
JP 6514294 B2 2019.5.15

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　クローディン１８スプライス変異体２（ＣＬＤＮ１８．２）に結合する抗体又はその抗
原結合性フラグメントであって、前記抗体が、
　（Ａ）
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８のＣＤＲ１配列、
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９のＣＤＲ２配列、及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０のＣＤＲ３配列
　　を含む抗体重鎖、
　　及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２のＣＤＲ１配列、
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３のＣＤＲ２配列、及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４のＣＤＲ３配列
　　を含む抗体軽鎖、
　又は
　（Ｂ）
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６のＣＤＲ１配列、
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７のＣＤＲ２配列、及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８のＣＤＲ３配列
　　を含む抗体重鎖、
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　　及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２０のＣＤＲ１配列、
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２１のＣＤＲ２配列、及び
　　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２のＣＤＲ３配列
　　を含む抗体軽鎖、
　を含む、抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項２】
　前記ＣＬＤＮ１８．２が、細胞表面膜結合性ＣＬＤＮ１８．２である、請求項１に記載
の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項３】
　前記ＣＬＤＮ１８．２が癌細胞上に存在する、請求項１または２に記載の抗体又はその
抗原結合性フラグメント。
【請求項４】
　前記癌細胞が、ＣＬＤＮ１８．２発現癌細胞である、請求項３に記載の抗体又はその抗
原結合性フラグメント。
【請求項５】
　前記癌細胞が、胃癌細胞、食道癌細胞、膵臓癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、結腸癌細
胞、肝癌細胞、頭頸部癌細胞及び胆嚢癌細胞からなる群より選ばれる、請求項４に記載の
抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項６】
　胃上皮細胞以外の非癌性細胞に検出可能に結合せず、結合は、抗体濃度０．５μｇ／ｍ
ｌ又は０．２μｇ／ｍｌの免疫組織化学分析条件下でテストされる、請求項１～５のいず
れか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項７】
　非癌性肺細胞に検出可能に結合せず、結合は、抗体濃度０．５μｇ／ｍｌ又は０．２μ
ｇ／ｍｌの免疫組織化学分析条件下でテストされる、請求項１～５のいずれか一項に記載
の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項８】
　モノクローナル抗体、キメラ抗体、又はヒト化抗体である、請求項１～７のいずれか一
項に記載の抗体。
【請求項９】
　前記抗体（Ａ）がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７又は１１の可変領域を含むか、前記抗体（Ｂ
）がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５又は１９の可変領域を含む、請求項１～８のいずれか一項
に記載の抗体。
【請求項１０】
　前記抗体（Ａ）がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７又は１１のアミノ酸配列を含むか、前記抗体
（Ｂ）がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５又は１９のアミノ酸配列を含む、請求項１～９のいず
れか一項に記載の抗体。
【請求項１１】
　前記抗体が、ＣＬＤＮ１８．２に特異的に結合する、請求項１～１０のいずれか一項に
記載の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
【請求項１２】
　少なくとも一つの検出可能な標識と結合している、請求項１～１１のいずれか一項に記
載の抗体又はその抗原結合性フラグメントを含む、コンジュゲート。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体を産生可能な細胞。
【請求項１４】
　試料中のＣＬＤＮ１８．２を検出する或いはＣＬＤＮ１８．２の量を決定する方法であ
って、
　（ｉ）試料を、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フラグ
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メント、或いは請求項１２に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出する或いは複合体の量を決定するステップ
と、を含む、方法。
【請求項１５】
　細胞がＣＬＤＮ１８．２を発現しているか否かを判定する方法であって、
　（ｉ）細胞試料を、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フ
ラグメント、或いは請求項１２に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、前記試
料における細胞によって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間における複合体の形成を検出
するステップと、を含む、方法。
【請求項１６】
　癌を診断、検出又は観測する方法（ただし、ヒトに対する医療行為を除く。）であって
、
　（ｉ）生体試料を、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フ
ラグメント、或いは請求項１２に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出する、及び／又は複合体の量を決定するス
テップと、を含み、
　前記癌は、ＣＬＤＮ１８．２を発現する癌細胞によって特徴付けられる、方法。
【請求項１７】
　ＣＬＤＮ１８．２を標的とする癌療法により癌を治療可能であるか否かを判定する方法
（ただし、ヒトに対する医療行為を除く。）であって、
　（ｉ）癌細胞を含む試料を、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原
結合性フラグメント、或いは請求項１２に記載のコンジュゲートと接触させるステップと
、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出するステップと、を含み、
　前記癌は、ＣＬＤＮ１８．２を発現する癌細胞によって特徴付けられる、方法。
【請求項１８】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フラグメント、或いは
請求項１２に記載のコンジュゲートを含む、ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞を伴う疾患
診断用診断テストキット。
【請求項１９】
　前記ＣＬＤＮ１８．２が、配列表のＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２のアミノ酸配列を含む、請
求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フラグメント、請求項１２
に記載のコンジュゲート、請求項１６又は１７に記載の方法、或いは請求項１８に記載の
診断テストキット。
【請求項２０】
　前記方法が免疫組織化学分析であり、抗体濃度が０．５μｇ／ｍｌ以下、又は０．２μ
ｇ／ｍｌ以下である、請求項１４～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合性フラグメントの前記抗
体重鎖及び前記抗体軽鎖をコードする核酸配列を含む核酸。
【請求項２２】
　請求項２１に記載の核酸を含む、ベクター。
【請求項２３】
　請求項２１に記載の核酸、又は請求項２２に記載のベクターを含む、宿主細胞。
【請求項２４】
　抗体を発現する方法であって、
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　（ａ）請求項２３に記載の宿主細胞を得るステップと、
　（ｂ）抗体を前記（ａ）の宿主細胞から単離するステップと、を含む方法。
【請求項２５】
　請求項２３の宿主細胞、又は請求項２４の方法から得られる抗体。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　クローディンは、上皮と内皮との密着結合部に位置する内在性膜タンパク質である。ク
ローディンは、二つの細胞外ループを持つ四つの膜貫通領域、並びに細胞質に位置するＮ
及びＣ末端を有すると予測されている。膜貫通タンパク質のクローディン（ＣＬＤＮ）フ
ァミリーは、上皮及び内皮の密着結合部の維持において重要な役割を果たしており、細胞
骨格の維持および細胞情報伝達にも関与している可能性がある。
【０００２】
　クローディン１８（ＣＬＤＮ１８）分子は、四つの疎水性膜貫通領域と二つの細胞外ル
ープ（疎水性領域１及び疎水性領域２に取り囲まれるループ１、並びに疎水性領域３及び
疎水性領域４に取り囲まれるループ２）を備える、統合膜貫通タンパク質（テトラスパニ
ン）である。ＣＬＤＮ１８は、二つの異なるスプライス変異体中に存在することが、マウ
スとヒトにおいて記述されている、（Ｎｉｉｍｉ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２１：
７３８０－９０，２００１)。これらのスプライス変異体（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッショ
ン番号：スプライス変異体１（ＣＬＤＮ１８．１）：ＮＰ＿０５７４５３、ＮＭ＿０１６
３６９、並びにスプライス変異体２（ＣＬＤＮ１８．２）：ＮＭ＿００１００２０２６、
ＮＰ＿００１００２０２６）は、およそ２７，９／２７，７２ｋＤの分子量を有する。ス
プライス変異体のＣＬＤＮ１８．１及びＣＬＤＮ１８．２は、第１膜貫通（ＴＭ）領域及
びループ１を含むＮ末端部において異なる一方、Ｃ末端の一次タンパク質配列は同一であ
る：図１参照。
【０００３】
　ＣＬＤＮ１８．１は正常肺の細胞で選択的に発現するが、ＣＬＤＮ１８．２は胃細胞で
のみ発現する。しかしながら、正常胃におけるＣＬＤＮ１８．２の発現は、胃の上皮にお
ける分化短寿命細胞に限られる。ＣＬＤＮ１８．２の発現は、様々な腫瘍組織にて確認さ
れている。例えば、膵臓癌、食道癌、胃癌、気管支癌、乳癌、ＥＮＴ腫瘍などにおいてＣ
ＬＤＮ１８．２の発現が見つかっている。ＣＬＤＮ１８．２は、胃癌、食道癌、膵臓癌、
非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）などの肺癌、卵巣癌、結腸癌、肝癌、頭頸部癌、胆嚢癌のよ
うな原発腫瘍、及びこれらの転移、特にクルーケンベルグ腫瘍、腹膜転移、リンパ節転移
などの胃癌転移に対する予防、及び／又は治療のための重要な標的である。
【０００４】
　ＣＬＤＮ１８．２の癌および正常細胞間における差次的発現、膜への局在、毒性関連正
常組織の大半に存在していない点、胃の可欠細胞集団に対する発現の制限、胃の非標的（
ｔａｒｇｅｔ－ｎｅｇａｔｉｖｅ）幹細胞により補充することができる分化胃細胞の点か
ら、ＣＬＤＮ１８．２は癌免疫療法のための格好の標的となり、癌治療においてＣＬＤＮ
１８．２を標的とする抗体系治療法を用いることによって、高い治療特異性が期待される
。
【０００５】
　ＣＬＤＮ１８．２標的抗体の臨床応用は、ヒトＣＬＤＮ１８．２がヒトＣＬＤＮ１８．
１と相同であるという障害に直面している。ヒトＣＬＤＮ１８．２とヒトＣＬＤＮ１８．
１の配列に違いがあるＣＬＤＮ１８．２のＮ末端細胞外領域を標的とするＣＬＤＮ１８．
２特異抗体の構築には成功した。しかしながら、ＣＬＤＮ１８．２のＮ末端部を標的とし
、診断、例えば癌組織切片の細胞におけるＣＬＤＮ１８．２発現の検出を目的とする臨床
応用に用いられる特性を有する抗体を生成しようとする試みは、失敗してしまった。
【０００６】
　驚くべきことに、本発明者等は、ＣＬＤＮ１８．２のＣ末端部内に位置する特定のエピ



