
(57)【要約】
　本発明は蛋白質性化合物の抗原性を低下させつつ、その化合物の生物学的活性を維持す
る方法、及び生物学的活性を有しているがその抗原性が低下されている組成物に関するも
のである。これらの方法及び組成物はそうした化合物及び組成物を必要としている個体に
対してかなりの利点を有している。さらに、切断されているか、あるいは低下された高原
性を有している修飾された毒素化合物も含まれる。そうしたデザイナー毒素は特に免疫毒
素として治療用、診断用、及び予防的利点を有している。これらの免疫毒素を用いる癌治
療の方法も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 識 別 番 号 ： １ の 毒 素 以 外 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の
ア ミ ノ 酸 残 基 110-210と し て 定 義 さ れ る コ ア 毒 素 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み
換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 に 加 え て 、 配 列 識
別 番 号 ： １ の 少 な く と も 連 続 す る 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み
換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 に 加 え て 、 配 列 識
別 番 号 ： １ の 少 な く と も 連 続 す る ２ 0個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組
み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 に 加 え て 、 配 列 識
別 番 号 ： １ の 少 な く と も 連 続 す る 30個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み
換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 4記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 に 加 え て 、 配 列 識 別
番 号 ： １ の 少 な く と も 連 続 す る 50個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み 換
え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ６ 】
 請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以
外 の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る こ と を 特 徴 と す る 組
み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以 外
の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 20個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る こ と を 特 徴 と す る 組 み
換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以 外
の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 30個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る こ と を 特 徴 と す る 組 み
換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以 外
の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 5個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 組
み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以 外
の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 組
み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 10記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 コ ア 毒 素 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 以 外
の 、 配 列 識 別 番 号 ： １ の 少 な く と も 20個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 組
み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 １ ２ 】
 請 求 項 １ 記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 と 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド で 構 成 さ れ て い る こ と を
特 徴 と す る 蛋 白 質 性 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に 結 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と
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す る 請 求 項 12記 載 の 蛋 白 質 性 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13記 載 の 蛋 白 質 性 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と 上 記 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 が 融 合 蛋 白 質 を 形 成 し て い る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 12記 載 の 蛋 白 質 性 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 12記 載 の 蛋 白 質 性 化 合 物
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 抗 体 が 抗 原 結 合 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 16記 載 の 蛋 白 質 性 化 合 物
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 抗 体 が 腫 瘍 抗 原 に 対 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 16記 載 の 蛋 白 質 性 化 合
物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 活 性 を 有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 12記 載 の 蛋 白
質 性 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 a)　 抗 体 を 用 い て 酵 素 内 の １ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る ス テ ッ プ と 、
　 b)　 上 記 酵 素 か ら １ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 を 取 り 除 く こ と で 修 飾 さ れ た 酵 素 を 形 成 す る ス
テ ッ プ と 、 そ し て
　 c)　 上 記 修 飾 さ れ た 酵 素 が 酵 素 活 性 を 有 し て い る こ と を 判 定 す る ス テ ッ プ
で 構 成 さ れ る プ ロ セ ス に よ っ て つ く ら れ る 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 判 定 ス テ ッ プ が 上 記 修 飾 さ れ た 酵 素 の 酵 素 活 性 を 評 価 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 さ ら に 、 １ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 が 置 換 さ れ て 、 上 記 置 換 さ れ た １ つ 又 は 複 数 の 領 域 よ り
抗 原 性 が 低 い ア ミ ノ 酸 領 域 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 22記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 に お い て 、 抗 原 性 が よ り 低 い １ つ 又 は 複 数 の 領 域 が 相 同
領 域 に 関 す る 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス 検 索 で 識 別 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 デ ー タ ベ ー ス が ヒ ト の 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 23記 載 の
修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 上 記 抗 原 性 領 域 が ヒ ト に 対 し て 抗 原 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ
た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト か ら の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 26記 載 の 修 飾
さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 酵 素 が 植 物 毒 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 上 記 植 物 毒 素 が ゲ ロ ニ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 28記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 さ ら に 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 修 飾 さ れ た 酵 素 に 取 り 付 け る ス テ ッ プ を 含 ん で い る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 修 飾 さ れ た 酵 素 に 接 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 30記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と 上 記 修 飾 さ れ た 酵 素 が 融 合 蛋 白 質 を 形 成 し て い る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 30記 載 の 修 飾 さ れ た 酵 素 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 30記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 毒 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 30記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 第 ２ の 酵 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 30記 載 の 酵 素 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 上 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 30記 載 の 酵
素 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 原 性 が 低 め ら れ た 修 飾 蛋 白 質 を 発 生 さ せ る 方 法 に お い て 、
　 a)　 第 １ の 個 体 に 投 与 し た い 蛋 白 質 を 選 択 す る ス テ ッ プ と 、
　 b)　 上 記 第 １ の 個 体 か 上 記 第 １ の 個 体 と 同 じ 種 の 第 ２ の 個 体 の い ず れ か か ら の 抗 血 清 を
用 い て 、 上 記 第 １ の 個 体 で 抗 原 性 を 示 す 蛋 白 質 の 領 域 を 識 別 す る ス テ ッ プ と 、
　 c)　 上 記 識 別 さ れ た 領 域 が 欠 失 し て い る 修 飾 蛋 白 質 を 発 生 さ せ る ス テ ッ プ と 、 そ し て
　 d)　 上 記 修 飾 蛋 白 質 の 抗 原 性 が 低 下 し て い る こ と を 確 認 す る ス テ ッ プ
で 構 成 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 37記 載 の 方 法 に お い て 、 さ ら に
　 d)　 ヒ ト 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 上 記 蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 に 対 し て
相 同 性 を 有 す る よ り 抗 原 性 の 低 い 領 域 を 識 別 す る ス テ ッ プ と 、
　 e)　 上 記 抗 原 性 領 域 を 抗 原 性 が よ り 低 い 識 別 さ れ た 領 域 の 全 体 あ る い は そ の 一 部 と 置 換
し て 、 修 飾 蛋 白 質 を 形 成 さ せ る ス テ ッ プ
を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 上 記 置 換 ス テ ッ プ が 上 記 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 用 い て 遺 伝 子 組 み 換 え 的 に
行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 上 記 修 飾 蛋 白 質 が 上 記 識 別 さ れ た 領 域 を 取 り 除 く こ と に よ っ て 発 生 さ せ ら れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 上 記 欠 失 領 域 が 少 な く と も ５ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 上 記 欠 失 領 域 が 少 な く と も 10の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
上 記 欠 失 領 域 が 少 な く と も 15の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 42
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
上 記 欠 失 領 域 が 少 な く と も 20の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 43
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記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
上 記 欠 失 領 域 が 少 な く と も 25の ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 44
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
 上 記 欠 失 抗 原 性 領 域 が 除 去 さ れ る の と 同 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
上 記 領 域 が ELISAア ッ セ イ で 識 別 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 上 記 固 体 が 哺 乳 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 上 記 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 む 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 と 比 較 し て ヒ ト で の 抗 原 性 が よ
り 低 い ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 抗 原 性 領 域 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の う ち の １ つ 以 上 か ら の 少 な く
と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 抗 原 性 領 域 １ か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 抗 原 性 領 域 ２ か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 抗 原 性 領 域 ３ か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 抗 原 性 領 域 ４ か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 少 な く と も ２ つ の 抗 原 性 領 域 か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 抗 原 性 領 域 １ － ４ の １ つ 又 は 複 数 か ら の 少 な く と も ６ つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 50記 載 の ヒ ト 化 さ れ た 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 a)　 哺 乳 動 物 に お い て 抗 原 性 を 示 す ゲ ロ ニ ン 毒 素 の 少 な く と も １ つ の 領 域 を 識 別 す る ス
テ ッ プ と 、
　 b)　 上 記 抗 原 性 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 上 記 哺 乳 動 物 で よ り 低 い 抗 原 性 を 示 す 領 域 で 置
換 す る ス テ ッ プ
を 含 む プ ロ セ ス で つ く ら れ る 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 57記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 ス テ ッ プ a)で 識 別 さ れ る 上 記 抗 原 性
領 域 が 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 57記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 プ ロ セ ス が さ ら に 、 上 記 識 別 さ
れ た 抗 原 性 領 域 を 哺 乳 動 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 、 そ れ に よ っ て 上 記 哺 乳 動 物 内 で 抗
原 性 が よ り 低 い 領 域 を 識 別 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ
ン 毒 素 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
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　 請 求 項 57記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 プ ロ セ ス が 上 記 哺 乳 動 物 内 で 抗
原 性 の よ り 低 い 領 域 を 識 別 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ
ン 毒 素 。 　
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 60記 載 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 に お い て 、 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る こ と を 特
徴 と す る 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン 毒 素 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 癌 細 胞 を 殺 す 方 法 に お い て 、 上 記 細 胞 に 対 し て ゲ ロ ニ ン の コ ア 毒 素 領 域 と 上 記 癌 細 胞 と
特 異 的 に 標 的 と す る １ 本 鎖 抗 体 で 構 成 さ れ る 免 疫 毒 素 を 有 効 量 だ け 投 与 す る ス テ ッ プ を 含
む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が 配 列 識 別 番 号 ： １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 上 記 抗 体 が 腫 瘍 抗 原 を 標 的 と す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 上 記 抗 体 が マ ウ ス 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 上 記 癌 細 胞 が 黒 色 腫 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 上 記 抗 体 が 9.2.27あ る い は ZME-018で 構 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 66記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が scfvMEL-2018又 は scfvMEL-2025で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 66記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 上 記 細 胞 が 患 者 の 体 内 に あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 内 に あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 69記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が 上 記 細 胞 に 対 し て 、 上 記 癌 細 胞 に 上 記 免 疫 毒 素 を 発 現 さ せ る こ と が で き
る 発 現 構 成 体 を 投 与 す る こ と に よ っ て 提 供 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 上 記 発 現 構 成 体 が ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 上 記 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー が ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー
、 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 あ る い は ワ ク チ
ニ ア ・ ウ イ ル ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 に お い て 、 上 記 患 者 に 対 し て 、 ゲ ロ ニ ン の コ ア 毒 素 領 域 と 癌 細
胞 を 特 異 的 に 標 的 と す る １ 本 鎖 抗 体 で 構 成 さ れ る 免 疫 毒 素 を 含 む 組 成 物 を 有 効 な 量 だ け 投
与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 上 記 癌 が 前 立 腺 、 肺 、 脳 、 皮 膚 、 肝 臓 、 乳 房 、 リ ン パ 腺 、 胃 、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 骨 、
骨 髄 、 頭 部 及 び 首 、 子 宮 頚 部 、 食 道 、 眼 、 胆 嚢 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 臓 、 結 腸 、 及 び 血 液 の 癌
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が 配 列 識 別 番 号 ： １ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 上 記 抗 体 が 黒 色 腫 瘍 細 胞 を 標 的 と す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ８ 】
　 上 記 免 疫 毒 素 が scfvMEL-2018又 は scfvMEL-2025で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 77記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 に お い て 、 上 記 患 者 に 対 し て 請 求 項 50記 載 の ヒ ト 化 組 み 換 え 体
ゲ ロ ニ ン 毒 素 を 含 む 組 成 物 を 有 効 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 上 記 組 成 物 が さ ら に 抗 体 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 上 記 抗 体 が ヒ ト 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 上 記 抗 体 が １ 本 鎖 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 上 記 抗 体 が 癌 細 胞 上 の 抗 原 と 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 上 記 癌 細 胞 が 骨 、 脳 、 乳 房 、 子 宮 頚 部 、 結 腸 、 神 経 膠 腫 、 歯 茎 、 頭 部 及 び 首 、 腎 臓 、 白
血 病 、 肝 臓 、 肺 、 黒 色 腫 瘍 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 胃 、 あ る い は 舌 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 上 記 癌 が 黒 色 腫 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 上 記 １ 本 鎖 抗 体 が 9.2.27又 は ZME-018で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 82記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 請 求 項 79記 載 の 方 法 に お い て 、 上 記 患 者 に 対 し て 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 遺 伝 子 治 療 、
あ る い は 第 ２ の 免 疫 療 法 を 実 施 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 79記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 さ ら に 、 上 記 患 者 か ら の 前 癌 あ る い は 癌 性 病 変 、 あ る い は 腫 瘍 を 切 除 す る ス テ ッ プ を 含
ん で い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 的 に は 分 子 生 物 学 及 び 毒 物 学 に 関 す る も の で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発
明 は よ り 短 い 、 及 び /又 は 抗 原 性 が 低 い ポ リ ペ プ チ ド で あ る 修 飾 蛋 白 質 を 発 生 さ せ る た め
の 方 法 と 、 そ う し た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 発 生 さ せ る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 よ
り 短 め で 抗 原 性 が よ り 低 い 植 物 毒 素 ゲ ロ ニ ン に つ い て 本 明 細 書 で 述 べ る 。 そ う し た 修 飾 蛋
白 質 は 、 例 え ば 免 疫 毒 素 と し て 治 療 用 及 び 診 断 用 に 使 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 蛋 白 質 は 予 防 上 、 診 断 上 、 及 び 治 療 上 、 多 数 の 利 点 を 有 し
て い る 。 し か し な が ら 、 １ つ の 欠 点 は そ う し た 蛋 白 質 性 化 合 物 は そ れ ら の 利 点 を 受 け る こ
と を 希 望 し て い る 個 人 に お い て 、 そ れ ら 化 合 物 に 対 す る 免 疫 反 応 を 誘 発 し て し ま う こ と で
あ る 。 そ れ ら 化 合 物 に 対 す る 免 疫 反 応 は そ の 利 用 を 通 じ て 達 成 さ れ え る 利 点 を 減 少 さ せ る
か 、 あ る い は ま っ た く な く し て し ま う 場 合 が あ る 。 し た が っ て 、 ホ ス ト 内 で 免 疫 反 応 を 誘
発 す る こ と に よ り そ の 有 効 性 を 損 な う 可 能 性 の あ る 化 合 物 に お い て 、 そ の 抗 原 性 あ る い は
免 疫 原 生 を 低 下 さ せ る こ と が 、 一 般 的 な 願 望 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 蛋 白 質 の １ つ の 特 定 の タ イ プ で あ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 予 防 上 、 診 断 上 、 及 び 治
療 上 の 利 点 の た め に 、 多 く の 研 究 や 開 発 の 的 と な っ て き た 。 種 々 の 細 胞 表 面 抗 体 を 認 識 す
る 非 常 に 特 異 的 な 免 疫 毒 素 に つ い て 、 過 去 ２ ０ 年 に わ た っ て 開 発 と 検 査 が 行 わ れ て き た 。
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免 疫 毒 素 の 魅 力 的 な 特 徴 は 、 こ の 効 力 の あ る 物 質 が 細 胞 毒 性 を 誘 発 す る た め に 、 的 確 な 細
胞 内 区 画 へ 順 調 に 運 ば れ る た め に 非 常 に わ ず か な 分 子 し か 必 要 と し な い こ と で あ る 。 免 疫
毒 素 は 、 例 え ば サ ポ ニ ン 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A鎖 （ RTA） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 （ PE） 、
ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） 、 及 び ゲ ロ ニ ン な ど の 種 々 の 毒 素 を 含 有 し 、 構 成 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 的 に 、 免 疫 毒 素 の in vivoに お け る 使 用 に 関 連 す る 問 題 と し て 、 毛 細 血 管 漏 出 症 候
群 の 原 因 と な る 血 管 損 傷 、 細 網 内 皮 系 統 に よ る 毒 素 部 分 の 認 識 が 原 因 の 標 的 間 違 い 、 標 的
抗 原 発 現 の 不 均 一 性 、 及 び 約 １ ４ 日 間 と い う 限 ら れ た 治 療 時 間 帯 に な る 抗 毒 素 抗 体 の 開 発
が 含 ま れ る 。 抗 毒 素 及 び 非 共 役 抗 体 の 開 発 は ま た 、 抗 腫 瘍 効 果 の 徴 候 が あ る に も か か わ ら
ず 、 患 者 の 再 治 療 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る 。 患 者 に お け る 免 疫 毒 素 の 長 期 使 用 は 、 同 様 の 問
題 を 引 き 起 こ し た 。 RTA及 び PEを 含 有 す る 免 疫 結 合 体 は 、 患 者 に お い て 高 い 免 疫 抗 原 性 を
示 す こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 免 疫 毒 素 構 成 物 （ 約 30kDa） に お け る こ れ ら 蛋 白 質
の サ イ ズ は 、 固 形 腫 瘍 へ の 免 疫 結 合 体 の 効 果 的 侵 入 を 妨 げ る と 推 測 さ れ る 。 例 え ば RTAの
よ う な Ｉ 型 蛋 白 質 の 構 造 的 修 飾 は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 失 敗 に 終 わ っ た （ Munishkin et al
、  1995年 ） 。 い く つ か の ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る 多 数 の RTA突 然 変 異 体 が 生 成 さ れ た 。 1995年
に 、 Woolら は RTAの 45種 類 の 単 ア ミ ノ 酸 欠 失 に つ い て 説 明 し た 。 本 来 の RTAと 比 較 し て 、 そ
れ ら 欠 失 変 異 体 の 相 対 的 な 生 物 活 性 に つ い て 調 査 が な さ れ な か っ た が 、 こ れ ら の う ち 8つ
の 単 ア ミ ノ 酸 欠 失 の み が 、 生 物 活 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 RT
Aを 調 査 す る 研 究 は 、 例 え ば RTAが 例 と し て ゲ ロ ニ ン の よ う な 他 の 毒 素 と 相 同 な 配 列 を 30％
し か 有 し て い な い た め 、 効 果 が 限 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） に 基 づ く 治 療 の 特 異 的 な 適 用 は 、 伝 統 的 に ヒ ト の 癌 の 診 断
や 治 療 に お い て 見 ら れ た 。 し か し な が ら 、 そ れ ら 物 質 の 臨 床 上 の 使 用 に つ い て は 、 こ の ア
プ ロ ー チ に 関 連 す る 欠 点 、 例 え ば 抗 原 発 現 の 不 均 一 性 、 １ つ に は 抗 体 の サ イ ズ に よ る 固 体
腫 瘍 へ の 腫 瘍 侵 入 の 困 難 さ 、 及 び 抗 体 の 抗 原 性 の た め に 成 果 が 限 ら れ た （ Roselliら 、 199
3年 ； Berkower、 1996年 ； Pullyblandら 、 1997年 ； Panchagnulaら 、 1997年 ； Panchalら 、 1
998年 ） 。 こ れ ら の 問 題 を 回 避 す る た め に 、 マ ウ ス ： ヒ ト ・ キ メ ラ 、 完 全 な る ヒ ト の 抗 体
、 又 は 従 来 の 抗 体 構 造 を よ り 小 さ く よ り 簡 素 な （ １ 本 鎖 の ） フ ォ ー マ ッ ト で 、 独 自 構 造 の
抗 原 結 合 部 を 有 す る 新 形 態 抗 体 断 片 に 再 構 成 す る た め に 多 数 の 分 子 ア プ ロ ー チ が 適 用 さ れ
た （ Birdら 、 1988年 ； Kipriyanovら 、 1994年 ； Owensら 、 1994年 ； McCartneyら 、 1995年 ；
Wornら 、 1998年 ） 。 １ 本 鎖 抗 体 （ scfv、 sfv） は 、 親 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IgG） の 結 合 特 性
を 保 持 し て お り 、 設 計 さ れ た 柔 軟 な ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ る 抗 体 V L 及 び V H
領 域 で 構 成 さ れ る （ Welsら 、 1992年 ； Kuruczら 、 1993年 ） 。 さ ら に 、 scFvsは 、 よ り 小 さ
な サ イ ズ で 腫 瘍 組 織 の 侵 入 の 改 善 、 薬 物 動 態 学 の 改 善 、 静 脈 内 に 投 与 さ れ た マ ウ ス 抗 体 で
観 察 さ れ る 免 疫 原 生 の 減 少 を 可 能 に す る た め 、 現 在 の と こ ろ 、 scFvsは そ の 従 来 の MAbあ る
い は Fab断 片 に 関 連 す る 臨 床 上 あ る い は 診 断 上 の 適 用 に お い て 好 ま れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 正 常 組 織 と 比 較 す る と メ ラ ノ ー マ 細 胞 に お い て 高 い レ ベ ル で 発 現 す る い く つ か の 標 的 抗
原 の う ち 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 及 び 未 使 用 の 腫 瘍 サ ン プ ル の 大 部 分 に お い て 発 見 さ れ る の は
、 高 分 子 量 の 糖 蛋 白 質 (gp240)の 表 面 領 域 で あ る (Kantorら 、 1982年 )。 こ の 抗 原 の 異 な る
エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ つ の マ ウ ス 抗 体 （ 9.2.27及 び ZME-018指 定 ） は 、 前 も っ て 単 離 さ
れ 、 記 載 さ れ た （ Morganら 、 1981年 ； Wilsonら 、 1981年 ） 。 マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ZME-018は メ ラ ノ ー マ に 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 し 、 種 々 の 正 常 組 織 に 対 す る 反 作 用 は 最 小
限 に 抑 え ら れ 、 さ ら な る 研 究 の た め に 前 途 有 望 な 候 補 と な る 。 メ ラ ノ ー マ 内 で 損 傷 の 場 所
を 突 き 止 め る た め に 、 本 抗 体 の 能 力 を 調 査 す る 臨 床 試 験 は 、 転 移 性 腫 瘍 内 で の 選 択 的 集 中
を 実 証 し た 。 （ Maceyら 、 1988年 ； Koizumiら 、 1988年 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 腫 瘍 標 的 治 療 用 薬 剤 の 開 発 成 功 は 、 あ る 程 度 、 治 療 用 薬 剤 の 部 位 特 異 的 な 運 搬 や 、 運 搬
さ れ た 薬 剤 の 生 物 活 性 に も 依 存 し て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ う で な け れ ば 無 差 別
に な る 、 例 え ば 毒 素 、 放 射 性 核 種 、 成 長 因 子 な ど の 細 胞 毒 性 物 質 に 対 す る 選 択 性 を 授 け る
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た め に 用 い ら れ た （ Williamsら 、 1990年 ； Rowlinson-Buszaら 、 1992年 ； Wahl、 1994年 ）
。 こ の よ う な 分 子 の １ つ は 、 リ シ ン A鎖 （ RTA） に 類 似 し た 作 用 の 効 力 と 構 造 を 持 つ が 、 改
良 さ れ た 安 定 性 と 毒 性 の 減 少 を 特 徴 と す る 29-kDaリ ボ ソ ー ム 不 活 性 植 物 毒 素 の ゲ ロ ニ ン で
あ る （ Stripeら 、 1992年 ； Rosenblumら 、 1995年 ） 。 我 々 の 研 究 室 の こ れ ま で の 研 究 で は
、 植 物 毒 素 ゲ ロ ニ ン と 種 々 の 抗 体 の 多 数 の 化 学 結 合 物 の 生 物 学 的 特 性 を 識 別 し 、 調 査 し て
き た （ Boyleら 、 1995年 ;Xuら 、 1996年 ;Rosenblumら 、 1999年 ） 。 こ れ ま で の 研 究 に お い て
、 抗 体 ZME-018は 精 製 し た ゲ ロ ニ ン と 化 学 的 に 結 合 し 、 こ の 免 疫 結 合 体 は 、 組 織 培 養 内 及
び ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 モ デ ル 内 の 両 方 に お い て 、 抗 原 陽 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 に 対 す る 特 有 の
細 胞 傷 害 を 示 し た （ Rosenblumら 、 1991年 ;Mujooら 、 1995年 ） 。 し か し な が ら 、 こ の 構 成
物 は 、 一 般 的 に 免 疫 毒 素 の よ う に 、 ヒ ト の 患 者 に 抗 原 性 の 内 在 す る 問 題 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 免 疫 毒 素 の 副 作 用 と こ れ ら の 問 題 を 軽 減 す る た め に な さ れ る 進 歩 の 限 界 を 考 え る と 、 病
気 や 状 態 の 治 療 用 、 予 防 用 、 診 断 用 に 使 用 さ れ る 抗 原 性 の 低 い 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及
び ペ プ チ ド の 開 発 が 継 続 的 に 必 要 と な る 。 毒 素 分 子 に お け る 抗 原 配 列 の 交 換 は 、 例 え ば 毒
素 な ど の 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る １ つ の コ ン セ プ ト で あ る 。 本 コ ン セ プ ト を 用 い て 、
マ ウ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 領 域 と ヒ ト /マ ウ ス ・ キ メ ラ 分 子 を 作 成 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 断 片 領 域 と の 交 換 は 成 功 し た が 、 一 方 で 、 同 じ コ ン セ プ ト が 他 の 分 子 、 と り わ け 植 物
源 か ら の 毒 素 や 酵 素 に 適 用 さ れ ず 、 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 の 使 用 に よ っ て も う
ま く 適 用 さ れ る こ と は 一 度 も な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 非 修 飾 ま た は 天 然 の 蛋 白 質 以 上 の 利 点 を 有 す る 修 飾 蛋 白 質 を 形 成 す る た め に
修 飾 さ れ る 蛋 白 質 性 化 合 物 を 作 成 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は こ れ ら の
方 法 か ら 生 成 さ れ る 化 合 物 も 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 天 然 ゲ ロ ニ ン 配 列 に 対 し て 変 更 が 加 え ら れ た
組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 を 提 供 す る 。 前 記 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 は 、 参 考 の た め に 本 明
細 書 に 添 付 す る 米 国 特 許 No.5,631,348号 明 細 書 に 開 示 さ れ 、 GenBank受 入 番 号 L12243に よ
り 提 供 さ れ る 天 然 ゲ ロ ニ ン 蛋 白 質 配 列 （ 配 列 識 別 番 号 １ 参 照 ） と 比 較 し て 、 ア ミ ノ 酸 を 交
換 ま た は 除 去 さ せ る こ と が あ る 。 前 記 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 ま た は 本 発 明 は 、 配 列 識 別
番 号 １ の ア ミ ノ 酸 の す べ て を 有 し な い が 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て は 、 配 列 識 別 番
号 １ の ア ミ ノ 酸 残 基 110-210と し て 定 義 さ れ る 中 心 的 毒 素 領 域 か ら 構 成 さ れ る 。 本 発 明 の
他 の 化 合 物 は 、 中 心 的 毒 素 領 域 と は 別 に 配 列 識 別 番 号 １ の 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50
、 60、 70、 80、 90、 100か そ れ 以 上 連 続 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る こ と に 加 え て 、 中 心 的
毒 素 領 域 を 有 す る 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 を 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 配 列 識 別 番 号 １
の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 多 数 の 領 域 を 含 む と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 あ る 化 合 物 は 、
中 心 的 毒 素 領 域 の 後 で 、 配 列 識 別 番 号 １ の 中 心 的 毒 素 領 域 と 20の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 の 前
に 、 配 列 識 別 番 号 １ の 10の 連 続 的 ア ミ ノ 酸 残 基 に 加 え て 、 中 心 的 毒 素 領 域 を 含 む 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 は 、 天 然 の 配 列 に 対 し て 切 断 さ れ た ゲ ロ ニ ン 毒
素 を 含 み 、 前 記 毒 素 は 配 列 識 別 番 号 １ の 少 な く と も 5、 10、 20、 30、 40、 50か そ れ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 を 欠 損 し て い る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 前
記 毒 素 は 中 心 的 毒 素 領 域 を 含 む が 、 中 心 的 毒 素 領 域 外 の ど こ か に ア ミ ノ 酸 を 逃 し て い る 。
欠 損 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 は 、 除 去 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に １ つ
の ア ミ ノ 酸 を 有 す る こ と が あ る 。 例 え ば 、 ゲ ロ ニ ン 蛋 白 質 配 列 内 の 位 置 ７ の グ リ シ ン 残 基
は 非 グ リ シ ン ・ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 修 飾 ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ る こ と が あ る 。 も し 位 置 ７ の
グ リ シ ン 残 基 が 除 去 さ れ る だ け で あ れ ば 、 配 列 識 別 番 号 １ の 位 置 ８ の ア ラ ニ ン は 、 位 置 ７
に な る が 、 ア ミ ノ 酸 の 位 置 が １ つ の 位 置 に よ っ て 変 え ら れ る だ け で 、 交 換 と は み な さ れ な
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い 。 少 な く と も 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 1
9、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100か そ れ 以 上
の ア ミ ノ 酸 が 交 換 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 の 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 は 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド に
付 着 す る こ と が あ る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド は 特 定 の 細 胞 タ イ プ （ 例
え ば 癌 細 胞 や 病 原 体 感 染 細 胞 の よ う な 特 定 の 遺 伝 子 型 、 あ る い は 表 現 型 を 有 す る 細 胞 を 含
む ） 、 体 の 部 分 、 ま た は 他 の 特 定 の 位 置 を 標 的 に 、 ゲ ロ ニ ン 毒 素 を 向 か わ せ る 役 目 を 果 た
す 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 蛋 白 性 化 合 物 は 、 例 え ば 修 飾 ゲ ロ ニ ン 毒 素 の よ う な 組 み 換 え 型
ゲ ロ ニ ン 毒 素 と 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 有 す る 化 合 物 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に
お い て は 、 こ の ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド が 互 い に 結 合 し 、 一 方 、 他 の 実 施 の 形 態 に お い て は 、
こ の ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 蛋 白 質 を 作 成 す る た め に 、 遺 伝 子 工 学 に よ る 組 み 換 え が 行 わ れ る
。 結 合 化 合 物 は 、 リ ン カ ー に よ り 互 い に 付 着 す る 。 本 発 明 の 修 飾 蛋 白 質 は 、 付 加 的 な ポ リ
ペ プ チ ド 組 成 物 を 含 み 、 そ の す べ て ま た は そ の い く つ か は 互 い に 共 役 結 合 す る こ と が あ る
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 実 体 は １ つ の 単 独 の 化 合 物 と し て 存 在 す る 多 ポ リ
ペ プ チ ド 化 合 物 に 関 す る も の で あ る 。 こ の よ う に 、 修 飾 蛋 白 質 は 第 ２ 、 第 ３ 、 第 ４ 、 第 ５
、 第 ６ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド に 付 着 す る 。 代 わ り に 、 ２ つ か そ れ 以 上 の 修 飾 蛋 白
質 は 単 独 の 蛋 白 性 化 合 物 と し て 表 さ れ る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 第 ２
ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 抗 原 結 合 領 域 を 有 す る 抗 体 な ど の 、 １ つ の 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、
腫 瘍 抗 原 、 腫 瘍 遺 伝 子 産 物 、 細 胞 受 容 体 、 あ る い は 多 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 を 突 き 止 め る そ
の 他 化 合 物 に 対 し て 向 け ら れ る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 で 開 示 す る よ う に 、 第 ２ ポ リ ペ プ
チ ド は 、 酵 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 細 胞 毒 性 分 子 、 成 長 因 子 、 リ ガ ン ド ま た は レ セ プ タ ー 、 あ
る い は 細 胞 成 長 の 特 徴 を 修 飾 す る こ と が 可 能 な い ず れ か の 分 子 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お け る 他 の 組 成 物 と し て 修 飾 酵 素 が 挙 げ ら れ る が 、 こ の 酵 素 は 以 下 の プ ロ セ ス
： a)抗 体 を 使 用 す る 酵 素 に お い て 、 １ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 を 特 定 す る プ ロ セ ス ； b)前 記 酵
素 か ら １ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 を 除 去 し 、 修 飾 酵 素 を 形 成 す る プ ロ セ ス ； そ し て 、 c)前 記 修
飾 酵 素 が 酵 素 活 性 を 持 つ こ と を 決 定 す る プ ロ セ ス に よ り 作 成 さ れ た 酵 素 を 含 む 。 酵 素 は 、
細 胞 内 に お い て 特 有 の 化 学 反 応 を 触 媒 す る 生 物 学 的 存 在 で あ り 、 蛋 白 質 あ る い は 核 酸 分 子
で あ る 。 し か し な が ら 、 酵 素 に 関 し て 論 じ ら れ る い ず れ の 方 法 に お い て も 、 一 般 的 に ポ リ
ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る と 考 え ら れ る 。 抗 原 性 領 域 は 、 特 有 の 有 機 体 の 抗 体 あ る い は T細 胞
レ セ プ タ ー に よ り 明 確 に 認 識 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 で あ る 。 領 域 は １ つ の 種 に お い て
抗 原 性 が あ る が 、 別 の 種 に お い て は な い た め 、 化 合 物 の 抗 原 性 が 特 有 の 有 機 体 に 関 連 す る
特 徴 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 抗 原 性 領 域 の 一 部 で あ る ア ミ ノ 酸 の 除 去 に 加 え て 、 ２ つ 以
上 の 抗 原 性 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 は 本 発 明 の 酵 素 か ら 除 か れ る と 考 え ら れ る 。 1、 2、 3、 4、
5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20か そ れ 以 上 の 抗 原 性 領 域
の す べ て 、 ま た は そ れ ら の 一 部 よ り の ア ミ ノ 酸 は 、 ポ リ ペ プ チ ド か ら 除 去 さ れ る 。 い く つ
か の 場 合 に お い て 、 そ の 除 去 さ れ た 領 域 が そ れ よ り 抗 原 性 の 低 い 領 域 と 交 換 さ れ る 。 も ち
ろ ん 当 然 の こ と な が ら 、 抗 原 性 領 域 の 側 面 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 利 便 性 の 目 的 の
た め に 、 ま た 除 去 さ れ る 。 し た が っ て 、 抗 原 性 領 域 の 片 側 あ る い は 両 側 の 側 面 に 位 置 す る
1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20か そ れ 以 上
の ア ミ ノ 酸 が 除 去 さ れ 、 交 換 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 1つ あ る い は 複 数 の 抗 原 性 の 低 い 領 域 は 、 抗 原 性 領 域 に 相 同 の 、 あ る い は そ れ と の 共 通
点 を い く つ か 持 つ 領 域 の 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス 検 索 を 行 う こ と に よ り 識 別 さ れ る 。 抗 原 性 領
域 が 識 別 さ れ る と 、 こ の 配 列 が 修 飾 蛋 白 質 に 関 し て 低 い 抗 原 性 が 望 ま し い 有 機 体 の 周 知 の
蛋 白 質 配 列 を 識 別 す る た め に 使 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 ヒ ト 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス は 、 ヒ ト
に は 低 い 抗 原 性 が 望 ま し い 蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 の 残 基 に 同 一 、 あ る い は そ れ に 類 似 の 多 数
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の 残 基 を 有 す る ヒ ト 蛋 白 質 配 列 を 見 つ け る た め に 用 い ら れ る 。 そ れ ら が 同 一 で は な い が 類
似 の 化 学 的 特 性 を 共 有 し て い れ ば 、 残 基 は も う １ つ の 残 基 に 類 似 し て い る 。 こ の よ う な 関
係 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ た こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 抗 体 は 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る た め に 用 い ら れ る 。 抗 体
は ポ リ ク ロ ナ ー ル で あ る と 考 え ら れ る 。 抗 体 の 有 機 体 の 源 は 、 修 飾 蛋 白 質 が 低 い 抗 原 性 で
あ る こ と が 望 ま れ る 有 機 体 と 同 じ 種 で あ る 。 し た が っ て 、 も し 酵 素 や 蛋 白 質 が ヒ ト に 望 ま
し い よ う に 抗 原 性 が 低 け れ ば 、 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る た め に 、 あ る い は 修 飾 蛋 白 質 が 非 修
飾 蛋 白 質 （ 天 然 ま た は 省 略 の な い 組 み 換 え 型 ） よ り も 抗 原 性 が 低 い か ど う か を 決 定 す る た
め に 、 ヒ ト 抗 体 を 使 用 す る こ と は 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 望 ま し い 。 よ り 好 ま し
い 実 施 の 形 態 に お い て 、 修 飾 酵 素 ま た は 蛋 白 質 に 関 し て 、 非 修 飾 酵 素 ま た は 蛋 白 質 と 修 飾
酵 素 ま た は 蛋 白 質 の 抗 原 性 を 比 較 す る こ と に よ り 、 抗 原 性 が 減 少 し た か 、 あ る い は 、 低 下
し た か を 判 断 す る ； つ ま り こ れ は 、 i)修 飾 蛋 白 質 に 露 出 前 、 あ る い は そ れ を 投 与 す る 前 の
被 験 者 か ら サ ン プ ル を 入 手 し 、 修 飾 蛋 白 質 及 び そ れ と 同 一 の 蛋 白 質 の 非 修 飾 版 を 比 較 す る
た め に サ ン プ ル を 使 用 す る 、 ま た は 、 ii) 修 飾 蛋 白 質 に 露 出 後 、 あ る い は そ れ を 投 与 し た
後 の 被 験 者 か ら サ ン プ ル を 入 手 し 、 修 飾 蛋 白 質 及 び そ れ と 同 一 の 蛋 白 質 の 非 修 飾 版 を 比 較
す る た め に サ ン プ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ う る 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 血 液 （ 血
清 ） の よ う な 体 液 を 含 め 、 抗 体 あ る い は 免 疫 細 胞 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。 本 サ ン プ ル は 、
例 え ば ELISAの よ う な 免 疫 検 出 法 を 導 入 す る た め に 使 用 さ れ る 。 サ ン プ ル を 提 供 す る 被 験
者 は こ れ ま で に 非 修 飾 蛋 白 質 に 露 出 さ れ た こ と が な い こ と が 好 ま し い が 、 被 験 者 は 非 修 飾
蛋 白 質 に 関 し て 特 定 の 実 験 を 受 け た こ と が な い こ と が 考 え ら れ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態
に お い て 、 サ ン プ ル が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 培 養 地 で あ る こ と が 適 当
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 に お い て 、 修 飾 蛋 白 質 あ る い は 酵 素 の 活 性 有 無 の 決 定 は 、 例 え ば
酵 素 活 性 な ど の 活 性 の た め に 修 飾 化 合 物 を 分 析 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ど の 酵 素 も 本 発 明 の 方 法 に よ り 修 飾 さ れ る 。 酵 素 は 、 加 水 分 解 酵 素 （ 例 え ば 、 デ ア ミ ナ
ー ゼ 、 エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 及 び プ ロ テ イ ナ ー ゼ ） ； 異 性 化 酵 素 （ 例 え ば 、 エ ピ メ
ラ ー ゼ 、 ム タ ー ゼ 、 及 び ラ セ マ ー ゼ ） ； リ ガ ー ゼ ま た は シ ン セ タ ー ゼ （ 例 え ば 、 ア シ ル －
CoAシ ン セ タ ー ゼ 、 ア ミ ノ － ア シ ル － tRNAシ ン セ タ ー ゼ 、 及 び カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ） ； リ ア
ー ゼ （ 例 え ば 、 ア ル ド ラ ー ゼ 、 脱 炭 酸 酵 素 、 脱 水 酵 素 、 及 び ヌ ク レ オ チ ド ・ シ ク ラ ー ゼ ）
； 酸 化 還 元 酵 素 （ 例 え ば 、 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 モ ノ
オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ニ ト ロ ゲ ナ ー ゼ 、 酸 化 酵 素 、 及 び 還 元 酵 素 ） ； 及 び 、 転 移 酵 素 （ 例 え ば
、 ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 糖 転 移 酵 素 、 キ ナ ー ゼ 、 メ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 、 及 び ス ル
ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） で あ る 。 具 体 的 な 実 施 の 形 態 に お い て 、 酵 素 は 毒 素 と し て 分 類 さ
れ る が 、 細 胞 、 組 織 、 有 機 体 に と っ て の 毒 性 を 意 味 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 一 部 と し て 考 え
ら れ る こ と は 、 毒 素 は 例 え ば ゲ ロ ニ ン の よ う な 植 物 に よ り 生 成 さ れ る 。 こ れ ま で 論 じ て き
た と お り 、 本 発 明 の 修 飾 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 修 飾 酵 素 は 付 加 的 な ポ リ ペ プ チ
ド に 付 着 す る 。 当 然 の こ と な が ら 、 修 飾 ゲ ロ ニ ン に 関 す る 実 施 の 形 態 の い く つ か は 修 飾 酵
素 に 適 用 さ れ る し 、 そ の 逆 も ま た 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 抗 原 性 、 場 合 に よ っ て は 特 に 被 験 者 に 対 す る 抗 原 性 を 低 下 さ せ た 修 飾
蛋 白 質 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 こ の 方 法 は
： a)第 １ 被 験 者 に 対 し て 投 与 を 希 望 す る 蛋 白 質 を 選 択 す る ； b)第 １ 被 験 者 ま た は 第 １ 被 験
者 と 同 じ 種 で あ る 第 ２ 被 験 者 の ど ち ら か 一 方 か ら の 抗 血 清 を 使 用 す る 第 １ 被 験 者 に お い て
、 抗 原 性 の あ る 蛋 白 質 の 領 域 を 識 別 す る ； c)識 別 領 域 が な い 修 飾 蛋 白 質 を 生 成 す る ； d)修
飾 蛋 白 質 が 抗 原 性 を 低 下 さ せ た こ と を 確 認 す る 、 以 上 の ４ ス テ ッ プ を 含 む 。 こ れ ま で に 論
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じ て き た よ う に 、 こ の 最 後 の ス テ ッ プ は 、 例 え ば こ れ ま で に 修 飾 蛋 白 質 の 非 修 飾 版 に 露 出
さ れ た こ と の な い 個 人 か ら の 、 あ る い は 修 飾 蛋 白 質 に 対 す る 免 疫 反 応 の 低 下 が 望 ま れ る 個
人 か ら の 血 清 な ど の サ ン プ ル を 使 用 す る こ と で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 修 飾 蛋 白 質 を 生 成 す る 方 法 は 、 ヒ ト 蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 に 相 同 す る 抗 原 性 の 低
い 領 域 を 識 別 す る た め に 、 ヒ ト 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ と 、 修
飾 蛋 白 質 を 形 成 す る た め に 抗 原 性 の 低 い 識 別 領 域 の す べ て ま た は 一 部 と そ の 抗 原 性 領 域 を
交 換 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 大 量 の ヒ ト 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 必 須 で は
な い が 、 す る こ と が 望 ま し い 。 し た が っ て 、 も し あ る 抗 原 性 領 域 と 相 同 の 、 あ る い は 同 一
の 残 基 を 有 す る 特 定 の ヒ ト 蛋 白 質 の 配 列 に つ い て 、 ヒ ト 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス の ス ク リ ー ニ
ン グ と は 無 関 係 に 知 っ て い る 場 合 、 こ の 方 法 は 本 発 明 の 目 的 に 含 ま れ る だ ろ う 。 例 え ば 、
抗 原 性 の 低 下 が 望 ま れ る マ ウ ス 酵 素 の ヒ ト 同 属 体 の 配 列 に つ い て 知 っ て い る 場 合 も あ る か
も し れ な い 。 マ ウ ス 蛋 白 質 の 領 域 を ヒ ト 配 列 か ら の 残 基 と 交 換 す る こ と は 、 本 発 明 に 関 す
る こ と で あ る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 交 換 、 削 除
、 及 び /又 は 修 飾 が 含 ま れ る 。 交 換 さ れ る 残 基 は 、 残 り の ア ミ ノ 酸 の 順 番 と 数 の 両 方 を 残
基 が 交 換 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に す る 。 残 基 は 保 守 的 な 、 ま た は 非 保 守 的 な 残 基 と 交
換 さ れ る 。 削 除 さ れ た 残 基 は 、 残 り の ア ミ ノ 酸 の 順 番 を 乱 さ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 残 基
の 数 を １ つ ま で に 減 少 さ せ る 。 修 飾 さ れ た 残 基 は 、 化 学 的 に 変 更 が 加 え ら れ た も の で あ り
、 こ の 変 化 は ポ リ ペ プ チ ド 内 の 残 り の ア ミ ノ 酸 の 順 番 や 数 を 変 更 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 修 飾 蛋 白 質 ま た は 酵 素 を 完 成 さ せ る た め に 組 み 替 え 核
酸 技 術 を 使 用 す る 方 法 を 含 む 。 し た が っ て 、 修 飾 が 望 ま れ る 酵 素 の た め の cDNA配 列 は 、 抗
原 性 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 抗 原 性 の 低 い 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 交 換 さ れ る と
い う よ う な 操 作 が 行 わ れ る 。 あ る い は 、 修 飾 蛋 白 質 は 識 別 領 域 を 除 去 す る こ と に よ り 生 成
さ れ る 。 除 去 さ れ る 領 域 は 、 不 在 と 考 え ら れ る 。 不 在 領 域 は 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5
、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50
、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100か そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 さ ら に
、 修 飾 蛋 白 質 は 、 除 去 あ る い は 交 換 さ れ た ２ つ 以 上 の 抗 原 性 領 域 を 有 し 、 ま た 、 そ の 領 域
の 側 面 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 は 除 去 あ る い は 交 換 さ れ る 。 不 在 抗 原 性 領 域 は 除 去 さ れ る 同 数
の ア ミ ノ 酸 残 基 に 交 換 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る か 、 ま た は ELISAア ッ セ イ を 使 用 し て 修
飾 蛋 白 質 を 判 断 す る 。 被 験 者 は 、 例 え ば ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 組 成 物 に は 、 交 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 有 す る 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 よ り も
ヒ ト に お い て 抗 原 性 の 低 い ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ た 抗 原 生 領 域 1、 2、 3、 ま た は ４ の １ つ 以
上 か ら の 少 な く と も ３ つ の ア ミ ノ 酸 を 持 つ ヒ ト 化 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 が 含 ま れ る 。 ゲ
ロ ニ ン 毒 素 の 抗 原 性 領 域 は 他 の 所 で 説 明 す る 。 抗 原 性 領 域 1、 2、 3、 及 び /又 は 4か ら の 少
な く と も 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 2
5、 30、 35、 40、 45、 50、 75、 100か そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 、 交 換 、 削 除 ま た は 修 飾 さ れ る
と 考 え ら れ る 。 少 な く と も 2、 3、 ま た は 4つ の 抗 原 性 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 は 操 作 さ れ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 の 形 態 に お い て 、 組 み 換 え 型 ゲ ロ ニ ン 毒 素 は ： a)哺 乳 動 物 に お い
て 抗 原 性 を 示 す ゲ ロ ニ ン 毒 素 の 少 な く と も １ つ の 領 域 を 識 別 ； b)少 な く と も 一 部 の 抗 原 性
領 域 を 哺 乳 動 物 で 抗 原 性 の 低 い 領 域 と 交 換 、 を 含 む プ ロ セ ス に よ り 作 成 さ れ る 。 ゲ ロ ニ ン
毒 素 は 、 す な わ ち in vitroに て 操 作 さ れ た 核 酸 配 列 か ら 得 ら れ る 組 み 換 え 型 で あ る 。 ま た
、 こ の プ ロ セ ス に は 、 識 別 抗 原 性 領 域 と 哺 乳 動 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較 が 含 ま れ て お り
、 そ れ に よ り 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 抗 原 性 の 低 い 領 域 が 識 別 さ れ る か 、 あ る い は そ れ が 哺
乳 動 物 に お け る 抗 原 性 の 低 い 領 域 を 識 別 す る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 哺 乳
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動 物 は ヒ ト で あ る 。 こ れ ま で 述 べ て き た よ う に 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 し た 方 法 と 組 成 物
の い く つ か は 本 明 細 書 に お い て 説 明 し た 他 の 方 法 あ る い は 組 成 物 に 適 応 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 本 発 明 の 組 成 物 を 使 用 す る 治 療 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 前 記 組 成 物 は
、 本 発 明 の 毒 素 に よ り 達 成 さ れ る 特 定 の 細 胞 や 組 織 を 殺 し 、 除 去 す る と い う 形 に な る 病 気
の 治 療 に お い て 使 用 さ れ る 。 １ つ の 組 成 物 あ る い は 方 法 に 関 し て 論 じ た 実 施 の 形 態 は 、 本
発 明 の 他 の ど の 組 成 物 ま た は 方 法 に も 適 用 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 例 え ば そ の 中 心 的 毒 素 領 域 の よ う な ゲ ロ ニ ン 毒 素 の す
べ て ま た は 一 部 と 、 前 記 免 疫 毒 素 を 特 定 細 胞 に 用 い る 抗 体 の す べ て ま た は 一 部 を 含 む 、 癌
細 胞 あ る い は 腫 瘍 細 胞 に 効 果 的 な 量 の 免 疫 毒 素 を 与 え る こ と に よ り 前 記 細 胞 を 殺 す 方 法 が
あ る 。 『 効 果 的 な 量 』 と は 、 対 象 と す る 目 的 を 達 成 す る 量 を 表 す 。 癌 細 胞 あ る い は 腫 瘍 細
胞 を 殺 す 方 法 の 場 合 、 癌 細 胞 あ る い は 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と を 達 成 す る た め の 量 で あ る 。 本
発 明 の 他 の 方 法 に お い て 、 ゲ ロ ニ ン の 中 心 的 毒 素 領 域 、 お よ び 癌 細 胞 を 明 確 に 標 的 に す る
一 本 鎖 抗 体 か ら 構 成 さ れ る 免 疫 毒 素 よ り な る 効 果 的 な 量 の 化 合 物 を 、 患 者 に 投 与 す る こ と
に よ り 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る た め の 方 法 を 含 む 。 治 療 に 関 す る 『 効 果 的 な 量 』 と は 、 被 験
者 に 治 療 に よ る 恩 恵 を 与 え る こ と を 表 す 。 本 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 使 用 さ れ る 「 治 療 に
よ る 恩 恵 」 と い う 語 は 、 被 験 者 の 治 療 法 に 関 し て 、 そ の 被 験 者 の 健 康 を 促 進 し 、 あ る い は
そ れ を 高 め る も の を 表 す 。 癌 （ 同 様 に 他 の 状 況 に も 適 用 さ れ る が ） と い う 状 況 に お い て 、
前 癌 状 態 、 癌 、 お よ び 高 増 殖 性 の 病 気 の 治 療 を 含 め 、 治 療 に よ る 恩 恵 は 、 以 下 の 例 ： 被 害
者 の 延 命 、 こ の 病 気 の 腫 瘍 性 発 達 の 減 少 ま た は 遅 延 、 高 増 殖 性 の 低 下 、 腫 瘍 増 殖 の 縮 小 、
転 移 の 遅 延 、 癌 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 増 殖 率 の 減 少 、 お よ び 患 者 の 健 康 状 態 に 起 因 す る と 考
え ら れ る 患 者 の 痛 み の 減 少 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 毒 素 は ゲ ロ ニ ン で あ る 。 さ ら な る 実 施 の
形 態 に お い て 、 前 記 免 疫 毒 素 は 配 列 識 別 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の す べ て ま た は 一 部 を 含 む
。 前 記 免 疫 毒 素 は 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 省 略 の な い 配 列 を 含 む が 、 省 略 の な い
ゲ ロ ニ ン 蛋 白 質 配 列 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 さ ら に 、 前 記 毒 素 は ヒ ト 化 さ れ 、 本 明
細 書 に お い て 開 示 、 あ る い は 記 述 さ れ た 毒 素 ま た は 構 成 物 の い ず れ か で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 免 疫 毒 素 の 抗 体 は ヒ ト 化 さ れ 、 及 び /又 は 一 本 鎖 抗
体 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 抗 体 は 、 省 略 形 で あ る が 特 有 の 向 標 性 が 可 能 な 限 り 前
記 免 疫 毒 素 を 標 的 癌 細 胞 に 向 け る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 抗 体 （ 抗 体 断 片
を 含 む ） は 前 記 標 的 細 胞 の 表 面 に あ る 抗 原 を 明 確 に 標 的 に す る （ す な わ ち 、 拘 束 す る ） 。
よ り 具 体 的 な 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 抗 体 は 腫 瘍 抗 原 を 標 的 に す る 。 前 記 抗 体 は 、 具 体
的 に マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ま た は サ ル の 抗 体 と 考 え ら れ る が 、 い か な る 哺 乳 動
物 の 抗 体 も あ り え る 。 前 記 抗 体 は 、 異 な る 種 の も の で あ る が 、 本 発 明 あ る い は 当 業 者 に 知
ら れ て い る 他 の 方 法 に よ っ て ヒ ト 化 さ れ る こ と が あ る 。 前 記 抗 体 が 一 本 鎖 抗 体 で あ る 場 合
、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 に 向 け ら れ る 抗 体 で あ る 9.2.27あ る い は ZME-018を 含 む こ と が あ る 。 具
体 的 な 例 と し て は 、 前 記 免 疫 毒 素 は 、 本 明 細 書 で 述 べ た scfvMEL-2018ま た は scfvMEL-2025
(配 列 識 別 番 号 １ １ )で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 標 的 と さ れ る 癌 細 胞 は 、 前 立 腺 、 肺 、 脳 、 皮 膚 、 肝 臓 、 胸 、 リ ン パ 、 胃 、 精 巣 、 卵 巣 、
膵 臓 、 骨 、 骨 髄 、 頭 頸 部 、 子 宮 頸 管 、 食 道 、 目 、 胆 嚢 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 臓 、 大 腸 、 ま た は
血 液 か ら の 細 胞 で あ る 。 さ ら に 、 癌 患 者 は 上 記 に 示 し た よ う な 臓 器 /組 織 か ら の 、 あ る い
は そ の 内 部 の 癌 を 持 つ こ と が あ る 。 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に お い て 、 癌 細 胞 は メ ラ ノ ー マ 細
胞 で あ る 。 癌 細 胞 あ る い は 腫 瘍 細 胞 は 患 者 に あ る と 考 え ら れ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に
お い て 、 患 者 に は 、 例 え ば 治 療 な ど の 特 定 の 望 ま し い 結 果 を 達 成 す る た め に 必 要 な 量 を 示
す 効 果 的 な 量 の 治 療 用 組 成 物 が 投 与 さ れ る だ ろ う 。 例 え ば 、 癌 と い う 状 況 の 中 で 、 望 ま し
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い 結 果 は 癌 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 免 疫 毒 素 は 薬 剤 的 あ る い は 薬 理 学 的 に 条 件 を 満 た す 組 成 物 の 中 に 含 ま れ る こ と が あ
る 。 ま た 、 治 療 処 方 計 画 の 一 部 と し て 、 患 者 は 例 え ば 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療 法 、 遺 伝 子 治
療 、 外 科 手 術 、 ま た は 他 の 免 疫 療 法 な ど の 他 の 抗 癌 治 療 を 受 け る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 免 疫 毒 素 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 そ れ
を 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 発 現 構 成 を 与 え る こ と に よ り 、 細 胞 ま た は 患 者 に 提 供 さ れ る
。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 前 記 発 現 構 成 物 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 ア デ
ノ 随 伴 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス 、 ま た は ワ ク シ ニ ア ・ ウ イ ル ス を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 ウ イ
ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 請 求 項 及 び /又 は 明 細 書 に お い て 用 語 "comprising（ 構 成 す る ） "と 共 に 使 わ れ る 単 語 "a"
ま た は "an"の 使 用 は 、 "one(１ つ )"を 意 味 す る か も し れ な い が 、 "one or more(１ つ 以 上 )"
 、 "at least one（ 少 な く と も １ つ ） "、 "one or more than one（ ２ つ 以 上 ） "の 意 味 と
も 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 、 利 点 は 以 下 に 述 べ る 記 述 よ り 明 ら か に な る で あ ろ う 。 し か し
な が ら 、 当 然 、 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 の 形 態 を 示 す 際 に 、 本 発 明 の 精 神 や そ の 範 囲 内 で の
種 々 の 変 化 お よ び 修 飾 は こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者 に 明 ら か で あ る た め 、 詳 細 な 説 明 や 具
体 例 は 図 に よ っ て の み 示 さ れ る 。
【 具 体 的 な 実 施 の 形 態 の 説 明 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 抗 原 性 を 低 め た 蛋 白 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 シ ス テ ム を 持 つ 生 物 体 に 投 与 さ れ る 組 成
物 と し て き わ め て 大 き な 利 点 を 提 供 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 蛋 白 質 及 び ポ リ ペ プ チ
ド を デ ザ イ ン 及 び 製 造 す る 方 法 が 本 明 細 書 で 述 べ ら れ 、 そ の 結 果 生 じ る 分 子 に つ い て も 述
べ ら れ る 。 特 定 の 酵 素 の 酵 素 活 性 を 保 持 し な が ら 、 前 記 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 か ら 利 点 を 得 る
可 能 性 の あ る 個 体 の 抗 原 性 は 低 下 さ せ る こ と も 望 ま し い の で 、 酵 素 は 上 記 の 方 法 の た め の
特 に 興 味 深 い 候 補 で あ る 。 リ ボ ソ ー ム 　 　 　 　 　 　 不 活 化 蛋 白 質 （ RIPs） は そ う し た 蛋 白
質 の １ 例 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 ゲ ロ ニ ン な ど の 植 物 毒
素 を 含 ん で い る 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 蛋 白 質 を デ ザ イ ン し て 、 標
的 分 子 な ど 別 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 毒 素 機 能 を 提 供 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の デ ザ イ ナ ー 毒 素 は 広 範 な 適 用 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｉ ． 蛋 白 質 性 化 合 物
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 は 天 然 ま た は 野 生 型 の 蛋 白 質 に 関 連 し た 修 飾 さ れ た 蛋
白 質 性 分 子 を 含 ん で い る 新 規 な 組 成 物 に 関 す る も の で あ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 そ
の 蛋 白 質 化 合 物 は ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ ら れ て い る ； 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 蛋 白 質 性 化
合 物 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 置 換 さ れ て お り 、 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 蛋 白 質 化 合 物 内 の ア
ミ ノ 酸 残 基 は 欠 失 と 置 換 の 両 方 を 受 け て い る 。 さ ら に 、 １ つ の 蛋 白 質 性 化 合 物 は ２ つ 以 上
の ポ リ ペ プ チ ド 物 質 を 含 ん で い る ア ミ ノ 酸 分 子 を 含 ん で い て も よ い 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ
る よ う に 、 『 蛋 白 質 性 分 子 』 、 『 蛋 白 質 性 組 成 物 』 、 『 蛋 白 質 性 化 合 物 』 、 『 蛋 白 鎖 』 、
あ る い は 『 蛋 白 性 物 質 』 は 一 般 に 約 200を 超 え る ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 蛋 白 質 、 ま た は １ つ の
遺 伝 子 か ら 翻 訳 さ れ た 完 全 長 の 内 生 的 配 列 ； 約 100を 超 え る ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ
ド ； 及 び /又 は 約 3か ら 約 100の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 上 に 述 べ ら れ た す
べ て の 『 蛋 白 質 性 』 と い う 用 語 は 本 明 細 書 で 交 換 可 能 に 用 い ら れ る こ と が あ る 。 さ ら に 、
こ れ ら の 用 語 は 融 合 蛋 白 質 あ る い は 蛋 白 質 結 合 物 に 適 用 し て も 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 少 な く と も １ つ の 蛋 白 質 性 分 子 の 量 は 、 お よ そ 、 ま た は 少 な
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く と も 、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 2
4、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100、 110、 120、 13
0、 140、 150、 160、 170、 180、 190、 200、 210、 220、 230、 240、 250、 275、 300、 350、 40
0、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1100、 1200、 1300
、 1400、 1500、 1750、 2000、 2250、 2500ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 分 子 残 基 、 及 び そ こ に 誘
導 可 能 な い ず れ の 範 囲 で も よ い 。 本 発 明 に よ る 化 合 物 は 配 列 識 別 番 号 ： 1及 び /又 は 配 列 識
別 番 号 ： 11の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 上 記 の 数 含 ん で い て も よ い 。 適 切 な 場 合 に は 、 配 列 識 別
番 号 ： 1に 関 す る 実 施 の 形 態 は 配 列 識 別 番 号 ： 11を 含 む 本 明 細 書 で 述 べ ら れ る 他 の い ず れ
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 用 い ら れ て も よ く 、 そ の 逆 も 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 従 っ て 、 『 蛋 白 質 性 組 成 物 』 と い う 用 語 は 天 然 に 合 成 さ れ る 蛋 白 質 の う ち 20の 共 通 ア ミ
ノ 酸 の 少 な く と も １ つ 、 あ る い は 下 の 表 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 な ど の 少 な く と も １ つ の 修
飾 ま た は 異 常 ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ る ア ミ ノ 分 子 配 列 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 『 ア ミ ノ 分 子 』 と は 本 技 術 分 野 の 当 業 者 に 周 知 で あ る よ
う に 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 、 ま た は ア ミ ノ 酸 ミ ミ ッ ク の い ず れ を も 意 味 す る 。 い く
つ か の 実 施 の 形 態 で 、 蛋 白 質 性 分 子 の 残 基 は 連 続 し て お り 、 い ず れ の 非 ア ミ ノ 分 子 も ア ミ
ノ 分 子 残 基 の 配 列 を 妨 害 す る こ と は な い 。 そ の 他 の 実 施 の 形 態 で 、 前 記 配 列 は １ つ 以 上 の
非 ア ミ ノ 分 子 成 分 で 構 成 さ れ て も よ い 。 特 定 の 実 施 の 形 態 で 、 前 記 蛋 白 質 性 分 子 の 残 基 の
配 列 は １ つ 以 上 の 非 ア ミ ノ 分 子 成 分 に よ っ て 妨 害 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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１ ． 機 能 的 側 面
　 本 発 明 は 修 飾 蛋 白 質 に 関 す る も の で あ り 、 修 飾 蛋 白 質 は 非 修 飾 蛋 白 質 に 匹 敵 す る 機 能 的
活 性 を 示 し 、 さ ら に 修 飾 蛋 白 質 は 抗 原 性 が よ り 低 く 、 及 び /又 は 副 作 用 の 誘 発 が よ り 少 な
く 、 及 び /又 は よ り 良 好 あ る い は 長 期 に わ た る 効 力 を 有 す る な ど 、 個 体 に お い て 非 修 飾 蛋
白 質 に 勝 る そ の 他 の 利 点 を 有 し て い る こ と か ら 、 特 に 個 体 に 治 療 上 の 利 点 を 与 え る 修 飾 蛋
白 質 に 関 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 本 適 用 が 『 修 飾 蛋 白 質 』 の 機 能 ま た は 活 性 に 関 す る も
の で あ る と き 、 こ の こ と が 、 例 え ば 、 １ つ の 蛋 白 質 は 、 １ ） 非 修 飾 蛋 白 質 と 同 じ 活 性 を 示
す か 、 ま た は 同 じ 特 異 性 を 有 す る が 、 異 な る レ ベ ル の 活 性 を 有 す る こ と が あ る 、 そ し て 、
２ ） 非 修 飾 蛋 白 質 に 勝 る 別 の 利 点 を 持 つ 、 な ど を 含 ん で い る こ と が 当 業 者 で あ れ ば 理 解 で
き る で あ ろ う 。 活 性 の 判 定 は 、 特 に 蛋 白 質 の 活 性 に 関 し て 、 当 業 者 に 周 知 の 評 価 法 を 用 い
て 達 成 し て も よ く 、 比 較 の 目 的 の た め に は 、 例 え ば 、 修 飾 ま た は 非 修 飾 蛋 白 質 の い ず れ か
の 天 然 及 び /又 は 遺 伝 子 組 み 換 え し た も の を 利 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
２ ． 修 飾 蛋 白 質
本 発 明 に よ る 修 飾 蛋 白 質 は ア ミ ノ 酸 の 欠 失 及 び /又 は 置 換 を 有 し て い て も よ く ； 従 っ て 、
欠 失 を 有 す る 蛋 白 質 、 置 換 を 有 す る 蛋 白 質 、 及 び 欠 失 と 置 換 を 有 す る 蛋 白 質 が 修 飾 蛋 白 質
で あ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 こ れ ら の 修 飾 蛋 白 質 は 、 例 え ば 、 融 合 修 飾 蛋 白 質 ま た
は 、 例 え ば 、 リ ン カ ー を 持 つ 修 飾 蛋 白 質 の よ う な 挿 入 あ る い は 付 加 ア ミ ノ 酸 な ど を さ ら に
含 ん で い て も よ い 。 『 修 飾 欠 失 蛋 白 質 』 は 天 然 蛋 白 質 の １ つ 以 上 の 残 基 を 欠 失 し て い る が
、 そ の 天 然 蛋 白 質 の 特 異 性 及 び /又 は 活 性 は 有 し て い る 。 『 修 飾 欠 失 蛋 白 質 』 は 低 下 し た
免 疫 原 性 ま た は 抗 原 性 を 持 つ こ と も あ る 。 修 飾 欠 失 蛋 白 質 の １ 例 は 、 少 な く と も １ つ の 抗
原 性 領 域 、 即 ち 、 修 飾 蛋 白 質 が 投 与 さ れ る 生 物 体 の 種 類 の よ う な 、 特 定 の 生 物 体 に お い て
抗 原 性 が あ る と 判 定 さ れ る 蛋 白 質 の 領 域 、 か ら 欠 失 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 修 飾 欠 失 蛋
白 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 置 換 型 ま た は 代 替 型 変 異 体 は 通 例 そ の 蛋 白 質 内 の １ つ 以 上 の 部 位 で １ 個 の ア ミ ノ 酸 が 別
の ア ミ ノ 酸 と 交 換 さ れ る こ と を 含 ん で お り 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ 以 上 の 性 質 の 調 節 、
特 に そ の 免 疫 原 性 ／ 抗 原 性 の 低 下 、 個 体 に お け る す べ て の 副 作 用 の 低 下 、 ま た は そ の 効 力
の 増 加 の た め に デ ザ イ ン さ れ て も よ い 。 こ の 種 の 置 換 は 好 ま し く は 同 類 的 で あ り 、 即 ち １
個 の ア ミ ノ 酸 は 類 似 の 形 状 及 び 電 荷 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ る 。 同 類 置 換 は 本 技 術 分 野 で 周
知 で あ り 、 例 え ば ： ア ラ ニ ン を セ リ ン に ； ア ル ギ ニ ン を リ シ ン に ； ア ス パ ラ ギ ン を グ ル タ
ミ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン に ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 を グ ル タ ミ ン 酸 塩 に ； シ ス テ イ ン を セ リ ン に
； グ ル タ ミ ン を ア ス パ ラ ギ ン に ； グ ル タ ミ ン 酸 塩 を ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 に ； グ リ シ ン を プ ロ
リ ン に ； ヒ ス チ ジ ン を ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ ン に ； イ ソ ロ イ シ ン を ロ イ シ ン ま た は
バ リ ン に ； ロ イ シ ン を バ リ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン に ； リ シ ン を ア ル ギ ニ ン に ； メ チ オ ニ ン
を ロ イ シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン に ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 ま た は メ チ
オ ニ ン に ； セ リ ン を ス レ オ ニ ン に ； ス レ オ ニ ン を セ リ ン に ； ト リ プ ト フ ァ ン を チ ロ シ ン に
； チ ロ シ ン を ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ に ； そ し て 、 バ リ ン を イ ソ ロ イ シ ン ま
た は ロ イ シ ン に ； な ど の 置 換 が あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 領 域 は 抗 原 性 が よ り 低 い 領 域
で 置 換 さ れ ； 抗 原 性 が よ り 低 い 領 域 は 天 然 蛋 白 質 内 の 対 応 す る 残 基 と 同 一 の 残 基 を 含 ん で
お り 、 し か も い く つ か の 同 類 置 換 及 び ／ ま た は 非 同 類 置 換 を 含 ん で い る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 欠 失 あ る い は 置 換 に 加 え て 、 修 飾 蛋 白 質 は 、 通 例 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 少 な く と も １ つ
の 残 基 の 付 加 を 含 ん で い る 残 基 の 挿 入 を 有 す る こ と が あ る 。 こ れ は 標 的 ペ プ チ ド ま た は ポ
リ ペ プ チ ド あ る い は 単 に た だ １ 個 の 残 基 の 挿 入 な ど で も よ い 。 融 合 蛋 白 質 と 呼 ば れ る 末 端
付 加 に つ い て 下 に 述 べ る 。
『 生 物 学 的 機 能 的 同 等 物 』 は 本 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 本 明 細 書 で さ ら に 詳 細 に 定 義 さ れ
る 。 つ ま り 、 蛋 白 質 の 生 物 学 的 活 性 が 維 持 さ れ る と す れ ば 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
と 同 一 ま た は 機 能 的 に 同 等 な ア ミ ノ 酸 を 約 ７ ０ ％ か ら 約 ８ ０ ％ の 間 、 約 ８ １ ％ か ら 約 ９ ０
％ の 間 、 ま た は さ ら に 約 ９ １ ％ か ら 約 ９ ９ ％ の 間 の 範 囲 で 有 す る 配 列 な ど で あ る 。 修 飾 蛋
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白 質 は そ れ に 対 応 す る 天 然 蛋 白 質 と 生 物 学 的 機 能 的 に 同 等 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 及 び 核 酸 配 列 が 付 加 的 な Ｎ － ま た は Ｃ － 末 端 ア ミ ノ 酸 あ る い は ５ ’ ま た は ３ ’
配 列 の よ う な 付 加 的 な 残 基 を 含 ん で い て も よ く 、 し か も 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 配 列 の １
つ で 示 さ れ る よ う に 、 そ の 配 列 が 上 に 示 さ れ た 基 準 を 満 た す 限 り は 、 蛋 白 質 の 発 現 に 関 わ
る 部 位 で の 生 物 学 的 蛋 白 質 活 性 の 維 持 な ど を 本 質 的 に 含 ん で い る こ と も 理 解 さ れ る で あ ろ
う 。 末 端 配 列 の 付 加 は 、 例 え ば 、 コ ー ド 領 域 の ５ ’ ま た は ３ ’ 部 分 の い ず れ か に 隣 接 す る
種 々 の 非 コ ー ド 配 列 を 含 ん で い る か 、 ま た は 遺 伝 子 内 に 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 種 々 の
内 部 配 列 、 即 ち イ ン ト ロ ン を 含 ん で い る 場 合 が あ る 核 酸 配 列 に 特 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 以 下 の 説 明 は 同 等 物 あ る い は 改 良 さ れ た 第 ２ 世 代 の 分 子 を 作 り 出 す た め の 蛋 白 質 の ア ミ
ノ 酸 を 変 化 さ せ る こ と に 基 づ い て い る 。 例 え ば 、 い く つ か の ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 、 基 質 分
子 へ の 結 合 部 位 な ど の 構 造 と 相 互 作 用 的 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 可 能 な ほ ど 損 失 さ せ ず に 、
蛋 白 質 構 造 内 の 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 し て も よ い 。 蛋 白 質 の 生 物 学 的 機 能 的 活 性 を 規 定 す る
の は そ の 蛋 白 質 の 相 互 作 用 能 力 と 性 質 で あ る の で 、 い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 は 蛋 白 質 配 列
内 及 び そ の 基 礎 に な る DNAコ ー ド 配 列 内 で 行 わ れ 、 そ れ に も か か わ ら ず 類 似 の 性 質 を 持 つ
蛋 白 質 を 生 じ さ せ る 。 従 っ て 、 以 下 で 述 べ ら れ る よ う に 、 そ れ ら の 生 物 学 的 有 用 性 ま た は
活 性 を 測 定 可 能 な ほ ど 損 失 さ せ る こ と な く 、 種 々 の 変 化 は 遺 伝 子 の DNA配 列 内 で 行 な わ れ
る と 本 発 明 者 は 考 え る も の で あ る 。 表 １ は 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン を 示 す 。 蛋
白 質 性 分 子 は 、 も し 以 下 の 『 相 同 性 基 準 』 の ひ と つ を 満 た す な ら ば 、 第 ２ の 蛋 白 質 性 分 子
に 対 し て 『 相 同 性 』 を 有 す る か 、 ま た は 『 相 同 的 』 で あ る と み な さ れ る ： １ ） そ の 蛋 白 質
性 分 子 の 少 な く と も 30％ が 第 ２ の 蛋 白 質 性 分 子 と 同 じ 部 位 で 配 列 同 一 性 を 有 す る ； ２ ） 第
２ の 蛋 白 質 性 分 子 と 同 じ 部 位 で 若 干 の 配 列 同 一 性 が あ り 、 非 同 一 残 基 に お い て は 、 本 明 細
書 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 そ れ ら の 少 な く と も 30％ は 第 ２ の 蛋 白 質 性 分 子 に 関 し て 同 類
的 差 異 で あ る ； ３ ） 蛋 白 質 性 分 子 の 少 な く と も 30％ が 第 ２ の 蛋 白 質 性 分 子 と 配 列 同 一 性 を
有 す る が 、 同 一 残 基 間 に 非 同 一 残 基 の ギ ャ ッ プ が あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る よ う に
、 『 相 同 的 』 と い う 用 語 は 、 分 子 全 体 の 代 わ り に 、 蛋 白 質 性 分 子 の １ つ の 領 域 に 対 し て 同
様 に 適 用 し て も よ い 。 も し 『 相 同 性 』 ま た は 『 相 同 的 』 と い う 用 語 が 、 例 え ば 、 『 50％ の
相 同 性 』 ま た は 『 50％ 相 同 的 』 な ど 数 字 に よ っ て 限 定 さ れ る な ら ば 、 相 同 性 の 基 準 は 、 １
） 、 ２ ） 、 及 び ３ ） に 関 し て 、 『 少 な く と も 30％ 』 か ら 『 少 な く と も 50％ 』 に 変 更 さ れ る
。 従 っ て 、 ２ 個 の 蛋 白 質 性 分 子 ま た は 蛋 白 質 性 分 子 の 一 部 の 間 に は 少 な く と も 30％ 、 35％
、 40％ 、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 あ る い
は そ れ 以 上 の 相 同 性 が あ り 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の よ う な 変 更 を 行 う に あ た っ て 、 ア ミ ノ 酸 の 疎 水 性 親 水 性 指 標 が 考 慮 さ れ よ う 。 蛋 白
質 に 相 互 作 用 的 生 物 学 的 機 能 を 与 え る 上 で 疎 水 性 親 水 性 ア ミ ノ 酸 指 標 の 重 要 性 が 本 技 術 分
野 で は 一 般 に 理 解 さ れ て い る （ Kyte & Doolittle, 1982） 。 ア ミ ノ 酸 の 相 対 的 疎 水 性 親 水
性 特 性 は そ の 結 果 生 じ る 蛋 白 質 の ２ 次 構 造 に 寄 与 し 、 続 い て 、 例 え ば 、 酵 素 、 基 質 、 レ セ
プ タ 、 DNA、 抗 体 、 抗 原 や そ の 他 の 分 子 と 蛋 白 質 の 相 互 作 用 を 規 定 す る こ と が 認 め ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 類 似 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 親 水 性 を 基 礎 に し て 効 果 的 に つ く ら れ る こ と も 本 技 術 分 野 で 理
解 さ れ て い る 。 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,554,101号 明 細 書 に は
、 蛋 白 質 の 最 大 局 所 平 均 親 水 性 は そ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に よ っ て 支 配 さ れ る の で
、 そ の 蛋 白 質 の 生 物 学 的 性 質 と 相 互 関 係 が あ る と 述 べ て い る 。 米 国 特 許 第 4,554,101号 明
細 書 に 詳 述 さ れ て い る よ う に 、 以 下 の 親 水 性 価 が ア ミ ノ 酸 残 基 に 割 り 当 て ら れ て い る ； ア
ル ギ ニ ン （ ＋ 3.0） ； リ シ ン （ ＋ 3.0） ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 （ ＋ 3.0± 1） ； グ ル タ ミ ン 酸 塩
（ ＋ 3.0± 1） ； セ リ ン （ ＋ 0.3） ； ア ス パ ラ ギ ン （ ＋ 0.2） ； グ ル タ ミ ン （ ＋ 0.2） ； グ リ
シ ン （ 0） ； ス レ オ ニ ン （ － 0.4） ； プ ロ リ ン （ － 0.5± 1） ； ア ラ ニ ン （ － 0.5） ； ヒ ス チ
ジ ン （ － 0.5） ； シ ス テ イ ン （ － 1.0） ； メ チ オ ニ ン （ － 1.3） ； バ リ ン （ － 1.5） ； ロ イ シ
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ン （ － 1.8） ； イ ソ ロ イ シ ン （ － 1.8） ； チ ロ シ ン （ － 2.3） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ － 2.5）
； ト リ プ ト フ ァ ン （ － 3.4） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 は 類 似 の 親 水 性 価 を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ 、 さ ら に 生 物 学 的 に 同 等 及
び 免 疫 学 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を つ く り だ す こ と が 理 解 さ れ て い る 。 そ の よ う な 変 換 に お い て
、 親 水 性 価 が ± ２ 以 内 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 好 ま し く 、 ± １ 以 内 の ア ミ ノ 酸 置 換 は 特 に 好 ま し
く 、 ± 0.5以 内 の ア ミ ノ 酸 置 換 は よ り 一 層 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 に 概 説 さ れ た よ う に 、 一 般 に ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 例 え ば 、 そ の 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 荷 、
大 き さ な ど ア ミ ノ 酸 側 鎖 置 換 基 の 相 対 的 類 似 性 に 基 づ い て い る 。 前 述 の 種 々 の 性 質 を 考 慮
し た 典 型 的 な 置 換 は 当 業 者 に 十 分 周 知 で あ り ： ア ル ギ ニ ン 及 び リ シ ン ； グ ル タ ミ ン 酸 塩 及
び ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 ； セ リ ン 及 び ス レ オ ニ ン ； グ ル タ ミ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン ； そ し て 、 バ
リ ン 、 ロ イ シ ン 、 及 び イ ソ ロ イ シ ン ； な ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 表 ２ に 本 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 修 飾 さ れ る 蛋 白 質 と ポ リ ペ プ チ
ド の リ ス ト を 示 す 。 非 ヒ ト ・ ポ リ ペ プ チ ド は 特 に ヒ ト に お い て そ の 抗 原 性 を 低 下 さ せ る た
め の 本 発 明 に よ る 方 法 の 標 的 と 考 え ら れ て い る 。 治 療 上 の 価 値 を 有 す る 非 ヒ ト 蛋 白 質 は 本
発 明 の 範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 で 述 べ ら れ る そ の 他 す べ て の 蛋 白 質 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 修 飾 さ れ て も さ し つ か え な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ る 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を つ く る た め の 別 の 実 施 の 形 態 は ペ プ チ ド ・ ミ メ
テ ィ ッ ク の 利 用 で あ る 。 ミ メ テ ィ ッ ク は 蛋 白 質 の 二 次 構 造 の 要 素 を 模 倣 し た 、 ペ プ チ ド を
含 ん で い る 分 子 で あ り 、 例 え ば 、 Johnson（ 1993） を 参 照 さ れ た い 。 ペ プ チ ド ・ ミ メ テ ィ
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ッ ク 利 用 の 背 後 に あ る 根 本 的 理 由 は 、 蛋 白 質 の ペ プ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン が 抗 体 や 抗 原 な ど
の 分 子 的 相 互 作 用 を 促 進 す る よ う な や り 方 で ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 配 向 す る た め に 主 と し て 存 在
す る こ と で あ る 。 ペ プ チ ド ・ ミ メ テ ィ ッ ク は 天 然 の 分 子 に 似 た 分 子 の 相 互 作 用 を 許 容 す る
と 予 想 さ れ る 。 こ れ ら の 原 理 は 、 上 に 概 説 さ れ た 原 理 と 共 に 、 天 然 蛋 白 質 の 自 然 な 性 質 の
多 く を 持 ち な が ら 、 改 変 さ れ 、 場 合 に よ っ て は 改 良 さ れ た 性 質 も 有 す る 第 ２ 世 代 の 修 飾 蛋
白 質 分 子 を 遺 伝 子 操 作 で つ く る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
３ ． 多 重 ポ リ ペ プ チ ド 蛋 白 質 性 化 合 物
　 本 発 明 は 、 ２ 個 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 蛋 白 質 性 化 合 物 に
関 す る も の で あ る 。 蛋 白 質 性 化 合 物 あ る い は 分 子 は 、 例 え ば 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 持 つ
修 飾 さ れ た 毒 素 を 含 ん で い る 場 合 も あ る 。 多 重 ポ リ ペ プ チ ド 蛋 白 質 性 化 合 物 は ２ 個 以 上 の
蛋 白 質 が 互 い に 化 学 的 に 結 合 し て い る か 、 ま た は 同 じ 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ２ 個
以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 蛋 白 質 で も よ い 。 １ つ の 毒 素 及 び 活 性 を 持 つ １ つ の 第 ２ の ポ リ
ペ プ チ ド を 含 ん で い る 融 合 あ る い は 結 合 蛋 白 質 は 『 二 重 毒 素 』 と 呼 ば れ る こ と が あ る 。 従
っ て 、 多 重 ポ リ ペ プ チ ド 蛋 白 質 性 化 合 物 は 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 ま た は 一 部 及 び 第 ２
の ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 ま た は 一 部 、 第 ３ の ポ リ ペ プ チ ド 、 第 ４ の ポ リ ペ プ チ ド 、 第 ５ の ポ
リ ペ プ チ ド 、 第 ６ の ポ リ ペ プ チ ド 、 第 ７ の ポ リ ペ プ チ ド 、 第 ８ の ポ リ ペ プ チ ド 、 第 ９ の ポ
リ ペ プ チ ド 、 第 １ ０ の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド で 構 成 さ れ て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 デ ザ イ ナ ー 毒 素 自 体 は 一 般 に 、 細 胞 表 面 に 結 合 あ る い は 特 定 の 細 胞 内 部 に 取 り 入 れ ら れ
る 能 力 を 持 た な い 。 従 っ て 、 こ れ ら の 作 用 物 は 、 特 定 の 標 的 細 胞 に 結 合 し 、 一 旦 結 合 す る
と 効 果 的 に 細 胞 内 部 に 取 り 入 れ ら れ る 能 力 の あ る 作 用 物 ／ 蛋 白 質 へ の 化 学 的 結 合 ま た は 融
合 の い ず れ か を 必 要 と す る 。 表 ３ は 、 特 に 特 定 の 細 胞 の 種 類 ま た は 組 織 体 の 一 部 分 の よ う
な 特 定 の 場 所 へ 遺 伝 子 操 作 さ れ た 蛋 白 質 性 分 子 を 標 的 に す る こ と に 関 す る 実 施 の 形 態 に お
い て 、 本 発 明 に よ る 毒 素 に 結 合 ま た は 融 合 さ れ る 蛋 白 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド の リ ス ト を 示 し
て い る 。 本 発 明 は さ ら に 毒 素 分 子 の 全 体 ま た は 一 部 を 表 ２ に 挙 げ ら れ た い ず れ で も よ い 蛋
白 質 の 全 体 ま た は 一 部 に 付 加 す る こ と を 含 ん で い る 。 本 発 明 は こ れ ら 表 ２ 及 び 表 ３ に 提 供
さ れ た 例 を 含 ん で い る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ５ ５ 】
ａ ： 融 合 蛋 白 質
　 特 別 な 種 類 の 挿 入 変 異 体 は 融 合 蛋 白 質 で あ る 。 こ の 分 子 は 一 般 的 に は 第 ２ の ポ リ ペ プ チ
ド の 全 部 あ る い は 一 部 と N-あ る い は C-末 端 で 結 合 さ れ て い る 天 然 分 子 の 全 体 あ る い は か な
り の 部 分 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 融 合 は 通 常 異 種 ホ ス ト 内 の １ つ の 蛋 白 質 の 組 み 換 え 体 発
現 を 可 能 と す る た め に 他 の 種 か ら の リ ー ダ ー 配 列 を 用 い る 。 別 の 有 益 な 融 合 に は 融 合 蛋 白
質 を 標 的 と し た り 、 あ る い は そ の 精 製 を 行 い や す く す る た め に 抗 体 エ ピ ト ー プ あ る い は そ

