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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗体の抗原結合フラグメントを含有する組成物であって、
該抗体は、
配列番号２に示されるＨ１１抗体のＨ鎖Ｖ領域のアミノ酸配列と、配列番号５において示
されるＨ１１抗体のＬ鎖Ｖ領域のアミノ酸配列とを含むか；
配列番号１４に示されるＨ１１－ｓｃＦｖのＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域のアミノ酸配列
を含むか；あるいは
配列番号１７に示されるＨ１１－ｓｃＦｖのＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域のアミノ酸配列
を含む、組成物。
【請求項２】
少なくとも神経膠腫細胞、黒色腫細胞、乳ガン細胞、肺ガン細胞、卵巣ガン細胞、リンパ
腫細胞、胃ガン細胞、結腸ガン細胞または前立腺ガン細胞のいずれか１つ以上に特異的に
結合するが、少なくとも脳組織、皮膚組織、胸部組織、肺組織、卵巣組織、リンパ節組織
、大腸組織および前立腺組織の正常な非ガン性細胞には結合しない、請求項１に記載の抗
体の抗原結合フラグメントを含有する組成物。
【請求項３】
抗体の抗原結合フラグメントを含有する組成物であって、
該抗体が、配列番号２に示されるＨ１１抗体のＨ鎖Ｖ領域と、配列番号５において示され
るＨ１１抗体のＬ鎖Ｖ領域とを含むか；配列番号１４に示されるＨ１１－ｓｃＦｖのＨ鎖
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Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域を含むか；あるいは配列番号１７に示されるＨ１１－ｓｃＦｖの
Ｈ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域を含み；
該抗原結合フラグメントは、少なくとも神経膠腫細胞、黒色腫細胞、乳ガン細胞、肺ガン
細胞、卵巣ガン細胞、リンパ腫細胞、胃ガン細胞、結腸ガン細胞または前立腺ガン細胞の
いずれか１つ以上に存在する細胞表面抗原への抗体の特異的な結合を阻害し得；
該抗原結合フラグメントが、該抗体の結合を減少するように該抗原に特異的に結合し、そ
して
該抗原結合フラグメントが、少なくとも脳組織、皮膚組織、胸部組織、肺組織、卵巣組織
、リンパ節組織、大腸組織および前立腺組織の正常な非ガン性細胞に特異的には結合しな
い、
組成物。
【請求項４】
前記抗原結合フラグメントが、ネイティブな抗体全体、二重特異性抗体、キメラ抗体、Ｆ
ａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単鎖Ｖ領域フラグメント（ｓｃＦｖ）および融合ポリペプチドか
らなる群より選択される、請求項１～３に記載の組成物。
【請求項５】
前記抗原結合フラグメントが、配列番号１４もしくは１７において記載されるＨ１１－ｓ
ｃＦｖのＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域のアミノ酸配列と同一である、アミノ酸配列を含む
ｓｃＦｖである、請求項１～３に記載の組成物。
【請求項６】
前記抗原結合フラグメントが、シグナルペプチド、免疫学的反応性を増強する因子、固体
支持体へのカップリングを容易にする因子、キャリア、生体応答調節因子、トキシン、検
出可能な標識、常磁性標識、および薬物からなる群より選択される部分に融合されている
、請求項１～３に記載の組成物。
【請求項７】
前記固体支持体へのカップリングを容易にする因子が、ビオチンおよびアビジンからなる
群より選択される、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
前記キャリアは、多糖類、ポリマーアミノ酸、アミノ酸コポリマー、不活性ウイルス粒子
または弱毒化細菌、血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、Ｉ
ｇ分子、チログロブリン、オボアルブミン、および破傷風トキソイドからなる群より選択
される、請求項６～７のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
前記薬物が、放射性同位元素、ビンカアルカロイド、アドリアマイシン、硫酸ブレオマイ
シン、カルボプラチン、シスプラチン、シクロホスファミド、シタラビン、ダカルバジン
、ダクチノマイシン、塩酸デュアノルビシン、塩酸ドキソルビシン、エトポシド、フルオ
ロウラシル、ロムスチン、塩酸メクロレタミン、メルファラン、メルカプトプリン、メト
トレキサート、マイトマイシン、ミトーテン、ペントスタチン、ピポブロマン、塩酸プロ
カルバジン、ストレプトゾトシン、タキソール、チオグアニンおよびウラシルマスタード
からなる群より選択される抗腫瘍剤である、請求項６に記載の組成物。
【請求項１０】
前記ビンカアルカロイドが、硫酸ビンブラスチン、硫酸ビンクリスチンおよび硫酸ビンデ
シンからなる群より選択される、請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
前記トキシンが、リシン、放射性核種、ヨウシュヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、シュ
ードモナスエキソトキシンＡ、ジフテリアトキシン、リシンＡ鎖、レストリクトシンおよ
びホスホリパーゼ酵素からなる群より選択される、請求項６に記載の組成物。
【請求項１２】
請求項１～１１のいずれかに記載の複数の抗原結合フラグメントを含む、ポリマーペプチ
ド。
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【請求項１３】
前記抗原結合フラグメントをコードする発現ベクターを使用し、細胞において該抗原結合
フラグメントを発現させることによって、請求項１～１２のいずれかに記載の抗原結合フ
ラグメントを作製するための、プロセス。
【請求項１４】
前記抗原結合フラグメントが、少なくとも神経膠腫細胞、黒色腫細胞、乳ガン細胞、肺ガ
ン細胞、卵巣ガン細胞、リンパ腫細胞、胃ガン細胞、結腸ガン細胞または前立腺ガン細胞
のいずれか１つ以上を特異的に結合するが、少なくとも脳組織、皮膚組織、胸部組織、肺
組織、卵巣組織、リンパ節組織、大腸組織および前立腺組織の正常な非ガン性細胞には結
合しない、請求項１～１３のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１５】
前記抗原結合フラグメントが、前記抗体によって特異的に結合される腫瘍に特異的に結合
する、請求項１４に記載の組成物。
【請求項１６】
請求項１～１５のいずれか１項に記載の複数の抗原結合ポリペプチドフラグメントを含む
、ポリマーペプチド。
【請求項１７】
前記抗原結合ポリペプチドフラグメントが、ヒト免疫グロブリン配列を含む、請求項１～
１６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１８】
前記抗原結合ポリペプチドフラグメントが、ヒト化抗原結合ポリペプチドフラグメントで
ある、請求項１～１６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１９】
請求項１～１８のいずれかに記載の抗原結合フラグメントのＨ鎖Ｖ領域を含むポリペプチ
ドをコードする単離されたポリヌクレオチド、および請求項１～１８のいずれかに記載の
抗原結合フラグメントのＬ鎖Ｖ領域を含むポリペプチドをコードする単離されたポリヌク
レオチド。
【請求項２０】
発現ベクターである、請求項１９に記載の２つのポリヌクレオチド。
【請求項２１】
請求項２０に記載の２つのポリヌクレオチドを含む、宿主細胞。
【請求項２２】
新形成を処置するための個体への投与のための薬剤の製造における、有効量の請求項１～
１８のいずれかに記載の抗原結合フラグメントの、使用。
【請求項２３】
試料中の抗原を検出するための方法であって、以下の工程：
ａ）安定な抗体－抗原複合体の形成を可能にする条件下で、請求項１～１８のいずれかに
規定される抗原結合フラグメントと該試料とを接触させる工程；および
ｂ）工程ａ）で形成されたあらゆる安定な複合体を検出する工程を包含し、ここで該抗原
は、配列番号２、５、１４、もしくは１７に記載されるＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域を含
むＨ１１抗体もしくはＨ１１－ｓｃＦｖ抗体に、特異的に結合する抗原である、
方法。
【請求項２４】
前記抗原結合フラグメントをコードする発現ベクターを使用し、細胞において該抗原結合
フラグメントを発現させることによって、請求項１～１８のいずれかに記載の抗原結合フ
ラグメントを作製するための、プロセス。
【請求項２５】
前記細胞が、Ｅ．ｃｏｌｉ細菌細胞であり、そして前記発現ベクターが、該細菌細胞の周
辺腔への該抗原結合フラグメントの標的化をするシグナル配列を、該抗原結合フラグメン
トのコード配列のすぐ上流に含む、請求項２４のプロセス。
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【請求項２６】
請求項１～１８のいずれかに記載の抗原結合フラグメントに特異的に結合するエピトープ
を有する、ファージディスプレイによってファージ上でディスプレイされる、ポリペプチ
ド。
【請求項２７】
請求項１～５に記載の抗原結合フラグメントを含む、ダイアボディ。
【請求項２８】
請求項１～５に記載の抗原結合フラグメントを含む、ダイマー。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、新生物細胞で検出されるが正常細胞では検出されない抗原に特異的な抗体に関
する。この抗原を、本明細書中では「Ｃ抗原」と呼ぶ。Ｃ抗原は、「H11」と呼ばれるヒ
トモノクローナル抗体（Mab）によって認識される。本発明は、H11の免疫学的特異性を保
持しそして本明細書中で「αＣ」と呼ばれる広範な種々の抗体およびその機能的誘導体を
包含する。例示的抗体のH11、H11を含む組成物、およびH11を産生するハイブリドーマは
、本明細書中に含まれる。H11Ｖ領域ポリヌクレオチドおよびそれによってコードされる
ポリペプチドおよびこれらのポリヌクレオチドを含む組換え分子もまた、本発明に包含さ
れる。αＣ抗体の治療および診断を含む使用方法もまた、本発明に包含される。
背景技術
医学的調査における多くの進歩にもかかわらず、ガンは、米国における死亡の２番目に主
要な原因のままである。先進国においては、ほぼ５人に１人がガンで死亡する。外科的切
除、放射線療法、および化学療法のような伝統的態様の臨床的ケアは、特に固形腫瘍に対
して顕著な失敗率を有する。失敗は、最初の腫瘍が非応答性であるため、または元の部位
および／または転移での再増殖による再発のためのいずれかで生じる。死亡率が減少して
いる乳ガンのようなガンでさえ、好結果の介入は、ガン性細胞の早期検出に頼る。ガンの
病因、診断、剥離は、医学的調査および開発の中心的焦点のままである。
良性腫瘍を生じる新形成は、通常、外科的に塊を除去することによって完全に治療され得
る。腫瘍が、周辺組織の侵襲によって表されるように、悪性になる場合、根絶することが
非常に困難になる。一旦悪性腫瘍が転移すると、ましてや根絶されることはないようであ
る。
罹病率および死亡率の見地から、３つの主要なガンは、結腸ガン、乳ガン、および肺ガン
である。新しい外科的手順は、結腸ガンに対して増加した生存率を与える。改善されたス
クリーニング方法は、乳ガンの検出を増加させ、より初期でより攻撃的でない治療を可能
にする。多くの研究は、早期検出が生存および処置の選択を増加させることを示している
。肺ガンは、処置に対してたいてい不応性のままである。
基底細胞ガンを除いて、米国だけでも１年当たり100万を越えるガンの新症例があり、そ
してガンがこの国での１年当たり50万を越える死亡の原因である。世界全体では、５つの
最も普通のガンは、肺ガン、胃ガン、乳ガン、結腸／直腸ガン、および子宮頚ガンであり
、そして１年当たりの新症例の合計数は600万を越える。ガンを発症する人々の約半数の
みが、ガンで死亡する。
黒色腫は、新しい治療様式の緊急の必要性があるヒトの疾患の１つである。これは、特に
攻撃的な形態の皮膚ガンであり、そして通常の無防備の日光曝露を受けた個体では頻度の
増加を生じる。初期の疾患段階では、黒色腫は、真皮－上皮連結部での増殖によって特徴
づけられ、これは隣接組織をすぐに侵襲しそして広く転移する。一旦これが転移すると、
これは根絶することがしばしば不可能であり、そして結果的に死に至る。世界中では、70
,000名の患者が黒色腫と診断され、そして各年の25,000名の報告された死亡の原因である
。アメリカガン学会は、2000年までに、75名のアメリカ人あたり１名が黒色腫と診断され
ると見積もる。
神経芽細胞腫は、乳児期および初期幼児期に生じる非常に悪性の腫瘍である。ウィルムス
腫瘍を除いて、これは子供において最も普通の腹膜後腫瘍である。この腫瘍は初期に転移



(5) JP 4124486 B2 2008.7.23

10

20

30

40

50

し、リンパ節、肝臓、骨、肺、および骨髄の広い併発を伴う。原発腫瘍は切除によって解
決可能であるが、再発率は高い。
肺ガンの推定178,100の新しい症例が1997年に診断され、これはガンの診断の13％を占め
る。肺ガンによる推定160,400の死亡が1997年に生じ、すべてのガンでの死亡の29％を占
める。肺ガンの１年生存率は、1973年の32％から1993年の41％に増加し、これは主として
外科的技術の改善による。組み合わせたすべての段階についての５年生存率は、わずかに
14％である。疾患がまだ局在しているときに検出された症例についての生存率は48％であ
るが、肺ガンの15％のみがその初期に発見される。
小細胞肺ガンは、最も悪性でかつ最も速く増殖する形態の肺ガンであり、そして肺ガンの
新しい症例の20～25％を占める。60,000症例が、1996年に米国で診断される。原発腫瘍は
、一般的に、化学療法に応答性であるが、広範に広がった転移が続く。診断での生存時間
中央値は、約１年であり、５年生存率は５～10％である。
乳ガンは、最も普通のガンの１つであり、そして米国におけるガンによる死亡の３番目に
主要な原因であり、1997年の間の米国における女性のなかで約180,200の新症例の１年出
現率である。乳ガンの約1,400の新症例は、1997年に男性において診断される。先進国に
おいては、８名の女性中約１名は、乳ガンを発現すると予測され得る。乳がんについての
全体の死亡率は、1930年以外変わらないままである。これは、１年当たり平均0.2％増加
しているが、65歳未満の年齢の女性では１年当たり平均0.3％減少している。予備データ
は、おそらく、インサイチュで局在化したガンおよびガン腫の診断が増加した結果として
、乳ガン死亡率が減少し始め得ることを示唆する。例えば、Marchant（1994）Contempora
ry Management of Breast Disease II:Breast Cancer,Obstetricsand Gynecology Clinic
s of North America 21:555-560；およびColditz（1993）CancerSuppl.71:1480-1489を参
照のこと。1997年に推定44,190名の死亡（43,900名の女性、290名の男性）が乳ガンによ
って生じる。女性では、肺ガンに次ぐ、ガン死亡の２番目の主要な原因である。局在化し
た乳ガンの５年生存率は、1940年代の72％から今日の97％まで増加している。しかし、ガ
ンが局部的に広がった場合、生存率は76％であり、そして遠位に転移を有する女性につい
ては生存率は20％である。乳ガンの診断後の生存は、５年を越えて低下し続ける。乳ガン
と診断された女性の65％が10年間生存し、そして56％が15年間生存する。
非ホジキンＢ細胞リンパ腫は、1996年に米国で約225,000名の患者を苦しめることが予測
される、免疫系のガンである。これらのガンは、予後および処置に関して異なり、そして
一般的に３つの等級の１つに分類される。最も低い等級の生存中央値は6.6年であり、よ
り高い等級のガンは、ずっと低い平均余命を有する。事実上、すべての非ホジキンＢ細胞
リンパ腫は不治である。非ホジキンリンパ腫の新しい診断は、過去10年にわたり毎年約７
％増加しており、1996年には52,700名の新しい診断が見積もられる。この増加は、一部は
、AIDS患者集団におけるリンパ腫の増加している流行による。
結腸ガンおよび直腸ガンは、1997年には推定131,200症例を数え、94,100の結腸ガンおよ
び37,100の直腸ガンを含む。直腸結腸ガンは、新しいガン診断の約９％を占める。直腸結
腸ガンによる推定54,900名の死亡が1997年に生じ、ガンの死亡の約10％を占める。直腸結
腸ガンについての死亡率は、過去20年の間に女性では32％および男性では14％下がり、こ
のことは、発生率の減少および生存率の増加を反映する。しかし、アフリカ系アメリカ人
男性における死亡率は上昇し続けている。結腸ガンおよび直腸ガンの患者についての１年
間および５年間の相対生存率は、それぞれ、82％および61％である。直腸結腸ガンが、初
期の局在化した段階で検出される場合、５年生存率は91％である；しかし、直腸結腸ガン
の37％のみがその段階で発見される。隣接する器官またはリンパ節を含むようにガンが局
部的に広がった後では、生存率は63％に下がる。遠位転移を有する人の生存率は７％であ
る。生存は、５年を越えて低下し続け、そして50％が10年間生存する。
困難にもかかわらず、（単独または他の処置との組合せで）抗ガン薬を使用する有効な治
療法は、いくつかの以前は高度に致死的であったガンについて考え出されている。これら
の中で最も著名なものは、ホジキンリンパ腫、精巣ガン、絨毛ガン、ならびにいくつかの
白血病および他の子供のガンである。より普通のガンのいくつかについては、早期診断、
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適切な外科手術、または局所放射線治療が、大部分の患者の回復を可能にする。
ガン処置の現在の方法は、比較的非選択的である。外科手術は、患部組織を除去し、放射
線治療は固形腫瘍を縮小させ、そして化学療法は速く分裂する細胞を殺傷する。化学療法
は、特に、多くの副作用を生じ、いくつかの場合では、非常に重篤なので、潜在的に有効
な薬物の使用を不可能にする。さらに、ガンは、しばしば、化学療法薬に対する耐性を発
現する。
多くの努力が、ガン治療の特異性を増強するために行われている。総説については、kohn
およびLiotta（1995）Cancer Res.55:1856-1862を参照のこと。特に、ある腫瘍で排他的
にまたは優先的に発現される細胞表面抗原の同定は、より選択的な処置ストラテジーの処
方を可能にする。これらの抗原に対する抗体は、いくつかのタイプのガンの免疫療法で使
用されている。
脊椎動物系における基本的な免疫グロブリン（Ig）構造単位は、２つの同一の軽（「Ｌ」
）ポリペプチド鎖（約23kDa）、および２つの同一の重（「Ｈ」）鎖（約53～70kDa）から
構成される。４つの鎖は、「Ｙ」の立体配置にジスルフィド結合によって連結される。Ｙ
の基部では、２つのＨ鎖は、共有ジスルフィド結合によって結合される。
図１は、抗体難の概略図を示す。Ｌ鎖およびＨ鎖は、各々、Ｎ末端の可変（Ｖ）領域、お
よびＣ末端の定常（Ｃ）領域から構成される。Ｌ鎖では、Ｖ領域（「ＶLＪL」と呼ぶ）は
、連結（ＪL）領域を通してＣ領域（ＣL）に連結されたＶ（ＶL）領域から構成される。
Ｈ鎖では、Ｖ領域（ＶHＤHＪH）は、多様性（ＤH）領域および連結（ＪH）領域の組合せ
を通してＣ領域（ＣH）へ連結された可変（ＶH）領域から構成される。Ｌ鎖およびＨ鎖の
ＶLＪL領域およびＶHＤHＪH領域は、それぞれ、Ｙの先端で会合して抗原結合部分を形成
しそして抗原結合特異性を決定する。
（ＣH）領域は、イソタイプ、すなわち、抗体のクラスまたはサブクラスを規定する。異
なるイソタイプの抗体は、補体を活性化し、広範な種々の細胞タイプに存在する特異的レ
セプター（例えば、Fcレセプター）に結合し、粘膜および胎盤バリアを横断し、そして基
本的な４鎖IgG分子のポリマーを形成する能力のようなそのエフェクター機能が顕著に異
なる。
抗体は、免疫グロブリン分子（IgM、IgG、IgD、IgE、またはIgA）で利用されるＣHタイプ
に従って「クラス」に分類される。少なくとも５つのタイプのＣH遺伝子（Ｃμ、Ｃγ、
Ｃδ、Ｃε、およびＣα）があり、そしていくつかの種は、複数のＣHサブタイプ（例え
ば、ヒトではＣγ1、Ｃγ2、Ｃγ3、およびＣγ4）を有する。ヒトの半数体ゲノムには合
計９つのＣH遺伝子があり、マウスおよびラットでは８つ、および多くの他の種ではいく
つか少ない。対照的に、正常には、ほんの２つのタイプのＬ鎖Ｃ領域（ＣL）（カッパ（
κ）およびラムダ（λ））しかなく、そしてこれらのＣ領域の１つしか単一のＬ鎖タンパ
ク質に存在しない（すなわち、産生されるあらゆるＶLＪLについて可能なＬ鎖Ｃ領域が１
つしかない）。各Ｈ鎖クラスは、Ｌ鎖クラスのいずれかと会合し得る（例えば、ＣHγ領
域は、κまたはλのＬ鎖のいずれかと同じ抗体に存在し得る）が、特定のクラス内のＨ鎖
およびＬ鎖のＣ領域は、抗原特異性によって変化しない（例えば、IgG抗体は、抗原特性
にかかわらず、いつもＣγＨ鎖Ｃ領域を有する）。
Ｈ鎖およびＬ鎖のＶ領域、Ｄ領域、Ｊ領域、およびＣ領域の各々は、別々のゲノム配列に
よってコードされる。抗体多様性は、Ｈ鎖における異なるＶH、ＤH、およびＪH遺伝子の
セグメントと、Ｌ鎖におけるＶLおよびＪL遺伝子のセグメントとの間の組換えによって生
成される。異なるＶH、ＤH、およびＪH遺伝子の組換えは、Ｂ細胞の分化の間のDNA組換え
によって達成される。簡単には、Ｈ鎖配列は、最初に組換わってＤHＪH複合体を生成し、
次いで、第２の組換え事象はＶHＤHＪH複合体を産生する。機能的Ｈ鎖は、転写、それに
続くRNA転写産物のスプライシングの際に産生される。機能的Ｈ鎖の産生は、Ｌ鎖配列に
おける組換えを誘発して、再配列したＶLＪL領域を産生し、これが次には機能的ＶLＪLＣ

