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(57)【要約】
【課題】エンドプラスミンに特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体を提供する
こと。
【解決手段】エンドプラスミンに特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が、本
明細書中に開示される。いくつかの実施形態において、これらの抗体は、完全ヒト抗体で
ある。これらの抗体をコードする組換え核酸、これらの核酸を含む発現ベクター、および
これらの発現ベクターで形質転換された宿主細胞もまた、本明細書中に開示される。いく
つかの実施形態において、開示される抗体は、エンドプラスミンを発現する腫瘍（例えば
、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣
がんまたは膵がん）を検出するためおよび／または処置するために有用である。１つの例
において、その腫瘍は、メラノーマである。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントであって、
　ここで、該抗体の重鎖可変ドメインが、配列番号１のアミノ酸２６～３３（ＣＤＲ１）
、配列番号１のアミノ酸５１～５８（ＣＤＲ２）、配列番号１のアミノ酸９７～１０３（
ＣＤＲ３）を含み、該抗体の軽鎖可変ドメインが、配列番号２のアミノ酸２７～３２（Ｃ
ＤＲ１）、配列番号２のアミノ酸５０～５２（ＣＤＲ２）および配列番号２のアミノ酸８
９～９７（ＣＤＲ３）を含み、
　ここで、該抗体または抗原結合フラグメントがエンドプラスミンに特異的に結合する、
単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　配列番号１を含む、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結
合フラグメント。
【請求項３】
　配列番号２を含む、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結
合フラグメント。
【請求項４】
　配列番号１および配列番号２を含む、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル
抗体または抗原結合フラグメント。
【請求項５】
　前記抗原結合フラグメントが、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ
）’２フラグメント、単鎖Ｆｖタンパク質（ｓｃＦｖ）またはジスルフィド安定化Ｆｖタ
ンパク質（ｄｓＦｖ）である、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体また
は抗原結合フラグメント。
【請求項６】
　前記抗原結合フラグメントがｓｃＦｖである、請求項５に記載の単離されたヒトモノク
ローナル抗体または抗原結合フラグメント。
【請求項７】
　前記抗体がＩｇＧである、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または
抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　前記抗体または抗原結合フラグメントが標識されている、請求項１に記載の単離された
ヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　前記標識が、蛍光標識、酵素標識または放射性標識である、請求項８に記載の単離され
たヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント。
【請求項１０】
　請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントおよ
び薬学的に許容され得るキャリアを含む、組成物。
【請求項１１】
　エフェクター分子に連結された請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体ま
たは抗原結合フラグメントを含む、単離された免疫結合体。
【請求項１２】
　前記エフェクター分子が、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（ＰＥ）
またはそのバリアントもしくはフラグメントである、請求項１１に記載の単離された免疫
結合体。
【請求項１３】
　前記エフェクター分子が、サイトカイン、ケモカイン、化学療法因子または放射性ヌク
レオチドである、請求項１１に記載の単離された免疫結合体。
【請求項１４】
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　前記エフェクター分子が、サイトカインまたはケモカインである、請求項１３に記載の
単離された免疫結合体。
【請求項１５】
　請求項１２に記載の単離された免疫結合体および薬学的に許容され得るキャリアを含む
、組成物。
【請求項１６】
　エンドプラスミンを発現するがんを有すると診断された被験体を処置するための、請求
項１に記載の抗体を含む、組成物。
【請求項１７】
　前記がんが、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、卵
巣がん、膀胱がんまたは膵臓腺癌である、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記被験体への前記組成物の投与が、転移の数またはサイズを減少させる、請求項１７
に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記組成物が、治療有効量の化学療法因子と組み合わせて投与されるものであることを
特徴とする、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記化学療法因子が、５－フルオロウラシル、シクロパミン、放射線照射またはそれら
の組み合わせである、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２１】
　被験体由来のサンプルへの請求項１～９のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノク
ローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合を、被験体におけるがんの検出を補助す
るための、またはがんの診断を補助するための指標とする方法であって：
請求項１～９のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合
フラグメントと該サンプルとを接触させる工程；および
該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合
を検出する工程
を包含し、ここで、コントロールサンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合フラグメントの結合と比べた、該サンプルへの該単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメントの結合の増加は、該被験体におけるがんの検出を
補助するか、または該被験体におけるがんの診断を補助する、方法。
【請求項２２】
　被験体由来のサンプルへの請求項１０に記載の組成物中の前記単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメントの結合を、被験体におけるがんの検出を補助する
ための、またはがんの診断を補助するための指標とする方法であって：
請求項１０に記載の組成物中の前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フ
ラグメントと該サンプルとを接触させる工程；および
該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合
を検出する工程
を包含し、ここで、コントロールサンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合フラグメントの結合と比べた、該サンプルへの該単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメントの結合の増加は、該被験体におけるがんの検出を
補助するか、または該被験体におけるがんの診断を補助する、方法。
【請求項２３】
　被験体由来のサンプルへの請求項１１に記載の単離された免疫結合体の前記単離された
ヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合を、被験体におけるがんの検
出を補助するための、またはがんの診断を補助するための指標とする方法であって：
請求項１１に記載の単離された免疫結合体の前記単離されたヒトモノクローナル抗体また
は抗原結合フラグメントと該サンプルとを接触させる工程；および
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該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合
を検出する工程
を包含し、ここで、コントロールサンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合フラグメントの結合と比べた、該サンプルへの該単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメントの結合の増加は、該被験体におけるがんの検出を
補助するか、または該被験体におけるがんの診断を補助する、方法。
【請求項２４】
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、直接標識され
ている、請求項２１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントに特異的に結合す
る二次抗体と前記サンプルとを接触させる工程、および
該二次抗体の結合を検出する工程
をさらに包含し、
ここで、コントロールサンプルへの該二次抗体の結合と比べた、該サンプルへの該二次抗
体の結合の増加は、前記被験体におけるがんの検出を補助するか、または該被験体におけ
るがんの診断を補助する、請求項２１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　前記がんが、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀
胱がん、卵巣がんまたは膵がんである、請求項２１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２７】
　前記コントロールサンプルが、がんを有しない被験体由来のサンプルである、請求項２
１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２８】
　前記がんが転移性である、請求項２１～２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　生物学的サンプル中のエンドプラスミンを検出する方法であって、
　該生物学的サンプルを、請求項１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗
原結合フラグメントと接触させる工程；および
　該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結
合を検出する工程、
を包含し、ここで、コントロールサンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合フラグメントの結合と比べた、該サンプルへの該単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメントの結合の増加は、生物学的サンプルにおけるエン
ドプラスミンの存在を検出する、方法。
【請求項３０】
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが直接標識されて
いる、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントに特異的に結合す
る二次抗体を、前記生物学的サンプルと接触させる工程をさらに包含し、
　ここで、コントロールサンプルへの該二次抗体の結合と比べた二次抗体の結合の増加は
、該生物学的サンプル中のエンドプラスミンを検出する、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　前記エンドプラスミンがグリコシル化される、請求項１～９のいずれかに記載の単離さ
れたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項３３】
　前記エンドプラスミンがグリコシル化される、請求項１０に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記エンドプラスミンがグリコシル化される、請求項１１に記載の単離された免疫結合
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体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　優先権の主張
　本願は、その全体が本明細書中に参考として援用される、２０１０年６月１６日に出願
された米国仮出願第６１／３５５，５１６号の利益を主張する。
【０００２】
　政府支援の陳述
　本発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈからの助成
金番号ＣＡ１０５５００および助成金番号ＣＡ１３８１８８に従って米国政府の支援によ
って行われた。米国政府は、本発明のある特定の権利を有する。
【０００３】
　分野
　これは、抗体の分野、具体的には、エンドプラスミンに特異的に結合する完全ヒト抗体
に関する。
【背景技術】
【０００４】
　背景
　メラノーマは、メラノサイトまたはメラノサイト関連母斑細胞に由来する高悪性度でし
ばしば転移性の腫瘍である（非特許文献１）。メラノーマは、全皮膚がんのおよそ３パー
セントを占め、メラノーマの世界的な増加は、女性の肺がんを除く他のいずれの新生物に
よっても越えられない（“Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ”（１９９１）（ｅｄｓ．）Ａｂｂａｓ，Ａ．Ｋ．，Ｌｅｃｈｔｉｍａｎ，Ａ
．Ｈ．，Ｐｏｂｅｒ，Ｊ．Ｓ．；Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｐｈｉｌ
ａｄｅｌｐｈｉａ：３４０－３４２頁；非特許文献２）。メラノーマが、明らかに皮膚に
局在化しているときであっても、患者の最大３０％が、全身転移を起こし、大部分が死亡
する（非特許文献２）。メラノーマを処置する従来の様式としては、外科術、放射線照射
および化学療法が挙げられる。過去１０年間で、メラノーマを処置するための有望な新規
方法として免疫療法および他の分子方法が登場してきた。
【０００５】
　がんに対する免疫応答がヒトに存在するという有力な証拠は、メラノーマ沈着物内にリ
ンパ球が存在することによって提供される。これらのリンパ球は、単離されると、自己の
メラノーマ上および同種のメラノーマ上の特異的な腫瘍抗原を主要組織適合遺伝子複合体
（ＭＨＣ）拘束性様式で認識することができる（非特許文献３；非特許文献４）；非特許
文献５；非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８；非特許文献９；非特許文献１０）
。転移性メラノーマを有する患者由来の腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）は、インビトロにお
いて、メラノサイト－メラノーマ系列特異的組織抗原を含む共有抗原を認識する（非特許
文献１１；非特許文献１２）。多くのメラノーマ患者が、これらの腫瘍に対して細胞性応
答および体液性応答を開始するという事実、ならびにメラノーマが、ＭＨＣ抗原と腫瘍関
連抗原（ＴＡＡ）の両方を発現するという事実は、さらなるメラノーマ抗原の同定および
特徴づけが、メラノーマを有する患者の免疫療法にとって重要であり得ることを示唆して
いる。しかしながら、なおもメラノーマおよび他のがんを処置するための新しい様式が必
要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】“Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ”（１９９１）（ｅｄｓ．）Ａｂｂａｓ　Ａ．Ｋ．，Ｌｅｃｈｔｍａｎ，Ａ．Ｈ．，
Ｐｏｂｅｒ，Ｊ．Ｓ．；Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｐｈｉｌａｄｅｌ
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ｐｈｉａ：３４０－３４１頁
【非特許文献２】Ｋｉｒｋｗｏｏｄ　ａｎｄ　Ａｇａｒｗａｌａ（１９９３）Ｐｒｉｎｃ
ｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　７：１－１６
【非特許文献３】Ｉｔｏｈら（１９８６），Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４６：３０１１－３
０１７
【非特許文献４】Ｍｕｕｌら（１９８７），Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３８：９８９－９９
５
【非特許文献５】Ｔｏｐａｌｉａｎら（１９８９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４２：３７１
４－３７２５
【非特許文献６】Ｄａｒｒｏｗら（１９８９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４２：３３２９－
３３３５
【非特許文献７】Ｈｏｍら（１９９１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．１０：１５３－１６
４
【非特許文献８】Ｋａｗａｋａｍｉら（１９９２）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：６３８
－６４３
【非特許文献９】Ｈｏｍら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．１３：１８－３０
【非特許文献１０】Ｏ’Ｎｅｉｌら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：１４１０
－１４１８
【非特許文献１１】Ｋａｗａｋａｍｉら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．１４：
８８－９３
【非特許文献１２】Ａｎｉｃｈｉｎｉら（１９９３）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７７：９８
９－９９８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　要旨
　エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体お
よびこれらの抗体の抗原結合フラグメントが、本明細書中に開示される。いくつかの実施
形態において、これらの抗体は、完全ヒト抗体である。これらの抗体は、ヒトエンドプラ
スミン（ｅｎｄｏｐｌａｍｉｎ）に対して高親和性を有し、がんを処置するためおよび／
または診断するために使用され得る。１つの例において、そのモノクローナル抗体は、ｓ
ｃＦｖである。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、開示される抗体は、エンドプラスミンを発現する腫瘍（
例えば、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん
、卵巣がんまたは膵がん）を検出するために有用である。他の実施形態において、開示さ
れる抗体は、腫瘍（例えば、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、
神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がん）を処置するために有用である。
【０００９】
　これらの抗体をコードする組換え核酸、これらの核酸を含む発現ベクター、およびこれ
らの発現ベクターで形質転換された宿主細胞もまた、本明細書中に開示される。
【００１０】
　前述のおよび他の特徴および利点は、添付の図を参照して進むいくつかの実施形態の以
下の詳細な説明からより明らかになるだろう。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントであって、該抗体
は、配列番号１のアミノ酸２６～３３（ＣＤＲ１）、配列番号１のアミノ酸５１～５８（
ＣＤＲ２）、配列番号１のアミノ酸９７～１０３（ＣＤＲ３）またはその２つもしくは３
つの組み合わせを含み、該抗体は、ヒトエンドプラスミンに特異的に結合する、単離され
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たヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
（項目２）
　前記抗体が、配列番号２のアミノ酸２７～３２（ＣＤＲ１）、配列番号２のアミノ酸５
０～５２（ＣＤＲ２）、配列番号２のアミノ酸８９～９７（ＣＤＲ３）またはその２つも
しくは３つの組み合わせを含む、項目１に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体また
は抗原結合フラグメント。
（項目３）
　前記抗体の重鎖可変ドメインが、配列番号１のアミノ酸２６～３３（ＣＤＲ１）、配列
番号１のアミノ酸５１～５８（ＣＤＲ２）、配列番号１のアミノ酸９７～１０３（ＣＤＲ
３）を含み、該抗体の軽鎖の可変ドメインが、配列番号２のアミノ酸２７～３２（ＣＤＲ
１）、配列番号２のアミノ酸５０～５２（ＣＤＲ２）および配列番号２のアミノ酸８９～
９７（ＣＤＲ３）を含む、項目１～２のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノクロー
ナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目４）
　前記抗体の重鎖が、配列番号１を含む、項目１～３のいずれか１項に記載の単離された
ヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目５）
　前記抗体の軽鎖が、配列番号２を含む、項目１～４のいずれか１項に記載の単離された
ヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目６）
　前記抗体の重鎖が、配列番号１を含み、該抗体の軽鎖が、配列番号２を含む、項目１～
５のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメン
ト。
（項目７）
　前記抗原結合フラグメントが、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ
）’２フラグメント、単鎖Ｆｖタンパク質（ｓｃＦｖ）またはジスルフィド安定化Ｆｖタ
ンパク質（ｄｓＦｖ）である、項目１～６のいずれかに記載の単離されたヒトモノクロー
ナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目８）
　前記抗体がｓｃＦｖである、項目７に記載のヒトモノクローナル抗体の単離された抗原
結合フラグメント。
（項目９）
　前記抗体がＩｇＧである、項目１～８のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目１０）
　前記抗体が標識されている、項目１～９のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノク
ローナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目１１）
　前記標識が、蛍光標識、酵素標識または放射性標識である、項目１０に記載の単離され
たヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント。
（項目１２）
　項目１～１１のいずれか１項に記載の単離された抗体または抗原結合フラグメントおよ
び薬学的に許容され得るキャリアを含む、組成物。
（項目１３）
　エフェクター分子に連結された項目１～９のいずれかに記載のヒトモノクローナル抗体
または抗原結合フラグメントを含む、単離された免疫結合体。
（項目１４）
　前記エフェクター分子が、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（ＰＥ）
またはそのバリアントもしくはフラグメントである、項目１３に記載の単離された免疫結
合体。
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（項目１５）
　項目１４に記載の単離された免疫結合体および薬学的に許容され得るキャリアを含む、
組成物。
（項目１６）
　エンドプラスミンを発現するがんを有すると診断された被験体を処置する方法であって
、
治療有効量の項目１２または項目１５に記載の組成物を該被験体に投与し、
それによって、該被験体内のエンドプラスミンを発現するがんを処置する工程を包含する
、方法。
（項目１７）
　前記がんが、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、卵
巣がん、膀胱がんまたは膵臓腺癌である、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　前記被験体を処置する工程が、転移の数またはサイズを減少させる工程を包含する、項
目１７に記載の方法。
（項目１９）
　被験体においてがんを検出するかまたはがんの診断を確認する方法であって：
項目１～１１のいずれか１項に記載の単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合
フラグメントと該被験体由来のサンプルとを接触させる工程；および
該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントの結合
を検出する工程
を包含し、ここで、コントロールサンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合の結合と比べた、該サンプルへの該単離されたヒトモノクローナル抗体ま
たは抗原結合フラグメントの結合の増加は、該被験体においてがんを検出するか、または
該被験体におけるがんの診断を確認する、方法。
（項目２０）
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、直接標識され
ている、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記単離されたヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメントに特異的に結合す
る二次抗体と前記サンプルとを接触させる工程、および
該二次抗体の結合を検出する工程
をさらに包含し、
コントロールサンプルへの該二次抗体の結合と比べた、該サンプルへの該二次抗体の結合
の増加は、該被験体におけるがんを検出するか、または該被験体におけるがんの診断を確
認する、項目１９または２０に記載の方法。
（項目２２）
　前記がんが、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀
胱がん、卵巣がんまたは膵がんである、項目１９～２１のいずれかに記載の方法。
（項目２３）
　前記コントロールサンプルが、がんを有しない被験体由来のサンプルである、項目１９
～２２のいずれかに記載の方法。
（項目２４）
　前記サンプルが、血液、尿、バイオプシー、血清、痰、血漿または脳脊髄液サンプルで
ある、項目１９～２３のいずれかに記載の方法。
（項目２５）
　前記がんが転移性である、項目１９～２４のいずれか１項に記載の方法。
（項目２６）
　項目１～１１のいずれかに記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合フラグメント
をコードする、単離された核酸分子または組換え核酸分子。
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（項目２７）
　前記ヒトモノクローナル抗体のＶＨドメインが、配列番号３のヌクレオチド配列または
その縮重バリアントを含む、項目２６に記載の単離された核酸分子または組換え核酸分子
。
（項目２８）
　前記ヒトモノクローナル抗体のＶＬドメインが、配列番号４のヌクレオチド配列または
その縮重バリアントを含む、項目２６または項目２７に記載の単離された核酸分子または
組換え核酸分子。
（項目２９）
　異種プロモーターに作動可能に連結された、項目２６～２８のいずれか１項に記載の単
離された核酸分子または組換え核酸分子。
（項目３０）
　項目２６～２９のいずれか１項に記載の単離された核酸分子または組換え核酸分子を含
む、発現ベクター。
（項目３１）
　項目２５～２８のいずれか１項に記載の核酸分子または項目３０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。
（項目３２）
　治療有効量の化学療法因子を前記被験体に投与する工程をさらに包含する、項目１６に
記載の方法。
（項目３３）
　前記化学療法因子が、５－フルオロウラシル、シクロパミン、放射線照射またはそれら
の組み合わせである、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記エフェクター分子が、サイトカイン、ケモカイン、化学療法因子または放射性ヌク
レオチドである、項目１３に記載の免疫結合体。
（項目３５）
　前記エフェクター分子が、サイトカインまたはケモカインである、項目３４に記載の免
疫結合体。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１ａ】図１ａは、ヒトメラノーマ細胞株ＷＭ１１５８を用いたファージディスプレイ
ｓｃＦｖライブラリーのパニングを示す。このファージディスプレイｓｃＦｖライブラリ
ーは、異なる特異性を有するｓｃＦｖフラグメントをディスプレイする大量のファージを
含んでいる。そのライブラリーを、ＷＭ１１５８メラノーマ細胞懸濁液の入ったチューブ
に加えた。このチューブを洗浄して、結合していないファージを除去した後、結合したフ
ァージを、高ｐＨで溶出し、細菌宿主の大腸菌ＴＧ１において増幅した。３回パニングし
た後、単離されたクローンを、培養されたヒトＬＧ２　Ｂリンパ系細胞に吸収させること
により、ヒトのメラノーマ細胞とリンパ系細胞とが共有するＡｇに結合したファージを除
去した。次いで、単離されたファージを、ＥＬＩＳＡにおいてＷＭ１１５８細胞との反応
性についてスクリーニングした。
【図１ｂ】図１ｂは、ＷＭ１１５８細胞を用いてファージディスプレイ抗体ライブラリー
をパニングすることによって単離されたｓｃＦｖ　Ｗ９と、メラノーマ細胞株ＷＭ１１５
８およびＢリンパ系細胞株ＬＧ２との異なる反応性を示す。ＷＭ１１５８細胞を、９６ウ
ェルプレートにプレーティングし、室温で２時間、ｓｃＦｖ　Ｗ９とインキュベートした
。ｓｃＦｖの結合を、ｃ－ｍｙｃ特異的ｍＡｂ　９Ｅ１０およびＨＰＲ－ストレプトアビ
ジンを用いて検出した。関連性のない抗原を認識するｓｃＦｖ１１９およびＬＧ２細胞を
ネガティブコントロールとして使用した。ｓｃＦｖ　Ｗ９は、ＷＭ１１５８細胞株と特異
的に反応する。
【図２】図２は、ｓｃＦｖ　Ｗ９と多くのタイプのヒト細胞株との反応性を示す。６つの
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メラノーマ細胞株、４つの乳がん細胞株、１つの頭頸部扁平上皮細胞がん細胞株、３つの
膵がん細胞株、１つの膀胱がん細胞株、１つの肺がん細胞株、１つの上皮がん細胞株、１
つの結腸がん細胞株、１つの腎がん細胞株、１つの前立腺がん細胞株および１つの卵巣が
ん細胞株を、９６ウェルプレートにプレーティングし、室温で２時間、ｓｃＦｖ　Ｗ９と
インキュベートした。ｓｃＦｖの結合を、ｃ－ｍｙｃ特異的ｍＡｂ　９Ｅ１０およびＨＰ
Ｒ－ストレプトアビジンを用いて検出した。ｓｃＦｖ　Ｗ９は、メラノーマ細胞株のすべ
て、２つの乳がん細胞株、ならびに頭頸部扁平上皮細胞がん細胞株、膵がん細胞株、膀胱
がん細胞株、肺がん細胞株、上皮がん細胞株、腎がん細胞株、卵巣がん細胞株および神経
膠腫がん細胞株と反応した。
【図３ａ】図３ａおよび３ｂは、ｓｃＦｖ　Ｗ９によって認識される抗原としてのエンド
プラスミンの同定を示す。ＷＭ１１５８メラノーマ細胞溶解産物を、ｓｃＦｖ　Ｗ９を用
いて免疫沈降した。ＨＬＡクラスＩ特異的ｍＡｂ　ＴＰ２５．９９およびＨＭＷ－ＭＡＡ
特異的ｓｃＦｖ　Ｃ２１をコントロールとして使用した。沈殿物中のタンパク質を還元１
０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分離し、クマシーブルーで染色した。９４ＫＤａが、Ｗ９
沈殿物に独特だった（Ａ）。Ｔ２４（膀胱がん）、ＳＵＭ１４９（乳がん）およびＳＬＲ
２１（腎がん）細胞株の溶解産物から、同じ結果が得られた。特異的バンドを、ＳＤＳゲ
ルから切り出し、質量分析によって解析した。９４ＫＤａのバンドにおいて同定されたヒ
トタンパク質は、エンドプラスミンである。
【図３ｂ】図３ａおよび３ｂは、ｓｃＦｖ　Ｗ９によって認識される抗原としてのエンド
プラスミンの同定を示す。ＷＭ１１５８メラノーマ細胞溶解産物を、ｓｃＦｖ　Ｗ９を用
いて免疫沈降した。ＨＬＡクラスＩ特異的ｍＡｂ　ＴＰ２５．９９およびＨＭＷ－ＭＡＡ
特異的ｓｃＦｖ　Ｃ２１をコントロールとして使用した。沈殿物中のタンパク質を還元１
０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分離し、クマシーブルーで染色した。９４ＫＤａが、Ｗ９
沈殿物に独特だった（Ａ）。Ｔ２４（膀胱がん）、ＳＵＭ１４９（乳がん）およびＳＬＲ
２１（腎がん）細胞株の溶解産物から、同じ結果が得られた。特異的バンドを、ＳＤＳゲ
ルから切り出し、質量分析によって解析した。９４ＫＤａのバンドにおいて同定されたヒ
トタンパク質は、エンドプラスミンである。
【図４】図４は、ｓｃＦｖ　Ｗ９によって認識される決定基の発現における炭水化物の役
割を示す。ＣＯＬＯ３８細胞を、０．５μｇ／ｍｌのツニカマイシンの存在下において７
２時間培養した。ＤＭＳＯだけを含む培地中でインキュベートされた細胞およびｍＡｂ　
ＴＰ２５．９９をコントロールとして使用した。ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合についてＥＬＩＳ
Ａによって細胞を試験した。細胞を、４℃で２時間、ｓｃＦｖ　Ｗ９とインキュベートし
た。ｍＡｂ　９Ｅ１０およびＨＰＲ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を用いて、ｓｃＦｖの結合
を検出した。４５０ｎｍにおいて吸光度を読んだ。ツニカマイシン処理は、ＣＯＬＯ３８
細胞へのｓｃＦｖ　Ｗ９の結合の大幅な減少を誘導した。したがって、炭水化物は、ｓｃ
Ｆｖ　Ｗ９によって認識される決定基の発現において役割を果たす。
【図５】図５ａおよび５ｂは、組換えイヌエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）に対するｓｃ
Ｆｖ　Ｗ９の反応性の特異性を示す。アミノ酸配列においてヒトエンドプラスミン（ｅｎ
ｏｄｐｌａｓｍｉｎ）（Ｇｒｐ９４）と９８．５％の相同性を示す組換えイヌエンドプラ
スミン（Ｇｒｐ９４）を、９６ウェルプレートに２０μｇ／ウェルで固定化し、室温で２
時間、ｓｃＦｖ　Ｗ９とインキュベートした。ｓｃＦｖの結合を、ｍＡｂ　９Ｅ１０およ
びＨＰＲ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を用いて検出した。４５０ｎｍにおいて吸光度を読ん
だ。ｓｃＦｖ１１９およびＢＳＡをネガティブコントロールとして使用した。ｓｃＦｖ　
Ｗ９は、細胞膜上に発現されるエンドプラスミンの決定基を認識する。
【図６】図６は、組換えイヌエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）による、ＣＯＬＯ３８細胞
に対するｓｃＦｖ　Ｗ９の結合の用量依存的阻害を示す。組換えイヌエンドプラスミン（
Ｇｒｐ９４）の２倍希釈物を、ｓｃＦｖ　Ｗ９とプレインキュベートした。その混合物を
、ＣＯＬＯ３８細胞が播種された９６ウェルプレートに加えた。ｓｃＦｖの結合を、ｍＡ
ｂ　９Ｅ１０およびＨＰＲ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を用いて検出した。４５０ｎｍにお
いて吸光度を読んだ。Ｂ２ｍをコントロールとして使用した。組換えイヌＧｒｐ９４は、
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ＣＯＬＯ３８細胞に対するｓｃＦｖ　Ｗ９の結合を特異的に阻害する。
【図７】図７ａおよび７ｂは、ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合に対する、エンドプラスミン（Ｇｒ
ｐ９４）ｃＤＮＡによる２９３細胞のトランスフェクションの影響を示す。２９３細胞を
、エレクトロポレーションによって３μｇのＧｒｐ９４　ＨＳＰ９０Ｂ１　ｃＤＮＡクロ
ーンでトランスフェクトした。細胞を、ｓｃＦｖ　Ｗ９およびｍＡｂ　９Ｅ１０とインキ
ュベートした後、ＦＩＴＣ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体とインキュベートした。細胞をフロ
ーサイトメトリーによって解析した。ｐＣＭＶ６－ＸＬ４ベクターをコントロールとして
使用した。トランスフェクトされていない（Ｕｎｔｒａｓｆｅｃｔｅｄ）細胞をコントロ
ールとして使用した。エレクトロポレーションは、ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合を増加させる。
ｓｃＦｖによって認識される抗原の発現は、熱ショックによって制御される。
【図８】図８ａおよび８ｂは、ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合に対する、エンドプラスミン（Ｇｒ
ｐ９４）ｓｈＲＮＡによるＦＯ－１細胞の形質導入の影響を示す。ＦＯ－１細胞に、エン
ドプラスミン（Ｇｒｐ９４）ｓｈＲＮＡおよびコントロールｓｈＲＮＡ（ＡＢＣＢ５）を
形質導入した。細胞を、ｓｃＦｖ　Ｗ９およびｍＡｂ　９Ｅ１０とインキュベートした後
、ＦＩＴＣ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体とインキュベートした。次いで、細胞をフローサイ
トメトリーによって解析した。エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）ｓｈＲＮＡは、コントロ
ールｓｈＲＮＡと比べて、ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合を阻害した。
【図９】図９は、ｍＡｂ　Ｗ９によって認識されるエピトープの発現における炭水化物の
役割を示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２（５×１０５）を、５％ＣＯ２恒温器にお
いて５０μｌのＲＰＭＩ１６４０培地中、２μｌのα－２（３，６，８．９）－ノイラミ
ニダーゼありまたはなしで３７℃において２４時間インキュベートした。次いで、処理さ
れた細胞をｍＡｂ　Ｗ９で染色し、フローサイトメトリーによって解析した。ｍＡｂ　Ｔ
Ｐ２５．９９で処理された細胞をコントロールとして使用した。
【図１０】図１０は、ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２がん開始細胞上における、ｍＡｂ
　Ｗ９によって認識される細胞外のエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）エピトープの発現を
示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞を、ＡＬＤＨ活性を検出するためにＡＬＤＥ
ＦＬＵＯＲとインキュベートし（試験）、ｍＡｂ　Ｗ９で染色した。ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ
＋ＤＡＥＢインヒビターとインキュベートされ、ｍＡｂ　Ｗ９で染色した細胞を、参照と
して使用した（コントロール）。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）をコントロールとして使用した。Ａ
ＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞と同定されたがん開始細胞のパーセンテージが示されている。
【図１１】図１１は、外科的に取り出されたヒト膵臓腺癌病変のｍＡｂ　Ｗ９による免疫
組織化学的染色を示す。外科的に取り出されたヒト膵臓腺癌病変および同じ患者由来の正
常膵臓組織の凍結切片を、ｍＡｂ　Ｗ９（１μｇ／ｍｌ）で染色した（×２００）。
【図１２】図１２は、ｍＡｂ　Ｗ９を使用することによる、ヒト基底乳がん（ｂａｓａｌ
　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ）ＭＤＡ－ＭＢ－２３１上およびヒトメラノーマ異種移植
片ＭＶ３上でのエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）発現のＩＨＣ染色解析を示す。ホルマリ
ン固定され、パラフィン包埋された、ヒト基底乳がんＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞、ヒト乳
管がん（ｌｕｍｉｎａｌ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ）ＭＣＦ－７細胞およびヒトメラ
ノーマ異種移植片ＭＶ３をｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍｌ）で染色した（×２００）。ｍＡ
ｂ　Ｗ９による免疫組織化学的（Ｉｍｍｕｎｏｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ）染色は、ＭＤ
Ａ－ＭＢ－２３１細胞およびＭＶ３異種移植片が、ｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍｌ）で強く
染色されることを示した。ＭＣＦ－７細胞では染色は検出されなかった。
【図１３】図１３は、ｍＡｂ　Ｗ９は、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）を発現している
腫瘍細胞の成長を有意に阻害したことを示す。ヒトがん細胞（１×１０４／ウェル）を、
９６ウェルプレート（ＲＰＭＩ１６４０培地＋１％ＦＣＳ）に播種し、ｍＡｂ　Ｗ９（５
μｇ／ｍｌ）で７２時間、処理した。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）をコントロールとして使用した
。次いで、細胞をＭＴＴアッセイによって試験した。結果が、成長阻害の％として表され
ている。＊ｐ値＜０．０５；＊＊ｐ値＜０．０１。
【図１４】図１４は、ｍＡｂ　Ｗ９抗体による、がん細胞のアポトーシスの誘導を示す。
ヒトＭＶ３（メラノーマ）およびＭＩＡＰａＣａ－２（膵臓腺癌）細胞（４×１０５／ｍ
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ｌ）を、それぞれ２４時間および３時間飢餓にし、次いで、１．５％ＦＣＳを含むＲＰＭ
Ｉ１６４０培地中でｍＡｂ　Ｗ９（５０μｇ／ｍｌ）とインキュベートした。６時間後、
アネキシンＶ／ＰＩで染色することによって、アポトーシス細胞のパーセンテージについ
て細胞を調べた。細胞をフローサイトメトリーによって解析した。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）を
ネガティブコントロールとして使用した。
【図１５】図１５は、ヒトメラノーマＭ２１細胞における、ｍＡｂ　Ｗ９抗体による、切
断型ＰＡＲＰの誘導を示す。ヒトメラノーマＭ２１細胞（４×１０５／ｍｌ）を、１．５
％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中で７２時間、ｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍｌ）とイ
ンキュベートした。細胞溶解産物を、ウエスタンブロット解析において、切断型ＰＡＲＰ
について試験した。β－アクチンを充填コントロールとして使用した。ｍＡｂ　Ｗ９は、
切断型ＰＡＲＰの発現を大幅に増加させた。
【図１６】図１６は、ヒトメラノーマＭＶ３細胞における、ｍＡｂ　Ｗ９抗体による、切
断型カスパーゼ－３の誘導を示す。ヒトメラノーマＭＶ３細胞（４×１０５／ｍｌ）を、
２４時間飢餓にし、次いで、１．５％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中でｍＡｂ　Ｗ
９（５０μｇ／ｍｌ）とインキュベートした。細胞溶解産物を、ウエスタンブロットにお
いて、切断型カスパーゼ－３について試験した。β－アクチンを充填コントロールとして
使用した。生じたバンドの密度を、ＩＭＡＧＪ（登録商標）ソフトウェアを用いて測定し
、β－アクチンのバンドの密度に対して正規化し、それぞれのバンドの下に示す。ｍＡｂ
　Ｗ９は、切断型カスパーゼ－３の発現を大幅に増加させた。ＨＩｇで処理された細胞で
は、影響は検出されなかった。
【図１７】図１７は、ｍＡｂ　Ｗ９によって媒介されるヒトメラノーマＭＶ３細胞の細胞
依存性溶解を示す。ヒトメラノーマＭＶ３細胞を、５０μＣｉの５１Ｃｒで標識し、０．
４×１０６細胞／ｍｌの密度で再懸濁し、９６ウェル組織培養Ｕ底アッセイプレートにお
いてｍＡｂ　Ｗ９（５０、１０、２μｇ／ｍｌ）と混和した。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）をコン
トロールとして使用した。４℃で３０分間インキュベートした後、ＰＢＭＣ（４０：１　
Ｅ：Ｔ）を加え、ＣＯ２恒温器内において３７℃で４時間インキュベートした。Ｐａｃｋ
ａｒｄ　ＴＯＰＣＯＵＮＴＴＭＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎ　Ｃ
ｏｕｎｔｅｒにおいて、細胞（ｅｌｌ）を含まない上清をカウントすることによって、５

