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(57)【要約】
　本発明は、ゲルゾリンポリペプチドに結合することが
できるゲルゾリン結合剤（例えば抗体）に一般的に関す
る。本発明のゲルゾリン結合剤は、ネイティブゲルゾリ
ンタンパク質の精製に加えて、試験サンプル中のゲルゾ
リンポリペプチド（別名標的ポリペプチド）の検出に単
独でまたは組合せで有用である。ゲルゾリン結合剤は、
その必要性のある被験体におけるゲルゾリン関連の医学
的状態の診断にも有用である。生物学的サンプル中のゲ
ルゾリンを検出するキットが本発明によって提供される
。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択
される寄託細胞株によって産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する抗体またはその
抗原結合断片。
【請求項２】
　ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およ
びＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）または１つもしくは複数の保存的アミノ酸置換
を有するその変異型からなる群から選択される少なくとも重鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を含
み、特異的にゲルゾリンを結合する、抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
　モノクローナル抗体を産生する連続的な細胞株であって、前記モノクローナル抗体が、
ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択さ
れるハイブリドーマ細胞株によって産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記細胞
株が癌細胞またはその免疫原性決定基により免疫されたマウスに由来したリンパ球とマウ
スミエローマ細胞を融合させるプロセスによって産生される、連続的な細胞株。
【請求項４】
　請求項１～２のいずれか一項に記載の抗体またはその抗原結合断片をコードする、単離
された核酸。
【請求項５】
　請求項４に記載の核酸を含むベクター。
【請求項６】
　核酸分子に作動可能に結合されたプロモーターをさらに含む、請求項５に記載のベクタ
ー。
【請求項７】
　請求項５に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項８】
　配列番号：１のポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体またはその断片を調製する方
法であって、
（ａ）前記抗体またはその断片の発現を提供する条件下で、請求項４に記載の核酸を含む
細胞を培養する工程；及び
（ｂ）発現された抗体またはその断片を回収する工程
を含む方法。
【請求項９】
　ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およ
びＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み
、全長ヒトゲルゾリンを結合可能な抗体によって認識される、ゲルゾリンの単離されたエ
ピトープ。
【請求項１０】
　請求項９に記載のエピトープを含む免疫原の調製物によって生成された抗体またはその
抗原結合断片。
【請求項１１】
　生物学的サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する方法であって、
（ａ）抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結合する条件下で、生物学的サンプル
を、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選
択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有する１つもしくは
複数の抗体またはその抗原結合断片と接触させる工程；及び
（ｂ）ゲルゾリンに結合した抗体またはその断片の存在または量を検出し、それによって
前記サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する工程
を含む方法。
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【請求項１２】
　ＥＬＩＳＡにおいて、前記サンプルを前記抗体または抗原結合断片と接触させる、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記接触させる工程が、第１の抗体を基質に結合させ、サンプルを接触させ、第２の抗
体を前記基質に結合させることを含み、前記第２の抗体が検出可能な標識を含む、請求項
１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１の抗体が、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１５によ
り産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株によっ
て産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　第１の哺乳類被験体においてゲルゾリンポリペプチドのレベルの変化に関連する疾患ま
たは状態の存在またはそれらに対する素因を決定する方法であって、
（ａ）前記第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを提供する工程；
（ｂ）前記第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを、ゲルゾリンポリペプチドを結合す
る１つまたは複数の化合物と接触させて化合物／ゲルゾリンポリペプチド複合体を形成す
る工程であって、前記化合物が、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５およ
び２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株によって産生されるものと同
じ抗原結合特異性を有する抗体またはその抗原結合断片である工程；
（ｃ）前記化合物／ゲルゾリンポリペプチド複合体のレベルを検出する工程；
（ｄ）前記第１の哺乳類被験体からのサンプル中のゲルゾリンポリペプチドの発現のレベ
ルを定量する工程；及び
（ｅ）工程（ａ）のサンプル中のゲルゾリンポリペプチドの量を、前記疾患または状態を
有していないかまたはそれらに対する素因のないことが既知である第２の哺乳類被験体か
らの対照サンプル中に存在するポリペプチドの量と比較する工程を含み、前記対照サンプ
ルと比較して前記第１の被験体中のゲルゾリンポリペプチドの発現レベルの変化が、前記
疾患または状態の存在またはそれらに対する素因を示す方法。
【請求項１６】
　ＥＬＩＳＡにおいて、前記サンプルを前記化合物と接触させる、請求項１５に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記接触させる工程が、第１の抗体を基質に結合させ、前記サンプルおよび第２の抗体
を前記基質に接触させることを含み、前記第２の抗体が検出可能な標識を含む、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１の抗体が、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１５によ
り産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株により
産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態が、敗血症性ショック、多臓
器機能障害症候群関節リウマチ、脳卒中、心筋梗塞、癌、全身性自己免疫性疾患、慢性肝
炎、化学療法の副作用および放射線療法の副作用からなる群から選択される、請求項１５
に記載の方法。
【請求項２０】
　哺乳類被験体における敗血症性ショックをモニタリングする方法であって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程と；
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（ｂ）第１の被験体におけるゲルゾリンのレベルを参照スタンダードと比較する工程とを
含み、前記参照スタンダードが、敗血症性ショックを有していない対照被験体を含み、前
記参照スタンダードと比較した前記第１の被験体のゲルゾリンのレベルの減少が、前記哺
乳類被験体が敗血症性ショックを有することを示す方法。
【請求項２１】
　医学的状態を防止または治療するために化合物の有効性を決定するための臨床試験への
組入れのために哺乳類被験体を選択する方法であって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程；
（ｂ）第１の被験体におけるゲルゾリンのレベルを参照スタンダードと比較する工程であ
って、前記参照スタンダードが、ゲルゾリンレベルに影響を与える疾患または状態を有し
ていない対照哺乳類被験体を含む工程、及び
（ｃ）臨床試験において前記哺乳類被験体を組入れるように選択する工程を含み、前記哺
乳類被験体のゲルゾリンレベルの類似性が参照スタンダードのゲルゾリンレベルに類似す
る方法。
【請求項２２】
　被験体のための予防的または療法的な治療を選択する方法であって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程；
（ｂ）前記被験体のゲルゾリンのレベルに基づいた被験体クラスへ前記被験体を割り当て
る工程；及び
（ｃ）前記被験体クラスに基づいて予防的または療法的な治療を選択する工程
を含む方法。
【請求項２３】
　ゲルゾリンを精製する方法であって、
（ａ）抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結合する条件下で、ゲルゾリンを含む
生物学的サンプルを、少なくとも１つの固定化された抗体またはその抗原結合断片と接触
させて、固定化されたゲルゾリン抗体複合体を形成する工程であって、前記抗体またはそ
の抗原結合断片が、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６か
らなる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有す
る工程；及び
（ｂ）前記固定化されたゲルゾリン抗体複合体からゲルゾリンを回収する工程
を含む方法。
【請求項２４】
　前記生物学的サンプルがヒト血清を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　１つまたは複数の容器、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１
１６からなる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性
を有する１つもしくは複数の抗体またはその抗原結合断片、およびその中の内容物の使用
のための説明書を含むキット。
【請求項２６】
　（ａ）第１の抗体によりコートされたＥＬＩＳＡプレート；及び
（ｂ）容器中の第２の抗体を含み、前記第１の抗体および第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアク
セッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択される寄託細胞株
によって産生された抗体である、キット。
【請求項２７】
　１つまたは複数のコンポーネントをさらに含み、前記１つまたは複数のコンポーネント
が、ヒト血漿ゲルゾリンスタンダード、ヒト血漿希釈緩衝液、洗浄緩衝液および基質緩衝
液である、請求項２６に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ゲルゾリン結合剤の調製およびその使用に一般的に関する。特に、本発明は
、ヒト血漿ゲルゾリンの抗原決定基（すなわちエピトープ）を認識する、抗ゲルゾリン抗
体の調製およびゲルゾリン検出のためのそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　以下の記述は読者の理解を助けるために提供される。提供される情報または引用された
参照のどれも本発明に対する先行技術であると認められない。
【０００３】
　アクチンは動物細胞中の最も豊富なタンパク質であり、多くの有核細胞のタンパク質の
１０～２０％、および筋細胞のタンパク質の３０％を構成する。各アクチン分子はＡＴＰ
分子を結合して長いフィラメントへと自己集合し、その間にＡＴＰはＡＤＰに加水分解さ
れる。
【０００４】
　動物組織の負傷は、血流を含む細胞外空間へのアクチンの放出をもたらす。非筋肉細胞
アクチンのおよそ半分はＦ－アクチン（Ｇ－アクチンモノマーから集合したアクチンの二
重螺旋のロッド状のフィラメント形態）であるが、細胞外液のイオン状態はアクチン重合
を支援し、その結果、実質的には、死細胞から血液へと放出されたすべてのアクチンがフ
ィラメントへと重合すると予想されるだろう（Ｌｉｎｄ，Ｓ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．
Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｄｉｓ．１３８：４２９－４３４（１９８８））。精製溶液中で
、フィラメント短縮タンパク質の非存在下において、アクチンフィラメントは、容易に数
ミクロンの長さに達成しうる。しかしながら、不可逆的に変性させられるか、または他の
場合には以下に検討される細胞内アクチン結合タンパク質の１つに結合される、損傷細胞
から放出されるアクチンのいくらかの画分では、このアクチンは単量体のままだろう。
【０００５】
　アクチンと天然に結合する多くのタンパク質がある（アクチン結合タンパク質の総説に
ついては、Ｓｔｏｓｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１：
３５３－４０２（１９８５）；Ｐｏｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．５５：９８７－１０３５（１９８６）を参照）。しかしながら、主として２つ
のタンパク質のゲルゾリンおよびＤＢＰ（ビタミンＤ結合タンパク質）が、細胞外アクチ
ンの結合に関与すると考えられる（Ｊａｎｍｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ７０：５２
９－５３０（１９８７））。ゲルゾリンは、アクチンフィラメントの集合および脱集合の
鍵となるレギュレーターのアクチン結合タンパク質である。ゲルゾリンは、Ｓ１～Ｓ６と
呼ばれる６つの相同サブドメインを備えた８２ｋＤａタンパク質である。各サブドメイン
は５鎖のβ－シートからなり、２つのα－へリックスが隣接し、１つは鎖に関して垂直に
配置し、１つは平行に配置する。Ｎ末端（Ｓ１～Ｓ３）は延長したβ－シートを形成し、
Ｃ末端（Ｓ４－Ｓ６）は同様に形成する（Ｋｉｓｅｌａｒ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ１００
：３９４２－３９４７（２００３））。タンパク質は高度に保存され、種間での相同性は
高い。ゲルゾリンは、細胞内（サイトゾルおよびミトコンドリア中）、ならびに細胞外血
漿中）に存在する（Ｋｏｙａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ２７５（２０）：
１５３４３－１５３４９（２０００））。
【０００６】
　ゲルゾリンはアクチン重合の調節に複数の機能を有する。第一に、ゲルゾリンは単量体
アクチン結合に関与する。Ｃａ2+の存在下において、ゲルゾリンは２つのアクチン単量体
を結合する。ゲルゾリンは、他のアクチン結合部位によってアクチンフィラメントもまた
結合することができる。第二に、ゲルゾリンは２つのアクチン単量体を結合してアクチン
重合のための核を形成し、アクチンフィラメントの反矢じり端をキャップする。したがっ
て、ゲルゾリンはアクチン重合のための核として働き、新生マイクロフィラメントの末端
をキャップすることができる。最後に、ゲルゾリンはアクチン切断活性を有する。
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【０００７】
　細胞中の多量のアクチンのために、死細胞からアクチンの放出は、血漿の細胞外液の粘
度を増加させることによって、および／または　細胞のトラップによって、または他のも
の（まだ未同定の毒性効果）によってのいずれかで、微小環境に有意な影響を有する十分
なアクチンを提供する。細胞外への遊離アクチンの注入は、動物組織、ならびに特に腎臓
系および心肺系に毒性がある（Ｈａｒｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｒｅｓ．３６：
６２５Ａ（１９８８）；Ｈａｄｄａｄ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ８７：１３８１－１３８
５（１９９０））。急性腎不全は筋損傷の合併症であり、ラットにおけるアクチン注入は
血中尿素窒素（ＢＵＮ）およびクレアチニンレベルの一過性上昇を引き起こすので、腎不
全と一致する。血漿中の遊離アクチンは、多臓器機能障害症候群を導くフィラメントを形
成しうる（Ｄａｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｈｏｃｋ１２（２）：１０２－４（１９９９））
。さらに、フィラメント中の細胞外アクチン分子の各々は、それと結合するＡＤＰ分子を
有するので、血液中の細胞外アクチンの存在は、宿主に有利でない方式で血小板凝集を誘
導または増大する傾向がありうる（Ｌｉｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉ
ｒ．Ｄｉｓ．１３８：４２９－４３４（１９８８）；Ｓｃａｒｂｏｒｏｕｇｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１００：１３１４－１３
１９（１９８１））。従って、血漿ゲルゾリンは、死んだ細胞および死んでいる細胞から
放出されたアクチンをスカベンジする生体機能を有し、血漿ゲルゾリンレベルは、外傷の
ある患者における初期予後マーカーであると思われる（Ｍｏｕｎｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｒｉｔ．Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．１６０：１６７３－８１（１９
９９））。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、ゲルゾリン結合剤の調製およびその使用に一般的に関する。特に、本発明は
、ヒト血漿ゲルゾリンの抗原決定基（すなわちエピトープ）を認識する、抗ゲルゾリン抗
体の調製およびゲルゾリン検出のためのそれらの使用に関する。１つの態様において、本
発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群か
ら選択される寄託細胞株によって産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する抗体また
はその抗原結合断片を提供する。１つの実施形態において、本発明は、ＦＡＱＧＡＬＫＳ
ＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およびＡＣＳＮＫＩＧＲ
ＦＶ（配列番号：４）または１つもしくは複数の保存的アミノ酸置換を有するその変異型
からなる群から選択される少なくとも重鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を含み、ゲルゾリンを特
異的に結合する、抗体またはその抗原結合断片を提供する。１つの実施形態において、本
発明は、本発明の抗体または抗原結合断片をコードする核酸組成物を提供する。１つの実
施形態において、本発明は、本発明の抗体または抗原結合断片をコードする核酸組成物を
含むベクターを提供する。ベクターは、核酸分子に作動可能に結合したプロモーターをさ
らに含むことができる。１つの実施形態において、本発明は、本発明の抗体または抗原結
合断片をコードする核酸組成物を含むベクターを含む宿主細胞を提供する。１つの実施形
態において、本発明は、モノクローナル抗体がＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、
２１１５および２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株によって産生さ
れる抗体と同じ抗原決定基に結合し、細胞株が癌細胞またはその免疫原性決定基により免
疫されたマウスに由来するリンパ球とマウスミエローマ細胞を融合させるプロセスによっ
て産生される、モノクローナル抗体を産生する連続的な細胞株を提供する。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、配列番号：１のポリペプチドに免疫特異的に結合する抗
体またはその断片を調製する方法であって、（ａ）抗体またはその断片の発現を提供する
状態下で、請求項４に記載の核酸を含む細胞を培養する工程と；（ｂ）発現された抗体ま
たはその断片を回収する工程とを含む方法を提供する。
【００１０】
　別の態様において、本発明は、ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦ
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ＷＥＡＬ（配列番号：３）およびＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から
選択されるアミノ酸配列を含み、全長ヒトゲルゾリンを結合可能な抗体によって認識され
る、ゲルゾリンの単離されたエピトープを提供する。１つの実施形態において、発明は、
ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）および
ＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むゲ
ルゾリンのエピトープを含む免疫原の調製により生成される、抗体またはその抗原結合断
片を提供する。
【００１１】
　１つの態様において、本発明は、（ａ）抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結
合する条件下で、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６から
なる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有する
１つまたは複数の抗体またはその抗原結合断片と、生物学的サンプルを接触させる工程と
；（ｂ）ゲルゾリンと結合した抗体またはその断片の存在または量を検出し、それによっ
てサンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する工程とを含む、生物学的サンプル中
のゲルゾリンの存在または量を決定する方法を提供する。方法の１つの実施形態において
、サンプルは、ＥＬＩＳＡにおいて前記抗体または抗原結合断片と接触させられる。方法
の１つの実施形態において、接触させる工程は、第１の抗体を基質に結合させ、サンプル
を接触させ、第２の抗体（第２の抗体は検出可能な標識を含む）を基質に結合することを
含む。方法の１つの実施形態において、第１の抗体はハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣア
クセッション番号２１１５により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、第２の抗体
はＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイ
ブリドーマ細胞株により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する。
【００１２】
　１つの態様において、本発明は、哺乳類被験体における敗血症性ショックをモニタリン
グする方法であって、（ａ）生物学的サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する
ための本発明の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工程と
；（ｂ）第１の被験体におけるゲルゾリンのレベルを参照スタンダード（参照スタンダー
ドは敗血症性ショックを有していない対照被験体を含む）と比較し、参照スタンダードと
比較した第１の被験体のゲルゾリンのレベルの減少は哺乳類被験体が敗血症性ショックを
有することを示す工程とを含む方法を提供する。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、医学的状態を防止または治療する化合物の有効性を決定
するための臨床試験への組入れのために哺乳類被験体を選択する方法であって、（ａ）生
物学的サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定するための本発明の方法に記載の哺
乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工程と；（ｂ）第１の被験体における
ゲルゾリンのレベルを参照スタンダード（参照スタンダードはゲルゾリンレベルに影響を
与える疾患または状態を有していない対照哺乳類被験体を含む）と比較する工程と、（ｃ
）臨床試験において哺乳類被験体（哺乳類被験体のゲルゾリンレベルの類似性は参照スタ
ンダードのゲルゾリンレベルに類似する）を組入れるように選択する工程とを含む方法を
提供する。
【００１４】
　別の態様において、本発明は、第１の哺乳類被験体においてゲルゾリンポリペプチドの
レベルの変化に関連する疾患または状態の存在またはそれらに対する素因を決定する方法
であって、（ａ）第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを提供する工程と；（ｂ）化合
物がＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選
択されるハイブリドーマ細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有する抗
体またはその抗原結合断片であって、ゲルゾリンポリペプチドを結合する１つまたは複数
の化合物と第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを接触させて、化合物／ゲルゾリンポ
リペプチド複合体を形成する工程と、（ｃ）化合物／ゲルゾリンポリペプチド複合体のレ
ベルを検出する工程と；（ｄ）第１の哺乳類被験体からのサンプル中のゲルゾリンポリペ
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プチドの発現のレベルを定量する工程と；（ｅ）工程（ａ）のサンプル中のゲルゾリンポ
リペプチドの量を、疾患または状態を有していないかまたは素因のないことが既知である
第２の哺乳類被験体からの対照サンプル中に存在するポリペプチドの量と比較し、対照サ
ンプルと比較して第１の被験体のゲルゾリンポリペプチドの発現レベルの変化は疾患また
は状態の存在またはそれらに対する素因を示す工程とを含む方法を提供する。方法の１つ
の実施形態において、サンプルはＥＬＩＳＡにおいて化合物と接触させられる。方法の１
つの実施形態において、接触させる工程は、第１の抗体を基質に結合させ、サンプルおよ
び第２の抗体（第２の抗体は検出可能な標識を含む）を基質に接触させることを含む。方
法の１つの実施形態において、第１の抗体はハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１５により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、第２の抗体はＣＧＭ
ＣＣアクセッション番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイブリドー
マ細胞株により産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する。方法の１つの実施形態にお
いて、ゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態は、敗血症性ショック、多臓
器機能障害症候群、関節リウマチ、脳卒中、心筋梗塞、癌、全身性自己免疫性疾患、慢性
肝炎、化学療法の副作用および放射線療法の副作用からなる群から選択される。
【００１５】
　１つの態様において、本発明は、被験体のための予防的または療法的な治療を選択する
方法であって、（ａ）生物学的サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する本発明
の方法に記載の哺乳類被験体においてゲルゾリンのレベルを測定する工程と；（ｂ）被験
体のゲルゾリンのレベルに基づいた被験体クラスへ被験体を割り当てる工程と；（ｃ）被
験体クラスに基づいて予防的または療法的な治療を選択する工程とを含む方法を提供する
。
【００１６】
　１つの態様において、本発明は、ゲルゾリンを精製する方法であって、（ａ）抗体また
はその抗原結合断片はＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６
からなる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有
し、抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結合する条件下で、少なくとも１つの固
定化された抗体またはその抗原結合断片とゲルゾリンを含む生物学的サンプルを接触させ
て、固定化されたゲルゾリン抗体複合体を形成する工程と；（ｂ）固定化されたゲルゾリ
ン抗体複合体からゲルゾリンを回収する工程とを含む方法を提供する。方法の１つの実施
形態において、生物学的サンプルはヒト血清を含む。
【００１７】
　１つの態様において、本発明は、１つまたは複数の容器、ＣＧＭＣＣアクセッション番
号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択される寄託細胞株によって産生
されるものと同じ抗原結合特異性を有する１つまたは複数の抗体またはその抗原結合断片
、およびその中の内容物の使用のための説明書を含むキットを提供する。
【００１８】
　１つの態様において、本発明は、（ａ）第１の抗体によりコートされたＥＬＩＳＡプレ
ートと；（ｂ）容器中の第２の抗体とを含み、第１の抗体および第２の抗体がＣＧＭＣＣ
アクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択される寄託細
胞株によって産生された抗体である、キットを提供する。１つの実施形態において、キッ
トは、ヒト血漿ゲルゾリンスタンダード、ヒト血漿希釈緩衝液、洗浄緩衝液および基質緩
衝液のコンポーネントのうちの１つまたは複数をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】マウス抗ヒトゲルゾリンモノクローナル抗体の生成のために免疫原として使用し
たヒト血漿ゲルゾリンタンパク質（ネイティブヒト血漿ゲルゾリン（レーン２）、および
組換え全長ゲルゾリン（レーン３）、組換えＮ末端ゲルゾリン断片（レーン４）および組
換えＣ末端ゲルゾリン断片（レーン５））のＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析を示した図である。分
子量マーカーをレーン１に示す。
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【図２】ヒトゲルゾリンの異なる形態（ＮＧ：ネイティブゲルゾリン；ＧＦ：全長組換え
ゲルゾリン；ＧＮ：組換えＮ末端ゲルゾリン断片；ＧＣ：組換えＣ末端ゲルゾリン断片）
およびＢＳＡ対照への抗ゲルゾリンモノクローナル抗体の結合特質のＥＬＩＳＡ解析を示
した図である。各パネルは、異なる抗体からのデータを提示し、パネルＡはＧＮ３Ｅ９（
図２Ａ）、パネルＢはＧＦ２Ｄ６（図２Ｂ）、パネルＣはＧＣ１Ｃ１０（図２Ｃ）、パネ
ルＤはＧＳ２Ｃ４（図２Ｄ）である。
【図３】抗ゲルゾリンモノクローナル抗体によりプロービングした、２つのヒト血漿サン
プルのＳＤＳ－ＰＡＧＥのウエスタンブロット解析を示した図である。
【図４】抗ゲルゾリン抗体により免疫沈降させたヒト血漿ゲルゾリンのＳＤＳ－ＰＡＧＥ
解析を示した図である。各レーンにおけるサンプルは以下のとおりである。レーン１：ブ
ランク対照（血漿なし）；レーン２：ＧＣ１Ｃ１０；レーン３：ＧＦ２Ｄ６；レーン４：
ＧＮ３Ｅ９；およびレーン５：ＧＳ２Ｃ４。
【図５Ａ】異なる７種の中での免疫沈降（上部パネル）およびウエスタンブロット解析（
下部パネル）による、抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０の交差反応性の解析を示した図であ
り、レーン１：マウス；レーン２：サル；レーン３：ウサギ；レーン４：ラット；レーン
５：ウシ；レーン６：ウマ；レーン７：ヒトである。
【図５Ｂ】異なる７種の中での免疫沈降（上部パネル）およびウエスタンブロット解析（
下部パネル）による、抗ゲルゾリン抗体ＧＦ２Ｄ６の交差反応性の解析を示した図であり
、レーン１：マウス；レーン２：サル；レーン３：ウサギ；レーン４：ラット；レーン５
：ウシ；レーン６：ウマ；レーン７：ヒトである。
【図５Ｃ】異なる７種の中での免疫沈降（上部パネル）およびウエスタンブロット解析（
下部パネル）による、抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９の交差反応性の解析を示した図であり
、レーン１：マウス；レーン２：サル；レーン３：ウサギ；レーン４：ラット；レーン５
：ウシ；レーン６：ウマ；レーン７：ヒトである。
【図６】ゲルゾリンのＣ末端断片の３Ｄ構造および抗ゲルゾリン抗体のエピトープ位置で
ある。
【図７】精製したヒト血漿ゲルゾリンへの抗ゲルゾリン抗体の結合のＦ－アクチン阻害Ｅ
ＬＩＳＡ解析を示した図である。Ｆ－アクチンによるゲルゾリンへの抗体結合の阻害は、
Ｆ－アクチンなしの結合に対するパーセントとして提示される。
【図８Ａ】ペアの抗体（ＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０）を使用する化学発光ＥＬＩＳＡによ
って生成されたヒト血漿ゲルゾリンの標準曲線であり、検出シグナル（相対的光単位、Ｒ
ＬＵ）の関数として血漿ゲルゾリン濃度（ｎｇ／ｍＬ）を示した図である。
【図８Ｂ】ペアの抗体（ＧＮ３Ｅ９／ＧＦ２Ｄ６）を使用する化学発光ＥＬＩＳＡによっ
て生成されたヒト血漿ゲルゾリンの標準曲線であり、検出シグナル（相対的光単位、ＲＬ
Ｕ）の関数として血漿ゲルゾリン濃度（ｎｇ／ｍＬ）を示した図である。
【図９】血漿ゲルゾリンレベルに基づいた、サンプル取り扱い条件（すなわちサンプルへ
のクエン酸ナトリウム（シトレート）、ヘパリン、またはＥＤＴＡの追加）の定量化の比
較である。
【図１０】抗体ペアのＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０を使用するＥＬＩＳＡ分析における光学
的密度ｖｓゲルゾリンポリペプチド濃度のグラフを示した図であり、ゲルゾリンポリペプ
チドはＮＧ：ネイティブゲルゾリン；ＧＦ：全長組換えゲルゾリン；ＧＮ：組換えＮ末端
ゲルゾリン断片；またはＧＣ：組換えＣ末端ゲルゾリン断片である。
【図１１Ａ】ＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０抗体ペアを使用するＥＬＩＳＡ分析における光学
的密度ｖｓ血漿ゲルゾリンのグラフを示し、アクチン不含有ゲルゾリン（対照）またはア
クチンとの複合体のゲルゾリン（＋アクチン）を測定した図である。
【図１１Ｂ】ＧＮ３Ｅ９／ＧＦ２Ｄ６抗体ペアを使用するＥＬＩＳＡ分析における光学的
密度ｖｓ血漿ゲルゾリンのグラフを示し、アクチン不含有ゲルゾリン（対照）またはアク
チンとの複合体のゲルゾリン（＋アクチン）を測定した図である。
【図１２】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して、健康的な対照（ｎ＝２９１）
およびＩＣＵ（救急）患者（ｎ＝２２）において測定された血清ゲルゾリン濃度のグラフ
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である。
【図１３】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して決定されるような、正常な患者
ならびに全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）の非活動型および活動型を示す患者における
血清ゲルゾリン濃度（μｇ／ｍＬ）のグラフである。
【図１４】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して決定されるような、正常な患者
および慢性肝炎に罹患した患者における血清ゲルゾリン濃度（μｇ／ｍＬ）のグラフであ
る。
【図１５Ａ】化学療法の血漿ゲルゾリンレベルに対する効果のウエスタンブロット解析を
示した図である。ウエスタンブロットの写真である。
【図１５Ｂ】化学療法の血漿ゲルゾリンレベルに対する効果のウエスタンブロット解析を
示した図である。デンシトメトリーによるウエスタンブロットの定量分析である。
【図１６Ａ】化学療法後の血漿ゲルゾリンの時間依存的枯渇のウエスタンブロット解析を
示した図である。アドリアマイシンが投与された後の様々なタイムポイントのマウスの血
清サンプルのウエスタンブロットの写真である。
【図１６Ｂ】化学療法後の血漿ゲルゾリンの時間依存的枯渇のウエスタンブロット解析を
示した図である。デンシトメトリーによる図１６Ａのウエスタンブロットの定量分析であ
る。
【図１６Ｃ】化学療法後の血漿ゲルゾリンの時間依存的枯渇のウエスタンブロット解析を
示した図である。タキソールが投与された後の様々なタイムポイントのマウスの血清サン
プルのウエスタンブロットの写真である。
【図１６Ｄ】化学療法後の血漿ゲルゾリンの時間依存的枯渇のウエスタンブロット解析を
示した図である。デンシトメトリーによる１６Ｃ図のウエスタンブロットの定量分析であ
る。
【図１７】化学療法の５人の患者の血漿ゲルゾリンレベルを示すグラフである。本発明の
ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して決定されるような、シスプラチン化学療法後の卵巣
癌患者の群における時間依存的減少である。
【図１８Ａ】インビボのマウスモデルにおける化学療法誘導性体重損失の減少における全
長組換えゲルゾリンの治療有効性を示すグラフである。
【図１８Ｂ】インビボのマウスモデルにおける死亡率の減少における全長組換えゲルゾリ
ンの治療有効性を示すグラフである。
【図１９】本発明のＧＣ１Ｃ１０、ＧＮ３Ｅ９およびＧＣ２Ｄ６抗体によって親和性精製
したヒト血漿ゲルゾリンのＳＤＳ－ＰＡＧＥを示した図である。
【図２０】３つの代表的な抗ゲルゾリン抗体によるヒト血漿ゲルゾリンの異なる形態のウ
エスタンブロット解析を示した図である。パネルＡは、ヒト血漿ゲルゾリンの９０ｋＤａ
形態のみと反応する抗体群の代表的なものである（図２０Ａ）。パネルＢは、５０ｋＤａ
ゲルゾリン様ポリペプチドのみと反応する抗体群の代表的なものである（図２０Ｂ）。パ
ネルＣは、９０ｋＤａおよび５０ｋＤａの免疫反応形態の両方と反応する抗体群の代表的
なものである（図２０Ｃ）。
【図２１】アポトーシスありまたはアポトーシスなしのヒト膵癌細胞株の細胞内ゲルゾリ
ンの抗ゲルゾリン抗体によるウエスタンブロット解析を示した図である。ヒト膵癌細胞（
ＭＩＡｃａｐａ）を、対照培地（レーン１）、または４時間１０００ｎｇ／ｍｌの抗ＤＲ
５抗体（ＣＴＢ００６）の存在下（レーン２）において培養した。全細胞溶解物のウエス
タンブロットを、ゲルゾリンＣ末端断片特異的抗体ＧＣ１Ｃ１０（図２１Ａ）又はゲルゾ
リンＮ末端断片特異的抗体ＧＮ３Ｅ９（図２１Ｂ）によりプロービングした。
【図２２】第１の研究の４人の健康な対照患者（Ｎ１～Ｎ４）および４人の癌患者（Ｃ１
～Ｃ４）（図２２Ａ）、及び第２の研究の４人の健康な対照患者（Ｎ５～Ｎ８）および４
人の癌患者（Ｃ５～Ｃ８）（図２２Ｂ）における全血漿ゲルゾリンを免疫沈降させた血漿
ゲルゾリンのＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析（上部パネル）およびウエスタンブロット解析（下部
パネル）を示した図である。
【図２３】本発明のゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析を使用して決定した、関節リウマチの患者
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と比較した正常な患者における血清ゲルゾリン濃度（μｇ／ｍＬ）のグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　一般事項。本発明の特定の態様、様式、実施形態、変形物および特色が、本発明の実質
的な理解を提供するために様々なレベルで詳細に以下に記述されることが認識されるべき
である。
【００２１】
　本発明は、一般的にゲルゾリンポリペプチドに結合することができるゲルゾリン結合剤
（例えば抗体）を提供する。したがって、本発明の様々な態様は、ゲルゾリン結合剤の調
製、発現および特性評価に関する。本発明のゲルゾリン結合剤は、生物学的サンプルから
のネイティブゲルゾリンポリペプチドを含む、ネイティブゲルゾリンタンパク質を精製す
る方法に加えて、試験サンプル中のゲルゾリンポリペプチド（別名、標的ポリペプチド）
を検出するのに、単独でまたは組合せで、有用である。ゲルゾリン結合剤は、その必要性
のある被験体におけるゲルゾリンに関連する医学的状態を診断するのに有用である。ヒト
ゲルゾリンポリペプチド（配列番号：１）のアミノ酸配列を、表１中に示す。
【表１】

【００２２】
　いくつかの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤（例えば抗ゲルゾリン抗体ま
たは抗ゲルゾリン様抗体）は、ゲルゾリンの活性形態または未結合形態を検出する。理論
によって限定されることは意図しないが、遊離ゲルゾリン分子と複合体を形成した（アク
チンに対して）ゲルゾリン分子の機能特性は異なる。遊離ゲルゾリンはアクチンフィラメ
ントを切断することができるが、複合体のアクチンゲルゾリンは切断できない。ゲルゾリ
ンの切断活性はマイクロモルのＣａ2+により活性化され、ホスファチジルイノシトール二
リン酸（ＰＩＰ2）およびホスファチジルイノシトール一リン酸（ＰＩＰ）により阻害さ
れることが示されている。細胞外Ｃａ2+濃度がミリモルレベルであり、細胞外液が、通常
はゲルゾリンを阻害する形態のＰＩＰまたはＰＩＰ2を含んでいないので、血漿ゲルゾリ
ンは細胞外液中で構成的に活性がある。
【００２３】
　本発明の様々な態様は、医学的状態に起こしやすい個体の同定、または薬物応答性、副
作用もしくは至適薬物用量に関する個体の分類に、本発明のゲルゾリン結合剤を使用する
診断方法およびキットにさらに関する。他の態様において、本発明は、例えば、血漿から
のネイティブのヒトゲルゾリンを含む、生物学的サンプルからのゲルゾリンまたはゲルゾ
リン様ポリペプチドを精製する方法を提供する。したがって、これらの態様を例示する様
々な特定の実施形態を以下に示す。
【００２４】
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　本発明の１つまたは複数の実施形態の詳細は、付随の記述中で以下に説明される。本発
明の実施または検査において本明細書中で記述するものに類似または等価である任意の方
法および材料を使用することができるが、好ましい方法および材料をここで記述する。本
発明の他の特色、目的および利点は、記述および請求項から明らかになるだろう。一般的
に、酵素反応および精製工程は製造者の仕様書に従って実行される。
【００２５】
　本発明の実行には、分子生物学、タンパク質生化学、細胞生物学、免疫学、微生物学お
よび組換えＤＮＡにおける多くの従来の技術が使用される。これらの技術は周知であり、
例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、Ｉ－ＩＩＩ巻、Ａｕｓｕｂｅｌ編（１９９７）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第
２版（コールドスプリングハーバーラボラトリー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、コールドスプリングハーバー、ニューヨ
ーク、１９８９）；ＤＮＡクローニング：ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、ＩおよびＩＩ巻、Ｇｌｏｖｅｒ編（１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｇａｉｔ編（１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ、ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編（１９８５
）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ、Ｈａｍｅｓおよび
Ｈｉｇｇｉｎｓ、編（１９８４）；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ、Ｆｒｅｓ
ｈｎｅｙ編（１９８６）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅ
ｓ（ＩＲＬプレス（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ）、１９８６年）；Ｐｅｒｂａｌ、Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ｍｅｔｈ．Ｅｎ
ｚｙｍｏｌ．シリーズ、（アカデミックプレス社（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎ
ｃ．）、１９８４年）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍ
ｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ、ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編（コールドスプリングハー
バーラボラトリー、ニューヨーク、１９８７）；ならびにＭｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、
１５４巻および１５５巻、それぞれＷｕおよびＧｒｏｓｓｍａｎ編、およびＷｕ編中で説
明される。ポリペプチド遺伝子発現産物（すなわち遺伝子翻訳レベル）のレベルを検出お
よび測定する方法は、当技術分野において周知であり、抗体検出および定量化技術などの
、ポリペプチド検出方法の使用を含む（ＳｔｒａｃｈａｎおよびＲｅａｄ、ヒト分子遺伝
学（Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ）、第２版（ジョン・ワイリー
・アンド・サンズ社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）、ニューヨ
ーク、１９９９）もまた参照）。
【００２６】
　特別に定義されない限り、本明細書において使用したすべての技術的用語および科学的
用語は、一般的に当業者により一般に理解されるような同じ意味を有している。この明細
書および添付された請求項において使用されるように、単数形「１つの（ａ）」、「１つ
の（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」は、特別に内容が明確に指示しない限り、複数の
指示物を含む。例えば、「１つの細胞（ａ　ｃｅｌｌ）」への参照は、２つまたは複数の
細胞の組合せおよび同種のものを含む。一般的に、本明細書、ならびに以下で記述される
細胞培養、分子遺伝学、有機化学、分析化学および核酸化学ならびにハイブリダイゼーシ
ョンにおける実験手順において使用される呼称は周知であり、一般に当技術分野において
使用されるものである。本明細書において引用されるすべての参照は、各個々の出版物、
特許または特許出願がすべての目的のために具体的および個別にその全体を参照すること
により組み入れられるのと同じ程度で、すべての目的のためにそれらの全体を参照するこ
とにより本明細書に組み入れられる。
【００２７】
　定義。この明細書において使用されるような特定の用語の定義は以下に提供される。他
の用語の定義は、Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ、第２版（Ｃｒｕｓｅ，Ｊ．Ｍ．およびＬｅｗｉｓ，Ｒ．Ｅ．、Ｂｏｃａ　Ｒａ
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ｔｏｎ，ＦＬ編：ＣＲＣプレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）、１９９５）中に見出すことがで
きる。特別の指示のない限り、本明細書において使用される場合の用語「ゲルゾリン」は
、ヒトのタンパク質および遺伝子を指す。
【００２８】
　本明細書において使用される時、被験体または被験体への薬剤または薬物の「投与」は
、その意図された機能を実行するように、被験体に化合物を導入または送達する任意の経
路を含む。投与は、経口的、鼻腔内、非経口的（静脈内、筋肉内、腹腔内、または皮下）
、経直腸的、または局所的なものを含む、任意の適切な経路により行なうことができる。
投与は、自己投与および他の人による投与を含む。記述されるような医学的状態の治療ま
たは防止の様々な様式は、ある程度の生物学的または医学的に適切な結果が達成される完
全なまた完全未満の治療または防止を含む、「実質的」を意味するように意図されること
もまた認識されるべきである。
【００２９】
　本明細書において使用される時、用語「アミノ酸」は、天然に存在するアミノ酸に類似
する方式で機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣物に加えて、天然に存在するアミ
ノ酸および合成アミノ酸を含む。天然に存在するアミノ酸は、後に修飾されるアミノ酸（
例えば，ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸およびＯ－フォスフォセリン
）に加えて，遺伝暗号によりコードされるものである。アミノ酸類似体は、天然に存在す
るアミノ酸と同じ基本化学構造（すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基、およびＲ
基に結合されるα－炭素）を有する化合物、例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオ
ニンスルフォキシド、メチオニンメチルスルホニウムを指す。かかる類似体は、修飾され
たＲ基（例えば、ノルロイシン）または修飾されたペプチド骨格を有するが、天然に存在
するアミノ酸と同じ基本化学構造を保有する。アミノ酸模倣物は、アミノ酸の一般的な化
学構造とは異なるが、天然に存在するアミノ酸に類似する方式で機能する構造を有する化
学化合物を指す。アミノ酸は、一般に公知の３文字記号またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学
命名法委員会によって推奨される１文字記号のいずれかによって、本明細書において指さ
れうる。同様に、一般的に受け入れられている１文字コードによってヌクレオチドを指す
ことができる。
【００３０】
　本明細書において使用される時、用語「抗体」は抗原（例えばゲルゾリンポリペプチド
）を特異的に結合および認識する免疫グロブリン遺伝子またはその断片からのフレームワ
ーク領域を含むポリペプチドを意味する。用語、抗体の使用は、一本鎖全抗体を含む全抗
体、およびその抗原結合断片を含むように意味される。それらが所望される生物学的活性
を示すかまたは機能する限り、用語「抗体」は二重特異性抗体および多重特異性抗体を含
む。
【００３１】
　本明細書において使用される時、用語「抗体関連ポリペプチド」は、以下のポリペプチ
ドエレメントのすべてまたは一部と共に、単独または組合せで可変領域を含むことができ
る一本鎖抗体を含む、抗原結合抗体断片を意味する。抗体分子のヒンジ領域、ＣＨ1、Ｃ
Ｈ2、およびＣＨ3ドメイン。可変領域およびヒンジ領域、ＣＨ1、ＣＨ2ならびにＣＨ3ド
メインの任意の組合せもまた本発明中に含まれる。本発明の結合剤として有用な抗体関連
分子は、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）2、Ｆｄ、一本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦ
ｖ）、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）、ＶLまたはＶHのドメインを含む
断片を含むが、これらに限定されない。実例は、（ｉ）Ｆａｂ断片（ＶLドメイン、ＶHド
メイン、ＣLドメインおよびＣＨ1ドメインからなる一価断片）；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）2

