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(57)【要約】
　腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１を認識する新規なヒト腫瘍特異的抗体、その断片、誘導
体およびバリアントを提供する。さらに、腫瘍の治療におけるそのような抗体およびその
模倣体を含有する医薬組成物についても説明する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１を認識可能なヒト抗体またはその結合断片。
【請求項２】
配列番号１１に記載のアミノ酸配列により定義されるエピトープに結合する、請求項１に
記載の抗体または結合断片。
【請求項３】
一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ）断片、およびＦ（ａｂ’）

2から成るグループから選択される、請求項１または２に記載の抗体または結合断片。
【請求項４】
自身の可変領域中に、図４に示されたＶH（配列番号２）およびＶL（配列番号４）のアミ
ノ酸配列を有する可変領域のＶHおよびＶLのうちの少なくとも一方の少なくとも１つの相
補性決定領域（ＣＤＲ）を有する、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体または結合
断片。
【請求項５】
図４に示されたＶH領域およびＶL領域のうちの少なくとも一方のアミノ酸配列を有する、
請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体または結合断片。
【請求項６】
少なくとも約１０-9Ｍの結合親和性を有する、請求項１～５のいずれか一項の結合断片。
【請求項７】
請求項１～６のいずれか一項に記載の抗体により認識される全長が５０アミノ酸以下の抗
原。
【請求項８】
請求項１～６のいずれか一項に記載の抗体または結合断片の免疫グロブリン鎖の少なくと
も可変領域をコードするポリヌクレオチド。
【請求項９】
任意選択で請求項８に記載のポリヌクレオチドと組み合わせて前記抗体の他の免疫グロブ
リン鎖の可変領域をコードする、請求項８に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１０】
請求項８に記載のポリヌクレオチドまたは請求項９のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１１】
抗体またはその結合断片、もしくはその免疫グロブリン鎖を調製する方法であって、
　（ａ）請求項１０に記載の細胞を培養する工程、および
　（ｂ）培養物から前記抗体またはその結合断片、もしくはその免疫グロブリン鎖を分離
する工程
からなる方法。
【請求項１２】
請求項８に記載のポリヌクレオチドによりコードされ、かつ請求項１１に記載の方法によ
り取得可能な抗体、その免疫グロブリン鎖、またはその結合断片。
【請求項１３】
検出可能に標識された請求項１～６、および１２のいずれか一項に記載の抗体または結合
断片。
【請求項１４】
前記検出可能な標識は、酵素、放射性同位元素、フルオロフォアおよび重金属から成るグ
ループから選択される請求項１３に記載の抗体または結合断片。
【請求項１５】
薬物に取り付けられた請求項１～６、および１２～１４のいずれか一項に記載の抗体また
は結合断片。
【請求項１６】
抗体、請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断片、請求
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項７に記載の抗原、請求項８に記載のポリヌクレオチド、請求項９に記載のベクター、ま
たは請求項１０に記載の細胞を含有する組成物。
【請求項１７】
医薬組成物であって、かつ医薬として許容されるキャリアをさらに含有する請求項１６に
記載の組成物。
【請求項１８】
腫瘍を治療するのに有用な追加の薬剤をさらに含む請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断片、請求項７に
記載の抗原、請求項８に記載のポリヌクレオチド、請求項９に記載のベクター、または請
求項１０に記載の細胞と、任意選択で免疫または核酸に基づく診断法に従来から使用され
ている試薬とを含有する診断用組成物。
【請求項２０】
腫瘍の進行を治療または予防するための、腫瘍に関連する徴候を改善するための、腫瘍が
存在するかどうかについて被験者をスクリーニングするための、または被験者が腫瘍を発
症する危険性を決定するための医薬組成物または診断用組成物を製造するための、
請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断片、請求項１～
６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断片と実質的に同じ結合特異
性を有する抗体または請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または
結合断片のイデオタイプ抗体、請求項７に記載の抗原、請求項８に記載のポリヌクレオチ
ド、請求項９に記載のベクター、または請求項１０に記載の細胞の使用方法。
【請求項２１】
前記医薬組成物は静脈内に、筋肉内に、皮下に、腹腔内に、鼻腔内に、またはエアゾール
として投与される請求項２０に記載の使用方法。
【請求項２２】
被験者の腫瘍の進行を治療または予防するための、腫瘍に関連する徴候を改善するための
；腫瘍が存在するかどうかについて被験者を分析またはスクリーニングするための、また
は被験者が腫瘍を発症する危険性を決定するための方法であって、
　前記被験者に、有効量の請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体ま
たは結合断片、請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断
片と実質的に同じ結合特異性を有する抗体、または請求項１～６および１２～１５のいず
れか一項に記載の抗体または結合断片のイデオタイプ抗体、請求項７に記載の抗原、請求
項８に記載のポリヌクレオチド、請求項９に記載のベクター、または請求項１０に記載の
細胞を投与する工程からなる方法。
【請求項２３】
前記抗体が静脈内に、筋肉内に、皮下に、腹腔内に、鼻腔内に、またはエアゾールとして
投与される請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
腫瘍に関連する障害を診断するかまたは治療するかの少なくともいずれか一方を行う方法
であって、被験者に、有効量の請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗
体もしくは結合断片またはそれに対応する抗イデオタイプ抗体の少なくとも一つのＣＤＲ
を含む腫瘍抗原結合分子を投与する工程からなる方法。
【請求項２５】
前記腫瘍は原発性乳がんおよび／または転移を含む請求項２０または２１に記載の使用方
法または請求項２２～２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
腫瘍診断用キットであって、
　請求項１～６および１２～１５のいずれか一項に記載の抗体または結合断片、請求項７
に記載の抗原、請求項８に記載のポリヌクレオチド、請求項９に記載のベクター、または
請求項１０に記載の細胞と、
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　任意選択で試薬および使用説明書の少なくとも一方と
を備えたキット。
【請求項２７】
腫瘍を生体内で検出するための、または治療用および診断用の少なくとも一方のための作
用物質を標的の腫瘍に向けるための請求項１～６のいずれか一項に記載の抗体の少なくと
も１つのＣＤＲを含む腫瘍結合抗原分子の使用方法。
【請求項２８】
実施例２に記載の培養メモリＢ細胞により分泌されたＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体の分子
クローニングの方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、包括的には、腫瘍抗原と腫瘍関連抗原を認識する新規な腫瘍特異的結合分子
（特にヒト抗体）と、その断片、誘導体およびバリアント（variant、変異型）とに関す
る。さらに、本発明は、種々の腫瘍の治療における、特には黒色腫、乳癌および腫瘍転移
におけるそのような結合分子、抗体、およびその模倣体を含有する医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍に対する体液性免疫反応は、文献（１，２）において比較的高い頻度で起こってい
る。この現象を活用して、がん患者から得た血清で自己の発現ライブラリをスクリーニン
グすることにより種々の腫瘍関連抗原（ｔａａ）を識別した（１）。これらのｔａａのう
ちの一部は、患者における抗腫瘍ＣＴＬ反応を誘発するためのＴ細胞抗原としての役割を
現在果たしている（３，４）。細胞性（大半は細胞毒性である）免疫応答が治療戦略とし
てこのように好ましいことが現在見直されており、新規なワクチンも抗体反応を引き起こ
すように設計されている。一部で、この概念の変更は、トラスツズマブ（ハーセプチン）
およびベバシズマブ（アバスチン）等の腫瘍治療用の種々のモノクローナル抗体の最近の
成功により影響を受けた可能性もある（５）。これらのモノクローナル抗体は推定の腫瘍
に関連する標的に対して特異的作製されたが、がん患者で生じる抗体は、自発的なもので
あれ予防接種によるものであれ、その治療上の重要性を評価するのが困難な種々のクラス
の分子を形成する。この理由のほとんどは、ヒト癌のインビトロおよび動物モデルにおい
て該分子の単離および後の特性付けを行うための直接的な実験アプローチがないことによ
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　したがって、上述の制約を克服し、かつ癌に関連する抗原に対する診断用抗体を提供す
ることが必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、腫瘍抗原および腫瘍関連抗原（ｔａａ）に特異的なヒトモノクローナル抗体
を単離するためにがん患者の腫瘍特異的免疫反応を利用している。詳細には、本発明に従
って行なわれた実験によれば、ＮＹ－ＥＳＯ－１に対する血清力価と部分的な臨床反応と
を示した黒色腫患者からのｔａａ　ＮＹ－ＥＳＯ－１に特異的なモノクローナル抗体の単
離に成功した。腫瘍抗原およびｔａａに特異的なヒト抗体の単離のために、組織マイクロ
アレイ（ＴＭＡ）を使用した免疫組織化学（ＩＨＣ）を使用した。
【０００５】
　本発明は、腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１を認識可能なヒト抗体、抗原結合断片、およ
び同様の抗原結合分子をその対象とする。さらに、本発明は、かかる抗体を含有する組成
物およびかかる抗体を用いた免疫治療法および免疫診断法に関する。
【０００６】
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　本発明の特に好ましい実施形態では、ヒト抗体またはその抗原結合断片は、図４（配列
番号２および４）に記載されている可変領域ＶHおよび／またはＶLにより特徴付けられる
抗体の免疫結合特性を実証している。代わりに、抗体はヒト化抗体、異種抗体、またはキ
メラヒト－マウス抗体であり、キメラヒト－マウス抗体は動物における診断方法および研
究に特に有用である。上記抗体またはその活性断片、アゴニストおよび同族分子、もしく
は代わりに該抗体またはその活性断片のアンタゴニストを含有する治療組成物、およびか
かる組成物を用いた腫瘍の予防、診断、または治療におけるかかる組成物の使用方法であ
って有効量の組成物はかかる治療を必要とする患者に投与される方法も含まれる。
【０００７】
　抗体の抗原結合断片は、一本鎖Ｆｖ断片、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ）断片、および
Ｆ（ａｂ’）2断片、または他の抗原結合断片であってよい。特定の実施形態では、以下
、抗体またはその断片はヒトＩｇＧアイソタイプ抗体である。
【０００８】
　当然ながら、本発明は、以下に定義されるような明確に区別される固有の特性を有する
抗体を生産する不死化ヒトＢメモリリンパ細胞およびＢ細胞にそれぞれ及ぶ。
　本発明はさらに、本発明の抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも１つの可変領域をコー
ドするポリヌクレオチドに関する。好ましくは、該可変領域は、図４（配列番号　５～１
０）に記載された可変領域のＶHおよびＶLのうちの少なくとも一方の少なくとも１つの相
補性決定領域（ＣＤＲ）を有する。
【０００９】
　従って、本発明は、かかるポリペプチドを含むベクター、該ベクターにより形質転換さ
れた宿主細胞、および腫瘍、特には黒色腫または乳癌であることを示すか引き起こすかの
いずれか一方である抗原に特異的な抗体および等価な結合分子の製造のための該ベクター
または該宿主細胞の使用方法も包含する。
【００１０】
　抗体、免疫グロブリン鎖、その結合断片、および前記抗体に結合する抗原を、腫瘍免疫
療法および診断のために医薬組成物および診断組成物にそれぞれ使用することができる。
しかしながら、医薬の準備における上記組成物の使用が好ましい。
【００１１】
