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(57)【要約】
　本発明は、ヒト結腸直腸癌および膵臓癌－関連抗原に結合する組み換えモノクローナル
抗体を提供し、ならびに該抗体鎖をコードする核酸配列を、そして該核酸に対応するアミ
ノ酸配列を、そしてこれらの抗体、核酸およびアミノ酸の使用を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２本の軽鎖部分および２本の重鎖部分を含む、単離された組み換えモノクローナル抗体
であって、該軽鎖部分のそれぞれが図４（配列番号：１４）に示されるアミノ酸またはこ
の配列の変異体、バリアント、ホモログ、部分、フラグメントもしくは誘導体を含み、そ
して該重鎖部分のそれぞれが図５（配列番号：１５）に示されるアミノ酸またはこの配列
の変異体、バリアント、ホモログ、部分、フラグメントもしくは誘導体を含み、結腸直腸
癌細胞および膵臓癌細胞に特異的なＡＤＣＣ活性を示す、抗体。
【請求項２】
　請求項１記載の抗体を含む、診断キット。
【請求項３】
　請求項１記載の抗体および担体を含む、組成物。
【請求項４】
　ラベルに連結された、請求項１記載の抗体。
【請求項５】
　ヒト免疫グロブリンガンマ－１およびカッパの定常領域に連結された、請求項１記載の
組み換え抗体の軽鎖および重鎖の可変領域を含む、キメラ抗体。
【請求項６】
　請求項５記載の抗体を含む、診断キット。
【請求項７】
　請求項５記載の抗体および担体を含む、組成物。
【請求項８】
　ラベルに連結された、請求項５記載の抗体。
【請求項９】
　アミノ酸残基ＧＡＳＥＮＩＹＧＡＬＮ（配列番号：１）またはＱＡＳＥＮＩＹＧＡＬＮ
（配列番号：４）からなる軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸残基ＧＡＳＮＬＡＤ（配列番号：２）またはＧＡＳＮＬＡＴ（配列番号：５）
からなる軽鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸残基ＱＮＶＬＳＳＰＹＴ（配列番号：３）またはＱＱＶＬＳＳＰＹＴ（配列番
号：６）からなる軽鎖ＣＤＲ３；
　アミノ酸残基ＧＹＴＦＴＤＹＡＭＨ（配列番号：７）からなる重鎖ＣＤＲ１；
　アミノ酸残基ＬＩＳＴＹＳＧＤＴＫＹＮＱＮＦＫＧ（配列番号：８）またはＩＳＴＹＳ
ＧＤＴＫＹＮＱＮＦＱＧ（配列番号：１０）からなる重鎖ＣＤＲ２；および
　アミノ酸残基ＣＤＹＳＧＳＲＹＷＦＡＹ（配列番号：９）またはＧＤＹＳＧＳＲＹＷＦ
ＡＹ（配列番号：１１）からなる重鎖ＣＤＲ３；
を含む、抗体または抗体の部分、あるいは該抗体または該抗体の部分が１６Ｃ３により認
識される抗原を結合する、前記ＣＤＲのいずれかを有する機能的均等物。
【請求項１０】
　請求項９記載の抗体を含む、診断キット。
【請求項１１】
　請求項９記載の抗体および担体を含む、組成物。
【請求項１２】
　ラベルに連結された、請求項９記載の抗体。
【請求項１３】
　図４（配列番号：１４）および図５（配列番号：１５）、または図６（配列番号：１６
～２１）および図７（配列番号：２２～２７）、または図１２（配列番号：２８～２９）
に示される配列、あるいはこれらの配列のいずれかの変異体、バリアント、ホモログ、部
分、フラグメントもしくは誘導体から得られた、ヒト化モノクローナル抗体。
【請求項１４】
　請求項１３記載の抗体を含む、診断キット。
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【請求項１５】
　請求項１３記載の抗体および担体を含む、組成物。
【請求項１６】
　ラベルと連結された、請求項１３記載の抗体。
【請求項１７】
　図２（配列番号：１２）に示される核酸を有するオリゴヌクレオチド、図２記載の配列
に相補的な配列を有するオリゴヌクレオチド、図３（配列番号：１３）記載の配列を有す
るオリゴヌクレオチド、図３記載の配列に相補的な配列を有するオリゴヌクレオチド、こ
れらのいずれかの変異体、バリアント、ホモログ、部分、フラグメントおよび誘導体、の
少なくとも１つを含む群より選択される、単離されたオリゴヌクレオチド。
【請求項１８】
　ベクター中に存在する、請求項１７記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１９】
　該オリゴヌクレオチドの発現を指令する遺伝領域をさらに含む、請求項１７記載の単離
されたオリゴヌクレオチド。
【請求項２０】
　ベクター中に存在する、請求項１９記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２１】
　宿主細胞中に含まれる、請求項２０記載のベクター。
【請求項２２】
　当該オリゴヌクレオチドによりコードされるポリペプチド（群）を発現させるために使
用できる、請求項２１記載の宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００７年１１月８日に出願された米国仮出願番号第６０／９９６，２５５
号（出典明示により本明細書に包含される）の優先権の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は、組み換えモノクローナル抗体およびペプチド、そして診断手順を含む臨床手
順および科学的手順におけるそれらの使用の分野に関し、特にそのような過程はヒト結腸
直腸癌および膵臓癌－関連抗原（ＣＰＡＡ）の検出、および該組み換えモノクローナル抗
体およびペプチドにより認識されるエピトープの特性評価、を含む。本発明はまた、結腸
直腸癌および膵臓癌に関連する病的状態を診断および／または処置するための本発明の診
断方法および／または治療方法に有用な、診断化合物および／または医薬組成物の形式の
、抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドを提供する。
【背景技術】
【０００３】
　世界保健機構による最新のデータによれば、世界での総死亡数５８００万人のうち、癌
は死亡全体の１３パーセントを占めた。世界の癌による死亡は、２０１５年には癌死者は
該算で９００万人に、そして２０３０年の死者は１１００万人を超えるまでに増えると予
測されている。すべての癌のうち、結腸直腸癌は米国での癌に関連する死亡の第３の主要
原因であるのに対し、膵臓癌は１１番目に最も一般的な癌であり、そして男性と女性の両
方での癌での死亡の第４の主要原因である。この恐ろしいシナリオは、新たな癌診断およ
び治療の大きな必要性を示す。
【０００４】
　現行の技術、例えばハイブリドーマの使用に関する技術は、研究者および臨床医に利用
可能であり、一般的な診断手順および臨床手順に有用な高い特異性の強力なモノクローナ
ル抗体の供給源となっている。例えば、ＦＤＡにより結腸直腸癌の処置について現在承認
されている治療抗体には、例えばアバスチン（ＡＶＡＳＴＩＮ（登録商標））(ベバシズ
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マブ（bevacizumab）、ジェネンテック社（Genentech, Inc.）)、エルビタックス（ＥＲ
ＢＩＴＵＸ（登録商標））（セツキシマブ（cetuximab）注射剤、インクローンシステム
ズ社（ImClone Sys. Inc.）/Merck/Bristol-Myers Squibb）およびベクチビックス（ＶＥ
ＣＴＩＢＩＸ（登録商標））（パニツムマブ（panitumumab）、アムジェン社（Amgen Inc
.）)がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　それにもかかわらず、癌に対抗するにあたっての最も重要な挑戦は、早期診断を追求す
ることのままである。診断されたときに癌が進行していればしているほど、治療はあまり
効果的なものではなくなっているであろう。米国癌学会は、ステージ１の結腸癌と診断さ
れたアメリカ人の９０パーセントは診断の５年後もまだ生存しているが、ステージ３の癌
と診断された人々はわずか６８パーセントが診断の５年後に生存しているのみであると、
評価する。
　このように、癌研究の進歩にもかかわらず、結腸直腸癌と膵臓癌の早期診断および処置
に有用な組み換えモノクローナル抗体に対する必要性は残っている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の目的は、ヒト結腸直腸癌および膵臓癌－関連抗原（ＣＰＡＡ）の抗原およびエ
ピトープに対する特異性を有する組み換えモノクローナル抗体、または組み換えモノクロ
ーナル抗体の部分（ペプチド）を提供する。従って、ＣＰＡＡ蛋白質およびペプチド、例
えばそれらの蛋白質またはペプチド上のエピトープに対する特異性を有する組み換えモノ
クローナル抗体またはその部分、例えばパラトープを提供することが、本発明の目的であ
る。
【０００７】
　本発明のさらなる目的は、そのヌクレオチド配列（遺伝子）が前記組み換え抗体の重鎖
および軽鎖の部分または全部をコードするオリゴヌクレオチド、例えばｃＤＮＡを提供す
ることである。したがって、本発明の態様は、ＣＰＡＡを、特に特定のＣＰＡＡに共通し
て存在する抗原決定基またはエピトープを特異的に認識するモノクローナル抗体の可変領
域をコードする遺伝子を提供する。
　本発明のさらなる目的は、上記遺伝子を含む組み換えベクターを提供する。本発明のさ
らなる目的は、上記組み換えベクターを用いて得られる形質転換体を提供する。
【０００８】
　研究、診断および臨床目的のためにＣＰＡＡに特異的な組み換え抗体を用いる際にそれ
らを容易に単離できるようにし並びに多用途化できるマーカーがタグ付けされた、ＣＰＡ
Ａに特異的な組み換え抗体を提供することは、本発明のよりさらなる目的である。本発明
のさらなる態様は、ヒト免疫グロブリンガンマ－１およびカッパ定常領域にそれぞれ連結
されたＣＰＡＡに特異的なネズミ抗体の重鎖および軽鎖の可変領域を含む、キメラ抗体を
提供する。本発明の他の目的は、ＣＰＡＡに特異的な完全ヒト化組み換え抗体を提供する
。この実施形態の態様において、完全ヒト化組み換え抗体は、その反応性を維持しつつヒ
トにおけるその免疫原性を低下させるために最適化される。
【発明の効果】
【０００９】
　　研究、診断および臨床用途のために本明細書で開示される組み換え抗体を用いる方法
を提供することは、本発明の他の目的である。特に、本発明の目的は、おそらく疾病の症
状のない患者における癌の早期発見のための診断ツールを提供する。他の態様は、緩徐型
の膵臓癌と悪性の膵臓癌とを区別するための免疫組織化学的ツールを提供する。
【００１０】
　本発明の他の目的は、その必要性のある患者にＣＰＡＡ抗原に結合する抗体、その部分
、フラグメント、ペプチドもしくは誘導体を投与することを含む、腫瘍縮小を促進するた
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めの方法または形質転換された細胞の死を引き起こすための方法であって、該抗体が腫瘍
縮小または細胞死を促進するのに十分な量で投与される、方法を提供する。
　本発明のさらに別の目的は、抗ＣＰＡＡ抗体および／または抗ＣＰＡＡペプチドを用い
た、ＣＰＡＡの存在と関連する動物細胞、組織または病理の試験管内（インビトロ）、そ
の場（インシトゥー）および／または生体内（インビボ）診断および／または処置に有用
性のある方法を提供する。本発明はまた、ＣＰＡＡ関連の病的状態を診断および／または
処置するための本発明の診断および／または治療方法に有用な、医薬のおよび／または診
断の化合物および／または組成物の形式の抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドを提供する。
【００１１】
　本発明は、２個の軽鎖および２個の重鎖を含み、その各々の鎖が少なくとも一部のヒト
の定常領域と少なくとも一部のＣＰＡＡに対する特異性を有するヒト起源以外の可変領域
（Ｖ）とを含む、抗ＣＰＡＡキメラ抗体またはヒト化抗体であって、該抗体は高い親和性
（アフィニティー）および／または高い結合活性（アビディティー）をもってＣＰＰ関連
細胞の阻害エピトープ（inhibiting epitope）および／または中和エピトープに結合する
、抗ＣＰＡＡキメラ抗体またはヒト化抗体に関する。本発明はまた、そのような抗体のフ
ラグメントまたは誘導体、例えば一部分または複数部分の抗体鎖、例えば重鎖の定数領域
、連結領域、多様な領域（diversity region）もしくは可変領域、または軽鎖の定数領域
、連結領域もしくは可変領域を含む。該抗体の例示的な部分には、ＣＰＡＡに対する特異
的な結合性を規定する、一部または複数の抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）がある。
　モノクローナル抗体またはその部分により特定されるＣＰＡＡペプチドを特性評価する
ことは、本発明のさらなる目的である。そのような抗原ペプチドは、さらなる抗原結合性
リガンドを創製する際に有用でありうるし、あるいはワクチンまたは他の免疫賦活手法と
して用いられうる。
【００１２】
　本発明のさまざまな有用性に関する抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドを製作および使用す
る方法、例えば、限定するものではないが、本発明に関する抗ＣＰＡＡ抗体または抗ＣＰ
ＡＡペプチドを産生するためのハイブリドーマ法、組み換えもしくはキメラ合成法；溶液
または細胞におけるＣＰＡＡを検出する方法；試験管内で、その場で、または生体内でＣ
ＰＡＡ保有細胞の１つまたは複数の生物活性を阻害する（該ＣＰＡＡ保有細胞を殺すこと
を含む）方法もまた、提供される。それ故、そのような阻害および殺すことは、ＣＰＡＡ
保有細胞、例えば悪性腫瘍が関与する症状または病的状態を緩和するため、本発明の治療
法を包含しうる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、ホリンシェッド（Hollinshead）「ワクチン」である結腸直腸癌および
膵臓癌の細胞膜の精製された調製物のＨＰＬＣ溶出プロファイルを示すトレース図である
。
【図２】図２は、１６Ｃ３ネズミ抗体カッパ軽鎖のＤＮＡ配列を示す。推定されるＡＴＧ
開始コドンは太字／下線付きで示され、推定されるＴＡＧ終止コドンは斜字体／下線付き
で示される。
【図３】図３は、１６Ｃ３抗体ＩｇＧ重鎖のＤＮＡ配列を示す。推定されるＡＴＧ開始コ
ドンは太字／下線付きで示され、推定されるＴＡＧ終止コドンは斜字体／下線付きで示さ
れる。
【図４】図４は、１６Ｃ３抗体のカッパ軽鎖のアミノ酸配列を表す。ＣＤＲ領域は、太字
／下線付きの書体で示される。
【図５】図５は、１６Ｃ３重鎖のアミノ酸配列を表す。ＣＤＲ領域は、太字／下線付きの
書体で示される。
【図６】図６は、いくつかのヒト化１６Ｃ３可変軽鎖を示す。１６Ｃ３はネズミ抗体の配
列であり、ｖｅｎｌ６Ｃ３はヒトの枠組み構造配列を用いてベニアされた（veneered）も
のであり、ｃｄｒｌ６Ｃ３はヒトＣＤＲアミノ酸を用いてリモデルされたものであり、ａ
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ｂｂｌ６Ｃ３は短縮型ＣＤＲグラフティング（abbreviated CDR grafting）を表し、ｓｄ
ｒｌ６Ｃ３は部位決定アミノ酸変化（site determining amino acid change）を示し、ｆ
ｒａ１６Ｃ３は、ヒト可変領域のさまざまな「ピース」の組み合わせを用いることにより
可変領域をリモデルする「フランケンシュタイン（Frankenstein）」アプローチを表す。
数字は、カバット番号付けを反映する。
【図７】図７は、いくつかのヒト化１６Ｃ３の可変重鎖を示す。略語は、図６のものと同
意義である。
【図８】図８は、未処理の１６Ｃ３腫瘍抗原に対する１６Ｃ３抗体を用いた、さまざまな
細胞系のウェスタンブロット解析の放射線写真である。ＴＵ＝患者の摘出された腫瘍試料
（結腸直腸）；ＬＳ＝ＬＳ１７４；ＣＦ＝ＣＦＰＡＣ－１；ＡＳ＝ＡＳＰＣ－１；ＨＴ－
ＨＴ２９。
【図９】図９は、蛋白質分解酵素Ｖ８処理した１６Ｃ３腫瘍抗原を表すウェスタンブロッ
トの放射線写真である。ＬＳ１７４細胞系からの１６Ｃ３抗原の蛋白質分解酵素Ｖ８処理
およびウェスタンブロットを用いた抗原の検出。ＬＳ＝未処理の抗原；Ｖ８１＝室温（Ｒ
Ｔ）での蛋白質分解酵素Ｖ８による１時間のインキュベーション；Ｖ８３＝ＲＴでの蛋白
質分解酵素Ｖ８による３時間のインキュベーション；Ｖ８２４＝ＲＴでの蛋白質分解酵素
Ｖ８による２４時間のインキュベーション。
【図１０】図１０は、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ処理された１６Ｃ３腫瘍抗原を表すウェスタンブ
ロットを示す。ＣＦＰＡＣ－Ｉからの１６Ｃ３抗原を、ＰＮＧａｓｅ－Ｆ（Ｎ連結型糖鎖
付加を切り出す）でさまざまな時間処理した。ＣＦＣ＝酵素なしでＲＴにて２４時間イン
キュベートされた抗原；ＣＦ＝未処理の対照抗原；ＣＦ１＝ＲＴにて１時間酵素処理され
た抗原；ＣＦ５＝５時間酵素処理された抗原；ＣＦ２４＝２４時間酵素処理された抗原。
高分子量のバンドは影響を受けるが、低分子量のバンドは影響を受けない。
【図１１】図１１は、１６Ｃ３抗体を用いた、さまざまな胎児組織抽出物中に発現されて
いる１６Ｃ３腫瘍抗原を表すウェスタンブロットを示す。レーン：１＝胎児の腸、ＦｘＩ
ＩＩ（ヘム（Ｈｅｍ））、８／２２／７２；２＝胎児の腸、ＦｘＩＩ（ヘム）、８／２２
／７２；３＝胎児の消化管、ＦｘＩＩＩ、２／２６／７３；４＝胎児の消化管、ＦｘＩＩ
、ＨＢ１１／１／７２；５＝胎児の消化管、ＦｘＩＩＩ、１２／２０／７２；６＝胎児の
腸、ＦｘＩ、６／２４／７５；７＝胎児の消化管、ＦｘＩ、１２／２０／７２；８＝胎児
の消化管、ＦｘＩＩ、３／１／７３；９＝胎児の腸レグ（Ｒｅｇ）２およびレグ３Ａ、８
／３／７４。
【図１２】図１２は、最適化されたヒト化１６Ｃ３抗体のアミノ酸配列を示す。下線付き
太字のアミノ酸はＣＤＲを示し、「／」はリーダーペプチド／成熟Ｎ末端の連結部および
可変ドメイン／定常ドメインの連結部を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
（発明の詳しい説明）
　本発明が、本明細書に記載される特定の方法論、プロトコルおよび試薬、その他のもの
に限定されることはなく、またそれらが改変されてもよいことは理解されるべきである。
本明細書中で用いられる専門用語は、特定の実施形態を記載することのみを目的とするも
のであって、本発明の範囲を限定する意図はなく、それは特許請求の範囲によってのみ規
定される。
　特に定義されない限り、本明細書記載の抗体に関連して用いられる科学用語および技術
用語は、当業者により一般に理解される意味を有するものである。さらに、文脈により特
に要求されない限り、単数形の用語は複数形を含みうるし、複数形の用語は単数形を含み
うる。一般に、本明細書記載の、細胞培養および組織培養、分子生物学ならびに蛋白質お
よびオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド化学およびハイブリッド形成に関連して
用いられる命名法ならびに技術は、当分野で周知であり、通常用いられるものである。
【００１５】
　標準的な技術が、組み換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成ならびに組織培養および形
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質転換（例えばエレクトロポレーション、リポフェクション）に用いられる。酵素反応お
よび精製技術は、製造業者の仕様書に従って、あるいは当分野で一般に行われるように若
しくは本明細書に記載されるように実施される。前述の技術および手順は、概して、当分
野で周知の従来法に従って、また本明細書を通じて引用され、記述される様々な一般的な
文献およびより専門的な文献に記載されるように、実施される。例えば、Sambrookら、MO
LECULAR CLONING: LAB. MANUAL（第３版、Cold Spring Harbor Lab. Press, Cold Spring
 Harbor, NY, 2001）を参照のこと。本明細書記載の分析化学、有機合成化学ならびに医
薬品化学および薬化学に関連して用いられる命名法、ならびにそれらの研究室手順および
技術は、当分野で周知であり、当分野で通常用いられるものである。標準的な技術が、化
学合成、化学分析、医薬品製造、製剤および送達、そして患者の処置に用いられる。
【００１６】
　実施例中、または特に断らない限り、本明細書中で用いられる原料または反応条件の量
を表す数字はすべて、用語「約」により全例示についてモディファイされると理解される
べきである。
　特定された特許および他の刊行物はすべて、例えば、本発明と関連して用いられうる該
文献記載の方法論を記述するおよび開示する目的のために、出典明示により明確に本明細
書の一部とされる。これらの刊行物は、本出願の出願日前の開示内容を単に提供するもの
である。この点に関し、本発明者らが、先行発明によりまたは他のいかなる理由について
も、そのような開示に先行する権利を与えられないという承認であると介されるものはな
い。これらの文書の内容に関する日付または表示に関する記載はすべて、出願人に利用可
能な情報に基づいており、これらの文書の日付または内容の正当性に関するいかなる承認
も構成しない。
【００１７】
　本発明は、組み換えモノクローナル抗体およびペプチド、診断手順を含む臨床手順およ
び科学的手順における使用を提供し、特にそのような過程はヒト結腸直腸癌および膵臓癌
－関連抗原（ＣＰＡＡ）の検出、および該組み換えモノクローナル抗体およびペプチドに
より認識されるエピトープの特性評価を提供する。本発明はまた、結腸直腸癌および膵臓
癌に関連する病的状態を診断および／または処置するための本発明の診断方法および／ま
たは治療方法に有用な、診断化合物および／または医薬組成物の形態の、抗ＣＰＡＡ抗体
およびペプチドを提供する。そのような抗ＣＰＡＡモノクローナル抗体の１つはすでに特
性評価されており、米国特許第７，３１４，６２２号を参照のこと。しかしながら、本明
細書記載の抗原結合タンパク質は、新規である。
【００１８】
　一般に、モノクローナル抗体は診断法においてかけがえのない試薬として用いられる。
実際、その高い特異性のため、それらは隠れた生合成経路中のさまざまな生体分子の機能
を説明するのに大きな役割を果たしている。これらはまた、腫瘍特異抗原の特定および特
性評価に関する選択的な試薬でもあり、癌分類における有用なツールでもある。
【００１９】
　分子生物学および組み換え技術の方法の出現により、抗体および抗体様分子は組み換え
手法により産生され、それによって、抗体のポリペプチド構造に見出される特定のアミノ
酸配列をコードする遺伝子配列の創出が可能である。そのような抗体は、該抗体のポリペ
プチド鎖をコードする遺伝子配列のクローニングによって、あるいは合成ポリペプチド鎖
を特定のエピトープおよび抗原決定基に対して親和性を有する活性型の４量体（Ｈ２Ｌ２

