
(57)【要約】

　葉酸受容体リガンド、およびオンコナーゼまたはその

変異形、たとえばｒａｐＬＲ１等の、１つまたは複数の

治療用分子を含む、コンジュゲートおよびコンプレック

スを開示する。当該コンジュゲートおよびコンプレック

スは、一次治療薬として有用な可能性があり、さらなる

治療薬または診断用薬と投与することが可能である。ま

た、当該コンジュゲートおよびコンプレックスを含むキ

ットも開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る １ つ ま た は 複 数 の 部 分 、 お よ び １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体
リ ガ ン ド を 含 む 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 組 み 換 え Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 分 子 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が オ ン コ ナ ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 、 Ｎ 末 端 残 基 と し て ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 を 有 す る 、 請 求 項 １
に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド が 、 葉 酸 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ま た は 葉 酸 受
容 体 に 結 合 す る 葉 酸 類 縁 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド が 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ジ イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ビ ス （ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） エ ス テ ル 、 マ レ イ ミ ド － ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む リ ン
カ ー に よ っ て 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド が 、 １ つ ま た は 複 数 の リ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、
ま た は シ ス テ イ ン 残 基 に お い て 、 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に
記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の ヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し て い る リ ボ 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る １ つ ま た は
複 数 の 部 分 ；
　 １ つ ま た は 複 数 の ニ ト リ ロ ロ ト リ 酢 酸 残 基 に 結 合 し て い る １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体
リ ガ ン ド 、 お よ び
　 ニ ッ ケ ル 陽 イ オ ン
を 含 む 、 コ ン プ レ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 組 み 換 え Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 分 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が オ ン コ ナ ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 部 分 が 、 Ｎ 末 端 残 基 と し て ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 を 有 す る 、 請 求 項 １
に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 原 性 分 子 、 ハ プ テ ン 、 硬 酸 キ レ ー ト 剤 、 お よ び 軟 酸 キ レ ー ト 剤 か ら 選 択 さ れ る １ つ ま
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た は 複 数 の 分 子 を 含 む ペ プ チ ド を さ ら に 含 み 、 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド
お よ び 前 記 １ つ ま た は 複 数 の ニ ト リ ロ ロ ト リ 酢 酸 残 基 が 、 前 記 ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 、
請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン プ レ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の 結 合 分 子 を さ ら に 含 み 、 前 記 １ つ ま た は 複 数 の 結 合 分 子 は 、 標 的 組 織
に 特 異 的 に 結 合 す る １ つ ま た は 複 数 の ア ー ム お よ び 前 記 ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る １ つ
ま た は 複 数 の ア ー ム を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン プ レ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ０ に 記 載 の コ ン プ レ ッ ク ス お よ び 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 一 次 治 療 薬 と し て 、 請 求 項 ９ ま た は １ ７ に 記 載 の 組 成 物 を 、 そ れ を 必 要 と し て い る 対 象
に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 一 次 治 療 薬 の 投 与 前 に 、 投 与 と 同 時 に 、 ま た は 投 与 後 に 、 さ ら な る 治 療 薬 ま た は 診
断 用 薬 を 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 さ ら な る 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 が 、 結 合 分 子 、 薬 剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 毒 素 、 酵 素 、
酵 素 阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ホ ル モ ン 、 ホ ル モ ン 作 用 物 質 、 免 疫 調 節 物 質 、 サ イ ト カ イ ン
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 キ レ ー ト 剤 、 ホ ウ 素 化 合 物 、 光 活 動 性 薬 剤 、 放 射 性 核 種 、 抗 血 管
形 成 剤 、 色 素 、 放 射 線 不 透 過 性 物 質 、 造 影 剤 、 蛍 光 性 化 合 物 、 増 強 剤 、 ま た は そ れ ら の 組
み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 抗 ｂ ｃ ｌ － ２ で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 結 合 分 子 が 多 価 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 結 合 分 子 が 多 重 特 異 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 結 合 分 子 が 二 重 特 異 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 結 合 分 子 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 さ ら な る 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 が 、 薬 剤 ま た は 毒 素 に 結 合 し て い る 抗 体 を 含 む 、 請
求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 さ ら な る 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 が 、 放 射 標 識 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 ヒ ト 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 も し く は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は ヒ ト 抗
体 、 キ メ ラ 抗 体 も し く は ヒ ト 化 抗 体 の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 抗 体 が 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ６ ７ ９ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ ３ ４ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ｕ － ９ 、 Ｍ Ｎ － １ ４ 、 ま た
は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 前 記 結 合 分 子 が 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 結 合 分 子 が 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ６ ７ ９ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ ３ ４ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ｕ － ９ 、 お よ び Ｍ Ｎ －
１ ４ か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は 複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 、 悪 性 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 感 染 症 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫
疾 患 、 代 謝 性 疾 患 ま た は 神 経 疾 患 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 悪 性 疾 患 を 含 み 、 前 記 結 合 分 子 が 標 的 組 織 に 特 異 的 に 結 合
す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 標 的 組 織 が 、 癌 胎 児 性 抗 原 、 テ ネ イ シ ン 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 血 小 板 由 来 成 長 因
子 受 容 体 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 ガ ン グ リ オ シ ド 、 Ｈ Ｅ
Ｒ ／ ２ ｎ ｅ ｕ 受 容 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 原 を 含 む 、 請 求 項
３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 標 的 組 織 が 腫 瘍 を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 腫 瘍 が 、 結 腸 特 異 的 抗 原 － ｐ （ Ｃ Ｓ Ａ ｐ ） 、 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ
Ｄ ５ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ５ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ Ｏ 、 Ｃ Ｄ ２ １ 、 Ｃ Ｄ ２ ２ 、 Ｃ Ｄ ２
３ 、 Ｃ Ｄ ２ ５ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ７ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｉ ａ 、 Ｉ ｉ 、
Ｍ Ｕ Ｃ 　 １ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ２ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ３ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ４ 、 Ｎ Ｃ Ａ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｈ Ｅ Ｒ 　 ２ ／ ｎ
ｅ ｕ 、 Ｐ Ａ Ｍ － ４ 、 Ｔ Ａ Ｇ － ７ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｐ － １ 、 Ｅ Ｇ Ｐ － ２ 、 Ａ ３ 、 Ｋ Ｓ － １ 、 Ｌ ｅ （ ｙ
） 、 Ｓ １ ０ ０ 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 テ ネ イ シ ン 、 葉 酸 受 容 体 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｐ １ Ｇ Ｆ 、 Ｉ Ｌ
Ｇ Ｆ － １ 、 壊 死 抗 原 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｔ １ ０ １ 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 原 を 産 生 す る か 、 ま た は 関 連 し て い る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 標 的 組 織 が 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 、 Ｔ 細 胞 悪 性 腫 瘍 、 ま た は そ れ ら の 組
み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 が 、 無 痛 形 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 、 高 悪 性 度 形 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 白 血
病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 お よ び 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 標 的 組 織 が 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ま た は ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 を 含 む 、
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 標 的 組 織 が 固 形 癌 を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 固 形 癌 が 、 黒 色 腫 、 癌 腫 、 肉 腫 、 神 経 膠 腫 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求
項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 癌 腫 が 、 食 道 癌 、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 肺 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 子 宮 内
膜 癌 、 子 宮 頸 癌 、 睾 丸 癌 、 腎 癌 、 副 腎 癌 、 肝 癌 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項
４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 癌 腫 が 卵 巣 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 、 心 血 管 疾 患 を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 心 血 管 疾 患 を 含 み 、 前 記 結 合 分 子 が 、 顆 粒 球 、 リ ン パ 球 、
単 球 、 フ ィ ブ リ ン 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 心 血 管 疾 患 が 、 心 筋 梗 塞 、 虚 血 性 心 疾 患 、 動 脈 硬 化 プ ラ ー ク 、 フ ィ ブ リ ン 塊 、 塞 栓
、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 感 染 症 が 、 細 菌 性 疾 患 、 真 菌 性 疾 患 、 寄 生 虫 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 原 虫 性 疾 患 、
マ イ コ プ ラ ズ マ 性 疾 患 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 感 染 症 が 、 小 胞 子 菌 、 白 癬 菌 、 表 皮 菌 、 ス ポ ル ス リ ッ ク ス ・ シ ェ ン キ ー 、 ク リ プ ト
コ ッ ク ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ テ ィ ス 、 ヒ ス ト プ ラ ス マ ・ カ プ ス
ラ ー ツ ム 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス ・ デ ル マ テ ィ テ ィ デ ィ ス 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ヒ ト 免 疫
不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス 、
レ オ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 血 清 パ ル ボ 様 ウ イ ル ス 、 サ ル ウ イ ル ス ４ ０ 、 呼 吸 器
合 胞 体 ウ イ ル ス 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス 、 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス 、 デ ン グ ウ イ ル ス 、 風 疹 ウ
イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ
ー ウ イ ル ス 、 ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス 、
シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス 、 疣 ウ イ ル ス 、 ブ ル ー ・ タ ン グ ウ イ
ル ス 、 炭 疽 桿 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク テ ィ エ 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ リ ア
、 化 膿 連 鎖 球 菌 、 大 腸 菌 、 淋 菌 、 髄 膜 炎 菌 、 肺 炎 球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 Ｂ 、 梅 毒 ト レ ポ
ネ ー マ 、 ラ イ ム 病 ス ピ ロ ヘ ー タ 、 緑 膿 菌 、 ハ ン セ ン 菌 、 ウ シ 流 産 菌 、 ヒ ト 結 核 菌 、 破 傷 風
、 蠕 虫 、 マ ラ リ ア 原 虫 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 原 虫
、 ラ ン ゲ ル ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ロ デ ジ エ ン セ イ ト リ パ ノ ソ ー マ 、
ブ ル ー ス ト リ パ ノ ソ ー マ 、 マ ン ソ ン 住 血 吸 虫 、 日 本 住 血 吸 虫 、 バ ベ シ ア ・ ボ ビ ス 、 エ ル メ
リ ア ・ テ ネ ラ (Elmeria tenella)、 回 旋 糸 状 虫 、 リ シ ュ ー マ ニ ア ・ ト ロ ピ カ 、 旋 毛 虫 、 回
旋 糸 状 虫 、 タ イ レ リ ア ・ パ ル バ 、 胞 状 条 虫 、 ヒ ツ ジ 条 虫 、 無 鈎 条 虫 、 単 包 条 虫 、 ネ ズ ミ 中
殖 条 虫 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ア ル ス リ チ ジ ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ハ イ オ ラ イ ニ ス 、 マ イ コ プ
ラ ズ マ ・ ベ イ ル 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ア ル ギ ニ ニ 、 ア コ レ プ ラ ズ マ ・ レ イ ド ロ ー リ (Acholep
lasma laidlawli)、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ サ リ バ ル ム 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 肺 炎 菌 、 お よ び そ れ ら
の 組 み 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 病 原 体 に 起 因 す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 自 己 免 疫 疾 患 が 、 急 性 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 慢 性 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
、 皮 膚 筋 炎 、 シ デ ナ ム 舞 踏 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 ル ー プ ス 腎 炎 、
リ ウ マ チ 熱 、 多 腺 症 候 群 、 類 天 疱 瘡 、 糖 尿 病 、 ヘ ノ ッ ホ ・ シ ェ ー ン ラ イ ン 紫 斑 病 、 連 鎖 球
菌 後 腎 炎 、 結 節 性 紅 斑 、 高 安 動 脈 炎 、 ア ジ ソ ン 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 サ
ル コ イ ド ー シ ス 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 多 形 性 紅 斑 、 Ｉ ｇ Ａ ネ フ ロ パ シ ー 、 結 節 性 多 発 性 動 脈 炎
、 強 直 性 脊 椎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 ス ロ ン ボ ア ン ギ チ ス ビ テ ラ ン ス (thromboangi
tisubiterans)、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 甲 状 腺 中 毒
症 、 強 皮 症 、 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 多 発 性 筋 炎 ／ 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 軟 骨 炎 、 パ ル ン フ ィ グ ス ・
ヴ ル ガ リ ス (parnphigus vulgaris)、 ウ ェ ゲ ナ ー (Wegener)肉 芽 腫 症 、 膜 性 腎 症 、 筋 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 、 脊 髄 癆 、 巨 細 胞 動 脈 炎 ／ 多 発 性 筋 痛 、 悪 性 貧 血 、 急 速 進 行 性 糸 球 体 腎 炎 、 乾
癬 、 線 維 化 性 肺 胞 炎 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 、 代 謝 性 疾 患 ま た は 神 経 疾 患 を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
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　 前 記 疾 患 、 病 気 ま た は 状 態 が 、 代 謝 性 疾 患 ま た は 神 経 疾 患 を 含 み 、 前 記 結 合 分 子 が 、 ア
ミ ロ イ ド 沈 着 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 薬 剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 毒 素 が 、 ア プ リ ジ ン 、 ア ザ リ ビ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、
ア ザ シ チ ジ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ボ ル テ ゾ ミ ブ 、 ブ リ オ ス タ チ ン － １ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ
ン プ ト テ シ ン 、 １ ０ － ヒ ド ロ キ シ カ ン プ ト テ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 セ レ ブ レ ッ ク ス 、 ク ロ
ラ ン ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 イ リ ノ テ カ ン （ Ｃ Ｐ Ｔ － １ １ ） 、 Ｓ Ｎ － ３ ８ 、 カ ル ボ プ ラ チ
ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ダ
ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ジ エ
チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ピ ル ビ シ ン
グ ル ク ロ ニ ド 、 エ チ ニ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 エ ト ポ シ ド
グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ト ポ シ ド ホ ス フ ェ ー ト 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン （ Ｆ Ｕ ｄ Ｒ ） 、 ３ ´ ， ５ ´ －
