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(57)【要約】
　ＭＡＤＳボックス転写増強因子２、ポリペプチドＣと
しても知られるＭＥＦ２Ｃ（筋細胞特異的増強因子２Ｃ
）に選択的に結合する抗体が提供される。ＭＥＦ２Ｃは
、幹細胞から分化されて方向付けられた細胞において発
現される数種のバイオマーカーの１つである。ＭＥＦ２
Ｃは、タンパク質のＭＥＦ２ファミリーにおける転写因
子であり、心臓形態形成、筋形成および血管の発達にお
いて役割を果たす。該抗体を産生するハイブリドーマな
らびに診断および治療目的で該抗体を使用するための使
用方法およびキットも提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する、単離された抗体またはその断片。
【請求項２】
　ＭＥＦ２Ｃが、ヒトＭＥＦ２Ｃである、請求項１に記載の単離された抗体またはその断
片。
【請求項３】
　エピトープが、配列番号２のアミノ酸配列を含んでなる、請求項２に記載の単離された
抗体またはその断片。
【請求項４】
　抗体が、モノクローナル抗体である、請求項１～３のいずれか一項に記載の単離された
抗体またはその断片。
【請求項５】
　抗体が、抗抗イディオタイプ抗体である、請求項１～４のいずれか一項に記載の単離さ
れた抗体またはその断片。
【請求項６】
　モノクローナル抗体が、マウスモノクローナル抗体、ウサギモノクローナル抗体および
ラットモノクローナル抗体からなる群から選択される、請求項１～５のいずれか一項に記
載の単離された抗体またはその断片。
【請求項７】
　抗体が、単一ドメイン抗体である、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離された抗
体またはその断片。
【請求項８】
　断片が、ｓｃＦｖ断片、ｓｃＦｖ2断片、Ｆｖ断片、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片または
Ｆ（ａｂ’）2断片である、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離された抗体または
その断片。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体を産生する、ベルギー微生物保存機関（ＢＣ
ＣＭ）に受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託された、ハイブリドーマ細胞株。
【請求項１０】
　ベルギー微生物保存機関（ＢＣＣＭ）に受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託されたハ
イブリドーマ細胞株により産生される、モノクローナル抗体またはその断片。
【請求項１１】
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列からなるＭ
ＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９９４９Ｃ
Ｂで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体またはその断
片と競合することができる、モノクローナル抗体またはその断片。
【請求項１２】
　重鎖が配列番号１３～１５の少なくとも１以上から選択される相補性決定領域（ＣＤＲ
）を含んでなり、かつ、軽鎖が配列番号１６～１８の少なくとも１以上から選択されるＣ
ＤＲを含んでなる、請求項１１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項１３】
　請求項１～８および１０～１２のいずれか一項に記載の単離された抗体またはその断片
をコードする、単離された核酸。
【請求項１４】
　請求項１～８および１０～１２のいずれか一項に記載の単離された抗体またはその断片
の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）をコードする、単離された核酸。
【請求項１５】
　プロモーターに作動可能に連結された、請求項１３または１４に記載の単離された核酸
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。
【請求項１６】
　請求項１３～１５に記載の核酸を含んでなる、単離された発現ベクター。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の発現ベクターで形質転換された、単離された宿主細胞。
【請求項１８】
　請求項１～８、１１および１２のいずれか一項に記載の単離された抗体の製造における
、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープの使用。
【請求項１９】
　ペプチドディスプレイライブラリーのスクリーニングを目的とする、配列番号３および
配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピト
ープの使用。
【請求項２０】
　ペプチドディスプレイライブラリーが、ヒトコンビナトリアル抗体ライブラリー（Ｈｕ
ＣＡＬ（商標））である、請求項１９に記載の使用。
【請求項２１】
　請求項１～８および１０～１２のいずれか一項に記載の抗体と担体とを含んでなる、組
成物。
【請求項２２】
　心血管系統へ方向付けられた細胞を検出する方法であって、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、心血管系統へ方向付けられた細胞の存在を示す、方
法。
【請求項２３】
　細胞内の免疫複合体の局在を可視化する工程をさらに含んでなる、請求項２２に記載の
方法。
【請求項２４】
　可視化工程が、光学顕微鏡法、ＵＶ顕微鏡法および共焦点顕微鏡法からなる群から選択
される技術を用いて行われる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　細胞の心血管系統への方向付けを定量化する方法であって、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を定量化すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、細胞の心血管系統への方向付けの定量化を示す、方
法。
【請求項２６】
　生体試料が、ヒトから得られる、請求項２２～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　生体試料を、抗体またはその断片と特異的に結合する第二の抗体と接触させることをさ
らに含んでなる、請求項２２～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　第二の抗体が、検出剤に結合される、請求項２７に記載の方法。
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【請求項２９】
　検出剤が、酵素、蛍光標識、発光標識、放射性標識または発色標識から選択される群の
１つ以上を含んでなる、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　神経系統へ方向付けられた細胞を検出する方法であって、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、神経系統へ方向付けられた細胞の存在を示す、方法
。
【請求項３１】
　細胞内の免疫複合体の局在を可視化する工程をさらに含んでなる、請求項３０に記載の
方法。
【請求項３２】
　可視化工程が、光学顕微鏡法、ＵＶ顕微鏡法および共焦点顕微鏡法からなる群から選択
される技術を用いて行われる、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　細胞の神経系統への方向付けを定量化する方法であって、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を定量化すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、細胞の神経系統への方向付けの量を示す、方法。
【請求項３４】
　神経系統へ方向付けられた細胞を検出するための、請求項３０～３３のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項３５】
　心血管系統へ方向付けられた細胞を同定するためのキットであって、
　（ｉ）配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含
んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片；または
　（ｉｉ）配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列か
らなるＭＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９
９４９ＣＢで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体また
はその断片と競合することができる、モノクローナル抗体またはその断片
の少なくとも１つ；および
　該キットを使用するための指示書
を含んでなる、キット。
【請求項３６】
　神経系統へ方向付けられた細胞を同定するためのキットであって、
　（ｉ）配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含
んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片；または
　（ｉｉ）配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列か
らなるＭＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９
９４９ＣＢで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体また
はその断片と競合することができる、モノクローナル抗体またはその断片
の少なくとも１つ；および
　該キットを使用するための指示書
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を含んでなる、キット。
【請求項３７】
　心臓障害を有する個人を処置する方法であって、
　個人から細胞および／または幹細胞を得ること；
　該細胞および／または幹細胞を心血管系統に分化させること；
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片を用いて、該細胞および
／または幹細胞が心血管系統へ方向付けられた細胞になったか否かを検出すること；
　心血管系統へ方向付けられた細胞を単離すること；および
　心血管系統へ方向付けられた細胞をそれを必要とする個人に投与すること
を含んでなる、方法。
【請求項３８】
　神経変性障害を有する個人を処置する方法であって、
　個人から細胞および／または幹細胞を得ること；
　該細胞および／または幹細胞を神経系統に分化させること；
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片を用いて、該細胞および
／または幹細胞が神経系統へ方向付けられた細胞になったか否かを検出すること；
　神経系統へ方向付けられた細胞を単離すること；および
　神経系統へ方向付けられた細胞をそれを必要とする個人に投与すること
を含んでなる、方法。
【請求項３９】
　心疾患を処置する方法に使用するための、配列番号３および配列番号４の少なくとも１
つから選択されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗
体またはその断片。
【請求項４０】
　心疾患を処置する方法に使用するための、配列番号３および配列番号４の少なくとも１
つから選択されるアミノ酸配列からなるＭＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための
、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産
生されるモノクローナル抗体またはその断片と競合することができる、モノクローナル抗
体またはその断片。
【請求項４１】
　重鎖が配列番号１３～１５の少なくとも１以上から選択される相補性決定領域（ＣＤＲ
）を含んでなり、かつ、軽鎖が配列番号１６～１８の少なくとも１以上から選択されるＣ
ＤＲを含んでなる、請求項４０に記載のモノクローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、バイオマーカーを同定するための、詳細には、分化のバイオマーカーを同定
するための、とりわけ、幹細胞の分化により得られる心血管または神経系統へ方向付けら
れた細胞を追跡するための方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　心血管疾患は、世界中で死亡の主要原因となっており、高い修復能を有する組織とは対
照的に、心臓組織は、非修復性の損傷を受けやすい。したがって、心疾患障害に対処する
ため、細胞ベースの心血管再生医療が求められている。未熟な状態で送達された成体幹細
胞は、心疾患障害を有する患者において限られた効果しか示さず、よって、心臓の再生を
助けるために、未熟ヒト幹細胞を患者に注入する前に心臓系統に導く療法が開発中である
。
【０００３】
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　心血管系統へ方向付けられた細胞（Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｌｉｎｅａｇｅ　
ｃｏｍｍｉｔｔｅｄ　ｃｅｌｌｓ）は、未熟な幹細胞が心臓系統へ方向付けられた細胞に
分化されたことを同定するのに用いることができる数種のバイオマーカーを発現する。そ
のようなバイオマーカーの１つが、心臓の形態形成、筋形成および血管発生において重要
な役割を果たすＭＥＦ２ファミリーの転写因子であるＭＥＦ２Ｃ（筋細胞特異的増強因子
２Ｃ；Ｍｙｏｃｙｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｅｎｈａｎｃｅｒ　ｆａｃｔｏｒ　２Ｃ）で
ある。ＭＥＦ２Ｃは、神経発生および脳の発達においても重要な因子であることが知られ
ている。
【０００４】
　ＭＥＦ２Ｃを検出するための抗体は市販されているが欠点がある。例えば、ウサギにＭ
ＥＦ２Ｃの全長タンパク質または主要タンパク質部分を免疫することで得られたウサギポ
リクローナル抗体が知られている。しかしながら、これらのポリクローナル抗体は、全長
タンパク質またはタンパク質の部分を免疫に用いることから、ＭＥＦ２ＣのみならずＭＥ
Ｆ２ファミリーの他のメンバーに対しても選択的であり得、よって選択性が低い。さらに
、ポリクローナル抗体は、バッチ間変動を受ける、すなわち、選択性または特異性の一定
のレベルの保証がないため、バイオマーカーを正確に検出することに適していないといえ
る。
【０００５】
　マウスにＭＥＦ２Ｃの全長タンパク質またはタンパク質部分を免疫することで作成され
たマウスモノクローナル抗体も市販されている。しかしながら、これらのモノクローナル
抗体も、全長タンパク質またはタンパク質の部分を免疫に用いることから、ＭＥＦ２Ｃの
みならずＭＥＦ２ファミリーの他のメンバーに対しても選択的であり得、よって選択性が
低い。
【０００６】
　したがって、ＭＥＦ２Ｃを発現する系統へ方向付けられた細胞の正確な検出を可能にす
る、感度および特異性が高い検出方法および組成物、詳細には、特異性および感度が高い
抗体が大いに求められている。
【発明の概要】
【０００７】
　第一の面において、本発明は、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する単離された抗
体またはその断片にある。単離された抗体またはその断片は、適切には、ヒトＭＥＦ２Ｃ
である。本発明の態様によれば、抗体またはその断片は配列番号２のアミノ酸配列を含ん
でなる。本発明の態様によれば、抗体はモノクローナル抗体である。場合により、抗体は
抗抗イディオタイプ抗体である。
【０００８】
　本発明のさらなる態様によれば、モノクローナル抗体は、マウスモノクローナル抗体、
ウサギモノクローナル抗体およびラットモノクローナル抗体からなる群から選択されてよ
い。場合により、単離された抗体またはその断片は単一ドメイン抗体である。
【０００９】
　本発明の別の態様において、断片は、ｓｃＦｖ断片、ｓｃＦｖ2断片、Ｆｖ断片、Ｆａ
ｂ断片、Ｆａｂ’断片またはＦ（ａｂ’）2断片から選択されてよい。
【００１０】
　本発明の第二の面によれば、本明細書に記載の抗体を産生する、ベルギー微生物保存機
関（Ｂｅｌｇｉａｎ　Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｍｉｃ
ｒｏ－ｏｒｇａｎｉｓｍｓ、ＢＣＣＭ）に受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託されたハ
イブリドーマ細胞株が提供される。本発明の１つの態様によれば、上述の寄託されたハイ
ブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体またはその断片が提供される。
【００１１】
　本発明の第三の面によれば、ＭＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための、ＢＣＣ
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Ｍに受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生される
モノクローナル抗体またはその断片と競合することができるモノクローナル抗体またはそ
の断片が提供される。適切には、エピトープは配列番号３および配列番号４の少なくとも
１つから選択されるアミノ酸配列からなる。本発明の態様において、モノクローナル抗体
は、配列番号１３～１５の少なくとも１以上から選択される相補性決定領域（ＣＤＲ）を
含んでなる重鎖と、配列番号１６～１８の少なくとも１以上から選択されるＣＤＲを含ん
でなる軽鎖とを含んでなる。
【００１２】
　本発明の第四の面によれば、本明細書に記載されるような単離された抗体またはその断
片をコードする核酸配列が提供される。適切には、核酸配列はｃＤＮＡ配列を含んでなる
。
【００１３】
　本発明の第五の面によれば、本明細書に記載されるような単離された抗体またはその断
片の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）をコードする核酸配列が提供される。
【００１４】
　本発明の第六の面によれば、プロモーターに作動可能に連結された、本明細書に記載さ
れるような核酸が提供される。第七の面によれば、本発明の上述の核酸のいずれかを含ん
でなる単離された発現ベクターが提供される。本発明の第八の面によれば、本明細書に記
載される発現ベクターで形質転換された単離された宿主細胞が提供される。
【００１５】
　本発明の第九の面によれば、抗体の製造における、配列番号３および配列番号４の少な
くとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでなる（あるいは、から実質的になる）Ｍ
ＥＦ２Ｃエピトープの使用が提供される。本発明の第十の面によれば、ペプチドディスプ
レイライブラリーのスクリーニングを目的とする、配列番号３および配列番号４の少なく
とも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでなる（あるいは、から実質的になる）ＭＥ
Ｆ２Ｃエピトープの使用が提供される。本発明の特定の態様において、ペプチドディスプ
レイライブラリーはヒトコンビナトリアル抗体ライブラリー（ＨｕＣＡＬ（商標））であ
る。
【００１６】
　本発明の第十一の面によれば、本明細書に記載されるような任意の面による抗体または
その断片と担体とを含んでなる組成物が提供される。担体は、適切には、溶媒、緩衝液ま
たは保存溶液を含んでもよい。
【００１７】
　本発明の第十二の面によれば、心血管系統へ方向付けられた細胞を検出する方法であっ
て、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が心血管系統へ方向付けられた細胞の存在を示す方法が
提供される。
【００１８】
　本発明の特定の態様において、開示された任意のおよびすべての方法は、細胞内の免疫
複合体の局在を可視化する工程をさらに含んでよい。場合により、可視化工程は、光学顕
微鏡法、ＵＶ顕微鏡法および共焦点顕微鏡法からなる群から選択される技術を用いて行わ
れる。
【００１９】
　本発明の第十三の面によれば、細胞の心血管系統への方向付けを定量化する方法であっ
て、
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　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を定量化すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、細胞の心血管系統への方向付けの定量化を示す方法
が提供される。
【００２０】
　適切には、生体試料はヒトから得ることができる。
【００２１】
　本発明の特定の態様において、該方法は、生体試料を、前記抗体またはその断片と特異
的に結合する第二の抗体と接触させることをさらに含んでなる。場合により、第二の抗体
は検出剤に結合される。典型的には、検出剤は、酵素、蛍光標識、発光標識、放射性標識
または発色標識から選択される群の１つ以上を含んでなる。
【００２２】
　本発明の第十四の面によれば、神経系統へ方向付けられた細胞を検出する方法であって
、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、神経系統へ方向付けられた細胞の存在を示す方法が
提供される。
【００２３】
　本発明の第十五の面によれば、細胞の神経系統への方向付けを定量化する方法であって
、
　細胞を含んでなる生体試料と、配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択
されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはそ
の断片とを、該抗体またはその断片と標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で
接触させること；および
　免疫複合体の存在を定量化すること
を含んでなり、免疫複合体の存在が、細胞の神経系統への方向付けの量を示す方法が提供
される。
【００２４】
　本発明の態様において、該方法は、神経系統へ方向付けられた細胞を検出するための方
法である。
【００２５】
　本発明の第十六および第十七の面によれば、それぞれ、心血管または神経系統へ方向付
けられた細胞を同定するためのキットであって、
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片；または
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列からなるＭ
ＥＦ２Ｃエピトープに特異的に結合するための、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９９４９Ｃ
Ｂで寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体またはその断
片と競合することができる、モノクローナル抗体またはその断片
の少なくとも１つ；および
　該キットを使用するための指示書
を含んでなるキットが提供される。
【００２６】
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　本発明の第十八の面によれば、心臓障害を有する個人を処置する方法であって、
　個人から細胞および／または幹細胞を得ること；
　該細胞および／または幹細胞を心血管系統に分化させること；
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片を用いて、該細胞および
／または幹細胞が心血管系統へ方向付けられた細胞になったか否かを検出すること；
　心血管系統へ方向付けられた細胞を単離すること；および
　心血管系統へ方向付けられた細胞をそれを必要とする個人に投与すること
を含んでなる方法が提供される。
【００２７】
　本発明の第十九の面によれば、神経変性障害を有する個人を処置する方法であって、
　個人から細胞および／または幹細胞を得ること；
　該細胞および／または幹細胞を神経系統に分化させること；
　配列番号３および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでな
るＭＥＦ２Ｃエピトープに選択的に結合する抗体またはその断片を用いて、該細胞および
／または幹細胞が神経系統へ方向付けられた細胞になったか否かを検出すること；
　神経系統へ方向付けられた細胞を単離すること；および
　神経系統へ方向付けられた細胞をそれを必要とする個人に投与すること
を含んでなる方法が提供される。
【００２８】
　本発明の第二十の面によれば、心疾患を処置する方法に使用するための、配列番号３お
よび配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列を含んでなるＭＥＦ２Ｃエ
ピトープに選択的に結合する抗体またはその断片が提供される。
【００２９】
　本発明の第二十一の面によれば、心疾患を処置する方法に使用するための、配列番号３
および配列番号４の少なくとも１つから選択されるアミノ酸配列からなるＭＥＦ２Ｃエピ
トープに特異的に結合するための、ＢＣＣＭに受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢで寄託され
たハイブリドーマ細胞株により産生されるモノクローナル抗体またはその断片と競合する
ことができるモノクローナル抗体またはその断片が提供される。適切には、モノクローナ
ル抗体は、配列番号１３～１５の少なくとも１以上から選択される相補性決定領域（ＣＤ
Ｒ）を含んでなる重鎖と、配列番号１６～１８の少なくとも１以上から選択されるＣＤＲ
を含んでなる軽鎖とを含んでよい。
【００３０】
　これらの方法は、細胞療法における使用のために、心血管系統へ方向付けられた細胞の
検出および単離を促進するための抗体の使用を含んでもよい。
【００３１】
　適切な場合には上記の本発明の態様および面のいずれかを組み合わせても用いることに
も向けられる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１は、空のベクター（－）およびＭＥＦ２Ｃコーディングベクター（＋）をト
ランスフェクトした細胞についてのウェスタンブロット法を用いる免疫検出の結果を示す
。本発明の抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体（αＭＥＦ２Ｃ）は、ＭＥＦ２Ｃトランスフ
ェクト細胞（＋）における６０ｋＤａ付近の特異的なバンド（これはＭＥＦ２Ｃに対応す
る）を認識する。
【図２】図２の左のパネルは、トランスフェクトＨｅＬａ細胞におけるＭＥＦ２Ｃ免疫染
色の結果を示す。図２の右のパネルは、非トランスフェクト（＋）およびＭＥＦ２Ｃトラ
ンスフェクト（×）ＨｅＬａ細胞におけるＭＥＦ２ＣおよびＦｌａｇ染色の分布を示す。