L領域、すなわち、機能的Ｌ鎖を形成する。
診断試薬および治療試薬としての抗体の価値および可能性は、当該技術分野で長く認識さ
れてきた。不運にも、この分野は、所望の特異性の大量の抗体を産生するために必要とさ
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れる遅い退屈なプロセスによって妨げられてきた。古典的細胞融合技術は、抗体を産生す
るＢ細胞を不死化細胞株と融合することによって、Mabの効率的産生を可能にした。得ら
れる細胞株は、ハイブリドーマ細胞株である。
抗体およびその機能的誘導体は、種々の臨床環境で使用されてきた。例えば、ジゴキシン
特異的Fab抗体フラグメントを使用して、生命を脅かすジギタリス中毒を処置した。抗体
は、結腸ガンの放射免疫診断のような診断技術で、より日常的に有用になっている。Koda
ら（1995）Am.J.Gastroenterol.90:1644。これまで受け入れ難いと考えられていたMabの
多くの使用は、最近、実行されている。例えば、hall（1995）Science 279:915-916を参
照のこと。
多くの自己抗体（自己抗原を認識しそしてこれに結合する抗体）がヒトで見られる。これ
らの多くは、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、重症筋無力症、原発性胆汁性
肝硬変、多発性筋炎、全身性脈管炎、特発性壊死性および半月形糸球体腎炎、ならびに筋
萎縮性側索硬化症のような特定の疾患に関連する。総説については、Shattner（1986/198
7）Immunol.Lett.14:143-153を参照のこと。他の自己抗体は天然に存在する。Lutzおよび
Wipp（1982）J.Immunol.128:1965；およびGuilbertら（1982）J.Immunol.128:2779-2787
。最近、特定のガン抗原に対するヒト自己抗体が検出されており、そしていくつかの場合
、ハイブリドーマ技術によって産生される。これらの抗体はまた、能動免疫によって産生
されている。米国特許第5,474,755号。初めは、ヒトＢ細胞が、エプスタイン－バーウイ
ルスまたはマウス骨髄腫を使用して不死化された。総説については、Buckら（1984）「Mo
noclonal Antibodies」NY,Plenum Pressを参照のこと。さらに最近の技術は、この潜在的
に有害なウイルスを使用せずに不死化を可能にした。例えば、米国特許第4,618,477号；
およびGlassy（1987）Cancer Res.47:5181-5188を参照のこと。ほとんどの場合、抗体は
、１つに対して、またはいくつかの場合には、少数のガンのタイプに対して特異的である
。例えば、Mabは、神経膠腫細胞を特異的に認識するが、他の腫瘍または正常細胞を認識
しないことが記載されている。これらの抗体を使用して、患者の脳における神経膠腫を画
像化した。Fischerら（1991）Immunobiol.Prot.Pep.VI（M.Atassi編）Plenum Press,NY,2
63-270頁。広範囲の種々の腫瘍を認識し得るが正常な非ガン性細胞を認識できないかまた
はほんのわずかに認識する抗体は、記載されていない。
組換え遺伝子技術は、抗体、その機能的フラグメント、および認識される抗原のクローニ
ングおよび発現を可能にした。これらの操作された抗体は、新規な産生方法および処置様
式を提供する。例えば、機能的免疫グロブリンフラグメントは、細菌ならびにトランスジ
ェニックタバコ種子および植物で発現されている。Skerra（1993）Curr.Opin.Immunol.5:
256-262；FiedlerおよびConrad（1995）Bio/Technology 13:1090-1093；Zhangら（1993）
Cancer Res.55:3384-3591；Maら（1995）Science 268:916；および合成抗体の総説につい
ては、Barbas（1995）Nature Med.1:836-839を参照のこと。
腫瘍関連抗原に対するいくつかのヒトMabが、産生されそして特徴付けされている。ヒトM
abによって認識される腫瘍関連抗原には、細胞表面、細胞質、および核の抗原が含まれる
。Yoshikawaら（1989）Jpn,J.Cancer Res.（Gann）80:546-553；Yamaguchiら（1987）Pro
c.Natl.Acad.Sci.USA 84:2416-2420；Haspelら（1985）Cancer Res.45:3951-3961；Cote
ら（1986）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:2959-2963；Glassy（1987）Cancer Res.47:5181-
5188；Borup-Christensenら（1987）Cancer Detect.Prevent.Suppl.1:207-215；Haspelら
（1985）Cancer Res.45:3951-3961；Kan-Mitchellら（1989）Cancer Res.49:4536-4541；
Yoshikawaら（1986）Jpn.J.Cancer Res.77:1122-1133；およびMcKnightら（1990）Human 
Antibod.Hybridomas1:125-129。
ヒトMabは、ガン画像化、診断、および治療に使用されている。Olsson（1985）J.Nat.Can
cer Inst.75:397-404;LarrickおよびBourla（1986）J.Biol.Resp.Mod.5:379-393;McCabe
ら（1988）Cancer Res.48:4348-4353；Research News（1993）Science 262:841;Ditzelら
（1994）Cancer 73:858-863；およびAlonso（1991）Am.J.Clin.Oncol.4:463-471。高い腫
瘍細胞毒性を有する組換え単鎖二特異性抗体が報告されている。この分子は、ヒトＴ細蜘
CD3抗原とEpCAMとの両方を認識し、これは、最小の残留した直腸結腸ガンを有する患者に
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おける散在性の腫瘍細胞に関連する。Mackら（1995）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92:7021-7
025。
いくつかのマウスモノクローナル抗GD2抗体は、無胸腺症（nu/nu）マウスにおいて神経外
胚葉起源の腫瘍の増殖を抑制するか、または転移性黒色腫の患者において寛解を生じるこ
とが報告された。ヒト－マウスキメラ抗GD2抗体は、転移性神経芽細胞腫の患者での寛解
を生じた。抗体の作用機序は、抗体依存性細胞傷害（ADCC）または補体媒介性細胞傷害（
CMC）を含むと考えられる。臨床的応答は、GM2、GD2、およびGD3に対するMabで黒色腫を
処置することによって得られている。Chereshら（1985）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:515
5-5159。GM2を含むガングリオシドワクチンでの能動免疫は、50/58の患者で抗GM2抗体を
産生し、これらの患者は、検出可能な抗GM2抗体を有さない患者よりも平均して長く生存
した。
GD2に対するMabはまた、小細胞肺ガンと特異的に反応することが見いだされている。Cher
eshら（1986）Cancer Res.46:5112-5118。肺ガン、黒色腫、胃ガン、扁平上皮ガン、頚ガ
ン、および乳ガンを含む他のガンに特異的なヒトMabもまた産生されている。Murakami（1
985）in Vitro Cell.Dev.Biol.21:593;Schadendorf（1989）J.Immunol.142:1621-1625；Y
oshikawaら（1986）Jpn.J.Cancer Res.77:1122-1133；PickeringおよびMisra（1984）Cli
n.Immunol.Immunopathol.32:253-260；HagiwaraおよびSato（1983）Mol.Biol.Med.1:245-
252；およびSchlomら（1980）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:6841-6845。ヒト抗ガンMabお
よびこれらが認識する抗原もまた、ワクチンでの使用について示唆されている。例えば、
Finnら（1995）Immunol.Rev.145:61-89を参照のこと。悪性脳腫瘍に対するヒトMabを、有
害な副作用なく第Ｉ相臨床試験で使用した。Matsumotoら（1994）The Clinical Report 2
8:118-126。第II相臨床試験結果は、転移性胃腸ガンにおいてマウスMabおよびコロニー刺
激因子での組合せた処置について報告されている。Salehら（1995）Cancer Res.55:4339-
4346。単鎖イムノトキシンはまた、ラットモデルにおいてガン性髄膜炎を治療することが
見いだされている。Pastanら（1995）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 92:2765-2769。卵巣ガン
細胞を特異的に認識するヒトMabは、このガンを効果的に画像化することが示されている
。Chaudhuriら（1994）Cancer 73:1098-1104。
ガン特異的免疫ではなくこれらのガンに普通の抗原に対する免疫反応性を提供するための
単純でかつ信頼できるストラテジーがある場合、ガンの臨床的見通しが一般に改善される
。本明細書中に引用されるすべての参考文献は、これによって、その全体が参考として援
用される。
発明の開示
本発明は、抗体の抗原結合フラグメントを含む組成物を包含し、ここでこの抗体は、配列
番号２のアミノ酸配列を有するＨ鎖Ｖ領域および配列番号４のアミノ酸配列を有するＬ鎖
Ｖ領域を含む抗体によって認識される抗原を、特異的に認識する。好ましくは、抗体はH1
1である。本発明は、さらに、H11のＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域（それぞれ、配列番号２
および４）を含む抗体を包含する。H11は、広範な種々のガン由来のガン細胞を特異的に
認識するが、正常な非ガン性細胞を認識しない。「認識しない」とは、非ガン細胞が、H1
1によって特異的に結合されないか、またはこの抗体によってほんのわずかにしか認識さ
れないかのいずれかであることを意味する。抗体は、αＣと呼ばれ、そしてH11およびH11
の「免疫学的特異性」（すなわち、H11によって認識される抗原を認識し、そして少なく
とも１つのタイプのガン細胞に対して特異的であるが正常細胞を認識しない）を有する任
意の抗体を含む。これらの抗原結合フラグメントには、H11によって例示される、ネイテ
ィブな抗体全体；二特異性抗体；キメラ抗体；Fab、Fab’、単鎖Ｖ領域フラグメント（sc
Fv）、および融合ポリペプチドが含まれるが、これらに限定されない。
本発明は、さらに、H11抗体融合分子（Ｈ鎖Ｃ領域、単鎖ＶH－ＶLまたはＶL－ＶHＶ領域
に結合した抗原性分子、治療分子、毒性分子、または標識分子を有するポリペプチド領域
）、およびこのようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを包含する。
本発明はまた、H11の免疫学的特異性を有するポリペプチドを包含し、ここで、このポリ
ペプチドは、αＣ抗体のＶ領域からの少なくとも５つの連続するアミノ酸を含む。Ｖ領域



(9) JP 4124486 B2 2008.7.23

10

20

30

40

50

は、Ｌ鎖またはＨ鎖由来であり得る。５つの連続するアミノ酸は、好ましくは、免疫学的
特異性での役割を果たし、そしてCDR（抗体の相補性決定領域）由来であり得る。インタ
クトなH11、H11の機能的に活性なフラグメント、融合タンパク質、キメラ抗体、複数の抗
原タンパク質、およびαＣ抗体の他のポリペプチド誘導体が含まれる。単鎖Ｖ領域および
融合タンパク質が特に興味深い。
本発明の化合物および組成物は、特に、このようなガンの治療、および予防的ケアを含む
ガンを検出または処置するために、特に、再発の危険性を減少させるために使用され得る
。
本発明は、さらに、αＣ抗原結合フラグメントを産生する細胞および細胞株を包含する。
本発明の別々の実施態様は、H11の免疫学的特異性を有するポリペプチドをコードする配
列を含むポリヌクレオチドであり、ここで、コードされたポリペプチドは、H11のＶ領域
からの少なくとも５つの連続するアミノ酸を含む。Ｖ領域は、H11のＬ鎖またはＨ鎖のい
ずれか由来であり得る。５つの連続するアミノ酸は、好ましくは、H11免疫学的反応性に
おいて役割を果たし、そしてCDR由来であり得る。H11のＶ領域は、A6と命名された抗体へ
の相同性の小領域を有することが見いだされている。この相同性領域のみを含みそして他
のH11特異的アミノ酸残基を含まないペプチドは、特に本発明から排除される。A6は、WO9
53574に記載される。
本発明はまた、H11のＬ鎖コード配列またはＨ鎖コード配列と安定な二重鎖を形成し得る
が、他の既述の免疫グロブリン分子についての配列とは形成しない少なくとも20の連続す
るヌクレオチドの単離されたポリヌクレオチドを包含する。これらのポリヌクレオチドの
いずれかは、クローニングベクター、発現ベクターの形態であり得、または宿主細胞にト
ランスフェクトされ得る。
本発明のさらなる実施態様は、少なくとも１つのαＣ抗原結合フラグメントでのガン患者
の予防的処置を包含する。好ましくは、αＣは、治療分子のガン細胞への送達をもたらす
ために治療分子に融合される。個体は、臨床的に検出可能な腫瘍を有し得、または腫瘍は
、予め処置されそして検出不可能にされていてもよい。この方法は、疾患を緩和するため
、または再発の危険性を減少させるためであり得る。
本発明のさらなる実施態様は、試料中のαＣによって認識される抗原（本明細書では以下
、「Ｃ抗原」）の検出または定量のためのキットであり、適切な包装の中に本発明のH11
またはポリペプチドを含む。本発明に包含される試薬またはキットを用いることによるＣ
抗原またはＣ抗原を発現する細胞を検出するための方法もまた、本発明に包含される。
発明を実施するための最良の形態
本発明は、ガン性細胞を特異的に認識する新たに同定されたヒトMabによって例示される
抗原結合フラグメントを包含する。この特異性は、ガン細胞にのみ及び、そして抗体は非
ガン性細胞を認識しない。例示的抗体は、H11と命名され、そして可変領域は配列番号１
および４（配列番号３および６は、それぞれ１および４の相補鎖である）によってコード
され、そして「Ｃ抗原」と命名された抗原を認識する。H11の特異性には、神経膠芽細胞
腫、神経芽細胞腫、悪性黒色腫、乳房腺ガン、肺腺ガン、小細胞肺ガン、結腸腺ガン、お
よび前立腺腺ガンが含まれるが、これらに限定されない。
本明細書中の実施例に示すように、H11およびH11-scFvは、試験したすべての正常組織由
来の非ガン性細胞を認識しない。それゆえ、H11およびαＣ抗原結合フラグメントは、広
範な種々のガンに関連する臨床状態を緩和することに有用である。本発明は、H11が特異
的である抗原（Ｃ抗原と命名された）を認識する抗原結合フラグメントを包含する。本発
明は、さらに、H11のポリペプチド誘導体、ならびに新規試薬の診断、処置、および製造
においてこれらの組成物を使用するための方法を包含する。本発明は、さらに、αＣ，H1
1、およびその誘導体をコードするポリヌクレオチドを包含する。その使用方法もまた、
本発明に包含される。
本発明は、さらに、Ｃ抗原に対して免疫学的特異性を有するαＣ誘導体を包含する。これ
らの誘導体は、H11 ＶＤＪ連結の一部を含むポリペプチド配列の領域を含む。少なくとも
１、好ましくは２、およびより好ましくは３以上のH11 CDRアミノ酸配列にわたる領域も
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包含される。
H11のＬ鎖Ｃ領域およびＨ鎖Ｃ領域の全長配列は決定されていないが、他のヒト免疫グロ
ブリン分子の配列と同一またはほぼ同一であると予測される。さらに、Ｖ領域アミノ酸配
列の知見は、どのＣ領域とのサブクローニングをも可能にする。このようなサブクローニ
ング技術は、当該分野で周知である。これらのクローニング技術によって産生されるキメ
ラ分子もまた、本発明に包含される。
H11 IgMクローンおよびscFV抗体クローンで市販のヘプタペプチドファージライブラリー
をスクリーニングすることにより、以下のアミノ酸配列を有するＮ末端で非常に強いコン
センサス配列が示されている：Phe-His-Arg-Tyr-Ser/Thr。結果を表１に示す。
【表１】

DNA配列は、複数のコドンを使用し、これは全く異なるファージ起源を示している。例え
ば、Argは、トリプレットCGxおよびAGxファミリーによってコードされる。さらに、H11ペ
ンタペプチドコンセンサスと配列データベースとの比較は、Ca2+結合タンパク質のS100フ
ァミリーに対する相同性を示した。結果を表２に示す。
【表２】