）構造を形成させるためにアセンブルさせる該ポリペプチドの直接的な合成のいずれかに
よって、作製することができる。これにより、別の種および異なる供給源からの中和抗体
特有の配列を有する抗体の容易な産生が可能となった。
【００２０】
　抗体の供給源、あるいはそれらがどのように組み換え技術により構築されたか、または
それらが試験管内で、もしくはトランスジェニック動物、研究室のもしくは商業的な大き
さの大規模な細胞培養を用いて、トランスジェニック植物を用いて生体内で合成されたか
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、またはその工程のいずれの段階でも生物を用いない直接的な化学合成によって合成され
たかにかかわらず、すべての抗体は、全体的に類似する３次元構造を有する。この構造は
、しばしばＨ２Ｌ２として与えられ、抗体が一般に２個の軽鎖アミノ酸（Ｌ）および２個
の重鎖アミノ酸（Ｈ）を含むという事実を意味する。両方の鎖は、構造的に相補的な抗原
性の標的と相互作用できる領域を有する。標的と相互作用する領域は、「可変」領域また
は「Ｖ」領域と称され、別の抗原特異性を有する抗体のアミノ酸配列の差異により特徴づ
けられる。Ｈ鎖もしくはＬ鎖のいずれかの可変領域は、抗原性の標的に特異的に結合でき
るアミノ酸配列を含む。
【００２１】
　本明細書で用いられる用語「抗原結合領域」は、抗原と相互作用し、抗体にその抗原に
対する特異性と結合性を与えるアミノ酸残基を含む、抗体分子の部分を意味する。抗体領
域は、抗原に結合する残基の適当な構造を維持するのに必要な「枠組み構造」アミノ酸残
基を含む。
　抗原結合領域を与えるＨ鎖またはＬ鎖の可変領域中に、種々の特異性を有する抗体間で
の極めて大きな多様性のために「超可変」と称される小さい配列が存在する。この超可変
領域はまた、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」領域と称されることもある。これらの
ＣＤＲ領域が、特有の抗原決定構造に関する抗体の基本的な特異性の主たる原因となる。
【００２２】
　ＣＤＲは、可変領域内のアミノ酸中で隣接しないで展開するが、種に拠らず、重鎖可変
領域および軽鎖可変領域中のこれらの重要なアミノ酸配列の位置的場所は、可変鎖のアミ
ノ酸配列内で類似の場所にあることが見出された。すべての抗体の重鎖可変および軽鎖可
変はそれぞれ、軽鎖（Ｌ）および重鎖（Ｈ）について他の領域と各々隣接していない３個
のＣＤＲ領域を有する（Ｌｌ、Ｌ２、Ｌ３、Ｈｌ、Ｈ２、Ｈ３と称される）。一般に認め
られているＣＤＲ領域は、Kabatら、252 J. Biol. Chem. 6609-16（1977）により記述さ
れ、ＣＤＲループは直線状アミノ酸配列の検査の間この規則を適用することにより定義さ
れてよい。しかしながら、ＣＤＲ－Ｈ３ループを特定する規則は変更されてよいが（第４
章、ANTIBODY ENGIN. METHODS ＆ PROTOCOLS、(Lo編. Humana Press, Totowa, NJ, 2004)
を参照のこと）、いくつかのＣＤＲ－Ｈ３ループの実際の境界は、実験技術、例えば円偏
光二色性、核磁気共鳴またはＸ線結晶学なくして特定することはできない。
【００２３】
　すべての哺乳動物種において、抗体ペプチドは、定常領域（すなわち、高度に保存され
ている）および可変領域を含み、後者の中には、ＣＤＲと、重鎖または軽鎖の可変領域内
にあるがＣＤＲの外側のアミノ酸配列からなるいわゆる「枠組み構造領域」とがある。
　抗体のＣＤＲ領域により認識される抗原決定に関して、これは「エピトープ」とも称さ
れる。換言すれば、エピトープは、抗体により認識され、結合されうるいずれかの分子の
部分を意味する（相対する抗体の結合領域は、パラトープと称されることもある）。一般
に、エピトープは、分子の化学的に活性な表面配置、例えばアミノ酸または糖側鎖からな
り、特異的な三次元構造上の特性ならび特異的な荷電特性を有する。
【００２４】
　「抗原」は、抗体に結合されうる分子または分子の部分であり、それらは、その抗原の
エピトープに結合できる抗体を産生するために動物にさらに導入することができる。抗原
は、１個または複数のエピトープを有しうる。上記の特異的な反応は、抗原が高い選択的
様式で対応する抗体と反応するが、他の抗原により惹起され得た多くの他の抗体とは反応
しないことを示すことを意味する。
　かくして、用語「抗体」は、完全免疫グロブリン分子、ならびにその部分、フラグメン
ト、ペプチドおよび誘導体、例えば抗原もしくはエピトープと結合できる抗体のＦａｂ、
Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｓｃ、ＣＤＲ領域、パラトープまたはいずれかの部
分もしくはペプチド配列、の両方を含むことを意味する。抗体は、それが分子と特異的に
反応し、それによって分子を抗体に束縛できる場合に、分子を「結合できる」という。
【００２５】
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　抗体はまた、可溶形式（soluble form）もしくは結合形式（bound form）で標識されて
いてもよい、キメラ抗体、ヒト化抗体、抗体に対する抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体、
ならびに、いずれかの既知技術、例えば限定するものではないが酵素切断、ペプチド合成
もしくは組み換え技術により提供される、それらのフラグメント、部分、領域、ペプチド
もしくは誘導体を含む。本発明のそのような抗体は、ＣＰＡＡまたはＣＰＡＡを保有する
細胞の部分と結合できる。抗体フラグメントまたは一部は、完全抗体のＦｃフラグメント
を欠いていてもよく、循環系からより迅速に除去され、また完全抗体よりもさらに低い非
特異的な組織結合性を有していてもよい。抗体フラグメントの例としては当分野で周知の
方法、例えば酵素（例えばパパイン（Ｆａｂフラグメント）またはペプシン（Ｆ（ａｂ’
）２フラグメント）による蛋白質切断を用いて完全抗体から作製できる。Wahlら、24 J. 
Nucl. Med. 316-25（1983）を参照のこと。抗体の部分は、上記方法のいずれかにより作
製されうるし、あるいは組み換え分子の一部を発現することによって作製されうる。例え
ば、組み換え抗体のＣＤＲ領域（群）を単離し、適当な発現ベクター中にサブクローン化
してもよい。例えば、米国特許第６，６８０，０５３号を参照のこと。
【００２６】
クローン１６Ｃ３のオリゴヌクレオチドおよびアミノ酸配列
　本発明は、ＣＰＡＡと特異的に結合する新規のモノクローナル抗体を提供する。このモ
ノクローナル抗体は、「１６Ｃ３」と称され、それは、ハイブリドーマ・クローンに割り
当てられた数字を意味する。本明細書において、１６Ｃ３はまた、特異的に１６Ｃ３抗体
と結合するその能力のために１６Ｃ３と特定されたＣＰＡＡエピトープと特異的に結合す
るモノクローナル抗体の部分、パラトープまたはＣＤＲも意味する。本明細書記載の１６
Ｃ３の組み換え体およびヒト型のいくつかは、同じ名前により示されることがありうる。
　本発明は、その範囲内に、本発明の抗ＣＰＡＡ抗体の軽鎖および重鎖の可変領域をコー
ドするＤＮＡ配列を含む。１６Ｃ３抗体の軽鎖の可変領域をコードする核酸配列は、図２
に示される。１６Ｃ３抗体の重鎖の可変領域をコードする核酸配列は、図３に示される。
【００２７】
　本発明は、その範囲内に、図４および図１２に表されるアミノ酸配列を含む１６Ｃ３軽
鎖のペプチド；および、図５および図１２に表されるアミノ酸配列を含む１６Ｃ３重鎖の
ペプチド、を包含する。さらに、本発明は、１６Ｃ３カッパ軽鎖について示されるＣＤＲ
領域を包含し、それらは、ＣＤＲ１：ＧＡＳＥＮＩＹＧＡＬＮ（配列番号：１）；ＣＤＲ
２：ＧＡＳＮＬＡＤ（配列番号：２）；およびＣＤＲ３：ＱＮＶＬＳＳＰＹＴ（配列番号
：３）のアミノ酸である、図４中の下線付きで示される残基；ならびに、ＣＤＲ１：ＱＡ
ＳＥＮＩＹＧＡＬＮ（配列番号：４）；ＣＤＲ２：ＧＡＳＮＬＡＴ（配列番号：５）；お
よびＣＤＲ３：ＱＱＶＬＳＳＰＹＴ（配列番号：６）を含む、図１２中下線付きで示され
る軽鎖のアミノ酸である。本発明は、ＣＤＲ１：ＧＹＴＦＴＤＹＡＭＨ（配列番号：７）
；ＣＤＲ２：ＬＩＳＴＹＳＧＤＴＫＹＮＱＮＦＫＧ（配列番号：８）；およびＣＤＲ３：
ＣＤＹＳＧＳＲＹＷＦＡＹ（配列番号：９）を含む、図５中下線付きで示される重鎖のＣ
ＤＲ領域、ならびに、ＣＤＲ１：ＧＹＴＦＴＤＹＡＭＨ（配列番号：７）；ＣＤＲ２：Ｉ
ＳＴＹＳＧＤＴＫＹＮＱＮＦＱＧ（配列番号：１０）；およびＣＤＲ３：ＧＤＹＳＧＳＲ
ＹＷＦＡＹ（配列番号：１１）を含む、図１２中下線付きで示される重鎖のアミノ酸を同
様に同定する。
【００２８】
　本発明の範囲内には、１６Ｃ３またはそのペプチドのアミノ酸配列をコードするいずれ
かのオリゴヌクレオチド配列もまた含まれる。遺伝暗号の縮重のため、複数のコドンがあ
る特定のアミノ酸をコードするために用いられうる。この遺伝暗号を用いると、１個また
は複数の異なるオリゴヌクレオチドが認められることがあり、その各々はそのアミノ酸を
コードするであろう。特定のオリゴヌクレオチドが、事実上、実際のＸＸＸのコード配列
を構成することになる確率は、異常な塩基対形成の関係と、ある特定のコドンが抗ＣＰＡ
Ａ抗体または部分を発現する真核細胞または原核細胞において実際に（ある特定のアミノ
酸をコードするために）用いられる頻度とを考慮することによって見積もることができる
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。そのような「コドン使用頻度規則」は、Latheら、183 J. Molec. Biol. 1-12（1985）
により記載されている。Latheの「コドン使用頻度規則」を用いることで、抗ＣＰＡＡ配
列をコードしうる理論的な「最確の」ヌクレオチド配列を含む、単一のオリゴヌクレオチ
ドまたは一組のオリゴヌクレオチドが特定される。
【００２９】
　時には、あるアミノ酸配列が単一のオリゴヌクレオチドのみによってコードされうるこ
とがあるが、ほとんどの場合、そのアミノ酸配列は一組の類似するオリゴヌクレオチドの
いずれにもコードされうる。重要なことは、その組の全メンバーが、そのペプチドフラグ
メントをコードしうるオリゴヌクレオチドを含んでおり、かくして潜在的にそのペプチド
フラグメントをコードする遺伝子と同じオリゴヌクレオチド配列を含むのに対し、その組
の１個のメンバーだけが、その遺伝子のヌクレオチド配列と同一のヌクレオチド配列を含
むことである。このメンバーはその組中に存在し、そして、その組の他のメンバーが存在
してもＤＮＡにハイブリダイズできるため、そのタンパク質をコードする遺伝子をクロー
ン化するためにある単一のオリゴヌクレオチドを用いるかのごとく、同じ様式で、その未
分画の一組のオリゴヌクレオチドを用いることができる。
【００３０】
　抗ＣＰＡＡ抗体または可変領域または定常領域を含むペプチドをコードしうる理論的な
「最確の」配列を含むオリゴヌクレオチドまたは一組のオリゴヌクレオチドは、その「最
確の」配列または一組の配列とハイブリダイズできる相補的なオリゴヌクレオチド配列ま
たは一組のオリゴヌクレオチドの配列を特定するために、用いられる。そのような相補配
列を含むオリゴヌクレオチドは、可変領域または定常領域の抗ＣＰＡＡ遺伝子を特定し、
そして単離するためのプローブとして用いることができる（Sambrookら、1989）。
【００３１】
　１６Ｃ３のペプチドをコードしうる適切なオリゴヌクレオチドまたは一組のオリゴヌク
レオチド（または、そのようなオリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの組と相補
的なもの）は、特定され（上記の手順を用いることで）、合成され、そして、当分野で周
知の方法により、抗ＣＰＡＡ抗体またはその可変領域もしくは定常領域を発現できる細胞
から誘導されたＤＮＡまたはｃＤＮＡ調製物に対してハイブリダイズされる。「最確の」
抗ＣＰＡＡ領域のペプチドのコード配列と相補的な一本鎖オリゴヌクレオチド分子は、当
業者に周知の手順を用いて合成されうる。Belagajeら、254 J. Biol. Chem. 5765-80 (19
79)；Maniatisら、in MOLEC. MECH. IN CONTROL OF GENE EXPRESSION（Nierlichら編、Ac
ad. Press, NY, 1976)；Wuら、1978; Khorana, 203 Science 614 25 (1979)を参照のこと
。
【００３２】
　加えて、ＤＮＡ合成は、自動合成装置の使用により実現できる。核酸ハイブリッド形成
技術は、Sambrookら、1989により、そしてHayrnesら、NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION, A P
RACTICAL APPROACH (IRL Press, DC 1985)において開示されている。ハイブリッド形成の
洗浄条件は、０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳの洗浄溶液と回転させながら室温で１０分
間のインキュベーション（低ストリンジェント洗浄）、予熱した（４２℃）０．２×ＳＳ
Ｃ／０．１％ＳＤＳの洗浄溶液と回転させながら４２℃で１５分間のインキュベーション
（中ストリンジェント洗浄）、そして、予熱した（６８℃）０．１×ＳＳＣ／０．１％Ｓ
ＤＳの洗浄溶液と回転させながら６８℃で１５分間のインキュベーション（高ストリンジ
ェント洗浄）を含む。Ausubelら、ANTIBODIES: A LAB. MANUAL,（HarlowおよびLane編、C
old Spring Harbor Lab., 1988）を参照のこと。上記技術または類似の技術により、ヒト
・アルデヒド脱水素酵素（Hsuら、82 P.N.A.S. USA 3771-75 (1985)）、フィブロネクチ
ン（Suzukiら、4 Bur. Mol. Biol. Organ. J. 2519-24 (1985)）、ヒト・エストロゲン受
容体遺伝子（Walterら、82 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 7889-93 (1985)）、組織型プ
ラスミノーゲン活性化因子（Pennicaら、301 Nature 214 21 (1983)）およびヒト満期胎
盤性（human term placental）アルカリホスファターゼ相補ＤＮＡ（Keunら、82 P.N.A.S
. USA 8715-19 (1985)）の遺伝子のクローニングに成功した。
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【００３３】
　本発明で使用する抗体コード領域はまた、標準的な分子生物学的技術を用いた既存の抗
体遺伝子の改変によって提供され、結果として本明細書記載の抗体およびペプチドのバリ
アント（アゴニスト）を与えうることも目的とする。そのようなバリアントは、限定する
ものではないが、抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドのアミノ酸配列における欠失、付加およ
び置換を含む。
【００３４】
　例えば、置換の１つの種類に、保存的アミノ酸置換がある。そのような置換は、抗ＣＰ
ＡＡ抗体ペプチド中の所定のアミノ酸を類似する特徴を有する別のアミノ酸に置換するも
のである。同類置換（保存的置換）として典型的に見られるものには、脂肪族アミノ酸Ａ
ｌａ、ＶａＩ、ＬｅｕおよびＩｌｅ中で、あるアミノ酸から別のアミノ酸への置換；ヒド
ロキシル残基ＳｅｒとＴｈｒの交換；酸性残基ＡｓｐとＧＩｕの交換；アミド残基Ａｓｎ
とＧＩｎ間の置換；塩基性残基ＬｙｓとＡｒｇの交換；芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒおよび
その類似物の間での置換がある。アミノ酸変化が表現型でサイレントとなりうるものに関
するガイダンスは、Bowieら、247 Science 1306-10 (1990)において見出される。
【００３５】
　抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドのバリアントまたはアゴニストは、完全に機能的であっ
てもよいし、あるいは１つまたは複数の活性における機能を失っていてもよい。完全に機
能的なバリアントは、典型的には、保存的変異のみを含むか、あるいは決定的でない残基
にまたは決定的でない領域に変異を含む。機能的バリアントはまた、結果的に機能に変化
を及ぼさないもしくは決定的な変化とならない類似アミノ酸の置換を含んでいてよい。あ
るいは、そのような置換は、機能に幾分か正または負の影響を及ぼしてもよい。非機能的
バリアントは、１つまたは複数の非保存的アミノ酸置換、欠失、挿入、逆位もしくは切断
、またはある決定的な残基もしくは決定的な領域への挿入、逆位もしくは欠失を、典型的
に含む。
【００３６】
　機能に必須のアミノ酸は、当分野で既知の方法、例えば部位特異的変異導入またはアラ
ニン・スキャニング変異導入により同定されうる。Cunninghamら、244 Science 1081-85 
(1989)。後者の手順は、分子中の残基ごとに単一のアラニン突然変異を導入する。次いで
、その結果として生じたバリアント分子は、生物学的活性、例えばエピトープ結合性また
は試験管内でのＡＤＣＣ活性について試験される。リガンド－受容体結合に決定的な部位
はまた、構造解析、例えば結晶学、核磁気共鳴または光親和性標識によって決定すること
ができる。Smithら、224 J. Mol. Biol. 899-904 (1992)；de Vosら、255 Science 306-1
2 (1992)。
【００３７】
　さらに、ポリペプチドは、しばしば２０個の「天然の」アミノ酸以外のアミノ酸を含む
。さらに、末端のアミノ酸を含む複数のアミノ酸は、本来の過程、例えばプロセシングお
よび他の翻訳後修飾または当分野で周知の化学修飾技術によって、モディファイされてよ
い。既知のモディファイは、限定するものではないが、アセチル化、アシル化、ＡＤＰリ
ボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌ
クレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシ
トールの共有結合、架橋化、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合架橋の
形成、シスチン形成、ピログルタミン酸塩の形成、ホルミル化、ガンマ・カルボキシル化
、糖鎖付加、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル
化、酸化、蛋白分解プロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイレーショ
ン（selenoylation）、硫酸化、蛋白質に対するアミノ酸の転移ＲＮＡ媒介付加、例えば
アルギニル化およびユビキチン化を含む。
【００３８】
　そのようなモディファイは当業者に周知であり、科学文献にさらに詳細に記載されてい
る。特に共通するいくつかのモディファイ、例えば、糖鎖付加、脂質付加、硫酸化、グル