１Ｃｒの放出を測定した。
【図１８】図１８は、ｍＡｂ　Ｗ９によって媒介されるヒトメラノーマＭＶ３細胞の補体
依存性溶解を示す。ヒトメラノーマＭＶ３細胞を、５０μＣｉの５１Ｃｒで標識し、１×
１０６細胞／ｍｌの密度で再懸濁した。標的細胞を、ヒト血清補体の存在下においてｍＡ
ｂ　Ｗ９（５０、１０、２μｇ／ｍｌ）とインキュベートした。ヒトＩｇ（Ｈｉｇ）をコ
ントロールとして使用した。ＣＯ２恒温器内において３７℃で２時間インキュベートした
後、Ｐａｃｋａｒｄ　ＴＯＰＣＯＵＮＴＴＭＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｓｃｉｎｔｉｌｌａ
ｔｉｏｎ　Ｃｏｕｎｔｅｒにおいて、細胞を含まない上清をカウントすることによって、
５１Ｃｒの放出を測定した。
【図１９】図１９は、ｍＡｂ　Ｗ９による、ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２がん開始細
胞のインビトロ増殖の阻害を示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞を３７℃で４８
時間、ｍＡｂ　Ｗ９（２５μｇ／ｍｌ）とインキュベートした。次いで、細胞を回収し、
ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ（登録商標）で染色した（試験）。ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ（登録商標）
＋ＤＡＥＢで染色された細胞を参照として使用した（コントロール）。ヒトＩｇ（ＨＩｇ
）をコントロールとして使用した。ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞と同定されたがん開始細胞
のパーセンテージが示されている。
【図２０】図２０は、膵臓ＭＩＡＰａＣａ－２細胞およびＰＡＮＣ１細胞における、シグ
ナル伝達経路ＲＡＳ－ＭＥＫ－ＥＲＫおよびＦＡＫのｍＡｂ　Ｗ９による阻害を示す。ヒ
ト膵臓ＭＩＡＰａＣａ－２細胞およびＰＡＮＣ１細胞を、５％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６
４０培地の入った６ウェルプレートにおいて１ウェルあたり１．０×１０５の濃度で播種
し、３７℃で４８時間、Ｗ９上清、コントロール上清とインキュベートするか、または処
理しなかった。細胞溶解産物を、抗ＲＡＳ、Ｃ－Ｒａｆ、リン酸化（ｐ）－ＥＲＫ１／２
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、ＥＲＫ１／２、（ｐ）－ＦＡＫ（Ｔｙｒ３９７）、ＦＡＫ、β－カテニン、ｐ－ＡＫＴ
（Ｓｅｒ４７３）およびＡＫＴ　ｍＡｂを用いるウエスタンブロットにおいて試験した。
カルネキシンおよびβ－アクチンを充填コントロールとして使用した。
【図２１】図２１は、ヒトメラノーマＭ２１細胞におけるｍＡｂ　Ｗ９によるシグナル伝
達経路の阻害を示す。ヒトメラノーマＭ２１細胞を、５％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０
培地の入った６ウェルプレートにおいて１ウェルあたり１．０×１０５の濃度で播種し、
ｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍｌ）と７２時間インキュベートした。抗リン酸化（ｐ）－ＡＫ
Ｔ、Ｂｃｌ－２、Ｃ－Ｒａｆ、（ｐ）－ＥＲＫ１／２、ＰＫＣα、β－カテニンｍＡｂを
用いるウエスタンブロットにおいて、細胞溶解産物を試験した。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）およ
びＰＢＳをネガティブコントロールとして使用した。カルネキシンを充填コントロールと
して使用した。
【図２２】図２２は、ヒトメラノーマＭＶ３細胞におけるｍＡｂ　Ｗ９によるシグナル伝
達経路の阻害を示す。ヒトメラノーマＭＶ３細胞を、ＲＰＭＩ１６４０において３７℃で
６時間、ｍＡｂ　Ｗ９とインキュベートした。次いで、細胞溶解産物を調製し、抗ＲＡＳ
、Ｍｅｔ、ｐ－Ｍｅｔ、β－カテニン、Ｒａｓ、Ｃ－ＲＡＦ、ｐ－ＡＫＴおよびｐ－ＥＲ
Ｋ１／２．Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４を用いるウエスタンブロットにおいて試験した。
β－アクチンを充填コントロールとして使用した。ＨＩｇとインキュベートされた細胞を
コントロールとして使用した。
【図２３】図２３は、ｍＡｂ　Ｗ９で処置されたマウスにおける、確立された肺転移の減
少を示す。ＭＶ３メラノーマ細胞（１．４×１０８／マウス）をｉ．ｖ．注射した。１５
日後、マウスを４８時間ごとにｍＡｂ　Ｗ９で処置した（１００μｇ／マウス、ｉ．ｖ．
）。２５日目に、マウスを屠殺し、肺を回収し、ホルマリン固定し、腫瘍面積の解析のた
めにＨ＆Ｅ染色した。示されている値は、各群の平均腫瘍面積である。＊＊は、ｐ値＜０
．０１を示している。
【図２４】図２４は、ＵＡＣＣ－２５７メラノーマ細胞によるエンドプラスミン（Ｇｒｐ
９４）発現の化学療法因子による増強を示す。ヒトメラノーマＵＡＣＣ－２５７細胞（２
×１０５／ｍｌ）を、１０％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地中で、５－ＦＵ（３００
μＭ）、シスプラチン（１０μＭ）およびパクリタキセル（２０ｎＭ）と４８時間インキ
ュベートした。細胞を回収し、ｍＡｂ　Ｗ９で染色し、フローサイトメトリーによって解
析した。処理されていない細胞をコントロールとして使用した。染色された細胞のパーセ
ンテージおよび平均蛍光強度（ＭＦＩ）が示されている。
【図２５】図２５ａおよび２５ｂは、５－ＦＵおよびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　
Ｗ９による、ヒト膵臓腺癌（ａｄｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）ＭＩＡＰａＣａ－２細胞の増殖
の阻害を示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞を、９６ウェルプレート（ＲＰＭＩ
１６４０培地＋５％ＦＣＳ）において播種し（１ウェルあたり２．５×１０３細胞）、５
％ＣＯ２雰囲気中、３７℃において１、２、３日間、５－ＦＵ（１０μＭ）（Ａ．）また
はシクロパミン（２０μＭ）（Ｂ．）と併用してｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍｌ）で処理し
た。次いで、細胞をＭＴＴアッセイによって試験した。５４０ｎｍにおけるＯ．Ｄ．値は
生細胞を示す。
【図２６】図２６は、５－ＦＵおよびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　Ｗ９による、ヒ
ト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２がん開始細胞のインビトロ増殖の阻害を示す。ヒト膵臓腺
癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞を、３７℃で４８時間、ｍＡｂ　Ｗ９（２５μｇ／ｍｌ）、シ
クロパミン（２０μＭ）および５－ＦＵ（１０μＭ）とインキュベートした。次いで、細
胞を、ＤＥＡＢインヒビターありまたはなしで、ＡＬＤＥＦＬＵＯＲで染色することによ
り、ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞を同定した。抗ＨＬＡクラスＩ　ｍＡｂ　ＴＰ２５．９９
をコントロールとして使用した。ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞と同定されたがん開始細胞の
パーセンテージが示されている。
【図２７】図２７は、５－ＦＵおよびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　Ｗ９による、膵
臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞におけるアポトーシスの誘導を示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡ
ＰａＣａ－２細胞（４×１０５／ｍｌ）を、３時間飢餓にし、次いで、１．５％ＦＣＳを
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含むＲＰＭＩ１６４０培地中においてｍＡｂ　Ｗ９（１０μｇ／ｍｌ）、シクロパミン（
２０μＭ）および５－ＦＵ（１０μＭ）とインキュベートした。２４時間後、アネキシン
Ｖ／ＰＩで染色することによって、アポトーシス細胞のパーセンテージについて細胞を調
べた。細胞をフローサイトメトリーによって解析した。ＨＩｇをネガティブコントロール
として使用した。
【図２８】図２８ａおよび２８ｂは、放射線照射およびシクロパミンと併用されたｍＡｂ
　Ｗ９による、ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２がん開始細胞のインビトロ増殖の阻害を
示す。ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞（４×１０５／ｍｌ）に、２０Ｇｙの線量を
照射し（パネルＡ．）、それを３７℃で７２時間、ｍＡｂ　Ｗ９（１０μｇ／ｍｌ）およ
びシクロパミン（２０μＭ）とインキュベートした。次いで、細胞を、ＤＥＡＢインヒビ
ターありまたはなしで、ＡＬＤＥＦＬＵＯＲで染色することにより、ＡＬＤＨｂｒｉｇｈ

ｔ細胞を同定した。照射されていない細胞をコントロールとして使用した（パネルＢ．）
。ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞と同定されたがん開始細胞のパーセンテージが示されている
。
【図２９】図２９は、放射線照射およびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　Ｗ９による、
膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞におけるアポトーシスの誘導を示す。ヒト膵臓腺癌Ｍｉ
ａＰａＣａ－２細胞（４×１０５／ｍｌ）に、２０Ｇｙの線量を照射し、それをｍＡｂ　
Ｗ９（２０μｇ／ｍｌ）およびシクロパミン（２０μＭ）とインキュベートした。８時間
後、アネキシンＶ／ＰＩで染色することによって、アポトーシス細胞のパーセンテージに
ついて細胞を試験した。細胞をフローサイトメトリーによって解析した。照射されていな
い細胞およびヒトＩｇ（ＨＩｇ）をコントロールとして使用した。
【図３０】図３０は、５－ＦＵおよびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　Ｗ９による、ヒ
ト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞におけるシグナル伝達経路の阻害を示す。ヒト膵臓腺
癌ＭＩＡ　ＰａＣａ－２細胞を、３７℃で２日間、ｍＡｂ　Ｗ９、シクロパミン（２０μ
Ｍ）および５－ＦＵ（１０μＭ）とインキュベートした（パネルＤ）。次いで、細胞溶解
産物を調製し、抗ＲＡＳ、Ｃ－Ｒａｆ、リン酸化（ｐ）－ＭＥＫ（Ｓｅｒ２１７／２２１
）、ＭＥＫ、ｐＥＲＫ（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）、ＥＲＫ、ｐ－ＡＫＴ（Ｓｅｒ４
７３）、ＡＫＴ　ｍＡｂを用いるウエスタンブロットにおいて試験した。カルネキシンを
充填コントロールとして使用した。ｍＡｂ　Ｗ９単独（パネルＡ）、ｍＡｂ　Ｗ９および
シクロパミン（パネルＢ）ならびにｍＡｂ　Ｗ９および５ＦＵ（パネルＣ）とインキュベ
ートされた細胞をコントロールとして使用した。
【図３１】図３１は、放射線照射およびシクロパミンと併用されたｍＡｂ　Ｗ９による、
ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞におけるシグナル伝達経路の阻害を示す。ヒト膵臓
腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞に、２０Ｇｙの線量を照射し、それを３７℃で４８時間、ｍ
Ａｂ　Ｗ９（１０μｇ／ｍｌ）およびシクロパミン（２０μＭ）とインキュベートした。
次いで、細胞溶解産物を調製し、抗ＲＡＳ、リン酸化（ｐ）－ＥＲＫ（Ｔｈｒ２０２／Ｔ
ｙｒ２０４）、ＥＲＫ、ｐ－ＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）、ＡＫＴ、ＳＨｈ、ＧＬＩ１　ｍＡ
ｂを用いるウエスタンブロットによって試験した。カルネキシンを充填コントロールとし
て使用した。カルネキシンおよびβ－アクチンを充填コントロールとして使用した。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　配列表
　添付の配列表に列挙される核酸配列およびアミノ酸配列は、３７Ｃ．Ｆ．Ｒ．１．８２
２に規定されているように、ヌクレオチド塩基に対する標準的な文字の省略形、およびア
ミノ酸に対する３文字コードを用いて示される。各核酸配列の片方の鎖だけが示されるが
、相補鎖は、表示される鎖に対する任意の参照によって含められると理解される。配列表
は、ＡＳＣＩＩテキストファイル［Ｓｅｑｕｅｎｃｅ＿Ｌｉｓｔｉｎｇ．ｔｘｔ、２０１
１年６月１５日、１９．４ＫＢ］として提出されており、それは、本明細書中に参考とし
て援用される。
【００１３】
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　配列番号１は、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体の重鎖のアミノ酸配列である
。
【００１４】
　配列番号２は、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体の軽鎖のアミノ酸配列である
。
【００１５】
　配列番号３は、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体の重鎖をコードする核酸配列
である。
【００１６】
　配列番号４は、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体の軽鎖の核酸配列である。
【００１７】
　配列番号５は、ヒトエンドプラスミンのアミノ酸配列である。
【００１８】
　配列番号６は、ヒトエンドプラスミンをコードする核酸配列である。
【００１９】
　配列番号７および８は、エンドプラスミンポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００２０】
　（詳細な説明）
　Ｉ．省略形
５－ＦＵ：フルオロウラシル
ＡＤＣＣ：抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
Ａｇ：抗原
ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ：アルデヒドデヒドロゲナーゼ（ｂｒｉｇｈｔ）
アネキシンＶ：アネキシンＡ５
β－カテニン：カドヘリン結合タンパク質
Ｂ－Ｒａｆ：セリン／トレオニン－タンパク質キナーゼＢ－Ｒａｆ
ＣＤＣ：補体依存性細胞傷害
ＣＤＲ：相補性決定領域
Ｃ－Ｒａｆ：ＲＡＦ癌原遺伝子セリン／トレオニン－タンパク質キナーゼ
ＤＥＡＢ：４－（ジエチルアミノ）ベンズアルデヒド
ＤＭＥＭ：ダルベッコ改変イーグル培地
ＥＲ：小胞体
ＥＲＫ１／２：細胞外シグナル制御キナーゼ１／２
ＦＡＫ：接着斑キナーゼ
ＦＢＳ：ウシ胎児血清
ＦＲ：フレームワーク領域
ＧＬＩ１：神経膠腫関連癌遺伝子ホモログ１
Ｇｒｐ：グルコース調節タンパク質
Ｇｙ：グレイ
ＨＲＰ：西洋ワサビペルオキシダーゼ
Ｉｇ：免疫グロブリン
ｍＡｂ：モノクローナル抗体
ＭＥＫ：マイトジェン活性化タンパク質キナーゼキナーゼ
Ｍｅｔ：ｃ－Ｍｅｔ
Ｏ．Ｄ．：光学濃度
ＰＢＳ：リン酸緩衝食塩水
ｐ－ＥＲＫ１／２：リン酸化細胞外シグナル制御キナーゼ１／２
ｐ－ＦＡＫ：リン酸化（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙａｌｔｅｄ）接着斑キナーゼ
ＰＩ：ヨウ化プロピジウム
ＲＡＳ：ＲＡｔ肉腫
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ｓｃＦｖ：ＶＨとＶＬの両方の単鎖可変領域
ＳＨＨ：ソニックヘッジホッグホモログ
ＶＨ：可変重鎖領域
ＶＬ：可変軽鎖領域。
【００２１】
　ＩＩ．用語
　別段述べられない限り、専門用語は、慣例的用法に従って使用される。分子生物学にお
ける一般的な用語の定義は、Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，Ｇｅｎｅｓ　Ｖ，Ｏｘｆｏ
ｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓによる出版，１９９４（ＩＳＢＮ０－１９－８
５４２８７－９）；Ｋｅｎｄｒｅｗら（ｅｄｓ．），Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
Ｌｔｄ．による出版，１９９４（ＩＳＢＮ０－６３２－０２１８２－９）；およびＲｏｂ
ｅｒｔ　Ａ．Ｍｅｙｅｒｓ（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒ
ｅｎｃｅ，ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｉｎｃ．による出版，１９９５（ＩＳＢＮ１
－５６０８１－５６９－８）に見られ得る。
【００２２】
　本開示の様々な実施形態の検討を容易にするために、特定の用語の説明が以下に提供さ
れる：
　抗体：抗原（例えば、エンドプラスミンまたはそのフラグメント）のエピトープを特異
的に認識し、それに特異的に結合する、少なくとも軽鎖免疫グロブリン可変領域または重
鎖免疫グロブリン可変領域を含むポリペプチドリガンド。抗体は、重鎖および軽鎖から構
成され、その各々が、可変重鎖（ＶＨ）領域および可変軽鎖（ＶＬ）領域と呼ばれる可変
領域を有する。まとめると、ＶＨ領域およびＶＬ領域は、抗体によって認識される抗原へ
の結合に関与する。
【００２３】
　抗体には、インタクトな免疫グロブリンおよびバリアントが含まれる。エンドプラスミ
ンなどの抗原に特異的に結合する抗体の機能的フラグメント（抗原結合フラグメント）（
例えば、標的抗原に特異的に結合する、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ
（ａｂ）’２フラグメント、単鎖Ｆｖタンパク質（「ｓｃＦｖ」）およびジスルフィド安
定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」））は、当該分野で周知である。ｓｃＦｖタンパク質
は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域および免疫グロブリンの重鎖可変領域がリンカーによ
って結合された融合タンパク質であり、それらの鎖は、ｄｓＦｖでは、それらの鎖の会合
を安定化するジスルフィド結合を導入するように変異されている。この用語は、遺伝的に
操作された形態（例えば、キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロ結合体抗体
（例えば、二重特異性抗体））も包含する。Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈ
ａｎｄｂｏｏｋ，１９９４－１９９５（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏ
ｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）；Ｋｕｂｙ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．
Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７もまた参照のこと。機能的フ
ラグメントは、ヒトエンドプラスミンなどの標的抗原に特異的に結合するので、「抗原結
合」フラグメントとも呼ばれる。
【００２４】
　通常、天然に存在する免疫グロブリンは、ジスルフィド結合によって相互接続された重
（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する。軽鎖には２つのタイプ、ラムダ（λ）およびカッパ
ー（κ）が存在する。抗体分子の機能活性を決定する５つの主要な重鎖クラス（またはア
イソタイプ）：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥが存在する。
【００２５】
　重鎖および軽鎖の各々が、定常領域および可変領域を含む（それらの領域は、「ドメイ
ン」としても知られる）。重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、一体となって抗原に特異
的に結合する。軽鎖可変領域および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ
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」とも呼ばれる３つの超可変領域によって中断された「フレームワーク」領域を含む。フ
レームワーク領域およびＣＤＲの範囲は、定義されている（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓ
ｔ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒ
ｖｉｃｅｓ，１９９１（本明細書によって参考として援用される）を参照のこと）。現在
、Ｋａｂａｔデータベースが、オンラインで維持されており、ＣＤＲ配列が決定され得る
（例えば、インターネット上で利用可能なＩＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴプログラムバージョ
ン：３．２．１８．，２０１１年３月２９日、およびＢｒｏｃｈｅｔ，Ｘ．ら、Ｎｕｃｌ
．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３６，Ｗ５０３－５０８，２００８を参照のこと））。種々の軽
鎖または重鎖のフレームワーク領域の配列は、ヒトなどの種内で比較的保存されている。
構成要素である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ＣＤＲを配置し、整列させるように働く。
【００２６】
　ＣＤＲは、主に、抗原のエピトープへの結合に関与する。各鎖のＣＤＲは、通常、Ｎ末
端から順番にナンバリングされたＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と称され、また、代
表的には、特定のＣＤＲが位置する鎖によって特定される。したがって、ＶＨＣＤＲ３は
、それが見られる抗体の重鎖の可変ドメインに位置するのに対し、ＶＬＣＤＲ１は、それ
が見られる抗体の軽鎖の可変ドメインのＣＤＲ１である。エンドプラスミンに結合する抗
体は、一般に、特異的なＶＨ領域配列およびＶＬ領域配列、ひいては、特異的なＣＤＲ配
列を有する。異なる特異性（すなわち、異なる抗原に対する異なる結合部位）を有する抗
体は、異なるＣＤＲを有する。ＣＤＲは、抗体ごとに異なるが、ＣＤＲ内の限られた数の
アミノ酸位置だけが、抗原結合に直接関わる。これらのＣＤＲ内の位置は、特異性決定残
基（ＳＤＲ）と呼ばれる。
【００２７】
　「ＶＨ」または「ＶＨ」に対する言及は、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄｓＦｖまたはＦａｂの可
変領域を含む、免疫グロブリン重鎖の可変領域のことを指す。「ＶＬ」または「ＶＬ」に
対する言及は、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄｓＦｖまたはＦａｂの可変領域を含む、免疫グロブリ
ン軽鎖の可変領域のことを指す。
【００２８】
　「モノクローナル抗体」は、Ｂリンパ球の単一クローンまたは単一抗体の軽鎖遺伝子お
よび重鎖遺伝子がトランスフェクトされた細胞によって産生される抗体である。モノクロ
ーナル抗体は、当業者に公知の方法によって、例えば、ミエローマ細胞と免疫脾臓細胞と
の融合によってハイブリッド抗体を形成する細胞を作製することによって、作製される。
モノクローナル抗体には、ヒト化モノクローナル抗体が含まれる。
【００２９】
　「キメラ抗体」は、ヒトなどの１つの種由来のフレームワーク残基、およびエンドプラ
スミンに特異的に結合するマウス抗体などの別の種由来のＣＤＲ（一般に抗原結合性を付
与する）を有する。
【００３０】
　「ヒト」抗体（「完全ヒト」抗体とも呼ばれる）は、ヒトフレームワーク領域、および
ヒト免疫グロブリン由来のすべてのＣＤＲを含む抗体である。１つの例において、フレー
ムワークおよびＣＤＲは、同じ起源のヒト重鎖および／または軽鎖アミノ酸配列に由来す
る。しかしながら、１つのヒト抗体のフレームワークは、異なるヒト抗体のＣＤＲを含む
ように操作され得る。「ヒト化」免疫グロブリンは、ヒトフレームワーク領域、および非
ヒト（例えば、マウス、ラットまたは合成）免疫グロブリンの１つ以上のＣＤＲを含む免
疫グロブリンである。ＣＤＲを提供する非ヒト免疫グロブリンは、「ドナー」と呼ばれ、
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」と呼ばれる。１つの
実施形態において、そのすべてのＣＤＲが、ヒト化免疫グロブリンにおいてドナー免疫グ
ロブリン由来である。定常領域は、存在する必要はないが、存在する場合は、ヒト免疫グ
ロブリン定常領域と実質的に同一、すなわち、少なくとも約８５～９０％（例えば、約９
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５％またはそれ以上）同一でなければならない。ゆえに、ヒト化免疫グロブリンのすべて
の部分（おそらくＣＤＲを除く）が、天然のヒト免疫グロブリン配列の対応する部分と実
質的に同一である。「ヒト化抗体」は、ヒト化軽鎖およびヒト化重鎖免疫グロブリンを含
む抗体である。ヒト化抗体は、ＣＤＲを提供するドナー抗体と同じ抗原に結合する。ヒト
化免疫グロブリンまたはヒト化抗体のアクセプターフレームワークは、ドナーフレームワ
ークから得られたアミノ酸による限られた数の置換を有し得る。ヒト化モノクローナル抗
体または他のモノクローナル抗体は、抗原結合性または他の免疫グロブリンの機能に対し
て実質的に影響しない追加の保存的アミノ酸置換を有し得る。ヒト化免疫グロブリンは、
遺伝子操作を用いて構築され得る（例えば、米国特許第５，５８５，０８９号を参照のこ
と）。
【００３１】
　抗原：抗体の産生または動物におけるＴ細胞応答を刺激し得る化合物、組成物または物
質（動物に注射されるかまたは吸収される組成物を含む）。抗原は、特異的な体液性免疫
または細胞性免疫の生成物（異種の免疫原によって誘導されるものを含む）と反応する。
例示的な抗原は、エンドプラスミンである。用語「抗原」は、関係する抗原性エピトープ
のすべてを含む。「エピトープ」または「抗原決定基」とは、Ｂ細胞および／またはＴ細
胞が反応する抗原上の部位のことを指す。エピトープは、連続するアミノ酸、またはタン
パク質の三次フォールディングによって並置される連続しないアミノ酸の両方から形成さ
れ得る。連続するアミノ酸から形成されるエピトープは、通常、変性溶媒に曝露された際
にも保持されるのに対し、三次フォールディングによって形成されるエピトープは、通常
、変性溶媒で処理されると失われる。エピトープは、通常、独特の空間的コンフォメーシ
ョンにおいて少なくとも３個、より一般的には、少なくとも５個または８～１０個のアミ
ノ酸を含む。エピトープの空間的コンフォメーションを決定する方法としては、例えば、
Ｘ線結晶構造解析および２次元核磁気共鳴が挙げられる。
【００３２】
　抗原は、組織特異的抗原または疾患特異的抗原であり得る。組織特異的抗原は、疾患特
異的抗原でもあり得るので、これらの用語は、排他的ではない。組織特異的抗原は、単一
の組織などの限られた数の組織において発現される。組織特異的抗原の特定の非限定的な
例は、メラノーマ特異的抗原、または神経膠腫、乳房、肺、前立腺、腎臓もしくは膀胱に
特異的な抗原である。疾患特異的抗原は、疾患プロセス（例えば、メラノーマまたは別の
タイプのがん）と一致して発現される。疾患特異的抗原の特定の非限定的な例は、その発
現が腫瘍の形成（例えば、メラノーマおよび／もしくは神経膠腫ならびに／または別のタ
イプのがん）と相関するかまたはそれを予測する抗原（例えば、エンドプラスミン）であ
る。疾患特異的抗原は、Ｔ細胞またはＢ細胞によって認識される抗原であり得る。
【００３３】
　増幅：核酸分子（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子）の増幅とは、試料中の核酸分子の
コピー数を増加させる手法の使用のことを指す。増幅の例は、被験体から回収された生物
学的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可能にする条件下
でオリゴヌクレオチドプライマー対とそのサンプルとを接触させる、ポリメラーゼ連鎖反
応である。それらのプライマーは、好適な条件下で伸長され、鋳型から解離され、次いで
、再アニールされ、伸長され、解離されることにより、その核酸のコピー数を増幅する。
増幅産物は、標準的な手法を用いる、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の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／または核
酸配列決定によって特徴づけられ得る。増幅の他の例としては、米国特許第５，７４４，
３１１号に開示されているような鎖置換増幅；米国特許第６，０３３，８８１号に開示さ
れているような転写を含まない等温増幅；ＷＯ９０／０１０６９に開示されているような
修復連鎖反応増幅；ＥＰ－Ａ－３２０３０８に開示されているようなリガーゼ連鎖反応増
幅；米国特許第５，４２７，９３０号に開示されているようなギャップ充填リガーゼ連鎖
反応増幅；および米国特許第６，０２５，１３４号に開示されているようなＮＡＳＢＡＴ

ＭＲＮＡ転写を含まない増幅が挙げられる。
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【００３４】
　動物：生存している多細胞脊椎動物であり、例えば、哺乳動物および鳥類を含むカテゴ
リー。哺乳動物という用語は、ヒトと、非ヒト霊長類を含む非ヒト哺乳動物の両方を含む
。同様に、用語「被験体」は、ヒト被験体と動物被験体の両方を含む。
【００３５】
　結合親和性：抗原に対する抗体の親和性。１つの実施形態において、親和性は、Ｆｒａ
ｎｋｅｌら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６：１０１－１０６，１９７９に記載された
Ｓｃａｔｃｈａｒｄ法の変法によって計算される。別の実施形態において、結合親和性は
、抗原／抗体の解離速度によって測定される。別の実施形態において、高結合親和性は、
競合ラジオイムノアッセイによって測定される。別の実施形態において、結合親和性は、
ＥＬＩＳＡによって測定される。抗体は、高親和性でエンドプラスミンなどの抗原に「特
異的に結合」し、他の無関係の抗原に有意に結合しない。
【００３６】
　乳がん：良性または悪性であり得る、乳房組織の新生物の状態。乳がんの最も一般的な
タイプは、腺管癌である。非浸潤性乳管癌は、乳管の非侵襲性の新生物の状態である。小
葉癌腫は、侵襲性の疾患ではないが、癌腫が発症し得る指標である。乳房の浸潤性（悪性
）癌腫は、ステージ（Ｉ、ＩＩＡ、ＩＩＢ、ＩＩＩＡ、ＩＩＩＢおよびＩＶ）に分けるこ
とができる。
【００３７】
　化学療法因子：異常な細胞成長を特徴とする疾患の処置における治療上の有用性を備え
た任意の化学因子。そのような疾患としては、腫瘍、新生物およびがん、ならびに乾癬な
どの肥厚成長を特徴とする疾患が挙げられる。いくつかの実施形態において、化学療法因
子は、乳房、メラノーマおよび／または神経膠腫の処置において有用な薬剤である。１つ
の実施形態において、化学療法因子は、放射性化合物である。当業者は、有用な化学療法
因子を容易に識別することができる（例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，１４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎにおける
Ｓｌａｐａｋ　ａｎｄ　Ｋｕｆｅ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅ
ｒａｐｙ，Ｃｈａｐｔｅｒ　８６；Ａｂｅｌｏｆｆ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｏｎｃｏｌｏｇ
ｙ　２ｎｄ　ｅｄ．，（著作権）２０００　Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎ
ｅ，ＩｎｃにおけるＰｅｒｒｙら、Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，Ｃｈ．１７；　Ｂａｌｔ
ｚｅｒ　Ｌ，Ｂｅｒｋｅｒｙ　Ｒ（ｅｄｓ）：Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　Ｐｏｃｋｅｔ　Ｇｕｉ
ｄｅ　ｔｏ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２ｎｄ　ｅｄ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ
－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９９５；Ｆｉｓｃｈｅｒ　ＤＳ，Ｋｎｏｂｆ　ＭＦ，Ｄｕｒｉ
ｖａｇｅ　ＨＪ（ｅｄｓ）：Ｔｈｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ，４ｔｈ　ｅｄ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９
９３を参照のこと）。併用化学療法は、がんを処置するための２つ以上の薬剤の被験体へ
の投与（例えば、放射性化合物または化学的化合物と併用されるエンドプラスミンに特異
的に結合する抗体の投与）である。
【００３８】
　キメラ抗体：２つの異なる抗体（代表的には、異なる種である）に由来する配列を含む
抗体。最も代表的には、キメラ抗体は、ヒト抗体ドメインおよびマウス抗体ドメイン、一
般に、ヒト定常領域、ならびにマウス可変領域、マウスＣＤＲおよび／またはマウスＳＤ
Ｒを含む。
【００３９】
　ｃＤＮＡ（相補ＤＮＡ）：内部の非コードセグメント（イントロン）および転写を決定
する制御配列を欠くＤＮＡの小片。ｃＤＮＡは、細胞から抽出されたメッセンジャーＲＮ
Ａからの逆転写によって研究室において合成される。
【００４０】
　化学療法因子：異常な細胞成長を特徴とする疾患の処置における治療上の有用性を備え
た因子（例えば、抗腫瘍薬）。そのような疾患としては、腫瘍、新生物およびがん、なら
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びに乾癬などの肥厚成長を特徴とする疾患が挙げられる。１つの実施形態において、化学
療法因子は、固形腫瘍などの新生物の処置において有用な薬剤である。化学療法因子は、
タンパク質または非タンパク質の薬剤（例えば、小分子薬、抗体、ペプチド、タンパク質
および免疫調節物質）であり得る。１つの実施形態において、化学療法因子は、放射性分
子である。当業者は、化学療法因子を容易に識別することができる（例えば、Ｈａｒｒｉ
ｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，１４
ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎにおけるＳｌａｐａｋ　ａｎｄ　Ｋｕｆｅ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ
　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｃｈａｐｔｅｒ　８６；Ａｂｅｌｏｆｆ，Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　２ｎｄ　ｅｄ．，（著作権）２０００　Ｃｈｕｒｃｈ
ｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，ＩｎｃにおけるＰｅｒｒｙら、Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ
ｐｙ，Ｃｈ．１７；Ｂａｌｔｚｅｒ　Ｌ，Ｂｅｒｋｅｒｙ　Ｒ（ｅｄｓ）：Ｏｎｃｏｌｏ
ｇｙ　Ｐｏｃｋｅｔ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２ｎｄ　ｅｄ．Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９９５；Ｆｉｓｃｈｅｒ　ＤＳ，
Ｋｎｏｂｆ　ＭＦ，Ｄｕｒｉｖａｇｅ　ＨＪ（ｅｄｓ）：Ｔｈｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅ
ｍｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，４ｔｈ　ｅｄ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ
－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９９３を参照のこと）。
【００４１】
　保存的バリアント：「保存的」アミノ酸置換は、エンドプラスミンに特異的に結合する
抗体の親和性に実質的に影響しないかまたはその親和性を低下させない置換である。例え
ば、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体は、多くとも約１個、多くとも約２個
、多くとも約５個、多くとも（ｍｏｓｔ）約１０個、または多くとも約１５個の保存的置
換を含み得、元のエンドプラスミンポリペプチドに特異的に結合し得る。保存的変更（ｃ
ｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）という用語は、抗体がエンドプラスミン
に特異的に結合するのであれば、置換されていない親アミノ酸の代わりに、置換されたア
ミノ酸を使用することも含む。非保存的置換は、活性またはエンドプラスミンへの結合性
を低下させる置換である。
【００４２】
　機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的アミノ酸置換表は、当業者に周知である。以
下の６つの群が、互いに保存的置換であると考えられるアミノ酸の例である：
１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）
　相補性決定領域（ＣＤＲ）：天然のＩｇ結合部位の天然のＦｖ領域の結合親和性および
特異性を一体となって規定するアミノ酸配列。Ｉｇの軽鎖および重鎖の各々は、それぞれ
Ｌ－ＣＤＲ１、Ｌ－ＣＤＲ２、Ｌ－ＣＤＲ３およびＨ－ＣＤＲ１、Ｈ－ＣＤＲ２、Ｈ－Ｃ
ＤＲ３と命名された３つのＣＤＲを有する。
【００４３】
　接触：直接的な物理的会合の配置；固体の形態と液体の形態での両方を含む。
【００４４】
　細胞傷害性：生物の残りの部分の細胞とは対照的に、標的化されるように意図された細
胞に対する、免疫毒素などの分子の毒性。１つの実施形態において、対照的に、用語「毒
性」は、免疫毒素の標的化部分によって標的化されるように意図された細胞である細胞以
外の細胞に対する免疫毒素の毒性のことを指し、用語「動物毒性」は、免疫毒素によって
標的化されるように意図された細胞以外の細胞に対する免疫毒素の毒性による動物に対す
る免疫毒素の毒性のことを指す。
【００４５】
　縮重バリアント：遺伝暗号の結果として縮重した配列を含む、エンドプラスミンポリペ
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プチドをコードするポリヌクレオチド。２０種の天然のアミノ酸が存在し、そのほとんど
が、２つ以上のコドンによって指定される。それゆえ、縮重ヌクレオチド配列によってコ
ードされるエンドプラスミンポリペプチドのアミノ酸配列が変更されない限り、そのヌク
レオチド配列のすべてが、本開示に含まれる。
【００４６】
　診断：病理学的状態（例えば、メラノーマ、卵巣がん、乳がんまたは神経膠腫であるが
これらに限定されない）の存在または性質を特定すること。診断方法は、その感度および
特異性が異なる。診断アッセイの「感度」は、検査で陽性と出る罹患個体のパーセンテー
ジ（真陽性のパーセント）である。診断アッセイの「特異性」は、１－偽陽性率であり、
ここで、偽陽性率は、検査で陽性と出る疾患を有しない個体の割合と定義される。特定の
診断方法は、ある状態の確定診断を提供しない可能性があるが、その方法が、診断に役立
つ陽性の指標を提供する場合、その方法で十分である。「予後」は、がんまたは転移など
の病理学的状態の発生の確率（例えば、重症度）である。
【００４７】
　エフェクター分子：キメラ分子が標的としている細胞に対して所望の効果を有するよう
に意図されたキメラ分子の一部。エフェクター分子は、エフェクター部分（ＥＭ）、治療
薬もしくは診断薬、または類似の用語としても知られる。
【００４８】
　治療薬には、核酸、タンパク質、ペプチド、アミノ酸または誘導体、糖タンパク質、放
射性同位体、脂質、炭水化物または組換えウイルスのような化合物が含まれる。核酸の治
療用部分および診断用部分は、アンチセンス核酸、一本鎖または二重鎖ＤＮＡとの共有結
合性架橋のための誘導体化オリゴヌクレオチド、および三重鎖形成オリゴヌクレオチドを
含む。あるいは、抗エンドプラスミン抗体などの標的化部分に連結された分子は、被包系
（例えば、治療用組成物（例えば、薬物、核酸（例えば、アンチセンス核酸）または循環
系への直接的な露出から保護され得る別の治療部分）を含むリポソームまたはミセル）で
あり得る。抗体に付着されたリポソームを調製する手段は、当業者に周知である（例えば
、米国特許第４，９５７，７３５号；およびＣｏｎｎｏｒら、Ｐｈａｒｍ．Ｔｈｅｒ．２
８：３４１－３６５，１９８５を参照のこと）。診断用剤または診断用部分は、放射性同
位体および他の検出可能な標識を含む。そのような目的のために有用な検出可能な標識も
また、当該分野で周知であり、それらとしては、放射性同位元素（例えば、３５Ｓ、１１

Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、１９Ｆ、９９ｍＴｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、１５Ｎ、
９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎおよび１２５Ｉ）、フルオロフォア、化学発光剤および酵
素が挙げられる。
【００４９】
　エピトープ：抗原決定基。これらは、抗原性である、すなわち、特定の免疫応答を誘発
する、分子上の特定の化学基またはペプチド配列である。抗体は、ポリペプチド上の特定
の抗原性エピトープに特異的に結合する。エピトープは、連続するアミノ酸、またはタン
パク質の三次フォールディングによって並置される連続しないアミノ酸の両方から形成さ
れ得る。連続するアミノ酸から形成されるエピトープは、通常、変性溶媒に曝露された際
にも保持されるのに対し、三次フォールディングによって形成されるエピトープは、通常
、変性溶媒で処理されると失われる。エピトープは、通常、独特の空間的コンフォメーシ
ョンにおいて少なくとも３個、より一般的には、少なくとも５個または８～１０個のアミ
ノ酸を含む。エピトープの空間的コンフォメーションを決定する方法としては、例えば、
Ｘ線結晶構造解析および２次元核磁気共鳴が挙げられる。例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａ
ｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．６６，Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ，Ｅｄ（１９９６）を参
照のこと。エピトープは、グリコシル化され得る。したがって、抗体は、グリコシル化さ
れた形態（またはグリコシル化されていない形態）のタンパク質に特異的に結合し得る。
【００５０】
　エンドプラスミン：熱ショックタンパク質９０（Ｈｓｐ９０）ファミリーの小胞体（Ｅ
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Ｒ）常在メンバーであるグルコース調節タンパク質（Ｇｒｐ）９４（Ｇｒｐ９４）として
も知られるタンパク質。インビボでは、ｈｓｐ９０およびエンドプラスミンは、クライア
ントタンパク質と相互作用し、それらをユビキチン依存性のプロテアソーム分解から保護
するように機能する。エンドプラスミンタンパク質は、すべての細胞型において恒常的に
発現されるが、その発現は、低グルコースレベル、細胞外の低ｐＨ、変異タンパク質の発
現およびウイルス感染を含む様々なストレス条件下においてアップレギュレートされる。
熱ショックタンパク質は、細胞保護機能を有し、アポトーシスを直接または間接的に調節
する。
【００５１】
　エンドプラスミンの細胞表面発現が、肝細胞癌種、結腸直腸癌腫および肺がん細胞を含
む腫瘍細胞において増加すること、ならびにエンドプラスミンが、一部の腫瘍細胞に対し
て抗アポトーシス作用を有することが示されている。さらに、慢性Ｂ型肝炎ウイルス（Ｈ
ＢＶ）感染が、肝硬変および肝細胞癌種（ＨＣＣ）に進行するときに、高レベルのエンド
プラスミンが観察された。Ｈｓｐ９０およびエンドプラスミンのインヒビター（例えば、
ゲルダナマイシン（ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ）（ＧＡ）およびその低毒性誘導体１７－
ＡＡＧ）が、がんの処置における有効性について研究されている。
【００５２】
　エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）をコードする例示的な核酸としては：ＧＥＮＢＡＮＫ
（登録商標）アクセッション番号ＮＭ＿００３２９９、ＢＣ０６６６５６（ヒト）；ＮＭ
＿０１１６３１（マウス）；ＮＭ＿００１０４５７６３：（Ｘｅｎｏｐｕｓ（Ｓｉｌｕｒ
ａｎａ）ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）；ＮＭ＿２１４１０３（Ｓｕｓ　ｓｃｒｏｆａ）ＮＭ＿
９８２１０（Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ）；ＮＭ＿００１０１２１９７（Ｒａｔｔｕｓ　ｎ
ｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）；ＮＭ＿００１１３４１０１：Ｐｏｎｇｏ　ａｂｅｌｉｉ；ＮＭ＿
００１００３３２７（Ｃａｎｉｓ　ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）熱ショックタン
パク質９０ｋＤａベータ（Ｇｒｐ９４）；ＮＭ＿２０４２８９（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌ
ｕｓ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５３】
　発現調節配列：作動可能に連結された異種核酸配列の発現を制御する核酸配列。発現調
節配列が、核酸配列の転写、適切な場合においては翻訳を調節し、制御するとき、その発
現調節配列は、その核酸配列に作動可能に連結されている。したがって、発現調節配列は
、適切なプロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、タンパク質をコードする遺
伝子の前に存在する開始コドン（すなわち、ＡＴＧ）、イントロンに対するスプライシン
グシグナル、ｍＲＮＡの適正な翻訳を可能にするその遺伝子の正しい読み枠の維持、およ
び終止コドンを含み得る。用語「調節配列」は、その存在が発現に影響し得、また、その
存在が有益である追加の構成要素（例えば、リーダー配列および融合パートナー配列）を
含み得る、構成要素を最低限含むように意図されている。発現調節配列は、プロモーター
を含み得る。
【００５４】
　プロモーターは、転写を指示するのに十分な最小配列である。プロモーター依存的な遺
伝子発現を細胞型特異的、組織特異的または外部シグナルもしくは外部の物質により誘導
性となるように調節可能にするのに十分なプロモーターエレメントもまた含まれる；その
ようなエレメントは、その遺伝子の５’または３’領域に配置され得る。構成的プロモー
ターと誘導性プロモーターの両方が含まれる（例えば、Ｂｉｔｔｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１５３：５１６－５４４，１９８７を参照のこと）。例
えば、細菌系におけるクローニングの際、誘導性プロモーター（例えば、バクテリオファ
ージラムダのｐＬ、ｐｌａｃ、ｐｔｒｐ、ｐｔａｃ（ｐｔｒｐ－ｌａｃハイブリッドプロ
モーター）など）が使用され得る。１つの実施形態において、哺乳動物細胞系におけるク
ローニングでは、哺乳動物細胞のゲノムに由来するプロモーター（例えば、メタロチオネ
インプロモーター）または哺乳動物ウイルスに由来するプロモーター（例えば、レトロウ
イルスの長い末端反復配列；アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．
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５Ｋプロモーター）が使用され得る。組換えＤＮＡ法または合成法によって作製されたプ
ロモーターもまた、核酸配列の転写を提供するために使用され得る。
【００５５】
　発現調節配列：作動可能に連結された異種核酸配列の発現を制御する核酸配列。発現調
節配列が、核酸配列の転写、適切な場合においては翻訳を調節し、制御するとき、その発
現調節配列は、その核酸配列に作動可能に連結されている。したがって、発現調節配列は
、適切なプロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、タンパク質をコードする遺
伝子の前に存在する開始コドン（すなわち、ＡＴＧ）、イントロンに対するスプライシン
グシグナル、ｍＲＮＡの適正な翻訳を可能にするその遺伝子の正しい読み枠の維持、およ
び終止コドンを含み得る。用語「調節配列」は、その存在が発現に影響し得、また、その
存在が有益である追加の構成要素（例えば、リーダー配列および融合パートナー配列）を
含み得る、構成要素を最低限含むように意図されている。発現調節配列は、プロモーター
を含み得る。
【００５６】
　プロモーターは、転写を指示するのに十分な最小配列である。プロモーター依存的な遺
伝子発現を細胞型特異的、組織特異的または外部シグナルもしくは外部の物質により誘導
性となるように調節可能にするのに十分なプロモーターエレメントもまた含まれる；その
ようなエレメントは、その遺伝子の５’または３’領域に配置され得る。構成的プロモー
ターと誘導性プロモーターの両方が含まれる（例えば、Ｂｉｔｔｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１５３：５１６－５４４，１９８７を参照のこと）。例
えば、細菌系におけるクローニングの際、誘導性プロモーター（例えば、バクテリオファ
ージラムダのｐＬ、ｐｌａｃ、ｐｔｒｐ、ｐｔａｃ（ｐｔｒｐ－ｌａｃハイブリッドプロ
モーター）など）が使用され得る。１つの実施形態において、哺乳動物細胞系におけるク
ローニングでは、哺乳動物細胞のゲノムに由来するプロモーター（例えば、メタロチオネ
インプロモーター）または哺乳動物ウイルスに由来するプロモーター（例えば、レトロウ
イルスの長い末端反復配列；アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．
５Ｋプロモーター）が使用され得る。組換えＤＮＡ法または合成法によって作製されたプ
ロモーターもまた、核酸配列の転写を提供するために使用され得る。
【００５７】
　発現：核酸からタンパク質への翻訳。タンパク質は、発現されて、細胞内に残留し得る
か、細胞表面膜の構成要素になり得るか、または細胞外マトリックスもしくは細胞外の媒
質中に分泌され得る。
【００５８】
　フレームワーク領域：ＣＤＲ間に挿入されるアミノ酸配列。フレームワーク領域には、
可変軽鎖フレームワーク領域および可変重鎖フレームワーク領域が含まれる。フレームワ
ーク領域は、抗原結合にとって適切な配向でＣＤＲを保持するように働く。
【００５９】
　神経膠腫：任意の発生状態における神経膠から構成される腫瘍。神経膠腫は、脳および
脊髄のすべての内因性の新生物（例えば、星状細胞腫、上衣腫および乏突起膠腫）を含む
。「低悪性度」神経膠腫は、十分に分化している（未分化でない）；これらは、良性であ
り、患者に対してより良好な予後の前兆になる。「高悪性度」神経膠腫は、分化していな
いか、または未分化である；これらは、悪性であり、より不良な予後をもたらす。
【００６０】
　グリコシル化：抗原などのタンパク質への炭水化物の共有結合性結合。グリコシル化に
は、Ｎ結合型グリコシル化、Ｏ結合型グリコシル化およびＣ結合型グリコシル化が含まれ
る。
【００６１】
　ＨＡＭＡ（ヒト抗マウス抗体）応答：ヒト被験体に投与されたマウス抗体の可変領域お
よび定常領域に対するその患者における免疫応答。抗体の反復投与によって、患者の血清
からその抗体がクリアランスされる速度が増大し得、また、患者においてアレルギー反応



(24) JP 2015-38143 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

が誘発され得る。
【００６２】
　宿主細胞：ベクターが伝播され得、そのＤＮＡが発現され得る、細胞。その細胞は、原
核生物または真核生物の細胞であり得る。この用語は、対象の宿主細胞の任意の子孫も含
む。複製中に生じる変異が存在し得るので、すべての子孫が、親細胞と同一でない可能性
があることが理解される。しかしながら、用語「宿主細胞」が使用されるとき、そのよう
な子孫も含まれる。
【００６３】
　免疫応答：刺激に対する免疫系の細胞（例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞または単球）の応答。
１つの実施形態において、その応答は、特定の抗原に特異的である（「抗原特異的応答」
）。１つの実施形態において、免疫応答は、Ｔ細胞応答（例えば、ＣＤ４＋応答またはＣ
Ｄ８＋応答）である。別の実施形態において、その応答は、Ｂ細胞応答であり、特定の抗
体の産生をもたらす。
【００６４】
　免疫結合体：目的の抗原（例えば、ヒトエンドプラスミン（ｅｎｄｏｐｌａｓｍ））に
特異的に結合する抗体またはその機能的フラグメントへのエフェクター分子の共有結合。
そのエフェクター分子は、検出可能な標識、免疫毒素、サイトカインまたはケモカインで
あり得る。毒素の特定の非限定的な例としては、アブリン、リシン、シュードモナス（Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（ＰＥ、例えば、ＰＥ３５、ＰＥ３７、ＰＥ３８およびＰ
Ｅ４０）、ジフテリア毒素（ＤＴ）、ボツリヌス毒素もしくはそれらの改変された毒素、
または直接もしくは間接的に細胞の成長を阻害するかもしくは細胞を殺滅する他の毒性物
質が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、ＰＥおよびＤＴは、代表的には、肝
臓毒性によって死をもたらす、高度に毒性の化合物である。しかしながら、ＰＥおよびＤ
Ｔは、その毒素の天然の標的化構成要素（例えば、ＰＥのドメインＩａおよびＤＴのＢ鎖
）を除去し、それを抗体などの異なる標的化部分で置き換えることによって、免疫毒素と
して使用するための形態に改変され得る。「キメラ分子」は、エフェクター分子に結合体
化（連結）された、リガンドまたは抗体などの標的化部分である。用語「結合体化された
」または「連結された」とは、２つのポリペプチドを１つの連続したポリペプチド分子に
することを指す。１つの実施形態において、抗体は、エフェクター分子に接続される。別
の実施形態において、エフェクター分子に接続された抗体は、体内での半減期を延長する
ために、タンパク質またはペプチドに対して脂質または他の分子とさらに接続される。そ
の連結は、化学的手段または組換え手段によるものであり得る。１つの実施形態において
、その連結は、化学的であり、ここで、抗体部分とエフェクター分子との反応は、それら
の２つの分子間に形成される共有結合を作製することにより、１つの分子を形成する。ペ
プチドリンカー（短いペプチド配列）が、必要に応じて、抗体とエフェクター分子との間
に含められ得る。本来、免疫結合体は、別個の機能性を備える２つの分子（例えば、抗体
およびエフェクター分子）から調製されたので、それらは、時折、「キメラ分子」とも称
される。ゆえに、用語「キメラ分子」は、本明細書中で使用されるとき、エフェクター分
子に結合体化（連結）された、リガンドまたは抗体などの標的化部分のことを指す。
【００６５】
　免疫原性ペプチド：対立遺伝子特異的モチーフまたはＮ末端反復などの他の配列を含む
ペプチド（そのペプチドは、ＭＨＣ分子に結合し、免疫原性ペプチドが由来する抗原に対
する細胞傷害性Ｔリンパ球（「ＣＴＬ」）応答またはＢ細胞応答（例えば、抗体産生）を
誘導する）。
【００６６】
　１つの実施形態において、免疫原性ペプチドは、配列モチーフまたは他の方法（例えば
、当該分野で公知の、ニューラルネット判定または多項式判定）を用いて同定される。代
表的には、ある特定の親和性で結合する高確率をもたらし、免疫原性であるスコアを有す
るペプチドを選択するために、ペプチドの「結合閾値」を決定するアルゴリズムが使用さ
れる。そのアルゴリズムは、特定の位置における特定のアミノ酸のＭＨＣ結合性に対する
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作用、特定の位置における特定のアミノ酸の抗体結合性に対する作用、またはモチーフ含
有ペプチドにおける特定の置換の結合に対する作用に基づく。免疫原性ペプチドの状況の
中で、「保存された残基」は、ランダムな分布によって予想される頻度よりも有意に高い
頻度でペプチド内の特定の位置に出現する残基である。１つの実施形態において、保存さ
れた残基は、ＭＨＣ構造が免疫原性ペプチドとの接触点を提供し得る残基である。１つの
特定の非限定的な例において、免疫原性ポリペプチドは、エンドプラスミンの領域または
そのフラグメントを含み、ここで、そのポリペプチドは、完全長エンドプラスミンポリペ
プチドを発現する宿主細胞の細胞表面上に発現される。
【００６７】
　免疫原性組成物：エンドプラスミンポリペプチドを発現している細胞に対して測定可能
なＣＴＬ応答を誘導するかまたはエンドプラスミンポリペプチドに対して測定可能なＢ細
胞応答（例えば、抗体の産生）を誘導するポリペプチド（例えば、エンドプラスミンポリ
ペプチド）を含む組成物。免疫原性組成物は、サイトカインの産生も誘導し得る。それは
さらに、エンドプラスミンポリペプチドを発現するために使用され得る（ひいては、この
ポリペプチドに対する免疫応答を誘発するために使用され得る）エンドプラスミンポリペ
プチドをコードする単離された核酸のことを指す。インビトロで使用する場合、免疫原性
組成物は、単離されたタンパク質またはペプチドエピトープからなり得る。インビボで使
用する場合、免疫原性組成物は、通常、薬学的に許容され得るキャリア中のタンパク質も
しくは免疫原性ペプチド、および／または他の剤を含み得る。特定の任意のペプチド（例
えば、エンドプラスミンポリペプチド）またはそのポリペプチドをコードする核酸は、当
該分野において認められたアッセイによってＣＴＬ応答またはＢ細胞応答を誘導する能力
について容易に試験され得る。免疫原性組成物は、当業者に周知のアジュバントを含み得
る。
【００６８】
　免疫学的に反応性の条件：特定のエピトープに対して産生された抗体が、実質的にすべ
ての他のエピトープに対する結合よりも検出可能に高い程度に、および／または実質的に
すべての他のエピトープに対する結合を実質的に除外する程度にそのエピトープに結合す
るのを可能にする条件に対する言及を含む。免疫学的に反応性の条件は、抗体結合反応の
形式に依存し、代表的には、イムノアッセイプロトコルにおいて利用される条件またはイ
ンビボで遭遇する条件である。イムノアッセイの形式および条件の説明については、Ｈａ
ｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ，前出を参照のこと。それらの方法において使用される免疫学的に反
応性の条件は、通常、生存している哺乳動物内または哺乳動物細胞内の条件（例えば、温
度、容量オスモル濃度およびｐＨ）に対する言及を含む「生理学的条件」である。一部の
器官が、極端な条件に供されることが認識されるが、生物体内および細胞内の環境は、通
常、およそｐＨ７（すなわち、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０、より代表的には、ｐＨ６．５～
７．５）にあり、主要な溶媒として水を含み、０℃より高く５０℃より低い温度である。
容量オスモル濃度は、細胞の生存能および増殖を支援する範囲内である。
【００６９】
　単離：「単離された」生物学的構成要素（例えば、核酸、タンパク質（抗体を含む）ま
たは細胞小器官）は、その構成要素が天然に存在する環境（例えば、細胞）内の他の生物
学的構成要素、すなわち、他の染色体のおよび染色体外のＤＮＡおよびＲＮＡ、タンパク
質ならびに細胞小器官から実質的に分離されているか、または精製されている。「単離さ
れた」核酸およびタンパク質には、標準的な精製方法によって精製された核酸およびタン
パク質が含まれる。この用語は、宿主細胞内の組換え発現によって調製された核酸および
タンパク質ならびに化学的に合成された核酸も包含する。
【００７０】
　標識：その分子の検出を容易にするために別の分子（例えば、抗体またはタンパク質）
に直接または間接的に結合体化される検出可能な化合物または組成物。標識の特定の非限
定的な例としては、蛍光タグ、酵素の連結および放射性同位元素が挙げられる。１つの例
において、「標識された抗体」とは、抗体における別の分子の組み込みのことを指す。例
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えば、標識は、検出可能なマーカー（例えば、放射標識されたアミノ酸の組み込み、また
は標識されたアビジン（例えば、光学的方法または比色法によって検出され得る蛍光マー
カーまたは酵素活性を含むストレプトアビジン）によって検出され得るビオチニル部分と
ポリペプチドとの結合）である。ポリペプチドおよび糖タンパク質を標識する様々な方法
は、当該分野で公知であり、それらを使用してよい。ポリペプチドに対する標識の例とし
ては、以下：放射性同位体または放射性ヌクレオチド（例えば、３５Ｓ、１１Ｃ、１３Ｎ
、１５Ｏ、１８Ｆ、１９Ｆ、９９ｍＴｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、１５Ｎ、９０Ｙ、９

９Ｔｃ、１１１Ｉｎおよび１２５Ｉ）、蛍光標識（例えば、フルオレセインイソチオシア
ネート（ＦＩＴＣ）、ローダミン、ランタニド燐光体）、酵素標識（例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファター
ゼ）、化学発光マーカー、ビオチニル基、二次レポーターによって認識される所定のポリ
ペプチドエピトープ（例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体のための結合部位、金
属結合ドメイン、エピトープタグ）または磁性物質（例えば、ガドリニウムキレート）が
挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、標識は、潜在的な
立体障害を減少させるために様々な長さのスペーサーアームによって結合される。
【００７１】
　リンカー：ある場合には、リンカーは、可変重鎖と可変軽鎖とを間接的に結合するよう
に働く抗体結合フラグメント（例えば、Ｆｖフラグメント）内のペプチドである。「リン
カー」は、抗体などの標的化部分を、細胞毒または検出可能な標識などのエフェクター分
子に連結するように働くペプチドのことも指し得る。
【００７２】
　用語「結合体化する」、「接続する」、「結合する」または「連結する」とは、２つの
ポリペプチドを１つの連続したポリペプチド分子にすること、またはｓｃＦｖなどのポリ
ペプチドに放射性核種もしくは他の分子を共有結合的に結合することを指す。特定の文脈
において、それらの用語は、抗体部分などのリガンドをエフェクター分子に接続すること
に対する言及を包含する。その連結は、化学的手段または組換え手段による連結であり得
る。「化学的手段」とは、抗体部分とエフェクター分子との間の反応（それにより、それ
らの２つの分子の間に共有結合が形成されて１つの分子が形成される）のことを指す。
【００７３】
　哺乳動物：この用語は、ヒトと非ヒト哺乳動物の両方を包含する。同様に、用語「被験
体」は、ヒト被験体と動物被験体の両方を包含する。
【００７４】
　主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）：ヒト白血球抗原（「ＨＬＡ」）をはじめとした
、種々の種において報告されている組織適合性抗原系を包含するように意図された総称。
用語「モチーフ」とは、特定のＭＨＣ対立遺伝子によって認識される、明確な長さのペプ
チド、通常、約８～約１１アミノ酸における残基のパターンのことを指す。そのペプチド
モチーフは、代表的には、各ＭＨＣ対立遺伝子によって異なり、高度に保存された残基お
よび結合陰性（ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ）残基のパターンが異なる。
【００７５】
　メラノーマ：メラノサイト（メラニン色素を産生する細胞）から起こるがんの一形態。
メラノサイトは、主に皮膚に見られるが、腸および眼にも存在する。皮膚におけるメラノ
ーマとしては、表在拡大型黒色腫、結節性黒色腫、末端部黒子様黒色腫および悪性黒子（
メラノーマ）が挙げられる。上記タイプのいずれもが、メラニンを産生し得るか、または
メラニン欠乏であり得る。同様に、任意のサブタイプが、高悪性度の挙動、および局所的
な再発の傾向のマーカーである線維形成（神経親和性を有する高密度線維反応）を示し得
る。他のメラノーマとしては、明細胞肉腫、粘膜黒色腫（ｍｕｃｏｓａｌ　ｍｅｌａｎｏ
ｍａ）およびブドウ膜黒色腫が挙げられる。
【００７６】
　予後に影響する特徴は、ミリメートル単位の腫瘍の厚さ（ブレスロー深さ（Ｂｒｅｓｌ
ｏｗ’ｓ　ｄｅｐｔｈ））、皮膚構造に関係する深さ（クラークレベル）、メラノーマの
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タイプ、潰瘍化の存在、リンパ／神経周囲の浸潤の存在、腫瘍浸潤リンパ球の存在（存在
する場合、予後はより良好である）、病変の位置、衛星病巣の存在、および局所転移また
は遠隔転移の存在である。メラノーマが、リンパ節に広がっているとき、最も重要な因子
の１つは、悪性病変を有する結節の数である。結節内の悪性病変の程度もまた重要であり
；悪性病変が単に微視的である微小転移は、マクロ転移よりも好ましい予後を有する。遠
隔転移が存在するとき、５年生存率は、１０パーセント未満であり；生存期間の中央値は
、６～１２ヶ月である。皮膚および肺への転移は、より良好な予後を有する。脳、骨およ
び肝臓への転移は、より不良な予後を伴う。
【００７７】
　メラノーマは、以下のとおりステージ分け（ｓｔａｇｅｄ）され得る：
ステージ０：上皮内黒色腫（クラークレベルＩ）、１００％生存
ステージＩ／ＩＩ：浸潤性メラノーマ、８５～９５％生存
　Ｔ１ａ：１．００ｍｍ未満の原発性、潰瘍化なし、クラークレベルＩＩ～ＩＩＩ
　Ｔ１ｂ：１．００ｍｍ未満の原発性、潰瘍化ありまたはクラークレベルＩＶ～Ｖ
　Ｔ２ａ：１．００～２．００ｍｍの原発性、潰瘍化なし
ステージＩＩ：高リスクメラノーマ、４０～８５％生存
　Ｔ２ｂ：１．００～２．００ｍｍの原発性、潰瘍化あり
　Ｔ３ａ：２．００～４．００ｍｍの原発性、潰瘍化なし
　Ｔ３ｂ：２．００～４．００ｍｍの原発性、潰瘍化あり
　Ｔ４ａ：４．００ｍｍ以上の原発性、潰瘍化なし
　Ｔ４ｂ：４．００ｍｍ以上の原発性、潰瘍化あり
ステージＩＩＩ：領域転移、２５～６０％生存
　Ｎ１：１つの陽性リンパ節
　Ｎ２：２～３つの陽性リンパ節、または領域皮膚／イントランジット転移
　Ｎ３：４つの陽性リンパ節、またはリンパ節および領域皮膚／イントランジット転移
ステージＩＶ：遠隔転移、９～１５％生存
　Ｍ１ａ：遠隔皮膚転移、正常な乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）
　Ｍ１ｂ：肺転移、正常なＬＤＨ
　Ｍ１ｃ：他の遠隔転移または高ＬＤＨを伴う任意の遠隔転移
　モノクローナル抗体：Ｂリンパ球の単一クローン、単一抗体の軽鎖遺伝子および重鎖遺
伝子がトランスフェクトされた細胞、または抗体ライブラリー内の特定のファージによっ
て産生される抗体（そのモノクローナル抗体は、明確なセットのＣＤＲを含み、かつ目的
の標的抗原に特異的に結合する）。モノクローナル抗体は、当業者に公知の方法によって
、例えば（これらに限定されないが）ミエローマ細胞と免疫脾臓細胞との融合によってハ
イブリッド抗体形成細胞を作製することによって、または抗体配列のファージディスプレ
イライブラリーから選択することによって、作製される。モノクローナル抗体には、ヒト
化モノクローナル抗体および完全ヒトモノクローナル抗体が含まれる。本明細書中で使用
されるとき、モノクローナル抗体の機能的フラグメントには、そのモノクローナル抗体に
対する標的タンパク質（抗原結合）に特異的に結合する抗体フラグメント（例えば、ｓｃ
Ｆｖ、Ｆｖ、ｄｓＲｖまたはＦａｂであるがこれらに限定されない）が含まれる。モノク
ローナル抗体は、グリコシル化されたエピトープなどの抗原性エピトープに特異的に結合
する。モノクローナル抗体には、二官能性抗体（ここで、１つ以上のＣＤＲセットが、エ
ンドプラスミンなどの標的抗原に特異的に結合する）ならびにエフェクター機能が増強さ
れたＦｃおよび他のグリコール操作抗体が含まれる。
【００７８】
　新形成、悪性病変、がんまたは腫瘍：細胞の異常かつ制御されない成長の結果。新形成
、悪性病変、がんおよび腫瘍は、しばしば交換可能に使用される。個体内の腫瘍の量は、
その腫瘍の数、体積または重量として測定され得る「腫瘍量」である。転移しない腫瘍は
、「良性」と称される。周囲の組織を浸潤し、かつ／または転移し得る腫瘍は、「悪性」
と称される。血液学的腫瘍の例としては、白血病（急性白血病（例えば、１１ｑ２３陽性



