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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＨＥＲ３に結合する、単離された抗体又はその抗原結合部分であって、
抗体又はその抗原結合部分が、
　重鎖可変ドメインが配列番号９のアミノ酸配列を含み、
　軽鎖可変ドメインが配列番号１１のアミノ酸配列を含む；又は
　重鎖可変ドメインが配列番号１０のアミノ酸配列を含み、
　軽鎖可変ドメインが配列番号１２のアミノ酸配列を含む
ことを特徴とする、単離された抗体又はその抗原結合部分。
【請求項２】
　当該単離された抗体がモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１に記載の
単離された抗体又はその抗原結合部分。
【請求項３】
　免疫組織化学法を行う方法であって、該方法が、
　ａ）組織試料を、請求項１又は２に記載の抗体又はその抗原結合部分と共にインキュベ
ートする工程であって、それによって前記抗体又はその抗原結合部分と前記組織中のＨＥ
Ｒ３との結合が生じる、工程と、
　ｂ）前記組織試料を、工程ａ）において結合した抗ＨＥＲ３抗体又はその抗原結合部分
について染色する工程と
を含む方法。
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【請求項４】
　前記組織試料がホルムアルデヒド固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、請
求項３に記載の方法。
【請求項５】
　工程ａ）及びｂ）が自動機器を利用して行われる、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　ホルムアルデヒド固定パラフィン包埋組織（ＦＦＰＥＴ）試料中のヒトＨＥＲ３の検出
のためのキットであって、
　請求項１又は２に記載の抗体又はその抗原結合部分、及び
　前記抗体又はその抗原結合部分の検出のための試薬
を含むキット。
【請求項７】
　ヒトＨＥＲ３に結合する、抗体又はその抗原結合部分の、重鎖及び軽鎖をコードする核
酸であって、抗体又はその抗原結合部分が、請求項１又は２に記載の重鎖可変ドメイン及
び軽鎖可変ドメインを含むことを特徴とする、核酸。
【請求項８】
　原核又は真核宿主細胞において、請求項１又は２に記載の抗体又はその抗原結合部分を
発現させるための請求項７に記載の核酸を含むことを特徴とする、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項８に記載の発現ベクターを含む、原核又は真核宿主細胞。
【請求項１０】
　原核又は真核宿主細胞において請求項７に記載の核酸を発現させ、前記細胞又は細胞培
養液の上清から前記抗体又はその抗原結合部分を回収することを特徴とする、請求項１又
は２に記載の抗体又はその抗原結合部分の産生方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に特異的に結合する単離抗体、これらの抗体を使用した免疫組
織化学法、及びこれらの産生方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトＨＥＲ３（ＥｒｂＢ－３、ＥＲＢＢ３、ｃ－ｅｒｂＢ－３、ｃ－ｅｒｂＢ３、受容
体型チロシンタンパク質キナーゼｅｒｂＢ-３、配列番号１７）は、ＨＥＲ１（ＥＧＦＲ
としても知られる）、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４をも含めた受容体チロシンキナーゼの上皮
増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）ファミリのメンバーをコードする（Kraus, M.H.et al., PNA
S 86 (1989) 9193-9197; Plowman, G.D.et al., PNAS 87 (1990) 4905-4909; Kraus, M.H
.et al., PNAS 90 (1993) 2900-2904）。原型的な上皮増殖因子受容体のように、膜貫通
型受容体ＨＥＲ３は、細胞外リガンド結合ドメイン（ＥＣＤ）、ＥＣＤ内の二量体ドメイ
ン、膜貫通ドメイン、細胞内タンパク質チロシンキナーゼドメイン（ＴＫＤ）及びＣ末端
リン酸化ドメインから構成される。この膜貫通型タンパク質は、細胞外ドメイン内にヘレ
グリン（ＨＲＧ）結合ドメインを有するが、活性キナーゼドメインは有しない。したがっ
て、このタンパク質は、このリガンドに結合することはできるが、タンパク質リン酸化を
通じて細胞内にシグナルを伝達することはできない。しかしながら、この膜貫通型タンパ
ク質は、キナーゼ活性を有する他のＨＥＲファミリメンバーとヘテロ二量体を形成する。
ヘテロ二量体化は、受容体介在性のシグナル伝達経路の活性化、及びその細胞内ドメイン
のリン酸基転移を生じさせる。HERファミリメンバー間での二量体の形成はＨＥＲ３のシ
グナル伝達能を拡大し、シグナルの多様化のみならず、シグナルの増幅のための手段でも
ある。例えば、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ二量体は、ＨＥＲファミリメンバーの中でも、
ＰＩ３Ｋ及びＡＫＴ経路を介して最も重要な細胞増殖シグナルの一つを誘発する（Sliwko
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wski M.X., et al., J. Biol.Chem.269 (1994) 14661-14665; Alimandi M, et al., Onco
gene.10 (1995) 1813- 1821; Hellyer, N.J., J. Biol.Chem.276 (2001) 42153-4261; Si
nger, E., J. Biol.Chem.276 (2001) 44266-44274; Schaefer, K.L., Neoplasia 8 (2006
) 613-622）。
【０００３】
　この遺伝子の増幅及び／又はそのタンパク質の過剰発現は、前立腺、膀胱、及び乳房の
腫瘍を含めた多くの癌において報告されている。さまざまなアイソフォームをコードする
選択的転写スプライス変異体の特徴が明らかにされてきている。
【０００４】
　１つのアイソフォームは膜間領域を欠いており、細胞外に分泌される。この形態は、膜
結合型の形態の活性を調節する作用をする。さらなるスプライス変異体もまた報告されて
いるが、それらの特徴は完全には明らかになっていない。
【０００５】
　ヒトＨＥＲ３は２０年以上も前から知られているという事実にもかかわらず、組織試料
中のタンパク質ＨＥＲ３を検出することは、今日に至るまで、極めて困難である。しかし
ながら、組織試料中のＨＥＲ３の検出は、ＨＥＲ３の局在性、組織分布及び／又は濃度を
伴う所与の試料の構造及び形態を、生物学的機能、特に多くの癌に関連した病態生理学的
意味と相関させるためには極めて重要である。
【０００６】
　幾つかの抗ＨＥＲ３抗体はさまざまな会社から研究試薬として市販されているものの、
組織試料、特に、ホルマリン固定パラフィン包埋組織試料の満足のいく染色は、これらの
試薬を使用しても可能ではないように思われる。特に、ベンタナ・ベンチマークＸＴなど
の組織試料用の自動染色システムを使用する場合に、ＨＥＲ３に対し高い結合特異性及び
感度を示す抗体が必要とされている。
【０００７】
　ヒトＨＥＲ３タンパク質に特異的に結合し、かつ、当技術分野で知られている問題を少
なくとも部分的に克服できる抗体を同定することは、本発明の目的であった。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合する単離抗体又はその抗原結合部分に関し、該抗体は、
配列番号１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ領域、配列番号２又は配列番号３のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２Ｈ領域、及び、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ領域、を
含む重鎖可変ドメイン、並びに、配列番号５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ領域、配列
番号６又は配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｌ領域、及び、配列番号８のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域、を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【０００９】
　本発明はさらに、ヒトＨＥＲ３に結合し、かつ、配列番号９又は配列番号１０のアミノ
酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１又は配列番号１２のアミノ酸配列を含む
軽鎖可変ドメインと、を有する単離抗体又はその抗原結合部分を含む。
【００１０】
　本発明はまた、ヒトＨＥＲ３に結合し、かつ、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって
配列番号１から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ領域、１つ以上の保存的アミノ
酸置換によって、配列番号２から改変又は配列番号３から改変されたアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ２Ｈ領域、及び１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号４から改変された
アミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ領域、を含む重鎖可変ドメインと、１つ以上の保存的アミ
ノ酸置換によって配列番号５から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ領域、１つ以
上の保存的アミノ酸置換によって配列番号６から改変又は配列番号７から改変されたアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｌ領域、及び、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号
８から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域、を含む軽鎖可変ドメインと、を有
する単離抗体又はその抗原結合部分を含む。本発明の１つの実施態様では、ＣＤＲ１Ｌ領
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域は、位置５における保存的アミノ酸置換によって、配列番号５から改変されたアミノ酸
配列を含む。さらなる実施態様では、配列番号５の位置５における保存的アミノ酸置換は
、スレオニン／セリン置換である。本発明の別の実施態様では、ＣＤＲ３Ｌ領域は、位置
６又は位置９における保存的アミノ酸置換によって配列番号８から改変されたアミノ酸配
列を含む、又は、ＣＤＲ３Ｌ領域は、位置６及び位置９における保存的アミノ酸置換によ
って配列番号８から改変されたアミノ酸配列を含む。さらなる実施態様では、配列番号８
の位置６における保存的アミノ酸置換はバリン／アラニン置換である、又は、配列番号８
の位置９における保存的アミノ酸置換はアラニン／スレオニン置換である。別の実施態様
では、ＣＤＲ３Ｌ領域は、位置６及び位置９における保存的アミノ酸置換によって配列番
号８から改変されたアミノ酸配列を含み、配列番号８の位置６における保存的アミノ酸置
換はバリン／アラニン置換であり、配列番号８の位置９における保存的アミノ酸置換はア
ラニン／スレオニン置換である。
【００１１】
　本発明の別の態様は、ヒトＨＥＲ３に結合する単離抗体又はその抗原結合部分を提供し
