 注 射 後 少 な く と も １ ２ 時 間 の 間 、 時 間 に 伴 っ
て 増 大 し た 。 こ の 比 は 、 放 射 能 画 像 処 理 に お け る 主 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 血 液 中 の 放 射 能 か
ら の も の で あ る た め 、 画 像 の コ ン ト ラ ス ト を 見 積 も る の に 好 都 合 な 因 子 で あ る 。 腫 瘍 対 血
液 比 お よ び 腫 瘍 の 放 射 能 濃 度 を 考 慮 に 入 れ る と 、 注 射 後 ６ 時 間 及 び ８ 時 間 が 画 像 化 の た め
の 最 適 時 点 で あ り 得 る 、 と 結 論 づ け ら れ た 。 良 好 な コ ン ト ラ ス ト を 有 す る 画 像 に 対 し て は
、 腫 瘍 対 非 腫 瘍 の 放 射 能 濃 度 比 は 、 ２ 未 満 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ガ ン マ 画 像
　 画 像 処 理 の た め に 選 択 さ れ た 各 々 ５ 匹 か ら 成 る ２ グ ル ー プ の 各 々 か ら 、 ガ ン マ 画 像 を 撮
影 し た （ そ れ ぞ れ 注 射 後 ６ 時 間 お よ び ８ 時 間 ） 。 両 時 点 で の 全 て の マ ウ ス に お い て 、 鮮 明
な 構 造 を 有 す る 腎 臓 を 同 定 す る こ と が で き た 。 い く つ か の さ ら な る 構 造 （ お そ ら く は 肝 臓
） が 、 注 射 後 ６ 時 間 の マ ウ ス の 画 像 に 、 腎 臓 に 重 な っ て 、 全 身 血 液 プ ー ル か ら の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 増 大 に 加 え て 、 認 め ら れ る 。 い く つ か の 動 物 は そ れ ら の 膀 胱 中 に 多 少 の 尿 を 有 し
た が 、 こ れ も 直 接 観 察 さ れ る 。 注 射 後 ８ 時 間 の マ ウ ス に 関 す る 画 像 で は 、 頚 部 領 域 の さ ら
な る 構 造 が 同 定 さ れ 得 る が 、 こ れ は お そ ら く 甲 状 腺 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 各 画 像 セ ッ シ ョ ン に お け る ５ 匹 の 動 物 か ら 、 １ つ の 大 型 侵 潤 腫 瘍 （ Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 注 射 の
第 一 バ ッ チ か ら ） が 視 覚 化 さ れ た 。 他 の 腫 瘍 の 局 在 化 は 明 白 で は な か っ た 。 ２ 匹 の 当 該 動
物 を 付 加 的 な 画 像 処 理 セ ッ シ ョ ン の た め に 選 択 し た 。 結 果 を 図 １ ７ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 要 約
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ （ 卵 巣 癌 細 胞 株 ） 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス に お け る 、 ベ ン ゾ エ ー ト 基 を 介 し
て 放 射 性 ヨ ウ 素 （ 1 2 5 Ｉ ） で 間 接 的 に 標 識 さ れ た 二 量 体 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 生 体
内 分 布 は 、 正 常 マ ウ ス に お け る 該 二 量 体 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 体 内 分 布 と 良 好 な 一 致 を
示 し た 。 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と し て 注 射 さ れ る 放 射 性 ヨ ウ 素 の 腫 瘍 へ の
取 込 み が 達 成 さ れ た 。 腫 瘍 へ の 取 込 み は 、 高 濃 度 の 非 標 識 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 分 子 の 予 備 注 射
を 用 い た 遮 断 実 験 に よ り 、 且 つ 非 特 異 的 な 、 標 識 さ れ た Ｚ 変 異 体 Ｚ T a q の 注 射 に よ り 示 さ
れ る よ う に 、 受 容 体 介 在 性 か つ 特 異 的 で あ っ た 。 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 に よ り 、 腫 瘍 中 の
放 射 能 濃 度 が 注 射 後 ４ 時 間 の 血 中 の 放 射 能 濃 度 よ り 高 く 、 且 つ 腎 臓 お よ び 甲 状 腺 を 除 い て
、 注 射 後 ６ 時 間 に お け る 大 多 数 の 正 常 器 官 お よ び 組 織 中 よ り 高 い 、 と い う こ と が 示 さ れ た
。 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 異 種 移 植 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス の ガ ン マ 画 像 を 、 注 射 後 ６ お よ び ８ 時 間 で
得 た 。 良 好 な 分 解 能 が 達 成 さ れ た 。 両 時 点 で 、 大 き い 侵 潤 腫 瘍 を 明 瞭 に 同 定 で き た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ １ 】
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 異 種 移 植 片 を 保 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 単 量 体 の
生 体 内 分 布 お よ び 腫 瘍 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
　 本 実 施 例 を 構 成 す る 実 験 で は 、 実 施 例 １ お よ び ２ の 単 量 体 Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド を 1 2 5

Ｉ で 放 射 性 標 識 し 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 移 植 さ れ た 腫 瘍 を 保 有 す る
マ ウ ス に 注 入 し た 。 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 体 内 分 布 の 検 査 を 、 そ の 局 在 化 を 調 べ る た め に 実
施 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 Ｚ H E R 2  A の 間 接 的 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識
　 1 2 5 Ｉ で 標 識 す る た め に 、 ４ ０ μ ｌ の 単 量 体 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A を 、 実 施 例 ４ に お け る 二
量 体 ポ リ ペ プ チ ド 構 築 物 と 同 様 の 処 理 に 付 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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　 動 物 の 準 備
　 M & Bか ら の 雌 の 非 近 交 系 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 　 ｂ ａ ｌ ｂ マ ウ ス （ 到 着 時 、 １ ０ ～ １ ２ 週 齢 ） を
、 Ｃ ６ ６ ／ ４ 承 認 下 で 用 い た 。 異 種 移 植 片 を マ ウ ス 中 に 移 植 す る 前 の １ 週 間 、 ル ド ベ ッ ク
研 究 所 （ Uppsala, Sweden） の 動 物 施 設 で 、 標 準 的 な 食 餌 、 寝 床 お よ び 環 境 を 用 い 、 マ ウ
ス を 順 応 さ せ た 。 マ ウ ス は 食 餌 お よ び 飲 料 水 を 自 由 に 摂 取 し た 。 実 験 の ３ 週 間 前 に 、 ５ ×
１ ０ 7 個 の Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ＃ Ｈ Ｔ Ｂ － ７ ７ ） を １ ６ 匹 の マ ウ ス の
右 後 足 に 皮 下 注 射 し た 。 実 験 時 ま で に 、 腫 瘍 は 全 て の マ ウ ス に お い て 定 着 し て お り 、 全 て
の マ ウ ス の 体 重 は ２ ２ ～ ２ ７ ｇ で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 放 射 能 の 測 定
　 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ た よ う に 1 2 5 Ｉ 測 定 を 実 施 し 、 ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ を 算 出 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 生 体 内 分 布 実 験
　 マ ウ ス １ ６ 匹 を 、 各 グ ル ー プ ４ 匹 で ４ つ の グ ル ー プ （ Ｉ ～ Ｉ Ｖ ） に 無 作 為 に 分 け た 。 グ
ル ー プ 、 注 射 お よ び 屠 殺 の 時 間 は 、 ス キ ー ム ３ に 従 っ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ μ ｌ 中 の 1 2 5 Ｉ （ １
０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 間 接 標 識 し た Ｚ H E R 2  A ０ ． ５ μ ｇ を マ ウ ス の 尾 部 に 静 脈 注 射 し た
。 い か な る 視 覚 的 問 題 も な い こ と か ら 、 全 注 射 が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判 断 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 施 例 ４ の 第 一 の 生 体 内 分 布 試 験 に 記 載 し た よ う に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 試 料 を 採 取 し た
。 器 官 お よ び 組 織 の 試 料 を 計 量 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を γ 計 数 器 （ ３ イ ン チ Ｎ ａ Ｉ （ Ｔ １ ）
検 出 器 を 伴 う 自 動 γ 計 数 器 で あ る １ ４ ８ ０ Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ Ｗ Ｉ Ｚ Ａ Ｒ Ｄ (Wallac OY, Turku,
 Finland)） で 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 結 果
　 標 識 さ れ た Ｚ H E R 2  A を 皮 下 注 射 し て お い た マ ウ ス の グ ル ー プ か ら の 結 果 を 、 マ ウ ス の 器
官 お よ び 組 織 中 の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 分 布 を 確 証 す る た め に 分 析 し た 。 結 果 を 図 １ ８ ～ 図 ２ ０
に 示 す 。 図 １ ８ お よ び 図 １ ９ を 参 照 す る と 、 腫 瘍 中 の 1 2 5 Ｉ の 濃 度 は 、 ４ 時 間 お よ び ２ ４
時 間 で 大 多 数 の 正 常 器 官 中 で の 濃 度 よ り 高 く 、 こ の こ と は Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド が Ｈ Ｅ Ｒ
２ を 保 有 す る 腫 瘍 細 胞 を 標 的 に す る こ と が で き る 、 と い う こ と を 示 す 。 正 常 な 器 官 お よ び
組 織 中 の 放 射 能 濃 度 は 、 腎 臓 （ 全 時 点 ） お よ び 甲 状 腺 （ 全 時 点 ） を 除 い て 、 腫 瘍 中 よ り も
低 い こ と が 判 明 し た 。 実 験 は 、 血 液 お よ び 正 常 器 官 か ら の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 迅 速 な ク リ ア ラ
ン ス を 示 し た 。 正 常 器 官 か ら の ク リ ア ラ ン ス は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 の 蓄 積 が 見 出 さ れ た 甲 状 腺
を 除 い て 、 大 抵 の 場 合 は 血 中 ク リ ア ラ ン ス に 次 ぐ も の で あ っ た 。 高 濃 度 の 放 射 性 ヨ ウ 素 は
マ ウ ス の 腎 臓 に お い て も 見 出 さ れ た 。 図 ２ ０ は 、 血 中 お よ び 腫 瘍 中 の 放 射 性 ヨ ウ 素 濃 度 の
長 時 間 に わ た る 経 過 を 示 す 。 注 射 後 ４ 時 間 か ら 始 め る と 、 腫 瘍 の 放 射 能 は 、 血 液 の 放 射 能
よ り ６ 倍 高 か っ た 。 放 射 能 濃 度 の 腫 瘍 対 血 液 比 （ 図 ２ １ ） は 、 注 射 後 少 な く と も ８ 時 間 の
間 （ こ の 時 点 で の 該 比 の 値 は １ ０ 対 １ で あ っ た ） 、 時 間 に 伴 っ て 増 大 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 要 約
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ （ 卵 巣 癌 細 胞 株 ） 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス に お け る 、 ベ ン ゾ エ ー ト 基 を 介 し
て 放 射 性 ヨ ウ 素 （ 1 2 5 Ｉ ） で 間 接 的 に 標 識 さ れ た 単 量 体 ポ リ ペ プ チ ド Ｚ H E R 2  A の 生 体 内 分
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布 は 、 正 常 マ ウ ス に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 体 内 分 布 と 良 好 な 一 致 を 示 し た 。 1 2