(28) JP 2015-38143 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

急性白血病、急性リンパ性白血病、急性骨髄球性白血病、急性骨髄性白血病、ならびに骨
髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性および赤白血病）、慢性白血病（例えば、慢
性骨髄性（顆粒球性）白血病、慢性骨髄性白血病および慢性リンパ性白血病）を含む）、
真性多血症、リンパ腫、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫（緩徐進行型および高悪性型）
、多発性骨髄腫、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症、重鎖病、骨髄異形成症候
群、ヘアリーセル白血病および骨髄形成異常が挙げられる。
【００７９】
　肉腫および癌腫などの固形腫瘍の例としては、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉
腫、骨原性肉腫および他の肉腫、滑膜腫（ｓｙｎｏｖｉｏｍａ）、中皮腫、ユーイング腫
瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌腫、リンパ系悪性腫瘍、膵がん、乳がん（基底乳癌
腫（ｂａｓａｌ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、腺管癌および小葉乳癌腫（ｌｏ
ｂｕｌａｒ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）を含む）、肺がん、卵巣がん、前立腺
がん、肝細胞癌腫、扁平上皮癌、基底細胞癌腫、腺癌、汗腺癌腫、甲状腺髄様癌腫、甲状
腺乳頭癌腫、褐色細胞腫、皮脂腺癌腫、乳頭状癌腫、乳頭状腺癌、髄様癌腫、気管支原性
癌腫、腎細胞癌腫、ヘパトーマ、胆管癌腫、絨毛癌腫、ウィルムス腫瘍、子宮頸がん、精
巣腫瘍、セミノーマ、膀胱癌腫およびＣＮＳ腫瘍（例えば、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽
腫、頭蓋咽頭腫（ｃｒａｎｉｏｐｈａｒｙｏｇｉｏｍａ）、上衣腫、松果体腫、血管芽腫
、聴神経腫、乏突起膠腫、髄膜腫（ｍｅｎａｎｇｉｏｍａ）、メラノーマ、神経芽細胞腫
および網膜芽細胞腫）が挙げられる。
【００８０】
　いくつかの例において、腫瘍は、メラノーマ、乳がん、腎がん、神経膠腫または扁平上
皮癌（例えば、頭頸部がん）である。
【００８１】
　核酸：ホスホジエステル結合によって連結されたヌクレオチド単位（リボヌクレオチド
、デオキシリボヌクレオチド、それらの関連する天然に存在する構造的バリアントおよび
合成の天然に存在しないアナログ）、それらの関連する天然に存在する構造的バリアント
および天然に存在しない合成アナログから構成されるポリマー。したがって、この用語は
、ヌクレオチドおよびそれらの間の結合が、天然に存在しない合成アナログ（例えば、ホ
スホロチオエート、ホスホルアミデート、メチルホスホネート、キラル－メチルホスホネ
ート、２－Ｏ－メチルリボヌクレオチド、ペプチド核酸（ＰＮＡ）などであるがこれらに
限定されない）を含む、ヌクレオチドポリマーを包含する。そのようなポリヌクレオチド
は、例えば、自動ＤＮＡ合成装置を用いて、合成され得る。用語「オリゴヌクレオチド」
は、代表的には、一般に約５０ヌクレオチド以下の、短いポリヌクレオチドのことを指す
。ヌクレオチド配列が、ＤＮＡ配列（すなわち、Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ）によって表されるとき
、これは、「Ｔ」を「Ｕ」が置き換えるＲＮＡ配列（すなわち、Ａ、Ｕ、Ｇ、Ｃ）も含む
と理解される。
【００８２】
　ヌクレオチド配列を記載するために、従来の表示法が本明細書中で使用される：一本鎖
ヌクレオチド配列の左端は、５’末端であり；二本鎖ヌクレオチド配列の左方向が、５’
方向と称される。新生ＲＮＡ転写物にヌクレオチドが５’から３’に付加される方向は、
転写方向と称される。ｍＲＮＡと同じ配列を有するＤＮＡ鎖は、「コーディング鎖」と称
され；ＤＮＡから転写されたｍＲＮＡと同じ配列を有し、ＲＮＡ転写物の５’末端に対し
て５’に配置されるＤＮＡ鎖上の配列は、「上流配列」と称され；ＲＮＡと同じ配列を有
し、コーディングＲＮＡ転写物の３’末端に対して３’に存在するＤＮＡ鎖上の配列は、
「下流配列」と称される。
【００８３】
　「ｃＤＮＡ」とは、一本鎖または二本鎖の形態において、ｍＲＮＡと相補的であるかま
たは同一であるＤＮＡのことを指す。
【００８４】
　「コードする」とは、規定のヌクレオチド配列（すなわち、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡおよび
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ｍＲＮＡ）または規定のアミノ酸の配列を有する、生物学的プロセスにおいて他のポリマ
ーおよび高分子の合成のための鋳型として働くポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、ｃＤ
ＮＡまたはｍＲＮＡ）中のヌクレオチドの特定の配列の固有の特性、およびそれらに起因
する生物学的特性のことを指す。したがって、遺伝子は、その遺伝子によって生成される
ｍＲＮＡの転写および翻訳が、細胞または他の生体系においてタンパク質を生成する場合
、タンパク質をコードする。コーディング鎖（そのヌクレオチド配列は、ｍＲＮＡ配列と
同一であり、通常、配列表に提供される）と非コーディング鎖（遺伝子またはｃＤＮＡの
転写のための鋳型として使用される）の両方が、タンパク質、またはその遺伝子もしくは
ｃＤＮＡの他の産物をコードすると称され得る。別段明記されない限り、「アミノ酸配列
をコードするヌクレオチド配列」は、互いの縮重バージョンであり、同じアミノ酸配列を
コードする、すべてのヌクレオチド配列を包含する。タンパク質およびＲＮＡをコードす
るヌクレオチド配列は、イントロンを含み得る。
【００８５】
　「組換え核酸」とは、天然では共に接続されていないヌクレオチド配列を有する核酸の
ことを指す。これは、好適な宿主細胞を形質転換するために使用され得る、増幅されたま
たは組み立てられた核酸を含む核酸ベクターを包含する。組換え核酸を含む宿主細胞は、
「組換え宿主細胞」と称される。次いで、その遺伝子は、組換え宿主細胞において発現さ
れることにより、「組換えポリペプチド」などを産生する。組換え核酸は、非コード機能
（例えば、プロモーター、複製起点、リボソーム結合部位など）も果たし得る。
【００８６】
　その配列が第１配列であるポリヌクレオチドが、その配列が第２配列であるポリヌクレ
オチドと特異的にハイブリダイズする場合、その第１配列は、第２配列に対して「アンチ
センス」である。
【００８７】
　２つ以上のヌクレオチド配列間またはアミノ酸配列間の配列の関係性を記載するために
使用される用語としては、「参照配列」、「から選択される」、「比較範囲（ｃｏｍｐａ
ｒｉｓｏｎ　ｗｉｎｄｏｗ）」、「同一」、「配列同一性のパーセンテージ」、「実質的
に同一」、「相補的」および「実質的に相補的」が挙げられる。
【００８８】
　核酸配列を配列比較する場合、通常、１つの配列は、試験配列と比較される参照配列と
して作用する。配列比較アルゴリズムを使用するときは、試験配列および参照配列をコン
ピュータに入力し、必要であれば部分配列の座標を指定し、配列アルゴリズムのプログラ
ムパラメータを指定する。デフォルトのプログラムパラメータを使用する。比較のために
配列をアラインメントする方法は、当該分野で周知である。比較するための配列の最適な
アラインメントは、例えば、Ｓｍｉｔｈ＆Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔ
ｈ．２：４８２，１９８１のローカルホモロジーアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ＆Ｗ
ｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３，１９７０のホモロジーアラインメン
トアルゴリズム、Ｐｅａｒｓｏｎ＆Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４，１９８８の類似性検索法、これらのアルゴリズムのコン
ピュータによる実行（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａ
ｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩにおけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよび
ＴＦＡＳＴＡ）または手作業によるアラインメントおよび目視検査（例えば、Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅ
ｌら、ｅｄｓ　１９９５　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）を参照のこと）によって行われ得る。
【００８９】
　有用なアルゴリズムの１つの例は、ＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、Ｆｅｎｇ＆
Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．３５：３５１－３６０，１９８７のプログ
レッシブ・アラインメント法の簡便法を使用する。使用される方法は、Ｈｉｇｇｉｎｓ＆
Ｓｈａｒｐ，ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３，１９８９に記載された方法に似ている
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。ＰＩＬＥＵＰを用いるとき、パーセント配列同一性の関係性を決定するために、以下の
パラメータを用いて、参照配列が他の試験配列と比較される：デフォルトのギャップウェ
イト（３．００）、デフォルトのギャップ長ウェイト（０．１０）および重み付けされた
エンドギャップ。ＰＩＬＥＵＰは、ＧＣＧ配列解析ソフトウェアパッケージ（例えば、バ
ージョン７．０（Ｄｅｖｅｒｅａｕｘら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：３８７－
３９５，１９８４）から入手することができる。
【００９０】
　パーセント配列同一性および配列類似性を測定するのに適した別のアルゴリズムの例は
、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０，１９９０およ
びＡｌｔｓｃｈｕｌら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０
２，１９７７に記載されている、ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムである
。ＢＬＡＳＴ解析を行うためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏ
ｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎ
ｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を介して公的に入手可能である。ＢＬＡＳＴＮプロ
グラム（ヌクレオチド配列用）は、デフォルトとして１１というワード長（Ｗ）、５０と
いうアラインメント（Ｂ）、１０という期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両鎖の比
較を使用する。ＢＬＡＳＴＰプログラム（アミノ酸配列用）は、デフォルトとして３とい
うワード長（Ｗ）および１０という期待値（Ｅ）ならびにＢＬＯＳＵＭ６２スコア行列（
Ｈｅｎｉｋｏｆｆ＆Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８９：１０９１５，１９８９を参照のこと）を使用する。
【００９１】
　オリゴヌクレオチド：最大約１００ヌクレオチド塩基長の直鎖状のポリヌクレオチド配
列。
【００９２】
　オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）：いかなる終止コドンもなくアミノ酸をコー
ドするひと続きのヌクレオチドトリプレット（コドン）。これらの配列は、通常、ペプチ
ドに翻訳可能である。
【００９３】
　作動可能に連結される：第１の核酸配列が、第２の核酸配列と機能的関係性で配置され
るとき、第１の核酸配列は、第２の核酸配列と作動可能に連結されている。例えば、異種
プロモーターなどのプロモーターは、そのプロモーターがコード配列の転写または発現に
影響する場合、そのコード配列に作動可能に連結されている。一般に、作動可能に連結さ
れるＤＮＡ配列は、２つのタンパク質コード領域を接続する必要がある場合、同じ読み枠
において連続している。
【００９４】
　医薬品：被験体または細胞に適切に投与されたときに、所望の治療効果または予防効果
を誘導することができる化学的化合物または組成物。
【００９５】
　薬学的に許容され得るキャリア：薬学的に許容され得る有用なキャリアは、従来のキャ
リアである。Ｅ．Ｗ．ＭａｒｔｉｎによるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏ
ｎ，ＰＡ，１５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９７５には、本明細書中に開示される融合タン
パク質の薬学的送達に適した組成物および製剤が記載されている。
【００９６】
　一般に、キャリアの性質は、使用される特定の投与様式に依存する。例えば、非経口用
の製剤は、通常、薬学的かつ生理的に許容され得る流体（例えば、水、生理食塩水、平衡
塩類溶液、水性デキストロース、グリセロールなど）をビヒクルとして含む注射可能な流
体を含む。固体組成物（例えば、散剤、丸剤、錠剤またはカプセルの形態）の場合、従来
の無毒性固体キャリアとしては、例えば、薬学的グレードのマンニトール、ラクトース、
デンプンまたはステアリン酸マグネシウムが挙げられ得る。投与される薬学的組成物は、
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生物学的に中性のキャリアに加えて、少量の無毒性補助物質（例えば、湿潤剤または乳化
剤、保存剤およびｐＨ緩衝剤など、例えば、酢酸ナトリウムまたはソルビタンモノラウレ
ート）を含み得る。
【００９７】
　ポリヌクレオチド：ポリヌクレオチドまたは核酸配列という用語は、ヌクレオチドの少
なくとも１０塩基長の多量体型のことを指す。組換えポリヌクレオチドは、それが由来す
る生物の天然に存在するゲノムでは直接連続する２つのコード配列が直接連続しない（一
方が５’末端、もう一方が３’末端に存在する）ポリヌクレオチドを含む。それゆえ、こ
の用語は、例えば、ベクター；自己複製プラスミドもしくはウイルス；または原核生物も
しくは真核生物のゲノムＤＮＡに組み込まれた組換えＤＮＡ、あるいは他の配列から独立
した別個の分子（例えば、ｃＤＮＡ）として存在する組換えＤＮＡを包含する。そのヌク
レオチドは、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、またはいずれかのヌクレオ
チドの改変された形態であり得る。この用語は、一本鎖および二本鎖の形態のＤＮＡを包
含する。
【００９８】
　ポリペプチド：長さまたは翻訳後修飾（例えば、グリコシル化またはリン酸化）に関係
ない、アミノ酸の任意の鎖。１つの実施形態において、ポリペプチドは、エンドプラスミ
ンポリペプチドである。「残基」とは、アミド結合またはアミド結合模倣物によってポリ
ペプチドに組み込まれたアミノ酸またはアミノ酸模倣物のことを指す。ポリペプチドは、
アミノ末端（Ｎ末端）およびカルボキシ末端（Ｃ末端）を有する。
【００９９】
　疾患を予防する、処置するまたは回復させる：疾患を「予防する」とは、疾患の完全な
発症を阻害することを指す。「処置する」とは、疾患または病理学的状態が発症し始めた
後に、それらの徴候または症状を回復させる治療的介入（例えば、腫瘍量の減少、または
転移の数もしくは（ｏｆ）サイズの減少）のことを指す。「回復させる」とは、がんなど
の疾患の徴候または症状の数または重症度の減少のことを指す。
【０１００】
　プローブおよびプライマー：プローブは、検出可能な標識またはレポーター分子に結合
された、単離された核酸を含む。プライマーは、短い核酸、好ましくは、ＤＮＡオリゴヌ
クレオチド、１５ヌクレオチドまたはそれ以上の長さである。プライマーは、核酸ハイブ
リダイゼーションによって相補的な標的ＤＮＡ鎖にアニールされることにより、プライマ
ーと標的ＤＮＡ鎖とのハイブリッドを形成し得、次いで、ＤＮＡポリメラーゼ酵素によっ
て標的ＤＮＡ鎖に沿って伸長され得る。プライマー対は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）または当該分野で公知の他の核酸増幅法による、核酸配列の増幅のために使用
され得る。当業者は、特定のプローブまたはプライマーの特異性がその長さに伴って高ま
ることを認識する。したがって、例えば、２０個連続したヌクレオチドを含むプライマー
は、わずか１５ヌクレオチドの対応するプライマーよりも高い特異性で標的にアニールす
る。したがって、より高い特異性を得るために、２０、２５、３０、３５、４０、５０ま
たはそれ以上連続したヌクレオチドを含むプローブおよびプライマーが選択され得る。
【０１０１】
　プロモーター：プロモーターは、核酸の転写を指示する一連の核酸調節配列である。プ
ロモーターは、必要な核酸配列を転写開始部位付近に含む（例えば、ポリメラーゼＩＩタ
イププロモーターの場合、ＴＡＴＡエレメント）。プロモーターは、必要に応じて、転写
開始部位から数千塩基対も離れて配置され得る遠位エンハンサーまたはリプレッサーエレ
メントも含む。構成的プロモーターと誘導性プロモーターの両方が含まれる（例えば、Ｂ
ｉｔｔｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１５３：５１６－５４４
，１９８７を参照のこと）。
【０１０２】
　プロモーターの特定の非限定的な例としては、哺乳動物細胞のゲノムに由来するプロモ
ーター（例えば、メタロチオネインプロモーター）または哺乳動物ウイルス由来のプロモ
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ーター（例えば、レトロウイルスの長い末端反復配列；アデノウイルス後期プロモーター
；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター）が挙げられ、それらが使用され得る。組換
えＤＮＡ法または合成法によって作製されたプロモーターもまた使用され得る。ポリヌク
レオチドは、宿主の挿入された遺伝子配列の効率的な転写を促進するプロモーター配列を
含む発現ベクターに挿入され得る。発現ベクターは、代表的には、複製起点、プロモータ
ー、ならびに形質転換された細胞の表現型選択を可能にする特定の核酸配列を含む。
【０１０３】
　精製：精製という用語は、絶対的な純度を要求しない；むしろ、それは、相対的な用語
として意図されている。したがって、例えば、精製された核酸は、その核酸が、細胞内の
その天然の環境における核酸よりも濃縮されている核酸である。同様に、精製されたペプ
チド調製物は、そのペプチドまたはタンパク質が、細胞内のその天然の環境におけるペプ
チドまたはタンパク質よりも濃縮されているペプチド調製物である。実質的な精製は、他
のタンパク質または細胞成分からの精製のことを表す。１つの実施形態において、ある調
製物は、タンパク質またはペプチドが、その調製物の総ペプチド含有量または総タンパク
質含有量の少なくとも５０％（例えば、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％または
９９％であるがこれらに限定されない）に相当するように、精製されている（または単離
されている）。本明細書中に開示されるエンドプラスミンポリペプチドは、当該分野で公
知の任意の手段によって精製され得る（および／または合成され得る）（例えば、Ｇｕｉ
ｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｄ．Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ，
Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，１９９０；およびＳｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒ
ｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，１９８２を参照のこと）。
【０１０４】
　組換え：組換え核酸は、天然に存在しない配列を有するか、または２つの別途分離され
た配列のセグメントの人工的な組み合わせによって作製された配列を有する、核酸である
。この人工的な組み合わせは、化学的合成によって、またはより一般的には、単離された
核酸のセグメントの人工的な操作によって、例えば、遺伝子操作法によって、達成される
ことが多い。
【０１０５】
　組換え毒素：細胞標的化部分が毒素に融合されたキメラタンパク質（Ｐａｓｔａｎら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５４：１１７３－１１７７，１９９１）。細胞標的化部分が、抗体の
Ｆｖ部分である場合、その分子は、組換え免疫毒素と呼ばれる（Ｃｈａｕｄｈａｒｙら、
Ｎａｔｕｒｅ，３３９：３９４－３９７，１９８９）。その毒素部分は、ほとんどの正常
細胞上に存在する毒素レセプターに結合できないように遺伝的に変更されている。組換え
免疫毒素は、抗原結合ドメインによって認識される細胞を選択的に殺滅する。これらの組
換え毒素および免疫毒素は、がん、例えば、エンドプラスミンを発現しているがんを処置
するために使用され得る。
【０１０６】
　選択的にハイブリダイズする：関係のないヌクレオチド配列を排除する中程度または高
度にストリンジェントな条件下のハイブリダイゼーション。
【０１０７】
　核酸ハイブリダイゼーション反応では、特定のレベルのストリンジェンシーを達成する
ために使用される条件は、ハイブリダイズされる核酸の性質に応じて変動する。例えば、
その核酸のハイブリダイズ領域の長さ、相補性の程度、ヌクレオチド配列の組成（例えば
、ＧＣ対ＡＴ含有量）および核酸タイプ（例えば、ＲＮＡ対ＤＮＡ）が、ハイブリダイゼ
ーション条件を選択する際に考慮され得る。追加の考慮すべき点は、核酸の一方が、例え
ば、フィルター上に、固定化されているかどうかである。
【０１０８】
　漸進的に高くなるストリンジェンシー条件の特定の非限定的な例は、以下のとおりであ
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る：ほぼ室温での２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ（ハイブリダイゼーション条件）；ほぼ室
温での０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ（低ストリンジェンシー条件）；約４２℃での０
．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ（中程度のストリンジェンシー条件）；および約６８℃で
の０．１×ＳＳＣ（高ストリンジェンシー条件）。当業者は、これらの条件に対するバリ
エーションを容易に決定することができる（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，ｅｄ
．Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９）。これらの条
件のうちの１つだけ、例えば、高ストリンジェンシー条件を用いて洗浄が行われ得るか、
またはそれらの条件の各々が、列挙された工程のいずれかまたはすべてを繰り返しつつ、
例えば、上に列挙された順序で各１０～１５分にわたって用いられ得る。しかしながら、
上で述べたように、最適条件は、関わる特定のハイブリダイゼーション反応に応じて変動
し、経験的に決定され得る。
【０１０９】
　配列同一性：アミノ酸配列間の類似性は、別途、配列同一性と称される、配列間の類似
性に関して表現される。配列同一性は、パーセンテージ同一性（または類似性もしくは相
同性）に関して測定されることが多い；そのパーセンテージが高いほど、その２つの配列
はより似ている。エンドプラスミンポリペプチドのホモログまたはバリアントは、標準的
な方法を用いてアラインメントされたとき、比較的高い程度の配列同一性を有する。
【０１１０】
　比較するために配列をアラインメントする方法は、当該分野で周知である。様々なプロ
グラムおよびアラインメントアルゴリズムが：Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，
Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２，１９８１；Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗ
ｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３，１９７０；Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ
　Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４，１
９８８；Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｇｅｎｅ　７３：２３７，１９８８；Ｈ
ｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１，１９８９；Ｃｏｒｐｅ
ｔら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６：１０８８１，１９８８；
およびＰｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８５：２４４４，１９８８に記載されている。Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．６：１１９，１９９４には、配列アラインメント法および相同性の計
算に関する詳細な考察が提供されている。
【０１１１】
　ＮＣＢＩベーシックローカルアラインメントサーチツール（ＢＬＡＳＴ）（Ａｌｔｓｃ
ｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３，１９９０）は、配列解析プログラム
ｂｌａｓｔｐ、ｂｌａｓｔｎ、ｂｌａｓｔｘ、ｔｂｌａｓｔｎおよびｔｂｌａｓｔｘと関
連して使用するために、いくつかの供給源（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，
ＭＤ）およびインターネット上を含む）から入手可能である。どのようにしてこのプログ
ラムを用いて配列同一性を決定するのかの説明は、インターネット上のＮＣＢＩのウェブ
サイトにおいて入手可能である。
【０１１２】
　エンドプラスミンポリペプチドのホモログおよびバリアントは、代表的には、デフォル
トのパラメータに設定されたＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔ２．０，ｇａｐｐｅｄ　ｂｌａｓｔｐ
を用いたエンドプラスミンのアミノ酸配列との完全長のアラインメントに対してカウント
されるとき、少なくとも７５％、例えば、少なくとも８０％の配列同一性を有することを
特徴とする。約３０アミノ酸より長いアミノ酸配列を比較する場合、デフォルトのパラメ
ータ（１１というギャップ存在コスト（ｇａｐ　ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ　ｃｏｓｔ）および
１という１残基当たりのギャップコスト（ｐｅｒ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｇａｐ　ｃｏｓｔ）
）に設定されたデフォルトのＢＬＯＳＵＭ６２行列を用いて、Ｂｌａｓｔ２配列関数が使
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用される。短いペプチド（およそ３０アミノ酸未満）をアラインメントするとき、そのア
ラインメントは、デフォルトのパラメータ（オープンギャップ９、伸長ギャップ１ペナル
ティ）に設定されたＰＡＭ３０行列を使用するＢｌａｓｔ２配列関数を用いて行われるべ
きである。参照配列に対してさらにより高い類似性を有するタンパク質は、この方法によ
って評価されるとき、高いパーセンテージ同一性（例えば、少なくとも８０％、少なくと
も８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９
９％の配列同一性）を示す。全体の配列より小さい配列が、配列同一性のために比較され
るとき、ホモログおよびバリアントは、代表的には、１０～２０アミノ酸という狭い範囲
にわたって少なくとも８０％の配列同一性を有し、参照配列との類似性に応じて、少なく
とも８５％または少なくとも９０％または９５％の配列同一性を有し得る。そのような狭
い範囲に対して配列同一性を測定するための方法は、インターネット上のＮＣＢＩウェブ
サイトにおいて利用可能である。当業者は、これらの配列同一性の範囲が、単に指針とし
て提供されることを認識する；提供される範囲に入らない非常に有意なホモログを得るこ
とができることも全く可能である。
【０１１３】
　特異的結合物質：規定された標的にしか実質的に結合しない物質。したがって、エンド
プラスミン特異的結合物質は、実質的にエンドプラスミンポリペプチドに結合する物質で
ある。１つの実施形態において、特異的結合物質は、エンドプラスミンに特異的に結合す
るモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【０１１４】
　扁平上皮癌：皮膚、眼、様々な内部器官の表面、ならびにいくつかの腺の中空器官およ
び管の裏打ちを形成する薄い平らな細胞である扁平上皮細胞から起こる、がんの１タイプ
。扁平上皮癌は、類表皮癌腫とも称される。扁平上皮癌の１タイプは、頭頸部（ｈｅａｄ
　ａｎｄ　ｎｅｃｋ　ｈｅａｄ）扁平上皮癌（ＨＮＳＣＣ）である。頭頸部扁平上皮癌に
は、鼻腔、洞、口唇、口腔、唾液腺、のどおよび喉頭のがんが含まれる。ＨＮＳＣＣは、
以下のとおりステージ分けされ得る：
ステージ０：腫瘍のエビデンスなし。
ステージＩ：腫瘍の最大径は、２ｃｍ以下である；領域リンパ節転移または遠隔転移のエ
ビデンスなし。
ステージＩＩ：腫瘍は、２ｃｍより大きいが４ｃｍ以下である；領域リンパ節転移または
遠隔転移のエビデンスなし。
ステージＩＩＩ：腫瘍は、４ｃｍより大きい；場合によっては、腫瘍は、リンパ節に広が
っている；遠隔転移のエビデンスなし。
ステージＩＶ：腫瘍は、リンパ節に広がっている；場合によっては、遠隔転移が存在する
。
【０１１５】
　被験体：ヒト被験体と動物被験体（ヒトおよび非ヒト哺乳動物を含む）の両方を含むカ
テゴリーである、生存している多細胞脊椎動物。
【０１１６】
　Ｔ細胞：免疫応答に絶対必要な白血球。Ｔ細胞としては、ＣＤ４＋Ｔ細胞およびＣＤ８
＋Ｔ細胞が挙げられるが、これらに限定されない。ＣＤ４＋Ｔリンパ球は、「分化クラス
ター４」（ＣＤ４）として知られるマーカーを表面上に保持する免疫細胞である。「ヘル
パー」Ｔ細胞と呼ばれることが多いこれらの細胞は、抗体応答ならびにキラーＴ細胞応答
を含む免疫応答を指揮するのを助ける。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、「分化クラスター８」（ＣＤ
８）マーカーを保持する。１つの実施形態において、ＣＤ８Ｔ細胞は、細胞傷害性Ｔリン
パ球である。別の実施形態において、ＣＤ８細胞は、サプレッサーＴ細胞である。
【０１１７】
　治療有効量：処置される被験体において所望の効果を達成するのに十分な特定の物質の
量。例えば、これは、腫瘍の成長を阻害するかまたは抑制するのに必要な量であり得る。
１つの実施形態において、治療有効量は、腫瘍を排除するかまたは転移の数もしくはサイ
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ズを減少させるのに必要な量である。被験体に投与されたときに、所望のインビトロ効果
を達成すると示された標的組織濃度（例えば、腫瘍において）を達成する投与量が一般に
使用される。
【０１１８】
　毒素：細胞に対して細胞傷害性である分子。毒素には、アブリン、リシン、Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ外毒素（ＰＥ）、ジフテリア毒素（ＤＴ）、ボツリヌス毒素、サポリン、レ
ストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）もしくはゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）また
はそれらの改変された毒素が含まれる。例えば、ＰＥおよびＤＴは、代表的には、肝臓毒
性によって死をもたらす、高度に毒性の化合物である。しかしながら、ＰＥおよびＤＴは
、その毒素の天然の標的化構成要素（例えば、ＰＥのドメインＩａまたはＤＴのＢ鎖）を
除去し、それを抗体などの異なる標的化部分で置き換えることによって、免疫毒素として
使用するための形態に改変され得る。
【０１１９】
　形質導入：形質導入された細胞は、分子生物学の手法によって核酸分子を導入された細
胞である。本明細書中で使用されるとき、形質導入という用語は、核酸分子をそのような
細胞に導入し得るすべての手法（ウイルスベクターによるトランスフェクション、プラス
ミドベクターによる形質転換、ならびにエレクトロポレーション、リポフェクションおよ
びパーティクルガン法（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｇｕｎ　ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ）による
裸のＤＮＡの導入を含む）を包含する。
【０１２０】
　ベクター：宿主細胞に導入され、それにより、形質転換された宿主細胞をもたらす、核
酸分子。ベクターは、宿主細胞においてその複製を可能にする核酸配列（例えば、複製起
点）を含み得る。ベクターは、１つ以上の選択可能なマーカー遺伝子および当該分野で公
知の他の遺伝的エレメントも含み得る。
【０１２１】
　別段説明されない限り、本明細書中で使用されるすべての専門用語および科学用語は、
本開示が属する分野の当業者が通常理解する意味と同じ意味を有する。単数形の用語「ａ
」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、複数の指示
対象を含む。同様に、単語「または」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、「お
よび」を含むと意図される。核酸またはポリペプチドに対して与えられたすべての塩基サ
イズまたはアミノ酸サイズ、およびすべての分子量または分子質量の値が、近似値であり
、説明のために提供されていることが、さらに理解されるべきである。本明細書中に記載
される方法および材料と類似または等価の方法および材料が、本開示の実施または試験に
おいて使用され得るが、好適な方法および材料が、下記に記載される。用語「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｅｓ）」は、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」を意味する。本明細書中で言及さ
れるすべての刊行物、特許出願、特許および他の参考文献の全体が、参考として援用され
る。矛盾する場合、用語の説明を含む本明細書が優先するものとする。さらに、その材料
、方法および例は、単なる例示であって、限定すると意図されない。
【０１２２】
　ＩＩＩ．エンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体
　完全ヒトモノクローナル抗体などのモノクローナル抗体を含む、エンドプラスミン（Ｇ
ｒｐ９４）に特異的に結合する抗体が作製された。これらの抗体および／またはその抗原
結合（ａｎｔｉｇｅｎ－ｂｉｄｉｎｇ）フラグメントは、エンドプラスミンを単離するた
めに使用され得、エンドプラスミンを発現する腫瘍（例えば、メラノーマ、乳がん、頭頸
部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がんまたは膵がんであるがこれらに限定
されない）を検出するためおよび／または処置するために使用され得る。これらの抗体は
、検出可能な標識またはエフェクター分子に結合体化され得る。
【０１２３】
　１つの実施形態において、上記抗体は、グリコシル化されたエンドプラスミンに特異的
に結合する。したがって、この実施形態において、それらの抗体は、グリコシル化されて
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【０１２４】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体およびその抗原結合フラ
グメントが本明細書中に開示される。１つの例において、ヒトエンドプラスミンは、以下
に示されるようなアミノ酸配列を有する：
【０１２５】
【化１】

【０１２６】
配列番号５、本明細書中に参考として援用される、２０１０年６月１６日において入手可
能なＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＭ＿００３２９９も参照のこと）
。
【０１２７】
　別の例では、エンドプラスミンは、以下に示されるような核酸配列によってコードされ
る：
【０１２８】
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【化２】

【０１２９】
　配列番号６、本明細書中で参考として援用される、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセ
ッション番号ＮＭ＿００３２９９、２０１０年６月１６日も参照のこと。
【０１３０】
　当業者（Ｏｎｃｅ　ｏｆ　ｓｋｉｌｌ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｒｔ）は、分子生物学におけ
る標準的な方法を用いてエンドプラスミンなどのポリペプチドを作製するために核酸配列
を容易に使用することができる（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌ
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ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，ｅｄ．Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９を参照のこと）。本明細書
中に記載される治療薬および抗体を用いて、当業者は、機能的に等価な核酸（例えば、配
列が異なるが同じＥＭまたは抗体配列をコードする核酸）を含む種々のクローンを容易に
構築することができる。したがって、本発明は、抗体ならびにその結合体および融合タン
パク質をコードする核酸を提供する。
【０１３１】
　グリコシル化されたエンドプラスミンなどのヒトエンドプラスミンに特異的に結合する
単離されたヒトモノクローナル抗体およびそのフラグメントが本明細書中に記載される。
いくつかの実施形態において、そのヒトモノクローナル抗体の抗原結合フラグメントは、
ｓｃＦｖである。提供されるヒトモノクローナル抗体またはその機能的フラグメント（ヒ
トエンドプラスミンに特異的に結合する）および薬学的に許容され得るキャリアを含む組
成物も記載される。これらの抗体をコードする核酸、これらの核酸を含む発現ベクター、
およびその核酸を発現する単離された宿主細胞もまた提供される。
【０１３２】
　ヒトエンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合
フラグメントを含む免疫結合体もまた本明細書中に記載される。その免疫結合体は、任意
の治療薬、毒素または他の部分を含み得る。１つの例において、その毒素は、ＰＥまたは
そのバリアントもしくはフラグメントである。その免疫結合体を含む組成物も記載される
。
【０１３３】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラ
グメントを含む組成物は、スクリーニング、研究、検出および治療の目的のために使用さ
れ得る。例えば、そのヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、競合
イムノアッセイなどにおいて、エンドプラスミンに特異的に結合する他の抗体を識別する
ために使用され得る。
【０１３４】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラ
グメントを含む組成物は、がん（例えば、正常細胞と比べてエンドプラスミンの高発現を
示すがん）と診断された被験体を処置するために使用され得る。例えば、その抗体は、メ
ラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がん
または膵がんを処置するために使用され得る。メラノーマには、拡散性メラノーマ、結節
性黒色腫、末端部黒子様黒色腫および悪性黒子（メラノーマ）が含まれる。扁平上皮癌と
しては、頭頸部扁平上皮癌および肺の扁平上皮がんが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【０１３５】
　上記エンドプラスミン抗体を含む組成物は、転移を予防するため、または微小転移の数
（例えば、領域リンパ節への微小転移）を減少させるためにも使用され得る。そのエンド
プラスミン抗体を含む免疫結合体は、がんを有すると診断された患者を処置するためにも
使用され得る。そのヒトモノクローナル抗体は、被験体におけるがんを診断するため（転
移の検出を含む）にも使用され得る。例えば、そのヒトモノクローナル抗体は、高レベル
のエンドプラスミンを検出するために、患者由来のサンプル（例えば、血清サンプル）と
接触され得る。本明細書中に提供される抗体および組成物は、被験体におけるがんを検出
するため、または患者におけるがんの診断を確認するためにも使用され得る。
【０１３６】
　ヒトエンドプラスミンに特異的に結合する完全ヒトモノクローナル抗体およびエンドプ
ラスミンに特異的に結合するその機能的フラグメント（抗原結合フラグメント）が本明細
書中に開示される。マウスモノクローナル抗体を臨床で使用する際の主な限界は、その処
置を受けた患者においてヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）応答が生じることである。ＨＡＭ
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Ａ応答は、アレルギー反応および投与された抗体が血清からクリアランスされる速度の上
昇を含み得る。親モノクローナル抗体の抗原結合親和性を維持するように試みつつ、ＨＡ
ＭＡ応答を最小にする様々なタイプの改変モノクローナル抗体が開発されている。改変モ
ノクローナル抗体の１タイプは、マウス抗原結合可変領域がヒト定常ドメインに連結され
たヒト－マウスキメラである（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｓｃｈｌｏｍ，Ｉｍｐｏｒｔ
ａｎｔ　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，Ｓ．Ａ．（
Ｅｄ．），１９８９）。改変モノクローナル抗体の第２のタイプは、相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）が移植されたまたはヒト化されたモノクローナル抗体である（Ｗｉｎｔｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｈａｒｒｉｓ，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　１４：２４３－２４６，１９９３）。
しかしながら、本明細書中に開示される抗体は、完全ヒト抗体であり；フレームワーク領
域とＣＤＲの両方が、ヒト配列に由来する。したがって、これらの抗体がヒト被験体に投
与されるとき、ＨＡＭＡは誘導されない。
【０１３７】
　いくつかの実施形態において、上記ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグ
メントは、配列番号１として示される重鎖アミノ酸配列の可変鎖の少なくとも一部を含み
、エンドプラスミンに特異的に結合する。例えば、そのヒトモノクローナル抗体は、ＳＤ
Ｒ（特異性決定残基）、ＣＤＲまたは可変領域を含み得る。下記に示されるアミノ酸配列
において、定常領域は太字であり、ＣＤＲには、下線が引かれている：
【０１３８】
【化３】

【０１３９】
　いくつかの実施形態において、上記ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグ
メントは、配列番号１として示される重鎖アミノ酸配列の少なくとも一部を含み、エンド
プラスミンに特異的に結合する。いくつかの例において、その抗体の軽鎖のＣＤＲの少な
くとも１つは、配列番号１のアミノ酸２６～３３（ＣＤＲ１）、配列番号１のアミノ酸５
１～５８（ＣＤＲ２）および配列番号１のアミノ酸９７～１０３（ＣＤＲ３）として示さ
れるアミノ酸配列のうちの１つ以上を含む。追加の例において、その抗体の重鎖は、配列
番号１のアミノ酸２６～３３（ＣＤＲ１）、配列番号１のアミノ酸５１～５８（ＣＤＲ２
）および配列番号１のアミノ酸９７～１０３（ＣＤＲ３）として示されるアミノ酸配列を
含む。いくつかの例において、その抗体の重鎖の可変領域は、配列番号１のアミノ酸１～
１１３を含み得るか、またはそれからなり得る。その抗体の重鎖は、配列番号１を含み得
るか、またはそれからなり得る。
【０１４０】
　いくつかの実施形態において、上記ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグ
メントは、配列番号２として示される軽鎖アミノ酸配列の可変領域の少なくとも一部を含
み、エンドプラスミンに特異的に結合する。下記に示されるアミノ酸配列において、定常
領域は太字であり、ＣＤＲには、下線が引かれている：
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【０１４１】
【化４】