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-514000 A 2005.5.19



の 他 の タ グ な ど の 免 疫 学 的 に 活 性 の あ る 領 域 の 付 加 を 内 容 と す る 場 合 も あ る 。 6xHis及 び G
ST（ グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） を タ グ と し て 用 い る こ と は 良 く 知 ら れ て い る 。
融 合 接 合 部 あ る い は そ の 近 く に 切 断 サ イ ト を 導 入 す る と 、 精 製 後 の 外 来 ポ リ ペ プ チ ド の 除
去 が 容 易 に な る 。 そ の 他 の 有 益 な 融 合 と し て は 、 ヒ ド ロ ラ ー ゼ な ど 酵 素 か ら の 活 性 サ イ ト
な ど の 機 能 性 領 域 、 グ リ コ シ ル 化 領 域 、 細 胞 標 的 信 号 あ る い は 膜 横 断 領 域 な ど の 結 合 な ど
が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 の 形 態 と し て 免 疫 毒 素 が 特 に 考 え ら れ る 。 １ つ の 免 疫 毒 素 は １ つ の
抗 体 の 少 な く と も 一 部 と 毒 素 分 子 の 一 部 で 構 成 さ れ る 細 胞 毒 性 化 合 物 で あ る 。 上 記 抗 体 及
び 毒 素 は 相 互 に 融 合 あ る い は 接 合 さ れ て い て も よ い 。 免 疫 毒 素 に つ い て は 以 下 に よ り 詳 細
に 述 べ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ｂ ： 接 合 蛋 白 質
　 本 発 明 は さ ら に 一 般 的 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル ・ タ イ プ の 翻 訳 さ れ た 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 及 び ペ プ チ ド な ど 、 少 な く と も １ つ の 作 用 剤 と 結 合 し て １ つ の 抗 体 接 合 体 を 形 成 し て い
る 接 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 診 断 用 薬 品 あ る い は 治 療 用 薬 品 と し て の 抗 体 分 子 の 有 効
性 を 増 大 さ せ る た め に 、 通 常 は 少 な く と も １ つ の 望 ま し い 分 子 あ る い は 成 分 を 接 合 、 共 有
結 合 、 あ る い は 複 合 化 さ せ る 。 そ う し た 分 子 あ る い は 成 分 は 、 少 な く と も １ つ の エ フ ェ ク
タ あ る い は レ ポ ー タ 分 子 で あ る 。 エ フ ェ ク タ 分 子 は 例 え ば 細 胞 毒 性 作 用 な ど 、 望 ま し い 活
性 を 有 し て い る 。 抗 体 に 取 り 付 け ら れ た フ ェ ク タ 分 子 の 非 限 定 的 実 例 と し て は 毒 素 、 抗 腫
瘍 剤 、 治 療 用 酵 素 、 放 射 ラ ベ ル ・ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 ウ イ ル ス 剤 、 キ レ ー ト 化 剤 、 成 長 作 用
因 子 、 そ し て オ リ ゴ 又 は ポ リ ・ ヌ ク レ オ チ ド な ど で あ る 。 対 照 的 に 、 レ ポ ー タ 分 子 は ア ッ
セ イ を 用 い て 検 出 で き る い ず れ か の 成 分 と し て 定 義 さ れ る 。 抗 体 に 接 合 さ れ た レ ポ ー タ 分
子 の 非 限 定 的 実 例 と し て は 酵 素 、 放 射 性 ラ ベ ル 物 質 、 ハ プ テ ン 類 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 燐 光 性 分
子 、 化 学 蛍 光 性 分 子 、 発 色 団 、 蛍 光 分 子 、 光 親 和 性 分 子 、 着 色 粒 子 あ る い は ビ オ チ ン な ど
の リ ガ ン ド な ど で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 十 分 な 選 択 性 、 特 異 性 、 あ る い は 親 和 性 を 有 す る い ず れ の 抗 体 も 抗 体 接 合 体 の ベ ー ス と
し て 用 い る こ と が で き る 。 そ う し た 性 質 は 当 業 者 に 公 知 の 通 常 の 免 疫 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ
法 を 用 い て 評 価 で き る 。 標 準 的 な 抗 原 結 合 サ イ ト に 加 え て 、 抗 体 分 子 内 の 生 物 学 的 活 性 分
子 に 結 合 す る た め の サ イ ト は 、 病 原 体 、 B細 胞 超 抗 原 、 T細 胞 共 レ セ プ タ CD4、 及 び HIV-1エ
ン ベ ロ ー プ と 結 合 で き る 種 々 の 領 域 に あ る サ イ ト な ど で あ る （ Sasso et al., 1989; Shor
ki et al., 1991; Silvermann et al., 1995; Cleary et al., 1994; Lenert et al., 19
90; Berberian et al., 1993; Kreier et al., 1991） 。 さ ら に 、 可 変 領 域 が 抗 体 自 己 結
合 に 関 与 し て お り （ Kang et al., 1988） 、 そ し て 抗 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ
（ イ デ ィ オ ト ー プ ） を 含 ん で い る （ Kohler et al., 1989） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 体 接 合 体 の い く つ か の 例 と し て は 抗 体 が 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 結 合 さ れ て い る 接 合 体 が
あ る 。 『 検 出 可 能 な ラ ベ ル 』 と は そ れ ら の 特 殊 な 機 能 性 及 び /又 は 化 学 的 特 性 に よ っ て 検
出 す る こ と が で き る 化 合 物 あ る い は 元 素 を 意 味 し て お り 、 そ れ を 用 い る こ と で 、 そ れ ら が
取 り 付 け ら れ る 抗 体 の 検 出 が 可 能 と な り 、 望 ま し い 場 合 、 さ ら に 定 量 を 行 な う こ と も で き
る 。 も う ひ と つ の そ う し た 例 は 細 胞 毒 性 あ る い は 抗 細 胞 性 作 用 剤 に 結 合 さ れ た 抗 体 で 構 成
さ れ る 接 合 体 の 形 成 で あ り 、 『 免 疫 毒 素 』 と 命 名 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 接 合 体 は 診 断 用 薬 品 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 診 断 は 一 般 的 に は ２ つ の ク
ラ ス に 分 類 さ れ 、 １ つ は 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ に お け る よ う に in vitroで の 診 断 に お い て 用
い ら れ る も の で あ り 、 も う １ つ は 通 常 『 抗 体 指 向 画 像 形 成 』 と し て 知 ら れ る in vivo診 断
手 順 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 多 く の 適 切 な 画 像 形 成 剤 が 抗 体 に 対 し て そ れ ら を 取 り 付 け る 方 法 と し て 知 ら れ て い る （
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例 え ば 、 米 国 特 許 No.5,021,236; No. 4,938,948;及 び No.4,472,509号 明 細 書 参 照 。 そ れ ら
は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 用 い ら れ る 画 像 形 成 用 成 分 は 常 磁 性 体 イ オ ン
、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 NMR-検 出 可 能 物 質 、 X線 画 像 形 成 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 常 磁 性 体 イ オ ン の 場 合 、 ク ロ ム （ III） 、 マ ン ガ ン (III)、 鉄 (III)、 鉄 （ II） 、 コ バ ル
ト (II)、 ニ ッ ケ ル (II)、 銅 （ II） 、 ネ オ ジ ミ ウ ム (III)、 サ マ リ ウ ム （ III） 、 イ ッ テ ル ビ
ウ ム （ III） 、 ガ ド リ ニ ウ ム （ III） 、 バ ナ ジ ウ ム （ II） 、 テ ル ビ ウ ム （ III） 、 デ ィ ス プ
ロ シ ウ ム (III)、 ホ ル ミ ウ ム (III)及 び /又 は エ ル ビ ウ ム (III)な ど の イ オ ン を 挙 げ る こ と が
で き 、 ガ ド リ ニ ウ ム が 特 に 好 ま し い 。 X線 画 像 形 成 な ど 他 の 目 的 で 有 益 な イ オ ン は ラ ン タ
ニ ウ ム (III)、 金 (III)、 鉛 (II)、 特 に ビ ス マ ス (III)な ど で あ る が 、 そ の 他 の も の も 利 用
で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 治 療 用 及 び /又 は 診 断 用 目 的 の た め の 放 射 性 同 位 元 素 の 場 合 、 ア ス タ チ ン 2 1 1 、 1 4 炭 素 、
5 1 ク ロ ミ ウ ム 、 3 6 塩 素 、 5 7 コ バ ル ト 、 5 8 コ バ ル ト 、 銅 6 7 、 1 5 2 Eu、 ガ リ ウ ム 6 7 、 3 水 素 、 ヨ
ウ 素 1 2 3 、 ヨ ウ 素 1 2 5 、 ヨ ウ 素 1 3 1 、 イ ン ジ ウ ム 1 1 1 、 5 9 鉄 、 3 2 リ ン 、 レ ニ ウ ム 1 8 6 、 レ ニ ウ
ム 1 8 8 、 7 5 セ レ ニ ウ ム 、 3 5 イ オ ウ 、 テ ク ニ シ ウ ム 9 9 m 、 及 び /又 は イ ッ ト リ ウ ム 9 0 で あ る 。
い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 1 2 5 Iが 使 用 に 適 す る 場 合 が 多 く 、 テ ク ニ シ ウ ム 9 9 m 及 び /又 は イ
ン ジ ウ ム 1 1 1 も 長 距 離 検 出 に 関 し て エ ネ ル ギ ー が 低 く て 好 適 で あ る の で 好 ま し い 場 合 が し
ば し ば あ る 。 本 発 明 に よ る 放 射 性 ラ ベ ル ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は こ の 技 術 分 野 で 周 知 の 方
法 で つ く る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び /又 は カ
リ ウ ム と 次 亜 鉛 素 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 化 学 酸 化 剤 、 あ る い は ラ ク ト ペ ロ キ シ ダ ー ゼ な ど の
酵 素 性 酸 化 剤 と 接 触 さ せ て ヨ ウ 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 例 え ば 、 ペ ル テ ク ネ ー ト を 第 一 ス ズ 溶 液 で 還 元 し て 、 還 元 さ れ た テ ク ネ チ ウ ム を セ フ ァ
デ ッ ク ス ・ カ ラ ム 上 で キ レ ー ト 化 し て 、 そ の 抗 体 を こ の カ ラ ム に 適 用 す る こ と に よ り リ ガ
ン ド 交 換 プ ロ セ ス に よ っ て テ ク ネ チ ウ ム 9 9 m で ラ ベ ル す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 例 え
ば 、 ペ ル テ ク ネ ー ト 、 SNCl 2 な ど の 還 元 剤 、 ナ ト リ ウ ム － カ リ ウ ム ・ フ タ レ ー ト 溶 液 な ど
の 緩 衝 液 、 そ し て 上 記 抗 体 を 培 養 す る な ど の 直 接 ラ ベ リ ン グ 手 法 を 用 い る こ と も で き る 。
金 属 イ オ ン と し て 存 在 し て い る 放 射 性 同 位 元 素 を 抗 体 に 結 合 さ せ る の に よ く 用 い ら れ る 中
間 官 能 基 は ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 (DTPA)あ る い は エ チ レ ン ・ ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢
酸 (EDTA)で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 接 合 体 と し て の 使 用 が 考 え ら れ る 蛍 光 ラ ベ ル に は Alexa 350、 Alexa 430、 AMCA、 BODIPY
 630/650、 BODITY 650/665、 BODIPY-FL、 BODIPY-R6G、 BODIPY-TMR、 BODIPY-TRX、 Cascade
 Blue、 Cy3、 Cy5、 ６ － FMA、 フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 HEX、 6-JOE、 Oregon
 Green 488、 Oregon Green 500、 Oregon Green 514、 Pacific Blue、 REG、 Rhodamine Gre
en、 Rhodamine Red、 Renographin、 ROX、 TAMRA、 TET、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 及 び /又
は Texas Redな ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 で 想 定 さ れ て い る も う 1つ の タ イ プ の 抗 体 接 合 体 は in vitroで の 使 用 が 主 に 意 図
さ れ て い る も の で 、 抗 体 は 発 色 基 質 と の 接 触 で 着 色 さ れ た 生 成 物 を 発 生 さ せ る 二 次 結 合 リ
ガ ン ド 及 び /又 は 酵 素 （ 酵 素 タ グ ） に 結 合 さ れ て い る 。 こ れ に 適 し た 酵 素 に は ア ル カ リ 性
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 （ ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ） 水 素 ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 、 あ る い は グ ル コ ー ス ・ オ
キ シ ダ ー ゼ が あ る 。 好 ま し い 二 次 結 合 リ ガ ン ド は ビ オ チ ン 及 び /又 は ア ビ ジ ン 及 び ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン 化 合 物 で あ る 。 こ う し た ラ ベ ル の 使 用 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え
ば 米 国 特 許 第 3,817,837、 3,850,752、 3,939,350、 3,996,345、 4,277,437、 4,275,149及 び
4,366,241号 各 明 細 書 に 述 べ ら れ て お り 、 こ れ ら は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に も う １ つ の 分 子 の 抗 体 に 対 す る サ イ ト 固 有 取 り 付 け の 方 法 は 抗 体 を ハ プ テ ン を 主
体 と し た 親 和 性 ラ ベ ル と 反 応 さ せ る 方 法 で あ る 。 基 本 的 に 、 ハ プ テ ン 主 体 親 和 性 ラ ベ ル は
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抗 原 結 合 サ イ ト で ア ミ ノ 酸 と 反 応 し て 、 そ れ に よ っ て こ の サ イ ト を 破 壊 し 、 特 異 的 な 抗 原
反 応 を 阻 止 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ は 、 抗 体 接 合 に よ っ て 抗 原 結 合 の ロ ス を も た ら す の
で 、 好 適 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ア ジ ド 基 を 含 む 分 子 も 低 強 度 の 紫 外 線 に よ っ て 発 生 さ れ る 反 応 性 ニ ト レ ン 中 間 体 を 通 じ
て 蛋 白 質 に 対 す る 共 有 結 合 を 形 成 す る の に 用 い る こ と が で き る （ Potter & Haley, 1983）
。 特 に 、 プ リ ン ・ ヌ ク レ オ チ ド の 2-及 び 8-ア ジ ド 類 似 物 が 粗 蛋 白 質 抽 出 物 に お け る ヌ ク レ
オ チ ド 結 合 蛋 白 質 を 識 別 す る た め の サ イ ト 指 向 フ ォ ト プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ て い る （ Ow
ens & Haley, 1987; Atherton et al., 1985） 。 2-及 び 8-ア ジ ド ・ ヌ ク レ オ チ ド は 精 製 さ
れ た 蛋 白 質 の ヌ ク レ オ チ ド 結 合 領 域 を マ ッ プ す る た め に も 用 い ら れ て お り （ Khatoon et a
l., 1989; King et al., 1989;及 び Dholakia et al., 1989） 、 抗 体 結 合 剤 と し て も 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 を そ の 接 合 体 成 分 に 取 り 付 け る 、 あ る い は 接 合 さ せ る た め の い く つ か の 方 法 が 知 ら
れ て い る 。 い く つ か の 取 り 付 け 方 法 で は 、 例 え ば 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 無 水
物 （ DTPA） 、 エ チ レ ン ト リ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 、 N-ク ロ ロ -p-ト ル エ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 、 及
び /又 は テ ト ラ ク ロ ロ -3α -6α -ジ フ ェ ニ ル グ リ コ ウ リ ル -3な ど の 有 機 キ レ ー ト 化 剤 を 利 用
し た 金 属 キ レ ー ト 錯 体 が 抗 体 に 取 り 付 け ら れ て 用 い ら れ て い る （ 米 国 特 許 第 4,472,509及
び 4,938,948号 明 細 書 参 照 。 そ れ ぞ れ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド あ る い は ペ リ オ デ ー ト な ど の 結 合 剤 の 存 在 下 で も 酵 素 と
反 応 さ せ る こ と が で き る 。 フ ル オ レ セ イ ン ・ マ ー カ ー と の 接 合 体 は こ れ ら の 結 合 剤 の 存 在
下 で 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 反 応 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,938,94
8号 明 細 書 に お い て 、 乳 房 腫 瘍 の 画 像 形 成 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 な わ れ て お り
、 検 出 可 能 な 画 像 形 成 成 分 が メ チ ル -p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ イ ミ デ ー ト あ る い は N-サ ク シ ン
イ ミ ジ ル -3-(4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル )プ ロ ピ オ ネ ー ト な ど の リ ン カ ー を 用 い て 抗 体 に 結 合
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で 、 抗 体 結 合 サ イ ト を 変 質 さ せ な い 反 応 条 件 を 用 い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の Fc領 域 内 で ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 選 択 的 に 導 入 す る こ と に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 誘 導 が 考
え ら れ て い る 。 こ の 方 法 で つ く ら れ る 抗 体 接 合 体 は 改 良 さ れ た 寿 命 、 特 異 性 、 そ し て 感 作
性 を 示 す こ と が 開 示 さ れ て い る （ 米 国 特 許 第 5,196,066号 明 細 書 。 引 用 に よ り 組 み 入 れ ら
れ る ） 。 レ ポ ー タ あ る い は エ フ ェ ク タ 分 子 が Fc領 域 の 炭 化 水 素 残 基 に 接 合 さ れ る エ フ ェ ク
タ あ る い は レ ポ ー タ 分 子 の サ イ ト 固 有 取 り 付 け も 文 献 に 開 示 さ れ て い る （ O'Shannessy et
 al., 1987） 。 こ の 方 式 は 現 在 臨 床 テ ス ト 段 階 に あ る 診 断 的 及 び 治 療 的 に 有 望 な 抗 体 を つ
く り だ す こ と が 報 告 さ れ て い て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ｉ ： リ ン カ ー ／ 結 合 剤
　 免 疫 毒 素 が 接 合 さ れ て い る よ う な も の な ど 、 多 重 ペ プ チ ド あ る い は ポ リ ペ プ チ ド は 選 択
的 に 切 断 可 能 な リ ン カ ー あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 な ど 生 物 学 的 に 解 放 可 能 な 結 合 に よ っ て 結
び つ け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 腫 瘍 環 境 内 に 優 先 的 に 配 置 さ れ そ れ と の 反 応 性 を 示 す 酵
素 に 対 す る 切 断 サ イ ト を 含 む ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー が 考 え ら れ る 。 そ う し た ペ プ チ ド ・ リ ン
カ ー の 例 示 的 な 形 態 と し て は 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 プ ラ ス ミ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 フ ァ ク タ ー IXa
、 フ ァ ク タ ー Xa、 あ る い は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ジ ェ ラ チ ナ ー ゼ 、 ま た は ス ト ロ メ リ シ ン な ど の
メ タ ラ プ ト テ イ ナ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る も の で あ る 。 あ る い は ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ
ド を 補 助 剤 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 選 択 的 に 切 断 可 能 な リ ン カ ー 、 合 成 リ ン カ ー 、 あ る い は そ の 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 な ど の ア
ミ ノ 酸 を 用 い て 蛋 白 質 性 成 分 を 分 離 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 毒 素 成 分 を 標 的 作 用 剤 に
接 合 さ せ る た め に う ま く 用 い る こ と が で き る い ろ い ろ な タ イ プ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 含 有 リ
ン カ ー が 知 ら れ て い る が 、 い く つ か の リ ン カ ー は 一 般 的 に 薬 学 的 特 性 及 び 能 力 の 違 い か ら
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他 の リ ン カ ー と 比 較 し て よ り 好 ま し い 。 例 え ば 、 立 体 的 に 込 み 合 っ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を
含 む リ ン カ ー は in vivoで の 安 定 性 が よ り 大 き く 、 従 っ て 作 用 サ イ ト に 結 合 す る た め に 毒
素 成 分 が 解 放 さ れ る の を 防 ぐ と こ ろ か ら 、 よ り 好 ま し い 。 さ ら に 、 ゲ ロ ニ ン 及 び リ シ ン の
脱 グ リ コ シ ル 化 A鎖 を 含 む 多 数 の 毒 素 成 分 の い ず れ か を 使 用 す る こ と に よ っ て 本 発 明 の い
く つ か の 効 果 が 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 般 的 な ガ イ ド ラ イ ン と し て 、 免 疫 毒 素 で の 使 用 に 適 し た い ず れ の 生 化 学 的 ク ロ ス ・ リ
ン カ ー も 本 発 明 と の 関 連 で 用 い る こ と が で き 、 さ ら に 別 の リ ン カ ー も 考 え る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ク ロ ス リ ン ク 剤 は ２ つ の 異 な っ た 分 子 、 た と え が 安 定 剤 と 凝 固 剤 の 官 能 基 を 結 び つ け る
分 子 ブ リ ッ ジ を 形 成 す る の に 用 い ら れ て い る 。 ２ つ の 異 な っ た 蛋 白 質 を 段 階 的 に 結 合 さ せ
る た め に は 、 望 ま し く な い ホ モ ポ リ マ ー 形 成 を な く す ヘ テ ロ 二 機 能 ク ロ ス リ ン カ ー を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ク ロ ス リ ン カ ー を 本 発 明 の 修 飾 蛋 白 質 分 子 と 共 に 用 い る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 二
機 能 性 ク ロ ス リ ン ク 剤 は 親 和 性 基 材 の 調 製 、 多 様 な 構 造 の 修 飾 や 安 定 化 、 結 合 サ イ ト の 識
別 、 そ し て 構 造 研 究 な ど の い ろ い ろ な 目 的 の た め に 広 範 に 用 い ら れ て い る 。 本 発 明 に お い
て は 、 そ う し た ク ロ ス リ ン カ ー は ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 さ せ た り 、 そ れ を 、 例 え ば 上 記 修 飾
蛋 白 質 の 向 標 的 能 力 あ る い は 全 体 的 な 有 効 性 を 改 善 す る こ と で 治 療 剤 と し て よ り 有 効 な も
の に す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ク ロ ス リ ン カ ー は ジ ス ル フ ィ ド 、 酸 感 作 性 リ ン カ ー
そ の 他 の よ う に 切 断 す る こ と も で き る 。 ２ つ の 同 一 の 官 能 基 を 有 し て い る ホ モ 二 機 能 性 剤
は 同 じ 及 び 異 な っ た 巨 大 分 子 間 、 あ る い は 巨 大 分 子 の サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の ク ロ ス リ ン ク 及 び
ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 相 手 の 特 定 の 結 合 サ イ ト に 対 す る 結 合 に お い て 非 常 に 有 効 で あ る こ と
が 分 か っ て い る 。 ヘ テ ロ 二 機 能 性 剤 は ２ つ の 異 な っ た 官 能 基 を 含 ん で い る 。 ２ つ の 異 な っ
た 官 能 基 の そ れ ぞ れ 異 な っ た 反 応 性 を 利 用 す る こ と で 、 ク ロ ス リ ン ク を 選 択 的 か つ 連 続 的
に 制 御 す る こ と が で き る 。 二 機 能 性 剤 は 、 ア ミ ノ 、 ス ル ヒ ド リ ル 、 グ ア ニ ジ ノ 、 イ ン ド ー
ル 、 カ ル ボ キ シ ル 特 異 基 な ど そ の 官 能 基 の 特 異 性 に よ っ て 分 類 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の う ち 、 遊 離 ア ミ ノ 基 に 対 す る 作 用 剤 は そ れ が 市 販 さ れ て い る こ と 、 合 成 の 簡 単 さ 、 そ し
て そ れ ら を 適 用 す る さ い の 反 応 条 件 が 比 較 的 温 和 で あ る こ と な ど か ら よ く 利 用 さ れ て い る
。 ヘ テ ロ 二 機 能 性 ク ロ ス リ ン ク 剤 の 大 部 分 は 一 次 ア ミ ン 反 応 基 及 び チ オ ー ル 反 応 性 基 を 含
ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 リ ポ ソ ー ム に リ ガ ン ド を ク ロ ス リ ン ク さ せ る た め の 方 法 の 実 例 は 米 国 特 許 第 5,603,872
及 び 米 国 特 許 第 5,401,511号 明 細 書 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に
組 み 込 ま れ る 。 種 々 の リ ガ ン ド は ア ミ ン 残 基 の ク ロ ス リ ン ク を 通 じ て リ ポ ソ ー ム 表 面 に 共
有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 、 特 に そ れ ぞ れ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン
（ PE） を 含 む マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 化 リ ポ ソ ー ム (MEL)及 び 大 型 単 層 リ ポ ソ ー ム （ LUVET）
な ど の 多 層 性 小 胞 （ MLV） あ る い は 単 層 性 小 胞 が す で に 確 立 さ れ た 手 順 で つ く ら れ て い る
。 リ ポ ソ ー ム に PEを 挿 入 す る と 、 リ ポ ソ ー ム 表 面 上 に ク ロ ス リ ン ク 用 の 活 性 機 能 性 残 基 、
一 次 ア ミ ン が 提 供 さ れ る 。 表 皮 成 長 因 子 (EGF)な ど の リ ガ ン ド が PE-リ ポ ソ ー ム と う ま く 結
合 さ れ て い る 。 リ ガ ン ド は そ の リ ポ ソ ー ム 表 面 で 個 別 の サ イ ト と 共 有 結 合 さ れ る 。 こ れ ら
の サ イ ト の 数 と 表 面 密 度 は リ ポ ソ ー ム 製 剤 と そ の リ ポ ソ ー ム の タ イ プ に よ っ て 決 ま る 。 リ
ポ ソ ー ム の 表 面 は 非 共 有 結 合 の た め の サ イ ト も 有 し て い る 。 リ ガ ン ド 及 び リ ポ ソ ー ム の 共
有 結 合 接 合 体 を 形 成 す る た め に 、 ク ロ ス リ ン カ ー 剤 の 有 効 性 と 生 体 適 合 性 に つ い て の 研 究
が 行 な わ れ て い る 。 ク ロ ス リ ン カ ー 剤 と し て は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド （ GAD） 、 二 機 能 性 オ
キ シ ラ ン （ OXR） 、 エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル ・ ジ グ リ シ ル ・ エ ー テ ル （ EGDE） 、 及 び 水 溶 性
カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 好 ま し く は １ -エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド （
EDC） な ど が あ る 。 ク ロ ス リ ン ク の 複 雑 な 化 学 的 性 質 の 研 究 を 通 じ て 、 認 識 物 質 の ア ミ ン
残 基 と リ ポ ソ ー ム と の 結 合 の 機 序 が 明 ら か に さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 別 の 例 で 、 ヘ テ ロ 二 機 能 性 ク ロ ス リ ン ク 剤 及 び ク ロ ス リ ン ク 剤 の 利 用 方 法 が 述 べ ら れ て
い る （ 米 国 特 許 第 5,889,155号 明 細 書 参 照 。 引 用 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る ） 。 ク ロ ス リ ン カ ー 剤 は 求 核 ヒ ド ラ ジ ド 残 基 を 求 電 子 的 マ レ イ ミ ド 残 基 と 結 合 さ せ て
、 １ つ の 例 で は 、 ア ル デ ヒ ド の 遊 離 チ オ ー ル へ の 結 合 を 可 能 に し て い る 。 上 記 ク ロ ス リ ン
カ ー 剤 は 種 々 の 官 能 基 を ク ロ ス リ ン ク さ せ る よ う に 修 飾 す る こ と が で き 、 従 っ て 、 ポ リ ペ
プ チ ド 及 び 糖 類 を ク ロ ス リ ン ク す る の に 有 効 で あ る 。 表 ４ は 本 発 明 で 有 効 と 考 え ら れ る い
く つ か の ヘ テ ロ 二 機 能 性 ク ロ ス リ ン カ ー を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ゲ ロ ニ ン な ど 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド が 所 与 の ク ロ ス リ ン ク 剤 に 敏 感 に 反 応 す る 残 基 を そ の
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天 然 配 列 に 含 ん で い な い 場 合 、 一 次 配 列 に お い て 同 類 遺 伝 子 ま た は 合 成 ア ミ ノ 酸 の 変 換 が
利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
４ ． 蛋 白 質 の 精 製
　 本 発 明 に よ る 実 施 の 形 態 の い く つ か は 組 み 換 え 体 蛋 白 質 に 関 す る も の で あ る が 、 本 発 明
は 修 飾 蛋 白 質 及 び 組 み 換 え 体 蛋 白 質 な ど の 蛋 白 質 を 精 製 す る た め の 方 法 及 び プ ロ セ ス に も
関 す る も の で あ る 。 一 般 に こ れ ら の 技 術 は 、 １ つ の レ ベ ル に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 非
ポ リ ペ プ チ ド 画 分 に 対 す る 細 胞 環 境 の 粗 分 画 を 含 ん で い る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 他 の 蛋 白 質 か
ら 分 離 し た 後 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 及 び 電 気 泳 動 技 術 を 用 い て さ ら に 精
製 し 、 部 分 的 ま た は 完 全 な 精 製 （ あ る い は 均 一 性 の た め の 精 製 ） を 達 成 し て も よ い 。 純 粋
な ペ プ チ ド を つ く る た め に 特 に 好 適 な 分 析 法 は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ； ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 法 ； 等 電 点 電 気 泳 動 法 で あ る 。 ペ プ チ ド
精 製 の 特 に 効 率 的 な 方 法 は 高 速 蛋 白 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ あ る い は HPLCで あ る 。 ま た 、
そ の よ う な 技 術 が 実 行 さ れ る 条 件 は 精 製 さ れ る 分 子 の 、 機 能 的 活 性 の よ う な 、 特 性 に 影 響
を 与 え る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に よ る い く つ か の 態 様 は 精 製 に 関 す る も の で あ り 、 特 定 の 実 施 の 形 態 は コ ー ド さ
れ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 実 質 的 な 精 製 に 関 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 『
精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド 』 と は 、 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド が そ れ の 天 然 に 得 ら れ る
状 態 に 対 し て い ず れ の 程 度 で あ れ 精 製 さ れ て い る 、 他 の 組 成 物 か ら 分 離 可 能 な 組 成 物 を 意
味 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 従 っ て 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド と は 、 そ れ が 自
然 に 生 じ た 環 境 に 制 約 さ れ な い 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド も 意 味 し て い る 。 『 実 質 的 に 精 製 さ
れ た 』 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 般 に 、 『 精 製 さ れ た 』 と は 、 種 々 の 他 の 成 分 を 取 り 除 く た め 分 画 に か け ら れ 、 組 成 物
は そ の 発 現 さ れ た 生 物 学 的 活 性 を 実 質 的 に 保 持 し て い る 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 組 成 物 を
指 す 。 『 実 質 的 に 精 製 さ れ た 』 と い う 用 語 が 使 わ れ る と き 、 こ の 用 語 は 、 そ の 組 成 物 内 の
蛋 白 質 が 約 50％ 、 約 60％ 、 約 70％ 、 約 80％ 、 約 90％ 、 約 95％ 、 約 96％ 、 約 97％ 、 約 98％ 、
約 99％ 、 約 99.2％ 、 約 99.4％ 、 約 99.6％ 、 約 99.8％ 、 約 99.9％ 、 あ る い は そ れ 以 上 な ど で
構 成 さ れ 、 そ の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド が そ の 組 成 物 の 主 成 分 を 形 成 す る 組 成 物 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 精 製 の 程 度 を 定 量 化 す る た め の 種 々 の 方 法 は 本 発 明 の 開 示 に 照
ら し て 当 業 者 に 周 知 で あ ろ う 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 活 性 の あ る 画 分 の 特 異 的 活 性 を 判 定
す る こ と 、 ま た は SDS/PAGE分 析 に よ っ て 画 分 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 評 価 す る こ と な ど が
あ る 。 画 分 の 純 度 を 評 価 す る た め の 好 ま し い 方 法 は そ の 画 分 の 特 異 的 活 性 を 算 出 し 、 そ れ
を 最 初 の 抽 出 物 の 特 異 的 活 性 と 比 較 し 、 そ し て 純 度 の 程 度 を 算 出 す る こ と で あ り 、 本 明 細
書 で は 『 － 倍 の 精 製 度 』 と い う 形 で 評 価 す る 。 活 性 量 を 表 す た め に 用 い ら れ る 実 際 の 単 位
は 、 当 然 の こ と な が ら 、 精 製 後 に 選 択 さ れ る 特 定 の 評 価 技 術 、 及 び 発 現 し た 蛋 白 質 ま た は
ペ プ チ ド が 検 知 可 能 な 活 性 を 示 す か 否 か に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 蛋 白 質 の 精 製 に 用 い る た め に 好 適 な 種 々 の 技 術 は 当 業 者 に 十 分 周 知 で あ ろ う 。 こ れ ら に
は 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 PEG、 抗 体 、 そ の 他 に よ る 沈 殿 、 あ る い は 遠 心 分 離 後 の
熱 変 性 ； イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ろ 過 、 逆 相 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト 、 及 び 親 和 性 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ； 等 電 点 電 気 泳 動 法 ； ゲ ル 電 気 泳 動 法 ； そ し て こ れ ら 及 び 他 の 技 術 を 組 み 合 わ せ た
も の な ど が あ る 。 本 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ て い る と お り 、 種 々 の 精 製 ス テ ッ プ を 行 う 順
序 は 変 更 さ れ 、 あ る い は い く つ か の ス テ ッ プ は 省 略 さ れ る こ と が あ り 、 そ れ で も な お 実 質
的 に 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を つ く る た め に 好 適 な 方 法 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド は 常 に そ れ ら の 最 も 精 製 さ れ た 状 態 で 提 供 さ れ る と い う 一 般 的 な
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必 要 性 は な い 。 実 際 、 実 質 的 に よ り 精 製 さ れ て い な い 生 成 物 が い く つ か の 実 施 の 形 態 で 有
用 性 を 持 っ て い る と 考 え ら れ る 。 部 分 的 な 精 製 を よ り 少 な い 精 製 ス テ ッ プ の 組 み 合 わ せ を
使 う こ と に よ っ て 、 ま た は 同 一 の 一 般 的 な 精 製 法 の 異 な る 形 式 を 利 用 す る こ と に よ っ て 実
施 し て も よ い 。 例 え ば 、 HPLC装 置 を 利 用 し て 行 わ れ る 陽 イ オ ン 交 換 コ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ は 低 圧 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ・ シ ス テ ム を 使 っ た 同 じ 技 術 よ り も 一 般 に よ り 大 き な 精 製 度
を も た ら す 。 相 対 的 に 精 製 度 が 低 い こ と を 示 す 方 法 が た ん ぱ く 質 生 成 物 の 全 体 と し て の 回
収 、 あ る い は 発 現 し た 蛋 白 質 の 活 性 の 維 持 に お い て 利 点 を 有 す る こ と が あ る 。
ポ リ ペ プ チ ド の 泳 動 は SDS/PAGEの 異 な る 条 件 に よ っ て 変 化 し 、 時 に 著 し く 変 化 す る こ と が
知 ら れ て い る （ Capaldi et al., 1977） 。 従 っ て 、 異 な る 電 気 泳 動 条 件 下 で 、 全 体 ま た は
一 部 が 精 製 さ れ た 発 現 生 成 物 の 見 か け の 分 子 量 が 異 な る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ペ プ チ ド ・ タ グ を 本 発 明 に よ る 方 法 及 び 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と も 考 え ら れ
る 。 タ グ は ２ 個 の ポ リ ペ プ チ ド 間 の 相 互 作 用 を 利 用 す る 。 そ の 相 互 作 用 に 関 連 す る ポ リ ペ
プ チ ド の ひ と つ の 一 部 が タ グ と し て 利 用 さ れ る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ GST） の 結 合 領 域 は タ グ と し て 使 う こ と が で き 、 グ ル タ チ オ ン ・ ビ ー ズ が そ の GSTタ
グ を 含 ん で い る 化 合 物 を 濃 縮 す る た め に 用 い ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 ま た は T細 胞
レ セ プ タ に よ っ て 認 識 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 で あ る エ ピ ト ー プ ・ タ グ を 用 い て も よ い 。 そ の
タ グ は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 断 片 に 動 作 可 能 に 結 合 す る 核 酸 断 片 に よ っ て コ ー ド さ
れ て も よ く 、 融 合 蛋 白 質 は そ の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 他 の 好 適 な 融 合 蛋 白 質 は
β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ユ ビ キ チ ン 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン （ 6xHis） な ど を 有 す る 融 合 蛋 白
質 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
５ ． 抗 体
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 は 抗 体 に 関 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
、 単 鎖 、 あ る い は ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 の 全 体 ま た は 一 部 が 修 飾 さ れ た ゲ ロ ニ ン 毒 素 の よ う な
別 の 蛋 白 質 性 化 合 物 に 化 学 的 に 結 合 ま た は 遺 伝 子 組 み 換 え に よ っ て 融 合 さ れ る こ と が あ る
。 あ る い は 、 本 発 明 に よ る 別 の 態 様 は 、 天 然 型 の 蛋 白 質 性 化 合 物 よ り も 免 疫 原 性 が 低 い 蛋
白 質 性 化 合 物 を デ ザ イ ン 及 び /又 は つ く る た め に 特 定 の 抗 原 ま た は 抗 原 性 領 域 に 対 す る 免
疫 応 答 、 即 ち 抗 体 の 応 答 を 認 識 す る こ と に 関 す る 。 上 に 詳 述 さ れ た よ う に 、 完 全 長 蛋 白 質
に 対 し て つ く ら れ る 抗 体 に 加 え て 、 抗 体 は 野 生 型 及 び 突 然 変 異 エ ピ ト ー プ な ど の エ ピ ト ー
プ ・ コ ア 領 域 を 含 ん で い る よ り 小 さ な コ ン ス ト ラ ク ト に 応 答 し て つ く ら れ る こ と も あ る 。
エ ピ ト ー プ と は 抗 原 決 定 基 で あ る 。 抗 原 と は 抗 体 あ る い は T細 胞 レ セ プ タ に よ っ て 特 異 的
に 認 識 さ れ る す べ て の 物 質 で あ る 。 免 疫 原 と は 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 『 抗 体 』 と い う 用 語 は 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgD及 び IgEな
ど い ず れ の 免 疫 結 合 剤 で も 広 範 に 意 味 す る よ う 意 図 さ れ て い る 。 一 般 に 、 IgG及 び /又 は Ig
Mは 生 理 学 的 状 態 に お い て 最 も 普 通 に 見 ら れ る 抗 体 で あ り 、 研 究 室 の 環 境 で 最 も 容 易 に つ
く ら れ る た め 、 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） は 、 例 え ば 、 再 現 性 、 大 量 生 産 な ど い く つ か の 利 点 を 有 す
る こ と が 認 め ら れ て お り 、 そ れ ら の 利 用 は 一 般 に 好 ま し い 。 従 っ て 、 本 発 明 は ヒ ト 、 マ ウ
ス 、 サ ル 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 そ し て 、 ニ ワ ト リ 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 『 抗 体 』 と い う 用 語 は 、 抗 原 結 合 領 域 を 持 つ 抗 体 に 類 似 し た す べ て の 分 子 を 指 す た め に
用 い ら れ 、 Fab'、 Fab、 F(ab') 2 、 単 一 領 域 抗 体 （ DABs） 、 Fv、 scFv（ 単 鎖 Fv） 、 な ど の 抗
体 断 片 を 含 ん で い る 。 種 々 の 抗 体 に 基 づ い た コ ン ス ト ラ ク ト 及 び 断 片 の 生 成 と 利 用 の た め
の 技 術 は 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 抗 体 を 生 成 し 、 特 徴 付 け る 手 段 も 本 技 術 分 野 で
十 分 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Harlow and Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold
 Spring Harbor Laboratory, 1988参 照 ； 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を つ く る 方 法 は 一 般 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を つ く る 方 法 に
な ら っ て 始 ま る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 に 従 っ た 免 疫 原 ポ リ ペ プ
チ ド 組 成 物 で 動 物 を 免 疫 化 し 、 そ の 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 血 清 を 回 収 す る こ と に よ っ て つ
く る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 に よ る い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 血 清 は 特 定 の 抗 原
に 暴 露 さ れ た 可 能 性 の あ る 個 人 か ら 回 収 さ れ る 。 特 定 の 抗 原 へ の 暴 露 は 労 働 環 境 内 で 生 じ
る こ と が あ り 、 そ の よ う な 個 人 は 職 業 上 特 定 の 抗 原 に 暴 露 さ れ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を つ く る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で
、 職 業 上 暴 露 さ れ た 個 人 か ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 免 疫 検 出 法 に よ っ て ゲ ロ ニ ン 毒 素 内
の 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 広 範 囲 の 動 物 種 が 抗 血 清 の 生 産 の た め に 用 い ら れ る 。 通 例 、 抗 血 清 の 生 産 に 用 い ら れ る
動 物 は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 あ る い は ヤ ギ で あ る 。 ウ サ
ギ の 血 液 量 は 比 較 的 多 い た め 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 産 に ウ サ ギ が 好 ん で 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 技 術 分 野 で 十 分 周 知 の と お り 、 所 与 の 組 成 物 は そ の 免 疫 原 性 が 異 な っ て い る 。 従 っ て
、 ホ ス ト の 免 疫 シ ス テ ム を 増 強 す る こ と が し ば し ば 必 要 で あ り 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド 免 疫 原 を 担 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 場 合 が あ る 。 典 型 的 で 好 ま し い 担 体
は キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 及 び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で あ る
。 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン あ る い は ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど そ の 他 の ア
ル ブ ミ ン も 担 体 と し て 用 い ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 蛋 白 質 に 接 合 す る 手 段 は 本 技 術 分
野 で よ く 知 ら れ て お り 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ニ ミ ド ・ エ ス テ ル 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 及 び ビ ス -ビ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン な ど が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ れ も 本 技 術 分 野 で 周 知 の と お り 、 特 定 の 免 疫 原 組 成 物 の 免 疫 原 性 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と
し て 知 ら れ る 免 疫 応 答 の 非 特 異 的 促 進 剤 の 利 用 に よ っ て 増 強 さ せ る こ と が で き る 。 好 適 な
分 子 ア ジ ュ バ ン ト は 、 サ イ ト カ イ ン 、 毒 素 、 ま た は 合 成 組 成 物 な ど す べ て の 許 容 で き る 免
疫 刺 激 性 化 合 物 な ど で あ る 。
利 用 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 IL-1、 IL-2、 IL-4、 IL-7、 IL-12、 γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 G
MCSP、 BCG、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 thur-MDP及 び nor-MDPな ど の MDP化 合 物 、 CGP（ MTP-PE）
、 脂 質 A、 及 び モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A（ MPL） な ど で あ る 。 バ ク テ リ ア 、 MPL、 ジ ミ コ ー ル 酸
ト レ ハ ロ ー ス （ TDM） か ら 抽 出 し た ３ つ の 成 分 及 び 2％ ス ク ワ レ ン /Tween 80エ マ ル ジ ョ ン
内 の 細 胞 壁 骨 格 （ CWS） を 含 ん で い る RIBIも 考 え ら れ る 。 MHC抗 体 が 用 い ら れ て も 差 し 支 え
な い 。 典 型 的 で 、 し ば し ば 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト （ 結 核
菌 の 死 菌 を 含 ん で い る 免 疫 反 応 の 非 特 異 的 促 進 剤 ） 、 非 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト 、
及 び 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ・ ア ジ ュ バ ン ト な ど が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト に 加 え て 、 T細 胞 免 疫 を 上 方 制 御 す る こ と 、 ま た は 抑 制 細 胞 活 性 を 下 方 制
御 す る こ と を 示 し て い る 生 物 反 応 修 飾 物 質 （ BRM） を 同 時 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 そ う
し た BRMに は 、 シ メ チ ジ ン （ CIM; 1200 mg/d） （ Smith/Kline, PA） ； 低 用 量 シ ク ロ ホ ス フ
ァ ミ ド （ CYP; 300 mg/m 2 ） （ Johnson/Mead, NJ） 、 γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 IL-2、 ま た は
IL-12な ど の サ イ ト カ イ ン 、 あ る い は B-7な ど 免 疫 ヘ ル パ ー 機 能 に 関 係 す る 蛋 白 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 に 使 わ れ る 免 疫 原 組 成 物 の 量 は 免 疫 原 の 性 質 、 そ し て 免 疫 化
に 用 い ら れ る 動 物 に よ っ て 異 な る 。 そ の 免 疫 原 を 投 与 す る た め に 種 々 の 経 路 を 用 い る こ と
が で き る （ 皮 下 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 静 脈 内 、 及 び 、 腹 腔 内 ） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 は
免 疫 化 後 種 々 の 時 点 で の 免 疫 化 さ れ た 動 物 の サ ン プ ル 用 血 液 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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　 第 ２ の 追 加 免 疫 注 射 を 行 っ て も よ い 。 追 加 免 疫 及 び 力 価 の プ ロ セ ス は 適 切 な 力 価 が 達 成
さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。 望 ま し い レ ベ ル の 免 疫 原 性 が 得 ら れ た ら 、 免 疫 化 さ れ た 動 物 か
ら 採 血 し 、 そ の 血 清 を 単 離 及 び 貯 蔵 し 、 及 び /又 は そ の 動 物 を 用 い て mAbを 生 成 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 mAbは 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,196,265号 明 細 書 に 例 示 さ れ
た 技 術 な ど 公 知 の 技 術 の 利 用 を 通 じ て 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。 通 例 、 こ の 技 術 は 適
当 な 動 物 を 、 野 生 型 で あ れ 、 突 然 変 異 型 組 成 物 で あ れ 、 例 え ば 、 全 体 ま た は 一 部 が 精 製 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は 領 域 な ど 選 択 さ れ た 免 疫 原 組 成 物 で 免 疫 化 す る こ と
を 含 ん で い る 。 そ の 免 疫 化 す る 組 成 物 は 抗 体 生 成 細 胞 を 刺 激 す る た め に 有 効 な 方 法 で 投 与
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 mAbは 、 も し 望 ま し け れ ば 、 ろ 過 、 遠 心 分 離 、 及 び HPLCあ る い は 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ な ど 種 々 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 を 用 い て さ ら に 精 製 し て も よ い 。 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 断 片 は 、 ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン の よ う な 酵 素 で の 消 化 な ど を 含 ん で い る 方
法 、 及 び /又 は 化 学 的 還 元 に よ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 切 断 に よ っ て 生 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 か ら 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 に よ っ て 達 成 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 断 片 を 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 を 使 っ て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 を 使 っ て mAbを 生 成 す る こ と も 考 え ら れ る 。 こ の た め に は 、 組 み 合
わ せ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ フ ァ ー ジ ミ ド ・ ラ イ ブ ラ リ を 免 疫 化 し た 動 物 の 脾 臓 か ら 単 離 し た RN
Aか ら 生 成 し 、 適 切 な 抗 体 を 発 現 す る フ ァ ー ジ ミ ド が そ の 抗 原 及 び コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を 発
現 す る 細 胞 を 用 い て パ ニ ン グ す る こ と に よ っ て 選 択 さ れ る 。 こ の 方 法 が 従 来 の ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 に 勝 る 利 点 は 、 約 10 4 倍 の 抗 体 が た っ た １ 回 で 生 成 さ れ 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
こ と 、 そ し て 適 切 な 抗 体 を 見 つ け る 機 会 を さ ら に 増 加 さ せ る H及 び L鎖 の 組 み 合 わ せ に よ っ
て 新 た な 特 異 性 が 生 み 出 さ れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ヒ ト 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 も と の 抗 原 特 異 性 を 保 持 し た ま ま 、 不 変 領 域 及 び
/又 は 可 変 領 域 フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 を ヒ ト の 配 列 で 置 き 換 え る 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 使 っ
て 修 飾 さ れ る 動 物 由 来 の 抗 体 で あ る 。 そ う し た 抗 体 は 通 例 ヒ ト 抗 原 に 対 し て 特 異 性 を 持 つ
げ っ 歯 類 の 抗 体 に 由 来 す る 。 こ の 方 法 は 異 種 由 来 の 抗 体 に 対 す る ホ ス ト の 応 答 を 減 少 さ せ
、 ヒ ト の エ フ ェ ク タ 機 能 の 選 択 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 『 ヒ ト 化 さ れ た 』 抗 体 、 そ し て 、 ヒ ト 不 変 領 域 及 び /又 は 可 変 領 域 、 二 重 特 異 性 抗 体 、
組 み 換 え 体 及 び 遺 伝 子 操 作 さ れ た 抗 体 と そ の 断 片 を 含 ん で い る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 あ る い は
他 の 種 か ら の キ メ ラ 抗 体 も 考 慮 さ れ る 。 ヒ ト 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を つ く る 方 法 は 当 業
者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,693,762号 明 細 書 に は 、 １ つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領
域 （ CDR） を 有 す る ヒ ト 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 及 び そ の 組 成 物 を 作 る た め の 方 法 を 開
示 し て い る 。 無 処 置 の 抗 体 に 結 合 さ せ た と き 、 そ の ヒ ト 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ヒ ト の
体 内 で 実 質 的 に 非 免 疫 原 で あ り 、 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る 蛋 白 質 や そ の 他 の 化 合 物 な ど 、
抗 原 に 対 す る ド ナ ー の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 同 じ 親 和 性 を 実 質 的 に 保 持 す る 。 本 技 術 分 野 に お
け る そ の 他 の 教 示 の 例 は 、 米 国 特 許 第 6,054,297、 5,861,155、 及 び 6,020,192号 明 細 書 な
ど で あ り 、 引 用 に よ っ て す べ て が 具 体 的 に 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 患 者 の 疾 病 に 対 す る
『 特 別 注 文 』 の 抗 体 を 開 発 す る 方 法 が 同 様 に 知 ら れ て お り 、 そ う し た 特 別 注 文 の 抗 体 も 考
慮 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
６ ． 免 疫 検 出 法
　 述 べ ら れ た と お り 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 は ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド の 抗
原 領 域 な ど 生 物 学 的 成 分 を 結 合 、 精 製 、 除 去 、 定 量 化 、 及 び /又 は 検 出 す る 免 疫 検 出 法 に
関 す る も の で あ る 。 本 発 明 に よ る 免 疫 検 出 法 は 、 特 に 標 的 個 体 内 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ
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ド 、 ま た は 蛋 白 質 の 免 疫 原 性 あ る い は 抗 原 性 を 低 下 さ せ る こ と に お い て 治 療 上 の 意 味 を 持
つ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 蛋 白 質 の 抗 原 領 域 を 識 別 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 免 疫 検 出 法 に は 、 そ の 他 い く つ か の 方 法 が 当 業 者 に 周 知 で あ る が 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検
定 （ ELISA） 、 放 射 免 疫 測 定 （ RIA） 、 免 疫 放 射 分 析 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ 、 化 学 発
光 ア ッ セ イ 、 生 物 発 光 ア ッ セ イ 、 及 び ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 な ど が あ る 。 種 々 の 有 益 な
免 疫 検 出 法 の ス テ ッ プ が 、 そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 例 え ば 、 Dool
ittle MH and Ben-Zeev O, 1999; Gulbis B et al., 1993; De Jager R et al., 1993; a
nd Nakamura et al., 1987な ど の 科 学 文 献 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 般 に 、 免 疫 結 合 法 は 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 及 び /又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る と 推 定
さ れ る サ ン プ ル を 得 る こ と 、 そ の サ ン プ ル を 本 発 明 に 従 っ て 、 場 合 に よ っ て は 免 疫 複 合 体
を 形 成 さ せ る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 、 第 1の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に 接 触 さ せ る こ と な ど を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 生 物 体 の サ ン プ ル か ら の 蛋 白 質 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 及 び /又 は ペ プ チ ド を 精 製 す る 方 法 な ど を 含 ん で い る 。 こ れ ら の 例 で 、 抗 体
は サ ン プ ル か ら 抗 原 性 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び /又 は ペ プ チ ド 成 分 を 除 去 す る 。 そ の
抗 体 は 好 ま し く は 、 カ ラ ム ・ マ ト リ ク ス の 形 状 な ど 固 形 の 担 体 に 結 合 さ れ 、 蛋 白 質 、 ポ リ
ペ プ チ ド 、 及 び /又 は ペ プ チ ド 抗 原 性 成 分 を 含 ん で い る と 推 定 さ れ る サ ン プ ル は そ の 固 定
さ れ た 抗 体 に 適 用 さ れ る 。 望 ま し く な い 成 分 は カ ラ ム か ら 洗 い 流 さ れ 、 免 疫 複 合 化 さ れ た
抗 原 が 固 定 さ れ た 抗 体 に 抽 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 免 疫 結 合 法 は 、 サ ン プ ル 内 の 抗 原 成 分 の 量 を 検 出 し 、 定 量 化 す る た め の 方 法 及 び 結 合 プ
ロ セ ス の 間 に 形 成 さ れ る す べ て の 免 疫 複 合 体 の 検 出 及 び 定 量 化 な ど も 含 ん で い る 。 こ こ で
は 、 抗 原 ま た は 抗 原 性 領 域 を 含 ん で い る と 推 定 さ れ る サ ン プ ル を 入 手 し 、 そ の サ ン プ ル を
そ の 抗 原 ま た は 抗 原 性 領 域 に 対 す る 抗 体 に 接 触 さ せ 、 そ の 後 、 特 定 の 条 件 下 で 形 成 さ れ た
免 疫 複 合 体 の 量 を 検 出 し 、 定 量 化 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 抗 原 の 検 出 に 関 し て 、 分 析 さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 組 織 切 片 ま た は 標 本 、
均 一 化 さ れ た 組 織 抽 出 物 、 細 胞 、 オ ル ガ ネ ラ 、 分 離 及 び /又 は 精 製 さ れ た 形 状 の 上 記 抗 体
を 含 ん で い る 組 成 物 の す べ て 、 あ る い は 血 液 及 び /又 は 血 清 な ど 、 前 記 細 胞 ま た は 組 織 に
接 触 し た 生 物 学 的 体 液 の す べ て な ど の 抗 原 ま た は 抗 原 性 領 域 を 含 ん で い る と 推 定 さ れ る い
ず れ の サ ン プ ル で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 抗 体 に そ の 選 択 さ れ た サ ン プ ル を 効 果 的 な 条 件 下 で 免 疫 複 合 体 （ 一 次 免 疫 複 合 体 ） の 形
成 に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る こ と は 、 一 般 に 、 単 に そ の 抗 体 組 成 物 を そ の サ ン プ ル に 添 加 し
、 そ の 抗 体 が 免 疫 複 合 体 を 形 成 、 即 ち 存 在 す る い ず れ か の 抗 原 に 結 合 す る た め に 十 分 な 時
間 だ け そ の 混 合 物 を 培 養 す る と い う 問 題 で あ る 。 こ の 後 、 組 織 切 片 、 ELISAプ レ ー ト 、 ド
ッ ト ・ ブ ロ ッ ト あ る い は ウ エ ス タ ン ・ プ ロ ッ ト な ど の 抗 体 組 成 物 サ ン プ ル は 一 般 に 洗 浄 さ
れ 、 非 特 異 的 結 合 抗 体 種 の す べ て を 取 り 除 き 、 一 次 免 疫 複 合 体 内 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
の み が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 一 般 に 、 免 疫 複 合 体 形 成 の 検 出 は 本 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 多 く の 方 法 の 適 用 を 通 じ て
達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 一 般 に 、 放 射 性 、 蛍 光 性 、 生 物 学 的 、 及 び 酵 素 性
の タ グ の い ず れ で も よ い ラ ベ ル あ る い は マ ー カ ー の 検 出 に 基 づ い て い る 。 そ う し た ラ ベ ル
の 利 用 に 関 す る 米 国 特 許 は 、 米 国 特 許 第 3,817,837； 3,850,752； 3,939,350； 3,996,345；
4,277,437； 4,275,149及 び 4,366,241な ど が あ り 、 そ れ ぞ れ が 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 本 技 術 分 野 で 周 知 の と お り 、 第 ２ の 抗 体 及 び /又 は ビ オ
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チ ン /ア ビ ジ ン ・ リ ガ ン ド 結 合 配 列 な ど 第 ２ の 結 合 リ ガ ン ド の 利 用 を 通 じ て さ ら に 別 の 利
点 を 見 出 す こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 検 出 に 用 い ら れ る 抗 体 自 体 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 結 合 す る こ と が で き 、 こ の ラ ベ ル を 単
に 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 組 成 物 内 の 一 次 免 疫 複 合 体 の 量 の 判 定 が 可 能 に な る 。 あ る い は 、
そ の 一 次 免 疫 複 合 体 内 で 結 合 さ れ る 一 次 抗 体 は そ の 抗 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 第 ２
の 結 合 リ ガ ン ド を 用 い て 検 出 さ れ る 。 こ れ ら の 事 例 で 、 第 ２ の 結 合 リ ガ ン ド は 検 出 可 能 な
ラ ベ ル に 結 合 す る こ と が で き る 。 第 ２ の 結 合 リ ガ ン ド 自 体 は 多 く の 場 合 抗 体 で あ り 、 従 っ
て 『 二 次 』 抗 体 と 称 す る こ と が で き る 。 一 次 免 疫 複 合 体 は ラ ベ ル さ れ た 二 次 結 合 リ ガ ン ド
ま た は 抗 体 に 効 果 的 な 条 件 下 で 、 二 次 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 十 分 な 時 間 だ け 接 触 さ せ ら れ る
。 そ の 二 次 免 疫 複 合 体 は そ の 後 一 般 に 洗 浄 さ れ 、 非 特 異 的 結 合 ラ ベ ル さ れ た 二 次 抗 体 ま た
は リ ガ ン ド を 取 り 除 か れ 、 そ の 結 果 、 二 次 免 疫 複 合 体 内 に 残 っ た ラ ベ ル が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 別 の 方 法 に は ２ つ の ス テ ッ プ か ら 成 る 方 法 に よ る 一 次 免 疫 複 合 体 の 検 出 な ど が あ る 。 抗
体 に 結 合 親 和 性 を 有 す る 、 抗 体 な ど 第 ２ の 結 合 リ ガ ン ド を 用 い て 、 上 に 述 べ ら れ た よ う な
二 次 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 。 洗 浄 後 、 そ の 二 次 免 疫 複 合 体 を 第 ３ の 結 合 リ ガ ン ド 、 ま た は
第 ２ の 抗 体 に 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 に 効 果 的 な 条 件 下 で 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 十 分 な 時 間
接 触 さ せ る （ 三 次 免 疫 複 合 体 ） 。 第 ３ の リ ガ ン ド ま た は 抗 体 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 結 合 さ
れ 、 従 っ て 、 形 成 さ れ る 三 次 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 可 能 に な る 。 こ の シ ス テ ム は 、 望 ま し い
場 合 、 シ グ ナ ル 増 幅 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Charles Cantorに よ っ て デ ザ イ ン さ れ た 免 疫 検 出 の １ つ の 方 法 は ２ つ の 異 な る 抗 体 を 用
い て い る 。 第 １ ス テ ッ プ の ビ オ チ ン 化 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ
て １ つ ま た は 複 数 の 標 的 抗 原 を 検 出 し 、 そ の 後 第 ２ ス テ ッ プ の 抗 体 が 使 わ れ 、 複 合 化 さ れ
た ビ オ チ ン に 取 り 付 け ら れ た ビ オ チ ン を 検 出 す る 。 そ の 方 法 で 、 テ ス ト さ れ る サ ン プ ル は
先 ず 第 １ ス テ ッ プ の 抗 体 を 含 ん で い る 溶 液 中 で 培 養 さ れ る 。 も し 標 的 抗 原 が 存 在 す る と 、
抗 体 の い く つ か は 抗 原 と 結 合 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 /抗 原 複 合 体 を 形 成 す る 。 そ の 抗 体 /抗 原
複 合 体 は そ の 後 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ま た は ア ビ ジ ン ） 、 ビ オ チ ン 化 DNA、 及 び /又 は 相 補
的 ビ オ チ ン 化 DNAの 溶 液 内 で の 連 続 し た 培 養 に よ っ て 増 幅 さ れ 、 そ れ ぞ れ の ス テ ッ プ で 付
加 的 な ビ オ チ ン ・ サ イ ト を 抗 体 /抗 原 複 合 体 に 付 加 す る 。 そ の 増 幅 ス テ ッ プ は 適 切 な レ ベ
ル の 増 幅 が 達 成 さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ 、 そ の 時 点 で サ ン プ ル は ビ オ チ ン に 対 す る 第 ２ ス テ
ッ プ の 抗 体 を 含 ん で い る 溶 液 内 で 培 養 さ れ る 。 こ の 第 ２ ス テ ッ プ 抗 体 は 、 例 え ば 、 色 原 体
基 質 を 使 っ た 組 織 酵 素 学 に よ っ て 抗 体 /抗 原 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が
で き る 酵 素 で ラ ベ ル さ れ る 。 適 切 な 増 幅 に よ っ て 、 肉 眼 で 見 る こ と の で き る 接 合 体 が つ く
ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 免 疫 検 出 の 別 に 知 ら れ て い る 方 法 は 免 疫 PCR（ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） 法 を 利 用 す る 。 P
CR法 は ビ オ チ ン 化 DNAで の 培 養 ま で は Cantor法 と 同 様 で あ る が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 及 び
ビ オ チ ン 化 DNA培 養 を 多 数 回 用 い る 代 わ り に 、 DNA/ビ オ チ ン / ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /抗 体 の
複 合 体 を そ の 抗 体 を 放 出 さ せ る 低 pHま た は 高 食 塩 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 得 ら れ た 洗
浄 溶 液 を 使 っ て 適 切 に 制 御 し な が ら 好 適 な プ ラ イ マ で PCR反 応 を 行 う 。 少 な く と も 理 論 上
は 、 PCRの 極 め て 大 き な 増 幅 能 力 と 特 異 性 を 利 用 し て た っ た １ つ の 抗 原 分 子 で も 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ａ ． ELISA
　 上 に 詳 述 さ れ た よ う に 、 免 疫 ア ッ セ イ は そ の 最 も 単 純 及 び /又 は 直 接 的 な 意 味 に お い て
、 結 合 ア ッ セ イ で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 免 疫 ア ッ セ イ は 本 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 種 々
の タ イ プ の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 及 び /又 は 放 射 免 疫 測 定 で あ る 。 組 織 切 片
を 用 い る 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 も 特 に 有 益 で あ る 。 し か し な が ら 、 検 出 は そ う し た 技 術 に 限
定 さ れ ず 、 及 び /又 は ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 、 ド ッ ト ・ ブ ロ ッ ト 、 FACS分 析 、 及 び /又 は そ
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の 他 の 方 法 も 用 い ら れ る こ と が 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 １ つ の 例 示 的 な ELISAで 、 抗 体 は ポ リ ス チ レ ン ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル
な ど 、 蛋 白 質 親 和 性 を 示 す 選 択 さ れ た 表 面 上 に 固 定 さ れ る 。 そ の 後 、 臨 床 的 サ ン プ ル な ど
、 そ の 抗 原 を 含 ん で い る と 推 定 さ れ る テ ス ト 用 組 成 物 を そ の ウ ェ ル に 付 加 す る 。 非 特 異 的
結 合 免 疫 複 合 体 を 除 去 す る た め の 結 合 及 び /又 は 洗 浄 の 後 、 そ の 結 合 抗 原 を 検 出 す る こ と
が で き る 。 検 出 は 一 般 に 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 結 合 さ れ た 別 の 抗 体 の 付 加 に よ っ て 達 成 さ れ
る 。 こ の タ イ プ の ELISAは 単 純 な 『 サ ン ド イ ッ チ ELISA』 で あ る 。 第 ２ の 抗 体 を 付 加 し 、 そ
の 第 ２ の 抗 体 に 結 合 親 和 性 を 有 す る 第 ３ の 抗 体 を 付 加 し 、 第 ３ の 抗 体 に 検 出 可 能 な ラ ベ ル
を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 を 達 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 別 の 例 示 的 な ELISAで 、 抗 原 を 含 ん で い る こ と が 推 定 さ れ る サ ン プ ル は ウ ェ ル 表 面 に 固
定 さ れ 、 及 び /又 は そ の 後 抗 体 に 接 触 さ せ ら れ る 。 非 特 異 的 結 合 免 疫 複 合 体 を 除 去 す る た
め の 結 合 及 び /又 は 洗 浄 の 後 、 そ の 結 合 抗 抗 体 が 検 出 さ れ る 。 最 初 の 抗 体 が 検 出 可 能 な ラ
ベ ル に 結 合 す る 場 所 で 、 免 疫 複 合 体 を 直 接 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 第 １ の 抗 体 に 結
合 親 和 性 を 有 す る 第 ２ の 抗 体 を 使 っ て 、 第 ２ の 抗 体 に 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 結 合 さ せ る こ と
に よ っ て も 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 抗 原 が 固 定 さ れ て い る 別 の ELISAに は 検 出 の 際 の 抗 体 競 合 の 利 用 な ど が あ る 。 こ の ELISA
で は 、 抗 原 に 対 す る ラ ベ ル さ れ た 抗 体 が ウ ェ ル に 添 加 さ れ 、 結 合 可 能 に さ れ 、 及 び /又 は
そ の ラ ベ ル を 利 用 し て 検 出 さ れ る 。 そ の 後 、 未 知 の サ ン プ ル 内 の 抗 体 の 量 が 、 被 覆 さ れ た
ウ ェ ル で 培 養 す る 間 、 そ の サ ン プ ル を 抗 原 に 対 す る ラ ベ ル さ れ た 抗 体 と 混 合 す る こ と に よ
っ て 判 定 さ れ る 。 サ ン プ ル 内 の 抗 原 の 存 在 は ウ ェ ル に 結 合 可 能 な 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 量 を
減 ら す 役 割 を 果 た し 、 従 っ て 、 最 終 的 な シ グ ナ ル を 減 少 さ せ る 。 こ れ は 、 ラ ベ ル さ れ て い
な い 抗 体 が 抗 原 で 被 覆 さ れ た ウ ェ ル に 結 合 し 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 に 結 合 可 能 な 抗 原 の 量 も
減 ら す よ う な 未 知 の サ ン プ ル 内 で 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に も 適 切 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 用 い ら れ る 構 成 に 関 わ ら ず 、 ELISAの 各 方 法 は 、 被 覆 、 培 養 と 結 合 、 非 特 異 的 結 合 種 を
取 り 除 く た め の 洗 浄 、 そ し て 結 合 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 検 出 な ど い く つ か の 特 徴 を 共 有 し て
い る 。 こ れ ら に つ い て は 以 下 に 述 べ ら れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 抗 原 ま た は 抗 体 の い ず れ か で プ レ ー ト を 被 覆 す る 際 、 一 般 に そ の プ レ ー ト の ウ ェ ル を そ
の 抗 原 ま た は 抗 体 の 溶 液 で 一 晩 あ る い は 所 定 の 時 間 の い ず れ か 培 養 す る 。 そ の 後 、 そ の プ
レ ー ト の ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 不 完 全 に 吸 収 さ れ た 物 質 を 取 り 除 く 。 そ し て 、 ウ ェ ル の 残 っ て
い る 利 用 可 能 な 表 面 す べ て が テ ス ト 用 抗 血 清 に 関 し て 抗 原 的 に 中 性 な 非 特 異 的 蛋 白 質 で 『
被 覆 』 さ れ る 。 こ れ ら は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 カ ゼ イ ン 、 あ る い は 粉 乳 の 溶 液 な
ど で あ る 。 そ の 被 覆 は 固 定 表 面 上 の 非 特 異 的 吸 着 部 位 の 阻 害 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 そ の 表
面 上 の 抗 血 清 の 非 特 異 的 結 合 に よ っ て 生 じ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 減 少 さ せ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ELISAで は 、 直 接 の 手 順 よ り も 二 次 ま た は 三 次 の 検 出 手 段 を 用 い る 方 が 恐 ら く よ り 慣 習
的 で あ る 。 従 っ て 、 蛋 白 質 ま た は 抗 体 を ウ ェ ル に 結 合 さ せ 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 減 少 さ せ
る た め 非 反 応 性 物 質 で 被 覆 し 、 そ し て 非 結 合 物 質 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 し た 後 、 そ の 固 定
し た 表 面 は 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 /抗 体 ） 形 成 を 可 能 に す る た め に 効 果 的 な 条 件 下 で 、 テ ス ト
さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル と 接 触 さ せ ら れ る 。 そ の 後 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 に は ラ ベ ル さ れ た
二 次 結 合 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 、 及 び ラ ベ ル さ れ た 三 次 抗 体 ま た は 第 ３ の 結 合 リ ガ ン ド と 結
合 し た 二 次 結 合 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 『 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 /抗 体 ） 形 成 を 可 能 に す る た め に 効 果 的 な 条 件 下 』 と は 、 そ の 条 件
が 好 ま し く は 、 BSA、 ウ シ ・ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン （ BGG） 、 ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PB
S） /Tweenな ど の 溶 液 で そ の 抗 原 及 び /又 は 抗 体 を 希 釈 す る こ と な ど を 含 ん だ 意 味 で あ る 。
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こ れ ら の 付 加 さ れ る 作 用 剤 も 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 減 少 を 促 す 傾 向 が あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 『 適 切 な 』 条 件 と は 、 効 果 的 な 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 温 度 ま た は 時 間 で 培 養 が 行
わ れ る こ と も 意 味 し て い る 。 培 養 の ス テ ッ プ は 通 常 約 １ 時 間 か ら ２ 時 間 、 ４ 時 間 、 あ る い
は そ の 程 度 で あ り 、 温 度 は 好 ま し く は 約 25℃ か ら 約 27℃ 、 ま た は 一 晩 の 場 合 、 ４ ℃ あ る い
は そ の 程 度 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ELISAに お け る す べ て の 培 養 ス テ ッ プ の 後 、 接 触 さ せ ら れ た 表 面 は 非 複 合 体 物 質 を 取 り
除 く た め 洗 浄 さ れ る 。 洗 浄 手 順 の １ つ の 例 は PBS/Tweenな ど の 溶 液 ま た は ホ ウ 酸 塩 緩 衝 液
で の 洗 浄 な ど で あ る 。 テ ス ト 用 サ ン プ ル と 本 来 の 結 合 物 質 の 間 で の 特 異 的 免 疫 複 合 体 の 形
成 、 そ し て 引 き 続 い て の 洗 浄 の 後 、 ご く わ ず か な 量 の 免 疫 複 合 体 の 産 出 で あ っ て も 判 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 検 出 手 段 を 提 供 す る た め 、 第 ２ ま た は 第 ３ の 抗 体 は 検 出 を 可 能 に さ せ る 結 合 さ れ た ラ ベ
ル を 有 す る 。 こ れ は 適 切 な 色 原 体 基 質 で 培 養 す る と 発 色 を 生 じ さ せ る 酵 素 で も よ い 。 従 っ
て 、 例 え ば 、 第 １ 及 び 第 ２ の 免 疫 複 合 体 を ウ レ ア ー ゼ 、 グ ル コ ー ス ・ オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ハ イ ド ロ ジ ェ ン ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 と 、 さ ら に 免 疫
複 合 体 形 成 の 進 展 に 好 ま し い 時 間 と 条 件 下 で 接 触 ま た は 培 養 す る こ と が 望 ま し い （ 例 え ば
、 PBS/Tweenな ど PBSを 含 ん で い る 溶 液 中 で 室 温 で ２ 時 間 培 養 ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 で の 培 養 と 、 非 結 合 物 質 を 取 り 除 く た め 引 き 続 い て の 洗 浄 の 後 、 ラ ベ
ル の 量 が 、 酵 素 ラ ベ ル の よ う な ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 場 合 に 、 例 え ば 、 尿 素 な ど の 色 原 性 基
質 、 ま た は ブ ロ モ ク レ ゾ ー ル ・ パ ー プ ル 、 ま た は 2,2'-ア ジ ノ -ジ (3-エ チ ル -ベ ン ズ チ ア ゾ
リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 （ ABTS） 、 ま た は H 2 O 2 で の 培 養 に よ っ て 定 量 化 さ れ る 。 そ の 後 、 定 量
化 は 、 例 え ば 、 可 視 ス ペ ク ト ル 分 光 光 度 計 を 使 っ て 、 生 成 さ れ た 色 の 程 度 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
ｂ ． 免 疫 組 織 化 学
　 本 発 明 に よ る 抗 体 は 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） に よ る 研 究 の た め に つ く ら れ た 、 新 鮮 か つ 冷
凍 さ れ た 、 及 び /又 は 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 さ れ た 組 織 塊 と 結 合 さ せ
て 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 免 疫 組 織 化 学 は 本 発 明 に よ る 特 定 の 免 疫 毒 素 の 評 価 に 用
い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 粒 子 状 標 本 か ら 組 織 塊 を 作 る 方 法 は 種 々 の 予 後 因 子 の 今 ま で
の IHC研 究 に 用 い ら れ て 成 功 を 収 め て お り 、 及 び /又 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る （ Brown 
et al., 1990; Abbondanzo et al., 1990; Allred et al., 1990） 。
簡 潔 に 述 べ る と 、 小 さ な プ ラ ス チ ッ ク ・ カ プ セ ル 内 の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 室 温 で 50 n
gの 『 粉 砕 さ れ た 』 冷 凍 組 織 を 再 水 和 し ； 遠 心 分 離 に よ っ て そ の 粒 子 を ペ レ ッ ト 化 し ； そ
れ ら を 粘 性 包 埋 媒 体 （ OCT） 内 で 再 懸 濁 し ； そ の カ プ セ ル を 反 転 さ せ 、 及 び /又 は 遠 心 分 離
に よ っ て 再 度 ペ レ ッ ト 化 し ； － 70℃ の イ ソ ペ ン タ ン 内 で 急 速 冷 凍 し ； そ の プ ラ ス チ ッ ク ・
カ プ セ ル を 切 断 及 び /又 は 組 織 の 冷 凍 シ リ ン ダ ー を 取 り 除 き ； そ の 組 織 シ リ ン ダ ー を 低 温
保 持 装 置 ミ ク ロ ト ー ム ・ チ ャ ッ ク 上 に 固 定 し ； 及 び /又 は 25か ら 50枚 の 連 続 し た 切 片 に 切
り 分 け る こ と に よ っ て 冷 凍 切 片 を つ く る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 永 久 切 片 は 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 微 量 遠 心 管 チ ュ ー ブ 内 で の 50mgサ ン プ ル の 再 水 和 ； ペ レ ッ
ト 化 ； 10％ ホ ル マ リ ン で ４ 時 間 固 定 す る 再 懸 濁 ； 洗 浄 /ペ レ ッ ト 化 ； 温 か い 2.5％ 寒 天 で の
再 懸 濁 ； ペ レ ッ ト 化 ； 寒 天 を 硬 化 さ せ る た め 氷 水 内 で 冷 却 ； チ ュ ー ブ か ら 組 織 /寒 天 塊 を
除 去 ； パ ラ フ ィ ン 内 の 塊 を ろ 過 及 び /又 は 包 埋 ； 及 び /又 は 50枚 の 連 続 し た 永 久 切 片 に 切 り
分 け る な ど 同 様 の 方 法 に よ っ て つ く る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
II． 核 酸 分 子
Ａ ． 天 然 蛋 白 質 ま た は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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　 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム DNA全 体 か ら 遊 離 し 、 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 ま た は 一 部 を
発 現 す る こ と が で き る 、 細 胞 か ら 分 離 可 能 な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る も の で あ る 。 そ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る た め に 操 作 さ れ た 天 然 蛋 白 質 を コ ー ド す る
こ と が で き る 。 あ る い は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る か 、 ま た は 修
飾 蛋 白 質 と 共 に 融 合 蛋 白 質 を つ く る た め に 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 腫 瘍 抗 原 な ど の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 共 有
結 合 で 取 り 付 け ら れ た 修 飾 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド な ど 多 数 の 成 分 を コ ー ド す る こ と が で
き る 。 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 ま た は そ れ 以 上
の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド （ 全 体 ま た は 一 部 ） を コ ー ド す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 表 ２
に 開 示 さ れ た い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド 、 蛋 白 質 、 ま た は ペ プ チ ド も そ の 開 示 さ れ た 発 明 の 一
部 と し て 遺 伝 子 組 み 替 え に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 表 ２ の 蛋 白 質 性 化 合 物
の い ず れ も 表 ２ ま た は 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る １ つ 以 上 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド で 同 一 の 核 酸 分
子 上 で コ ー ド さ れ 、 融 合 蛋 白 質 が つ く ら れ る 。 組 み 換 え 体 蛋 白 質 は 発 現 し て い る 細 胞 か ら
精 製 さ れ 、 活 性 蛋 白 質 を 産 生 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る 実 施 の 形 態 は 、 配
列 識 別 番 号 ： １ の 全 体 ま た は 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 の 利 用 を 含 ん で い る 。 そ う し た 核 酸 は
ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNA配 列 に 対 応 す る 配 列 識 別 番 号 ： ２ の 全 体 ま た は
一 部 を 含 ん で い る （ GenBank 登 録 番 号 L12243） 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 述 べ ら れ る 核 酸 に 関
す る い ず れ の 方 法 と 組 成 物 も 配 列 識 別 番 号 ： ２ に 関 し て 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 『 DNA断 片 』 と は 、 特 定 種 の ゲ ノ ム DNA全 体 を 離 れ て 単 離
さ れ て い る DNA分 子 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA断 片 と は 、 野 生 型
、 多 型 、 ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い る が 、 哺 乳 動 物 あ る い は
ヒ ト ・ ゲ ノ ム DNA全 体 か ら は 離 れ て 単 離 さ れ 、 ま た は 精 製 さ れ る DNA断 片 で あ る 。 『 DNA断
片 』 と い う 用 語 に 含 ま れ る の は 、 １ つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド よ り も 小
さ な DNA断 片 、 及 び 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス 、 そ の 他 な ど
の 組 み 換 え 体 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 適 用 法 で 用 い ら れ る よ う に 、 『 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 』 と は ゲ ノ ム 核 酸 全 体 を 離 れ て 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 を 指 す 。 従 っ て 、 『 天 然 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 』 と
は 哺 乳 動 物 あ る い は ヒ ト ・ ゲ ノ ム DNA全 体 か ら 離 れ て 単 離 ま た は 精 製 さ れ る 野 生 型 ま た は
多 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い る DNA断 片 で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 本 適
用 が ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ゲ ロ ニ ン 、 『 天 然 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ
ペ プ チ ド 』 、 ま た は 『 修 飾 さ れ た ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド 』 の 機 能 あ る い は 活 性 に 関 す る
と き 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は RIPと し て 酵 素 活 性 を 有 す る 分 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 『 cDNA』 と は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て つ く ら れ る DNAを
指 す こ と が 意 図 さ れ て い る 。 cDNAを 使 う こ と の 利 点 は 、 ゲ ノ ム DNA、 あ る い は ゲ ノ ム 性 、
非 － 、 ま た は 一 部 加 工 処 理 さ れ た 、 RNAテ ン プ レ ー ト か ら 重 合 さ れ た DNAと は 逆 に 、 本 来 cD
NAは 対 応 す る 蛋 白 質 の コ ー ド 配 列 を 含 ん で い る こ と で あ る 。 非 コ ー ド 領 域 が 最 適 な 発 現 の
た め に 必 要 と さ れ る 場 合 、 あ る い は 、 イ ン ト ロ ン な ど 非 コ ー ド 領 域 が ア ン チ セ ン ス 戦 略 内
で 標 的 に さ れ る 場 合 な ど ゲ ノ ム 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 が 好 ま し い 場 合 が あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 所 与 の 種 か ら 得 ら れ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 わ ず か に 異 な る 拡 散 配 列 を 有 し な が ら も
、 同 じ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 天 然 の 変 異 体 に よ っ て 代 表 さ れ る こ と が あ る （ 上 の 表 １ 参 照 ）
。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 同 様 に 、 単 離 ま た は 精 製 さ れ た 野 生 型 、 多 型 、 ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 を 含 ん
で い る ポ リ ペ プ チ ド は 野 生 型 、 多 型 、 ま た は 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 及 び
、 い く つ か の 態 様 で 、 他 の 自 然 発 生 す る 遺 伝 子 ま た は 蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 か ら 離 れ て
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実 質 的 に 単 離 さ れ る 調 節 配 列 を 含 ん で い る DNA断 片 を 指 し て い る 。 こ の 点 で 、 『 遺 伝 子 』
と い う 用 語 は 、 機 能 性 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 構 成 単 位 を 意
味 す る こ と を 単 純 化 す る た め に 用 い ら れ る 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 こ の 機 能
上 の 用 語 に は 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 領 域 、 ペ プ チ ド 、 融 合 蛋 白 質 、 及 び 突 然 変 異 体 を
発 現 す る 、 も し く は 発 現 す る の に 適 合 し た ゲ ノ ム 配 列 、 cDNA配 列 、 及 び よ り 小 さ な 組 み 換
え 遺 伝 子 断 片 な ど が あ る 。 天 然 ま た は 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 あ る い は 一 部 を コ ー ド す る
核 酸 は 、 約 、 少 な く と も 、 ま た は 多 く と も 、 以 下 の 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 あ る い は 一
部 を コ ー ド す る 連 続 し た 核 酸 を 含 む こ と が で き る ：  10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 9
0、 100、 110、 120、 130、 140、 150、 160、 170、 180、 190、 200、 210、 220、 230、 240、 25
0、 260、 270、 280、 290、 300、 310、 320、 330、 340、 350、 360、 370、 380、 390、 400、 41
0、 420、 430、 440、 441、 450、 460、 470、 480、 490、 500、 610、 620、 630、 640、 650、 66
0、 670、 680、 690、 700、 710、 720、 730、 740、 750、 760、 770、 780、 790、 800、 810、 82
0、 830、 840、 850、 860、 870、 880、 890、 900、 910、 920、 930、 940、 950、 960、 970、 98
0、 990、 1000、 1010、 1020、 1030、 1040、 1050、 1060、 1070、 1080、 1090、 1095、 1100、
1500、 2000、 2500、 3000、 3500、 4000、 4500、 5000、 5500、 6000、 6500、 7000、 7500、 80
00、 9000、 10000、 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 及 び 塩 基 対 。 連 続 す
る 残 基 の そ う し た 長 さ は 配 列 識 別 番 号 ： 2－ 10な ど 、 本 明 細 書 で 述 べ ら れ た 、 あ る い は 検
討 さ れ た い ず れ の 核 酸 配 列 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 特 定 の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 内 に 天 然 ポ リ ペ プ チ ド に 一 致 ま た は
本 質 的 に 対 応 す る 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 野 生 型 、 多 型 、 あ る い は 修 飾 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 組 み 込 ん で い る 単 離 さ れ た DNA断 片 及 び 組 み
換 え 体 ベ ク タ ー に 関 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 単 離 さ れ た DNA断 片 及 び DNA断 片 を 含 ん で い
る ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 天 然 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド の リ ボ ソ ー ム 不 活 化 活 性 及 び 特 異 性
を 有 す る が 、 異 な る ア ミ ノ 酸 を 持 つ 、 修 飾 さ れ た ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ
と が で き る 。 『 組 み 換 え 体 』 と い う 用 語 は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 名 称
と 共 に 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 一 般 に in vitroで 操 作 さ れ た 、 あ る い は そ う し た 分 子 の
複 製 さ れ た 生 成 物 で あ る 核 酸 分 子 か ら つ く ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 指 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 内 に ポ リ ペ プ チ ド に 一 致 ま た は 本 質 的 に 対
応 す る 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA
配 列 を 組 み 込 ん で い る 単 離 さ れ た DNA断 片 及 び 組 み 換 え 体 ベ ク タ ー に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 核 酸 断 片 は 、 コ ー ド し て い る 配 列 自 体 の 長 さ に 関 わ ら ず 、 プ ロ モ ー
タ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 付 加 的 な 制 限 酵 素 部 位 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 他 の コ ー
デ ィ ン グ 断 片 、 な ど そ の 他 の 核 酸 配 列 と 結 合 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 全 長 は 相 当 に 異 な
る 。 従 っ て 、 殆 ど あ ら ゆ る 長 さ の 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る が 、 そ の
全 長 は 好 ま し く は 生 成 の 容 易 さ 及 び 意 図 さ れ る 組 み 換 え 体 DNAプ ロ ト コ ー ル の 使 用 に よ っ
て 制 限 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト は い ず れ の 原 料 か ら 得 ら れ た も の で も よ い 完 全 長 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 ま た は 、 例 え ば 、 切 断 さ れ た ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ペ プ チ ド な ど の ポ リ ペ
プ チ ド の 切 断 型 を コ ー ド し 、 そ の コ ー ド 領 域 の 転 写 物 は そ の 切 断 型 を 代 表 す る 。 あ る い は
、 核 酸 配 列 は 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 付 加 的 な 非 相 同 コ ー ド 配 列 で コ ー ド し 、 例 え ば 、
ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 、 移 動 、 分 泌 、 翻 訳 後 修 飾 、 あ る い は 標 的 化 ま た は 効 力 な ど の 治 療 上
の 利 点 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 上 に 述 べ ら れ た よ う に 、 タ グ ま た は 他 の 非 相 同 性 ポ リ
ペ プ チ ド は 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に 付 加 さ れ る こ と が あ り 、 そ の 場 合
『 非 相 同 的 』 と は 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 で な い ポ リ ペ プ チ ド を 指 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 非 限 定 的 な 例 に お い て 、 毒 素 ゲ ロ ニ ン な ど 、 特 定 の 遺 伝 子 と 同 一 ま た は 相 補 的 な ヌ ク レ
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オ チ ド の 隣 接 す る ス ト レ ッ チ を 含 ん で い る １ つ 以 上 の 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト が 生 成 さ れ る 。
イ ー ス ト 酵 母 人 工 染 色 体 な ど 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト の 出 現 が 本 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に 周
知 で あ る こ と を 考 慮 す れ ば 、 １ つ の 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト は 長 さ が 少 な く と も 20、 30、 40、
50、 60、 70、 80、 90、 100、 110、 120、 130、 140、 150、 160、 170、 180、 190、 200、 250、
300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000、 2000、 3000、 4000、 5000、 6000、 7000、 800
0、 9000、 10000、 15000、 20000、 30000、 50000、 100,000、 250,000、 500,000、 750,000か
ら 少 な く と も 1,000,000ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 染 色 体 の サ イ ズ 以 内 の よ り 大 き な サ イ ズ （
す べ て の 中 間 的 な 長 さ と 中 間 的 な 範 囲 を 含 む ） で も よ い 。 『 中 間 的 な 長 さ 』 と 『 中 間 的 な
範 囲 』 は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 引 用 さ れ た 数 値 を 含 ん で い る か 、 ま た は そ の 間
の す べ て の 長 さ あ る い は 範 囲 を 意 味 す る こ と は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う （ す な わ ち 、 そ
う し た 数 値 を 含 ん で お り 、 及 び そ の 間 の す べ て の 整 数 ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る DNA断 片 は 、 例 え ば 、 修 飾 さ れ た ゲ ロ ニ ン 毒 素 な ど 生 物 学 的 機 能 が
同 等 の 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 核 酸 配 列
内 で 自 然 に 生 じ 、 そ こ で そ の 蛋 白 質 が コ ー ド さ れ る こ と が 知 ら れ て い る コ ド ン の 重 複 及 び
機 能 的 同 等 性 の 結 果 と し て 引 き 起 こ さ れ る 場 合 が あ る 。 あ る い は 、 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質
ま た は ペ プ チ ド は 、 蛋 白 質 構 造 内 の 変 化 が 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 性 質 の 研 究 に 基 づ い て 遺
伝 子 操 作 さ れ る 組 み 換 え 体 DNA技 術 の 適 用 を 通 じ て 生 成 さ れ る こ と が あ る 。 ヒ ト に よ っ て
デ ザ イ ン さ れ た 変 更 は 特 定 部 位 の 突 然 変 異 生 成 技 術 の 適 用 を 通 じ て 、 例 え ば 、 そ の 蛋 白 質
の 抗 原 性 に 改 良 を 採 り 入 れ 、 そ の 蛋 白 質 が 与 え ら れ る 個 体 に 対 す る in vivoで の 蛋 白 質 の
毒 性 効 果 を 減 少 さ せ 、 あ る い は そ の 蛋 白 質 に 関 す る す べ て の 治 療 効 果 を 増 加 さ せ て 、 導 入
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
１ ． ベ ク タ ー
　 天 然 及 び 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド は ベ ク タ ー に 含 ま れ て い る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ
と が あ る 。 『 ベ ク タ ー 』 と い う 用 語 は 、 核 酸 配 列 が 複 製 さ れ る こ と が 可 能 な 細 胞 内 へ の 導
入 の た め そ の 核 酸 配 列 が 挿 入 さ れ る 担 体 核 酸 分 子 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。 核 酸 配 列 は 、
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 細 胞 が 外 来 性 で あ る か 、 ま た は そ の 配 列 が そ の 細 胞 内 の 配 列 と 相 同
で あ る が 、 そ の 配 列 が 通 常 見 ら れ な い ホ ス ト 細 胞 核 酸 内 の 位 置 に あ る と い う 意 味 で 『 外 因
性 』 で あ り 得 る 。 ベ ク タ ー に は プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、
動 物 ウ イ ル ス 、 及 び 植 物 ウ イ ル ス ） 、 及 び 人 工 染 色 体 な ど が あ る （ 例 え ば 、 YAC） 。 本 分
野 の 技 術 の １ つ は 、 双 方 と も 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Sambrook et al., 198
9及 び Ausubel et al., 1996に 述 べ ら れ て い る 標 準 的 な 組 み 換 え 体 技 術 を 通 じ て ベ ク タ ー
を 構 築 す る た め に 非 常 に 有 益 で あ る 。 修 飾 さ れ た ゲ ロ ニ ン な ど 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る こ と に 加 え て 、 ベ ク タ ー は タ グ ま た は 向 標 分 子 な ど 非 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド
す る こ と が で き る 。 そ う し た 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る 有 用 な ベ ク タ ー に は pINベ ク タ ー （ I
nouye et al., 1985） 、 ヒ ス チ ジ ン の ス ト レ ッ チ を コ ー ド す る ベ ク タ ー 、 及 び pGEXベ ク タ
ー な ど が あ り 、 後 の 精 製 及 び 分 離 ま た は 切 断 の た め の グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ GST） 可 溶 性 融 合 蛋 白 質 の 生 成 に 用 い ら れ る 。 向 標 分 子 と は 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
を 特 定 の 器 官 、 組 織 、 細 胞 、 あ る い は 個 体 の 身 体 の そ の 他 の 部 位 に 向 標 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 『 発 現 ベ ク タ ー 』 と い う 用 語 は 、 転 写 さ れ る 能 力 の あ る 遺 伝 子 生 成 物 の 少 な く と も 一 部
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る ベ ク タ ー を 指 す 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 RNA分 子
は そ の 後 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 。 他 の 場 合 に お い て 、 こ れ ら
の 配 列 は 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は リ ボ ザ イ ム の 生 成 に お い て は 翻 訳 さ れ な い 。
発 現 ベ ク タ ー は 種 々 の 『 コ ン ト ロ ー ル 配 列 』 を 含 む こ と が で き 、 コ ン ト ロ ー ル 配 列 と は 、
特 定 の ホ ス ト 生 物 体 内 の 操 作 可 能 に 結 合 し た コ ー ド 配 列 の 転 写 及 び 恐 ら く は 翻 訳 の た め に
必 要 な 核 酸 配 列 を 指 し て い る 。 転 写 及 び 翻 訳 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 加 え て 、 ベ ク
タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の 他 の 機 能 を 果 た し 、 そ し て 以 下 に 述 べ ら れ る よ う な 核 酸 配
列 を 含 む こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
ａ ． プ ロ モ ー タ 及 び エ ン ハ ン サ
　 『 プ ロ モ ー タ 』 と は 、 転 写 の 開 始 及 び 速 度 が 制 御 さ れ る 核 酸 配 列 の １ つ の 領 域 で あ る コ
ン ト ロ ー ル 配 列 で あ る 。 プ ロ モ ー タ は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び そ の 他 の 転 写 因 子 な ど 調 節
蛋 白 質 及 び 分 子 が 結 合 す る こ と が で き る 遺 伝 子 要 素 を 含 ん で い て も よ い 。 『 操 作 可 能 に 位
置 し た 』 、 『 操 作 可 能 に 結 合 し た 』 、 『 制 御 下 に あ る 』 『 転 写 の 制 御 下 に あ る 』 と は 、 プ
ロ モ ー タ が そ の 配 列 の 転 写 開 始 及 び /又 は 発 現 を 制 御 す る た め に 核 酸 配 列 に 関 し て 正 し い
機 能 的 位 置 及 び /又 は 配 向 に あ る こ と を 意 味 す る 。 プ ロ モ ー タ は 『 エ ン ハ ン サ 』 と 共 に 使
わ れ て も 、 使 わ れ な く て も よ く 、 エ ン ハ ン サ と は 核 酸 配 列 の 転 写 活 性 に 関 す る シ ス 作 用 調
節 配 列 を 指 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ は コ ー ド 断 片 及 び /又 は エ ク ソ ン の 上 流 に 位 置 す る ５ ’ 非 コ ー ド 配 列 の 単 離
に よ っ て 得 ら れ 、 遺 伝 子 ま た は 配 列 と 自 然 に 結 合 す る こ と が で き る も の で あ る 。 そ う し た
プ ロ モ ー タ は 『 内 因 性 』 と 称 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 エ ン ハ ン サ は そ の 核 酸 配 列 の 下
流 ま た は 上 流 の い ず れ か に 位 置 す る 、 核 酸 配 列 と 自 然 に 結 合 す る こ と が で き る も の で あ る
。 ま た 、 い く つ か の 利 点 が 組 み 換 え 体 ま た は 異 種 由 来 の プ ロ モ ー タ の 制 御 下 で コ ー ド 核 酸
断 片 を 位 置 決 め す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 異 種 由 来 の プ ロ モ ー タ と は 、 通 常 そ の 自 然 環 境
下 で は 核 酸 配 列 と 結 合 し な い プ ロ モ ー タ を 指 す 。 組 み 換 え 体 ま た は 異 種 由 来 の エ ン ハ ン サ
も 、 通 常 そ の 自 然 環 境 下 で は 核 酸 配 列 と 結 合 し な い エ ン ハ ン サ を 指 す 。 そ う し た プ ロ モ ー
タ あ る い は エ ン ハ ン サ は 他 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ 、 及 び 他 の 原 核 動 物 、
ウ イ ル ス 、 ま た は 真 核 生 物 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ 、 及 び 『 自
然 発 生 』 し な い 、 す な わ ち 、 異 な る 転 写 制 御 領 域 の 異 な る 成 分 、 及 び /又 は 発 現 を 変 化 さ
せ る 突 然 変 異 体 を 含 ん で い る プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ な ど で あ る 。 プ ロ モ ー タ 及 び エ
ン ハ ン サ の 核 酸 配 列 を 合 成 す る こ と に 加 え て 、 配 列 は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 組 成 物 に 関
連 し て 、 PCR T M な ど 組 み 換 え 体 ク ロ ー ニ ン グ 及 び /又 は 核 酸 増 幅 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ る こ
と が 可 能 で あ る （ 米 国 特 許 第 4,683,202号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 5,928,906号 明 細 書 参 照 、 そ
れ ぞ れ は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 さ ら に 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 葉 緑 体 、 そ
の 他 の 非 核 オ ル ガ ネ ラ 内 の 配 列 の 転 写 及 び /又 は 発 現 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 が 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 発 現 の た め に 選 択 さ れ た 細 胞 の 種 類 、 オ ル ガ ネ ラ 、 及 び 生 物 体 の DN
A断 片 の 発 現 を 効 果 的 に 制 御 す る プ ロ モ ー タ 及 び /又 は エ ン ハ ン サ を 用 い る こ と が 重 要 で あ
ろ う 。 分 子 生 物 学 の 分 野 の 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る Sambrook et al.（ 1989） を 参 照 し て 蛋 白 質 発 現 の た め の プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 及
び 細 胞 の タ イ プ の 組 み 合 わ せ の 利 用 を 通 常 周 知 し て い る 。 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ は 導 入 さ
れ た DNA断 片 の 高 レ ベ ル な 発 現 を 制 御 す る 適 切 な 条 件 下 で 構 成 性 、 組 織 特 異 的 、 誘 導 性 、
及 び /又 は 有 用 で あ り 、 組 み 換 え 体 蛋 白 質 及 び /又 は ペ プ チ ド の 大 量 生 産 に 好 適 で あ る 。 そ
の プ ロ モ ー タ は 異 種 由 来 ま た は 内 因 性 で も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 表 ５ は 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 １ つ の 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る た め に 用 い ら れ る い く
つ か の 成 分 /プ ロ モ ー タ を 列 挙 し て い る 。 本 表 は 発 現 の 促 進 に 関 す る す べ て の 可 能 な 要 素
を 網 羅 す る こ と は 意 図 さ れ て お ら ず 、 単 に 、 そ の 例 示 だ け の た め の も の で あ る 。 表 ６ は 特
異 的 な 刺 激 に 応 答 し て 活 性 化 さ れ 得 る 核 酸 配 列 の 領 域 で あ る 誘 導 性 成 分 の 例 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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【 表 ５ 】
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【 ０ １ ４ ６ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 組 織 特 異 的 な 成 分 ま た は プ ロ モ ー タ の 同 一 性 、 そ し て そ れ ら の 活 性 を 特 徴 づ け る た め の
評 価 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 そ う し た 領 域 の 例 に は 、 ヒ ト LIMK2遺 伝 子 （ Nomoto et al.
, 1999） 、 ソ マ ト ス タ チ ン ・ レ セ プ タ ２ 遺 伝 子 （ Kraus et al., 1998） 、 マ ウ ス 精 巣 上 体
レ チ ノ イ ン 酸 結 合 遺 伝 子 （ Lareyre et al., 1999） 、 ヒ ト CD4（ Zhao-Emonet et al., 199
8） 、 マ ウ ス ・ ア ル フ ァ ２ （ XI） コ ラ ー ゲ ン （ Tsumaki, et al., 1998） 、 DIAド ー パ ミ ン
・ レ セ プ タ 遺 伝 子 （ Lee, et al., 1997） 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 II（ Wu et al., 1997
） 、 ヒ ト 血 小 板 内 皮 細 胞 接 着 分 子 － １ （ Almendro et al., 1996） な ど が あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ｂ ． 開 始 シ グ ナ ル 及 び 内 部 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
　 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル も コ ー ド 配 列 の 効 率 的 な 翻 訳 に 必 要 な 場 合 が あ る 。 こ れ ら の シ グ
ナ ル に は ATG開 始 コ ド ン ま た は 隣 接 す る 配 列 な ど が あ る 。 ATG開 始 コ ド ン な ど 、 外 因 性 の 翻
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訳 コ ン ト ロ ー ル ・ シ グ ナ ル が 提 供 さ れ る 必 要 が あ ろ う 。 当 業 者 で あ れ ば 、 こ れ に つ い て 判
定 し 、 必 要 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が 容 易 に で き よ う 。 開 始 コ ド ン は 挿 入 断 片 全 体 の 翻
訳 を 確 実 に す る た め 望 ま れ る コ ー ド 配 列 の リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム と 『 イ ン ・ フ レ ー ム 』
で な け れ ば な ら な い 。 外 因 性 の 翻 訳 コ ン ト ロ ー ル ・ シ グ ナ ル 及 び 開 始 コ ド ン は 天 然 あ る い
は 合 成 の い ず れ で も よ い 。 発 現 の 効 率 は 適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ 成 分 の 封 入 に よ っ て 増 強 さ
れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 に よ る い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 内 部 リ ボ ソ ー ム 侵 入 部 位 （ IRES） 成 分 を 用 い て
多 重 遺 伝 子 ま た は ポ リ シ ス ト ロ ン 性 の メ ッ セ ー ジ が つ く ら れ る 。 IRES成 分 は ５ ’ メ チ ル 化
キ ャ ッ プ 依 存 性 翻 訳 の リ ボ ソ ー ム ・ ス キ ャ ン ・ モ デ ル を 回 避 す る こ と が 可 能 で 、 内 部 部 位
で 翻 訳 を 開 始 す る （ Pelletier and Sonenberg, 1988） 。 ピ コ ル ナ ・ ウ イ ル ス 族 （ ポ リ オ
及 び 脳 心 筋 炎 ） の ２ つ の メ ン バ ー か ら の IRES成 分 （ Pelletier and Sonenberg, 1988） 、
そ し て 、 哺 乳 動 物 メ ッ セ ー ジ か ら の １ つ の IRESに つ い て 記 述 さ れ て い る （ Macejak and Sa
rnow, 1991） 。 IRES成 分 は 非 相 同 性 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム に 結 合 さ れ る こ と
が 可 能 で あ る 。 多 重 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム は 同 時 に 転 写 さ れ 、 そ れ ぞ れ が １
つ の IRESに よ っ て 分 離 さ れ 、 ポ リ シ ス ト ロ ン 性 メ ッ セ ー ジ を つ く り だ す 。 IRES成 分 に よ っ
て 、 各 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム は 効 率 的 な 翻 訳 の た め に リ ボ ソ ー ム に 接 近 可 能
で あ る 。 多 重 遺 伝 子 は 単 一 の プ ロ モ ー タ /エ ン ハ ン サ を 使 っ て 効 率 的 に 発 現 さ せ ら れ 、 単
一 の メ ッ セ ー ジ を 転 写 す る こ と が で き る （ 米 国 特 許 第 5,925,565及 び 5,935,819号 明 細 書 参
照 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ｃ ． 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位
　 ベ ク タ ー は 、 そ の ベ ク タ ー を 消 化 す る 標 準 的 な 組 み 換 え 体 技 術 と 共 に 用 い る こ と が で き
る い ず れ か の 多 重 制 限 酵 素 部 位 を 含 ん で い る 核 酸 領 域 で あ る 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 （ MCS
） を 含 む こ と が で き る （ Carbonelli et al., 1999, Levenson et al., 1998, and Cocea,
1997参 照 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 『 制 限 酵 素 消 化 』 と は 、 核 酸 分 子 内
の 特 定 の 位 置 の み で 機 能 す る 酵 素 で の 核 酸 分 子 の 酵 素 的 切 断 を 指 す 。 こ れ ら の 制 限 酵 素 の
多 く は 市 販 さ れ て い る 。 そ う し た 酵 素 の 利 用 は 当 業 者 に 広 く 理 解 さ れ て い る 。 し ば し ば 、
ベ ク タ ー は 、 外 因 性 の 配 列 が そ の ベ ク タ ー に 結 合 で き る よ う に MCS内 で 切 断 を 行 う 制 限 酵
素 を 用 い て 線 状 化 あ る い は 断 片 化 さ れ る 。 『 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 』 と は 、 互 い に 隣 接 し て い る
か 、 ま た は 隣 接 し て い な い ２ 個 の 核 酸 断 片 の 間 に リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る プ ロ セ
ス を 指 す 。 制 限 酵 素 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に 関 す る 技 術 は 組 み 換 え 体 技 術 の 分 野 の 当 業
者 に 十 分 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
ｄ ． ス プ ラ イ シ ン グ 部 位
　 多 く の 転 写 さ れ た 真 核 生 物 RNA分 子 は RNAス プ ラ イ シ ン グ を う け 、 一 次 転 写 物 か ら イ ン ト
ロ ン が 取 り 除 か れ る 。 ゲ ノ ム 真 核 生 物 配 列 を 含 ん で い る ベ ク タ ー は 、 蛋 白 質 発 現 の た め の
転 写 物 の 適 切 な プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る た め ド ナ ー 及 び /又 は 受 容 体 ス プ ラ イ シ ン グ 部
位 を 必 要 と す る （ Chandler et al., 1997参 照 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ）
。
【 ０ １ ５ ２ 】
ｅ ． 終 結 シ グ ナ ル
　 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー ま た は コ ン ス ト ラ ク ト は 一 般 に 少 な く と も ひ と つ の 終 結 シ グ ナ ル
を 含 ん で い る 。 『 終 結 シ グ ナ ル 』 ま た は 『 タ ー ミ ネ ー タ 』 は RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る RNA 
転 写 物 の 特 異 的 終 結 に 関 連 す る DNA配 列 か ら 成 る 。 従 っ て 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 で RNA 
転 写 物 の 生 成 を 終 わ ら せ る 終 結 シ グ ナ ル が 検 討 さ れ る 。 タ ー ミ ネ ー タ は 望 ま し い メ ッ セ ー
ジ ・ レ ベ ル を 達 成 す る た め in vivoで 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 真 核 生 物 系 に お い て 、 タ ー ミ ネ ー タ 領 域 は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 露 出 す る よ う に 新 た
な 転 写 物 の 部 位 特 異 的 な 切 断 を 許 容 す る 特 異 的 DNA配 列 も 含 ん で い る 。 こ れ は 分 化 し た 内
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因 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を シ グ ナ ル し 、 約 200 A残 基 （ polyA） の ス ト レ ッ チ を そ の 転 写 物 の ３ ’
末 端 に 付 加 す る 。 こ の polyA尾 部 で 修 飾 さ れ た RNA分 子 は よ り 安 定 的 な よ う で あ り 、 よ り 効
率 的 に 翻 訳 さ れ る 。 従 っ て 、 真 核 生 物 に 関 す る 他 の 実 施 の 形 態 で 、 タ ー ミ ネ ー タ は そ の RN
Aの 切 断 の た め の シ グ ナ ル を 含 ん で い る こ と が 好 ま し く 、 そ の タ ー ミ ネ ー タ ・ シ グ ナ ル は
メ ッ セ ー ジ の ポ リ ア デ ニ ル 化 を 促 進 す る こ と が よ り 好 ま し い 。 そ の タ ー ミ ネ ー タ 及 び /又
は ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 成 分 は メ ッ セ ー ジ ・ レ ベ ル を 増 強 し 、 及 び /又 は そ の カ セ ッ ト か ら
他 の 配 列 へ の 読 み 合 わ せ を 最 小 化 す る 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 で の 利 用 の た め に 検 討 さ れ る タ ー ミ ネ ー タ は 、 例 え ば 、 SV4タ ー ミ ネ ー タ の よ う
な ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ・ タ ー ミ ネ ー タ あ る い は ウ イ ル ス 性 タ ー ミ ネ ー タ 配 列 な ど の 遺 伝 子 の
終 結 配 列 な ど 本 明 細 書 で 述 べ ら れ 、 ま た は 当 業 者 に 周 知 の す べ て の 知 ら れ て い る 転 写 の タ
ー ミ ネ ー タ な ど を 含 ん で い る 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 そ の 終 結 シ グ ナ ル は 、 配 列 の 切
断 が 原 因 な ど に よ る 、 転 写 ま た は 翻 訳 可 能 な 配 列 の 欠 失 で も よ い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ｆ ． ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
　 発 現 、 特 に 真 核 生 物 の 発 現 に お い て 、 転 写 の 適 切 な ポ リ ア デ ニ ル 化 を 実 施 す る た め の ポ
リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど が 通 例 含 ま れ る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 性 質 は 本 発 明 の 実
施 を 成 功 さ せ る た め 非 常 に 重 要 で あ る と は 考 え ら れ て お ら ず 、 及 び /又 は そ う し た い ず れ
の 配 列 が 用 い ら れ て も よ い 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 に は 、 便 利 で 、 及 び /又 は 種 々 の 標 的 細
胞 内 で う ま く 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び /又 は ウ シ 成
長 ホ ル モ ン ・ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど が あ る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 は 転 写 物 の 安 定 性 を 増
加 さ せ 、 ま た は 細 胞 質 輸 送 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ｇ ． 複 製 起 点
　 ベ ク タ ー を ホ ス ト 細 胞 内 で 増 殖 さ せ る た め 、 ベ ク タ ー は 複 製 が 開 始 さ れ る 特 定 の 核 酸 配
列 で あ る 複 製 サ イ ト の １ つ 以 上 の 起 点 （ し ば し ば 『 ori』 と 称 さ れ る ） を 含 ん で い る 。 ま
た 、 ホ ス ト 細 胞 が 酵 母 菌 の 場 合 は 、 自 己 複 製 配 列 （ ARS） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
ｈ ． 選 択 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な マ ー カ ー
　 本 発 明 に よ る い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 に よ る 核 酸 コ ン ス ト ラ ク ト を 含 ん で い る
細 胞 は 発 現 ベ ク タ ー に マ ー カ ー を 封 入 す る こ と に よ っ て in vitroま た は in vivoで 識 別 す
る こ と が で き る 。 そ う し た マ ー カ ー は そ の 細 胞 に 識 別 可 能 な 変 化 を も た ら し 、 発 現 ベ ク タ
ー を 含 ん で い る 細 胞 の 簡 便 な 識 別 を 可 能 に す る で あ ろ う 。 一 般 に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー と
は 選 択 を 可 能 に す る 性 質 を 付 与 す る マ ー カ ー で あ る 。 正 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー は マ ー カ ー
の 存 在 が そ の 選 択 を 可 能 に し 、 一 方 、 負 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー は そ の 存 在 が そ の 選 択 を 妨
げ る マ ー カ ー で あ る 。 正 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー の １ 例 は 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー で あ る 。
薬 剤 選 択 マ ー カ ー の 封 入 は 形 質 転 換 体 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 識 別 を 助 け 、 例 え ば 、 ネ オ マ イ
シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 DHFR、 GPT、 ゼ オ シ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ノ ー
ル に 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 は 有 用 な 選 択 可 能 マ ー カ ー で あ る 。 実 施 条 件 に 基 づ い て 形 質 転
換 体 の 識 別 を 可 能 に す る 表 現 型 を 付 与 す る マ ー カ ー に 加 え て 、 GFPの よ う に ス ク リ ー ニ ン
グ 可 能 な マ ー カ ー な ど 、 そ の 原 理 が 比 色 分 析 で あ る そ の 他 の 種 類 の マ ー カ ー も 考 え ら れ る
。 あ る い は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス ・ チ ミ ジ ン ・ キ ナ ー ゼ 、 （ tk） ま た は ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） な ど ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な 酵 素 を 用 い
る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 。 恐 ら く FACS分 析 と 共 に 、 免 疫 マ ー カ ー を 用 い る や り 方
に も 精 通 し て い る で あ ろ う 。 用 い ら れ る マ ー カ ー は 、 遺 伝 子 生 成 物 を コ ー ド す る 核 酸 と 同
時 に 発 現 さ れ る こ と が 可 能 な 限 り 、 重 要 で あ る と は 考 え ら れ て い な い 。 選 択 及 び ス ク リ ー
ニ ン グ 可 能 な マ ー カ ー の さ ら に 別 の 例 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
２ ． ホ ス ト 細 胞
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 『 細 胞 』 、 『 細 胞 株 』 、 及 び 『 細 胞 培 養 物 』 と い う 用 語