(5) JP 6514294 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

トープに対する抗体が抗体の診断応用基準、特にＣＬＤＮ１８．２発現細胞の検出及び特
定に関する基準を満たすということを発見するに到った。更に驚くべきことには、これら
の抗体は、ＣＬＤＮ１８．１及びＣＬＤＮ１８．２で同一の配列に対するものであっても
、非癌性肺細胞を標的としない。
【０００７】
　本発明の抗体は、例えば癌の診断、及び／又は癌細胞がＣＬＤＮ１８．２を発現してい
るか否かの判定に有用である。好ましくは、癌又は癌細胞はＣＬＤＮ１８．２の表面に発
現するという特徴を有する。ＣＬＤＮ１８．２を発現する癌細胞は、ＣＬＤＮ１８．２に
対する抗体を用いる治療など、ＣＬＤＮ１８．２を標的とする療法に適した標的である。
一態様において、癌細胞がＣＬＤＮ１８．２を発現するか異常に発現するのに対して、正
常細胞はＣＬＤＮ１８．２を発現しないか少量のＣＬＤＮ１８．２のみを発現する。ＣＬ
ＤＮ１８．２発現細胞は、好ましくは胃癌細胞、食道癌細胞、膵臓癌細胞、肺癌細胞、卵
巣癌細胞、結腸癌細胞、肝癌細胞、頭頸部癌細胞、胆嚢癌細胞からなる群より選ばれる。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、抗体又はその抗原結合性フラグメントであって、
　（ｉ）ＴＥＤＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）、又はＥＶＱＳＹ
ＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）のアミノ酸配列を有するペプチドに結合する
、及び／又は
　（ｉｉ）クローディン１８．２（ＣＬＤＮ１８．２）に結合し、ＴＥＤＥＶＱＳＹＰＳ
ＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）、又はＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：６）のアミノ酸配列を有するＣＬＤＮ１８．２内のエピトープに少なくとも結合
することによって、前記抗体又はその抗原結合性フラグメントがＣＬＤＮ１８．２に結合
する、抗体又はその抗原結合性フラグメントに関する。
【０００９】
　一態様において、前記ＣＬＤＮ１８．２は細胞表面膜結合性ＣＬＤＮ１８．２である。
一態様において、前記ＣＬＤＮ１８．２は癌細胞上に存在し、前記癌細胞は、好ましくは
、ＣＬＤＮ１８．２発現癌細胞である。一態様において、前記癌細胞は、胃癌細胞、食道
癌細胞、膵臓癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、結腸癌細胞、肝癌細胞、頭頸部癌細胞、胆
嚢癌細胞からなる群より選ばれるものである。一態様において、本発明の抗体又は抗原結
合性フラグメントは胃上皮細胞を除いて、非癌性細胞には結合しない。一態様において、
本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは非癌性肺細胞に結合しない。一態様において
、本発明の抗体は、キメラ抗体、ヒト抗体、又はヒト化抗体である。一態様において、本
発明の抗体は、モノクローナル抗体である。
【００１０】
　これら、及び他の態様において本発明は、
（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７の抗体重鎖配列、又はその変異体を含む、
（ｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７の抗体重鎖配列又はその変異体のＣＤＲ配列の少なくと
も一つ、好ましくは二つ、更に好ましくは三つ全部を含む、或いは
（ｉｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０のＣＤＲ３配列もしくはその変異体を含み、好まし
くはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８のＣＤＲ１配列もしくはその変異体、及び／又はＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：９のＣＤＲ２配列もしくはその変異体を更に含む、
（Ｉ）抗体重鎖、
及び／又は、
（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１の抗体軽鎖配列、又はその変異体を含む、
（ｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１の抗体軽鎖配列又はその変異体のＣＤＲ配列の少なく
とも一つ、好ましくは二つ、更に好ましくは三つ全部を含む、或いは
（ｉｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４のＣＤＲ３配列もしくはその変異体を含み、好まし
くはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２のＣＤＲ１配列もしくはその変異体、及び／又はＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１３のＣＤＲ２配列もしくはその変異体を更に含む、
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（ＩＩ）抗体軽鎖
を含む抗体に関する。
【００１１】
　前記の、及び他の態様において本発明はまた、
（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５の抗体重鎖配列、又はその変異体を含む、
（ｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５の抗体重鎖配列又はその変異体のＣＤＲ配列の少なく
とも一つ、好ましくは二つ、更に好ましくは三つ全部を含む、或いは
（ｉｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８のＣＤＲ３配列もしくはその変異体を含み、好まし
くはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６のＣＤＲ１配列もしくはその変異体、及び／又はＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１７のＣＤＲ２配列もしくはその変異体を更に含む、
（Ｉ）抗体重鎖、
及び／又は、
（ｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１９の抗体軽鎖配列、又はその変異体を含む、
（ｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１９の抗体軽鎖配列又はその変異体のＣＤＲ配列の少なく
とも一つ、好ましくは二つ、更に好ましくは三つ全部を含む、或いは
（ｉｉｉ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２のＣＤＲ３配列もしくはその変異体を含み、好まし
くはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２０のＣＤＲ１配列もしくはその変異体、及び／又はＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：２１のＣＤＲ２配列もしくはその変異体を更に含む、
（ＩＩ）抗体軽鎖
を含む抗体に関する。
【００１２】
　好ましい態様において、本発明の抗体は、γ－１重鎖定常領域、好ましくはヒトγ－１
重鎖定常領域を含む抗体重鎖、及び／又はκ軽鎖定常領域を含む抗体軽鎖を含む。
【００１３】
　前記の、及び他の態様において本発明は、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒ．　７Ｂ
，　３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託されたものであ
り、下記の記号及びアクセッション番号のうち一つを有するハイブリドーマ細胞から生成
される又は得られる抗体に関する。
１．ｍｕＡＢ　４３－１４Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４４、２０１１年
１０月６日に寄託
２．ｍｕＡＢ　３５－２２Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４３、２０１１年
１０月６日に寄託
【００１４】
　本発明の抗体は、当該抗体の記号を参照することにより、及び／又は当該抗体を産生す
るクローン、例えばｍｕＡＢ　４３－１４Ａを参照することにより、ここに特定される。
【００１５】
　更に好ましい抗体は、上記のハイブリドーマから生成されて得られる抗体の特異性を有
するものであり、特に、抗体結合部分又は抗体結合部位、特に上記のハイブリドーマから
生成されて得られる抗体のそれと同一であるか又は高い相同性を示す可変領域を含むもの
である。好ましい抗体は、上記のハイブリドーマから生成されて得られる抗体のＣＤＲ領
域と同一又は高い相同性を示すＣＤＲ領域を有するものであると考えられる。「高い相同
性を示す」場合、各ＣＤＲ領域において、１～５回、好ましくは１～４回、例えば１～３
回、或いは１回又は２回の置換が生じていると考えられる。特に好ましい抗体は、上記の
ハイブリドーマから生成されて得られる抗体のキメラ化形態又はヒト化形態である。
【００１６】
　従って、本発明の抗体は、（ｉ）アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４４（ｍｕＡ
Ｂ　４３－１４Ａ）又はＤＳＭ　ＡＣＣ３１４３（ｍｕＡＢ　３５－２２Ａ）下に寄託さ
れたクローンより生成されるか又は得られる抗体、（ｉｉ）（ｉ）の抗体のキメラ化形態
又はヒト化形態である抗体、（ｉｉｉ）（ｉ）の抗体の特異性を有する抗体、並びに（ｉ
ｖ）（ｉ）の抗体の抗原結合部分又は抗原結合部位を含む抗体、からなる群より選ばれて
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もよい。（ｉ）の抗体の抗原結合部分又は抗原結合部位は、（ｉ）の抗体の可変領域を含
んでもよい。更に、前記抗体の抗原結合性フラグメントも本発明の範疇に含まれる。
【００１７】
　本発明の抗体は、天然状態、つまり天然由来の状態又は非変性状態において、あるいは
変性状態において、ＣＬＤＮ１８．２と結合することができることが好ましい。
【００１８】
　一態様において、本発明の抗体は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
６のアミノ酸配列を含み、好ましくは前記アミノ酸配列からなるペプチド、免疫学的に等
価のペプチド、或いは前記ペプチドを発現する核酸又は宿主細胞で動物に免疫性を与える
ステップを含む方法によって取得することができる。前記ペプチドは、１１０個以下、１
００個以下、９０個以下、８０個以下、７０個以下、６０個以下、５０個以下、４０個以
下、３０個以下或いは２０個以下のＣＬＤＮ１８．２における連続アミノ酸を含むことが
好ましい。
【００１９】
　一態様において、本発明の抗体は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２５のアミノ酸配列を含み、好ましくは前記アミノ酸配列からなるペプチド、免疫学的
に等価のペプチド、或いは前記ペプチドを発現する核酸又は宿主細胞で動物に免疫性を与
えるステップを含む方法によって取得することができる。前記ペプチドは、１１０個以下
、１００個以下、９０個以下、８０個以下、或いは７５個以下のＣＬＤＮ１８．２におけ
る連続アミノ酸を含むことが好ましい。
【００２０】
　本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントは、例えば検出可能な標識など、他の部分に
結合、つまり共有結合又は非共有結合していてもよい。
【００２１】
　本発明は、本明細書に記載の抗体を産生するハイブリドーマ細胞などの細胞にも関する
。
【００２２】
　好ましいハイブリドーマ細胞は、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒ．　７Ｂ，　３８
１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託されたものであり、下記
の記号及びアクセッション番号のうち一つを有する。
１．ｍｕＡＢ　４３－１４Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４４、２０１１年
１０月６日に寄託
２．ｍｕＡＢ　３５－２２Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４３、２０１１年
１０月６日に寄託
【００２３】
　本発明はまた、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６のアミノ酸配列を
含み、好ましくは前記アミノ酸配列からなるペプチド、或いは免疫学的に等価のペプチド
に関する。前記ペプチドは、１１０個以下、１００個以下、９０個以下、８０個以下、７
０個以下、６０個以下、５０個以下、４０個以下、３０個以下、或いは２０個以下のＣＬ
ＤＮ１８．２における連続アミノ酸を含むことが好ましい。
【００２４】
　本発明はまた、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４又はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５のアミノ酸配
列を含み、好ましくは前記アミノ酸配列からなるペプチド、免疫学的に等価のペプチド、
或いは前記ペプチドを発現する核酸又は宿主細胞に関する。前記ペプチドは、１１０個以
下、１００個以下、９０個以下、８０個以下、或いは７５個以下のＣＬＤＮ１８．２にお
ける連続アミノ酸を含むことが好ましい。
【００２５】
　本発明はまた、本明細書中に記載の抗体やその一部、例えば抗体鎖又は抗原結合性フラ
グメント、或いはペプチドをエンコードする遺伝子又は核酸配列を含む核酸に関する。好
ましくは、本発明の核酸は、真核細胞又は原核細胞における発現を可能とする発現制御要
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素と作動可能に付着している。真核細胞又は原核細胞における発現を確保する制御要素は
、当業者に周知のものである。
【００２６】
　本発明の核酸は、例えばプラスミド、コスミッド、ウイルス、バクテリオファージ等の
ベクター、または、従来遺伝子工学で用いられていたもの等の他のベクターに含まれるも
のであってもよい。当該ベクターは、相応の条件下で相応の宿主細胞におけるベクターを
選べるようにする標識遺伝子などのさらなる遺伝子を含んでもよい。また、ベクターは、
相応の宿主においてコード領域が適切に発現するようにできる発現制御要素を含んでもよ
い。当該制御要素は当業者にとって公知のものであり、プロモーター、スプライスカセッ
ト、翻訳開始コドンを含む。
【００２７】
　核酸分子の構築、核酸分子を含むベクターの構築、ベクターの適合に選択した宿主細胞
への導入、又は、核酸分子の発現の誘導もしくは達成のための方法は、当技術分野で公知
である。
【００２８】
　本発明の更なる態様は、本明細書に開示の核酸又はベクターを含む宿主細胞に関する。
【００２９】
　本発明の更なる態様は、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを用いたＣＬＤＮ１
８．２もしくはＣＬＤＮ１８．２発現細胞の検出、又はＣＬＤＮ１８．２もしくはＣＬＤ
Ｎ１８．２発現細胞の量の決定に関する。ＣＬＤＮ１８．２と、本発明の抗体又は抗原結
合性フラグメントとの間における複合体を検出するまたはその量を決定することにより、
ＣＬＤＮ１８．２もしくはＣＬＤＮ１８．２発現細胞を検出すること、又はＣＬＤＮ１８
．２もしくはＣＬＤＮ１８．２発現細胞の量を決定することができる。複合体の形成は、
ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞の存在を示唆する。前記の検出又
は量の決定は様々な方式で行うことができる。本発明の抗体又は抗原結合性フラグメント
を用いた免疫検出もその一つであるがこれに限られない。抗体を用いてペプチド又はタン
パク質を検出する方法はよく知られており、ＥＬＩＳＡ、競合的結合アッセイなどを含む
。通常、こうしたアッセイには、検出用の標識、例えば指標酵素、放射性標識、蛍光色素
分子或いは常磁性粒子などと直接的、又は間接的に結合している標的ペプチド又はタンパ
ク質に特異的に結合する抗体又は抗体フラグメントを用いる。本発明の方法は、ＣＬＤＮ
１８．２のレベル又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞のレベルに対する定量的及び／又は定性
的評価、例えば絶対評価及び／又は相対評価を可能にする。
【００３０】
　一態様において本発明は、試料中のＣＬＤＮ１８．２を検出する方法、又はＣＬＤＮ１
８．２の量を決定する方法であって、
（ｉ）試料を、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメント、或いは本発明のコンジュゲー
トと接触させるステップと、
（ｉｉ）抗体、抗原結合性フラグメント、もしくはコンジュゲートと、ＣＬＤＮ１８．２
との間における複合体の形成を検出する、又は複合体の量を決定するステップと、を含む
方法に関する。
【００３１】
　一態様において、前記試料は細胞試料、つまり癌細胞などの細胞を含む試料である。本
実施形態において、複合体は、抗体、抗原結合性フラグメントもしくはコンジュゲートと
、当該試料中の細胞によって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間で形成されるのが好まし
い。
【００３２】
　一態様において本発明は、細胞がＣＬＤＮ１８．２を発現するか否かを判定する方法で
あって、
（ｉ）細胞試料を、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメント、或いは本発明のコンジュ
ゲートと、接触させるステップと、
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（ｉｉ）抗体、抗原結合性フラグメント、或いはコンジュゲートと、前記試料中の細胞に
よって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間における複合体の形成を検出するステップと、
を含む方法に関する。
【００３３】
　一態様において、当該試料の細胞は癌細胞である。複合体は、抗体、抗原結合性フラグ
メント或いはコンジュゲートと、当該試料中の細胞により発現されたＣＬＤＮ１８．２と
の間で形成されるのが好ましい。
【００３４】
　本発明の更なる態様は、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを用いてＣＬＤＮ１
８．２を標的とすることにより、疾患を診断又は分類する方法に関する。これらの方法は
、ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞の選択的検出を提供し、これにより、当該細胞を、Ｃ
ＬＤＮ１８．２を発現しない正常細胞やＣＬＤＮ１８．２を発現しない異常細胞と区別す
る。ＣＬＤＮ１８．２を発現する異常細胞によって特徴付けられる疾患は、ＣＬＤＮ１８
．２を標的とする療法、例えばＣＬＤＮ１８．２に対する治療用抗体を用いる療法により
治療することができる。療法又は診断の対象となる好ましい疾患としては、ＣＬＤＮ１８
．２が発現するか異常に発現する疾患、特には本明細書に記載した種類の癌が挙げられる
。
【００３５】
　一態様において本発明は、癌の診断、検出或いは観測、つまり軽減、進行、経過及び／
又は発病の判定のための方法であって、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメントを用い
て、患者から単離した生体試料におけるＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞
を検出すること、及び／又はＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞の量の決定
すること、を含む方法に関する。当該方法は、被験者が癌を患っているか又は患者に癌の
発病のリスクがある（増加している）か否かを、或いは、治療計画が有効であるか否かを
検出するために用いてもよい。
【００３６】
　従って、一態様において本発明は、癌を診断、検出又は観測する方法であって、
（ｉ）生体試料を、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメント、或いは本発明のコンジュ
ゲートと接触させるステップと、
（ｉｉ）抗体、抗原結合性フラグメント、或いはコンジュゲートと、ＣＬＤＮ１８．２と
の間における複合体の形成を検出、及び／又は複合体の量を決定するステップと、を含む
方法に関する。
【００３７】
　一態様において、当該生体試料は、細胞試料、つまり癌細胞などの細胞を含む試料であ
る。本実施形態において、複合体は、抗体、抗原結合性フラグメント或いはコンジュゲー
トと、当該試料中の細胞によって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間で形成されるのが好
ましい。
【００３８】
　本発明による観測方法は、好ましくは、第１時点にて第１試料中の、続いて第２時間に
て更なる試料中の、ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞の検出及び／又は量
の決定を行うことを含む。ここで、腫瘍性疾患の退行、進行、経過及び／又は発病は、両
方の試料を比較して判定することができる。
【００３９】
　通常、生体試料におけるＣＬＤＮ１８．２のレベル又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞のレ
ベルを基準レベルと比較する。基準レベルからのずれは、被験者における癌疾患の存在及
び／又は病期を指し示す。基準レベルは、対照試料（例えば健康な組織もしくは健康な被
験者、特に癌を患っていない患者からのもの）にて決定したレベル、又は、健康な被験者
から得た平均レベルであってもよい。当該基準レベルからの「ずれ」とは、著しい変化、
例えば少なくとも１０％、２０％又は３０％の増加、好ましくは少なくとも４０％又は５
０％、或いはそれ以上の増加を指す。
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【００４０】
　好ましくは、ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞の存在、及び／又は、基
準レベル、例えば癌を患っていない患者と比べて増加しているＣＬＤＮ１８．２又はＣＬ
ＤＮ１８．２発現細胞の量は、被験者に癌が発病するリスク（つまり発症の潜在性）があ
ることを示唆する。
【００４１】
　被験者からより早期に採取した生体試料と比較した結果、ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤ
Ｎ１８．２発現細胞の量が減少している場合は、被験者において癌が、軽減、良好な経過
、例えば治療の成功、或いは発病のリスクの減少の可能性を示している。
【００４２】
　被験者からより早期に採取した生体試料と比較した結果、ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤ
Ｎ１８．２発現細胞の量が増加している場合は、被験者において癌が、進行、悪化の経過
、例えば治療の不成功、再発又は転移挙動、発病又は発病のリスクの可能性を示している
。
【００４３】
　一態様において本発明は、ＣＬＤＮ１８．２を標的とする癌療法により癌を治療可能で
あるか否かを判定する方法であって、
（ｉ）癌細胞を含む試料を、本発明の抗体又は抗原結合性フラグメント、或いは本発明の
コンジュゲートと、接触させるステップと、
（ｉｉ）抗体、抗原結合性フラグメント、或いはコンジュゲートと、ＣＬＤＮ１８．２と
の間における複合体の形成を検出するステップと、を含む方法に関する。
【００４４】
　当該複合体は、抗体、抗原結合性フラグメント、或いはコンジュゲートと、当該試料に
おける癌細胞によって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間で形成されるのが好ましい。
【００４５】
　当該方法は、ＣＬＤＮ１８．２発現細胞を標的とする療法、例えば免疫エフェクター機
能を一つ以上もたらす抗体、たとえばＣＬＤＮ１８．２に特異的な細胞毒性のある抗体（
具体的には、毒素や放射性標識などの細胞毒性成分で標識されている抗体、或いはＣＤＣ
又はＡＤＣＣなどの殺細胞機構を誘導する抗体）を用いる療法が患者に適切であるか否か
を検出するために用いることができる。ＣＬＤＮ１８．２を発現する異常細胞によって特
徴付けられる疾患、例えば癌、特に本明細書に記載のものは、ＣＬＤＮ１８．２を標的と
する療法により治療することができる。
【００４６】
　上記態様のいずれかの一実施形態において、試料、細胞試料又は生体試料は、癌を患っ
ている患者、癌もしくはその罹患が疑われる患者、又は、癌の潜在性を持つ患者から採取
する。一実施形態において、試料、細胞試料、又は生体試料は、組織又は器官が癌を患っ
ていないとき、細胞が実質的にＣＬＤＮ１８．２を発現しない組織又は器官から採取する
。当該組織は、胃組織以外の組織であることが好ましい。当該組織は、肺、食道、膵臓又
は乳房の組織であるのが好ましく、組織又は器官は、例えば肉眼検査又は当該組織又は器
官の細胞培養試験により癌の影響を受けているとの診断が既に下されたものであってもよ
い。本実施形態において、ＣＬＤＮ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞の存在、及び
／又は、基準レベル、例えば腫瘍性疾患を患っていない患者と比べて増加しているＣＬＤ
Ｎ１８．２又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞の量は、当該患者がＣＬＤＮ１８．２発現細胞
を標的とすることを含む療法に適している可能性を示す。
【００４７】
　一態様において、本発明は、本明細書に記載の抗体もしくは抗原結合性フラグメント、
又は抗体及び／又は抗原結合性フラグメントの組み合わせを含む組成物、例えば診断用組
成物もしくはキットを提供する。かかる診断用組成物又はテストキットは、本発明の方法
、たとえば本発明の診断、検出又は観測方法に有用である。当該キットは、必要によって
、検出可能な標識、例えば指標酵素、放射性標識、蛍光色素分子或いは常磁性粒子を含ん
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でもよい。キットは、情報提供用小冊子、例えば試薬を用いて本明細書に記載の方法を実
施する手順を知らせる小冊子を含んでもよい。
【００４８】
　本発明の他の特徴及び利点は、下記の詳細な説明と請求項にて説明するものとする。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　本発明を下記で詳細に説明するが、本発明は、本明細書に記載の特定の方法論、手順又
は試薬に限定されるものではなく、変更も可能である。また、本明細書に用いられる専門
用語は、特定の実施形態を説明するためのみ用いられるものであって、本発明の範囲を限
定しようとするものではなく、本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲によってのみ規定
される。別途の定義がない限り、本明細書に用いられる技術用語及び科学用語は、当業者