、該抗体は、配列番号９又は配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１又は配列番号１２に対して少な
くとも９５％の配列同一性を有する軽鎖可変ドメインと、を有する。
【００１２】
　１つの実施態様では、本発明の抗体はモノクローナル抗体である。
【００１３】
　別の実施態様では、本発明の抗体はＩｇＧサブクラスの抗体である。
【００１４】
　驚くべきことに、本発明の前述の抗体のいずれも、非常に有利な特性を有し、当技術分
野で知られている問題を少なくともある程度克服することができることが見出された。こ
れらは、ヒトＨＥＲ３タンパク質を検出するための免疫組織化学的染色法において非常に
有利に利用することができる。本発明に従った抗体が、ホルマリン固定パラフィン包埋組
織（ＦＦＰＥＴ）試料を用いてさえも、優れた染色結果をもたらすことは、特に驚きであ
り価値のあることである。このように、本発明に従った抗体は、自動染色法において処理
されたＦＦＰＥＴ試料中のヒトＨＥＲ３の検出に特に有用である。
【００１５】
　したがって、本発明は、組織試料を本発明に従った抗体と共にインキュベートし、それ
によって該試料中のヒトＨＥＲ３に対する該抗体の結合を生じさせる工程と、組織試料に
結合する抗ＨＥＲ３抗体用に該組織試料を染色する工程とを含む、免疫組織化学法を行う
方法にも関する。
【００１６】
　１つの実施態様では、本発明は、ヒトＨＥＲ３の免疫組織化学的検出、特にホルムアル
デヒド固定パラフィン包埋組織（ＦＦＰＥＴ）試料における、本発明に従った抗体の使用
に関する。
【００１７】
　本発明の別の実施態様は、ヒトＨＥＲ３の免疫組織化学的検出の実施を促進するのに有
用なキットに関する。１つの実施態様では、キットは、ホルムアルデヒド固定パラフィン
包埋組織（ＦＦＰＥＴ）試料中のヒトＨＥＲ３の検出のために提供され、該キットは、本
発明に従った抗体又はその抗原結合部分と、該抗体又はその抗原結合部分の検出用の試薬
とを含む。
【００１８】
　本発明の別の態様は、本明細書に提供される抗ＨＥＲ３抗体の重鎖及び軽鎖をコードす
る核酸を提供する。
【００１９】
　１つの実施態様では、核酸は抗ＨＥＲ３抗体の重鎖及び軽鎖をコードし、重鎖可変ドメ
インは、配列番号１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ領域、配列番号２又は配列番号３の



(5) JP 6419796 B2 2018.11.7

10

20

30

40

50

アミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｈ領域、及び、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ
領域を含み、軽鎖可変ドメインは、配列番号５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ領域、配
列番号６又は配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｌ領域、及び、配列番号８のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域を含む。
【００２０】
　別の実施態様では、核酸は、抗ＨＥＲ３抗体の重鎖及び軽鎖をコードし、重鎖可変ドメ
インは、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号１から改変されたアミノ酸配列
を含むＣＤＲ１Ｈ領域、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号２から改変又は
配列番号３から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｈ領域、及び１つ以上の保存的ア
ミノ酸置換によって配列番号４から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ領域を含み
、軽鎖可変ドメインは、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号５から改変され
たアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ領域、１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号
６又は配列番号７から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｌ領域、及び１つ以上の保
存的アミノ酸置換によって配列番号８から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域
を含む。
【００２１】
　さらなる実施態様では、核酸は抗ＨＥＲ３抗体の重鎖及び軽鎖をコードし、重鎖可変ド
メインは、配列番号９又は配列番号１０のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変ドメインは、配
列番号１１又は配列番号１２のアミノ酸配列を含む。
【００２２】
　別の実施態様では、核酸は抗ＨＥＲ３抗体の重鎖及び軽鎖をコードし、重鎖可変ドメイ
ンは配列番号９又は配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含み、軽鎖可変ドメインは配列番号１１又は配列番号１２に対して少なくとも９
５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。
【００２３】
　本発明はさらに、原核又は真核宿主細胞における本発明に従った抗体の発現のための本
発明に従った核酸を含む発現ベクターを含む。
【００２４】
　本発明はさらに、本発明に従ったベクターを含む原核又は真核宿主細胞を含む。
【００２５】
　本発明はさらに、原核又は真核宿主細胞において本発明に従った核酸を発現し、該細胞
又は細胞培養液の上清から該抗体を回収することを特徴とする、本発明に従った組み換え
抗体の産生方法を含む。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明は、重鎖可変ドメインが、配列番号１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ領域、配
列番号２又は配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｈ領域、及び配列番号４のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ領域を含み、軽鎖可変ドメインが、配列番号５のアミノ酸配列を
含むＣＤＲ１Ｌ領域、配列番号６又は配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｌ領域、
及び配列番号８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域を含むことを特徴とする、ヒトＨＥ
Ｒ３に結合する単離抗体又はその抗原結合部分に関する。
【００２７】
　本発明はさらに、重鎖可変ドメインが配列番号９又は配列番号１０のアミノ酸配列を含
み、軽鎖可変ドメインが配列番号１１又は配列番号１２のアミノ酸配列を含むことを特徴
とする、ヒトＨＥＲ３に結合する単離抗体又はその抗原結合部分を含む。
【００２８】
　本発明はまた、重鎖可変ドメインが、位置における１つ以上の保存的アミノ酸置換によ
って配列番号１から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ領域、１つ以上の保存的ア
ミノ酸置換によって配列番号２又は配列番号３から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ
２Ｈ領域、及び１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号４から改変されたアミノ
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酸配列を含むＣＤＲ３Ｈ領域を含み、軽鎖可変ドメインが、１つ以上の保存的アミノ酸置
換によって配列番号５から改変されたアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ領域、１つ以上の保
存的アミノ酸置換によって配列番号６又は配列番号７から改変されたアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ２Ｌ領域、及び１つ以上の保存的アミノ酸置換によって配列番号８から改変された
アミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌ領域を含むことを特徴とする、ヒトＨＥＲ３に結合する単
離抗体又はその抗原結合部分に関する。
【００２９】
　本発明の別の態様は、重鎖可変ドメインが配列番号９又は配列番号１０と少なくとも９
５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、軽鎖可変ドメインが配列番号１１又は配
列番号１２と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むことを特徴とす
る、ヒトＨＥＲ３に結合する単離抗体を提供する。
【００３０】
　１つの実施態様では、本発明に従った抗体はモノクローナル抗体である。
【００３１】
　別の実施態様では、本発明の抗体はＩｇＧサブクラスの抗体である。
【００３２】
　特に説明されない限り、本明細書で用いられるすべての技術的及び科学的用語は、本明
細書に開示される発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ
意味を有する。
【００３３】
　本明細書で用いられる冠詞「a」及び「an」は、冠詞の文法上の対象の１つまたはそれ
以上（すなわち、少なくとも１つ）のことを指す。例として「抗体（an antibody）」は
、１つの抗体または２つ以上の抗体を意味する。
【００３４】
　本明細書で用いられる用語「抗体」は、ジスルフィド結合によって相互に結合された、
４つのポリペプチド鎖、２つの重（Ｈ）鎖及び２つの軽（Ｌ）鎖からなる免疫グロブリン
分子のことを指すことが意図されている。各重鎖は、重鎖可変領域（ここではＨＣＶＲ又
はＶＨと略される）及び重鎖定常領域からなる。重鎖定常領域は、３つのドメインＣＨ１
、ＣＨ２、及びＣＨ３からなる。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ここではＬＣＶＲ又はＶＬと
略される）及び軽鎖定常領域からなる。軽鎖定常領域は、１つのドメインＣＬからなる。
ＶＨ及びＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる、より保存された領域がと
ころどころに入り混じった、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変性の領域にさら
に細分化することができる。各ＶＨ及びＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端まで次の
順：ＦＲ、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４に配置された、３つ
のＣＤＲ及び４つのＦＲからなる。
【００３５】
　用語「抗体の抗原結合部分」は、本明細書で用いられる場合には、抗原の結合の原因と
なる抗体のアミノ酸残基のことを指す。抗体の抗原結合部分はCDR由来のアミノ酸残基を
含む。本発明の抗体の「抗原結合部分」という用語は、抗原の結合部位の親和性に様々な
度合いで寄与する、６つのＣＤＲを含む。３つの重鎖可変ドメインＣＤＲ（ＣＤＲ１Ｈ、
ＣＤＲ２Ｈ及びＣＤＲ３Ｈ）と３つの軽鎖可変ドメインＣＤＲ（ＣＤＲ１Ｌ、ＣＤＲ２Ｌ
及びＣＤＲ３Ｌ）が存在する。用語「ＣＤＲ１Ｈ」は、Kabatに従って計算された重鎖可
変領域のＣＤＲ１領域を意味する。ＣＤＲ２Ｈ、ＣＤＲ３Ｈ、ＣＤＲ１Ｌ、ＣＤＲ２Ｌ及
びＣＤＲ３Ｌは、重（Ｈ）鎖又は軽（Ｌ）鎖に由来するそれぞれの領域を意味する。ＣＤ