(12) JP 2011-502517 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

タミン酸残基のガンマ・カルボキシル化、ヒドロキシル化およびＡＤＰリボシル化は、例
えば、多くの基本書、例えばProteins-Structure and Molecular Properties（第２版、T
. E. Creighton, W. H. Freeman ＆ Co., NY, 1993）に記載されている。多くの詳細な概
説が、この項目に関して利用可能であり、例えばWold, Posttranslational Covalent Mod
ification of proteins, 1-12 (Johnson編、Academic Press, NY, 1983)；Seifterら、18
2 Meth. Enzymol. 626-46 (1990)；およびRattanら、663 Ann. NY Acad. Sci. 48-62（19
92）によるものがある。
【００３９】
　したがって、本発明の抗体およびペプチドはまた、置換されたアミノ酸残基が遺伝暗号
によってコードされたものではなく、既述したような置換基のペグ化を含む、誘導体また
は類似体も包含する。
　同様に、アミノ酸配列における付加および置換そして変異ならびに上記のモディファイ
は、ＣＰＡＡ抗原および／またはそのエピトープもしくはペプチドのアミノ酸配列に同じ
ように適用でき、かくして、それらは本発明に包含される。上記のように、本発明に関す
るモノクローナル抗体をコードする遺伝子は、ＣＰＡＡの認識に特に効果的である。
【００４０】
抗体の組み換え発現
　モノクローナル抗体は、典型的には、ネズミ・ハイブリドーマ系において天然分子とし
て産生される。その技術に加えて、以下に概説されるように、本発明は、モノクローナル
抗体の組み換えＤＮＡ発現を提供する。これは、選択された宿主種におけるヒト化抗体な
らびに広範囲の抗体誘導体および融合タンパク質の産生を可能にする。最近では、細菌、
酵母、トランスジェニック動物および鶏卵における抗体の産生が、ハイブリドーマに基づ
く生産系の有望な代替手段として出現してきた。トランスジェニック動物の主な利点には
、再生可能な資源からの潜在的に高い収量がある。
【００４１】
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体、部分またはポリペプチドを少なくとも１つコードする核酸配
列は、ライゲーションのための平滑化末端もしくは付着化末端、適当な末端を提供するた
めの制限酵素消化、必要に応じて付着端を埋めること、望ましくない連結を防ぐためのア
ルカリホスファターゼ処理、および適当なリガーゼによるライゲーションを含む標準的な
技術に従い、ベクターＤＮＡを用いて組み換えることができる。そのような操作に関する
技術は、例えば、Maniatisら、MOLECULAR CLONING, LAB. MANUAL,（Cold Spring Harbor 
Lab. Press, NY, 1982および1989）およびAusubel, 1987, 1993に開示されており、それ
らを用いて、モノクローナル抗体分子またはその抗原結合領域をコードする核酸配列を構
築できる。
【００４２】
　ＤＮＡなどの核酸分子は、それが転写調節および翻訳調節情報を含むヌクレオチド配列
を含み、該配列がポリペプチドをコードするヌクレオチド配列と「作動可能に連結」され
ている場合、ポリペプチドを「発現できる」と称される。作動可能な連結は、調節ＤＮＡ
配列と発現しようとするＤＮＡ配列とが、回収可能な量で抗ＣＰＡＡペプチドまたは抗体
部分としての遺伝子発現を可能にする方法で繋がれた連結をいう。遺伝子発現に必要とさ
れる調節領域の正確な性質は、類似の分野で周知のように、生物によって異なりうる。例
えば、Sambrookら、1989；Ausubelら、1987-1993を参照のこと。
【００４３】
　したがって、本発明は、原核生物細胞または真核生物細胞のいずれかにおける、抗ＣＰ
ＡＡ抗体またはペプチドの発現を包含する。適切な宿主は、生体内もしくはその場のいず
れかの細菌、酵母、昆虫、真菌、鳥および哺乳動物細胞を含む細菌宿主または真核宿主を
含むか、あるいは哺乳動物、昆虫、鳥もしくは酵母起源の宿主細胞を含む。哺乳動物細胞
または組織は、ヒト、霊長類、ハムスター、ウサギ、齧歯動物、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウ
マ、ヤギ、イヌまたはネコ起源のものであってよいが、その他の哺乳動物の細胞が用いら
れてもよい。
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【００４４】
　さらに、例えば酵母のユビキチン加水分解酵素系の使用により、ユビキチン膜貫通ポリ
ペプチド融合タンパク質の生体内合成が達成されてもよい。こうして産生された融合タン
パク質は、生体内で処理されるか、あるいは試験管内で精製され、処理されて、特定のア
ミノ末端配列を有する本発明の抗ＣＰＡＡ抗体またはポリペプチドの合成を可能にしうる
。さらに、直接の酵母（もしくは細菌）発現において開始コドンにより導入されるメチオ
ニン残基が残るという問題は、避けられるであろう。Sabinら、7(7) Bio/Technol. 705-0
9 (1989)；Millerら、7(7) Bio/Technol. 698-704 (1989)。
【００４５】
　酵母がグルコースに富む培地中で生育した場合に活発に発現される遺伝子で大量に産生
される解糖系酵素をコードする遺伝子からのプロモーターおよび終結エレメント（termin
ation elements）を組み込んだ一連の酵母遺伝子発現系のいずれも、本発明の抗ＣＰＡＡ
抗体またはペプチドを得るために利用できる。既知の解糖系遺伝子もまた非常に効率的な
転写調節シグナルを提供できる。例えば、ホスホグリセリン酸キナーゼ遺伝子のプロモー
ターおよびターミネーター・シグナルが利用されてもよい。
　昆虫における抗ＣＰＡＡ抗体またはそのペプチドもしくは機能的誘導体の産生は、例え
ば昆虫宿主を当業者に既知の方法により膜貫通ポリペプチドを発現するよう改変されたバ
キュロウイルスを用いて感染させることによって、実施することができる。Ausubelら、1
987, 1993を参照のこと。
【００４６】
　１つの実施形態において、導入されるヌクレオチド配列は、受容宿主において自己複製
可能なプラスミドまたはウイルスベクターに組み込まれよう。多種多様なベクターのいず
れも、この目的に関して用いることができる。Ausubelら、1987, 1993を参照のこと。特
定のプラスミドまたはウイルスベクターを選択する際に重要な要素には、ベクターを含む
受容細胞が、そのベクターを含まない受容細胞から見分けられ、そして選択される際の容
易性；特定の宿主において所望されるベクターのコピー数;そして、異種の宿主細胞間で
ベクターを「往来（シャトル）」できることが望ましいかどうか、が挙げられる。
【００４７】
　当分野で既知の例示的な原核生物ベクターは、プラスミドを含み、例えば大腸菌（E.co
li）中で複製可能なものを含む（例えばｐＢＲ３２２、ＣｏｌＥ１、ｐＳＣ１０１、ｐＡ
ＣＹＣ１８４、πＶＸ）。そのようなプラスミドは、例えば、Maniatisら、1989；Ausube
lら、1987, 1993により開示されている。バチルス（Bacillus）プラスミドは、ｐＣ１９
４、ｐＣ２２１、ｐＴ１２７、その他のものを含む。そのようなプラスミドは、Gryczan
、THE MOLEC. BIO. OF THE BACILLI 307-329 (Academic Press, NY, 1982)に開示されて
いる。適切なストレプトミセス（Streptomyces）プラスミドは、ｐＩＪ１０１（Kendall
ら、169 J. Bacteriol. 4177-83 (1987))およびストレプトミセス・バクテリオファージ
、例えばφＣ３１（Chaterら、SIXTH INT’L SYMPOSIUM ON ACTINOMYCETALES BIO. 45-54
（Akademiai Kaido, Budapest, Hungary 1986）を含む。シュードモナス（Pseudomonas）
プラスミドは、Johnら、8 Rev. Infect. Dis. 693-704 (1986)；Izaki, 33 Jpn. J. Bact
eriol. 729 42 (1978)；およびAusubelら、1987, 1993において概説される。
【００４８】
　あるいは、抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドをコードするｃＤＮＡの発現に有用な遺伝子
発現エレメントは、限定するものではないが（ａ）ウイルス転写プロモーターおよびその
エンハンサーエレメント、例えばＳＶ４０初期プロモーター（Okayamaら、3 Mol. Cell. 
Biol. 28）、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ（Gormanら、79 P.N.A.S. USA 6777 (1982)）、
およびマローニー・マウス白血病ウイルスＬＴＲ（Grosschedlら、41 Cell 885 (1985)）
;（ｂ）スプライス領域およびポリアデニル化部位、例えばＳＶ４０後期領域（late regi
on）から導入されたもの（Okayareaら、1983）、および（ｃ）ポリアデニル化部位、例え
ばＳＶ４０における部位（Okayamaら、1983）を含む。
【００４９】
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　免疫グロブリンｃＤＮＡ遺伝子は、Liuら（後掲）、およびWeidleら、51 Gene 21 (198
7)に記載されるように、発現エレメントとしてＳＶ４０初期プロモーターとそのエンハン
サー、マウス免疫グロブリンＨ鎖プロモーター・エンハンサー、ＳＶ４０後期領域ｍＲＮ
Ａスプライシング、ラビットＳグロビン介在配列、免疫グロブリンおよびラビットＳグロ
ビンポリアデニル化部位、およびポリアデニル化エレメントを用いて、発現されうる。
　一部のｃＤＮＡおよび一部のゲノムＤＮＡからなる免疫グロブリン遺伝子については（
Whittleら、1 Protein Engin. 499 (1987)）、転写プロモーターはヒト・サイトメガロウ
イルスであってよく、プロモーター・エンハンサーはサイトメガロウイルスおよびマウス
/ヒト免疫グロブリンであってよく、そしてｍＲＮＡスプライシングおよびポリアデニル
化領域は本来の染色体免疫グロブリン配列であってよい。
【００５０】
　１つの実施形態において、齧歯動物細胞におけるｃＤＮＡ遺伝子の発現に関し、転写プ
ロモーターはウイルスＬＴＲ配列であり、転写プロモーター・エンハンサーはマウス免疫
グロブリン重鎖エンハンサーおよびウイルスのＬＴＲエンハンサーのいずれかもしくは両
方であり、スプライス領域は３１ｂｐを超えるイントロンを含み、そして、ポリアデニル
化および転写終結領域は合成される免疫グロブリン鎖に対応する本来の染色体配列から導
入される。他の実施形態において、他のタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列は、哺乳動
物細胞においてそのタンパク質の発現を達成するために、上述の発現エレメントと組み合
わせられる。
【００５１】
　各融合遺伝子は、ある発現ベクターにおいて組み合わされるかまたは挿入される。次い
で、キメラ免疫グロブリン鎖の遺伝子産物の発現を可能にする受容細胞は、抗ＣＰＡＡペ
プチドまたはキメラＨ鎖もしくはキメラＬ鎖のコード遺伝子を用いて個々にトランスフェ
クトされるか、あるいはキメラＨ鎖およびキメラＬ鎖遺伝子を用いて同時にトランスフェ
クトされる。トランスフェクトされた受容細胞は、組み込まれた遺伝子の発現を可能にす
る条件下で培養され、そしてその発現された免疫グロブリン鎖または完全抗体もしくはフ
ラグメントは、その培地から回収される。
【００５２】
　１つの実施形態において、抗ＣＰＡＡペプチドまたはキメラＨ鎖およびＬ鎖またはその
部分をコードする融合遺伝子は、後に受容細胞を同時トランスフェクトするために用いら
れる、別個の発現ベクターにおいて組み合わされる。
　各ベクターは、２個の選択可能な遺伝子、すなわち、細菌系における選択のために設計
された第１の選択可能な遺伝子、そして真核系における選択のために設計された第２の選
択可能な遺伝子を含んでいてよく、各ベクターは異なる遺伝子ペアを有する。このストラ
テジーは、結果として、細菌系において融合遺伝子の産生を最初に導き、そして増幅を可
能にするベクターを生じる。このように細菌宿主において産生され増幅される遺伝子は、
続いて、真核細胞を同時トランスフェクトするために用いられ、所望のトランスフェクト
遺伝子を保有する同時トランスフェクトされた細胞の選択を可能にする。
【００５３】
　細菌系での使用のための選択可能な遺伝子の例には、アンピシリン耐性を与える遺伝子
およびクロラムフェニコール耐性を与える遺伝子がある。真核生物のトランスフェクタン
トでの使用のための選択可能な遺伝子は、キサンチン・グアニンホスホリボシルトランス
フェラーゼ遺伝子（ｇｐｔと称される）およびＴｎ５由来のホスホトランスフェラーゼ遺
伝子（ｎｅｏと称される）を含む。
　ｇｐｔを発現する細胞の選択は、この遺伝子にコードされた酵素がプリンヌクレオチド
合成の基質としてキサンチンを利用することができるが、類似の内因性の酵素は利用する
ことがでないという事実に基づいている。（１）イノシン一リン酸塩のキサチン一リン酸
塩への転換をブロックするミコフェノール酸と（２）キサンチンを含む培地においては、
ｇｐｔ遺伝子を発現する細胞のみが生存できる。ｎｅｏ産物は、抗生物質Ｇ４１８および
ネオマイシン類の他の抗生物質による蛋白質合成の阻害をブロックする。
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【００５４】
　この２つの選択手順は、２個の別個のＤＮＡベクターに導入された免疫グロブリン鎖遺
伝子の真核細胞中への発現に関し、同時にもしくは連続して選択するために、用いること
ができる。真核細胞に対する別の選択可能なマーカーを含む必要はなく；各々が同じ選択
可能なマーカーを含むＨ鎖ベクターおよびＬ鎖ベクターが、同時トランスフェクトされて
もよい。適当な耐性細胞を選択した後には、その大部分のクローンは、Ｈ鎖ベクターとＬ
鎖ベクターの両方および／または抗ＣＰＡＡペプチドの統合されたコピーを含むであろう
。
　あるいは、キメラＨ鎖およびＬ鎖をコードする融合遺伝子は、同じ発現ベクター上で組
み合わされてよい。
【００５５】
　発現ベクターのトランスフェクションおよびキメラ抗体の産生に関して、受容細胞系は
骨髄腫細胞であってよい。骨髄腫細胞は、形質転換された免疫グロブリン遺伝子にコード
される免疫グロブリンを合成し、アセンブルし、そして分泌することができ、さらに、免
疫グロブリンの糖鎖付加に関する機構を備えている。例えば、受容細胞は、組み換えＩｇ
を産生する骨髄腫細胞ＳＰ２／０（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ８２８７）である。ＳＰ２／０細胞
は、トランスフェクトされた遺伝子にコードされる免疫グロブリンだけを産生する。骨髄
腫細胞は、培地中で、または、マウスの腹腔において生育することができ、そこで分泌さ
れた免疫グロブリンを腹水から得ることができる。他の適切な受容細胞は、リンパ球様細
胞、例えば、ヒト起源もしくはヒト起源以外のＢリンパ球、ヒト起源もしくはヒト起源以
外のハイブリドーマ細胞、または種間のヘテロハイブリドーマ細胞を含む。
【００５６】
　本発明のキメラ抗体もしくはヒト化抗体の構築物または抗ＣＰＡＡポリペプチドを運ぶ
発現ベクターは、形質転換、トランスフェクト、接合、原形質融合、リン酸カルシウム沈
殿法およびジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）デキストランなどのポリカチオンを用いた
応用法のような生化学的手法、ならびにエレクトロポレーション（電気穿孔法）、直接的
なマイクロインジェクション（顕微注入）およびマイクロプロジェクタイル・ボンバード
メント（微粒子銃）のような機械的手法を含む様々な適切な方法のいずれかにより、適当
な宿主細胞に導入することができる。Johnstonら、240 Science 1538 (1988)。
【００５７】
　リンパ球にＤＮＡを導入する別の方法は、エレクトロポレーションによるものがある。
Potterら、81 P.N.A.S. USA 7161 (1984)；Yoshikawaら、77 Jpn. J. Cancer Res. 1122 
33 (1986)。この手法において、受容細胞は、取り込まれるべきＤＮＡの存在下で電気パ
ルスを受ける。典型的には、トランスフェクト後に細胞は、完全培地中で約２４時間回復
させられ、次いで、選択培地を含む９６ウェルの培養プレートに撒かれる。約０．４ｍｇ
／ｍｌ～０．８ｍｇ／ｍｌのＧ４１８を用いたＧ４１８選択が行われる。ミコフェノール
酸選択は、約６μｇ／ｍｌに加えて約０．２５ｍｇ／ｍｌのキサンチンを利用する。エレ
クトロポレーション技術は、Ｓｐ２／０細胞について約１０－５～約１０－４のトランス
フェクション効率が得られると期待される。原形質融合法において、リゾチームを用いて
、キメラ抗体遺伝子を含む組み換えプラスミドを保持するカタル（catarrhal）から細胞
壁を剥ぎ取る。この結果得られたスフェロプラストを、ポリエチレングリコールと一緒に
骨髄腫細胞と融合させる。本発明の免疫グロブリン遺伝子はまた、非リンパ系の哺乳動物
細胞において、または他の真核細胞、例えば酵母、あるいは原核細胞、特定の細菌におい
て発現させることもできる。
【００５８】
　酵母は、免疫グロブリンＨ鎖およびＬ鎖の産生に関して、細菌に勝る実質的な利点を有
する。酵母は、糖鎖付加を含む翻訳後ペプチド修飾を行う。現在、多くの組み換えＤＮＡ
ストラテジーが存在し、それらは酵母において所望のタンパク質の産生に使用できる強力
なプロモーター配列およびハイコピー数のプラスミドを利用する。酵母は、クローン化さ
れた哺乳動物遺伝子産物のリーダー配列を認識し、リーダー配列を有するペプチド（すな
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わちプレペプチド）を分泌する。Hitzmanら、11th Int’l Conference on Yeast, Geneti
cs ＆ Molec. Biol. (Montpelier, France, 1982)。
【００５９】
　酵母遺伝子発現系は、抗ＣＰＡＡペプチド、抗体およびアセンブルされたネズミ抗体お
よびキメラ抗体またはヒト化抗体、それらのフラグメントおよび領域の産生レベル、分泌
レベルおよび安定性のレベルに関して一般的に評価されうる。酵母がグルコースに富む培
地中で生育した場合に活発に発現される遺伝子で大量に産生される解糖系酵素をコードす
る遺伝子からのプロモーターおよび終結エレメントを含む一連の酵母遺伝子発現系のいず
れも、利用できる。既知の解糖系遺伝子もまた、非常に効率的な転写調節シグナルを提供
しうる。例えば、ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）遺伝子のプロモーターおよびタ
ーミネーター・シグナルが利用されてもよい。クローン化された免疫グロブリンｃＤＮＡ
の酵母における発現に最適な発現プラスミドを評価するための、多くのアプローチをとる
ことができる。II DNA Cloning, 45-66,（Glover編、IRL Press, 1985）を参照のこと。
【００６０】
　細菌株もまた、本発明記載の抗体分子またはペプチドの産生のための宿主として利用す
ることができ、大腸菌（E. coli）Ｋｌ２株、例えば大腸菌（E.coli）Ｗ３１１０（ＡＴ
ＣＣ２７３２５）、そして他の腸内細菌、例えばサルモネラチフィムリウム（Salmonella
 typhimurium）またはセラチアマルセッセンス（Serratia marcescens）、また、さまざ
まなシュードモナス（Pseudomonas）種を用いることができる。
【００６１】
　レプリコンおよび宿主細胞に適合する種から誘導された制御配列を含有するプラスミド
ベクターが、これらの細菌宿主と関連して用いられる。ベクターは、複製部位と形質転換
細胞において表現型選択を提供できる特異的な遺伝子とを運ぶ。クローン化された免疫グ
ロブリンｃＤＮＡにコードされたネズミ抗体およびキメラ抗体またはヒト化抗体、フラグ
メントおよび領域または抗体鎖の細菌における産生に関し、その発現プラスミドを評価す
るための多くのアプローチをとることができる（Glover, 1985；Ausubel, 1987, 1993；S
ambrook, 1989；Colligan, 1992-1996を参照のこと）。
【００６２】
　宿主哺乳動物細胞は、試験管内もしくは生体内で生育しうる。哺乳動物細胞は、リーダ
ーペプチドの除去、Ｈ鎖とＬ鎖の折りたたみおよびアセンブル、抗体分子の糖鎖付加およ
び機能的な抗体タンパク質の分泌を含む、免疫グロブリンタンパク質分子に対する翻訳後
修飾を提供する。
　抗体タンパク質産生に関し、宿主として有用でありうる哺乳動物細胞は、上記のリンパ
球起源の細胞に加えて、線維芽細胞起源の細胞、例えばベロ（Ｖｅｒｏ）細胞（ＡＴＣＣ
　ＣＲＬ　８１）またはＣＨＯ－Ｋｌ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　６１）を含む。
【００６３】
　多くのベクター系が、クローン化された抗ＣＰＡＡペプチドＨ鎖およびＬ鎖の哺乳動物
細胞における遺伝子発現に利用できる（Glover, 1985を参照）。別のアプローチでは、完
全なＨ２Ｌ２抗体を得ることが後に行われうる。上記のように、Ｈ鎖とＬ鎖を同一の細胞
内で共発現させ、Ｈ鎖とＬ鎖の細胞内会合および連結を行わせ、完全な４量体Ｈ２Ｌ２抗
体および／または抗ＣＰＡＡペプチドとさせることが可能である。共発現は、同一かもし
くは別個のプラスミドを用いることにより同一宿主内で生じさせうる。Ｈ鎖とＬ鎖両方の
遺伝子および／または抗ＣＰＡＡペプチドの遺伝子を、同一のプラスミド中に配置するこ
とができ、次いで、それを細胞にトランスフェクトし、それによって両方の鎖を発現する
細胞を直接選択することができる。あるいは、細胞は、１個の鎖、例えばＬ鎖をコードす
るプラスミドで最初にトランスフェクトされ、続いて、その結果得られた細胞系を第２の
選択可能なマーカーを含むＨ鎖のプラスミドを用いてトランスフェクトされてよい。いず
れかの経路を経由して抗ＣＰＡＡペプチドおよび／またはＨ２Ｌ２分子を産生する細胞系
は、増強された特徴、例えばアセンブルされたＨ２Ｌ２抗体分子のより高い産生量または
トランスフェクション細胞系の増強された安定性を示す細胞系を作製するために、さらな
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る選択可能なマーカーと連結された付加的なコピーのペプチド、Ｈ鎖、Ｌ鎖、またはＨ鎖
とＬ鎖をコードするプラスミドを用いてトランスフェクトされてよい。
【００６４】
　加えて、植物が、微生物または動物細胞の大量培養に基づく組み換え抗体産生について
の主流であった発現システムの簡便で安全かつ経済的な代替手段として、最近現れてきた
。抗体は、植物細胞培養または通常に生育された植物において発現されうる。植物におけ
る発現は、全体であっても、細胞内の色素体に限られていても、または種（胚乳）に限ら
れていてもよい。例えば、米国特許出願公開番号第２００３０１６７５３１号；米国特許
第６，０８０，５６０号および第６，５１２，１６２号；および国際公開番号ＷＯ０１２
９２４２を参照のこと。いくつかの植物誘導型抗体は、臨床試験を含み、実用化に近い開
発段階に達している（例えば、Biolex, Pittsboro, NCを参照のこと）。
【００６５】
ハイブリドーマ技術
　本発明は、ＣＰＡＡに対する高い特異性と親和性を有するモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマ細胞系を提供する。本発明はまた、上記で詳細に特性評価されたハイブ
リドーマ細胞系のバリアントおよび変異体に関し、それらは、自然に生じたものであって
もあるいは既知方法を用いて人工的に作製されたものであってもよいが、出発材料の特徴
的な性質をいまだに有しているもの、すなわち、本発明に関する抗体またはその誘導体を
いまだに産生でき、そしてそれらを周囲の培地中に分泌できるバリアントおよび変異体に
関する。
【００６６】
　本発明はまた、該ハイブリドーマ細胞系の作製方法を含み、そして該モノクローナル抗
体の産生方法も含む。ハイブリドーマ細胞系のクローンおよびサブクローンは、最初のク
ローンを繰り返しクローニングすることによって産出され、そして本発明に必須の最初の
クローンの特徴をいまだに有するハイブリドーマであると、理解されるべきである。
　より詳細には、本発明の核酸、タンパク質またはペプチド分子は、ＣＰＡＡを結合する
モノクローナルまたはポリクローナル抗体を開発するのに利用できる。本発明のＣＰＡＡ
を結合する抗体の調製のために、培養中の連続継代性細胞系による抗体分子の産生を提供
するいずれかの技術が、用いられてよい。例えば、KohlerおよびMilstein（256 Nature 4
95-497 (1975)）により最初に開発されたハイブリドーマ技術が用いられてもよい。また
、米国特許第４，３７６，１１０号；Ausubelら、1988；CURR. PROT. IMMUNOL.（Colliga
nら、編、Greene Pub. Assoc. ＆ Wiley Interscience NY, 1992-1996）を参照のこと。
【００６７】
　高親和性および／または高結合活性のヒト抗体を創出するための別の好都合な手段は、
米国特許第６，５３７，８０９号に記載されるように、試験管内で天然ヒト脾細胞を抗原
初回免疫し、その結果得られる試験管内で抗原初回免疫された脾細胞を免疫抑制状態のド
ナー、例えばＳＣＩＤマウスに移し、その免疫抑制状態のドナーに抗原を用いて追加免疫
し、そのドナーからヒト抗体を分泌する（ＩｇＧ分泌）Ｂ細胞を単離し、そしてその単離
されたヒト抗体分泌細胞をＥＢＶにより形質転換すること、を含む。
【００６８】
キメラヒト化抗体および完全ヒト化抗体
　本発明の抗体は、ヒト抗体由来の定常領域がマウス由来の軽鎖および重鎖の可変領域に
クローン化された、ヒト抗体の一部とマウス抗体の一部を含むキメラ抗体を包含する。い
くつかの例において、ヒト配列の７０％が保たれている。ヒト化抗体は、ヒト抗体の枠組
み構造の約９０％が保たれており、マウスの相補決定領域とのみ組み合わせられた、キメ
ラ抗体である。完全ヒト化抗体もまた、本発明において考慮される。
　ＣＰＡＡのアミノ酸残基中に含まれる１６Ｃ３エピトープを結合する組み換えネズミ抗
体またはキメラ・ネズミ－ヒト抗体もしくはヒト－ヒト抗体が、本明細書中で提供され、
本明細書中で提供される教示に基づき既知の技術を用いて産生されうる。例えば、Ausube
lら、1987、1992および1993；Sambrookら、を参照のこと。例えば、抗体は、ＥＰ０２３
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９４００に従い、所望のＣＤＲをヒト枠組み構造と接ぎ合わせることによってヒト化され
てもよい。
【００６９】
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体をコードするＤＮＡは、重鎖定常領域（Ｈｃ）、重鎖可変領域
（Ｈｖ）、軽鎖可変領域（Ｌｖ）および軽鎖定常領域（Ｌｃ）のうちの少なくとも１個を
コードするゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡであってよい。ネズミＶ領域の抗原結合セグメン
トをコードするＤＮＡの供給源として染色体遺伝子フラグメントの使用に対する便利な代
替手段には、キメラ免疫グロブリン遺伝子の構築のためのｃＤＮＡの使用がある。Liuら
、84 P.N.A.S., USA 3439 (1987)；139 J. Immunol. 3521 (1987)を参照のこと。ｃＤＮ
Ａの使用は、その所望のタンパク質合成を達成するために、その遺伝子と宿主細胞に適し
た遺伝子発現エレメントが組み合わせられることを要する。このｃＤＮＡ配列の使用は、
ｃＤＮＡ配列が適当なＲＮＡスプライシング系がない細菌または他の宿主においても発現
されうる点で、ゲノム配列（イントロンを含む）よりも有利である。
【００７０】
　例えば、抗ＣＰＡＡ活性を有するネズミＶ領域およびＣ領域の抗原結合セグメントをコ
ードするｃＤＮＡは、図２～図５で示されるＤＮＡの使用に基づく既知の方法を用いて、
提供されうる。図２または図３で示されるＤＮＡ配列の一部を結合するプローブは、本明
細書中で示されるように、既知の方法により、本発明に関する抗ＣＰＡＡ抗体、フラグメ
ントもしくは領域を発現するハイブリドーマからＤＮＡを単離するために用いることがで
きる。
　図２および図３で示されるＣＰＡＡ結合性抗体の軽鎖および重鎖を表すオリゴヌクレオ
チドは、相同遺伝子の存在に関するスクリーニングに、そして抗ＣＰＡＡ抗体の可変領域
もしくは定常領域をコードする該遺伝子のクローニングに有用である。そのようなプロー
ブは、ＣＰＡＡのエピトープと結合する軽鎖もしくは重鎖のＣＤＲ領域についての図４お
よび図５中で下線付きで示されたアミノ酸配列をコードするＤＮＡ配列（ｃＤＮＡ、ゲノ
ムＤＮＡまたは他のいずれかのＤＮＡ）と通常結合する。そのようなオリゴヌクレオチド
を合成する技術は、周知である。例えば、Wuら、21 Prog. Nucl. Acids Res. Molec. Bio
l. 101 41 (1978)；Ausubelら、1987, 1993を参照のこと。
【００７１】
　抗ＣＰＡＡ可変領域または定常領域をコードするポリヌクレオチドをクローニングする
代替法においては、発現ベクターライブラリーは、（抗ＣＰＡＡ抗体または可変領域もし
くは定常領域を発現しうる細胞からの）ＤＮＡまたはｃＤＮＡが、ある発現ベクター中に
クローニングされることによって調製される。次いで、そのライブラリーは、抗ＣＰＡＡ
抗体、例えばＡ２またはｃＡ２の結合を競合的に阻害するタンパク質を発現しうるメンバ
ーに関してスクリーニングされ、それらは、抗ＣＰＡＡ抗体またはそのフラグメントと同
じアミノ酸配列を示すペプチドをコードしうるヌクレオチド配列を有する。この実施形態
において、ＤＮＡ、例えばｃＤＮＡは、抗ＣＰＡＡ抗体またはフラグメントを発現しうる
細胞から抽出され、そして精製される。その精製されたｃＤＮＡは、ＤＮＡまたはｃＤＮ
Ａフラグメントのプールを作製するために、フラグメント化（断裂、エンドヌクレアーゼ
消化、その他の方法によって）される。次いで、このプールからのＤＮＡまたはｃＤＮＡ
フラグメントを発現ベクター中にクローン化し、その各メンバーが特有のクローン化され
たＤＮＡまたはｃＤＮＡフラグメントを有するゲノムライブラリー（例えばラムダファー
ジ・ライブラリーにおける）発現ベクターを、原核細胞（例えば細菌）または真核細胞（
例えば哺乳動物、酵母、昆虫または真菌）における発現のために作製する。例えば、Ausu
bel, 1987, 1993；Harlow, 1988；Colligan, 1992-1996；Nyyssonenら、11 Bio/Technolo
gy 591-95 (1993)；Marksら、11 Bio/Technology 1145-49 (1993)を参照のこと。
【００７２】
　そのような抗ＣＰＡＡ可変領域または抗ＣＰＡＡ定常領域をコードする核酸がひとたび
単離されると、その核酸は、ＣＰＡＡと結合し阻害活性を示す組み換えモノクローナル抗
体を提供するために、他の定常重鎖もしくは定常軽鎖または可変重鎖もしくは可変軽鎖を
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コードする核酸と一緒に宿主細胞で適当に発現されうる。そのような抗体は、枠組み構造
の残基を含み、抗原結合を担う相補性決定領域を有するネズミまたはヒト抗ＣＰＡＡ可変
領域を含みうる。１つの実施形態において、上記の核酸によりコードされる抗ＣＰＡＡ可
変軽鎖もしくは可変重鎖は、少なくとも５個のアミノ酸からなるエピトープに結合する。
そのような抗ＣＰＡＡ可変軽鎖または可変重鎖のアミノ酸配列は、図４、図５および図１
２において下線付きで示される。
【００７３】
　本発明のネズミ抗体およびキメラ抗体、フラグメントおよび領域の定常（Ｃ）領域をコ
ードするヒト遺伝子は、既知の方法によりヒト胎児肝臓ライブラリーから得ることができ
る。ヒトＣ領域の遺伝子は、ヒト免疫グロブリンを発現し産生する細胞を含む、いずれか
のヒト細胞から得ることができる。ヒトＣＨ領域は、γ、μ、α、δまたはεおよびその
サブタイプ、例えばＧｌ、Ｇ２、Ｇ３およびＧ４を含む、ヒトＨ鎖の既知のクラスまたは
アイソタイプのいずれかに由来するものであってよい。Ｈ鎖のアイソタイプは、抗体のさ
まざまなエフェクター機能を担うため、ＣＨ領域の選択は、所望のエフェクター機能、例
えば補体結合または抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）の活性によって導かれる。例えば、
ＣＨ領域は、γｌ（ＩｇＧｌ）、γ３（ＩｇＧ３）、γ４（ＩｇＧ４）またはμ（ＩｇＭ
）に由来する。ヒトＣＬ領域は、ヒトＬ鎖アイソタイプ、カッパまたはラムダのいずれか
に由来しうる。
【００７４】
　ヒト免疫グロブリンＣ領域をコードする遺伝子は、標準的なクローニング技術によりヒ
ト細胞から得られる（Sambrookら、1989；Ausubelら、1987, 1993）。ヒトＣ領域の遺伝
子は、２つのＬ鎖のクラス、５つのＨ鎖のクラスおよびそれらのサブクラスを示す遺伝子
を含む既知のクローンから、容易に入手可能できる。キメラ抗体フラグメント、例えばＦ
（ａｂ’）２およびＦａｂは、適切に切断されるキメラＨ鎖遺伝子を設計することによっ
て調製できる。例えばＦ（ａｂ’）２フラグメントのＨ鎖部分をコードするキメラ遺伝子
は、Ｈ鎖のＣＨ１ドメインおよびヒンジ領域に続いて、切断型分子を産生するための翻訳
終止コドンをコードするＤＮＡ配列を含みうる。
【００７５】
　一般に、本発明のネズミ抗体、ヒト抗体またはネズミおよびキメラ抗体、フラグメント
および領域は、ＣＰＡＡ特異抗体のＨ鎖およびＬ鎖の抗原結合領域をコードするＤＮＡ断
片をクローニングし、それらのＤＮＡ断片を、ネズミ、ヒトもしくはキメラ免疫グロブリ
ンのコード遺伝子を産出することによって作製するために、ＣＨ領域およびＣＬ領域をそ
れぞれコードするＤＮＡ断片に連結することで作製される。
　このように、１つの実施形態において、融合キメラ遺伝子は、少なくともヒト起源以外
の抗原結合領域をコードする第１のＤＮＡ断片、例えばジョイニング（Ｊ）断片と機能的
に再編成されたＶ領域を含み、少なくともヒトＣ領域の一部をコードする第２のＤＮＡ断
片に連結されて、作り出される。
【００７６】
　従って、ｃＤＮＡが抗体Ｖ領域およびＣ領域をコードし、本発明に関するキメラ抗体を
産生する方法には、いくつかの工程があり、それを以下に概説する：
　１．抗ＣＰＡＡ抗体を産生する細胞系からの、そして重鎖定常領域および軽鎖定常領域
を供給する任意の付加的な抗体からのメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の単離；クロー
ニングおよびｃＤＮＡ作製；
　２．Ｌ鎖遺伝子およびＨ鎖遺伝子の適当なＶ領域および／またはＣ領域が、（ｉ）適当
なプローブを用いて特定され、（ｉｉ）配列決定され、そして（ｉｉｉ）他の抗体由来の
Ｃ遺伝子断片またはＶ遺伝子断片を用いてキメラ抗体に適合される、精製されたｍＲＮＡ
からの全長ｃＤＮＡライブラリーの調製；
　３．上記のように、クローン化された特定のＶ領域遺伝子断片をクローン化されたＣ領
域遺伝子に連結することによる、完全なＨ鎖またはＬ鎖のコード配列の構築；
　４．ネズミ－ネズミ抗体、ヒト－ネズミ抗体、ヒト－ヒト抗体またはヒト－ネズミ抗体
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を提供するため、原核生物および真核生物細胞を含む選択された宿主におけるＬ鎖および
Ｈ鎖の発現および産生。
【００７７】
　すべての免疫グロブリンＨ鎖およびＬ鎖の遺伝子ならびにそれらがコードされたｍＲＮ
Ａに共通する１つの特徴は、Ｊ領域である。Ｈ鎖とＬ鎖のＪ領域は、異なる配列を有する
が、高い相同性（８０％を超える）が各グループに、特にＣ領域付近に存在する。この相
同性は、本方法で利用されるし、Ｈ鎖とＬ鎖のＪ領域の共通配列は、後のＶ領域断片とヒ
トＣ領域断片との連結に有用な制限酵素部位をＪ領域に導入するためのプライマーとして
使用するオリゴヌクレオチドを設計するために、用いることができる。
【００７８】
　ヒト細胞から調製されるＣ領域のｃＤＮＡベクターは、ヒト配列中の類似部位に制限酵
素部位を配置するために、部位特異的変異導入によりモディファイされてよい。例えば、
完全なヒト・カッパ鎖Ｃ（Ｃｋ）領域および完全なヒト・ガンマ－１Ｃ領域（Ｃγ－１）
をクローン化できる。この場合、Ｃ領域ベクターの供給源としてゲノムＣ領域クローンに
基づく代替法では、これらの遺伝子は、介在配列を取り除くために必要とされる酵素が存
在しない細菌系では発現できないであろう。クローン化されたＶ領域断片は、切り出され
て、Ｌ鎖またはＨ鎖のＣ領域ベクターと連結される。あるいは、ヒトＣγ－１領域は、終
止コドンを導入することによってモディファイされてよく、それによってＦａｂ分子のＨ
鎖部分をコードする遺伝子配列を作り出せることとなる。次いで、連結されたＶ領域およ
びＣ領域を有するコード配列は、適当な宿主、原核生物もしくは真核生物中での発現のた
めに、適当な発現ビヒクルに移される。
【００７９】
　２つのコードＤＮＡ配列は、連結の結果として３塩基の読み枠の改変または遮断を伴う
ことなく連続的な転写配列が生じる場合、「作動可能に連結されている」と称される。連
結の結果として、その遺伝子発現エレメントの正確な機能がもたらされ、そのコード配列
の発現がもたらされる場合、ＤＮＡコード配列は遺伝子発現エレメントと作動可能に連結
されている。
　発現ビヒクルは、プラスミドまたは他のベクターを含む。とりわけ、適当な付着末端を
有するいずれかのＶＨ鎖もしくはＶＬ鎖配列が容易に挿入されるような適当な制限酵素部
位を有する、機能的に完全なヒトＣＨ鎖もしくはＣＬ鎖配列を運ぶビヒクルがある。かく
して、ヒトＣＨ鎖もしくはＣＬ鎖の配列を含むビヒクルは、いずれかの適当な宿主中で所
望の完全なＨ鎖またはＬ鎖のいずれかを発現する中間物質として提供される。
【００８０】
　キメラ抗体、例えばマウス－ヒトまたはヒト－ヒトは、構築物に用いられるマウスＨ鎖
およびＬ鎖Ｖ領域の本来の染色体遺伝子プロモーターにより指令される遺伝子から典型的
には合成され；スプライシングは、マウスＪ領域にあるスプライス供与部位とヒトＣ領域
の前にあるスプライス受容部位との間で、またヒトＣ領域内で生じるスプライス領域でも
生じる；ポリアデニル化および転写終結は、ヒト・コード領域下流の天然の染色体部位で
生じる。米国特許第６，８３５，８２３号を参照のこと。
【００８１】
　ＣＰＡＡに対する「完全ヒト化抗体」もまた、本発明において考慮される。完全ヒト化
抗体は、ヒト免疫グロブリンの可変領域と定常領域の両方を含む分子である。完全ヒト化
抗体は、治療上の使用として、自己免疫疾患のような慢性および再発性疾病に対する反復
治療が要求される場合に、潜在的に使用されうる。完全ヒト化抗体の調製法の１つは、マ
ウス体液性免疫系の「ヒト化」、すなわち、ヒト免疫グロブリン（Ｉｇ）遺伝子座を内因
性Ｉｇ遺伝子が不活性化されたマウスに導入することによる、ヒトＩｇ（ゼノマウス（Ｘ
ｅｎｏｍｉｃｅ））を産生できるマウス株の作製からなる。このＩｇ遺伝子座は、その物
理的な構造ならびに最終的に広範囲の免疫応答を与えるために要求される遺伝子の再編成
と発現プロセスの両方の点で、極めて複雑である。抗体の多様性は、Ｉｇ遺伝子座に存在
する種々のＶ遺伝子、Ｄ遺伝子およびＪ遺伝子間の組み合わせによる再編成によって主と
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してもたらされる。これらの遺伝子座はまた、散在された調節エレメントを含み、それは
、抗体発現、対立遺伝子排除、クラススイッチおよび親和性の成熟を制御する。マウスへ
の再編成されていないヒトＩｇトランス遺伝子の導入は、マウスの組み換え機構がヒト遺
伝子と互換性を有することを実際に示す。さらに、さまざまなアイソタイプの抗原特異的
なｈｕ－ｍＡｂを分泌するハイブリドーマは、抗原を用いたゼノマウス免疫によって得る
ことができる。完全ヒト化抗体およびその産生方法は、当分野で既知である。米国特許第
７，２７６，２３９号および第６，８３５，８２３号を参照のこと。
【００８２】
　本発明の態様は、本発明に従い、ヒト化抗体の軽鎖をコードする第１の発現ベクターで
、およびヒト化抗体の重鎖をコードする発現ベクターで形質転換された宿主を、それぞれ
の鎖が発現される条件下で維持し、そうして発現された鎖のアセンブリにより形成される
ヒト化抗体を単離することを含む工程により調製される、ヒト化抗体の産生を提供する。
第１および第２の発現ベクターは、同一のベクターであってよい。本発明は、さらに、ヒ
ト化抗体の軽鎖または重鎖をコードするＤＮＡ配列、該ＤＮＡ配列を一部とする発現ベク
ターおよび該発現ベクターで形質転換された宿主を提供する。
【００８３】
　本明細書中で提供される配列からヒト化抗体を作り出すことは、当業者であれば過度の
実験なしに実施することができる。１つのアプローチにおいて、モノクローナル抗体をヒ
ト化するために用いられる４つの一般的な工程があり、例えば米国特許第５，５８５，０
８９号；第６，８３５，８２３号；および第６，８２４，９８９号を参照のこと。これら
には、（１）開始の抗体の軽鎖可変ドメインおよび重鎖可変ドメインのヌクレオチド配列
および予測されるアミノ酸配列を決定すること；（２）ヒト化抗体を設計すること、すな
わちヒト化過程で使用する抗体の枠組み構造領域を決定すること；（３）実際のヒト化方
法論／技術；および（４）ヒト化抗体のトランスフェクションおよび発現、がある。
【００８４】
　ヌクレオチド配列および予測されるアミノ酸配列に関して、所定の抗体の重鎖および軽
鎖可変ドメインｃＤＮＡをクローニングする２つの一般的な方法としては、（ａ）慣用の
ｃＤＮＡライブラリーを介するもの、または（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）を
介するものがある。これらの方法は両方とも広く知られており、例えば米国特許出願公開
番号第２００３０１６６８７１号を参照のこと。ｃＤＮＡのヌクレオチド配列が与えられ
た場合に、その情報を、抗体可変ドメインの予測されるアミノ酸配列に翻訳することは簡
単な作業である。本発明の場合、１６Ｃ３抗体の軽鎖および重鎖のヌクレオチド配列は、
図２および図３のそれぞれに示される。１６Ｃ３抗体の軽鎖および重鎖の予測されるアミ
ノ酸配列は、図４および図５にそれぞれ示される。
【００８５】
　ヒト化抗体の設計に関して、ヒト化の間に使用するためのヒト抗体配列をどれにするか
を決定する際に考慮する要素がいくつかある。軽鎖および重鎖のヒト化は互いに独立して
いると認められるが、その論理は基本的には互いに類似する。この選択の過程は、以下の
論理的解釈、すなわち、所定の抗体の抗原特異性および結合性は主として可変領域ＣＤＲ
のアミノ酸配列によって決定される、ということに基づく。可変ドメインの枠組み構造残
基は、直接的な貢献はほとんどないか全くない。枠組み構造領域の主な機能は、抗原を認
識するための適切な空間配置でＣＤＲを保持することである。このように、ヒト可変ドメ
インの枠組み構造が、その起源であるネズミ可変ドメインと相同性が高い場合には、ネズ
ミＣＤＲ、例えば図４または図５において下線が引かれたＣＤＲをヒトの可変ドメインの
枠組み構造に置換することが、最もその正確な空間配置を保存する結果となるであろう。
したがって、ネズミ可変ドメイン（群）と相同性が高いヒト可変ドメインが、選ばれるで
あろう。
【００８６】
　適切なヒト抗体の可変ドメイン配列は、以下のように選択されうる。
　　１．コンピュータプログラムを用いて、すべての利用可能なプロテイン（およびＤＮ
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Ａ）データベースを、ネズミ抗体の可変ドメインに対して最も相同性があるヒト抗体の可
変ドメイン配列を探索する。適切なプログラムの出力は、ネズミ抗体に対して最も相同な
配列の列記と、各配列に対する相同性パーセント、そして各配列のそのネズミ配列に対す
るアライメントである。これは、重鎖および軽鎖の可変ドメイン配列の両方に対して独立
して行われる。ヒト免疫グロブリン配列が含まれていさえすれば、上記分析はさらに容易
に達成される。
　　２．ヒト抗体の可変ドメイン配列を列記し、相同性を比較する。主として、この比較
は、極めて可変的な重鎖のＣＤＲ３を除き、ＣＤＲの長さにおいて行われる。ヒト重鎖お
よびカッパ軽鎖そしてラムダ軽鎖は、サブグループ、すなわち重鎖の３つのサブグループ
、カッパ鎖の４つのサブグループ、ラムダ鎖の６つのサブグループに分けられる。各サブ
グループ内のＣＤＲの大きさは類似するが、サブグループ間では異なる。相同性の第一近
似として、ネズミ抗体のＣＤＲをヒト・サブグループのいずれかとマッチすることが通常
行われる。次いで、類似の長さのＣＤＲを有する抗体は、アミノ酸配列の相同性について
、特にＣＤＲ内の相同性について比較されるが、周辺の枠組み構造領域についても比較さ
れる。最も相同性があるヒト可変ドメインが、ヒト化のための枠組み構造に選ばれる。
【００８７】
　実際のヒト化の方法論および技術はまた、当業者に把握できる範囲内にある。従って、
所望の再構築された抗体（reshaped antibody）をコードするＤＮＡ配列は、そのＣＤＲ
を再構築することが望まれるヒトＤＮＡから出発して作製されうる。所望のＣＤＲを含む
ネズミ可変ドメインのアミノ酸配列を、選択されたヒト抗体可変ドメインの配列と比較す
る。ヒト可変領域にネズミＣＤＲを組み込むために、そのネズミの対応する残基に変更す
る必要があるヒト可変ドメインの残基をマークする。ヒト配列において置換すること、付
加すること、または除去することが必要とされる残基もまた存在しうる。
　ヒト可変部分ドメイン枠組み構造に所望の残基を含めるための突然変異を導入するため
に用いられうるオリゴヌクレオチドは、合成される。それらのオリゴヌクレオチドは、い
ずれかの好都合なサイズであってよい。それは、通常、利用することができる特定の合成
装置の能力によってのみ長さが制限される。オリゴヌクレオチドに直接的に試験管内で変
異導入する方法は、当分野で周知である。
【００８８】
　あるいは、ヒト化は、米国特許第５，８５８，７２５号の組み換えポリメラーゼ連鎖反
応法（ＰＣＲ）の方法論を用いて達成されうる。この方法論を用いれば、ＣＤＲは、ヒト
抗体の枠組み構造領域の間で接ぎ合わすことができる。一般に、米国特許第５，８５８，
７２５号の技術は、２つのヒト枠組み構造領域であるＡＢおよびＣＤ、そしてそれらの間
にドナーＣＤＲにより置き換えられることとなるＣＤＲを含むテンプレートを用いること
により、実施されうる。プライマーＡおよびＢを用いて、枠組み構造領域ＣＤを増幅する
。しかしながら、プライマーＢおよびＣの各々はまた、その５’端にドナーＣＤＲ配列の
全部もしくは少なくとも一部に相当する付加的な配列も含む。プライマーＢおよびＣは、
実施されるべきＰＣＲを可能にする条件下で、互いにその５’端のアニーリングを可能と
するのに十分な長さで重なり合う。このように、増幅される領域ＡＢおよびＣＤは、単一
の反応でオーバーラップ伸長により遺伝子の接ぎ合せを受け、ヒト化産物を産生すること
ができる。
【００８９】
　あるいは、ヒト化は、ヒト化免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントをコー
ドするＤＮＡの化学合成し、そして標準的な分子生物学的技術を用いて、その合成遺伝子
を増幅し、適当な発現ベクター中にサブクローン化することによって達成できる。この場
合、ヒト化抗体遺伝子の完全なコード領域を包含する、オーバーラップ配列を有する複数
のセンスおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドが、化学的に合成され、精製される。次
いで、そのオリゴヌクレオチドは、オーバーラップするセンス鎖オリゴヌクレオチドが、
それらのアンチセンス鎖のパートナーとアニールし、完全な遺伝子がポリメラーゼ連鎖反
応法を用いて十分な量にまで増幅されうるよう、混合される。次いで、その標的遺伝子は
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、好都合に改変された制限酵素を用いて、発現プラスミド中にクローン化することができ
る。
【００９０】
　本明細書記載のさまざまな技術に従って設計されたヒト化１６Ｃ３抗体の軽鎖および重
鎖配列のいくつかは、図６、図７および図１２に表される。より詳細には、ネズミ１６Ｃ
３抗体を治療上有用なヒト化抗体に変換するための５つの異なる設計が示される。この設
計は、既知のネズミ抗体およびヒト抗体の配列に関する構造情報に基づく。例えば、図６
および図７に関して、「ｖｅｎｌ６Ｃ３」は、ヒト枠組み構造配列とベニアされた（vene
ered）ものであり、「ｃｄｒｌ６Ｃ３」はヒトＣＤＲアミノ酸を用いて再構築されたもの
であり、「ａｂｂｌ６Ｃ３」は短縮型ＣＤＲのグラフティングを表し、「ｓｄｒｌ６Ｃ３
」は部位決定アミノ酸変化を表し、そして、「ｆｒａｌ６Ｃ３」はヒト可変領域のさまざ
まな「ピース」の組み合わせを用いることにより可変領域を再構築する「フランケンシュ
タイン」アプローチを表す。ヒト生殖細胞系ＩｇＧ配列が、枠組み構造配列に用いられた
。
【００９１】
　加えて、下記の実施例に記載されるように、組み換えヒト化抗体は、ヒト治療のための
機能的性を維持しつつ潜在的な免疫原性を低下させるために、さらに最適化されうる。こ
の点に関しては、機能活性は、本発明の１６Ｃ３抗体に関連した１つまたは複数の既知の
機能活性を示しうるポリペプチドを意味する。そのような機能活性は、生物学的活性およ
び１６Ｃ３ポリペプチドに対するリガンドと結合する能力を含む。加えて、機能活性を有
するポリペプチドは、用量依存性の有無にかかわらず、特定のアッセイ、例えば生物アッ
セイにおいて測定された場合に、成熟型を含む本発明の１６Ｃ３ポリペプチドの活性と同
一である必要はないが類似する活性を示すポリペプチドを意味する。用量依存性がある場
合には、本発明の１６Ｃ３ポリペプチドと比較して、所定の活性の用量依存と１６Ｃ３ポ
リペプチドの用量依存とが同一である必要はなく、むしろ実質的に類似であればよい（す
なわち、候補ポリペプチドは、本発明の１６Ｃ３ポリペプチドと比べて、より大きな活性
、あるいは最大で２５倍まで、約１０倍まで、もしくは３倍までの活性を示すであろう）
。
　最適化されたヒト化１６Ｃ３抗体（Ｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ＊と称される）は、図１２に示
されるアミノ酸残基を含む。その抗体のＣＤＲ中のアミノ酸残基のいくつかが、元のネズ
ミＣＤＲに存在したものとは変わっている点に注意されたい。異なるＣＤＲは、機能的に
同等であるため、本発明の範囲内では相互のバリアントの例と考えられる。
【００９２】
　抗体を再構築するための変異導入反応に続いて、その変異導入されたＤＮＡは、軽鎖ま
たは重鎖の定常領域をコードする適当なＤＮＡと連結され、発現ベクターにクローン化さ
れ、そして宿主細胞、例えば哺乳動物細胞にトランスフェクションされうる。これらの工
程は、通常の様式で実施することができる。従って、再構築された抗体は、以下の過程に
より、すなわち、
　　（ａ）少なくともＩｇの重鎖または軽鎖の可変ドメインであって、ヒト抗体からの枠
組み構造領域および本発明のヒト化抗体に必要とされるＣＤＲを含む可変ドメインをコー
ドするＤＮＡ配列と作動可能に連結された適切なプロモーターを含む、第一の複製可能な
発現ベクターを調製すること；
　　（ｂ）少なくとも相補的なＩｇ軽鎖または重鎖それぞれの可変ドメインをコードする
ＤＮＡ配列と作動可能に連結された適切なプロモーターを含む、第二の複製可能な発現ベ
クターを調製すること；
　　（ｃ）第一のまたは両方の調製されたベクターを用いて細胞系を形質転換すること；
および
　　（ｄ）該形質転換された細胞系を、該改変された抗体を産生させるために培養するこ
と、
　により調製されうる。
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【００９３】
　工程（ａ）のＤＮＡ配列は、ヒト抗体鎖の可変ドメインおよび／または定常ドメインの
両方をコードしていてよい。ヒト化抗体は、いずれかの適切な組み換え発現系を用いて調
製されうる。改変抗体を産生させるために形質転換される細胞系は、チャイニーズハムス
ター卵巣（ＣＨＯ）細胞系または不死化哺乳動物細胞系であってよく、それらはリンパ系
起源のものが有利であり、例えば、骨髄腫、ハイブリドーマ、トリオーマ（trioma）また
はクアドローマ（quadroma）細胞系がある。細胞系は、ウイルス、例えばエプスタインバ
ー（Epstein-Barr）ウイルスによる形質転換により不死化された通常のリンパ系細胞、例
えばＢ細胞を含みうる。例えば、不死化細胞系は、骨髄腫細胞系またはその派生物である
。
【００９４】
　本発明に関する抗体の発現に用いられるＣＨＯ細胞は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ｄ
ｈｆｒ）欠乏性であり、それ故、生育はチミジンおよびヒポキサチンに依存しうる。Urla
ubら、77 P.N.A.S. U.S.A. 4216-20 (1980)を参照のこと。親ｄｈｆｒＣＨＯ細胞系は、
抗体とｄｈｆｒ陽性表現型のＣＨＯ細胞トランスフェクタントの選択を可能にするｄｈｆ
ｒとをコードするＤＮＡを用いて、トランスフェクトされる。選択は、チミジンとヒポキ
サンチンを欠く培地でコロニーを培養することによって実施され、それらの欠如は、トラ
ンスフェクトされていない細胞が成育することを妨げるし、また形質転換された細胞が葉
酸経路をリサルベージし、それにより選択系を回避することを妨げる。これらのトランス
フェクタントは、形質転換される興味対象のＤＮＡとｄｈｆｒをコードするＤＮＡの同時
の組み込みのために、通常、低レベルで興味対象ＤＮＡを発現する。抗体をコードするＤ
ＮＡの発現レベルは、メトトレキセート（ＭＴＸ）を用いた増幅により増大させることが
できる。この薬剤は、ｄｈｆｒ酵素の直接的な阻害剤であり、この条件下で生存するのに
十分なｄｈｆｒ遺伝子のコピー数を増幅して耐性を示すコロニーの単離を可能にする。ｄ
ｈｆｒおよび抗体をコードするＤＮＡ配列は、元のトランスフェクタントにおいて密接に
結び付いているため、通常、付随して増幅が起こり、したがって所望の抗体の増加された
発現となる。
【００９５】
　ＣＨＯまたは骨髄腫細胞を用いる別の発現系には、例えば米国特許第５，１２２，４６
４号に記載されるグルタミン合成酵素（ＧＳ）増幅系がある。この系は、酵素ＧＳをコー
ドするＤＮＡおよび所望の抗体をコードするＤＮＡを用いた細胞のトランスフェクション
を含む。次いで、細胞は、グルタミンを含まない培地中で生育し、かくしてＧＳをコード
するＤＮＡが組み込まれたと推測されうるものについて選択される。次いで、これらの選
