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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントであって
、
　該精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントは、
ハイブリドーマＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０によって発現されるモノクローナル抗体に
よって結合されるエピトープへ特異的に結合し、ここで、該エピトープは、９０ｋＤａか
ら２５０ｋＤａの分子量を有する炭水化物エピトープＫＩＤ３であるか、あるいは、
　該精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントは、
該エピトープに対する結合について該モノクローナル抗体と競合し、
　ここで、該精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメ
ントは、以下の特性：
　（ａ）癌細胞の表面上に存在する該エピトープに結合する能力、
　（ｂ）インビトロまたはインビボにおいて生細胞の表面上に露出される該エピトープの
一部分に結合する能力、
　（ｃ）該エピトープを発現する癌細胞に治療剤または検出可能なマーカーを送達する能
力、および
　（ｄ）該エピトープを発現する癌細胞内に治療剤または検出可能なマーカーを送達する
能力、
のうちの少なくとも１つ以上を有する、精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそ
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のエピトープ結合フラグメント。
【請求項２】
配列番号２のアミノ酸配列を有するκ軽鎖ポリペプチドおよび配列番号４のアミノ酸配列
を有するＧ１重鎖ポリペプチドを含む精製された免疫グロブリンポリペプチドもしくはそ
のエピトープ結合フラグメント、または、
　ハイブリドーマＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０によって発現されるモノクローナル抗体
によって結合されるエピトープに対する結合について該免疫グロブリンポリペプチドもし
くはそのエピトープ結合フラグメントと競合し、ここで、該エピトープが、９０ｋＤａか
ら２５０ｋＤａの分子量を有する炭水化物エピトープＫＩＤ３である、精製された免疫グ
ロブリンポリペプチドもしくはそのエピトープ結合フラグメント。
【請求項３】
前記免疫グロブリンが、非ヒト抗体、ヒト化抗体、非ヒト抗体の可変領域由来の可変領域
とヒト抗体の定常領域由来の定常領域とを含むキメラ抗体、または前記特性（ａ）～（ｄ
）のうちの１つ以上を備えるヒト抗体からなる群より選択される、請求項１に記載の精製
された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメント。
【請求項４】
請求項１～３のいずれかに記載の免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合
フラグメントをコードする、単離された核酸。
【請求項５】
前記核酸がプロモーターに作動可能に連結される、請求項４に記載の核酸。
【請求項６】
前記プロモーターおよび前記核酸が発現ベクターに含まれる、請求項５に記載の核酸。
【請求項７】
前記ポリペプチドがモノクローナル抗体である、請求項４に記載の核酸。
【請求項８】
請求項４に記載の核酸を含むベクターを用いてトランスフェクト、形質転換または感染し
た、細胞株。
【請求項９】
実質的に精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメント
を生成する方法であって、以下の工程：
　ａ．該免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントが発現され
る条件下で請求項４に記載の核酸を用いて形質転換された細胞株を増殖させる工程、およ
び
　ｂ．該発現された免疫グロブリンポリペプチドまたはフラグメントを収集する工程、
を包含する、方法。
【請求項１０】
前記細胞株がハイブリドーマである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
前記ハイブリドーマがＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記免疫グロブリンポリペプチドがモノクローナル抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
治療有効用量の請求項１～３のいずれかに記載の精製された免疫グロブリンポリペプチド
またはそのエピトープ結合フラグメントを、薬学的に受容可能なキャリアとともに含む、
薬学的組成物。
【請求項１４】
治療有効量の請求項１～３のいずれかに記載の免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエ
ピトープ結合フラグメントを、薬学的に受容可能なキャリアとともに含む薬学的組成物。
【請求項１５】
前記組成物がさらなる治療成分を含む、請求項１４に記載の薬学的組成物。
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【請求項１６】
ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０からなる単離された細胞株。
【請求項１７】
癌細胞に化学療法剤を送達するための組成物であって、該組成物は、投与に適した該化学
療法剤に結合した請求項１～３のいずれかに記載の精製された免疫グロブリンポリペプチ
ドまたはそのエピトープ結合フラグメントを含み、ここで、該癌細胞は、副腎腫瘍、ＡＩ
ＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状膠細胞腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌および移行上皮癌）、
骨の癌（エナメル上皮腫、動脈瘤骨嚢胞、骨軟骨腫、骨肉腫）、脳および脊髄の癌、転移
性脳腫瘍、乳癌、頸動脈小体腫瘍、子宮頸癌、軟骨肉腫、脊索腫、嫌色素性腎細胞癌、明
細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、皮膚良性線維性組織球腫、癒着性小円形細胞腫瘍、上衣腫
、ユーイング腫瘍、骨格外粘液性軟骨肉腫、線維形成骨形成不全、線維性骨異形成症、胆
嚢および胆管癌、絨毛性疾患、胚細胞性腫瘍、頭頸部癌、膵島細胞腫瘍、カポジ肉腫、腎
臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫瘍、脂肪肉腫／悪性
脂肪腫瘍、肝臓癌（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌、髄芽細胞腫、黒色腫、髄膜種
、多発性内分泌腫瘍、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群、神経芽細胞腫、神経内分泌腫瘍
、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、副甲状腺腫瘍、小児癌、末梢神経鞘腫瘍、褐色細胞
腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後ブドウ膜黒色腫、希少性血液学的疾患、転移性腎癌、ラブ
ドイド腫瘍、横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上皮癌、胃癌、滑膜肉腫、
睾丸癌、胸腺癌、胸腺腫、転移性甲状腺癌および子宮癌（子宮頸部の癌、子宮内膜癌およ
び子宮平滑筋腫）に由来する癌細胞からなる群より選択される、組成物。
【請求項１８】
前記化学療法剤が個体への投与に適している、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
前記精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントがハ
イブリドーマＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０によって発現されたモノクローナル抗体であ
る、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２０】
個体における癌細胞の増殖を阻害するための組成物であって、該組成物は、投与に適して
いる化学療法剤に結合した請求項１～３のいずれかに記載の精製された免疫グロブリンポ
リペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントの有効量を含み、ここで、該癌細胞は
、副腎腫瘍、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状膠細胞腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌およ
び移行上皮癌）、骨の癌（エナメル上皮腫、動脈瘤骨嚢胞、骨軟骨腫、骨肉腫）、脳およ
び脊髄の癌、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈小体腫瘍、子宮頸癌、軟骨肉腫、脊索腫、嫌色
素性腎細胞癌、明細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、皮膚良性線維性組織球腫、癒着性小円形
細胞腫瘍、上衣腫、ユーイング腫瘍、骨格外粘液性軟骨肉腫、線維形成骨形成不全、線維
性骨異形成症、胆嚢および胆管癌、絨毛性疾患、胚細胞性腫瘍、頭頸部癌、膵島細胞腫瘍
、カポジ肉腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫瘍
、脂肪肉腫／悪性脂肪腫瘍、肝臓癌（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌、髄芽細胞腫
、黒色腫、髄膜種、多発性内分泌腫瘍、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群、神経芽細胞腫
、神経内分泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、副甲状腺腫瘍、小児癌、末梢神経
鞘腫瘍、褐色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後ブドウ膜黒色腫、希少性血液学的疾患、
転移性腎癌、ラブドイド腫瘍、横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上皮癌、
胃癌、滑膜肉腫、睾丸癌、胸腺癌、胸腺腫、転移性甲状腺癌および子宮癌（子宮頸部の癌
、子宮内膜癌および子宮平滑筋腫）に由来する癌細胞からなる群より選択される、組成物
。
【請求項２１】
前記化学療法剤が、前記癌細胞内への送達に適している、請求項２０に記載の組成物。
【請求項２２】
前記精製された免疫グロブリンポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントが、
ハイブリドーマＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０によって発現されたモノクローナル抗体で
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ある、請求項２０に記載の組成物。
【請求項２３】
個体における癌細胞の存在または非存在を検出するのを補助するための方法であって、該
方法は、該個体由来の細胞を請求項１～３のいずれかに記載の精製された免疫グロブリン
ポリペプチドまたはそのエピトープ結合フラグメントと接触させる工程、ならびに該細胞
と該ポリペプチドもしくはそのフラグメントとから構成される複合体があればそれを検出
する工程を包含し、ここで、該癌細胞は、副腎腫瘍、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星
状膠細胞腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌および移行上皮癌）、骨の癌（エナメル上皮腫、動脈
瘤骨嚢胞、骨軟骨腫、骨肉腫）、脳および脊髄の癌、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈小体腫
瘍、子宮頸癌、軟骨肉腫、脊索腫、嫌色素性腎細胞癌、明細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、
皮膚良性線維性組織球腫、癒着性小円形細胞腫瘍、上衣腫、ユーイング腫瘍、骨格外粘液
性軟骨肉腫、線維形成骨形成不全、線維性骨異形成症、胆嚢および胆管癌、絨毛性疾患、
胚細胞性腫瘍、頭頸部癌、膵島細胞腫瘍、カポジ肉腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状腎細
胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫瘍、脂肪肉腫／悪性脂肪腫瘍、肝臓癌（肝芽腫、肝
細胞癌）、リンパ腫、肺癌、髄芽細胞腫、黒色腫、髄膜種、多発性内分泌腫瘍、多発性骨
髄腫、骨髄異形成症候群、神経芽細胞腫、神経内分泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状
腺癌、副甲状腺腫瘍、小児癌、末梢神経鞘腫瘍、褐色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後
ブドウ膜黒色腫、希少性血液学的疾患、転移性腎癌、ラブドイド腫瘍、横紋筋肉腫、肉腫
、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上皮癌、胃癌、滑膜肉腫、睾丸癌、胸腺癌、胸腺腫、転移
性甲状腺癌および子宮癌（子宮頸部の癌、子宮内膜癌および子宮平滑筋腫）に由来する癌
細胞からなる群より選択される、方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、全体にわたって参考として援用される２００３年９月１８日に提出された米
国仮特許出願第６０／５０４，４４１号の利益を主張する。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明は、生物学および免疫療法の分野に含まれる。より詳細には、本発明は、新規の
疾患および癌に関連するエピトープであるＫＩＤ３、ならびにＫＩＤ３に結合するポリク
ローナルおよびモノクローナル抗体およびその他のポリペプチドに関する。本発明は、抗
ＫＩＤ３抗体を含む、ＫＩＤ３に結合するアンタゴニスト、調節因子およびペプチドを用
いてＫＩＤ３に関連する様々なヒトの癌および疾患の診断および／または治療をさらに提
供する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　抗体は、診断薬におけるそれらの公知の使用に加えて、治療剤として有用であることが
証明されている。例えば、免疫療法または治療目的での抗体の使用は、近年癌を治療する
ために用いられてきた。受動的免疫療法は、癌療法におけるモノクローナル抗体の使用を
含んでいる。例えば、非特許文献１を参照されたい。これらの抗体は、腫瘍細胞増殖もし
くは生存の直接的阻害およびそれらが身体の免疫系の自然細胞殺滅活性を補強する能力の
両方によって固有の治療的生物活性を有する可能性がある。これらの薬剤は、単独でまた
は放射線もしくは化学療法剤と併用して投与することができる。非ホジキンリンパ腫およ
び乳癌各々を治療するために承認されたリツキシマブおよびトラスツズマブは、そのよう
な治療剤の２つの例である。あるいは、抗体は、その抗体が毒性薬剤に連結していて、腫
瘍に特異的に結合することによってその薬剤を腫瘍へ方向付ける抗体複合体を作製するた
めに使用できる。ゲムツズマブ・オゾガミシンは、白血病を治療するために使用される、
承認された抗体複合体の１つの例である。癌細胞に結合して、診断および療法のために使



(5) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

用できる可能性があるモノクローナル抗体は、出版物に開示されている。例えば、特にあ
る分子量の標的タンパク質を開示している以下の特許出願を参照されたい：特許文献１（
２００ｋＤのｃ－ｅｒｂＢ－２（Ｈｅｒ２）およびサイズが４０～２００ｋＤであるその
他の未知の抗原）ならびに特許文献２（５０ｋＤおよび５５ｋＤの癌胎児性タンパク質）
。充実性腫瘍を治療するための臨床試験中および／または承認された抗体の例には：トラ
スツズマブ（抗原：１８０ｋＤ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ）、エドレコロマブ（抗原：４０～５
０ｋＤ、Ｅｐ－ＣＡＭ）、抗ヒト乳脂肪球（ＨＭＦＧ１）（抗原：＞２００ｋＤ、ＨＭＷ
ムチン）、セツキシマブ（抗原：１５０ｋＤおよび１７０ｋＤ、ＥＧＦ受容体）、アレム
ツズマブ（抗原：２１～２８ｋＤ、ＣＤ５２）およびリツキシマブ（抗原：３５ｋＤ、Ｃ
Ｄ２０）が含まれる。
【０００４】
　乳癌を治療するために使用されるトラスツズマブ（Ｈｅｒ－２受容体）および数種の癌
を治療するための臨床試験中のセツキシマブ（ＥＧＦ受容体）の抗原標的は、皮膚、結腸
、肺、卵巣、肝臓および膵臓を含む極めて多数の正常ヒト成人組織上に検出可能なレベル
で存在する。これらの治療剤を使用する際の安全域は、おそらくこれらの部位での発現レ
ベルまたは抗体の通路もしくは活性における相違によって提供される。
【０００５】
　また別のタイプの免疫療法は、その後で個体における免疫応答を誘発する、すなわち個
体がそれらの固有の癌に対する抗体を能動的に生成するのを誘導するために、抗原の発現
を指示する１つ以上の特定の癌上に存在する抗原またはＤＮＡ構築物を用いる能動免疫療
法、もしくはワクチン接種である。能動免疫は、受動免疫療法もしくは免疫毒素ほど頻回
には使用されていない。
【０００６】
　疾患（癌を含む）の進行については数種のモデルが提案されている。理論は、単一感染
性／形質転換事象による因果関係から、最終的には十分な病原性もしくは悪性能力を備え
る疾患を導く次第に「疾患様」もしくは「癌様」組織タイプの進化へ及んでいる。一部の
研究者らは、例えば癌について、悪性腫瘍を惹起するには単一突然変異事象で十分である
と論じているが、他の研究者らは引き続いての変化もまた不可欠であると論じている。他
の一部の研究者らは、細胞レベルでの突然変異－選択事象の連続を介する新生物形成の開
始ならびに進行の両方にとって突然変異負荷および腫瘍グレードが増加することが必要で
あると提案している。一部の癌標的は腫瘍組織内に限定されることが見いだされているが
、他方他の標的は正常組織中にも存在していて腫瘍組織中でアップレギュレーションされ
るおよび／または過剰発現する。そのような状態では、一部の研究者らは、過剰発現が悪
性腫瘍の獲得に関連していると提案しているが、他の研究者らは過剰発現が増大する疾患
状態への経路に沿った傾向の単なるマーカーに過ぎないと提案している。
【０００７】
　理想的な診断用および／または治療用抗体は、極めて多数の癌の上に存在する抗原に対
して特異的であるが、正常組織上では存在しないか低レベルでしか存在しないであろう。
１種以上のがんと特異的に結び付いている新規の抗原の発見、特徴付けおよび単離は、多
くの点で有用であろう。第一に、その抗原を使用するとその抗原に対するモノクローナル
抗体を作製することができよう。抗体は、理想的には癌細胞に対する生物活性を有してお
り、異種抗原に対する免疫系の応答を補強することができよう。抗体は単独で、もしくは
現行療法と併用して投与できようまたは毒性薬剤と連結した免疫複合体を調製するために
使用できよう。単独で投与したときに同一特異性を備えるが生物活性は低いもしくは備え
ていない抗体もまた、抗原含有細胞へ毒素を方向付ける抗体によって生物活性である結合
体化形を備える、放射性同位体、毒素、化学療法剤、もしくは化学療法剤を含有するリポ
ソームとの免疫複合体を調製するために使用でる点で有用であろう。
【０００８】
　理想的な診断用および／または治療用抗体のために所望である１つの態様は、様々な癌
に関連している抗原の発見および特徴付けである。非癌細胞上で限定された発現を有する
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、多数のタイプの癌上で発現する抗原（例えば、「汎癌」抗原）はほとんどない。そのよ
うな抗原の単離および精製は、前記抗原を標的とする（例、診断用もしくは治療用）抗体
を作製するために有用であろう。「汎癌」抗原に結合する抗体は、１つの特異的タイプの
癌としか関連していない抗原に対する抗体とは対照的に、種々の組織中で見いだされる様
々な癌を標的とすることができよう。この抗原は、さらにまた新薬（例、小分子）発見の
ため、そして細胞の調節、増殖および分化を詳細に特徴付けるためにも有用であろう。
【０００９】
　グリコシル化および分化グリコシル化の調節は、各々が癌の進行および予後において関
係があるとされてきた。細胞表面糖質決定基は、悪性形質転換中に劇的に変化することが
ある。Ｌｅｗｉｓ（ルイス）抗原は、様々な癌に関連する糖質決定基の例である。Ｌｅｗ
ｉｓ抗原などの糖質決定基に特異的なモノクローナル抗体の使用は、インビトロでの細胞
の転移可能性を調節することに有効であることが証明されている（Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．
，２００１）。
【特許文献１】米国特許第６，０５４，５６１号明細書
【特許文献２】米国特許第５，６５６，４４４号明細書
【非特許文献１】Ｃａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏ
ｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，２００１年、第６版、第２０章、ｐ．４９５－５０８
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　必要とされるのは、標的細胞表面を特異的に認識する抗体およびその他の薬剤を用いて
、そのような疾患および／または癌を診断および治療するために使用できる疾患および／
または癌細胞の表面上の新規標的である。さらにまた、本明細書に開示した発見に基づい
て、細胞表面上の標的を特異的に認識し、そしてＫＩＤ３の疾患促進活性を減少させる、
もしくは増強する工程のいずれかによって調節できる新規の抗体およびその他の薬剤に対
する必要が存在する。本発明の目的は、ヒトＫＩＤ３の疾患関連活性を阻害できるそのア
ンタゴニストを同定することである。また別の目的は、ＫＩＤ３のアッセイにおいて使用
するため、免疫原として使用するため、そして抗ヒトＫＩＤ３抗体を選択するための新規
化合物を提供することである。
【００１１】
　以下でより詳細に記載するように、本発明者らは、本明細書に提供する新規のアンタゴ
ニスト、モデュレータおよび抗体のエピトープ標的として同定された、我々が本明細書で
はＫＩＤ３と呼ぶ新規のエピトープを発見した。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　（発明の要旨）
　本発明は、様々なヒト癌上で発現するＫＩＤ３に結合するＫＩＤ３アンタゴニスト、調
節因子およびモノクローナル抗体を提供する。１つの態様では、本発明は、ＫＩＤ３に結
合する１ファミリーのモノクローナル抗体である。
【００１３】
　また別の態様では、本発明は、２００２年１２月１８日にアメリカンタイプカルチャー
コレクション（ＡＴＣＣ）へ寄託された特許寄託番号ＰＴＡ－４８６０を備える宿主細胞
株（ＫＩＤＮＥＹ．３．１１Ｅ８．２Ａ１１）によって生成されるモノクローナル抗体抗
ＫＩＤ３である。
【００１４】
　さらにまた別の態様では、本発明は、疾患および／または癌細胞に反応性であるモノク
ローナル抗体抗ＫＩＤ３を生成する方法であって：（ａ）宿主動物を免疫原で免疫する工
程と；（ｂ）前記動物からリンパ球を入手する工程と；（ｃ）リンパ球（ｂ）を骨髄腫細
胞株と融合させてハイブリドーマを生成する工程と；（ｄ）モノクローナル抗体を生成す
るために（ｃ）のハイブリドーマを培養する工程と；および（ｅ）疾患および／または癌
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細胞もしくは細胞株に結合するが非癌細胞または正常細胞もしくは細胞株には結合しない
または低レベルもしくは相違する方法で正常細胞に結合する抗体だけを選択するために抗
体をスクリーニングする工程と、を含む方法である。
【００１５】
　また別の態様では、本発明は、抗ＫＩＤ３抗体を生成する方法であって、そのような抗
体をコードする宿主細胞もしくはその子孫を、前記抗体の生成を可能にする条件下で培養
する工程とおよび抗ＫＩＤ３抗体を精製する工程と、を含む方法である。
【００１６】
　また別の態様では、本発明は、適切な細胞中で前記抗体（単一軽鎖もしくは重鎖として
個別の発現をしてよいまたは軽鎖および重鎖の両方が１つのベクターから発現してよい）
をコードする１つ以上のポリヌクレオチドを発現させる工程と、一般にはその後に当該抗
体もしくはポリペプチドを回収および／または単離する工程と、を実施することによって
本明細書に記載した抗体（もしくはポリペプチド）のいずれかを生成する方法を提供する
。
【００１７】
　また別の態様では、本発明は、抗ＫＩＤ３抗体のＫＩＤ３への優先的結合を競合的に阻
害する抗ＫＩＤ３抗体もしくはポリペプチド（抗体であってもなくてもよい）である。一
部の実施形態では、本発明は、他の抗ＫＩＤ３抗体としてＫＩＤ３上の同一もしくは相違
する１つ以上のエピトープへ優先的に結合する抗体もしくはポリペプチド（抗体であって
もなくてもよい）である。
【００１８】
　さらにまた別の態様では、本発明は、ＫＩＤ３のエピトープに対して特異的な抗体によ
って結合されたＫＩＤ３を含む組成物である。１つの実施形態では、前記抗体は抗ＫＩＤ
３である。他の実施形態では、ＫＩＤ３の２種以上の相違するエピトープへマッピングす
るそのような抗体を用いて、２種以上の抗ＫＩＤ３抗体が投与される、あるいはまた、抗
体はＫＩＤ３エピトープおよび相違する細胞標的に結合する多価であってよい。一部の実
施形態では、抗ＫＩＤ３抗体は、治療用薬剤もしくは検出可能な標識へ連結している。
【００１９】
　また別の態様では、本発明は、抗ＫＩＤ３抗体のフラグメントもしくは領域を含む抗体
である。１つの実施形態では、前記フラグメントは前記抗体の軽鎖である。また別の実施
形態では、前記フラグメントは前記抗体の重鎖である。さらにまた別の実施形態では、前
記フラグメントは前記抗体の軽鎖および／または重鎖からの１つ以上の可変領域を含有し
ている。さらにまた別の実施形態では、前記フラグメントは前記抗体の軽鎖および／また
は重鎖からの１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含有している。
【００２０】
　また別の態様では、本発明は、抗ＫＩＤ３抗体の、以下のａ）軽鎖もしくは重鎖からの
１つ以上のＣＤＲ（もしくはそのフラグメント）と；ｂ）軽鎖からの３つのＣＤＲと；ｃ
）重鎖からの３つのＣＤＲと；ｄ）軽鎖からの３つのＣＤＲおよび重鎖からの３つのＣＤ
Ｒと；ｅ）軽鎖可変領域と；ｆ）重鎖可変領域と、のうちのいずれかを含むポリペプチド
（抗体であってもなくてもよい）を提供する。
【００２１】
　また別の態様では、本発明はヒト化抗体である。一部の実施形態では、前記ヒト化抗体
は非ヒト抗ＫＩＤ３抗体の１つ以上のＣＤＲを含む。一部の実施形態では、前記ヒト化抗
体は他の抗ＫＩＤ３抗体と同一もしくは相違する１つ以上のエピトープに結合する。一般
に、本発明のヒト化抗体は、最初の非ヒト抗ＫＩＤ３抗体と同一のＣＤＲおよび／または
１つ以上のＣＤＲに由来する１つ以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つもしくはそ
のフラグメント）のＣＤＲを含んでいる。一部の実施形態では、前記ヒト抗体は他の抗Ｋ
ＩＤ３抗体と同一もしくは相違する１つ以上のエピトープに結合する。また別の態様では
、本発明は、非ヒト抗ＫＩＤ３抗体の重鎖および軽鎖の可変領域に由来する可変領域なら
びにヒト抗体の重鎖および軽鎖の定常領域に由来する定常領域を含むキメラ抗体である。
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【００２２】
　また別の態様では、本発明は、ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０の寄託番号を備える宿主
細胞、もしくはその子孫によって生成するμ抗ＫＩＤ３抗体をコードする単離ポリヌクレ
オチドである。本発明は、上記に規定したいずれかの抗体の固有の結合もしくは生物活性
を有する抗体ポリペプチドを含んでいる。また別の態様では、本発明は、前記抗体のいず
れか（抗体フラグメントを含む）をコードするポリヌクレオチドならびに本明細書に記載
したいずれか他のポリペプチドを提供する。
【００２３】
　また別の態様では、本発明は、例えば化学療法剤に連結した抗ＫＩＤ３抗体、抗ＫＩＤ
３抗体のフラグメントを含む抗体、非ヒト抗ＫＩＤ３抗体のヒト化抗体、非ヒト抗ＫＩＤ
３抗体の可変領域に由来する可変領域およびヒト抗体の定常領域に由来する定常領域を含
むキメラ抗体、もしくは非ヒト抗ＫＩＤ３抗体の１つ以上の特性を備えるヒト抗体または
化学療法剤（例えば放射性成分）に連結している本明細書に記載した抗ＫＩＤ３抗体のい
ずれかおよび薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物などの、前記ポリペプチド（
本明細書に記載した抗体のいずれかを含む）もしくは本明細書に記載したポリヌクレオチ
ドを含む薬学的組成物である。
【００２４】
　１つの態様では、本発明は、疾患もしくは癌細胞上に存在するＫＩＤ３に結合した抗Ｋ
ＩＤ３抗体を含む組成物である。好ましい実施形態では、癌細胞は、卵巣癌、肺癌、前立
腺癌、膵臓癌、最長癌および乳癌細胞からなる群より選択される。一部の実施形態では、
癌細胞が単離される。一部の実施形態では、癌細胞は生物学的サンプルである。一般に、
生物学的サンプルは、ヒトなどの個体由来である。
【００２５】
　また別の態様では、本発明は、個体由来の細胞上でＫＩＤ３を検出する工程によって個
体における疾患、特別には個体における炎症応答もしくは自己免疫応答と関連している疾
患もしくは障害を診断する方法である。本発明の他の態様では、個体における炎症応答も
しくは自己免疫応答を調節するための方法が提供される。本発明の組成物および方法を使
用する治療の対象である可能性がある炎症および自己免疫障害の結果として生じる疾患お
よび状態には、例として挙げるためで限定するためではなく、多発性硬化症、髄膜炎、脳
炎、発作、他の脳外傷、例えば潰瘍性大腸炎およびクローン病を含む炎症性腸疾患、重症
筋無力症、狼瘡、慢性関節リウマチ、喘息、急性若年型糖尿病、ＡＩＤＳ認知症、アテロ
ーム硬化症、腎炎、網膜炎、アトピー性皮膚炎、乾癬、心筋虚血および急性白血球媒介性
肺外傷が含まれる。
【００２６】
　本発明の抗体およびその他の治療用薬剤を治療使用するためのさらに他の適応には、臓
器もしくは移植拒絶のリスク状態にある個体への投与が含まれる。最近の数年間にわたり
、皮膚、腎臓、肝臓、心臓、肺、膵臓および骨髄などの組織および臓器を移植するための
外科技術の有効性は相当に大きく向上してきた。おそらく、主要な際立った問題は、移植
された同種移植片もしくは臓器に対する受容者における免疫寛容を誘導するために納得で
きる薬剤の欠如である。同種異系細胞もしくは臓器が宿主へ移植される場合は（すなわち
、提供者および被提供者が同一種とは相違する個体である）、宿主免疫系は移植組織にお
ける異種抗原に対する免疫応答（宿主対移植片疾患）を立てる移植された組織の破壊がも
たらされる可能性が高い。
【００２７】
　また別の態様では、本発明は、個体が癌を有するかどうかを診断するための方法であっ
て、前記個体から選択された細胞でのＫＩＤ３が発現しているかどうかを決定する工程を
含み、このとき前記細胞上でのＫＩＤ３の発現が前記癌の指標である方法である。一部の
実施形態では、ＫＩＤ３の発現は抗ＫＩＤ３抗体を用いて決定される。一部の実施形態で
は、前記方法は細胞からのＫＩＤ３発現のレベルを検出する工程を含んでいる。本明細書
で使用する用語「検出」には、コントロールを参照してまたは参照せずに、定性的および



