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(57)【要約】
標的構造に対する結合構造を有する抗体、またはその誘
導体、またはその断片が記載される。前記抗体は、ヒト
胃腸上皮性腫瘍細胞の中および該細胞の表面、並びに正
常ヒト胃腸上皮細胞のサブポピュレーションの中に提示
される。前記結合構造は、配列番号２に示されたアミノ
酸配列のアミノ酸番号２３－３３（ＣＤＲ１）、４９－
５５（ＣＤＲ２）、８８－９８（ＣＤＲ３）を必須要素
として含む軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）、および配
列番号２に示されたアミノ酸配列のアミノ酸番号１５８
－１６２（ＣＤＲ１）、１７７－１９３（ＣＤＲ２）、
２２６－２３８（ＣＤＲ３）を必須要素として含む重鎖
のＣＤＲ配列、或いは類似のユニークな結合特性を有す
る結合構造を具備する。ヒト悪性疾患に関連した方法と
ともに、腫瘍細胞の中または該細胞の表面に提示される
標的構造、ワクチン組成物、薬学的組成物もまた記載さ
れる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ヒト胃腸管上皮腫瘍細胞の中および該細胞の表面、並びに正

常なヒト胃腸管上皮細胞のサブポピュレーションの中に提示される標的構造に対

する結合構造、または類似のユニークな結合特性を有する他の結合構造を有する

抗体、またはその誘導体もしくは断片であって、前記結合構造は配列番号２に示

したアミノ酸配列のアミノ酸番号２３－３３（ＣＤＲ１）、４９－５５（ＣＤＲ

２）、８８－９８（ＣＤＲ３）を必須要素として含む軽鎖の相補性決定領域（Ｃ

ＤＲ）、および配列番号２に示したアミノ酸配列のアミノ酸番号１５８－１６２

（ＣＤＲ１）、１７７－１９３（ＣＤＲ２）、２２６－２３８（ＣＤＲ３）を必

須要素として含む重鎖のＣＤＲ配列を含む抗体、またはその誘導体もしくは断片

。

    【請求項２】  ファージ選択される、請求項１に記載の抗体。

    【請求項３】  前記配列がＭａｃａｃａ  ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓに由来

する、請求項１に記載の抗体。

    【請求項４】  ヒトに由来する、請求項１に記載の抗体の誘導体。

    【請求項５】  前記配列がヒト由来の相当する配列に対して少なくとも８４

％の同一性を有する、請求項１に記載の抗体。

    【請求項６】  ヒトにおいて低免疫原性または非免疫原性を有する、請求項

１に記載の抗体。

    【請求項７】  他のポリペプチドに対する遺伝的な連結により、および／ま

たは、有機または非有機の化学分子に対する化学的結合により、および／または

、ダイメリゼーション、オリゴメリゼーション若しくはマルチメリゼーションに

より誘導された、請求項１に記載の抗体。

    【請求項８】  細胞障害性ポリペプチドに対して、または、細胞障害性の有

機もしくは非有機の化学分子に対して、遺伝的に連結されまたは化学的に結合さ

れた請求項１に記載の抗体。

    【請求項９】  生物学的に活性な分子に対して遺伝的に連結された、或いは

、化学的に結合された、請求項１に記載の抗体。

    【請求項１０】  免疫活性分子に対して遺伝的に連結され、または化学的に
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結合された、請求項１に記載の抗体。

    【請求項１１】  請求項１に記載の抗体であって、そのアビディティーおよ

び／またはアフィニティーを増加または減少するために変更されている抗体。

    【請求項１２】  請求項１に記載の抗体であって、その産生量を増加するた

めに変更されている抗体。

    【請求項１３】  請求項１に記載の抗体であって、その薬物動態学的な特性

に影響を及ぼすために変更されている抗体。

    【請求項１４】  請求項１に記載の抗体であって、これに新規の薬物動態学

的な特性を付与するために変更されている抗体。

    【請求項１５】  請求項１に記載の抗体であって、該抗体は標識されており

、その結合は前記抗体の非標識型によって阻害されるが、他の結合構造によって

は阻害されず、また他の結合特異性を有する他の結合構造の結合を阻害しない抗

体。

    【請求項１６】  前記結合構造がα６β４インテグリンの非還元型を認識す

る、請求項１に記載の抗体。

    【請求項１７】  腫瘍細胞の中もしくは該細胞表面の上に提示される標的構

造であって、

  ａ）請求項１～１４の何れか１項で定義された抗体の結合構造および類似の結

合特性を有する他の結合構造によって特異的にブロックされる能力、並びにこれ

ら結合構造を特異的にブロックする能力を有し、

  ｂ）ヒト胃腸上皮細胞の中および該細胞の表面に提示され、

  ｃ）α６および／またはβ４インテグリン鎖、或いはその変異体（これらは共

通もしくはユニークなエピトープを提示する）との十分なホモロジーを有し、

  ｄ）腫瘍細胞の表面に高度に発現され、そして、

  ｅ）細胞障害性エフェクター機構に対する標的となる

標的構造。

    【請求項１８】  請求項１７に記載の標的構造であって、前記結合構造が標

識され、その結合は前記結合構造の非標識型によって阻害されるが、他の結合構

造によっては阻害されず、また他の結合特異性を有する他の結合構造の結合を阻
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害しない標的構造。

    【請求項１９】  請求項１７に記載の標的構造であって、前記結合構造が、

配列番号２に示されるアミノ酸配列のアミノ酸番号２３－３３、４９－５５、８

８－９８、１５８－１６２、１７７－１９３、２２６－２３８を必須要素として

含む１以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）配列、或いは、これに類似するユニーク

な結合特性を有する他の結合構造を含んでなる標的構造。

    【請求項２０】  前記結合構造が抗体である、請求項１７に記載の標的構造

。

    【請求項２１】  請求項２０に記載の標的構造であって、前記抗体が、配列

番号２に示したアミノ酸配列のアミノ酸番号１－１０９を必須要素として含む軽

鎖の可変領域、および配列番号２に示したアミノ酸配列のアミノ酸番号１２８－

２４９を必須要素として含む重鎖の可変領域を含んでなる標的構造。

    【請求項２２】  ヒト結腸上皮細胞に均質に発現し、また膵管および胆管の

細胞にはより少なく発現している、請求項１７～２１の何れか１項に記載の標的

構造。

    【請求項２３】  請求項１７～２２の何れか１項に記載の標的構造であって

、その発現が胃腸の上皮の分化に関連する標的構造。

    【請求項２４】  請求項１７～２３の何れか１項に記載の標的構造であって

、それが配列番号３に示したα６インテグリンおよび／または配列番号４に示し

たβ４インテグリンのアミノ酸配列、および／または１以上のそれらの断片、お

よび／または変異体もしくはスプライス変異体、および／またはサブユニットを

必須要素として含んでなる標的構造。

    【請求項２５】  請求項２４に記載の標的構造であって、それが前記α６β

４インテグリンのホモもしくはヘテロモノマーまたはホモもしくはヘテロマルチ

マー、および／または前記１以上のそれらの断片、および／または変異体および

／またはサブユニットのホモもしくはヘテロモノマーまたはホモもしくはヘテロ

マルチマーを含んでなる標的構造。

    【請求項２６】  請求項２４に記載の標的構造であって、それが非還元型に

おいて９０～１４０ｋＤａ、最も好ましくは８０～１６０ｋＤａのみかけ上の分
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子量を有する標的構造。

    【請求項２７】  請求項２４に記載の標的構造であって、それが配列番号５

－５１に示したアミノ酸配列の何れか１つを必須要素として含むペプチドまたは

ポリペプチド（群）を含むか、或いは、前記ポリペプチド（群）に対して複合体

化した分子を含んでなる標的構造。

    【請求項２８】  請求項２４～２７の何れか１項に記載の標的構造であって

、その非還元型において、請求項１～１６の何れか１項で定義された抗体を含ん

でなる前記結合構造によって、排他的または非排他的に認識される標的構造。

    【請求項２９】  請求項１７～２８の何れか１項で定義された標的構造に結

合する物質であって、その物質が有機化学分子またはペプチドである物質。

    【請求項３０】  請求項１７～２８の何れか１項で定義された前記標的構造

に対する結合構造の抗イデオタイプである物質。

    【請求項３１】  前記抗イデオタイプが、前記標的構造に対する結合特異性

を有する結合構造によって特異的にブロックされ、またこれを特異的にブロック

する請求項３０に記載の物質。

    【請求項３２】  請求項１７～２８の何れか１項で定義された標的構造の機

能をブロックする物質であって、有機化学分子またはペプチドである物質。

    【請求項３３】  請求項１７～２８の何れか１項で定義された標的構造を認

識する結合構造であって、有機化学性質のものである結合構造。

    【請求項３４】  有効成分として請求項１～１６の何れか１項で定義された

抗体を含有する、薬学的組成物。

    【請求項３５】  有効成分として請求項１７～２８の何れか１項で定義され

た標的構造を含む、薬学的組成物。

    【請求項３６】  有効成分として請求項２９～３２の何れか１項で定義され

た物質を含む、薬学的組成物。

    【請求項３７】  有効成分として、請求項１～１６の何れか１項で定義され

た抗体、または請求項１７～２８の何れか１項で定義された標的構造、または請

求項２９～３２の何れか１項で定義された物質を含む、ワクチン組成物。

    【請求項３８】  抗血管形成機構に基づく症状を治療する方法であって、請
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求項１～１６の何れか１項で定義された抗体、または請求項１７～２８の何れか

１項で定義された標的構造、または請求項２９～３２の何れか１項で定義された

物質をヒト患者に投与する方法。

    【請求項３９】  請求項１～１６の何れか１項で定義された抗体がヒト患者

に投与される、ヒト転移性疾患を治療する方法。

    【請求項４０】  試料を請求項１～１７の何れか１項で定義された抗体およ

び指示薬と接触させることによる、ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの組織病理学

的診断および予後予測方法。

    【請求項４１】  請求項４０に記載の方法であって、腫瘍タイピングを含む

方法。

    【請求項４２】  請求項４０に記載の方法であって、腫瘍スクリーニングを

含む方法。

    【請求項４３】  請求項４０に記載の方法であって、腫瘍の診断および予後

の予測を含む方法。

    【請求項４４】  請求項４０に記載の方法であって、前悪性状態のモニタリ

ングを含む方法。

    【請求項４５】  請求項１７～２８の何れか１項で定義された標的構造を含

む抗原の体液中の濃度による、ヒト悪性疾患のイン  ビトロの診断および予後を

予測するための方法。

    【請求項４６】  請求項１～１６の何れか１項で定義された抗体の体液中の

濃度がアッセイされることによる、ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの診断および

予後予測方法。

    【請求項４７】  ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの診断および予後予測方法

であって、体液中において、ａ）請求項１７～２８の何れか１項で定義された標

的構造もしくは請求項２９～３２の何れか１項で定義された構造を含む抗原と、

ｂ）請求項１～１６の何れか１項で定義された抗体との複合体の濃度をアッセイ

することによる方法。

    【請求項４８】  ヒト悪性疾患のイン  ビトロの診断および予後予測方法で

あって、ヒト患者の腫瘍沈着に対する請求項１～１６の何れか１項で定義された
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抗体の局在を決定することによる方法。