Ｒ及びＦＲの及ぶ範囲はアミノ酸配列のコンパイルされたデータベースとの比較によって
決定され、これらの領域は、Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological I
nterest, 5thEd.Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, M
d.(1991)に従った配列間の可変性に従って定義されている。
【００３６】
　「単離（された）」抗体は、その自然環境の成分から同定かつ分離された、及び／又は
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、回収されたものである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の研究、診断又は治療
への使用を妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク
質様溶質を含みうる。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のことを指すことも意図されている。（例えば、ヒトＨ
ＥＲ３に特異的に結合する単離抗体は、ヒトＨＥＲ３以外の抗原に特異的に結合する抗体
を実質的に含まない）。しかしながら、ヒトＨＥＲ３に特異的に結合する単離抗体は、他
の種に由来するＨＥＲ３分子など、他の抗原に対する交差反応性を有しうる。幾つかの実
施態様では、抗体は、例えばローリー法によって決定して、抗体の重量の７０％超まで精
製され、幾つかの実施態様では、８０重量％超、９０重量％超、９５重量％超、９６重量
％超、９７重量％超、９８重量％超又は９９重量％超まで精製される。１つの好ましい実
施態様では、本発明に従った単離抗体は、タンパク質検出のためのクマシーブルー染色を
使用して還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥによって決定して、９０％超まで精製される。
【００３７】
　抗体（モノクローナル又はポリクローナル抗体など）の産生方法は、当技術分野で十分
に確立されている（例えば、Harlow and Lane, Antibodies：A Laboratory Manual, Cold
 Spring Harbor Laboratory, New York, 1988を参照）。例えば、ヒトＨＥＲ３のペプチ
ド断片は、担体分子（又はこのようなエピトープをコードする核酸又はコンジュゲートさ
れたＲＤＰ）にコンジュゲートすることができ、非ヒト哺乳動物（マウス又はウサギなど
）に注入の後にさらにブースト注入して抗体反応を生成することができる。免疫された動
物から単離された血清は、その中に含まれるポリクローナル抗体について単離されうるか
、あるいは、免疫された動物に由来する脾臓は、ハイブリドーマ及びモノクローナル抗体
の産生に使用されうる。幾つかの実施例では、抗体は使用前に精製される。
【００３８】
　ヒトＨＥＲ３に結合するポリクローナル抗体は、例えば、この配列を免疫吸着材料とし
て含むアフィニティカラムを使用する免疫吸着によって入手することができる。単離抗体
がモノクローナル抗体である場合、このような抗体は、幾つかの実施態様では、（１）例
えばローリー法によって決定して、９０％超まで、及び幾つかの実施態様では９５重量％
超、９６重量％超、９７重量％超、９８重量％超又は９９重量％超まで、（２）例えばス
ピニングカップシークエネーターの使用によって、少なくとも１５残基のＮ－末端アミノ
酸配列又は内部アミノ酸配列を得るのに十分な程度まで、又は（３）例えば、クマシーブ
ルー染色又は銀染色を使用して、還元条件下又は非還元条件下で、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによ
って、均質になるまで精製される。
【００３９】
　１つの例では、ヒトＨＥＲ３に結合するモノクローナル抗体は、Kohler及びMilsteinの
古典的方法（Nature, 256：495, 1975）又はその誘導方法に従って、マウスのハイブリド
ーマから調製することができる。簡潔に言えば、マウス（Ｂａｌｂ／ｃなど）は、数週間
の期間にわたり、数マイクログラムのヒトＨＥＲ３ペプチド断片又はその担体コンジュゲ
ートを繰り返し接種される。次いで、マウスは殺処分され、脾臓の抗体産生細胞が単離さ
れる。脾臓細胞は、ポリエチレングリコールによってマウスの骨髄腫細胞と融合し、過剰
の融合されていない細胞は、アミノプテリンを含む選択的培地（ＨＡＴ培地）上でその系
の成長によって破壊される。成功裏に得た融合細胞は希釈され、その希釈液のアリコート
がマイクロタイタープレートのウェル内に置かれ、そこで培養物の成長が継続される。抗
体産生クローンは、元々はEngvall（Enzymol., 70：419, 1980）によって記述されたＥＬ
ＩＳＡなどのイムノアッセイ手法及びその誘導方法により、ウェルの上澄み液中の抗体の
検出によって同定される。選択された陽性クローンは増殖可能であり、そのモノクローナ
ル抗体産物は使用のために採取できる。
【００４０】
　抗体がヒトＨＥＲ３に結合するかどうかは、適切なイムノアッセイによって容易に評価
される。１つの好ましい方法では、ヒトＨＥＲ３のペプチドはビオチンでN-又はＣ－末端
が標識化される。１つの好ましい標識化剤は、ビオチン残基とペプチド鎖の間に柔軟な親
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水性のスペーサを取り込んだＦｍｏｃ－Ｇｌｕ（ビオチニル－ＰＥＧ）－ＯＨの使用であ
る。このビオチン化ペプチドは、例えばストレプトアビジンを介して、ビオチン結合試薬
でコーティングされた固体相に結合される。分析すべき抗体がヒトＨＥＲ３のペプチド内
にエピトープに対する結合部位を含む場合、このような抗体はペプチドに結合させて、適
切な手段によって検出することができる。
【００４１】
　ヒトＨＥＲ３と結合する本発明に従った抗体は、好ましくは、この分子に対して少なく
とも１０７ｌ／ｍｏｌの結合親和性を有する。１０８ｌ／ｍｏｌまたはそれ以上の親和性
、もしくは１０９ｌ／ｍｏｌまたはそれ以上の親和性を有するものも好ましい。
【００４２】
本明細書で用いられる用語「ヒトＨＥＲ３に結合する」、「ヒトＨＥＲ３に特異的に結合
する」、又は「抗ＨＥＲ３抗体」は、相互に置換可能であり、ヒトＨＥＲ３抗原に特異的
に結合する抗体のことを指す。熟練した当業者が認識するように、用語「特異的な」又は
「特異的に結合する」は、試料中に存在する他の生体分子が、ヒトＨＥＲ３に（特異的に
）結合する抗体に対して有意には結合しないことを示すために用いられる。ヒトＨＥＲ３
に特異的に結合する抗体は、しかしながら、他の種に由来するＨＥＲ３分子に対する交差
反応性を有しうる。好ましくは、ヒトＨＥＲ３を含む試料中のヒトＨＥＲ３以外の生体分
子への結合レベルは、それぞれ、ヒトＨＥＲ３に対する親和性の１０％以下、さらに好ま
しくはわずか５％以下の結合親和性を生じる。ヒトＨＥＲ３に特異的に結合する抗体は、
例えば、ヒトＨＥＲ２または他の近しい相同体には結合しない、すなわち、ヒトＨＥＲ３
に対する結合親和性より少なくとも１０倍乏しい又は好ましくは少なくとも２０倍乏しい
結合親和性を有する。
【００４３】
　ヒトＨＥＲ３（ＥｒｂＢ－３、ＥＲＢＢ３、ｃ－ｅｒｂＢ－３、ｃ－ｅｒｂＢ３、受容
体型チロシンタンパク質キナーゼｅｒｂＢ－３、配列番号１７）は、ＨＥＲ１（ＥＧＦＲ
としても知られる）、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４（Kraus, M.H.et al., PNAS 86 (1989) 91
93-9197; Plowman, G.D.et al., PNAS 87 (1990) 4905-4909; Kraus, M.H.et al., PNAS 
90 (1993) 2900-2904）をも含む受容体型チロシンキナーゼの上皮増殖因子受容体（ＥＧ
ＦＲ）ファミリのメンバーをコードする。ヒトＨＥＲ３のアミノ酸配列は、ＵｎｉＰｒｏ
ｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔデータベースの参照配列番号Ｐ２１８６０の下に現在注釈
されるアミノ酸配列に見られる。原型的な上皮増殖因子受容体のように、膜貫通型受容体
ＨＥＲ３は、細胞外リガンド結合ドメイン（ＥＣＤ）、ＥＣＤ内の二量体ドメイン、膜貫
通ドメイン、細胞内タンパク質チロシンキナーゼドメイン（ＴＫＤ）及びＣ末端リン酸化
ドメインからなる。この膜結合型タンパク質は、細胞外ドメイン内のヘレグリン（ＨＲＧ
）結合ドメインであるＨＥＲ３を有するが、活性キナーゼドメインを有しない。したがっ
て、この膜貫通型タンパク質はこのリガンドには結合できるが、タンパク質リン酸化を通
じて細胞内にシグナルを伝達することはできない。しかしながら、このタンパク質は、キ
ナーゼ活性を有する他のＨＥＲファミリメンバーとヘテロ二量体を形成する。ヘテロ二量
体化は、受容体介在性のシグナル伝達経路の活性化、及びその細胞内ドメインのリン酸基
転移を生じさせる。ＨＥＲファミリメンバー間での二量体の形成はＨＥＲ３のシグナル伝
達能を拡大し、シグナルの多様化のみならず、シグナルの増幅のための手段にもなる。例
えば、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ二量体は、ＨＥＲファミリメンバーの中でも、ＰＩ３Ｋ
及びＡＫＴ経路を介して最も重要な細胞増殖シグナルの１つを誘発する（Sliwkowski M.X
., et al., J. Biol.Chem.269 (1994) 14661-14665; Alimandi M, et al., Oncogene.10 
(1995) 1813- 1821; Hellyer, N.J., J. Biol.Chem.276 (2001) 42153-4261; Singer, E.
, J. Biol.Chem.276 (2001) 44266-44274; Schaefer, K.L., Neoplasia 8 (2006) 613-62
2）。
【００４４】
　この遺伝子の増幅及び／又はそのタンパク質の過剰発現は、前立腺、膀胱、及び乳房の
腫瘍を含めた多くの癌において報告されている。さまざまなアイソフォームをコードする
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選択的転写スプライス変異体の特徴が明らかにされてきている。
【００４５】
　１つのアイソフォームは膜間領域を欠いており、細胞外に分泌される。この形態は、膜
結合型の形態の活性を調節する作用をする。さらなるスプライス変異体もまた報告されて
いるが、それらの特徴は完全には明らかになっていない。
【００４６】
　本発明に従った抗体はＨＥＲ３の細胞内領域に結合し、したがって、ヒトＨＥＲ３の膜
結合型アイソフォームのみを検出し、分泌されたアイソフォームを検出しない。
【００４７】
　上述のように、本発明に従った抗体、すなわちヒトＨＥＲ３に結合する抗体は、例えば
、ヒトＨＥＲ３のペプチドを使用する免疫吸着によって、免疫された動物の血清から単離
することができる。
【００４８】
　モノクローナル抗体は一定の品質で、ほぼ無制限の量で産生することができる。好まし
い実施態様では、本発明に従った抗体はモノクローナル抗体である。
【００４９】
　生成された最良のモノクローナル抗体の２つは似たＣＤＲを有し、驚くべきことに、特
にＦＦＰＥＴ試料用の自動染色システムにおける、組織試料中のヒトＨＥＲ３の信頼性の
高い検出に使用することができる。
【００５０】
　１つの態様では、本発明に従った抗ＨＥＲ３抗体は、配列番号９又は配列番号１０と少
なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、10のアミノ酸配列に対して、
少なくとも９０％、９１％、９２％＞、９３％＞、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列を含む