断片（ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって結合される２つのＦａｂ断片を含む二価断
片）；（ｉｉｉ）ＶHドメインおよびＣＨ1ドメインからなるＦｄ断片；（ｉｖ）抗体の単
腕のＶLドメインおよびＶHドメインからなるＦｖ断片、（ｖ）ＶHドメインからなるｄＡ
ｂ断片（Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３４１：５４４－５４６，１９８９）；
および（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。それゆえ、「抗体断片」は
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、全長抗体の一部（一般的にその抗原結合領域または可変領域）を含むことができる。抗
体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2、およびＦｖ断片；ダイアボディ；直
線状抗体；一本鎖抗体分子；ならびに抗体断片から形成される多重特異性抗体を含む。一
本鎖抗体分子は、多数の個々の分子による多量体（例えば二量体、三量体または他の多量
体）を含むことができる。
【００３２】
　本明細書において使用される時、用語「生物学的サンプル」は、生細胞に由来するかま
たは接触されたサンプル物質を意味する。用語「生物学的サンプル」は、被験体内に存在
する組織、細胞および液体に加えて、被験体から単離された組織、細胞および生物学的液
体を含むように意図される。本発明の生物学的サンプルは、例えば、全血、血漿、精液、
唾液、涙、尿、糞便物質、汗、バッカル、皮膚、脳脊髄液、および毛髪を含むが、これら
に限定されない。生物学的サンプルは、内部臓器の生検または癌から得ることもできる。
生物学的サンプルは、診断または研究のために被験体から得ることができるか、または疾
患ではない個体から対照としてまたは基礎研究のために得ることができる。
【００３３】
　本明細書において使用される時、用語「ＣＤＲがグラフトされた抗体」は、望ましい抗
原特異性を保持する「ドナー」抗体からのＣＤＲ「グラフト」によって「アクセプター」
抗体の少なくとも１つのＣＤＲが置換される抗体を意味する。
【００３４】
　本明細書において使用される時、用語「キメラ抗体」は、１つの種からのモノクローナ
ル抗体のＦｃ定常領域（例えば、マウスＦｃ定常領域）が、組換えＤＮＡ技術を使用して
、他の種の抗体からのＦｃ定常領域（例えば、ヒトＦｃ定常領域）で、置換される抗体を
意味する。一般的には、Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６
９；Ａｋｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１８４，１８７号；Ｔａｎｉｇｕ
ｃｈｉ、ヨーロッパ特許出願第１７１，４９６号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ヨ
ーロッパ特許出願第１７３，４９４号；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、ＷＯ８６／
０１５３３；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第４，８１６，５６７号；Ｃａｂｉ
ｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－１０４３，１９８８；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：３４３９－３４４３，１９８
７；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ１３９：３５２１－３５２６，１９８７
；Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：２１４
－２１８，１９８７；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　４７
：９９９－１００５，１９８７；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３１４：４４６
－４４９，１９８５；およびＳｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉ
ｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９，１９８８を参照。
【００３５】
　本明細書において使用される時、用語「臨床応答」は、応答、無応答、および有害応答
（すなわち副作用）の定量的測定のいずれかまたはすべてを意味する
【００３６】
　本明細書において使用される時、用語「臨床試験」は、特定の治療に対する応答に基づ
く臨床データを収集するようにデザインされた任意の研究試験を意味し、第Ｉ相、第ＩＩ
相および第ＩＩＩ相の臨床試験を含むが、これらに限定されない。標準的方法を使用して
、患者集団を定義し被験体を組入れる。
【００３７】
　本明細書において使用される時、用語「コンセンサスＦＲ」は、コンセンサス免疫グロ
ブリン配列中のフレームワーク（ＦＲ）抗体領域を意味する。抗体のＦＲ領域は抗原に接
触しない。
【００３８】
　本明細書において使用される時、用語「ダイアボディ」は２つの抗原結合部位を備えた
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小さな抗体断片を指し、その断片は、同じポリペプチド鎖（ＶHＶL）中に軽鎖可変ドメイ
ン（ＶL）に接続された重鎖可変ドメイン（ＶH）を含む。同じ鎖上の２つのドメインとの
間での対合を可能にするには短すぎるリンカーを使用することによって、ドメインは、も
う一つの鎖の相補的なドメインと対合し、２つの抗原結合部位を生じることを強いられる
。ダイアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；およびＨｏｌ
ｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：
６４４４－６４４８（１９９３）中でより完全に記述される。
【００３９】
　本明細書において使用される時、用語「エフェクター細胞」は、免疫応答の認識相およ
び活性化相に対立する、免疫応答のエフェクター相に関与する免疫細胞を意味する。例示
的な免疫細胞は、骨髄性またはリンパ性起源の細胞、例えば、リンパ球（例えば、Ｂ細胞
および細胞傷害Ｔ細胞（ＣＴＬ）を含むＴ細胞）、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、
マクロファージ、単球、好酸球、好中球、多核白血球、顆粒球、マスト細胞および好塩基
球を含む。エフェクター細胞は特異的Ｆｃ受容体を発現し、特異的免疫機能を実行する。
エフェクター細胞は抗体依存性細胞性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導することができ、例え
ば、好中球はＡＤＣＣを誘導することができる。例えば、ＦｃαＲを発現する単球、マク
ロファージ、好中球、好酸球、およびリンパ球は、標的細胞の特異的死滅および免疫系の
他の成分への抗原の提示、または抗原を提示する細胞への結合に関与する。エフェクター
細胞は、標的抗原、標的細胞、転移癌細胞、または微生物をファゴサイトーシスすること
もできる。
【００４０】
　本明細書において使用される時、用語「エピトープ」は、抗体への特異的結合が可能な
タンパク質決定基を意味する。エピトープは、通常アミノ酸または糖側鎖などの分子の化
学的に活性のある表面配置からなり、比電荷特質に加えて、特異的３次元構造特性を通常
有する。立体配座的エピトープおよび非立体配座的エピトープは、変性溶媒の存在下で前
者への結合は失われるが、後者への結合は失われないという点で区別される。１つの実施
形態において、ゲルゾリンの「エピトープ」は、本発明のゲルゾリン結合剤が結合するゲ
ルゾリンタンパク質中の領域である。本発明の選択した実施形態において、このエピトー
プは、配列番号：１の約３２１～約３３０、約６３６～約６４５、または約６６１～６７
０のアミノ酸残基にわたるドメインである。
【００４１】
　エピトープに結合するゲルゾリン結合剤についてスクリーニングするために、Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，コールドスプリングハーバー
ラボラトリー、Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）中で記
述されていたものなどのルーチンの交差ブロッキング分析を実行することができる。この
分析を使用して、ゲルゾリン結合剤が本発明のゲルゾリン抗体と同じ部位またはエピトー
プを結合するかどうか決定することができる。あるいはまたはさらに、エピトープマッピ
ングを当技術分野において公知の方法により実行することができる。例えば、抗体配列を
アラニンスキャニングによってなどで変異させて、接触残基を同定することができる。異
なる方法では、ゲルゾリンの異なる領域に対応するペプチドは、検査抗体による競合分析
、または検査抗体および特性が評価されたエピトープもしくは公知のエピトープを備えた
抗体による競合分析において使用することができる。
【００４２】
　本明細書において使用される時、用語、組成物の「効果的な量」または「薬学的に効果
的な量」または「療法的に効果的な量」は、所望される療法的および／または予防的効果
を達成するのに十分な量、例えば治療されている疾患に関連する症状（例えば標的ポリペ
プチド（例えばゲルゾリンまたはゲルゾリン様ポリペプチド）に関連する疾患または医学
的状態）の防止または減少をもたらす量である。被験体に投与される本発明の組成物の量
は、疾患のタイプおよび重症度、ならびに公衆衛生、年齢、性別、体重および薬物への耐
性などの個体の特質に依存するだろう。疾患の程度、重症度およびタイプにも依存するだ
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ろう。当業者は、これらおよび他の因子に依存して適切な投薬量を決定することができる
だろう。本発明の組成物は、１つまたは複数の追加の療法的化合物と組み合わせてもまた
投与することができる。本発明の方法において、ゲルゾリンは、疾患または外傷状態によ
り引き起こされたゲルゾリンレベルが減少した被験体に投与され、それによって被験体中
の血漿ゲルゾリンのレベルを増加させる。例えば、ゲルゾリンの「療法的に効果的な量」
は、遊離細胞外アクチンの毒性効果が最小で寛解されるレベルが意味される。
【００４３】
　本明細書において使用される時、「発現」は、１つまたは複数の以下のもの含むが、こ
れらに限定されない。前駆ｍＲＮＡへの遺伝子の転写；前駆ｍＲＮＡのスプライシングお
よび他のプロセッシングによる成熟ｍＲＮＡの産生；ｍＲＮＡの安定；タンパク質への成
熟ｍＲＮＡの翻訳（コドン使用頻度およびｔＲＮＡ利用度を含む）；ならびに適切な発現
および機能のために必要とされるならば、翻訳産物の糖鎖付加および／または他の修飾。
【００４４】
　本明細書において使用される時、用語「ゲルゾリン」は、多機能のアクチン結合タンパ
ク質を指す。哺乳類において、ゲルゾリンは、細胞質変異型および細胞外変異型の２つの
アイソフォームを含む。ヒト血漿ゲルゾリンは分子のＮ末端への約２５アミノ酸の追加に
よってだけで細胞ゲルゾリンとは異なり、両方のゲルゾリンは単一遺伝子産物である。血
漿ゲルゾリンは３つのアクチン結合部位を有しており、Ｇ－アクチンまたはＦ－アクチン
のいずれかへ高い親和性で結合する。「ゲルゾリン」は、哺乳類ポリペプチドの組換え形
態もまた指す。
【００４５】
　本明細書において使用される時、用語「遺伝子」は発現を制御するプロモーター、エク
ソン、イントロンおよび他の非翻訳領域を含む、ＲＮＡ産物の調節された生合成のための
情報をすべて含むＤＮＡのセグメントを意味する。
【００４６】
　本明細書において使用される時、用語「ヒト配列抗体」は、ヒト生殖細胞系列の免疫グ
ロブリン配列に由来する可変領域および定常領域（存在するならば）を有する抗体を含む
。本発明のヒト配列抗体は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列によりコードされな
いアミノ酸残基（例えば、インビトロのランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発、
またはインビボの体細胞変異によって導入された変異）を含むことができる。かかる抗体
は、例えばＰＣＴ公報番号ＷＯ０１／１４４２４およびＷＯ００／３７５０４中で記述さ
れているように、非ヒトトランスジェニック動物において生成することができる。しかし
ながら、用語「ヒト配列抗体」は、本明細書において使用される時、別の哺乳類種の生殖
細胞系列に由来するＣＤＲ配列（マウスなどの）がヒトフレームワーク配列（例えばヒト
化抗体）上にグラフトされた抗体を含むようには意図されない。
【００４７】
　本明細書において使用される時、用語、非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」形態
は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ抗体である。ヒト化抗体は大
部分についてはヒト免疫グロブリンであり、レシピエントの超可変領域残基は、所望され
る特異性、親和性および容量を有するマウス、ラット、ウサギまたはヒト以外の霊長類な
どの非ヒト種（ドナー抗体）からの超可変領域残基により置換される。いくつかの実例に
おいて、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト
残基により置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体にお
いて見出さない残基を含むことができる。これらの修飾を行って、結合親和性などの抗体
パフォーマンスをさらに改良する。一般的に、ヒト化抗体は、超可変ループのすべてまた
は実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可変ループに対応し、ＦＲ領域は結合親和
性を改善する１つまたは複数のアミノ酸置換を含みうるが、ＦＲ領域のすべてまたは実質
的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のＦＲ領域である、少なくとも１つ典型的には２つ
の可変ドメインの実質的にすべてを含むだろう。ＦＲ中のこれらのアミノ酸置換の数は、
典型的には、重鎖において最高６、および軽鎖において最高３である。ヒト化抗体は、任
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意で免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）（典型的にはヒト免疫グロブリンの定常領域）の少
なくとも一部もまた含むだろう。さらに詳細のためには、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｅｉｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏ
ｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）を参照。
【００４８】
　本明細書において記述されるゲルゾリン抗体の「１つまたは複数のアミノ酸配列の修飾
」が検討される。例えば、抗体の結合親和性および／または他の生物学的特性を改善する
ことが望ましいだろう。ゲルゾリン抗体のアミノ酸配列変異型は、抗体核酸の中へ適切な
ヌクレオチド変化を導入することによって、またはペプチド合成によって調製される。か
かる修飾は、例えば、ゲルゾリン抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失および／または
その中への挿入および／またはその置換を含む。得られた抗体が所望される特性を保持す
る限り、欠失、挿入および置換の任意の組合せは、対象となる抗体を得るために行なわれ
る。修飾はタンパク質の糖鎖付加パターンの変化もまた含む。変異誘発のための好ましい
位置の同定のための有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ　ｉｎ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：１０８１－１０８５（１９８９）により記述されるような「ア
ラニンスキャニング変異誘発」と呼ばれるものである。次に、変異抗体は所望される活性
についてスクリーニングされる。もし抗体の変異型が所望される特性を保持するならば、
本発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５、２１１６をそれぞれ有す
る、ハイブリドーマＧＣ１Ｃ１０、ＣＮ３Ｅ９、またはＧＦ２Ｄ６によって定義されるア
ミノ酸配列の１つまたは複数のアミノ酸の追加、欠失および／または置換を備えた抗体変
異型を含む。
【００４９】
　本明細書において使用される時、用語「超可変領域」は、抗原結合に関与する抗体のア
ミノ酸残基を指す。超可変領域は、一般的に「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」からの
アミノ酸残基（例えば、ＶL中のおよそ残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）お
よび８９～９７（Ｌ３）、ならびにＶH中のおよそ３１～３５Ｂ（Ｈ１）、５０～６５（
Ｈ２）および９５～１０２（Ｈ３））（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第
５版、公衆衛生局、国立衛生研究所、ベセズダ、メリーランド（１９９１））および／ま
たは「超可変ループ」からのアミノ酸残基（例えば、ＶL中の残基２６～３２（Ｌ１）お
よび５０～５２（Ｌ２）および９１～９６（Ｌ３）ならびにＶH中の２６～３２（Ｈ１）
、５２Ａ～５５（Ｈ２）および９６～１０１（Ｈ３））（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅ
ｓｋ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７））を含む。
【００５０】
　本明細書において使用される時、用語「同一の」またはパーセント「同一性」は、２つ
または複数の核酸配列またはポリペプチド配列のコンテキストにおいて使用された場合、
同じであるか、または以下で記述されるデフォルトパラメーターによるＢＬＡＳＴもしく
はＢＬＡＳＴ２．０の配列比較アルゴリズムを使用してまたは手動のアライメントおよび
目視点検によって測定して（例えば、ＮＣＢＩウェブサイトを参照）、同じであるアミノ
酸残基またはヌクレオチドの指定のパーセンテージ（すなわち、比較ウィンドウまたは指
定の領域にわたり最大で一致するように比較およびアライメントさせた場合、指定の領域
（例えば、本明細書において記述される抗体をコードするヌクレオチド配列または本明細
書において記述される抗体のアミノ酸配列）にわたり約６０％の同一性、好ましくは６５
％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、またはそれ以上の同一性）を有する、２つまたは
複数の配列またはサブ配列を指す。かかる配列は「実質的に同一である」とされる。この
用語は、検査配列の相補物も指すか、または相補物にも適用することができる。用語は、
置換を有する配列に加えて、欠失および／または追加を有する配列もまた含む。以下に記
載されるように、好ましいアルゴリズムはギャップおよび同種のものを説明することがで
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きる。好ましくは、同一性は、少なくとも約２５のアミノ酸もしくはヌクレオチド長であ
る領域、またはより好ましくは５０～１００のアミノ酸もしくはヌクレオチド長である領
域にわたり存在する。
【００５１】
　「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはその生物学的に活性のある部
分は、ゲルゾリン結合剤が由来する細胞または組織源からの細胞物質または他の混入ポリ
ペプチドが実質的にないか、または化学的に合成された場合、化学的前駆体または他の化
学物質が実質的にない。例えば、抗ゲルゾリンまたは抗ゲルゾリン様抗体である単離され
たゲルゾリン結合剤は、薬剤の診断的使用または療法的使用を妨害する物質がないだろう
。かかる妨害物質は酵素、ホルモンならびに他のタンパク性および非タンパク性溶質を含
みうる。あるいは、本発明のゲルゾリン結合剤と免疫反応性である、単離されたゲルゾリ
ンまたはゲルゾリン様ポリペプチドは、ポリペプチドの診断的使用または療法的使用を妨
害する物質が実質的にないだろう。
【００５２】
　本明細書において使用される時、用語「インタクトな抗体」は、ジスルフィド結合によ
って相互に連結された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖ポリペプチドおよび２つの軽（Ｌ）鎖
ポリペプチドを有する抗体を意味する。各重鎖は、重鎖可変領域（ＨＣＶＲまたはＶHと
して本明細書において短縮される）および重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域は３つのド
メイン（ＣＨ1、ＣＨ2およびＣＨ3）を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＬＣＶＲまたは
ＶLと本明細書において短縮される）および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定常領域は１つの
ドメイン（ＣL）を含む。ＶHおよびＶLの領域は、相補性決定領域（ＣＤＲ）と名付けら
れた超可変性領域へとさらに細分することができ、フレームワーク領域（ＦＲ）と名付け
られたより保存された領域が散在する。各々のＶHおよびＶLは、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ
２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４の順序でアミノ末端からカルボキシル末端へ並
んだ３つのＣＤＲおよび４つのＦＲからなる。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互
作用する結合するドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフ
ェクター細胞）および古典的補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含む、宿主組織または因子へ
の免疫グロブリンの結合を仲介することができる。
【００５３】
　本明細書において使用される時、用語「免疫応答」は、リンパ球、抗原提示細胞、食細
胞、顆粒球、および上記の細胞または肝臓によって産生される可溶性巨大分子（抗体、サ
イトカインおよび相補物を含む）の共同行為を指し、それは、癌細胞、転移性腫瘍細胞、
悪性メラノーマ、侵入病原体、病原体に感染した細胞もしくは組織、または自己免疫もし
くは病的な炎症の症例における正常なヒト細胞もしくは組織の選択的な損傷、それらの選
択的な破壊、またはヒト身体からのそれらの選択的な除去をもたらす。
【００５４】
　本明細書において使用される時、用語、「免疫学的に交差反応性のある」および「免疫
学的に反応性のある」は、同じ抗原（「免疫学的に反応性のある」）または異なる抗原（
「免疫学的に交差反応性のある」）を使用して生成された抗体と特異的に反応性のある抗
原を意味するように交換可能に使用される。一般的に、抗原は、ゲルゾリン、その変異型
またはサブ配列である。
【００５５】
　本明細書において使用される時、用語「免疫学的に反応性のある条件」は、抗体が他の
実質的にすべてのエピトープに結合するよりも検出可能に高い程度で、一般的にバックグ
ラウンド結合の少なくとも２倍を越えて、好ましくはバックグラウンドの少なくとも５倍
を越えて、抗原の特定のエピトープに対して生成された抗体がそのエピトープに結合する
ことを可能にする条件を意味する。免疫学的に反応性のある条件は抗体結合反応の形式に
依存的で、典型的には免疫分析プロトコールにおいて利用されるものである。免疫分析形
式および条件の記述については、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（コールドスプリングハーバー出版、ニューヨ
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ーク、１９８８）を参照。
【００５６】
　本明細書において使用される時、用語「リンパ球」は、血液、リンパ、およびリンパ組
織中で見出される、任意の単核の非ファゴサイトーシスの白血球（例えば、Ｂリンパ球お
よびＴリンパ球）を意味する。
【００５７】
　本明細書において使用される時、用語「医学的状態」は、治療および／または防止が望
ましい１つまたは複数の身体的および／または心理的な症状として現われる任意の状態ま
たは疾患を含むが、これらに限定されず、以前におよび新しく同定された疾患および他の
障害を含む。例えば、医学的状態は、肝炎、ＳＬＥ、癌、敗血症性ショック、脳卒中、心
筋梗塞、ならびに化学療法および放射線療法の副作用でありえる。
【００５８】
　本明細書において使用される用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質の抗体（す
なわち、集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しうる天然に存在する可能性のある変
異を除いて同一である）の集団から得られる抗体を指す。例えば、モノクローナル抗体は
、任意の真核生物クローン、原核生物クローン、またはファージクローンを含む単一クロ
ーンに由来する抗体でありえ、それが産生される方法に由来する抗体ではない。モノクロ
ーナル抗体組成物は、特定のエピトープについて単一の結合特異性および親和性を示す。
モノクローナル抗体は高度に特異的であり、単一抗原部位に対して向けられている。さら
に、異なる決定基（エピトープ）に対して向けられた異なる抗体を典型的には含む従来の
（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、モノクローナル抗体は各抗原上の単一決定
基に対して向けられる。修飾語句「モノクローナル」は、実質的に抗体の均質集団から得
られているような抗体の性質を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするも
のとして解釈することができない。モノクローナル抗体は、例えば、ハイブリドーマ技術
、組換技術、およびファージディスプレイ技術を含むが、これらに限定されない当技術分
野において公知の様々な技術を使用して調製することができる。例えば、本発明に従って
使用されるモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ２５６：
４９５（１９７５）により最初に記述されたハイブリドーマ方法により作製することがで
きるか、または組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号参照）によ
り作製することができる。例えば、「モノクローナル抗体」は、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）中で記述されてい
る技術を使用して、ファージ抗体ライブラリーから単離することもできる。
【００５９】
　本明細書において使用される時、用語「薬学的に許容される担体」は、薬学的投与と適
合性のある、任意の溶媒およびすべての溶媒、分散物溶媒、コーティング、抗菌化合物お
よび抗真菌化合物、等張化合物および吸収遅延化合物、ならび同種のものを含むように意
図される。
【００６０】
　本明細書において使用される時、用語「ポリクローナル抗体」は、抗体の調製物が、少
なくとも２つの異なる抗体産生細胞株に由来することを意味する。この用語の使用は、抗
原の異なるエピトープまたは領域に対して特異的に結合する抗体を含む少なくとも２つの
抗体の調製物を含む。
【００６１】
　本明細書において使用される時、用語、「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、任意
のＲＮＡまたはＤＮＡを意味し、それは未修飾または修飾されたＲＮＡまたはＤＮＡであ
りえる。ポリヌクレオチドは、一本鎖ＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ、一本鎖領域および二本
鎖領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡおよび二本鎖ＲＮＡ、一本鎖領域および二本
鎖領域の混合物であるＲＮＡ、ならびに一本鎖、より典型的には二本鎖でありえるＤＮＡ
およびＲＮＡまたは一本鎖領域および二本鎖領域の混合物を含むハイブリッド分子を、限
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定されずに含む。さらに、ポリヌクレオチドは、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはＲＮＡお
よびＤＮＡの両方を含む三本鎖領域を指す。用語、ポリヌクレオチドは、安定性または他
の理由のために修飾された骨格を備えた、１つまたは複数の修飾塩基およびＤＮＡまたは
ＲＮＡを含んでいるＤＮＡまたはＲＮＡもまた含む。特定の実施形態において、ポリヌク
レオチドは、ゲルゾリン遺伝子からのポリヌクレオチド配列を含んでいる。
【００６２】
　本明細書において使用される時、用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパ
ク質」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合により互いに対して連結された２
つまたは複数のアミノ酸を含む多量体（すなわち、ペプチドイソスター）を意味するよう
に交換可能に本明細書において使用される。ポリペプチドは、短鎖（通常はペプチド、糖
ペプチドまたはオリゴマーと呼ばれる）およびより長鎖（一般的にタンパク質と呼ばれる
）の両方を指す。ポリペプチドは、遺伝子にコードされる２０のアミノ酸以外のアミノ酸
を含みうる。ポリペプチドは、翻訳後プロセシングなどの天然プロセス、または当技術分
野において周知の化学的修飾技術により修飾されたアミノ酸配列を含む。かかる修飾は、
多数の研究文献に加えて、基礎的な教科書およびより詳細なモノグラフ中で十分に記述さ
れている。特定の実施形態において、ポリペプチドは、ゲルゾリンタンパク質からのポリ
ペプチド配列を含む。
【００６３】
　本明細書において使用される時、用語「集団」は少なくとも２人の個体の任意の群であ
りえる。集団は、例えば、参照集団、集団群、家族集団、臨床的集団、および同性集団を
含むが、これらに限定されない。
【００６４】
　本明細書において使用される時、用語「組換え」は、例えば、細胞、または核酸、タン
パク質もしくはベクターへの参照と共に使用された場合、異種の核酸もしくはタンパク質
の導入または天然の核酸もしくはタンパク質の変化によって、細胞、核酸、タンパク質も
しくはベクターが修飾されるか、または物質がそのように修飾された細胞に由来すること
を指す。したがって、例えば、組換え細胞は、細胞の天然（非組換え）形態の中では見出
されない遺伝子を発現するか、またはそうでなければ、異常発現、低発現、もしくは無発
現で天然の遺伝子を発現する。
【００６５】
　本明細書において使用される時、用語「参照スタンダード」は、化合物の投与前の参照
スタンダード集団または単一被験体のいずれかにおいて観察される、１つまたは複数の遺
伝子またはタンパク質の発現のパターンである。
【００６６】
　本明細書において使用される時、語句「サルベージ受容体結合エピトープ」は、ＩｇＧ
分子のインビボの血清半減期の増加に関与するＩｇＧ分子（例えば、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2、
ＩｇＧ3、またはＩｇＧ4）のＦｃ領域のエピトープを指す。例えば、抗体の血清半減期を
増加させるために、米国特許第５，７３９，２７７号中で記述されるように、抗体（特に
抗体断片）の中へサルベージ受容体結合エピトープを組み入れることができる。
【００６７】
　本明細書において使用される時、用語「一本鎖抗体」または「一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）
」は、Ｆｖ断片の２つのドメイン（ＶLおよびＶH）の抗体融合分子を指す。Ｆｖ断片の２
つのドメイン（ＶLおよびＶH）は別の遺伝子によりコードされるが、それらは一価分子（
一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として公知）を形成するようにＶLおよびＶHの領域が対合する単
一タンパク質鎖として作製されることを可能にする合成リンカーによって、組換え方法を
使用して結合することができる。例えば、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
４２：４２３－４２６，１９８８；およびＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：５８７９－５８８３，１９８８を参照。かかる
一本鎖抗体は、用語「抗体」断片への参照により含まれており、組換え技術またはインタ
クトな抗体の酵素分解または化学分解により調製することができる。
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　本明細書において使用される時、用語「低分子」は、約５ｋＤａ未満、およびより好ま
しくは約２ｋＤａ未満の分子量を有する組成物を意味する。低分子は、例えば、核酸、ペ
プチド、ポリペプチド、糖ペプチド、ペプチド模倣物、炭水化物、脂質、リポポリサッカ
ライド、これらの組合せ、または他の有機分子もしくは無機分子でありえる。
【００６９】
　本明細書において使用される時、用語「特異的結合」は、少なくとも１０-6Ｍでの結合
親和性でゲルゾリン結合剤と抗原との間の接触を意味する。好ましい結合剤は、少なくと
も約１０-7Ｍ、および好ましくは１０-8Ｍ～１０-9Ｍ、１０-10Ｍ、１０-11Ｍ、または１
０-12Ｍの親和性で結合する。
【００７０】
　本明細書において使用される時、用語「被験体」は、被験体が、好ましくは、ヒトなど
の哺乳類であるが、動物、例えば、家庭動物（例えば、イヌ、ネコおよび同種のもの）、
家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマおよび同種のもの）および実験動物（例えば、
サル、ラット、マウス、ウサギ、モルモットおよび同種のもの）でもありえることを意味
する。
【００７１】
　本明細書において使用される時、用語「置換」は当技術分野において一般的に使用され
る変異の１つである。それらの置換変異型は、異なる残基により置換されたゲルゾリン結
合抗体分子中の少なくとも１つのアミノ酸残基を有する。置換変異誘発のために最も興味
のある部位は超可変領域を含むが、ＦＲの変更もまた検討される。「保存的置換」は、「
好ましい置換」の見出しの下で以下の表において示される。かかる置換が生物学的活性の
変化を結果的にもたらすならば、次により実質的な変化（表２中で表示された「例示的な
置換」、または、アミノ酸クラスに関してさらに以下で記載されるように）を導入するこ
とができ、産物はスクリーニングされる。
【００７２】
　本明細書において使用される時、用語「参照スタンダード集団」は、１つまたは複数の
生物学的特質（例えば、薬物応答性、遺伝子型、ハプロタイプ、表現型など）によって特
徴づけられる集団を意味する。
【００７３】
　本明細書において使用される時、「試験サンプル」は、対象となる被験体から得られた
生物学的サンプルを意味する。例えば、試験サンプルは、生物学的液体（例えば血清）、
細胞もしくは組織サンプル、培養培地もしくは増殖培地からのサンプル、またはそれに由
来する単離された核酸もしくはポリペプチドでありえる。
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【表２】

【００７４】
　特に好ましいタイプの置換変異型は、親抗体の１つまたは複数の超可変領域残基の置換
を含む。かかる置換変異型の作製のための便利な方法は、ファージディスプレイを使用す
る親和性成熟を含む。具体的には、いくつかの超可変領域部位（例えば６～７の部位）を
変異させて、各部位で可能なすべてのアミノ酸置換を作製する。このように生成された抗
体変異型は、各粒子内にパッケージングされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融合物とし
て線状ファージ粒子から一価様式でディスプレイされる。次にファージにディスプレイさ
れた変異型は、本明細書において開示されるように、生物学的活性（例えば結合親和性）
についてスクリーニングされる。修飾用の候補の超可変領域部位を同定するために、アラ
ニンスキャニング変異誘発を実行して抗原結合ゲルゾリンに有意に寄与する超可変領域残
基を同定することができる。あるいはまたはさらに、抗原抗体複合体の結晶構造を解析し
て抗体とゲルゾリンとの間の接触点を同定することは有益でありえる。かかる接触残基お
よび隣接残基は、本明細書において詳述された技術に記載の置換のための候補である。一
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旦かかる変異型が生成されれば、変異型のパネルは本明細書において記述されるようにス
クリーニングされ、１つまたは複数の適切な分析において類似する特性または優れた特性
を備えた抗体は、さらなる開発のために選択されうる。抗体変異型が所望される特性を保
持するならば、本発明は、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５、および２
１１６をそれぞれ有するハイブリドーマＧＣ１Ｃ１０、ＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６によって
定義される、免疫グロブリンの重鎖または軽鎖の超可変領域に１つまたは複数のアミノ酸
置換（特に保存的置換）を備えた抗体変異型を含む。
【００７５】
　本明細書において使用される時、用語「療法剤」は、効果的な量で存在する場合に、そ
の必要性のある被験体に対する所望される療法効果を生ずる化合物を意味するように意図
される。
【００７６】
　本明細書において使用される時、用語「治療すること」もしくは「治療」または「緩和
」は、標的とする病理学的な状態または障害を防止または減速（減少）させることが目的
である、療法的な治療および予防的または防止的な手段の両方を指す。本発明の方法に記
載のネイティブゲルゾリンまたは組換えゲルゾリンの療法的な量を投与された後に、被験
体が特定の疾患または状態の１つまたは複数の徴候および症状において、観察可能および
／または測定可能な低減または非存在を示すならば、ゲルゾリンレベルの低下により特徴
づけられた障害についての「治療」が被験体で成功する。例えば、癌については、癌細胞
の数の低減または癌細胞の非存在；腫瘍サイズの低減；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある
程度までの減速および好ましくは停止）；ある程度までの腫瘍増殖の阻害；特異的癌と関
連する１つまたは複数の症状の寛解の長さの増加、および／またはある程度までの軽減；
罹患率および死亡率の低減、ならびに生活の質問題の改善である。
【００７７】
　本明細書において使用される時、用語「可変」は、抗体の中の可変ドメインの特定のセ
グメントの配列が広く異なるという事実を指す。Ｖドメインは抗原結合を仲介し、特定の
抗原に対する特定の抗体の特異性を定義する。しかしながら、可変性は可変ドメインのア
ミノ酸スパンにわたって均一に分布していない。代わりに、Ｖ領域は、各９～１２のアミ
ノ酸長の「超可変領域」と呼ばれる非常に可変性であるより短い領域により分離された１
５～３０のアミノ酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる比較的可変性のないストレ
ッチからなる。ネイティブの重鎖および軽鎖の可変ドメインは各々、３つの超可変領域（
β－シート構造を接続するループを形成し、いくつかの場合ではβ－シート構造の一部を
形成する）によって連結された、４つのＦＲ（主としてβ－シート立体配置を採用する）
を含む。各鎖における超可変領域はＦＲによって非常に近接して一緒に保持され、他の鎖
からの超可変領域と共に抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ
．、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ
　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、公衆衛生局、国立衛生研究所、ベセズダ、メリーランド（
１９９１）を参照）。定常ドメインは抗体を抗原に結合することに直接関与しないが、抗
体依存性細胞性細胞傷害（ＡＤＣＣ）への抗体の関与などの様々なエフェクター機能を示
す。
本発明の組成物
【００７８】
　ゲルゾリン結合剤。１つの態様において、本発明はゲルゾリン結合剤組成物（別名、結
合剤）を提供する。１つの実施形態において、本発明の結合剤は、ゲルゾリンポリペプチ
ド、ホモログ、断片、またはその誘導体に向けられたインタクトな抗体である。対象とな
る結合剤は、遊離した全長の活性のあるゲルゾリンに特異的に結合するものでありえるが
、アクチンに結合されるゲルゾリンを「事実上」（または「実質的に」）結合しない。か
かる実施形態において、蛍光励起細胞分取（ＦＡＣＳ）解析、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブ
ロット、または放射免疫分析によって決定されるように、これらのタンパク質への本発明
の結合剤の結合の程度は、約１０％未満、好ましくは、または約５未満％、または約１％



(24) JP 2010-537625 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

未満になるだろう。
【００７９】
　定義されたエピトープ（特に機能的ゲルゾリンに関連するエピトープ）を備えたモノク
ローナル抗体を生成する以前の取り組みは、大部分は不成功だった。ゲルゾリンは高度に
保存されたタンパク質で、種の中で高度に相同である。また、ゲルゾリンは血漿中で多量
にあり、そのことは免疫系による寛容性が良好であることを必要とする。さらに、ゲルゾ
リンが主要なアクチン結合タンパク質であるという事実のために、エピトープの露出は、
アクチンおよび他の血漿タンパク質とのゲルゾリンの複合体形成により限定される。ゲル
ゾリンに対するいくつかのモノクローナル抗体は産生された（Ｈｉｙｏｓｈｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｉｎｔ．３２：７５５－６２（１９９４）を
参照）が、血漿ゲルゾリンの定量的測度のための免疫分析はない。
【００８０】
　本発明者は、免疫およびスクリーニングの両方のためのヒトゲルゾリンタンパク質の様
々な形態（ネイティブゲルゾリン、組換え全長ゲルゾリン、ならびにＮ末端およびＣ末端
のゲルゾリン断片を含む）を使用して、ゲルゾリン結合剤をデザインする戦略を見出した
。さらに、本発明者の戦略は、免疫応答の修飾物質を使用して、ヒトゲルゾリンの共通の
エピトープに対する免疫寛容性を破壊するようにデザインされる。この戦略の結果は、臨
床設定において使用できる、血漿ゲルゾリンのための迅速な、正確なおよび定量的な分析
を可能にする、定義されたエピトープを備えたゲルゾリン結合剤である。
【００８１】
　本発明の結合剤は、結合剤によって認識または特異的に結合される本発明のポリペプチ
ドのエピトープ（複数可）または部分（複数可）、例えばゲルゾリンポリペプチドの表面
上に位置するポリペプチドの領域（例えば親水性領域）に関して記述または指定すること
ができる。１つの実施形態において、本発明は、ゲルゾリン結合剤、例えば、ＦＡＱＧＡ
ＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）、ＡＣＳＮＫＩＧ
ＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から選択される１つまたは複数のアミノ酸配列を含む
、ゲルゾリンポリペプチド（別名標的ポリペプチド）に向けられた抗体または抗体関連ポ
リペプチドを提供する
【００８２】
　選択された実施形態において、本発明は、表３中で要約されたゲルゾリン結合剤を提供
する。
【表３】

【００８３】
　表５（上記）中で要約されたゲルゾリン結合剤に関連する生物学的物質の寄託は、表４
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中で以下に詳述されるように、Ｃｈｉｎａ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ　（ＣＧＭＣＣ）、Ｃｈ
ｉｎａ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｆｏｒ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ、私書箱２７１４、北京１０００８０、中華人民共和国、
により行なわれた。
【表４】

【００８４】
　別の実施形態において、本発明は、アクチンに結合したゲルゾリンではなく、活性のあ
るゲルゾリンに結合する所望される特質を有する抗体の生成のために使用することができ
る、ゲルゾリンの他のエピトープを解明する方法を提供する。エピトープに対して向けら
れた結合剤は異なる可変領域またはＣＤＲ領域を有してもよいが、本発明の抗体の結合特
性および機能特性を有するべきである。標的化抗体産生のための手段として、親水性およ
び疎水性の領域を示す疎水性プロットは、例えば、フーリエ変換と共にまたはフーリエ変
換なしのいずれかで、Ｋｙｔｅ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法またはＨｏｐｐ　Ｗｏｏｄｓ法を
含む当技術分野において周知の任意の方法により生成することができる（例えば、Ｈｏｐ
ｐ　ａｎｄ　Ｗｏｏｄｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７８：３８２４
－３８２８（１９８１）；Ｋｙｔｅ　ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．１５７：１０５－１４２（１９８２）を参照）。例えば、Ｎ末端およびＣ末端の位置
によって、近接するアミノ酸残基のサイズによって、本明細書において記述されるように
、エピトープ（複数可）またはポリペプチドの部分（複数可）は指定することができる。
本発明は、本発明のポリペプチドを特異的に結合する結合剤を含んでおり、その除外を可
能にする。本発明は、立体配座的エピトープまたは非立体配座的エピトープであるエピト
ープを特異的に結合する結合剤を含む。上述されるように、立体配座的エピトープまたは
非立体配座的エピトープは、変性溶媒の存在下で前者への結合が失われるが、後者への結
合は失われないという点で区別される。
【００８５】
　本発明の結合剤は、それらの交差反応性に関して記述または指定することもできる。本
発明の標的ポリペプチドの任意の他の類似体、オルソログ、ホモログを結合しない結合剤
が含まれる。９５％未満、９０％未満、８５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未
満、６５％未満、６０％未満、５５％未満、および５０％未満の同一性（当技術分野にお
いて公知のおよび本明細書において記載の方法を使用して計算されるように）でポリペプ
チドを本発明のポリペプチドに結合しない結合剤もまた、本発明中に含まれる。ストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件下で（本明細書において記述されるような）、本
発明のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドによりコードされたポリ
ペプチドのみを結合する結合剤が、本発明中にさらに含まれる。
【００８６】
　本発明の結合剤は、それらの結合親和性に関してもまた記述または指定することができ
る。好ましい結合親和性は、５×１０-6Ｍ、１０-6Ｍ、５×１０-7Ｍ、１０-7Ｍ、５×１
０-8Ｍ、１０-8Ｍ、５×１０-9Ｍ、１０-9Ｍ、５×１０-10Ｍ、１０-10Ｍ、５×１０-11
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Ｍ、１０-11Ｍ、５×１０-12Ｍ、１０-12Ｍ、５×１０-13Ｍ、１０-13Ｍ、５×１０-14Ｍ
、１０-14Ｍ、５×１０-15Ｍ、および１０-15Ｍ未満の解離定数またはＫdのものを含む。
１つの実施形態において、本発明は、ヒトゲルゾリンに高くとも１×１０-8のＫd値、好
ましくは高くとも約１×１０-9のＫd値で、少なくとも結合するゲルゾリン結合剤を提供
する。
【００８７】
　本発明の範囲内のゲルゾリン結合剤は、例えば、標的ポリペプチド、ホモログ、誘導体
またはその断片を特異的に結合する、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ
抗体、ヒト化抗体、ダイアボディ、ならびにヒトモノクローナル抗体およびヒトポリクロ
ーナル抗体を含むが、これらに限定されない。本明細書において使用される時、「ゲルゾ
リン様ポリペプチド」は、ゲルゾリンポリペプチドとは異なるが、本発明のゲルゾリン結
合剤と免疫学的に反応性であるポリペプチドを意味する。ゲルゾリン様ポリペプチドは、
ゲルゾリンポリペプチドと同じ生物または異なる生物に由来することができる。ゲルゾリ
ン様ポリペプチドは、ゲルゾリンポリペプチドと同じ遺伝子または異なる遺伝子によりコ
ードされうる。本発明の結合剤として有用な抗体は、例えば、ＩｇＧ（ＩｇＧ1、ＩｇＧ2