Ｏ － ジ オ レ オ イ ル － Ｆ ｕ ｄ Ｒ （ Ｆ Ｕ ｄ Ｒ － ｄ Ｏ ） 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル タ ミ ド 、 フ ル オ ロ
ウ ラ シ ル 、 フ ル オ キ シ メ ス テ ロ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 カ プ ロ ン 酸 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン
、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 Ｌ － ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ロ イ コ ボ リ
ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 酢 酸 メ ド ロ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 酢 酸 メ ゲ ス テ ロ ー ル 、 メ
ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ミ ト キ サ ン
ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト タ ン 、 フ ェ ニ ル ブ チ レ ー ト 、 プ レ ド ニ ゾ
ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 セ ム ス チ ン ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、
タ モ キ シ フ ェ ン 、 タ キ サ ン 類 、 タ キ ソ ー ル 、 プ ロ ピ オ ン 酸 テ ス ト ス テ ロ ン 、 サ リ ド マ イ ド
、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン 、 ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド 、 ビ ン ブ ラ ス
チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 オ ン コ ナ
ー ゼ 、 ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ 、 ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン － Ａ 、 ヨ ウ シ ュ ヤ マ
ゴ ボ ウ 抗 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 ゲ ロ ニ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、 シ ュ
ー ド モ ナ ス 内 毒 素 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 放 射 性 核 種 が 、 1 8 Ｆ 、 3 2 Ｐ 、 3 3 Ｐ 、 4 5 Ｔ ｉ 、 4 7 Ｓ ｃ 、 5 2 Ｆ ｅ 。 5 9 Ｆ ｅ 、 6 2 Ｃ ｕ 、 6 4

Ｃ ｕ 、 6 7 Ｃ ｕ 、 6 7 Ｇ ａ 、 6 8 Ｇ ａ 、 7 5 Ｓ ｅ 、 7 7 Ａ ｓ 、 8 6 Ｙ 、 8 9 Ｓ ｒ 、 8 9 Ｚ ｒ 、 9 0 Ｙ 、 9 4 Ｔ Ｃ
、 9 4 m Ｔ ｃ 、 9 9 Ｍ ｏ 、 9 9 m Ｔ ｃ 、 1 0 5 Ｐ ｄ 、 1 0 5 Ｒ ｈ 、 1 1 1 Ａ ｇ 、 1 1 1 Ｉ ｎ 、 1 2 3 Ｉ 、 1 2 4 Ｉ 、 1 2

5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ 、 1 4 2 Ｐ ｒ 、 1 4 3 Ｐ ｒ 、 1 4 9 Ｐ ｍ 、 1 5 3 Ｓ ｍ 、 1 5 4 - l 5 8 Ｇ ｄ 、 1 6 1 Ｔ ｂ 、 1 6 6 Ｄ ｙ 、 1

6 6 Ｈ ｏ 、 1 6 9 Ｅ ｒ 、 1 7 5 Ｌ ｕ 、 1 7 7 Ｌ ｕ 、 1 8 6 Ｒ ｅ 、 1 8 8 Ｒ ｅ 、 1 8 9 Ｒ ｅ 、 1 9 4 Ｉ ｒ 、 1 9 8 Ａ ｕ 、
1 9 9 Ａ ｕ 、 2 1 1 Ａ ｔ 、 2 1 1 Ｐ ｂ 、 2 1 2 Ｂ ｉ 、 2 1 2 Ｐ ｂ 、 2 1 3 Ｂ ｉ 、 2 2 3 Ｒ ａ 、 2 2 5 Ａ ｃ 、 ま た は そ
れ ら の 混 合 物 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 放 射 性 核 種 が 、 ７ ０ ～ ７ ０ ０ ｋ ｅ Ｖ の ガ ン マ 粒 子 ま た は ポ ジ ト ロ ン を 放 出 す る 、 請
求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 放 射 性 核 種 が 、 ２ ５ ～ ４ ０ ０ ０ ｋ ｅ Ｖ の ガ ン マ 粒 子 お よ び ／ ま た は ポ ジ ト ロ ン を 放
出 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 放 射 性 核 種 が 、 ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 法 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） を 実 施 す る た め に 使 用 さ れ る
、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 法 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） を 実 施 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 酵 素 が 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ
、 β － ラ ク タ マ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 お よ び
そ れ ら の 組 み 合 せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
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　 前 記 免 疫 調 節 物 質 ま た は サ イ ト カ イ ン が 、 Ｉ Ｌ － １ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ３ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、
Ｉ ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｌ － １ ８ 、 Ｉ Ｌ － ２ １ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － α 、 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン － β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 お よ び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 ま た は そ れ ら の
混 合 物 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 抗 血 管 形 成 剤 が 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 バ キ ュ ロ ス タ チ ン 、 キ ャ ン
ス タ チ ン 、 マ ス ピ ン 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 、 抗 胎 盤 成 長 因 子 抗 体 、 抗 血 管 成 長 因 子 抗 体 、 お よ
び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 一 次 治 療 薬 の 投 与 前 、 投 与 と 同 時 に 、 ま た は 投 与 後 に 、 診 断 用 薬 を 投 与 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 診 断 用 薬 が 、 １ つ ま た は 複 数 の 光 線 力 学 療 法 用 薬 剤 を 含 む 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 診 断 用 薬 が 光 増 感 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 光 増 感 剤 が 、 ベ ン ゾ ポ ル フ ィ リ ン 一 酸 環 Ａ （ Ｂ Ｄ Ｐ － Ｍ Ａ ） 、 ス ズ エ チ オ プ ル プ リ
ン （ Ｓ ｎ Ｅ Ｔ ２ ） 、 ス ル ホ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム フ タ ロ シ ア ニ ン （ Ａ ｌ Ｓ Ｐ ｃ ） 、 お よ び ル テ
チ ウ ム テ キ サ フ ィ リ ン （ Ｌ ｕ ｔ ｅ ｘ ） を 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 診 断 用 薬 が 、 １ つ ま た は 複 数 の 造 影 剤 を 含 み 、 前 記 方 法 が 、 磁 気 共 鳴 画 像 法 （ Ｍ Ｒ
Ｉ ） を 実 施 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 造 影 剤 が 、 ガ ド リ ニ ウ ム イ オ ン 、 ラ ン タ ン イ オ ン 、 マ ン ガ ン イ オ ン 、 鉄 、 ク ロ ム 、
銅 、 コ バ ル ト 、 ニ ッ ケ ル 、 フ ッ 素 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 テ ル ビ ウ
ム 、 ホ ル ミ ウ ム 、 ネ オ ジ ム 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 を 含 む 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 診 断 用 薬 が 、 Ｘ 線 用 ま た は コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 （ Ｃ Ｔ ） 用 の 、 １ つ ま た は 複 数
の 放 射 線 不 透 過 性 物 質 ま た は 造 影 剤 を 含 む 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 放 射 線 不 透 過 性 物 質 ま た は 造 影 剤 が 、 バ リ ウ ム 、 ジ ア ト リ ゾ エ ー ト 、 エ チ オ ダ イ ズ
ド 油 、 ク エ ン 酸 ガ リ ウ ム 、 イ オ カ ル ム 酸 、 イ オ セ タ ム 酸 、 ヨ ー ダ ミ ド 、 ヨ ー ジ パ ミ ド 、 ヨ
ー ド キ サ ム 酸 、 イ オ グ ラ ミ ド (iogulamide)、 イ オ ヘ キ ソ ー ル 、 イ オ パ ミ ド ー ル 、 イ オ パ ノ
酸 、 イ オ プ ロ セ ム 酸 、 イ オ セ フ ァ ム 酸 、 イ オ セ ル 酸 、 イ オ ス ラ ミ ド メ グ ル ミ ン 、 イ オ セ メ
チ ン 酸 、 イ オ タ ス ル 、 イ オ テ ト ル 酸 、 イ オ タ ラ ム 酸 、 イ オ ト ロ ク ス 酸 、 イ オ キ サ グ ル 酸 、
イ オ キ ソ ト リ ゾ 酸 、 イ ポ デ ー ト 、 メ グ ル ミ ン 、 メ ト リ ザ ミ ド 、 メ ト リ ゾ エ ー ト 、 プ ロ ピ リ
オ ド ン 、 塩 化 タ リ ウ ム 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 診 断 用 薬 が 、 超 音 波 画 像 法 を 実 施 す る た め の １ つ ま た は 複 数 の 造 影 剤 を 含 む 、 請 求
項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 造 影 剤 が 、 リ ポ ソ ー ム ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 リ ポ ソ ー ム が 、 ガ ス 入 り で あ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 亜 鉛 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ガ リ ウ ム 、 ル テ チ ウ ム 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ホ ウ 素 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 ウ
ラ ン 、 マ ン ガ ン 、 鉄 、 ク ロ ム 、 銅 、 コ バ ル ト 、 ニ ッ ケ ル 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 レ ニ ウ ム 、 ユ
ー ロ ピ ウ ム 、 テ ル ビ ウ ム 、 ホ ル ミ ウ ム 、 ネ オ ジ ム 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 せ か ら 選 択 さ れ
る 金 属 を 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ク ロ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 マ ン ガ ン （ Ｉ Ｉ ） 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 鉄 （ Ｉ Ｉ ） 、 コ バ ル ト （ Ｉ Ｉ ）
、 ニ ッ ケ ル （ Ｉ Ｉ ） 、 銅 （ Ｉ Ｉ ） 、 ネ オ ジ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 サ マ リ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 イ ッ テ
ル ビ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ガ ド リ ニ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 バ ナ ジ ウ ム （ Ｉ Ｉ ） 、 テ ル ビ ウ ム （ Ｉ Ｉ
Ｉ ） 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ホ ル ミ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 エ ル ビ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ま た
は そ れ ら の 組 み 合 せ か ら 選 択 さ れ る 常 磁 性 イ オ ン を 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求
項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 外 科 手 術 法 、 血 管 内 法 、 腹 腔 鏡 法 、 ま た は 内 視 鏡 法 を 実 施 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 ま た は 疾 患 に つ な が る 可 能 性 の あ る 状 態 を 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 （ Ａ ） 標 的 組 織 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の ア ー ム 、 お よ び 標 的 化 可 能 な 構 築 物 に 結 合
す る 少 な く と も １ つ の 他 の ア ー ム を 有 す る 結 合 分 子 を 、 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ ；
　 （ Ｂ ） 任 意 選 択 的 に 、 前 記 患 者 に 洗 浄 用 組 成 物 を 投 与 し 、 前 記 組 成 物 に よ り 循 環 か ら 非
局 在 結 合 分 子 を 洗 浄 す る ス テ ッ プ ； お よ び
　 （ Ｃ ） 請 求 項 ９ ま た は １ ７ に 記 載 の 化 合 物 を 含 む 標 的 化 可 能 な 構 築 物 を 前 記 患 者 に 投 与
す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 治 療 薬 と し て 、 請 求 項 １ に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 を と
も に 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 治 療 薬 を 投 与 す る た め の 用 具 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の さ ら な る 治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の 診 断 用 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2004年 1月 22に 出 願 の 、 米 国 仮 出 願 第 60/538,396号 （ 引 用 す る こ と に よ り 、
そ の 開 示 内 容 を 全 体 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） に 対 す る 優 先 権 を 請 求 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 葉 酸 受 容 体 （ 葉 酸 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｆ Ｂ Ｐ (folate biding protein)と も 呼 ば れ る ） は
、 あ る 種 の 悪 性 細 胞 型 で 過 剰 発 現 す る た め 、 癌 治 療 用 の 薬 剤 お よ び ／ ま た は 放 射 性 医 薬 の
潜 在 的 な 送 達 機 構 と し て 、 葉 酸 受 容 体 の タ ー ゲ テ ィ ン グ が 提 唱 さ れ て き た 。 Ｗ ｅ ｉ ｔ ｍ ａ
ｎ ら 、 (1992年 )Cancer Res.52,6708-11;Campbellら 、 (1991年 )Cancer Res.51,5329-38を
参 照 さ れ た い 。 葉 酸 は 、 様 々 な 治 療 用 分 子 お よ び ／ ま た は 診 断 用 分 子 に 結 合 さ れ て き た 。
Mathiasら 、 Bioconjugate Chem.2000,11,253-257、 お よ び Wangら 、 Bioconjugate Chem.19
97 9月 ～ 10月 、 8(5):673-9（ 両 者 と も 、 Ｄ Ｔ Ｐ Ａ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 9 9 m Ｔ ｃ キ
レ ー ト に つ い て 記 述 し て い る ） ;Siegelら 、 J.Nucl.Med.44(5):70)(2003)（ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ － 葉
酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 1 1 1 Ｉ ｎ キ レ ー ト に つ い て 記 述 し て い る ） 、 お よ び Leamonら 、 J.B
iol.Chem.Vol.268,No.33,1993年 11月 25日 、 24847～ ２ ４ ８ ５ ４ ペ ー ジ （ 葉 酸 － シ ュ ー ド モ
ナ ス 外 毒 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て 記 述 し て い る ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ 等 の 、 リ ボ 核 酸 分 解 (ribonucleolytic)活 性 を 有 す る 、 オ ン コ ナ ー ゼ お よ
び ／ ま た は 変 異 形 は 、 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス を 調 製 す る の に 有 用 な 治
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療 用 分 子 で あ る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 ヒ ョ ウ ガ エ ル (Rana pipiens)卵 母 細 胞 お よ び 初 期 胚 か
ら 精 製 さ れ る 、 分 子 量 １ ２ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン を 有 す る 、 非 哺 乳 動 物 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (R
Nase)で あ る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 血 液 ア ッ セ イ で （ Ｉ Ｃ 5 0 　 １ ０ - 1 1 Ｍ
） 、 ま た ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (Xenopus)卵 母 細 胞 に 微 量 注 入 し た と き （ Ｉ Ｃ 5 0 　 １ ０ - 1 0 Ｍ
） 、 タ ン パ ク 質 合 成 の 強 力 な 阻 害 を 引 き 起 こ す 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ａ ス ー パ
ー フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と は 違 っ て 、 卵 母 細 胞 ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 し な い 。 オ ン コ ナ ー ゼ
は 、 感 受 性 細 胞 の 細 胞 表 面 受 容 体 へ の 結 合 時 お よ び そ の サ イ ト ゾ ル 内 部 移 行 時 に 、 細 胞 性
Ｒ Ｎ Ａ の 不 活 化 を 含 む 機 構 に よ る 強 力 な タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 の 結 果 と し て 、 細 胞 死 を 引 き
起 こ す 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 哺 乳 動 物 の 胎 盤 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 阻 害 さ れ
ず 、 こ れ に よ っ て 、 哺 乳 動 物 の 対 応 物 と 比 較 し て 増 強 さ れ た オ ン コ ナ ー ゼ の 細 胞 障 害 性 を
説 明 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 ラ ッ ト （ 用 量 範 囲 ０ ． ０ １ ～ ０ ． ０ ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） で も イ ヌ （ ０ ． ０
０ ５ ～ ０ ． １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） で も 、 予 測 可 能 な 、 用 量 依 存 的 か つ 可 逆 的 毒 性 を 示 す こ と が
、 動 物 毒 物 学 研 究 か ら 分 か る 。 高 悪 性 度 の Ｍ １ ０ ９ マ デ ィ ソ ン (Madison)肺 癌 を 接 種 し 、
毎 日 お よ び 毎 週 の オ ン コ ナ ー ゼ 腹 腔 内 投 与 計 画 で 処 置 し た マ ウ ス は 共 に 、 有 意 に 長 い 生 存
を 示 し た 。 最 も 際 立 っ た 結 果 は 、 毎 週 の オ ン コ ナ ー ゼ 計 画 で 処 置 し た マ ウ ス 群 で み ら れ 、
動 物 １ ８ 匹 中 ６ 匹 が 長 期 生 き 続 け 、 癌 が 治 癒 し た よ う で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 臨 床 治 験 で 、 様 々 な 固 形 癌 に 対 し て 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と が 証 明 さ
れ て い る 。 こ れ に 関 し て 、 た と え ば 膵 臓 癌 患 者 を 治 療 す る と き に 、 オ ン コ ナ ー ゼ は 単 独 で
も 、 タ モ キ シ フ ェ ン 等 の 他 の 抗 腫 瘍 剤 と の 併 用 で も 、 使 用 さ れ て き た 。 抗 腫 瘍 剤 と し て 使
用 す る と き 、 そ れ を あ る 特 定 の 細 胞 型 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る マ ー カ ー に 、 オ ン コ ナ ー ゼ を
結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 フ ェ ー ズ Ｉ 試 験 で 、 様 々 な 再 発 性 腫 瘍 お よ び 抵 抗 性 腫 瘍 に 罹 っ て い る 患 者 に 、 オ ン コ ナ
ー ゼ を 静 脈 内 投 与 し た 。 用 量 ６ ０ ～ ６ ９ ０ μ ／ ｍ 2 の オ ン コ ナ ー ゼ は 、 一 般 的 に 、 フ ラ ッ
シ ン グ 、 筋 痛 、 一 過 性 の 眩 暈 、 お よ び 食 欲 減 退 と い う 、 起 こ り う る 副 作 用 を 引 き 起 こ し た
。 タ ン パ ク 尿 、 末 梢 浮 腫 、 高 窒 素 血 症 の 増 加 、 ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス の 低 下 、 な ら び
に 疲 労 を 呈 す る 、 用 量 制 限 的 腎 毒 性 を 含 む 、 観 察 さ れ た 毒 性 は 、 用 量 依 存 的 か つ 可 逆 的 で
あ り 、 動 物 毒 物 学 研 究 と 一 致 し て い る 。 毎 週 の オ ン コ ナ ー ゼ 静 脈 内 投 与 を 繰 り 返 し た 後 で
さ え 、 真 の 免 疫 学 的 感 作 の 臨 床 所 見 は 明 白 で は な か っ た 。 主 と し て 腎 毒 性 に 起 因 す る 、 最
大 耐 容 量 は 、 ９ ６ ０ μ ｇ ／ ｍ 2 で あ っ た 。 非 小 細 胞 肺 癌 、 食 道 癌 、 お よ び 直 腸 結 腸 癌 で 若
干 の 客 観 的 応 答 も 認 め ら れ た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 試 験 し た 動 物 、 お
よ び ヒ ト 患 者 の 大 部 分 で 耐 容 性 に す ぐ れ 、 一 貫 性 の あ る 可 逆 的 な 臨 床 毒 性 パ タ ー ン を 示 し
、 大 抵 の 化 学 療 法 剤 に 随 伴 す る 毒 性 の ほ と ん ど 、 た と え ば 骨 髄 抑 制 お よ び 脱 毛 症 を 引 き 起
こ さ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 小 サ イ ズ 、 動 物 起 源 、 な ら び に in vitroお よ び in vivo
で の 抗 腫 瘍 作 用 を 含 む 、 多 く の 望 ま し い 特 徴 を 有 す る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 耐 容 性 に 優 れ 、