5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A と し て 注 射 さ れ る 放 射 性 ヨ ウ 素 の 腫 瘍 取 込 み が 達 成 さ れ た
。 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 に よ り 、 腫 瘍 中 の 放 射 能 濃 度 が 注 射 後 ４ 時 間 の 血 中 の 放 射 能 濃 度
よ り 高 く 、 二 量 体 の 形 態 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と 比 較 し た 場 合 、 腎 臓 お よ び 甲 状 腺 を 除 い て 、 注
射 後 ４ 時 間 に お い て す で に 大 多 数 の 正 常 器 官 お よ び 組 織 中 よ り 高 い 、 と い う こ と が 示 さ れ
た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ 異 種 移 植 片 を 保 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 生 体
内 分 布 お よ び 腫 瘍 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
　 本 実 施 例 を 構 成 す る 実 験 で は 、 Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と 名 づ け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 生
成 す る た め に 、 実 施 例 ３ の 二 量 体 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ の Ｎ 末 端 で 、 連 鎖 球
菌 プ ロ テ イ ン Ｇ 由 来 の 「 ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン 」 （ Ａ Ｂ Ｄ ） と 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 融 合
し た （ 図 ２ ２ ） 。 Ａ Ｂ Ｄ は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン に 高 い 親 和 性 で 結 合 す る （
M Johansson et al, J Biol Chem 277: 8114-8120 (2002)） 。 ア ル ブ ミ ン は 、 緩 徐 な 血 漿
ク リ ア ラ ン ス を 有 す る 血 中 に 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る 。 ア ル ブ ミ ン と の 高 親 和 性 の 結 合 は
、 ア ル ブ ミ ン タ ン パ ク 質 そ れ 自 体 と 同 様 に 、 該 結 合 剤 に 緩 徐 な 動 態 を 付 与 す る 。 動 物 に お
け る 腫 瘍 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド の 循 環 時 間 が 延 長 さ れ る と 、 理 論 上 、 腫 瘍 に 送 達 さ れ
る 用 量 は 増 加 す る 。 こ れ を 試 験 す る た め に 、 Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド を 1 2 5 Ｉ で
放 射 性 標 識 し 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 移 植 さ れ た 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス
に 注 入 し た 。 ポ リ ペ プ チ ド の 生 体 内 分 布 の 検 査 を 、 そ の 局 在 化 を 調 べ る た め に 実 行 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 お よ び タ ン パ ク 質 産 生
　 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A と 名 づ け た 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 新 規 の Ａ ｆ ｆ
ｉ ｂ ｏ ｄ ｙ リ ガ ン ド の 選 択 は 、 実 施 例 １ お よ び ２ に 記 さ れ て い る 。 Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 を Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 用 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す
る こ と に よ り 構 築 さ れ る 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 は 、 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ た 。 Ａ Ｂ Ｄ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 を Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 用 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を Ａ Ｂ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で 置 換 す る こ と に よ り 、 こ の 二 量 体 Ｚ

H E R 2  A 変 異 体 の Ａ Ｂ Ｄ 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 し た 。 さ ら に 、 エ ク ス テ ン シ ョ ン Ｐ Ｃ Ｒ を 利
用 し て 、 Ｃ 末 端 シ ス テ イ ン 残 基 を 融 合 タ ン パ ク 質 に 付 加 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー Ａ Ｂ Ｉ
プ リ ズ ム （ 登 録 商 標 ） ３ ７ ０ ０ ア ナ ラ イ ザ ー （ Applied Biosystems, Foster City, CA）
で の Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 、 導 入 さ れ た Ａ Ｂ Ｄ 断 片 を 確 認 し た 。 大 腸 菌 Ｒ Ｒ Ｉ Δ Ｍ
１ ５ 菌 株 （ Ruther, Nucleic Acids Res 10: 5765-5772 (1982)） を 、 ク ロ ー ニ ン グ の 間 、
細 菌 宿 主 と し て 用 い た 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で （ Studier et
 al, Meth Enzymol 185: 60-89 (1990)） 、 Ａ Ｂ Ｄ と 融 合 し た 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 （ Ａ Ｂ
Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ） を コ ー ド し て お り 、 こ れ は Ｃ 末 端 が シ ス テ イ ン 残 基 と 融 合 さ れ て い る
こ と に よ り 部 位 特 異 的 な 化 学 的 修 飾 が 可 能 で あ る （ 図 ２ ２ ） 。 二 量 体 Ｚ H E R 2 変 異 体 を 、 大
腸 菌 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 菌 株 中 で Ａ Ｂ Ｄ と の 融 合 体 と し て 発 現 さ せ て 、 メ ー カ ー の プ ロ ト
コ ル （ Amersham Biosciences） に 従 っ て 調 製 さ れ た ア ル ブ ミ ン セ フ ァ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム 上 で の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 に よ り 、 回 収 し た 。 適 切 な 吸 光 係
数 を 用 い て 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 測 定 値 か ら タ ン パ ク 質 濃 度 を 算 定 し た 。 Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ シ
ス テ ム （ Novex, CA, USA） を 用 い て 、 ト リ ス － グ リ シ ン １ ６ ％ 均 質 ゲ ル 上 で の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ に よ り 、 精 製 タ ン パ ク 質 を さ ら に 分 析 し た 。 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 に よ
り 、 タ ン パ ク 質 帯 域 を 可 視 化 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 予 測
さ れ た 分 子 量 の 明 確 な 帯 域 と し て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 間 接 的 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識
　 1 2 5 Ｉ で 標 識 す る た め に 、 ４ ０ μ ｌ の Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 、 実 施 例 ４ に お け る 二 量 体
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ポ リ ペ プ チ ド 構 築 物 と 同 一 の 処 理 に 付 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 動 物 の 準 備
　 M & Bか ら の 雌 非 近 交 系 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 　 ｂ ａ ｌ ｂ マ ウ ス （ 到 着 時 、 １ ０ ～ １ ２ 週 齢 ） を 、
Ｃ ６ ６ ／ ４ 承 認 下 で 用 い た 。 異 種 移 植 片 を 該 マ ウ ス に 移 植 す る 前 の １ 週 間 、 ル ド ベ ッ ク 研
究 所 （ Uppsala, Sweden） の 動 物 施 設 で 、 標 準 的 な 食 餌 、 寝 床 お よ び 環 境 を 用 い 、 マ ウ ス
を 順 応 さ せ た 。 マ ウ ス は 食 餌 お よ び 飲 料 水 を 自 由 に 摂 取 し た 。 実 験 の ３ 週 間 前 に 、 ５ × １
０ 7 個 の Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ＃ Ｈ Ｔ Ｂ － ７ ７ ） を １ ６ 匹 の マ ウ ス の 右
後 足 に 皮 下 注 射 し た 。 実 験 時 ま で に 、 腫 瘍 は 全 マ ウ ス に お い て 定 着 し て お り 、 全 マ ウ ス の
体 重 は ２ ２ ～ ２ ７ ｇ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 放 射 能 の 測 定
　 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ た よ う に 、 1 2 5 Ｉ 測 定 を 実 施 し 、 ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ を 算 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 生 体 分 布 実 験
　 マ ウ ス １ ６ 匹 を 、 各 グ ル ー プ ４ 匹 の ４ つ の グ ル ー プ （ Ｉ ～ Ｉ Ｖ ） に 無 作 為 に 分 け た 。 グ
ル ー プ 、 注 射 お よ び 屠 殺 の 時 間 は 、 ス キ ー ム ４ に 従 っ た 。 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 1 2 5 Ｉ （
１ ０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 間 接 標 識 し た ０ ． ５ μ ｇ の Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を マ ウ ス の 尾
部 に 静 脈 注 射 し た 。 い か な る 視 覚 的 問 題 も な い こ と か ら 、 全 注 射 が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判
断 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
　 実 施 例 ４ の 第 一 の 生 体 内 分 布 試 験 に 記 載 し た よ う に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 試 料 を 採 取 し た
。 器 官 お よ び 組 織 の 試 料 を 計 量 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を γ 計 数 器 （ ３ イ ン チ Ｎ ａ Ｉ （ Ｔ １ ）
検 出 器 を 伴 う 自 動 γ 計 数 器 で あ る １ ４ ８ ０ Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ Ｗ Ｉ Ｚ Ａ Ｒ Ｄ (Wallac OY, Turku,
 Finland)） で 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 結 果
　 結 果 を 図 ２ ３ ～ 図 ２ ４ に 示 す 。 図 ２ ３ を 参 照 す る と 、 腫 瘍 中 の 1 2 5 Ｉ の 濃 度 は 、 １ ２ 時
間 （ 腫 瘍 　 ２ ． ４ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） お よ び ２ ４ 時 間 （ 腫 瘍 　 ２ ． ２ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） で は 、 ほ と ん
ど の 正 常 器 官 中 の 濃 度 よ り 高 く 、 こ の こ と は 、 Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド が Ｈ Ｅ
Ｒ ２ を 保 有 す る 腫 瘍 細 胞 を 標 的 に し 得 る 、 と い う こ と を 示 す 。 正 常 な 器 官 お よ び 組 織 中 の
放 射 能 濃 度 は 、 腎 臓 （ 全 時 点 、 ２ ４ 時 間 で ３ ． ５ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） 、 甲 状 腺 （ 全 時 点 、 ２ ４ 時
間 で ５ ． ２ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） お よ び 血 液 （ 全 時 点 、 ２ ４ 時 間 で ３ ． ９ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） を 除 い て 、
腫 瘍 中 よ り も 低 い こ と が 判 明 し た 。 肺 で の 値 は 、 腫 瘍 で の 値 と ほ と ん ど 等 価 で あ る が 、 こ
れ は 、 肺 中 の 血 液 含 量 が 高 い た め か も し れ な い 。 実 験 は 、 血 液 か ら の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 非 常
に 遅 い ク リ ア ラ ン ス を 示 し た 。 こ れ は 、 Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の Ａ Ｂ Ｄ 部 分 が 、 緩 徐 な 動
態 を 有 す る 血 中 に 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る 血 清 ア ル ブ ミ ン と 高 親 和 性 で 結 合 す る た め 、 予
測 で き る こ と で あ る 。 正 常 器 官 か ら の ク リ ア ラ ン ス は 、 放 射 性 ヨ ウ 素 の 蓄 積 が 見 出 さ れ た
甲 状 腺 を 除 い て 、 血 中 ク リ ア ラ ン ス よ り 迅 速 で あ っ た 。 高 濃 度 の 放 射 性 ヨ ウ 素 は マ ウ ス の
腎 臓 に お い て も 見 出 さ れ た 。 図 ２ ４ は 、 実 施 例 ４ お よ び ５ に お け る Ｚ H E R 2  A の 単 量 体 お よ
び 二 量 体 構 築 物 に 関 し て 作 成 さ れ た 結 果 と 比 較 し た 場 合 の 、 腫 瘍 中 の Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ）
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2 に 関 連 し た 放 射 性 ヨ ウ 素 濃 度 の 長 時 間 に わ た る 経 過 を 示 す 。 注 射 後 ２ ４ 時 間 で 、 Ａ Ｂ Ｄ
（ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 用 い た 際 の 腫 瘍 の 放 射 活 性 は 、 単 量 体 ま た は 二 量 体 の 場 合 よ り １ ３ 倍 高
か っ た が 、 こ れ は 、 標 的 部 分 の 体 内 で の 残 留 時 間 の 延 長 が 実 際 に 腫 瘍 上 で の 線 量 を 増 大 す
る た め に 利 用 さ れ 得 る 、 と い う こ と を 示 す 。 こ の デ ー タ に よ り （ Ｚ H E R 2  A ） 2 部 分 を ア ル
ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン に 機 能 的 に 結 合 で き る 、 と い う こ と も 裏 付 け ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 要 約
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ （ 卵 巣 癌 細 胞 株 ） 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス に お け る 、 ベ ン ゾ エ ー ト 基 を 介 し
て 放 射 性 ヨ ウ 素 （ 1 2 5 Ｉ ） で 間 接 的 に 標 識 さ れ た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の
生 体 内 分 布 は 、 予 測 さ れ た ア ル ブ ミ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 と 良 好 な 一 致 を 示 し た 。 1 2