(9) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

／または定量的検出（レベルを測定する）が含まれる。
【００２８】
　さらにまた別の態様では、本発明は、個体における癌を、前記個体由来の細胞上もしく
は細胞から遊離したＫＩＤ３を検出する工程によって診断する方法であって、このとき前
記癌は副腎腫瘍、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状膠細胞腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌
および移行上皮癌）、骨の癌（エナメル上皮腫、動脈瘤骨嚢胞、骨軟骨腫、骨肉腫）、脳
および脊髄の癌、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈小体腫瘍、子宮頸癌、軟骨肉腫、脊索腫（
ｄｈｏｒｄｏｍａ）、嫌色素性腎細胞癌、明細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、皮膚良性線維
性組織球腫、癒着性小円形細胞腫瘍、上衣腫、ユーイング腫瘍、骨格外粘液性軟骨肉腫、
線維形成骨形成不全（ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ　ｏｓｓｉｕｍ
）、線維性骨異形成症、胆嚢および胆管癌、絨毛性疾患、胚細胞性腫瘍、頭頸部癌、膵島
細胞腫瘍、カポジ肉腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性
脂肪腫瘍、脂肪肉腫／悪性脂肪腫瘍、肝臓癌（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌、髄
芽細胞腫、黒色腫、髄膜種、多発性内分泌腫瘍、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群、神経
芽細胞腫、神経内分泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、副甲状腺腫瘍、小児癌、
末梢神経鞘腫瘍、褐色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後ブドウ膜黒色腫（ｐｏｓｔｅｒ
ｉｏｕｓ　ｕｎｖｅａｌ　ｍｅｌａｎｏｍａ）、希少性血液学的疾患、転移性腎癌、ラブ
ドイド腫瘍、横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上皮癌、胃癌、滑膜肉腫、
睾丸癌、胸腺癌、胸腺腫、転移性甲状腺癌および子宮癌（子宮頸部の癌、子宮内膜癌およ
び子宮平滑筋腫）が含まれるが、それらに限定されない群から選択される。
【００２９】
　また別の態様では、本発明は、個体における癌（例えば卵巣癌、肺癌、前立腺癌、膵臓
癌、大腸癌、もしくは乳癌などであるがそれらに限定されない）の診断を補助する方法で
あって、前記個体由来の生物学的サンプル中でのＫＩＤ３の発現を決定する工程を含む方
法である。一部の実施形態では、ＫＩＤ３の発現は抗ＫＩＤ３抗体を用いて決定される。
一部の実施形態では、前記方法は細胞からのＫＩＤ３発現のレベルを検出する。癌から遊
離したＫＩＤ３は、ＫＩＤ３もしくはその一部分の上昇したレベルの原因となることがあ
り、体液（例、血液、唾液もしくは腸粘液分泌物）中で検出することができる。
【００３０】
　さらにまた別の態様では、本発明は、癌細胞の増殖を減少させるために十分な、ＫＩＤ
３に結合する有効量の抗体を投与する工程によって癌を治療する方法である。一部の実施
形態では、前記抗体は抗ＫＩＤ３抗体である。所定の実施形態では、癌細胞は、副腎腫瘍
、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状膠細胞腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌および移行上皮
癌）、骨の癌（エナメル上皮腫、動脈瘤骨嚢胞、骨軟骨腫、骨肉腫）、脳および脊髄の癌
、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈小体腫瘍、子宮頸癌、軟骨肉腫、脊索腫、嫌色素性腎細胞
癌、明細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、皮膚良性線維性組織球腫、癒着性小円形細胞腫瘍、
上衣腫、ユーイング腫瘍、骨格外粘液性軟骨肉腫、線維形成骨形成不全、線維性骨異形成
症、胆嚢および胆管癌、絨毛性疾患、胚細胞性腫瘍、頭頸部癌、膵島細胞腫瘍、カポジ肉
腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫瘍、脂肪肉腫
／悪性脂肪腫瘍、肝臓癌（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌、髄芽細胞腫、黒色腫、
髄膜種、多発性内分泌腫瘍、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群、神経芽細胞腫、神経内分
泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、副甲状腺腫瘍、小児癌、末梢神経鞘腫瘍、褐
色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後ブドウ膜黒色腫（ｐｏｓｔｅｒｉｏｕｓ　ｕｎｖｅ
ａｌ　ｍｅｌａｎｏｍａ）、希少性血液学的疾患、転移性腎癌、ラブドイド腫瘍、横紋筋
肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上皮癌、胃癌、滑膜肉腫、睾丸癌、胸腺癌、胸
腺腫、転移性甲状腺癌および子宮癌（子宮頸部の癌、子宮内膜癌および子宮平滑筋腫）が
含まれるが、それらに限定されない群から選択される。所定の好ましい実施形態では、癌
細胞は、乳癌、大腸癌、前立腺癌、肺癌、肉腫、転移性腎癌、転移性甲状腺癌および明細
胞癌を含むがそれらに限定されない充実性腫瘍の群から選択される。
【００３１】
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　さらにまた別の態様では、本発明は、癌を有する個体における転移の発生を遅延させる
方法であって、ＫＩＤ３へ特異的に結合する１ファミリーの抗体のうちの少なくとも１つ
の有効量を投与する工程を含む方法である。１つの実施形態では、前記抗体は抗ＫＩＤ３
抗体である。また別の態様では、本発明は、インビトロもしくは個体において癌細胞の成
長および／または増殖を阻害する方法であって、化学療法剤と結び付けた（連結した、を
含む）抗ＫＩＤ３抗体を含む有効量の組成物を細胞培養もしくはサンプルまたは前記個体
へ投与する工程を含む方法である。
【００３２】
　さらにまた別の態様では、本発明は、癌を有する個体における癌細胞へ治療剤を送達す
る方法であって、ＫＩＤ３へ特異的に結合する１ファミリーの抗体のうちの少なくとも１
メンバーの有効量を投与する工程を含む方法である。他の実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体
はまた別の治療剤と併用して（連結した、を含む）個体へ送達される。
【００３３】
　一部の実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体は本明細書で指名した抗体由来のヒト化抗体であ
る（概して、前記抗体の１つ以上の部分もしくは無傷ＣＤＲを含むが、必ずしも含まない
）。一部の実施形態では、前記抗ＫＩＤ３抗体は指名した抗体の１つ以上の特性を備える
ヒト抗体である。一部の実施形態では、化学療法剤（毒素もしくは放射性分子など）が、
癌細胞中へ送達される（内在化させられる）。一部の実施形態では、前記薬剤はサポリン
である。
【００３４】
　また別の態様では、本発明は、個体において癌を治療する方法であって、化学療法剤と
結び付けた（連結した、を含む）抗ＫＩＤ３抗体を含む有効量の組成物を前記個体へ投与
する工程を含む方法である。
【００３５】
　本発明は、ＫＩＤ３と細胞質シグナルパートナーとの結び付きを、強化する、もしくは
減少させる工程のいずれかによって調節する方法をさらに提供する。ＫＩＤ３と細胞質シ
グナルパートナーとの結び付きは、細胞表面上に提示されているＫＩＤ３分子を、ＫＩＤ
３へのシグナルパートナーの結合を調節する薬剤と接触させる工程によって大きな影響を
及ぼすことができる。ＫＩＤとその結合および／またはシグナルパートナーとの結び付き
を遮断もしくは減少させる薬剤を使用すると、ＫＩＤ３媒介性炎症もしくは免疫応答に関
係している生物学的および病理学的プロセスを調節することができる。この作用に関係す
る病理学的プロセスには、腫瘍関連性細胞増殖ならびにアポトーシスによる細胞死、壊死
、腫瘍症もしくはその他の細胞死経路の誘導が含まれる。
【００３６】
　薬剤は、それらがＫＩＤ３と例えば抗ＫＩＤ３抗体などの結合パートナーとの結び付き
を遮断する、減少させる、強化するまたはさもなければ調節する能力について試験するこ
とができる。詳細には、薬剤は、ＫＩＤ３相互作用部位（典型的にはそれが無傷の生きて
いる細胞上で存在するように自然の立体構造における）を含むペプチドを結合パートナー
および試験物質と一緒にインキュベートする工程とおよび前記試験物質が前記結合パート
ナーの前記ＫＩＤ３ペプチドへの結合を減少させる、もしくは増強するかどうかを決定す
る工程とによって、相互作用などを調節する能力について試験することができる。
【００３７】
　ＫＩＤ３機能のアゴニスト、アンタゴニストおよびその他の調節因子は、明らかに本発
明の範囲内に含まれる。これらのアゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子は、ＫＩＤ
３内の１つ以上の抗原決定基部位を含むまたはそのような部位の１つ以上のフラグメント
、そのような部位の変異体、もしくはそのような部位のペプチドミメティックを含むポリ
ペプチドである。これらの作用性、拮抗性およびＫＩＤ３調節性化合物は線状形もしくは
環状形で提供され、さらに任意で、自然には一般には見いだされない少なくとも１つのア
ミノ酸残基または少なくとも１つのアミド同配体を含んでいる。これらの化合物はグリコ
シル化されてよい。本発明のＫＩＤ３機能のアゴニスト、アンタゴニストおよびその他の
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調節因子は、望ましくは、抗体を参照しながら上記に記載した実施形態および方法のすべ
てにおいて使用される。
【００３８】
　本発明の他の態様は、本明細書でＫＩＤ３であると同定かつ言及した新規のエピトープ
に関する。このエピトープは、免疫原として使用するため、そして様々な研究、診断およ
び治療目的に適合する。
【００３９】
　所定の態様では、本発明は、個体における疾患の診断を補助するための方法であって：
（ｉ）個体から入手した血液もしくは組織サンプル中のＫＩＤ３の存在をアッセイする工
程と；（ｉｉ）前記サンプルが正常（非疾患）血液もしくは組織サンプルに比較して増加
した量のＫＩＤ３マーカーを有するかどうかを検出する工程と；および（ｉｉｉ）増加し
た量の前記マーカーを疾患についての陽性診断に相関付ける工程、もしくは増加した量の
前記マーカーの不在を疾患についての陰性診断に相関付ける工程と、を含む方法である。
所定の実施形態では、前記マーカーは抗ＫＩＤ３抗体を用いて検出される。所定の実施形
態では、本方法は、放射性核種イメージング、フローサイトメトリーおよび免疫組織化学
検査からなる群より選択される技術によって実施される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４０】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、免疫原としてまたは診断薬もしくは治療剤として直接に使用できる新規の炭
水化物エピトープ－－ＫＩＤ３－－を提供する。さらに、本発明は、ＫＩＤ３の発現およ
び／または過剰発現に関連しているヒトの癌を含む、様々な疾患を診断および治療するた
めのモノクローナル抗体、ポリペプチドおよびその他の組成物を提供する。
【００４１】
　（Ｉ．一般的技術）
　本発明の実践では、他に特に明記しない限り、当技術分野の技術の範囲内に含まれる分
子生物学（組換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学および免疫学の従来型技
術が使用されるであろう。そのような技術は、例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅ
ｓｓ；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ，ｅｄ
．，１９８４）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｈｕｍ
ａｎａ　Ｐｒｅｓｓ；Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｎｏｔｅ
ｂｏｏｋ（Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｌｉｓ，ｅｄ．，１９９８）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；
Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，ｅｄ．，１９８
７）；Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ（Ｊ．Ｐ．Ｍａｔｈｅｒ　ａｎｄ　Ｐ．Ｅ．Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９９８）Ｐｌｅｎｕ
ｍ　Ｐｒｅｓｓ；Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ（Ａ．Ｄｏｙｌｅ，Ｊ．Ｂ．Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ａｎｄ　
Ｄ．Ｇ．Ｎｅｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，１９９３－８）Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ；
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ
．Ｍ．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａ
ｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｍ．Ｍｉ
ｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．，１９８７）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９８７）；ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈ
ａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ，（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９４）；Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９１）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
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Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，１９９９）；Ｉ
ｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ（Ｃ．Ａ．Ｊａｎｅｗａｙ　ａｎｄ　Ｐ．Ｔｒａｖｅｒｓ，１
９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　（Ｐ．Ｆｉｎｃｈ，１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｄ．Ｃａｔｔｙ．，ｅｄ．，ＩＲＬ　
Ｐｒｅｓｓ，１９８８－１９８９）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ
　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐ．Ｓｈｅｐｈｅｒｄ　ａｎｄ　Ｃ．Ｄｅａ
ｎ，ｅｄｓ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，２０００）；Ｕｓｉ
ｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ（Ｅ．Ｈａｒｌ
ｏｗ　ａｎｄ　Ｄ．Ｌａｎｅ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９）；Ｔｈｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｍ．Ｚａｎｅｔｔｉ
　ａｎｄ　Ｊ．Ｄ．Ｃａｐｒａ，ｅｄｓ．，Ｈａｒｗｏｏｄ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｅｒｓ，１９９５）；およびＣａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（Ｖ．Ｔ．ＤｅＶｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄ
ｓ．，Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９３）などの文献に十分に
説明されている。
【００４２】
　（ＩＩ．定義）
　「ＫＩＤ３」は、それに対して本発明の抗体が向けられる新規の炭水化物エピトープを
意味する。ＫＩＤ３エピトープは、制限なくそれが付着するタンパク質もしくはポリペプ
チドもしくはその他の構造を参照して、抗ＫＩＤ３抗体に結合された炭水化物構造である
。ＫＩＤ３は、大腸癌および数種のタイプの癌に存在する。現在は、ＫＩＤ３はそれらの
正常組織対応物に比較して、所定の癌細胞中で過剰発現する可能性があると考えられてい
る。
【００４３】
　ＫＩＤ３は、Ｎ－グリカナーゼを用いたＫＩＤ３－発現タンパク質の処置後の抗ＫＩＤ
３抗体結合の消失によって決定されるＮ－連結炭水化物である。これまでに行なわれた試
験は、ＫＩＤ３が、直接結合および交差競合アッセイによって決定されるような、以前に
報告されたムチンもしくはＬｅｗｉｓ血液型癌関連炭水化物の１つではないことを示して
いる。抗ＫＩＤ３抗体を用いたヒト腫瘍細胞株膜抽出物のウェスタンブロット分析は、Ｋ
ＩＤ３が約２５ｋＤａから２５０ｋＤａ超の分子量範囲内の様々な膜関連タンパク質上に
存在することを証明した。抗ＫＩＤ３抗体感受性（インビボおよびインビトロ）細胞株Ｃ
ｏｌｏ２０１、Ｃｏｌｏ２０５、ＳＵ８６．８６およびＳＮＵ－１６について決定された
ＫＩＤ３反応性の横縞像は完全２５ｋＤａから＞２５０ｋＤａの範囲に及び、これらのＫ
ＩＤ３関連性タンパク質の１サブセットしか発現しないと思われる抗ＫＩＤ３抗体非感受
性腫瘍細胞株の大多数について観察された範囲とは定性的に異なると思われる。本明細書
には示していないデータは、ＫＩＤ３を発現するタンパク質が、以前にはＥ－カドヘリン
結合および機能に帰せられていない新規の相互作用部位を通るＥ－カドヘリン結合を支持
することを示している。
【００４４】
　用語「ＲＡＡＧ１２」は、新規のＫＩＤ３エピトープを意味する。用語「ＲＡＡＧ１２
」、「ＫＩＤ３エピトープ」および「ＫＩＤ３」は、本出願において互換的に使用される
。
【００４５】
　用語「エピトープ」は、免疫応答を誘発できる、そしてそのような応答によって生成す
る特異的抗体と結合できる抗原の表面上の分子領域を意味する。用語「エピトープ」およ
び「抗原決定基」は、本出願において互換的に使用する。
【００４６】
　ＫＩＤ３機能のアゴニスト、アンタゴニストおよびその他の調節因子は、明らかに本発
明の範囲内に含まれる。これらのアゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子は、ＫＩＤ
３内の１つ以上の抗原決定基部位またはＫＩＤ３のエピトープフラグメントもしくは変異
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体と相互作用するポリペプチド、ペプチドミメティック、小分子またはその他の化合物も
しくは組成物である。これらの作用性、拮抗性およびＫＩＤ３調節性化合物は線状形もし
くは環状形で提供され、さらに任意で、自然には一般には見いだされない少なくとも１つ
のアミノ酸残基または少なくとも１つのアミド同配体を含んでいる。これらの化合物は、
グリコシル化されていてよいまたは他の翻訳後修飾を有していてよい。
【００４７】
　より詳細には、本明細書で使用する用語「ＫＩＤ３アゴニスト」、「アンタゴニスト」
もしくは「調節因子」は、（１）ヒトＫＩＤ３とその天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗
体との間の相互作用を妨害もしくは遮断することができる；（２）ヒトＫＩＤ３およびそ
の天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗体に結合することができる；（３）ヒトＫＩＤ３お
よびその天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗体に結合できる抗体を惹起する際に使用でき
る抗原決定基を含有している；（４）ヒトＫＩＤ３およびその天然リガンドもしくは抗Ｋ
ＩＤ３抗体に結合できる抗体のスクリーニングに使用できる抗原決定基を含有している；
（５）ヒトＫＩＤ３とその天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗体との間の相互作用を妨害
もしくは遮断することができる抗体を惹起する際に使用できる抗原決定基を含有している
；（６）ヒトＫＩＤ３とその天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗体との間の相互作用を妨
害もしくは遮断することができる抗体のスクリーニングに使用できる抗原決定基を含有し
ている、のうちのいずれかの化合物であると規定する。
【００４８】
　ＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子には、ＫＩＤ３変異体、ＫＩＤ３
アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチドミメティックおよび小分子が含まれる。ＫＩＤ３
アゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子にはさらに、抗ＫＩＤ３抗体および免疫グロ
ブリン変異体、キメラ免疫グロブリン、ヒト化免疫グロブリン、ならびに炭水化物置換、
欠失および付加変異体またはそれらのいずれかの組み合わせを含むヒトＫＩＤ３に対して
反応性である抗ＫＩＤ３抗体が含まれる。本発明のＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニスト
および調節因子は、ヒトＫＩＤ３のその天然リガンドもしくは抗ＫＩＤ３抗体への結合に
関係する抗原決定基を本発明者らが同定したことに基づいている。そこで、本発明は、抗
ＫＩＤ３抗体の１つ以上のＫＩＤ３結合ドメインを繰り返す、もしくは模擬する分子構造
を備えるＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子を提供する。
【００４９】
　本明細書で使用する用語「ＫＩＤ３変異体」は、いずれかのＫＩＤ３アゴニスト、アン
タゴニスト、もしくは調節因子と相互作用する糖置換、欠失および付加変異体またはそれ
らのいずれかの組み合わせを含む、ヒトＫＩＤ３のいずれかの炭水化物変異体を意味する
。この用語の定義には、さらにまた当該分子の１つ以上の変異体領域を含むＫＩＤ３変異
体分子のフラグメントも含まれる。
【００５０】
　「抗体」は、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ポリペプチドなどの標的へ、免疫グ
ロブリン分子の可変領域に位置する少なくとも１つのエピトープ認識部位を通して特異的
に結合できる免疫グロブリン分子である。本明細書で使用するこの用語は、無傷ポリクロ
ーナルもしくはモノクローナル抗体を含むだけではなく、それらのフラグメント（Ｆａｂ
、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖなど）、一本鎖（ＳｃＦｖ）、その突然変異体、天然
型変異体、必要とされる特異性のエピトープ認識部位を備える抗体部分を含む融合タンパ
ク質、ヒト化抗体、キメラ抗体、ならびに必要とされる特異性のエピトープ認識部位を含
む免疫グロブリン分子の他の修飾された形状もまた含んでいる。
【００５１】
　「モノクローナル抗体」は同種抗体集団を意味するが、このときモノクローナル抗体は
エピトープの選択的結合に関係しているアミノ酸（天然型および非天然型）からなる。モ
ノクローナル抗体は、高度に特異的であり、単一エピトープに対して向けられる。用語「
モノクローナル抗体」は、無傷モノクローナルもしくは全長モノクローナル抗体を含むだ
けではなく、それらのフラグメント（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖなど）、
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一本鎖（ＳｃＦｖ）、その突然変異体、天然型変異体、必要とされる特異性のエピトープ
認識部位を備える抗体部分を含む融合タンパク質、ヒト化モノクローナル抗体、キメラモ
ノクローナル抗体、ならびに必要とされる特異性のエピトープ認識部位およびエピトープ
に結合する能力を含む免疫グロブリン分子の他の修飾された形状もまた含んでいる。抗体
の起源またはそれが作製される方法（例えば、ハイブリドーマ、ファージ選択、組換え発
現トランスジェニック動物など）に関して限定することは意図されていない。この用語に
は、免疫グロブリン全体、ならびに「抗体」の定義の下で上述したフラグメントが含まれ
る。
【００５２】
　「ヒト化」抗体は、一般に組換え技術を用いて調製される、非ヒト種からの免疫グロブ
リン由来のエピトープ結合部位ならびにヒト免疫グロブリンの構造および／または配列に
基づく分子の残りの免疫グロブリン構造を有するキメラ分子を意味する。抗原結合部位は
、定常ドメインへ融合した完全可変ドメインまたは前記可変領域内の適切なフレームワー
ク領域へ移植された相補性決定領域（ＣＤＲ）だけのいずれかを含んでいてよい。エピト
ープ結合部位は、野生型であっても、１つ以上のアミノ酸置換によって修飾されていても
よい。これは、ヒト個体における免疫原としての定常領域を排除するが、異種可変領域に
対する免疫応答の可能性は残っている（ＬｏＢｕｇｌｉｏ，Ａ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，（１
９８９）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：４２２０－４２２４）
。また別のアプローチは、ヒト由来定常領域を提供することだけではなく、ヒト形にでき
る限り近付けてそれらを再構築できるように可変領域も同様に修飾することに焦点を当て
ている。重鎖および軽鎖両方の可変領域が、所定の種では相当に保存されており、ＣＤＲ
のための足場を提供すると推定される４つのフレームワーク領域（ＦＲ）に両側から挟ま
れた、問題のエピトープに反応して変動し、結合能力を決定する３つの相補性決定領域（
ＣＤＲ）を含有することは知られている。非ヒト抗体が特定エピトープに関して調製され
る場合は、可変領域は、修飾されるべきヒト抗体内に存在するＦＲ上の非ヒト抗体に由来
するＣＤＲを移植する工程によって「再構築」または「ヒト化」することができる。種々
の抗体へのこのアプローチの適用は、Ｓａｔｏ，Ｋ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９３）Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５３：８５１－８５６．Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．，
（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ，Ｍ．，ｅｔ
　ａｌ．，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６；Ｋｅｔｔｌｅｂ
ｏｒｏｕｇｈ，Ｃ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ　４：７７３－３７８３；Ｍａｅｄａ，Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｈｕ
ｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　２：１２４－１３４；Ｇｏｒｍａ
ｎ，Ｓ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ　８８：４１８１－４１８５；Ｔｅｍｐｅｓｔ，Ｐ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９
１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：２６６－２７１；Ｃｏ，Ｍ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ
．，（１９９１）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８８：２８６９－２
８７３；Ｃａｒｔｅｒ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａ
ｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：４２８５－４２８９；およびＣｏ，Ｍ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，
（１９９２）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１４８：１１４９－１１５４によって報告されている
。一部の実施形態では、ヒト化抗体はすべてのＣＤＲ配列を保存している（例えば、マウ
ス抗体由来の全６つのＣＤＲを含有するヒト化マウス抗体）。他の実施形態では、ヒト化
抗体は、最初の抗体由来の１つ以上のＣＤＲに「由来する」１つ以上のＣＤＲとも呼ばれ
る、最初の抗体に比較して変化させられている１つ以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５つ
、６つ）のＣＤＲを有する。
【００５３】
　抗体もしくはポリペプチドへ「特異的に結合する」もしくは「優先的に結合する」（本
明細書では互換的に使用する）エピトープは、当技術分野において明確に理解されている
用語であり、そのような特異的もしくは優先的結合を決定するための方法も同様に当技術
分野においてよく知られている。分子は、それが特定の細胞もしくは物質と、別の細胞も