本明細書中に記載のコンセンサスペンタペプチド配列は、本発明に包含される。
本出願で記載される特定の化合物、組成物、および方法は、一般的に、免疫化学の古典的
技術によって日常的に生成されるαＣおよびその誘導体に関する。これには、化学結合に
よって、または賦形剤もしくはアジュバントと混合することによって、別の化合物に結合
されているαＣが含まれる。用語、抗原結合フラグメントは、ガン細胞に特異的な様式で
Ｃ抗原に結合する任意のペプチドを含む。代表的には、これらの誘導体は、Fab、F（ab’
）2、Fab’、scFv（モノマーおよびポリマーの両方の形態）、および単離されたＨ鎖およ
びＬ鎖のような、免疫グロブリンフラグメントを含む。抗原結合フラグメントは、H11の
特異性を保持するが、アビディティーおよび／または親和性は変更され得る。本明細書中
に記載のH11-scFvが特に好ましい。
抗原結合フラグメント（本明細書中では「誘導体」とも呼ばれる）は、代表的には、遺伝
子操作によって生成されるが、これらは他の方法および方法の組合せによって代わりに得
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られ得る。この分類は、操作されたペプチドフラグメントおよび融合タンパク質を含むが
、これらに限定されない。好ましい化合物には、H11 CDRのポリペプチドフラグメント、
サイトカインエフェクター成分を含む抗体融合タンパク質、アジュバントまたは薬物を含
む抗体融合タンパク質、および単鎖Ｖ領域タンパク質が含まれる。
本発明は、さらに、H11抗体Ｖ領域およびその誘導体をコードするポリヌクレオチドを含
む。これらには、単離されたポリヌクレオチドフラグメント、組換えポリヌクレオチド、
ならびにこのポリヌクレオチドを含む治療プラスミドおよびベクター（例えば、ワクシニ
アベクター）が含まれる。これらのポリヌクレオチドは、配列番号１、３、４、６、13、
15、16、および18によって例示される。
本発明の薬学的組成物および処置様式は、新生物に対する免疫応答を誘起するために適切
である。神経膠芽細胞腫、黒色腫、神経芽細胞腫、腺ガン、神経膠腫、軟組織肉腫、およ
び種々のガン（小細胞肺ガンを含む）を含むがこれらに限定されないヒトガンの患者は、
特に適切な被験体である。
H11は種々のガンを特異的に認識することが示されているので、H11はガンの診断、画像化
、および処置に特に有用である。適切なガンには、腫瘍学の分野で公知の任意のガンが含
まれ、これには、星状細胞腫、乏突起神経膠腫、脳室上衣腫、髄芽細胞腫、原始神経外胚
葉腫瘍（PNET）、膵管腺ガン、小細胞肺腺ガンおよび大細胞肺腺ガン、扁平上皮ガン、気
管支肺胞ガン、上皮腺ガン、およびそれらの肝臓転移、肝ガン、胆管ガン、腺管腺ガンお
よび小葉腺ガンのような乳ガン、子宮頚部の扁平上皮および腺ガン、子宮上皮ガンおよび
卵巣上皮ガン、前立腺腺ガン、膀胱の移行性扁平上皮細胞ガン、Ｂ細胞リンパ腫およびＴ
細胞リンパ腫、（結節性およびびまん性）形質細胞腫、急性および慢性の白血病、悪性黒
色腫、軟組織肉腫、ならびに平滑筋肉腫を含むが、これらに限定されない。
被験体は、進行した形態の疾患を有し得、この場合、処置目的は、疾患の進行の緩和また
は逆転、および副作用の改善を含み得る。被験体は、既に処置されている状態についての
病歴を有し得、この場合、目的は、代表的には、再発の危険性の低下または遅延を含む。
さらに、本発明の抗原結合フラグメントは、診断試薬および画像化試薬として使用され得
る。これらの適用は、以下の節でさらに詳細に記載される。
「H11」は、低い等級の神経膠腫を有する64歳の男性の末梢血リンパ球（ヒト骨髄腫細胞
株に融合されてNBGM1/H11と命名されたハイブリドーマを産生する）の融合体から得られ
る抗体である。H11の生成および特徴付けは、実施例１に記載される。「αＣ」は、Ｃ抗
原を特異的に認識しそしてガンと非ガン細胞との間を識別する、モノクローナル、ポリク
ローナル、またはその誘導体のいずれかの、任意の抗体、またはその抗原結合フラグメン
トを示す。αＣにはH11が含まれる。
αＣの「免疫学的活性」とは、Ｃ抗原を特異的に結合する能力をいう。このような結合は
、免疫応答を惹起してもしなくてもよい。特異的免疫応答は、抗体、Ｂ細胞、Ｔ細胞、お
よびそれらの任意の組合せ、ならびにそれらから生じるエフェクター機能を含み得る。抗
体媒介機能ADCCおよび補体媒介細胞溶解（CDC）が含まれる。Ｔ細胞応答には、Ｔヘルパ
ー細胞機能、細胞傷害性Ｔ細胞機能、炎症／インデューサーＴ細胞機能、およびＴ細胞媒
介抑制が含まれる。これらの基準のいずれかに従って特異的免疫応答を惹起し得る化合物
は、「免疫原性」といわれる。
αＣ「活性」またはαＣ「機能」とは、αＣの任意の免疫学的活性、または本開示におい
てH11に起因するとされる任意の他の生物学的活性をいい、ガンの検出、改善、または軽
減におけるH11の役割を含む。
H11の「Ｖ領域」とは、H11Ｌ鎖のＶ領域またはH11 Ｈ鎖のＶ領域の、単独または組合せの
いずれかをいう。これらのＶ領域は、配列番号２および５に示され；これらの領域をコー
ドするDNAは、それぞれ配列番号１および４に示される。
本明細書中で言及されるGM-CSF、IL-２、および他の生物学的活性分子とは、同じ生物学
的機能または生理学的機能を有するそれぞれの親分子に基づくフラグメントおよび誘導体
を含むことを意味する。
用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」は、任意の長さのアミノ酸
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残基のポリマーを言及するために本明細書中では交換可能に使用される。ポリマーは、直
線状または分枝状であり得、改変されたアミノ酸またはアミノ酸アナログを含み得、そし
てアミノ酸以外の化学部分によって中断され得る。これらの用語はまた、自然にまたは介
在によって改変されているアミノ酸ポリマーを包含する；例えば、ジスルフィド結合形成
、グリコシル化、脂質化、アセチル化、リン酸化、あるいは、標識または生物活性成分と
の結合のような任意の他の操作または改変。他の記述または暗示がない限り、用語αＣま
たはH11は、H11免疫学的特異性を有する任意のポリペプチドモノマーまたはポリペプチド
ポリマーを含み、インタクトなαＣ抗体、ならびにより小さいおよびより大きい機能的に
等価なポリペプチドを含む。
「融合ポリペプチド」は、天然に存在するものとは配列の異なる位置に領域を含むポリペ
プチドである。この領域は、正常には別々のタンパク質に存在し得、そして融合ポリペプ
チド中に一緒にもたらされる；これらは正常には同じタンパク質に存在し得るが、融合ポ
リペプチド中では新しい配置で置かれる；またはこれらは合成によって配置され得る。例
えば、以下に記載のように、本発明は、αＣの機能的部分およびトキシンから構成される
組換えタンパク質（およびこのタンパク質をコードするポリヌクレオチド）を包含する。
これらの融合タンパク質を製造する方法は、当該分野で公知であり、そして例えばWO93/0
7286に記載される。
αＣポリペプチドの「機能的に等価なフラグメント」は、付加、欠失、または置換の任意
の組合せによってネイティブな配列とは異なるが、それが使用されている状況に関してフ
ラグメントの少なくとも１つの機能的特性を維持している。αＣポリヌクレオチドの機能
的に等価なフラグメントは、発現系によって産生される場合はH11に機能的に等価である
ポリペプチドをコードするか、またはハイブリダイゼーションアッセイで使用される場合
はH11ポリヌクレオチドと類似のハイブリダイゼーション特異性を有するかのいずれかで
ある。αＣポリペプチドの機能的に等価なフラグメントは、代表的には、１つ以上の以下
の特性を有する：Ｃ抗原を結合する能力；特異的様式で少なくとも１つのタイプのガン細
胞を結合する能力；およびH11によって惹起されるのと類似の抗原特異性で免疫応答を惹
起する能力。
「ポリヌクレオチド」は、任意の長さのヌクレオチドのポリマー形態であり、これはデオ
キシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、およびアナログを任意の組合せアナログで含
む。ポリヌクレオチドは、任意の３次元構造を有し得、そして公知または未知の任意の機
能を果たし得る。用語「ポリヌクレオチド」は、二本鎖、一本鎖、および三重らせんの分
子を含む。他に明記または要求されない限り、本明細書中に記載の発明の、ポリヌクレオ
チドである任意の実施態様は、二本鎖形態と、DNA、RNA、またはハイブリッド分子のいず
れかの二本鎖形態を作り上げることが公知かまたは予測される２つの相補的な一本鎖形態
の各々との両方を包含する。
以下は、ポリヌクレオチドの非限定的な例である：遺伝子または遺伝子フラグメント、エ
キソン、イントロン、mRNA、tRNA、rRNA、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオチド、
分枝状ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離されたDNA、任意の
配列の単離されたRNA、核酸プローブ、およびプライマー。ポリヌクレオチドは、改変さ
れたヌクレオチド（例えば、メチル化ヌクレオチドおよびヌクレオチドアナログ）、ウラ
シル、他の糖および連結基（例えば、フルオロリボースおよびチオエート）、ならびにヌ
クレオチド分枝を含み得る。ヌクレオチドの配列は、非ヌクレオチド成分によって中断さ
れ得る。ポリヌクレオチドは、重合の後、例えば、標識成分との結合によって、さらに改
変され得る。この定義に含まれる他のタイプの改変は、キャップ、１つ以上の天然に存在
するヌクレオチドのアナログでの置換、およびタンパク質、金属イオン、標識成分、他の
ポリヌクレオチド、または固体支持体にポリヌクレオチドを接着させるための手段の導入
である。
用語「組換え」ポリヌクレオチドは、天然に存在しないかまたは天然にない配置で別のポ
リヌクレオチドに連結されているかのいずれかの、ゲノム、cDNA、半合成、または合成起
源のポリヌクレオチドを意味する。
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「ベクター」とは、インビトロまたはインビボのいずれかで、標的細胞に伝達される異種
ポリヌクレオチドを含む、組換えのDNAまたはRNAのプラスミドまたはウイルスをいう。異
種ポリヌクレオチドは、治療の目的のための目的の配列を含み得、そして必要に応じて発
現カセットの形態であり得る。本明細書中で使用される場合、ベクターは、最終的な標的
細胞または被験体において複製し得る必要はない。この用語は、ポリヌクレオチドの複製
のためのクローニングベクター、およびポリヌクレオチドがコードする配列の翻訳のため
の発現ベクターを含む。ウイルス粒子にキャプシド化またはエンベロープ化されたポリヌ
クレオチドを含むウイルスベクターもまた含まれる。
「細胞株」または「細胞培養物」は、インビトロで増殖または維持された細菌、植物、昆
虫、または高等真核生物細胞を示す。細胞の子孫は、（形態学的に、遺伝子型、表現型で
のいずれかで）親細胞と完全に同一でなくてもよい。Mabは、ハイブリドーマまたは他の
細胞によって産生され得る。マウスおよびヒトの両方のハイブリドーマを作製する方法は
、当該分野で公知である。ヒトハイブリドーマを産生する特定の方法は、明細書全体を通
して記載されそして参照される。
「宿主細胞」は、遺伝的に変更されている。または組換えプラスミドもしくは組換えベク
ターのような外因性ポリヌクレオチドの投与によって遺伝的に変更され得る、原核生物ま
たは真核生物の細胞を示す。遺伝的に変更された細胞をいう場合、この用語は、元の変更
された細胞およびその子孫の両方をいう。
「異種」とは、比較されている実在物の残りの部分とは遺伝子型が異なる実体物に由来す
ることを意味する。例えば、ポリヌクレオチドは、異なる供給源に由来するプラスミドま
たはベクターに遺伝子操作法によって配置され得、そして異種ポリヌクレオチドである。
そのネイティブなコード配列型から除去され、そしてネイティブな配列以外のコード配列
に作動可能に連結されたプロモーターは、異種プロモーターである。
「シグナルペプチド」または「リーダー配列」は、新しく合成されたタンパク質を、細胞
膜、通常は真核生物細胞の小胞体、および細菌の内膜または内膜と外膜の両方のいずれか
、を通るように指示する短いアミノ酸配列である。シグナルペプチドは、代表的にはポリ
ペプチドのＮ末端部分にあり、そして代表的にはポリペプチドの生合成と分泌との間に細
胞から酵素的に除去される。シグナルペプチドは、タンパク質産生中にのみ、分泌された
タンパク質に存在しない。
「単離された」ポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、ネイティブな環境に関連する物
質を実質的に含まないものである。実質的に含まないとは、これらの物質の少なくとも50
％、好ましくは少なくとも70％、より好ましくは少なくとも80％、およびさらにより好ま
しくは少なくとも90％含まないことを意味する。
ポリヌクレオチドの「安定な二重鎖」、または生化学反応で任意の２つ以上の成分間で形
成される「安定な複合体」とは、二重鎖または複合体の形成とその後の検出（あらゆる任
意の洗浄工程またはその間に起こり得る他の操作を含む）との間に持続するために十分に
長く持続している二重鎖または複合体をいう。
「生物学的試料」は、血液および他の生物学的起源の液体試料、生検標本または組織培養
物のような固体組織試料、あるいはそれに由来する細胞およびその子孫を含む、種々の試
料タイプを包含する。この定義はまた、試薬での処置、溶解、またはある成分（例えば、
タンパク質またはポリヌクレオチド）の富化によるような、その獲得後のあらゆる方法で
操作されている試料を包含する。この用語は、任意の種から得られる種々の臨床試料を包
含し、そしてまた、培養物中の細胞、細胞上清、および細胞溶解物も包含する。特に、本
明細書に記載の目的のために、生物学的試料は、腫瘍組織または腫瘍性であると考えられ
る組織を含み、そして例えば、外科手術的切除、生検、吸引、または当該分野で公知の任
意の方法によって得られる。
「免疫原」とは、ヒトまたは動物使用のための組成物をいい、これは、特定の抗原に対す
るある程度の特異的免疫学的反応性をレシピエントに与える強度で投与される。免疫学的
反応性は、抗体、または標的に対して免疫学的に反応性である細胞（特に、Ｂ細胞、形質
細胞、Ｔヘルパー細胞、および細胞傷害性Ｔリンパ球、およびそれらの前駆体）、あるい
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はその任意の組合せによって行われ得る。本発明の目的のために、標的は、主として腫瘍
随伴Ｃ抗原またはその腫瘍特異的部分である。免疫学的反応性は、実験的目的のために、
特定の症状の処置のために、特定の物質の排除のために、または予防のために所望され得
る。活性な免疫原は、ワクチン成分の不在下で持続する免疫応答を誘起することを意図す
る。
本明細書で使用される場合、「アジュバント」は、いくつかの意味を有し、そのすべては
用語が使用される状況に依存して明らかである。薬学的調製物の場合では、アジュバント
は、抗原の免疫原性を増強するために抗原と組合せて提供されるまたは抗原に組換えで融
合された化学的または生物学的因子である。ガン診断または処置の場合では、アジュバン
トとは、臨床的には腫瘍塊を検出できないが、再発の危険性の疑いがあるガン患者のクラ
スをいう。
正常には固形腫瘍として現れるガンのタイプをいう場合、「臨床的に検出可能な」腫瘍は
、腫瘍塊に基づいて、すなわち、CATスキャン、Ｘ線、または触診のような手順によって
、検出可能である腫瘍である。生化学的、組織学的、または免疫学的所見単独では、この
定義に適合するためには不十分であり得る。
本明細書で使用される場合、「処置」とは、処置される個体または細胞の天然の経過を変
化させるための試みにおける臨床的媒介をいい、そして予防のためかまたは臨床的病理の
経過中のいずれかで行われ得る。処置の所望の効果には、病気の発生または再発を抑制す
ること、徴候の緩和、病気の何らかの直接的または間接的な病理学的結果の縮小、転移を
妨害すること、病気の進行速度を減少させること、病気の症状の緩和または軽減、および
鎮静または改善した予後が含まれる。
病気の状態に関連した「病状」は、病気に冒された個体の健康、正常な生理、またはQOL
を損なう任意の状態である。これには、冒された組織のまだ侵されていない領域への破壊
的侵襲、正常組織機能を犠牲にした増殖、不規則なまたは抑制された生物学的活性、炎症
性応答または免疫学的応答の悪化または抑制、他の病原性生物または病原体への感受性の
増加、ならびに疼痛、発熱、悪心、疲労、気分変化、担当医によって決定され得るような
他の特徴のような望ましくない臨床的徴候が含まれるが、これらに限定されない。
「有効量」は、有益な結果または所望の臨床的結果をもたらすために十分な量である。有
効量は、１回以上の用量で投与され得る。処置に関して、有効量は、病気の進行を緩和、
軽減、安定化、逆転、または遅延させるために、または他に病気の病理学的結果を減少さ
せるために十分な量である。アジュバントに関しては、有効量は、免疫原に対する免疫応
答を増強するために十分な量である。有効量は、一般的には、症例毎に基づいて医師によ
って決定され、そして当業者の技術範囲内である。代表的には、いくつかの要因が、適切
な用量を決定する場合に考慮される。これらの要因には、患者の年齢、性、および体重、
処置される症状、症状の重篤度、および投与される抗体の形態が挙げられる。例えば、sc
Fvの濃度は、治療に効果的であるためにはネイティブな抗体の濃度と同じくらい高い必要
はない。
「個体」、「患者」、または「被験体」は、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好まし
くはヒトである。哺乳動物には、ヒト、家畜、競技動物、およびペットが含まれるが、こ
れらに限定されない。
本発明の実施は、他に示されない限り、分子生物学（組換え技術を含む）、微生物学、細
胞生物学、生化学、および免疫学の従来の技術を使用し、これらは当該分野の範囲内であ
る。このような技術は、「Molecular Cloning:A Laboratory Manual」第２版（Sambrook
ら，1989）；「OligonucleotideSynthesis」（M.J.Gait編，1984）；「Animal Cell Cult
ure」（R.I.Freshney編，1987）；「Methodsin Enzymology」（Academic Press,Inc.）；
「Handbook of Experimental Immunology」（D.M.WeiおよびC.C.Blackwell編」；「Gene 
Transfer Vectors for Mammalian Cells」（J.M.MillerおよびM.P.Calos編，1987）；「C
urent Protocols in Molecular Biology」（F.M.Ausubelら編，1987）；「PCR:The Polym
erase Chain Reaction」（Mullisら編，1994）；「Current Protocols in Immunology」
（J.E.Coliganら編，1991）のような文献に十分に説明されている。これらの技術は、本
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発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの産生に適用可能であり、そして例えば、本
発明を製造し実施することにおいて考慮され得る。特定の実施態様に特に有用な技術は、
以下の節に議論する。
本発明はまた、化学的機能部分に結合したαＣを包含する。代表的には、この部分は、検
出可能なシグナルを産生し得る標識である。これらの結合したαＣは、例えば、腫瘍負荷
の定量のような検出システム、ならびに転移病巣の画像化および腫瘍画像化に有用である
。このような標識は当該分野で公知であり、そして放射性同位元素、酵素、蛍光化合物、
化学発光化合物、生体発光化合物基質補因子およびインヒビターが含まれるが、これらに
限定されない。このような標識の使用を教示する特許の例としては、米国特許第3,817,83
7号；第3,850,752号；第3,939,350号；第3,996,345号；第4,277,437号；第4,275,149号；
および第4,366,241号を参照のこと。この部分は、αＣに共有結合され、組換え連結され
、あるいは第２の抗体、プロテインＡ、またはビオチン－アビジン複合体のような第２の
試薬を介してαＣに結合され得る。
他の機能的部分には、シグナルペプチド、免疫学的反応性を増強する因子、固体支持体へ
のカップリングを容易にする因子、ワクチンキャリア、生体応答調節剤、常磁性標識、お
よび薬物が挙げられる。シグナルペプチドは、以上に記載され、そして原核生物および真
核生物の形態を含む。免疫学的反応性を増強する薬剤は、細菌スーパー抗原を含むが、こ
れに限定されない。固体支持体へのカップリングを容易にする薬剤には、ビオチンまたは
アビジンが含まれるが、これらに限定されない。免疫原キャリアには、任意の生理学的に
受容可能な緩衝剤が含まれるが、これに限定されない。生体応答調節因子には、サイトカ
イン、特に腫瘍壊死因子（TNF）、インターロイキン２、インターロイキン４、顆粒球マ
クロファージコロニー刺激因子、およびγインターフェロンが挙げられる。
適切な薬物部分は、抗腫瘍剤を含む。これらには、放射性同位元素、ビンカアルカロイド
（例えば、硫酸ビンプラスチン、硫酸ピンクリスチン、および硫酸ビンデシン）、アドリ
アマイシン、硫酸ブレオマイシン、カルボプラチン、シスプラチン、シクロホスファミド
、シタラビン、ダカルバジン、ダクチノマイシン、塩酸デュアノルビシン（duanorubicin
）、塩酸ドキソルビシン、エトポシド、フルオロウラシル、ロムスチン、塩酸メクロレタ
ミン（mechlororethamine）、メルファラン、メルカプトプリン、メトトレキサート、マ
イトマイシン、ミトーテン、ペントスタチン、ピポブロマン、塩酸プロカルバジン（proc
arbaze）、ストレプトゾトシン、タキソール、チオグアニン、およびウラシルマスタード
が挙げられるが、これらに限定されない。
単鎖分子を含むイムノトキシンは、組換え手段によって産生され得る。種々のイムノトキ
シンの産生は当該分野で周知であり、そして方法は、例えば、「Monoclonal Antibody-to
xin Conjugates:Aiming the Magic Bullet.」Thorpeら（1982）Monoclonal Antibodies i
n Clinical Medicine,Academic Press,168-190頁；Vitatta（1987）Science 238:1098-11
04；およびWinterおよびMilstein（1991）Nature 349:293-299に見いだされ得る。適切な
トキシンには、リシン、放射性核種、ヨウシュヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、シュー
ドモナスエキソトキシンＡ、ジフテリアトキシン、リシンＡ鎖、レストリクトシン（rest
orictocin）およびホスホリパーゼ酵素のような菌類トキシンが含まれるが、これらに限
定されない。一般的には、「ChimericToxins」OlsnesおよびPihl,Pharmac.Ther.15:355-3
81（1981）；および「MonoclonalAntibodies for Cancer Detection and Therapy」Baldw
inおよびByers編，159-179頁，224-266頁，Academic Press（1985）を参照のこと。
化学的に機能的な部分は、例えば、他の遺伝子（例えば、酵素）からの抗原結合フラグメ
ントおよび機能的領域をコードする融合遺伝子を生成することによって、組換えによって
作製され得る。遺伝子融合物の場合、２つの成分が同じポリペプチド遺伝子内に存在する
。あるいは、αＣ抗原結合フラグメントは、種々の周知の化学手順のいずれかによってそ
の部分に化学的に結合され得る。例えば、その部分がタンパク質である場合、連結は、異
種二官能性交差リンカー（例えば、SPDP、カルボジイミドグルタルアルデヒドなど）によ
ってである得る。この部分は、共有結合され、あるいは第２の抗体、プロテインＡ、また
はビオチン－アビジン複合体のような第２の試薬を介して結合され得る。常磁性部分およ
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びその抗体への結合は、当該分野で周知である。例えば、Miltenyiら（1990）Cytometry 
11:231-238を参照のこと。
本発明のαＣ抗体は、いくつかの方法で調製され得る。これは、配列番号１および５また
はαＣ結合フラグメントをコードする他のポリヌクレオチドを含む抗原結合フラグメント
を発現するように操作された細胞から最も都合よく得られる。例えば、細胞は、適切な培
地中で培養され得、そして使用した培地は、抗体供給源として使用され得る。必要に応じ
て、マトリクスコートしたチャンネルまたはビーズおよび細胞同時培養物は、抗体産生細
胞の増殖を増強するために含まれ得る。大量の抗体の産生のためには、一般的には、腹水
を得ることがより好都合である。腹水産生方法（method of raising ascites）は、一般
的には、免疫学的に純粋な組織適合性または免疫耐性の哺乳動物、特にマウスに、ハイブ
リドーマ細胞を注入する工程を包含する。哺乳動物は、適切な組成物（例えば、Pristane
）の前投与によって腹水産生のために初回刺激され得る。
あるいは、αＣは、タンパク質合成の標準的方法とともに、配列データおよびこの開示で
提供される他の情報を使用して化学的に合成され得る。適切な方法は、固相メリフィール
ド技術である。自動化ペプチド合成機は、例えば、Applied Biosystems,Inc.（Foster Ci
ty,CA）によって製造される合成機のように、市販されている。
αＣはまた、Sambrookら（1989）に記載されるような日常的な組換え方法を用いて得られ
得る。例えば、アミノ酸およびポリヌクレオチド（配列番号１～６、および13～18）配列
ならびに本明細書で提供される情報を使用して、αＣのＨまたはＬのいずれかの鎖をコー
ドするポリヌクレオチドは、適切な発現ベクター（これは、プロモーターのような、転写
のための制御配列を含む）にクローニングされ得る。次に、発現ベクターは、宿主細胞に
導入される。宿主細胞は、ポリヌクレオチドが転写されそしてタンパク質に翻訳されるよ
うな適切な条件下で増殖される。αＣのＨおよびＬ鎖は、別々に産生され得、次いでジス
ルフィド結合再生列によって組み合わされ得る。あるいは、αＣの各鎖をコードする別々
のポリヌクレオチドを有するベクター、または別々の転写物としての両方の鎖をコードす
る一本のポリヌクレオチドを有するベクターは、単一の宿主細胞にトランスフェクトされ
得、次いで分子全体を産生し、そして会合し得る。好ましくは、宿主細胞は、分子の正常
な炭水化物補体を提供し得るより高等な真核生物に由来する。したがって、産生されたα
Ｃは、当該分野での標準的な技術を使用して精製され得る。次に、αＣの産生における使
用のためのαＣをコードするポリヌクレオチドは、αＣ抗体を産生するハイブリドーマか
ら得られ得るか、あるいは本明細書中で提供されるDNA配列から合成によってまたは組換
えによって産生され得る。
αＣを得る他の方法は、Ｃ抗原で適切な動物を免疫することそしてポリクローナルまたは
Mab産生のための標準的な手順に従うことである。したがって、産生したMabは、当該分野
で公知の方法によって「ヒト化」され得る。ヒト化抗体の例は、例えば、米国特許第5,53
0,101号および第5,585,089号に提供される。
「ヒト化」抗体は、配列の少なくとも一部分が、最初の形態からヒト免疫グロブリンによ
り類似するように変更されている抗体である。１つの型では、Ｈ鎖およびＬ鎖Ｃ領域が、
ヒト配列に置換される。これは、H11 Ｖ領域および異種免疫グロブリンＣ領域を含む融合
ポリペプチドである。他の型では、CDR領域が、H11アミノ酸配列を含むが、Ｖフレームワ
ーク領域はまた、変換されたヒト配列である。例えば、EP0329400を参照のこと。第３の
型では、Ｖ領域は、ヒトおよびマウスＶ領域のコンセンサス配列を設計すること、および
コンセンサス配列間で異なるCDRの外側の残基を変換することによってヒト化される。本
発明は、ヒト化Mabを包含する。
ヒト化抗体を作製する際に、フレームワーク残基の選択は、高い結合親和性を保持するた
めに重要であり得る。理論上は、任意のHuAbからのフレームワーク配列は、CDR移植のた
めのテンプレートとして利用し得る；しかし、このようなフレームワークへの直接的なCD
R置換は、抗原への結合親和性の著しい喪失を導き得る。Glaserら（1992）J.Immunol.149
:2606；Tempestら（1992）Biotechnology 9:266；およびShalabyら（1992）J.Exp.Med.17
:217。HuAbが元来のmuAbにより類似するほど、ヒトフレームワークは、親和性を減少し得
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る、マウスCDRへの歪曲を導入しないようになる。抗体配列データベースに対する配列相
同性検索に基づくと、HuAbIC4もまた、muM4TS.22への良好なフレームワーク相同性を提供
するが、他の高い相同性のHuAbは、特にヒト亜群ＩからのκＬ鎖またはヒト亜群IIIから
のＨ鎖に、さらに適切である。Kabatら（1987）。ENCAD（Levittら（1983）J.Mol.Biol.1
68:595）のような種々のコンピュータプログラムが、Ｖ領域についての理想的配列を予測
するために利用可能である。したがって、本発明は、種々のＶ領域を有するHuAbを包含す
る。適切なＶ領域配列を決定することおよびこれらの配列を最適化することは、当業者の
範囲内である。減少した免疫原性を有する抗体を得るための方法もまた、米国特許第5,27
0,202号及びEP699,755に記載される。
抗体産生および単離方法は、当該分野で周知である。例えば、HarlowおよびLane（1988）
Antibodies:A Laboratory Manual,Cold SpringHarbor Laboratory,New Yorkを参照のこと
。H11抗体は、IgMサブクラスのヒト免疫グロブリンであり、そしてこのイソタイプの免疫
グロブリンに適切な任意の技術によって単離され得る。精製法法には、塩沈降法（例えば
、硫酸アンモニウムを用いる）、イオン交換クロマトグラフィー（例えば、カチオンまた
はアニオン交換カラムを用いて、中性pHで流され、そして漸増イオン強度の段階グラジエ
ントで溶出される）、ゲル濾過クロマトグラフィー（ゲル濾過HPLCを含む）、およびプロ
テインＡ、プロテインＧ、ヒドロキシアパタイト、および抗免疫グロブリンのようなアフ
ィニティー樹脂でのクロマトグラフィーが含まれ得る。H11はまた、例えば、精製されたA
b1またはAb3の形態で、Ｃ抗原を含むアフィニティーカラムで精製され得る。好ましくは
、H11は、プロテインＡ-CL-SepharoseTM4Bクロマトグラフィー、次いでDEAE-SepharoseTM

