
(57)【要約】

本発明は、タウリン輸送体であるSolute Carrier 6(SC6

)の、低酸素関連状態、例えば癌の診断、スクリーニン

グ、治療及び予防での新規用途に関する。該タンパク質

に免疫特異的な抗体を含め、該タンパク質の発現又は活

性を調節するワクチン及び薬剤のような、該タンパク質

を含む組成物も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 の 低 酸 素 関 連 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 方 法 、 及 び ／ 又 は 前 記 状 態 の
治 療 の 有 効 性 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 か ら 得 た 生 体 試 料 内 で 以 下 の SC6
ポ リ ペ プ チ ド ：
　 ａ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 又 は 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 り ；
　 ｂ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 及 び ／ 又 は 輸 送 体
活 性 を 示 す と い う 条 件 で 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、
欠 失 、 挿 入 若 し く は 修 飾 を 有 す る 変 異 体 で あ り ； 或 い は
　 ｃ ） 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 、 上 記 ａ ） 又 は ｂ ） で 定 義 し た と お り の ポ リ ペ
プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト で あ る ；
を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 者 の 低 酸 素 関 連 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 方 法 、 及 び ／ 又 は 前 記 状 態 の
治 療 の 有 効 性 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 か ら 得 た 生 体 試 料 内 で 以 下 の 単 離
又 は 組 換 え DNA核 酸 配 列 ：
　 ａ ） 配 列 番 号 ２ の DNA配 列 、 若 し く は そ の RNA等 価 物 を 含 み 、 又 は 配 列 番 号 ２ の DNA配 列
、 若 し く は そ の RNA等 価 物 か ら 成 り ；
　 ｂ ） ａ ） の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 で あ り ；
　 ｃ ） ａ ） 若 し く は ｂ ） の 配 列 と 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ り ；
　 ｄ ） ａ ） 、 ｂ ） 及 び ｃ ） の い ず れ か の 配 列 と 実 質 的 同 一 性 を 示 す 配 列 で あ り ； 或 い は
　 ｅ ） 配 列 番 号 １ の 変 異 体 若 し く は フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 配 列 で あ る ；
の 量 を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ で 定 義 し た と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は 二 重 特 異 性 で あ り 、
或 い は 治 療 成 分 、 第 ２ 抗 体 若 し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 毒 性 物 質 又 は サ イ ト カ イ ン に
接 合 し て い る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ３ 又 は ４ で 定 義 し た と お り の 抗 体 を 用 い て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 及 び ／ 又 は 定
量 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ で 定 義 し た と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は
　 （ ii） 請 求 項 ２ で 定 義 し た と お り の 核 酸 分 子 の 発 現
を 調 節 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 候 補 薬 剤 の 存 在 下 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の
発 現 を 、 該 候 補 薬 剤 の 非 存 在 下 又 は 対 照 薬 剤 の 存 在 下 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若
し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 ； 及 び
　 該 候 補 薬 剤 が 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 を 変 化
さ せ る か ど う か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 及 び 該 候 補 薬 剤 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る か 否 か
を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 レ ベ ル 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 所 定
の 基 準 範 囲 と 比 較 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 を 阻 害 又 は 下 方 制 御 す
る 、 請 求 項 ６ 、 ７ 又 は ８ に 記 載 の 方 法 で 同 定 さ れ る 薬 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 低 酸 素 関 連 状 態 を 患 う 被 験 者 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 に 、 治 療 的
に 有 効 な 量 の 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ で 定 義 し た と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ii） 請 求 項 ２ で 定 義 し た と お り の 核 酸 分 子 、 又 は
　 （ iii） SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 を 阻 害 若 し く は 下 方 制 御 す る 薬 剤
を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 用 薬 物 の 調 製 で の 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ で 定 義 し た と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ii） 請 求 項 ２ で 定 義 し た と お り の 核 酸 分 子 、 又 は
　 （ iii） SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 を 阻 害 若 し く は 下 方 制 御 す る 薬 剤
の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 用 の 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ で 定 義 し た と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ii） 請 求 項 ２ で 定 義 し た と お り の 核 酸 分 子 、 又 は
　 （ iii） SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 を 阻 害 若 し く は 下 方 制 御 す る 薬 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 薬 剤 が 、 請 求 項 ３ 若 し く は ４ で 定 義 し た と お り の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の
方 法 、 又 は 請 求 項 １ １ 若 し く は １ ２ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 低 酸 素 関 連 状 態 が 、 癌 、 血 管 形 成 及 び 血 管 形 成 関 連 障 害 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
、 ２ 、 ５ 、 若 し く は １ ０ に 記 載 の 方 法 、 又 は 請 求 項 １ １ 若 し く は １ ２ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 癌 が 、 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、 乳 房 又 は 膵 臓 細 胞 癌 、 リ ン パ 腫 及 び 白 血 病 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 又 は 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ウ リ ン 輸 送 体 で あ る Solute Carrier 6(SC6)の 、 低 酸 素 関 連 状 態 、 例 え ば
癌 の 診 断 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び 予 防 で の 新 規 用 途 に 関 す る 。 該 タ ン パ ク 質 に 免 疫 特
異 的 な 抗 体 を 含 め 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る ワ ク チ ン 及 び 薬 剤 の よ う な 、
該 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ Solute Carrier 6）
　 ヒ ト Solute Carrier 6遺 伝 子 、 NCBI受 入 れ 番 号 NM_003043は 、 Ramamoorthy Sら に よ っ て
ク ロ ー ン 化 か つ 特 徴 づ け さ れ (1994, Biochem j, 300(Pt 3), 893-900)、 タ ウ リ ン 輸 送 体
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の cDNAは ヒ ト 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 、 高 度 に ラ
ッ ト 脳 タ ウ リ ン 輸 送 体 に 関 連 す る (US 5,658,786)。 こ の cDNAを Hela細 胞 内 に 形 質 移 入 す る
と 、 タ ウ リ ン 輸 送 体 活 性 の 顕 著 な 増 加 を も た ら す 。 cDNA誘 導 輸 送 体 の 活 性 は 、 Na + 及 び Cl -

の 存 在 に よ っ て 決 ま る 。 ク ロ ー ン 化 輸 送 体 の Na + /Cl - /タ ウ リ ン 化 学 量 論 は 、 2:1:1で あ る
。 こ の 輸 送 体 は 、 タ ウ リ ン 及 び β ア ラ ニ ン を 含 む 他 の β ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 で あ り 、 タ ウ リ
ン に 高 い 親 和 性 を 示 す (ミ ハ エ リ ス -メ ン テ ン 定 数 が 約 ６ マ イ ク ロ Ｍ )。 コ ー デ ィ ン グ 領 域
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 69,853Daの 計 算 値 Ｍ (r)の 620-ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を 予 測 す る (Ra
mamoorthy Sら , 1994)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 （ タ ウ リ ン の 細 胞 機 能 ）
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　 タ ウ リ ン (2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )偏 在 性 β ア ミ ノ 酸 は 、 ヒ ト 内 で 条 件 的 に 必 須 で あ
る 。 そ れ は メ チ オ ニ ン と シ ス テ イ ン か ら 誘 導 さ れ 、 タ ン パ ク 質 合 成 に は 利 用 さ れ な い が 、
遊 離 又 は い く つ か の 単 純 な ペ プ チ ド 内 で 見 ら れ る 。 細 胞 内 タ ウ リ ン は 、 一 般 的 に 高 濃 度 で
維 持 さ れ て い る が 、 そ の 役 割 は 細 胞 特 異 的 の よ う で あ る 。 血 漿 タ ウ リ ン レ ベ ル も 高 い が 、
外 科 的 損 傷 及 び 癌 や 敗 血 症 を 含 む 多 く の 病 的 状 態 に 応 じ て 減 少 す る こ と が 観 察 さ れ て い る
(Stapleton PPら , (1998) J Parenter Enteral Nutr, Jan-Feb, 22(1), 42-8)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 タ ウ リ ン は 公 知 の 神 経 調 節 物 質 で あ り 、 か つ 阻 害 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 別 の 重 要 な 機 能 は 、
多 く の 細 胞 内 で の 浸 透 質 (osmolyte)と し て の 機 能 で あ る 。 従 っ て 、 タ ウ リ ン は 、 心 リ ズ ム
、 収 縮 機 能 、 血 圧 、 血 小 板 凝 集 、 神 経 興 奮 性 、 体 温 、 学 習 、 運 動 行 動 、 食 物 消 費 、 視 力 、
精 子 運 動 性 、 細 胞 の 増 殖 と 生 存 能 力 、 エ ネ ル ギ ー 代 謝 及 び 胆 汁 酸 合 成 を 含 む 多 く の 生 体 プ
ロ セ ス を 調 節 し う る 。 こ れ ら 作 用 の 多 く は イ オ ン 輸 送 又 は タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 の 変 化 に 関
連 す る 。 イ オ ン 輸 送 に 及 ぼ す 効 果 は 、 膜 構 造 の 変 化 に 起 因 す る が 、 そ の 効 果 は 影 響 さ れ た
輸 送 体 の 活 性 の 変 化 に よ っ て も 等 し く 影 響 を 受 け う る 。 輸 送 体 活 性 は 、 タ ン パ ク 質 発 現 の
増 強 、 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 状 態 の 変 化 及 び 細 胞 骨 格 の 変 化 に よ っ て 変 わ り う る 。 興 味 深
い こ と に 、 こ れ ら す べ て の 事 象 は 浸 透 ス ト レ ス に よ っ て 変 化 す る (Schaffer Sら , (2000) 
Amino Acids, 19(3-4), 527-46)。
　 さ ら に 、 タ ウ リ ン は 低 酸 素 、 低 血 糖 、 虚 血 、 抗 酸 化 （ 酸 化 ス ト レ ス 及 び フ リ ー ラ ジ カ ル
の 存 在 ） 解 毒 、 及 び 解 糖 や 糖 原 形 成 の 刺 激 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 潜 在 的 に 重 要 な タ ウ リ ン の 役 割 は 、 低 酸 素 に 対 す る 細 胞 保 護 に あ る (Canas PE(1992) Ac
ta Physiol Pharmacol Ther Latinoam, 42(3), 133-7)。 腎 細 胞 培 養 に 関 す る 研 究 は 、 タ
ウ リ ン が 低 酸 素 時 に 投 与 さ れ る と 、 随 伴 細 胞 損 傷 が 顕 著 に 減 少 す る こ と を 示 し た 。 そ れ ゆ
え に 、 タ ウ リ ン は 低 酸 素 時 の 浸 透 圧 調 節 低 下 と 再 酸 素 負 荷 を 減 少 さ せ る の で 、 カ ル シ ウ ム
ホ メ オ ス タ シ ス を 著 し く 改 善 し た 。 さ ら に 、 低 酸 素 時 の Ca 2 + 流 出 及 び 再 酸 素 負 荷 時 の Ca 2 +

過 負 荷 を 有 意 に 減 ら し た 。 タ ウ リ ン の 効 果 は 、 部 分 的 に Ca 2 + チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ カ ー に よ っ
て 誘 導 さ れ る 効 果 に 匹 敵 す る 。 主 と し て 細 胞 保 護 の 原 因 で あ る １ つ の 効 果 は 、 低 酸 素 及 び
再 酸 素 負 荷 に も か か わ ら ず 細 胞 成 長 プ ロ セ ス の タ ウ リ ン 誘 導 加 速 で あ る よ う だ 。 タ ウ リ ン
の 細 胞 保 護 効 果 の ス ペ ク ト ル は 、 こ の 物 質 が 細 胞 ホ メ オ ス タ シ ス 又 は エ ナ ン チ オ ス タ シ ス
の 原 因 で あ る 生 理 的 保 護 物 質 で あ る と い う 素 因 に な る (Michalk DVら , (1996) Adv Exp Me
d Biol, 403, 223-32)。 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 状 態 で は 、 タ ウ リ ン は 興 奮 毒 性 、 例 え ば 虚 血 に 対
す る 重 要 な 保 護 メ カ ニ ズ ム を 構 成 し う る (Saransaari P, Oja S S, (2000) Amino Acids 1
9 (3-4), 509-26)。
　 最 後 に 、 タ ウ リ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ホ モ シ ス テ イ ン は 、 ヒ ト の 循 環 器 病 の 危 険 因 子 に 影
響 す る こ と が 分 か っ て い る ア ミ ノ 酸 で あ る (Nittynen Lら , (1999) Ann Med, Oct;31(5),3
18-26)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 （ 低 酸 素 及 び 腫 瘍 成 長 ）
　 腫 瘍 成 長 は 、 局 所 的 な 組 織 血 管 構 造 に よ っ て 供 給 さ れ る 酸 素 と 栄 養 物 に 依 存 す る 。 固 体
腫 瘍 は 、 正 常 組 織 に 比 べ て 不 十 分 な 酸 素 負 荷 で あ る こ と は 周 知 で あ る (Vaupel, P. W.ら , 
(eds.) Tumour Oxygenation pp219-232: Gustav Fisher Verlag, 1995)。 低 酸 素 （ 低 い 細
胞 酸 素 濃 度 、 ＜ １ ％ ） は 、 局 所 的 な 血 管 供 給 の 拡 散 ゾ ー ン の 外 側 で 腫 瘍 細 胞 が 増 殖 す る 時
に 起 こ る 。 血 管 周 囲 か ら の 内 皮 細 胞 （ 血 液 毛 管 を 裏 張 り す る 細 胞 ） の 成 長 を 刺 激 す る 低 酸
素 誘 導 因 子 （ 例 え ば VEGF） を 生 成 す る こ と （ す な わ ち 、 血 管 形 成 ） に よ っ て 、 腫 瘍 は 低 酸
素 に 応 答 す る (Weidner Nら , N Engl J Med, 1991, Jan 3, 324:1, 1-8)。 こ れ ら 腫 瘍 血 管
内 の 血 流 は 緩 慢 か つ 不 規 則 で あ り 、 結 果 と し て 不 十 分 な 酸 素 送 達 と な り 、 腫 瘍 の 低 酸 素 傾
向 を 増 殖 さ せ る (レ ビ ュ ー の た め 、 Brown J. M. Mol Med Today 6; 157-62, 2000参 照 )。
こ の 低 酸 素 誘 導 血 管 形 成 プ ロ セ ス は 、 腫 瘍 細 胞 を 宿 主 動 物 の 循 環 系 に ア ク セ ス さ せ る 。 さ
ら に 、 新 し い 血 管 は 、 腫 瘍 細 胞 が 血 液 の 循 環 に 入 っ て 遠 隔 部 位 に 転 移 す る 入 口 を 提 供 す る
(Folkman J, J Natl Cancer Inst., 1990, Jan 3;82(1):4-6)。 実 際 に 、 新 生 血 管 の 広 が

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-521877 A 2005.7.21



り は 主 要 な 乳 癌 、 膀 胱 癌 、 前 立 腺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 皮 膚 メ ラ ノ ー マ 及 び 子 宮 頚 癌 の 転 移
に 非 常 に 関 係 が あ る (Ferrara N, Breast Cancer Res Treat, 1995, 36:2, 127-37で レ ビ
ュ ー さ れ た )。 こ れ ら の 知 見 は 、 腫 瘍 血 管 新 生 を 癌 の 状 態 、 す な わ ち 、 癌 が 転 移 し て い る
か 否 か 、 か つ ど の 程 度 に 転 移 し て い る か を 予 測 す る 手 段 と し て 使 用 で き る だ ろ う と 研 究 者
ら を 導 い た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 （ 腫 瘍 治 療 で の 低 酸 素 ）
　 癌 腫 は 、 か な り の 低 酸 素 フ ラ ク シ ョ ン 、 例 え ば 、 頭 と 首 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 腫 瘍 の 80％
及 び 子 宮 頚 部 の 癌 の 腫 瘍 の 50％ を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る (Van De Wiele, Cら , (2000)
 Nuclear Med, 22, 945-947)。 低 酸 素 領 域 は 不 均 一 で あ り 、 一 部 は 腫 瘍 全 体 に 存 在 す る 異
な っ た 酸 素 圧 が 原 因 で あ る 。 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 は 、 放 射 線 及 び 化 学 療 法 を 逃 れ る 傾 向 が あ
る 。 こ れ ら 領 域 は 、 血 管 か ら 最 も 離 れ て い る の で 、 十 分 に 薬 物 が 送 達 さ れ な い 。 低 酸 素 腫
瘍 細 胞 は 、 緩 徐 増 殖 す る 傾 向 も あ り 、 多 く の 化 学 療 法 薬 物 は 、 急 速 に 分 裂 す る 腫 瘍 細 胞 だ
け を 標 的 に す る 。 こ れ は 、 低 酸 素 が 治 療 後 の 再 発 及 び さ ら に 攻 撃 的 か つ 抵 抗 性 の 腫 瘍 の 発
生 を 引 き 起 こ し う る 理 由 の １ つ だ ろ う 。 低 酸 素 は 、 細 胞 の 突 然 変 異 率 を 高 め 、 p53の よ う
な プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 に 感 受 性 の 低 い 突 然 変 異 細 胞 型 を も た ら す 。 全 体 と し て 、 腫 瘍 低 酸 素
は 、 不 十 分 な 予 知 の 予 測 子 と し て 出 現 し た 。 低 酸 素 は 、 す べ て の 固 体 腫 瘍 内 に 存 在 す る 異
常 な 状 態 な の で 、 低 酸 素 細 胞 は 抗 癌 療 法 に 非 常 に 特 異 的 な 標 的 と し て 使 用 で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 （ 血 管 形 成 ）
　 正 常 な 状 態 下 、 血 管 形 成 は 創 傷 治 癒 、 組 織 の 修 復 、 再 生 、 成 長 及 び 発 生 を 促 進 す た め に
必 要 で あ る 。 し か し 、 多 く の 病 気 状 態 は こ の プ ロ セ ス に 依 る 。 創 傷 治 癒 の プ ロ セ ス は 複 雑
で あ り 、 多 数 の 個 体 に 影 響 す る 重 大 な 医 学 的 問 題 を 意 味 す る 。 治 癒 問 題 は 、 褥 瘡 、 重 症 な
火 傷 、 糖 尿 病 性 潰 瘍 及 び 眼 傷 害 （ ド ラ イ ア イ 及 び 角 膜 潰 瘍 を 含 む ） 並 び に 外 科 的 創 傷 及 び
他 の 創 傷 関 連 症 状 の よ う な 皮 膚 創 傷 に 存 す る 。 創 傷 治 癒 の １ つ の 重 要 な 局 面 は 、 創 傷 部 位
周 囲 の 組 織 か ら の 新 し い 細 胞 の 移 動 を 制 御 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 細 胞 型 の 正 し い 分 布
と 新 し く 発 生 す る 組 織 内 の 正 確 な 組 織 機 構 を 確 立 す る た め で あ る 。 上 述 し た よ う に 、 低 酸
素 は 血 管 成 長 の 増 加 を 促 す の で 腫 瘍 成 長 に 関 連 す る 。 さ ら に 、 過 剰 な 血 管 成 長 は 、 糖 尿 病
性 網 膜 症 、 喘 息 、 黄 斑 変 性 症 、 乾 癬 及 び リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の よ う な 非 新 生 物 性 障 害 に も 寄
与 す る こ と も 分 か っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 癌 の 発 生 に 重 要 で あ り 、 か つ 癌 の 診 断 及 び 治 療 で 使 用 で き る 酸 素 -調 節 血 管 形
成 経 路 の 新 規 な マ ー カ ー 及 び 可 能 性 の あ る 標 的 を 同 定 す る こ と が 要 望 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 癌 の 免 疫 療 法 用 の 理 想 的 な タ ン パ ク 質 標 的 は 、 そ の 免 疫 応 答 が 腫 瘍 細 胞 に 標 的 に さ れ 、
か つ 他 の 器 官 に 対 し て は 標 的 に さ れ な い よ う に 、 正 常 組 織 内 で は 制 限 さ れ た 発 現 プ ロ フ ィ
ル を 有 し 、 腫 瘍 細 胞 内 で は 過 剰 発 現 さ れ な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 標 的 は 、
治 療 薬 に 近 づ き う る 細 胞 表 面 上 で 露 出 さ れ な け れ ば な ら な い 。 cDNAの 差 次 的 ス ク リ ー ニ ン
グ (Hubert, R.S.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 14523-14528 (1996)； Lucas,S., 
De Plaen, E. & Boon, T. Int. J. Cancer 87, 55-60 (2000))、 及 び 腫 瘍 特 異 性 抗 体 に よ
っ て 認 識 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 の 精 製 (Catimel, B.ら , J. Biol. Chem. 271, 25664-25670(
1996))の よ う な 方 法 を 用 い て 、 多 く の 癌 型 の 腫 瘍 抗 原 が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 低 酸 素 に 応 答 し て SC6が 細 胞 内 で 上 方 制 御 さ れ る と い う 発 見 に 基 づ く 。 我 々
の 発 見 は 、 ヒ ト 真 皮 微 小 血 管 内 皮 (HDMEC)及 び 腎 臓 癌 (RCC4)細 胞 系 内 で 低 酸 素 状 態 下 で SC6
発 現 が 増 加 す る こ と を 示 し 、 SC6が 低 酸 素 刺 激 物 に 応 答 す る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 S
C6は 、 調 査 し た 多 く の 正 常 組 織 内 で 相 対 的 に 低 量 で 発 現 し た 。 し か し 、 SC6発 現 は 、 頚 部
、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 及 び 子 宮 細 胞 癌 の い く つ か の 臨 床 組 織 試 料 内 、 臨 床 リ ン パ 腫 試 料 及 び 特
定 の 腫 瘍 細 胞 系 、 例 え ば 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 骨 髄 及 び Ｔ 細 胞 白 血 病 、 乳 房 、 腎 臓 及 び
膵 臓 癌 細 胞 系 内 で 上 昇 し 、 SC6が 多 く の 癌 タ イ プ の 発 生 で 役 割 を 果 た し 、 癌 の 治 療 及 び 診

