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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する、ポリクローナ
ル又はモノクローナルである単離された抗体又はその断片であって、該抗体又はその断片
が、配列番号５から成る又は配列番号４から成る核酸によりコードされる重鎖可変領域、
及び配列番号７から成る又は配列番号６から成る核酸によりコードされる軽鎖可変領域を
有する抗体又はその断片。
【請求項２】
前記抗体が、2010年12月16日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）に受託番
号PTA-11550として寄託されたハイブリドーマ細胞株TAB-004により産生されたモノクロー
ナル抗体である、請求項１に記載の単離された抗体又はその断片。
【請求項３】
前記モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４のＣＤＲが、配列番号８から成る重鎖ＣＤＲ１、
配列番号９から成る重鎖ＣＤＲ２、配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ３、配列番号１１か
ら成る軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２、及び配列番号１３から成る軽
鎖ＣＤＲ３から成る、請求項１に記載の単離された抗体又はその断片。
【請求項４】
請求項１に記載の単離された抗体又はその断片及び医薬的に許容された担体から成る、患
者の腫瘍を治療するための又は患者の腫瘍の成長を抑制するための組成物。
【請求項５】
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請求項１に記載の単離された抗体又はその断片を含む、患者の腫瘍を治療するための又は
患者の腫瘍の成長を抑制するための組成物。
【請求項６】
前記抗体又はその断片が活性剤に接合した請求項５に記載の組成物であって、該活性剤が
、放射性分子、放射性核種、増感剤分子、イメージング剤、放射性同位体、毒素、細胞毒
、抗血管新生剤、抗腫瘍剤、化学療法剤、免疫調節剤、サイトカイン、レポーター基、及
びそれらの組み合わせから成る群から選択される組成物。
【請求項７】
前記活性剤が、放射性同位体であって、該放射性同位体が、１０Ｂ、２１１Ａｔ、２１２

Ｐｂ、２１２Ｂｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ及び３Ｈから成る群から選択される請求
項６に記載の組成物。
【請求項８】
前記活性剤が、免疫調節剤であって、該免疫調節剤が、インドールアミン2,3-ジオキシゲ
ナーゼ（IDO）阻害剤、EP2/EP4受容体アンタゴニスト、シクロオキシゲナーゼ阻害剤及び
樹状細胞活性剤から成る群から選択される請求項６に記載の組成物。
【請求項９】
前記インドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤が1-メチル-DL-トリプトファ
ン（1 MT）であり、前記シクロオキシゲナーゼ阻害剤がインドメタシンであり、前記樹状
細胞活性剤がCpGオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）である請求項８に記載の組成物
。
【請求項１０】
請求項１に記載の単離された抗体又はその断片及びその使用方法についての説明書から成
るキット。
【請求項１１】
活性剤の腫瘍細胞への標的送達に使用するための送達ビヒクルであって、該送達ビヒクル
が、請求項１に記載の単離された抗体又はその断片から成る標的薬剤から成り、該活性剤
が、放射性分子、放射性核種、増感剤分子、イメージング剤、放射性同位体、毒素、細胞
毒、抗血管新生剤、抗腫瘍剤、化学療法剤、免疫調節剤、サイトカイン、レポーター基、
又はそれらの組み合わせ、から成る送達ビヒクル。
【請求項１２】
請求項１に記載の抗体又はその断片を産生する単離された細胞。
【請求項１３】
請求項１に記載の抗体を産生するハイブリドーマであって、ブダペスト条約の条項の下で
、2010年12月16日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）に受託番号PTA-11550
として寄託されたハイブリドーマ細胞株であるハイブリドーマ。
【請求項１４】
生物学的試料中のモノクローナル抗体TAB-004が結合するエピトープの存在を検出するた
めの方法であって、
（a）この生物学的試料を、請求項１に記載の単離された抗体又はその断片に接触させる
段階、及び
（b）この生物学的試料中のモノクローナル抗体TAB-004が結合するエピトープの存在を検
出する段階
から成る方法。
【請求項１５】
請求項１に記載の単離された抗体又はその断片が、ムチン（MUC1）ポリペプチド、K-ras
ポリペプチド又は変異K-rasポリペプチド上に存在するエピトープに結合する、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１６】
請求項１に記載の抗体又はその断片を製造する方法であって、
（a）請求項１２に記載の単離された細胞又は請求項１３に記載のハイブリドーマを、こ
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の抗体又はその断片が発現するような条件下で培養する段階、及び
（b）この細胞又はこのハイブリドーマから、及び/又はこの細胞若しくはこのハイブリド
ーマが増殖するような環境から、この抗体又はその断片を回収する段階
から成る方法。
【請求項１７】
がん幹細胞を精製するための方法であって、
（ａ）がん幹細胞を含むことが疑われる細胞集団（ヒト生体内にある細胞集団を除く。）
を提供する段階；
（ｂ）モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する抗体又は
その断片であって、配列番号５から成る又は配列番号４から成る核酸によりコードされる
重鎖可変領域、及び配列番号７から成る又は配列番号６から成る核酸によりコードされる
軽鎖可変領域を有する抗体又はその断片に結合する該細胞の部分集団を特定する段階、及
び
（ｃ）該部分集団を精製する段階
から成る方法。
【請求項１８】
前記細胞集団が、腫瘍及び／又はがんを有する患者から単離された循環細胞から成る請求
項１７に記載の方法。
【請求項１９】
前記特定段階の前及び／又は前記精製段階の後で、更に、前記細胞集団から細胞系陽性（
lin＋）細胞を除去する段階を含む請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
活性剤の標的を、患者の循環がん幹細胞（ヒト生体内にあるものを除く。）にする方法で
あって、該循環がん幹細胞を、活性剤に抱合した、モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の
相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する抗体又はその断片であって、配列番号５から成る又は
配列番号４から成る核酸によりコードされる重鎖可変領域、及び配列番号７から成る又は
配列番号６から成る核酸によりコードされる軽鎖可変領域を有する抗体又はその断片を含
む組成物と接触させる段階から成る方法。
【請求項２１】
前記活性剤が、治療剤、化学療法剤、毒素、放射性治療剤又はこれらの組み合わせから成
る請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記治療剤が免疫調節剤から成り、該免疫調節剤が、インドールアミン2,3-ジオキシゲナ
ーゼ（IDO）阻害剤、EP2/EP4受容体アンタゴニスト、シクロオキシゲナーゼ阻害剤及び樹
状細胞活性剤から成る群から選択される請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記インドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤が1-メチル-DL-トリプトファ
ン（1 MT）であり、前記シクロオキシゲナーゼ阻害剤がインドメタシンであり、前記樹状
細胞活性剤がCpGオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）である請求項２２に記載の方法
。
【請求項２４】
配列番号４及び６から成る核酸配列又は配列番号５及び７をコードする核酸配列を有する
発現ベクターであって、該発現ベクターを適当な宿主に導入した場合に、請求項１に記載
の抗体又はその断片が該宿主により発現するように、核酸配列が連結されている発現ベク
ター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、腫瘍の中に存在する抗原に結合する、単離された抗体又はその断片若しく
は誘導体及びその使用方法に関する。いくつかの実施態様では、本発明は、上皮ムチンフ
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ァミリーメンバーＭＵＣ１に結合する、単離された抗体又はその断片若しくは誘導体、並
びに循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）及びがん幹細胞（ＣＳＣ）を含むがこれに限定されない腫瘍
及び腫瘍細胞を検出し、標的にし、及び治療するために、これを用いる方法に関する。
　なお、この特許出願は、2009年10月8日に出願した米国仮特許出願第61/249,634号の優
先権を主張する2010年10月8日に出願した米国特許出願第12/924,952号の一部継続出願で
ある。これら各出願の開示内容は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
　本開示に関連付けられた配列表は、2011年5月25日に作成された21キロバイトASCIIテキ
ストファイルとして、1276_5PCT_ST25.txtと題して、受理官庁としての米国特許商標庁に
提出された。EFS-Webを介して提出されたこの配列表はその全体が本明細書に参考として
組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　膵癌は、癌関連死の、男性では肺癌、大腸癌及び前立腺癌に続く４番目の、女性では肺
癌、乳癌、大腸癌及び卵巣癌に続く５番目の主要な原因である。患者は通常、進行した疾
患を呈し、それは治療を困難にする。手術が唯一の根治療法であり、離れた臓器への転移
の有無に関わらず、なお局部的な癌の再発が患者の80％以上で起こっている。より良い治
療法の試みは、この病気の予後を改善するために必要である。
　悪性形質転換は、しばしば腫瘍細胞内の種々のポリペプチドの発現の変化につながる。
例えば、特定のムチンとK-ras腫瘍遺伝子が変異したポリペプチドは、膵管腺癌（以下、
「PDA」という。）の90％で過剰発現しており、治療的介入のための標的となっている。
しかし、今日まで、これらのポリペプチドを標的とするワクチンは臨床的に特に成功して
いない。ワクチンは、おそらく、少なくとも部分的に、腫瘍が免疫認識と殺害とを避ける
方法に適応するため、長期免疫記憶を生成するには成功していない。免疫寛容を調節する
ことができるいくつかの薬剤が、臨床的に試験されているが、おそらく、腫瘍部位に到達
する薬剤の量が不十分のため、及び/又は薬剤が正常細胞に結合すること等による望まし
くない副作用を有するため、わずかな応答しか有していない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　さらに、患者の原疾患を治療することだけでなく、転移の発生を防止することが、腫瘍
学における主要な課題となっている。転移性疾患は、腫瘍幹細胞又は癌幹細胞と呼ばれる
発癌性細胞が、原発腫瘍部位から他のサイトへ移動する結果生じると考えられており、そ
こでは、発癌性細胞がそのサイトに侵入し、新たな腫瘍を形成する（Bonnet & Dick, 199
7; Reyaら2001; Al-Hajjら2003; Pardalら2003; Dontuら2004; Singhら2004; Brabletzら
2005)を参照のこと）。その結果、彼らは患者の中に存在しているであろうこれらの細胞
を識別し、排除することができることは有益である。
　従って、腫瘍とそれに由来する細胞を検出し、標的とし、及び治療するための新たな組
成物及び方法の必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　以下、本発明のいくつかの実施態様を示し、そして多くの場合、これらの実施態様の改
変や置換を示し、これらは、多数かつ多様な実施態様の単なる例示にすぎない。与えられ
た実施態様の1つ又は複数の代表的な特徴についての以下の記載も、同様に、例示にすぎ
ない。このような実施態様には、特定の特徴が記載されている場合もあり記載されていな
い場合もあるが、このような特徴は、明示されているか否かにかかわらず、本発明の他の
実施態様に適用することができる。また、過度の繰り返しを避けるために、以下、このよ
うな特徴のすべての可能な組み合わせを記載したものではありません。
【０００５】
　様々な実施態様において、本発明は以下を提供する：
　ムチン１（ＭＵＣ１）及び／又は上皮性腫瘍に存在する変異Ｋ－ｒａｓ遺伝子のポリペ
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プチドに特異的に結合する抗体、並びにその断片及び誘導体。
　本発明の単離された抗体をコードする単離された核酸及び／又はその部分配列。
　膵腫瘍、卵巣腫瘍、乳房腫瘍、大腸腫瘍、及びこれらに由来する転移病巣を含む、上皮
性腫瘍のような腫瘍に特異的に結合するモノクローナル抗体のような抗体、及び／又はペ
プチド、その断片及び／又は誘導体。
　ＭＵＣ１ポリペプチド及び／又は変異Ｋ－ｒａｓＧ１２Ｄポリペプチド内に存在するエ
ピトープ、いくつかの実施態様では、ヒトＭＵＣ１ポリペプチド内に存在するエピトープ
に特異的に結合する抗体並びにその断片及び誘導体。いくつかの実施態様では、このエピ
トープは配列番号１～３のいずれか内に存在する。
　腫瘍関連抗原としてマウスモデルからのタンパク質溶解物を使用して作成された、ＭＵ
Ｃ１（いくつかの実施態様では、ヒトＭＵＣ１）及び／又は変異Ｋ－ｒａｓＧ１２Ｄに特
異的に結合する抗体並びにその断片及び誘導体。
【０００６】
　エフェクター及び/又は免疫調節剤に結合した抗体並びにその断片及び誘導体から成る
キメラ分子であって、この抗体、並びにその断片及び誘導体は、ＭＵＣ１ポリペプチド及
び／又は変異Ｋ－ｒａｓポリペプチド内に存在するエピトープに特異的に結合する。
　いくつかの実施態様では、このエフェクターは、エピトープタグ、二次抗体（又はその
断片又は誘導体）、ラベル、細胞毒素、リポソーム、放射性核種、薬物、プロドラッグ、
及びキレートからなる群から選択され、さらにこの免疫調節剤は表３に示す薬剤から選択
される。
　例えば、表３に示す免疫調節剤である免疫調節剤に結合した抗体並びにその断片及び誘
導体。
　診断薬に結合した抗体、並びにその断片及び誘導体。
　1つ又は複数の薬学的に許容される担体及び/又は賦形剤を含む組成物として調製された
抗体、並びにその断片及び誘導体。
【０００７】
　免疫応答を誘導する方法。いくつかの実施態様では、抗体、その断片及び/又は誘導体
、及び/又はここに開示された組成物を、ヒトのような、しかしこれに限定されない患者
に導入することから成る、免疫応答を誘導する方法。
　ＭＵＣ１ポリペプチド及び／又は変異Ｋ－ｒａｓポリペプチドに特異的に結合する検出
可能な標識に結合した抗体、並びにその断片及び誘導体を、ヒトのような、しかしこれに
限定されない患者に導入することから成る、癌細胞を検出するための方法。
　ＭＵＣ１ポリペプチド、変異Ｋ－ｒａｓＧ１２Ｄ、又はこれら両方に特異的に結合する
、モノクローナル抗体のような、しかしこれに限定されない、本発明の抗体、その断片及
び/又は誘導体を産生するハイブリドーマ細胞。
　本発明の抗体、並びにその断片及び誘導体と、1又はそれ以上の薬学的に許容される担
体及び/又は賦形剤から成り、任意にさらに１又はそれ以上の免疫調節剤を含有する上皮
癌に対するワクチン。
【０００８】
　特に、いくつかの実施態様では、本発明は、モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補
性決定領域（ＣＤＲ）を有する単離された抗体又はその断片若しくは誘導体を提供する。
いくつかの実施態様では、この単離された抗体又はその断片若しくは誘導体は、ポリクロ
ーナルである。いくつかの実施態様では、この単離された抗体又はその断片若しくは誘導
体は、モノクローナルである。いくつかの実施態様では、この単離された抗体又はその断
片若しくは誘導体は、ヒトである又はヒト化されている。いくつかの実施態様では、この
単離された抗体又はその断片若しくは誘導体は、(a) 2010年12月16日にＡＴＣＣ(America
n Type Culture Collection）、アメリカ合衆国　バージニア州　２０１１０－２２０９
、マナサス、ユニバーシティブールバード　１０８０１、に受託番号PTA-11550として寄
託されたハイブリドーマ細胞株TAB-004により産生されたモノクローナル抗体、(b) キメ
ラ抗体又はその断片若しくは誘導体、(c) ヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体、(d) 
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ヒト抗体又はその断片若しくは誘導体、(e) 単鎖抗体又はその断片もしくはその誘導体、
及び(f) Fab断片からなる群から選択され、該キメラ抗体、該ヒト化抗体、該ヒト抗体、
該単鎖抗体又は該Fab断片は、モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）を有する。この単離された抗体又はその断片若しくは誘導体のいくつかの実施態様
では、このＣＤＲは、(i)配列番号８から成る重鎖ＣＤＲ１、(ii)配列番号９から成る重
鎖ＣＤＲ２、(iii)配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ３、(iv)配列番号１１から成る軽鎖
ＣＤＲ１、(v)配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２、及び(vi)配列番号１３から成る軽鎖
ＣＤＲ３の１又はそれ以上から成る。この単離された抗体又はその断片若しくは誘導体の
いくつかの実施態様では、この重鎖可変領域は、配列番号５から成る又は配列番号４から
成る核酸によりコードされ、及び/又はこの軽鎖可変領域は、配列番号７から成る又は配
列番号６から成る核酸によりコードされる。
【０００９】
　本発明は、また、ここに開示される抗体又はその断片若しくは誘導体及び１又はそれ以
上の医薬的に許容された担体及び/又は賦形剤から成る組成物を提供する。いくつかの実
施態様では、この１又はそれ以上の医薬的に許容された担体及び/又は賦形剤はヒトでの
使用が許容される。
　本発明は、また、活性剤に抱合したここに開示される抗体又はその断片若しくは誘導体
から成る組成物を提供する。いくつかの実施態様では、この活性剤は、放射性分子、放射
性核種、増感剤分子、イメージング剤、放射性同位体、毒素、細胞毒、抗血管新生剤、抗
腫瘍剤、化学療法剤、免疫調節剤、サイトカイン、レポーター基、及びそれらの組み合わ
せから成る群から選択される。いくつかの実施態様では、この放射性同位元素は、１０Ｂ
、２１１Ａｔ、２１２Ｐｂ、２１２Ｂｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ及び３Ｈから成る
群から選択される。いくつかの実施態様では、この前記免疫調節薬は、インドールアミン
2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤、必要に応じて1-メチル-DL-トリプトファン（1 MT
）；EP2/EP4受容体アンタゴニスト；シクロオキシゲナーゼ阻害剤、必要に応じてインド
メタシン；及び樹状細胞活性剤、必要に応じてCpGオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN
）から成る群から選択される。

【００１０】
　本発明はまた、単離された抗体又はその断片若しくは誘導体から成るキットを提供する
。いくつかの実施態様では、このキットはこの単離された抗体又はその断片若しくは誘導
体の使用方法についての説明書を含む。
　本発明はまた、活性剤の腫瘍細胞への標的送達に使用するための送達ビヒクルを提供す
る。いくつかの実施態様では、この送達ビヒクルは、単離された抗体又はその断片若しく
は誘導体から成る１又はそれ以上の標的薬剤から成る。いくつかの実施態様では、この活
性剤は、放射性分子、放射性核種、増感剤分子、イメージング剤、放射性同位体、毒素、
細胞毒、抗血管新生剤、抗腫瘍剤、化学療法剤、免疫調節剤、サイトカイン、レポーター
基、又はそれらの組み合わせ、から成る。
　本発明はまた、この抗体又はその断片若しくは誘導体を産生する単離された細胞を提供
する。いくつかの実施態様では、この単離された細胞は、本発明の抗体を産生するハイブ
リドーマである。いくつかの実施態様では、このハイブリドーマは、ブダペスト条約の条
項の下で、2010年12月16日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）、アメリカ
合衆国　バージニア州　２０１１０－２２０９、マナサス、ユニバーシティブールバード
　１０８０１、に受託番号PTA-11550として寄託されたハイブリドーマ細胞株である。
【００１１】
　本発明はまた、生物学的試料中のモノクローナル抗体TAB-004が結合するエピトープの
存在を検出するための方法を提供する。いくつかの実施態様では、この方法は、（a）こ
の生物学的試料を、１又はそれ以上の本発明の単離された抗体又はその断片若しくは誘導
体に接触させる段階、及び（b）この生物学的試料中のモノクローナル抗体TAB-004が結合
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するエピトープの存在を検出する段階から成る。いくつかの実施態様では、この単離され
た抗体又はその断片若しくは誘導体は、ムチン（MUC1）ポリペプチド内に存在する上に存
在するエピトープ又はK-rasポリペプチド、必要に応じて変異K-rasポリペプチド内に存在
する上に存在するエピトープに結合する。
　本発明はまた、抗体又はその断片若しくは誘導体を製造する方法を提供する。いくつか
の実施態様では、この方法は、（a）本発明の単離された細胞又は本発明のハイブリドー
マを、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体が発現するような条件下で培養する段階
、及び
（b）この細胞若しくはこのハイブリドーマから及び/又はこの細胞若しくはこのハイブリ
ドーマが増殖する環境から、この抗体又はその断片若しくは誘導体を回収する段階から成
る。
【００１２】
　本発明はまた、患者の腫瘍及び/又はがん細胞を検出する方法を提供する。いくつかの
実施態様では、この方法は、（a）患者の又は患者から単離した生物学的試料を、本発明
の抗体又はその断片若しくは誘導体が、この生物学的試料中に存在する、存在したとして
、腫瘍及び/又はがん細胞上に存在するエピトープに結合するに十分な条件下で、本発明
の抗体又はその断片若しくは誘導体に接触させる段階、及び（b）本発明の抗体又はその
断片若しくは誘導体がこのエピトープに結合することを検出する段階から成り、検出する
ことがこの患者に腫瘍及び/又はがん細胞が存在していることの指標になる。いくつかの
実施態様では、この腫瘍及び/又はがん細胞は、膵臓、乳房、卵巣、大腸又は直腸、及び/
又はこれらから派生した転移細胞の腫瘍であって、必要に応じてMUC1、変異K-ras又はこ
れら両方を発現する。いくつかの実施態様では、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導
体は、常磁性イオン、放射性イオン及び蛍光性イオンから成る群から選択される造影剤を
含む検出可能な標識に結合している。いくつかの実施態様では、この前記放射性造影剤は
、γ－放射体、ポジトロン－放射体及びＸ線－放射体からなる群から選択される。いくつ
かの実施態様では、この放射性造影剤は、４３Ｋ、５２Ｆｅ、５７Ｃｏ、６７Ｃｕ、６７