4Bイオン交換カラムでのクロマトグラフィーを使用して精製される。
本発明はまた、ハイブリッド抗体を包含し、ここで、ＨおよびＬ鎖の１つの対は、第１の
抗体から得られるが、ＨおよびＬ鎖の他方の対は、異なる第２の抗体から得られる。本発
明の目的のためには、ＬおよびＨ鎖の１つの対は、αＣからである。１つの実施態様では
、各Ｌ-Ｈ鎖対は、Ｃ抗原の異なるエピトープを結合する。このようなハイブリッドはま
た、ヒト化ＨまたはＬ鎖を使用して形成され得る。
本発明に包含される別のαＣは、ＨまたはＬ鎖がさらなる特性を提供するように改変され
ている抗体である。例えば、アミノ酸配列の変化は、得られるポリペプチドの免疫原性の
現象を生じ得る。この変化は、１つ以上のアミノ酸の変化からＣ領域ドメインのような領
域の完全な再設計までに及ぶ。代表的な変化には、補体結合反応、膜レセプターとの相互
作用、および他のエフェクター機能に関連する変化が含まれるが、これらに限定されない
。組換え抗体はまた、物質（例えば、サイトカイン）の腫瘍細胞への特異的送達を援助す
るように設計され得る。種々の免疫グロブリンドメインが、天然に存在するもの以外の順
で配置されているペプチドもまた、本発明に包含される。
αＣが個体に投与されるならば、好ましくは少なくとも80％純粋であり、より好ましくは
少なくとも90％純粋であり、さらにより好ましくは少なくとも95％純粋でありそして発熱
物質および他の夾雑物を含まない。この状況では、パーセント純度は、調製物の総タンパ
ク質含量の重量パーセントとして算出され、そしてαＣが精製された後に組成物に計画的
に添加される構成成分を含まない。
αＣ抗体は、多くの目的について使用され得る。これらは、次にαＣまたはＣ抗原に対す
るＴ細胞応答を誘起するために使用され得るααＣを産生するために抗体応答を誘起する
ことおよび種々のタイプのガンを処置することを包含する。これらの使用は、後の節でさ
らに十分に詳述される。
本発明は、αＣのＶ領域の少なくとも一部を含むαＣのポリペプチドフラグメントを包含
する。好ましいフラグメントは、H11の免疫学的活性を有するものである。他の免疫グロ
ブリンとは実質的に異なるアミノ酸配列を含むフラグメント、およびCDRを含むフラグメ
ントもまた好ましい。１つの実施態様では、本発明は、αＣＨ鎖Ｖ領域のポリペプチドフ
ラグメントを包含し、配列番号２の少なくとも25の連続したアミノ酸、より好ましくは30
の連続したアミノ酸、またはそのCDR1の５つの連続したアミノ酸、またはそのCDR2または
CDR3の少なくとも７つの連続したアミノ酸、好ましくは少なくとも９つの連続したアミノ
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酸を含む。本発明はまた、αＣのＬ鎖Ｖ領域のポリペプチドフラグメントを包含し、配列
番号５の少なくとも25の連続したアミノ酸、より好ましくは30の連続したアミノ酸、また
はそのCDR2の７つの連続したアミノ酸、またはそのCDR1またはCDR3の少なくとも８つの連
続したアミノ酸、好ましくは10の連続したアミノ酸を含む。
αＣポリペプチドのサイズは、所望の機能を提供するために必要な最小のサイズのみであ
り得る。ポリペプチドは、所望であれば、必要に応じて、αＣに固有の、または異種供給
源からのいずれかのさらなる配列を含み得る。αＣペプチドは、A6の相同領域と同じでは
ないH11のＶ領域配列からのほんの５つの連続したアミノ酸を含み得る。αＣのＬ鎖Ｖ領
域またはαＣ Ｈ鎖Ｖ領域からの７アミノ酸、より好ましくは約10アミノ酸、より好まし
くは約15アミノ酸、より好ましくは約25アミノ酸、より好ましくは約50アミノ酸、より好
ましくは約75アミノ酸を含むポリペプチドも包含される。全体のαＣのＬ鎖Ｖ領域または
αＣのＨ鎖Ｖ領域を含むポリペプチドは、さらにより好ましい。好ましくは、ポリペプチ
ドはH11由来である。好ましくは、ポリペプチドは、配列番号14および配列番号17に示さ
れるscFvである。
本発明は、H11と機能的に等価である、または変更されているが測定可能なH11免疫学的活
性を有する、改変されたαＣポリペプチドを包含する。改良されたH11免疫学的活性を有
する改変されたポリペプチドが好ましい。改変されたポリペプチドの例には、アミノ酸残
基の保存的置換、および免疫学的活性を著しく有害に変更しないアミノ酸の１つ以上の欠
失または付加を有するペプチドが含まれる。
この１つの例は、プロトタイプH11配列と比較して、１つ以上のアミノ酸置換を含むH11ポ
リペプチドである。置換は、１つ以上のアミノ酸残基を変化または改変することから、Ｖ
領域のような領域の完全な再設計までの範囲であり得る。アミノ酸置換は、存在するなら
ば、好ましくは、ペプチドのフォールディングまたは機能特性に有害な影響を及ぼさない
保存的置換である。保存的置換が行われ得る機能的に関連するアミノ酸の群は、グリシン
／アラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン：アスパラギン／グルタミン；アスパラギ
ン酸／グルタミン酸；セリン／トレオニン／メチオニン；リジン／アルギニン；およびフ
ェニルアラニン／チロシン／トリプトファンである。本発明のポリペプチドは、グリコシ
ル化または非グリコシル化形態であり得、翻訳後改変（例えば、アセチル化、およびリン
酸化）され得、または合成（例えば、標識基の付加）によって改変され得る。
H11 Ｌ鎖およびH11Ｈ鎖の両方を含むH11ポリペプチド誘導体は、別々のＬおよびＨ鎖とし
て形成され得、次いで会合さられ、または両方の鎖についての発現系によってインサイチ
ュで会合され得る。このような発現系は、ＬおよびＨ鎖について別々の転写可能な領域を
含むプラスミドで適切な細胞をトランスフェクトすることによって、または各鎖について
のプラスミドで同じ細胞を同時トランスフェクトすることによって、生成され得る。第３
の方法では、Ｈ鎖コード領域を有する適切なプラスミドがＨ鎖のない変異体にトランスフ
ェクトされる。
Ｈ鎖のない変異体は、供給者の指示に従って蛍光標識したウサギ抗マウスIgG（Ｈ鎖特異
的、DAKO Corporation,Carpinteria,CA）で約２×107のH11産生細胞を処理することによ
って得られ得る。染色したおよび染色していない細胞群を、蛍光活性化セルソーターで分
析する。染色していない細胞を、滅菌したチューブに集め、そして限界希釈によって１細
胞／ウェルで96ウェルプレートにプレーティングする。次いで、培養上清を、ヤギ抗マウ
スIgG（Ｈ鎖特異的）およびヤギ抗マウスκを使用するELISAによってアッセイする。κ陽
性かつIgG陰性表現型のクローンを、少なくとも３回サブクローニングして、安定なH11(-
H)変異体を得る。推定のＨ鎖のない変異体H11(-H)クローンからのmRNAが単離され得、そ
してＬ鎖Ｖ領域cDNAの配列が決定され得る。H11ＶHについてのmRNAの逆転PCRを、H11(-H)

cDNAのクローニングのために使用される、２セットの5’-および3’-プライマーで行う（
実施例７）。Ｈ鎖のない変異体は、検出可能なDNAバンドを得ない。細胞のトランスフェ
クションは、適切なＨ鎖プラスミドで行う。
本発明により包含される別のαＣ誘導体は、αＣ ＨまたはＬ鎖がさらなる特性を提供す
るように改変されている抗体である。例えば、アミノ酸配列の変化は、得られるポリペプ
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チドのより大きな免疫原性を生じ得る。この変化は、１つ以上のアミノ酸の変化からＣ領
域ドメインのような領域の完全な再設計までに及ぶ。意図された変化は補体結合反応、膜
レセプターとの相互作用、および他のエフェクター機能に影響を及ぼす。組換えH11抗体
はまた、物質（例えば、リンホカイン）のエフェクター細胞への特異的伝達を援助するよ
うに設計され得る。種々の免疫グロブリンドメインが天然に存在する以外の順で配置され
ているタンパク質がまた、本発明に包含される。
本発明はまた、H11の単鎖Ｖ領域フラグメント（「scFv」）を包含する。単鎖Ｖ領域フラ
グメントは、短い連結ペプチドを使用することによってＬおよび／またはＨ鎖Ｖ領域を連
結することによって作製される。Birdら（1988）Science 242:423-426。十分な可撓性お
よび長さを有する任意のペプチドが、scFvにおいてリンカーとして使用され得る。通常、
リンカーは、免疫原性がほとんどない～全くないように選択される。連結ペプチドの例は
、（GGGGS）3であり、これは、一方のＶ領域のカルボキシ末端ともう一方のＶ領域のアミ
ノ末端との間の約3.5nmを架橋する。他のリンカー配列もまた使用され得、そして薬物ま
たは固体支持体を接着するための手段のようなさらなる機能を提供し得る。
Ｈ鎖またはＬ鎖のすべてまたは任意の部分は、任意の組合せで使用され得る。代表的には
、全体のＶ領域はscFvに含まれる、例えば、Ｌ領域およびＶ領域は、Ｈ鎖Ｖ領域に連結さ
れ得る。あるいは、Ｌ鎖Ｖ領域の一部は、Ｈ鎖Ｖ領域またはその一部に連結され得る。Ｈ
鎖Ｖ領域がH11由来であり、そしてＬ鎖Ｖ領域が他の免疫グロブリン由来であるscFvもま
た、意図される。１つの成分がH11ポリペプチドであり、そしてもう１つの成分がＴ細胞
エピトープのような異なるポリペプチドである、２相性のscFvを構築することもまた可能
である。
scFvは、例えば、ＶH－（リンカー）－ＶLまたはＶL－（リンカー）－ＶHの、任意の順で
会合され得る。例えば、配列番号13および16は、形態ＶL－（リンカー）－ＶHを有するH1
1-scFv2構築物を示す。しかし、配列番号13に示される構築物はモノマーを形成する一方
、配列番号16に示される構築物はダイマーを形成する。特定の発現系におけるこれらの２
つの形状の発現レベルに差があり得、この場合、これらの形態の１つが好ましくあり得る
。タンデムscFvもまた、（Ｘ）－（リンカー）－（Ｘ）－（リンカー）－（Ｘ）のように
作製され得、ここで、ＸはαＣポリペプチド、またはαＣポリペプチドと他のポリペプチ
ドとの組合せである。他の実施態様では、単鎖抗体ポリペプチドは、全くリンカーを有さ
ないか、またはほんの短い非可撓性リンカーを有する。例示的な立体配置には、ＶL－ＶH