ま た ヒ ト Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ ー に 抵 抗 性 が あ る 。 し か し 、 ヒ ョ ウ ガ エ ル 卵 母 細 胞 か ら 精
製 さ れ る オ ン コ ナ ー ゼ は 、 望 ま し く な い 特 性 を 有 す る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 天 然 源 か ら 得 ら れ
る た め 、 十 分 な 量 を 得 る こ と が 難 し く 高 価 な も の に な っ て い る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 ヒ ト 、
あ る い は 哺 乳 動 物 に さ え 由 来 し な い た め 、 一 般 に 、 ヒ ト で 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 促 進
す る 。 し た が っ て 、 ヒ ョ ウ ガ エ ル 卵 母 細 胞 か ら 精 製 さ れ た オ ン コ ナ ー ゼ の 細 胞 障 害 特 性 を
保 持 し て い る が 、 ヒ ト に お け る 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 持 た な い 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を 、
組 み 換 え に よ っ て 製 造 す る こ と は 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 方 法 論 に よ り 大 腸 菌 （ Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ） で 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を 製 造 し よ
う と い う 試 み は 失 敗 に 終 わ っ た 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 、 分 子 の 適 切 な 折 り 畳 み に 必 要 な Ｎ 末 端
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ピ ロ グ ル タ ミ ル 残 基 を 有 す る 。 こ の 残 基 は 、 オ ン コ ナ ー ゼ の リ ン 酸 結 合 ポ ケ ッ ト の 一 部 を
形 成 し 、 ま た Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ お よ び 抗 腫 瘍 活 性 に 不 可 欠 で あ る 。 大 腸 菌 に お け る 開 始 コ ド ン は
、 Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 、 ペ プ チ ド に Ｎ － ホ ル ミ ル － メ チ オ ニ ン を 挿 入 す る 。 し た
が っ て 、 組 み 換 え に よ り 大 腸 菌 で 産 生 さ れ る 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ は 、 Ｎ － 末 端 残 基 と し て
ピ ロ グ ル タ ミ ル を 持 た な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 WO 97/31116は 、 細 胞 障 害 性 活 性 を 保 持 す る 修 飾 さ れ た オ ン コ ナ ー ゼ を 産 生 す る 問 題 を
解 決 し た と 称 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 WO 97/31116は 、 メ チ オ ニ ン で 始 ま り 、 そ の 後 に
グ ル タ ミ ン 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 、 ウ シ Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ 　 Ａ の ２ ６ 、 ４ ０ 、 ５ ８ 、 ８ ４ 、 ９ ５ お よ
び １ １ ０ 位 に シ ス テ イ ン 、 ４ １ 位 に リ シ ン 、 お よ び １ １ ９ 位 に ヒ ス チ ジ ン 、 な ら び に 自 然
の オ ン コ ナ ー ゼ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 続 く ア ミ ノ 末 端 を 有 す る 、 組 み 換 え リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ を 開 示 し て い る 。 し か し 、 WO 97/31116は 、 Ｎ 末 端 残 基 と し て の ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 の 重
要 性 を 認 識 し て お ら ず 、 Ｎ 末 端 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 を 有 す る オ ン コ ナ ー ゼ 分 子 を 産 生 し て い
な い 。 そ れ ど こ ろ か 、 WO 97/31116は 、 リ ガ ン ド 分 子 へ の ア ミ ノ 末 端 配 列 の 付 加 お よ び ／
ま た は Ｎ － 末 端 に お け る 融 合 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ と 呼 ば れ る オ ン コ ナ ー ゼ の 変 異 形 が 、 ヒ ョ ウ ガ エ ル か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ
て い る 。 Chenら 、 Nucl.Acids.Res.,2000年 6月 15日 ,28(12):2375-82を 参 照 さ れ た い 。 オ ン
コ ナ ー ゼ お よ び ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ 等 の 変 異 形 は 、 治 療 薬 と し て 魅 力 的 な 候 補 で あ る た め 、 オ ン
コ ナ ー ゼ を 特 定 の 組 織 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 方 法 を 開 発 す る こ と は 望 ま し い 。 し か し 、 最
良 の 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に は 、 オ ン コ ナ ー ゼ を 特 定 の 組 織 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ほ か
に も 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た オ ン コ ナ ー ゼ が 容 易 に 内 部 移 行 さ れ る こ と も ま た 重 要 で あ る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る も の は 、 標 的 組 織 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き 、 標 的 組
織 に よ り 内 部 移 行 さ れ る 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス で あ る 。 当 該 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス は 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と 共 に 製 剤 化 し て 、 一 次 治 療 薬
を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 当 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス は 、 葉 酸 受 容 体
リ ガ ン ド お よ び リ ボ 核 酸 分 解 部 分 （ た と え ば 、 オ ン コ ナ ー ゼ ま た は ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ 等 の 変 異
形 ） を 含 む 。 好 ま し く は 、 当 該 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス は 、 当 該 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス が 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る よ う に 、 リ ボ 核 酸 分 解 活 性 （ す
な わ ち 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 活 性 ） を 保 持 す る 。 適 当 な 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 葉 酸 、 メ ト ト レ キ
サ ー ト 、 お よ び 葉 酸 受 容 体 に 結 合 す る 葉 酸 類 縁 体 を 含 む 。 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 リ
ボ 核 酸 分 解 部 分 に 直 接 結 合 し て い て も よ く 、 あ る い は 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 ジ イ ソ
シ ア ネ ー ト 、 ジ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ビ ス （ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
） エ ス テ ル 、 マ レ イ ミ ド － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 、 リ ン カ ー に よ り リ ボ 核 酸 分 解 部 分 に 間 接 的 に 結 合 し て い て
も よ い 。 特 に 、 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 当 該 部 分 内 の １ つ ま た は 複 数 の リ シ ン 、 ヒ ス
チ ジ ン 、 ま た は シ ス テ イ ン 残 基 に て 、 リ ボ 核 酸 分 解 部 分 に 結 合 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 当 該 コ ン プ レ ッ ク ス は 、 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド と リ ボ 核 酸 分 解 部 分 と の 間 の 相 互 作 用 を 促
進 す る た め に 、 ア ダ プ タ ー を 使 用 し て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 当 該 部 分 は 、 ヒ ス チ ジ ン
タ グ （ 好 ま し く は 、 少 な く と も ６ つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 み 、 ま た 好 ま し く は Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 末
端 に 位 置 す る ） を 含 み 、 ま た 、 当 該 部 分 は 、 Ｎ ｉ 2 + 等 の 金 属 陽 イ オ ン に 結 合 す る 。 同 様 に
、 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 ニ ト リ ロ ロ ト リ 酢 酸 (nitrilolotriacetic acid)残 基 等 の
金 属 結 合 分 子 (metal-binding molecule)に 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ れ 、 当 該 リ ボ 核 酸
分 解 部 分 お よ び 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 Ｎ ｉ 2 + 等 の 金 属 陽 イ オ ン と と も に 、 コ ン プ レ
ッ ク ス 中 で 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド お よ び ニ ト リ ロ ロ ト リ 酢 酸 残
基 は 、 さ ら な る 分 子 、 （ た と え ば 抗 原 性 分 子 、 ハ プ テ ン 類 、 硬 酸 キ レ ー ト 剤 、 軟 酸 キ レ ー
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ト 剤 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ ） を 含 む ペ プ チ ド の 一 部 と し て 存 在 す る 。 当 該 ペ プ チ ド に
は 、 標 的 組 織 に も 特 異 的 に 結 合 す る 多 重 特 異 性 結 合 分 子 が 特 異 的 に 結 合 し て も よ い 。 そ の
よ う な も の と し て 、 当 該 コ ン プ レ ッ ク ス を 、 当 該 組 織 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 次 治 療 薬 （ す な わ ち 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と と も に 製 剤 化 さ れ る 当 該 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト ま た は コ ン プ レ ッ ク ス ） を 、 そ れ を 必 要 と し て い る 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 疾
患 、 病 気 ま た は 状 態 を 治 療 す る 方 法 も 開 示 す る 。 当 該 一 次 治 療 薬 は 、 単 独 で 投 与 し て も 、
さ ら な る 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 と と も に 投 与 し て も よ く 、 こ れ は 、 一 次 治 療 薬 の
投 与 前 に 、 一 次 治 療 の 投 与 と 同 時 に 、 ま た は 一 次 治 療 薬 の 投 与 後 に 投 与 し て も よ い 。 さ ら
な る 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 は 、 結 合 分 子 （ た と え ば 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 ） 、 薬
剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 毒 素 、 酵 素 、 酵 素 阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ホ ル モ ン 、 ホ ル モ ン 作 用 物
質 、 免 疫 調 節 物 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 キ レ ー ト 剤 、 ホ ウ 素 化 合 物 、 光 活 性 薬 剤 、 放 射 性 核 種 、
抗 血 管 形 成 剤 、 色 素 、 放 射 線 不 透 過 性 物 質 、 造 影 剤 、 蛍 光 性 化 合 物 、 増 強 剤 、 お よ び そ れ
ら の 組 み 合 せ を 含 む 。 さ ら な る 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 は 、 一 次 治 療 薬 と 直 接 結 合
（ た と え ば そ れ に 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 ） さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 適 当 な 、 さ ら に 投 与 さ れ る 薬 剤 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 お よ び ／ ま た は 毒 素 は 、 ア プ リ ジ ン 、
ア ザ リ ビ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 ア ザ シ チ ジ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ボ ル テ ゾ ミ ブ 、 ブ リ オ
ス タ チ ン － １ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 １ ０ － ヒ ド ロ キ シ カ ン プ ト テ シ ン 、 カ ル
ム ス チ ン 、 セ レ ブ レ ッ ク ス 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 イ リ ノ テ カ ン （ Ｃ Ｐ Ｔ － １
１ ） 、 Ｓ Ｎ － ３ ８ 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、
ダ カ ル バ ジ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 ダ ウ ノ
ル ビ シ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ
シ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ピ ル ビ シ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 エ チ ニ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 エ ス ト ラ ム
ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 エ ト ポ シ ド グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ト ポ シ ド ホ ス フ ェ ー ト 、 フ ロ ク ス ウ リ
ジ ン （ Ｆ Ｕ ｄ Ｒ ） 、 ３ ´ ， ５ ´ － Ｏ － ジ オ レ オ イ ル － Ｆ ｕ ｄ Ｒ （ Ｆ Ｕ ｄ Ｒ － ｄ Ｏ ） 、 フ ル
ダ ラ ビ ン 、 フ ル タ ミ ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ル オ キ シ メ ス テ ロ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 カ プ
ロ ン 酸 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 Ｌ
－ ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ロ イ コ ボ リ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 酢 酸 メ ド ロ プ ロ ゲ ス
テ ロ ン 、 酢 酸 メ ゲ ス テ ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン
、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ス ラ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト タ ン 、
フ ェ ニ ル ブ チ レ ー ト 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン
、 セ ム ス チ ン ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 タ キ サ ン 類 、 タ キ ソ ー ル 、 プ ロ ピ オ ン
酸 テ ス ト ス テ ロ ン 、 サ リ ド マ イ ド 、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン 、
ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 リ シ ン 、 ア ブ リ
ン 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 オ ン コ ナ ー ゼ 、 ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｉ 、 ブ ド ウ 球 菌 エ ン
テ ロ ト キ シ ン － Ａ 、 ヨ ウ シ ュ ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 ゲ ロ ニ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒
素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 内 毒 素 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 適 当 な 放 射 性 核 種 は 、 1 8 Ｆ 、 3 2 Ｐ 、 3 3 Ｐ 、 4 5 Ｔ ｉ 、 4 7 Ｓ ｃ 、 5 2 Ｆ ｅ 。 5 9 Ｆ ｅ 、 6 2 Ｃ ｕ 、
6 4 Ｃ ｕ 、 6 7 Ｃ ｕ 、 6 7 Ｇ ａ 、 6 8 Ｇ ａ 、 7 5 Ｓ ｅ 、 7 7 Ａ ｓ 、 8 6 Ｙ 、 8 9 Ｓ ｒ 、 8 9 Ｚ ｒ 、 9 0 Ｙ 、 9 4 Ｔ
Ｃ 、 9 4 m Ｔ ｃ 、 9 9 Ｍ ｏ 、 9 9 m Ｔ ｃ 、 1 0 5 Ｐ ｄ 、 1 0 5 Ｒ ｈ 、 1 1 1 Ａ ｇ 、 1 1 1 Ｉ ｎ 、 1 2 3 Ｉ 、 1 2 4 Ｉ 、
1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ 、 1 4 2 Ｐ ｒ 、 1 4 3 Ｐ ｒ 、 1 4 9 Ｐ ｍ 、 1 5 3 Ｓ ｍ 、 1 5 4 - l 5 8 Ｇ ｄ 、 1 6 1 Ｔ ｂ 、 1 6 6 Ｄ ｙ
、 1 6 6 Ｈ ｏ 、 1 6 9 Ｅ ｒ 、 1 7 5 Ｌ ｕ 、 1 7 7 Ｌ ｕ 、 1 8 6 Ｒ ｅ 、 1 8 8 Ｒ ｅ 、 1 8 9 Ｒ ｅ 、 1 9 4 Ｉ ｒ 、 1 9 8 Ａ
ｕ 、 1 9 9 Ａ ｕ 、 2 1 1 Ａ ｔ 、 2 1 1 Ｐ ｂ 、 2 1 2 Ｂ ｉ 、 2 1 2 Ｐ ｂ 、 2 1 3 Ｂ ｉ 、 2 2 3 Ｒ ａ 、 2 2 5 Ａ ｃ 、 ま た
は そ れ ら の 混 合 物 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 放 射 性 核 種 を 治 療 に 使 用 す る の で あ れ ば 、 当
該 放 射 性 核 種 は 、 ７ ０ ～ ７ ０ ０ ｋ ｅ Ｖ の γ 粒 子 ま た は ポ ジ ト ロ ン を 放 射 す る こ と が 望 ま し
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い で あ ろ う 。 放 射 性 核 種 を 診 断 に 使 用 す る の で あ れ ば 、 当 該 放 射 性 核 種 は 、 ２ ５ － ４ ０ ０
０ ｋ ｅ Ｖ の γ 粒 子 お よ び ／ ま た は ポ ジ ト ロ ン を 放 射 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 放 射 性
核 種 を 使 用 し て ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 法 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ り 、 本 方
法 は 、 Ｐ Ｅ Ｔ を 実 施 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 次 治 療 薬 と と も に 投 与 す る こ と が 可 能 な 適 当 な 酵 素 は 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 、
グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ヌ ク
レ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 リ パ ー ゼ 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 一 次 治 療 薬 に 加 え て 、 結 合 分 子 が 投 与 さ れ る 。 当 該 結 合 分 子 は 、 抗 体
ま た は 抗 体 の 断 片 を 含 む こ と が で き る 。 当 該 結 合 分 子 は 、 多 価 お よ び ／ ま た は 多 価 か つ 多
重 特 異 性 で あ っ て も よ い 。 詳 細 に は 、 当 該 結 合 分 子 は 、 二 重 特 異 性 で あ っ て も よ い 。 当 該
結 合 分 子 は 、 標 的 と す る 組 織 に 特 異 的 に 結 合 す る １ つ ま た は 複 数 の ア ー ム 、 お よ び 当 該 一
次 治 療 薬 内 に 存 在 す る １ つ ま た は 複 数 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る １ つ ま た は 複 数 の ア ー ム
を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 、 当 該 結 合 分 子 お よ び 当 該 一 次 治 療 分 子 は 、 米 国 特 許 出 願 第 10/1
50,654号 、 米 国 特 許 出 願 第 09/823,746号 、 米 国 特 許 出 願 第 09/337,756号 、 米 国 特 許 出 願 第
09/382,186号 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 60/444,357（ 2003年 1月 31日 出 願 ） に 記 載 の 、 「 タ
ー ゲ テ ィ ン グ 」 ま た は 「 前 タ ー ゲ テ ィ ン グ 」 工 程 を 含 む 治 療 で 、 使 用 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 該 結 合 分 子 が 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 む 場 合 、 当 該 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 ヒ ト 抗 体
、 キ メ ラ 抗 体 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 あ る い は ヒ ト 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 の
断 片 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 適 す る 抗 体 は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ６ ７ ９ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ ３ ４ 、 Ｍ
Ａ ｂ 　 Ｍ ｕ － ９ 、 お よ び Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ Ｎ － １ ４ を 含 ん で も よ い 。 加 え て 、 当 該 結 合 分 子 は 、
融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で も よ い 。 当 該 結 合 分 子 が 抗 体 の 断 片 を 含 む 場 合 、 当 該 結 合 分 子 は
、 選 択 さ れ た 抗 体 の １ つ ま た は 複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で も よ い 。 た と え ば 、 当 該 結 合 分 子 は