【０１４２】
いくつかの例において、その抗体の軽鎖のＣＤＲのうちの少なくとも１つは、配列番号２
のアミノ酸２７～３２（ＣＤＲ１）、配列番号２のアミノ酸５０～５２（ＣＤＲ２）およ
び配列番号２のアミノ酸８９～９７（ＣＤＲ３）として示されるアミノ酸配列のうちの１
つ以上を含む。追加の例において、その抗体の軽鎖は、配列番号２のアミノ酸アミノ酸２
７～３２（ＣＤＲ１）、配列番号２のアミノ酸５０～５２（ＣＤＲ２）および配列番号２
のアミノ酸８９～９７（ＣＤＲ３）を含む。その抗体の軽鎖の可変領域は、配列番号２の
アミノ酸１～１０７を含み得るか、またはそれからなり得る。その抗体の軽鎖は、配列番
号２を含み得るか、またはそれからなり得る。
【０１４３】
　いくつかの実施形態において、上記ヒトモノクローナル抗体は、標識されている。いく
つかの例において、その標識は、蛍光標識、酵素標識または放射性標識である。
【０１４４】
　上記モノクローナル抗体は、任意のアイソタイプであり得る。そのモノクローナル抗体
は、例えば、ＩｇＡ、ＩｇＭまたはＩｇＧ抗体（例えば、ＩｇＧ１またはＩｇＧ２）であ
り得る。エンドプラスミンに特異的に結合する抗体のクラスは、別のクラスにスイッチさ
れ得る。１つの態様において、ＶＬまたはＶＨをコードする核酸分子は、それぞれ軽鎖ま
たは重鎖の定常領域をコードするいかなる核酸配列も含まないように、当該分野で周知の
方法を用いて単離される。次いで、ＶＬまたはＶＨをコードする核酸分子は、異なるクラ
スの免疫グロブリン分子由来のＣＬまたはＣＨをコードする核酸配列に作動可能に連結さ
れる。これは、当該分野で公知であるように、ＣＬまたはＣＨ鎖を含むベクターまたは核
酸分子を用いて達成され得る。例えば、本来ＩｇＭだったエンドプラスミンに特異的に結
合する抗体が、ＩｇＧにクラススイッチされ得る。クラススイッチは、１つのＩｇＧサブ
クラスを別のサブクラスに（例えば、ＩｇＧ１からＩｇＧ２に）変換するために使用され
得る。
【０１４５】
　完全ヒトモノクローナル抗体は、ヒトフレームワーク領域を含む。そのヒトフレームワ
ーク領域は、配列番号１または配列番号２（これらの配列は、ＣＤＲ配列ならびにフレー
ムワーク配列を含む）の一方または両方に開示されるフレームワーク領域を含み得る。し
かしながら、それらのフレームワーク領域は、別の起源由来であることもできる。使用さ
れ得るフレームワーク配列の追加の例としては、本明細書中に参考として援用されるＰＣ
Ｔ公開番号ＷＯ２００６／０７４０７１（例えば、配列番号１～１６を参照のこと）に開
示されている重鎖および軽鎖のアミノ酸フレームワーク配列が挙げられる。
【０１４６】
　重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含み、エンドプラスミン上のエピトープ決定基に結
合する抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖおよびＦｖ）が、
本開示によって包含される。これらの抗体フラグメントは、その抗原、すなわち、ヒトエ
ンドプラスミンに特異的に結合する能力を保持し、ゆえに、それは、抗原結合フラグメン
トである。これらのフラグメントとしては：
（１）Ｆａｂ（抗体分子の一価の抗原結合フラグメントを含み、ホール抗体をパパイン酵
素で消化することによって作製され、インタクトな軽鎖および一方の重鎖の一部をもたら
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すことができる、フラグメント）；
（２）Ｆａｂ’（抗体分子のこのフラグメントは、ホール抗体をペプシンで処理した後、
還元することにより得られ、インタクトな軽鎖および重鎖の一部をもたらすことができる
；抗体分子１つあたり２つのＦａｂ’フラグメントが得られる）；
（３）（Ｆａｂ’）２（ホール抗体をペプシン酵素で処理することによって（その後の還
元は行わない）得ることができる、抗体のフラグメント；Ｆ（ａｂ’）２は、２つのジス
ルフィド結合によって保持される２つのＦａｂ’フラグメントの二量体である）；
（４）Ｆｖ（２本の鎖として発現される軽鎖の可変領域および重鎖の可変領域を含む遺伝
的に操作されたフラグメント）；および
（５）単鎖抗体（例えば、ｓｃＦｖ）（遺伝的に融合された一本鎖分子として、好適なポ
リペプチドリンカーによって連結された軽鎖の可変領域、重鎖の可変領域を含む、遺伝的
に操作された分子として定義される）
（６）単鎖抗体の二量体（ｓｃＦＶ２）（ｓｃＦＶの二量体として定義され、これは「ミ
ニ抗体」とも呼ばれる）
が挙げられる。
【０１４７】
　これらのフラグメントを作製する方法は、当該分野で公知である（例えば、Ｈａｒｌｏ
ｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，１９８８を参照のこと）。
【０１４８】
　実施形態のさらなる群において、上記抗体は、代表的には、約２５ｋＤａであり、各重
鎖および各軽鎖あたり３つのＣＤＲとともに完全な抗原結合部位を含む、Ｆｖ抗体である
。これらの抗体を作製するために、ＶＨおよびＶＬは、宿主細胞において２つの個別の核
酸構築物から発現され得る。ＶＨおよびＶＬは、隣接せずに発現される場合、Ｆｖ抗体の
鎖は、代表的には、非共有結合性の相互作用によって保持される。しかしながら、これら
の鎖は、希釈されると解離する傾向があるので、グルタルアルデヒド、分子間ジスルフィ
ドまたはペプチドリンカーによってそれらの鎖を架橋する方法が開発されている。したが
って、１つの例において、Ｆｖは、ジスルフィド安定化Ｆｖ（ｄｓＦｖ）であり得、ここ
で、重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、ジスルフィド結合によって化学的に連結されて
いる。
【０１４９】
　追加の例において、Ｆｖフラグメントは、ペプチドリンカーによって接続されたＶＨ鎖
およびＶＬ鎖を含む。これらの単鎖抗原結合タンパク質（ｓｃＦｖ）は、オリゴヌクレオ
チドによって接続されたＶＨドメインおよびＶＬドメインをコードするＤＮＡ配列を含む
構造遺伝子を構築することによって調製される。その構造遺伝子は、発現ベクターに挿入
され、それは、続いて大腸菌などの宿主細胞に導入される。その組換え宿主細胞は、２つ
のＶドメインを橋架けするリンカーペプチドを有する単一のポリペプチド鎖を合成する。
ｓｃＦｖを作製するための方法は、当該分野で公知である（Ｗｈｉｔｌｏｗら、Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ：ａ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ
，Ｖｏｌ．２，９７頁，１９９１；Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３，１９
８８；米国特許第４，９４６，７７８号；Ｐａｃｋら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
１１：１２７１，１９９３；およびＳａｎｄｈｕ，前出を参照のこと）。単鎖抗体の二量
体（ｓｃＦＶ２）もまた企図される。
【０１５０】
　抗体フラグメントは、抗体のタンパク分解性加水分解によって、またはそのフラグメン
トをコードするＤＮＡの大腸菌内での発現によって、調製され得る。抗体フラグメントは
、従来の方法によるホール抗体のペプシン消化またはパパイン消化によって得ることがで
きる。例えば、抗体フラグメントは、ペプシンによる抗体の酵素的切断によって生成され
、それにより、Ｆ（ａｂ’）２と表される５Ｓフラグメントがもたらされ得る。このフラ
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グメントは、チオール還元剤、および必要に応じて、ジスルフィド結合の切断から生じる
スルフヒドリル基に対するブロック基を用いてさらに切断され、それにより、３．５Ｓ　
Ｆａｂ’一価フラグメントがもたらされ得る。あるいは、ペプシンを用いた酵素的切断は
、２つの一価Ｆａｂ’フラグメントおよびＦｃフラグメントを直接生成する（米国特許第
４，０３６，９４５号および米国特許第４，３３１，６４７号ならびにそれらに含まれて
いる参考文献；Ｎｉｓｏｎｈｏｆｆら、Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．８
９：２３０，１９６０；Ｐｏｒｔｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．７３：１１９，１９５９；
Ｅｄｅｌｍａｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１，４２２
頁，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９６７；ならびにＣｏｌｉｇａｎらの２．８．１
－２．８．１０および２．１０．１－２．１０．４項を参照のこと）。
【０１５１】
　それらのフラグメントが、インタクトな抗体によって認識される抗原に結合する限り、
抗体を切断する他の方法（例えば、一価の軽鎖－重鎖フラグメントを形成する重鎖の分離
、フラグメントのさらなる切断、または他の酵素的、化学的もしくは遺伝的手法）も使用
してよい。
【０１５２】
　当業者は、ヒトエンドプラスミンに特異的に結合する抗体の保存的バリアントが作製さ
れ得ることを了解する。ｄｓＦｖフラグメントまたはｓｃＦｖフラグメントなどの抗体フ
ラグメントにおいて使用されるそのような保存的バリアントは、正しいフォールディング
およびＶＨ領域とＶＬ領域との間の安定化のために必要とされる不可欠なアミノ酸残基を
保持し、その分子の低ｐＩおよび低毒性を保つために残基の電荷特性を保持する。収量を
高めるために、アミノ酸置換（例えば、多くとも１つ、多くとも２つ、多くとも３つ、多
くとも４つ、または多くとも５つのアミノ酸置換）が、ＶＨおよびＶＬ領域において行わ
れ得る。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的アミノ酸置換表は、当業者に周知であ
る。以下の６つの群が、互いに保存的置換であると考えられるアミノ酸の例である：
１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。
【０１５３】
　ＩＶ．治療用部分および診断用部分における使用
　ヒトエンドプラスミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその機能的フ
ラグメントは、治療方法および診断方法（例えば、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮
癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がんの処置および検出のた
めの方法）において使用され得る。治療的に使用する場合、それらの方法は、メラノーマ
、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵
がん（例えば、膵臓腺癌）の処置などのために、エンドプラスミンに特異的に結合する治
療有効量の抗体またはその抗原結合フラグメントを被験体に投与する工程を包含し得る。
【０１５４】
　いくつかの実施形態において、本明細書中に記載されるヒトモノクローナル抗体または
その抗原結合フラグメントは、治療薬に結合体化され得る。免疫結合体としては、抗体へ
の治療薬の共有結合が存在する分子が挙げられるが、これらに限定されない。治療薬は、
特定の標的分子または標的分子を有する細胞に向けられた特定の生物学的活性を有する薬
剤である。当業者は、治療薬が、様々な薬物（例えば、ビンブラスチン、ダウノマイシン
など）、細胞毒（例えば、天然のまたは改変されたＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ外毒素または
ジフテリア毒素）、それ自体が薬理学的組成物を含む被包剤（例えば、リポソーム）、放
射性物質（例えば、１２５Ｉ、３２Ｐ、１４Ｃ、３Ｈおよび３５Ｓ）ならびに他の標識、
標的部分およびリガンドを含み得ることを認識する。
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【０１５５】
　本明細書中に記載されるエンドプラスミン特異的ヒトモノクローナル抗体およびその抗
原結合フラグメントと共に毒素を使用することにより、免疫毒素が作製され得る。例示的
な毒素としては、リシン、アブリン、ジフテリア毒素およびそのサブユニット、ならびに
ボツリヌス毒素Ａ～Ｆが挙げられる。これらの毒素は、商業的供給源（例えば、Ｓｉｇｍ
ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から容易に入手可能
である。企図される毒素には、本明細書中に記載される毒素のバリアントも含まれる（例
えば、米国特許第５，０７９，１６３号および同第４，６８９，４０１号を参照のこと参
照のこと）。１つの実施形態において、毒素は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ外毒素（ＰＥ）
（米国特許第５，６０２，０９５号）である。本明細書中で使用されるとき、「Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ外毒素」とは、天然の（天然に存在する）完全長ＰＥまたは改変されたＰ
Ｅのことを指す。そのような改変としては、ドメインＩａの除去、ドメインＩｂ、ＩＩお
よびＩＩＩにおける様々なアミノ酸欠失、単一アミノ酸置換、ならびにカルボキシル末端
における１つ以上の配列の付加が挙げられ得るが、これらに限定されない（例えば、Ｓｉ
ｅｇａｌｌら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：１４２５６－１４２６１，１９８９を
参照のこと）。１つの実施形態において、ＰＥの細胞傷害性フラグメントは、天然のＰＥ
の少なくとも５０％、少なくとも７５％、少なくとも９０％または少なくとも９５％の細
胞傷害性を保持する。いくつかの例において、その細胞傷害性フラグメントは、天然のＰ
Ｅよりも毒性である。
【０１５６】
　天然のＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ外毒素Ａ（ＰＥ）は、真核細胞におけるタンパク質合成
を阻害する、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａによって分泌される極めて
活性な単量体タンパク質（分子量６６ｋＤ）である。ＰＥの作用方法は、伸長因子２（Ｅ
Ｆ－２）のＡＤＰ－リボシル化の不活性化である。その外毒素は、細胞傷害性を引き起こ
すように協調する３つの構造ドメインを含む。ドメイン１ａは、細胞結合を媒介する。ド
メインＩＩは、サイトゾルへの移行に関与し、ドメインＩＩＩは、伸長因子２のＡＤＰリ
ボシル化を媒介する。ドメインＩｂの機能は、不明である。本明細書中に記載されるモノ
クローナル抗体とともに使用されるＰＥには、天然の配列、天然の配列の細胞傷害性フラ
グメント、ならびに天然のＰＥの保存的に改変されたバリアントおよびその細胞傷害性フ
ラグメントが含まれ得る。ＰＥの細胞傷害性フラグメントには、標的細胞におけるその後
のタンパク分解性プロセシングまたは他のプロセシングありまたはなしで細胞傷害性であ
るフラグメントが含まれる。ＰＥの細胞傷害性フラグメントには、ＰＥ４０、ＰＥ３８お
よびＰＥ３５が含まれる。ＰＥおよびそのバリアントのさらなる説明については、例えば
、米国特許第４，８９２，８２７号；同第５，５１２，６５８号；同第５，６０２，０９
５号；同第５，６０８，０３９号；同第５，８２１，２３８号；および同第５，８５４，
０４４号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／５１６４３；Ｐａｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：３３５８－３３６２，１９９１；Ｋｏｎｄｏら、Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：９４７０－９４７５，１９８８；Ｐａｓｔａｎら、Ｂｉｏｃｈ
ｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１３３３：Ｃ１－Ｃ６，１９９７（これらの各々が、
本明細書中で参考として援用される）を参照のこと。
【０１５７】
　本明細書中に記載される抗体およびその抗原結合フラグメントは、任意の数の異なる診
断用化合物または治療用化合物を、表面上にエンドプラスミンを発現している細胞に標的
化するためにも使用され得る。したがって、本開示の抗体は、細胞表面エンドプラスミン
を発現している細胞に直接送達されるべき薬物に直接またはリンカーを介して結合され得
る。治療薬としては、核酸、タンパク質、ペプチド、アミノ酸もしくは誘導体、糖タンパ
ク質、放射性同位体、脂質、炭水化物または組換えウイルスのような化合物が挙げられる
。核酸の治療用部分および診断用部分には、アンチセンス核酸、一本鎖または二重鎖ＤＮ
Ａとの共有結合性架橋用の誘導体化オリゴヌクレオチド、および三重鎖形成オリゴヌクレ
オチドが含まれる。
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【０１５８】
　あるいは、抗エンドプラスミン抗体に連結される分子は、被包系（例えば、治療用組成
物（例えば、薬物、核酸（例えば、アンチセンス核酸）を含むリポソームまたはミセル）
、または好ましくは循環系への直接的な露出を遮蔽された別の治療用部分）であり得る。
抗体に結合されたリポソームを調製する手段は、当業者に周知である（例えば、米国特許
第４，９５７，７３５号；Ｃｏｎｎｏｒら、Ｐｈａｒｍ．Ｔｈｅｒ．２８：３４１－３６
５，１９８５を参照のこと）。
【０１５９】
　本明細書中に開示される抗体は、さらなる治療薬に結合体化され得、そして／または逐
次投与もしくは同時投与を用いて追加の薬剤（ａｄｄｉｔｉｏｎ　ａｇｅｎｔ）とともに
使用され得る。特定の治療薬の選択は、特定の標的分子または標的細胞、および所望の生
物学的作用に依存する。したがって、例えば、その治療薬は、特定の標的細胞の死をもた
らすために使用される細胞毒であり得る。逆に、非致死性の生物学的応答の惹起が望まれ
る場合、その治療薬は、非致死性の薬理学的物質、または非致死性の薬理学的物質を含む
リポソームに結合体化され得る。
【０１６０】
　上記治療薬は、サイトカインまたはケモカインでもあり得る。「サイトカイン」は、細
胞間のメディエーターとして別の細胞に作用する、１つの細胞集団によって放出されるタ
ンパク質またはペプチドのクラスである。サイトカインは、免疫調節物質として作用し得
る。サイトカインの例としては、リンフォカイン、モノカイン、成長因子および従来のポ
リペプチドホルモンが挙げられる。したがって、実施形態は、インターフェロン（例えば
、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－βおよびＩＦＮ－γ）；腫瘍壊死因子スーパーファミリー（ＴＮ
ＦＳＦ）メンバー；ヒト成長ホルモン；チロキシン；インスリン；プロインスリン；レラ
キシン；プロレラキシン；卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）；甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）
；黄体形成ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子；プロスタグランジン、線維芽細胞成長因子
；プロラクチン；胎盤性ラクトーゲン、ＯＢタンパク質；ＴＮＦ－α；ＴＮＦ－β；イン
テグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ－βなどの神経成長因子；血小板成長因
子；ＴＧＦ－α；ＴＧＦ－β；インスリン様成長因子－Ｉおよび－ＩＩ；エリトロポイエ
チン（ＥＰＯ）；マクロファージ－ＣＳＦ（Ｍ－ＣＳＦ）などのコロニー刺激因子（ＣＳ
Ｆ）；顆粒球－マクロファージ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；ならびに顆粒球－ＣＳＦ（Ｇ
－ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬ－１～ＩＬ－２１）、ｋｉｔ－リガンドもしくはＦ
ＬＴ－３、アンジオスタチン、トロンボスポンジンまたはエンドスタチンを利用する。こ
れらのサイトカインには、天然の起源由来または組換え細胞培養物由来のタンパク質、お
よび天然配列のサイトカインの生物学的に活性な等価物が含まれる。
【０１６１】
　ケモカインもまた、本明細書中に開示される抗体に結合体化され得る。ケモカインは、
主に化学誘引物質および特定の白血球細胞サブタイプのアクチベーターとして作用する小
型（およそ約４～約１４ｋＤａ）の誘導性の分泌型炎症促進性サイトカインのスーパーフ
ァミリーである。ケモカインの産生は、炎症性サイトカイン、成長因子および病原性の刺
激物によって誘導される。ケモカインタンパク質は、保存されたアミノ酸配列モチーフに
基づいてサブファミリー（アルファ、ベータおよびデルタ）に分けられ、アミノ末端に隣
接する最初の２つのシステインの位置に基づいて４つの高度に保存された群（ＣＸＣ、Ｃ
Ｃ、ＣおよびＣＸ３Ｃ）に分類される。現在までに、５０を超えるケモカインが発見され
ており、少なくとも１８個のヒト７回膜貫通ドメイン（７ＴＭ）ケモカインレセプターが
存在する。有用なケモカインとしては、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＡＦ、ＭＣＰ－１およびフラ
クタルカインが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６２】
　上記治療薬は、化学療法因子であり得る。１つの実施形態において、その化学療法因子
は、放射性分子である。当業者は、有用な化学療法因子を容易に特定することができる（
例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅ
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ｄｉｃｉｎｅ，１４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎにおけるＳｌａｐａｋ　ａｎｄ　Ｋｕｆｅ，Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｃｈａｐｔｅｒ　８６；Ａ
ｂｅｌｏｆｆ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　２ｎｄ　ｅｄ．，（著作権）２０
００　Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，ＩｎｃにおけるＰｅｒｒｙら、Ｃ
ｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，Ｃｈ．１７；Ｂａｌｔｚｅｒ　Ｌ．，Ｂｅｒｋｅｒｙ　Ｒ．（
ｅｄｓ）：Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　Ｐｏｃｋｅｔ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ
ｐｙ，２ｎｄ　ｅｄ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９９５；
Ｆｉｓｃｈｅｒ　ＤＳ，Ｋｎｏｂｆ　ＭＦ，Ｄｕｒｉｖａｇｅ　ＨＪ（ｅｄｓ）：Ｔｈｅ
　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，４ｔｈ　ｅｄ．Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏｓｂｙ－Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ，１９９３を参照のこと）。化学療法因子
には、当業者に公知であるもの（５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、アザチオプリン、
シクロパミン、シクロホスファミド、代謝拮抗物質（例えば、フルダラビン）、抗悪性腫
瘍薬（例えば、エトポシド、ドキソルビシン、メトトレキサートおよびビンクリスチン）
、カルボプラチン、シスプラチン、ダカルバジン、テモゾロミド、ＰＡＲＰインヒビター
およびタキサン（例えば、タキソール）が挙げられるがこれらに限定されない）が含まれ
る。ラパマイシンもまた、化学療法因子として使用されている。
【０１６３】
　エフェクター分子（例えば、放射性ヌクレオチド、サイトカイン、ケモカインおよび化
学療法因子であるがこれらに限定されない）は、当業者に公知の任意の数の手段を用いて
、目的の抗体に連結され得る。共有結合性の結合手段と非共有結合性の結合手段の両方を
使用してよい。エフェクター分子を抗体に結合させるための手順は、エフェクターの化学
構造に応じて変化する。ポリペプチドは、代表的には、抗体上の好適な官能基との反応の
ために利用可能な種々の官能基；例えば、カルボン酸（ＣＯＯＨ）、遊離アミン（－ＮＨ

２）またはスルフヒドリル（－ＳＨ）基を含み、それにより、エフェクター分子の結合が
もたらされる。あるいは、抗体は、さらなる反応性の官能基を露出するためにまたは結合
するために誘導体化される。その誘導体化は、いくつかのリンカー分子（例えば、Ｐｉｅ
ｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬから入手可能なも
の）のうちのいずれかの結合を含み得る。そのリンカーは、抗体をエフェクター分子に接
続するために使用される任意の分子であり得る。そのリンカーは、抗体とエフェクター分
子の両方と共有結合を形成することができる。好適なリンカーは、当業者に周知であり、
それらとしては、直鎖もしくは分枝鎖の炭素リンカー、複素環式炭素リンカーまたはペプ
チドリンカーが挙げられるが、これらに限定されない。抗体およびエフェクター分子がポ
リペプチドである場合、リンカーは、その側基を介して（例えば、システインとのジスル
フィド結合を介して）、構成要素であるアミノ酸に、または末端のアミノ酸のアルファ炭
素アミノ基およびカルボキシル基に、接続され得る。
【０１６４】
　いくつかの状況では、免疫結合体がその標的部位に達したときに、エフェクター分子が
抗体から取り除かれることが望ましい。それゆえ、これらの状況では、免疫結合体は、標
的部位の近傍で切断可能な結合を含む。抗体からエフェクター分子を放出するリンカーの
切断は、酵素活性、または免疫結合体が標的細胞内もしくは標的部位の近傍において供さ
れる条件によって促され得る。
【０１６５】
　種々の放射性診断化合物、放射性治療化合物、標識（例えば、酵素または蛍光分子）薬
物、毒素、ポリペプチドおよび他の物質を抗体に結合させることについて報告されている
多数の方法に照らして、当業者は、所与の物質を抗体または他のポリペプチドに結合させ
るために適した方法を決定することができる。
【０１６６】
　本明細書中に開示されるエンドプラスミンに特異的に結合する抗体または抗体フラグメ
ントは、誘導体化され得るか、または別の分子（例えば、別のペプチドまたはタンパク質
）に連結され得る。一般に、それらの抗体またはその一部は、エンドプラスミンへの結合
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が誘導体化または標識によって悪影響を受けないように、誘導体化される。例えば、その
抗体は、１つ以上の他の分子実体（例えば、別の抗体（例えば、二重特異性抗体またはダ
イアボディ）、検出物質、医薬品、および／またはその抗体もしくは抗体部分と別の分子
（例えば、ストレプトアビジンコア領域またはポリヒスチジンタグ）との会合を媒介し得
るタンパク質もしくはペプチドに機能的に連結され得る（化学的結合、遺伝的融合、非共
有結合性会合またはその他によって）。
【０１６７】
　誘導体化抗体の１タイプは、２つ以上の抗体（二重特異性抗体を作製するような、同じ
タイプまたは異なるタイプの抗体）を架橋することによって作製される。好適な架橋剤と
しては、適切なスペーサーによって分離された２つの識別可能で反応性の基を有するヘテ
ロ二官能性である架橋剤（例えば、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシン
イミドエステル）、またはホモ二官能性である架橋剤（例えば、ジスクシンイミジルスベ
レート）が挙げられる。そのようなリンカーは、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌから入手可能である。
【０１６８】
　エンドプラスミンを検出するための方法（エンドプラスミンを発現している細胞（例え
ば、メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵
巣がんまたは膵がんの細胞）を検出するための方法を含む）が、本明細書中に提供される
。これらの方法は、被験体由来のサンプルを、本明細書中に開示されるようなエンドプラ
スミンに特異的に結合する抗体またはその抗原結合フラグメントと接触させる工程を包含
し得る。その方法は、原発腫瘍を検出するために使用され得るか、または転移を検出する
ために使用され得る。
【０１６９】
　いくつかの実施形態において、被験体におけるがんを検出するためまたはがんの診断を
確認するための方法が提供される。その方法は、被験体由来の生物学的サンプルを、エン
ドプラスミンに特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合フラグメントと接触
させる工程、および単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント
とサンプルとの結合を検出する工程を包含する。単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合フラグメントとコントロールサンプルとの結合と比較したときの、単離さ
れたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントと上記サンプルとの結合の
増加は、その被験体におけるがんを検出するか、またはその被験体におけるがんの診断を
確認する。そのコントロールは、がんを有しないと判明している被験体由来のサンプル、
または標準的な値であり得る。
【０１７０】
　上記サンプルは、任意のサンプルであり得、それらとしては、バイオプシー、オートプ
シーおよび病理検体由来の組織が挙げられるがこれらに限定されない。生物学的サンプル
には、組織の切片、例えば、組織学的目的のために採取された凍結切片も含まれる。生物
学的サンプルには、さらに、血液、血清、血漿、痰および髄液などの体液が含まれる。
【０１７１】
　いくつかの実施形態において、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体（一次抗
体（ｆｉｒｓｔ　ａｎｔｉｂｏｄｙ））は、標識されておらず、エンドプラスミンに特異
的に結合する抗体に結合し得る二次抗体または他の分子が、標識されている。当業者に周
知であるように、特定の種およびクラスの一次抗体に特異的に結合できる二次抗体が選択
される。例えば、一次抗体がヒトＩｇＧである場合、二次抗体は、抗ヒトＩｇＧであり得
る。抗体に結合し得る他の分子としては、プロテインＡおよびプロテインＧ（この両方と
もが商業的に入手可能である）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１７２】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはその抗原結合フラグメントは、検
出可能な部分で標識され得る。有用な検出物質としては、フルオレセイン、フルオレセイ
ンイソチオシアネート、ローダミン、５－ジメチルアミン－１－ナフタレンスルホニル（
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ｎａｐｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ）クロリド、フィコエリトリン、ランタニド燐光
体などをはじめとした蛍光性の化合物が挙げられる。ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク
質（ＧＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）などの生物発光マーカーもまた有用である
。抗体は、検出に有用な酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダ
ーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキシダーゼなど）でも標
識され得る。抗体が検出可能な酵素で標識されるとき、識別され得る反応産物を産生する
ためにその酵素が使用する追加の試薬を加えることによってその抗体は検出され得る。例
えば、西洋ワサビペルオキシダーゼという物質が存在するとき、過酸化水素およびジアミ
ノベンジジンを加えることにより、視覚的に検出可能な有色の反応産物がもたらされる。
抗体は、ビオチンでも標識され得、そしてそれは、アビジンまたはストレプトアビジンの
結合を間接的に測定することによって検出され得る。アビジン自体が、酵素または蛍光標
識で標識され得ることに注意すべきである。
【０１７３】
　抗体は、ガドリニウムなどの磁性物質で標識され得る。抗体は、ランタニド（例えば、
ユウロピウムおよびジスプロシウム）およびマンガンでも標識され得る。超常磁性酸化鉄
などの常磁性粒子もまた、標識として有用である。抗体は、二次レポーターによって認識
される所定のポリペプチドエピトープ（例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体に対
する結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ）でも標識され得る。いくつかの実施
形態において、標識は、潜在的な立体障害を減少させるために様々な長さのスペーサーア
ームによって結合される。
【０１７４】
　抗体は、放射標識されたアミノ酸でも標識され得る。その放射標識は、診断目的と治療
目的の両方のために使用され得る。例えば、その放射標識は、Ｘ線、発光スペクトル、磁
気共鳴画像法（ＭＲＩ）、コンピュータ（ｃｏｍｍｕｔｅｄ）断層撮影（ＣＴ）スキャン
、ポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）または他の診断法によって、エンドプラスミンを検
出するために使用され得る。ポリペプチドに対する標識の例としては、以下の放射性同位
体または放射性ヌクレオチド：３５Ｓ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、１９Ｆ、９９

ｍＴｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、１５Ｎ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎおよび１２５

Ｉが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７５】
　また、抗体は、化学基（例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、メチル基もしく
はエチル基または炭水化物基）を用いて誘導体化され得る。これらの基は、その抗体の生
物学的特徴を改善するため（例えば、血清半減期を延長するため、または組織結合性を高
めるため）に有用であり得る。
【０１７６】
　また、本明細書中に記載される抗体は、検出可能な標識に共有結合的または非共有結合
的に連結され得る。そのように使用するのに適した検出可能な標識には、分光学的、光化
学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的な手段によって検出可能な任
意の組成物が含まれる。有用な標識としては、磁気ビーズ、蛍光色素（例えば、フルオレ
セインイソチオシアネート、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質など）、
放射標識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３２Ｐ）、酵素（例えば、西
洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼおよびＥＬＩＳＡにおいて通常使用
されるその他のもの）および比色標識（例えば、コロイド金または色ガラス）、またはプ
ラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックスなど）のビーズが挙げ
られる。これらの抗体は、蛍光励起細胞分取（ＦＡＣＳ）、免疫組織化学、放射免疫アッ
セイ（ＲＩＡ）および酵素結合免疫吸着測定法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂａｎｔ　ａｓｓａｙｓ）（ＥＬＩＳＡ）をはじめとした種々のイムノアッセ
イにおいて使用され得る。
【０１７７】
　そのような標識を検出する手段は、当業者に周知である。したがって、例えば、放射標
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は、光検出器を用いて検出されることにより、放射された照度が検出され得る。酵素標識
は、代表的には、その酵素に基質を提供し、その基質に対する酵素の作用によって産生さ
れた反応産物を検出することによって検出され、比色標識は、単純に有色の標識を可視化
することによって検出される。
【０１７８】
　１つの実施形態において、血液サンプルなどの生物学的サンプル中のエンドプラスミン
を検出するためのキットが提供される。ポリペプチドを検出するためのキットは、代表的
には、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体（例えば、本明細書中に開示される
抗体のいずれか）を備える。いくつかの実施形態において、Ｆｖフラグメントなどの抗体
フラグメントが、そのキットに含められる。インビボで使用するために、その抗体は、ｓ
ｃＦｖフラグメントであり得る。さらなる実施形態において、その抗体は、標識されてい
る（例えば、蛍光標識、放射標識または酵素標識で）。
【０１７９】
　１つの実施形態において、キットは、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体を使用
する手段を開示している指示材料を備える。その指示材料は、書面、電子的形態（例えば
、コンピュータディスケットまたはコンパクトディスク）、または視覚によるもの（例え
ば、ビデオファイル）であり得る。そのキットは、そのキットが意図されている特定の用
途を容易にする追加の構成要素も備え得る。したがって、例えば、そのキットは、標識を
検出する手段（例えば、酵素標識に対する酵素基質、蛍光標識を検出するためのフィルタ
ーセット、二次抗体などの適切な二次標識など）をさらに備え得る。そのキットは、特定
の方法を実施するために日常的に使用されるバッファーおよび他の試薬をさらに備え得る
。そのようなキットおよび適切な内容物は、当業者に周知である。
【０１８０】
　１つの実施形態において、診断キットは、イムノアッセイを含む。イムノアッセイの詳
細は、使用される特定の形式によって変化し得るが、生物学的サンプル中のエンドプラス
ミンを検出する方法は、通常、免疫学的に反応性の条件下でエンドプラスミンと特異的に
反応する抗体とその生物学的サンプルとを接触させる工程を包含する。その抗体は、免疫
学的に反応性の条件下で特異的に結合することが可能になることで免疫複合体を形成し、
その免疫複合体（結合した抗体）の存在が、直接または間接的に検出される。
【０１８１】
　Ｖ．エンドプラスミン抗体のポリヌクレオチドおよびポリペプチド
　本明細書中に提供されるポリペプチド（抗体、その抗原結合フラグメント、免疫結合体
および融合タンパク質を含むがこれらに限定されない）をコードする核酸分子（ポリヌク
レオチドとも称される）は、本明細書中に提供されるアミノ酸配列、当該分野において入
手可能な配列および遺伝暗号を用いて、当業者によって容易に作製され得る。さらに、当
業者は、機能的に等価な核酸（例えば、配列が異なるが同じエフェクター分子または抗体
配列をコードする核酸）を含む種々のクローンを容易に構築することができる。したがっ
て、抗体、結合体および融合タンパク質をコードする核酸が、本明細書中に提供される。
【０１８２】
　いくつかの実施形態において、エンドプラスミンヒトモノクローナル抗体は、配列番号
３を含むヌクレオチド配列によってコードされるＶＨドメインを有する。いくつかの実施
形態において、エンドプラスミンヒトモノクローナル抗体は、配列番号４を含むヌクレオ
チド配列によってコードされるＶＬドメインを有する。例示的な核酸配列は、下記に提供
される：
【０１８３】
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【化５】