およびＶH－ＶLが含まれる。この連結は、鎖内のＶLとＶHとの間の相互作用を可能にする
には短すぎ、そしてこの鎖は各末端のＶL／ＶH抗原結合部位とのホモダイマーを形成する
。このような分子は、当該分野では「ダイアボディ（diabody）」と呼ばれる。
scFvは、組換え的かまたは合成的かのいずれかで産生され得る。scFvの合成産生について
は、自動合成機が使用され得る。scFvの組換え産生については、scFvをコードするポリヌ
クレオチドを含む適切なプラスミドが、酵母細胞、植物細胞、昆虫細胞、または哺乳動物
細胞のような真核生物、あるいはEscherichiacoliのような原核生物のいずれかの適切な
宿主細胞に導入され得、そしてポリヌクレオチドによって発現されたタンパク質は、標準
的なタンパク質精製技術を使用して単離され得る。
scFvの産生に特に有用な系は、E.coli中のプラスミドpET-22b（+）（Novagen,Madison,WI
）である。pET-22b（+）は、６つの連続するヒスチジン残基からなるニッケルイオン結合
ドメインを含み、これは発現したタンパク質の適切なアフィニティー樹脂での精製を可能
にする。適切なベクターの他の例は、上記のpcDNA3（Invitrogen,San Diego,CA）である
。
発現条件は、scFvが、機能的、および好ましくは最適な三次元構造をとることを確実にす
べきである。使用されるプラスミド（特にプロモーターの活性）および宿主細胞によって
は、産生の速度を調節するために必要であり得る。例えば、より弱いプロモーターの使用
、またはより低い温度での発現は、原核生物系において適切に折り畳まれたscFvの産生を
最適にすることが必要であり得、または、真核生物細胞においてはscFvを発現することが
好ましくあり得る。
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好ましいscFvは、配列番号２の少なくとも10の連続したアミノ酸および配列番号５の少な
くとも10の連続したアミノ酸を含み、特に配列番号２のアミノ酸および配列番号５のアミ
ノ酸は、５～20アミノ酸のリンカーポリペプチドによって連結され、またはH11のＬ鎖Ｖ
領域およびＨ鎖Ｖ領域を含む。
本発明はまた、複数のαＣポリペプチドを含む、αＣポリペプチドのポリマー形態を包含
する。１つの実施態様は、必要に応じてキャリアに結合したαＣポリペプチドの直線状ポ
リマーである。これらの直線状ポリマーは、単一のαＣポリペプチドの複数のコピー、ま
たは異なるαＣポリペプチドの組合せを含み得、そしてタンデムαＣポリペプチド、また
は他のアミノ酸配列によって分離されたαＣポリペプチドを有し得る。別の実施態様は、
αＣ複数抗原ペプチド（MAP）である。MAPは、放射状に分枝しているリジン樹状突起を有
する小さな免疫学的不活性コアを有し、そこでは多くのαＣポリペプチドが共有結合され
る。例えば、Posnettら（1988）J.Biol.Chem.263:1719-1725；およびTam（1989）Meth.En
z.168:7-15を参照のこと。この結果は、コアに対するαＣポリペプチドの高いモル比を有
する大きな巨大分子である。MAPは、有効な免疫原であり、そしてイムノアッセイに有用
な抗原である。αＣMAPを生成するためのコアは、標準的なペプチド合成技術によって作
製され得るか、または、例えば、Quality Controlled Biochemicals,Inc.,Hopkinton,MA
から市販で得られ得る。代表的なコアマトリクスは、３つのレベルのリジンおよび８つの
アミノ酸から作製される。
αＣポリペプチドを免疫原として使用する場合、好ましくは、ポリペプチドは、キャリア
とともに送達される。宿主に対して有害ではない任意のキャリアが使用され得る。適切な
キャリアは、代表的には、タンパク質；多糖類（例えば、ラテックス機能化Sepharose、
アガロース、セルロース、セルロースビーズなど）；ポリマーアミノ酸（例えば、ポリグ
ルタミン酸、ポリリジンなど）；アミノ酸コポリマー；および不活性ウイルス粒子または
弱毒化細菌（例えば、Salmonella）のような、大きな、緩徐に代謝される巨大分子である
。特に有用なキャリアタンパク質は、血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニ
ン（KLH）、特定のIg分子、チログロブリン、オボアルブミン、および破傷風トキソイド
である。KLHが特に好ましい。
本発明のαＣポリペプチドは、多くの方法で同定され得る。例えば、ＬおよびＨ鎖のＶ領
域は、全体のＶ領域アミノ酸配列に一緒にわたる一連の短いポリペプチドを調製すること
によって、スクリーニングされ得る。一連の20または50アミノ酸長のポリペプチドを使用
して、各αＣ Ｖ領域は、有用な機能的特性について調査され得る。D2の形状を有するか
またはイディオタイプ－抗イディオタイプ接触に関連するような、潜在的に興味深いポリ
ペプチドを同定するためにタンパク質配列のコンピュータ分析を行うこともまた可能であ
る。
本発明は、さらに、所望の特性を有する他のαＣポリペプチドを得るための種々の様式に
組み合わせた、この項に記載のαＣの種々の適応を包含する。例えば、改変されたアミノ
酸残基を有するαＣポリペプチドは、MAPに含まれ得る。他の実施態様では、αＣ scFvは
、IL-2のようなサイトカインに融合される。すべてのこのような組合せは、本発明に包含
される。
本発明のポリペプチドは、αＣ抗体のタンパク質分解を含む任意の適切な手順によるか、
組換え方法によるか、または化学合成によって作製され得る。これらの方法は当該分野で
公知であり、そして本明細書に詳細に記載する必要はない。タンパク質分解酵素の例には
、トリプシン、キモトリプシン、ペプシン、パパイン、V8プロテアーゼ、サブチリシン、
プラスミン、およびトロンビンが挙げられるが、これらに限定されない。インタクトなα
Ｃは、１つ以上のプロテイナーゼと同時にまたは連続してインキュベートされ得る。ある
いは、またはさらに、インタクトな抗体は、ジスルフィド還元剤で処理され得る。次いで
、ペプチドは、当該分野で公知の技術によって互いに分離され得、これには、ゲル濾過ク
ロマトグラフィー、ゲル電気泳動、および逆相HPLCが挙げられるが、これらに限定されな
い。
αＣポリペプチドはまた、適切な発現系で、本明細書の他で提供される情報に従ったペプ
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チドをコードするポリヌクレオチドからの発現によって作製され得る。代表的には、αＣ
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、適切なプロモーターの制御下で発現ベク
ターに連結され、そして所定の宿主細胞を遺伝子変化させるために使用され得る。真核生
物および原核生物の両方の宿主系が使用され得る。次いで、ポリペプチドは、溶解した細
胞からかまたは培養培地から単離され、そして所定の使用に必要な程度に精製される。本
発明での使用に適切な原核生物宿主細胞の例には、E.coliが挙げられる。真核生物宿主細
胞の例には、鳥類の細胞、昆虫細胞、植物細胞、および動物細胞が挙げられ、動物細胞と
しては、COS7、HeLa、およびCHO細胞が挙げられるが、これらに限定されない。
H11ポリペプチドが植物種子のような適切な貯蔵媒体で発現される場合のような一定の適
用では、H11ポリペプチドは、精製せずに使用され得る。Fiedlerら（1995）Biotechnolog
y 13:1090-1093。ほとんどの適用については、一般的に、ポリペプチドが、他の細胞構成
成分から少なくとも部分的に精製されることが好ましい。好ましくは、ポリペプチドは、
総タンパク質の重量パーセントとして少なくとも約50％純粋である。より好ましくは、タ
ンパク質は、少なくとも約50～75％純粋である。臨床的使用については、ポリペプチドは
、好ましくは、少なくとも約80％純粋である。
本発明はまた、生物学的試料においてＣ抗原を検出する方法を包含する。この方法は、生
物学的試料を得る工程、抗体を抗原結合させる条件下でこの試料をαＣと接触させる工程
、および、もしあるなら、抗体の抗原への結合を検出する工程を包含する。
本発明はまた、生物学的試料において抗H11または抗αＣを検出する方法を包含する。抗
αＣは、H11と交差反応する場合は検出可能である。この活性を有する抗αＣは、腫瘍随
伴疾患の経過中に自然に生じ得る。この活性を有する抗αＣは、特に、αＣでの治療の過
程を受けている個体にありそうである。これらの方法は、例えば、個体における抗体レベ
ルをモニターするための、臨床的環境に、ならびに抗H11または抗αＣの商業的産生にお
けるような、工業的環境に、適用可能である。
アッセイ方法は、標的とH11との間の安定な複合体の形成を可能にするために適切な条件
下で、試料中の任意の抗H11または抗αＣ標的抗体をH11抗体またはポリペプチドと接触さ
せる工程、および形成された任意の安定な複合体を検出する工程を伴う。試料は、必要に
応じて、抗体濃度を富化することによって、アッセイを行う前に適切に調製される。イン
タクトなマウスαＣを使用する場合、一般的に、存在し得る任意の抗マウス免疫グロブリ
ン活性の試料を枯渇させることが好ましい。抗マウス免疫グロブリン抗体は、例えば、正
常マウスIgGとの沈降またはマウスIg吸着剤との吸着によって、試料から除去され得る。
抗マウス免疫グロブリン抗体、特にFc領域に特異的な抗体の結合は、アッセイの試薬の賢
明な選択によって最少にされ得る。マウスαＣのF（ab’）2またはFabフラグメントおよ
びヒト化αＣまたはH11のようなマウス抗原決定基を有する他の試薬が、適切である。
試料が適切に調製された後、試料を、αＣと存在し得る何らかの標的抗体との複合体の形
成を可能にする条件下で、過剰のαＣと混合する。次いで、複合体の量を決定し、そして
予測される範囲の公知の量の標的抗体を含む標準試料と形成された複合体と比較する。複
合体形成は、免疫沈降法または比濁分析のような当該分野で公知の任意の方法によって観
察され得るが、一般的に、放射性同位元素（例えば、125I）、酵素（例えば、ペルオキシ
ダーゼおよびβ-ガラクトシダーゼ）、または蛍光色素（例えば、フルオレセイン）のよ
うな標識で標識された試薬を用いることは、より感受性が良好である。
本発明は、本明細書で提供されるポリヌクレオチド配列（配列番号１および４）に基づい
て、抗体H11またはH11のフラグメントをコードする種々のポリヌクレオチドを提供する。
種々の実施態様がこの項に記載され、H11 Ｈ鎖Ｖ領域配列またはH11Ｌ鎖Ｖ領域配列の多
くの異なる組合せを含む。一般的に、本発明のH11ポリヌクレオチドは、H11分子に独特で
ある（他の免疫グロブリンおよび特にA6抗体と比較して）少なくとも１つの特徴をコード
する。好ましくは、この特徴は、H11の免疫学的反応性に何らかの点で関連する。
本発明は、H11Ｌ鎖Ｖ領域の一部をコードするポリヌクレオチドを包含し、配列番号４の
、少なくとも約70の連続したヌクレオチド、好ましくは少なくとも約80の連続したヌクレ
オチド、より好ましくは少なくとも約100の連続したヌクレオチド、さらにより好ましく
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は少なくとも約150ヌクレオチドを含む。本発明はまた、H11Ｌ鎖Ｖ領域の一部をコードす
るポリヌクレオチドを包含し、そのCDR1をコードする配列の少なくとも約25の連続したヌ
クレオチド、好ましくは少なくとも約30の連続したヌクレオチド、およびさらにより好ま
しくは少なくとも約35の連続したヌクレオチドを含む。本発明はまた、H11Ｌ鎖Ｖ領域の
一部をコードするポリヌクレオチドを包含し、そのCDR2またはCDR3をコードする配列の少
なくとも約20の連続したヌクレオチド、好ましくは少なくとも約25の連続したヌクレオチ
ド、およびさらにより好ましくは少なくとも約35の連続したヌクレオチドを含む。
本発明はまた、H11Ｈ鎖Ｖ領域の一部をコードするポリヌクレオチドを包含し、配列番号
１の、少なくとも約70の連続したヌクレオチド、好ましくは少なくとも約80の連続したヌ
クレオチド、より好ましくは少なくとも約100の連続したヌクレオチド、およびさらによ
り好ましくは少なくとも約150の連続したヌクレオチドを含む。本発明はまた、H11Ｌ鎖Ｖ
領域の一部をコードするポリヌクレオチドを包含し、そのCDR1をコードする配列の15の連
続したヌクレオチドを含む。本発明はまた、H11 Ｌ鎖Ｖ領域の一部をコードするポリヌク
レオチドを包含し、そのCDR2またはCDR3をコードする配列の少なくとも約20の連続したヌ
クレオチド、好ましくは少なくとも約25の連続したヌクレオチド、およびさらにより好ま
しくは少なくとも約35の連続したヌクレオチドを含む。
本発明は、H11の免疫学的活性を有するポリペプチドをコードする単離されたH11ポリヌク
レオチドを包含し、ここで、このポリペプチドは、配列番号５に示すようなH11のＶＬ鎖
の少なくとも５アミノ酸をコードする。本発明はまた、H11の免疫学的活性を有するポリ
ペプチドをコードする単離されたH11ポリヌクレオチドを包含し、ここで、このポリペプ
チドは、配列番号２に示すようなH11のＶＨ鎖の少なくとも５アミノ酸をコードする。ポ
リヌクレオチド配列は、コドン使用頻度、安定性、促進クローニング、または任意の他の
目的を最適にするように設計された変化を有する配列番号１または配列番号４に示される
配列と類似し得る。このようなポリヌクレオチドを設計するために、配列番号２または配
列番号５でアミノ酸配列を与えることは、当業者の技術の範囲内である。好ましいポリヌ
クレオチドは、H11CDRの少なくとも５つのアミノ酸をコードする。
本発明はまた、機能的に等価なH11の改変体および誘導体ならびにその機能的に等価なフ
ラグメントをコードするポリヌクレオチドを包含する。これは、これによってコードされ
るポリペプチドの特性を増強させ得るか、減少させ得るか、または有意には影響し得ない
。これらの機能的に等価な改変体、誘導体、およびフラグメントは、Ｃ抗原を特異的に認
識する能力を提示する。例えば、コードされたアミノ酸配列が変化しないDNA配列の変化
、ならびにアミノ酸残基の保存的置換、１または２、３のアミノ酸欠失または付加、およ
びアミノ酸アナログによるアミノ酸残基の置換を生じる変化は、コードされたポリペプチ
ドの特性に著しい影響を及ぼさない変化である。保存的アミノ酸置換は、グリシン／アラ
ニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギン／グルタミン；アスパラギン酸／
グルタミン酸：セリン／トレオニン／メチオニン；リジン／アルギニン；およびフェニル
アラニン／チロシン／トリプトファンである。
本発明のポリヌクレオチドは、同じ転写ユニット内のさらなるコード配列、制御エレメン
ト（例えば、プロモーター、リボソーム結合部位、およびポリアデニル化部位）、同じま
たは異なるプロモーターの制御下のさらなる転写ユニット、クローニング、発現、および
宿主細胞の形質転換を可能にする配列、ならびに本発明の実施態様を提供することが所望
され得るような任意のこのような構築物のような、さらなる配列を含み得る。
本発明は、H11のＬ鎖またはＨ鎖Ｖ領域をコードするポリヌクレオチドと安定なハイブリ
ッドを形成するが、本発明の出願時に公知の他の免疫グロブリンをコードする領域とは形
成しない、少なくとも約15の連続したヌクレオチド、好ましくは少なくとも約20ヌクレオ
チド、より好ましくは少なくとも約25の連続したヌクレオチド、より好ましくは少なくと
も約35の連続したヌクレオチド、より好ましくは少なくとも約50の連続したヌクレオチド
、さらにより好ましくは少なくとも約75ヌクレオチド、なおより好ましくは少なくとも約
100ヌクレオチド、さらにより好ましくは約200ヌクレオチド、およびさらにより好ましく
は少なくとも約300ヌクレオチドのポリヌクレオチドを包含する。少なくとも１セットの
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条件が存在する限り、任意のセットの条件がこの試験に使用され得、ここで、試験ポリヌ
クレオチドは必要とされる特異性を証明する。好ましくは、試験ポリヌクレオチドが結合
するH11コード配列は、配列番号１および４に示される配列である。公知の免疫グロブリ
ン配列は、H11の分類段階と類似の分類段階に分かれるので、試験は、試験ポリヌクレオ
チドのH11配列とのハイブリダイゼーションを、最も密接に関連する配列とのハイブリダ
イゼーションと比較することによって行われ得る。約10の最も密接に関連する配列の配列
番号１、３、４、または５に対するパネルが好ましい。
ハイブリダイゼーション反応は、異なる「ストリンジェンシー」の条件下で行われ得る。
ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーを増加させる条件は周知である。例え
ば、SambrookおよびManiatisを参照のこと。関連した条件の例には、（増加するストリン
ジェンシーの順で）25℃、37℃、50℃、および68℃のインキュベーション温度；10×SSC
、６×SSC、１×SSC、0.1×SSC（ここでSSCは0.15MNaClおよび15mMクエン酸緩衝液）の緩
衝液濃度および他の緩衝液系を使用するその等価物；０％、25％、50％、および75％のホ
ルムアルデヒド濃度；５分から24時間までの洗浄インキュベーション時間；１、２、また
はそれより多い洗浄工程；１、２、または15分の洗浄インキュベーション時間；ならびに
６×SSC、１×SSC、0.1×SSC、または脱イオン化水の洗浄溶液が挙げられる。
H11のフラグメントをコードする有用なH11ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドフラグ
メント（例えば、配列番号１または配列番号４に基づく）を生成する工程、およびそれに
よってコードされるポリヌクレオチドを目的の機能について試験する工程によって、同定
され得る。あるいは、特定のポリペプチドによってコードされるポリペプチドフラグメン
トが調製され得、そして目的の機能について試験され得る。あるいは、所望の特性を有す
るαＣポリペプチドが与えられると、このポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが
設計され得る。
H11ポリマー、融合タンパク質、ヒト化免疫グロブリン、単鎖Ｖ領域、および目的の他の
特定のポリペプチドについてのコード領域を有するポリヌクレオチドは、すべてのこれら
の実施態様に包含される。これらのポリペプチドは以上に記載される。
本発明はまた、検出可能な標識と共有結合したポリヌクレオチドを提供する。このような
ポリヌクレオチドは、例えば、関連のヌクレオチド配列の検出のためのプローブとして有
用である。
本発明のポリヌクレオチドは、化学合成法、組換えクローニング法、PCR、またはこれら
の任意の組合せを使用して得られ得る。化学的ポリヌクレオチド合成方法は当該分野で周
知であり、そして本明細書に詳細に記載される必要はない。当業者は、本明細書で提供さ
れる配列データを使用して、DNA合成機を用いることによってまたは商業サービスから注
文することによって所望のポリヌクレオチドを得ることができる。
あるいは、αＣポリヌクレオチド配列は、αＣ抗体産生細胞株、αＣクローニングベクタ
ー、またはαＣ発現ベクターから得られ得る。所望の配列をコードするRNAまたはDNAは、
標準的組換え技術によって単離され得、増幅され得、そしてプロセシングされ得る。この
ような技術には、制限ヌクレアーゼでの切断、およびポリメラーゼ連鎖反応（PCR）によ
る増幅、またはこれらの適切な組合せが含まれる。PCR技術は、米国特許第4,683,195号、
第4,800,159号、第4,754,065号および第4,683,202号、ならびにPCR:The Polymerase Chai
n Reaction,Mullisら編，Birkauswer Press,Boston（1994）に記載される。
所望の配列を含むポリヌクレオチドは、適切なベクターに挿入され得、そしてベクターは
、順に、複製および増幅に適切な宿主細胞に導入され得る。ポリヌクレオチドは、当該分
野で公知の任意の手段によって宿主細胞に導入され得る。細胞は、直接取込、エンドサイ
トーシス、トランスフェクション、ｆ接合、またはエレクトロポレーションにより外因性
ポリヌクレオチドを導入することによって形質転換される。一旦導入されると、外因性ポ
リヌクレオチドは、非組込みベクター（例えば、プラスミド）として細胞内に維持され得
るかまたは宿主細胞ゲノムに組み込まれ得る。増幅されたDNAは、標準的方法によって宿
主細胞から単離され得る。例えば、Sambrookら（1989）を参照のこと。RNAはまた、形質
転換された宿主細胞から得られ得るか、またはDNA依存性RNAポリメラーゼを使用すること
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によってDNAから直接的に得られ得る。
本発明はさらに、H11ポリヌクレオチドを含む種々のベクターを包含する。これらのベク
ターは、H11ポリヌクレオチドの供給源でもある組換えポリペプチドの発現に使用され得
る。クローニングベクターは、それらが含むH11ポリヌクレオチドの複製コピーを得るた
めに、または将来の回収のための貯蔵庫でポリヌクレオチドを保存する手段として使用さ
れ得る。発現ベクター（およびこれらの発現ベクターを含む宿主細胞）は、それらが含む
ポリヌクレオチドから産生されるポリペプチドを得るために使用され得る。それらはまた
、個体でH11を発現し、したがって遺伝子治療におけるようなポリペプチドを合成し得る
インタクトな細胞を有することが所望される場合に使用され得る。適切なクローニングお
よび発現ベクターには、当該分野で公知のもの、例えば、細菌、哺乳動物、酵母、および
昆虫発現系での使用のためのベクターが含まれる。特異的ベクターおよび適切な宿主細胞
は当該分野で公知であり、そして本明細書で詳細に記載されない。例えば、Gacesaおよび
Ramji,Vectors,John Wiley & Sons（1994）を参照のこと。
クローニングおよび発現ベクターは、代表的には、選択可能なマーカー（例えば、ベクタ
ーで形質転換された宿主細胞の生存または増殖に必要なタンパク質をコードする遺伝子）
を含むが、このようなマーカー遺伝子は、宿主細胞に同時に導入された他のポリヌクレオ
チド配列に有され得る。選択可能な遺伝子が導入されている宿主細胞のみが、選択的条件
下で増殖する。代表的な選択遺伝子は、（a）抗生物質または他のトキシン、例えば、ア
ンピシリン、ネオマイシン、メトトレキサートに対する耐性を与えるか；（b）栄養要求
性欠失を補うか；または（c）複合培地から利用可能でない重要な栄養を供給するかのい
ずれかである。適切なマーカー遺伝子の選択は、宿主細胞に依存し、そして種々の宿主に
適切な遺伝子は当該分野で公知である。ベクターはまた、代表的には、宿主によって認識
される複製系を含む。
適切なクローニングベクターは、標準的な技術に従って構築され得るか、または当該分野
で利用可能な多数のクローニングベクターから選択され得る。選択されたクローニングベ
クターは、使用されることが意図される宿主細胞に従って変化し得るが、有用なクローニ
ングベクターは、一般的に、自己複製する能力を有し、特定の制限エンドヌクレアーゼに
対する単一の標的を有し得、またはマーカー遺伝子を有し得る。適切な例には、プラスミ
ドおよび細菌ウイルス、例えば、pUC18、mp18、mp19、pBR322、pMB9、ColE1、pCR1、RP4
、ファージDNA、およびシャトルベクター（例えば、pSA3およびpAT28）が挙げられる。こ
れらおよび他のクローニングベクターは、BioRad、Stratagen、およびInvitrogenのよう
な商業供給者から入手可能である。
発現ベクターは、一般的には、目的のαＣポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを
含む複製可能なポリヌクレオチド構築物である。αＣポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドは、プロモーター、エンハンサー、およびターミネーターのような適切な転写制
御エレメントに作動可能に連結される。発現（すなわち、翻訳）については、リボソーム
結合部位、翻訳開始部位、および停止コドンのような１つ以上の翻訳制御エレメントもま
た、通常必要とされる。これらの制御エレメント（転写および翻訳）は、H11遺伝子、ま
たは異種遺伝子（すなわち、他の遺伝子または他の生物に由来する）に由来し得る。シグ
ナルペプチドをコードするポリヌクレオチド配列はまた、αＣポリペプチドが細胞膜を通
過または細胞膜に埋まることを可能にするため、または細胞から分泌されるために含まれ
得る。酵母細胞、鳥類細胞、および哺乳動物含む真核生物の細胞での発現に適切な多くの
発現ベクターは、当該分野で公知である。発現ベクターの１つの例は、pcDNA3（Invitrog
en,San Diego,CA）であり、そこで転写はサイトメガロウイルス（CMV）初期プロモーター
／エンハンサーによって駆動する。このベクターはまた、目的のαＣポリヌクレオチドの
挿入のための複数の制限酵素についての認識部位を含む。発現ベクター（系）の別の例は
、バキュロウイルス／昆虫系である。
αＣポリヌクレオチドを含む抗体標的遺伝子治療での使用に適切な発現系もまた、本発明
に包含される。適切な発現系は、例えば、Brownら（1994）Virol.198:477-488；およびMi
yamuraら（1994）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:8507-8511に記載される。
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目的のポリヌクレオチドを含むベクターは、エレクトロポレーション；塩化カルシウム、
塩化ルビジウム、リン酸カルシウム、DEAE-デキストラン、または他の物質を用いるトラ
ンスフェクション；マイクロプロジェクタイルボンバートメント；リポフェクション；お
よび感染（ここで、ベクターは、ワクシニアウイルスのような感染因子であり、これは以
下に記載する）を含む、多くの適切な手段のいずれかによって宿主細胞に導入され得る。
導入するベクターまたはαＣポリヌクレオチドの選択は、しばしば、宿主細胞の特徴に依
存する。
一旦適切な宿主細胞に導入されると、αＣポリペプチドの発現は、当該分野で公知の任意
のアッセイを使用して決定され得る。例えば、αＣポリペプチドの存在は、培養上清（H1
1ポリペプチドが分泌される場合）または細胞溶解物のRIAまたはELISAによって検出され
得る。
H11ポリヌクレオチドに特に有用な発現ベクターは、H11ポリヌクレオチド配列から構成さ
れるワクシニアウイルスであり、これはまた、ワクチン調製物で使用され得る。Moss（19
91）Science 252:1662-1667。H11ポリペプチドフラグメントを含むH11ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列をワクシニアに導入するために、目的のポリヌクレオチド
配列は、最初に、複製に必要とされないワクシニアDNAに相同なフランキング配列ととも
にワクシニアウイルスプロモーターを含むプラスミドに挿入される。次いで、プラスミド
含有細胞は、ワクシニアで感染され、これは、プラスミドとウイルスとの間の低レベルの
相同組換えを導き、ワクシニアウイルスゲノム中へのワクシニアプロモーターおよびH11
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドのトランスファーを結果として生じる。代表
的には、H11ポリヌクレオチド配列は、ウイルスTK（チミジンキナーゼ）遺伝子に挿入さ
れる。TK部位への挿入は、野生型と比較して10,000倍以上ウイルスを弱毒化する。Flexne
rら（1980）Vaccine 88（Cold Spring Harbor Laboratory）,179-184頁。組換えウイルス
は、TK-表現型によって同定される。好ましくは、H11ポリヌクレオチドの発現は、ワクシ
ニア初期／後期プロモーター（7.5K）の制御下であり、これによって、得られるH11ポリ
ペプチドは、ウイルスの生活環を通して感染した細胞で発現され得る。しかし、pH6また
は合成プロモーターのような、当該分野で公知の他のプロモーターが使用され得る。H11
ポリペプチドの発現は、組換えワクシニアで感染した細胞または生組換えワクシニアウイ
ルスで免疫した個体で生じる。WR、ALVAC、NYVACを含むいくつかの株のワクシニアのいず
れか１つが使用され得るが、これらに限定されない。
本発明のベクターは、αＣポリペプチドをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含み
得る。これはまた、リンホカイン（IL-2、IL-4、GM-CSF、TNF-α、およびIFN-γを含むが
、これらに限定されない）のような所望の産物を増強、促進、または調節する他のポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド配列も含み得る。好ましいリンホカインは、GM-CSF
である。好ましいGM-CSF構築物は、3’非翻訳領域からのAUリッチエレメント、およびヘ
アピンループを形成し得る5’非翻訳領域の配列が欠失されている構築物である。scFv、
キメラ、およびポリマーのような組換えαＣ改変体をコードするワクシニアベクターも、
本発明に包含される。
本発明の他の実施態様は、上記のように、αＣポリヌクレオチド、またはαＣポリヌクレ
オチド配列を含むベクターで形質転換された宿主細胞である。原核生物および真核生物宿
主細胞の両方が使用され得る。原核生物宿主には、細菌細胞、例えば、E.coliおよびMyco
bacteriaが挙げられる。真核生物宿主の中には、酵母細胞、昆虫細胞、鳥類細胞、植物細
胞、および哺乳動物細胞がある。宿主系は当該分野で公知であり、そして本明細書に詳細
に記載する必要はない。哺乳動物宿主細胞の例には、CHOおよびNSOが挙げられ、European
Collection of Cell Cultures（England）から入手可能である。例えば、CMVプロモータ
ーで、次いでグルタミンシンセターゼを使用するこのプラスミドの増幅によって駆動され
る、NSO細胞のプラスミドでのトランスフェクションは、タンパク質産生に有用な系を提
供する。Cockettら（1990）Bio/Technology 8:662-667。
本発明の宿主細胞は、特に、αＣポリヌクレオチドの貯蔵所として、またはαＣポリヌク
レオチドおよびポリペプチドの産生のためのビヒクルとして、使用され得る。これらはま



(26) JP 4124486 B2 2008.7.23

10

20

30

40

50

た、αＣポリペプチドのインビボベクターとして使用され得る。本発明のH11ポリヌクレ
オチドは、以下に記載のような、H11ポリペプチド、未処理H11、またはH11の組換え形態
を産生するために発現系で使用され得る。
本発明のポリヌクレオチドは、いくつかの用途を有する。これらは、例えば、αＣの産生
のための発現系で有用である。これらはまた、当該分野で周知の方法を使用して試料中の
αＣポリヌクレオチドまたは関連する配列の存在についてアッセイするためのハイブリダ
イゼーションプローブとして有用である。さらに、ポリヌクレオチドはまた、所望のポリ
ヌクレオチドの増幅をもたらすためのプライマーとして有用である。本発明のポリヌクレ
オチドはまた、ワクチンを含む薬学的組成物においておよび遺伝子治療のために有用であ
る。
ポリヌクレオチドはまた、αＣコード配列の検出のためのハイブリダイゼーションプロー
ブとして使用され得る。適切な試料には、遺伝子治療での使用のためにエクスビボで形質
転換された細胞が含まれる。１つの例では、DNAまたはRNAは、試料から抽出され、そして
必要に応じて、ゲル上で流されおよび／または制限エンドヌクレアーゼで切断される。プ
ロセシングされた試料ポリヌクレオチドは、代表的には、洗浄に適切な培地に移される。
次いで、試料ポリヌクレオチドは、試料が適合するαＣ配列を含む場合、安定な二重鎖が
形成されることを可能にする条件下でH11ポリヌクレオチドプローブと接触させる。形成
された任意の安定な二重鎖が、任意の適切な手段によって検出される。例えば、αＣポリ
ヌクレオチドプローブは、標識された形態で供給され得、そして洗浄後の試料に残ってい
る標識は、形成された安定な二重鎖の量を直接的に反映する。第２の例では、ハイブリダ
イゼーションはインサイチュで行われる。適切に調製された組織試料は、αＣコード配列
の位置を示すために標識されたプローブに重ねる。
短いαＣポリヌクレオチドはまた、特にプライマーとハイブリダイズする領域を含むより
長い配列を増幅するために、PCR反応のためのプライマーとして使用され得る。これは、
さらなる遺伝子操作のためのポリヌクレオチドを産生するために、調製的に行われ得る。
これはまた、αＣコードポリヌクレオチドが、例えば、診断目的の試料中に存在するかど
うかを決定するために、分析的に行われ得る。
ポリヌクレオチドの別の用途は、ワクチンおよび遺伝子治療においてである。一般的原理
は、そこにコードされたポリペプチドの発現を促進または減弱するようにポリペプチドを
投与することである。したがって、本発明は、免疫応答を惹起する方法、および有効量の
αＣポリヌクレオチドの個体への投与を含む処置の方法を包含する。これらの方法では、
αＣポリペプチドをコードするαＣポリヌクレオチドは、直接的にまたはαＣポリヌクレ
オチドでトランスフェクトされた細胞によってのいずれかで、個体に投与される。好まし
くは、αＣポリヌクレオチドは、環状プラスミドの形態で、好ましくはスーパーコイル立
体配置である。好ましくは、αＣポリヌクレオチドは、細胞内部で複製される。したがっ
て、αＣポリヌクレオチドは、標識組織タイプの細胞で本来活性である異種プロモーター
のような、適切なプロモーターに作動可能に連結される。好ましくは、一旦細胞核にある
と、プラスミドは、環状非複製エピソーム分子として存続する。インビトロ変異は、例え
ば、より大きな親和性および／またはアビディティーを有する分子をコードするためのプ
ラスミド構築物で行われ得る。
αＣポリヌクレオチドを含むプラスミドが、真核生物細胞でαＣ発現をし得るかどうかを
決定するために、COS-7、CHO、またはHeLaのような細胞は、プラスミドでトランスフェク
トされ得る。次いで、αＣの発現は、イムノアッセイによって、例えば、ウェスタンブロ
ットによって決定される。より小さなαＣポリペプチドは、例えば、プラスミドを構築す
ることによって検出され得、その結果得られるαＣポリペプチドは、標的エピトープまた
は酵素標識のようなタグと融合される。発現されたαＣポリペプチドのさらなる特徴付け
は、ペプチドを精製すること、次いで、本明細書に記載の機能的アッセイの１つを行うこ
とによって、達成され得る。
遺伝子治療の１つの態様では、本発明のポリペプチドは、エクスビボで細胞を遺伝的に変
更するために使用される。この方策では、ドナーから取り出されたまたは細胞株から得ら
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れた細胞は、αＣポリペプチドをコードするベクターでトランスフェクトまたは形質導入
され、次いでレシピエントに投与される。トランスフェクションに適切な細胞には、末梢
血単核細胞が挙げられる。
遺伝子治療の他の態様では、本発明のポリヌクレオチドは、インビボで細胞を遺伝的に変
更するために使用される。この目的には、種々のタイプのガンを処置することが含まれる
が、これらに限定されない。
αＣポリペプチドは、いくつかの方法で特徴付けされ得る。例えば、αＣポリペプチドは
、ガン細胞に特異的に結合するその能力について、ガン細胞とインタクトなH11との間の
結合を特異的に阻害するその能力について、試験され得る。αＣポリペプチドはまた、抗
CDR3ポリペプチドと反応し得る。αＣポリペプチドはまた、ガンのような新生物疾患を緩
和するまたは改善するその能力について試験され得る。これらの特性の１つのみが、本発
明の範囲内になるようにポリペプチドについての順で存在する必要があるが、好ましくは
１つより多くのこれらの特性が存在することが、理解される。
αCポリペプチドのガン細胞またはその抗原性画分への結合能力は、イムノアッセイによ
って試験され得る。任意の形態の直接結合アッセイが適切である。このようなアッセイの
１つにおいて、ガン細胞または推定αCポリペプチドが標識化される。適切な標識には、1