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-514000 A 2005.5.19



は 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 用 語 の 全 部 が 、 次 に 続 く あ ら ゆ る 世 代 で あ る そ れ ら の
子 孫 も 含 ん で い る 。 意 図 的 ま た は 偶 然 の 突 然 変 異 の た め に す べ て の 子 孫 が 同 一 で あ る と は
限 ら な い 。 非 相 同 性 核 酸 配 列 を 発 現 す る と い う 文 脈 の 中 で 、 『 ホ ス ト 細 胞 』 と は 原 核 生 物
ま た は 真 核 生 物 細 胞 を 指 し 、 ベ ク タ ー を 複 製 及 び /又 は ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 非
相 同 性 遺 伝 子 を 発 現 す る 能 力 が あ る 形 質 転 換 可 能 な い ず れ の 生 物 体 な ど も 含 ん で い る 。 ホ
ス ト 細 胞 は ベ ク タ ー の 宿 主 と し て 用 い る こ と が で き 、 実 際 に 用 い ら れ て き た 。 ホ ス ト 細 胞
は 、 修 飾 さ れ た 蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 な ど 外 因 性 の 核 酸 が ホ ス ト 細 胞 内 に 伝 達 あ る い は
導 入 さ れ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 、 『 形 質 転 換 (transfected)』 ま た は 『 形 質 転 換 (transfor
med)』 さ れ る こ と が あ る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に は 一 次 対 象 細 胞 及 び そ の 子 孫 な ど が あ る
。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ホ ス ト 細 胞 は 、 望 ま れ る 結 果 が ベ ク タ ー の 複 製 か 、 ま た は ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ た 核 酸
配 列 の 一 部 ま た は 全 体 の 発 現 か に よ っ て 、 酵 母 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 及 び 哺 乳 動 物 細 胞 な ど
の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 細 胞 に 由 来 す る こ と が で き る 。 数 多 く の 細 胞 株 ま た は 細 胞 培 養
物 が ホ ス ト 細 胞 と し て 利 用 可 能 で あ り 、 生 体 培 養 物 及 び 遺 伝 物 質 の ア ー カ イ ブ と し て 役 割
を 果 た す 機 関 で あ る American Type Culture Collection（ ATCC） を 通 じ て そ れ ら を 入 手 す
る こ と が で き る （ www.atcc.org） 。 適 切 な ホ ス ト は 、 当 業 者 で あ れ ば ベ ク タ ー の バ ッ ク ボ
ー ン 及 び 望 ま れ る 結 果 に 基 づ い て 判 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス
ミ ド は 多 く の ベ ク タ ー の 複 製 の た め に 原 核 生 物 ホ ス ト 細 胞 へ の 導 入 が 可 能 で あ る 。 ベ ク タ
ー の 複 製 及 び /又 は 発 現 の た め に ホ ス ト 細 胞 と し て 用 い ら れ る 細 菌 性 細 胞 に は 、 DH5α 、 JM
109、 及 び 、 KC8、 そ し て SURE R  Competent Cells及 び SOLOPACK T M  Gold Cells（ STRATAGENE
R  La Jolla） な ど 多 数 の 市 販 さ れ て い る 細 菌 性 ホ ス ト な ど が あ る 。 あ る い は 、 大 腸 菌 LE39
2な ど の 細 菌 性 細 胞 が フ ァ ー ジ ・ ウ イ ル ス の た め の ホ ス ト 細 胞 と し て 用 い ら れ て も よ い 。
適 切 な 酵 母 菌 細 胞 に は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ ロ ヴ ィ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、
サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Saccharomyces pombe） 、 及 び 、 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia 
pastoris） な ど が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ベ ク タ ー の 複 製 及 び /又 は 発 現 の た め の 真 核 生 物 ホ ス ト 細 胞 の 例 は 、 HeLa、 NIH3T3、 Jur
kat、 293、 Cos、 CHO、 Saos、 及 び 、 PC12な ど で あ る 。 種 々 の 細 胞 タ イ プ 及 び 生 物 体 か ら の
多 く の ホ ス ト 細 胞 が 利 用 可 能 で あ り 、 当 業 者 に は 公 知 で あ ろ う 。 同 様 に ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー は 、 特 に そ の ベ ク タ ー の 複 製 ま た は 発 現 を 許 容 す る 原 核 ま た は 真 核 生 物 ホ ス ト 細 胞 の い
ず れ か と 共 に 用 い ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 い く つ か の ベ ク タ ー は 原 核 及 び 真 核 生 物 細 胞 内 の 両 方 で 複 製 及 び /又 は 発 現 さ れ る こ と
を 可 能 に す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 上 に 述 べ ら れ た
す べ て の ホ ス ト 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ ら を 維 持 し て ベ ク タ ー の 複 製 を 可 能 に す る 条 件 を さ ら
に 理 解 す る で あ ろ う 。 ま た 、 ベ ク タ ー の 大 量 生 産 、 そ し て ベ ク タ ー 及 び 同 種 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 核 酸 の 生 産 を 可 能 に す る 技 術 及 び 条 件 も
理 解 さ れ 、 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
３ ． 発 現 系
　 上 に 述 べ ら れ た 少 な く と も 一 部 ま た は す べ て の 組 成 物 か ら 成 る 数 多 く の 発 現 系 が 存 在 す
る 。 原 核 及 び /又 は 真 核 生 物 に 基 づ く 系 が 、 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 同 種 の ポ リ ペ プ チ ド 、
蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を 生 成 す る た め 本 発 明 に よ る 利 用 に 用 い ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。
そ の よ う な 多 く の 系 が 市 販 用 に 広 く 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 昆 虫 細 胞 /バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 は 、 い ず れ も 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国
特 許 第 5,871,986号 明 細 書 及 び 第 4,879,236号 明 細 書 で 述 べ ら れ 、 例 え ば 、 INVITROGEN R 社
か ら MAXBAC R  2.0、 及 び CLONTECH R 社 か ら BACPACK T M  BACULOVIRUS EXPRESSION SYSTEMの 製
品 名 で 購 入 可 能 な 、 非 相 同 性 核 酸 断 片 の 高 レ ベ ル な 蛋 白 質 発 現 を 生 じ さ せ る こ と が で き る