が一般的に理解している意味と同様の意味を持つ。
【００５０】
　下記に、本発明の構成要素を説明する。当該要素を特定の実施形態と共に記載するが、
これらを任意の方法でおよび任意の数組み合わせて他の実施形態を構成することも可能で
ある。各種の実施例、及び好ましい実施形態は、明確に記述した実施形態に本発明を限定
するものとして解釈されるべき。本記述は、明白に記述した実施形態を、任意の数の開示
要素及び／又は好ましい要素と組み合わせた実施形態を支持し、網羅するものであると理
解されるべきである。更に、本願に記載されているすべての要素の変更及び組み合わせは
、別途の記述がない限り、本願の記述により開示されているとされるべきである。
【００５１】
　好ましくは、本明細書に用いられる用語は、「Ａ　ｍｕｌｔｉｌｉｎｇｕａｌ　ｇｌｏ
ｓｓａｒｙ　ｏｆ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｔｅｒｍｓ：（ＩＵＰＡＣ　Ｒ
ｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ）」，Ｈ．Ｇ．Ｗ．Ｌｅｕｅｎｂｅｒｇｅｒ，Ｂ．Ｎａｇ
ｅｌ，Ｈ．Ｋoｌｂｌ，Ｅｄｓ．，Ｈｅｌｖｅｔｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ，Ｃ
Ｈ－４０１０Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ（１９９５）の記載のように定義され
る。
【００５２】
　本発明の実施には、別途の指定がない限り、当該分野の文献に説明されている、化学、
生化学、細胞生物学、免疫学、及び組換えＤＮＡ技術における従来方法を採用するものと
する（たとえば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋら　ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，１９８９を参照）。
【００５３】
　本明細書及び請求項を通じて、別途の要求がない限り、「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
）」及びその変形表現（「～を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」「～を含む（ｃｏｍｐｒｉ
ｓｉｎｇ）」）は、記載された要素、整数、ステップ、又は要素、整数もしくはステップ
の群を含むことを意味するが、ある実施形態において、主題が指定された要素、整数、ス
テップ、又は要素、整数もしくはステップの群を含んでなり、他の要素、整数、ステップ
、又は要素、整数もしくはステップの群を含まなくてよいとしても、当該他の要素、整数
、ステップ、又は要素、整数もしくはステップの群を排除する訳ではないことを意味する
と理解される。本発明の記述において（特に、特許請求の範囲の文脈において）用いられ
る用語「ａ」「ａｎ」「ｔｈｅ」及び類似の表現は、別途の指定がなく、明らかに文脈に
矛盾するものでない限り、単数と複数の両方を網羅するものとして解釈する。数値範囲の
記載列挙は、単に、それぞれの範囲に含まれる個々の値を参照できる簡単な方法としての
役割を果たすものである。別途の指定がない限り、個々の値は本明細書中に取り入れられ
、本明細書中に個別に引用されるものとする。本明細書に記載のすべての方法は、別途の
指定がなく、明らかに文脈に矛盾するものでない限り、任意の相応の手順で実施すること
ができる。本明細書に記載されている任意のおよびすべての実施例又は例示表現（「例え
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ば（ｓｕｃｈ　ａｓ）」）は、単に本発明を良く例示するにするためのものであって特許
請求の範囲の項に規定する本発明の範囲を限定するものではない。本明細書の文言は、い
ずれも、本発明の実施に必須不可欠のであって特許請求の範囲に規定されていない要素を
提示しているものと解釈されてはいけない。
【００５４】
　本明細書には幾つかの文献を引用している。引用文献（すべての特許、特許出願、科学
出版物、製造者の仕様、指示などを含む）はそれぞれ、上記や下記を問わず、本明細書に
全文を援用されている。これらはいずれも、本発明が先行発明に基づく開示に先行するも
のではないことへの立証として用いられてもいけない。
【００５５】
　本発明との関係においては、「組換え」とは、「遺伝子工学を通じて作り上げたもの」
を意味する。好ましくは、本発明との関係における「組換え対象物」つまり組換え細胞は
、自然発生的なものではない。
【００５６】
　本明細書における「自然発生的な（ｎａｔｕｒａｌｌｙ　ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ）」とは
、対象物が自然界にみられることを指し示す。例えば、生命体（ウイルスを含む）に存在
し、天然源から分離でき、実験室にて人間の手により意図的に変更されていないペプチド
又は核酸は、自然発生のものである。
【００５７】
　「抗原」は、エピトープを含み、当該エピトープに対して免疫応答を誘導及び／又は発
成する物質に関する。本発明との関係における抗原は、必要に応じては処理済であり、免
疫反応、好ましくは抗原に対して特異の免疫反応を誘導する分子である。「抗原」の用語
は、特定のタンパク質、ペプチド、多糖、核酸、特にＲＮＡ及びＤＮＡ、並びにヌクレオ
チドを含む。
【００５８】
　「エピトープ」とは、分子における抗原決定基、つまり、分子中の、免疫機構によって
認識される部分であり、例えば抗体によって認識される部分である。例えばエピトープは
、抗原上の、免疫機構によって認識される不連続の３次元部位である。エピトープは通常
、アミノ酸や糖側鎖などの化学的に活性な表面分子集団から構成され、通常、特定の３次
元構造特性や特定の電荷特性を有している。立体構造エピトープと非立体構造エピトープ
は、変性溶媒の存在下において、前者との結合は失われるが後者との結合は失われないこ
とで区別される。ＣＬＤＮなどのタンパク質のエピトープは、当該タンパク質の連続部分
又は不連続部分を含むことが好ましく、好ましくは５～１００個、また好ましくは５～５
０個、より好ましくは８～３０個、最も好ましくは１０～２５個のアミノ酸を長さ方向に
持つ。例えば、エピトープは、長さ方向に８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個
、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個
、２４個、又は２５個のアミノ酸であるのが好ましい。
【００５９】
　本明細書における「不連続エピトープ」の用語は、タンパク質抗原上の立体構造エピト
ープであって、タンパク質の一次配列における少なくとも二つの分離された領域から形成
されているものを指す。
【００６０】
　好ましい実施形態において、抗原はＣＬＤＮ１８．２などの腫瘍関連抗原、つまり細胞
質、細胞表面及び細胞核に由来する癌細胞の構成物質であり、特に、細胞内にて産生され
る、好ましくは大量にされる抗原、又は癌細胞上の表面抗原である。
【００６１】
　本発明との関係において、「腫瘍関連抗原」又は「腫瘍抗原」は、通常の条件下で、限
られた数の組織及び／又は器官、あるいは特定の発達段階で特に発現するタンパク質に関
する。例えば、腫瘍関連抗原は、通常の条件下で、胃組織、好ましくは胃粘膜、精巣など
の生殖器官、胎盤などの栄養膜組織、又は、生殖系列細胞で特異的に発現し、更に、１種
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以上の腫瘍性組織又は癌組織にて発現、或いは異常に発現してもよい。ここにおいて、「
限られた数」は３以下が好ましく、２以下が更に好ましい。本発明との関係において、腫
瘍関連抗原は、例えば分化抗原、好ましくは細胞型特異性分化抗原、つまり通常の条件下
で、所定の分化段階にて所定の細胞型で特異的に発現するタンパク質、癌－精巣抗原、つ
まり通常の条件下で、精巣で、時には胎盤で特異的に発現するタンパク質、並びに、生殖
細胞特異性抗原を含む。本発明との関係において、腫瘍関連抗原は癌細胞の細胞表面と関
連付けられるのが好ましく、更には、正常組織においては発現しないか、発現しても極稀
であるのが好ましい。好ましくは、腫瘍関連抗原、或いは腫瘍関連抗原の非正常発現は、
癌細胞を特定する。本発明との関係において、被験者、例えば癌を患っている患者の癌細
胞によって発現された腫瘍関連抗原は、当該被験者における自己タンパク質であるのが好
ましい。好ましい実施形態において、本発明との関係での腫瘍関連抗原は、通常の条件下
で、非必須の組織又は器官、つまり免疫機構により損傷を受けても被験者が死に至らない
組織又は器官、或いは免疫機構が到達できない、若しくは到達し難い器官又は身体構造に
おいて特異的に発現する。腫瘍関連抗原のアミノ酸配列は、正常組織で発現した腫瘍関連
抗原と、癌組織で発現した腫瘍関連抗原との間で同一であるのが好ましい。
【００６２】
　腫瘍免疫療法、具体的には腫瘍予防接種の標的構造としての腫瘍関連抗原の基準を理想
的に満たす分化抗原の例として、ＣＬＤＮ１８．２などのクローディンファミリーの細胞
表面タンパク質が挙げられる。クローディンは密着結合部の最も重要な構成要素であるタ
ンパク質のファミリーであり、上皮組織の細胞間隙で分子の流れを制御する傍細胞バリヤ
ーを形成する。クローディンは、４回膜を貫通し、Ｎ末端及びＣ末端がいずれも細胞質中
に位置する、膜貫通タンパク質である。
【００６３】
　「クローディン１８」又は「ＣＬＤＮ１８」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ１
８に関し、ＣＬＤＮ１８のＣＬＤＮ１８．１及びＣＬＤＮ１８．２のような任意のスプラ
イス変異体を含む。ＣＬＤＮ１８．１及びＣＬＤＮ１８．２は、第１膜貫通（ＴＭ）領域
とループ１とを含むＮ末端部で異なり、Ｃ側末端の一次タンパク質配列は同一である。
【００６４】
　「ＣＬＤＮ１８．１」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ１８．１、特に、配列表
のＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１によるアミノ酸配列、或いは当該アミノ酸配列の変異体を含む
タンパク質に関する。
【００６５】
　「ＣＬＤＮ１８．２」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ１８．２、特に、配列表
のＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２によるアミノ酸配列、或いは当該アミノ酸配列の変異体を含む
タンパク質に関する。
【００６６】
　本発明による「変異体」という用語は、具体的には、突然変異体、スプライス変異体、
配座、アイソフォーム、対立遺伝子多型、変種及び同族体を指し、さらに具体的には、そ
の中でも天然のものを指す。対立遺伝子多型は遺伝子の標準配列における変化に関するも
のであるが、但しその優位性は、明白でないことが多い。遺伝子配列解明技術が完全であ
れば、ある遺伝子に対して多数の対立遺伝子多型を特定することができる。同族体は、あ
る核酸又はアミノ酸配列の起源種と異なる起源種からの核酸又はアミノ酸配列である。
【００６７】
　「ＣＬＤＮ」、「ＣＬＤＮ１８」、「ＣＬＤＮ１８．１」および「ＣＬＤＮ１８．２」
の用語は、翻訳後修飾変異体と配座変異体の両方を網羅する。
【００６８】
　ＣＬＤＮ１８．２は、胃粘膜の分化上皮細胞における正常組織で選択的に発現する。Ｃ
ＬＤＮ１８．２は様々な器官の癌で発現し、その選択的発現（毒性関連正常組織で発現し
ない）及び細胞膜への局在のために、抗体媒介癌免疫療法の開発のための標的構造として
特に相応しい。ＣＬＤＮ１８．２の発現は、例えば、膵臓癌、食道癌、胃癌、気管支癌、
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乳癌、ＥＮＴ腫瘍などにおいてＣＬＤＮ１８．２の発現が確認されている。ＣＬＤＮ１８
．２は、原発腫瘍、例えば胃癌、食道癌、膵臓癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）などの肺
癌、卵巣癌、結腸癌、肝癌、頭頸部癌、胆嚢癌のような原発腫瘍、及びこれらの転移、そ
の中でも特にクルーケンベルグ腫瘍、腹膜転移、リンパ節転移などの胃癌転移に対する予
防、及び／又は治療のための重要なターゲットである。
【００６９】
　本発明によると、ＣＬＤＮ１８．２発現細胞は、好ましくは細胞表面膜結合性ＣＬＤＮ
１８．２であることを特徴とし、つまりＣＬＤＮ１８．２は、細胞表面と関連付けられる
ものである。更に、本発明によると、細胞性ＣＬＤＮ１８．２は、好ましくは細胞表面膜
結合性ＣＬＤＮ１８．２である。ＣＬＤＮ１８．２発現細胞、又は、細胞表面にＣＬＤＮ
１８．２が結合することにより特徴付けられる細胞は、好ましくは癌細胞、より好ましく
は本明細書に記載の癌の癌細胞である。
【００７０】
　「細胞表面と関連付けられる」という用語は、ＣＬＤＮ１８．２などの腫瘍関連抗原が
細胞の原形質膜と関連付けられ、そこに位置していることを意味し、前記腫瘍関連抗原の
少なくとも一部は前記細胞の細胞外空間に対向し、前記細胞の外部から、例えば前記細胞
の外部に位置する抗体により、アクセス可能であること意味する。これに関連して、一部
とは、好ましくは、少なくとも４、好ましくは少なくとも８、好ましくは少なくとも１２
、より好ましくは少なくとも２０個のアミノ酸である。会合は直接的又は間接的であって
もよい。例えば、関連づけは、１つ以上の膜貫通ドメイン、１つ以上の脂質アンカーによ
る、又は、細胞の原形質膜の外葉で見られる任意の他のタンパク質、脂質、糖質もしくは
他の構造との相互作用によるものであってもよい。例えば、細胞の表面と関連付けられて
いる腫瘍関連抗原は、細胞外部分を有する膜貫通タンパク質であってもよく、又は、膜貫
通タンパク質である他のタンパク質と相互作用することによって細胞表面と関連付けられ
ているタンパク質であってもよい。
【００７１】
　「細胞表面」又は「細胞の表面」という用語は、当該技術分野における通常の意味とし
て用いられるものであり、よって、タンパク質及び他の分子による結合に利用される細胞
の外側を含む。
【００７２】
　本発明によると、ＣＬＤＮ１８．２は、発現及び関連付けのレベルが、胃以外の非癌性
組織における発現及び関連付けのレベルを２倍以下、好ましくは１．５倍以下で超える場
合、また好ましくは前記非癌性組織における発現及び関連付けのレベルを超えない場合、
実質的に細胞内で発現されず、実質的に細胞表面と関連付けられない。好ましくは、ＣＬ
ＤＮ１８．２は、発現又は関連付けのレベルが検出限界より低く、及び／又は、発現又は
関連付けのレベルが、細胞に添加されたＣＬＤＮ１８．２特異性抗体を結合可能とするに
低すぎる場合は、実質的に細胞内で発現されず、実質的に細胞表面と関連付けられない。
【００７３】
　本発明によると、ＣＬＤＮ１８．２は、発現及び関連付けのレベルが、胃以外の非癌性
組織における発現及び関連付けのレベルを、好ましくは２倍より大きく、また好ましくは
１０倍より大きく、１００倍より大きく、１０００倍より大きく、又は１００００倍より
大きく超える場合は、細胞内で発現されかつ細胞表面と関連付けられる。好ましくは、Ｃ
ＬＤＮ１８．２は、発現及び関連付けのレベルが検出限界より高く、及び／又は、発現及
び関連付けのレベルが、細胞に添加されたＣＬＤＮ１８．２特異性抗体を結合可能とする
に十分に高い場合は、細胞内で発現されかつ細胞表面と関連付けられる。
【００７４】
　「抗体」という用語は、ジスルフィド結合によって相互接続した少なくとも２つの重（
Ｈ）鎖と２つの軽（Ｌ）鎖とを含む糖タンパク質を指し、その抗原結合部分を有する任意
の分子を含む。「抗体」という用語は、モノクローナル抗体及び抗体のフラグメント又は
誘導体を含み、これらは非制限的に、例えば、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、ｓｃ
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Ｆｖ'ｓ等の一本鎖抗体、並びに、Ｆａｂ及びＦａｂフラグメントなどの抗原結合抗体フ
ラグメントを含み、また、本明細書に記載されたように、原核生物によって発現された抗
体等の抗体のすべての組換え形態、非グリコシル化抗体、並びに、任意の抗原結合抗体フ
ラグメント及び誘導体を含む。各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＶＨと略記する。
）および重鎖定常領域を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＶＬと略記する。
）および軽鎖定常領域を含む。前記ＶＨ及びＶＬ領域は、更に、相補性決定領域（ＣＤＲ
）という超可変領域と、これを散在させている、より保存的な領域であるフレームワーク
領域（ＦＲ）とに分けられる。各ＶＨ及びＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端に向か
って、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４の順に並んだ３
つのＣＤＲと４つのＦＲとから構成されている。重鎖及び軽鎖の可変領域は、抗原と相互
作用する結合ドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の種々の細胞（例えば、エフェ
クター細胞）及び古典的補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含む宿主組織又は因子への免疫グ
ロブリンの結合を媒介してもよい。
【００７５】
　本明細書に記載の抗体はヒト抗体であってもよい。本明細書で用いられている「ヒト抗
体」という用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域及び定常領域を
有する抗体を含むものとする。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に
よってエンコードされないアミノ酸残基を含んでもよい（例えば、インビトロでランダム
若しくは部位特異的に導入された変異、又は、インビボでの体細胞変異）。
【００７６】
　「ヒト化抗体」という用語は、実質的に非ヒト種からの免疫グロブリンに由来する抗原
結合部位を有する分子を指し、分子の残りの免疫グロブリン構造は、ヒト免疫グロブリン
の構造及び／又は配列に基づく。抗原結合部位は、定常ドメインに融合された完全な可変
ドメイン、又は、可変ドメイン内の適切なフレームワーク領域にグラフトされた前記相補
性決定領域（ＣＤＲ）のみのいずれであってもよい。抗原結合部位は、野生型、又は１つ
以上のアミノ酸置換によって修飾されていてもよく、例えば、よりヒト免疫グロブリンに
類似するように修飾されてもよい。ヒト化抗体のいくつかの形態は、すべてのＣＤＲ配列
を保持する（例えば、マウス抗体からの６つのＣＤＲをすべて含むヒト化マウス抗体。）
。他の形態は、元の抗体に対して変更された１つ以上のＣＤＲを有している。
【００７７】
　「キメラ抗体」という用語は、重鎖及び軽鎖のアミノ酸配列のそれぞれの一部分が、特
定の種に由来するか、又は特定のクラスに属する抗体の対応する配列に相同であるそれら
の抗体を指し、一方、前記鎖の残りのセグメントは、別の対応する配列に相同である。典
型的に、軽鎖及び重鎖の両可変領域は、１つの哺乳動物種に由来する抗体の可変領域と類
似しており、一方、定常部分は別の種に由来する抗体の配列と相同である。そのようなキ
メラ形態の１つの明らかな利点は、可変領域は、非ヒト宿主生物から容易に入手可能なＢ
細胞又はハイブリドーマを用いて、ヒト細胞調製物等に由来する定常領域と組み合わせて
容易に現在公知の供給源に由来することができることである。一方、可変領域は調製の容
易さという利点を有し、特異性が供給源によって影響されないが、ヒトの定常領域である
場合、非ヒト供給源からの定常領域であるときより、抗原が注入されるときに、ヒト被験
体から免疫反応を誘導されにくい。しかし、定義はこの特定例に限定されない。
【００７８】
　抗体の「抗原結合部分」（又は単に「結合部分」）或いは抗体の「抗原結合フラグメン
ト」（又は単に「結合フラグメント」）という用語は、抗原に特異的に結合する能力を有
する１つ以上の抗体のフラグメントを指す。抗体の抗原結合機能は、全長抗体のフラグメ
ントにより行われることができることが示されてきた。抗体の「抗原結合部分」という用
語内に、結合フラグメントを含む例としては、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、ＶＬ、ＶＨ、
ＣＬ及びＣＨドメインからなる一価のフラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ'）２フラグメン
ト、ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂフラグメントを含む
二価フラグメント；（ｉｉｉ）ＶＨ及びＣＨドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｖ
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）抗体の単一アームのＶＬ及びＶＨドメインからなるＦｖフラグメント、（ｖ）ＶＨドメ
インからなるｄＡｂフラグメント（Ｗａｒｄら、（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５
４４－５４６）；（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、及び（ｖｉｉ）必要に
応じて合成リンカーにより連結されてもよい２つ以上の単離したＣＤＲｓの組み合わせ；
を含む。更に、Ｆｖフラグメントの２つのドメインであるＶＬ及びＶＨは、別々の遺伝子
によってコードされるが、これらは、ＶＬ及びＶＨ領域が組み合わって一価の分子を形成
する単一のタンパク質鎖として作製することができる合成リンカーにより、組換え法を用
いて連結することができる（単一鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られている。たとえば、Ｂ
ｉｒｄら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４２：４２３－４２６；及びＨｕｓｔｏｎら（１
９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３を
参照）。このような一本鎖抗体も、抗体の「抗原結合フラグメント」という用語に含まれ
るものとする。他の例において、結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質は、（ｉ）
免疫グロブリンヒンジ領域ポリペプチドに融合される結合ドメインポリペプチド、（ｉｉ
）ヒンジ領域に融合された免疫グロブリン重鎖ＣＨ２定常領域、及び（ｉｉｉ）前記ＣＨ
２定常領域に融合された免疫グロブリン重鎖ＣＨ３定常領域を含む。結合ドメインポリペ
プチドは、重鎖可変領域又は軽鎖可変領域であってもよい。結合ドメイン免疫グロブリン
融合タンパク質は、更に、ＵＳ　２００３／０１１８５９２及びＵＳ　２００３／０１３
３９３９に開示されている。これらの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来技術を用
いて得られ、フラグメントは無傷抗体と同一の方法により有用性についてスクリーニング
される。
【００７９】
　本明細書に記載の抗体はモノクローナル抗体であってもよい。本明細書で用いられる「
モノクローナル抗体」という用語は、単一分子組成の抗体分子の調製物をいう。モノクロ
ーナル抗体は、単一の結合特異性及び親和性を示す。一実施形態において、モノクローナ
ル抗体は、不死化細胞に融合された、例えばマウスのような非ヒト動物から得られたＢ細
胞を含むハイブリドーマによって産生される。
【００８０】
　本明細書に記載の抗体は組換え抗体であってもよい。本明細書で用いられる「組換え抗
体」という用語は、以下のような組換え手段により、調製、発現、生成もしくは単離され
たすべての抗体を含に、たとえば：（ａ）免疫グロブリン遺伝子又はそれから調製された
ハイブリドーマに対してトランスジェニック又はトランス染色体の、動物（例えば、マウ
ス）から単離された抗体（ｂ）当該抗体を発現するように、例えばトランスフェクトーマ
から形質転換された、宿主細胞から単離された抗体は（ｃ）組換え体やコンビナトリアル
抗体ライブラリーから単離された抗体、及び（ｄ）免疫グロブリン遺伝子配列の他のＤＮ
Ａ配列へのスプライシングを伴う任意の他の手段によって調製、発現、生成、単離された
抗体。
【００８１】
　本明細書で用いられる「トランスフェクトーマ」という用語は、例えば、ＣＨＯ細胞、
ＮＳ／０細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞、植物細胞、又は酵母細胞を含む
真菌などの、抗体を発現する組換え真核生物宿主細胞を含む。
【００８２】
　本明細書で用いられる「異種抗体」という用語は、こうした抗体を産生するトランスジ
ェニック生物に関連して定義されている。この用語は、トランスジェニック生物からなら
ず、かつ一般にトランスジェニック生物以外の種に由来する生物に見られるものに対応す
るアミノ酸配列、又はエンコードする核酸配列を有する抗体を指す。
【００８３】
　本明細書で用いられる「ヘテロハイブリッド抗体」とは、異なる生物起源の軽鎖と重鎖
を有する抗体を指す。例えば、マウス軽鎖に関連付けられているヒト重鎖を有する抗体は
、ヘテロハイブリッド抗体である。
【００８４】
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　本発明は、本明細書に記載された「抗体」という用語により本発明の目的のために包含
されるすべての抗体及び抗体の誘導体を含む。「抗体誘導体」という用語は、抗体の任意
の修飾形態、例えば抗体と別の物質もしくは抗体、又は抗体フラグメントとのコンジュゲ
ートを指す。
【００８５】
　本明細書に記載の抗体は、好ましくは単離されている。本明細書で用いられる「単離抗
体」は、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含まない抗体を指す。更に、単離
された抗体は、他の細胞物質及び／又は化学物質を実質的に含まなくてもよい。
【００８６】
　本発明によると、抗体は、所定の標的に対する有意な親和性を有し、標準アッセイによ
り前記所定の標的に結合する場合、当該所定の標的に結合することが可能である。多くの
場合、「親和性」又は「結合親和性」は平衡解離定数（ＫＤ）によって測定される。好ま
しくは、「有意な親和性」という用語は、１０－５Ｍ以下、１０－６Ｍ以下、１０－７Ｍ
以下、１０－８Ｍ以下、又は１０－９Ｍ以下、１０－１０Ｍ以下、１０－１１Ｍ以下、又
は１０－１２Ｍ以下の解離定数（ＫＤ）で所定の標的に結合することを意味する。
【００８７】
　抗体は、標的に対して有意な親和性を有しておらず、有意に結合しておらず、 かつ特
に、標準アッセイで前記標的を検出可能に結合しない場合、（実質的に）標的に結合でき
ない。好ましくは、抗体は、濃度が２μｇ／ｍｌ以上、好ましくは１０μｇ／ｍｌ以上、
より好ましくは２０μｇ／ｍｌ以上、特に好ましくは５０μｇ／ｍｌ以上又は１００μｇ
／ｍｌ以上で存在する場合、前記標的に検出可能に結合しない。好ましくは、抗体は、そ
れが結合できる所定の標的に対して結合するためのＫＤより少なくとも１０倍、１００倍
、１０３倍、１０４倍、１０５倍、又は１０６倍大きいＫＤで当該標的に結合する場合は
、標的に対する有意な親和性を有さず、。例えば、抗体が結合できる標的に結合するため
のＫＤが１０－７Ｍであれば、有意な親和性を有さない抗体を標的に結合するためのＫＤ