。ある特定の実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、又は９９％の同一性を有するＶＨ配列は、参照配列に対す
る置換（例えば、保存的置換）、挿入、又は欠失を含むが、その配列を含む抗ＨＥＲ３抗
体はＨＥＲ３への結合能力を保持する。ある特定の実施態様では、合計１から１０のアミ
ノ酸が、配列番号９又は配列番号１０において置換、挿入、及び／又は欠失している。あ
る特定の実施態様では、置換、挿入、又は欠失は、ＣＤＲの外側の領域で（すなわち、Ｆ
Ｒ内において）生じる。任意選択的に、抗ＨＥＲ３抗体は、配列番号９又は配列番号１０
内に、その配列の翻訳後修飾を含む、ＶＨ配列を含む。特定の実施態様では、ＶＨは、（
ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１Ｈ、（ｂ）配列番号２又は配列番号３のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ２Ｈ領域、（ｃ）配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｈか
ら選択される１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【００５１】
　別の態様では、本発明に従った抗ＨＥＲ３抗体は、配列番号１１又は配列番号１２と少
なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む。ある特定の実施態様では、少
なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
又は９９％の同一性を有するＶＬ配列は、参照配列に対して置換（例えば、保存的置換）
、挿入、又は欠失を含むが、その配列を含む抗ＨＥＲ３抗体は、ＨＥＲ３への結合能力を
保持する。ある特定の実施態様では、合計１から１０のアミノ酸が、配列番号１１又は配
列番号１２において置換、挿入、及び／又は欠失している。ある特定の実施態様では、置
換、挿入、又は欠失は、ＣＤＲの外側の領域で（すなわち、ＦＲ内において）生じる。任
意選択的に、抗ＨＥＲ３抗体は、配列番号１１又は配列番号１２内に、その配列の翻訳後
修飾を含む、ＶＬ配列を含む。特定の実施態様では、ＶＬは、（ａ）配列番号５のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ１Ｌ、（ｂ）配列番号６又は配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
２Ｌ、及び（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３Ｌから選択される１つ、２つ
、又は３つのＣＤＲを含む。
【００５２】
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　別の態様では、抗体が、先に提供された実施態様のいずれかにあるようなＶＨ、及び、
先に提供された実施態様のいずれかにあるようなＶＬを含む、抗ＨＥＲ３抗体が提供され
る。１つの実施態様では、抗体は、配列番号９又は配列番号１０、ならびに、配列番号１
１又は配列番号１２内に、それらの配列の翻訳後修飾を含む、ＶＨ及びＶＬ配列をそれぞ
れ含む。
【００５３】
　本明細書内で用いられる用語「アミノ酸」は、天然に存在するカルボキシα－アミノ酸
の群を意味し、アラニン（３文字コード：ａｌａ、１文字コード：Ａ）、アルギニン（ａ
ｒｇ、Ｒ）、アスパラギン（ａｓｎ、Ｎ）、アスパラギン酸（ａｓｐ、Ｄ）、システイン
（ｃｙｓ、Ｃ）、グルタミン（ｇｉｎ、Ｑ）、グルタミン酸（ｇｌｕ、Ｅ）、グリシン（
ｇｌｙ、Ｇ）、ヒスチジン（ｈｉｓ、Ｈ）、イソロイシン（ｉｌｅ、Ｉ）、ロイシン（ｌ
ｅｕ、Ｌ）、リジン（ｌｙｓ、Ｋ）、メチオニン（ｍｅｔ、Ｍ）、フェニルアラニン（ｐ
ｈｅ、Ｆ）、プロリン（ｐｒｏ、Ｐ）、セリン（ｓｅｒ、Ｓ）、スレオニン（ｔｈｒ、Ｔ
）、トリプトファン（ｔｒｐ、Ｗ）、チロシン（ｔｙｒ、Ｙ）、及びバリン（ｖａｌ、Ｖ
）を含む。
【００５４】
　本発明に従った抗体は、加えて、「保存的配列改変」を有する抗体（変異抗体）、本発
明に従った抗体の上述の特性に影響を及ぼしたり変更したりしない、ヌクレオチド及びア
ミノ酸配列の改変をも含む。改変は、当技術分野で知られている標準的な技法によって導
入することができ、部位特異的な突然変異誘発及びＰＣＲ介在性の突然変異誘発又は突然
変異などはデノボ合成的な遺伝子合成によって導入することができる。本明細書で用いら
れる用語「保存的アミノ酸置換」、「保存的置換」、又は「保存的配列改変」は相互に置
換可能であり、１つのアミノ酸残基が似た側鎖を有する別のアミノ酸残基で置換される、
アミノ酸置換のことを指す。似た側鎖を有するアミノ酸残基のファミリは当技術分野にお
いて定義されている。これらのファミリは、塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジ
ン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、
グルタミン酸）、非荷電の極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン
、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン）、非極性
側鎖を有するアミノ酸（例えば、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）、β分岐側鎖を有するアミノ酸（例えば、スレオニン
、バリン、イソロイシン）及び芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニ
ルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を含む。よって、ヒト抗ＨＥＲ３抗体におけ
る予測される非必須のアミノ酸残基は、好ましくは、同一の側鎖ファミリに由来する別の
アミノ酸残基と置換することができる。例示的な保存的アミノ酸置換を表１に示す。
【００５５】
表１－例示的な保存的アミノ酸置換
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【００５６】
　したがって、「変異体」抗ＨＥＲ３抗体とは、本明細書では、親抗体の１つ以上の可変
領域において、最大１０まで、好ましくは約２から約５の付加、欠失、及び／又は置換に
より、「親」抗ＨＥＲ３抗体アミノ酸配列とアミノ酸配列が異なる分子のことを指す。ア
ミノ酸置換は、Riechmann, et al., Nature 332 (1988) 323-327及びQueen, C, et al., 
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86 (1989) 10029-10033に記載される分子モデル化に基づいた突
然変異誘発によって行うことができる。
【００５７】
　本発明の一実施態様は、ＨＥＲ３に結合する単離抗体又はその抗原結合部分に関し、そ
のＣＤＲ１Ｌ領域は、位置５における保存的アミノ酸置換によって配列番号５から改変さ
れたアミノ酸配列を含む。さらなる実施態様では、配列番号５の位置５における保存的ア
ミノ酸置換はスレオニン／セリン置換である。本明細書で用いられる用語「スレオニン／
セリン置換」とは、抗ＨＥＲ３抗体の１つの変異体におけるアミノ酸スレオニンがセリン
によって置換されるか、又はその逆も同様で、抗ＨＥＲ３抗体の１つの変異体におけるセ
リンがスレオニンによって置換されることを意味する。本発明に従った「変異体」抗ＨＥ
Ｒ３抗体における他の特異的アミノ酸置換にも同じことが当てはまる。例えば、ＨＥＲ３
に結合する単離抗体又はその抗原結合部分の別の実施態様では、ＣＤＲ３Ｌ領域は、位置
６又は位置９における保存的アミノ酸置換によって配列番号８から改変されたアミノ酸配
列を含むか、又はＣＤＲ３Ｌ領域は、位置６及び位置９における保存的アミノ酸置換によ
って配列番号８から改変されたアミノ酸配列を含む。さらなる実施態様では、配列番号８
の位置６における保存的アミノ酸置換はバリン／アラニン置換であるか、又は、配列番号
８の位置９における保存的アミノ酸置換はアラニン／スレオニン置換である。さらに別の
実施態様では、ＣＤＲ３Ｌ領域は、位置６及び位置９における保存的アミノ酸置換によっ
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て配列番号８から改変されたアミノ酸配列を含み、配列番号８の位置６における保存的ア
ミノ酸置換はバリン／アラニン置換であり、配列番号８の位置９における保存的アミノ酸
置換はアラニン／スレオニン置換である。
【００５８】
　本発明に従った抗体は、ヒトＨＥＲ３の免疫組織化学的検出に極めて有用であることが
証明された。１つの実施態様では、本発明は、免疫組織化学法（ＩＨＣ）を行う方法に関
し、本方法は、ａ）組織試料を本発明に従った抗体と共にインキュベートし、それによっ
て該抗体の該試料中のヒトＨＥＲ３への結合が生じ、ｂ）工程ａ）において結合した抗Ｈ
ＥＲ３抗体について該組織試料を染色する、各工程を含む。
【００５９】
　名詞として用いられる用語「染色」又は用語「染色試薬」とは、生物学的又は化学的化
合物、及び、このような化合物を含む組成物であって、生物学的試料中の標的分子に適用
した場合に、その分子を検出可能にする（例えば、顕微鏡検査下で）もののことを指す。
染色は、限定はしないが、組み合わせて、又はそれら自体によって検出可能な最終産物を
生じさせる、検出可能な核酸プローブ、抗体、及び他の試薬を含む。用語「染色」は、用
語「染料」と相互に置き換え可能に用いられる。動詞として用いられる用語「染色する」
、又は用語「染色し」は、生物学的試料と、染色試薬、染色剤、又は染料との接触を意味
する。
【００６０】
　細胞又は組織試料中の抗原の成功した免疫染色のためには、少なくとも３つの基準：ａ
）元々の部位での抗原の保持、ｂ）抗原のアクセス可能性、及びｃ）対象の抗原／エピト
ープの正しい立体構造／保存を満たさなければならない。
【００６１】
　非常に驚いたことは、本発明に従った抗体が、ホルマリンで固定され、パラフィンに包
埋された組織試料を用いても優れた働きをするという事実である。
【００６２】
　１つの実施態様では、本発明は、免疫染色が行われる組織試料がホルムアルデヒド固定
パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、本発明に従った抗体を用いたヒトＨＥＲ３
の検出のための免疫組織化学的方法に関する。
【００６３】
　グルタルジアルデヒド、ホルムアルデヒド及びアセトン、又は他の有機溶媒のような幾
つかの固定剤が利用可能であり、臨床病理学研究所で常套的に用いられている。しかしな
がら、固定化手法の圧倒的多数は、ホルムアルデヒドのような架橋結合剤の使用に基づい
ている。固定液は、通常、ｐＨ７．２～７．６への緩衝化（少量の強酸又は塩基の添加後
の最小限のｐＨ変化）と、略等張な液（しばしば生理食塩水をベースとし、浸透圧が哺乳
動物の細胞外液と同一のもの）とをもたらすように考案された、リン酸ナトリウムを含む
水性ホルムアルデヒド溶液である。用語ホルムアルデヒド及びホルマリンは、相互に置き
換え可能に用いられる。
【００６４】
　先に述べたように、ホルムアルデヒドでの固定は臨床病理学において最も幅広く用いら
れている。最も可能性の高い主な理由は、ホルムアルデヒドで固定することにより、対象
とする抗原が、生存生物においてそれが占有していた部位に捕捉されることである。ホル
ムアルデヒド固定の際に導入されるメチレン架橋を通じて、細胞又は組織試料の形態も良
好に保存される。しかしながら、これらのプラス効果は、試料の透過性の費用を生じ、対
象とする抗原／エピトープのアクセス可能性及び／又は立体構造の変化、核酸の損傷、及
び酵素活性の不活性化を生じさせる固定につながる。
【００６５】
　長期の保管のためには、固定された細胞又は組織試料は、通常、脱水し、適切な包埋媒
体に包埋させる必要がある。パラフィン包埋は、通常、振動ミクロトームを用いて又はク
ライオスタット中で、標本をプラスチック包埋する、又は非包埋の標本をカットする、の