    【請求項４９】  前記抗体が、前記決定より前に前記患者に投与されること

による、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  前記抗体が腫瘍沈着に集積されることによる、請求項４８

に記載の方法。

    【請求項５１】  請求項４８～５０の何れか１項に記載の方法であって、そ

れが定量的である方法。

    【請求項５２】  請求項１～１６の何れか１項で定義された抗体がヒト患者

に投与されることによる、ヒト悪性疾患の治療のための方法。

    【請求項５３】  請求項５２に記載の方法であって、前記抗体が分子に遺伝

的に連結されることによって変更されており、当該結合された分子に対して変更

された薬物動態学的特性を与える方法。

    【請求項５４】  前記抗体が誘導体形成により変更されている、請求項５２

に記載の方法。



(8) 特表２００３－５１３０２４

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、ヒト悪性疾患に関連した方法とともに、ヒト胃腸上皮性腫瘍細胞の

中および該細胞の表面、並びに正常なヒト胃腸上皮細胞のサブポピュレーション

の中に提示される標的構造のための、並びに腫瘍細胞中およびその表面に提示さ

れる標的構造に対する結合構造を有する抗体、またはその誘導体、またはその断

片、ワクチン組成物、薬学的組成物に関する。

      【０００２】

    【発明の背景】

  外科手術は、デュークス段階ＡからＣへの腫瘍進展状態に依存して５年生存率

を９０―４０％に導く直腸癌の主要な治療法である。放射療法および化学療法を

含む従来のアジュバンド療法は、死亡率を更に約３０％まで減少させることがで

きている（１）。こうした目的成就にもかかわらず、結腸（ｃｏｌｏｎ）および

直腸（ｒｅｃｔｕｍ）の癌はヒト癌疾患の主な死亡原因の一つである。免疫療法

も広範囲に試みられてきた。しかしながら、結腸癌は一般に免疫療法には抵抗性

であり、低免疫原性であると考えられる。結腸癌患者は、メラノーマのような免

疫原性が悪性である患者においては別段の活性を示すＩＬ－２療法あるいは試験

管で培養した癌浸潤リンパ球の養子移植（ａｄｏｐｔｉｖｅ  ｔｒａｎｓｆｅｒ

）のいずれに対しても応答しない。しかしながら、とても勇気付けられることに

、Ｒｉｅｔｈｍｕｌｌｅｒらは、デュークス段階Ｃの結腸癌で、主要な腫瘍の切

除の後、腫瘍および正常上皮関連抗原（Ｅｐ－ＣＡＭ）に対する生の（ｎａｋｅ

ｄ）マウスｍＡｂで治療を施すと、７年死亡率を３２％低下させられると報じて

おり（２）、これはその他の免疫療法による治療様式（ｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ）

が効果的であり得ることを示している。

      【０００３】

  アジュバンド免疫療法および癌のより進行した段階の治療法の顕著な改善には

、生のｍＡｂによって供給されるより、より強力なエフェクター機構を必要とす

るはずである。原理的には、強度の増強は標的抗体の腫瘍選択性の増強を必要と

する。



(9) 特表２００３－５１３０２４

      【０００４】

  ヒト腫瘍細胞の異種免疫（ｘｅｎｏｇｅｎｉｃ  ｉｍｍｕｎｉｓａｔｉｏｎ）

によってハイブリドーマで作られたマウスｍＡｂを使って、今日確定されている

限られた数の結腸癌関連抗原が発見されている（３）。

      【０００５】

  新規の腫瘍関連抗原の同定のために大規模なファージディスプレイライブラリ

ーの使用が、腫瘍の免疫治療および診断のための有効な標的分子の発見過程を有

意に加速させることが期待される。こうした標的分子の同定は、イン  ビトロお

よびイン  ビボで発現する抗原を決める特異的な試薬を作り出すために、培養腫

瘍細胞および組織切片上で抗体ファージライブラリーの選択およびスクリーニン

グによって成し遂げられる（４）。ファージディスプレイ技術は、様々な精製抗

原に対するモノクローナル抗体を作る有効な手段として確立されており、その構

築および、免疫、ナイーブおよび合成抗体ファージライブラリーからの成功的な

選択結果が、いくつかの研究で詳述されている（５）。

      【０００６】

  非免疫ライブラリーは、それらの一般的な適用性という観点から望ましく、そ

れぞれの単一の標的に対するユニークなライブラリーを不必要とする。一方、充

分に大きく高品質の非免疫ライブラリーは構築するのが困難で、そして、これら

のライブラリーを用いた標的発見工程は複合抗原に依拠する際に効率的なサブト

ラクティブ（減法）選択法を必要とするはずである。

      【０００７】

  より適度なサイズのファージライブラリーが、複雑なヒト抗原で免疫したヒト

に近い霊長類から現在構築されている。これはイン  ビボであらかじめ選択され

たレパートリーの利点を利用するアプローチを代表している。そうしたライブラ

リーは、異種抗原に対する減弱したバックグラウンド反応性において、腫瘍特異

的エピトープに対する特異性が高められるべきである（６）。更に、マウスに比

較して、ヒト抗体と近い配列ホモロジーを示す霊長類抗体は、人類（ｍａｎ）に

おいて免疫原性を示さないはずである（７）。

      【０００８】
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  選択的に発現した結腸癌関連抗原を規定するファージライブラリーから得られ

た新規霊長類抗体を今回同定した。加工されたスーパーアンチゲン（超抗原）と

融合させた二つのこれらの抗体でコートされた培養結腸癌細胞のＴ細胞依存的細

胞死によって示されたその治療潜在能力は、以前に実験的なシステムでその治療

能力が確立されているＥＰ－ＣＡＭのような結腸癌関連抗原に対する特異的なマ

ウスＦａｂ断片と融合させた超抗原と比較しうるものである（８）。

      【０００９】

  大規模なファージライブラリーからの抗体を用いて腫瘍関連抗原を含有する新

規のフェノタイプ特異的抗原の将来の同定を促進することができるファージ抗体

の有効な細胞のポジティブおよびサブトラクティブな細胞選択のための方法もま

た提供される。

      【００１０】

    【発見の概要】

  本発明は、第一の側面として、ヒト胃腸上皮性腫瘍細胞の中および該細胞の表

面、並びに正常なヒト胃腸上皮細胞のサブポピュレーションの中に提示される標

的構造に対する結合構造、または類似のユニークな結合特性を有する他の結合構

造を有する抗体、またはその誘導体もしくはその断片であって、前記結合構造は

配列番号２に示されたアミノ酸配列中のアミノ酸番号２３－３３  （ＣＤＲ１）

、４９－５５  （ＣＤＲ２）、８８－９８  （ＣＤＲ３）を必須要素として含む

軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）、および配列番号２に示されたアミノ酸配列中

のアミノ酸番号１５８－１６２  （ＣＤＲ１）、１７７－１９３  （ＣＤＲ２）

、２２６－２３８  （ＣＤＲ３）を必須要素として含む重鎖のＣＤＲ配列を含む

抗体、またはその誘導体もしくはその断片に関する。

      【００１１】

  一つの態様において、前記抗体はファージ選択されたものである。別の態様に

おいて、前記配列はＭａｃａｃａ  ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ由来のものである

。本発明の更なる態様は前記抗体の誘導体であり、その誘導体はヒト由来のもの

である。前記配列は好ましくはヒト起原の相当する配列に対して少なくとも８４

％の同一性を有する。好ましくは、前記抗体はヒトにおいて低免疫源性または非
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免疫源性を有する。

      【００１２】

  更なる態様において、前記抗体は、他のポリペプチドに対する遺伝的な連結に

より、および／または有機または非有機の化学分子に対する化学的結合により、

および／またはダイメリゼーション、オリゴメリゼーション若しくはマルチメリ

ゼーションにより誘導される。

      【００１３】

  なお更なる態様において、前記抗体は細胞障害性ポリペプチドに対して、また

は、細胞障害性の有機もしくは非有機の化学分子に対して、遺伝的に連結されま

たは化学的に結合される。

      【００１４】

  更なる態様において、前記抗体は生物学的に活性な分子に対して遺伝的に連結

される、或いは、化学的に結合される。

      【００１５】

  なお更なる態様において、前記抗体は免疫活性分子（ｉｍｍｕｎｅ  ａｃｔｉ

ｖａｔｉｎｇ  ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）に対して遺伝的に連結されまたは化学的に

結合される。

      【００１６】

  もう１つの態様において、前記抗体は、そのアビディティーおよび／またはア

フィニティを増加または減少するために変更される。

      【００１７】

  なおもう１つの態様において、前記抗体は、その産生量を増大するために変更

される。

      【００１８】

  更なる態様において、前記抗体は、その薬物動態学的な特性に影響を及ぼすた

めに変更される。

      【００１９】

  なお、更なる態様において、前記抗体は、これに新規の薬物動態学的な特性を

付与するために変更される。
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      【００２０】

  更なる態様において、前記抗体は標識されており、その結合は前記抗体の非標

識型によって阻害されるが、他の結合構造によっては阻害されず、また他の特異

性を有する他の結合構造の結合を阻害しない。

      【００２１】

  更なる態様は、その結合構造がα６β４インテグリンの非還元型を認識する抗

体。

      【００２２】

  別の側面において、本発明は腫瘍細胞の中もしくは該細胞表面の上に提示され

る標的構造に関するものであって、

  ａ）請求項１～１４の何れか１項で定義された抗体の結合構造および類似の結

合特異性を有する他の結合構造によって特異的にブロックされる能力、並びにこ

れら結合構造を特異的にブロックする能力を有し、

  ｂ）ヒト胃腸上皮細胞の中および該細胞の表面に提示され、

  ｃ）α６および／またはβ４インテグリン鎖、或いはその変異体（これらは共

通もしくはユニークなエピトープを提示する）との十分なホモロジーを有し、

  ｄ）腫瘍細胞の表面に高度に発現され、そして、

  ｅ）細胞障害性エフェクター機構に対する標的となる

標的構造である。

      【００２３】

  この文章中に使われる十分なホモロジーという表現は、抗体の結合に関連した

標的構造の部分におけるホモロジーを指す。

      【００２４】

  前記標的構造の１つの態様において、前記結合構造は標識され、その結合は前

記結合構造の非標識型によって阻害されるが、他の結合構造によっては阻害され

ず、また他の結合特異性を有する他の結合構造の結合を阻害しない。

      【００２５】

  前記標的構造の更なる態様において、前記結合構造は、配列番号２に示される

アミノ酸配列のアミノ酸番号２３－３３、４９－５５、８８－９８、１５８－１
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６２、１７７－１９３、２２６－２３８を必須要素として含む１以上の相補性決

