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本発明は癌の診断と処置、より詳しく述べると、哺乳動物、例えばヒトの腫瘍の診断、検
査、モニターおよび治療に有用である抗体などのポリペプチドに関する。
【０００２】
医療分野における最近の進歩によって、癌の患者の生存率が極めて改善されてはいるが、
癌に関連する疾病に基づく死亡者の多くの方々を腫瘍の早期診断によって防止しうる。し
たがって、最初に診断をした際に、多数の患者が既に疾病の最終段階に達しているのであ
る。
【０００３】
女性たちの凡そ７５％は病勢が進んだ段階（第ＩＩＩ期または第ＩＶ期）に達した後に卵
巣癌であると診断される。なぜなら、卵巣癌の症状は曖昧であるか、または”無症状”で
あるからである。極めて積極的な外科的の治療手段と新規な化学療法であっても、進行し
た段階に入っている卵巣の癌をわずらっている女性の生存年数は約１５％が５年を越える
ことがないというのが、過去３０年以上、変わることが無いのである。これを言い換える
ならば、卵巣に癌が出来ていると診断された（第１期）の女性の凡そ９０％は５年間生存
できるというわけである。
【０００４】
腫瘍（例えば、肺の腺癌，扁平細胞肺癌腫，腸管型胃の腫瘍，びまん性胃癌，結腸の腺癌
，前立腺の腺癌，胸部の小葉腫瘍，胸部の腺管癌，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌または子宮の
腺癌）の早期で改善された医学的検出と処置とが必要なことは明らかで、それによって腫
瘍の処置の機会を増し、長期生存に関する優れた予後へと導くのである。
【０００５】
発明の概要
本発明者らは、腫瘍性の細胞に特異的なエピトープに反応するＳＡＭ－６と呼ぶポリペプ
チドを発見したのである。このポリペプチドは極めて優秀な診断上の手段となるものであ
るばかりか、細胞の増殖を抑え、脂質の細胞内蓄積を誘導し、細胞に結合している腫瘍性
の細胞類をアポトーシスさせる。これらの性質により、従来の治療薬の多くがもつ副作用
のない、腫瘍性疾患の治療に用いうる。
【０００６】
本発明は腫瘍の診断や治療に利用することができるモノクローナル抗体などのポリペプチ
ドを特徴とするものである。したがって、本発明の第一の態様においては、腫瘍細胞に結
合する精製ポリペプチドを特色とするもので、そのポリペプチドはアミノ酸配列順がＳＥ
ＱＩＤ ＮＯ：１とＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３と実質的に同一であって、そのポリペプチドは
特にＢＸＰＣ－３（ＡＴＣＣ受託番号Ｎｏ．ＣＲＬ－１６８７）細胞２３１３２／８７（
ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２０１）細胞、ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（ＤＳＭＺ受託番号Ｎ
ｏ．ＡＣＣ２１）細胞、ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ１９６）細胞
とＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ３９３）細胞と特異的に結合するが
、非腫瘍性の細胞には結合しない。
【０００７】
第二の態様では、本発明は腫瘍性の細胞に結合している精製ポリペプチドを特色とするも
のであって、このポリペプチドはＳＥＱＩＤ ＮＯ：１とＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３の配列と
実質的に同一のアミノ酸配列をもっており、前記ポリペプチドは、ＢＸＰＣ－３（ＡＴＣ
Ｃ受託番号Ｎｏ．ＣＲＬ－１６８７）細胞２３１３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．Ａ
ＣＣ２０１）細胞、ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２１）細胞、Ｃ
ＯＬＯ－６９９（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ１９６）細胞とＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳ
ＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ３９３）細胞と特異的に結合し、非腫瘍性の細胞には結合せず
、また前記腫瘍性の細胞は、肺の腺癌，扁平細胞肺癌，腸管型胃癌，びまん性胃癌，結腸
の腺癌，前立腺の腺癌，食道の扁平細胞癌腫，食道の腺癌，胸部の消化管小葉癌腫，胸部
の管の癌腫，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌および子宮の腺癌である。
【０００８】
第三の態様では、本発明は腫瘍性の細胞に結合する精製ポリペプチドを特徴とし、前記ポ
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リペプチドはＳＥＱＩＤ ＮＯ：１とＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３の配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列を具備し、前記ポリペプチドは肺の腺癌，扁平細胞肺癌，腸管型胃の腺癌，びま
ん性胃癌，結腸の腺癌，前立腺の腺癌，食道の扁平癌腫，食道の腺癌，乳房の無定形状癌
腫，乳房の管の癌腫，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌および子宮の腺癌と結合し、非腫瘍物の細
胞とは結合しない。
【０００９】
本発明の以上の好ましい三つの実施態様において、ポリペプチドが腫瘍性の細胞に結合す
ると細胞の増殖を抑制するが、非腫瘍性細胞の増殖は抑制しない。
【００１０】
本発明の前記最初の三つの実施態様のうちの第２番目の好ましい態様においては、ポリペ
プチドは低比重リポタンパク（ＬＤＬ）および／または酸化低比重リポタンパク（ｏｘＬ
ＤＬ）に結合し、および／または超低比重リポタンパク（ＶＬＤＬ）に結合し、腫瘍性の
細胞に結合すると、脂質が細胞内に蓄積するようになるが非腫瘍性細胞に脂質の細胞内蓄
積を招くことはない。
【００１１】
本発明の前記最初の三つの実施態様の第３番目の好ましい実施態様においては、ポリペプ
チドはこれが結合する腫瘍性の細胞のアポトーシスを誘導するが、非腫瘍性細胞のアポト
ーシスを誘導することはない。
【００１２】
本発明の前記最初の三つの態様の第４番目の好ましい実施態様においては、ポリペプチド
は抗体またはその機能的なフラグメントを包含する。例えば機能的なフラグメントはＶＬ

，ＶＨ，ＦＶ，Ｆｃ，Ｆａｂ，Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２から成っている群中から選
択することができる。更に、機能的なフラグメントにはＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１および／ま
たは３の配列と実質的に同一であるか、或はＳＥＱＩＤ ＮＯ：１および／または３の配
列のフラグメントを含むことができる。
【００１３】
本発明の前記最初の三つの態様の第５番目の好ましい実施態様においては、ポリペプチド
核酸配列の相補性決定的領域（ＣＤＲｓ）は軽鎖の可変領域（ＶＬ）のＳＥＱＩＤ ＮＯ
：２のヌクレオチド６７－９９（ＣＤＲ１），１４５－１６５（ＣＤＲ２）および２６２
－２８８（ＣＤＲ３）と実質的に同一の核酸配列を含む。さらに、ポリペプチド核酸配列
の相補性の決定的領域（ＣＤＲｓ）は重鎖の可変領域（ＶＨ）のＳＥＱＩＤ ＮＯ：４の
ヌクレオチド９１－１０５（ＣＤＲ１），１４８－１９８（ＣＤＲ２）および２９５－３
３０（ＣＤＲ３）と実質的に同一の核酸配列を含む。
【００１４】
本発明の前記第４番目の態様はアミノ酸配列ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１またはアミノ酸配列Ｓ
ＥＱ ＩＤ ＮＯ：３を含む精製ポリペプチドを特徴とする。
【００１５】
第５番目の態様においては、本発明はＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１および３のアミノ酸配列を含
む精製ポリペプチドを特徴とする。
【００１６】
本発明の前記最初の第５番目の態様の最初の実施態様では、ポリペプチド配列の相補性決
定領域（ＣＤＲｓ）が軽鎖（ＶＬ）可変領域のＳＥＱＩＤ ＮＯ：１のアミノ酸配列Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｃｙ
ｓ（ＣＤＲ１）、Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ（ＣＤＲ２
）、およびＧｌｎ－Ａｌａ－Ｔｒｐ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－ＩＩｅ－Ｖａｌ－Ｖａｌ
（ＣＤＲ３）と実質的に同一のアミノ酸配列を含む。さらに、ポリペプチドアミノ酸配列
の相補性決定領域（ＣＤＲｓ）は重鎖（ＶＨ）の可変領域のＳＥＱＩＤ ＮＯ：３のアミ
ノ酸配列Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｍｅｔ－Ｈｉｓ（ＣＤＲ１），Ｖａｌ－ＩＩｅ－Ｓｅ
ｒ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓ
ｐ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（ＣＤＲ２）とＡｓｐ－Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－
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Ｖａｌ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ（ＣＤＲ３）と実質
的に同一のアミノ酸配列を含む。
【００１７】
本発明の前記最初の第５番目の態様の第二の好ましい実施態様では、ポリペプチドは単ク
ローン性の抗体、例えばヒトの単クローン性の抗体である。
【００１８】
第６番目の態様では、本発明は第１番目の態様のポリペプチドを発現する細胞を特徴とし
、第８番目の態様では、本発明は第２番目のポリペプチドを発現する細胞を特徴とし、第
９番目第３番目の態様のポリペプチドを発現する細胞を特徴とする。
【００１９】
本発明の第７番目の態様においては、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１のアミノ酸配列と実質的に同
一の配列を含むポリペプチドを発現する細胞を特徴とするものである。
【００２０】
本発明の第８番目の態様においては、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３のアミノ酸配列と実質的に同
一の配列を含むポリペプチドを発現する細胞を特徴とするものである。