Ｇａ、６８Ｇａ、７７Ｂｒ、８１Ｒｂ／８１ｍＫＲ、８７ｍＳｒ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉ
ｎ、１１３Ｉｎ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１２７Ｃｓ、１２９Ｃｓ、１３１Ｉ、１３２Ｉ、
１９７Ｈｇ、２０３Ｐｂ及び２０６Ｂｉから成る群から選択される。いくつかの実施態様
では、この生物学的試料は血液サンプル又はそれから誘導される部分である。
【００１３】
　本発明はまた、患者の腫瘍を治療するための方法を提供する。いくつかの実施態様では
、この方法は、この患者に、活性剤と抱合した本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体
から成る組成物を投与することから成り、この活性剤がこの腫瘍に接触することにより腫
瘍を治療することになる。いくつかの実施態様では、この活性剤は、治療剤、必要に応じ
て化学療法剤、毒素、放射性治療剤又はそれらの組み合わせをから成る。いくつかの実施
態様では、この化学療法剤は、抗腫瘍薬、サイトカイン、代謝拮抗剤、アルキル化剤、ホ
ルモン、メトトレキサート、ドキソルビシン、ダウノルビシン、シトシンアラビノシド、
エトポシド、5-フルオロウラシル、メルファラン、クロラムブシル、ナイトロジェンマス
タード、シクロホスファミド、シスプラチン、ビンデシン、ビンカアルカロイド、マイト
マイシン、ブレオマイシン、プロチオニン、マクロモマイシン、1,4-ベンゾキノン誘導体
、トレニモン、ステロイド、アミノプテリン、アントラサイクリン、デメコルシン、エト
ポシド、ミトラマイシン、ドキソルビシン、ダウノマイシン、ビンブラスチン、ネオカル
チノスタチン、マクロマイシン(macromycin)、α-アマニチン、及びそれらの組合せから
成る群から選択される。いくつかの実施態様では、この毒素は、ラッセル蛇毒、活性化第
ＩＸ因子、活性化第Ｘ因子、トロンビン、ホスホリパーゼＣ、コブラ毒因子、リシン、リ
シンＡ鎖、シュードモナス外毒素、ジフテリア毒素、ウシ膵リボヌクレアーゼ、アメリカ
ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク、アブリン、アブリンＡ鎖、ゲロニン、サポリン、メデッ
シン（modeccin）、ビスキュミン、ボルケンシン、及びそれらの組み合わせから成る群か
ら選択される。いくつかの実施態様では、この放射線治療薬は、４７Ｓｃ、６７Ｃｕ、９
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０Ｙ、１０９Ｐｄ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１９９Ａ
ｕ、２１１Ａｔ、２１２Ｐｂ、２１２Ｂｉ、３２Ｐ、３３Ｐ、７１Ｇｅ、７７Ａｓ、１０