は、少なくとも１０－６Ｍ、１０－５Ｍ、１０－４Ｍ、１０－３Ｍ、１０－２Ｍ、又は１
０－１Ｍである。
【００８８】
　抗体は、それが他の標的に結合することができなくても、つまり、それが他の標的に対
する有意な親和性を有しておらず、標準アッセイにより有意に他の標的に結合しなくても
、それが前記所定の標的に結合することが可能である場合、所定の標的に対して特異的で
ある。本発明によると、抗体は、それがＣＬＤＮ１８．２に結合することは可能であるが
、（実質的に）他の標的、特にクローディンタンパク質以外のタンパク質、好ましくはＣ
ＬＤＮ１８以外のタンパク質、特にＣＬＤＮ１８．２以外のタンパク質に結合することは
可能でない場合、ＣＬＤＮ１８．２に対して特異的である。好ましくは、抗体は、他の標
的に対する親和性及び結合性が、クローディンに無関係なタンパク質（例えば、ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、あるいは、ＭＨＣ分
子もしくはトランスフェリン受容体又は他の任意の特定のポリペプチドなどの非クローデ
ィン膜貫通タンパク質）に対する結合性又は親和性を有意に超えない場合は、ＣＬＤＮ１
８．２に対して特異的である。好ましくは、抗体は、それが前記標的に非特異的標的に結
合するためのＫＤより少なくとも１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍、又
は１０６倍低いＫＤで当該標的に結合する場合、所定の標的に対して特異的である。例え
ば、特異的標的への抗体の結合のためのＫＤが１０－７Ｍである場合、非特異的標的に結
合するためのＫＤは、少なくとも１０－６Ｍ、１０－５Ｍ、１０－４Ｍ、１０－３Ｍ、１
０－２Ｍ、又は１０－１Ｍである。
【００８９】
　標的に対する抗体の結合は、任意の適切な方法により実験的に決定することができる：
例えば、Ｂｅｒｚｏｆｓｋｙら、基本免疫学における「抗体－抗原相互作用」、Ｐａｕｌ
，　Ｗ．　Ｅ．編、　Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ　Ｙ　（１９８
４）、Ｋｕｂｙ，　Ｊａｎｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ
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　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ　Ｙ　（１９９２）、及び本明細書
に記載の方法を参照。親和性は、例えば、平衡透析法によるか、ＢＩＡｃｏｒｅ２０００
装置を用いてメーカーにより概説された一般手順を用いることによるか、放射性標識され
た標的抗原を用いた放射免疫測定法によるか、又は当業者における公知の別の方法により
、従来の技術を用いて容易に決定することができる。親和性データは、例えば、Ｓｃａｔ
ｃｈａｒｄら、Ａｎｎ　Ｎ．Ｙ．　Ａｃａｄ．　ＳｃＬ、５１：６６０（１９４９）の方
法によって分析することができる。測定された特定の抗体－抗原相互作用の親和性は、異
なる条件下（例えば、塩濃度、ｐＨ）で測定した場合は変化し得る。従って、親和性及び
他の抗原結合パラメータ（例えば、ＫＤ、ＩＣ５０）の測定は、好ましくは抗体及び抗原
の標準化溶液、及び標準化された緩衝液を用いて行われる。
【００９０】
　本明細書で用いられる「アイソタイプ」とは、重鎖定常領域遺伝子によってエンコード
される抗体クラス（例えば、ＩｇＭ又はＩｇＧ１）を指す。本発明による抗体は、ポリク
ローナル抗体及びモノクローナル抗体を含み、ＩｇＧ２ａ（例えばＩｇＧ２ａ、κ、λ）
、ＩｇＧ２ｂ（例えば、ＩｇＧ２ｂ、κ、λ）、ＩｇＧ３（例えば、ＩｇＧ３、κ、λ）
及びＩｇＭ抗体を含む。しかし、ＩｇＧ１、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、分泌型ＩｇＡ、ＩｇＤ
及びＩｇＥ抗体を含む他の抗体アイソタイプも、本発明に包含される。
【００９１】
　本明細書で用いられる「アイソタイプスイッチング」とは、それにより、抗体のクラス
またはアイソタイプがあるＩｇクラスから他の１つのＩｇクラスへと変化する現象を指す
。
【００９２】
　本明細書で用いられる「再配列」という用語は、重鎖又は軽鎖免疫グロブリン遺伝子座
の構成を指し、Ｖセグメントは、完全なＶＨ又はＶＬドメインを本質的にエンコードする
コンフォメーションにおいて、それぞれ、Ｄ－Ｊ又はＪセグメントに直接隣接して位置す
る。再配列された免疫グロブリン（抗体）遺伝子座は、生殖細胞系列ＤＮＡとの比較によ
り同定することができ、再配列された遺伝子座は少なくとも１つの組換えられた７量体／
９量体の相同要素を有することになる。
【００９３】
　Ｖセグメントに関して本明細書中で用られる「再配列されない」又は「生殖細胞系列構
成」という用語は、Ｄ又はＪセグメントに直ちに隣接するようにＶセグメントが組換えら
れていない構成を指す。
【００９４】
　本発明によると、抗体は、マウス、ラット、ウサギ、モルモット及びヒトなどの異なる
種に由来してもよいが、これらに限定されない。また、抗体は、１つの種（好ましくはヒ
ト）に由来する抗体の定常領域が別の種に由来する抗原結合部位と結合したキメラ分子を
含む。更に、抗体は、非ヒト種に由来する抗体の抗原結合部位がヒト起源の定常領域及び
フレームワーク領域と結合したヒト化分子を含む。
【００９５】
　抗体は、従来のモノクローナル抗体方法論（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅ
ｉｎの標準体細胞ハイブリダイゼーション技術、Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５（１９７
５））を含む種々の技術により産生され得る。体細胞ハイブリダイゼーション技術が好ま
しいが、原則的に、モノクローナル抗体を産生するための他の技術が用いられてもよい（
例えば、Ｂリンパ球のウイルス性或いは発癌性形質転換、又は、抗体遺伝子ライブラリー
を用いるファージディスプレイ技術）。
【００９６】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを調製するための好ましい動物系はマウ
ス系である。マウスにおけるハイブリドーマ産生は非常によく確立された方法である。融
合用の免疫化脾細胞の単離のための免疫化プロトコール及び技術は、当該分野で公知であ
る。融合パートナー（例えば、マウス骨髄腫細胞）及び融合の手順も公知である。
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【００９７】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを調製するための他の好ましい動物系は
、ラット及びウサギの系である（例えば、Ｓｐｉｅｋｅｒ－Ｐｏｌｅｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．　９２：９３４８（１９９５）に記載。Ｒｏ
ｓｓｉら、Ａｍ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．１２４：２９５（２００５）も参照）。
【００９８】
　更に他の好ましい実施形態において、ＣＬＤＮ１８．２に対するヒトモノクローナル抗
体は、マウス系よりは、ヒト免疫系の一部を保持するトランスジェニック又はトランスク
ロモソミックマウスを用いて産生することができる。このようなトランスジェニック及び
トランスクロモソミックマウスは、ＨｕＭＡｂマウス及びＫＭマウスとしてそれぞれ知ら
れるマウスを含み、本明細書ではこれらをまとめて「トランスジェニックマウス」という
。このようなトランスジェニックマウスにおけるヒト抗体の産生は、ＷＯ２００４　０３
５６０７中にＣＤ２０について詳細に記載されたように行うことができる。
【００９９】
　モノクローナル抗体を産生する更に他の方法は、特定の特異性を有する抗体を産生する
リンパ球から、抗体をエンコードする遺伝子を直接単離することである：Ｂａｂｃｏｃｋ
ら、１９９６；特定の特異性を有する抗体を産生する、単一の、単離されたリンパ球から
モノクローナル抗体を生成するための新規方法を参照、組換え抗体工学の詳細については
ＷｅｌｓｃｈｏｆとＫｒａｕｓ、癌治療用組換え抗体　ＩＳＢＮ－０－８９６０３－９１
８－８、および、Ｂｅｎｎｙ　Ｋ．Ｃ．　Ｌｏ　抗体工学　ＩＳＢＮ　１－５８８２９－
０９２－１を参照。
【０１００】
　ＣＬＤＮ１８．２に対する抗体を生成するために、本明細書に記載の通り、マウスは、
担体に結合したＣＬＤＮ１８．２配列に由来するペプチド、組換え的に発現したＣＬＤＮ
１８．２抗原又はそのフラグメントの濃縮物、及び／又は、ＣＬＤＮ１８．２を発現する
細胞又はそのフラグメントで免疫化することができる。或いは、マウスは、それらのヒト
ＣＬＤＮ１８．２の全長をエンコードするＤＮＡ又はそのフラグメントで免疫化すること
ができる。ＣＬＤＮ１８．２抗原の精製若しくは濃縮製剤を用いた免疫処置によっても抗
体が生じない場合、マウスは、更に免疫応答を促進するために、ＣＬＤＮ１８．２を発現
する細胞（例えば、細胞株）で免疫化できる。
【０１０１】
　免疫反応を、尾静脈又は後眼窩採血によって得られる血漿及び血清試料について、免疫
化プロトコールの過程にわたって観察することができる。抗ＣＬＤＮ１８．２免疫グロブ
リンの十分な力価を有するマウスを融合のために用いることができる。 特異的抗体を分
泌するハイブリドーマの割合を高めるため、マウスに対し、実験を行い脾臓を除去する３
～５日前に、ＣＬＤＮ１８．２発現細胞を腹腔内又は静脈内にブーストさせることができ
る。
【０１０２】
　ＣＬＤＮ１８．２に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを生成するために、
免疫化したマウスから得られたリンパ節、脾臓又は骨髄由来の細胞は、単離又はマウス骨
髄腫細胞株のような適切な不死化細胞株と融合され得る。得られたハイブリドーマを抗原
特異的抗体の産生のためにスクリーニングすることができる。また、個々のウェルを抗体
分泌ハイブリドーマ用のＥＬＩＳＡによってスクリーニングすることができる。ＣＬＤＮ
１８．２発現細胞を用いた免疫蛍光法及びＦＡＣＳ分析によって、ＣＬＤＮ１８．２に対
する特異性を有する抗体を同定することができる。抗体分泌ハイブリドーマを、再配置し
て再スクリーニングすることができ、仮に、抗ＣＬＤＮ１８．２モノクローナル抗体に対
してまだ陽性である場合、限界希釈によってサブクローニングすることができる。そして
、キャラクタリゼーション用の組織培養培地中で安定なサブクローンをインビトロで培養
し、抗体を生成することができる。
【０１０３】
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　また、本発明の抗体は、宿主細胞トランスフェクトーマ中で、例えば、当技術分野にお
いて公知のように、組換えＤＮＡ技術及び遺伝子導入法の組み合わせを用いて産生するこ
とができる（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，　Ｓ．　（１９８５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２
０２）。
【０１０４】
　例えば、一実施形態において、目的の遺伝子（例えば、抗体遺伝子）は、発現ベクター
に連結することができ、発現ベクターは例えば、ＷＯ　８７／０４４６２、ＷＯ　８９／
０１０３６及びＥＰ　３３８８４１に開示されたＧＳ遺伝子発現系又は当該技術分野で周
知の他の発現系で用いられるような真核生物発現プラスミドである。クローニングされた
抗体遺伝子を有する精製済みのプラスミドは、例えば、ＣＨＯ細胞、ＮＳ／０細胞、ＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞、又はＨＥＫ２９３細胞、あるいは、植物由来細胞、真菌もしくは酵母細
胞などの、他の真核細胞のような、真核宿主細胞中に導入され得る。これらの遺伝子を導
入するために用いられる方法は、電気穿孔法、リポフェクチン、リポフェクタミンなどの
技術において記載される方法であってもよい。前記宿主細胞内にこれらの抗体遺伝子を導
入した後、抗体を発現する細胞を同定して選択することができる。これらの細胞は、その
発現レベルを増幅し、抗体の産生を増加させることができるトランスフェクトーマを表す
。組換え抗体は、これらの培養上清及び／又は細胞から単離及び精製することができる。
【０１０５】
　或いは、クローニングした抗体遺伝子は、微生物（例えば、大腸菌）のような原核細胞
を含む他の発現系で発現されることができる。更に、抗体は、ヒツジ及びウサギの乳又は
雌鳥の卵のように、トランスジェニック非ヒト動物、或いはトランスジェニック植物から
産生され得る（たとえばＶｅｒｍａ，Ｒ．ら、（１９９８）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅ
ｔｈ．　２１６：１６５－１８１；Ｐｏｌｌｏｃｋら、（１９９９）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｍｅｔｈ．　２３１：１４７－１５７；及びＦｉｓｃｈｅｒ，　Ｒら、（１９９９）
　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．　３８０：８２５－８３９参照）。
【０１０６】
　キメラ抗体は、その異なる部分が異なる動物種に由来する抗体であり、例えば、これら
はマウス抗体に由来する可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域とを有する。抗体のキメ
ラ化は、ヒト重鎖及び軽鎖の定常領域とマウス抗体の重鎖及び軽鎖の可変領域とを連結す
ることによって達成される（例えば、Ｋｒａｕｓら、分子生物学の方法シリーズ、癌治療
用組換え抗体　ＩＳＢＮ－０－８９６０３－９１８－８参照）。好ましい実施形態におい
て、キメラ抗体は、マウス軽鎖可変領域とヒトκ軽鎖定常領域とを結合することによって
生成され得る。他の好ましい実施形態において、キメラ抗体は、マウス軽鎖可変領域とヒ
トλ軽鎖定常領域とを結合することによって生成され得る。キメラ抗体の産生のための好
ましい重鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４である。キメラ抗体の産生のた
めの他の好ましい重鎖定常領域は、ＩｇＧ２、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＭである。
【０１０７】
　抗体は、大部分、６個の重および軽鎖の相補性決定部位（ＣＤＲＳ）に位置するアミノ
酸残基を通じて標的抗原と相互作用する。このような理由より、それぞれの抗体間の相補
性決定部位内のアミノ酸配列は、相補性決定部位外の配列よりも多様である。相補性決定
部位（ＣＤＲＳ）の配列は、大部分の抗体－抗原相互作用が発生する主な役割をするため
、他の特性を有する他の抗体のフレームワーク配列に、自然発生された特異的抗体の相補
性決定部位の配列を含む発現ベクターを移植する構成によって、自然発生された特異抗体
の特性を模倣した組換え抗体の発現が可能である（たとえば、以下参照、Ｒｉｅｃｈｍａ
ｎｎ，Ｌ．ら（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｊｏｎｅｓ，Ｐ．ら
（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５；及びＱｕｅｅｎ，Ｃ．ら（１９８
９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．　８６：１００２９－１００
３３）。このようなフレームワーク配列は、胚芽抗体遺伝子配列を含む公共のＤＮＡ情報
のデータベースから得ることができる。これらの胚芽配列は、Ｂ細胞の成熟時期の間Ｖ（
Ｄ）Ｊ接合によって形成された完全に組み立てられた可変性遺伝子を含んでいないため、
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成熟した抗体遺伝子配列とは異なる。胚芽配列は、可変性部位の全領域にわたる個々の位
置において、親和性の高い二次レパートリー抗体の配列とも異なる。例えば、体細胞突然
変異がフレームワーク領域１のアミノ末端部位およびフレームワーク領域４のカルボキシ
末端部位で起こることは比較的稀である。更に、体細胞突然変異の多くは抗体の結合特性
を大きく変化させない。このような理由により、元の抗体の結合特性と類似した結合特性
を有する完全な組換え抗体を再生成するために特定抗体のＤＮＡ配列全体を得る必要はな
い（参照ＷＯ９９／４５９６２）。そのためには、通常、相補性決定部位にかけて分布す
る一部の重鎖と軽鎖配列のみでも十分である。一部の配列は、胚芽抗体のある可変遺伝子
断片と接合遺伝子断片が組換え抗体可変遺伝子に寄与するか否かを決めるのに用いられる
。胚芽配列は、その後、可変部位の欠損部分を埋めるために用いられる。重鎖と軽鎖の先
導配列は、タンパク質突然変異が発生する中に開裂し、最終的な抗体の特性に寄与しない
。欠損した配列に追加するため、クローン化ＣＤＮＡ配列はライゲイション（結紮）又は
ＰＣＲ増幅により合成されたオリゴヌクレオチドと結合され得る。または、可変部全体は
、短く重複するオリゴヌクレオチドのセットとして合成され、ＰＣＲ増幅によって結合さ
れて完全に合成された可変部位のクローンを作製することができる。本処理は、特定の制
限部位の除去又は内包、或いは、特定コドンの最適化などの利点がある。
【０１０８】
　前記ハイブリドーマから転写された重鎖と軽鎖のヌクレオチド配列は、自然配列とアミ
ノ酸暗号化能力が同一である合成Ｖ配列を作製するために、合成オリゴヌクレオチドの重
複するセットを設計するのに用いられてもよい。前記合成重鎖とκ鎖配列は、下記３つの
面で自然配列と異なることができる：一連の繰り返すヌクレオチド塩基がオリゴヌクレオ
チド合成とＰＣＲ増幅を妨害する；最適の翻訳開始部位がＫｏｚａｋの規則によって編入
される（Ｋｏｚａｋ、１９９１、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６：１９８６７－１９８
７０）；ＨｉｎｄＩＩＩ部位は翻訳開始部位の上流側に変更される。
【０１０９】
　前記重鎖及び軽鎖の両可変部位において、最適化されたコードおよび対応する非コード
鎖配列が、前記対応する非コードのオリゴヌクレオチドのおよそ中間部位で、３０～５０
のヌクレオチドに分解される。よって、それぞれの鎖において、前記オリゴヌクレオチド
は、１５０～４００のヌクレオチド断片に及び、重複する二重鎖のセットに組み立てられ
てもよい。プールは鋳型として用いられて、１５０～４００のヌクレオチドのＰＣＲ増幅
産物を生産するのに用いられる。通常、単一可変領域オリゴヌクレオチドセットは、２つ