　従って、原発性乳癌および転移のような癌の病気を治療または予防する方法を提供する
ことが本発明の特定の目的である。方法は、抗体が腫瘍組織および細胞を標的とする位置
で被験者に有効な濃度の抗体または誘導体抗体を投与することを含む。
【００１２】
　本発明のさらなる実施形態が、以下に続く説明および実施例から明らかとなろう。さら
に、本発明の説明は、必要な場合または適切な場合には、２００７年３月１３日に欧州特
許庁に出願された初期の出願人の欧州特許出願ＥＰ　０７　００５　１８０．０号の開示
内容により捕足され得る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】メモリＢ細胞培養物ウェル１２　Ｄ７はＮＹ－ＥＳＯ－１特異的な抗体を含む。
メモリＢ細胞培養物により調整された培地をＮＹ－ＥＳＯ－１特異的ヒト抗体が存在する
かどうかについて分析した。Ａ）完全長組換えＮＹ－ＥＳＯ－１を示すＥＬＩＳＡ。Ｂ）
ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性乳腺癌（mamma carcinoma, (ｍｃ）およびＮＹ－ＥＳＯ－１陰性対
照組織（ｃｔ）に対する免疫組織化学。２つのＥＬＩＳＡ陽性メモリＢ細胞培養物ウェル
（９Ｄ１、１２Ｄ７）の馴化培地で得られた染色を示す。Ｃ）ウェル１２Ｄ７に含まれて
いたＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体は、ＩｇＧ１サブクラスに属する。これはＮＹ－ＥＳＯ
－１陽性組織を培養物ウェルからのＢ細胞馴化培地で染色し、その後ＩｇＧサブクラスで
あるＩｇＧ－４に対する２次抗体で染色することにより実証された。
【図２】培養メモリＢ細胞のＰＣＲ単一細胞ＲＴ－ＰＣＲにより得られた組換えヒト抗体
１２Ｄ７クローンの第４番は、ＥＬＩＳＡおよび組織切片でＮＹ－ＥＳＯ－１を特異的に
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認識する。クローン１２Ｄ７　第４番を発現している免疫グロブリンの重鎖および軽鎖発
現ベクターでトランスフェクトした２９３Ｔ　ＨＥＫ細胞から採取した上澄み液（ＳＮ）
を、Ａ）完全長組換えＮＹ－ＥＳＯ－１を示すＥＬＩＳＡでＮＹ－ＥＳＯ－１に対する特
異性について試験した。ＥＬＩＳＡの値は、無希釈ＳＮ（１：１２Ｄ７．４　ＳＮ）、１
／１０稀釈液（２：１２Ｄ７．４　ＳＮ）、および１／１００稀釈液（３：１２Ｄ７．４
　ＳＮ）について示す。比較のため、１／１００稀釈として使用されたメモリＢ細胞培養
物の由来元である患者の血漿について得られたＥＬＩＳＡシグナルも示す（４）。対照と
して、１２Ｄ７．４と同じ方法で生産された無関係の組み換え抗体をトランスフェクトし
て得られたＳＮがＮＹ－ＥＳＯ－１でコーティングされたＥＬＩＳＡプレートへ結合しな
いことが示される（５）と共に、１２Ｄ７クローン４番が無関係な抗原でコーティングさ
れたＥＬＩＳＡプレートに結合しないことも示される。Ｂ）ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性乳腺癌
（ｍｃ）およびＮＹ－ＥＳＯ－１陰性対照組織（ｃｔ）に対する免疫組織化学は、乳腺癌
に対する組換え１２Ｄ７クローン第４番の特異的結合を示している。
【図３】ヒトモノクローナル抗体であるマンハッタン（Manhattan）の特徴付け。エピト
ープマッピングを、ＥＬＩＳＡプレート上にコーティングしたＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク
質全体にわたる重複ペプチドを使用して行なった。Ａ）　マンハッタンはＮＹ－ＥＳＯ－
１タンパク質のＮ末端基の１１～３０のアミノ酸に及ぶペプチドに特異的に結合する。Ｂ
）患者Ｃ１の血清はＮＹ－ＥＳＯ－１のＮ末端および中間領域の種々のペプチド断片を認
識する。Ｃ）ＮＹ－ＥＳＯ－１11-30ペプチドとの競争ＥＬＩＳＡ実験によりマンハッタ
ンの結合力（アビディティ）はＫＤ＝１０-10として決定される。Ｄ）ＮＹ－ＥＳＯ－１
陽性細胞株ＳＫ－ＭＥＬ－３７のｈｕｍＡｂマンハッタンによる免疫蛍光染色法は、核マ
ーカーのヘキスト（Hoechist）とのＮＹ－ＥＳＯ－１の同時局在を示す。ＭＯＧに特異的
な対照抗体ヒト組換え個体８－１５ｃ５は結合しない。
【図４】抗体１２Ｄ７の可変領域（すなわち重鎖およびκ軽鎖）のアミノ配列とヌクレオ
チド配列。相補性決定領域（ＣＤＲ）には強調表示をしている。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、一実施例に説明される抗体に対して概説したような免疫結合特性および／ま
たは生物学的特性を実証する抗体とその抗原結合断片に関する。存在する場合には、用語
「免疫結合特性」、または抗原との抗体の他の結合特性は、その文法の形式のすべてにお
いて、特異性、親和性、交差反応性および他の抗体の結合特性を指す。当然ながら、本発
明は、抗体を生産する細胞株および組換え細胞にも及ぶ。本発明はさらに、本発明の結合
分子を含む診断アッセイおよびキットと、それに基づく治療方法とに関する。
【００１５】
　本発明によれば、腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１に特異的なヒト抗体を、２００８年１
月７日出願の出願人の同時係属国際出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００８／００００５３号「疾病
特異的結合分子および標的を提供する方法（Method of providing disease-specific bin
ding molecules and targets）」に開示されているのと本質的に同様な腫瘍の診断および
治療に有用な結合分子を識別、確認、および生産する方法を使用して、ＥＬＩＳＡでおよ
び自己腫瘍切片でＮＹ－ＥＳＯ－１に血清反応陽性だった黒色腫患者からクローニングし
た。上記出願の開示内容は本明細書に援用する。抗体候補のスクリーニングは、ＥＬＩＳ
Ａで、および組織マイクロアレイ技術の適応を使用して腫瘍組織で行なった。得られた組
織反応性のヒトモノクローナル抗体は、腫瘍関連抗原ＬＡＧＥ－１によっても共有されて
いるＮＹ－ＥＳＯ－１のＮ末端基に結合することが示された；実施例３を参照のこと。
【００１６】
　別段の定めをした場合を除き、用語「がん」および「腫瘍」は本明細書では互換的に使
用される。
　あくまで明確さのためであって本発明の範囲を限定するわけではないが、以下の実施形
態の大部分は、本発明に従う治療薬および診断薬の開発に好適な結合分子を表わすヒト抗
体および抗体様分子に関して説明する。しかしながら、本発明の文脈で使用する場合、用
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語「抗体」およびその断片は、ヒト由来腫瘍（関連）抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１に結合するホ
ルモン、受容体、リガンド、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子、熱ショックタンパク質
（ＨＳＰ）を初めとするシャペロン、およびカドヘリン、インテグリン、Ｃ型レクチン、
および免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリーのメンバーを初めとする細胞－細胞接
着分子を含むがこれらに限定されない他の抗体以外の結合分子をも指す。
【００１７】
　ＮＹ－ＥＳＯ－１は、元々は抗体に基づくクローニング技術（SEREX、以下参照）使用
して食道がんの患者で識別されたが、ＮＹ－ＥＳＯ－１を発現する腫瘍を有する患者の高
い割合で自発的な細胞性免疫反応と体液性免疫反応を観察することができるため、最近、
ＮＹ－ＥＳＯ－１が最も免疫原性の高いＣＴ抗原を表わす可能性が示されている(Gnjatic
 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 (2003), 8862-8867; Jager and Knuth, Brea
st 14 (2005), 631-635)。
【００１８】
　ＣＴ抗原がヒト腫瘍細胞および精巣の精原細胞で選択的に発現されるため、それらはが
ん患者における免疫療法アプローチのための標的抗原の候補グループを表わしている。そ
の中でも、ＮＹ－ＥＳＯ－１は免疫原性が強いようであり、黒色腫、卵巣がん、乳がん、
肺がん、および膀胱がんの患者で効率的な体液性および細胞性免疫反応を引き起こすこと
が知られており、有効ながん免疫療法の理想的標的となっている。腫瘍抗原および腫瘍関
連抗原起源のヌクレオチドおよびアミノ酸配列についての情報や、起源、主な文献等の情
報については、ＥＭＢＬホストのUniProtKB/ Swiss-Prot等の適当なデータベースを参照
されたい。UniProtKB/ Swiss-ProtにはＮＹ－ＥＳＯ－１のエントリがプライマリアクセ
ッション番号Ｐ７８３５８で見出され得る。
【００１９】
　特に好ましい実施形態では、本発明の抗体は、ＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク質の１１～３
０のアミノ酸残基を表わす配列番号１１のアミノ酸配列により定義されたエピトープに結
合する。
【００２０】
　抗体およびその模倣体の組換え生産のための手段および方法、および競争結合する分子
（これは抗体であってもよいし、そうでなくてもよい）をスクリーニングする方法は、当
該技術分野で周知である。実施例も参照されたい。しかしながら、本明細書に記載されて
いるように、特にヒトでの治療的応用に関して、本発明の抗体は、かかる抗体がキメラ抗
体やさらにはヒト化個体でも観察されるヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）反応を実質的に生
じないという意味で、ヒト抗体である。
【００２１】
　さらに、添付の実施例３に実証されているように、抗体は識別されクローニングされ、
低いナノモル範囲でもその同族抗原との相互作用の平衡解離定数（ＫＤ）に関し特に高い
結合親和性を示す。好ましくは、本発明の結合分子のその同族抗原との結合親和性は、少
なくとも約１０-7Ｍであり、より好ましくは少なくとも約１０-8Ｍであり、特に好ましく
は約１０-9Ｍであり、さらにより好ましくは約１０-10Ｍである。
【００２２】
　本発明は、自身の可変領域すなわち結合領域に、図４に描かれた（ＶＨ）（配列番号２
）および（ＶＬ）（配列番号４）のアミノ酸配列を含む可変領域のＶＨおよびＶＬのうち
の少なくとも一方の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むことにより特徴付
けることが可能なヒト抗ＮＹ－ＥＳＯ－１抗体およびその結合断片を例証する。図４に描
かれたＶHおよびＶL領域の上記アミノ酸配列のＣＤＲの例証的なセットは、配列番号５～
１０で与えられるが、以下に説明するように、当業者は、追加的にまたは代替的に、配列
番号５～１０のアミノ酸配列とは１つ、２つ、３つ、またはＣＤＲ２およびＣＤＲ３の場
合にはそれ以上のアミノ酸だけ異なるＣＤＲが使用されてもよいという事実がよく理解さ
れる。
【００２３】
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　１実施形態では、本発明の抗体は、図４に描かれたＶH領域およびＶL領域のうちの少な
くとも一方のアミノ酸配列を含む任意の抗体の一つである。代わりに、本発明の抗体は、
ＮＹ－ＥＳＯ－１抗原への結合について、図４に描かれたＶH領域およびＶL領域のうちの
少なくとも一方を有する抗体の少なくとも一つと競争する抗体またはその抗原結合断片で
ある。これらの工程はマウス抗体であってもよいが、特に治療用途ではヒト化抗体、異種
抗体、またはキメラヒト－マウス抗体が好ましい。抗体の抗原結合断片は、例えば一本鎖
Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ）断片、またはＦ（ａｂ’）2断片
である。
【００２４】
　したがって、いくつかの用途では、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、またはＦ（ａｂ’）2部分を生
成できるよう適当な試薬で抗体を処理することにより得ることが可能な抗体の可変領域の
みが要求される。そのような断片は、例えば放射性同位元素等の検出試薬に免疫グロブリ
ンの免疫特異的部分を結合させることを伴う免疫診断手順で使用するのに十分である。
【００２５】
　不死化Ｂ細胞またはＢメモリ（記憶）細胞の培養物から免疫グロブリンを直接取得する
代わりとして、不死化細胞を後続の発現および／または遺伝子操作のために再編成した重
鎖および軽鎖座の供給源として使用してもよい。再編成された抗体遺伝子を、適切なｍＲ
ＮＡから逆転写し、ｃＤＮＡを生産する。所望の場合、重鎖の定常領域は、異なるアイソ
タイプのそれと交換するか、またはすべて除去してもよい。可変領域は一本鎖Ｆｖ領域を
コードするよう連結され得る。１つよりも多い標的への結合能力を与えるために、複数の
Ｆｖ領域を連結させてもよく、キメラの重鎖および軽鎖の組み合わせが使用されてもよい
。一旦遺伝子材料が利用可能になると、所望の標的に結合するその能力を保持する上述し
たような類似体の設計は簡単である。抗体可変領域のクローニング方法および組換え抗体
の生成方法は、当業者には周知であり、例えばGilliland et al., Tissue Antigens 47 (