、ＩｇＧ3、およびＩｇＧ4を含む）、ＩｇＡ（ＩｇＡ1およびＩｇＡ2を含む）、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、またはＩｇＭ、およびＩｇＹを含むが、これらに限定されない。
【００８８】
　別の実施形態において、本発明の結合剤は、ゲルゾリンポリペプチド、ホモログまたは
その誘導体に向けられた抗体関連ポリペプチドである。典型的には、結合剤の抗原結合領
域（例えば、抗ゲルゾリンの結合領域）は、本発明の結合剤の結合の特異性および親和性
において最も重大である。いくつかの実施形態において、ゲルゾリン結合剤は、例えば、
抗体の部分の欠失、追加、または置換によって修飾された、抗ゲルゾリンポリペプチドモ
ノクローナル抗体、抗ゲルゾリンポリペプチドキメラ抗体、および抗ゲルゾリンポリペプ
チドヒト化抗体などの、抗ゲルゾリンポリペプチド抗体である。例えば、抗ゲルゾリンポ
リペプチド抗体は、抗体の半減期（例えば血清半減期）、安定性または親和性の増加が意
図される。
【００８９】
　１つの実施形態において、ゲルゾリンポリペプチドの特定のドメインに特異的な抗体の
選択は、かかるドメインを保持するゲルゾリンポリペプチドの断片に結合するハイブリド
ーマの生成によって促進される。したがって、ゲルゾリンポリペプチド、またはその誘導
体、断片、類似体もしくはホモログ内の所望されるドメインに特異的抗体であるゲルゾリ
ン結合剤もまた、本明細書において提供される。
【００９０】
　本発明は、本発明の結合剤に対する抗イディオタイプの抗体をさらに含む。本発明の結
合剤は、単一特異性、二重特異性、三重特異性、またはそれ以上の多重特異性でありえる
。多重特異性結合剤は、本発明のゲルゾリンポリペプチドの異なるエピトープに特異的で
ありえるか、または異種のポリペプチドもしくは固体支持体材などの異種の組成物ととも
に、本発明のゲルゾリンポリペプチドの両方に特異的でありえる。例えば、ＷＯ９３／１
７７１５；ＷＯ９２／０８８０２；ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／０５７９３；Ｔｕ
ｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０－６９（１９９１）；米国特許
第５，５７３，９２０号、第４，４７４，８９３号、第５，６０１，８１９号、第４，７
１４，６８１号、第４，９２５，６４８号；第６，１０６，８３５号；Ｋｏｓｔｅｌｎｙ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１５４７－１５５３（１９９２）を参照
。本発明の結合剤は、鳥類および哺乳類を含む任意の動物起源からでありえる。好ましく
は、結合剤は、ヒト、マウス、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、またはニワト
リである。
【００９１】
　本発明の結合剤は、単独でまたは他の組成物と組み合わせてのいずれか使用することが
できる。例えば、本発明のゲルゾリン結合剤は当技術分野において公知の１つまたは複数
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の抗ゲルゾリン抗体（例えば、限定されないが、抗体ＧＳ－２Ｃ４）と組み合わせて使用
することができる（シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）社、カタログ
番号Ｇ４８９６；Ａｆｉｆｙ　ａｎｄ　Ｗｅｒｎｅｓｓ．Ａｐｐｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
ｔｏｃｈｅｍ．６：３０，（１９９８））。
【００９２】
　本発明のゲルゾリン結合剤は、Ｎ末端またはＣ末端で異種のポリペプチドへ組換えによ
りさらに融合されるか、またはポリペプチドまたは他の組成物に化学的にコンジュゲート
することができる（共有結合コンジュゲーションおよび非共有結合コンジュゲーションを
含む）。例えば、本発明のゲルゾリン結合剤は、異種ポリペプチドまたは薬物または毒素
など、検出分析における標識およびエフェクター分子として有用な分子に組換えにより融
合またはコンジュゲートすることができる。例えば、ＷＯ９２／０８４９５；ＷＯ９１／
１４４３８；ＷＯ８９／１２６２４；米国特許第５，３１４，９９５号；およびＥＰ０３
９６３８７を参照。
【００９３】
　特定の実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、本発明のゲルゾリン結合剤コ
ンジュゲートタンパク質をもたらす、１つまたは複数の療法的部分または細胞毒性部分に
カップリングされるかまたはコンジュゲートされる抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン
抗体関連のポリペプチドである。本発明のゲルゾリン結合剤コンジュゲートタンパク質を
使用して、既定の生物学的応答を修飾するか、または生物学的応答を生じる（例えば、エ
フェクター細胞の動員）ことができる。療法的部分は、古典的な化学的療法剤に限定され
ると解釈するべきできない。例えば、療法的部分は所望される生物学的活性を保持するタ
ンパク質またはポリペプチドでありえる。かかるタンパク質は、例えば、アブリン、リシ
ンＡ、緑膿菌外毒素、またはジフテリア毒素などの酵素的活性のある毒素、またはその活
性断片；腫瘍壊死因子またはインターフェロン－αなどのタンパク質；または例えば、リ
ンホカイン、インターロイキン１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン２（「ＩＬ－２」
）、インターロイキン６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「
ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）、または他の増殖因子な
どの生物学的応答修飾因子を含むことができる。
本発明のゲルゾリン結合剤を調製する方法
【００９４】
　全体的な概説。最初に、本発明の結合剤（例えば抗ゲルゾリン受容体抗体）を作製する
ことができる標的ポリペプチドが選択される。標的ポリペプチドに向けられた結合剤を生
成するための技術は当業者に周知である。かかる技術の例は、例えば、ディスプレイライ
ブラリー、ゼノマウスまたはヒューマブマウス、ハイブリドーマ、および同種のものを含
む技術を含むが、これらに限定されない。本発明の範囲内の標的ポリペプチドは、抗原性
を示すことが可能な任意のポリペプチドまたはポリペプチド誘導体を含む。実施例は、ゲ
ルゾリン、ペプチド、ポリペプチド、およびその断片を含むが、これらに限定されない。
【００９５】
　本開示に従う使用のための結合剤として、ゲルゾリンポリペプチドおよびその断片に向
けられた、天然に存在する抗体が適切であるだけではなく、組換えにより操作された抗体
および抗体断片（例えば抗体関連ポリペプチド）もまた適切であることを理解するべきで
ある。
【００９６】
　本明細書において示される技術に使うことができる結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体
）は、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、ならびにＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（
ａｂ’）2、Ｆｄ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、抗体軽鎖、抗体重鎖および／または抗体断
片などの抗体断片を含む。抗体Ｆｖ含有ポリペプチド（例えばａｂ’およびＦ（ａｂ’）

2抗体断片）の高収率産生のために有用な方法が記述されている。米国特許第５，６４８
，２３７号を参照。
【００９７】
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　一般的に、結合剤は起源の種から得られる。より詳細には、標的ポリペプチド抗原につ
いての特異性を有する起源の種の抗体の軽鎖、重鎖または両方の可変部分の核酸またはア
ミノ酸配列が得られる。起源の種は、本発明の結合剤または結合剤のライブラリーを生成
するのに有用な任意の種（例えばラット、マウス、ウサギ、ニワトリ、サル、ヒトおよび
同種のもの）である。
【００９８】
　好ましい実施形態において、ゲルゾリン結合剤は抗ゲルゾリン抗体である。ファージま
たはファージミドのディスプレイ技術は本発明の結合剤を得るのに有用な技術である。本
発明において有用な抗ゲルゾリン抗体は、「ヒト抗体」（例えばヒトから単離された抗体
）、または「ヒト配列抗体」である。ヒト抗体は、ファージディスプレイ方法を含む当技
術分野において公知の様々な方法により作製することができる。米国特許第４，４４４，
８８７号、第４，７１６，１１１号、第５，５４５，８０６号、および第５，８１４，３
１８号；ならびにＷＯ９８／４６６４５、ＷＯ９８／５０４３３、ＷＯ９８／２４８９３
、ＷＯ９８／１６６５４、ＷＯ９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５、およびＷＯ９
１／１０７４１もまた参照。ポリファージ粒子のスクリーニングによる、多量体ポリペプ
チド複合体のメンバーをコードする核酸配列の同定のために有用な方法が記述されている
。Ｒｕｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，６６７，１５０号。また、組換え免疫グ
ロブリンは産生することができる。Ｃａｂｉｌｌｙ、米国特許第４，８１６，５６７号；
Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、Ｕ．Ｓ．６，３３１，４１５およびＱｕｅｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８６：１００２９－１００３３
，１９８９。モノクローナル抗体の生成およびクローニングのための技術は当業者に周知
である。本発明のゲルゾリン結合剤は、高い免疫反応性（すなわち、特異的に標的抗原を
結合することができるように、正しく折り畳まれる抗体分子のパーセンテージ）を好まし
くは有する。結合剤（例えば本発明の抗体）をコードする配列の発現は、大腸菌（Ｅ．ｃ
ｏｌｉ）において、かかる発現が、少なくとも８０％、９０％、９５％または９９％の免
疫反応性を通常もたらすように実行することができる。
【００９９】
　これらのタンパク質または遺伝子の特定の短縮は、完全な配列タンパク質または遺伝子
の調節機能または酵素機能を実行する。したがって、例えば、核酸配列コーディングは、
機能的に等価なタンパク質または遺伝子を提供する、置換、追加、欠失または多量体発現
によって変化させることができる。核酸コーディング配列の縮重に起因する、天然に存在
するタンパク質のアミノ酸配列と同じアミノ酸配列を実質的にコードする他の配列は、本
発明の実施において使用することができる。これらは、配列内で機能的に等価なアミノ酸
残基をコードする異なるコドンの置換によって変更され、したがってサイレント変化を産
生する、上述のポリペプチドをコードする核酸配列のすべてまたは部分を含む核酸配列を
含むが、これらに限定されない。標準的方法（「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ」Ｍａｃｒｏｍ
ｏｌｅｃｕｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｓｅｌｅｃｔｅ
ｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、アランＲ．リス社（Ａｌａｎ
　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．）、ｐｐ．１２７－１４９、１９９８）により計算されるよう
に、かかる変異形態がゲルゾリンまたはゲルゾリン様ポリペプチドを認識する作動可能な
抗体を形成する限り、本発明に記載の免疫グロブリンのヌクレオチド配列が、最大２５％
までの配列相同変異を許容することが認識される。例えば、ポリペプチド配列内の１つま
たは複数のアミノ酸残基は、機能的等価物として働く類似した極性の別のアミノ酸により
置換することができ、サイレント変化を結果として生じる。配列内のアミノ酸についての
置換物はアミノ酸が属するクラスの他のメンバーから選択することができる。例えば、非
極性（疎水性）アミノ酸は、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フ
ェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンを含む。極性の中性アミノ酸は、グリ
シン、セリン、スレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンを含
む。正に荷電した（塩基性）アミノ酸は、アルギニン、リジンおよびヒスチジンを含む。
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負に荷電した（酸性）アミノ酸はアスパラギン酸およびグルタミン酸を含む。翻訳の間に
またはその後に、例えば、グリコソレーション（ｇｌｙｃｏｓｏｌａｔｉｏｎ）、タンパ
ク質分解を生ずる切断、抗体分子または他の細胞リガンドへの結合などによって、差異的
に修飾されたタンパク質またはその断片もしくは誘導体もまた、本発明の範囲内に含まれ
る。さらに、核酸配列をコードする阻害剤は、インビトロまたはインビボで、翻訳配列、
開始配列および／もしくは終止配列を生じる、および／もしくは破壊するように、または
コーディング領域中の変異を生じる、および／もしくは新しい制限酵素部位を形成する、
もしくは先に存在するものを破壊するように変異させて、インビトロの修飾をさらに促進
することができる。インビトロの部位特異的変異誘発、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５３
：６５５１、Ｔａｂリンカー（ファルマシア（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）社）の使用、および
同種のものを含むが、これらに限定されない、当技術分野において公知の変異誘発のため
の任意の技術を使用することができる。
【０１００】
　ポリクローナル抗血清および免疫原の調製。本発明の抗体または抗体断片を生成する方
法は、典型的には、精製されたゲルゾリンもしくはゲルゾリン様ポリペプチドまたはその
ホモログもしくは断片、またはゲルゾリンもしくはゲルゾリン様ポリペプチドまたはその
ホモログもしくは断片を発現する細胞により、被験体（一般的にマウスまたはウサギなど
の非ヒト被験体）を免疫することを含む。ゲルゾリンポリペプチドの任意の免疫原性部分
を免疫原として使用することができる。適切な免疫原性調製物は、例えば、組換えにより
発現されたゲルゾリンポリペプチドまたは化学的に合成されたゲルゾリンポリペプチドを
含むことができる。単離されたゲルゾリンポリペプチドまたはその部分もしくは断片は、
ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体調製のための標準的技術を使用して、ゲル
ゾリンポリペプチドまたは部分もしくは断片に結合するゲルゾリン結合剤を生成する免疫
原として使用することができる。免疫原として全長ゲルゾリンポリペプチドを使用するこ
とができるか、またはあるいは、本発明は、ゲルゾリンポリペプチド断片の使用を提供す
る。ゲルゾリンポリペプチドは、配列番号：１において示されるアミノ酸配列の少なくと
も４アミノ酸残基を含み、ペプチドに対する抗体がゲルゾリンポリペプチドと特異的免疫
複合体を形成するようなゲルゾリンポリペプチドのエピトープを包含する。好ましくは、
抗原性ペプチドは、少なくとも５、８、１０、１５、２０、または３０アミノ酸残基を含
む。より長い抗原性ペプチドは、用途に依存して、当業者に周知の方法に従って、より短
い抗原性ペプチド以上に時には好ましい。典型的には、免疫原は、少なくとも長さで約８
アミノアシル残基、および好ましくは少なくとも長さで約１０アシル残基であるだろう。
既定のエピトープの多量体は、モノマーよりも時には効果的である。
【０１０１】
　必要とあれば、ゲルゾリンポリペプチド（またはその断片）の免疫原性は、キーホール
リンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）またはオボアルブミン（ＯＶＡ）などのハプテンへの
融合またはコンジュゲーションによって増加することができる。多くのかかるハプテンが
当技術分野において公知である。フロインド完全アジュバントまたは不完全アジュバント
などの従来のアジュバントとゲルゾリンポリペプチドを組み合わせて、被験体のポリペプ
チドに対する免疫反応を増加させることもできる。免疫学的応答の増加に使用する様々な
アジュバントは、フロインド（完全および不完全）、ミネラルゲル（例えば、水酸化アル
ミニウム）、界面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニ
オン、ペプチド、油エマルジョン、ジニトロフェノールなど）、カルメット・ゲラン桿菌
およびコリネバクテリウム・パルブム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒｖｕｍ
）などのヒトアジュバント、または類似する免疫刺激化合物を含むが、これらに限定され
ない。これらの技術は当技術分野において標準的である。
【０１０２】
　便宜上、免疫応答は、「一次」免疫応答または「二次」免疫応答のいずれかとして本発
明においてしばしば記述される。一次免疫応答（「防御」免疫応答とも記載される）は、
特定の抗原（例えばゲルゾリンポリペプチド）に対するある程度の初回曝露（例えば初回
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「免疫」）の結果として、個体において産生される免疫応答を指す。かかる免疫は、例え
ば、抗原へのある程度の自然曝露（例えば抗原を示すかまたは提示するいくつかの病原体
による初回感染からの）の結果として、または個体中のいくつかの腫瘍の癌細胞（例えば
悪性メラノーマ）によって提示された抗原から、起こりうる。あるいは、免疫は、抗原を
含むワクチンによる個体のワクチン接種の結果として起こりうる。例えば、ワクチンは、
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドからの１つまたは複数の抗原を
含むゲルゾリンワクチンでありえる。
【０１０３】
　一次免疫応答は、経時的に弱くもしくは減ずるようになりえ、消滅するか、または少な
くとも検出不可能なほど減ずるようになる。したがって、本発明は、「二次」免疫応答（
本明細書において「記憶免疫応答」としてもまた記述される）にもまた関する。用語、二
次免疫応答は、一次免疫応答が既に産生された後に個体において誘発される免疫応答を指
す。
【０１０４】
　したがって、二次応答または免疫応答は、例えば、弱くまたは減ずるようになった既存
の免疫応答を促進するように、または消滅するかまたはもはや検出することができないか
のいずれかである以前の免疫応答を再び生じるように引き出すことができる。二次免疫応
答または記憶免疫応答は、液性（抗体）応答または細胞性応答のいずれかでありえる。二
次液性応答または記憶液性応答は、抗原の第１の提示で生成された記憶Ｂ細胞の刺激に応
じて起こる。遅延型過敏症（ＤＴＨ）反応は、ＣＤ４+細胞によって仲介されるタイプの
細胞性の二次免疫応答または記憶免疫応答である。抗原への最初の曝露は免疫系をプライ
ミングし、追加の曝露はＤＴＨをもたらす。
【０１０５】
　適切な免疫に後続して、ゲルゾリン結合剤、例えば、抗ゲルゾリンポリクローナル抗体
を、被験体の血清から調製することができる。所望されるならば、ゲルゾリンポリペプチ
ドに対して向けられた抗体分子は、哺乳類から（例えば血液から）単離することができ、
ＩｇＧ画分を得るポリペプチドＡクロマトグラフィーなどの周知の技術によってさらに精
製することができる。
【０１０６】
　モノクローナル抗体。本発明の１つの実施形態において、結合剤は抗ゲルゾリンモノク
ローナル抗体である。例えば、いくつかの実施形態において、抗ゲルゾリンモノクローナ
ル抗体は、ヒトまたはマウスの抗ゲルゾリンモノクローナル抗体でありえる。特定のゲル
ゾリンポリペプチド、またはその誘導体、断片、類似体もしくはホモログへ向けられたモ
ノクローナル抗体の調製のために、連続的な細胞株培養による抗体分子の産生を提供する
任意の技術を利用することができる。かかる技術は、ハイブリドーマ技術（例えば、Ｋｏ
ｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５．Ｎａｔｕｒｅ２５６：４９５－４９７を参
照）；トリオーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，ｅｔ　
ａｌ．，１９８３．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ４：７２を参照）およびヒトモノクロー
ナル抗体を産生するＥＢＶハイブリドーマ技術（例えば、Ｃｏｌｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９
８５．Ｉｎ：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＡＮＤ　ＣＡＮＣＥＲ　Ｔ
ＨＥＲＡＰＹ、アランＲ．リス社、ｐｐ．７７－９６を参照）を含むが、これらに限定さ
れない。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施において利用することができ、ヒトハ
イブリドーマの使用（例えば、Ｃｏｔｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８０：２０２６－２０３０を参照）によって、またはエプス
タインバーウイルスによるヒトＢ細胞のインビトロの形質転換（例えば、Ｃｏｌｅ，ｅｔ
　ａｌ．，１９８５．Ｉｎ：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＡＮＤ　Ｃ
ＡＮＣＥＲ　ＴＨＥＲＡＰＹ、アランＲ．リス社、ｐｐ．７７－９６を参照）によって、
産生することができる。例えば、抗体の領域をコードする核酸の集団は単離することがで
きる。抗体の保存領域をコードする配列に由来するプライマーを利用するＰＣＲを使用し
て、集団から抗体の部分をコードする配列を増幅し、次に増幅配列から、可変ドメインな
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どの抗体またはその断片をコードするＤＮＡを再構築する。かかる増幅配列は、ファージ
または細菌の上での融合ポリペプチドの発現およびディスプレイのために、他のタンパク
質（例えばバクテリオファージコートまたは細菌細胞表面タンパク質）をコードするＤＮ
Ａに融合することもできる。次に増幅配列を発現させ、ゲルゾリンポリペプチド上に存在
する抗原またはエピトープについて、発現させた抗体またはその断片の、例えば、親和性
に基づいてさらに選択または単離することができる。あるいは、抗ゲルゾリンモノクロー
ナル抗体を発現するハイブリドーマは、被験体の免疫によって調製することができ、次に
ルーチンの方法を使用して、被験体の脾臓からハイブリドーマを単離する。例えば、Ｍｉ
ｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．、（Ｇａｌｆｒｅ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ（１９８１）７３：３－４６）を参照。標準的方法を使用するハイ
ブリドーマのスクリーニングは、変化した特異性（すなわち、異なるエピトープについて
）および親和性のモノクローナル抗体を産生するだろう。所望される特性（例えば、ゲル
ゾリン結合）を備えた選択されたモノクローナル抗体は、ハイブリドーマによって発現さ
れたままで使用することができ、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの分子に結合し
て特性を変更することができるか、またはそれをコードするｃＤＮＡは、様々な方法で単
離、配列決定、および操作することができる。合成デンドロマーの（ｄｅｎｄｒｏｍｅｒ
ｉｃ）ツリーを反応性アミノ酸側鎖（例えば、リジン）に追加して、ゲルゾリンポリペプ
チドの免疫原特性を促進することができる。また、ＣＰＧジヌクレオチド技術を使用して
ゲルゾリンポリペプチドの免疫原特性を促進することができる。他の操作は、保存の間に
または被験体への投与の後に抗体の不安定性に寄与する特定のアミノアシル残基の置換ま
たは欠失、およびゲルゾリンポリペプチドの抗体の親和性を改善する親和性成熟技術を含
む。
【０１０７】
　ハイブリドーマ技術。１つの実施形態において、本発明の結合剤は、不死化細胞に融合
した、ヒト重鎖導入遺伝子および軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有する遺伝子導入非ヒト
動物（例えばトランスジェニックマウス）から得られたＢ細胞を含む、ハイブリドーマに
よって産生された抗ゲルゾリンモノクローナル抗体である。ハイブリドーマ技術は、当技
術分野において公知であり、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールドスプリングハーバーラボラトリー、コー
ルドスプリングハーバー、ニューヨーク３４９（１９８８）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈ
ｙｂｒｉｄｏｍａｓ，５６３－６８１（１９８１）中で教示されたものを含む。ハイブリ
ドーマおよびモノクローナル抗体を産生する他の方法は、当業者に周知である。
【０１０８】
　ファージディスプレイ技術。上述されるように、本発明の結合剤は、組換えＤＮＡ技術
およびファージディスプレイ技術の適用を介して産生することができる。例えば、本発明
の結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体）は、当技術分野において公知の様々なファージデ
ィスプレイ方法を使用して調製することができる。ファージディスプレイ方法において、
機能的抗体ドメインは、それらをコードするポリヌクレオチド配列を保有するファージ粒
子の表面上にディスプレイされる。所望される結合特性を備えたファージは、抗原（典型
的には、固体表面またはビーズに結合または捕捉された抗原）により直接選択することに
よって、レパートリー抗体ライブラリーまたはコンビナトリアル抗体ライブラリー（例え
ばヒトまたはマウス）から選択される。これらの方法において使用されるファージは、典
型的にはｆｄおよびＭ１３を含む線状ファージであり、Ｆａｂ抗体ドメイン、Ｆｖ抗体ド
メインまたはジスルフィドで安定化したＦｖ抗体ドメインは、ファージの遺伝子ＩＩＩタ
ンパク質または遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のいずれかに組換えにより融合される。さらに
、方法をＦａｂ発現ライブラリー（例えば、Ｈｕｓｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２４６：１２７５－１２８１，１９８９を参照）の構築に適合して、ゲルゾリンポリペプ
チド（例えばポリペプチド、またはその誘導体、断片、類似体もしくはホモログ）につい
て所望される特異性を備えたモノクローナルＦａｂ断片の迅速で効果的な同定を可能にす
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ることができる。本発明の結合剤を作製するために使用することができるファージディス
プレイ方法の他の例は、Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：５８７９－５８８３，１９８８；Ｃｈａｕｄｈａｒｙ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：１０６６－１０
７０，１９９０；Ｂｒｉｎｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ１８２：４１－５０，１９９５；Ａｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ１８４：１７７－１８６，１９９５；Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：９５２－９５８，１９９４；Ｐｅｒｓｉｃ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　１８７：９－１８，１９９７；Ｂｕｒｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ５７：１９１－２８０（１９９４）；Ｐ
ＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４；ＷＯ９０／０２８０９；ＷＯ９１／１０７３７；ＷＯ９２
／０１０４７；ＷＯ９２／１８６１９；ＷＯ９３／１１２３６；ＷＯ９５／１５９８２；
ＷＯ９５／２０４０１；ＷＯ９６／０６２１３；ＷＯ９２／０１０４７（国立医学研究所
ら）；ＷＯ９７／０８３２０（モルフォシス（Ｍｏｒｐｈｏｓｙｓ）社）；ＷＯ９２／０
１０４７（ＣＡＴ／ＭＲＣ）；ＷＯ９１／１７２７１（アフィマックス（Ａｆｆｙｍａｘ
）社）；ならびに米国特許第５，６９８，４２６号、第５，２２３，４０９号、第５，４
０３，４８４号、第５，５８０，７１７号、第５，４２７，９０８号、第５，７５０，７
５３号、第５，８２１，０４７号、第５，５７１，６９８号、第５，４２７，９０８号、
第５，５１６，６３７号、第５，７８０，２２５号、第５，６５８，７２７および第５，
７３３，７４３号中で開示されたものを含む。ジスルフィド結合を介するポリペプチドの
結合によるバクテリオファージ粒子の表面上でのポリペプチドのディスプレイに有用な方
法は、Ｌｏｈｎｉｎｇ、米国特許第６，７５３，１３６号によって記述された。上述の参
照において記述されるように、ファージ選択後に、ファージからの抗体コーディング領域
は単離され、ヒト抗体を含む全抗体、または他の所望される抗原結合断片の生成に使用す
ることができ、哺乳類細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母および細菌を含む任意の所望され
る宿主において発現することができる。例えば、組換えによりＦａｂ、Ｆａｂ’およびＦ
（ａｂ’）2断片を産生する技術は、ＷＯ９２／２２３２４；Ｍｕｌｌｉｎａｘ　ｅｔ　
ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ１２：８６４－８６９，１９９２；およびＳａｗａ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＡＪＲＩ３４：２６－３４，１９９５；およびＢｅｔｔｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０４１－１０４３，１９８８中で開示されたものなど
の当技術分野において公知の方法を使用して利用することもできる。
【０１０９】
　一般的に、ディスプレイベクターの中へクローニングされるハイブリッド抗体またはハ
イブリッド抗体断片は、抗体または抗体断片がファージまたはファージミド粒子の表面上
に存在するので、十分な結合活性を維持した変異型を同定するために、適切な抗原に対し
て選択することができる。例えば、Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｇｅ　
Ｄｉｓｐｌａｙ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（コールドスプリングハーバ
ーラボラトリープレス、コールドスプリングハーバー、ニューヨーク、２００１）を参照
。しかしながら、他のベクター形式をこのプロセスのために使用すること（例えば、選択
および／またはスクリーニングのための溶菌ファージベクター（修飾Ｔ７システムまたは
ラムダザップシステム）の中への抗体断片ライブラリーのクローニング）ができるかもし
れない。
【０１１０】
　組換えゲルゾリン結合剤の発現。上述されるように、本発明の結合剤は、組換えＤＮＡ
技術の適用を介して産生することができる。本発明のゲルゾリン結合剤をコードする組換
えポリヌクレオチドコンストラクトは、典型的には、天然に結合されるプロモーター領域
または異種のプロモーター領域を含む抗ゲルゾリン抗体鎖のコーディング配列に作動可能
に結合した発現制御配列を含む。それゆえ、本発明の別の態様は、本発明のゲルゾリン結
合剤をコードする１つまたは複数の核酸配列を含むベクターを含んでいる。本発明の１つ
または複数のポリペプチドの組換え発現のために、ゲルゾリン結合剤をコードするヌクレ
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オチド配列のすべてまたは一部を含む核酸は、当技術分野において周知のおよび以下で詳
述されるような組換えＤＮＡ技術によって、適切なクローニングベクターまたは発現ベク
ター（すなわち挿入されたポリペプチドコーディング配列の転写および翻訳のための必要
なエレメントを含むベクター）の中へ挿入される。多様な集団のベクターを産生する方法
は、Ｌｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，２９１，１６０号；第６，６８０，１
９２号によって記述されている。
【０１１１】
　一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしばプラスミドの形態
である。本明細書において、プラスミドがベクターの最も通常は使用される形態であるの
で、「プラスミド」および「ベクター」は交換可能に使用することができる。しかしなが
ら、本発明は、等価な機能を果たす、技術的にプラスミドでないウイルスベクター（例え
ば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）などの発現ベ
クターの他のかかる形態を含むように意図される。かかるウイルスベクターは、被験体の
感染およびその被験体における化合物の発現を可能にする。好ましくは、発現制御配列は
、真核生物宿主細胞を、形質転換またはトランスフェクションすることが可能なベクター
における真核生物プロモーターシステムである。一旦ベクターが適切な宿主の中へ組み入
れられたならば、宿主は、ゲルゾリン結合剤をコードするヌクレオチド配列の高レベル発
現、ならびにゲルゾリン結合剤（例えば交差反応する抗ゲルゾリン抗体）の回収および精
製のために適切な条件下で維持される。一般に、米国特許出願第２００２０１９９２１３
号を参照。これらの発現ベクターは、典型的には、エピソームとして、または宿主染色体
ＤＮＡの組み込み部分として宿主生物中で複製可能である。通常は、発現ベクターは、所
望されるＤＮＡ配列により形質転換された細胞の検出を可能にする、選択マーカー（例え
ばアンピシリン耐性、ハイグロマイシン耐性）を含む。ベクターは、細胞外への抗体断片
の分泌の指令に有用なシグナルペプチド（例えば、ペクチン酸リアーゼ）もまたコードす
ることができる。米国特許第５，５７６，１９５号を参照。
【０１１２】
　本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現のために適切な形態でゲ
ルゾリン結合特性を備えた化合物をコードする核酸を含み、それは組換え発現ベクターが
１つまたは複数の調節配列（発現のために使用される宿主細胞に基づいて選択される）を
含み、発現される核酸配列に作動可能に結合されることを意味する。組換え発現ベクター
内で、「作動可能に結合された」は、ヌクレオチド配列の発現を可能にする方式で（例え
ば、インビトロの転写／翻訳システムにおいて、またはベクターが宿主細胞の中への導入
されるときに宿主細胞において）、対象となるヌクレオチド配列が調節配列（複数可）に
結合されることを意味するように意図される。用語「調節配列」は、プロモーター、エン
ハンサーおよび他の発現制御エレメント（例えばポリアデニル化シグナル）を含むように
意図される。かかる調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩ
ＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ１８５、ア
カデミックプレス、サンディエゴ、カリフォルニア（１９９０）中で記述される。調節配
列は、多くのタイプの宿主細胞においてヌクレオチド配列の構成的発現を指令するもの、
および特定の宿主細胞においてのみヌクレオチド配列の発現を指令するもの（例えば、組
織特異的調節配列）を含む。発現ベクターのデザインが形質転換される宿主細胞の選択、
所望されるポリペプチドの発現のレベルなどのような因子に依存できることは、当業者に
よって認識されるだろう。組換えポリペプチド発現（例えば、ゲルゾリン結合剤）のプロ
モーターとして有用な典型的な調節配列は、例えば、３－ホスホグリセレートキナーゼお
よび他の解糖酵素を含むが、これらに限定されない。誘導可能な酵母プロモーターは、数
ある中で、アルコール脱水素酵素、イソチトクロムＣ、およびマルトースおよびガラクト
ース利用に関与する酵素からのプロモーターを含む。１つの実施形態において、本発明の
ゲルゾリン結合剤をコードするポリヌクレオチドは、ａｒａＢプロモーターに作動可能に
結合され、宿主細胞において発現可能である。米国特許第５，０２８，５３０号を参照。
本発明の発現ベクターを宿主細胞の中へ導入して、それによって本明細書において記述さ
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れるような核酸によってコードされる融合ポリペプチドを含む、ポリペプチドまたはペプ
チド（例えばゲルゾリン結合剤など）を産生することができる。
【０１１３】
　本発明の別の態様は、１つまたは複数のゲルゾリン結合剤をコードする核酸を含む、ゲ
ルゾリン結合剤発現宿主細胞に関する。本発明の組換え発現ベクターは、原核細胞または
真核細胞におけるゲルゾリン結合剤の発現のためにデザインすることができる。例えば、
ゲルゾリン結合剤は、大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクター
を使用して）、真菌細胞（例えば酵母）、酵母細胞または哺乳類細胞において発現させる
ことができる。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　
ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ１８５、アカデミ
ックプレス、サンディエゴ、カリフォルニア（１９９０）中でさらに論じられる。あるい
は、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼ
を使用して、転写しインビトロで翻訳することができる。確率論的に生成されたポリヌク
レオチド配列の発現を介して、所定の特性（例えばゲルゾリン結合剤）を有するポリペプ
チドの調製スクリーニングのために有用な方法が記述されている。米国特許第５，７６３
，１９２号；第５，７２３，３２３号；第５，８１４，４７６号；第５，８１７，４８３
号；第５，８２４，５１４号；第５，９７６，８６２号；第６，４９２，１０７号；第６
，５６９，６４１号を参照。
【０１１４】
　原核生物におけるポリペプチドの発現は、融合ポリペプチドまたは非融合ポリペプチド
のいずれかの発現を指令する構成的プロモーターまたは誘導可能プロモーターを含むベク
ターを有する大腸菌においてほとんどの場合実行される。融合ベクターは、その中にコー
ドされたポリペプチドに（通常は組換えポリペプチドのアミノ末端に）多数のアミノ酸を
追加する。かかる融合ベクターは、典型的には、（ｉ）組換えポリペプチドの発現を増加
させること；（ｉｉ）組換えポリペプチドの溶解度を増加させること；および（ｉｉｉ）
親和性精製におけるリガンドとして働くことによって組換えポリペプチドの精製を支援す
ること、の３つの目的を果たす。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解
を生ずる切断部位を融合部分および組換えポリペプチドの接合点で導入して、融合ポリペ
プチドの精製に続く融合部分からの組換えポリペプチドの分離を可能にする。かかる酵素
、およびそれらの同族の認識配列は、第Ｘａ因子およびトロンビンおよびエンテロキナー
ゼを含んでいる。典型的な融合発現ベクターは、ｐＧＥＸ（ファルマシア・バイオテク社
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ）；Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏ
ｎ，Ｇｅｎｅ　６７：３１－４０，１９８８）ｐＭＡＬ（ニューイングランド・バイオラ
ボ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）社、ベヴァリー、マサチューセッツ）お
よびｐＲＩＴ５（ファルマシア社、ピスカタウェイ、ニュージャージー）を含み、それぞ
れ標的組換えポリペプチドに、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトー
スＥ結合ポリペプチド、またはポリペプチドＡを融合させる。
【０１１５】
　適切な誘導可能な非融合大腸菌発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｇｅｎｅ６９：３０１－３１５，（１９８８））、およびｐＥＴ１１ｄ（Ｓｔｕ
ｄｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：Ｍ
ＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ１８５、アカデミックプレス、サンディエゴ
、カリフォルニア（１９９０）６０－８９）を含む。ポリペプチド融合を介して多機能の
ポリペプチドをもたらす異なる活性のペプチドドメインまたはタンパク質ドメインの標的
化集合のための方法は、Ｐａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第６，２９４，３５３号；第
６，６９２，９３５号によって記述されている。組換えポリペプチドの発現（例えばゲル
ゾリン結合剤）を最大化する大腸菌における１つの戦略は、組換えポリペプチドをタンパ
ク質分解的に切断する能力が減少した宿主菌中でポリペプチドを発現することである。例
えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ、ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：
ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ１８５、アカデミックプレス、サンディエ
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ゴ、カリフォルニア（１９９０）１１９－１２８を参照。別の戦略は、各アミノ酸につい
ての個々のコドンが発現宿主（例えば大腸菌）中で優先的に利用されるものであるように
、発現ベクターの中へ挿入される核酸の核酸配列を変更することである（例えば、Ｗａｄ
ａ，ｅｔ　ａｌ．，１９９２．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０：２１１１－２１１
８を参照）。本発明の核酸配列のかかる変化は、標準的ＤＮＡ合成技術によって実行する
ことができる。
【０１１６】
　別の実施形態において、ゲルゾリン結合剤の発現ベクターは酵母発現ベクターである。
酵母サッカロミセス・セリビジエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｉｖｉｓａｅ）
における発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉ，ｅｔ　ａｌ
．，１９８７．ＥＭＢＯ　Ｊ．６：２２９－２３４）、ｐＭＦａ（Ｋｕｒｊａｎ　ａｎｄ
　Ｈｅｒｓｋｏｗｉｔｚ，Ｃｅｌｌ　３０：９３３－９４３，１９８２）、ｐＪＲＹ８８
（Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　５４：１１３－１２３，１９８７）、ｐＹ
ＥＳ２（インビトロゲン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、サンデ
ィエゴ、カリフォルニア）、およびｐｉｃＺ（インビトロゲン社、サンディエゴ、カリフ
ォルニア）を含む。あるいは、ゲルゾリン結合剤は、バキュロウイルス発現ベクターを使
用して、昆虫細胞において発現させることができる。ポリペプチド（例えばゲルゾリン結
合剤）の発現のために利用可能なパキュロウイルスベクターは、培養昆虫細胞（例えばＳ
Ｆ９細胞）における、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．
Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１６５，１９８３）およびｐＶＬシリーズ（Ｌｕｃｋｌｏｗ
　ａｎｄ　Ｓｕｍｍｅｒｓ，１９８９．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ１７０：３１－３９）を含む。
【０１１７】
　さらに別の実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤をコードする核酸は、哺乳類
発現ベクターを使用して、哺乳類細胞において発現される。哺乳類発現ベクターの例は、
例えば、ｐＣＤＭ８（Ｓｅｅｄ，．Ｎａｔｕｒｅ３２９：８４０，１９８７）、およびｐ
ＭＴ２ＰＣ（Ｋａｕｆｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．６：１８７－１９５，１９
８７）を含むが、これらに限定されない。哺乳類細胞において使用された場合、発現ベク
ターの制御機能はウイルス性調節エレメントによってしばしば提供される。例えば、一般
に使用されるプロモーターは、ポリオーマウイルス、アデノウイルス２、サイトメガロウ
ィルス、およびシミアンウイルス４０に由来する。他の本発明のゲルゾリン結合剤の発現
に有用な原核細胞および真核細胞の両方のために適切な発現システムについては、例えば
、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢ
ＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬの１６章および１７章。第２版、コールドスプリングハー
バーラボラトリー、コールドスプリングハーバーラボラトリープレス、コールドスプリン
グハーバー、ニューヨーク、１９８９を参照。
【０１１８】
　別の実施形態において、組換え哺乳類発現ベクターは、特定の細胞タイプにおける核酸
の発現を優先的に指令することができる（例えば、組織特異的調節エレメントを核酸の発
現に使用する）。組織特異的調節エレメントは当技術分野において公知である。適切な組
織特異的プロモーターの非限定例は、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅ
ｒｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１：２６８－２７７，１９８７）、リンパ系
特異的プロモーター（Ｃａｌａｍｅ　ａｎｄ　Ｅａｔｏｎ，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４
３：２３５－２７５，１９８８）、特にＴ細胞受容体のプロモーター（Ｗｉｎｏｔｏ　ａ
ｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＥＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７３３，１９８９）、および免
疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３．Ｃｅｌｌ３３：７２９－７４
０；Ｑｕｅｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｃｅｌｌ３３：７４１－７４８，１９８
３．）、ニューロン特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；
Ｂｙｒｎｅ　ａｎｄ　Ｒｕｄｄｌｅ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８
６：５４７３－５４７７，１９８９）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄ，ｅｔ　
ａｌ．，１９８５．Ｓｃｉｅｎｃｅ２３０：９１２－９１６）、ならびに乳腺特異的プロ
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モーター（例えば、乳漿プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号およびヨーロッ
パ出願公報第２６４，１６６号）を含む。発生で調節されるプロモーターは、例えば、マ
ウスｈｏｘプロモーター（Ｋｅｓｓｅｌ　ａｎｄ　Ｇｒｕｓｓ，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４９：
３７４－３７９，１９９０）、およびα－フェトプロテインプロモーター（Ｃａｍｐｅｓ
　ａｎｄ　Ｔｉｌｇｈｍａｎ，ＧｅｎｅｓＤｅｖ．３：５３７－５４６，１９８９）もま
た包含する。
【０１１９】
　本発明の別の態様は、本発明の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞に関する。「
宿主細胞」、「組換え宿主細胞」という用語は、交換可能に本明細書において使用される
。かかる用語が特定の被験体細胞だけでなく、かかる細胞の子孫または潜在的な子孫も指
すことが理解される。特定の修飾が変異または環境の影響のいずれかのために次世代で起
こりうるので、実際は、かかる子孫は親細胞と同一でないかもしれないが、本明細書にお
いて使用される時、なお用語の範囲内に含まれる。
【０１２０】
　宿主細胞は任意の原核生物または真核細胞でありえる。例えば、ゲルゾリン結合剤は、
大腸菌などの細菌細胞、昆虫細胞、酵母または哺乳類細胞において発現することができる
。哺乳類細胞は、免疫グロブリンまたはその断片をコードするヌクレオチドセグメントの
発現のための好ましい宿主である。Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ、Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　Ｔｏ　
Ｃｌｏｎｅｓ、（ＶＣＨ出版社（（ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ）、ニューヨーク、１
９８７）を参照。インタクトな異種タンパク質を分泌することができる多数の適切な宿主
細胞株は、当技術分野において開発されており、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）
細胞株、様々なＣＯＳ細胞株、ＨｅＬａ細胞、Ｌ細胞およびミエローマ細胞株を含む。好
ましくは、細胞はヒト以外である。これらの細胞のための発現ベクターは、複製起点、プ
ロモーター、エンハンサーなどの発現制御配列、ならびにリボソーム結合部位、ＲＮＡス
プライス部位、ポリアデニル化部位および転写ターミネーター配列などの必要なプロセッ
シング情報部位を含むことができる。Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅ
ｖ．８９：４９，１９８６。好ましい発現制御配列は、内在性遺伝子、サイトメガロウィ
ルス、ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシパピロマウイルス、および同種のものに由来する
プロモーターである。Ｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１１４９，１
９９２。他の適切な宿主細胞は当業者に公知である。
【０１２１】
　ベクターＤＮＡは従来の形質転換技術またはトランスフェクション技術を介して原核細
胞または真核細胞の中へ導入することができる。本明細書において使用される時、用語「
形質転換」および「トランスフェクション」は、リン酸カルシウムもしくは塩化カルシウ
ムの共沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介性トランスフェクション、リポフェクション、
またはエレクトロポレーションを含む、宿主細胞の中への外来の核酸（例えばＤＮＡ）の
導入のための様々な当技術分野で認められている技術を指すように意図され、微粒子銃ま
たはウイルスベースのトランスフェクションは他の細胞性宿主のために使用することがで
きる。哺乳類細胞を形質転換するために使用する他の方法は、ポリブレン、プロトプラス
ト融合、リポソーム、エレクトロポレーション、および顕微注射の使用を含む（Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇを一般的に参照）。宿主
細胞の形質転換またはトランスフェクションのために適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，
ｅｔ　ａｌ．（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡ
ＮＵＡＬ。第２版、コールドスプリングハーバー・ラボラトリー、コールドスプリングハ
ーバーラボラトリープレス、コールドスプリングハーバー、ニューヨーク、１９８９）、
および他の実験手引き書中で見出すことができる。対象となるＤＮＡセグメントを含むベ
クターは、細胞性宿主のタイプに依存して、周知の方法によって宿主細胞の中へ導入する
ことができる。
【０１２２】
　哺乳類細胞の安定性トランスフェクションについては、細胞のごく一部分のみが、使用
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する発現ベクターおよびトランスフェクション技術に依存して、ゲノムの中へ外来性ＤＮ
Ａを組込みうることが公知である。これらの組込んだものを同定および選択するために、
一般的に選択可能なマーカー（例えば抗生物質耐性）をコードする遺伝子を対象となる遺
伝子と共に宿主細胞の中へ導入する。様々な選択マーカーは、Ｇ４１８、ハイグロマイシ
ンおよびメトトレキサートなどの薬物への耐性を与えるものを含む。選択可能なマーカー
をコードする核酸は、ゲルゾリン結合剤をコードするものと同じベクター上で宿主細胞の
中へ導入することができるか、または別のベクター上で導入することができる。導入した
核酸により安定的にトランスフェクションされた細胞は、薬物選択によって同定すること
ができる（例えば、他の細胞は死滅するが、選択可能なマーカー遺伝子を組み入れた細胞
は生き残るだろう）。
【０１２３】
　本発明のゲルゾリン結合剤を含む、原核宿主細胞または真核宿主細胞などの培養宿主細
胞を使用して、組換えゲルゾリン結合剤を産生（すなわち発現）することができる。１つ
の実施形態において、方法は、ゲルゾリン結合剤が産生されるように、発明の宿主細胞（
ゲルゾリン結合剤をコードする組換え発現ベクターが導入された）を適切な培地中で培養
することを含む。別の実施形態において、方法は、溶媒または宿主細胞からゲルゾリン結
合剤を単離する工程をさらに含む。一旦発現されたならば、ゲルゾリン結合剤（例えば、
抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体関連ポリペプチド）の回収物は、培養培地およ
び宿主細胞から精製される。ゲルゾリン結合剤は、ＨＰＬＣ精製、カラムクロマトグラフ
イー、ゲル電気泳動および同種のものを含む、当技術分野の標準的手順に従って精製する
ことができる。１つの実施形態において、ゲルゾリン結合剤は、Ｂｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．
、米国特許第４，８１６，３９７号の方法によって宿主生物において産生される。通常、
抗ゲルゾリン抗体鎖はシグナル配列と共に発現され、したがって培養培地へ放出される。
しかしながら、抗ゲルゾリン抗体鎖が宿主細胞によって自然に分泌されないならば、抗ゲ
ルゾリン抗体鎖は、穏やかな界面活性剤による処理によって放出させることができる。組
換えポリペプチドの精製は当技術分野において周知であり、硫安沈澱、親和性クロマトグ
ラフィー精製技術、カラムクロマトグラフイー、イオン交換精製技術、ゲル電気泳動およ
び同種のものを含む（Ｓｃｏｐｅｓ、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（シュ
プリンガー・フェアラーク（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ）、ニューヨーク、１９８
２）を一般的に参照）。
【０１２４】
　ゲルゾリン結合剤をコードするポリヌクレオチド（例えば抗ゲルゾリン抗体コーディン
グ配列）を、トランスジェニック動物のゲノムの中への導入および続いてトランスジェニ
ック動物の乳汁中での発現のためにトランスジーン中に組み入れることができる。例えば
、米国特許第５，７４１，９５７号、第５，３０４，４８９号、および第５，８４９，９
９２号を参照。適切なトランスジーンは、カゼインまたはβ－ラクトグロブリンなどの乳
腺特異的遺伝子からのプロモーターおよびエンハンサーとの作動可能な結合で、軽鎖およ
び／または重鎖のコーディング配列を含む。トランスジェニック動物の産生のために、ト
ランスジーンを受精卵母細胞の中へ顕微注射できるか、またはトランスジーンを胚性幹細
胞のゲノムの中へ組み入れ、かかる細胞の核を除核卵母細胞の中へ導入することができる
。
【０１２５】
　一本鎖抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤は一本鎖抗ゲルゾリン抗体であ
る。本発明に従って、技術は、ゲルゾリンポリペプチドに特異的な一本鎖抗体の産生に適
合させることができる（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照）。本発明の一
本鎖Ｆｖｓおよび抗体の産生に使用することができる技術の例は、米国特許第４，９４６
，７７８号および第５，２５８，４９８号；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２０３：４６－８８，１９９１；Ｓｈｕ，Ｌ．ｅｔ　
ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７９９５－７９９９，
１９９３；およびＳｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０３８－１０
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４０，１９８８中に記述されるものを含む。
【０１２６】
　キメラ抗体およびヒト化抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤はキメラ抗ゲ
ルゾリン抗体である。１つの実施形態において、本発明の結合剤はヒト化抗ゲルゾリン抗
体である。本発明の１つの実施形態において、ドナー抗体およびアクセプター抗体は、異
なる種からのモノクローナル抗体である。例えば、アクセプター抗体はヒト抗体（ヒトに
おけるその抗原性を最小限にする）であり、その場合には結果として生じるＣＤＲがグラ
フトされた抗体は、「ヒト化」抗体と称される。
【０１２７】
　キメラモノクローナル抗体およびヒト化モノクローナル抗体などの、ヒト部分および非
ヒト部分の両方を含む組換え抗ゲルゾリン抗体は、標準的組換えＤＮＡ技術を使用して作
製することができ、本発明の範囲内である。ヒトにおける本発明の結合剤のインビボの使
用に加えて、これらの薬剤のインビトロの検出分析の使用を含むいくつかの使用のために
、キメラ抗ゲルゾリン抗体、ヒト化抗ゲルゾリン抗体、またはヒト抗ゲルゾリン抗体を使
用することが好ましい。かかるキメラモノクローナル抗体およびヒト化モノクローナル抗
体は、当技術分野において公知の組換えＤＮＡ技術によって産生することができる。かか
る有用な方法は、例えば、国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；米国特許第５，
２２５，５３９号；ヨーロッパ特許第１８４１８７号、ヨーロッパ特許第１７１４９６号
；ヨーロッパ特許第１７３４９４号；ＰＣＴ国際公開第ＷＯ８６／０１５３３号；米国特
許第４，８１６，５６７号；第５，２２５，５３９号；ヨーロッパ特許第１２５０２３号
；Ｂｅｔｔｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９８８．Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０４１－１０４３
；Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８
４：３４３９－３４４３；Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３
９：３５２１－３５２６；Ｓｕｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９８７．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：２１４－２１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ，ｅｔ　ａｌ．，１９
８７．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：９９９－１００５；Ｗｏｏｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９
８５．Ｎａｔｕｒｅ３１４：４４６－４４９；Ｓｈａｗ，ｅｔ　ａｌ．，１９８８．Ｊ．
Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（
１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ２２９：１２０２－１２０７；Ｏｉ，ｅｔ　ａｌ．（１９８６
）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ４：２１４；Ｊｏｎｅｓ，ｅｔ　ａｌ．，１９８６．Ｎａ
ｔｕｒｅ３２１：５５２－５２５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９８８．Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ２３９：１５３４；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ２２９：１２０２，１
９８５；Ｏｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ４：２１４，１９８６；Ｇｉ
ｌｌｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１２５：１９１－２
０２，１９８９；米国特許第５，８０７，７１５号；およびＢｅｉｄｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ
．，１９８８．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：４０５３－４０６０中で記述される方法を
含むが、これらに限定されない。例えば、ＣＤＲグラフト（ＥＰ０２３９４００；ＷＯ９
１／０９９６７；米国特許第５号，第５３０，１０１号；第５，５８５，０８９号；第５
，８５９，２０５号；第６，２４８，５１６号；ＥＰ４６０１６７）、ベニアリングまた
は表面置換（ＥＰ０５９２１０６；ＥＰ０５１９５９６；Ｐａｄｌａｎ　Ｅ．Ａ．，Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２８：４８９－４９８，１９９１；Ｓｔｕｄｎ
ｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ７：８０５－８１４
，１９９４；Ｒｏｇｕｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ９１：９６９－９７３，１９９４
）、および鎖シャッフリング（米国特許第５，５６５，３３２号）を含む様々な技術を使
用して、抗体はヒト化できる。１つの実施形態において、マウス抗ゲルゾリンモノクロー
ナル抗体をコードするｃＤＮＡは、Ｆｃ定常領域をコードする配列を除去するように特異
的に選択された制限酵素により消化され、ヒトＦｃ定常領域をコードするｃＤＮＡの等価
部分が置換される（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；
Ａｋｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願１８４，１８７；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ、
ヨーロッパ特許出願第１７１，４９６号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ
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特許出願第１７３，４９４号；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、ＷＯ８６／０１５３
３；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第４，８１６，５６７号；Ｃａｂｉｌｌｙ
　ｅｔ　ａｌ．、ヨーロッパ特許出願第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４０：１０４１－１０４３；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９
８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：３４３９－３４４３；Ｌｉ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ１３９：３５２１－３５２６；Ｓｕｎ
　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８４：２１
４－２１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ４７
：９９９－１００５；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ３１４：４４６
－４４９；およびＳｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉ
ｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９）；米国特許第６，１８０，３７０号；米国特許第６
，３００，０６４号；第６，６９６，２４８号；第６，７０６，４８４号；第６，８２８
，４２２号を参照）。
【０１２８】
　１つの実施形態において、本発明は、ヒト抗マウス抗体（以下、「ＨＡＭＡ」と呼ぶ）
応答を恐らく誘導しないが、なお効果的な抗体エフェクター機能を有するヒト化抗ゲルゾ
リン抗体の構築を可能にする。本明細書において使用される時、用語「ヒト」および「ヒ
ト化」は、抗体に関して、ヒト被験体において療法上耐容される弱い免疫原性応答を誘発
すると予想される任意の抗体に関する。１つの実施形態において、本発明はヒト化ゲルゾ
リン抗体（重鎖および軽鎖の免疫グロブリン）を提供する。
【０１２９】
　ＣＤＲ抗体。１つの実施形態において、本発明の結合剤は抗ゲルゾリンＣＤＲ抗体であ
る。一般的に、抗ゲルゾリンのＣＤＲ抗体の生成に使用されるドナー抗体およびアクセプ
ター抗体は、異なる種からのモノクローナル抗体である。典型的には、アクセプター抗体
はヒト抗体（ヒトにおける抗原性を最小限にする）であり、その場合には結果として生じ
るＣＤＲがグラフトされた抗体は「ヒト化」抗体と称される。グラフトは、アクセプター
抗体の単一のＶHもしくはＶL内の単一ＣＤＲ（または単一ＣＤＲの一部でさえ）でありえ
るか、またはＶHおよびＶLの１つもしくは両方の内の複数のＣＤＲ（またはその一部）で
ありえる。結果として生じるＣＤＲがグラフトされた抗体のＭｅｔＡｐ３への適切な結合
を可能にすることに必要な置換のみが必要とされるが、しばしばアクセプター抗体のすべ
ての可変ドメイン中のすべての３つのＣＤＲは対応するドナーＣＤＲと置換されるだろう
。ＣＤＲがグラフトされたヒト化抗体を生成する方法は、Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、米
国特許第５，５８５，０８９号、米国特許第５，６９３，７６１号；米国特許第５，６９
３，７６２号；およびＷｉｎｔｅｒ、Ｕ．Ｓ．５，２２５，５３９；ならびにＥＰ０６８
２０４０によって教示される。ＶHポリペプチドおよびＶLポリペプチドを調製するのに有
用な方法は、Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第４，８１６，３９７号；第６，２
９１，１５８号；第６，２９１，１５９号；第６，２９１，１６１号；第６，５４５，１
４２号；ＥＰ０３６８６８４；ＥＰ０４５１２１６；ＥＰ０１２０６９４によって教示さ
れる。
【０１３０】
　同じファミリーおよび／または同じファミリーメンバーから適切なフレームワーク領域
候補の選択の後に、重鎖可変領域および軽鎖可変領域のどちらかまたは両方は、ハイブリ
ッドフレームワーク領域の中への起源の種からのＣＤＲのグラフトによって産生される。
上述の態様のいずれかに関するハイブリッド可変鎖領域を有するハイブリッド抗体または
ハイブリッド抗体断片の集合は、当業者に公知の従来の方法を使用して、遂行することが
できる。例えば、本明細書において記述されるハイブリッド可変ドメインをコードするＤ
ＮＡ配列（すなわち、標的種に基づいたフレームワーク、および起源の種からのＣＤＲ）
は、オリゴヌクレオチド合成および／またはＰＣＲによって産生することができる。ＣＤ
Ｒ領域をコードする核酸は、適切な制限酵素を使用して、起源の種抗体から単離すること
ができ、適切なライゲーション酵素でライゲーションすることによって、標的種フレーム
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ワークの中へライゲーションすることができる。あるいは、起源の種の抗体の可変鎖のフ
レームワーク領域は、部位特異的変異誘発によって変化させることができる。
【０１３１】
　ハイブリッドが各フレームワーク領域に対応する複数の候補の中の選択から構築される
ので、本明細書において記載した原理に従う構築に適用可能な配列の多くの組合せが存在
する。したがって、ハイブリッドのライブラリーは個々のフレームワーク領域の異なる組
合せを備えたメンバーを集合させることができる。かかるライブラリーは、配列の電子デ
ータベース的収集またはハイブリッドの物理的収集でありえる。
【０１３２】
　このプロセスは、典型的にはグラフトＣＤＲに隣接するアクセプター抗体のＦＲを変更
しない。しかしながら、当業者は、既定のＦＲの特定の残基を置換してＦＲをドナー抗体
の対応するＦＲにさらに類似するようにすることによって、結果として生じる抗ゲルゾリ
ンＣＤＲグラフト抗体の抗原結合親和性を、時には改善することができる。置換の好まし
い位置は、ＣＤＲに隣接するアミノ酸残基、またはＣＤＲと相互作用することができるア
ミノ酸残基を含む（例えば、ＵＳ５，５８５，０８９、特にカラム１２－１６を参照）。
または当業者は、ドナーＦＲでスタートし、アクセプターＦＲまたはヒトコンセンサスＦ
Ｒにさらに類似するように修飾することができる。これらの修飾を生じさせるための技術
は当技術分野において公知である。特に、結果として生じるＦＲの位置にヒトコンセンサ
スＦＲがあてはめられるならば、またはかかるコンセンサスＦＲに少なくとも９０％また
はそれ以上で同一であるならば、そうすることは、完全なヒトＦＲを備えた同じ抗体と比
較して、結果として生じる修飾された抗ゲルゾリンＣＤＲ抗体の抗原性を有意に増加させ
ないだろう。
【０１３３】
　融合タンパク質。１つの実施形態において、本発明の結合剤は融合タンパク質である。
本発明のゲルゾリン結合剤は、第２のタンパク質に融合した場合、抗原タグとして使用す
ることができる。ポリペプチドに融合することができるドメインの例は、異種のシグナル
配列だけでなく他の異種の機能的領域も含んでいる。融合は必ずしも直接的である必要が
ないが、リンカー配列を介して起こりうる。さらに、本発明の融合タンパク質はゲルゾリ
ン結合剤の特質を改善するためにも操作することができる。例えば、追加のアミノ酸（特
に荷電アミノ酸）の領域を、ゲルゾリン結合剤のＮ末端に追加して、宿主細胞からの精製
または後の取り扱いおよび保存の間の安定性および持続性を改善することができる。また
、ペプチド部分をゲルゾリン結合剤に追加して精製を促進することができる。かかる領域
は、ゲルゾリン結合剤の最終的な調製の前に除去することができる。ポリペプチドの取り
扱いを促進するペプチド部分の追加は、当技術分野においてなじみ深いルーチンな技術で
ある。本発明のゲルゾリン結合剤は、融合したポリペプチドの精製を促進するペプチドな
どのマーカー配列に融合することができる。好ましい実施形態において、マーカーアミノ
酸配列は、数ある中で、ｐＱＥベクター（キアゲン社（ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．）、９２
５９イートンアベニュー、チャッツワース、カリフォルニア、９１３１１）中で提供され
るタグなどのヘキサ－ヒスチジンペプチドであり、それらの多くは市販で入手可能である
。Ｇｅｎｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８６：８
２１－８２４，１９８９中で記述されるように、例えば、ヘキサ－ヒスチジンは融合タン
パク質の都合のよい精製を提供する。精製に有用な別のペプチドタグ、「ＨＡ」タグは、
インフルエンザヘマグルチニンタンパク質に由来するエピトープに対応する。Ｗｉｌｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ３７：７６７，１９８４。
【０１３４】
　したがって、これらの上述の融合のいずれかは、本発明のポリヌクレオチドまたはポリ
ペプチドを使用して操作することができる。また、融合タンパク質はインビボで半減期の
増加を示しうる。
【０１３５】
　ジスルフィド結合二量体構造を有する融合タンパク質（ＩｇＧに起因する）は、単量体
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の分泌タンパク質またはタンパク質断片単独よりも、他の分子の結合および中和において
効率的でありえる。Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２
７０：３９５８－３９６４，１９９５。
【０１３６】
　同様に、ＥＰ－Ａ－Ｏ４６４５３３（カナダ対応特許２０４５８６９）は、別のヒトタ
ンパク質またはその一部と共に免疫グロブリン分子の定常領域の様々な部分を含む融合タ
ンパク質を開示する。多くの場合において、融合タンパク質中のＦｃ部分は、治療および
診断において有益であり、したがって、例えば、薬物動態学的特性の改善をもたらすこと
ができる。ＥＰ－Ａ０２３２２６２を参照。あるいは、融合タンパク質が発現、検出、お
よび精製された後に、Ｆｃ部分を欠失させることが所望されるだろう。例えば、融合タン
パク質が抗原として免疫に使用されるならば、Ｆｃ部分は治療および診断を妨げうる。薬
物開発において、例えば、ｈＩＬ－５などのヒトタンパク質をハイスループットスクリー
ニング分析の目的のためにＦｃ部分と融合して、ｈＩＬ－５のアンタゴニストが同定され
ている。Ｂｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉ
ｏｎ８：５２－５８，１９９５；Ｊｏｈａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．，２７０：９４５９－９４７１，１９９５。
【０１３７】
　標識されたゲルゾリン結合剤。１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は
標識部分（すなわち、検出可能基）とカップリングされる。ゲルゾリンポリペプチドまた
はゲルゾリン様ポリペプチドへの本発明のゲルゾリン結合剤の特異的結合を有意に妨害し
ない限り、本発明のゲルゾリン結合剤へコンジュゲートする特定の標識または検出可能基
は、本発明の重大な態様ではない。検出可能基は、検出可能な物理的特性または化学的性
質を有する任意の物質でありえる。かかる検出可能標識は免疫分析および画像診断の分野
において良く発達しており、一般に、かかる方法に有用な大部分の任意の標識は本発明へ
適用することができる。したがって、標識は、分光的手段、光化学的手段、生化学的手段
、免疫化学的手段、電気的手段、光学的手段または化学的手段によって、検出可能な任意
の組成物である。本発明における有用な標識は、磁気ビーズ（例えば、ダイナビーズ（Ｄ
ｙｎａｂｅａｄｓ）（商標））、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、および同種のもの）、放射標識（例えば、3Ｈ、14Ｃ、3