グラフの右上象限における黄色のバツ印（×）は二重陽性核、すなわちＭＥＦ２Ｃおよび
Ｆｌａｇの双方について染色強度を示す細胞を表す。
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【図３】図３は、骨髄間葉系幹細胞（左の写真）の、同じ骨髄起源由来の心血管系統へ方
向付けられた細胞（右の写真）と比較した免疫蛍光を示す。
【図４】図４は、骨髄間葉系幹細胞の核および心血管系統へ方向付けられた細胞の核の平
均核強度を表す。
【図５】図５は、蛍光強度の間隔の単位が７．５である細胞集団比率に対する核蛍光強度
のヒストグラムである。骨髄間葉系細胞は灰色の前列のバーにより表され、心臓系統へ方
向付けられた細胞は赤の後列のバーにより表される。
【図６】図６は、本発明によるハイブリドーマにより産生される抗ＭＥＦ２Ｃ抗体のコン
センサス配列を示す。
【図７】図７は、アラニンスキャニングエピトープマッピング研究において抗ＭＥＦ２Ｃ
結合についてのＭＥＦ２Ｃエピトープ内の残基の相対的重要性を示す、４５０ｎｍで測定
された吸光度のヒストグラムを示す。野生型ペプチドの異なる単一点変異および抗ＭＥＦ
２Ｃ　ｍＡｂ（濃い灰色のバー）または抗ＧＳＴ　ｍＡｂ（薄い灰色のバー）。野生型ペ
プチドは抗ＭＥＦ２Ｃ　ｍＡｂ媒介検出に対する陽性対照として、ＧＳＴペプチドは抗Ｇ
ＳＴ　ｍＡｂ媒介検出に対する陽性対象として使用した。
【図８】図８は、アラニンスキャニングエピトープマッピング研究における抗ＭＥＦ２Ｃ
モノクローナル抗体の結合の相対的定量化を測定するヒストグラムを示す。
【発明の具体的説明】
【００３３】
　断りのない限り、本発明の実施には、当業者の能力の範囲内の化学、分子生物学、微生
物学、組換えＤＮＡテクノロジー、化学的方法、医薬処方および送達ならびに患者の処置
についての従来技術を採用する。このような技術は文献、例えば、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ
，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，ａｎｄ　Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｂｏｏｋｓ１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９５　ａｎｄ　
ｐｅｒｉｏｄｉｃ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｃｈ．９，１３，ａｎｄ１６，Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．）；Ｂ．Ｒｏｅ，Ｊ．Ｃｒａｂｔｒｅ
ｅ，　ａｎｄ　Ａ．Ｋａｈｎ，１９９６，ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｉｎｇ：Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆
Ｓｏｎｓ；Ｊ．Ｍ．Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｊａｍｅｓ　Ｏ’Ｄ．ＭｃＧｅｅ，１９９０，
Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃｅ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ（
Ｅｄｉｔｏｒ），１９８４，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ
　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；およびＤ．Ｍ．Ｊ．Ｌ
ｉｌｌｅｙ　ａｎｄ　Ｊ．Ｅ．Ｄａｈｌｂｅｒｇ，１９９２，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌｏｇｙ：ＤＮＡ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｐａｒｔ　Ａ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓにおいても説明されている。こ
れらの一般的記載はそれぞれ参照することで本明細書に組み込まれる。
【００３４】
　本発明を説明する前に、本発明の理解を助けるであろういくつかの定義を提供する。
【００３５】
　本明細書において用いられる「含んでなる」との用語は、記載された要素のいずれかを
必ず含むが、他の要素も含んでよいことを意味する。「から本質的になる」とは、記載さ
れた任意の要素を必ず含むが、挙げられた要素の基本かつ新規の特徴に実質的に影響を与
える要素は排除され、その他の要素は含んでもよいことを意味する。「からなる」とは、
挙げられた要素以外のすべての要素が排除されることを意味する。これらの用語でそれぞ
れ定義される態様は本発明の範囲内である。
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【００３６】
　本明細書で用いられる用語「アミノ酸」は、天然型のＬ－α－アミノ酸または残基を含
む。天然型のアミノ酸に対して一般的に用いられる１文字または３文字の略号を本明細書
で使用する：Ａ＝Ａｌａ；Ｃ＝Ｃｙｓ；Ｄ＝Ａｓｐ；Ｅ＝Ｇｌｕ；Ｆ＝Ｐｈｅ；Ｇ＝Ｇｌ
ｙ；Ｈ＝Ｈｉｓ；Ｉ＝Ｉｌｅ；Ｋ＝Ｌｙｓ；Ｌ＝Ｌｅｕ；Ｍ＝Ｍｅｔ；Ｎ＝Ａｓｎ；　Ｐ
＝Ｐｒｏ；Ｑ＝Ｇｌｎ；Ｒ＝Ａｒｇ；Ｓ＝Ｓｅｒ；Ｔ＝Ｔｈｒ；Ｖ＝Ｖａｌ；Ｗ＝Ｔｒｐ
；およびＹ＝Ｔｙｒ（Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ａ．Ｌ．，（１９７５）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，２ｄ　ｅｄ．，ｐｐ．７１－９２，Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ）。一般の用語「アミノ酸」は、Ｄ－アミノ酸、レトロ？インベルソアミノ酸
のみならず、アミノ酸類似体等の化学的に改変されたアミノ酸、ノルロイシン等のタンパ
ク質には通常組み込まれない天然型のアミノ酸およびβ－アミノ酸等のアミノ酸の特徴と
して当技術分野において知られている特性を有する化学的に合成された化合物をさらに含
む。例えば、フェニルアラニンまたはプロリンの類似体または模倣体であって、天然のＰ
ｈｅまたはＰｒｏが許すのと同様のペプチド化合物の立体構造の制限を許すものがアミノ
酸の定義に含まれる。このような類似体または模倣体は、本明細書では各アミノ酸の「機
能的同等物」と呼ばれる。アミノ酸の他の例としては、参照することで本明細書に組み込
まれるＲｏｂｅｒｔｓ　ａｎｄ　Ｖｅｌｌａｃｃｉｏ，Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａｎ
ａｌｙｓｉｓ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｏｓｓ　ａｎｄ　Ｍｅｉｅｈ
ｏｆｅｒ，ｅｄｓ．，Ｖｏｌ．５，ｐ．３４１，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．，Ｎ．Ｙ．１９８３に挙げられる。
【００３７】
　用語「増幅」は、サンプル中の核酸分子のコピー数を増加させる技術の使用、例えば、
本発明の抗体またはその断片をコードする核酸の増幅を意味する。増幅の例としては、対
象から採集した生体サンプルとオリゴヌクレオチドプライマーペアとを、サンプル中の核
酸鋳型へのプライマーのハイブリダイゼーションを許す条件下で接触させるポリメラーゼ
連鎖反応である。プライマーは適切な条件下で伸長し、鋳型から解離し、その後再アニー
ルし、伸長し、解離し、核酸のコピー数を増幅する。増幅産物は電気泳動、制限エンドヌ
クレアーゼ切断パターン、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションもしくはライゲー
ションおよび／または標準的技術を使用する核酸配列決定により特徴付けてもよい。
【００３８】
　用語「抗体」は、抗原またはその断片のエピトープを特異的に認識し、これに結合する
軽鎖または重鎖の免疫グロブリン可変領域を少なくとも含んでなるポリペプチドリガンド
を意味する。抗体は、可変重鎖（ＶH）領域および可変軽鎖（ＶL）領域と名付けられた可
変領域をそれぞれ有する重鎖および軽鎖から構成される。ＶH領域およびＶL領域は共に抗
体により認識される抗原の結合に関与している。これは完全な免疫グロブリンならびにＦ
ａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ）’2断片、Ｆｖ断片、単鎖Ｆｖタンパク質（「ｓｃ
Ｆｖ」）、ｓｃＦｖ2断片およびジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」）等
の当技術分野においてよく知られるそれらのバリアントおよび部分を含む。ｓｃＦｖタン
パク質は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域と免疫グロブリンの重鎖可変領域とがリンカー
により結合される融合タンパク質であるが、ｄｓＦｖでは、両鎖の会合を安定化するため
に両鎖にジスルフィド結合を導入するための変異導入がなされている。この用語はまた、
キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロコンジュゲート抗体（二重特異性抗体
等）、抗抗イディオタイプ抗体ならびにナノボディを含む単一ドメイン抗体、または一次
、二次、三次または四次構造に基づいて遺伝子的にないしｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで操作され
た構築物も含む。Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ　ａｎｄ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，１９
９４－１９９５（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）
；Ｋｕｂｙ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆
Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７も参照されたい。典型的には、天然起源の免疫グロ
ブリンは、ジスルフィド結合により相互接続された重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する
。ラムダ（λ）およびカッパ（ｋ）の２種の軽鎖が存在する。抗体分子の機能活性を決定
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する５つの主要重鎖クラス（またはアイソタイプ）：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡお
よびＩｇＥが存在する。各重鎖および軽鎖は定常領域および可変領域（これらの領域は「
ドメイン」としても知られる）を含有する。組み合わせて重鎖および軽鎖可変領域は抗原
に特異的に結合する。軽鎖および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」
とも呼ばれる３つの超可変領域で遮られる「フレームワーク」領域を含有する。種々の軽
鎖または重鎖のフレームワーク領域の配列は相対的に種内で保存されている。構成軽鎖お
よび重鎖の組み合わされたフレームワーク領域である抗体のフレームワーク領域は、３次
元空間においてＣＤＲを位置付け、整列させるのに役立つ。ＣＤＲは第一に抗原のエピト
ープへの結合に関与している。各鎖のＣＤＲは、典型的にはＮ末端から順に番号が付けら
れ、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と呼ばれ、また、典型的には特定のＣＤＲが位置
する鎖により同定される。目的の抗原に結合する抗体は特異的なＶH領域およびＶL領域配
列、それゆえ特異的なＣＤＲ配列を有する。異なる特異性を有する抗体（異なる抗原につ
いての異なる結合部位による）は異なるＣＤＲを有する。ＣＤＲは抗体によって異なるが
、ＣＤＲ内の限られた数のアミノ酸位置のみが抗原結合に直接関与する。ＣＤＲ内のこれ
らの位置は特異性決定残基（ＳＤＲ）と呼ばれる。用語「抗体」は、特異的な結合につい
て無傷抗体と競合する少なくとも１つの所望のエピトープに対する特異性を有する抗体の
任意の部分（例えば、エピトープに特異的に結合するために十分なＣＤＲ配列を有し、か
つ、十分なフレームワーク配列を有する断片）も含む。例として、抗原結合断片は、断片
が由来する抗体と結合するエピトープへの結合について競合することができる。
【００３９】
　所定のエピトープに対する抗体の特異性は競合アッセイにより決定することができる（
例えば、Ｓｔａｈｌｉ　Ｃ，Ｍｉｇｇｉａｎｏ　Ｖ，Ｓｔｏｃｋｅｒ　Ｊ，Ｓｔａｅｈｅ
ｌｉｎ　Ｔ，Ｈａｒｉｎｇ　Ｐ，Ｔａｋａｃｓ　Ｂ（１９８３）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ；９２：２４２－５３を参照）。
【００４０】
　用語「モノクローナル抗体」はハイブリドーマ細胞の単一クローンまたは単一抗体の軽
鎖および重鎖遺伝子がトランスフェクトされた細胞もしくはその後代により産生される抗
体を意味する。モノクローナル抗体は当業者に知られた方法、例えば、骨髄腫細胞と免疫
脾臓細胞との融合からハイブリッド抗体形成細胞（ハイブリドーマ細胞）を作製すること
により産生される。
【００４１】
　用語「キメラ抗体」は、ある種（例えばヒト）由来のフレームワーク残基と別の種由来
のＣＤＲまたはＳＤＲ（一般的にに抗原結合を付与する）を有する抗体を意味する。最も