5 Ｉ － Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と し て 注 射 さ れ た 放 射 性 ヨ ウ 素 の 腫 瘍 へ の 取 込 み が 達 成 さ れ 、
腫 瘍 で の 線 量 は Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 体 ま た は 単 量 体 バ ー ジ ョ ン で の も の よ り 高 か
っ た 。 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 に よ り 、 肺 、 腎 臓 、 甲 状 腺 お よ び 血 液 中 の 放 射 能 は 依 然 と し
て 高 か っ た も の の 、 腫 瘍 中 の 放 射 能 濃 度 は 注 射 後 １ ２ 時 間 で の ほ と ん ど の 他 の 器 官 中 の 放
射 能 濃 度 よ り は 高 い こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ４ ０ 】
　 テ ク ネ チ ウ ム 標 識 二 量 体 9 9 m Ｔ ｃ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 生 体 内 分 布
　 本 実 施 例 を 構 成 す る 実 験 で は 、 実 施 例 ３ に よ る 二 量 体 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ
チ ド を 、 診 断 用 画 像 処 理 核 種 ９ ９ ｍ － テ ク ネ チ ウ ム で 標 識 し 、 正 常 マ ウ ス 及 び Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過
剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 移 植 さ れ た 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス 中 に 注 射 し た 。 9 9 m テ ク ネ
チ ウ ム （ 9 9 m Ｔ ｃ ） は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 診 断 の た め の 理 想 に 近 い 特 性 を 有 す る 放 射 性 核 種
で あ る 。 さ ら に こ れ は 安 価 で 且 つ 容 易 に 入 手 可 能 で あ り 、 こ の こ と が 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム を
、 病 院 に お け る 医 学 的 画 像 処 理 の た め の 望 ま し い 候 補 に し て い る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 体
内 分 布 の 試 験 を 実 行 し て 、 そ の 局 在 化 を 調 べ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の テ ク ネ チ ウ ム 標 識
　 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 タ ン パ ク 質 上 の ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ へ 9 9 m Ｔ ｃ 核 種 を 送 達 す
る 市 販 の IsoLink（ 商 標 ） キ ッ ト （ Mallinckrodt, Netherlands） を 用 い て 、 メ ー カ ー の 使
用 説 明 書 に 従 っ て 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 し た 。 IsoLink（ 商 標 ）
キ ッ ト 試 薬 は テ ク ネ チ ウ ム 陽 イ オ ン ［ 9 9 m Ｔ ｃ （ Ｃ Ｏ ） 3 （ Ｈ 2 Ｏ ） 3 ］

+ を 生 じ 、 こ れ は 次
に 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ に よ り 安 定 的 に 配 位 結 合 さ れ て 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ
ペ プ チ ド の Ｈ ｉ ｓ 6 タ グ を 特 異 的 に 標 識 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 ウ プ サ ラ 大 学 病 院 で 発 生 器 か ら 溶 離 さ れ た 9 9 m Ｔ ｃ ス ト ッ ク 溶 液 ０ ．
５ ～ ０ ． ６ ｍ ｌ を 、 水 浴 中 で 、 １ ０ ０ ℃ で ２ ０ 分 間 、 IsoLink（ 商 標 ） カ ル ボ ニ ル 標 識 剤
（ Ｄ Ｒ Ｎ ４ ３ ３ ５ 、 Mallinckrodt） の 内 容 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の よ う に し
て 得 ら れ た テ ク ネ チ ウ ム 陽 イ オ ン ［ 9 9 m Ｔ ｃ （ Ｃ Ｏ ） 3 （ Ｈ 2 Ｏ ） 3 ］

+ ４ ０ μ ｌ を 、 Ｐ Ｂ Ｓ
中 の Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ １ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） ４ ０ μ ｌ と 混 合 し 、 ５ ０ ℃ で １ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ ｋ Ｄ の 排 除 分 子 量 を 有 す る Ｎ Ａ Ｐ － ５ サ イ ズ 排 除 カ ラ ム （ Pharmaci
a, Uppsala） 上 で の 分 離 に よ り 、 生 成 物 を 精 製 し た 。 生 成 物 の 純 度 は 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を す ぐ に 行 っ て 確 認 し た と こ ろ 、 ９ ７ ％ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 動 物 の 準 備
　 M & Bか ら の 雌 非 近 交 系 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 　 ｂ ａ ｌ ｂ マ ウ ス （ 到 着 時 、 １ ０ ～ １ ２ 週 齢 ） を 、
Ｃ ６ ６ ／ ４ 承 認 下 で 用 い た 。 異 種 移 植 片 を マ ウ ス 中 に 移 植 す る 前 の １ 週 間 、 標 準 的 な 食 餌
、 寝 床 お よ び 環 境 を 用 い 、 ル ド ベ ッ ク 研 究 所 （ Uppsala, Sweden） の 動 物 施 設 で マ ウ ス を
順 応 さ せ た 。 マ ウ ス は 食 餌 お よ び 飲 料 水 を 自 由 に 摂 取 し た 。 実 験 の ３ 週 間 前 に 、 ５ × １ ０
7 個 の Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ＃ Ｈ Ｔ Ｂ － ７ ７ ） を ４ 匹 の マ ウ ス の 右 後 足
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に 皮 下 注 射 し た 。 実 験 時 ま で に 、 腫 瘍 は 全 マ ウ ス に お い て 定 着 し て お り 、 全 マ ウ ス の 体 重
は ２ ２ ～ ２ ７ ｇ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 放 射 能 の 測 定
　 実 施 例 ４ に お い て 1 2 5 Ｉ に 関 し て 記 載 し た と 同 様 に 、 9 9 m Ｔ ｃ の 測 定 を 実 施 し 、 ％ Ｉ Ｄ ／
ｇ を 算 出 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 生 体 内 分 布 実 験
　 ４ 匹 の マ ウ ス を 有 す る １ つ の グ ル ー プ を 実 験 に 用 い た 。 注 射 お よ び 屠 殺 の 時 間 は 、 ス キ
ー ム ５ に 従 っ た 。 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 9 9 m Ｔ ｃ （ １ ０ ０ ｋ Ｂ ｑ ／ マ ウ ス ） で 標 識 し た ０
． ５ μ ｇ の Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を マ ウ ス の 尾 部 に 静 脈 注 射 し た 。 い か な る 視 覚 的 問 題
も な い こ と か ら 、 全 注 射 が 良 好 に 耐 容 さ れ た と 判 断 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 実 施 例 ４ の 第 一 の 生 体 内 分 布 試 験 に 記 載 し た よ う に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 試 料 を 採 取 し た
。 器 官 お よ び 組 織 の 試 料 を 計 量 し 、 そ れ ら の 放 射 能 を γ 計 数 器 （ ３ イ ン チ Ｎ ａ Ｉ （ Ｔ １ ）
検 出 器 を 有 す る 自 動 γ 計 数 器 。 １ ４ ８ ０ Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ Ｗ Ｉ Ｚ Ａ Ｒ Ｄ 、 Wallac OY(Turku, F
inland)で 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 結 果
　 結 合 体 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 高 い 安 定 性 を 有 し た
（ Ｐ Ｂ Ｓ 、 血 漿 、 シ ス テ イ ン お よ び 過 剰 量 の 遊 離 ヒ ス チ ジ ン で 攻 撃 ） 。 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6

－ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 生 体 内 分 布 実 験 か ら の 結 果 を 、 図 ２ ５ ～ 図 ２ ７ に
示 す 。 図 ２ ５ を 参 照 す る と 、 総 腫 瘍 線 量 は 、 1 2 5 Ｉ 標 識 さ れ た 単 量 体 構 築 物 で あ る 1 2 5 Ｉ －
ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A （ 注 射 後 ８ 時 間 で １ ． １ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） ま た は 二 量 体 構 築 物 で あ る
1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ 注 射 後 ８ 時 間 で １ ． ０ ６ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） と 比 較 し た
場 合 、 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ 注 射 後 ８ 時 間 で 、 ３ ． ３ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） を 用 い
た 場 合 は ３ 倍 高 か っ た 。 9 9 m Ｔ ｃ は 、 1 2 5 Ｉ よ り 良 好 な 残 留 性 物 質 で あ る と い う こ と が 既 知
で あ り 、 こ れ は 、 9 9 m Ｔ ｃ で は 送 達 さ れ た 用 量 が 残 存 す る 一 方 、 ヨ ウ 素 で は 用 量 は 代 謝 さ
れ 、 腫 瘍 細 胞 か ら 放 出 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 図 ２ ６ を 参 照 す る と 、 腫 瘍 中 の 9 9 m Ｔ ｃ の
濃 度 は 、 注 射 後 ８ 時 間 に お い て は ほ と ん ど の 正 常 器 官 よ り 高 か っ た （ 腫 瘍 　 ３ ． ３ ％ Ｉ Ｄ
／ ｇ ） が 、 こ れ は 、 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド が Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 保 有 す
る 腫 瘍 細 胞 を 標 的 に し 得 る 、 と い う こ と を 示 す 。 正 常 器 官 お よ び 組 織 中 の 放 射 能 濃 度 は 、
腎 臓 （ ８ 時 間 で ２ ７ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ 、 腫 瘍 線 量 の ３ ６ 倍 ） お よ び 肝 臓 （ ８ 時 間 で １ １ ． ４ ％ Ｉ
Ｄ ／ ｇ 、 腫 瘍 線 量 の ３ 倍 ） を 除 い て 、 腫 瘍 中 よ り も 低 い こ と が 判 明 し た （ 図 ２ ７ ） 。 9 9 m

Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 は 腎 臓 を 介 し て 除 去 さ れ る た め 、 腎 臓 で の 高 い 値 が 予 測 さ
れ た 。 腎 臓 中 の 高 レ ベ ル の ト レ ー サ ー は 毒 性 の 問 題 を 示 さ な い が 、 こ れ は 、 注 射 さ れ た 総
線 量 は 診 断 目 的 で あ っ て 非 常 に 低 い か ら で あ る 。 甲 状 腺 中 の 放 射 能 の 量 は 、 予 測 ど お り 、
1 2 5 Ｉ を 用 い た 場 合 （ 実 施 例 ４ ） ほ ど 高 い こ と は 全 く な か っ た （ ８ 時 間 で １ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ）
。 正 常 器 官 か ら の ク リ ア ラ ン ス は 、 １ 時 間 を ピ ー ク と す る 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム の 蓄 積 が 観 察
さ れ た 腎 臓 を 除 き 、 主 と し て 血 中 ク リ ア ラ ン ス に 次 ぐ も の で あ っ た 。 レ ベ ル は そ の 後 低 下
し 、 １ 時 間 の 間 （ 注 射 後 ２ 時 間 ま で ） に 急 速 排 除 期 、 そ の 後 、 緩 徐 排 除 期 が 続 き 、 ２ ４ 時
間 後 に お い て も 腎 臓 中 に は 依 然 と し て か な り の 線 量 （ ７ ０ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ ） が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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　 注 射 後 ８ 時 間 で の 該 テ ク ネ チ ウ ム 結 合 体 に 関 す る 腫 瘍 対 血 液 比 は ４ で あ り 、 総 腫 瘍 線 量
は ３ ． ３ ％ Ｉ Ｄ ／ ｇ で あ っ た 。 こ れ は 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム が ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 診 断 用 途 に 用
い ら れ 得 る 、 と い う こ と を 示 し た 。 比 較 と し て は 、 同 じ 時 点 で 、 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト －
（ Ｚ H E R 2  A ） 2 お よ び 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A の 腫 瘍 線 量 は 約 １ ％ で あ っ た が 、 腫
瘍 対 血 液 比 は 約 １ １ で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 要 約
　 Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ （ 卵 巣 癌 細 胞 株 ） 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス に お け る 、 9 9 m Ｔ ｃ 標 識 ポ リ ペ プ
チ ド 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 生 体 内 分 布 は 、 医 療 用 画 像 処 理 目 的 に と っ て 相
対 的 に 良 好 な 分 布 特 性 を 示 し た 。 9 9 m Ｔ ｃ － Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と し て 注 射 さ れ た テ
ク ネ チ ウ ム の 腫 瘍 へ の 取 込 み が 達 成 さ れ 、 腫 瘍 で の 線 量 は 、 Ｚ H E R 2  A ポ リ ペ プ チ ド の 1 2 5

Ｉ 標 識 二 量 体 ま た は 単 量 体 バ ー ジ ョ ン に 対 す る も の よ り 高 か っ た 。 得 ら れ た デ ー タ の 分 析
に よ り 、 腫 瘍 中 の 放 射 能 濃 度 は 、 実 質 的 に 腫 瘍 よ り 高 い 取 込 み が 肝 臓 お よ び 腎 臓 で 認 め ら
れ る も の の 、 注 射 後 ８ 時 間 で は ほ と ん ど の 他 の 器 官 お よ び 血 液 中 の 放 射 能 濃 度 よ り は 高 い
こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ５ １ 】
　 2 1 1 Ａ ｔ を 用 い た ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 標 識 お よ び 特 徴 付 け
　 本 実 施 例 を 構 成 す る 実 験 に お い て は 、 実 施 例 ３ に よ る 二 量 体 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ
リ ペ プ チ ド を 、 1 2 5 Ｉ を 用 い た 標 識 に 関 し て 上 記 し た と 同 様 の 化 学 的 手 法 を 用 い て 、 治 療
用 放 射 性 核 種 で あ る 2 1 1 ア ス タ チ ン （ 2 1 1 Ａ ｔ ） で 標 識 し た 。 放 射 性 核 種 の 腫 瘍 へ の タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ の 一 目 的 は 、 放 射 線 療 法 で あ る 。 こ れ は 、 標 的 細 胞 を 根 絶 す る こ と が で き る 高
エ ネ ル ギ ー 粒 子 、 例 え ば α 粒 子 お よ び 高 エ ネ ル ギ ー β 粒 子 を 放 射 す る 核 種 を 要 す る 。 α 放
出 放 射 性 ハ ロ ゲ ン 2 1 1 Ａ ｔ （ Ｔ 1 / 2 ＝ ７ ． ２ 時 間 ） は 、 ご く 少 数 の 細 胞 の 直 径 程 度 の 飛 程 （
range） を 有 し て お り 、 こ れ は 、 細 胞 の 根 絶 が 高 精 度 で 起 こ り 得 る こ と を 意 味 す る 。 2 1 1 Ａ
ｔ 標 識 ポ リ ペ プ チ ド の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 殺 細 胞 能 力 の 試 験 を 実 行 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 ２ 日 前 に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 個 の Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細
胞 を 、 ３ ｃ ｍ 培 養 皿 に 植 え 付 け た 。 ６ ０ μ ｇ の Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 ポ リ ペ プ チ ド を 、
コ ペ ン ハ ー ゲ ン 大 学 病 院 の Ｓ ｃ ａ ｎ ｄ ｉ ｔ ｒ ｏ ｎ ｉ ｘ Ｍ Ｃ ３ ２ サ イ ク ロ ト ロ ン 中 で 生 成 し
た 2 1 1 Ａ ｔ で 標 識 し て 、 Jorgen Carlsson（ ウ プ サ ラ 大 学 (Uppsala, Sweden)） の 研 究 室 で
精 製 し た 。 約 １ ： １ お よ び ５ ： １ モ ル 比 の 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 分 子 ／ 細 胞 受 容 体 を 、
３ つ の 培 養 皿 の 各 々 に 添 加 し た 。 さ ら に ３ つ の 別 の 培 養 皿 に は 、 ５ ： １ 濃 度 の 2 1 1 Ａ ｔ －
（ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 加 え て 、 結 合 部 位 を 遮 断 す る こ と に よ り 非 特 異 的 な 放 射 の 影 響 を 概 算 す
る こ と を 目 的 と し て 、 ５ ０ ０ 倍 過 剰 量 の 非 標 識 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 供 給 し た 。 細 胞
を 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 、 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ ４ 時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 全 細 胞 を 洗 浄 し 、 新 し い 新 鮮 な 培 地 を 補 給 し た 。 次 に 、 約 ２ ヶ
月 間 、 週 に １ 回 、 そ れ ら の 増 殖 を モ ニ タ リ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 並 行 し て 、 上 記 の 細 胞 殺 滅 検 定 に 用 い た の と 同 一 方 法 で 調 製 し た 一 組 の 培 養 皿 に 、 同 じ
2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 溶 液 を 供 給 し た 。 培 養 皿 中 の 全 グ ル ー プ に 関 す る 取 込 み 曲 線 を 確
立 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 を 異 な る 時 点 で 採 取 し 、 細 胞 数 を 計 数 し 、 放 射 能 含 量 を 測 定
し た 。 こ れ ら の 曲 線 を 用 い て 、 細 胞 殺 滅 実 験 で 用 い た ２ ４ 時 間 に 亘 る 、 細 胞 当 た り の 崩 壊
量 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 結 果
　 Ｈ Ｅ Ｒ － ２ を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ か ら の 細 胞 を 、 ２ つ の 異 な る 用
量 の 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に ２ ４ 時 間 曝 露 し た 。 第 一 の 用 量 で は 、 添 加 し た 2 1 1 Ａ ｔ －
（ Ｚ H E R 2  A ） 2 分 子 は 、 細 胞 上 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 標 的 受 容 体 の 数 と 等 し か っ た 。 第 二 の 用 量 で は
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、 2 1 1 Ａ ｔ － 標 識 分 子 を ５ 倍 過 剰 量 で 添 加 し た 。 ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 週 に 1
回 、 ２ ヶ 月 に わ た っ て 細 胞 を モ ニ タ リ ン グ 、 計 数 し 、 生 存 画 分 を 確 定 し た 。 図 ２ ８ で 観 察
さ れ る よ う に 、 応 答 は 、 投 与 さ れ た 用 量 に 関 連 し た 。 等 モ ル 量 の 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2