10

20

30

40

50

(46) JP 2005-514000 A 2005.5.19



。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 開 示 さ れ た 発 現 系 に 加 え て 、 そ の 他 の 発 現 系 の 例 に は 、 合 成 エ ク ジ ソ ン 誘
導 性 レ セ プ タ を 含 ん で い る STRATAGENE R 社 の COMPLETE CONTROL T M  Inducible Mammalian Ex
pression System、 及 び 、 大 腸 菌 発 現 系 で あ る 同 社 の pET Expression Systemな ど が あ る 。
誘 導 性 発 現 系 の 別 の 例 は 、 完 全 長 CMVプ ロ モ ー タ を 用 い る 誘 導 性 哺 乳 動 物 発 現 系 で あ る T-R
EX T M （ テ ト ラ イ サ イ ク リ ン 調 節 発 現 ） 系 が INVITROGEN R 社 か ら 利 用 可 能 で あ る 。 INVITROGE
N R 社 は メ チ ロ ト ー フ 酵 母 菌 で あ る ピ チ ア ・ メ タ ノ リ カ （ Pichia methanolica） 内 で 組 み 換
え 体 蛋 白 質 を 高 レ ベ ル で 生 成 す る た め に デ ザ イ ン さ れ た Pichia methanolica Expression 
Systemと い う 名 称 の 酵 母 菌 発 現 系 も 提 供 し て い る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 核 酸 配 列 ま た は そ の
同 種 の ポ リ ペ プ チ ド 、 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を 生 成 す る た め 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト な ど の ベ
ク タ ー を 発 現 さ せ る や り 方 を 周 知 し て い る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ５ 】
４ ． ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー
　 発 現 ベ ク タ ー が 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 数 多 く の 方 法 が あ る 。 本 発 明 に よ る い く つ か の 実 施
の 形 態 で 、 発 現 ベ ク タ ー は ウ イ ル ス 、 ま た は ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 由 来 す る 遺 伝 子 操 作 さ れ
た ベ ク タ ー を 含 ん で い る 。 レ セ プ タ に 媒 介 さ れ た 飲 食 作 用 (endocytosis)を 通 じ て 細 胞 に
侵 入 し 、 ホ ス ト 細 胞 の ゲ ノ ム に 合 体 し て ウ イ ル ス の 遺 伝 子 を 安 定 的 、 効 率 的 に 発 現 さ せ る
一 部 の ウ イ ル ス の 能 力 は 、 ウ イ ル ス を 異 種 由 来 の 遺 伝 子 を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 送 り 込 む た め
の 魅 力 的 な 候 補 者 に し て き た （ Ridgeway, 1988; Nicolas and Rubenstein, 1988; Baichw
al and Sugden, 1986; Temin, 1986） 。 遺 伝 子 ベ ク タ ー と し て 使 わ れ た 最 初 の ウ イ ル ス は
、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス （ サ ル ・ ウ イ ル ス 40、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 及 び ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス
） （ Ridgeway, 1988; Baichwal and Sugden, 1986） 、 及 び ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ridgeway, 1
988; Baichwal and Sugden, 1986） を 含 ん で い る DNAウ イ ル ス で あ っ た 。 こ れ ら は 異 種 由
来 の DNA配 列 に 対 し て 比 較 的 低 い 能 力 を 持 ち 、 限 定 的 な ホ ス ト ・ ス ペ ク ト ル を 有 し て い る
。 さ ら に 、 複 製 を 許 容 す る 細 胞 内 に お け る そ れ ら の 腫 瘍 形 成 の 潜 在 能 力 及 び 細 胞 病 理 学 的
効 果 は 安 全 性 の 懸 念 を 高 め る 。 そ れ ら の ウ イ ル ス は 異 種 由 来 の 遺 伝 物 質 を ８ kbま で し か 収
容 で き な い が 、 種 々 の 細 胞 株 及 び 実 験 用 動 物 に う ま く 導 入 さ れ る こ と が 可 能 で あ る （ Nico
las and Rubenstein, 1988; Temin, 1986） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス は 。 感 染 し た 細 胞 内 で そ の RNAを 二 本 鎖 DNAに 変 換 さ せ る 能 力 に よ っ て 特
徴 づ け ら れ る 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス 群 で あ る 。 他 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 本 発 明 に お い て 発
現 コ ン ス ト ラ ク ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 ワ ク シ ニ ア ・ ウ イ ル ス （ Ridgeway, 1988; 
Baichwal and Sugden, 1986; Coupar et al., 1988） 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス （ AAV） （ Rid
geway, 1988; Baichwal and Sugden, 1986; Hermonat and Muzyoska, 1984） 、 及 び ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 由 来 す る ベ ク タ ー を 用 い て も よ い 。 そ れ ら の ウ イ ル ス は 種
々 の 哺 乳 動 物 細 胞 に 対 す る い く つ か の 魅 力 的 な 特 徴 を 提 供 す る （ Friedmann, 1989; Ridge
way, 1988; Baichwal and Sugden, 1986; Coupar et al., 1988; Horwich et al., 1990
） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ｂ ． 核 酸 検 出
　 デ ザ イ ナ ー 毒 素 及 び 修 飾 蛋 白 質 発 現 の 検 出 に お い て の 利 用 に 加 え て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ て い る 核 酸 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び /又 は ペ プ チ ド に は そ れ 以 外 の 多 様 な 利 用 法 が あ る 。
例 え ば 、 そ れ ら は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 実 施 の 形 態 に お い て プ ロ ー ブ あ る い
は プ ラ イ マ ー と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 修 飾 さ れ た 蛋 白 質 あ る い は デ ザ イ ナ ー 毒 素 を
コ ー ド す る 核 酸 の 検 出 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
１ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 13か ら 100ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 17か ら 100ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 本 発 明 の い く つ か
の 実 施 形 態 で は 最 大 １ － ２ キ ロ 塩 基 あ る い は そ れ 以 上 の 長 さ の プ ロ ー ブ を 用 い る と 、 安 定
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性 と 選 択 性 の 両 方 を 兼 ね 備 え た 二 重 分 子 の 形 成 が 可 能 に な る 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
の 安 定 性 及 び /又 は 選 択 性 を 増 大 さ せ る た め に は 、 通 常 は 、 長 さ で 20塩 基 以 上 の 連 続 し た
範 囲 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 分 子 が 好 ま し い 。 通 常 、 人 は 20-30ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は
望 ま し い 場 合 は そ れ 以 上 の 長 さ の 、 １ つ 以 上 の 相 補 性 配 列 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 用 の 核 酸 分 子 を 設 計 す る こ と を 好 む 。 そ う し た フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 化 学 的 手 段 に
よ っ て そ の フ ラ グ メ ン ト を 直 接 合 成 し た り 、 あ る い は 選 択 さ れ た 配 列 を 組 み 換 え 体 ベ ク タ
ー に 導 入 し て 組 み 換 え 体 を 生 産 す る こ と に よ っ て 簡 単 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ れ ら の 能 力 を し て DNA及 び /ま た は RNAの 相
補 的 広 が り を 有 す る 複 合 分 子 を 選 択 的 に 形 成 し た り 、 あ る い は サ ン プ ル か ら の DNA又 は RNA
を 増 幅 さ せ る た め の プ ラ イ マ ー を 提 供 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 構 想 さ れ て い る
応 用 に よ っ て 、 標 的 に 配 列 に 対 す る プ ロ ー ブ あ る い は プ ラ イ マ ー の 異 な っ た 程 度 の 選 択 性
を 達 成 す る た め に 異 な っ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 用 い た い と 思 う で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 高 度 の 選 択 性 を 必 要 と す る 応 用 例 の 場 合 、 人 は 通 常 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る た め に 比 較
的 厳 し い 条 件 を 用 い る こ と を 希 望 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 約 50℃ か ら 約 70℃ の 温 度 で 、 約
0.02Mか ら 約 0.10M　 NaClで も た ら さ れ る よ う な 比 較 的 低 濃 度 の 塩 及 び /ま た は 高 温 条 件 で
あ る 。 こ う し た 厳 し い 条 件 で は プ ロ ー ブ あ る い は プ ラ イ マ ー と テ ン プ レ ー ト あ る い は 標 的
ス ト ラ ン ド の 間 の 不 一 致 が あ る 場 合 ほ と ん ど 許 容 し な い の で 、 特 定 の 遺 伝 子 を 単 離 し た り
、 特 定 の mRNA転 写 体 を 検 出 す る の に 特 に 適 し て い る 。 一 般 的 に は 、 ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 料
を 加 え る こ と で 条 件 を よ り 厳 し く す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 た と え ば 、 サ イ ト 指 定 突 然 変 異 誘 発 な ど 一 定 の 応 用 例 の 場 合 、 厳 格 さ が 低 め の 条 件 の 方
が 好 ま し い 。 こ れ ら の 条 件 下 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ス ト ラ ン ド の 配 列 が 完 全 に 相 補 的
で な く て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 起 き る 場 合 が あ る が 、 １ つ あ る い は 複 数 の 位 置 で 不
一 致 が 存 在 す る 。 塩 濃 度 を よ り 高 く す る か 及 び /又 は 温 度 を 低 く す る こ と に よ っ て 条 件 の
厳 格 さ を よ り 低 く す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 約 ０ ． １ － ０ ． ２ ５ Mの NaClと 約 37℃ か ら
約 ５ ５ ℃ の 温 度 で 中 間 程 度 の 厳 格 さ の 条 件 を 提 供 す る こ と が で き 、 約 0.15Mか ら 約 0.9Mの
塩 と 、 約 20℃ か ら 約 55℃ の 温 度 で よ り 低 い 厳 格 さ の 条 件 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 望 ま し い 結 果 に 応 じ て 容 易 に 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 の 形 態 で 、 例 え ば 、 50mMト リ ス  HCl（ pH8.3） 、 75mM KCl、 ３ mM MgCl 2 、 1.0ｍ
Mジ チ オ ス レ イ ト ル 、 約 20℃ － 約 37℃ の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 起 こ さ せ る こ と
が で き る 。 用 い ら れ る そ の 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と し て は 、 約 40℃ － 約 72℃ の
温 度 で 、 10mMト リ ス 塩 酸 （ pH8.3） 、 50mM KCl、 1.5mM MgCl 2 な ど あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 本 発 明 に よ る 定 義 さ れ た 配 列 の 核 酸 を ラ ベ ル な ど ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 判 定 す る た め の 適 切 な 手 段 と 組 み 合 わ せ て 用 い る の が 好 適 で あ ろ う 。 こ の
技 術 領 域 で は 広 範 な 種 々 の イ ン ジ ケ ー タ 手 段 が 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 蛍 光 性 、 放 射 性 、
酵 素 性 、 あ る い は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン な ど 検 出 さ れ 得 る そ の 他 の リ ガ ン ド な ど が そ の 例 で
あ る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 に お い て は 、 放 射 性 あ る い は そ の 他 の 環 境 的 に 望 ま し く な い 試
薬 に 代 え て 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 あ る い は ペ ロ キ シ ダ ー ゼ な ど の 蛍 光 性 ラ ベ ル あ
る い は 酵 素 タ グ を 用 い る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 酵 素 タ グ の 場 合 、 視 覚 的 あ る い は 分 光
光 度 測 定 で 検 出 可 能 な 検 出 手 段 を 提 供 し た り 、 サ ン プ ル を ふ く む 相 補 的 な 核 酸 と の 固 有 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 識 別 す る た め に 用 い る こ と が で き る 比 色 分 析 イ ン ジ ケ ー タ 担 体
が 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 一 般 的 に 、 こ こ で 述 べ ら れ て い る プ ロ ー ブ あ る い は プ ラ イ マ ー は 、 PCR T M に お け る よ う
に 、 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め の 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 あ る い は 固 相
を 用 い た 実 施 例 で 使 わ れ る 試 薬 と し て 有 益 で あ ろ う 。 固 相 を 用 い る 実 施 の 形 態 に お い て は
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、 テ ス ト DNA（ あ る い は RNA） は 選 択 さ れ た 基 質 あ る い は 表 面 に 吸 着 、 あ る い は そ の 他 の 形
態 で 固 着 さ れ る 。 こ の 固 定 さ れ た １ 本 鎖 核 酸 は 次 に 望 ま し い 条 件 下 で 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 。 選 択 さ れ る 条 件 は そ れ ぞ れ の 具 体 的 な 状 況 （ 例 え ば 、
G+C含 量 、 標 的 核 酸 の タ イ プ 、 核 酸 供 給 源 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ ー ブ の サ イ ズ
な ど ） に 依 存 す る 。 特 定 の 適 用 例 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 最 適 化 す る 方 法
は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 非 固 有 結 合 プ ロ ー ブ 分 子 を 除 去 す る た め に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
た 分 子 を 洗 浄 し た 後 、 結 合 し た ラ ベ ル の 量 を 判 定 す る こ と で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
検 出 し 、 及 び /又 は 定 量 す る 。 代 表 的 な 固 相 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 は 米 国 特 許 第 5,8
43,663、 5,900,481及 び 5,919,626号 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 用 い
る こ と が で き る そ の 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,849,481、 5,849,4
86及 び 5,851,772号 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 。 明 細 書 の こ の 部 分 に 示 さ れ て い る こ れ ら 、
及 び そ の 他 の 引 例 の 該 当 す る 部 分 は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
２ ． 核 酸 の 増 幅
　 増 幅 用 テ ン プ レ ー ト と し て 用 い ら れ る 核 酸 は 標 準 的 な 技 術 で 細 胞 、 組 織 あ る い は そ の 他
の サ ン プ ル か ら 分 離 す る こ と が で き る （ Sambrook et al., 1989） 。 い く つ か の 実 施 の 形
態 で 、 分 析 は テ ン プ レ ー ト 核 酸 を 実 質 的 に 精 製 せ ず に 細 胞 、 組 織 ホ モ ジ ェ ネ ー ト あ る い は
生 物 流 体 サ ン プ ル 全 部 を 用 い て 行 な わ れ る 。 核 酸 は ゲ ノ ム 性 DNAで も 、 全 細 胞 RNAで あ っ て
も よ い 。 RNAが 用 い ら れ る 場 合 、 そ の RNAを 最 初 に 相 補 性 DNAに 転 換 さ せ る こ と が 望 ま し い
場 合 も あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る 『 プ ラ イ マ ー 』 と い う 用 語 は 、 テ ン プ レ ー ト 依 存 プ ロ セ ス で 初 期
の 核 酸 の 合 成 を 開 始 さ せ る こ と が で き る す べ て の 核 酸 を 含 ん で 意 味 し て い る 。 標 準 的 に 、
長 さ が 10－ 20、 及 び /又 は 30程 度 の 塩 基 対 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 、 そ れ よ り
長 い 配 列 を 用 い る こ と も で き る 。 プ ラ イ マ ー は ２ 本 鎖 、 あ る い は 1本 鎖 の い ず れ の 形 状 で
で も 提 供 す る こ と が で き る が 、 １ 本 鎖 の 方 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 配 列 識 別 番 号 ： １ あ る い は そ の 他 の 配 列 識 別 番 号 に 対 応 す る 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー の 対 を 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る
条 件 下 で テ ン プ レ ー ト 核 酸 に 接 触 さ せ る 。 望 ま し い 適 用 例 に 応 じ て 、 そ の プ ラ イ マ ー に 完
全 に 相 補 的 な 配 列 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン だ け を 可 能 に す る よ う な 高 度 に 厳 格 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 選 択 す る こ と も で き る 。 他 の 実 施 の 形 態 に お い て は 、 プ ラ
イ マ ー 配 列 と の 間 で １ つ あ る い は ２ つ の 不 一 致 を 含 む よ う な 核 酸 の 増 幅 を 可 能 に す る よ う
な や や 低 い 厳 格 さ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な う こ と も で き る 。 一 度 ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ れ る と 、 テ ン プ レ ー ト － プ ラ イ マ ー 複 合 体 は テ ン プ レ ー ト 依 存 核 酸 合 成 を 促 進 す る １
つ 以 上 の 酵 素 と 接 触 さ せ ら れ る 。 十 分 な 量 の 増 幅 生 成 物 が つ く り だ さ れ る ま で 、 『 サ イ ク
ル 』 と 呼 ば れ る 複 数 回 の 増 幅 が 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 増 幅 生 成 物 は 検 出 、 定 量 が 可 能 で あ る 。 い く つ か の 応 用 例 で は 、 検 出 は 視 覚 的 な 手 段 を
用 い て 行 な わ れ る 。 あ る い は 、 検 出 に は 化 学 蛍 光 、 組 み 込 ま れ た 放 射 性 あ る い は 蛍 光 性 ラ
ベ ル の 放 射 性 シ ン チ グ ラ フ ィ 、 あ る い は 電 気 的 及 び /又 は 熱 的 イ ン パ ル ス 信 号 を 用 い た シ
ス テ ム （ Affymax technology, Bellus, 1994） な ど を 介 し た 間 接 的 識 別 ス テ ッ プ を 含 ん で
い る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 任 意 の テ ン プ レ ー ト ・ サ ン プ ル 内 に 存 在 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 さ せ る
た め に 多 数 の テ ン プ レ ー ト 依 存 プ ロ セ ス を 用 い る こ と が で き る 。 最 も 良 く 知 ら れ て い る 増
幅 方 法 の １ つ は ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR T M と 称 さ れ る ） で 、 こ れ は 米 国 特 許 第 4,683,195
、 4,683,202及 び 4,800,159号 明 細 書 、 及 び Innis et al., 1998に 詳 細 に 述 べ ら れ て お り 、
こ れ ら の 文 献 は 引 用 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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　 増 幅 さ れ た mRNAの 量 を 定 量 す る た め に 逆 転 写 酵 素 PCR T M 増 幅 手 順 を 用 い る こ と も で き る
。 ｃ DNAに RNAを 逆 転 写 す る 方 法 は 周 知 で あ る （ Sambrook et al., 1989参 照 ） 。 逆 転 写 の
た め の も う 1つ の 方 法 は 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る 方 法 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は WO
90/07641に 述 べ ら れ て い る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 法 は こ の 技 術 領 域 で 周 知 で あ る 。 RT-PCR
の 代 表 的 な 方 法 は 米 国 特 許 第 5,882,864号 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 別 の 増 幅 方 法 は 欧 州 特 許 出 願 第 320,308号 公 報 に 開 示 さ れ て い る リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 （ "LCR"
） で 、 こ の 特 許 は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 米 国 特 許 第 4,883,750
号 明 細 書 も プ ロ ー ブ 対 を 標 的 配 列 に 結 合 さ せ る た め の LCRに 似 た 方 法 に つ い て 述 べ て い る
。 PCR T M に 基 づ く 方 法 と 米 国 特 許 第 5,912,148号 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ チ ド
・ リ ガ ー ゼ ・ ア ッ セ イ （ OLA） も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 の た め に 用 い る こ と が で き る 標 的 核 酸 配 列 を 増 幅 さ せ る そ の 他 の 方 法 は 米
国 特 許 第 5,843,650、 5,846,709、 5,846,783、 5,849,546、 5,849,497、 5,849,547、 5,858,
652、 5,866,366、 5,916,776、 5,922,574、 ５ ,928,905、 5,928,906、 5,932,451、 5,935,82
5、 5,939,291及 び 5,942,391号 各 明 細 書 、 英 国 特 許 出 願 第 2 202 328及 び PCT出 願 第 PCT/US8
9/01025公 報 に お い て 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 PCT出 願 第 PCT/US87/00880公 報 に 述 べ ら れ て い る Qベ ー タ ・ レ プ リ カ ー ゼ も 本 発 明 で の 増
幅 方 法 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 標 的 の 領 域 に 相 補 的 な 領 域 を 有
す る RNAの 複 製 配 列 を RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で サ ン プ ル に 加 え る 。 こ の ポ リ メ ラ ー ゼ は
上 記 複 製 配 列 だ け を コ ピ ー す る の で 、 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 制 限 サ イ ト の １ つ の ス ト ラ ン ド に ヌ ク レ オ チ ド 5'-[ア ル フ ァ － チ オ ]-ト リ ホ ス フ ェ ー ト
を 含 ん で い る 標 的 分 子 の 増 幅 を 達 成 す る た め に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と リ ガ ー ゼ が 用 い
ら れ る 定 温 増 幅 法 も 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 に お い て 有 効 で あ る 可 能 性 が あ り （ Walker et al
., 1992） 。 米 国 特 許 第 5,916,779号 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ス ト ラ ン ド 置 換 増 幅 （ SDA）
も ス ト ラ ン ド 置 換 及 び 合 成 、 つ ま り ニ ッ ク ・ ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン を 複 数 ス テ ッ プ 含 み 核 酸
の 定 温 増 幅 を 実 行 す る た め の 別 の 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 別 の 核 酸 増 幅 手 順 は 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 (NASBA)及 び 3SR(Kwoh et al., 1989; PCT Ap
plication WO 88/10315、 参 照 に よ り 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 込 み )を 含 む 転 写 ベ ー ス 増 幅 シ
ス テ ム (TAS)な ど が あ る 。 欧 州 特 許 出 願 第 329 822は １ 本 鎖 RNA("ssRNA")、 ssDNA、 及 び ２
本 鎖 DNA(dsDNA)を 循 環 方 式 に 合 成 す る 増 幅 プ ロ セ ス を 含 む 核 酸 増 幅 プ ロ セ ス を 開 示 し て い
る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 PCT出 願 WO 89/06700（ 参 照 に よ っ て そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） は プ ロ モ ー タ 領 域
／ プ ラ イ マ ー 配 列 を 標 的 1本 鎖 DNA("ssDNA")に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の 後 に そ の 配 列 の R
NAコ ピ ー が 多 数 転 写 さ れ る 核 酸 増 幅 方 式 を 開 示 し て い る 。 こ の 方 式 は 循 環 方 式 で は な く 、
従 っ て 新 し い テ ン プ レ ー ト が 結 果 と し て 得 ら れ る RNA転 写 体 か ら つ く り だ さ れ る こ と は な
い 。 そ の 他 の 増 幅 方 法 に は "RACE"及 び "片 側 PCR"(Frohman, 1990; Ohara et al., 1989)な
ど が あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
３ ． 核 酸 の 検 出
　 い ず れ か の 増 幅 に 続 い て 、 テ ン プ レ ー ト か ら の 増 幅 生 成 物 及 び /又 は 過 剰 プ ラ イ マ ー を
分 離 す る の が 望 ま し い 。 １ つ の 実 施 の 形 態 で 、 増 幅 生 成 物 は 標 準 的 な 方 法 に 基 づ く ア ガ ロ
ー ス 、 ア ガ ロ ー ス － ア ク リ ル ア ミ ド 、 あ る い は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ
て 分 離 さ れ る （ Sambrook et al., 1989） 。 分 離 さ れ た 増 幅 生 成 物 は 切 断 し て 、 ゲ ル か ら
溶 離 さ せ 、 さ ら に 操 作 さ れ る 。 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル を 用 い て 、 分 離 さ れ た バ ン ド を そ
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の ゲ ル を 加 熱 し 、 さ ら に 核 酸 を 抽 出 す る こ と で 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 核 酸 の 分 離 は 先 行 技 術 で 周 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 技 術 で 行 な う こ と も で き る 。 本 発 明 の
実 施 に お い て 用 い る こ と が で き る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は 多 く の 種 類 が あ り 、 吸 着 、 分 割 、 イ
オ ン 交 換 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト 、 分 子 ふ る い 、 逆 相 、 カ ラ ム 、 紙 、 薄 層 、 及 び ガ ス ・
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 及 び HLPCな ど で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 い く つ の 実 施 の 形 態 で 、 増 幅 生 成 物 が 視 覚 化 さ れ る 。 代 表 的 な 視 覚 化 方 法 は 、 臭 化 エ チ
ジ ウ ム に よ る ゲ ル の 染 色 、 及 び 紫 外 線 に よ る バ ン ド の 視 覚 化 な ど の ス テ ッ プ を 含 ん で い る
。 あ る い は 、 増 幅 生 成 物 が 放 射 性 あ る い は 蛍 光 性 ラ ベ ル 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド と 一 体 的 に
ラ ベ ル さ れ て い る 場 合 、 分 離 さ れ た 増 幅 生 成 物 を ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 出 さ せ た り 、 あ る い は
適 切 な 励 起 ス ペ ク ト ル 下 で 視 覚 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 １ つ の 実 施 の 形 態 で 、 増 幅 生 成 物 の 分 離 に 続 い て 、 ラ ベ ル さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ を 増 幅 さ
れ た マ ー カ ー 配 列 と 接 触 さ せ る 。 こ の プ ロ ー ブ は 好 ま し く は ク ロ モ フ ォ ル に 接 合 さ れ て い
る が 、 放 射 性 物 質 で ラ ベ ル さ れ て い て も よ い 。 別 の 実 施 の 形 態 で 、 プ ロ ー ブ は 抗 体 、 ビ オ
チ ン な ど の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 あ る い は 検 出 可 能 な 成 分 を 含 む 別 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 接 合 さ
れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 １ つ の 特 殊 な 実 施 の 形 態 で 、 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ に よ る
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 が 行 な わ れ る 。 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 関 連 す る
技 術 に つ い て は 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Sambrook et al.,1989参 照 ） 。 上 に 述 べ た こ と の 1
例 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,279,721号 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る
が 、 特 許 は 自 動 電 気 泳 動 及 び 核 酸 の 移 送 の た め の 装 置 と 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ の 装 置 は
ゲ ル の 外 部 的 操 作 な し で 電 気 泳 動 及 び ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 可 能 に す る も の で あ り 、 本 発 明 に
よ る 方 法 を 実 行 す る の に 理 想 的 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 用 い る こ と が で き る 他 の 核 酸 検 出 の た め の そ の 他 の 方 法 は 、 米 国
特 許 第 5,840,873、 5,843,640、 5,843,651、 5,846,708、 5,846,717、 5,846,726、 5,846,72
9、 5,849,487、 5,853,990、 5,853,992、 5,853,993、 5,856,092、 5,861,244、 5,863,732、
5,863,753、 5,866,331、 5,905,024、 5,910,407、 5,912,124、 5,912,125、 5,919,630、 5,9
25,517、 5,928,862、 5,928,869、 5,929,227、 5,932,413及 び 5,935,791号 各 明 細 書 に 開 示
さ れ て お り 、 こ れ ら は す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
４ ． そ の 他 の ア ッ セ イ
　 例 え ば 、 ゲ ノ ム 性 DNA、 cDNA、 及 び /又 は RNAサ ン プ ル に お け る 突 然 変 異 を 検 出 す る た め
に 、 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の そ の 他 の 方 法 を 本 発 明 の 範 囲 内 で 用 い る こ と が で き る
。 ポ イ ン ト 突 然 変 異 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 方 法 は 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ "DGGE"
） 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 分 析 （ "RFLP"） 、 化 学 的 あ る い は 酵 素 に よ る 切 断 方 法 、 PCR T
M （ 上 記 参 照 ） に よ っ て 増 幅 さ れ た 標 的 領 域 の 直 接 ス ク リ ー ニ ン グ 、 1本 鎖 配 座 多 型 分 析 （
"SSCP"） 、 及 び そ の 他 の 方 法 が こ の 技 術 領 域 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ポ イ ン ト 突 然 変 異 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の １ つ の 方 法 は 、 RNA/DNA又 は RNA/RNAヘ テ
ロ 二 本 鎖 に お け る 塩 基 対 不 一 致 の RNase切 断 に 基 づ い て い る 。 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 『
不 一 致 』 と い う 用 語 は 、 ２ 本 鎖 RNA/RNA、 RNA/DNA、 あ る い は DNA/DNA分 子 に お い て １ つ 以
上 の 対 を 形 成 し て い な い 、 あ る い は 誤 っ て 対 を 形 成 し て い る 領 域 と 定 義 さ れ る 。 こ の 定 義
は 、 挿 入 ／ 欠 失 突 然 変 異 に よ る 不 一 致 、 あ る い は １ つ 又 は 複 数 の 塩 基 ポ イ ン ト 突 然 変 異 に
よ る 不 一 致 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 米 国 特 許 第 4,946,773号 明 細 書 は DNAあ る い は RNAテ ス ト ・ サ ン プ ル を ア ニ ー リ ン グ す る
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ス テ ッ プ と 、 そ の 後 で 行 な わ れ る RNaseに よ る 核 酸 複 合 体 の 処 理 を 含 む RNase不 一 致 ア ッ セ
イ に つ い て 述 べ て い る 。 不 一 致 を 検 出 す る た め に 、 サ イ ズ に よ っ て 電 気 泳 動 に 分 離 し た RN
ase処 理 の 1本 鎖 生 成 物 を 、 同 様 に 処 理 し た 比 較 対 照 の ２ 本 鎖 構 成 物 と 比 較 す る 。 比 較 対 照
の ２ 本 鎖 構 成 物 で は み ら れ な い よ り 小 さ な フ ラ グ メ ン ト （ 切 断 生 成 物 ） を 含 む サ ン プ ル を
ポ ジ テ ィ ブ と し て ス コ ア す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 他 の 研 究 者 等 は 不 一 致 ア ッ セ イ に お け る RNase Iの 使 用 に つ い て 述 べ て い る 。 不 一 致 検
出 の た め の RNaseの 使 用 は Promega Biotech社 の 文 献 に 述 べ ら れ て い る 。 Promega社 は RNase
を 含 む キ ッ ト を 市 販 し て お り 、 伝 え ら れ る と こ ろ で は こ の キ ッ ト は ４ つ の 知 ら れ い る 不 一
致 の う ち の ３ つ を 切 断 す る 。 他 の 者 は 単 一 塩 基 不 一 致 の 検 出 の た め に MutS蛋 白 質 あ る い は
そ の 他 の DNA修 繕 酵 素 を 使 用 す る こ と に つ い て 述 べ て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 欠 失 、 挿 入 あ る い は 置 換 突 然 変 異 を 検 出 す る た め に 本 発 明 の 実 施 に お い て 用 い る こ と が
で き る そ の 他 の 方 法 は 米 国 特 許 第 5,849,483、 5,851,770、 5,866,337、 5,925,525及 び 5,92
8,870号 各 明 細 書 に 述 べ ら れ て お り 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書
に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
Ｃ ． 遺 伝 子 導 入 の 方 法
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 を 発 現 さ せ る た め に 核 酸 導 入 に 適 し た 方 法 は 、 核 酸 （ 例 え ば 、 ウ イ
ル ス 及 び 非 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 含 む DNA） を 本 明 細 書 で 述 べ ら れ て い る よ う な 、 あ る い
は 当 業 者 に 周 知 の 細 胞 小 器 官 、 細 胞 、 組 織 あ る い は 器 官 に 送 り 込 む こ と が で き る ほ と ん ど
す べ て の 方 法 が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 そ う し た 方 法 と し て は 、 微 量 注 入 （ Harlan and W
eintraub, 1985; 米 国 特 許 第 5,789,215号 明 細 書 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） を
含 む 注 入 な ど の DNAの 直 接 的 導 入 （ 米 国 特 許 第 5,994,624、 5,981,274、 5,945,100、 ５ ,780
,448、 ５ ,736,524、 5,702,932、 5,656,610、 5,589,466及 び 5,580,859号 各 明 細 書 、 そ れ ぞ
れ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） ； エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 米 国 特 許 第 5,384,253
号 明 細 書 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） ； リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 （ Graham and Van
 Der Eb, 1973; Chen and Okayama, 1987; Rippe et al., 1990） ; DEAE-デ キ ス ト ラ ン を
使 用 し 、 そ の 後 で ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル を 使 用 す る 方 法 （ Gopal, 1985） ;直 接 音 響 負
荷 （ Fechheimer et al., 1987） ;リ ポ ソ ー ム 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Nicolau and Se
ne, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987; Wong et al, 1980; Kaneda et
 al., 1989, Kato et al., 1991） ; 微 量 照 射 体 の 集 中 的 照 射 （ PCT出 願 第 WO94/09699及 び
95/06128号 公 報 、 米 国 特 許 第 5,610,042; 5,322,783、 5,563,055、 5,550,318、 5,538,877
及 び 5,538,880号 各 明 細 書 参 照 。 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） ； シ リ コ ン ・ カ ー バ
イ ド 繊 維 に よ る 攪 拌 （ Kaeppler et al., 1990; 米 国 特 許 第 5,302,523及 び 5,464,765号 明
細 書 、 そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） ； ア グ ロ バ ク テ リ ア 媒 介 形 質 転 換 （ 米
国 特 許 第 5,591,616及 び 5,563,055号 明 細 書 、 そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ）
； あ る い は プ ロ ト プ ラ ス ト の PEG媒 介 形 質 転 換 （ 米 国 特 許 第 4,684,611及 び 4,952,500号 明
細 書 、 そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 み ） ； あ る い は 乾 燥 ／ 抑 制 媒 介 DNA摂 取 （ P
otrykus et al., 1985） な ど に よ る も の が あ り 、 こ れ 以 外 に も あ る 。 こ う し た 技 術 を 適 用
す る こ と で 、 細 胞 小 器 官 、 細 胞 、 組 織 あ る い は 器 官 を 安 定 的 、 あ る い は 一 次 的 に 形 質 転 換
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
III． リ ポ ソ ー ム 非 活 性 化 蛋 白 質
　 リ ポ ソ ー ム 抑 制 毒 素 (RIT)は 真 核 生 物 に お け る 蛋 白 質 合 成 の 抑 制 因 子 で あ る 。 こ れ ら の
蛋 白 質 の 酵 素 的 領 域 は 、 そ れ ら が 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 入 り こ む と 、 触 媒 的 に リ ポ ソ
ー ム を 非 活 性 化 さ せ る こ と が で き る 細 胞 毒 性 n-グ リ コ シ ダ ー ゼ と し て 作 用 す る 。 こ の こ と
は 28srRNAの 位 置 4324で ア デ ニ ン の n-グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る こ と で 行 わ れ 、 そ れ に よ
っ て 見 か け 上 延 伸 因 子 用 の 結 合 サ イ ト を 破 壊 す る こ と に よ っ て リ ポ ソ ー ム を 不 可 逆 的 に 非
活 性 化 さ せ る 。 バ ク テ リ ア か ら 分 離 さ れ た RITは 高 級 植 物 で も 広 く 分 布 し て い る 。 植 物 に
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お い て は ２ つ の タ イ プ が あ り 、 タ イ プ 1毒 素 は リ ポ ソ ー ム 抑 制 作 用 を 有 す る 単 一 ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 を 有 し て お り 、 タ イ プ IIは ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 細 胞 結 合 特 性 を 有 す る B鎖 に
結 合 さ れ て い る 、 タ イ プ I蛋 白 質 と 類 似 し た A鎖 を 有 し て い る 。 タ イ プ I RITの 例 は ゲ ロ ニ
ン 、 ド デ カ ン ド リ ン 、 ト リ コ サ ン チ ン 、 ブ リ オ ジ ン 、 ト リ コ キ リ ン 、 ミ ラ ビ リ ス 抗 ウ イ ル
ス 蛋 白 質 、 バ ー レ イ ・ リ ポ ソ ー ム 非 活 性 化 蛋 白 質 （ BRIP） 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ イ ル ス 蛋 白 質
(RAP)、 サ ポ ニ ン 、 ル フ ィ ン 、 そ し て モ モ ル デ ィ ン で あ る 。 タ イ プ II毒 素 に は リ シ ン と ア
ブ リ ン が あ る 。 毒 素 は こ こ に 述 べ ら れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か と 接 合 さ れ た り 、 あ
る い は そ れ ら と の 融 合 蛋 白 質 と し て 発 現 さ れ る 。 あ る い は 、 本 発 明 に よ る 修 飾 毒 素 は 化 学
治 療 剤 あ る い は 向 標 的 剤 な ど 小 型 の 分 子 に 接 合 さ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
Ａ ． 免 疫 毒 素
　 本 発 明 に よ る 毒 素 は 細 胞 阻 害 性 治 療 剤 の 成 分 と し て の 使 用 に 特 に 適 し て い る 。 こ れ ら の
細 胞 阻 害 剤 は 第 2の 成 分 の 特 殊 は 結 合 能 力 に よ っ て そ の 毒 素 成 分 が 向 か わ せ ら れ る 特 定 の
細 胞 タ イ プ を 選 択 的 に 除 去 す る た め に in vivoで 使 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 阻 害 剤 を 形
成 す る た め に は 、 本 発 明 に よ る 修 飾 さ れ た 毒 素 を キ メ ラ 性 及 び CDR移 植 抗 体 を 含 む モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 抗 体 領 域 ／ フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Fab、 Fab'、 F(ab').sub.2、 1本 鎖 抗
体 、 及 び Fvあ る い は 単 一 可 変 領 域 ） な ど に 接 合 す る こ と が で き る 。 毒 素 を 含 む 免 疫 接 合 体
は 免 疫 毒 素 と 表 現 さ れ る 。 免 疫 毒 素 は 免 疫 接 合 体 よ り 融 合 蛋 白 質 を 含 ん で い る 場 合 の 方 が
多 い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 遊 離 の シ ス チ ン 残 基 を 含 む 遺 伝 子 的 に 操 作 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 接 合 さ れ 修 飾 毒
素 は 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Fab'と F(ab')、 sub.2断 片 は 本 発 明 に お い て 有 用 で 、 WO8
9/00999号 公 報 に 開 示 さ れ て お り 、 引 用 に よ っ て 本 願 発 明 に 組 み 込 ま れ る 。
あ る い は 、 修 飾 毒 素 を ヒ ト 化 さ れ た あ る い は ヒ ト に 遺 伝 子 操 作 し た 抗 体 に 接 合 あ る い は 融
合 さ せ る こ と も で き る 。 こ う し た ヒ ト 化 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 可 変 領 域 か ら 構 成 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
１ ． 抗 体 領 域
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ フ ァ ミ リ ー の 多 数 の メ ン バ ー か ら 得 た 領 域 が 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る
。 Fc領 域 な ど の エ フ ェ ク タ 分 子 と 結 合 す る も の を 含 む 、 抗 体 中 和 領 域 な ど 、 特 定 の 抗 体 か
ら の 両 方 の 可 変 領 域 が 本 発 明 の 範 囲 内 含 ま れ る 。 IgGs、 IgMs、 あ る い は IgAsな ど の 可 変 領
域 な ど 抗 体 固 有 コ ー ド 領 域 を 、 抗 体 中 和 領 域 あ る い は 上 に 述 べ た 治 療 用 化 合 物 の １ つ と 組
み 合 わ せ て 、 毒 素 な ど の 別 の 分 子 と と も に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で 、 １ つ の 遺 伝 子 は 1本 鎖 抗 体 を 含 ん で 構 成 さ れ て い る 場 合 が あ
る 。 1本 鎖 抗 体 を つ く る 方 法 は こ の 技 術 分 野 の 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 当 業 者 は 、 そ う し
た 方 法 に 関 し て は 米 国 特 許 第 5,359,046号 明 細 書 （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ） を 参
照 さ れ た い 。 1本 鎖 抗 体 は 短 い ペ プ チ ド ・ リ ン カ ー を 用 い て 重 い 鎖 と 軽 い 鎖 の 可 変 領 域 を
融 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て 単 一 の 分 子 上 で の 抗 原 結 合 サ イ ト を 再 構 成 す る こ と に よ っ て つ く
ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 １ つ の 可 変 領 域 の C末 端 が 15－ 25ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド 又 は リ ン カ ー を 介 し て 他 の N末 端 に つ
な が れ て い る 1本 鎖 抗 体 可 変 フ ラ グ メ ン ト （ scFvs） が 、 抗 原 結 合 あ る い は そ の 結 合 の 固 有
性 を 重 大 に 破 壊 せ ず に 開 発 さ れ て い る （ Bedzyk et al., 1990; Chaudhary et al., 1990
） 。 こ れ ら の Fvsは 天 然 の 抗 体 の 重 い 鎖 及 び 軽 い 鎖 に 存 在 し て い る 定 常 的 な 領 域 （ Fc） を
欠 い て い る 。 1本 鎖 抗 体 を 用 い た 免 疫 毒 素 は 米 国 特 許 第 6,099,842号 明 細 書 に 述 べ ら れ て お
り 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 オ ン コ ジ ー ン 、 腫 瘍 関 連 抗 原 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 、 ホ ル モ ン 、 酵 素 、 転 写 因 子 そ
し て レ セ プ タ な ど 広 範 な 分 子 に 対 す る 抗 体 が 考 え ら れ て い る 。 さ ら に 血 清 、 血 管 形 成 因 子
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（ VEGE/VPE; β FGF； α FGF； そ の 他 ） 、 凝 集 因 子 、 そ し て 血 管 形 成 に 必 要 な 内 皮 抗 原 （ 例
え ば 、 V3イ ン テ グ リ ン ） な ど に 向 け ら れ た 分 泌 抗 体 も 考 え ら れ る 。 特 に 考 え ら れ て い る の
は 形 質 転 換 性 成 長 因 子 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 そ し て 血 小 板 誘 導 成 長 因 子 （ PDGF） 、 そ し
て PDGFフ ァ ミ リ ー ・ メ ン バ ー な ど の 成 長 因 子 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に そ の 細 胞 を 識 別 す る た め の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 発 現 す る も の な ど 、 抗 原
固 有 配 列 の 使 用 を 通 じ て 特 定 の 病 原 に 向 か っ た り 、 あ る い は 特 定 の 細 胞 タ イ プ を 標 的 と す
る な ど の 組 成 物 を 実 現 す る 。 こ う し た 細 胞 表 現 マ ー カ ー の 例 と し て は 、 CD4あ る い は CD8な
ど の 腫 瘍 結 合 抗 原 あ る い は 細 胞 タ イ プ 固 有 マ ー カ ー が あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 免 疫 毒 素 の 一 部 と し て 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 は い ず れ の 抗 原 に も 向 か わ せ る こ と が で
き る 。 抗 原 は １ つ の 生 物 、 1つ の 細 胞 タ イ プ 、 １ つ の 疾 病 あ る い は 状 態 、 あ る い は １ つ の
病 原 体 に 対 し て 特 性 を 示 す 。 抗 原 の 例 と し て は 、 細 部 表 面 細 胞 蛋 白 質 、 例 え ば 腫 瘍 関 連 抗
原 、 ウ イ ル ス 性 蛋 白 質 、 微 生 物 蛋 白 質 、 翻 訳 後 修 飾 あ る い は 炭 水 化 物 、 そ し て レ セ プ タ な
ど が あ る 。 一 般 的 な 腫 瘍 マ ー カ ー に は 癌 胎 児 性 抗 原 、 前 立 腺 固 有 抗 原 、 泌 尿 器 固 有 抗 原 、
胎 児 抗 原 、 チ ロ シ ナ ー ゼ （ p97） 、 gp68、 TAG－ 72、 HMFG、 シ ア リ ル ・ ル イ ス 抗 原 、 MucA、
MucB、 PLAP、 エ ス ト ロ ゲ ン ・ レ セ プ タ 、 ラ ミ ニ ン ・ レ セ プ タ 、 erb B及 び p155な ど が あ る
。 標 的 と す る こ と が で き る そ の 他 の 抗 原 は EGF及 び VEGE、 TIE-1及 び -2、 CD-33、 CD38、 CD-
20、 CD-52、 GP-240、 Lym-1、 MMO-2、 そ し て MMP-9 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
Ｂ ． そ の 他 の 向 標 的 成 分
　 リ ガ ン ド － レ セ プ タ 相 互 作 用 を 含 む 蛋 白 質 間 の 相 互 作 用 を 媒 介 す る 蛋 白 質 の １ つ の 領 域
の 使 用 が 本 発 明 に お い て 想 定 さ れ て い る 。 こ の 領 域 は 蛋 白 質 間 相 互 作 用 の 抑 制 因 子 あ る い
は 競 合 因 子 、 さ ら に は 特 異 性 向 標 的 モ チ ー フ と し て 用 い る こ と も 可 能 で あ ろ う 。 そ の 結 果
、 本 発 明 は 体 の 特 定 の 部 位 、 器 官 、 組 織 、 あ る い は 細 胞 に 毒 素 あ る い は そ の 他 の 治 療 用 あ
る い は 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を リ ク ル ー ト す る た め の 向 標 的 成 分 の 利 用 も そ の 範 囲 内 に 含 む
も の で あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 が 向 標 的 モ チ ー フ を 通 じ て 特 定 の 領 域 に 到 達 す る と 、 そ の 毒
素 あ る い は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド が 機 能 を 発 揮 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 向 標 的 成 分 は 蛋 白 質 間 相 互 作 用 を 利 用 す る 。 そ れ に は 、 レ ポ ー タ と リ ガ ン ド ； レ セ プ タ
と レ セ プ タ ； ポ リ マ ー 性 複 合 体 ； 転 写 フ ァ ク タ ー ； キ ナ ー ゼ と 下 流 標 的 ； 酵 素 と 基 質 間 な
ど 蛋 白 質 同 士 の 相 互 作 用 を 含 ん で い る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド 結 合 領 域 は リ ガ ン ド と そ の 同 系
レ セ プ タ 間 の 蛋 白 質 間 相 互 作 用 を 媒 介 す る 。 そ の 結 果 、 こ の 領 域 は 外 来 性 リ ガ ン ド 結 合 を
抑 制 あ る い は そ れ と 競 合 し た り 、 ゲ ロ ニ ン 毒 素 な ど 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド に 遺 伝 子 操 作 で 取
り 付 け ら れ た リ ガ ン ド 結 合 領 域 を 認 識 す る レ ポ ー タ を 発 現 す る よ り 特 異 的 な 細 胞 タ イ プ に
向 か わ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 領 域 の 例 と し て は 、 VEGF/VPF;β FGF； α FGF;凝 集 因 子 、 そ し て 血 管 形 成 に
必 要 な 内 皮 抗 原 （ 例 え ば V3イ ン テ グ リ ン ） ； 形 質 転 換 性 成 長 因 子 と し て の 成 長 因 子 、 繊 維
芽 成 長 因 子 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 Kitリ ガ ン ド （ KL） 、 flk-2/flt-3、 及 び 血 小 板 誘 導 成 長
因 子 (PDGE)及 び PDGFフ ァ ミ リ ー ・ メ ン バ ー ； そ し て と り わ け MHC分 子 な ど の 細 胞 表 面 レ セ
プ タ に 結 合 す る リ ガ ン ド な ど が あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 最 も 広 範 に 特 徴 づ け が 行 な わ れ て い る リ ガ ン ド は ア ジ ア ノ オ ロ ソ ム コ イ ド (ASOR)(Wu an
d Wu, 1987)及 び ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Wagner et a., 1990） 。 最 近 、 ASORと 同 じ レ セ プ タ
を 認 識 す る 合 成 ネ オ グ リ コ プ ロ テ イ ン が 遺 伝 子 伝 達 媒 体 と し て 用 い ら れ て お り （ Ferkol e
t al., 1993; Petales et al., 1994） 、 そ し て 内 皮 成 長 因 子 （ EGF） も 扁 平 上 皮 乳 頭 腫 細
胞 に 遺 伝 子 を 提 供 す る た め に 用 い ら れ て い る （ Myers, EPO 0273085） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 他 の 実 施 の 形 態 で 、 Nicolau et al., (1987)は リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 ま れ た ガ ラ ク ト ー ス
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末 端 ア シ ア ン ガ ン グ リ オ シ ド で あ る ラ ク ト シ ル ー セ ラ ミ ド を 用 い て 、 肝 細 胞 に よ る イ ン シ
ュ リ ン 遺 伝 子 摂 取 の 増 大 に つ い て 観 察 し た 。 前 立 腺 組 織 へ の 媒 介 さ れ た 導 入 の た め の レ セ
プ タ と し て 、 ヒ ト 前 立 腺 特 異 抗 原 （ Watt et al., 1986） を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で 、 化 合 物 を そ の 表 面 に 特 定 の 炭 水 化 物 を 発 現 し て い る 細 胞 に 向
か わ せ る た め に レ ク チ ン 分 子 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
１ ． 　 サ イ ト カ イ ン
　 毒 素 な ど 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド に 遺 伝 子 操 作 で 結 合 す る こ と が 考 え ら れ る 別 の 種 類 の 化
合 物 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ （ IL-1） 、 IL-2 、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 I
L-9、 IL-10、 IL－ 11、 IL-12、 Il-13、 IL-14 、 IL-15、 β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 α － イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 、 γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 ス ロ ン ボ ス ポ ン デ ィ ン 、 エ ン
ド ス タ チ ン 、 METH-1、 METH-2、 Flk2/Flt3リ ガ ン ド 、 GM-CSF、 G-CSF、 M-CSF、 及 び 腫 瘍 壊
死 因 子 （ TNF） な ど の イ ン タ ー ロ イ キ ン と サ イ ト カ イ ン な ど で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
２ ． 　 成 長 因 子
　 本 発 明 の 他 の 実 施 の 形 態 で 、 成 長 因 子 あ る い は リ ガ ン ド を 治 療 剤 と 複 合 化 す る こ と が で
き る 。 例 と し て は 、 TIE、 腫 瘍 関 連 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ・ ア イ ソ フ ォ ー ム 、 散 乱 因 子 、 肝 細
胞 成 長 因 子 、 繊 維 芽 成 長 因 子 、 血 小 板 因 子 (PF4)、 PDGF、 KITリ ガ ン ド (KL)、 コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 （ CSF） 、 LIF、 そ し て TIMPな ど に 結 合 す る VEGF/VPF、 FGF、 TGFβ 、 リ ガ ン ド な ど で あ
る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
３ ． 　 細 胞 増 殖 の 誘 発 因 子
　 修 飾 ゲ ロ ニ ン 毒 素 な ど 本 発 明 の 修 飾 蛋 白 質 と の 組 み 合 わ せ で 用 い る こ と が で き る 別 の グ
ル ー プ の 蛋 白 質 は 細 胞 増 殖 を 誘 発 す る 蛋 白 質 で あ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 上 記 毒 素
が 細 胞 増 殖 誘 発 因 子 を 不 活 性 化 で き る リ ボ ザ イ ム に 遺 伝 子 操 作 で 結 合 さ れ 、 別 の 実 施 の 形
態 で は 、 上 記 毒 素 は そ の 誘 発 因 子 自 体 に 結 合 さ れ る 。 あ る い は 、 毒 素 を 細 胞 増 殖 誘 発 因 子
を 認 識 す る 抗 体 に 取 り 付 け る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 こ れ ら の 蛋 白 質 す べ て の 共 通 項 は 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 能 力 を 有 し て い る こ と で あ る 。 例
え ば 、 PDGFの １ 形 態 で あ る sisオ ン コ ジ ー ン は 分 泌 成 長 因 子 で あ る 。 オ ン コ ジ ー ン は 成 長
因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 発 生 す る こ と は ま れ に し か な く 、 そ し て 、 現 在 の 時 点 で は 、
sysだ け が 唯 一 の 自 然 発 生 オ ン コ ジ ー ン 性 成 長 因 子 で あ る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 の 形 態 で
、 細 胞 増 殖 の 特 定 の 誘 発 因 子 に 向 け ら れ た 抗 セ ン ス mRNAが 細 胞 増 殖 誘 発 因 子 の 発 現 を 阻 止
す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 FMS、 ErbA、 ErbBそ し て neu蛋 白 質 は 成 長 因 子 レ セ プ タ で あ る 。 こ れ ら の レ セ プ タ に 突 然
変 異 を 起 こ さ せ る と 、 調 節 機 能 が 失 わ れ る 。 例 え ば 、 Neuレ セ プ タ 蛋 白 質 の 膜 横 断 領 域 に
影 響 を 及 ぼ す ポ イ ン ト 突 然 変 異 は neuオ ン コ ジ ー ン を も た ら す 。 erbAオ ン コ ジ ー ン は 甲 状
腺 ホ ル モ ン に 対 し て 細 胞 内 レ セ プ タ か ら 誘 発 さ れ る 。 修 飾 さ れ た オ ン コ ジ ー ン 性 ErbAレ セ
プ タ は 内 発 性 甲 状 腺 ホ ル モ ン ・ レ セ プ タ と 競 合 し て 、 制 御 が 外 れ た 成 長 を 引 き 起 こ す と 考
え ら れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 最 も 大 き な タ イ プ の オ ン コ ジ ー ン は 信 号 形 質 導 入 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Scr、 Abl、 及 び Ras
） な ど で あ る 。 蛋 白 質 Srcは 細 胞 質 蛋 白 質 シ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ で 、 プ ロ ト － オ ン コ ジ ー ン
か ら オ ン コ ジ ー ン へ の そ の 形 質 転 換 は 、 い く つ か の 場 合 、 チ ロ シ ン 残 基 527で の 突 然 変 異
を 介 し て 起 き る 。 対 照 的 に 、 GTPase蛋 白 質 rasの プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン か ら オ ン コ ジ ー ン へ
の 形 質 転 換 は 、 １ つ の 例 で 、 そ の 配 列 の ア ミ ノ 酸 １ ２ で の ヴ ァ リ ン か ら グ リ シ ン へ の 突 然
変 異 に よ っ て 起 き 、 ras GTPase活 性 の 低 下 を も た ら す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
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　 蛋 白 質 Jun、 Fos及 び Mycは 転 写 因 子 と し て の 核 機 能 に 直 接 影 響 を 及 ぼ す 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
４ ． 　 細 胞 増 殖 抑 制 因 子
　 腫 瘍 抑 制 因 子 は 過 剰 な 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る 機 能 を 発 揮 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 が 不 活 性 化
さ れ る と そ の 抑 制 作 用 が 失 わ れ 、 調 節 で き な い 増 殖 が 起 き る 。 突 然 変 異 体 腫 瘍 抑 制 因 子 、
あ る い は 野 生 種 腫 瘍 抑 制 因 子 を 認 識 す る 抗 体 に 毒 素 を 取 り 付 け る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 あ
る い は 、 １ つ の 毒 素 を そ の 腫 瘍 抑 制 因 子 全 体 あ る い は 一 部 に 結 合 さ せ る こ と も 可 能 で あ る
。 腫 瘍 抑 制 因 子 p53、 p16及 び C-CAMに つ い て 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 高 レ ベ ル の 突 然 変 異 体 p53は 化 学 的 腫 瘍 形 成 、 紫 外 線 、 あ る い は い く つ か の ウ イ ル ス で
形 質 転 換 さ れ た 多 く の 細 胞 で 見 い だ さ れ る 。 p53遺 伝 子 は 広 範 な ヒ ト の 腫 瘍 で 突 然 変 異 に
よ る 非 活 性 化 の 標 的 と な る こ と が 多 く 、 通 常 の ヒ ト の 癌 に お い て 最 も 頻 繁 に 突 然 変 異 さ れ
る 遺 伝 子 で あ る こ と が す で に 証 拠 付 け ら れ て い る 。 ヒ ト NSCLC(Hollstein et al., 1991)
及 び そ の 他 の 広 範 な 腫 瘍 で 、 50％ 以 上 が 突 然 変 異 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 p53遺 伝 子 は 大 型 T抗 原 及 び E1Bな ど の ホ ス ト 蛋 白 質 と 錯 体 を 形 成 す る こ と が で き る 393ア
ミ ノ 酸 燐 蛋 白 質 を コ ー ド す る 。 こ の 蛋 白 質 は 通 常 の 組 織 及 び 細 胞 で 見 出 さ れ る が 、 そ の 濃
度 は 形 質 転 換 蛋 白 質 あ る い は 腫 瘍 組 織 で 見 い だ さ れ る 量 に 比 較 す る と 極 わ ず か で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 野 生 種 p53は 多 く の 細 胞 タ イ プ に お い て 重 要 な 成 長 調 節 因 子 で あ る 。 ミ ス セ ン ス 変 異 は p
53遺 伝 子 に は 通 常 見 ら れ 、 オ ン コ ジ ー ン の 形 質 転 換 能 力 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 ポ
イ ン ト 突 然 変 異 で 促 進 さ れ る １ つ の 遺 伝 子 変 化 が 腫 瘍 形 成 性 p53を つ く り だ す 場 合 が あ る
。 し か し な が ら 、 他 の オ ン コ ジ ー ン と 違 っ て 、 p53ポ イ ン ト 突 然 変 異 は 少 な く と も ３ ０ の
異 な っ た コ ド ン で 起 き 、 同 型 接 合 体 に 還 元 さ れ る こ と な く 細 胞 表 現 形 に お け る 変 化 を 引 き
起 こ す 優 勢 対 立 遺 伝 子 を つ く り 出 す こ と が 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら 多 く の 優 勢 ネ ガ
テ ィ ブ 対 立 遺 伝 子 の 多 く が 生 物 に お い て 許 容 さ れ て お り 、 生 殖 細 胞 系 に 送 ら れ て い る よ う
で あ る 。 種 々 の 突 然 変 異 体 対 立 遺 伝 子 は 軽 度 の 機 能 障 害 性 か ら 強 力 な 浸 透 性 優 勢 ネ ガ テ ィ
ブ 対 立 遺 伝 子 ま で の 範 囲 に わ た っ て い る よ う で あ る (Weinberg, 1991)。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 別 の 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 は p16で あ る 。 真 核 性 細 胞 サ イ ク ル の 主 要 な 遷 移 は サ イ ク リ ン 依
存 キ ナ ー ゼ 、 あ る い は CDKに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 １ つ の CDK、 サ イ ク リ ン 依 存 キ ナ ー ゼ
４ （ CDK4） は 、 G 1 を 通 じ て 細 胞 サ イ ク ル 過 程 を 調 節 す る 。 こ の 酵 素 の 活 性 は 後 期 G 1 で Rbを
ホ ス ホ リ ル 化 す る こ と か も 知 れ な い 。 CDK４ の 作 用 は 活 性 化 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 D-タ イ プ ・ サ
イ ク リ ン に よ っ て 制 御 さ れ 、 ｐ 16 I N K 4 は 生 化 学 的 に 、 CDK4に 特 異 的 に 結 合 し て そ の 作 用 を
抑 制 し 、 従 っ て Rbホ ス ホ リ ル 化 を 調 節 す る 蛋 白 質 で あ る と 特 徴 づ け ら れ て い る （ Serrano 
et al., 1993; Serrano et al., 1995） 。 p16 I N K 4 蛋 白 質 は CDK4抑 制 因 子 （ Serrano, 1993
)で あ る か ら 、 こ の 遺 伝 子 の 欠 失 は CDK4の 活 性 を 増 強 し 、 Rb蛋 白 質 の ホ ス ホ リ ル 化 を も た
ら す 。 p16は CDK4の 作 用 を 規 制 す る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 p16 I N K 4 蛋 白 質 は p16 B 、 p19、 p21 W A F 1 、 及 び ｐ ２ ７ K I P 1 も 含 む CDK抑 制 性 蛋 白 質 の 新 し い
タ イ プ に 属 し て い る 。 p16 I N K 4 遺 伝 子 は 多 く の 腫 瘍 タ イ プ で し ば し ば 欠 失 が 認 め ら れ る ク
ロ モ ソ ー ム で あ る 9p21に マ ッ プ す る 。 p16 I N K 4 の 同 型 接 合 性 欠 失 及 び 突 然 変 異 は ヒ ト 腫 瘍
細 胞 株 に お い て し ば し ば 観 察 さ れ る 。 こ の 事 実 は 、 p16 I N K 4 遺 伝 子 が 腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子
で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ う し た 解 釈 は 、 p16 I N K 4 遺 伝 子 の 変 質 の 頻
度 が 一 次 非 培 養 腫 瘍 に お い て は 、 培 養 さ れ た 細 胞 株 よ り ず っ と 低 い と い う 観 察 結 果 と 矛 盾
し て い る （ Caldas et al., 1994; Cheng et al., 1994; Hussunssian et al., 1994; Kam
b et al., 1994; Mori et al., 1994; Okamoto et al., 1994; Nobori et al., 1995; Or
low et al., 1994; Apap et al., 1995） 。 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー に よ る ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン に よ る 野 生 タ イ プ p16 I N K 4 機 能 の 回 復 は い く つ か の ヒ ト 癌 細 胞 株 に よ る コ ロ ニ ー
形 成 を 減 少 さ せ た （ Okamoto, 1994; Arap, 1995） 。
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【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 用 い る こ と が で き る そ の 他 の 遺 伝 子 は Rb、 APC、 mda-7、 DCC、 NF-1、 NF-
2、 WT-1、 MEN-1、 MEN-II、 zac1、 p73、 VHL、 MMAC１ /PTEN、 DBCCR-1、 FCC、 rsk-3、 p27、 p
27/p16融 合 体 、 p21/p27融 合 体 、 抗 ト ロ ン ボ ン 性 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 COX-1、 TEPI） 、 PGS、 D
ｐ 、 E2F、 ras、 myc、 neu、 raf、 erb、 fms、 trk、 ret、 gsp、 hst、 abl、 EIA、 p300、 血 管
形 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 VEGF、 FGF、 ト ロ ン ボ ス ポ ン デ ィ ン 、 BAI-1、 GDAIF、 あ