【００２１】
本発明の第９番目の態様においては、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１または３のアミノ酸配列と実
質的に同一の配列を含むポリペプチドを発現する細胞を特徴としており、この態様に関す
る好ましい実施例においては、ポリペプチドはＳＥＱＩＤ ＮＯ：１または３、或はＳＥ
ＱＩＤＮＯ：１と３との両者の配列を含んでいる。
【００２２】
第１０番目の態様においては、本発明は前記第６番目の態様による細胞を生成する方法を
特徴としている。この方法は次の段階から成っている。即ち、（ａ）リンパ球とヘテロミ
エローマ細胞との融合もたらし、融合がハイブリドーマをもたらす条件下で、リンパ球と
ヘテロミエローマ細胞株を接触させ、（ｂ）前記ハイブリドーマが、ポリペプチドが結合
する腫瘍細胞の増殖を抑制するが、非腫瘍性細胞中では増殖を抑制しないポリペプチドを
産生するか否かを決定し、（ｃ）ハイブリドーマが、ＢＸＰＣ－３（ＡＴＣＣ受託番号Ｎ
ｏ．ＣＲＬ－１６８７），２３１３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２０１），
ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２１），ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭ
Ｚ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ１９６）およびＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣ
Ｃ３９３）の細胞の少くとも一種に特異的に結合するが、非腫瘍性の細胞には結合しない
ポリペプチドを産生するか否かを決定する。
【００２３】
第１１番目の態様の特徴は前記第７番目の態様の細胞を発生する方法に関するものである
。この方法は次の諸段階、即ち、（ａ）リンパ球とヘテロミエローマ細胞との融合もたら
し、融合がハイブリドーマをもたらす条件下で、リンパ球とヘテロミエローマ細胞株を接
触させ、（ｂ）前記ハイブリドーマが、ポリペプチドが結合する腫瘍細胞中の脂質の細胞
内蓄積を誘導するが、非腫瘍性細胞中では脂質の細胞内蓄積を誘導しないか否かを決定し
、（ｃ）ハイブリドーマが、ＢＸＰＣ－３（ＡＴＣＣ受託番号Ｎｏ．ＣＲＬ－１６８７）
，２３１３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２０１），ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（Ｄ
ＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２１），ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ
１９６）およびＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ３９３）の細胞の少く
とも一種に特異的に結合するが、非腫瘍性の細胞には結合しないポリペプチドを産生する
か否かを決定する。
【００２４】
第１２番目の態様の特徴は前記第９番目の態様の細胞を発生する方法に関するものである
。この方法は次の諸段階、即ち、（ａ）リンパ球とヘテロミエローマ細胞との融合もたら
し、融合がハイブリドーマをもたらす条件下で、リンパ球とヘテロミエローマ細胞株を接
触させ、（ｂ）前記ハイブリドーマが、ポリペプチドが結合する腫瘍細胞中のアポトーシ
スを誘導するが、非腫瘍性細胞中ではアポトーシスを誘導しないか否かを決定し、（ｃ）
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ハイブリドーマが、ＢＸＰＣ－３（ＡＴＣＣ受託番号Ｎｏ．ＣＲＬ－１６８７），２３１
３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２０１），ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（ＤＳＭＺ受
託番号Ｎｏ．ＡＣＣ２１），ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ１９６）
およびＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号Ｎｏ．ＡＣＣ３９３）の細胞の少くとも一種
に特異的に結合するが、非腫瘍性の細胞には結合しないポリペプチドを産生するか否かを
決定する。
【００２５】
本発明の第１３番目の態様では、哺乳動物、例えばヒトの腫瘍を診断する方法に関する本
発明の最初の５つの態様のいずれかの態様の精製ポリペプチドを用いるものを特徴とする
。この方法には次に述べる段階がある。即ち、（ａ）本発明の最初の第１３番目の態様中
のいずれかの一つの態様の精製ポリペプチドを哺乳動物の細胞または組織試料と接触し、
そして（ｂ）精製ポリペプチドが細胞または組織試料に結合するか否かを検出するもので
あって、精製ポリペプチドが細胞または組織試料に結合すれば、その哺乳動物は腫瘍を有
することを指示するものである。
【００２６】
本発明の第１３番目の好ましい態様では、腫瘍は肺の腺癌，扁平細胞肺癌，腸型胃癌，び
まん性胃癌，結腸の癌，前立腺の癌，食道の鱗状細胞癌腫，食道の癌，胸部の小葉の癌腫
，胸部の管の癌腫，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌，または子宮の腺癌である。この態様の更に
好ましい態様においては、ポリペプチドは抗体またはポリペプチドを、放射性核種，蛍光
マーカー，酵素，細胞毒素，サイトカインおよび成長抑制物質から成る種類の中から選択
された検出能物質に結合することができる。この態様における更に好ましい態様において
は、ポリペプチドは抗体であるか、或は放射性核種，蛍光標識，酵素，細胞毒素，サイト
カイン及び成長抑制物質から成る群の中から選択された検出物質とコンジュゲートされて
いる。更に、ポリペプチドはタンパク質精製タグ例えば、裂開性タンパク質精製タグにコ
ンジュゲートすることができる。
【００２７】
本発明の第１４番目の態様においては、本発明は、その最初に述べた５種類の態様中の、
いずれかの一つの態様の精製ポリペプチドを哺乳動物、例えばヒトの増殖性疾患を治療す
る方法に使用することを特徴とするものである。この方法には、細胞試料を前記態様の最
初の７種類のうちの、いずれかの一つの精製ポリペプチドと接触される段階を含んでいて
、細胞に精製ポリペプチドを結合することによって、その細胞の増殖性を減少する。
【００２８】
本発明の第１４番目の態様の中の好ましい複数の実施態様において、増殖性疾患は肺の腺
癌，扁平肺癌腫，本能型胃癌，びまん性胃癌，結腸の腺癌，前立腺の腺癌，食道の扁平細
胞癌腫，食道の腺癌，乳房の小葉の癌，胸の管の癌腫，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌、そして
子宮の腺癌である。この実施態様の好ましい態様は、更に、抗体或はポリペプチドが放射
性核種，蛍光マーカー，酵素，細胞毒素，サイトカインおよび成長抑制物質から成る群か
ら選択された検出物質とコンジュゲートしている。望ましい検出物質は細胞のアポトーシ
スを誘導するものである。更に、ポリペプチドはタンパク質精製タグ、例えば裂開性タン
パク質精製タグにコンジュゲートさせることが出来る。
【００２９】
第１５番目の態様において、本発明は哺乳動物、例えばヒトの増殖性障害を処理する方法
に、その最初の五つの態様のいずれかの精製ポリペプチドを使用することにある。この方
法は細胞を、本発明の最初の七つの態様のいずれかの精製ポリペプチドと接触させる段階
を必要としている。
【００３０】
本発明の第１６番目の望ましい態様では、増殖性疾患は胃の腺癌，結腸直腸の腺癌，扁平
細胞肺癌，肺腺癌，食道の扁平細胞癌腫，膵臓の腺癌，膀胱の尿路癌，腎臓の腎性細胞の
尿路上皮癌，腎臓の腎性細胞の腎性細胞癌腫，前立腺の腺癌，乳房の管路癌腫，乳房の小
葉癌腫，卵巣の腺癌，子宮内膜の腺癌，そして子宮の腺癌である。なお、この態様におけ
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る更に好ましい実施態様は、ポリペプチドが抗体であるか、或はポリペプチドが放射性核
種，蛍光マーカー，酵素，細胞毒素，サイトカインおよび成長抑制物質から成る群から選
択された検出能物質にコンジュゲートされている。好ましくは、検出能物質は細胞の細胞
増殖を抑制できるものである。更に、ポリペプチドはタンパク質精製タグ、例えば裂開性
タンパク質精製タグにコンジュゲートさせることが出来る。
【００３１】
第１７番目の態様において、本発明は哺乳類、例えばヒトの増殖性疾患を治療する方法に
関する、本発明の前記最初の５つの態様のいずれかの一種の精製ポリペプチドを用いるこ
とを特徴とするものである。この方法は細胞を、本発明の最初に述べた七種類の態様のう
ちの任意の精製ポリペプチドと細胞とを接触する手段を包含している。そこで、精製ポリ
ペプチドを細胞と結合すると、前記細胞をアポトーシスさせる。
【００３２】
本発明の第１８番目の好ましい態様においては、増殖性疾患は胃癌，結腸大腸，腸の腺癌
，扁平細胞肺癌，肺の腺癌，食道の扁平細胞癌，膵臓の腺癌，膀胱の尿路上皮癌，腎臓の
腎性細胞癌，前立腺の腺癌，胸部の管の癌，卵巣の腺癌，子宮内膜の腺癌，子宮の腺癌で
ある。この第１８番目の態様に関する更に好ましい態様はポリペプチドが抗体であるか、
或はポリペプチドは放射性核種，蛍光マーカー，酵素，細胞毒素，サイトカイン、そして
成長抑制因子から成るものから選択された検出能物質に結合されている。好ましくは、検
出能物質は細胞の細胞増殖を抑制できるものである。更に、ポリペプチドはタンパク精製
タグ、例えば裂開性タンパク質精製タグにコンジュゲートさせることが出来る。
【００３３】
本発明の第１９番目の態様では、細胞の増殖を阻止する薬剤の製造のための、医薬上許容
できる担体中に本発明の前記最初の五つの態様のいずれかの精製ポリペプチドを含有する
薬剤でヒトの躰内の腫瘍性細胞を治療することを特徴とする。
【００３４】
本発明の第２０番目の態様においては、脂質の細胞内蓄積を誘導する薬剤の製造のための
、医薬上許容することが出来る担体中に本発明の前記最初に述べた５つの態様のうちのそ
れぞれの精製ポリペプチドを含有する医薬によりヒト体内の腫瘍性細胞を治療することを
特徴とする。
【００３５】
本発明の第２１番目の態様においては、アポトーシスを行う薬剤を製造するための、医薬
上許容することの出来る担体中に本発明の前記最初の五つの態様のいずれかの精製ポリペ
プチドを含有する薬剤を用いてヒト躰内の腫瘍性細胞を治療することを特徴とするのであ
る。
【００３６】
本発明の第２２番目の態様は、ヒト躰内の腫瘍性細胞のすべての増殖を阻止し、脂質の細
胞内蓄積を誘導し、アポトーシスを誘導する薬剤の製造のための、医薬上許容することの
出来る担体中に最初に述べた５つの態様のいずれかの精製ポリペプチドを含有する薬剤を