を 投 与 さ れ た 細 胞 は 、 放 射 能 が タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 剤 を 伴 わ ず に 添 加 さ れ る 対 照 と 比 較 し て
、 い か な る 特 異 的 な 増 殖 の 遅 延 も 示 さ な か っ た 。 非 特 異 的 な 放 射 線 傷 害 に よ り 短 期 間 の 増
殖 遅 延 が 認 め ら れ た が 、 し か し 細 胞 は 増 殖 を 停 止 し な か っ た 。 こ れ に 対 比 し て 、 2 1 1 Ａ ｔ
－ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を ５ 倍 過 剰 量 で 添 加 し た 場 合 、 細 胞 増 殖 の 抑 制 は 目 覚 ま し い も の で あ っ
た 。 実 験 終 了 時 、 高 用 量 投 与 グ ル ー プ は 未 だ 正 常 な 状 態 に 回 復 し て い な か っ た が 、 一 方 、
低 用 量 お よ び 対 照 グ ル ー プ は １ ０ 6 倍 に 増 殖 し て い た 。 生 存 細 胞 が 実 験 前 と ほ ぼ 同 一 の 増
殖 率 を 照 射 後 に も 維 持 し て い る と 考 え る と 、 ５ ： １ グ ル ー プ 中 の 全 細 胞 が 根 絶 さ れ た こ と
に な る 。 取 込 み 曲 線 は 、 遮 断 処 理 さ れ た ５ ： １ グ ル ー プ も 、 お そ ら く は 遮 断 が 不 十 分 で あ
っ た た め に 、 細 胞 に 対 し て か な り の 量 の 照 射 を 受 け て い た 、 と い う こ と を 明 示 し た 。 細 胞
あ た り の 崩 壊 数 （ Ｄ Ｐ Ｃ ） を 、 統 合 し た 取 込 み 曲 線 か ら 概 算 し た 。 増 殖 曲 線 か ら 、 指 数 増
殖 曲 線 の 勾 配 と し て 倍 加 時 間 を 算 出 し 、 か つ 、 遅 延 し た 増 殖 の 曝 露 時 間 へ の 外 挿 に よ り 、
生 存 画 分 を 算 定 し た 。 第 1表 に 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ６ 】
　 要 約
　 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 と
の 特 異 的 な 結 合 を 示 し た 。 誘 導 さ れ た 細 胞 死 は 、 蓄 積 さ れ た 線 量 と 良 好 に 相 関 し た 。 １ ０
０ 未 満 の 崩 壊 数 ／ 細 胞 は 、 単 一 の 細 胞 を 殺 傷 し て 完 全 に 細 胞 を 根 絶 す る の に 十 分 で あ る こ
と を 示 し た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ５ ７ 】
　 付 加 的 な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 お よ び 特 徴 付 け
　 実 施 例 １ に 記 載 し た 選 択 か ら 得 ら れ る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｚ 変 異 体 の 親 和 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 第 二 の ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 （ Gunneriusson et al, Protein Eng 12: 873-878 (1999)
; Nord et al, Eur J Biochem 268: 4269-77 (2001)） と 、 そ の 後 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 再
選 択 と を 包 含 す る 親 和 性 の 成 熟 戦 略 を 適 用 し た 。 第 一 世 代 の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 Ｚ H E R 2  A

、 B 、 C お よ び D の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 第 １ ３ 位 、 １ ４ 位 、 ２ ８ 位 、 ３ ２ 位 お よ び ３ ５ 位 で
の 同 一 性 と は 別 に 、 Ｚ H E R 2  A お よ び Ｚ H E R 2  B 間 に 、 第 １ ０ 位 に お け る Ｒ お よ び Ｋ へ の 、 そ
し て 第 １ １ 位 に お け る Ｑ お よ び Ｔ へ の 集 中 （ convergence） が 認 め ら れ る 、 と い う こ と を
示 し た 。 し た が っ て 第 二 世 代 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ５ つ の 固 定 さ れ た 位 置 、 す な わ ち 第 １ ３
位 、 １ ４ 位 、 ２ ８ 位 、 ３ ２ 位 お よ び ３ ５ 位 、 な ら び に ２ つ の 部 分 的 に 固 定 さ れ た 位 置 、 す
な わ ち 第 １ ０ 位 （ 縮 重 コ ド ン と し て ｃ ｇ ｃ ／ ａ ａ ａ ） お よ び 第 １ １ 位 （ 縮 重 コ ド ン と し て
ｃ ａ ａ ／ ａ ｃ ｃ ） を 含 有 す る 一 方 、 残 り の 第 ９ 位 、 １ ７ 位 、 １ ８ 位 、 ２ ４ 位 、 ２ ５ 位 お よ
び ２ ７ 位 は 、 Ｎ Ｎ Ｇ ／ Ｔ 縮 重 コ ド ン を 用 い て 再 び 無 作 為 化 さ れ た 。 形 質 転 換 後 、 ３ × １ ０
8 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 得 た 。 標 的 と し て ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ ） の ビ オ
チ ニ ル 化 細 胞 外 ド メ イ ン （ 組 換 え ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ８ ～ ２ １ ０
９ 、 Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, USAに よ る 提 供 ） を 用 い 、 そ の 濃 度 を 低 下
さ せ な が ら 、 抗 原 結 合 分 子 に 対 し て ５ 回 の 選 択 を 施 し た 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
　 そ れ ぞ れ ４ 回 お よ び ５ 回 目 に 得 ら れ た ８ ０ お よ び ２ ６ ０ コ ロ ニ ー の ク ロ ー ン を 、 そ れ ら
の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 活 性 の 分 析 を 実 施 す る た め に 選 別 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 の 分 析 の た め の Ａ Ｂ Ａ Ｓ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ４ 回 お よ び ５ 回 の 選 択 か ら 無 作 為 に 選 択 さ れ る ク ロ ー ン を 、 ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト （ Nunc
） 中 で 生 成 さ せ た 。 Ａ Ｂ Ａ Ｓ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と 呼 ば れ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ス ク リ ー ニ ン グ 手 法 を 用
い て 、 高 親 和 性 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｚ 変 異 体 を 同 定 し た 。 単 一 コ ロ ニ ー を 、 深 穴 ９ ６ ウ エ ル プ レ
ー ト 中 で １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 補 充 し た １ ｍ ｌ の Ｔ
Ｓ Ｂ － Ｙ Ｅ 培 地 （ ３ ０ ． ０ ｇ の ト リ プ シ ン ダ イ ズ ブ ロ ス （ Merck） お よ び ５ ． ０ ｇ の 酵 母
抽 出 物 （ Merck） 、 水 で 最 終 容 積 を １ ｌ と す る ） に 接 種 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 、 振 盪 器 上 で 増
殖 さ せ た 。 ３ ， ０ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト を
３ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ 中 に 再 懸 濁 し 、 － ８ ０ ℃ で 少 な く と も ３ ０ 分 間 凍 結 さ せ た 。 プ レ
ー ト を ぬ る ま 湯 中 で 解 凍 し 、 ３ ， ５ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 上 清 を
微 量 滴 定 ウ エ ル （ ＃ ９ ０ １ ８ 　 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｒ （ 登 録 商 標 ） ） に 入 れ て 、 こ れ を ４ ℃ で 一 晩
、 １ ５ ｍ Ｍ の Ｎ ａ 2 Ｃ Ｏ 3 お よ び ３ ５ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 （ ｐ Ｈ ９ ． ６ ） 中 の ６ μ ｇ ／ ｍ ｌ
の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｈ Ｓ Ａ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 室 温 で １ 時 間 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ 中
の ２ ％ 粉 末 ス キ ム ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ し て お い た 。 プ レ ー ト を ４ 回 洗 浄 し た 後 、 １ μ ｇ
／ ｍ ｌ の ビ オ チ ニ ル 化 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ウ エ ル １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 １ ． ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ウ エ ル を ４ 回 洗 浄 し た 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ｈ Ｒ Ｐ （ １ ： ５ ， ０ ０ ０ ） （ ＃ Ｐ
０ ３ ９ ７ 　 Ｄ ａ ｋ ｏ ） を 添 加 し 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ エ ル を ４ 回 洗 浄 し 、 最 終
洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 展 開 溶 液 （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｐ ｕ ｒ ｅ ） Ｔ Ｍ Ｂ （ ＃ ３ ４ ０ ２ １ 　 Ｐ ｉ ｅ
ｒ ｃ ｅ ） を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 ２ ０ ～ ３ ０ 分 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 （ ２ Ｍ の Ｈ 2 Ｓ
Ｏ 4 ） を 、 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 ４ ５ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 読 取 器 （ Tecan） で 測
定 し た 。 Ａ Ｂ Ａ Ｓ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ か ら の 結 果 を 図 ２ ９ に 示 す 。 図 ２ ９ Ａ お よ び 図 ２ ９ Ｂ の グ
ラ フ の Ｘ 軸 は 、 該 ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト の ウ エ ル の 番 号 に 対 応 す る 。 し た が っ て 図 ２ ９ Ａ は
第 一 の ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に 関 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 結 果 を 示 し 、 一 方 、 図 ２ ９ Ｂ は 第 二 の プ レ
ー ト に 関 す る 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析
　 Ａ Ｂ Ａ Ｓ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 分 析 し た Ｚ H E R 2 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の シ ー ケ ン シ ン グ を
、 ビ オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ａ Ｆ Ｆ Ｉ － ７ ２ （ ５ ’ － ビ オ チ ン － Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ
Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ ） を 用 い て 、 製 造 者 の 推 奨 に 従 っ て 、 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録
商 標 ） 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ビ ッ グ ダ イ （ 商 標 ） タ ー ミ ネ ー タ ー ｖ ３ ． ０ レ デ ィ リ ア ク シ ョ ン サ イ
ク ル シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト （ Applied Biosystems） を 用 い て 実 施 し た 。 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （
登 録 商 標 ） ３ １ ０ ０ 遺 伝 子 分 析 器 （ Applied Biosystems） で 、 配 列 を 分 析 し た 。 配 列 分 析
は 、 １ ３ ０ の 独 特 の 配 列 を 生 じ た 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 の 値 よ り 少 な く と も ２ 倍 高 い 吸 光 度 値
に よ り 立 証 さ れ る よ う な 、 Ａ Ｂ Ａ Ｓ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 実 験 で 結 合 を 示 し た Ｚ H E R 2 変 異 体 か に 由
来 す る 配 列 は 図 １ に 示 さ れ て お り 、 配 列 番 号 ６ ～ ７ ６ と し て 配 列 表 で 同 定 さ れ る 。 こ れ ら
の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 Ｚ 変 異 体 の 命 名 法 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 実 験 の 第 一 の プ レ ー
ト か ら 単 離 さ れ た 変 異 体 （ 図 ２ ９ Ａ ） は 、 Ｚ H E R 2 : 1 N N と 呼 ば れ 、 こ の 場 合 、 Ｎ Ｎ は そ の 特
定 の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 が 分 析 さ れ た 第 一 の プ レ ー ト 中 の ウ エ ル の 番 号 に 対 応 す る 。 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 実 験 の 第 二 の プ レ ー ト か ら 単 離 さ れ た 変 異 体 （ 図 ２ ９ Ｂ ） は 、 Ｚ H E R 2 : 2 N N と 呼 ば れ
、 こ の 場 合 、 Ｎ Ｎ は そ の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 が 分 析 さ れ た 第 二 の プ レ ー ト 中 の ウ エ
ル の 番 号 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ お よ び タ ン パ ク 質 産 生
　 図 ３ ０ で 模 式 的 に 示 さ れ て い る 構 築 物 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 大 腸 菌 細 胞
中 で 、 選 定 し た Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ た 。 Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ル タ グ と
の 融 合 体 と し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 さ せ た 。 Ｈ ｉ ｓ 6 － タ グ 化 ポ リ ペ プ チ ド Ｚ H E R 2 : 1 0
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1 、 Ｚ H E R 2 : 1 0 7 、 Ｚ H E R 2 : 1 4 9 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 2 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 5 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 7 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 9 、 Ｚ H E R