典型的には、キメラ抗体は、ヒトおよびマウス抗体ドメイン、一般的には、ヒト定常領域
および／またはフレームワーク領域ならびにマウス可変領域、マウスＣＤＲおよび／また
はマウスＳＤＲを含む。
【００４２】
　用語「ヒト化抗体」は、ヒトフレームワーク領域および非ヒト由来の１または複数のＣ
ＤＲまたはＳＤＲ（例えば、マウス、ラットまたは合成）免疫グロブリンを含む免疫グロ
ブリンを意味する。ＣＤＲを提供する非ヒト免疫グロブリンは「ドナー」と、フレームワ
ークを提供するヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と名付けられる。
【００４３】
　ヒト抗体は、内在性の免疫グロブリン遺伝子が部分的または完全に不活性化されたマウ
ス等のトランスジェニック動物にヒト免疫グロブリン座位を導入することにより作製する
ことができる。免疫負荷にあたり、ヒト抗体産生は宿主において観察され、遺伝子再配列
、構築および抗体レパートリーを含むあらゆる点でヒトにおいて見られるものとよく似て
いる。
【００４４】
　「単一ドメイン抗体」は、単一の単量体の抗原結合（例えば、可変）ドメインを含んで
なる抗体断片を意味する。ナノボディと呼ばれることがある単一ドメイン抗体は、ラクダ
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科ＶHＨ抗体断片等の非ヒト起源の単一ドメイン重鎖抗体を含んでもよい。そのような抗
体断片は典型的には従来の抗体よりもサイズが小さいかＦａｂ断片と同等である。
【００４５】
　用語「抗原」は免疫応答を引き起こす分子を意味する。抗原は全長ポリペプチドまたは
タンパク質の形態であってよい。あるいは、抗原は、ペプチド断片に対して産生された抗
体が全長ポリペプチドへの結合も可能にする特異的なエピトープを有するペプチド断片の
形態とすることができる。
【００４６】
　本明細書で用いられる用語「分化」は、より特殊化されていない細胞がより特殊化され
た細胞になるプロセスを意味する。
【００４７】
　用語「発現ベクター」は、直鎖または環状のいずれかのＤＮＡ分子であって、適当なサ
イズの別のＤＮＡ配列断片を組み込むことができるものを意味するのに使用される。その
ようなＤＮＡ断片は、ＤＮＡ配列断片によりコードされる遺伝子の転写のための追加のセ
グメントを含むことができる。追加のセグメントは、限定されるものではないが、プロモ
ーター、転写ターミネーター、エンハンサー、内部リボソーム進入部位、非翻訳領域、ポ
リアデニル化シグナル、選択性マーカー、複製起源等を含むことができる。発現ベクター
はしばしばプラスミド、コスミド、ウイルスベクターおよび酵母人工染色体に由来し；ベ
クターはしばしばいくつかの起源からのＤＮＡ配列を含有する組換え分子である。
【００４８】
　用語「宿主細胞」は、ベクターが増殖することができ、そのＤＮＡが発現される（例え
ば、開示された抗体またはその断片をコードするベクター）細胞を意味する。細胞は原核
生物であっても真核生物であってもよい。この用語は対象宿主細胞の任意の後代も含む。
複製の間に変異が起こることがあるため、すべての後代は親細胞と同一ではないことがあ
ることは理解される。しかしながら、「宿主細胞」という用語を使用するときはそのよう
な後代が含まれる。宿主細胞は本発明の抗体、その機能的断片またはそのヒト化形態をコ
ードするベクターを増殖することができる。
【００４９】
　ポリヌクレオチド配列に適用する場合の用語「単離」は、配列が起源の天然生物から取
り出され、ゆえに外来性または望まないコードまたは制御配列がないことを意味する。単
離された配列は、組換えＤＮＡプロセスや遺伝子操作されたタンパク質合成系内で使用す
るのに適している。このような単離された配列は、ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを含む
。単離された配列は、タンパク質をコードする配列のみに限定されてもよく、プロモータ
ーおよび転写ターミネーター等の５’および３’調節配列を含むこともできる。
【００５０】
　ポリペプチド配列に適用する場合の用語「単離」は、起源のその天然生物から取り出さ
れたポリペプチドである。単離されたポリペプチドは、起源生物のプロテオーム由来の他
のポリペプチドが実質的にないことが好ましい。単離されたポリペプチドは、少なくとも
９５％純粋、より好ましくは９９％を超えて純粋な形態であることが最も好ましい。本文
脈において、用語「単離」は、天然型であるか、変性型であるか、二量体／多量体である
か、グリコシル化されているか、結晶化されているか、あるいは誘導体化形態であるかを
問わず代替的な物理的形態の同一のタンパク質を含むことを意図する。
【００５１】
　用語「標識」は、抗体またはタンパク質等の他の分子の検出を促進するためにこの分子
に直接的または間接的にコンジュゲートされる検出可能な化合物または組成物を意味する
。標識の特定かつ非限定的な例としては、蛍光タグ、酵素結合、発光タグおよび放射性ア
イソトープが挙げられる。
【００５２】
　ＤＮＡ配列に適用する場合の用語「作動可能に連結された」は、例えば発現ベクターに
おいて、複数の配列がそれらの意図する目的を達成するために協同的に機能する（例えば
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、プロモーター配列は、連結されたコード配列を通して終結配列まで進行する転写の開始
を可能にする）ように配置されることを示す。
【００５３】
　「ポリヌクレオチド」は、各ヌクレオチドの３’および５’末端がホスホジエステル結
合により結び付いた複数のヌクレオチドの一本鎖または二本鎖の共有結合配列である。ポ
リヌクレオチドはデオキシリボヌクレオチド塩基またはリボヌクレオチド塩基で構成され
てよい。ポリヌクレオチドはＤＮＡおよびＲＮＡを含み、イン・ビトロで合成的に作られ
てもよく天然源から単離されてもよい。ポリヌクレオチドのサイズは典型的には、二本鎖
ポリヌクレオチドについては塩基対（ｂｐ）の数で、一本鎖ポリヌクレオチドの場合はヌ
クレオチド（ｎｔ）の数で表される。１０００ｂｐまたはｎｔはキロベース（ｋｂ）に等
しい。４０付近未満のヌクレオチドの長さのポリヌクレオチドは典型的には「オリゴヌク
レオチド」と呼ばれる。
【００５４】
　「ポリペプチド」は、天然に生産されたものであるか合成手段によりイン・ビトロで生
産されたものであるかを問わず、ペプチド結合により結び付いたアミノ酸残基のポリマー
である。１２付近未満のアミノ酸残基の長さのポリペプチドは典型的には「ペプチド」と
呼ばれる。本明細書で用いられる用語「ポリペプチド」は、天然起源のポリペプチド、前
駆体型または前駆タンパク質の産物を意味する。ポリペプチドはまた、これに限定されな
いが、グリコシル化、タンパク質切断、脂質化、シグナルペプチド切断、プロペプチド切
断、リン酸化等を含み得る成熟化または翻訳後修飾プロセスを受ける。「タンパク質」は
１または複数のポリペプチド鎖を含んでなる高分子である。
【００５５】
　本明細書で用いられる用語「プロモーター」は、ＲＮＡポリメラーゼが結合し、転写が
開始するＤＮＡ上の部位を意味する。プロモーターは、常にではないが、通常、遺伝子の
５’非コード領域に位置する。
【００５６】
　本明細書で用いられる用語「特異的な結合」は、抗体またはその断片と抗原またはエピ
トープとの選択的相互作用を意味する。相互作用が選択的であるためには、抗体は特定の
抗原以外のマーカーとは実質的には結合しないか、あるいは実質的に結合することができ
ないようにされうる。
【００５７】
　本明細書で用いられる用語「細胞」は、任意の手段で分化、再分化および脱分化させる
のに用いることができるヒトまたは動物体の任意の細胞、例えば、ｉＰＳ細胞（人工多能
性幹細胞）を意味する。
【００５８】
　本明細書で用いられる用語「幹細胞」は、未分化状態ではあるが有糸分裂により自己複
製する能力により特徴づけられ、かつ、細胞分化により種々の分化細胞種を生じさせる能
力を有する未分化細胞を意味する。哺乳類において、幹細胞には大きく２つの種類がある
：胚盤胞の内細胞塊から単離された胚性幹細胞；および種々の組織に見出される成体幹細
胞。成体幹細胞は疾患または傷害により損傷した組織を交換する修復系の役割を果たす。
それらは皮膚、血液および腸組織等の再生器官の正常な代謝回転も維持する。胚性幹細胞
はあらゆる特殊化された胚組織に分化し得る。
【００５９】
幹細胞の心血管系統へ方向付けられた細胞への分化
　未熟な状態で送達された成体幹細胞は、心疾患障害を有する患者において限られた効果
しか示さず、よって、心臓の再生を助けるために、未熟ヒト幹細胞を患者に注入する前に
心臓系統に導く療法が開発中である。特に関心が高まっているのが、採取についての入手
可能性、培養における増殖傾向および生物学的プロフィールの好ましさから、成体間葉系
幹細胞である。
【００６０】
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　幹細胞は、分裂して（有糸分裂を介して）多様な特殊化された細胞種に分化する能力を
有し、かつ、自己複製してさらに幹細胞を生産することができるあらゆる多細胞生物に見
られる生体細胞である。心臓発生は幹細胞が心臓細胞に発達し、心筋を形成するプロセス
である。心血管前駆（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）細胞は、心臓形成細胞または心血管前駆（ｐ
ｒｏｇｅｎｉｔｏｒ）細胞としても知られ、心臓系統へ方向付けられたが、まだ完全に心
筋細胞または心臓内皮細胞または平滑筋細胞に分化していない細胞である。心臓形成細胞
は、例えば完全に分化された心筋細胞よりも再生医療に用いられる可能性が高いことから
、これらの細胞を検出および単離できることが望ましい。
【００６１】
　心臓の発達は、シグナル伝達経路と筋肉の成長、収縮性および配列についての遺伝子と
を結び付ける進化的に保存された転写因子（遺伝子Ｎｋｘ２．５、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ
６、ＭＥＦ２Ｃ、Ｔｂｘ５、Ｍｅｓｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２、およびＦｌｋ１によりコ
ードされる転写因子を含む）のネットワークによって制御される。
【００６２】
　心臓形成細胞は、特有の表現型を有し、検出可能なサルコメアタンパク質の不在を伴う
初期心臓転写因子Ｎｋｘ２．５および後期心臓転写因子ＭＥＦ２Ｃの核移行により特徴付
けられる。サルコメアタンパク質の発現が検出できないレベルであることが心臓形成細胞
の特有の特徴であり、該特徴により幹細胞に由来する他の心筋様細胞と区別される。Ｎｋ
ｘ２．５およびＭＥＦ２Ｃポリペプチドの核移行は決定的な心臓系統への方向付けに必要
である。
【００６３】
　心臓形成細胞は、例えば、成体幹細胞、胚性幹細胞、人工多能性幹細胞（ＩＰＳ）、骨
髄分離成体多系統誘導細胞（ＭＩＡＭＩ）、常在心臓幹細胞またはこれらの組み合わせを
含む幹細胞に由来することができる。適切には、幹細胞は、例えば、骨髄、脂肪組織、臍
帯血、羊水、月経液、血液を含む任意の適切な組織源から採取された間葉系幹細胞である
。適切には、心臓組織の発生へ方向付けられた細胞は、典型的には、ヒト、ネコ、イヌ、
ブタ、ウマ、マウス、ラット、ハムスターおよび他の哺乳類からなる群から選択される哺
乳類細胞である。
【００６４】
　幹細胞は、成長因子、サイトカイン、ホルモンおよびこれの組み合わせのカクテルと接
触させることにより心臓系統に導いてよい。このような物質としては、ＢＭＰ－１、ＢＭ
Ｐ－２、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６等の骨形成タンパク質（ＢＭＰ）；上皮増殖因子（ＥＧ
Ｆ）；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－４、ＦＧＦ－５、ＦＧＦ－１
２、ＦＧＦ－１３、ＦＧＦ－１５、ＦＧＦ－２０等の線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）；顆
粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）；増殖分化因子－９（ＧＤＦ－９）；肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；ＩＧＦ－２等
のインスリン様成長因子（ＩＧＦ）；ミオスタチン（ＧＤＦ－８）；ＮＴ－３、ＮＴ－４
、ＮＴ－１および神経成長因子（ＮＧＦ）等のニューロトロフィン；ＰＤＧＦ－β、ＰＤ
ＧＦ－ＡＡ、ＰＤＧＦ－ＢＢ等の血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）；トロンボポエチン（
ＴＰＯ）；トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）；ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β
２、ＴＧＦ－β３等のトランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）；ＶＥＧＦ－Ａ、
ＶＥＧＦ－Ｃ等の血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；ＴＮＦ－α；白血病抑制因子（ＬＩＦ
）；インターロイキン６（ＩＬ－６）；レチノイン酸；ストロマ細胞由来因子－１（ＳＣ
ＤＦ－１）；脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）；ペリオスチン；アンジオテンシンＩＩ；
Ｆｌｔ３リガンド；グリア細胞由来神経栄養因子；ヘパリン；インスリン様成長因子結合
タンパク質－３；インスリン様成長因子結合タンパク質－５；インターロイキン－３；イ