(15) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

しくは物質と反応する、もしくは結び付く場合よりも長い期間および／またはより大きな
親和性で、より頻回に、より迅速に反応する、もしくは結び付く場合に、「特異的結合」
もしくは「優先的結合」を示すと言われる。抗体は、それが他の物質に結合するより大き
な親和性、結合活性でより容易におよび／またはより長い期間にわたって結合する場合は
、標的へ「特異的に結合する」もしくは「優先的に結合する」。例えば、ＫＩＤ３エピト
ープへ特異的もしくは優先的に結合する抗体は、それが他のＫＩＤ３エピトープもしくは
非ＫＩＤ３エピトープに結合するより大きな親和性、結合活性で、より容易におよび／ま
たはより長い期間にわたってこのＫＩＤ３エピトープに結合する抗体である。この定義を
読むことによって、例えば第１標的へ特異的もしくは優先的に結合する抗体（または成分
もしくはエピトープ）は第２標的へは特異的もしくは優先的に結合する場合もしない場合
もあることもまた理解される。したがって、「特異的結合」もしくは「優先的結合」は、
（それを含むことはできるが）排他的結合を必ずしも必要としない。結合は、必ずではな
いが一般には優先的結合を意味する。
【００５４】
　エピトープに関して「免疫学的活性」もしくは「残存免疫学的活性」という用語は、様
々な条件下、例えばエピトープが還元および変性条件に曝露させられた後に、抗体（例、
抗ＫＩＤ３抗体）がエピトープに結合する能力を意味する。
【００５５】
　抗ＫＩＤ３抗体には、ＫＩＤ３（卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌、肺癌、大腸癌、もしくは
乳癌細胞を含むがそれらに限定されない癌細胞上に存在するＫＩＤ３を含む）に結合する
能力と；インビトロもしくはインビボで生きている細胞の表面上に露出しているＫＩＤ３
の一部分に結合する能力と；ＫＩＤ３を発現する癌細胞（卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌、肺
癌、大腸癌、もしくは乳癌細胞など）へ化学療法剤を送達する能力と；ＫＩＤ３を発現す
る癌細胞中へ治療剤もしくは検出可能なマーカーを送達する能力と；アポトーシス、壊死
、腫瘍症もしくはその他の細胞死経路を介して細胞死事象に影響を及ぼす能力と、を含む
がそれらに限定されない様々な生物学的機能が結び付いている。
【００５６】
　「腫瘍症」もしくは「腫瘍性」事象は、アポトーシスとは識別できる細胞死の形態であ
る。腫瘍症は、骨細胞の虚血性細胞死を記述するために１９１０年に初めて使用された（
Ｔｒｕｍｐ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。腫瘍性細胞は、細胞および細胞小器官の膨潤、
空胞化および上昇した膜透過性を特徴とする。腫瘍症は、通常は傷害後に急速に発生し、
細胞の形状および体積の変化を生じる早期変化を伴う。腫瘍症の基礎にある分子学的およ
び生化学的機序については、いまだ十分には解明されていない。一部の形では、腫瘍症は
細胞膜中のイオンチャンネル調節障害および細胞ＡＴＰの減少したレベルの結果として発
生することがあり、ナトリウムの流入を招き、細胞膨潤および溶解を引き起こす（Ｂａｒ
ｒｏｓ，ｅｔ　ａｌ．２００１）。本明細書で考察するように、ＫＩＤ３もしくはＫＩＤ
３抗体、ならびに本明細書に記載したその他の薬剤、アンタゴニスト、調節因子およびポ
リペプチド（抗体を含む）は、これらの特性もしくは生物学的作用のいずれか１つ以上を
有している可能性がある。
【００５７】
　「抗ＫＩＤ３等価抗体」もしくは「抗ＫＩＤ３等価ポリペプチド」は、例えば結合特異
性などの抗ＫＩＤ３抗体と結び付いた１つ以上の生物学的機能を有する抗体もしくはポリ
ペプチドを意味する。
【００５８】
　本明細書で使用する「薬剤」は、生物学、製薬学、もしくは化学的化合物を意味する。
非限定的例には、単純もしくは複合有機もしくは無機分子、ペプチド、タンパク質、オリ
ゴヌクレオチド、抗体、抗体誘導体、抗体フラグメント、ビタミン誘導体、炭水化物、毒
素、もしくは化学療法化合物が含まれる。様々な化合物、例えば小分子およびオリゴマー
（例、オリゴペプチドおよびオリゴヌクレオチド）、ならびに様々なコア構造に基づく合
成有機化合物を合成できる。さらに、様々な天然源は、植物もしくは動物抽出物などをス
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クリーニングするための化合物を提供できる。当業者であれば、本発明の薬剤の構造的性
質に関して制限がないことを容易に理解することができる。
【００５９】
　本発明の方法に使用される薬剤は、無作為に選択できるまたは合理的に選択もしくは設
計することができる。本明細書で使用するように、薬剤は、ＫＩＤ３とその天然結合パー
トナーもしくは知られている抗体との結び付きに関係している特定配列を考察せずに薬剤
が無作為に選択される場合に、無作為に選択されると言われる。無作為に選択された薬剤
の例は、化学ライブラリーもしくはペプチド・コンビナトリアルライブラリーの使用であ
る。
【００６０】
　本明細書で使用するように、薬剤は、その薬剤の作用と結び付けて標的部位の配列およ
び／またはその立体構造を考慮に入れる非無作為ベースで選択される場合に、合理的に選
択もしくは設計されると言われる。抗ＫＩＤ３薬剤はＫＩＤ３／抗ＫＩＤ３相互作用を遮
断する。本発明は、さらにまたＫＩＤ３とその天然結合パートナーとの相互作用の部位で
作用する薬剤を含んでいるが、他のリガンドおよびそれらの活性ＫＩＤ３－相互作用部位
もまた、現在知られているか、後に同定されるかにかかわらず、本発明の範囲内に含まれ
る。薬剤は、受容体／リガンドおよび／またはＫＩＤ３／抗ＫＩＤ３抗体複合体の接触部
位を作り上げるペプチド配列もしくは炭水化物構造を利用することによって、合理的に選
択もしくは合理的に設計することができる。例えば、合理的に選択された薬剤は、その天
然環境では生きている細胞の表面上に露出しているので、その三次構造がＫＩＤ３と同一
であるペプチドもしくは炭水化物であってよい。そのような薬剤は、抗ＫＩＤ３抗体とＫ
ＩＤ３との結び付きまたはＫＩＤ３とその天然リガンドの結び付きを、抗ＫＩＤ３抗体も
しくは天然リガンドに結合させることによって、必要に応じて減少させる、もしくは遮断
するであろう。
【００６１】
　本明細書で使用する用語「標識」は、抗体に関しては、放射性薬剤もしくは蛍光体（例
、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）もしくはフィコエリトリン（ＰＥ））
などの検出可能な薬剤を抗体に結合させる（すなわち、物理的連結）による直接標識、な
らびに検出可能な薬剤を用いた反応性によるプローブもしくは抗体の間接的な標識を含む
ことが意図されている。
【００６２】
　本明細書で使用する用語「結び付き」には、抗体に関しては、薬剤（例、化学療法剤）
への共有および非共有付着もしくは結合が含まれる。抗体は、直接結合もしくは共通プラ
ットフォームへの付着を介する間接結合によって薬剤（化学療法剤）と結び付けることが
できるので、抗体は薬剤の局在をそれに抗体が結合する癌細胞へ方向付け、そしてこのと
き薬剤がそれに抗体が結合する同一癌細胞を標的としないまたはその薬剤の効力が減少し
ないように、抗体および薬剤は生理学的条件で実質的に解離しない。
【００６３】
　「生物学的サンプル」は、個体から入手した様々なサンプルタイプを含んでおり、診断
もしくは監視アッセイにおいて使用できる。この用語には、唾液、血液およびその他の生
物学的起源のサンプル、例えば生検標本もしくは組織培養もしくはそれらに由来する細胞
などの固形組織サンプル、ならびにそれらの子孫、例えば好ましい実施形態では卵巣癌、
肺癌、前立腺癌、膵臓癌、大腸癌および乳癌組織から癌を有することが疑われる個体から
収集された組織サンプルから入手された細胞を含んでいる。この用語の定義には、さらに
また試薬を用いた処置、可溶化またはタンパク質もしくはポリヌクレオチドなどの所定成
分の濃縮または切片作製のための半固体もしくは固体マトリックス中への包埋などの、そ
れらの取得後にいずれかの方法で操作されているサンプルが含まれる。用語「生物学的サ
ンプル」は、臨床サンプルを含んでおり、そしてさらに培養中の細胞、細胞上澄み、細胞
溶解液、血清、血漿、生体液および組織サンプルを含んでいる。
【００６４】
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　「宿主細胞」は、ポリヌクレオチドインサートを組み込むための１つ以上のベクターで
あってよいまたは１つ以上のベクターのためのレシピエントであった個別細胞もしくは細
胞培養を含んでいる。宿主細胞には、単一宿主細胞の子孫が含まれ、その子孫は自然、偶
発的、もしくは作為的突然変異に起因して、必ずしも最初の親細胞と完全に同一（形態も
しくはゲノムＤＮＡ補体において）でなくてもよい。宿主細胞には、本発明の１つ以上の
ポリヌクレオチドを用いてインビボでトランスフェクトされた細胞が含まれる。
【００６５】
　本明細書で使用する「転移の発生を遅延させる」は、転移の発生を先送りする、妨げる
、緩徐化する、遅らせる、安定化するおよび／または先延ばしにすることを意味する。こ
の遅延は、治療される癌および／または個体の病歴に依存して、時間の長さを変化させる
ことであってよい。当業者には明白であるように、十分もしくは重大な遅延は、実質的に
、個体が転移を発生しないという点で予防を含むことができる。
【００６６】
　薬学的組成物の「有効量」は、１つの実施形態では、腫瘍のサイズを収縮させる（例え
ば乳癌もしくは前立腺癌の状況において）、癌細胞増殖を遅延させる、転移の発生を遅延
させる、疾患の結果として生じる症状を減少させる、疾患に罹患している患者のクオリテ
ィ・オブ・ライフを向上させる、疾患を治療するために必要とされる他の医薬品の用量を
減少させる、標的化および／または内在化によるなどの他の医薬品の作用を増強する、疾
患の進行を遅延させるおよび／または個体の余命を延長させるなどの臨床結果を制限なく
含む、有益もしくは所望の結果を生じさせるために十分な量である。有効量は、１回以上
の投与で投与できる。本発明のためには、薬物、化合物もしくは薬学的組成物の有効量は
、癌細胞の増殖を減少させる（もしくは妨害する）ために、そして直接的もしくは間接的
のいずれかで、癌細胞の転移の発生、もしくは増殖を減少および／または遅延させるため
に十分な量である。一部の実施形態では、薬物、化合物、もしくは薬学的組成物の有効量
は、他の薬物、化合物、もしくは薬学的組成物と結び付けて達成されても、結び付けずに
達成されてもよい。そこで、「有効量」は、１種以上の化学療法剤を投与する状況におい
て考察することができ、単一薬剤は、１種以上の他の薬剤と結び付けて所望の結果を達成
できる可能性があるまたは達成される場合は、有効量で投与されると見なすことができる
。個々の必要は相違するが、各構成要素の有効量の最適範囲の決定は、当業者の技術範囲
に含まれる。典型的用量は０．１～１００ｍｇ／ｋｇ（体重）を含んでいる。好ましい用
量は１～１００ｍｇ／ｋｇ（体重）を含んでいる。最も好ましい用量は１０～１００ｍｇ
／ｋｇ（体重）を含んでいる。
【００６７】
　本明細書で使用するように、核酸分子もしくは薬剤、抗体、組成物もしくは細胞などは
、前記核酸分子もしくは薬剤、抗体、組成物もしくは細胞などがその最初の起源由来の汚
染核酸分子もしくは薬剤、抗体、組成物もしくは細胞などから実質的に分離されている場
合に単離されていると言われる。
「個体」は、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。哺乳動物には
、家畜、競技用動物、ペット、霊長類、マウスおよびラットが含まれるが、それらに限定
されない。
【００６８】
　本明細書では、用語「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」、「ペプチド」および「タ
ンパク質」は、あらゆる長さのアミノ酸の重合体を意味するために互換的に使用する。重
合体は直鎖状もしくは分枝状であってよく、組換えアミノ酸を含んでいてよく、そして非
アミノ酸が割り込んでいてもよい。これらの用語は、さらにまた自然にまたは例えば、ジ
スルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、アセチル化、リン酸化または標識成分との
コンジュゲーションなどの他の操作もしくは修飾などの介入によって遺伝子組換えされて
いるアミノ酸重合体を含んでいる。この用語の定義には、例えばアミノ酸（例えば、非天
然アミノ酸などを含む）の１つ以上のアナログ、ならびに当技術分野において知られてい
る他の修飾を含有するポリペプチドもまた含まれる。本発明のポリペプチドは抗体をベー
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スとしているので、これらのポリペプチドは一本鎖または関連鎖として発生する可能性が
あることは理解されている。
【００６９】
　本発明の範囲内には、さらにまた本明細書に記載したＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニ
ストおよび調節因子（抗ＫＩＤ３抗体を含む）のペプチドミメティックもまた含まれる。
そのようなペプチドミメティックには、少なくとも１つのアミノ酸残基が、例えばアミノ
酸のＤ異性体もしくはアミノ酸のＮ－アルキル化種などの、一般に自然には見いだされな
いアミノ酸残基と置換されているペプチドが含まれる。他の実施形態では、ペプチドミメ
ティックは、ＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子中の少なくとも１つ
のアミノ結合（－－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－－ＮＨ－－）をアミド同配体と置換することに
よって構築される。適切なアミド同配体には、－－ＣＨ．ｓｕｂ．２－－ＮＨ－－、－－
ＣＨ．ｓｕｂ．２－－Ｓ－－、－－ＣＨ．ｓｕｂ．２－－Ｓ（Ｏ）．ｓｕｂ．ｎ－－（式
中、ｎは１もしくは２である）、－－ＣＨ．ｓｕｂ．２－－ＣＨ．ｓｕｂ．２－－、－－
ＣＨ．ｄｂｄ．ＣＨ－－（ＥもしくはＺ）、－－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－－ＣＨ．ｓｕｂ．
２－－、－－ＣＨ（ＣＮ）－－ＮＨ－－、－－Ｃ（ＯＨ）－－ＣＨ．ｓｕｂ．２－－およ
び－－Ｏ－－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－－ＮＨ－－が含まれる。アミド同配体と置換するため
の適切な候補であるＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子中のアミド結
合には、ＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子処置の所定の対象である
内因性エステラーゼもしくはプロテアーゼにより加水分解可能な結合が含まれる。ペプチ
ドミメティックは、天然ＫＩＤ３に対するそれらの類似性をより効果的に増加させるため
に炭水化物様構造的特徴を有していてよい。
【００７０】
　本明細書で使用するように、「実質的に純粋」は、少なくとも８５％純粋（すなわち、
汚染物質を含んでいない）、より好ましくは少なくとも９０％純粋、より好ましくは少な
くとも９５％純粋、より好ましくは少なくとも９８％純粋、より好ましくは少なくとも９
９％純粋、もしくはよりいっそう純粋であることを意味する。
【００７１】
　「毒素」は、細胞内で不都合な反応を生じさせるあらゆる物質を意味する。例えば、癌
細胞に向けられる毒素は、癌細胞に不都合な、ときには有害な作用を有するであろう。毒
素の例には、放射性同位体、カリケアマイシンおよびメイタンシノイドが含まれるが、そ
れらに限定されない。
【００７２】
　本明細書で使用するように、「治療」もしくは「治療する工程」は、好ましくは臨床的
結果を含む有益もしくは所望の結果を入手するためのアプローチである。本発明のために
は、有益もしくは所望の臨床的結果には、下記の、癌細胞もしくは他の疾患細胞の増殖を
減少させる（もしくは妨害する）、癌において見いだされる癌細胞の転移を減少させる、
腫瘍のサイズを収縮させる、疾患の結果として生じる症状を減少させる、疾患に罹患して
いる患者のクオリティ・オブ・ライフを向上させる、疾患を治療するために必要とされる
他の医薬品の用量を減少させる、疾患の進行を遅延させるおよび／または個体の余命を延
長させる、のうちの１つ以上が含まれるが、それらに限定されない。
【００７３】
　（ＩＩＩ．抗体およびポリペプチドを作製する方法）
　モノクローナル抗体を作製する方法は、当技術分野において知られている。使用できる
１つの方法は、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９
５－４９７（１９７５）の方法またはその変法である。典型的には、モノクローナル抗体
は、マウスなどの非ヒト種において発生させられる。一般に、免疫のためにはマウスもし
くはラットが使用されるが、他の動物もまた使用できる。抗体は、ヒトＫＩＤ３を含有す
る免疫原性量の細胞、細胞抽出物、もしくはタンパク質製剤を用いてマウスを免疫する工
程によって生成される。免疫原は、一次細胞、培養細胞株、癌細胞、核酸、もしくは組織
であってよいが、それらに限定されない。１つの実施形態では、ヒト胎児腎上皮細胞が使
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用される。また別の実施形態では、ヒト膀胱もしくは膵臓前駆細胞が使用される。ヒト胎
児腎細胞を単離および培養する方法は、実施例１に詳述する。例えばヒト胎児腎、膀胱細
胞もしくはヒト膵臓前駆細胞などの免疫のために使用する細胞は、免疫原として使用する
前にある期間（少なくとも２４時間）にわたり培養されてよい。細胞（例、ヒト胎児腎、
膀胱細胞もしくはヒト膵臓前駆細胞）は、それ自体をまたはＲｉｂｉなどの非変性性アジ
ュバントと組み合わせて免疫原として使用することができる。一般に、細胞は無傷で、そ
して免疫原として使用する場合に好ましくは生育性でなければならない。無傷細胞は、破
裂した細胞より免疫された動物によってエピトープをより良好に検出することが可能であ
る。例えばフロイントの（Ｆｒｅｕｄ）アジュバントなどの変性性もしくは刺激性アジュ
バントの使用は、ヒト胎児腎もしくは他の細胞を破裂させることがあるので、推奨されな
い。免疫原は、例えば２週に１回、もしくは週１回などの定期的間隔をあけて複数回投与
されてよいまたは動物（例えば、組織組換え体において）における生育性を維持できるよ
うな方法で投与されてよい。実施例２は、抗ＫＩＤ３抗体を生成するために使用する方法
を記述しており、ＫＩＤ３に結合する他のモノクローナル抗体を生成するために使用でき
る。
【００７４】
　１つの実施形態では、ＫＩＤ３に結合するモノクローナル抗体は、免疫原としてＫＩＤ
３を過剰発現する宿主細胞を使用することによって入手される。そのような細胞には、例
えば、限定的ではなく、ヒト胎児腎細胞およびヒト大腸癌細胞が含まれる。
【００７５】
　抗体反応を監視するために、動物から小さな生物学的サンプル（例、血液）を入手し、
免疫原に対する抗体力価について検査することができる。脾臓および／または数個の大き
なリンパ節を除去し、単細胞に分離することができる。所望であれば、プレートもしくは
エピトープを塗布したウェルへ細胞懸濁液を適用することによって、（非特異的付着性細
胞を除去した後に）脾臓細胞をスクリーニングすることができる。エピトープに対して特
異的な膜結合免疫グロブリンを発現しているＢ細胞はプレートに結合し、懸濁液の残りと
一緒に洗い流されることはない。結果として生じるＢ細胞または分離したすべての脾臓細
胞は、次に骨髄腫細胞（例、Ｘ６３－Ａｇ８．６５３およびＳａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ，Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ、カリフォルニア州サンディエ
ゴからの骨髄腫細胞）と融合させることができる。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を
使用すると脾細胞もしくはリンパ球を骨髄腫細胞と融合させてハイブリドーマを形成する
ことができる。ハイブリドーマは次に選択培地（例、ヒポキサンチン、アミノプテリン、
チミジン培地、さもなければ「ＨＡＴ培地」として知られている培地）中で培養される。
結果として生じたハイブリドーマは、次に希釈率を限定することによって平板培養され、
ＦＡＣＳもしくは免疫組織化学検査（ＩＨＣスクリーニング）を用いて免疫原（例えば、
ヒト胎児腎細胞の表面、癌細胞株の表面、Ａｇ－ＫＩＤ３、胎児膀胱切片など）に対して
特異的に結合する抗体の生成についてアッセイされる。選択されたモノクローナル抗体分
泌性ハイブリドーマは次に、インビトロ（例、組織培養瓶もしくは中空糸反応装置内で）
またはインビボ（例えば、マウスにおける腹水として）のいずれかで培養される。実施例
３は、抗ＫＩＤ３抗体を入手およびスクリーニングするために利用される方法についての
詳細をさらに提供する。
【００７６】
　細胞融合技術のまた別の代替法として、ＥＢＶ不死化Ｂ細胞を使用して本発明のモノク
ローナル抗体を生成することができる。ハイブリドーマが拡大およびサブクローニングさ
れ、所望であれば、上澄みが従来型アッセイ法（例、ＦＡＣＳ、ＩＨＣ、ラジオイムノア
ッセイ、酵素イムノアッセイ、蛍光イムノアッセイなど）によって抗免疫原活性について
アッセイされる。
【００７７】
　また別の代替法では、抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体およびその他の等価の抗体をシー
ケンシングし、当技術分野において知られているいずれかの手段（例えば、ヒト化、完全
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ヒト抗体を生成するためのトランスジェニックマウスの使用、ファージ提示テクノロジー
など）によって組換え生成することができる。１つの実施形態では、抗ＫＩＤ３モノクロ
ーナル抗体がシーケンシングされ、次にポリヌクレオチド配列が発現もしくは増殖のため
にベクター内にクローニングされる。当該抗体をコードする配列は宿主細胞内のベクター
内に維持することができ、次に宿主細胞を拡大して将来使用するために冷凍される。
【００７８】
　図７は、天然シグナル配列を含む、抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体であるμ抗ＫＩＤ３
のκ軽鎖の核酸および対応する翻訳タンパク質配列を示している。天然シグナル配列はア
ミノ酸１－２０、ヌクレオチド残基１－６０である。軽鎖可変領域はアミノ酸２１－１３
１、ヌクレオチド残基６１－３９３にある。ヒトκ定常領域はアミノ酸１３２－２３８、
ヌクレオチド残基３９４－７１４にある。終止コドンは、ヌクレオチド残基７１５－７１
７にある。
【００７９】
　図８は、天然シグナル配列を含む、抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体であるμ抗ＫＩＤ３
のＧ１重鎖の核酸および対応する翻訳タンパク質配列を示している。天然シグナル配列は
アミノ酸１－１８、ヌクレオチド残基１－５４である。重鎖可変領域はアミノ酸１９－１
３８、ヌクレオチド残基５５－４１４にある。ヒトγ１定常領域はアミノ酸１３９－４６
８、ヌクレオチド残基４１５－１４０４にある。終止コドンは、ヌクレオチド残基１４０
５－１４０７にある。
【００８０】
　モノクローナル抗体抗ＫＩＤ３および他の等価の抗体のポリヌクレオチド配列を遺伝子
操作に使用すると「ヒト化」抗体を生成し、前記抗体の親和性、もしくはその他の特性を
改良することができる。抗体をヒト化する際の一般的原理は、抗体の非ヒト残余配列をヒ
ト抗体配列と交換しながら、抗体のエピトープ結合部分の塩基配列を保持することを含ん
でいる。モノクローナル抗体をヒト化するためには一般的に４つの工程がある。これらは
：（１）出発抗体の軽鎖および重鎖可変ドメインのヌクレオチドおよび予測アミノ酸配列
を決定する工程と、（２）ヒト化抗体を設計する工程、すなわちヒト化プロセス中に使用
する抗体フレームワーク領域を決定する工程と、（３）実際的なヒト化方法／技術とおよ
び（４）ヒト化抗体をトランスフェクトおよび発現させる工程と、である。例えば、米国
特許第４，８１６，５６７号；第５，８０７，７１５号；第５，８６６，６９２号；およ
び第６，３３１，４１５号を参照されたい。
【００８１】
　ヒト定常ドメインへ融合した齧歯類もしくは組換え齧歯類Ｖ領域およびそれらの関連相
補性決定領域（ＣＤＲ）を有するキメラ抗体を含む、非ヒト免疫グロブリンに由来するエ
ピトープ結合部位を含む多数の「ヒト化」抗体分子については記載されている。例えば、
Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９（１９９１），Ｌｏ
ｂｕｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：４２
２０－４２２４（１９８９），Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８：４
５３４－４５３８（１９８７）およびＢｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．
４７：３５７７－３５８３（１９８７）を参照されたい。他の参考文献は、適切なヒト抗
体定常ドメインとの融合前にヒト支持フレームワーク領域（ＦＲ）内へ移植された齧歯類
ＣＤＲについて記載している。例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ
　３３２：３２３－３２７（１９８８），Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２３９：１５３４－１５３６（１９８８）およびＪｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ
ｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）を参照されたい。また別の参考文献は、組
換え上張り齧歯類フレームワーク領域によって支持された齧歯類ＣＤＲについて記載して
いる。例えば、欧州特許公開第５１９，５９６号を参照されたい。これらの「ヒト化」分
子は、ヒト受容者におけるそれらの成分の治療的適用の期間および有効性を制限する、齧
歯類抗ヒト抗体分子に向けられる望ましくない免疫学的応答を最小限に抑えるために設計
される。同様に利用できる抗体をヒト化する他の方法は、Ｄａｕｇｈｅｒｔｙ　ｅｔ　ａ
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ｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９：２４７１－２４７６（１９９１）によっ
て、そして米国特許第６，１８０，３７７号；第６，０５４，２９７号；第５，９９７，
８６７号；および第５，８６６，６９２号に開示されている。
【００８２】
　本発明は、μ抗ＫＩＤ３などの、本発明の抗体の一本鎖可変領域フラグメント（「ｓｃ
Ｆｖ」）もまた含んでいる。一本鎖可変領域フラグメントは、短い連結ペプチドを使用す
ることにより、軽鎖および／または重鎖可変領域を連結させる工程によって作製される。
Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６は、１つ
の可変領域のカルボキシ末端と他の可変領域のアミノ末端との間の約３．５ｎｍを架橋す
る連結ペプチドの例について記載している。他の配列のリンカーは設計され使用されてい
る、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）。リンカーは順に、薬物の付着もしくは固体支
持体への付着などの他の機能について修飾することができる。一本鎖変異体は、組換えに
より、もしくは合成によるいずれかで生成できる。ｓｃＦｖを合成生成するためには、自
動合成装置を使用できる。ｓｃＦｖの組換え生成のためには、ｓｃＦｖをコードするポリ
ヌクレオチドを含有する適切なプラスミドを例えば酵母、植物、昆虫もしくは哺乳動物細
胞などの真核細胞または例えばＥ．ｃｏｌｉなどの原核細胞のいずれかの適切な宿主細胞
内へ導入することができる。当該ｓｃＦｖをコードするポリヌクレオチドは、ポリヌクレ
オチドのライゲーションなどの日常的操作によって作製することができる。結果として生
じたｓｃＦｖは、当技術分野において知られている標準的なタンパク質精製技術を用いて
単離できる。
【００８３】
　本発明は、それらの特性に有意な影響を及ぼさない機能的に等価の抗体およびポリヌク
レオチドならびに増強もしくは減少した活性を有する変異体を含む、ＫＩＤ３アゴニスト
、アンタゴニスト、調節因子および抗体に対する修飾を含んでいる。ポリペプチドの修飾
は当技術分野において日常的実践であり、本明細書において詳細に記載する必要はない。
修飾されたポリペプチドの例には、アミノ酸残基の保存的置換、機能的活性を有意に有害
に変化させないアミノ酸の１つ以上の欠失もしくは付加または化学的アナログの使用を伴
うポリペプチドが含まれる。相互に保存的に置換できるアミノ酸残基には：グリシン／ア
ラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギン／グルタミン；アスパラギン酸
／グルタミン酸；セリン／トレオニン；リシン／アルギニン；およびフェニルアラニン／
チロシン（ｔｒｙｏｓｉｎｅ）が含まれるがそれらに限定されない。これらのポリペプチ
ドは、さらにグリコシル化および非グリコシル化ポリペプチド、ならびに例えば相違する
糖を用いたグリコシル化、アセチル化およびリン酸化などの他の翻訳後修飾を備えるポリ
ペプチドを含んでいる。好ましくは、アミノ酸置換は保存的であろう、すなわち置換され
たアミノ酸は最初のアミノ酸と類似の化学的特性を有するであろう。そのような保存的置
換は当技術分野において知られており、例は上記に提供されている。アミノ酸置換は、１
つ以上のアミノ酸を変化させる、もしくは修飾することから可変領域などの領域の完全な
再設計までに及ぶことがある。可変領域内の変化は、結合親和性および／または特異性を
変化させることができる。その他の修飾方法には、酵素的手段、酸化的置換およびキレー
ト化を含むがそれらに限定されない、当技術分野において知られている結合技術を使用す
ることが含まれる。修飾は、例えばラジオイムノアッセイのための放射性成分の付着など
の、イムノアッセイのための標識を付着させるために使用できる。修飾ポリペプチドは、
当技術分野において確立された方法を用いて作製することができ、当技術分野において知
られている標準的アッセイ法を用いてスクリーニングすることができる。
【００８４】
　本発明は、本発明のポリペプチドおよび抗体からの１つ以上のフラグメントもしくは領
域を含む融合タンパク質をさらに含んでいる。１つの実施形態では、軽鎖可変領域の少な
くとも１０連続アミノ酸および重鎖可変領域の少なくとも１０アミノ酸を含む融合タンパ
ク質が提供される。また別の実施形態では、融合ポリペプチドは異種免疫グロブリン定常
領域を含有している。また別の実施形態では、融合ポリペプチドは、本明細書に記載した