る い は そ れ ら の レ セ プ タ ） 及 び MCCな ど で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
５ ． 　 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 の 調 節 因 子
　 ア ポ ー ト シ ス 、 あ る い は プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 は 通 常 の 胎 児 成 長 、 成 人 の 組 織 に お け
る ホ メ オ ス タ シ ス の 維 持 、 そ し て 腫 瘍 形 成 抑 制 の た め に 不 可 欠 な プ ロ セ ス で あ る （ Kerr e
t al., 1972） 。 Bcl-2フ ァ ミ リ ー の 蛋 白 質 と ICE状 プ ロ テ ア ー ゼ は そ の 他 の 系 に お け る ア
ポ ト ー シ ス の 重 要 な 調 節 因 子 で あ る と 同 時 に エ フ ェ ク タ で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 濾 胞
性 リ ン パ 腫 と の 関 連 で 発 見 さ れ た Bcl蛋 白 質 は ア ポ ト ー シ ス の 制 御 と 種 々 の ア ポ ト ー シ ス
性 刺 激 に 対 応 し た 細 胞 生 残 増 強 に お い て 顕 著 な 役 割 を 果 た し て い る （ Bakhshi et al., 19
85; Cleary and Sklar, 1985; Cleary et al., 1986; Tsujimoto et al., 1985; Tsujimo
to and Croce, 1986） 。 進 化 上 保 存 さ れ て い る Bcl-2蛋 白 質 は 現 在 で は 関 連 蛋 白 質 の メ ン
バ ー で あ る と 認 め ら れ て お り 、 死 作 用 因 子 あ る い は 死 拮 抗 因 子 と し て 分 類 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 Apo２ リ ガ ン ド （ Apo2L、 TRAILと も 呼 ば れ る ） は 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） サ イ ト カ イ ン ・ フ
ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 TRAILは 多 く の タ イ プ の 癌 細 胞 で 急 速 な ア ポ ト ー シ ス を 起 こ
す が 、 正 常 な 細 胞 に 対 し て は 毒 性 は 示 さ な い 。 TRAIL mRNAは さ ま ざ ま な 組 織 で 発 生 す る 。
ほ と ん ど の 正 常 な 細 胞 は TRAIL細 胞 阻 害 性 作 用 に 対 し て 抵 抗 性 を 有 し て い る よ う で あ り 、
こ の こ と は TRAILに よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 発 か ら 護 る こ と が で き る メ カ ニ ズ ム の 存 在 を 示 唆
し て い る 。 デ ス ・ レ セ プ タ ４ （ DR4） と 呼 ば れ る TRAILに 関 し て 最 初 に 述 べ ら れ た レ セ プ タ
は 細 胞 質 『 死 領 域 』 を 有 し て お り 、 DR4は TRAILに よ っ て 運 ば れ る ア ポ ト ー シ ス 信 号 を 発 信
す る 。 TRAILに 結 合 す る さ ら に 別 の レ セ プ タ が 確 認 さ れ て い る 。 DR5と 呼 ば れ る １ つ の レ セ
プ タ は 、 細 胞 質 死 領 域 を 含 ん で お り 、 DR4と ほ ぼ 同 様 の ア ポ ト ー シ ス を 信 号 は 発 信 す る 。 D
R4と DR5　 ｍ RNAは 多 く の 組 織 及 び 腫 瘍 細 胞 株 で 発 現 さ れ る 。 最 近 、 DcR1及 び DcR2な ど 、 TR
AILが DR4及 び DR5を 通 じ て ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る の を 妨 げ る お と り レ セ プ タ が 確 認 さ れ
て い る 。 こ れ ら の お と り レ セ プ タ は 従 っ て 細 胞 表 面 で 直 接 プ ロ ア ポ ト ー シ ス サ イ ト カ イ ン
に 対 す る 感 作 性 を 規 制 す る 新 し い メ カ ニ ズ ム を 示 し て い る 。 通 常 の 組 織 で こ れ ら の 抑 制 性
レ セ プ タ が 優 先 的 に 発 現 さ れ る こ と は 、 TRAILが 通 常 の 細 胞 に は 害 を 及 ぼ さ ず に 癌 細 胞 で
ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 抗 癌 剤 と し て 有 益 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る （ Marters et al.
, 1999） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 そ の 発 見 に 続 い て 、 Bcl-2が 種 々 の 刺 激 で 引 き 起 こ さ れ る 細 胞 死 を 抑 制 す る 機 能 を 有 し
て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 現 在 で は 、 共 通 の 構 造 を 有 す る と 同 時 に 配 列 類 似 性 も 有 す
る Bcl-2細 胞 死 規 制 蛋 白 質 の フ ァ ミ リ ー が 存 在 し て い る こ と も 明 ら か に な っ て い る 。 こ れ
ら の 異 な っ た フ ァ ミ リ ー は Bcl-2と 類 似 し た 機 能 を 有 し て い る か （ 例 え ば 、 Bcl X L 、 Bcl W 、
Bcl S 、 Mcl-1、 Al、 Bfl-1） 、 あ る い は Bcl-2機 能 に さ か ら っ て 細 胞 死 を 促 進 す る か （ 例 え
ば 、 Bax、 Bak、 Bim、 Bid、  Bad,、 Harakiriな ど ） の い ず れ か で あ る こ と も 示 さ れ て い る
。 TRAILを 含 む こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ も 、 あ る い は ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る か 促
進 す る 他 の い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド も 毒 素 に 遺 伝 子 操 作 で 結 合 さ せ る こ と が で き 、 あ る い は
こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 毒 素 に 取 り 付 け る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ２ ３ １ 】
IV． 　 修 飾 蛋 白 質 及 び デ ザ イ ナ ー 毒 素 を つ く る 方 法
　 本 発 明 は 蛋 白 質 の 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る 方 法 、 抗 原 性 が よ り 低 い 領 域 を 識 別 す る 方 法 、
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天 然 の 蛋 白 質 と 同 等 の 活 性 を 有 す る よ り 抗 原 性 の 低 い 蛋 白 質 を つ く る 方 法 、 そ し て 抗 原 性
及 び 活 性 を 評 価 し 、 判 定 す る 方 法 を そ の 範 囲 に 含 む も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
Ａ ． 抗 原 性 領 域
　 前 の い く つ か の セ ク シ ョ ン で 抗 体 と 、 抗 体 検 出 方 法 に つ い て 一 般 的 な 検 討 を 行 な っ た 。
『 抗 原 性 領 域 』 と い う 用 語 は 、 抗 体 あ る い は T-細 胞 レ セ プ タ に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る
部 分 を 指 し て い る 。 『 よ り 抗 原 性 が 低 い 』 と は 、 蛋 白 質 、 あ る い は １ つ の 蛋 白 質 の １ つ の
領 域 が よ り 低 い 抗 体 反 応 を 示 す こ と 、 あ る い は よ り 少 数 の 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ） に よ っ
て 認 識 さ れ る こ と 、 あ る い は さ ら に １ つ の 抗 体 と の 結 合 関 係 が 減 少 す る こ と を 意 味 し て い
る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 抗 原 性 と は 特 定 の 生 物 に 対 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 実 施 例 の 多 く で 、 そ の 生 物 と は ヒ
ト で あ る が 、 抗 原 性 は 他 の 哺 乳 動 物 、 例 え ば サ ル 、 ゴ リ ラ 、 ウ シ 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ
ジ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ヤ ギ な ど 、 及 び 鳥 類 や そ の 他 の 免 疫 反 応 を 示 す 生 物 と の 関 連 で も
論 議 す る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 が 特 定 の 蛋 白 質 に お け る
抗 原 性 領 域 を 識 別 す る た め に 、 前 に 述 べ た 免 疫 検 出 方 法 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ て い る 。
ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 特 定 の 蛋 白 質 に 職 業 的 に 被 爆 さ れ て い る と 思 わ れ る 作 業 員 、 特 定 の
蛋 白 質 や 生 物 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 伴 う 、 あ る い は そ れ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 状 態 、 あ
る い は 疾 病 を 有 し て い る と 疑 わ れ る 、 あ る い は 診 断 さ れ る 患 者 、 特 定 の 蛋 白 質 や 生 物 に 対
す る 抗 体 の 存 在 を 伴 う 状 態 や 疾 病 で 治 療 を 受 け た こ と が あ る 患 者 、 そ し て 無 作 為 な 個 体 な
ど を 含 む 種 々 の 供 給 源 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
Ｂ ． デ ー タ ベ ー ス
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 特 定 の 蛋 白 質 に お け る 推 定 抗 原 性 領 域 が 識 別 さ れ た
後 、 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス が 用 い ら れ る 。 そ し て １ つ の 領 域 が そ の 領 域 に 対 し て よ り 低 い 免
疫 応 答 が 望 ま れ る 生 物 か ら の 蛋 白 質 配 列 を 含 ん だ デ ー タ ベ ー ス と の 比 較 が 行 な わ れ る 。 そ
う し た 多 数 の デ ー タ ベ ー ス は GenBank、 GenPept、 SwissProt、 PIR、 PRF、 PDBな ど を 含 め て
、 商 業 的 あ る い は 公 共 的 に も 利 用 す る こ と が で き 、 そ れ は ら す べ て National Center for 
Biotechnology Information website (http://www.ncbi.nlm.nig.gov/)で 利 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
Ｃ ． 抗 原 性 領 域 の 除 去 及 び /又 は 置 換
　 抗 原 性 領 域 が 識 別 さ れ た ら 、 そ れ を 除 去 し て 、 一 部 切 断 さ れ た 蛋 白 質 を つ く る こ と が で
き る 。 あ る い は 、 そ の 領 域 を よ り 抗 原 性 が 低 い と 思 わ れ る 領 域 と 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 そ の 領 域 を 除 去 す る た め に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を プ ロ テ イ ナ ー ゼ で 切 断 す る か 、 あ る い は
そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 操 作 し て そ の 抗 原 性 領 域 を 取 り 除 く こ
と が で き る 。 ま た 、 そ の 領 域 は 制 限 酵 素 あ る い は DNAaseな ど の 通 常 の 組 み 換 え DNA技 術 を
用 い て そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 こ の 領 域 は 代 替 ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と も で き る 。 『 置 換 』 と は 、 特 定 の 位 置 の ア ミ ノ
酸 が 異 な っ た ア ミ ノ 酸 残 基 あ る い は 修 飾 ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る こ と を 意 味
す る 。 こ れ は い ろ い ろ な 方 法 で 行 な う こ と が で き る 。 こ の 領 域 を 最 初 に 除 去 し て 、 次 に 代
替 領 域 を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 内 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 組 み 換 え DNA技
術 を 用 い て 、 特 定 の コ ー ド 領 域 を 当 業 者 に 周 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 組 み 込 む こ と も で
き る 。 あ る い は 、 抗 原 領 域 を サ イ ト 固 有 突 然 変 異 発 生 技 術 を 用 い て 突 然 変 異 さ せ る こ と も
可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
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　 修 飾 蛋 白 質 を つ く り や す く す る た め か 、 あ る い は 、 抗 原 性 の 低 下 、 そ の 蛋 白 質 の 安 定 性
の 増 強 、 そ の 蛋 白 質 の 活 性 の 増 強 、 そ の 蛋 白 質 の 活 性 の 低 下 な ど い ず れ か の 方 法 で そ の 蛋
白 質 を 改 良 す る 目 的 で 、 抗 原 領 域 の い ず れ か の 側 に 側 鎖 し て い る ア ミ ノ 酸 を 除 去 し た り 、
置 換 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 抗 原 性 領 域 、 側 鎖 領 域 、 あ る い は そ の 両 方 か ら 複 数 の ア
ミ ノ 酸 を 除 去 し た り 置 換 し た り す る こ と が で き る 。 正 確 に 言 え ば 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、
６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、
26， 27、 28、 29、 30、 31、 32、 33、 34、 35、 36、 37、 38、 39、 40、 41、 42、 43、 44、 45、
46、 47、 48、 49、 50、 51、 52、 53、 54、 55、 56、 57、 58、 59、 60、 61、 62、 63、 64、 65、
66、 67、 68、 69、 70、 71、 72、 73、 74、 75、 76、 77、 78、 79、 80、 81、 82、 83、 84、 85、
86、 87、 88、 89、 90、 91、 92、 93、 94、 95、 96、 97、 98、 99、 100、 105、 110、 115、 120
、 125、 130、 135、 140、 145、 150、 155、 160、 165、 170、 175、 180、 185、 190、 195、 200
、 210、 220、 230、 240、 250、 260、 270、 280、 290、 300、 310、 320、 330、 340、 350、 360
、 370、 380、 390、 400、 410、 420、 430、 440、 450、 460、 470、 480、 490、 500、 510、 520
、 530、 540、 550、 560、 570、 580、 590、 600、 620、 640、 660、 680、 700、 720、 740、 760
、 780、 800、 820、 840、 860、 880、 900、 920、 940、 960、 980、 1000あ る い は そ れ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 を 除 去 し た り 置 換 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 修 飾 さ れ た 蛋 白 質 の 抗 原 性 あ る い は 活 性 を 判 定 す る た め の ア ッ セ イ を 、 例 え ば 免 疫 検 出
方 法 に つ い て 述 べ た 箇 所 で 述 べ ら れ て お り 、 そ れ ら は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 特 定 の 蛋 白
質 に 対 す る 適 切 な 評 価 方 法 は そ の 蛋 白 質 に よ っ て 変 わ る で あ ろ う 。 酵 素 ア ッ セ イ は 、 例 え
ば 、 １ つ の 酵 素 の 活 性 を 評 価 す る の に 適 切 で あ ろ う 。 当 業 者 で あ れ ば 、 天 然 の 蛋 白 質 と の
比 較 で 修 飾 さ れ た 蛋 白 質 の 活 性 を 評 価 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 上 に 述 べ た よ う に 、 修
飾 さ れ た 蛋 白 質 は 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 あ る い は 蛋 白 質 に 取 り つ け （ 接 合 、 あ る
い は 融 合 ） ら れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 成 分 の １ つ あ る い は 複 数 の 活 性 に 基 づ
い て 本 発 明 に よ る い ず れ の 修 飾 さ れ た 接 合 又 は 融 合 蛋 白 質 も 評 価 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
Ｖ ． 組 み 合 わ せ 療 法
　 本 発 明 に よ る い ず れ の 治 療 用 組 成 物 も そ の 有 効 性 を 増 大 す る た め に は 、 こ れ ら の 組 成 物
を 特 定 の 疾 病 又 は 状 態 を 治 療 す る の に 有 効 な そ の 他 の 作 用 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が 望 ま し
い で あ ろ う 。 微 生 物 病 原 、 AIDS、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 を 含 む 高 増 殖 性 不 全 、 白 血 病 、 関 節 炎
、 炎 症 性 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 病 あ る い は 状 態 、 病 原 菌 に よ る 疾 病 及 び 状 態 、 あ る い は 糖 尿 病
な ど 、 広 範 な 疾 病 あ る い は 状 態 の 治 療 が 考 え ら れ る 。 AIDS、 癌 、 及 び そ の 他 の 高 増 殖 性 不
全 は 特 に 向 い て い る と 考 え ら れ る 。 修 飾 蛋 白 質 を 含 む 組 成 物 を A、 二 次 作 用 剤 を Bと し て 、
以 下 に 示 す よ う な 治 療 法 の 種 々 の 組 み 合 わ せ が 想 定 さ れ る 。
A/B/A、 B/A/B、 B/B/A、 A/A/B、 A/B/B、 B/A/A、 A/B/B/B、 B/A/B/B、 B/B/B/A、 B/B/A/B、 A/
A/B/B、 A/B/A/B、 A/B/B/A、 B/B/A/A、 B/A/B/A、 B/A/A/B、 A/A/A/B、 B/A/A/A、 A/B/A/A、 A
/A/B/A
【 ０ ２ ４ ２ 】
Ａ ． 高 増 殖 性 疾 患 の 治 療
　 高 増 殖 性 疾 患 に は 癌 な ど が あ り 、 抗 癌 剤 や 外 科 的 手 術 な ど さ ま ざ ま な 治 療 法 が あ る 。 抗
癌 剤 は 、 例 え ば 癌 細 胞 を 殺 し た り 、 癌 細 胞 内 で ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 さ せ た り 、 癌 細 胞 の 成
長 速 度 を 低 め た り 、 転 移 の 発 生 あ る い は そ の 数 を 減 少 さ せ た り 、 腫 瘍 の サ イ ズ を 小 さ く し
た り 、 腫 瘍 の 成 長 を 抑 制 し た り 、 腫 瘍 あ る い は 癌 細 胞 に 対 す る 血 液 の 供 給 を 減 少 さ せ た り
、 癌 細 胞 あ る い は 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 応 答 を 促 進 し た り 、 癌 の 進 行 を 阻 止 あ る い は 抑 制 し た
り 、 あ る い は 癌 を も つ 個 体 の 寿 命 を 長 く し た り な ど 、 癌 に 対 し て ネ ガ テ ィ ブ な 影 響 を 及 ぼ
す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 抗 癌 剤 は 生 物 学 的 作 用 剤 、 化 学 治 療 剤 、 あ る い は 放 射 性 治 療 剤 な ど が あ る 。 よ り 一 般 的
に は 、 こ れ ら 他 の 組 成 物 は そ の 細 胞 を 殺 し た り 、 あ る い は そ の 増 殖 を 抑 制 す る の に 有 効 な
量 の 組 み 合 わ せ 量 で 提 供 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス は そ れ ら の 細 胞 を 発 現 構 成 物 及 び 作 用 剤 及
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び 複 数 の 因 子 と 同 時 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 こ の こ と は 、 そ の 細 胞 を 療 法 の
作 用 剤 を 含 む １ つ の 組 成 物 あ る い は 医 薬 品 製 剤 に 接 触 さ せ た り 、 あ る い は そ の 細 胞 を ２ つ
の 異 な っ た 組 成 物 や 医 薬 品 と 同 時 に 接 触 さ せ た り す る こ と に よ っ て 行 な わ れ る 。 後 者 の 場
合 、 一 方 の 組 成 物 が 発 現 構 成 物 を 含 ん で お り 、 他 方 が 第 二 の 作 用 剤 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 化 学 療 法 や 放 射 線 治 療 剤 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 抵 抗 は 臨 床 腫 瘍 学 に お け る 大 き な 問 題 と な
っ て い る 。 現 在 の 癌 研 究 の １ つ の ゴ ー ル は 化 学 及 び 放 射 線 療 法 を 遺 伝 子 治 療 と 組 み 合 わ せ
て そ の 有 効 性 を 改 善 す る 方 法 を 見 つ け る こ と で あ る 。 例 え ば 、 ヘ ル ペ ス ・ シ ン プ レ ッ ク ス
－ チ ミ ジ ン ・ キ ナ ー ゼ （ HS-tK） 遺 伝 子 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 系 で 脳 腫 瘍 に 導 入
さ れ る と 、 抗 ウ イ ル ス 剤 ガ ン シ ク ロ ビ ル に 対 す る 感 作 性 を 誘 発 さ せ る （ Culver et al., 1
992） 。 本 発 明 に お い て は 、 修 飾 さ れ た 蛋 白 質 に よ る 治 療 を 、 同 様 に 、 そ の 他 の ア ポ ト ー
シ ス あ る い は 細 胞 サ イ ク ル 調 節 剤 に 加 え て 、 化 学 治 療 、 放 射 線 治 療 、 免 疫 治 療 あ る い は そ
の 他 の 生 物 学 的 介 入 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 想 定 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 あ る い は ま た 、 遺 伝 子 治 療 あ る い は 修 飾 蛋 白 質 の 蛋 白 質 投 与 を 他 の 薬 品 に よ る 治 療 の 前
、 あ る い は 後 に 、 数 分 か ら 数 週 間 の 時 間 的 感 覚 を お い て 実 施 し て も よ い 。 他 の 薬 品 や 発 現
構 成 体 を 細 胞 に 個 別 に 適 用 す る 実 施 の 形 態 に お い て は 、 そ の 薬 品 と 発 現 構 成 体 が そ の 細 胞
に 対 し て 有 利 に 組 み 合 わ せ ら れ た 効 果 を 発 揮 す る た め に 、 そ れ ぞ れ の 投 与 の 間 に そ れ ほ ど
の 長 い 期 間 を 置 か な い よ う に す る で あ ろ う 。 そ う し た 場 合 、 両 方 の 投 与 形 態 の 間 に 置 か れ
る 時 間 的 間 隔 は 12－ 2４ 時 間 、 よ り 好 ま し く は 約 6－ 12時 間 以 内 で あ ろ う 。 し か し な が ら 、
い く つ か の 状 況 で は 、 有 効 な 治 療 を 行 な う た め に 、 そ の 時 間 的 間 隔 を 延 長 す る 場 合 が あ り
、 そ の 場 合 そ れ ぞ れ の 投 与 の 間 に 数 日 （ ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 又 は ７ ） か ら 数 週 間 （ １ 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 あ る い は ８ 週 間 ） に 及 ぶ 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 患 者 に 対 す る 本 発 明 の 治 療 用 発 現 構 成 体 の 投 与 は 、 ベ ク タ ー の 毒 性 が あ れ ば 、 そ れ を 考
慮 に 入 れ て 化 学 療 法 剤 を 投 与 す る の と 同 じ 一 般 的 手 順 に 従 っ て 行 な わ れ る 。 治 療 サ イ ク ル
は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 上 に 述 べ た 高 増 殖 性 細 胞 治 療 と 組 み 合 わ
せ て 、 種 々 の 標 準 的 な 治 療 や 外 科 的 両 方 を 適 用 す る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
ａ ． 化 学 療 法
　 癌 治 療 は 化 学 及 び 放 射 線 の 両 方 の 治 療 法 の さ ま ざ ま な 組 み 合 わ せ を 含 ん で い る 。 組 み 合
わ せ 化 学 療 法 は 、 例 え ば 、 シ ス プ ラ チ ン （ CDDP） 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 プ ロ カ ル ボ ジ ン 、 メ
ク ロ レ タ ミ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ン 、 カ ン プ ト セ チ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 メ ル フ ァ ラ ン
、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ニ ト ロ ス レ ア 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、
ド ク ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 プ リ コ マ イ シ ン 、 ミ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド （ VP16）
、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 ラ ロ キ シ フ ェ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン ・ レ セ プ タ 結 合 剤 、 タ キ ソ ー ル 、 ゲ ム
シ タ ビ エ ン 、 ナ ヴ ェ ル ビ ン 、 フ ァ ル ネ シ ル － 蛋 白 質 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 抑 制 剤 、 ト ラ ン ス
プ ラ チ ニ ウ ム 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 及 び メ ト ト レ
キ セ ー ト 、 テ マ ゾ ロ ミ ド （ DTICの 水 溶 液 形 態 ） 、 あ る い は 上 に 述 べ た も の の 類 似 物 、 あ る
い は そ れ ら の 誘 導 体 。 生 物 学 的 治 療 と 化 学 療 法 の 組 み 合 わ せ は 生 化 学 療 法 と し て 知 ら れ て
い る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 化 学 療 法 剤 を 毒 素 分 子 な ど の 修 飾 蛋 白 質 に 遺 伝 子 操
作 で 取 り 付 け る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
ｂ ． 　 放 射 線 治 療
　 DNA損 傷 を 引 き 起 こ し 、 広 範 に 使 わ れ て い る 他 の 作 用 因 子 と し て は 、 一 般 的 に 　 γ － 光
線 、 Ｘ 線 、 及 び /又 は 腫 瘍 細 胞 へ の 放 射 性 同 位 元 素 の 直 接 導 入 と し て 知 ら れ て い る も の で
あ る 。 短 波 あ る い は 紫 外 線 照 射 な ど そ の 他 の 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 因 子 も 想 定 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 作 用 因 子 の す べ て は DNA、 Ｄ Ｎ Ａ 前 駆 体 、 Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 及 び 補 修 、 そ し て ク ロ モ ソ
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ー ム の 集 合 及 び 保 持 に 広 範 な 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 高 い 。 Ｘ 線 の 用 量 は 長 期 間 （ ３ － ４ 週
間 ） の 場 合 50－ 200レ ン ト ゲ ン 、 一 回 の 照 射 で あ れ ば 2000－ 6000レ ン ト ゲ ン で あ る 。 放 射
性 同 位 元 素 の 場 合 の 用 量 範 囲 は 非 常 に 幅 広 く 、 そ の 同 位 元 素 の 半 減 期 、 放 射 さ れ る 放 射 線
の 強 度 と タ イ プ 、 そ し て 腫 瘍 細 胞 に よ る 摂 取 量 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 『 接 触 さ せ る 』 及 び 『 露 出 さ せ る 』 と い う 用 語 は 、 細 胞 に あ て は め た 場 合 、 本 明 細 書 で
は 治 療 用 構 成 体 及 び 化 学 療 法 又 は 放 射 線 療 法 剤 が 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ 、 あ る い は 標 的 細 胞
に 直 接 並 べ て 配 置 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 細 胞 を 殺 す か 静 止 状 態 に す る に は 、 両 方 の 作 用
剤 を そ の 細 胞 を 殺 す か 、 あ る い は そ れ が 分 割 す る の を 防 ぐ の に 有 効 な 量 だ け 細 胞 に 導 入 す
る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
ｃ ． 免 疫 治 療
　 免 疫 療 法 は 、 一 般 的 に は 癌 細 胞 を 標 的 と し て そ れ を 破 壊 す る た め の 免 疫 エ フ ェ ク タ 細 胞
及 び 分 子 の 使 用 に 基 づ い て い る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ は 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 の 表 面 上 で の 一 定
の マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 で あ る 。 そ の 抗 体 だ け で も 治 療 の エ フ ェ ク タ と し て 機 能 す る 場 合
も あ る が 、 実 際 に 細 胞 致 死 を 起 こ す た め に は 他 の 細 胞 を 利 用 す る 場 合 も あ る 。 特 許 請 求 さ
れ て い る 組 成 物 に 関 し て 上 に 述 べ た よ う に 、 交 代 も 薬 品 （ 化 学 治 療 剤 、 放 射 核 種 、 リ シ ン
Ａ 鎖 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日 咳 毒 素 な ど ） に 接 合 す る こ と が で き 、 単 に 向 標 的 剤 と し て 機 能 を
果 た す 場 合 も あ る 。 あ る い は 、 エ フ ェ ク タ は 腫 瘍 細 胞 標 的 と 直 接 的 、 あ る い は 間 接 的 に 相
互 作 用 す る 表 面 分 子 を 有 す る リ ン パ 球 で あ っ て も よ い 。 種 々 の エ フ ェ ク タ 細 胞 は 細 胞 阻 害
性 Ｔ 細 胞 及 び NK細 胞 を 含 ん で い る 。 治 療 形 態 の 組 み 合 わ せ 、 つ ま り 、 細 胞 阻 害 作 用 と 免 疫
活 性 化 の 組 み 合 わ せ も 癌 の 治 療 に お い て は 治 療 効 果 を も た ら す 可 能 性 が あ り 、 従 っ て 、 免
疫 療 法 を 本 発 明 の い ず れ か の 治 療 用 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も 考 え ら れ る 。 例 え
ば 、 ２ つ の 異 な っ た 免 疫 毒 素 を 個 体 に 投 与 し た り 、 １ つ の 免 疫 毒 素 を 別 の 免 疫 治 療 化 合 物
と 組 み 合 わ せ て 癌 な ど の 疾 病 の 治 療 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 免 疫 療 法 の １ つ の 実 施 形 態 で 、 腫 瘍 細 胞 は 標 的 に 向 か い 易 い 、 つ ま り 他 の 細 胞 の ほ と ん
ど で は 存 在 し な い 何 ら か の マ ー カ ー を 有 し て い る 必 要 が あ る 。 多 く の 腫 瘍 マ ー カ ー が 存 在
し て お り 、 そ れ ら の い ず れ も 上 に 述 べ た よ う な 本 発 明 に お い て は 標 的 に 向 か わ せ る の に 適
し て い る 。 免 疫 療 法 の そ の 他 の 実 施 形 態 は ア ポ ト ー シ ス 促 進 効 果 を 免 疫 刺 激 効 果 と 組 み 合
わ せ る 方 法 で あ る 。 し か し な が ら 、 IL-2、 IL-4、 IL-12、 GM-CSF、 ガ ン マ － IFNな ど の サ イ
ト カ イ ン 、 MIP-1、 MCP-1、 IL-8な ど の ケ モ カ イ ン 、 そ し て FLT3リ ガ ン ド な ど の 成 長 因 子 な
ど そ の 他 の 免 疫 刺 激 性 分 子 も 存 在 し て い る 。 免 疫 刺 激 性 分 子 を 蛋 白 質 と し て で あ れ 、 あ る
い は 腫 瘍 に 向 け ら れ た 免 疫 毒 素 と の 組 み 合 わ せ て 使 う に せ よ 、 抗 腫 瘍 効 果 を 増 強 し て く れ
る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 前 に も 述 べ た よ う に 、 現 在 研 究 中 あ る い は す で に 用 い ら れ て い る 免 疫 療 法 の 実 例 は 免 疫
補 助 剤 （ 例 え ば 、 Mycrobacterium bovis、 Plasmodium falciparum, ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン
ゼ ン 及 び 芳 香 性 化 合 物 ） （ 米 国 特 許 第 5,801,005号 明 細 書 ;米 国 特 許 第 5,739,169号 明 細 書
； Hui and Hashimoto, 1998; Christodoulides et al., 1998） 、 サ イ ト カ イ ン 療 法 （ 例
え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 α 、 β 、 γ 、 IL-1、 GM-CSF及 び TNF） (Bukouwski et al., 1998
; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al., 1998)、 遺 伝 子 治 療 （ 例 え ば 、 TNF、 IL-1
、 IL-2、 p53） （ Qin et al., 1998; Austin-Ward and Vallaseca, 1998; 米 国 特 許 第 5,83
0,880及 び 米 国 特 許 第 5,846,945号 明 細 書 ） そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 ガ ン グ
リ シ ド GM2、 抗 － HER-2、 抗 － p185） (Pietras et al., 1998, Hanibuchi et al., 1998, 
米 国 特 許 第 5,824,311号 明 細 書 )な ど で あ る 。 ヘ ル セ プ チ ン （ ト ラ ン ス ツ ズ マ ブ ） は HER-2-
neuレ セ プ タ を ブ ロ ッ ク す る キ メ ラ 性 （ マ ウ ス － ヒ ト ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ れ
は 、 抗 腫 瘍 活 性 を 有 し て お り 、 悪 性 腫 瘍 の 治 療 で の 使 用 の 承 認 を 受 け て い る （ Dillman, 1
999） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
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i． 　 受 動 的 免 疫 療 法
　 癌 の 受 動 的 免 疫 療 法 に は 多 数 の 異 な っ た 方 法 が 存 在 す る 。 そ れ ら は 広 い 観 点 か ら 以 下 の
よ う に 分 類 さ れ る 。 抗 体 だ け の 注 入 、 毒 素 や 化 学 治 療 剤 に 結 合 さ れ た 抗 体 の 注 入 、 放 射 性
同 位 元 素 に 結 合 さ れ た 抗 体 の 注 入 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 注 入 、 そ し て 、 最 後 に 、 骨 髄
の 腫 瘍 細 胞 の パ ー ジ ン グ 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 好 ま し く は 、 受 動 的 免 疫 療 法 に お い て は ヒ ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ る が 、 そ
れ は そ れ ら が 患 者 で ほ と ん ど 、 あ る い は ま っ た く 副 作 用 を 起 こ さ な い か ら で あ る 。 し か し
な が ら 、 そ の 応 用 は 、 そ れ ら が 乏 し い こ と と 、 病 変 箇 所 で 局 所 的 に し か 投 与 で き な い こ と
か ら あ る 程 度 限 ら れ た も の と な っ て い る 。 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 原 に 対 す る ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 皮 膚 反 復 性 黒 色 腫 の 患 者 に 病 変 内 投 与 さ れ て い る （ Irie and Morton, 1986）
。 １ 日 １ 回 、 あ る い は １ 週 間 に １ 回 病 変 内 注 入 を 行 っ た 後 、 １ ０ 名 の 患 者 の う ち ７ 名 の 患
者 で 退 縮 が 認 め ら れ た 。 他 の 研 究 で 、 ２ つ の ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 病 変 内 注 入 に よ
っ て 、 中 程 度 の 成 功 が 得 ら れ た （ Trie et al., 1989） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ２ つ の 異 な っ た 抗 原 に 向 け ら れ た 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る か 、 あ る い は 複
数 の 抗 原 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と が 有 利 な 場 合 も あ る 。 処 理 手 順 は bajorin et
 al (1988)が 述 べ て い る よ う な リ ン パ 球 あ る い は そ の 他 の 免 疫 エ ン ハ ン サ の 投 与 を 含 む 場
合 も あ る 。 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 に つ い て は 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で 詳 細 に 延 べ
て あ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
ii． 　 能 動 的 免 疫 療 法
　 能 動 的 免 疫 療 法 に お い て は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 蛋 白 質 、 あ る い は
同 質 又 は 異 質 遺 伝 子 型 腫 瘍 細 胞 組 成 物 又 は 『 ワ ク チ ン 』 が 、 通 常 は 、 異 な っ た バ ク テ リ ア
性 補 助 財 と 共 に 投 与 さ れ る (Ravindranath & Morton, 1991; Morton & Ravindrahath, 199
6; Morton et al., 1992; Mitchel et al., 1990; Mitchel t al., 1993)。 黒 色 腫 の 免 疫
療 法 に お い て は 、 高 IgM抗 体 反 応 を 示 す 患 者 は 、 そ の 反 応 が 低 い 患 者 と 比 較 す る と 生 残 率
が 高 い 傾 向 が 認 め ら れ る （ Morton et al., 1992） 。 IgM抗 体 は 一 過 性 抗 体 で あ る こ と が 多
く 、 抗 ガ ン グ リ オ シ ド あ る い は 抗 炭 水 化 物 抗 体 だ け が 例 外 で あ る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
iii． 　 養 子 免 疫 療 法
　 養 子 免 疫 療 法 に お い て は 、 患 者 の 体 内 を 循 環 し て い る リ ン パ 球 、 あ る い は 腫 瘍 浸 潤 リ ン
パ 球 を in vitroで 単 離 し て 、 IL-2で 活 性 化 さ せ る か 、 あ る い は 腫 瘍 壊 死 の 遺 伝 子 を 形 質 導
入 し て 、 再 投 与 す る （ Rosenberg et al., 1988; 1989） 。 こ れ を 達 成 す る た め に は 、 動 物
あ る い は ヒ ト の 患 者 に 対 し て 、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 を 本 明 細 書 に
述 べ ら れ て い る 補 助 剤 を 組 み 込 ん だ 抗 原 性 ペ プ チ ド 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 。 活 性
化 さ れ た リ ン パ 球 は 最 も 好 ま し く は 血 液 あ る い は 腫 瘍 サ ン プ ル か ら 事 前 に 分 離 さ れ 、 in v
itroで 活 性 化 （ あ る い は 拡 張 )さ れ た そ の 患 者 自 身 の 細 胞 で あ る 。 こ の 形 態 の 免 疫 療 法 は
い く つ か の 例 で 黒 色 腫 や 腎 臓 腫 瘍 の 退 縮 を も た ら し た が 、 反 応 を 示 し た 患 者 の 数 は 、 反 応
を 示 さ な か っ た 患 者 と 比 較 す る と 少 な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
ｄ ． 遺 伝 子
　 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で 、 二 次 的 治 療 と し て 遺 伝 子 治 療 が 行 わ れ 、 こ の 例 で は 治 療 用 ポ
リ ペ プ チ ド が 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 投 与 す る よ り 前 、 あ る い は 後 、 あ る い は そ れ と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 あ る い は 、 ２ つ の 異
な っ た 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を コ ー ド す る １ つ の ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 も あ る 。 本 発 明
で は 種 々 の 蛋 白 質 の 利 用 が 考 え ら れ て お り 、 そ れ ら の 一 部 に つ い て は 上 に 述 べ た 。 例 え ば
、 癌 細 胞 に 対 す る 野 生 種 腫 瘍 抑 制 因 子 を 提 供 す る た め に 遺 伝 子 療 法 を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ６ ０ 】
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ｅ ． 手 術
　 癌 患 者 の 約 60％ は 何 ら か の 手 術 を 受 け 、 そ れ に は 予 防 的 、 診 断 的 あ る い は ス テ ー ジ ン グ
、 治 療 的 及 び 一 時 的 目 的 の た め の 手 術 な ど で あ る 。 治 療 的 手 術 は 、 本 発 明 の 治 療 、 化 学 治
療 、 放 射 線 治 療 、 ホ ル モ ン 治 療 、 遺 伝 子 療 法 、 免 疫 療 法 及 び /又 は そ の 他 の 代 替 療 法 と 組
み 合 わ せ て 用 い ら れ る 癌 療 法 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 治 療 的 手 術 に は 切 開 が 含 ま れ 、 癌 組 織 の 全 部 あ る い は 一 部 を 物 理 的 に 除 去 、 切 除 、 あ る
い は 破 壊 す る 。 腫 瘍 切 除 は 腫 瘍 の 少 な く と も 一 部 を 物 理 的 に 除 去 す る こ と を 意 味 し て い る
。 腫 瘍 切 除 に 加 え て 、 手 術 に よ る 治 療 に は レ ー ザ ー 手 術 、 冷 凍 手 術 、 電 子 手 術 、 顕 微 鏡 制
御 手 術 （ Mohs手 術 ） な ど が あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 を 表 層 癌 、 前 癌 、 あ る い は 同 じ 量 の 正 常
組 織 の 除 去 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 癌 細 胞 、 組 織 、 あ る い は 腫 瘍 の 一 部 を 切 除 す る と 、 体 に 空 洞 が 形 成 さ れ る 。 そ の 治 療 は
灌 流 、 直 接 注 入 、 あ る い は 追 加 的 抗 癌 療 法 の 局 所 的 適 用 な ど に よ っ て 行 わ れ る 。 そ う し た
治 療 は 、 例 え ば 、 1、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 日 毎 に １ 回 、 あ る い は １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ お よ
び ５ 週 間 に １ 回 、 あ る い は １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 10、 11、 あ る い は １ ２ ヶ 月
毎 に １ 回 の 割 合 で 繰 り 返 さ れ る 場 合 も あ る 。 こ れ ら の 治 療 は 用 量 を 変 え て 行 わ れ る 場 合 も
あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
ｆ ． そ の 他 の 作 用 剤
　 治 療 の 有 効 性 を 増 大 す る た め に そ の 他 の 作 用 剤 を 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と も 考
え ら れ る 。 こ れ ら の 作 用 剤 に は 免 疫 調 整 剤 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ 及 び GAP結 合 の ア ッ プ レ グ
レ ー シ ョ ン を も た ら す 作 用 剤 、 細 胞 増 殖 抑 制 及 び 分 化 剤 、 細 胞 接 着 の 抑 制 剤 、 ア ポ ト ー シ
ス 誘 発 因 子 に 対 す る 高 増 殖 性 細 胞 の 感 作 性 を 増 強 す る 作 用 剤 、 あ る い は そ の 他 の 生 物 製 剤
な ど で あ る 。 免 疫 調 節 剤 に は 腫 瘍 壊 死 因 子 ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ア ル フ ァ 、 ベ ー タ 、 及 び
ガ ン マ ； IL-2及 び そ の 他 の サ イ ト カ イ ン ； F42K及 び そ の 他 の サ イ ト カ イ ン 類 似 物 ； あ る い
は MIP-1、 MIP-1ベ ー タ 、 MCP-1、 PANTES、 及 び そ の 他 の ケ モ カ イ ン な ど で あ る 。 さ ら に 、 F
as/Fasリ ガ ン ド 、 DR4あ る い は DR5/TRAIL(Apo-2リ ガ ン ド )な ど そ の リ ガ ン ド の 細 胞 表 面 レ
セ プ タ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 高 増 殖 性 細 胞 に 対 す る オ ー ト ク リ ン あ る い は パ ラ ク リ
ン 効 果 を 確 立 す る こ と で 本 発 明 の 抗 癌 能 力 を さ ら に 増 強 す る こ と も 考 え ら れ る 。 GAP結 合
の 数 を 増 や す こ と で 細 胞 内 信 号 発 生 を 増 大 さ せ る と 、 隣 接 す る 高 増 殖 性 細 胞 群 に 対 す る 抗
高 増 殖 性 効 果 が 増 大 す る こ と が 考 え ら れ る 。 １ つ の 実 施 の 形 態 で 、 細 胞 成 長 抑 制 あ る い は
分 化 剤 を 本 発 明 と 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 こ れ ら の 治 療 の 抗 高 増 殖 性 効 果 を 向 上 さ せ る こ と
も で き る 。 細 胞 接 着 の 抑 制 剤 も 本 発 明 の 有 効 性 を 向 上 さ せ る と 考 え ら れ る 。 細 胞 接 着 抑 制
剤 の 実 例 は 、 病 巣 接 着 キ ナ ー ゼ （ FAK） 抑 制 剤 及 び ロ バ ス タ チ ン で あ る 。 抗 体 c225な ど 、
ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 高 増 殖 性 細 胞 の 感 作 性 を 増 大 さ せ る そ の 他 の 作 用 剤 を 本 発 明 と 組 み
合 わ せ て 用 い て 、 治 療 効 果 を 向 上 さ せ る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 細 胞 阻 害 性 化 学 療 法 剤 の 導 入 後 、 癌 治 療 に お い て 多 く の 前 進 が あ っ た 。 し か し な が ら 、
化 学 療 法 の 結 果 の １ つ は 薬 品 抵 抗 性 表 現 型 が 形 成 ／ 獲 得 さ れ た こ と 、 及 び 複 数 の 薬 品 抵 抗
性 の 形 成 が 示 さ れ る よ う に な っ た こ と で あ る 。 薬 品 抵 抗 の 形 成 は そ う し た 腫 瘍 の 治 療 に お
け る 重 大 な 障 害 と な っ て お り 、 従 っ て 、 遺 伝 子 治 療 な ど 別 の 方 式 を 開 発 す る は っ き り し た
ニ ー ズ が 存 在 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 多 数 の 研 究 者 に よ る 研 究 が 、 TRAILに 対 し て 抵 抗 性 を 示 す 腫 瘍 細 胞 は 薬 品 ／ サ イ ト カ イ
ン が 毒 性 を 示 す レ ベ ル 以 下 の 濃 度 で 投 与 す る こ と で 感 作 化 さ せ る こ と が で き 、 感 作 化 さ れ
た 腫 瘍 細 胞 は TRAILに よ っ て ほ と ん ど 殺 さ れ る （ Bonavida et al., 1999; Bonavida et al
., 2000; Gliniak et al., 1999; Keane et al., 1999） 。 さ ら に 、 CPT-11あ る い は ド ク
ソ ル ビ シ ン な ど の 化 学 療 法 剤 を TRAILと 組 み 合 わ せ る と 、 抗 腫 瘍 活 性 が 増 強 さ れ 、 ア ポ ト
ー シ ス が 増 大 す る 。 こ れ ら の 効 果 の 一 部 は TRAILあ る い は 同 系 レ セ プ タ の ア ッ プ レ ギ ュ レ
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ー シ ョ ン に よ っ て 媒 介 さ れ て い る 可 能 性 が あ り 、 そ の 他 は 媒 介 さ れ て い な い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療 あ る い は 生 物 療 法 と 組 み 合 わ せ て 用 い る た め の も う １ つ の 形 態 の
療 法 は 患 者 の 組 織 を （ 最 大 106 o Fま で の ） 高 温 に 露 出 さ せ る 手 順 で あ る 加 温 療 法 で あ る 。
局 所 的 、 領 域 的 、 あ る い は 全 身 的 加 温 療 法 の 実 施 に お い て は 外 部 的 あ る い は 内 部 的 加 熱 装
置 が 用 い ら れ る 。 局 所 的 加 温 療 法 は 腫 瘍 な ど 、 小 さ な 領 域 に 熱 を 適 用 す る 。 熱 は 身 体 外 の
装 置 か ら 腫 瘍 に 向 け た 高 周 波 に よ っ て 外 部 的 に 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 内 部 的 な 熱 は 細
い 加 熱 ワ イ ア あ る い は 温 水 を 満 た し た 中 空 チ ュ ー ブ 、 埋 め 込 み 短 波 ア ン テ ナ 、 あ る い は 無
線 周 波 数 電 極 な ど の 無 菌 プ ロ ー ブ を 用 い て 発 生 さ せ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 領 域 療 法 の た め に は 患 者 の 器 官 あ る い は 手 足 を 加 熱 す る が 、 こ れ は 磁 石 な ど 高 い エ ネ ル
ギ ー を 発 生 さ せ る 装 置 を 用 い て 行 わ れ る 。 あ る い は 、 患 者 の 血 液 の 一 部 を 取 り 出 し て 、 加
熱 し て か ら 内 部 的 に 加 熱 さ れ る 領 域 に 戻 す 方 法 も 考 え ら れ る 。 癌 が 体 全 体 に 広 が っ て い る
場 合 は 、 全 身 加 熱 を 実 施 す る こ と も 考 え ら れ る 。 温 水 毛 布 、 加 熱 ロ ウ 、 誘 導 性 コ イ ル 、 あ
る い は 加 熱 室 も こ の 目 的 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ホ ル モ ン 療 法 も 本 発 明 と 組 み 合 わ せ た り 、 上 に 述 べ た そ の 他 の 癌 療 法 と 組 み 合 わ せ て 用
い る こ と が で き る 。 ホ ル モ ン の 使 用 は 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 あ る い は 子 宮 頚 部 癌 な ど
あ る 種 の 癌 の 治 療 で 、 テ ス ト ス テ ロ ン あ る い は エ ス ト ロ ゲ ン な ど の あ る 種 の ホ ル モ ン の 効
果 を 低 下 さ せ た り 、 あ る い は 阻 止 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 治 療 は １ つ の 治 療
方 式 と し て 、 あ る い は 転 移 の 可 能 性 を 低 下 さ せ る た め に 、 少 な く と も １ つ の 他 の 療 法 と 組
み 合 わ せ て 用 い ら れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
Ｂ ． 　 ウ イ ル ス 病 原 体
　 も ち ろ ん 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 及 び 方 法 は ウ イ ル ス 性 病 原 の 治 療 と 診 断 に も 適 用 で き る
。 例 え ば 、 本 発 明 を HIV感 染 で 起 こ さ れ る AIDSの 治 療 に 用 い る こ と が 考 え ら れ る 。 従 っ て
、 本 発 明 は 従 来 の 療 法 と 組 み 合 わ せ て 利 用 す る こ と が で き る 。 一 部 の そ う し た 療 法 に つ い
て 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
１ ． AZT
　 AIDS治 療 の た め の 良 く 知 ら れ た 伝 統 的 な 療 法 は ゾ ビ ド ブ ジ ン （ Burroughs Wellcomeか ら
の AZT T M ） の 使 用 を 含 ん で い る 。 こ れ は HIV逆 転 写 酵 素 を 抑 制 す る こ と で HIV複 製 を 阻 止 す
る ジ デ オ キ シ ボ ヌ ク レ オ シ ド と し て 知 ら れ る １ つ の タ イ プ の ヌ ク レ オ シ ド 類 似 物 で あ る 。
抗 AIDS薬 ジ ド ブ ジ ン （ AZTと し て も 知 ら れ て い る ） も 一 定 の 状 況 で 、 Burger et al.(1993)
が 述 べ て い る よ う に 、 リ フ ァ ン ピ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 こ こ で 述 べ ら れ て い る 組 成 物 及 び 方 法 は ウ イ ル ス 複 製 を 抑 制 す る よ う に 設 計 さ れ た AZT
及 び /又 は プ ロ テ ア ー ゼ 抑 制 剤 な ど 、 他 の 形 態 の 療 法 と 組 み 合 わ せ て 白 血 球 を 望 ま し い レ
ベ ル に 維 持 さ せ る こ と で 特 に 有 効 性 を 発 揮 す る 。 こ の 方 法 で は 、 患 者 に お い て 抗 ウ イ ル ス
治 療 が 効 果 を 示 す た め に 一 定 の 時 間 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
２ ． HAART
　 新 し い 組 み 合 わ せ 薬 剤 療 法 は HIV感 染 患 者 の 治 療 に お い て 有 望 な 結 果 を 示 し て い る 。 強
力 な 抗 HIV薬 品 と 組 み 合 わ せ た 治 療 は 『 高 活 性 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 治 療 』 (HAART)と 呼 ば れ て
お り 、 HIV病 の ４ つ の 段 階 す べ て で 、 HIVに 感 染 さ れ た 人 々 に お い て 、 よ り 優 れ た 臨 床 効 果
、 よ り 長 い 生 残 期 間 、 そ し て 生 活 の 質 の 向 上 を も た ら し て い る 。 HAARTの 実 例 と し て は ２
つ の ヌ ク レ オ シ ド 類 似 物 （ AZT/ddI、 d4T/ddI、 AZT/ddC、 AZT/3TC、 あ る い は d4T/3TC） と
組 み 合 わ せ た プ ロ テ ア ー ゼ 抑 制 剤 （ indinavir、 nelfinavir、 ritonavir、 ritonavir/saqu
inavir、 あ る い は saquinavir） な ど で あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
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VI． 　 医 薬 品 組 成 物 及 び 投 与 経 路
　 本 発 明 は （ 融 合 蛋 白 質 を 含 む ） 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 及 び 他 の 蛋 白 質 性 化
合 物 あ る い は 小 型 分 子 に 接 合 で き る 修 飾 蛋 白 質 の 利 用 を 想 定 し て い る 。 い く つ か の 実 施 の
形 態 に お い て は 、 医 薬 品 組 成 物 が 個 体 に 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 有 効 な 量 の
水 性 組 成 物 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 の 形 態 で 、 免 疫 毒 素 と し
て の 修 飾 ゲ ロ ニ ン が 特 に 想 定 さ れ て い る 。 そ う し た 組 成 物 は 通 常 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 基
質 あ る い は 水 性 媒 体 に 溶 解 、 あ る い は 分 散 さ れ る 。 さ ら に 、 そ う し た 化 合 物 は 治 療 さ れ る
疾 病 や 状 態 に 応 じ て そ の 他 の 治 療 と 組 み 合 わ せ て 実 施 す る こ と も で き る 。 AIDSの 治 療 は HA
ARTあ る い は AZT、 又 は そ の 両 方 の 投 与 を 含 む 場 合 が あ り 、 癌 の 治 療 は 手 術 や 、 化 学 療 法 、
放 射 線 療 法 、 免 疫 療 法 、 あ る い は ホ ル モ ン な ど と 併 用 さ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
Ａ ． 投 与 経 路
　 当 業 者 で あ れ ば in vivo及 び ex vivo状 況 で 遺 伝 子 導 入 を ど の よ う に 行 な う か は よ く 知 っ
て い る で あ ろ う 。 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー と し て は 、 通 常 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー 株 が 用 意 さ れ
る 。 ウ イ ル ス の 種 類 と 達 成 さ れ る 力 価 に 基 づ い て 、 1－ 100、 10－ 50、 100－ 1000、 あ る い
は 最 大 1 x 10 4 、 1 x 10 5  、 1 x 10 6 、 1 x 10 7 、 １ ｘ 10 8 、 １ x10 9 、 １ ｘ 10 1 0 、 １ ｘ 10 1 1 、
1 x 10 1 2 個 の 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 を 患 者 に 投 与 す る 。 相 対 的 な 摂 取 効 率 を 比 較 し て リ ポ ソ
ー ム 及 び そ の 他 の 非 ウ イ ル ス 性 製 剤 に も 同 様 の 数 字 を 適 用 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 組 成 物 の 製 剤 に つ い て 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 『 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 』 あ る い は 『 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 』 と い う 用 語 は 、 動 物 、 ヒ ト な
ど に 投 与 さ れ た 場 合 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 、 あ る い は 対 立 的 、 そ の 他 の 望 ま し く な い 反 応 を 起
こ さ な い 分 子 構 成 あ る い は 組 成 物 を 指 し て い る 。 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 『 薬 剤 的 に 許 容
さ れ る 基 質 』 と は 溶 剤 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 及 び 抗 黴 剤 、 等 張 及 び 吸 収 遅 延 剤
な ど の す べ て 、 あ る い は そ の 一 部 を 含 ん で い る 。 薬 剤 的 に 活 性 の あ る 物 質 の た め に こ う し
た 媒 体 あ る い は 作 用 剤 を 用 い る こ と は こ の 技 術 分 野 で は 良 く 知 ら れ て い る 。 活 性 成 分 と 共
存 性 が な い 従 来 の 媒 体 や 作 用 剤 を 除 い て 、 治 療 剤 で の そ の 利 用 が 考 え ら れ る 。 他 の 抗 癌 剤
な ど 補 助 的 な 活 性 成 分 も そ う し た 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 静 脈 あ る い は 筋 肉 内 注 射 用 の も の な ど 、 全 身 的 投 与 用 に 調 製 さ れ た 化 合 物 に 加 え て 、 薬
剤 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 他 の 形 態 は 、 例 え ば 、 経 口 投 与 の た め の 錠 剤 又 は そ の 他 の 固 形 製 剤
； ゆ っ く り 放 出 さ れ る カ プ セ ル ； 及 び ク リ ー ム 、 ロ ケ ー シ ョ ン 、 う が い 薬 、 吸 入 剤 な ど 現
在 用 い ら れ て い る そ の 他 の 形 状 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 活 性 化 合 物 は 、 例 え ば 、 静 脈 、 筋 肉 内 、 胸 郭 内 、 皮 下 、 あ る い は 腹 膜 内 経
路 な ど を 介 し て の 注 射 用 に 製 剤 化 さ れ た も の な ど 、 全 身 的 投 与 の た め に 製 剤 化 す る こ と が
で き る 。 MHCク ラ ス １ 分 子 の 発 現 を 増 大 さ せ る １ つ 、 あ る い は 複 数 の 化 合 物 を 含 む 水 性 組
成 物 の 調 製 は 本 開 示 に 照 ら せ ば 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 通 常 、 そ う し た 組 成 物 は 液 体
溶 液 か 懸 濁 液 の い ず れ か の 形 態 の 注 射 剤 ； 注 射 前 に 液 体 を 加 え て 溶 液 や 懸 濁 液 を つ く る の
に 適 し た 固 形 形 状 ； そ し て そ れ ら の 製 剤 を エ マ ル ジ ョ ン 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 遊 離 塩 基 あ る い は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 な ど の 活 性 化 合 物 の 溶 液 を ヒ ロ ド キ シ プ ロ ピ ル
セ ル ロ ー ス な ど の 界 面 活 性 剤 と 適 切 に 混 合 し た 水 で 調 製 す る こ と も で き る 。 グ リ セ ロ ー ル
、 液 体 ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル 、 及 び そ れ ら の 混 合 物 及 び オ イ ル で 分 散 剤 を 調 製 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 通 常 の 保 管 及 び 使 用 条 件 下 で は 、 こ れ ら の 製 剤 は 微 生 物 の 成 長 を 防 ぐ た
め の 保 存 剤 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 注 射 と し て の 使 用 に 適 し た 薬 剤 形 状 は 滅 菌 水 溶 液 あ る い は 分 散 剤 、 セ サ ミ ・ オ イ ル 、 ピ
ー ナ ッ ツ ・ オ イ ル 、 あ る い は 水 性 プ ロ ピ レ ン ・ グ リ コ ー ル を 含 む 製 剤 ； そ し て 無 菌 注 射 用
溶 液 あ る い は 分 散 液 用 の 無 菌 パ ウ ダ ー な ど で あ る 。 す べ て の 場 合 に 、 そ の 形 態 は 無 菌 で な
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け れ ば な ら ず 、 容 易 に 注 射 で き る 程 度 の 流 動 性 を 有 し て い な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 製 造
、 保 管 中 に 安 定 状 態 を 保 た ね ば な ら ず 、 細 菌 や 黴 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 護 ら れ て い
な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 上 記 活 性 化 合 物 は 中 性 あ る い は 塩 形 状 で 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る
塩 は 酸 添 加 塩 （ 蛋 白 質 の 遊 離 ア ミ ノ 基 で 形 成 さ れ る ） な ど で あ り 、 例 え ば 、 塩 酸 あ る い は
リ ン 酸 な ど の 無 機 塩 、 あ る い は 酢 酸 、 オ キ サ ル 酸 、 タ ル タ ル 酸 、 そ し て マ ン デ ル 酸 な ど の
有 機 酸 を 用 い て 形 成 さ れ る 。 遊 離 カ ル ボ キ シ ル で 形 成 さ れ る 塩 も 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 、
カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 あ る い は 鉄 水 酸 化 物 な ど の 無 機 塩 基 、 及 び イ ソ プ
ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の 有 機 塩 基 か ら 誘 導 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 基 質 も 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 ピ ロ ピ レ ン ・ グ
リ コ ー ル 、 及 び 液 体 ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル な ど ） 、 そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 、 さ ら に は
植 物 油 を 含 ん だ 溶 媒 、 分 散 媒 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ 剤 を
用 い て 、 分 散 媒 の 場 合 は 適 切 な 粒 径 を 保 持 し 、 あ る い は 界 面 活 性 剤 を 用 い て 適 切 な 流 動 性
を 保 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 作 用 の 防 御 は 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、
フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど の 種 々 の 抗 菌 剤 、 あ る い は 抗 黴 剤 を 用 い て 達
成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例 え ば 砂 糖 や 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど を 含 ん で い
る こ と が 望 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 吸 収 期 間 の 延 長 は そ の 組 成 物 で 例 え ば ア ル ミ ニ ウ ム ・
モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 及 び ジ ェ ラ チ ン な ど の 薬 品 を 使 用 す る こ と で 達 成 で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 無 菌 注 射 液 は 必 要 な 量 の 活 性 化 合 物 を 必 要 に 応 じ て 上 に 挙 げ た よ う な そ の 他 の 成 分 と 共
に 適 切 な 溶 媒 に 組 み 込 ん で 、 ろ 過 滅 菌 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 分 散
剤 は 種 々 の 滅 菌 さ れ た 活 性 成 分 を 基 本 分 散 媒 と 上 に 述 べ た も の の う ち 必 要 な 他 の 成 分 を 含
ん だ 無 菌 媒 体 に 組 み 入 れ る こ と で 調 製 さ れ る 。 無 菌 注 射 液 を 調 製 す る た め の 無 菌 粉 末 の 場
合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 真 空 乾 燥 及 び 冷 凍 乾 燥 法 で あ っ て 、 活 性 成 分 と 事 前 に 滅 菌 ろ 過 さ
れ た そ の 溶 液 か ら さ ら に 望 ま し い 成 分 を 含 ん だ 粉 末 が つ く ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 一 部 の ケ ー ス で は 、 本 発 明 に よ る 治 療 用 製 剤 は ク リ ー ム や ロ ー シ ョ ン な ど 局 所 的 適 用 に
適 し た 形 状 で つ く る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 形 状 は 皮 膚 に 例 え ば 種 々 の 肉 腫 な ど 関 連
し た 疾 病 の 治 療 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 治 療 用 組 成 物 の 投 与 は 、 そ の ル ー ル を 通 じ て 標 的 組 織 に 届 け る こ と が 可 能
で あ れ ば 、 い ず れ の 一 般 的 な ル ー ト を 介 し て で も よ い 。 本 発 明 が ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー で あ
る 場 合 、 最 初 に 考 慮 し な け れ ば な ら な い の は そ の ベ ク タ ー に よ っ て 担 持 さ れ る 異 種 配 列 の
た め に 望 ま し い 場 所 で あ る 。 投 与 経 路 は 経 口 、 鼻 腔 、 舌 下 、 直 腸 、 子 宮 、 あ る い は 局 所 な
ど の い ず れ で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 黒 色 腫 あ る い は AIDS関 連 皮 膚 状 態 、 あ る い は 皮 膚 状
態 の 治 療 に 有 益 な 異 種 遺 伝 子 が ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に よ っ て 担 持 さ れ て い る 場 合 、 局 所 的
投 与 が 特 に 望 ま し い で あ ろ う 。 あ る い は 、 同 所 、 皮 膚 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 膜 内 、 あ る い
は 静 脈 内 注 射 な ど に よ っ て 行 な わ れ る 。 そ う し た 組 成 物 は 通 常 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 基
質 、 緩 衝 剤 、 あ る い は そ の 他 の 賦 形 剤 を 含 む 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る
。 肺 の 状 態 を 治 療 す る た め に は 、 肺 に 対 す る エ ア ロ ゾ ル 導 入 が 考 え ら れ る 。 エ ア ロ ゾ ル の
体 積 は 約 0.01mlか ら 0.5mlの 範 囲 で あ る 。 浣 腸 剤 の 範 囲 は 約 １ mlか ら 約 100mlの 範 囲 で あ る
。 腫 瘍 に 直 接 注 射 す る の が 好 ま し い 形 態 で あ る が 、 よ り 特 殊 な 実 施 の 形 態 に お い て は 継 続
的 腫 瘍 内 潅 流 が 行 な わ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 一 部 の 実 施 の 形 態 の 場 合 、 患 者 に 対 し て 治 療 用 組 成 物 を 継 続 的 に 供 給 す る の が 望 ま し い
場 合 も あ る 。 静 脈 あ る い は 鼻 腔 内 経 路 の 場 合 、 こ れ は ド リ ッ プ 方 式 で 達 成 で き る 。 局 所 的
な 適 用 の 場 合 、 反 復 的 適 用 が 用 い ら れ る 。 種 々 の 方 式 場 合 、 一 定 の 期 間 、 限 定 的 で は あ る
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が 一 定 量 の 治 療 用 薬 剤 を 提 供 す る 遅 延 放 出 製 剤 を 用 い る こ と も 可 能 で あ ろ う 。 内 部 的 適 用
の 場 合 、 例 え ば 、 異 種 核 酸 部 分 を 担 持 し た ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 用 い て 問 題 の 領 域 を 継 続
的 に 潅 流 さ せ る の が 好 ま し い 場 合 も あ る 。 こ れ は 、 い く つ か の ケ ー ス で は 手 術 後 の カ テ ー
テ ル 措 置 を 行 な い 、 そ の 後 で 、 治 療 用 薬 剤 を 継 続 的 に 投 与 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る で
あ ろ う 。 潅 流 の 期 間 は 特 定 の 患 者 及 び 状 況 に 対 す る 医 師 の 判 断 に 基 づ い て 選 択 さ れ る で あ
ろ う が 、 そ の 時 間 は 約 1時 間 か ら ２ 時 間 、 ２ － ６ 時 間 、 約 ６ － １ ０ 時 間 、 約 10－ 24時 間 、
そ し て 約 1－ 2日 間 、 約 １ － ２ 週 間 、 あ る い は そ れ 以 上 に 及 ぶ 場 合 も あ る 。 一 般 的 に 、 継 続
的 潅 流 を 介 し て の 治 療 用 組 成 物 の 用 量 は 単 一 あ る い は 複 数 回 の 注 射 に よ る 場 合 の 用 量 と 同
じ で あ り 、 注 入 が 行 わ れ る 期 間 に よ っ て 調 節 さ れ る 。 し か し な が ら 、 潅 流 の 場 合 は 用 量 が
よ り 高 い こ と と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 水 溶 液 で 全 身 投 与 を 行 な う 場 合 、 そ の 溶 液 を 必 要 で あ れ ば 緩 衝 す べ き で あ り 、 希 釈 液 は
最 初 に 十 分 な 量 の 食 塩 水 あ る い は グ ル コ ー ス で 等 張 状 態 に し て お く 必 要 が あ る 。 こ れ ら の
特 殊 な 水 溶 液 は 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 そ し て 腹 膜 内 投 与 に 特 に 適 し て い る 。 こ れ と の 関
連 で 、 用 い る こ と が で き る 無 菌 水 性 媒 体 は 本 開 示 に 照 ら せ ば 、 当 業 者 に は 容 易 に 分 か る で
あ ろ う 。 例 え ば 、 1回 分 の 用 量 を １ mLの 等 張 性 NaCl溶 液 に 溶 解 し て 、 1000ｍ Lの ハ イ パ ー ダ
ー モ ク リ シ ス 液 に 加 え る か 、 あ る い は 適 切 な 注 入 箇 所 に 注 射 す る （ 例 え ば 、 Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 1990参 照 ） 。 治 療 を 受 け る 個 体 の 状 態 に 基 づ い て 用 量 の 変 更
は 必 然 的 に 起 き る で あ ろ う 。 投 与 に 責 任 を 有 す る 人 は 、 い ず れ の 場 合 で も 、 そ れ ぞ れ の 個
体 に 応 じ て 適 切 な 用 量 を 決 め る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 治 療 用 組 成 物 の 有 効 量 は 意 図 さ れ た 目 的 に 基 づ い て 判 定 さ れ る 。 『 単 位 用 量 』 あ る い は
『 用 量 』 と は 個 体 で 使 用 す る の に 適 し た 物 理 的 個 別 単 位 を 示 し て お り 、 そ れ ぞ れ の 単 位 は
、 そ の 投 与 、 つ ま り 適 切 な 経 路 と 治 療 方 式 に 関 連 し て 上 に 述 べ た 望 ま し い 反 応 を 起 こ す と
計 算 さ れ た 所 定 の 量 の 治 療 用 組 成 物 を 含 ん で い る 。 措 置 回 数 と 単 位 用 量 の 両 方 に 基 づ い て
、 投 与 さ れ る べ き 量 は 望 ま し い 保 護 効 果 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 治 療 用 組 成 物 の 正 確 な 量 は 医 師 の 判 断 と 、 そ れ ぞ れ の 個 人 の 特 殊 な 事 情 に 依 存 し て い る