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-521877 A 2005.7.21



断 で 好 適 な 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 SC6の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/で 入 手 可 能 な 国 立 保 健 研 究 所 (NI
H)が 維 持 し て い る GenBankデ ー タ ベ ー ス で 受 入 れ 番 号 NP_003034（ 配 列 番 号 １ ） で 見 つ け る
こ と が で き 、 核 酸 配 列 は 、 受 入 れ 番 号 NM_003043（ 配 列 番 号 ２ ） で 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、 乳 房 又 は 膵 臓 細 胞
癌 の よ う な 特 定 の 癌 、 リ ン パ 腫 、 例 え ば バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 例 え ば 骨 髄 又 は Ｔ
細 胞 白 血 病 、 血 管 形 成 及 び 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 喘 息 、 黄 斑 変 性 症 、 乾 癬 及 び リ ウ マ チ 性 関 節
炎 の よ う な 血 管 形 成 関 連 障 害 に お け る 低 酸 素 関 連 状 態 の 診 断 、 予 防 及 び 治 療 で の SC6タ ン
パ ク 質 、 例 え ば 全 長 タ ン パ ク 質 の 使 用 を 想 定 す る 。 具 体 的 に は 、 SC6の 細 胞 外 タ ン パ ク 質
に 対 し て 産 生 さ れ る 治 療 用 抗 体 の 使 用 を 想 定 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 内 の 低 酸 素 関 連 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 及 び ／
又 は 前 記 状 態 の 治 療 の 有 効 性 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。 該 方 法 は 、 前 記 被 験 者 か
ら 得 た 生 体 試 料 内 で 、 以 下 の SC6ポ リ ペ プ チ ド ：
　 ａ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 又 は 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 り ；
　 ｂ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 活 性 及 び ／ 又 は 輸 送 体
活 性 を 示 す と い う 条 件 で 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、
欠 失 、 挿 入 若 し く は 修 飾 を 有 す る 変 異 体 で あ り ； 或 い は
　 ｃ ） 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 、 上 記 ａ ） 又 は ｂ ） で 定 義 し た と お り の ポ リ ペ
プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト で あ る ；
を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 基 準 範 囲 又 は 対 照 と 比 較 す る 。 好 ま し く は 、
低 酸 素 関 連 状 態 は 、 癌 、 例 え ば 低 酸 素 癌 細 胞 で あ る 。 こ の よ う な 検 出 ／ 定 量 の 便 利 な 手 段
は 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 従 っ て 、 上 記 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 １ 個 以 上 の SC6ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 後 、 用 語 “ SC6ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 上 記 ａ ） ～ ｃ ） で 述 べ た と お り の ポ リ ペ プ チ ド を
包 含 す る 。
　 用 語 “ 低 酸 素 関 連 状 態 ” は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、
乳 房 又 は 膵 臓 細 胞 癌 の よ う な 癌 、 リ ン パ 腫 、 例 え ば バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 例 え ば
骨 髄 又 は Ｔ 細 胞 白 血 病 、 血 管 形 成 及 び 限 定 す る も の で は な い が 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 喘 息 、
黄 斑 変 性 症 、 乾 癬 及 び リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の よ う な 血 管 形 成 関 連 障 害 を 含 む 。 “ 癌 ” は 、 白
血 病 及 び リ ン パ 腫 の 両 者 を 包 含 す る 。 “ 白 血 病 ” は 、 血 液 形 成 器 官 に 関 与 し 、 か つ 体 組 織
中 の 白 血 球 数 の 異 常 な 増 加 を 特 徴 と し 、 対 応 し て 循 環 血 液 中 の 白 血 球 が 増 加 す る か し な い
場 合 が あ り 、 か つ 最 も 顕 著 に 関 与 す る 白 血 球 の 型 に よ っ て 分 類 さ れ て い る 急 性 又 は 慢 性 の
病 気 を 示 す た め に 使 用 す る 用 語 で あ る 。 “ リ ン パ 腫 ” は 、 Ｂ リ ン パ 球 由 来 の リ ン パ 芽 球 の
悪 性 腫 瘍 を 示 す た め に 使 用 す る 用 語 で あ る 。
　 “ 生 体 試 料 ” は 、 流 体 、 例 え ば 血 清 又 は リ ン パ 液 、 及 び 組 織 、 例 え ば 乳 房 組 織 、 試 料 を
包 含 す る 。
　 用 語 “ 薬 剤 (agent)” は 、 非 限 定 的 に 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し 、 及 び ／ 又 は そ の
発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 、 例 え ば 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 、 SC6ポ リ ペ プ チ
ド の ア ゴ ニ ス ト 若 し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び 分 子 、 例 え ば 化 合 物 、 又 は 生 分 子 、 例 え ば ペ
プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 者 内 の 低 酸 素 関 連 状 態 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 診 断 及 び ／ 又 は 前 記
状 態 の 治 療 の 有 効 性 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 前 記 被 験 者 か ら 得 た
生 体 試 料 内 で 以 下 の 単 離 又 は 組 換 え DNA核 酸 配 列 ：
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　 ａ ） 配 列 番 号 ２ の DNA配 列 、 若 し く は そ の RNA等 価 物 を 含 み 、 又 は 配 列 番 号 ２ の DNA配 列
、 若 し く は そ の RNA等 価 物 か ら 成 り ；
　 ｂ ） ａ ） の 配 列 に 相 補 的 な 配 列 で あ り ；
　 ｃ ） ａ ） 若 し く は ｂ ） の 配 列 と 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 で あ り ；
　 ｄ ） ａ ） 、 ｂ ） 及 び ｃ ） の い ず れ か の 配 列 と 実 質 的 同 一 性 を 示 す 配 列 で あ り ； 或 い は
　 ｅ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 又 は フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す
る 配 列 で あ る ；
の 量 を 検 出 及 び ／ 又 は 定 量 す る 工 程 を 含 む 。
　 ａ ） 、 ｂ ） 及 び ｃ ） の い ず れ か の 配 列 と 実 質 的 同 一 性 を 示 す 配 列 は 、 少 な く と も 50％ 、
少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 又
は 少 な く と も 98％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
　 以 後 、 用 語 “ SC6核 酸 分 子 ” は 、 上 記 ａ ） ～ ｅ ） で 述 べ た と お り の 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら な る 局 面 で は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 検 出 方 法 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に 標 識 し た
検 出 試 薬 を 用 い て 捕 獲 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 診
断 方 法 は 、 以 下 の よ う な 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き 、 限 定 す る も の で は な
い が 、 免 疫 沈 降 後 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 細 胞 化 学 、 免 疫 組 織 化 学 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 ELISA(エ ン ザ イ ム -リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ )、 “ サ ン ド イ ッ チ ” イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 検 定 法 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 検 定 法 、 凝 集 検 定
法 、 補 体 結 合 検 定 法 、 イ ム ノ ラ ジ オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び タ ン パ
ク 質 Ａ イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 競 合 及 び 非 競 合 検 定 シ ス テ ム が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 捕 獲 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 む 診 断 キ ッ ト を も
提 供 す る 。 さ ら に 、 該 キ ッ ト は 、 任 意 に 、 １ 種 以 上 の 以 下 の 要 素 を 含 む こ と が で き る 。
（ １ ） 診 断 、 予 防 、 治 療 モ ニ タ リ ン グ 又 は こ れ ら 用 途 の い ず れ か の 組 合 せ の た め の 捕 獲 試
薬 の 使 用 説 明 書 ；
（ ２ ） 捕 獲 試 薬 に 対 す る 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー ；
（ ３ ） 上 に 捕 獲 試 薬 を 固 定 化 す る 固 体 相 （ 試 薬 ス ト リ ッ プ の よ う な ） ； 及 び
（ ４ ） 診 断 、 予 防 又 は 治 療 用 途 又 は こ れ ら の い ず れ か の 組 合 せ の た め の 調 節 承 認 を 示 す 標
識 又 は 挿 入 断 片 。
　 捕 獲 試 薬 に 対 す る 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー が 提 供 さ れ な い 場 合 、 抗 -ペ プ チ ド 捕 獲 試 薬 自
体 を 検 出 可 能 マ ー カ ー 、 例 え ば 化 学 発 光 、 酵 素 、 蛍 光 、 又 は 放 射 性 成 分 で 標 識 化 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 産 生 で も 用 途 が あ る 。 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 SC6ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 抗 体 は 、 特 異 的 に SC6ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る
の で 、 そ れ ら を 用 い て 該 SC6ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 し 、 捕 獲 し 及 び ／ 又 は そ の 活 性 を 阻 害 す
る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は 二 重 特
異 性 で よ く 、 或 い は 治 療 成 分 、 第 ２ 抗 体 若 し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 毒 性 物 質 又 は サ
イ ト カ イ ン に 接 合 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 述 し た よ う に 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 低 酸 素 関 連 状 態 の 治 療 措 置 用 標 的 に 相 当 す る 。
さ ら に 、 本 発 明 は 、 低 酸 素 関 連 状 態 の 治 療 又 は 予 防 用 薬 剤 の 効 力 を 同 定 又 は 確 認 す る た め
の 薬 物 発 見 で 使 用 す る 検 定 法 を 提 供 す る 。 候 補 薬 剤 の 低 酸 素 関 連 状 態 、 例 え ば 癌 を 患 う 被
験 者 内 の SC6ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 調 節 す る 能 力 に つ い て 検 定 す る こ と が で き る 。 好 ま
し く は 、 候 補 薬 剤 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル を 阻 害 す る 。 低 酸 素 関 連 状
態 、 例 え ば 癌 を 患 う 被 験 者 内 の SC6ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を い か な る 低 酸 素 関 連 状 態 も 無
い 被 験 者 内 で 見 ら れ る レ ベ ル に 向 け て 調 節 可 能 な 薬 剤 を 薬 物 発 見 の 先 導 薬 剤 と し て 、 又 は
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治 療 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 例 え ば イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ゲ
ル 電 気 泳 動 後 可 視 化 、 mRNA若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 検 出 、 或 い は 本 明 細 書 で 教 示 し 又
は 当 業 者 に 公 知 の 他 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 検 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 定 法
を SC6ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 が 臨 床 疾 患 の 代 理 マ ー カ ー と し て 働 き う る 臨 床 モ ニ タ リ ン グ
又 は 薬 物 開 発 で 用 い て 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ れ ゆ え に 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 発 現
） 又 は 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 ／ 輸 送 体 活 性 ） を 調 節 （ 例 え ば 、 上 方 制 御 、 下 方 制 御 、 刺 激 又
は 阻 害 ） す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、
　 （ ｉ ） SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は
　 （ ii） SC6核 酸 分 子 の 発 現
を 調 節 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 候 補 薬 剤 の 存 在 下 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の
発 現 を 、 該 候 補 薬 剤 の 非 存 在 下 又 は 対 照 薬 剤 の 存 在 下 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若
し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 と 比 較 す る 工 程 ； 及 び 前 記 候 補 薬 剤 が 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 、 又 は 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る か ど う か を 決 定 す る 工
程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 若 し く は 活 性 レ ベ ル 、 又 は 前 記 核 酸 の 発 現 レ
ベ ル を 所 定 の 基 準 範 囲 と 比 較 す る 。 好 ま し く は 、 該 薬 剤 は SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 例 え
ば タ ン パ ク 質 発 現 、 若 し く は 活 性 、 例 え ば 結 合 ／ 輸 送 体 活 性 、 又 は SC6核 酸 分 子 の 発 現 を
下 方 制 御 又 は 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 （ 例 え ば 、 結 合 ） す る 薬 剤
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 及 び 該 候
補 薬 剤 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 薬 剤 は 、 治 療 用 薬 物 接 合 体 の 調 製 に 使 用 し う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 は 、 成 長 検 定 法 （ 低 酸 素 状 態 下 ） 、 結 合 検 定 法 又 は 翻 訳 阻 害 検 定
法 を 含 み う る 。 結 合 検 定 法 は 、 候 補 化 合 物 の 結 合 親 和 力 を SC6の 既 知 酵 素 基 質 の 結 合 親 和
力 と 比 較 す る 競 合 結 合 検 定 法 を 含 み 、 好 ま し い 酵 素 基 質 は タ ウ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 検 定 法 で 活 性 を 試 験 し う る 候 補 薬 剤 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 核 酸
（ 例 え ば 、 DNA及 び RNA） 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク
ス 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 及 び 他 の 薬 物 が 挙 げ ら れ る 。 薬 剤 は 、 技 術 的 に
公 知 の 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー 法 の 多 数 の 適 切 な ア プ ロ ー チ の い ず れ を 用 い て も 得 る こ と が で
き 、 生 物 ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に 処 理 可 能 な 平 行 固 相 又 は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； 脱 重 畳 が 必
要 な 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； “ １ ビ ー ド １ 化 合 物 ” ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 ラ イ ブ ラ リ ー ア プ
ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 他 の ４ つ の ア プ ロ ー チ は 、 ペ プ チ ド 、 非
ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 又 は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 で き る (Lam, 1997, Anticanc
er Drug DES. 12:145； US 5,738,996及 び US 5,807,683)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 法 の 例 は 、 技 術 的 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 DeWittら , 1993, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909； Erbら , 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1
1422； Zuckermannら , 1994, J. Med. Chem. 37:2678； Choら , 1993, Science 261:1303；
Carrellら , 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059； Carrellら ,1994, Angew. Che
m. Int. Ed. Engl. 33:2061； 及 び Gallopら , 1994, J. Med. Chem. 37:1233で 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 溶 液 中 （ 例 え ば 、 Houghten, 1992, Bio/Techniques
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 13:412-421） 、 又 は ビ ー ズ （ Lam, 1991, Nature 354:82-84） 、 チ ッ プ （ Fodor, 1993, N
ature 364:555-556） 、 細 菌 （ US 5,223,409） 、 胞 子 （ US 5,571,698； US 5,403,484； 及
び US 5,223,409） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cullら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-1
869） 又 は フ ァ ー ジ （ Scott及 び Smith, 1990, Science 249:386-390； Devlin, 1990, Scie
nce 249:404-406； Cwirlaら , 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382； 及 び Fe
lici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310） 上 に 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 細 胞 ベ ー ス 検 定 シ ス テ ム で SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） と 相 互
作 用 （ す な わ ち 結 合 ） す る 薬 剤 を 同 定 す る 。 こ の 実 施 形 態 に よ り 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若
し く は 核 酸 ） を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 薬 剤 又 は 対 照 薬 剤 と 接 触 さ せ 、 候 補 薬 剤 の SC6ポ リ ペ
プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） と 相 互 作 用 す る 能 力 を 決 定 す る 。 所 望 に よ り 、 こ の 検 定 法 を 用 い
て 多 数 （ 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー ） の 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ し う る 。 細 胞 は 、 例 え ば 、
原 核 生 物 起 源 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 ） 又 は 真 核 生 物 起 源 （ 例 え ば 、 酵 母 菌 又 は 哺 乳 類 ） で よ い
。 さ ら に 、 細 胞 は 内 因 的 に SC6ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き 、 或 い は 遺 伝 子 操 作 し
て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は SC6ポ リ ペ プ チ
ド （ 若 し く は 核 酸 ） 又 は 候 補 薬 剤 を 例 え ば 放 射 性 標 識 （ 3 Ｈ 、 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 若 し く は 1 2 5 Ｉ の
よ う な ） 又 は 蛍 光 標 識 （ フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ
ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド 若 し く は フ ル オ レ サ
ミ ン ） で 標 識 化 し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） と 候 補 薬 剤 と の 間 の 相 互 作 用 の 検
出 を 可 能 に す る 。 候 補 薬 剤 の SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） と 直 接 又 は 間 接 的 に 相 互
作 用 す る 能 力 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 候 補 薬 剤 と SC6
ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 免 疫 沈
降 法 又 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 フ リ ー 検 定 シ ス テ ム で SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） と 相
互 作 用 （ す な わ ち 結 合 ） す る 薬 剤 を 同 定 す る 。 こ の 実 施 形 態 に よ り 、 天 然 若 し く は 組 換 え
SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 候 補 薬 剤 又 は 対 照 薬 剤 と 接 触
さ せ 、 候 補 薬 剤 の 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 決 定 す る 。 所 望 に よ り 、 こ の 検 定
法 を 用 い て 多 数 （ 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー ） の 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ し う る 。 好 ま し く
は 、 ま ず 、 例 え ば SC6ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 か つ 結 合 す る 固 定 化 抗 体 と 接 触 さ せ る
こ と に よ っ て 、 或 い は ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 製 剤 を タ ン パ ク 質 と 結 合 す る す る よ う に 設 計 し
た 表 面 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 或 い は 核 酸 分 子 の 精 製 製 剤 を 核 酸 と 結 合 す る す る よ う