(22) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

ＡＴＣＣに寄託されたハイブリドーマから生成された抗体の軽鎖可変領域および重鎖可変
領域を含有している。本発明のために、抗体融合タンパク質は天然分子ではそれに付着さ
れていない１つ以上の抗ＫＩＤ３ポリペプチドおよびまた別のアミノ酸配列、例えば異種
配列もしくは別の領域由来の同種配列を含んでいる。
【００８５】
　抗ＫＩＤ３ポリペプチドおよびその他のＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストおよび調
節因子は、例えば合成による、もしくは組換えによる、当技術分野において知られている
方法によって作製できる。ＫＩＤ３ペプチドアゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子
を生成する１つの方法は、ポリペプチドの化学合成、その後に天然立体構造、すなわち精
確なジスルフィド結合リンケージを入手するために適切な酸化条件下での処理を含んでい
る。これは、当業者にはよく知られている方法を用いると実施できる（例えば、Ｋｅｌｌ
ｅｙ，Ｒ．Ｆ．＆　Ｗｉｎｋｌｅｒ，Ｍ．Ｅ．ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｓｅｔｌｏｗ，Ｊ．Ｋ．，ｅ
ｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌ．１２，ｐｐ　１－１９（１９９０
）；Ｓｔｅｗａｒｔ，Ｊ．Ｍ．＆　Ｙｏｕｎｇ，Ｊ．Ｄ．Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅ
ｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．Ｒｏｃｋｆ
ｏｒｄ，１１１．（１９８４）を参照されたい；さらに、米国特許第４，１０５，６０３
号；第３，９７２，８５９号；第３，８４２，０６７号；および第３，８６２，９２５号
も参照されたい）。
【００８６】
　本発明のポリペプチドは、便宜的にも固相ペプチド合成法を用いて調製することができ
る（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，８５：２１４９（１９６４
）；Ｈｏｕｇｈｔｅｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｌ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：５１３
２（１９８５））。
【００８７】
　さらにまた別の実施形態では、完全ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリンタンパク質を発現
するように遺伝子組換えされている市販で入手できるマウスを使用することによって入手
することができる。ヒト化もしくはヒト抗体を生成するためには、より所望の（例えば、
完全ヒト抗体）またはより堅固な免疫応答を生成するために設計されているトランスジェ
ニック動物を使用することもできる。そのような工学技術の例は、Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎ
ｃ．（カリフォルニア州フリーモント）製のＸｅｎｏｍｏｕｓｅ（商標）およびＭｅｄａ
ｒｅｘ，Ｉｎｃ．（ニュージャージー州プリンストン）製のＨｕＭＡｂ－Ｍｏｕｓｅ（登
録商標）およびＴＣ　Ｍｏｕｓｅ（商標）である。
【００８８】
　また別の実施形態では、抗体は当技術分野において知られている方法を用いて組換えに
よりに作製して発現させることができる。抗体は、最初に宿主動物から作製した抗体を単
離し、遺伝子配列を入手し、そしてその遺伝子配列を使用して宿主細胞（例、ＣＨＯ細胞
）中で組換えにより抗体を発現させる工程によって組換えにより作製することができる。
使用できるまた別の方法は、植物（例、タバコもしくはトランスジェニック乳汁中で抗体
配列を発現させる方法である。植物もしくは乳汁中で抗体を組換えにより発現させる方法
は、以前に開示されている。例えば、Ｐｅｅｔｅｒｓ，ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｖａｃ
ｃｉｎｅ　１９：２７５６；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ａｎｄ　Ｄ．Ｈｕｓｚａｒ（１９９５
）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１３：６５；およびＰｏｌｌｏｃｋ，ｅｔ　ａｌ．
（１９９９）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２３１：１４７を参照されたい。抗
体の誘導体、例えばヒト化抗体、一本鎖抗体を作製する方法は、当技術分野において知ら
れている。また別の実施形態では、抗体は、ファージ提示テクノロジーによって組換えに
より作製することができる。例えば、米国特許第５，５６５，３３２号；第５，５８０，
７１７号；第５，７３３，７４３号；第６，２６５，１５０号；およびＷｉｎｔｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２：４３３－４５５（１９９４）を
参照されたい。
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【００８９】
　当該の抗体もしくはタンパク質には、当業者にはよく知られているエドマン分解法によ
るシーケンシングを受けさせることができる。質量分析法もしくはエドマン分解法から生
成されたペプチド情報を使用すると、当該タンパク質をクローニングするために使用され
るプローブもしくはプライマーを設計することができる。
【００９０】
　当該タンパク質をクローニングするまた別の方法は、例えば当該の抗体もしくはタンパ
ク質を発現する細胞に対して精製ＫＩＤ３もしくはその部分を用いて「パンニング」する
ことによる方法である。「パンニング」法は、当該の抗体もしくはタンパク質を発現する
組織もしくは細胞からｃＤＮＡライブラリーを入手する工程と、第２細胞タイプにおいて
前記ｃＤＮＡを過剰発現させる工程と、そして第２細胞タイプのトランスフェクトされた
細胞をＫＩＤ３への特異的結合についてスクリーニングする工程と、によって実施される
。「パンニング」によって細胞表面タンパク質をコードする哺乳動物遺伝子をクローニン
グする際に使用する方法についての詳細な説明は、当技術分野において見いだすことがで
きる。例えば、Ａｒｕｆｆｏ，Ａ．ａｎｄ　Ｓｅｅｄ，Ｂ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８４，８５７３－８５７７（１９８７）およびＳｔｅｐｈａｎ，Ｊ
．ｅｔ　ａｌ．，Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１４０：５８４１－５８５４（１９９９
）を参照されたい。
【００９１】
　抗ＫＩＤ３抗体およびその他のＫＩＤ３ペプチドアゴニスト、アンタゴニストおよび調
節因子をコードするｃＤＮＡは、当技術分野における標準方法にしたがって特定細胞タイ
プからｍＲＮＡを逆転写させる工程によって入手できる。詳細には、ｍＲＮＡは、上記の
Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．（上述）に記載の方法にしたがって様々な溶解酵素もし
くは化学溶液を用いて単離できるまたは市販で入手できる核酸結合樹脂によって製造業者
（例、Ｑｉａｇｅｎ社、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、Ｐｒｏｍｅｇａ社）が提供する添付の
取扱説明書にしたがって抽出できる。合成されたｃＤＮＡは次に、第２細胞タイプにおい
て当該の抗体もしくはタンパク質を生成するために発現ベクター内に導入される。発現ベ
クターは、エピソームとしてまたは染色体ＤＮＡの統合部分のいずれかとして宿主細胞中
で複製可能でなければならないことは含意されている。適切な発現ベクターには、プラス
ミド、例えばアデノウイルス、アデノ関連ウイルス、レトロウイルスを含むウイルスベク
ターおよびコスミドが含まれるが、それらに限定されない。
【００９２】
　当該のポリヌクレオチドを含有するベクターは、エレクトロポレーション；塩化カルシ
ウム、塩化ルビジウム、リン酸カルシウム、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストラン
、もしくは他の物質を使用するトランスフェクション；マイクロプロジェクタイル・ボン
バードメント；リポフェクション；および感染（例、ベクターがワクシニアウイルスなど
の感染性物質である場合）を含む多数の適切な手段のいずれかによって宿主細胞内へ導入
できる。導入するベクターもしくはポリヌクレオチドの選択は、宿主細胞の特徴にしばし
ば依存するであろう。
【００９３】
　異種ＤＮＡを過剰発現できる宿主細胞は、当該の抗体、ポリペプチドもしくはタンパク
質をコードする遺伝子を単離するために使用できる。哺乳動物宿主細胞の非限定的例には
、ＣＯＳ、ＨｅＬａおよびＣＨＯ細胞が含まれるが、それらに限定されない。好ましくは
、宿主細胞はｃＤＮＡを、宿主細胞中に存在する場合は、当該の対応する内因性抗体もし
くはタンパク質の約５倍以上、より好ましくは１０倍以上、いっそうより好ましくは２０
倍以上のレベルで発現する。ＫＩＤ３への特異的結合についての宿主細胞のスクリーニン
グは、イムノアッセイまたはＦＡＣＳによって実行する。当該の抗体もしくはタンパク質
を過剰発現する細胞を同定できる。
【００９４】
　現在では、親ＫＩＤ３ペプチドアゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子に比較し
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て結果として生じるタンパク質のアミノ酸配列における付加、欠失、もしくは変化をコー
ドする突然変異ＫＩＤ３ペプチドアゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子を生成する
ために使用できる様々な技術もまた利用可能である。
【００９５】
　本発明は、本発明の抗体のアミノ酸配列を含むポリペプチドを含んでいる。本発明のポ
リペプチドは、当技術分野において知られている方法によって作製できる。ポリペプチド
は、抗体のタンパク質分解もしくはその他の分解によって、上述した組換え法（すなわち
、単一もしくは融合ポリペプチド）によってまたは化学的合成によって生成できる。抗体
のポリペプチド、詳細には約５０アミノ酸までの短いポリペプチドは、便宜的にも化学的
合成によって作製される。化学的合成方法は当技術分野において知られており、市販で入
手できる。例えば、抗ＫＩＤ３ポリペプチドは、固相法を使用する自動ポリペプチド合成
装置によって生成できよう。
【００９６】
　（ＶＩＩ．ＩＶ．ポリペプチドおよびモノクローナル抗体をスクリーニングする方法）
　ＫＩＤ３に結合するポリペプチドおよびモノクローナル抗体をスクリーニングするため
には数種の方法を使用できる。「結合する」は、生物学的もしくは免疫学的に関連する結
合、すなわちそれに対して免疫グロブリン分子がコードされるまたはそれにポリペプチド
が方向付けられる固有の抗原決定基に特異的である結合を意味する。これは、免疫グロブ
リンが非特異的標的に対して極めて高濃度で使用される場合に発生することのある非特異
的結合を意味していない。１つの実施形態では、モノクローナル抗体は、標準スクリーニ
ング技術を用いてＫＩＤ３への結合についてスクリーニングされる。この方法で、抗ＫＩ
Ｄ３モノクローナル抗体を入手した。ブダペスト条約にしたがって、抗ＫＩＤ３モノクロ
ーナル抗体を生成するハイブリドーマは、２００２年１２月１８日に特許寄託番号ＰＴＡ
－４８６０を付けてアメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣＣ）１０８０１　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．，Ｍａｎａｓｓａｓ　ＶＡ　２０１１０－２２０９に
寄託されている。
【００９７】
　ＫＩＤ３に結合するモノクローナル抗体は、癌組織および非癌細胞への結合についてス
クリーニングされる。１つの実施形態では、ＫＩＤ３に結合し、さらにヒト癌細胞もしく
は組織へ交差反応性であるが、正常細胞もしくは組織へは同程度に交差反応性ではないモ
ノクローナル抗体が選択される。スクリーニングのために使用できる１つの方法は、免疫
組織化学検査（ＩＨＣ）である。標準免疫組織化学検査技術は、当業者には知られている
。例えば、Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｊ．Ｐ．Ｍａｔ
ｈｅｒ　ａｎｄ　Ｄ．Ｂａｒｎｅｓ，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｖｏｌ
．５７，Ｃｈ．１８　ａｎｄ　１９，ｐｐ．３１４－３５０，１９９８）を参照されたい
。生物学的サンプル（例、組織）は、生検、剖検、もしくは屍検から入手できる。ＫＩＤ
３が癌細胞上にしか存在しないことを確証するために、抗ＫＩＤ３抗体を使用して癌を有
する個体からの組織上のＫＩＤ３の存在を検出でき、他方では癌に罹患している個体から
の他の非癌組織または癌を有していない個体からの組織がコントロールとして使用する。
組織は、冷凍中の損傷を防止する固形もしくは半固形物質（例えば、アガロースゲルもし
くはＯＣＴ）中に包埋し、次に染色するために切片作製することができる。相違する臓器
からの、そして相違するグレードにある癌を使用すると、モノクローナル抗体をスクリー
ニングすることができる。スクリーニング目的に使用できる組織の例には、卵巣、乳房、
肺、前立腺、大腸、腎臓、皮膚、甲状腺、脳、心臓、肝臓、胃、神経、血管、骨、上部消
化管および膵臓が含まれるが、それらに限定されない。スクリーニング目的に使用できる
様々な癌のタイプの例には、癌腫、腺癌、肉腫、腺肉腫、リンパ腫および白血病が含まれ
るが、それらに限定されない。
【００９８】
　さらにまた別の実施形態では、ＳＫ－Ｏｖ－３（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ　７７）、ＬｎＣ
ａｐ（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１７４０）、Ａ５４９（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ　１８５）、Ｐ
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ＡＮＣ－１（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ　１４６９）、ＳＫ－ＢＲ－３（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ　
３０）、ＳＫ－ＭＥＳ－１（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ　５８）、ＨＴ－２９（ＨＴＢ－３８）
、ＳＷ　４８０（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ　２２８）、ＡｓＰＣ－１（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ　
１６８２）、Ｃａｐａｎ－１（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ　７９）、ＣＦＰＡＣ－１（ＡＴＣＣ
番号ＣＲＬ　１９１８）、ＨＰＡＦ－ＩＩ（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１９９７）、Ｈｓ－７
００Ｔ（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ　１４７）、ＥＳ－２（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１９７８）、
ＰＣ－３（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ　１４３５）、Ｄｕ－１４５（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－８１
）、Ｃａｌｕ３（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－５５）、Ａ４９８（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－７９０
８）、Ｃａｋｉ－２（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－４７）、７８６－Ｏ（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－
１９３２）、Ｈｓ　７６６Ｔ（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－１３４）、ＭＣＦ７（ＡＴＣＣ番号
ＨＴＢ－２２）、ＢＴ－４７４（ＡＴＣＣ番号ＨＴＢ－２０）、Ｒａｖ　ＣＡ１３０（Ｒ
ａｖｅｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社で開発された占有権のある肺癌細胞株）、
Ｒａｖ９９２６（Ｒａｖｅｎ社で開発された占有権のある膵臓癌細胞株）および２２Ｒｖ
ｌ（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２５０５）などの癌細胞株およびそれらの各組織由来の正常細
胞を使用して癌組織に対して特異的であるモノクローナル抗体についてスクリーニングす
ることができる。卵巣、乳房、肺、前立腺、大腸、腎臓、皮膚、甲状腺、大動脈平滑筋お
よび内皮細胞を含むが、それらに限定されない様々な器官からの正常組織由来の一次、も
しくは低継代細胞培養は、陰性コントロールとして使用できる。癌細胞もしくは非癌細胞
は、スライドガラスもしくはカバーガラス上でまたはプラスチック表面上で増殖させて、
あるいは国際公開番号ＷＯ０１／４３８６９に記載されたようにＣｅｌｌＡｒｒａｙ（商
標）内で調製して、組織について上述したようにＩＨＣを用いて抗体の結合についてスク
リーニングすることができる。あるいは、細胞は非タンパク質溶解手段を用いて増殖表面
から取り出し、ペレットにスピニングし、これを次に包埋して上述したようにＩＨＣ分析
のための組織と同様に処置することができる。細胞は免疫不全動物に接種し、腫瘍を増殖
させ、次にこの腫瘍を収集し、包埋し、ＩＨＣ分析のための組織源として使用することが
できる。また別の実施形態では、単細胞を一次抗体、蛍光分子と連結した二次「レポータ
ー」抗体と一緒にインキュベートすることによってスクリーニングすることができ、次に
蛍光活性化細胞分離分析（ＦＡＣＳ）装置を用いて分析することができる。
【００９９】
　組織切片への抗体の結合を検出するためには、数種の検出システムを利用できる。典型
的には、免疫組織化学検査には、一次抗体を組織に結合させる工程と、次にその一次抗体
がそれから生成された種に対して反応性の二次抗体を生成し、検出可能なマーカー（例え
ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）もしくはジアミノベンジジン（ＤＡＢ））に
結合体化させる工程が含まれる。使用できる１つの代替法は、ポリクローナル鏡像相補的
抗体もしくはｐｏｌｙＭＩＣＡである。Ｄ．Ｃ．Ｍａｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｐ．Ｇ．Ｉｓ
ａａｃｓｏｎ（Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ（１９９９）３５（２）：１２９－３３）
によって報告されたＰｏｌｙＭＩＣＡ（ポリクローナル鏡像相補性抗体）技術を使用する
と、正常組織および癌組織への一次抗体（例、抗ＫＩＤ３抗体）の結合を検査することが
できる。Ｔｈｅ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ　Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　４０７
３　Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ　Ｂ２９　６ＡＴ　Ｅｎｇｌａｎｄ）から数種のｐｏｌｙＭＩ
ＣＡ（商標）検出キットを市販で入手できる。製品番号ＨＫ００４．Ｄは、ＤＡＢ色原体
を使用するｐｏｌｙＭＩＣＡ（商標）検出キットである。製品番号ＨＫ００４．Ａは、Ａ
ＥＣ色原体を使用するｐｏｌｙＭＩＣＡ（商標）検出キットである。あるいは、一次抗体
は検出可能なマーカーを用いて直接的に標識されてよい。
【０１００】
　適切な抗体を選択するためのＩＨＣスクリーニングにおける最初の工程は、マウスにお
いて立てられた一次抗体（例、抗ＫＩＤ３抗体）を１つ以上の免疫原（例、細胞もしくは
組織サンプル）に結合させる工程である。１つの実施形態では、組織サンプルは様々な器
官からの冷凍組織の切片である。細胞もしくは組織サンプルは、癌性であっても非癌性で
あってもよい。