３Ｐｂ、１０５Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１９Ｓｂ、１２１Ｓｎ、１３１Ｃｓ、１４３Ｐｒ、
１６１Ｔｂ、１７７Ｌｕ、１９１Ｏｓ、１９３ｍＰｔ及び１９７Ｈｇから成る群から選択
される。
【００１４】
　本発明はまた、患者における腫瘍の成長を抑制するための方法を提供する。いくつかの
実施態様では、この方法は、有効量のモノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領
域（ＣＤＲ）を有する単離された抗体又はその断片若しくは誘導体を、腫瘍を有する患者
に投与することをから成る。いくつかの実施態様では、この腫瘍は、膵臓、乳房、卵巣、
大腸又は直腸、及び/又はこれらから派生した転移細胞の腫瘍であって、必要に応じてMUC
1、変異K-ras又はこれら両方を発現する。いくつかの実施態様では、このモノクローナル
抗体ＴＡＢ－００４のＣＤＲは、配列番号８から成る重鎖ＣＤＲ１、配列番号９から成る
重鎖ＣＤＲ２、配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ３、配列番号１１から成る軽鎖ＣＤＲ１
、配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２、及び配列番号１３から成る軽鎖ＣＤＲ３の１又は
はそれ以上から成る。いくつかの実施態様では、この重鎖可変領域は、配列番号５から成
る又は配列番号４から成る核酸によりコードされ、及び/又はこの軽鎖可変領域は、配列
番号７から成る又は配列番号６から成る核酸によりコードされる。
【００１５】
　本明細書に開示される治療方法に関して、いくつかの実施態様では、この方法は、更に
、患者に１又はそれ以上の追加の抗腫瘍治療を施すことを含む。いくつかの実施態様では
、この１又はそれ以上の追加の抗腫瘍治療は、放射線治療、化学療法、追加免疫療法、抗
炎症療法、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される。いくつかの実施態様では
、この抗炎症療法は、患者にシクロオキシゲナーゼ阻害剤、必要に応じてシクロオキシゲ
ナーゼ－２－特異的阻害剤を投与することから成る。いくつかの実施態様では、この１又
はそれ以上の追加の抗腫瘍治療は、患者に、ゲムシタビン（4-アミノ-1-(2-デオキシ-2,2
-ジフルオロ-β-D-エリスロ-ペントフラノシル)ピリミジン-2(1H)-オン-2′,2′-ジフル
オロ-2′-デオキシシチジン)及びセレコキシブ（4-[5-(4-メチルフェニル)-3-(トリフル
オロメチル)ピラゾール-1-イル]ベンゼンスルホンアミド）、又はこれらの一方若しくは
両方の薬学的に許容される塩を投与することから成る。
【００１６】
　本発明はまた、がん幹細胞を精製するための方法を提供する。いくつかの実施態様では
、この方法は、（ａ）がん幹細胞を含むことが疑われる細胞集団を提供する段階；（ｂ）
モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する抗体又はその断
片若しくは誘導体に結合する該細胞の部分集団を特定する段階、及び（ｃ）該部分集団を
精製する段階から成る。いくつかの実施態様では、この細胞集団は、腫瘍及び／又はがん
を有する患者から単離された循環細胞から成る。いくつかの実施態様では、この方法は、
この特定段階の前及び／又はこの精製段階の後で、更に、この細胞集団から細胞系陽性（
lin＋）細胞を除去する段階を含む。
【００１７】
　本発明はまた、活性剤を、患者の循環がん幹細胞を標的にする方法を提供する。いくつ
かの実施態様では、この方法は、この循環がん幹細胞を、モノクローナル抗体ＴＡＢ－０
０４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する抗体又はその断片若しくは誘導体及び１又はそ
れ以上の活性剤から成る組成物と接触させる段階から成り、必要に応じてこの１又はそれ
以上の活性剤が、治療剤、必要に応じて化学療法剤、毒素、放射性治療剤又はこれらの組
み合わせから成る。いくつかの実施態様では、この治療剤は免疫調節剤から成り、必要に
応じてこの免疫調節がインドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤、必要に応
じて1-メチル-DL-トリプトファン（1MT）、EP2/EP4受容体拮抗薬、及び樹状細胞活性化剤
、必要に応じてCpGオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）から成る群から選択される。
【００１８】
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　本発明はまた、以前にがんの治療を受けた患者におけるがんの再発を予知するための方
法を提供する。いくつかの実施態様では、この方法は、（ａ）がんを有する患者から循環
細胞を含む生物学的サンプルを単離する段階、（ｂ）該生物学的サンプルを、本発明の抗
体又はその断片若しくは誘導体が、該生物学的サンプル中に存在する、存在したとして、
腫瘍及び／又はがん上に存在するエピトープと結合するに十分な条件下で、該抗体又はそ
の断片若しくは誘導体と接触させる段階、及び（ｃ）該生物学的サンプル中の、本発明の
抗体又はその断片若しくは誘導体に結合する１又はそれ以上の循環細胞を特定する段階か
ら成り、それによって該患者のがんの再発が予知される。いくつかの実施態様では、この
生物学的サンプルは、血液サンプル、リンパサンプル又はそれらの部分から成る。いくつ
かの実施態様では、このがんは、膵臓がん又は乳がんである。いくつかの実施態様では、
この前記抗体又はその断片若しくは誘導体は、2010年12月16日にＡＴＣＣ(American Type
 Culture Collection）、アメリカ合衆国　バージニア州　２０１１０－２２０９、マナ
サス、ユニバーシティブールバード　１０８０１、に受託番号PTA-11550として寄託され
たハイブリドーマ細胞株TAB-004により産生されたモノクローナル抗体、キメラ抗体又は
その断片若しくは誘導体、ヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体、ヒト抗体又はその断
片若しくは誘導体、単鎖抗体又はその断片もしくはその誘導体、及びFab断片からなる群
から選択され、該キメラ抗体、該ヒト化抗体、該ヒト抗体、該単鎖抗体又は該Fab断片は
、モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する。いくつかの
実施態様では、このモノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、
以下のアミノ酸配列を有する。即ち、配列番号８から成る重鎖ＣＤＲ１、配列番号９から
成る重鎖ＣＤＲ２、配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ３、配列番号１１から成る軽鎖ＣＤ
Ｒ１、配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２及び配列番号１３から成る軽鎖ＣＤＲ３から成
る。いくつかの実施態様では、この重鎖可変領域は、配列番号５から成る又は配列番号４
から成る核酸によりコードされ、及び/又はこの軽鎖可変領域は、配列番号７から成る又
は配列番号６から成る核酸によりコードされる。
【００１９】
　本発明はまた、患者におけるがんの進行を予知するための方法を提供する。いくつかの
実施態様では、この方法は、がんを有する患者から循環細胞を含む生物学的サンプルを単
離する段階、該生物学的サンプルを、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体が、該生
物学的サンプル中に存在する、存在したとして、腫瘍及び／又はがん上に存在するエピト
ープと結合するに十分な条件下で、該抗体又はその断片若しくは誘導体と接触させる段階
、及び該生物学的サンプル中の、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体に結合する１
又はそれ以上の循環細胞を特定する段階から成り、それによって該患者のがんの再発が予
知される。いくつかの実施態様では、この生物学的サンプルは、血液サンプル、リンパサ
ンプル又はそれらの部分から成る。いくつかの実施態様では、このがんは、膵臓がん又は
乳がんである。いくつかの実施態様では、この抗体又はその断片若しくは誘導体は、2010
年12月16日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）、アメリカ合衆国　バージ
ニア州　２０１１０－２２０９、マナサス、ユニバーシティブールバード　１０８０１、
に受託番号PTA-11550として寄託されたハイブリドーマ細胞株TAB-004により産生されたモ
ノクローナル抗体、キメラ抗体又はその断片若しくは誘導体、ヒト化抗体又はその断片若
しくは誘導体、ヒト抗体又はその断片若しくは誘導体、単鎖抗体又はその断片もしくはそ
の誘導体、及びFab断片からなる群から選択され、該キメラ抗体、該ヒト化抗体、該ヒト
抗体、該単鎖抗体又は該Fab断片は、モノクローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領
域（ＣＤＲ）を有する。いくつかの実施態様では、このモノクローナル抗体ＴＡＢ－００
４の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、以下のアミノ酸配列を有する。即ち、配列番号８から
成る重鎖ＣＤＲ１、配列番号９から成る重鎖ＣＤＲ２、配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ
３、配列番号１１から成る軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２及び配列番
号１３から成る軽鎖ＣＤＲ３から成る。いくつかの実施態様では、この重鎖可変領域は、
配列番号５から成る又は配列番号４から成る核酸によりコードされ、及び/又はこの軽鎖
可変領域は、配列番号７から成る又は配列番号６から成る核酸によりコードされる。いく
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つかの実施態様では、このがんの進行は、患者におけるがんの転移から成る。
【００２０】
　本発明はまた、配列番号４及び６のいずれかから成る又は配列番号５及び７～１３にい
ずれかをコードする単離された核酸分子を提供する。いくつかの実施態様では、この単離
された核酸分子は、ベクター、いくつかの実施態様では、発現ベクター内に存在する。い
くつかの実施態様では、この単離された核酸分子は、発現ベクター内に存在し、該発現ベ
クターを適当な宿主に導入した場合に、配列番号５及び７～１３の一つ又はそれ以上を有
する抗体又はその断片若しくは誘導体が該宿主により発現するように、抗体の部分配列を
コードする１又はそれ以上の追加の塩基配列に作動可能なように連結されている、発現ベ
クター内に存在する。
　従って、本発明の一つの目的は、腫瘍内に存在する抗原に結合する単離された抗体並び
にその断片及び誘導体を提供することである。
　上述した本発明の目的は、ここに開示された組成物及び方法によって全体的又は部分的
に達成され、その他の目的は、最も良くここに記載された添付の図面と関連して行われる
説明が進むにつれて明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは、本発明の典型的な抗体の、ヒト及びマウス膵臓腫瘍への特異
的な結合を表す一連の顕微鏡写真を表す。パネルにおける濃い染色は試料中の細胞に対す
る典型的な抗体の陽性の結合を示す。　図１Ａは、ステージ０（負対照としての正常膵臓
組織）及びステージ２～４のヒト腫瘍に対する典型的な抗体の結合を表す一連の顕微鏡写
真である。　図１Ｂは、ヒトMUC1導入遺伝子及びK-rasG21D変異を持つ６、１６、２６及
び３４週齢のトランスジェニックマウスの膵臓に存在する自然発生腫瘍に対する本発明の
典型的な抗体の結合を示す一連の顕微鏡写真である。
【図２】本発明の典型的な抗体の、ヒト乳房腫瘍組織に対する特異的結合（図２Ａ及び２
Ｂ）、及び隣接した正常乳房組織に対する非結合性（図２Ｃ）を示す一連の顕微鏡写真を
示す。
【図３】膵臓の至る所にCreリコンビナーゼを発現し、また変異K-ras腫瘍遺伝子ポリペプ
チド、及びヒトMUC1ポリペプチドを発現する三重トランスジェニックマウス株作成のため
の方法を示す（左上部パネル）。このマウスに、膵臓腺癌を発生させ、この腺癌の細胞を
、初発腫瘍細胞株KCM（下部パネル）の作成に用いた。本発明の典型的な抗体（図におい
て「TAB」として、明細書において「TAB-004」として表示される）の単独又はCpGオリゴ
デオキシヌクレオチド（CpG ODN）に対する抱合型での結合を試験するために、このKCM細
胞株を用いた。非抱合型及び抱合型抗体の両者が、同等の親和性でKCM膵臓細胞株と結合
することが分かった（右上部パネル）。
【図４】本発明の典型的な抗体（TAB-004）が、ナチュラルキラー細胞（NK）の細胞毒性
を促進し、標的腫瘍細胞を殺すことを示すグラフを示す。この抗体とCpG ODNとの抱合体
はこの効果を更に促進し、従って、この典型的な抗体はin vivo抗腫瘍免疫応答を促進す
ることができる。　図４Ａの折れ線グラフは、この典型的な抗体TAB-004が、対照（TAB-0
04抗体なし）と比較して、様々なE:T比（作動因子（NK細胞）：標的の比）において、KCM
腫瘍細胞の特異的溶解を促進することを示す。　図４Ｂの棒グラフは、この典型的な抗体
TAB-004のCpG ODNへの抱合体が、様々なE:T比において、非抱合型抗体と比較して、腫瘍
細胞の特異的溶解をさらに促進することを示す。
【図５】本発明の典型的な抗体（TAB-004）及びこの抱合体が、MUC1トランスジェニック
（MUC1 Tg）マウスにおいて樹立したKCM腫瘍の腫瘍体積を減少させる活性を検査するため
にデザインした実験結果を示す。　図５Ａは、リン酸緩衝液（PBS）単独（負対照；白正
方形）、CpG ODN単独（＊）、非抱合型TAB-004抗体（白丸）、又はTAB-004-CpG ODN抱合
体（黒丸）で処理したマウスにおいて測定した腫瘍体積（ディジタルノギスでmm測定）を
示す折れ線グラフである。　図５Ｂは、最終処理がなされた後、１９日及び２７日でのマ
ウスにおける腫瘍体積の変化を示す棒グラフである。注目すべきことは、最終処理後１９
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日及び２７日において、TAB-004-CpG ODN処理のマウスにおける腫瘍体積は、対照マウス
（即ち、PBS単独、CpG ODN単独、又はTAB-004単独）と比較して、増加しなかったことで
ある。p<0.5 PBS単独（負対照；白棒）；CpG ODN単独（右上がりストライプ棒）；非抱合
型TAB-004抗体（深い右上がりストライプ棒）；TAB-004-CpG ODN抱合型（左上がりストラ
イプ棒）。
【図６】本発明の典型的な構成物及びその典型的な使用法の図式的描写を示す。ADCC－抗
体依存性細胞介在性細胞毒性；CDC－補体依存性細胞毒性；ADEPT－抗体指令性酵素前駆薬
治療。
【図７】蛍光細胞分析分離装置（FACS）によるCD133+（図７Ａ）対CD24+/CD44+/EpCAM+（
図７Ｂ）細胞の区分けの頻度分布図（ヒストグラム）、及び本明細書で開示したTAB-004
抗体がこれらの細胞に結合する程度を示す。各パネルの左トレースは、負対照抗体を用い
た区分けに対応し、右トレースは、TAB-004抗体を用いた区分けに対応する。
【図８】TAB-004抗体及びCXCケモカイン受容体４（CXCR4）に対する抗体を用いた、TAB-0
04抗体の、膵臓腫瘍（「腫瘍１」で示す）及び隣接する正常組織（「正常」で示す）への
結合を示すFACS散乱プロットを示す。「MUC1」はTAB-004抗体を示し、「CXCR4」は抗CXCR
4抗体を示し、「FL1-H」は蛍光染色１高（フルオレッセイン－FITC）を示し、「FL2-H」
は蛍光染色２高（フィコエリトリン－PE）を示し、「SSC-H」は側方散乱高を示し、「FSC
-H」は前方散乱高を示し、「FLH-4」は蛍光染色４-高（アロフィコシアニン－APC）を示
す。　図８Ａは、抗体不在下の細胞分布を示す散乱プロットを示す。　図８Ｂは、アイソ
タイプ対照で染色した細胞の分布を示す散乱プロットを示す。　図８Ｃは、CXCR4抗体で
染色した場合と、TAB-004抗体で染色した場合の、正常組織中の細胞の分布を示す一連の
散乱プロットを示す。　図８Ｄは、CXCR4抗体で染色した場合と、TAB-004抗体で染色した
場合の、膵臓腺癌組織中の細胞の分布を示す一連の散乱プロットを示す。
【図９】膵臓癌患者の循環腫瘍細胞を検出する上で、本発明のTAB-004抗体が、標準的EpC
AM抗体より優れていることを示す一連のFACSプロットを示す。非染色細胞（左の最も黒い
線）；EpCAM-PE（0.1 mg/ml）染色細胞（鼠色線）；TAB-004-PE（0.1 mg/ml）染色細胞（
右の最も黒い線）；TAB-004-PE（0.02mg/ml）染色細胞（薄い灰色線）；TAB-004-PE（0.0
04 mg/ml）染色細胞（中間灰色線）。「－PE」は、区分けする目的でフィコエリトリンで
標識した抗体を示す。　図９Ａにおいて、PANC1（膵臓癌細胞株）をTAB-004-PE抗体によ
り検出した。図９Ｂ及び９Ｃにおいて、２人の患者（それぞれ、「患者１」及び「患者２
」で示す）の血液中の循環腫瘍細胞をTAB-004-PE抗体（図９Ｂの右側の最も濃い黒線及び
図９Ｃの右側の最も濃い黒線及び淡灰色線を参照）により検出したが、現在使用されてい
るEpCAM-PE抗体（図９Ｂ及び９Ｃの淡灰色線を参照）では検出されなかった。
【図１０】酵素免疫測定（EIA）を用いた血漿中の癌細胞検出における、TAB-004の性能と
CA15-3抗原に対する特異的な抗体の性能の比較を示す棒グラフである。白色矩形はTAB-00
4抗体を示し、斜線矩形はCA15-3を示す。破線はTAB-004正常カットオフを示し、点線はCA
 15-3正常カットオフを示す。
【図１１】膵臓癌患者の血漿に放出されたMUC1のレベルを疾病ステージの関数として検出
するための酵素免疫測定（EIA）における、TAB-004の性能とCA15-3の性能とを比較した棒
グラフである。白色矩形はTAB-004抗体を示し、斜線矩形はCA15-3を示す。
【００２２】
配列表の簡単な説明
　配列番号１は、ヒトMUC1遺伝子産物のアミノ酸配列であり、GENBANK(R) アクセション
番号AAA60019に対応する。
　配列番号２は、ヒトのK-ras癌遺伝子産物のアミノ酸配列であリ、GENBANK(R) アクセシ
ョン番号NP_004976に対応する。
　配列番号３は、本明細書で開示したTAB-004抗体が、ELISA測定において結合可能なペプ
チドのアミノ酸配列であり、このペプチドは、TAB-004抗体が特異的に結合するエピトー
プを含む。
　配列番号４と５は、それぞれ、本明細書に開示されたTAB-004抗体の重鎖の塩基配列及
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びそれがコードするアミノ酸配列である。
　配列番号６と７は、それぞれ、本明細書に開示されたTAB-004抗体の軽鎖の塩基配列及
びそれがコードするアミノ酸配列である。
　配列番号８～１０は、本明細書に開示されたTAB-004抗体の重鎖のCDR1、CDR2及びCDR3
のアミノ酸配列である。
　配列番号１１～１３は、本明細書に開示されたTAB-004抗体の軽鎖のCDR1、CDR2及びCDR
3のアミノ酸配列である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　以下、本発明は添付の図面及び実施例を参照しながらより完全に説明されます。そこで
は、本発明の代表的な実施態様が示されます。しかし、本発明は、これらとは異なる形態
で具体化することが可能であり、本明細書に記載された実施態様に限定されるように解釈
されるべきではありません。むしろ、これらの実施態様は、この開示が完全なものとなり
、当業者に十分に本発明の範囲を伝えるように提供される。
【００２４】
Ｉ．定義
　本明細書において使用される用語は、特定の実施態様を説明する目的のためだけのもの
であり、本発明を限定するものではない。
　以下の用語は、当該技術分野の当業者によってよく理解されると考えられるが、以下の
定義は、本発明の説明を容易にするために記載されている。
　ここで使用されるすべての技術用語及び科学用語は、以下で他のように定義されない限
り、当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を持つことが意図されています。
ここで用いられる技術への言及は、当業者にとって明らかであろうこれらの技術の変更又
は同等の技術の置換を含め、当業界で一般的に理解されるような技術を指すものとする。
　本発明を記載する際に、多くの技術と段階が開示されることは理解されるであろう。こ
れらの各々は個々に利点を有しており、それぞれはまた、他の開示された技術の一つ以上
の、又はいくつかのケースではすべてのと併せて使用することができる。
　従って、明確にするために、以下の記載では、不要なやり方で個々の段階の可能なすべ
ての組み合わせを繰り返すことはしません。それにもかかわらず、このような組み合わせ
はここに開示され請求される本発明の範囲内に完全にあることを理解した上で、明細書及
び特許請求の範囲は読まれるべきです。
【００２５】
　長年の特許法の規則に従って、用語 「ａ（一つの）」、「ａｎ（一つの）」及び「ｔ
ｈｅ（その）」は、特許性請求の範囲を含むこの出願で使用する場合、「1つ又はそれ以
上」を意味します。例えば、「一つの抗体」という用語は、1つ又はそれ以上の抗体を意
味し、複数の同じ抗体を含みます。同様に、「少なくとも1つ」という用語は、一つの実
在を意味し、例えば、その実在の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35
、40、45、50、75、100、又はそれ以上を意味し、1～100及び100以上の全数字を含むが、
これには限定されなない。
　特に断らない限り、成分、反応条件など明細書及び特許請求の範囲で用いられる量を表
すすべての数字は、全ての場合、「約」という用語により変更されたものとして理解され
る。
　質量、重量、時間、体積、濃度、又は割合などの測定可能な量に関して用いられるこの
「約」という用語は、その特定の量の、いくつかの実施態様では±20％のばらつき、いく
つかの実施態様では±10％のばらつき、いくつかの実施態様では±5％のばらつき、いく
つかの実施態様では±1％のばらつき、いくつかの実施態様では±0.5％のばらつき、いく
つかの実施態様では±0.1％のばらつきを意味し、このようなばらつきは、開示された方
法及び又は開示された組成物を実施するために適当である。従って、反対に示されない限
り、本明細書及び特許請求の範囲に記載された数値パラメータは、本発明によって得よう
とする所望の特性に応じて変化し得る近似値である。
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　本明細書で使用される「及び/又は」は、実在をリストする文脈で使用される場合には
、単独又は組み合わせで存在する実在のことをいう。従って、例えば、「A、B、C、及び/
又はD」は、個別のA、B、C、及びDが含まれるが、また、A、B、C、及びDのいずれか並び
にすべての組み合わせ及びサブコンビネーションが含まれる。
【００２６】
　「から成る(comprising)」、「含む(containing)」又は「で特徴づけられる(character
ized by)」は、包括的又はオープンエンドであり、追加的な、列挙されていない要素及び
/又は方法の段階を排除するものではない。「から成る(comprising)」は、名付けられた
要素及び/又は段階が存在することを意味する用語ですが、他の要素及び/又は段階が追加
されても、まだ関連した発明の範囲内に入ることのことをいう。
　本明細書において用いられる「のみから成る（consisting of）」という用語は、具体
的に列挙されていない任意の要素、工程、又は成分を除外することのことをいう。この「
のみから成る（consisting of）」という用語が、プレアンブルに続かないで、クレーム
の本体に用いられた場合、そこに記載された要素のみに限定され、他の要素は、クレーム
全体から除外されることに、注意されたい。
　「consisting essentially of (本質的に、から成る)」は、請求範囲を、明記した材料
又は段階に限定して、さらに請求範囲の発明事項の基本的及び新規の特徴に実質的に影響
しない材料又は段階を限定する。例えば、「医薬組成物が、本質的に薬学的活性剤又は複
数の薬学的活性剤から成る」との記載は、この薬学的活性剤（複数可）は、その医薬組成
物に存在する唯一の薬学的活性剤（複数可）であることのことをいう。しかし、担体、賦
形剤及び/又はその他の非活性薬剤が、その医薬組成物中に存在してもよいことに注意さ
れたい。
　「comprising（から成る）」、「consisting of（のみから成る）」及び「consisting 
essentially of(本質的に、から成る)」に関して、これらの３種の用語の１種が本明細書
で用いられた時、本発明は、他の２種の用語のいずれかの使用を含めることができる。例
えば、いくつかの実施態様において、本発明が、抗体から成る組成物であるとする。当業
者は、この開示を見た後で、開示された発明は、開示された発明の抗体のみから成る組成
物と同様に、本質的に開示された発明の抗体から成るものと理解するであろう。
【００２７】
　本明細書で使用される「患者」は、任意の無脊椎動物や脊椎動物種の構成員のことをい
う。従って、「患者」という用語は、いくつかの実施態様で、動物界（Animalia）の任意
の構成員を包含することが意図されるが、脊索動物門(phylum Chordata)（例えば、Ostei
chythyes（硬骨魚）、両生類（両生類）、爬虫（爬虫類）、鳥類（鳥）及び哺乳類（哺乳
動物）、並びにこれらに包含されるすべての目及びファミリー。）に限定されるものでは
ない。
　本発明の組成物及び方法は、温血脊椎動物のために特に有用である。従って、いくつか
の実施態様において、本発明は、哺乳類や鳥類に関する。特に、絶滅の危機にあるため重
要な哺乳類（例えば、シベリアトラなど）、経済的に重要な哺乳類（例えば、人により消
費されるために農場で育てられた動物）及び/又はヒトにとって社会的に重要な哺乳類（
例えば、ペットとして又は動物園で飼育される動物）、具体的には、ヒト以外の肉食動物
（例えば、猫や犬など）、豚（ブタ(pigs)、飼い豚(hogs)、イノシシ）、反芻動物（例え
ば、畜牛、雄牛、羊、キリン、シカ、ヤギ、バイソン、らくだ）、げっ歯類（マウス、ラ
ット、ウサギなど）、有袋類、及び馬と同様に、ヒト及び他の霊長類などの哺乳類に由来
する及び/又はこれらに使用するための組成物及び方法が提供される。また、開示される
方法及び組成物を、絶滅の危機に瀕している鳥、動物園で飼育されている鳥及び家禽を含
む鳥、特に、家畜化された家禽、これらはヒトにとって経済的に重要であり、例えば、七
面鳥、ニワトリ、アヒル、ガチョウ、ホロホロ鳥などの食用の飼鳥類に使用することが提
供される。従って、また、開示される方法及び組成物を、家畜化された豚（ブタ(pigs)及
び飼い豚(hogs)、反芻動物、馬、家禽などを含む、しかしこれらに限定されない家畜に使
用することが提供される。
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【００２８】
　同様に、本明細書に開示されるすべての遺伝子、遺伝子名、及び遺伝子産物は、本明細
書に開示される組成物及び方法が適用できるホモログ及び/又は如何なる種からのオルソ
ログに相当することが意図される。従って、これらの用語は、ヒト及びマウス由来の遺伝
子や遺伝子産物に限定されるものではない。特定の種に由来する遺伝子又は遺伝子産物が
開示されている場合、この開示は例示のみを目的とするものであって、それがはっきりと
表示された状況が示されない限り、制限として解釈されるべきではない。従って、例えば
、GENBANK(R) アクセション番号AAA60019及びNP_004976で表される遺伝子について、開示
されたヒトのアミノ酸配列は、他の哺乳動物、魚類、両生類、爬虫類、鳥類を含むが、こ
れらに限定されない他の動物由来の相同遺伝子及び遺伝子産物を包含することが意図され
る。また、対応するGENBANK(R)エントリー（即ち、それぞれJ05582.1及びNM_004985）に
開示される塩基配列を含むが、これに限定されない、開示されるアミノ酸配列をコードす
る如何なる及び全ての塩基配列が包含される。
【００２９】
　「癌（がん）」及び「腫瘍」は、本明細書において互換的に使用され、患者の任意の組
織の初期及び転移後の充実性腫瘍及び悪性腫瘍の両方を意味することができ、この任意の
組織には、胸；結腸；直腸；肺；中咽頭；下咽頭；食道；胃；膵臓；肝臓；胆嚢；胆管；
小腸；腎臓、膀胱、尿路上皮を含む尿路；子宮頸部、子宮、卵巣（例えば、絨毛癌と妊娠
性絨毛性疾患）などの女性生殖管；前立腺、精嚢、精巣及び生殖細胞腫瘍を含む男性生殖
管；甲状腺、副腎、下垂体を含む内分泌腺；皮膚（例えば；血管腫及び黒色腫）、骨又は
軟部組織；血管（例えば、カポジ肉腫）；脳、神経、目及び髄膜（例えば、星状細胞腫、
神経膠腫、膠芽腫、網膜芽細胞腫、神経腫、神経芽腫、神経鞘及び髄膜腫）が含まれるが
、これらに限定されない。本明細書で用いる「癌（がん）」及び「腫瘍」は、また、多細
胞腫瘍だけでなく、個々の腫瘍又は前新生物の細胞を意味することを意図する。いくつか
の実施態様では、癌又は腫瘍は、悪性腫瘍を含むがこれに限定されない上皮組織の癌又は
腫瘍を含む。いくつかの実施態様では、腫瘍は腺癌であり、いくつかの実施態様では、こ
の腺癌は膵臓、胸、卵巣、大腸又は直腸、及び/又はそれに由来する転移細胞の腺癌であ
る。
【００３０】
　本明細書で分子に関連して使用される文脈では、「エフェクター」は、その活性が細胞
に輸送すること及び又は細胞に局在化することが望まれる如何なる分子又は分子の組み合
わせのことをいう。エフェクターは、標識、細胞毒素、酵素、成長因子、転写因子、ドラ
ッグ等を含むが、これらに限定されない。
　本明細書で免疫系の細胞に関連して使用される文脈では、「エフェクター」は、刺激に
対する免疫応答に伴って特定の機能を発揮するように誘導されうる免疫系細胞のことをい
う。代表的なエフェクター細胞には、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞と細胞傷害性Ｔ細胞
（Ｔｃ細胞）が含まれるが、これらに限定されない。
【００３１】
　本明細書で使用される「発現ベクター」は、適当な宿主中で特定の塩基配列の発現を指
導することのできるＤＮＡ配列を意味し、終結シグナルに作動可能に連結された目的の塩
基配列に作動可能に連結されたプロモーターを含む。発現ベクターは、また、典型的には
その塩基配列の適切な翻訳に必要な配列を含む。目的の塩基配列を含むこの構成体は、キ
メラであってもよい。この構成体は、また、異形の発現に有用な組換え形態を自然に引き
起こす又はそのような形態で得られるものであってもよい。いくつかの実施態様では、こ
の発現ベクターは、ここに開示する本発明の単離された核酸分子から成り、いくつかの実
施態様では、それは、配列番号４及び６の塩基、又は配列番号５及び７～１３をコードす
る塩基のいずれかから成る。いくつかの実施態様では、発現ベクター内に存在するこの単
離された核酸分子は、この発現ベクターを適当な宿主に導入した場合に、配列番号５及び
７～１３の一つ又はそれ以上を有する抗体又はその断片若しくは誘導体が該宿主により発
現するように、抗体の部分配列をコードする１又はそれ以上の追加の塩基配列に作動可能
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なように連結される。
【００３２】
　本明細書で使用される「ハイブリドーマ」は、実験室で、抗体産生リンパ球と非抗体産
生癌細胞（通常、ミエローマ又はリンパ腫）を融合して作られる細胞又は細胞株のことを
いう。当業者によく知られているように、ハイブリドーマは増殖し、特異的なモノクロー
ナル抗体を連続的に生成することができる。ハイブリドーマを生成する方法は当該分野で
公知である（例えば、Harlow＆Lane、1988を参照）。
　本明細書で使用される「作動可能なように連結される」及び「作動可能に連結される」
とは、ヌクレオチド配列の転写が、転写調節要素によって制御され、規制されるような方
法で、コードするヌクレオチド配列（例えば、コードする配列又はオープンリーディング
フレーム）に接続されている転写調節要素（例えば、プロモーター配列、転写ターミネー
ター配列など、但しこれらに限定されない）に関する。同様に、ヌクレオチド配列は、そ
れが作動可能に連結されているプロモーターの「転写制御」の下にあると言われます。作
動可能なようにプロモーター領域に連結するための技術は、当該分野で公知である。
　本明細書で使用される「プロドラッグ」は、活性化段階になるまである薬物の生物学的
活性（例えば、細胞傷害活性）を実質的に欠くその薬物（例えば、細胞傷害活性）の類似
体及び/又は前駆体のことをいう。活性化段階は、酵素的切断、還元剤への暴露などの化
学的活性化、及び/又は光分解などの物理的活性化などを含む。いくつかの実施態様では
、活性化は、患者の身体中で、生体内で（インビボで）起こる。
【００３３】
ＩＩ．抗体並びにその断片及びその誘導体、並びにその製造方法
　ＩＩＡ．一般的説明
　いくつかの実施態様では、本発明は、MUC1ポリペプチド内に存在する抗原のような、し
かしこれに限定されない、腫瘍内に存在する抗原に結合する抗体並びにその断片及び誘導
体提供する。
　本明細書で使用される「抗体（単数）」及び「抗体（複数）」は、免疫グロブリン遺伝
子又は免疫グロブリン遺伝子の断片によって実質的にコードされる1又はそれ以上のポリ
ペプチドから成るタンパク質のことをいう。免疫グロブリン遺伝子は、通常、カッパ（κ
）、ラムダ（λ）、アルファ（α）、ガンマ（γ）、デルタ（δ）、イプシロン（ε）及
びミュー（μ）不変領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子を含む。
軽鎖はκ又はλのいずれかに分類される。哺乳類では、重鎖はγ、μ、α、δ又はεのい
ずれかに分類され、それぞれ免疫グロブリンクラスIgG、IgM、IgA、IgD及びIgEを規定す
る。他の種は、他の軽鎖及び重鎖の遺伝子を持ち（例えば、ある種の鳥類は、IgYと呼ば
れるものを産生し、これは鶏がその卵の卵黄に保持する免疫グロブリンタイプである。）
、これも同様に本発明に包含される。いくつかの実施態様では、「抗体」は、ムチン（MU
C1）ポリペプチド及び/又はK-rasポリペプチドを含む、しかしこれらに限定されない腫瘍
抗原上に存在するエピトープに特異的に結合する抗体のことをいう。いくつかの実施態様
では、「抗体」は、配列番号１～３のいずれかに存在するエピトープに特異的に結合する
抗体のことをいう。
【００３４】
　典型的な免疫グロブリン（抗体）構造単位は、四量体を含むことが知られている。各四
量体は、ポリペプチド鎖の２つの同一のペアで構成され、各ペアは、1つの「軽鎖」（平
均分子量：約25キロダルトン（kDa））及び1つの「重鎖」（平均分子量：約50～70 kDa）
を有する。このポリペプチド鎖の２つの同一のペアは、重鎖領域内に存在するジスルフィ
ド結合による二量体の形で共に保持される。各鎖のN末端は、抗原認識（しばしば「パラ
トープ」という。）を主につかさどる約100～110個又はそれ以上のアミノ酸の可変領域を
規定する。可変軽鎖（ＶＬ）及び可変重鎖（ＶＨ）は、それぞれ、これらの軽鎖及び重鎖
のことをいう。
【００３５】
　抗体は、典型的には無傷の（intact）免疫グロブリンとして、又は様々なペプチダーゼ
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で消化することにより製造されうる十分に特徴付けられた多数の断片として存在する。例
えば、パパインによる抗体分子の消化は、抗体をジスルフィド結合のN末端位置で特異的
に切断する。これにより、３つの断片ができる。即ち、軽鎖及び重鎖のN末端を持つ２つ
の同一の「Fab」断片、及びジスルフィド結合により共に保持される重鎖のC末端を含む「
Fc」断片。一方、ペプシンは、ヒンジ領域のジスルフィド結合の抗体のC末端を消化し、
ジスルフィド結合で結合されたFab断片の二量体である「F(ab')2」断片として知られる断
片を生成する。このF(ab')2断片は、穏やかな条件下で還元され、ヒンジ領域のジスルフ
ィド結合を破壊し、それによりF(ab')2二量体を２つのFabモノマーに変換する。このFab
モノマーは、本質的にヒンジ領域の一部を有するFab断片である（他の抗体断片の詳細な
説明については、例えば、ポール、1993を参照）。これらの様々な断片に関しては、Fab
、F(ab')2及びFab'断片は、少なくとも１つの無傷の抗原結合領域（パラトープ）を含み
、そのため、抗原に結合することができる。
　様々な抗体断片は、無傷の抗体の消化の観点から規定されているが、当業者は、これら
の様々な断片（Fab'断片を含むがこれらに限定されない）は、化学的に又は組換えDNA方
法を用いて、新たに(de novo)合成されることができると認識している。従って、また、
本明細書で使用する「抗体」は、抗体全体の改変及び/又は組換えDNA方法を用いて新たに
合成されることにより産生された抗体断片を含む。いくつかの実施態様では、用語「抗体
」は、少なくとも1つの抗原結合領域（パラトープ）を有する断片を含む。
【００３６】
　抗体は、ポリクローナル又はモノクローナルであってもよい。本明細書において用いら
れる「ポリクローナル」は、複数の抗体の所定の集合として共に存在し、別の抗体産生細
胞（例えば、B細胞）に由来する複数の抗体のことをいう。典型的なポリクローナル抗体
は、特定の抗原に結合し、ある動物がその抗原に免疫反応した後にその動物の血液中に見
られる抗体を含むが、これに限定されるものではない。しかし、抗体のポリクローナル製
剤はまた、少なくとも非同一の２つの抗体を混合することにより人為的に調製することが
できることが理解される。従って、ポリクローナル抗体は、典型的には、所定の抗原の同
一及び/又は異なるエピトープ（しばしば「抗原決定基」又は単に「決定基」と呼ばれる
）に結合する異なる抗体を含む。
【００３７】
　本明細書において用いられる「モノクローナル」は、単一の抗体種及び/又は単一の抗
体種の実質的に均質な集団のことをいう。別の言い方をすれば、「モノクローナル」は、
自然に生じる可能性のある少量存在しうる突然変異を除いて、その抗体が特異性と親和性
において同一である個々の抗体の集団のことをいう。典型的には、モノクローナル抗体（
mAb又はmoAb）は、単一のＢ細胞又はその子孫細胞によって生成される（但し、本発明は
、本明細書に開示される分子生物学的手法により製造される「モノクローナル」抗体を包
含するが。）。モノクローナル抗体（mAb又はmoAb）は、高度に特異的であり、典型的に
は、一つの抗原部位に結合する。さらに、ポリクローナル抗体調製物とは対照的に、所定
のモノクローナル抗体（mAb）は、典型的には、その抗原の一つのエピトープに結合する
。
　モノクローナル抗体（mAb）は、その特異性に加えて、他の抗体を含むことなく合成さ
れうるという点で、いくつかの目的のために有利である。しかし、「モノクローナル」と
いう修飾語は、任意の特定の方法によるその抗体の産生を必要とするものとして解釈され
るべきではない。例えば、いくつかの実施態様では、本発明のモノクローナル抗体（mAb
）は、最初にKohlerら1975によって最初に開示されたハイブリドーマ法を用いて調製され
、いくつかの実施態様では、原核生物又は真核生物の細胞内で組換えDNA法を用いて作ら
れる（例えば、米国特許第4,816,567号を参照されたい。この全体の内容は、参照により
本明細書に組み込まれる。）。モノクローナル抗体（mAb）は、また、例えば、Clackson
ら1991及びMarksら1991に記載された記載された技術を用いて、ファージ抗体ライブラリ
ーから単離されうる。
【００３８】
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　本発明の抗体、断片及び誘導体は、また、キメラ抗体を含んでもよい。本明細書におい
て用いられる「キメラ」及びその文法的変形は、ある種の抗体の不変領域に実質的に又は
排他的に由来する不変領域と、別の種の抗体の可変領域の配列に実質的に又は排他的に由
来する可変領域とを有する抗体誘導体のことをいう。
　可変領域は、ある抗体が、抗原上のエピトープを選択的に認識し、かつこのエピトープ
に特異的に結合することを可能にする。具体的には、抗体のＶＬドメインとＶＨドメイン
、又はこれらの可変ドメイン内の相補性決定領域（ＣＤＲ）のサブセットは、3次元の抗
原結合部位を規定する可変領域を形成するために組み合わされる。この４次抗体構造は、
抗体の各アームの末端に存在する抗原結合部位を形成する。具体的には、この抗原結合部
位は、ＶＬ及びＶＨ鎖のそれぞれ上の3つのCDRによって規定される。いくつかの例として
（例えば、ラクダ科の動物種に由来する、又はラクダ免疫グロブリンに基づいて設計され
た、特定の免疫グロブリン分子）、ある完全な免疫グロブリン分子は、軽鎖のない重鎖の
みから成る（例えば、Hamers-Castermanら1993）。
【００３９】
　自然に発生する抗体では、各抗原結合領域に６つのCDRが存在し、それらは短く非連続
的なアミノ酸配列であり、抗体が水性環境における3次元構造を想定しているように、こ
の抗原結合領域を形成するように配置されている。この抗原結合領域のアミノ酸の残部は
、「フレームワーク」領域と呼ばれ、より少ない分子間変動を示す。このフレームワーク
領域は、主としてβ-シート構造を採り、そのCDRはループを形成し、β-シート構造に結
合するか、又はいくつかのケースでβ-シート構造の一部を形成している。従って、フレ
ームワーク領域は、鎖間の非共有結合性相互作用によって、CDRを正しい向きに位置決め
する足場を形成するように機能する。この位置決めされたCDRにより形成された抗原結合
領域は、免疫反応性抗原上のエピトープに対して相補的な面を規定する。この相補的な面
は、その抗体が対になるエピトープに非共有結合することを促進する。このCDRから成る
アミノ酸、及びフレームワーク領域は、正確に規定されているため、当業者は、所定の重
鎖又は軽鎖可変領域について、これらを容易に特定することができる（例えば、Chothia
の＆Lesk,1987、Kabatら1991、Martin,1996、Johnson & Wo,2000を参照されたい。）。
【００４０】
　特定の種類のキメラ抗体は、「ヒト化」抗体であり、例えば、マウス抗体のCDRをヒト
抗体のCDRに置き換えることにより製造される（例えば、PCT国際公開WO 1992/22653参照
）。従って、いくつかの実施態様では、ヒト化抗体は、ヒト抗体の対応する領域に実質的
に又は排他的に由来する不変領域及びCDR以外の可変領域を有し、ヒト以外の哺乳動物に
実質的に又は排他的に由来するCDRを有する。
【００４１】
　本発明の抗体、断片及び誘導体は、また、単鎖抗体及び単鎖抗体断片であってもよい。
単鎖抗体断片は、ここに記載された可変領域及び/又はCDRの少なくとも一つを有するアミ
ノ酸配列を含み、これらの抗体の不変領域の全体又は一部を欠く。これらの不変領域は、
抗原結合のために必要ではないが、抗体全体の構造の主要な部分を構成する。
　単鎖抗体断片は、不変領域の全体又は一部を含む抗体の使用に関連したいくつかの問題
を克服することができる。例えば、単鎖抗体断片は、生体分子と重鎖不変領域の間の望ま
しくない相互作用、及び/又はこの他の望ましくない生物学的活性がない傾向があります
。さらに、単鎖抗体断片は、抗体全体よりもかなり小さく、従って、抗体全体よりも毛細
血管透過性が大きいという特徴を持ち、これは、単鎖抗体断片が、より効果的に、抗原結
合部位を標的にして、局在し、結合することを可能にする。また、抗体断片は、原核細胞
では比較的大規模に製造されることができ、そのため、その生産を促進する。さらに、単
鎖抗体断片の比較的小さなサイズは、抗体全体よりも、受容者における免疫応答を誘発す
る可能性が低い。本発明の単鎖抗体断片としては、単鎖断片可変（scFv）抗体及びタンデ
ムdi-scFv、タンデムtri-scFv、ダイアボディ、トリアボディ、テトラボディ、ミニ抗体
、及びミニボディー等のその誘導体を含むが、これらに限定されない。
【００４２】
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　Fv断片は、免疫グロブリンの重鎖及び軽鎖のN末端の可変断片に相当する。Fv断片は、F
ab断片よりもその２つの鎖の低い相互作用エネルギーを持つように見える。ＶＬ及びＶＨ