に 設 計 し た 表 面 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） を 固 定 化
す る 。 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） は 、 部 分 的 又 は 完 全 に 精 製 さ れ （ 例 え ば 、 部 分
的 又 は 完 全 に 他 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は 核 酸 が な い ） 、 或 い は 細 胞 ラ イ セ ー ト の 一 部 で よ
い 。 さ ら に 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 生 物 活 性 部 分 と 、
グ ル タ チ オ ニ ン -Ｓ -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な ド メ イ ン と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り
う る 。 代 わ り に 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て ビ オ チ ン 化 す る こ と
が で き る （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 キ ッ ト ,Pierce Chemicals; Rockford, IL, USA） 。 候 補 薬
剤 の SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 ベ ー ス 検 定 シ ス テ ム を 用 い て 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 若 し く
は 分 解 の 原 因 で あ り 或 い は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 の 原 因 で あ る 酵 素 、 若 し く は そ の
生 物 活 性 部 分 の よ う な タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 又 は タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定
す る 。 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 、 分 解 、 又 は 翻 訳 後 修 飾 を 調 節
す る た め 、 多 数 （ 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー ） の 薬 剤 を （ ｉ ） SC6ポ リ ペ プ チ ド 及 び （ ii） SC6
ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ セ シ ン グ の 原 因 で あ る タ ン パ ク 質 を 自 然 に 又 は 組 換 え 的 に 発 現 す る 細
胞 と 接 触 さ せ る 。 所 望 に よ り 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 薬 剤 を 、 自 然 に 又 は 組 換
え 的 に SC6ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ で 検 定 す る こ と が で
き る 。 候 補 薬 剤 の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 、 分 解 又 は 翻 訳 後 修 飾 を 調 節 す る 能 力 は 、 当 業
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者 に 周 知 の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き 、 限 定 す る も の で は な い が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 法 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 競 合 的 に SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 （ 例 え ば 、 結 合 ） す る 薬 剤 を
競 合 結 合 検 定 法 で 同 定 す る 。 こ の 実 施 形 態 に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 、 候
補 薬 剤 及 び 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る こ と が 分 か っ て い る 薬 剤 、 例 え ば タ ウ リ ン と 接
触 さ せ ； 候 補 薬 剤 の 該 ポ リ ペ プ チ ド と 競 合 的 に 相 互 作 用 す る 能 力 を 決 定 す る 。 代 わ り に 、
細 胞 フ リ ー 検 定 シ ス テ ム で 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 及 び 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用
す る こ と が 分 か っ て い る 薬 剤 、 例 え ば タ ウ リ ン と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 SC6ポ リ ペ プ
チ ド と 競 合 的 に 相 互 作 用 （ す な わ ち 、 結 合 ） す る 薬 剤 を 同 定 す る 。 上 述 し た よ う に 、 候 補
薬 剤 の SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 決 定 で き る 。 細 胞
ベ ー ス で あ れ 、 細 胞 フ リ ー で あ れ 、 こ れ ら 検 定 法 を 用 い て 多 数 （ 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー ）
の 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） を 発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 、 原 核
生 物 若 し く は 真 核 生 物 起 源 ） の 細 胞 を 候 補 薬 剤 又 は 対 照 薬 剤 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水
(PBS)） と 接 触 さ せ 、 か つ SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
、 例 え ば mRNA） の 発 現 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） の 発
現 を 調 節 （ す な わ ち 上 方 制 御 又 は 下 方 制 御 ） す る 薬 剤 を 同 定 す る 。 候 補 薬 剤 の 存 在 下 で の
選 択 さ れ た SC6ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 発 現 レ ベ ル を 、
候 補 薬 剤 が 非 存 在 下 （ 例 え ば 、 対 照 薬 剤 の 存 在 下 ） で の SC6ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 こ の 比 較 に 基 づ き 、 SC6ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 候 補 薬 剤 を 同 定 し う る 。 例 え ば 、 候 補 薬 剤 の 存 在 下 で の
SC6ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 発 現 が 、 そ の 非 存 在 下 に お
け る よ り 有 意 に 多 い 場 合 、 該 候 補 薬 剤 は SC6ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る mRNAの 発 現 の 刺 激 因 子 と し て 同 定 さ れ る 。 代 わ り に 、 候 補 薬 剤 の 存 在 下 で の SC6ポ
リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 発 現 が 、 そ の 非 存 在 下 に お け る
よ り 有 意 に 少 な い 場 合 、 該 候 補 薬 剤 は SC6ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る mRNAの 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 同 定 さ れ る 。 SC6ポ リ ペ プ チ ド （ 若 し く は 核 酸 ） の
発 現 レ ベ ル は 、 本 説 明 に 基 づ き 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
mRNA発 現 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 又 は RT-PCRで 評 価 で き 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 製 剤 、 又 は SC6ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る
細 胞 （ 例 え ば 、 原 核 生 物 若 し く は 真 核 生 物 細 胞 ） を 候 補 薬 剤 又 は 対 照 薬 剤 と 接 触 さ せ 、 か
つ 該 候 補 薬 剤 の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 （ 例 え ば 、 刺 激 若 し く は 阻 害 ） す る 能 力 を
決 定 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る 。
好 ま し く は 、 候 補 薬 剤 は SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る 。 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、
そ の “ 下 流 エ フ ェ ク タ ー ” 又 は 基 質 に 及 ぼ す そ の 効 果 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が
、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 信 号 伝 達 経 路 （ 例 え ば 、 細 胞 内 Ca 2 + 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 IP
3な ど ） の 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 適 切 な 基 質 上 の 標 的 の 触 媒 若 し く は 酵 素 活 性 （
例 え ば 、 タ ウ リ ン 濃 度 , Shi YRら , (2000) Acta Pharmacol Sin, Oct 23, 10, 910-918及
び Warskulat Uら , (1997) 321, 683-690） を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （
例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 応 答 性 で あ り 、 か つ 検 出 可 能 マ ー カ ー 、 例 え ば ル シ フ ェ
ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 調 節 要 素 ） の 誘 導 を 検 出 す る こ と に よ っ
て 、 或 い は 細 胞 の 応 答 、 例 え ば 、 細 胞 分 化 、 又 は あ り う る 場 合 の 細 胞 増 殖 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 、 本 説 明 に 基 づ い て 評 価 す る こ と が で き 、 こ れ ら 活 性 を 測 定 す る た め 、 当 業 者 に
周 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 US 5,401,639参 照 ） 。 そ し て 、 候 補 薬 剤 の
対 照 薬 剤 に 対 す る 効 果 を 比 較 す る こ と で 、 候 補 薬 剤 を SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の モ ジ ュ レ
ー タ ー と し て 同 定 す る こ と が で き る 。 好 適 な 対 照 薬 剤 と し て は 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)
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及 び 生 理 食 塩 水 (normal saline(NS))が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 で 使 用 す る SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 活 性 又 は 発 現 と 活 性 の
両 方 を 調 節 （ 例 え ば 、 上 方 制 御 又 は 下 方 制 御 ） す る 薬 剤 を 動 物 モ デ ル で 同 定 す る 。 適 切 な
動 物 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 モ ル モ ッ
ト 、 イ ヌ 及 び ネ コ が 挙 げ ら れ る 。 こ の 実 施 形 態 に よ り 、 候 補 薬 剤 又 は 対 照 薬 剤 を 適 切 な 動
物 に 投 与 し （ 例 え ば 、 経 口 的 、 直 腸 内 又 は 腹 腔 内 若 し く は 静 脈 内 の よ う な 非 経 口 的 に ） 、
該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 活 性 又 は 発 現 と 活 性 の 両 方 に 及 ぼ す 効 果 を 決 定 す る 。 本 発 明 で 使
用 す る SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 化 は 、 本 説 明 に 基 づ き 、 上 記 い ず れ か の 適 切 な 方 法 に
よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 二 混 成 検 定 法 又 は 三 混 成 検 定 法 に お い て 、 本 発 明 用 の SC6ポ
リ ペ プ チ ド を “ お と り タ ン パ ク 質 ” と し て 使 用 し 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 又 は SC6ポ
リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る (例 え ば 、 US5,283,317； Zervosら (1
993) Cell 72:223-232； Maduraら (1993) J. Biol. Chem. 268:12046-12054； Bartelら (19
93) Bio/Techniques 14:920-924； Iwabuchiら (1993) Oncogene 8:1693-1696； 及 び WO 94/
10300参 照 )。 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 こ の よ う な 結 合 性 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 本 発 明
用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド に 関 わ る 信 号 発 信 経 路 の 上 流 又 は 下 流 要 素 の よ う に 、 本 発 明 用 の SC6
ポ リ ペ プ チ ド に よ る 信 号 の 伝 播 に も 関 与 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 当 業 者 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド を 薬 剤 、 特 に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 （ 例 え ば 、 刺
激 又 は 阻 害 ） す る 小 分 子 の 構 造 に 基 づ い た 設 計 の 方 法 で 使 用 で き る こ と を 認 め る だ ろ う 。
前 記 方 法 は 、 以 下 の 工 程 ：
１ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 三 次 元 構 造 を 決 定 す る 工 程 、
２ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 有 望 な 反 応 性 若 し く は 結 合 性 部 位 の 三 次 元 構 造 を 推 論 す る 工 程 、
３ ） こ の 推 論 し た 反 応 性 若 し く は 結 合 性 部 位 に 反 応 若 し く は 結 合 す る と 予 測 さ れ る 候 補 薬
剤 を 合 成 す る 工 程 、 及 び
４ ） こ の 候 補 薬 剤 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 で き る か ど う か を 試 験 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 プ ロ セ ス は お そ ら く 反 復 プ ロ セ ス で あ る こ と が 分 か る だ ろ う 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 該 薬 剤 は SC6ポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 薬 剤 は 、 SC6ポ
リ ペ プ チ ド 上 の ア ロ ス テ リ ッ ク 結 合 性 部 位 に 結 合 し 、 か つ SC6ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 阻 害 す
る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 同 定 さ れ た 薬 剤 及 び そ れ ら の
上 述 し た よ う な 治 療 の た め の 使 用 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド と 相
互 作 用 し 、 或 い は そ の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 の 、 低 酸 素 関 連 状 態 、 例 え ば 癌
の 治 療 用 薬 物 の 製 造 に お け る 使 用 を も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 薬 剤 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ
ド と 相 互 作 用 し 、 或 い は そ の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 節 す る 。 こ の よ う な 薬 剤 は 、 低 酸 素
関 連 状 態 、 例 え ば 癌 の 治 療 用 薬 物 の 製 造 で 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 薬 剤 又 は 薬 剤 の
組 合 せ を 用 い た 病 気 又 は 状 態 の 治 療 又 は 予 防 方 法 に 本 明 細 書 で 言 及 し た 場 合 、 こ の よ う な
言 及 は 、 該 病 気 又 は 状 態 の 治 療 又 は 予 防 用 薬 物 （ 医 薬 組 成 物 ） の 調 製 に お け る 当 該 薬 物 又
は 薬 物 の 組 合 せ の 使 用 を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 論 じ る よ う に 、 本 発 明 の 薬 剤 は 、 低 酸 素 関 連 状 態 、 例 え ば 癌 の 治 療 又 は 予 防
で の 使 用 を 見 い だ す 。 従 っ て 、 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 任 意 に １ 種 以 上 の 薬 学 的 に 許 容
し う る 賦 形 剤 、 担 体 又 は 希 釈 剤 と 共 に 、 少 な く と も １ 種 の 薬 剤 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 を
提 供 す る 。 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 該 医 薬 組 成 物 は ワ ク チ ン と し て の 用 途 の た め 、 い ず れ
の 添 加 成 分 も ワ ク チ ン 用 途 で 許 容 性 で あ る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 こ の よ う な ワ ク チ ン 製 剤
に １ 種 以 上 の 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し う る こ と を 認 め る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 癌 、 血 管 形 成 、 及 び 他 の 血 管 形 成 関 連 障 害
、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 喘 息 、 黄 斑 変 性 症 、 乾 癬 及 び リ ウ
マ チ 性 関 節 炎 の よ う な 低 酸 素 関 連 状 態 用 の 別 の 適 切 な 治 療 と 同 時 、 別 個 又 は 経 時 的 に 投 与
す る こ と が で き る 。
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 薬 物 投 与 で 通 常 使 用 さ れ て い る い ず れ の 経 路 に よ っ て も 被 験 者 に 投 与
す る こ と が で き 、 例 え ば 、 本 医 薬 組 成 物 は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 に 対 し て 経 口 （ 頬 側 、 舌 下
を 含 む ） 、 局 所 （ 経 皮 を 含 む ） 、 経 鼻 （ 吸 入 を 含 む ） 、 直 腸 、 経 膣 又 は 非 経 口 （ 皮 下 、 筋
肉 内 、 静 脈 内 又 は 皮 内 を 含 む ） 投 与 用 に 適 合 し う る 。 所 定 の 場 合 の 投 与 に 最 適 な 経 路 は 、
特 定 の 化 合 物 又 は 医 薬 組 成 物 、 被 験 者 、 及 び 病 気 の 重 症 度 や 被 験 者 の 体 調 に よ っ て 決 ま る
だ ろ う 。 該 組 成 物 は 、 薬 学 の 分 野 で 公 知 の い ず れ の 方 法 、 例 え ば 、 活 性 薬 剤 を 担 体 、 賦 形
剤 又 は 希 釈 剤 と 関 連 づ け る こ と に よ っ て 調 製 し う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 組 成 物 は 、 通 常 、 普 通 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 無 菌 の 医 薬 組 成 物 の 一 部 と し て
供 給 さ れ る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 、 い ず れ の 適 切 な 形 態 で も よ い （ 患 者 に 投 与 す る 所 望 の 方
法 に よ っ て 決 ま る ） 。
　 経 口 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 剤 若 し く は 錠 剤 、 粉 末 若 し く は 顆 粒 、 水
性 若 し く は 非 水 性 液 体 中 の 溶 液 若 し く は 懸 濁 液 、 食 用 泡 若 し く は ホ イ ッ プ 、 又 は 水 中 油 液
状 エ マ ル ジ ョ ン 若 し く は 油 中 水 液 状 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な 分 離 性 単 位 と し て 調 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 経 口 投 与 用 の カ プ セ ル 剤 及 び 錠 剤 は 、 単 位 用 量 授 与 形 態 で よ く 、 結 合 剤 、 例 え ば シ ロ ッ
プ 、 ア カ シ ア 、 ゼ ラ チ ン 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 若 し く は ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
； 充 填 材 、 例 え ば ラ ク ト ー ス 、 糖 、 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ソ ル ビ ト
ー ル 若 し く は グ リ シ ン ； 錠 剤 化 潤 滑 剤 、 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 若 し く は シ リ カ ； 崩 壊 剤 、 例 え ば ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン ； 又 は ド デ シ ル
硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 許 容 し う る 湿 潤 剤 の よ う な 慣 習 的 な 賦 形 剤 を 含 み う る 。 錠 剤 は 、
普 通 の 医 薬 品 プ ラ ク テ ィ ス で 周 知 の 方 法 で 被 覆 す る こ と が で き る 。 経 口 液 状 製 剤 は 、 例 え
ば 、 水 性 若 し く は 油 性 懸 濁 液 、 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 シ ロ ッ プ 若 し く は エ リ キ シ ル 剤 の 形
態 で よ く 、 或 い は 使 用 前 に 水 又 は 他 の 適 切 な 媒 体 と の 再 構 成 用 乾 燥 製 品 と し て 提 供 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 液 状 製 剤 は 、 懸 濁 剤 、 例 え ば ソ ル ビ ト ー ル 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
グ ル コ ー ス シ ロ ッ プ 、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 若 し く は 水 素 化 食 用 脂 、 乳 化 剤 、 例 え ば レ シ チ ン 、
ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト 、 若 し く は ア カ シ ア ； 非 水 性 媒 体 （ 食 用 油 を 含 み う る ） 、 例 え
ば ア ー モ ン ド 油 、 グ リ セ リ ン の よ う な 油 性 エ ス テ ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 若 し く は エ
チ ル ア ル コ ー ル ； 保 存 剤 、 例 え ば メ チ ル 若 し く は プ ロ ピ ル p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 又 は
ソ ル ビ ン 酸 、 及 び 所 望 に よ り 慣 習 的 な 香 味 剤 若 し く は 着 色 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 局 所 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ ン 、 粉 末 、 溶
液 、 ペ ー ス ト 、 ゲ ル 、 含 浸 手 当 用 品 、 ス プ レ ー 、 エ ア ゾ ー ル 又 は 油 と し て 調 製 さ れ 、 か つ
保 存 剤 、 薬 物 の 浸 透 を 助 け る 溶 媒 及 び 軟 膏 や ク リ ー ム 中 の 軟 化 剤 の よ う な 適 切 な 慣 習 的 添
加 剤 を 含 む こ と が で き る 。 そ の 適 用 と し て は 、 眼 又 は 他 の 外 部 組 織 、 例 え ば 口 や 皮 膚 へ の
適 用 が 挙 げ ら れ 、 該 組 成 物 は 、 好 ま し く は 局 所 軟 膏 又 は ク リ ー ム と し て 適 用 さ れ る 。 軟 膏
に 調 製 さ れ る 場 合 、 活 性 薬 剤 は パ ラ フ ィ ン 性 若 し く は 水 混 和 性 軟 膏 基 剤 と 共 に 使 用 さ れ う
る 。 代 わ り に 、 活 性 薬 剤 は 、 水 中 油 ク リ ー ム 基 剤 若 し く は 油 中 水 基 剤 と 共 に ク リ ー ム に 調
製 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 ク リ ー ム 若 し く は 軟 膏 基 剤 及 び ロ ー シ ョ ン 用 の エ タ ノ ー
ル 若 し く は オ レ イ ル ア ル コ ー ル の よ う な 適 合 性 の 慣 習 的 な 担 体 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 眼 の 局 所 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 活 性 薬 剤 が 適 切 な 担 体 、 特 に 水 性 媒 体
中 に 分 散 又 は 懸 濁 し て い る 点 眼 剤 が 挙 げ ら れ る 。