5Ｓ、125Ｉ、121Ｉ、131Ｉ、112Ｉｎ、99ｍＴｃ）、マイクロバブルなどの他の造影剤（
超音波画像診断のための）、18Ｆ、11Ｃ、15Ｏ（ポジトロン放出断層撮影のための）、99

mＴＣ、111Ｉｎ（単一光子放出断層撮影のための）、酵素（例えば、ホースラディッシュ
ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼおよび一般にＥＬＩＳＡの中で使用される
他のもの）、およびコロイド金もしくは色ガラスなどの呈色標識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、および同種のもの）のビーズを含む
。かかる標識の使用について記述する特許は、米国特許第３，８１７，８３７号；第３，
８５０，７５２号；第３，９３９，３５０号；第３，９９６，３４５号；第４，２７７，
４３７号；第４，２７５，１４９号；および第４，３６６，２４１号を含み、各々は全体
を参照することによりおよびすべての目的のために本明細書に組み入れられる。Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（第６版、モレキュラープローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ，Ｉｎｃ．）、ユージーン、オレゴン）もまた参照。
【０１３８】
　標識は、当技術分野において周知の方法に従って分析の所望される成分へ直接または間
接的にカップリングすることができる。上で示されるように、様々な標識は、必要とされ
る感度、化合物とのコンジュゲーションの容易性、必要とされる安定性、利用可能な機器
類、および処分規定に依存する標識の選択により使用することができる。
【０１３９】
　非放射性標識は、しばしば間接手段によって結合される。一般的に、リガンド分子（例
えば、ビオチン）は、分子へ共有結合される。次にリガンドは、検出可能な酵素、蛍光化
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合物、または化学発光化合物などの、先天的に検出可能であるかまたはシグナルシステム
に共有結合されるかのいずれかである抗リガンド（例えばストレプトアビジン）分子と結
合する。多数のリガンドおよび抗リガンドは使用することができる。リガンドが天然の抗
リガンド（例えば、ビオチン、チロキシン、およびコルチゾール）を有する場合、標識さ
れた天然に存在する抗リガンドと併用して使用することができる。あるいは、任意のハプ
テン化合物または抗原化合物は、抗体（例えば抗ゲルゾリン抗体）と組み合わせて使用す
ることができる。
【０１４０】
　分子は、例えば酵素または蛍光団とのコンジュゲーションによって、シグナル生成化合
物へ直接コンジュゲートすることもできる。標識として対象となる酵素は、主として加水
分解酵素（特にホスファターゼ、エステラーゼおよびグリコシダーゼ）または酸化還元酵
素（特にペルオキシダーゼ）であるだろう。標識部分として有用な蛍光化合物は、例えば
、フルオレセインおよびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、ウンベリ
フェロン、ならびに同種のものを含むが、これらに限定されない。標識部分として有用な
化学発光化合物は、例えば、ルシフェリンおよび２，３－ジヒドロフタラジンジオン（例
えば、ルミノール）を含むが、これらに限定されない。使用することができる様々な標識
システムまたはシグナル産生システムの総説については、米国特許第４，３９１，９０４
号を参照。
【０１４１】
　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、標識が放射性標識
である場合、検出のための手段は、オートラジオグラフィーでのようなシンチレーション
カウンターまたは感光性フィルムを含む。標識が蛍光標識である場合、それは適切な波長
の光による蛍光色素の励起および結果として生じる蛍光の検出によって検出することがで
きる。蛍光は、感光性フィルムによって、電荷結合素子（ＣＣＤ）または光電子増倍管お
よび同種のものなどの電子検出器の使用によって、視覚的に検出することができる。同様
に、酵素による標識は、酵素についての適切な基質の提供および結果として生じる反応生
成物の検出によって、検出することができる。最終的に単純な呈色標識は、標識と結合さ
せた色の観察によって単純に検出することができる。したがって、様々なディップスティ
ック分析において、コンジュゲートされた金はしばしばピンク色に見えるが、コンジュゲ
ートされた様々なビーズはビーズの色に見える。
【０１４２】
　いくつかの分析形式は、標識成分の使用を必要としない。例えば、凝集分析を使用して
標的抗体（例えば抗ゲルゾリン抗体）の存在を検出することができる。この場合、抗原で
コートした粒子は、標的抗体を含むサンプルによって凝集される。この形式において、成
分のどれも標識される必要はなく、標的抗体の存在は単純な目視検査によって検出される
。
本発明のゲルゾリン結合剤の同定および特性評価
【０１４３】
　本発明の結合剤の同定および／またはスクリーニングのための方法。ゲルゾリンポリペ
プチドに対する所望される特異性を有する結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体および抗ゲ
ルゾリン抗体関連ポリペプチド）の同定およびスクリーニングに有用な方法は、当技術分
野内で公知の任意の免疫学仲介性技術を含む。免疫応答の成分は、当業者に周知の様々な
方法によってインビトロで検出することができる。例えば、（１）細胞傷害性Ｔリンパ球
を放射性標識された標的細胞と共にインキュベートし、これらの標的細胞の溶解物は放射
能の放出によって検出することができる；（２）ヘルパーＴリンパ球を抗原および抗原提
示細胞と共にインキュベートし、サイトカインの合成および分泌は標準的方法によって測
定することができる（Ｗｉｎｄｈａｇｅｎ　Ａ；ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２：
３７３－８０，１９９５）；（３）抗原提示細胞をタンパク質全体の抗原と共にインキュ
ベートし、ＭＨＣ上でのその抗原の提示はＴリンパ球活性化分析または生物物理的方法の
いずれかによって検出することができる（Ｈａｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
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ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８６：４２３０－４，１９８９）；（４）マスト細胞をそ
れらのＦｃε受容体を架橋する試薬と共にインキュベートし、ヒスタミン放出は酵素免疫
分析によって測定することができる（Ｓｉｒａｇａｎｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＴＩＰＳ，
４：４３２－４３７，１９８３）；および（５）酵素結合免疫吸着分析（ＥＬＩＳＡ）。
【０１４４】
　同様に、モデル生物（例えばマウス）またはヒト被験体のいずれかにおける免疫応答の
産物もまた、当業者に周知の様々な方法によって検出することができる。例えば、（１）
ワクチン接種に応答した抗体の産生は、臨床検査室において現在使用される標準的方法（
例えば、ＥＬＩＳＡ）によって容易に検出することができる；（２）炎症の部位に対する
免疫細胞の移動は、皮膚の表面を引っ掻き、滅菌済み容器を配置して掻傷部位の上の移動
細胞を捕捉することによって検出することができる（Ｐｅｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌ
ｏｏｄ，７２：１３１０－５，１９８８）；（３）マイトジェンまたは混合リンパ球反応
に応答した末梢血単核細胞の増殖は、3Ｈ－チミジンを使用して測定することができる；
（４）ＰＢＭＣにおける、顆粒球、マクロファージおよび他の食細胞の貪食能は、標識さ
れた粒子と共にウェル中にＰＭＢＣを配置することによって測定することができる（Ｐｅ
ｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ，７２：１３１０－５，１９８８）；および（５）
免疫系細胞の分化は、ＣＤ４およびＣＤ８などのＣＤ分子への抗体によるＰＢＭＣの標識
およびこれらのマーカーを発現するＰＢＭＣの画分の測定によって測定することができる
。
【０１４５】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、複製可能な遺伝子パッケージ
の表面上の候補結合剤のディスプレイを使用して選択される。例えば、米国特許第５，５
１４，５４８号；第５，８３７，５００号；第５，８７１，９０７号；第５，８８５，７
９３号；第５，９６９，１０８号；第６，２２５，４４７号；第６，２９１，６５０号；
第６，４９２，１６０号；ＥＰ５８５２８７；ＥＰ６０５５２２；ＥＰ６１６６４０；Ｅ
Ｐ１０２４１９１；ＥＰ５８９８７７；ＥＰ７７４５１１；ＥＰ８４４３０６を参照。所
望される特異性を備えた結合分子をコードするファージミドゲノムを含む糸状バクテリオ
ファージ粒子の産生／選択に有用な方法が記述されている。例えば、ＥＰ７７４５１１；
ＵＳ５８７１９０７；ＵＳ５９６９１０８；ＵＳ６２２５４４７；ＵＳ６２９１６５０；
ＵＳ６４９２１６０を参照。
【０１４６】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、酵母宿主細胞の表面上での候
補結合剤のディスプレイを使用して選択される。酵母表面のディスプレイによるｓｃＦｖ
ポリペプチドの単離に有用な方法は、Ｋｉｅｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎ
ｇ．１９９７Ｎｏｖ；１０（１１）：１３０３－１０によって記述されている。
【０１４７】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤はリボソームディスプレイを使用
して選択される。リボソームディスプレイを使用してペプチドライブラリー中のリガンド
を同定するのに有用な方法は、Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９１：９０２２－２６，１９９４；およびＨａｎｅｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９４：４９３７－４２，１
９９７によって記述された。
【０１４８】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、候補結合剤のｔＲＮＡディス
プレイを使用して選択される。ｔＲＮＡディスプレイを使用するリガンドのインビトロの
選択に有用な方法は、Ｍｅｒｒｙｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．９：７４
１－４６，２００２によって記述されている。
【０１４９】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤は、ＲＮＡディスプレイを使用し
て選択される。ＲＮＡディスプレイライブラリーを使用するペプチドおよびタンパク質の
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選択ために有用な方法は、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４：１２２９７－３０２，１９９７；およびＮｅｍｏｔｏ　ｅｔ　
ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，４１４：４０５－８，１９９７によって記述されている
。天然に存在しないＲＮＡディスプレイライブラリーを使用するペプチドおよびタンパク
質の選択ために有用な方法は、Ｆｒａｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓ
ｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，１３：５０６－１２，２００３によって記述されている。
【０１５０】
　１つの実施形態において、本発明のゲルゾリン結合剤はグラム陰性菌のペリプラスムに
おいて発現され、標識されたゲルゾリンポリペプチドと混合される。ＷＯ０２／３４８８
６を参照。ゲルゾリンポリペプチドへの親和性を備えた組換えポリペプチドを発現するク
ローンにおいて、Ｈａｒｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．２２：９１９３－９８　２００４および米国特許第２００４／００５８４０３号中に記
述されているように、結合剤に結合された標識ゲルゾリンポリペプチドの濃度は増加し、
細胞がライブラリーの残りから単離されることを可能にする。
【０１５１】
　所望されるゲルゾリン結合剤の選択の後に、当業者に公知の任意の技術（例えば、原核
細胞または真核細胞の発現および同種のもの）によって大量に産生させることができるか
が検討される。例えば、抗ゲルゾリンのハイブリッド抗体または断片であるが、これらに
限定されないゲルゾリン結合剤は、従来の技術を使用して、起源種の抗体結合特異性の保
有に必要とされるＣＤＲおよび必要であるならば可変領域フレームワークの最小の部分（
本明細書において記述される技術に従って操作されるように）が起源の種の抗体に由来し
、抗体の残りの部分が本明細書において記述されるように操作できる標的種の免疫グロブ
リンに由来し、それによってハイブリッド抗体重鎖の発現のためのベクターを産生する、
抗体重鎖をコードする発現ベクターを構築することによって産生される。
【０１５２】
　ゲルゾリン結合の測定。１つの実施形態において、ゲルゾリン結合分析は、ゲルゾリン
ポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドとゲルゾリン結合剤との間の結合、および
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドとゲルゾリン結合剤との間の結
合量の査定のために適切な条件下で、ゲルゾリンポリペプチドおよびゲルゾリン結合剤が
混合される、分析形式を指す。結合の量は、適切な対照（ゲルゾリンポリペプチドの非存
在下において結合する量、非特異的免疫グロブリン組成物の存在下における結合の量また
は両方でありえる）と比較される。結合の量は任意の適切な方法によって査定することが
できる。結合分析方法は、例えば、ＥＬＩＳＡ、放射免疫分析、シンチレーション近接分
析、蛍光エネルギー移動分析、液体クロマトグラフィー、膜濾過分析、および同種のもの
を含む。ゲルゾリン結合剤に対するゲルゾリンポリペプチド結合の直接測定のための生物
物理的分析は、例えば、核磁気共鳴、蛍光、蛍光偏光、表面プラズモン共鳴（ＢＩＡＣＯ
Ｒチップ）、および同種のものである。特異的結合は、当技術分野において公知の標準的
分析（例えば、放射性リガンド結合分析、ＥＬＩＳＡ、ＦＲＥＴ、免疫沈降、ＳＰＲ、Ｎ
ＭＲ（２Ｄ－ＮＭＲ）、質量分析、および同種のもの）によって決定される。候補ゲルゾ
リン結合剤の特異的結合が候補ゲルゾリン結合剤の非存在下において観察された結合より
も少なくとも１パーセント高いならば、候補ゲルゾリン結合剤は本発明のゲルゾリン結合
剤として有用である。
【０１５３】
　ゲルゾリンポリペプチドおよびゲルゾリン結合剤の共結晶も、分子間相互作用を決定す
る方法として本発明によって提供される。　ゲルゾリン結合剤とゲルゾリンポリペプチド
との間の結合に適切な条件は、化合物およびそのリガンドに依存し、当業者によって容易
に決定することができる。
本発明のゲルゾリン結合剤の使用
【０１５４】
　一般事項。本発明の結合剤は、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチ
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ドの局在および／または定量化に関する当技術分野において公知の方法で有用である（例
えば、適切な生理学的なサンプル内のゲルゾリンポリペプチドレベルの測定における使用
のための、診断法における使用のための、ポリペプチドの造影における使用ための、およ
び同種のもの）。本発明の結合剤は、親和性クロマトグラフィーまたは免疫沈降などの標
準的技術によってゲルゾリンポリペプチドを単離するのに有用である。本発明のゲルゾリ
ン結合剤は、ホストシステムにおいて発現された組換え産生の免疫反応性のゲルゾリンポ
リペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドに加えて、生物学的サンプル（例えば哺乳類
の血清、または細胞）からの天然の免疫反応性のゲルゾリンポリペプチドの精製を促進す
ることができる。さらに、ゲルゾリン結合剤を使用して、免疫反応性のポリペプチドの発
現の存在量およびパターンを評価するために、免疫反応性のゲルゾリンポリペプチドまた
はゲルゾリン様ポリペプチド（例えば、血漿、細胞溶解物または細胞上清中の）を検出す
ることができる。本発明のゲルゾリン結合剤を診断的に使用して、例えば、既定の治療レ
ジメンの有効性を決定する臨床試験手順の一部として、組織中の免疫反応性のゲルゾリン
および／またはゲルゾリン様ポリペプチドレベルをモニタリングすることができる。上述
されるように、検出は、検出可能な物質に本発明のゲルゾリン結合剤をカップリングする
（すなわち物理的に結合する）ことによって促進することができる。
【０１５５】
　ゲルゾリンポリペプチドの検出。生物学的サンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたは
ゲルゾリン様ポリペプチドの存在または非存在を検出する例示的な方法は、被験者から生
物学的サンプルを得ること、およびゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプ
チドの存在が生物学的サンプル中に検出されるように、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲ
ルゾリン様ポリペプチドを検出できる本発明のゲルゾリン結合剤と生物学的サンプルを接
触させることを含む。ゲルゾリン結合剤の例は、配列番号：１またはそのホモログもしく
は断片に対する抗体であり、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドへ
の結合が可能であり、好ましくは検出可能な標識を備えた抗体である。結合剤に関して、
用語「標識された」は、直接標識された別の化合物との反応による結合剤の間接標識に加
えて、結合剤へ検出可能な物質をカップリングする（すなわち物理的に結合する）ことに
よる結合剤の直接標識を包含するように意図される。間接標識の例は、蛍光標識された二
次抗体を使用して一次抗体を検出すること、および蛍光標識されたストレプトアビジンに
より検出できるようにビオチンによりＤＮＡプローブを末端標識することを含む。
【０１５６】
　本発明の検出方法を使用して、インビボに加えてインビトロの生物学的サンプル中のゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出することができる。ゲルゾ
リンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの検出のためのインビトロの技術は、
酵素結合免疫吸着分析（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタンブロット、免疫沈降、放射免疫分析お
よび免疫蛍光法を含む。さらに、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチ
ドの検出のためのインビボの技術は、被験体の中へ標識されたゲルゾリン結合剤（例えば
抗ゲルゾリン抗体）を導入することを含む。例えば、抗体は、被験体中での存在および位
置が標準的画像診断技術によって検出できる放射性のマーカーにより標識することができ
る。１つの実施形態において、生物学的サンプルは、被験者からのポリペプチド分子を含
む。
【０１５７】
　免疫分析および画像診断。本発明のゲルゾリン結合剤は、抗体ベースの技術を使用する
生物学的サンプル（例えばヒト血漿）中のゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリ
ン様ポリペプチドレベルの分析に使用することができる。例えば、組織中のタンパク質発
現は、古典的な免疫組織学的方法により研究することができる。Ｊａｌｋａｎｅｎ，Ｍ．
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０１：９７６－９８５，１９８５；Ｊａｌｋ
ａｎｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０５：３０８７－３０９６，
１９８７。タンパク質遺伝子発現の検出に有用な他の抗体ベースの方法は、酵素結合免疫
吸着分析（ＥＬＩＳＡ）および放射免疫分析（ＲＩＡ）などの免疫分析を含む。適切な抗
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体分析標識は当技術分野において公知であり、グルコースオキシダーゼなどの酵素標識、
ならびにヨウ素（125Ｉ、121Ｉ、131Ｉ）、炭素（14Ｃ）、硫黄（35Ｓ）、トリチウム（3