定領域（ＣＤＲ）配列、或いは、これに類似するユニークな結合特性を有する他

の結合構造を含む。

      【００２６】

  前記標的構造のなお更なる態様において、前記結合構造は抗体であり、更なる

態様における該抗体は、配列番号２に示したアミノ酸配列のアミノ酸番号１－１

０９を必須要素として含む軽鎖の可変領域、および配列番号２に示したアミノ酸

配列のアミノ酸番号１２８－２４９を必須要素として含む重鎖の可変領域を具備

する。

      【００２７】

  更なる態様において前記標的構造は、ヒト結腸上皮細胞に均質に発現し、また

膵管および胆管の細胞にはより少なく発現している。

      【００２８】

  なお更なる態様において、前記標的構造の発現は胃腸の上皮の分化に関連する

。

      【００２９】

  もう１つの態様において、前記標的構造はα６β４インテグリンのアミノ酸配

列を含む、そのうちα６部分は配列番号３に示され、β４部分は配列番号４に示

される。前記標的構造のもう１つの態様は、前記α６β４インテグリンの、およ

び／または、前記１以上のその断片、および／または、その変異体、および／ま

たは、そのサブユニットのホモもくしはヘテロモノマーまたはホモもしくはヘテ

ロマルチマーを具備する。好ましくは、前記標的構造はそれが非還元型において

９０－１４０  ｋＤａ、最も好ましくは８０－１６０  ｋＤａのみかけ上の分子

量を有する。

      【００３０】

  なお更なる態様において、前記標的構造は、配列番号５－５１に示したアミノ

酸配列の何れか１つを必須要素として含むペプチドまたはポリペプチド（群）を

含むか、或いは、前記ポリペプチド（群）に対して複合体化した分子を具備する

。



(14) 特表２００３－５１３０２４

      【００３１】

  α６β４インテグリンのアミノ酸配列を含む標的構造の場合には、更なる態様

において、前記標的構造はその非還元型において排他的または非排他的に、上記

で定義された抗体によって構成される結合構造によって認識される。

      【００３２】

  更なる側面において本発明は上記で定義されたような標的構造に結合する物質

に関する、その物質は有機化学分子またはペプチドである。一つの態様において

、前記物質は前記標的構造の抗イデオタイプである。前記抗イデオタイプは特異

的にブロックされ、前記標的構造に対して類似の結合特異性を有する結合構造を

特異的にブロックする。

      【００３３】

  なお更なる側面において、本発明は上記で定義されたような標的構造の機能を

ブロックする物質に関し、その物質は有機分子またはペプチドである。

      【００３４】

  もう一つの側面において、本発明は上記で定義されたような標的構造を認識す

る結合構造に関し、その物質は有機化学的性質を持つ。

      【００３５】

  もう一つの側面において、本発明は有効成分として上記で定義されたような抗

体、または上記で定義されたような標的構造、または上記で定義されたような物

質を含む薬学的組成物に関する。

      【００３６】

  なお更なる側面において、本発明は有効成分として上記で定義されたような抗

体、または上記で定義されたような標的構造、または上記で定義されたような物

質を含むワクチン組成物に関する。

      【００３７】

  更なる側面において、本発明は上記のような抗体、または上記のような標的構

造、または上記のような物質がヒト患者に投与されることによる抗アンジオジェ

ニック機構に基づく症状を治療する方法に関する。

      【００３８】
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  もう一つの側面において、本発明は上記で定義されたような抗体がヒト患者に

投与されるヒト転移性疾患を治療する方法に関する。

      【００３９】

  更なる側面において、本発明は試料が上記で定義されたような抗体および指示

薬と接触させることによる、ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの組織病理学的診断

および予後予測方法に関する。

      【００４０】

  前記方法の態様は、腫瘍タイピング、腫瘍スクリーニング、腫瘍診断および予

後予測、および前悪性状態のモニタリングを含む。

      【００４１】

  なお更なる側面において、本発明は上記で定義されたような標的構造、または

上記で定義されたような前記標的構造の抗イデオタイプを含む抗原の体液中の濃

度がアッセイされることによる、ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの診断および予

後予測のための方法に関する。

      【００４２】

  本発明の更なる側面は、上記で定義されたような抗体の体液中の濃度がアッセ

イされることによる、ヒト悪性疾患のイン  ビトロでの診断および予後予測のた

めの方法に関する。

      【００４３】

  本発明のなお更なる側面は、ａ）上記で定義されたような標的構造を含む抗原

、または上記で定義されたような標的構造の抗イデオタイプ、およびｂ）上記で

定義されたような抗体の複合体の体液中の濃度をアッセイすることによる、ヒト

悪性疾患のイン  ビトロでの診断および予後予測のための方法に関する。

      【００４４】

  なお更なる側面において、本発明は、ヒト患者の腫瘍沈着に対する上記で定義

されたような抗体の局在を決定することによるヒト悪性疾患のイン  ビトロ診断

および予後予測のための方法に関する。前記抗体は、好ましくは決定より前に前

記患者に投与される。一つの態様において、前記抗体は腫瘍沈着に集積される。

更なる態様において、前記方法は定量的なものである。
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      【００４５】

  本発明のもう１つの側面は、上記で定義されたような抗体がヒト患者に投与さ

れることによるヒト悪性疾患の治療のための方法に関する。この方法の一つの態

様において、前記抗体は分子に遺伝的に連結されることによって変更されており

、当該結合された分子に対して変更された薬物動態学的特性を与える。もう一つ

の態様において、前記抗体は誘導体形成により変更される。

      【００４６】

    【発明の詳述】

  新規の腫瘍関連抗原（ＴＡＡｓ）の同定は、腫瘍の免疫療法および診断の分野

の進展に極めて重要である。本発明に関連して、フローサイトメトリックな評価

法および異なる抗生物質抵抗性マーカーにリンクした特異的抗体クローンを含む

ミニライブラリーの使用を基礎に、抗原ソースとしてインタクトな細胞を適用す

ることによってファージ抗体のポジティブおよびサブトラクティブ選択の方法を

初めて開発した。ｓｃＦｖファージライブラリー（２．７ Ｘ １０７）がプール

されたヒト結腸の癌腫（ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ）で免疫された霊長類（Ｍａｃａ

ｃａ  ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）から構築された。このライブラリーはＣｏｌ

ｏ２０５結腸アデノカルシノーマ細胞への結合を３巡させ、タンパク分解溶出と

それに続くファージ増殖によって選択した。

      【００４７】

  結腸癌腫細胞と反応し、いくつかの正常上皮組織とは制限的に反応するいくつ

かの抗体が免疫組織化学によって同定された。一つのクローン、Ａ３  ｓｃＦｖ

、は調べた範囲で結腸癌腫の１１／１１および膵癌腫の４／４に均一に発現する

エピトープを認識した、そして正常組織での発現は、胃腸管にある上皮系細胞の

サブタイプに限定されていた。Ａ３  ｓｃＦｖはＡ３  Ｆａｂよりも明らかに全

体として約１００倍高い親和性を有し、ｓｃＦｖホモダイマーの結合を示してい

る。Ａ３エピトープの細胞表面密度は、Ｆａｂ結合に基づいて計算すると、細胞

当たり３００万に近い。

      【００４８】

  低いＭＨＣクラスＩＩ結合スーパーアンチゲン変異体ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）と
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融合したＡ３  ｓｃＦｖでコートした結腸癌細胞の効率的なＴ細胞依存性細胞死

もまた示された。同定されたＡ３分子はこのように結腸癌および膵臓癌の免疫療

法における、その使用可能性を示唆する特性を有するＴＡＡを代表している。

      【００４９】

    【考察】

  本発明に関連して、大規模なファージライブラリーから細胞フェノタイプ特異

的な抗体断片の同定に使用されるファージ選択に対する効率的なプロトコールが

開発された。例示されるように適用の標的特異性は結腸腫瘍関連抗原に対するも

のであった。

      【００５０】

  最初に、ここで示されたファージ増殖のためのファージミド構築物を用いて、

ファージポピュレーション中に提示されるＰＩＩＩ－ｓｃＦｖ融合タンパク質表

面の頻度が調べられた。以前の報告に比べて、より高いレベルのＣ２１５  ｓｃ

Ｆｖ提示が達成された。この結果はサブトラクティブ選択の効率を支持するが、

ライブラリーからの低親和性抗体のアビディティー選択の可能性をも増加させる

ものである。

      【００５１】

  Ｃ２１５  ｓｃＦｖファージの結腸アデノカルシノーマ  Ｃｏｌｏ２０５細胞

への結合の特異性が明らかに示された。結合ファージは溶出後インタクト状態で

細胞を分離する、ファージタンパク質ＩＩＩとｓｃＦｖ抗体の間で標的配列を特

異的に切断するプロテアーゼであるジェネネース（ｇｅｎｅｎａｓｅ）の使用に

よって効率的に溶出された。この非化学的溶出方法は、それらの結合親和性にか

かわらず同じぐらい効率的にファージ抗体を溶出し、そしてｓｃＦｖ相互作用に

よって結合したファージのみを溶出し、このプロセスの特異性を高めているはず

である。

      【００５２】

  この選択プロトコールを使用して、Ｃｏｌｏ２０５細胞（５００  ０００Ｘ）

で３巡の選択後に達成される濃縮化は、他の研究者によって複合抗原の選択に対

して報告されたそれと類似する結果であった。
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      【００５３】

  様々な方法的ステップによる成果の検定後に、この組み合わせ方法がＣｏｌｏ

２０５細胞を用いたライブラリー選択に適用された。前記ライブラリーはヒト腫

瘍で免疫されたヒトに近い種から構築された。このように作られた抗体プールは

、広く分布したヒト正常組織抗原に対して異種間反応性（ｘｅｎｏ  ｒｅａｃｔ

ｉｖｉｔｉｅｓ）の制限されたバックグラウンドのなかで、腫瘍特異抗原に対す

る親和性の成熟した抗体を潜在的に含有しているだろう（６）。この同定された

抗体は、限定的な正常組織分布する腫瘍および組織分化抗原を認識した。最初の

スクリーニングで結腸癌組織への反応性を持つものとして同定されたすべての選

択された抗体は、Ｃｏｌｏ２０５生細胞ともフローサイトメトリーで反応した。

この細胞表面特異性の制限は、腫瘍組織成分の混合物の懸濁液が免疫に使用され

たので、選択過程を反映しており、ライブラリーの構成を反映していないはずで

ある。

      【００５４】

  同様な以前の研究において、同様に作られた、および抗原ソースとして組織切

片を使用して選択された抗メラノーマライブラリーで細胞外および細胞内の特異

性が同定された（４）。切除したヒト結腸腫瘍および正常結腸の組織切片（同じ

ウェルにマウントされる）が、効率性を高め、フローサイトメトリースクリーニ

ングに比較してより質的に高い情報を得るため、選択された特異性の臨床的意味

付けを確認するために免疫組織化学をもちいた最初のスクリーニングに使用され

た。

      【００５５】

  選択された抗体は、４つの抗体特異性グループに分類され、異なる器官の上皮

細胞に対するそれらの反応パターンによって区別された（実施例１、表１を参照

）。これらの特異性グループのなかで、Ａ３  ｓｃＦｖはほとんどの腫瘍選択的

抗原（ｔｕｍｏｕｒ  ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ  ａｎｔｉｇｅｎ）を同定した。この

Ａ３  ＴＴＡは高度に、均質および頻繁に、原発および転移結腸癌並びに膵臓癌

のサンプルに発現している。更に、Ａ３  Ｆａｂ融合タンパク質で決定したその

細胞表面発現レベル（３００万エピトープ／細胞）は、例外的に高く、細胞表面
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を介した細胞障害性効果に許容的なものであった。