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-521877 A 2005.7.21



　 口 内 局 所 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 ロ ゼ ン ジ 、 芳 香 製 剤 (pastilles)及 び
口 内 洗 浄 剤 が 挙 げ ら れ る 。
　 経 皮 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 は 、 長 期 間 レ シ ピ エ ン ト の 表 皮 と 緊 密 に 接 触 状 態 を 保
持 す る こ と を 意 図 し た 分 離 性 パ ッ チ と し て 提 供 さ れ う る 。 例 え ば Pharmaceutical Reserch
, 3(6), 318, (1986)に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る よ う な イ オ ン 泳 動 に よ っ て 活 性 薬 剤 を パ
ッ チ か ら 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 担 体 が 固 体 で あ る 経 鼻 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 例 え ば 20～ 500ミ ク ロ ン
の 範 囲 の 粒 径 を 有 す る 粗 粉 末 が 挙 げ ら れ 、 鼻 ま で 近 づ け て 保 持 し た 粉 末 容 器 か ら 鼻 経 路 を
通 る 急 速 吸 入 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 鼻 ス プ レ ー 又 は 点 鼻 薬 と し て 投 与 す る た め の 担 体 が 液
体 の 好 適 な 組 成 物 と し て は 、 活 性 成 分 の 水 溶 液 若 し く は 油 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。
　 吸 入 に よ る 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 種 々 タ イ プ の 手 段 の 計 量 用 量 加 圧 エ
ア ゾ ー ル 、 噴 霧 器 又 は 散 布 器 に よ っ て 生 成 し う る 微 粒 子 粉 末 又 は 噴 霧 が 挙 げ ら れ る 。
　 直 腸 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 は 、 座 薬 又 は 浣 腸 器 と し て 提 供 さ れ う る 。 座 薬 は 、 慣
習 的 な 座 薬 基 剤 、 例 え ば コ コ ア バ タ ー 又 は 他 の グ リ セ リ ド を 含 む 。
　 膣 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ペ ー ス ト
、 フ ォ ー ム 又 は ス プ レ ー 組 成 物 と し て 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 合 さ せ る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 剤 及 び 意 図 し た
レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 等 張 性 の 製 剤 を 与 え る 溶 質 を 含 有 し う る 水 性 及 び 非 水 性 無 菌 注 射 液
； 懸 濁 剤 及 び 濃 化 剤 を 含 み う る 水 性 及 び 非 水 性 無 菌 懸 濁 液 が 挙 げ ら れ る 。 該 組 成 物 は 、 単
位 用 量 又 は 多 用 量 容 器 、 例 え ば 封 止 ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル 内 で 提 供 さ れ 、 ま た 使 用 直 前 に
無 菌 液 状 担 体 、 例 え ば 注 射 用 水 の 添 加 だ け が 必 要 な 凍 結 乾 燥 状 態 で 貯 蔵 し う る 。 即 時 調 合
注 射 溶 液 及 び 懸 濁 液 は 、 無 菌 粉 末 、 顆 粒 及 び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
　 非 経 口 投 与 で は 、 活 性 薬 剤 と 、 無 菌 媒 体 、 好 ま し く は 水 を 利 用 し て 流 体 単 位 剤 形 が 調 製
さ れ る 。 使 用 す る 媒 体 と 濃 度 に よ っ て は 、 活 性 成 分 を 媒 体 中 に 懸 濁 又 は 分 散 さ せ る こ と が
で き る 。 溶 液 の 調 製 で は 、 活 性 薬 剤 を 注 射 用 水 に 溶 か し 、 無 菌 ろ 過 後 、 適 切 な バ イ ア ル 又
は ア ン プ ル に 充 填 か つ 封 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 有 利 に は 、 局 所 麻 薬 、 保 存 剤 及 び 緩 衝 剤 の よ う な 薬 剤 を 媒 体 に 溶 か す こ と が で き る 。 溶
解 性 を 高 め る た め 、 組 成 物 を バ イ ア ル に 充 填 後 凍 結 さ せ 、 真 空 下 水 を 除 去 す る こ と が で き
る 。 凍 結 乾 燥 粉 末 を バ イ ア ル 内 で 封 止 し 、 注 射 用 水 の 添 付 ア ン プ ル を 供 給 し 、 使 用 前 に 液
体 を 再 構 成 す る こ と が で き る 。 非 経 口 懸 濁 液 は 、 活 性 薬 剤 を 媒 体 に 溶 か す 代 わ り に 媒 体 中
で 懸 濁 さ せ 、 か つ 滅 菌 は ろ 過 に よ っ て は 達 成 し え な い こ と を 除 き 、 実 質 的 に 同 じ や り 方 で
調 製 さ れ る 。 活 性 薬 剤 は 、 無 菌 媒 体 に 懸 濁 さ せ る 前 に エ チ レ ン オ キ シ ド に さ ら す こ と で 滅
菌 す る こ と が で き る 。 有 利 に は 、 活 性 成 分 の 均 一 な 分 布 を 促 す た め 組 成 物 に 界 面 活 性 剤 又
は 湿 潤 剤 を 含 め る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 で 特 に 言 及 し た 成 分 に 加 え 、 本 組 成 物 は 、 問 題 の 製 剤 の タ イ プ を 顧 慮 し た 本 分 野 で 慣
習 的 な 他 の 薬 剤 を 含 ん で も よ い こ と を 理 解 す べ き で あ り 、 例 え ば 、 経 口 投 与 に 好 適 な 薬 剤
と し て は 香 味 剤 が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ら は 、 本 発 明 の 薬 剤 に 加 え 、 治 療 的 に 活 性 な 薬 剤 を 含
む こ と も で き る 。 該 担 体 は 、 製 剤 の 約 １ ％ w/w～ 約 98％ w/wま で の よ う に 存 在 し う る 。 さ ら
に 一 般 的 に は 、 そ れ ら は 製 剤 の 約 80％ ま で を 形 成 す る 。
　 本 組 成 物 は 、 投 与 方 法 に よ り 、 0.1質 量 ％ 、 好 ま し く は 10～ 60質 量 ％ の 活 性 物 質 を 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 単 位 剤 形 で 提 供 す る こ と が で き 、 一 般 的 に 封 止 容 器 で 提 供 さ れ 、 か つ
キ ッ ト の 一 部 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 通 常 （ 必 ず で は な い が
） 使 用 説 明 書 を 含 む 。 キ ッ ト は 、 多 数 の 前 記 単 位 剤 形 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 単 位
剤 形 組 成 物 は 、 毎 日 の 用 量 若 し く は 補 助 用 量 、 又 は そ の 適 切 な 割 合 の 活 性 成 分 を 含 む 組 成
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物 で あ る 。
　 医 薬 組 成 物 の 最 適 用 量 は 、 治 療 す る 状 態 の 性 質 や 程 度 、 投 与 の 形 態 、 経 路 や 部 位 、 及 び
治 療 す る 特 定 被 験 者 に よ っ て 決 ま り 、 こ の よ う な 最 適 条 件 は 通 常 の 方 法 で 決 定 す る こ と が
で き る 。 当 業 者 に は 、 治 療 の 最 適 ク ー ル 、 す な わ ち 定 義 し た 日 数 の 間 、 １ 日 に 与 え る 上 記
組 成 物 の 用 量 数 は 、 治 療 決 定 試 験 の 通 常 の ク ー ル を 用 い て 当 業 者 に よ っ て 確 か め ら れ る こ
と も 分 か る だ ろ う 。 副 作 用 が 発 生 し た ら 、 通 常 の 臨 床 プ ラ ク テ ィ ス に 従 っ て 、 投 薬 の 量 及
び ／ 又 は 頻 度 を 減 ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら な る 局 面 で は 、 本 発 明 は 以 下 の 方 法 及 び 使 用 を 提 供 す る 。
ｉ ） 低 酸 素 関 連 状 態 を 患 う 被 験 者 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 に 、 治
療 的 に 有 効 な 量 の 少 な く と も １ 種 の 本 明 細 書 で 述 べ る と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 又 は SC6核
酸 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
ii） 低 酸 素 関 連 状 態 を 患 う 被 験 者 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 に 、 治
療 的 に 有 効 な 量 の 少 な く と も １ 種 の 本 明 細 書 で 述 べ る と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又
は 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
iii） 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 の た め の 、 少 な く と も １ 種 の 本 明 細 書 で 述 べ
る と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 又 は SC6核 酸 の 使 用 。
iv） 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 の た め の 、 少 な く と も １ 種 の 本 明 細 書 で 述 べ る
と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 の 使 用 。
ｖ ） 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 用 薬 物 調 製 に お け る 、 少 な く と も １ 種 の 本 明 細
書 で 述 べ る と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド 又 は SC6核 酸 の 使 用 。
vi） 低 酸 素 関 連 状 態 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 用 薬 物 調 製 に お け る 、 少 な く と も １ 種 の 本 明 細
書 で 述 べ る と お り の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 の 使 用 。
　 好 ま し く は 、 上 述 し た さ ら な る 局 面 の 方 法 又 は 使 用 で 用 い る 薬 剤 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 癌 に お け る SC6の 重 要 性 を 考 慮 す る と 、 以 下 の 方 法 が 本 発 明 の な お さ ら な る 局 面 を 形 成
す る ：
vii） 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、 乳 房 若 し く は 膵 臓 細 胞 癌 腫 、 リ ン パ 腫 、 例 え ば バ ー
キ ッ ト リ ン パ 腫 、 又 は 白 血 病 、 例 え ば 骨 髄 若 し く は Ｔ 細 胞 白 血 病 の よ う な 癌 治 療 、 患 者 の
治 療 の モ ニ タ リ ン グ ／ 評 価 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 か ら 得 た 生 体 試 料 中 の 少 な く と も １ 種
の SC6ポ リ ペ プ チ ド の 存 否 を 決 定 す る 工 程 及 び ／ 又 は 少 な く と も １ 種 の SC6ポ リ ペ プ チ ド を
定 量 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
viii） 低 酸 素 の 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、 乳 房 若 し く は 膵 臓 細 胞 癌 腫 、 リ ン パ 腫 、 例
え ば バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 又 は 白 血 病 、 例 え ば 骨 髄 若 し く は Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞 の よ う な 低
酸 素 癌 細 胞 の 、 被 験 者 か ら 得 た 生 体 試 料 中 に お け る 同 定 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も １ 種 の
SC6ポ リ ペ プ チ ド の 存 否 を 決 定 す る 工 程 及 び ／ 又 は 少 な く と も １ 種 の SC6ポ リ ペ プ チ ド を 定
量 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 を さ ら に 完 全 に 理 解 し て も ら う た め 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド に つ い て さ ら に
詳 細 に 論 じ る 。
　 用 語 “ ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 こ れ ら
は 、 特 定 し な い 限 り 相 互 変 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 提 供 さ れ 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 実 質
的 限 度 で 他 の タ ン パ ク 質 が な い 。 従 っ て 、 本 発 明 用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 存 在 す
る 優 勢 な 成 分 で あ る 組 成 物 で 提 供 さ れ る （ す な わ ち 、 そ れ は 、 溶 媒 又 は 担 体 を 除 い て 質 量
／ 質 量 基 底 に 基 づ い て 決 定 し た 場 合 、 少 な く と も 50％ ； 好 ま し く は 少 な く と も 75％ 、 少 な
く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ の レ ベ ル で 存 在 す る ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 離 又 は 組 換 え 形 態 で よ く 、 他 の 成 分 に 融 合 し て い て
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も よ い 。 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 “ 成 熟 ” タ ン パ ク 質 の 形 態 で よ く 、 或 い は 融 合 タ ン パ ク 質
の よ う な よ り 大 き い タ ン パ ク 質 の 一 部 で も よ い 。 分 泌 性 若 し く は リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 追 加
ア ミ ノ 酸 配 列 、 プ レ -若 し く は プ レ プ ロ -タ ン パ ク 質 配 列 、 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ 、 例 え
ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 多 ヒ ス チ ジ ン 残 基 、 FLAGタ グ 、 HAタ グ 若 し く は mycタ グ の
よ う な 精 製 で 役 立 つ 配 列 を 含 む と 有 利 な こ と が 多 い 。 組 換 え 体 生 産 中 の 安 定 性 を 与 え う る
追 加 配 列 も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 配 列 は 、 追 加 配 列 若 し く は そ の 一 部 と し て
開 裂 可 能 配 列 を 組 み 込 む こ と に よ っ て 必 要 に 応 じ て 任 意 除 去 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、
SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 他 の 成 分 に 融 合 し て い て よ い 。 こ の よ う な
追 加 配 列 や ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ は 技 術 的 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 で は 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 (US 5,625,048、 US 5,777,079、 US 6,054,
321及 び US 5,804,387)、 DsRed蛍 光 タ ン パ ク 質 (Matz, M. V.ら , (1999) Nature Biotech. 
17:969-973)又 は 非 生 物 発 光 Anthozoa種 由 来 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な 局 在 化 リ ポ ー タ ー
タ ン パ ク 質 と SC6ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 が 具 体 的 に 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 ａ ） の 範 囲 内 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ の 特 定 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 り 、 或 い は 配 列
番 号 １ の 配 列 に 対 し て 追 加 の Ｎ 末 端 及 び ／ 又 は 追 加 の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 を 有 し う る 。
　 追 加 の Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 配 列 は 、 種 々 の 理 由 で 与 え ら れ る 。 こ の よ う な 追 加 配 列 を 与 え
る 方 法 は 技 術 的 に 周 知 で あ る 。 追 加 配 列 を 与 え て 、 特 定 ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 変 え る こ と
が で き る 。 こ れ は 、 特 定 の 発 現 系 内 に お け る 発 現 又 は 発 現 の 調 節 を 改 善 す る の に 有 用 で あ
る 。 例 え ば 、 追 加 配 列 は タ ン パ ク 質 分 解 開 裂 に 対 し て い く ら か の 保 護 を 与 え う る 。 こ れ は
、 ホ ル モ ン ソ マ ト ス タ チ ン に つ い て 、 そ の Ｎ 末 端 で β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 酵 素 に そ れ を 融 合
さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ た (Itakwaら , Science 198:105-63 (1977))。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 追 加 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 変 え て 同 定 又 は 精 製 を 助 け る た め に も 有 用 で あ る 。
例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 単 離 で き る 成 分 に ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 さ れ
て い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の 成 分 は 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ で よ く 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 前 記 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に （ 望 ま し く は 高 度 の 特 異 性 で ） 結 合
す る 固 定 化 抗 体 又 は 固 定 化 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 通
常 適 切 な 緩 衝 液 の 添 加 に よ っ て カ ラ ム か ら 溶 出 し う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し か し 、 追 加 の Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 配 列 は 、 単 に SC6ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め に 用 い る 特
定 方 法 の 結 果 と し て 存 在 す る こ と も あ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 何 ら 特 に 有 利 な 特 徴 も
与 え る 必 要 が な い 。
　 追 加 の Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 配 列 が 存 在 し て も し な く て も 、 好 ま し く は 、 結 果 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 的 活 性 及 び ／ 又 は 輸 送 体 活
性 を 示 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 さ て 、 上 記 ｂ ） で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド に 目 を 向 け る と 、 当 業 者 に は 、 こ れ ら ポ リ ペ プ
チ ド が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 的 活 性 及 び ／ 又 は 輸 送 体
活 性 を 示 す と い う 条 件 で 、 上 記 ａ ） で 与 え ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ る こ と が 分 か
る だ ろ う 。
　 タ ン パ ク 質 の 機 能 に 影 響 し な い タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 起 こ り う る 。 こ れ ら
に は ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 及 び 挿 入 が 含 ま れ 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 及 び ／ 又 は 多 数 の 翻
訳 開 始 部 位 と 停 止 部 位 の 存 在 か ら 起 こ り う る 。 こ の よ う に し て タ ン パ ク 質 の 機 能 に 影 響 し
な い ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 許 容 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 当 業 者 は 、 特 定 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 種 々 の 変 化 が 生 じ て 、 前
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記 活 性 の 少 な く と も 一 部 を 有 す る 、 好 ま し く は 前 記 活 性 の 実 質 的 部 分 を 有 す る 変 異 体 （ 時
に “ muteins” と し て 知 ら れ る ） を 生 成 し う る こ と が 分 か る だ ろ う 。 上 記 ａ ） で 述 べ た ポ
リ ペ プ チ ド の こ の よ う な 変 異 体 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 か つ 以 下 に 詳 細 に 後 述 す る 。 そ
れ ら に は 対 立 形 質 及 び 非 対 立 形 質 変 異 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 用 の 変 異 体 の 例 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 の １ 個 以 上 の 他 の ア ミ ノ 酸 と の 置 換 は 別
と し て 、 上 記 ａ ） で 定 義 し た と お り の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 当 業 者 は 、 種 々 の ア ミ ノ 酸 が
同 様 の 特 性 を 有 す る こ と を 承 知 し て い る 。 あ る 物 質 の こ の よ う な １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 は 、
し ば し ば 当 該 物 質 の 所 望 活 性 を 排 除 せ ず に １ 個 以 上 の 他 の こ の よ う な ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置
換 さ れ う る 。 こ の よ う に し て 、 ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ
ロ イ シ ン は 、 多 く の 場 合 相 互 に （ 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） 置 換 さ れ う る 。 こ れ ら 可
能 性 の あ る 置 換 の う ち 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン を 用 い て 相 互 置 換 さ れ （ そ れ ら は 比 較 的 短 い
側 鎖 を 有 す る の で ） 、 か つ バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン を 用 い て 相 互 置 換 さ れ る （
そ れ ら は 、 疎 水 性 で あ る 大 き い 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る の で ） こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 多 く の 場 合 相 互 変 換 し う る 他 の ア ミ ノ 酸 と し て は 以 下 が 挙 げ ら れ る 。
－ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン と ト リ プ ト フ ァ ン （ 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） ；
－ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン と ヒ ス チ ジ ン （ 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） ；
－ ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 （ 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） ；
－ ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン （ ア ミ ド 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） ； 及 び
－ シ ス テ イ ン と メ チ オ ニ ン （ イ オ ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 ） 。
　 こ の 性 質 の 置 換 は 、 し ば し ば “ 保 存 的 ” 又 は “ 半 保 存 的 ” ア ミ ノ 酸 置 換 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 ａ ） で 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ア ミ ノ 酸 欠 失 又 は 挿 入 を 生 じ さ せ て よ い 。
従 っ て 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 実 質 的 な 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 或 い は 少 な く と も こ の
よ う な 活 性 を 排 除 し な い ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ う る 。 こ の よ う な 欠 失 は 、 活 性 を 維 持 し な が
ら ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 と 分 子 量 を 減 ら す こ と が で き る の で 有 利 で あ り う る 。 こ れ は 、 特 定
の 目 的 に 必 要 な ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 減 ら す こ と を 可 能 に し 、 例 え ば 、 投 薬 レ ベ ル を 減 ら す
こ と が で き る 。 上 記 ａ ） で 与 え ら れ る 配 列 に 対 し て ア ミ ノ 酸 挿 入 を 生 じ さ せ る こ と も で き
る 。 こ れ を 行 っ て ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 変 え る （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て 上 で 説
明 し た よ う に 、 同 定 、 精 製 又 は 発 現 を 補 助 す る ） こ と が で き る 。
　 上 記 ａ ） で 与 え ら れ る 配 列 に 対 す る ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 い ず れ の 適 切 な 方 法 、 例 え ば 部 位
特 異 的 突 然 変 異 (Hutchinsonら , (1978) J. Biol. Chem. 253:6551)を 用 い て も 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の ア ミ ノ 酸 置 換 又 は 挿 入 は 、 天 然 に 存 在 す る 或 い は 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 を
用 い て 行 え る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ れ 、 合 成 ア ミ ノ 酸 を 使 用 し よ う
が 、 い ず れ に し て も Ｌ ア ミ ノ 酸 の み が 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。
　 特 定 の 一 実 施 形 態 で は 、 置 換 ア ミ ノ 酸 が SC6ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 有 意 に 影 響 し 、 特 異
的 に 該 ペ プ チ ド 上 に ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 活 性 を 与 え る た め に 選 択 し う る 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 特 異 的 に ポ リ ペ プ チ ド を 構 成 的 に 活 性 な ら し め る た め に 置 換 ア ミ ノ 酸 を 選 択 す る こ
と が で き る 。
　 修 飾 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 翻 訳 後 修 飾 の よ う な 天 然 に 起 こ る 修 飾 と 、 突 然 変
異 に よ っ て 導 入 し う る よ う な 非 天 然 修 飾 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ど ん な ア ミ ノ 酸 変 化 が 生 じ よ う と （ 置 換 、 挿 入 、 欠 失 又 は 修 飾 の 手 段 の い ず れ で も ） 、
好 ま し い SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 50％ の 配 列 同 一 性
を 有 し 、 さ ら に 好 ま し く は 配 列 同 一 性 の 度 合 が 少 な く と も 75％ で あ る 。 な お さ ら に 好 ま し
く は 配 列 同 一 性 の 度 合 が 少 な く と も 80％ 又 は 少 な く と も 85％ で あ る 。 少 な く と も 90％ 、 又
は 少 な く と も 95％ 、 又 は 少 な く と も 98％ の 配 列 同 一 性 が 最 も 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 は 技 術 的 に 周 知 の 概 念 で あ り 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 に つ
い て 、 最 適 比 較 目 的 で 配 列 を 整 列 化 し （ 例 え ば 、 第 １ 配 列 に 該 配 列 と の ベ ス ト ア ラ イ ン メ
ン ト の た め の ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き る ） 、 か つ そ の ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ
ド を 対 応 す る 位 置 で 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 “ ベ ス ト ア ラ イ ン メ ン ト ” は 、 最
高 の パ ー セ ン ト 同 一 性 を も た ら す ２ つ の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 パ ー セ ン ト 同 一 性
は 、 比 較 す る 配 列 中 の 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド の 数 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 す
な わ ち 、 パ ー セ ン ト 同 一 性 ＝ （ 同 一 位 置 数 ／ 総 位 置 数 ） × 100。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ２ 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 の 決 定 は 、 当 業 者 に 公 知 の 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 達 成
し う る 。 ２ 配 列 を 比 較 す る た め の 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム の 例 は 、 Karlin及 び Altschul(1990) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268の ア ル ゴ リ ズ ム で あ り 、 Karlin及 び Altschul (
1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877で 修 正 さ れ て い る 。 Altschulら (1990),