、 Ｍ Ａ ｂ 　 ６ ７ ９ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ ３ ４ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ｕ － ９ 、 ま た は Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ Ｎ － １ ４ の Ｃ
Ｄ Ｒ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 当 該 結 合 分 子 は 、 様 々 な 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 特 に 適 す
る 抗 原 は 、 癌 胎 児 性 抗 原 、 テ ネ イ シ ン 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体
、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 ガ ン グ リ オ シ ド 類 、 Ｈ Ｅ Ｒ ／ ２
ｎ ｅ ｕ 受 容 体 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 当 該 抗
原 は 、 結 腸 特 異 的 抗 原 － ｐ （ Ｃ Ｓ Ａ ｐ ） 、 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ５ 、 Ｃ
Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ５ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 Ｃ Ｄ ２ １ 、 Ｃ Ｄ ２ ２ 、 Ｃ Ｄ ２ ３ 、 Ｃ Ｄ
２ ５ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ７ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｉ ａ 、 Ｉ ｉ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　
１ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ２ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ３ 、 Ｍ Ｕ Ｃ 　 ４ 、 Ｎ Ｃ Ａ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｈ Ｅ Ｒ 　 ２ ／ ｎ ｅ ｕ 、 Ｐ
Ａ Ｍ － ４ 、 Ｔ Ａ Ｇ － ７ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｐ － １ 、 Ｅ Ｇ Ｐ － ２ 、 Ａ ３ 、 Ｋ Ｓ － １ 、 Ｌ ｅ （ ｙ ） 、 Ｓ １
０ ０ 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ａ 、 テ ネ イ シ ン 、 葉 酸 受 容 体 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｐ １ Ｇ Ｆ 、 Ｉ Ｌ Ｇ Ｆ － １
、 壊 死 抗 原 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｔ １ ０ １ 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 せ か ら 選
択 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 当 該 一 次 治 療 薬 に 加 え て 、 免 疫 調 節 物 質 ま た は サ イ ト カ イ ン 類 を 投 与 し て も よ い 。 た と
え ば 、 該 免 疫 調 節 物 質 ま た は サ イ ト カ イ ン は 、 Ｉ Ｌ － １ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ３ 、 Ｉ Ｌ － ６
、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｌ － １ ８ 、 Ｉ Ｌ － ２ １ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － α 、 イ ン タ ー
フ ェ ロ ン － β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 お よ び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 ま た は そ れ ら
の 混 合 物 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 当 該 一 次 治 療 薬 に 加 え て 、 抗 血 管 形 成 剤 を 投 与 す る こ と が 望 ま し い こ と も あ る 。 当 該 抗
血 管 形 成 剤 は 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 バ キ ュ ロ ス タ チ ン 、 キ ャ ン ス タ チ ン
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、 マ ス ピ ン 、 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 抗 体 、 抗 胎 盤 成 長 因 子 抗 体 、 抗 血 管 成 長 因 子 抗 体 、 お よ び そ れ ら
の 混 合 物 か ら 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 当 該 一 次 治 療 薬 に 加 え て 、 治 療 用 ま た は 診 断 用 金 属 が 投 与 さ れ る 。
適 当 な 金 属 は 、 亜 鉛 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ガ リ ウ ム 、 ル テ チ ウ ム 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ホ ウ 素 、 ガ ド
リ ニ ウ ム 、 ウ ラ ン 、 マ ン ガ ン 、 鉄 、 ク ロ ム 、 銅 、 コ バ ル ト 、 ニ ッ ケ ル 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、
レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 テ ル ビ ウ ム 、 ホ ル ミ ウ ム 、 ネ オ ジ ム 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ を
含 む こ と が 可 能 で あ る 。 当 該 一 次 治 療 薬 に 加 え て 、 常 磁 性 イ オ ン を 投 与 す る こ と が 望 ま し
い こ と も あ る （ た と え ば ク ロ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 マ ン ガ ン （ Ｉ Ｉ ） 、 鉄 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 鉄 （ Ｉ Ｉ
） 、 コ バ ル ト （ Ｉ Ｉ ） 、 ニ ッ ケ ル （ Ｉ Ｉ ） 、 銅 （ Ｉ Ｉ ） 、 ネ オ ジ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 サ マ リ ウ
ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 イ ッ テ ル ビ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ガ ド リ ニ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 バ ナ ジ ウ ム （ Ｉ Ｉ
） 、 テ ル ビ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ホ ル ミ ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 エ ル ビ
ウ ム （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 望 ま し い 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 は 、 光 線 力 学 療 法 用 の １ つ ま た は 複 数 の 薬 剤 を
含 む こ と も 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 当 該 薬 剤 は 、 ベ ン ゾ ポ ル フ ィ リ ン 一 酸 環 Ａ （ Ｂ Ｄ Ｐ －
Ｍ Ａ ） 、 ス ズ エ チ オ プ ル プ リ ン （ Ｓ ｎ Ｅ Ｔ ２ ） 、 ス ル ホ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム フ タ ロ シ ア ニ ン
（ Ａ ｌ Ｓ Ｐ ｃ ） 、 ま た は ル テ チ ウ ム テ キ サ フ ィ リ ン （ Ｌ ｕ ｔ ｅ ｘ ） を 含 む 分 子 等 の 、 光 増
感 剤 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 当 該 一 次 治 療 薬 の 投 与 に 加 え て 、 磁 気 共 鳴 画 像 法 （ Ｍ Ｒ Ｉ ） を 実 施 す る た め に 、 １ つ ま
た は 複 数 の 診 断 用 薬 、 た と え ば 、 造 影 剤 を 投 与 す る こ と が 望 ま し い こ と も あ る 。 適 当 な 造
影 剤 は 、 ガ ド リ ニ ウ ム ラ ン タ ン イ オ ン 、 マ ン ガ ン イ オ ン 、 鉄 、 ク ロ ム 、 銅 、 コ バ ル ト 、 ニ
ッ ケ ル 、 フ ッ 素 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 テ ル ビ ウ ム 、 ホ ル ミ ウ ム 、
ネ オ ジ ム 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Ｘ 線 ま た は コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 （ Ｃ Ｔ ） 用 の １ つ ま た は 複 数 の 放 射 線 不 透 過 性 物 質
ま た は 造 影 剤 を 投 与 す る こ と が 望 ま し い こ と も あ る 。 適 当 な 放 射 線 不 透 過 性 物 質 ま た は 造
影 剤 は 、 バ リ ウ ム 、 ジ ア ト リ ゾ エ ー ト 、 エ チ オ ダ イ ズ ド 油 、 ク エ ン 酸 ガ リ ウ ム 、 イ オ カ ル
ム 酸 、 イ オ セ タ ム 酸 、 ヨ ー ダ ミ ド 、 ヨ ー ジ パ ミ ド 、 ヨ ー ド キ サ ム 酸 、 イ オ グ ラ ミ ド （ ｉ ｏ
ｇ ｕ ｌ ａ ｍ ｉ ｄ ｅ ） 、 イ オ ヘ キ ソ ー ル 、 イ オ パ ミ ド ー ル 、 イ オ パ ノ 酸 、 イ オ プ ロ セ ム 酸 、
イ オ セ フ ァ ム 酸 、 イ オ セ ル 酸 、 イ オ ス ラ ミ ド メ グ ル ミ ン 、 イ オ セ メ チ ン 酸 （ ｉ ｏ ｓ ｅ ｍ ｅ
ｔ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ ｄ ） 、 イ オ タ ス ル 、 イ オ テ ト ル 酸 、 イ オ タ ラ ム 酸 、 イ オ ト ロ ク ス 酸 、 イ オ
キ サ グ ル 酸 、 イ オ キ ソ ト リ ゾ 酸 、 イ ポ デ ー ト 、 メ グ ル ミ ン 、 メ ト リ ザ ミ ド 、 メ ト リ ゾ エ ー
ト 、 プ ロ ピ リ オ ド ン 、 塩 化 タ リ ウ ム 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 せ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 超 音 波 画 像 法 を 実 施 す る た め に 、 １ つ ま た は 複 数 の 造 影 剤 を 投
与 す る こ と が 望 ま し い こ と も あ る 。 当 該 造 影 剤 は 、 リ ポ ソ ー ム ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 む
こ と が で き 、 ま た 当 該 リ ポ ソ ー ム は 、 ガ ス 入 り で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 当 該 一 次 治 療 薬 の 投 与 に 加 え て 、 外 科 手 術 法 、 血 管 内 法 、 腹 腔 鏡 法 、 ま た は 内 視 鏡 法 等
の 、 他 の 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 用 法 を さ ら に 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 治 療 薬 を 形 成 す る た め に 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と と も に コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ／ ま
た は コ ン プ レ ッ ク ス を 含 む 、 キ ッ ト も ま た 開 示 す る 。 当 該 キ ッ ト は 、 当 該 治 療 薬 を 投 与 す
る た め の 用 具 を 含 ん で も よ い 。 加 え て 、 当 該 キ ッ ト は 、 １ つ ま た は 複 数 の 補 足 的 治 療 薬 お
よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 白 に な る で あ ろ う 。 し
か し 、 当 然 の こ と な が ら 、 詳 細 な 説 明 お よ び 具 体 例 は 、 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 示 す が
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、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 の 様 々 な 変 更 お よ び 修 飾 は 、 こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者 に 明
白 に な る で あ ろ う た め 、 例 と し て 示 す に 過 ぎ な い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
［ 定 義 ］
　 別 に 規 定 が な い 限 り 、 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ
れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 加 え て 、 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 参 考 文 献 の 内 容 を 、 全
体 と し て 、 引 用 す る こ と に よ り 組 み 込 む 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 下 記 の 用 語 を 以 下 の 通
り に 定 義 す る ：
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 は 、 名 称 で 、 あ る い は 一 般 に 知 ら れ て い る ３ 文 字 記 号 か ま た は １ 文 字 Ｉ Ｕ Ｐ Ａ
Ｃ 記 号 の い ず れ か で 呼 ぶ 。 ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 受 け 入 れ ら れ て い る １ 文 字 コ ー ド で 呼
ぶ 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 あ る 特 定 の 核 酸 配 列 の 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 」 は 、 同 一 か ま た は 本 質 的 に 同 一 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 す か 、 あ る い は 当 該 核 酸 が ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し な い
場 合 に は 、 本 質 的 に 同 一 の 配 列 を 指 す 。 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 多 数 の 機 能 的 に 同 一 の 核
酸 が 、 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 た と え ば 、 コ ド ン Ｇ Ｃ Ａ 、 Ｇ Ｃ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ｇ お よ
び Ｇ Ｃ Ｕ は 全 て 、 ア ミ ノ 酸 ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 。 し た が っ て 、 コ ド ン に よ り ア ラ ニ ン が
特 定 さ れ る 各 位 置 で 、 当 該 コ ド ン は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 変 え ず に 、 記 載 さ れ て
い る 対 応 す る コ ド ン の い ず れ か に 変 え る こ と が 可 能 で あ る 。 メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る Ａ Ｕ
Ｇ を 除 き 、 核 酸 の 各 コ ド ン を 修 飾 し て 、 機 能 的 に 同 一 の 分 子 を 生 じ る こ と が で き る 。 本 明
細 書 に 記 載 の 核 酸 配 列 は ま た 、 こ れ ら の 変 更 も 含 む 。 「 変 異 形 」 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 「
保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 」 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 」 は 、 コ ー ド さ れ た 配 列 中 の １ つ の ア ミ ノ 酸
ま た は わ ず か な 比 率 の ア ミ ノ 酸 を 変 え る 個 々 の 置 換 で あ っ て 、 当 該 変 化 に よ り 、 ア ミ ノ 酸
が 、 そ れ と 化 学 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る も の を 含 む 。 保 存 的 な 置 換 は 当 業 者 に
周 知 で あ る 。 以 下 の ６ 群 は そ れ ぞ れ 、 互 い に 保 存 的 な 置 換 で あ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ：
　 １ ． ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン
　 ２ ． ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸
　 ３ ． ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン
　 ４ ． ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン
　 ５ ． イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 お よ び
　 ６ ． フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 」 は ま た 、 コ ー ド さ れ た 配 列 中 の １ つ の ア ミ
ノ 酸 ま た は わ ず か な 比 率 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 ま た は 付 加 で あ っ て 、 当 該 付 加 お よ び 欠 失 に よ
り 、 ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ と 化 学 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る も の を 含 む 。 本 明 細 書 に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は ま た 、 こ れ ら の 変 異 も 含 む 。 「 変 異 形 」 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 「 保
存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 」 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 生 物 学 的 に 純 粋 な 」 は 、 そ の 天 然 の 環 境 で 発 見 さ れ る よ う
な 、 通 常 は そ れ に 随 伴 す る 成 分 を 実 質 的 に ま た は 本 質 的 に 含 ま な い 材 料 を 指 す 。 当 該 単 離
さ れ た 材 料 は 、 場 合 に よ り 、 そ の 自 然 環 境 で 、 当 該 材 料 と 一 緒 に 存 在 し な い 材 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 核 酸 」 は 、 一 本 鎖 形 ま た は 二 本 鎖 形 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド ポ リ マ ー を 指 し 、 別 に 限 定 さ れ な け れ ば 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 の 方 法 で 核
酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 公 知 の 類 縁 体 を 含 む 。 別 に 指 示 が な け れ ば
、 あ る 特 定 の 核 酸 配 列 は 、 そ の 相 補 的 配 列 を 含 む 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 細 胞 に よ っ て 転 写 さ れ 翻 訳 さ れ 得 る 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。 組 み 換 え 発 現 カ セ ッ ト は 、 標 的 細
胞 に お い て 、 あ る 特 定 の 核 酸 の 転 写 を 可 能 に す る 一 連 の 特 定 さ れ た 核 酸 エ レ メ ン ト を 有 す
る 、 組 み 換 え ま た は 合 成 に よ り 作 製 さ れ る 核 酸 構 築 物 で あ る 。 当 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ラ
ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 核 酸 断 片 の 一 部 で あ っ て も よ い 。 一 般 的 に 、 発 現 ベ ク タ ー の 組
み 換 え 発 現 カ セ ッ ト 部 分 は 、 転 写 さ れ る 核 酸 お よ び そ れ に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー
タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 に 関 し て 使 用 さ れ る と き 、 用 語 「 組 み 換 え 」 は 、 細 胞 が 、 当 該 細 胞 に と っ て
外 来 起 源 で あ る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 示 す
。 組 み 換 え 細 胞 は 、 当 該 細 胞 の 生 来 （ 非 組 み 換 え ） 形 の 中 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 を 発 現 す
る こ と が で き る 。 組 み 換 え 細 胞 は ま た 、 人 工 的 に 、 た と え ば 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下
で 、 当 該 遺 伝 子 が 当 該 細 胞 に 再 導 入 さ れ た 場 合 、 当 該 細 胞 の 生 来 形 に 存 在 す る 遺 伝 子 も 発
現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド と の 関 連 で 、 用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 ま た は 「 実 質 的 類 似 性 」 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド が 、 参 照 配 列 と 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む こ と を 示 す 。 実 質 的 に 同 一 で あ る ２ つ の ポ リ ペ プ
チ ド は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 が 、 第 ２ の ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反
応 す る こ と を 意 味 す る 。 ２ つ の 核 酸 が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と は 、 当 該 ２ つ の 分 子 が 、 ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 概 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 は 、 明 確 に 規 定 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ に て 、 あ る 特 定 の 配 列 に 関 す る 熱 融
解 点 （ Ｔ ｍ ） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 い よ う に 選 択 さ れ る 。 Ｔ ｍ は 、 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が 、 完
全 に マ ッ チ し た プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 明 確 に 規 定 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び
ｐ Ｈ で ） で あ る 。 し か し 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 で
あ っ て も 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ れ ば 、 そ れ で も や は り 実
質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 」 は 、 結 合 分 子 、 抗 体 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 因 子 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ た と え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 ま た は 所 与
の 細 胞 型 上 の マ ー カ ー に 特 異 的 で あ る リ ガ ン ド で あ る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ の 例 は 、 Kalotaら 、 Cancer Biol.Ther.2004年 1月 ;3(1);Tongら 、 Clin. 