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いずれかを行うことが好ましい。
【００６６】
　この開示は、とりわけ、固体表面（例えば、顕微鏡スライド）上に装着され、処理（例
えば、ホルマリン固定及びパラフィン包埋）された、生物学的試料（例えば、単離された
細胞又は組織）中のヒトＨＥＲ３の検出方法を提供する。ＦＦＰＥ細胞又は組織試料上で
免疫組織化学法を行うことの利点の１つは、このような標本中のＨＥＲ３が、他の成分に
対するその位置、例えば、細胞又は組織試料内におけるその位置を実質的に維持すること
である。
【００６７】
　本明細書で用いられるように、用語「検出する」とは、例えば試料を測定することによ
って、ある薬剤（例えば、核酸分子又はタンパク質）又は相互作用（例えば、抗体と抗原
との結合、タンパク質と核酸との結合、又は２つの核酸分子間の結合）が存在するかしな
いかを判断することを意味する。幾つかの例では、これはさらに、定量をも包含すること
ができる。特定の例では、標識からの放出シグナルが検出される。検出は、巨視的な数の
分子を同時に観察できるように、バルクで行うことができる。検出はまた、背景雑音を低
減するために顕微鏡法及びこのような技法を全内部反射として使用する、単一分子に由来
するシグナルの識別をも含むことができる。
【００６８】
　例えば、特定のタンパク質（例えば、ヒトＨＥＲ３）に特異的な抗体の使用は、例えば
ＦＦＰＥ細胞又は組織試料などの試料中のタンパク質、又はタンパク質－タンパク質相互
作用の検出を可能にする。
【００６９】
　本発明に従った抗体は、例えば、放射性標識、蛍光性標識、ビオチンなどのハプテン標
識、もしくは、ホースラディッシュペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼなどの
酵素を用いて、抗体自体を直接標識化することにより検出することができる。あるいは、
非標識化一次抗ＨＥＲ３抗体は、一次抗体に特異的な抗血清、ポリクローナル抗血清又は
モノクローナル抗体を含む、標識化された二次抗体と併せて用いられる。免疫組織化学法
（ＩＨＣ）のプロトコル及びキットは当技術分野で周知であり、市販されている。
【００７０】
　特異的に結合する薬剤は、任意選択的に、検出可能部分で直接標識することもできる。
有用な検出薬剤には、蛍光化合物（フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、５ジメチルアミン－１－ナフタレンスルホニルクロリド、フィコエリスリ
ン、ランタノイド系リン光体、又はシアニンファミリの染料（Ｃｙ３又はＣｙ５など）及
び同様のものを含む）；生物発光化合物（ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ
）、又は黄色蛍光タンパク質など）；検出可能な反応生成物を生成できる酵素（ホースラ
ディッシュペルオキシダーゼ、βガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、又はグルコースオキシダーゼ及び同様のものなど）、又は放射性標識（３Ｈ、１

４Ｃ、１５Ｎ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、又は１３１Ｉなど）
が含まれる。
【００７１】
　開示される方法に有用な生物学的試料は、単離され、インビトロで分析され、かつ、固
体表面上に固定化及び装着可能ないずれかの細胞調製物又は組織調製物を含む。例示的な
試料としては、限定はしないが、血液塗抹、細胞遠心調製物、細胞塗抹、コア生検、細針
吸引、及び／又は組織切片（例えば、クライオスタット組織切片及び／又はパラフィン包
埋された組織切片）が挙げられる。例示的な生物学的試料は、正常な細胞又は組織から、
又は腫瘍（新生）細胞又は組織から単離されうる。新生物とは、１つ以上の細胞が、分化
の消失、成長速度の増大、周囲組織浸潤を伴う特徴的な退形成を被り、及び、その細胞が
転移可能であり得うる、生物学的状態である。例示的な腫瘍（新生）細胞又は組織は、乳
癌（例えば、小葉癌及び腺管癌）、肉腫、肺癌（例えば、非小細胞癌、大細胞癌、扁平上
皮癌、及び腺癌）、肺の中皮腫、結腸直腸腺癌、胃癌、前立腺癌、卵巣癌（漿液性嚢胞腺
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癌及びムチン性嚢胞腺癌）、卵巣胚細胞腫瘍、精巣癌及び胚細胞腫瘍、膵臓腺癌、胆管腺
癌、肝細胞癌、膀胱癌（例えば、移行上皮癌、腺癌、及び扁平上皮癌を含む）、腎細胞腺
癌、子宮内膜癌（例えば、腺癌及びミュラー管混合腫瘍（癌肉腫）を含む）、子宮頚内膜
、子宮頸膣部、及び膣の癌（それぞれ、腺癌及び扁平上皮癌）、皮膚癌（例えば、扁平上
皮癌、基底細胞癌、メラノーマ、及び皮膚付属器腫瘍）、食道癌、鼻咽頭及び中咽頭の癌
（それぞれ扁平上皮癌、及び腺癌を含む）、唾液腺癌、脳及び中枢神経系の腫瘍（例えば
、グリア、ニューロン、及び髄膜起源のものを含む）、末梢神経腫瘍、軟組織肉腫ならび
に骨及び軟骨の肉腫を含む、固形腫瘍から単離されうる。
【００７２】
　開示される方法に有用な固体支持体は、生物学的試料を有することのみが必要とされる
が、任意選択的に、有利には、試料中の成分（例えば、タンパク質及び／又は核酸配列）
の簡便な検出を可能にする。例示的な支持体としては、顕微鏡スライド（例えば、ガラス
の顕微鏡スライド又はプラスチックの顕微鏡スライド）、カバースリップ（例えば、ガラ
スのカバースリップ又はプラスチックのカバースリップ）、組織培養皿、マルチウェルプ
レート、膜（例えば、ニトロセルロース又はポリフッ化ビニリデン））ＰＶＤＦ））、又
はバイオコア（ＢＩＡＣＯＲＥ（商標））チップが挙げられる。
【００７３】
　ホルムアルデヒド固定に起因する架橋は、一般に、エピトープを覆い隠すか又は破壊す
る傾向にあり、偽陰性の免疫染色を生じやすい。本発明に従った抗体によって認識される
ヒトＨＥＲ３上のエピトープは、例えば、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ分析器（米国ツーソン所在
のVentana Medical Systems, Inc.製）上で自動的に実施される標準的な手法によって、
容易に回収することができることが見出された。１つの実施態様では、本発明は、ホルム
アルデヒド固定パラフィン包埋組織（ＦＦＰＥＴ）試料中のＨＥＲ３の検出における、本
発明に開示される抗体の使用に関する。
【００７４】
　本明細書に開示されるヒトＨＥＲ３の免疫組織化学的検出の実施を促進するのに有用な
キットもまた予定されている。１つの実施態様では、本発明に従った抗体又はその抗原結
合部分、及び、該抗体又はその抗原結合部分を検出するための試薬を含む、ホルムアルデ
ヒド固定パラフィン包埋組織試料中のヒトＨＥＲ３の検出のためのキットが提供される。
【００７５】
　特定の例において、本発明に従った抗体又はその抗原結合部分、及び該抗体又はその抗
原結合部分を検出するための試薬は、別々の容器又はバイアル内に包装される。
【００７６】
　幾つかのキットの実施態様では、抗体又はその抗原結合部分は、例えば、フルオロフォ
ア、発色団、又は検出可能な生成物を生成することができる酵素（アルカリホスファター
ゼ（alkaline phosphates）、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、及び当技術分野で
一般に知られている他のものなど）で、直接標識化することができる。
【００７７】
　他のキットの実施態様は、二次的検出手段；二次抗体（例えば、抗ウサギヤギ抗体、抗
マウスウサギ抗体、抗ハプテン抗体）又は非抗体ハプテン結合分子（例えば、アビジン又
はストレプトアビジン）などを含む。このような幾つかの例では、二次的検出手段は、直
接、検出可能な部分を用いて標識化される。他の例では、二次的（又はそれより高次の）
抗体は、検出可能に標識化された同種のハプテン結合分子（例えば、ストレプトアビジン
（ＳＡ）ホースラディッシュペルオキシダーゼ、ＳＡアルカリホスファターゼ、及び／又
はＳＡ ＱＤｏｔ（登録商標）Ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｓ（商標））によって検出可能な
ハプテン（ビオチン、ＤＮＰ、及び／又はＦＩＴＣなど）にコンジュゲートされる。幾つ
かのキットの実施態様は、このような比色試薬の顕色化のために酵素で標識化された一次
又は二次（又はそれより高次の）検出手段（例えば、抗体）と併せて、比色試薬（例えば
、ＤＡＢ及び／又はＡＥＣ）を、使用すべき適切な容器内に含みうる。
【００７８】
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　幾つかの実施態様では、キットは、ヒトＨＥＲ３を発現する又は発現しないことが知ら
れている細胞株又は組織など、陽性対照又は陰性対照の試料を含む。特定の例では、対照
試料はＦＦＰＥＴ試料である。例示的な試料は、正常な（例えば、非癌性の）細胞又は組
織を含むが、それらに限定されない。
【００７９】
　幾つかの実施態様では、キットは、例えば、ヒトＨＥＲ３に特異的に結合する抗体を使
用する手段を開示する、指示書を含む。指示書は、電子的形態（例えば、フロッピーディ
スク又はコンパクトディスク）で記載されていてもよく、あるいは視覚的（例えば、動画
ファイル）であってもよい。キットはまた、キットが設計されている特定の用途を促進す
るための追加の構成要素を含んでいてもよい。よって、例えば、キットは、本明細書に開
示される免疫組織化学的検出の実施に常套的に使用されるバッファー及び他の試薬を含む
ことができる。このようなキット及び適切な内容は、当業者に周知である。
【００８０】
　ある特定のキットの実施態様は、箱、袋、かばん、プラスチックの箱（plastic carton
）（成形プラスチック又は他の透明な包装など）、包装材（封止された又は封止可能なプ
ラスチック、紙、又は金属製の包装材など）、又は他の容器などの搬送手段を含むことが
できる。幾つかの例では、キットの構成要素は、キットの１つ以上の構成要素を入れるこ
とができる区画を有していてよい、箱又は他の容器などの単一の包装単位内に封入される
。他の例では、キットは、例えば試験すべき１つ以上の生物学的試料を保持できる、例え
ばバイアル、管、及び同様のものなど、１つ以上の容器を含む。
【００８１】
　他のキットの実施態様は、生物学的試料の取り扱い、回収、及び／又は処理に有用であ
りうる、例えばシリンジ、綿棒、又はゴム手袋を含む。キットはまた、例えば、スポイト
、シリンジ、及び同様のものを含む、生物学的試料を１つの場所から別の場所へ移動させ
るのに有用な器具も、任意選択的に含みうる。さらに他のキットの実施態様は、使用済み
の又は不要となったアイテム（例えば対象試料等）を廃棄する処分手段を含みうる。この
ような処分手段は、限定はしないが、プラスチック、金属、又は他の不浸透性の袋、箱、
又は容器など、廃棄された物質からの漏出物を収容することができる容器を含みうる。
【００８２】
　本明細書で用いられる用語「核酸」又は「核酸分子」は、ＤＮＡ分子及びＲＮＡ分子を
含むことが意図されている。核酸分子は一本鎖又は二本鎖でありうるが、好ましくは二本
鎖ＤＮＡである。核酸は、別の核酸と機能的関係に置かれたとき、「機能可能に結合」さ
れている。例えば、プレ配列又は分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に関与す
るプレタンパク質として発現される場合、ポリペプチドのＤＮＡに機能可能に結合されて
いる；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を与える場合、コード配列に
機能可能に結合されている；あるいは、リボソーム結合部位は、翻訳を促進するように配
置される場合、コード配列に機能可能に結合されている。一般に、「機能可能に結合され
る」とは、結合されているDNA配列同士は共線的であることを意味し、分泌リーダーの場
合には、近接し、かつリーディングフレーム内にあることを意味する。しかしながら、エ