 J. Mol. Biol. 215:403-410の NBLAST及 び XBLASTプ ロ グ ラ ム は こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム を
組 み 込 ん だ 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 を NBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ 100、 語 長 ＝ 12で 行 っ
て 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質
検 索 を XBLASTプ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ 50、 語 長 ＝ ３ で 行 っ て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同
的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 比 較 目 的 用 の ギ ャ ッ プ ド ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た
め 、 Altschulら (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402で 述 べ ら れ て い る よ う に Gapped
 BLASTを 利 用 で き る 。 代 わ り に 、 PSI-Blastを 用 い て 、 分 子 間 の 距 離 関 係 を 検 出 す る 繰 返
し 検 索 を 行 う こ と が で き る (同 上 )。 BLAST、 Gapped BLAST、 及 び PSI-Blastプ ロ グ ラ ム を 利
用 す る 場 合 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば XBLASTと NBLAST） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー
を 使 用 で き る 。 http://www.ncbi.nlm.nih.govを 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 配 列 の 比 較 に 使 用 す る 数 理 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 例 は 、 Myers & Miller, CABIOS(1989)の
ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 CGC配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る ALIGN
プ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)は 、 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム を 組 み 込 ん だ 。 技 術 的 に 公 知 の
配 列 分 析 用 の 他 の ア ル ゴ リ ズ ム と し て は 、 Torellis & Robotti(1994) Comput. Appl. Bio
sci., 10:3-5に 記 載 さ れ て い る よ う な ADVANCEと ADAM； 及 び Person & Lipman(1998) Proc.
 Natl. Acad. Sci. 85:2444-8に 記 載 さ れ て い る FASTAが 挙 げ ら れ る 。 FASTA内 で は 、 ktup
が 検 索 の 感 度 と 速 度 を 設 定 す る コ ン ト ロ ー ル オ プ シ ョ ン で あ る 。 高 度 の 配 列 同 一 性 が 存 在
す る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 内 に は 相 対 的 に 差 異 が 少 な い だ ろ う 。 従 っ て 、 例 え ば 配 列 同 一 性
が 20未 満 、 10未 満 、 ５ 未 満 の 差 異 で す ら あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 上 述 し た よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ を 減 じ る こ と は 、 結 果 の 減 少 し た 長 さ の ポ リ ペ プ
チ ド が 所 望 の 活 性 を 有 し 、 或 い は 有 用 な 抗 体 又 は ワ ク チ ン を 生 じ さ せ う る こ と を 条 件 と し
て 有 利 な こ と が 多 い 。 従 っ て 、 特 徴 ｃ ） は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ａ ） 又 は ｂ ） の フ ラ グ メ ン
ト を 包 含 す る 。
　 当 業 者 は 、 上 で 開 示 し た 方 法 を 用 い て 特 定 フ ラ グ メ ン ト が 活 性 を 有 す る か 否 か を 決 定 す
る こ と が で き る 。 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 50
又 は 少 な く と も 100個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド は 、 低 酸 素 関 連 状 態 、 特 に 癌 に 対 す る 治 療 ア プ ロ ー チ で 用 途 を 見 い だ
す だ ろ う 。 当 業 者 は 、 本 発 明 用 の １ 種 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 に 好 ま し い ア プ ロ ー チ は
組 換 え DNA法 を 基 礎 と す る こ と を 認 め る だ ろ う 。
　 遺 伝 コ ー ド の 周 知 の 縮 重 を 考 慮 し て 、 多 種 の 核 酸 分 子 に よ っ て SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る こ と が で き る 。 こ れ ら す べ て の 分 子 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 そ れ ら を ベ ク タ ー
中 に 挿 入 か つ ク ロ ー ン 化 し て 、 さ ら な る 研 究 用 の 大 量 の DNA又 は RNAを 生 産 す る こ と が で き
る 。 当 業 者 に 公 知 の 技 法 を 用 い て 、 好 適 な ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 中 に 組 み 込 み 、 SC6ポ リ ペ
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プ チ ド の 発 現 を 可 能 に し う る 。
　 上 で 用 い た 用 語 “ RNA等 価 物 ” は 、 RNA中 で 該 遺 伝 子 コ ー ド の “ Ｕ ” が “ Ｔ ” に 取 っ て 代
わ る と い う 事 実 を 斟 酌 し て 、 あ る 特 定 の RNA分 子 が 、 あ る 特 定 の DNA分 子 の 配 列 に 相 補 的 で
あ る 配 列 を 有 す る こ と を 示 す 。 核 酸 分 子 は 、 単 離 、 組 換 え 又 は 化 学 的 合 成 形 態 で よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の ク ロ ー ン 化 、 発 現 及 び 精 製 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 DNA構 成 物 は 、 技
術 的 に 周 知 の 方 法 で 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 技 法 は 、 例 え ば J. Sambrookら ,
 Molecular Cloning 第 2版 , Cold Spring Harabor Laboratory Press(1989)； Old & Prim
rose Principles of Gene Manipulation 第 5版 , Blackwell Scientific Publications(19
94)； 及 び Stryer, Biochemistry 第 4版 , W H Freeman and Companyに 開 示 さ れ て い る 。 そ
し て 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 リ ー ダ ー 配 列 、 翻 訳 の 開 始 と 停 止 部
位 及 び DNA安 定 性 制 御 領 域 の 付 加 、 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー の 付 加 の よ う な 、 DNA構 成 物 や 発 現
タ ン パ ク 質 の 修 飾 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 通 常 、 DNA構 成 物 は 、 フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド 起 源 で よ い ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。 タ
ン パ ク 質 の 発 現 は 、 こ の ベ ク タ ー の 、 真 核 生 物 又 は 原 核 生 物 起 源 で よ い 宿 主 細 胞 中 へ の 形
質 転 換 又 は 形 質 移 入 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 宿 主 細 胞 が 本 発
明 の さ ら な る 局 面 を 形 成 す る 。
　 核 酸 構 造 の 知 識 を 用 い て 抗 体 を 産 生 さ せ 、 か つ 遺 伝 子 療 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ
の た め の 技 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
　 適 切 な 発 現 系 を 用 い 、 グ リ コ シ ル 化 又 は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 で SC6ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
さ せ る う る 。 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 は 、 大 腸 菌 の よ う な 原 核 生 物 宿 主 内 で の 発 現 に よ っ て 生
成 し う る 。
　 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 特 定 の 発 現 系 を 用 い て 生 成 し う る が 、 他 の 発 現
系 で は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は こ の 残 基 を 欠 い て い る だ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 本 発 明 の 基 質 の ク ロ ー ン 化 、 発 現 及 び 精 製 方 法 に つ い て 以 下 に 概 要 を 述 べ る 。
　 自 然 の ま ま 又 は 変 性 条 件 下 で ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し て か ら 引 き 続 き リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
す る 。 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 枠 内 に ク ロ ー ン 化 さ れ た エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 （
例 え ば 、 myc、 V5又 は His） を 有 し て 欠 失 を 助 け 、 か つ 該 タ ン パ ク 質 の そ の 後 の 精 製 を 斟 酌
し う る 分 泌 プ ラ ス ミ ド （ Pharmingenか ら の pACGP67の よ う な ） を 含 む 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ
ー は 、 pCDNA3と pSecTag（ 両 方 と も Invitrogen） 、 及 び pREP9と pCEP4(Invitrogen） を 含 み
う る 。 大 腸 菌 系 は 、 pBadシ リ ー ズ （ His tagged-Invitrogen） 又 は pGexシ リ ー ズ （ Pharmac
ia） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で “ コ ー デ ィ ン グ ” 核 酸 分 子 と 呼 ぶ 本 発 明 用 の SC6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 分 子 に 加 え 、 本 発 明 は 、 そ れ に 相 補 的 な 核 酸 分 子 を も 包 含 す る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 二
本 鎖 核 酸 分 子 の 両 鎖 が 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る （ そ れ ら が 相 互 に 関 連 し て い て も い な く
て も ） 。 mRNA分 子 及 び 相 補 的 DNA分 子 （ 例 え ば cDNA分 子 ） も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 述 し た い ず れ の か の 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 核 酸 分 子 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含
さ れ る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 で は “ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ” 核 酸 分 子 と 呼 ば れ
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て 役 に 立 ち う
る 。
　 望 ま し く は 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 分 子 は 、 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 長 さ 、
好 ま し く は 少 な く と も 25又 は 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド 長 さ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 具 体 的 に 上 述 し た よ う な ａ ） 、 ｂ ） 、 ｃ ） 、 ｄ ） 、 又 は ｅ ） の 範
囲 内 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
　 望 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 下 で こ の よ う な 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
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条 件 の 一 例 は 、 試 み ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 約 35℃ ～ 約 65℃ の 温 度 で 、 約 0.9モ
ル 濃 度 の 塩 溶 液 を 用 い て 行 わ れ る 条 件 で あ る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 プ ロ ー ブ 長 、 塩 基 組 成
、 存 在 す る イ オ ン の タ イ プ 等 の よ う な 可 変 量 を 考 慮 に 入 れ る た め 、 こ の よ う な 条 件 を 適 宜
変 え る こ と が で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 操 作 は 、 タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る た め 及 び 精 製 目 的 用 の 大
量 の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の 両 者 で 特 に 強 力 な 技 術 で あ る 。 こ れ は 、 所 望 の 核 酸 配 列
を 増 幅 す る た め の PCR法 の 使 用 を 含 み う る 。 PCR法 に 対 す る さ ら な る 代 替 と し て 、 化 学 合 成
を 使 用 し う る 。 こ れ は 自 動 化 す る こ と が で き る 。 比 較 的 短 い 配 列 を 化 学 的 に 合 成 し 、 一 緒
に 連 結 し て よ り 長 い 配 列 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ う し て 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る デ ー タ を 用 い て PCR用 の プ ラ イ マ ー を 設 計 で き る の で 、
所 望 配 列 を 標 的 に し て か ら 高 度 に 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に 、 プ ラ イ マ ー は 少 な
く と も ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 一 般 的 に 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 長 （ 例 え ば 、 15～ 25
ヌ ク レ オ チ ド 長 ） で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 少 な く と も 30又 は 少 な く と も 35ヌ ク レ オ チ ド 長
の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 プ ラ イ マ ー 及 び ／ 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と に 加 え 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分
子 を ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 用 い 、 相 補 的 核 酸 分 子 に 結 合 す る こ と で SC6ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 変 え る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は ア ン チ セ ン ス 療 法 で 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 は 、 そ の 長 さ に 沿 っ て 上 記 ａ ） ～ ｅ ） の 特 定 範 囲 内 の 核 酸
分 子 と 高 度 の 配 列 同 一 性 （ 例 え ば 、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、
少 な く と も 85％ 又 は 少 な く と も 90％ 又 は 少 な く と も 95％ ） を 有 し う る 。 当 業 者 に は 明 ら か
な よ う に 、 あ る 特 定 の 一 本 鎖 核 酸 分 子 が 別 の 核 酸 分 子 と の 配 列 同 一 性 が 高 い ほ ど 、 そ れ は
適 切 な 条 件 下 で 当 該 他 の 核 酸 に 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 に 多 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 前 述 の 説 明 に 照 ら し て 、 当 業 者 は 、 多 数 の 核 酸 が 本 発 明 で 役 立 つ こ と が 分 か る だ ろ う 。
文 脈 が 別 な よ う に 表 さ な い 限 り 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 １ つ 以 上 の 以 下 の 特 徴 を 有 す る 。
１ ） そ れ ら は DNA又 は RNAで あ り う る ；
２ ） そ れ ら は 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で あ り う る ；
３ ） そ れ ら は 組 換 え 型 で 提 供 さ れ 、 す な わ ち 5'及 び ／ 又 は 3'フ ラ ン キ ン グ 配 列 に 共 有 結 合
し て 天 然 に 存 在 し な い 分 子 を 生 成 し て い る ；
４ ） そ れ ら は 、 普 通 に 天 然 に 存 在 す る 5'及 び ／ 又 は 3'フ ラ ン キ ン グ 配 列 な し で 提 供 さ れ う
る ；
５ ） そ れ ら は 、 実 質 的 に 純 粋 形 態 で 提 供 さ れ う る 。 従 っ て 、 そ れ ら は 混 入 タ ン パ ク 質 及 び
／ 又 は 他 の 核 酸 が 実 質 的 に な い 形 態 で 提 供 さ れ う る ； 及 び
６ ） そ れ ら は イ ン ト ロ ン が あ り 、 或 い は イ ン ト ロ ン 無 し で （ 例 え ば 、 cDNAの よ う に ） 提 供
さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 用 の １ 種 以 上 の SC6ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 詳 述 す
る 。
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 他 の 誘 導 体 、 又 は そ の 類 似 体 を 免 疫 原 と
し て 用 い 、 該 免 疫 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗
体 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 、 キ メ ラ 、 ヒ ト
化 又 は 二 重 特 異 性 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 及 び F(ab')フ ラ グ メ ン ト 、 Fab発 現 ラ イ
ブ ラ リ ー に よ っ て 生 成 さ れ る フ ラ グ メ ン ト 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 -Id） 抗 体 、 及 び 上 記
い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 を 治 療 成 分 、 第 ２ 抗 体 又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト 、 細 胞 毒 性 物 質 又 は サ イ ト カ イ ン に 接 合 さ せ て よ い 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 “ 抗 体 ” は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分
子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む
分 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の い ず れ の ク ラ ス
（ 例 え ば 、 IgG、 IgE、 IgM、 IgD及 び IgA） 又 は サ ブ ク ラ ス で も よ い 。
　 抗 体 の 生 産 で は 、 所 望 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は 技 術 的 に 公 知 の 方 法 、 例 え ば ELISA（ エ
ン ザ イ ム -リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ ） で 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 SC6ポ
リ ペ プ チ ド の 特 異 的 ド メ イ ン を 認 識 す る 抗 体 を 選 択 す る た め 、 該 ド メ イ ン を 含 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る 産 物 用 に 生 成 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 検 定 す る こ と が で き
る 。 第 １ ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 に 結 合 す る が 、 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 に は 特 異 的 に 結 合 し
な い （ 又 は 弱 く 結 合 す る ） 抗 体 の 選 択 で は 、 該 第 １ ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 に 対 す る ポ ジ テ ィ
ブ な 結 合 性 と 、 該 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド 相 同 体 に 対 す る 結 合 性 の 欠 如 （ 又 は 結 合 性 の 低 減 ） を
基 礎 と し て 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 SC6ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 類 似 体 に 向 け た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (mA
bs)の 調 製 で は 、 培 養 内 の 連 続 的 な 細 胞 系 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 用 に 提 供 さ れ る い ず れ の
技 法 も 使 用 し う る 。 例 え ば 、 最 初 は Kohlerと Milstein(1975, Nature 256:495-497)に よ っ
て 開 発 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 並 び に ト リ オ ー マ (trioma)法 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー
マ 法 (Kozborら , 1983, Immunology Today 4:72)、 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 生 成 す
る た め の EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Coleら , 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Ther
apy, Alan R. Liss, Inc., pp.77-96)。 こ の よ う な 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgD及
び そ の い ず れ か の サ ブ ク ラ ス を 含 む い ず れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン で も よ い 。 本 発 明 の mAbsを 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ 培 養 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の さ ら な
る 実 施 形 態 で は 、 技 術 的 に 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 無 菌 動 物 内 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 及 び
キ メ ラ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト -マ ウ ス キ メ ラ ） が 挙 げ ら れ る 。 キ メ ラ 抗 体 は
、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 部 と マ ウ ス mAb由 来 の 可 変 部 を 有 す る 抗 体 の よ う な 、 異 な る 部
分 が 異 な る 動 物 種 由 来 で あ る 分 子 で あ る (例 え ば 、 Cabillyら , US 4,816,567； 及 び Bossら
, US 4,816,397参 照 )。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の １ つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDRs)
と 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の 枠 組 み 構 造 領 域 を 有 す る 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ
る (例 え ば 、 Queen, US5,585,089参 照 )。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 技 術 的 に 公 知 の 組 換 え DNA法 に よ っ て 、 例 え
ば WO 87/02671； EP 184,187； EP 171,496； EP 173,494； WO 86/01533； US 4,816,567； EP
 125,023； Betterら , 1988, Science 240:1041-1043； Liuら , 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 84:3499-3443； Liuら , 1987, J. Immunol. 139:3521-3526； Sunら , 1987, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218； Nishimuraら , 1987, Canc. Res. 47:999-1005； Wo
odら , 1985, Nature 314:446-449； 及 び Shawら , 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-
1559； Morrison, 1985, Science 229:1202-1207； Oiら , 1986, Bio/Techniues 4:214； US
 5,225,539； Jonesら , 1986, Nature 321:552-525； Verhoeyanら  (1988) Science 239:15
34； 及 び Beidlerら , 1988, J. Immunol. 141:4053-4060に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 生
産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト 患 者 の 治 療 で は 完 全 ヒ ト 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 内 因 性 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 で き な い が 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 で き る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 選 択 抗 原 、 例 え ば SC6ポ リ ペ プ チ
ド の す べ て 又 は 一 部 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 普 通 の 様 式 で 免 疫 化 す る 。 該 抗 原 に 向
け た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 慣 習 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 Ｂ
細 胞 分 化 の 間 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ っ て 隠 さ れ て い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導
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入 遺 伝 子 が 再 配 列 し 、 引 き 続 き ク ラ ス ス イ ッ チ 及 び 体 細 胞 突 然 変 異 を 受 け る 。 従 っ て 、 こ
の よ う な 技 法 を 用 い る と 、 治 療 的 に 有 用 な IgG、 IgA、 IgM及 び IgE抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が
で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の こ の 技 術 の 概 要 に つ い て は 、 Lonberg及 び Huszar(19
95, Int. Rev. Immunol. 13:65-93)を 参 照 せ よ 。 ヒ ト 抗 体 と ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 産
生 に つ い て の こ の 技 術 及 び 該 抗 体 産 生 手 順 の 詳 細 な 議 論 に つ い て は 、 例 え ば US 5,625,126
； US 5,633,425； US 5,569,825； US 5,661,016； 及 び US 5,545,806を 参 照 せ よ 。 さ ら に 、
Abgenix, Inc.(Freemont, CA, USA） 及 び Genpharm(San Jose, CA, USA)の よ う な 会 社 は 、
上 記 技 術 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 選 択 抗 原 に 向 け た ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る た め に 従 事 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 選 択 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 “ 誘 導 選 択 (guided selection)” と 呼 ば れ
る 方 法 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ で は 、 選 択 し た 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 を 用 い 、 同 一 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を 誘
導 す る (Jespersら (1994) Bio/Technology 12:899-903)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 技 術 的 に 公 知 の 種 々 の フ ァ ー ジ 表 示 法 を 用 い て も 生 成 す る こ と が で き
る 。 フ ァ ー ジ 表 示 法 で は 、 機 能 性 抗 体 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 保 有
す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 機 能 性 抗 体 ド メ イ ン が 表 示 さ れ る 。 特 に 、 こ の よ う な フ ァ ー
ジ を 利 用 し て レ パ ー ト リ ー 又 は 組 合 せ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 ヒ ト 又 は マ ウ ス ） か ら
発 現 さ れ る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 表 示 す る こ と が で き る 。 問 題 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 発 現 す る フ ァ ー ジ は 、 例 え ば 、 標 識 化 抗 原 又 は 固 体 表 面 若 し く は ビ ー ド に 結 合 若
し く は 捕 獲 さ れ て い る 抗 原 を 用 い て 、 抗 原 で 選 択 又 は 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 方 法
で 使 用 す る フ ァ ー ジ は 、 典 型 的 に は 糸 状 フ ァ ー ジ で あ り 、 Fabを 有 す る フ ァ ー ジ か ら 発 現
さ れ る fd及 び M13結 合 ド メ イ ン 、 フ ァ ー ジ 遺 伝 子 III若 し く は 遺 伝 子 VIIIタ ン パ ク 質 の ど ち