      【００５６】

  頻繁に発現される明示されたヒト腫瘍抗原のうち腫瘍特異的なものはあっても

ごく少数で、一般にはＡ３およびＥｐ－ＣＡＭのような組織分化に関連している

。しかしながら、腫瘍におけるこれらの抗原の亢進した発現は、治療的な活性投

与量の大枠に対する基礎的知見を提供するはずである。前記抗原を発現している

正常組織部分の循環からの有効性もまた、限定された毛細血管透過性および身体

におけるその発現部位によって制限を受ける（たとえば、循環している抗体に対

する消化管上皮細胞のアピカル（ａｐｉｃａｌ）側への露出は非常に制限されて

いるはずである）。

      【００５７】

  上皮に普遍的なＥｐ－ＣＡＭに反応する１７－１Ａ  ｍＡｂを用いての臨床的

経験は、効果的な非毒性抗体投与量の決定の実現可能性をサポートするものであ

る。上皮組織におけるこの研究の選択されたｓｃＦｖクローンの全ての限定した

発現は、例えば全長ｍＡｂとして、１７－１Ａとのアナロジーにおいて、これら

のクローンが原理的に免疫療法的適用の候補として評価されることを示している

。しかしながら、Ｅｐ－ＣＡＭに比してＡ３  ＴＡＡの特記すべき利点は、結腸

における発現は同様であるが、肺および腎臓などのたいていの正常上皮での発現

の欠如にある。

      【００５８】

  正常上皮のサブタイプに対する組織分布は、胃腸管から発生した癌腫のサブタ

イプでの選択的な発現によってサポートされる（実施例２、表２を参照）。

      【００５９】

  以前から周知の結腸癌関連抗原（ＣＥＡ,  ＣＡ５０,  ＣＡ１９－９，  ＣＡ

２４２，  Ｔａｇ－７２）（３）のいくつかは、Ａ３エピトープに比較して、正

常組織において均等に、またはより制限的に発現される。しかしながら、Ａ３お

よびＣ２１５  Ｅｐ－ＣＡＭと対比して、それらは腫瘍でより不均一に発現され

る。

      【００６０】
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  Ｅｐ－ＣＡＭに対する抗体の使用は、アジュバンドセッティングにおける結腸

直腸（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ）癌患者に対して生存上の利点（ｓｕｒｖｉｖａｌ

  ａｄｖａｎｔａｇｅ）を含む良好な臨床結果を示した（２）。

      【００６１】

  より進行したステージの患者でさえ腫瘍応答を導くという目的で、この抗体と

組み合わせた強力なエフェクター分子の導入は、生の１７－１Ａ  ｍＡｂ治療で

見られる「正常組織耐性」にチャレンジし得る。前臨床的には、このことは、こ

の抗原のマウスバージョンに特異的な毒素結合抗体を使用したモデル系、または

ヒト結腸癌関連抗原に対するトランスジェニック動物において研究することがで

きる。

      【００６２】

  以前、抗体イムノトキシンが、マウス組織には発現していない異種（ヒト）腫

瘍抗原を発現している転移増殖する腫瘍でのモデルにおいてマウスを治療するた

めに使用され成功した（１０）。しかしながら、使用した前記ＴＡＡ群は本当に

腫瘍特異的であり、そして前記モデルは正常組織を標的にした毒性に対しての潜

在性を反映したものではない。

      【００６３】

  以前の研究で、我々は腫瘍免疫療法に対する免疫刺激的トキシンとしての超抗

原の潜在能力を報告した（８）。抗体を介した超抗原のターゲッティングは、大

量の細胞障害性およびサイトカイン産生Ｔ細胞を腫瘍部位に誘引した。低ＭＨＣ

クラスＩＩ結合親和性の変異を起こした超抗原ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）は、遺伝的

に腫瘍ターゲティング抗体に連結された。この「癌選択的」薬剤は腫瘍における

ＭＨＣ発現とは無関係にＴ細胞をリクルートするために適用され、こうして、他

の有効な免疫療法的アプローチに対する有意な障害を代表するＭＨＣダウンレギ

ュレーションおよびポリモルフィズムの問題を避けることができる。

      【００６４】

  確立された「癌選択的」１Ｆ  ｓｃＦｖファージ、「広反応性」Ｃ２１５ファ

ージおよび非特異的Ｄ１．３ファージ抗体クローンの小ライブラリーは、効率的

なサブトラクティブ細胞選択においてのプロトコールの開発のために必須な手段
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である。この選択原理に必要とされるのは、高頻度に発生する非発現性（ｎｏｎ

－ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ）ファージ粒子のため、ファージレスキューおよび増幅

前にサブトラクティブ選択にひき続いてポジティブ選択が実施されることである

。もう一つは、非発現性ファージを選択的タンパク分解によって非感染性にし得

ることである（Ｇ．  Ｗｉｎｔｅｒ，  私信）。こうした技術は「不活性ライブ

ラリー」、すなわち広範囲にネガティブな前選択されたライブラリー（例えば、

休止状態の細胞あるいはトランスフェクト可能な親細胞に対して）の作成を可能

にし得る。

      【００６５】

  結論として、「不必要な」モデルファージ特異性は、それぞれの選択ラウンド

で、およそ１００のファクターによりファージポピュレーションから選択的に取

り除くことができた。特異的（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ）に発現した細胞

表面抗原の同定のため、大規模な非免疫性ファージライブラリーの使用との組み

合わせた改善プロトコールを使用する将来のサブトラクティブ選択法は、そのよ

うなアプローチが我々がこの研究で使用した（すなわちイムノドミナンスのよう

な制限とバイアスを含むイン  ビボで前選択された免疫レパートリーを使用した

ポジティブ選択）戦略に対して優れたものであるかどうかを示すことになるだろ

う（４）。Ａ３  ｓｃＦｖ融合タンパク質と比較してＡ３  Ｆａｂの腫瘍細胞に

対する結合で示された低親和性および高エピトープ密度は、細胞表面でクラスタ

ーを作るエピトープと結合するｓｃＦｖマルチマーの形成を示唆するものである

。より高い親和性を持つＡ３  Ｆａｂの１価性変異体、あるいはもう一つのもの

として、Ａ３の推測上の低免疫原性と適合しうる全長Ａ３  Ｆｖ移植ｍＡｂのよ

うな安定な２価性構築物が開発されるべきである。そうした構築物は、この高度

に発現した胃腸腫瘍関連抗原に対して適したエフェクター分子のターゲッティン

グに適切であろう。  

  本発明は以下の実施例によって更に例示されるが、それらに限定されない。

      【００６６】

    【実施例】

  ＜材料と方法＞  
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  [動物]  

  カニクイザル (Ｍａｃａｃａ  ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ)を飼育して、Ｓｗ

ｅｄｉｓｈ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  ｆｏｒ  Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ  Ｄｅｓｅａ

ｓｅ  Ｃｏｎｔｒｏｌ  （ＳＩＩＤＣ，  ストックホルム）において免疫した。

水と食餌は常に任意にとれる状態に置かれた。４匹のサルが、１０％正常なカニ

クイザル（ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ）血清を含有するＰＢＳ中の結腸癌組織の粗懸

濁液２ｍｌの経皮的に免疫された。ブースターのための投与量が、２１、３５お

よび４９日目に投与された。抗体反応は２匹のサルにおいて示された、ここで抗

原はアルム（ａｌｕｍ）アジュバンドと混合されて使用された。すべての動物は

スェーデンの法律に従って飼育され、実験は現地の倫理委員会で承認された。

      【００６７】

  [組織と細胞]  

  ヒト腫瘍および正常組織サンプルはスウェーデンのＬｕｎｄ大学およびＭａｌ

ｍｏ総合病院から得られた。ヒト結腸直腸細胞株Ｃｏｌｏ２０５、ヒトＢ細胞リ

ンパ種細胞株ＲａｊｉおよびマウスＢ１６メラノーマ細胞株は、Ａｍｅｒｉｃａ

ｎ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ  （ＡＴＣＣ，  Ｒ

ｏｃｋｖｉｌｌｅ，  ＭＤ）から入手した。Ｅｐ－ＣＡＭ－１遺伝子（Ｃ２１５

）を含有する発現ベクターｐＫＧＥ８３９でトランスフェクションされたマウス

メラノーマＢ１６－Ｃ２１５+細胞は、以前に記載されている（９）。

      【００６８】

  ヒト細胞を１０％熱不可活性化ウシ胎児血清（Ｇｉｂｃｏ）および０．１ｍｇ

／ｍｌゲンタマイシン硫酸（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，  

Ｋｉｂｂｕｔｚ  Ｂｅｉｔ  Ｈａｅｍｅｋ，  イスラエル）を添加したＲＰＭＩ

１６４０培養液（Ｇｉｂｃｏ、Ｍｉｄｄｌｅｓｅｘ、ＵＫ）で培養した。マウス

細胞を、１ｍＭ グルタミン（Ｈｙｃｌｏｎｅ、  Ｃｒａｍｌｉｎｇｔｏｎ、  

ＵＫ）、５ ｘ１０－５  Ｍ  β－メルカプトエタノール（ＩＣＮ、Ｃｏｓｔａ

  Ｍｅｓａ、  ＣＡ）、０．２％ＮａＨＣＯ３  （Ｓｅｒｏｍｅｄ  Ｂｉｏｃｈ

ｒｏｍｅ、  ベルリン、  ドイツ）、１ｘ１０－２  Ｍ  ＨＥＰＥＳ  （Ｈｙｃ

ｌｏｎｅ、  ＵＴ）および１ｘ１０－３  Ｍ  ソディウム  ピロベイト（ＨｙＣ
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ｌｏｎｅ）を付加的に添加した培養液で培養した。前記細胞は反復的にＧｅｎｅ

－Ｐｒｏｂｅ  Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ  Ｔ．  Ｃ．  試験（サンディエゴ、ＣＡ

）を用いてマイコプラズマ混在に関して検査された。

      【００６９】

  [ファージミッドベクターおよびファージライブラリー構築]  

  全脾臓ＲＮＡは反応したサルの１匹からＰｒｏｍｅｇａ  (Ｍａｎｎｈｅｉｍ

、  ドイツ)のＲＮＡ分離キットを用いて抽出した、そしてｃＤＮＡはＰＥ  Ｂ

ｉｏｓｙａｔｅｍｓ  (ストックホルム、  スウェーデン)のＲＮＡ  ＰＣＲ  キ

ットを用いて増幅した。ラムダ軽鎖および重鎖遺伝子のｃＤＮＡ合成のための、

および、ｓｃＦｖ遺伝子に対するそれらの遺伝子の組み込みのためのプライマー

は、以前に記載されている（４）。前記ｓｃＦｖ  ｃＤＮＡをファージミッドベ

クター（４）にＭ１３遺伝子ＩＩＩの残基２４９－４０６と融合しライゲーショ

ンした。前記ｓｃＦｖ－ｇＩＩＩ遺伝子は、ｐｈｏＡプロモーターで発現され、

そして生じたタンパク質は大腸菌（Ｅ．  Ｃｏｌｉ）熱安定トキシンＩＩのシグ

ナルペプチドにより輸送されるようにした。

      【００７０】

  ｓｃＦｖ遺伝子挿入物を有する７μｇのライブラリーベクターを繰り返し電気

穿孔することで、最少寒天培地プレート上でコロニーとして増殖したトータル２

．７ｘ１０７の一次トランスフォームされたＥ．  Ｃｏｌｉ  ＴＧ－１が得られ

た。前記コロニーはプレートからかきとられ、３７℃で１時間１５０  ｒｐｍで

２ｘＹＴ中で増殖させた。この培養を５０倍過剰のＭ１３Ｋ０７ヘルパーファー

ジ（Ｐｒｏｍｅｇａ）でスーパートランスフェクションした。１００ｍｇ／ｌの

濃度でアンピシリンを添加し、更にもう１時間増殖させた。７０ｍｇ／ｌの濃度

のカナマイシン添加後、１５時間３０℃、２５０ｒｐｍで培養した。ファージ粒

子は培養上清からＰＥＧ／ＮａＣｌ沈澱を２回繰り返して回収した。沈澱ファー

ジはＰＢＳ  １％ＢＳＡに溶かした。

      【００７１】

  [ウエスタンブロット解析]  