2 : 2 2 2 、 Ｚ H E R 2 : 2 2 5 お よ び Ｚ H E R 2 : 2 2 9 、 な ら び に Ｚ H E R 2  A を 、 変 性 条 件 下 で 、 Ｂ ｉ ｏ Ｒ ｏ
ｂ ｏ ｔ ３ ０ ０ ０ （ Qiagen） お よ び Ｎ Ｉ － Ｎ Ｔ Ａ 　 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｆ ｌ ｏ ｗ ９ ６ Ｂ ｉ ｏ Ｒ ｏ ｂ ｏ
ｔ 手 法 を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 さ れ た Ｈ ｉ ｓ 6 － タ グ 化 タ ン パ ク 質 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ ２ ． ６ ８
ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ３ ７ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ４ ７ ｍ Ｍ の Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ８ ． １ ｍ Ｍ の Ｎ ａ 2

Ｈ Ｐ Ｏ 4 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 で 透 析 し た 。 試 料 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 測 定 吸
光 度 値 お よ び そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 理 論 的 吸 光 係 数 か ら 算 出 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Ｈ ｉ ｓ 6 － タ グ 化 Ｚ H E R 2 変 異 体 の バ イ オ セ ン サ ー 分 析
　 前 節 に よ り 産 生 さ れ た Ｈ ｉ ｓ タ グ 化 Ｚ H E R 2 変 異 体 と Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 間 の 相 互 作 用 を 、 ビ ア
コ ア （ 登 録 商 標 ） ２ ０ ０ ０ シ ス テ ム （ Biacore AB, Uppsala, Sweden） で の 表 面 プ ラ ズ モ
ン 共 鳴 を 用 い て 分 析 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ お よ び Ｉ ｇ Ｇ （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ ） を 、 製 造 者 の
推 奨 に 従 っ て 、 Ｃ Ｍ － ５ チ ッ プ の 表 面 の カ ル ボ キ シ ル 化 デ キ ス ト ラ ン 層 上 へ の ア ミ ン カ ッ
プ リ ン グ に よ り 、 別 個 の フ ロ ー セ ル 中 に 固 定 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の 固 定 化 は
、 そ れ ぞ れ ４ ， ６ ０ ０ お よ び ５ ， １ ０ ０ 共 鳴 単 位 （ Ｒ Ｕ ） を 生 じ た 。 第 三 の フ ロ ー セ ル 表
面 を 活 性 化 し 、 及 び 注 入 の 間 の ブ ラ ン ク と し て 用 い る た め に 不 活 性 化 し た 。 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド Ｚ H E R 2 : 1 0 1 、 Ｚ H E R 2 : 1 0 7 、 Ｚ H E R 2 : 1 4 9 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 2 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 5 、 Ｚ H E R 2 : 2 0 7 、 Ｚ H E

R 2 : 2 0 9 、 Ｚ H E R 2 : 2 2 2 、 Ｚ H E R 2 : 2 2 5 お よ び Ｚ H E R 2 : 2 2 9 を 、 １ × Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ （ ５ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ
Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ４ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ － ２
０ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） に よ り 希 釈 し て 、 最 終 濃 度 を ５ ０ ｎ Ｍ と し 、 １ ０ μ ｌ ／ 分 の 一 定 流 量 で
注 入 し た 。 総 注 入 時 間 は ２ 分 （ 会 合 ） で 、 そ の 後 ３ 分 間 洗 浄 し た （ 解 離 ） 。 表 面 を 、 ２ ５
ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ の ２ 回 の 注 入 に よ り 再 生 し た （ ３ ０ 秒 ／ 注 入 ） 。 参 照 細 胞 中 で 測 定 さ れ た 応
答 （ 活 性 化 ／ 不 活 性 化 表 面 ） を 、 固 定 化 さ れ た Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 有 す る 細 胞 中 で 測 定 さ れ た 応 答
か ら 差 し 引 い た 。 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 相 互 作 用 す る 精 製 タ ン パ ク 質 の 能 力 を 、 図 ３ １ の セ ン サ グ ラ
ム に よ り 例 示 さ れ る よ う に 、 確 認 し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ６ ３ 】
　 付 加 的 な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 お よ び 特 徴 付 け
　 実 施 例 １ に 記 載 し た 選 択 の ３ 回 目 お よ び ４ 回 目 に 得 ら れ る ク ロ ー ン の 包 括 的 な 配 列 分 析
を 実 施 し た 。 製 造 者 の 推 奨 に 従 っ て 、 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録 商 標 ） 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ビ ッ グ ダ
イ （ 商 標 ） タ ー ミ ネ ー タ ー ｖ ３ ． ０ レ デ ィ リ ア ク シ ョ ン サ イ ク ル シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト （
Applied Biosystems） を 、 そ し て Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム （ 登 録 商 標 ） ３ １ ０ ０ 遺 伝 子 分 析 器 （ Ap
plied Biosystems） を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ を シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 ビ オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド Ａ Ｆ Ｆ Ｉ － ７ ２ （ ５ ’ － ビ オ チ ン － Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ
） を 、 プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 。 配 列 分 析 は 、 １ １ の 新 規 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 即 ち 実 施
例 １ に 記 載 し た 試 験 に お い て 見 出 さ れ な か っ た ク ロ ー ン を 明 示 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 ３ ０ に 模 式 的 に 例 示 さ れ る 構 築 物 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 大 腸 菌 細 胞 中
で こ れ ら の Ｚ 変 異 体 を 発 現 さ せ る こ と を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 Ｎ 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ル タ
グ と の 融 合 体 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ た 。 変 性 条 件 下 で 、 Ｂ ｉ ｏ Ｒ ｏ ｂ ｏ ｔ 　 ３
０ ０ ０ （ Qiagen） お よ び Ｎ Ｉ － Ｎ Ｔ Ａ 　 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｆ ｌ ｏ ｗ ９ ６ Ｂ ｉ ｏ Ｒ ｏ ｂ ｏ ｔ 手 法 を
用 い て 、 固 定 化 金 属 イ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ） に よ り 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド を 精 製 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 上 で 分 析 し た 。 精 製 Ｈ
ｉ ｓ 6 － タ グ 化 タ ン パ ク 質 の 緩 衝 液 を 、 製 造 者 の 推 奨 に 従 っ て 、 Ｐ Ｄ － １ ０ カ ラ ム （ Amers
ham Biosciences） を 用 い て 、 ５ ｍ Ｍ の Ｎ Ｈ 4 Ａ ｃ に 交 換 し た 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 を 凍 結
乾 燥 し 、 Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ （ ５ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ４ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ － ２ ０ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 に 溶 解 し た 。 試 料 の タ ン パ ク 質
濃 度 を 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 測 定 吸 光 度 値 、 な ら び に そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 理 論 的 吸 光 係 数
か ら 算 定 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
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　 Ｈ ｉ ｓ 6 － タ グ 化 Ｚ H E R 2 変 異 体 の バ イ オ セ ン サ ー 分 析
　 Ｈ ｉ ｓ 6 タ グ 化 Ｚ H E R 2 変 異 体 と Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 間 の 結 合 活 性 を 、 ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） ２
０ ０ ０ （ Biacore AB, Uppsala, Sweden） を 用 い て 分 析 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ ｇ ｐ １ ２ ０ （ Protein Sciences Corporation、 ＃ ２ ０ ０ ３ － Ｍ Ｎ ） を 、 製 造 者 の 推 奨
に 従 っ て 、 Ｃ Ｍ － ５ チ ッ プ の 表 面 の カ ル ボ キ シ ル 化 デ キ ス ト ラ ン 層 上 へ の ア ミ ン カ ッ プ リ
ン グ に よ り 、 別 個 の フ ロ ー セ ル 中 に 固 定 し た 。 ヒ ト Ｈ Ｅ Ｒ ２ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ － １ ｇ ｐ １ ２ ０
の 固 定 化 は 、 そ れ ぞ れ ２ ６ ３ １ お よ び ３ １ ３ ８ 共 鳴 単 位 （ Ｒ Ｕ ） を 生 じ た 。 第 三 の フ ロ ー
セ ル 表 面 を 活 性 化 し 、 及 び 注 入 を 行 う 間 の ブ ラ ン ク と し て 用 い る た め に 不 活 性 化 し た 。 Ｚ

H E R 2 変 異 体 を 、 １ × Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ （ ５ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ４
ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ 界 面 活 性 剤 Ｐ － ２ ０ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 に 希 釈 し て 、 最 終 濃
度 を １ μ Ｍ と し 、 １ ０ μ ｌ ／ 分 の 一 定 流 量 で 注 入 し た 。 総 注 入 時 間 は １ 分 （ 会 合 ） で 、 そ
の 後 ３ 分 間 洗 浄 し た （ 解 離 ） 。 表 面 を 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ の ３ ０ 秒 間 の 注 入 に よ り 再 生 し
た 。 参 照 細 胞 中 で 測 定 さ れ た 応 答 （ 活 性 化 ／ 不 活 性 化 表 面 ） を 、 固 定 化 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 有 す る
細 胞 中 で 測 定 さ れ た 応 答 か ら 差 し 引 い た 。 ３ つ の 精 製 タ ン パ ク 質 Ｚ H E R 2 : 3 0 3 5 、 Ｚ H E R 2 : 0 4

3 4 お よ び Ｚ H E R 2 : 0 0 2 4 * は 、 図 ３ ２ の セ ン サ グ ラ ム に よ り 例 示 さ れ る よ う に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ と 特
異 的 に 結 合 し た 。 こ れ ら の Ｚ H E R 2 変 異 体 の 配 列 は 図 １ に 示 さ れ て お り 、 配 列 番 号 ７ ７ ～ ７
９ と し て 配 列 表 で 同 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ６ 】
【 図 １ － １ 】 配 列 表 に 示 さ れ た 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド Ｚ H E

R 2 （ 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ で 表 す ） 中 の 修 飾 を 施 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 太 字 で 示 さ れ る 。
【 図 １ － ２ 】 配 列 表 に 示 さ れ た 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド Ｚ H E

R 2 （ 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ で 表 す ） 中 の 修 飾 を 施 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 太 字 で 示 さ れ る 。
【 図 １ － ３ 】 配 列 表 に 示 さ れ た 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド Ｚ H E

R 2 （ 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ で 表 す ） 中 の 修 飾 を 施 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 太 字 で 示 さ れ る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 １ で 産 生 さ れ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 模 式 図 で あ る 。 Ｚ H E R 2

は 、 配 列 番 号 ２ ～ ３ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ド メ イ ン を 表 し 、 Ｈ ｉ ｓ 6