ら か に 組 換 え 的 に 融 合 さ れ て い る Fv若 し く は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv抗 体 ド メ イ ン を 含 む 。
本 発 明 の 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 使 用 で き る フ ァ ー ジ 表 示 法 と し て は 、 Brinkmanら , J. I
mmunol. Methods 182:41-50(1995)； Amesら , J. Immunol. Methods 184:177-186(1995)；
Kettleboroughら , Eur. J. Immunol. 24:952-958(1994)； Persicら , Gene 187 9-18(1997
)； Burtonら , Advances in Immunology 57:191-280(1994)； WO 90/02809； WO 91/10737；
WO 92/01047； WO 92/18619； WO 93/11236； WO 95/15982； WO 95/20401； US 698,426； US 
5,223,409； US 5,403,484； US 5,580,717； US 5,427,908； US 5,750,753； US 5,821,047
； US 5,571,698； US 5,427,908； US 5,516,637； US 5,780,225； US 5,658,727； US 5,733
,743及 び US 5,969,108に 開 示 さ れ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 フ ァ ー ジ 選 択 後 、 フ ァ ー ジ 由 来 の 抗 体 コ ー デ ィ
ン グ 領 域 を 単 離 し て 用 い 、 ヒ ト 抗 体 を 含 む 全 抗 体 、 又 は 他 の い ず れ の 所 望 抗 原 結 合 フ ラ グ
メ ン ト を 生 成 し 、 か つ 例 え ば 詳 細 に 後 述 す る よ う に 哺 乳 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵
母 菌 、 及 び 細 菌 を 含 む い ず れ か の 所 望 宿 主 内 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 WO 92/
22324； Mullinaxら , (1992) Bio Techniques 12(6):864-869； 及 び Sawaiら , (1995) AJRI
 34:26-34； 及 び Betterら , (1988) Science 240:1041-1043で 開 示 さ れ て い る 方 法 の よ う
な 技 術 的 に 公 知 の 方 法 で 組 換 え 的 に Fab、 Fab'及 び F(ab')2フ ラ グ メ ン ト を 産 生 さ せ る 技 術
を 利 用 す る こ と も で き る 。
　 単 鎖 Fvs及 び 抗 体 の 生 成 に 使 用 可 能 な 技 術 の 例 と し て は 、 US 4,946,778及 び US 5,258,49
8； Hustonら ,(1991) Methods in Enzymology 203:46-88； Shuら ,(1993) PNAS 90:7995-79
99； 及 び Skerraら ,(1998) Science 240:1039-1040に 記 載 さ れ て い る 技 術 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 技 術 的 に 公 知 の 方 法 で 調 製 で き る 二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 を 提 供 す る 。
全 長 の 二 重 特 異 性 の 伝 統 的 生 産 は 、 ２ 本 の 異 な っ た 特 異 性 を 有 す る ２ 本 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
重 鎖 -軽 鎖 対 の 共 発 現 を 基 礎 と す る (Milsteinら , 1983, Nature 305:537-539)。 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 重 鎖 と 軽 鎖 の ラ ン ダ ム な 組 合 せ の た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ワ ド ロ ー マ (quad
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romas))は 、 10種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 な 混 合 物 を 産 生 す る が 、 そ の 抗 体 分 子 の １ つ
だ け が 正 し い 二 重 特 異 性 構 造 を 有 す る 。 こ の 正 し い 分 子 の 精 製 、 通 常 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 で 行 わ れ る 精 製 は か な り 扱 い に く く 、 か つ 生 産 収 率 が 低 い 。 同 様 の 手
順 は 、 WO 93/08829及 び Trauneckerら , (1991) EMBO J. 10:3655-3659に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 異 な る ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 所 望 の 結 合 特 異 性 （ 抗 体 -抗 原 結 合 部 位 ） を 有 す る 抗 体 可
変 部 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 部 配 列 に 融 合 さ せ る 。 こ の 融 合 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ヒ ン
ジ 、 CH2、 及 び CH3領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 部 を 伴 う 。 融 合 の 少 な く と も １ つ に
存 在 す る 、 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 １ 重 鎖 定 常 部 (CH1)を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 を コ ー ド す る DNAsと 、 所 望 に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を 別 個 の
発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 切 な 宿 主 生 物 中 に 共 -形 質 移 入 す る 。 こ れ は 、 そ の 構 築 で 用 い
る ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し く な い 割 合 が 最 適 収 率 を 与 え る 実 施 態 様 で は 、 ３ つ の ポ リ
ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 相 互 比 率 の 調 整 で 大 き な フ レ キ シ ビ リ テ ィ ー を 与 え る 。 し か し 、
等 し い 割 合 の 少 な く と も ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 発 現 が 高 収 率 を も た ら し 、 或 い は そ の 割
合 が 特 に 意 味 が な い 場 合 、 １ つ の 発 現 ベ ク タ ー 内 で ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ２ つ 又 は す べ
て の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 一 方 の ア ー ム 内 の 第 １ 結
合 特 異 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 、 他 方 の ア ー ム 内 の ハ イ ブ リ ッ ド 免
疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 （ 第 ２ 結 合 特 異 性 を 与 え る ） か ら 構 成 さ れ て い る 。 二 重 特 異 性
分 子 の 半 分 中 だ け の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 存 在 が 分 離 の 容 易 な 方 法 を 与 え る の で 、 こ の 非
対 称 構 造 が 所 望 の 二 重 特 異 性 化 合 物 の 不 要 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 化 合 物 か ら の 分 離 を 容 易 に す
る こ と が 分 か っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 WO 94/04690に 開 示 さ れ て い る 。 二 重 特 異 性 抗 体
産 生 の さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば 、 Sureshら , Methods in Enzymology, 1986, 121
:210を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 -SC6ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 機 能 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト 、 誘
導 体 又 は 類 似 体 を 提 供 す る 。 機 能 的 に 活 性 と は 、 該 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 類 似 体 が 、
該 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 又 は 類 似 体 が 誘 導 さ れ る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 -抗 -イ デ ィ オ
タ イ プ 抗 体 （ す な わ ち 第 ３ 抗 体 ） を 誘 発 で き る こ と を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の イ デ ィ オ タ イ プ の 抗 原 性 が 、 特 異 的 に 該 抗 原 を 認 識 す
る CDR配 列 に 対 す る Ｃ 末 端 で あ る 枠 組 み と CDR配 列 の 欠 失 に よ っ て 高 め ら れ る 。 CDR配 列 が
抗 原 に 結 合 す る か を 決 定 す る た め 、 技 術 的 に 公 知 の い ず れ か の 結 合 検 定 法 に よ る 該 抗 原 と
の 結 合 性 検 定 で 該 CDR配 列 を 含 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト 及 び Fabフ ラ グ メ ン ト の よ う
な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 特 異 性 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知
の 技 法 で 産 生 し う る 。 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト は 可 変 部 、 軽 鎖 定 常 部 及 び 重 鎖 の CH1ド メ イ ン
か ら 成 り 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 F(ab')2フ
ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 減 ら す こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗
体 の 重 鎖 と 軽 鎖 の デ ィ マ ー (dimmers)、 又 は そ の Fvs若 し く は 一 本 鎖 抗 体 (SCAs)の よ う な い
ず れ か の 最 小 フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 US 4,946,778； Bird(1988) Science 242:423-42； Hu
stonら ,(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883； 及 び Wardら , (1989) Nature
 334:544-54に 記 載 さ れ て い る よ う な ） 、 又 は 本 発 明 の 抗 体 と 同 一 の 特 異 性 を 有 す る 他 の
い ず れ の 分 子 を も 提 供 す る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 Fv領 域 の 重 鎖 と 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を ア ミ ノ 酸
架 橋 に よ っ て 連 結 し 、 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド に な る こ と で 形 成 さ れ る 。 大 腸 菌 中 の 機 能 性 Fv
フ ラ グ メ ン ト の 構 築 法 を 使 用 し う る (Skerraら , (1988) Science 242:1038-1041)。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 融 合 タ ン パ ク 質 （ 又 は 機 能 的
に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン ト ） 、 例 え ば 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン が Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 の ど ち ら か で
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、 免 疫 グ ロ ブ リ ン で な い 別 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 又 は そ の 一 部 、 好 ま し く は 該 タ
ン パ ク 質 の 少 な く と も 10、 20又 は 50ア ミ ノ 酸 部 分 ） に 共 有 結 合 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 結 合 ）
に よ っ て 融 合 し て い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト は 、 定 常 部 の Ｎ 末 端 で 他 の タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 し て い る 。 上 述 し た よ う
に 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 精 製 を 容 易 に し 、 生 体 内 半 減 期 を 増 や し 、 か つ 抗 原 の
上 皮 関 門 を 横 断 す る 免 疫 系 へ の 送 達 を 促 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 ど ち ら も 修 飾 、 す な わ ち 該 共 有 結 合 が 免 疫 特 異 的 結 合 性 を
減 じ な い 限 り い ず れ か の タ イ プ の 分 子 の 共 有 結 合 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 類 似 体 又 は 誘 導
体 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 誘 導 体 及 び 類 似 体 と
し て は 、 さ ら に 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 開 裂 、 細 胞 リ ガ ン ド 又 は 他 の タ ン
パ ク 質 へ の 結 合 な ど に よ っ て 修 飾 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 多 数 の 化 学 修 飾 の い ず れ
も 、 限 定 す る も の で は な い が 、 特 異 的 な 化 学 開 裂 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 な ど を 含 む 公
知 技 術 で 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 類 似 体 又 は 誘 導 体 は 、 １ つ 以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸
を 含 み う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 前 述 の 抗 体 は 、 SC6ポ リ ペ プ チ ド の 局 在 化 及 び 活 性 に 関 連 す る 公 知 の 方 法 で 、 例 え ば 、
こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド を 診 断 法 等 で 画 像 化 又 は 放 射 画 像 化 す る た め 、 適 切 な 生 理 学 的 試 料 中
の そ の レ ベ ル を 測 定 す る た め 、 ま た 放 射 線 療 法 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 体 合 成 用 の い ず れ の 公 知 方 法 に よ っ て も 、 特 に 化 学 合 成 又 は 組 換 え
発 現 に よ っ て 産 生 さ れ 、 好 ま し く は 、 組 換 え 発 現 法 に よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 抗 体 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 若 し く は 類 似 体 の 組 換 え 発 現 は 、 該 抗 体 を コ ー ド
す る 核 酸 の 構 築 を 必 要 と す る 。 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 既 知 の 場 合 、 該 抗 体 を コ ー ド す
る 核 酸 は 、 化 学 的 に 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 築 す る こ と が で き （ 例 え ば 、 Kutm
eierら , (1994) Bio Techniques 17:242)） 、 簡 単 に は 、 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 部 分 を
含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 ね 合 わ せ 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン グ 及 び
連 結 、 次 い で そ の 連 結 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCRに よ る 増 幅 と い う 合 成 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ れ と は 別 に 、 抗 体 を ク ロ ー ン 化 し て 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る こ と が で き る 。 特
定 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ク ロ ー ン を 入 手 で き な い が 、 抗 体 分 子 の 配 列 が 分 か っ
て い る 場 合 、 該 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 適 切 な 起 源 （ 例 え ば 、 抗 体 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、
又 は 該 抗 体 を 発 現 す る 組 織 若 し く は 細 胞 か ら 生 成 さ れ る cDNAラ イ ブ ラ リ ー ） か ら 、 該 配 列
の 3'及 び 5'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 合 成 プ ラ イ マ ー を 用 い る PCR増 幅 に よ っ て 、 或 い
は 特 定 遺 伝 子 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る ク ロ ー ン 化 に よ っ て 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 特 定 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 分 子 （ 又 は 該 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を ク ロ ー ン 化 す る
た め の cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 起 源 ） が 入 手 で き な い 場 合 、 特 定 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 技 術
的 に 公 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 、 例 え ば 、 ウ サ ギ の よ う な 動 物 を 免 疫 化 し て ポ リ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 を 産 生 さ せ 、 或 い は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と に よ っ て 、 生 産 し う
る 。 代 わ り に 、 抗 体 の 少 な く と も Fab部 分 を コ ー ド す る ク ロ ー ン は 、 特 定 抗 原 と 結 合 す る F
ab発 現 の ク ロ ー ン 用 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て （ 例 え ば 、 Huseら , (
1989) Science 246:1275-1281に 記 載 さ れ て い る よ う な ） 、 又 は 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク
リ ー ニ ン グ に よ っ て （ 例 え ば 、 Clacksonら , (1991) Nature 352:624； Haneら , (1997) Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4937参 照 ） 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 旦 、 抗 体 分 子 の 少 な く と も 可 変 部 を コ ー ド す る 核 酸 が 得 ら れ る と 、 そ れ を 該 抗 体 分 子
の 定 常 部 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー 中 に 導 入 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、
WO 86/05807； WO 89/01036； 及 び US 5,122,464参 照 ） 。 完 全 抗 体 分 子 の 発 現 を 可 能 に す る
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核 酸 と の 共 -発 現 用 の 完 全 な 軽 鎖 又 は 重 鎖 を 含 有 す る ベ ク タ ー も 利 用 で き る 。 そ し て 、 抗
体 を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て 、 ス ル フ ィ ジ ル 基 を 含 ま な い ア ミ ノ 酸 残 基 と の 鎖 内 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 に 関 与 す る １ つ 以 上 の 可 変 部 シ ス テ イ ン 残 基 を 置 換 （ 又 は 欠 失 ） す る の に 必 要 な
ヌ ク レ オ チ ド 置 換 又 は 欠 失 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 内 の 特 異 的 な 突 然 変 異 又 は 欠 失 導 入 の た め の 技 術 的 に 公 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 、
例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 化 学 的 突 然 変 異 法 、 イ ン ビ ト ロ 部 位 特 異 性 突 然 変 異 法
(Hutchinsonら , (1978) J. Biol. Chem. 253:6551)、 PCRを 基 礎 と し た 方 法 な ど で 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 の マ ウ ス 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 の ヒ ト 抗
体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 共 に ス プ ラ イ ス す る こ と に よ る “ キ メ ラ 抗 体 ” の 生 産 の た め に 開 発
さ れ た 技 法 （ Morrisonら , (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:851-855； Neuberger
ら , (1984) Nature 312:604-608； Takedaら , (1985) Nature 314:452-454） を 使 用 す る こ
と が で き る 。 前 述 し た よ う に 、 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス mAb由 来 の 可 変 部 と 、 ヒ ト 抗 体 定 常
部 、 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 を 有 す る も の の よ う な 、 異 な る タ ン パ ク 質 が 異 な る 動 物 種 か ら 派 生
し て い る 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 一 旦 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る と 、 本 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い る 組 換 え DNA
法 に よ っ て 、 該 抗 体 の 産 生 用 ベ ク タ ー を 作 る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で は 、 抗 体
分 子 を 含 有 す る 核 酸 の 発 現 に よ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 に つ い て 述 べ る 。 当 業 者
に 周 知 な 方 法 を 用 い て 抗 体 分 子 コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 、 適 切 な 転 写 及 び 翻 訳 制 御 信 号 を 含 有
す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 で き る 。 こ れ ら 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え 法 、 合
成 法 、 及 び イ ン ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え 法 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Sambrookら , (1990） Molecul
ar Cloning, A Laboratory Mannual, 第 2版 , Cold Spring Harabor Laboratory, Cold Sp
ring Harabor, NY 及 び Ausubelら (1998) Current Protocols in Molecular Biology, eds
., John Wiley & Sons, NYに 記 載 さ れ て い る 方 法 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 常 法 で 宿 主 細 胞 に 伝 達 し 、 こ の 形 質 移 入 細 胞 を 常 法 で 培 養 し て 本 発 明 の
抗 体 を 産 生 さ せ る 。
　 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 の 発 現 に 用 い る 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 、 又 は 好 ま し く は
特 に 全 組 換 え 抗 体 分 子 の 発 現 用 真 核 生 物 細 胞 で よ い 。 特 に 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由
来 の 主 要 な 中 間 体 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 要 素 の よ う な ベ ク タ ー と 共 に 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ
ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (CHO)の よ う な 哺 乳 類 細 胞 が 、 抗 体 用 の 有 効 な 発 現 系 で あ る （ Foecking
ら , (1986) Gene 45:101； Cockettら , (1990) Bio/Technology 8:2） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 種 々 の 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て 、 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 さ せ う る 。 こ の よ う
な 発 現 -ベ ク タ ー 系 は 、 そ れ に よ っ て 問 題 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 生 成 し 、 引 き 続 き 精 製 し
う る 媒 体 を 意 味 す る が 、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 で 形 質 転 換 又 は 形 質 移 入 さ
れ る と 、 本 発 明 の 抗 体 分 子 を イ ン サ イ ツ 発 現 し う る 細 胞 を も 意 味 す る 。 こ れ に は 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ
ラ ス ミ ド DNA又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 細 菌 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌
(B. subtilis)） の よ う な 微 生 物 ； 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 酵 母 菌 発 現 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 （ 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 Pichia） ； 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配
列 を 含 有 す る 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ） で 感 染 し た 昆 虫
細 胞 系 ； 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ
ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV） で 感 染 し 、 又 は 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ
ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； 或 い は 哺 乳 類 細 胞
の ゲ ノ ム 由 来 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） 又 は 哺 乳 類 ウ イ
ル ス の ゲ ノ ム 由 来 の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー ； ワ ク チ ン
ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ ー ） を 含 有 す る 組 換 え 発 現 構 成 物 を 隠 し 持 っ て い る 哺 乳 類 細 胞 系
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（ 例 え ば 、 COS、 CHO、 BHK、 293、 3T3細 胞 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 細 菌 系 で は 、 有 利 に は 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 の 意 図 し た 用 途 に よ っ て 、 多 数 の 発 現 系 が 選
択 さ れ る 。 例 え ば 、 抗 体 分 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 製 造 た め 、 大 量 の 該 タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ
る 場 合 、 容 易 に 精 製 し う る 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 質 産 物 の 発 現 に 向 け た ベ ク タ ー が 望 ま
し い 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 産 生 さ
れ る よ う に 、 lac Ｚ コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 有 す る 枠 内 で 、 抗 体 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を ベ ク タ ー
中 に 個 々 に 結 合 し う る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pUR278（ Rutherら , (1983) EMBO J. 2:1791）
； pINベ ク タ ー （ Inouye & Inouye, (1985) Nuclic Acids Res. 13:3101-3109； Van Heeke
 & Schuster, (1989) J. Biol. Chem. 24:5503-5509） な ど が 挙 げ ら れ る 。 pGEXベ ク タ ー
を 用 い て 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 来 性 ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ
り 、 母 体 グ ル タ チ オ ン -ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 吸 着 か つ 結 合 さ せ た 後 、 遊 離 グ ル タ チ オ ン の
存 在 下 に お け る 溶 出 に よ っ て 可 溶 化 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 pGEXベ ク タ ー
は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 が GST成 分 か ら 遊 離 で き る よ う に 、 ト ロ ン ビ ン 又 は
因 子 Xaプ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 め て 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 昆 虫 系 で は 、 Autographa californica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcNVP)を ベ ク タ ー と し て 用
い て 外 来 性 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 Spodoptera frugiperda細 胞 内 で 成 長