25Iのような放射性同位元素、ペルオキシダーゼのような酵素、フルオレセインのような
蛍光標識、および化学発光標識が挙げられる。代表的に、他の結合パートナーは、洗浄を
容易にするために不溶化される（例えば、マイクロタイタープレート上にコーティングす
ることによる）。標識化成分を不溶化成分と組み合わせた後、固相は洗浄され、そして結
合した標識の量が測定される。別のこのようなアッセイはサンドイッチアッセイであり、
ここで、推定αCポリペプチドは固相上の１次抗免疫グロブリンにより捕獲され、そして
αC抗体で発色させられる。これらの例のいずれにおいても、αCの結合程度は、固相に結
合した標識の量に正比例する。
阻害アッセイを行うために、推定αCポリペプチドは、ガン細胞へのH11の結合を減少させ
る能力について力価測定される。阻害される反応における結合ペアーのいずれかが標識化
される一方、他方は洗浄を容易にするために代表的には不溶化される。推定αCポリペプ
チドは、代表的には標識化成分と混合され、次いで混合物は固相と合わされる。H11の特
性を有するポリペプチドは、コントロールポリペプチドと比較して、固相に付着した標識
の量を比例して減少させる。この試験は直接結合を測定するよりも高感度であり得る。な
ぜなら、十分な濃度で存在する場合、αCとC抗原との間のより低い親和性相互作用が、安
定な結合を形成するには弱すぎるが、別のリガンド-レセプター対の結合を妨げるには適
切であり得るからである。
本発明は、αCを単独または組み合わせのいずれかで含む薬学的組成物および免疫原性組
成物を包含する。このような薬学的組成物およびワクチンは、単独または他の形態の治療
（例えば、化学治療または放射線治療）との組合せのいずれかで、免疫応答を惹起するた
めおよび新生物疾患を処置するために有用である。
活性成分としてαC抗体またはそのポリヌクレオチドもしくはポリペプチド誘導体を含む
薬学的組成物の調製または、薬学的調製物の調製のための一般的に受け入れられた手順に
従って行われる。例えば、Remington’sPharmaceutical Sciences 第18版（1990）,E.W.M
artin編，Mack Publishing Co.,PAを参照のこと。意図される使用および投与方法に依存
して、薬学的組成物の調製において活性成分をさらに加工することが所望され得る。適切
な加工には、滅菌、適切な非毒性および非干渉成分との混合、用量単位への分割、および
送達デバイスへの封入が挙げられ得る。
薬学的受容可能な液体組成物は、例えば、本明細書中に具現化されるポリペプチドを液体
賦形剤（例えば、水、生理食塩水、水性デキストロース、グリセロール、またはエタノー
ル）中に溶解または分散させることにより調整され得る。組成物はまた、他の医用薬剤（
medicinal agent）、製薬剤（pharmaceutical agent）、アジュバント、キャリア、およ
び補助基質（例えば、湿潤剤または乳化剤、およびpH緩衝化剤）を含み得る。
本発明の薬学的組成物は、組成物を形態に適切な方法により投与される。代表的な経路は
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、皮下、筋肉内、腹腔内、皮内、経口、鼻腔内、および肺内（すなわち、エアロゾルによ
る）を含む。ヒトへの使用のための本発明の薬学的組成物は、代表的には非経口経路、最
も代表的には皮内経路、皮下経路、または筋肉内経路により投与される。
経口投与、鼻腔内投与、または局所投与のための薬学的組成物は、固体形態、半固体形態
、または液体形態（錠剤、カプセル、パウダー、液体、および懸濁液を含む）で供給され
得る。注射のための組成物は、液体溶液または懸濁液として、エマルジョンとして、また
は注射の前に液体に溶解もしくは懸濁するに適切な固体形態として、供給され得る。気道
を介する投与のために好ましい組成物は、固体、パウダー、または液体エアロゾル（適切
なエアロゾル化デバイスと共に使用する場合）を提供する組成物である。必須ではないが
、薬学的組成物は、好ましくは正確な量の投与のために適切な単位投薬形態で供給される
。また、本発明により意図される形態は、徐放形態または持続性放出形態であり、それに
より、比較的一定レベルの活性化合物が長期間にわたって提供される。
本発明に具体化される組成物は、新生物形成を特異的に認識するその能力について評価さ
れ得る。従って、試験化合物は適切な薬学的組成物として調製され、そして試験被験体に
投与される。初期の研究は、好ましくは、マウスまたはウサギのような小動物において、
次いで必要に応じて非ヒト霊長類、次いで最終的にヒトにおいて行われる。免疫原性は、
好ましくは、事前の抗体応答のない、個体において試験される。適切な用量の試験組成物
が、適切な処置計画において投与される。予想範囲内の異なる用量および計画を比較する
ことが適切であり得る。このような試験は当業者の技術の範囲内にある。
本発明の組成物は、新生物疾患を有するヒトへの投与のために特に適切である。特に関連
するのは、メラノーマ、神経芽細胞腫、神経膠腫、肉腫、リンパ腫、および小細胞肺ガン
である。
また、本発明はガンを処置するための方法を含む。この方法は、所望の効果を達成するた
めに有効な量のαCを含む薬学的組成物を投与する工程を含む。所望の効果とは、存在す
る腫瘍塊の緩和または再発の予防である。ガンの処置のために投与される薬学的組成物の
量は、所望の効果を生じるに有効な量である。有効な量は、単回投与または一連の投与で
提供され得る。
投与されるαC抗原結合性フラグメントの有効な量は、投与経路、個体の状態、および所
望の目的のような幾つかの要素に依存する。用語「治療的有効」は、使用される抗原結合
性フラグメントの量が、ガンを改善するために十分な量であることを意味する。「改善す
る」は、個体におけるガンの有害な影響を減少させることを意味する。代表的には、直接
的に投与される場合、１回の投与量は、約10μg～20mg、好ましくは250μg～10mg、より
好ましくは300μg～５mg、さらにより好ましくは500μg～2.5mgである。投与は、代表的
には、１週間ごとにまたは２週間ごとに、所望の測定可能なパラメーター（例えば、疾患
症状の減少）が検出されるまで行われる。次いで投与は、適宜に頻度を下げて（例えば、
２週間ごとに、または１ヶ月ごとに）継続され得る。
本発明の種々の組成物は、単独でもしくは所望の目的を促進する他の活性な薬剤と組合わ
せて使用され得るか、または所望の補助治療を提供し得る。適切な活性薬剤には、抗腫瘍
薬、および上記の生体応答調節因子、ならびにDouillardら（1986）Hybridomas（Supp.1:
139）により記載される細胞のようなエフェクター細胞が挙げられる。
免疫療法のために使用される場合、αCは、上記の治療薬剤で標識され得るか、または標
識され得ない。これらの薬剤は、本発明のポリペプチドと直接または間接的のいずれかで
結合され得る。間接的結合の１つの例は、スペーサー部分の使用による。これらのスペー
サー部分は、不溶性または可溶性で有り得（Dienerら（1986）Science 231:148）、そし
て標的部位でのαCからの薬物放出を可能にするように選択され得る。あるいは、αCおよ
び治療薬剤は、翻訳され得、合成され得、連結され得、または他にαCおよび治療薬剤の
両方の機能を有する単一分子として作製され得る。免疫療法のためにαCに結合され得る
治療薬剤の例には、生体応答調節因子、薬物、放射性同位元素、レクチン、およびトキシ
ンが挙げられるが、これらに限定されない。生体応答調節因子には、リンホカイン（腫瘍
壊死因子、インターロイキン１、２、および３、リンホトキシン、マクロファージ活性化
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因子、遊走阻害因子、コロニー刺激因子、およびインターフェロンを含むが、これらに限
定されない）が挙げられる。αCを標識化し得るインターフェロンには、α-インターフェ
ロン、β-インターフェロン、およびγ-インターフェロン（IFN-γ）およびそのサブタイ
プが挙げられる。
免疫療法のために放射性同位元素を結合したαCを使用することにおいて、特定のインタ
イプが、インタイプ安定性および放出と同様に、白血球分布のような因子に依存して、他
のものより好ましくあり得る。所望であれば、悪性細胞の分布は、下記のインビボ診断技
術により評価され得る。悪性度に依存して、特定のエミッターが他のエミッターより好ま
しくあり得る。一般に、αおよびβ粒子放出放射性同位元素が免疫療法において好ましい
。例えば、ガンのように、動物が固形腫瘍病巣を有する場合、数ミリメートルの組織を透
過することが可能な高エネルギーβエミッター（例えば、90Ｙ）が好ましくあり得る。他
方で、白血病の場合のように、悪性疾患が単一の標的細胞からなる場合、短射程の高エネ
ルギーαエミッター（例えば、212Bi）が好ましくあり得る。治療目的のために本発明の
抗原結合フラグメントに結合され得る放射性同位元素には、125Ｉ、131Ｉ、90Ｙ、67Ｃｕ
、212Ｂｉ、211Ａｔ、212Ｐｂ、47Ｓｃ、109Ｐｂ、および188Ｒｅが挙げられるが、これ
らに限定されない。
レクチンは、通常、植物材料から単離されるタンパク質であり、これは特定の糖部分に結
合する。多くのレクチンがまた細胞を凝集させ得、そしてリンパ球を刺激し得る。しかし
、リシンは免疫療法に使用されている毒性レクチンである。これは、好ましくは、リシン
のα-ペプチド鎖（毒性を担う）を抗体分子に結合させて、毒性効果の部位特異的な送達
を可能にすることにより達成される。
トキシンは、植物、動物、または微生物により産生される有毒物質であり、十分な用量で
しばしば致死的である。ジフテリアトキシンは、治療的に使用され得る、Corynebacteriu
m diphtheriaにより産生される物質である。このトキシンは、αおよびβサブユニットか
らなり、適切な条件下で分離され得る。毒性Ａ鎖成分は、抗体に結合され、そして新生物
細胞への部位特異的送達のために使用され得る。
従って、例えば、αCは、α-インターフェロンとの組合せで使用され得る。この治療様式
は、メラノーマ細胞によるMab反応性抗原の発現を増加させることによりMabのメラノーマ
標的化を増強する。Greinerら（1987）Science 235:895。あるいは、αCは、例えば、IFN
-γとの組合せで使用され得、このことによってエフェクター細胞によるFcレセプターの
発現を活性化および増加し、これは、次いで、抗原結合フラグメントのエフェクター細胞
への結合および標的悪性細胞の殺滅の増強を生じる。当業者は、種々の生物学的応答調節
因子から選択して、αCの効力を増強する所望のエフェクター機能を産生し得る。
αCが、本明細書中に記載されるような種々の治療薬剤との組合せで使用される場合、両
薬剤の投与は、通常、実質的に同時に生じる。用語「実質的に同時」とは、それらが時間
に関して合理的に近して一緒に投与されることを意味する。通常は、αCの前に治療薬剤
を投与することが好ましい。例えば、治療薬剤は、αCの１～６日前に投与され得る。治
療薬剤の投与は、毎日であるか、またはその他の適切な間隔で、例えば、悪性疾患の性質
、患者の状態、および薬剤の半減期のような因子に依存し得る。
αCを使用して、組合せ療法の設計が可能である。エフェクター細胞および同一もしくは
異なる治療薬剤との組合せでのαCの投与の前に、治療薬剤を投与することが望ましくあ
り得る。例えば、患者は、最初にIFN-γおよびインターロイキン-２（Il-2）を毎日、３
日～５日間投与し、そして５日目にエフェクター細胞、IFN-γ、およびIl-2との組合せで
αCを投与することにより処置され得る。
本発明はまた、Ｃ抗原を発現する腫瘍または新生物細胞の場所に、リポソームを特異的に
送達するために、膜結合αCを有するリポソームの使用を包含する。これらのリポソーム
は、それらが、αCに加えて上記のような、疾患の悪性部位で放出される免疫療法薬剤を
含むように産生され得る。Wolffら（1984）Biochem.Biophys.Acta 802:259。別のこのよ
うな送達系は、Brownら（1994）Virology 198:477-488；およびMiyamuraら（1994）Proc.
Natl.Acad.Sci.USA 91:8507-8511に記載されており、キメラパルボウイルスB19キャプシ
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ドを、抗原結合性フラグメントの提示のために利用する。このようなキメラ系は、本願方
法における使用のために包含される。
αCの投与のための投与量範囲は、所望の効果を生成するために十分大きく、ここで、悪
性疾患の症状は、不都合な副作用（例えば、所望でない交差反応、アナフィラキシー反応
、など）を起こすことなく改善される。一般に、投与量は、患者の年齢、状態、性別、お
よび疾患の程度により変化し、そして当業者により決定され得る。投与量は、合併症の場
合には、各々の医師によって調製され得る。投与量は、１日または数日間、毎日１用量以
上の投与で、約0.1mg/kg～約2000mg/kg、好ましくは約0.1mg～約500mg/kgで変化し得る。
一般に、αCが治療薬剤と組合わされて投与される場合、インビボでの免疫診断画像化の
ために使用される投与量に匹敵する低投与量が使用され得る。
αCの治療的組成物は、注射または漸進的灌流により投与され得る。αC抗原結合性フラグ
メントは、静脈内、腹腔内、筋内、皮下、腔内、硬膜下腔内、または経皮的に、単独また
はエフェクター細胞との組合せで投与され得る。
投与の別の方法は病巣内投与であり、例えば、腫瘍への直接注射による。ガン患者への種
々の形態の免疫療法の病巣内投与は、免疫学的薬剤の全身投与で見られる毒性を引き起こ
さない。Fletcherら（1987）Lymphokine Res.6:45;Rabinowichら（1987）Cancer Res.47:
173;Rosenbergら（1989）Science 233:1318；およびPizzら（1984）Int.J.Cancer 34:359
。
αCは、脳ガンを処置および画像化することにおける使用に特に適切である。送達の部位
が脳である場合、治療薬剤は、脳に送達され得なければならない。血液-脳関門は、全身
循環から脳および脊髄への多くの治療薬剤の取り込みを制限する。血液-脳関門を通過す
る分子は、２つの主要なメカニズム自由拡散および促進された輸送を使用する。血液-脳
関門の存在のために、CNSにおける所定の治療薬剤の有益な濃度の達成は、特定の薬物送
達ストラテジーの使用を必要とし得る。CNSへの治療薬剤の送達は、幾つかの方法により
達成され得る。
１つの方法は神経外科的技術に依存する。重大な病気の患者の場合、外科的介入は、それ
に付随する危険性にもかかわらず正当化される。例えば、治療薬剤は、CNSへの直接的な
物理的導入（例えば、脳室内、病巣内、または硬膜下腔内注射）により送達され得る。脳
室内注射は、例えば、オマヤレザバーのようなレザバーに装着した脳室内カテーテルによ
り容易にされ得る。導入の方法はまた、再装填可能デバイスまたは生分解性デバイスによ
り提供される。別のアプローチは、血液-脳関門の透過性を増大させる物質による血液-脳
関門の崩壊である。例として、マンニトールのような拡散性の乏しい薬剤の、エトポシド
のような脳血管透過性を増大させる製剤、またはロイコトリエンのような血管作用性薬剤
の動脈内注入が挙げられる。NeuweltおよびRappoport（1984）Fed.Proc.43:214-219;Baba
ら（1991）J.Cereb.Blood Flow Metab.11:638-643；およびGennusoら（1993）Cancer Inv
est.11:638-643。
さらに、処置の必要な場所に局所的に組成物を投与することが望ましくあり得；これは、
例えば、手術の間の局所注入、注射、カテーテル、または移植物（この移植物は多孔性、
非多孔性、またはゼラチン性物質（例えば、シラスティック膜のような膜またはファイバ
ーを含む））により達成され得る。適切なこのような膜は、Guilford Pharmaceuticals I
nc.により提供されるGliadel（登録商標）である。
別の方法は、血液-脳関門を通過するアナログを提供するためのαCの修飾または選択のよ
うな薬理学的技術を含む。例として、例えば、通常に血液-脳関門を通って輸送される分
子に似せるために、分子の疎水性の増加、分子の正味電荷もしくは分子量の減少、または
分子の修飾が挙げられる。Levin（1980）J.Med.Chem.23:682-684;Pardridge（1991）:Pep
tide Drug Delivery to theBrain；およびKostisら（1994）J.Clin.Pharmacol.34:989-99
6。
αCの、リポソームのような疎水性環境へのカプセル化もまた、CNSへの薬物送達において
有効である。例えば、WO91/04014は、リポソーム送達系を記載する。ここで、薬物は、通
常に血液-脳関門を通って輸送される分子が付加されたリポソーム内にカプセル化される
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。
血液-脳関門を通過するようにαCを処方する別の方法は、シクロデキストリンへのカプセ
ル化である。血液-脳関門を通過する任意の適切なシクロデキストリンが使用され得、こ
れには、β-シクロデキストリン、γ-シクロデキストリン、およびそれらの誘導体が含ま
れるが、これらに限定されない。一般には、米国特許第5,017,566号、同第5,002,935号お
よび同第4,983,586号を参照のこと。このような組成物はまた、米国特許第5,153,179号に
より記載されるようなグリセロール誘導体を含み得る。
なお別の方法は、新規な輸送可能なキメラαCを産生するためのαCと輸送可能な薬剤との
結合のような生理学的技術を利用する。例えば、血管作用性腸ペプチドアナログ（VIPa）
は、特異的なキャリア分子であるトランスフェリンレセプターに対するMabへの結合後に
のみその血管作用性効果を発揮する。トランスフェリンレセプターは、血液-脳関門を通
してのVIPa-Mab結合体の取り込みを容易にする。Pardridge（1991）；およびBickelら（1
993）Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:2618-2622。幾つかの他の特異的な輸送系が同定されて
おり、これらには、インスリンまたはインスリン様増殖因子ＩおよびIIを移入するための
系が挙げられるが、これらに限定されない。他の適切な非特異的キャリアには、ピリジニ
ウム、脂肪酸、イノシトール、コレステロール、およびグルコース誘導体が挙げられるが
、これらに限定されない。特定のプロドラッグが米国特許第5,017,566号に記載されてお
り、それにより、中枢神経系に侵入する際に、薬物はキャリアから切断され、活性薬物を
放出する。
適切な被験体は、本発明の薬学的組成物での処置に適切である任意の新生物形成（特に、
ガン）の病理学的効果の危険にあると疑われる被験体を含む。ガンの病歴を有する被験体
は、特に適切である。治療に適切なヒト被験体は、臨床的基準により区別され得る２つの
グループを含む。「進行した疾患」または「高い腫瘍荷重」を有する患者は、臨床的に測
定可能な腫瘍を有する患者である。臨床的に測定可能な腫瘍は、腫瘍塊に基づいて検出さ
れ得る腫瘍である（例えば、触診、CATスキャン、またはX-線により；それら自体のポジ
ティブな生化学的または組織病理学的マーカーは、この集団を同定するために不十分であ
り得る）。本発明に具現化される薬学的組成物は、患者の状態を緩和する目的で、これら
の患者に投与され、抗腫瘍応答を惹起する。理想的には、腫瘍塊の減少が結果として起こ
るが、いかなる臨床的改善も有益である。臨床的改善は、腫瘍の病理学的結果の進展の危
険もしくは速度の減少または腫瘍の減少を含む。
適切な被験体の第２のグループは、「アジュバントグループ」として当該分野において公
知である。これらは、ガンの病歴を有したが他の治療方法に応答性であった個体である。
以前の治療には、外科的切除、放射線治療、および従来の化学療法が挙げられるが、これ
らに限定されない。結果的に、これらの個体は、臨床的に測定可能な腫瘍を全く有さない
。しかし、それらは、元の腫瘍部位の近傍でまたは転移により、疾患の進展について危険
であると疑われる。
このグループは、さらに、高いリスクの個体および低いリスクの個体に再分割され得る。
再分割は、最初の処置の前または後で観察される特徴に基づいて行われる。これらの特徴
は臨床分野において公知であり、そして異なるガンそれぞれについて適切に定義される。
高いリスクのサブグループに典型な特徴は、腫瘍が隣接組織を侵襲していることか、また
はリンパ節の関与を示していることである。
被験体の別の適切なグループは、ガンに対する遺伝的素因を有するがガンの臨床的徴候を
まだ示さないグループである。例えば、乳ガンに関連した遺伝的変異について陽性とされ
たがまだ出産可能な年齢である女性は、予防的手術を行うに適するまでは、ガンの発症を
防ぐために予防的にαC処置を受けることを望むかもしれない。
本発明に具現化される薬学的組成物は、抗ガン応答を惹起するために、アジュバントグル
ープのまたはこれらのサブグループのいずれかの患者に投与される。理想的には、組成物
はガンの再発を遅延するか、またはより良好には、再発の危険性を減少する（すなわち、
治癒速度を改善する）。このようなパラメーターは、他の患者集団および他の治療方法と
の比較において決定され得る。
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もちろん、これらの２つの患者グループ間のクロスオーバーが起こり、そして本発明の薬
学的組成物は、適切な任意の時期に投与され得る。例えば、αC治療は、高い腫瘍荷重を
有する患者の従来の治療の前または間に行われ得、そして腫瘍が臨床的に検出不可能にな
った後まで継続され得る。αC治療は、最初はアジュバントグループに分類されたが、再
発の徴候を示している患者において継続され得る。担当医は、本発明の組成物が使用され
る方法または時期を決定する裁量を有する。
本発明の種々の化合物および組成物は、他の臨床的適応を有し、以下のセクションはこの
適応の概観のみを提供する。
１つの適応は、エキソビボでの細胞の処置である。これは、または新生物形成疾患を有す
る個体の実験目的または処置のために望ましくあり得る。１つの例において、αCは、細
胞（例えば、ドナーから得られた末梢血細胞、または適切な細胞株）の培養物に投与され
る。約0.5～２μg/mLのH11が、この目的のための有効用量である。第２の例において、ド
ナー細胞は、本発明の発現ベクターを用いて遺伝的に改変され、レシピエントへの細胞の
投与後、αCの進行中の分泌を提供する。
本発明はさらに、ガン細胞のインビボでの検出のための方法を包含する。診断的に有効な
量の検出可能に標識化されたαCは、腫瘍画像化を必要とする被験体に与えられる。用語
「診断的に有効」とは、所定量の検出可能に標識化されたαCが新生物形成の検出を可能
にするために十分な量で投与されることを意味する。
投与される検出可能に標識化されたαCの濃度は、Ｃ抗原を有する細胞への結合が、バッ
クグランドに比較して検出可能であるように十分であるべきである。さらに、検出可能に
標識化されたαCは、最良の標的対バックグランドシグナル比を与えるために、循環系か
ら迅速に除去されることが望ましい。
原則として、インビボ診断のための検出可能標識化αＣの投与量はいくらか患者特異的で
あり、そして年齢、性別、および疾患の程度のような因子に依存する。このαＣの投与量
は、約0.01mg/m2～約500mg/m2、好ましくは0.1mg/m2～約200mg/m2、最も好ましくは約0.1
mg/m2～約10mg/m2で変化し得る。このような投与量は、例えば、投与される注入の数、腫
瘍負荷、および当業者に公知の他の要素に依存して変化し得る。例えば、腫瘍はインビボ
でシアニン結合Mabを用いて標識されている。Ballouら（1995）Cancer Immunol.Immunoth
er.41:257-263。
インビボ診断画像化のために、所定の放射性同位体を選択することにおいて、利用可能な
検出機の型が主要な要素である。選択された放射性同位体は、所定の型の機器で検出可能
な型の崩壊を有さなければならない。インビボ診断のための放射性同位体を選択すること
においてなお別の重要な要素は、標的による最大取り込みの時点で放射性同位体の半減期
がなお検出可能であるように十分に長く、しかし個体に関して有害な放射が最小限になる
ように十分に短いことである。理想的には、インビボ画像化に使用される放射性同位体は
粒子放出を欠き、しかし140～250keVの範囲で多数の光子を産生し、従来のガンマカメラ
によって容易に検出される。画像化のためには、投与される範囲の111In-H11-scFv（例え
ば、5mCiの111インジウムで標識された２mgのscFv）の用量は、１人の患者当たり約0.01m
g～20mg、より好ましくは約0.1～10mg、そしてなおより好ましくは約１～５mgである。
インビボ診断のために、放射性同位体は、中間官能基を用いることによって、直接的また
は間接的かのいずれかでαＣに結合され得る。金属イオン放射性同位体を免疫グロブリン
に結合するためにしばしば使用される中間官能基は、二機能性キレート剤（例えば、ジエ
チレントリアミンペンタ酢酸（DTPA）、およびエチレンジアミンテトラ酢酸（EDTA）およ
び類似の分子）である。αＣに結合され得る金属イオンの代表的な例は、111Ｉｎ、97Ｒ
ｕ、67Ｇａ、68Ｇａ、72Ａｓ、89Ｚｒ、90Ｙ、および201Ｔｌである。
αＣはまた、例えば磁気共鳴画像法（MRI）または電子スピン共鳴（ESR）などでのインビ
ボ診断の目的のために、常磁性同位体で標識され得る。一般に、診断画像を可視化するた
めの任意の従来の方法が利用され得る。通常、ガンマおよびポシジトロン放射放射性同位
体がカメラ画像化のために、そして常磁性同位体がMRIのために使用される。このような
技術に特に有用な元素は、157Gd、55Mn、162DY、52Cr、および56Feを含む。αＣはまた、
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インビボ診断の目的のために蛍光染料で標識され得る。
αＣはまた、インビトロアッセイを用いて新生物を検出するために使用され得る。試料は
患者から収集され、そしてＣ抗原の存在を検出するためにαＣを用いる任意の適切なイム
ノアッセイに供される。これは、Ｃ抗原を保有する腫瘍細胞が患者の血流中を循環してい
るリンパ腫および白血病を検出することにおいて、特に有用である。
αＣはまた、個体における悪性度の緩解の過程をモニターするために使用され得る。従っ
て、Ｃ抗原を発現する細胞の数の増大もしくは減少、または種々の体液に存在するＣ抗原
の濃度における変化を測定することによって、悪性度を緩解することが意図された特定の
治療レジメが効果的であるかどうかを決定し得る。
本発明は、αＣを含むキットを含む。αＣを用いる診断手順は、診断研究室、実験研究室
、実施者、または個人によって実施され得る。臨床試料は、必要に応じて試験されるべき
標的の富化のために事前に処理される。次いで、使用者は、診断成分における変化したレ
ベルまたは改変を検出するために、キットに含まれる試薬を適用する。
各キットは、試料中のＣ抗原を検出するために使用されるαＣを含む。必要に応じて、試
料中の標的と形成された任意の複合体の検出を可能にするために、試薬は標識と結合され
得る。別の選択において、標的を見出した後の第１の試薬に結合し得、それによって検出
可能標識を供給する２次試薬が提供される。例えば、インタクトなαＣとの使用のための
標識化抗マウスIgGが、第２の試薬として提供され得る。１次試薬がビオチンに結合され
ている場合に、標識化アビジンが２次試薬として提供され得る。
キットは、種々の生物学的試料（液体試料、細胞懸濁液、および組織試料の両方を含む）
を試験するために使用され得る。キット形態で供給され得るαＣを用いる適切なアッセイ
は、本明細書中に記載されるアッセイを含む。各試薬は固形形態、または在庫貯蔵のため
、および後に試験が実施されるときの反応培地の交換もしくは反応培地への添加のために
適切な液体緩衝液中に溶解／懸濁されて供給される。適切な包装が提供される。キットは
、必要に応じて、手順において有用であるさらなる成分を提供し得る。これらの任意の成
分は、緩衝液、捕捉試薬、発色試薬、標識、反応表面、検出のための手段、コントロール
試料、指導書、および説明情報を含むが、これらに制限されない。
先述の記載は、とりわけ、H11ならびにH11コードポリヌクレオチド、H11ポリペプチドフ
ラグメント、および他の誘導体を調製するための詳細な方法を提供する。当該分野の実施
者は、本明細書中に提供されるH11の配列データを参照することによって、本発明の実施
態様を実施し得る。以下の実施例は本願発明を例示するために提供され、制限するためで
はない。
【実施例】
実施例１
Mab H11を得る方法
MabNBGM1/H11（「H11」）は、以下のヒト腫瘍組織および対応する腫瘍細胞株に対して反
応性のヒトモノクローナルIgM抗体である：神経膠腫、悪性黒色腫、結腸腺ガンおよび乳
房腺ガン。MabNBGM1/H11のインビトロ特徴付けを実施例２に示す。
H11の融合を、低い等級の神経膠腫を有する64歳男性から得た８×106末梢血リンパ球をTM
-H2-SP2ヒト骨髄腫細胞株と融合することによって達成した。TM-H2-SP2細胞株は、6-チオ
グアニン（６μg/mL）への耐性について0.8％メチルセルロース中で選択された未知のヒ
ト骨髄腫様株のヒポ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（EC2.4.2.8
）欠損誘導体であるIgG（κ）親細胞株TM-H2の、免疫グロブリン非分泌亜株である。そし
てこれはヒポキサンチン-アミノプテリン-チミジン培地中では増殖し得ない。TM-H2-SP2
の核型は、46±2、XXである。
生じた生存ハイブリドーマ細胞を40個のマイクロウェルに２×105細胞/mLおよび0.2mL/ウ
ェルの密度で分割した。融合H11からの増殖の頻度は、40個の潜在的なハイブリドーマ含
有ウェルの内12個（30％）であった。維持増殖から生じた増殖を、３カ月より長い期間の
培養拡大を伴う長期の増殖として定義する；融合後３カ月よりも後にハイブリドーマ増殖
の失敗が生じる例は、観察されなかった。
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ハイブリドーマクローンのスクリーニングを、マイクロタイタープレートにおいてポリク
ローナル抗ヒトIgMまたはIgGをコート抗原として用いて、抗原捕捉酵素結合免疫吸着アッ
セイ（ELISA）によって行った。ハイブリドーマ培養上清は、測定した光学密度（O.D.）
値がコントロール培養上清の平均バックグラウンドレベルを２標準偏差より大きく超える
場合に陽性であった。
ハイブリドーマクローンNBGM1/H11の選択を細胞固定ELISAによって行った。６つのマイク
ロタイターウェル（それらは、IgMまたはIgG分泌について高い試験結果であった）からの
培養上清を、事前に結合および固定したヒト腫瘍細胞株に対してスクリーニングした：神
経膠芽細胞腫（SKMG-1およびD-54MG）；黒色腫（A-375）；および結腸腺ガン（SK-CO-1）
。測定したO.D.値がコントロール培養上清の平均バックグラウンドレベルを２標準偏差よ
り大きく超える場合に、ハイブリドーマ上清を陽性であると見なした。ハイブリドーマNB
GM1/H11により産生されたMabは、これらの腫瘍細胞株に対して反応性であり続ける。「H1
1」抗体は、IgM(κ)である。
ハイブリドーマNBGM1/H11シードバンクの特徴付けを、MicrobiologicalAssociates（Rock
ville,MD）によって行った。この細胞の、（1）細菌および真菌汚染、（2）マイコプラズ
マ汚染、（3）HIV-1およびHIV-2抗原ならびに（4）HTLV-1およびHTLV-2抗原についての試
験結果は陰性であった。
MabNBGM1/H11の特徴付けに使用した方法は、以下を含む：抗原捕捉ELISA、抗原ELISA、細
胞固定ELISA、フローサイトメトリー、ヒト腫瘍細胞株の免疫ペルオキシダーゼ染色なら
びにヒト腫瘍および正常組織の免疫組織化学（以下の実施例を参照のこと）。
フローサイトメトリー、免疫ペルオキシダーゼ染色、細胞固定ELISA、および抗原ELISA（
すなわち、腫瘍細胞凍結融解抽出物）によって決定したこのヒトMabのヒト腫瘍細胞株へ
の結合特徴は、以下に示す。
実施例２
フローサイトメトリー分析によるヒト神経膠芽細胞腫（SKMG-1）細胞株および黒色腫（A3
75）細胞株へのMab H11の結合
腫瘍細胞へのMabH11の結合を決定するために、Ｔフラスコ中で増殖する腫瘍細胞を、PBS-
EDTAとのインキュベーションにより剥離させた。細胞を低速度遠心分離により収集し、氷
冷PBS-1％FBSで洗浄し、遠心分離し、そして上清を吸引した。以下のうちの１つでスパイ
クした培養培地に細胞ペレットを再懸濁し、そして氷上で30分間インキュベートした：コ
ントロールヒト黒色腫IgM；ハイブリドーマNBGM1/H11培養上清；または精製MabH11を含む
PBS。インキュベーションの後、細胞を遠心分離によって収集し、PBS-FBS中での再懸濁に
よって洗浄し、そして遠心分離した。次いで、細胞ペレットをFITC結合ヤギ抗ヒトIgMと3
0分間インキュベートした。インキュベーションの後、細胞をPBS-FBSで洗浄した。最後に
、細胞をヨウ化プロピジウム（PI）を添加したPBS-FBSに再懸濁し、そして細胞を洗浄し
た。PI陽性細胞およびFITC陽性細胞を、フローサイトメトリーによって分析した。
フローサイトメトリー分析の結果を、図２、３、および４に示す。これらの結果は、粗精
製および精製形態のMab H11が、生ヒト腫瘍細胞株（神経膠芽細胞腫、黒色腫、乳房腺ガ
ンおよび結腸腺ガンを含む）上に発現される細胞表面結合抗原に結合することを示す。
実施例３
ELISA分析による、ヒト腫瘍細胞株の凍結融解抽出物へのMabH11の結合
ヒト腫瘍抗原に特異的に結合するH11の能力を決定するために、神経膠芽細胞腫（SKMG-1
）細胞、乳房腺ガン（BT-20、MB-468、およびMB-453）細胞、結腸腺ガン（SK-CO-1および
HT-29）細胞の反復した凍結および融解によって調製したヒト腫瘍細胞抽出物でELISAプレ
ートをコートした。
コートELISAプレートを、２～８℃で16～18時間インキュベートした。プレートを、PBS-
３％BSAで１時間室温でブロックした。次いで、プレートをPBS中のMabH11またはPBS中の
コントロールIgMまたは培養培地のいずれかと、室温で２時間インキュベートした。プレ
ートを洗浄し、そしてビオチン化抗ヒトIgMとインキュベートし、続いてビオチン化抗ヒ
トIgMとインキュベートし、次いでストレプトアビジン結合アルカリホスファターゼと１
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時間インキュベートした。洗浄後、p-ニトロフェニルリン酸基質を各プレートに添加し、
そして、インキュベーションの後に、プレートをELISAプレートリーダーにおいて405nmで
読んだ。
腫瘍細胞抽出物へのMab H11の結合を、図５および６に示す。これらの結果は、Mab H11が
、神経膠芽細胞腫細胞、乳房腺ガン細胞、および結腸腺ガン細胞から調製された腫瘍細胞
抽出物に、用量依存様式において結合することを示す。
実施例４
免疫ペルオキシダーゼ染色によって決定したヒト腫瘍細胞へのMab H11の結合
H11の免疫反応性を決定するために、以下の実験を行った。腫瘍細胞を、24ウェルプレー
トにおいて、カバーガラス上で48～96時間増殖させた。細胞をPBSで洗浄し、ホルムアル
デヒドで固定し、そしてPBS中の５％正常ヤギ血清と30分間インキュベートした。洗浄後
、細胞をハイブリドーマNBGM1/H11培養上清、またはPBS中の精製MabH11（10μg/mL）、ま
たはコントロールヒト骨髄腫IgM（10μg/mL）でスパイクした培養培地のいずれかと、２
時間インキュベートした。次いで、細胞を洗浄し、そしてHRPに結合した抗ヒトIgMとイン
キュベートした。最後に、細胞を洗浄し、MabH11結合を可視化するためにDAB基質とイン
キュベートし、ヘマトキシリンで対比染色し、そしてGVAにおいてマウントした。
Mab H11の免疫反応性の結果を、表３に示す。ここで、反応性を陰性（--）、弱い陽性（+
）、陽性（++）、強い陽性（+++）として示す。これらの結果は、免疫ペルオキシダーゼ
染色によって決定されたように、MabH11によって認識されるエピトープが多数の異なる型
のヒト腫瘍細胞および細胞株によって発現されることを示す。
【表３】