択されたクローンは、メチオニンスルホキシミン（Ｍｓｘ）を用いて酵素ＧＳの阻害にか
けられる。細胞は、生存するために、その抗体をコードするＤＮＡの増幅を伴ってＧＳを
コードするＤＮＡを増幅するようになる。
【００９６】
　ヒト化抗体を産生するために用いられる細胞系は、哺乳動物細胞であってもよいが、他
の適切な細胞系のいずれか、例えば細菌株または酵母株が代わりに用いられてもよい。例
えば、生体内での翻訳後修飾が要求されない場合（例えば、糖鎖付加が要求されない場合
）、大腸菌由来の細菌株が用いられうることが想定される。得られた抗体は、機能につい
て確認される。機能が喪失している場合、工程（２）に戻って、抗体の枠組み構造を変更
する必要がある。
【００９７】
　ひとたび発現されると、本発明の完全な抗体、その２量体、個々の軽鎖および重鎖、ま
たは免疫グロブリン型は、既知の技術、例えば免疫吸着または免疫親和性クロマトグラフ
ィ、例えばＨＰＬＣ（高性能液体クロマトグラフィ）などのクロマトグラフィ方法、硫安
沈殿、ゲル電気泳動またはこれらのいずれかの組み合わせによって回収され、そして精製
されてよい。一般には、Scopes, Prot. Purif.（Springer-Verlag, NY, 1982）を参照の
こと。少なくとも約９０％～９５％均質な実質的に純粋な免疫グロブリンは有利であり、
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９８％～９９％もしくはさらに均質なものは、医薬での使用に特に有利である。所望する
均質性にまでもしくは部分的にでも精製されると、次に、ヒト化抗体は、治療に、あるい
はアッセイ手順、免疫蛍光染色、その他の手順を開発するために、および実施するために
用いることができる。一般には、Vols. I ＆ II Immunol. Meth.（LefkovitsおよびPerni
s編、Acad. Press, NY, 1979および1981）を参照のこと。
【００９８】
ファージライブラリーおよび他の組み換え発現系
　上記の生産技術に加えて、試験管内の系、例えば完全ヒト抗体および抗体ペプチドのフ
ァージディスプレイ法、診断法および治療法としてのヒト抗体の多くの利点が、現在認め
られている。
　本発明の組み換え抗体およびその配列は、抗ＰＣＡＡ結合活性を有する無数の誘導体お
よびリガンド結合分子の構築を可能にする。例えば、そのＣＤＲは、ヒト抗体ライブラリ
ー、例えばｎ－ＣｏＤｅＲヒトｓｃＦｖライブラリーと組み合わせて、高特異性および高
機能性の抗体フラグメントを作り出すことができる。Moore, 426 Nature, 725-31 (2003)
を参照のこと。
　完全なヒト抗体またはその部分のライブラリーもまた、米国特許出願公開番号第２００
３０２３２３３３に記載されるように、一本鎖ＤＮＡの部位特異的な切断に基づくクロー
ニング法に従って作り出すことができる。
【００９９】
　本明細書に含まれるＤＮＡ配列情報および本明細書記載の発明により提供されるＰＣＡ
Ａエピトープから得られる関係する知識から構築されうる別のリガンド結合分子は、化学
的に敏感なもしくは不溶性の化合物の生理学的な輸送または貯蔵に通常関与する、広範囲
に及ぶ集団の小さく頑強な（robust）タンパク質であるＡＮＴＩＣＡＬＩＮＳ（登録商標
）リポカリンの構築を含む。いくつかの天然リポカリンは、ヒト組織または体液に存在し
ている。互いの配列相同性が低いにもかかわらず、リポカリンは、一端にあって、結合ポ
ケットへの入り口を形成する４個のループを支える構造的に保存されたβバレルを共有す
る。そのループは、個々のリポカリン間で大きく異なる立体配置を示し、様々な天然リガ
ンド特異性を生じさせている。このタンパク質構造は、堅い枠組み構造の上部にある超可
変領域ループを有する免疫グロブリンを思い起こさせる。抗体やいくつかの抗体フラグメ
ントとは異なり、リポカリンは、１６０～１８０アミノ酸残基の一本鎖ポリペプチドから
なり、単一の免疫グロブリンドメインよりもわずかに大きいだけである。結合ポケットを
構成する一組の４個のループは、構造的な可塑性を示し、さまざまな側鎖を許容する。し
たがって、この結合部位は、高い親和性および特異性をもって所定の標的分子の個別の形
を認識するために、再構築されうる。ハプテン様分子、ペプチドおよびタンパク質標的、
例えば、細胞表面受容体の細胞外ドメインを認識する、ＡＮＴＩＣＡＬＩＮＳ（登録商標
）リポカリンが作り出された。酵素との融合タンパク質、また二重特異性結合タンパク質
（別名、ＤＵＯＣＡＬＩＮＳ（登録商標）二重特異性結合タンパク質、Pieris AG, Freis
ing-Weihenstephan、ドイツ）の作製にも成功している。臨床前実験が行われた。例えば
、Korndorferら、330 J. Mol. Biol. 385-96（2003）を参照のこと。
【０１００】
　本明細書記載の本発明に応用可能な他の抗体型は、機能的な重鎖を有するが軽鎖を欠く
、ラクダ科の免疫グロブリンを含む。これらの抗体は、専用のＶおよびＣガンマ遺伝子か
らアセンブルされる。それらは、クローン化され、そして本質的に高い安定性を示す抗原
特異的な一本鎖ドメインの抗体フラグメントを産生するために、ファージディスプレイ技
術を用いて応用されている。米国特許出願公開番号第２００３００８８０７４号。
　別の関連する誘導体は、抗原と抗体のエフェクター分子（Ｆｃ領域の分子）を架橋でき
る細菌で産生された抗体フラグメント（ＰＥＰＢＯＤＩＥＳ（登録商標）抗体フラグメン
トと称される）を提供するため、新しい技術の利点を有する。米国特許出願公開番号第２
００４０１０１９０５号を参照のこと。それゆえ、抗ＰＣＡＡ部位の抗原結合部位を含む
結合分子は、概して、Ｆｃ領域と関連する１つまたは複数のエフェクター機能を示すペプ
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チドと融合され、そして細胞受容体との相互作用および補体活性化などの機能を提供する
。
【０１０１】
　サメ由来の新しい抗原受容体（ＩｇＮＡＲ）分子もまた、抗体分子の「誘導体」である
と考えられうる。ＮＡＲは、２個のタンパク質鎖がジスルフィド結合された２量体であり
、それぞれが、１個の可変ドメインと５個の定常ドメインを含み、そして抗体として機能
する。Nuttallら、270 Eur. J. Biochem., 3543-54 (2003)。本発明のＰＣＡＡ結合抗体
の配列は、ＮＡＲ可変領域中に構築され、合成的にＣＤＲ領域を組み込んだ試験管内ライ
ブラリーを作り出すことができる。結果として、一本鎖ドメインの結合試薬が得られるこ
ととなる。
【０１０２】
　癌細胞生物学の最近の進歩の１つは、癌細胞マーカーを提示しうる前駆細胞系の発見を
伴う。例えば、ヒト膵臓上皮前駆細胞が、同定され、培地中で生育された。次いで、これ
らの細胞は、とりわけ、モノクローナル抗体の開発に有用な抗原の創出に用いることがで
きる。米国特許第６，４３６，７０４号。このように、ＰＣＡＡ結合抗体は、前駆細胞を
同定するために用いることができる。これらの前駆細胞は、マウスなどの異種の受容者に
、さらなる系統のＰＣＡＡ結合抗体を誘導するために投与される免疫原として用いること
ができる。
　結論として、本明細書中で提供されるヌクレオチド配列およびアミノ酸配列は、無数の
生じうる分子がＣＰＡＡ結合活性を有することを可能にし、本発明の範囲はこれらの物質
を得る方法により制限されない。
【０１０３】
抗体誘導体
　抗体の「誘導体」は、付加的な化学部分を含むが、通常はタンパク質の一部は含まない
。タンパク質の共有結合修飾は、本発明の範囲内に含まれる。そのような修飾（モディフ
ィケーション）は、標的とする抗体のアミノ酸残基を、選択された側鎖もしくは末端の残
基と反応できる有機誘導体化剤と反応させることによって、その分子に導入することがで
きる。例えば、当分野で周知の、二官能性物質による修飾は、抗体またはフラグメントを
、水に不溶性のサポート・マトリックスにまたは他の高分子担体に架橋するのに有用であ
る。
【０１０４】
　誘導体はまた、例えば、放射性ヨウ素（１２５Ｉ、１３１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄
（３５Ｓ）、インジウム（１１１Ｉｎ）、トリチウム（３Ｈ）またはその他のものを用い
て標識化された放射活性物質で標識化されたモノクローナル抗体；ビオチンもしくはアビ
ジン、酵素、例えば西洋わさびペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガ
ラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコアミラーゼ、カルボキシル酸アンヒド
ラーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、リゾチーム、リンゴ酸脱水素酵素またはグルコー
ス６リン酸脱水素酵素を用いたモノクローナル抗体コンジュゲート；さらに、生物発光試
薬（例えばルシフェラーゼ）、化学発光試薬（例えばアクリジンエステル）または蛍光物
質（例えばフィコビリンタンパク質）を用いたモノクローナル抗体コンジュゲートも含む
。本発明の抗体の誘導体の例は、細胞毒性活性を示す、抗体－小分子薬物コンジュゲート
、例えば、抗体－マイタンシノイドコンジュゲートがある。米国特許出願公開番号第２０
０４００３９１７６号を参照のこと。前臨床的評価は、このコンジュゲートが異種移植モ
デルにおいて強力な抗腫瘍活性を示す腫瘍活性型プロドラッグとして作用することを示し
た。さらに、細胞毒性抗体誘導体を後述する。
【０１０５】
　本発明の他の誘導体の二重機能性抗体は、２つの別の抗原群を認識する２つの別個の抗
体部分を組み合わせることによって作り出される、二重特異性抗体である。これは、架橋
または組み換え技術により達成することができる。加えて、部分は、（例えば、血流から
のクリアランス時間を延ばすことによって）生体内での半減期を増加させるために、抗体
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またはその一部に加えられうる。そのような技術は、例えば、ＰＥＧ部分を付加すること
（別名、ペグ化）が挙げられ、当分野で周知である。例えば、米国特許出願公開番号第２
００３００３１６７１号を参照のこと。
【０１０６】
抗イディオタイプＡｂ
　モノクローナルもしくはキメラ抗ＰＣＡＡ抗体に加えて、本発明はまた、本発明の抗Ｃ
ＰＡＡ抗体に特異的な抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体にも関する。抗Ｉｄ抗体は、一般
に、他の抗体の抗原結合領域に関連する固有の決定基を認識する抗体である。ＣＰＡＡに
特異的な抗体は、イディオタイプ抗体もしくはＩｄ抗体と称される。抗Ｉｄは、Ｉｄ抗体
の供給源と同じ種でかつ同じ抗原型の動物（例えばマウス株）を、Ｉｄ抗体またはその抗
原結合領域を用いて免疫することによって調製されうる。免疫された動物は、免疫した抗
体のイディオタイプ決定基を認識して応答し、抗Ｉｄ抗体を産生することとなろう。この
抗Ｉｄ抗体はまた、さらに別の動物において免疫応答を引き起こす「免疫原」として用い
られ、いわゆる抗－抗Ｉｄ抗体を産生することもできる。この抗－抗Ｉｄ抗体は、抗Ｉｄ
を誘導した元の抗体と、エピトープの点で同一でありうる。したがって、あるｍＡｂのイ
ディオタイプ決定基に対する抗体を用いることによって、同一の特異性を有する抗体を発
現する別のクローンを特定することが可能である。
【０１０７】
　したがって、本発明に従い、ＣＰＡＡに対して創出されたモノクローナル抗体は、適切
な動物、例えばＢＡＬＢ／ｃマウスにおいて抗Ｉｄ抗体を誘導するために用いることがで
きる。このように免疫されたマウスからの脾臓細胞は、抗Ｉｄ抗体を分泌する抗Ｉｄハイ
ブリドーマを作製するために用いることができる。さらに、抗ＩｄｍＡｂは、担体、例え
ばキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）にカップリングされ、さらなるＢＡＬＢ
／ｃマウスを免疫するために用いることができる。これらのマウスからの血清は、ＣＰＡ
Ａエピトープに特異的な元のｍＡｂの結合特性を有する抗－抗Ｉｄ抗体を含むであろう。
【０１０８】
イディオタイプ、抗イディオタイプ
　加えて、ＣＰＡＡに対する抗体、その類似体、それらの部分、フラグメント、ペプチド
または誘導体は、適切な動物、例えば、ＢＡＬＢ／ｃマウスにおいて抗Ｉｄ抗体を誘導す
るために用いることができる。そのように免疫されたマウスからの脾臓細胞は、抗Ｉｄモ
ノクローナル抗体を分泌する抗Ｉｄハイブリドーマを作製するために用いられる。さらに
、抗Ｉｄ抗体は、担体、例えばキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）にカップリ
ングされ、さらなるＢＡＬＢ／ｃマウスを免疫するために用いることができる。これらの
マウスからの血清は、ＣＰＡＡのエピトープに特異的な元のモノクローナル抗体の結合特
性を有する抗－抗Ｉｄ抗体、またはその類似体、フラグメントおよび誘導体を含むであろ
う。かくして、抗Ｉｄ抗体は、それ自身がイディオタイプエピトープを有しており、また
、評価されるべきエピトープと構造的に類似する「イディオタイプ」を有する。
【０１０９】
　抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体は、一般に、ある抗体の抗原結合領域に関連する固有
の決定基を認識する抗体である。Ｉｄ抗体は、ｍＡｂの供給源と同じ種でかつ同じ抗原型
の動物（例えばマウス株）を、抗Ｉｄが調製されることとなるｍＡｂを用いて免疫するこ
とによって調製できる。その免疫された動物は、免疫した抗体のイディオタイプ決定基に
対する抗体（抗イディオタイプ抗体）を産生することによって、これらのイディオタイプ
決定基を認識し、そして応答することとなるであろう。例えば、米国特許第４，６９９，
８８０号および第６，８３５，８２３号を参照のこと。この抗Ｉｄ抗体はまた、さらに別
の動物において免疫応答を引き起こす「免疫原」として用いられ、いわゆる抗－抗Ｉｄ抗
体を産生することもできる。この抗－抗Ｉｄ抗体は、抗Ｉｄを誘導した元のｍＡｂと、エ
ピトープの点で同一でありうる。したがって、あるｍＡｂのイディオタイプ決定基に対す
る抗体を用いることによって、同一の特異性を有する抗体を発現する別のクローンを特定
することが可能である。
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【０１１０】
抗ＣＰＡＡ抗体および抗ＣＰＡＡペプチドの構造類似体
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドの構造類似体は、本明細書で示される教示およ
びガイダンスに基づいて既知の方法工程により提供される。
　タンパク質の三次元構造に関する知識は、それらが機能する様式を理解する際に決定的
に重要である。タンパク質構造データベースにおいて（配列データベースの既知のタンパ
ク質配列の数千と対照的に）、何百ものタンパク質の三次元構造が現在利用可能である。
これらの構造の解析は、それらが、認識できる種類のモチーフに折り畳まれることを示す
。このように、タンパク質の相同性に基づき関連するタンパク質の既知構造に対し、ある
タンパク質の三次元構造のモデルを作ることが可能である。比較的低い配列相同性を有す
る２つのタンパク質が、類似性の高い三次元構造またはモチーフを有しうる例も多く知ら
れている。
【０１１１】
　近年、核磁気共鳴（ＮＭＲ）におり最高で約１５ｋＤａのタンパク質の三次元構造を決
定することが可能となってきた。この技術では、純粋なタンパク質の濃縮溶液を必要とし
、結晶または同形の誘導体は必要ではない。多くのタンパク質の構造が、この方法により
決定された。ＮＭＲ構造決定の詳細は、当該分野で周知である。例えば、Wuthrich, NMR 
OF PROTEINS ＆ NUCLEIC ACIDS (Wiley, N.Y., 1986)；Wuthrich, 243 Science 45-50 (1
989)；Cloreら、24 Critical Rev. Biochem. Molec. Biol. 479 564 (1989)；Cookeら、8
 Bioassays 52 56 (1988)を参照のこと。
【０１１２】
　このアプローチを適用する際に、さまざまな１Ｈ－ＮＭＲ２Ｄデータセットが、本発明
の抗ＣＰＡＡ抗体および／または抗ＣＰＡＡペプチドに対して集められる。これには、２
つの主要な形式がある。１つの形式であるＣＯＳＹ（相関分光分析）は、化学結合によっ
て連結された陽子共鳴を特定する。これらのスペクトルは、３つもしくはそれ未満の共有
結合によって連結されたプロトンの情報を与える。ＮＯＥＳＹ（核オーバーハウザー・エ
ンハンスメント分光法）は、空間的に近接する（０．５ｎｍ未満）陽子を特定する。完全
なスピン系の帰属（アサイメント）後に、二次構造がＮＯＥＳＹにより特定される。交差
ピーク（核オーバーハウザー効果またはＮＯＥ’ｓ）が、ペプチドの一次配列の隣接する
残基間に見られ、０．５ｎｍ未満離れたプロトンに見られうる。アミドプロトン結合定数
および二次構造で隣接する非隣接アミノ酸からのＮＯＥ’ｓと組み合わせたシーケンシャ
ルＮＯＥ’ｓから集められたデータは、ペプチドの二次構造を特徴づけるために用いられ
る。二次構造予測とは別に、ＮＯＥ’ｓは、一次アミノ酸配列と二次構造の両方の空間的
な距離を示す。全てのデータを「ベスト・フィット」外挿法により考慮した後に、三次構
造予測が決定される。
【０１１３】
　アミノ酸の種類は、距離情報（through-bond connectivity）を用いて最初に特定され
る。次に、特定のアミノ酸が、既知のアミノ酸配列と一緒に隣接する残基との空間的な距
離情報を用いて割り当てられる。ＮＯＥは空間的に近接する陽子のペアを特定し、結合定
数は二面角における情報を与え、低交換性（slowly exchanging）アミドプロトンは水素
結合の場所に関する情報を与える。これらの拘束（restraint）は、距離幾何学タイプの
計算を用いて構造をコンピューターにより計算した後に、拘束された分子の動力学を用い
た改善をコンピューターにより計算するために、用いられる。これらのコンピュータプロ
グラムの出力は、実験データ（すなわち、ペアワイズ＜０．５ｎｍの距離拘束のセット）
に適合する構造ファミリーである。その構造がデータにより規定されればされるほど、そ
の構造ファミリーはよりよく重畳される（すなわち、構造の分解能がますますよくなる）
。ＮＭＲを用いてよりよく規定された構造における、バックボーン（すなわち、アミド、
Ｃαおよびカルボニル原子）と分子の中心に埋もれている状態のアミノ酸の側鎖の多くの
位置が、結晶学により得られる構造と同じくらい明確に特定されうる。しかしながら、表
面に曝されたアミノ酸残基の側鎖は、ほとんどの場合明確ではない。このことは、これら
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表面の残基はより可動的であり、決まった位置にないであろうという事実を、おそらく反
映する（結晶構造においては、これは散漫的な電子密度（diffuse electron density）と
して観察されうる）。
【０１１４】
　かくして、本発明に基づいた、ＮＭＲ分光データの使用は、トポグラフィーの構造理解
に基づく少なくとも抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドの一部分の構造類似体を出すために、
コンピューターモデリングと組み合わさられる。当業者であれば、この情報を用いること
で、抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドの構造類似体を得る方法、例えば、ＣＰＡＡ結合親和
性または結合活性が分子に期待される治療上もしくは診断上の使用に対する要求、例えば
ＣＰＡＡ結合のより高い特異性の達成に一致するモジュレートされたペプチドの産生を可
能にする、理論的なアミノ酸置換を知ることができるであろう。
【０１１５】
　あるいは、抗ＣＰＡＡ治療および診断に適切な構造上の特徴または化学的特徴を有する
化合物は、選択的ＣＰＡＡ親和性を有する構造類似体を提供する。マクロモデル（MacroM
odel）（登録商標）（Schrodinger, LLC, NY）、インサイト（Insight）（登録商標）Ｉ
Ｉおよびディスカバー（Discover）（登録商標）（Accelrys Software Inc., Burlington
, MA）を用いた、ＣＰＡＡ結合性の化合物、例えばＣＰＡＡ受容体、抗ＣＰＡＡ抗体また
は他のＣＰＡＡ結合分子の分子モデリング研究は、本発明に関する抗ＣＰＡＡ抗体および
／またはペプチドの空間的要求および幾何学的配置を提供する。このように、本発明のそ
のような構造類似体は、選択的な定性的かつ定量的な試験管内、その場および／または生
体内における抗ＣＰＡＡ活性を提供する。
【０１１６】
診断応用
　本発明はまた、膵臓癌または結腸癌であることが分かっている患者もしくは罹患してい
ることが疑われる患者においてＣＰＡＡを検出するための診断方法での使用のための、上
記の抗ＣＰＡＡ抗体およびペプチドを提供する。本発明の他の態様において、本抗体は、
形態学的に正常な細胞において分子マーカーを検出することができ、無症状の個体の早期
発見スクリーニングを提供する。
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体および／またはペプチドは、試料中のＣＰＡＡまたは抗ＣＰＡ
Ａ抗体を検出するもしくは定量する免疫アッセイに有用である。ＣＰＡＡの免疫アッセイ
は、典型的には、臨床試料または生物試料を、選択的にＣＰＡＡと結合できる本発明の検
出可能に標識化された高親和性（もしくは高い結合活性）の抗ＣＰＡＡ抗体またはポリペ
プチドの存在下でインキュベートすること、および試料中で結合される標識化されたペプ
チドまたは抗体を検出すること、を含む。さまざまな臨床アッセイ手順が当分野で周知で
ある。例えば、IMMUNOASSAYS FOR THE 80’S (Vollerら、編、Univ. Park, 1981)を参照
のこと。そのような試料は、生検、血液、血清および糞試料、または、浣腸、結腸内視術
もしくは経口緩下剤の液剤後の結腸直腸トラック（colorectal track）から回収される液
体を含み、後述するＥＬＩＳＡ分析を受ける。
【０１１７】
　かくして、抗ＣＰＡＡ抗体またはポリペプチドは、細胞、細胞粒子または可溶性タンパ
ク質を固定することができるニトロセルロースまたは他の固体サポートに固定されてもよ
い。次いで、そのサポートは、適切な緩衝液を用いて洗浄された後、検出可能に標識化さ
れたＣＰＡＡ特異ペプチドまたは抗体により処理されてよい。次いで、その固相サポート
は、結合していないペプチドまたは抗体を取り除くために、緩衝液で二度目の洗浄がなさ
れてもよい。次に、固体サポート上に結合された標識の量を、既知の方法工程により検出
することができる。
【０１１８】
　「固相サポート」または「担体」は、ペプチド、抗原または抗体を結合できるいずれか
のサポートを意味する。周知のサポートまたは担体は、ガラス、ポリスチレン、ポリプロ
ピレン、ポリエチレン、ポリビニリデンフルオライド（ＰＶＤＦ）、デキストラン、ナイ
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ロン、アミラーゼ、天然のセルロースおよび加工セルロース、ポリアクリルアミド、アガ
ロースおよびマグネタイトを含む。担体の性質は、ある程度可溶性であるか、本発明の目
的に関して不溶性のいずれかであってよい。サポート物質は、カップルされる分子がＣＰ
ＡＡまたは抗ＣＰＡＡ抗体に結合できる限り、事実上可能ないずれの形状を有していても
よい。このように、サポートの形状は、ビーズのように球形であってもよいし、あるいは
試験管の内部表面もしくは棒の外部表面のように円筒形であってもよい。あるいは、その
表面は、シート、培養皿、試験紙などのように平面であってよい。例えば、サポートは、
ポリスチレンビーズを含みうる。当業者であれば、抗体、ペプチドまたは抗原を結合する
ための多くの他の適切な担体を知っているであろうし、また通常の実験により同様のもの
を確認することができる。
【０１１９】
　周知の方法工程は、所定のロットの抗ＣＰＡＡペプチドおよび／または抗体の結合活性
を決定することができる。当業者であれば、通常の実験により、有効で最適なアッセイ条
件を決定することができる。
　ＣＰＡＡ特異ペプチドおよび／または抗体の検出可能な標識化は、酵素免疫定量法（Ｅ
ＩＡ）または酵素免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）での使用のための酵素と連結することに
よって達成することができる。その連結された酵素は、曝された基質と反応し、例えば分
光光度法、蛍光分光法により、または可視化手段によって検出できる化学部分を生成する
。本発明のＣＰＡＡ－特異抗体を検出可能に標識化するために用いられうる酵素は、限定
するものではないが、リンゴ酸脱水素酵素、ブドウ球菌のヌクレアーゼ、デルタ－５－ス
テロイドイソメラーゼ、酵母アルコール脱水素酵素、アルファ－グリセロリン酸脱水素酵
素、トリオースリン酸イソメラーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、リボヌ
クレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－６－リン酸脱水素酵素、グルコアミ
ラーゼおよびアセチルコリンエステラーゼを含む。
【０１２０】
　ＣＰＡＡ特異抗体を放射標することによる放射免疫測定法（ＲＩＡ）の使用を通じて、
ＣＰＡＡを検出することが可能である。Workら、LAB. TECHNIQUES ＆ BIOCHEM. IN MOLEC
. BIO.（No. Holland Pub. Co., NY, 1978）を参照のこと。放射性同位体は、ガンマ計数
器またはシンチレーション計数器の使用のような手段により、またはオートラジオグラフ
ィーにより検出できる。本発明の目的に特に有用な同位体は、３Ｈ、１２５Ｉ、１３１Ｉ
、３５Ｓ、１４Ｃおよび１２５Ｉを含む。
　ＣＰＡＡ特異抗体を、蛍光化合物を用いて標識することも可能である。蛍光標識された
抗体は、適切な波長の光に曝された場合、次いで、その存在は蛍光によって検出できる。
なかでも最も一般的に用いられる蛍光標識化合物は、フルオレセイン・イソチオシアネー
ト、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、Ｏ－フタル
アルデヒドおよびフルオレサミンである。
【０１２１】
　ＣＰＡＡ特異抗体はまた、蛍光発光金属、例えば１２５Ｅｕまたは他の一連のランタノ
イドを用いて検出可能に標識化することができる。これらの金属は、ジエチレントリアミ
ンペンタ酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のような金属キレ
ート基を用いて、ＣＰＡＡ特異抗体に結合させることができる。
　ＣＰＡＡ特異抗体はまた、化学発光化合物とカップリングすることにより検出可能に標
識化できる。次いで、化学発光で標識化された抗体の存在は、化学反応の間に生じる発光
の存在を検出することにより決定される。有用な化学発光標識化合物の例は、ルミノール
、イソルミノール、テロマティック・アクリディニウムエステル（theromatic acridiniu
m ester）、イミダゾール、アクリジニウム塩およびシュウ酸エステルである。
【０１２２】
　同様に、生物発光化合物が、本発明のＣＰＡＡ特異抗体、部分、フラグメント、ポリペ
プチドまたは誘導体を標識化するために用いられてもよい。生物発光は、触媒タンパク質