ドメインの結合を安定させるために、それらは、ペプチド（Birdら1988、Hustonら1988）
、ジスルフィド結合（例えば、Glockshuberら1990）、及び/又は「穴の中のノブ(knob in
 hole)」突然変異（例えば、Zhuら1997）に連結されてもよい。単鎖断片可変（scFv）断
片は、当業者に自明の方法で作製することができる（Whitlowら1991、Hustonら1993）。
　単鎖断片可変（scFv）を、大腸菌などの細菌細胞又は真核細胞内で製造することができ
る。scFvの潜在的な一つの欠点は、それが一価であることであり、それは、多価結合によ
り親和性を増加させることを妨げ、かつ半減期が短いことです。これらの問題を解消する
ための試みとして、追加のC-末端システインを含むscFvから、化学結合（Adamsら1993、M
cCartneyら1995）や対になっていないC-末端システイン残基を含むscFvの自発的部位特異
的二量化（例えば、Kipriyanovら1995）により作られる二価（scFv）2がある。
【００４３】
　あるいは、scFvを、ペプチドリンカーを3～12残基に短縮することにより、「ダイアボ
ディ」を形成することができる（例えば、Holigerら1993）。このリンカーを更に短縮す
ることにより、scFvの三量体（「トリアボディ」、Korttら1997）や四量体（「テトラボ
ディ」、Le Gallら1999）を形成することができる。タンパク質二量体化モチーフと遺伝
子融合することにより、二価のscFv分子を構築して、「ミニ抗体」（例えば、Packら1992
）及び「ミニボディー」（例えば、Huら1996）
を形成することができる。scFv-scFvのタンデム（(scFv)2）を、第3のペプチドリンカー
により2つのscFvユニットを連結して製造することができる（例えば、Kuruczら1995）。
【００４４】
　二重特異性ダイアボディーは、短いリンカーにより別の抗体のＶＬドメインを連結した
ある抗体のＶＨドメインから成る二本単鎖融合産物の非共有結合により製造することがで
きる（例えば、Kipriyanovら1998）。このような二重特異性ダイアボディーの安定性を、
上記のジスルフィド架橋又は「穴の中のノブ(knob in hole)」突然変異の導入によって、
又は2つのハイブリッドscFv断片がペプチドリンカーによって結合している単鎖ダイアボ
ディ（scDb）を形成することによって、向上させることができる（例えば、Kontermannら
1999）。
　四価の二重特異性分子は、scFv断片を、ヒンジ領域を介して、IgG分子のCH3ドメイン又
はFab断片に融合させることにより、作ることができる（例えば、Colomaら1997）。ある
いは、四価の二重特異性分子は、二重特異性単鎖ダイアボディを融合することによって作
ることができる（例えば、Altら1999）。また、より小さい四価二重特異性分子を、ヘリ
ックス-ループ-ヘリックスモチーフを含むリンカーを有するscFv-scFvのタンデム（例え
ば、Mullerら、1998を参照DIBIのミニ抗体）又は4つの抗体可変領域（ＶＬとＶＨ）を含
む単鎖分子のいずれかを、分子内のペアリングを防止する方向で、二量体化することによ
り形成することができる（タンデムダイアボディ、例えば、Kipriyanovら1999）。
　二重特異性F(ab')2断片を、Fab'断片の化学結合により、又はロイシンジッパーを介す
るヘテロ二量化により、形成することができる（Shalabyら1992、Kostelnyら1992）。ま
た、分離されたＶＬドメインとＶＨドメインも有効である（米国特許第6172197号、第624
8516号及び第6291158号）。
【００４５】
　本発明はまた、本発明の抗体の機能的等価物を含む。本明細書で使用される「機能的等
価物」は、抗体に対していうように、所定の抗体の結合特性に匹敵する結合特性を有する
分子のことをいう。いくつかの実施態様では、キメラ抗体、ヒト化抗体、及び単鎖抗体、
ならびにそれらの断片は、それらの基礎となっている、対応する抗体の機能的等価物とみ
なされる。いくつかの実施態様では、本発明は、本明細書に開示されるTAB-004モノクロ
ーナル抗体の機能的等価物を提供する。
　機能的等価物はまた、本発明の抗体の可変又は超可変領域のアミノ酸配列と実質的に同
一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。本明細書で使用される核酸及び/又はア
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ミノ酸配列に関して、「実質的に同一」とは、Pearson & Lipman,1998に従ったFASTA検索
方法によって決定され、いくつかの実施態様では、少なくとも80%、いくつかの実施態様
では、少なくとも85%、いくつかの実施態様では、少なくとも90%、いくつかの実施態様で
は、少なくとも91%、いくつかの実施態様では、少なくとも92%、いくつかの実施態様では
、少なくとも93%、いくつかの実施態様では、少なくとも94%、いくつかの実施態様では、
少なくとも95%、いくつかの実施態様では、少なくとも96%、いくつかの実施態様では、少
なくとも97%、いくつかの実施態様では、少なくとも98%、いくつかの実施態様では、約99
%、他の核酸及び/又はアミノ酸配列と同一である配列のことをいう。いくつかの実施態様
では、同一性パーセントの計算は、本発明の抗体の核酸及び/又はアミノ酸配列の全長に
わたって行われる。
【００４６】
　いくつかの実施態様では、塩基配列の機能的等価物は、同一のアミノ酸配列をコードす
る配列である（すなわち、１又はそれ以上の機能的に等価なコドンを含む。）。機能的に
等価なコドンの一覧を表１に示す。

【表１】

【００４７】
　いくつかの実施態様では、所定のアミノ酸配列の機能的等価物は、１又はそれ以上の保
存的アミノ酸置換を有するアミノ酸である。保存的アミノ酸置換とは、同じクラスの別の
アミノ酸の代わりにあるアミノ酸を用いることをいう（例えば、グリシンの代わりにバリ
ンを用い、又はリジンの代わりにアルギニンを用いる）。プロウログアニリン及び/又は
プロウログアニリン断片と機能的に同等なポリペプチドを、当業者に公知の技術によって
、それをコードする核酸にランダム突然変異誘発を用いて製造することができる。しかし
、このようなポリペプチドは、部位特異的突然変異誘発によって生成される（再度、当業
者に公知の技術を使用して）。これらのポリペプチドは、機能性を増加させたりする機能
が低下したりすることができる。
【００４８】
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　機能的等価物はまた、本発明の抗体全体と同じ又は同等の結合特性を有する抗体の断片
を含んでもよい。このような断片は、Fab断片の一方又は両方、F（ab'）2断片、F（ab'）
断片、Fv断片、又は少なくとも1つの抗原結合領域を含む他の断片を含んでもよい。いく
つかの実施態様では、この抗体断片は、本発明の抗体全体の6つの全てのCDR（例えば、配
列番号8-13のそれぞれを含むCDRから成る）を含む。但し、3つ、4つ、又は5つのCDRを含
むように、このような全ての領域を含まない断片もまたここに規定する機能的等価物とす
ることができる。
　さらに、機能的等価物は、免疫グロブリンの以下のクラス（即ち、IgG、IgM、IgA、IgD
及びIgE、及びそのサブクラス、並びに、非哺乳動物患者（例えば、鶏などの鳥類に対す
るIGY）に適当な他のサブクラス）のいずれかの構成員であるか又はこの構成員と組み合
わすことができる。
　機能的等価物はまた、本発明の抗体全体と同じ又は同等の結合特性を有することを条件
として、アプタマー及び他の非抗体分子を含む。
【００４９】
　いくつかの実施態様では、この抗体、その断片及びその誘導体は、ハイブリドーマ細胞
株ATCC番号PTA-11550により産生されたノクローナル抗体TAB-004、ならびにキメラ抗体又
はその断片若しくは誘導体、ヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体、単鎖抗体又はその
断片若しくは誘導体、そのFab断片、そのF（ab'）2断片、そのFv断片、及びFab'断片から
成る群から選択される。いくつかの実施態様では、本発明の抗体、その断片及びその誘導
体は、モノクローナル抗体TAB-004の結合特性を持つ。いくつかの実施態様では、本発明
の抗体、その断片及びその誘導体は、モノクローナル抗体TAB-004の結合特性の少なくと
も一部、いくつかのケースではその全てを持つ。いくつかの実施態様では、本発明の抗体
、その断片及びその誘導体は、配列番号１～３のいずれかに存在する、いくつかの実施態
様では、配列番号３に存在する、エピトープに結合する。
【００５０】
　本明細書において用いられる「TAB-004」は、「TAB-004」で表されるハイブリドーマ細
胞株によって産生されるモノクローナル抗体（mAb）のことをいい、これは、2010年12月1
6日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）、アメリカ合衆国　バージニア州　
２０１１０－２２０９、マナサス、ユニバーシティブールバード　１０８０１、に受託番
号PTA-11550として寄託された。TAB-004は、ヒトムチン1（MUC1）ポリペプチド上に存在
するエピトープに結合することが見出されたIgGアイソタイプのモノクローナル抗体（mAb
）である。より詳細には、いくつかの実施態様では、TAB-004は、配列番号３に存在する
エピトープに結合することができる。TAB-004自体は、配列番号８～１３に開示されたCDR
配列を含む。
【００５１】
　本明細書において用いられる「MUC1」は、次のように定義される分子のことをいう。MU
C1は上皮ムチンファミリーの分子の一つである。MUC1は多くの上皮癌に広く発現しており
、異常にグリコシル化され、非悪性細胞により発現されるものと比べて構造的及び抗原的
に異なる（例えば、Barratt-Boyes, 1996; Priceら1998; Petersonら1991)。MUC1の主な
形態は、多数の20アミノ酸タンデムリピート、膜貫通領域及び細胞質尾部を持つ、大きく
高い免疫原性細胞のムチン様領域から成る高分子量分子である（例えば、Quinら2000; Mc
Guckenら1995; Dongら1997)。 
　MUC1は、乳癌と膵臓を含むほとんどの上皮癌で、過剰発現し、異常にグリコシル化され
ている。乳房及び膵臓の腺癌は、MUC1を過剰発現するだけでなく、MUC1を循環させる。高
MUC1血清レベルは、進行性の病気に関連付けられる。抗原内で発現されるエピトープが複
雑かつ不均一性であるため、MUC1は、予測バイオマーカーとして開発されてきた。癌組織
によって合成されるMUC1は、通常、異常なオリゴ糖プロファイルを示し、シアリル-LEA（
CA19-9の試験で評価）、シアリルLex、及びシアリルTn（TAG-72）、並びにTnのような潜
在性エピトープなどのネオマーカーの発現を引き起こす。
【００５２】
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　また、低グリコシル化のため、このムチンのペプチドコアは、正常組織由来のMUC1内で
はアクセスできないコア内のエピトープが潜在的なバイオマーカーとして機能するように
、コア内のエピトープを露出させる。そのため、正常組織と悪性組織の違いは、悪性組織
に対して高い特異性を示す明瞭なエピトープを提供することができる。現在、これらのエ
ピトープのなかのいくつか用いた試験法が、CA15-3 (Abbott Laboratories, Abbott Park
, Illinoise, United States of America)、CA 27-29 (Bayer Diagnostics, Tarrytown, 
New York, United States of America)及びCA19-9 (Panomics Inc, Redwood City, Calif
ornia, United States of America)を含め、患者管理に使用するために商業形態で提供さ
れている。これまでのところ、いずれも表２に示すように、おそらく、少なくとも部分的
には、低い特異性のため、特別の診断価値を有するとは証明されていない。
【００５３】
【表２】