ンターロイキン－８；ミッドカイン；プロゲステロン；プトレシン；幹細胞因子；Ｗｎｔ
１；Ｗｎｔ３ａ；Ｗｎｔδａ；カスパーゼ－４；ケモカインリガンド１；ケモカインリガ
ンド２；ケモカインリガンド５；ケモカインリガンド７；ケモカインリガンド１１；ケモ
カインリガンド２０；ハプトグロビン；レクチン；コレステロール－２５－ヒドロキシラ
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ーゼ；シンタキシン－８；シンタキシン－１１；セルロプラスミン；補体第一成分；補体
第三成分；インテグリンα６；リソソーム酸リパーゼ１；β－２ミクログロブリン；ユビ
キチン；マクロファージ遊走阻止因子；コフィリン；シクロフィリンＡ；ＦＫＢＰ１２；
ＮＤＰＫ；プロフィリン１；シスタチンＣ；カルサイクリン；スタニオカルシン－１；Ｐ
ＧＥ－２；ｍｐＣＣＬ２；ＩＤＯ；ｉＮＯＳ；ＨＬＡ－Ｇ５；Ｍ－ＣＳＦ；アンジオポエ
チン；ＰＩＧＦ；ＭＣＰ－１；細胞外マトリックス分子；ＣＣＬ２（ＭＣＰ－１）；ＣＣ
Ｌ３（ＭＩＰ－１α）；ＣＣＬ４（ＭＩＰ－１β）；ＣＣＬ５（ランテス）；ＣＣＬ７（
ＭＣＰ－３）；ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３α）；ＣＣＬ２６（エオタキシン－３）；ＣＸ３
ＣＬ１（フラクタルカイン）；ＣＸＣＬ５（ＥＮＡ－７８）；ＣＸＣＬ１１（ｉ－ＴＡＣ
）；ＣＸＣＬ１（ＧＲＯα）；ＣＸＣＬ２（ＧＲＯβ）；ＣＸＣＬ８（ＩＬ－８）；ＣＣ
Ｌ１０（ＩＰ－１０）；およびこれらの組み合わせからなる群から選択することができる
。
【００６５】
　種々の異なる心臓発生性カクテルを用いることができる。例えば、ＴＧＦβ－１、ＢＭ
Ｐ４、α－トロンビン、カルジオトロフィンおよびＩＬ－６からなる群から選択される化
合物ならびにカルジオゲノールＣおよびレチノイン酸からなる群から選択される化合物を
含んでなる心臓発生性物質のカクテルを用いることができる。別のカクテルは、ＴＧＦβ
－１、ＢＭＰ４、α－トロンビン、カルジオトロフィンおよびカルジオゲノールＣを含ん
でなることができる。さらに別のカクテルは、ＦＧＦ－２、ＩＧＦ－１、アクチビン－Ａ
、ＴＮＦ－α、ＦＧＦ－４、ＬＩＦ、ＶＥＧＦ－Ａおよびこれらの組み合わせからなる群
から選択される少なくとも１つの化合物を含んでなることができる。カクテルはまた、Ｆ
ＧＦ－２、ＩＧＦ－１およびアクチビン－Ａを含んでなることができる。他の好ましいカ
クテルは、アクチビン－Ａ、ＦＧＦ－２、ＩＬ－６、ＩＧＦ－１およびレチノイン酸を含
んでなる。他のカクテルは、ＴＮＦ－α、ＦＧＦ－４、ＬＩＦおよびＶＥＧＦ－Ａからな
る群から選択される少なくとも１つの化合物を欠いてもよい。
【００６６】
　特に好ましい心臓発生性カクテルおよびこれらカクテルの組成は、参照することにより
組み込まれる国際公開第２０１０／１３３６８６号および国際公開第２００９／１５１９
０７号に開示されており、心臓形成細胞集団を誘導するために、ＴＧＦβ－１、ＢＭＰ４
、ＦＧＦ２、ＩＧＦ－１、アクチビン－Ａ、カルジオトロフィン、α‐トロンビンおよび
カルジオゲノールＣを含む。これらの心臓発生性カクテルと接触させた骨髄間葉系幹細胞
は心臓系統への分化を示し、心臓組織再生を助けるためにヒトに移植することができる。
本発明の組成物および方法と用いるために幹細胞から心血管系統へ方向付けられた細胞を
誘導するための任意の適切な方法を用いることができるが、ヒト骨髄間葉系幹細胞から心
血管系統へ方向付けられた細胞を誘導するために上記のようなカクテルを本発明において
用いることができる。
【００６７】
ＭＥＦ２Ｃ
　ＭＡＤＳボックス転写増強因子２、ポリペプチドＣとしても知られるＭＥＦ２Ｃ（筋細
胞特異的増強因子２Ｃ）は、幹細胞から分化されて方向付けられた細胞において発現され
る数種のバイオマーカーの１つである。
【００６８】
　ＭＥＦ２Ｃは、タンパク質のＭＥＦ２ファミリーの転写因子であり、心臓形態形成、筋
形成および血管の発達において役割を果たす。転写因子は特異的なＤＮＡ配列に結合し、
ＤＮＡのｍＲＮＡへの転写を制御するタンパク質である。転写因子は単独であるいは複合
体として他のタンパク質と共にこの機能を果たし、ＤＮＡからＲＮＡへの転写を行う酵素
であるＲＮＡポリメラーゼの特異的な遺伝子への動員を促進または阻害することができる
。脊椎動物は４種のＭＥＦ２遺伝子を有し、ヒトの各種はＭＥＦ２Ａ、ＭＥＦ２Ｂ、ＭＥ
Ｆ２ＣおよびＭＥＦ２Ｄと示される。胚形成時および成体期を通していずれも互いに区別
可能だが重なり合ったパターンで発現する。
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【００６９】
　哺乳類ＭＥＦ２遺伝子は、およそ５０％の全アミノ酸同一性ならびに高度に保存された
Ｎ末端ＭＡＤＳボックスドメインおよびＭｅｆ２ＤＮＡ結合ドメインにわたって約９５％
の類似性を共有するが、Ｃ末端トランス活性化ドメインでは配列が異なる。
【００７０】
　成熟ＭＥＦ２Ｃタンパク質は細胞核において認められ、その発現レベルは産後発育の初
期段階で最も高い。ＭＥＦ２Ｃは、未分化細胞においてクラスＩＩヒストンデアセチラー
ゼと複合体を形成するが、筋分化が始まると、ヒストンデアセチラーゼが細胞質に放出さ
れ、ＭＥＦ２Ｃは活性化のために他のタンパク質と相互作用する。
【００７１】
　コードされたヒトＭＥＦ２Ｃタンパク質は４７３アミノ酸の長さであり、３つのアイソ
フォームが同定されている。
　配列番号１はヒトＭＥＦ２Ｃのアイソフォーム１のアミノ酸配列に関する：
【化１】

【００７２】
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　４７３アミノ酸のうち、およそ２０～５０のアミノ酸がＭＥＦ２Ｃに特有である。この
特有のアミノ酸の範囲から、本発明のモノクローナル抗体の作成に用いるためにヒトＭＥ
Ｆ２Ｃ由来の１３アミノ酸配列が選択された。この特定のペプチド配列（エピトープ）は
、二次構造の欠如および内部システインの不在および他のＭＥＦ２ファミリータンパク質
との配列類似性の低さから選択され、これにより、本発明のモノクローナル抗体の選択性
がＭＥＦ２Ｃに対してのみであることを確実にする。有利には、この１３アミノ酸配列は
、齧歯類および非齧歯類を含む哺乳類間で高度に保存されているから、本発明のモノクロ
ーナル抗体はヒトＭＥＦ２Ｃに加えて他の哺乳類ＭＥＦ２Ｃにも結合することが期待でき
る。
【００７３】
　ヒトＭＥＦ２Ｃの１３アミノ酸配列（配列番号２）は以下の通りである：
　　　　　　　　　　　　　ＧＮＰＮＬＬＰＬＡＨＰＳＬ
【００７４】
幹細胞の他のＭＥＦ２Ｃ発現細胞種への分化
　ＭＥＦ２Ｃは心臓形成以外の系統に予定されている幹細胞の分化のマーカーとしても知
られている。血管の発達における細胞および組織はＭＥＦ２Ｃを発現することが知られて
おり、その因子は、神経幹細胞発達、神経発生、特には脳の発達において重要な役割を果
たすことが知られている（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａ
ｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．Ｊｕｌｙ　８；１０５（２７）：９３９７－９４０２）。例として
、ヒトにおけるＭＥＦ２Ｃのハプロ不全は、常同運動、発作および/または脳奇形を伴う
深刻な精神遅滞の原因とみられている（Ｌｅ　Ｍｅｕｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）Ｊ．
Ｍｅｄ．Ｇｅｎｅｔ．Ｊａｎｕａｒｙ　４７（１）：２２－２９）。ＭＥＦ２Ｃの誤調節
はまた、複雑な頭蓋顔面欠損やいわゆるワールデンブルヒ症候群を特徴とする難聴を引き
起こし得る発達経路に関係があるとされている（Ａｇａｒｗａｌ　ｅｔ　ａｌ．（２０１
１）Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１３８（１２）：２５５５－２５６５）。よって、ＭＥＦ
２Ｃの発現や局在のより優れたモニタリングを可能にする方法、キットおよび組成物は、
心臓形成の枠を離れ、あるいはこれに加え、診断、研究およびバイオモニタリングにおい
て重要な役割を果たすことができる。
【００７５】
抗体の作成
　本明細書において、ＭＥＦ２Ｃ、特には、ヒトＭＥＦ２Ｃの特異的エピトープに結合す
ることができる、単離された抗体またはその断片、特には単離されたモノクローナル抗体
またはその断片が開示される。
【００７６】
　本発明のモノクローナルは、従来のモノクローナル抗体作成技術を用いて生産すること
ができる。
【００７７】
　本発明のモノクローナル抗体を作成する方法の１つとして、マウスに配列番号２のアミ
ノ酸配列を含んでなるヒトＭＥＦ２Ｃ抗原を免疫する。マウスにおいて抗原に対する免疫
応答が開始した後、すなわち、抗原に対する抗体を発現するリンパ球が生産された後、免
疫されたマウスから脾臓細胞を取り出し、すでに自身の抗体を産生しない特殊化された骨
髄細胞株と融合させる。得られた融合細胞はハイブリドーマとして知られ、適切な選択培
地において無限に増殖しながら所望の抗体を産生することができ、このように所望の抗体
は量的制約なく入手可能である。
【００７８】
　モノクローナル抗体を作成するための他の公知の方法、例えばウサギＢ細胞を用いてウ
サギハイブリドーマを形成する等、を用いてもよい。
【００７９】
　本発明のモノクローナル抗体は、本出願人により２０１２年１２月２０日にＢＣＣＭ／
ＬＭＢＰに寄託され、受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢに対応する連絡番号ＢＣＣＭ／ＬＭ
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ＢＰ／１２－１６（ＢＣＣＭ／ＬＭＢＰ、Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｌｌｅｃｔｉｅ　Ｖａｋｇ
ｒｏｅｐ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｉｒｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｅ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｅｉｔ　Ｇ
ｅｎｔ，Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｐａｒｋ　９２７，Ｂ－９０５２　Ｇｅｎｔ－Ｚｗｉｊ
ｎａａｒｄｅ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）を有するもののようなハイブリドーマ細胞株により産生
させることができる。前述の寄託ハイブリドーマにより産生された本発明の抗ＭＥＦ２Ｃ
モノクローナル抗体は、図６に示され、また、配列番号５～配列番号１２で列記されるよ
うな重鎖および軽鎖の核酸およびアミノ酸配列を有するＩｇＧ抗体を産生する。したがっ
て、本発明は、例えば、本明細書に記載される重鎖可変領域のアミノ酸配列（例えば、配
列番号６）と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％またはこれを超えるアミノ酸配
列同一性を有する重鎖可変領域ポリペプチドと、本明細書に記載される軽鎖ポリペプチド
のアミノ酸配列（例えば、配列番号８）と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％ま
たはこれを超えるアミノ酸配列同一性を有する可変軽鎖ポリペプチドとを含んでなる抗体
またはその抗原結合断片を提供する。本発明の態様において、モノクローナル抗体は、配
列番号１３～１５の少なくとも１以上から選択される相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んで
なる重鎖および配列番号１６～１８の少なくとも１以上から選択されるＣＤＲを含んでな
る軽鎖のみを含んでもよい。
【００８０】
　本発明のモノクローナル抗体は、予想外かつ格別に高い特異性および感度でヒトＭＥＦ
２Ｃと結合することができ、ひいては心血管系統へ方向付けられた細胞を容易に検出する
ことができる。モノクローナル抗体は典型的にはポリクローナル抗体よりも高い選択性を
有する一方で感度が低い傾向にあるが、本発明のモノクローナル抗体は、高い選択性と高
い特異性の双方を有することでこの傾向に抗う。ＭＥＦ２Ｃの検出を可能にするために典
型的には０．２１ｍｇ／ｍｌ～０．７３ｍｇ／ｍｌストックのおよそ１：１５０の希釈を
必要とするウサギポリクローナル抗体と比較して、本発明のモノクローナル抗体は３ｍｇ
／ｍｌストックのおよそ１：３０００の希釈でＭＥＦ２Ｃを検出することができ、よって
ウサギポリクローナル抗体のおよそ１．５～５倍の感度および能力を示す。
【００８１】
　本発明のモノクローナル抗体は、少なくともナノモル範囲、すなわち少なくとも１０-7

Ｍで平衡解離定数（Ｋd）を示すことが明らかとなった。Ｋdは、どれだけ速くその抗原か
ら解離するかという抗体解離速度（Ｋoff）の、どれだけ速くその抗原に結合するかとい
う抗体会合速度（Ｋon）に対する割合を表す。
【００８２】
　モノクローナル抗体を作成するためのマウスへの免疫に用いられた抗原、すなわち配列
番号２のアミノ酸配列を含んでなる抗原は、他のＭＥＦ２ファミリータンパク質とは非常
に低い類似性しか示さないことから、モノクローナル抗体のＭＥＦ２Ｃタンパク質に対す
る高い選択性を確実にする。配列番号２のアミノ酸配列はまた、齧歯類および非齧歯類を
含む哺乳類に渡って高く保存されている。したがって、本発明のモノクローナル抗体が主
としてヒトＭＥＦ２Ｃに結合する能力について試験されたとしても、他の哺乳類のＭＥＦ
２Ｃとも同様に高い特異性および感度で結合できることが期待される。本発明の抗体は、
心血管系統への方向付けを高いレベルで示す成体または胚性幹細胞に由来する細胞の同定