1996), 1-20; Doenecke et al., Leukemia 11 (1997), 1787-1792.に記載されている。
【００２６】
　いったん適切な遺伝子材料が得られ、所望の場合、類似体をコードするように修飾され
ると、最小限で重鎖と軽鎖の可変領域をコードするものを含むコード配列は、ベクターに
含まれる発現系に挿入され、ベクターは標準的な組換え宿主細胞にトランスフェクトされ
得る。種々のそのような宿主細胞を使用してもよいが、効率的な処理を求める場合、哺乳
動物細胞が好まれる。この目的で有用な典型的な哺乳動物細胞系にはＣＨＯ細胞、ＨＥＫ
２９３細胞、またはＮＳＯ細胞が含まれる。その後、抗体または類似体の生産が、宿主細
胞の増殖およびコード配列の発現に適した培養条件下で修飾組換え宿主を培養することに
より行われる。その後、抗体を、培地から単離することにより回収する。発現系は好まし
くは、生じた抗体が培地に分泌されるようシグナルペプチドを含むように設計されるが、
細胞内での生産も可能である。
【００２７】
　別の実施形態では、本発明は、ペプチド型でも翻訳後修飾の型でも上述した本発明の抗
体により認識されるＮＹ－ＥＳＯ－１抗原に関する。抗原は好ましくは少なくとも６－５
０アミノ酸長、好ましくは１０－１００アミノ酸長（同族エピトープを含む）から成るペ
プチドである。好ましくは、本発明の抗原は、配列番号１１のアミノ酸配列を有し、約１
０～３０個のアミノ酸から成り、好ましくは長さが約２０アミノ酸以下である。該分子は
、翻訳後修飾を行わなくても抗原性がある程度に十分に大きく、従って、アジュバントと
組み合わされた場合に（またはアジュバントなしでも）、前駆物質の型でも翻訳後修飾の
型でも免疫原として有用である。これらの抗原とペプチドは、抗体が血清または血液等の
サンプル中に存在するかどうかを決定するために使用することが可能である。好ましくは
、本発明の抗原は、ヒトでの体液性反応を誘発することが可能である。
【００２８】
　上記に従うと、本発明は、本発明の抗原または結合分子をコードするポリヌクレオチド
に関し、抗体の場合、好ましくは上述された抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領
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域である。典型的には、ポリヌクレオチドによってコードされる可変領域は、前記抗体の
可変領域のＶH領域およびＶL領域の少なくとも一方の少なくとも１つの相補性決定領域（
ＣＤＲ）を含む。当業者には、抗体の各可変領域（重鎖ＶHおよび軽鎖ＶL）が、４つの比
較的保存されたフレームワーク領域すなわち「ＦＲ」と隣接した相補性決定領域すなわち
「ＣＤＲ」と称されることもある３つの超可変領域を含み、抗原結合の原因となる抗体の
アミノ酸残基のことを指すことが知られている。抗体のヒトＩｇＧサブタイプの超可変領
域すなわちＣＤＲは、Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interes
t, 5th Ed Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md (19
91)に記載されているような軽鎖可変領域の残基２４－３４（Ｌ１）、５０－５（Ｌ２）
および８９－９７（Ｌ３）および重鎖可変領域の残基３１－３５（Ｈ１）、５０－６５（
Ｈ２）および９５－１０２（Ｈ３）由来のアミノ酸残基および／またはChothia et al., 
J. Mol. Biol. 196 (1987), 901-917に記載されているような軽鎖可変領域の超可変ルー
プすなわち２６－３２（Ｌ１）、５０－５２（Ｌ２）、および９１－９６（Ｌ３）および
重鎖可変領域の２６－３２（Ｈ１）、５３－５５（Ｈ２）、９６－１０１（Ｈ３）由来の
残基を有する。フレームワークすなわちＦＲの残基は、超可変領域以外の超可変領域の限
界を定める可変領域の残基である。用語「特異的結合」とは、所定の抗原に対する抗体の
結合を指す。典型的には、抗体は、１０-7Ｍ以下の解離定数（ＫＤ）で結合し、所定の抗
原以外（例えばＢＳＡ、カゼインまたは他の特定のポリペプチド）に対するＫDよりも、
少なくとも２倍小さいＫDで所定の抗原に結合する。語句「抗原を認識する抗体」および
「抗原に特異的な抗体」は、本明細書では用語「抗原に特異的に結合する抗体」と互換的
に使用される。本明細書に使用する場合、「高度に特異的な」結合とは、特異的な標的エ
ピトープ（すなわちｔａａ　ＮＹ－ＥＳＯ－１）に対する抗体の相対ＫDが、その抗体の
他のリガンドに対する結合のＫDよりも少なくとも１０倍小さいことを意味する。好まし
くは、抗体は、１０-9Ｍ以下の解離定数（ＫD）でその同族ＮＹ－ＥＳＯ－１抗原に結合
する。
【００２９】
　抗原に対する抗体の親和性（アフィニティ）または結合性（アビディティ）は任意の適
切な方法を使用して実験的に決定することが可能である；例えばBerzofsky et al., "Ant
ibody- Antigen Interactions" In Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven 
Press New York, N Y (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and Company Ne
w York, N Y (1992)および本明細書で説明している方法を参照されたい。異なる条件（例
えば塩濃度、ｐＨ）で測定されると、特定の抗体－抗原相互作用の親和性の測定値は変化
し得る。したがって、親和性および他の抗原結合パラメータ（例えばＫD、ＩＣ５０）の
測定は、抗体および抗原の標準溶液および標準化バッファを用いて好ましくは行われる。
【００３０】
　当業者には、所望の特異性および生物学的機能を有する他のポリペプチドまたは抗体を
構築するために、上述の可変領域を有する抗体の可変領域が使用され得ることが容易に理
解されるだろう。したがって、本発明は、上述の可変領域の少なくとも１つのＣＤＲを含
み、添付の実施例で記載された抗体と実質的に同一のまたは類似の結合特性を有利に有す
るポリペプチドおよび抗体も包含する。当業者には、本明細書で説明した可変領域または
ＣＤＲを使用して、例えば欧州特許出願出願公開第ＥＰ０　４５１　２１６　Ａ１および
第ＥＰ　０　５４９　５８１　Ａ１号に記載されたような当該技術分野で周知の方法を使
用して抗体を構築し得ることが容易に理解されるだろう。さらに、当業者には、Kabatに
より定義されたＣＤＲと部分的に重複するＣＤＲの内のまたは超可変ループ内のアミノ酸
置換を置換することにより結合親和性が増強され得ることを知っている（Chothia and Le
sk, J. MoI. Biol. 196 (1987), 901-917）。したがって、本発明は、上記ＣＤＲの１つ
または複数が、１つまたは複数の（好ましくは２つの以下の）アミノ酸置換を有する抗体
にも関連する。好ましくは、本発明の抗体は、その免疫グロブリン鎖の一方又は両方に、
配列番号５～１０の可変領域の２つまたは３つすべてのＣＤＲを有する。
【００３１】
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　上述の抗体をコードする本発明のポリヌクレオチドは、例えばＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、または合成ＤＮＡもしくはＲＮＡ、または上記ポリヌクレオチドの任意のものを単独
でまたは組み合わせて含む組み換えキメラ核酸分子であってよい。好ましくは、ポリヌク
レオチドはベクターの一部である。そのようなベクターは、適切な宿主細胞中でおよび適
切な条件下でベクターの選択を可能にするマーカー遺伝子等の遺伝子をさらに含んでもよ
い。
【００３２】
　好ましくは、本発明のポリヌクレオチドは、原核細胞または真核細胞の発現を許容する
発現制御配列に作用的に連結される。該ポリヌクレオチドの発現は、翻訳可能なｍＲＮＡ
へのポリヌクレオチドの転写を含む。真核細胞（好ましくは哺乳動物細胞）における発現
を保証する調節エレメントは、当業者には周知である。それらは通常、転写の開始を保証
する調節配列と、任意選択で、転写の終了と転写物の安定化を保証するポリＡとを含む。
さらなる調節エレメントは、転写エンハンサー、翻訳エンハンサー、および／または天然
で結合したまたは異種起源のプロモーター領域を含んでもよい。
【００３３】
　この点で、当業者には、軽鎖および／または重鎖の少なくとも可変領域をコードするポ
リヌクレオチドが、両方の免疫グロブリン鎖または１つだけの可変領域をコードし得るこ
とが容易に理解されるだろう。同様に、ポリヌクレオチドは、すべて同じプロモーターの
制御下にあってもよいし、または発現のために別々に制御されてもよい。原核生物の宿主
細胞での発現を許容する可能な調節エレメントには、例えば大腸菌（E.coli）のＰLプロ
モーター、ｌａｃプロモーター、ｔｒｐプロモーター、またはｔａｃプロモーターが含ま
れ、真核生物の宿主細胞での発現を許容する調節エレメントの例には、酵母のＡＯＸ１プ
ロモーターまたはＧＡＬｌプロモーター、もしくは哺乳動物細胞および他の動物細胞中の
ＣＭＶプロモーター、シミアンウイルス４０プロモーター、ＲＳＶプロモーター、ＣＭＶ
エンハンサー、SV４０エンハンサーまたはグロビンイントロンが含まれる。
【００３４】
　転写の開始の原因となるエレメントの他に、そのような調節エレメントはＳＶ４０ポリ
Ａ部位またはｔｋ－ポリＡ部位等の転写終止コドンをポリヌクレオチドの下流にさらに含
んでもよい。さらには、使用される発現系に依存して、ポリペプチドを細胞のコンパート
メントに向けたり、あるいはポリペプチドを培地中に分泌させたりすることが可能なリー
ダー配列を、本発明のポリヌクレオチドのコード配列に追加してもよく、かかる配列は当
該技術分野において周知である。リーダー配列は適切な段階で、翻訳配列、開始配列およ
び終了配列と共に組み合わされ、好ましくは、翻訳されたタンパク質またはその一部を周
辺質空間または細胞外の培地に分泌させるように向けることが可能なリーダー配列である
。任意選択で、異種配列は、所望の特性（例えば発現された組換え産物の安定化または精
製の単純化）を与えるＣ末端またはＮ末端識別ペプチドを備えた融合タンパク質をコード
してもよい。これに関し、Okayama-Berg cDNA 発現ベクターpcDV1 (Pharmacia社), pCDM8
, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogen社、またはpSPORT1 (GIBCO BRL社等の適切な発
現ベクターが当該技術分野で周知である。
【００３５】
　好ましくは、発現制御配列は、真核生物の宿主細胞を形質転換またはトランスフェクト
することが可能なベクターにおける真核生物のプロモーター系であるが、原核生物宿主の
ための制御配列が使用されてもよい。一旦ベクターが適切な宿主に組み込まれると、宿主
は、高いレベルのヌクレオチド配列の発現に適した条件下で維持され、所望の場合には、
免疫グロブリン軽鎖、重鎖、軽鎖／重鎖二量体またはインタクトな抗体、結合断片または
他の免疫グロブリン型の収集および精製が続いて行われ得る。Beychok, Cells of Immuno
globulin Synthesis, Academic Press, N. Y., (1979)参照。
【００３６】
　さらに、本発明は、抗原をコードするポリヌクレオチドまたは好ましくは本発明の抗体
の免疫グロブリン鎖の可変領域を含む、遺伝子工学で従来から使用されているベクター、
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特にプラスミド、コスミド、ウイルス）およびバクテリオファージに関する。これに、任
意選択で、本発明の抗体の別の免疫グロブリン鎖の可変領域をコードする本発明のポリヌ
クレオチドが任意選択で組み合わされる。好ましくは、ベクターは発現ベクターおよび遺
伝子導入ベクターすなわちターゲッティングベクターの少なくとも一つである。レトロウ
イルス、ワクシニアウイルス、アデノ関連ウイルスウイルス、ヘルペスウイルスまたはウ
シ乳頭腫ウイルス等のウイルス由来の発現ベクターは、本発明のポリヌクレオチドまたは
ベクターを標的の細胞集団に送達するために使用され得る。当業者に周知の方法を使用し
て組換えウイルスベクターを構築することが可能である；例えばSambrook, Molecular Cl
oning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N. Y. および Aus
ubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wi
ley Interscience, N. Y. (1994)を参照されたい。代わりに、本発明のポリヌクレオチド
およびベクターを、標的細胞への送達用リポソームへ再編成してもよい。本発明のポリペ
プチド（例えば免疫グロブリンの重鎖および／または軽鎖可変領域のコード配列および発
現制御配列）を含むベクターは周知の方法により宿主細胞に移送することが可能であるが
、これは宿主細胞の種類によって変わる。例えば、原核細胞には塩化カリウムトランスフ
ェクションがよく利用されているが、他の宿主細胞にはリン酸カルシウム処理またはエレ
クトロポレーションが使用されてもよい。前掲のSambrookを参照のこと。
本発明はさらに、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターで形質転換された宿主細胞に