＊ Perkins ら2002から
　最近、膵臓癌に対して高い感度と特異性を有するため、PAM4として知られている別のMU
C1抗体の膵臓癌の診断での使用が注目されているが、乳癌及び卵巣癌などの他の上皮癌に
対しては感度と特異性は高く無い(Goldら2007)。
【００５４】
　正常な上皮組織では、MUC1は細胞の先端領域に局在している。悪性形質転換の結果、遺
伝子増幅及び/又は転写活性化の増大によりMUC1は増加し、細胞表面のMUC1の分布はもは
や先端領域に限定されない（Bieche＆Lidereau、1997）。MUC1の機能はまだ解明を待って
いる状態だが、MUC1の高い細胞質発現は、乳癌及び/又は卵巣癌患者の予後不良に関連付
けられている。
　MUC1はまた、細胞接着、細胞シグナリング、及び免疫応答に役割を果たすことが実証さ
れている(Quinら2000; McGuckenら1995; Dongら1997; Hendersonら1998)。ヒトのMUC1遺
伝子産物のアミノ酸配列の非限定的な例としては、配列番号１に示されている。他の種の
MUC1遺伝子産物の塩基配列及びアミノ酸配列には、GENBANK(R) アクセション番号 AAA397
55、Q02496、及びNP_038633 (マウス)、NP_036734 (ラット)、NP_001181906 (イヌ)、AAO
63589 (ブタ)、及びNP_776540 (ウシ)等がある。
　さらに、TAB-004がK-rasポリペプチドに結合し、特に、変異K-rasのポリペプチドに結
合することが測定された。本明細書において用いられる「K-ras」は、K-ras癌遺伝子及び
その遺伝子産物のことをいう(Kahnら1987参照)。典型的なK-ras遺伝子産物は、GenBank(R
)アクセション番号NP_004976に対応する配列番号２として開示されたものを含むが、これ
に限定されないヒトK-ras遺伝子産物である。
【００５５】
　本明細書において用いられる「K-ras」は、またK-rasの変異形態を包含する。本明細書
において用いられる「変異K-ras」、「変異K-rasポリペプチド」及び「変異K-rasタンパ
ク質」は、互換的に使用され、配列番号２と比較して少なくとも一つのK-ras変異を含むK
-rasポリペプチドのことをいう。いくつかの実施態様では、変異K-rasポリペプチドは、
その成熟ポリペプチドの１２又は１３番目のアミノ酸（すなわち、この成熟ポリペプチド
は配列番号２の１番目のメチオニンを含まないので、配列番号２の１３又は１４番目のア
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ミノ酸）の変異を含む。いくつかの実施態様では、変異K-rasのポリペプチドは、グリシ
ン-12のセリンへの変異（以下「G12S」という。）、G12V、G12D、G12A、G12C、G13A、及
びG13Dのなかから選択される突然変異から成る。本願発明の抗体が部分的に結合する変異
K-rasG12Dポリペプチドの代表例は、配列番号２に示され、カーンの論文に記載されてい
る（Kahnら1987）。いくつかの実施態様では、本発明の抗体、その断片及びその誘導体は
、G12D変異を含むK-rasポリペプチド（以下、「変異K-rasG12D」又は「K-rasG12D」とい
う。）の一部に結合する。追加の例示的な変異K-rasのポリペプチドとしては、対立遺伝
子変異体、スプライス変異体、誘導変異体、置換変異体、欠失変異体、挿入変異体、融合
ポリペプチド、オルソログ、及び種間相同体を含むが、これらに限定されない。いくつか
の実施態様では、変異K-rasのポリペプチドは、C-又はN-末端に１又はそれ以上の追加の
残基を含むことができる。この追加の残基には、リーダー配列残基、標的残基、アミノ末
端メチオニン残基、リジン残基、タグ残基、及び/又は融合タンパク質残基が含まれるが
、これらに限定されない。
【００５６】
　ＩＩＢ．本発明の抗体、その断片、及び/又はその誘導体から成る組成物
　本発明はまた、ここに開示した抗体、その断片及び/又はその誘導体から成る組成物を
提供する。本発明の例示的な組成とその例示的使用法の概略図を図６に示す。
　いくつかの実施態様では、本発明の組成物は、本明細書に開示される抗体、その断片、
及び/又はその誘導体と、１又はそれ以上の薬学的に許容される担体及び/又は賦形剤を含
む。いくつかの実施態様では、この担体及び/又は賦形剤は、ヒトでの使用を薬学的に許
容されたものである。適当な調合物は、抗酸化剤、緩衝液、静菌、殺菌性抗生物質、及び
意図している受容者の体液と等浸透圧の調合物にする溶質を含むことのできる水性及び非
水性の無菌注射液、並びに懸濁剤及び増粘剤を含むことができる水性及び非水性滅菌懸濁
液を含む。この調合物は、例えば、密封アンプル及びバイアルのような、単位用量又は複
数用量の容器に入れて提供することができ、かつ凍結又は凍結乾燥（凍結乾燥）状態で保
存することができ、使用する直前に、注射用水のような滅菌液体担体の添加のみを必要と
する。いくつかの例示的な成分は、いくつかの実施態様では0.1～10 mg/mlの範囲、いく
つかの実施態様では約2.0 mg/mlの範囲の、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、及び/又は
、いくつかの実施態様では10～100 mg/mlの範囲、いくつかの実施態様では約30 mg/mlの
範囲の、マンニトール又は他の糖類、及び/又はリン酸緩衝食塩水（PBS）である。また、
問題の調合物の種類を考慮して当該技術分野で通常使われる他のいかなる薬剤をも使用す
ることができる。
【００５７】
　本発明の組成物はまた、活性剤を含んでもよく、この活性剤は治療部分、診断部分、及
び/又は生物学的活性成分を含む。本明細書において用いられる「活性剤」は、患者に治
療上の利点を提供し、本発明の組成物が蓄積する細胞又は組織を可視化できるようにし、
本発明の抗体、その断片及び誘導体が結合するエピトープを検知できるようにし、及び/
又はこれらの活性を促進するような本発明の組成物の成分のことをいう。いくつかの実施
態様では、本発明の活性剤は、放射性分子（放射性核種及び放射性同位元素を含むが、こ
れらに限定されない）、増感剤分子、イメージング剤又は他の検出可能な薬剤、毒素、細
胞毒、抗血管新生剤、抗腫瘍剤、化学療法剤、免疫調節剤、サイトカイン、レポーター基
、及びそれらの組み合わせから成る群から選択される。これらのカテゴリは、相互に排他
的であることを意図していないと理解されたい。例えば、ある放射性分子は化学療法剤で
もあり、ある免疫調節剤はサイトカインでもある等。
【００５８】
　いくつかの実施態様では、活性剤は化学療法剤から成る。様々な化学療法剤は、当業者
に公知であり、以下のものを含むがこれらに限定されない：ナイトロジェンマスタード（
例えば、クロラムブシル、シクロホスファミド、イソファミド(Isofamide)、メクロレタ
ミン、メルファラン、ウラシルマスタード）、アジリジン（例えば、チオテパ）、メタン
スルホン酸エステル（例えば、ブスルファン）、ニトロソ尿素（例えば、カルムスチン、
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、及び生体内還元アルキル化剤（例えば、マイトマイシンＣ、プロカルバジン）などのア
ルキル化剤；DNA鎖破壊剤（例えば、ブレオマイシン）；DNAトポイソメラーゼI阻害剤（
例えば、カンプトテシン及び10-ヒドロキシカンプトテシンを含むがこれらに限定されな
いその誘導体）、DNAトポイソメラーゼII阻害剤（例えば、アムサクリン、ダクチノマイ
シン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、イダルビシン、ミトキサントロン、エトポシド
、テニポシド、ポドフィロトキシン）；DNAマイナーグルーブ結合剤（例えば、プリカマ
イシン）；葉酸拮抗薬などの抗代謝産物（例えば、メトトレキサート及びトリメトレキサ
ート）、ピリミジン拮抗剤（例、フルオロウラシル、フルオロデオキシウリジン、CB3717
、アザシチジン、シタラビン、フロクスウリジン）、プリンアンタゴニスト（例えば、メ
ルカプトプリン、6-チオグアニン、フルダラビン、ペントスタチン）、糖修飾類似体（例
えば、シクトラビン、フルダラビン）、及びリボヌクレオチド還元酵素阻害剤（例えば、
ヒドロキシウレア）；チューブリン相互作用剤(tubulin intractive agent)（例えば、ビ
ンクリスチン、ビンブラスチン、パクリタキセル）；副腎皮質ホルモン(adrenal cortico
steroid)（例えば、プレドニゾン、デキサメタゾン、メチルプレドニゾロン、プレドニゾ
ロン）；エストロゲン及び関連化合物（例えば、エチニルエストラジオール、ジエチルス
チルベストロール、クロロトリアニセン、ジエネストロール）、プロゲスチン（例えば、
カプロン酸ヒドロキシプロゲステロン、メドロキシプロゲステロン、メゲストロール）、
アンドロゲン（例えば、テストステロン、プロピオン酸テストステロン、フルオキシメス
テロン、メチルテストステロン）、黄体形成(Leutinizing)ホルモン放出ホルモン剤及び/
又は性腺刺激ホルモン放出ホルモン拮抗薬（例えば、酢酸リュープロリド、酢酸ゴセレリ
ン）、抗エストロゲン剤（例えば、タモキシフェン）、抗アンドロゲン剤（例えば、フル
タミド）、及び抗副腎剤（例えば、ミトタン、アミノグルテチミド）。などのホルモン遮
断剤。他の化学療法剤としては、タキソール、レチノイン酸及びその誘導体（例えば、13
-シス-レチノイン酸、オールトランスレチノイン酸、及び9-シス-レチノイン酸）、スル
ファチアゾール、マイトマイシンC、ミコフェノール酸、スルファジメトキシン、及びゲ
ムシタビン（4-アミノ-1-(2-デオキシ-2,2-ジフルオロ-β-D-エリスロ-ペントフラノシル
)ピリミジン-2(1H)-オン-2′,2′-ジフルオロ-2′-デオキシシチジン）等があるが、これ
らに限定されない
【００５９】
　いくつかの実施態様では、活性剤は抗血管新生剤から成る。様々な抗血管新生剤は、当
業者に公知であり、血管内皮増殖因子（VEGF）ファミリーとその受容体（例えば、ベバシ
ズマブやその他の抗血管内皮増殖因子（VEGF）抗体）の阻害剤及び/又はアンタゴニスト
、並びにニューロピリン－１アンタゴニストを含むがこれらに限定されない。
【００６０】
　いくつかの実施態様では、本発明の組成物は、付加的なアジュバント及び/又は免疫調
節剤と共に使用することができる。本明細書において用いられる「免疫調節剤(immune mo
dulating agent又はimmunomodulating agent)」は、免疫応答を調節することのできる分
子のことをいう。典型的な免疫調節剤は、サイトカイン（サイトカインIFN-α、IFN-γ、
IL-2、IL-4、IL-6、TNF、及び免疫細胞に影響を及ぼすその他のサイトカインを含むがこ
れらに限定されない）、樹状細胞活性剤として機能するCpGオリゴデオキシヌクレオチド
（CpG ODN）（Rothenfusserら2002）、及び表3に記載された免疫調節剤を含むがこれらに
限定されない。
【００６１】
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【表３】

＊ Muller & Scherle,2006とその引用文献を参照されたい。MTH-TRP：メチルチオヒダン
トイン-トリプトファン； ABH：2（S）-アミノ-6-ボロノヘキサン酸； BEC：S-（2-ボロ
ノエチル）-L-システイン；L-NMMA：L-NG-モノメチルアルギニン； NCX -4016：ニトロア
スピリン； Emanueliら2004参照； CP-533536：Cameronら2009参照； SB-505124：DeCost
a Byfieldら2004参照； SD-505124：Muller＆Scherle,2006参照； LY580276：Sawyerら20
04参照； JSI-124：Blaskovich,2003参照； CPA-7：Littlefieldら2008参照； SU5416：F
ongら1999参照； AG-013736（アキシチニブ）：Rugoら2005参照； IC-487892：ICOS Corp
., Bothell, Washington, United States of America; AMD3100：Donzellaら1998参照。
【００６２】
　治療への応用については、治療有効量の本発明の組成物を患者に投与する。「治療有効
量」とは、測定可能な生物学的な腫瘍応答（免疫賦活、抗血管新生応答、細胞傷害性応答
、腫瘍退縮、及び/又は腫瘍成長阻害が挙げられるが、これらに限定されない。）を作り
だすのに十分な化合物の量である。本発明の組成物中の活性成分の実際の投与量レベルは
、特定の患者に所望の治療応答を達成するのに有効な活性剤の量を投与するように変化さ
せることができる。選択された投与量レベルは、組成物の活性、処方、投与経路、他の薬
や治療法との組み合わせ、腫瘍の大きさと寿命、及び治療対象の患者の健康状態と治療歴
などの様々な要因に依存するであろう。本発明のいくつかの実施態様では、最小限の量が
投与され、そして用量制限毒性が存在しない場合に投与量を上げる。治療上有効な投与量
の決定と調整並びにいつ又はどうやってこのような調製を行うかについては、医学分野の
当業者に公知である。
【００６３】
　診断への応用については、本発明の組成物の検出可能な量が患者に投与される。本明細
書において組成物について用いられる「検出可能な量」は、組成物の存在がインビボ又は
インビトロで決定することができるような組成物の投与量のことをいう。検出可能な量は
、標識されている組成物の化学的性質、検出可能な標識、標識法、イメージング法及びそ
れに関連するパラメータ、患者における標識された薬物の代謝、標識の安定性（放射性核
種標識の半減期を含むがこれらに限定されない）、その化合物の投与後からイメージング
前までの時間、投与経路、患者の体調や治療歴、腫瘍又は疑いのある腫瘍の大きさと寿命
を含むがこれに限定されない様々な要因によって異なります。従って、検出可能な量は、
特定の応用に合わせて変わりうるし、また調整することができる。本発明の研究の後、こ
のような検出可能な量を決定することは、当業者の技術範囲内である。
【００６４】
　本明細書において用いられる「検出可能な部分」、「検出可能な標識（又はラベル）」
及び「検出可能な薬剤」は、抗体又はその断片若しくは誘導体に添加することができる任
意の部分により検出することができ、インビトロ及び/又はインビボで抗体又はその断片
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若しくは誘導体の検出を可能にする如何なる分子のことをいう。代表的な検出可能な部分
としては、いくつかの実施態様では、発色団、蛍光部分、酵素、抗原、特異的な反応性を
有する基、化学発光部分、及び電気化学的に検出可能な部分等があるが、これらに限定さ
れない。いくつかの実施態様では、抗体はビオチン化される。
【００６５】
　いくつかの実施態様では、検出可能な部分はフルオロフォアから成る。フルオロフォア
の抱合が、インビボ（例えば、患者への投与後）又はインビトロのいずれかで検出可能な
化合物をもたらし、その抗体又はその断片若しくは誘導体がそのエピトープに結合するこ
とを妨げない限り、任意のフルオロフォアを本発明の組成物で用いることができる。代表
的なフルオロフォアは、以下のものを含むがこれらに限定されない：7-ジメチルアミノク
マリン-3-カルボン酸、塩化ダンシル、ニトロベンゾジアゾールアミン（NBD）、ダブシル
塩化物、桂皮酸、フルオレセインカルボン酸、ナイルブルー、テトラメチルカルボキシロ
ーダミン、テトラエチルスルホローダミン、5-カルボキシ-X-ローダミン（5-ROX）、及び
6-カルボキシ-X-ローダミン（6-ROX）。これらの代表的なフルオロフォアは単なる例示で
あることが理解されるべきで、これら以外のフルオロフォアを使用することもできる。例
えば、Alexa Fluor(R)色素シリーズは、少なくとも19種類の異なる発光スペクトルで特徴
づけられる異なる色素を含む。これらの色素は、Alexa Fluor(R)350、405、430、488、50
0、514、532、546、555、568、594、610、633、635、647、660、680、700、750（インビ
トロgen Corp., Carlsbad, California, United States of Americaから入手可能）を含
み、どの色素を用いるかの選択は、当業者が本明細書を考慮した後で以下の基準に従って
することができる。この基準として、特定のAlexa Fluor(R)の化学組成、複数の検出可能
な部分を用いるかどうか、それぞれの発光スペクトル、採用する検出技術などがあるが、
これらに限定されない。
【００６６】
　いくつかの実施態様では、検出可能な部分はシアニン色素から成る。本発明の抗体、そ
の断片及び/又はその誘導体に抱合することのできるシアニン色素の非限定的な例として
は、コハク酸イミドエステルCy5、Cy5.5、及びCy7（Amersham Biosciences, Piscataway,
 New Jersey, United States of America により提供）が挙げられる。
　いくつかの実施態様では、検出可能な部分は近赤外（NIR）色素から成る。本発明の抗
体、その断片及び/又はその誘導体に抱合することのできる近赤外（NIR）色素の非限定的
な例としては、NIR641、NIR664、NIT7000、及びNIT782が挙げられる。
　いくつかの実施態様では、ビオチン化抗体は、アビジン又はストレプトアビジン基を含
む二次抗体を用いて検出され、Cy3、Cy5、Cy7及びインビトロGEN(R) (Carlsbad, Califor
nia, United States of America)から入手可能なAlexa Fluor(R)シリーズのいずれかの蛍
光標識を含むがこれらに限定されないケイ光標識に抱合する。いくつかの実施態様では、
この抗体又はその断片若しくは誘導体は、直接蛍光標識で標識され、この抗体に結合する
細胞は、蛍光活性化細胞の選別により分離される。追加の検出戦略は、当業者に知られて
いる。
【００６７】
　診断への応用（検出用途及びイメージング用途を含むがこれらに限定されない）につい
ては、本発明の抗体は、検出可能な部分で標識することができる。検出可能な部分は、直
接的又は間接的に、検出可能なシグナルを生成することができる任意のものであってよい
。例えば、検出可能な部分は、次のような放射性同位体であってもよい。３Ｈ、１４Ｃ、
３２Ｐ、３５Ｓ、１２５Ｉ、又は１３１Ｉ；フルオレセインイソチオシアネート、ローダ
ミン、又はルシフェリンを含むがこれらに限定されない蛍光又は化学発光化合物；アルカ
リホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、又は西洋ワサビペルオキシダーゼを含むがこ
れらに限定されない酵素であってもよい。
【００６８】
　本発明はさらに、腫瘍サンプル又は生検材料をインビトロで評価する、腫瘍を診断する
ための方法を提供する。いくつかの実施態様では、本発明の標的リガンドは、蛍光標識、
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エピトープタグ、又は放射性標識などの検出可能な標識から成り、以下これらを簡単に記
載する。
【００６９】
　蛍光　任意の検出可能な蛍光色素を使用することができ、この蛍光色素として以下のも
のが挙げられるがこれらに限定されない：フルオレセインイソチオシアネート(FITC)、LU
OR X(R)、Alexa Fluor(R)、オレゴングリーン(R)、テトラメチルローダミン(TMR）、X-ロ
ーダミン(ROX)、テキサスレッド(R)、BODIPY(R)630/650、及びCy5（Amersham Pharmacia 
Biotech of Piscataway, New Jersey, United States of America, 又はMolecular Probe
s Inc. of Eugene, Oregon, United States of Americaから入手可能）。
　蛍光標識は、使用する特定の標識に合った発光及び吸収スペクトルを用いて直接検出す
ることができる。共通の研究設備が蛍光のインビトロ検出のために開発された。この設備
として、GSI Lumonics (Watertown, Massachusetts, United States of America) 及び G
enetic MicroSystems Inc. (Woburn, Massachusetts, United States of America)から入
手可能な設備が挙げられる。このような商用システムの大部分は、いくつかの形態の、光
電子増倍管検出装置を備えたスキャン技術を使用する。蛍光サンプルの分析検討のための
基準はAlexayら1996の論文に要約されている。
【００７０】
　エピトープタグの検出　エピトープラベルを使用する場合は、エピトープを検出するた
めに、エピトープに結合するタンパク質又は化合物を用いることができる。代表的なエピ
トープのラベルは、ビオチンであり、これは、例えば、アビジン-FITCのようなアビジン
抱合フルオロフォアの結合によって検出することができる。代替として、このラベルは、
アビジン-西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）ストレプトアビジン抱合体の結合と、これ
に続くHRP酵素産物の比色検出により、検出することができる。比色又は発光産物/複合体
の形成は、それぞれ分光光度計又は照度計を用いて測定できる。
【００７１】
　オートラジオグラフィー検出　放射性標識（例えば、131I又は99mTc）の検出は、当業
者に知られているように、従来のオートラジオグラフィー又はホスホイメージャを用いて
行うことができる。好ましいオートラジオグラフィー法では、輝尽性発光イメージングプ
レート(Fuji Medical Systems of Stamford, Connecticut, United States of America)
を用いる。簡単に言えば、輝尽性発光は、スキャン中にレーザーにより刺激後に照射され
た燐プレートから放出される光の量である。このプレートの発光応答は、その活性に比例
する(Amemiyaら1988; Hallahanら2001a)。
　検出可能な部分に抗体を抱合させるために、任意の当技術分野で公知の方法を使用でき
る(Hunterら1962; Davidら1974; Painら1981;及び Nygren,1982.参照)。
【００７２】
　薬物担体　本発明の組成物は、薬剤の製造と管理を容易にするために、更に薬物担体を
含んでもよい。任意の適切な薬物送達ビヒクル又は担体を使用でき、以下のものが挙げら
れるがこれらに限定されない：遺伝子治療ベクター（例えば、ウイルスベクター又はプラ
スミド）、マイクロスフェア又はナノスフェアなどのマイクロカプセル(Manomeら1994; H
allahanら2001b; Saltzman & Fung, 1997)、ペプチド（米国特許第6127339号及び同第557
4172号）、グリコサミノグリカン（米国特許第6106866号）、脂肪酸（米国特許第5994392
号）、脂肪乳剤（米国特許第5651991号）、脂質又は脂質誘導体（米国特許第5786387号）
、コラーゲン（米国特許第5922356号）、多糖類又はその誘導体（米国特許第5688931号）
、ナノ懸濁液（米国特許第5858410号）、高分子ミセル又は抱合体（Goldmanら1997;米国
特許第4551482号、同第5714166号、同第5510103号、同第5490840号、及び同第5855900号
）、及びポリソーム（米国特許第5922545号）。
【００７３】
　ターゲティングリガンドの抱合　抗体又はその断片若しくは誘導体を、当技術分野で公
知の方法を用いて、薬物や薬物担体に結合してもよい。その方法として以下が挙げられる
がこれらに限定されない：カルボジイミド抱合、エステル化、過ヨウ素酸ナトリウムの酸
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化に続く還元的アルキル化、及びグルタルアルデヒド架橋(Goldmanら1997; Cheng,1996; 
Neriら1997; Nabel,1997; Parkら1997; Pasqualiniら1997; Bauminger & Wilchek,1980; 
米国特許第6071890号; 及びEP特許第0439095号参照)。
【００７４】
　投与　本発明の組成物の投与に適した方法としては、血管内、皮下、筋肉内及び腫瘍内
投与が挙げられるがこれらに限定されない。いくつかの実施態様では、血管内投与が用い
られる。本明細書において用いられる「血管内投与」及び「血管内供給」は、組成物を患
者の血管網へ直接投与することをいう。組成物の血管内投与のために用いることができる
技術は、当業者によく知られており、静脈内投与及び動脈内投与が挙げられるがこれらに
限定されない。血管内投与のための任意のサイトや任意の方法が、組成物が投与される被
験者の種に少なくとも部分的に依存することは理解されたい。肺経路へ組成物を送達する
ために、組成物をエアロゾル又は粗いスプレーとして投与することができる。
【００７５】
ＩＩＩ．生体試料中のエピトープを検出するための方法
　本発明の抗体及び/又はその断片及び/又はその誘導体はまた、インビボイメージングに
有用であり、放射線不透過剤及び/又は放射性同位元素として検出可能な部分で標識され
た抗体が、いくつかの実施態様では静脈内投与を介して、患者に投与され、患者中のこの
標識化された抗体の存在とその位置が分析される。このイメージング技術は、悪性腫瘍の
病期分類と治療に有用である。
　従って、いくつかの実施態様において、本発明の組成物は、インビボで検出することが
できる標識を含む。本明細書においてイメージング又は検出方法を説明するために用いら
れる「インビボ」は、シンチグラフィー法、磁気共鳴イメージング、超音波、又は蛍光（
これらは以下に簡単に説明される。）などの一般的非侵襲的な方法のことをいう。この「
非侵襲的な方法」は、インビボイメージングを容易にするために造影剤の投与を用いる方
法を排除するものではない。
　いくつかの実施態様では、この検出可能な部分は、本発明の抗体又はその断片若しくは
誘導体、上記の治療薬、診断薬、薬物担体、又はこれらの組み合わせと結合又はその他の
方法で結びつけてよい。患者への標識組成物の投与に続いて、結合のための十分な時間の
後、この組成物の生体内分布を可視化することができる。この「結合のための十分な時間
」は、標識された薬剤を放射線誘導標的分子に結合させる時間のことをいう。
【００７６】
　シンチグラフィーイメージング　シンチグラフィーイメージング法として、SPECT（シ
ングルフォトンエミッションCT）、PET（陽電子放射断層撮影）、ガンマカメライメージ
ング、及び直線スキャニングが挙げられる。ガンマカメラ及び直線スキャナーは、単一の
平面で放射能を検出する器具である。ほとんどのSPECTシステムは、分析の対象である患
者を中心に回転する1又はそれ以上のガンマカメラを使用し、複数の次元の放射能を統合
するすることに基づく。PETシステムも複数の次元の放射能を検出するリング内の一連の
検出器で構成される。本発明の検出方法及び/又はイメージング方法を行うために適した
イメージング装置、及びそれを用いるための指示書は、商業的供給源から容易に入手可能
である。PETとSPECTシステムはいずれもADAC of Milpitas, California, United States 
of America, 及びSiemens of Hoffman Estates, Illinois, United States of America.
より提供されている。また、共通のソースのフォーカスを持つコリメート構造を備えた複
数のセンサを含む放射性イメージングデバイスなどの、シンチグラフィーイメージングの
ための関連機器を用いてもよい。
　シンチグラフィーイメージングを用いる場合には、検出可能な標識は、放射性核種の標
識を含む。いくつかの実施態様では、放射性核種は、１８Ｆ、６４Ｃｕ、６５Ｃｕ、６７