Lung Cancer2001年 2月 ;2(3):220-6;Deanら 、 Oncogene 2003年 12月 8日 ;22(56):9087-96;Na
htaら 、 Semin.Oncol.2003年 10月 ;30(5 Suppl 16):143-9;Patryら 、 Cancer Res.2003年 11
月 15日 ;63(22):7679-88;Duxburyら 、 Biochem Biophys Res Commun.2003年 11月 21日 ;311(3
)786-92;Crnkovic-Mertensら 、 Oncogene 2003年 11月 13日 ;22(51):8330-6;Lipscombら 、 Cl
in Exp Metastasis 2003年 ;20(6):569-76;Wallら 、 Lancet 2003年 10月 25日 ;362(9393):14
01-3;Bedfordら 、 Semin Cancer Biol2003年 8月 ;13(40):301-8;Damm-Welkら 、 Semin Cance
r Biol.2003年 8月 ;13(4):283-92;Dunrsmaら 、 Semin Cancer Biol.2003年 8月 ;13(4):267-7
3（ そ の 全 て を 、 引 用 す る こ と に よ り 、 全 体 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） に 開 示 さ れ て い
る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ 抗 原 を 使 用 し て 、 細 胞 型 と 関 連 し た マ ー カ ー と 優 先 的 に 結 合 す る こ と
に よ っ て 、 付 着 分 子 を 所 与 の 細 胞 型 に 特 異 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 、 オ ン コ ナ ー ゼ お よ び タ ー
ゲ テ ィ ン グ 抗 原 ま た は 抗 体 を つ な ぎ 合 わ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ る キ メ ラ 分 子 で あ る 。 オ
ン コ ナ ー ゼ お よ び タ ー ゲ テ ィ ン グ 抗 原 は 、 一 般 的 に 、 当 該 タ ー ゲ テ ィ ン グ 抗 原 の ア ミ ノ 末
端 と オ ン コ ナ ー ゼ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 と の 間 に 形 成 さ れ る ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ
、 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て 、 組 み 換 え に よ り 発 現 さ れ る 。 一 本
鎖 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ つ の 近 接 し た ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 は 、 ２ つ の 分 子 （ た と え ば オ ン コ ナ ー ゼ お よ び タ ー ゲ テ ィ ン
グ 抗 原 ま た は 抗 体 ） の 化 学 結 合 に よ り 形 成 さ れ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 」 は 、 不 活 性 で あ る か 、 ま た は さ も な け れ ば 当 該 薬 剤 と 相 容
性 で あ る の み な ら ず 医 学 的 に 許 容 で き る た め 、 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 （ た と え ば オ ン コ ナ
ー ゼ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 投 与 す る た め の 媒 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 材 料 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 結 合 分 子 は 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 分 子 で あ る 。 結 合
分 子 は 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 、 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 断 片 を 含 む 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 、 Ｆ
（ ａ ｂ ） 2 、 Ｆ ａ ｂ ´ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 等 々 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 超
可 変 抗 原 － 結 合 領 域 を 保 持 す る 細 断 片 も ま た 有 用 で あ る 。 結 合 分 子 は ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ た と え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ ） も 含 む こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 は 、 全 長 （ す な わ ち 、 天 然 の 、 ま た は 正 常 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝
子 断 片 組 み 換 え 方 法 で 形 成 さ れ る ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 （ た と え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 ） 、 ま た
は 抗 体 断 片 の よ う な 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な （ す な わ ち 、 特 異 的 に 結 合
す る ） 部 分 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 抗 体 断 片 は 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 、 ｓ Ｆ ｖ 等 々 の 、 抗 体
の 一 部 で あ る 。 構 造 と 関 係 な く 、 抗 体 断 片 は 、 無 傷 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 同 一 抗 原 と 結
合 す る 。 用 語 「 抗 体 断 片 」 は ま た 、 あ る 特 定 の 抗 原 に 結 合 し て コ ン プ レ ッ ク ス を 形 成 す る
こ と に よ り 抗 体 の よ う に 作 用 す る 、 合 成 タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝 子 操 作 タ ン パ ク 質 も 含 む 。
た と え ば 、 抗 体 断 片 は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 か ら な る 「 Ｆ ｖ 」 断 片 等 の 、 可 変 領 域
か ら な る 単 離 さ れ た 断 片 、 軽 鎖 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 が 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー （ 「 ｓ
ｃ Ｆ ｖ タ ン パ ク 質 」 ） で 繋 が れ た 組 み 換 え 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 、 お よ び 超 可 変 領 域 に
よ く 似 た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 最 小 認 識 単 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 １ つ の 種 に 由 来 す る 抗 体 、 好 ま し く は 齧 歯 類 抗 体 の 、 相 補 性 決 定 領 域 （
Ｃ Ｄ Ｒ ） を 含 む 可 変 部 を 含 む が 、 当 該 抗 体 分 子 の 定 常 部 は 、 ヒ ト 抗 体 の そ れ に 由 来 す る 、
組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ る 。 獣 医 学 用 途 の 場 合 、 当 該 キ メ ラ の 抗 体 の 定 常 部 は 、 他 の 種 、
た と え ば ネ コ ま た は イ ヌ の そ れ に 由 来 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 １ つ の 種 か ら の 抗 体 、 た と え ば 齧 歯 類 抗 体 に 由 来 す る Ｃ Ｄ Ｒ が 、 当 該 齧
歯 類 抗 体 の 重 可 変 鎖 お よ び 軽 可 変 鎖 か ら 、 ヒ ト 重 可 変 部 お よ び 軽 可 変 部 に 移 入 さ れ る 、 組
み 換 え タ ン パ ク 質 で あ る 。 当 該 抗 体 分 子 の 定 常 部 は 、 ヒ ト 抗 体 の 定 常 部 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 抗 原 チ ャ レ ン ジ に 応 答 し て 特 異 的 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る よ う に 「 操 作 」 さ れ
て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 含 む 、 様 々 な ソ ー ス か ら 得 ら れ る 完 全 に ヒ ト 組 成 の 抗
体 で あ る 。 こ の 技 術 で は 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 座 の エ レ メ ン ト が 、 標 的 と さ れ る 内
因 性 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 座 の 破 壊 を 含 む 胚 性 幹 細 胞 系 由 来 の マ ウ ス 種 に 導 入 さ れ る 。
当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ヒ ト 抗 原 に 特 異 的 な ヒ ト 抗 体 を 合 成 す る こ と が で き 、
ま た 当 該 マ ウ ス を 使 用 し て 、 ヒ ト 抗 体 分 泌 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 る こ と が で き る 。 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら ヒ ト 抗 体 を 得 る 方 法 は 、 Greenら 、 Nature Genet.7:13(1994年 )、
Lonbergら 、 Nature 368:856(1994年 )、 お よ び Taylorら 、 Int.Immun.6:579(1994年 )に よ り
記 述 さ れ て い る 。 完 全 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 遺 伝 子 ま た は 染 色 体 の ト ラ ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 、
な ら び に フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 （ そ の 全 て が 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る ） に よ っ て
構 築 す る こ と も 可 能 で あ る （ た と え ば 、 未 免 疫 ド ナ ー 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 部 遺 伝 子
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レ パ ー ト リ ー か ら の 、 in vitroで の 、 ヒ ト 抗 体 お よ び そ の 断 片 の 生 成 に つ い て は 、 McCaff
ertyら 、 Nature 348:552-553(1990年 )を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 技 術 で は 、 抗 体 可 変 部 遺 伝
子 が 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の メ ジ ャ ー コ ー ト ま た は マ イ ナ ー コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝
子 の い ず れ か に 、 イ ン フ レ ー ム に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 当 該 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 、 機 能 的
抗 体 断 片 と し て 表 示 さ れ る 。 繊 維 状 粒 子 は 、 当 該 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー を
含 む た め 、 抗 体 の 機 能 的 特 性 に 基 づ い た 選 択 は ま た 、 そ う し た 特 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 選 択 す る 結 果 と な る 。 こ の よ う な 方 法 で 、 当 該 フ ァ ー ジ は 、 Ｂ 細 胞 の 特 性 の 幾
つ か に よ く 似 る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー は 、 様 々 な 形 式 で 実 施 す る こ と が で き 、 そ れ ら の
総 説 に 関 し て は 、 た と え ば 、 Johnsonお よ び Chiswel,Current Opinion in Structural Bio
logy 3:5564-571(1993年 )を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 in vitroで 活 性 化 Ｂ 細 胞 に
よ っ て 生 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 （ 米 国 特 許 第 5,567,610号 お よ び 米 国 特 許 第 5,229,275
号 （ 引 用 す る こ と に よ り 、 全 体 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 エ フ ェ ク タ ー は 、 選 ば れ た 結 果 を も た ら す 原 子 、 分 子 、 ま た は 化 合 物 で あ る 。 エ フ ェ ク
タ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 治 療 薬 は 、 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 原 子 、 分 子 、 ま た は 化 合 物 で あ る 。 治 療 薬 の 非 限 定 的 例
と し て は 、 結 合 分 子 （ た と え ば 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 ） 、 薬 剤 、 毒 素 、 酵 素 、 ヌ ク レ ア ー ゼ
、 ホ ル モ ン 類 、 免 疫 調 節 物 質 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 キ レ ー ト 剤 、 ホ ウ 素 化 合 物 、 光 活 動 性 薬 剤 ま た は 色 素 お よ び
放 射 性 同 位 元 素 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 診 断 用 薬 は 、 疾 患 の 診 断 に 有 用 な 原 子 、 分 子 、 ま た は 化 合 物 で あ る 。 有 用 な 診 断 用 薬 と
し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 色 素 （ た と え ば 、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ン プ レ ッ ク
ス を 含 む も の ） 、 造 影 剤 、 蛍 光 性 化 合 物 ま た は 分 子 お よ び 磁 気 共 鳴 画 像 法 （ Ｍ Ｒ Ｉ ） 用 の
造 影 剤 （ た と え ば 常 磁 性 イ オ ン ） 等 が あ る が 、 そ の 限 り で は な い 。 米 国 特 許 第 6,331,175
号 に は 、 Ｍ Ｒ Ｉ 技 術 お よ び Ｍ Ｒ Ｉ 造 影 剤 に 結 合 し た 抗 体 の 調 製 方 法 が 記 述 さ れ て お り 、 こ
れ を 、 引 用 す る こ と に よ り 、 全 体 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む 。 好 ま し く は 、 当 該 診 断 用 薬
は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 磁 気 共 鳴 画 像 法 用 造 影 剤 、 お よ び 蛍 光 性 化 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。 抗 体 成 分 に 放 射 性 金 属 ま た は 常 磁 性 イ オ ン を 負 荷 す る た め に は 、 当 該 イ オ ン に 結
合 す る た め の 非 常 に 多 数 の キ レ ー ト 化 基 が 付 け ら れ る 長 い テ ー ル を 有 す る 試 薬 と 抗 体 成 分
を 反 応 さ せ る こ と が 必 要 か も し れ な い 。 こ の よ う な テ ー ル は 、 ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ リ
シ ン 、 多 糖 、 ま た は キ レ ー ト 化 基 （ た と え ば エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 ジ エ
チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） 、 ポ ル フ ィ リ ン 類 、 ポ リ ア ミ ン 類 、 ク ラ ウ ン ・ エ ー
テ ル 類 、 ビ ス － チ オ セ ミ カ ル バ ゾ ン 類 、 ポ リ オ キ シ ム 類 、 お よ び こ の 目 的 に 有 用 な こ と が
知 ら れ て い る 同 様 の 基 ） が 結 合 す る こ と が で き る ペ ン ダ ン ト 基 を 有 す る 他 の 誘 導 体 化 さ れ
た ま た は 誘 導 体 化 可 能 な 鎖 で あ っ て も よ い 。 キ レ ー ト 類 は 、 標 準 化 学 を 使 用 し て 、 ペ プ チ
ド 抗 原 に 結 合 さ れ る 。 当 該 キ レ ー ト は 通 常 、 免 疫 反 応 性 の 損 失 な ら び に 凝 集 お よ び ／ ま た
は 内 部 架 橋 を 最 小 限 に 抑 え て 、 当 該 分 子 へ の 結 合 の 形 成 を 可 能 に す る 基 に よ っ て 、 当 該 抗
体 に 連 結 さ れ る 。 キ レ ー ト を 抗 体 に 結 合 す る た め の 、 他 の よ り 珍 し い 方 法 お よ び 試 薬 は 、
ホ ー ソ ン (Hawthorne)に 付 与 さ れ た 、 1989年 4月 25日 発 行 の 「 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Antibod
y Conjugates)」 と 題 す る 米 国 特 許 第 4,824,659号 に 開 示 さ れ て い る （ そ の 開 示 内 容 を 、 引
用 す る こ と に よ り 、 全 体 と し て 、 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） 。 特 に 有 用 な 金 属 － キ レ ー ト の 組
み 合 せ は 、 ６ ０ ～ ４ ， ０ ０ ０ ｋ ｅ Ｖ の 一 般 的 エ ネ ル ギ ー 範 囲 で 診 断 用 薬 同 位 元 素 と と も に
使 用 さ れ る 、 ２ － ベ ン ジ ル － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ お よ び そ の モ ノ メ チ ル お よ び シ ク ロ ヘ キ シ ル 類 縁 体
を 含 む 。 幾 つ か の 有 用 な 診 断 用 核 種 と し て は 、 1 8 Ｆ 、 5 2 Ｆ ｅ 、 6 2 Ｃ ｕ 、 6 4 Ｃ ｕ 、 6 7 Ｃ ｕ 、
6 7 Ｇ ａ 、 6 8 Ｇ ａ 、 8 6 Ｙ 、 8 9 Ｚ ｒ 、 9 4 Ｔ ｃ 、 9 4 m Ｔ ｃ 、 9 9 m Ｔ ｃ 、 ま た は 1 1 1 Ｉ ｎ 、 1 2 4 Ｉ 、 お
よ び 1 3 1 Ｉ な ど が あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 お よ び 担 体 と 一 緒 に 使 用 さ れ る と き 、 同 じ
キ レ ー ト が 、 非 放 射 性 金 属 、 た と え ば マ ン ガ ン 、 鉄 お よ び ガ ド リ ニ ウ ム と コ ン プ レ ッ ク ス
を 形 成 す る と き 、 Ｍ Ｒ Ｉ に 有 用 で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 、 お よ び Ｔ Ｅ Ｔ Ａ 等 の 大 環 状
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キ レ ー ト は 、 様 々 な 金 属 お よ び 放 射 性 金 属 と と も に 、 最 も 詳 細 に は 、 そ れ ぞ れ 、 ガ リ ウ ム
、 イ ッ ト リ ウ ム お よ び 銅 の 放 射 性 核 種 と と も に 、 利 用 さ れ る 。 こ の よ う な 金 属 キ レ ー ト コ
ン プ レ ッ ク ス は 、 環 の 大 き さ を 当 該 金 属 に 合 わ せ て 調 整 す る こ と に よ り 、 非 常 に 安 定 さ せ
る こ と が で き る 。 放 射 免 疫 治 療 （ 「 Ｒ Ａ Ｉ Ｔ 」 ） 用 の 2 2 3 Ｒ ａ 等 の 、 核 種 を し っ か り 結 合
す る た め に 興 味 深 い 、 他 の 環 型 キ レ ー ト 、 た と え ば 大 環 状 ポ リ エ ー テ ル 類 等 を 使 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 原 子 、 分 子 、 ま た は 高 次 構 造 と （ た と え ば 担 体 、 治 療 薬 、 ま た
は 診 断 用 薬 と ） 結 合 分 子 （ た と え ば 抗 体 成 分 ） の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。 当 該 診 断 用 薬 は
、 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 の 標 識 、 造 影 剤 （ た と え ば 磁 気 共 鳴 画 像 法 、 コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮
影 法 ま た は 超 音 波 用 ） を 含 む こ と が で き 、 当 該 放 射 性 標 識 は 、 γ － 、 β － 、 α － 、 オ ー ジ
ェ 電 子 － 、 ま た は ポ ジ ト ロ ン － 放 出 同 位 元 素 で あ っ て も よ い 。 裸 の 抗 体 は 、 他 の 非 抗 体 物
質 に 結 合 し て い な い 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 担 体 は 、 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 と 結 合 し て 、 当 該 薬 剤 の 標 的 細 胞 へ の 送 達 を 促 進 す る こ
と が で き る 原 子 、 分 子 、 ま た は 高 次 構 造 で あ る 。 担 体 は 、 脂 質 ま た は ポ リ マ ー 等 の 分 子 （
た と え ば 高 次 構 造 を 形 成 す る こ と が で き る 両 親 媒 性 脂 質 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン 等 の 炭 水 化
物 ） 、 ま た は 高 次 構 造 自 体 、 た と え ば ミ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は ナ ノ 粒 子 を 含 む こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 同 一 ま た は 異 な る 特 異 性 を 有 す
る 、 同 一 ま た は 異 な る 一 本 鎖 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 セ グ メ ン ト の ２ つ 以 上 が 連 結 さ れ た 、 組
み 換 え で 作 ら れ た 抗 原 － 結 合 分 子 で あ る 。 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 価 数 は 、 １ つ の 抗 原 ま た
は エ ピ ト ー プ に 対 し て 、 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 幾 つ の 結 合 ア ー ム ま た は 部 位 を 有 す る か
を 示 す ； す な わ ち 、 一 価 、 二 価 、 三 価 ま た は 多 価 。 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 の 多 価 は 、 抗 原 へ
の 結 合 に お い て 、 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 が 多 重 干 渉 を 利 用 で き る こ と 、 し た が っ て 、 抗 原 へ
の 結 合 親 和 力 増 強 を 意 味 す る 。 特 異 性 は 、 抗 体 融 合 タ ン パ ク 質 が 幾 つ の 抗 原 ま た は エ ピ ト
ー プ に 結 合 で き る か を 示 す ； す な わ ち 、 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 、 多 重 特 異
性 。 こ れ ら の 定 義 を 使 用 す れ ば 、 自 然 抗 体 、 た と え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ は 、 ２ つ の 結 合 ア ー ム を 有