用いてヒト躰内の腫瘍性細胞を治療することを特徴とするものである。
【００３７】
本発明の第２３番目の態様では、本発明は前記最初に挙げた五つの態様のいずれかの精製
ポリペプチドを含有する診断上の薬品を提供することを特徴とするものである。
【００３８】
本発明の第２４番目の態様においては、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２またはＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：
４の配列を含む単離された核酸分子を特徴とするものである。
【００３９】
本発明の第２５番目の態様においては、本発明はベクター、例えばプラスミドまたはウイ
ルス発現ベクターであって、本発明の第２４番目の態様の核酸分子を含有するものを特徴
とするものである。さらに、ベクターは哺乳動物細胞、たとえばヒト細胞中に含有されて
いてもよい。
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【００４０】
定義
「検出可能物質」とは検出を促進する診断上の物質に結合されている化合物のことである
。このような「検出可能物質」は診断上の物質に結合されている共有結合または非共有結
合のものである。更に、結合は直接または間接の結合である。「検出可能物質」の例を挙
げると、タンパク質精製タグ，細胞毒素，酸素，常磁性のラベル，酵素基質，補助因子，
酵素阻害剤，色素，放射性核種，化学ルミネッセントラベル，蛍光マーカー，成長阻害剤
，サイトカイン，抗体，ビオチンが挙げられる。
【００４１】
「診断剤」とは、この明細書に記載する効力検定、並に当該技術において標準である他の
手段のいずれかを利用して腫瘍性の細胞を検出するのに用いることが出来る化合物のこと
である。「診断剤」の例を挙げると、次のものがある。次の細胞、即ち、ＢＸＰＣ－３（
ＡＴＣＣ受託番号ＣＲＬ－１６８７），２３１３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ２０
１），ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ２１），ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭ
Ｚ受託番号ＡＣＣ１９６）またはＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ３９３）の
少くとも一つに特異的に結合するが、非腫瘍性細胞とは結合しない抗体である。更に、「
診断物質」はそれが腫瘍性細胞に結合する時にだけ細胞増殖を抑制し、アポトーシスを誘
導し、あるいはその両方を行うが、非腫瘍性細胞ではこれを行わない。
【００４２】
「診断剤」で検出できる腫瘍性の細胞の例を挙げると、肺の腺癌，扁平細胞肺癌，腸管型
胃癌，びまん性胃癌，結腸の腺癌，前立腺の腺癌，食道の鱗状細胞の癌，食道の腺癌，胸
部の小葉癌，胸部の管の癌，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌或は子宮の腺癌がある。更に、「診
断剤」とは、例えばペプチド，ポリペプチド，合成有機分子，天然有機分子，核酸分子お
よびそれらの成分、さらに診断剤と共有結合または非共有結合した一種もしくは数種の検
出物質を含む。
【００４３】
前記ポリペプチドに関連して使用した「機能的断片」とは、全長（ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔ
ｈ）ポリペプチドの少くとも生物学的活性を保持する断片をいう。この生物学的活性の例
を挙げると、特に抗原に結合する能力を備え、アポトーシスおよび／または細胞増殖抑制
能力を備えている。これらの生物学的活性は、例えば、本発明において述べる効力検定手
段のいずれかを利用して決定することが出来る。
【００４４】
抗体の機能的断片の例を挙げると、ＶＬ，ＶＨ，ＦＶ，Ｆｃ，Ｆａｂ，Ｆａｂ’またはＦ
（ａｂ’）２断片である。（例えばヒューストン（Ｈｕｓｔｏｎ）外著、細胞生体物理学
２２：１８９－２２４，１９９３；およびハーロウ（Ｈａｒｌｏｗ）およびレーン（Ｌａ
ｎｅ）著「抗体」（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）：研究所マニュアル，コオルド，スプリング
，ハーバー，ラボラトリー（ＡＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉ
ｎｇＨａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ），１９８８）。好ましくは、「機能的断片」
は、例えばＳＥＱＩＤ ＮＯ：１または３のアミノ酸配列の５，１０，１５，２０，１５
，３０，５０，７５または１００連続アミノ酸と実質的に同一のアミノ酸配列をもつ。更
に好ましい態様においては、「機能的断片」はＳＥＱＩＤ ＮＯ：１または３の配列の断
片と同一である。この種の「機能な断片」はＳＥＱＩＤ ＮＯ：１または３の５，１０，
１５，２０，１５，３０，５０，７５または１００連続アミノ酸を含有するか、あるいは
ＳＥＱＩＤ ＮＯ：１または３の総てのアミノ酸配列でありうる。
【００４５】
ここで用いた「相補性決定領域」とは、免疫グロブリンの超可変部領域を意味する。この
用語はＶＬとＶＨ領域とは均一に変えられるものではなく、むしろ、それらのアミノ酸の
変動の多くは三つの短い超可変領域配列に集中される。それは抗体の特異性について欠く
ことができない。ＣＤＲの同定はＢＬＡＳＴソフトウェア（アルトシュル，ステェフェン
Ｆ．（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ＳｔｅｐｈｅｎＦ．），トーマスＬ．マデン（Ｔｈｏｍａｓ 
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Ｌ．Ｍａｄｄｅｎ），アレジャンドロＡ．シェッフェー（Ａｌｅｊａｎｄｒｏ　Ａ．Ｓｃ
ｈａｆｆｅｒ）、ジンフイ　ツァング（Ｊｉｎｇｈｕｉ　Ｚｈａｎｇ），ツェングツァン
グ（Ｚｈｅｎｇ Ｚｈａｎｇ），ウェブ ミラー（Ｗｅｂｂ Ｍｉｌｌｅｒ），及びダビッ
ド Ｊ．リップマン（Ｄａｖｉｄ Ｊ．Ｌｉｐｍａｎ）（１９９７年著））と、「グラップ
トＢＬＡＳＴ及びＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ：「タンパク質データーベース探索用プログラムの
新時代」核酸Ｒｅｓ．２５；３３８９－３４０２．（ＮＣＢＩデータベース）。
【００４６】
本発明で用いている「ハイブリドーマ」とは、例えば、活性化されたリンパ球などの正常
な細胞とミエローマなどの腫瘍性細胞との融合によって作り出された細胞である。少くと
も２種類の細胞の融合によって生じたハイブリッド細胞は免疫学的活性化細胞によって生
成したものと同様の単クローン抗体或はＴ細胞生成物を生成する。更に、これらの細胞は
、腫瘍性の親と同様に不死である。
【００４７】
本発明で使用している「細胞増殖抑制」とは、そのタイプの細胞の細胞分裂の正常な速度
と比較した細胞分裂の速度の減少を表わす。細胞増殖の抑制は、当該技術における標準で
ある多数の方法、例えば、この明細書に述べたＭＴＴ細胞増殖の分析、ＢｒｄＵ結合およ
び３Ｈチミジンアップティクを利用して分析することができる。この種の分析は、例えば
、オースベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）その他の発表による「分子生物学におけるカレントプロ
トコルス」（Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ），ワィリイ インターサイエンス，ニューヨーク（ＷｉｅｌｙＩｎｔｅｒｓｃｉｅ
ｎｃｅ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ），２００１；およびサンブルーク、その他の発表による「分
子クローニング（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏｎｉｎｇ）：ア．ラボラトリ マニュアル（
ＡＬａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ），コルドスプリング ハーバー ラボラトリ（Ｃ
ｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ ＨａｒｂｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙ），ニューヨーク，１９８９年
に記載されている。その望ましい態様にあっては、細胞増殖の抑制は２０％，４０％，５
０％または７５％である。更に好ましい態様では、細胞増殖の抑制は、８０％，９０％，
９５％または細胞増殖の完全なる阻止である。
【００４８】
本発明の明細書で記載の「脂質の結合」とは脂質、特に低比重リポタンパク（ＬＤＬ）お
よび／またはｏｘＬＤＬとポリペプチドとの相互作用のことで、これは腫瘍性細胞の細胞
周期を激しく干渉するのである。その干渉は最終的には脂質の蓄積を招く。ポリペプチド
が脂質とまず相互作用して複合体を形成し、これが腫瘍性細胞と相互作用するのか、また
はポリペプチドが腫瘍性細胞の表面でレセプターと直接に相互作用するのかは不明である
。
【００４９】
抗体であるポリペプチドは、その単量体で、またはその五量体の形で活性である。
【００５０】
ここで述べた「脂質の細胞内蓄積」とは細胞内の脂質濃度の増加、特に、その種の細胞の
脂質の通常の濃度に較べて細胞内の脂質、特に低比重リポタンパク（ＬＤＬ）および／ま
たはｏｘＬＤＬの濃度の増加をいう。ＬＤＬは精製ポリペプチドによって培養された細胞
中に増加したコレステロールエステルとトリグリセリドをクロマトグラフィー分析するこ
とによって形成する細胞内に豊富になった細胞内のコレステロール血症とトリグリセリド
をクロマトグラフィー法で分析することによって細胞内に濃縮された脂質であることが判
る。専らＬＤＬだけが、これらの内容を形成する。細胞内脂質蓄積の結果、腫瘍細胞の「
リポトーシス（Ｌｉｐｏｐｔｏｓｉｓ）」などのアポトーシスに導くのである。
【００５１】
細胞内の脂質の蓄積は、次に記載の文献に記載の蛍光染色法のスーダン（Ｓｕｄａｎ）Ｉ
ＩＩの方法（グリーンスパン，Ｐ．），（ＧｒｅｅｎｓｐａｎＰ．），メィヤー（Ｍａｙ
ｅｒ），Ｅ．Ｐ．，及びＤ．ナイル レッド（Ｆｏｗｌｅｒ Ｄ．Ｎｉｌｅ Ｒｅｄ）の細
胞内脂質小滴．Ｊ．セル，バイオル（Ｂｉｏｌ），１００，９６５－９７３，１９８５）
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に記載されている染色法などを利用して分析し視覚化することができる。
【００５２】
この明細書に述べている「アポトーシスの誘導」とは先行文献に明瞭に定義されている細
胞の特徴の様相である。（例えば、ウィリー外、ビァール，Ｊ．（Ｗｙｌｌｉｅｅｔ．ａ
ｌ．，Ｂｒ．Ｊ）著「癌」８０付録１：３４－３７，１９９９；カー（Ｋｅｒｒ）外著「
癌」２６：２３９－２５７，１９７２）に明記されている細胞の特性の兆候に当てはまる