。 用 量 に 影 響 を 及 ぼ す 要 因 は そ の 患 者 の 身 体 的 、 臨 床 的 状 態 、 投 与 の 経 路 、 治 療 の 意 図 さ
れ た 目 標 （ 症 状 の 緩 和 か 治 癒 か ） 、 及 び 特 定 の 治 療 用 物 質 の 強 度 、 安 定 性 、 そ し て 毒 性 な
ど で あ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 製 剤 化 さ れ る と 、 溶 液 は 治 療 的 に 効 果 的 な 量 で 、 用 量 方 式 に 合 致 し た 形 態 で 投 与 さ れ る
。 こ の 製 剤 は 上 に 述 べ た よ う な 注 射 液 タ イ プ な ど 、 種 々 の 用 量 形 態 で 簡 単 に 投 与 す る こ と
が で き る が 、 薬 品 放 出 カ プ セ ル な ど も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 in vitro投 与 と は 培 養 中 の 細 胞 な ど 、 動 物 か ら 取 り 出 し た 細 胞
上 で 行 な わ れ る 操 作 を 指 し て い る 。 ex vivo投 与 と は 、 in vitroで 操 作 さ れ て 、 生 き て い
る 動 物 に 後 で 投 与 さ れ る 細 胞 を 指 し て い る 。 in vivo投 与 と は 、 動 物 の 体 内 で 行 な わ れ る
す べ て の 操 作 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 上 記 組 成 物 は in vitro、 ex vivo、 あ る い は in vivo
の い ず れ で も 投 与 す る こ と が で き る 。 in vitro実 施 形 態 に お い て は 、 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド
す る 発 現 構 成 体 を ホ ス ト 細 胞 に 形 質 導 入 す る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の 場 合 、 標 準 的 な 細 胞
は in vitro分 析 か 、 あ る い は in vivo投 与 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 米 国 特 許 第 4,690,915号 明 細 書 と 5,199,942号 明 細 書 （ い ず れ も 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に
組 み 込 ま れ る ） は 血 液 単 核 細 胞 と 骨 髄 細 胞 を 治 療 的 目 的 で 使 用 す る た め の ex vivo操 作 の
方 法 に つ い て 開 示 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
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　 本 発 明 に よ る 組 成 物 の in vivo投 与 も 考 え ら れ る 。 そ の 例 は 、 膀 胱 内 へ の 膀 胱 な い カ テ
ー テ ル 措 置 を 通 じ て 本 発 明 の 形 質 導 入 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ る 膀 胱 上 皮 の 形 質 導 入 (B
ass, 1995)、 及 び カ テ ー テ ル を 通 じ て 門 脈 を 介 し て の 適 切 な 形 質 導 入 組 成 物 を 浸 潤 さ せ る
こ と に よ る 肝 細 胞 の 形 質 導 入 で あ る （ Bao, 1996） 。 そ の 他 の 例 と し て は 、 即 効 性 形 質 導
入 組 成 物 を 腫 瘍 に 直 接 投 入 す る こ と と 、 肺 細 胞 の 形 質 導 入 を 起 こ さ せ る た め の 形 質 導 入 組
成 物 の 鼻 腔 か 気 管 支 を 通 じ て の 吸 入 （ Dong, 1996） で あ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 静 脈 内 、 皮 膚 内 、 動 脈 内 、 腹 膜 内 、 病 変 部 位 内 、 頭 蓋 内 、 関 節 内
、 前 立 腺 内 、 肺 内 、 気 管 支 内 、 鼻 腔 内 、 硝 子 体 内 、 膣 内 、 直 腸 内 、 腫 瘍 内 、 粘 膜 内 、 腹 膜
内 、 皮 下 、 小 胞 内 、 粘 膜 、 心 嚢 内 、 経 口 、 局 所 、 局 部 に 、 及 び /又 は エ ア ロ ゾ ル の 利 用 、
注 入 、 浸 潤 、 継 続 的 浸 潤 、 カ テ ー テ ル あ る い は 洗 浄 に よ る 標 的 細 胞 に 対 す る 局 所 化 潅 流 な
ど の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
Ｂ ． 脂 質 組 成 物
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 特 許 請 求 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い
は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た １ つ 、 あ る い は 複 数 の 脂 質 を 含 む 新 規 組 成 物 に 関 係 し て い る 。
脂 質 と は 水 に は 不 溶 性 の 特 徴 を 有 し 、 有 機 溶 媒 を 用 い て 抽 出 可 能 な 物 質 で あ る 。 本 明 細 書
に 具 体 的 に 述 べ ら れ て い る も の 以 外 の 化 合 物 も 当 業 者 は 分 か っ て い る で あ ろ う し 、 本 発 明
に よ る 組 成 物 と 方 法 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 脂 質 は 天 然 の も の も あ れ ば 、 合 成 さ れ た も の （ 人 に よ っ て 設 計 、 生 産 さ れ た も の ） も あ
る 。 し か し な が ら 、 脂 質 は 通 常 、 生 物 的 な 物 質 で あ る 。 生 物 的 脂 質 は こ の 技 術 分 野 で は よ
く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 中 性 脂 肪 、 リ ン 脂 質 、 ホ ス ホ グ リ セ リ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 テ ル ペ
ン 類 、 リ ソ リ ピ ッ ド 、 グ リ コ ス フ ィ ン ゴ リ ピ ッ ド 、 グ ル コ リ ピ ッ ド 、 サ ル フ ァ タ イ ド 、 エ
ー テ ル 及 び エ ー テ ル 結 合 脂 肪 酸 を 有 す る 脂 質 、 そ し て ポ リ マ ー 可 能 な 脂 質 、 及 び そ れ ら の
組 み 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
１ ． 脂 質 タ イ プ
　 中 性 脂 肪 は グ リ セ ロ ー ル 及 び 脂 肪 酸 を 含 ん で い る 場 合 が あ る 。 代 表 的 な グ リ セ ロ ー ル は
炭 素 原 子 を ３ つ 含 ん だ ア ル コ ー ル で あ る 。 脂 肪 酸 は 一 般 的 に は 炭 素 鎖 で 構 成 さ れ て お り 、
そ の 末 端 に 酸 性 成 分 （ 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 ） を 有 し て い る 分 子 で あ る 。 こ の 脂 肪 酸 の 炭 素
鎖 が ど の よ う な 長 さ で あ っ て も よ い が 、 そ の 長 さ は 約 ２ 、 約 ３ 、 約 ４ 、 約 ５ 、 約 ６ 、 約 ７
、 約 ８ 、 約 ９ 、 約 10、 約 11、 約 12、 約 13、 約 14、 約 15、 約 16、 約 17、 約 18、 約 19、 約 20、
約 21、 約 22、 約 23、 約 24、 約 25、 約 26、 約 27、 約 28、 約 29、 約 30あ る い は そ れ 以 上 の 炭 素
原 子 、 あ る い は 可 能 な い ず れ の 長 さ で あ っ て も よ い 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 範 囲 は 脂 肪
酸 の 鎖 部 分 の 炭 素 原 子 数 が 約 14か ら 約 24、 そ し て 炭 素 原 子 数 が 約 16か ら 約 18で あ る こ と が
こ の 実 施 の 形 態 で は 特 に 好 ま し い 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 脂 肪 酸 炭 素 鎖 は 奇 数 の 炭
素 原 子 を 含 ん で い る 場 合 も あ り 、 別 の 実 施 の 形 態 で は 偶 数 の 炭 素 原 子 数 が 好 ま し い 場 合 も
あ る 。 炭 素 鎖 内 に １ つ の 結 合 だ け を 含 ん で い る 脂 肪 酸 は 飽 和 さ れ て い る 状 態 に あ る と 表 現
さ れ 、 少 な く と も １ つ の 二 重 結 合 を そ の 炭 素 鎖 に 含 ん で い る 脂 肪 酸 を 不 飽 和 と い う 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 特 殊 な 脂 肪 酸 は リ ノ レ ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ラ ウ リ ン 酸 、
ミ リ ス チ ン 酸 、 ア ラ キ ド 酸 、 パ リ ミ ト ー ル 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 、 リ シ ノ ー ル 酸 、 ツ バ ク ロ ス
テ ル 酸 、 ラ ク ト バ シ ル 酸 な ど を 含 ん で い る 。 １ つ 以 上 の 脂 肪 酸 の 酸 性 基 は グ リ セ ロ ー ル の
1つ 以 上 の 水 酸 基 と 共 有 結 合 さ れ て い る 。 従 っ て 、 モ ノ グ リ セ リ ド は グ リ セ ロ ー ル と １ つ
の 脂 肪 酸 を 含 ん で お り 、 ジ グ リ セ リ ド は １ つ の グ リ セ ロ ー ル と ２ つ の 脂 肪 酸 を 含 ん で お り
、 そ し て ト リ グ リ セ リ ド は グ リ セ ロ ー ル と ３ つ の 脂 肪 酸 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 リ ン 脂 質 は 通 常 、 グ リ セ ロ ー ル あ る い は ス フ ィ ン ゴ シ ン 成 分 の い ず れ か 、 両 親 媒 性 化 合
物 を つ く り だ す た め の イ オ ン 性 リ ン 酸 基 、 そ し て １ つ 以 上 の 脂 肪 酸 を 含 ん で い る 。 リ ン 脂
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質 の タ イ プ は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 基 が ジ グ リ セ リ ド の 第 一 の 炭 素 に 結 合 し て い る ホ ス ホ グ リ
セ リ ド 、 そ し て リ ン 酸 基 が ス フ ィ ン ゴ シ ン ・ ア ミ ノ ・ ア ル コ ー ル に エ ス テ ル 化 さ れ て い る
ス フ ィ ン ゴ ・ リ ン 脂 質 （ 例 え ば 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン ） な ど で あ る 。 ス フ ィ ン ゴ ・ リ ン 脂
質 の 別 の 例 は ス ル フ ァ チ ド で 、 こ れ は 両 親 媒 性 の 分 子 を 構 成 し て い る イ オ ン 性 ス ル フ ェ ー
ト 基 を 含 ん で い る 。 リ ン 脂 質 は も ち ろ ん 、 例 え ば 、 リ ン 酸 基 に 取 り 付 け ら れ た ア ル コ ー ル
な ど 、 さ ら に 別 の 化 学 基 も 含 ん で い る 。 そ う し た ア ル コ ー ル 基 の 例 と し て は 、 セ リ ン 、 エ
タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ク ロ リ ン 、 グ リ セ ロ ー ル 、 そ し て イ ノ シ ト ー ル な ど が あ る 。 従 っ て 、 特
殊 な ホ ス ホ グ リ セ リ ド は ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ グ リ セ ロ ル 、 あ る い は ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ イ ノ
シ ト ー ル で あ る 。 そ の 他 の リ ン 脂 質 は ホ ス フ ァ チ ド 酸 、 あ る い は ジ ア セ チ ル リ ン 酸 で あ る
、 １ つ の 実 施 形 態 で 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン は ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ a.k.
aカ ル ジ オ ジ リ ピ ン ） 、 エ ッ グ ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ
ル コ リ ン 、 モ ノ ミ ニ ス ト イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 モ ノ パ ル ミ ト ー ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ
ル コ リ ン 、 モ ノ ス テ ア ロ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 モ ノ オ レ オ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル
コ リ ン 、 ジ ブ ト ロ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ バ レ ロ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、
ジ カ プ ロ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ヘ プ タ ノ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ カ プ
リ オ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 あ る い は ジ ス テ ア ロ イ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
な ど で あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 糖 脂 質 は ス フ ィ ノ ゴ ・ リ ン 脂 質 に 関 連 し て い る が 、 ス フ ィ ン ゴ シ ン の 一 次 水 酸 基 に 取 り
付 け ら れ た リ ン 酸 基 以 外 の 糖 質 基 を 含 ん で い る 。 セ レ ブ ロ シ ド と 呼 ば れ る タ イ プ の 糖 脂 質
は 一 次 水 酸 基 に 取 り 付 け ら れ た １ つ の 糖 基 （ グ ル コ ー ス ま た は ガ ラ ク ト ー ス ） を 含 ん で い
る 。 糖 脂 質 の 別 の 例 は ガ ン グ リ オ シ ド （ 例 え ば モ ノ シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド 、 GM1） で 、 こ
れ は 約 ２ 、 約 ３ 、 約 ４ 、 約 ５ 、 約 ６ 、 約 ７ 程 度 の 糖 基 を 含 ん で お り 、 こ の 糖 基 は 側 鎖 で あ
っ て も よ く 、 一 次 水 酸 基 に と り つ け ら れ て い る 。 別 の 実 施 の 形 態 で 、 上 記 糖 脂 質 は セ ラ ミ
ド （ 例 え ば ラ ク ト シ ル セ ラ ミ ド ） で あ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 ス テ ロ イ ド は フ ェ ナ ン ス レ ン の ４ 構 成 要 素 環 状 誘 導 体 で あ る 。 ス テ ロ イ ド は 細 胞 、 組 織
、 及 び 生 物 体 内 で 規 制 機 能 を 有 し て い る こ と が 多 く 、 例 え ば 、 プ ロ ゲ ス タ ジ ェ ン （ 例 え ば
プ ロ ゲ ス テ ロ ン ） 、 グ ル コ コ リ コ イ ド （ 例 え ば コ ル チ ソ ル ） 、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド （ 例
え ば ア ル ド ス テ ロ ン ） 、 ア ン ド ロ ゲ ン （ 例 え ば テ ス ト ス テ ロ ン ） 、 及 び エ ス ト ロ ゲ ン （ 例
え ば エ ス ト ロ ン ） フ ァ ミ リ ー の ホ ル モ ン 及 び 関 連 物 質 を 含 ん で い る こ と が 多 い 。 コ レ ス テ
ロ ー ル は ス テ ロ イ ド の 別 の 例 で 、 通 常 、 規 制 機 能 よ り は 構 造 的 な 要 素 と し て の 役 割 を 果 た
し て い る 。 ビ タ ミ ン Dも ス テ ロ ー ル の 1例 で 、 腸 か ら の カ ル シ ウ ム 吸 収 に 関 係 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 テ ル ペ ン は １ つ 以 上 の ５ 炭 素 イ ソ プ レ ン 基 を 含 む 脂 質 で あ る 。 テ ル ペ ン は 種 々 の 生 物 学
的 機 能 を 有 し て お り 、 例 え ば 、 ビ タ ミ ン A、 共 酵 素 Q、 そ れ に カ ロ テ ノ イ ド （ 例 え ば 、 リ コ
ペ ン 及 び β -カ ロ チ ン ） を 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
２ ． 荷 電 及 び 中 性 脂 質 組 成 物
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 組 成 物 の 脂 質 成 分 は 荷 電 さ れ て お ら ず 、 あ る い は 一 時 的 な 電
荷 を 有 し て い な い 。 １ つ の 実 施 の 形 態 で 、 １ つ の 組 成 物 の 脂 質 成 分 は １ つ 以 上 の 中 性 脂 質
を 含 ん で い る 。 別 の 実 施 形 態 で 、 １ つ の 組 成 物 の 脂 質 成 分 は 基 本 的 に リ ン 脂 質 や コ レ ス テ
ロ ー ル な ど の 陽 イ オ ン 性 脂 質 及 び 陰 イ オ ン 性 脂 質 を 含 ん で い な い 。 別 の 実 施 形 態 で 、 非 荷
電 あ る い は 無 電 荷 脂 質 組 成 物 は そ の 約 95％ 、 約 96％ 、 約 97％ 、 約 98％ 、 約 99％ 、 あ る い は
約 100％ が 荷 電 さ れ て い な い 、 基 本 的 に 無 電 荷 脂 質 で あ る か 、 あ る い は 正 電 荷 と 負 電 荷 が
等 数 の 脂 質 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で 、 脂 質 組 成 物 が 荷 電 さ れ て い る 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 荷 電 リ ン 脂 質 は 本
発 明 に よ る 脂 質 組 成 物 を 調 製 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 全 体 と し て 正 電 荷 あ る い は 負
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電 荷 を 有 し て い る 。 非 限 定 的 例 で 、 ジ ア セ チ ル ・ ホ ス フ ェ ー ト を 用 い て そ の 脂 質 組 成 物 に
負 電 荷 を も た ら す こ と が で き 、 ス テ ア リ ル ア ミ ン を 用 い て そ の 脂 質 組 成 物 に 正 電 荷 を も た
ら す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
３ ． 脂 質 を つ く る
　 脂 質 は 天 然 の 素 材 、 市 販 材 料 か ら 得 た り 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き 、 こ の 技 術 分 野
の 当 業 者 に は 周 知 で あ ろ う 。 例 え ば 、 リ ン 脂 質 は 卵 や 大 豆 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 脳 ホ
ス フ ァ チ ド 酸 、 脳 及 び 植 物 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ル 、 心 臓 カ ル ジ オ リ ピ ン 、 及 び 植 物 又
は バ ク テ リ ア 性 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン か ら つ く る こ と が で き る 。 別 の 例 で 、 本
発 明 で の 使 用 に 適 し た 脂 質 を 市 販 の 素 材 か ら 得 る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ジ ミ リ ス チ ル ・
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） は Sigma Chemical Co.か ら 、 ジ セ チ ル ・ ホ ス フ ェ ー ト （ DC
P） は K＆ K Laboratories (Plainview, NY)か ら 、 コ レ ス テ ロ ー ル （ Chol） は Calbiochem-B
erhingか ら 、 ジ ミ リ ス チ ル ・ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ル （ DMPG） 及 び そ の 他 の 脂 質 は Avan
ti Polar Lipids Inc. (Birmingham, Ala)か ら そ れ ぞ れ 市 販 さ れ て い る 。 い く つ か の 実 施
の 形 態 で 、 ク ロ ロ ホ ル ム あ る い は ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル 内 に 溶 か し た 脂 質 溶 液 を 約 － 2
0℃ の 温 度 で 保 存 す る こ と が で き る 。 ク ロ ロ ホ ル ム の 方 が メ タ ノ ー ル よ り 蒸 発 性 が 強 い の
で 、 そ れ を 唯 一 の 溶 媒 と し て 用 い る 方 が 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
４ ． 脂 質 組 成 物 の 構 造
　 脂 質 と 結 合 し た 化 合 物 は 脂 質 を 含 ん だ 溶 液 に 分 散 さ せ た り 、 脂 質 と 共 に 溶 解 し た り 、 脂
質 と 共 に 乳 化 し た り 、 脂 質 と 混 合 し た り 、 脂 質 と 組 み 合 わ せ た り 、 脂 質 に 共 有 結 合 さ せ た
り 、 脂 質 内 に 懸 濁 液 と し て 含 め た り 、 あ る い は そ の 他 の 方 法 で 脂 質 と 結 合 さ せ る こ と が で
き る 。 本 発 明 に よ る 脂 質 及 び 脂 質 関 連 組 成 物 は い ず れ の 特 定 の 構 造 に も 限 定 さ れ な い 。 例
え ば 、 そ れ ら は 単 に 溶 液 に 分 散 さ れ て 、 サ イ ズ や 形 状 が 不 均 一 な 団 粒 を 形 成 し て い る か も
し れ な い し 、 ミ セ レ ス な ど の 場 合 の よ う に 二 層 構 造 を し て い る 場 合 も あ り 、 あ る い は 『 崩
壊 し た 』 構 造 を 有 し て い る 場 合 も あ る 。 別 の 非 限 定 的 例 で 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Gibco BR
L） あ る い は Superfect(Qiagen)複 合 体 も 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 脂 質 組 成 物 は 、 薬 品 、 糖 、 蛋 白 質 、 核 酸 あ る い は そ の 他 の 本
明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 、 あ る い は 当 業 者 に 周 知 の 物 質 等 の 特 別 な 脂 質 、 資 質 タ イ プ 又 は
非 脂 質 化 合 物 を 含 ん で い る 場 合 も あ り 、 そ の 割 合 は 、 約 １ ％ 、 約 ２ ％ 、 約 ３ ％ 、 約 ４ ％ 、
約 ５ ％ 、 約 ６ ％ 、 約 ７ ％ 、 約 ８ ％ 、 約 ９ ％ 、 約 10％ 、 約 １ １ ％ 、 約 1２ ％ 、 約 1３ ％ 、 約 1
４ ％ 、 約 1５ ％ 、 約 1６ ％ 、 約 1７ ％ 、 約 1８ ％ 、 約 1９ ％ 、 約 ２ 0％ 、 約 ２ １ ％ 、 約 ２ ２ ％ 、
約 ２ ３ ％ 、 約 ２ ４ ％ 、 約 ２ ５ ％ 、 約 ２ ６ ％ 、 約 ２ ７ ％ 、 約 ２ ８ ％ 、 約 ２ ９ ％ 、 約 ３ 0％ 、
約 ３ １ ％ 、 約 ３ ２ ％ 、 約 ３ ３ ％ 、 約 ３ ４ ％ 、 約 ３ ５ ％ 、 約 ３ ６ ％ 、 約 ３ ７ ％ 、 約 ３ ８ ％ 、
約 ３ ９ ％ 、 約 ４ 0％ 、 約 ４ １ ％ 、 約 ４ ２ ％ 、 約 ４ ３ ％ 、 約 ４ ４ ％ 、 約 ４ ５ ％ 、 約 ４ ６ ％ 、
約 ４ ７ ％ 、 約 ４ ８ ％ 、 約 ４ ９ ％ 、 約 ５ 0％ 、 約 ５ １ ％ 、 約 ５ ２ ％ 、 約 ５ ３ ％ 、 約 ５ ４ ％ 、
約 ５ ５ ％ 、 約 ５ ６ ％ 、 約 ５ ７ ％ 、 約 ５ ８ ％ 、 約 ５ ９ ％ 、 約 ６ 0％ 、 約 ６ １ ％ 、 約 ６ ２ ％ 、
約 ６ ３ ％ 、 約 ６ ４ ％ 、 約 ６ ５ ％ 、 約 ６ ６ ％ 、 約 ６ ７ ％ 、 約 ６ ８ ％ 、 約 ６ ９ ％ 、 約 ７ 0％ 、
約 ７ １ ％ 、 約 ７ ２ ％ 、 約 ７ ３ ％ 、 約 ７ ４ ％ 、 約 ７ ５ ％ 、 約 ７ ６ ％ 、 約 ７ ７ ％ 、 約 ７ ８ ％ 、
約 ７ ９ ％ 、 約 ８ 0％ 、 約 ８ １ ％ 、 約 ８ ２ ％ 、 約 ８ ３ ％ 、 約 ８ ４ ％ 、 約 ８ ５ ％ 、 約 ８ ６ ％ 、
約 ８ ７ ％ 、 約 ８ ８ ％ 、 約 ８ ９ ％ 、 約 ９ 0％ 、 約 ９ １ ％ 、 約 ９ ２ ％ 、 約 ９ ３ ％ 、 約 ９ ４ ％ 、
約 ９ ５ ％ 、 約 ９ ６ ％ 、 約 ９ ７ ％ 、 約 ９ ８ ％ 、 約 ９ ９ ％ 、 約 １ ０ ０ ％ 程 度 で あ っ て も よ い 。
１ つ の 非 限 定 的 例 で は 、 脂 質 組 成 物 は 約 10％ － 約 20％ の 中 性 脂 質 と 、 約 33％ － 約 34％ の セ
レ ブ ロ シ ド 、 そ し て 約 １ ％ の コ レ ス テ ロ ー ル を 含 ん で い る 。 別 の 非 限 定 的 実 施 例 で 、 リ ポ
ソ ー ム は 約 ４ ％ － 約 12％ の テ ル ペ ン 類 を 含 ん で お り 、 ミ セ ル の 約 １ ％ は リ コ ペ ン で あ り 、
リ ポ ソ ー ム の 約 ３ ％ － 11％ は そ の 他 の テ ル ペ ン 類 、 約 10％ － 約 35％ の ホ ス フ ァ チ ジ ル ・ コ
リ ン 、 そ し て 約 １ ％ の 薬 品 を 含 ん で い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 脂 質 組 成 物 は ど ん な 脂 質 、 脂
質 タ イ プ 、 あ る い は 他 の 組 成 物 を 、 ど ん な 組 み 合 わ せ を ど ん な 割 合 で 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
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ａ ． エ マ ル ジ ョ ン
　 脂 質 は エ マ ル ジ ョ ン に 含 ま れ て い て も よ い 。 脂 質 エ マ ル ジ ョ ン は 機 械 的 な 攪 拌 や 、 乳 化
剤 を 少 量 加 え て も 相 互 に 溶 解 し な い ２ つ 以 上 の 脂 質 の ほ ぼ 永 続 的 に 不 均 一 な 脂 質 混 合 物 で
あ る 。 脂 質 エ マ ル ジ ョ ン を 調 製 し 、 追 加 的 な 成 分 を 添 加 す る 方 法 は こ の 技 術 分 野 で は 周 知
で あ る （ 例 え ば 、 Modern Pharmaceutics, 1990参 照 。 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ） 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 例 え ば 、 １ つ 以 上 の 脂 質 を エ タ ノ ー ル あ る い は ク ロ ロ ホ ル ム 、 あ る い は そ の 他 の 適 切 な
有 機 溶 媒 に 加 え て 、 手 か あ る い は 機 械 的 な 方 法 で 攪 拌 す る 。 そ し て 溶 媒 を そ の 混 合 物 か ら
蒸 発 さ せ る と 、 乾 燥 し た 脂 質 の グ レ ー ズ が 得 ら れ る 。 こ の 脂 質 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 な ど の
水 性 媒 体 に 再 懸 濁 さ せ る と 、 エ マ ル ジ ョ ン が で き る 。 乳 化 し た 脂 質 を よ り 均 一 な サ イ ズ 分
布 に す る た め に は 、 そ の 混 合 物 を 通 常 の 超 音 波 技 術 で 超 音 波 処 理 し て も よ い し 、 さ ら に 、
微 小 流 動 体 化 （ 例 え ば ,Microfluidizer, Newton, Massを 使 用 ） し 、 及 び /又 は 押 出 装 置 （
Lipex Biomembrane, Vancouver, Canada） を 用 い て 、 高 圧 （ 例 え ば 600psi程 度 ） 下 で 押 出
処 理 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
ｂ ． ミ セ ル
　 脂 質 は ミ セ ル 状 態 の 場 合 も あ る 。 ミ セ ル は 脂 質 化 合 物 の 団 粒 ク ラ ス タ で 、 通 常 は 脂 質 単
層 構 造 を し て お り 、 こ の 技 術 分 野 の 当 業 者 の 周 知 の ミ セ ル 調 製 手 順 を 用 い て 調 製 す る こ と
が で き る （ 例 え ば 、 Canfield et al., 1990; El-Gorab et al., 1973; Colloidal Surfac
tant,1963;及 び Catalysis in Micellar andMacromolecular Systems, 1975参 照 。 そ れ ぞ
れ 引 用 に よ り 、 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ） 。 例 え ば 、 １ つ 以 上 の 脂 質 を 有 機 溶 媒 に 入 れ て 、 溶
媒 を 蒸 発 さ せ 、 そ の 脂 質 を 水 性 媒 体 に 再 懸 濁 さ せ 、 超 音 波 処 理 し 、 そ し て 遠 心 分 離 に か け
る 。
【 ０ ３ １ １ 】
５ ． リ ポ ソ ー ム
　 特 殊 な 実 施 の 形 態 で 、 脂 質 は リ ポ ソ ー ム で 構 成 さ れ て い る 。 『 リ ポ ソ ー ム 』 と は 閉 じ 込
め ら れ た 脂 質 二 層 体 及 び 団 粒 の 発 生 に よ っ て 形 成 さ れ る 種 々 の 単 層 あ る い は 多 層 脂 質 粒 子
を 含 む も の を 総 称 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 通 常 リ ン 酸 脂 質 、 そ し て 通 常 は 水 性 組 成 物 を 含 む 内
部 媒 体 で 構 成 さ れ る 二 層 薄 膜 を 有 す る 小 胞 構 造 を 有 す る も の と し て 特 徴 付 け る こ と が で き
る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 多 層 リ ポ ソ ー ム は 水 性 媒 体 に よ っ て 分 離 さ れ た 多 重 脂 質 層 を 有 し て い る 。 そ れ ら は リ ン
酸 脂 質 を 含 む 脂 質 を 過 剰 な 水 性 溶 液 に 懸 濁 す る と 自 発 的 に 形 成 さ れ る 。 こ の 脂 質 成 分 は 閉
鎖 構 造 が 形 成 さ れ る 前 に 自 己 再 配 置 さ れ 、 脂 質 二 層 間 に 水 と 溶 解 し た 溶 質 を つ つ み こ む （
Ghosh and Bachhawat, 1991） 。 親 油 性 領 域 を 有 す る １ つ 又 は 複 数 の 親 油 性 分 子 が そ の 脂
質 二 層 に 溶 解 し て い た り 、 結 合 し て い る 場 合 も あ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 特 殊 な 実 施 の 形 態 で 、 脂 質 及 び /又 は 修 飾 蛋 白 質 あ る い は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 、 例 え ば 、 そ の リ ポ ソ ー ム と 組 成 物 の 両 方 に 結 合 し た 結 合 分 子 を 介 し て リ
ポ ソ ー ム に 取 り 付 け ら れ た リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 層 で 隔 離 さ れ た そ の リ ポ ソ ー ム の 水 性 内 部
空 間 に 閉 じ 込 め る こ と な ど も 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
ａ ． リ ポ ソ ー ム を つ く る
　 本 発 明 で 用 い ら れ る リ ポ ソ ー ム は 当 業 者 に 周 知 の い ろ い ろ な 方 法 で つ く る こ と が で き る
。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 例 え ば 、 例 え ば 中 性 リ ン 脂 質 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (DOPC)な ど の リ ン 脂 質
（ Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL） を 第 ３ ブ タ ノ ー ル に 溶 解 す る 。 こ の 脂 質 を 次 に
ポ リ ヌ ク レ チ ド あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 及 び /ま た は そ の 他 の 成 分 と 混 合 す る 。 ツ イ ー ン 20
を そ の 脂 質 混 合 物 に 添 加 し て 、 ツ イ ー ン 20の 割 合 が そ の 組 成 物 重 量 の 約 ５ ％ 程 度 に な る よ
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う に す る 。 過 剰 な 第 ３ ブ タ ノ ー ル を こ の 混 合 物 に 加 え て 、 第 ３ ブ タ ノ ー ル の 量 が 少 な く と
も ９ ５ ％ と な る よ う に す る 。 そ の 混 合 物 を 攪 拌 し て 、 乾 燥 し た 氷 /ア セ ト ン 槽 内 で 凍 ら せ
て 、 一 昼 夜 凍 結 乾 燥 す る 。 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 を － 20℃ で 保 存 し 、 最 大 ３ ヶ 月 間 保 存 す る
こ と が で き る 。 必 要 な 場 合 に 、 凍 結 乾 燥 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 0.9％ 食 塩 水 内 で 再 懸 濁 さ せ
る 。 そ の 化 合 物 を カ プ セ ル 化 す る た め に ツ イ ー ン 20を 用 い て 得 ら れ た 粒 子 の 平 均 直 径 は 約
0.7－ 約 1.0μ m程 度 で あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 あ る い は 、 コ ン テ ナ 内 、 例 え ば ガ ラ ス 製 ナ シ 型 フ ラ ス コ 内 で 脂 質 を 溶 媒 に 混 合 し て リ ポ
ソ ー ム を つ く る こ と が で き る 。 そ の コ ン テ ナ は 予 想 さ れ る リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 の 体 積 の 10倍
以 上 の 体 積 を 有 し て い る 必 要 が あ る 。 回 転 蒸 発 装 置 を 用 い て 、 溶 媒 を 陰 圧 下 で 40℃ の 温 度
で 除 去 す る 。 溶 媒 は 通 常 、 リ ポ ソ ー ム の 望 ま し い 体 積 に 応 じ て 、 約 5分 か ら 2時 間 の 範 囲 で
除 去 さ れ る 。 こ の 組 成 物 は さ ら に デ シ ケ ー タ 内 で 真 空 下 で 乾 燥 さ れ る 。 乾 燥 さ れ た 脂 質 は
通 常 は 、 時 間 が 経 つ と 劣 化 す る 傾 向 が あ る の で 、 1週 間 程 度 で 廃 棄 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 乾 燥 さ れ た 脂 質 は す べ て の 脂 質 膜 が 懸 濁 さ れ る ま で 、 無 菌 で 発 熱 物 質 を 含 ま な い 水 中 で
25－ 50mMの リ ン 脂 質 で 水 和 化 さ れ る 。 こ の 水 性 リ ポ ソ ー ム を そ の 後 、 ア リ コ ッ ト に 分 け て
、 そ れ ぞ れ ビ ン に 入 れ て 、 親 油 化 さ れ 、 真 空 下 で 密 封 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 別 の 方 法 で 、 リ ポ ソ ー ム は 他 の 周 知 の 実 験 室 手 順 （ 例 え ば 、 Bangham et al., 1965; Gr
edoriadis, 1979; Deamer and Uster 1983, Szoka and Papahadjopoulos, 1978参 照 。 そ
れ ぞ れ 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ） で 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 水 性
物 資 を 包 み 込 む 能 力 と 、 そ れ ぞ れ の 水 性 ス ペ ー ス ： 脂 質 比 率 に お い て 異 な っ て い る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 上 に 述 べ た よ う な 手 順 で つ く ら れ た 乾 燥 さ れ た 脂 質 、 あ る い は 冷 凍 乾 燥 さ れ た リ ポ ソ ー
ム を 脱 水 和 化 し て 、 抑 制 性 ペ プ チ ド の 溶 液 に 再 懸 濁 さ せ て 適 切 な 溶 媒 、 例 え ば DPBSで 適 切
な 濃 度 に 希 釈 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 混 合 物 を 次 に 攪 拌 ミ キ サ ー 内 で 激 し く 攪 拌 す る 。
ホ ル モ ン 、 薬 品 、 核 酸 構 成 物 な ど カ プ セ ル 化 さ れ て い な い 追 加 化 合 物 は 29,000 x gの 遠 心
分 離 で 除 去 さ れ 、 リ ポ ソ ー ム 性 ペ レ ッ ト を 洗 浄 す る 。 洗 浄 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 適 当 な 総 リ
ン 脂 質 濃 度 、 例 え ば 、 約 50－ 200ｍ Mで 再 懸 濁 さ せ る 。 カ プ セ ル 化 さ れ た 追 加 的 物 質 あ る い
は 活 性 作 用 剤 は 標 準 的 な 方 法 で 判 定 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 内 に カ プ セ ル 化 さ
れ た 追 加 的 物 質 あ る い は 活 性 作 用 剤 の 量 の 判 定 後 に 、 そ の リ ポ ソ ー ム を 適 切 な 濃 度 に 希 釈
し て 、 使 用 時 ま で 4℃ の 温 度 で 保 存 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム を 含 む 医 薬 品 組 成 物 は
通 常 、 水 や 食 塩 水 な ど の 無 菌 で 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 基 質 や 希 釈 剤 を 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 リ ポ ソ ー ム の サ イ ズ は 合 成 方 法 に よ っ て 変 化 す る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム は い ろ い ろ な サ
イ ズ を 持 つ こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 リ ポ ソ ー ム は 、 そ の 外 径 が 例 え ば
約 100nm、 約 90nm、 約 80nm、 約 70nm、 約 60nm、 あ る い は 約 50nm以 下 で あ る 場 合 も あ る 。 そ
う し た リ ポ ソ ー ム の 調 製 に お い て は 、 本 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る 、 あ る い は こ の 技 術 分 野
の 当 業 者 に 周 知 の い か な る 方 法 を 用 い て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム 調 製 の さ ら に 別 の 例 は 米 国 特
許 第 4,728,578、 4,728,575、 4,737,323、 4,533,254、 4,162,282、 4,310,505及 び 4,921,70
6号 各 明 細 書 ； 国 際 出 願 PCT/US85/01161及 び PCT/US89/05040公 報 ； 英 国 出 願 GB2193095A公
報 ； Mayer et al., 1986； Hope et al., 1985; Mayhew et al., 1987； Mayhew et al., 1
984； Cheng et al., 1987； そ し て Liposome Technology, 1984に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら
は そ れ ぞ れ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 水 溶 液 内 に 懸 濁 さ れ た リ ポ ソ ー ム は 通 常 は 球 形 小 胞 の 形 状 を し て お り 、 １ つ 以 上 の 脂 質
二 層 分 子 の 同 心 円 的 層 を 有 し て い る 。 各 層 は 、 Xを 親 水 性 成 分 、 Yを 親 油 性 成 分 と し て XYで
示 さ れ る 分 子 の 並 列 な 列 で 構 成 さ れ て い る 。 水 性 懸 濁 液 の 場 合 、 上 記 同 心 的 層 は 親 水 性 成
分 が 水 相 と 接 触 を 保 ち 、 親 油 性 領 域 が 自 己 結 合 的 傾 向 を 維 持 す る よ う に 配 置 さ れ て い る 。
例 え ば 、 水 相 が リ ポ ソ ー ム を 伴 う 状 態 と 伴 わ な い 状 態 の 両 方 の 状 態 で 存 在 し て い る 場 合 、
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脂 質 分 子 は 薄 層 と 呼 ば れ る XY-YX構 成 の 二 層 を 形 成 す る 。 複 数 の 脂 質 分 子 の 親 水 性 及 び 親
油 性 部 分 が 相 互 に 結 合 す る と 団 粒 が 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 団 粒 の サ イ ズ と 形 状 は 溶 媒 の 性
質 と そ の 溶 液 内 で の 他 の 化 合 物 の 存 在 な ど 多 く の 異 な っ た 事 情 に 依 存 し て い る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 脂 質 製 剤 の 製 造 は (I)逆 相 蒸 発 、 (II)脱 水 － 再 水 和 、 (III)洗 剤 透 析 、 そ し て (IV)薄 膜 水
和 化 の 後 に リ ポ ソ ー ム 性 混 合 物 を 連 続 的 に 押 出 加 工 し な が ら 超 音 波 処 理 す る こ と で 行 な わ
れ る こ と が 多 い 。 １ つ の 実 施 形 態 で 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 で リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る た め
に 考 え ら れ て い る 方 法 は 加 熱 超 音 波 処 理 と 、 孔 サ イ ズ が 徐 々 に 小 さ く な る フ ィ ル タ ー 又 は
膜 を 通 じ て 脂 質 を 連 続 的 に 押 出 加 工 を す る こ と で 、 小 さ な 、 安 定 し た リ ポ ソ ー ム 構 造 が 形
成 さ れ る 。 こ の 方 法 で 構 造 的 に 安 定 し た 、 最 大 の 活 性 を 有 す る 適 切 で 均 一 な サ イ ズ の リ ポ
ソ ー ム 性 /治 療 用 化 合 物 あ る い は リ ポ ソ ー ム だ け が つ く ら れ る 。 こ う し た 技 術 は こ の 技 術
分 野 の 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Martin,1990全 体 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 一 度 製 造 さ れ る と 、 脂 質 は 循 環 さ れ る と 毒 性 を 示 し た り （ 例 え ば 、 化 学 治 療 に お い て ）
、 あ る い は 変 化 し 易 い （ 例 え ば 核 酸 ） な ど の 治 療 量 化 合 物 を カ プ セ ル 化 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム に よ る カ プ セ ル 化 は そ う し た 化 合 物 に 対 し て 毒 性 の 低 下 と 血 清
半 減 期 の 延 長 と い う 結 果 を も た ら し て い る （ Gabizon et al., 1990） 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 多 数 の 疾 病 治 療 に お い て 、 特 に 高 増 殖 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 法 に お い て 、 従 来 の
治 療 法 を 強 化 し た り 、 あ る い は 新 し い 治 療 法 を 確 立 す る た め に 脂 質 に 基 づ く 遺 伝 子 伝 達 治
療 法 式 を 用 い て い る 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 に お け る 進 歩 は in vivoで の 遺 伝 子 伝 達 の 効 率 を 改
善 し （ Templeton et al., 1997） 、 そ し て こ れ ら の 方 法 を 用 い て リ ポ ソ ー ム を つ く る こ と
が 考 え ら れ て い る 。 核 酸 伝 達 の た め の リ ポ ソ ー ム に 基 づ く 製 剤 を つ く る と の 他 の 方 法 も 開
示 さ れ て い る （ WO 99/198933） 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 別 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 で 、 溶 媒 希 釈 マ イ ク ロ キ ャ リ ア （ SDMC） と 呼 ば れ る 両 親 媒 性 小 胞 が
特 定 の 分 子 の 脂 質 小 胞 の 二 層 へ の 一 体 化 を 可 能 に し て い る （ 米 国 特 許 第 5,879,703号 明 細
書 ） 。 SDMCを 用 い て リ ポ 多 糖 類 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 な ど を 導 入 す る こ と が で き る 。 も ち
ろ ん 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に お い て 望 ま し い リ ポ ソ ー ム を 得 る た め に 、 リ ポ ソ ー ム 調
製 の た め の そ の 他 の 方 法 も 用 い る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
ｂ ． リ ポ ソ ー ム を 標 的 に 向 か わ せ る
　 本 発 明 の 化 合 物 を リ ポ ソ ー ム と 組 み 合 わ せ る こ と で そ の 生 物 的 分 散 及 び そ の 他 の 性 質 を
改 善 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 核 酸 伝 達 及 び in vitroで の 外 来 DNAの 発
現 は 大 き な 成 功 を 収 め て い る （ Nicolau and Sene, 1982; Fraley et al., Nicolar et al
., 1987） 。 培 養 し た ヒ ヨ コ 胚 、 HeLa及 び 肝 臓 癌 細 胞 で の リ ポ ソ ー ム 媒 介 伝 達 及 び 外 来 Ｄ
Ｎ Ａ 発 現 の 実 行 可 能 性 も 報 告 さ れ て い る （ Wong et al., 1980） 。 ラ ッ ト で 静 脈 注 射 後 に
リ ポ ソ ー ム 媒 介 遺 伝 子 伝 達 も 成 功 し て い る （ Nicolau et al., 1987） 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 組 織 に 導 入 す る た め の 追 加 的 物 質 を 含 む こ と も 考 え ら れ る 。 例 え ば
、 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 脂 質 あ る い は リ ポ ソ ー ム を 血 液 凝 固 性 ウ イ ル ス (HVJ
)と 結 合 す る こ と が で き る 。 こ れ は 細 胞 膜 と の 融 合 を 容 易 に し て 、 リ ポ ソ ー ム に カ プ セ ル
化 さ れ た DNAの 細 胞 侵 入 を 促 進 す る （ Kaneda et al., 1989） 。 別 の 実 例 で 、 脂 質 あ る い は
リ ポ ソ ー ム は 核 非 ヒ ス ト ン ・ ク ロ モ ソ ー ム 性 蛋 白 質 (Ｈ Ｍ Ｇ － １ )を 錯 体 化 し た り 、 そ れ と
の 結 合 に 用 い る こ と が で き る (Kato et al., 1991)。 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で 、 脂 質 を 錯
体 化 し た り 、 HVJ及 び HMG-１ と の 結 合 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 標 的 を 定 め た 伝 達 は 、 こ れ ら の リ ポ ソ ー ム の 、 本 発 明 の い ず れ の 開 示 さ れ た 化 合 物 を 大
量 に 伝 達 す る 能 力 を 損 な わ ず に リ ガ ン ド を 付 加 す る こ と で 達 成 さ れ る 。 こ れ は 特 定 の 細 胞
、 組 織 、 及 び 器 官 に 対 す る 伝 達 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る 。 リ ガ ン ド に 基 づ く 伝 達 シ ス テ
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ム の 向 標 的 特 性 は 異 な っ た 細 胞 タ イ プ で の リ ガ ン ド ・ レ セ プ タ の 分 配 に 基 づ く 。 向 標 的 リ
ガ ン ド は 脂 質 錯 体 と 非 共 有 結 合 さ れ て い る 場 合 も あ る し 、 共 有 結 合 さ れ て い る 場 合 も あ り
、 種 々 の 方 法 で リ ポ ソ ー ム に 接 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 リ ポ ソ ー ム に リ ガ ン ド を ク ロ ス リ ン ク す る 方 法 の 例 は 米 国 特 許 第 5,603,872号 明 細 書 及
び 米 国 特 許 5,401,511号 明 細 書 に 述 べ ら れ て お り 、 こ れ ら の 広 報 は そ れ ぞ れ 引 用 に よ っ て
そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 ア ミ ン 残 基 の ク ロ ス リ ン ク を 通 じ て 、 リ ポ ソ ー ム 表
面 に 種 々 の リ ガ ン ド を 共 有 結 合 で 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 、 特 に そ れ ぞ れ ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PE） を 含 む 多 層 小 胞 (MLV)あ る い は 微 少 乳 化 リ ポ ソ ー ム
（ MEL） な ど の 単 層 小 胞 、 そ し て 大 型 単 層 リ ポ ソ ー ム （ LUVET） が す で に 確 立 し た 手 順 で つ
く ら れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム に PEを 含 ま れ る と ク ロ ス リ ン ク 目 的 の た め の 活 性 機 能 性 残 基 で
あ る 一 次 ア ミ ン が リ ポ ソ ー ム 表 面 に 提 供 さ れ る 。 表 皮 成 長 因 子 (EFG)な ど の リ ガ ン ド が PE-
リ ポ ソ ー ム と う ま く 結 合 さ れ て い る 。 リ ガ ン ド は リ ポ ソ ー ム 表 面 の 個 々 の サ イ ト と 共 有 結
合 で 結 合 さ れ て い る 。 こ れ ら の サ イ ト の 数 と 表 面 密 度 は リ ポ ソ ー ム 製 剤 と そ の リ ポ ソ ー ム
の タ イ プ に よ っ て 決 ま る 。 リ ポ ソ ー ム 表 面 は 非 共 有 結 合 の た め の サ イ ト も 有 し て い る 。 リ
ガ ン ド と リ ポ ソ ー ム の 共 有 結 合 接 合 体 を 形 成 す る た め に 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の 有 効 性 と 生 物
学 的 共 存 性 に つ い て の 研 究 が 行 わ れ て い る 。 ク ロ ス リ ン ク 剤 に は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (GAD
)、 二 機 能 性 オ キ シ ラ ン （ OXR） 、 エ チ レ ン ・ グ リ コ ル ・ ジ グ リ シ ル ・ エ ー テ ル （ EGDE） 、
そ し て 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 好 ま し く は １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ
ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ EDC） な ど が あ る 。 ク ロ ス リ ン ク の 複 雑 な 化 学 的 過 程 を 通 じ て 、 認
識 物 質 の ア ミ ン 残 基 と リ ポ ソ ー ム の 結 合 が 行 わ れ れ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
i． 　 向 標 的 リ ガ ン ド
　 向 標 的 リ ガ ン ド は 複 合 体 の 疎 水 性 部 分 に 固 着 さ せ る か 、 あ る い は そ の 複 合 体 の 親 水 性 部
分 の 反 応 性 末 端 残 基 に 取 り 付 け る こ と が で き る 。 向 標 的 リ ガ ン ド は 反 応 基 、 例 え ば 親 水 性
ポ リ マ ー の 遠 位 末 端 上 に 結 合 さ せ る こ と で リ ポ ソ ー ム に 取 り 付 け る こ と が で き る 。 好 ま し
い 反 応 基 は ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ヒ ド ラ ジ ド 基 、 そ し て チ オ ー ル 基 な ど で あ る 。 親
水 性 ポ リ マ ー へ の 向 標 的 リ ガ ン ド の 結 合 は 、 当 業 者 に 周 知 の 有 機 化 学 の 標 準 的 な 方 法 で 結
合 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 向 標 的 リ ガ ン ド の 総 濃 度 は 0.01－ 約 10
％ モ ル 程 度 で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 向 標 的 リ ガ ン ド は 標 的 と さ れ る 領 域 の 特 徴 的 な 成 分 に 対 し て 特 異 性 を 示 す ど ん な リ ガ ン
ド で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 向 標 的 リ ガ ン ド は ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は キ メ ラ 性 抗 体 、 酵 素 、 あ る い は ホ ル モ ン 、 単 － 、 オ リ ゴ － 、
及 び 多 糖 類 な ど の 糖 類 （ Heath e al., (1986)） な ど で あ る 。 例 え ば 、 ジ シ ア ロ ガ ン グ リ
オ シ ド GD2は 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 黒 色 腫 、 小 細 胞 肺 腫 瘍 、 神 経 膠 腫 、 そ し て あ る 種 の 肉 腫 な
ど の 神 経 外 胚 葉 オ リ ジ ン 腫 瘍 と 確 認 さ れ た 腫 瘍 抗 原 で あ る （ Cheresh et al., 1986, Schu
lz et al., 1984） 。 抗 ジ シ ア ロ ガ ン グ リ オ シ ド GD2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ
ー ム を 用 い て 、 腫 瘍 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に リ ポ ソ ー ム を 向 か わ せ る の を 助 け る 試 み が 行 わ
れ て い る （ Montaldo et al., 1999; Pagnan et al. 1999） 。 別 の 非 限 定 的 例 で 、 乳 房 及
び 婦 人 科 の 癌 抗 原 特 異 性 抗 体 が 、 米 国 特 許 第 5,939,277号 明 細 書 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の
資 料 は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 別 の 非 限 定 的 例 で 、 前 立 腺 癌 特 異 性 抗 体 が
米 国 特 許 第 6,107,090号 明 細 書 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 特 許 は 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 の 組
み 込 ま れ る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 抗 体 、 あ る い は 当 業 者 に 周 知 の 抗 体 を 用
い て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 と 組 み 合 わ せ て 、 特 定 の 組 織 と 細 胞 タ イ プ に 向 か わ せ る こ
と が 考 え ら れ る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 考 え ら れ て い る 向 標 的 リ ガ ン ド は イ
ン テ グ リ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 グ リ コ プ ロ テ イ ン 、 レ セ プ タ あ る い は ト ラ ン ス ポ ー タ と
相 互 作 用 す る 。 適 切 な リ ガ ン ド は 、 腫 瘍 な ど 、 標 的 器 官 の 細 胞 、 あ る い は 局 所 的 病 態 の 結
果 と し て 循 環 に 露 出 さ れ る 標 的 器 官 の 構 造 に 対 し て 特 異 性 を 示 す も の で あ れ ば い ず れ の リ
ガ ン ド で も よ い 。
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【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 の 形 質 導 入 を 増 強 す る た め 、 標 的 細 胞 の 形 質
導 入 を 増 強 す る た め 、 あ る い は 望 ま し く な い 細 胞 の 形 質 導 入 を 制 限 す る た め に 、 抗 体 あ る
い は 環 状 ペ プ チ ド 向 標 的 成 分 （ リ ガ ン ド ） が 脂 質 複 合 体 と 結 合 さ れ る 。 そ う し た 方 法 は こ
の 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 さ ら に 哺 乳 動 物 の 中 枢 神 経 系 の 細 胞 だ け に 特 異 的 に
向 か う リ ポ ソ ー ム が 開 示 さ れ て い る （ 米 国 特 許 第 5,786,214号 明 細 書 。 引 用 に よ り 本 明 細
書 に 組 込 み ） 。 こ の リ ポ ソ ー ム は 主 と し て N-グ ル タ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、
コ レ ス テ ロ ー ル 、 及 び オ レ イ ン 酸 で 構 成 さ れ て お り 、 神 経 グ リ ア に 固 有 性 を 示 す モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は そ の リ ポ ソ ー ム に 接 合 さ れ て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る い は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト を 用 い て 、 例 え ば 、 脳 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 な ど 動 物 に お け る 特 定 の 細 胞 、 組 織 、 あ る
い は 器 官 に 目 標 を 定 め て 導 入 す る た め に 用 い る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 レ セ プ タ － 媒 介 伝 達 及 び /又 は 脂 質 又 は リ ポ ソ ー ム で 構 成 さ れ る 小 胞 で 構 成 さ
れ る 向 標 的 小 胞 を 用 い て 標 的 細 胞 に 化 合 物 を 導 入 す る こ と も で き る 。 こ れ ら は 標 的 細 胞 に
お い て 発 生 す る レ セ プ タ 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 巨 大 分 子 の 選 択 的 摂 取 を 利 用 し て
い る 。 種 々 の レ セ プ タ の 細 胞 タ イ プ 特 異 性 分 配 を 考 慮 に 入 れ れ ば 、 こ う し た 伝 達 方 法 は 本
発 明 に 対 し て さ ら に 特 異 性 を 付 与 し て く れ る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 標 的 細 胞 群 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る レ セ プ タ
に 対 応 す る よ う に リ ガ ン ド が 選 択 さ れ る 。 本 発 明 に よ る 化 合 物 の 細 胞 特 性 伝 達 及 び /又 は
向 標 的 小 胞 は リ ポ ソ ー ム と 組 み 合 わ せ ら れ た 特 異 結 合 リ ガ ン ド を 含 ん で い る 場 合 も あ る 。
伝 達 さ れ る 化 合 物 は リ ポ ソ ー ム 内 に 収 容 さ れ て お り 、 特 異 結 合 リ ガ ン ド は リ ポ ソ ー ム 膜 に
機 能 的 に 組 み 込 ま れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 従 っ て 、 標 的 細 胞 の レ セ プ タ に 特 異 的 に 結 合 し て 、
そ の 内 容 物 を 細 胞 に 伝 達 す る 。 こ う し た シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ の ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 細 胞 へ の レ セ プ タ 媒 介 核 酸 伝 達 に お い て 、 表 皮 成 長 因 子 （ EGF） が
用 い ら れ て い る シ ス テ ム に お い て 効 果 を 発 揮 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 の 形 態 で 、 レ セ プ タ 媒 介 伝 達 及 び /又 は 向 標 的 小 胞 は 細 胞 レ セ プ タ 固 有
リ ガ ン ド 及 び 結 合 剤 を 含 ん で い る 。 他 は 、 そ れ に 対 し て 伝 達 さ れ る べ き 修 飾 蛋 白 質 あ る い
は 修 飾 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 操 作 で 取 り 付 け ら れ た 細 胞 レ セ プ タ
特 異 性 リ ガ ン ド を 含 ん で い る 。 例 え ば 、 レ セ プ タ 媒 介 遺 伝 子 伝 達 の た め に い く つ か の リ ガ
ン ド が 用 い ら れ て お り （ Wu and Wu, 1987; Wagner et al., 1990; Perales et al., 1994
; Myers, EOP 0273085） 、 こ れ は こ の 技 術 の 操 作 性 を 確 立 し た も の で あ る 。 別 の 実 施 例 で
、 別 の 哺 乳 動 物 細 胞 タ イ プ に お け る 特 異 的 伝 達 に つ い て も 述 べ ら れ て い る （ Wu and Wu, 1
993;引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 の 形 態 で 、 特 異 性 結 合 リ ガ ン ド は 細 胞 特 性 結 合 を 指 令 す る １ つ 以 上 の 脂 質 あ る
い は 糖 蛋 白 質 を 含 ん で い る 。 例 え ば 、 １ つ の ガ ラ ク ト ー ス 末 端 ア シ ア ル ガ ン グ リ シ ド で あ
る ラ ク ト シ ル － セ ラ ミ ド が リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 ま れ て お り 、 肝 臓 癌 に よ る イ ン シ ュ リ ン 遺
伝 子 の 摂 取 の 増 大 を も た ら す こ と が 観 察 さ れ て い る （ Nicolau et al., 1987） 。 末 端 ガ ラ
ク ト シ ル 残 基 を 含 む ア シ ア ロ グ リ コ プ ロ テ イ ン 、 ア シ ア ロ フ ェ ツ イ ン も 肝 臓 に リ ポ ソ ー ム
を 向 か わ せ る こ と が 示 さ れ て い る （ Spanjer and Scherphof, 1983; Hara et al., 1996）
。 糖 マ ン ノ シ ル 、 フ コ シ ル 、 あ る い は Nア セ チ ル ・ グ ル コ ー ス ア ミ ン は 、 ポ リ ペ プ チ ド の
骨 格 に 結 合 さ れ る と 、 高 親 和 性 マ ン ノ ー ス ・ レ セ プ タ と 結 合 す る （ 米 国 特 許 第 5,432,260
号 明 細 書 参 照 。 引 用 に よ っ て そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 込 み ） 。 本 発 明 に よ る 上 記 細 胞 あ る
い は 組 織 特 異 性 形 質 転 換 構 成 物 を 同 様 の 方 法 で 標 的 細 胞 あ る い は 組 織 に 導 入 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 他 の 例 で 、 ラ ク ト シ ル ・ セ ラ ミ ド 、 及 び ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン E3(ApoE)な ど の LDLレ セ プ
タ 関 連 蛋 白 質 を 標 的 と す る ペ プ チ ド が リ ポ ソ ー ム を 肝 臓 に 向 か わ せ る 上 で 有 効 で あ る こ と
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が 示 さ れ て い る （ Spanjer and Scherphof, 1983; WO98/0748） 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 葉 酸 塩 及 び 葉 酸 塩 レ セ プ タ も 細 胞 向 標 的 の た め に 有 益 で あ る こ と が 開 示 さ れ て い る （ 米
国 特 許 第 5,871,727号 明 細 書 ） 。 こ の 例 で は 、 ビ タ ミ ン 葉 酸 塩 が 複 合 体 に 結 合 さ れ て い る
。 こ の 葉 酸 塩 レ セ プ タ は そ の リ ガ ン ド に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 し 、 肺 、 乳 房 、 及 び 脳 腫 瘍
を 含 む い く つ か の 悪 性 細 胞 株 の 表 面 で 過 剰 発 現 さ れ る 。 メ ト ト レ キ セ ー ト な ど の 抗 葉 酸 塩
も 向 標 的 リ ガ ン ド と し て 用 い ら れ い て い る 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 媒 介 伝 達 シ ス テ ム は ト ラ ン
ス フ ェ リ ン ・ レ セ プ タ を 発 現 す る 幅 広 い 増 殖 細 胞 に 向 か う 傾 向 を 有 し て い る （ Gilliland 
et al., 1980） 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
ｃ ． 　 リ ポ ソ ー ム /核 酸 の 組 み 合 わ せ
　 リ ポ ソ ー ム 組 成 物 が 細 胞 あ る い は 組 織 固 有 核 酸 を 含 ん で い る 場 合 、 こ の 技 術 が 本 発 明 に
お い て 適 用 性 を 有 し て い る と 考 え ら れ る 。 い く つ か の 実 施 の 形 態 に お い て 、 脂 質 に 基 づ く
非 ウ イ ル ス 性 製 剤 が ウ イ ル ス 遺 伝 子 治 療 に 代 わ る 可 能 性 を 有 し て い る 。 多 く の 細 胞 培 養 研
究 が 脂 質 を 主 体 と し た 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 伝 達 の 資 料 を 提 供 し て い る が 、 脂 質 を 主 体 と す る
製 剤 の 全 身 的 な 遺 伝 子 伝 達 に つ い て の デ ー タ は 限 ら れ て い る 。 非 ウ イ ル ス 脂 質 主 体 遺 伝 子
伝 達 の 重 大 な 制 約 は 、 そ の 非 ウ イ ル ス 性 伝 達 媒 体 を 含 む 陽 イ オ ン 性 脂 質 の 毒 性 で あ る 。 リ
ポ ソ ー ム の in vivo毒 性 は in vitroと in vivoの 遺 伝 子 伝 達 結 果 の 違 い に つ い て 部 分 的 な 説
明 を 提 供 し て い る 。 こ う し た 矛 盾 す る デ ー タ に 関 与 し て い る 別 の 要 因 は 、 血 清 蛋 白 質 が 存
在 し て い る 場 合 と 不 在 の 場 合 の リ ポ ソ ー ム の 安 定 性 の 違 い で あ る 。 リ ポ ソ ー ム と 血 清 蛋 白
質 と の 間 の 相 互 作 用 は リ ポ ソ ー ム の 安 定 性 に 対 し て 劇 的 な 影 響 を 及 ぼ す （ Yang and Huang
, 1997） 。 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム は 負 の 電 荷 を 有 す る 血 清 蛋 白 質 を 引 き 寄 せ て 、 そ れ と 結
合 す る 。 血 清 蛋 白 質 で 被 覆 さ れ た リ ポ ソ ー ム は マ ク ロ フ ァ ー ジ に 溶 け て し ま う か 、 あ る い
は 取 り 込 ま れ て 、 循 環 系 か ら 除 去 さ れ て し ま う 。 現 在 の in vivoで の リ ポ ソ ー ム 伝 達 方 法
は 循 環 系 に お け る 陽 イ オ ン 性 脂 質 に 関 連 し た 毒 性 と 安 定 性 に 関 す る 問 題 を 避 け る た め に 、
エ ア ロ ゾ ル 化 、 皮 下 注 射 、 皮 膚 内 注 射 、 腫 瘍 内 注 射 、 あ る い は 頭 蓋 内 注 射 を 用 い て い る 。
リ ポ ソ ー ム と 血 漿 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 は in vitroで の 効 果 （ Felgner et al., 1987） と in
 vivo遺 伝 子 伝 達 （ Zhu et al., 1993; Philip et al., 1993; Solodin et al., 1995; Li
u et al., 1995; Thierry et al., 1995; Tsukamoto et al., 1995; Aksentijevich et a
l., 1996） と の 違 い に 大 き く 関 与 し て い る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 ウ イ ル ス 性 粒 子 を 細 胞 固 有 マ ー カ ー を 持 た な い 細 胞 に 向 か わ せ る 例 示 的 な 方 法 が 開 示 さ
れ て い る （ 米 国 特 許 第 5,849,718号 明 細 書 ） 。 こ の 方 法 で は 、 例 え ば 、 抗 体 Ａ が 腫 瘍 に 対
す る 特 異 性 は 有 し て い る が 、 正 常 な 心 臓 及 び 肺 組 織 に 対 し て は 特 異 性 を 持 た ず 、 抗 体 Ｂ は
腫 瘍 に 対 し て も 、 正 常 な 肝 細 胞 に 対 し て も 特 異 性 を 有 し て い る 場 合 が あ る 。 抗 体 Ａ あ る い
は 抗 体 Ｂ だ け を 使 用 し て 、 抗 増 殖 性 核 酸 を 腫 瘍 に 導 入 し よ う と す る と 、 心 臓 と 肺 、 あ る い
は 肝 細 胞 に 望 ま し く な い 障 害 が 及 ぶ 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 抗 体 Ａ と 抗 体 Ｂ を 一 緒
に 用 い て 、 よ り 改 善 さ れ た 細 胞 向 標 的 を 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 抗 体 Ａ は 抗 増 殖 性 核
酸 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 結 合 し 、 レ セ プ タ 媒 介 摂 取 シ ス テ ム を 介 し て 腫 瘍 及 び 心 臓 と 肺 組
織 に 導 入 さ れ る 。 し か し な が ら 、 そ の 遺 伝 子 は そ れ ら が 必 要 な 転 写 因 子 を 欠 い て い る の で
、 こ れ ら の 細 胞 で は 転 写 さ れ な い 。 抗 体 Ｂ は 上 記 抗 増 殖 性 核 酸 の 転 写 に 必 要 な 転 写 因 子 を
コ ー ド す る 通 常 の 活 性 遺 伝 子 と 結 合 し て 、 腫 瘍 及 び 肝 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 従 っ て 、 心 臓 及
び 肺 細 胞 で は 、 不 活 性 抗 増 殖 性 核 酸 だ け が 導 入 さ れ る が 、 転 写 さ れ な い の で 、 悪 影 響 は 発
生 し な い 。 肝 細 胞 で は 、 転 写 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 導 入 、 転 写 さ れ る が 、 そ こ に は 抗
増 殖 性 核 酸 遺 伝 子 が 存 在 し な い の で 、 何 の 影 響 も 起 き な い 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 に お い て
は 、 両 方 の 遺 伝 子 が 導 入 さ れ 、 そ し て 転 写 因 子 が そ の 抗 増 殖 性 核 酸 の 転 写 を 起 こ さ せ て 、
腫 瘍 特 異 性 毒 性 効 果 を も た ら す 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 抗 増 殖 性 疾 患 を 治 療 の た め に 遺 伝 子 伝 達 用 に 向 標 的 リ ガ ン ド を 付 加 す る と 、 そ の 遺 伝 子
生 成 物 が 非 向 標 的 シ ス テ ム と 比 較 し て よ り 毒 性 が 強 く な る 遺 伝 子 伝 達 が 可 能 に な る 。 伝 達
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で き る よ り 毒 性 の 強 い 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 Bax及 び Bak及 び ウ イ ル ス か ら 誘 導 さ れ る プ ロ
－ ア プ ト シ ス 遺 伝 子 、 そ し て ア デ ノ ウ イ ル ス E4orrf4及 び 大 腸 菌 プ リ ン ・ ヌ ク レ オ シ ド ・
ホ ス ホ リ ラ ー ゼ の よ う な 他 の 病 原 体 、 プ ロ ド ラ ッ グ 6-メ チ ル プ リ ン を 毒 性 の あ る プ リ ン ６
－ メ チ ル プ リ ン に 変 え る い わ ゆ る 『 自 殺 遺 伝 子 』 で あ る 。 プ ロ ド ラ ッ グ 治 療 で 用 い ら れ る
自 殺 遺 伝 子 の そ の 他 の 実 例 は 大 腸 菌 シ ト シ ン ・ デ ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と HSVチ ミ ジ ン ・ キ ナ
ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 in vitroで 組 み 換 え 体 あ る い は 修 飾 さ れ た ウ イ ル ス を 発 生 さ せ る た め に 、 非 向 標 的 あ る
い は 向 標 的 脂 質 複 合 体 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ２ つ 以 上 の プ ラ ス ミ ド を 用 い
て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 配 列 と 治 療 用 遺 伝 子 を 抗 増 殖 性 細 胞 に 導 入 す る こ と も 可 能 で あ ろ う 。
血 漿 か ら in transで 提 供 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス 性 蛋 白 質 は 第 2の 治 療 用 遺 伝 子 担 持 血 漿 の
パ ッ ケ ー ジ ン グ を 可 能 に し て く れ る で あ ろ う 。 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 は 従 っ て 、 治 療 用 遺 伝
子 を 含 ん だ 非 増 殖 性 レ ト ロ ウ イ ル ス を 生 産 す る た め の サ イ ト と な る 。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ
ル ス は 近 く の 影 響 に 感 染 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 治 療 用 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ は 誘 発 可
能 性 あ る い は 組 織 固 有 で あ る 場 合 と 、 そ う で な い 場 合 の 両 方 が あ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 同 様 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 は 複 製 能 力 を 有 し 、 ア デ ノ ウ イ ル ス Elaあ る い は E
2b領 域 の 全 部 、 あ る い は 一 部 を 欠 い て い る が 、 Ela及 び /又 は Elb領 域 か ら の 転 写 を 行 わ せ
る 組 織 特 異 あ る い は 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ を １ つ 以 上 有 し て い る ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ゲ ノ ム
な ど の ウ イ ル ス 性 ゲ ノ ム を 一 定 の 条 件 下 で 複 製 す る Ｄ Ｎ Ａ を 示 す 。 こ の 複 製 性 、 あ る い は
条 件 的 複 製 性 核 酸 は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 あ る い は 抗 オ ン コ ジ ー ン な ど の 追 加 的 な 治 療 用 遺 伝 子
を 含 ん で い る 場 合 と 、 含 ん で い な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
ｄ ． 脂 質 の 投 与
　 患 者 に 投 与 さ れ る 脂 質 組 成 物 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 修 飾 蛋 白 質 あ る い は 修 飾 蛋 白 質 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） の 実 際 の 用 量 は 医 師 に よ り 、 体 重 、 症 状 の 程 度 、 そ の 患 者 の
特 異 体 質 及 び 投 与 経 路 に 基 づ い て 決 め ら れ る 。 こ れ ら の こ と を 考 慮 に 入 れ れ ば 、 特 定 の 固
体 及 び /又 は 治 療 コ ー ス に 対 す る 脂 質 組 成 物 の 用 量 は 簡 単 に 決 め る こ と が で き る で あ ろ う
。
【 ０ ３ ４ ５ 】
（ 実 施 例 ）
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 特 定 の 実 施 の 形 態 を 説 明 す る た め に 示 さ れ る も の で あ る 。 な お
当 業 者 で あ れ ば 、 以 下 の 実 施 例 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 者 に よ っ て 発 見 さ れ た 技 術 は 本 発
明 の 実 施 に よ く 適 合 し て お り 、 そ の 実 施 の 態 様 を 構 成 し て い る と 考 え ら れ る こ と は 理 解 で
き る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 当 業 者 で あ れ ば こ こ に 示 さ れ て い る 具 体 的 な 実 施 の 形 態 に
多 く の 変 更 を 加 え 、 そ れ で も 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 を 逸 脱 せ ず に 同 様 の 結 果 を 得 ら れ る こ と
が で き る で あ ろ う 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ３ ４ ６ 】