ンハンサーは必ずしも近接している必要はない。結合は、簡便な制限部位におけるライゲ
ーションによって達成される。そのような部位が存在しない場合は、慣行に従って、合成
オリゴヌクレオチドアダプター又はリンカーが使用される。
【００８３】
　本発明の一実施態様は、本発明に従った抗体の重鎖及び軽鎖をコードする核酸である。
【００８４】
　本明細書で用いられる表現「細胞」、「細胞株」、及び「細胞培養物」は相互に置き換
え可能に用いられ、このような指定はすべて子孫をも含む。よって、語句「形質転換体」
及び「形質転換細胞」は、転換の数を考慮せずに、一次対象細胞及びそれに由来する細胞
培養物を含む。意図的な又は不慮の突然変異に起因して、すべての子孫はＤＮＡコンテン
トにおいて厳密に同一ではなくてもよいことも理解される。元々の形質転換細胞において
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スクリーニングされたものと同一の機能又は生物活性を有する変異体の子孫が含まれる。
【００８５】
　本明細書で用いられる用語「ベクター」は、結合されている別の核酸を輸送することが
できる核酸分子のことを指すことが意図されている。ベクターの一種は「プラスミド」で
あり、これは、追加のＤＮＡセグメントがライゲーションされうる、環状の二本鎖ＤＮＡ
ループのことを指す。また別のタイプのベクターは、追加的なＤＮＡセグメントをウイル
スゲノムへ結合させうる、ウイルスベクターである。ある特定のベクターは、導入先の宿
主細胞において自律複製することができる（例えば、細菌の複製開始点を有する細菌ベク
ター及びエピソーム性の哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム性の
哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入の際に宿主細胞のゲノムに組み込むことができ
、それによって、宿主ゲノムと共に複製される。さらには、ある特定のベクターは、それ
らが機能可能に結合されている遺伝子の発現を誘導することができる。このようなベクタ
ーは、本明細書では、「組み換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」）と称さ
れる。一般に、組換えＤＮＡ技法に有用な発現ベクターは、しばしばプラスミドの形態を
している。プラスミドはベクターの最も一般的に用いられる形態である）とから、本明細
書では、「プラスミド」及び「ベクター」は、相互に置き換可能に使用されうる。しかし
ながら、本発明は、同等の機能を果たす、ウイルスベクター（例えば、複製欠損型のレト
ロウイルス、アデノウイルス、及びアデノ随伴ウイルス）など、発現ベクターの他の形態
も含むことが意図されている。
【００８６】
　本明細書で用いられる用語「組み換え宿主細胞」（又は単に「宿主細胞」）は、組み換
え発現ベクターが導入される細胞のことを指すことが意図されている。これらの用語は、
特定の対象細胞のみならず、このような細胞の子孫をも指すことが意図されていることが
理解されるべきである。ある特定の改変は、突然変異又は周囲条件の影響のいずれかに起
因して次世代において生じうることから、このような子孫は実際には親細胞とは同一では
ないかもしれないが、それでもなお、本明細書で用いられる用語「宿主細胞」の範囲内に
含まれる。
【００８７】
　本発明に従った抗体は、好ましくは組み換え手段によって産生される。このような方法
は当技術分野で幅広く知られており、原核及び真核細胞でのタンパク質発現を、それに続
く抗体ポリペプチドの単離及び通常は許容可能な純度への精製と共に、含む。タンパク質
発現では、重鎖及び軽鎖又はその断片をコードする核酸が、標準的な方法によって発現ベ
クターに挿入される。発現は、ＣＨＯ細胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０細胞、ＨＥＫ２９３
細胞、ＣＯＳ細胞、酵母、又は大腸菌細胞などの適切な原核細胞又は真核宿主細胞におい
て行われ、抗体は細胞から（上清から又は細胞溶解後に）回収される。抗体の組み換え産
物は当技術分野で周知であり、例えば、Makrides, S.C., Protein Expr.Purif.17 (1999)
 183-202; Geisse, S., et al., Protein Expr.Purif.8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J.
, Mol.Biotechnol.16 (2000) 151-161; Werner, R.G., Drug Res.48 (1998) 870-880の各
総説で述べられている。抗体は、全細胞に、細胞溶解物中に、もしくは部分的に精製され
た又は実質的に純粋な形態で、存在しうる。精製は、例えば、他の細胞核酸又はタンパク
質など、他の細胞成分又は他の夾雑物を取り除くことを目的として、カラムクロマトグラ
フィー及び他の技法を含む、当技術分野で周知の標準的な技法によって行われる（Ausube
l, F., et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and
 Wiley Interscience, New York (1987)参照）。ＮＳＯ細胞での発現は、例えば、Barnes
, L.M., et al, Cytotechnology 32 (2000) 109-123; Barnes, L.M., et al., Biotech.B
ioeng.73 (2001) 261-270に記載されている。一過性発現は、例えば、Durocher, Y., et 
al., Nucl.Acids.Res.30 (2002) E9に記載されている。可変ドメインのクローニングは、
Orlandi, R., et al, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P., et a
l., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89 (1992) 4285-4289; Norderhaug, L., et al., J. Immun
ol.Methods 204 (1997) 77-87に記載されている。好ましい一過性発現系（ＨＥＫ２９３
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）は、Schlaeger, E.-J.及びChristensen, K.のCytotechnology 30 (1999) 71-83及びSch
laeger, E.-J.によるJ. Immunol.Methods 194 (1996) 191-199に記載されている。モノク
ローナル抗体は、例えば、プロテインＡ－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマ
トグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニティークロマトグラフィーなど、通常
の免疫グロブリンの精製手法によって培地から適切に分離される。モノクローナル抗体を
コードするＤＮＡ及びＲＮＡは、通常の手法を用いて、容易に単離及び配列決定される。
ハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡ及びＲＮＡの起源としての役割を果たす。単離
後、DNAは発現ベクター内に挿入されて差し支えなく、次いで、トランスフェクトされな
ければ免疫グロブリンタンパク質を産生して宿主細胞中に組み換えモノクローナル抗体の
合成をもたらさない、ＨＥＫ２９３細胞、ＣＨＯ細胞、又は骨髄腫細胞などの宿主細胞に
トランスフェクトされる。該細胞株から入手可能な抗体は、本発明の好ましい実施態様で
ある。非フコシル化（afocusylated）抗体は、好ましくは上述の糖鎖工学によって調製さ
れる。
【００８８】
　抗ＨＥＲ３抗体のアミノ酸配列変異体は、ＤＮＡをコードする抗体に適切なヌクレオチ
ド変化を導入することによって、又はペプチド合成によって、調製される。しかしながら
、このような改変は、例えば、上述したような非常に限られた範囲でしか行うことができ
ない。例えば、改変は、ＩｇＧアイソタイプとエピトープとの結合のような上述の抗体特
性を変化させはしないが、組み換え産物の収率やタンパク質の安定性を向上しうる、又は
精製を促進しうる。いずれのシステイン残基も抗ＨＥＲ３抗体の適切な立体構造の維持に
は関与しないが、一般にセリンで置換されて差し支えなく、それによって分子の酸化安定
性を改善し、異常な架橋を妨げる。反対に、安定性を改善するために、１つ以上のシステ
イン結合を抗体に追加してもよい（特に抗体がＦｖ断片などの抗体断片の場合）。抗体の
アミノ酸変異体の別の種類は、抗体の元来のグリコシル化パターンを変化させる。「変化
させる」は、抗体にみられる１つ以上の炭水化物部分を除去する、及び／又は抗体中に存
在しない１つ以上のグリコシル化部位を追加することを意味する。
【００８９】
　抗体のグリコシル化は、典型的にはＮ－結合型である。Ｎ－結合型とは、アスパラギン
残基の側鎖への炭水化物部分の結合のことを指す。トリペプチド配列のアスパラギン－Ｘ
－セリン及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン（ここで、Ｘは、プロリン以外の任意のアミ
ノ酸である）は、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素的結合に対する認識配列であ
る。よって、ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列の何れかの存在が、潜在的
なグリコシル化部位を創出する。抗体へのグリコシル化部位の付加は、簡便には、上述の
トリペプチド配列（Ｎ結合グリコシル化部位についての）を１つ以上含むように、アミノ
酸配列を変化させることによって達成される。
【００９０】
　抗ＨＥＲ３抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、当技術分野で知られて
いるさまざまな方法で調製される。これらの方法は、限定はしないが、天然起源からの単
離（天然に存在するアミノ酸配列変異体の場合）又は、予め調製された変異体又は非変異
体型のヒト化抗ＨＥＲ３抗体のオリゴヌクレオチド介在性の（又は部位特異的な）突然変
異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカセット突然変異誘発による調製を含む。
【００９１】
　抗体の共有結合修飾の別の種類は、米国特許第４６４０８３５号、同第４４９６６８９
号、同第４３０１１４４号、同第４６７０４１７号、同第４７９１１９２号、及び同第４
１７９３３７号の各明細書に記載される方式で、例えば、ポリエチレングリコール、ポリ
プロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンなど、さまざまな非タンパク質性ポリ
マーの１つに抗体を結合させることを含む。
【００９２】
　本発明に従った重鎖及び軽鎖可変ドメインは、プロモーター、翻訳開始、定常領域、３
’非翻訳領域、ポリアデニル化、及び転写終結の配列と組み合わせて、発現ベクターコン
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ストラクトを形成する。重鎖及び軽鎖発現コンストラクトは、単一ベクター内に組み込ま
れ、宿主細胞に同時トランスフェクト、連続トランスフェクト、又は別々にトランスフェ
クトされ、次いで融合されて両鎖を発現する単一の宿主細胞を形成する。
【００９３】
　以下の配列表、実施例、及び図面は、本発明の理解を助けるために提供され、本発明の
真の範囲は添付の特許請求の範囲に記載される。本発明の精神から逸脱することなく、記
載された手法に改変が施されうることが理解される。
【００９４】
配列表の説明

【図面の簡単な説明】
【００９５】
【図１】幾つかのトランスフェクトされた対照細胞株を用いた比較ウェスタンブロット分
析。ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４を過剰発現する、又は哺乳動物発現ベクタ