す る 。 該 ウ イ ル ス の 非 本 質 的 領 域 （ 例 え ば 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 ） 中 で 抗 体 コ ー デ ィ ン グ
配 列 を 別 個 に ク ロ ー ン 化 し 、 AcNPVプ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー ）
の 制 御 下 に 置 く こ と が で き る 。 哺 乳 類 宿 主 細 胞 内 で は 、 多 く の ウ イ ル ス ベ ー ス 発 現 系 （ 例
え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 系 ） を 利 用 し う る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 述 し た よ う に 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 し 、 或 い は 所 望 の 特 定 様 式 で 遺 伝 子 産 物
を 修 飾 及 び プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 産 物 の こ の
よ う な 修 飾 （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 ） や プ ロ セ シ ン グ （ 例 え ば 、 開 裂 ） は 、 タ ン パ ク 質 の
機 能 に 重 要 で あ る 。
　 組 換 え 抗 体 の 長 期 的 な 高 収 率 産 生 、 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 問 題 の 抗 体 を 安
定 的 に 発 現 す る 細 胞 系 は 、 該 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 選 択 可 能 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ネ
オ マ イ シ ン 又 は ハ イ グ ロ マ イ シ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 に 形 質
移 入 し 、 そ の 選 択 可 能 マ ー カ ー の 発 現 を 選 択 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 操 作 さ れ た 細 胞 系 は 、 特 に 該 抗 体 分 子 と 直 接 又 は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 化 合 物 の
ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 で 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 抗 体 分 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 ベ ク タ ー 増 幅 に よ っ て 高 め る こ と が で き る （ レ ビ ュ ー の た め
、 Bebbington及 び Hentschel, DNAク ロ ー ニ ン グ に お け る 哺 乳 類 細 胞 中 の ク ロ ー ン 化 遺 伝 子
の 発 現 の た め の 遺 伝 子 増 幅 を 基 礎 と し た ベ ク タ ー の 使 用 , (1987) Vol.3 Academic Press
、 New Yorkを 参 照 せ よ ） 。 抗 体 を 発 現 さ せ る ベ ク タ ー 系 中 の マ ー カ ー が 増 幅 可 能 な 場 合 、
宿 主 細 胞 の 培 養 中 に 存 在 す る イ ン ヒ ビ タ ー の レ ベ ル の 上 昇 が マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を
増 や す だ ろ う 。 増 幅 さ れ た 領 域 は 抗 体 遺 伝 子 と 関 連 す る の で 、 抗 体 の 産 生 も 増 え る だ ろ う
（ Crouseら , (1983) Mol. Cell. Biol. 3:257） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の ２ 種 の 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち 重 鎖 誘 導 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ ベ ク タ
ー と 軽 鎖 誘 導 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 ２ ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 共 -形 質 移 入 す る こ と
が で き る 。 ２ 種 の ベ ク タ ー は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 同 等 発 現 を 可 能 に す る 同 一 の
選 択 可 能 マ ー カ ー を 含 み う る 。 代 わ り に 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を コ ー ド す る
単 一 の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 場 合 、 重 鎖 の 前 に 軽 鎖 を 置 い て 、 毒
性 フ リ ー 重 鎖 の 過 剰 を 避 け る べ き で あ る （ Proudfoot, (1986) Nature 322:52； Kohler, (
1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197） 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 は cDNA
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又 は ゲ ノ ム DNAを 含 み う る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 分 子 が 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た ら 、 抗 体 分 子 の 精 製 の 技 術 的 に 周 知 の い ず れ
の 方 法 に よ っ て も 、 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 タ ン パ ク 質 Ａ 又 は 特 異 的 抗 原 と の よ う な ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び サ イ
ジ ン グ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） 、 遠 心 分 離 、 差 次 的 溶 解 性 に よ っ て 、 或 い は タ ン パ ク
質 精 製 の 他 の い ず れ の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て も 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ れ と は 別 に 、 い ず れ の 融 合 タ ン パ ク 質 も 、 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体
を 利 用 し て 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Janknechtら に よ っ て 記 載 さ れ た シ ス
テ ム は 、 ヒ ト 細 胞 系 内 で 発 現 さ れ る 未 変 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 迅 速 な 精 製 を 斟 酌 す る （ Jank
nechtら , (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897） 。 こ の シ ス テ ム で は 、 問 題
の 遺 伝 子 を ワ ク シ ニ ア 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し て 、 該 遺 伝 子 の 開 い た 読 み
枠 を ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら 成 る ア ミ ノ 末 端 タ グ に 翻 訳 的 に 融 合 さ せ る 。 こ の タ グ は 、
融 合 タ ン パ ク 質 の 母 体 -結 合 ド メ イ ン と し て 働 く 。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 感 染 さ れ
た 細 胞 か ら の 抽 出 物 を Ni 2 + ニ ト リ ロ 酢 酸 -ア ガ ロ ー ス カ ラ ム 上 に 装 填 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 含
有 緩 衝 液 で ヒ ス チ ジ ン -標 識 タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 溶 出 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 診 断 又 は 治 療 成 分 に 接
合 さ せ る 。 抗 体 は 、 診 断 の た め に 使 用 で き 、 或 い は 所 定 の 治 療 措 置 の 有 効 性 を 決 定 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 物 質 に 結 合 す る こ と で 検 出 を 容 易 に す る こ と
が で き る 。 検 出 可 能 物 質 の 例 と し て は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、
生 物 発 光 物 質 、 放 射 性 核 種 、 ポ ジ ト ロ ン 放 出 金 属 （ ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 用 ） 、 及 び 非
放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 診 断 用 の 抗 体 に 接 合 し う る 金 属 イ オ ン に
つ い て 一 般 的 に は US 4,741,900を 参 照 せ よ 。 好 適 な 酵 素 と し て は 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 又 は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ
ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ ； 好 適 な 補 欠 分 子 族 と し て は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ア ビ ジ ン 及 び ビ オ チ
ン が 挙 げ ら れ ； 好 適 な 蛍 光 物 質 と し て は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 フ ル オ レ
ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ ッ セ イ
ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 及 び フ ィ コ エ リ ト リ ン が 挙 げ ら れ ； 好 適 な 発 光 物 質 と し て は ル ミ ノ ー ル
が 挙 げ ら れ ； 好 適 な 生 物 発 光 物 質 と し て は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 及 び エ ク オ リ
ン が 挙 げ ら れ ； か つ 好 適 な 放 射 性 核 種 と し て は 1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ 、 1 1 1 In及 び 9 9 Tcが 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 治 療 薬 剤 又 は 薬 物 成 分 と 接 合 さ せ て 所 定 の 生 物 応
答 を 変 え る こ と が で き る 。 治 療 薬 剤 又 は 薬 物 成 分 は 、 古 典 的 な 化 学 的 治 療 薬 剤 に 限 定 す る
も の と 理 解 す べ き で な い 。 例 え ば 、 薬 物 成 分 は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は
ポ リ ペ プ チ ド で よ い 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、 又 は ジ フ テ リ ア 毒 素 の よ う な 毒 素 ； 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α -イ ン タ ー フ
ェ ロ ン 、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン 活 性 因 子 、 血 栓 性 物 質 又 は 抗 -血 管 形 成 物 質 、 例 え ば ア ン ギ オ ス タ チ ン (angiostatin)
若 し く は エ ン ド ス タ チ ン の よ う な タ ン パ ク 質 ； 又 は リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1(I
L-1)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(IL-2)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6(IL-6)、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ
ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (G-CSF)、 神 経 成 長 因 子 (NGF)又 は 他 の
成 長 因 子 の よ う な 生 物 応 答 修 飾 因 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の よ う な 治 療 成 分 を 抗 体 に 接 合 さ せ る 技 術 は 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Arnonら ,“ 癌 治 療
に お け る 薬 物 の 免 疫 標 的 用 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ” , Monoclonal Antibodies and Cancer T
herapy, Reisfeldら (1985)eds. Alan R. Liss, Inc. pp. 243-56； Hellstromら ,“ 薬 物 送
達 用 抗 体 ” , Controlled Drug Delivery (1987), eds. Robinsonら (Marcel Dekker, Inc.
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) pp. 623-53； Thorpe,“ 癌 治 療 に お け る 細 胞 毒 薬 剤 の 抗 体 キ ャ リ ヤ ー ： レ ビ ュ ー ” , Mon
oclonal Antibodies '84： Biological And Clinical Applications, Pincheraら  (eds.),
 pp.475-506(1985)； “ 癌 治 療 に お け る 放 射 標 識 抗 体 の 治 療 的 使 用 の 分 析 、 結 果 及 び 将 来
の 展 望 ” , Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwinら (eds.
), pp. 303-16(Academic Press 1985), Thorpeら ,“ 抗 体 -毒 素 接 合 体 の 調 製 と 細 胞 毒 特 性
” , Immunol. Rev., 62:119-58(1982)及 び Dubowchikら , 1999, Pharmacology and Therap
eutics, 83, 67-123を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ れ と は 別 に 、 Segalに よ っ て US 4,676,980に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 抗 体 を 第 ２ 抗 体
に 結 合 し て 抗 体 異 種 接 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。
　 治 療 成 分 が 結 合 し 或 い は 結 合 し て い な い 抗 体 は 、 単 独 で 或 い は 細 胞 毒 因 子 及 び ／ 又 は サ
イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 治 療 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 検 出 ／ 定 量 化 の た め に 単 独 で 使 用 す る 抗 体 は 、 該 抗 体 が 交 差 反 応 し 、 そ れ で も 本 発 明 用
の ヒ ト SC6ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る と い う 条 件 で 、 他 の 哺 乳 類 種 、 例 え ば ウ サ ギ 内 で 産 生
さ せ て ヒ ト SC6の 相 同 体 に 向 け る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 抗 -ラ ッ ト タ ウ リ ン 輸 送 体
(TAU 11)カ タ ロ グ 番 号 TAU-11S, Alpha Diagnostic International Inc., San Antonio, T
X 78238 USA） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ こ で 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 す る が 、 実 施 例 は い か な る 場 合 に も 本 発
明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 す べ き で な い 。 実 施 例 は 図 を 参 考 に す る 。
　
　 （ 正 常 酸 素 及 び 低 酸 素 状 態 下 で の 初 生 内 皮 細 胞 の 成 長 ）
　 HDMEC細 胞 を 正 常 酸 素 又 は 低 酸 素 (１ ％ Ｏ 2 )状 態 の ど ち ら か に ４ 、 ８ 、 又 は 16時 間 さ ら す
こ と に よ っ て 処 理 し た (Ratcliffe Pら , Nature, 1999, 399, 271-275に 記 載 さ れ て い る よ
う な 細 胞 培 養 の 方 法 論 )。 さ ら し た 後 、 細 胞 を mRNA調 製 の た め 収 集 し た 。
　 （ 遺 伝 子 発 現 マ イ ク ロ ア レ イ (GEM)分 析 ）
　 正 常 酸 素 (対 照 )又 は 低 酸 素 (処 理 )状 態 下 で ４ 、 ８ 及 び 16時 間 成 長 し た HDMEC細 胞 内 で の
差 次 的 遺 伝 子 発 現 の 詳 細 な 分 析 は 、 Incyte Genomic, Ltd(Paloaoto, USA)に よ っ て 提 供 さ
れ て い る GEM T M マ イ ク ロ ア レ イ サ ー ビ ス を 用 い て 行 っ た 。 簡 単 に は 、 調 査 中 (こ の 場 合 、 低
酸 素 対 正 常 酸 素 )の 重 要 な 比 較 に 対 応 す る ポ リ Ａ ＋ mRNAsの 対 を 供 給 し た 。 mRNAの 調 製 は 、
Incyte手 順 に よ っ て 行 っ た 。 Incyteは 標 識 化 プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 こ れ ら プ ロ ー ブ と の 競 合
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を そ の 標 準 的 ヒ ト マ イ ク ロ ア レ イ の １ つ に つ い て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 初 生 内 皮 細 胞 の GEM分 析 は 、 低 酸 素 下 で SC6用 遺 伝 子 が 増 え る こ と を 示 し た 。
表 １ ． 10,000cDNA Incyteア レ イ を 用 い た GEM分 析 に よ る SC6の 倍 変 化
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
　 （ RT-PCRに よ る SC6 mRNAの 定 量 化 ）
　 GEM分 析 結 果 を 確 証 す る た め 、 我 々 は 実 時 間 定 量 的 RT-PCR（ 実 施 例 ２ で 述 べ る よ う な ）
を 用 い 、 正 常 酸 素 及 び 低 酸 素 状 態 下 で 培 養 し た 初 生 内 皮 細 胞 培 養 、 HDMEC内 で の SC6 mRNA
の 発 現 を 分 析 し た 。
　 正 常 酸 素 又 は 低 酸 素 状 態 下 に ４ 、 ８ 及 び 16時 間 さ ら し た 後 、 HDMEC内 皮 細 胞 内 の SC6 mRN
Aの 発 現 を 定 量 し た （ 図 １ ） 。 GEM分 析 の 結 果 と 一 致 し て 、 我 々 は 、 低 酸 素 に 16時 間 さ ら し
た 後 の 細 胞 の SC6 mRNAレ ベ ル が 正 常 酸 素 状 態 に さ ら し た 細 胞 と 比 較 し て 劇 的 に 増 加 す る こ
と を 見 い だ し た 。
　 低 酸 素 又 は 正 常 酸 素 状 態 下 で 16時 間 培 養 し た 腎 細 胞 癌 系 、 (RCC4)、 及 び ２ 種 の 乳 癌 細 胞
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系 、 (ヒ ト コ ー カ シ ア ン (caucasian)乳 腺 癌 、 ECACC、 MCF7及 び 乳 房 /乳 腺 転 移 性 部 位 胸 水 、
腺 管 癌 、 ATCC、 MDA-435)内 で も SC6 mRNAの 発 現 を 定 量 し た （ 図 ２ ） 。
　 低 酸 素 の 存 在 は 、 す べ て の 場 合 に SC6 mRNAの 発 現 の 大 き な 増 加 に 関 連 し て お り 、 SC6発
現 が 低 酸 素 因 子 に よ っ て 誘 発 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 実 時 間 定 量 的 RT-PCRを 用 い （ Heid, C.A., Stevens, J., Livak, K.J. & Williams, P.M
. Genome Res. 6, 986-994(1996)； Morrison, T.B., Weis, J.J. & Wittwer, C.T. Biote
chniques 24, 954-958(1998)） 、 正 常 ヒ ト 組 織 内 （ 図 ３ ） 、 調 和 さ せ た 臨 床 的 な 正 常 組 織
と 腫 瘍 癌 組 織 内 （ 図 ４ と ５ )、 腫 瘍 細 胞 系 内 （ 図 ６ ） で の SC6 mRNAの 分 布 を 分 析 し た 。
　 （ RT-PCRに よ る SC6 mRNAの 定 量 化 ）
　 RT-PCRを 用 い て 、 正 常 ヒ ト 組 織 mRNAs(Clontech)内 、 及 び 調 和 さ せ た 癌 組 織 と 正 常 組 織 (
Clontech)内 で の SC6発 現 を 定 量 的 に 測 定 し た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り ：
　 　 　 セ ン ス 　 　 　 　 5' atcggctatgcctccgttgtaa 3'（ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 　 ア ン チ セ ン ス 　 5' agttggtggagctgatggtgat 3'（ 配 列 番 号 ４ ）
【 ０ １ １ ９ 】
　 RT-PCRキ ッ ト 用 (Life Technologies)の 上 付 き (Superscript)第 １ 鎖 合 成 に よ っ て 調 製 し
た 5ngの cDNAと 、 SYBRグ リ ー ン 配 列 検 出 試 薬 (PE Biosystems)と 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス
プ ラ イ マ ー を 含 む 反 応 を ABI7700配 列 検 出 シ ス テ ム (PE Biosystems)で 分 析 し た 。 PCR条 件
は 10分 間 95℃ で １ サ イ ク ル 後 、 30秒 間 95℃ 及 び １ 分 間 65℃ で 40サ イ ク ル だ っ た 。 PCR産 物
の 蓄 積 は 、 SYBRグ リ ー ン 蛍 光 の 増 加 と し て 実 時 間 で 測 定 し 、 デ ー タ は Sequence Detector
プ ロ グ ラ ム v1.6.3(PE Biosystems)を 用 い て 解 析 し た 。 増 幅 PCR産 物 を 鋳 型 と し て 用 い 、 蛍
光 及 び 増 幅 サ イ ク ル に 対 す る 初 期 鋳 型 コ ピ ー 数 の 関 係 の 標 準 曲 線 を 生 成 し 、 こ れ を 使 用 し
て 各 試 料 中 の SC6コ ピ ー 数 を 計 算 し た 。 SC6 mRNAの 発 現 は 、 mRNAの 相 対 的 な 発 現 レ ベ ル と
し て 示 さ れ る （ コ ピ ー 数 ng - 1 cDNA） 。
　 SC6 mRNAの 発 現 は 、 ほ と ん ど の 正 常 組 織 内 で 低 く 、 扁 桃 腺 、 呼 吸 管 及 び 正 常 乳 房 組 織 内
で 最 高 レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 正 常 組 織 と 乳 房 腫 瘍 組 織 （ IMM, Oxford, UKの 許 可 に よ っ て 得 た ） の 調 和 さ せ た ７ 種 の
臨 床 試 料 内 に お け る SC6 mRNAの 発 現 を 調 べ た 。 す べ て の 場 合 に 、 調 和 さ せ た 正 常 組 織 試 料
に 比 し 、 腫 瘍 試 料 内 で SC6 mRNA発 現 が 増 加 し た （ 図 ４ ） 。
　 さ ら に 、 調 和 さ せ た 正 常 組 織 と 、 乳 房 、 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 胸 腺 及 び 子 宮 試 料 か ら
の 腫 瘍 組 織 内 で SC6 mRNAの レ ベ ル を 調 べ た （ 図 ５ ） 。 こ れ ら 試 料 は BD Biosciences Clont
ech, 1020 East Meadow Circle, Palo Alto, CA 94303か ら 得 た 。 我 々 は 、 頚 部 (1/1)、 大
腸 (2/3)、 腎 臓 (1/1)、 肺 (2/2)、 及 び 子 宮 (1/1)細 胞 癌 内 で 、 対 応 す る 調 和 さ せ た 対 照 試 料
と 比 較 し て SC6 mRNA発 現 が 増 加 す る こ と を 見 い だ し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 多 く の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 内 で も SC6 mRNAの 発 現 を 決 定 し た （ 図 ６ ） 。 以 下 に 列 記 す る ヒ ト
細 胞 系 を 調 査 し た ： ヒ ト 骨 肉 腫 (MG63)； 乳 癌 (MDA-MB-453； MDA-MB-468； BT20、 BT474、 CA
L51、 DU4475及 び T47D)； 腎 臓 癌 (Wilm)； 形 質 転 換 し た 正 常 腎 細 胞 系 (293)； 形 質 転 換 し た
正 常 線 維 芽 細 胞 系 (MRC-5)； 子 宮 肉 腫 (MES-SA)； 頚 癌 (Hela S3)； 膵 臓 癌 (Mia Paca、 Panc 
1、 PC3、 PC3M)； ヒ ト 真 皮 微 小 血 管 内 皮 細 胞 (HDMECQ及 び HDMECQ-VEGF)。 こ れ ら 細 胞 系 は 、
以 下 の 供 給 元 か ら 得 ： American Type Culture Collection(ATCC), Manassas, USA； Europ
ean Collection of Cell Cultures(ECACC), Salisbury, Wiltshire, UK及 び BioWhittaker
 House, Workingham, Berkshire, UK、 供 給 元 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 培 地 内 で 育 成 し た 。
我 々 は 、 SC6 mRNAレ ベ ル は 特 定 の 乳 癌 細 胞 系 内 で 高 く 、 か つ SC6 mRNAレ ベ ル は 腎 臓 、 子 宮
及 び 膵 臓 癌 細 胞 系 内 で 特 に 増 え る こ と を 見 い だ し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 我 々 は 、 臨 床 及 び 正 常 リ ン パ 系 試 料 内 で の SC6 mRNAレ ベ ル を 調 べ た 。 病 理 学 的
に 有 効 な 臨 床 リ ン パ 腫 試 料 は 、 Institutional Review Boardの 承 認 後 に Ardais Coraporat
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ion(Lexington, MA, USA)か ら 得 た （ 図 ７ ） 。 さ ら に 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 (Raji、 Daudi
、 CA46、 Namalwa、 Ramos)； Ｔ 細 胞 白 血 病 (Jurkat)； 急 性 単 球 性 白 血 病 (THP-1)； 慢 性 骨 髄
性 白 血 病 (K-562)； 急 性 骨 髄 性 白 血 病 (KG-1)； 前 骨 髄 球 性 白 血 病 (HL-60)－ す べ て ATCC又 は
ECACCか ら 入 手 可 能 － 及 び 他 の 白 血 病 細 胞 系 、 MUTU III、 BL58、 OZ、 SUD HL6、 KHM108、 RE
C1 MV、 K1106、 K-231、 AS293、 及 び BL115を 含 む リ ン パ 腫 ／ 白 血 病 細 胞 系 の 範 囲 内 で SC6 m
RNA発 現 を 比 較 し た 。 図 ３ の 癌 細 胞 系 に 関 し て は 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 (1/5)、 急 性 単 球 性
白 血 病 (1/1)、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 (1/1)細 胞 系 及 び SUD HL6を 含 む 特 定 の リ ン パ 腫 ／ 白 血 病
細 胞 系 が SC6 mRNA発 現 の 増 加 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 同 様 に 、 正 常 の リ ン パ 系 試 料 と 比 較 し た 場 合 臨 床 リ ン パ 腫 試 料 の 65％ で SC6 mRNAの 増 加
が 観 察 さ れ た 。 こ の よ う な 場 合 、 SC6は 、 例 え ば ヒ ト 抗 -SC6抗 体 又 は SC6の 発 現 若 し く は 活
性 を 阻 害 若 し く は 下 方 制 御 す る 薬 剤 に よ る 治 療 措 置 用 の 良 い 標 的 だ ろ う 。
　 臨 床 環 境 で は 、 癌 の 特 定 領 域 は お そ ら く 低 酸 素 だ ろ う 。 我 々 の 知 見 は 、 SC6が 低 酸 素 に
応 じ て 上 方 制 御 さ れ る こ と を 示 す 。 （ い く ら か の 細 胞 又 は す べ て の 細 胞 で ） 癌 組 織 が そ の
低 酸 素 応 答 に つ い て 制 御 解 除 さ れ 、 ひ い て は SC6が 恒 常 的 に 過 剰 発 現 さ れ る の は こ の 事 例
だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 要 約 す る と 、 SC6は 正 常 組 織 内 で は 低 い 発 現 プ ロ フ ィ ル を 示 す が 、 特 定 の 、 例 え ば 、 頚
部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 子 宮 、 乳 房 及 び 膵 臓 細 胞 癌 、 さ ら に 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 及 び 骨 髄
性 白 血 病 の 腫 瘍 組 織 及 び 癌 細 胞 系 内 で 上 昇 す る 。 特 に 、 低 酸 素 状 態 下 で SC6が 上 昇 す る の
で 、 SC6は 低 酸 素 腫 瘍 の 細 胞 マ ー カ ー で あ り う る こ と を 示 し て い る 。
　 SC6上 方 制 御 が 働 い て 、 低 酸 素 腫 瘍 細 胞 内 の タ ウ リ ン レ ベ ル を 高 め る の で 、 低 酸 素 濃 度
に よ る 細 胞 損 傷 か ら 腫 瘍 細 胞 を 保 護 す る 。 さ ら に 、 こ の 保 護 メ カ ニ ズ ム が 腫 瘍 細 胞 の 連 続
し た 増 殖 と 運 動 性 を 可 能 に す る だ ろ う 。 従 っ て 、 SC6は 、 癌 の 診 断 で の マ ー カ ー と し て 、
或 い は 癌 の 治 療 に お け る 標 的 と し て の 用 途 を 有 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 出 願 で 述 べ た 特 定 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 個 々 の 局 面 の 単 な る 説 明 を 意 図 し た も の
で あ り 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 実 施 形 態 に よ っ て 限 定 さ れ も の で は な い 。 当 業 者 に は 、 前 記 説
明 と 添 付 図 面 か ら 、 本 明 細 書 で 列 挙 し た 方 法 及 び 装 置 に 加 え 、 本 発 明 の 範 囲 内 の 機 能 的 に
等 価 な 方 法 及 び 装 置 が 明 か だ ろ う 。 こ の よ う な 変 更 及 び 変 形 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に
含 ま れ る こ と を 意 図 し て い る 。
　 こ の 出 願 で 引 用 し た 各 参 考 文 献 、 特 許 及 び 特 許 出 願 の 内 容 は 、 参 照 に よ っ て そ の 全 体 が
本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。 本 発 明 の 各 局 面 の 好 ま し い 特 徴 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 他 の 各
局 面 に 対 し て も 同 様 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 １ 】 正 常 酸 素 状 態 及 び 低 酸 素 状 態 下 、 ヒ ト 真 皮 微 小 血 管 内 皮 細 胞 (HDMEC)内 に お け る S
C6 mRNAの ４ ～ 16時 間 に わ た る 経 時 的 な 発 現 を 示 す 。 SC6 mRNAの レ ベ ル は 実 時 間 RT-PCRで
定 量 し た 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ る 。
【 図 ２ 】 正 常 酸 素 状 態 (Ｎ )及 び 低 酸 素 状 態 (Ｈ )下 、 乳 癌 細 胞 系 (MCF7と MDA435)及 び 腎 臓 細
胞 癌 細 胞 (RCC4)内 に お け る SC6 mRNAの 発 現 を 示 す 。 黒 塗 り 棒 は 低 酸 素 の カ ウ ン ト を 示 し 、
ク リ ア な 棒 は 正 常 酸 素 の カ ウ ン ト を 示 す 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ る
。
【 図 ３ 】 SC6 mRNAの 組 織 分 布 を 示 す 。 SC6 mRNAの レ ベ ル は 実 時 間 RT-PCRに よ る 正 常 組 織 の
パ ネ ル 内 で 定 量 し た 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ る 。
【 図 ４ 】 ７ 種 の 調 和 さ せ た 乳 腫 瘍 組 織 内 で の SC6 mRNAの 発 現 を 示 す 。 腫 瘍 組 織 は (Ｔ )で 示
さ れ 、 調 和 さ せ た 正 常 組 織 は (Ｎ )で 示 さ れ る 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ
れ る 。
【 図 ５ 】 乳 房 、 頚 部 、 大 腸 、 腎 臓 、 肺 、 胸 腺 及 び 子 宮 由 来 の 調 和 さ せ た 腫 瘍 及 び 対 照 組 織
内 に お け る SC6 mRNAの 発 現 を 示 す 。 SC6 mRNAの レ ベ ル は 実 時 間 RT-PCRに よ っ て 定 量 し た 。