す る た め 、 二 価 で あ る が 、 １ つ の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る た め 、 単 一 特 異 性 で あ る 。 単 一 特
異 性 、 多 価 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 エ ピ ト ー プ の た め に 複 数 の 結 合 部 位 を 有 す る が 、 １ つ の エ
ピ ト ー プ と 結 合 す る に 過 ぎ ず 、 た と え ば 同 一 抗 原 と 反 応 す る ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る ダ イ
ア ボ デ ィ (diabody)で あ る 。 当 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ つ の 抗 体 成 分 、 異 な る 抗 体 成 分 の
多 価 ま た は 多 重 特 異 的 組 み 合 せ 、 ま た は 同 一 抗 体 成 分 の 多 数 の コ ピ ー を 含 ん で も よ い 。 当
該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 お よ び 治 療 薬 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 こ の よ う
な 融 合 タ ン パ ク 質 に 適 す る 治 療 薬 の 例 と し て は 、 免 疫 調 節 物 質 （ 「 抗 体 － 免 疫 調 節 物 質 融
合 タ ン パ ク 質 」 ） お よ び 毒 素 （ 「 抗 体 － 毒 素 融 合 タ ン パ ク 質 」 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 １ つ
の 好 ま し い 毒 素 は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ ） 、 好 ま し く は 組 み 換 え Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 、
た と え ば オ ン コ ナ ー ゼ ま た は ｒ ａ ｐ Ｌ Ｒ １ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 多 重 特 異 性 抗 体 は 、 構 造 の 異 な る 少 な く と も ２ つ の 標 的 、 た と え ば ２ つ の 異 な る 抗 原 、
同 一 抗 原 上 の ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ 、 あ る い は ハ プ テ ン お よ び ／ ま た は 抗 原 ま た は エ ピ
ト ー プ に 、 同 時 に 結 合 で き る 抗 体 で あ る 。 １ つ の 特 異 性 は 、 Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 骨 髄 － 、 血
漿 － 、 お よ び マ ス ト － 細 胞 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ ろ う 。 も う １ つ の 特 性
は 、 同 一 細 胞 型 上 の 異 な る 抗 原 、 た と え ば Ｂ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ２ ０ 、 Ｃ Ｄ ｌ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ １ 、 Ｃ
Ｄ ２ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ ６ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｄ ７ ４ 、 お よ び Ｃ Ｄ ２ ２ で あ る か も し れ
な い 。 多 価 抗 体 は 、 同 一 構 造 ま た は 異 な る 構 造 を 持 つ 、 少 な く と も ２ つ の 標 的 に 同 時 に 結
合 で き る 抗 体 で あ る 。 多 重 特 異 性 、 多 価 抗 体 は 、 特 異 性 が 異 な る 複 数 の 結 合 部 位 を 有 す る
構 築 物 で あ る 。 た と え ば 、 一 方 の 結 合 部 位 は 、 １ つ の 抗 原 と 反 応 し 、 他 方 は 別 の 抗 原 と 反
応 す る 、 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 構 造 が 異 な る ２ つ の 標 的 に 同 時 に 結 合 で き る 抗 体 で あ る 。 二 重 特 異
性 抗 体 （ ｂ ｓ Ａ ｂ ） お よ び 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 （ ｂ ｓ Ｆ ａ ｂ ） は 、 た と え ば 、 Ｂ 細 胞 、 Ｔ
細 胞 、 骨 髄 － 、 血 漿 － 、 お よ び マ ス ト － 細 胞 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 少
な く と も １ つ の ア ー ム 、 お よ び 治 療 薬 ま た は 診 断 用 薬 を 有 す る 標 的 化 可 能 な コ ン ジ ュ ゲ ー
ト に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 他 の ア ー ム を 有 す る 。 分 子 工 学 を 使 用 し て 、 様 々
な 二 重 特 異 性 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 る こ と が で き る 。 一 形 態 で は 、 当 該 二 重 特 異 性 融 合 タ ン
パ ク 質 は 一 価 で あ り 、 た と え ば 、 １ つ の 抗 原 用 の 結 合 部 位 １ つ を 有 す る ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 お よ び
第 ２ の 抗 原 用 の 結 合 部 位 １ つ を 有 す る Ｆ ａ ｂ 断 片 か ら な る 。 も う １ つ の 形 態 で は 、 当 該 二
重 特 異 性 融 合 タ ン パ ク 質 は 二 価 で あ り 、 た と え ば 、 １ つ の 抗 原 用 の 結 合 部 位 を 有 す る Ｉ ｇ
Ｇ 、 お よ び ａ 第 ２ の 抗 原 用 の ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る ２ つ の ｓ ｃ Ｆ ｖ か ら な る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
［ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 ］
〔 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ コ ー ド 化 遺 伝 子 の 調 製 〕
　 開 示 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び コ ン プ レ ッ ク ス は 、 従 来 の 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。
た と え ば 、 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 適 切 な 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 制
限 に よ っ て 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ る Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 を 使 用 し て 、 調 製
す る こ と が 可 能 で あ る 。 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ 分 子 、 お よ び オ ン コ ナ ー ゼ － コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の 調 製 は 、 以 前 に 開 示 さ れ て い る 。 2002年 4月 8日 出 願 の 、 米 国 特 許 出 願 番 号 第 10/117,3
42号 ； 米 国 特 許 第 6,399,086号 ； 米 国 特 許 第 6,083,677号 ； 1996年 10月 17日 出 願 の 、 米 国 特
許 出 願 番 号 第 60/028,430号 ； 米 国 特 許 第 6,653,104号 ； 米 国 特 許 第 6,395,276号 ； 1997年 5
月 2日 出 願 の 、 米 国 特 許 出 願 番 号 第 60/046,895号 ； 2002年 5月 24日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号
第 10/153,882号 ； 1999年 3月 11日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/265,901号 ； お よ び 1998年 3
月 11日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号 第 60/077,577号 （ こ れ ら を 、 引 用 す る こ と に よ り 、 全 体 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 オ ン コ ナ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ardeltら 、 J.Biol.Chem.,256:245(1991年 )か ら 得 る こ
と が で き 、 ま た 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は そ の 保 存 的 に 修 飾
さ れ た 変 異 形 は 、 ｈ Ｌ Ｌ ２ ヒ ト 化 に お け る ｅ ｎ 　 ｂ ｌ ｏ ｃ 　 Ｖ － 遺 伝 子 ア セ ン ブ リ と 同 様
の 方 法 で 遺 伝 子 合 成 す る こ と が で き る 。 Leungら 、 Mol.Immunol.,32:1413(1995年 )。 大 腸
菌 に お け る 発 現 、 翻 訳 開 始 コ ド ン Ａ Ｔ Ｇ は 、 オ ン コ ナ ー ゼ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 先 行 す る イ ン フ
レ ー ム に 配 置 さ れ る 。 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 － １ 位 に さ ら な る Ｍ ｅ ｔ を 含 む 。 好 ま し
く は 、 ヒ ス チ ジ ン に 関 す る 少 な く と も ６ コ ド ン 、 （ す な わ ち 、 Ｃ Ａ Ｕ お よ び Ｃ Ａ Ｃ ） を 、
イ ン フ レ ー ム に 、 付 加 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 分 子 の Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ － 末 端 に 付 加
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 あ る い は 、 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 、 in vitroで 合 成 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 化 学 的 合 成 は 、 １ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 る 。 こ れ を 、 相 補 的 配 列 と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 ま た は 当 該 １ 本 鎖 を 鋳 型 と し て 使 用 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ に よ る 重 合 に よ っ て 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 化 学 的 合 成 は 、 約 １
０ ０ 塩 基 の 配 列 に 限 定 さ れ る が 、 短 い 配 列 を ラ イ ゲ ー ト す る こ と に よ っ て 、 よ り 長 い 配 列
を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
〔 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ の 発 現 〕
　 記 載 の 通 り 、 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た
変 異 形 を 、 Ｎ － ホ ル ミ ル － メ チ オ ニ ン に 関 す る コ ド ン を Ｎ － 末 端 に 含 む よ う に 修 飾 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 、 適 当 な 大 腸 菌
プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば Ｔ ７ 、 ｔ ｒ ｐ 、 ま た は λ プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て 、 発
現 カ セ ッ ト に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 転 写 終 結 シ グ ナ ル も
、 発 現 カ セ ッ ト に 含 め る こ と が 好 ま し い 。 当 該 カ セ ッ ト を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 当 業 者 に
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公 知 の 方 法 で 、 大 腸 菌 発 現 宿 主 内 に 移 入 す る 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 当 該 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま
れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 に よ っ て 与 え ら れ る 、 抗 生 物 質 に 対 す る 選 択 さ れ た 抵 抗 性 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 当 該 形 質 転 換 大 腸 菌 宿 主 は 、 封 入 体 に 含 ま れ る 可 能 性 が あ る Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ を 発
現 す る 。 オ ン コ ナ ー ゼ は 強 力 な Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 活 性 を 有 す る が 、 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ は 持 た
な い 。 こ れ は 、 オ ン コ ナ ー ゼ の 結 晶 構 造 に よ っ て 証 明 さ れ る 通 り 、 Ｎ オ ン コ ナ ー ゼ の 末 端
ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 が 、 活 性 部 位 の 一 部 で あ る た め で あ る 。 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ を 必 要 と す る 、 細
菌 発 現 シ ス テ ム の 固 有 の 性 質 は 、 細 菌 の 発 現 産 物 が 不 活 性 で あ る こ と を 意 味 す る 。 こ れ に
よ り 、 細 菌 発 現 シ ス テ ム に お け る Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ の 組 み 換 え 発 現 が 可 能 と な る 。 Ｎ
ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ は 、 有 毒 で は な い が 、 不 活 性 な 封 入 体 と し て 発 現 さ れ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 お よ び ゲ ル 電
気 泳 動 を 含 む 、 標 準 手 順 に 従 っ て 、 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ を 単 離 し 、 精 製 す る こ と が で き
る 。 少 な く と も 約 ９ ０ ～ ９ ５ ％ の 均 質 性 、 好 ま し く は ９ ８ ～ ９ ９ ％ の 均 質 性 を 有 す る 、 実
質 的 に 純 粋 な 組 成 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 当 該 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ の 精 製 、 お よ び 当 該 分 子 が 封 入 体 内 に 発 現 さ れ て い る の で あ
れ ば そ の 再 折 り 畳 み 後 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 消 化 に よ っ て Ｎ － ホ ル ミ ル － メ チ オ ニ ン を 除
去 す る こ と が 可 能 で あ る 。 適 当 な ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ は 、 Shapiroら 、 Anal.Biochem.175:
450-461(1988年 )に 開 示 さ れ て い る よ う な 、 ア エ ロ モ ナ ス (Aeromonas)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
で あ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 産 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 Ｎ 末 端 グ ル タ ミ ン 残 基 の
自 発 的 環 化 が 生 じ 、 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ の 構 造 お よ び 機 能 を 有 す る 分 子 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
〔 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 〕
　 組 み 換 え に よ っ て 作 ら れ た オ ン コ ナ ー ゼ を 、 既 存 の 毒 素 の 代 替 物 ま た は 補 体 と し て 、 ま
た 高 力 価 お よ び 低 免 疫 原 性 を 有 す る 有 効 な 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 の
構 築 に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ に 関 連 し て 、 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ の 構 造 お よ び 機 能 を 有 す る 分 子 お よ び 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド
（ た と え ば 、 葉 酸 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ま た は 該 葉 酸 受 容 体 に 結 合 す る 葉 酸 類 縁 体 ） を 含
む こ と が 可 能 で あ る 。 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド は 、 当 該 オ ン コ ナ ー ゼ を 当 該 葉 酸 受 容 体 に
タ ー ゲ ッ ト す る 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ （ お よ び ／ ま た は 内 部 移 行 分 子 ） の 役 割 を 果 た す こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 組 み 換 え で 作 ら れ た オ ン コ ナ ー ゼ と 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド の 化 学 的 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト は 、 標 準 的 な 化 学 結 合 手 順 に よ っ て 作 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Leamonら 、 (1
993年 )J.Biol.Chem.267,24966-71;Reddyら 、 Blood,1999年 ,93,3940-48;お よ び Wang,Mathi
as,お よ び Siegel(上 掲 )を 参 照 さ れ た い 。 当 該 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 当 該 葉 酸 受 容 体
リ ガ ン ド を 、 直 接 あ る い は 短 い ま た は 長 い リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 、 当 該 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン
ド 上 の １ つ ま た は 複 数 の 官 能 基 、 （ た と え ば ア ミ ン 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 フ ェ ニ ル 基 、 チ
オ ー ル 基 、 お よ び ／ ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 基 ） に よ っ て 共 有 結 合 を 形 成 し 、 オ ン コ ナ ー ゼ ま
た は そ の 誘 導 体 に 共 有 結 合 で 連 結 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 様 々 な 従 来 の リ ン カ ー 、
た と え ば ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 類 、 ジ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 類 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 類 、 ビ ス （ ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） エ ス テ ル 類 、 マ レ イ ミ ド － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 類
、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 々 、 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
〔 医 薬 組 成 物 の 調 製 お よ び 使 用 〕
　 組 み 換 え に よ っ て 作 ら れ た オ ン コ ナ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 腫 瘍 を 治 療 す る た め ま た は
他 の 望 ま し く な い 細 胞 型 を in vivoで 死 滅 さ せ る た め の 医 薬 組 成 物 に 製 剤 化 す る こ と が 可
能 で あ る 。 当 該 組 成 物 は 、 静 脈 内 投 与 等 の 、 非 経 口 的 投 与 に 特 に 適 す る 。 こ れ に 関 し て 、
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当 該 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 、 好 ま し く は 緩 衝 化 食 塩 水 等 の 水 性 担 体 に 溶 解 し
た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 溶 液 を 含 む 。 こ う し た 溶 液 は 無 菌 で あ り 、 ｐ Ｈ 調 節 剤 、 緩 衝 剤 お よ び
毒 性 調 節 剤 等 の 補 助 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 当 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 好 ま し い 投 薬 量 は 、 患 者 １ 人 に つ き 、 １ 日 当 た り 約 ０ ． １ ～ １ ０
ｍ ｇ で あ る が 、 特 に 当 該 薬 剤 を 局 所 投 与 し 、 血 流 中 に は 投 与 し な い と き 、 患 者 １ 人 に つ き
、 １ 日 当 た り ３ ０ ０ ｍ ｇ ま で の 投 薬 量 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ
と 同 様 に 、 当 該 オ ン コ ナ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 容 易 に 細 胞 内 部 に 移 行 し 、 in vivoで 抗
腫 瘍 作 用 を 有 し 、 急 速 に 分 裂 し て い る 腫 瘍 細 胞 を 優 先 的 に 死 滅 さ せ る 。 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は 、 組 み 換 え に よ っ て 作 ら れ た オ ン コ ナ ー ゼ の 、 特 定 の 細 胞 へ の 、 よ り 特 異 的 な タ ー
ゲ テ ィ ン グ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 治 療 用 途 で は 、 疾 患 に 罹 っ て い る 患 者 に 、 当 該 細 胞 を 死 滅 さ せ る の に 十 分 な 量 と し て 定
義 さ れ る 細 胞 障 害 性 量 の 組 成 物 が 投 与 さ れ る 。 こ れ を 遂 行 す る た め の 奏 功 量 は 、 「 治 療 有
効 量 」 と し て 定 義 さ れ る 。 正 確 な 量 は 、 当 該 疾 患 の 重 症 度 お よ び 患 者 の 健 康 の 全 身 状 態 に
よ っ て 左 右 さ れ る で あ ろ う 。 当 該 組 成 物 の 単 回 投 与 ま た は 多 回 投 与 は 、 必 要 な 投 薬 量 に 応
じ て 施 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 オ ン コ ナ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ま た 、 in vitroで 細 胞 群 を 処 置 す る た め に も 使 用 で き る
。 た と え ば 、 骨 髄 ア ブ レ ー シ ョ ン を 受 け よ う と し て い る 患 者 に 移 植 す る 前 に 、 骨 髄 中 の 好