Ｇａ、６８Ｇａ、７７Ｂｒ、８０ｍＢｒ、９５Ｒｕ、９７Ｒｕ、１０３Ｒｕ、１０５Ｒｕ
、９９ｍＴｃ、１０７Ｈｇ、２０３Ｈｇ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１２６Ｉ、１

３１Ｉ、１３３Ｉ、１１１Ｉｎ、１１３ｍＩｎ、９９ｍＲｅ、１０５Ｒｅ、１０１Ｒｅ、
１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１２１ｍＴｅ、１２２ｍＴｅ、１２５ｍＴｅ、１６５Ｔｍ、１
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６７Ｔｍ、１６８Ｔｍ，及びこれらから誘導される窒化物又は酸化物の形態から成る群か
ら選択される。いくつかの実施態様では、放射性核種は１３１Ｉ又は９９ｍＴｃから成る
。
【００７７】
　本発明の方法に従って使用されるような、分子の放射性核種標識のための方法は、当技
術分野で公知である。例えば、標的分子を、放射性同位元素がそれに直接結合することが
できるように誘導することができる（Yooら1997）。あるいは、抱合を可能にするために
リンカーを付加することができる。代表リンカーとして、ジエチレントリアミン五酢酸（
DTPA）－イソチオシアネート、スクシンイミジル6ヒドラジニウムニコチン酸塩酸塩（SHN
H）、及びヘキサメチルプロペンアミンオキシムが挙げられる(HMPAO; Chattopadhyayら20
01; Sagiuchiら2001; 及び米国特許第6024938号)。付加の方法は米国特許第6080384号、H
natowichら1996及びTavitianら1998に記載されている。
　標識部分が放射性核種である場合、放射線分解による損傷を防止又は最小限に抑えるた
めに、アスコルビン酸、ゲンチシン酸、又は他の適切な酸化防止剤などの安定剤を、標識
された標的分子を含む組成物に添加することができる。
【００７８】
　磁気共鳴イメージング（MRI）　磁気共鳴イメージング技術は、特有の化学的環境下に
おける水プロトンの相対的緩和率に基づいてイメージを作成する。本明細書において用い
られる「磁気共鳴イメージング」は、コンンベンション磁気共鳴イメージング、磁化転送
イメージング（MTI）、プロトン磁気共鳴分光法（MRS）、拡散強調イメージング（DWI）
及び機能的MRイメージング（fMRI；Rovarisら2001; Pomper & Port,2000; 及びこれらに
含まれる引用文献を参照)などの、磁気ソース技術のことをいう。
　磁気ソースイメージングのための造影剤としては、常磁性又は超常磁性イオン、鉄酸化
物粒子（Weisslederら1992; Shenら1993）及び水溶性造影剤が挙げられるが、これらに限
定されない。常磁性及び超常磁性イオンは、鉄、銅、マンガン、クロム、エルビウム、ユ
ウロピウム、ジスプロシウム、ホルミウム、ガドリニウムを含む金属から成る群から選択
されることができる。好ましい金属は、鉄、マンガン、ガドリニウムであり、最も好まし
いのはガドリニウムである。
　診断ラベル分野の当業者は、金属イオンがキレート部分により結合し、それを、本発明
の方法に従って、治療剤に抱合させることができることを認識している。例えば、ガドリ
ニウムイオンは、ジエチレントリアミン五酢酸（DTPA）によってキレート化される。ラン
タニドイオンはテトラアザシクロドデカン化合物によってキレート化される。米国特許第
5738837号及び同第5707605号を参照されたい。代替として、造影剤は、リポソームで運搬
される（Schwendener,1992）。
　磁気ソースを使用して誘導されたイメージは、超伝導量子干渉素子磁束計(SQUID, Quan
tum Design、San Diego, California, United States of America、から指示書と共に入
試可能である; また、米国特許第573883号も参照されたい。)を用いて得られることがで
きる。
【００７９】
　超音波　腫瘍を含む標的組織の定量的及び構造情報を得るために、超音波イメージング
を使用することができる。気体の微小気泡（マイクロバブル）のような造影剤の投与は、
超音波検査中の標的組織の可視化を向上させることができる。いくつかの実施態様では、
この造影剤は、例えば、ここに開示される薬剤送達を誘導するためのペプチドを用いるこ
とにより（例えば、放射線誘導薬物送達）、対象の標的組織を選択的に標的とすることが
できる。インビボで微小気泡を提供するための代表的な薬剤としては、ガスを充填した親
油性又は脂質の気泡が挙げられるがこれに限定されない（米国特許第6245318号、同第623
1834号、同第6221018号及び同第5088499号）。更に、ガス又は液体を、患者に送達して微
小気泡の放出を容易にする、多孔質無機粒子に閉じ込められることができる（米国特許第
6254852号及び同第5147631号）。
【００８０】
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　本発明での使用に適する気体、液体、及びこれらの組み合わせとしては、空気；窒素；
酸素；二酸化炭素；水素；亜酸化窒素；ヘリウム、アルゴン、キセノン又はクリプトンな
どの不活性ガス；六フッ化硫黄、二フッ化十硫黄、又は五フッ化トリフロロメチル硫黄な
どのフッ化硫黄；六フッ化セレン；テトラメチルシランのような任意にハロゲン化された
シラン；低分子量炭化水素（例えば、７個までの炭素原子を含む）、例えば、メタン、エ
タン、プロパン、ブタン又はペンタン等のアルカン、シクロブタン又はシクロペンタン等
のシクロアルカン、プロペン又はブテン等のアルケン、又はアセチレンなどのアルキン；
エーテル；ケトン；エステル；ハロゲン化低分子量炭化水素原子（例えば、７個までの炭
素原子を含む）；又はこれらの任意の混合物が挙げられる。ハロゲン化炭化水素ガスは、
長寿命示すことができ、従って、いくつかの応用には好ましい。このグループの代表的な
ガスとして、デカフルオロブタン、オクタフルオロシクロブタン、デカフルオロイソブタ
ン、オクタフルオロプロパン、オクタフルオロシクロプロパン、ドデカフルオロペンタン
、ドデカフルオロシクロペンタン、ドデカフルオロイソペンタン、パーフルオロペンタン
、パーフルオロシクロヘキサン、パーフルオロイソヘキサン、六フッ化硫黄、及びパーフ
ルオロオクタン、パーフルオロノナン、任意に臭素化されたパーフルオロデカンが挙げら
れる。
　親油性の気泡に標的リガンドを付加することは、標準的なタンパク質－ポリマー又はタ
ンパク質－脂質の付加方法に従って化学架橋剤を介して行うことができる（例えば、カル
ボジイミド（EDC）又はチオプロピオネート（SPDP）を介して）。ターゲッティング効率
を向上させるために、大きなガス充填気泡を、分枝又は直鎖の合成ポリマー（米国特許第
6245318号）などの柔軟性スペーサーアームを使用して、標的リガンドに結合することが
できる。コーティング、吸着、成層、又は粒子の外表面を標的リガンドと反応させること
により、標的リガンドを多孔質無機粒子に付着させることができる（米国特許第6254852
号）。
　超音波装置及び超音波データセットを得るための技術的な方法の説明はCoatney2001やL
ees,2001及びそこに記載された引用文献を参照されたい。
【００８１】
　蛍光イメージング　非侵襲的イメージング法は、蛍光標識の検出から成ることができる
。親油性成分から成る薬剤（治療薬、診断薬、ベクター、又は薬物担体）を、インビボで
のイメージングに適している様々な親油性染料のいずれかで標識することができる(Hered
iaら1991; Ragnarsonら1992; Fraser,1996参照)。代表的な標識としては、カルボシアニ
ン、アミンスチリル染料、好ましくは長鎖ジアルキルカルボシアニン(例えば、Molecular
 Probes Inc. of Eugene, Oregon, United States of Americaから入手可能なDiI, DiO, 
及びDiD)及びジアルキルアミノスチリル染料が挙げられるが、これらに限定されない。親
油性の蛍光標識は、当業者に公知の方法を用いて組み込むことができる。例えば、VYBRAN
T(R)細胞ラベリング溶液は、培養細胞を他の親油性成分で標識するのに有効である(Molec
ular Probes Inc. of Eugene, Oregon, United States of America)。
　蛍光標識はまた、Cy5.5及びCy5(Amersham of Arlington Heights, Illinois, United S
tates of Americaから入手可能)、IRD41及びIRD700(Li-Cor, Inc. of Lincoln, Nebraska
から入手可能)、NIR-1(Dejindo of Kumamoto, Japanから入手可能)、LaJollaブルー(Diat
ron of Miami, Florida, United States of Americaから入手可能、Lichaら2000; Weissl
ederら1999; Vinogradovら1996参照)を含む、スルホンシアニン色素から成ってもよい。
　更に、蛍光標識は、例えば、テルビウム及びユーロピウムのキレート（米国特許第5928
627号）等のランタニドイオン由来の有機キレートを含むことができる。このような標識
は、そこに記載されているように、共役又は共有結合で薬剤にリンクすることができる。
　蛍光標識のインビボ検出のために、使用する特定の標識に合った発光及び吸収スペクト
ルを使用して画像（イメージ）が作成される。この画像は、例えば、拡散光分光法により
、可視化することができる。追加の方法及びイメージングシステムは、米国特許第586575
4号、同第6083486号及び同第6246901号その他に記載されている。
【００８２】
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ＩＶ．腫瘍を検出する方法及び腫瘍を治療する方法
　いくつかの実施態様では、本発明の抗体、その断片及び/又はその誘導体は、腫瘍のイ
ンビボイメージングのために使用され、放射線不透剤、放射性同位元素、又は他の造影剤
等のイメージング部分で標識された本発明の組成物を患者に投与し、患者中の検知可能に
標識された組成物の存在と位置を測定する。このイメージング技術は、悪性腫瘍の病期分
類と治療に有用でありうる。いくつかの実施態様において、抗体は、例えば、核磁気共鳴
、放射線、又は当技術分野で公知の他の検出方法によって、患者でインサイチュで検出可
能な任意の部分で標識される。
　このように、本発明はまた、患者において腫瘍を検出するための方法を提供する。いく
つかの実施態様において、本明細書に開示の方法は、（a）患者に、検出可能な標識と抱
合した本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体から成る組成物を投与すること、及び（
b）その検出可能な標識を検出し、それによって腫瘍を検出すること、から成る。いくつ
かの実施態様では、この腫瘍は、膵臓、乳房、卵巣、大腸又は直腸、及び/又はこれらか
ら派生した転移細胞の腫瘍であって、必要に応じてMUC1、変異K-ras又はこれら両方を発
現する。
【００８３】
　本発明のいくつかの実施態様では、検出可能な標識は、上記で詳細に述べたものを含む
がこれに限定されない、常磁性イオン、放射性イオン及び蛍光性イオンから成る群から選
択されるイメージング剤から成る。上記の開示の観点から、放射性造影剤は、例えば、γ
－放射体、ポジトロン－放射体、Ｘ線－放射体及びその他の検出方法に使用可能な薬剤で
あってもよい。
代表的な放射性イメージング剤としては、４３Ｋ、５２Ｆｅ、５７Ｃｏ、６７Ｃｕ、６７

Ｇａ、６８Ｇａ、７７Ｂｒ、８１Ｒｂ／８１ｍＫＲ、８７ｍＳｒ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉ
ｎ、１１３Ｉｎ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１２７Ｃｓ、１２９Ｃｓ、１３１Ｉ、１３２Ｉ、
１９７Ｈｇ、２０３Ｐｂ及び２０６Ｂｉが挙げられるが、本発明は、これらの放射性同位
体のみに限られるものではない。
【００８４】
　本発明はまた、腫瘍を治療するための方法を提供する。いくつかの実施態様において、
この方法は、患者に、活性剤に抱合した本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体を含む
組成物を投与することから成り、それにより、活性剤が腫瘍に接触して、腫瘍を治療する
。典型的な活性剤は、本明細書に開示され、治療剤、必要に応じて化学療法剤、毒素、放
射性治療剤及びそれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。
　例えば、本発明の組成物は、化学療法剤に抱合した抗体又はその断片若しくは誘導体か
ら成ってもよい。いくつかの実施態様では、この化学療法剤は、抗腫瘍薬、サイトカイン
、代謝拮抗剤、アルキル化剤、ホルモン、メトトレキサート、ドキソルビシン、ダウノル
ビシン、シトシンアラビノシド、エトポシド、5-フルオロウラシル、メルファラン、クロ
ラムブシル、ナイトロジェンマスタード、シクロホスファミド、シスプラチン、ビンデシ
ン、ビンカアルカロイド、マイトマイシン、ブレオマイシン、プロチオニン、マクロモマ
イシン、1,4-ベンゾキノン誘導体、トレニモン、ステロイド、アミノプテリン、アントラ
サイクリン、デメコルシン、エトポシド、ミトラマイシン、ドキソルビシン、ダウノマイ
シン、ビンブラスチン、ネオカルチノスタチン、マクロマイシン(macromycin)、α-アマ
ニチン、及びそれらの組合せから選択される。
【００８５】
　さらに、本発明の組成物は、毒素に抱合した抗体又はその断片若しくは誘導体から成っ
てもよい。典型的な毒素としては、ラッセル蛇毒、活性化第ＩＸ因子、活性化第Ｘ因子、
トロンビン、ホスホリパーゼＣ、コブラ毒因子、リシン、リシンＡ鎖、シュードモナス外
毒素、ジフテリア毒素、ウシ膵リボヌクレアーゼ、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパ
ク、アブリン、アブリンＡ鎖、ゲロニン、サポリン、メデッシン（modeccin）、ビスキュ
ミン、ボルケンシン、及びそれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。
　本発明の組成物はまた、放射線治療剤に抱合した抗体又はその断片若しくは誘導体から
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成ってもよい。典型的な放射線治療剤としては、４７Ｓｃ、６７Ｃｕ、９０Ｙ、１０９Ｐ
ｄ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１９９Ａｕ、２１１Ａｔ
、２１２Ｐｂ、２１２Ｂｉ、３２Ｐ、３３Ｐ、７１Ｇｅ、７７Ａｓ、１０３Ｐｂ、１０５

Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１９Ｓｂ、１２１Ｓｎ、１３１Ｃｓ、１４３Ｐｒ、１６１Ｔｂ、１