実施例５
細胞固定ELISAによって決定したヒト腫瘍細胞株へのMabH11の結合
ヒト腫瘍細胞および細胞株へのH11の結合もまた、細胞固定ELISAによって決定した。EDTA
-PBSとのインキュベートによって、増殖腫瘍細胞をＴフラスコ表面から剥離させた。細胞
を遠心分離によって収集し、PBSで洗浄し、培養培地に再懸濁し、計数し、そして5,000～
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10,000細胞を含む50μlの細胞懸濁液を、96ウェルELISAプレートの各ウェルにおいた。細
胞をプレートに接着させた後に、培養上清を除去し、そしてプレートをPBS-BSAでブロッ
クした。次いで、細胞を異なる濃度（１～20μl/mL）のMabH11またはコントロールヒト骨
髄腫IgMのいずれかと２時間インキュベートした。インキュベーションの後、プレートを
洗浄し、ビオチン結合ヤギ抗ヒトIgMとインキュベートし、再び洗浄し、そしてストレプ
トアビジン結合アルカリホスファターゼとインキュベートした。最後に、プレートを洗浄
し、p-ニトロフェニルリン酸基質とインキュベートし、そしてプレートをELISAプレート
リーダーにおいて405nmで読んだ。
Mab H11のヒト腫瘍細胞株への反応性の細胞固定ELISAによる結果を、表４および図７に示
す。表４において、反応性を試験するためにコントロールIgM10μg/mLおよびH11 10μg/m
Lを使用した。そして値を405nmでの吸光度±標準偏差として示す。これらの結果は、1）M
ab H11は１μg/mLの低濃度でも神経膠芽細胞腫細胞（SKMG-1）と強度に反応し、一方20μ
g/mLでのコントロールIgMはSKMG-1細胞と反応しない：および2）MabH11は多数の腫瘍細胞
株（乳房腺ガン、結腸腺ガン、悪性骨髄腫、神経芽細胞腫、神経膠芽細胞腫、肺腺ガン、
小細胞肺ガン、および前立腺腺ガン）上に存在する腫瘍抗原を認識することを示す。Mab
反応性の程度は、ガンおよび腫瘍細胞株の両方で異なる。ガンの型および腫瘍細胞につい
てのMabH11の反応性は、コントロールIgMの反応性よりも３～10倍高かった。
【表４】
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実施例６
H11の免疫解剖学的分布および免疫病理学的分析
微小解剖学的詳細についてのH11特異性ならびに組織および腫瘍における不均一性を決定
するために、免疫組織化学を使用した。この技術の制限は、研究している分子の低レベル
の発現による擬陰性結果の可能性、ならびに類似のエピトープまたは他の抗原によって共
有されるエピトープへの抗体結合による擬陽性結果（交差反応性）の可能性を含む。これ
らの制限にとりくむために、非特異的結合を示さなかった最も高い抗体の濃度で本研究を
行った。これは、異なる組織における全てのレベルの交差反応性の検出を可能にした。ま
た、固定分析は、抗原染色強度と形態学的保存との最良の組合せを確立した。この実施例
は、IMPATHInc.,New Yorkから得られた、H11の細胞特異性および抗原発現を研究するため
に維持された、正常組織および腫瘍組織のクリオスタット切断凍結切片の選択されたパネ
ル上の結果を提示する。この研究では、間接的な免疫ペルオキシダーゼ技術を使用した。
組織学的に正常なヒト組織を、外科試料および部検試料から得た。これらの新鮮な組織を
、クリオモールド中でOCT（Miles Laboratories,Inc.,Naperville,IL）に包埋し、液体窒
素で冷却したイソペンタン中で瞬間凍結した。IMPATHの凍結組織バンクからの組織を５ミ
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クロンに切断し、ポリ-L-リジンコートスライド上におき、風乾させ、そして-70℃で保存
した。
濡れた氷上におかれ、そして２～８℃で保存した非ビオチン化H11を、200μg/mLの濃度で
、3.0mLの総容量で供給した。ヒト骨髄腫IgM（Pierceカタログ番号31146）（これもNovop
harmから供給された）を、陰性コントロールとして使用した。両方の抗体を、抗体H11の
力価測定分析によって予測されたのと同じ作用濃度まで、リン酸緩衝化生理食塩水に希釈
した。ペルオキシダーゼ標識２次抗体は、PBSに500：１に希釈したヤギ抗ヒトIgM（Ameri
canQualex,San Clemente,CA，ロット番号A112PN）であった。
免疫ペルオキシダーゼ技術：間接的免疫ペルオキシダーゼ法を用いて、免疫組織化学的研
究を行った。クリオスタット切断切片を-70℃冷凍庫から取り出し、風乾し、そして固定
プロトコル（固定の詳細は、以下に提供する）に従って固定した。組織切片をPBSに希釈
した５％正常ヤギ血清で10分間ブロックし、次いで１次抗体と４℃で一晩インキュベート
した。スライドをPBSで洗浄し、続いて0.5％Tween/PBS溶液、次いでPBSで再度洗浄した。
内因性ペルオキシダーゼ活性を、30分間の３％過酸化水素／メタノールインキュベーショ
ンでブロックし、続いてPBSで３回洗浄した。次いで、切片を、ヤギ抗ヒトIgM（ペルオキ
シダーゼ標識）２次抗体で15分間室温にてインキュベートし、そして上記のようにPBSで
洗浄した。
ペルオキシダーゼ反応を、組織切片を3,3-ジアミノベンジジン-テトラヒドロクロライド
（DAB）（Sigma Chemical Co.,St.Louis,MO）と２～５分間インキュベートすることによ
って可視化した。組織切片をよく洗浄し、改変Harrisヘマトキシリン（FisherScientific
,Fairlawn,NJ）で対比染色し、段階的アルコールで脱水し、キシレンで清澄化し、そして
カバーガラスをかけた。陰性コントロール抗体で高レベルのバックグラウンド染色を示す
組織には、さらに徹底的な洗浄を繰り返した。IMPATHによって供給されたヒト乳ガン（F9
5-036）は、H11の陽性コントロールであった。陰性コントロールでは、１次試験抗体を精
製ヒト骨髄腫IgMに交換した。
固定分析の目的は、抗原染色強度と形態学的保存との最適な組合せを提供する条件を確立
することであった。陽性コントロール組織を、固定なしを含む５つの固定プロトコルで試
験した。試験した固定プロトコルは、10％中性緩衝化ホルマリン（23～25℃）、アセトン
（２～８℃）メチル／アセトン（１：１V/V、２～８℃）、および95％エタノール（23～2
5℃）であった。この研究において、H11について10％中性緩衝化ホルマリン（NBF）が最
適な結果を生じた。
固定剤として10％NBFを用いて、連続抗体希釈物（20.0μg/mL～0.1μg/mL）を、陽性コン
トロールのヒト乳ガンにおいて試験した。抗体H11の10.0μg/mLの濃度が最適な結果－陰
性コントロールの有意なバックグラウンド染色を伴わない最高染色強度を生じた。
得られた結果を表５および表６に示す。表５は正常組織におけるH11反応性を示し、表６
はヒト腫瘍におけるH11反応性を示す。
【表５】
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【表６】
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得られた結果は、70％を越える陽性コントロール試料において、弱い（1+）～強い（3+）
反応性が観察されたことを示す。H11によって認識された抗原は、分布の限定されたパタ
ーンを有する。H11は、IMPATHシステムにおいて試験した正常ヒト組織において主として
非反応性であった。全ての単層上皮細胞、ならびに異なる器官の重層上皮および扁平上皮
が非反応性であることが見出された。反応性はまた、神経外胚葉細胞（脳、脊髄、および
末端神経における細胞を含む）においても見出されなかった。間葉要素（例えば、骨格筋
細胞および平滑筋細胞、線維芽細胞、ならびに内皮細胞）は陰性であった。リンパ起源の
組織（骨髄、リンパ節、脾臓、および胸腺を含む）は、抗体H11に主として非反応性であ
った。弱い（1+）反応性が、１つの骨髄標本のまれな細胞において、および試験した３つ
の扁桃腺標本のうちの１つの胚中心において観察された。
陽性な免疫反応性が、試験した腫瘍標本（乳房、結腸、神経膠、胃、肺（腺、扁平上皮、
および小細胞）、リンパ腫、黒色腫、卵巣、および前立腺を含む）のほとんど全てにおい
て観察された。反応性は、これらの標本に存在する腫瘍細胞の10％～95％以上で観察され
た；染色強度は、弱い（1+）から強い（3+）の範囲であった。しかし、抗体H11は、試験
した３つの肉腫全ての標本において非反応性であった。腫瘍細胞の正常対応物の全てでは
ないがいくつかは、標本中に存在する場合、H11に反応性であった。乳ガン、胃ガンおよ
び前立腺ガンに存在するいくつかの正常細胞が、抗体H11に反応性であった。抗体H11に反
応性であった巨大顆粒細胞は、好酸球-マスト細胞系の炎症細胞であると考えられる。
要約すると、抗体H11は、腫瘍に存在するいくつかの正常組織を除いて、正常ヒト組織に
は主として非反応性である。H11抗体は、試験したほとんど全ての腫瘍において発現され
る抗原を検出する。
実施例７
H11クローニング、発現、および免疫学的反応性
H11-scFv抗体フラグメントがガン細胞に特異的に結合する能力を決定するために、以下の
実験を行った。
単鎖抗体構築物を、以下の手順によって作製した。H11のκ Ｖ領域およμ Ｖ領域の5’末
端および3’末端に特異的なプライマーをApplied Biosystems DNA合成機で合成した。全
てのプライマーは、クローニングのための制限エンドヌクレアーゼ部位を含んでいた。プ
ライマー５および６はまた、（SGGGG）3リンカーをコードするさらなるヌクレオチドを含
んでいた。使用したプライマーを表７に列記し、ここで、導入した制限エンドヌクレアー
ゼ部位に下線を付す。
【表７】