は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ル タ グ を 表 す 。
【 図 ３ 】 精 製 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の ゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｈ ｉ ｓ 6 －
Ｚ H E R 2  A （ ８ ． ７ ｋ Ｄ ａ ） ； レ ー ン ２ ： Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B （ ８ ． ７ ｋ Ｄ ａ ） ； Ｍ ： 分 子
量 マ ー カ ー （ Ｌ Ｍ Ｗ － Ｓ Ｄ Ｓ マ ー カ ー キ ッ ト 、 Amersham Biosciences　 ＃ １ ７ － ０ ４ ４ ６
－ ０ １ ） 。
【 図 ４ 】 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 融 合 タ ン パ ク 質 １ ０ μ Ｍ を 、 Ａ ： Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｂ ： Ｈ Ｉ Ｖ － １
ｇ ｐ １ ２ ０ 、 お よ び Ｃ ： Ｂ Ｂ 、 が 固 定 さ れ た セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 に 対 し て 注 入 し た 後 に 得
ら れ た 、 ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B 融 合 タ ン パ ク 質 １ ０ μ Ｍ を 、 Ａ ： Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｂ ： Ｈ Ｉ Ｖ － １
ｇ ｐ １ ２ ０ 、 お よ び Ｃ ： Ｂ Ｂ 、 が 固 定 さ れ た セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 に 対 し て 注 入 し た 後 に 得
ら れ た 、 ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ６ 】 Ｈ Ｅ Ｒ ２ が 固 定 さ れ た セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 に 対 し 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A 融 合 タ ン
パ ク 質 を 、 Ａ ： １ μ Ｍ ； Ｂ ： ２ μ Ｍ ； Ｃ ： ５ μ Ｍ ； Ｄ ： １ ０ μ Ｍ ； Ｅ ： ２ ０ μ Ｍ ； Ｆ ： ４
０ μ Ｍ 、 注 入 し た 後 に 得 ら れ た ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ７ 】 Ｈ Ｅ Ｒ ２ が 固 定 さ れ た セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 に 対 し 、 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B 融 合 タ ン
パ ク 質 を 、 Ａ ： １ μ Ｍ ； Ｂ ： ２ μ Ｍ ； Ｃ ： ５ μ Ｍ ； Ｄ ： １ ０ μ Ｍ ； Ｅ ： ２ ０ μ Ｍ ； Ｆ ： ４
０ μ Ｍ 、 注 入 し た 後 に 得 ら れ た ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ８ Ａ 】 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A を 、 以 下 の 選 定 し た 濃 度 ： ３ １ ２ ． ５ ｎ Ｍ （ 黒 菱 形 ） 、 １
５ ６ ． ３ ｎ Ｍ （ 黒 丸 ） 、 ７ ８ ． ２ ｎ Ｍ （ 黒 三 角 ） 、 ３ ９ ． １ ｎ Ｍ （ 白 四 角 ） 、 １ ９ ． ６ ｎ
Ｍ （ 白 菱 形 ） お よ び ９ ． ８ ｎ Ｍ （ 白 丸 ） で 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ フ ロ ー セ ル 表 面 に 対 し て 注
入 し た 後 に 得 ら れ た ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  B を 、 以 下 の 選 定 し た 濃 度 ： ６ ２ ５ ｎ Ｍ （ 黒 四 角 ） 、 ３ １ ２
． ５ ｎ Ｍ （ 黒 菱 形 ） 、 １ ５ ６ ． ３ ｎ Ｍ （ 黒 丸 ） 、 ７ ８ ． ２ ｎ Ｍ （ 黒 三 角 ） 、 ３ ９ ． １ ｎ Ｍ
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（ 白 四 角 ） お よ び １ ９ ． ６ ｎ Ｍ （ 白 菱 形 ） で 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ フ ロ ー セ ル 表 面 に 対 し て
注 入 し た 後 に 得 ら れ た ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ９ 】 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A の 、 Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 へ の 結 合 特 異 性 を 示 す 。 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｈ ｉ
ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A は Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 と 、 理 論 的 に は ５ ： １ の リ ガ ン ド ： Ｈ Ｅ Ｒ ２ 受 容 体 比
で 結 合 で き る と 見 積 も ら れ た 。 値 は ３ つ の 測 定 値 の 平 均 で あ る 。 誤 差 バ ー は 標 準 偏 差 を 表
す 。
【 図 １ ０ 】 ア ミ ン 結 合 Ｈ Ｅ Ｒ ２ － Ｅ Ｃ Ｄ を 含 有 す る セ ン サ ー チ ッ プ フ ロ ー セ ル 表 面 に 対 し
、 精 製 Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A （ 中 白 四 角 ） お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ 中 黒 四 角 ） を 注
入 し た 後 に 得 ら れ た ビ ア コ ア （ 登 録 商 標 ） セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。 曲 線 の ｙ 値 を 、 ０ ～ １ ０
０ の 共 鳴 単 位 間 に 標 準 化 し た 。 挿 入 さ れ て い る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル （ ト リ ス － グ リ シ ン
１ ６ ％ 均 質 ゲ ル 、 還 元 条 件 ） 像 は 、 発 現 さ せ て Ｉ Ｍ Ａ Ｃ で 精 製 し た Ｈ ｉ ｓ 6 － Ｚ H E R 2  A （
レ ー ン １ ） お よ び Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ レ ー ン ２ ） を 示 す 。 レ ー ン Ｍ ： 分 子 量 （ キ ロ
ダ ル ト ン ） を 有 す る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 。
【 図 １ １ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 注 射 １ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に
お け る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 の 比 較 を 示 す 。 遮 断 あ り ： 非 標 識 （ Ｚ H E R 2  A ） 2 を 予 備 注 射 さ
れ た マ ウ ス に 関 す る デ ー タ 。 遮 断 な し ： 予 備 注 射 な し の マ ウ ス に 関 す る デ ー タ 。
【 図 １ ２ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 （ Ｚ ４ 二 量 体 ） ま た は 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ
ー ト － Ｚ T a q （ Ｚ 　 Ｔ ａ ｑ ４ ： ５ ） 注 射 ４ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 放 射 能
の 生 体 内 分 布 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 注 射 後 の 種 々 の 時 間 で の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド
マ ウ ス に お け る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 を 示 す 。 ２ つ の 生 体 内 分 布 実 験 か ら の デ ー タ を 組 合 せ
て 示 す 。 注 射 後 ４ 時 間 に 関 す る デ ー タ は 、 両 実 験 か ら の 平 均 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 注 射 ８ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に
お け る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 血 液 お よ び 腫 瘍 中 の 放 射 能 濃 度 の 比 較 を 示 す 。 ２ つ の 生 体 内 分 布 実 験 か ら の デ
ー タ を 組 合 せ て 示 す 。 Ａ ： 実 験 デ ー タ 。 Ｂ ： ２ 相 指 数 関 数 的 崩 壊 モ デ ル に よ る 非 線 形 回 帰
を 用 い て フ ィ ッ テ ィ ン グ し た 曲 線 。
【 図 １ ６ 】 放 射 能 濃 度 の 腫 瘍 対 血 液 比 を 示 す 。 ２ つ の 生 体 内 分 布 実 験 か ら の デ ー タ を 組 合
せ て 示 す 。
【 図 １ ７ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 結 合 体 の 尾 部 静 脈 注 射 後 ６ 時 間 （ 左 マ ウ
ス ） お よ び ８ 時 間 （ 右 マ ウ ス ） に お け る 、 腫 瘍 保 有 マ ウ ス （ Ｓ Ｋ Ｏ Ｖ － ３ ） の 全 身 γ カ メ
ラ 画 像 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A 注 射 ４ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お け
る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A 注 射 ２ ４ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お
け る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A 注 射 後 の 種 々 の 時 間 に お け る 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド
マ ウ ス の 腫 瘍 お よ び 血 液 中 の 放 射 性 ヨ ウ 素 の 動 態 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A 注 射 後 の 放 射 能 の 腫 瘍 対 血 液 比 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 ６ で 産 生 さ れ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 模 式 図 で あ る 。 Ｚ H E

R 2  A は 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 配 列 を 有 す る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ド メ イ ン を 表 し 、 Ａ Ｂ Ｄ は 連 鎖
球 菌 プ ロ テ イ ン Ｇ に 由 来 す る ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン を 表 す 。
【 図 ２ ３ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 注 射 後 １ ２ 時 間 （ 灰 色 ） お よ び
２ ４ 時 間 （ 白 色 ） の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 放 射 能 の 生 体 内 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 （ Ａ ） ： 1 2 5 Ｉ － Ａ Ｂ Ｄ （ Ｚ H E R 2  A ） 2 、 （ Ｂ ） ： 1 2 5 Ｉ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 、 お よ
び （ Ｃ ） ： 1 2 5 Ｉ － Ｚ H E R 2  A 、 注 射 後 の 種 々 の 時 点 で の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス の 腫 瘍 中 の
放 射 性 ヨ ウ 素 の 動 態 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － Ｚ H E R 2  A 、

1 2 5 Ｉ － ベ ン ゾ エ ー ト － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 、 お
よ び 9 9 m Ｔ ｃ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 の 送 達 さ れ た 用 量 の 比 較 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 9 9 m Ｔ ｃ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 注 射 ８ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 放 射 能
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の 生 体 内 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 9 9 m Ｔ ｃ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 注 射 ８ 時 間 後 の 腫 瘍 保 有 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 選 択 し
た 器 官 中 の 放 射 能 の 比 較 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に ２ ４ 時 間 曝 露 し た 後 の Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 細 胞 の 増 殖 を 示
す グ ラ フ で あ る 。 曲 線 Ａ の 黒 丸 は 、 曝 露 な し の 細 胞 を 示 し 、 曲 線 Ｂ の 白 四 角 は 、 中 程 度 に
曝 露 さ れ た 細 胞 を 示 し 、 曲 線 Ｄ の 灰 色 四 角 は 、 高 レ ベ ル の 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 曝 露
さ れ た 細 胞 を 示 す 。 曲 線 Ｃ の 灰 色 三 角 は 、 ５ ０ ０ 倍 過 剰 量 の 非 標 識 Ｈ ｉ ｓ 6 － （ Ｚ H E R 2  A