  ｓｃＦｖ－Ｃ２１５ファージ粒子（ＰＥＧ沈澱／濃縮ファージの未希釈のスト
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ックから）の２倍希釈シリーズを１％ＳＤＳおよび２％  β－メルカプトエタノ

ールを有する還元１２％ポリアクリルアミドゲル、で分離にかけた。タンパク質

はニトロセルロース膜（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）に電気泳動

でトランスファーされた。前記膜を５％の低脂肪ミルク（Ｓｅｍｐｅｒ  ＡＢ，

  ストックホルム、  スウェーデン）でブロックした、そしてｋｅｙｈｏｌｅ  

ｌｉｍｐｅｔヘモシアニンにコンジュゲートしたプロテインＩＩＩ由来のペプチ

ド配列、ＡＥＧＤＤＰＡＫＡＡＦＮＳＬＱＡＳＡＴＥＣ、に対するウサギ抗血清

とインキュベートした。西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）をコンジュゲー

トした２次抗体であるヤギの抗ウサギ抗体（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で３０分間インキ

ュベーションした。すべてのステップ間で、前記膜はＰＢＳ／０．５％  Ｔｗｅ

ｅｎ  ２０で５分間３回洗浄した。前記膜は基質（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ、  Ｌｉｔｔｌｅ  Ｃｈａｌｆｏｎ  Ｂｕｃｋｉｎ

ｇｈａｍｓｈｉｒｅ、  ＵＫ）中で１分間インキュベーションした。光感受性フ

ィルム（ＢＣＬ  ｈｙｐｅｒｆｉｌｍ、Ａｍｅｒｓｈａｍ）に前記膜を感光させ

０．５－５分間現像した。

      【００７２】

  同様に、精製したＦａｂ(Ａ３、  ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ  ＣＨ１およびＣラ

ムダ（Ｃｌａｍｂｄａ）ドメインを含む)、ｓｃＦｖ－およびＦａｂ(マウスＣＨ

１およびＣカッパ（Ｃｋａｐｐａ）を含む)－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）融合タン

パク質（以前に記載されたように生産された（９））の信頼性を分析するために

、１２％  ＳＤＳ－ＰＡＧＥを実施した。トランスファーしたタンパク質を保持

する前記膜を精製したポリクローナルウサキ抗ＳＥＡ抗体とインキュベーション

し、引き続いて上述のような試薬ステップで処理した。

      【００７３】

  [モデルと細胞上でのライブラリーファージ選択]  

  ラムダ軽鎖ライブラリー（あるいはモデルファージの）のファージ懸濁液、１

００μｌのＰＢＳ／１％  ＢＳＡ中に１０12、を３００万のＣｏｌｏ２０５細胞

と１時間氷上でインキュベーションした。前記細胞はそれぞれの洗浄で２ｍｌの

ＰＢＳ／１％  ＢＳＡを使用した１０分間のインキュベーションを含めて３回洗
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浄された。前記ファージは３３μｇ／ｍｌのジェネネースを５０μｌ細胞のペレ

ットに添加し、そして１５分間インキュベーションして溶出した。ジェネネース

（ズブチリシンＢＰＮ変異体、Ｓ２４Ｃ／Ｈ６４Ａ／Ｅ１５６Ｓ／Ｇ１６９Ａ／

Ｙ２１７Ｌ）はＰｏｕｌ  Ｃａｒｔｅｒ博士（Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、  

ＣＡ）から供与された。遠心後、上清を新しい試験管に移し、ＰＢＳ中の１％Ｂ

ＳＡ  ２５０μｌを添加した。選択されたライブラリー（およびｍｕｌｔｉ－ｐ

ａｓｓ実験におけるモデルファージ粒子）をレスキューおよび増幅するために、

溶出されたファージ粒子を１ｍｌのＥ．  Ｃｏｌｉ  ＤＨ５αＦ’(ＯＤ600 nm 

＝ １．０)に感染させた。感染細菌培養は適当な抗生物質を添加した２ｘＹＴで

１００倍希釈し、ＯＤ ＞１．０になるまで培養した（２日間まで）。

      【００７４】

  最後に、可溶性ｓｃＦｖを生産するために、大腸菌アンバーサプレッサー株Ｈ

Ｂ２１５１を２ラウンド、３ラウンド目の選択されたライブラリーで感染させた

。アンピシリンを含有する寒天プレート上で増殖させた後、単一コロニーを９６

穴マイクロウェルプレートでアンピシリン添加した２  ｘＹＴ培地で３０℃、１

７時間培養した。遠心後、上清を除き等量のＰＢＳ／１％  ＢＳＡを加え、個々

のｓｃＦｖのヒト腫瘍および正常組織切片での免疫反応性が分析された。簡単に

説明すると、Ｃ末端タグ、ＡＴＰＡＫＳＥ、をウサギ抗血清とそれに続くビオチ

ン化ヤギ抗ウサギ抗体（ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ、  コペンハーゲン、  デンマーク）

およびＳｔｒｅｐｔＡＢＣｏｍｐｌｅｘ  ＨＲＰ  (ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ)を使用し

て検出した(免疫組織化学の項を参照)。

      【００７５】

  [免疫組織化学]  

  凍結クリオ切片（８μｍ）をスライド上で風乾し、アセトン中で－２０℃、１

０分間固定し、そしてＰＢＳ中の２０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）中で再水和した

。内在性ビオチンはアビジン（１／６希釈）で１５分間ブロックし、それからビ

オチン（１／６希釈）で１５分間ブロックした（Ｖｅｃｔｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｒｉｅｓ、  Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、  ＣＡ）。５μｇ／ｍｌのアフィニティー

精製したビオチン化ウサギ抗ＳＥＡ抗体で３０分間インキュベーションし、引き



(26) 特表２００３－５１３０２４

続き５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ  ７．６中で１／１１０に希釈したＳｔｒｅｐｔ

ＡＢＣｏｍｐｌｅｘ  ＨＲＰ  （ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ、コペンハーゲン、デンマー

ク）で３０分間インキュベーションした。すべてのステップの間で、切片をＴＢ

Ｓ中で３回洗浄した。染色反応は、０．０１％過酸化水素を含むＴｒｉｓ  ｐＨ

７．６中に溶解した０．５ｍｇ／ｍｌの３，３’－ジアミノベンジジンテトラヒ

ドロクロライド（Ｓｉｇｍａ）中で８分間行った。１０分間の０．５％メチルグ

リーンのカウンター染色のあと、スライドを１０分間水道水で洗浄し、ＤＰＸ溶

液 (Ｓｉｇｍａ) にマウントする前に７０－９９％のエタノールおよびキシレン

で徐々に脱水した。

      【００７６】

  [フローサイトメトリー]  

  Ｃｏｌｏ２０５結腸癌細胞を０．０２％  ｗ／ｖ  ＥＤＴＡで解離し、ＰＢＳ

で洗浄した。サルにおける抗体反応の進展をフォローするために、細胞は連続的

に希釈血清で４℃、１時間、ビオチン化ウサギ抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｓｏｕｔｈｅ

ｒｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ａｓｓ.  Ｉｎｃ．，  Ａｌ，  ＵＳＡ）

で３０分間、そして最後にアビジン－ＰＥ（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ

、  Ｍｏｕｎｔｅｉｎ  Ｖｉｅｗ、  ＣＡ）で３０分間インキュベーションした

。

      【００７７】

  モデルファージの細胞に対する結合は、ウサギ抗Ｍ１３－抗体（ウサギをＭ１

３粒子で免疫して産生）およびＦＩＴＣをコンジュゲートしたロバ抗ウサギ抗体

（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を使用して分析し

た。ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）と融合した抗体の結合は、ビオチン化したウサギ抗

ＳＥＡ抗体およびアビジン－ＰＥを使用して検出した。すべての試薬はＰＢＳ／

１％  ＢＳＡで希釈した。細胞は、試薬とのインキュベーション後にＰＢＳ／１

％  ＢＳＡで２回洗浄し、そしてファージ粒子の結合後、１０分間のインキュベ

ーションを含む３回の洗浄を行った。

      【００７８】

  フローサイトメトリー分析はＦＡＣＳｏｒｔ  フローサイトメーター（Ｂｅｃ
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ｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を使用して実施した。

      【００７９】

  [培養細胞上での親和性決定]  

  Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）、Ａ３  Ｆａｂ－ＳＥＡ  （Ｄ２２

７Ａ）および１Ｆ  ｓｃＦｖ  ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質のそれぞ

れ８０μｇづつをＢｏｌｔｏｎとＨｕｎｔｅｒによって記載されたように比活性

が１０－１５ μＣｉ／μｇでヨード標識した。Ｃｏｌｏ２０５細胞およびＲａ

ｊｉ細胞、３０  ０００／サンプルを１％ＢＳＡ中の２倍希釈シリーズ１００μ

ｌ／試験管でヨード化融合タンパク質と１時間のインキュベーションし、結合活

性を測定する前にＰＢＳで３回洗浄した。添加した、および結合した融合タンパ

ク質の濃度をスキャッチャード分析に使用した。Ｃｏｌｏ２０５細胞に対する特

異的結合を計算するためにＲａｊｉ細胞に対するバックグラウンド結合が差し引

かれた。

      【００８０】

  [細胞毒性アッセイ]  

  超抗原融合タンパク質のＴ細胞依存性細胞毒性（ｓｕｐｅｒａｎｔｉｇｅｎ  

ａｎｔｉｂｏｄｙ  ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ  ｃｅｌｌｕｌａｒ  ｃｙｔｏｔｏｘｉ

ｃｉｔｙ、ＳＡＤＣＣ）を、５１Ｃｒ－標識のＣｏｌｏ２０５細胞を標的細胞と

して、およびヒトＴ細胞をエフェクター細胞として使用した標準的な４時間クロ

ミウム放出アッセイによって測定した（９）。特異的リシス％は次のように計算

した。

      【００８１】

  １００  ｘ  ｃｐｍ実験放出  －  ｃｐｍバックグラウンド放出

              ｃｐｍ全放出  －  ｃｐｍバックグラウンド放出

  ＜実施例１＞

  [腫瘍結合モノクローナルカニクイザル抗体の作成]  

  ４匹のカニクイザル、Ｍａｃａｃａ  ｆａｓｃｕｃｕｌａｒｉｓ、を反復的に

ヒト結腸癌腫で隔週４回免疫した。サルにおける抗体応答の順次の進展は、免疫

前および免疫血清の希釈シリーズを用いて、結腸直腸細胞Ｃｏｌｏ２０５培養細
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胞のフローサイトメトリーによる染色によって追跡された。ＩｇＧ抗体応答は、