。これらの兆候は、細胞の小気泡，ＤＮＡ濃縮，Ｆ－アクチンの含量変化，ミトコンドリ
ア集合体および細胞膜ポテンシャルの変化を招く。アポトーシスの誘発は、例えば細胞死
ＥＬＩＳＡ，ＴＵＮＥＬ染色，ＤＮＡ染色，例えばＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８およびアク
リジンオレンジ，Ｍｉｔｏ Ｔｒａｃｋｅｒ ＲｅｄＲ染色液（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、およびＡｎｎｅｘｉｎＶＲ染色法（ベクトン ディッ
キンソン，ＮＪ（Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＮＪ）がある。ここで用いている
「アポトーシスの誘導」は対照細胞集団と比較した、アポトーシスの変化を受ける細胞の
数を増加することを言う。例えば、アポトーシスの増加は１０％，２０％，４０％，５０
％、または７５％とである。好ましい態様においては、アポトーシスの誘導で対照細胞集
団に見られるよりも２倍，３倍，１０倍或は１００倍である。
【００５３】
本発明で使用されている「腫瘍性の細胞」とは、不適切な条件下で細胞分割中であるか、
アポトーシスをしていない、あるいはその両方である細胞をいう。例えば、「腫瘍性細胞
」とは、対応する非腫瘍性細胞が細胞分割をしないときに細胞分裂をするものであり、あ
るいは「腫瘍性細胞」は通常の細胞周期検査制御に応答しない。
【００５４】
ここに於て用いている「増殖性疾患」とは、細胞の異常な増殖に基因する疾患を言う。増
殖性の疾患の特例を挙げると数多の腫瘍、例えば肺の腺癌，扁平細胞肺癌，腸型胃癌，び
まん性胃癌，結腸の腺癌，前立腺の腺癌，食道の扁平細胞癌，食道の腺癌，胸部の管の癌
，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌または子宮の腺癌などである。しかし、増殖性疾患は形質転換
ウイルスで感染される結果にもよるのである。
【００５５】
本発明に於て述べている「タンパク質精製タグ」とは、ペプチド、例えばエピトーブタグ
で、これはタンパク質の精製を促進するために共有的に、または非共有的にタンパク質に
添加される。この種のタンパク質が抗体に高度の親和性で結合すること、或はビオチン或
はアビジンなどの別種のペプチドに結合することは望ましいことである。エピトープタグ
に関して市販のものの例を挙げると、Ｈｉｓ－タグ，ＨＡ－タグ，ＦＬＡＧＲ－タグおよ
びｃ－Ｍｙｃ－タグがある。しかし、抗体で認められているエピトープもタンパク質精製
タグとして使用することができる。例えば、アウスベル（Ａｕｓｂｅｌ）外著、［Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ（分子生物学）における流動プロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ 
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ），ニューヨーク，２００１番地ウィレイ インターサイエンス社（
ＷｉｌｅｙＩｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ）発行］を参照のこと。タンパク質精製タグは、酵
素、例えばトロンビン、或は化学薬品、例えば臭化シアノジェン臭化物を用いてタンパク
質から分割することが出来る。
【００５６】
ポリペプチド、例えば抗体について用いられる物質について、「特異的に認識」すること
は、特定のタンパク質、例えば抗原が、それと等量の別種のタンパク質に比較して、その
親和力が優れているということである。例えば、ＢＸＰＣ－３（ＡＴＣＣ受託番号ＣＲＬ
－１６８７），２３１３２／８７（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ２０１），ＣＯＬＯ－２０６
Ｆ（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ２１），ＣＯＬＯ－６９９（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ１９６
）またはＬＯＵ－ＮＨ９１（ＤＳＭＺ受託番号ＡＣＣ３９３）、またはＢＸＰＣ－３（Ａ
ＴＣＣ受託番号ＣＲＬ－１６８７）細胞と特異的に結合するＳＡＭ－６ヒトモノクローナ
ル抗体のような抗体は、好ましくは、関連抗原を含むその他のいかなる等量の抗原に対し
てよりも、少くとも２倍，５倍，１０倍，３０倍または１００倍大きい親和性をその抗原
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に対してもつ。ポリペプチドが他のポリペプチドと結合することは、ここに述べたことと
、技術上の標準的な手段、例えば、ウエスタン（Ｗｅｓｔｅｒｎ）分析ＥＬＩＳＡ、また
は免疫沈降などの多くの方法で調べることが出来る。
【００５７】
「実質的に同一」とは、基準となるアミノ酸（例えばＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１または３）或
は核酸の配列（例えば、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２または４）にポリペプチドまたは核酸が少
くとも７５％，８０％，８５％，または９０％同一であることを意味する。望ましい態様
にあっては、ポリペプチド或は核酸配列が基準となるアミノ酸または核酸配列に少くとも
９５％，９８％，９９％或は１００％同一である。ポリペプチドについては、比較する配
列の長さは通常、少くとも５，１０または１５アミノ酸で、好ましくは少くとも２０また
は２５連続アミノ酸である。更に望ましい態様では、比較配列の長さは少くとも３０，５
０，７５，９０，９５或は１００連続アミノ酸或は全長アミノ酸配列である。核酸につい
ては、比較配列の長さは、一般に、少くとも１５，３０または４５連続ヌクレオチドで、
望ましくは少くとも６０連続ヌクレオチドである。更に望ましい態様にあっては、比較配
列の長さは少くとも７５，１５０，２２５，２７０，２８５或は３００連続ヌクレオチド
或は全長ヌクレオチド配列である。
【００５８】
配列同一性はデフォルト設定に関する配列分析ソフトウェアを利用して測定する。（例え
ば、アメリカ合衆国ウィスコンシン州 マディソン，ＷＩ５３７０５ユニバーシティアベ
ニュー１７１０，ユニバーシティ オブウィスコンシン バイオテクノロジー センター ジ
ェネティクス コンピューターグループ（ｔｈｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｇ
ｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙＣｅｎｔｅｒ，１７１０ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＡｖｅｎｕｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ 
５３７０５）のセクエンスアナライジィズ ソフトウェア パッケージ（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
 Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐａｃｋａｇｅ）。
【００５９】
このソフトウェアは数多の置換，欠失および他の修飾についてホモロジーの度合を割り当
てて類似する配列を合わせることが出来る。保存性の置換は典型的には、次に掲げるグル
ープ内の物から成っている。即ち、グリシン，アラニン，バリン，イソロイシン，ロイシ
ン；アスパラギン酸，グルタミン酸，アスパラギン，グルタミン；セリン，トレオニン；
リジン，アルギナー；およびフェニルアラニン，チロシン。
【００６０】
多数の配列は、これをドイツのヨーロッパ分子生物研究所（ＥｕｒｏｐｅａｎＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）とイギリス，ケンブリッジのヨーロッ
パ無機生物学研究所（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｅｓ Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｔｅ）のジュリーＤ．トンプソン（ＪｕｌｉｅＤ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ）とトビイギブソン
（Ｔｏｂｙ Ｇｉｂｓｏｎ）とデズモンドヒギンズ（Ｄｅｓｍｏｎｄ Ｈｉｇｇｉｎｓ）に
よって作成されたクラスタル（Ｃｌｕｓｔａｌ）Ｗ（１．４）プログラムで、ペア式整列
モード（ｐａｉｒｗｉｓｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｍｏｄｅ）を「スロー（ｓｌｏｗ）」に
設定し、１０．０の開放ギャップペナルティ（ｏｐｅｎ ｇａｐ ｐｅｎａｌｔｙ）０．１
を含む対をなす整列モードを設定し、「ブローサム」（ｂｌｏｓｕｍ）と類似するマトリ
ックスを設定する。更に、多重アライメントパラメータが１０．０の開放ギャップペナル
ティ（ｏｐｅｎ ｇａｐ ｐｅｎａｌｔｙ）、０．１の延長ギャップ ペナルティ（ｅｘｔ
ｅｎｄｇａｐ ｐｅｎａｌｔｙ）を含むことが出来、同様に類似するマトリックスを「ブ
ロサム」（ｂｌｏｓｕｍ），４０％，分岐，間隙距離８に設定する。
【００６１】
「精製した」または「単離した」とは、自然に随伴している別の成分から分離する意味で
ある。一般的に、ある要素は、これが天然に関連しているタンパク質、抗体および天然有
機分子を重量で少くとも５０％含まないとき、あるいは核酸分子に関しては核酸分子の配
列と隣接する核酸配列を少なくとも５０％含まないときには実質的に純粋である。好まし
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くは前記要素因子は少くとも、重量で７５％、更に好ましくは少くとも、重量で９０％、
より好ましくは重量で少くとも９９％、純粋である。実質的に純粋な要素は化学的合成、
天然資源から要素の分離、または要素を自然には生成しない組換え宿主細胞から製造する
。タンパク質、小胞および細胞小器官は標準とする技術、例えばオースベル（Ａｕｓｂｅ
ｌ）外の記載の技術（カレントプロトコルス イン モレキュラ バイオロジー（Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ），ウィレイ イ
ンターサイエンス社（ＷｉｌｅｙＩｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ），ニューヨーク，２００１
発行を参照。その因子は出発物質が純粋な場合には、少なくとも２．５あるいは１０倍で
、ポリアクリルアミドゲル電気泳動法，カラムクロマトグラフィー，光学不透明度，ＨＰ
ＬＣ分析，またはウエスタン（Ｗｅｓｔｅｒｎ）分析（オーサベル氏他著「分子生物学」