　 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン （ 配 列 識 別 番 号 ： ２ ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を テ ン プ レ ー ト と
し て 用 い て こ れ ら の 毒 素 を つ く っ た 。 rGelの 配 列 分 析 と 構 造 モ デ ル 化 を 行 っ た と こ ろ 、 ひ
だ の つ い た シ ー ト 、 ベ ー タ ・ コ イ ル 、 及 び ヘ ア ピ ン ・ ル ー プ に そ の 分 子 が か な り 組 み 込 ま
れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 に よ れ ば 、 ア ミ ノ 酸 200-270（ C末 端 ） は そ の Ｂ 鎖
に 対 す る RTAの ド ッ キ ン グ ・ ポ ー ト の そ れ と 類 似 し た 結 合 ポ ケ ッ ト に 折 り 込 ま れ て い る よ
う で あ る 。 rGelは Ｂ 鎖 を 有 し て い な い か ら 、 こ の 『 ド ッ キ ン グ ・ ポ ー ト 』 は そ の 毒 素 の 退
化 し た 部 分 で あ る と 考 え ら れ 、 こ の 蛋 白 質 の 生 物 学 的 活 性 に は 不 必 要 で あ る の か も し れ な
い 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 図 ３ Ａ と 3Ｂ 及 び 表 ７ に 示 す よ う な Ｃ 末 端 と Ｎ 末 端 か ら rGelを コ ー ド す る cDNA分 子 の 配
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列 欠 失 突 然 変 異 体 を つ く っ て 、 CFR1901-CFR1905と 命 名 し た 。 予 備 的 な 研 究 で 、 構 成 物 CFR
 1904、 1905、 2001、 2007、 及 び 2024は ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 ア ッ セ イ （ RRLA） で 検 出 可
能 な 活 性 を 示 し て た 。 こ れ ら の 構 成 物 は 、 『 活 性 』 毒 性 分 子 （ Munishikin et al., 1995
） の 範 囲 に あ る と 考 え ら れ る CRF 1888と 比 較 し て 10 5 -10 3 倍 低 か っ た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】

　 ア ミ ノ 酸 １ － ４ ６ が 欠 失 し て い る CFR 1901を つ く る た め に 、 CFR 1888の 精 製 cDNA １ μ g
を pX2ベ ク タ ー （ 最 初 は pET-22、 Novagen, Inc.に 基 づ い て 作 成 さ れ た も の ） に 入 れ た も の
を 50単 位 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Nco I及 び Sma I(Boeringer-Mannheim)で 消 化 し た 。 5'
 Nco Iサ イ ト の オ ー バ ー ハ ン グ ・ フ ラ グ メ ン ト を 1単 位 の Mung Beanヌ ク レ ア ー ゼ （ New En
gland Biolabs） を 加 え て 鈍 化 さ せ 、 30℃ の 温 度 で 0.5時 間 培 養 し た 。 Mung Beanヌ ク レ ア
ー ゼ を 取 り 除 く た め に 、 Qiagen PCR精 製 キ ッ ト を 用 い た 。 得 ら れ た DNAを 3'鈍 化 SmaIサ イ
ト と ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 環 化 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】

　 Nco I及 び Cla Ｉ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で CFR 1888を 消 化 し た 。 再 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を
お こ な う 前 に そ れ を 鈍 化 さ せ る た め に 3‘ オ ー バ ー ハ ン グ 上 で Klenow酵 素 （ New England B
iolabs） を 用 い て 正 し い 読 取 フ レ ー ム を 維 持 す る た め に そ れ ら 末 端 を 満 た し た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 50ngの 血 漿 DNAを 50μ lの BL21(DE3)pLysS強 力 大 腸 菌 ホ ス ト
細 胞 (Novagen, Inc,.)に 形 質 転 換 さ せ た 。 個 々 の コ ロ ニ ー を 取 り 出 し て 、 Ampicilinn(Sig
ma Chemical Co.)200μ g/mlを 含 む Luria Broth 100ml内 に 入 れ て 37℃ で 振 動 さ せ な が ら 成
長 さ せ 、 OD 6 0 0 を 0.6－ 0.8と し た 。 そ し て IPTＧ （ Boeringer-Manheim） を そ の 培 養 体 に 加
え て 、 0.1ｍ Ｍ 最 終 濃 度 で 組 み 換 え 体 蛋 白 質 を 誘 発 さ せ た 。 こ の 培 養 体 を さ ら に ２ 時 間 37
℃ の 温 度 で 培 養 し て か ら 、 遠 心 分 離 で 生 成 物 を 取 り 出 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ ５ ２ 】

　 rGel分 子 上 の 抗 原 性 領 域 に つ い て は こ れ ま で 文 献 に 示 さ れ て い な い 。 rGel分 子 の 抗 原 性
領 域 は 炭 水 化 物 か あ る い は そ の 分 子 の ペ プ チ ド 配 列 に 依 存 し て い る 場 合 が あ る 。 バ ク テ リ
ア で つ く ら れ る 組 み 換 え 体 rGelは 蛋 白 質 グ リ コ シ ル 化 を 含 ん で お ら ず 、 従 っ て 、 rGelに 向
け ら れ た 抗 体 は そ の 分 子 上 で ペ プ チ ド 領 域 を 認 識 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
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　 rGel上 の 抗 原 性 領 域 を 識 別 す る た め に 、 先 ず ヒ ト ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 換 え 体 ゲ
ロ ニ ン に 職 業 的 に 露 出 さ れ て い る 実 験 室 作 業 員 の 血 清 か ら 単 離 し た 。 そ れ ら 実 験 室 作 業 員
か ら 得 ら れ た 血 清 を rGelで 被 覆 し た 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト に 加 え た 。 そ の プ レ ー ト を 抗
ヒ ト 抗 体 を 用 い て 処 理 し て 、 ヒ ト 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 の 存 在 を 確 認 し た 。 3名 の 作 業 員 の う ち
の ２ 名 か ら 採 取 し た 血 清 は 比 較 対 照 の ヒ ト 血 清 と 比 較 し て か な り の 抗 体 力 価 を 示 し た （ 図
１ ） 。 次 に 、 こ れ ら 2名 の 作 業 員 か ら の 血 清 の 20mlを 入 手 し て 、 rGelを 含 む Affi-gel親 和
性 樹 脂 を 用 い た 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で ポ リ ク ロ ー ナ ル 性 ・ ヒ ト 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 を 得 た
。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 rGel分 子 の 全 長 に わ た っ て 広 が っ て い る １ ０ 個 の ペ プ チ ド を 合 成 し て 、 96ウ ェ ル ・ プ レ
ー ト を 被 覆 し た 。 ヒ ト 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 溶 液 を そ の プ レ ー ト に 加 え て 反 応 さ せ 、 ELISAを 用
い て ペ プ チ ド 被 覆 ウ ェ ル に 接 着 し た 結 合 ヒ ト 抗 体 の 存 在 を ア セ ス し た 。 図 ２ に 示 す よ う に
、 23-53（ 領 域 １ ） 、 72-89（ 領 域 ２ ） 、 181-198（ 領 域 ３ ） 、 そ し て 223-252（ 領 域 ４ ） に
広 が る ペ プ チ ド で 、 上 記 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の か な り の 反 応 性 が 得 ら れ た 。 ゲ ロ ニ ン に 対
す る ヒ ト ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 識 別 さ れ る こ れ ら の 抗 原 性 領 域 を 欠 失 す
る た め に 、 デ ザ イ ナ ー 毒 素 CFR-200102024を 設 計 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ５ ５ 】

　 ゲ ロ ニ ン 分 子 の ４ つ の 特 異 性 抗 原 領 域 （ ア ミ ノ 酸 205－ 257、 23－ 42、 71－ 88、 及 び 189
－ 204） を 識 別 す る た め に 、 ヒ ト 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た 抗 原 性 領 域 に 関 す る 情
報 を 利 用 し て 、 ヒ ト ／ 植 物 キ メ ラ 性 分 子 を 設 計 し た 。 こ れ ら の 配 列 を GenQuest/BlASTデ ー
タ ベ ー ス を 用 い て さ ら に 分 析 し て 、 す で に 知 ら れ て い る ヒ ト 蛋 白 質 と の 相 同 性 を 調 べ た 。
こ の 研 究 で さ ら に 考 え ら れ た こ と は 、 『 ヒ ト 』 相 同 性 配 列 を 識 別 す る だ け で な く 、 得 ら れ
た ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 酵 素 性 （ n-グ リ コ シ ド 性 ） 機 能 が 保 持 さ れ る よ う に 設 計 さ れ た 毒 素
分 子 内 に そ う し た 配 列 を 配 置 す る こ と で あ っ た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 デ ザ イ ナ ー 毒 素 へ の 挿 入 の 候 補 と な る ４ つ の 配 列 を デ ー タ ベ ー ス か ら 識 別 し て 、 ア ミ ノ
酸 変 更 の ベ ー ス と し て 用 い た （ 表 ８ ） 。 領 域 １ に 対 す る ヒ ト 相 同 性 配 列 は 、 亜 鉛 結 合 領 域
に 対 す る 血 液 蛋 白 質 で あ る ヒ ト KELL蛋 白 質 に 対 す る 高 い 相 同 性 （ 40%） を 有 し て い る 。 興
味 深 い こ と に 、 天 然 の ゲ ロ ニ ン の 初 期 の 研 究 は そ の 分 子 は 亜 鉛 と 結 合 す る こ と が で き る こ
と を 示 唆 し て い る が （ Speti et al., 1986） 、 こ れ ら の 研 究 は 確 認 さ れ て い な い 。 領 域 ４
（ ア ミ ノ 酸 189－ 204） の 分 析 は 、 ヒ ト CFAH蛋 白 質 に 対 す る 同 一 性 （ 40％ ） を 示 し 、 こ れ は
ヒ ト 肝 臓 機 能 に お い て 共 同 因 子 と し て の 役 割 を 果 た し て い る よ う に 見 え る 。 領 域 ２ （ ア ミ
ノ 酸 23-42） 相 同 性 研 究 は 、 ヒ ト UTRO蛋 白 質 に 対 し て 44％ の 相 同 性 を 示 し 、 細 胞 性 血 漿 膜
の 細 胞 骨 格 固 着 に お い て １ つ の 役 割 を 果 た し て い る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 抗 原 性 サ イ ト の 修 飾 及 び 欠 失 を 含 む デ ザ イ ナ ー 毒 素 を 領 域 ３ で さ ら に 修 飾 し て 、 ヒ ト KE
LL蛋 白 質 と の 同 一 性 を 100％ に し た 。 KELL配 列 を 側 鎖 し て い る デ ザ イ ナ ー 分 子 の ア ミ ノ 酸
も 、 全 長 KELL蛋 白 質 の 配 列 と 非 常 に 類 似 す る よ う に 調 節 し た 。 領 域 ３ の 置 換 の た め に 設 計
さ れ た 最 終 的 配 列 を 表 ８ に 示 す 。 表 ９ は ヒ ト 相 同 性 蛋 白 質 を 含 む 全 長 蛋 白 質 に 関 す る Gen 
Bank配 列 相 同 性 調 査 の 結 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 我 々 の 長 鎖 の 結 果 は 、 最 初 の テ ン プ レ ー ト と し て 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン を 用 い て 、 独 特 の
欠 失 を 設 計 、 構 成 、 及 び テ ス ト す る こ と が で き る こ と を 明 確 に 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】

10

20

30

40

(81) JP 2005-514000 A 2005.5.19



【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(82) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(83) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ６ １ 】

　 以 下 の 箇 所 は 、 以 上 の 実 施 例 で 述 べ ら れ た 方 法 を 用 い て 構 成 さ れ た ゲ ロ ニ ン 毒 素 に つ い
て 述 べ る も の で あ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
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CFR1888
　 我 々 の 最 初 の 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン ・ テ ン プ レ ー ト か ら 開 始 し て 、 最 初 の KDPEか ら の C末
端 を 修 飾 し て KDELに し て 、 細 胞 内 リ ポ ソ ー ム ・ コ ン パ ー ト メ ン ト に 対 す る 蛋 白 質 の 細 胞 内
ト ラ ッ キ ン グ を よ り や り 易 く し た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
CFR1901-1905（ 表 ７ 及 び 図 ３ A参 照 ）
　 CFR1888を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 、 Ｎ 及 び /又 は Ｃ 末 端 か ら 得 た 一 連 の 配 列 欠 失 突 然
変 異 体 を 発 生 し て 、 生 物 学 的 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ ず に 欠 失 さ れ た 分 子 の 部 分 を 判 定 し た 。
図 ３ Ａ に 示 さ れ る よ う に 、 個 々 の 欠 失 1901、 1902、 及 び 1903は 不 活 性 す る こ と が 示 さ れ た
。 し か し な が ら 、 単 一 の 欠 失 を 組 み 合 わ せ る と （ CFR1904と CFR1905） 、 生 物 学 的 活 性 が 確
立 さ れ た （ 図 ３ Ａ ） 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
CFR2018
　 CFR1888を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い る こ と に よ っ て 、 や や 小 さ め の 分 子 を つ く り 、 そ し
て Ｃ 末 端 に ア ラ ニ ン 残 基 を 付 加 し て バ ク テ リ ア ・ ホ ス ト 内 で の 生 産 中 に in vivoで の 安 定
性 を 改 良 す る た め に 、 蛋 白 質 を 表 ７ に 示 す よ う に さ ら に 修 飾 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】