関する。宿主細胞は原核生物であっても真核細胞であってもよい。宿主細胞中に存在する
本発明のポリヌクレオチドまたはベクターは、宿主細胞のゲノムに組み込まれてもよいし
、または染色体外で維持されてもよい。宿主細胞は任意の原核生物または真核細胞であっ
てよく、それには細菌細胞、昆虫細胞、菌類細胞、植物細胞、動物細胞またはヒト細胞が
含まれる。好ましい菌類細胞は例えばサッカロマイセス属の細胞であり、特にはS. cerev
isiae種の細胞である。「原核生物」という用語は、本発明の抗体または対応する免疫グ
ロブリン鎖の発現のためのＤＮＡまたはＲＮＡ分子で形質転換またはトランスフェクト可
能なすべての細菌を含むことを意味する。原核生物の宿主はグラム陰性細菌とグラム陽性
細菌の両方を含み、例えば大腸菌（E. coli）、
S. typhiurium、Serratia marcescensおよび枯草菌（Bacillus subtilis）が含まれる。
「真核生物」という用語は、酵母細胞、高等植物細胞、昆虫細胞および好ましくは哺乳動
物細胞を含むことを意味し、最も好ましくはＨＥＫ２９３細胞、ＮＳＯ細胞およびＣＨＯ
細胞である。組換え生産手順に使用される宿主に応じて、本発明のポリヌクレオチドによ
りコードされた抗体または免疫グロブリン鎖は、糖鎖形成されてもよいしまたは糖鎖形成
されなくてもよい。本発明の抗体または対応免疫グロブリン鎖は、開始メチオニンアミノ
酸残基を含んでもよい。本発明のポリヌクレオチドは、当業者には周知の任意の技術を使
用して宿主を形質転換またはトランスフェクトするために使用可能である。さらに、融合
された作用的に連結した遺伝子の調整方法および該遺伝子の例えば哺乳動物細胞や細菌に
おける発現方法は当該技術分野において周知である（Sambrook, Molecular Cloning A La
boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)）。該文献に記載された遺伝
子構築物および方法を、真核生物宿主または原核生物宿主における本発明の抗体または対
応免疫グロブリンの発現のために利用することができる。一般に、挿入されたポリヌクレ
オチドの効率的な転写を促進するプロモーター配列を含む発現ベクターが、宿主に関連し
て使用される。発現ベクターは、一般に、複製開始点、プロモーター、およびターミネー
タ、そして形質転換細胞の発現型の選択を提供可能な特異的特定の遺伝子を含んでいる。
ＤＮＡ配列の適切な供給源細胞および免疫グロブリンの発現および分泌用の宿主細胞は、
例えば米国培養菌保存施設（ＡＴＣＣ）「本明細書に援用する”Catalogue of Cell Line
s and Hybridomas　第５版 (1985)、アメリカ合衆国メリーランドロックビル）等の多く
の供給元から得ることが可能である。さらに、本発明の細胞を含むトランスジェニック動
物、好ましくは哺乳動物を、本発明の抗体の大規模生産のために使用してもよい。
【００３７】
　したがって、さらなる実施形態では、本発明は、本発明の抗原、抗体またはその結合断
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片、もしくはその免疫グロブリン鎖の生産のための方法であって、
　（ａ）上述した細胞を培養する工程、および
　（ｂ）培養物から前記抗原、抗体または結合断片、もしくはその免疫グロブリン鎖を分
離する工程、
からなる方法に関する。
【００３８】
　形質転換宿主は、最適の細胞増殖を達成するように、発酵槽で増殖され、かつ当該技術
分野の周知技術により培養され得る。いったん発現されると、完全抗体、その二量体、個
々の軽鎖および重鎖、または本発明の他の免疫グロブリン型は、硫安沈澱、アフィニティ
カラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動およびその同等物を含む当該技術分野
の標準的手順により精製され得る。Scopes, "Protein Purification", Springer Verlag,
 N. Y. (1982)を参照されたい。その後、本発明の抗体またはその対応免疫グロブリン鎖
は、増殖培地、細胞溶解物または細胞膜分画から分離され得る。例えば本発明の組換え発
現抗体または免疫グロブリン鎖の分離および精製は、例えば本発明の抗体の定常領域に対
して作製されたモノクローナルまたはポリクローナル抗体の使用を伴う調製クロマトグラ
フィー分離および免疫分離等の任意の従来の手段によって行われ得る。本発明の抗体がさ
らに、例えば薬物ターゲティングおよびイメージング用途のための他の部分にさらに結合
可能であることが当業者には明らかである。そのような結合は、抗体または抗原の発現後
に取付部位に化学的に行われてもよいし、または結合用産物がＤＮＡレベルで本発明の抗
体または抗原に遺伝子工学的に組み込まれるようにしてもよい。その後、ＤＮＡは適切な
宿主系で発現され、必要な場合、発現されたタンパク質は収集および復元される。
【００３９】
　少なくとも約９０％から９５％の均質性の実質的に純粋な免疫グロブリンが好ましく、
医薬の用とには９８～９９％またはそれより高い均質性が最も好ましい。部分的にまたは
望ましい均質性までいったん精製されると、抗体は（生体外を含む）治療に、またはアッ
セイ手順を開発および実施するために使用することが可能である。
【００４０】
　本発明はまた、本発明の抗体またはその対応免疫グロブリン鎖を発現可能な細胞を生産
する方法であって、本発明のポリヌクレオチドで、または本発明のベクターで細胞を遺伝
子操作する工程からなる方法を含む。本発明の方法により取得可能な細胞を、例えば本発
明の抗体のその抗原との相互作用を試験するために使用することができる。
【００４１】
　先に述べたように、免疫グロブリンまたはそのコードｃＤＮＡはさらに修飾されてもよ
い。したがって、さらなる実施形態では、本発明の方法は、キメラ抗体、ヒト化抗体、一
本鎖抗体、Ｆａｂ断片、二特異性抗体、融合抗体、標識抗体、またはそれらのうちの任意
の一つの類似体を生産する工程の任意の一つを含む。対応する方法は当業者に周知であり
、例えばHarlow and Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Sprin
g Harbor, 1988に記載されている。ファージディスプレイ法によって上記抗体の誘導体が
得られる場合、BIAcoreシステムで使用されるような表面プラスモン共鳴を使用して、本
明細書に記載の抗体の任意の一つのエピトープと同じエピトープに結合するファージ抗体
の効率を増大させることができる（Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97
-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13）。キメラ抗体の生産について
は例えば国際公開第ＷＯ８９／０９６２２号に記載されている。ヒト化抗体の生産方法は
例えば欧州出願出願公開第ＥＰ－Ａ１　０　２３９　４００号および国際公開第ＷＯ９０
／０７８６１号に記載されている。本発明に従って利用されるさらなる抗体源は、いわゆ
る異種抗体である。マウスでのヒト抗体のような、異種抗体生産の一般的原理は、例えば
国際公開第ＷＯ９１／１０７４１号、第ＷＯ９４／０２６０２号、第ＷＯ９６／３４０９
６号、第ＷＯ９６／３３７３５号に記載されている。上述したように、本発明の抗体は完
全抗体に加えて種々の形式で存在してもよく、それには例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）

2、および一本鎖が含まれる。例えば国際公開第ＷＯ８８／０９３４４を参照されたい。
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【００４２】
　本発明の抗体またはその対応免疫グロブリン鎖は、例えばアミノ酸の削除、挿入、置換
、追加および／または組換え、および／または当該技術分野で周知の他の修飾を単独でま
たは組み合わせて使用することにより、当該技術分野で周知の従来技術を使用してさらに
修飾可能である。免疫グロブリン鎖のアミノ酸配列の基礎となっているＤＮＡ配列にその
ような修飾を導入する方法は、当業者にとっては周知であり、例えばSambrook, Molecula
r Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N. Y. および
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and
 Wiley Interscience, N. Y. (1994)を参照されたい。本発明の抗体の修飾には、側鎖修
飾、バックボーン修飾、およびＮ末端ならびにＣ末端修飾を含む１つまたは複数の構成ア
ミノ酸の化学的酵素的誘導体化を含み、それにはアセチル化、ヒドロキシル化、メチル化
、アミド化、および、炭水化物部分もしくは脂質部分、共同因子またはその同等物の取り
付けが含まれる。同様に、本発明は、Ｃ末端にある免疫刺激リガンド等の異種起源の分子
に融合されたアミノ末端にある上記抗体またはその断片を含むキメラタンパク質の生産を
包含する。対応する技術的詳細については例えば国際公開第ＷＯ００／３０６８０号参照
。
【００４３】
　さらに、本発明は、上述の結合分子を含む小型ペプチドを含む、小型ペプチドも包含し
、例えば上述の抗体の任意の一つの可変領域のＣＤＲ３領域（重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３
）は抗原抗体相互作用において高い変化性と関与の優位性を有することがしばしば観察さ
れているため、特には重鎖のＣＤＲ３）を含む小型ペプチドがある。そのようなペプチド
は、本発明による有用な結合剤を生産する組換え手段によって、容易に合成または生産可
能である。そのような方法は当業者には周知である。ペプチドは、例えば市販の自動ペプ
チド合成装置を使用して合成することができる。ペプチドは、ペプチドを発現するＤＮＡ
を発現ベクターに組み込んで、ペプチドを生産するよう発現ベクターで細胞を形質転換す
ることによる組換え技術により生産することが可能である。
【００４４】
　従って、本発明は、上記手段によって取得可能であり、上記特性を示し（すなわちＮＹ
－ＥＳＯ－１を特異的に認識する）、かつ治療用に患者における免疫原性がないように実
質的にヒトのフレームワークを好ましくは維持する、任意の結合分子、抗体または結合断
片に関する。
【００４５】
　本発明のさらなる実施形態では、抗体、免疫グロブリン鎖またはその結合断片、もしく
は抗原は検出可能に標識される。標識用の作用物質は、本発明の抗体または抗原に直接結
合されても間接的に結合されてもよい。間接的結合の１つの例は、スペーサー部分の使用
によるものである。さらに、本発明の抗体は、共有結合または非共有結合で連結されるさ
らなる領域（ドメイン）を含んでもよい。そのような連結は、当該技術分野で周知の、上
述の方法による遺伝子融合に基づいてよく、例えば国際公開第ＷＯ９４／０４６８６号に
記載されているような化学的架橋により行うことが可能である。本発明の抗体を含む融合
タンパク質中に存在する追加ドメインは、可撓性リンカーにより、有利には該さらなるド
メインのＣ末端と本発明の抗体のＮ末端との間またはその逆の間の距離に及ぶ十分な長さ
の複数の親水性ペプチド結合されたアミノ酸を有するポリペプチドリンカーにより、好ま
しくは連結され得る。種々の手段により、本発明の抗体またはその抗原結合断片に、治療
上または診断上活性な作用物質を結合することが可能である。これには、例えば、治療上
または診断上活性な作用物質にペプチド結合等の共有結合法で結合された本発明の抗体の
可変領域を含む一本鎖の融合タンパク質が含まれる。さらなる例は、以下の非限定的な例
のリストにあるものを含む、追加の分子に共有結合でまたは非共有結合で結合された少な
くとも抗原結合断片を含む分子を含む。Traunecker, Int. J. Cancer Surp. SuDP 7 (199
2), 51-52は、ＣＤ３に対するＦｖ領域が可溶性ＣＤ４またはＯＶＣＡおよびＩＬ－７等
の他のリガンドに結合された二特異性試薬ジャナシン(janusin)について説明している。
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同様に、本発明の抗体の可変領域はＦｖ分子へ構築され、引用した文献に例証されたもの
等の代替リガンドに結合され得るHiggins, J. Infect Disease 166 (1992), 198-202は、
ＧＰ　１２０のＶ３領域の特異的配列に対する抗体に架橋されたＯＫＴ３から構成された
ヘテロ共役抗体について説明している。そのようなヘテロ共役抗体は、本発明の方法の抗
体に含まれていた少なくとも可変領域を使用して構築することもできる。特異的抗体の追
加の例には、Fanger, Cancer Treat. Res. 68 (1993), 181- 194 およびFanger, Crit. R
ev. Immunol. 12 (1992), 101-124に記載されたものが含まれる。従来の抗体を含む免疫
毒素である共役体は、当該技術分野において広く記載されている。毒素は従来の結合技術
によって抗体に結合されてもよいし、またはタンパク質毒素部分を含む免疫毒素を融合タ
ンパク質として生産してもよい。本発明の抗体は、そのような免疫毒素を得るための対応
する方法で使用することができる。そのような免疫毒素の例に、Byers, Seminars Cell. 