(31) JP 2011-502517 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

が化学発光反応の効率を上昇させる生物系に見られるある種の化学発光である。生物発光
タンパク質の存在は、発光の存在を検出することによって決定される。標識化の目的に重
要な生物発光化合物は、ルシフェリン、ルシフェラーゼおよびエクオリンである。
　ＣＰＡＡ特異抗体、部分、フラグメント、ポリペプチドまたは誘導体の検出は、例えば
検出可能な標識が放射性ガンマ放射体の場合にはシンチレーション計数器により、例えば
標識が蛍光物質の場合には蛍光光度計により、達成することができる。酵素標識の場合に
は、検出は、その酵素に対する基質を用いる比色法により達成することができる。検出は
また、同様にして調製された標準に対して、基質の酵素反応の程度を視覚的に比較するこ
とにより、達成することができる。
【０１２３】
　本発明の目的に関して、上記のアッセイにより検出されるＣＰＡＡは、生物試料中に存
在していてもよい。ＣＰＡＡを含むいずれの試料も用いることができる。例えば、試料は
、体液、例えば血液、血清、リンパ、尿、糞、炎症性滲出液、脳脊髄液、羊水、組織抽出
液または組織ホモジネート、その他の類似物である。しかしながら、本発明は、これらの
試料のみを用いるアッセイに限定されず、当業者は本明細書に照らして、他の試料の使用
を可能にする適切な条件を決定することが可能であろう。
【０１２４】
　インシトゥー検出は、患者から組織標本を取り出し、そして本発明の標識化抗体と該標
本との組み合わせを提供することにより達成できる。抗体（またはその部分）は、生物試
料に対して標識化抗体（または部分）を適用することによって、または覆うことによって
提供することができる。そのような手順の使用を通じて、ＣＰＡＡの存在だけでなく試験
した組織におけるＣＰＡＡの分布もまた決定できる。当業者であれば、本発明を用いるこ
とで、多種多様な組織学的方法のいずれか（例えば、染色手順）がこのようなインシトゥ
ー検出を行うためにモディファイされうることは、容易に認められよう。
　本発明の抗体、フラグメントまたは誘導体は、「トゥー・サイト（two-site）」または
「サンドイッチ」アッセイとしても知られている、免疫測定法での利用のために用いるこ
とができる。典型的な免疫測定法においては、ある量の未標識の抗体（または抗体のフラ
グメント）が試験される液体中で不溶性の固体サポートに結合され、ある量の検出可能に
標識化された可溶性抗体が加えられ、固相の抗体、抗原そして標識化抗体の間で形成され
る三者複合体を検出および／または定量化が可能となる。
【０１２５】
　典型的な免疫測定法は、固相に結合された抗体が、試験される試料と最初に接触し、固
相抗体－ＣＰＡＡの２者複合体の形成によりその試料中からＣＰＡＡを抽出する、「フォ
ワード」アッセイを含む。適切なインキュベーション時間後に、その固相を、未反応のＣ
ＰＡＡがたとえ存在してもそれを含む液体試料の残留物を取り除くために洗浄し、次いで
、既知量の標識化抗体（「レポーター分子」として機能する）を含む溶液と接触させる。
その標識化抗体が未標識の抗体を介して固体サポートに結合されたＣＰＡＡと複合体形成
することを可能にする第２のインキュベーション時間の後、その固相を第２の洗浄を行い
、未反応の標識化抗体を取り除く。この種のフォワード・サンドイッチアッセイは、ＣＰ
ＡＡが存在するかどうかを決定できる単純な「ある／なし」のアッセイであってもよいし
、あるいは、標識化抗体の測定値と既知量のＣＰＡＡを含む標準試料で得られた測定値と
を比較することによって定量化することもできる。そのような「トゥー・サイト」または
「サンドイッチ」アッセイは、Wide、RADIOIMMUNE ASSAY METHODS, 199-206 (Kirkham編
、Livingstone, Edinburgh, 1970)に記載されている。
【０１２６】
　ＣＰＡＡを用いる有用でありうる別の種類の「サンドイッチ」アッセイは、「同時（si
multaneous）」アッセイおよび「リバース」アッセイとも称される。同時アッセイは、固
相に結合された抗体と標識化抗体の両方を試験される試料に同時に加える、一回のインキ
ュベーション工程を含む。そのインキュベーションが完了した後に、その固相を、液体試
料の残留物および複合体形成していない標識化抗体を取り除くために洗浄する。次いで、
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固相に捕捉された標識化抗体の存在は、一般的な「フォワード」サンドイッチアッセイに
おいてなされるように決定される。
　「リバース」アッセイにおいては、液体試料に標識化抗体溶液を最初に添加し、続いて
適切なインキュベーション時間後に、固体サポートに結合した未標識の抗体を添加する、
段階的な添加が用いられる。第２のインキュベーション後に、固相は、試験される試料中
のおよび未反応の標識化抗体溶液中の残留物をそこから取り除くために、通常の様式で洗
浄される。次いで、固体サポートと会合した標識化抗体の決定は、「同時」アッセイおよ
び「フォワード」アッセイのように決定される。１つの実施形態において、別々のエピト
ープに特異的な本発明の抗体の組み合わせは、センシティブ・スリー－サイト免疫放射定
量測定法（sensitive three-site immunoradiometric assay）を実施するために用いるこ
とができる。
【０１２７】
　加えて、例示的な抗体は、Ｔ細胞タイピングのために、特定のＣＰＡＡ保有細胞または
フラグメントを単離するために、ワクチン調製のために、またはその他類似の目的のため
に、利用することができる。抗体は、試料中のＣＰＡＡを定量的にもしくは定性的に検出
するために、あるいはＣＰＡＡを発現する細胞の存在を検出するために、用いられてよい
。これらは、蛍光標識された抗体（下記を参照のこと）を、蛍光顕微鏡、フローサイトメ
トリーまたは蛍光分析検出と組み合わせて用いる、免疫蛍光技術により達成することがで
きる。診断の目的について、抗体は、標識されていても、標識されていなくてもよい。未
標識の抗体は、ヒト免疫グロブリンの定常領域に特異的な抗体などの、ヒト化抗体と反応
する他の標識化抗体（第２の抗体）と組み合わせて用いられてよい。あるいは、抗体は、
直接標識されていてもよい。放射性核種、フルオロ、酵素、酵素基質、酵素補因子、酵素
阻害剤、リガンド（特にハプテン）などの、多種多様な標識を用いることができる。多く
の種類の免疫測定法、例えば、上述のものが利用可能であり、当業者には周知である。
【０１２８】
　本発明に有用な抗体は、免疫蛍光顕微鏡または免疫電子顕微鏡の場合のように、本発明
のＣＰＡＡのインシトゥー検出に関して、組織学的に用いることができる。インシトゥー
検出は、患者から組織標本を取り出し、そして本発明の標識化抗体を該標本に提供するこ
とにより達成することができる。抗体（またはフラグメント）は、生物試料に対して標識
化抗体（またはフラグメント）を適用することによって、または覆うことによって提供す
ることができる。そのような手順の使用を通じて、ＣＰＡＡの存在だけでなく試験される
組織におけるその分布もまた決定できる。当業者であれば、本発明を用いることで、多種
多様な組織学的方法のいずれか（例えば、染色手順）がこのようなインシトゥー検出を行
うためにモディファイされてよいことは、容易に認められよう。
　重要なことに、本発明の抗体は、ある種の大腸癌および膵臓癌の侵襲性を診断するのに
有効でありうる。より詳細には、本発明の抗体は、非常に急速に進行する悪性の癌と対照
的に、幾年もかけて成長する緩徐型の癌（slow cancer）の患者に存在するＣＰＡＡを特
定しうる。このように、本発明の抗体は、重要な免疫組織学的ツールを提供しうる。
【０１２９】
　本発明の抗体は、翻訳後修飾を含む遺伝子発現プロフィールを測定することに特に好ま
しく、ペプチドホルモンおよび炭水化物などの小分子を検出することにも有用な、抗体ア
レイに用いることができる。いくつかのアプローチが、最近、抗体アレイの安定性および
効果を決定するために用いられている。いくつかの例において、ファージディスプレイさ
れた抗体が、アレイを調製する際に用いられ、検出および解析は、ＳＥＬＤＩ（表面増強
レーザー脱離イオン化法）により、またはフィルターに基づく酵素免疫吸着測定法（filt
er-based enzyme-linked immunosorbent assay）（ＥＬＩＳＡ）によるハイスループット
形式にて行われる。検出系の別の例としては、蛍光タグおよびナノ電極（nanoelectrodes
）、ならびにより小さいアレイについては表面プラズモン共鳴およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
（マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型）質量分析を含む。プロテオーム解
析はまた、結合された抗原のアレイを最初に生成し、続いて抗体による捕捉、そして親和
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性リガンド、例えば検出プローブに結合されたプロテインＬまたはプロテインＡを用いた
検出により実施されうる。
【０１３０】
　第３のアプローチは、抗体遺伝子を含む細菌をフィルターに高密度でグリディング（gr
idding）し、続いてＥＬＩＳＡなどの検出プローブを付着された親和性リガンドまたは抗
原を含む別のフィルターと相互作用することを含む。この方法は、液体操作の必要がない
し、そして何万もの抗体の複数抗原に対する平行したスクリーニングが、別々に発現され
るタンパク質を最終的に特定するために実施されうる。最後の方法は、コンビナトリアル
ケミストリーを用いて、チップ上で直接抗体を合成する可能性を包含する。しかしながら
、あらかじめ合成されたポリペプチド結合ブロックを用いて抗体の枠組み構造を創出し、
続いて個々のアミノ酸を加えない限り、現在の技術では、最小の１２０アミノ酸からなる
抗原結合抗体ドメインでさえ合成するのに幾分か無理がある。
【０１３１】
　抗ＣＰＡＡ活性を決定するためのスクリーニング方法はまた、本発明において提供され
る。詳細には、実施例６においてさらに記述されるように、本発明の抗体は、抗体依存性
細胞障害（ＡＤＣＣ）活性を伴う。ＣＰＡＡ保有細胞の死を試験管内、その場もしくは生
体内で引き起こす、抗体、そのフラグメントまたは部分、ペプチド、ペプチド模倣化合物
または有機模倣化合物からなる群より選択されうる抗ＣＰＡＡ化合物が、本発明に包含さ
れる。抗ＣＰＡＡ化合物のＡＤＣＣ活性を決定するために用いられうるスクリーニング方
法は、試験管内アッセイまたは生体内アッセイを含みうる。そのような試験管内アッセイ
は、単離されたもしくは組み換え型のチンパンジーＣＰＡＡまたはヒトＣＰＡＡなどのＣ
ＰＡＡとの接触による細胞死の低下を決定する（ここで、ＣＰＡＡ中和化合物が同時に存
在することで、細胞死の程度または速度は低下する）、ＣＰＡＡ細胞毒性アッセイ、例え
ば、放射免疫測定法を含みうる。
【０１３２】
診断キット
　キットもまた、被検抗体を細胞活性に対する保護もしくは検出に、または選択された抗
原の存在に関して使用するために供給されてよい。かくして、本発明の抗体は、通常、単
独あるいは所望の細胞型に対して特異的なさらなる抗体と組み合わされ、容器中で凍結乾
燥形式にて提供されうる。抗体は、ラベルもしくは毒素とコンジュゲートされていてもコ
ンジュゲートされていなくてもよく、それらは、緩衝液、例えばトリス溶液、リン酸溶液
、炭酸溶液、その類似の溶液、安定剤、殺生物剤、不活性なタンパク質、例えば血清アル
ブミンまたはその類似物を含むキットに、含まれる。該して、これらの物質は、活性な抗
体量に基づいて５％ｗｔ未満存在してよく、通常、抗体濃度に対して全量の少なくとも約
０．００１％ｗｔで存在してよい。しばしば、活性成分を希釈するために、不活性な増量
剤または賦形剤を含んでいることが望ましく、賦形剤は全組成物の約１％～９９％ｗｔま
で存在してもよい。第１の抗体に結合できる第２の抗体がアッセイにおいて用いられる場
合、それは、通常、別のバイアル中に入っているであろう。第２の抗体は、典型的にはラ
ベルとコンジュゲートされており、そして上記の抗体製剤と類似する様式で製剤化される
。キットは、一般に一組の使用説明書もまた含みうる。
【０１３３】
医薬応用
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドは、例えば癌腫および関連する状態の処置に用
いられうる。より詳細には、本発明は、医薬的に許容される担体もしくは希釈剤および活
性成分として本発明に関する抗体もしくはペプチドを含む、医薬組成物を提供する。免疫
毒素の送達成分は、本発明に関するヒト化抗体である。完全免疫グロブリンまたはそれら
の結合フラグメント、例えばＦａｂもまた想定される。典型的には、免疫毒素における抗
体は、ヒトＩｇＡ、ＩｇＭまたはＩｇＧアイソタイプのものであってよいが、望ましい場
合には別の哺乳動物の定常領域が用いられてもよい。この成分はまた、本発明に関する免
疫毒素を含んでいてよい。本発明のヒト化抗体、免疫毒素および医薬成分は、非経口投与
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、例えば皮下、筋肉内もしくは静脈内投与に有用である。
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体および／またはペプチドは、個別の治療剤として、または別の
治療物質との組み合わせのいずれかにおいて、投与されてよい。それらは、単独で投与さ
れてもよいが、一般的には、選らばれた投与経路および標準的な薬務に基づいて選択され
た医薬担体と一緒に投与される。
【０１３４】
　非経口投与に関し、抗ＣＰＡＡ抗体またはペプチドは、医薬的に許容される非経口ビヒ
クルとともに液剤、懸濁剤、エマルジョンまたは凍結乾燥粉剤として製剤化されてよい。
例えば、ビヒクルは、許容される担体、例えば水性の担体中に溶解された抗体溶液もしく
はそのカクテルであってよく、そのようなビヒクルは、水、食塩水、リンガー溶液、デキ
ストロース溶液または５％ヒト血清アルブミンおよび０．４％食塩水、０．３％グリシン
および他の類似物である。リポソームおよび非水性ビヒクル、例えば固定油もまた用いる
ことができる。これらの溶液は、滅菌状態であり、一般に微粒子物質を含まない。これら
の組成物は、慣用の周知の滅菌技術により滅菌されうる。組成物は、生理的な条件に近づ
ける必要性に応じて医薬的に許容される補助物質、例えばｐＨ調整物質および緩衝剤、毒
性調整物質（toxicity adjustment agent）およびその類似物、例えば酢酸ナトリウム、
塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなどを含んでいてよい
。これらの製剤中の抗体濃度は、例えば重量あたり約０．５％未満、通常、約１％もしく
は少なくとも約１％から、１５％もしくは２０％程度でさまざまに変化してよく、それは
選択された特定の投与様式に従い、主として液量、粘性などに基づいて選択されるであろ
う。ビヒクルまたは凍結乾燥粉剤は、等張性（例えば、塩化ナトリウム、マンニトール）
および化学的な安定性（例えば、緩衝剤および保存剤）を維持する添加剤を含んでいてよ
い。製剤は、通常用いられる技術により滅菌される。
【０１３５】
　かくして、筋肉内注射の典型的な医薬組成物は、１ｍｌの滅菌緩衝用水および５０ｍｇ
の抗体を含んで作製されうる。静脈注射のための典型的な組成物は、２５０ｍｌの滅菌リ
ンガー溶液および１５０ｍｇの抗体を含んで作製されうる。非経口投与可能な組成物を調
製する実際の方法は、知られているし、または当業者には明らかであろうし、そして、例
えばREMINGTON’S PHARMA. SCI. （第15版、Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980）に詳細
に記載されている。
　本発明の抗体は、貯蔵のために凍結乾燥されてよく、使用前に適切な担体中で再構成さ
れてよい。この技術は、通常の免疫グロブリンに対して有効であることが示されている。
いずれかの適切な凍結乾燥技術および再構成技術が、行われうる。当業者であれば、凍結
乾燥および再構成が、異なる程度の抗体活性の喪失を導きうること（例えば、一般的な免
疫グロブリン、ＩｇＭ抗体は、ＩｇＧ抗体よりも大きく活性を損なう傾向にある）、なら
びに埋め合わせのために使用レベルが調整されなければならないであろうことは、認めら
れよう。
【０１３６】
　本ヒト様抗体またはそのカクテルを含む組成物が、再発の予防のためにおよび／または
罹患している病気の治療的処置のために投与されてよい。適切な医薬担体は、最新版のRE
MINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES、当分野の標準的な参考書に記載されている。例え
ば、注射による投与に適切な非経口組成物は、重量あたり１．５％の活性成分を０．９％
塩化ナトリウム溶液中に溶解することによって調製される。本発明の抗ＣＰＡＡペプチド
および／または抗体は、その表面に会合したＣＰＡＡを有する細胞に対して、抗体依存性
細胞障害（ＡＤＣＣ）および／またはアポトーシスおよび／または補体依存性細胞障害（
ＣＤＣ）を媒介するその能力ゆえに、治療効果のために適用されうる。これらの活性につ
いては、エフェクター細胞（ＡＤＣＣのための）または相補成分（ＣＤＣのための）の内
因性の供給源かもしくは外因性の供給源のいずれが利用されてよい。
【０１３７】
　治療応用において、組成物は、疾病に既に罹患している患者に、その疾病およびその合
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併症を治癒するのに、あるいは部分的に停止させるのに、または緩和するのに十分な量で
投与される。これを達成するのに適当な量は、「治療上の有効用量」と定義される。この
使用のために有効な量は、悪性度および患者自身の免疫系の全般的な状態に依存しうるが
、一般的には、投薬あたり約１ｍｇ～約２００ｍｇの抗体の範囲であり、患者あたり５ｍ
ｇ～２５ｍｇの投薬量がもっとも一般的に用いられる。本発明の物質は、通常、重症な病
的状態、しばしば致命的な状態もしくは潜在的に致命的な状態に用いられうることを考慮
に入れておく必要がある。このような場合において、本発明の現在のヒト様抗体により達
成される、異物の最小化および「外来物質」拒絶の低い可能性の観点から、実質的に過剰
量のこれらの抗体を投与することが可能であり、そして処置を施す医師により好ましいと
感じられるであろう。
【０１３８】
　投与される投薬量は、もちろん、既知の因子、例えば、特定の物質の医薬特性、そして
その投与様式および投与経路；受容者の年齢、健康状態および体重；症状の性質および程
度、併用療法の種類、処置の頻度、および望まれる効果に応じて変化しうる。通常、活性
成分の１日投与量、週投与量、隔週投与量は、４時間～６時間かけて送達される体重の約
１００ｍｇ／ｍ２～２５０ｍｇ／ｍ２でありうる。
　非制限的な例として、ＣＰＡＡ関連病状のヒトもしくは動物の処置は、本発明の抗ＣＰ
ＡＡペプチド、モノクローナルキメラ抗体および／またはネズミ抗体の１日投与量、週投
与量または隔週投与量として、１日あたり、１週あたりまたは隔週あたり０．１ｍｇ／ｋ
ｇ～１００ｍｇ／ｋｇの範囲の投与量で提供されてよい。
【０１３９】
　ヒト治療での使用のための例示的な抗体は、本発明に従い、高親和性（高結合活性であ
ってもよい）のネズミ抗体およびキメラ抗体、そして生体内で強力な抗ＣＰＡＡ活性を有
するフラグメント、領域および誘導体である。
　内部への投与に適した投薬製剤（組成物）は、一般には、ユニットあたり約０．１ｍｇ
～約５００ｍｇの活性成分を含む。これらの医薬組成物において、活性成分は、組成物の
全重量に基づく重量あたり約０．５％～９５％の量で通常存在するであろう。
　組成物の単回投与または複数回投与は、処置を施す医師により選択される服用レベルと
パターンで行われうる。いずれにしても、医薬製剤は、患者を効果的に処置するのに十分
な量の本発明の抗体（類）を提供すべきである。
　抗体はまた、化学療法剤または免疫抑制剤と併用される場合、別個に投与される組成物
として用いられてもよい。典型的には、その試薬は、サイクロスポリンＡまたはプリン類
似体（例えばメトトレキセート、６－メルカプトプリンまたはその類似物）を含んでいて
よいが、当業者に周知の多くのさらなる試薬（例えばシクロホスファミド、プレドニゾン
、その類似物）が利用されてもよい。
【０１４０】
　本発明の抗体は、免疫毒性の一部を構成しうる。免疫毒性は、２個の成分により特徴付
けられ、試験管内でもしくは生体内で選択された細胞を殺すのに有用である。１つ目の成
分は、付着されるか吸着された場合に細胞に対して通常致命的な細胞毒性試薬である。２
つ目の成分は、「送達ビヒクル」としても知られており、特定の細胞型、例えば癌腫を含
む細胞に毒性試薬を送達する手段を提供する。この２個の成分は、通常、さまざまな周知
の化学手順のいずれかにより、化学的に結合されて一緒になっている。例えば、細胞毒性
試薬がタンパク質であり、第２の成分が完全免疫グロブリンである場合、その連結は、ヘ
テロ二官能性架橋剤、例えばＳＰＤＰ、カルボジイミド、グルタルアルデヒド、およびそ
の類似物によりなされてよい。さまざまな免疫毒性の産生が当分野で周知であり、例えば
Thorpeら、Monoclonal Antibody-Toxin Conjugates: Aiming the Magic Bullet、in MONO
CLONAL ANTIBODIES IN CLIN. MED. 168 90（Acad. Press, 1982）において見出すことが
できる。
【０１４１】
　さまざまな細胞毒性試薬が、免疫毒性での使用に好ましい。細胞毒性薬は、ＤＮＡ、Ｒ
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ＮＡおよびタンパク質合成を含む決定的な細胞プロセスを干渉する。細胞毒性試薬は、２