ーｐＲＫ５をトランスフェクトされた（陰性対照として）トランスフェクトＨＥＫ２９３
細胞株から調製された細胞溶解物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、ニトロセルロー
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ス膜に移した。ブロッキング後、膜を、ＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ
３＞Ｍ－７．２．４２と共に、又はＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞
Ｍ－７．３．８と共に、又はＤａｋｏ社の最先端モノクローナル技術である抗ＨＥＲ３抗
体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣａｔと共に、室温又は３７℃で、インキュベートした。ＨＲＰ－コ
ンジュゲート化抗マウスＦａｂを二次抗体として使用した。
【図２】非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）試料を用いた比較ウェスタンブロット分析。新鮮凍
結ＮＳＣＬＣ試料から調製された細胞溶解物をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、ニトロセルロ
ース膜に移した。ブロッキング後、膜を、ＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥ
Ｒ３＞Ｍ－７．２．４２、又はＤａｋｏ社の最先端モノクローナル技術である抗ＨＥＲ３
抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣと共に、３７℃でインキュベートした。ＨＲＰ－コンジュゲート
化抗マウスＦａｂを二次抗体として使用した。
【図３】モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒト
ＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８を使用した、細胞株対照試料における免疫組織化学法。試料調
製物用の標準細胞条件付け１（ＣＣ１）試薬を使用し、一次抗体としてＨＥＲ３モノクロ
ーナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２又はＨＥＲ３モノクローナル抗体Ｍ
ＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８を使用し、検出システムとしてｕｌｔｒａＶｉｅｗ
　ＤＡＢを使用して、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４を過剰発現するホルマ
リン固定パラフィン包埋ＨＥＫ２９３細胞を、ベンタナ社製の自動スライド染色装置ベン
チマークＸＴ機器で分析した。
【図４Ａ－Ｃ】ＦＦＰＥＴ非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）試料における比較免疫組織化学分
析。常套的にホルマリン固定パラフィン包埋ＮＳＣＬＣ組織における、ＨＥＲ３モノクロ
ーナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２の染色特性及び染色パターンと、Ｄ
ａｋｏ社の最新技術抗ＨＥＲ３抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣとの比較。　Ａ及びＢ：試料調製
物用の標準細胞条件付け１（ＣＣ１）試薬、及び検出システムとしてのｕｌｔｒａＶｉｅ
ｗ　ＤＡＢを使用した、ベンタナ・ベンチマークＸＴシステム上でのＨＥＲ３モノクロー
ナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２を用いた免疫組織化学法。　Ｃ：Ｕｌ
ｔｒａＶｉｓｉｏｎ　ＬＰ検出システム及びＤＡＢを使用した、Ｄａｋｏ社の半自動化Ａ
ｕｔｏｓｔａｉｎｅｒプラットフォーム上におけるＤａｋｏ社の抗ＨＥＲ３抗体ＤＡＫ－
Ｈ３－ＩＣを用いた免疫組織化学法。脱パラフィン化及び抗原回収の工程の手順を手動で
行った。Ｄａｋｏ社のＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣ抗体は、このプラットフォーム上ではＦＦＰＥ
Ｔ試料における結合活性を示さないことから、ベンタナ・ベンチマークＸＴシステム上で
は用いることができない。
【図５Ａ－Ｄ】結腸癌及び肺に由来するヒト腫瘍組織試料における比較免疫組織化学分析
。常套的にホルマリン固定かつパラフィン化された組織試料における、ＨＥＲ３モノクロ
ーナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８（左；０．１２５μｇ／ｍｌ）の、Ｓ
ａｎｔａ　Ｃｒｕｚ社の最新技術の抗ＨＥＲ３抗体Ｃ１７（右；０．１２５μｇ／ｍｌ）
に対する染色特性及び染色パターンの比較。図５ＡからＤのそれぞれにおいて、左右の図
は、それぞれ、ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８及びＣ１７の結合を示している（
増幅：１０倍（上）及び２０倍（下））。　Ａ：ヒト腫瘍組織試料 結腸Ａ１２７８－Ｔ
ｐ６。　Ｂ：ヒト腫瘍組織試料 結腸Ｂ５９４－Ｔｐ５。　Ｃ：ヒト腫瘍組織試料 結腸Ｃ
ＲＣ ０７１１４７．１．１。　Ｄ：ヒト腫瘍組織試料 肺ｐ３３９－Ｔｃ１６。
【実施例１】
【００９６】
ＨＥＲ３に対するモノクローナル抗体の産生
　モノクローナル抗体の産生のため、８週齢の雌Ｂａｌｂ／ｃマウスの腹腔内を、ｃＦＡ
でエマルション化した１００μｇのＨＥＲ３抗原ペプチドを用いて免疫化した。予め、適
切なスペーサを備えた自動ペプチド合成機を用いて抗原を合成し、Ｎ末端をＫＬＨ（Keyh
ole limpet hemocyanin：すかし貝ヘモシアニン）に結合させた。初回の免疫化に続いて
、ｉＦＡを用いて、６週間後に１か月間隔でさらに３回の免疫化を行った。脾臓摘出の３
日前に、マウスの静脈内に５０μｇの抗原をブーストした。脾臓細胞及びＰ３Ｘ６３Ａｇ
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８．６５３骨髄腫細胞をＰＥＧで融合し、HAz選択培地で培養した。除去後、脾臓の単一
細胞調製物を作出し、例えば、Kohler及びMilstein (1975)に記載されるように、脾臓細
胞を骨髄腫細胞に融合した。結果として得られたハイブリドーマを、使用される免疫原に
対応する配列を有する、ビオチン化スクリーニングペプチドに対する反応性について、Ｅ
ＬＩＳＡを用いてスクリーニングした。ストレプトアビジンでコーティングした３８４ウ
ェルＭＴＰをビオチン化ＨＥＲ３ペプチドでコーティングし、未希釈のハイブリドーマ上
清と共にインキュベートした。次いでプレートをＨＲＰで標識された抗マウスヒツジＩｇ
Ｇ－Ｆｃ特異的抗体を用いてプローブ化し、ＡＢＴＳで顕色化させた。選択されたハイブ
リドーマの結合親和性を、バイオコア分析法によって試験した。それぞれの免疫原配列に
高い親和性を有するハイブリドーマを、ＦＡＣＳＡｒｉａ ＩＩＩを使用した単一細胞沈
着によってクローン化した。得られたモノクローナルサブクローンを、再びＥＬＩＳＡ及
びバイオコア分析法で試験した。
【実施例２】
【００９７】
バイオコア分析法によるハイブリドーマ培養液上清の試験。
　適切な抗体の選択のため、ハイブリドーマ培養液上清において動態スクリーニングを行
った。バイオコアＳＰＲ技術を使用して測定を行った。ＣＭ５シリーズのＳセンサーチッ
プをＡ１００機器（GE Healthcare社製、バイオコア）に装着し、製造業者の指示書に従
ってＨＢＳＮバッファー（1０ｍＭ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４、１５０ｍＭ ＮａＣｌ）中で
流体力学的に取り扱った。システムバッファーはＨＢＳ－ＥＴ（１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ ｐ
Ｈ７．４、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、０．０５％ ＴＷＥＥＮ ２０）であった。試料バッフ
ァーは１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキストラン、シグマ社製＃８６５２４
）が補充されたシステムバッファーであった。システムは２５℃で運用された。
【００９８】
　１００００ＲＵ　ＲＡＭＩｇＧＦＣ（それぞれのマウス免疫グロブリンＧサブクラスの
抗マウスウサギＦ（ｃ）γ－断片／Jackson Laboratories社の相対単位）を、それぞれフ
ローセルＦＣ１（サブクラス１の抗マウスＦ（ｃ）γ）、ＦＣ２、ＦＣ３及びＦＣ４上で
、各フローセル上の感受性スポット１、２、４及び５において、ＥＤＣ／ＮＨＳ化学を使
用して、製造業者の指示書に従って固定化した。スポットを、１Ｍ エタノールアミンを
使用して不活性化した。
【００９９】
　ＨＥＲ３ペプチドに対する抗体の結合活性について動態試験を行った。粗ハイブリドー
マ上清を試料バッファーで１：３に希釈し、１０μｌ／分で１分間注入することによって
、抗体を捕捉した。ビオチン化ＨＥＲ３ペプチドを、慎重に１つずつストレプトアビジン
上にグラフトし、複合体の分子量を増大させ、システムの質量感度を増大させた。抗原複
合体の解離ｋｄは被分析物の注入濃度とは無関係であることから、これは、システムの感
度を増大させるためのリーガルメソッドである。
【０１００】
　それぞれのペプチドグラフトを３０μｌ／分で５分間注入し、解離を３分間モニタリン
グした。センサー表面の酸性再生に、３０μｌ／分での１０ｍＭ グリシン ｐＨ１．５の
３回の連続注入を用いた。
【０１０１】
　製造業者の指示書に従って、Ｂｉａｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ａ１００ソフトウェアＶ．
１．１を使用してデータを評価した。結合遅延（binding late）（ＲＵ）、安定遅延（St
ability Late）（ＲＵ）、ＲＭａｘ、ｋｄ（１／s）及びＭＲ（モル比）を計算した。ク
ローンをそれらの抗原複合体の安定性及びＭＲに従って採点した。
【０１０２】
　製造業者の指示書に従い、ＢｉａｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアＶ．４．１を使用
してデータを評価した。解離速度定数ｋｄ（１／秒）を計算し、ｔ１／２ｄｉｓｓ ＝ ｌ
ｎ（２）／６０*ｋｄ [分]の式に従ってｔ１／２ ｄｉｓｓを算出した。それぞれのデー
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タを表２に示す。
【０１０３】
表２：－ 抗ＨＥＲ３モノクローナル抗体クローンの動態パラメータ

【０１０４】
　モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３
＞Ｍ－７．２．４２は、ベンタナ・ベンチマークＸＴプラットフォーム上で用途に十分な
複合体安定性ｔ１／２ ｄｉｓｓを示している。
【０１０５】
　特に、どちらかといえば遅い解離は、自動化ベンタナ・ベンチマークＸＴプラットフォ
ームを使用するＩＨＣ染色にとって非常に重要である。
【０１０６】
　表２から明らかなように、非常に遅い解離は、ハイブリドーマ（クローン）ＭＡＫ＜ヒ
トＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２によって産生
されたモノクローナル抗体で観察され、ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８は最も遅
い解離を示している。
【実施例３】
【０１０７】
ウェスタンブロット法
　新しく産生されたＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４