Biol. 2 (1991), 59-70 and by Fanger, Immunol. Today 12 (1991), 51-54に記載された
ものがある。
上述の融合タンパク質は、プロテイナーゼのための開裂リンカーまたは開裂部位をさらに
備えてもよい。かかるスペーサー部分は不溶であっても可溶であってもよく（Diener et 
al., Science 231 (1986), 148）、かつ標的部位で抗原から薬物を放出可能にするように
選択することが可能である。免疫療法のために本発明の抗体および抗原に結合させること
が可能な治療用作用物質の例には、薬物、放射性同位元素、レクチンおよび毒素がある。
本発明の抗体および抗原に共役可能な薬物には、マイトマイシンＣ、ダウノルビシンおよ
びビンブラスチン等の、薬物と古典的に呼ばれる化合物が含まれる。例えば腫瘍免疫療法
のために、本発明の放射性同位体に結合した抗体または抗原を使用する際には、白血球の
分布や安定性および放射に依存して、特定の放射性同位元素が別の放射性同位元素よりも
望ましい場合がある。自己免疫反応に基づいて、あるエミッタは他のエミッタよりも好ま
しい場合がある。一般に、免疫療法では、αおよびβ粒子を放射する放射性同位元素が好
まれる。212Ｂｉのような射程が短く高エネルギーのαエミッタが好まれる。治療目的で
本発明の抗体または抗原に結合させることが可能な放射性同位元素の例は、125Ｉ、131Ｉ
、90Ｙ、67Ｃｕ、212Ｂｉ、212Ａｔ、211Ｐｂ、47Ｓｃ、109Ｐｄおよび188Ｒｅである。
本発明の抗体または抗原に結合可能な他の治療薬と、エキソビボ（生体外）およびインビ
ボ（生体内）治療プロトコルが、周知であるかまたは当業者には容易に確認することがで
きる。適切な場合にはいつでも、当業者は、プロテイナーゼ物質の代わりに、上述の抗体
、抗原または対応ベクターのうちの任意の１つをコードする本発明のポリヌクレオチドを
使用し得る。
【００４６】
　従って、本明細書で識別された抗体および結合領域の生物活性は、病気の細胞および組
織の適切な表面構造を呈している細胞への薬物の局在化の候補となるよう抗体および結合
領域が十分な結合性をそれぞれ有することを示唆している。細胞へのこのターゲティング
および結合は、治療上または診断上活性な作用物質の送達および遺伝子療法／遺伝子送達
に有用であり得る。本発明の抗体を備えた分子／粒子は、ＮＹ－ＥＳＯ－１抗原を発現し
ている細胞／組織に特異的に結合し、したがって、診断および治療の使用を有し得る。し
たがって、本発明の抗体または抗原は、標識され（例えば、蛍光標識、放射性標識、酵素
標識、核磁気標識、重金属標識）、インビトロでの「免疫化学」様アッセイを含めて、特
異的標的をインビボまたはインビトロ検出するために使用することが可能である。インビ
ボでは、標識した本発明の抗体または抗原は、組織、細胞、またはＮＹ－ＥＳＯ－１抗原
を発現する他の材料を検出する核医学イメージング技術に似た方法で使用され得る。した
がって、さらなる実施形態では、本発明は、腫瘍のインビボ検出するためのまたは標的で
ある腫瘍への治療および／または診断用作用物質を向けるための組成物の調製のための、
本発明の抗体またはその結合断片の使用に関する。
【００４７】
　さらに、本発明は、本発明の前記抗体または結合断片、または抗原、またはその化学誘
導体、または本発明のポリヌクレオチド、ベクター又は細胞を含有する組成物に関する。
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本発明の組成物はさらに、医薬として許容されるキャリアを含んでもよい。用語「化学誘
導体」は、通常は基本分子の一部でない追加の化学的部分を含む分子のことを指す。その
ような部分は基本分子の溶解度、半減期、吸着性等を改善し得る。代わりに、そのような
部分は、基本分子の不適当な副作用を低減したり、または基本分子の毒性を減少させたり
し得る。さらに、本発明の医薬組成物は、その医薬組成物の意図した使用に依存して、イ
ンターロイキンまたはインターフェロン等の抗腫瘍因子をさらに含んでもよい。従って、
特定の好ましい実施形態では、本発明は、腫瘍の進行を治療または予防するための、腫瘍
に関連する徴候を改善するための、腫瘍が存在するかどうかについて被験者をスクリーニ
ングするための、または被験者が腫瘍を発症する危険性を決定するための、医薬組成物ま
たは診断用組成物を製造するための、本発明の抗体または結合断片の、または本発明の抗
体または結合断片の任意の一つと実質的に同じ結合特異性を有する結合分子の、本発明の
抗原、本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクター、または本発明の細胞の使用方法に
関する。上記医薬組成物は、静脈内に、筋肉内に、皮下に、腹腔内に、鼻腔内に、非経口
的に、またはエアゾールとして投与されるように設計可能である。以下も参照のこと。
【００４８】
　従って、１実施形態では、本発明は、被験者の腫瘍の進行を治療または予防するための
、腫瘍に関連する徴候を改善するための；腫瘍が存在するかどうかについて被験者を分析
またはスクリーニングするための、または被験者が腫瘍を発症する危険性を決定するため
の方法であって、前記被験者に、有効量の本発明の前記抗体、抗原、ポリヌクレオチド、
ベクターまたは細胞の任意の一つを投与する工程からなる方法を含む。特に、本発明によ
る治療および診断の用途には黒色腫と乳がんが含まれ腫瘍を標的とする用途に最も適した
のは、原発性乳がんおよび／または転移を含む。別段の定めがない限り、用語「腫瘍」、
「がん」、「癌」およびその同等物は本明細書では互換的に使用される。
【００４９】
　従って、本発明は、特に腫瘍に関連する障害を診断および／または治療するための、上
述のヒト抗体の少なくともＣＤＲを含有する腫瘍抗原結合分子の任意の使用を包含する。
好ましくは、該結合分子は本発明の抗体またはその免疫グロブリン鎖である。さらに、本
発明は、上述の抗体のうちの任意の一つの抗イデオタイプ抗体に関する。これらは、抗原
結合部位付近の抗体の可変領域に位置する固有の抗原性ペプチド配列に結合する抗体また
は他の結合分子である。
【００５０】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の上述の抗体、抗原結合断片、ポリヌクレオチド
、ベクター、または細胞と、免疫または核酸に基づく診断法で従来から使用されている試
薬等の任意選択の検出に適した手段とも含有する診断組成物に関する。本発明の抗体は、
例えば、それらが液相で使用されるかまたは固相キャリアに結合された免疫測定法で使用
するのに適している。本発明の抗体を利用可能な免疫測定法の例は、直接形式でも関節形
式でもよい競争免疫測定法または非競争免疫測定法である。そのような免疫測定法の例に
は、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、サンドイッチ（免疫計量分析）、フローサイトメ
トリーおよびウエスタンブロットがある。本発明の抗原および抗体は種々のキャリアに結
合させることが可能であり、それに特異的に結合する細胞を分離するために使用可能であ
る。周知のキャリアの例には、ガラス、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレン
、ポリエチレン、ポリカーボネート、デキストラン、ナイロン、アミロース、天然および
修飾セルロース、ポリアクリルアミド、アガロースおよびマグネタイトが含まれる。キャ
リアの性質は発明の目的に応じて可溶であってもよいし不溶であってもよい。当業者に周
知の多くの異なる標識および標識化方法がある。本発明に使用可能な標識の種類の例には
、酵素、放射性同位元素、コロイド金属、蛍光化合物、化学発光化合物および生物発光化
合物が含まれる。上記実施形態も参照のこと。
【００５１】
　さらなる実施形態によれば、本発明の結合抗体は、血液サンプル、リンパ液サンプルま
たは他の体液サンプルであってもよい体液サンプルを試験される個体から取得し、かかる
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体液サンプルを、抗体－抗原複合体の形成を可能にする条件下で本発明の抗体と接触させ
ることによる、個体における腫瘍の診断方法に使用されてもよい。その後、そのような複
合体のレベルは、当該技術分野で周知の方法により決定され、対照サンプルで形成された
のより有意に高いレベルは、試験された個体に腫瘍があることを示す。同様に、本発明の
抗体により結合された特異性抗原を使用してもよい。したがって、本発明は、本発明の抗
体または抗原を含むインビトロ免疫測定法に関する。本発明の好ましい実施形態は、がん
、黒色腫、および特に乳がんの決定に関する。方法はＮＹ－ＥＳＯ－１の分析を含む。
【００５２】
　１実施形態では、本発明は、がん症状の状態（例えば腫瘍（関連）抗原ＮＹ－ＥＳＯ－
１を発現する腫瘍を有する患者におけるがん症状の攻撃の後退、進行）を決定する方法に
関する。該方法は、前記抗原に特異的に結合する抗体について前記患者から得たサンプル
を分析する工程と、前記患者から得られた先のサンプルの以下の分析から得多先の値と得
られた値とを比較する工程とからなり、それらの値の差は、がん症状の状態の変化を示す
。本発明に従って使用することが可能な対応の方法が国際公開第ＷＯ０１／０７９１７号
に開示されている。代わりに、そのような方法は本発明の抗体を用いて行なってもよい。
【００５３】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の抗体を用いてＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク質が存
在するかどうかを分析することによりＮＹ－ＥＳＯ－１発現を分析する工程からなる、が
ん細胞（例えば乳がん細胞）の決定方法であって、ＮＹ－ＥＳＯ－１の発現は前記サンプ
ル中にがん細胞の存在を示す方法に関する。本発明に従って適応可能な同様の方法が、Ｓ
ＣＰ－１、ＮＹ－ＥＳＯ－１およびＳＳＸ－２に対して米国特許第６，３３８，９４７号
に記載されている。
【００５４】
　これに関し、本発明は、上記目的のために特異的に設計された手段に関する。例えば、
腫瘍（特には転移）を患っている患者に存在し得る自己抗体を検出するために本発明の抗
原が装填されているか、または本発明の抗体もしくは等価な抗原結合分子が装填された、
タンパク質または抗体に基づくアレイが使用され得る。マイクロアレイ免疫測定法の設計
はKusnezow et al., MoI. Cell Proteomics 5 (2006), 1681-1696に要約されている。従
って、本発明は、本発明の抗体または抗原が装填されたマイクロアレイにも関する。
【００５５】
　本発明は、１つまたは複数の上述の成分、すなわち抗体、本発明の抗体もしくはその結
合断片、抗原、ポリヌクレオチド、ベクター、または細胞が装填された１つまたは複数の
コンテナを備えた医薬用および診断用のパックまたはキットを提供する。そのようなコン
テナには、医薬または生物学的製品の製造、使用または販売を規制する政府機関による人
への投与のための製造、使用または販売の許可を反映した政府機関により規定された形式
の通知が伴っていてもよい。追加的または代替的に、キットは適切な診断分析における試
薬および／使用説明書を含む。組成物、すなわち本発明のキットは、腫瘍関連抗原ＮＹ－
ＥＳＯの存在が伴う病気の診断、予防および治療に特に適しており、上述の腫瘍の治療に
特に適用可能である。
【００５６】
　用語「治療」およびその同等物は、本明細書では、一般に、所望の薬学的および／また
は生理学的結果を得ることを意味する。効力は、病気またはその徴候を完全にまたは部分
的に予防するという意味では予防的であってよく、その病気に起因する病気または悪影響
を部分的にまたは完全に治癒するという意味では治療的であってよい。用語「治療」は、
本明細書に使用する場合、哺乳動物（特にヒト）における疾病のいかなる治療も包含し、
（ａ）病気に罹患しやすいがまだ罹患しているとは診断されていない被験者において病気
が起こるのを予防すること、（ｂ）病気を阻害すること（すなわちその発達を妨げること
）および（ｃ）疾病を軽減すること（すなわち病気を抗体させること）を含む。さらに、
用語「被験者」または「患者」は、状態、障害、または病気を治療する必要がある哺乳動