） 2 と 組 合 せ て 高 レ ベ ル の 2 1 1 Ａ ｔ － （ Ｚ H E R 2  A ） 2 に 曝 露 さ れ た 細 胞 を 示 す 。 値 は ３ つ の
実 験 の 平 均 で あ り 、 誤 差 バ ー は 標 準 偏 差 を 表 す 。
【 図 ２ ９ 】 Ａ 及 び Ｂ は 、 ４ 回 目 お よ び ５ 回 目 の 親 和 性 の 成 熟 の 選 択 か ら 採 取 し た ク ロ ー ン
の 結 合 活 性 を 確 定 す る た め の 、 Ａ Ｂ Ａ Ｓ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ か ら の 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 実 施 例 ９ お よ び １ ０ で 産 生 さ れ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 模 式 図 で
あ る 。 Ｚ H E R 2 は 、 本 発 明 の 第 一 の 態 様 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 表 し 、 Ｈ ｉ ｓ 6 は ヘ
キ サ ヒ ス チ ジ ル タ グ を 表 す 。
【 図 ３ １ 】 概 算 で ５ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 で Ｈ Ｅ Ｒ ２ 被 覆 表 面 に 注 入 し た 場 合 の 、 本 発 明 の １ ０ の
親 和 性 の 成 熟 し た Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド か ら 得 ら れ た セ ン サ グ ラ ム の オ ー バ ー レ イ し
た プ ロ ッ ト で あ る 。 Ａ ： Ｚ H E R 2 : 2 0 5 ； Ｂ ： Ｚ H E R 2 : 1 4 9 ； Ｃ ： Ｚ H E R 2 : 2 0 2 ； Ｄ ： Ｚ H E R 2  A ；
Ｅ ： Ｚ H E R 2 : 2 2 2 ； Ｆ ： Ｚ H E R 2 : 2 2 5 ； Ｇ ： Ｚ H E R 2 : 2 0 9 ； Ｈ ： Ｚ H E R 2 : 2 2 9 ； Ｉ ： Ｚ H E R 2 : 2 0 7 ；
Ｊ ： Ｚ H E R 2 : 1 0 7 ； Ｋ ： Ｚ H E R 2 : 1 0 1 。 こ こ で 留 意 す べ き は 、 第 一 世 代 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た
選 択 か ら 単 離 さ れ た Ｚ H E R 2  A を 試 験 に 付 加 し た 、 と い う こ と で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 特 異 的 な Ｈ Ｅ Ｒ ２ 結 合 活 性 を 有 す る Ｚ H E R 2 変 異 体 の 結 合 分 析 結 果 を 示 す 。 図 中
に 示 さ れ て い る Ｈ Ｅ Ｒ ２ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － １ ｇ ｐ １ ２ ０ を 含 有 す る セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 に 対
し 、 （ Ａ ） Ｚ H E R 2 : 3 0 5 3 （ Ｂ ） Ｚ H E R 2 : 0 4 3 4 （ Ｃ ） Ｚ H E R 2 : 0 0 2 4 * を 注 入 す る こ と に よ り 得 ら
れ た オ ー バ ー レ イ ・ セ ン サ グ ラ ム で あ る 。
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【 図 １ － ３ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】
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【 図 ３ ２ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 6月 28日 (2007.6.28)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 か つ ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ
イ ン に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を
有 す る 前 記 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン の 配 列 に 相 当 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で １ × １ ０ - 6 Ｍ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 相 互 作 用 の Ｋ D 値 が 最 大 で １ × １ ０ - 7 Ｍ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の 配 列 に お い て １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 含 む
配 列 に 相 当 す る 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ４ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 第 １ ３ 位 、 第 １ ４ 位 、 第 ２ ８ 位 、 第 ３ ２ 位 お よ び 第 ３ ５ 位 の う ち の １ 以 上 の 位 置 に お け
る 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ 又 は ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 ９ 位 、 第 １ ０ 位 、 第 １ １ 位 、 第 １ ７ 位 、 第 １ ８ 位 、 第 ２ ４ 位 、 第 ２ ５ 位 お よ び 第 ２ ７
位 の う ち の １ 以 上 の 位 置 に お け る 置 換 変 異 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 １ ３ 位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ７ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 １ ４ 位 に お け る チ ロ シ ン か ら ト リ プ ト フ ァ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ８ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 ２ ８ 位 に お け る 、 ア ス パ ラ ギ ン か ら 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン か ら 選 択 さ れ る ア
ミ ノ 酸 残 基 へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ ９ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 ２ ８ 位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ０ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 ３ ２ 位 に お け る グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ １ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 ３ ５ 位 に お け る リ ジ ン か ら チ ロ シ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 １ ０ 位 に お け る グ ル タ ミ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ い ず
れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 １ １ 位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン か ら ス レ オ ニ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ４ い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 １ ７ 位 に お け る ロ イ シ ン か ら バ リ ン へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ５ い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 ２ ７ 位 に お け る 、 ア ル ギ ニ ン か ら 、 リ ジ ン お よ び セ リ ン か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基
へ の 置 換 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 １ の 配 列 に お い て 突 然 変 異 Ｆ １ ３ Ｙ 、 Ｙ １ ４ Ｗ 、 Ｎ ２ ８ Ｒ 、 Ｑ ３ ２ Ｒ お よ び Ｋ
３ ５ Ｙ を 少 な く と も 含 む 配 列 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４
～ １ ７ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ ～ ７ ９ の い ず れ か １ つ に 示 さ れ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ８ い ず れ
か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ 又 は ３ に 示 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 関 連 す る ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン 中 に 存 在 す る ア ス パ ラ ギ ン 残 基
の う ち の 少 な く と も １ つ が 、 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記
請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン の 配 列 が 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ
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Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の 配 列 に 相 当 し 、 か つ 該 ポ リ ペ プ チ ド は Ｎ ３ 、 Ｎ ６ 、 Ｎ １ １ 、 Ｎ ２ １ 、 Ｎ
２ ３ 、 Ｎ ２ ８ 、 Ｎ ４ ３ お よ び Ｎ ５ ２ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 位 置 で の 置 換 変 異 を
含 む 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Ｎ ３ Ａ 、 Ｎ ６ Ａ 、 Ｎ ６ Ｄ 、 Ｎ １ １ Ｓ 、 Ｎ ２ ３ Ｔ 、 Ｎ ２ ８ Ａ お よ び Ｎ ４ ３ Ｅ 、 の 突 然 変 異
の う ち 少 な く と も １ つ を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 構 成 し 、 該 断 片 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 対 す
る 結 合 親 和 性 を 保 持 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 い ず れ か の 末 端 に 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 Ｎ － ま た は Ｃ 末 端 に お け る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 請 求
項 ２ ５ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 好 ま し く は ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ニ ル タ グ 、 ｍ ｙ ｃ タ グ お よ び
Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ か ら 選 択 さ れ る 、 タ グ を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 が 少 な く と も １ つ の 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を 含 み 、
請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 第 一 の 部 分 と 、 少 な く と も １
つ の 第 二 の 部 分 及 び 任 意 の さ ら な る 単 一 又 は 複 数 の 部 分 と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請
求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 請 求 項 １ ～ ２ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の １ 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 構
成 さ れ 、 請 求 項 １ ～ ２ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の 配 列 が 同 一 で も 異 な っ て い て も よ い 、 Ｈ Ｅ Ｒ
２ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ 以 外 の 標 的 分 子 と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 し 得 る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン は 連 鎖 球
菌 の プ ロ テ イ ン Ｇ の ア ル ブ ミ ン 結 合 ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が ブ ド ウ 球 菌 の プ ロ テ イ ン Ａ （ Ｓ Ｐ Ａ ） の ド メ イ ン に 関 連 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 は １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る 前 記 Ｓ Ｐ Ａ ド メ イ ン
の 配 列 に 相 当 す る 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｓ Ｐ Ａ プ ロ テ イ ン Ｚ の
配 列 に お い て １ ～ 約 ２ ０ の 置 換 変 異 を 有 す る 配 列 に 相 当 す る 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 酵 素 作 用 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 蛍 光 作 用 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 第 二 の 部 分 が 、 フ ァ ー ジ の コ ー ト タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記
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載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 標 識 基 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 標 識 基 が 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン お よ び 放 射 性 標 識 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 活 性 を 有 す る 物 質 と 結 合 さ れ た 、 前 記 請 求 項 の い
ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 活 性 を 有 す る 前 記 物 質 が 、 細 胞 傷 害 性 物 質 、 放 射
性 物 質 、 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ 法 に 使 用 さ れ る 酵 素 、 サ イ ト カ イ ン お よ び 凝 血 原 因 子 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ ７ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 過 剰 発 現 を 特 徴 と
す る 少 な く と も 一 形 態 の 癌 の 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 と 結 合 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 前 記 物 質 を 送 達 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 ｉ ｎ 　 ｖ
ｉ ｖ ｏ で の 試 料 中 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 （ ｉ ） 試 験 さ れ る 試 料 を 準 備 す る 工 程 、 （ ii） 前 記 試 料 に 対 し て 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ
か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 試 料 中 に 存 在 す る 任 意 の Ｈ Ｅ Ｒ ２ と の 結 合 が 可 能 な 条 件
下 で 添 加 す る 工 程 、 （ iii） 結 合 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 す る 工 程 、 お よ び （ iv）
結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 試 料 は 生 体 液 試 料 、 好 ま し く は ヒ ト 血 漿 試 料 で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 試 料 は 組 織 試 料 、 好 ま し く は ヒ ト 組 織 試 料 、 さ ら に 好 ま し く は 癌 に 罹 患 し て い る ヒ
ト か ら の 生 検 試 料 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 レ ポ ー タ ー 酵 素 を 融 合 し た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 前 記 レ ポ
ー タ ー 酵 素 の 活 性 の 検 出 の た め の 試 薬 、 な ら び に 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 組 織 ス ラ イ ド を 包 含
す る 、 組 織 試 料 に お け る Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 の 診 断 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 診 断 用 放 射
性 同 位 体 、 な ら び に 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た め の 試 薬 を 包 含 す る 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 過 剰 発 現 を ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 診 断 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 キ レ ー ト 剤 で 標 識 さ れ た 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 治 療 用 放 射

(50) JP 2007-537700 A 2007.12.27



性 同 位 体 、 な ら び に 取 り 込 み 効 率 の 分 析 の た め の 試 薬 を 包 含 す る 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 、 Ｈ
Ｅ Ｒ ２ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 へ 抗 癌 活 性 を 有 す る 物 質 を 送 達 す る 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 こ こ で 該 方 法 は 前 記 物 質 と 請 求 項 １ ～ ４ １ い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
と の 複 合 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 11月 9日 (2007.11.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

具有用于HER2的结合亲和力，与葡萄球菌蛋白A的域（SPA），所述多
肽的序列对应于具有1置换突变的SpA结构域的序列至约20的多肽，提供
了一种多肽。还提供了编码多肽的核酸，以及用于表达核酸的表达载体
和宿主细胞。提供了这种多肽作为药物的用途和用作靶向剂的用途，用
于将与多肽结合的物质诱导至过表达HER2的细胞。还提供了利用多肽和
HER2之间的结合的方法以及用于实施该方法的试剂盒。
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