【０１８４】
【化６】

【０１８５】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはエンドプラスミンに特異的に結合
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するその抗原結合フラグメントをコードする核酸配列は、例えば、適切な配列のクローニ
ング、またはＮａｒａｎｇら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０－９９，１９７９
のホスホトリエステル法；Ｂｒｏｗｎら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９－１
５１，１９７９のホスホジエステル法；Ｂｅａｕｃａｇｅら、Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔ．２
２：１８５９－１８６２，１９８１のジエチルホスホルアミダイト法；例えば、Ｎｅｅｄ
ｈａｍ－ＶａｎＤｅｖａｎｔｅｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：６１５９－
６１６８，１９８４に記載されているように、例えば自動合成装置を用いた、Ｂｅａｕｃ
ａｇｅ＆Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔｓ．２２（２０）：１８５９－１８
６２，１９８１に記載されている固相ホスホルアミダイトトリエステル法；および米国特
許第４，４５８，０６６号の固体支持体法などの方法による直接的な化学的合成を含む任
意の好適な方法によって調製され得る。化学的合成は、一本鎖のオリゴヌクレオチドを生
成する。これは、相補的な配列とのハイブリダイゼーション、またはその一本鎖を鋳型と
して使用してＤＮＡポリメラーゼを用いた重合によって二本鎖ＤＮＡに変換され得る。当
業者は、ＤＮＡの化学的合成が、通常、約１００塩基の配列に限定されるが、それより長
い配列は、より短い配列のライゲーションによって得られる場合があることを認識するこ
とになる。
【０１８６】
　エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはエンドプラスミンに特異的に結合
するその機能的フラグメントをコードする例示的な核酸は、クローニング法によって調製
され得る。適切なクローニング法および配列決定法の例、ならびに多くのクローニングの
実施を通じて当業者を導くのに十分な指示は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出、Ｂｅｒｇｅｒ
　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ（ｅｄｓ．），前出およびＡｕｓｕｂｅｌ，前出に見られる。生
物学的試薬および実験機器の製造者からの製品情報もまた、有用な情報を提供する。その
ような製造者としては、ＳＩＧＭＡ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓａｉｎｔ　
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）、Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ　Ａｍｅｒｓｈａｍ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）、ＣＬＯＮＴＥＣＨ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）、Ｃｈｅｍ　Ｇｅ
ｎｅｓ　Ｃｏｒｐ．、Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｌｗａ
ｕｋｅｅ，ＷＩ）、Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．、ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ　Ｌｉ
ｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）、Ｆｌ
ｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｃａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｋａ　Ａｎａｌｙｔｉｋａ（Ｆｌｕｋａ　Ｃ
ｈｅｍｉｅ　ＡＧ，Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃ
ａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）およびＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　
Ｃｉｔｙ，ＣＡ）ならびに当業者に公知の他の多くの商業的供給源が挙げられる。
【０１８７】
　天然のエフェクター分子（ＥＭ）または抗エンドプラスミン抗体をコードする核酸は、
本開示のＥＭ、抗体または免疫結合体を形成するために改変され得る。部位特異的変異誘
発による改変が、当該分野で周知である。核酸は、増幅法によっても調製され得る。増幅
法としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写ベー
スの増幅系（ＴＡＳ）、自家持続配列複製法（３ＳＲ）が挙げられる。多種多様のクロー
ニング法、宿主細胞およびインビトロ増幅法が、当業者に周知である。
【０１８８】
　１つの実施形態において、免疫結合体は、ヒトエンドプラスミン特異的モノクローナル
抗体またはその抗原結合フラグメントをコードするｃＤＮＡを、ＥＭをコードするｃＤＮ
Ａを含むベクターに挿入することによって調製される。その挿入は、その抗体およびＥＭ
が、機能的な抗体領域および機能的なＥＭ領域を含む１つの連続したポリペプチドとして
インフレームで読まれるように、行われる。１つの実施形態において、ＥＭ、標識または
酵素をコードするｃＤＮＡは、そのＥＭ、標識または酵素が抗体のカルボキシル末端に配
置されるように、その抗体にライゲートされる。別の実施形態において、そのＥＭ、標識
または酵素は、抗体のアミノ末端に配置される。別の例では、ＥＭ、標識または酵素をコ
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ードするｃＤＮＡは、そのＥＭ、標識または酵素が重鎖可変領域のカルボキシル末端に配
置されるように、抗体の重鎖可変領域にライゲートされる。続いて、その重鎖可変領域は
、ジスルフィド結合を用いてその抗体の軽鎖可変領域にライゲートされ得る。なおも別の
例では、ＥＭ、標識または酵素をコードするｃＤＮＡは、そのＥＭ、標識または酵素が軽
鎖可変領域のカルボキシル末端に配置されるように、抗体の軽鎖可変領域にライゲートさ
れる。続いて、その軽鎖可変領域は、ジスルフィド結合を用いてその抗体の重鎖可変領域
にライゲートされ得る。
【０１８９】
　いったん、ＥＭ、抗エンドプラスミン抗体、その抗原結合フラグメントまたは免疫結合
体をコードする核酸が単離され、クローニングされると、組換え的に操作された細胞（例
えば、細菌、植物、酵母、昆虫および哺乳動物の細胞）において所望のタンパク質が発現
され得る。当業者は、大腸菌、他の細菌宿主、酵母および様々な高等真核細胞（例えば、
ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＨｅＬａおよびミエローマ細胞株）を含む、タンパク質の発現のために
利用可能な数多くの発現系に精通していると予想される。
【０１９０】
　上記抗体またはそのフラグメントをコードする１つ以上のＤＮＡ配列は、好適な宿主細
胞にＤＮＡを移行させることによってインビトロにおいて発現され得る。その細胞は、原
核生物または真核生物の細胞であり得る。その用語は、対象の宿主細胞の任意の子孫も包
含する。複製中に生じる変異が存在し得るので、すべての子孫が親細胞と同一でない可能
性があることが理解される。安定的な移行（外来ＤＮＡが宿主において持続的に維持され
ることを意味する）の方法は、当該分野で公知である。目的の抗体を発現するハイブリド
ーマもまた、本開示によって包含される。
【０１９１】
　本明細書中に記載される単離された抗体および抗体フラグメントをコードする核酸の発
現は、ＤＮＡまたはｃＤＮＡを異種プロモーター（構成的または誘導性である）に作動可
能に連結した後、それを発現カセットに組み込むことによって達成され得る。それらのカ
セットは、原核生物または真核生物における複製および組み込みに好適であり得る。代表
的な発現カセットは、上記タンパク質をコードするＤＮＡの発現の制御に有用な特定の配
列を含む。例えば、その発現カセットは、適切なプロモーター、エンハンサー、転写ター
ミネーターおよび翻訳ターミネーター、開始配列、タンパク質をコードする遺伝子の前に
存在する開始コドン（すなわち、ＡＴＧ）、イントロンに対するスプライシングシグナル
、ｍＲＮＡの適正な翻訳を可能にするその遺伝子の正しい読み枠の維持、および終止コド
ンを含み得る。
【０１９２】
　クローニングされた遺伝子の高レベルの発現を得るために、転写を指示する強力なプロ
モーター、翻訳開始のためのリボソーム結合部位、および転写／翻訳ターミネーターを最
低限含む発現カセットを構築することが望ましい。大腸菌の場合、これは、プロモーター
（例えば、Ｔ７、ｔｒｐ、ｌａｃまたはラムダプロモーター）、リボソーム結合部位、お
よび好ましくは転写終結シグナルを含む。真核細胞の場合、調節配列は、例えば、免疫グ
ロブリン遺伝子、ＳＶ４０またはサイトメガロウイルスに由来する、プロモーターおよび
／またはエンハンサー、ならびにポリアデニル化配列を含み得、さらにスプライスドナー
配列およびアクセプター配列を含み得る。上記カセットは、周知の方法（例えば、大腸菌
の場合は形質転換またはエレクトロポレーション、および哺乳動物細胞の場合はリン酸カ
ルシウム処理、エレクトロポレーションまたはリポフェクション）によって、選択された
宿主細胞に移入され得る。それらのカセットによって形質転換された細胞は、そのカセッ
トに含まれる遺伝子（例えば、ａｍｐ、ｇｐｔ、ｎｅｏおよびｈｙｇ遺伝子）によって付
与された抗生物質に対するｍによって選択され得る。
【０１９３】
　宿主が真核生物であるとき、上記のようなリン酸カルシウム共沈物としてのＤＮＡのト
ランスフェクションの方法、従来の機械的手順（例えば、マイクロインジェクション、エ
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レクトロポレーション、リポソームに包まれたプラスミドの挿入）またはウイルスベクタ
ーが使用され得る。また、真核細胞は、抗体、標識された抗体またはその抗原結合フラグ
メントをコードするポリヌクレオチド配列と、選択可能な表現型をコードする第２の外来
ＤＮＡ分子（例えば、単純ヘルペスチミジンキナーゼ遺伝子）とで共形質転換され得る。
別の方法は、真核生物ウイルスベクター（例えば、サルウイルス４０（ＳＶ４０）または
ウシパピローマウイルス）を使用することにより、真核細胞を一過性に感染させるかまた
は形質転換し、タンパク質を発現させる（例えば、Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　Ｖｉｒａｌ　
Ｖｅｃｔｏｒｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｇｌ
ｕｚｍａｎ　ｅｄ．，１９８２を参照のこと）。当業者は、発現系（例えば、高等真核細
胞（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＨｅＬａおよびミエローマ細胞株）を含む細胞においてタ
ンパク質を産生する際に有用なプラスミドおよびベクター）を容易に使用することができ
る。
【０１９４】
　本明細書中に記載されるポリペプチド（すなわち、ヒトエンドプラスミン特異的モノク
ローナル抗体またはその抗体を含む免疫結合体）をコードする核酸に対して、その生物学
的活性を低下させずに、改変が行われ得る。いくつかの改変は、標的化分子のクローニン
グ、発現または融合タンパク質への組み込みを促進するように行われ得る。そのような改
変は、当業者に周知であり、それらとしては、例えば、終止コドン、開始部位を提供する
ためにアミノ末端に付加されるメチオニン、好都合に配置される制限酵素認識部位を作製
するためにいずれかの末端に配置される追加のアミノ酸、または精製工程において役立つ
追加のアミノ酸（例えば、ポリＨｉｓ）が挙げられる。組換え法に加えて、本開示の免疫
結合体、エフェクター部分および抗体は、当該分野で周知の標準的なペプチド合成法を用
いることによっても、全体的にまたは部分的に構築され得る。
【０１９５】
　組換え免疫結合体、抗体および／またはエフェクター分子は、いったん発現されると、
当該分野の標準的な手順（硫酸アンモニウム沈殿、アフィニティーカラム、カラムクロマ
トグラフィーなどを含む）に従って精製され得る（Ｒ．Ｓｃｏｐｅｓ，ＰＲＯＴＥＩＮ　
ＰＵＲＩＦＩＣＡＴＩＯＮ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．，１９８２を広
く参照のこと）。その抗体、免疫結合体およびエフェクター分子は、１００％純粋である
必要はない。いったん、要望どおり部分的にまたは均一に（治療的に使用される場合）精
製されると、そのポリペプチドは、エンドトキシンを実質的に含むべきでない。
【０１９６】
　大腸菌などの細菌から単鎖抗体を発現するための方法および／または適切な活性型（単
鎖抗体を含む）にリフォールディングする方法は、報告されており、周知であり、本明細
書中に開示される抗体に適用可能である。Ｂｕｃｈｎｅｒら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．２０５：２６３－２７０，１９９２；Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　９：５４５，１９９１；Ｈｕｓｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５，１９８９
およびＷａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４，１９８９（すべてが本明細書中で参
考として援用される）を参照のこと。
【０１９７】
　しばしば、大腸菌または他の細菌由来の機能的な異種タンパク質が、封入体から単離さ
れるが、それは、強力な変性剤を用いた可溶化およびその後のリフォールディングを必要
とする。当該分野で周知であるように、ジスルフィド結合を切り離すためには、可溶化工
程中に還元剤が存在しなければならない。還元剤を含む例示的な緩衝液は：０．１Ｍ　Ｔ
ｒｉｓ　ｐＨ８、６Ｍグアニジン、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．３Ｍ　ＤＴＥ（ジチオエリト
リトール）である。ジスルフィド結合の再酸化は、Ｓａｘｅｎａら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　９：５０１５－５０２１，１９７０（本明細書中で参考として援用される）に記
載されているように、また、特に、Ｂｕｃｈｎｅｒら、前出に記載されているように、還
元型および酸化型の低分子量チオール試薬の存在下において生じ得る。
【０１９８】
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　再生は、代表的には、変性され還元されたタンパク質をリフォールディング緩衝液に希
釈すること（例えば、１００倍）によって達成される。例示的な緩衝液は、０．１Ｍ　Ｔ
ｒｉｓ，ｐＨ８．０、０．５Ｍ　Ｌ－アルギニン、８ｍＭ酸化型グルタチオン（ＧＳＳＧ
）および２ｍＭ　ＥＤＴＡである。
【０１９９】
　２本鎖抗体（ｔｗｏ　ｃｈａｉｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）精製プロトコルに対する変法と
して、重鎖領域および軽鎖領域は、別々に可溶化され、還元され、次いで、リフォールデ
ィング溶液中で混和される。これらの２つのタンパク質が、一方のタンパク質が他方に対
して５倍モル過剰であることを超えないようなモル比で混合されるとき、例示的な収量が
得られる。酸化還元シャフリングが完了した後、過剰な酸化型グルタチオンまたは他の低
分子量の酸化化合物が、リフォールディング溶液に加えられ得る。
【０２００】
　組換え法に加えて、本明細書中に開示される抗体、標識抗体およびそれらの抗原結合フ
ラグメントは、標準的なペプチド合成法を用いることによっても、全体的にまたは部分的
に構築され得る。約５０アミノ酸長未満のポリペプチドの固相合成は、その配列のＣ末端
のアミノ酸を不溶性の支持体に結合させた後、その配列における残りのアミノ酸を逐次的
に付加することによって、達成され得る。固相合成のための手法は、Ｂａｒａｎｙ＆Ｍｅ
ｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
，Ｂｉｏｌｏｇｙ．Ｖｏｌ．２：Ｓｐｅｃｉａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｐａｒｔ　Ａ．ｐｐ．３－２８４；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄら、
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５６，１９６３およびＳｔｅｗａｒ
ｔら、Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，２ｎｄ　ｅｄ．
，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌ．，１９８４に記載され
ている。より長いタンパク質は、より短いフラグメントのアミノ末端とカルボキシル末端
との縮合によって合成され得る。カルボキシル末端の活性化によってペプチド結合を形成
する方法（例えば、結合試薬Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド（ｄｉｃｙｌｏ
ｈｅｘｙｌｃａｒｂｏｄｉｍｉｄｅ）を使用することによる方法）は、当該分野で周知で
ある。
【０２０１】
　ＶＩ．組成物および治療方法
　キャリア、およびエンドプラスミンに特異的に結合する抗体またはエンドプラスミンに
特異的に結合するその抗原結合フラグメントの１つ以上を含む組成物が本明細書中に提供
される。免疫結合体または免疫毒素を含む組成物も提供される。それらの組成物は、被験
体に投与するための単位剤形で調製され得る。投与の量およびタイミングは、所望の目的
を達成するために、処置している医師の判断による。その抗体は、全身性投与または局所
（例えば、腫瘍内）投与のために製剤化され得る。１つの例において、エンドプラスミン
に特異的に結合する抗体は、静脈内投与などの非経口投与のために製剤化される。
【０２０２】
　投与するための組成物は、水性キャリアなどの薬学的に許容され得るキャリアに溶解さ
れた、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体（またはエンドプラスミンに特異的に結
合するその機能的フラグメント）の溶液を含み得る。種々の水性キャリア、例えば、緩衝
食塩水などが使用され得る。これらの溶液は、滅菌されており、通常、望ましくない物質
を含まない。これらの組成物は、従来の周知の滅菌法によって滅菌され得る。それらの組
成物は、生理学的条件に近づけるために必要とされる薬学的に許容され得る補助物質、例
えば、ｐＨ調整剤および緩衝剤、毒性調整剤など、例えば、酢酸ナトリウム、塩化ナトリ
ウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなどを含み得る。これらの製剤に
おける抗体の濃度は、広く変動し得、選択される特定の投与様式および被験体の要望に従
って、主に液量、粘度、体重などに基づいて選択され得る。
【０２０３】
　静脈内投与用の代表的な薬学的組成物は、１日あたり被験体１人あたり約０．１～１０
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ｍｇの抗体を含む。特に、その薬剤が隔離された部位に投与される場合、および循環系ま
たはリンパ系（例えば、体腔または器官の管腔）に投与されない場合、１日あたり被験体
１人あたり０．１から約１００ｍｇまでの投薬量が使用され得る。投与可能な組成物を調
製するための実際の方法は、当業者に公知であるかまたは明らかであり、Ｒｅｍｉｎｇｔ
ｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃ
ｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ（１９９５）のような
刊行物に詳細に記載されている。
【０２０４】
　抗体は、凍結乾燥された形態で提供され得、投与前に滅菌水で再水和され得るが、それ
らは、既知濃度の滅菌された溶液としても提供される。次いで、その抗体溶液は、０．９
％塩化ナトリウム，ＵＳＰを含む輸液バッグに加えられ、そして代表的には、０．５～１
５ｍｇ／ｋｇ体重の投与量で投与される。１９９７年のＲＩＴＵＸＡＮ（登録商標）の承
認以来、米国で販売されている抗体薬の投与について当該分野においてかなりの経験が入
手可能である。抗体は、静脈内プッシュまたはボーラスではなく緩徐な注入によって投与
され得る。１つの例において、より多い負荷用量が投与され、続いて、低レベルの維持用
量が投与される。例えば、４ｍｇ／ｋｇという最初の負荷用量が、およそ９０分間にわた
って注入された後、先の用量が十分に許容されていた場合、４～８週間にわたって１週間
に１回、２ｍｇ／ｋｇという維持用量が、３０分間にわたって注入され得る。
【０２０５】
　エンドプラスミンに特異的に結合する抗体（もしくはその抗原結合フラグメントまたは
それらの免疫結合体）は、がん細胞などの細胞の成長を遅延させるためまたは阻害するた
めに投与され得る。これらの用途において、治療有効量の抗体が、がん細胞の成長、複製
もしくは転移を阻害するのに十分な量、またはがんの徴候もしくは症状を阻害するのに十
分な量で被験体に投与される。いくつかの実施形態において、それらの抗体は、転移の発
生を阻害するためもしくは予防するために、または転移（ｍｅｔａｓａｓｅｓ）（例えば
、微小転移、例えば、領域リンパ節への微小転移）のサイズもしくは数を減少させるため
に、被験体に投与される（Ｇｏｔｏら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１４（１１）
：３４０１－３４０７，２００８）。
【０２０６】
　好適な被験体には、エンドプラスミンを発現するがん（例えば、メラノーマ、乳がん、
頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がんである
がこれらに限定されない）と診断された被験体が含まれ得る。ヒトエンドプラスミン特異
的抗体の治療有効量は、その疾患の重症度および患者の全体的な健康状態に依存する。そ
の抗体の治療有効量は、症状（複数可）の主観的な軽減、または臨床医もしくは他の資格
のある観察者が注目したときに客観的に識別可能な改善を提供する量である。これらの組
成物は、別の化学療法因子と併せて、同時にまたは逐次的に投与され得る。
【０２０７】
　現在、多くの化学療法因子が当該分野で公知である。１つの実施形態において、その化
学療法因子は、有糸分裂インヒビター、アルキル化剤、抗代謝産物、挿入性抗生物質、成
長因子インヒビター、細胞周期インヒビター、酵素、トポイソメラーゼインヒビター、抗
生存剤（ａｎｔｉ－ｓｕｒｖｉｖａｌ　ａｇｅｎｔｓ）、生物学的応答変更物質、抗ホル
モン剤、例えば、抗アンドロゲン剤、および抗血管新生剤からなる群から選択される。
【０２０８】
　抗血管新生剤（例えば、ＭＭＰ－２（マトリックス－メタロプロテイナーゼ２）インヒ
ビター、ＭＭＰ－９（マトリックス－メタロプロテイナーゼ９）インヒビターおよびＣＯ
Ｘ－ＩＩ（シクロオキシゲナーゼＩＩ）インヒビター）が、本発明の化合物とともに使用
され得る。有用なＣＯＸ－ＩＩインヒビターの例としては、ＣＥＬＥＢＲＥＸＴＭ（セレ
コキシブ（ａｌｅｃｏｘｉｂ））、バルデコキシブおよびロフェコキシブが挙げられる。
有用なマトリックスメタロプロテイナーゼインヒビターの例は、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９６
／３３１７２（１９９６年１０月２４日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９６／２７５８３（
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１９９６年３月７日公開）、欧州特許出願番号９７３０４９７１．１（１９９７年７月８
日出願）、欧州特許出願番号９９３０８６１７．２（１９９９年１０月２９日出願）、Ｐ
ＣＴ公開番号ＷＯ９８／０７６９７（１９９８年２月２６日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ
９８／０３５１６（１９９８年１月２９日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／３４９１８
（１９９８年８月１３日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／３４９１５（１９９８年８月
１３日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／３３７６８（１９９８年８月６日公開）、ＰＣ
Ｔ公開番号ＷＯ９８／３０５６６（１９９８年７月１６日公開）、欧州特許公開６０６，
０４６（１９９４年７月１３日公開）、欧州特許公開９３１，７８８（１９９９年７月２
８日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９０／０５７１９（１９９０年５月３１日公開）、ＰＣ
Ｔ公開番号ＷＯ９９／５２９１０（１９９９年１０月２１日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ
９９／５２８８９（１９９９年１０月２１日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／２９６６
７（１９９９年６月１７日公開）、ＰＣＴ国際出願番号ＰＣＴ／ＩＢ９８／０１１１３（
１９９８年７月２１日出願）、欧州特許出願番号９９３０２２３２．１（１９９９年３月
２５日出願）、米国特許第５，８６３，９４９号（１９９９年１月２６日発行）、米国特
許第５，８６１，５１０号（１９９９年１月１９日発行）および欧州特許公開７８０，３
８６（１９９７年６月２５日公開）に記載されている。１つの例において、上記ＭＭＰイ
ンヒビターは、投与しても関節痛を誘導しない。別の例では、上記ＭＭＰインヒビターは
、他のマトリックス－メタロプロテイナーゼ（例えば、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ
－４、ＭＭＰ－５、ＭＭＰ－６、ＭＭＰ－７、ＭＭＰ－８、ＭＭＰ－１０、ＭＭＰ－１１
、ＭＭＰ－１２およびＭＭＰ－１３）と比べてＭＭＰ－２および／またはＭＭＰ－９を選
択的に阻害する。有用なＭＭＰインヒビターのいくつかの特定の例は、ＡＧ－３３４０、
ＲＯ３２－３５５５、ＲＳ１３－０８３０、３－［［４－（４－フルオロ－フェノキシ）
－ベンゼンスルホニル］－（１－ヒドロキシカルバモイル－シクロペンチル）－アミノ］
－プロピオン酸；３－エキソ－３－［４－（４－フルオロ－フェノキシ）－ベンゼンスル
ホニルアミノ］－８－オキサ－ビシクロ［３．２．１］オクタン－３－カルボン酸ヒドロ
キシアミド；（２Ｒ，３Ｒ）１－［４－（２－クロロ－４－フルオロ－ベンジルオキシ）
－ベンゼンスルホニル］－３－ヒドロキシ－３－メチル－ピペリジン－２－カルボン酸ヒ
ドロキシアミド；４－［４－（４－フルオロ－フェノキシ）－ベンゼンスルホニルアミノ
］－テトラヒドロ－ピラン－４－カルボン酸ヒドロキシアミド；３－［［４－（４－フル
オロ－フェノキシ）－ベンゼンスルホニル］－（１－ヒドロキシカルバモイル－シクロブ
チル）－アミノ］－プロピオン酸；４－［４－（４－クロロ－フェノキシ）－ベンゼンス
ルホニルアミノ］－テトラヒドロ－ピラン－４－カルボン酸ヒドロキシアミド；（Ｒ）３
－［４－（４－クロロ－フェノキシ）－ベンゼンスルホニルアミノ］－テトラヒドロ－ピ
ラン－３－カルボン酸ヒドロキシアミド；（２Ｒ，３Ｒ）１－［４－（４－フルオロ－２
－メチル－ベンジルオキシ）－ベンゼンスルホニル］－３－ヒドロキシ－３－メチル－ピ
ペリジン－２－カルボン酸ヒドロキシアミド；３－［［４－（４－フルオロ－フェノキシ
）－ベンゼンスルホニル］－（１－ヒドロキシカルバモイル－１－メチル－エチル）－ア
ミノ］－プロピオン酸；３－［［４－（４－フルオロ－フェノキシ）－ベンゼンスルホニ
ル］－（４－ヒドロキシカルバモイル－テトラヒドロ－ピラン－４－イル）－アミノ］－
プロピオン酸；３－エキソ－３－［４－（４－クロロ－フェノキシ）－ベンゼンスルホニ
ルアミノ］－８－オキサビシクロ（ｏｘａｉｃｙｃｌｏ）［３．２．１］オクタン－３－
カルボン酸ヒドロキシアミド；３－エンド－３－［４－（４－フルオロ－フェノキシ）－
ベンゼンスルホニルアミノ］－８－オキサ－ビシクロ（ｉｃｙｃｌｏ）［３．２．１］オ
クタン－３－カルボン酸ヒドロキシアミド；および（Ｒ）３－［４－（４－フルオロ－フ
ェノキシ）－ベンゼンスルホニルアミノ］－テトラヒドロ－フラン－３－カルボン酸ヒド
ロキシアミド；ならびに前記化合物の薬学的に許容され得る塩および溶媒和化合物である
。
【０２０９】
　エンドプラスミンに特異的に結合する抗体はまた、シグナル伝達インヒビター（例えば
、ＥＧＦ－Ｒ（上皮成長因子レセプター）応答を阻害し得る物質、例えば、ＥＧＦ－Ｒ抗