物、好ましくは人を指す。
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【００５７】
　本発明の医薬組成物は、当業者に周知の方法によって調剤することが可能である。例え
ばRemington: The Science and Practice of Pharmacy (2000) by the University of Sc
iences in Philadelphia, ISBN 0-683-306472を参照されたい。適切な医薬キャリアの例
が当該技術分野でよく知られており、それにはリン酸塩緩衝塩類溶液、水、水中油滴型エ
マルジョン等のエマルジョン、種々の種類の湿潤剤、滅菌溶液等が含まれる。そのような
キャリアを含む組成物は周知の従来法により調剤可能である。これらの医薬組成物は適切
な用量で被験者に投与することができる。適切な組成物の投与は、種々の方法によって（
例えば静脈内、腹腔内、皮下、筋肉内、局所、または皮内投与により）達成され得る。鼻
用噴霧製剤等のエアゾール製剤は、防腐剤および等張剤と共に活性薬剤を含む精製された
水溶性溶液または他の溶液を含んでいる。そのような製剤は、鼻粘膜に適合するｐＨおよ
び等張状態に好ましくは調節される。直腸または膣への投与のための製剤は、適切なキャ
リアを含む坐薬として与えられ得る。
【００５８】
　投与計画は医師および臨床上の要因により決定されるだろう。医学の分野では周知であ
るように、任意の１人の患者に対する用量は、患者の大きさ、体表面積、年齢、投与され
る特定の化合物、性別、時間、投与経路、全体的な健康、および同時に投与される他の薬
物を含む多くの要因によって決まる。一般的な用量は、例えば０．００１～１０００μｇ
（すなわちこの範囲の発現用または発現阻害用の核酸の用量）であるが、上記要因を考慮
すれば、この例証的範囲よりも低いまたは高い用量も想定される。一般に、医薬組成物の
規則的投与としての投薬計画（レジメン）は、１日当たり１０μｇから１０ｍｇの単位の
範囲である。投薬計画が連続輸液である場合、それは毎分体重１キログラム当たり１μｇ
から１０ｍｇのユニットの範囲であるべきである。進行は定期的評価によりモニタするこ
とができる。非経口投与の調製物には、滅菌の水溶性または非水溶性溶液、懸濁液および
エマルジョンを含んでいる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレング
リコール、オリーブ油等の植物油、およびオレイン酸エチル等の注射可能な有機エステル
溶剤である。水性のキャリアには、水、アルコール／水溶液、エマルジョンまたは塩類溶
液および緩衝培地を含む懸濁液が含まれる。非経口ビヒクルには、塩化ナトリウム溶液、
リンゲルデキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸リンゲル、または
固定油が含んでいる。静脈内ビヒクルには、流体と栄養素の補給液、電解質補給液（リン
ゲルデキストロースに基づくもの）およびその同等物が含まれる。例えば抗菌剤、老化防
止剤、キレート剤、および不活性ガスならびにその同等物のような防腐剤および他の添加
物が存在してもよい。さらに、本発明の医薬組成物は、医薬組成物の意図した使用に依存
して、抗腫瘍因子および細胞毒性薬のようなさらなる作用物質を含んでもよい。さらに、
例えば、本発明の医薬品が受動免疫法のための本発明の抗体または能動免疫法のための同
族抗原を含む場合、医薬組成物はワクチンとして調剤されてもよい。ＮＹ－ＥＳＯ－１等
の腫瘍関連抗原を使用してがんを治療するためのワクチン調剤については例えば国際公開
第ＷＯ２００５／１０５１３９号に記載されている。さらに、他の作用薬剤の同時投与ま
たは連続投与が望ましい場合もあり得る。
【００５９】
　治療上有効な用量または量とは、徴候または状態を改善するのに十分な活性成分の量を
指す。そのような化合物の治療の効能および毒性は、細胞培養物または実験動物における
標準的医薬手順、例えばＥＤ５０（集団の５０％において治療上有効な用量）およびＬＤ
５０（集団の５０％が致死に至る用量）により決定することができる。治療効果と毒性効
果との間の用量の比は治療指数であり、比ＬＤ５０／ＥＤ５０として表される。好ましく
は、組成物中の治療薬は、細胞の転移および腫瘍性成長を予防するのに十分な量である。
【００６０】
　本発明による医薬組成物は、好ましくは黒色腫、原発性乳がん、肝細胞癌および転移を
含むがこれらに限定されない腫瘍およびがんの治療のために使用することができる。
　上記のおよび他の実施形態が、本発明の説明および実施例により開示され包含される。
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本発明に従って使用される材料、方法、使用方法、方法の任意の一つに関するさらなる文
献が、例えば電子装置を使用して公共の図書館およびデータベースから検索され得る。例
えば、米国国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）および／または米国国立衛
生研究所（ＮＩＨ）内の国立医学図書館によりホストされている公共データベース「Medl
ine」が利用され得る。欧州分子生物学研究所（ＥＭＢＬ）の一部である欧州バイオイン
フォマティックス研究所（ＥＢＩ）等のさらなるデータベースおよびウェブアドレスも当
業者には周知であり、インターネットのサーチエンジンを使用して取得することも可能で
ある。バイオテクノロジーにおける特許情報と遡及調査および現在の認識に有用な特許情
報の関連情報源に関する調査とについての概説がBerks, TIBTECH 12 (1994), 352-364に
与えられる。
【００６１】
　上記の開示は本発明について包括的に説明している。別段の定めがない限り、本明細書
に使用する用語には、Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, Oxf
ord University Press, 1997, revised 2000 and reprinted 2003, ISBN 0 19 850673 2
にて規定される定義が与えられる。いくつかの文書を本明細書のテキストの全体にわたっ
て引用している。参考文献の書誌の引用が特許請求の範囲の直前の明細書の最後に見出さ
れる。すべての引用文献（本願の全体にわたって引用した学術論文、発行特許、公開され
た特許出願、および製造業者の仕様書、説明書等）の内容は明示的に援用するが、引用さ
れた任意の文書が本発明に関して先行技術であることを認めているわけではない。
【００６２】
　以下の特定の実施例を参照することにより、より完全な理解を得ることができるが、か
かる実施例は、例示の目的でのみ本明細書において提供しているのであって、本発明の範
囲を制限することは意図しない。
【００６３】
　実施例
　以下の実施例は本発明を例証するものであるが、本発明の範囲をいかようにも制限する
よう解釈されるべきではない。本明細書にて使用しているような従来の方法についての詳
細な説明は引用文献に見つけることが可能である。例えば"The Merck Manual of Diagnos
is and Therapy" Seventeenth Ed. ed by Beers and Berkow (Merck & Co., Inc. 2003)
も参照されたい。
【００６４】
　本発明の実行には、別段の定めがない限り、当該技術分野の技術の範囲内にある細胞生
物学、細胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮＡおよ
び免疫学の従来技術を使用する。本発明の実施に有用な一般的技術のさらなる詳細ついて
は、実施者が、細胞生物学および組織培養の標準テキストおよび概説を参照することが可
能である。実施例で引用した文献についても参照されたい。分子および細胞生化学の一般
的方法は、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed. (Sambrook et al., Harb
or Laboratory Press 2001)、 Short Protocols in Molecular Biology, 4th Ed. (Ausub
el et al. eds., John Wiley & Sons 1999)、 DNA Cloning, Volumes I and II (Glover 
ed., 1985)、 Oligonucleotide Synthesis (Gait ed., 1984)、 Nucleic Acid Hybridiza
tion (Hames and Higgins eds. 1984)、 Transcription And Translation (Hames and Hi
ggins eds. 1984)、 Culture Of Animal Cells (Freshney and Alan, Liss, Inc., 1987)
、 Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller and Calos, eds.)、 Current 
Protocols in Molecular Biology and Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edi
tion (Ausubel et al., eds.)、 and Recombinant DNA Methodology (Wu, ed., Academic
 Press). Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (Miller and Calos, eds., 1987
, Cold Spring Harbor Laboratory)、 Methods In Enzymology, VoIs. 154 and 155 (Wu 
et al., eds.)、 Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986)、 Perbal, A Prac
tical Guide To Molecular Cloning (1984)、 the treatise, Methods In Enzymology (A
cademic Press, Inc., N. Y.)、 Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biolo
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gy (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987)、 Handbook Of Experime
ntal Immunology, Volumes I-IV (Weir and Blackwell, eds., 1986). Protein Methods 
(Bollag et al., John Wiley & Sons 1996)、 Non-viral Vectors for Gene Therapy (Wa
gner et al. eds., Academic Press 1999)、 Viral Vectors (Kaplitt & Loewy eds., Ac
ademic Press 1995)、 Immunology Methods Manual (Lefkovits ed., Academic Press 19
97)、 and Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures in Biotechnology (Doyle
 & Griffiths, John Wiley & Sons 1998)のような標準テキストで見つけることが可能で
ある。本開示で参照する遺伝子操作のための試薬、クローニングベクター、およびキット
はBioRad社、 Stratagene社、 Invitrogen社、 Sigma-Aldrich社、およびClonTech社等の
販売元から入手できる。細胞培養および培地収集の一般的技術はLarge Scale Mammalian 