において特に有利である。
【００８３】
　配列番号２に記載されるエピトープのマッピングは、７つの最初のアミノ酸のうちの６
つ、すなわち配列ＧＮＰＮＬｘＬが本発明の１つの態様による抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナ
ル抗体の結合に必要であることを示した。第一の７つのアミノ酸のいずれかのアラニン変
異が、抗ＭＥＦ２Ｃの９０％以上の相対的な結合低下をもたらすことが認められた。した
がって、本発明の１つの態様では、抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体に標的にされるエピ
トープは以下のアミノ酸配列で定義され：
　　　　　　　　　　　　ＧＮＰＮＬｘＬ　［配列番号３］
　ここで、大文字および小文字は、それぞれ一文字アミノ酸コードに従って、抗ＭＥＦ２
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Ｃモノクローナル抗体によるエピトープ認識に決定的かつ重要なアミノ酸を、ｘは当該目
的に非特異的なアミノ酸残基を示す。
【００８４】
　７番目のアミノ酸残基、すなわちペプチドの１２位のセリンは、その変異が抗ＭＥＦ２
Ｃモノクローナル抗体の相対的な結合を５０％以上低下させたことから、何らかの重要性
を有することも見出した。したがって、本発明のさらなる態様では、抗ＭＥＦ２Ｃモノク
ローナル抗体に標的にされるエピトープは以下のアミノ酸配列で定義される：
　　　　　　　　　ＧＮＰＮＬｘＰｘｘｘｘｓ　［配列番号４］
【００８５】
　本明細書に記載されるエピトープ決定基に結合することができる抗体断片、例えば、Ｆ
ｖ断片、Ｆａｂ断片またはＦ（ａｂ’）2断片は、当技術分野における従来の方法、例え
ば、抗体のタンパク質加水分解により、または断片をコードするＤＮＡの宿主細胞におけ
る発現により調製することができる。断片を作成するための抗体の切断には、断片が全抗
体により認識される抗原に結合する限り、他の化学的技術、酵素的技術または遺伝学的技
術を使用してもよい。
【００８６】
　本発明の抗体または抗体断片の保存的バリアント、すなわち抗体または抗体断片の１つ
以上のアミノ酸の機能的に類似のアミノ酸への置換により作成されるものは、従来技術を
用いて生産することができる。保存的バリアントは、典型的には、親抗体または親抗体断
片と同等の効率で、あるいは場合によりさらに高い効率で標的抗原と結合するであろう。
【００８７】
　治療、診断または検出部分等のエフェクター分子は、当技術分野において任意の公知の
方法を用いて本発明の抗体または抗体断片に連結することができる。
【００８８】
　本発明の抗体または抗体断片のアミノ酸配列をコードする核酸も開示される。本発明の
ハイブリドーマ細胞株により産生される抗体をコードする核酸は、当業者であれば本明細
書に開示されるアミノ酸配列を用いて、当技術分野において公知の適切な方法、例えば、
直接化学合成法、適当な配列のクローニングおよび／または増幅法により容易に生産する
ことができる。さらに、機能的に同等の核酸を含有するが同一の抗体配列または抗体断片
配列をコードする種々のクローンは当業者であれば容易に構築することができる。
【００８９】
　抗体作成の従来方法に加え、ペプチドと高い結合親和性を有する抗体をコードするクロ
ーンを同定および単離するために、ＭＥＦ２Ｃエピトープ（配列番号２～配列番号４によ
りコードされるようなもの）を１以上のペプチド（すなわち抗体）ディスプレイライブラ
リーをスクリーニングするために用いてよい。使用することができる適切なペプチドディ
スプレイライブラリー発現系としては、限定されるものではないが、ｍＲＮＡディスプレ
イ（Ｒｏｂｅｒｔｓ　＆　Ｓｚｏｓｔａｋ（１９９７），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４，１２２９７－１２３０２）；リボソームディスプレイ（Ｍａｔ
ｔｈｅａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９４），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ，９１，９０２２－９０２６）；およびＣＩＳディスプレイ（Ｏｄｅｇｒｉｐ　
ｅｔ　ａｌ．，（２００４），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１０１
，２８０６－２８１０）等のイン・ビトロペプチド作成ライブラリーが挙げられる。ある
いは、適切な高親和性結合抗体を同定するために、ヒトコンビナトリアル抗体ライブラリ
ーを含むファージディスプレイ系（例えば、ＨｕＣＡＬ（商標）、ＭｏｒｐｈｏＳｙｓ　
ＡＧ、ドイツ）がスクリーニングされてもよい。
【００９０】
　本発明のモノクローナル抗体は、配列番号２～配列番号４によりコードされるエピトー
プに対する結合特異性をさらに最適化するために、イン・ビトロ親和性成熟に供してもよ
い。このプロセスにおいて、ペプチドディスプレイライブラリー内に含まれる抗原に対し
てスクリーニングされる際に、より高い結合特異性を有するバリアントを作成するために
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、抗体におけるＳＤＲの配列をランダムまたは特異的変異導入に供してよい（例えば、Ｄ
ｅ　Ｐａｓｃａｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．　Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．（２００３）
１５；９（１５）：５５２１－３１参照。）。イン・ビトロ親和性成熟により得られたモ
ノクローナル抗体は、エピトープ結合についてハイブリドーマにより産生される抗体と競
合することができ、このようなものも本発明の範囲内に含まれる。
【００９１】
　本発明の抗体または抗体断片をコードする核酸は、従来技術に従って組換え宿主細胞に
おいて発現させることができる（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ）。適
切な宿主細胞は、培養により増殖させることができ、かつ、細菌、真菌細胞、昆虫細胞お
よび高等真核生物起源の細胞、好ましくは哺乳類細胞を含む外因性ＤＮＡの形質転換を受
けやすいものである。
【００９２】
　宿主細胞における発現を可能にするために、本発明の抗体または抗体断片をコードする
核酸は、適当なプロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、開始コドンおよび停
止コドン等を含む発現制御配列と作動可能に連結し、発現ベクターに挿入することができ
る。適切な発現ベクターは、宿主細胞における核酸配列の挿入または組み込みが可能とな
るように操作することができるプラスミドおよびウイルスまたは他の媒体を含む。
【００９３】
　外来ＤＮＡ（適切には発現ベクターに含まれる）が宿主細胞において継続的に維持され
ることを可能にする安定な移行方法は、原核生物であれ真核生物であれ当技術分野におい
て公知である。
【００９４】
　一度発現されると、本発明の抗体ポリペプチドまたはその断片は、例えば、クロマトグ
ラフィー、析出および免疫学的分離を含む当技術分野において標準的な手順を用いて単離
および精製することができる。
【００９５】
　組換え方法に加え、本発明の抗体およびその断片は、標準的なペプチド合成技術を用い
て全体または部分を構築してもよい。
【００９６】
心血管系統へ方向付けられた細胞の検出および心血管系統への方向付けの定量化
　本明細書には、心血管系統へ方向付けられた細胞を検出および／または単離および／ま
たは定量化するための方法が開示される。
【００９７】
　該方法は、生体試料と本発明の抗体またはその断片とを、抗体またはその断片と標的抗
原－ＭＥＦ２Ｃとが免疫複合体を形成するような条件下で接触させることを含む。その後
、免疫複合体の存在（あるいは不在）を検出し、これを目的の細胞を単離するために用い
ることができるし、定量化のために用いることもできる。免疫複合体の存在は、心血管系
統へ方向付けられた細胞の存在を示し、定量化は心血管系統への方向付けを測定すること
ができる。
【００９８】
　生体試料は心臓系統へ方向付けられた細胞を含む可能性があるいずれの試料であっても
よい。例えば、生体試料は、成体幹細胞、胚性幹細胞、人工多能性幹細胞（ＩＰＳ）、骨
髄分離成体多系統誘導細胞（ＭＩＡＭＩ）、常在心臓幹細胞またはこれらの組み合わせの
試料を含んでよく、心臓系統へ方向付けられた細胞への細胞の分化を引き起こす物質の心
臓発生性カクテルに供したものであってもそうでなくてもよい。適切には、幹細胞は、例
えば、骨髄、脂肪組織、臍帯血、羊水、月経液および血液を含む適切な組織源から採取さ
れてよい。適切には、心臓組織への発生へ方向付けられた細胞は哺乳類細胞であり、典型
的には、ヒト、ネコ、イヌ、ブタ、ウマ、マウス、ラット、ハムスターおよび他の哺乳類
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からなる群から選択されるが、好ましくは、ヒトである。
【００９９】
　該方法は、典型的には対象から得られた生体試料についてイン・ビトロで実施される。
生体試料の細胞は、典型的には本発明の抗体が配列番号２の標的ＭＥＦ２Ｃエピトープに
接近できるように、抗体による検出および／または定量化の前に溶解／破壊される。本発
明の抗体またはその断片はその後破壊された生体試料に添加され、ＭＥＦ２Ｃ抗原が存在
する場合は抗体と抗原との間で免疫複合体が形成される。
【０１００】
　本発明による方法および抗体は、心臓系統へ方向付けられた（心臓形成）細胞を含んで
なる細胞調製物を含んでなる生成物の品質管理を確実にするのに特に適している。いくつ
かの品質管理出荷試験は、通常、そのような細胞調製物の製造バッチに対し、
‐同一性
‐予期せぬ細胞種混入レベル
‐均質性
などについて行われる。
【０１０１】
　純度および均質性双方の基準を超えた細胞調製物のバッチにおいて、心臓形成細胞は、
本発明による特異的な抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体（ｍＡｂ）を用いた免疫蛍光法に
より適切に検出されるＭＥＦ２Ｃの特徴的な核移行を示す。
【０１０２】
　本発明の抗体は、従来型の直接的な検出および／または定量化方法に従って、免疫複合
体の検出および／または定量化を可能にする検出剤で標識されるか、またはこれに結合さ
れてもよい。しかしながら、典型的には、免疫複合体を含む生体試料は、本発明の（第一
の／最初の）抗体またはその断片に特異的に結合する第二の（二次）抗体（ここで、第二
の抗体は検出可能なおよび／または定量化可能な剤またはプローブで標識される）と接触
させるであろう。第二の抗体はポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であっ
てもよく、適切には、例えば、哺乳類、ヒト、ヤギ、ウサギ、齧歯類、またはキメラ起源
であってよい。検出可能なおよび／または定量化可能な剤の種類は、心血管系統へ方向付
けられた細胞の検出および／または定量化に用いられる検出法またはイムノアッセイに依
存するであろう。分化された細胞の検出および／または定量化に適切なイムノアッセイと
しては、例えば、免疫蛍光法、免疫組織化学、免疫沈降、ウェスタンブロット法および酵
素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）が挙げられる。これらの測定法は当業者によく知ら
れており、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹを参照することがで
きる。
【０１０３】
　第二の抗体、あるいは実際には第一の抗体に結合させる適切な検出可能なおよび／また
は定量化可能な剤またはプローブは、例えば、とりわけ、ビオチン；アルカリフォスファ
ターゼまたは西洋ワサビペルオキシダーゼ等のリポーター酵素；蛍光標識；発光標識；放
射性標識；および発色標識が挙げられる。
【０１０４】
　例えば、酵素イムノアッセイは、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、β－
ガラクトシダーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコースオキシダーゼ、乳酸デヒドロゲ
ナーゼ、アミラーゼ、ビオチン－アビジン複合体等をプローブ／検出剤として用いて行っ
てよい。蛍光イムノアッセイは、フルオレセインイソチオシアネート、テトラメチルロー
ダミンイソチオシアネート、置換ローダミンイソチオシアネート、ジクロロトリアジンイ
ソチオシアネート、アレクサまたはアレクサフルオロ等の蛍光物質またはフルオロフォア
ならびにＧＦＰおよびフィコエリトリンを含む蛍光タンパク質をプローブ／検出剤として
用いて行ってよい。ラジオイムノアッセイに有用なラジオアイソトープの例としては、ト
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リチウム、ヨード（131Ｉ、125Ｉ、123Ｉおよび121Ｉ）、リン（32Ｐ）、硫黄（35Ｓ）お
よび金属（例えば、68Ｇａ、67Ｇａ、68Ｇｅ、54Ｍｎ、99Ｍｏ、99Ｔｃ、133Ｘｅ等）が
挙げられる。発光イムノアッセイは、適切には、例えば、ルシフェラーゼ系、ルミノール
－過酸化水素－ペルオキシダーゼ系、ジオキセタン化合物系を用いて行ってよい。
【０１０５】
　心臓形成との関係において、本発明の抗体とＭＥＦ２Ｃ抗原との間の免疫複合体の検出
結果が陽性であることおよび／または該免疫複合体が定量されることは、心血管系統へ方
向付けられた細胞の存在を示す。神経発生等の別の状況において類推すると、本発明の抗
体とＭＥＦ２Ｃ抗原との間の免疫複合体の検出結果が陽性であることおよび／または該免