(26) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

【０１０１】
　冷凍組織は、固定して、もしくは固定せずに調製し、切片作製し、そして当業者には知
られている多数の方法のいずれかによってＩＨＣを実施できる。例えば、Ｓｔｅｐｈａｎ
　ｅｔ　ａｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２１２：２６４－２７７（１９９９）およびＳｔｅｐ
ｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１４０：５８４１－５４（１９９９
）を参照されたい。
【０１０２】
　（Ｖ．抗ＫＩＤ３抗体を特徴付ける方法）
　抗ＫＩＤ３抗体を特徴付けるためには数種の方法を使用できる。１つの方法は、それが
結合するエピトープを同定することである。エピトープマッピングは、ＫＩＤ３を構築す
るコア炭水化物を合成することによって達成できる。合成された炭水化物は、さらにまた
「新規タンパク質」を構築するためにウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）もしくはヒト血清ア
ルブミン（ＨＳＡ）などのキャリア分子へ合成により付着させることもできる。新規タン
パク質の合成は、例えばＬｕｎｄｏｎｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ（スウェーデン国ルン
ド）およびＤｅｘｔｒａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（英国レディング）などの様々な入
手源から市販で入手できる。これらの新規タンパク質は、次に他の抗ＫＩＤ３抗体の発見
におけるスクリーニング標的として使用できる。
【０１０３】
　抗ＫＩＤ３抗体を特徴付けるために使用できるさらにまた別の方法は、同一エピトープ
に結合することが知られている他の抗体、すなわち抗ＫＩＤ３抗体が他の抗体と同一エピ
トープに結合するかどうかを決定するためにＫＩＤ３を用いる競合アッセイを使用する方
法である。ＫＩＤ３に対する市販で入手できる抗体の例は入手可能であり、本明細書に教
示した結合アッセイを用いて同定することができる。競合アッセイは当業者にはよく知ら
れており、そのような方法および代表的データについては実施例において詳細に記載する
。抗ＫＩＤ３抗体は、さらにまたそれに結合する組織、癌のタイプもしくは腫瘍のタイプ
によって詳細に特徴付けることができる。
【０１０４】
　（ＶＩ．抗ＫＩＤ３抗体およびＫＩＤ調節因子を用いて癌を診断する方法）
　本明細書に開示した方法によって作製したＫＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、診
断目的で、卵巣、乳房、肺、前立腺、大腸、腎臓、皮膚、甲状腺、脳、心臓、肝臓、胃、
神経、血管、骨、上部消化管および膵臓が含まれるが、それらに限定されない様々な組織
中の癌細胞の存在もしくは非存在を同定するために使用できる。本明細書に開示した方法
によって作製したＫＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、充実性腫瘍から遊離した後に
血液中を循環している癌細胞の存在もしくは非存在またはその抗原決定基のレベル同定す
るためにも使用できる。そのような循環している抗原決定基は、無傷ＫＩＤ３エピトープ
または本明細書に教示した方法にしたがって検出される能力を保持しているそのフラグメ
ントであってよい。そのような検出は、当技術分野において一般に使用される標準方法を
用いるＦＡＣＳ分析によって実行されてよい。
【０１０５】
　これらの使用は、ＫＩＤ３とＫＩＤ３へ特異的に結合する抗体との複合体の形成を含む
ことができる。そのような抗体の例には、番号ＰＴＡ－４８６０を付けてＡＴＣＣに寄託
されているハイブリドーマによって生成する抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体を含むが、そ
れらに限定されない。そのような複合体の形成は、インビトロであってもインビボであっ
てもよい。理論によって結び付けなくても、モノクローナル抗体抗ＫＩＤ３はＫＩＤ３に
結合し、その後内在化することができる。
【０１０６】
　本発明の診断方法の好ましい実施形態では、抗体は検出可能な標識を有する。使用でき
る標識の例には、放射性薬剤または例えばフルオロイソチオシアネートもしくはフィコエ
リトリンなどの蛍光体が含まれる。
【０１０７】
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　診断および治療目的のために市販で使用される他の知られている抗体と同様に、本発明
の標的エピトープは、正常組織中で広範囲に発現する。これは一部の腫瘍ではさらにアッ
プレギュレートされる。このため、診断薬もしくは治療剤として使用される本発明の抗体
の特定用量および送達経路は、特定腫瘍もしくは当面の疾患状態、ならびに治療される特
定の個体に合わせて特別仕立てされるであろう。
【０１０８】
　診断のために抗体を使用する１つの方法は、抗体を放射性もしくは放射線不透過性薬剤
へ連結させる工程と、前記抗体を個体へ投与する工程とおよびＸ線もしくは他のイメージ
ング装置を使用してエピトープを発現する癌細胞の表面で標識抗体の局在位置を視認する
工程とによる、インビボ腫瘍イメージング法である。抗体は、生理的条件で結合を促進す
る濃度で投与される。
【０１０９】
　ＫＩＤ３を検出するためのインビトロ技術は当技術分野において日常的に使用されてお
り、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、免疫沈降法、免疫蛍光法、酵素イムノアッ
セイ（ＥＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）およびウェスタンブロット分析法が含
まれる。
【０１１０】
　本発明の態様では、腫瘍もしくは新生物をＸ線撮影する方法、もしくは放射標識抗体を
用いる治療方法の有効性を測定する方法は、本発明の実践にしたがって個体へ放射標識し
た腫瘍特異的抗体を投与する工程を含んでいる。放射標識抗体は、好ましくはテクネチウ
ム－９９ｍ、インジウム－１１１、ヨウ素－１３１、レニウム－１８６、レニウム－１８
８、サマリウム－１５３、ルテチウム－１７７、銅－６４、スカンジウム－４７、イット
リウム－９０からなる群より選択される放射標識を含むモノクローナルもしくはポリクロ
ーナル抗体であってよい。例えばヨウ素１３１、レニウム－１８８、ホルミウム－１６６
、サマリウム－１５３およびスカンジウム－４７などの、抗体の免疫応答性を弱めること
がなく、インビボで破壊されない治療用放射性核種を用いて標識されたモノクローナル抗
体が特に好ましい。当業者であれば、他の放射性同位体が知られており、特定の用途に適
合する可能性があることを理解するであろう。Ｘ線イメージングは、単光子放射断層撮影
法（ＳＰＥＣＴ）、ポジトロンエミッション断層撮影法（Ｐｏｓｉｔｉｏｎ　Ｅｍｍｉｓ
ｓｉｏｎ　Ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ）（ＰＥＴ）、コンピュータ断層撮影法（ＣＴ）もしく
は磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）を用いて実施されてよい。放射免疫イメージングによ
って所在が確認された転移の場所のより確実な解剖学的規定を許容する相関的イメージン
グもまた企図されている。
【０１１１】
　他の方法では、癌細胞が切除され、組織が当技術分野においてよく知られている方法（
例えば、固定して、もしくは固定せずに、冷凍化合物中への包埋、冷凍および切片作製；
エピトープ回収および対染色の様々な方法を使用して、もしくは使用せずに、固定および
パラフィン包埋）によって免疫組織化学検査のために調製される。モノクローナル抗体は
、様々な発達段階にある癌細胞を同定するためにも使用できる。抗体は、さらに個体のど
の腫瘍がそれらの表面上のエピトープを規定レベルで発現するのか、したがって前記エピ
トープに対して向けられた抗体を用いた免疫療法にとっての候補であるのかを決定するた
めにも使用できる。抗体は、ＫＩＤ３を発現する卵巣、前立腺および膵臓の原発癌および
転移癌ならびに肺の原発癌のどちらも認識できる。本明細書で使用するように、検出には
定性的および／または定量的検出を含むことができ、そして癌細胞中でのＫＩＤ３の発現
の上昇したレベルについて、測定したレベルを正常細胞と比較する工程を含むことができ
る。
【０１１２】
　本発明は、ＫＩＤ３に結合するいずれかの抗体およびＫＩＤ３発現のレベルを決定する
ために使用できる他の方法を用いて、個体において癌（卵巣癌、肺癌、膵臓癌、前立腺癌
、大腸癌、もしくは乳癌など）の診断を補助する方法をさらに提供する。本明細書で使用
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する「診断を補助する」方法は、これらの方法が癌の分類もしくは性質に関する臨床的決
定を下す際に役立つ、そして確定診断に比較して結論的であっても、結論的でなくてもよ
いことを意味する。したがって、癌の診断を補助する方法は、個体からの生物学的サンプ
ル中のＫＩＤ３のレベルを検出する工程および／または前記サンプル中のＫＩＤ３発現の
レベルを決定する工程を含むことができる。エピトープもしくはその一部分を認識する抗
体は、血液、唾液、尿、肺分泌液もしくは腹水を含むがそれらに限定されない体液中の生
きている、もしくは死んでいる癌細胞から遊離もしくは分泌された抗原決定基を検出する
ための診断的イムノアッセイを作製するためにも使用できる。
【０１１３】
　当該の特定腫瘍中の全細胞がＫＩＤ３を発現するわけではなく、そして他の組織中の癌
細胞がＫＩＤ３を発現することもあるので、個体は、望ましくは前記個体における免疫療
法の有用性を決定するために癌細胞上のＫＩＤ３の存在もしくは非存在についてスクリー
ニングされる。本明細書に開示した方法によって作製した抗ＫＩＤ３抗体は、癌を有する
と診断された個体がＫＩＤ３に対して向けられた抗体を用いる免疫療法の候補であると見
なせるかどうかを決定するために使用できる。１つの実施形態では、癌性腫瘍もしくは生
検サンプルが、ＫＩＤ３に対して向けられた抗体を用いて、ＫＩＤ３の発現について検査
されてよい。ＫＩＤ３を発現する癌細胞を有する個体は、ＫＩＤ３に対して向けられた抗
体を用いる免疫療法にとって適切な候補である。抗ＫＩＤ３抗体を用いた染色もまた、正
常組織から癌組織を識別するために使用することができる。
【０１１４】
　診断目的に抗ＫＩＤ３抗体を使用する方法は、どの腫瘍が所定の療法に応答する可能性
が最も高いのか、癌を有する個体の予後、腫瘍のサブタイプもしくは転移性疾患の起源お
よび疾患の進行もしくは治療への応答を決定するために、例えば化学療法もしくは放射線
療法などのいずれかの形態の抗癌療法の前および後のどちらにおいても有用である。
【０１１５】
　本発明の組成物は、他の疾患（非癌）細胞を用いる適用において一般に上述した方法を
用いて、癌以外の他の疾患状態を診断するためにも適合する。本発明の方法において使用
するために適合する疾患状態には、個体における炎症反応もしくは自己免疫応答に関連す
る疾患もしくは障害が含まれるが、それらに限定されない。上述した方法は、個体におけ
る炎症反応もしくは自己免疫応答を調節するために使用できる。本発明の組成物および方
法を使用する診断および／または治療にとって対象である可能性がある炎症および自己免
疫障害の結果として生じる疾患および状態には、例証するためで限定するためではなく、
多発性硬化症、髄膜炎、脳炎、発作、他の脳外傷、例えば潰瘍性大腸炎およびクローン病
を含む炎症性腸疾患、重症筋無力症、狼瘡、慢性関節リウマチ、喘息、急性若年型糖尿病
、ＡＩＤＳ認知症、アテローム硬化症、腎炎、網膜炎、アトピー性皮膚炎、乾癬、心筋虚
血および急性白血球媒介性肺外傷が含まれる。
【０１１６】
　本発明の抗体およびその他の治療用薬剤を診断および／または治療使用するためのさら
に他の適応には、臓器もしくは移植拒絶のリスク状態にある個体への投与が含まれる。最
近の数年間にわたり、皮膚、腎臓、肝臓、心臓、肺、膵臓および骨髄などの組織および臓
器を移植するための外科技術の有効性においては相当に大きな向上が得られてきた。おそ
らく、主要な際立った問題は、移植された同種移植片もしくは臓器に対する受容者におけ
る免疫寛容を誘導するために納得できる薬剤の欠如である。同種異系細胞もしくは臓器が
宿主へ移植される場合は（すなわち、提供者および被提供者が同一種とは相違する個体で
ある）、宿主免疫系は移植された組織の破壊を招く移植組織における異種抗原決定基に対
する免疫応答（宿主－対－移植片疾患）を立てる可能性が高い。
【０１１７】
　抗ＫＩＤ３抗体についてのそれらの使用を列挙している本出願のいずれかに記載した使
用は、本明細書に記載した他のＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストおよび調節因子の使
用もさらに含んでいる。そのような実施形態では、ＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニスト



(29) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

もしくはその他の非抗体調節因子は本明細書に記載した工程においてＫＩＤ３抗体と置換
され、置換されたＫＩＤ３調節組成物へ本発明を特別仕立てするために当業者の技術の範
囲内に含まれる変更が加えられる。
【０１１８】
　（ＶＩＩ．本発明の組成物）
　本発明は、抗ＫＩＤ３抗体、抗ＫＩＤ３抗体に由来するポリペプチド、抗ＫＩＤ３抗体
をコードする配列を含むポリヌクレオチドおよび本発明に記載した他の薬剤を含む薬学的
組成物を含む組成物も包含している。本明細書で使用するように、組成物はＫＩＤ３、Ｋ
ＩＤ３アゴニスト、アンタゴニスト、調節因子に結合する１つ以上の抗体、ポリペプチド
および／またはタンパク質および／またはＫＩＤ３に結合する１つ以上の抗体、ポリペプ
チドおよびタンパク質をコードする配列を含む１つ以上のポリヌクレオチドをさらに含ん
でいる。
【０１１９】
　本発明は、いずれかのＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子と、特定
のＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子の１つ以上の意図される機能を
支持する追加の化学構造との複合体もさらに提供する。これらの複合体には、本明細書で
考察する診断方法、スクリーニング方法もしくは精製方法に使用される不溶性の固体支持
体マトリックスなどの高分子へ共有結合したＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしく
は調節因子が含まれる。適切なマトリックス材料には、化学的に無活性である、高多孔性
を有し、さらにペプチドリガンドと共有連結を形成できる極めて多数の官能基を有する物
質が含まれる。マトリックス材料の例およびマトリックス－リガンド複合体を調製する方
法は、Ｄｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐ
ｈｙ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８５）；
Ｌｏｗｅ，“Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ”，ｉｎ　Ｗｏｒｋ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．７，Ｐａｒｔ　ＩＩ，Ｎｏｒｔｈ－Ｈｏｌｌａｎｄ（１９７
９）；Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｂｉｏｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃ
ｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ”，ｉｎ　Ｎｅｕｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ），Ｔｈ
ｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，３ｒｄ　ｅｄ．，Ｖｏｌ．１，ｐｐ．９５－１７８（１９７５）
；およびＳｃｈｏｔｔ，Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，Ｄｅｋｋｅ
ｒ（１９８４）に記載されている。
【０１２０】
　本明細書には、ＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子と、本明細書で
考察する診断方法に使用されるいずれかのレポーター成分との複合体もまた提供される。
【０１２１】
　抗ＫＩＤ３抗体を含む本発明のＫＩＤ３アゴニスト、アンタゴニストもしくは調節因子
、ポリペプチドおよびタンパク質は、以下の基準：（ａ）ＫＩＤ３（卵巣癌、前立腺癌、
膵臓癌、肺癌、大腸癌、もしくは乳癌細胞を含むがそれらに限定されない癌細胞上のＫＩ
Ｄ３を含む）に結合する能力；（ｂ）それに最初の抗体が優先的に結合する同一ＫＩＤ３
エピトープへ優先的に結合する能力を含む、ＫＩＤ３への知られている抗ＫＩＤ３抗体の
優先的結合を競合的に阻害する能力；（ｃ）インビトロもしくはインビボで生きている細
胞の表面上に露出しているＫＩＤ３の一部分に結合する能力；（ｄ）卵巣癌、前立腺癌、
膵臓癌、肺癌、大腸癌、もしくは乳癌細胞などを含むがそれらに限定されない生きている
癌細胞の表面上に露出しているＫＩＤ３の一部分に結合する能力；（ｅ）ＫＩＤ３を発現
する癌細胞（卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌、肺癌、大腸癌、もしくは乳癌細胞などを含むが
それらに限定されない）へ化学療法剤もしくは検出可能なマーカーを送達する能力；（ｆ
）ＫＩＤ３を発現する癌細胞（卵巣癌細胞などであるがそれに限定されない）内へ治療剤
を送達する能力、のうちのいずれか（１つ以上）によって詳細に同定および特徴付けられ
る。
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【０１２２】
　一部の実施形態では、本発明の抗体は、ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－４８６０の寄託番号を備
える宿主細胞、もしくはその子孫によって生成する抗体である。本発明は、これらの寄託
されたハイブリドーマおよび等価の抗体もしくはポリペプチドフラグメント（例えば、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｃなど）、キメラ抗体、一本鎖（ＳｃＦｖ）
、それらの突然変異体、抗体部分を含む融合タンパク質、ヒト化抗体、ならびに必要な特
異性の認識部位であるエピトープ（ＫＩＤ３）を含むこれらもしくは等価の抗体のいずれ
かの他の組換え構成によって生成した抗体の様々な調製物をさらに包含している。本発明
は、抗ＫＩＤ３ファミリーメンバーの１つ以上の生物学的特性を提示するヒト抗体をさら
に提供する。抗ＫＩＤ３ファミリーの等価の抗体（ヒト化抗体およびヒト抗体を含む）、
ポリペプチドフラグメント、ならびにこれらのフラグメントのいずれかを含むポリペプチ
ドは、上述した５つの基準のいずれか（１つ以上）によって同定および特徴付けられる。
【０１２３】
　一部の実施形態では、ＫＩＤ３に結合する本発明の抗体、ポリペプチドおよびタンパク
質は、本明細書に明記したＫＩＤ３への抗ＫＩＤ３抗体の優先的結合を競合的に阻害する
抗体、ポリペプチドおよびタンパク質である。一部の実施形態では、抗体、ポリペプチド
およびタンパク質は、μ抗ＫＩＤ３抗体が優先的に結合するのと同一のＫＩＤ３エピトー
プへ優先的に結合する。
【０１２４】
　したがって、本発明は、以下の：（ａ）上記に同定した寄託番号を備える宿主細胞もし
くはその子孫によって生成した抗体と；（ｂ）そのような抗体のヒト化形と；（ｃ）その
ような抗体の１つ以上の軽鎖および／または重鎖可変領域を含む抗体と；（ｄ）そのよう
な抗体の重鎖および軽鎖の可変領域と同種もしくはそれに由来する可変領域、ならびにヒ
ト抗体の重鎖および軽鎖の定常領域と同種もしくはそれに由来する定常領域を含むキメラ
抗体と；（ｅ）そのような抗体の１つ以上（少なくとも１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、
もしくは６つ）の軽鎖および／または重鎖ＣＤＲを含む抗体と；（ｆ）そのような抗体の
重鎖および／または軽鎖を含む抗体と；（ｇ）そのような抗体と等価であるヒト化抗体と
、のうちのいずれか（または、上記のいずれかを含む薬学的組成物を含む組成物）を提供
する。抗体のヒト化形は、最初の抗体または上記で同定した寄託番号を備える宿主細胞に
よって生成した抗体と同一のＣＤＲを有していても、有していなくてもよい。ＣＤＲ領域
の決定は、当業者の技術の範囲内に含まれる。一部の実施形態では、本発明は、上記に同
定した寄託されたハイブリドーマ（または、一部の実施形態ではこれらの抗体の１つの全
６つのＣＤＲと実質的に相同であるまたはこれらの抗体の１つに由来する）の１つによっ
て生成した抗体の少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、
少なくとも５つのＣＤＲと実質的に相同である少なくとも１つのＣＤＲを含む抗体または
上記に同定した寄託番号を備える宿主細胞によって生成した抗体を提供する。他の実施形
態は、本明細書に同定した寄託されたハイブリドーマから生成された抗体またはそのよう
な抗体に由来する抗体の少なくとも２つ、３つ、４つ、５つもしくは６つのＣＤＲと実質
的に相同である少なくとも２つ、３つ、４つ、５つもしくは６つのＣＤＲを有する抗体を
含んでいる。本発明の目的では、結合特異性および／または総合活性（これは癌細胞の成
長および／または増殖を減少させるため、癌細胞におけるアポトーシス性細胞死を誘導す
るため、転移の発生を遅延させるためおよび／または姑息的に治療するために化学療法剤
を癌細胞へ、もしくは癌細胞内へ送達することに関してであってよい）は概して維持され
るが、活性の程度は寄託されたハイブリドーマによって生成した抗体と比較すると相違す
ることがある（大きくなることも小さくなることもある）。本発明は、これらの抗体のい
ずれかを作製する方法も提供する。抗体を作製する方法は当技術分野において知られてお
り、本明細書で記載する。
【０１２５】
　本発明は、本発明の抗体のアミノ酸配列を含むポリペプチドをも提供する。一部の実施
形態では、ポリペプチドは、前記抗体の１つ以上の軽鎖および／または重鎖可変領域を含
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んでいる。一部の実施形態では、ポリペプチドは、前記抗体の軽鎖および／または重鎖Ｃ
ＤＲの１つ以上を含んでいる。一部の実施形態では、ポリペプチドは、前記抗体の３つの
軽鎖および／または重鎖のＣＤＲを含んでいる。一部の実施形態では、ポリペプチドは以
下の：最初の抗体の配列の少なくとも５連続アミノ酸、少なくとも８連続アミノ酸、少な
くとも約１０連続アミノ酸、少なくとも約１５連続アミノ酸、少なくとも約２０連続アミ
ノ酸、少なくとも約２５連続アミノ酸、少なくとも約３０連続アミノ酸のうちのいずれか
を有する抗体のアミノ酸配列を含み、このとき前記アミノ酸の少なくとも３つは抗体の可
変領域由来である。１つの実施形態では、可変領域は最初の抗体の軽鎖由来である。また
別の実施形態では、可変領域は前記抗体の重鎖由来である。また別の実施形態では、５（
もしくはそれ以上）連続アミノ酸は、前記抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）由来である。
【０１２６】
　一部の実施形態では、ＫＩＤ３を発現する本発明の細胞、ＫＩＤ３の一部分、本発明の
抗ＫＩＤ３抗体もしくはその他のＫＩＤ３結合性ポリペプチドは、それらのインビボＫＩ
Ｄ３生物活性を調節するために個体へ直接的に投与される。
【０１２７】
　（治療目的でＫＩＤ３調節因子および抗ＫＩＤ３抗体を使用する方法）
　ＫＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、癌もしくは他の疾患を備える個体において治
療目的で使用されてよい。抗ＫＩＤ３抗体を用いた治療は、上述したようにインビトロお
よびインビボ両方における複合体の形成を包含することができる。１つの実施形態では、
抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体は、癌細胞に結合してその増殖を減少させることができる
。抗体は、生理的（例、インビボ）条件で結合を促進する濃度で投与されると理解されて
いる。別の実施形態では、ＫＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、例えば大腸癌、肺癌
、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、膵臓癌、腎臓癌および例えば肉腫などの他のタイプの癌の様
々な組織の癌細胞へ向けられる免疫療法のために使用できる。また別の実施形態では、Ｋ
ＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、単独で癌細胞に結合して細胞分割を減少させるこ
とができる。また別の実施形態では、ＫＩＤ３に対するモノクローナル抗体は、癌細胞に
結合して転移の発生を遅延させることができる。さらにまた別の実施形態では、癌を備え
る個体に抗ＫＩＤ３抗体を用いる姑息的治療が与えられる。癌を有する個体の姑息的治療
には、疾患の不都合な症状または癌の進行には直接の影響を及ぼさずにその疾患に対して
与えられる他の治療の結果として生じる胃原性症状を治療もしくは減少させる工程が含ま
れる。これは、疼痛、栄養補給、性機能障害、心理的苦悩、抑うつ、疲労、精神障害、悪
心、嘔吐などを緩和するための治療を含んでいる。
【０１２８】
　そのような状態では、抗ＫＩＤ３抗体は、ＡＤＣＣを強化する薬剤などの個体固有の免
疫応答を強化もしくは指令する薬剤と一緒に投与されてよい。ＡＤＣＣを強化する、もし
くは減少させるために、抗ＫＩＤ３抗体のグリコシル化パターンもまた修飾することがで
きる。抗体の差別的グリコシル化がＡＤＣＣ反応を増加させることは証明されている（米
国特許第６，６０２，６８４号）。抗体へのフコシル化の減少もまたＡＤＣＣ反応の増加
と結び付いている（Ｙａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ，ｅｔ　ａｌ．，２００４）。ＡＤＣＣ
を減少させる修飾は、一般に当技術分野において知られており、一部の実施形態では適用
可能である。
【０１２９】
　さらにまた別の実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体は、放射性分子、毒素（例、カリケアマ
イシン）、化学療法用分子リポソーム、もしくは化学療法用化合物を含有するその他の小
胞と結合体化する、もしくは結び付けることができ、抗体によって認識されるエピトープ
を含有する癌細胞へこれらの化合物を向かわせるため、したがって癌細胞もしくは疾患細
胞を排除するためにそのような治療を必要とする個体へ投与される。何らかの特定の理論
に限定しなくても、抗ＫＩＤ３抗体はその表面にＫＩＤ３を有する細胞によって内在化さ
れ、したがって治療作用を誘導するために結合体化された成分を細胞へ送達する。さらに
また別の実施形態では、抗体は、転移の発生を遅延させるためにエピトープを発現する癌
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の外科的除去時点にアジュバント療法として使用できる。抗体は、腫瘍のサイズを減少さ
せるため、したがって手術を可能もしくは単純化し、手術中に組織を切除せずに残すため
および／または結果として生じる傷跡を減少させるために、エピトープを発現する腫瘍を
備える個体に手術前に投与する（ネオアジュバント療法）こともできる。
【０１３０】
　本発明の実践においては、細胞周期に会わせた投与が企図されている。そのような実施
形態では、事前に決定した時期に腫瘍もしくはその他の標的疾患細胞の細胞周期に同期化
するために化学療法剤が使用される。それに引き続いて、本発明の抗ＫＩＤ３抗体の投与
（単独でまたは追加の治療成分と一緒に）が行なわれる。また別の実施形態では、抗ＫＩ
Ｄ３抗体は第２ラウンドの治療の投与前に細胞周期に同期化して細胞分割を減少させるた
めに使用される；第２ラウンドは抗ＫＩＤ３抗体および／または追加の治療成分の投与で
あってよい。
【０１３１】
　化学療法剤には、癌細胞、薬剤およびリポソームもしくは化学療法化合物を含有するそ
の他の小胞にとって有害であるあらゆる物質を含む、放射性分子、例えば細胞毒素もしく
は細胞毒性物質とも呼ばれる毒素が含まれる。適切な化学療法剤の例には、１－デヒドロ
テストステロン、５－フルオロウラシルデカルバジン、６－メルカプトプリン、６－チオ
グアニン、アクチノマイシンＤ、アドリアマイシン、アルデスロイキン、アルキル化剤、
アロプリノールナトリウム、アルトレタミン、アミフォスチン、アナストロゾール、アン
スラマイシン（ＡＭＣ）、細胞分裂抑制薬、ｃｉｓ－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（Ｄ
ＤＰ）シスプラチン、ジアミノジクロロ白金、アントラサイクリン、抗生物質、代謝拮抗
物質、アスパラギナーゼ、ＢＣＧ生ワクチン（嚢内）、リン酸ベタメタゾンナトリウムお
よび酢酸ベタメタゾン、ビカルタミド、硫酸ブレオマイシン、ブスルファン、ロイクオリ
ンカルシウム、カリケアマイシン、カペシタビン、カルボプラチン、ロムスチン（ＣＣＮ
Ｕ）、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリビン、コル
ヒチン、結合体化卵胞ホルモン、シクロホスファミド、シクロトスファミド、シトラビン
、シトラビン、サイトカラシンＢ、サイトキサン、デカルバジン、ダクチノマイシン、ダ
クチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、塩酸ダウニルビシン、クエン酸ダウノルビ
シン、デニロイキンジフチトクス、デクサラゾキサン、ジブロモマンニトール、ジヒドロ
キシアントラシンジオン、ドセタキセル、メシル酸ドラステロン、塩酸ドキソルビシン、
ドロナビノール、大腸菌Ｌ－アスパラギナーゼ、エメチン、エポエチンアルファ、エルウ
ィニアＬ－アスパラギナーゼ、エステル化卵胞ホルモン、エストラジオール、リン酸エス
トラムスチンナトリウム、臭化エチジウム、エチニルエストラジオール、エチドロネート
、エトポシドシトロロルム因子、リン酸エトポシド、フィルグラスチム、フロクスウリジ
ン、フルコナゾール、リン酸フルダラビン、フルオロウラシル、フルタミド、フォリン酸
、塩酸ゲムシタビン、糖質コルチコイド、酢酸ゴセレリン、グラミシジンＤ、塩酸グラニ
セトロン、ヒドロキシ尿素、塩酸イダルビシン、イホスファミド、インターフェロンα－
２ｂ、塩酸イリノテカン、レトロゾール、ロイコボリンカルシウム、酢酸ロイプロリド、
塩酸レバミソール、リドカイン、ロムスチン、メイタンシノイド、塩酸メクロレタミン、
酢酸メドロキシプロゲステロン、酢酸メゲストロール、塩酸メルファラン、ｍｅｒｃａｐ
ｔｉｐｕｒｉｎｅ、メスナ、メトトレキセート、メチルテストステロン、ミトラマイシン
、マイトマイシンＣ、ミトーテン、ミトキサントロン、ニルタミド、酢酸オクトレオチド
、塩酸オンダンセトロン、パクリタキセル、パミドロン酸二ナトリウム、ペントスタチン
、塩酸ピロカルピン、プリマイシン、カルムスチンインプラントを伴うポリフェプロサン
２０、ポルフィマーナトリウム、プロカイン、塩酸プロカルバジン、プロプラノロール、
リツキシマブ、サルグラモスチム、ストレプトゾトシン、タモキシフェン、タキソール、
テニポシド、テノポシド、テストラクトン、テトラカイン、チオエパクロラムブシル、チ
オグアニン、チオテーパ、塩酸トポテカン、クエン酸トレミフェン、トラスツズマブ、ト
レチノイン、バルルビシン、硫酸ビンブラスチン、硫酸ビンクリスチンおよび酒石酸ビノ
レルビンが含まれるが、それらに限定されない。
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【０１３２】
　好ましい実施形態では、細胞毒素は、非分裂細胞が比較的に毒性作用を受けないので、
分裂細胞もしくは急速分裂細胞において特に有効である。
【０１３３】
　本発明の抗体は、それらが結合する疾患もしくは癌細胞内に内在化させることができる
ので、このため例えばそれらの不都合な活性のために内在化させる必要がある細胞毒素内
へ送達するなどの、治療適用のために特に有用である。そのような毒素の例には、サポリ
ン、カリケアマイシン、アウリスタチン（ａｕｒｉｓｔａｔｉｎ）およびメイタンシノイ
ドが含まれるが、それらに限定されない。
【０１３４】
　本発明の抗体、ポリペプチドまたはその他の治療剤もしくは診断薬は、直接的もしくは
間接的に、放射性分子、毒素、もしくはその他の治療剤へまたは共有的もしくは非共有的
に治療剤を含有するリポソームもしくはその他の小胞へ結び付ける（結合体化もしくは連
結を含む）ことができる。抗体は、前記抗体がその標的ＫＩＤ３に結合できる限り、前記
抗体に沿ったあらゆる場所で放射性分子、毒素、もしくは化学療法用分子へ連結させるこ
とができる。
【０１３５】
　毒素もしくは化学療法剤は、直接的もしくは間接的（例えば、リンカー基を介して、あ
るいは米国特許第５，５５２，３９１号に記載されているようにプラットフォーム分子な
どの適切な付着部位を備える連結分子を介して）のいずれかで適切なモノクローナル抗体
へカップリング（例えば共有結合）させることができる。本発明の毒素および化学療法剤
は、当技術分野において知られている方法を用いて特定の標的タンパク質へ直接的にカッ
プリングさせることができる。例えば、薬剤と抗体との間の直接的反応は、各々が相互に
反応できる置換体を有する場合に可能である。例えば、一方の上のアミノ基もしくはスル
フヒドリル基などの求核基は、他方の上の無水物もしくは酸ハロゲン化物などのカルボニ
ル含有基とまたは良好な離脱基（例、ハロゲン化物）を含有するアルキル基と反応するこ
とができる。
【０１３６】
　本発明の抗体もしくはポリペプチドまたはその他の治療剤もしくは診断薬は、マイクロ
キャリアを介して化学療法剤へ連結させることもできる。マイクロキャリアは、水に不溶
性であり、サイズが約１５０、１２０もしくは１００μｍ未満、より一般的には約５０～
６０μｍ未満、好ましくは約１０、５、２．５、２もしくは１．５μｍ未満のサイズを有
する生分解性もしくは非生分解性粒子を意味する。マイクロキャリアには、約１μｍ未満
、好ましくは約５００ｎｍ未満のサイズを有するマイクロキャリアである「ナノキャリア
」が含まれる。そのような粒子は当技術分野において知られている。固相マイクロキャリ
アは、アガロースもしくは架橋アガロースから形成されたマイクロキャリア、ならびに当
技術分野において知られている他の生分解性物質を含んでいるまたは含んでいない生体適
合性の天然ポリマー、合成ポリマーもしくは合成コポリマーから形成された粒子であって
よい。生分解性固相マイクロキャリアは、哺乳動物の生理的条件下で、分解性（例えば、
ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）およびそれらのコポリマー）、腐食性（例えば、３
，９－ジエチリデン－２，４，８，１０－テトラオキサスピロ［５．５］ウンデカン（Ｄ
ＥＴＯＳＵ）などのポリ（オルトエステル）もしくはセバシン酸のポリ（無水物）などの
ポリ（無水物））であるポリマーから形成することができる。マイクロキャリアは、その
液相マイクロキャリアが生分解性であることを条件に、抗原決定基を含まないリポソーム
、もしくはｉｓｃｏｍ（コレステロールおよびリン脂質、アジュバント－活性サポニンの
安定性複合体である、免疫刺激複合体）などの液相（例、油もしくは脂質を基剤とする）
または水中油型もしくは油中水型エマルジョン中で見いだされる液滴もしくはミセルであ
ってもよい。生分解性液相マイクロキャリアは、典型的には、スクアレンおよび植物油を
含む多数が当技術分野において知られている生分解性油を組み込んでいる。マイクロキャ
リアは、典型的には球形であるが、球形とは相違するマイクロキャリアもまた容認できる
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（例、楕円形、棒形など）。それらの（水に関して）不溶性の性質のために、マイクロキ
ャリアは水および水を基剤とする（水性）溶液から濾過できる。
【０１３７】
　本発明の抗体、ポリペプチドまたは他の治療剤もしくは診断薬を含む本発明の複合体は
、毒性薬剤もしくは化学療法剤へカップリングすることのできる基と抗体へカップリング
することのできる基の両方を含有する二官能リンカーを含んでいてよい。リンカーは、結
合能力への干渉を回避するために抗体を薬剤から離しておくためのスペーサーとして機能
できる。リンカーは、開裂可能もしくは非開裂可能であってよい。リンカーは、さらにま
た薬剤もしくは抗体への置換体の化学的反応性を増加させるため、したがってカップリン
グ効率を上昇させるために機能することもできる。化学的反応性の上昇は、さもなければ
不可能であろう薬剤または薬剤上の官能基の使用も促進することができる。二官能リンカ
ーは、当技術分野において知られている手段によって抗体へカップリングさせることがで
きる。例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルなどの活性エステル成分を含有す
るリンカーは、アミド連結を介して抗体内のリシン残基へカップリングするために使用で
きる。また別の実施例では、求核性アミンもしくはヒドラジン残基を含有するリンカーは
、抗体炭水化物残基の糖分解酸化によって生成したアルデヒド基へカップリングさせるこ
とができる。これらの直接的カップリング方法に加えて、リンカーはアミノデキストラン
などの中間キャリアによって抗体へ間接的にカップリングさせることができる。これらの
実施形態では、修飾された連結は、リシン、炭水化物または中間キャリアのいずれかを介
して行われる。１つの実施形態では、リンカーはタンパク質内の遊離チオール残基へ部位
選択的にカップリングさせられる。タンパク質上のチオール基への選択的カップリングの
ために適切な成分は、当技術分野においてよく知られている。実施例には、ジスルフィド
化合物、α－ハロカルボニルおよびα－ハロカルボキシル化合物およびマレイミドが含ま
れる。α－ハロカルボニルもしくはカルボキシル基と同一分子中に求核アミン官能基が存
在する場合は、アミンの分子内アルキル化を介して環化が発生する可能性が存在する。こ
の問題を防止するための方法は、例えばアミンおよびα－ハロ官能基が、望ましくない環
化を立体化学的に好ましくないものにするアリール基もしくはトランス－アルケンなどの
柔軟性ではない基によって分離されている分子の調製によるように、当業者にはよく知ら
れている。ジスルフィド成分を介するメイタンシノイドと抗体との複合体の調製について
は、米国特許第６，４４１，１６３号を参照されたい。
【０１３８】
　抗体―薬物複合体を調製するために使用できる開裂可能なリンカーの１つは、受容体媒
介性エンドサイトーシス中に遭遇するエンドソームおよびリポソームなどの様々な細胞内
構成要素の酸性環境を利用するｃｉｓ－アコニット酸に基づく酸不安定性リンカーである
。例えば、ダウノルビシンと高分子キャリアとの複合体の調製についてはＳｈｅｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１０２：１０４８
－１０５４（１９８１）；ダウノルビシンと抗黒色腫抗体との複合体の調製についてはＹ
ａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃ．Ｉｎｓｔ．８０：１１５４－１１５９
（１９８８）；ダウノルビシンと抗Ｔ細胞抗体との複合体を調製するための類似方法で酸
不安定性リンカーを使用することについてはＤｉｌｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ．４８：６０９７－６１０２（１９８８）；ペプチドスペーサーアームを介し
てダウノルビシンを抗体へ連結させることについてはＴｒｏｕｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７９：６２６－６２９（１９８２）を参照されたい
。
【０１３９】
　本発明の抗体（もしくはポリペプチド）または他の治療剤もしくは診断薬は、当技術分
野において知られているいずれかの方法によって放射性分子に結合体化（連結）させるこ
とができる。抗体を放射標識するための方法の考察については、“Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅ
ｒａｐｙ　ｗｉｔｈ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｔ”，Ｄ．Ｍ．Ｇ
ｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ｅｄ．（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，１９９５）
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を参照されたい。
【０１４０】
　あるいは、抗体は米国特許第４，６７６，９８０号にＳｅｇａｌによって記載されたよ
うに抗体ヘテロ複合体を形成するために第二抗体に結合体化させることができる。架橋結
合抗体の形成は、免疫系の標的を例えばＫＩＤ３を発現する癌もしくは疾患細胞などの特
定タイプの細胞へ合わせることができる。
【０１４１】
　本発明は、化学療法剤へ連結したＫＩＤ３に結合する抗ＫＩＤ３抗体もしくは他の実施
形態を使用して、癌（前立腺癌、肺癌、乳癌、卵巣癌、膵臓癌、もしくは大腸癌を含むが
それらに限定されない）を備える個体における転移の発生を遅延させる方法をさらに提供
する。一部の実施形態では、前記抗体は非ヒト抗ＫＩＤ３抗体のヒト化形もしくはキメラ
形である。
【０１４２】
　さらにまた別の実施形態では、抗体は、転移の発生を遅延させるためにエピトープを発
現する癌の外科的切除時点にアジュバント療法として使用できる。抗体もしくは化学療法
剤と結び付けられた抗体は、腫瘍のサイズを減少させるため、したがって手術を可能もし
くは単純化し、手術中に組織を切除せずに残すためおよび／または結果として生じる傷跡
を減少させるために、エピトープを発現する腫瘍を備える個体に手術前に投与する（ネオ
アジュバント療法）こともできる。
【０１４３】
　さらにまた別の実施形態では、本明細書に記載したＫＩＤ３結合実施形態のいずれかは
、ＫＩＤ３を発現する癌細胞に結合することができ、ＫＩＤ３を発現する癌細胞中で細胞
死事象を誘導する。一部の場合は、細胞死事象はアポトーシス経路を通ってまたは壊死性
経路を通ってまたは腫脹性経路を通って発生する。
【０１４４】
　さらにまた別の実施形態では、本明細書に記載したＫＩＤ３結合実施形態のいずれかは
、ＫＩＤ３を発現する癌細胞に結合することができ、ＫＩＤ３を発現する癌細胞に対して
活性免疫応答を誘導する。一部の場合は、活性免疫応答は、癌細胞の死を引き起こす（例
えば、癌細胞に結合する抗体がアポトーシス性細胞死を誘導する）または癌細胞の増殖を
阻害する（例えば、細胞周期進行を遮断する）ことができる。他の場合には、本明細書に
記載した新規抗体のいずれかは癌細胞に結合することができ、抗体依存性細胞傷害活性（
ＡＤＣＣ）はそれに抗ＫＩＤ３抗体が結合する癌細胞を排除することができる。したがっ
て、本発明は、本明細書に記載した組成物のいずれかを投与する工程を含む、免疫応答を
刺激する方法を提供する。
【０１４５】
　一部の場合には、抗体結合は細胞性および体液性免疫応答をどちらも活性化し、そして
より多くの天然キラー細胞または癌細胞を破壊するために個体の免疫系をいっそう活性化
するサイトカイン（ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－α、ＴＮＦ－βなど）
の産生増加を補強することができる。さらにまた別の実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体は癌
細胞に結合することができ、マクロファージもしくは他の食細胞は癌細胞をオプソニン化
することができる。
【０１４６】
　投与のためには抗ＫＩＤ３抗体もしくはそのフラグメントの様々な調製物が使用されて
よい。一部の実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体もしくはそのフラグメントの様々な調製物が
そのまま投与されてよい。薬学上活性な薬剤に加えて、本発明の組成物は、当技術分野に
おいてよく知られており、薬学上の有効な薬剤の投与を促進する、もしくは活性化合物を
作用部位へ送達するために医薬上使用できる調製物へ加工するのを促進する相当に不活性
な物質である賦形剤および助剤を含む適切な薬学的に受容可能なキャリアを含んでいてよ
い。例えば、賦形剤は形状もしくは粘稠度を与えることができるまたは希釈剤として機能
できる。適切な賦形剤には、安定剤、湿潤剤および乳化剤、浸透圧を変化させるための塩
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、カプセル化剤、緩衝剤および皮膚浸透強化剤が含まれるが、それらに限定されない。
【０１４７】
　腸管外投与のために適合する調製物には、例えば水溶性塩などの水溶性形にある活性化
合物の水溶液が含まれる。さらに、注射用油性懸濁液のために適切な活性化合物の懸濁液
もまた投与することができる。適切な親油性溶媒もしくはビヒクルには、例えばゴマ油な
どの脂肪油または例えばオレイン酸エチルもしくはトリグリセリドなどの合成脂肪酸エス
テルが含まれる。注射用水性懸濁液は、懸濁液の粘度を増加させる物質を含有していてよ
く、例えばカルボキシルメチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよび／またはデキ
ストランが含まれる。任意で、懸濁液は安定剤もまた含有していてよい。リポソームは、
細胞内へ送達するために薬剤を被包化するためにも使用できる。
【０１４８】
　本発明による全身性投与のための医薬調製物は、経腸、腸管外もしくは局所投与用に調
製することができる。実際に、全３種のタイプの調製物は、有効成分の全身性投与を達成
するために同時に使用されてよい。腸管外および非腸管外薬物送達のための賦形剤ならび
に調製物については、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　２０ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
（２０００）に述べられている。
【０１４９】
　経口投与のために適切な調製物には、硬質もしくは軟質ゼラチンカプセル、ピル剤、コ
ーティング錠を含む錠剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤、もしくは吸入剤およびそ
れらの徐放型が含まれる。
【０１５０】
　一般に、これらの薬剤は注射（例、腹腔内、静脈内、皮下、筋肉内など）による投与の
ために調製されるが、他の投与形態（例、経口、経粘膜など）もまた使用できる。したが
って、抗ＫＩＤ３抗体は、好ましくは食塩液、リンゲル液、ブドウ糖液などの薬学的に受
容可能なビヒクルと結合される。
【０１５１】
　特定投与レジメン、すなわち用量、時期および反復回数は、特定の個体およびその個体
の病歴に依存するであろう。一般に、少なくとも約１００μｇ／ｋｇ（体重）、より好ま
しくは少なくとも約２５０μｇ／ｋｇ（体重）、いっそうより好ましくは少なくとも約７
５０μｇ／ｋｇ（体重）、いっそうより好ましくは少なくとも約３ｍｇ／ｋｇ（体重）、
いっそうより好ましくは少なくとも約５ｍｇ／ｋｇ（体重）、いっそうより好ましくは少
なくとも約１０ｍｇ／ｋｇ（体重）が投与される。
【０１５２】
　半減期などの経験による考察が、一般に用量の決定に寄与するであろう。抗体の半減期
を延長させるため、そして抗体が宿主の免疫系によって攻撃されるのを防止するためには
、ヒト化抗体または完全ヒト抗体などのヒト免疫系と適合する抗体を使用できる。投与頻
度は治療を進行しながら決定および調整することができ、癌細胞数の減少、癌細胞の減少
の維持、癌細胞の増殖の減少または転移の発生の遅延に基づいている。あるいは、抗ＫＩ
Ｄ３抗体の連続徐放性調製物が適切なことがある。徐放性を達成するための様々な調製物
および器具は当技術分野において知られている。
【０１５３】
　１つの実施形態では、抗ＫＩＤ３抗体の用量は、１回以上の投与が与えられている個体
において経験的に決定することができる。個体には、抗ＫＩＤ３抗体が用量を増量させな
がら投与される。抗ＫＩＤ３抗体の有効性を評価するためには、特定の癌の疾患状態につ
いてのマーカーを追跡することができる。これらには、触診もしくは目視観察による腫瘍
サイズの直接的測定、Ｘ線もしくは他のイメージング技術による腫瘍サイズの間接的測定
；直接腫瘍生検および腫瘍サンプルの顕微鏡検査によって評価されるような改善；間接的
腫瘍マーカー（例、前立腺癌についてのＰＳＡ）の測定、疼痛もしくは麻痺の減少；腫瘍
に関連する発語、視力、呼吸もしくはその他の障害の改善；食欲の増加；または容認され
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た検査によって測定されるクオリティ・オブ・ライフの向上もしくは余命の延長が含まれ
る。当業者には、用量が個体、癌のタイプ、癌の病期、癌が個体における他の場所へ転移
し始めているかどうか、そして以前に使用されたおよび現在使用されている併用療法に依
存して変動することは明白であろう。
【０１５４】
　その他の調製物には、リポソームなどのキャリアを含むがそれに限定されない、当技術
分野において知られている適切な送達形が含まれる。例えば、Ｍａｈａｔｏ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９７）Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．１４：８５３－８５９を参照されたい。リポソーム
製剤には、サイトフェクチン、多重膜小胞および単膜小胞が含まれる。
【０１５５】
　一部の実施形態では、２つ以上の抗体が存在してよい。これらの抗体はモノクローナル
またはポリクローナルであってよい。そのような組成物は、癌腫、腺癌、肉腫または腺肉
腫に対して反応性である少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも
４つ、少なくとも５つの相違する抗体を含有していてよい。抗ＫＩＤ３抗体は、卵巣、乳
房、肺、前立腺、大腸、腎臓、皮膚、甲状腺、骨、上部消化管および膵臓を含むがそれら
に限定されない器官における癌腫、腺癌、肉腫、もしくは腺肉腫に対して反応性である１
つ以上の抗体と混合することができる。１つの実施形態では、相違する抗ＫＩＤ３抗体の
混合物が使用される。抗体の混合物は、当技術分野においてしばしば示されているように
、極めて広い範囲の個体集団を治療する際に特に有用なことがある。
【０１５６】
　以下の実施例は、本発明を限定するためではなく例示するために提供する。
【実施例】
【０１５７】
　（実施例１．免疫原としてのヒト腎細胞の調製）
　妊娠齢１０から１８週のヒト胎児腎を、カリフォルニア州アラメダ郡に所在するＡｄｖ
ａｎｃｅｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈから入手した。腎臓を入手し、
氷の上の組織培養培地に入れて研究所へ輸送された。到着後直ちに、腎臓を洗浄培地（ペ
ニシリン／ストレプトマイシンおよびゲンタマイシンを含有する低温ＰＢＳ）へ移した。
ピンセットで外側の膜を取り除き、７０％エタノール中で腎臓を短時間洗浄し、次に洗浄
培地中で２回洗い流した。腎臓を１００ｍｍ乾燥培養皿内で外科用剪刀を用いて１ｍｍの
立方体へ切り刻んだ。これらの組織片を、本明細書ではＩ／３Ｆと呼ぶ１０ｍＬの規定血
清無含有培地中で平板培養した。
【０１５８】
　本実施例のために使用した培地は、以下の構成成分を含有していた：ｐＨ７．２、浸透
圧２９５ｍＭで、０．１８ｇ／Ｌの塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）、０．２９８ｇ／Ｌの
塩化カリウム（ＫＣｌ）、０．００００１２６２９ｇ／Ｌの硝酸カリウム（ＫＮＯ３）、
０．０６８ｇ／Ｌの硫酸マグネシウム（ＭｇＳＯ４）（無水物）、０．０３７ｇ／Ｌの塩
化マグネシウム－６Ｈ２Ｏ、６．２ｇ／Ｌの塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）、１．２ｇ／Ｌ
の重炭酸ナトリウム（ＮａＨＣＯ３）、０．０４３ｇ／Ｌのリン酸ナトリウム（ＮａＨ２