のプールに分解され、これらは別々に増幅されて２つの重複するＰＣＲ産物を生産する。
その後、このような重複産物は、ＰＣＲ増幅によって結合して完全な可変部位を形成する
。ＰＣＲ増幅時に、重鎖と軽鎖の定常領域の重複断片が含まれることも好ましく、これは
、発現ベクターの構造体中で容易に複製され得る断片を生成するためである。
【０１１０】
　再構成されたキメラ化又はヒト化された重鎖と軽鎖の可変部位は、複製されたプロモー
ター、リーダー配列、翻訳開始部位、定常領域、３'非翻訳領域、ポリアデニル化および
転写終結配列と結合して発現ベクター構造体を形成する。前記重鎖と軽鎖の発現構造体は
、単一のベクター中で結合してもよく、宿主細胞に同時にトランスフェクション、順次ト
ランスフェクション、又は個別にトランスフェクションされて融合された後、２つの鎖を
発現する宿主細胞を形成する。ヒトのＩｇＧκの発現ベクターの構成に用いられるプラス
ミドに対して記述する。プラスミドは、ＰＣＲ増幅された可変部（Ｖ）重鎖と可変部（Ｖ
）κ軽鎖のｃＤＮＡ配列が完全な重鎖および軽鎖のミニ遺伝子を再構成するのに用いられ
るように構成され得る。これらのプラスミドは、ヒト、又はキメラＩｇＧ１、κ或いはＩ
ｇＧ４、κ抗体を完全に発現するために用いることができる。類似プラスミドは、他の重
鎖アイソタイプ（同形体）の発現、又はλ軽鎖を含む抗体の発現のために構成され得る。
【０１１１】
　従って、本発明の他の態様において、ここに記述された抗－ＣＬＤＮ１８．２抗体の構
造的特徴は、ＣＬＤＮ１８．２との結合などの本発明の抗体の少なくとも１つの機能的特
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性を維持する、構造的に連関されたヒト化抗－ＣＬＤＮ１８．２抗体を作製するのに用い
られる。より具体的に、マウスモノクロン抗体の１つ以上のＣＤＲ領域は、公知のヒトの
フレームワーク領域およびＣＤＲ領域と組換え技術によって結合し、更に組換え操作され
たさらなるヒト化抗－ＣＬＤＮ１８．２抗体を作製することができる。
【０１１２】
　ＣＬＤＮ１８．２に結合するための抗体の能力は、標準的な結合分析法、例えば、ＥＬ
ＩＳＡ、ウエスタンブロット法、免疫蛍光法、フローサイトメトリー分析を用いて決定す
ることができる。
【０１１３】
　ＥＬＩＳＡは、免疫されたマウスの血清における抗体の存在又はＣＬＤＮ１８．２タン
パク質或いはペプチドに対するモノクローナル抗体の結合を示すのに用いることができる
。免疫化に用いられるペプチド又はタンパク質は、ハイブリドーマ上清液の特異性を決め
るか、血清力価を分析するのに用いられてもよい。
【０１１４】
　免疫されたマウスの血清における抗体の存在又は生細胞に対するモノクローナル抗体の
結合を実証するためにフローサイトメトリー分析を用いることができる。天然にまたは抗
原トランスフェクション後に発現する細胞系、および、抗原発現の損失した陰性対照（標
準成長条件下における成長）は、ハイブリドーマ上清液又はＦＢＳを１％含むＰＢＳ中で
多様な濃度のモノクローナル抗体と混合され、４℃で３０分間インキュベートすることが
できる。洗浄後にＡＰＣ－又はＡｌｅｘａ６４７－標識された抗ＩｇＧ抗体は、一次抗体
染色として同じ条件下で、抗原結合されたモノクローナル抗体に結合することができる。
試料は、光および側面散乱特性を用いて単一の生細胞についてゲートするＦＡＣＳ器具を
用いたフローサイトメトリーによって分析することができる。単一測定において、抗原特
異的モノクローナル抗体を非特異的バインダーと分別するために、同時導入法を用いるこ
とができる。抗原をコードするプラスミドで一時的にトランスフェクトされた細胞と蛍光
マーカーは、前述のように染色することができる。トランスフェクトされた細胞は、抗体
が染色された細胞とは異なる蛍光経路で検出され得る。両方の導入遺伝子を発現する多く
の形質転換された細胞として、抗原特異的モノクローナル抗体は蛍光標識発現細胞に優先
的に結合する一方、非特異的抗体はトランスフェクトされていない細胞に同等の比率で結
合される。蛍光顕微鏡を用いた代替分析法は、フローサイトメトリー分析に加えて、又は
その代わりに用いてもよい。細胞は、上述のように正確に染色することができ、蛍光顕微
鏡によって分析されてもよい。
【０１１５】
　免疫化されたマウスの血清中の抗－ＣＬＤＮ１８．２抗体の存在、又は、ＣＬＤＮ１８
．２を発現する生細胞に対するモノクローナル抗体の結合を実証するため、免疫蛍光顕微
鏡分析を用いることができる。例えば、自然発生的にまたはトランスフェクション後にＣ
ＬＤＮ１８．２を発現する細胞系、および、ＣＬＤＮ１８．２発現の損失した陰性対照は
、チャンバスライド中で、１０％ウシ胎児血清 （ＦＣＳ）、２ｍＭのＬ－グルタミン、
１００ＩＵ／ｍｌのペニシリンと１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシンが添加されたＤ
ＭＥＭ／Ｆ１２培地中、標準成長条件下で、成長する。その後、細胞はメタノール又はパ
ラホルムアルデヒドで固定されるか、無処理状態としてもよい。細胞は、その後、２５℃
で３０分の間、ＣＬＤＮ１８．２に対するモノクローナル抗体と反応させることができる
。洗浄後に細胞は同一の条件下で、Ａｌｅｘａ５５５標識された抗マウスＩｇＧ　二次抗
体（分子プローブ）と反応させることができる。細胞は蛍光顕微鏡で分析することができ
る。
【０１１６】
　細胞内の総ＣＬＤＮ１８．２レベルは、細胞がメタノール又はパラホルムアルデヒドで
固定され、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で透過処理すると、観察可能である。生細胞および
非透過性細胞において、パラホルムアルデヒドで固定された細胞表面のＣＬＤＮ１８．２
の局在性が分析され得る。加えて、タイトジャンクションに対するＣＬＤＮ１８．２のタ
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ーゲティングが、ＺＯ－１などのタイトジャンクションマーカーで同時に染色することに
よって分析され得る。また、細胞膜内における抗体結合およびＣＬＤＮ１８．２の局在化
の影響が分析され得る。
【０１１７】
　抗－ＣＬＤＮ１８．２ＩｇＧは、ウエスタンブロット法によりＣＬＤＮ１８．２抗原と
の反応性について試験することができる。手短には、ＣＬＤＮ１８．２発現細胞からの細
胞抽出物、および、適切な陰性対照が調製され、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動の対象となり得る。電気泳動の後、単離された抗原はニトロ
セルロース膜に転写されて固定され、試験されるモノクローナル抗体にプローブされる。
ＩｇＧ結合は、抗－マウスＩｇＧペルオキシダーゼを用いて検出され、ＥＣＬ基質で展開
される。
【０１１８】
　抗－ＣＬＤＮ１８．２マウスＩｇＧｓは、当業者に公知の方法で免疫組織化学によりＣ
ＬＤＮ１８．２抗原との反応性試験の対象となり得る。例えば、通常の外科手術時に患者
から得られた非癌性組織または癌性組織試料から、あるいは、自然発生的にまたはトラン
スフェクション後にＣＬＤＮ１８．２が発現される細胞系が注入された、異種移植腫瘍を
有するマウスから得られた、パラホルムアルデヒド或いはアセトンで固定された凍結切片
、若しくはパラホルムアルデヒドで固定されたパラフィン包埋組織切片を用いることがで
きる。免疫染色法においては、ＣＬＤＮ１８．２に反応する抗体をインキュベートし、続
いて販売者の指針に従って西洋ワサビペルオキシダーゼが結合したヤギの抗マウスもしく
はヤギの抗ウサギ抗体を用いる。
【０１１９】
　本発明の方法におけるＣＬＤＮ１８．２の分析に特に好ましい方法は、免疫組織化学す
なわちＩＨＣである。免疫組織化学すなわちＩＨＣは、組織切片の細胞内の抗原（例：タ
ンパク質）を検出する過程をいい、例えば、ここに言及した細胞組織が挙げられる。免疫
組織化学染色は、悪性腫瘍（癌）で発見される異常細胞のような異常細胞の診断に広く用
いられる。抗原－抗体相互作用の可視化は、多様な方法によりなされる。最もよく用いら
れる例では、抗体をペルオキシダーゼなどの発色反応を触媒する酵素に結合するまた、抗
体をフルオレセイン又はロダミンなどの蛍光物質で標識してもよい。
【０１２０】
　試料の調剤は、細胞形態学、組織様式、そして標的抗原決定部の抗原性を維持するのに
重要である。これには、適切な組織採取、固定化および切片化が求められる。パラホルム
アルデヒドは固定化に主に用いられる。目的と実験試料の厚さに応じて、関心のある組織
から薄片（４～４０μｍ）がスライスされて用いられるか、又は組織があまり厚くなくか
つ透過性のある場合は、全体が用いられてもよい。切片化は主にマイクロトームを用いて
行われ、切片はスライドに取り付けられる。
【０１２１】
　試料に対し、脱パラフィン化および抗原回復を含む、抗体結合に用いられるエピトープ
を作製する追加工程が求められてもよい。Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００のような界面活性剤
は、一般的に免疫組織化学に用いられて表面張力を減らし、少ない試薬量で試料の表面を
より良好に一様に被覆するのに用いられる。
【０１２２】
　免疫組織化学染色の直接的な方法は、染色される抗原に直接結合する１つの標識された
抗体を用いることである。免疫組織化学染色の間接的な方法は、より一般的であり、プロ
ーブ化される抗原に対する１つの抗体と、第一の抗体に対する標識された二次抗体を用い
る。
【０１２３】
　ＩＨＣにおけるバックグランドの染色を減らすため、一次或いは二次抗体の反応部位を
ブロックする緩衝液で試料をインキュベートする。一次抗体は親和性のある抗原に対応し
、通常未接合される（未標識）一方、二次抗体は、一次抗体種の免疫グロブリンに対応す
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る。二次抗体は通常ビオチンなどの連結分子に接合し、この連結分子がレポーター分子を
召集するか、二次抗体が直接レポーター分子自体に結合したりする。一般的なブロッキン
グ緩衝剤には正常血清、脱脂粉乳、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、又はゼラチン、そし
て市販中の遮断緩衝剤がある。
【０１２４】
　レポーター分子は検出法の特性によって多様であり、最もよく用いられる検出法は、酵
素媒介性の発色検出と、蛍光物質媒介性の蛍光検出である。発色レポーターと共に、酵素
標識は、基質と反応して通常の光学顕微鏡で分析され得る強い発色産物を生成する。酵素
基質は、その種類が非常に幅広いが、アルカリフォスファターゼ（ＡＰ）、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）がタンパク質検出ラベルとして最も幅広く用いられる。発色基
質、蛍光基質、化学発光基質のアレイは、ＤＡＢ又はＢＣＩＰ／ＮＢＴを含む酵素と共に
使用可能である。蛍光レポーターはＩＨＣ検出に用いられる小さな有機分子である。発色
検出と蛍光検出法においてシグナルの濃度分析は、レポーターシグナルとタンパク質発現
又は局在化のレベルの連関性を示すために、半定量的データと全定量的データとを提供す
ることができる。
【０１２５】
　標的抗原の免疫組織化学の染色後、しばしば二次染色が適用され、一次染色を際立たせ
るのに役立つ対比をもたらす。これらの染色は、大部分細胞区画、又は抗原を区別する特
異性を示す一方、他の染色は細胞全体を染色する。発色性および蛍光性染料のいずれもＩ
ＨＣに適用可能であり、すべての実験設計に適用されるために非常に多様な試薬が用いら
れる。ヘマトキシリン、ヘキスト染色とＤＡＰＩは、最もよく用いられる。
【０１２６】
　抗体により認識されるエピトープのマッピングは「Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）」
　ｂｙ　Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ　ＩＳＢＮ－０８９６０３－３７５－９と「Ｅｐ
ｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ，２４８　ｂｙ　Ｏｌｗｙｎ　Ｍ．Ｒ．Ｗ
ｅｓｔｗｏｏｄ，Ｆｒａｎｋ　Ｃ．Ｈａｙに詳しく記述されている。
【０１２７】
　本発明の文脈上「免疫エフェクターの機能」という用語は、腫瘍の成長および／または
転移の進行の抑制につながる免疫系の構成要素が媒介するいずれの機能も含み、腫瘍の播
種および転移の抑制を含む。好ましくは、免疫エフェクターの機能は癌細胞の殺傷につな
がる。好ましくは、本発明の文脈における免疫エフェクターの機能は、抗体がするエフェ
クターの機能である。このような機能は補体依存性毒性（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞媒介
性毒性（ＡＤＣＣ）、抗体依存性細胞媒介性食菌作用（ＡＤＣＰ）、腫瘍関連抗原を有す
る細胞のアポトーシス誘導、例えば表面抗原に対する抗体結合にるもの、例えば抗体のＣ
Ｄ４０受容体やＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）への結合によるＣＤ４０Ｌ媒介シグナル
伝達、及び／又は腫瘍関連抗原を有する細胞の増殖抑制などを含むが、ＡＤＣＣ及び／又
はＣＤＣが好ましい。よって、１つ以上の免疫エフェクターの機能を媒介することができ
る抗体は、ＣＤＣ媒介細胞溶解、ＡＤＣＣ媒介細胞溶解、細胞のアポトーシス、同型性接
着、及び／又は食細胞作用を誘導ことによって細胞死を媒介することが好ましく、その中
で、ＣＤＣ媒介細胞溶解及び／又はＡＤＣＣ媒介細胞溶解を誘導することによるものが好
ましい。抗体は、癌細胞表面で腫瘍関連抗原に単に結合することによって効果を発揮し得
る。例えば、抗体は腫瘍関連抗原の機能を遮断するか、癌細胞表面で単に腫瘍関連抗原に
結合することによって細胞のアポトーシスを誘導したりする。
【０１２８】
　ＡＤＣＣはエフェクター細胞の細胞殺傷能力を表し、特に、抗体によって標識される標
的細胞を要するリンパ球を表す。ＡＤＣＣは、好ましくは、抗体が癌細胞上の抗原に結合
し、抗体のＦｃドメインが免疫エフェクター細胞の表面にあるＦｃ受容体（ＦｃＲ）にか
みあうときに起こる。いくつかのＦｃ受容体グループが確認されており、特異的細胞群は
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確定したＦｃ受容体を特徴的に発現する。ＡＤＣＣは、様々な程度での即刻の腫瘍破壊を
直接的に誘導するメカニズムとして見られ、それは、抗原の表出と腫瘍をターゲットとす
るＴ細胞応答の誘導にもつながる。好ましくは、ｉｎ　ｖｉｖｏでのＡＤＣＣの誘導は、
腫瘍をターゲットとするＴ細胞応答およびさらに宿主誘導抗体反応にもつながる。
【０１２９】
　ＣＤＣは抗体により導かれる更に他の細胞殺傷方法である。ＩｇＭは、補体活性に最も
効果的なアイソタイプである。ＩｇＧ１とＩｇＧ３のいずれもまた、古典的な補体活性経
路を通じてＣＤＣに導くのに非常に効果的である。好ましくは、このカスケード反応にお
いて、抗原－抗体複合体の形成は、ＩｇＧ分子などの抗体分子が参加するＣＨ２ドメイン
にごく近接する多数のＣ１ｑ結合部位の露出（ｕｎｃｌｏａｋｉｎｇ）につながる（Ｃ１
ｑは、補体Ｃ１の３つの下位構成要素中の１つである）。好ましくは、このようにクロー
キングされていないＣ１ｑ結合部位は、もともと親和性の低かったＣ１ｑ－ＩｇＧ相互作
用を高い親和性へと変換し、これは一連の他の補体タンパク質を関与させるカスケードを
誘発し、エフェクター細胞化学走化性／活性化作用剤Ｃ３ａとＣ５ａの加水分解的な放出
を導く。好ましくは、補体カスケードの結果、膜侵襲複合体が形成され、この複合体は、
水と溶質を細胞の内外部に自由に移動することを促進するように細胞膜に穴を形成し、細
胞のアポトーシスに至るようにすることもできる。
【０１３０】
　本発明の文脈における「免疫エフェクター細胞」という用語は、免疫反応時にエフェク
ター機能を発揮する細胞に関する。例えば、このような細胞はサイトカイン及び／又はケ
モカインを分泌し、微生物を殺し、抗体を分泌し、癌性細胞を認識し、任意に癌性細胞は
除去する。例えば、免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞（毒性Ｔ細胞、ヘルパーＴ細胞、腫
瘍浸潤Ｔ細胞）、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、好中球、マクロファージ、樹状細胞を
含む。
【０１３１】
　本発明による核酸は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）又はリボ核酸（ＲＮＡ）、更に好ま
しくは、ＲＮＡ、最も好ましくはｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写ＲＮＡ（ＩＶＴ　ＲＮＡ）である
。本発明による核酸は、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、組換え的に調製されて化学
的に合成された分子を含む。本発明による核酸は一本鎖又は二本鎖であり、線状、又は環
状を形成するために強く共有結合された分子の形態である。核酸は、例えば、ＤＮＡを鋳
型にして体外転写によって調製され得るＲＮＡの形で細胞の導入などに用いられてもよい
。ＲＮＡは配列の安定化、キャッピング（ｃａｐｐｉｎｇ）、ポリアデニル化によって適
用前に更に修飾されてもよい。
【０１３２】
　ここに記述された核酸はベクターに含まれてもよい。本文に用いられる「ベクター」と
いう用語は、当業者に公知の任意のベクターを含み、プラスミドベクター、コスミドベク
ター、λファージなどのファージベクター、アデノウイルスベクター、バキュロウイルス
ベクターなどのウイルスベクター、又はバクテリア人工染色体（ＢＡＣ）、酵母人工染色
体（ＹＡＣ）、或いはＰ１人工染色体（ＰＡＣ）などの人工染色体ベクターを含む。この
ようなベクターは、クローニングベクターであるだけでなく、発現ベクターである。発現
ベクターはウイルスベクターだけでなくプラスミドを含み、一般的に所望の暗号化配列と
、特定の宿主器官（例えば、バクテリア、酵母、植物、昆虫、哺乳類）においてまたはｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏの発現系において作動可能に連結されている暗号化配列の発現に必要な適
切なＤＮＡ配列を含む。クローニングベクターは、一般的に一定の所望のＤＮＡ断片を操
作して増殖するのに用いられ、所望のＤＮＡ断片の発現に必要な機能的配列を欠いていて
もよい。
【０１３３】
　抗体の発現のためのベクターとして、抗体鎖が互いに異なるベクターに存在するベクタ
ータイプ、又は抗体鎖が同じベクター内に存在するベクタータイプのいずれも用いること
ができる。