PCR反応を、κダイマーのためにはプライマー１および２を、μダイマーのためにはプラ
イマー３および４を、κモノマーのためにはプライマー１および６を、そしてμモノマー
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のためにはプライマー４および５を用いて実施した。次いで、PCRフラグメントを精製し
、そしてそれらの対応する制限エンドヌクレアーゼで消化した。それぞれ、コードするヌ
クレオチドを配列番号13および16に示し、そして相補的ヌクレオチドを配列番号15および
18に示す。
リボゾーム結合部位、OmpAシグナルペプチド配列、c-myc（9E10）検出タグおよびヒスチ
ジンテイルを含有する発現ベクターpSJF1（図８を参照のこと）を、Bbs1およびBamH1で切
断することにより調製した。モノマーおよびダイマーの構築物を、それぞれのκおよびμ
フラグメントをpSJF1中に連結し、そしてこれらをコンピテントなTG1E.coliに形質転換す
ることにより組み立てた。得られたコロニーを、コロニーPCRおよび制限エンドヌクレア
ーゼ消化によりスクリーニングして適正な大きさのインサートを確認し、そしてジデオキ
シ蛍光配列決定により配列を確認した。
H11のモノマーまたはダイマーの発現プラスミドのいずれかを含有する形質転換されたTG1
を、26℃にて24時間振盪し、続いて0.1μMの最終濃度にIPTGを添加した。細胞をさらに16
時間インキュベートし、次いで遠心分離により収集した。H11抗体を含有する周辺質タン
パク質を、スクロース緩衝液（25％スクロース、１mMEDTA、10mM Tris pH8.0）、それに
続く氷冷ショック緩衝液（10mM Tris 8.0、0.5mM MgCl2）での処理により放出させた。発
現を、ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびウェスタンブロッティングにより確認した
。抗体を、ニッケルチャージカラム（PharmaciaHiTrapキレーティングカラム）を用いて
精製し、そして結合した抗体を漸増勾配のイミダゾールを用いて溶出した。精製抗体を、
PBS/0.02％アジ化ナトリウムに対して透析し、そして0.5mg/mLまで濃縮した。
Mab H11とH11-scFvとの間の抗原性の類似性もまた、細胞固定ELISAにより決定した。A375
細胞を用いてコートしたELISAプレートを、MabH11、コントロールIgM、H11-scFv、または
コントロールBGA-scFvとともにインキュベートし、続いてウサギ抗ヒトIgM抗体またはウ
サギ抗scFv抗体とともに適切なようにインキュベートした。検出を、ヤギ抗ウサギIgG-西
洋ワサビペルオキシダーゼ、それに続く基質により行なった。図９に示す結果は、H11IgM
およびH11-scFvの両方の高親和性、ならびにコントロールIgMおよびBGA-SL-6の両方の低
親和性を実証する。
ビオチン化コントロールscFvと比較してのビオチン化H11-scFvの特異性を決定するために
、以下の実験を実施した。ヒト腫瘍細胞をELISAプレートに固定し、そしてビオチン化H11
-scFvまたはビオチン化BGAscFv（コントロール）のいずれかとともに上記のようにインキ
ュベートした。
ビオチン化H11-scFvはまた、腫瘍細胞株に対してコントロールよりもずっと大きな親和性
（８倍～50倍）を細胞固定ELISAにおいて実証した。2.5μg/mLのH11-scFvまたはBGAscFv
の濃度に対応するデータを、表８および図10に示す。
図11は、リンパ腫細胞Daudi、Ramos、CA-46、およびCCRF-CEM細胞への結合についてのビ
オチン化H11-scFvの反応性の力価測定に関連する、表８の部分を例示する。試験した全て
の濃度（1.25～10μg/mL）で、H11-scFvはリンパ腫細胞に対する高親和性を実証したが、
BGAscFvは実証しなかった。
【表８】
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ビオチン化H11-scFvのガン性細胞に対する特異性を確認するために、以下の実験を実施し
た。悪性組織標本および正常組織標本を調製し、そして上記のようにビオチン化H11-scFv
とともにインキュベートした。
H11-scFvを用いて、腫瘍組織および正常組織の切片を染色した。結果を、正常組織につい
て表８に、そして腫瘍組織について表９に示す。
図12は、腫瘍細胞株に対するH11-scFvおよびコントロールscFvの相対蛍光強度を示す。
表９のデータは、ビオチン化H11-scFvが、一般的に正常組織と反応しないことを実証する
。試験した正常組織のほぼ全ては、正常な膵臓および末梢神経組織により生じた弱い陽性
シグナルのみを有して、測定可能な反応性が存在しないことを実証した。表９では、-ve
は測定可能な活性がないことを示し、そして+/-は弱い陽性活性を示す。
【表９】
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表10に表される結果は、陽性染色が、試験したほとんどの乳ガン（27/31）および結腸ガ
ン（23/26）および前立腺ガン（17/20）の試料に見出されたことを示す。陽性染色は、H1
1-scFvの25μg/mL濃度で見出された。染色は腫瘍細胞で優先的に検出されたが、種々の程
度の反応性はまた、支質および隣接組織に見出された。H11-scFvをまた、正常組織に対す
るその特異性について試験した。得られた結果を表11に示す。表11は、正常ヒト組織切片
についてのH11-scFvの免疫組織化学染色を要約する。
【表１１】
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実施例８
フローサイトメトリーにより決定した場合の生存腫瘍細胞に対するH11-scFvの反応性生存
腫瘍細胞に対するH11-scFvの反応性を試験するために、腫瘍細胞株由来の細胞を、実施例
２で上記したように、フローサイトメトリーのために調製した。腫瘍細胞を、ビオチン化
H11-scFvまたはコントロールのビオチン化scFvのいずれかとともに、上記のように、100
μg/mLまたは200μg/mLのタンパク質濃度でインキュベートした。反応性を、平均蛍光お
よび陽性細胞の％として決定した。ビオチン化H11-scFvを、上記のように、そして100μg
/mLまたは200μg/mLのいずれかのタンパク質濃度で調製した。平均蛍光および陽性細胞の
％を、表12に示す。ここで、＃はコントロールscFvとしてのビオチン化3B1であり；＊は
コントロールscFvとしてのビオチン化BGASL-6であり；＊＊はコントロールとしてのPBS 
５％ FCSであり；そして＊＊＊はコントロールscFvとしてのBiotin-5B1である。
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【表１２】

125Ｉ標識したH11-scFvは、LS174T細胞に対して３×108L/molの結合親和性（Ka）（図13
に示す特異的結合）を実証した。111In-H11-scFvは、A-375細胞に対して3.6×108L/molお
よびSKMG1細胞に対して1.4×109L/molの結合親和性（Ka）を実証した。結果を、図14に示
す。A-375細胞についておよそ24,000結合部位／細胞、およびSKMG1についておよそ5000結
合部位／細胞が存在する。
これらの結果は、精製形態のMab H11が、乳房腺ガン細胞株（SK-BR-3）、神経膠芽細胞腫
細胞株（SKMG-1）、および黒色腫細胞株（A-375）、リンパ腫細胞株上に発現される細胞
表面結合抗原（単数または複数）に結合することを示す。
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生存リンパ腫細胞へのビオチン化H11-scFvの反応性をさらに試験するために、腫瘍細胞株
由来の細胞を調製し、そしてビオチン化H11-scFvとともに100μg/mLまたは200μg/mLのい
ずれかのタンパク質濃度でインキュベートし、そして実施例２で上記のようにフローサイ
トメトリーにより分析した。平均蛍光および陽性細胞の％を、フローサイトメトリーによ
り測定した。scFv結合のコントロールは、ビオチン化BGAscFvであった。結果を表13に示
す。
【表１３】

実施例９
免疫ペルオキシダーゼ染色により決定した、ヒト腫瘍細胞へのビオチン化H11-scFvの結合
H11-scFvの免疫反応性を決定するために、以下の実験を実施した。腫瘍細胞を、Ｔ型フラ
スコにおいて増殖させ、そして細胞遠心物（cytospin）を調製し、そしてビオチン化H11-
scFvまたはPBSとともにインキュベートして結合を決定した。
H11-scFvの免疫反応性の結果を表14に示す。ここで、反応性を、陰性（--）、弱陽性（±
）、陽性（＋または++）として示す。これらの結果は、免疫ペルオキシダーゼ染色により
決定した場合、MabH11により認識されるエピトープは多くの異なる型のヒト腫瘍細胞およ
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び細胞株により発現されることを示す。
【表１４】

実施例10
組換えにより産生されたH11 IgG1の反応性
H11 IgG1を、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞において、以下の通りに産生した
。H11の軽鎖および重鎖の配列をコードするcDNAを含むいくつかのベクターを調製した。
これらの構築物の方向、DNAインサート、および抗生物質選択基準を表15に示す。ここで
、CMVはサイトメガロウイルスであり；DHFRはジヒドロ葉酸リダクターゼであり；HCは重
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【表１５】

これらの発現ベクターは、抗体軽鎖および抗体重鎖をコードする配列のための離れた挿入
部位を有する。重鎖および軽鎖の両方の高レベルの構成的発現は、サイトメガロウイルス
即時型（CMV）エンハンサー／プロモーターにより指向される。ヒトβ-グロビンの最初の
イントロンの5’ドナー部位および免疫グロブリン遺伝子のイントロン由来の3’アクセプ
ター部位（重鎖可変領域）を含むキメライントロンを、遺伝子発現レベルを増強すること
が頻繁に示されているプロモーターの下流に配置する。mRNAのポリアデニル化は、シミア
ンウイルス40（SV40）からのポリアデニル化シグナルにより提供される。
プラスミドはまた、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）をコードする遺伝子を含み、従っ
てチャイニーズハムスター卵巣（CHO）DHFR欠損細胞において増殖し得る。メトトレキサ
ート（葉酸アナログおよび強力なDHFRインヒビター）を用いる増幅は、DHFR遺伝子および
その隣接配列（すなわち、構築物中の抗体の軽鎖および重鎖）の増幅をもたらす。メトト
レキサート濃度（約0.01nM～約800nM）の段階的増加は、標的遺伝子（単数または複数）
から非常に高レベルのタンパク質を産生し得る。構築物はまた、選択マーカーとして抗生
物質耐性を与える遺伝子（ネオマイシンまたはゼオマイシン（zeomycin）のいずれかが用
いられる）を含む。ベクターを図15および図16に示す。
組換えにより産生されたH11 IgG1のフローサイトメトリー分析の結果を表16に示し、そし
てSK-BR-3乳ガン細胞上で抗原に結合するH11 IgG1がCHO細胞において産生され得ることを
例示する。
【表１６】
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実施例11
ガン細胞株に対するH11結合
種々のヒトガン細胞株に対するH11 IgMおよびH11-scFvの結合親和性を、H11抗体を放射性
ヨウ素または放射性インジウムのいずれかで標識することにより、決定した。125I-H11-s
cFvを７、20、または150μCi/μgの比活性で調製し、そして0.6μCi/μgを有する125I-H1
1IgMを得た。さらに、13および38μCi/μgの比活性を有する111In-H11-scFvを、実施例12
に記載のように調製した。scFv3B1（これは、Ｃ抗原を認識しない）をコントロールとし
て用いて非特異的結合を示し、そして150μCi/μgで標識した。
125I-H11-scFvを、P-2ミニカラムを用いて精製し、そして図17に示すように、85％メタノ
ールにおけるペーパークロマトグラフィーにより分析した。125I-H11IgMを、Sephadex G-
50ミニカラム（Pharmacia）を用いて精製し、そして図18に示すように85％メタノールに
おけるペーパークロマトグラフィーにより分析した。SephadexG-50カラムを用いて111In-
H11-scFv精製し、これを次いで図19に示すように0.1Mクエン酸塩中のITLC-SGにより分析
した。
H11結合の結果を図13および図14に示す。図13は、LS174Tヒト結腸ガン細胞に対する125I-
H11-scFvの特異的結合を示す。図14は、A375細胞に対する111In-H11-scFvの全結合を示す
。
得られた結果は、H11が、LT174Tおよびヒト黒色腫細胞の両方に特異的に結合することを
示す。H11はまた、低い親和性でだが、乳ガン細胞株に結合する。
実施例12
111インジウム-DTPA-H11-scFvでの腫瘍画像化
H11-scFvを、ジエチレントリアミンペンタ酢酸（DTPA）の二環式（bycyclic）無水物と、
10:1のモル比（DTPA:H11-scFv）で結合させ、H11-scFvの１モルあたりDTPAの２モルの置
換レベルとなった。DTPA-H11-scFvを、SephadexG-25（Pharmacia）ミニカラムで過剰なDT
PAから精製し、そしてCentricon-30マイクロコンセントレーター（Amicon）を用いて10mg
/mLまで再濃縮した。DTPA-H11-scFvを、酢酸111インジウムで25mCi/mgの比活性に放射標
識した。取り込まれなかった111Inを、SephadexG-25ミニカラムを用いて除去した。酢酸1

11インジウムを、塩化111インジウム（Nordion）およびpH6.0の１Ｍ酢酸緩衝液から調製
した。最終111In-DTAP-H11-scFvの放射化学的純度は、100mMクエン酸ナトリウム（pH5.0
）において薄層シリカゲルクロマトグラフィーにより測定した場合、99％より高かった。
図19は、精製およびTLCを示す。
右側面に存在する皮下A375黒色腫異種移植片および中央腹部領域に皮下HT-29ヒト結腸ガ
ン異種移植片を有する雌性ヌードマウスに、尾静脈中に100μCiの111In-DTAP-H11-scFvを
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静脈内注射した。マウスを、GEStar 4000iコンピューターに接続したガンマ線カメラ（Si
emans ZL3700）の下に直ちに配置し、そして動的な捕捉を、120分間、各15秒間の計480フ
レームで得た。次いで、フレームを、12×10分間の画像に組み合わせた。A375腫瘍は、早
くも注射後30分間でマウスの右側面で可視であった。
２つの腫瘍の目的領域分析は、A375腫瘍は120分間の研究を通して放射能を蓄積したが、
一方、HT-29腫瘍は、最初の１時間に放射能を蓄積し、次いで放射能濃度は比較的一定な
ままであることを示した。図20は、12フレームを示し、そして120分目に撮った右側下フ
レームの２つの矢印は、２つの腫瘍における放射能の蓄積を示す。細い矢印はA375腫瘍を
指し、そして太い矢印はHT-29腫瘍を指す。画像上で可視の正常組織は、心臓、肝臓、腎
臓、および膀胱を含む。心臓は循環量の放射能に起因して可視であり、そして腎臓および
膀胱は111In-DTAP-H11-scFvの腎臓での排泄に起因して可視である。少量の肝臓への取込
みは、肝臓への血流または肝臓への111In-DTAP-H11-scFvの部分的結合に起因し得る。
先述の発明は、明瞭さおよび理解の目的で図および実施例によりいくらか詳細に記載して
きたが、当業者には、特定の変更および改変が実施され得ることが明らかである。それゆ
え、説明および実施例は、本発明の範囲を限定すると解釈されるべきではなく、本発明の
範囲は、添付の請求の範囲により描写される。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、一般的な抗体構造の概略図を示す。
【図２】図２は、H11によって認識される細胞のフローサイトメトリー分析を示す。
【図３】図３は、H11によって認識される細胞のフローサイトメトリー分析を示す。
【図４】図４は、H11によって認識される細胞のフローサイトメトリー分析を示す。ＡはA
-375（黒色腫）であり、ＢはSKMG-1（神経膠腫）であり、ＣはSK-BR-3（乳房腺ガン）で
あり、ＤはHT-29（結腸腺ガン）であり、ＥはMB-468（乳ガン）であり、そしてＦはT47D
（乳ガン）である。
【図５】図５は、腫瘍細胞抽出物へのH11の結合を示す。明るい色のバーはH11を示し、そ
して暗い色のバーはコントロール抗体を示す。
【図６】図６は、腫瘍細胞抽出物へのH11の結合を示す。
【図７】図７は、細胞固定ELISAによるヒト腫瘍細胞株へのH11の結合を示す。明るい色の
バーはH11 IgMを示し、そして暗い色のバーはコントロールIgMを示す。
【図８】図８は、発現ベクターpSJF1の概略図を示す。
【図９】図９は、細胞固定ELISAによるMab H11とH11-scFvとの間の抗原性類似性の決定を
示す。反応性を、H11 scFvに対するウサギ抗体によって決定した。
【図１０】図10は、ビオチン化H11-scFv（太線）およびBGAscFv（細線）のリンパ腫細胞
に対する相対蛍光強度を示す。
【図１１】図11は、細胞固定ELISAによって決定された場合の、リンパ腫細胞、RAMOS、Da
udi、CA-46、およびCCRF-CEM細胞への結合についての、ビオチン化H11-scFvの反応性の滴
定を示す。抗体濃度は、最初の10μg/mL（白抜きのバー）から５μg/mL、次いで2.5μg/m
L、最後に1.25μg/mL（二重斜交平行線模様）まで減少する。
【図１２】図12は、H11-scFvおよびコントロールscFv結合の腫瘍細胞株に対する相対蛍光
強度を示す。ＡはA-375（黒色腫）であり、ＢはSK-BR-3（乳房腺ガン）であり、ＣはHT-2
9（結腸腺ガン）であり、ＤはCA-46（バーキットリンパ腫）であり、ＥはRAMOS（バーキ
ットリンパ腫）であり、ＦはH9（Ｔ細胞リンパ腫）であり、そしてＧはCCRF-CEM（急性リ
ンパ芽球リンパ腫）である。
【図１３】図13は、LS174T細胞への125I-H11-scFvの結合を示す。
【図１４】図14は、A375への111In-H11-scFvの結合を示す。
【図１５】図15は、組換えH11-IgGをトランスフェクトしそして発現するために使用され
る哺乳動物発現ベクターpNB2を示す。
【図１６】図16は、組換えH11-IgGをトランスフェクトしそして発現するために使用され
る哺乳動物発現ベクターpNB3を示す。
【図１７】図17は、P-2ミニカラムでの125I-H11-scFvの精製（A）および85％メタノール
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にけるペーパークロマトグラフィーによる125I-H11-scFvの分析（B）を示す。
【図１８】図18は、SephadexG-25ミニカラムでの125I-H11 IgMの精製（A）および85％メ
タノールにおけるペーパークロマトグラフィーによる125I-H11IgMの分析（B）を示す。
【図１９】図19は、SephadexG-50ミニカラムでの111In-DTPA-H11-scFvの精製（A）および
ITLC-SG／0.1Mクエン酸による111In-DTPA-H11-scFvの分析（B）を示す。
【図２０】図20は、ヌードマウスにおけるA375異種移植腫瘍への111In-H11-scFvのインビ
ボ結合を示す。
（配列表）
【化１】
配列表
（1）一般的情報：
（i）出願人：ダン，マイケル　ディー．
マイティ，プラディップ　ケイ．
カプラン，ハーワード　エー．
（ii）発明の名称：ガン細胞を特異的に検出する抗原結合フラグメントH11、このフラグ
メントをコードするヌクレオチド、ならびにガンの予防および検出のためのその使用
（iii）配列数：18
（iv）通信住所：
（A）名称：モリソン　アンド　フォレスター
（B）番地：ページ　ミル　ロード755
（C）市：パロ　アルト
（D）州：カリファルニア
（E）国：アメリカ合衆国
（F）郵便番号：94304-1018
（v）コンピューター読み出し形態：
（A）媒体型：フロッピー ディスク
（B）コンピューター：IBM PC互換用
（C）OS：PC-DOS/MS-DOS
（D）ソフトウェア：パテントイン リリース #1.0，バージョン #1.30
（vi）現在の出願データ：
（A）出願番号：
（B）出願日：
（C）分類：
（viii）代理人/事務所情報：
（A）名称：レーンハルト，スーザン　ケイ．
（B）登録番号:33,943
（C）照会/記録番号：31608-20001.20
（ix）通信情報
（A）電話：（415）813-5600
（B）テレファックス：（415）494-0792
（C）テレックス：706141
（2）配列番号１の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：543塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：二本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ix）配列の特徴：
（A）特徴を表す記号：CDS
（B）存在位置：1..543
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（xi）配列：配列番号１：

（2）配列番号２の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：179アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号２：

（2）配列番号３の情報：
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（i）配列の特徴：
（A）長さ：543塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：二本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号３：

（2）配列番号４の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：450塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：二本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ix）配列の特徴：
（A）特徴を表す記号：CDS
（B）存在位置：1..450
（xi）配列：配列番号４：

（2）配列番号５の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：150アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号５：
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（2）配列番号６の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：450塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：二本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号６：

（2）配列番号７の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：34塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号７：
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（2）配列番号８の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：26塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号８：

（2）配列番号９の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：26塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号９：

（2）配列番号10の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：27塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号10：

（2）配列番号11の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：60塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号11：

（2）配列番号12の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：46塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号12：

（2）配列番号13の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：918塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ix）配列の特徴：
（A）特徴を表す記号：CDS
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（B）存在位置：join（1..906,913..918）
（xi）配列：配列番号13：
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（2）配列番号14の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：304アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号14：
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（2）配列番号15の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：918塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：二本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号15：
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（2）配列番号16の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：867塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ix）配列の特徴：
（A）特徴を表す記号：CDS
（B）存在位置：join（1..855,862..867）
（xi）配列：配列番号16：
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（2）配列番号17の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：287アミノ酸
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（B）型：アミノ酸
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）配列の種類：タンパク質
（xi）配列：配列番号17：

（2）配列番号18の情報：
（i）配列の特徴：
（A）長さ：867塩基対
（B）型：核酸
（C）鎖の数：一本鎖
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（D）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号18：

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】
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