Ｈ）、インジウム（112Ｉｎ）およびテクネチウム（99mＴｃ）などの放射性同位元素また
は他の放射性薬剤、ならびにフルオレセインおよびローダミンなどの蛍光標識、ならびに
ビオチンを含む。
【０１５８】
　生物学的サンプル中の分泌されたゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリン様ポ
リペプチドレベルの分析に加えて、分泌されたゲルゾリンポリペプチドレベルまたはゲル
ゾリン様ポリペプチドレベルを画像診断によってインビボでも検出することができる。ゲ
ルゾリンポリペプチドレベルまたはゲルゾリン様ポリペプチドのインビボの画像診断のた
めのゲルゾリン結合剤（例えば抗ゲルゾリン抗体）標識またはマーカーは、Ｘ線検査、Ｎ
ＭＲまたはＥＳＲによって検出可能なものを含む。Ｘ線検査のために適切な標識は、バリ
ウムまたはセシウムなどの放射性同位元素を含み、検出可能な放射線を放射するが、被験
体にとって明らかに有害ではない。ＮＭＲおよびＥＳＲに適切なマーカーは、検出可能な
特有のスピン（重水素などの）によるものを含み、それは適切なｓｃＦｖクローンに対す
る栄養素の標識によってゲルゾリン結合剤の中へ取り込むことができる。
【０１５９】
　放射性同位元素（例えば、131Ｉ、112Ｉｎ、99mＴｃ）、放射線不透過性物質、または
核磁気共鳴により検出可能な物質などの適切な検出可能な造影部分により標識されたゲル
ゾリン結合剤は、被験体の中へ導入される（例えば、非経口的、皮下、または腹腔内）。
被験体のサイズおよび使用される画像診断システムが、診断的画像の産生に必要とされる
造影部分の量を決定するであろうことは当技術分野において理解されるだろう。放射性同
位元素部分の場合において、ヒト被験体については、注射される放射能の量は通常は約５
～２０ミリキュリーにわたる99mＴｃであろう。次に標識ゲルゾリン結合剤は、特異的標
的ポリペプチドを含む細胞の位置に優先的に蓄積するだろう。例えば、インビボの腫瘍画
像診断は、Ｓ．Ｗ．Ｂｕｒｃｈｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｕｍｏｒ　Ｉｍａｇｉｎｇ：Ｔ
ｈｅ　Ｒａｄｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ１３（１
９８２）中に記述される。
【０１６０】
　したがって、本発明は、（ａ）個体の細胞または体液中の本発明のゲルゾリン結合剤の
結合を測定することによってポリペプチドの発現を分析することと；（ｂ）標準的レベル
と比較した分析ポリペプチドの増加または減少が医学的状態を表す場合に、タンパク質の
量を標準と比較することとを含む医学的状態の診断法を提供する。
【０１６１】
　親和性精製。本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、サンプルからの免疫反応性のゲル
ゾリン（例えば、ネイティブ血漿ゲルゾリン）を精製することができる。いくつかの実施
形態において、抗体（例えばＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０、および／またはＧＦ２Ｄ６）は
固体支持体上に固定化することができる。かかる固体支持体の例は、ポリカーボネートな
どのプラスチック、アガロースおよびセファロースなどの複合炭水化物、ポリアクリルア
ミドなどのアクリル樹脂、ならびにラテックスビーズを含む。かかる固体支持体に抗体を
カップリングするための技術は当技術分野において周知である（Ｗｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．
、「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」第４
版、ブラックウェル・サイエンティフィック・パブリケーション（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、オックスフォード、イギリス、１
０章（１９８６）；Ｊａｃｏｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．３４、アカデ
ミックプレス、ニューヨーク（１９７４））。
【０１６２】
　抗原を抗体支持マトリックスに結合させる最も単純な方法は、カラム中にビーズを回収
して、抗原溶液をカラムを通して通過させることである。この方法の効率は、固定化抗体
と抗原との間の接触時間に依存し、それは低流速の使用によって延長することができる。
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抗原が通りすぎて流れるとき、固定化抗体は抗原を捕捉する。あるいは、抗原は、抗原溶
液を支持体（例えばビーズ）と混合し、スラリーを回転または振動させることによって、
抗体支持マトリックスと接触させることができ、抗原と固定化抗体との間の最大の接触が
可能になる。結合反応が完了した後に、スラリーはビーズの回収のためのカラムの中へ通
過される。ビーズは適切な洗浄緩衝液を使用して洗浄され、次に純粋または実質的に純粋
な抗原が溶出される。
【０１６３】
　対象となる抗体またはポリペプチドは、ビーズなどの固体支持体にコンジュゲートする
ことができる。さらに、ビーズなどの第１の固体支持体は、所望されるならば、ポリペプ
チドの支持体へのコンジュゲーションのために本明細書において開示されたものを含む、
任意の適切な手段によって、第２のビーズまたは他の支持体でありえる第２の固体支持体
にコンジュゲートすることもできる。したがって、固体支持体へのポリペプチドのコンジ
ュゲーションを参照して本明細書において開示された任意のコンジュゲーションの方法お
よび手段は、第１の支持体のコンジュゲーションを第２の支持体に適用することができ、
第１の固体支持体および第２の固体支持体は同じまたは異なることがありえる。
【０１６４】
　固体支持体へのポリペプチドのコンジュゲートのための使用に適切なリンカー（それは
架橋剤でありえる）は、支持体の表面上に存在する官能基と、またはポリペプチドと、ま
たは両方と反応することができる様々な薬剤を含む。架橋剤として有用な試薬は、ホモ二
官能性試薬および特にヘテロ二官能性試薬を含む。有用な二官能性架橋剤は、Ｎ－ＳＩＡ
Ｂ、ジマレイミド、ＤＴＮＢ、Ｎ－ＳＡＴＡ、Ｎ－ＳＰＤＰ、ＳＭＣＣおよび６－ＨＹＮ
ＩＣを含むが、これらに限定されない。架橋剤を選択して、ポリペプチドと固体支持体と
の間に選択的に切断可能な結合を提供することができる。例えば、３－アミノ－（２－ニ
トロフェニル）プロピオン酸などの感光性架橋剤は、固体支持体からのポリペプチドの切
断のための手段として利用することができる（Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｄｉ
ｖｅｒｓ，ｐｐ，４－１２（１９９５）；Ｒｏｔｈｓｃｈｉｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃ
ｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２４：３５１－６６（１９９６）；および米国特許第５，６４
３，７２２号）。他の架橋試薬は当技術分野において周知である（例えば、Ｗｏｎｇ（１
９９１）、前出；およびＨｅｒｍａｎｓｏｎ（１９９６）、前出を参照）。
【０１６５】
　抗体またはポリペプチドは、カルボキシル基官能化ビーズとポリペプチドのアミノ末端
との間に形成された共有結合性アミド結合、または反対にアミノ基官能化ビーズとポリペ
プチドのカルボキシル末端との間に形成された共有結合性アミド結合を介して、ビーズな
どの固体支持体上に固定化することができる。さらに、二官能性トリチルリンカーは、ア
ミノ樹脂による樹脂上のアミノ基またはカルボキシル基を介して、支持体に（例えば、ワ
ング樹脂などの樹脂上の４－ニトロフェニル活性エステルに）結合することができる。二
官能性トリチルアプローチを使用して、固体支持体は、ポリペプチドの切断および除去を
保証するために、ギ酸またはトリフルオロ酢酸などの揮発性酸による処理を必要としうる
。かかる場合において、ポリペプチドは、固体支持体のウェルの底で、または固体支持体
の平坦表面上で、ビーズがないパッチとして沈着することができる。マトリックス溶液の
追加後に、ポリペプチドはＭＳの中へ脱着される。
【０１６６】
　揮発性酸または適切なマトリックス溶液（例えば、３－ＨＰＡを含むマトリックス溶液
）の使用によって、疎水性トリチルリンカーを酸不安定リンカーとして利用して、ポリペ
プチドからアミノ結合トリチル基を切断することもできる。酸不安定性は変化させること
もできる。例えば、トリチル、モノメトキシトリチル、ジメトキシトリチルまたはトリメ
トキシトリチルは、ポリペプチドの適切なパラ置換のまたはより酸不安定なトリチルアミ
ン誘導体に変化させることができ、すなわち、トリチルエーテル結合およびトリチルアミ
ン結合はポリペプチドに作製することができる。したがって、ポリペプチドは、例えば、
疎水性引力の破壊によって、または酸性条件下（所望されるならば、３－ＨＰＡなどのマ
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トリックスが酸として働く典型的なＭＳの条件下を含む）で、トリチルエーテル結合また
はトリチルアミン結合の切断によって、疎水性リンカーから除去することができる。
【０１６７】
　直交切断可能リンカーは、また第１の固体支持体（例えばビーズ）を第２の固体支持体
に結合することに、または固体支持体に対象となるポリペプチドを結合することに有用に
なりえる。かかるリンカーを使用すると、第１の固体支持体（例えばビーズ）は支持体か
らポリペプチドを切断せずに、第２の固体支持体から選択的に切断することができ、次に
ポリペプチドは後にビーズから切断することができる。例えば、ジスルフィドリンカー（
ＤＴＴなどの還元剤を使用して切断することができる）を利用してビーズを第２の固体支
持体に結合することができ、酸切断可能二官能性トリチル基を使用して支持体にポリペプ
チドを固定化することができる。所望されるように、固体支持体へのポリペプチドの結合
は、例えば、第１の支持体と第２の支持体との間の結合はインタクトなままで、最初に切
断することができる。トリチルリンカーは共有結合性コンジュゲーションまたは疎水性コ
ンジュゲーションを提供することができ、コンジュゲーションの性質に関係なく、トリチ
ル基は酸性条件で容易に切断される。
【０１６８】
　例えば、ビーズは、固体支持体へのビーズの高密度結合、またはビーズへのポリペプチ
ドの高密度結合が促進されるような長さおよび化学的性質を有するように選択できる結合
基を介して、第２の支持体に結合することができる。かかる結合基は、例えば「樹状の」
構造を有することができ、それによって、固体支持体上で１つの結合部位あたり多重性の
官能基を提供する。かかる結合基の例は、ポリリジン、ポリグルタミン酸、ペンタ－エリ
スロールおよびトリス－ヒドロキシ－アミノメタンを含む。
【０１６９】
　非共有結合的会合。非共有相互作用を介して、抗体またはポリペプチドは固体支持体に
コンジュゲートすることができるか、または第１の固体支持体もまた第２の固体支持体に
コンジュゲートすることができる。例えば、強磁性材で作製された磁性ビーズ（磁化する
ことができる）は、磁性固体支持体に引きつけることができ、磁場の除去によって支持体
から遊離することができる。あるいは、固体支持体は、イオン部分または疎水性部分（そ
れぞれ、イオン部分または疎水性部分の相互作用を可能にできる）と共に、ポリペプチド
（例えば、結合されたトリチル基を含むポリペプチド）と共に、または疎水性性質を有す
る第２の固体支持体と共に提供することができる。
【０１７０】
　固体支持体は特異的結合ペアのメンバーで提供することができ、したがって相補的な結
合部分を含むポリペプチドまたは第２の固体支持体にコンジュゲートすることができる。
例えば、アビジンもしくはストレプトアビジンによりコートされたビーズは、ビオチン部
分を組み入れたポリペプチドに、またはビオチンもしくはイミノ－ビオチンなどのビオチ
ンの誘導体によりコートされた第２の固体支持体に結合することができる。
【０１７１】
　本明細書において開示された、またはそうでなければ当技術分野において公知の任意の
結合メンバーは、反対にできることが認識されるべきである。したがって、例えば、ビオ
チンはポリペプチドまたは固体支持体のいずれかの中へ組み入れることができ、反対に、
アビジンまたは他のビオチン結合部分はそれぞれ支持体またはポリペプチドの中へ組み入
れられるだろう。使用のために本明細書において検討される他の特異的結合ペアは、ホル
モンおよびそれらの受容体、酵素およびそれらの基質、ヌクレオチド配列およびその相補
的な配列、抗体、およびそれが特異的に相互作用する抗原、ならびに当業者に公知の他の
かかるペアを含むが、これらに限定されない。
ゲルゾリン結合剤の診断用使用
【０１７２】
　一般事項。本発明のゲルゾリン結合組成物は診断法に有用である。それゆえ、本発明は
、被験体におけるゲルゾリン関連の医学的状態の診断において有用な本発明の結合剤を使
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用する方法を提供する。本発明の結合剤がゲルゾリンポリペプチドに対して任意のレベル
のエピトープ結合特異性および非常に高い結合親和性を有するように、本発明の結合剤を
選択することができる。一般に、結合剤の結合親和性が高ければ高いほど、よりストリン
ジェントな洗浄条件を免疫分析において実行して、標的ポリペプチドを除去せずに、非特
異的に結合した物質を除去することができる。したがって、診断アッセイにおいて有用な
本発明のゲルゾリン結合剤は、通常、少なくとも１０8、１０9、１０10、１０11または１
０12Ｍ-1の結合親和性を有する。さらに、少なくとも１２時間、好ましくは少なくとも５
時間、およびより好ましくは少なくとも１時間で、標準条件下で平衡を達成するように、
診断試薬として使用されるゲルゾリン結合剤が十分な反応速度結合率を有することは望ま
しい。
【０１７３】
　本発明のいくつかの方法は、診断試薬として本発明の抗ゲルゾリン抗体および抗ゲルゾ
リン抗体組成物のポリクローナル調製物を利用し、他の方法はモノクローナル単離物を利
用する。ポリクローナル混合物の使用は、１つのモノクローナル抗ゲルゾリン抗体で作製
した組成物と比較して、多数の長所を有する。ゲルゾリンポリペプチド上の複数の部位に
ポリクローナル抗ゲルゾリン抗体または他のポリペプチドが結合することによって、ゲル
ゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド上の単一部位に結合するモノクロー
ナルよりも強いシグナル（診断のための）を生成することができる。さらに、ポリクロー
ナル調製物は、原型の標的配列の多数の変異型（例えば対立遺伝子変異型、種変異型、系
統変異型、薬物に誘導されたエスケープ変異型）に結合することができるが、モノクロー
ナル抗体は、原型の配列またはそれに対する変異型のより狭い範囲にのみ結合することが
できる。しかしながら、モノクローナル抗ゲルゾリン抗体は、密接に関連する抗原の存在
下または可能性のある存在下における単一抗原の検出に有利である。
【０１７４】
　上述された方法に従って調製されたポリクローナルヒト抗ゲルゾリン抗体を利用する方
法において、調製物は、典型的には標的ポリペプチドに対する異なるエピトープ特異性を
備えたゲルゾリン結合剤（例えば抗体）の組合せを含む。モノクローナル抗体を利用する
いくつかの方法において、異なるエピトープ結合特異性の２つの抗体を有することが望ま
しい。エピトープ結合特異性の差は競合結合分析によって決定することができる。
【０１７５】
　ヒト抗体のゲルゾリン結合剤を診断試薬として任意の種類のサンプルに使用することが
できるが、それらはヒトの生物学的サンプルのための診断試薬として最も有用である。ゲ
ルゾリン結合剤を使用して、様々な標準的分析形式における既定のゲルゾリンポリペプチ
ドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出することができる。かかる形式は、免疫沈降、
ウェスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ、放射免疫分析、および免疫測定分析を含む。Ｈ
ａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ（コールドスプリングハーバー・パブリケーション、ニューヨーク、１９８８）；
米国特許第３，７９１，９３２号；第３，８３９，１５３号；第３，８５０，７５２号；
第３，８７９，２６２号；第４，０３４，０７４号、第３，７９１，９３２号；第３，８
１７，８３７号；第３，８３９，１５３号；第３，８５０，７５２号；第３，８５０，５
７８号；第３，８５３，９８７号；第３，８６７，５１７号；第３，８７９，２６２号；
第３，９０１，６５４号；第３，９３５，０７４号；第３，９８４，５３３号；第３，９
９６，３４５号；第４，０３４，０７４号；および第４，０９８，８７６号を参照。生物
学的サンプルは、被験体の任意の組織または体液から得ることができる。
【０１７６】
　免疫測定分析またはサンドイッチ分析は、本発明の診断法のための好ましい形式である
。米国特許第４，３７６，１１０号、第４，４８６，５３０号、第５，９１４，２４１号
および第５，９６５，３７５号を参照。かかる分析は、固相へ固定化された１つのゲルゾ
リン結合剤（例えば、抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団）、および溶液中
の別の抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団を使用する。典型的には、溶液の
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抗ゲルゾリン抗体または抗ゲルゾリン抗体の集団は標識されている。抗体集団が使用され
るならば、集団は標的ポリペプチド内の異なるエピトープ特異性への抗体結合を含むこと
ができる。したがって、同じ集団は固相抗体および溶液抗体の両方に使用することができ
る。抗ゲルゾリンモノクローナル抗体が使用されるならば、異なる結合特異性を有する第
１のゲルゾリンモノクローナル抗体および第２のゲルゾリンモノクローナル抗体は、固相
および溶液相に使用される。固相（「捕捉」とも呼ばれる）抗体および溶液（「検出」と
も呼ばれる）抗体は、順番にまたは同時にのどちらかで、標的抗原と接触させることがで
きる。固相抗体が最初に接触されるならば、分析は前進分析であると呼ばれる。反対に、
溶液抗体が最初に接触させられるならば、分析は後退分析であると呼ばれる。標的が両方
の抗体と同時に接触されるならば、分析は同時分析と呼ばれる。抗ゲルゾリン抗体とゲル
ゾリンポリペプチドを接触させた後に、サンプルを、期間（通常約１０分～約２４時間で
変化し、通常約１時間である）の間インキュベートする。次に洗浄工程を実行して診断試
薬として使用される抗ゲルゾリン抗体に特異的に結合されないサンプルの成分を除去する
。固相抗体および溶液抗体が分離した工程で結合される場合、洗浄はいずれかの結合工程
または両方の結合工程の後に実行することができる。洗浄後に、結合は、典型的には、標
識溶液抗体の結合を介して固相に結合された標識の検出によって定量される。通常、既定
の１対の抗体または抗体の集団および既定の反応条件について、検量曲線が標的抗原の既
知の濃度を含むサンプルから調製される。次に検査されるサンプル中のゲルゾリンポリペ
プチドの濃度は、補間によって検量曲線から読み取られる。被検体は、平衡時に結合され
た標識溶液抗体の量から、または平衡が達成される前に一連のタイムポイントで結合され
た標識溶液抗体の反応速度測定によってのいずれかで、測定することができる。かかる曲
線の勾配は、サンプル中のゲルゾリンポリペプチドの濃度の測定値である。
【０１７７】
　上記の方法で使用される適切な支持体は、例えばニトロセルロース膜、ナイロン膜およ
び誘導体化ナイロン膜、またアガロースなどの粒子、デキストランベースのゲル、ディッ
プスティック、微粒子、ミクロスフェア、磁性粒子、試験管、マイクロタイターウェル、
セファデックス（商標）（アマシャム・ファルマシア・バイオテク（Ａｍｅｒｓｈａｍ　
Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）社、ピスカタウェイ、ニュージャージー）、なら
びに同種のものを含む。固定化は、吸収によるかまたは共有結合によることができる。任
意で、抗ゲルゾリン抗体は、表面に結合されたアビジンなどのリンカーへの結合のために
、ビオチンなどのリンカー分子に連結することができる。
【０１７８】
　本発明は、個体がゲルゾリンポリペプチドの発現または活性に関連する障害を発症する
リスクがあるかどうかの決定のための予後の（または予測の）分析もまた提供する。かか
る分析を予後または予測の目的に使用し、それによってゲルゾリンポリペプチドによって
特徴づけられる障害またはゲルゾリンポリペプチドに関連する障害の発病の前に個体を予
防的に治療することができる。さらに、本発明の方法を使用して、本発明のゲルゾリン結
合剤が多型形態のゲルゾリンポリペプチドに対するより高い親和性を有する（または逆の
）例において、個体がゲルゾリンポリペプチドまたは多型形態のゲルゾリンポリペプチド
を発現するかどうかを査定することもまたできる。
【０１７９】
　被験体に投与された場合、被験体の特定の組織中の（または血液中の）特定のポリペプ
チドのレベルは、毒性、有効性、クリアランス率または規定の薬物の代謝率を表わすこと
ができる。本明細書において記述された方法を、被験体におけるかかるポリペプチド（例
えばゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド）のレベルの決定に使用し
て、これらの薬物に対するかかる被験体の応答の予測を支援することもできる。本発明の
別の態様は、個体におけるゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発
現を決定し、それによってその個体に適切な療法的化合物または予防的化合物を選択する
ための方法を提供する。
【０１８０】
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　ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドへの本発明のゲルゾリン結合
剤の結合を利用して、例えば、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド
の発現または活性に関連する障害を有するかまたは発症のリスクがある被験体を同定する
ことができる。あるいは、予後の分析は疾患または障害を有するかまたは発症のリスクが
ある被験体を同定に利用することができる。したがって、本発明は、被験体から試験サン
プルを得てゲルゾリンペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出し、ゲルゾリンペ
プチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの変化の存在が、異常なゲルゾリンポリペプチド
またはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または状態を有するか
または発症のリスクがある被験体のための診断である、異常なゲルゾリンポリペプチドま
たはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または状態を同定する方
法を提供する。
【０１８１】
　さらに、本明細書において記述される予後の分析を使用して、被験体が化合物（例えば
、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、ポリペプチド、ペプチド、核酸、低分
子、または他の薬物候補）を投与できるかどうかを決定し、異常なゲルゾリンポリペプチ
ドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する疾患または障害を治療す
ることができる。例えば、かかる方法を使用して、ゲルゾリンポリペプチドレベルに影響
を与える化合物（例えば、化学療法剤）により被験体が効果的に治療できるかどうかを決
定することができる。したがって、本発明は、異常なゲルゾリンポリペプチドまたはゲル
ゾリン様ポリペプチドの発現または活性に関連する障害または状態について化合物により
被験体が効果的に治療きるかどうかを決定し、ゲルゾリン結合剤を使用して試験サンプル
を得てゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出する方法を提供す
る。（例えば、ここで、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの存在
または非存在は、異常なゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現
または活性に関連する障害を治療する化合物を投与できる被験体についての診断である）
。
【０１８２】
　被験体から得られた血液または組織のサンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲル
ゾリン様ポリペプチドのレベルは決定され、疾患のない個体から得られた血液サンプルま
たは同じ組織タイプからのサンプルにおいて見出されるレベルと比較される。健康な被験
者から得られたサンプルと比較して、ゲルゾリンレベルに影響を与える疾患または状態を
有する疑いのある被験体から得られたサンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾ
リン様ポリペプチドの不十分な量（または過剰量）は、検査されている被験体におけるゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドに関連する疾患または状態を表す
。さらなる検査は確定診断を行なうために必要とされうる。
【０１８３】
　特定のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド分子の不十分な量（ま
たは過剰量）の程度が、疾患に罹患する被験体が特定のタイプの療法または治療に応答し
そうかどうかを表すことが公知である、多数の疾患がある。したがって、サンプル中のゲ
ルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出する方法を、予後予測の方
法として使用し、例えば、被験体が療法または治療に応答する可能性を評価することがで
きる。被験体からの適切な組織または血液のサンプル中の関係のある予後のポリペプチド
のレベルは決定され、適切な対照（例えば、同じ疾患に罹患するが治療に順調に応答する
被験体におけるレベル）と比較される。対照と比較して、予後のポリペプチドがサンプル
において低発現される程度は、被験体が治療または療法に順調に応答しない（例えば、化
学療法による治療に耐容性がある）可能性の予測でありえる。対照に比べて過剰発現（ま
たは低発現）が大きいほど、被験体は治療に応答しない可能性が高い。血漿ゲルゾリンレ
ベルが対照被験体と比較して低下した状態の例は、敗血症性ショック、多臓器機能障害症
候群、関節リウマチ、外傷、脳卒中、心筋梗塞、癌、化学療法および放射線療法、全身性
自己免疫性疾患、ならびに慢性肝炎を含むが、これらに限定されない。
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【０１８４】
　本明細書において記述される方法は、例えば、臨床設定において便利に使用することが
できる、例えば、少なくとも１つのプローブ試薬（例えば、本明細書において記述される
ゲルゾリン結合剤）を含む、プレパッケージされた診断キットの利用によって実行して、
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドに関与する疾患または疾病の症
状または家族歴を示す被験体を診断することができる。さらに、ゲルゾリンポリペプチド
またはゲルゾリン様ポリペプチドが発現される任意の細胞タイプまたは組織は、本明細書
において記述される予後の分析において利用することができる。
【０１８５】
　標準対照集団への被験体の相関関係。治療への臨床応答と特定のレベルの血漿ゲルゾリ
ンとの間の相関関係を推定するために、治療を受けた個体の集団（すなわち臨床的集団）
によって示された臨床応答に関するデータを得ることが必要である。この臨床データは、
１つまたは複数の臨床試験の結果の後ろ向き解析によって得ることができる。あるいは、
臨床データは１つまたは複数の新しい臨床試験のデザインおよび実行によって得ることが
できる。臨床的集団データの解析は標準対照集団を定義するのに有用であり、今度は、そ
れは臨床試験登録のため、または療法的な治療の選択のために被験体を分類するのに有用
である。好ましい実施形態において、臨床的集団中に含まれる被験体は、対象となる医学
的状態の存在について類別される。可能性のある被験体の類別は、例えば、標準的健康診
断または１つもしくは複数の臨床検査を含むことができる。あるいは、被験体の類別は、
遺伝子発現パターンの使用を含むことができる。例えば、発現パターンと疾患または状態
に対する罹病性または重症度との間で強い相関関係がある場合、血漿ゲルゾリンレベルは
類別基準として有用である。１つの実施形態において、　被験体は、被験体における１つ
または複数のバイオマーカーの測定レベルと標準対照集団において観察される１つまたは
複数のバイオマーカーのレベルとの間の類似性に基づいて、特定の群またはクラスに分類
または割り当てられる。
【０１８６】
　本発明の１つの実施形態において、対象となる療法的な治療は試験集団中の各被験体に
投与され、各被験体の治療への応答は１つまたは複数の所定の基準を使用して測定される
。多くの事例において、試験集団は広範囲にわたる応答を示し、研究者は、様々な応答に
よって構成された多数の応答者群（例えば、低、中、高）を選択するだろうことが予測さ
れる。さらに、バイオマーカー（例えば血漿ゲルゾリン）の発現レベルは定量され、それ
は治療の投与前および／または治療の後に行うことができる。次にこれらの結果を解析し
て、群間の臨床応答における任意の観察された変異が統計的に有意かどうかを決定する。
使用することできる統計分析方法は、Ｌ．Ｄ．Ｆｉｓｈｅｒ　＆　Ｇ．ｖａｎＢｅｌｌｅ
、Ｂｉｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ：Ａ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｈｅａ
ｌｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（ワイリー－インターサイエンス（Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓ
ｃｉｅｎｃｅ）社、ニューヨーク、１９９３）中で記述される。
【０１８７】
　当業者は、上述された分析から発現レベルの関数として臨床応答を予測する数理モデル
を構築することができる。臨床応答とバイオマーカーの発現レベルとの間の関連性の同定
は、治療に応答するもしくはしない個体、またはあるいは、より低レベルで応答し、した
がってより多くの治療（すなわちより多用量の薬物）を必要としうる個体を決定する診断
方法をデザインする根拠でありえる。診断方法は、いくつかの形態（例えば、ＥＬＩＳＡ
もしくは抗体ベースの検査、血清検査、または健康診断測定）のうちの１つを採用するこ
とができる。唯一の必要条件は、診断検査結果と根底にある状態との間に十分な相関関係
があるということである。好ましい実施形態において、この診断法は、上述される血清ゲ
ルゾリンについて抗体分析を使用する。
【０１８８】
　予測医学。本発明は、診断分析、予後分析および臨床試験モニタリングが被験体を予防
的に治療する予後（予測）目的に使用される、予測医学の分野にもまた関する。したがっ
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て、本発明の１つの態様は、生物学的サンプル（例えば血液、血清、細胞、組織）のコン
テキスト中の血漿ゲルゾリンレベルを決定して、それによって個体が異常な血漿ゲルゾリ
ンレベルに関連する疾患または障害に罹患するかどうか、または障害を発症するリスクが
あるかどうかを決定するための診断分析に関する。
【０１８９】
　予後分析。バイオマーカー分子（例えばバイオマーカーポリペプチドまたはバイオマー
カーポリペプチドをコードする核酸）への予後化合物の結合を利用して、バイオマーカー
ポリペプチド発現または活性に関連する障害（上述される）を有するかまたはそれらを発
症するリスクがある被験体を同定することができる。予後化合物は、例えば、抗バイオマ
ーカーポリペプチド抗体、低分子、核酸、ポリペプチド、オリゴ糖、脂質、またはその組
合せを含むが、これらに限定されない、バイオマーカー分子と結合または会合する任意の
化合物である。あるいは、予後分析を利用して、疾患または障害を有するかまたはそれら
の発症のリスクがある被験体を同定することができる。したがって、本発明は、バイオマ
ーカー発現または活性に関連する疾患または障害を同定する方法であって、試験サンプル
を被験体から得て予後化合物の結合または活性を検出して、予後化合物の結合または活性
の変化の存在が、バイオマーカーの発現または活性に関連する疾患または障害を有するか
またはそれらを発症するリスクがある被験体についての診断である方法を提供する。本明
細書において使用される時、「試験サンプル」は、対象となる被験体から得られた生物学
的サンプルを指す。例えば、試験サンプルは、生物学的液体（例えば血清）、細胞サンプ
ルもしくは組織、またはそれらに由来する単離された核酸もしくはポリペプチドでありえ
る。
【０１９０】
　さらに、本明細書において記述される予後の分析を使用して、被験体に化合物（例えば
、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、ポリペプチド、ペプチド、核酸、低分
子、または他の薬物候補）を投与できるかどうかを決定し、バイオマーカーに関連する疾
患または障害を治療することができる。本明細書において使用される時、被験体または患
者への化合物の投与は自己投与および他の人による投与を含む。１つの実施形態において
、本明細書において記述された予後分析を使用して、被験体が化合物に応答性かどうかを
決定する。例えば、かかる方法を使用して、バイオマーカーに関連する障害（すなわちバ
イオマーカーに関連する医学的状態）のための療法的化合物により被験体を効果的に治療
することができるかどうかを決定できる。したがって、本発明は、試験サンプルを得て、
予後化合物を使用してバイオマーカー分子を検出し、バイオマーカーの発現または活性に
関連する障害のための化合物により被験体が効果的に治療することができるかどうかを決
定する方法を提供する（例えば、参照におけるバイオマーカーの発現のレベルと比較した
バイオマーカー分子の存在または発現のレベルの変化が、バイオマーカーに関連する障害
を治療する化合物を投与できる被験体についての診断である）。
【０１９１】
　１つの実施形態において、第１の被験体から得られた血液サンプルまたは組織サンプル
におけるバイオマーカー分子のレベルは決定され、バイオマーカーに関連する疾患のない
第２の被験体から得られた血液サンプルまたは同じ組織タイプからのサンプルにおいて見
出されたレベルと比較される。健康な（第２の）被験体から得られたサンプルと比較して
、バイオマーカーに関連する疾患を有する疑いのある第１の被験体から得られたサンプル
におけるバイオマーカー分子の過剰量（または不十分な量）は、検査されている被験体に
おけるバイオマーカーに関連する疾患を表す。さらなる検査は確定診断を行なうために必
要とされうる。
【０１９２】
　１つの実施形態において、第１のタイムポイントで被験体から得られた血液または組織
のサンプルにおけるバイオマーカー分子（例えば、血清ゲルゾリン）のレベルは決定され
、後のタイムポイントで被験体から得られた血液サンプルまたは同じ組織タイプからのサ
ンプルにおいて見出されたレベルと比較される。第１のタイムポイントで被験体から得ら