(56) JP 2015-38143 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

体、ＥＧＦ抗体、およびＥＧＦ－Ｒインヒビターである分子；ＶＥＧＦ（血管内皮成長因
子）インヒビター、例えば、ＶＥＧＦレセプターおよびＶＥＧＦを阻害し得る分子；なら
びにｅｒｂＢ２レセプターインヒビター、例えば、ｅｒｂＢ２レセプターに結合する有機
分子または抗体、例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮＴＭ（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．））
とともに使用され得る。ＥＧＦ－Ｒインヒビターは、例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９５／
１９９７０（１９９５年７月２７日公開）、ＷＯ９８／１４４５１（１９９８年４月９日
公開）、ＷＯ９８／０２４３４（１９９８年１月２２日公開）および米国特許第５，７４
７，４９８号（１９９８年５月５日発行）に記載されている。ＥＧＦＲ阻害物質としては
、モノクローナル抗体Ｃ２２５および抗ＥＧＦＲ　２２Ｍａｂ（ＩｍＣｌｏｎｅ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ）、ＡＢＸ－ＥＧＦ（Ａｂｇｅｎｉｘ／Ｃｅｌｌ　
Ｇｅｎｅｓｙｓ）、ＥＭＤ－７２００（Ｍｅｒｃｋ　ＫｇａＡ）、ＥＭＤ－５５９０（Ｍ
ｅｒｃｋ　ＫｇａＡ）、ＭＤＸ－４４７／Ｈ－４７７（Ｍｅｄａｒｅｘ　Ｉｎｃ．および
Ｍｅｒｃｋ　ＫｇａＡ）、ならびに化合物ＺＤ－１８３４、ＺＤ－１８３８およびＺＤ－
１８３９（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）、ＰＫＩ－１６６（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）、ＰＫＩ－
１６６／ＣＧＰ－７５１６６（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）、ＰＴＫ７８７（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）
、ＣＰ７０１（Ｃｅｐｈａｌｏｎ）、レフルノミド（Ｐｈａｒｍａｃｉａ／Ｓｕｇｅｎ）
、Ｃｌ－１０３３（Ｗａｒｎｅｒ　Ｌａｍｂｅｒｔ　Ｐａｒｋｅ　Ｄａｖｉｓ）、Ｃｌ－
１０３３／ＰＤ１８３，８０５（Ｗａｒｎｅｒ　Ｌａｍｂｅｒｔ　Ｐａｒｋｅ　Ｄａｖｉ
ｓ）、ＣＬ－３８７，７８５（Ｗｙｅｔｈ－Ａｙｅｒｓｔ）、ＢＢＲ－１６１１（Ｂｏｅ
ｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　ＧｍｂＨ／Ｒｏｃｈｅ）、Ｎａａｍｉｄｉｎｅ　Ａ
（Ｂｒｉｓｔｏｌ　Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）、ＲＣ－３９４０－ＩＩ（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ）、ＢＩＢＸ－１３８２（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ）、ＯＬＸ
－１０３（Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ．）、ＶＲＣＴＣ－３１０（Ｖｅｎｔｅｃｈ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ）、ＥＧＦ融合毒素（Ｓｅｒａｇｅｎ　Ｉｎｃ．）、ＤＡＢ－３８９（Ｓｅｒａｇｅ
ｎ／Ｌｉｌｇａｎｄ）、ＺＭ－２５２８０８（Ｉｍｐｅｒｉａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　Ｆｕｎｄ）、ＲＧ－５０８６４（ＩＮＳＥＲＭ）、ＬＦＭ－Ａ１２（Ｐａｒ
ｋｅｒ　Ｈｕｇｈｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ）、ＷＨＩ－Ｐ９７（Ｐａｒｋｅｒ
　Ｈｕｇｈｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ）、ＧＷ－２８２９７４（Ｇｌａｘｏ）、
ＫＴ－８３９１（Ｋｙｏｗａ　Ｈａｋｋｏ）およびＥＧＦ－Ｒ　Ｖａｃｃｉｎｅ（Ｙｏｒ
ｋ　Ｍｅｄｉｃａｌ／Ｃｅｎｔｒｏ　ｄｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉａ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ（ＣＩＭ））も挙げられるが、これらに限定されない。
【０２１０】
　ＶＥＧＦインヒビター、例えば、ＳＵ－５４１６およびＳＵ－６６６８（Ｓｕｇｅｎ　
Ｉｎｃ．）、ＳＨ－２６８（Ｓｃｈｅｒｉｎｇ）ならびにＮＸ－１８３８（ＮｅＸｓｔａ
ｒ）もまた、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体とともに使用され得る。ＶＥＧＦ
インヒビターは、例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／２４４４０（１９９９年５月２０日
公開）、ＰＣＴ国際出願ＰＣＴ／ＩＢ９９／００７９７（１９９９年５月３日出願）、Ｐ
ＣＴ公開番号ＷＯ９５／２１６１３（１９９５年８月１７日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ
９９／６１４２２（１９９９年１２月２日公開）、米国特許第５，８３４，５０４号（１
９９８年１１月１０日発行）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／５０３５６（１９９８年１１月
１２日公開）、米国特許第５，８８３，１１３号（１９９９年３月１６日発行）、米国特
許第５，８８６，０２０号（１９９９年３月２３日発行）、米国特許第５，７９２，７８
３号（１９９８年８月１１日発行）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／１０３４９（１９９９年
３月４日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９７／３２８５６（１９９７年９月１２日公開）、
ＰＣＴ公開番号ＷＯ９７／２２５９６（１９９７年６月２６日公開）、ＰＣＴ公開番号Ｗ
Ｏ９８／５４０９３（１９９８年１２月３日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／０２４３
８（１９９８年１月２２日公開）、ＷＯ９９／１６７５５（１９９９年４月８日公開）お
よびＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／０２４３７（１９９８年１月２２日公開）に記載されてい
る。いくつかの特定のＶＥＧＦインヒビターの他の例は、ＩＭ８６２（Ｃｙｔｒａｎ　Ｉ
ｎｃ．）；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．の抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体；ならびにＲ
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ｉｂｏｚｙｍｅおよびＣｈｉｒｏｎ製の合成リボザイムであるアンギオザイム（ａｎｇｉ
ｏｚｙｍｅ）である。これらのおよび他のＶＥＧＦインヒビターが、エンドプラスミンに
特異的に結合する抗体とともに使用され得る。
【０２１１】
　ＥｒｂＢ２レセプターインヒビター（例えば、ＧＷ－２８２９７４（Ｇｌａｘｏ　Ｗｅ
ｌｌｃｏｍｅ　ｐｉｃ）ならびにモノクローナル抗体ＡＲ－２０９（Ａｒｏｎｅｘ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．）および２Ｂ－１（Ｃｈｉｒｏｎ））、例えば、
ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／０２４３４（１９９８年１月２２日公開）、ＰＣＴ公開番号Ｗ
Ｏ９９／３５１４６（１９９９年７月１５日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／３５１３
２（１９９９年７月１５日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９８／０２４３７（１９９８年１
月２２日公開）、ＰＣＴ公開番号ＷＯ９７／１３７６０（１９９７年４月１７日公開）、
ＰＣＴ公開番号ＷＯ９５／１９９７０（１９９５年７月２７日公開）、米国特許第５，５
８７，４５８号（１９９６年１２月２４日発行）および米国特許第５，８７７，３０５号
（１９９９年３月２日発行）に示されているものは、本発明の化合物とさらに併用され得
る。有用なＥｒｂＢ２レセプターインヒビターは、１９９９年１月２７日出願の米国仮出
願番号６０／１１７，３４１および１９９９年１月２７日出願の米国仮出願番号６０／１
１７，３４６にも記載されている。
【０２１２】
　エンドプラスミンに特異的に結合する抗体（またはその抗原結合フラグメント）は、サ
イトカインもしくはケモカインとともに使用され得、そして／またはそれらに結合体化さ
れ得るか、あるいはサイトカインもしくはケモカインに結合体化され得る。例示的なサイ
トカインとしては、インターフェロン（ＩＦＮ）（例えば、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－βおよ
びＩＦＮ－γ）；腫瘍壊死因子スーパーファミリー（ＴＮＦＳＦ）メンバー；ヒト成長ホ
ルモン；チロキシン；インスリン；プロインスリン；レラキシン；プロレラキシン；卵胞
刺激ホルモン（ＦＳＨ）；甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）；黄体形成ホルモン（ＬＨ）；
肝臓成長因子；プロスタグランジン、線維芽細胞成長因子；プロラクチン；胎盤性ラクト
ーゲン、ＯＢタンパク質；腫瘍壊死因子（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｉｏ
ｎ）（ＴＮＦ）－α；ＴＮＦ－β；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；神経成
長因子（ＮＧＦ）、例えば、ＮＧＦ－β；血小板成長因子；トランスフォーミング成長因
子（ＴＧＦ）－α；ＴＧＦ－β；インスリン様成長因子－Ｉおよび－ＩＩ；エリトロポイ
エチン（ＥＰＯ）；コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、例えば、マクロファージ－ＣＳＦ（Ｍ
－ＣＳＦ）；顆粒球－マクロファージ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；および顆粒球－ＣＳＦ
（Ｇ－ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬ－１～ＩＬ－２１）、ｋｉｔ－リガンドまたは
ＦＬＴ－３、アンジオスタチン、トロンボスポンジンならびにエンドスタチンが挙げられ
るが、これらに限定されない。好適なケモカインとしては、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＡＦ、Ｍ
ＣＰ－１およびフラクタルカインが挙げられるが、これらに限定されない。
【０２１３】
　メラノーマなどのがんを処置する場合、本明細書中に開示される抗体は、外科的処置、
または別の治療薬（ダカルバジン（ＤＴＩＣとも呼ばれる）、テモゾロミド、ＰＡＲＰイ
ンヒビターまたはインターロイキン－２（ＩＬ－２）もしくはインターフェロン、例えば
、インターフェロン（ＩＦＮ）、あるいはこれらの薬剤の組み合わせを含む）とともに使
用され得る。表在型メラノーマの処置の場合、それらの抗体は、イミキモドとともに使用
され得る。頭頸部扁平上皮癌の処置の場合、本明細書中に提供される抗体は、外科術、放
射線治療、化学療法、他の抗体（例えば、セツキシマブおよびベバシズマブ）または小分
子治療薬（例えば、エルロチニブ）とともに使用され得る。
【０２１４】
　上記組成物の単回投与または複数回投与は、患者が必要とし、許容する投与量および頻
度に応じて投与される。いかなる事象においても、その組成物は、患者を効率的に処置す
るのに十分な量の本明細書中に開示される少なくとも１つの抗体（またはその抗原結合フ
ラグメント）を提供するべきである。その投与量は、１回投与され得るが、治療結果が達
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成されるまでまたは副作用が治療の中止の根拠となるまで周期的に適用され得る。１つの
例において、ある用量の抗体が、１日おきに３０分間注入される。この例では、約１～約
１０用量が、投与され得る（例えば、３または６用量が１日おきに投与され得る）。さら
なる例では、約５～約１０日間にわたって持続注入が行われる。所望の治療結果が達成さ
れるまで、被験体は、毎月などの一定間隔で処置され得る。一般に、その用量は、患者に
対して許容できない毒性をもたらさずに、疾患の症状または徴候を処置するかまたは回復
させるのに十分である。
【０２１５】
　制御放出の非経口製剤が、埋没物、油性注射剤または微粒子系として作製され得る。タ
ンパク質送達系の概観については、本明細書中で参考として援用されるＢａｎｇａ，Ａ．
Ｊ．，Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｆｏｒ
ｍｕｌａｔｉｏｎ，Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
，Ｔｅｃｈｎｏｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．，Ｌａｎｃａ
ｓｔｅｒ，ＰＡ，（１９９５）を参照のこと。微粒子系には、ミクロスフェア、微小粒子
、マイクロカプセル、ナノカプセル、ナノスフェアおよびナノ粒子が含まれる。マイクロ
カプセルは、細胞毒または薬物などの治療用タンパク質を中央のコアとして含む。ミクロ
スフェアでは、治療薬は、粒子全体に分散されている。約１μｍより小さい粒子、ミクロ
スフェアおよびマイクロカプセルは、一般にそれぞれナノ粒子、ナノスフェアおよびナノ
カプセルと称される。毛細血管は、およそ５μｍの直径を有するので、ナノ粒子だけが静
脈内に投与される。微小粒子は、代表的には、直径がおよそ１００μｍであり、皮下また
は筋肉内に投与される。例えば、Ｋｒｅｕｔｅｒ，Ｊ．，Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｋｒｅｕｔｅｒ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄ
ｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ，ｐｐ．２１９－３４２（１９９４）；
およびＴｉｃｅ＆Ｔａｂｉｂｉ，Ｔｒｅａｔｉｓｅ　ｏｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，Ａ．Ｋｙｄｏｎｉｅｕｓ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ，ｐｐ．３１５－３３９，（１９９２）（その両方
が本明細書中で参考として援用される）を参照のこと。
【０２１６】
　本明細書中に開示される抗体組成物のイオン制御放出のために、ポリマーが使用され得
る。制御された薬物送達において使用するための様々な分解可能および分解不可能な重合
体マトリックスが当該分野で公知である（Ｌａｎｇｅｒ，Ａｃｃｏｕｎｔｓ　Ｃｈｅｍ．
Ｒｅｓ．２６：５３７－５４２，１９９３）。例えば、ブロック共重合体であるポロキサ
マー（ｐｏｌａｘａｍｅｒ）４０７は、低温では粘稠性であるが流動性の液体として存在
するが、体温では半固体のゲルを形成する。それは、組換えインターロイキン－２および
ウレアーゼの製剤化および持続性送達にとって有効なビヒクルであると示されている（Ｊ
ｏｈｎｓｔｏｎら、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．９：４２５－４３４，１９９２；およびＰｅｃ
ら、Ｊ．Ｐａｒｅｎｔ．Ｓｃｉ．Ｔｅｃｈ．４４（２）：５８－６５，１９９０）。ある
いは、ヒドロキシアパタイトは、タンパク質の制御放出のためのマイクロキャリアとして
使用されている（Ｉｊｎｔｅｍａら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．１１２：２１５－２２４
，１９９４）。さらに別の態様では、リポソームは、脂質のカプセルに入っている薬物の
制御放出ならびに薬物標的化のために使用される（Ｂｅｔａｇｅｒｉら、Ｌｉｐｏｓｏｍ
ｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｔｅｃｈｎｏｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｉｎｃ．，Ｌａｎｃａｓｔｅｒ，ＰＡ（１９９３））。治療用タンパ
ク質の制御された送達のためのさらなる系が数多く知られている（米国特許第５，０５５
，３０３号；米国特許第５，１８８，８３７号；米国特許第４，２３５，８７１号；米国
特許第４，５０１，７２８号；米国特許第４，８３７，０２８号；米国特許第４，９５７
，７３５号；米国特許第５，０１９，３６９号；米国特許第５，０５５，３０３号；米国
特許第５，５１４，６７０号；米国特許第５，４１３，７９７号；米国特許第５，２６８
，１６４号；米国特許第５，００４，６９７号；米国特許第４，９０２，５０５号；米国
特許第５，５０６，２０６号；米国特許第５，２７１，９６１号；米国特許第５，２５４
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，３４２号および米国特許第５，５３４，４９６号を参照のこと）。
【０２１７】
　エフェクター分子に共有結合的に連結された、エンドプラスミンに特異的に結合する完
全ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、放射免疫療法または放射
免疫ガイド下手術をはじめとした種々の目的のために使用され得る。例えば、エンドプラ
スミン抗体は、放射性同位元素に連結され得、そしてエンドプラスミンを発現している腫
瘍を処置する免疫療法において使用され得る。放射性同位元素に共有結合的に連結された
ヒトエンドプラスミン抗体は、放射免疫ガイド下手術において腫瘍の位置を突き止めるた
めに有用であり、その結果、その腫瘍を外科的に除去することができる。１つの実施形態
において、約１０ｍＣｉの放射標識されたヒトエンドプラスミンモノクローナル抗体が、
被験体に投与される。他の実施形態において、約１５ｍＣｉ、約２０ｍＣｉ、約５０ｍＣ
ｉ、約７５ｍＣｉまたは約１００ｍＣｉの放射標識されたヒトエンドプラスミンモノクロ
ーナル抗体が、被験体に投与される。他の実施形態において、約１００ｍＣｉ～約１００
ｍＣｉの放射標識された（ｒａｄｉｏｌａｂｌｅｄ）ヒトエンドプラスミンモノクローナ
ル抗体が、被験体に投与される。
【０２１８】
　被験体における腫瘍をインビボで検出する方法は、放射性同位元素などのエフェクター
分子と複合体化された、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはその抗原結
合フラグメントの投与を包含する。投与された放射標識抗体が腫瘍に局在化するのを可能
にするのに十分な時間が経過した後、その腫瘍は検出される。１つの特定の非限定的な例
において、放射標識された免疫複合体は、手持ち式のガンマ検出プローブを用いて検出さ
れる。いくつかの実施形態において、その腫瘍は、ＭＲＩ、ＣＴスキャンまたはＰＥＴス
キャンによって検出される。エンドプラスミンを発現している原発腫瘍、転移した腫瘍ま
たは細胞が検出され得る。例えば、放射性同位元素などのエフェクター分子と複合体化さ
れたヒトエンドプラスミンモノクローナル抗体が、外科術または処置の前に被験体に投与
される。１つの特定の実施形態において、検出工程が外科術の前に行われることにより、
腫瘍の位置が突き止められる。別の実施形態において、検出工程は、放射免疫ガイド下手
術におけるように、外科術中に行われることにより、例えば、腫瘍の位置が検出された後
、除去される。放射性同位元素などのエフェクター分子と複合体化されたヒトエンドプラ
スミンモノクローナル抗体は、外科術または処置の後にも被験体に投与され得、それによ
り、その処置の有効性が判定される（例えば、腫瘍の完全な除去が保証されるか、または
腫瘍の再発が検出される）。したがって、それらの抗体は、治療薬として（例えば、腫瘍
に対する免疫療法の場合）、または放射免疫ガイド下手術を行うために、有用である。
【０２１９】
　ＶＩ．診断方法およびキット
　エンドプラスミンの発現をインビトロで検出するための方法が本明細書中に提供される
。１つの例において、エンドプラスミンの発現は、生物学的サンプルにおいて検出される
。そのサンプルは、任意のサンプルであり得、それらとしては、バイオプシー、オートプ
シーおよび病理検体由来の組織が挙げられるがこれらに限定されない。生物学的サンプル
には、組織の切片、例えば、組織学的目的のために採取された凍結切片も含まれる。生物
学的サンプルには、さらに、血液、血清、血漿、痰、髄液または尿などの体液が含まれる
。
【０２２０】
　いくつかの実施形態において、悪性病変（例えば、扁平上皮癌（例えば、頭頸部扁平上
皮癌）、メラノーマ、腎がん、肺がん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がん）を
検出するための方法が提供される。エンドプラスミンに特異的に結合する抗体またはその
抗原結合フラグメントは、被験体内のがんを検出するため、または被験体におけるがんの
診断を確認するために、被験体由来の血清サンプル中のエンドプラスミンを検出するため
に使用され得る。それらの抗体は、転移性の病変の元の病変を特定するためにも使用され
得る。
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【０２２１】
　本開示は、生物学的サンプル中のエンドプラスミンを検出するための方法を提供し、こ
こで、その方法は、エンドプラスミンに結合するヒト抗体またはその抗原結合フラグメン
トと生物学的サンプルとを、免疫複合体の形成をもたらす条件下で接触させる工程、およ
びその免疫複合体を検出することにより、その生物学的サンプル中のエンドプラスミンを
検出する工程を包含する。１つの例において、サンプル中のエンドプラスミンの検出は、
被験体が悪性病変を有することを示す。別の例では、サンプル中のエンドプラスミンの検
出は、被験体におけるがんの診断を確認するものである。さらなる例では、エンドプラス
ミンの検出は、転移の存在を確認するかまたは検出するものである。
【０２２２】
　いくつかの実施形態において、エンドプラスミンに特異的に結合する完全ヒトモノクロ
ーナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、被験体内の腫瘍の検出または診断（例え
ば、被験体における腫瘍の診断の確認）のために使用される。他の実施形態において、エ
ンドプラスミンに特異的に結合する完全ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラ
グメントは、治療の有効性を検出するために使用される。例えば、エンドプラスミンを発
現すると知られる悪性病変を有する被験体に治療薬が投与される。その方法は、エンドプ
ラスミンに結合するヒト抗体またはその抗原結合フラグメントと生物学的サンプルとを、
免疫複合体の形成をもたらす条件下で接触させる工程、およびその免疫複合体を検出する
ことにより、生物学的サンプル中のエンドプラスミンを検出する工程を包含し得る。処置
前の被験体由来のサンプルまたは対照基準などのコントロールと比較したときのエンドプ
ラスミンの量の減少は、その治療薬がその悪性病変の処置に有効であることを示す。いく
つかの例において、コントロールと比較したときのエンドプラスミンの量の増加は、その
治療薬がその悪性病変の処置に有効でないことを示す。
【０２２３】
　いくつかの実施形態において、検出は、インビボにおける検出であり得る。エンドプラ
スミンに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、
放射性同位元素と複合体化され得る。投与された放射標識抗体が腫瘍に局在化するのを可
能にするのに十分な時間が経過した後、その腫瘍は、ＭＲＩ、ＣＴスキャンまたはＰＥＴ
スキャンなどによって検出される（上記を参照のこと）。
【０２２４】
　１つの実施形態において、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはその抗
原結合フラグメントは、検出可能な標識で直接標識される。別の実施形態において、エン
ドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはその抗原結合フラグメント（一次抗体）
は、標識されず、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体に結合し得る二次抗体ま
たは他の分子が、標識される。当業者に周知であるように、特定の種およびクラスの一次
抗体に特異的に結合することができる二次抗体が選択される。例えば、一次抗体が、ヒト
ＩｇＧである場合、二次抗体は、抗ヒトＩｇＧであり得る。抗体に結合し得る他の分子と
しては、プロテインＡおよびプロテインＧ（この両方ともが商業的に入手可能である）が
挙げられるがこれらに限定されない。
【０２２５】
　上記抗体または二次抗体に適した標識は、上に記載されており、それらとしては、様々
な酵素、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、磁性物質および放射性材料が挙げられる。好
適な酵素の非限定的な例としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファター
ゼ、ベータ－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙げられる。好適な
補欠分子族複合体の非限定的な例としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジ
ン／ビオチンが挙げられる。好適な蛍光材料の非限定的な例としては、ウンベリフェロン
、フルオレセイン、フルオレ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セイン、塩化ダンシルまたはフィコエリトリンが挙げられる。非限定
的かつ例示的な発光材料は、ルミノールであり；非限定的かつ例示的な磁性物質は、ガド
リニウムであり、非限定的かつ例示的な放射性標識としては、３５Ｓ、１１Ｃ、１３Ｎ、
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１５Ｏ、１８Ｆ、１９Ｆ、９９ｍＴｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、１５Ｎ、９０Ｙ、９９

Ｔｃ、１１１Ｉｎおよび１２５Ｉが挙げられる。
【０２２６】
　代替の実施形態において、エンドプラスミンは、検出可能な物質で標識されたエンドプ
ラスミン標準物質およびエンドプラスミンに特異的に結合する標識されていないヒト抗体
を利用する競合イムノアッセイによって、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得る。
このアッセイでは、生物学的サンプル、標識されたエンドプラスミン標準物質およびエン
ドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体またはその抗原結合フラグメントが混合され、
標識されていない抗体に結合した標識されたエンドプラスミン標準物質の量が測定される
。生物学的サンプル中のエンドプラスミンの量は、エンドプラスミンに特異的に結合する
抗体またはその抗原結合フラグメントに結合した標識されたエンドプラスミン標準物質の
量に反比例する。
【０２２７】
　本明細書中に開示されるイムノアッセイおよび方法は、いくつかの目的のために使用さ
れ得る。１つの実施形態において、エンドプラスミンに特異的に結合するヒト抗体または
その抗原結合フラグメントは、細胞培養物中の細胞内のエンドプラスミンの産生を検出す
るために使用され得る。別の実施形態において、その抗体は、生物学的サンプル中のエン
ドプラスミンの量を検出するために使用され得る。エンドプラスミンの高発現は、いくつ
かのタイプのがん（メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺がん、神経膠腫
、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がんが挙げられるがこれらに限定されない）に関連する。
１つの実施形態において、生物学的サンプル（例えば、血清サンプルまたは組織サンプル
）中のエンドプラスミンを検出するためのキットが提供される。例えば、被験体における
がんの診断を確認するために、組織学的検査用の組織サンプルを得るためにバイオプシー
が行われ得る。あるいは、エンドプラスミンタンパク質の存在を検出するために、血清サ
ンプルを得てもよい。ポリペプチドを検出するためのキットは、代表的には、エンドプラ
スミンに特異的に結合するヒト抗体（例えば、本明細書中に開示される抗体のいずれか）
を備える。いくつかの実施形態において、抗体フラグメント（例えば、Ｆｖフラグメント
もしくはｓｃＦｖまたはＦａｂ）がそのキットに含められる。さらなる実施形態において
、その抗体は、標識される（例えば、蛍光標識、放射性標識または酵素標識で）。
【０２２８】
　１つの実施形態において、キットは、エンドプラスミンに特異的に結合する抗体を使用
する手段を開示している指示材料を備える。その指示材料は、書面、電子的形態（例えば
、コンピュータディスケットまたはコンパクトディスク）、または視覚によるもの（例え
ば、ビデオファイル）であり得る。そのキットは、そのキットが意図されている特定の用
途を容易にする追加の構成要素も備え得る。したがって、例えば、そのキットは、標識を
検出する手段（例えば、酵素標識に対する酵素基質、蛍光標識を検出するためのフィルタ
ーセット、二次抗体などの適切な二次標識など）をさらに備え得る。そのキットは、特定
の方法を実施するために日常的に使用されるバッファーおよび他の試薬をさらに備え得る
。そのようなキットおよび適切な内容物は、当業者に周知である。
【０２２９】
　１つの実施形態において、診断キットは、イムノアッセイを含む。イムノアッセイの詳
細は、使用される特定の形式によって変化し得るが、生物学的サンプル中のエンドプラス
ミンを検出する方法は、通常、免疫学的に反応性の条件下でエンドプラスミンポリペプチ
ドと特異的に反応する抗体または抗体フラグメントとその生物学的サンプルとを接触させ
る工程を包含する。その抗体は、免疫学的に反応性の条件下で特異的に結合することが可
能になることで免疫複合体を形成し、その免疫複合体（結合した抗体）の存在が、直接ま
たは間接的に検出される。
【０２３０】
　上記抗体が、被験体におけるがんを検出するためまたはがんの診断を確認するために使
用されるとき、その診断に関する情報は、電子媒体または紙媒体などの表現媒体上に表示
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され得る。電子媒体としては、例えば、コンピュータデータベース、ディスプレイモニタ
ーまたは電子的医療記録が挙げられ得る。紙媒体としては、例えば、研究室または臨床医
によって記録された検査結果または紙の記録が挙げられる。
【０２３１】
　いくつかの実施形態において、いったん腫瘍（例えば、メラノーマ）の診断が行われた
ら、被験体は、その腫瘍（例えば、メラノーマ）について処置される。例えば、その処置
は、原発性もしくは転移性の病変の外科的切除、および／またはその疾患を処置するため
の化学療法レジメンの投与を含み得る。
【０２３２】
　細胞表面マーカーの存在または非存在を判定する方法は、当該分野で周知である。例え
ば、上記抗体が、他の化合物（酵素、磁気ビーズ、コロイド状の磁気ビーズ、ハプテン、
蛍光色素、金属化合物、放射性化合物または薬物を含むがこれらに限定されない）に結合
体化され得る。その抗体は、イムノアッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）
、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）または免疫組織化学的アッセイであるがこれら
に限定されない）においても利用され得る。その抗体は、蛍光顕微鏡観察または蛍光励起
細胞分取（ＦＡＣＳ）のためにも使用され得る。ＦＡＣＳは、細胞を分離するためまたは
分取するために、他の洗練された検出レベル中でも複数のカラーチャネル、小角光散乱検
出チャネルおよび鈍角光散乱検出チャネル、ならびにインピーダンスチャネルを使用する
（米国特許第５，０６１，６２０号を参照のこと）。本明細書中に開示されるようなエン
ドプラスミンに特異的に結合するいずれのヒト抗体も、これらのアッセイにおいて使用す
ることができる。したがって、それらの抗体は、従来のイムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ、Ｒ
ＩＡ、ＦＡＣＳ、組織免疫組織化学、ウエスタンブロットまたは免疫沈降を含むがこれら
に限定されない）において使用され得る。
【０２３３】
　別段説明されない限り、本明細書中で使用されるすべての専門用語および科学用語は、
本開示が属する分野の当業者が通常理解する意味と同じ意味を有する。単数形の用語「ａ
」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、複数の指示
対象を含む。同様に、単語「または」は、文脈が明らかに他のことを示さない限り、「お
よび」を含むと意図される。核酸またはポリペプチドに対して与えられたすべての塩基サ
イズまたはアミノ酸サイズ、およびすべての分子量または分子質量の値が、近似値であり
、説明のために提供されていることが、さらに理解されるべきである。本明細書中に記載
される方法および材料と類似または等価の方法および材料は、本開示の実施または試験に
おいて使用され得るが、好適な方法および材料が、下記に記載される。用語「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｅｓ）」は、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」を意味する。本明細書中で言及さ
れるすべての刊行物、特許出願、特許および他の参考文献の全体が、参考として援用され
る。矛盾する場合、用語の説明を含む本明細書が優先するものとする。さらに、その材料
、方法および例は、単なる例示であって、限定すると意図されていない。
【０２３４】
　本開示は、以下の非限定的な実施例によって例証される。
【実施例】
【０２３５】
　有力な臨床エビデンスから、抗体ベースの免疫療法が、血液学的悪性腫瘍および固形腫
瘍の処置において有効であり得ることが示された。開発された抗体の特異性に対する腫瘍
抗原の免疫原性の影響を排除するために、合成ファージ一本鎖可変領域（ｓｃＦｖ）ライ
ブラリーを使用して、悪性細胞上でアップレギュレートされる細胞表面分子を認識するヒ
ト抗体が単離された。エンドプラスミンに特異的に結合する抗体が単離された。
【０２３６】
　ヒトメラノーマ細胞株ＷＭ１１５８を用いた合成ファージｓｃＦｖライブラリーのパニ
ングによって、大パネルのヒト細胞株と高反応性を示すＷ９という名称のｓｃＦｖフラグ
メントが単離された。細胞株からｓｃＦｖ　Ｗ９によって免疫沈降された抗原のＳＤＳ－
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ＰＡＧＥ解析によって、９４ＫＤａの構成要素が同定された。その抗原の発現が、ツニカ
マイシンとインキュベートされた細胞上では著しく減少したので、ｓｃＦｖ　Ｗ９によっ
て認識される決定基は、炭水化物を含む。様々な細胞株からｓｃＦｖ　Ｗ９によって免疫
沈降されたバンドの質量分析ベースの解析によって、９０ＫＤａ分子シャペロンファミリ
ーのメンバーであるエンドプラスミンとして９４ＫＤａの構成要素が同定された。この結
論は、ヒトエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）とアミノ酸配列において９８．５％の相同性
を示すエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）組換えイヌタンパク質に対するｓｃＦｖ　Ｗ９の
反応性によって裏づけられた。ｓｃＦｖ　Ｗ９によって認識される決定基は、正常細胞上
には発現されない。その抗体は、アポトーシスの誘導に有効であり、がん細胞の成長を阻
害した。したがって、本明細書中に開示される結果は、ｓｃＦｖ　Ｗ９などのエンドプラ
スミンに特異的に結合する抗体が、悪性疾患の免疫療法にとって有用であることを実証す
る。これらの抗体は、悪性疾患を検出するためにも使用され得る。
【０２３７】
　実施例１
　材料および方法
　下記の実施例では、以下の材料および方法を使用した：
　細胞株：ヒトメラノーマ細胞株ＷＭ１１５８、ＭＶ３、ＣＯＬＯ３８、ＳＫ－ＭＥＬ－
２８、Ｍ１４およびＦＯ－１、ヒト乳癌腫細胞株ＳＵＭ１４９、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ｓ
、ＭＣＦ－７、Ｔ４７Ｄ、ヒト頭頸部がん細胞株ＰＣＩ－１３、ヒト膵臓細胞株Ｐａｎｃ
２．０３、Ｐａｎｃ３．２７、Ｐａｎｃ１０．０５、ヒト結腸がん細胞株４０－１６、ヒ
ト腎がん細胞株ＳＬＲ２１、ヒト前立腺がん細胞株Ｄｕ１４５、ヒト卵巣がん細胞株ＯＶ
ＣＡＲ３、ヒト神経膠腫がん細胞株Ｕ－１３８、ヒト子宮頸がん細胞株ＨｅＬａ、ならび
にヒトＢリンパ系細胞株ＬＧ２を、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ：ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋ
ｅｒ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ）および２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｂｉ
ｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ）が補充されたＲＰＭＩ１６４０培地（Ｃｅｌｌｇｒｏ，Ｍｅｄｉ
ａｔｅｃｈ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ，ＵＳＡ）中で維持した。ヒト膀胱がん細胞株
Ｔ２４、ヒト肺がん細胞株Ａ５４９、ヒト類表皮がん細胞株Ａ４３１、ヒト神経膠腫がん
細胞株Ａ－１７２およびヒト２９３細胞株を、１０％ＦＢＳが補充されたＤＭＥＭ培地（
Ｌｏｎｚａ，Ｖｅｒｖｉｅｒｓ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）中で増殖させた。細胞は、５％ＣＯ２