(26) JP 6514294 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

【０１３４】
　ここに記載する「ＲＮＡ」という用語は、少なくとも１つのリボヌクレオチド残基を含
む一分子である。「リボヌクレオチド」は１つの水酸基をベータ－Ｄ－リボ－フラノース
部分の２'－位に有する１つのヌクレオチドを意味する。上記の用語は、付加、欠損、置
換、及び／又は１つ以上のヌクレオチドの変更などによって自然発生的に生成されたＲＮ
Ａとは異なる、変形されたＲＮＡだけでなく、二本鎖ＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、部分精製さ
れたＲＮＡなどの単離されたＲＮＡ、実質的に純粋なＲＮＡ、合成ＲＮＡ、組換え生産さ
れたＲＮＡを含む。このような変更は、ＲＮＡの末端において、又はこのＲＮＡの１つ以
上のヌクレオチドで内部的に非ヌクレオチド物質を付加することを含んでもよい。ＲＮＡ
におけるヌクレオチドは自然発生的なヌクレオチドでないか、又は化学的に合成されたヌ
クレオチド、或いはジオキシヌクレオチドなど、非標準ヌクレオチドを含んでもよい。こ
のような変更ＲＮＡは相同体又は自然発生ＲＮＡの相同体という。
【０１３５】
　本発明により、「ＲＮＡ」という用語は、「メッセンジャーＲＮＡ」を意味する「ｍＲ
ＮＡ」に関し好ましくはこれを含み、また、ＤＮＡを鋳型として生産されてもよい「転写
物」に関し、また、ペプチド又はタンパク質をエンコードする。ｍＲＮＡは通常、５'－
非翻訳領域、タンパク質或いはペプチド暗号化領域と、３'－非翻訳領域とを備える。ｍ
ＲＮＡは、細胞内及びｉｎ　ｖｉｔｒｏで制限されたハーフタイムを有する。
【０１３６】
　本発明の文脈上、「転写」という用語は、ＤＮＡ配列内の遺伝的暗号をＲＮＡに転写す
る過程に関する。
【０１３７】
　本発明によって記述された核酸は単離されていることが好ましい。本発明において「単
離された核酸」という用語は、核酸が例えば、（ｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏでポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）によって増殖され、（ｉｉ）クローニングによって組換え的に生産され
、（ｉｉｉ）たとえば切断およびゲル－電気泳動分別によって精製され、（ｉｖ）たとえ
ば化学合成によって合成されたことを意味する。単離された核酸は組換えＤＮＡ技術によ
る操作に利用できる核酸である。
【０１３８】
　本発明に係る核酸は、単独で存在するか、又は相同或いは異形である他の核酸と組み合
わせられてもよい。好ましい実施形態において、核酸は、前記核酸に対して相同或いは異
形である発現調節配列と機能的に連結されている。「相同」と言う用語は、核酸が天然で
機能的にも連結されることを意味し、「異形」という用語は、天然で核酸が機能的に連結
されていないことを意味する。
【０１３９】
　前記核酸の発現又は転写が前記発現調節配列によって調節されるかまたはその影響下に
あるときのように、核酸および発現調節配列が互いに共有結合している場合、核酸と発現
調節配列は「機能的に」互いに連結されている。核酸が転写されて機能性タンパク質にな
ると、暗号配列に機能的に連結されている発現調節配列と共に、前記発現調節配列を誘導
して前記核酸の転写につながり、前記暗号配列内におけるフレームシフト、または、タン
パク質又はペプチドに転写されないようにする暗号配列を生じない。
【０１４０】
　「発現調節配列」或いは、「発現調節因子」という用語は、本発明によると、プロモー
ター、リボソーム結合部位、エンハンサー及びｍＲＮＡの転写或いは遺伝子の転写を調節
する他の調節因子を含む。特に、本発明の実施形態においては、発現調節配列が調節され
得る。発現調節配列の正確な構造は、種の機能と細胞タイプによって多様である。しかし
、一般的にＴＡＴＡボックス、キャッピング（ｃａｐｐｉｎｇ）配列、ＣＡＡＴ配列など
転写と翻訳の開始にそれぞれ連関された５'－非転写領域、及び５'－と３'－の非翻訳領
域配列も含む。更に具体的には、５'－非転写領域発現調節配列は、機能的に連結された
核酸の転写調節用プロモーター配列を含むプロモーター領域を含む。発現調節配列はエン
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ハンサー配列又は、上流側活性剤配列も含んでもよい。
【０１４１】
　本発明による用語である「プロモーター」或いは「プロモーター領域」は、発現される
核酸配列の上流（５'）側に位置し、ＲＮＡポリメラーゼの認識および結合部位を与える
ことによってその配列の発現を調節する核酸配列に関する。「プロモーター領域」は、遺
伝子転写調節に関与する追加因子の認識及びその結合部位を含んでもよい。プロモーター
は、原核生物または真核生物の遺伝子の転写を調節してもよい。また、プロモーターが「
誘導性」であれば、誘導因子に対応して転写を開始するか、又は転写が誘導因子によって
調節されない場合、プロモーターは「構成的」であってもよい。遺伝因子がない場合、誘
導性プロモーターの調節下において遺伝子が発現されないか、又は少しだけ発現される。
誘導因子の存在下において、遺伝子のスイッチが入るか、または転写の水準が増加する。
この過程は一般的に、特定転写因子の結合によって媒介される。
【０１４２】
　本発明による好ましいプロモーターは、ＳＰ６、Ｔ３とＴ７重合酵素用プロモーター、
ヒトのＵ６　ＲＮＡプロモーター、ＣＭＶプロモーター、および、一部又は多くの部分を
他の細胞タンパク質、例えば、ヒトのグリセルアルデヒド－３－リン酸ジヒドロゲナーゼ
（ＧＡＰＤＨ）の遺伝子のプロモーターの一部又は多くの部分と融合され、付加イントロ
ンを含むか、或いは含んでいないＣＭＶプロモーターの人工ハイブリッドプロモーターで
ある（例えば、ＣＭＶ）。
【０１４３】
　ここに用いられる「発現」という用語は最も広義として用いられ、ＲＮＡの生産、又は
ＲＮＡおよびタンパク質或いはペプチドの生産を含む。ＲＮＡについて、「発現」或いは
「翻訳」という用語は特にペプチド、又はタンパク質の生産に関する。発現は一時的であ
っても、安定的であってもよい。本発明によると、発現という用語は、「非正常発現」又
は「異常発現」を含む。
【０１４４】
　本発明によると、「非正常発現」又は「異常発現」は１つの参照、例えば、腫瘍関連抗
原などのあるタンパク質の非正常又は異常発現と連関づけられた疾患を有していない対象
の状態と比較して変形され、好ましくは増加された発現を意味する。発現の増加とは、少
なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％又は少なくとも１００％、ま
たはこれより大きいものを意味する。一実施形態において、健康な組織では発現が抑制さ
れた一方、疾患組織でのみ発現がみられる。
【０１４５】
　「特異的に発現」という用語は、根本的に特異組織又は器官でのみタンパク質が発現さ
れることを意味する。例えば、胃粘膜で特異的に発現される腫瘍関連抗原は、前記タンパ
ク質が胃粘膜で優先的に発現され、他の組織では発現されないか、又は他の組織や器官タ
イプでは目立つ程度に発現されないことを意味する。よって、胃粘膜の細胞でのみ特に発
現され、他の組織では非常に少ない量が発現されるタンパク質は、胃粘膜の細胞で特異的
に発現される。他の実施形態においては、腫瘍関連抗原が特異的に１つ以上の組織タイプ
、又は器官、例えば、２つ又は３つの組織タイプ又は器官、しかし好ましくは３つを超え
ない互いに異なる組織や器官タイプにおいて正常条件下に発現されることもある。このよ
うな場合、腫瘍関連抗原はこれらの器官で特異的に発現される。
【０１４６】
　本発明による「翻訳」という用語は、細胞のリボソームで起こり、一本のメッセンジャ
ーＲＮＡがタンパク質又はペプチドを作製するためにアミノ酸配列の組み立てを導く過程
に関する。
【０１４７】
　本発明によると、「核酸のエンコーディング」という用語は、核酸が適切な環境、好ま
しくは細胞内に存在すると、それを発現できてそれがエンコードするタンパク質又はペプ
チドを生産することを意味する。
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【０１４８】
　「ペプチド」という用語は、オリゴペプチドとポリペプチドを含み、２個以上の、好ま
しくは３個以上の、好ましくは４個以上の、好ましくは６個以上の、好ましくは８個以上
の、好ましくは９個以上の、好ましくは１０個以上の、好ましくは１３個以上の、好まし
くは１６個以上の、好ましくは２１個以上の、そして好ましくは、８、１０、２０、３０
、４０、５０個まで、特に１００個のアミノ酸がペプチド結合によって共有結合している
ことを含む基質を意味する。「タンパク質」という用語は巨大ペプチドを意味し、好まし
くは１００より多いのアミノ酸残基を備えるペプチドを意味する。しかし、一般的に、「
ペプチド」と「タンパク質」は同義語であり、本明細書では互換的に用いられる。
【０１４９】
　好ましくは、本発明によって記述されたタンパク質およびペプチドは単離されている。
「単離されたタンパク質」、又は「単離されたペプチド」という用語は、タンパク質又は
ペプチドが自然環境から単離されていることを意味する。単離されたタンパク質、又はペ
プチドは本質的に精製された状態であってもよい。「本質的に精製された」という用語は
、タンパク質、又はペプチドがｉｎｖｉｖｏ又は自然状態において関連づけられる他の基
質を実質的に含まないことを意味する。
【０１５０】
　特定のアミノ酸配列、たとえば配列リストに示すものに関する本明細書中での教示は、
前記特定の配列に機能的に等価な配列が、たとえば前記特定の配列の特性と一致又は類似
した特性を示すアミノ酸配列などが得られる前記特定の配列の変更、例えば変異に関する
ものとしても理解される。１つの重要な特性は、抗体のその標的への結合を維持すること
である。好ましくは、特定の配列に対して変形された配列は、それが抗体内の特定の配列
を置換するとき、標的と前記抗体の結合が維持される。
【０１５１】
　当業者は、特に、相補性決定部位（ＣＤＲ）の配列、超可変領域、可変領域が標的に結
合する能力を損することなく変化され得るという点を理解するであろう。例えば、相補性
決定部位（ＣＤＲ）の配列は、本明細書中で例示される相補性決定部位（ＣＤＲ）の配列
と同一であるか、非常に類似している。
【０１５２】
　「非常に類似している」ものによって、１～５、好ましくは１～４、１～３、１～２な
どの置換が行われることも好ましいことが期待される。
【０１５３】
　本発明による「変異体」という用語は、ミュータント、スプライス変異体、立体配座、
アイソフォーム、対立遺伝子変異体、種変異体、種相同体を含み、特に、天然に存在する
ものも含む。対立遺伝子変異体は、遺伝子の正常な配列における変形に関し、その重要性
は多くの場合、不明である。完全な遺伝子シークエンシングは与えられた遺伝子に対して
多数の対立遺伝子変異体で鑑別する。種相同体は、与えられた核酸又はアミノ酸配列とは
起源の異なる種に由来する当該核酸又はアミノ酸配列である。
【０１５４】
　本発明の目的のため、アミノ酸配列の「変異」は、アミノ酸挿入変異、アミノ酸付加変
異、アミノ酸欠損変異、及び／又はアミノ酸置換変異を含む。タンパク質のＮ末端及び／
又はＣ末端での欠損を含むアミノ酸欠損変異は、Ｎ末端及び／又はＣ末端切断変異ともい
う。
【０１５５】
　アミノ酸挿入変異は、特定のアミノ酸配列への１つ又は２つ以上のアミノ酸の挿入を含
む。挿入のあるアミノ酸配列変異の場合、１つ以上のアミノ酸残基がアミノ酸配列の特定
部位に挿入されるが、ランダム挿入して結果物を適切にスクリーニングすることも可能で
ある。
【０１５６】
　アミノ酸追加変異は、１つ以上のアミノ酸、例えば、１、２、３、５、１０、２０、３
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０、５０個又はそれ以上のアミノ酸のアミノ及び／又はカルボキシ末端融合を含む。
【０１５７】
　アミノ酸欠損変異は、１つ以上のアミノ酸、例えば、１、２、３、５、１０、２０、３
０、５０個又はそれ以上のアミノ酸が配列から除去されることである。欠損はタンパク質
の任意の部位で起こる。
【０１５８】
　アミノ酸置換変異は配列内の少なくとも１つの残基が除去され、他の残基がその部位を
補うものである。相同タンパク質又はペプチドの間に保存的でないアミノ酸配列中の部位
で変更が起こるのが好ましく、及び／又は、類似特性を有する他のアミノ酸と置換される
ことが好ましい。好ましくは、タンパク質変異体におけるアミノ酸の変化は、保存的アミ
ノ酸変化、例えば、同様の荷電又は非荷電アミノ酸への置換である。保存的アミノ酸変化
は、側鎖と関連するアミノ酸の分類で一グループの１つのアミノ酸を置換することを含む
。天然に発生したアミノ酸は一般的に４つのファミリーに分けられる：酸性（アスパラギ
ン酸、グルタミン酸）、塩基性（リジン、アルギニン、ヒスチジン）、非極性（アラニン
、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプ
トファン）、及び電荷を帯びていない極性（グリシン、アスパラギン、グルタミン、シス
テイン、セリン、トレオニン、チロシン）アミノ酸。フェニルアラニン、トリプトファン
及びチロシンはまとめて芳香族アミノ酸に分類されることもある。
【０１５９】
　好ましくは類似性、好ましくは与えられたアミノ酸配列と、上記与えられたアミノ酸配
列が変異されたアミノ酸配列との間の同一性が少なくとも約６０％、６５％、７０％、８
０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％
である。類似性又は同一性は、参照されるアミノ酸配列の全長の少なくても１０％、少な
くとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６
０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％又は約１００％のアミノ
酸領域が類似、又は一致することが好ましい。例えば、参照されるアミノ酸配列が２００
のアミノ酸でからなる場合、それに対して少なくても２０、少なくとも４０、少なくとも
６０、少なくとも８０、少なくとも１００、少なくとも１２０、少なくとも１４０、少な
くとも１６０、少なくとも１８０、又は約２００のアミノ酸が類似又は一致することが好
ましく、連続するアミノ酸であることが好ましい。好ましい実施形態においては、類似性
又は同一性は、参照されるアミノ酸配列の全長に対するものである。配列類似性、好まし
くは配列同一性を決めるアラインメントは、関連分野における公知のツールを用いて実行
されてもよい。好ましくは、最もよい配列アラインメントを用いて、例えば、アラインを
用いて、標準設定、好ましくはＥＭＢＯＳＳ：：ニードル、マトリックス：Ｂｌｏｓｕｍ
６２、ギャップオープン１０．０、ギャップ　イクステンド０．５を用いて行う。
【０１６０】
　「配列類似性」という用語は、互いに同一であるか、又は保存的アミノ酸置換を示すア
ミノ酸の百分率を意味する。２つのアミノ酸配列の間の「配列相同性」は配列間に一致す
るアミノ酸の百分率を意味する。
【０１６１】
　「百分率相同性」の用語は、最適なアラインメントの後に得られた、比較対象となる２
つの配列の間で一致するアミノ酸残基の百分率を意味する。この百分率は純粋な統計値で
あり、それぞれの全長においてランダムに分配される２つの配列の間の差異を意味する。
２つのアミノ酸配列の配列比較は、通常、最適に整列された後に、これらの配列を比較す
ることによって行われ、上記比較は、配列類似性のある局所領域を比較して確認するため
、断片単位で行われるか、または、「比較ウインドウ（ｗｉｎｄｏｗ　ｏｆ　ｃｏｍｐａ
ｒｉｓｏｎ）」によって行われる。比較のための配列の最適整列が作られ、また手動以外
では、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ、１９８１、Ａｄｓ　Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．
２、４８２の局所相同アルゴリズム、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，１９
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７０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８，４４３の局所相同アルゴリズム、Ｐｅａｒｓｏｎ　
ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ、１９８８、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
５、２４４４の類似検索方法、又はこのようなアルゴリズムを用いるコンピュータープロ
グラム（ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ，ＦＡＳＴＡ，ＢＬＡＳＴ　Ｐ，ＢＬＡＳＴ　Ｎ　ａｎ
ｄ　ＴＦＡＳＴＡ　ｉｎ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　
Ｐａｃｋａｇｅ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）を用いて作ることができる。
【０１６２】
　２つの配列の間の百分率相同性を得るため、比較される２つの配列の間の同一位置の個
数を決定し、その個数を比較した位置の数で割り、その結果に１００を掛けることにより
、百分率相同性が計算される。
【０１６３】
　本発明によると、相同アミノ酸配列は、少なくとも４０％、特に少なくとも５０％、少
なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、好ましくは
少なくとも９５％、少なくとも９８％、又は少なくとも９９％のアミノ酸残基の同一性を
示す。
【０１６４】
　本明細書で記述したアミノ酸配列変異は、当業者により、例えば組換えＤＮＡ操作によ
って、容易に行われるであろう。置換、付加、挿入、又は欠損を有するタンパク質および
ペプチドを調製するためのＤＮＡ配列の操作は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９
）に詳しく記述されている。更に、本明細書で記述されたペプチドおよびアミノ酸変異体
は、公知のペプチド合成技術を用いて、例えば固相合成及びそれと同様の方法によって、
容易に調製されるであろう。
【０１６５】
　本発明は、明細書中において「ペプチド」と「タンパク質」という用語に含まれる、ペ
プチド又はタンパク質の誘導体を含む。本発明によると、タンパク質とペプチドの「誘導
体」は、タンパク質とペプチドの修飾された形態である。このような修飾は、任意の化学
修飾を含み、１つの若しくは複数の、置換、欠損、及び／又は、炭水化物、脂質、及び／
又は、タンパク質或いはペプチドのように当該タンパク質又はペプチドと関連する任意の
分子の添加を含む。一実施形態においては、タンパク質又はペプチドの「誘導体」は、グ
リコシル化、アセチル化、リン酸化、アミド化、パルミチル化、ミリストイル化、イソプ
レニル化、脂質化、アルキル化、誘導体化、保護／ブロック基の導入、タンパク質分解的
切断、又は抗体又は他の細胞リガンドとの結合によって生じる類似体を含む。「誘導体」
という用語は、更に前記タンパク質およびペプチドと機能的、化学的に等価なすべてのも
のまで拡大される。好ましくは、変形されたペプチドが増加された安全性及び／又は増加
された免疫原性を有する。
【０１６６】
　本発明によると、変異、誘導体、修飾形態、断片、又はアミノ酸配列、ペプチド、又は
タンパク質の一部或いは部分は、それぞれ、それが誘導された、つまり機能的に同等な、
アミノ酸配列、ペプチド、又はタンパク質の機能的特性を有する。一実施形態においては
、変異、誘導体、修飾形態、断片、又はアミノ酸配列、ペプチド、又はタンパク質の一部
又は部分が、それぞれ、それが誘導された、アミノ酸配列、ペプチド、又はタンパク質と
免疫学的に同等である。一実施形態においては、機能的特性は免疫学的特性である。
【０１６７】
　本発明によると、「誘導された」という用語は、特定の実体が、特に特定の配列が、誘
導された対象中に、特に有機体又は分子中に存在するということを意味する。アミノ酸配
列、特に特定の配列領域の場合、「誘導された」とは、特に、関連アミノ酸配列が存在す