(54) JP 2010-537625 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

れたサンプルにおけるバイオマーカー分子の過剰量（または不十分な量）は、第２のタイ
ムポイントで被験体から得られたサンプルと比較することができ、第２のタイムポイント
でのバイオマーカーレベルと比較して第１のタイムポイントとの間のバイオマーカーレベ
ルの減少（不十分な量）は、ゲルゾリン補充療法を必要とする被験体を表す。さらなる検
査は確定診断を行なうために必要とされうる。
【０１９３】
　特定のバイオマーカー分子の過剰発現（または低発現）の程度が、疾患に罹患する被験
体が特定のタイプの療法または治療に応答しそうかどうかを表すことが公知である、多数
の疾患がある。したがって、サンプル中のバイオマーカー分子を検出する方法を、予後予
測の方法として使用し、例えば、被験体が療法または治療に応答する可能性を評価するこ
とができる。したがって別の実施形態において、第１の被験体から得られた血液サンプル
または組織サンプルにおける少なくとも１つのバイオマーカー分子のレベルが決定され、
化合物（例えば対象となる療法的化合物）に応答性の第２の被験体または標準対照集団か
ら得られた血液サンプルまたは同じ組織タイプからのサンプルにおいて見出される少なく
とも１つのバイオマーカー分子のレベルと比較される。第２の被験体または標準対照集団
から得られた血液サンプルまたは同じ組織タイプからのサンプルにおいて見出された少な
くとも１つのバイオマーカー分子のレベルと比較して、第１の被験体から得られた血液サ
ンプルまたは組織サンプルにおける少なくとも１つのバイオマーカー分子の発現のレベル
またはパターンにおける類似性は、第１の被験体が化合物（例えば対象となる療法的化合
物）に応答性であることを示す。すなわち、被験体からの適切な組織または生物学的サン
プルにおける適切なバイオマーカーのレベルは決定され、適切な対照（例えば、同じ疾患
に罹患するが治療に順調に応答する被験体のレベル）と比較される。対照と比較して、バ
イオマーカーがサンプルにおいて過剰発現される（または低発現される）程度は、被験体
が治療または療法に順調に応答しない（例えば、化学療法に耐容性がある）可能性の予測
でありえる。対照に比べて過剰発現（または低発現）が大きいほど、被験体は治療に応答
しない可能性が高い。
【０１９４】
　特定のバイオマーカー分子の過剰発現（または低発現）の程度（すなわち、バイオマー
カーに関連する疾患または医学的状態）が、被験体が疾患を発症するかどうかを表すこと
が公知である、多数の疾患がある。したがって、サンプルにおけるバイオマーカーを検出
する方法は、被験体が疾患を発症するかどうかを予測する方法として使用することができ
る。疾患を発症するリスクがある被験体からの適切な組織サンプルまたは血液サンプルに
おける１つまたは複数のバイオマーカーのレベルは決定され、適切な対照（例えば、その
疾患を発症するリスクがない被験体におけるレベル）と比較される。対照と比較した、１
つのまたは複数のバイオマーカーがサンプルにおいて過剰発現される（または低発現され
る）程度は、被験体がその疾患を発症する可能性の予測でありえる。対照に比べて過剰発
現（または低発現）が大きいほど、被験体は疾患を発症する可能性が高い。
【０１９５】
　本明細書において記述される方法は、少なくとも１つのプローブ試薬（例えば本明細書
において記述される抗ゲルゾリンのポリペプチド抗体）を含む、プレパッケージされた診
断キットの利用によって、例えば実行することができ、例えば、それを臨床設定において
都合よく使用して本発明のバイオマーカーに関与する疾患または疾病の症状または家族歴
を示す患者を診断することができる。さらに、本発明のバイオマーカーが発現される任意
の細胞タイプまたは組織を、本明細書において記述される予後予測の分析において利用す
ることができる。
【０１９６】
　臨床的有効性のモニタリング。１つの実施形態において、本発明はゲルゾリンポリペプ
チドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現に対する薬剤（例えば薬物、化合物、または
低分子）の影響のモニタリングを提供する。かかる分析は、基本的な薬物スクリーニング
および臨床試験において適用することができる。例えば、ゲルゾリンポリペプチドレベル
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またはゲルゾリン様ポリペプチドレベルを増加（または減少）させる薬剤の有効度は、ゲ
ルゾリンの発現の低下を示す被験体の臨床試験においてモニタリングすることができる。
ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現に影響を与える薬剤は、
薬剤の投与および応答の観察によって同定することができる。このように、ゲルゾリンポ
リペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの発現パターンは、マーカー（薬剤への被験
体の生理反応を表す）として働くことができる。したがって、この応答状態は、薬剤によ
る個体の治療の前に、およびその間の様々なポイントで決定することができる。
【０１９７】
　被験体分類。ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの標準対照レベ
ルは異なる対照群におけるレベルを測定することによって決定される。次に対照レベルは
、既定の被験体におけるゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの測定
されたレベルと比較される。被験体はどの程度同様かに基づいて特定の群に分類または割
り当てることができ、測定されたレベルは既定の群についての対照レベルと比較された。
【０１９８】
　当業者に理解されるように、この決定に関与する特定の不確実性があるだろう。したが
って、対照群レベルの標準偏差は確率的決定を行なうために使用することができ、本発明
の方法は、広範囲の確率ベースの遺伝子型群決定にわたり適用可能である。したがって、
例えばおよび限定するのではなく、１つの実施形態において、ゲルゾリンポリペプチドの
測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の２．５標準偏差以内にあるならば、その個
体はその群に割り当てることができる。別の実施形態において、ゲルゾリンポリペプチド
の測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の２．０標準偏差以内にあるならば、その
個体はその群に割り当てることができる。なお別の実施形態において、遺伝子発現産物の
測定されたレベルが対照群のいずれかの平均の１．５標準偏差以内にあるならば、その個
体はその群に割り当てることができる。さらに別の実施形態において、遺伝子発現産物の
測定されたレベルが対照群レベルのいずれかの平均の１．０以下の標準偏差であるならば
、その個体はその群に割り当てることができる。
【０１９９】
　したがってこのプロセスは、確率の様々な程度で、特異的被験体が配置されるべき群の
決定を可能にし、次にかかる割り当ては個体が配置されるべきリスクカテゴリーを決定す
るだろう。
キット
【０２００】
　本発明のゲルゾリン結合剤組成物（例えば、モノクローナル抗体）および使用説明書を
含むキットもまた、本発明の範囲内にある。キットは、例えば任意の体液、例えば血清、
血漿、リンパ、嚢胞液、尿、便、脳脊髄液、腹水または血液を含み、体組織の生検標本を
含むが、これらに限定されない、生物学的サンプル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲ
ルゾリン様ポリペプチドの存在の検出に有用である。例えば、キットは、生物学的サンプ
ル中のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを結合することができる
１つまたは複数のゲルゾリン結合剤（例えば、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、
２１１５、および２１１６からなる群から選択される寄託細胞株によって産生された抗体
と同じ抗原結合特異性を有する抗体またはその抗原結合断片）と；サンプル中のゲルゾリ
ンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの量の決定のための手段と；サンプル中
のゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドの量を標準と比較するための
手段とを含むことができる。１つまたは複数のゲルゾリン結合剤は標識することができる
。キット成分（例えば試薬）は、適切な容器中にパッケージングすることができる。キッ
トは、ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチドを検出するキットを使用
するための説明書をさらに含むことができる。
【０２０１】
　抗体ベースのキットについては、キットは、例えば、１）マーカーまたは本発明に対応
するポリペプチドに結合する、第１の抗体（例えば、固体支持体に結合された）と；任意
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で；２）ポリペプチドまたは第１の抗体のいずれかに結合し、検出可能な標識にコンジュ
ゲートされた、第２の異なる抗体とを含むことができる。
【０２０２】
　キットは、例えば、緩衝剤、防腐剤またはタンパク質安定化剤もまた含むことができる
。キットは、検出可能な標識を検出するために必要な成分（例えば、酵素または基質）を
さらに含むことができる。キットは対照サンプルまたは一連の対照サンプルもまた含むこ
とができ、それは分析されて試験サンプルと比較することができる。キットの成分は各個
別容器内に封入でき、すべての様々な容器は、キットを使用して実行された分析の結果の
解釈のための説明書と共に、単一パッケージ内にありえる。本発明のキットは、キット容
器上にまたはその中に製品の書面情報を含むことができる。製品の書面情報は、キットに
含まれる試薬を使用する方法、例えば、被験体における医学的状態の防止または治療のた
めの戦略の決定に本発明のバイオマーカーを使用する方法について記述する。いくつかの
実施形態において、試薬の使用は本発明の方法に記載のものになりえる。
ゲルゾリン置換療法の予防的および療法的な使用
【０２０３】
　一般事項。本発明のゲルゾリン結合剤および方法はゲルゾリン補充療法と共に使用する
ことができる。具体的には、本発明は、異常なゲルゾリンの発現もしくは活性に関連する
障害のリスクがあるかもしくはそれに対する感受性のある被験体、または異常なゲルゾリ
ンの発現もしくは活性に関連する障害を有する被験体を治療する、予防的方法および療法
的方法の両方を提供する。ゲルゾリン結合剤および方法を使用して、例えば、ゲルゾリン
補充療法の被験体の適性の確認、またはかかる療法を受ける被験体におけるゲルゾリン補
充療法の有効性のモニタリングを行なう。１つの実施形態において、療法的に効果的な量
の組換えゲルゾリン化合物またはネイティブの精製されたゲルゾリン化合物は、過剰な細
胞外アクチンの二次的な毒性効果に対する療法的利益が提供されるように、投与される。
「過剰な」細胞外アクチンによって、血漿タンパク質が二次的な組織損傷または毒性効果
なしで細胞外液からアクチンを結合し取り除く能力を越える細胞外アクチンの量が意味さ
れる。「二次的な」組織損傷または毒性効果によって、血漿中の過剰な細胞外アクチンの
存在（通常、身体の他の部分での「一次」組織損傷の結果として）に起因し、それがなけ
れば健康である組織、器官、および細胞の中に起こる組織損傷または毒性効果が意味され
る。理論によって限定されることは意図しないが、ゲルゾリンの注入は、ａ）アクチン単
量体のアクチンフィラメントへの凝縮を防止するようにそれらに結合すること、および／
またはｂ）アクチンフィラメントを単量体状態へ切断すること、および／またはｃ）アク
チン結合タンパク質またはその断片と複合体形成したかかるアクチンの血中循環または細
胞外組織環境からのクリアランスを促進することをもたらす。
【０２０４】
　任意で、投与は、放射線、化学療法の治療、または他の細胞保護剤もしくは免疫修飾剤
の投与の組合わせサイクルなどの補助療法コースの間になされる。それゆえ、本発明の結
合剤および補助療法に有用な化合物は、その投与を必要とする被験体に同時におよび連続
して投与することができる。
【０２０５】
　１つの態様において、本発明は、被験体にゲルゾリンを投与することによって、異常な
ゲルゾリン発現または活性に関連する疾患または状態を被験体において予防する方法を提
供する。疾患または障害が防止されるかまたはあるいは進行が遅延されるようにする、予
防的ゲルゾリン結合剤の投与は、変調に特徴的な症状が現われる前に行なわれうる。療法
的適用において、ゲルゾリンは、血清ゲルゾリンレベルの減少を疑われるか、既に患って
いる被験体に投与される。療法的または予防的な治療を遂行するのに適切な量は、療法的
または予防的に効果的な用量として定義される。
【０２０６】
　ゲルゾリン結合剤ベース療法の生物学的効果の決定。本発明の様々な実施形態において
、適切なインビトロまたはインビボの分析を実行して、ゲルゾリン補充療法の効果および
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被験体における影響を受けた組織の治療に投与が適応されるかを決定する。
【０２０７】
　典型的には、療法的または予防的効果の達成に十分な効果的な量の本発明の組成物は、
１日あたり１キログラム体重あたり約０．０００００１ｍｇ～１日あたり１キログラム体
重あたり約１０，０００ｍｇにわたる。好ましくは、投薬量範囲は、１日あたり１キログ
ラム体重あたり約０．０００１ｍｇ～１日あたり１キログラム体重あたり約１００ｍｇで
ある。ゲルゾリンの投与については、投薬量は、１週ごとに、２週間ごとに、または３週
間ごとに、宿主体重について約０．０００１～１００ｍｇ／ｋｇ、およびより通常は０．
０１～５ｍｇ／ｋｇにわたる。例えば、投薬量は、１週ごとに、２週間ごとに、もしくは
３週間ごとに、１ｍｇ／ｋｇ体重もしくは１０ｍｇ／ｋｇ体重、または１週ごとに、２週
間ごとに、もしくは３週間ごとに、１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内でありえる。１つの実施
形態において、抗体の単一投薬量は１ｋｇ体重あたり０．１～１０，０００マイクログラ
ムにわたる。１つの実施形態において、担体中の抗体濃度は、送達された１ミリリットル
あたり０．２～２０００マイクログラムにわたる。例示的な治療レジームは、２週間ごと
に１回または１月に１回または３～６か月ごとに１回の投与を課す。ゲルゾリンは、複数
の機会で通常投与される。単一投薬の間の間隔は、毎日、毎週、毎月、または毎年であり
える。被験体における抗体の血中濃度を測定することによって示されるように、間隔は不
規則でもありえる。いくつかの方法において、投薬量は、被験体における血清ゲルゾリン
濃度を、約７５μｇ／ｍＬ～約１２５μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ～約１５０μｇ／ｍ
Ｌ、約１２５μｇ／ｍＬ～約１７５μｇ／ｍＬ、または約１５０μｇ／ｍＬ～約２００μ
ｇ／ｍＬにするように調整される。あるいは、ゲルゾリンは持続放出製剤として投与する
ことができ、この事例においては頻繁な投与はそれほど必要とされない。投薬量および頻
度は、被験体におけるゲルゾリン結合剤の半減期に依存して変化する。投与の投薬量およ
び頻度は治療が予防的かまたは療法的かどうかに依存して変化しうる。予防的適用におい
て、長期間にわたって比較的希な間隔で、比較的低い投薬量を投与する。幾人かの被験体
は、残りの人生の間治療を受け続ける。療法的適用において、疾患の進行が低減されるか
または終了するまで、および好ましくは被験体の疾患の症状の部分的または完全な改善が
示されるまで、時には比較的短い間隔での比較的高い投薬量が必要とされる。その後に、
本特許は予防的レジームを投与することができる。
【０２０８】
　毒性。好ましくは、効果的な量（例えば用量）の本明細書において記述されたゲルゾリ
ンは、被験体に実質的な毒性を引き起こさずに、療法的利益を提供するだろう。本明細書
において記述されたゲルゾリンの毒性は、例えば、ＬＤ50（集団の５０％までの致死用量
）またはＬＤ100（集団の１００％までの致死用量）の決定によって、細胞培養または実
験動物における標準薬学的手順によって決定することができる。毒性と療法効果との間の
用量比率が治療指数である。これらの細胞培養分析および動物研究から得られたデータは
、ヒトにおける使用のための非毒性投薬量範囲の処方に使用することができる。本明細書
において記述されたゲルゾリンの投薬量は、好ましくは毒性がほとんどまたは全くない効
果的な用量を含む、血中循環濃度の範囲内に存在する。投薬量は、利用された投薬形態お
よび利用される投与経路に依存して、この範囲内で変化することができる。個々の医師は
、被験体の状態を考慮して、正確な処方、投与経路および投薬を選択することができる。
例えば、Ｆｉｎｇｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｉｎ：Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｃｈ．１（１９７５）を参照。
【０２０９】
　医薬組成物の製剤。本発明の方法に従って、ゲルゾリンを投与に適切な医薬組成物の中
へ組み入れることができる。医薬組成物は、一般的に、組換えゲルゾリン、または実質的
に精製されたネイティブゲルゾリン、および被験体への投与に適切な形態の薬学的に許容
される担体を含む。薬学的に許容される担体は、組成物の投与に使用される特定の方法に
加えて、投与されている特定の組成物によっても部分的に決定される。したがって、抗体
組成物の投与のための様々な適切な医薬組成物の製剤がある（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏ
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ｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、マック・パブリッシング社
（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．）、イーストン、ペンシルバニア、第１８版
、１９９０を参照）。医薬組成物は、一般的に、滅菌済みで実質的に等張なものとして、
アメリカ食品薬品局の医薬品最適製造基準（ＧＭＰ）条令を全面遵守して製剤化される。
【０２１０】
　用語「薬学的に許容される」、「生理的に耐容される」およびその文法的な変形は、そ
れらが組成物、担体、希釈剤および試薬を指すように交換可能に使用され、物質が、組成
物の投与を妨げる程の所望されない生理的効果を産生することなしに被験体へまたは被験
体上に投与可能であることを示す。例えば、「薬学的に許容される賦形剤」は、一般的に
、安全で非毒性で望ましい医薬組成物の調製に有用な賦形剤を意味し、ヒト薬学的使用に
加えて獣医学の使用にも許容される賦形剤を含む。かかる賦形剤は、固体、液体、半固体
、または、エアゾール組成物の事例では、ガスでありえる。「薬学的に許容される塩およ
びエステル」は、薬学的に許容され、所望される薬理学的特性を有する塩およびエステル
を意味する。かかる塩は、ゲルゾリン結合剤中に存在する酸性プロトンが無機塩基または
有機塩基と反応できる場合、形成されうる塩を含む。適切な無機塩は、アルカリ金属（例
えば、ナトリウムおよびカリウム、マグネシウム、カルシウム、ならびにアルミニウム）
により形成されるものを含む。適切な有機塩は、アミン塩基（例えば、エタノールアミン
、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、トロメタミン、Ｎ－メチルグルカミン、
および同種のもの）などの有機塩基により形成されるものを含む。かかる塩は、無機酸（
例えば、塩酸および臭化水素酸）および有機酸（例えば酢酸、クエン酸、マレイン酸、な
らびにメタンスルホン酸およびベンゼンスルホン酸などのアルカン－スルホン酸およびア
レーン－スルホン酸）により形成される酸付加塩もまた含む。薬学的に許容されるエステ
ルは、ゲルゾリン結合剤中に存在するカルボキシ基、スルホニルオキシ基およびホスホノ
キシ（ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｘｙ）基から形成されるエステル（例えばＣ1-6アルキルエス
テル）を含む。２つの酸性基が存在する場合、薬学的に許容される塩またはエステルは、
モノ酸モノ塩もしくはエステル、またはジ塩もしくはエステルになりえ；同様に２つ以上
の酸性基が存在する場合、かかる基のいくつかまたはすべては塩化またはエステル化する
ことができる。本発明において命名されたゲルゾリン結合剤は、非塩化形態もしくは非エ
ステル化形態、または塩化形態および／もしくはエステル化形態でありえ、かかるゲルゾ
リン結合剤の名称は、もとの（非塩化および非エステル化）化合物ならびにその薬学的に
許容される塩およびエステルの両方を含むように意図される。また、本発明において命名
された特定のゲルゾリン結合剤は、１つ以上の立体異性形態で存在することができ、かか
るゲルゾリン結合剤の名称は、すべての単一立体異性体およびかかる立体異性体のすべて
の混合物（ラセミ化合物またはそうでないものでも）を含むように意図される。当業者は
、本発明の特定の薬物および組成物の投与の適切なタイミング、連続順序および投薬量を
たやすく決定する。
【０２１１】
　かかる担体または希釈剤の好ましい例は、水、食塩水、リンガー液、ブドウ糖溶液、お
よび５％ヒト血清アルブミンを含むが、これらに限定されない。リポソームおよび固定油
などの非水性媒質も使用することができる。薬学的に活性のある物質のためのかかる溶媒
および化合物の使用は、当技術分野において周知である。任意の従来の溶媒または化合物
がゲルゾリン結合剤と非適合性である場合以外は、組成物におけるその使用が検討される
。追加の活性化合物もまた組成物の中へ組み入れることができる。
【０２１２】
　本発明の医薬組成物は、その意図された投与経路と適合性のあるように製剤化される。
本発明のゲルゾリン組成物は、非経口経路、局所用経路、静脈経路、経口経路、皮下経路
、動脈内経路、皮内経路、経皮経路、直腸経路、頭蓋内経路、腹腔内経路、鼻腔内経路；
筋肉内経路によって、または吸入薬として投与することができる。ゲルゾリンは、様々な
アクチン関連疾患またはマイクロフィラメント関連疾患を含む様々な疾患を治療するのに
、少なくとも部分的に効果的な他の薬剤と組み合わせて任意で投与することができる。
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【０２１３】
　非経口適用、皮内適用、または皮下適用に使用される溶液または懸濁物は、以下の成分
を含むことができる。注射用水、食塩水、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン
、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒などの滅菌済み希釈剤；ベンジルアルコール
またはメチルパラベンなどの抗菌化合物；アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウムな
どの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）などのキレート化合物；酢酸塩、シ
トレートまたはリン酸塩などの緩衝剤、および塩化ナトリウムまたはブドウ糖などの等張
性調整のための化合物。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基により
調整することができる。非経口調製は、ガラスまたはプラスチックで作製されたアンプル
、使い捨てシリンジまたは複数用量バイアル中に封入することができる。
【０２１４】
　注射可能使用に適切な医薬組成物は、滅菌済みの水性溶液（水溶性の場合）または分散
物、および滅菌済みの注射可能な溶液または分散物の即時調整のための滅菌済み粉末を含
む。静脈内投与については、適切な担体は、生理食塩水、静菌水、クレモフォールＥＬＴ
Ｍ（ＢＡＳＦ、パーシッパニー、ニュージャージー）またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）
を含む。すべての事例において、組成物は滅菌済みで、容易な注射針通過性が存在する程
度に液体であるべきである。それは製造および保存の条件下で安定し、細菌および真菌な
どの微生物の混入活動に対して保護されるべきである。担体は、例えば、水、エタノール
、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコー
ル、および同種のもの）、およびその適切な混合物を含む、溶媒または分散媒でありえる
。適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングの使用によって、分散物の事例
においては必要な粒子サイズの維持によって、および界面活性剤の使用によって、維持す
ることができる。微生物活動の防止は、様々な抗菌化合物および抗真菌化合物（例えば、
パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール、および同種
のもの）によって達成することができる。多くの事例において、組成物中に等張化合物（
例えば、糖、マンニトールおよびソルビトールなどの多価アルコール、塩化ナトリウム）
を含むことは好ましいだろう。注射可能な組成物の長期吸収は、組成物中に吸収を遅延さ
せる化合物（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）を含むことによっ
て成し遂げることができる。
【０２１５】
　滅菌済みの注射可能溶液は、上記で列挙された成分の１つまたは組合せと共に、適切な
溶媒中に必要な量でゲルゾリン結合剤を組み入れ、必要に応じて、続いて濾過滅菌を行な
うことによって調製することができる。一般的に、分散物は、基本的な分散媒および上記
で列挙されたものからの必要な他の成分を含む滅菌済みの媒質の中へ結合剤を組み入れる
ことによって調製される。滅菌済みの注射可能溶液の調製のための滅菌済み粉末の事例に
おいて、調製の方法は、事前に滅菌済みのその濾過溶液からの、任意の追加の所望される
成分を加えた活性成分の粉末をもたらす、真空乾燥および凍結乾燥である。本発明の薬剤
は、活性成分の持続放出またはパルス放出を可能にするような方式で製剤化することがで
きるデポー注射またはインプラント調製の形態で投与することができる。
【０２１６】
　経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用担体を含む。それらはゼラチンカプ
セル中に封入されか、またはタブレットへと圧縮することができる。経口の療法的投与目
的のために、結合剤は賦形剤と共に組み入れられて、タブレット、トローチまたはカプセ
ルの形態で使用することができる。経口組成物は、マウスウォッシュとしての使用のため
に液体担体を使用して調製することもでき、液体担体中の化合物は、経口的に、吸い込ん
で吐くか、または飲み込んで適用される。薬学的に適合性のある結合化合物および／また
はアジュバント物質は、組成物の一部として含むことができる。タブレット、ピル、カプ
セル、トローチおよび同種のものは、以下の成分のいずれか、または類似する性質の化合
物を含むことができる。微結晶性セルロース、トラガカントゴムもしくはゼラチンなどの
結合剤；デンプンもしくはラクトースなどの賦形剤、アルギン酸、プリモゲル（Ｐｒｉｍ
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ｏｇｅｌ）もしくはトウモロコシデンプンなどの崩壊化合物；ステアリン酸マグネシウム
もしくはステロテス（Ｓｔｅｒｏｔｅｓ）などの潤滑剤；コロイド状二酸化ケイ素などの
流動促進剤；ショ糖もしくはサッカリンなどの甘味化合物；またはペパーミント、サリチ
ル酸メチルもしくはオレンジ香味などの香味化合物。
【０２１７】
　吸入による投与については、ゲルゾリン結合剤は、適切な噴射剤（例えば二酸化炭素な
どのガス）を含む加圧容器もしくはディスペンサー、または噴霧器からエアゾールスプレ
ーの形態で送達される。
【０２１８】
　全身投与は、経粘膜手段または経皮手段によることもできる。経粘膜投与または経皮投
与については、バリアの浸透に適切な浸透剤は製剤中に使用される。かかる浸透剤は、当
技術分野において一般的に公知であり、例えば、経粘膜投与のためには、界面活性剤、胆
汁酸塩、およびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻内スプレーまたは坐剤の使用
を介して遂行することができる。経皮投与については、ゲルゾリン結合剤は、当技術分野
において一般的に公知であるような軟膏、膏薬、ゲルまたはクリームへと製剤化される。
【０２１９】
　ゲルゾリンは、直腸送達のために、坐剤（例えば、カカオバターおよび他のグリセリド
などの従来の坐剤基剤と共に）または停留浣腸の形態で医薬組成物として調製することも
できる。
【０２２０】
　１つの実施形態において、ゲルゾリンは、インプラントおよびマイクロカプセル化され
た送達システムを含む、身体からの迅速除去に対してゲルゾリンを保護する担体（制御放
出製剤などの）により調製される。生体分解性生体適合ポリマーは、エチレン酢酸ビニル
、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸な
どを使用することができる。かかる製剤の調製のための方法は、当業者に明らかであろう
。物質は、アルザ社（Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）およびノバ・ファーマシュー
ティカルズ社（Ｎｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ）から商業的に得る
ことができる。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体により感染
細胞へ標的化されたリポソームを含む）もまた、薬学的に許容される担体として使用する
ことができる。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号中に記述されている
ように、当業者に公知の方法に従って調製することができる。
【０２２１】
　組換えゲルゾリンの調製。下記の大部分の考察は、ゲルゾリン核酸を含むベクターによ
り形質転換された細胞を培養すること、および細胞培養からポリペプチドを回収すること
による、ゲルゾリンの産生に関する。本発明のゲルゾリンは、血漿から親和性精製（上述
された）を使用して、ネイティブゲルゾリンを精製することによって産生されうることが
さらに想定される。タンパク質、およびタンパク質をコードするＤＮＡ配列は標準的方法
を使用して産生することができる。精製は、クロマトグラフィーを使用すること、ポリペ
プチドに対して向けられた抗体を使用すること、または精製を支援して次に切断可能部分
（またはタグ）に融合される形態のポリペプチドを産生することによって、タンパク質の
単離などの標準的手順を使用して遂行することもできる。
【０２２２】
　ゲルゾリンポリペプチドまたはゲルゾリン様ポリペプチド（例えば配列番号：１のポリ
ペプチド）をコードするポリヌクレオチドは、当技術分野において周知の試薬および技術
を使用して、多くの市販で入手可能な発現ベクターのいずれかの中へ挿入することができ
る。組換え発現コンストラクトの調製において、本発明の様々なポリヌクレオチドは細菌
性プラスミドベクターの中へ挿入または置換することができる。細菌性複製システム、細
菌における選択を可能にするマーカー、および一般的に１つまたは複数の特有の便利に位
置するクローニング部位を有することによって特徴づけられる任意の都合のよいプラスミ
ドを利用できる。ベクターと呼ばれる多数のプラスミドが、形質転換のために利用可能で
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ある。適切なベクターは以下のものを含むが、これらに限定されない：λベクターシステ
ムｇｔ１１、シャロン４などのウイルスベクター、ならびにｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＡＣＹＣ１７７、ｐＡＣＹＣ１０８４、ｐＵＣ８、ｐＵＣ９、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１
９、ｐＬＧ３３９、ｐＲ２９０、ｐＫＣ３７、ｐＫＣ１０１、ＳＶ４０、ｐブルースクリ
プトＩＩ　ＳＫ＋／－またはＫＳ＋／－（ストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）社、
ラ・ホーヤ、カリフォルニア）、およびその任意の派生物などのプラスミドベクター。ま
た、適切なものはクローニングおよび発現のために高度に有用でありえる酵母発現ベクタ
ーである。例示的な酵母プラスミドは、ｐＰＩＣＺおよびｐＦＬＤ（インビトロゲン社、
カールズバッド、カリフォルニア）を含むが、これらに限定されない。ベクターの選択は
好ましい形質転換技術および標的宿主細胞に依存するだろう。
【０２２３】
　ゲルゾリンをコードする核酸分子は、選択されたプロモーターの制御下でコードされた
タンパク質の発現のためにオープンリーディングフレームが適切に方向付けされるように
、５’～３’方向でベクターの中へ挿入される。このように、ゲルゾリン構造遺伝子はプ
ロモーターに「作動可能に結合される」と表現される。単一核酸または複数の核酸は、各
々が適切なプロモーターの制御下で、適切なベクターの中へこのように挿入されて、本発
明の核酸コンストラクトを調製することができる。
【０２２４】
　特定の調節配列も本発明の発現コンストラクトの中へ組み入れることができる。これら
は、転写および翻訳を実行するように宿主細胞タンパク質と相互作用するベクターの非転
写領域を含む。かかるエレメントの強度および特異性は変化しうる。利用されたベクター
システムおよび宿主に依存して、最小限の５’プロモーターエレメントに加えて、構成的
プロモーター、誘導可能プロモーターおよび抑制可能プロモーターを含む、任意の数の適
切な転写エレメントおよび／または翻訳エレメントを使用することができる。
【０２２５】
　構成的プロモーターは、細胞における遺伝子の持続的な発現を指令するプロモーターで
ある。異種ポリヌクレオチドの発現の誘導のために広く使用されるいくつかの構成的プロ
モーターの例は、酵母における発現のためのＡＤＨ１プロモーター、大部分の真核細胞タ
イプにおいて発現することが公知である任意のいくつかのアクチン遺伝子に由来するプロ
モーター、および多くの細胞タイプで蓄積することが公知である遺伝子産物のプロモータ
ーであるユビキチンプロモーターを含む。哺乳類細胞で使用される構成的プロモーターの
例は、ラウス肉腫ウイルスに由来するＲＳＶプロモーター、サイトメガロウィルスに由来
するＣＭＶプロモーター、β－アクチンおよび他のアクチンプロモーター、ならびにＥＦ
１αプロモーターを含む。
【０２２６】
　また、本発明のプラスミドにおけるプロモーターとして適切なものは、遺伝子発現調節
に対する外部制御を可能にするプロモーターである。遺伝子発現の量およびタイミングを
調節する１つの方法は、誘導可能プロモーターを使用することである。構成的プロモータ
ーとは異なり、誘導可能プロモーターは常に至適な活性があるわけでない。誘導可能プロ
モーターは、誘導剤（または誘導因子）に応答する１つまたは複数のＤＮＡ配列または遺
伝子の転写を直接または間接的に活性化することができる。いくつかの誘導可能プロモー
ターは、特定の温度で活性化される熱ショックプロモーター（ＨＳＰ）などの物理的手段
によって活性化される。他のプロモーターは化学的手段（例えばＩＰＴＧ）によって活性
化される。誘導可能プロモーターの他の例は、重金属イオンによって活性化されるメタロ
チオネインプロモーター、および特定のホルモンの処理によって活性化されるホルモン応
答性プロモーターを含む。誘導因子の非存在下において、誘導可能プロモーター制御下で
、核酸配列または遺伝子は転写されないか、または最小限転写されるのみだろう。本発明
の核酸コンストラクトのプロモーターは、同種（宿主細胞と同じ種に由来）、または異種
（宿主細胞とは異なる種に由来）でありえる。
【０２２７】
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　一旦本発明の核酸コンストラクトが調製されたならば、宿主細胞の中へ取り込まれうる
。これは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版、コールドスプリングハーバーる：コー
ルドスプリングハーバー・ラボラトリー・プレス、ニューヨーク（２００１）によって記
述されるような、当技術分野において公知の標準的手順を使用して、本発明のプラスミド
コンストラクトによる宿主または細胞の形質転換またはトランスフェクションによって実
行される。本発明のために適切な宿主および細胞は、細菌細胞、ウイルス、酵母細胞、昆
虫細胞、植物細胞、およびヒト細胞を含む哺乳類細胞に加えて、組換えタンパク質の産生
に適切な他の細胞システムを含むが、これらに限定されない。例示的な細菌細胞は、大腸
菌およびマイコバクテリウム種（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）を含むが、これ
らに限定されない。例示的な酵母宿主は、ピスキア・パストリス（Ｐｉｓｃｈｉａ　ｐａ
ｓｔｏｒｉｓ）、サッカロマイセス・セレヴィシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）およびシゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）を含むが、これらに限定されない。形質転換またはトランスフ
ェクションの方法は、プラスミド中に含まれる対象となる遺伝子の一過性発現または安定
性発現をもたらしうる。形質転換後に、形質転換された宿主細胞は、適切な培養中で選択
し増やすことができる。形質転換細胞は、本発明の核酸コンストラクトと共に宿主細胞の
中へ同時に導入した選択マーカーを使用して、最初に同定される。適切なマーカーは、カ
ナマイシン、ゲンタマイシン、アンピシリン、ハイグロマイシン、ストレプトマイシン、
スペクチノマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコール、および同種のものに対
する耐性などの抗生物質耐性をコードするマーカーを含む。任意の公知の抗生物質耐性マ
ーカーは、本発明に従って、形質転換および形質転換された宿主細胞の選択に使用するこ
とができる。細胞または組織を抗生物質を含む選択培地で増殖させ、それによって、一般
的に抗生物質耐性マーカーを発現する形質転換体のみが増殖し続ける。さらに、または別
の方法では、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、緑色蛍光
タンパク質（ＧＦＰ）または強化緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を含むが、これらに限
定されないレポーター遺伝子は、形質転換細胞の選択のために使用することができる。利
用される選択マーカーは標的種に依存するだろう。
【０２２８】
　組換えゲルゾリンは、標準的陰イオンイオン交換クロマトグラフィーを使用して精製す
ることができる。Ｏｂｅｒｌｅｙ，Ｒ．Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　
Ｌｕｎｇ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ２８７：Ｌ２９６－３０６（２００４）。
【０２２９】
　ゲルゾリンタンパク質を得るために、コーディング配列が誘導可能プロモーターの制御
下にあるならば、発現が誘導される。タンパク質を単離するために、発現ベクターを保有
する宿主細胞を増殖させ、ホモジナイズし、ホモジネートを遠心分離して細菌残屑を除去
する。次に上清に連続する硫安沈澱を行なう。本発明のタンパク質を含む画分は、適切な
サイズのデキストランカラムまたはポリアクリルアミドカラムでゲル濾過し、タンパク質
を分離する。必要であるならば、タンパク質画分はＨＰＬＣによってさらに精製すること
ができる。適切なものとして、タンパク質精製の代替方法を使用することができる。Ｊ．
Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（ジョン・ワイリー・アンド・サンズ、２００３）を参照
。実質的に精製された組換えタンパク質を得ると同時に、タンパク質は本明細書において
記述されるような被験体に投与されうる。
【０２３０】
　投与の容易性および投薬量の均一性のために、経口組成物または非経口組成物を投薬単
位形態で製剤化することは特に有利である。投薬単位形態は（本明細書において使用され
る時）、治療されるべき被験体のための単一投薬量として適した物理的に分離した単位を
指し、各単位は、必要な薬学的担体中に所望される療法効果を産生することが意図される
結合剤の所定の量を含む。本発明の投薬単位形態のための明細は、結合剤の特有の特質お
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よび達成される特定の療法効果、ならびに被験体の治療のためのかかるゲルゾリン結合剤
を調合する当技術分野に固有の限定によって決定され、直接依存する。
【０２３１】
　以下の実施例はより完全に本発明の好ましい実施形態を示すために示される。これらの
実施例は、添付された請求項によって定義されるので、本発明の範囲の限定として一切解
釈されるべきでない。
【実施例】
【０２３２】
　本発明は、以下の実施例によってさらに示され、それは多少なりとも限定するようには
解釈されるべきでない。
【０２３３】
実施例１．ゲルゾリン抗原の調製物
　１．ゲルゾリンおよびゲルゾリンの断片のクローニング
【０２３４】
　ヒトゲルゾリンの全長、Ｎ末端断片およびＣ末端断片をコードするｃＤＮＡは、以下の
ものを使用する以下のＲＴ－ＰＣＲ法によってクローニングした。
【０２３５】
　ａ．鋳型
【０２３６】
　全ＲＮＡはＨＥＬＡヒト癌細胞株から単離した。ｃＤＮＡは、製造者の使用説明書に従
って、逆転写キット（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）社、マディソン、ウイスコンシン、カ
タログ番号Ａ３５００）を使用して合成した。ｃＤＮＡをＰＣＲのための鋳型として使用
した。
【０２３７】
　ｂ．ＰＣＲプライマー
【０２３８】
　全長ヒトゲルゾリンならびにＮ末端断片およびＣ末端断片のクローニングのための以下
のペアになったＰＣＲプライマーを、表５中に示す。
表５．ゲルゾリン断片クローニングのためのＰＣＲプライマー。
【表５】

【０２３９】
　ｃ．ＰＣＲ反応
【０２４０】
　以下の試薬を、ＰＣＲ反応（１００μｌの最終体積）中で組み合わせた。鋳型ｃＤＮＡ
、合計３３μｌの反応のうちの５μｌ；各々１０ｐｍｏｌの５’プライマーおよび３’プ
ライマー；１０×ＰＣＲ緩衝液、１０μｌ；ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍＭ）、４μｌ；およ
びＴａｑポリメラーゼ（プロメガ社）、５単位。
【０２４１】
　ＰＣＲ反応は以下のように行なった。溶液は、最初に９４℃で２分間加熱し、続いて９
４℃３０秒間、５２℃１分間、および７２℃３分間の４０サイクルを行なった。次に、反
応は最終伸長のために７２℃で１０分間インキュベートした。このように得られた増幅Ｄ
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ＮＡ断片を、０．２５μｇ／ｍｌエチジウムブロマイドを含む１％アガロースゲルで分離
した。ＰＣＲ産物は紫外線を使用して可視化し、増幅産物の予想されるサイズに対応する
バンドをジーンクリーンキット（バイオ１０１（ＢＩＯ１０１）社、アーバイン、カリフ
ォルニア）を使用して回収した。
【０２４２】
　ｄ．ＰＣＲ産物のクローニング
【０２４３】
　ＴＯＰＯ１００発現クローニングキット（インビトロゲン社、カールズバッド、カリフ
ォルニア）を使用して、ＤＮＡ断片をクローン化した。これは以下のように実行した。Ｐ
ＣＲ反応溶液から回収されたＤＮＡ断片は、クローニングキットにより提供された５０ｎ
ｇのＴＯＰＯベクターと共に、１μｌの１０×リガーゼ反応緩衝液（６ｍＭトリスＨＣｌ
（ｐＨ７．５）、６ｍＭ塩化マグネシウム、５ｍＭ塩化ナトリウム、７ｍＭβ－メルカプ
トエタノール、０．１ｍＭ　ＡＴＰ、２ｍＭ　ＤＴＴ、１ｍＭスペルミジン、および０．
１ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン）と混合し、そこに４単位のＴ４ＤＮＡリガーゼ（１μ
ｌ）を追加した。混合物の全体積を滅菌脱イオン水により１０μｌに調整し、結果として
生じるリガーゼ溶液を１４℃で１５時間インキュベートした。この後に、２μｌのリガー
ゼ反応溶液を５０μｌのコンピテントな大腸菌系統ＴＯＰ１０Ｆ（ＴＡクローニングキッ
トにより提供され、取扱説明書に従ってコンピテントにした）に追加し、結果として生じ
る混合物を３０分間氷上で保持し、次に４２℃で３０秒間加熱し、再び５分間氷上で冷却
した。次に、２％（ｗ／ｖ）トリプトン、０．５％（ｗ／ｖ）酵母抽出物、０．０５％（
ｗ／ｖ）塩化ナトリウム、２．５ｍＭ塩化カリウム、１ｍＭ塩化マグネシウムおよび２０
ｍＭグルコースを含む、５００μｌの培地（以下、「ＳＯＣ」培地と呼ぶ）を、培養に追
加し、混合物は振盪しながら１時間３７℃でインキュベートした。この後に、培養を、１
００μｇ／ｍｌアンピシリンを含むＬ－ブロス寒天プレート（１％（ｗ／ｖ）トリプトン
、０．５％（ｗ／ｖ）酵母抽出物、０．５％（ｗ／ｖ）塩化ナトリウム、０．１％（ｗ／
ｖ）グルコースおよび０．６％（ｗ／ｖ）バクトアガー（ディフコ（Ｄｉｆｃｏ）社、デ
トロイト、ミシガン））上に広げた。プレート上に現われたアンピシリン耐性コロニーを
選択し、白金のトランスファーループにより掻きとり、２００毎分回転数で振盪しながら
３７℃で一晩１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬ－ブロス培地中で培養した。イン
キュベーション後に、細胞を遠心分離によって採取し、これからＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、第２版（コールドスプリングハーバーラボラトリープレス、コールドスプリングハ
ーバー、ニューヨーク、１９８９）に記述されているようなアルカリ方法によってプラス
ミドＤＮＡを調製した。
【０２４４】
　２．ゲルゾリンタンパク質の発現および精製
【０２４５】
　ヒトゲルゾリンの全長、Ｎ末端断片またはＣ末端断片をコードするｃＤＮＡを、ＴＯＰ
Ｏ１００ベクター（インビトロゲン社、カールズバッド、カリフォルニア）へと挿入した
。結果として生じるプラスミドを大腸菌系統ＢＬ２１（ＤＥ３）中に形質転換し、指数増
殖期までＬＢ溶媒中で増殖させ、０．４ｍＭイソプロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクト
ピラノシドにより３時間誘導した。細胞を遠心分離によってペレットにし、上清は除去し
た。ペレットにした細胞を溶解緩衝液（８Ｍ尿素、２０ｍＭトリスＨＣｌ）中で再懸濁し
、さらに超音波処理によって破壊した。混合物を遠心分離（１５分間１４，０００×ｇ）
によって清澄化し、上清を回収した。清澄化した上清から、製造者の使用説明書に従って
Ｎｉ－ＮＴＡスーパーフローカラム（キアゲン社、バレンシア、カリフォルニア）を使用
して、発現した組換えヒトゲルゾリンポリペプチドを精製した。精製したゲルゾリンタン
パク質調製物は、ＰＢＳに対して４℃で一晩透析した。タンパク質濃度をＢＣＡ分析（ピ
アース（Ｐｉｅｒｃｅ）社、ウォーバーン、マサチューセッツ）によって決定し、分割物
を免疫のための使用まで－８０℃で保存した。



(65) JP 2010-537625 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

【０２４６】
　精製したゲルゾリンタンパク質調製物（１μｇ）は、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上の分離
およびクマシーブルーによる染色によって特性を評価した。脱染色の後に、ゲルはＨＰの
写真スキャナーを使用してスキャンした。結果を図１中に示す。（レーン１：分子量マー
カー；レーン２：サイトスケルトン（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）社（デンバー、コロラ
ド）から購入した精製ヒト血漿ゲルゾリン；レーン３：組換え全長（「ＦＬ」）ゲルゾリ
ン；レーン４：組換えＮ末端ゲルゾリン断片；レーン５：組換えＣ末端ゲルゾリン断片　
）。
【０２４７】
実施例２．ヒトゲルゾリンに対するモノクローナル抗体の生成
　１．免疫
【０２４８】
　メスの６～８週間齢のＢａｌｂ／ｃマウス（ジャクソン研究所（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ）、バー・ハーバー、メイン）を、以下のうちの１つにより免疫した。
（１）ネイティブ血漿ゲルゾリン（ＮＧ、サイトスケルトン社から入手可能）；（２）組
換え全長ゲルゾリン（ＧＦ、配列番号：１のアミノ酸２３～７８２）、（３）組換えＮ末
端ゲルゾリン（ＧＮ、配列番号：１のアミノ酸２３～４４０）、または（４）組換えＣ末
端ゲルゾリン（ＧＣ、配列番号：１のアミノ酸４４０～７８２）。初回の脚パッド免疫の
ために、１ｍｇ／ｍＬの各免疫原を等容量のフロインド完全アジュバント（ディフコ社、
デトロイト、ミシガン）により乳化した。混合物（１００μＬ）をマウスの脚パッドへと
注射した。７日後に、マウスの脚パッドに、等容量のアジュバントにより乳化した１００
μＬの各免疫原を注射した。０．５ｍＬのＰＢＳ中の１００μｇのマウス組換えＢリンパ
球刺激因子ポリペプチド（ＢＬｙＳ）の腹腔内注入と組み合わせて、１００μＬのＰＢＳ
中の２５０μｇの免疫原の脚パッド注入により、マウスを週に１回（３週間）さらにブー
ストした。最後の注射の３日後に、免疫したマウスの局所リンパ節からリンパ球を回収し
た。
【０２４９】
　２．細胞融合
【０２５０】
　単一細胞の懸濁をリンパ節から調製し、２：１の比率でＮＳ１ミエローマ細胞と混合し
た。結果として生じる混合物を、ＰＲＭＩ－１６４０により３回洗浄した。次に、ピペッ
トのチップを使用してペレットを撹拌しながら、３７℃にあらかじめ暖めた１ミリリット
ルの５０％（ｖ／ｖ）ポリエチレングリコール１５００（ベーリンガー・マンハイム（Ｂ
ｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ）社、バーゼル、スイス）を、チューブへゆっく
り追加した。続いて、３７℃にあらかじめ暖めた５０ｍＬの無血清ＲＰＭＩ培地をゆっく
り追加した。次に結果として生じる混合物を遠心分離し、上清を廃棄し、５０ｍＬの１２
％（ｖ／ｖ）ＦＣＳ含有ＨＡＴ培地をピペットのチップにより穏やかに撹拌しながら追加
した。懸濁物を１００μＬ／ウェルで９６ウェル細胞培養マイクロプレートへと分注した
。次にプレートを５％（ｖ／ｖ）ＣＯ2の雰囲気中で３７℃で７～１０日間インキュベー
トした。
【０２５１】
　３．モノクローナル抗体のスクリーニング
【０２５２】
　スクリーニングは表６に従って行なった。ＥＬＩＳＡプレートを１μｇ／ｍＬのゲルゾ
リン免疫原タンパク質により４℃で一晩コートした。未結合のゲルゾリン免疫原はＰＢＳ
による３回の洗浄によってウェルから洗い落とした。ウェル中の非特異的結合部位は、３
％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ含有ＰＢＳによりウェルを室温で１時間インキュベートすることによ
ってブロッキングした。ブロッキング緩衝液は、洗浄せずにハイブリドーマ上清の追加前
に除去した。次に１００マイクロリットルのハイブリドーマ培養上清（１００μＬ）を適
切なウェルに追加し、プレートを３７℃で１時間インキュベートして抗ゲルゾリン抗体の
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結合を可能にした。未結合の物質は、ＰＢＳによりウェルを３回洗い落とすことによって
除去した（各５分）。結合した抗ゲルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇ
Ｇ抗体（１：１０，０００）によりウェルをインキュベートすること（３０分；３７℃）
によって検出した。未結合のＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体は、ＰＢＳにより
ウェルを３回洗い落とすことによって除去した（各５分）。抗ゲルゾリン抗体－ＨＲＰコ
ンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体の複合体は、ショアブルー（ＳｕｒｅＢｌｕｅ）ＴＭＢ
　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバー
グ、メリーランド）を使用して測定した。具体的には、ショアブルーＴＭＢ　１－コンポ
ーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーラ
ンド）をウェルに追加し、プレートを１０分間インキュベートして基質のＨＲＰ仲介性転
換を可能にした。酵素反応は１００μｌの２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4の追加により停止した。次に、
ＥＬＩＳＡプレート読取り装置を使用して、サンプルウェルの光学的密度を４５０ｎｍ／
６５０ｎｍで測定した。
【表６】

【０２５３】
　二次確認のスクリーニング手順を使用して、陽性クローンの結合特異性をさらに確定す
る。すべての陽性クローンは、表６中で確定された「二次スクリーニング」ポリペプチド
を使用して、二次確認ＥＬＩＳＡスクリーニング（上で詳述したように）を行なった。ス
クリーニングの結果を表７中に示す。各々のスクリーニングについて検査した総クローン
と比較した、陽性クローンの数を表７中に示す。一次スクリーニングは、各ゲルゾリン免
疫原への結合について４８０クローンを検査した。ゲルゾリン免疫原への結合について陽
性のクローンを、本研究の他のゲルゾリン免疫原への結合について検査した。
【表７】