ＰＯ４－Ｈ２Ｏ）、０．０８８ｇ／Ｌの二塩基性リン酸ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）、
０．００００１２６２９ｇ／Ｌの亜セレン酸ナトリウム（ＮａＳｅＯ３－５Ｈ２Ｏ）、０
．００００００３５１ｇ／Ｌのメタバナジン酸アンモニウム、０．０００００３７２ｇ／
Ｌのモリブデン酸－４Ｈ２Ｏ（ｍｏｌｙｂｄｉｃ　ａｃｉｄｅ－４Ｈ２０）（アンモニウ
ム）、０．００００００７５ｇ／Ｌの硫酸銅－５Ｈ２Ｏ、０．０００２５０２ｇ／Ｌの硫
酸第一鉄－７Ｈ２Ｏ、４．５３Ｅ－０８ｇ／Ｌの硫酸マンガン、０．０００２５８９ｇ／
Ｌの硫酸亜鉛－７Ｈ２Ｏ、２ｇ／Ｌのフルクトース、３．５７ｇ／ＬのＨｅｐｅｓ、０．
００００４８３ｇ／Ｌのプトレッシン－２ＨＣｌ、０．００００６１８ｇ／Ｌのチオクト
酸、０．１１００３ｇ／Ｌのピルビン酸ナトリウム、０．００００２５２３ｇ／Ｌのリノ
ール酸、０．０２０１７３ｇ／ＬのＬ－アラニン、０．０１７５ｇ／ＬのＬ－アスパラギ
ン（フリーベース）、０．００４５ｇ／ＬのＬ－アスパラギン－Ｈ２Ｏ、０．１２２０１
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ｇ／ＬのＬ－アルギニン－ＨＣｌ、０．０２４９９３ｇ／ＬのＬ－アスパラギン酸、０．
０６３９８ｇ／ＬのＬ－システイン－２ＨＣｌ、０．００５２６８ｇ／ＬのＬ－システイ
ン－ＨＣｌ－Ｈ２Ｏ、０．０５６９１３ｇ／ＬのＬ－グルタミン酸、０．６ｇ／ＬのＬ－
グルタミン、０．０２３２５３ｇ／Ｌのグリシン、０．０３５６９１ｇ／ＬのＬ－ヒスチ
ジンＨＣｌ－Ｈ２Ｏ、０．０７４６８２ｇ／ＬのＬ－イソロイシン、０．０７７４３６ｇ
／ＬのＬ－ロイシン、０．１１３１６２ｇ／ＬのＬ－リシン－ＨＣｌ、０．０２２３４４
ｇ／ＬのＬ－メチオニン、０．０４７６８８ｇ／ＬのＬ－フェニルアラニン、０．０３８
３５９ｇ／ＬのＬ－プロリン、０．０３２５５３ｇ／ＬのＬ－セリン、０．０７００７３
ｇ／ＬのＬ－トレオニン、０．０１１８１２ｇ／ＬのＬ－トリプトファン、０．０７５１
６８８ｇ／ＬのＬ－チロシン（二ナトリウム塩）、０．０６９３１６ｇ／ＬのＬ－バリン
、０．００００１１２９９ｇ／Ｌのビオチン、０．００２８７１４ｇ／ＬのＤ－パントテ
ン酸カルシウム、０．００６９８８ｇ／Ｌの塩化コリン、０．００３１９７２ｇ／Ｌの葉
酸、０．０１０４４６ｇ／ＬのＩ－イノシトール、０．００２８１０９８ｇ／Ｌのナイア
シンアミド、０．００２８ｇ／Ｌの塩酸ピロドキサール、０．００００１８５１ｇ／Ｌの
塩酸ピリドキシン、０．０００２９１２８ｇ／Ｌのリブロフラビン（ｒｉｂｒｏｆｌａｖ
ｉｎ）、０．００２９０１１ｇ／Ｌの塩酸チアミン、０．００００４９９ｇ／Ｌのビタミ
ンＢ１２。本発明の実施では一般に使用される様々な細胞培養培地を使用できるが、現在
好ましい実施形態は、血清無含有のフルクトースをベースとする細胞培養培地を使用する
。そのような培地は、その開示が全体として本明細書に組み込まれる米国特許出願第６０
／５０４，６７４号の中に見いだすことができる。
【０１５９】
　組織片を、１５ｍＬ遠心チューブ内へ移し、この組織片を１，０００×ｇで５分間にわ
たり遠心した。組織片を、インスリン（１０μｇ／ｍＬ）、トランスフェリン（１０μｇ
／ｍＬ）、上皮増殖因子（２０ｎｇ／ｍＬ）、ソマトトロピン（０．００５ＩＵ／ｍＬ）
、ブタ下垂体抽出物（０．２％）、ニワトリ血清（０．１％）、ゲンタマイシン（１００
μｇ／ｍＬ）、ペニシリン／ストレプトマイシン（１×）およびコラゲナーゼ／ディスパ
ーゼ（０．１％）を含有するＩ／３Ｆ培地中に懸濁させ、４℃で一晩インキュベートした
。翌日、消化された組織片を１，０００×ｇで５分間遠心し、Ｉ／３Ｆ培地を用いて２回
洗浄した。ペレットを、インスリン（１０μｇ／ｍＬ）、トランスフェリン（１０μｇ／
ｍＬ）、上皮増殖因子（２０ｎｇ／ｍＬ）、ソマトトロピン（０．００５ＩＵ／ｍＬ）、
ブタ下垂体抽出物（０．２％）およびニワトリ血清（０．１％）含有するＩ／３Ｆ培地中
に再懸濁させ、フィブロネクチンを事前に塗布しておいた１０ｃｍプレート内で培養した
。
【０１６０】
　これらの培養条件下で、ヒト胎児腎細胞を基質を塗布したプレートへ付着させ、単層と
して増殖した。培養培地は週２回取り換えた。
【０１６１】
　細胞を収集するために、細胞単層をカルシウムおよびマグネシウム無含有のハンクス生
理食塩液を用いて１回洗い流し、３７℃で１５分間にわたりハンクス生理食塩液中の１０
ｍＭ　ＥＤＴＡ中でインキュベートした。細胞を、静かにピペッティングすることによっ
て培養表面から剥離した。この細胞懸濁液を１，０００×ｇで５分間遠心することによっ
てペレット化した。上澄みを取り除き、細胞を適切に非変性性アジュバントを含む血清無
含有培地（Ｉ／３Ｆ培地）中に再懸濁させた。
【０１６２】
　（実施例２．モノクローナル抗体の生成）
　非変性性アジュバント（Ｒｉｂｉ，Ｒ７３０，Ｃｏｒｉｘａ、モンタナ州ハミルトン）
をリン酸緩衝食塩液中で再水和させて４ｍＬとした。この再水和アジュバント１００μＬ
を４００μＬのハンクス平衡食塩液で希釈し、これを引き続き免疫のために使用する実施
例１からの細胞ペレットの一部と静かに混合した。細胞ペレットの残りの部分は、アジュ
バントを含めないこと以外は上記と同様に溶液中で免疫のためにハンクス平衡食塩液中で



(39) JP 4621674 B2 2011.1.26

10

20

30

40

50

調製した。
【０１６３】
　マウス１匹当たりおよそ１０６個のヒト胎児腎細胞をほぼ週１回もしくは２回、足蹠を
介してＢａｌｂ／ｃマウスに注射した。精確な免疫スケジュールは以下のとおりである：
第０日、免疫プラスＲｉｂｉ。第３日、Ｒｉｂｉとともに免疫。第７日、Ｒｉｂｉととも
に免疫。第３８日、Ｒｉｂｉなしで免疫。第４２日、Ｒｉｂｉなしで免疫。第４５日、Ｒ
ｉｂｉなしで免疫。第４９日、Ｒｉｂｉなしで免疫。第５６日、Ｒｉｂｉなしで免疫。第
６３日、Ｒｉｂｉなしで免疫。第８２日、力価検査のために採血。第８４日、Ｒｉｂｉと
ともに免疫。第８７日、Ｒｉｂｉとともに免疫。第９４日、Ｒｉｂｉとともに免疫。第１
０１日、灌流による追加刺激（Ｒｉｂｉなし）。第１０４日、融合のためにリンパ節を収
集。
【０１６４】
　第８２日に、ＦＡＣＳ分析を用いてヒト胎児腎細胞に対する抗体の力価を検査するため
に、各免疫動物の尾から１滴の血液を採血した。力価が少なくとも１：２０００に達した
時点で、マウスをＣＯ２チャンバー内で頸椎脱臼により致死させた。ハイブリドーマ調製
のために、リンパ節を収集した。
【０１６５】
　最高力価を示したマウス由来のリンパ節を、３５％ポリエチレングリコール４０００を
用いてマウス骨髄腫細胞株Ｘ６３－Ａｇ８．６５３と融合させた。融合から１０日後に、
ハイブリドーマ上澄みを蛍光活性化細胞分離分析（ＦＡＣＳ）によってヒト胎児腎細胞特
異的モノクローナル抗体の存在についてスクリーニングした。各ハイブリドーマからの馴
化培地をヒト胎児腎細胞のアリコートと一緒に３０分間インキュベートした。インキュベ
ーション後、細胞サンプルを洗浄し、０．１ｍＬ希釈液中に再懸濁させ、４℃で３０分間
、ヤギ抗マウスＩｇＧの１μｇ／ｍＬのＦＩＴＣ結合体化Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと
一緒にインキュベートした。細胞を洗浄し、０．５ｍＬのＦＡＣＳ希釈液中に再懸濁させ
、ＦＡＣＳｃａｎ細胞分析装置（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、カリフォルニア州
サンホゼ）を用いて分析した。ＦＡＣＳによって評価された１つ以上の癌細胞株の表面へ
の結合に基づいて、その後の増殖、クローニングおよび特徴付けのためにハイブリドーマ
クローンを選択した。ＫＩＤ３と名付けられたエピトープに結合するμ抗ＫＩＤ３と名付
けられたモノクローナル抗体を作製するためのハイブリドーマを選択した。
【０１６６】
　（実施例３．μ抗ＫＩＤ３を含む、抗ＫＩＤ３抗体の精製）
　ヒト胎児腎細胞を１０．０ｍＭ　ＥＤＴＡの存在下で組織培養フラスコから剥離し、１
，４００ｒｐｍで５分間遠心し、１％ＢＳＡおよび２ｍＭ　ＥＤＴＡ（ＦＡＣＳ希釈液）
を含有するＰＢＳ中に再懸濁させた。細胞を計数し、１０７個／ｍＬへ調整した。約０．
１ｍＬの細胞を３７℃で３０分間、１００μＬのＦＡＣＳ希釈液中で１００μＬのハイブ
リドーマ上澄みと一緒にインキュベートした。ヒト胎児腎細胞に結合するモノクローナル
抗体を、プロテインＧ親和性クロマトグラフィーを用いて組織培養上澄みから精製した。
抗体精製工程には以下の材料を使用した：ハイブリドーマ組織培養上澄み、Ｉｍｍｕｎｏ
ｐｕｒｅ（Ｇ）ＩｇＧ結合バッファー（Ｐｉｅｒｃｅ番号２１０１１、イリノイ州ロック
フォード）、Ｉｍｍｕｎｏｐｕｒｅ　ＩｇＧ溶離バッファー（Ｐｉｅｒｃｅ番号２１００
９）、濃塩酸（ｐＨ調整用）、Ｃｏｒｎｉｎｇ社製１リットルのＰＥＳ（ポリエーテルス
ルホン）、０．２２μｍフィルター（Ｃｏｒｎｉｎｇ番号４３１０９８、ニューヨーク州
コーニング）、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社製ＧｒａｄｉＦｒａｃシステム
（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社、ニュージャージー州ピスカタウェイ）、プ
ロテインＧ－セファロース４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｉａ番号１７－０６１８－０２）、３Ｍ　ＫＳＣＮ／５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．８）
であるストリッピングバッファーおよびＰＢＳ（リン酸緩衝食塩液）３Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐ
Ｈ９．０）。
【０１６７】
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　本明細書ではμ抗ＫＩＤ３と呼ぶマウス抗ヒトＫＩＤ３抗体を精製するために、上澄み
の容量を測定し、この上澄みに等量の結合バッファ―を添加した。混合液を室温へ平衡さ
せた。上澄みを０．２２μｍフィルターに通過させることにより透明化させた。Ｇｒａｄ
ｉＦｒａｃシステム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社）を用いて、この上澄みを
プロテインＧカラムへ装填した。このカラムをカラム容量の５～１０倍の結合バッファー
を用いて洗浄した。溶離バッファーを用いてモノクローナル抗体を溶離し、２ｍＬのフラ
クションを収集した。フラクションのＯＤ２８０示度を入手し、モノクローナル抗体を含
有するフラクションをプールした。１／２０量の３Ｍ　Ｔｒｉｓを添加することによって
、溶離したモノクローナル抗体フラクションを中和した。このサンプルを４℃で１×ＰＢ
Ｓ中で透析した（１回の交換に付き少なくとも３時間かけてバッファーを３回交換した）
。精製モノクローナル抗体を無菌濾過（０．２μＭ）し、２～８℃で保存した。
【０１６８】
　ハイブリドーマ上澄みからのμ抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体の精製後、ヒト胎児腎細
胞への結合について再検査した。細胞サンプルを上述したとおりに調製し、様々な濃度で
精製抗体と一緒にインキュベートした。インキュベーション後、細胞を洗浄し、０．１ｍ
Ｌ希釈液中に再懸濁させ、４℃で３０分間、ヤギ抗マウスＩｇＧの１μｇのＦＩＴＣ結合
体化Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと一緒にインキュベートした。細胞を洗浄し、０．５ｍ
ＬのＦＡＣＳ希釈液中に再懸濁させ、ＦＡＣＳｃａｎセルソーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ、カリフォルニア州サンホゼ）を用いて分析した。ＦＡＣＳｃａｎヒスト
グラム上の右へのシフトは、精製抗体がまだヒト胎児腎細胞に結合することを示していた
。
【０１６９】
　他の実験では、生細胞ＥＬＩＳＡを用いてＫＩＤ３へのμ抗ＫＩＤ３の結合を検査した
。下記の方法を使用したが、当分野において一般に知られている他の方法も適用できる。
細胞（ＳＫＯＶ３、ＳＫＢＲ３、ＳＫＭＥＳ、ＳＷ４８０、ＨＴ－２９およびＨＰＡＦ－
ＩＩ－－すべてをＡＴＣＣ、メリーランド州ベセスダから購入した）を、組織培養処置９
６ウェル組織培養プレート（Ｆａｌｃｏｎ）上の培地を含有する１０％ウシ胎児血清（Ｆ
ＢＳ）中でコンフルエントな状態になるまで増殖させた。細胞から培養培地を洗い流し、
室温で１時間、１％　ＢＳＡおよび０．１％アジ化ナトリウムを含有するハンクス平衡食
塩液（ＨＢＳＳ）中で所望の濃度の５０μＬの所望の抗体と一緒にインキュベートした。
細胞を次に１ウェル当たり１００μＬのＨＢＳＳを用いて３回洗浄し、その後に室温で３
０分間、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合体化二次抗体（ＨＢＳＳ中で１ウェ
ル当たり５０μＬに希釈）と一緒にインキュベートした。細胞を最後にＨＢＳＳを用いて
３回洗浄し、プレートに１ウェル当たり１００μＬで変色基質（ＴＭＢ基質、ＫＰＬ）を
添加した。１ウェル当たり１００μＬの１Ｍリン酸を添加して変色反応を停止させた。発
色したプレートを４５０ｎｍの光学密度で読み取った。
【０１７０】
　μ抗ＫＩＤ３抗体を産生するハイブリドーマは、ＰＴＡ－４８６０のＡＴＣＣ番号を有
している。
【０１７１】
　（実施例４．免疫組織化学検査方法）
　癌患者からの冷凍組織サンプルをＯＣＴ化合物中に包埋し、ドライアイスを用いてイソ
ペンタン中で急速冷凍した。凍結切片を、厚さ５μｍのＬｅｉｃａ製３０５０ＣＭマイク
ロトームを用いて切断し、ｖｅｃｔａｂｏｕｎｄを塗布したスライド上に載せて解凍した
。切片は－２０℃でエタノールを用いて固定し、室温で一晩かけて風乾させた。固定した
切片は、使用時まで－８０℃で保存した。免疫組織化学検査のために、組織切片を取り出
し、最初に室温で３０分間ブロッキングバッファー（ＰＢＳ、５％正常ヤギ血清、０．１
％Ｔｗｅｅｎ　２０）中でインキュベートし、次に１２０分間、ブロッキングバッファー
中に希釈したμ抗ＫＩＤ３およびコントロールのモノクローナル抗体（１μｇ／ｍＬ）と
一緒にインキュベートした。切片を次にブロッキングバッファーを用いて３回洗浄した。
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結合したモノクローナル抗体は、０．１Ｍ酢酸ナトリウムバッファー（ｐＨ５．０５）お
よび０．００３％過酸化水素（Ｓｉｇｍａ社製品番号Ｈ１００９）中のヤギ抗マウスＩｇ
Ｇ＋ＩｇＭ（Ｈ＋Ｌ）Ｆ（ａｂ’）２－ペルオキシダーゼ結合体およびペルオキシダーゼ
基質ジアミノベンジジン（１ｍｇ／ｍＬ、Ｓｉｇｍａ社製品番号Ｄ５６３７）を用いて検
出した。染色したスライドをヘマトキシリンを用いて対染色し、Ｎｉｋｏｎ製顕微鏡下で
検査した。
【０１７２】
　一部の場合には、適切な抗原決定基回収方法を使用した後に、免疫組織化学検査のため
にパラフィン包埋ホルムアルデヒド固定組織を使用した。そのような抗原決定基回収方法
の１つは、Ｍａｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｉｓａａｃｓｏｎ，Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ
　３５：１２９－３３（１９９９）に記載されている。当業者であれば、抗原決定基回収
および／または検出の他の方法を使用できよう。凍結組織または適切な場合は抗原回収を
行なった固定組織を用いて実施した類似の実験からの結果およびｐｏｌｙＭＩＣＡ検出を
実施した。様々な正常および癌組織への抗ＫＩＤ３抗体の結合について評価した。すべて
の場合に、コントロール固定組織中での抗体結合を凍結組織の抗体結合と相関付けた。凍
結組織からの結果は、コントロールにおいて２つが適合しなかった場合にのみ使用した。
【０１７３】
　便宜上、相違する起源からの凍結外科組織を用いた数回の実験の結合結果の要約は、以
下の表１に示した。μ抗ＫＩＤ３／試験総数に結合する腫瘍の数を列挙し、陽性結合のパ
ーセンテージを括弧内に示した。
【０１７４】
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【表１】

　ＩＨＣおよび抗ＫＩＤ３抗体を用いてＫＩＤ３発現を詳細に特徴付けるために、追加の
組織サンプルをスクリーニングした。これを要約すると、９０％を超えるヒト大腸、胃お
よび膵臓腺癌腫の臨床サンプルが抗ＫＩＤ３抗体に結合し、このことは、ＫＩＤ３の発現
を示している。評価した６４％を超えるサンプルは、腫瘍上皮全体にわたってＫＩＤ３を
一様に（腫瘍上皮中で７５％を超える染色と定義した）発現した。正常な非角質化上皮は
多数の組織においてＫＩＤ３を様々に（１０％未満から一様まで）発現したが、これらは
典型的にはそれから対応するＫＩＤ３陽性腺癌腫が発生する組織である。心血管、内分泌
、血液リンパ、神経筋および中枢神経系由来のほとんどの正常ヒト組織は、ＫＩＤ３を発
現しない。腫瘍中でのＫＩＤ３発現パターンは、対応する正常上皮中の発現パターンとは
相違している。正常上皮中でのＫＩＤ３発現の大半は細胞質中であるが、例えば大腸や胃
などの正常有極上皮中での膜ＫＩＤ３発現は主として頂端膜に限定されている。これとは
対照的に、胃および大腸腺癌腫などの腫瘍は、高分化腫瘍中での基底外側から低分化腫瘍
での膜表面全体に及ぶ発現へ進行して、他の膜ドメイン上でＫＩＤ３を発現する傾向を示
す。
【０１７５】
　（実施例５．免疫組織化学検査の結果）
　μ抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体を使用して、様々なタイプの組織由来の様々な細胞株
との反応性を検査した。結果は、弱陽性染色については、「＋」、中陽性染色については
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「＋＋」、強陽性染色については「＋＋＋」、そして陰性染色については「－」と記録し
た。
【０１７６】
　免疫組織化学検査の結果を、ＰＣＴ国際特許出願第０１／４３８６９号に記載されたよ
うに、ＣｅｌｌＡｒｒａｙ（商標）テクノロジーを用いて入手した。様々な樹立細胞株由
来の細胞はプロテアーゼを使用せずに増殖表面から取り出し、ひとまとめにしてＯＣＴ化
合物中に包埋した。細胞を冷凍して切片作製し、標準ＩＨＣプロトコールを用いて染色し
た。
【０１７７】
　様々なヒト樹立正常細胞株および腫瘍細胞株へのμ抗ＫＩＤ３抗体の結合についての結
果を、便宜的に表２へまとめた。表２に示した実験には、本明細書に記載した方法を用い
たＦＡＣＳ、生細胞ＥＬＩＳＡおよびＣｅｌｌＡｒｒａｙ（商標）が含まれている。
【０１７８】
　（表２．ヒト樹立腫瘍細胞株および正常細胞株へのμ抗ＫＩＤ３抗体の結合）
【０１７９】
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【表２－１】