アルムで沈澱させた腫瘍組織懸濁液を用いた場合のみ誘発された（２匹）。

      【００８２】

  免疫前血清抗体に対する免疫血清の最大結合レベルを示したサルが、約２．７

ｘ１０7（一次トランスフォーマントの数から推定して）の大規模なコンビナト

リアルｓｃＦｖファージライブラリーの構築に使用された。霊長類のファージラ

イブラリーはＣｏｌｏ２０５細胞を使用して選択された。３回の連続的な選択ラ

ウンドからの全ファージ収量（コロニー形成単位（ＣＦＵ）として計数された溶

出／添加ファージ数）は、１．９ｘ１０-7、１．４ｘ １０-５から１．２ｘ１０

-3へと次第に増加した。第３ラウンドの選択の後、ファージライブラリーから作

られたモノクローナル可溶性ｓｃＦｖの５％（１２/２４６）が、ヒト結腸直腸

癌組織の切片およびインタクトなＣｏｌｏ２０５細胞と結合することがフローサ

イトメトリーによって示された。選択されたすべての抗体は、それぞれユニーク

な核酸配列を持つことが、１％アガロースゲル電気泳動で分析されたＨｉｎｆ  

Ｉ制限酵素分解パターンによって示された。

      【００８３】

  抗体遺伝子は、５μｌの細菌カルチャーおよびファージミッドベクターのｓｃ

Ｆｖ遺伝子の５’と３’領域（ｐｈｏＡプロモーターおよびＭ１３遺伝子ＩＩＩ

領域）に相補的なプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応によって増幅された

。

      【００８４】

  [選択されたｓｃＦｖは正常組織の上皮とそれぞれユニークな反応性を示す]  

  結腸直腸癌反応性ｓｃＦｖは、正常組織での免疫組織化学的反応パターンに基

づいて、それぞれの特異性グループに分類された（表１）。今回詳細に調べられ

た抗体は、Ａ３  ｓｃＦｖ（およびＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ））

、Ａ１０  ｓｃＦｖ、３Ｄ  ｓｃＦｖ、および１Ｄ  ｓｃＦｖである。代表的な

抗体はお互いから、それらの異なる組織の上皮に対する良好な特異性、および、

それらの白血球に対する結合によって区別することができた。１Ｄ  ｓｃＦｖは

消化管上皮と強く反応し、多形核顆粒球の形態を持つ細胞と反応する唯一の抗体
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であった。また、１Ｄ  ｓｃＦｖは腎管の管腔表面（ｌｕｍｉｎａｌ  ｓｕｒｆ

ａｃｅ）および集尿細管（ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ  ｄｕｃｔｓ）の染色性から他

の抗体とは異なっており、一方、Ａ１０  ｓｃＦｖはこれらの上皮細胞と均質（

非極性、ｎｏｎ－ｐｏｌａｒｌｙ）に反応し、３Ｄ  ｓｃＦｖおよびＡ３  ｓｃ

Ｆｖは反応しなかった。１Ｄ，  Ａ１０、および３Ｄは肺のマクロファージ様細

胞とも反応したが、Ａ３  ｓｃＦｖはネガティブであった。

      【００８５】

  第５の抗体グループは、今回あまり研究されなかったので表１にも含まれてい

ないが、結腸上皮、白血球および肝臓のクッパー細胞と反応した。

      【００８６】

  Ａ３  ｓｃＦｖは、使用した正常細胞のパネルと最も限定的な反応しか示さな

い点で際立っていた。Ａ３の最もはっきりした正常組織反応性は、正常結腸上皮

の染色であった。弱い染色性が膵臓および胆汁管の、肝臓の、小腸（ｓｍａｌｌ

  ｂｏｗｅｌ）上皮の下構造の細管（ｓｍａｌｌ  ｄｕｃｔ）においても検出さ

れた。二つの胃のサンプルのうち一つの表面上皮はＡ３抗体で強く染色された。

      【００８７】

  Ａ３  ｓｃＦｖの反応パターンは、融合タンパク質Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  

（Ｄ２２７Ａ）を使用して確認された。このフォーマットはポリクローナルウサ

ギ抗ＳＥＡ抗体を免疫組織化学的検出に使用することを認めており、それはｓｃ

ＦｖのＣ末端に存在するペプチドタグ、ＡＴＰＡＫＳＥ、に対する２次抗体の使

用に比べて、より低いバックグラウンドと組織交差反応性を示す、より感受性の

高い検出システムである。

      【００８８】

  【表１】
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  表１の注釈：  

０＝なし、（＋）＝弱い、＋＝中間、＋＋＝強い、ＮＤ＝未検定、

*  調べられた組織サンプルの数
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**  A3 scFvの反応性がA3 scFv SEA(D227A) 融合タンパクで確認された。

      【００８９】

  ＜実験例２＞

  [Ａ３腫瘍関連抗原は結腸直腸および膵臓腫瘍に均質および頻繁に発現される]

  Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質を上皮由来の様々な

腫瘍の免疫組織化学的染色に使用した（表２および図１）。融合タンパク質は、

原発性結腸癌組織では１１／１１サンプル、そして卵巣、リンパ節および肝臓か

ら切除した転移結腸癌では４／４を均質にしかも強力に染色した。膵臓癌では４

／４サンプルが均質で強い陽性を示した。対照的に、胃、前立腺、乳房の組織サ

ンプルおよびノンスモール細胞肺癌腫では陰性を示した。

      【００９０】

  【表２】

  ＜実験例３＞

  [Ａ３  ＴＡＡは結腸癌細胞表面上に高発現される]  

  融合タンパク質Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）、  Ａ３  Ｆａｂお

よび１Ｆ  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）（１ＦはＡ３特異的グループに分類

される）のＣｏｌｏ２０５細胞に対する結合を基礎にした、親和性決定のための

いくつかのスキャッチャードプロットから得られた結果が表３に要約されている
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。特異的結合はＣｏｌｏ２０５細胞への結合から、Ａ３および１Ｆ  ＴＡＡを発

現していない細胞株であるヒトＢ細胞リンフォーマＲａｊｉ細胞への非特異的結

合を差し引いて計算された。

      【００９１】

  直線回帰（ｌｉｎｅａｒ  ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）がスキャッチャード解析に

おける外挿線の傾きおよび切片の計算に使用された。Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  

（Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質は、Ａ３  Ｆａｂ融合タンパク質 （細胞当たり

約３００万結合サイト）に比して細胞当たり約１０倍も少ない結合サイトで飽和

した、これはｓｃＦｖには２価（あるいは多価の）結合が含まれていたことを示

している。このことは、Ａ３Ｆａｂ  （５８０－７８０ ｎＭ）に比べて、全体

としての親和性がＡ３  ｓｃＦｖ融合タンパク質（３．６－５．５ｎＭ）の方が

１００倍以上高いことによっても支持される。

      【００９２】

  １Ｆ  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質を使用して実行した

単回の実験は、Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質と同様

な結合親和性および結合部位の飽和を示した。

      【００９３】

  【表３】

  ＜実験例４＞

  ［Ａ３および１Ｆ  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ２２７Ａ）はＣｏｌｏ２０５細胞

のＴ細胞リシス（Ｔ  ｃｅｌｌ  ｌｙｓｉｓ）を媒介する］

  二つの融合タンパク質Ａ３および１Ｆ  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）のＣ

ｏｌｏ２０５細胞に対する超抗原抗体依存的細胞障害性（ＳＡＤＣＣ）を媒介す
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る能力が調べられ、ポジティブコントロールのＣ２１５  Ｆａｂ－ＳＥＡ  （Ｄ

２２７Ａ）およびネガティブコントロールのＤ１．３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ  （Ｄ

２２７Ａ）融合タンパク質と比較された。Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ

）融合タンパク質タイトレーションは、１０倍高い濃度ではあるのだが、Ｃ２１

５  Ｆａｂ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）融合タンパク質で示された値と同様（４時間

のアッセイで約５０％程度）の最大融解のプラトーに達する（図２）。１Ｆ  ｓ

ｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）は、Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）に比

較してわずかに高い濃度で同じ程度の細胞障害性を媒介した。

      【００９４】

  ネガティブコントロールのＤ１．３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）融合タ

ンパク質は如何なる細胞障害性も媒介しなかった。

      【００９５】

  ＜実験例５＞

  [結腸癌反応性抗体Ａ３によって認識される腫瘍関連抗原の精製]  

  腫瘍抽出液は異種間移植腫瘍細胞株Ｃｏｌｏ２０５から作出された。抽出物を

Ｃ２１５  Ｆａｂ－ＳＥＡｍ９をカップリングしたプレカラムおよびＡ３  ｓｃ

Ｆｖ－ＳＥＡｍ９をカップリングしたカラムにアプライした。カラムはサンプル

をアプライしている間は連続して配置されるが、アルカリ条件下での溶出の前に

は分離された。

      【００９６】

  単一のピークが溶出の間にＵＶ分光によって検出された（図３）。後者のＡ３

カラムからの溶出分画が集められ、中和され、濃縮され、それから非還元状態下

でのＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析された（図４）。銀染色で認められ、みかけ上の分

子量が約９０－１４０ｋＤａの２本のバンド（図４ではＩおよびＩＩとラベルさ

れる）が切り取られ、そして標準的なペプチドマッピングの方法によって調べら

れた。これら２本のバンドはウェスタンブロットでＡ３によって検出されるバン

ドに相当する（実施例８を参照）。バンドＩからは４７の別々のトリプシン分解

によるペプチド質量（ｐｅｐｔｉｄｅ  ｍａｓｓｅｓ）が得られ（配列および相

当する質量は配列番号３、表４、および図５を参照のこと）、それらはヒトα６



(34) 特表２００３－５１３０２４

インテグリンまたはβ４インテグリンのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによって決定された

異なるトリプシン分解ペプチド質量に完全に一致する（それぞれ配列番号５－５

１および３－４、およびそれぞれ図３ＡおよびＢを参照のこと、図３Ａで下線は

図３Ｂ／配列番号５－５１に表したペプチドに一致する）。

      【００９７】

  バンドＩＩからは２２の別々のトリプシン分解によるペプチド質量が得られ,

それらはβ４インテグリンの異なるトリプシン分解ペプチド質量に完全に一致す

る（データ示さず）。このデータはα６β４インテグリンヘテロダイマーが特異

的にＡ３－アフィニティカラムから分離されたことを示している。

      【００９８】

  【表４】
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  ＜材料および方法＞

  [腫瘍組織の可溶化]  

  Ａ３抗原を発現しているヒト結腸癌組織は、スェーデンの病院から供給され、

ＡＢＲの組織バンクで－７０℃で凍結保存された。凍結結腸癌組織を、外科用メ

スでスライスし、１％（ｖ／ｖ）ノニデットＰ－４０（ＮＰ－４０）およびプロ

テアーゼ阻害剤（ＣｏｍｐｌｅｔｅｔTM  プロテアーゼ阻害剤カクテル錠、  ベ

ーリンガー  マンハイム）を含有する冷却等調スクロース緩衝液（０．２５Ｍ  

スクロース、１０ｍＭ  ＫＣｌ、１．５Ｍ  ＭｇＣｌ2、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－

ＨＣｌ  ２５℃でｐＨ７．４）の入った試験管に移した。

      【００９９】

  組織をＵｌｔｒａ－Ｔｕｒｒａｘホモジナイザーでホモジナイズし、可溶化の
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ため０℃に放置した。細胞細片をとり除くために、可溶化調製物を１１,０００