【０２５４】
　３つのクローン（ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６）は、Ｎ末端断片または
Ｃ末端断片（ＧＮまたはＧＣ）のいずれかに加えて、ネイティブゲルゾリン（ＮＧ）およ
び／または組換型ゲルゾリン（ＧＦ）へ高い結合親和性で特異的に結合することが明らか
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にされた。したがって、これらのクローンは、本発明のゲルゾリン検出方法において有用
な例示的な抗体として選択された（以下に記載される）。
【０２５５】
　４．限界希釈によるクローニング
【０２５６】
　もとのＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６ハイブリドーマ細胞は、フィーダー
細胞としての１０5のＢａｌｂ／ｃマウスの胸腺細胞の存在下において、ＲＰＭＩ－１６
４０含有１２％（ｖ／ｖ）ＦＣＳにより１ｍＬあたり０．３細胞まで希釈し、２つの９６
ウェルプレート中で培養した。７～１０日後に、培養上清（１００μＬ）を７～１０日後
に回収し、抗体産生を上述するようなＥＬＩＳＡによって決定した。陽性クローンは続い
て限界希釈によって３回サブクローン化した。
【０２５７】
　５．抗ゲルゾリン抗体のアイソタイプの解析
【０２５８】
　選択した抗ゲルゾリン抗体のアイソタイプは、ヤギ抗マウスアイソタイプ特異的抗体（
サザン・バイオテク（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）社、バーミンガム、アラバマ
）によって決定した。ＧＮ３Ｅ９のアイソタイプはマウスＩｇＧ２ｂκとして決定され、
ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６のアイソタイプはマウスＩｇＧ１κとして決定された。
　６．ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６モノクローナル抗体の精製
【０２５９】
　ＧＮ３Ｅ９は、セファロースＧＬ－４Ｂ親和性精製媒質（ファルマシア社、ウプサラ、
スウェーデン）を使用して、親和性クロマトグラフィーによって精製した。ＧＣ１Ｃ１０
およびＧＦ２Ｄ６の抗体は、プロテインＧセファロースＣＬ－４Ｂ親和性精製培地（ファ
ルマシア、ウプサラ、スウェーデン）を使用して、親和性クロマトグラフィーによって精
製した。培養上清は、１分あたり２ｍｌの流速でカラムへ適用した。培養上清をカラムを
介して通過させた後、カラムを５０ｍｌのＰＢＳにより洗浄した。タンパク質は溶出緩衝
液（０．１Ｍグリシン（ｐＨ２．４）、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）により溶出した。各々の
溶出した画分（１ｍｌ）の光学的密度はＯＤ２８０ｎｍで測定した。ＯＤ２８０が０．１
単位以上の画分を回収した。１００μｌの中和緩衝液（１ＭトリスＨＣｌ（Ｈ８．５））
を画分へ追加した後に、透析チューブ中に溶出液を個別に置き、溶出液は１ＬのＰＢＳ（
ｐＨ７．５）に対して４℃で透析した。透析緩衝液を２回変えた。親和性精製した各抗体
を１ｍｇ／ｍｌに濃縮し、滅菌し、使用まで４℃で保存した。
【０２６０】
実施例３．本発明の選択したゲルゾリン結合剤の特性評価
　市販の抗ヒトゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４（シグマ・ケミカル社、セントルイス、ミズー
リ）に加えて、選択した３抗体（例えばＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０）は
、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロットおよび免疫沈降法を使用して特性を評価した。以下で
記述する方法を使用して、これらの実施例において示される抗体に追加して、ゲルゾリン
結合剤を生成することおよび／または比較することもまた当業者にとって可能だろう。
【０２６１】
　１．ゲルゾリン結合剤の結合特質のＥＬＩＳＡによる決定
【０２６２】
　研究を実行して、以下に詳述されるように選択したゲルゾリン結合剤の結合特質を決定
する。ＰＢＳ中で１μｇ／ｍＬのヒト血漿から精製したネイティブヒト血漿ゲルゾリン（
サイトスケルトン社、デンバー、コロラドから購入した）、組換え全長ゲルゾリン（ＧＦ
）、組換えＮ末端断片（ＧＮ）、組換えＣ末端断片（ＧＣ）、またはバックグラウンド対
照としてのＢＳＡにより、ＥＬＩＳＡプレートを４℃で一晩コートした。未結合のゲルゾ
リンポリペプチドは、ＰＢＳによりプレートを３回洗浄してウェルから洗い落とした（各
５分）。ウェル中の非特異的結合部位は、３％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ含有ＰＢＳによりウェ
ルを室温で１時間インキュベートすることによってブロッキングした。可変量の抗体（０
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．００１μｇ／ｍＬ～１０μｇ／ｍＬ）を３７℃で３０分間追加した。未結合の抗体は、
ＰＢＳにより３回洗い落とすことによってウェルから除去した（各５分）。結合した抗ゲ
ルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体（１：１０，０００、１００
μｌ）によりウェルをインキュベートすること（３０分；３７℃）によって検出した。未
結合のＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体は、ＰＢＳによりウェルを３回洗い落と
すことによって除去した（各５分）。抗ゲルゾリン抗体－ＨＲＰコンジュゲート抗マウス
ＩｇＧ抗体の複合体は、ショアブルーＴＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオ
キシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）を使用して測定した。具
体的には、ショアブルーＴＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基
質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）をウェルに追加し、プレートを１０分
間インキュベートして基質のＨＲＰ仲介性転換を可能にした。酵素反応は１００μｌの２
Ｎ　Ｈ2ＳＯ4の追加により停止した。次に、ＥＬＩＳＡプレート読取り装置を使用して、
サンプルウェルの光学的密度を４５０ｎｍ／６５０ｎｍで測定した。
【０２６３】
　以下で詳述されるように選択したゲルゾリン結合剤の結合特質を決定するために実行し
た研究結果の要約を、図２中に示す。パネルＡにおいて、ＧＮ３Ｅ９は、ネイティブゲル
ゾリン、組換え全長ゲルゾリン、および組換えＮ末端ゲルゾリン断片に対する用量依存的
反応を示したが、Ｃ末端断片またはＢＳＡに対しては示さず、ＧＮ３Ｅ９がゲルゾリンの
Ｎ末端部分に対して向けられた抗体であることが指摘された。パネルＢおよびＣにおいて
、ＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０は、それぞれ、ネイティブゲルゾリン、組換え全長ゲル
ゾリン、および組換えＣ末端ゲルゾリン断片に対する用量依存的応答を示したが、Ｎ末端
断片またはＢＳＡに対しては示さず、ＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０の両方がゲルゾリン
のＣ末端部分に対して向けられた抗体であることが指摘された。市販の抗ゲルゾリン抗体
（ＧＳ２Ｃ４（パネルＤ））はＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０に類似する結合特異性を示
したが、ＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０と比較して、結合反応性ははるかに弱い。ＧＦ２
Ｄ６抗体は、同じ濃度（０．１μｇ／ｍｌ）でのＧＮ３Ｅ９（パネルＡ）、ＧＦ２Ｄ６（
パネルＢ）およびＧＣ１Ｃ１０（パネルＤ）について観察されたシグナルと比較して、Ｇ
Ｓ２Ｃ４（パネルＤ）では０．１μｇ／ｍｌ濃度でシグナルが欠落していることによって
判断されるように、免疫反応性ゲルゾリンの検出には有意に感受性がないと思われた。そ
れゆえ、本発明のゲルゾリン結合剤は、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４と比較した場
合に、ゲルゾリンおよびゲルゾリン関連ポリペプチドの検出により高い感度があるという
長所を有する。本発明のゲルゾリン結合剤のより高い感度は、本発明の方法におけるこれ
らの結合剤の使用のために有利である。
【０２６４】
　２．ウエスタンブロット解析
【０２６５】
　ウエスタンブロット解析技術を使用して生物学的サンプルにおける本発明のゲルゾリン
結合剤の結合特性を評価した。すなわち、抗ゲルゾリン抗体の結合特異性をさらに決定す
るために、抗ゲルゾリン抗体によるヒト血清サンプルのウエスタンブロット解析を実行し
た。２つの正常なヒト被験体の血清サンプル（２０μｌのＰＢＳ中で血清の１：２０希釈
）を、標準的技術を使用して、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分画し、ニトロセルロー
ス膜上にウエスタンブロットした。エレクトロブロットしたニトロセルロース膜（ブロッ
ト）を５％（ｗ／ｖ）脱脂乳を使用して室温で１時間ブロッキングした後、４つの重複し
たブロットの各々は、精製した抗ゲルゾリン抗体（１μｇ／ｍｌ）（すなわち、ＧＮ３Ｅ
９；ＧＣ１Ｃ１０；ＧＦ２Ｄ５；またはＧＳ２Ｃ４）により室温で２時間プロービングし
た。未結合の抗ゲルゾリン抗体は、０．０２％のツイーン２０を含むＰＢＳにより振盪し
ながら室温で１０分間洗浄することによって、ブロットから洗い落とした。結合した抗ゲ
ルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲートヤギ抗マウスＩｇＧにより各ブロットを室温で１
時間プロービングすることによって検出した。未結合のＨＲＰコンジュゲートヤギ抗マウ
スＩｇＧは、０．０２％ツイーン２０を含むＰＢＳにより振盪しながら室温で１０分間洗
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浄することによって、ブロットから洗い落とした。抗ゲルゾリン－ＨＲＰコンジュゲート
ヤギ抗マウスＩｇＧ複合体は、ＨＲＰ仲介性化学発光を使用して可視化した。具体的には
、ブロットは、ルミグロー（ＬｕｍｉＧＬＯ）（登録商標）ペルオキシダーゼ化学発光基
質（ＫＰＬ、ゲーサーズバーグ、メリーランド）により３分間インキュベートし、Ｘ線フ
ィルムに露光した。結果を図３中に示す。図３中に示されるように、ＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２
Ｄ６およびＧＳ２Ｃ４、ＧＣ１Ｃ１０はすべて、全長血漿ゲルゾリンに対応する９０のｋ
Ｄａタンパク質を結合した。ＧＣ１Ｃ１０抗体は５０ｋＤａタンパク質を含むヒト血清中
に存在する他のゲルゾリン関連ポリペプチドもまた結合した。５０ｋＤａゲルゾリン様ポ
リペプチドは、全長ゲルゾリンポリペプチドのＣ末端中のエピトープに向けられたいくつ
かの抗体によって認識される。
【０２６６】
　３．免疫沈降
【０２６７】
　ネイティブ形態の血漿ゲルゾリンを免疫沈降させる本発明のゲルゾリン結合剤の能力を
決定するために、ＧＮ３Ｅ９抗体、ＧＦ２Ｄ６抗体、ＧＣ１Ｃ１０抗体およびＧＳ２Ｃ４
抗体を、２ｍｇ／ｍｌのビーズ濃度で、ＣＮＢｒ活性化セファロース４Ｂ（アマシャム・
ファルマシア・バイオテク社（ピスカタウェイ、ニュージャージー））にコンジュゲート
した。コンジュゲーション手順は製造者の使用説明書に従って実行した。簡潔には、前活
性化したビーズ（６６０ｍｇ；およそ２ｍＬの最終ビーズ容積に等しい）を１５容の１ｍ
Ｍ　ＨＣｌ中に懸濁し、３０分間膨潤させた。次にビーズを、ゲルの１５容の１ｍＭの冷
（４℃）ＨＣｌにより洗浄し、続いて１５容のカップリング緩衝液（０．５Ｍ　ＮａＣｌ
を含む０．１Ｍ　ＮａＨＣＯ3（ｐＨ８．３））により洗浄して、「洗浄したゲル」と呼
ばれるビーズがもたらされた。各々の抗ゲルゾリン抗体（ＧＣ１Ｃ１０；ＧＦ２Ｄ６；Ｇ
Ｎ３Ｅ９；およびＧＳ２Ｃ４）は、０．５～１．０ｍｇ／ｍｌでカップリング緩衝液中に
希釈し、ｐＨをｐＨ８．３に調整した。洗浄したゲルを各々の抗ゲルゾリン抗体溶液に追
加し、混合物は４℃で一晩インキュベートして、「カップリングしたゲル」がもたらされ
た。カップリングしたゲルを、１５容の１Ｍエタノールアミン中で室温で２～４時間再懸
濁して、活性化されたビーズ上の使用されない活性化された化学的コンジュゲーション部
位をブロッキングした。次にブロッキングしたゲルは、１５容の５０ｍＭトリス、１Ｍ　
ＮａＣｌ（ｐＨ８．０）緩衝液、および５０ｍＭグリシン、１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ３．５
）緩衝液により交互に８回洗浄し、続いてゲルの１０容のＰＢＳにより最終洗浄して、未
結合物質を除去した。
【０２６８】
　ヒト血清からヒトゲルゾリンを免疫沈降させるゲルゾリン結合剤の能力を測定するため
に、正常な被験体からの１ミリリットル（１ｍＬ）のヒト血清サンプルは、１０μｌの抗
ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズ（すなわち、ＧＣ１Ｃ１０；ＧＦ２Ｄ６；ＧＮ３Ｅ
９；またはＧＳ２Ｃ４のコンジュゲートビーズ）、または対照としてのブランクビーズ（
すなわち、抗ゲルゾリン抗体をコンジュゲートしてないビーズ）により２時間室温でイン
キュベートした。遠心分離（１４，０００ｒｐｍ、３分）によりビーズをペレットにする
こと、上清を除去すること、および次にＰＢＳ中の再懸濁によりペレットにしたビーズを
洗浄することによって、抗ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズまたはブランクビーズか
ら、未結合物質を洗い落とした。５回の洗浄サイクルに続いて、抗ゲルゾリン抗体コンジ
ュゲートビーズまたはブランクビーズに結合された物質は、ペレットにしたビーズに４０
μｌのＳＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液（３×ストックの混合によって調製されたＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液：１Ｍトリス－Ｃｌ（ｐＨ６．８）、２．４ｍｌ；２
０％ＳＤＳ　３ｍｌ；グリセロール（１００％）３ｍｌ；Ｂ－メルカプトエタノール１．
６ｍｌブロモフェノールブルー０．００６ｇ、１０ｍｌ）を追加すること、および５分間
サンプルを煮沸するによって、変性状態下で取り出された。免疫沈降したタンパク質を１
０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分画し、標準的技術を使用するクマシーブルー染色により染色
して可視化した。結果を図４中に示す。図４中に示されるＳＤＳ－ＰＡＧＥのレーンは、
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以下のとおりである。レーン１、ブランクビーズ（抗体なし）；レーン２（ＧＣ１Ｃ１０
）；レーン３（ＧＦ２Ｄ６）；レーン４（ＧＮ３Ｅ９）；およびレーン５（ＧＳ２Ｃ４）
。レーン２～４に示される本発明の抗ゲルゾリン抗体（すなわち、ＧＣ１Ｃ１０、ＧＦ２
Ｄ６およびＧＮ３Ｅ９）は、それぞれ、ヒト血清からの全長血漿ゲルゾリンの予想される
移動と一致する～９０ｋＤａポリペプチドを免疫沈降させることができた。これとは対照
的に、市販の抗ゲルゾリン抗体のＧＳ２Ｃ４（レーン５）、およびブランク（抗体がない
対照；レーン１）のどちらも、ヒト血清サンプルから検出可能な～９０ｋＤａポリペプチ
ドを沈降させる能力を示さなかった。それゆえ、本研究において検査した本発明のゲルゾ
リン結合剤は、ヒト血清サンプルからの全長ゲルゾリンポリペプチドの予想される移動と
一致する免疫反応性の～９０ｋＤａポリペプチドを沈降させることができるので、市販の
抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４とは異なる。この～９０ｋＤａポリペプチドの同一性は質量
分析解析によって全長ゲルゾリンポリペプチドであると確定された（実施例４を参照）。
【０２６９】
　免疫沈降させることが検査された本発明の選択したゲルゾリン結合剤の能力は、本発明
の方法におけるこれらの結合剤の使用に有利である。具体的には、免疫反応性の～９０ｋ
Ｄａポリペプチド（すなわちネイティブゲルゾリン）を沈降させることができる本発明の
ゲルゾリン結合剤は、恐らく生物学的サンプル中のネイティブゲルゾリンの結合に優れて
おり、それゆえ本研究において利用されるような条件下で、ヒト血清サンプルからの免疫
反応性の～９０ｋＤａポリペプチドを沈降させることができない他の抗ゲルゾリン抗体（
例えばＧＳ２Ｃ４）と比較する場合、本発明の方法においてより有用であることが証明さ
れる。
【０２７０】
実施例４．ゲルゾリン結合剤によって結合される免疫反応性ポリペプチドの特性評価
　抗ゲルゾリン抗体によって免疫沈降させた９０ｋＤａタンパク質がヒトゲルゾリンであ
ることを確認するために、タンパク質バンドをＳＤＳ－ＰＡＧＥから切断し、内容物は標
準的技術を使用して、生物医学解析ナショナルセンター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅ
ｒ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）（北京、中国）で質量分析によっ
て解析した（Ｌｅｗｉｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｖｉｒ
ａｌ　Ｍｕｔａｎｔｓ　ｂｙ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９５：８５９６－８６０１（１９９８）を参照）。データ
を表８中に示す。プロテオミクスデータベース（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ／ＴｒＥＭＢＬ）
検索から、９０ｋＤａタンパク質はヒトゲルゾリンであることが示された。すなわち、本
発明の抗ゲルゾリン抗体によって免疫沈降された９０ｋＤａポリペプチドについて観察さ
れた質量分析パターンは、ヒト血漿ゲルゾリンについて報告された断片化パターン（Ｓｗ
ｉｓｓ－Ｐｒｏｔ／ＴｒＥＭＢＬ）に対応した。したがって、本発明の抗ゲルゾリン抗体
によって免疫沈降された９０ｋＤａポリペプチドは、ヒト血漿ゲルゾリンとして確定され
た。
表８．免疫沈降された９０ｋＤａタンパク質の質量分析解析。
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【表８】

【０２７１】
実施例５．本発明の選択したゲルゾリン結合剤のエピトープの特性評価
　本発明の抗ゲルゾリン抗体によって認識されるエピトープは、ヒトゲルゾリンポリペプ
チドの異なるアミノ酸配列であるが重複するアミノ酸配列の短縮型ゲルゾリンポリペプチ
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【０２７２】
　１．短縮型ゲルゾリンポリペプチドの発現
【０２７３】
　市販で入手可能な抗ゲルゾリンＧＳ２Ｃ４抗体（シグマ・ケミカル社、セントルイス、
ミズーリ、アメリカ）に加えて、ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６抗体によっ
て認識されるエピトープは、短縮型組換えヒトゲルゾリンタンパク質のパネルを使用して
決定された。
【０２７４】
　ａ．短縮型ヒトゲルゾリンタンパク質のデザイン
【０２７５】
　全ＲＮＡはＨＥＬＡヒト癌細胞株から単離した。ｃＤＮＡは、製造者の使用説明書に従
って、逆転写キット（プロメガ社、マディソン、ウイスコンシン、カタログ番号Ａ３５０
０）を使用して合成した。ｃＤＮＡはＰＣＲのための鋳型として使用した。短縮型ゲルゾ
リンタンパク質をコードするｃＤＮＡクローンを得るために使用したプライマー、および
短縮型タンパク質の対応するアミノ酸配列は、表９中に要約される。
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【０２７６】
　ｂ．ＰＣＲ反応
【０２７７】
　表５、表６または表９中に要約した各々のヒトゲルゾリンペプチドをコードするＤＮＡ
は、鋳型としてヒト核酸を含む組成物から増幅された。簡潔には、以下の試薬を、ＰＣＲ
反応（１００μｌの最終体積）中で組み合わせた。鋳型ｃＤＮＡ、合計３３μｌ反応のう
ちの５μｌ；１０ｐｍｏｌの適切な５’プライマーおよび３’プライマーのペア（表５ま
たは表９を参照）；１０×ＰＣＲ緩衝液、１０μｌ；ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍＭ）、４μ
ｌ；およびＴａｑポリメラーゼ（プロメガ者）、５単位。
【０２７８】
　ＰＣＲ反応は以下のように行なった。溶液は、最初に９４℃で２分間加熱し、続いて９
４℃３０秒間、５２℃１分間、および７２℃３分間の４０サイクルを行なった。次に、反
応は最終伸長のために７２℃で１０分間インキュベートした。増幅ＤＮＡ断片を０．２５
μｇ／ｍｌエチジウムブロマイドを含む１％アガロースゲルで分離し、紫外線を使用して
可視化した。増幅産物の予想されるサイズに対応するバンドをジーンクリーンキット（バ
イオ１０１社、アーバイン、カリフォルニア）を使用して回収した。すべてのＰＣＲ産物
の同一性は配列解析によって確定された（以下を参照）。
【０２７９】
　ｃ．短縮型ヒトゲルゾリンポリペプチドをコードするＰＣＲ産物のクローニング
【０２８０】
　ＴＯＰＯ発現クローニングキット（インビトロゲン社、カリフォルニア）を使用して、
短縮型ヒトゲルゾリンポリペプチド（表５、表６および表９）をコードする各ＤＮＡ断片
をクローン化した。簡潔には、ＰＣＲ反応溶液から回収されたＤＮＡ断片は、５０ｎｇの
ＴＯＰＯ発現ベクター（ＴＯＰＯ発現クローニングキット）と共に、１μｌの１０×リガ
ーゼ反応緩衝液（６ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ７．５）、６ｍＭ塩化マグネシウム、５ｍＭ
塩化ナトリウム、７ｍＭβ－メルカプトエタノール、０．１ｍＭ　ＡＴＰ、２ｍＭ　ＤＴ
Ｔ、１ｍＭスペルミジンおよび０．１ｍｇ／ｍｌのＢＳＡ）と混合し、そこに４単位のＴ
４ＤＮＡリガーゼ（１μｌ）が追加した。混合物の全体積を滅菌脱イオン水により１０μ
ｌに調整し、結果として生じるリガーゼ溶液を１４℃で１５時間インキュベートした。イ
ンキュベーション後に、２μｌのリガーゼ反応溶液を５０μｌのコンピテントな大腸菌系
統ＴＯＰ１０Ｆ（ＴＯＰＯ発現クローニングキット）に追加し、製造者の使用説明書に従
ってコンピテントにした。結果として生じる混合物を３０分間氷上で保持し、次に４２℃
で３０秒間処理し、再び５分間氷上で冷却した。次に、２％（ｖ／ｖ）トリプトン、０．
５％（ｗ／ｖ）酵母抽出物、０．０５％（ｗ／ｖ）塩化ナトリウム、２．５ｍＭ塩化カリ
ウム、１ｍＭ塩化マグネシウムおよび２０ｍＭグルコースを含む、５００μｌの培地（以
下、「ＳＯＣ」培地と呼ぶ）を、培養に追加し、混合物を振盪しながら１時間３７℃でイ
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ンキュベートした。この後に、培養を、１００μｇ／ｍｌアンピシリンを含むＬ－ブロス
寒天プレート（１％（ｖ／ｖ）トリプトン、０．５％（ｗ／ｖ）酵母抽出物、０．５％（
ｗ／ｖ）塩化ナトリウム、０．１％（ｗ／ｖ）グルコースおよび０．６％（ｗ／ｖ）バク
トアガー（ディフコ社、デトロイト、ミシガン））上に広げた。プレート上に現われたア
ンピシリン耐性コロニーを選択し、白金のトランスファーループにより掻きとり、２００
毎分回転数で振盪しながら３７℃で一晩１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬ－ブロ
ス培地中で培養した。インキュベーション後に、細胞を遠心分離によって採取し、これか
らアルカリ方法（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版（コールドスプリングハーバーラ
ボラトリープレス、コールドスプリングハーバー、ニューヨーク、１９８９））によって
プラスミドＤＮＡを調製した。各々の短縮型クローンからの５つのクローンを配列決定し
て、各々の短縮型ゲルゾリンポリペプチドの予測されたポリペプチド配列をコードするク
ローンを同定した。次に各々の短縮型ゲルゾリンポリペプチドの予測されたポリペプチド
配列をコードすることが確認された単一クローンを、大腸菌発現宿主中での発現のために
選択した。
【０２８１】
　ｄ．ゲルゾリンタンパク質の発現および精製
【０２８２】
　ヒトゲルゾリンの全長、Ｎ末端断片またはＣ末端断片をコードするｃＤＮＡ（表５また
は表６）または表９中に示されるゲルゾリンポリペプチド短縮型を、各々、個別のＴＯＰ
Ｏ１００ベクター（インビトロゲン社）の中へ挿入した。結果として生じるプラスミドを
大腸菌系統ＢＬ２１（ＤＥ３）中に形質転換し、指数増殖期までＬＢ溶媒中で大腸菌を増
殖させ、０．４ｍＭイソプロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクトピラノシドにより３時間
誘導した。細胞は遠心分離によってペレットにし、上清を除去した。ペレットにした細胞
を溶解緩衝液（８Ｍ尿素、２０ｍＭトリスＨＣｌ）中で再懸濁し、超音波処理によってさ
らに破壊した。この混合物を遠心分離（１５分間１４，０００×ｇ）によって清澄化し、
上清を回収した。製造者の使用説明書に従ってＮｉ－ＮＴＡスーパーフローカラム（キア
ゲン社、バレンシア、カリフォルニア）を使用して、発現した組換えヒトゲルゾリンポリ
ペプチドを清澄にした上清から精製した。タンパク質濃度をＢＣＡ分析（ピアース（Ｐｉ
ｅｒｃｅ）社、ウォーバーン、マサチューセッツ）によって決定し、分割物を免疫のため
の使用まで－８０℃で保存した。精製したゲルゾリンタンパク質調製物は、ＰＢＳに対し
て４℃で一晩透析した。タンパク質濃度はＢＣＡ分析（ピアース社、ウォーバーン、マサ
チューセッツ）によって決定し、分割物を使用まで－８０℃で保存した。
【０２８３】
　２．短縮型ヒトゲルゾリンタンパク質のＥＬＩＳＡによるエピトープマッピング。
【０２８４】
　ＥＬＩＳＡプレート（９６ウェル；ＢＤバイオサイエンス（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）社、カリフォルニア）を、表１０および１１中にリストされるような各々の短縮型
ゲルゾリンタンパク質を１μｇ／ｍｌでコートした（４℃一晩）。未結合の短縮型ゲルゾ
リンポリペプチドは、ＰＢＳによりウェルを３回洗浄することによってプレートから洗い
落とした。次にプレートは３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ含有ＰＢＳにより室温で１時間ブロッキ
ングした。検査抗体（１μｇ／ｍＬ最終濃度で）を適切なウェルに追加し、３７℃で１時
間インキュベートした。未結合の抗体はＰＢＳによりプレートを３回洗浄することによっ
てウェルから除去した。結合した抗ゲルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩ
ｇＧ抗体（１：１０，０００希釈；サザン・バイオテク社、バーミンガム、アラバマ）に
よりウェルをインキュベート（３０分；３７℃）することによって検出した。未結合のＨ
ＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体は、ＰＢＳによりウェルを３回洗い落とすことに
よって除去した（各５分）。抗ゲルゾリン抗体－ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗
体の複合体は、ショアブルーＴＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダー
ゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）を使用して測定した。具体的には
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、ショアブルーＴＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰ
Ｌ社、ゲーサーズバーグ、メリーランド）をウェルに追加し、プレートを１０分間インキ
ュベートして基質のＨＲＰ仲介性転換を可能にした。酵素反応は１００μｌの２Ｎ　Ｈ2

ＳＯ4の追加により停止した。次に、ＥＬＩＳＡプレート読取り装置を使用して、サンプ
ルウェルの光学的密度を４５０ｎｍ／６５０ｎｍで測定した。
【０２８５】
　ヒトゲルゾリンのＮ末端断片に対して向けられたモノクローナル抗体を産生する合計９
つの抗ゲルゾリン抗体クローンは、Ｎ末端ヒトゲルゾリン短縮型ポリペプチド（ＧＮ１～
ＧＮ８）のパネルにより調べた。同様に、ヒトゲルゾリンのＣ末端断片に対して向けられ
たモノクローナル抗体を産生する１６の抗ゲルゾリン抗体クローンは、Ｃ末端ヒトゲルゾ
リン短縮型ポリペプチド（ＧＣ１～ＧＣ６）のパネルにより調べた。Ｎ末端およびＣ末端
に特異的な抗体のエピトープ頻度は、表１０および１１中にそれぞれ示される。
【表１０】

【０２８６】
　表１０中に示されるように、ヒトゲルゾリンのＮ末端断片に対して向けられたモノクロ
ーナル抗体を産生する検査した抗ゲルゾリン抗体クローンの９のうちの４つは、領域ＧＮ
３に向けられていた。１つのかかる抗ヒトゲルゾリン抗体はＧＮ３Ｅ９である。ヒトゲル
ゾリンのＮ末端断片に対して向けられたモノクローナル抗体を産生する検査した抗ゲルゾ
リン抗体クローンの９のうちの残りの５つは、領域ＧＮ８に向けられていた。１つのかか
る抗ヒトゲルゾリン抗体はＧＮ５Ａ３である。
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【表１１】

【０２８７】
　表１１中に示されるように、ヒトゲルゾリンのＣ末端断片に対して向けられたモノクロ
ーナル抗体を産生する検査した抗ゲルゾリン抗体クローンの１６のうちの１１は、領域Ｇ
Ｃ３に向けられていた。３つのかかる抗ヒトゲルゾリン抗体はＧＣ１Ｃ１０、ＧＦ２Ｄ６
および市販で入手可能なＧＳ２Ｃ４抗体である。ヒトゲルゾリンのＣ末端断片に対して向
けられたモノクローナル抗体を産生する検査した抗ゲルゾリン抗体クローンの１６のうち
の残りの５は、領域ＧＣ６８に向けられた。１つのかかる抗ヒトゲルゾリン抗体はＧＣ５
Ｃ１である。
【０２８８】
　３．種の中での交差反応性および相同性の解析によるエピトープの微細なマッピング
【０２８９】
　異なる種の中でのゲルゾリンポリペプチドの相同性レベルが高いことから、異なる種で
発現されるゲルゾリン免疫反応性ポリペプチドとこれらの結合剤の交差反応性を調べるこ
とによって、本発明のゲルゾリン結合剤により結合されるゲルゾリンエピトープをさらに
マッピングすることが可能である。
【０２９０】
　ａ．免疫沈降
【０２９１】
　様々な種からのネイティブ形態の血漿ゲルゾリンを免疫沈降させる本発明の抗ゲルゾリ
ン抗体の能力を決定するために、ＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６およびＧＣ１Ｃ１０を、上記の
実施例３中で記述されるように、２ｍｇ／ｍｌのビーズの濃度でセファロース４Ｂにコン
ジュゲートした。選択した哺乳類種からの１ｍＬ血清サンプル（１ｍＬ）は、１０μｌの
抗体コンジュゲートビーズまたはブランクビーズ（対照）と共に２時間室温でインキュベ
ートした。遠心分離（１４，０００ｒｐｍ、３分）によりビーズをペレットにすること、
上清を除去すること、および次にＰＢＳ中の再懸濁によりペレットにしたビーズを洗浄す
ることによって、抗ゲルゾリン抗体コンジュゲートビーズまたはブランクビーズから、未
結合物質を洗い落とした。５回の洗浄サイクルに続いて、抗ゲルゾリン抗体コンジュゲー
トビーズまたはブランクビーズに結合された物質は、ペレットにしたビーズに、４０μｌ
のＳＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液（３×ストックの混合によって調製されたＳＤＳ
－ＰＡＧＥローディング緩衝液：１Ｍトリス－Ｃｌ（ｐＨ６．８）２．４ｍｌ；２０％Ｓ
ＤＳ３ｍｌ；グリセロール（１００％）３ｍｌ；Ｂ－メルカプトエタノール１．６ｍｌ；
ブロモフェノールブルー０．００６ｇ、１０ｍｌ）を追加すること、およびサンプルを５
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分間煮沸することによって、変性条件下で取り出された。免疫沈降したタンパク質を１０
％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分画し、標準的技術を使用するクマシーブルー染色により染色し
て可視化した。結果を図５Ａ～５Ｃ中で示す。
【０２９２】
　ｂ．ウエスタンブロット解析
【０２９３】
　抗ゲルゾリン抗体の異なる種の中での結合特異性を決定するために、抗ゲルゾリン抗体
による血清サンプルのウエスタンブロット解析を実行した。選択した哺乳類種（２０μｌ
のＰＢＳ中で血清の１：２０希釈）の血清サンプルを、標準的技術を使用して、１０％Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥによって分画し、ニトロセルロース膜上にウエスタンブロットした。エレ
クトロトランスファー後に、エレクトロブロットしたニトロセルロース膜（ブロット）を
室温で５％（ｗ／ｖ）の脱脂乳を使用して１時間ブロッキングした。ブロットは、精製抗
ゲルゾリン抗体（１μｇ／ｍｌ；プロテインＡまたはプロテインＧにより精製された）、
すなわちＧＮ３Ｅ９；ＧＣ１Ｃ１０；ＧＦ２Ｄ６；またはＧＳ２Ｃ４により室温で２時間
プロービングした。未結合の抗ゲルゾリン抗体は、０．０２％（ｖ／ｖ）ツイーン２０を
含むＰＢＳにより振盪しながら室温で１０分間５回洗浄することによって、ブロットから
洗い落とした。結合した抗ゲルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲートヤギ抗マウスＩｇＧ
（ブロッキング緩衝液中で１：１０，０００）により各ブロットを室温で１時間プロービ
ングすることによって検出した。未結合のＨＲＰコンジュゲートヤギ抗マウスＩｇＧは、
０．０２％（ｖ／ｖ）ツイーン２０を含むＰＢＳにより振盪しながら室温で１０分間５回
洗浄することによって、ブロットから洗い落とした。抗ゲルゾリン－ＨＲＰコンジュゲー
トヤギ抗マウスＩｇＧ複合体は、ＨＲＰ仲介性化学発光を使用して可視化した。具体的に
は、ブロットは、ルミグロー（登録商標）ペルオキシダーゼ化学発光基質（ＫＰＬ社、ゲ
ーサーズバーグ、メリーランド）により３分間インキュベートし、Ｘ線フィルムに露光し
た。ウエスタンブロット解析の結果は、図５Ａ（ＧＣ１Ｃ１０）、図５Ｂ（ＧＦ２Ｄ６）
および図５Ｃ（ＧＮ３Ｅ９）中で示される。レーンは以下のとおりである。Ｍ：分子量マ
ーカー；Ｂ：ブランク；レーン１：マウス血清、レーン２：サル血清、レーン３：ウサギ
血清、レーン４：ラット血清、レーン５：ウシ血清、レーン６：ウマ血清、レーン７：ヒ
ト血清。
【０２９４】
　抗ゲルゾリン抗体の交差反応性を検討する研究の結果は、表１２中に要約され、ここで
「ｎｄ」は決定されないことを示す。
【表１２】

【０２９５】
　表１２中に示されるように、検査した抗ゲルゾリン抗体は、各免疫反応性のゲルゾリン
について別個のパターンの交差反応性を有していた。例えば、抗体ＧＮ３Ｅ９は、他の検
査した哺乳類の血清ゲルゾリンポリペプチドではなく霊長類の血清ゲルゾリン（ヒトおよ
びサル）を選択的に結合した。これとは対照的に、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４は
、ラットおよびマウスを除く、検査された大部分の哺乳類血清ゲルゾリンに結合すること
が観察された。
【０２９６】
　ｃ．エピトープの配列相同性解析。
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【０２９７】
　ヒト抗ゲルゾリン抗体との交差反応性（表１２を参照）を調べた様々な哺乳類種の５０
アミノ酸のゲルゾリンエピトープ領域（上で同定された）の配列アライメントにおける差
から、検査された抗ゲルゾリン抗体の各々について、およそ１０アミノ酸残基までゲルゾ
リンエピトープをさらに正確にしていくことが可能になった。ホモロジー検索およびエピ
トープ決定の結果を、表１３（ＧＮ３Ｅ９）、表１４（ＧＦ２Ｄ６）、表１５（ＧＣ１Ｃ
１０）および表１６（シグマＧＳ２Ｃ４）中に要約する。１つまたは２つのゲルゾリンエ
ピトープ領域中のアミノ酸残基変化は、抗ゲルゾリン抗体の結合エピトープに影響を与え
うることが観察された。
【表１３】

【０２９８】
　表１３中に要約されるように、抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９は、アミノ酸配列ＦＡＱＧ
ＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）を含むエピトープを結合すると予測される。

【表１４】

【０２９９】
　表１４中に要約されるように、抗ゲルゾリン抗体ＧＦ２Ｄ６は、アミノ酸配列ＡＣＳＮ
ＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）を含むエピトープを結合すると予測される。
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【表１５】

【０３００】
　表１５中に要約されるように、抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０は、ＸａａがＧまたはＳ
であるアミノ酸配列ＳＥＰＤＸＦＷＥＡＬ（配列番号：４７）を含むエピトープを結合す
ると予測される。

【表１６】

【０３０１】
　表１６中に要約されるように、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４は、アミノ酸配列Ｇ
ＧＫＡＡＹＲＴＳＰ（配列番号：４１）を含むエピトープを結合すると予測される。
【０３０２】
　上述されるように、抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３ＥＰ、ＧＣ１Ｃ１０、ＧＦ２Ｄ６および
ＧＳ２Ｃ４は、別個の生化学的性質を提示する。抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３ＥＰ、ＧＣ１
Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６は、互いに異なり、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４について
観察された交差反応性のパターンとも異なる、交差反応性のパターンを示す。さらに、抗
ゲルゾリン抗体のＧＮ３ＥＰ、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６は、互いに異なり、市販の
抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４により結合されるゲルゾリンエピトープとも異なるゲルゾリ
ンエピトープに結合する。これは、ゲルゾリンのＣ末端の３Ｄ構造の解析によってさらに
示される（Ｎａｒａｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．５５２：８２－８５（
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２００３））。抗ゲルゾリン抗体のＧＣ１Ｃ１０、ＧＦ２Ｄ６およびＧＳ２Ｃ４について
同定されたゲルゾリンエピトープの位置の位置のマッピングは、図６中に示されるように
、ヒトゲルゾリンポリペプチドの表面上の異なる領域にこれらの薬剤が結合することを明
らかにする。結果は、検査したすべての抗ゲルゾリン抗体によって認識されるエピトープ
が正に荷電すると予測される領域中にあることを示す。
【０３０３】
実施例６．アクチン不含有血漿ゲルゾリンを認識する能力
【０３０４】
　アクチン阻害ＥＬＩＳＡ分析を使用して、血漿ゲルゾリンの未結合（活性）形態を認識
し、血漿ゲルゾリンの結合（不活性）形態を認識しない、本発明のゲルゾリン結合剤の能
力を検査した。この分析において、ＥＬＩＳＡプレートを、ＰＢＳ中の１μｇ／ｍｌの精
製ネイティブヒト血漿ゲルゾリンにより４℃で一晩コートした。ＰＢＳにより３回洗浄し
た後に、プレートは１時間室温で３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ含有ＰＢＳによりブロッキングし
た。Ｆ－アクチンは、１０ｍＭのＣａＣｌ2の存在下において、１０μｇ／ｍｌの最終濃
度で適切な検査ウェルに追加した。次にプレートを１時間３７℃でインキュベートし、ウ
ェル上のネイティブ血漿ゲルゾリンコーティングにアクチンが結合することを可能にした
。このインキュベーション期間に続いて、未結合のＦ－アクチンは、ＰＢＳにより室温で
３回洗浄することによってウェルから洗い落とした（各３分）。抗ゲルゾリンの検査抗体
（１μｇ／ｍＬ最終濃度で）を、適切なウェルに追加し、１時間３７℃でインキュベート
した。未結合の抗体はＰＢＳによりプレートを３回洗浄することによってウェルから除去
した。結合した抗ゲルゾリン抗体は、ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体（１：１
０，０００希釈；サザン・バイオテク社、バーミンガム、アラバマ）によりウェルをイン
キュベート（３０分；３７℃）することによって検出した。未結合のＨＲＰコンジュゲー
ト抗マウスＩｇＧ抗体は、ＰＢＳによりウェルを３回洗い落とすことによって除去した（
各５分）。抗ゲルゾリン抗体－ＨＲＰコンジュゲート抗マウスＩｇＧ抗体の複合体は、シ
ョアブルーＴＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社
、ゲーサーズバーグ、メリーランド）を使用して測定した。具体的には、ショアブルーＴ
ＭＢ　１－コンポーネントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ社、ゲーサーズ
バーグ、メリーランド）をウェルに追加し、プレートを１０分間インキュベートして基質
のＨＲＰ仲介性転換を可能にした。酵素反応は１００μｌの２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4の追加により
停止した。次に、ＥＬＩＳＡプレート読取り装置を使用して、サンプルウェルの光学的密
度を４５０ｎｍ／６５０ｎｍで測定した。
【０３０５】
　Ｆ－アクチンにより処理されないサンプルへの抗体の結合（１００％の結合）と比べた
、Ｆ－アクチンにより処理されたサンプルに結合した抗ゲルゾリン抗体の量の比較は、図
７中に要約される。Ｆ－アクチン処理の存在下または非存在下において結合する抗ゲルゾ
リン抗体ＧＳ２Ｃ４について観察される分析シグナルの有意な変化が観察されなかったの
で、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４は、遊離ゲルゾリン（すなわち、Ｆ－アクチンに
結合されない）およびＦアクチンに結合したゲルゾリンを区別しなかった。これとは対照
的に、抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６は、ゲルゾリンの
アクチン結合形態よりもヒト血漿ゲルゾリンの活性形態に対する選択性を示す（図７）。
理論によって限定されることは意図しないが、遊離ゲルゾリン分子とアクチン複合体を形
成したゲルゾリン分子の機能特性は異なる。例えば、遊離ゲルゾリンはアクチンフィラメ
ントを切断することができるが、複合体中のアクチンゲルゾリンは切断できない。したが
って、本発明の方法における遊離の活性のあるゲルゾリンを優先的に結合するゲルゾリン
結合剤の使用は、アクチンと複合体を形成したゲルゾリンとは異なる機能特性を有する（
上述されるように）遊離ゲルゾリンの生物学的サンプル中のレベルをより正確に定量する
という長所を有する。
【０３０６】
実施例７．血漿ゲルゾリンについての免疫分析
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　１．方法
【０３０７】
　血漿ゲルゾリンの定量的測定のためのサンドイッチゲルゾリンＥＬＩＳＡを行なうため
に、４つの抗ゲルゾリン抗体を選択して捕捉抗体または検出抗体として働く能力を決定し
た。ゲルゾリンＥＬＩＳＡは以下のように実行した。ＥＬＩＳＡプレート（９６ウェル；
ＢＤバイオサイエンス社、カリフォルニア）を、１０μｇ／ｍｌの捕捉抗体により４℃で
一晩コートした。未結合の捕捉抗体は、ＰＢＳによりプレートを３回洗浄することによっ
てウェルから洗い落とした。次に、非特異的結合部位は、ＰＢＳ中の３％（ｗ／ｖ）ＢＳ
Ａによるウェルのインキュベートによってブロッキングした（１時間、室温）。ブロッキ
ング溶液をウェルから除去し、プレートは真空密封前に風乾し、使用前に４℃で保存した
。生物学的サンプル中のゲルゾリンの測定のために、５０μｌのヒト血漿サンプルを、室
温に平衡化した捕捉抗体により処理したゲルゾリンＥＬＩＳＡプレートの適切なウェルに
最初に追加した。プレートへのサンプルの追加の直後に、５０μｌのＨＲＰコンジュゲー
ト検出抗体（ブロッキング緩衝液中で～０．１μｇ／ｍｌ）を適切なウェルに追加し、プ
レートは２０分間３７℃でインキュベートした。未結合の物質は、ＰＢＳによりプレート
を３回洗浄することによってウェルから洗い落とした。捕捉された血漿ゲルゾリン：ＨＲ
Ｐコンジュゲート抗体複合体は、追加された１００μｌのＥＣＬ基質緩衝液（ＫＰＬ社、
ゲーサーズバーグ、メリーランド）の追加によって測定した。３７℃で３分間のインキュ
ベーションの後に、各ウェルの光学的密度はＥＬＩＳＡプレート読取り装置において４５
０ｎｍ／６５０ｎｍで測定した。
【０３０８】
　２．ＥＬＩＳＡにおけるゲルゾリン抗体のペア能力
【０３０９】
　表１７は、本発明の選択した抗体および市販の抗ゲルゾリンモノクローナル抗体ＧＳ２
Ｃ４のペアの適合性を示す。抗ゲルゾリン抗体ＧＮ３Ｅ９を捕捉抗体として使用した場合
に、検出抗体としてＧＣ１Ｃ１０抗体またはＧＦ２Ｄ６抗体のいずれかにより最も高いＯ
Ｄ値が得られ、ゲルゾリンＥＬＩＳＡに有用な抗体立体配置は、捕捉抗体としてＧＮ３Ｅ
９、および検出抗体としてＧＣ１Ｃ１０抗体またはＧＦ２Ｄ６抗体であることを示唆する
。本発明のゲルゾリン結合剤（例えば抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０また
はＧＦ２Ｄ６）とは対照的に、市販の抗ゲルゾリン抗体ＧＳ２Ｃ４は、ＥＬＩＳＡ形式で
血漿ゲルゾリンを検出する捕捉抗体または検出抗体としては有用ではなかった。
【表１７】

【０３１０】
　３．血漿ゲルゾリンの定量的測定
【０３１１】
　ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析形式（上で詳述されたように）で血漿ゲルゾリンを定量的に
測定する本発明のゲルゾリン結合剤の能力を検査するために、親和性精製したヒト血漿ゲ
ルゾリンを含むサンプルの希釈系列を使用して、標準曲線を生成した。結果は図８中に示
され、２つの検査された捕捉抗体／検出抗体ペアが血漿ゲルゾリンの幅広い濃度範囲にわ
たりヒトゲルゾリンの定量的測定を可能することを示す。図８Ａおよび図８Ｂの両方にお
いて示されるように、相対的光単位（ＲＬＵ）として表現される分析シグナルと血漿ゲル
ゾリン濃度（ｎｇ／ｍｌ）との間で直接的な直線関係があった。例えば、図８Ａ中で示さ
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れる抗体ペア（ＧＮ３Ｅ９（捕捉）／ＧＣ１Ｃ１０（検出））は、０．９９９８のＲ値を
有していた。図８Ｂ中で示される抗体ペア（ＧＮ３Ｅ９（捕捉）／ＧＦ２Ｄ６（検出））
は、０．９９８９のＲ値を有していた。
【０３１２】
　４．血漿ゲルゾリンの測定に対するサンプル調製物の効果
【０３１３】
　血液採取手順がゲルゾリンの定量化に影響を与えるかどうかを検査するために、８人の
健康な個人からの血液サンプルを、クエン酸ナトリウム、ヘパリンまたはＥＤＴＡを含む
、血清調製チューブ（リウ・ヤン・メディカル・デバイス社（Ｌｉｕ　Ｙａｎｇ　Ｍｅｄ
ｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅ　Ｃｏ　Ｌｔｄ）、フーナン、中国）中に回収した。ＧＮ３Ｅ９
／ＧＣ１Ｃ１０抗体ペアを使用して、上述されるようにゲルゾリンＥＬＩＳＡを行なった
。結果を図９中に示す。追加しない（血清）サンプルは、１２６±１４μｇ／ｍＬのゲル
ゾリンレベルを示した。ヘパリンまたはＥＤＴＡの追加は血清中のゲルゾリンの定量化を
有意に妨害せず、それぞれ１２４±１８μｇ／ｍＬおよび１１６±１７μｇ／ｍＬのゲル
ゾリンレベルを示した。しかしながら、クエン酸ナトリウムはヒト血漿ゲルゾリンのＥＬ
ＩＳＡ測定を妨害し、７７±１２μｇ／ｍＬのゲルゾリンを示す（ｐ＜０．０００１）。
これらの結果は、血漿サンプルの調製条件がＥＬＩＳＡ技術による免疫反応性ゲルゾリン
ポリペプチドの検出に影響を与えうることを示す。
【０３１４】
　５．全長ゲルゾリンの特異的測定
【０３１５】
　ゲルゾリン結合剤を使用する免疫分析が全長ゲルゾリンおよび／または他の免疫反応性
断片を測定するかどうかを決定するために、４つの異なるタイプのヒトゲルゾリンスタン
ダード（例えば、ネイティブゲルゾリン、組換え全長、組換えＮ末端断片および組換えＣ
末端断片）を、ＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０抗体ペアを使用してＥＬＩＳＡによって測定し
た。結果を図１０中に示す。検査されたゲルゾリン結合剤は、用量依存的様式で、ネイテ
ィブ血漿ゲルゾリンおよび組換え全長ゲルゾリンの両方を定量的に測定するＥＬＩＳＡ形
式で有用であった。ＧＮ３Ｅ９捕捉抗体およびＧＣ１Ｃ１０検出抗体の特異性と一致して
、この抗体ペアはＮ末端またはＣ末端のどちらの断片も検出しなかった。これらの結果は
、この実施例において記述される定量的分析が全長ゲルゾリンに特異的であり、免疫反応
性断片を検出しないことを示す。
【０３１６】
　６．アクチン不含有ゲルゾリンの特異的測定
【０３１７】
　サンプル中のゲルゾリンの機能的形態（例えば、アクチン不含有形態）を測定する血漿
ゲルゾリンの免疫分析は有利であろう。本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリン
ＥＬＩＳＡがアクチン不含有ゲルゾリンのみを測定するかどうかを決定するために、様々
な量のネイティブ血漿ゲルゾリンスタンダードを、２つのペアの抗体を使用して、１０μ
ｇ／ｍｌのＦ－アクチンの存在下または非存在下で測定した。図１１中で示されるように
、Ｆ－アクチンの存在はペアの抗体のゲルゾリンに対する反応性を有意に低減した（パネ
ルＡ：ＧＮ３Ｆ９／ＧＣ１Ｃ１０；パネルＢ：ＧＮ３Ｅ９／ＧＣ２Ｄ６）。これらの結果
は、選択された抗体ペアが活性のある血漿ゲルゾリンに選択的であるので、ＥＬＩＳＡ形
式で活性のある血漿ゲルゾリンの定量に選択された抗体ペアが有用であることを示す。
【０３１８】
実施例８．臨床的サンプル中の血漿ゲルゾリンの定量化
　１．救急患者における血清ゲルゾリンレベル
【０３１９】
　ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析が臨床設定においてゲルゾリンを定量する能力を検査するた
めに、上述されるように正常な患者およびＩＣＵ患者からのサンプルを得て解析した。こ
の解析は捕捉抗体／検出抗体ペアＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０を使用した。結果を図１２お
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ンレベルを示し、その一方でＩＣＵ患者が有意に低下したおよそ３５±２５μｇ／ｍＬの
血清ゲルゾリンレベルを有することを示す（ｐ＜０．０００１）。表１８は、各救急患者
についての、性別、年齢、診断、および実際のゲルゾリンレベルを示すデータを提示する
。したがって、血清ゲルゾリンレベルは、ＩＣＵ患者における、敗血症性ショック、感染
（例えば肺炎および呼吸窮迫症候群）；心不全；心臓発作および膵炎のバイオマーカーで
ある。
【表１８】