疫複合体が定量されることは、神経細胞等の他の特定の細胞種の存在を示す。
【０１０６】
　よって、心血管系統へ方向付けられた細胞を検出および／または定量化する方法は、
　生体試料における幹細胞を含む細胞を、１つ以上の成長因子、サイトカイン、ホルモン
および／またはこれらの組み合わせを含んでなる組成物を用いて心臓細胞系統に分化させ
ること、
　生体試料と、本発明の抗体またはその断片とを、該抗体またはその断片と分化された幹
細胞上の標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出および／または定量化すること
（ここで、免疫複合体の存在は、心血管系統へ方向付けられた細胞を示す、および／また
は、心血管系統への方向付けを定量化する。）
を含んでよい。
【０１０７】
　同様に、神経系統へ方向付けられた細胞を検出および／または定量化する方法は、
　生体試料における幹細胞を含む細胞を、１つ以上の成長因子、サイトカイン、ホルモン
および／またはこれらの組み合わせを含んでなる組成物を用いて神経細胞系統に分化させ
ること、
　生体試料と、本発明の抗体またはその断片とを、該抗体またはその断片と分化された幹
細胞上の標的抗原とが免疫複合体を形成するような条件下で接触させること；および
　免疫複合体の存在を検出および／または定量化すること
（ここで、免疫複合体の存在は、神経系統へ方向付けられた細胞を示す、および／または
、神経系統への方向付けを定量化する。）
を含んでよい。
【０１０８】
　本発明の特定の態様において、神経細胞（ｎｅｕｒａｌ　ｃｅｌｌ）系統は、ニューロ
ン細胞（ｎｅｕｒｏｎａｌ　ｃｅｌｌ）系統であり、場合により、ドーパミン作動性ニュ
ーロン細胞である。
【０１０９】
　適切には、標的抗原は、配列番号２～配列番号４のいずれか１つのヒトＭＥＦ２Ｃエピ
トープである。
【０１１０】
組成物および治療方法
　本明細書には、心血管系統へ方向付けられた細胞、神経系統へ方向付けられた細胞およ
びニューロン細胞の検出および／または定量化に用いるための、本発明の抗体またはその
断片を含んでなる組成物が開示される。組成物は、選択される特定の投与方法に応じて適
当な液体または固体担体とともに処方することができる。典型的には、組成物は、液体担
体とともに調製され、ＭＥＦ２Ｃバイオマーカーを発現する幹細胞を含む分化された細胞
、すなわち、心血管系統へ方向付けられた細胞を適切に検出および／または定量化するた
めにイン・ビトロで使用されるであろう。そのように適切な組成物の１つは、本発明の抗
体とＰＢＳ／グリセロール担体とを含んでよい。
【０１１１】
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　本明細書において、心臓障害または心疾患を有する個人を処置する方法も開示される。
本明細書で使用される「処置する」または「処置」は、本明細書に記載される疾患または
障害と関連する症状の発症の緩和または遅延を意味する。これらの用語はまた、現存の制
御できないまたは望まれない症状の改善やさらなる症状の予防を含む。よって、これらの
用語は、ある疾患または症状を罹患しているまたはそのような疾患または症状を発症する
可能性がある個人に有益な効果が与えられることを表す。個人が、病気の兆候または症状
の少なくともいくらかの緩和または軽減を経験する、特には、限定されるわけではないが
、予測される生存の延長がある場合に応答が達成される。期待される無進行生存期間は、
再発の数、病期および他の因子を含む予後因子により数か月から数年で測定することがで
きる。
【０１１２】
　細胞ベースの修復アプローチは、虚血性心疾患の管理においてますます検討されている
。特に、心臓の再生を助けるために、未熟ヒト幹細胞を患者に注入する前に心臓系統に導
く療法が開発中である。心臓発生性カクテルが誘導する骨髄由来ヒト間葉系幹細胞の細胞
分化は、不全マウス虚血心への移植後の安全で持続的な機能や構造の利益を確実にするこ
とが示されている（Ｂｅｈｆａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｕｉｄｅｄ　Ｃａｒｄｉｏｐｏｉｅ
ｓｉｓ　Ｅｎｈａｎｃｅｓ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｂｅｎｅｆｉｔ　ｏｆ　Ｂｏｎｅ
　Ｍａｒｒｏｗ　Ｈｕｍａｎ　Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　
Ｃｈｒｏｎｉｃ　Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ　Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．
５６，Ｎｏ．９，２０１０）。
【０１１３】
　心臓障害を有する個人の処置方法は、個人から幹細胞を含む細胞を得ること；該幹細胞
を心血管系統に分化させること；本発明の単離された抗体またはその断片を用いて、幹細
胞が心血管系統へ方向付けられた細胞になったか否かを検出および／または定量化するこ
と；心血管系統へ方向付けられた細胞を単離すること；および心血管系統へ方向付けられ
た細胞をそれを必要とする個人に投与することを含んでなる。
【０１１４】
　さらに、神経変性障害を有する個人を処置する方法であって、個人から幹細胞を含む細
胞を得ること；該幹細胞を神経またはニューロン系統に分化させること；本発明の単離さ
れた抗体またはその断片を用いて、該幹細胞が神経またはニューロン系統へ方向付けられ
た細胞になったか否かを検出および／または定量化すること；方向付けられた細胞を単離
すること；および神経またはニューロン系統へ方向付けられた細胞をそれを必要とする個
人に投与することを含んでなる方法が開示される。神経変性疾患は、限定されるわけでは
ないが、ニューロンの進行性消失や機能不全を引き起こす疾患を含んでよい。神経変性疾
患の例としては、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病および筋萎縮性側
索硬化症（ＡＬＳ）等が挙げられる。
【０１１５】
キット
　本明細書にはまた、心血管系統、神経またはニューロンへ方向付けられた細胞の、典型
的にはイン・ビトロでの、検出および／または定量化に用いるための、本発明の抗体また
はその断片を含有するキットが開示される。よって、本発明の抗体およびキットは、ＭＥ
Ｆ２Ｃ発現または局在が指標因子となる心臓形成または他の系統への細胞の方向付けのレ
ベルを測定する方法に適切に用いられる。
【０１１６】
　該キットは、適切に分化した幹細胞の検出および／または定量化において本発明の抗体
またはその断片を使用する手段を開示する説明資料を含んでよい。説明資料は、例えば、
書かれたものであっても電子的形態であってもよい。
【０１１７】
　該キットは、また、検出および／または定量化の方法に用いるのに適切な緩衝液、担体
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および／または試薬を含んでもよい。さらに、該キットはまた検出および／または定量化
の方法が正常に機能していることを証明するための対照サンプル／反応を含んでもよい。
【０１１８】
　さらに、該キットは、イムノアッセイを行うのに必要とされる追加の成分を含んでもよ
い。追加の成分は、使用するイムノアッセイの種類により様々であろう。例えば、本発明
の抗体またはその断片は、酵素、ハプテン、蛍光色素、金属化合物、放射性化合物、薬剤
または電磁ビーズを含む他の化合物と直接的または間接的にコンジュゲートされていても
よい。イムノアッセイは、ラジオイムノアッセイ、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、
免疫沈降アッセイ、免疫組織化学アッセイ、ウェスタンブロット法および免疫蛍光法を含
んでよい。ウェスタンブロット法の場合は、例えば、該キットは、本発明の抗体またはそ
の断片のＭＥＦ２Ｃバイオマーカーへの結合を検出するために化学発光剤が結合された第
二抗体をさらに含むことができる。免疫蛍光法の場合は、例えば、該キットは、本発明の
抗体またはその断片のＭＥＦ２Ｃバイオマーカーへの結合を検出および／または定量化す
るために蛍光剤が結合された第二抗体をさらに含むことができる。
【実施例】
【０１１９】
実施例１：ウェスタンブロット法によるＭＥＦ２Ｃの検出
　空のベクター（－）またはＭＥＦ２Ｃコーディングベクター（＋）をトランスフェクト
した細胞の細胞抽出物（２μｇ／レーン）をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１０％　アクリルアミド
／ビスアクリルアミド）で２０ｍＡ／ゲルで分離した。タンパク質を６０Ｖで９０分間ニ
トロセルロース膜（Ｈｙｂｏｎｄ　Ｃ　Ｅｘｔｒａ　ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ、ア
マシャム、＃ＲＰＮ２０３Ｅ）に転写した。
【０１２０】
　電気泳動の後、膜をブロッキング緩衝液［ＴＢＳ、０．１％　Ｔｗｅｅｎ、５％　Ｂｌ
ｏｔｔｉｎｇ　Ｇｒａｄｅ　Ｂｌｏｃｋｅｒ（バイオ・ラッド、＃１７０－６４０４）］
で室温にて３０分間飽和した。この後、ブロッキング緩衝液で１：５００に希釈した本発
明の一次抗体、すなわちハイブリドーマ細胞株ＢＣＣＭ／ＬＭＢＰ／ＤＢＴ１／１２－１
６由来のモノクローナル抗体とともに緩やかな撹拌の下、４℃で一晩インキュベートした
。
【０１２１】
　ＴＢＳ－Ｔ　０．１％で洗浄した後、膜を西洋ワサビペルオキシダーゼレポーター酵素
が連結され、かつ、ブロッキング緩衝液で希釈（１：２０００）された適当な二次抗体と
ともに緩やかな撹拌の下、室温でインキュベートした。
【０１２２】
　ＴＢＳ－Ｔ　０．１％で洗浄した後、化学発光（パーキンエルマー、Ｐｌｕｓ　ＥＣＬ
、＃ＮＥＬ１０３００１ＥＡ）とＨｙｐｅｒｆｉｌｍ　ＥＣＬ（アマシャム、＃２８９０
６８３７）により検出を行った。
【０１２３】
　図１は、ウェスタンブロット法を用いたこの免疫検出の結果を示す。小矢印により示さ
れるように、本発明の抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体（αＭＥＦ２Ｃ）はＭＥＦ２Ｃト
ランスフェクト細胞（＋）における６０ｋＤａ付近の特異的なバンド（これはＭＥＦ２Ｃ
に対応する）を認識する。
【０１２４】
実施例２：免疫蛍光法によるＭＥＦ２Ｃの検出
　免疫蛍光アッセイにおいて本発明のモノクローナル抗ＭＥＦ２Ｃ抗体の標的認識につい
ての特異性をＦｌａｇタグ全長ＭＥＦ２Ｃタンパク質でトランスフェクトされたＨｅＬａ
細胞で評価した。
【０１２５】
　簡潔には、ＨｅＬａ細胞を６ウェルプレートにおいて１．５μｇの市販のプラスミド（
オリジーン、ＭＥＦ２Ｃ（ＮＭ＿００２３９７）ヒトｃＤＮＡ　ＯＲＦクローンとキアゲ
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ン、ＰｏｌｙＦｅｃｔ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ）で一過性にトラン
スフェクトした。２４時間後、細胞を採取し、５０，０００細胞／ウェルの濃度でバイオ
コートスライドに播種した。
【０１２６】
　一晩培養後、細胞を３％ＰＦＡ　ＰＢＳ溶液において固定し、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ＰＢ
Ｓ溶液において透過させた。
【０１２７】
　細胞を不希釈Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋを用いて室温にて３０分間ブロックし、ブロッキン
グ工程の後、１：２５０のウサギ抗Ｆｌａｇ（シグマ、マウスＦ１８０４産生モノクロー
ナル抗ＦＬＡＧ（商標）Ｍ２抗体－１ｍｇ／ｍｌ）と本発明の一次抗体、すなわちハイブ
リドーマ細胞株ＢＣＣＭ／ＬＭＢＰ／ＤＢＴ１／１２－１６由来のモノクローナル抗体、
１：３０００に希釈した３ｍｇ／ｍｌストックとともに４℃で一晩ブロッキング緩衝液に
おいてインキュベートした。
【０１２８】
　０．１％Ｔｗｅｅｎ２０　ＰＢＳにおいて洗浄した後、細胞を１：５００希釈の二次抗
体（アレクサフルオロ４８８コンジュゲートヤギ抗マウス抗体およびアレクサフルオロ５
６８コンジュゲートヤギ抗ウサギＩｇＧ）とともに室温で１時間加湿箱においてインキュ
ベートした。
【０１２９】
　０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０　ＰＢＳにおいて洗浄した後、スライドをＤＡＰＩ含有封入
剤で封入し、２～８℃で暗所において最短４時間保存した。
【０１３０】
　写真の取得は封入後４８時間以内にソフトウェアＮＩＳ－Ｅｌｅｍｅｎｔ　ＢＲ　３．
０を用いて行った。
【０１３１】
　図２の左のパネルは、トランスフェクトＨｅＬａ細胞におけるＭＥＦ２Ｃ免疫染色の結
果を示す。一番下の写真に示されるように、本発明の抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体は
ＭＥＦ２Ｃを検出することができ、中央の写真に示されるように、Ｆｌａｇエピトープに
ついて陽性であるすべての核においてＭＥＦ２Ｃに対応するシグナルが観察された。
【０１３２】
　図２の右のパネルは、非トランスフェクト（＋）およびＭＥＦ２Ｃトランスフェクト（
×）ＨｅＬａ細胞におけるＭＥＦ２ＣおよびＦｌａｇ染色の分布を示す。カットオフ値は
陰性細胞集団染色に基づいてＭＥＦ２ＣおよびＦｌａｇ染色についてそれぞれ１０および
２０の値で設定した。グラフの右上象限における黄色のバツ印（×）は二重陽性核、すな
わちＭＥＦ２ＣおよびＦｌａｇの双方について染色強度を示し、かつ、非トランスフェク
ト細胞の染色を超える細胞を表す。これらの細胞はＦｌａｇタグＭＥＦ２Ｃを発現したこ
とから成功裏にトランスフェクトされた細胞であると考えられる。
【０１３３】