２、ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８、及びＤａｋｏ社のモノクローナル抗体ＤＡ
Ｋ－Ｈ３－ＩＣを使用して、比較ウェスタンブロット分析を行った。
【０１０８】
ａ）幾つかのトランスフェクト対照細胞株を用いた比較ウェスタンブロット分析
　幾つかのＨＥＫ２９３対照細胞株から溶解物を調製した。ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ
３又はＨＥＲ４をコードするプラスミドを用いて、細胞を一時的にトランスフェクトした
。哺乳動物発現ベクターｐＲＫ５をトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞を陰性対照
として使用した。ウェスタンブロット法のため、１０μｇのタンパク質溶解物を４～１２
％のＮｕＰａｇｅ　ＳＤＳゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）上にレーンごとに流した。
標準的なプロトコルに従い、標準的なＮｕＰａｇｅバッファー及び試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ社製）を用いてウェスタンブロット法を行った。ブロッキング後、膜を、ＭＡＫ＜
ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２、ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８又はＤａｋｏ
社のＨＥＲ３モノクローナル抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣと共にインキュベートした。ＭＡＫ
＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８を１ｎｇ
／ｍｌの濃度で使用した。一次抗体のインキュベーションを、室温及び３７℃で６０分間
、行った。ＨＲＰ－コンジュゲート化抗マウスＦａｂを二次抗体として使用した。ＤＡＫ
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－Ｈ３－ＩＣ抗体の希釈液を製造業者が推奨するように作出し、必要に応じて二次（検出
）抗体の選択を適合させた。膜をＥＣＬ（Ａｍｅｒｓｈａｍ社製）を用いて顕色化させて
、Ｘ線フィルムに曝露した。
【０１０９】
　個別のブロットの結果が図１に与えられている。比較ウェスタンブロット分析は、新た
に顕色化したＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－
７．３．８がＨＥＲ３を特異的に検出し、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ４又は他のタンパ
ク質とは交差反応を示さないことを示している。これらの結合特性は室温及び３７℃で見
られるのに対し、Ｄａｋｏ社のＨＥＲ３モノクローナル抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣは３７℃
で顕著に弱い結合活性を示している。このように、新たに顕色化したＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ
３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８は、Ｄａｋｏ社の最新
技術のモノクローナル抗ＨＥＲ３抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣと比較して、特に自動染色シス
テムに使用される温度条件下におけるウェスタンブロット分析において優れた結合特性を
示す。
【０１１０】
ｂ）非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）試料を用いた比較ウェスタンブロット分析
　０から高レベルまでさまざまなＨＥＲ３発現レベルを有する、新鮮凍結されたＮＳＣＬ
Ｃ試料を溶解し、実施例３ａに記載されるＳＤＳ－ＰＡＧＥ／ウェスタンブロット法の手
順に類似して、３７℃で、ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２又はＤａｋｏ社の抗
体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣを使用して分析した。
【０１１１】
　個別のブロットの結果が図２に与えられている。比較ウェスタンブロット分析は、新た
に顕色化したＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２が、Ｄａｋｏ社の最新技術のモノ
クローナル抗ＨＥＲ３抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣと比較して、ＨＥＲ３に対し顕著に高い結
合感度を示すことを示唆している。
【実施例４】
【０１１２】
配列決定
　選択ハイブリドーマクローンのＤＮＡ配列を得るため、５` Ｒａｃｅ　ＰＣＲを行った
。ＲＴ－ＰＣＲでは、全ＲＮＡ精製キット（Ｑｉａｇｅｎ社製）を使用して、５×１０６

細胞から全ＲＮＡを調製した。５`プライムＲＡＣＥ　ＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ社製）
を使用して、逆転写及びＰＣＲを行った。重鎖及び軽鎖から結果的に得られたＰＣＲ断片
を、ゲル電気泳動及びその後のゲル抽出によって精製した。Ｔｏｐｏ　Ｚｅｒｏ－Ｂｌｕ
ｎｔクローニングキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を使用してＰＣＲ断片をクローニ
ングし、化学的に有用な細胞へと形質転換した。各ハイブリドーマ由来の幾つかのクロー
ンを配列決定に供し、選択されたクローンについてのコンセンサス配列を得た。
【実施例５】
【０１１３】
免疫組織化学法
ａ）モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥ
Ｒ３＞Ｍ－７．３．８を使用する、細胞株対照試料における免疫組織化学法
　ＦＦＰＥ細胞株対照を使用して、新たに顕色化したＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ
＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８の適合性
を示した。したがって、それぞれ、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４をトラン
スフェクトされた又はトランスフェクトされていないＨＥＫ２９３細胞を、４％ＰＢＳで
バッファー化したホルムアルデヒドを用いて固定した後、パラフィンに包埋した。
【０１１４】
　すべての染色手順は、ベンタナのバッファー及び試薬、すなわち、とりわけ、試料調製
物用の標準細胞条件付け１（ＣＣ１）試薬及び検出システムとしてｕｌｔｒａＶｉｅｗ　
ＤＡＢを使用して、ベンタナ・ベンチマークＸＴ自動化ＩＨＣ染色機上で行われた。
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【０１１５】
　図３から明らかなように、新たに顕色化したＨＥＲ３モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒト
ＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８は、ＨＥＲ３を
トランスフェクトされた細胞においてのみ特異的な膜染色を示している。ＨＥＲ１、ＨＥ
Ｒ２及びＨＥＲ４をトランスフェクトされた細胞及び対照細胞は陰性である。ＨＥＲ３モ
ノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２及びＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞
Ｍ－７．３．８は、ベンタナ・ベンチマークＸＴ分析器での標準的なプロトコルに従って
使用される場合に、ＨＥＲ３をトランスフェクトされた細胞に対し良好なＩＨＣ染色性を
示す（図３参照、ＨＥＲ３を捕捉した細胞の染色性）。
【０１１６】
ｂ）ＦＦＰＥＴ非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）試料における比較免疫組織化学分析
　モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２を、Ｄａｋｏ社の最新技
術のモノクローナル抗体ＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣと比較した、ホルマリン固定パラフィン包埋
組織（ＦＦＰＥＴ）試料由来の免疫組織化学染色の適合性についてさらに評価した。常套
的にホルマリン固定パラフィン包埋ＮＳＣＬＣ組織試料において免疫組織化学分析を行っ
た。ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２を用いた染色を、標準的な試薬及び手順、
すなわち、とりわけ、試料調製物用の標準細胞条件付け１（ＣＣ１）試薬及び検出システ
ムとしてｕｌｔｒａＶｉｅｗ　ＤＡＢを使用して、ベンタナ・ベンチマークＸＴプラット
フォーム上で行った。ＨＥＲ３に対するＤａｋｏ社のＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣ抗体を用いた免
疫組織化学分析を、ＵｌｔｒａＶｉｓｉｏｎ　ＬＰ検出システム及びＤＡＢを使用して、
半自動化Ｄａｋｏ自動染色機プラットフォーム上で行った。脱パラフィン化及び抗原回収
工程のプロセスを手動で行った。Ｄａｋｏ社のＤＡＫ－Ｈ３－ＩＣ抗体は、このプラット
フォーム上ではＦＦＰＥＴ試料における結合活性を示さないことから、ベンタナ・ベンチ
マークＸＴシステム上では用いることができない。
【０１１７】
　図４Ｂに示す組織試料の拡大断面である図４Ａから明らかなように、新たに顕色化した
モノクローナル抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２は、腫瘍細胞において強い
膜染色性を示している。その染色度は、ＨＥＲ３に対するＤａｋｏ社の最新技術のＤＡＫ
－Ｈ３－ＩＣ抗体により得られた染色度よりも有意に強い。このように、モノクローナル
抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．２．４２は、ＦＦＰＥＴ試料中のＨＥＲ３に対して
高い結合特異性及び感度を示し、臨床ヒト腫瘍試料を染色するための自動化システムに使
用した場合に、ＨＥＲ３発現の信頼性の高い検出を提供する。
【０１１８】
ｃ）結腸癌及び肺に由来するヒト腫瘍組織試料における比較免疫組織化学分析
　市販の抗体と比較した免疫組織化学法のための新たな抗ＨＥＲ３抗体の感度を分析する
ため、連続した切片の染色を行った。肺及び結腸の癌に由来するホルマリン固定パラフィ
ン包埋ヒト腫瘍組織から３μｍの連続した切片を調製した。すべての染色は、Ｒｏｃｈｅ
社／ベンタナ・ベンチマークＸＴ機器上で行われた。抗原回収のためバッファーｃｃ１を
６０分間適用し、その後、異なる一次抗体（ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８及び
Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｃ１７）を用いて染色した。ベンタナＯｐｔｉＶｉｅｗキットを使
用して、一次抗体の検出を行った。両方の抗体を１２５ｎｇ／ｍｌの濃度で使用した。
【０１１９】
　図５ＡからＤに示すように、抗体ＭＡＫ＜ヒトＨＥＲ３＞Ｍ－７．３．８は、ＨＥＲ３
が少量しか発現されない場合であっても、腫瘍組織内におけるＨＥＲ３の発現及び膜局在
化をはっきりと検知することができる。新しい抗体７．３．８と比較して、市販の抗体Ｃ
１７では同一の腫瘍の染色は検出できなかった。
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