ニューヨーク，２００１）（Ａｕｓｕｂｅｅｔ ａｌ．，ＣｕｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ Ｉｎｔｅｒｓｉｅｎｃｅ，
Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，２００１）を利用して測定する。精製の望ましい方法は、免疫沈降，
コラムクロマトグラフィー，つまり免疫沈降クロマトグラフィーと、ニッケルアフィニテ
ィカラム，磁気数珠状免疫清浄化，及びプレート・バウンド抗体によるパンニングである
。
【００６２】
図面の簡単な説明
図１は腫瘍組織に関する抗体ＳＡＭ－６による免疫組織化学による染色を示す。ＳＡＭ－
６抗体パラフィン切片２（μｍ）の特異性を調べるために濃度４μｇ／ｍｌの濃度で抗体
ＳＡＭ－６と類似する濃度の同一基準標本で関連の無いヒトを対照とする調査をした。形
態学的な分析のために、一つのサンプルをヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で更に着
色した。図１の個々の画像は、Ａが乳房の侵襲性の癌；Ｂは結腸の腺癌、Ｃは食道の扁平
細胞腺癌（最初の倍率×２００）。図１の映像は抗体ＳＡＭ－６が腫瘍細胞だけに反応し
ているが、悪性腫瘍の領域は着色されていない。
【００６３】
図２は正常な組織に抗体ＳＡＭ－６をもって染色した免疫組織化学を示す。パラフィン切
片（２μｍ）は濃度４μｇ／ｍｌで抗体ＳＡＭ－６に培養されている。形態学的に試料を
分析するために、ヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）で着色した。試料を図２に示す。
それぞれの映像；Ａ，肺；Ｂ，子宮；Ｃ，結腸；Ｄ，睾丸（最初の倍率×２００）である
。健康な組織を染色していないために、ＳＡＭ－６は悪性の組織に特に明示したレセプタ
ーに結合してある。
【００６４】
図３はウエスタンプロット分析，アポトーシス検定および形態学的分析によって、ＳＡＭ
－６抗体の特異性と機能的な分析を示す。図３のそれぞれの図、Ａは胃の癌腫ライン２３
１３２／８７と膵臓癌腫ラインＢＸＰＣ－３とがニトロセルロースにプロットしてあり抗
体ＳＡＭ－６で染色されている。Ｂは抗体ＳＡＭ－６のアポトーシスの活動度が細胞死亡
診断検出ＥＬＩＳＡＰＬＵＳによって調べられている。胃癌細胞ライン２３１３２／８７
，膵臓癌細胞ラインＢＸＰＣ－３，鼻の隔膜細胞癌ラインＲＰＭＩ－２６５０と正常の鼻
の上皮の細胞（ＨＮＥｐＣ－Ｃ）とが抗体ＳＡＭ－６と４８時間４μｇ／ｍｌの濃縮の複
基準制御とによって培養されている。アポトーシス細胞の量は４１５ｎｍにおけるフォト
スペクトロメトリー４１５ｎｍで、基準波長４９０ｎｍで決定される。Ｃは腫瘍細胞形態
学の抗体誘導変化である。図３Ａによれば、ＳＡＭ－６は約１４０ＫＤａの分子量で膜分
子に結合している。図３ＢのプロットはＳＡＭ－６が３種類のテストした癌細胞体型、つ
まり胃，膵臓および鼻の中隔癌細胞のアポトーシスを誘発することを示すもので、正規の
鼻の中隔上皮細胞におけるものではない。図３Ｃにおいては、抗体ＳＡＭ－６誘導アポト
ーシスの形態学的の変化が胃癌および膵臓癌細胞に示されている。未処理の腫瘍細胞は同
種の単一層において成長する。抗体ＳＡＭ－６で処理した後、細胞は更に細長くなり、平
坦になり、極めて顕著な細胞部の伸長部で更に分裂される。細胞の喪失、細胞の接触およ
び付着は４８時間後に、はっきりと観察される。（細胞の数の減少は癒着による喪失の結
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果として溶液中に入り込んだ細胞に起因する。）
【００６５】
図４は電子顕微鏡を走査してＳＡＭ－６抗体誘導アポトーシスの細胞の映像を示す。この
技術によって細胞の形態学的で細菌外アポトーシスの効果を研究する。検査のために、胃
癌細胞ライン２３１３２／８７を抗体ＳＡＭ－６または濃度１０μｍ／ｍｌにて適応する
時間をかけて培養した。その試料を電子顕微鏡で走査し、相違する時間をかけてＺＥＩＳ
ＳＤＳＭ９６２によって分析した。図４に示すそれぞれの映像Ａ，Ｂ，Ｃは複基準制御抗
体を示し、Ｄ，Ｅ，ＦはＳＡＭ－６抗体、横棒は２０μｍ、倍率は×３８００、横棒は２
０μｍを示す。Ｇ，Ｈ，ＩはＳＡＭ－６細胞消滅効果を示し、Ｇはストレス線維×７００
０、横棒は１０μｍを示す。図４Ｈは神経核の腫脹，×２００００，横棒は２μｍを示す
。Ｉはアポプトニック体（ａｐｏｐｔｏｎｉｃｂｏｄｙ），×４００００，横棒はμｍを
示す。図４に示すように、２時間後にＳＡＭ－６処理された最初の形態学的な変化はスト
レス線維の形成物を含んでいる（図４Ｄ，Ｅ）、そして細胞－細胞接触の僅かな減力とな
っている。２４時間後に形態学的な変化を観測した。細胞－細胞接触は無限に低い（図４
Ｅ）、細胞は拡大されるか凝縮され、細胞核は膨張されている（図４Ｈ）、そして細胞の
自死が増加している。最も劇的な効果は４８時間後に判った。多くの構造のプラズマ膜の
変化がアポトーシスの細胞に見受けられた。細胞粘着の喪失，膜分節の平滑化，縮小およ
び外方袋状化が細胞損傷および細胞死に関連したマーカーとして認められた。萎縮腫瘍細
胞，膜小胞の巨大なパッケージ，細胞消滅体に関する最も重要な点が密集している（図４
Ｆ）。（高倍率で示してある平滑面アポトーシスの本体は食細胞崩壊の生体内における再
循環と対照し、死亡した細胞に残存する生体内における小胞を示す。）
【００６６】
図５は電子顕微鏡（ＴＥＭ）装置に透過した結果を示す。細胞内のアポトーシスの作用を
探索するために、胃癌細胞に関してＳＡＭ－６をもって電子顕微鏡による検討を行った。
２４時間後、細胞に激しい変化と、細胞内の原形質の形を観察した（図５Ｅ）。細胞は拡
大され、この段階では、細胞の容量は減少されていなかった。細胞は紡錘状になり、極め
て顕著に細胞質が伸長して大きく分極された。細胞核の大きさが増加し、その表面は滑ら
かで、特有の不規則性を失い、調節することによって切り込みのある形に見えた。更に重
要なことは、２４時間後に、細胞質中に脂質小胞の劇的な蓄積がはっきりと見えるように
なった（図５Ｅ）。調査中の腫瘍細胞の殆んどに、それぞれの細胞核の近くに脂肪酸の堆
積が見受けられた。４８時間後に、ＳＡＭ－６処理をした細胞は細胞自死の最終段階に達
した（図５Ｆ）。最も重要な構造変化は細胞と細胞との接触の消失，細胞の縮小，細胞核
の激しい凝縮とプラズマと細胞核膜の退化とである。腫瘍細胞中に蓄積された脂質小胞の
集合体は極めて拡大して示してある（図５Ｇ）。そして細胞核の退化は（図５Ｈ）に、２
種の腫瘍細胞の細胞表面からの細胞自死体の形態は（図５Ｉ）に示してある。
【００６７】
図６はスダンＩＩＩ染色実験の結果を示す。抗体誘導脂質蓄積を検査するために、スダン
ＩＩＩによる染色を行った。この染色は中性の脂質と脂肪酸の検出のために独得のもので
ある。図６は胃癌の細胞と膵臓癌細胞に関する培養の４８時間後に得たデータを示すもの
で、抗体ＳＡＭ－６についてと、関連することのないヒト対照ＩｇＭとについて示す。胃
癌細胞ライン２３１３２／８７は抗体ＳＡＭ－６で処理した時の中性の脂質の抗体誘導蓄
積をはっきりと示している（図６Ａ）。無関係なヒト対照ＩｇＭで処理した細胞は前と類
似の細胞内の変化を提示していない。膵臓癌細胞ラインＢＸＰＣ－３でも同じ結果が観察
された（図６Ｂ）。
【００６８】
図７はナイル赤染色実験の結果を示す。細胞の脂質もまた蛍光染料ナイル赤で染色するこ
とによって視覚化することができる。ここにおいて、特定の波長（２６，２７）で調べた
とき、無極或は中性脂質染料黄金および有極脂質染色ダークレッドであった。胃癌細胞（
２３１３２／８７）を抗体ＳＡＭ－６で４８時間培養して脂質の蓄積を研究した。蛍光は
中性脂質について４８８ｎｍにて測定され、極性脂質について５４３ｎｍにて測定された
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。図７ＡとＤとは無極の中性脂質に関する黄色の染色を示し、図７ＢとＥとは極性脂質に
関する赤色の染色を示し、図７ＣとＦとは両方の重畳を示す。予期した通り、ＳＡＭ－６
処理細胞の中性脂質に関する強度の黄色蛍光染色は４８時間後に見ることが出来る（図７
Ｄ）。多量の膜タンパクを示す対照（図７Ｂ）に比較して極脂質について染色されたＳＡ
Ｍ－６処理細胞に関して増加が見受けられる（図７Ｅ）。抗体ＳＡＭ－６はアポトーシス
を増加するので、多量の極脂質が更に多くの膜小胞の形成を招く。即ち、細胞の自滅体を
招くのである。図７ＣとＦに見られるように、極の脂質は赤色を呈し、明瞭でない脂質は
黄色と若干がオレンジ色を呈すると思われる。ナイル赤の赤色蛍光性は極めて激しく、黄
金色蛍光測定になる可能性があり、明確な差別が中性のものと極性脂質染色との間にされ
ることが出来る。これらの結果をすべて取り上げ、更にＳＡＭ－６抗体が癌細胞に中性脂
質の滞留を招くものである。
【００６９】
図８ＡはｏｘＬＤＬの量がＣｕＳＯ４をＬＤＬの培養により増加していることを示す。し
かしＬＤＬがＣｕＳＯ４で培養されなくても、その酸化した形（ｏｘＬＤＬ）でＬＤＬが
可成り多量であることを示している。
【００７０】
図８ＢはｏｘＬＤＬがＳＡＭ－６抗体の好ましい結合相手であることを示す。１５時間Ｃ
ｕＳＯ４で培養されたサンプルは３時間で培養したサンプルよりも多量のＳＡＭ－６抗体
が結合している。同基準標本として、ヒトとは関係のないｌｇＭ（クロンプアｌｇＭディ
アノヴァ）（ＣｈｒｏｍｐｕｒｅｌｇＭ，Ｄｉａｎｏｖａ）を用いた。
【００７１】
図９ａは薄層クロマトグラフィーで分析した培養された細胞の脂質の組成を示す。左側に
おける最初の列と右側の最後の列とは異なる分子量のものが載せてある。第二列目と第三
列目とはＳＡＭ－６抗体で培養する細胞の脂質組成を示す。対照抗体で培養した細胞と比
較して、ＳＡＭ－６抗体で処理した細胞はトリグリセリドとコレステロールエステルとの
ような極めて高分子量の脂質を含有することを示した。
【００７２】
図９ｂは図９ａに示した実験の高分子量の脂質を薄層クロマトグラフィーによって更に分
析された結果を示す。左側の最初の列と右側の最終列とは異なる分子量の基準のものであ
る。二列目と三列目とはＳＡＭ－６抗体で培養した細胞の脂質組成を示す。ＳＡＭ－６抗
体で処理した細胞を対比抗体で培養した細胞に比較すると余分にコレステロールとトリグ
リセリドとを含有している。
【００７３】
図１０Ａと１０ＢとはＳＡＭ－６抗体または対照抗体で処理された腫瘍接種マウスを用い
ての生体内での実験の結果を示す。図１０Ａによると、ＳＡＭ－６で処理したマウスの腫
瘍の平均重量は９６．２グラムであり、対照抗体で処理したマウスの腫瘍の平均重量は１
５０．５グラムであった。図１０Ｂは腫瘍の重量に該当する腫瘍の容積の分析を示す。Ｓ
ＡＭ－６で処理したマウスの腫瘍の平均容積は１２６．３ｍｍ３で、これに対して対照抗
体で処理したマウスの腫瘍の平均容積は１５８．２ｍｍ３である。
【００７４】
配列表
配列表にはアミノ酸配列（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１）（１）とヒト単クローン性の抗体ＳＡ
Ｍ－６の短鎖（ＶＬ）の可変領域の核酸配列（ＳＥＱＩＤ ＮＯ：２）（２）とを示す。