Cell Culture (Hu et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8 (1997), 148); Serum-free Medi
a (Kitano, Biotechnology 17 (1991), 73); Large Scale Mammalian Cell Culture (Cur
r. Opin. Biotechnol. 2 (1991), 375); and Suspension Culture of Mammalian Cells (
Birch et al., Bioprocess Technol. 19 (1990), 251); Extracting information from c
DNA arrays, Herzel et al., CHAOS 11 (2001), 98-107に概説されている。
補足方法
【００６５】
　患者の材料
　腫瘍材料を、通常の組織病理学的分析が必要でない正常組織と同様に、液体窒素中で凍
結させた。メモリＢ細胞単離のために血清を、地域の倫理委員会により承認され患者によ
り署名されたインフォームドコンセントに従って患者Ｃ１から収集した。
【００６６】
　メモリＢ細胞培養物
　メモリＢ細胞を２段階の選択手順によりヒト末梢血リンパ球（ＰＢＬ）から分離した。
ＭＡＣ技術（Miltenyi社,ドイツ国ベルギッシュグラートバハ所在）を使用したＢ細胞陽
性選択のためにパンＢ細胞マーカーＣＤ２２を使用した。ＰＢＬを、ＭＡＣＳ共役抗ヒト
ＣＤ２２モノクローナル抗体、フィコエリスリン共役モノクローナル抗体　抗ヒトＩｇＤ
およびＡＰＣ共役抗体　抗ヒトＩｇＭ、ＩｇＡ、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ５６（B ecton Di
ckinson社、スイス国バーゼル所在）を使用して標識した。パンＢ細胞を、ｍｉｄｉＭＡ
ＣＳ装置およびＬＳカラム（Miltenyi社）を使用して陽性選択ＣＤ２２陽性細胞により単
離し、続いてＭｏＦｌｏ細胞分別装置（DakoCytomation社、アメリカ合衆国フォートコリ
ンズ所在）を使用してフィコエリスリン陰性およびＡＰＣ陰性細胞を選択した。次に、Ｃ
Ｄ２２陽性のＩｇＭ、ＩｇＤ、およびＩｇＡ陰性Ｂ細胞を、１０％ウシ胎児血清を補給し
たＲＰＭＩ　１６４０を含むＢ細胞培地中でＣｐＧ　２００６（６，１５）の存在下でＢ
９５－８細胞から得られた上澄みを含むＥＢＶでインキュベートした。細胞を、ボランテ
ィアのドナーから調製した３０．０００照射フィーダＰＢＬ上のＢ細胞培地に１つのウェ
ル当たり５０個の細胞を播いた。
【００６７】
　２週間の培養後、メモリＢ細胞培養物の馴化培地を、ＥＬＩＳＡによりＮＹ－ＥＳＯ－
１陽性の自己および非自己組織切片に対してＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体が存在するかど
うかについてスクリーニングした。
【００６８】
　ＥＬＩＳＡ
　９６ウェル片のウェルマイクロプレート（Corning社、アメリカ合衆国ニューヨーク所
在）を２５μｌ／ウェルの１μｇ／ｍｌの組換えＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク質のＰＢＳ溶
液で４℃にて一晩コーティングした。プレートをＰＢＳ－Ｔで洗浄し、５％の粉乳（Rapi
lai社、スイス国ミグロス所在）を含有するＰＢＳで４℃にて一晩ブロックした。Ｂ細胞
馴化培地と、患者血清と、組換え抗体調製物を、室温で２時間インキュベートした。ＮＹ
－ＥＳＯ－１に対するヒト抗体の結合を、ロバ抗ヒトＩｇＧＨＲＰ二次抗体（Jackson Im
munoResearch Europe ltd.社、英国ケンブリッジシア所在）を用いて、その後、ＴＭＢ基
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質溶液（ＴＭＢ、Sigma社、スイス国ブックス所在）を使用してＨＲＰ活性を測定するこ
とにより、決定した。
【００６９】
　エピトープマッピングＥＬＩＳＡ
　１０個のアミノ酸の重複が各隣接ペプチドによって共有されたＮＹ－ＥＳＯ－１タンパ
ク質全体にわたる２０ｍｅｒペプチド（Peptides&Elephants社、ドイツ国ナセータル（Nu
thetal）所在）を用いて、Maxisorp ＥＬＩＳＡプレート（Nunc社、ニューヨーク州ロチ
ェスター所在）をコーティングした。ヒト組換え抗体マンハッタンまたは患者血清（ＰＢ
Ｓで１：５００に希釈）を西洋ワサビペルオキシダーゼ共役ヤギ抗ヒトＩｇＧ＋ＩｇＭ（
Jackson ImmunoResearch）を使用して検出した。
【００７０】
　競争ＥＬＩＳＡ
　飽和実験によると、ＮＹ－ＥＳＯ－１１１－３０ペプチドに対するヒトモノクローナル
抗体マンハッタンの半値（最大の半分の）結合濃度が１×１０-9Ｍまたは０．１５μｇ／
ｍｌであると認められた。競争実験では、ＮＹ－ＥＳＯ－１１１－３０ペプチドの増大す
る濃度を０．１５μｇ／ｍｌの濃度のマンハッタンと混合し、次にＮＹ－ＥＳＯ－１１１
－３０でコーティングしたＥＬＩＳＡプレートに移した。
【００７１】
　免疫組織化学
　パラフィン埋設したＮＹ－ＥＳＯ－１陽性腫瘍組織および健康な対照組織から、直径０
．６ｍｍの腫瘍組織の円柱物を打ち抜いた。腫瘍組織の円柱物から構成されたペアと、健
康な対照組織の円柱物から構成されたペアとを、２×４グリッドの各位置に配置した。グ
リッドの寸法はＢ細胞培養皿および従来のマルチチャンネルピペットのマイクロタイター
形式に適合した。ホルマリン固定したパラフィン埋設組織に対し、免疫組織化学を行なっ
た。
【００７２】
　すべてのスライドに、熱に基づく抗原回復を適用した。非特異性蛍光は、ポリクローナ
ルウサギ抗ヒトＩｇＧ（Dako社、スイス国バール所在）を室温で３０分間使用し、その後
、１％低脂肪乳（Rapilait社、スイス国ミグロス所在）で１０分間２次ブロックすること
によりブロックした。一次抗体またはＢ細胞馴化培地を、４℃で一晩インキュベートした
。ＮＹ－ＥＳＯ－１に対するヒト抗体の結合は、ヒトＩｇＧに対するＣｙ３共役二次抗体
（Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.社、英国ソハム所在）を使用して明らかとなった
。ビオチン化組換えヒト抗体マンハッタンの染色は、Ｃｙ３共役ストレプトアビジンまた
はＨＲＰ共役ストレプトアビジン（Sigma社、スイス国ブックス所在）を使用して明らか
になった。ＮＹ－ＥＳＯ－１抗原の存在に対する陽性対照として、マウス抗－ＮＹ－ＥＳ
Ｏ－１モノクローナル抗体（Zymed社、アメリカ合衆国サウスサンフランシスコ所在）を
使用した。
【００７３】
　免疫蛍光検査法の分析は、倒立型蛍光顕微鏡（ライカ、Ｈｅｅｒｂｒｕｇｇ、Ｓｗｉｔ
ｚｅｒｌａｎｄ）上で行った。
【００７４】
　単一細胞ＲＴ－ＰＣＲ
　メモリＢ細胞培養物から得られた単一細胞を、ＰＣＲチューブに入れた。ｃＤＮＡを免
疫グロブリンＧの重鎖、κ軽鎖、およびγ軽鎖の定常領域に特異的なプライマーを使用し
て調製した。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の可変領域のＰＣＲ増幅は標準プロトコル
（７，１６）に従って行なった。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の可変領域をｓｅｍｉ
－ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲ法を使用して増幅した。ＰＣＲの初回は、ＩｇＧ定常領域に特異
的なプライマーと、重鎖および軽鎖Ｉｇの可変領域ファミリー（７）の保存されたフレー
ムワーク１領域に特異的なプライマーのプールとを用いて行なった。続いて、ＩｇＧ定常
領域に特異的なプライマーと、制限部位を有する重鎖および軽鎖Ｉｇの可変領域ファミリ
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ーのフレームワーク１に特異的なプライマーとを使用して、ｓｅｍｉ－ｎｅｓｔｅｄを記
載されたように（８）行った。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖のＰＣＲ線物を、ＩｇＧ
１、ＩｇκまたはＩｇλの定常領域を含むベクターに入れてクローニングした。
【００７５】
　抗体の産生と精製
　２９３－Ｔ　ヒト胚性腎臓細胞を１０％　Ｕｌｔｒａ－ｌｏｗ　ＩｇＧ　ＦＣＳ、１％
　ペニシリンストレプトマイシン、および１％　Ｌ－グルタミン（Invitrogen社、スイス
国バーゼル所在）を補給したＤＭＥＭにて培養した。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖を
コードするプラスミドＤＮＡによる同時トランスフェクションを、標準のリン酸カルシウ
ム沈澱法により行なった。その後、細胞を、１％　Nutridoma SP（Roche社、スイス国ロ
ートクロイツ所在）を補給した無血清Ｄ－ＭＥＭがで培養した。上澄みは８日間の培養後
に収集し、ＩｇＧは高速タンパク質液体クロマトグラフィー（ＦＰＬＣ）（Amersham Bio
sciences社、スウェーデンウプサラ所在）を使用してタンパク質Ｇカラムで精製した。精
製されたマンハッタン抗体を製造業者の説明書（SIGMA社、スイス国ブックス所在）に従
ってビオチン化した。
【００７６】
　免疫蛍光ＳＫ－ＭＥＬ－３７腫瘍細胞
　ＳＫ－ＭＥＬ－３７細胞を、ホルムアルデヒドで固定し、１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００で透過させ、室温で１０分間顕微鏡スライド上で発達させた。１０％　ヤギ血清で室
温で１時間ブロッキングした後、細胞を１μｇ／ｍｌのマンハッタンまたは陰性対照抗体
（ヒトＦｃ領域と組換えて発現させたｈｕ８－１８ｃ５（１７））と、ＰＢＳ／１％ヤギ
血清／０．２％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で４℃にて一晩インキュベートした。結合し
た抗体を、ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Alexa Fluor（登録商標）546（１：３００、Molecular Pr
obes社、オランダ国ライデン所在）で室温で１時間染色することにより視覚化した。Leic
a SP 5顕微鏡を使用して、顕微鏡検査を行った。
【００７７】
　実施例１：黒色腫患者のＰＢＬからのＮＹ－ＥＳＯ－１特異的Ｂ細胞の同定
　黒色腫患者Ａを、ＥＬＩＳＡにおけるｔａａ　ＮＹ－ＥＳＯ－１に対する血清力価につ
いて、生体組織検査で得られた自己リンパ節切片に対して選択した。完全長ＮＹ－ＥＳＯ
－１を発現している組換えワクシニアウイルスによる予防接種後に、肝臓における２つの
ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性転移の対抗により実証された部分的臨床反応が観察された。５０ｍ
ｌの末梢血を患者から収集し、Ｉｇ切り替えメモリＢ細胞を表わす表面ＩｇＭ／ＩｇＤ二
重陰性Ｂ細胞を分離し、改変したエプスタイン－バーウイルス形質転換プロトコル（６）
を使用して不死化後に培養した。１００，０００個のメモリＢ細胞が得られ、これを１ウ
ェル当たり５０個の細胞となるように９６ウェルマイクロタイター鋳型に播いた。３週間
の培養後、増殖中のクローンが培養ウェルで観察され、Ｂ細胞培養物により馴化された培
地を、ＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体が存在するかどうかについて分析した。最初のスクリ
ーニングとして、抗原として組換え全長ＮＹ－ＥＳＯ－１を使用したＥＬＩＳＡを行なっ
た。ＥＬＩＳＡシグナルがバックグラウンドシグナルを３倍だけ超えていたら、ＥＬＩＳ
Ａシグナルを陽性と評価した。これにより、合計２０００個のウェルから９個のＥＬＩＳ
Ａ陽性メモリＢ細胞培養物のウェルを同定した。ＥＬＩＳＡで得られた信号雑音比の例を
図１に描いている。続いて、ＥＬＩＳＡ陽性培養物を、ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性腫瘍組織を
使用して、免疫組織化学で分析した。組織スクリーニングの設定は、ガラススライド上へ