ま し く な い 細 胞 型 を 死 滅 さ せ る た め に 、 オ ン コ ナ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 選 択 的 に 使 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ／ ま た は コ ン プ レ ッ ク ス は 、 様 々 な 抗 原 を 認 識
す る こ と が 可 能 な １ つ ま た は 複 数 の 結 合 分 子 と 一 緒 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 典 型 的
な 抗 原 は 、 固 形 癌 上 に 発 現 さ れ る グ リ コ シ ル 化 細 胞 表 面 抗 原 、 た と え ば 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ
Ｅ Ａ ） で あ る 。 Ｃ Ｅ Ａ は 、 幾 つ か の 理 由 で 、 魅 力 的 な 抗 原 性 標 的 の 代 表 で あ る 。 Ｃ Ｅ Ａ は
、 正 常 組 織 に 存 在 し な い か 十 分 に 発 現 さ れ ず 、 乳 癌 、 結 腸 癌 、 肺 癌 、 膵 臓 癌 、 卵 巣 癌 、 お
よ び 甲 状 腺 起 源 の 髄 様 癌 の 大 多 数 に よ り 高 度 に 発 現 さ れ る 、 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 。 こ れ ら
の 悪 性 腫 瘍 の た め の 、 最 適 以 下 の 診 断 選 択 肢 お よ び 治 療 選 択 肢 と 結 び つ い た 高 死 亡 率 は 、
深 刻 な 、 持 続 す る 公 衆 衛 生 問 題 で あ る 。 グ リ コ シ ル 化 表 面 抗 原 に 対 す る １ つ ま た は 複 数 の
抗 体 、 特 に 抗 Ｃ Ｅ Ａ 抗 体 と と も に 投 与 さ れ る オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 の 化 学 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
は 、 こ の よ う な １ 例 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｃ Ｅ Ａ は 、 お よ そ １ ８ ０ ｋ Ｄ ａ の グ リ コ シ ル 化 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ り 、 循 環 腫 瘍 マ
ー カ ー と し て も 画 像 化 お よ び 治 療 の た め の 放 射 標 識 ｍ Ａ ｂ の 抗 原 性 標 的 と し て も 、 臨 床 的
に 広 く 研 究 さ れ て い る 固 形 癌 抗 原 で あ る 。 多 数 の 抗 Ｃ Ｅ Ａ 抗 体 が 、 フ ェ ー ズ Ｉ ～ Ｉ Ｉ Ｉ 臨
床 の 診 断 治 験 お よ び 治 療 治 験 で 研 究 中 で あ る 。 Ｍ Ｎ １ ４ 　 ｍ Ａ ｂ は 、 典 型 的 な 抗 Ｃ Ｅ Ａ 　
ｍ Ａ ｂ で あ る 。 ヒ ト 定 常 領 域 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が 対 応 す る マ ウ ス 配 列 に 取 っ て 代
わ る 、 こ の ｍ Ａ ｂ の ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン 、 ｈ Ｍ Ｎ － １ ４ は 、 構 築 さ れ て 発 現 さ れ 、 本 明 細 書
に 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と と も に 投 与 す る の に 特 に 適 す る 可 能 性 が あ る 。 他 の 有 用 な 抗 原
と し て は 、 結 合 し た 抗 体 の 内 部 移 行 を 促 進 す る こ と が 可 能 な 、 Ｃ Ｄ ７ ４ お よ び Ｅ Ｇ Ｐ － １
な ど が あ る 。 Ｃ Ｄ ７ ４ を 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 Ｌ Ｌ １ な ど が あ り 、 そ の 使 用 は 、 米 国 特
許 第 6,458,933号 ； 米 国 特 許 第 6,395,276号 ； 米 国 特 許 第 6,083,477号 ； お よ び 米 国 特 許 第 2
003-0103982号 に 記 載 さ れ て い る ） 。 Ｅ Ｇ Ｐ － １ を 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 Ｒ Ｓ ７ な ど が
あ り 、 米 国 特 許 第 10/377,121号 ； 米 国 特 許 第 5,635,603号 ； お よ び Steinら 、 1990年 、 Canc
er Res.,50,1330-1336に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 当 該 結 合 分 子 は 、 あ る 特 定 の 抗 体 の １ つ ま た は 複 数 の Ｖ K お よ び Ｖ H 配 列 を 含 ん で も よ い
。 た と え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 使 用 し て 、 抗 体 の Ｖ K お よ び Ｖ H 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が
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で き る 。 た と え ば 、 Orlandiら 、 PNAS,86:3833(1989年 )を 参 照 さ れ た い 。 当 該 結 合 分 子 は
ま た 、 ハ イ ブ リ ッ ド 断 片 を 含 む 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 、 Ｆ ａ ｂ ´ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ
等 々 の 、 抗 体 断 片 も 含 ん で も よ い 。 一 本 鎖 で あ ろ う と 多 重 鎖 で あ ろ う と 、 抗 原 結 合 部 位 を
組 み 込 ん だ 、 ほ か の 点 で は 天 然 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 と 実 質 的 に 同 じ 方 法 で 、 in vivoで
タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 の 役 割 を 果 た す 、 遺 伝 子 操 作 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 組 み 換 え タ ン
パ ク 質 を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 超 可 変 、 抗 原 － 結 合 領 域 を 保 持 す る 細 断 片 も ま た 有 用 で
あ る 。 一 本 鎖 結 合 分 子 は 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 に 開 示 さ れ て い る 。 Ｆ ａ ｂ ´ 抗 体 断 片
は 、 そ れ 自 身 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 る こ と が 可 能 な 、 Ｆ （ ａ
ｂ ´ ） 2 断 片 の 還 元 開 裂 に よ っ て 都 合 よ く 作 る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｆ ａ ｂ 抗 体 断 片 は 、 還
元 条 件 下 で 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の パ パ イ ン 消 化 に よ っ て 、 ま た は 全 Ｉ ｇ の 注 意 深 い パ
パ イ ン 消 化 に よ り 生 じ る Ｆ （ ａ ｂ ） 2 断 片 の 開 裂 に よ っ て 、 作 る こ と が 可 能 で あ る 。 当 該
断 片 は 、 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 作 る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 述 の 通 り 、 当 該 コ ン プ レ ッ ク ス は 、 １ つ ま た は 複 数 の 葉 酸 受 容 体 リ ガ ン ド お よ び １ つ
ま た は 複 数 の ニ ト リ ロ ロ ト リ 酢 酸 残 基 を 含 む 、 １ つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い
。 治 療 用 お よ び ／ ま た は 診 断 用 ペ プ チ ド は 、 2002年 5月 17日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号 第 10/
150,654号 ； 2001年 4月 3日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/823,746号 ； 1999年 8月 23日 出 願 の
米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/382,186号 ； お よ び 1999年 6月 22日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 番 号 第 09/33
7,756号 （ 引 用 す る こ と に よ り 、 全 体 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の よ う に 全 般 的 に 記 述 さ れ た 本 発 明 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め に 提 供 さ れ て い る の で
あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る 意 図 は な い 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 、 よ り 容 易
に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
［ 実 施 例 １ ： オ ン コ ナ ー ゼ 誘 導 体 を コ ー ド す る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 ］
　 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ の Ｎ 末 端 配 列 （ ４ ６ ア ミ ノ 酸 ） を コ ー ド す る セ ン ス 鎖 配 列 ［ 5´ -
TGG CTA ACG TTT CAG AAG AAA CAT ATC ACG AAT ACA CGA GAT GTA GAC TGG GAC AAT ATA 
ATG TCT ACG AAT CTG TTT CAC TGT AAG GAT AAG AAT ACC TTT ATA TAC AGT CGG CCA GAG 
CCT GTA AAG GCT ATC TGT A-3´ ］ を 有 す る 、 １ ３ ９ 量 体 の Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｏ Ｎ Ｃ
Ｏ － Ｎ は 、 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム (Applied Biosyst
em)３ ９ ２ 　 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー ） に よ っ て 合 成 さ れ 、 フ ラ ン キ ン グ プ ラ イ マ
ー Ｏ Ｎ Ｎ Ｂ Ａ Ｃ Ｋ ［ 5´ -     CAG GAT TGG CTA ACG TTT CAG AAG AAA-3´ 、
お よ び ONNFOR[5´ -CTT AC   T AAT GCC TTT ACA GAT AGC CTT TAC AGG CTC TG-3´
］ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 用 の 鋳 型 と し て 使 用 さ れ る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物
は 、 オ ン コ ナ ー ゼ の Ｎ 末 端 半 分 の ５ ４ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 。 Ｏ
Ｎ Ｎ Ｂ Ａ Ｃ Ｋ は 、 ス テ ー ジ ン グ ベ ク タ ー へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ か 、 ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ
ー へ の イ ン フ レ ー ム ・ ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ Ｎ ｄ ｅ Ｉ 部 位 ） の い ず れ か を 促 進 す る た め に 、 制
限 部 位 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ （ AAAGCTT） お よ び Ｎ ｄ ｅ Ｉ （ CATATG） を 含 む 。 オ ン コ ナ ー ゼ の Ｃ
末 端 半 分 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の イ ン フ レ ー ム ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 促 進 す る た め に 、 Ｎ ｒ
ｕ Ｉ 部 位 （ TCGCGA） が 、 Ｏ Ｎ Ｎ Ｆ Ｏ Ｒ プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 同 様 に 、 オ ン コ ナ ー ゼ の Ｃ 末 端 配 列 （ ４ ６ ア ミ ノ 酸 ） を コ ー ド す る セ ン ス 鎖 配 列 ［ TGC 
TGA CTA CTT COG AGT TCT ATC TGT CCG ATT GCA ATG TGA CTT CAC GGC CCT GCA AAT ATA 
AGC TGA AGA AAA GCA CTA ACA AAT TTT GCG TAA CTT GCG AGA ACC AGG CTC CTG TAC ATT 
TCG TTG GAG TCG GG-3´ ］ を 有 す る 、 １ ３ ７ 量 体 の Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｏ Ｎ Ｃ Ｏ － Ｃ を
合 成 し 、 プ ラ イ マ ー Ｏ Ｎ Ｃ Ｂ Ａ Ｃ Ｋ ［ 5'-ATT A   GT AAG AAC GTG CTG ACT A
CT TCC GAG TTC TAT-3'］ お よ び Ｏ Ｎ Ｃ Ｆ Ｏ Ｒ
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【 化 １ 】
　
　
　
に よ り Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る 。 ６ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 修 飾 さ れ た Ｃ 末 端 プ ラ イ マ ー も 使 用 す
る こ と が で き る 。 最 終 的 な 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 オ ン コ ナ ー ゼ の Ｃ 末 端 半 分 の 残 り の ５ １
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い た 。 Ｎ ｒ ｕ Ｉ 部 位 は 、 Ｏ Ｎ Ｃ Ｂ Ａ Ｃ Ｋ に 組
み 込 ま れ た 当 該 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の Ｎ 末 端 半 分 と の イ ン フ レ ー ム ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 可 能 に
し た 。 ス テ ー ジ ン グ ベ ク タ ー ま た は 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 停 止 コ ド
ン （ 太 字 の イ タ リ ッ ク で 表 示 ） お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 制 限 部 位 （ 下 線 ） は 、 Ｏ Ｎ Ｃ Ｆ Ｏ Ｒ 配 列
に 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ の Ｎ 末 端 半 分 お よ び Ｃ 末 端 半 分 を コ ー ド す る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ を
、 適 切 な 制 限 酵 素 で 処 理 し た 後 、 Ｎ ｒ ｕ Ｉ 部 位 で つ な ぎ 合 わ せ 、 ス テ ー ジ ン グ ベ ク タ ー 、
た と え ば ス ト ラ タ ジ ー ン (Stratagene)の pBluescriptに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ラ イ ゲ ー
ト さ れ た 配 列 は 、 Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ を 含 む １ ０ ５ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る は ず で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
［ 実 施 例 ２ ： Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ の 発 現 お よ び 精 製 ］
　 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し て 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 、 ｐ Ｅ Ｔ （ ウ ィ
ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン の ノ バ ゲ ン (Novagen,Madison,WI)等 の 、 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 最 終 的 な Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー を 、 配 列 決 定 で 検 証 し 、 ｒ Ｏ ｎ ｃ
ｏ ｐ Ｅ Ｔ と 命 名 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｔ ７ 駆 動 ｒ Ｏ ｎ ｃ ｏ ｐ Ｅ Ｔ ベ ク タ ー か ら の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 大 規 模 発 現 は 、 上 述 の
通 り 、 Ｄ Ｅ ３ 溶 原 を 含 む Ｂ Ｌ ２ １ 等 の 適 切 な 宿 主 大 腸 菌 を 必 要 と す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン に よ っ て コ ン ピ テ ン ト Ｂ Ｌ ２ １ ／ Ｄ Ｅ ３ 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 、 ｒ Ｏ ｎ ｃ ｏ ｐ
Ｅ Ｔ ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 Ａ ｍ ｐ 寒 天 プ レ ー ト に よ る 選 択 で 生 き 残 る コ ロ ニ ー を 採 取 し
、 ３ ７ ℃ の 振 盪 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 、 ３ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ － Ａ ｍ ｐ で 増 殖 さ せ る 。 ８ ～ １ ０ 時
間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 １ ０ ０ μ ｌ を 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ 　 Ｅ フ ラ ス コ 内 の ス ー パ ー ブ
ル ス （ ０ ． ５ ％ グ ル コ ー ス 、 １ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ シ リ
ン を 加 え た Ｌ Ｂ ） ２ ５ ｍ ｌ に 移 し 、 振 盪 し な が ら 通 気 を 増 や す 。 当 該 培 養 を 、 ３ ７ ℃ の 振
盪 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 培 養 を ス ー パ ー ブ ロ ス １ リ ッ ト
ル に 移 し 、 ３ ７ ℃ の 振 盪 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 培 養 の Ｏ Ｄ 6 5 0

が １ に 達 し た と き （ 約 ２ ． ５ 時 間 ） 、 １ ｍ Ｍ の 最 終 濃 度 で Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 培 養 に 加 え る 。 封 入
体 単 離 の た め に 培 養 を 終 わ ら せ る 前 に 、 誘 導 を １ ～ ３ 時 間 続 行 さ せ る 。 還 元 条 件 下 、 培 養
１ ０ μ ｌ を １ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル で 分 析 す る 。 最 高 レ ベ ル の 誘 導 を 示 し た コ ロ ニ ー
を 保 存 培 養 と し て 保 管 し 、 － ７ ０ ℃ で 凍 結 保 存 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 封 入 体 単 離 は 、 封 入 体 を 不 溶 性 の ペ レ ッ ト と し て 放 出 す る た め に 、 リ ゾ チ ー ム の 存 在 下
で 、 ホ モ ジ ナ イ ズ に よ る 細 胞 溶 解 を 必 要 と す る 。 洗 浄 し た 封 入 体 を 、 ７ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン －
Ｈ Ｃ ｌ を 含 む 変 性 緩 衝 液 に 溶 解 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル で 還 元 し
、 次 い で 、 ア ル ギ ニ ン － Ｈ Ｃ Ｌ お よ び 酸 化 グ ル タ チ オ ン を 含 む 再 生 緩 衝 液 中 で 、 変 性 タ ン
パ ク 質 の 液 滴 希 釈 に よ っ て 再 び 折 り 畳 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
［ 実 施 例 ３ ： Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ の 発 現 お よ び 精 製 ］
　 実 施 例 ２ か ら の 再 生 封 入 体 に 相 当 す る 培 養 ６ リ ッ ト ル を 精 製 す る 。 収 集 し た 細 胞 ペ ー ス
ト を 、 テ ィ シ ュ マ イ ザ ー (Tisuemizer)チ ッ プ （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ス ウ ェ デ ス ボ ロ の ト ー
マ ス (Thomas,Swedesboro,NJ)を 使 用 し て 、 ８ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ リ ゾ チ ー ム を 含 有 す る Ｔ Ｅ Ｓ 緩
衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス (Tris)、 ｐ Ｈ ８ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 お よ び ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ
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Ａ ） 中 に 再 懸 濁 す る 。 ２ ２ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 再 び 再 懸 濁 し 、 ２ ７
， ０ ０ ０ ｇ で ５ ０ 分 間 、 遠 心 分 離 す る 。 当 該 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 に よ っ て 洗 浄 し 、 ２ ． ５ ％
ト リ ト ン (Triton)－ Ｘ － １ ０ ０ を 含 有 す る Ｔ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 を 用 い て ３ ～ ４ 回 、 遠 心 分 離 し 、
次 い で Ｔ Ｅ Ｓ で ４ 回 、 遠 心 分 離 す る 。 超 音 波 処 理 ま た は 組 織 化 (tissuemizing)に よ っ て 、
当 該 封 入 体 を 、 ５ ～ １ ０ ｍ ｌ の 変 性 緩 衝 液 （ ７ Ｍ グ ア ニ ジ ン ： Ｈ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ Ｍ ト リ ス （
Ｔ ｒ ｉ ｓ ） 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 お よ び ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） に 再 懸 濁 し 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の タ ン
パ ク 質 濃 度 に 希 釈 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 当 該 タ ン パ ク 質 を 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ ６ ５ ｍ Ｍ ） で 、 ２ ２ ℃ で ４ ～ ２ ４ 時 間 、 還 元
し 、 糸 状 の 細 い 流 れ で 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ ト リ ス (Tris)、 ｐ Ｈ ８ ． ０
、 ０ ． ５ ア ル ギ ニ ン ： Ｈ Ｃ ｌ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 お よ び ０ ． ９ ｍ Ｍ 酸 化 グ ル タ チ オ ン ）
中 に 、 速 や か に 希 釈 す る 。 １ ０ ℃ で 、 ３ ６ ～ ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 折 り 畳 み 直
し た Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ を 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ） に 対 し て 透 析 シ 、