ｒｐｍ  （Ｈｅｔｔｉｃｈ  ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ  Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ  ３０

  ＲＦ  ローター）で遠心した。上清は更に１０８，０００ｇ、４℃（Ｂｅｃｋ

ｍａｎ  Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ  Ｔｉ－６０  ローター）で遠心し、

最終的に０．２μｍ  Ｍｉｎｉｓａｒｔ  プラス  フィルター  （Ｓａｒｔｏｒ

ｉｕｉｓ  ＡＧ  ゲッチンゲン  ドイツ）でろ過した。

      【０１００】

  [組織抗原のアフィニティ精製]  

  製造会社の推奨する方法に従って、Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９をＮＨＳ活性

化ＨｉＴｒａｐ（登録商標）カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  ウ

プサラ  スウェーデン）とカップリングした。コントロールおよびプレカラムを

Ｃ２１５  Ｆａｂ－ＳＥＡｍ９とカップリングし、コントロール、プレカラム、

およびカラムを連続的にセットアップした。すべてのカラムは前洗浄緩衝液（０

．２％  ＮＰ－４０を含有する２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ＨＣｌ、４℃でｐＨ ７．

５）で洗浄した。抽出物をカラムに０．１ｍｌ／ｍｉｎでロードし、フロースル

ーは再循環させた。そして、カラムを開始時の緩衝液で洗浄した。結合した抗原

はｐＨ ７．５から始まり１１．０までのジエチルアミンのｐＨ勾配で溶出した

。２．５ ｍｌの溶出液を集めて、７５μｌに濃縮した。精製を４℃でＡＫＴＡ

  ＦＰＬＣシステム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ

，ウプサラ  スウェーデン）により実施した。溶出タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧ

Ｅおよび銀染色で分析した。それぞれのバンドは切り出され、トリプシン分解さ

れ、ペプチドの質量をＰｒｏｔａｎａ  Ａ／Ｓ製（オーデンセ、  デンマーク）

のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ装置を使用して決定した。そして、ペプチド質量はＳＷＩ

ＳＳＰＲＯＴデータベースにおけるそれぞれのタンパク質の全てのトリプシン分

解ペプチド質量をもちいたコンピューター検索において比較された（Ｐｒｏｔａ

ｎａ  Ａ／Ｓ（オーデンセ、  デンマーク）より提供されるサービス）。

      【０１０１】

  ＜実験例６＞

  ［Ａ３ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９は新規のα６β４インテグリンのエピトープを検
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出する］

  ヒトα６インテグリンおよびβ４インテグリンに対する市販の抗体を、正常お

よび悪性結腸切片上のＡ３と比較した。図６に示された反応性は、Ａ３が結腸上

皮（図６［ｉ］）、および腫瘍の悪性細胞（図６［ｉｉ］）に限局されているこ

とを示している。α６インテグリンに対する市販の抗体ＮＫＩ－ＧｏＨ３もまた

正常結腸（図６［ｉｉｉ］）および結腸癌（図６［ｉｖ］）と反応する。反応は

結腸および悪性細胞の上皮細胞で認められたが（矢印）、血管壁（ＢＶ）、いく

つかのストローマ領域（Ｓ）、そして粘膜筋（ｍｍ）においても観察された。市

販のＡＳＣ－３抗β４インテグリン抗体で観察された反応は、抗α６抗体で見ら

れたのと似ているが、正常結腸（ｖ）および結腸癌（ｖｉ）双方でより弱かった

。

      【０１０２】

  ＜材料および方法＞

  [抗体]  

  Ａ３  ｓｃＦｖはＭ  ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓライブラリーより選択した。

ここから得られたＶＨおよびＶＬ遺伝子は制限酵素消化によって遊離され、Ａ３

  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９を作成するためにＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ  エン

テロトキシン  ＡＥ  キメラ変異体（Ｄ２２７Ａ）と融合された。このことは、

非特異的結合レベルが非常に低いことを示し、そして２次抗体による高感度検出

を許容した。ＡＳＣ－３抗ヒトβ４インテグリン抗体およびＮＫＩ－ＧｏＨ３抗

ヒトα６インテグリン抗体は、Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ  （コペンハ

ーゲン、  デンマーク)から購入した。

      【０１０３】

  [免疫組織化学]  

  腫瘍および正常組織サンプルは、Ｌｕｎｄ病院の外科から得た。これらは、あ

らかじめ液体窒素で冷却したイソペンタン中でｒａｔｅ凍結（ｒａｔｅ－ｆｒｏ

ｚｅｎ）した。サンプルは切片を作るまで－７０℃で保存した。凍結切断後切片

を一晩風乾し、冷却アセトン中で固定し、そしてアビジン／ビオチン（Ｖｅｃｔ

ｏｒ  Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ  ＣＡ）でブロックした。そして、一次抗体をこの
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切片に１時間添加した。

      【０１０４】

  二次抗体と３０分間インキュベーションした後、ストレプトアビジン－ビオチ

ン／ＨＲＰ（Ｄａｋｏｐａｔｔｓ、  コペンハーゲン、  デンマーク）を更に３

０分間加えインキュベーションした。これらすべてのステップ間において、Ｔｒ

ｉｓ  ｐＨ７．６，  ０．１５Ｍ  ＮａＣｌ液での執拗な洗浄がなされた。ジア

ミノベンジジン（ＤＡＢ）を色素原（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎ）として使用し、切片

を０．５％メチルグリーンでカウンター染色した。コントロールには非組織反応

性ＦａｂおよびＳＥＡ－Ｄ２２７Ａまたは一次抗体なしのものを含む。すべての

抗体は５μｇ／ｍｌの最終濃度で使用した。結果を、反応なし、弱い、中間ある

いは強い、染色として表わした。

      【０１０５】

  ＜実験例７＞  

  ［Ａ３腫瘍関連抗原はキャプチャー（捕縛）エライザでα６およびβ４インテ

グリン抗体と反応した］

  腫瘍粗抽出物またはＡ３アフィニティクロマトグラフィー（実施例５を参照）

によって精製したＡ３抗原をキャプチャーエライザで分析した。β４インテグリ

ンに特異的な市販のＡＳＣ－３抗体をキャプチャー抗体として使用し、それに異

なる希釈の腫瘍粗抽出物をアプライした。これをＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９で

チェイスした。そして、結合Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９を抗ＳＥＡ－ＨＲＰで

検出した（図７Ａ）。図７Ｂでは、市販の抗α６インテグリン抗体ＮＫＩ－Ｇｏ

Ｈ３がＡ３アフィニティー精製された濃縮溶出物の異なる希釈物を捕縛するのに

使用された。図７Ａと同様に、捕縛タンパク質をＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９で

チェイスし、抗ＳＥＡ－ＨＲＰで検出した。両方の実験で濃度依存性シグナルを

検出した。これらの結果により、α６β４インテグリンヘテロダイマーに対する

Ａ３の特異性が確認され、それは実施例５でＡ３アフィニティカラムから特異的

に分離されることによっても示された。

      【０１０６】

  ＜材料と方法＞  
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  市販抗体のＮＫＩ－ＧｏＨ３またはＡＳＣ－３（Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎ

ｓｏｎ  Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ  Ｄｅｎｍａｒｋ）の１００μｌが、Ｅ．Ｉ．Ａ

．／Ｒ．Ｉ．Ａ．－プレート（Ｃｏｓｔｅｒ）のウェルをコートするのに、０．

０５Ｍ  ＮａＨＣＯ3、  ｐＨ ９．６の条件で使用された。反応はオーバーナイ

ト、４℃で続けられ、その後、プレートをＤＰＢＳ＋０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  

２０中で４回洗浄した。それからウェルをＤＰＢＳ＋０．０５%  Ｔｗｅｅｎ  

２０に溶かした３％  ノンファットミルクパウダー２００μｌで室温（ＲＴ）で

１－２時間震盪させてブロックした。ウェルを再び上記のように洗浄し、ＤＰＢ

Ｓ＋０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  ２０に溶かした３％  ノンファットミルクパウダ

ー液で希釈した抗原抽出物１００μｌをアプライして、２時間ＲＴで浸透した。

ウェルを再び洗浄（４Ｘ  ＤＰＢＳ＋０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  ２０）し、その

後ＤＰＢＳ＋０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  ２０に溶かした３％  ノンファットミル

クパウダー液に希釈した１次抗体１００μｌで２時間ＲＴで震盪しながらインキ

ュベーションした。ウェルを再び上記のように洗浄し、ＤＰＢＳ＋０．０５％  

Ｔｗｅｅｎ  ２０に溶かした３％  非脂肪ミルクパウダー液に希釈した２次抗体

１００μｌを加えて、１時間ＲＴで震盪した。ウェルを再び上記のように洗浄し

、１００μｌのペルオキシダーゼ基質（Ｓｉｇｍａ  Ｆａｓｔ  ＯＰＤ  ペルオ

キシダーゼ基質錠剤セット  Ｐ－９１８７）を加え発色した。反応を、ＲＴ暗所

で震盪させながら５０μｌの３Ｍ  Ｈ2ＳＯ4を加えて止めるまで３０分間継続し

た。吸光度を４９０ｎｍで測定した。

      【０１０７】

  ＜実験例８＞  

  [Ａ３  腫瘍抗原のウエスタンブロット解析]  

  Ａ３－アフィニティ精製の腫瘍抗原抽出物をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、ウエ

スタンブロット解析のため膜にトランスファーした。抽出物を直接、または１０

０℃、５分間熱して、またはメルカプトエタノール（ＢＭＥ）存在下で１００℃

、５分間熱してアプライした（図８）。それから膜をＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ

９および抗ＳＥＡ－ＨＲＰ、または抗ヒトα６インテグリン抗体あるいは抗ヒト

β４インテグリン抗体で検査（プローブ）した。抗ヒトβ４インテグリン抗体は
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膜上のいかなるタンパク質とも反応しなかった（図８〔ｉｉ〕）。抗ヒトα６イ

ンテグリン抗体は、Ａ３アフィニティ精製した腫瘍抗原抽出物の中にある、みか

け上の分子量９０－１４０ｋＤａの主要なバンドと反応した（図８〔ｉｉｉ〕）

。同じ分子種はＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９によっても検出でき、それは加熱処

理後でも検出されるが還元条件下（ＢＭＥ存在下）ではるかに弱かった（図８〔

ｉ〕）。９０－１４０  ｋＤａの範囲に検出された主要バンドは、ペプチドマッ

ピングでα６インテグリンおよびβ４インテグリンを含有することが分かった実

施例５のバンドに相当する。

      【０１０８】

  ＜材料と方法＞  

  ＡＳＣ－３抗ヒトβ４インテグリン抗体およびＮＫＩ－ＧｏＨ３抗ヒトα６イ

ンテグリン抗体は、Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ  （コペンハーゲン、  

デンマーク）から購入した。サンプルは０．２５Ｍ  ｔｒｉｓ－ｇｌｙｃｉｎｅ

  ｐＨ ８．９および０．１％ＳＤＳ中で、上層ゲルは１００ Ｖで、そして分離

ゲルでは１７０ＶのＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離した。分子量マーカー（Ｂｉｏｒａ

ｄ  ｂｒｏａｄ  Ｒａｎｇｅ、  Ｂｉｏｒａｄ）をすべてのゲルに含めた。分離

したサンプルはトランスファー溶液（１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｂａｓｅ、２Ｍ  グ