　 分 子 上 の 抗 原 性 領 域 を ゲ ロ ニ ン 分 子 上 に 広 が る 線 形 ペ プ チ ド を 用 い て マ ッ プ し た 。 図 １
に 示 す よ う に 、 ヒ ト ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 血 清 は そ の 分 子 上 に ４ つ の 異 な っ た 高
原 性 領 域 を 明 ら か に し た 。 領 域 １ は ア ミ ノ 酸 205-207を 含 ん で お り 、 領 域 ２ は ア ミ ノ 酸 23
－ 24で 構 成 さ れ 、 領 域 ３ は ア ミ ノ 酸 71－ 88を 含 ん で お り 、 そ し て 領 域 ４ は ア ミ ノ 酸 89-204
で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
CFR2001-2024
　 図 3Bに 示 す よ う に 、 ６ つ の 欠 失 突 然 変 異 体 を 観 察 さ れ た 抗 原 性 領 域 に 基 づ い て つ く っ た
。 ３ つ の 蛋 白 質 は 生 物 学 的 活 性 を 示 し 、 ３ つ の 蛋 白 質 は 不 活 性 で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
CFR2019-2042
　 ヒ ト ／ 植 物 キ メ ラ 性 分 子 を つ く る 置 換 研 究 。 ４ つ の 抗 原 性 領 域 を 配 列 分 析 の た め に GenB
ankを 提 出 し た 。 上 に 述 べ た ４ つ の 抗 原 性 領 域 に 基 づ い て 、 ヒ ト 相 同 性 配 列 を 探 す た め に
、 ス イ ス プ ロ ッ ト 蛋 白 質 配 列 研 究 を 行 っ た 。
ヒ ト 相 同 性 配 列
　 領 域 １ （ ア ミ ノ 酸 205-257） は ヒ ト 血 族 蛋 白 質 KELL(P23276)の 配 列 に マ ッ プ す る こ と が
分 か っ て い る 。 こ の 蛋 白 質 の 配 列 に 対 す る 40％ 同 一 性 及 び 65％ ポ ジ テ ィ ブ 性 が 見 出 さ れ て
い る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 領 域 ２ （ ア ミ ノ 酸 23－ 42） は ヒ ト UTRO蛋 白 質 （ P46939） と の 44％ 同 一 性 を 有 し て い る こ
と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 領 域 ３ （ ア ミ ノ 酸 71－ 88） に 関 し て は 、 こ の 配 列 は ヒ ト 蛋 白 質 MAOM(P23368)に 対 す る 37
％ の 同 一 性 と 68％ の ポ ジ テ ィ ブ 性 を 示 し た 。 こ の 蛋 白 質 を 表 ８ に 示 す 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 領 域 配 列 ４ （ 189－ 204） に 関 し て は 、 ヒ ト 蛋 白 質 CFAH(P08603)で 40％ の 同 一 性 が 認 め ら
れ た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 こ れ ら の ４ つ の 抗 原 性 領 域 に 対 応 す る ヒ ト ・ キ メ ラ 性 配 列 を こ れ ら の デ ー タ （ 表 ８ ） か
ら つ く り だ し た 。 こ れ ら の 配 列 は 植 物 蛋 白 質 内 の 抗 原 性 領 域 に 対 す る ヒ ト 非 高 原 性 置 換 を
示 し て い る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
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CFR2019-2024
　 CFR2019と 2024を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 す る こ と で 、 多 数 の 新 し い デ ザ イ ナ ー 蛋 白 質
を 発 生 さ せ 、 CFR2019-2014と 命 名 し た （ 表 ７ ） 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は そ の 分 子 上 の １ 、 ２ 、
３ 及 び ４ 領 域 の ヒ ト ・ キ メ ラ 性 相 同 体 に よ る 置 換 を 示 し て い る 。 こ れ ら の デ ザ イ ナ ー 毒 素
の う ち の い く つ か （ CFR2018、 2019、 2024、 及 び 2025） を 50kDa tagを 含 む バ ク テ リ ア 内 で
発 現 さ せ て 、 精 製 し 、 相 同 体 に し た 。 上 記 tagに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い て ウ
ェ ス タ ン 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 2019、 2024及 び 2025分 子 は 開 始 テ ン プ レ ー ト 2018蛋 白 質 と 比 較 し て サ イ ズ が 減 少 し て い
た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 は SDS-PAGE上 で 各 毒 素 分 子 を 均 等 に 付 加 し た 抗 tag抗 体 と ほ ぼ 同 じ 反
応 性 も 示 す 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 天 然 CFR1888分 子 に 対 す る 抗 体 を 用 い て 再 プ ロ ー ブ
し た 。 し か し な が ら 、 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に 示 さ れ る よ う に 、 2018蛋 白 質 に 対 し て 優 れ
た 反 応 性 が あ り 、 2019及 び 2025デ ザ イ ナ ー 毒 素 に 対 し て は こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 反
応 性 は 認 め ら れ ず 、 2024デ ザ イ ナ ー 毒 素 に 対 し て は 軽 度 の 反 応 性 し か 認 め ら れ な か っ た 。
こ の こ と は 、 特 殊 な 欠 失 （ CFR2024） あ る い は 抗 原 性 領 域 （ CFR2019） の 置 換 、 あ る い は 抗
原 性 領 域 （ CFR2025） の 欠 失 及 び 置 換 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 ウ イ ル ス 的 に 親 分 子 に 対 す
る 抗 体 が 認 識 で き な く さ れ た 、 従 っ て 抗 原 性 特 性 を 有 す る 新 し い 毒 素 分 子 を つ く る こ と が
で き た 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
CFR2143-2146
　 蛋 白 質 CFR1888及 び CFR2018の 最 適 機 能 特 性 を 組 み 込 む た め に 、 こ の シ リ ー ズ の ハ イ ブ リ
ッ ド 分 子 を 設 計 し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
CFR2247-2458
　 タ イ プ Ｉ 毒 素 の 両 方 の n-グ リ コ シ ド 性 機 能 を BAX及 び グ ラ ン ザ イ ム Ｂ な ど の 選 択 さ れ た
ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 ヒ ト 分 子 を 組 み 合 わ せ て 、 一 連 の 分 子 を 開 発 す る 。 ゲ ロ ニ ン 成 分 の 機
能 的 活 性 と BAX及 び グ ラ ン ザ イ ム Ｂ の 活 性 に 対 す る こ れ ら の 分 子 の 評 価 を 行 っ た 。 こ れ ら
は 細 胞 を 含 ま な い 蛋 白 質 合 成 の 抑 制 に 関 し て の 評 価 も 行 わ れ る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 評 価 は 先 ず 、 こ の シ リ ー ズ の 分 子 で 、 細 胞 に お け る BAXの 発 現 に 関 し て 行 わ れ る 。 こ れ
は 、 免 疫 沈 降 や ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど の 免 疫 ア ッ セ イ で 、 抗 ユ ニ バ ー サ ル Bax 
6A7な ど の BAX抗 体 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Bax発 現 を 確 認 し た 後 、 細 胞 の 成 長 可 能 性
に つ い て 測 定 す る 。 こ れ は ホ タ ル ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 成 物 を 用 い る 方 法 を 含 め て 、 多 数 の
方 法 で 行 う こ と が で き る 。 こ れ を 行 う た め に 、 ホ タ ル ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ Luc） 構 造 遺 伝
子 を 保 有 す る 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pGL3(Promega)を BAX及 び BAX融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る
プ ラ ス ミ ド と 共 に 哺 乳 動 物 細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ る こ と が で き る 。 20mlの 細 胞 抽
出 物 を 用 い た 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ カ ウ ン テ ィ ン グ に よ っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定
す る こ と が で き る 。 細 胞 存 続 性 は 、 テ ス ト さ れ た 構 成 物 の 相 対 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 と 指
定 さ れ た 比 較 対 照 プ ラ ス ミ ド と 比 較 し て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 グ ラ ン ザ イ ム Ｂ ポ リ ペ プ チ ド の す べ て 、 あ る い は 一 部 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド を 、 L-グ ル タ
ミ ル － ２ － ナ フ チ ル ア ミ ド （ Bachem, Philadelphia, PA） の 加 水 分 解 後 、 ２ － ナ フ チ ル ア
ミ ン の 蛍 光 測 定 を 用 い て そ の 酵 素 活 性 を 評 価 す る 。 ア ミ ダ ー ゼ 活 性 を 、 340nmで 観 察 さ れ
る 蛍 光 励 起 及 び 415nmで 観 察 さ れ る 蛍 光 放 射 （ い ず れ も 5nmバ ン ド パ ス ） を 用 い る Perkin-E
lmer 650-10M分 光 蛍 光 計 で 、 緩 衝 液 Ａ （ 0.3M NaCl、 0.1M HEPES、 1M NaOH、 1mM Na 2  EDTA
 0.05M (v/v) Triton x-100で pHを 7.0に 調 製 ） 中 の 1.00mM L-グ ル タ ミ ル -2-ナ フ チ ル ア ミ
ド を 用 い て 21℃ で 測 定 す る 。 酵 素 溶 液 の 小 さ な 画 分 を 基 質 溶 液 に 加 え て 、 蛍 光 放 出 の 増 強
を 10－ 40分 測 定 す る 。 あ る い は 、 BAADT(N-a-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -L-ア ラ ニ ル -L-ア ス パ
ル チ ル -チ オ ベ ン ジ ル エ ス テ ル )を 基 質 と し て 用 い て 継 続 比 色 ア ッ セ イ で グ ラ ン ザ イ ム Ｂ 活
性 を 判 定 す る 。 カ ラ ム 画 分 の 分 析 の た め に 、 1－ 50μ lを (CH 3 ) 2 50に １ Ｍ （ v/v）  10mM BAA
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DTを 溶 か し た も の 、 及 び (CH 3 ) 2 50に 1M (v/v) 11nM ジ チ オ ビ ス （ 2-ニ ト ロ 安 息 香 酸 ） （ Si
gma） と 共 に 21℃ で 緩 衝 液 Ａ に 加 え て 、 吸 収 増 加 率 を 405nmで Thermomaxプ レ ー ト ・ リ ー ダ
ー （ Molecular Devices Inc., Palo Alto, CA） で 測 定 す る 。 吸 収 増 大 率 を 酵 素 量 に 転 換
す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】

　 抗 体 ZME-018を コ ー ド す る cDNAを Novagen (Madison、 Ｗ Ｉ )及 び Invitrogen Corp. (Carl
sbad, CA)か ら の キ ッ ト を 用 い て マ ウ ス 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 得 た ハ イ
ブ リ ド ー マ RNAか ら 増 幅 さ れ た 。 PCR試 薬 を Fisher Scientific (Pitsburgh, PA)か ら 入 手
し て 、 分 子 性 生 物 酵 素 は Boerhringer Mannheim(Indianapolis, IN)あ る い は New England 
Biolabs (Beverly, MA)か ら 購 入 し た 。 バ ク テ リ ア 株 と pEtバ ク テ リ ア 発 現 プ ラ ス ミ ド は No
vagen (Madison, WI)か ら 入 手 し 、 成 長 用 培 地 は Difco Laboratories (Detroit, MI)か ら
入 手 し た 。 他 の す べ て の 化 学 物 質 と 試 薬 は Fisher Scientificあ る い は Sigma Chemical Co
.（ St. Louis, MO） か ら の も の で あ っ た 。 金 属 親 和 性 樹 脂 （ Talon） は Clontech Laborato
ries (Palo Alto, CA)か ら 入 手 し た 。 他 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂 及 び 材 料 は Pharmacia Bi
otech (Piscataway, NJ)か ら 入 手 し た 。 組 織 培 養 試 薬 は GIBCO BRL (Gaithersburg, MD)か
ら の も の で あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ９ 】

　 抗 体 AME-018(IgG2A)を 発 現 す る マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ FMT112P2か ら の メ ッ セ ン ジ ャ ー
RNAを 、 Invitrogen Fast Trackキ ッ ト を 用 い て 単 離 し 、 特 定 の 条 件 下 で Invitrogen Copy 
Kitを 用 い て cDNAに 転 写 し た 。 抗 体 の 軽 い 、 及 び 重 い 鎖 可 変 領 域 の 増 幅 を マ ウ ス Ig-プ ラ イ
マ ー ・ セ ッ ト を 有 す る Novagen Ig-prime キ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 軽 鎖 増 幅 に 関 す る PCRプ
ロ フ ァ イ ル は 以 下 の と お り で あ っ た 。 94℃ ｘ 1分 を 30サ イ ク ル 、 60℃ ｘ 1分 、 72℃ ｘ 1分 、
そ し て 最 後 に 72℃ で ５ 分 間 の 培 養 。 重 鎖 反 応 に つ い て は 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 60℃ で は な
く 50℃ に し た こ と を 除 い て は 、 同 じ 条 件 を 用 い た 。 こ の 手 順 を 用 い て 増 幅 さ れ た DNAは そ
の 後 、 さ ら に 精 製 せ ず に Invitrogen T/Aク ロ ー ニ ン グ ・ ベ ク タ ー pCR IIに ク ロ ー ン し て 、
大 腸 菌 XL1-Blueに 形 質 転 換 し 、 そ し て 青 － 白 ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 を 用 い て 識 別 し た 。 ポ ジ
テ ィ ブ ・ ク ロ ー ン （ 軽 鎖 及 び 重 鎖 ラ イ ブ ラ リ か ら そ れ ぞ れ ５ つ づ つ ） を 、 T7及 び SP6プ ロ
モ ー タ ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に よ る 相 同 性 に よ っ て
確 認 し た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】

　 軽 鎖 及 び 重 鎖 DNAク ロ ー ン を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 1本 鎖 抗 体 ZME-18を 構 成 す る た め
に 、 2ス テ ッ プ ・ ス プ ラ イ ス － オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長 PCR法 （ Sambrook et al., 1989） を 用
い た 。 プ ラ イ マ ー Ａ （ 5'-GCTGCCCAACCAGCC ATGGCGGACATTGTGATG-3'） と Ｃ （ 5'-GCCGGAGCC
TGGCTTGC(A/C)GCCGCTGGTGGAGCCTTTGATC8A/T） CCAG-3')を 用 い て 軽 鎖 配 列 を 増 幅 さ せ 、 重
鎖 DNAは プ ラ イ マ ー Ｂ （ 5'-AAGCCAGGCTCCGGCGAAGGCAGCA　 CCAAAGG CGAAGTGAAGGTT-3'） 及
び Ｄ （ 5'-GCCACCGCCACCACTAGTTGAG GAGACTGT-3'） を 用 い て 増 幅 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 反 応
の PCR特 性 は 以 下 の と お り で あ っ た 。 94℃ で １ 分 間 の 変 性 を 30サ イ ク ル 、 50℃ で １ 分 間 の
ア ニ ー リ ン グ 、 そ し て 72℃ で １ 分 間 の 延 伸 、 そ し て 最 後 に 72℃ で 5分 間 の 培 養 。 こ れ ら の
反 応 の そ れ ぞ れ の 10分 の １ 体 積 を 組 み 合 わ せ て 二 度 目 の PCRで 直 接 用 い 、 プ ラ イ マ ー Ａ 及
び Ｄ だ け は 前 の 反 応 プ ロ フ ァ イ ル に 従 っ た 。 GeneClean II(Bio 101, Vista, CA)を 用 い て
最 終 生 成 物 を 精 製 し 、 制 限 酵 素 Nco I及 び SPe Iを 用 い て 消 化 し 、 T7に 基 づ く プ ラ ス ミ ド ・
ベ ク タ ー pET 22bを 用 い て 消 化 し た 。 ス プ ラ イ ス － オ ー バ ー ラ ッ プ 延 長 PCR方 法 で 、 scfvEL
を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン を 抗 体 と ゲ ロ ニ ン DNAを テ ン プ レ ー ト と し て 用
い 、 さ ら に プ ラ イ マ ー NbsphZME(5'-GGCGGTGGCTCCGTCATGACGGACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAA
TTC-3')、 プ ラ イ マ ー NTXOM (5'-GGTGGCGGTGGCTCCGGTCTAGACACCGTGACG-3')、 そ し て プ ラ イ
マ ー  XOMBAC (5'-AAGGCTCGTGTCGACCTCGAGTCATTAAGC TTTAGGATCTTTATC-3') (図 ４ )を 用 い

10

20

30

40

50

(87) JP 2005-514000 A 2005.5.19

実 施 例 ５ の た め の 材 料 と 方 法
材 料

抗 体 ZME-018の VH及 び VL領 域 の ク ロ ー ニ ン グ

１ 本 鎖 抗 体 scfvMEL及 び 免 疫 毒 素 scfvMEL/rGelを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 成



て 融 合 さ せ た 。 精 製 さ れ た PCR生 成 物 を さ ら に 精 製 し て 、 前 に 述 べ た の と 同 様 の 手 順 で 消
化 し 、 ベ ク タ ー pET-32aに ク ロ ー ン し た 。 配 列 決 定 さ れ た DNAク ロ ー ン を 次 に Novogenか ら
入 手 し た 大 腸 菌 株 AD494(DE3)に 形 質 転 換 し て 融 合 毒 素 を 発 現 さ せ た 。
【 ０ ３ ８ １ 】

　 免 疫 毒 素 を 発 現 さ せ る た め に 、 バ ク テ リ ア 培 養 体 を 強 力 な 抗 生 選 択 性 を 有 す る 2xYT成 長
培 地 （ 200μ g/mlア ン ピ シ リ ン 、 70μ g/mlク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 及 び 15μ g/mlの カ ナ マ
イ シ ン ） で 培 養 し て 、 初 期 対 数 フ ェ ー ズ （ A 6 0 0 ＝ 0.4-08） ま で 成 長 さ せ た 。 こ の 培 養 体 を
同 じ 濃 度 の 抗 生 物 質 を 含 む 新 鮮 な 2xYT培 養 液 で １ ： １ に 希 釈 し て 、 発 現 さ れ た 標 的 蛋 白 質
に 0.1mM IPTGを 加 え て 、 23℃ で 16－ 23時 間 培 養 し た 。 誘 発 さ れ た バ ク テ リ ア 性 培 養 体 を そ
の 後 遠 心 分 離 に か け 、 － 80℃ の 温 度 で 後 日 精 製 す る た め に 凍 結 し た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】

　 免 疫 毒 素 scFvZME-Gelを 発 現 し て い る 誘 発 さ れ た 培 養 体 か ら の 凍 結 し た バ ク テ リ ア ・ ペ
レ ッ ト を 室 温 で 解 凍 し て 、 １ mg/mlの リ ソ ザ イ ム を 10mM ト リ ス 塩 酸 、 ｐ Ｈ 8.0を 加 え て 4℃
の 温 度 で 30分 間 か け て 溶 解 し た 。 バ ク テ リ ア 溶 解 物 を １ ０ 秒 間 づ つ 、 １ ０ 回 細 胞 破 断 装 置
で 超 音 波 処 理 し て 、 4℃ の 温 度 で 30分 間 、 1400rpmで 遠 心 分 離 に か け た 。 上 澄 み 液 を 移 し て
、 氷 上 に 保 存 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 用 い て 音 波 処 理 を 繰 り 返 し た 。 ２ つ の 溶 解 物 か ら 得 た 上
澄 み 液 を 混 ぜ 合 わ せ て 、 SS-34ロ ー タ で 4℃ の 温 度 で 45分 間 、 40,000rpmで 超 遠 心 分 離 処 理
に か け た 。 可 溶 性 蛋 白 質 た け を 含 ん で い る サ ン プ ル を ろ 過 し （ 0.22μ mポ ア ） で ろ 過 し て
、 40ｍ Ｍ ト リ ス 塩 酸 と 1Mト リ ス 塩 酸 (pH8.0)で 調 製 し 、 そ し て 室 温 で 同 じ 緩 衝 液 で 事 前 に
均 衡 化 さ れ た talon金 属 親 和 性 カ ラ ム に 入 れ た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を ３ カ ラ ム 体 積 の 負 荷 緩
衝 液 で 洗 浄 し て 、 そ の 後 、 ５ カ ラ ム 体 積 分 の 40ｍ Ｍ ト リ ス 塩 酸 、 pH8.0、 50mM NaCl、 そ し
て 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 洗 浄 し た 。 結 合 し た 蛋 白 質 を そ の 後 、 ５ カ ラ ム 体 積 の 、 40mM ト リ ス
塩 酸 （ pH8.0） 、 500mM NaCl、 及 び 100-200mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 緩 衝 液 で 溶 出 さ せ た 。
免 疫 毒 素 を 含 む 画 分 を 混 合 し 、 定 量 し 、 20 ｍ Ｍ ト リ ス 塩 酸 (pH7.2 )、 50mM NaClに 透 析 さ
せ て か ら 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で 消 化 し て 、 Novagen(Madison, WI)に よ っ て 確 立 さ れ た 手 順
を 用 い て 6xHisタ グ を 取 り 除 い た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】

　 と く に 指 定 が な い 限 り 、 す べ て の ELISA培 養 手 順 は 室 温 で 行 わ れ 、 培 養 と 培 養 の 間 に 、
す べ て の ウ ェ ル を ELISA洗 浄 緩 衝 液 （ 10ｍ Ｍ ト リ ス 塩 酸 、 pH8.0、 150mM NaCl、 0.2％ ツ イ
ー ン 20） で 洗 浄 し た 。 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル は そ れ ぞ れ 50,000gp
240-抗 原 － 陽 性 A375M黒 色 腫 細 胞 で 被 覆 し て 、 乾 燥 し た 。 そ し て 、 再 水 和 化 し て 、 3%BSAを
洗 浄 緩 衝 液 に 溶 か し た も の で ブ ロ ッ ク し た 。 プ レ ー ト を 培 養 し て 、 精 製 さ れ た 免 疫 毒 素 サ
ン プ ル 、 ウ サ ギ ・ 抗 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 100ng/ml希 釈 緩 衝 液 ［ BSAを 1mg/ml
の 濃 度 で 含 ん だ ELISA洗 浄 緩 衝 液 ］ ） 、 及 び ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG(Sigma、
希 釈 緩 衝 液 内 に 1： 5000で 希 釈 し て 使 用 )を 加 え た 。 個 々 の ウ エ ル を 洗 浄 緩 衝 液 で 徹 底 的 に
洗 浄 し て 、 そ の 後 、 ABTS(2,2'-ア ジ ノ -ビ ス [3-エ チ ル ベ ン ズ テ ィ ア ゾ リ ン -６ -ス ル ホ ン 酸
])を 0.1Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.2） に 溶 か し た も の で 、 培 養 し て 、 405nmで 信 号 を 測 定 し
た 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト の た め に 、 す べ て の 培 養 は 特 に 注 記 が な い 場 合 、 室 温 で 1時 間 行
わ れ た 。 簡 単 に 言 う と 、 蛋 白 質 を SDS-PAGEに よ っ て 分 離 し 、 4℃ で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に
一 昼 夜 か け て 40Ｖ の 電 圧 下 で 、 転 送 緩 衝 液 内 （ 25mMト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 190mMグ リ シ ン
、 20％ (v/v)HPLC-グ レ ー ド ・ メ タ ノ ー ル ） 内 で 転 送 し た 。 フ ィ ル タ ー を ５ ％ BSAを ウ エ ス
タ ン ・ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ 50mMト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 150ｍ Ｍ  NaCl） に 溶 か し た も の
で ブ ロ ッ ク し て 、 そ の 後 、 ウ サ ギ 抗 ゲ ロ ニ ン ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ウ エ ス タ ン 洗 浄 緩 衝
液 TBS、 pH7.6、 0.5%ツ イ ー ン 20、 濃 度 100ng/mL） 及 び ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ig
G(Sigma、 洗 浄 緩 衝 液 内 に 1： 10,000で 希 釈 )と 連 続 的 に 反 応 さ せ た 。 信 号 を Amersham EＣ
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Ｌ 検 出 シ ス テ ム で 現 像 し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】

　 種 々 の 用 量 の 免 疫 毒 素 の 投 与 に 続 い て 起 き る 細 胞 を 含 ま な い 蛋 白 質 合 成 シ ス テ ム 内 で の
蛋 白 質 へ の 放 射 性 ラ ベ ル （ 3 H） ロ イ シ ン 組 み 込 み の ゲ ロ ニ ン 誘 発 抑 制 を メ ー カ ー （ Promeg
a） の 指 示 ど お り に 、 こ れ ま で に 述 べ ら れ て い る 手 順 （ Press et al., 1986） に 従 っ て 実
行 し た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】

　 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ (A３ ７ ５ 黒 色 腫 )細 胞 を ポ リ リ シ ン で 被 覆 し た 16ウ ェ ル ・ チ ェ ン バ ー ・
ス ラ イ ド （ Nunc） に １ チ ェ ン バ ー あ た り 10４ 細 胞 に 加 え て 、 37℃ で 一 昼 夜 、 5％ CO 2 雰 囲 気
内 で 培 養 し た 。 細 胞 を 50μ g/ｍ ｌ の 濃 度 の scfvMEL/rGel融 合 蛋 白 質 を 用 い て 種 々 の 時 間 で
処 理 し た 。 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 簡 単 に 洗 浄 し て 、 そ の 後 、 細 胞 表 面 に 結 合 し た 蛋 白 質 を グ リ シ
ン 緩 衝 液 （ 500mM NaCl、 0.1Ｍ グ リ シ ン 、 pH2.5） で 10分 間 培 養 し て ス ト リ ッ ピ ン グ し 、 0.
5Mト リ ス 、 pH7.4を 用 い て 5分 間 中 性 化 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 簡 単 に 洗 浄 し て か ら 、 3.7％ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド （ Sigma） 内 に 室 温 で 15分 間 固 定 し 、 次 に PBSで 簡 単 に 洗 浄 し た 。 細 胞 を 0.2％ ト
リ ト ン Ｘ － 100ｍ を 含 む PBS内 で 10分 間 浸 透 可 能 に し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し て か ら 、 3%BSA
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で 室 温 で 1時 間 培 養 し た 。 PBSで 簡 単 に 洗 浄 し て か ら 、 細 胞 を 0.1%ツ イ ー ン ２
０ と 0.2％ BSAを 含 む PBS内 に 1： 500で 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 scFvMELあ る い は ウ サ ギ 抗 rGelポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 室 温 で 1時 間 培 養 し た 。 細 胞 を 0.1％ ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む PBS（ PBST）
内 で 10分 間 ３ 回 洗 浄 し て 、 3％ BSAを 含 む PBSで 室 温 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し て 、 そ の 後 、 1： 10
0に 希 釈 し た フ ル オ レ セ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 結 合 抗 ウ サ ギ IgG(Sigma)で 洗 浄
し た 。 PBSTで 3回 最 終 的 な 洗 浄 を 行 っ た 後 、 細 胞 を PBS内 で 10分 間 洗 浄 し て 、 封 入 剤 に 封 入
し た 。 ス ラ イ ド を 蛍 光 顕 微 鏡 で 分 析 し た と こ ろ 、 各 写 真 は 400ｘ の 倍 率 で 、 各 実 験 に 少 な
く と も 10の フ ィ ー ル ド を 示 し た 。
【 ０ ３ ８ ７ 】

　 ロ グ ・ フ ェ ー ズ （ 5,000/ウ ェ ル ） 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ A375M及 び 抗 原 ネ ガ テ ィ ブ Me-180あ る
い は SK-OV-3細 胞 単 層 を 用 い 、 前 に 述 べ た よ う な 結 晶 バ イ オ レ ッ ト 染 色 手 順 （ Nishikawa e
t al., 1992） を 用 い た 標 準 ７ ２ 時 間 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル の 評 価 を 行 っ た
。
【 ０ ３ ８ ８ 】

　 生 後 ４ － ６ 週 間 の 胸 腺 欠 損 （ ヌ ー ド ） マ ウ ス を １ つ の 檻 に ５ 匹 づ つ 分 け て 入 れ た 。 ロ グ
－ フ ェ ー ズ A-375ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 （ 5x10６ 細 胞 /マ ウ ス ） を 右 脇 腹 に 皮 下 注 射 し て 、 腫 瘍 を
形 成 さ せ た 。 腫 瘍 が 測 定 で き る 大 き さ （ 約 30－ 50mm 2 ） に な っ た 段 階 で 、 動 物 を 食 塩 水 （
比 較 対 照 ） あ る い は 種 々 の 濃 度 の scfvMel/rGel融 合 体 毒 素 を 用 い て 連 続 ４ 日 間 措 置 し た (i
. v. 尾 血 管 )。 さ ら に 30日 間 、 動 物 を 観 察 し て 腫 瘍 を 測 定 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ ８ ９ 】

　 ZME-018抗 体 に 対 す る 可 変 領 域 遺 伝 子 と ゲ ロ ニ ン 遺 伝 子 （ Rosenblum et al., 1999） を
抗 黒 色 腫 免 疫 毒 素 遺 伝 子 構 成 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た 。 第 １ の ス テ ッ プ と し て
、 我 々 は 1つ の 方 向 で 免 疫 毒 素 を 組 み 立 て て 、 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ A375M黒 色 腫 細 胞 に 対 す る そ
の 結 合 及 び 細 胞 阻 害 性 に つ い て の 評 価 を 行 っ た 。 上 記 抗 体 及 び ゲ ロ ニ ン ・ フ ラ グ メ ン ト を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を PCRに 基 づ く 方 法 で 共 に 結 合 さ せ て 、 抗 体 － ゲ ロ ニ ン 方 向 で 融 合 体 を
構 成 し た 。 免 疫 毒 素 遺 伝 子 も ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 配 列 で C末 端 タ グ さ れ 、 Novagen Ｔ － ７ に
基 づ く 発 現 ベ ク タ ー pET-32bを 用 い て 大 腸 菌 AD494(DE3)pLysSで 発 現 さ れ た 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
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In vivo細 胞 毒 性 研 究

ゲ ロ ニ ン に 融 合 さ れ た 1本 鎖 組 み 換 え 体 抗 黒 色 腫 抗 体
scFvMEL/rGel融 合 蛋 白 質 の 設 計



　 図 ４ は 発 現 さ れ た 免 疫 毒 素 の 向 き を 示 し 、 さ ら に 、 蛋 白 質 領 域 の 接 合 部 の ア ミ ノ 酸 リ ン
カ ー の 配 列 を 示 し て い る 。 Ｖ Ｈ Ｃ － 末 端 を 有 す る 18ア ミ ノ 酸 フ レ キ シ ブ ル ・ ペ プ チ ド ・ リ
ン カ ー （ Afthan et al., 1995） を 有 す る 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 で 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｌ ） を コ ー
ド さ せ る た め の 抗 体 を 構 成 し た 。 ゲ ロ ニ ン （ CFR2018） (こ の 実 例 で は rGelと 称 す )は V H の
下 流 に 、 別 の リ ン カ ー の 後 に 位 置 し て い る 。 我 々 が こ の 構 成 を 選 ぶ の は 、 そ の 抗 体 結 合 サ
イ ト が 邪 魔 さ れ な い 柔 軟 性 を 有 し て い る か ら で あ る 。 こ の 融 合 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 の 毒 を 用 い
た 場 合 、 ２ つ の 蛋 白 質 成 分 の 最 適 空 間 方 向 性 を 提 供 す る た め に よ り 長 い ペ プ チ ド が 必 要 で
あ り 、 こ の 変 種 の 構 成 は 現 在 進 行 中 で あ る 。 こ の 最 終 的 な 融 合 遺 伝 子 （ 図 ５ ） の DNA配 列
決 定 研 究 は 、 最 終 生 成 物 の 配 列 を 確 認 し 、 こ の PCR方 法 を 用 い た 場 合 、 エ ラ ー は 起 き な か
っ た こ と が 確 認 さ れ た 。 加 え て 、 配 列 決 定 の 結 果 、 標 的 遺 伝 子 が eET-32bベ ク タ ー 内 の 正
確 な 読 取 フ レ ー ム に 挿 入 さ れ た こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 こ の 組 み 換 え 体 融 合 毒 素 の 細 胞 を 含 ま な い シ ス テ ム の 蛋 白 質 合 成 抑 制 活 性 を 遊 離 組 み 換
え 体 ゲ ロ ニ ン の そ れ と 比 較 し た と こ ろ 、 我 々 が 設 計 し た 分 子 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 近 似 性
の 故 に 、 ゲ ロ ニ ン 活 性 サ イ ト の 裂 け 目 に そ れ ほ ど ス テ ア リ ン 酸 集 中 が な い こ と を 示 唆 し て
い る 。 ま た 、 こ の 融 合 構 成 物 内 に は 蛋 白 質 切 断 サ イ ト が 存 在 し な い の で 、 こ の デ ー タ は ゲ
ロ ニ ン が 必 ず し も そ の 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る た め に そ の 構 成 体 か ら の 切 断 を 必 要 と し な
い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 生 物 学 的 活 性 を 回 復 す る た め に そ の 蛋 白 質 基 質 か ら の 開 放
を 必 要 と す る （ Kim et al., 1988; O'Hara et al., 1990)リ シ ン Ａ 鎖 （ RTA） を 用 い た 研
究 と は 鋭 い 対 照 を 示 し て い る 。 ゲ ロ ニ ン と RTAと は 同 じ 作 用 メ カ ニ ズ ム を 有 し て い る の で
あ る か ら （ Stirpe et al., 1992） 、 そ し て 30％ の 配 列 相 同 性 も 有 し て い る の で あ る か ら
（ Rosenblum et al., 1999） 、 こ の こ と は 驚 き で あ る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】

　 融 合 蛋 白 質 を 含 む プ ラ ス ミ ド ・ ベ ク タ ー pET-32bを 大 腸 菌 AD494(DE3)pLysSに 形 質 転 換 し
て 、 IPTGを 添 加 し て 標 的 蛋 白 質 を 誘 発 さ せ た 。 コ マ ッ シ ー 染 色 ゲ ル で 示 さ れ た よ う に 、 推
定 分 子 重 量 (68kDa)の 蛋 白 質 が 誘 発 さ れ た 。 こ の 蛋 白 質 を IMAC樹 脂 を 用 い て 精 製 し 、 そ し
て 溶 出 物 を 組 み 換 え 体 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (EK)に 露 出 さ せ た と こ ろ 、 56kDaで マ イ グ レ ー ト
す る 最 終 的 天 然 融 合 構 成 体 が １ つ の バ ン ド と し て つ く り だ さ れ た 。 こ の 融 合 構 成 体 を 抗 ゲ
ロ ニ ン 抗 体 と 抗 1本 鎖 抗 体 の 両 方 を 用 い る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で 検 査 し た 。 56kDaで マ イ
グ レ ー ト す る sfvMEL/rGel融 合 構 成 体 は 両 方 の 抗 体 と 反 応 し 、 従 っ て 、 上 記 融 合 構 成 体 で
の 免 疫 反 応 性 抗 体 と 毒 素 成 分 の 存 在 が 示 さ れ た 。 誘 発 さ れ た バ ク テ リ ア 培 養 物 か ら の 可 溶
性 sfvMEL/rGel免 疫 毒 素 の 推 定 生 成 率 は 700μ g/Ｌ で あ っ た が 、 最 終 的 に 精 製 さ れ た 収 率 は
約 200μ g/Ｌ で あ っ た 。 収 率 が 減 少 し た 基 本 的 な 理 由 は 、 IMACが 利 用 で き る 可 溶 性 標 的 蛋
白 質 の す べ て を 完 全 に 捉 え る こ と が で き な い こ と に あ る こ と が 認 め ら れ た 。 結 合 緩 衝 液 及
び 条 件 の 変 更 、 及 び IMAC捕 捉 の バ ン ド を 変 え て も こ れ ら の 結 果 に 対 す る 改 善 は 認 め ら れ な
か っ た 。
【 ０ ３ ９ ３ 】

　 精 製 さ れ た 融 合 蛋 白 質 が 抗 原 結 合 能 力 を 有 し て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 こ の 物 質 の
結 合 を 抗 原 供 給 源 と し て 完 全 な 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ ・ ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 を 用 い た 競 合 ELISA結 合
ア ッ セ イ で 、 完 全 な IgG ZME-018ゲ ロ ニ ン 化 学 接 合 体 及 び IgG ZME-０ １ ８ の 結 合 と 比 較 し
た （ 図 ６ ） 。 scfvMEL/rGel融 合 構 成 体 は 化 学 接 合 体 と 同 様 の 結 合 親 和 性 を 有 し て い る こ と
が 分 か っ た 。 こ の 蛋 白 質 は SK-OV-3あ る い は ME-180細 胞 に 対 す る バ ッ ク グ ラ ン ド ・ レ ベ ル
で 標 的 A３ ７ ５ 黒 色 腫 細 胞 に 対 す る 特 異 的 で か な り の ELISA結 合 能 力 を 有 し て い る こ と を 示
し た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】

　 毒 素 の 生 物 学 的 活 性 は 融 合 構 成 体 に 組 み 込 ま れ た 場 合 、 か な り 減 少 さ れ る 場 合 が あ る 。
融 合 構 成 体 の rGel成 分 の n-グ リ コ シ ド 活 性 を 調 べ る た め に 、 こ の 物 質 を 単 離 さ れ た ウ サ ギ
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網 状 赤 血 球 に よ る ３ Ｈ ロ イ シ ン 組 込 み を 用 い る in vitro蛋 白 質 翻 訳 ア ッ セ イ に 加 え た 。 こ
の 融 合 構 成 体 と 天 然 の rGelの 抑 制 曲 線 を 比 較 し た と こ ろ 、 こ れ ら の ２ つ の 分 子 の IC 5 0 値 は
ほ ぼ 同 じ で あ る こ と が 分 か っ た （ 100pM： 104pMそ れ ぞ れ ） 。
【 ０ ３ ９ ５ 】

　 投 与 後 の 異 な っ た 時 点 で の scfvMEL/rGelで 処 理 さ れ た A375-M細 胞 で 免 疫 蛍 光 染 色 を 行 っ
た 。 内 部 化 さ れ た 構 成 体 は ウ サ ギ 抗 rgelあ る い は ウ サ ギ 抗 scfvMEL抗 体 を 用 い 、 次 に FITC-
結 合 抗 ウ サ ギ IgGを 用 い て 検 出 さ れ た 。 scfvMEL/rGel融 合 蛋 白 質 の rGel成 分 は 処 理 後 主 に
細 胞 質 ゾ ル で 観 察 さ れ 、 rGelの 量 は 時 間 の 経 過 と 共 に 増 大 し た 。 さ ら に 、 scfvMEL/rGelの
scFvMEL成 分 も 細 胞 質 ゾ ル で 観 察 さ れ た 。 こ の こ と は 、 上 記 融 合 構 成 体 が ロ グ － フ ェ ー ズ
細 胞 に 露 出 後 に 効 率 的 な 細 胞 結 合 及 び 内 部 化 を 行 う こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】

　 sfvMEL/rGel精 製 融 合 蛋 白 質 と 最 初 の ZME/rGel化 学 構 成 体 を 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ (A375)及 び
抗 原 ネ ガ テ ィ ブ （ SK-OV-3） 細 胞 株 に 対 す る 特 異 的 な 細 胞 阻 害 性 に 関 し て テ ス ト し た 。 図
７ に 示 す よ う に 、 化 学 的 に つ く ら れ た 構 成 体 と 融 合 構 成 体 の 両 方 と も 約 10nMの IC 5 0 値 を 示
し た 。 対 照 的 に 、 rGel毒 素 に 対 す る IC 5 0 値 は ほ ぼ ２ ０ ０ 倍 高 か っ た （ 2,000nM程 度 ） 。 抗
原 ネ ガ テ ィ ブ SKOV-3細 胞 に 対 す る 免 疫 毒 素 の 細 胞 阻 害 性 効 果 は ゲ ロ ニ ン だ け の 場 合 と 同 様
で あ っ た 。 遊 離 ZME抗 体 と sfvMEL/rGel免 疫 毒 素 を 同 時 に 投 与 す る (図 ８ ） と 、 予 想 さ れ る
よ う に 用 量 応 答 曲 線 に 多 少 の 変 位 が み ら れ 、 融 合 構 成 体 の 細 胞 阻 害 性 の 発 生 に 関 す る 表 面
抗 原 認 識 に 対 す る 依 存 を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】

　 十 分 に 成 長 し た A-375黒 色 腫 ゼ ノ グ ラ フ ト を 有 す る マ ウ ス を 食 塩 水 （ 比 較 対 照 ） 、 あ る
い は sfvMEL/rGelの い ず れ か で 、 2又 は 20mg/kgの い ず れ か の 用 量 で 4日 間 処 理 し た 。 図 ９ に
示 す よ う に 、 比 較 対 照 の 腫 瘍 サ イ ズ は 実 験 後 28日 間 で 30か ら 150mm 2 に 増 大 し た （ 500％ の
増 大 ） 。 対 照 的 に 、 2ｍ ｇ /kgで 融 合 毒 素 で 処 理 し た マ ウ ス で は 、 腫 瘍 サ イ ズ が や や 減 少 し
た 後 、 約 60mm 2 に 増 大 し た （ 100%の 増 大 ） 。 融 合 毒 素 20mg/kg用 量 で 処 理 し た マ ウ ス で は 、
処 理 期 間 中 腫 瘍 サ イ ズ が 50％ 減 少 し た 後 、 28日 間 に わ た っ て 最 初 の 腫 瘍 サ イ ズ に ゆ っ く り
と 戻 っ た （ 全 体 と し て は 増 大 な し ） 。 マ ウ ス に お け る 、 こ の 計 画 で 最 大 許 容 量 (MTD)に 達
し な い こ と を 示 唆 し て い る こ れ ら の 用 量 で は 、 免 疫 毒 素 に 対 す る 明 ら か な 毒 性 効 果 は な か
っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ ９ ８ 】

　 ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 A375Mを 10％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 児 血 清 ＋ 100μ m非 基 本 ア ミ ノ 酸 、 ２ mM L-
グ ル タ ミ ン 、 １ mMピ ル ビ ン 酸 、 ビ タ ミ ン 、 そ し て 抗 生 物 質 で 補 強 さ れ た 最 低 基 本 培 地 (MEM
)を 用 い て 培 養 し た 。 培 養 さ れ た 細 胞 を 通 常 の 手 順 で ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 マ イ コ
プ ラ ズ マ 感 染 は な い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ９ ９ 】

　 細 胞 株 を ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 空 気 培 養 器 内 で 37℃ の 完 全 培 地 で 保 存 し た 。 組 み 換 え 体 毒 素 及
び 免 疫 毒 素 を 用 い た ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 培 養 体 を 洗 浄 し 、 ヴ ェ ル セ ン を 用 い て 細 胞 を
切 り 離 し 、 完 全 培 地 内 に 25ｘ 10３ 細 胞 /mlの 密 度 で 再 懸 濁 さ せ た 。 ２ つ の 100μ lア リ コ ッ
ト を 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト に 入 れ て 、 そ れ ら の 細 胞 を 接 着 さ せ た 。 こ れ に
よ っ て 、 ま ば ら に シ ー ド さ れ た 細 胞 群 が 得 ら れ た 。 24時 間 後 、 こ の 培 地 を 免 疫 毒 素 あ る い
は ゲ ロ ニ ン の い ず れ か を い ろ い ろ な 濃 度 で 含 ん で い る 培 地 と 入 れ 替 え た 。 こ れ ら の 細 胞 を
72時 間 培 養 し て か ら 、 結 晶 バ イ オ レ ッ ト 染 色 で 相 対 的 な 細 胞 増 殖 に 関 す る 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
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In vitro細 胞 阻 害 性 ア ッ セ イ
細 胞 培 養 方 法

細 胞 増 殖 ア ッ セ イ



　 細 胞 を 結 晶 バ イ オ レ ッ ト 0.5％ （ w／ ｖ ） を 含 む 20％ (v/v)メ タ ノ ー ル で 固 定 ・ 染 色 さ れ
た カ ル シ ウ ム 又 は マ グ ネ シ ウ ム を 含 む PBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 結 合 さ れ た 染 料 を 150μ lの Sor
ensenク エ ン 酸 緩 衝 液 （ 0.1M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH4.2、 50％ （ v/v） エ タ ノ ー ル ） を 用
い て 、 室 温 で 1時 間 溶 出 さ せ た 。 Bio-Tekマ イ ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー を 用 い て 吸 収 を 600n
mで 測 定 し た 。 相 対 的 細 胞 増 殖 (RCP)は 、 以 下 の 式 で 計 算 し た 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 RCP=(平 均 吸 収 度 （ 薬 品 処 理 ） )／ 平 均 吸 収 度 （ 非 薬 品 処 理 ） ｘ 100％ 　 [式 １ ]
　 精 製 さ れ た scfvMEL-CFR2018、 scfvMEL－ CFR2025、 及 び CFR2018の サ ン プ ル を ロ グ － フ ェ
ー ズ （ 5000/ウ ェ ル ） 抗 原 ポ ジ テ ィ ブ A375細 胞 単 層 を 使 い 、 上 に 述 べ た よ う な 結 晶 バ イ オ
レ ッ ト 染 色 手 順 を 用 い る 標 準 的 な 72時 間 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ で 評 価 し た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】

　 図 10は 上 に 述 べ た A-375ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 株 の 72時 間 成 長 ア ッ セ イ で テ ス ト し た 組 み 換 え
体 分 子 の そ れ ぞ れ の 細 胞 阻 害 性 を 示 し て い る 。 図 に 示 さ れ て い る よ う に 、 scfvMEL-CFR201
8及 び scfvMEL-CFR2025融 合 構 成 体 の 両 方 と も 培 養 中 の 黒 色 腫 細 胞 の 成 長 を 抑 止 し た 。 細 胞
の 成 長 を 比 較 対 照 値 （ IC 5 0 ） の 50％ に 抑 制 す る の に 必 要 な 各 作 用 剤 の 濃 度 は 100nMで あ っ
た 。 対 照 的 に 、 遊 離 毒 素 （ CFR2018） に よ る 細 胞 成 長 抑 制 は 800nM濃 度 、 あ る い は 抗 体 融 合
構 成 体 と 比 較 し て ８ 倍 強 の 濃 度 で 起 き た 。 scfvMEL抗 体 に 対 す る 融 合 に よ る 腫 瘍 細 胞 へ の C
FR2018毒 素 の 抗 体 向 標 的 に よ っ て 細 胞 阻 害 性 は ８ 倍 に 増 大 し た 。 さ ら に 、 CFR2018毒 素 と
比 較 し て 、 CFR2025と 命 名 さ れ た デ ザ イ ナ ー 毒 素 は 、 そ れ ら が 抗 体 基 質 と と も に 腫 瘍 細 胞
に 導 入 さ れ る と 、 CFR2018と ほ ぼ 同 様 の 細 胞 阻 害 性 活 性 を 示 す 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ 、 権 利 が 請 求 さ れ て い る す べ て の 組 成 物 と 方 法 は 、 本 開 示 に 照 ら せ
ば 過 重 な 実 験 を 行 わ な く て も 作 成 、 実 施 で き る 。 本 発 明 に よ る 組 成 物 と 方 法 は 実 施 の 形 態
と し て 上 に 述 べ ら れ た が 、 本 発 明 の コ ン セ プ ト 、 精 神 及 び 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に こ こ に 述 べ
ら れ て い る 組 成 物 及 び 方 法 、 そ し て そ の 方 法 の ス テ ッ プ の 順 番 に 変 更 を 加 え る こ と が で き
る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 よ り 具 体 的 に は 、 化 学 的 及 び 生 理 学 的 に 関 連 性 の
あ る 一 定 の 作 用 剤 を こ こ に 述 べ ら れ て い る 作 用 剤 の 代 わ り に 用 い て 同 じ 、 あ る い は 同 様 の
結 果 が 得 ら れ る こ と も 明 ら か で あ ろ う 。 す べ て の そ う し た 代 替 及 び 修 飾 は 添 付 請 求 項 に 定
義 さ れ て い る 本 発 明 の 精 神 、 範 囲 及 び コ ン セ プ ト 内 に あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
（ 引 用 文 献 ）
　 次 に 挙 げ る 引 用 文 献 、 こ こ に 示 す 模 範 的 な 手 法 又 は 他 の 詳 細 な 説 明 の 補 充 に よ る 範 囲 は
、 本 発 明 に 組 み 込 ま れ る 。 （ 下 記 引 用 文 献 で 出 願 番 号 で 示 さ れ て い る も の は 『 号 公 報 』 、
特 許 番 号 で 示 さ れ て い る も の は 『 号 明 細 書 』 を 省 略 し て 記 す 。 ）
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 以 下 の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 し 、 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 を 示 す た め に 示 さ
れ る も の で あ る 。 こ れ ら の 図 面 の １ つ あ る い は 複 数 を 個 々 に 述 べ ら れ て い る 具 体 的 な 実 施
の 形 態 に 関 す る 詳 細 な 説 明 と 組 み 合 わ せ て 参 照 す る こ と で 、 本 発 明 を さ ら に 理 解 す る こ と
が で き る で あ ろ う 。
【 図 １ 】 ヒ ト の 血 清 サ ン プ ル に 対 し て 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 を 用 い て 行 な っ た ELISAを 示 す 図 。
【 図 ２ 】 ヒ ト の 抗 ゲ ロ ニ ン 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た rゲ ロ ニ ン の エ ピ ト ー プ を 示 す 図 。
【 図 ３ Ａ 】 ゲ ロ ニ ン 欠 失 構 成 物 を 示 す 図 。 ゲ ロ ニ ン 欠 失 構 成 物 の 構 造 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ Ｂ 】 ゲ ロ ニ ン 欠 失 構 成 物 を 示 す 図 。 ゲ ロ ニ ン 欠 失 構 成 物 の 構 造 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 sfvMEL/rGel融 合 毒 素 の PCRに よ る 構 成 及 び pET-32a誘 導 ベ ク タ ー へ の マ ー ゲ ー シ
ョ ン を 図 式 的 に 示 す 図 。
【 図 ５ 】 sfvMEL/rGel融 合 構 成 物 （ 配 列 識 別 番 号 ： 10） の 完 全 DNA配 列 分 析 を 示 す 図 。
【 図 ６ 】 親 の ZME-Gel化 学 接 合 体 と sfvMEL/rGel融 合 構 成 物 （ sfvMEL/rGELと 同 じ ） の 比 較
用 結 合 を 示 す 図 。 A-375細 胞 に 対 す る 結 合 を ELISA及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ ・ 抗 ゲ ロ ニ
ン ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 評 価 し た 。 標 的 細 胞 に 対 す る 両 方 の 構 成 物 の 結 合 は ほ ぼ
同 様 で あ っ た が 、 組 み 換 え 体 融 合 構 成 物 の 方 で や や 高 い 結 合 が 見 ら れ た 。
【 図 ７ 】 抗 原 陽 性 A375ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 上 で の 親 ZME-rGel化 学 接 合 体 と sfvMEL-Gel融 合 体 構
成 物 の in vitroで の 細 胞 阻 害 性 を 比 較 し て 示 す 図 。 細 胞 を プ レ ー ト に 入 れ て い ろ い ろ な 量
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の sfvMEL-Gel融 合 体 構 成 物 、 ZME-rGel化 学 接 合 体 、 及 び 遊 離 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン で 72時 間
処 理 し た 。 両 方 の 免 疫 接 合 体 の IC 5 0 値 は ほ ぼ 8nMで 、 組 み 換 え 体 ゲ ロ ニ ン の IC 5 0 値 は 数 桁
高 く 、 約 ２ ｘ 10 3 ｎ Mで あ っ た 。
【 図 ８ 】 sfvMEL/rGel免 疫 毒 素 と ZME抗 体 の 競 合 的 抑 制 を 示 す 図 。 種 々 の 濃 度 の 組 み 換 え 体
免 疫 毒 素 を ４ つ 1組 の ロ グ ・ フ ェ ー ス 培 地 で A-375ヒ ト 黒 色 腫 細 胞 に 加 え た 。 別 の 一 連 の ウ
ェ ル に 対 し て は 、 固 定 さ れ た 濃 度 の ZME(50μ g/ml)を い ろ い ろ な 量 の sfvMEL/rGel免 疫 毒 素
と 混 合 し て 、 72時 間 培 養 し た 。 遊 離 ZME抗 体 を 加 え た と こ ろ 、 免 疫 毒 素 の 細 胞 阻 害 性 は 3分
の １ に 低 下 し た 。
【 図 ９ 】 右 脇 腹 に か な り 成 長 し た 黒 色 腫 (A-375)を 有 す る ヌ ー ド ・ マ ウ ス を 食 塩 水 （ 比 較
対 照 ） か 、 ２ mg/Kg又 は 20mg/Kg(総 用 量 )の sfvMEL/rGELで 連 続 ４ 日 間 処 理 し た （ 矢 印 ） 。 3
0日 間 に わ た っ て 腫 瘍 面 積 を 測 定 し た 。 食 塩 で 処 理 し た 比 較 対 照 腫 瘍 は こ の 期 間 に 30か ら 1
50mm 2 に 増 大 し た 。 最 も 低 い 用 量 で 措 置 し た 腫 瘍 は 30か ら 60mm 2 に 増 大 し た 。 最 も 高 い 免 疫
毒 素 容 量 で 処 理 し た 動 物 は 最 初 の 30mm 2 か ら 腫 瘍 面 積 が 広 が ら な か っ た 。
【 図 １ ０ 】 scfvMEL-CFR2018(sfvMEL-CFR2018と し て も 知 ら れ い て る )を 、 in vitro細 胞 阻
害 性 ア ッ セ イ で 、 A375-M黒 色 腫 細 胞 上 で scfvMEL-CFR2025と 比 較 し た 。
【 配 列 表 】

10

(104) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(105) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(106) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(107) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(108) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(109) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(110) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(111) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(112) JP 2005-514000 A 2005.5.19



【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

(113) JP 2005-514000 A 2005.5.19



【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

(114) JP 2005-514000 A 2005.5.19



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(115) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(116) JP 2005-514000 A 2005.5.19



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(117) JP 2005-514000 A 2005.5.19



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ   1/02                         Ａ６１Ｐ   1/16    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ａ６１Ｐ   1/16                         Ａ６１Ｐ   1/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/18                         Ａ６１Ｐ   5/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/00                         Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/00                         Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00                         Ａ６１Ｐ  11/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/00                         Ａ６１Ｐ  13/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/08                         Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/12                         Ａ６１Ｐ  15/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/00                         Ａ６１Ｐ  17/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/00                         Ａ６１Ｐ  19/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/08                         Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00                         Ａ６１Ｐ  27/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/02                         Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00                         Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/02                         Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02                         Ｃ０７Ｋ  14/415   　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/415                        Ｃ０７Ｋ  16/40    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/40                         Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  19/00                         Ｃ１２Ｎ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/00                         Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53                         Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,
TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,
GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,P
L,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ローゼンブラム，マイクル，ジィ．
            アメリカ合衆国　７７４２９　テキサス，シュガー　ランド，ストウニ　ミスト　ドライブ　３１
            ２７
(72)発明者  チェン，ロウレンス
            アメリカ合衆国　７７０７２　テキサス，ヒューストン，グラッドウェル　ドライブ　６１１９
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  BA07  BA38  CA04  CA06  CA07  DA02  EA02  GA11 
　　　　 　　        HA12  HA17 
　　　　 　　  4B050 CC05  DD09  LL01 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA07  AA14  BA01  BA08  BA22  BA23  CA18  CA53  CA59 
　　　　 　　        DA32  DA34  DC01  NA14  ZA012 ZA332 ZA362 ZA512 ZA592 ZA662
　　　　 　　        ZA672 ZA752 ZA812 ZA892 ZA962 ZB072 ZB262 ZB272 ZC212
　　　　 　　  4C085 AA13  BB11  CC05  CC21  CC24  EE01 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  BC83  CA12  MA05  NA13  NA14  ZA01  ZA33  ZA36 
　　　　 　　        ZA51  ZA59  ZA66  ZA67  ZA75  ZA81  ZA89  ZA96  ZB07  ZB26 
　　　　 　　        ZB27  ZC21 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  AA50  BA10  BA41  BA56  CA30  CA42 
　　　　 　　        DA75  DA83  DA89  EA28  FA72  FA74 

(118) JP 2005-514000 A 2005.5.19



专利名称(译) 改性蛋白质，设计师毒素及其制备方法

公开(公告)号 JP2005514000A 公开(公告)日 2005-05-19

申请号 JP2002569065 申请日 2002-02-12

[标]申请(专利权)人(译) 研究发展基金会

申请(专利权)人(译) 研究发展基金会

[标]发明人 ローゼンブラムマイクルジィ
チェンロウレンス

发明人 ローゼンブラム,マイクル,ジィ.
チェン,ロウレンス

IPC分类号 G01N33/53 A61K35/76 A61K38/00 A61K38/17 A61K39/395 A61P1/00 A61P1/02 A61P1/16 A61P1/18 
A61P5/00 A61P7/00 A61P9/00 A61P11/00 A61P13/08 A61P13/12 A61P15/00 A61P17/00 A61P19/08 
A61P25/00 A61P27/02 A61P35/00 A61P35/02 A61P37/02 C07K14/415 C07K14/435 C07K16/30 
C07K16/40 C07K19/00 C12N9/00 C12N15/09 C12N15/29 C12P21/00

CPC分类号 A61K38/00 A61K2039/505 A61P1/00 A61P1/02 A61P1/16 A61P1/18 A61P11/00 A61P13/08 A61P13
/12 A61P15/00 A61P17/00 A61P19/08 A61P25/00 A61P27/02 A61P31/00 A61P35/00 A61P35/02 
C07K14/415 C07K16/30 C07K2317/34 C07K2317/622 C07K2319/00

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A61K35/76 A61K39/395.E A61P1/00 A61P1/02 A61P1/16 A61P1/18 A61P5/00 
A61P7/00 A61P9/00 A61P11/00 A61P13/08 A61P13/12 A61P15/00 A61P17/00 A61P19/08 A61P25/00 
A61P27/02 A61P35/00 A61P35/02 A61P37/02 C07K14/415 C07K16/40 C07K19/00 C12N9/00 G01N33
/53.D A61K37/02

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA07 4B024/BA38 4B024/CA04 4B024/CA06 4B024/CA07 4B024
/DA02 4B024/EA02 4B024/GA11 4B024/HA12 4B024/HA17 4B050/CC05 4B050/DD09 4B050/LL01 
4C084/AA02 4C084/AA07 4C084/AA14 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084
/CA18 4C084/CA53 4C084/CA59 4C084/DA32 4C084/DA34 4C084/DC01 4C084/NA14 4C084/ZA012 
4C084/ZA332 4C084/ZA362 4C084/ZA512 4C084/ZA592 4C084/ZA662 4C084/ZA672 4C084/ZA752 
4C084/ZA812 4C084/ZA892 4C084/ZA962 4C084/ZB072 4C084/ZB262 4C084/ZB272 4C084/ZC212 
4C085/AA13 4C085/BB11 4C085/CC05 4C085/CC21 4C085/CC24 4C085/EE01 4C087/AA01 4C087
/AA02 4C087/BC83 4C087/CA12 4C087/MA05 4C087/NA13 4C087/NA14 4C087/ZA01 4C087/ZA33 
4C087/ZA36 4C087/ZA51 4C087/ZA59 4C087/ZA66 4C087/ZA67 4C087/ZA75 4C087/ZA81 4C087
/ZA89 4C087/ZA96 4C087/ZB07 4C087/ZB26 4C087/ZB27 4C087/ZC21 4H045/AA10 4H045/AA11 
4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/AA50 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045/BA56 4H045/CA30 4H045
/CA42 4H045/DA75 4H045/DA83 4H045/DA89 4H045/EA28 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 60/268402 2001-02-12 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

技术领域本发明涉及维持化合物的生物学活性的同时降低蛋白质化合物的抗原性的方法和具有生物活性但抗原性降低的组合物一。
与需要这种化合物和组合物的个体相比，这些方法和组合物具有显着的优点。另外，还包括被切割或具有降低的巨兆细胞性的修饰
的毒素化合物。这种设计毒素具有治疗，诊断和预防益处，特别是作为免疫毒素。还提供了使用这些免疫毒素的癌症治疗方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/1288ae55-3d2e-40f8-93ac-ce4c0cdc2d6e
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023022845/publication/JP2005514000A?q=JP2005514000A