ハ イ ロ ー ド (HiLoad)１ ６ ／ ２ ０ Ｓ Ｐ 陽 イ オ ン 交 換 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ カ ラ ム に 負 荷 す る 。 次 い で 、 当
該 緩 衝 液 を 、 ０ ． １ ５ Ｍ 　 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ） に 交 換 し 、 沈 殿 を 遠 心 分 離 で 除 去 す
る 。 塩 化 ナ ト リ ウ ム の ０ ～ １ Ｍ 直 線 勾 配 に よ る 溶 離 を 使 用 し 、 吸 光 度 ピ ー ク に 対 応 す る 画
分 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ １ ５ ％ ） で 分 析 す る 。 さ ら な る 分 析 の た め に 、 溶 離 生 成 物 を 画
分 に 分 け る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
［ 実 施 例 ４ ： Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ お よ び Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 か ら の Ｍ
ｅ ｔ の 除 去 。 ］
　 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ 、 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ － ｈ Ｍ Ｎ １ ４ － ｓ ｃ Ｆ ｖ お よ び Ｎ ｆ Ｍ －
オ ン コ ナ ー ゼ － ｈ Ｌ Ｌ ２ － ｓ ｃ Ｆ ｖ の Ｎ 末 端 の Ｍ ｅ ｔ 残 基 を 、 Shapiroら (1988年 )に 従 っ
て 除 去 す る 。 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 、 精 製 し た 再 生 タ ン パ ク 質 を 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ の ２
０ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 に ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア エ ロ モ ナ ス ・ プ ロ テ オ リ テ ィ カ (Aer
omonas proteolytica)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス の シ グ マ ・ ケ ミ カ ル
ズ (Sigma Chemicals,St.Louis,MO)） と と も に 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
［ 実 施 例 ５ ： オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 ］
　 オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 Leamoら (1993年 )J.Biol.Chem.267,24966-71に
よ っ て 記 述 さ れ て い る 通 り に 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 葉 酸 を 無 水 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド に 溶 解 し 、 ５ 倍 モ ル 濃 度 過 剰 の １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル
ボ ジ イ ミ ド で 、 ２ ３ ℃ に て １ 時 間 、 活 性 化 す る 。 オ ン コ ナ ー ゼ を ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4

、 ０ ． １ Ｍ ホ ウ 酸 、 ｐ Ｈ ８ ． ５ に 溶 解 す る 。 次 い で 、 ５ ～ ８ 倍 モ ル 濃 度 過 剰 の 活 性 葉 酸 を
当 該 オ ン コ ナ ー ゼ 溶 液 に 加 え 、 結 合 反 応 を 、 ２ ３ ℃ で ３ ０ 分 間 、 続 行 さ せ る 。 リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 平 衡 化 し た セ フ ァ デ ッ ク ス (Sephadex)Ｇ － ２ ５ カ ラ ム を
使 用 し て 、 未 反 応 材 料 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 分 離 す る 。 サ ン プ ル を 、 ０ ． ２ μ ｍ シ リ ン ジ ・
フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 次 い で 、 ビ シ ン コ ニ ン 酸 ア ッ セ イ （ Ｂ Ｃ Ａ ） キ ッ ト （ ピ ア ス
・ ケ ミ カ ル ・ カ ン パ ニ ー (Pierce Chemical Co.)） 等 の 標 準 方 法 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質
含 量 に つ い て 分 析 す る 。 ピ ー ク 画 分 を プ ー ル し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 析 し て 、 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 中 の 遊 離 リ ガ ン ド お よ び 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ の 量 を 決 定 す る 。 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の 程 度 は 、 Leamonら 、 (1991年 )Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.88,5572-5576に よ り 記 述 さ
れ て い る 通 り に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
［ 実 施 例 ６ ： ニ ト リ ロ ト リ 酢 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド の 合 成 ］
　 当 該 ペ プ チ ド は 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ 方 法 論 を 使 用 し て 、 シ ー バ ー ・ ア ミ ド (Sieber Amide)樹 脂 で
固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 合 成 し た 。 樹 脂 充 填 量 と 比 べ て ６ 等 量 の ア ミ ノ 酸 を 使 用 し て 、
ア ミ ノ 酸 を 当 該 樹 脂 に 結 合 さ せ た 。 活 性 化 方 法 は 、 一 晩 反 応 し て い る ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル
ボ ジ イ ミ ド （ Ｄ Ｉ Ｃ ） お よ び Ｈ Ｏ Ｂ ｔ を 使 用 し た 。 当 該 樹 脂 に 加 え た ア ミ ノ 酸 は （ 順 番 に
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） 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｌ ｙ ｓ （ Ａ ｌ ｏ ｃ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｌ ｙ ｓ （ Ａ ｌ ｏ ｃ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ
ｏ ｃ － Ｌ ｙ ｓ （ Ａ ｌ ｏ ｃ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｃ ｙ ｓ （ Ｔ ｒ ｔ ） － Ｏ Ｈ お よ び 無 水 酢 酸 で
あ っ た 。 次 い で 、 Ｐ ｄ ［ Ｐ （ Ｐ Ｈ ） 3 ］ 4 お よ び Ｈ Ｓ ｎ （ ｂ ｕ ） 3 で 側 鎖 Ａ ｌ ｏ ｃ 保 護 基 を
除 去 し た 。 次 い で 当 該 リ シ ン の 側 鎖 を 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｓ ｐ － Ｏ Ｂ ｕ ｔ （ Ｆ ｍ ｏ ｃ 　 Ｌ － ア
ス パ ラ ギ ン 酸 　 α － ｔ － ブ チ ル エ ス テ ル ） と 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 当 該 Ｆ ｍ ｏ ｃ 基 を ア ス
パ ラ ギ ン 酸 か ら 除 去 し 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 で 過 剰 の ｔ － ブ チ ル ブ ロ モ
ア セ テ ー ト を 加 え る こ と に よ り 窒 素 を ペ ル ア ル キ ル 化 し た （ 室 温 で 一 晩 反 応 ） 。 次 い で 、
当 該 ペ プ チ ド を 開 裂 さ せ 、 脱 保 護 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 。 当 該 ペ プ チ ド を Ｉ Ｍ Ｐ 　 ２ ６
７ と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
［ 実 施 例 ７ ： 合 成 ペ プ チ ド （ Ｉ Ｍ Ｐ 　 ２ ６ ７ ） へ の 葉 酸 の 結 合 ］
　 葉 酸 を 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 溶 解 し 、 １ 当 量 の Ｄ Ｉ Ｃ で 活 性 化 し て 無 水 物 を 形 成 し 、 ３ － ［ ２ －
ピ リ ジ ル ジ チ オ ］ プ ロ プ リ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド （ Ｐ Ｄ Ｐ Ｈ ） と 反 応 さ せ る 。 反 応 生 成 物 を 逆
相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し 、 反 応 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 凍 結 乾 燥 す る 。 次 い で 、 当 該 反 応 生 成
物 を 、 ペ プ チ ド （ Ｉ Ｍ Ｐ 　 ２ ６ ７ ） を 含 有 す る チ オ ー ル （ ｐ Ｈ ５ ～ ９ ） と 混 合 し て 、 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 し た ペ プ チ ド 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
［ 実 施 例 ８ ： ニ ト リ ロ ト リ 酢 酸 残 基 お よ び Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 オ ン コ ナ ー ゼ を 含 む ペ プ チ ド の ア
フ ィ ニ テ ィ 分 析 ］
　 Ｉ Ｍ Ｐ 　 ２ ６ ７ 　 ０ ． ０ ０ ４ ０ ｇ を 、 ０ ． ０ １ Ｍ 、 ｐ Ｈ ４ ． ３ の ギ 酸 緩 衝 液 ６ ９ ０ μ ｌ
に 溶 解 す る こ と に よ り 、 先 ず 、 Ｉ Ｍ Ｐ 　 ２ ６ ７ を 、 バ イ ア コ ア (Biacore)（ 登 録 商 標 ） Ｃ
１ セ ン サ ー ・ チ ッ プ に 結 合 さ せ る 。 バ イ ア コ ア (Biacore)に よ り 記 述 さ れ て い る 通 り に 、
ピ リ ジ ル ジ チ オ エ チ ル ア ミ ン （ 「 Ｐ Ｄ Ｅ Ａ 」 ） を 使 用 し て 、 当 該 ペ プ チ ド を ジ ス ル フ ィ ド
結 合 に よ り 結 合 す る た め に 、 当 該 チ ッ プ を 活 性 化 し た 。 当 該 バ イ ア コ ア (Biacore)Ｃ １ チ
ッ プ は 、 フ ロ ー セ ル １ お よ び ２ 内 、 ５ μ ｌ ／ 分 で 、 推 奨 さ れ る １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ
メ チ ル ア ミ ノ プ ロ リ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ 「 Ｅ Ｄ Ｃ 」 ） ／ Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
（ 「 Ｎ Ｈ Ｓ 」 ） 混 合 物 の ア リ コ ー ト １ ０ μ ｌ で 活 性 化 し た 。 推 奨 さ れ る Ｐ Ｄ Ｅ Ａ 溶 液 、 ３
５ μ ｌ （ ０ ． １ Ｍ 、 ｐ Ｈ ８ ． ５ の ボ レ ー ト (Borate)緩 衝 液 中 、 Ｐ Ｄ Ｅ Ａ 　 ０ ． ０ ０ ４ ７ ｇ
） を 、 フ ロ ー セ ル １ お よ び ２ で 、 チ ッ プ に 加 え た 。 当 該 ペ プ チ ド 、 ３ ５ μ ｌ を 、 フ ロ ー セ
ル １ 及 び ２ に 加 え 、 セ ル １ 及 び ２ 内 へ の シ ス テ イ ン （ ｃ ｙ ｓ 　 ０ ． ０ ０ ２ ６ ｇ 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ
　 ０ ． ０ ２ ６ ８ ｇ 、 お よ び ｐ Ｌ ０ ． １ Ｍ 、 ｐ Ｈ ４ ． ３ の ギ 酸 緩 衝 液 ４ ３ ３ μ ｌ で 作 っ た ）
の ア リ コ ー ト で チ ッ プ を 失 活 さ せ た 。 一 方 の フ ロ ー セ ル の み に ニ ッ ケ ル を 加 え る こ と に よ
り 、 当 該 チ ッ プ を 活 性 化 し 、 ニ ッ ケ ル を 含 ま な い 、 他 方 の フ ロ ー セ ル を コ ン ト ロ ー ル と し
て 使 用 し た 。 当 該 活 性 化 は 、 Ｎ Ｔ Ａ 緩 衝 溶 液 中 、 ５ ０ ０ μ Ｍ の Ｎ ｉ Ｃ ｌ 2 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ
を 使 用 し て 、 ４ ０ μ ｌ ／ 分 で 行 っ た 。 ６ つ の Ｈ ｉ ｓ タ グ を 有 す る オ ン コ ナ ー ゼ の 下 記 の 濃
度 （ ５ ０ ｎ Ｍ 、 ２ ５ ｎ Ｍ 、 １ ０ ｎ Ｍ 、 ５ ｎ Ｍ 、 １ ｎ Ｍ お よ び Ｏ ｎ Ｍ ） を 使 用 し て 、 反 応 速
度 論 実 験 を 実 施 し た 。 当 該 ア フ ィ ニ テ ィ は 、 Ｋ d ＝ １ ． １ ５ × １ ０ - 9 Ｍ で 、 カ イ 二 乗 フ ィ
ッ ト は １ ． ６ ３ で あ っ た 。 Ｈ ｉ ｓ タ グ 付 オ ン コ ナ ー ゼ の ア フ ィ ニ テ ィ を 同 様 に 入 手 で き る
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
［ 実 施 例 ９ ： 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ 、 オ ン コ ナ ー ゼ － 複 合 体 、 お よ び オ ン コ ナ ー ゼ － コ ン
プ レ ッ ク ス の in vitro活 性 の テ ス ト ］
　 オ ン コ ナ ー ゼ － コ ン ジ ュ ゲ ー ト が タ ン パ ク 質 合 成 を 阻 害 で き る 能 力 を 、 St.Clairら 、 PA
NS USA,84:8330(1987年 )に よ り 記 述 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血
球 溶 菌 液 ア ッ セ イ で 評 価 す る 。 し か し 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ は 、 ２ ９ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 し
、 Ｎ ｆ Ｍ － オ ン コ ナ ー ゼ は １ ２ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 す る た め 、 ス ー パ ー ロ ー ス (Superose)１
２ 　 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ を 使 用 し た サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 二 者 を 分 離 す る こ と が で き な い た
め 、 先 ず 、 試 験 す る 全 て の 画 分 を 、 ス ー パ ー ロ ー ス (Superose)１ ２ 　 Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ を 通 過 さ せ
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 自 然 の オ ン コ ナ ー ゼ (AlfaCell)と 、 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ （ ＋ ／ － ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
処 置 ） お よ び オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 様 々 な 画 分 を 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 菌
液 ア ッ セ イ で 比 較 す る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と と も に ま た は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 無 し で 当 該 ア
ッ セ イ 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ カ ウ ン タ ー で 3 2 Ｍ ｅ ｔ 組 み 込
み を 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 合 成 速 度 を 評 価 す る 。 異 な る サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 Ｂ Ｓ
Ａ を 標 準 と し て 使 用 し た Ｂ Ｃ Ａ ア ッ セ イ （ ピ ア ス (Pierce)） で 同 時 に 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ お よ び オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 、 細 胞 系 で タ ン パ ク
質 合 成 を 阻 害 で き る 能 力 も 試 験 し た 。 適 当 な 細 胞 系 と し て は 、 Ｒ ａ ｊ ｉ 、 Ｃ Ａ － ４ ６ 、 お
よ び ヒ ト Ｔ 細 胞 系 、 Ｈ ｕ ｔ １ ０ ２ な ど が あ る 。 細 胞 を 、 適 切 な 完 全 培 地 中 、 ２ × １ ０ 5 細
胞 ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 、 ９ ６ ウ ェ ル 微 量 滴 定 プ レ ー ト に 一 晩 プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 当 該 完 全 培
地 を 、 漸 増 す る 濃 度 の 組 み 換 え オ ン コ ナ ー ゼ お よ び オ ン コ ナ ー ゼ － 葉 酸 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を
含 有 す る 無 血 清 お よ び 無 ロ イ シ ン 培 地 に １ ６ 時 間 、 取 り 替 え 、 そ の 後 、 ０ ． １ μ Ｃ ｉ の ［
1 4 Ｃ ］ ロ イ シ ン に よ る １ 時 間 パ ル ス が 続 く 。 細 胞 収 穫 機 （ ス カ ロ ン (Skaron)） を 使 用 し て
、 細 胞 を グ ラ ス フ ァ イ バ ー ・ フ ィ ル タ ー 上 に 採 集 し 、 水 で 洗 浄 し 、 エ タ ノ ー ル で 乾 燥 さ せ
、 計 数 す る 。 細 胞 が ０ ． ５ μ Ｃ ｉ の ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン の １ 時 間 パ ル ス に 暴 露 さ れ る こ と 以
外 は 、 並 行 し て 実 験 を 実 施 す る こ と に よ り 、 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 性 ／ 細 胞 静 止 作 用 を 評
価 す る 。 Ｉ Ｃ 5 0 を 算 出 し て 、 オ ン コ ナ ー ゼ お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 活 性 を 推 定 す
る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 全 て の 特 許 お よ び 他 の 参 考 文 献 は 、 本 発 明 が 関 係 す る 技 術 分
野 に お け る 熟 練 者 の 技 術 レ ベ ル を 示 し 、 引 用 す る こ と に よ り 、 各 参 考 文 献 が 個 別 に 、 全 体
と し て 組 み 込 ま れ た の と 同 程 度 に 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 全 て の 特 許 お よ び 他 の 参 考
文 献 は 、 引 用 す る こ と に よ り 、 表 お よ び 図 を 含 め 、 全 体 と し て 、 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 、 記 述 さ れ て い る 目 的 お よ び 利 点 を 達 成 す る の に よ く 適 合 し て い る こ と 、 な ら
び に 本 発 明 に 固 有 の も の を 、 当 業 者 は 、 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 現 在 、 好 ま し い 実 施 形
態 の 代 表 と し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 、 本 発 明 の 方 法 、 変 化 、 お よ び 組 成 物 は 例 で あ
っ て 、 本 発 明 の 範 囲 に 対 す る 制 限 を 意 図 す る も の で は な い 。 当 業 者 に は 変 更 お よ び 他 の 使
用 が 浮 か ぶ で あ ろ う が 、 そ れ は 本 発 明 の 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 せ ず に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 発 明 に 様 々 な 置 換
お よ び 修 飾 を 行 え る こ と は 、 当 業 者 に 容 易 に 明 白 に な る で あ ろ う 。 た と え ば 、 様 々 な 異 な
る 結 合 対 、 な ら び に 様 々 な 異 な る 治 療 薬 お よ び 診 断 用 薬 を 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 こ の よ う な 補 足 的 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 説 明 に 役 立 つ よ う に 本 明 細 書 に 適 切 に 記 述 さ れ て い る 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 開
示 さ れ て い な い 要 素 ま た は 制 限 が 存 在 し な い 条 件 で 、 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が
っ て 、 た と え ば 、 ど の 場 合 に も 、 用 語 「 含 む (comprising)」 、 「 か ら 本 質 的 に な る (consi
sting essentially of)」 お よ び 「 か ら な る (consisting of)」 は 、 他 の ２ つ の 用 語 の い ず
れ と も 置 き 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。 使 用 さ れ て い る 用 語 お よ び 表 現 は 、 制 限 で は な く 、
説 明 す る 言 葉 と し て 使 用 さ れ て お り 、 こ の よ う な 用 語 お よ び 表 現 の 使 用 に お い て 、 示 さ れ
た ま た 記 述 さ れ た 特 徴 の 同 等 物 ま た は そ の 一 部 を 除 外 す る 意 図 は な く 、 本 発 明 の 範 囲 内 で
様 々 な 修 飾 が 可 能 な こ と が 理 解 さ れ る 。 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 お よ び 任 意 の 特 長
に よ っ て 本 発 明 を 具 体 的 に 開 示 し て き た が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 構 想 の 修 飾 お よ び
変 更 を 当 業 者 が 用 い る 可 能 性 が あ る こ と 、 な ら び に こ の よ う な お よ び 変 更 は 、 本 発 明 の 範
囲 内 で あ る と 考 え ら れ る こ と を 、 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の 特 徴 ま た は 態 様 が 、 マ ー カ ッ シ ュ (Markush)グ ル ー プ ま た は 代 わ り の
他 の グ ル ー ピ ン グ に つ い て 記 述 さ れ て い る 場 合 、 本 発 明 は ま た 、 マ ー カ ッ シ ュ (Markush)
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グ ル ー プ ま た は 他 の グ ル ー プ の メ ン バ ー の 個 々 の メ ン バ ー ま た は サ ブ グ ル ー プ に つ い て も
記 述 さ れ て い る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 反 対 の 指 示 が な い 限 り 、 実 施 形 態 の た め に 様 々 な 数 値 が 提 供 さ れ て い る 場 合 、 範
囲 の 端 点 と し て の ２ つ の 異 な る 値 を 選 ぶ こ と に よ り 、 さ ら な る 実 施 形 態 が 記 述 さ れ る 。 こ
の よ う な 範 囲 も ま た 、 記 載 の 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 Ｎ ｆ Ｍ オ ン コ ナ ー ゼ の 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】
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