10

20

30

40

50

(29) JP 2005-521877 A 2005.7.21



mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ る 。 黒 塗 り 棒 は 腫 瘍 組 織 の カ ウ ン ト を 示 し 、
ク リ ア な 棒 は 対 照 組 織 の カ ウ ン ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 種 々 の 癌 細 胞 系 内 で の SC6 mRNAの 発 現 を 示 す 。 調 査 し た ヒ ト 細 胞 系 の パ ネ ル は 以
下 の と お り で あ る ： ヒ ト 骨 肉 腫 (MG63)； 乳 癌 (MDA-MB-453、 MDA-MB-468、 BT20、 BT474、 CA
L51、 DU4475及 び T47D)； 腎 臓 癌 (Wilm)； 形 質 転 換 し た 正 常 腎 臓 細 胞 系 (293)； 形 質 転 換 し
た 正 常 線 維 芽 細 胞 系 (MRC-5)； 子 宮 肉 腫 (MES-SA)； 頚 癌 (Hela S3)； 膵 臓 癌 (Mia Paca、 Pan
c 1、 PC3、 PC3M)； ヒ ト 真 皮 微 小 血 管 内 皮 細 胞 (HDMECQ及 び HDMECQ-VEGF)。 SC6 mRNAの レ ベ
ル は 実 時 間 RT-PCRに よ っ て 定 量 し た 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng - 1 cDNAと し て 表 さ れ る 。
【 図 ７ 】 臨 床 及 び 正 常 リ ン パ 系 試 料 内 に お け る SC6 mRNAの 発 現 を 示 し 、 臨 床 ： リ ン パ 腫 試
料 9-37及 び 正 常 ： CD34+、 末 梢 血 中 白 血 球 、 脾 臓 及 び 胸 腺 。 さ ら に 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 (
Raji、 Daudi、 CA46、 Namalwa、 Ramos)； MUTU III、 BL58、 OZ、 SUD HL6、 KHM108、 Ｔ 細 胞
白 血 病 (Jurkat)； 急 性 単 球 性 白 血 病 (THP-1)； 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 (K-562)； 急 性 骨 髄 性 白 血
病 (KG-1)； REC1 MV、 K1106、 K-231、 AS293、 BL115及 び 前 骨 髄 球 性 白 血 病 (HL-60)を 含 む リ
ン パ 腫 ／ 白 血 病 細 胞 系 の パ ネ ル に つ い て も SC6 mRNA発 現 を 示 す 。 mRNAレ ベ ル は コ ピ ー 数 ng
- 1 cDNAと し て 表 さ れ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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