７７Ｌｕ、１９１Ｏｓ、１９３ｍＰｔ及び１９７Ｈｇが挙げられるが、これらに限定され
ない。
【００８６】
　本発明はまた、患者における腫瘍の成長を抑制するための方法を提供する。いくつかの
実施態様では、この方法は、有効量の本願発明の抗体又はその断片若しくは誘導体を、腫
瘍を有する患者に投与することをから成る。いくつかの実施態様では、この抗体又はその
断片若しくは誘導体は、配列番号１～３のいずれか内に存在するエピトープに結合する。
いくつかの実施態様では、この腫瘍は、膵臓、乳房、卵巣、大腸又は直腸、及び/又はこ
れらから派生した転移細胞の腫瘍であって、いくつかの実施態様では、MUC1、変異K-ras
又はこれら両方を発現する。
　本発明はまた、併用療法の一部として、ここに開示した組成物及び方法を含む。このよ
うに、本発明は、いくつかの実施態様では、患者に１又はそれ以上の追加の抗腫瘍治療を
施すことを含む。典型的な抗腫瘍治療はとして、放射線治療、化学療法、追加免疫療法、
抗炎症療法、及びこれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。
　例えば、抗炎症療法は、患者に非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）を投与することから
成ってもよいが、これに限定されない。典型的な非ステロイド性抗炎症薬としては、シク
ロオキシゲナーゼ阻害剤（例えば、インドメタシン）、特にセレコキシブ及びロフェコキ
シブのような、しかしこれに限定されない、シクロオキシゲナーゼ-2特異的阻害剤、が挙
げられるが、これに限定されない。
　併用療法はまた、患者に、ゲムシタビン（4-アミノ-1-(2-デオキシ-2,2-ジフルオロ-β
-D-エリスロ-ペントフラノシル)ピリミジン-2(1H)-オン-2′,2′-ジフルオロ-2′-デオキ
シシチジン)、セレコキシブ（4-[5-(4-メチルフェニル)-3-(トリフルオロメチル)ピラゾ
ール-1-イル]ベンゼンスルホンアミド）、又はこれらの薬学的に許容される塩を投与する
こと等の、しかしこれらに限定されない１又はそれ以上の追加の抗腫瘍治療を施すことを
含んでもよい。
　併用療法はまた、本発明の組成物のいずれかを投与する前、その最中、及び/又はその
後に、患者に電離放射線を照射することを含んでもよい。
【００８７】
　治療への応用のために、本発明の抗体、その断片、その誘導体、及び/又はその抱合体
を、例えば、その薬学的に許容される投与形態で、患者に投与することができる。これら
は、一塊として又は一定の期間にわたる連続注入により静脈内に投与することができ、ま
た筋肉内、皮下、関節内、関節滑液嚢内、髄腔内、経口、局所、又は吸入経路により投与
することができる。この抗体及び/又はその抱合体はまた、必要に応じて、全身又は局所
の治療効果を発揮するために、腫瘍内腫瘍周囲、病巣内、又は病変部周囲の経路に投与す
ることができる。
　適当な薬学的に許容される担体、希釈剤、及び/又は賦形剤はよく知られており、臨床
的状況保証として当業者により採用されてもよい。適切な担体、希釈剤、及び/又は賦形
剤の例としては、（1）ダルベッコのリン酸緩衝食塩液、pH約7.4、約1mg/ml～25mg/mlの
ヒト血清アルブミンを含む、（2）0.9％生理食塩水（0.9%（w/v）NaCl）、（3）5％（w/v
）デキストロースが挙げられる。
　凍結乾燥されているのではなく水性の剤形で存在する場合、この抗体は、典型的には、
約0.1 mg/ml～100 mg/mlの濃度で、この範囲外の広範囲の変量が許容されるが、処方され
る。
　処方及び投与形態に関する更なるガイダンスについては、米国特許第5,326,902号、同
第5,234,933号; 国際公開WO 1993/25521; Gennaro, 1990; Goodmanら1996; Berkowら1997
; Speightら1997; Duchら1998; Ebadi, 1998; Katzung, 2001; Gennaro, 2003を参照され
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たい。
【００８８】
　本発明の組成物及び方法は、インビトロ、インビボ、又はエックスビボで行うことがで
きる。
　本発明の組成物及び方法は、スクリーニング及び/又はMUC1若しくは変異K-rasの発現が
上昇している癌の治療に使用することができる。このような癌の例としては、卵巣癌、乳
癌、肺癌、膵臓、前立腺が挙げられるが、これらに限定されない。
　病気の治療のために、本発明の抗体、その断片、その誘導体及び/又はその抱合体の適
切な用量は、治療すべき疾患のタイプ、その疾患の重症度及び経過、この抗体及び/又は
その抱合体が予防目的か又は治療目的で投与されているのかどうか、以前の治療経過、患
者の臨床履歴及び抗体及び/又は抱合体への応答、並びに主治医の裁量に依存してもよい
。本発明の抗体及び/又は抱合体は、一度に又はいくつかの若しくは多くの治療の過程で
患者に投与してもよい。
【００８９】
Ｖ．腫瘍細胞とがん幹細胞を検出し、精製し、標的とする方法
　本発明はまた、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体を用いて、患者に存在する又
は患者から単離された腫瘍細胞、がん細胞又はこれらの両方を検出し、精製し、又は標的
とする方法を提供する。いくつかの実施態様では、本発明は、癌を過去に持っていた又は
現在持っている患者から単離された生物学的サンプル中の腫瘍細胞、がん細胞又はこれら
の両方への、抗体又はその断片若しくは誘導体の結合を検出することにより、腫瘍細胞、
がん細胞又はこれらの両方を検出する方法を提供する。この目的のために、検出可能な標
識を採用したここに開示の組成物を用いることができる。
　さらに、本発明は、癌幹細胞を精製するための方法を提供する。いくつかの実施態様に
おいて、本発明の方法は、（ａ）がん幹細胞を含むことが疑われる細胞集団を提供する段
階、（ｂ）（配列番号１）～３のいずれか内に存在するエピトープに結合する抗体又はそ
の断片若しくは誘導体に結合するこの細胞の部分集団を特定する段階、及び（ｃ）この部
分集団を精製する段階から成る。精製方法について、いくつかの実施態様では、この細胞
集団は、がんを有する患者から単離された循環細胞から成る。
【００９０】
　いくつかの実施態様では、この方法は、更に、この特定段階の前にこの細胞集団から細
胞系陽性（lin＋）細胞を除去する段階を含む、又はこの精製された部分集団から細胞系
陽性（lin＋）細胞を除去する段階を含む。細胞集団から細胞系陽性（lin＋）細胞を除去
するための方法は、当技術分野で知られている。典型的な方法は次のとおりである：
　単一細胞懸濁液を、患者から単離するか（例えば、血液、リンパ液、骨髄穿刺液などか
ら）、又は組織から調製する。組織の場合、癌幹細胞の疑いのある組織（例えば、膵臓腺
癌組織）からの切片を、機械的にホモジナイズし、37℃で30分間コラゲナーゼIV及びDNas
eで消化してもよい。腫瘍からの全血液及び単一細胞懸濁液を、Miltenyi Biotec社 (Berg
isch Gladbach, Germany)が販売するいくつかの種特異的細胞系除去（lineage cell depl
etion）キットの中のいずれかを用いて、細胞系除去（lineage cell depletion）にかけ
る。これは、その細胞懸濁液から、細胞系抗原（CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16, C
D19, CD56, CD123及びCD235a）を発現する細胞を除去する。その後、細胞系陰性亜集団か
ら、フローサイトメトリーにより、例えば、モノクローナルTAB-004抗体を用いてMUC1を
発現している細胞をスクリーニングすることができる。その様々な選択の段階は任意の順
序で実行することができることを理解されたい。必要に応じて、幹細胞マーカーCD133(AC
133)及び/又はCD24+/CD44+に対する抗体を用いてもよい。
【００９１】
　本発明はまた、活性剤を、患者の循環がん幹細胞を標的にする方法を提供する。いくつ
かの実施態様では、本発明の方法は、このがん幹細胞（任意に、循環がん幹細胞）を、本
願発明の抗体又はその断片若しくは誘導体及び活性剤から成る組成物と接触させる段階か
ら成る。この組成物は、癌幹細胞にこの活性剤を送達する。
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ここに開示された活性剤のいずれも、本明細書に開示される組成物及び方法を採用するこ
とにより、癌幹細胞を標的とすることができる。いくつかの態様では、この活性剤は、治
療剤、化学療法剤、毒素、放射性治療剤、又はそれらの組み合わせから成る。
　例えば、いくつかの実施態様では、この治療剤は、免疫調節剤から成り、いくつかの実
施態様では、この免疫調節は、インドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤（
例えば、1-メチル-DL-トリプトファン（1MT））、EP2/EP4受容体拮抗薬、CXCR4拮抗薬、
血管内皮増殖因子受容体1アンタゴニスト、TGFβR1アンタゴニスト、及び樹状細胞活性化
剤野中の１又はそれ以上である。これらの免疫調節剤の非限定的な例は、上記の表３に示
されている。
【００９２】
ＶＩ．患者における癌の再発及び/又は進行を予知するための方法
　2010年の時点で、乳癌と膵臓癌は、癌関連死のそれぞれ3番目と4番目の主要な原因です
。乳癌は女性の間で最も一般的に診断される癌です。一方、膵臓癌はあまり一般的ではな
いが、すべての癌の中で最悪の予後を持つ。膵臓癌の不十分な診断は、初期診断をしない
ことにより引き起こされ、その結果、より深刻な段階に進んでからこの疾患を診断するこ
とになる。マンモグラフィは乳がんの早期発見を顕著に改善したが、この欠点を改善する
ものではない。乳癌の20％は見逃されており、偽陽性の結果が出ると、不安を引き起こし
、高価な追加診断を受けることになる。マンモグラフィ検診における特異性の欠如は、良
性腫瘍の過剰診断と不必要な治療に導くことになる。
　もう一つの懸念は、原発腫瘍が患者の遠隔部位へ転移することであり、この転移の存在
は、通常予後不良に関係し、患者に施される治療の経過に大きな影響を与える。転移を検
出するために用いることができる現在の方法としては、コンピュータ断層撮影（CT）、陽
電子放射断層撮影法（PET）スキャン、磁気共鳴イメージング法（MRI）などがある。これ
らの治療法は高価であり、個々人に潜在的に危険であり、特異性と感度を欠き、一般的に
微小転移を検出することができない。
　特定の薬物療法を適切に調整するためには、患者における再発のモニタリングが必要で
ある。この目的のために、CA19-9、CA15-3及びCA27-29等の、しかしこれらに限定されな
い腫瘍抗原に対する血液に基づく検査を採用することができる。しかし、これらの検査は
また、がん以外の条件として、しばしば特異性を欠くので、これら及び他の推定腫瘍関連
抗原の上昇に導くことになる可能性がある。これらのマーカーの発現レベルは、十分に癌
が進行中である癌の初期段階で、症状が現れる前に癌を検知するためには、不適当に高い
。初期段階でがんを検出するだけでなく、微小転移と再発を検出する手法の開発は、膵臓
がんや乳がんの患者の結果を改善するために有益である。
【００９３】
　ＶＩＡ．癌の再発を予知するための方法
　いくつかの実施態様では、本発明はまた、患者における癌の再発を予知するための方法
を提供する。いくつかの実施態様では、本発明の方法は、（ａ）がんを有する患者から循
環細胞を含む生物学的サンプルを単離する段階、（ｂ）この生物学的サンプルを、１又は
それ以上の本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体と接触させる段階、及び（ｃ）この
生物学的サンプル中の、１又はそれ以上の本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体に結
合する１又はそれ以上の循環細胞を特定する段階から成り、それによってこの患者のがん
の再発が予知される。これらの方法に関して、この本発明の抗体又はその断片若しくは誘
導体に結合する循環細胞を特定したことは、患者が以前にこのような循環細胞に対して陰
性であった場合に、患者の癌の再発の可能性を示す。いくつかの実施態様において、本発
明の１又はそれ以上の抗体又はその断片若しくは誘導体に結合する循環細胞の存在は、こ
のような循環細胞に対して陰性である患者が、転移性疾患の危険度が増した状態にあるこ
とを示す。
【００９４】
　ＶＩＢ．癌の進行を予知するための方法
　本発明はまた、患者における癌の進行を予知するための方法を提供する。いくつかの実
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施態様では、この方法は、がんを有する患者から循環細胞を含む生物学的サンプルを単離
する段階、この生物学的サンプルを、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体が、この
生物学的サンプル中に存在する、存在したとして、腫瘍及び／又はがん上に存在するエピ
トープと結合するに十分な条件下で、この抗体又はその断片若しくは誘導体と接触させる
段階、及びこの生物学的サンプル中の、この抗体又はその断片若しくは誘導体に結合する
１又はそれ以上の循環細胞を特定する段階から成り、それによってこの患者のがんの再発
が予知される。いくつかの実施態様では、この生物学的サンプルは、血液サンプル、リン
パサンプル又はそれらの部分から成る。いくつかの実施態様では、このがんは、膵臓がん
又は乳がんである。
　いくつかの実施態様において、この抗体は、ブダペスト条約の条項の下で、2010年12月
16日にＡＴＣＣ(American Type Culture Collection）、アメリカ合衆国　バージニア州
　２０１１０－２２０９、マナサス、ユニバーシティブールバード　１０８０１、に受託
番号PTA-11550として寄託されたハイブリドーマ細胞株により産生されたモノクローナル
抗体である。いくつかの実施態様では、その断片又は誘導体は、キメラ抗体又はその断片
若しくは誘導体、ヒト化抗体又はその断片若しくは誘導体、ヒト抗体又はその断片若しく
は誘導体、単鎖抗体又はその断片もしくはその誘導体、及びFab断片からなる群から選択
され、該キメラ抗体、該ヒト化抗体、該ヒト抗体、該単鎖抗体又は該Fab断片が、モノク
ローナル抗体ＴＡＢ－００４の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する。いくつかの実施態様
では、この相補性決定領域（ＣＤＲ）は、配列番号８から成る重鎖ＣＤＲ１、配列番号９
から成る重鎖ＣＤＲ２、配列番号１０から成る重鎖ＣＤＲ３、配列番号１１から成る軽鎖
ＣＤＲ１、配列番号１２から成る軽鎖ＣＤＲ２及び配列番号１３から成る軽鎖ＣＤＲ３か
ら成る。
　本明細書で使用される「癌の進行を予知する」とは、ある時点で癌疾患の指標を評価し
、これをそれ以前の時点で採取した癌疾患の指標と比較し、この比較を、患者の癌の進行
の指標とすることである。いくつかの実施態様では、このがんの進行は、患者におけるが
んの転移から成る。
【００９５】
　このように、本発明の抗体又はその断片若しくは誘導体を、癌患者の血液又は他の生物
学的サンプル中の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の存在を検出するために用いることができ、CT
Cの存在を転移性疾患や予後不良の可能性の重要な指標とすることができる。現在、CELLS
EARCH(R)システム(Veridex, LLC, Raritan, New Jersey, United States of America)が
、転移性乳癌、大腸癌及び前立腺癌患者におけるCTCを測定するために米国食品医薬品局
（FDA）によって認可された唯一の方法です。このシステムは、CTCの中の上皮細胞表面マ
ーカーEpCAMの検出に基づく。転移性乳がんでは、第一線の治療を開始する前にCTCを検出
することが、進行なしに生存すること及び全体の生存を高度に予測することであることが
示されている。基準時の血液7.5 mlあたりのCTCが５よりも大きい患者は、CTCが５よりも
小さい患者に比べて、第１回追跡時（４週間後）に予後が悪化した(Cristofanilliら2005
)。同様に、膵臓癌で、血液7.5 mlあたりのCTCが１よりも大きいことは、予後不良と相関
していた(Kuriharaら2008)。
　しかし、CTCの実際の転移病巣を形成する能力には疑問に残る。侵襲的な表現型を有す
る腫瘍細胞は、上皮間葉移行（EMT）と呼ばれる変換プロセスにおいていくつかの上皮抗
原を失うので、EpCAM発現のCTCは、現在、最小限の転移を予測する。実際には、微小転移
による低EpCAM発現が報告されており、EpCAMに対する抗体を用いてCTCを単離しようとす
る試みはこれまで成功していない。MUC1発現細胞は、高い転移能を持っており、MUC1がCT
C上で発現されることが見出されているので、TAB-004抗体を含むがこれに限定されない本
発明の抗体又はその断片若しくは誘導体は、EpCAM発現CTCを検出するという試みに基づく
多くの方法と比べて、信頼性が高く改善された転移の予測因子となりうる。
【００９６】
ＶＩＩ．他の用途
　また、本発明の抗体を、競合結合アッセイ、直接及び間接サンドイッチアッセイ、並び
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に免疫沈降アッセイ等の、但しこれらに限定されない様々なアッセイ方法に用いることが
できる(Zola,1987、Harlow & Lane,1988参照)。
　本発明の抗体はまた、アフィニティー精製剤として有用である。このプロセスでは、１
又はそれ以上の抗体は、当該分野で周知の方法を用いて適切な支持体（セファデックス樹
脂又はろ紙等、但しこれらに限定されない）上に固定される（Harlow & Lane, 1988参照
）。
【実施例】
【００９７】
　以下の実施例は、例示的な実施態様を提供する。本開示と当業者の一般的なレベルを考
慮すると、当業者は、以下の実施例は単に例示であって、ここに開示する本発明の範囲か
ら逸脱することなく、多数の変更、修正、及び改変を行うことができることを理解するで
あろう。
【００９８】
実施例１
ヒトMUC1を発現する膵臓腺癌マウスの作成
　ヒトMUC1を発現し、膵臓線癌を発生させる三重トランスジェニックマウス株の作成法を
図３に示す。要約すると、発生過程及び成体の膵臓の至る所にCreリコンビナーゼを発現
するP48Cre/+マウス（Kawaguchiら2002）を、LSL-KrasG12D/+マウスと掛け合わせる。こ
のLSL-KrasG12D/+マウスには、転写的に不活性だが、Creを発現する細胞内で活性化され
る、K-rasG12D/+対立遺伝子が導入されている（Jackson et al., 2001;Kawaguchi et al.
, 2002）。P48Cre/+及びLSL-KrasG12D/+の両者に対して陽性である子孫（以下「PDAマウ
ス」という。）を、ヒトMUC1導入遺伝子を担うトランスジェニックマウス株（MUC1.Tg）
と交配させ、異型接合体として維持する（図３参照）。MUC1.Tgマウスは、ヒトMUC1を発
現し、B-及びT-細胞コンパートメント寛容性を示し、導入遺伝子によりコードされるタン
パク質による免疫に対して抵抗性がある（Rowseら1998）。これらのマウスにおいて、ヒ
トMUC1導入遺伝子は、それ自身のプロモーターにより転写されるので、この発現レベルは
、組織特異的であり、特有である。単純な上皮組織の管腔側における低レベル発現、及び
腫瘍における発現上昇が観察された。
　P48Cre/+、LSL-KrasG12D/+、及びヒト MUC1に対して陽性のマウス（以下「PDA.MUC1.Tg
マウス」という。）は、これらの３種の導入遺伝子を担う。PDA x MUC1.Tgの全マウスは
、PanIN-IA, PanIN-IB, PanIN-2, PanIN-3及び腺癌を含む異なるステージの膵臓上皮内腫
瘍（PanINs）を発生させた（Tinder et al., 2008; Mukherjee et al., 2009）。様々な
年齢のPDA x MUC1.Tg膵臓からの代表的な切片を図１Bに示す。これらのマウスの約80 %は
、26 週令までに、及び約100 % が、34週令までに腺癌を発生させた。
【００９９】
　ヒトMUC1及び変異K-rasG12D腫瘍抗原を発現する、PDA.MUC1.Tgマウス（図３）から、タ
ンパク質溶解液を調整し、三重トランスジェニックマウスに発現した腫瘍関連抗原に対す
る抗血清を作成した。要約すると、5 mgのタンパク質溶解液を不完全Freundアジュバント
（IFA）と混合し、Balb/cマウスの免疫化に用いた。免疫化マウスからの脾臓細胞と骨髄
腫細胞の融合によりハイブリドーマを作成し、TAB-004抗体を、ハイブリドーマのスクリ
ーニング（篩い分け）から同定した。このモノクローナル抗体は、IgGアイソタイプであ
ると分かった。精製した抗体は腫瘍関連グリコシル化MUC1と結合した。
　エピトープスクリーニングにより、本発明のTAB-004モノクローナル抗体（mAb）は、配
列番号３内に存在するエピトープと結合することが分かった。この抗体は、ヒト膵臓（図
１Ｂ）、ヒト乳房（図２Ａ及び２Ｂ）から分離した腫瘍組織と強く反応するが、正常膵臓
又は正常乳房組織に対して容易に検知できるほど結合しなかった（図１Ａ及び２Ｃ参照）
。
　興味深いことに、TAB-004抗体は変異K-rasと交差反応し、K-ras変異を発現する腫瘍組
織はこの抗体により陽性の染色を示すが、ヒトMUC1には陽性の染色を示さなかった。転移
性全病変は陽性の反応性を示し、及びTAB-004は、変異K-rasポリペプチド内に存在するエ
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ピトープを結合できるようであった。
【０１００】
実施例２
腫瘍細胞のFACSによる区分け
　蛍光細胞分析分離装置（FACS）を用いて、様々な試料についてTAB-004抗体を検定し、
異なる環境及び異なる条件下で存在する腫瘍細胞への結合活性及び区分け能を調べた。
　第１の実験において、TAB-004抗体を、純化したCD133+及びCD24+/CD44+/EpCAM+細胞集
団の細胞の染色に用いた。膵臓腺癌からの切片を機械的にホモジナイズし、30分、37℃で
コラゲナーゼIV及びDNaseにより消化した。この腫瘍からの全血液及び単一細胞懸濁液を
、Lineage Cell Depletion Kit (成熟した造血系列細胞枯渇キット、Miltenyi Biotec, B
ergisch Gladbach, Germany, Catalogue No. 130-092-211)を用いて、造血系列細胞を枯
渇させ、これにより、細胞懸濁液より、造血細胞系列抗原：CD2, CD3, CD11b, CD14, CD1
5, CD16, CD19, CD56, CD123及びCD235aを発現する細胞を除いた。膵臓癌の患者からの血
液試料又は腫瘍試料からの造血系細胞陰性（lin-）細胞を、フローサイトメーターを用い
て、TAB-004抗体、及び次の膵臓幹細胞マーカーCD133(AC133)又はCD24+/CD44+を用いてMU
C1を発現する細胞を篩い分けた。
　図７Ａ及び７Ｂは、蛍光細胞分析分離装置（FACS）によるCD133+（図７Ａ）及びCD24+/
CD44+/EpCAM+（図７Ｂ）細胞の区分けの頻度分布図（ヒストグラム）、及びTAB-004抗体
がこれらの細胞に結合する度合いを示す。各パネルの左トレースは、負対照抗体を用いた
区分けに対応し、右トレースは、TAB-004抗体を用いた区分けに対応する。
　次に、TAB-004抗体を用いて、膵臓腫瘍組織から分離した正常及び膵臓腫瘍細胞中のMUC
1発現、及びCXCR4（癌細胞を含む細胞の移動性に関係するポリペプチド）の発現を比較す
るためにFACS解析を行った。結果を図８に示す。
　図８において、CXCR4抗体染色と比べたTAB-004抗体染色による、隣接する膵臓腺癌組織
（図８Ｄ）と比べた組織学的に正常な隣接膵臓組織（図８Ｃ）における細胞の分布を比較
した。見て分かるように、MUC1又はCXCR4に対して陽性の細胞は、組織学的に正常な膵臓
組織より、膵臓腺癌組織により多い。図８Ａ及び図８Ｂは、負対照の結果を示す（図８Ａ
－抗体無し；図８Ｂ－アイソタイプ対照抗体）
【０１０１】
　最後に、TAB-004抗体を、現在上皮癌検出のために使用されている、EpCAM抗体と比較し
た。
　図９は、膵臓癌患者内の循環腫瘍細胞の検出において標準的EpCAM抗体と比べてTAB-004
抗体が優れていることを示す一連のFACSプロットを示す。
　第１に、正常対照個人からの全血液に７００ccの血液あたり、２５０個のPANC1膵臓癌
細胞株を加え、PANC1細胞をTAB-004抗体を用いて染色した。EpCAM抗体に対応する濃い灰
色線に対応する中間灰色腺と、0.1 mg/mlから0.004 mg/mlの範囲の３種類の異なるTAB-00
4抗体濃度に対応する、右側の最も濃い黒線、淡灰色線を比較すると、これら４種類の条
件で、これらの調整物におけるPANC1細胞を良く検出した。
　次に、TAB-004抗体及びEpCAM抗体について、２人の患者（それぞれ、「患者１」及び「
患者２」で示す）のそれぞれからの血液中の循環腫瘍細胞を検出する活性を検定した。図
９Ｂ及び９Ｃに示すように、患者血液中の循環腫瘍細胞を検出する上で、TAB-004抗体及
びEpCAM抗体の間には明確な識別できる差異があった。特に、TAB-004-PE抗体は（図９Bの
右側の最も濃い黒線及び図９Ｃの右側の最も濃い黒線及び淡灰色線を参照）は患者の血液
中のこれら循環腫瘍細胞を検出できるが、EpCAM-PE抗体（図９Ｂ及び９Ｃの濃い灰色線を
参照）は、検出できず、このことはこれらの目的のために、TAB-004抗体は、現在使用さ
れているEpCAB抗体より遙かに優れていることを示唆する。
【０１０２】
実施例３
TAB-004抱合体の調整
　本発明のTAB-004抗体を、１－メチル- DL-トリプトファン（1MT）、インドレアミン２