【０１８０】
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【表２－２】

【０１８１】
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【表２－３】

。
【０１８２】
　（実施例６．μ抗ＫＩＤ３の腫瘍組織および正常組織への結合）
　外科的切除によって入手した（ヒト）正常組織および腫瘍組織を、実施例４と同様に冷
凍してスライドガラス上に載せた。凍結切片を、厚さ５μｍのＬｅｉｃａ製３０５０ＣＭ
マイクロトームを用いて切断し、ｖｅｃｔａｂｏｕｎｄを塗布したスライド上に解凍して
載せた。切片を－２０℃でエタノールを用いて固定し、室温で一晩かけて風乾させた。ス
ライドをＮｉｋｏｎ製顕微鏡下で検査した。ＰｏｌｙＭＩＣＡ（商標）検出キットを使用
してμ抗ＫＩＤ３の組織への結合を決定した。一次μ抗ＫＩＤ３抗体は１μｇ／ｍＬの最
終濃度で使用した。
【０１８３】
　結果を、弱陽性染色については、「１＋」、中陽性染色については「２＋」、強陽性染
色については「３＋」、そして陰性染色については「－」と記録した。限局性染色は「Ｆ
ｏｃ」と示した。正常組織とμ抗ＫＩＤ３との染色結果は表３に示した。表４は、μ抗Ｋ
ＩＤ３抗体の腫瘍組織サンプルへの結合を示している。
【０１８４】
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【０１８５】
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【表４－１】

【０１８６】
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【表４－２】

【０１８７】
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【表４－３】

【０１８８】
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【表４－４】

乳癌の病期判定は、他に明記しない限りＮＳＡＢＰである。
大腸癌の病期判定はＡＪＣＣである。
【０１８９】
　（実施例７．ＫＩＤ３を含有するタンパク質の単離）
　それに対してμ抗ＫＩＤ３が反応性であるエピトープを同定するために、免疫沈降（Ｉ
ｐｐｔ）実験を実施した。Ｉｐｐｔのために、３０個の１７５ｃｍ２フラスコに含まれる
Ｃｏｌｏ２０５細胞を３０ｍＬの溶解バッファー（フラスコ１個に付き１ｍＬ）を用いて
溶解させた。溶解バッファーは、２％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、プロテアーゼ阻害剤
カクテル（５ｍＬ溶解バッファーに付き完全ミニＥＤＴＡ無含有プロテアーゼカクテル（
Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ社）１錠）、０．１％アジ
化ナトリウムおよび２ｍＭ　ＰＭＳＦを用いて強化したハンクス平衡食塩液（ＨＢＳＳ＋
）から構成した。細胞溶解液を４℃で３０分間、２４，０００×ｇで遠心し、その後に１
ｍＬのプロテインＧ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）からなるカラムの上方
を通過させた。次に事前に透明化したＣｏｌｏ２０５細胞溶解液をプロテインＧ吸着μ抗
ＫＩＤ３（１０μｇのμ抗ＫＩＤ３を５μＬのプロテインＧと一緒に室温で３０分間プレ
インキュベートした）と一緒に４℃で２時間インキュベートした。ビーズ（事前に透明化
したプロテインＧビーズとプロテインＧ吸着μ抗ＫＩＤ３ビーズの両方）を次に溶解バッ
ファーで３回洗浄し、その後に３０μＬのＳＤＳサンプルバッファー（３％　ＳＤＳ、２
０％グリセロール、１０ｍＭ　ＤＴＴ、２％ブロモフェノールブルー、０．１Ｍ　Ｔｒｉ
ｓ、ｐＨ８．０）を用いて溶離した。２５μＬの溶離液を次にＳＤＳ－ＰＡＧＥによって
分解させ、クーマシー（ｃｏｍｍａｓｓｉｅ）染色を通して視認した。５μＬの溶離液を
ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分解させ、さらにウェスタンブロッティング法のためにニトロ
セルロースへ移した。
【０１９０】
　ブロットはμ抗ＫＩＤ３を用いて検査し、エピトープ認識を確認するためにＷｅｓｔｅ
ｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製品番号ＷＢ７１０３）を用い
て展開させた。マウスＩｇＧに対するμ抗ＫＩＤ３およびμ抗ＫＩＤ３溶離液を用いたウ
ェスタンブロッティングによって、９０ｋＤａから２５０ｋＤａに及ぶμ抗ＫＩＤ３溶離
液に固有の高度にグリコシル化したタンパク質が観察された。クーマシー（ｃｏｍｍａｓ
ｓｉｅ）染色によって、多数の、極めて弱いがおよそ１００ｋＤからおよそ２００ｋＤａ
に及ぶ高度にグリコシル化したタンパク質に典型的なμ抗ＫＩＤ３固有のスメアが観察さ
れた。
【０１９１】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルからの染色したタンパク質バンドは清潔なメスの刃を用いて切除
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し、清潔なエッペンドルフ試験管に入れた。切除したバンドは、質量分析法によるタンパ
ク質同定のために使用するまで、―２０℃で保存した。
【０１９２】
　（実施例８．タンデム質量分析法（ＭＳ／ＭＳ）を用いたμ抗ＫＩＤ３が結合するエピ
トープの特徴付け）
　μ抗ＫＩＤ３が結合するエピトープを実施例７に記載したとおりに単離し、Ｋａｎｅ　
ｅｔ　ａｌ．，２００２．の方法にしたがってタンデム質量分析法にかけた。タンパク質
はＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、コロイド状クーマシーブルー試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を用いてゲルを染色した。当該タンパク質をゲル内でトリプシンを用いて消化し
た。トリプシンペプチドは、Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０００に記載されているとおりに、
イオントラップ質量分析計（Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＬＣＤＱ　ＤＥＣＡ　Ｘ
Ｐ）上でのマイクロキャピラリー液体クロマトグラフィーによってシーケンシングした。
【０１９３】
　あるいは、本発明の実践においては、例えばＭＬＡＤＩ質量分析法などの他の一般的に
知られている質量分析方法も使用できる。
【０１９４】
　質量分析実験の結果は、μ抗ＫＩＤ３特異的バンドが様々なタンパク質から構成される
ことを指摘した。
【０１９５】
　（実施例９．ＫＩＤ３を同定するための他の特徴付け実験）
　ＫＩＤ３を備えるタンパク質の炭水化物特性を試験するために、μ抗ＫＩＤ３に対して
反応性であるサイズの相違する２つの調製物（１つの調製物は８５～１００ｋＤａの範囲
のタンパク質、そしてもう１つの調製物は１００ｋＤａを超えるタンパク質を含有してい
た）は、Ｎ－グリカナーゼ、Ｏ－グリカナーゼ、シアリダーゼおよびフコシダーゼ（Ｐｒ
ｏｚｙｍｅ、カリフォルニア州）を用いて脱グリコシル化を受けさせた。製造業者のプロ
トコールにしたがった方法を使用したが、当分野において一般に知られている他の方法も
適用できる。Ｎ－グリカナーゼ処置した８５ｋＤａ～１００ｋＤａのタンパク質調製物は
、μ抗ＫＩＤ３を用いてウェスタンブロット上で分解させたときにμ抗ＫＩＤ３反応性を
示さなかった。Ｎ－グリカナーゼ処置した＞１００ｋＤａのタンパク質調製物は、μ抗Ｋ
ＩＤ３を用いてウェスタンブロット上で分解させたときにμ抗ＫＩＤ３反応性の約６０％
減少を示した。さらにＮ－グリカナーゼ処置＞１００ｋＤａタンパク質調製物は、μ抗Ｋ
ＩＤ３を用いてウェスタンブロット上で分解させたときにμ抗ＫＩＤ３反応性を示さなか
った。これらの結果は、ＫＩＤ３が、フコースを含有していてもしていなくてもよい、Ｎ
－連結炭水化物である可能性が高いことを指摘している。
【０１９６】
　ＫＩＤ３を含有する精製タンパク質をマイクロタイターウェル（ＮＵＮＣ　Ｍａｘｉｓ
ｏｒｂ、ＮＵＮＣ）上で不動化し、１％ＢＳＡを含有するＨＢＳＳを用いてブロッキング
した。ブロックしたプレートへ、非シアリル化形およびシアリル化形両方のＬｅｗｉｓ抗
原ＬｅＡ、ＬｅＢ、ＬｅＸおよびＬｅＹ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、カリフォルニア州サン
ディエゴ）に対して立てた抗体を導入した。これらの抗体は２０μｇ／ｍＬ、５０μＬ／
ウェルで使用し、室温で１時間かけてＫＩＤ３を含有するタンパク質に結合させ、ブロッ
キングバッファー中で希釈した。インキュベーション時間の終了後、プレートをＨＢＳＳ
を用いて洗浄し、ＨＢＳＳ中の１：１０００で使用したＨＲＰ結合体化二次抗体（Ｊａｃ
ｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、ペ
ンシルベニア州）をプレート上の状態の半分へ導入した。残り半分へは、５０μＬ／ウェ
ルの容量でＨＲＰ結合体化ストレプトアビジン（２μｇ／ｍＬ）およびビオチニル化μ抗
ＫＩＤ３（２μｇ／ｍＬ）の混合物を導入した。ビオチニル化μ抗ＫＩＤ３はＨＢＳＳ中
で希釈し、二次抗体およびμ抗ＫＩＤ３の両方を室温で３０分間かけてプレート上で相互
作用するに任せた。３０分間のインキュベーション時間の終了後、プレートをＨＢＳＳで
洗浄し、各ウェルに１００μＬ／ウェルの基質溶液（ＴＭＢ基質、ＫＰＬ、オハイオ州ク
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リーブランド）を添加した。変色を観察し、室温で５分後に１００μＬの１Ｍ　リン酸を
添加して停止させた。このプレートを４５０ｎｍの光学密度で読み取った。これらの実験
から得られたデータは、ＫＩＤ３を発現するタンパク質が、Ｌｅｗｉｓ抗原ＬｅＡに対し
て惹起された抗体によって認識されることを指摘している。しかしＬｅＡに対する抗体は
、μ抗ＫＩＤ３と同一結合部位に対して競合することはできなかった。これは、ＫＩＤ３
がＬｅＡを用いて同時に見いだすことはできるが、実際にはＬｅｗｉｓ抗原とは無関係の
エピトープであることを示しているであろう。
【０１９７】
　（実施例１０．μ抗ＫＩＤ３が大腸癌細胞株に及ぼす作用）
　単層として増殖させたときに抗体がインビトロで細胞数を減少させる能力を、様々な量
の試験もしくはコントロール精製抗体の存在もしくは非存在下で増殖させた細胞単層を用
いて評価し、さらにＭＴＴを用いて細胞数の変化を評価した。ＭＴＴは、ミトコンドリア
酵素の活性を測定し、相対生育性細胞数と相関付ける色素である。当該細胞は、９６ウェ
ルプレート内で１０％ウシ胎児血清を補給したＦ１２／ＤＭＥＭ（１：１）増殖培地中で
平板培養して増殖させた。下記の細胞株を９６ウェルプレートの３つずつのウェル内で、
下記の密度で平板培養した：Ｃｏｌｏ２０５およびＣａｌｕ３、各々１５００個および１
８００個／ウェル。平板培養の直後に、μ抗ＫＩＤ３を添加した。細胞は、５日間にわた
り３７℃、５％　ＣＯ２／大気に設定した加湿インキュベータ内で．インキュベートした
。アッセイの終了時に、ＭＴＴをＰＢＳ（５ｍｇ／ｍＬ）中に溶解させ、１：１０の希釈
率でウェルへ直接的に添加した。プレートを４時間にわたりインキュベータ内へ戻した。
インキュベーション後、培地を取り除き、ＭＴＴ沈降物を可溶化するために１００μＬの
ＤＭＳＯを添加した。プレートを５４０に設定したプレートリーダー上で読み取った。
【０１９８】
　μ抗ＫＩＤ３は、腫瘍性細胞死の誘導を通して容量依存性方法で大腸癌細胞Ｃｏｌｏ２
０５の増殖を阻害した。しかし、μ抗ＫＩＤ３は肺癌細胞Ｃａｌｕ３（μ抗ＫＩＤ３が結
合しない）もしくはＨＴ２９（低レベルのＫＩＤ３を発現するもう１つの大腸癌細胞株）
の増殖を１０μｇ／ｍＬの最終濃度で阻害しなかった。本実施例の方法にしたがった抗Ｋ
ＩＤ３抗体の能力を測定した数種のインビトロ実験の結果は図４に示した。図５は、化学
療法剤イリノテカンおよび５ＦＵと併用した場合の抗ＫＩＤ３抗体のインビトロ活性を示
している。
【０１９９】
　（実施例１１．μ抗ＫＩＤ３および毒素結合体化抗マウスＩｇＧの内在化）
　Ｍａｂ－ＺＡＰ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カリフォ
ルニア州サンディエゴ）は、タンパク質合成を阻害する毒素であるサポリンに結合体化し
た抗マウスＩｇＧである。この毒素は、細胞膜不透過性である。モノクローナル抗体が内
在化可能である細胞表面抗原決定基に結合すると、毒素複合体は結合モノクローナル抗体
に結合して内在化し、最終的には細胞を死滅させることができる。毒性活性を証明するた
めの内在化に依存して、Ｍａｂ－ＺＡＰは、所定の表面エピトープが、細胞毒性作用を発
現する内在化に依存するいずれかの毒素にとって適切な標的として機能するかどうかを評
価するために機能することができる。したがって、Ｍａｂ－ＺＡＰは、例えばメイタンシ
ノイドおよびカリケアマイシンなどのそのような内在化依存性毒素のためのモデルとして
機能する。
【０２００】
　腫瘍細胞によるμ抗ＫＩＤ３およびサポリン結合体化抗マウスＩｇＧの内在化ならびに
サポリンの内在化後の腫瘍細胞の殺滅作用を試験するために、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含む
保存フラスコからヒト大腸癌細胞であるＣｏｌｏ２０５を取り出し、遠心した。細胞を適
切な培地中に５０，０００／ｍＬで再懸濁させ、９６ウェルプレート内に１ウェル当たり
１００μＬで平板培養した。μ抗ＫＩＤ３抗体を１０倍濃縮液として適切なウェルに直ち
に添加して、最終濃度を１０μｇ／ｍＬとした。室温に１５分間置いた後、Ｍａｂ－ＺＡ
Ｐ（製品番号ＩＴ－０４、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カ
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リフォルニア州サンディエゴ）を１０倍濃縮液として適切なウェルへ添加し、最終濃度を
０．００１ｎＭから１０ｎＭとした。４日間にわたり増殖させた後、３７℃で４時間かけ
てＭＴＴ（ストック５ｍｇ／ｍＬ　ＰＢＳ、ウェル内で１：１０の希釈率）を添加した。
次に全部のウェルから培地を取り除き、１００μＬ／ウェルのＤＭＳＯを添加した。プレ
ートを静かに回転させて青色のＭＴＴ沈降物を溶解させ、５４０ｎｍに設定したプレート
リーダーでプレートを読み取った。
【０２０１】
　０．０１ｎＭを超えるＭａｂ－ＺＡＰを添加した場合は、μ抗ＫＩＤ３の非存在下での
染色に比較してμ抗ＫＩＤ３の存在下ではＣｏｌｏ２０５におけるＭＴＴ染色の減少が見
られ、これは、ヒト大腸癌細胞Ｃｏｌｏ２０５の増殖がμ抗ＫＩＤ３およびＭａｂ－ＺＡ
Ｐの存在下では阻害されたこと、そしてμ抗ＫＩＤ３および毒素結合体化抗マウスＩｇＧ
がＣｏｌｏ２０５に内在化されたことを指摘していた。Ｍａｂ－ＺＡＰを１０ｎＭで使用
した場合は、ＭＴＴ染色における約９０％の減少が見られたが、これはμ抗ＫＩＤ３およ
びＭａｂ－ＺＡＰの結合によるＣｏｌｏ２０５の増殖の約９０％阻害に相当した。本実施
例の方法による内在化実験の結果は、図６に示した。
【０２０２】
　（実施例１２．ヌードマウス中のヒト大腸癌細胞（Ｃｏｌｏ２０５およびＨＴ２９）を
備える抗ＫＩＤ３抗体の有効性）
　ヒト大腸癌細胞をヌード（ｎｕ／ｎｕ）マウスの腎被膜下に移植した。処置動物につい
ては、Ｃｏｌｏ２０５癌細胞を左腎へ移植し、ＨＴ２９癌細胞を右腎へ移植した。各腎臓
について１回の移植を実施した（コラーゲンゲル中に５×１０５個の細胞）。移植片は２
日間増殖させた。クローンμ抗ＫＩＤ３である抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体を第３日に
１００ｍｇ／ｋｇの負荷容量で腹腔内注射し、引き続いて２日毎に３回の注射を実施した
。コントロールマウスには生理食塩液だけを注射した。最終注射の３日後、動物に麻酔を
かけ、移植片を含む腎臓について検査した。移植片とそれを取り囲む領域を固定し、パラ
フィンブロック中へ包埋し、全移植片領域を通して切片作製した。
【０２０３】
　類似のプロトコールにしたがった他の実験では、Ｃｏｌｏ２０５大腸癌細胞（腎被膜下
のコラーゲンゲル中の５×１０５個の細胞）を２日間にわたり樹立させ、第３日に１００
ｍｇ／ｋｇの負荷容量、さらに２日毎に３～５０ｍｇ／ｋｇの用量を投与した。これらの
実験では、腎臓を最終投与の４日後に収集した。
【０２０４】
　腎被膜モデル内にＣｏｌｏ２０５ヒト大腸癌細胞が植え込まれた一部の動物の腎臓は図
１に示した。図１の上方パネルはコントロール（非処置）動物から、下方パネルはＫＩＤ
３処置動物からである。
【０２０５】
　図２は、抗ＫＩＤ３抗体に対する腎被膜モデルにおけるＣｏｌｏ２０５大腸癌細胞の反
応率を評価した数例の腎被膜実験の結果についてのグラフ表示を示している。その図では
、（ＣＲ）は、いずれの切片においても腫瘍細胞が見られなかったことを意味する完全応
答を示している；ＰＲは、結果として生じた腫瘍サイズがコントロールの＜５０％である
ことを意味する部分応答を示している；そしてＮＲは、結果として生じた腫瘍サイズがコ
ントロール腫瘍の５０～１００％であることを意味する応答なしを示している。図１に示
した結果は部分応答物と評価され、Ｃｏｌｏ２０５－２と表示されている。
【０２０６】
　（実施例１３．ヒト大腸癌の皮下モデルにおけるＫＩＤ３抗体の抗腫瘍有効性）
　本試験は、大腸癌の皮下モデルにおいて抗ＫＩＤ３抗体についての用量反応性抗腫瘍デ
ータを試験するために設計された。陽性コントロールとして、細胞毒性化学療法剤である
フルオロウラシルを使用した。
【０２０７】
　培養Ｃｏｌｏ２０５ヒト大腸癌細胞をトリプシン化し、培地中で洗浄し、遠心沈降させ
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、培地１ｍＬ当たり１０８個で培地中に再懸濁させ（用量０．０５ｍＬに付き５×１０６

個）、次に最終注射用量が０．１ｍＬとなるように等量のマトリゲル（登録商標）と混合
した。試験中には７２匹のＮＣＲ．ｎｕ／ｎｕホモ接合性マウスに腹腔内投与した。試験
群は、（１）０．２ｍＬの生理食塩液コントロールを週２回ずつで１０回の処置、（２）
５０ｍｇ／ｋｇのμ抗ＫＩＤ３抗体を週２回ずつで１０回の処置、（３）５０ｍｇ／ｋｇ
のフルオロウラシル（５ＦＵ）を週１回ずつで４回の処置、（４）３５ｍｇ／ｋｇのフル
オロウラシル（５ＦＵ）を週１回ずつで４回の処置、（５）５０ｍｇ／ｋｇの抗ＫＩＤ３
抗体を週２回ずつで１０回の処置に、５０ｍｇのフルオロウラシル（５ＦＵ）を週１回ず
つで４回の処置を加える、（６）５０ｍｇ／ｋｇの抗ＫＩＤ３抗体を週２回ずつで１０回
の処置に、３５ｍｇ／ｋｇのフルオロウラシル（５ＦＵ）を週１回ずつで４回の処置を加
える。
【０２０８】
　経時的な腫瘍増殖を評価して抗腫瘍活性を決定した。腫瘍は、療法開始前に触知可能で
あった。抗体療法に応答した動物は、腫瘍再増殖までの時間を決定するために治療終了後
も維持した。
【０２０９】
　この実験の結果は図３に示した。全処置群が癌細胞の増殖を阻害することに関して生理
食塩液より有効であるのを見て取ることができる。
【０２１０】
　本明細書に記載した実施例および実施形態は単に例示することを目的としていること、
そして当業者にはそれらに照らせば様々な改変もしくは変更が示唆されること、そして本
出願の精神および範囲に含まれるべきであることを理解されたい。本明細書に言及したす
べての出版物、特許および特許出願は、各個別の出版物、特許および特許出願が詳細に、
そして個別に参考として援用されるのと同程度に本明細書に全体にわたって参考として援
用される。
【図面の簡単な説明】
【０２１１】
【図１】腎被膜モデル内に植え込まれたＣｏｌｏ２０５ヒト大腸癌細胞を有する一部の動
物の腎臓を示した図である。図１の上方パネルはコントロール（非処置）動物からであり
、下方パネルは処置動物からである。
【図２】抗ＫＩＤ３抗体の全身性投与に対する腎被膜異種移植片モデル内のＣｏｌｏ２０
５およびＨＴ－２９大腸癌細胞の応答率を示したグラフである。
【図３】皮下モデルにおいてヒト大腸癌細胞株Ｃｏｌｏ２０５に抗ＫＩＤ３抗体が及ぼす
作用を示した図である。
【図４】抗ＫＩＤ３抗体による単層中で増殖したヒト大腸癌細胞株のインビトロ阻害を例
示している数種の実験結果を表したグラフである。
【図５】化学療法剤イリノテカンおよび５ＦＵと併用した場合の抗ＫＩＤ３抗体のインビ
トロ活性を示した図である。
【図６】ヒト大腸癌細胞株Ｃｏｌｏ２０５の増殖にμ抗ＫＩＤ３およびＭａｂ－ＺＡＰ（
サポリンへの抗ＩｇＧ複合体）が及ぼす作用を示したグラフである。
【図７】天然シグナル配列を含む、抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体であるμ抗ＫＩＤ３の
κ軽鎖の核酸配列を示した図である。対応するタンパク質翻訳はＤＮＡ配列の上方に含ま
れている。
【図８】天然シグナル配列を含む、抗ＫＩＤ３モノクローナル抗体であるμ抗ＫＩＤ３の
Ｇ１重鎖の核酸配列を示した図である。対応するタンパク質翻訳はＤＮＡ配列の上方に含
まれている。
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