【００７５】
配列表３と４とはアミノ酸配列（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３）（３）と、ヒト単クローン抗体
ＳＡＭ－６の長鎖（ＶＨ）の可変領域の核酸配列（ＳＥＱＩＤ ＮＯ：４）（４）とであ
る。
【００７６】
詳細な説明
本発明は抗体などのポリペプチド類と、腫瘍の治療と診断とにそれらを使用することを特
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徴とするものである。本発明者らは、特に数多の腫瘍を特異的に認識するヒト単クローン
性の抗体（ＳＡＭ－６）を特徴づけた。この単クローン性の抗体は、これら腫瘍を認識す
るだけでなく、細胞に結合したときに腫瘍性の細胞のアポトーシスを誘導し、これら細胞
の増殖を阻止し、また、これら両者の作用をするのである。更に、抗体（ＳＡＭ－６）は
アポトーシスの誘導および／または細胞増殖の抑制の原因となるか、またはこれをサポー
トする脂質の細胞内の蓄積をも誘導するのである。したがって、ＳＡＭ－６単クローン性
の抗体或はその断片は、これらポリペプチドによって認識される抗原に特異的であり、腫
瘍を診断し、治療するための各種の方法に利用することが出来る。
【００７７】
抗体とポリペプチド
抗体は個人の健康の維持に不可欠な役目を果すものである。特に、抗体は血清中に存在し
、バクテリア，ウイルスおよび毒素などの種々の病原体を除去する助けをするものである
。抗体は２本の重鎖２本の軽鎖とから成るＹ字形タンパク質構造から成っている。各鎖は
モジュラ構造を備えている。即ち、軽鎖は２つのドメインから成っていて、各々の重鎖は
少くとも４つのドメインから成っている。抗原結合部位は重鎖からの１つのドメイン（Ｖ

Ｈドメイン）と軽鎖からの１つのドメイン（ＶＬドメイン）によって形成されている。確
かに、小さい抗原結合フラグメントはこれら２つのドメインを、非共有結合的に結合する
か、或はジスルフィド結合またはペプチド結合による共有結合によって製造する。抗原結
合ドメインは、抗体の他のドメインよりもアミノ酸配列において可変性であり、それ故に
、定常（Ｃ）ドメインに対して可変（Ｖ）ドメインと名付けられている。抗体の定常ドメ
インは、抗体エフェクタ機構、即ち補体の崩壊および細胞媒介殺害などを誘発する。
【００７８】
抗体は遺伝子再配列を含む方法でＢ－リンパ球によって造られる。これらの細胞の発生の
間に、可変領域をコード化する遺伝子が遺伝子要素から組立てられる。ＶＨドメインの場
合には、３つの成分、つまり再配列されていないＶＨ遺伝子，Ｄセグメント及びＪＨセグ
メントである。ＶＬドメインの場合には、２つの成分、つまり再配列されていないＶＬ（
ＶラムダまたはＶカッパ）遺伝子とＪＬ（ＪラムダまたはＪカッパ）区域である。これら
の遺伝子の区域の不規則な組み合わせと、再配列したＶＨとＶＬドメインの不規則な組み
合わせとで、同様に種々の性質を持つ抗原に結合することが出来る。
【００７９】
一般に、本発明のポリペプチドはＢＸＰＣ－３，２３１３２／８７，ＣＯＬＯ－２０６Ｆ
，ＣＯＬＤ－６９９およびＬＯＵ－ＮＨ９１に結合するが、非腫瘍性の細胞には結合しな
い、あらゆる薬剤である。ポリペプチドはヒト－モノクローナル抗体（例えば、ＳＡＭ－
６）、或はその機能的断片などの抗体でも差支えない。全体的に見て、本発明のポリペプ
チドは腫瘍性の組織と腫瘍性の細胞との両者に排他的に結合することが出来るのであるが
非腫瘍性の組織または細胞には結合しない。ポリペプチドはまた、これが結合する腫瘍性
の細胞の増殖を抑止することが出来るが、非腫瘍性の細胞の増殖を抑えることは無い。好
ましくは、ポリペプチドは細胞のアポトーシス誘導と腫瘍性細胞の増殖抑制とを同時に誘
起することが出来るけれども、非腫瘍性の細胞では、以上のようにすることは出来ない。
それゆえ、ポリペプチドは哺乳動物の癌の検出、観察、および治療に極めて有用である。
本発明の方法で取扱われている癌は、結腸直腸の癌，卵巣の癌，扁平細胞肺癌腫，小細胞
肺癌腫，小房および管の乳癌，黒色腫，乳癌，肺癌、例えば肺腺癌，胃癌，膵臓癌、例え
ば膵臓腺癌，グリオーマ，ブドウ状肉腫，胃腸管系の癌，脳腫瘍，食道癌、例えば食道扁
平細胞癌腫，胃癌，骨肉腫，線維肉腫，膀胱癌，前立腺癌、例えば摂護腺癌，腎臓癌，卵
巣癌，睾丸の癌，子宮内膜の癌，頸部の癌，子宮の腺癌，ホジキン病（リンパ肉芽腫），
リンパ腫、および皮膚白血病である。これらのポリペプチドは肺の腺癌，扁平細胞肺癌腫
，腸管型胃癌，散在型胃癌，結腸の腺癌，前立腺の腺癌，食道の扁平細胞癌腫，食道の腺
癌，胸の小葉癌，胸の腺癌，膵臓の腺癌，卵巣の腺癌、または子宮の腺癌には特に効果が
ある。
【００８０】
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製造法
本発明に基づくポリペプチドは、小規模で、また大規模で、或はポリペプチドの市販の製
造法で製造することが出来る。例えば、モノクロナール抗体、例えばＳＡＭ－６は、ハイ
ブリドーマ細胞ラインで製造出来る。この種の細胞ラインは腫瘍、例えば胃癌，結腸癌腫
または膵臓癌腫などにかかっている患者由来の脾臓リンパ球またはリンパ結節リンパ球と
ヘテロミエローマ細胞株との融合によって生じたものである。ヘテロミエローマ細胞株の
例としては、例えば、ＨＡＢ－１（ボルマー（Ｖｏｌｌｍｅｒｓ）外、「癌」７４：１５
２５－１５３２頁，１９９４），ＣＢ－Ｆ７（デルビッグ（Ｄｅｌｖｉｇ）外、Ｈｕｍ．
抗体ハイブリドーマ６：４２－４６，１９９５），Ｋ６Ｈ６Ｂ５（デルビッグ外，Ｈｕｍ
．抗体ハイブリドーマ６：４２－４６，１９９５），Ｈ７ＮＳ，９３４（デルビッグ外，
Ｈｕｍ．抗体ハイブリドーマ６：４２－４６，１９９５），ＳＨＭ－Ｄ３３（ブロン（Ｂ
ｒｏｎ）外、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８１：３２１４－３２１７
，１９８４），およびＢ６Ｂ１１（ボリソバ（Ｂｏｒｉｓｏｖａ）外，Ｖｏｐｒ．Ｖｉｒ
ｕｓｏｌ，４４：１７２－１７４，１９９９）を含む。癌患者のリンパ球由来のヒトモノ
クロナール抗体が生成できると、その癌患者の腫瘍に対する免疫反応によって生成される
抗体の単離が可能となる。
【００８１】
一般的に、リンパ節或は脾臓の部分は、結腸癌腫や膵臓の癌腫などの癌を有する患者から
手術によって除かれる。リンパ球は機械的な手段によって細胞懸濁液として調製され、次
で、例えば細胞融合を招く条件のもとでヘテロミエローマ細胞株と、例えば１：２または
１：３の割合で融合される。例えば、ヘテロミエローマ細胞株ＨＡＢ－１はヒトリンパ球
とマウスミエローマＮＳ－０を融合して得られるが、この目的のために使用できる。
【００８２】
癌患者から得られたリンパ球とヘテロミエローマ細胞株との融合に続き、ハイブリドーマ
またはトリオマ（ｔｒｉｏｍａ）を生成する抗体が発生される。一度び構成されると、ハ
イブリドーマは通常安定して生長し、抗体の発生が順調で、数ヵ月間に多量の培養物が（
フラスコや、ミニパーム（ｍｉｎｉｐｅｒｍ）や、発酵槽など）に安定して生長する。フ
ラスコ内での抗体の生成は０．０１－０．１ｍｇ／ｍＬの範囲で、ミニパーム内では０．
１－０．５ｍｇ／ｍＬの範囲である。細胞融合は周知技術で行うことが出来、例えば４０
％ポリエチレングリコールを使用する方法も含まれている。ハイブリドーマもＨＡＴ（ハ
イポベンシン－アミノプテリン－チミジン）（Ｈｙｐｏｖａｎｔｈｉｎ－ａｍｉｎｏｐｔ
ｅｒｉｎ－ｔｈｙｍｉｄｉｎ）を含有する培地で培養することが出来、上澄みはＥＬＩＳ
Ａ効力検定を利用して抗体の生産物を分離することが出来る。次で、陽性のクローンをア
タッチメント抑制で試験し、一般に入手することの出来る腫瘍細胞株を用いて試験する。
陽性のクローンを、更に腫瘍と正常な組織との免疫ペルオキシターゼを使用して試験した
。このようにしてクローンを自家移植と同種異系の腫瘍性の細胞とで、その反応性を基礎
として選択することが出来る。抗体は陽イオン交換、疎水性の相互作用、大きさの選択、
或は親和力クロマトグラフィーなどの方法と、更にこれら方法を組み合わせた方法、例え
ばボルマー氏（Ｖｏｌｌｍｅｒｓ）外により（腫瘍学レポート）（ＯｎｃｌｏｇｙＲｅｐ
ｏｒｔｓ）（５：３５－４０，１９９８）に記載されている方法で、集団培養物から精製
することが出来る。抗体の生産の後で、トリオマ（ｔｒｉｏｍａ）によって造った抗体の
付加的な機能と免疫組織化学の試験を行った。例えば、ハイブリドーマによって作製した
抗体について、アポトーシスを誘導する性能と、細胞の増殖を抑制する性能とを、またそ
れら両方の性能を、何等の処理を行った細胞と比較してテストすることが出来る。また、
抗体は非腫瘍性細胞と比較して腫瘍性細胞の系統ＢＸＰＣ－３，２３１３２／８７，ＣＯ
ＬＯ－２０６Ｆ，ＣＯＬＯ－６９９またはＬＯＵ－ＮＨ９１などとの特別な結合について
の能力について試験することも出来る。
【００８３】
また、その代りに、抗体を含むポリペプチド或はその断片を、大腸菌またはイースト、例
えば、Ｓ．セレビシアエ（ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）などの宿主細胞中でポリペプチド或は
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抗体を発現させることによって造ることが出来る。例えば、本発明の抗体は次に述べるよ
うに同定することが出来る。抗体もしくはその断片は、凡そ１０７或はそれ以上の抗体の
ライブラリ（ｌｉｂｒａｒｙ）を生成する線維状のバクテリオファージに挿入される。各
ファージはそれに包含されている核酸によってコードされるその表面上の抗体を発現する
。このようにして、本発明の抗体はこの明細書中に記載されている機能および組織化学的
効力検定によって調査され、検出され、その遺伝子は、その後において、選択され、大腸
菌中で発現される。このシステムは、例えば米国特許第５，８７６，６９１号に示されて
いる。
【００８４】
抗体または抗体の破片もまた、例えば、組換え方法を利用して直接に合成して発生させる
ことが出来る。これらの方法は技術上、基本的な手段である。例えば、核酸配列をポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を利用して増幅することが出来る。ＲＣＲに関する技術は技術
上公知であって、米国特許第４，６８３，１９５号に開示されている。標準的な前記の方
法を用いれば、ハイブリドーマによって発現されたモノクロナール抗体の配列が得られ、
抗体の機能的な断片を増幅することが出来る。例えば、全ＲＮＡを腫瘍特異的単クローン
性の抗体を発現するハイブリドーマから分離することが出来る。次でｃＤＮＡが逆転写酵
素を用いてＲＮＡから生成され、重鎖と軽鎖との可変領域の機能的な断片を含有するｃＤ
ＮＡをＰＣＲを用いて増幅する。ＰＣＲ生成物は次で精製され、発現ベクター、例えばプ
ラスミドまたはウイルス性のベクターにクローン化される。多くの標準ベクターを利用す
ることが出来、適切なベクターの選択は、例えば、ベクターに挿入するＤＮＡのサイズと
ベクターで形質転換される宿主細胞による。
【００８５】
ポリペプチド、例えばＳＡＭ－０６抗体などのアミノ酸配列変異体は、抗体をコードする