(37) JP 5886299 B2 2016.3.16

10

20

30

40

50

，３－デオキシゲナーゼ（IDO）阻害剤（EP2/EP4受容体拮抗物質）、及び樹状細胞活性化
因子として働くCpGオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）（Rothefusserら、2002）と
抱合した。ここでは、CpG ODNと抱合したTAB-004抗体の機能的役割に関するデータを提供
するが、本発明の抗体及び抱合体の機能を限定するものではない。
　TAB-004抗体単独又はCpG ODNとの抱合体は、三重トランスジェニックPDA.MUC1.Tgマウ
スから作成した腫瘍細胞株（本明細書では、「KCM細胞株」という。図３参照）と結合し
た。出願人らは特定の操作理論に囚われることを望まないが、この抗体は、ナチュラルキ
ラー細胞（NK細胞）を活性化し、CpG ODNとの抱合体はさらに、YAC細胞及びKCM細胞株の
ような標的に対するNK細胞の溶細胞活性を促進した（図４参照）。
【０１０３】
実施例４
TAB-004-CpG ODN抱合体のin vivo抗腫瘍活性
　樹立した三重トランスジェニックマウスPDA.MUC1.Tgマウスに発生したKCM膵臓癌細胞株
を10匹のマウスに注入した。図５A及び５Bに、処理群、処理計画及び投与量を描写した。
要約すると、3 x 106 KCM腫瘍細胞を、第０日にマウス（n=10）の脇腹領域の皮下に注入
した。４，１０及び１６日目に、各マウスに50 μgのTAB-004-CpG ODN抱合体を（アジュ
ヴァント無しに）腫瘍内に投与した。比較のために、同量の抗体を、抗体単独群（非抱合
TAB-004）に投与した。２０日目に殺マウスを行い腫瘍を回収した。
　図５に示すように、抱合体型抗体による処理は、樹立した腫瘍の増殖を完全に止め、完
全な根絶をもたらした。このデータによると、TAB-004-CpG ODN抱合体で処理されたマウ
スには、処理終了後に、腫瘍の増殖が見られない（図５参照）。このことは、TAB-004-Cp
G ODN抱合体を、上皮性癌、特に膵臓癌のような、但しこれらに限定されない、癌のため
のワクチンとして使用できることを裏付ける。
【０１０４】
実施例５
抗体クローニング、組み替え抗体産生、抗原結合確認と相補性決定領域（ＣＤＲ）の配列
決定
　TAB-004抗体のMUC1への結合活性を確認し、CDRのアミノ酸配列を決定するために、ハイ
ブリドーマ細胞株ATCC-No. PTA-11550から全RNAを抽出し、免疫グロブリン重鎖及び軽鎖
特異的プライマーセット、及びQIAGEN(R)OneStep RT-PCR Kitを用いて、逆転写PCR（RT-P
CR）を行った。各群のために、変異領域のリーダー配列を変換する縮重順方向プライマー
混合物を用いて、多数の重鎖及び軽鎖RT-PCR反応を行った。順方向プライマーを異なる濃
度で用いたが、逆方向プライマー（重鎖及び軽鎖遺伝子の定常域に位置）は、反応あたり
50 ngであった。以下のRT-PCR条件を用いた：
逆転写：５０℃で３０分
初期PCR活性化段階：９５℃で１５分
サイクリング：９４℃で２５秒； 
　　　　　　　５４℃で３０秒；
              ７２℃で３０秒を２０サイクル；
最終的伸長：７２℃で１０分。
　次に、第２ラウンドのセミネステッド（semi-nested）PCRを用いた。順方向プライマー
は第１ラウンド　RT-PCRと同一であるが、各プライマー量は、上記のRT-PCR条件の２倍で
ある。重鎖配列に特異的なセミネステッド逆方向プライマーは反応あたり100 ngを用いた
。
用いたPCR条件は、以下の通りである：
初期変成段階：９５℃で５分
サイクリング：９５℃で２５秒； 
　　　　　　　５７℃で３０秒；
              ６８℃で３０秒を２５サイクル；
最終的伸長：６８℃で１０分。
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　PCR終了後、PCR産物の試料をアガローズゲル上で分離して、産物を可視化した。いくつ
かの重鎖及び軽鎖PCR産物のサブクローニングをおこない、重鎖及び軽鎖の可変領域の配
列を調べた。得られた塩基配列及びこれによりコードされたアミノ酸配列を配列番号４～
７に示す。またこれから推定されるCDRsのアミノ酸配列を表４にまとめた。
【０１０５】
【表４】

【０１０６】
　次に、ハイブリドーマ細胞株ATCC No. PTA-11550から単離した全RNAの他のRT-PCR増幅
遺伝子、及び本明細書に説明したようにその後の第２ラウンドのセミネステッドPCRによ
り、組み換え抗体を作成した。増幅した重鎖配列及び軽鎖配列を、個別にプラスミド抗体
発現ベクター中にサブクローン化した。
　次にプラスミドをCHO細胞に導入し、ヒトIgG1骨格を有する組み替えIgGを作成した。遺
伝子導入したCHO細胞の上清について、９６穴ELISAフォーマットを用いて、抗原結合につ
いて検定した。上清中の組み替えIgGの濃度は非常に低かった（即ち、約10 ng/ml）が、
いくつかの上清試料は、非常に強い結合を示した。上清中の抗体濃度が比較的に低いとす
ると、ELISAの結果は、組み替え抗体の活性は高いことを示す。
　組み替え抗体プラスミドの挿入物の配列をDNA配列決定により決めた。全て、単一重鎖
配列及び単一軽鎖配列対応した。重鎖及び軽鎖の可変領域ヌクレオチド、及びアミノ酸配
列を決定し、及びこれから推定されるCDR配列を配列番号８～１３に示す。
【０１０７】
実施例６
乳癌及び膵臓癌における、TAB-004抗体と他の腫瘍抗原に基づく検出手段の性能比較
　血液ベースの現在入手可能な臨床的検定として使用される腫瘍抗原として、乳癌に対す
るCA 15-3 及びCA 27-29；及び膵臓癌に対するCA 19-9がある。非癌条件又は良性疾患の
場合、これらの腫瘍抗原のレベルは高く、従って癌の正確な検出のための手段としてこれ
らの腫瘍抗原に対する抗体利用の可能性を引き下げる。この低特異性の結果として、これ
らの抗体による検定は顕著な診断的価値を証明するに至ってない。
　この目的のために、患者の血漿中に放出されたMUC1の濃度を検知するTAB-004の活性を
、血漿試料中の腫瘍抗原に対する上記抗体の性能と比較した。血行中に放出されたMUC1を
捕獲し、濃度を検知するために、TAB-004抗体を用いて、酵素免疫測定（EIA）を最適化し
た。要約すると、９６穴ELISAプレートに50 μg/mlのPBS中の100 μlのTAB-004抗体を塗
布し、４℃で一晩インキュベートした。インキュベーション後、過剰な捕獲用のTAB-004
抗体をプレートから除いた。非特異的結合を避けるために、このプレートを200 μlのPBS
中１％の粉乳でブロックし、４℃で１時間インキュベートした。ELISAプレート洗浄器を
用いて、このプレートを、0.05%(v/v) TWEEN(r)-20を含む250 μl PBSで良く洗った（３
回）。MUC1 TRから調整した25-merポリペプチドを用いたMUC1標準液を0~2000 U/mlの範囲
で調整した。この検定用血漿をPBS中0.1% ミルク中に1:2及び1:10希釈し、100 μlを３組
ずつ適当なウェルに加え、このプレートを３７℃で２時間インキュベートした。
【０１０８】
　その後、プレートを洗浄し、100 μlのポリクローナルウサギ抗MUC1抗体（Genway）を
、PBS中0.1 %ミルクで1:300,000希釈して各ウェルに加え、このプレートを３７℃で１時
間インキュベートした。このポリクローナル抗体をウェルから洗い出し、西洋わさびペル
オキシダーゼ－標識ヤギ抗ウサギIgGをPBS中0.1%ミルク1:1000希釈して加え、１時間３７
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℃でインキュベートした。このプレートを洗浄後、100μlのペルオキシダーゼ基質（TMB
）を含む溶液をウェルに加え、プレートを暗室で３０分間、室温でインキュベートした。
25μlの4.0 N硫酸を加えて、この反応を停止させ、SPECTRA-MAX 250 分光光度計を用いて
450 nmの波長で光学密度を測った。未知の試料の濃度を測定するために回帰分析を用いて
標準曲線を作成した。
　MUC1の初期標準試料に基づき任意単位（U）/mlを選んだ。50～800 units/ml のMUC1抗
原は比例領域であった。装置及び技術者によるバラツキを保証するために、正常及び異常
試料を含めることで、検定内部及び検定間の変動をコントロールした、また検定に用いた
試薬は期待通りに働いた。
　乳癌試料に対するTAB-004 EIA 評価を、CA15-3（Abbott Laboratories, Abbott Park, 
Illinois, United States of America）の評価と比較した。EIA測定を用いて、乳癌に対
するCA27-29（Bayer Diagnostics, Tarrytown NY）との比較、及び膵臓癌試料に対するCA
19-9（Panomics Inc, Redwood City, California, United States of America）との比較
もまた行った。入手可能なEIAと比較したTAB-004 EIAの感度及び特異性を検定するために
統計解析を行った。
　３６名乳癌患者、２４名前立腺癌患者、４名膵臓癌患者、１３名食道癌患者、１２名正
常対照者、３名膵炎患者及び１名糖尿病患者（CA15-3, CA27-29, 及びCA19-9抗原の存在
を検定する測定を用いて、膵炎及び糖尿病は、擬陽性として検知されたことで知られる２
種の病気）からの血漿を用いたTAB-004　EIAを行った。検定した大部分の癌試料は後期段
階の癌からであった。
　正常患者（n=12）に対する予備的データより、<40 U/mlのカットオフ値（病体識別値）
を得た。平均偏差値及び標準偏差値として、それぞれ、17.42 及び7.07 units/ml 血漿を
得た（図１０参照）。本研究中、正常として、40 units/ ml 血漿以下の値を用いること
とした。正規分布を仮定すると、これは、集団の99.8%以上に及んだ。我々の予備的デー
タにおいて、たった１２試料しかないとすれば、人為的に標準偏差を膨らませる可能性が
ある。我々は、本研究の一部としてカットオフ値を改善する計画をした。
【０１０９】
　このカットオフ値<40U/mlにおいて、健康人又は膵炎のヒト血漿はいずれも陽性ではな
く、癌試料からの血漿は>40U/mlであった（図１０参照）。CA15-3抗原を検知するために
計画された測定と比較してTAB-004 EIA測定は、正常ボランティアからの血漿中と比べて
乳癌患者からの血漿中の当該腫瘍抗原（MUC1）を、より高い特異性及びより高感度で検出
する上で優れていることをこのデータは示す。TAB-004について擬陽性は無かったが、１
２名の正常人の内５名は、CA15-3ベースの測定では擬陽性をもたらした（片側検定を用い
て、p=0.031；<31U/mlは、CA15-3ベースの測定に対する発表されたカットオフ値である）
。TAB-004に対しては、全ての癌患者の血漿は陽性であったが、CA15-3（<31 U/ml）では
、３６名血漿試料中３試料が擬陰性であった。全体として、乳癌患者において、TAB-004
検定とCA15-3検定を比較した時、癌患者からの血漿と正常人の血漿との間の差異は、TAB-
004においてより大であった。CA15-3検定を用いた場合、正常人と癌患者の血漿間でかな
りの重なりがあったが、TAB-004検定を用いると、重なりはなかった（図１０参照）。
　疾病ステージを測るためのTAB-004抗体の性能を更に評価するために、TAB-004 EIAを、
n=5のステージ0, 2, 3 及び4の膵臓癌患者からの血漿試料を用いて行った。図１１から、
TAB-004及びCA15-3測定間の平均差異は全４名癌患者のステージに対して統計的に有意で
あることが分かった（ステージ０，p=0.049; ステージ２，p=0.008; ステージ３，p=0.01
7; ステージ４，p=0.008）。TAB-004測定は、全２０試料に対して、CA 15-3より高い値を
提供した。さらに、TAB-004測定レベルは、CA 15-3測定（この測定ではステージ０，２及
び３の間の差異を予測できなかった）とは異なり、腫瘍ステージに依存し、疾患進行に従
い増加した（p<0.0001）。ステージ２及びステージ３の全患者のTAB-004測定値は、正常
範囲以上を示すが、CA 15-3測定では２／１０のみが正常以上であったので、図１０で見
出された正常範囲（<40U/ml）に集まるステージを比較して、TAB-004は、ステージ２及び
３を診断する上でCA 15-3と比較して優れていることが明らかである。
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【０１１０】
実施例７
移動性MUC1のレベルと疾患進行及び再発との相関性
　TAB-004を用いて、疾患の再発及び進行の正確な予想可能性を評価した。ステージII及
びIII/IV乳癌のn=100患者から血漿を治療前、及び標準的治療終了後６，１２及び１８ヶ
月後について評価した。この群の再発については、２４ヶ月後評価した。ステージ２，３
，及び４のn=50膵臓癌患者からの血漿を、治療前、標準的治療終了後３，６，９及び１２
ヶ月後について評価した。
【０１１１】
試料収集
　血漿を日常の追跡検査来院時に集めた。疾患ステージを病理学的評価により確認し、再
発を標準的画像技術により確認した。膵臓癌患者に投与された全ての化学治療薬又は補助
の治療を詳述するデータベースを保存した。
　乳癌に関しては、再発率は膵臓癌と比較して一般的に遙かに低く、従って、（乳癌患者
）より少数（統計的に正当づけられる数）の膵臓癌患者を利用した。標準的追跡検査来院
時機が異なるので、血漿を収集する時間も乳癌と膵臓癌の間でまた異なった。
　膵臓癌患者に関しては、ステージ３及び４患者は、一般的に６ヶ月から１年以上ほとん
ど生存せず、従って診断後の高死亡率のために、再度の試料収集のために治療終了を待つ
ことができない。試料は、患者が治療を受けている間に収集した。手術を受けた患者に対
して、試料を手術前、及び治療計画に拘わらず、手術後３，６，９及び１２ヶ月後収集し
た。切除不能癌の患者に対して、試料を診断前、及び治療計画に拘わらず、診断後３，６
，９，１２ヶ月後収集した。大多数の患者は、１年以内に再発することが予測されるので
、実験を１２ヶ月で停止した。乳癌患者に対して、ステージIII/IV患者のみ、一般的に２
年以内の再発が予測される。しかしながら、比較のためにステージII患者も含めた。血漿
を治療前、及び治療終了後６，１２及び１８ヶ月後収集した。
【０１１２】
解析及び統計
　TAB-004測定により、乳癌患者の再発及び／又は死亡の予想可能性を定めるために解析
を行った。患者を、研究過程に再発した群及び再発しなかった群の、２群に分けた。受診
者動作特性（Receiver Operating Curves, ROC）を作成し、再発を予想するためのTAB-00
4のナチュラルカットポイントがあるかどうか決めた。解析において、再発を伴う患者に
対して、再発以前のTAB-004レベルを用いたが、再発してない患者に対しては、最終TAB-0
04値を用いた。例えば、再発が１５ヶ月で生ずるならば、１２ヶ月のTAB-004レベルを用
いる。従属変数（結果）として再発までの時間についてのCox比例ハザードモデルを用い
た。このCoxモデルは、追跡不能及び打ち切りデータを正しく説明する多変数過程である
。年齢、癌ステージ、及び癌悪性度、及びTAB-004値を独立変数として入れた。もしROCが
再発を予測するためにナチュラルカットポイントを決めるならば、モデルにおけるTAB-00
4の実際の値を二分法の（カットオフ値の上又は下）変数に置き換えて、別なCoxモデルを
実行する。TAB-004変数は統計的に有意なp-値を持つので、患者年齢、癌ステージ、及び
腫瘍悪性度を揃えた場合、TAB-004は再発の独立変数である事が分かる。従属変数として
の再発又は死亡までの時間を用いて、以前の一連の解析を繰り返す。ステージ0, I 及びI
Iの癌患者に対して、この同じ方法を用いて、ステージIII/IV（転移性）癌になる時間を
予測する。
　この一連の解析を、また膵臓癌患者からのデータを用いて行う。膵臓癌の死亡率は非常
に高いので、再発までの時間又はステージIV疾患への時間を予測する場合、Coxモデルで
の係数の安定した見積もりは、困難であり得る。従って、研究期間の間に、癌再発、又は
ステージ２又は３からステージ４の転移性癌への進行の症例はほとんど無いであろう。
【０１１３】
実施例８
TAB-004陽性CTCのレベルと疾患予後及びTAB-004血漿レベルとの相関、及びTAB-004抗体を
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用いて分離したCTC細胞とEpCAM抗体を用いて分離したCTC細胞とのCTC細胞の数及び転移能
の比較
　循環腫瘍細胞（CTC）を、血流中の腫瘍細胞と定義する。現在、転移性乳癌、結腸癌、
及び前立腺癌患者のCTCを測定するために、Veridex CELLSEARCH(R)システムが唯一のFDA
認可の方法である。このシステムを用いて、膵臓癌患者のCTCが、CTC<1及び生存率の間の
相関性を示した。興味あることに、この研究において、CTCの存在が、血清中の腫瘍抗原C
A19-9レベルの増加と相関することが分かり、このことは、腫瘍抗原の血清レベルを用い
て、循環腫瘍細胞を予測できることを示す。転移性乳癌患者において、<5 CTCが、進行性
のない生存及び全体としての生存の独立変数であることが分かった。さらに、転移性乳癌
患者のCTCレベルは、現在の画像法より、より早期の、より再現性のある、疾患状態の目
安である。
　CTC評価のために認知された方法は、血液からEpCAM発現細胞の分離を必要とし、その後
、上皮性特異的サイトケラチン染色、適切な核染色の存在及び白血球特異的CD45不在を条
件として、これらの細胞をCTCと確認することを必要とする。この方法の注意点は、EpCAM
発現細胞の制約である。遊走性という表現形質を得た細胞は、上皮性の特性を失い、また
表現型的に高悪性度の腫瘍進行に関係する細胞であることを示す、間葉性特徴を得る、と
言うことが研究により示唆されている。従って、見かけ上、CTCのEpCAM分離は、間葉性表
現型質を進行させている－最も活性なCTCを"逃す"ことになるようである。
　乳房及び膵臓初発及び転移性腫瘍の両者は、TAB-004抗体により認識される、高レベル
の腫瘍関連MUC1を発現する。従って、これらの患者におけるCTCは、TAB-004抗体により認
識されるべきである。予備的実験において、TAB-004抗体を用いて、MUC1レベルを評価し
た。第１に、ヒト膵臓癌細胞株であるPANC1細胞を加えた7.5 mlの血液試料（ヒト試料と
同様に）を用いて、MUC1発現CTCを測定するために、Veridex CELLSEARCH(R)システムを用
いることができるかどうか試験した。約90%のCTC（EpCAM+細胞）がMUC1を発現した。さら
に、患者試料を集め、TAB-004は、約33%から100%の効率でCTCを認識することが分かった
。従って、TAB-004抗体の使用は、正確に膵臓及び乳癌患者の微少転移を検出することが
明らかである。
【０１１４】
　本明細書に開示した本発明の様々な詳細な点が、本発明の範囲から逸脱することなく変
更可能であることは理解されるであろう。さらに、上記の記載は、単に本発明を例証する
ことのみを目的とするものであって、本発明を制限する目的のためのものではない。
【０１１５】
参考文献
　本明細書で参照された参考文献と同様に、特許、特許出願及び刊行物、科学雑誌の記事
、及びデータベースエントリ（例えば、GENBANK(R)データベースのエントリとその中に利
用可能なすべての注釈）を含むがこれらに限定されない、下記に列記された全ての参考文
献は、方法、技法、及び/又はそこで用いられる組成物を教示するために、補充し、説明
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