【０３２０】
　ＩＣＵ群における患者は比較的高齢であったが、他の研究は様々な年齢集団の中で血漿
ゲルゾリンレベルは有意に異ならないことを示した。結果を表１９中に示す。
表１９．年齢によって分類されたヒト被験体における血清ゲルゾリンの定量化
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【表１９】

【０３２１】
　救急患者の追加の２つの群（大手術を受けた患者および重症の敗血症の症状を示す患者
）もまた、ゲルゾリンＥＬＩＳＡ分析において本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、血
清ゲルゾリンレベルの低下を示した。大手術は麻酔または呼吸補助を含む任意の外科的手
順として定義される。患者組入れのための基準は以前に記述された（Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　６２：９２７－３１（２００６））
。重症の敗血症は、新規の臓器機能不全、低血圧あるいは血流低下に関連する敗血症とし
て定義される。患者組入れのための基準は以前に記述された。（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｇｅｎｅｓ　Ｉｍｍｕｎ　８：４３９－４３　（２００７））。
【０３２２】
　血清ゲルゾリンレベルは、対照（１２７．７±３５．２μｇ／ｍＬ、ｎ＝１４）と比較
して、手術患者（４４．７５±２５．０μｇ／ｍＬ、ｎ＝４３）および重篤な敗血症患者
（２１．６５±１２．０４μｇ／ｍＬ、ｎ＝８０）の両方において減少した。これらのさ
らなる結果は、臨床設定において血清ゲルゾリンを定量する本発明のゲルゾリン結合剤の
能力を実証する。さらに、研究は、本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬ
ＩＳＡが敗血症患者からの生物学的サンプル中の血清ゲルゾリンの測定に有用であること
を実証する。ゲルゾリンはヒト敗血症におけるバイオマーカーである。
【０３２３】
　２．全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）における血清ゲルゾリンレベル
【０３２４】
　本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡを使用して、全身性エリテ
マトーデス（ＳＬＥ）などの活動性自己免疫性疾患の検出のために血清ゲルゾリンレベル
が適切なバイオマーカーを提供するかどうかを調べた。上述されるようにゲルゾリンＥＬ
ＩＳＡ解析を実行した。結果は図１３中に示され、正常な患者（１３７±１６μｇ／ｍＬ
）と比較して、活動性ＳＬＥ（２６±１６μｇ／ｍＬ、ｐ＜０．０００１）または非活動
性ＳＬＥ（８８±３６μｇ／ｍＬ、ｐ＜０．０００１）を有する患者が血清ゲルゾリンレ
ベルの有意な低下を示すことを指摘する。同様に、非活動性ＳＬＥを有する患者は正常な
患者と比較して、血清ゲルゾリンレベルの有意な低下を示す。さらに、研究は、本発明の
ゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡが自己免疫性疾患に罹患した患者から
の生体サンプル中の血清ゲルゾリンの測定に有用であることを実証する。血清ゲルゾリン
は自己免疫性疾患のためのバイオマーカーでありえ、活動性ＳＬＥ状態から非活動性ＳＬ
Ｅ状態に移行する個体の同定を支援することができる。
【０３２５】
　３．慢性肝炎における血清ゲルゾリンレベル
【０３２６】
　本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡを使用して、血清ゲルゾリ
ンレベルが慢性肝炎の検出のために適切なバイオマーカーを提供するかどうかを調べた。
上述されるようにゲルゾリンＥＬＩＳＡ解析を実行した。図１４に示されるように、血清
ゲルゾリンは慢性肝炎に罹患した患者において有意に減少する。したがって、ゲルゾリン
は肝機能の指標でありえ、慢性肝炎に罹患した患者がゲルゾリン補充療法を必要とするだ
ろうことを示唆する。血清ゲルゾリンは慢性肝炎のためのバイオマーカーでありえる。さ
らに、研究は、本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡが慢性肝炎に
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罹患した患者からの生体サンプル中の血清ゲルゾリンの測定に有用であることを実証する
。
【０３２７】
　４．関節リウマチにおける血清ゲルゾリンレベル
【０３２８】
　本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡを使用して、関節リウマチ
などの慢性炎症性疾患の検出のために血清ゲルゾリンレベルが適切なバイオマーカーを提
供するかどうかを調べた。上述されるようにゲルゾリンＥＬＩＳＡ解析を実行した。結果
は図２３中に示され、正常な患者（２３１±４．７μｇ／ｍＬ；ｎ＝３２）と比較して、
関節リウマチ（１４０．１±６．３μｇ／ｍＬ、ｐ＜０．０００１；ｎ＝２９；平均±Ｓ
標準誤差）を有する患者が血清ゲルゾリンレベルの有意な低下を示すことを指摘する。研
究は、本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡが慢性炎症性疾患（例
えば関節リウマチ）に罹患する患者からの生体サンプル中の血清ゲルゾリンの測定に有用
であることを実証する。
【０３２９】
　５．癌患者における血清ゲルゾリンレベル
【０３３０】
　本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡを使用して、患者の状態を
評価するために癌患者における血清ゲルゾリンレベルを測定した。血清サンプルは、任意
の重大な治療（手術、化学療法、または放射線療法）前に新しく診断された癌に罹患した
患者から回収した。サンプルは、捕捉抗体／検出抗体ペアＧＮ３ＥＰ／ＧＣ１Ｃ１０を使
用して上述されるようなゲルゾリンＥＬＩＳＡによって解析した。結果を表２０中に示す
。
【表２０】

【０３３１】
　結果は、すべての検査されたタイプの癌を有している患者の有意な割合が、健康的な対
照と比較して、血清ゲルゾリンレベルが有意により低いことを示すことを指摘する。それ
ゆえ、血清ゲルゾリンレベルは癌または癌患者の状態のためのバイオマーカーでありえる
。さらに、研究は、本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡが癌に罹
患した患者からの生体サンプル中の血清ゲルゾリンの測定に有用であることを実証する。
本発明のゲルゾリン結合剤を使用するゲルゾリンＥＬＩＳＡは、ゲルゾリン補充療法目的
のために癌患者の状態を決定する方法において有用である。例えば、癌患者におけるゲル
ゾリンレベルを査定して、ゲルゾリンレベルが対照参照スタンダードに対して低下してい
るかどうかを決定する。患者における血清ゲルゾリンのレベルが対照参照スタンダードよ
りも低いならば、患者はゲルゾリン補充療法を必要とする個体として分類することができ
る。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、血漿ゲルゾリンのレベルに基づいて
患者に投薬するべきゲルゾリンのレベルを決定することができる。さらに、本発明のゲル
ゾリン結合剤を使用して、患者の治療後に血清ゲルゾリンレベルを測定することによって
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、ゲルゾリン補充療法に対する患者の後続応答を測定することができる。
【０３３２】
実施例９．血漿ゲルゾリンレベルに対する化学療法の効果
　１．インビボのマウスモデルにおける血漿ゲルゾリンに対する化学療法の効果
【０３３３】
　血漿ゲルゾリンに対する化学療法の効果は、本発明の結合剤を使用して調べた。化学療
法剤のタキソール（タキソール、メイン・ファルマＰｔｙ社（Ｍａｙｎｅ　Ｐｈａｒｍａ
　Ｐｔｙ　Ｌｔｄ）、マルグレーブＶＩＣ　３１７０オーストラリア）、またはアドリア
マイシン（アドリアマイシン、ベン・べニュー・ラボラトリーズ社（Ｂｅｎ　Ｖｅｎｕｅ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）ベッドフォード、オハイオ４４１４）を、マウ
ス（中国医学科学院動物施設（Ａｎｉｍａｌ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ
　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）から購入した８週齢のメ
スＢａｌｂ／ｃ）へと腹腔内注射（１用量あたり２５０μｇ）によって投与した。薬剤は
一日おきに２回投与した。最後の注射後３日で、血清をマウスから回収し、抗ゲルゾリン
抗体のＧＣ１Ｃ１０およびＧＣ１Ｇ１２を使用するウエスタンブロットによって解析した
（上述された手順を使用して）。抗体ＧＣ１Ｇ１２はマウスゲルゾリンと交差反応する。
結果を図１５中に示す（パネルＡおよびＢ）。パネルＡにおける各レーンは異なる被験体
マウスを示す。パネルＡのウエスタンブロットデータ（図１５Ａ）をデンシトメトリーに
よって定量的に測定した（図１５Ｂ）。結果は、タキソールまたはアドリアマイシンのい
ずれかを使用する化学療法による治療が、かかる療法を投与したマウスにおいて検出可能
な血清ゲルゾリンのレベルを有意に減少させることを示す。
【０３３４】
　化学療法後の血漿ゲルゾリンの時間依存的減少を検討するために、マウス（中国医学科
学院動物施設から購入した８週齢のメスＢａｌｂ／ｃ）に、単一ボーラス注射として、タ
キソール（１用量あたり５００μｇ）またはアドリアマイシン（１用量あたり５００μｇ
）の高用量で腹腔内注射した。ゲルゾリンの血中濃度は、抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｇ１２
によるウエスタンブロット解析を使用して、治療後の示されたタイムポイントで測定した
（上述されるように）。図１６Ａはウエスタンブロットを示し、図１６Ｂはデンシトメト
リーを使用するウエスタンブロットの定量化を示す。図１６Ａおよび１６Ｂ中に示される
ように、血清ゲルゾリンの時間依存的減少はタキソール治療後に観察された。同様に、図
１６Ｃおよび１６Ｄ中に示されるように、ゲルゾリンの血中濃度の時間依存的減少はアド
リアマイシン治療後に観察された。したがって、化学療法は、マウスモデルにおいて血漿
ゲルゾリンを枯渇させ、血漿ゲルゾリンレベルは化学療法の急性毒性反応のためのバイオ
マーカーとして働くことができる。それゆえ、本発明のゲルゾリン結合剤は、化学療法に
後続する患者条件のモニタリング、またはゲルゾリン補充療法もしくはさらなる化学療法
が適切かどうかの確認に有用である。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、血
漿ゲルゾリンのレベルに基づいて患者に投薬するべきゲルゾリンのレベルを決定すること
ができる。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、患者の治療後に血清ゲルゾリ
ンレベルを測定することによって、ゲルゾリン補充療法に対する患者の後続応答を測定す
ることができる。
【０３３５】
　２．ヒトにおける血漿ゲルゾリンに対する化学療法の効果
【０３３６】
　卵巣癌に罹患した５人のヒト患者におけるゲルゾリンの血中濃度は、化学療法の前後に
ＧＮ３Ｅ９／ＧＣ１Ｃ１０抗体ペアを使用するＥＬＩＳＡによって（上述されるように）
測定した。具体的には、第ＩＩＩ期／ＩＶ期卵巣癌に罹患したヒト被験体は、化学療法と
して、３時間にわたってパクリタキセル１８５ｍｇ／ｍ２の静脈注射、および３週間ごと
に用量７５ｍｇ／ｍ２のシスプラチンを受けた。結果は図１７中に示す。すべての患者は
、化学療法後の３週間でゲルゾリンレベルの有意な低下を示した。マウスモデルにおける
結果と一致するように、化学療法は、ヒトにおける血漿ゲルゾリンを枯渇させ、血漿ゲル
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ゾリンレベルは化学療法に急性毒性反応のためのバイオマーカーとして働きうる。それゆ
え、本発明のゲルゾリン結合剤は、化学療法に後続する患者条件のモニタリング、または
ゲルゾリン補充療法もしくはさらなる化学療法が適切かどうかの確認に有用である。さら
に、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、血漿ゲルゾリンのレベルに基づいて患者に投
薬するべきゲルゾリンのレベルを決定することができる。さらに、本発明のゲルゾリン結
合剤を使用して、患者の治療後の血清ゲルゾリンレベルを測定することによって、ゲルゾ
リン補充療法に対する患者の後続応答を測定することができる。
【０３３７】
実施例１０．ゲルゾリン補充療法
　化学療法後のマウス（中国医学科学院動物施設から購入した８週齢のメスＢａｌｂ／ｃ
）の体重およびパーセント生存に対するゲルゾリン補充療法の効果を検討した。この実験
において、一日おきの腹腔内注射によって、２５０μｇアドリアマイシンの２用量をマウ
スに投与した。アドリアマイシンの最終用量の１日後に、検査群のマウスに、腹腔内注射
によって１００μｇの組換え全長ゲルゾリンのサプリメントを投与した。ゲルゾリンサプ
リメントは一日おきに合計で３用量を繰り返した。化学療法およびゲルゾリン補充療法に
後のマウスの体重およびパーセント生存を図１８中に示す。結果は、ゲルゾリンの投与１
０日後のマウスの１００％の生存をもたらすが、ゲルゾリンを投与されないマウスは１０
日後に１００％の死亡率を示すことを指摘する。同様に、ゲルゾリン補充療法を行なった
マウスについての体重の減少は、かかる療法を行われないマウスほど重篤ではなかった。
したがって、化学療法の間に被験体にゲルゾリンを補うことは、化学療法誘導性急性毒性
反応および死亡率を低減する。それゆえ、本発明のゲルゾリン結合剤は、化学療法に後続
する患者条件のモニタリング、またはゲルゾリン補充療法もしくはさらなる化学療法が適
切かどうかの確認に有用である。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、血漿ゲ
ルゾリンのレベルに基づいて患者に投薬するべきゲルゾリンのレベルを決定することがで
きる。さらに、本発明のゲルゾリン結合剤を使用して、患者の治療後の血清ゲルゾリンレ
ベルを測定することによって、ゲルゾリン補充療法に対する患者の後続応答を測定するこ
とができる。
【０３３８】
実施例１１．血漿からのネイティブゲルゾリンの免疫親和性精製
　１．血漿ゲルゾリンの親和性精製
【０３３９】
　血漿中のアクチン不含有ゲルゾリンに結合する本発明の選択した抗体の能力は、これら
の抗体がヒト血漿からのゲルゾリンのネイティブ形態および機能的形態の精製に有用であ
ることを示唆する。この可能性を検査するために、高度に精製された抗ゲルゾリン抗体（
標準的技術でプロテインＡまたはプロテインＧにより親和性精製した）の、ＧＮ３Ｅ９、
ＧＦ２Ｄ６、またはＧＣ１Ｃ１０を、セファロース４Ｂに固定化し、ヒト血漿ゲルゾリン
の親和性精製のために使用した。実施例３において上述されるように、抗ゲルゾリン抗体
のセファロース４Ｂへの固定化を実行した。血漿ゲルゾリンの親和性精製のために、プー
ルした１０ｍｌのヒト血漿（少なくとも２０人の被験体）を、毎分２ｍｌの流速で２ｍｌ
の抗体（例えば抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６、またはＧＣ１Ｃ１０）固定
化ビーズを含むカラムを介して、通過させた。血漿サンプルを各免疫親和性カラムを介し
て通過させた後、未結合の物質は５０ｍｌのＰＢＳによりカラムから洗浄した。ゲルゾリ
ン親和性カラムの各々に結合したタンパク質は、溶出緩衝液（０．１Ｍグリシン（ｐＨ２
．４）、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）により溶出した。溶出した各画分（１ｍｌ）の光学的密
度をＯＤ２８０ｎｍで測定した。ＯＤ２８０が０．１単位以上である画分を回収した。１
００μｌの中和緩衝液（１ＭトリスＨＣｌ（ｐＨ８．５））の追加後に、溶出液を透析チ
ューブ中に個別に置き、溶出液を１ＬのＰＢＳ（ｐＨ７．５）に対して４℃で透析した。
透析緩衝液を２回変えた。標準的技術によってセントリコン濾過装置を使用して、１ｍｇ
／ｍｌまで精製タンパク質を濃縮した。濃縮されたサンプルは０．２２μｍフィルターを
介する通過によって滅菌し、次に使用まで４℃で保存した。タンパク質純度は、上述され
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た手順によって、図１９中に要約されるような１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって検討した
。図１９は、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクマシーブルー染色によって、抗ゲルゾリン
抗体のＧＣ１Ｃ１０、ＧＮ３ＥＰおよびＧＮ２Ｄ６にそれぞれコンジュゲートしたビーズ
を使用して親和性精製したヒト血漿ゲルゾリンの分画の結果を示す。ゲルはクマシーブル
ーにより室温で３０分間染色し、次に５０％（ｖ／ｖ）メタノールおよび１０％（ｖ／ｖ
）酢酸により脱染色した。実施例３中で提示された免疫沈降研究と一致して、抗ゲルゾリ
ン抗体のＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６またはＧＣ１Ｃ１０は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で～９０ｋ
Ｄａポリペプチドとして移動する免疫反応性ポリペプチドを結合した。～９０ｋＤａの抗
ゲルゾリン抗体免疫反応性ポリペプチドの移動は、ヒト血清サンプルからの全長ゲルゾリ
ンポリペプチドの予想される移動と一致している。この～９０ｋＤａポリペプチドの同一
性は、質量分析解析によって全長ゲルゾリンポリペプチドであることが確定されている（
実施例４を参照）。ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのデンシトメトリー解析によって決定されるよ
うに、免疫精製された全長ゲルゾリンポリペプチドの純度は９０％以上だった。それゆえ
、ゲルゾリン結合剤（例えば抗ゲルゾリン抗体のＧＮ３Ｅ９、ＧＦ２Ｄ６またはＧＣ１Ｃ
１０）は、ヒト血清からネイティブヒトゲルゾリンを精製する方法において有用である。
同様に、これらのゲルゾリン結合剤は、免疫反応性ゲルゾリン（例えばその断片およびホ
モログに加えて、ネイティブゲルゾリンおよび組換えゲルゾリン）を生物学的サンプルか
ら精製する方法において有用である。
【０３４０】
　２．本発明のゲルゾリン結合剤を使用する組換えゲルゾリンによるゲルゾリンの親和性
精製ネイティブ形態の生物学的活性の比較
【０３４１】
　ネイティブ血漿ゲルゾリンヒトゲルゾリンは、本質的に上述されるような手順によって
本発明の抗ゲルゾリン抗体を使用して免疫親和性精製された（実施例１１、セクション１
）。全長組換えヒトゲルゾリンは、製造者の使用説明書に従ってＮｉ－ＮＴＡスーパーフ
ローカラム（キアゲン社、バレンシア、カリフォルニア）を使用して精製した（実施例１
を参照）。ゲルゾリン検査調製物の生物学的活性は、Ｆ－アクチン切断分析においてイン
ビトロで決定された。簡潔には、Ｆ－アクチンは室温で免疫親和性ゲルゾリン（ネイティ
ブまたは組換え）と共にインキュベートし、上清（Ｇ－アクチン）ｖｓペレット（Ｆ－ア
クチン）中のアクチンの比率をゲルゾリン不含有対照反応と比較した。ゲルゾリンの生物
学的活性は、５分内にＦ－アクチンの５０％を可溶化するのに必要なゲルゾリンの量また
は濃度によって確定された。この閾値の到達に必要とされるゲルゾリンの量が増加するに
つれて、あまり生物学的活性がないゲルゾリンのサンプルは、５分あたりのアクチン切断
の同じレベルを達成するより低い量を必要とする他のゲルゾリンサンプルと比較する。
【０３４２】
　具体的には、親和性精製したヒト血漿ゲルゾリン（ネイティブ血漿ゲルゾリン）の生物
学的活性は、Ｆ－アクチン切断分析（サイトスケルトン社、デンバー、コロラド）によっ
て、組換え全長ヒトゲルゾリンの生物学的活性と比較した。ゲルゾリンは、反応緩衝液（
０．１ｍＭ　ＣａＣｌ2、０．１ｍＭ　ＭｇＣｌ2、３０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＤＴＴ
を含む５０ｍＭトリス（ｐＨ７．５））中で希釈した。Ｆ－アクチン基質は、３０分間一
般的なアクチン緩衝液（０．２ｍＭ　ＣａＣｌ2を含む５ｍＭトリス（ｐＨ８．０））中
で０．５ｍｇ／ｍｌでアクチンを希釈することによって、ウサギ筋肉アクチンから調製さ
れ、混合物は氷上でインキュベートした。混合物は遠心分離（１４，０００ｒｐｍ、１５
分）によって清澄化し、Ｇ－アクチンを含む上清を保存した。次に１０分の１（１／１０
）体積のアクチン重合緩衝液（２０ｍＭ　ＣａＣｌ2および１０ｍＭ　ＡＴＰを含む５０
０ｍＭ　ＫＣｌ）を上清に追加し、この混合物を室温で１時間インキュベートしてＦ－ア
クチンを形成させた。このＦ－アクチン調製物を検査反応における基質として使用して、
ゲルゾリンのＦ－アクチン切断活性を決定した。ゲルゾリン仲介性Ｆ－アクチン切断活性
は、１００μｌの反応緩衝液中の可変濃度のゲルゾリン検査調製物（０～０．１ｍｇ／ｍ
ｌ）の存在下において、５μｇのＦ－アクチン調製物をインキュベートすることによって
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測定した。検査混合物は室温で５分間インキュベートし、次に１００，０００×ｇで１時
間遠心分離した。Ｆ－アクチンを含むペレットを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥサンプル緩衝液中に
溶解した。Ｇ－アクチンを含む上清を取り出して２０％ＴＣＡにより沈降させ、ペレット
をＳＤＳ－ＰＡＧＥサンプル緩衝液中に溶解した。Ｆ－アクチンおよびＧ－アクチンの両
方を１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、クマシーブルーにより染色した（上で詳述される
ように）。Ｆ－アクチンｖｓＧ－アクチンの比率はデンシトメトリーによって決定した。
結果は表２１中で以下に要約される。
【表２１】

【０３４３】
　表２１中で示されるように、本発明の抗ゲルゾリン抗体は、本発明の方法を使用して、
生物学的活性のあるヒトネイティブ血漿ゲルゾリンの精製に有用である。表２１中で要約
されたＦ－アクチン切断活性によって証明されるように、Ｎｉ－ＮＴＡ親和性クロマトグ
ラフィーによって精製された全長ヒト組換えゲルゾリンと比較して、本発明の方法がより
高い生物学的活性を備えた精製ヒトネイティブ血漿ゲルゾリン調製物をもたらすので、ヒ
トネイティブ血漿ゲルゾリンを精製する本発明のゲルゾリン結合剤の使用は有利である。
より低い生物学的活性を備えたゲルゾリン調製物の投与と比較した場合、ゲルゾリン補充
を必要とする被験体に投与するときにより高い生物学的活性を備えたゲルゾリン調製物が
より効果的でありえる。より高い生物学的活性のゲルゾリン調製物を使用してより低い投
薬量で投与し、被験体に対して同じ療法的利益を達成することができる。このより低い投
薬量は、ゲルゾリン補充療法の有害な副作用（例えば免疫反応または細胞毒性）について
の可能性を最小限にすることができる。
【０３４４】
　ゲルゾリンの生物学的活性は、化学療法誘導性急性毒性の防止の有効性の評価によるイ
ンビボの分析によっても以下に記載されるように決定することができる。マウスをアドリ
アマイシンの致死未満用量により治療し、ゲルゾリンを注射する。体重減少および死亡率
は、親和性精製したゲルゾリンの治療有効性の評価のために使用する。ゲルゾリンを投与
されない被験体に比べて、ゲルゾリンを投与される被験体における体重損失または死亡率
の増加は、ゲルゾリン調製物に生物学的活性があることを示す。
【０３４５】
実施例１２．５０ｋＤａのゲルゾリン様ポリペプチドの特性評価。
　１．ゲルゾリンポリペプチドおよびゲルゾリン様ポリペプチドについての結合剤の特異
性
【０３４６】
　様々な免疫原に対する抗ゲルゾリン抗体のパネルは、ウエスタンブロットにおいて１つ
以上の免疫反応性ゲルゾリン様ポリペプチドを検出する能力について検査された。上記の
実施例３でのように、ウエスタンブロット解析を実行した。結果を表２２中に示す。ネイ
ティブ血漿ゲルゾリンにより免疫されたマウスから得た５つの抗体がのみ５０ｋＤａゲル
ゾリン様ポリペプチドを認識する（例えば、図２０Ｂを参照）。全長組換えゲルゾリンに
対する抗体のうちの６つは９０ｋＤａポリペプチドのみを検出し（例えば、図２０Ａを参
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照）、それらのうちの４つは９０ｋＤａポリペプチドおよび５０ｋＤａポリペプチドの両
方を検出する（例えば、図２０Ｃを参照）。ゲルゾリンのＮ末端断片に対する抗体は９０
ｋＤａポリペプチドのみと反応し、それらのどれも５０ｋＤａポリペプチドを認識しない
。Ｃ末端断片に対する抗体は変化する反応性プロファイルを示す。１２のクローンのうち
の４つは９０ｋＤａポリペプチドを認識し、１２のクローンのうち２つは５０ｋＤａポリ
ペプチドを検出し、１２のクローンのうちの６つは９０ｋＤａポリペプチドおよび５０ｋ
Ｄａポリペプチドの両方と反応する。図２０は、異なる検出プロファイルを備えた３つの
異なるカテゴリーの抗体の代表的結果を示すウエスタンブロットである。
【表２２】

【０３４７】
　本発明のゲルゾリン結合剤は、免疫測定方法（例えばＥＬＩＳＡ；ＲＩＡ；ウエスタン
ブロット）において有用であり、全長ゲルゾリン免疫反応性ポリペプチドおよび／または
５０ｋＤａゲルゾリン様免疫反応性ポリペプチドを選択的に測定する。
【０３４８】
　２．５０ｋＤａゲルゾリン様ポリペプチドはアポトーシスの細胞中に存在する。
【０３４９】
　カスパーゼ３がアポトーシスの間にゲルゾリンを切断することが報告されている（Ｓｕ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２７４：３３１７９－３３１８２（１９９
９））。したがって、５０ｋＤａゲルゾリン様免疫反応性ポリペプチドは、カスパーゼ３
による全長ゲルゾリンの切断に由来しうる。図２１は、対照細胞およびアポトーシス細胞
を比較する抗ゲルゾリン抗体による細胞性ゲルゾリンのウエスタンブロット解析である。
レーン１は対照ＭＩＡｃａｐａ細胞（膵癌細胞）を含み、レーン２はＣＴＢ００６抗体に
より治療された細胞である。ＣＴＢ００６はＴＲＡＩＬ－Ｒ２受容体に向けられたマウス
モノクローナル抗体である。この抗体は、ＴＲＡＩＬ－Ｒ２受容体を発現する腫瘍細胞の
アポトーシスを誘導する。結果は、細胞内ゲルゾリン（全長、９０ｋＤａ）のレベルの増
加がアポトーシスの誘導と関連することを示し、ゲルゾリンがストレス誘導タンパク質で
あることを示唆する。さらに、５０ｋＤａの免疫反応性断片はアポトーシスの細胞に特異
的に関連し、血漿中に観察される５０ｋＤａタンパク質が全長ゲルゾリンの切断産物であ
りえることを示唆する。
【０３５０】
　３．癌患者における血清ゲルゾリンプロファイル
【０３５１】
　ゲルゾリンの血清プロファイルの臨床的有意性をさらに検討するために、ゲルゾリンの
２つの免疫反応形態は、上述された手順を使用して、抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０を使
用する免疫沈降およびウエスタンブロット解析によって、８人の健康的な対照（Ｎ１～Ｎ
８）および８人の癌患者（Ｃ１～Ｃ８）において測定された。図４において示されるよう
に、抗ゲルゾリン抗体ＧＣ１Ｃ１０は９０ｋＤａタンパク質のみを沈降させることができ
た。したがって、抗ゲルゾリン抗体Ｃ１Ｃ１０は、ウエスタンブロットにおいて５０ｋＤ
ａの免疫反応性ゲルゾリン様タンパク質を認識することができるが、免疫沈降分析におい
てゲルゾリンのより短い形態（すなわち５０ｋＤａ免疫反応性ポリペプチド）を免疫沈降
させることができない。全血清サンプルのウエスタンブロット解析は、ＧＣ１Ｃ１０が健
康な対照の血清サンプル中のゲルゾリンの２つの形態を検出するが、癌患者においては検
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マーカーでありえることを示す。具体的には、５０ｋＤａゲルゾリン様血漿ポリペプチド
の減少は患者が癌を有することを示すことができる。さらに、本研究は、本発明のゲルゾ
リン結合剤を使用して、ゲルゾリンは癌患者からの生体サンプル中の血清ゲルゾリンおよ
びゲルゾリン様ポリペプチドの測定に有用であることを実証する。
【０３５２】
実施例１３．本発明の抗ゲルゾリン結合剤の重鎖および軽鎖のＮ－末端アミノ酸配列の決
定。
　ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６の重鎖および軽鎖のｃＤＮＡを得るために
、ＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６の重鎖とおよび軽鎖のＮ－末端アミノ酸配
列を、既知の配列決定技術によって決定することができる。５マイクログラム（５μｇ）
の親和性精製したＧＮ３Ｅ９、ＧＣ１Ｃ１０およびＧＦ２Ｄ６を、還元条件下の１０％Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥにおいて分離する。電気泳動後に、ゲル中のタンパク質をポリフッ化ビニ
リデン膜（「ＰＶＤＦ」）に転写する。転写後に、ＰＶＤＦ膜を洗浄緩衝液２５ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、１０ｍＭ硼酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．０）により洗浄し、次に染色溶液（５
０％（ｖ／ｖ）メタノール、２０％（ｖ／ｖ）酢酸および０．０５％（ｗ／ｖ）クーマシ
ーブリリアントブルー）中で５分間染色して、タンパク質バンドの位置決めをする。次に
ＰＶＤＦ膜を９０％（ｖ／ｖ）水メタノールにより脱染色し、重鎖（より少ない移動度の
バンド）および軽鎖（より大きい移動度のバンド）に対応するバンドを切除して脱イオン
水により洗浄する。重鎖および軽鎖のＮ－末端アミノ酸配列は、タンパク質配列解析器を
使用するエドマン自動化法によって決定する（ＰＲＯＣＩＳＥ４９１、ＡＢＩ社、アメリ
カ）。
【０３５３】
　上述された技術を使用して、本発明の選択したゲルゾリン結合剤について以下のＮ末端
配列が決定された。
【表２３】

【０３５４】
同等物
　本発明は、本発明の個々の態様の単一の実例として意図される本出願中に記述される特
定の実施形態に関して限定されるのではない。本発明の多くの修飾および変形は、当業者
に明らかであるように、その趣旨および範囲から逸脱せずに行うことができる。本発明の
範囲内の機能的に等価な方法および装置は、本明細書において列挙されたものに加えて、
前述から当業者に明らかになるだろう。かかる修飾および変形は、添付される請求項の範
囲以内にあるように意図される。本発明は、かかる請求項が権利化される対応特許の全範
囲に加えて、添付された請求項に関してのみ限定されるべきある。当然変化することがで
きる、特定の方法、試薬、化合物組成物または生物学的システムに本発明が限定されない
ことが理解されるべきである。本明細書において使用される用語が、特定の実施形態のみ
を記述する目的のためのものであり、限定するようには意図されないこともまた理解され
るべきである。
【０３５５】
　他の実施形態は以下の請求項内で説明される。



(93) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図２Ｃ】



(94) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図２Ｄ】 【図３】

【図４】 【図５Ａ】



(95) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図５Ｂ】 【図５Ｃ】

【図６】 【図７】



(96) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図８Ａ】 【図８Ｂ】

【図９】 【図１０】



(97) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図１１Ａ】 【図１１Ｂ】

【図１２】 【図１３】



(98) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図１４】 【図１５Ａ】

【図１５Ｂ】 【図１６Ａ】



(99) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図１６Ｂ】 【図１６Ｃ】

【図１６Ｄ】 【図１７】



(100) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図１８Ａ】 【図１８Ｂ】

【図１９】 【図２０】



(101) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【図２１】 【図２２】

【図２３】



(102) JP 2010-537625 A 2010.12.9

【配列表】
2010537625000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成22年8月13日(2010.8.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択
される寄託細胞株によって産生される抗体と同じ抗原結合特異性を有する抗体またはその
抗原結合断片。
【請求項２】
　ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およ
びＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）または１つもしくは複数の保存的アミノ酸置換
を有するその変異型からなる群から選択される少なくとも重鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を含
み、特異的にゲルゾリンを結合する、抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
　モノクローナル抗体を産生する連続的な細胞株であって、前記モノクローナル抗体が、
ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択さ
れるハイブリドーマ細胞株によって産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記細胞
株が癌細胞またはその免疫原性決定基により免疫されたマウスに由来したリンパ球とマウ
スミエローマ細胞を融合させるプロセスによって産生される、連続的な細胞株。
【請求項４】
　請求項１～２のいずれか一項に記載の抗体またはその抗原結合断片をコードする、単離
された核酸。
【請求項５】
　請求項４に記載の核酸を含むベクター。
【請求項６】
　核酸分子に作動可能に結合されたプロモーターをさらに含む、請求項５に記載のベクタ
ー。
【請求項７】
　請求項５に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項８】
　配列番号：１のポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体またはその断片を調製する方
法であって、
（ａ）前記抗体またはその断片の発現を提供する条件下で、請求項４に記載の核酸を含む
細胞を培養する工程；及び
（ｂ）発現された抗体またはその断片を回収する工程
を含む方法。
【請求項９】
　ＦＡＱＧＡＬＫＳＥＤ（配列番号：２）、ＳＥＰＤＧＦＷＥＡＬ（配列番号：３）およ
びＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶ（配列番号：４）からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み
、全長ヒトゲルゾリンを結合可能な抗体によって認識される、ゲルゾリンの単離されたエ
ピトープ。
【請求項１０】
　請求項９に記載のエピトープを含む免疫原の調製物によって生成された抗体またはその
抗原結合断片。
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【請求項１１】
　生物学的サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する方法であって、
（ａ）抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結合する条件下で、生物学的サンプル
を、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選
択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有する１つもしくは
複数の抗体またはその抗原結合断片と接触させる工程；及び
（ｂ）ゲルゾリンに結合した抗体またはその断片の存在または量を検出し、それによって
前記サンプル中のゲルゾリンの存在または量を決定する工程
を含む方法。
【請求項１２】
　ＥＬＩＳＡにおいて、前記サンプルを前記抗体または抗原結合断片と接触させる、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記接触させる工程が、第１の抗体を基質に結合させ、サンプルを接触させ、第２の抗
体を前記基質に結合させることを含み、前記第２の抗体が検出可能な標識を含む、請求項
１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１の抗体が、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１５によ
り産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株によっ
て産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　第１の哺乳類被験体においてゲルゾリンポリペプチドのレベルの変化を測定する方法で
あって、
（ａ）前記第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを提供する工程；
（ｂ）前記第１の哺乳類被験体からの試験サンプルを、ゲルゾリンポリペプチドを結合す
る１つまたは複数の化合物と接触させて化合物／ゲルゾリンポリペプチド複合体を形成す
る工程であって、前記化合物が、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５およ
び２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株によって産生されるものと同
じ抗原結合特異性を有する抗体またはその抗原結合断片である工程；
（ｃ）前記化合物／ゲルゾリンポリペプチド複合体のレベルを検出する工程；
（ｄ）前記第１の哺乳類被験体からのサンプル中のゲルゾリンポリペプチドの発現のレベ
ルを定量する工程；及び
（ｅ）工程（ａ）のサンプル中のゲルゾリンポリペプチドの量を、ゲルゾリンポリペプチ
ドのレベルの変化に関連する疾患または状態を有していないかまたはそれらに対する素因
のないことが既知である第２の哺乳類被験体からの対照サンプル中に存在するポリペプチ
ドの量と比較して、前記対照サンプルと比較した前記第１の被験体中のゲルゾリンポリペ
プチドの発現レベルの変化を測定する工程を含む方法。
【請求項１６】
　ＥＬＩＳＡにおいて、前記サンプルを前記化合物と接触させる、請求項１５に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記接触させる工程が、第１の抗体を基質に結合させ、前記サンプルおよび第２の抗体
を前記基質に接触させることを含み、前記第２の抗体が検出可能な標識を含む、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１の抗体が、ハイブリドーマ細胞株ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１５によ
り産生される抗体と同じ抗原決定基に結合し、前記第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアクセッシ
ョン番号２１１４および２１１６からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞株により
産生される抗体と同じ抗原決定基に結合する、請求項１７に記載の方法。
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【請求項１９】
　前記ゲルゾリンのレベルの変化に関連する疾患または状態が、敗血症性ショック、多臓
器機能障害症候群、関節リウマチ、脳卒中、心筋梗塞、癌、全身性自己免疫性疾患、慢性
肝炎、化学療法の副作用および放射線療法の副作用からなる群から選択される、請求項１
５に記載の方法。
【請求項２０】
　哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルの減少をモニタリングする方法であって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程と；
（ｂ）第１の被験体におけるゲルゾリンのレベルを参照スタンダードと比較して、前記参
照スタンダードと比較した前記第１の被験体のゲルゾリンのレベルの減少をモニタリング
する工程とを含み、前記参照スタンダードが、敗血症性ショックを有していない対照被験
体を含む方法。
【請求項２１】
　医学的状態を防止または治療するために化合物の有効性を決定するための臨床試験への
組入れのために哺乳類被験体を選択する方法であって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程；
（ｂ）第１の被験体におけるゲルゾリンのレベルを参照スタンダードと比較する工程であ
って、前記参照スタンダードが、ゲルゾリンレベルに影響を与える疾患または状態を有し
ていない対照哺乳類被験体を含む工程、及び
（ｃ）臨床試験において前記哺乳類被験体を組入れるように選択する工程を含み、前記哺
乳類被験体のゲルゾリンレベルの類似性が参照スタンダードのゲルゾリンレベルに類似す
る方法。
【請求項２２】
　被験体のゲルゾリンのレベルに基づいた被験体クラスへ前記被験体を割り当てる方法で
あって、
（ａ）請求項１１の方法に記載の哺乳類被験体におけるゲルゾリンのレベルを測定する工
程；及び
（ｂ）前記被験体のゲルゾリンのレベルに基づいた被験体クラスへ前記被験体を割り当て
る工程；
を含む方法。
【請求項２３】
　ゲルゾリンを精製する方法であって、
（ａ）抗体またはその断片がゲルゾリンに特異的に結合する条件下で、ゲルゾリンを含む
生物学的サンプルを、少なくとも１つの固定化された抗体またはその抗原結合断片と接触
させて、固定化されたゲルゾリン抗体複合体を形成する工程であって、前記抗体またはそ
の抗原結合断片が、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１１６か
らなる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性を有す
る工程；及び
（ｂ）前記固定化されたゲルゾリン抗体複合体からゲルゾリンを回収する工程
を含む方法。
【請求項２４】
　前記生物学的サンプルがヒト血清を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　１つまたは複数の容器、ＣＧＭＣＣアクセッション番号２１１４、２１１５および２１
１６からなる群から選択される寄託細胞株によって産生されるものと同じ抗原結合特異性
を有する１つもしくは複数の抗体またはその抗原結合断片、およびその中の内容物の使用
のための説明書を含むキット。
【請求項２６】
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　（ａ）第１の抗体によりコートされたＥＬＩＳＡプレート；及び
（ｂ）容器中の第２の抗体を含み、前記第１の抗体および第２の抗体が、ＣＧＭＣＣアク
セッション番号２１１４、２１１５および２１１６からなる群から選択される寄託細胞株
によって産生された抗体である、キット。
【請求項２７】
　１つまたは複数のコンポーネントをさらに含み、前記１つまたは複数のコンポーネント
が、ヒト血漿ゲルゾリンスタンダード、ヒト血漿希釈緩衝液、洗浄緩衝液および基質緩衝
液である、請求項２６に記載のキット。
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