るアミノ酸配列から誘導されたことを意味する。
【０１６８】
　「細胞」又は「宿主細胞」は、好ましくは完全な細胞、すなわち酵素、オルガネラ、又
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は遺伝物質のような一般的な細胞内成分が放出されていない完全な膜を有する細胞である
。完全な細胞は、好ましくは生細胞、すなわち正常な代謝機能を行うことができる、生き
ている細胞である。本発明によると、「細胞」という用語は、原核細胞（例えば、大膓菌
）又は真核細胞（例えば、樹状細胞、Ｂ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、Ｋ５６２細胞、
ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥＬＡ細胞、酵母細胞、昆虫細胞）を含む。ヒト、マウス、ハムス
ター、豚、山羊、霊長類の細胞のような哺乳動物細胞が特に好ましい。細胞は、多くの数
の組織種類から誘導され、一次細胞と細胞株を含む。「細胞」という用語は、ここに記載
された癌種類の細胞のような癌細胞と非癌性細胞を含む。
【０１６９】
　核酸分子を含む細胞は好ましくは当該核酸によってエンコードされたペプチド又はタン
パク質を発現する。
【０１７０】
　「標的細胞」は、抗体のような免疫反応のための標的の細胞を意味する。本明細書で記
述したように、標的細胞は、癌細胞のような、任意の望ましくない細胞を含む。好ましい
実施形態においては、標的細胞はＣＬＤＮ１８．２発現細胞である。ＣＬＤＮ１８．２発
現細胞は一般的に癌細胞を含む。
【０１７１】
　「形質転換動物」という用語は１つ又はそれ以上の導入遺伝子、好ましくは抗体重鎖及
び／又は軽鎖導入遺伝子、又はトランスクロモソーム（動物の自然的なゲノムＤＮＡに統
合されるか又は統合されない）を含み、好ましくは導入遺伝子を発現できるゲノムを有し
ている動物を示す。例えば、トランスジェニックマウスは、ヒト軽鎖導入遺伝子とヒト重
鎖導入遺伝子もしくはヒト重鎖トランスクロモソームを有することができ、ＣＬＤＮ１８
．２抗原、及び／又はＣＬＤＮ１８．２発現細胞で免疫した際に、ヒト抗ＣＬＤＮ１８．
２抗体を作る。形質転換マウス、例えばＨＣｏ７又はＨＣｏｌ２マウスのようなＨｕＭＡ
ｂマウスの場合のように、ヒト重鎖導入遺伝子はマウスの染色体ＤＮＡに統合されるか、
或いはＷＯ０２／４３４７８に記載されたようにトランス染色体（例えばＫＭ）マウスの
場合のように、ヒト重鎖導入遺伝子は染色体外的に維持され得る。このような遺伝子導入
マウスとトランス染色体マウスは、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えと同型転換により、ＣＬＤＮ１８．
２に対するヒトモノクローナル抗体（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ及び／又はＩｇＥ）の多く
のアイソタイプを作ることもできる。
【０１７２】
　「免疫学的に同等な」という用語は、免疫学的に同等なアミノ酸配列のような免疫学的
に同等である分子が、同一であるか又は本質的に同一の免疫学的特性を示し、及び／又は
、例えば、体液の免疫反応の誘導のような免疫学的効果の種類、誘導された免疫反応の強
度及び／又は持続期間、或いは免疫反応の特異性に対して同一であるか又は本質的に同一
の免疫学的効果を発揮する。本発明の文脈では、「免疫学的に同等な」という用語は、好
ましくは免疫又は抗体に用いられる、ペプチド又はペプチド変異の免疫学的効果又は特性
に関して用いられる。特定の免疫学的特性は、抗体に結合する能力であって、適切であれ
ば、好ましくは抗体の生成を刺激することで免疫反応が生じる。例えば、被験者の免疫系
にさらされるとき、免疫反応、好ましくは、ＣＬＤＮ１８．２における参照アミノ酸配列
形成部位のような、参照されるアミノ酸配列と反応する特異性を有する抗体を誘導するも
のであれば、アミノ酸配列が参照されるアミノ酸配列に免疫学的に同等である。
【０１７３】
　本発明は、試料中の、ＣＬＤＮ１８．２抗原の存在を検出するまたはＣＬＤＮ１８．２
抗原の量を測定する方法であって、抗体とＣＬＤＮ１８．２との間の複合体の形成を許容
する条件下で、試料を、任意には対照試料を、ＣＬＤＮ１８．２に結合する本発明の抗原
と接触させることを含む方法を提供する。複合体の形成はその後に検出され、複合体形成
についての対照試料と試料とを比較した差異は、試料内のＣＬＤＮ１８．２抗原の存在を
示す。
【０１７４】
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　上で記述したような方法は、特に癌疾患のようなＣＬＤＮ１８．２と係わる疾患の診断
に有用である。好ましくは、基準又は対照試料内のＣＬＤＮ１８．２の量よりも多い試料
内のＣＬＤＮ１８．２の量は、試料を生成した被験者、特にヒト内にＣＬＤＮ１８．２と
係わる疾患の存在を示す。
【０１７５】
　上で記述したような方法が用いられるとき、本明細書で記述された抗体は、（ｉ）検出
可能なシグナルを提供し、（ｉｉ）第２の標識と相互作用し、蛍光共鳴エネルギー移動（
ＦＲＥＴ）のような、第１又は第２標識により提供される検出可能なシグナルを修飾し、
（ｉｉｉ）例えば、電荷、疎水性、形態、又は他の物理的パラメータによって、移動性、
例えば電気泳動移動度に影響を及ぼすか、あるいは、（ｉｖ）捕獲部分を、例えば親和性
、抗体／抗原、又はイオン性複合化を提供する機能を有する標識とともに提供される。標
識として適切なものは、蛍光性標識、発光性標識、発色団標識、放射性同位体標識、同位
体標識、好ましくは安定した同位体標識、同重体標識、酵素標識、粒子標識、特に金属粒
子標識、磁性粒子標識、ポリマー粒子標識のような構造；又はビオチン、細胞付着タンパ
ク質又はレクチンのような、受容体のリガンド又は結合分子のような小さな有機分子；結
合剤の使用により検出可能な核酸及び／又はアミノ酸残基を含む標識配列；などがある。
標識の種類に制限はなく、硫酸バリウム、イオセタム酸、イオパノ酸、カルシウムイポデ
ート、ジアトリゾ酸ナトリウム、メグルミンジアトリゾエート、メトリザミド、チロパノ
酸ナトリウム；フッ素－１８や炭素－１１のような放射線診断法、ヨウ素－１２３、テク
ネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１３１、インジウム－１１１のようなγ放出体、フッ素やガ
ドリニウムのような、核磁気共鳴のための核種を含む。
【０１７６】
　本発明によると、参照試料又は参照有機体のような「基準」は、テスト試料又はテスト
有機体より本発明の方法で得られた結果を相互に関連づけて比較するために用いられる。
一般的に、基準有機体は健康な有機体、特に癌疾患のような疾患に罹患していない有機体
である。「基準値」又は「基準レベル」は、十分に多くの数の参照を測定することによる
経験に基づいた基準から決められる。好ましくは、基準値は少なくとも２個、好ましくは
少なくとも３個、好ましくは少なくとも５個、好ましくは少なくとも８個、好ましくは少
なくとも１２個、好ましくは少なくとも２０個、好ましくは少なくとも３０個、好ましく
は少なくとも５０個、又は好ましくは少なくとも１００個の参照を測定することで決めら
れる。
【０１７７】
　本明細書で用いられた「減少する」又は「抑制する」という用語は、全般的な減少を、
そのレベルにおいて、好ましくは５％以上、１０％以上、２０％以上、更に好ましくは５
０％以上、最も好ましくは７５％以上を惹起させる能力を意味する。「抑制する」という
用語又は類似する表現は、抑制の完了又は本質的な完了、すなわち０又は本質的に０まで
の減少を含む。
【０１７８】
　「増加する」又は「強化する」という用語は、少なくとも約１０％、好ましくは少なく
とも２０％、好ましくは少なくとも３０％、更に好ましくは少なくとも４０％、更に好ま
しくは少なくとも５０％、更により好ましくは少なくとも８０％、最も好ましくは少なく
とも１００％程度までの増加又は強化に好ましくは関連がある。
【０１７９】
　本明細書で記述した薬剤、組成物、方法は、疾患を有する被験者を診断するために用い
られることができる。診断可能な疾患はＣＬＤＮ１８．２を発現するすべての疾患を含む
。特に好ましい疾患は、本明細書で記述した癌疾患のような癌疾患である。
【０１８０】
　本発明によると、「疾患」という用語は任意の病理的状態を指し、癌疾患を、特に本明
細書で記述した癌疾患の形態を含む。
【０１８１】
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　「正常組織」又は「正常状態」で用いられるような「正常」という用語は、健康な被験
者内の健康な組織又は状態、すなわち非病理的状態を指し、本明細書で「健康な」とは、
好ましくは癌でないことを意味する。
【０１８２】
　本発明によると、「ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞を伴う疾患」は、疾患に罹患して
いる組織又は器官の細胞内におけるＣＬＤＮ１８．２の発現が、健康な組織また器官内の
状態と比較して好ましく増加するということを意味する。増加とは、少なくとも１０％、
特に少なくとも２０％、少なくとも５０％、少なくとも１００％、少なくとも２００％、
少なくとも５００％、少なくとも１０００％、少なくとも１００００％又はそれ以上位の
増加を示す。一実施形態において、発現は疾患に罹患している組織でのみ発見される一方
、健康な組織での発現は抑圧される。本発明によると、ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞
を伴うまたはこれに関連づけられる疾患は、癌疾患、特に本明細書で記述した癌の形態を
含む。
【０１８３】
　本発明によると、「腫瘍」又は「腫瘍疾患」という用語は、細胞（腫瘍性新生細胞又は
腫瘍細胞と呼ばれるもの）の異常増殖により形成される腫れ又は病変を示す。「腫瘍細胞
」が意味するのは、急激でかつ制御されない細胞増殖によって増殖する異常細胞であり、
新しい増殖停止を開始する刺激後に増殖し続ける。腫瘍は、構造的組織、および、正常組
織との機能的な共同作用の部分的又は完全な欠如を示し、通常、良性、前癌状態、悪性の
いずれかの組織の明らかな塊を形成する。
【０１８４】
　良性腫瘍は、癌の悪性特性の３種がすべて欠如している腫瘍である。定義によると、良
性腫瘍は非制御的で攻撃的な方法により増殖せず；周囲の組織に浸潤せず；隣接していな
い組織に拡散（転移）しない。良性腫瘍の一般的な例としては、ほくろおよび子宮筋腫が
ある。
【０１８５】
　「良性」という用語は、軽くかつ非進行性疾患を暗示し、実際、多くの種類の良性腫瘍
は健康に無害である。しかし、癌の浸湿性特性が欠如しているため「良性腫瘍」として定
義された一部の腫瘍（Ｎｅｏｐｌａｓｍ）は、依然として健康に否定的な影響を及ぼしう
る。こうした例としては「質量効果」（血管のような重要な期間の圧迫）、または、ある
ホルモンを過剰生産する内分泌組織の「機能性」腫瘍（例えば、甲状腺腺腫、副腎皮質腺
腫、下垂体腺腫）を作る腫瘍が挙げられる。
【０１８６】
　良性腫瘍は、一般的に悪性のように振る舞うそれらの能力を抑制する外部表面により取
り囲まれている。いくつかの場合において、ある「良性」腫瘍は、後で悪性癌を誘発し、
これは腫瘍の新生物細胞の亜集団における追加の遺伝的変化に起因することがある。この
現状の顕著な例は管状腺腫であり、これは結腸癌の主な前駆体である大腸ポリープの一般
的な種類である。管状腺腫内の細胞は、よく癌に進行する大部分の腫瘍のように、総括的
に異形成症として知られている細胞の成熟と外観の特定の異常を示す。これらの細胞異常
は珍しく変わるか、絶対に癌性に変わらない良性腫瘍では見られないが、子宮頸部の前癌
病変のような、明らかな離散塊を形成しない他の前癌組織異常で見られる。一部の有識者
は、「前癌状態」のような異形腫瘍を参照し、稀に、又は決して癌を起こさない腫瘍のた
めに「良性」という用語を保留することを好む。
【０１８７】
　腫瘍は、腫瘍形成の結果としての組織の異常塊である。腫瘍形成（ギリシャ語で「ｎｅ
ｗ　ｇｒｏｗｔｈ」）は、細胞の異常増殖である。細胞増殖が過度であり、その周りの正
常組織の成長と同調しない。その増殖は刺激の中断後にも同様に過度な方法で持続する。
これは、主にしこり又は腫瘍を惹起させる。腫瘍は、良性、前癌状態、又は悪性であって
もよい。
【０１８８】
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　本発明によると、「腫瘍の成長」と「腫瘍成長」とは、腫瘍のサイズが増加する傾向及
び／又は腫瘍細胞が増殖する傾向と関連がある。
【０１８９】
　癌（医学用語：悪性新生物）は、細胞群が、統制されない増殖（一般的な限界を越えて
分裂）、浸潤（隣接する組織への侵入と破壊）、又は時には転移（リンパ液や血液を通じ
て体内の他の位置に拡散）を示す疾患の部類である。癌のこのような３種の悪性の特性は
自己制限されており、浸潤又は転移しない良性腫瘍からこれらを区分する。大部分の癌は
腫瘍を形成するが、白血病のような一部の癌は腫瘍を形成しない。本発明によると、「癌
」と「腫瘍」、又は「癌疾患」と「腫瘍疾患」という用語は、本明細書で一般的に互換可
能に用いられ、細胞が統制されない増殖、および任意に浸潤及び／又は導入を示す疾患を
示す。
【０１９０】
　好ましくは、本発明において、「癌疾患」は、ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞によっ
て特徴付けられる。ＣＬＤＮ１８．２を発現する細胞は、好ましくは癌細胞であり、好ま
しくは本明細書で記述した腫瘍および癌の癌細胞である。好ましくは、このような細胞は
胃細胞以外の細胞である。
【０１９１】
　癌は腫瘍と類似した細胞の種類別で分類されるので、その組織は腫瘍の起源と推測され
る。これらはそれぞれ組織学および位置である。
【０１９２】
　本発明によると、「癌」という用語は、白血病、精上皮腫、黒色腫、奇形腫、リンパ腫
、神経芽細胞腫、神経膠腫、直膓癌、子宮内膜癌、腎臓癌、副腎癌、甲状腺癌、血液癌、
皮膚癌、脳癌、子宮頸部癌、膓癌、肝臓癌、結腸癌、胃癌、膓癌、頭頸部癌、消化管癌、
リンパ節癌、食道癌、結腸直腸癌、膵膓癌、耳鼻咽喉（ＥＮＴ）癌、乳房癌、前立腺癌、
子宮癌、卵巣癌、肺癌、及びそれらの癌の転移を含む。これらの例として、肺癌種、乳房
癌腫、前立腺癌腫、結腸癌腫、腎臓癌腫、子宮頸部癌腫、又は上記で記述した癌種類又は
腫瘍の転移がある。癌という用語は本発明によると、癌の転移も含む。
【０１９３】
　肺癌の主な種類としては、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）と非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）があ
る。非小細胞肺癌の主な三種の下位種類は、肺扁平上皮癌、腺癌、大細胞肺癌である。腺
癌が肺癌の約１０％を占めている。いずれもより中央部に位置している小細胞肺癌と肺扁
平上皮癌の両方とは対照的に、この癌は主に肺内の周辺部で見られる。
【０１９４】
　本発明によると、「癌」は上皮細胞由来の悪性腫瘍である。その群は乳癌、前立腺癌、
肺癌、結腸癌の一般的な形態を含む、最も一般的な癌を代表する。
【０１９５】
　「転移」が意味するのは、本来の部位から身体の他の部分に癌細胞が拡散することであ
る。転移の形成は非常に複雑な過程であり、一次腫瘍から悪性細胞の単離、細胞外マトリ
クスの浸潤、体腔と管に入る内皮の基底膜の貫通、そして、血液による輸送後の標的器官
への浸透による。最終的に、標的部位における新しい腫瘍の、すなわち二次腫瘍又は転移
性腫瘍の成長は、血管新生による。腫瘍の転移は腫瘍細胞又は成分が残っており、転移潜
在力が発達され得るため、一次腫瘍の除去後にも発生することがある。一実施形態におい
ては、本発明によると「転移」という用語は、一次腫瘍と局所リンパ節系から離れている
転移と関連する「遠隔転移」と関連がある。
【０１９６】
　二次又は転移性腫瘍の細胞は、本来の腫瘍に似ている。これは、例えば、卵巣癌が肝臓
に転移した場合、異常肝細胞でない二次腫瘍は、異常卵巣細胞で構成されていることを意
味する。そして、肝臓の腫瘍は肝臓癌でなく、転移性卵巣癌と呼ばれる。
【０１９７】
　再発（ｒｅｌａｐｓｅまたはｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ）は、ヒトが過去に侵された状態に
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再度侵される場合に発生する。例えば、患者が癌疾患に罹患したことがあり、前記疾患の
治療が成功したが、再度前記疾患が発達したら、新しく発達した前記疾患は再発と考える
ことができる。しかし、本発明によると、癌疾患の再発は、必ずしも本来の癌疾患の部位
で発生しなくてもよい。そのため、例えば、患者が卵巣腫瘍に罹患し、成功的に治療を受
けたら、再発は卵巣腫瘍が発生することであっても、卵巣とは異なる部位で腫瘍が発生す
ることであってもよい。腫瘍の再発は、本来の腫瘍の部位でだけでなく、本来の腫瘍部位
と異なる部位で腫瘍が発生する状況も含む。好ましくは、患者が治療を受けた本来の腫瘍
が一次腫瘍であり、本来腫瘍の部位と異なる部位における腫瘍が二次又は転移性腫瘍であ
る。
【０１９８】
　「治療」が意味するのは、被験者における腫瘍のサイズ又は腫瘍の数の減少を含む、被
験者における疾患の阻止又は鈍化；被験者における新しい疾患の展開の抑制又は鈍化；現
在疾患に罹患している又は以前に疾患に罹患していた被験者における症状及び／又は再発
の頻度又は深刻性の減少；及び／又は延長、すなわち被験者の寿命の延長を含む、疾患の
予防又は解消のために、化合物又は組成物を被験者に投与することである。
【０１９９】
　特に、「疾患の治療」という用語は、治癒、持続期間の短縮、改善、予防、進行又は悪
化の鈍化又は抑制、疾患又はその疾患の症状の発症を予防又は遅延することを含む。
【０２００】
　「リスクがある」とは、一般的な集団と比較して、疾患、特に癌の発達の可能性が一般
的な可能性よりも高いことが確認されている被験者、すなわち患者を意味する。更に、疾
患に、特に癌に罹患しているか又は罹患していた被験者は、疾患が発達し続ける被験者の
ように、疾患の発達のリスクが高い被験者である。癌罹患していたか又は現在罹患してい
る被験者もまた、高い癌転移のリスクを有する。
【０２０１】
　「免疫療法」は、特定の免疫反応に関与する治療に関連する。本発明の文脈では、「保
護する」、「予防する」、「予防のための」、「予防の」、「保護の」のような用語は、
被験者の疾患の予防もしくは治療、または、発生及び／又は伝播に関連し、特に被験者に
て疾患が発達する可能性を最小化するか、又は疾患の発達を遅延することに関連する。例
えば、上述のように、腫瘍へのリスクを有する人物は、腫瘍の予防のための療法の候補者
となりうる。免疫療法は、患者からの抗原－発現細胞を除去するように機能する多様な技
術のいずれを用いて行ってもよい。
【０２０２】
　一実施形態において、免疫療法は能動免疫療法であってもよく、これは、内因性宿主免
疫系のｉｎ　ｖｉｖｏでの刺激により、免疫反応－修飾剤（免疫反応性ペプチドと核酸の
ような）の投与によって疾患に罹患している細胞に対抗する治療である。
【０２０３】
　他の実施形態において、免疫療法は受動免疫療法であってもよく、これは、坑癌効能を
直接的又は間接的に媒介することができ、完全な宿主免疫系に必ずしも依存しない、確立
された腫瘍－免疫反応性（抗体のような）を有する薬剤の導入による治療である。
【０２０４】
　「ｉｎ　ｖｉｖｏ」という用語は被験者の状況に関連する。
【０２０５】
　「被験者」、「個人」、「生命体」、「患者」という用語は、互換可能に用いられ、脊
椎動物に、好ましくは哺乳動物に関連する。例えば、本発明の文脈において哺乳動物は、
ヒト、非ヒト霊長類、犬、猫、羊、牛、山羊、豚、馬などの家畜、マウス、ラット、ラビ
ット、モルモットなどの実験用動物はもちろん、動物園の動物のような捕獲飼育されてい
る動物も該当する。本明細書で用いられる「動物」という用語にはヒトも含まれる。「被
験者」という用語は、疾患、好ましくは本明細書で記述した疾患に罹患している患者、す
なわち動物、好ましくはヒトも含む。
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【０２０６】
　本発明によると、「試料」は、本発明において有用な任意の試料であってもよく、特に