ＤＮＡに適切なヌクレオチド変化を導入したり、或は所望のポリペプチドの生体外での合
成によって製造することが出来る。この種の変異体には、例えば、ＳＡＭ－６抗体のアミ
ノ酸配列内における残基の欠失または付加或は置換を含む。最終構成物が所望の特徴、例
えば腫瘍性の細胞のアポトーシスを誘導するが、非腫瘍性細胞では誘導しない、または腫
瘍性細胞の増殖を抑制するが、非腫瘍性の細胞では抑制しないといった特徴を有する限り
、あらゆる欠失、付加、および置換の組み合わせ用いて最終構造に達するようにすること
が出来る。また、アミノ酸の変化が抗体の翻訳後プロセシング、例えばグリコシル化部位
の数または位置を変えること、膜の固着特性の変更、またはタンパク質分解の分裂に対す
るその感受性の変更などにおける変化をもたらしうる。
【００８６】
抗体のようなポリペプチドのアミノ酸配列を変更しようとするには、変位部位の位置と変
異の性質とは変更されるべき特質に依存する。変異の部位は個別的に、または連続的に、
例えば、最初に保存性アミノ酸で選択し、次で前記で得た結果によりさらに過激な選択で
、またはターゲット残基を削除することによって行う。
【００８７】
ポリペプチドの突然変異生成についての特別の残基または部位を同定するための有用な方
法を「アラニン走査突然変位誘発」と言って、例えばカンニングハム（Ｃｕｎｎｉｎｇｈ
ａｍ）氏とウエルズ（Ｗｅｌｌｓ）氏著（サイエンス２４４：１０８１－１０８５頁，１
９８９）に記載されている。ここで、ターゲット残基の残基或はグループ（例えば、ａｒ
ｇ，ａｓｐ，ｈｉｓ，ｌｙｓ及びｇｌｕなどの帯電した残基）が確認され、そして細胞内
部或は細胞外部の周囲の水溶性の環境によってアミノ酸の相互作用に影響して中性もしく
は陰電気を帯電したアミノ酸（最も望ましくはアラニンまたはポリアラニン）に取って代
った。次で、置換に対して機能的な感度を示すドメインが置換の場所において、或は置換
の部位に関して導入されて精製された。このようにして、アミノ酸配列の変化を導く位置
が前以て決定されるが、突然変位の性質は前もって決定される必要はない。例えば、特定
の場所における変異の実効性を最適化するために、アラニンスキャニングまたはランダム
突然変異誘発がターゲットコドン或は置換領域において行なわれ、発現された変異体が、



(17) JP 2008-507951 A5 2011.4.21

例えば、腫瘍性の細胞のアポトーシスを誘導する能力があるが、非腫瘍性の細胞では誘導
しない、あるいは腫瘍性細胞の増殖を抑制するが、非腫瘍性細胞の増殖は抑制しないなど
の能力につきスクリーニングする。
【００８８】
置換的突然変異生成について頗る興味のある部位はポリペプチドの生物学的活性に影響す
るのに役立つ部位を含んでいる。これらの部位は、少くとも三つの同様に保存された部位
の配列に属し、比較的保存性に富んでいる。例えば、翼状部はｖａｌ，ｌｅｕまたはｌｉ
ｅで置換することができ、ａｒｇはｌｙｓ，ｇｌｎまたはａｓｎで置換されることができ
、ａｓｐはｇｌｕで代えることができ、ｃｙｓはｓｅｒで置換でき、ｇｌｎはａｓｎで代
えることができ、ｇｌｕはａｓｐで代替えでき、ｇｌｙはｐｒｏで、ｈｉｓはａｓｎ，ｇ
ｌｎ，ｌｙｓまたはａｒｇで代えることができる。ｉｌｅはｌｅｕ，ｖａｌ，ｍｅｔ，ａ
ｌａ、またはｐｈｅで置換されることができ、ｌｅｕはｉｌｅ，ｖａｌ，ｍｅｔ，ａｌａ
、またはｐｈｅで置換することができ、ｌｙｓはａｒｇ，ｇｌｎ、またはａｓｎで置換す
ることができ、ｍｅｔはｌｅｕ，ｐｈｅ、またはｉｌｅで置換することができ、ｐｈｅは
ｌｅｕ，ｖａｌ，ｉｌｅまたはａｌａで置換することができ、ｐｒｏはｇｌｙで置換する
ことができ、ｓｅｒはｔｈｒで置換することができ、ｔｈｒはｓｅｒで置換することがで
き、ｔｒｐはｔｙｒで置換することができ、ｔｈｒはｓｅｒで置換することができ、ｔｒ
ｐはｔｙｒで置換することができ、ｔｙｒはｔｒｐ，ｐｈｅ，ｔｈｒ、またはｓｅｒで置
換することができ、ｖａｌはｉｌｅ，ｌｅｕ，ｍｅｔまたはｐｈｅで置換することが出来
る。
【００８９】
抗体と検出可能物質とのコンジュゲーション
必要に応じて、抗体（例えば、ＳＡＭ－６などのモノクロナール抗体）、またはその断片
を検出可能物質に連結して、ポリペプチドの精製を可能にし、また必要とする哺乳動物に
おける腫瘍の診断、モニタリングまたは治療に用いることができる。適切な検出可能物質
お選択は、ポリペプチドの意図的な使用に依存し、当業者にとっては明瞭であろう。本発
明により検出可能物質は、例えば、タンパク精製タグ，細胞毒素，酵素，常磁性のラベル
，酵素基質，補足因子，酵素反応抑制剤，染料，放射性核種、化学ルミネセント標識、蛍
光マーカー、成長阻害剤およびビオチンである。
【００９０】
タンパク精製タグはポリペプチドの分離を促進するために、本発明のポリペプチドに共役
させることが出来る。タグの例としては、Ｈｉｓ－タグ，ＨＡ－タグ，ＦＬＡＧＲ－タグ
、及びＣ－Ｍｙｃ－タグを使用することが出来る。酵素の或は化学開裂部位はポリペプチ
ドとタグの一部分との間で処理されるので、タグは精製によって除去することが出来る。
適当な毒素とはジフテリアの毒素、プセウドモナス外毒素Ａ，リシンおよびコレラの毒素
のことである。適当な酵素タグを挙げると、リンゴ酸塩ヒドロゲナーゼ，ブドウ状球菌ヌ
クレアーゼ，デルタ－５－ステロイドイソメラーゼ，アルコールデヒドロゲナーゼ，アル
ファグリセロールリン酸デヒドロゲナーゼ，トリオースリン酸塩イソメラーゼ，ペルオキ
シダーゼ，アルカリフォスファターゼ，アスパラギナーゼ，グルコースオキシダーゼ，リ
ボヌクレアーゼ，ウレアーゼ，カタラーゼ，グルコース－６－リン酸塩デヒドロゲナーゼ
，グルコアミラーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼがある。適当とするラジオアイ
ソトープのラベルには、３Ｈ，１２５Ｉ，１３１Ｉ，３２Ｐ，３５Ｓおよび１４Ｃがある
。好ましくは、ラジオアイソトープは１０－５，０００Ｋｅｖ範囲、より望ましくは１０
０－５００Ｋｅｖを放出する。常磁性のアイソトープもポリペプチドに接合することがで
きて、癌の診断と治療とに生体に使用される。この種の共役抗体を使用することは生体に
関して核磁気共鳴イメージングをする。このような方法は既に記載されている。（例えば
、シーファ（Ｓｃｈａｅｆｅｒ）氏外著，ＪＡＣＣ１４：４７２－４８０ページ，１９８
９年発行；シャーブ（Ｓｈｒｅｖｅ）氏外著，雑誌，レソン（Ｒｅｓｏｎ）Ｍｅｄ．３：
３３６－３４０ページ，１９８６年発行；ウォルフ，フィシオル（Ｗｏｌｆ，Ｐｈｙｓｉ
ｏｌ）著，Ｐｈｙｓ．Ｍｅｄ．ＮＭＲ１６：９３－９５頁，１９８４年刊；ウェスベイ（
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Ｗｅｓｂｅｙ）氏外著，Ｐｈｙｓｉｏｌ，Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｍｅｄ．ＮＭＲ１６：１
４５－１５５頁，１９８４年刊、およびラング（Ｒｕｎｇｅ）氏外著，Ｉｎｖｅｓｔ．Ｒ
ａｄｉｏｌ．１９：４０８－４１５頁，１９８４年刊）。代るべきものとして、放射性同
位元素を使って識別した抗体も、結合しているタグ付き抗体を組織の外科的な除去を要す
る放射免疫誘導手術に用いることも出来る。このようにして、識別した抗体を非腫瘍性の
組織と区別することによって、腫瘍性細胞の方へと手術を進める。腫瘍イメージングは望
ましい一時的な放射性同位元素である。半減期が１時間乃至１１．４日間の種々の放射性
のある金属が、スカンジウム－４７（３．４日間），ガリウム－６７（２．８日間），ガ
リウム－６８（６８分間），テクネチウム－９９ｍ（６時間），インジウム－１１１（３
．２日間）およびラジウム－２２３（１１．４日間）などの抗体類に共役するために利用
することが出来る。そのガリウム－６７，テクネチウム－９９ｍおよびインジウム－１１
１はガンマカメラ映像化のために好ましく、ガリウム－６８は陽電子放出断層撮影のため
に望ましく、ガリウム－６８は陽電子放出断層撮影のために好ましく、スカンジウム－４
７とラジウム－２２３（およびその他のアルファ放出放射性核種）は腫瘍の治療について
好ましいものである。
【００９１】
適切な蛍光マーカーの例を挙げると、フルオレスセイン，イソチオシレート，ローダミン
，フィコエリトリン，フィコシアニン，アロフィコシァニン，オプサルデヒド及びフルオ
レスカミンがある。化学ルミセンスマーカーにはルミナルラベル，イソルミナルラベル，
芳香性アクリジニウムエステルラベル，イミダゾールラベル，アクリジニウム塩ラベル，
蓚酸エステルラベル，イソルミナルラベル，芳香族アクリジニウムエステルラベル，イミ
ダゾールラベル，アクリジニウム塩ラベル，シュウ酸エステルラベル，ルシフェリンラベ
ル，ルシフェラーゼラベルおよびエクオリンラベルがある。当業者は、その他の適切なラ
ベルを承知しており、本発明に応じて使用することが可能である。単クローン性の、或は
その断片などの、本発明によるポリペプチドについて検知することが出来る結合は単クロ
ーン性の抗体、またはその断片を当業者が周知の規準となる技術を利用して達成すること
が出来る。基準となる抗体共役技術はケネディ（Ｋｅｎｎｅｄｙ）氏外著（クリン．チム
．アクタ（ＣｌｉｎＣｈｉｍ Ａｃｔａ）７０，１－３１頁，１９７６年）およびシュー
アス（Ｓｃｈｕｒｓ）氏外著クリン．チム．アクタ（ＣｌｉｎＣｈｉｍ Ａｃｔａ）８１
，１－４０頁１９７７年）に記載されており、例えば、グルタルアルデヒド法，過ヨウ素
酸塩法，ジマレイミド法，ｍ－マレイミドベンジル－Ｎ－ヒドロキシ－コハク酸イミドエ
ステル法がある。抗体は当業者が周知の数多の技術の何等か、例えば米国特許第４，４４
４，７４４号を利用して識別することが出来る。これらの方法の総ては、この明細書に掲
載した文献に示されている。
【００９２】
本発明においては、同一または異なる腫瘍または腫瘍細胞タイプと関連する異なる抗原ま
たは同じ抗原の異なるエピトープに特異的な、異なるまたは同じ標識をされたポリペプチ
ドの混合物を使用することが出来ることが理解されるであろう。このような組み合せは、
特定の場合において、検出，局所限定および／または治療効果を高めることができ、また
一種の腫瘍或は腫瘍の類型より以上に広範囲な検査範囲に広げることが出来る。
【００９３】
抗癌剤にコンジュゲートされたポリペプチド
本発明のポリペプチドは腫瘍性細胞のアポトシースの誘導，腫瘍性細胞の細胞増殖の抑制
、或はその両者を行うが、ポリペプチドはさらに腫瘍性の細胞を殺す薬剤またはその増殖
を阻止する物質にコンジュゲートすることもできる。抗体または抗体の断片などのポリペ
プチドのターゲッティングは腫瘍の破壊を高めるために腫瘍に対して細胞に有毒な、或は
抗増殖性物質の導出を招く。それゆえ、ポリペプチドは哺乳類、特にヒトの患者の癌の処
理や予防に用いることが出来る。ポリペプチドに関連する細胞毒性物質はポリペプチドが
結合している腫瘍細胞または腫瘍を破壊または損傷する。この種の物質の例としては、化
学療法薬剤或はラジオアイソトープ，プロドラッグを活性化する酵素またはサイトカイン
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を含む。