　本発明のモノクローナル抗体は、予想外かつ格別に高い特異性および感度でヒトＭＥＦ
２Ｃと結合することができ、心血管系統へ方向付けられた細胞の検出のための優れた候補
となる。ＭＥＦ２Ｃの検出を可能にするために典型的には０．２１ｍｇ／ｍｌ～０．７３
ｍｇ／ｍｌストックのおよそ１：１５０の希釈を必要とするウサギポリクローナル抗体と
比較して、本発明のモノクローナル抗体は３ｍｇ／ｍｌストックのおよそ１：３０００の
希釈でＭＥＦ２Ｃを検出することができ、よってウサギポリクローナル抗体のおよそ１．
５～５倍の感度および能力を示す。
【０１３４】
実施例３：骨髄間葉系幹細胞の心血管系統へ方向付けられた細胞への分化
　Ｌｏｎｚａ培地において培養される骨髄間葉系幹細胞を実施例２に記載される染色条件
を用いて免疫蛍光により分析し、同じ骨髄起源由来の心血管系統へ方向付けられた細胞と
比較した。
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【０１３５】
　図３は、骨髄間葉系幹細胞（左の写真）の、同じ骨髄起源由来の心血管系統へ方向付け
られた細胞（右の写真）と比較した免疫蛍光を示し、心臓形成細胞の核の大部分が未熟な
間葉系幹細胞と比較してＭＥＦ２Ｃバイオマーカー発現の増加を示すことを明らかに示し
た。
【０１３６】
　図４は、骨髄間葉系幹細胞の核および心血管系統へ方向付けられた細胞の核の平均核強
度を表す。
【０１３７】
　図５は、蛍光強度の間隔の単位が７．５である細胞集団比率に対する核蛍光強度のヒス
トグラムである。骨髄間葉系細胞は灰色の前列のバーにより表され、心臓系統へ方向付け
られた細胞は赤の後列のバーにより表される。
【０１３８】
　図４および図５のいずれも心臓形成細胞の核の大部分が未熟な間葉系幹細胞と比較して
ＭＥＦ２Ｃバイオマーカー発現の増加を示すことを明らかにした。
【０１３９】
　このＭＥＦ２Ｃタンパク質発現についての全体的な集団シフトは、心血管系統への方向
付けをもたらすプロセスが、心臓発生分化の広く認識されるこのマーカーの発現の増加を
効果的にもたらすことを示す。
【０１４０】
実施例４：抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体の配列決定
　全ＲＮＡは受託番号ＬＭＢＰ９９４９ＣＢ（ＢＣＣＭ／ＬＭＢＰ、ゲント、ベルギー）
で寄託された凍結ハイブリドーマ細胞から抽出し、このＲＮＡからｃＤＮＡを合成した。
次にＲＴ－ＰＣＲを行い、抗体の可変領域（重鎖および軽鎖）および定常領域を増幅し、
これらを別々に標準クローニングベクターにクローニングし、配列決定した。
【０１４１】
材料と方法
全ＲＮＡ抽出：
　全ＲＮＡはＴＲＩｚｏｌ（商標）（ＴＲＩｚｏｌ（商標）Ｐｌｕｓ　ＲＮＡ　Ｐｕｒｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ、インビトロジェン、カタログ番号：１５５９６－０２
６）の技術マニュアルに従ってハイブリドーマ細胞から単離した。全ＲＮＡはアガロース
ゲル電気泳動により分析した。
【０１４２】
ＲＴ－ＰＣＲ：
　全ＲＮＡはＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ　ＩＩＩ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ　ＩＩＩ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔ
ｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ、インビトロジェン、カタログ番号：１８
０８０－０５１）の技術マニュアルに従って、アイソタイプ特異的なアンチセンスプライ
マーまたはユニバーサルプライマーを用いてｃＤＮＡに逆転写した。ＶH、ＶL、ＣHおよ
びＣLの抗体断片はジェンスクリプト社のＲＡＣＥの標準操作手順に従って増幅した。
【０１４３】
抗体遺伝子のクローニング：
　増幅された抗体断片はそれぞれ標準分子クローニング手順を用いて標準クローニングベ
クターにクローニングした。
【０１４４】
スクリーニングおよび配列決定：
　正しいサイズの挿入を有するクローンを同定するためにコロニーＰＣＲスクリーニング
を行った。各抗体断片について、正しいサイズの挿入を有する５つ以上の単一コロニーを
配列決定した。正しいＶH、ＶL、ＣLを有する５つの単一コロニーとＣHの挿入サイズを有
する１４のコロニーを配列決定した。特有の１種のＶH、ＶLおよびＣLＤＮＡ配列と３種
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のＣHＤＮＡ配列を見出した。各断片の異なるクローンはほぼ同一であることが認められ
た。図６に示されるコンセンサス配列はハイブリドーマにより産生される抗ＭＥＦ２Ｃ抗
体の配列（配列番号５～８に示される）と考えられる。
【０１４５】
実施例５：抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体の産生に用いられたＭＥＦ２Ｃエピトープの
エピトープマッピング
　本研究は先に産生された抗ＭＥＦ２Ｃ　ｍＡｂのエピトープを同定することを目的とす
る。実験は技術的要件の国際的に認められた基準に沿って設計された。本計画はアラニン
スキャニングペプチドライブラリーの合成およびＥＬＩＳＡによるエピトープの検出を含
む。
【０１４６】
　本発明の標的抗体のエピトープを同定するために用いられるペプチドライブラリーの設
計のための根拠として配列番号２のペプチドを使用した。ペプチドライブラリーはＧｅｎ
Ｓｃｒｉｐｔ（商標）により合成した。ペプチドは最終濃度１０ｍｇ／ｍｌとなるよＤＭ
ＳＯに溶解し、－２０℃で保存した。
【０１４７】
追加の試薬および溶液：
　ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、２．３ｍｇ／ｍｌ、サーモ、カタログ番号：３１１６
０
　ウサギ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）［ＨＲＰ］、０．８ｍｇ／ｍｌ、サーモ、カタログ番号
：３１４０２
　ＰＢＳ：ＮａＣｌ　１３７ｍｍｏｌ／Ｌ、
　ＫＣｌ　２．７ｍｍｏｌ／Ｌ、
　Ｎａ2ＨＰＯ4　４．３ｍｍｏｌ／Ｌ、
　ＫＨ2ＰＯ4　１．４ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．４
　ＰＢＳ－Ｔ：１ΧＰＢＳ中、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０
　コーティング緩衝液：０．０５Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ９．６
　ＭＰＢＳ：１ΧＰＢＳ中、５％スキムミルク
　ＴＭＢ
　１Ｍ　ＨＣｌ
【０１４８】
　ＥＬＩＳＡは抗体の抗原への結合を評価するために行った。９６ウェルマイクロタイタ
ープレートをコーティング緩衝液１００μｌ中の抗原ペプチド１０μｇ／ｍｌを用いて４
℃で１６時間コートし、続いて５％ＭＰＢＳを用いて３７℃で２時間ブロックした。プレ
ートをＰＢＳ－Ｔで洗浄し、異なる３つの濃度（５μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌおよび０．
１μｇ／ｍｌ）の１００μｌ標的／対照抗体を用いて３７℃で２時間インキュベートした
。ＥＬＩＳＡプレートをその後ＰＢＳ－Ｔで洗浄し、１００μｌヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ
＋Ｌ）（０．１μｇ／ｍｌ）を用いて１時間インキュベートした。ＥＬＩＳＡプレートを
その後ＰＢＳ－Ｔで洗浄し、１００μｌウサギ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）［ＨＲＰ］（０．
１μｇ／ｍｌ）を用いて１時間インキュベートした。ＰＢＳ－Ｔでのプレートの洗浄後、
１００μｌのＴＭＢ基質で１０分間、色を発生させた。１００μｌの１Ｍ　ＨＣｌの添加
により反応を止め、各ウェルの吸光度を分光計を用いて４５０ｎｍで測定した。
【０１４９】
　試験抗体のエピトープをマッピングするためにＥＬＩＳＡを行った。９６ウェルマイク
ロタイタープレートにペプチドを４℃で１６時間コートした。その後プレートを５％ＭＰ
ＢＳを用いて３７℃で２時間ブロックした。ＰＢＳ－Ｔでの洗浄後、１００μｌの標的／
対照抗体（０．５μｇ／ｍｌ）を添加し、３７℃で２時間インキュベートした。プレート
をＰＢＳ－Ｔで洗浄し、１００μｌの０．１μｇ／ｍｌヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）を
用いて３７℃で１時間インキュベートした。プレートをＰＢＳ－Ｔで洗浄し、ウサギ抗ヤ
ギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）［ＨＲＰ］を用いて３７℃で１時間インキュベートした。ＰＢＳ－Ｔ
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ｌの１Ｍ　ＨＣｌの添加により反応を止め、吸光度を分光計を用いて４５０ｎｍで測定し
た。陽性ＥＬＩＳＡシグナルは試験抗体がペプチドに結合していることを示す。非コート
ウェルはブランク対照として設定し、検出抗体のみでインキュベートしたペプチドライブ
ラリーを陰性対照として設定した。
【０１５０】
　１３の変異体ペプチドに番号順に番号をつけ、それらの標的／対照抗体との結合活性を
間接ＥＬＩＳＡにより決定した。ペプチド、標的抗体およびウサギ抗ヤギＩｇＧ［ＨＲＰ
］の間の非特異的結合を決定した。ペプチド、ヤギ抗マウスＩｇＧおよびウサギ抗ヤギＩ
ｇＧ［ＨＲＰ］の間の非特異的結合も同様に決定した。図７に示される結果から分かるよ
うに、２位～５位のペプチドでの変異は、抗原ペプチドと抗体との相互作用を完全に消失
させており、抗体のエピトープはＮＰＬＬのペプチド配列の範囲であることを示す。１位
および７位のペプチドでの変異も結合に影響を与えており、アミノ酸残基Ｇ１”およびＰ
７はペプチド抗原と抗体との結合を促進させ得ることを示唆している。
【０１５１】
　アラニンスキャニングに加えて、結合の相対的定量化を行った。上記の手順に従って直
接ＥＬＩＳＡにおいて各変異ペプチドを分析し、野生型ペプチドで行った検量線と比較し
た。その後、相対的結合定量化を先に記載した通り行った。結合の相対的定量化の結果を
図８に要約する。図８に示されるように、ＮＰＮＬ配列のアミノ酸のいずれかの変異が９
９％を超える劇的な結合の減少を引き起こした。さらに、先に示したように、第１および
第７の残基の変異も９０％を超える消失で結合に影響を与えた（グリシン（Ｇ）およびプ
ロリン（Ｐ）のアラニンによるアミノ酸置換についてそれぞれ、９２．９％および９６．
４％の消失）。ペプチド配列の終わりから３番目のアミノ酸（Ｓ）の変異は、抗ＭＥＦ２
Ｃモノクローナル抗体とペプチドとの間の結合の減少が劇的ではないものの、残存する相
対的結合の４１．３％と一致を示した。よって、図７および図８で得られたデータを組み
合わせて考慮すると、抗ＭＥＦ２Ｃ　ｍＡｂのエピトープ標的は以下のアミノ酸配列であ
り：
　　　　　　　　　ＧＮＰＮＬｘＰｘｘｘｘｓ　［配列番号４］
　ここで、大文字および小文字はそれぞれ抗ＭＥＦ２Ｃ　ｍＡｂによるエピトープ認識に
決定的かつ重要なアミノ酸を、ｘは当該目的に重要ではないことを示す。
【０１５２】
実施例６：抗ＭＥＦ２Ｃモノクローナル抗体の親和性測定
　抗体のペプチドの対する親和性はＢＩＡｃｏｒｅＴ２００を用いることにより測定した
。抗体をＳｅｒｉｅｓ　ＳセンサーチップＣＭ５に共有結合させた後、異なる濃度（０．
０７８、０．７８１、１．５６３、３．１２５および６．２５０μＭ）のペプチドを順次
、抗体およびブランクのフローセルに流速３０μｌ／分で注入した。会合および解離フェ
ーズを３０および１５０秒間それぞれ監視した。６．２５０μＭの濃度を有するペプチド
を繰り返しとして設定した。抗体表面を１０ｍＭグリシン－ＨＣｌ、ｐＨ２．０、３０秒
注入１回で再生した。
【０１５３】
　約１００００ＲＵの抗体をセンサーチップに一級アミン基を介して固定化した。結合デ
ータは、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ２００評価ソフトウェアを用いて、処理し、ブランク注入か
らの応答で二重参照し、１：１相互作用モデルに当てはめた。反応速度データを表１に示
す。
【０１５４】
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【表１】

【０１５５】
　会合定数（Ｋa）はＫdの逆数を計算することができ、６．３７×１０6Ｍ-1と等しかっ
た。
【０１５６】
　モノクローナル抗体について得られたナノモルＫd値が標的エピトープに対し良好な特
異性を示すことを示す。
【０１５７】
　ＭＥＦ２Ｃの免疫蛍光検出に使用した場合に観察された有効性と併せてエピトープマッ
ピングおよび親和性測定に関して得られた結果は、本発明の抗体がＭＥＦ２Ｃ発現および
細胞局在の感度の高い検出および測定を可能にするという重要な利点を示すこと明確に示
す。本発明の例示的抗体はまた、配列番号３および配列番号４の配列に基づいて最適化さ
れたエピトープを用いるさらなる抗ＭＥＦ２Ｃ抗体および関連する結合ペプチドの開発の
基礎としての役割も果たす。
【０１５８】
　本発明の特定の態様が本明細書に詳細に開示されているが、これは例として、かつ単に
説明する目的でなされたものである。前述の態様は添付された特許請求の範囲を限定する
ことを意図したものではない。特許請求の範囲によって定められるような本発明の精神お
よび範囲から逸脱することなく、本発明に種々の置換、変更および改変を行い得ることは
発明者により企図される。
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