リシン、４０％（ｖ／ｖ）メタノール）中で１００Ｖ、１時間でニトロセルロー

ス（バイオラッド）にトランスファーした。膜を５％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ／ＴＢＳ

で少なくとも２時間、４℃でブロックし、それから５％ＢＳＡ／ＴＢＳ／０．２

％アザイド中に希釈された適当な抗体とともにインキュベーションした。この反

応は少なくとも２時間ＲＴで続けられ、その後、膜をＴＢＳ－Ｔで執拗に洗浄し

た。結合抗体は膜を１時間、５％ ミルクパウダーを含有するＴＢＳ－Ｔに希釈

したＨＲＰ結合抗体とインキュベーションすることで検出した。それから、膜を

高感度化学発光検出試薬（Ｒｅｎａｉｓｓａｎｃｅ（登録商標）  ＮＥＮTM  Ｌ

ｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，  Ｂｏｓｔｏｎ  ＭＡ）と１分間

インキュベーションし、１時間以上フィルムに感光させた。

      【０１０９】

    【参照文献】
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      【０１１０】

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１はＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）およびＣ２１５  Ｆａｂ－ＳＥ

Ａ（Ｄ２２７Ａ）を用いて調べた、ヒト腫瘍組織の切片の免疫組織化学的染色の
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写真である。

  Ａ３癌関連抗原は原発および転移癌に均質に発現している  

  ７０ｎＭの濃度で、Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）およびＣ２１５  

Ｆａｂ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）を用いて調べた、凍結およびアセトン固定したヒ

ト腫瘍組織の切片の免疫組織化学的染色。Ａ３  ｓｃＦｖ融合タンパク質は、腫

瘍患者から切除した原発性の結腸および膵臓癌腫の双方に強くしかも均質に反応

した。原発性直腸癌のＣ２１５  Ｆａｂ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）に対する代表的

な染色像を（Ａ）に、Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）に対するものを（

Ｂ）に示した。Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）による結腸癌の肝臓への

転移の染色像を（Ｃ）に、そして原発性膵臓癌を（Ｄ）に示した。

    【図２】

  図２はＣｏｌｏ２０５細胞に対する超抗原抗体依存的細胞障害性（ＳＡＤＣＣ

）を媒介する能力を示すグラフである。  

  Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）でコートされたＣｏｌｏ２０５腫瘍細

胞はＴ細胞によって効果的に殺傷される  

  Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）に媒介されたＣｏｌｏ２０５に対する

超抗原抗体依存性細胞障害性（ＳＡＤＣＣ）は、１０倍高い濃度ではあるが、抗

Ｅｐ－ＣＡＭ融合タンパク質Ｃ２１５  Ｆａｂ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）と同一の

最大細胞障害性を達成した。Ｄ１．３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡ（Ｄ２２７Ａ）により

媒介される細胞障害性の欠如は、融合タンパク質中の腫瘍ターゲッティング抗体

部分の必要性を示している。

    【図３】

  図３はＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９をカップリングしたカラムでの腫瘍抽出物

の免疫アフィニティクロマトグラフィー上での溶出プロファイルを示すグラフで

ある。  

  Ａ３カップリングカラムに結合したタンパク質は充分に洗浄後、実施例５の材

料および方法に記載したように溶出された。溶出分画をＵＶ光度計（矢印）で調

べ、単一ピークが同定された。サンプルはｘで示されるようにｐＨ勾配で溶出さ

れた。
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    【図４】

  図４はＡ３抗原調製液を非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離して銀染色したゲルの

写真である。  

  Ａ３抗原調製液は非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離され、銀染色された。事前の

ウエスタン分析でＡ３抗原の存在する分子量領域はすでに決定されていた。この

領域内のはっきりしたバンド（ＩおよびＩＩとラベル）をペプチドマッピング分

析にかけた。

    【図５Ａ】

  図５Ａはα６インテグリンのアミノ酸配列を示す図である。  

  上皮細胞のインテグリンα６β４：α６およびβ４バリアントフォーム（前駆

体）の完全な一次構造（Ｔａｍｕｒａら、Ｊ．  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．  １１１

：  １５９３－１６０４  （１９９０））。配列番号５－５１に示された一致し

たペプチドを発表されているヒトα６インテグリンの配列中に下線を引いて示し

た。

    【図５Ｂ】

  図５Ｂはβ４（前駆体）インテグリンのアミノ酸配列を示す図である。  

  上皮細胞のインテグリンα６β４：α６およびβ４バリアントフォーム（前駆

体）の完全な一次構造（Ｔａｍｕｒａら、Ｊ．  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．  １１１

：  １５９３－１６０４  （１９９０））。配列番号５－５１に示された一致し

たペプチドを発表されているヒトβ４（前駆体）インテグリンの配列中に下線を

引いて示した。

    【図６】

  図６はＡ３  ｓｃＦｖおよび市販の抗ヒトα６およびβ４インテグリンモノク

ローナル抗体を用いた正常結腸および悪性腫瘍結腸（ｍａｌｉｇｎａｎｔ  ｃｏ

ｌｏｎ）の免疫組織化学の写真である。

    【図７】

  図７はキャプチャーエライザのグラフである。  

  図７Ａにおいて、β４インテグリンに特異的なモノクローナル抗体ＡＳＣ－３

が捕縛抗体として使用され、それに対して腫瘍粗抽出物の異なる希釈物がアプラ
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イされた。図７Ｂでは、抗α６インテグリンモノクローナル抗体ＮＫＩ－ＧｏＨ

３が、Ａ３アフィニティ精製された濃縮溶出物の異なる希釈物を捕縛するために

使用された。図７Ａおよび７Ｂの両方において、捕縛されたインテグリン抗原は

Ａ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９で成功的に検出された。

    【図８Ａ】

  図８ＡはＡ３－アフィニティカラムからの溶出物のウエスタンブロット解析の

写真である。  

  使用された一次抗体は（ｉ）および（ｉｉ）ではＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９

、（ｉｉｉ）ではＡＳＣ－３  抗ヒトβ４インテグリン抗体、および（ｉｖ）で

はＮＫＩ－ＧｏＨ３抗ヒトα６インテグリン抗体である。レーンＡ－溶出物は直

接アプライされた、レーンＢ－溶出物は１００℃、５分加熱された、レーンＣ－

溶出物はメルカプトエタノール存在下で１００℃、５分加熱された。分子量マー

カーの位置が示される。

    【図８Ｂ】

図８ＢはＡ３－アフィニティカラムからの溶出物のウエスタンブロット解析の写

真である。  

  使用された一次抗体は（ｉ）および（ｉｉ）ではＡ３  ｓｃＦｖ－ＳＥＡｍ９

、（ｉｉｉ）ではＡＳＣ－３  抗ヒトβ４インテグリン抗体、および（ｉｖ）で

はＮＫＩ－ＧｏＨ３抗ヒトα６インテグリン抗体である。レーンＡ－溶出物は直

接アプライされた、レーンＢ－溶出物は１００℃、５分加熱された、レーンＣ－

溶出物はメルカプトエタノール存在下で１００℃、５分加熱された。分子量マー

カーの位置が示される。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【図６】



(74) 特表２００３－５１３０２４

【図７】



(75) 特表２００３－５１３０２４

【図８Ａ】
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【図８Ｂ】
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【国際調査報告】
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，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，ＭＤ，
ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，ＡＴ，
ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，ＢＺ，Ｃ
Ａ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ，ＤＭ
，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，
ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，ＪＰ，Ｋ
Ｅ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ
，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，
ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，ＰＴ，ＲＯ，Ｒ
Ｕ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ，ＴＪ，ＴＭ
，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ，ＶＮ，
ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  トルドソン、エム・イェスパー
            スウェーデン国、エス－224・74  ルンド、
            イリオングレンデン  ケー120
(72)発明者  キアニー、フィリップ・ピー
            スウェーデン国、エス－226・49  ルンド、
            クルグレンデン  15シー
(72)発明者  ニルソン、ボー・エイチ・ケー
            スウェーデン国、エス－223・62  ルンド、
            セルベガタン  11
Ｆターム(参考） 4B024 AA01 AA12 BA45 CA04 DA06
                      EA04 GA11 HA01 
                4C084 AA02 AA07 BA01 BA08 BA22
                      BA23 CA17 MA01 NA14 ZB072
                      ZB262 
                4C085 AA03 AA13 AA14 BB44 CC32
                      EE01 GG01 
                4H045 AA11 AA30 BA10 CA41 DA50
                      DA75 EA28 EA54 FA74 



专利名称(译) 新规化合物

公开(公告)号 JP2003513024A 公开(公告)日 2003-04-08

申请号 JP2001533851 申请日 2000-10-26

[标]申请(专利权)人(译) 活跃生物技术股份公司

申请(专利权)人(译) 活跃生物科技艾比

[标]发明人 ブロディントーマスエヌ
カールストレームピアジェイ
オールソンレナートジー
トルドソンエムイェスパー
キアニーフィリップピー
ニルソンボーエイチケー

发明人 ブロディン、トーマス·エヌ
カールストレーム、ピア·ジェイ
オールソン、レナート·ジー
トルドソン、エム·イェスパー
キアニー、フィリップ·ピー
ニルソン、ボー·エイチ·ケー

IPC分类号 C12N15/09 A61K38/00 A61K39/395 A61P35/00 A61P35/04 A61P37/02 C07K14/705 C07K16/18 
C07K16/28 C07K16/30 G01N33/53 G01N33/574

CPC分类号 C07K16/3046 A61K2039/505 C07K16/2839 C07K16/303 C07K2317/21 C07K2317/622 C07K2317/732 
C07K2319/00 G01N33/57446 Y02P20/582

FI分类号 C07K16/30.ZNA A61K39/395.E A61K39/395.T A61P35/00 A61P35/04 A61P37/02 C07K14/705 A61K37
/02 C12N15/00.A

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA12 4B024/BA45 4B024/CA04 4B024/DA06 4B024/EA04 4B024/GA11 4B024
/HA01 4C084/AA02 4C084/AA07 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/CA17 
4C084/MA01 4C084/NA14 4C084/ZB072 4C084/ZB262 4C085/AA03 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085
/BB44 4C085/CC32 4C085/EE01 4C085/GG01 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA41 
4H045/DA50 4H045/DA75 4H045/EA28 4H045/EA54 4H045/FA74

优先权 9903895 1999-10-28 SE

外部链接 Espacenet

摘要(译)

描述了具有与靶结构的结合结构的抗体或其衍生物或其片段。 该抗体存
在于人胃肠道上皮肿瘤细胞内和表面以及正常人胃肠道上皮细胞的亚群
中。 结合结构是轻链的互补决定区，该轻链的互补决定区包含SEQ ID 
NO：2中所示氨基酸序列的氨基酸编号23-33（CDR1），49-55
（CDR2），88-98（CDR3）作为必需元件（ CDR）和含有SEQ ID 
NO：2所示氨基酸序列的氨基酸编号158-162（CDR1），177-193
（CDR2），226-238（CDR3）的重链CDR序列为必需元素，或类似的 
它具有独特的粘合特性。 还描述了存在于肿瘤细胞内或之上的靶结构，
疫苗组合物，药物组合物，以及与人类恶性肿瘤相关的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/461e6392-661b-4aa7-8abb-196d3cdb48d3
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/020417520/publication/JP2003513024A?q=JP2003513024A