取り付けられる対照として、ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性乳腺腫瘍および健康な乳腺組織の８対
の組織ロッドから成った。この分析が小型化されているため、分析を行うには１５μｌの
Ｂ細胞馴化培地で十分だった。いくつかのメモリＢ細胞培養物の馴化培地と、陰性対照の
それとの比較を一つのスライド上で行えるため、蛍光染色の評価が容易であった。
【００７８】
　この組織分析における９つのＥＬＩＳＡ陽性Ｂ細胞培養物の評価により、他の８つの培
養物と比較して高い染色強度を生じる１つの培養物が識別された。これを図１Ｂに示すが
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、組織反応性培養物１２Ｄ７で得られた免疫蛍光を組織反応的でないと評価されたウェル
９Ｄ１で得られた免疫蛍光と比較している。
【００７９】
　ＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体に対するＩｇＧサブクラスの情報が分子クローニング工程
で失われたので、これを今回の工程で、サブクラス特異的二次抗体である抗ヒトＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４と組み合わせたＮＹ－ＥＳＯ－１陽性組織切片によ
る免疫組織化学を使用して決定した。図１Ｃに示されるように、ＮＹ－ＥＳＯ－１に対す
る組織染色は、二次抗体　抗ＩｇＧ１についてのみ観察される。
【００８０】
　実施例２：培養されたメモリＢ細胞により分泌されたＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体の分
子クローニング
　識別された抗原特異的ＥＢＶ形質転換ヒトメモリＢ細胞の細胞クローニングにおける以
前の試みは成功しなかった。したがって、本発明に従って、上記染色パターンの原因であ
る抗体クローンを単離するために、ウェル１２Ｄ７から採取した単一選別細胞のＲＴ－Ｐ
ＣＲに基づく分子クローニング戦略に乗り出した。３２個の細胞を採取し、単一の細胞と
してＰＣＲチューブに直接入れた。
【００８１】
　ｃＤＮＡの合成後に、ヒト免疫グロブリンの重鎖および軽鎖可変領域をｎｅｓｔｅｄ　
ＰＣＲアプローチ（７）を使用して増幅した。３２個の選別細胞のうち１６個について重
鎖およびκ軽鎖配列が得られた。λ軽鎖の可変配列のＰＣＲは、いずれの細胞に関する産
物も与えなかった。配列分析により、番号がそれらの相対的存在量に従って番号付けた４
つの別個の抗体クローンを識別した。クローン１は、１６個ののうちの８個の細胞で見つ
かり、クローン２は４個の細胞で見つかり、クローン３および４は２個の細胞でそれぞれ
見つかった。
【００８２】
　その後、組換え抗体として発現された場合にこれらの４つのクローンのうちの１つがＢ
細胞培養ウェル１２Ｄ７からの馴化培地で観察されたのと同様なＮＹ－ＥＳＯ－１染色を
生じさせるかどうかについて決定した。このため、重鎖および軽鎖可変配列を、ヒトＩｇ
Ｇ１重鎖およびヒトκ軽鎖（８）の定常領域を提供する抗体発現ベクターに入れてクロー
ニングした。ＩｇＧ１の定常領域を使用したのは、ウェル１２Ｄ７の馴化培地で識別され
たＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体がこのサブクラスに属する（図１Ｃ）ことがわかったから
である。
【００８３】
　４つのクローンの機能分析を、ＥＬＩＳＡで組換え抗体について、ＮＹ－ＥＳＯ－１陽
性組織切片に対して再度スクリーニングすることにより行なった。このため、４つのクロ
ーンの重鎖および対応する軽鎖の発現ベクターを、２９３　ＨＥＫ細胞にトランスフェク
トし、トランスフェクトした細胞の上澄み液をＥＬＩＳＡと免疫組織化学で直接試験した
。４つの上澄み液はすべて抗ヒトＩｇＧ－ＥＬＩＳＡで試験すると機能ＩｇＧ１を生産し
た。クローン１－３はＥＬＩＳＡではＮＹ－ＥＳＯ－１への結合を示さなかったが、クロ
ーン４は試験した最後の希釈（１／１００）まで陽性だった（図２Ａ）。このクローンは
、ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性組織切片（図２Ｂ）を使用した免疫組織化学でも特異的染色を示
した。
【００８４】
　上記実験は、患者で生じた元のＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体の免疫グロブリン可変領域
の配列が、回復されたことの確認として行われた。簡単にするために、クローン１２Ｄ７
　４は「マンハッタン」と命名し、一過性トランスフェクトＨＥＫ細胞から得られたＧタ
ンパク質精製材料を使用してさらに特徴付けを行うために使用した。
【００８５】
　実施例３：ＮＹ－ＥＳＯ－１特異的ヒトモノクローナル抗体マンハッタンは、　ＮＹ－
ＥＳＯ－１11-30ペプチドに１０-10のＫDで結合する。
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　ＮＹ－ＥＳＯ－１でマンハッタンにより認識されるエピトープを同定するために、完全
ＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク質に及ぶ重複ペプチドを使用してＥＬＩＳＡを行なった。図３
Ａに示されるように、マンハッタンは、ＮＹ－ＥＳＯ－１タンパク質由来の１１～３０の
アミノ酸を表すペプチドには結合したが、１－２０アミノ酸または２１－４０アミノ酸に
またがる２つの隣接ペプチドには結合しなかった。これは、マンハッタンにより認識され
るエピトープがＮＹ－ＥＳＯ－１のアミノ酸２０の周囲のこれらの２つのペプチドの交点
に存在することを示唆する。このエピトープは、とりわけ、患者Ｃ１の血清に含まれる抗
体によっても認識された（図３Ｂ）。
【００８６】
　マンハッタンのアビディティはプレートに結合したペプチドに競争する増大する濃度の
可溶性ＮＹ－ＥＳＯ－１11-30ペプチドを使用する競争ＥＬＩＳＡにより決定した。図３
Ｃに描かれるように、その同族ペプチドとのマンハッタンの相互作用の抗原結合平衡解離
定数（ＫD）は、より低いナノモルの範囲に存在した。
【００８７】
　ヒトモノクローナル抗体マンハッタンの特徴付けに使用される最後の分析法として、Ｎ
Ｙ－ＥＳＯ－１陽性細胞株ＳＫ－ＭＥＬ－３７に対する免疫蛍光分析を行なった（９）。
マンハッタンによるこの細胞株をの染色により、核マーカーヘキストで得られた染色と同
時局在かする核シグナルが生じた。
結論
　上記の実験により、ヒト被験者の末梢血リンパ球（ＰＢＬ）から抗体を同定および分子
クローニングするための一般的な方法が提供されている。本発明の方法は、黒色腫患者か
ら腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１に対するヒトモノクローナル抗体を分離することにより
、証明可能である。短期間の不死化ヒトメモリＢ細胞の培養物により分泌された抗体のス
クリーニングから開始して、ＥＬＩＳＡにおいて陽性かつＮＹ－ＥＳＯ－１陽性組織に対
する免疫組織化学において陽性だった培養物を同定した。一次スクリーニングの後に、一
次スクリーニングで検出された抗体を分泌したＢ細胞の単一クローンを同定および分離す
ることを目的とする分子クローニング工程を行った。単一細胞ＲＴ－ＰＣＲ後の配列分析
により明らかになった、ウェル１２Ｄ７にたった４つの異なるクローンしか存在しないと
いうことは、播かれた５０個の細胞のうち、ほんの少数のみが不死化して生存したことを
示唆している。
【００８８】
　続く組換え候補抗体の二次スクリーニングにより、患者ＰＢＬに由来する培養メモリＢ
細胞により生産された元の抗体と同一の染色パターンを有する一つのモノクローナル抗体
が識別された。したがって、患者で本来生じたのと同じ抗体がうまく回復できた。この新
たに作成された抗体「マンハッタン」は、ＮＹ－ＥＳＯ－１とｔａａ　ＬＡＧＥ1－１（
９）との間で共有されるアミノ酸位置２０の周囲のＮ末端基エピトープを認識する。この
エピトープは患者Ｃ１の血清によっても認識され、これは患者で生じた抗体の真のコピー
としてのマンハッタンの概念を支持している。
【００８９】
　現在まで、マンハッタンは、ＮＹ－ＥＳＯ－１に対する初めてのヒトモノクローナル抗
体であると共に、腫瘍抗原およびｔａａに対する初めての患者に由来する親和性成熟抗体
でもある。本発明のこの新規な方法は、遺伝子の不安定性およびクローニング効率の低さ
（６,１０）等のＢ細胞のＥＢＶ形質転換に固有の課題のいくつかを回避している。ＥＢ
Ｖ不死化メモリＢ細胞からのヒトモノクローナル抗体の単離は先の研究（６）でも成功裡
に行なわれたが、ＥＢＶ形質転換および細胞クローニング技術を使用して同じ患者由来の
ＮＹ－ＥＳＯ－１特異的抗体の単離において本発明の上記方法より前に行われた先の試み
は、細胞スクリーニングで相当な数のメモリＢ細胞培養物が識別されたにもかかわらず、
失敗に終わったと述べることは注目に値するだろう。
【００９０】
　本発明の第２の目的は、組織反応性を有する腫瘍関連抗原ＮＹ－ＥＳＯ－１に対する抗
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体の単離であった。これは、患者の血清が生体組織検査で得られたＮＹ－ＥＳＯ－１陽性
の自己組織と反応する抗体を含むという観察により動機付けられた。このため、メモリＢ
細胞培養物のスクリーニングのためにマイクロアレイ技術を適応した。これは、免疫組織
化学の古典的方法と比較していくつかの利点を有していた。第１には、いくつかのサンプ
ルの分析および比較を可能にするのにいくつかの複製位置を有する一つのスライドが利用
できることである。第２に、陰性組織の隣りに陽性組織を配置できるため、分析感度が増
大することであり、これはメモリＢ細胞培養物の馴化培地によるインキュベーションでは
しばしば非常に弱い染色しか生じないため重要な特徴である。第３に、分析形式が小型化
しているため、はるかに少量の馴化培地しか必要でないことであり、これもメモリＢ細胞
培養物の培養量が２００μｌ未満であるため重要な要因である。
【００９１】
　患者の血清と、ヒトモノクローナル抗体マンハッタンとが固定した組織切片を認識した
という知見は、ＮＹ－ＥＳＯ－１陽性細胞を取り除くように細胞レベルで作用する抗体誘
発性の免疫エフェクタ機構の誘導を介した直接的な治療の役割に少なくとも関するインビ
ボの状況とは無関係であり得る。ＮＹ－ＥＳＯ－１は、細胞内抗原として記載されており
（１１）、該研究では核に、少なくとも細胞株ＳＫ－Ｍｅ－３７に局在化することが示さ
れた。これに関し、ビオチン化マンハッタンを使用した生きたＳＫ－Ｍｅ－３７の表面染
色であった。
【００９２】
　マンハッタンの分離は、患者に由来する腫瘍特異的抗体の治療の重要性の評価に対する
主要な工程を構成する。かかる抗体が治療効果を媒介するシナリオはいくつか考えられる
。第１に、かかる抗体は将来のワクチンプロトコル用のアジュバントとしての役割を果た
し得る。ＮＹ－ＥＳＯ－１とのマンハッタンの同時投与によって形成された免疫複合体に
より、細胞性免疫反応の増加が誘発され得る（１２）。
【００９３】
　第２の可能性は、腫瘍患者におけるこの抗体のクラスの病態生理学的役割に取り組むこ
とである。ＮＹ－ＥＳＯ－１は、患者の予後不良と関連する体液性応答をしばしば引き起
こす（１３）。これは腫瘍が成長するにつれて抗原の存在量が増大するための単なる相関
性であり得るが、このＢ細胞反応の免疫寛容誘発性の役割も仮定され得る。このシナリオ
によれば、壊死したまたはアポトーシスの腫瘍細胞により放出された遊離抗原が強いＢ細
胞反応を引き起こし、その後、免疫複合体のＦｃ受容体を媒介とした取り込みの結果、Ｂ
細胞は抗原を提示するだろう（１４）。Ｂ細胞は弱いＡＰＣであり得るため、この提示に
よってＮＹ－ＥＳＯ－１反応性Ｔ細胞の寛容が誘発され、よって腫瘍の拒絶が防止される
可能性がある。主要進行の初期段階では、組換えマンハッタンＦ（ａｂ）ｓの投与により
Ｂ細胞による抗原の取り込みが妨害され得るが、これはＦ（ａｂ）がＦｃ受容体によって
は結合されないが、未だ抗原を捕捉するためである。これにより、ＮＹ－ＥＳＯ－１特異
的Ｔ細胞での寛容の誘発が防止され得る。
【００９４】
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