１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１８８Ｒｅおよび９０Ｙなどを含む放射性核種；ビンデシン、メト
トレキセート、アドリアマイシンおよびシスプラチンなどの、さまざまな化学療法薬；な
らびに、細胞障害性蛋白質、例えばヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、シュードモナス外
毒素Ａ、リシン、ジフテリア毒素、リシンＡ鎖、その他の類似物のようなリボソーム抑制
タンパク質、または細胞表面で活性な物質、例えばホスホリパーゼ酵素（例えばホスホリ
パーゼＣ）を含みうる。一般的には、Olsnes ＆ Phil, Chimeric Toxins, 25 Pharmac. T
her. 335-81 (1982)；MONOCLONAL ANTIBODIES FOR CANCER DETECTION ＆ THERAPY, 159 7
9, 224-66（BaldwinおよびByers編、Acad. Press, 1985）を参照のこと。
【０１４２】
　抗体またはペプチドおよび誘導体は、免疫複合体として治療上用いることができる。Di
llman, 111 Ann. Internal Med. 592-603（1989）を参照のこと。そのような抗体または
ペプチドは、限定するものではないが、リシンＡ、シュードモナス毒素およびジフテリア
毒素を含む細胞毒性タンパク質とカップリングされていてもよい。抗体または他のリガン
ドもしくはペプチドにコンジュゲートされる毒素は、当分野で周知である。例えば、Olsn
esら、10 Immunol. Today 291-95 (1989)を参照のこと。植物および細菌毒素は、典型的
には、タンパク質合成装置を乱すことによって細胞を殺す。抗ＣＰＡＡペプチドおよび／
または抗体にコンジュゲートされ、続いて生体内での治療に用いられうる細胞毒性薬は、
限定するものではないが、ダウノルビシン、ドキソルビシン、メトトレキセートおよびマ
イトマイシンＣを含む。この種の試薬の詳細に関しては当分野で周知であり、その作用機
序は、Goodman ＆ GilmanのPharmacological Basis of Therapeutics（第８版、Macmilla
n Pub. Co., 1990）を参照のこと。
【０１４３】
　加えて、本発明の抗体は、オキサリプラチン、イリノテカン、トポテカン、ロイコボリ
ン、カルムスチン、ビンクリスチン、フルオロウラシル、ストレプトゾシンおよびゲムシ
タビンなどの化学療法剤と組み合わせて、送達されうる。他の抗体と該化合物の組み合わ
せは、進行性の大腸癌患者において用いられている。例えば、米国特許出願公開番号第２
００２０１８７１４４号を参照のこと。
　本発明の抗ＣＰＡＡ抗体および／またはペプチドは、他のモノクローナル抗体またはネ
ズミ抗体およびキメラ抗体、フラグメントおよび領域と組み合わせて、あるいは抗体と相
互作用するエフェクター細胞の数および活性を増大させるリンフォカインまたは造血成長
因子、その他の類似物と組み合わせて、有利に利用することができる。例えば、本発明の
抗体は、疾患に対応する細胞上の別のマーカーと反応性があるヒトモノクローナル抗体と
同時に投与されてよい。例えば、適切なＴ細胞マーカーは、白血球タイピングにおける第
１回国際白血球分化に関するワークショップ（Bernardら、編、Springer Verlag, NY, 19
84）により名付けられるように、いわゆる「分化抗原群（Clusters of Differentiation
）」に分類されるものを含みうる。
【０１４４】
１６Ｃ３抗原
　１６Ｃ３抗体が結合する抗原は、全てではないがいくつかの培養ヒト腫瘍細胞系におい
て、全てではないがいくつかの正常なヒト胎児消化管組織において、そして大部分の結腸
と膵臓の腫瘍組織で発現されているようである。以下の実施例において詳細に記載される
ように、さまざまな腫瘍試料のウェスタンブロットにおいて、１６Ｃ３抗体は、～２００
ｋＤａのペプチド種および～１１０ｋＤａのペプチド種の両方を認識した。特定の試料の
各種のタンパク質種の量を反映しうる染色強度は、大腸腫瘍試料と膵臓腫瘍試料の間で異
なっているようである。１６Ｃ３抗原は、大部分の大腸と膵臓の腫瘍組織で発現されてい
るようであり、腫瘍胎児抗原（oncofetal origin）であるかもしれない。１６Ｃ３抗原は
、細胞表面に発現されており、糖タンパク質である。１６Ｃ３抗体が認識する同じ抗原の
関連する２種類のものである可能性があり、各種類の相対的な量は、大腸腫瘍組織と膵臓
腫瘍組織との間で異なっている。
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【０１４５】
　ウェスタンブロットによる１６Ｃ３抗原の結合は、ＳＤＳおよびＮＰ－４０などの洗浄
剤か、ジチオスレイトールおよび２－メルカプトエタノールなどの還元剤のいずれかの処
理によっては乱されず、このことは、この特異的なエピトープに対する結合は、立体構造
依存的ではなく、１６Ｃ３抗体はＣＰＡＡ上の直線状エピトープを認識しうることを示唆
する。さらに、１６Ｃ３エピトープは、Ｖ８蛋白質分解酵素、トリプシン、ＰＮＧａｓｅ
－Ｆを用いた処理により影響を受けないが、免疫応答性抗原のＳＤＳ－ＰＡＧＥにおける
全体的な移動度は変化し、このことは、タンパク質分解および脱グリコシル化による修飾
を反映している。ベータ脱離化学反応における水酸化ナトリウムを用いた処理は、結果と
して免疫応答の喪失を導いた、このことは、１６Ｃ３エピトープがＯ－グリコシル化修飾
を伴っているか、あるいはＯ－グリコシル化部位に隣接していることを示唆する。さらな
る研究により、１６Ｃ３抗体が反応する正確なエピトープは特定される。
【０１４６】
　１６Ｃ３エピトープの特徴付けはまた、ＣＰＡＡの遺伝子（群）の特定にも繋がり、そ
れは、翻訳のアンタゴニスト（translation antagonist）の標的を、または発現をブロッ
クする別の方法を、あるいは機能的な活性（例えば、その類似のリガンド（群）による受
容体の結合；輸送機能；シグナル伝達機能）をブロックするアンタゴニスト、特に小分子
または抗体の標的となりうるＣＰＡＡ活性の理解を、提供しうる。
【０１４７】
癌ワクチン
　本発明の他の態様は、癌ワクチンを提供する。「ワクチン」により、生体組織の免疫系
を刺激するために用いられる試薬を意味する。これに関して、免疫応答は、予防を提供す
ることができるか、あるいは病的な組織に、例えば既存の状態を軽減することにより良い
影響を提供することができる。詳細には、癌ワクチンは、既存の悪性腫瘍を治療的に処置
することおよび／または既存の悪性腫瘍の進行または転移を妨げることが意図される。
【０１４８】
　その具体的な能動免疫療法は、周知の腫瘍関連抗原を用いて達成することができる。実
際、本明細書で与えられるさらなる発明を可能にするモノクローナル抗体を誘導するため
に用いられる半精製された抗原調製物は、ヒトに、特異的で活性な長期間持続する防御免
疫を与えることが示された。Hollinsheadら、1985。その際に、患者は、腫瘍切除を受け
、次いで付加的な０．２ｍｌのフロイントアジュバンドが混合された０．２ｍｌ懸濁液中
の２００μｇ、３００μｇまたは５００μｇ量の腫瘍の膜から誘導された抗原性物質を用
いてワクチン接種された。
【０１４９】
　本明細書に記載される組み換え抗体を用いることで、現在では、これらの癌に対するワ
クチン接種にさらに適切な高度に精製されたＣＰＡＡ抗原またはエピトープペプチドを特
定することができる。例えば、１６Ｃ３を用いて、組織もしくは細胞試料に結合させ、そ
こからＣＰＡＡタンパク質およびその対応するアミノ酸配列を、多くの既知の方法により
特定することができる。エピトープは、さらにマッピングされ、分子の性質はより詳細に
決定されうる。例えば、Baerga-Oritzら、11 Protein Sci. 1300-08 (2002)；Jemmerson
およびPaterson, 4 BioTechniques 18 31 (1986)を参照のこと。
【０１５０】
　有効な抗原性のペプチドを特定するための別の技術は、１６Ｃ３抗体に認識される模倣
タンパク質またはミモトープについての発現ライブラリー（例えばファージディスプレイ
ライブラリー）をスクリーニングするために、１６Ｃ３抗体またはペプチドの使用を必要
とする。この技術は、生体内で防御免疫応答を引き起こす抗原性ペプチドを特定するため
に用いられる。Beenhouwerら、169 J. Immunol. 6992-99 (2002)を参照のこと；また米国
特許第５，８３７，５５０号も参照のこと；Visvanathanら、48 Arthritis ＆ Rheumatis
m, 737-45 (2003)；Satoら、371 Biochem. J. 603 08 (2003)。この技術は、糖鎖抗原お
よび糖タンパク質抗原のタンパク質模倣体を、すなわち本来の糖鎖対照物よりも高い免疫



(38) JP 2011-502517 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

原性が見られるタンパク質種を、特定するために用いらる点に注目されたい。実際に、産
生能、安全性、半減期もしくは他の問題を含む要因のために、既知の抗原に勝る利点があ
る模倣体が単離されうる。
【０１５１】
　ＣＰＡＡ免疫原性タンパク質は、例えば皮下もしくは粘膜ワクチンとして単独でか、あ
るいはアジュバントもしくは単体と組み合わされるか、またはアジュバントまたはタンパ
ク質コンジュゲートの一部として調製され、送達されてよい。リポソーム微小粒子、ウイ
ルス様粒子、ＤＮＡワクチン、エス．チフィムリウム（S. typhimurium）などの生の組み
換えベクター、そして可能であればＩＳＣＯＭによる送達が、想定される。これらの系は
すべて当業者には周知であり、過度の実験なしに実施されうる。例えば、Michalekら、MU
COSAL IMMUNOLOGY (Mesteckyら、編、Elsevier, 2005)を参照のこと。
【０１５２】
　加えて、ＣＰＡＡペプチドは、トキソイド担体、例えばコレラトキソイド、エンテロト
キソイドまたはリシントキソイドと遺伝子工学的にもしくは化学的にコンジュゲートされ
てよい。例えば、米国特許第６，８４６，４８８号を参照のこと。細菌から誘導された別
の有利なタンパク質担体は、ＰｏｒＢタンパク質担体である。例えば、米国特許第６，６
１３，３３６号を参照のこと。別の見込みのあるタンパク質に基づく粘膜アジュバントは
、エス．チフィムリウムからのフラジュリンタンパク質である。本発明の態様において、
ＣＰＡＡタンパク質は、フラジュリンタンパク質（ＦｌｊＢ）とともに、例えば、鼻腔内
粘膜経路を経由して同時投与される。アヒル肝炎コア抗原を含む有利なタンパク質プラッ
トフォームはまた、米国特許出願公開番号第２００４０２１９１６４号に示されている。
【０１５３】
　本発明のＣＰＡＡは、免疫原構築物の生体内発現のために、ＤＮＡワクチンとして送達
されてもよい。例えば、陽イオン微粒子を用いて、鼻腔内ワクチン中のＤＮＡ発現カセッ
トを送達してもよい。そのような系では、例えば、ＨＩＶ－１ギャップタンパク質をコー
ドするＤＮＡを含むワクチンの鼻腔内送達に続いて、免疫応答が誘発されうる。Michalek
ら、2005。本発明の態様において、ＣＰＡＡ免疫原ペプチドは、生体内で実質的に発現さ
れるＤＮＡ発現カセットを介して送達される。
【０１５４】
　加えて、免疫原調製物を用いて、生体外（エクスビボ）でドナーから誘導された樹状細
胞を「チャージ」し、次いで、それらを患者に戻し、そこで、該細胞はリンパ器官に戻り
、有効な免疫応答を組み込むことができる。例えば、Liauら、9(6) Neurosurg. Focus, e
8 (2000)；Baar, 4(2) Oncologist 140-44 (1999)を参照のこと。このワクチンアプロー
チは、例えば、メラノーマおよび脳腫瘍を処置するための臨床試験中である。さらなる情
報は、例えば、臨床試験に関する国立衛生研究所のウェブサイトにてオンラインで確認す
ることができる。あるいは、上記のようなＤＮＡワクチンは、皮膚パッチを介してランゲ
ルハンス細胞に送達されてよく、次いで、それらは樹状細胞に成熟し、リンパ器官に戻り
うる。米国特許第６，４２０，１７６号。
【０１５５】
　本発明の免疫原組成物の送達は、非経口注入、皮下注入または筋肉内注入、静脈内注射
、腸内、皮内、挿管、または鼻腔、経口もしくは腸ワクチン接種によってなされてよい。
ワクチンはまた、口蓋扁桃に、鼻腔内を含んで局所に送達されてもよいし、あるいは、唾
液腺に送達してもよい。換言すれば、本発明により想定されるワクチンは、患者に、既知
のもしくは標準的な技術により投与されてよい。
　本発明は、次いで、非制限的な実施例によりさらに記載される。
【０１５６】
実施例
実施例１．ヒト腫瘍試料からの膵臓癌および結腸直腸癌－関連抗原（ＣＰＡＡ）の調製。
　免疫原性の腫瘍関連抗原調製物は、Hollinsheadら、56 Cancer 480 (1985)；米国特許
第５，６８８，６５７号に記載の方法に従って、プールされた結腸直腸癌メンバーから得
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られた。この抗原性物質は、そのメンバーの分画がＨＬ－Ａ抗原を含まず、多くの非免疫
原性糖タンパク質分画から分離される程度に精製された。
【０１５７】
　食塩水中の腫瘍細胞懸濁液は、新しい操作標本室で調製された。固形腫瘍を細分化する
ことにより得られた均一の細胞懸濁液は、４００×重力にて１０分間遠心分離され、その
上清は保持された。その細胞ペレットは、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に再懸濁され
、再び遠心分離された。膜材料は、膜材料のみが存在するか（また、無傷の細胞が存在し
ないか）を確かめるために、電子顕微鏡により評価され、そのタンパク質含有量はローリ
ー法により測定された。次に、膜材料は、低頻度の連続超音波処理にかけられ、可溶性の
膜タンパク質のプールとして再懸濁された。可溶性の超音波調製物は、セファデックス（
Sephadex）６２００によるゲルろ過により分離された。２ｍｌ分画が集められ、２２０ｎ
ｍと２８０ｎｍの吸光プロフィールが記録された。個別のタンパク質ピークを含む分画が
プールされ、そのプールはディアフロ（Diaflo）限外ろ過により濃縮された。Hollinshea
dら、1985により規定された、セファデックスＧ２００フラクションＩＢおよびＩＩＡは
、さらにグラジエント・ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）によってさらに精
製された。その分画は、結腸直腸癌の患者において陽性の遅延型皮膚過敏症反応を誘発す
るそれらの能力について試験された。免疫原性の活性を有する分画は、結腸直腸癌関連抗
原を有すると称され、モノクローナル抗体作製における免疫原として、そしてスクリーニ
ング物質として用いられた。
【０１５８】
　グラジエントＰＡＧＥにより、癌胎児性抗原から異なるダブルバンドの抗原が、特定さ
れ、そして単離された。Goldら、122 J. Exp. Med. 467-81 (1965)；Hollinsheadら、198
5；Hollinsheadら、1(7658) Lancet 1191-1195 (1970)；Hollinsheadら、177 Science 88
7-89 (1972)。この抗原を含むバンドは、追跡用色素から６．３ｃｍおよび６．６ｃｍの
距離に移動した。この抗原の生化学的な分析により、このタンパク質が糖タンパク質であ
ることが示された。この抗原の分子量は、トランスフェリンの電気泳動の移動度（６．４
ｃｍ～６．５ｃｍ）に基づいて見積もられ、１つの単離物は７６．５ｋＤａの分子量であ
った。半精製された抗原は、血清抗体評価、細胞性免疫、および患者生存を含み、詳細に
研究された。Hollinsheadら、Abstract, Ann. Meeting Am. Soc’y Clin. Oncol., Washi
ngton, DC (1990)；Hollinheadら、56 Proc. 6th Int’l Conf. Adjuvant Therapy Cance
r (Salmon編、W.B. Saunders Inc., Phila., PA, 1990)。併用免疫化学療法の有用性を評
価するため、さらなる研究が行われた。Hollinsheadら、1990a；Hollinsheadら、1990b；
Hollinshead, 7 Sein. Surg. Oncol. 199-210 (1991)；Hollinsheadら、10(1) J. Exper.
 Clin. Cancer 43-53 (1991)；また、HollinsheadおよびHerberman, Proc. 2nd Int’l S
ymp. Cancer Detection ＆ Prevent. 616-20, (Bologna, Italy, 1973)；Hollinshead, E
xperience with combo. immuno-chemotherapy of colon cancer: steps pertinent to su
ccessful therapy based upon dosage ＆ timing of admin. of 5-FU. NIH Workshop on 
Levamasole: Mechanism of anti-tumor action (Bethesda, MD, June 11, 1990)；Hollin
shead, 7 Semin. Surg. Oncol., 199-210 (1991)；Hollinshead, 8(153) Clin. Exper. M
etastasis 89 (1990)を参照のこと。
【０１５９】
実施例２．免疫付与およびハイブリドーマの作製。
　ヒト膵臓癌および結腸直腸癌－関連抗原に対するモノクローナル抗体は、マウス骨髄腫
細胞Ｓｐ２／０－Ａｇ１４と上記のＣＰＡＡを用いて免疫されたＢＡＬＢ／ｃマウスから
の脾臓細胞とを融合させた結果得られる、ハイブリドーマの作製およびクローニングによ
って得られる。ハイブリッド・クローンが樹立され、そしてＥＬＩＳＡにより評価された
場合にＣＰＡＡおよび結腸癌腫細胞系（ＬＳ１７４Ｔ）と強く反応した。
【０１６０】
　免疫付与および細胞融合：ＢＡＬＢ／ｃマウスは、完全フロイントアジュバンド中に乳
化された１００μｇのＣＰＡＡの腹腔内注射により免疫付与された。そのＣＰＡＡは、臨
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床試験用にHollinsheadにより記載されたように調製された。４週間後に、不完全フロイ
ントアジュバンドに乳化された５０μｇのＣＰＡＡを用いて第２の免疫付与が行われた。
１４日後に、マウスは、不完全フロイントアジュバンドに乳化された５０μｇのＣＰＡＡ
の腹腔内ブースター注射を受けた。マウスを３日後に犠牲にし、均一の脾細胞懸濁物が調
製された。細胞融合は、５ｅ７マウス脾臓細胞を４０％ポリエチレングリコール（ＭＷ＝
１５００）中で１０ｅ７Ｓｐ２／０－Ａｇ１４骨髄腫細胞と一緒にインキュベートするこ
とにより行われた。
【０１６１】
　ハイブリドーマ・クローンのスクリーニング：酵素免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）を用
いて、ＰＣＡＡに特異的な抗体を産生するハイブリドーマ・クローンを検出した。結腸腫
瘍細胞膜抽出物（ＬＳ１７４ＴまたはＨＴ－２９を１０ｎｇ／ウェル）を、大腸癌抗原の
別の供給源として供給し、ポリスチレン・マイクロプレート上に固定した。試験上清中に
存在する抗体を、その固定化した抗原に１時間結合させた。結合したネズミｍＡｂの存在
は、マウス免疫グロブリンに特異的なホスファターゼ・コンジュゲート二次抗体を用いて
検出された。次いで、ウェルを洗浄し、アルカリホスファターゼ用の発色基質（ｐＮＰＰ
）を加えた。０．５００ユニットより大きいもしくは等しい吸光度を示す呈色反応を示し
たウェルを、陽性とスコアした。陰性対照は、吸光度の単位で０．０１～０．０９の値を
与えた。ＥＬＩＳＡにより陽性とスコアされたハイブリドーマのウェルは、展開および限
界希釈クローニング法による細胞のクローニング手順を繰返すために、選択された。陽性
のｍＡｂ産生ハイブリドーマ細胞の選択は、ＥＬＩＳＡにより決定された。陽性のモノク
ローナル細胞は、培養液中に展開され、その細胞の一部標本が長期間の保存のために液体
窒素中で凍結された。
【０１６２】
実施例３．１６Ｃ３ｍＡｂのアイソタイプ。
　ネズミ免疫グロブリンは、重鎖（５５ｋＤ）および軽鎖（２５ｋＤ～２９ｋＤ）をコー
ドする別個の遺伝子から発現される。ネズミ免疫グロブリンのレパートリーを与えるため
に再編成可能な、４個の重鎖ＩｇＧサブクラス（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、Ｉ
ｇＧ３）および２個の軽鎖（カッパ、ラムダ）がある。
　１６Ｃ３ｍＡｂのアイソタイプは、サザンバイオテクノロジー社（Southern Biotechno
logy, Inc.）のマウス・アイソタイピング・キットを用いて決定された。１６Ｃ３ｍＡｂ
は、ＩｇＧ１重鎖およびカッパ軽鎖であると決定された。
【０１６３】
実施例４．１６Ｃ３抗体をコードする特有のＤＮＡ配列。
　既述の他のすべてのｍＡｂの既知のアミノ酸配列と比較して、このｍＡｂの直線状のア
ミノ酸配列によりその特異性が認められる。直線状のアミノ酸配列は、そのポリペプチド
分子をコードするＤＮＡの直線配列を最初に決めることにより決定できる。１６Ｃ３ｍＡ
ｂをコードするＤＮＡ配列が決定されると、次に、その読み枠は、共通の哺乳動物コドン
使用頻度表を用いてアミノ酸配列に翻訳され、このようにして１６Ｃ３分子の直線配列の
アイデンティティーが表されることとなる。
　ネズミＩｇＧ１重鎖、カッパ軽鎖クローニングに用いたオリゴヌクレオチドプライマー
は、文献のRapid cloning of any rearranged mouse immunoglobulin variable genes, D
attamajumdarら、43 Immunogenetics 141-51 (1996)に基づいて得られた。
【０１６４】
　１６Ｃ３の核酸の単離：リボ核酸（ＲＮＡ）は、製品に記載されるようにアールエヌイ
ージー－ミディ・キット（RNeasy-Midi kit）（カタログ番号７４１０４、キアゲン（Qia
gen）, Valencia, CA）を用いて、１６Ｃ３産生ハイブリドーマ細胞から単離した。４百
万の細胞を、円錐管にて遠心分離し、細胞を溶解し、ＲＮＡを含む核内のおよび細胞質内
の核酸を放出させた。次いで、ＲＮＡを、アールエヌイージー・スピンカラムを用いてそ
の溶菌液から精製した。最終的に、ＲＮＡは、水を用いて溶出され、分光器を用いて２６
０ｎｍと２８０ｎｍの吸光度により収量と精製度について分析された。単離されたＲＮＡ
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は、－８０℃で保存された。
【０１６５】
　ｃＤＮＡ調製：ＲＮＡ（２μｇ）は、最初に、デオキシヌクレオチド三リン酸ｄＮＴＰ
混合液（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ，ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ）、ｃＤＮＡ合成用緩衝液、ＲＮａｓ
ｅ阻害剤、逆転写酵素およびオリゴ（ｄＴ）２０を用いて逆転写され、ｃＤＮＡとされた
。そのｃＤＮＡ合成反応は、インビトロジェン（Invitrogen）のスーパースクリプト（Su
perscript）ＩＩＩキット（カタログ番号１８０８０－０５１）の使用説明書に従って、
実施された。標的のｃＤＮＡ（マウスＩｇＧ１重鎖およびカッパ軽鎖）は、その重鎖およ
び軽鎖の両方に対して上記のフォワードプライマーおよびリバースプライマーを用いて、
インビトロジェンのアキュプライム（Accuprime）ＰｆｘＤＮＡポリメラーゼキット（カ
タログ番号１２３４４－０２４）により推奨される指示に従い、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）により配列決定を目的として増幅された。この混合液は、９４℃で２分間、続い
て９４℃で１５秒、５８℃で３０秒、６８℃で３０秒のサイクルを３０回、続いて６８℃
で１０分間処理された。次いで、増幅された重鎖ＤＮＡフラグメントおよび軽鎖ＤＮＡフ
ラグメントは、４％ＮｕＳｉｅｖｅ３：１を含むアガロースゲル（Lonza-Rockland、カタ
ログ番号５４９２５）上で電気泳動された。標的ＤＮＡバンドは、ゲルから切り出され、
キアクイック（QIAuick）ゲル・エクストラクション・キット（カタログ番号２８７０４
、キアゲン）を用いてアガロースから精製された。
【０１６６】
　ＤＮＡ配列決定および分析：１６Ｃ３抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域を表す増
幅された標的ＤＮＡは、使用説明書（インビトロジェン・カタログ番号Ｋ４５３０－２０
）に従って、配列決定のためにＴＯＰＯクローニングした。幾つかのＴＯＰＯクローンを
選択し、ＤＮＡ配列決定にかけた。１６Ｃ３抗体の全長の配列が、使用説明書（ロッシュ
・アプライド・サイエンス（Roche Applied Sci）カタログ番号０３－３５３）に従い、
５’／３’ＲＡＣＥキットを用いて得られた。得られたＤＮＡ配列は、３つの読み枠に翻
訳され、終止コドンを含まない読み枠であって、他のネズミ重鎖および軽鎖と相同的にア
ライメントされた読み枠が、本来の読み枠であると決定された。そのＤＮＡ配列を、国立
バイオテクノロジー情報センター（National Center for Biotechnology Information；
ＮＣＢＩ）データベース（ジーンバンク(GenBank)＋ＲｅｆＳｅｑヌクレオチド＋ＥＭＢ
Ｌ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ配列のすべて）を探索するために、クエリー配列として用いた。Ｂ
ＬＡＳＴサーチは、１６Ｃ３のクエリー配列と類似するヌクレオチド配列を有する１５の
データベース・エントリーを返した。１６Ｃ３ＤＮＡ配列と一致したＤＮＡ配列はなく、
このことは、本明細書記載の１６Ｃ３ｍＡｂが特有であることを実際に示す。
【０１６７】
実施例５．ＢＬＡＳＴデータベース検索により確認された１６Ｃ３抗体は特有。
　１６Ｃ３抗体の配列は、国立衛生研究所の国立医学図書館（National Library of Medi
cine）の一部門の国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）のタンパク質と核酸
のデータベースに対して、ＢＬＡＳＴサーチ（Basic Local Alignment Search Tool）に
かけた。１６Ｃ３ｍＡｂ重鎖または１６Ｃ３ｍＡｂ軽鎖のクエリー配列のいずれかを用い
たＢＬＡＳＴサーチにより見出された類似の配列の調査によって、１６Ｃ３重鎖と軽鎖の
両方の可変領域が特有な配列であることが示された。かくして、１６Ｃ３ｍＡｂ重鎖配列
および軽鎖配列は、新規かつ特有な抗体分子であることを示す。
【０１６８】
実施例６．１６Ｃ３ｍＡｂの特異的な細胞結合。
　ハイブリドーマにより産生される１６Ｃ３ｍＡｂは、プロテインＬ－アガロース・マト
リクスを用いた親和性カラムクロマトグラフィーにより精製された。精製された１６Ｃ３
ｍＡｂは、以下の表１で特定されるように、様々な腫瘍細胞を用いた間接免疫蛍光法によ
り特性評価された。腫瘍細胞系はすべて、ＡＴＣＣから入手した。細胞は、リン酸緩衝生
理食塩水（ＰＢＳ）中に希釈された精製された１６Ｃ３ｍＡｂと一緒に、４℃で１時間イ
ンキュベートされた。細胞を洗浄した後、蛍光標識ヤギ抗マウスｍＡｂと一緒にインキュ
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Becton-Dickinson）のファックスキャリバー（FACSCalibur）（登録商標）およびセルク
エスト（CellQuest）解析ソフトウェアを用いたフローサイトメトリーにより試験された
。その結果は、表１に示される（ＦＡＣＳデータ）。このデータは、１６Ｃ３ｍＡｂが大
腸腫瘍細胞系および膵臓腫瘍細胞系に特異的に結合するが、前立腺腫瘍細胞系および扁平
上皮癌細胞系には結合しないことを示す。
【０１６９】
　表１．１６Ｃ３ｍＡｂ　ＦＡＣＳデータ：腫瘍細胞系への結合
【表１】