体液を含む組織試料のような生物学的試料、及び／又は、細胞試料であってもよい。試料
は、パンチ生検を含む組織生検により、又は、血液、気管支吸引液、痰、尿、糞便、又は
他の体液を採取して、従来の方法で得ることができる。本発明によると、「試料」という
用語は、生物学的試料のフラクション又は単離物のような加工試料も含み、核酸およびペ
プチド／タンパク質単離体が例示される。好ましくは、試験される細胞又は組織、たとえ
ば例えば、癌を診断する器官の細胞または試料を試料は含有する。例えば、診断する癌が
肺癌であれば、試料は肺より得られた細胞又は組織を含むことができる。
【０２０７】
　本発明によると、試料は、腫瘍又は癌細胞を含んでいるか、又は含んでいると予想され
る患者に由来する身体試料のような試料であってもよい。身体試料は、血液、一次腫瘍又
は腫瘍の転移から得られる組織試料のような、任意の組織細胞であってもよいし、又は、
腫瘍或いは癌細胞を含んでいる任意の他の試料であってもよい。
【０２０８】
　本発明は下記の図面と実施例によって詳しく記述され、これらは単に実例の目的として
用いられ、これらに制限されることはない。説明と実施例によって、本発明に含まれてい
るものに類似するさらなる実施形態を、当業者が用いることができる。
　以下、参考形態の例を付記する。
１．　抗体又はその抗原結合性フラグメントであって、
　（ｉ）ＴＥＤＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）、又はＥＶＱＳＹ
ＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）のアミノ酸配列を有するペプチドに結合する
、及び／又は
　（ｉｉ）クローディン１８．２（ＣＬＤＮ１８．２）に結合し、前記抗体又はその抗原
結合性フラグメントが、ＴＥＤＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）、
又はＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）のアミノ酸配列を有するＣＬ
ＤＮ１８．２内のエピトープに少なくとも結合することによって、ＣＬＤＮ１８．２に結
合する、抗体又はその抗原結合性フラグメント。
２．　前記ＣＬＤＮ１８．２が、細胞表面膜結合性ＣＬＤＮ１８．２である、１．に記載
の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
３．　前記ＣＬＤＮ１８．２が癌細胞上に存在する、１．又は２．に記載の抗体又はその
抗原結合性フラグメント。
４．　前記癌細胞が、ＣＬＤＮ１８．２発現癌細胞である、３．に記載の抗体又はその抗
原結合性フラグメント。
５．　前記癌細胞が、胃癌細胞、食道癌細胞、膵臓癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、結腸
癌細胞、肝癌細胞、頭頸部癌細胞および胆嚢癌細胞からなる群より選ばれる、３．又は４
．に記載の抗体又はその抗原結合性フラグメント。
６．　胃上皮細胞以外の非癌性細胞に結合しない、１．～５．のいずれか一項に記載の抗
体又はその抗原結合性フラグメント。
７．　非癌性肺細胞に結合しない、１．～６．のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原
結合性フラグメント。
８．　キメラ抗体、ヒト抗体又はヒト化抗体である、１．～５．のいずれか一項に記載の
抗体。
９．　モノクローナル抗体である、１．～８．のいずれか一項に記載の抗体。
１０．　（ｉ）アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４４（ｍｕＡＢ　４３－１４Ａ）
もしくはＤＳＭ　ＡＣＣ３１４３（ｍｕＡＢ　３５－２２Ａ）下に寄託されたクローンよ
り生成されるか又は得られる抗体、
　（ｉｉ）（ｉ）の抗体のキメラ化形態又はヒト化形態である抗体、
　（ｉｉｉ）（ｉ）の抗体の特異性を有する抗体、及び
　（ｉｖ）（ｉ）の抗体の抗原結合部分又は抗原結合部位を含む抗体、からなる群より選
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ばれる抗体、あるいは
　（ｉ）～（ｉｖ）のいずれか一つの抗体の抗原結合性フラグメント。
１１．　前記（ｉ）の抗体の抗原結合部分又は抗原結合部位が、前記（ｉ）の抗体の可変
領域を含む、１０．に記載の抗体。
１２．　少なくとも一つの検出可能な標識と結合している、１．～１１．のいずれか一項
に記載の抗体又は抗原結合性フラグメントを含む、コンジュゲート。
１３．　１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体を産生可能なハイブリドーマ。
１４．　アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３１４４（ｍｕＡＢ　４３－１４Ａ）又はＤ
ＳＭ　ＡＣＣ３１４３（ｍｕＡＢ　３５－２２Ａ）下に寄託されたハイブリドーマ。
１５．　試料中のＣＬＤＮ１８．２を検出する或いはＣＬＤＮ１８．２の量を決定する方
法であって、
　（ｉ）試料を、１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメント
、或いは１２．に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出する或いは複合体の量を決定するステップ
と、を含む、方法。
１６．　細胞がＣＬＤＮ１８．２を発現するか否かを判定する方法であって、
　（ｉ）、細胞試料を、１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は抗原結合性フラグ
メント、或いは１２．に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、前記試
料における細胞によって発現されたＣＬＤＮ１８．２との間における複合体の形成を検出
するステップと、を含む、方法。
１７．　癌を診断、検出又は観測する方法であって、
　（ｉ）生体試料を、１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメ
ント、或いは１２．に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出する、及び／又は複合体の量を決定するス
テップと、を含む、方法。
１８．　ＣＬＤＮ１８．２を標的とする癌療法により癌を治療可能であるか否かを判定す
る方法であって、
　（ｉ）癌細胞を含む試料を、１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は抗原結合性
フラグメント、或いは１２．に記載のコンジュゲートと接触させるステップと、
　（ｉｉ）前記抗体、前記抗原結合性フラグメント、又は前記コンジュゲートと、ＣＬＤ
Ｎ１８．２との間における複合体の形成を検出するステップと、を含む、方法。
１９．　１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は抗原結合性フラグメント、或いは
１２．に記載のコンジュゲートを含む、診断テストキット。
２０．　前記ＣＬＤＮ１８．２が、配列表のＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２に従うアミノ酸配列
、又は前記アミノ酸配列の変異体を含む、１．～１１．のいずれか一項に記載の抗体又は
抗原結合性フラグメント、１２．に記載のコンジュゲート、１３．又は１４．に記載のハ
イブリドーマ、或いは１５．～１８．のいずれか一項に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【０２０９】
【図１】図１はクローディン１８タンパク質（ヒト／マウス）の配列アライメントである
。この配列アライメントは、ヒトおよびマウスのクローディン１８．２間、および、ヒト
のクローディン１８．１とクローディン１８．２との間の高い相同性を示す。
【図２】図２はマウス免疫化に用いられたＣＬＤＮ１８．２のＣ末端部分（ａａ１９１－
２６１）を含む組換えタンパク質である。
【図３】図３は４３－１４Ａおよび３５－２２Ａ抗体の配列分析を示す。
【実施例】
【０２１０】
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　本明細書で用いられた技術と方法はここに記述されているか、そのものとして知られて
おり、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、分子クローニング：実験室マニュアル、２版（１９
８９）コールドスプリングハーバー研究所プレス、コールドスプリングハーバー，Ｎ．Ｙ
で記述したような方法で行われる。キットと試薬の使用を含むすべての方法は、特別に指
示がない限り製造者の情報によって行われる。
【０２１１】
（実施例１：モノクローナル抗体の生成）
　このプロジェクトの目的は、胃のＣＡ、食道のＣＡ、膵膓のＣＡおよび肺のＣＡ　ＦＦ
ＰＥ組織中に腫瘍細胞を発現するＣＬＤＮ１８．２を検出できるマウスのモノクローナル
ＣＬＤＮ１８－特異抗体を生成することであった。
【０２１２】
　特異性が高く親和性の高い診断用ＣＬＤＮ１８．２抗体を生成するため、他の免疫原と
アジュバントを大きく変えて免疫プロトコルを開始することが必須である。プロジェクト
において、α－ＣＬＤＮ１８免疫反応を誘発するために多様な免疫戦略を用いて、約１０
０匹のマウス（Ｃ５７Ｂｌ／６　ａｎｄ　Ｂａｌｂ／ｃ）に接種された。
【０２１３】
　マウス免疫系を誘発し免疫寛容を克服するため、ウイルス類似粒子（ＶＬＰ）、ペプチ
ド－コンジュゲート、他の発現パートナー（タグ）を有する組換え融合タンパク質として
発現されるヒトＣＬＤＮ１８．２の他の一部をコードする組換えタンパク質を用いた。
【０２１４】
　１３の異なる免疫戦略の中で、最良の結果は、多様なアジュバント（下記表１を参照、
融合３５）の組み合わせ下でＨＩＳ－タグ化ＣＬＤＮ１８　Ｃ－末端組換えタンパク質（
図２を参照；免疫＃２０）でマウスを治療することによって達成された。
【０２１５】
　一つの候補（３５－２２Ａ）は、４段階－免疫戦略（３０日）により生じた。さらなる
候補（４３－１４Ａ）は、７段階－免疫プロトコル（７９日）により生じた。（下記表１
を参照、融合４３）
【０２１６】
　脾臓を摘出する２日前に、マウスは標的Ｂ－細胞を活性化するためにブーストされた。
【０２１７】
　融合の日に、マウスの脾細胞を単離し、マウス骨髄種細胞株Ａｇ８．６５３と融合した
。マウス細胞を骨髄種に融合させるため、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７
５）の標準プロトコルに従って行った。ＨＡＴを選択した後、免疫化に用いられた抗原を
認識する抗体の分泌のために、上清をＥＬＩＳＡにてテストした。
【０２１８】
　ＥＬＩＳＡ陽性上清のハイブリドーマ細胞を、モノクローナルハイブリドーマを生成す
るためにサブクローニングし、サブクローニングされたハイブリドーマ細胞の上清をＥＬ
ＩＳＡにて再スクリーニングした。陽性クローンのハイブリドーマ細胞は増殖され、上清
を更に分析した。
【０２１９】
（実施例２：モノクローナルハイブリドーマ上清のウエスタンブロットスクリーン）
　上清中のＥＬＩＳＡ－陽性抗体が、組換えクローディン１８、又はＨＥＫ２９３細胞を
発現する、安定に導入されたクローディン１８からのタンパク質溶解物のいずれかに結合
することが可能であるかという問いに答えるために、ウエスタンブロット分析が行われた
。ウエスタンブロット分析においてクローディン１８に特異的に結合可能な抗体が増殖さ
れた。細胞は凍結保存され、抗体はＭＡＢｓｅｌｅｃｔ（ＦＰＬＣ）によって精製された
。ウエスタンブロットスクリーンにより選択された抗体を精製し、免疫組織化学によって
ホルマリンに固定されたパラフィン包埋組織（ＦＦＰＥ）内でそれらの抗原を結合する能
力について評価した。
【０２２０】
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（実施例３：組織学分析－ウエスタンブロット陽性抗体の第１スクリーン）
　この実験の目的は、ＣＬＤＮ１８の特異性と抗体の感度を確認することであった。これ
はＦＦＰＥ正常な胃組織を発現するＣＬＤＮ１８を用いて行われた。
【０２２１】
　第１実験において、ウエスタンブロットテストが行われ、精製された抗体はヒトの胃Ｆ
ＦＰＥ断片上に０．５μｇ／ｍｌの濃度で分析された。効能に優れ、多くの量のバックグ
ラウンドを生産しなかった抗体は、更に感度と特異性をテストするため、多様な正常な胃
組織上に０．２μｇ／ｍｌおよび０．１μｇ／ｍｌで滴定した。最良の抗体が既に０．２
μｇ／ｍｌで非常に優れた効能を発揮し、基準（ｂｅｎｃｈｍａｒｋ）としての役割を果
たしたため、以後の開発段階では、新たに生成された抗体は０．２μｇ／ｍｌの濃度で直
接テストされた。テストが行われたヒトの胃組織の粘膜上皮上に強いシグナルを生成し、
隣接した粘膜組織上にはバックグラウンドを生成しない抗体が、さらなる滴定実験と特異
性分析のために選択された。２個の抗体は優れた効能を発揮した：３５－２２Ａと４３－
１４Ａ；下記表２および表３を参照。
【０２２２】
　テストが行われた正常な胃組織上で強いシグナルを生産する抗体が更に癌組織上で分析
された。対応するハイブリドーマ細胞を無血清培地に適用させた。ｍｕｍＡｂ　４３－１
４Ａを用いて生産されるシグナルは、ｍｕｍＡｂ　３５－２２Ａを用いて生産されるシグ
ナルより僅かに強かった；下記表４を参照。
【０２２３】
（実施例４：組織学的深層分析と抗体の特性）
　無血清で生産された抗体を、胃のＣＡ組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）を染色させるため
に用いられた。染色された場合の量、シグナルの強度、陽性腫瘍細胞の量を分析した。
【０２２４】
　ｍｕｍＡｂｓ３５－２２Ａと４３－１４Ａは染色強度に優れた。テストが行われた抗体
３５－２２Ａと４３－１４Ａとの間では、染色パターンにおける明らかな差異はなく、僅
かな差異のみ検出された。
【０２２５】
（実施例５：正常組織パネルを用いた抗体特異性の分析）
　選択された抗体は、高いＣＬＤＮ１８標的特異性を確保するために多様で関連のある組
織上でテストされた；下記表５Ａおよび表５Ｂを参照。
【０２２６】
　抗体３５－２２Ａと４３－１４Ａの染色パターンと染色強度において明らかな差異がな
いということが以前の実験で認められた。従って、抗体を、より臨床的に指向されたプロ
トコルの染色実験に供した。標準病理学実験室で適用可能な染色過程をシミュレートする
ため、短期間（１時間）の一次抗体培養ステップを有する１日－プロトコルが確立された
。
【０２２７】
　分析されたすべての場合において、ｍｕｍＡｂ　４３－１４Ａが非常に優れた効能を発
揮し、ｍｕｍＡｂ　３５－２２Ａと比較しても更に優れた効能を発揮した；下記表６を参
照。
【０２２８】
（実施例６：関連する組織に関する深層分析－気道上皮）
　ｍｕｍＡｂ　４３－１４Ａは、特に肺／気管支の通路（ｌｕｎｇ／ｂｒｏｎｃｈｉａｌ
　ｔｒａｃｔ）の標的組織内において、それらの特異性を確かにするために多様な関連す
る気道組織上で更に分析された。このような組織についてＣＬＤＮ１８．１の発現が報告
された。診断抗体が、ＣＬＤＮ１８．１の肺／気管支発現アイソフォームと交差反応する
か否かを分析するため、利用可能なすべての肺／気管支組織をスクリーンした。肺と気管
支組織において何らのシグナルも検出されなかった；下記表７を参照。このような気道組
織で発現されるＣＬＤＮ１８アイソフォームは抗体４３－１４Ａにより認識されない。
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【０２２９】
（実施例７：ｍｕｍＡｂｓ　４３－１４Ａおよび３５－２２Ａのエピトープマッピング）
　ペプチドＥＬＩＳＡは、ＣＬＤＮ１８．２上の抗体結合エピトープを同定するため行わ
れた。各精製された抗体は、ＣＬＤＮ１８．２のＣ－端末配列をカバーする重複ペプチド
上でテストされた。３５－２２Ａと４３－１４ＡはいずれもペプチドＴＥＤＥＶＱＳＹＰ
ＳＫＨＤＹＶに対するエピトープマッピングに対して特定の結合を示した。下記の配列が
反応配列として決定された：ＥＶＱＳＹＰＳＫＨＤＹＶ。
【０２３０】
（実施例８：ｍｕｍＡｂｓ　４３－１４Ａおよび３５－２２Ａの配列分析）
　抗体４３－１４Ａおよび３５－２２Ａの配列分析を図３に示す。
【０２３１】
（実施例９：他の癌組織の染色）
　４％緩衝ホルマリンに固定されたパラフィン包埋試料のスライド上で免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）を行った。パラフィン包埋は標準プロトコルによって行われた。
【０２３２】
　脱パラフィンした後に、すべてのスライドは、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０（ｐＨ６
．０）が添加された１０ｍＭクエン酸中で１２０℃にて１０分間煮沸し、その後（２％　
Ｈ２Ｏ２により）クエンチしてブロックし、一晩の間４℃で０．２μｇ／ｍｌから０．５
μｇ／ｍｌまでの診断モノクローナルマウス抗－ＣＬＮＤＮ１８．２抗体４３－１４Ａ又
は３５－２２Ａと共に培養することにより、抗原不活化された。抗体結合は、ポリマーベ
ースのパワービジョン抗体（Ｐｏｗｅｒ　ｖｉｓｉｏｎ　ＨＲＰ　ｇｏａｔ－ａ－ｍｏｕ
ｓｅ；Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ、ダイフェン、オランダ）と基質－色素溶液（Ｖｅｃｔｏ
ｒＲｅｄ；Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ、バーリンゲーム、ＵＳＡ）を用いて西洋ワサビペル
オキシダーゼが標識された二次抗体によって可視化された。断片は順にＭａｙｅｒのヘマ
トキシリン（Ｃａｒｌ　Ｒｏｔｈ　ＧｍｂＨ，Ｋａｒｌｓｒｕｈｅ，ドイツ）を用いて対
比染色され、評価者による評価に供した。
【０２３３】
組織学的評価
　各断片で可視化されたすべての腫瘍細胞に対する陽性に染色された腫瘍細胞の相対比率
について、すべての試料を分析した。染色の強度は、陰性（－）、弱い陽性（１＋）、中
度陽性（２＋）、強い陽性（３＋）に分類された。膜染色のみが陽性と認められた。ヒト
の胃組織は、各染色に対して陽性対照として用いた。ＰａｎＩＮ（膵上皮内腫瘍性病変）
は強い陽性としてしばしば見られることから、これらの領域についても強い陽性（３＋）
に関する内部の染色強度の基準として検討された。
【０２３４】
　強い膜シグナルは、膵膓、食道及び胃の癌性組織（表８）内で両抗体について、又は、
肺癌性組織（表９）内で抗体４３－１４Ａについて生じた。陽性腫瘍細胞の数は異なる腫
瘍症例の間でそれぞれ異なる。分析された試料において最も大きい部分は２＋陽性から３
＋陽性である。
【０２３５】
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【表１】

【０２３６】
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【表２】

【０２３７】
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【表３】

【０２３８】
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【表４】

【０２３９】
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【表５Ａ】

【０２４０】
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【表５Ｂ】

【０２４１】
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【表６】

【０２４２】
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【表７】

【０２４３】
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【表８】

【０２４４】
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【表９】
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