雰囲気中、３７℃において培養した。
【０２３８】
　モノクローナル抗体、ｓｃＦｖ抗体および試薬：Ｃ－ｍｙｃ腫瘍性タンパク質特異的マ
ウスｍＡｂ　９Ｅ１０（Ｅｖａｎ，ら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，１９８５　Ｄｅｃ
；５（１２）：３６１０－６）およびＨＬＡ－クラスＩ抗原特異的マウスｍＡｂ　ＴＰ２
５．９９（Ｄ’Ｕｒｓｏら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．１９９１　Ｊａｎｕａｒｙ；
８７（１）：２８４－２９２）は、以前に報告されている。抗抗ｉｄ　ｓｃＦｖ　＃１１
９（Ｗａｎｇら、１９９７．Ｔｈｅ　ａｎｔｉ－ｉｄｉｏｔｙｐｉｃ　ａｐｐｒｏａｃｈ
　ｔｏ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｍａｌ
ｉｇｎａｎｔ　ｍｅｌａｎｏｍａ．Ｉｎ　ｉｄｉｏｔｙｐｅｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
：Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ，Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ．Ｙ．Ｓｈｏ
ｅｎｆｅｌｄ，Ｒ．Ｋｅｎｎｅｄｙ，ａｎｄ　Ｓ．Ｆｅｒｒｏｎｅ，ｅｄｓ．Ｅｌｓｅｖ
ｉｅｒ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，ｐ．５２３）は、抗ｉｄ　ｍＡｂ　ＭＫ２－２３を用いた
パニングによって、合成ｓｃＦｖライブラリー（＃１）（Ｎｉｓｓｉｍら、１９９４．Ｅ
ｍｂｏ　Ｊ　１３：６９２－６９８）から単離された。マウスｍＡｂは、逐次的な硫酸ア
ンモニウム沈殿およびカプリル酸沈殿（Ｔｅｍｐｏｎｉら、１９８９，Ｈｙｂｒｉｄｏｍ
ａ　８：８５－９５）によって腹水から精製された。ｍＡｂ調製物の純度および活性は、
それぞれＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび結合アッセイにおいて対応する抗原を用いた試験によっ
て評価された。ＨＲＰ－抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ抗体は、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲ
ｅｓｅａｒｃｈ（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ，
ＵＳＡ）から購入した。ヤギ抗マウスＩｇ抗体のＲ－フィコエリトリン（ＲＰＥ）で標識
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されたＦ（ａｂ’）２フラグメントは、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）から購入した。エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）組換えイヌタンパク
質は、Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ　Ｂｉｏｔｈｅｃｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｖ
ｉｃｔｏｒｉａ，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｃｏｌｕｍｂｉａ，Ｃａｎａｄａ）から購入した。
【０２３９】
　ファージディスプレイライブラリー：ヒト単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体の半合成ファージ
ライブラリーを、Ｎｉｓｓｉｍら、１９９４，Ｅｍｂｏ　Ｊ　１３：６９２－６９８）に
記載されているように構築した。
【０２４０】
　ファージディスプレイｓｃＦｖ抗体の選択：メラノーマ細胞に結合するファージディス
プレイｓｃＦｖ抗体を、以前に報告されたように（Ｎｏｒｏｎｈａら、１９９８，Ｊ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ　１６１：２９６８－２９７６）ファージディスプレイｓｃＦｖ抗体ライブ
ラリーから単離した。簡潔には、ファージ粒子（１×１０３）を、１×１０７個のＷＭ１
１５８メラノーマ細胞が入ったポリプロピレン培養チューブに加えた。Ｒ／Ｔで９０分間
インキュベートした後、細胞をＰＢＳで６回洗浄することによって、結合していないファ
ージを除去した。２００μｌの０．１Ｍグリシン－ＨＣｌ（ｐＨ＝２．２）を加えること
によって、結合したファージを溶出した。４回パニングを行った後、単離されたクローン
を、ヒトＢリンパ系細胞であるＬＧ－２に吸着させることにより、ヒトメラノーマ細胞と
リンパ系細胞によって共有されるＡｇに結合しているファージを除去した。
【０２４１】
　結合アッセイ：腫瘍細胞株およびエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）組換えイヌタンパク
質と可溶性ｓｃＦｖ　Ｗ９抗体との反応性を試験するＥＬＩＳＡを、記載されているよう
に（Ｎｏｒｏｎｈａら、１９９８，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１６１：２９６８－２９７６）
行った。結果は、４５０ｎｍにおける光学濃度（Ｏ．Ｄ．）の吸光度として表現される。
【０２４２】
　免疫沈降実験：ＷＭ１１５８細胞（３×１０７）を洗浄し、ペレットにし、プロテアー
ゼインヒビターを含む１．５ｍｌの溶解緩衝液（１ｍｍｏｌ／Ｌフッ化フェニルメチルス
ルホニル（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｆｌｕｒｉｄｅ）を含む、５０
ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ、４ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、
０．５％ＮＰ４０）中で溶解した。氷上で３０分間インキュベートした後、細胞溶解産物
を１３，０００×ｇ、４℃で３０分間遠心した。上清を回収し、ＰＧ－Ｓｅｐｈａｒｏｓ
ｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ，Ｕｐｐｓａｌａ，
Ｓｗｅｄｅｎ）とインキュベートすることによって事前に精製し、１５μｇのｍＡｂ　９
Ｅ１０およびｓｃＦｖ　Ｗ９の周辺質調製物ならびに１１９（ネガティブコントロール）
を事前に備えさせた１５μｌの充填プロテインＧ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅが入ったチューブ
に移した。４℃で２時間インキュベートした後、ビーズをＰＢＳで４回、高塩緩衝液（３
５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ
、０．１％ウシ血清アルブミン、１％ＮＰ４０）で２回、および溶解緩衝液で２回洗浄し
た。沈殿したタンパク質を、ＳＤＳサンプル緩衝液中に溶出し、還元１２％Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ　ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離し、クマシーブルーで染色した。
【０２４３】
　ツニカマイシン処理：ＣＯＬＯ３８細胞を、０．５μｇ／ｍｌのツニカマイシン（ＭＰ
　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｓｏｌｏｎ，ＯＨ，ＵＳＡ）の存在下、５％ＣＯ２雰囲気、
３７℃において７２時間培養した。ＤＭＳＯだけを含む培地中でインキュベートされた細
胞をコントロールとして使用した。
【０２４４】
　トランスフェクション：Ａｍａｘａヌクレオフェクション法を製造者の指示（Ａｍａｘ
ａ，Ｃｏｌｏｇｎｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に従って使用して、２９３細胞を３μｇのＧｒｐ
９４　ＨＳＰ９０Ｂ１　ｃＤＮＡクローン（Ｏｒｉｇｅｎｅ）でトランスフェクトした。
ヌクレオフェクター（ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ）プログラムＱ－００１を使用した。ト
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ランスフェクションの後、直ちに細胞を、１０％ＦＢＳが補充された５００μｌの予め温
めておいたＤＭＥＭ培養培地に懸濁し、加湿された３７℃の５％ＣＯ２恒温器内において
２４時間、６ウェルプレートにプレーティングした。トランスフェクション効率を、ＧＦ
Ｐのフローサイトメトリー解析によって測定した。ｐＣＭＶ６－ＸＬ４ベクターをコント
ロールとして使用した。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）を用いたトランスフェクションを、製造者の指示に従
って行った。エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）ｓｉＲＮＡおよびコントロールｓｉＲＮＡ
（フルオレセイン結合体）－Ａ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ，ＵＳＡ）による細胞のトランスフェクションを、製造者の
指示に従って行った。
【０２４５】
　以下の材料および方法も使用した（実施例５および９を参照のこと）：
　細胞株、細胞溶解産物および組織。ヒトメラノーマ細胞株Ｍ２１、ＭＶ３およびＳＫ－
ＭＥＬ－５、ヒト膵臓腺癌細胞株ＭｉａＰａＣａ－２およびＰＡＮＣ１、ヒト神経膠腫細
胞株Ｕ１３３８ＭＧ、ヒト乳癌細胞株ＳＵＭ１４９およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ヒト中
皮腫細胞株Ｐｈｉ、ヒト結腸がん細胞株ＲＫＯ、ヒト卵巣がんＯＶＣＡＲ３、ヒト肉腫細
胞株ＨＴ１０８０、ヒト多発性骨髄腫細胞株ＭＭ．８、ヒトＢリンパ系細胞株ＲＡＪＩ、
ならびにマウスミエローマ細胞株ＮＳＯを、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｃｅｌｌｇｒｏ）
および１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（ＰＡＡ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ）が
補充されたＲＰＭＩ１６４０培地中で維持した。細胞は、５％ＣＯ２雰囲気中、３７℃に
おいて培養された。細胞溶解産物は、記載されているように（Ｄｅｓａｉら、Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ　１９９８；５８（１１）：２４１７－２５）調製した。
【０２４６】
　動物。Ｃ．Ｂ－１７ＳＣＩＤマウス（８～１０週齢）を、Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｆａｒｍｓ
，Ｉｎｃから入手した。
【０２４７】
　モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、ｓｃＦｖ抗体および試薬。ＨＬＡクラ
スＩ抗原特異的マウスｍＡｂ　ＴＰ２５．９９（Ｄｅｓａｉら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２
０００；１６５（６）：３２７５－８３）、カルネキシン特異的ｍＡｂ　ＴＯ－５（充填
コントロールして使用）を開発し、記載されているように（Ｏｇｉｎｏら、Ｔｉｓｓｕｅ
　Ａｎｔｉｇｅｎｓ　６２：３８５－３９３，２００３）特徴付けした。精製されたヒト
免疫グロブリンは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。ＦＡＫおよびリン酸化Ｆ
ＡＫ（Ｔｙｒ３９７）ならびにＥＲＫ１／２およびリン酸化４４／４２ＥＲＫ１／２、Ａ
ＫＴおよびリン酸化４７３ＡＫＴ、ＭＥＴ　リン酸化ＭＥＴ、ＰＫＣ、β－カテニン、Ｒ
ａｓ、Ｂ－Ｒａｆ、Ｃ－Ｒａｆ、切断型カスパーゼ－３、切断型カスパーゼ－７、ＳＨｈ
、ＧＬＩ１およびβ－アクチンに特異的な抗体は、ＢＤ　ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅおよびＣ
ｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙから購入した。ラット抗エンドプラ
スミン（Ｇｒｐ９４）抗体は、ＳｔｒｅｓｓＧｅｎから購入した。マウスｍＡｂは、逐次
的な硫酸アンモニウム沈殿およびカプリル酸沈殿（Ｔｅｍｐｏｎｉら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍ
ａ　１９８９；８（１）：８５－９５．）によって腹水から精製された。ｍＡｂ調製物の
純度および活性は、それぞれＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび結合アッセイにおいて対応する抗原
を用いた試験によって評価された。
【０２４８】
　ＨＲＰ－抗マウス、－ウサギおよびラット抗体、ならびにヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ抗
体のＲＰＥで標識されたＦ（ａｂ’）２フラグメントは、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃから購入した。ヤギ抗マウスＩｇ
抗体のＲＰＥで標識されたＦ（ａｂ’）２フラグメントは、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ
から購入した。
【０２４９】
　完全ヒトｍＡｂ　Ｗ９の構築。ｓｃＦｖ　Ｗ９可変軽鎖（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ
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）領域をコードする遺伝子を、ＰＣＲによって増幅し、ＤＮＡライゲーションキットＭＩ
ＧＨＴＹ　ＭＩＸ（登録商標）（ＴＡＫＡＲＡ　Ｂｉｏ　ＵＳＡ）を製造者の指示に従っ
て使用して、それぞれｐＦＵＳＥ２－ＣＬＩｇ－ｈｋおよびｐＦＵＳＥ－ＣＨＩｇ－ｈＧ
１（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）にクローニングした。
【０２５０】
　完全ヒトｍＡｂ　Ｗ９の発現および精製。エレクトロポレーション（ＧＥＮＥ　ＰＵＬ
ＳＥＲ（登録商標）ＩＩ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏ－Ｒ
ａｄ）を製造者の指示に従って使用して、発現プラスミドｐＦＵＳＥ２－ＣＬＩｇ－ｈｋ
およびｐＦＵＳＥ－ＣＨＩｇ－ｈＧ１を、マウスミエローマ細胞株ＮＳＯに共トランスフ
ェクトした。トランスフェクトされた細胞を、１０％ＦＣＳ、ゼオシン（５０μｇ／ｍＬ
）およびブラストサイジンＳ（１０μｇ／ｍＬ）が補充されたＲＰＭＩ１６４０培地中で
選択した。次いで、ゼオシンおよびブラストサイジンＳに耐性の細胞を、限界希釈によっ
て単一細胞にサブクローン化した。サブクローン化された細胞が使用した（ｓｐｅｎｔ）
上清を、ヒトＦｃおよび（Ｆａｂ’）２の発現ならびに対応する抗原との反応性について
ＥＬＩＳＡによってスクリーニングした。ＨＩＴＲＡＰ（登録商標）プロテインＧ　ＨＰ
カラム（ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を製造者の指示に従って使用して、使用した培養
上清またはマウス腹水から完全ヒトｍＡｂ　Ｗ９を精製した。精製されたｍＡｂ　Ｗ９の
純度および活性を、それぞれＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび抗原結合アッセイによって測定した
。
【０２５１】
　エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）の脱グリコシル化（ｄｅｇｌｙｃｏｓａｙｌａｔｉｏ
ｎ）。Ｇｒｐ９４＋ＭＩＡＰａＣａ－２細胞（５×１０５）を、５０μｌのＲＰＭＩ１６
４０培地中、２μｌのＰＮＧａｓｅ　Ｆ、２μｌのＯ－グリコシダーゼおよび２μｌのα
－２（３，６，８．９）－ノイラミニダーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄ
ｅｇｙｌｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，Ｓｉｇｍａ）ありまたはなしで３７℃において
２４時間インキュベートした。次いで、処理された細胞をｍＡｂ　Ｗ９で染色し、フロー
サイトメトリー（Ｃｙａｎ，Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）で解析した。
【０２５２】
　フローサイトメトリー解析。細胞（２×１０５）を、２μｇ／ｍｌのｍＡｂ　Ｗ９（総
体積１００μｌの２％ＢＳＡ－ＰＢＳに希釈されたもの）とともに４℃で３０分間インキ
ュベートした。次いで、細胞を０．５％ＢＳＡ－ＰＢＳで２回洗浄し、最適量のヤギ抗ヒ
トＩｇＧ　Ｆｃγ抗体のＲＰＥ標識Ｆ（ａｂ’）２フラグメント（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍ
ｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ）とともに４℃で３０分間インキュベートした。細胞
を３回洗浄した後、２％ホルムアルデヒド中で固定し、ＣＹＡＮＴＭ　ＡＤＰ　ＬＸ　９
　Ｃｏｌｏｒフローサイトメーター（Ｄａｋｏ）で解析した。ｍＡｂ　ＴＰ２５．９９お
よびヒト免疫グロブリンをコントロールとして使用した。がん開始細胞結合アッセイのた
めに、製造者の指示に従ってＡＬＤＥＦＬＵＯＲ（登録商標）（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で細胞を予め染色した。
【０２５３】
　免疫組織化学。外科的に取り出されたヒト膵臓腺癌病変および正常な膵臓組織の凍結切
片を、室温において２０分間、４％ホルムアルデヒド／ＰＢＳで固定した。ｓｃＦｖ－Ｆ
ｃＣ２１によるＴＭＡスライドのＩＨＣ染色を、報告されているように（Ｗａｎｇら、Ｃ
ｕｒｒ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ　２０１０）行った。染色された組織マイクロアレイスライドの
像を、精査のために×２００の倍率でＯＬＹＭＰＵＳ（登録商標）ＢＸ５１顕微鏡（ＯＬ
ＹＭＰＵＳ　ＵＫ　Ｌｔｄ）を用いて取得した。
【０２５４】
　細胞増殖アッセイおよびＭＴＴアッセイ。９６ウェルプレートに１ウェルあたり１×１
０４の密度で細胞を播種し、１％ＦＣＳが補充された培地中でｍＡｂ　Ｗ９（５μｇ／ｍ
ｌ）とともに３日間インキュベートした。１ウェルあたり１０μｌのテトラゾリウム構成
要素メチルチアゾリルジフェニル－テトラゾリウムブロミド（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
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ｈ，Ｉｎｃ．Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を加えることによって、種々の時点において生細
胞数を計測し、その混合物を３７℃でおよそ３～４時間インキュベートした。代謝的に活
性な生細胞は、ＭＴＴを有色のホルマザン生成物（分光測光マイクロプレートリーダー（
ＭＴＸ　Ｌａｂ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｉｎｃ，Ｖｉｅｎｎａ，ＶＡ）において５４０ｎｍで測
定される）に変換した。結果は、ＰＢＳのみとインキュベートされた生細胞の数を１００
％基準として使用して、生細胞のパーセント阻害として表現された。
【０２５５】
　アポトーシス。ｍＡｂ　Ｗ９（５０μｇ／ｍＬ）とともに６時間インキュベートした後
のアポトーシスおよびネクローシスのＭＶ３およびＭＩＡＰａｃａ－２細胞のフローサイ
トメトリー解析を、製造者の仕様書のとおり、アネキシンＶ－ＦＴＩＣおよびヨウ化プロ
ピジウム（ＰＩ）染色キット（ＢＤ　ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）によって行った。
【０２５６】
　ウエスタンブロット。細胞溶解産物中のタンパク質を、８％ドデシル硫酸ナトリウム－
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって分離し、０．４５μｍ（
ポアサイズ）ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上に転写した。４℃において一晩、５％
脱脂粉乳＋２％ＢＳＡでブロッキングした後、膜を、適切な濃度の一次抗体とともに４℃
において一晩、およびＨＲＰで標識されたそれぞれの２次抗体とともに室温において４５
分間、連続的にインキュベートした。高感度化学発光系（ＧＥ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ）を用いてバンドを視覚化し、バンド密度をＦＯＴＯ／Ａｎａｌｙｓｔ（登録商標）Ｉ
ｎｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ　Ｅｃｌｉｐｓｅシステム（Ｆｏｔｏｄｙｎｅ　Ｉｎｃｏｒｐｏ
ｒａｔｅ）を用いて読み出した。カルネキシン特異的ｍＡｂ　ＴＯ－５およびβ－アクチ
ン特異的ｍＡｂを、充填コントロールとして使用した。
【０２５７】
　免疫沈降。ＭＶ３細胞（３×１０７）を洗浄し、ペレットにし、プロテアーゼインヒビ
ターを含む１．５ｍｌの溶解緩衝液（１ｍｍｏｌ／Ｌフッ化フェニルメチルスルホニルを
含む、５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ、４ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　
ＮａＣｌ、０．５％ＮＰ４０）中で溶解した。氷上で３０分間インキュベートした後、細
胞溶解産物を１３，０００×ｇ、４℃で３０分間遠心した。上清を回収し、ＰＧ－Ｓｅｐ
ｈａｒｏｓｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＡＢ，Ｕｐｐ
ｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）とインキュベートすることによって事前に精製し、１０μｇの
ｍＡｂ　ｍＡｂ　Ｗ９を事前に備えさせた１０μｌの充填プロテインＧ　Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅが入ったチューブに移した。４℃で２時間インキュベートした後、ビーズをＰＢＳで
４回、高塩緩衝液（３５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１０ｍ
ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ、０．１％ウシ血清アルブミン、１％ＮＰ４０）で２回、および溶
解緩衝液で２回洗浄した。沈殿したタンパク質を、ＳＤＳサンプル緩衝液中に溶出し、還
元１２％Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離し、０．４５μｍ（
ポアサイズ）ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上に転写した。そのブロッティングは、
先に記載したように行った。
【０２５８】
　ＡＤＣＣ：ＭＶ３細胞を、５０μＣｉの５１Ｃｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で標識
し、０．４×１０６細胞／ｍｌの密度で再懸濁した。５１Ｃｒで標識された細胞を、９６
ウェル組織培養Ｕ底アッセイプレート（ＢＤ．Ｆａｌｃｏｎ）においてｍＡｂ　Ｗ９と混
合した（５０、１０およびμｇ／ｍｌ５０μｌ／ウェル）。ヒト免疫グロブリンをコント
ロールとして使用した。４℃で３０分間インキュベートした後、ＰＢＭＣ（４０：１エフ
ェクター対標的（Ｅ：Ｔ））を加え、ＣＯ２恒温器内において３７℃で４時間インキュベ
ートした。Ｐａｃｋａｒｄ　ＴＯＰＣＯＵＮＴＴＭＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｓｃｉｎｔｉ
ｌｌａｔｉｏｎ　Ｃｏｕｎｔｅｒ（Ｃｏｎｒｏｅ）を使用して、細胞を含まない上清をカ
ウントすることによって、５１Ｃｒの放出を測定した。この実験を、３つ組で２回行った
。
【０２５９】
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　ＣＤＣ。標的細胞ＭＶ３を、５０μＣｉの５１Ｃｒで標識し、１×１０６細胞／ｍｌの
密度で再懸濁した。ＭＶ３細胞を、ＲＰＭＩ１６４０、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．１％
ＢＳＡで４倍希釈されたヒト血清補体（Ｑｕｉｄｅｌ）の存在下において、ｍＡｂ　Ｗ９
とインキュベートした（５０、１０およびμｇ／ｍｌ５０μｌ／ウェル）。ヒト免疫グロ
ブリンをコントロールとして使用した。ＣＯ２恒温器内において３７℃で２時間インキュ
ベートした後、Ｐａｃｋａｒｄ　ＴＯＰＣＯＵＮＴＴＭＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｓｃｉｎ
ｔｉｌｌａｔｉｏｎ　Ｃｏｕｎｔｅｒを使用して、細胞を含まない上清をカウントするこ
とによって、５１Ｃｒの放出を測定した。この実験を、３つ組で２回行った。
【０２６０】
　確立されたヒトメラノーマ細胞由来の肺転移を有するマウスの処置。８週齢の雌ＳＣＩ
Ｄマウスの静脈内（ｉ．ｖ．）にヒトメラノーマＭＶ３細胞を注射した（１．４×１０８

細胞／マウス）。細胞をｉ．ｖ．注射した１５日後、マウスを１３匹のマウスずつ２つの
群にランダムに分けた。一方の群のマウスに、４８時間ごとに合計３回、ｍＡｂ　Ｗ９（
１００μｇ／マウス）をｉ．ｖ．注射した。他方の群のマウスには、同じスケジュールを
用いてヒト免疫グロブリンをｉ．ｖ．注射した。２５日目に、マウスを屠殺し、肺を回収
し、ＦＦＰＥに供した。Ｈ＆Ｅ染色された肺組織切片を、転移について顕微鏡で検査した
。
【０２６１】
　統計解析。試験された群において得られた結果の差の統計的有意性を、スチューデント
のｔ検定を用いて解析した。生存統計をＭＥＤＣＡＬＣ（登録商標）ソフトウェア（Ｍａ
ｒｉａｋｅｒｋｅ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）を用いて解析した。
【０２６２】
　実施例２
　メラノーマ細胞に結合するｓｃＦｖフラグメントの単離
　合成ファージｓｃＦｖライブラリー（＃１）を、ＷＭ１１５８細胞を用いて４回のパニ
ングに供した。単離されたファージを、培養されたヒトＬＧ－２　Ｂリンパ系細胞に吸収
させることにより、ヒト細胞と共有されるＡｇに結合しているファージを除去した。可溶
性ｓｃＦｖを、８０個のクローンから作製し、メラノーマ細胞との反応性について細胞Ｅ
ＬＩＳＡにおいて試験した。試験されたクローンのうち、Ｗ９と命名されたｓｃＦｖは、
ＷＭ１１５８細胞株と強く反応した。ＬＧ－２細胞との反応性は検出されなかったので、
その反応性は特異的だった。関連性のない抗原を認識するｓｃＦｖ　＃１１９を、ネガテ
ィブコントロールとして使用した（図１）。
【０２６３】
　実施例３
　ｓｃＦｖ　Ｗ９の反応性
　ヒト細胞株のパネルを用いるＥＬＩＳＡによって試験したとき、可溶性ｓｃＦｖ　Ｗ９
は、メラノーマ細胞株（ＭＶ３、ＣＯＬＯ３８、ＳＫ－ＭＥＬ－２８、Ｍ１４、ＦＯ－１
）、基底乳がん細胞株（ＳＵＭ１４９、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ｓ）、頭頸部がん細胞株（
ＰＣＩ－１３）、膵がん細胞株（ＰＡＮＣ２．０３、ＰＡＮＣ３．２７、ＰＡＮＣ１０．
０５）、膀胱がん細胞株（Ｔ２４）、肺がん細胞株（Ａ５４９）、類表皮がん細胞株（Ａ
４３１）、子宮頸がん細胞株（ＨｅＬａ）、腎がん細胞株（ＳＬＲ２１）、卵巣がん細胞
株（ＯＶＣＡＲ３）および神経膠腫がん細胞株（Ｕ－１３８、Ａ－１７２）と反応した。
そのｓｃＦｖフラグメントは、乳管がん細胞株（ＭＣＦ－７、Ｔ４７Ｄ）、結腸がん細胞
株４０－１６、前立腺がん細胞株Ｄｕ１４５およびＢリンパ系細胞株ＬＧ－２とは反応し
なかった（図２）。
【０２６４】
　正常組織に対するｓｃＦｖ　Ｗ９の免疫反応性の免疫組織化学的解析の結果を下記に示
す。結果は、試験された少なくとも２人の患者のバイオプシーに関する（＋陽性）。
【０２６５】
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【表１】

【０２６６】
　ｓｃＦｖ　Ｗ９による免疫組織化学的染色は、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）が、汗
腺および腺房上皮だけによって発現されるが、種々の正常組織によっては発現されないこ
とを示した。
【０２６７】
　ｍＡｂ　Ｗ９による免疫組織化学的染色は、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）エピトー
プが、正常組織では限られた分布を有し、また、膵臓腺癌病変において発現されることを
示した（図１１）。その免疫組織化学的解析は、ｍＡｂ　Ｗ９によって認識されるエピト
ープが、正常組織では限られた分布を有することを示した。さらに、ｍＡｂ　Ｗ９は、外
科的に取り出されたヒト膵臓腺癌病変だけを染色したが、同じ患者由来の正常な膵臓組織
を染色しなかった。さらに、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１およびＭＶ３細胞株に由来する異種移
植片はそれぞれ、ｍＡｂ　Ｗ９によって強く染色されたが、ＭＣＦ－７では染色は検出さ
れなかった（図１２）。
【０２６８】
　実施例４
　ｓｃＦｖ　Ｗ９の特異性の免疫化学的解析およびタンデム質量分析によるＧｒｐ９４の
同定
　ＷＭ１１５８ａから得られた全細胞溶解産物の、ｓｃＦｖ　Ｗ９を用いた免疫沈降によ
って、およそ１００ＫＤａにおける独特のバンドが同定された（図３）。ｓｃＦｖ　＃１
１９をネガティブコントロールとして使用した。ＭＶ３（メラノーマ）、ＳＵＭ１４９（
基底乳がん）、Ｔ２４（膀胱がん）およびＳＬＲ２１（腎がん）細胞株の溶解産物を使用
したとき、同じ結果が得られた。種々の細胞溶解産物からの、ｓｃＦｖ　Ｗ９によって免
疫沈降された１００ＫＤａの特異的なバンドを切り出し、トリプシンでゲル内消化した。
得られたトリプシン処理ペプチドの液体クロマトグラフィ－タンデム質量分析による解析
から、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）のみに由来する２つのトリプシン処理ペプチド（
ＥＬＩＳＮＡＳＤＡＬＤＫ（配列番号７）およびＧＶＶＤＳＤＤＬＰＬＮＶＳＲ（配列番
号８））が同定された（図４）。
【０２６９】
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　ｍＡｂ　Ｗ９によって認識されるエピトープと腫瘍細胞との反応性が、ノイラミニダー
ゼとのインキュベート後に無くなったが、他のグリコシダーゼによって影響されなかった
ので、そのエピトープは、シアル酸残基（複数可）に大きく依存している（図９）。これ
らの実験のために、ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２（５×１０５）を、５０μｌのＲＰ
ＭＩ１６４０培地中、２μｌのα－２（３，６，８．９）－ノイラミニダーゼありまたは
なしで、５％ＣＯ２恒温器内、３７℃において２４時間インキュベートした。次いで、処
理された細胞をｍＡｂ　Ｗ９で染色し、フローサイトメトリーによって解析した。ｍＡｂ
　ＴＰ２５．９９で処理された細胞をコントロールとして使用した。
【０２７０】
　ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２細胞を、ＡＬＤＨ活性を検出するためにＡＬＤＥＦＬ
ＵＯＲ（登録商標）とインキュベートし（試験）、ｍＡｂ　Ｗ９で染色した。ＡＬＤＥＦ
ＬＵＯＲ（登録商標）＋ＤＡＥＢインヒビターとインキュベートされ、ｍＡｂ　Ｗ９で染
色された細胞を参照として使用した（コントロール）。ヒトＩｇ（ＨＩｇ）をコントロー
ルとして使用した。ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞と同定されたがん開始細胞のパーセンテー
ジが示される。フロー解析は、ｍＡｂ　Ｗ９が、同定されたＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞集
団に結合したので、同じ抗体によって認識されるエピトープが、がん開始細胞によって発
現されていることを示した（図１０）。
【０２７１】
　実施例５
　ｓｃＦｖ　Ｗ９によって認識される決定基の発現に対するツニカマイシンの影響および
そのエピトープのさらなる特徴づけ
　ｓｃＦｖ　Ｗ９が、糖タンパク質のＮ－グリコシル化のインヒビターであるツニカマイ
シンで処理されたＣＯＬＯ３８細胞と反応しなかったので、このｓｃＦｖフラグメントに
よって認識されるエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）上のエピトープの発現にグリコシル化
が関与する（図４）。ＤＭＳＯだけを用いたときは、阻害は観察されなかった。さらに、
同じ条件下でのＴＰ２５．９９ｍＡｂ（コントロール）の場合も、阻害は観察されなかっ
た。これらのデータから、ｓｃＦｖ　Ｗ９によるエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）の認識
には炭水化物が不可欠であることが示唆される。
【０２７２】
　ｍＡｂ　Ｗ９によって認識されるエピトープと腫瘍細胞との反応性が、ノイラミニダー
ゼとのインキュベート後に無くなったが、他のグリコシダーゼによって影響されなかった
ので、そのエピトープは、シアル酸残基（複数可）に大きく依存している（図９）。
【０２７３】
　実施例６
　エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）イヌ組換えタンパク質とｓｃＦｖ　Ｗ９の反応性
　ＢＳＡを用いたときは結合が検出されなかったので（ネガティブコントロール、図５Ｂ
）、ｓｃＦｖ　Ｗ９は、エンドプラスミン（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｎｔ）（Ｇｒｐ９４）
イヌ組換えタンパク質（ＲＣ－Ｇｒｐ９４）と用量依存的様式で特異的に反応した（図５
Ａ）。さらに、ＲＣ－Ｇｒｐ９４は、ＣＯＬＯ３８細胞とｓｃＦｖ　Ｗ９との結合に用量
依存的様式で特異的に影響した。β２－ミクログロブリン（ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
ｅ）（ネガティブコントロール）が、阻害効果を示さなかったので、上記阻害は、用量依
存的かつ特異的だった（図６）。
【０２７４】
　実施例７
　ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合に対するエレクトロポレーションの影響
　エレクトロポレーションされる２９３細胞を、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）完全長
ｃＤＮＡまたはベクター単独（ｐＣＭＶ－ＸＬ４、ネガティブコントロール）で一過性に
トランスフェクトした。トランスフェクション効率（９４％）をＧＦＰ発現によって評価
した。トランスフェクションの２４時間後に回収した細胞を、ｓｃＦｖ　Ｗ９およびｍＡ
ｂ　９Ｅ１０とインキュベートした後、ＦＩＴＣ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体とインキュベ



(71) JP 2015-38143 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

ートした。細胞をフローサイトメトリーによって解析した。トランスフェクトされていな
い細胞をコントロールとして使用した。エンドプラスミン（ｅｎｄｏｐｌａｍｓｉｎ）（
Ｇｒｐ９４）（図７Ａ）およびプラスミド単独（図７Ｂ）で処理された細胞において、ｓ
ｃＦｖ　Ｗ９の結合の大幅な増加が観察された。これらのデータから、ｓｃＦｖの結合が
、エレクトロポレーションによって増加したこと、および熱ショックが、ｓｃＦｖ　Ｗ９
によって認識される抗原の発現を制御することが示唆される。
【０２７５】
　実施例８
　ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合に対するエンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）に標的化されたｓｈＲ
ＮＡの影響
　ＦＯ－１細胞に、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）のノックダウンを行うためのｓｈＲ
ＮＡ、またはコントロールとしてＡＢＣＢ５　ｓｈＲＮＡを形質導入した。形質導入の７
２時間後に、細胞を回収し、ｓｃＦｖ　Ｗ９およびｍＡｂ　９Ｅ１０とインキュベートし
た後、ＦＩＴＣ－ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体とインキュベートした。細胞をフローサイトメ
トリーによって解析した。Ｇｒｐ９４　ｓｈＲＮＡ（図８Ａ）は、コントロールｓｈＲＮ
Ａ（図８Ｂ）と比べて、ｓｃＦｖ　Ｗ９の結合を有意に阻害した。
【０２７６】
　実施例９
　がん細胞に対するｍＡｂ　Ｗ９の影響
　がん細胞に対するｍＡｂ　Ｗ９の影響を評価した。具体的には、ＭＴＴ解析は、ｍＡｂ
　Ｗ９が、試験されたすべてのエンドプラスミン陽性（Ｇｒｐ９４＋）腫瘍細胞株の成長
を有意に阻害したことを示した。しかしながら、Ｇｒｐ９４－Ｒａｊｉ細胞株では影響は
観察されなかった。成長の阻害が、コントロールとして使用されたヒト免疫グロブリンを
用いたときは観察されなかったので、抗増殖効果は、特異的だった（図１３）。したがっ
て、ｍＡｂ　Ｗ９は、がん細胞の増殖を阻害した。
【０２７７】
　フロー解析は、ｍＡｂ　Ｗ９が、ヒトメラノーマＭＶ３細胞および膵がんＭＩＡＰａＣ
ａ－２細胞においてアポトーシスを誘導したことを示した（それぞれ４８．９０％および
５３．５６％のアポトーシス）。さらに、ウエスタンブロット解析は、ｍＡｂ　Ｗ９で処
理された細胞における、切断型カスパーゼ－３および切断型ＰＡＲＰの発現の有意な増加
を示した（図１４、１５および１６）。したがって、ｍＡｂ　Ｗ９は、がん細胞において
アポトーシスを誘導した。しかしながら、ｍＡｂ　Ｗ９は、標的細胞の細胞依存性溶解も
補体依存性溶解も媒介しなかった（図１７および１８）。
【０２７８】
　さらに、ｍＡｂ　Ｗ９は、ヒト膵臓腺癌ＭＩＡＰａＣａ－２がん開始細胞の増殖を阻害
した。フロー解析は、ｍＡｂ　Ｗ９で処理された細胞において、ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細
胞と定義されるがん開始細胞のパーセンテージが、ヒト免疫グロブリンを用いたとき（ネ
ガティブコントロール）と比べて５０％減少したことを示した（図１９）。ｍＡｂ　Ｗ９
で処理された細胞は、低レベルのＲａｓ、Ｃ－Ｒａｆ、ＰＣＫα、β－カテニンおよびＢ
ｃｌ－２を有した。さらに、ｍＡｂ　Ｗ９処理は、Ａｋｔ、Ｅｒｋ、Ｍｅｋ、Ｆａｋおよ
びＭｅｔの活性化を阻害した（図２０～２２）。ｍＡｂ　Ｗ９を用いたプルダウンアッセ
イにおいて、エンドプラスミン（ｅｎｄｏｐｌｓｍｉｎ）（Ｇｒｐ９４）は、Ｍｅｔ、Ｒ
ａｓおよびＣ－Ｒａｆと共免疫沈降された（図２３）。
【０２７９】
　Ｈ＆Ｅ染色された組織切片を、ＯＬＹＭＰＵＳ（登録商標）ＢＸ５１顕微鏡（ＯＬＹＭ
ＰＵＳ（登録商標）ＵＫ　Ｌｔｄ．）を用いて、ランダムに選択された５つの２００×視
野／切片に存在する転移結節の累積面積について解析した。ＳＰＯＴ　ＩＭＡＧＩＮＧ　
ＳＯＦＴＷＡＲＥ（登録商標）Ａｄｖａｎｃｅｄ（Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．）を用いることにより、各群に対する平均腫瘍面積を測定し、算出
し、ＭＶ３腫瘍に対するこれらの値を、棒グラフに±ＳＤで提供する。ｍＡｂ　Ｗ９で処
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置されたマウスは、アイソタイプコントロール抗体で処置されたマウスと比べて、転移の
面積を統計学的に有意に（約５０％）減少させた（図２４）。
【０２８０】
　エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）の発現は、化学療法因子によって増大した。フロー解
析は、５－フルオロウラシル（ＦＵ）、シスプラチンおよびパクリタキセルによる処置が
、エンドプラスミン（Ｇｒｐ９４）の表面発現を増加させたことを示した。その影響は特
異的だった（図２５）。ＭＴＴの結果は、５－ＦＵおよびシクロパミンと併用されたｍＡ
ｂ　Ｗ９がそれぞれ、膵臓腺癌細胞の成長の阻害において、各薬剤単独よりも有効である
ことを示した（図２６）。フロー解析は、ｍＡｂ　Ｗ９によるがん開始細胞の成長の阻害
が、シクロパミンおよび５－ＦＵによって増強されることも示した。ｍＡｂ　Ｗ９、シク
ロパミンおよび５－ＦＵとのインキュベート後に、ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞のおよそ９
０％の成長阻害が検出された。対照的に、その阻害は、ｍＡｂ　Ｗ９またはシクロパミン
と個別にインキュベートされた培養物ではわずか５０％、５－ＦＵとインキュベートされ
た培養物では２０％、およびシクロパミンまたは５－ＦＵと併用してｍＡｂ　Ｗ９とイン
キュベートされた培養物では７０％だった（図２７）。フロー解析は、ｍＡｂによるアポ
トーシスの誘導がシクロパミンおよび５－ＦＵによって増強されたことも示した。アポト
ーシスは、シクロパミンおよび５－ＦＵと併用されたｍＡｂ　Ｗ９によって、細胞の７０
％において誘導された。しかしながら、アポトーシスは、５－ＦＵ、シクロパミンまたは
５－ＦＵとシクロパミンとの組み合わせで処理された細胞の３５％未満でしか誘導されな
かった（図２８）。
【０２８１】
　フロー解析は、ｍＡｂ　Ｗ９によるがん開始細胞の成長の阻害が、放射線照射およびシ
クロパミンによって増強されたことも示した。ＡＬＤＨｂｒｉｇｈｔ細胞のおよそ９０％
の成長阻害が、放射線照射およびシクロパミンと併用してｍＡｂ　Ｗ９で処理した後に検
出された。対照的に、阻害は、ｍＡｂ　Ｗ９またはシクロパミンで個別に処理された培養
物においておよそ５０％であり、放射線照射だけで処理された培養物では３０％未満だっ
た（図２９）。フロー解析は、ｍＡｂによるアポトーシスの誘導が、放射線照射およびシ
クロパミンによって増強されたことを示した。アポトーシスは、放射線照射およびシクロ
パミンと併用したｍＡｂ　Ｗ９によって、７３．８７％の細胞において誘導されたが、ｍ
Ａｂ　Ｗ９単独では２５％未満の細胞でしか誘導されなかった（図３０）。
【０２８２】
　ＲａｓおよびＣ－Ｒａｆタンパク質レベルに対するｍＡｂ　Ｗ９処理の影響も調べた。
ＲａｓおよびＣ－Ｒａｆレベルは、シクロパミンおよび５－ＦＵによって増大した。Ｍｅ
ｋ、ＥｒｋおよびＡｋｔの活性化の阻害において、相乗効果が見られた（図３１）。Ｒａ
ｓおよびＧＬＩ１タンパク質レベル、ならびにＥｒｋおよびＡｋｔの活性化の阻害におけ
るｍＡｂ　Ｗ９処理の影響は、放射線照射およびシクロパミンによって増強された（図３
２）。
【０２８３】
　実施例１０
　がんを処置するためのエンドプラスミン特異的モノクローナル抗体
　この実施例には、エンドプラスミンの過剰発現を示すがん（本明細書中で「エンドプラ
スミン陽性」がんと称される）（メラノーマ、乳がん、頭頸部扁平上皮癌、腎がん、肺が
ん、神経膠腫、膀胱がん、卵巣がんまたは膵がんが挙げられるがこれらに限定されない）
を処置するためのエンドプラスミン特異的ヒトモノクローナル抗体の使用が記載される。
エンドプラスミン陽性がんを有すると診断された患者は、当該分野において標準的な手順
に従って処置され得る。一般に、処置の選択肢としては、外科術、放射線治療、化学療法
、免疫療法またはインターフェロン療法が挙げられる。
【０２８４】
　この実施例では、エンドプラスミン陽性メラノーマと診断された患者に、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ外毒素（ＰＥ）に連結されたエンドプラスミン特異的ヒトモノクローナル抗体
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を含む免疫結合体が投与される。ＰＥ免疫結合体の調製法は、報告されている（例えば、
米国特許第７，０８１，５１８号および付与前の米国公開番号２００５／０２１４３０４
（これらは本明細書中で参考として援用される）を参照のこと）。一部の患者では、その
免疫結合体は、静脈内ボーラス注射によって１日おきに合計３～６回投与される。他の患
者では、その免疫結合体は、１０日間にわたって連続的な静脈内注入によって投与される
。患者に投与される免疫結合体の用量は、患者の体重および性別、ならびに投与の様式お
よび時間経過に応じて変動する。処置の後、がんの進行（腫瘍の成長および転移を含む）
および疾病の他の臨床的徴候について患者を評価する。患者は、免疫結合体単独で、また
は１つ以上の標準的ながん処置法と併用して、処置され得る。例えば、メラノーマを除去
する外科術を受けた患者は、続けて、免疫結合体で処置され得る。
【０２８５】
　記載された方法または組成物の正確な詳細は、記載された本発明の精神から逸脱するこ
となく変更され得るかまたは改変され得ることが明らかである。本発明者らは、下記の請
求項の範囲内および精神内に入るそのような改変およびバリエーションのすべてを特許請
求する。
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摘要(译)

本发明提供了一种分离的单克隆抗体，其特异性结合内质蛋白。 摘要：
本文公开了一种分离的单克隆抗体，其特异性结合内质蛋白。在一些实
施方案中，这些抗体是完全人抗体。本文还公开了编码这些抗体的重组
核酸，包含这些核酸的表达载体，和用这些表达载体转化的宿主细胞。
在一些实施方案中，所公开的抗体是表达内质蛋白的肿瘤（例如，黑素
瘤，乳腺癌，头颈部鳞状细胞癌，肾癌，肺癌，神经胶质瘤，膀胱癌，
卵巢癌或可用于检测和/或治疗胰腺癌）。在一个实例中，肿瘤是黑素
瘤。 【选择图表】无
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