【０１７０】
実施例６．抗腫瘍細胞毒性を示す１６Ｃ３のＡＤＣＣ活性。
　免疫原性腫瘍抗原に特異的な、治療上有効なｍＡｂは、少なくとも以下の特徴；（ａ）
高い腫瘍組織特異性、（ｂ）正常なヒト組織への交差反応がないこと、および（ｃ）腫瘍
の破壊に関連する生物活性、例えば、抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）、の１つを備えて
いるであろう。１６Ｃ３ｍＡｂのＡＤＣＣ活性は、標的細胞として結腸癌系ＳＷ１４６３
および膵臓癌系ＣＦＰＡＣ－１とＡｓＰＣ－１において試験された。メラノーマ細胞系、
ＳＫ－ＭＥＬは、特異な対照（specificity control）として提供された。ＡＤＣＣは、
正常なヒトＰＢＭＣをエフェクター細胞として用い、一般的な４時間の１１１Ｉｎ放出ア
ッセイを用いて評価され、その結果は、表２（ＡＤＣＣデータ）にてアイソタイプ放出パ
ーセント（溶解％）として示される。陰性対照抗体であるＵＰＣ－１０と比べて、データ
は、ネズミＩｇＧ１抗体の適度な殺活性を示すが、重要なことは、その殺活性が大腸腫瘍
系および膵臓腫瘍系に明らかに特異的な点である。この抗体の殺活性は、このＡＤＣＣア
ッセイにおいてヒト・エフェクター細胞と相互作用するＦｃ領域を含むヒト枠組み構造配
列を有するヒト化抗体またはキメラ化抗体により、増強しうる。
【０１７１】
　表２．ネズミ１６Ｃ３ｍＡｂを用いたＡＤＣＣアッセイ
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【表２】

１１１Ｉｎ標識された標的細胞、５μｇ／ウェルで用いられた抗体、エフェクター細胞と
して用いられたＩＬ－２活性化ヒトＰＢＭＣ、回収前に３７℃で４時間のインキュベーシ
ョン。
【０１７２】
実施例７．１６Ｃ３抗体のＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動分析。
　ネズミ免疫グロブリンガンマ（ＩｇＧ１）の本来の立体構造は、重鎖と軽鎖のポリペプ
チドをそれぞれ２個含む、４個のポリペプチドからなる。１個の重鎖（５５ｋＤａ）は１
個の軽鎖（２５ｋＤａ～２９ｋＤａ）と会合し、その２量体がジスルフィド結合により同
じ２量体を連結して機能的な４量体高分子を完成させる。ＩｇＧ分子は、変性剤（ＳＤＳ
、ドデシル硫酸ナトリウム）と２個のヘテロダイマーを連結するジスルフィド架橋を還元
する試薬（ＤＴＴ、ジチオトレイトール）の存在下で、その成分の重鎖と軽鎖に脱会合さ
れ、ポリアクリルアミドゲル・マトリクス上で大きさによって分離されうる。ゲル電気泳
動は、抗体などのタンパク質性物質の分子量を決定するために用いられる一般的な分析方
法である。
【０１７３】
　精製された１６Ｃ３ｍＡｂは、還元剤（ＤＴＴ）の存在下でＳＤＳポリアクリルアミド
ゲル電気泳動による分析にかけられた。５μｇの精製１６Ｃ３ｍＡｂは、ＤＴＴと、ＳＤ
Ｓ、グリセロールおよびブロモフェノールブルー色素を含む４×サンプルバッファーとで
混合された。その混合液を、９５℃で２分間加熱し、氷上で冷却し、次いで、ＳＤＳグラ
ジエント・ポリアクリルアミドゲル（４％－２０％勾配）にロードし、そして電流をかけ
て、１６Ｃ３調製物の変性した分子種を分離した。電気泳動に続いて、そのゲルを、ゲル
上のタンパク質を可視化するためにクマシーブルー色素を用いて染色し、水で脱染し、そ
して多孔性のプラスチックシートの間で乾燥させた。このデータは、重鎖を表す分子量５
５ｋＤａと、軽鎖の分子種を表す２８ｋＤａの２つのタンパク質バンドを示した。これら
のデータは、精製された物質が、ネズミＩｇＧ１の重鎖および軽鎖タンパク質の既知の分
子サイズに相当することを示す。
【０１７４】
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実施例８．１６Ｃ３およびヒト悪性組織を用いた免疫組織学的染色。
　１６Ｃ３ｍＡｂにより示される抗原結合の特異性は、さまざまなヒト組織試料、癌およ
び正常標本の両方の免疫組織学的染色により、測定された。パラフィンおよび新鮮凍結ヒ
ト組織試料は、精製マウス１６Ｃ３Ｍａｂ（ＩｇＧ１）を５μｇ／ｍｌで染色し、次いで
、ペルオキシダーゼ・コンジュゲート抗マウスＩｇＧ二次抗体を用いて検出された。その
染色強度は表３に示され、０は、所定の標本における抗原もしくは高発現の抗原との交差
反応がないことを示し；４は、非常に強い交差反応があること示す、０～４の評価系を反
映する。
【０１７５】
　表３．１６Ｃ３特異性を示す免疫組織学的染色。
【表３－１】

【０１７６】
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【表３－２】

【０１７７】
　まとめて考慮すると、これらのデータは、結腸癌組織（３５／３８）および膵臓癌組織
（１９／２１）に対する９０％を超える結合特異性を示すのに対し、いずれの正常なヒト
組織に対しても交差反応がないこと（５８試験中、０）を示す。いくらかの交差反応もま
た、肺腺癌（２／２）、粘液性卵巣癌（２／２）、肝門部胆管癌（２／２）、胃癌（２／
２）および子宮頸癌（２／２）を含む他の腫瘍型にあった。これらのデータは、腺癌に存
在する抗原との一般的な交差反応を示唆しうる。
【０１７８】
実施例９．ネズミ１６Ｃ３モノクローナル抗体のヒト化。
　ヒト悪性腫瘍を処置するための治療薬としての有用性を改善するため、その薬物が、繰
り返しのそして低毒性の両方で投与されうるよう、マウスモノクローナル抗体は、キメラ
化抗体またはヒト化抗体に変換されてよい。当分野では、ネズミタンパク質の投与は、と
きどき、その外来タンパク質に対する重度の免疫応答および毒性反応の結果を伴いうるこ
とが知られている。したがって、ヒト化抗体が、ヒト治療により効果的であることは明ら
かであろう。
【０１７９】
　治療適用のためのマウス抗体のヒト化は周知であり、ヒト化ｍＡｂを作製する複数の技
術が上述される。例えば、フランケンシュタイン・アプローチによれば、ヒト枠組み構造
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領域は、ヒト以外の抗体の関連する枠組み構造領域のそれぞれと実質的な配列相同性を有
していると特定されており、そしてそのヒト以外の抗体のＣＤＲは、別のヒト枠組み構造
領域の合成物に移植（グラフト）される。例えば、米国特許出願公開番号第２００６００
８８５２２号を参照のこと。本発明の抗体の調製にも有用な関連する方法は、米国特許出
願公開番号２００３００４０６０６号に記載されている。
【０１８０】
　ネズミ１６Ｃ３抗体を治療上有効なヒト化抗体に変換するための５つの異なる選択的配
列が、設計された。その設計は、既知のネズミおよびヒト抗体配列に関する構造情報に基
づいた。これらの可変領域はそれぞれ、別の治療抗体、例えばＣＣ４９およびＣＣ８３に
共通して用いられた既知のヒトＩｇＧ１枠組み構造の抗体にインフレームで融合された。
この遺伝子は化学的に合成され、その配列が確認された後に、その重鎖および軽鎖遺伝子
挿入部は、ＣＭＶプロモーターの制御下にある哺乳動物発現プラスミドにクローン化され
た。ＶＥＮ１６Ｃ３およびＣＤＲ１６Ｃ３の可変軽鎖の設計は同一であるため、この配列
設計により特定される１個の軽鎖遺伝子のみが合成される点に注意すべきである。それぞ
れの重鎖および軽鎖をコードするプラスミドは、標準的なリポフェクトアミンに基づく方
法および試薬を用いて、ヒト２９３Ｔ細胞に同時トランスフェクトされた。
【０１８１】
　図６（軽鎖配列）および図７（重鎖配列）に示されるヒト化ｍＡｂ配列は、ヒト悪性腫
瘍を処置する際に使用する１６Ｃ３抗体の潜在的な治療形態を示す。ヒト生殖細胞系のＩ
ｇＧ配列が、その枠組み構造配列に用いられた。略語は、以下のとおりである：１６Ｃ３
はネズミ抗体配列であり、ｖｅｎ１６Ｃ３はヒト枠組み構造配列を用いてベニアされ、ｃ
ｄｒ１６Ｃ３はヒトＣＤＲアミノ酸を用いてリモデルされ、ａｂｂ１６Ｃ３は短縮型ＣＤ
Ｒグラフティングを表し、ｓｄｒ１６Ｃ３は部位決定アミノ酸変化を示し、そしてｆｒａ
１６Ｃ３は、ヒト可変領域のさまざまな「ピース」の組み合わせを用いることにより可変
領域をリモデルする「フランケンシュタイン」アプローチを表す。数字は、カバット番号
付けを反映する。
【０１８２】
実施例１０．組み換えマウス１６Ｃ３ｍＡｂの特異的な細胞結合
　ハイブリドーマにより産生されるマウス１６Ｃ３ｍＡｂは、プロテインＬアガロース・
マトリクスを用いる親和性クロマトグラフィにより精製された。チャイニーズハムスター
卵巣細胞（ＣＨＯ）により産生された組み換えマウス１６Ｃ３ｍＡｂは、プロテインＡセ
ファロース（Sepharose）マトリクスによる親和性クロマトグラフィにより精製された。
この精製された１６Ｃ３調製物またはトランスフェクトされた細胞上清は、以下に示され
るようにヒト大腸腫瘍細胞ＬＳ１７４Ｔまたはヒト膵臓腫瘍細胞ＡｓＰＣ－１を用いた間
接免疫蛍光法により、特性評価された。細胞は、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に希
釈された精製１６Ｃ３（マウスもしくはヒト化）とともに、４℃で１時間インキュベート
された。その細胞は洗浄され、そして蛍光標識化ヤギ抗マウス免疫グロブリン抗体ととも
にインキュベートされた。次いで、細胞は、ＰＢＳにより洗浄され、そしてベクトン－デ
ィッキンソン・ファックスキャリバー（Becton-Dickinson FACScalibur）およびセルクエ
スト（CellQuest）分析ソフトウェアを用いたフローサイトメトリーにより試験された。
そのデータは、ハイブリドーマ由来のマウス１６Ｃ３と組み換えＣＨＯ由来のマウス１６
Ｃ３の両方の大腸腫瘍細胞系および膵臓腫瘍細胞系に対する類似した結合性を示すが、前
立腺腫瘍または扁平上皮癌細胞系に結合しないことを示した。
【０１８３】
　表４．ハイブリドーマ・マウス１６Ｃ３に対する、組み換えマウス１６Ｃ３の腫瘍細胞
系に対する結合性のＦＡＣＳデータ。



(47) JP 2011-502517 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

【表４】

【０１８４】
実施例１１．組み換えマウス１６Ｃ３抗体を用いたヒト組織の免疫組織学的染色。
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　１６Ｃ３ｍＡｂにより示される抗原結合の特異性は、さまざまなヒト組織試料、癌およ
び正常標本の両方の免疫組織学的染色により、測定された。組織マイクロアレイ、パラフ
ィン包埋組織および新鮮凍結ヒト組織試料は、精製マウス１６Ｃ３抗体（ＩｇＧ１）を５
μｇ／ｍｌで用いて染色し、次いで、ペルオキシダーゼ・コンジュゲート抗マウスＩｇＧ
二次抗体を用いて検出された。その染色強度は０～４の評価系を用いて示され、０は、所
定の標本における抗原もしくは高発現の抗原との交差反応がないことを示し、そして４は
、非常に強い交差反応があること示す。ハイブリドーマ由来１６Ｃ３抗体および組み換え
１６Ｃ３抗体のいずれも試験された。この結果を、表５および６にまとめた。
【０１８５】
　表５．ハイブリドーマ細胞から精製されたマウス１６Ｃ３を用いた染色。
【表５】

【０１８６】
　表６．ＣＨＯ細胞から精製された組み換えマウス１６Ｃ３を用いた染色。
【表６】

【０１８７】
　まとめて考慮すると、これらのデータは、結腸癌（８０／８１）に対する９５％を超え
る結合特異性を、膵臓癌（５２／６３）に対するおよそ８０％～８５％の結合特異性を、
および別の型の癌（大部分は腺癌）に対する４０～６０％の結合特異性を示した。いくつ
かの集団の正常組織、最も注目すべきは肺組織および卵巣組織に対して幾分か交差反応が
あり、全体的な交差反応は約４４％（２２／５０）であった。興味深いことに、１６Ｃ３
抗体に対して交差反応を示した正常なヒト組織はすべて、組み換え技術により産生された
抗体を用いて実施されており（正常なヒト組織に対する交差反応は、ハイブリドーマ産生
１６Ｃ３を用いた場合には観察されなかった）、このことは、この交差反応が、抗体自体
に関係する効果というより、ＣＨＯ細胞生産過程に対する人為的な影響に関係しうること
を示す。
【０１８８】
実施例１２．１６Ｃ３ヒト化バリアントの試験
　ネズミ１６Ｃ３抗体を治療上有効なヒト化抗体に変換するための５つの異なる設計物が
、図５および図６に示される。２９３Ｔ細胞において発現される組み換えヒト化１６Ｃ３
、マトリクス実験の５つのバリアントの同時トランスフェクション。一過性トランスフェ
クションからの上清を、２ｎｇ／ｍｌに標準化し、次いで、希釈し、精製された組み換え
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瘍細胞に対する潜在的な抗原結合性について試験し、そして組み換えマウス１６Ｃ３抗体
と比較した。表７に示されたデータは、重鎖の５個のバリアントが、４個の軽鎖バリアン
トのそれぞれと共に正確に折りたたまれ、その結果抗原結合活性を得ることができたこと
を実際に示す。ヒト化重鎖および軽鎖のそれぞれの組み合わせの結合は、元のマウス１６
Ｃ３抗体による結合性と同等であった。データは、１６Ｃ３免疫グロブリンを５つの異な
る方法のいずれでヒト化しても、その結果得られる抗体の抗原認識部位を変化させないこ
とを示す。それぞれの結合性は、各組み合わせでの抗体量を用いて滴定し、それらは類似
の滴定プロファイルを実際に示した。
【０１８９】
　表７．組み換えヒト化１６Ｃ３のＦＡＣＳデータ
【表７－１】

【０１９０】
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【表７－２】

【０１９１】
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【表７－３】

【０１９２】
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【表７－４】

【０１９３】
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【表７－５】

【０１９４】
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【表７－６】

【０１９５】
実施例１３．組み換えヒト化１６Ｃ３抗体の最適化および試験
　加えて、コンピューター内（インシリコ）分析ツールは、タンパク質中の潜在的なＴ細
胞エピトープを予測する際に有用である。そのようなアルゴリズムは、ヒトにおける免疫
原性が低下する公算の高い改良型組み換えタンパク質を設計するのに有用である。この予
測技術の利点を用いて、５つのヒト化１６Ｃ３重鎖および軽鎖遺伝子バリアントが、分析
され、そして特定のＨＬＡハロタイプを持つヒトにおける免疫原性反応を誘導する可能性
がある１つまたは複数のＴ細胞エピトープを有することが示された。そのような分析は、
ソフトウェア、例えばエピマー（Epimer）またはエピマトリックス（EpiMatrix）、イン
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シリコ・エピトープマッピング・ツール（in silico epitope-mapping tool）を用いて行
われてもよいし、あるいは商業メーカー、例えばアンチトープ社（Antitope, Ltd.（Camb
ridge, UK)）により行われてもよい。潜在的な治療上の１６Ｃ３抗体の起こりうる免疫原
性を低下させるためにこれらのＴ細胞エピトープを取り除く試みにおいては、結果的に完
全に機能的であるが免疫原性が低い抗体分子となるような、特定の部位特異的変異が、Ｔ
細胞エピトープを取り除き、そして特定のアミノ酸を置換するために行われた。最適化さ
れたヒト化１６Ｃ３抗体のタンパク質配列は、図１２に示され、太字のアミノ酸はＣＤＲ
を示し、「／」はリーダーペプチド／成熟Ｎ末端の連結部、および可変ドメイン／定常ド
メインの連結部を示す。
【０１９６】
　ｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ*抗体の遺伝子は、所望のＤＮＡ配列を作り出すために既存のバリ
アント遺伝子の変異導入により作製された。次に、ｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ*重鎖および軽鎖
遺伝子は、哺乳動物発現プラスミド中にクローン化され、ＣＨＯ細胞にトランスフェクト
された。結果的に得られたクローンの種々の上清は、ラビット抗ヒトＩｇＧ－ＦＩＴＣを
対照として用い、ＦＡＣＳにより、ＬＳ１７４Ｔ（結腸）およびＣＦＰＡＣ－１（膵臓）
腫瘍細胞に対する結合性について試験された。表８に示されるデータは、この最適化され
たヒト化１６Ｃ３（Ｈ１６Ｃ３）遺伝子設計が、結果として非常によい抗原認識活性を有
する抗体となっていることを、実際に示す。この特定のｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ*設計は、標
的抗原を発現する癌に使用するための治療上の抗体として、潜在的に低い免疫原性および
／または毒性を示す、高い結合活性を有する抗体を表す。
【０１９７】
　表８．ヒト化１６Ｃ３－Ａｂｂ*トランスフェクション上清におけるＦＡＣＳ実験の結
果
【表８】

【０１９８】
　ｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ*のＡＤＣＣ活性は、標的細胞として膵臓癌系ＣＦＰＡＣ－１およ
びＡｓＰＣ－１に対して試験された。メラノーマ細胞系であるＳＫ－ＭＥＬは、腫瘍細胞
の特異的な対照として提供された。ＡＤＣＣは、正常なヒトＰＢＭＣをエフェクター細胞
として用い、一般的な４時間の１１１Ｉｎ放出アッセイを用いて評価され、その結果は、
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アイソタイプ放出パーセント（溶解％）として以下に示す。陰性対照抗体であるＵＰＣ－
１０と比べて、データは、ヒト化１６Ｃ３抗体による抗体特異的な殺活性を示す。この殺
活性は、メラノーマ陰性対照細胞に対する溶解が観察されなかったことから、膵臓腫瘍系
に特異的であるようだ。これらのデータは、抗体の殺活性はマウス１６Ｃ３抗体のヒト化
を通じて改変しうることを示す。マウス１６Ｃ３抗体に比べて、ヒト化１６Ｃ３抗体は優
れた殺活性を実際に示し、これは、最もありうることとしてマウスＦｃ領域よりもヒトの
エフェクター細胞とより効率的に相互作用しうるヒトＦｃ領域によるものであろう。
【０１９９】
　表９．ｈ１６Ｃ３－Ａｂｂ*抗体を用いたＡＤＣＣアッセイ
【表９】

１１１Ｉｎ標識された標的細胞、５μｇ／ウェルで用いられた抗体、エフェクター細胞と
して用いられたＩＬ－２活性化ヒトＰＢＭＣ、回収前に３７℃で４時間のインキュベーシ
ョン。
【０２００】
実施例１４．１６Ｃ３により認識されるＣＰＡＡの特性評価。
　１６Ｃ３抗体が結合する抗原のいくつかの特性評価は、さまざまな処理をおこなったウ
ェスタンブロットにより試験された。表１０のデータは、１６Ｃ３抗原が、全部ではない
が培養された大腸腫瘍細胞および膵臓腫瘍細胞のいくつかに存在することを実際に示す。
重要なことは、１６Ｃ３抗原が、消化管および腸から得られた胎児組織抽出物中に存在す
ることである。分画Ｉの陽性標本は、膜タンパク質抽出および精製のホリンシェッド法（
hollinshead method）により切断され、処理された胚組織を用いた、セファデックスＧ－
２００カラムクロマトグラフィー試行からの溶出液（分画Ｉ）を表す。大腸腫瘍標本は、
外科的処置から得られた。その組織を細分化し、洗浄剤を用いて全タンパク質抽出物とし
た。表１０は、これらの細胞抽出物のウェスタンブロットによる種々の腫瘍細胞における
１６Ｃ３腫瘍抗原の発現に関するデータを示す。これらのデータは、１６Ｃ３腫瘍抗原が
、生体の胚形成期の間に、ならびに癌において発現されうることを示唆する。したがって
、１６Ｃ３抗原の発現は、胚組織発生中、そして癌進行中に再び発現されるように発生上
制御される可能性がある。
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　表１０．さまざまな腫瘍細胞における１６Ｃ３腫瘍抗原の発現。
【表１０】

【０２０２】
　大腸と膵臓の腫瘍細胞系により発現される１６Ｃ３腫瘍抗原の定性的記述は、さまざま
な化学的処理後のウェスタンブロット分析を用いて行われた。これらの知見は、図８～図
１１、そして表１１に示される。
【０２０３】
表１１．さまざまな化学的処理後のウェスタンブロット分析。
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【表１１】

【０２０４】
　本発明は、その特定の実施形態と関連して記載されるが、さらなるモディフィケーショ
ンが可能であることは理解されよう。本出願は、一般に、本発明の本質に従う、ならびに
本発明が関係する分野で既知であるかもしくは慣例で生じるような、および添付する請求
の範囲の目的に従い上記の本質的特徴に適用されうるような、本開示内容からの派生を含
む本発明の変法、使用または応用のいずれにも及ぶことが意図される。
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