【００９４】
適切な化学療法薬剤は当業者にとって周知のものであって、例えばタキソール，ミトラマ
イシン，デオキシコーホルミシン，マイトマイシン－Ｃ，Ｌ－アスパラギナーゼ，インタ
ーフェロン類（特にＩＦＮ－アルファ），エトポシド，テニポシド，アントラサイクリン
類（例えば、ダウノマイシン及びドキソルビシン），メトトレキサート，ビンデシン，新
カルジノスティン，シスプラチン，クロラムブチル，サイトシン，アラビノシド，５－フ
ッ化リジン，メルファラン，リシンおよびカリチェアマイシン）。化学療法の薬品は当業
者にとって周知の方法を利用して抗体に配合することが出来る。
【００９５】
細胞毒性物質として用いるのに適切な放射性同位体は、当業者には周知で、例えばＩまた
は２１２Ａｔなどのアスタチンがある。これらの同位体はポリペプチドに付加されること
ができ、当業者が周知の通常の技術を利用して共有結合させたり、あるいは非共有結合さ
せることができる。
【００９６】
あるいは、細胞毒性物質はプロドラッグを活性化する酵素であってもよい。これは不活性
のプロドラッグを腫瘍部位において細胞毒性型に変え、「抗体指向性酵素プロドラッグ療
法」（ＡＤＥＰＴ）と呼ばれる。このようにして、ポリペプチド酵素配合体は受療者に対
して投薬することができ、治療をすべき腫瘍の領域に局在化されることが出来る。次で、
プロドラッグは患者に投薬されて、細胞素性薬剤となって腫瘍の部位に定位して、局在性
の酵素の影響を受けて治療するようになる。例示的な酵素は細菌性のカルボキシペプチダ
ーゼＧ２（ＣＰＧ２）であって、その用途は、例えばＷＯ８８／０７３７８号に記載され
ている。ポリペプチド酵素配合体は、希望であればＷＯ８９／００４２７号の述べるとこ
ろに従って、腫瘍の近辺でない体の部分の酵素を不活性化する。
【００９７】
別の代案として、本発明のポリペプチドに接合されている細胞素性物質はインターロイキ
ン－２（ＩＬ－２），インターロイキン－４（ＩＬ－４）、或は腫瘍ネクローシス・ファ
クターアルファ（ＴＮＦ－ａｌｐｈａ）などのサイトカインとすることが出来る。ポリペ
プチドは腫瘍に対するサイトカインを標的とするので、サイトカインは他の組織に何等の
影響を及ぼすことなく、腫瘍を損傷し、或は破壊する。サイトカインは通常の組換え型Ｄ
ＮＡ技術を利用してＤＮＡ準位でポリペプチドに融解する。
【００９８】
更に、例えばゲニステイン，タモキシフェン或はシクロホスアミドなどの細胞増殖の抑制
物質を、本発明のポリペプチドで共役することが出来る。
【００９９】
用量
本発明の治療法について、患者に対する本発明のポリペプチドの投与はその投与に対する
特定の様式，用量または投与間隔の頻度に限定する意図はない。即ち、本発明は筋肉内，
静脈内，腹腔内，脈管内，関節内，病巣内，皮下或は腫瘍細胞の増殖を抑制することによ
り腫瘍性の細胞のアポトーシスによって腫瘍性細胞の数を減少させるのに適当とする投与
量であれば、どのような経路をとっても問題とすることはない。これらの複合体は患者に
対して１回量または多数の用量を投与する。多数の用量を投与する場合には、その投与を
、例えば、１日，２日，１週間，２週間或は１ヵ月などのいずれかに分ける。例えば、ポ
リペプチド（例えばＳＡＭ－６のような単クローン性の抗体）を１週間に１回、例えば、
２，３，４，５，６，７，８，１０，１５，２０週間またはそれ以上の週に１回投与する
。どのような特別の場合でも、一定の投与秩序を乱すことなく、特定の投与規定を、その
個人に対して調節し、人への投与あるいは管理を専門医として判断する必要がある。精確
な投与量は使用されるポリペプチドによって異なり、ポリペプチドが結合するリガンドと
ポリペプチドの浄化値によって異なる。例えば、低量の投与では十分に、対腫瘍性効果を
挙げない場合には、ＳＡＭ－６抗体の投与量を増加することが出来る。これとは反対に患
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者から腫瘍が消滅した場合には、ＳＡＭ－６抗体の用量を減らすことが出来る。
【００１００】
担当している医師が最終的に適切とする量および用量を決定するが、モノクロナール抗体
またはその断片は、例えば、体重１ｋｇ当り１日約０．１ｍｇ乃至５０ｍｇ或は体重１ｋ
ｇ当り毎週０．７ｍｇ乃至３５０ｍｇの範囲内とする。治療に有効な量は例えば約０．５
０ｍｇ／ｋｇ乃至２０．０ｍｇ／ｋｇ，更に望ましくは、約０．５０ｍｇ／ｋｇ乃至１５
．０ｍｇ／ｋｇで、例えば約０．２，０．３，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５
，３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，６．０，７．０，８．０，８．５
，９．０，１０．０，１１．０，１２．０，１３．０，１４．０または１５．０ｍｇ／ｋ
ｇ体重を毎日、または隔日、或は１週に２回とする。例えば、適当な投与量は、前述した
ように投薬された場合、ポリペプチドの量は細胞のアポトーシスを招き、少くとも２０％
以上が基礎量（未処理）レベルである。一般に、適当な用量と処置と治療法とが治療およ
び／または予防に良い影響を及ぼす。このような反応は、治療した患者を治療をしなかっ
た患者と較べて、治療した患者は臨床の成果（例えば、病状の軽減、完成または部分的或
は長期無症候生存）を達成することが認められたのである。本発明によるならば、ポリペ
プチドの投与は、当業者にとって周知となっている凡ゆる通常の効力検定によって、未処
理の者に対して、少くとも２０％，４０％，５０％または７５％以上、腫瘍性の細胞をア
ポトーシスに導いている。更に好ましいことには、増殖が未処理に較べて８０％，９０％
，９５％、または１００％まで阻止されている。あるいは、ポリペプチドを投与すると、
腫瘍性の細胞の増殖を当業者が周知の標準的な効力検定によって測定した場合に、未処理
の場合よりも少なくとも２０％，４０％，５０％，または７５％まで抑制することができ
る。それ以上に望ましいことには、増殖が当業者が周知している凡ゆる標準の効力検定で
未処理のそれよりも８０％，９０％，９５％，あるいは１００％も下位に増殖をおさえる
ことができる。最高に望ましいことは、ポリペプチドが、増殖を阻止し、未処理の対照細
胞に関して腫瘍性の細胞をアポトーシスに導くことである。
こうした反応は当業者が周知の技術で観察することが出来る。一般に、医薬の組成に関し
て、抗体の量は宿主のｋｇ当り約２５μｇから５ｍｇ／ｋｇの範囲内である。適当とする
用量は患者のサイズにより変わるが、一般的には約０．１ｍＬから約５ｍＬである。
【０１０１】
薬剤組成物の調製
本発明のポリペプチドは適当な手段を以て抗腫瘍性の性質を有する部位に達した時に集中
させる結果を招くようにすることにある。ポリペプチドは任意の適当な担体物質中に適切
な割合とする量を含ませることができ、通常、組成の総重量の１－９５（重量）％の量を
存在させる。その組成は非経口投与（例えば、皮下，静脈内，筋肉、または腹腔内）に配
剤するのに適する。薬剤の組成は通常の薬剤の処理（例えば、レミングトン（Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ）著：「ザサイエンス アンド プラクティス オブ ファーマシイ」（ＴｈｅＳｃ
ｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ）（２０版），Ａ．Ｒ．ジ
ェナロ，リピンコット，ウィリアム及びウィルキンス著（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｌｉ
ｐｐｉｎｃｏｔｔＷｉｌｌｉａｍｓ ａｎｄ Ｗｉｌｋｉｎｓ），２０００及びエンサイク
ロペチア オブ ファーマセウチカル テクノロジー（Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），著作者，ジェー．スワービック
及びジー，シー，ボヤン（Ｊ．Ｓｗａｂｒｃｋ ａｎｄ Ｊ．Ｃ，Ｂｏｙａｎ），１９８８
－１９９９頁，マルセル デッカー（Ｍａｒｃｅｌ Ｄｅｋｋｅｒ）社，ニューヨーク）を
参照されたい。
【０１０２】
医薬の組成は処方箋に基づく投薬の形式で、或は通常の毒性の無い医薬として認められる
基材および補助剤を含有する適切な投薬装置または挿入管を介して、注射，注入、また体
内移植（皮下，静脈，筋肉内，腹腔内など）に送り込むことが出来る。もしも腫瘍性の細
胞が（例えば白血病で）血液と直接に接触していたり、或は腫瘍には専ら静脈（Ｉ．Ｖ．
）のルートで接近することが出来る。腫瘍が、例えば胞腹腔或は腹膜の空洞などの限られ
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た場所に生じた場合には、血流を経て送るよりも、直接に空洞中に送り込むことが出来る
。このような調合剤の組成および製法は医薬の調剤の技術に於ては周知である。その調剤
法はレミントン（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ）のザサイエンス アンド プラクティス オブ ファ
ーマシィ スプラ（Ｔｈｅ Ｓｉｅｎｃｅ ａｎｄＰｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃ
ｙ ｓｕｐｒａ．）に記載されている。
【０１０３】
癌の進行の診断と監視
以上に説明したように、本発明は哺乳類，好ましくはヒトの患者の腫瘍を検出或は診断す
る方法に関連するものである。一般的に、本発明のポリペプチドの投与は細胞のアポトー
シス或は増殖の削減に敏感に働くものである。
【０１０４】
本発明のポリペプチドは腫瘍または腫瘍の細胞に特効のものであって、通常の細胞または
組織には作用しない。したがって、このポリペプチドは腫瘍の内部の腫瘍性の細胞に結合
するが、正常な周囲の組織には影響を与えないので、哺乳動物における腫瘍の検出と処理
、つまりその両者を行うものである。例えば、生体組織検査を行った結果、すべて腫瘍が
除かれたことが証明されたり、或は患者から除かれた腫瘍がポリペプチドとは結合してい
ない細胞によって完全に囲まれていることが立証されることにより、腫瘍が全部除去され
たことが判る。標識の選択は最適の敏感度を呈する組合せを決定することを基礎とし、ま
たそれを選別するものとする。
【０１０５】
検出の感度を良好にするために、多数の腫瘍の標識を所定のサンプル或は個人で効力検定
する。このようにして、抗体或は異なる抗原に関する機能的断片特定のポリペプチドを単
独の効力検定または多数の効力検定で組合わせることが出来る。更に、腫瘍に対する多様
なプライマー或はプローブを同時に使用することも出来る。標識の選択は最適の感受性を
示す組合せを決める基底となる。
【０１０６】
生体内での腫瘍の検出
一般に、哺乳動物についての腫瘍の診断は、哺乳動物（例えばヒトの患者）から生物の試
料を得て、この試料を本発明のポリペプチド（例えば、ＳＡＭ－６のような単クローン性
の抗体）と接触させ、その試料において、腫瘍性細胞の対照試料との反応性或は結合の度
合を検出する。なお、この対照試料は、癌が診断された哺乳類からの、或は腫瘍があるか
否か判っていない他の患者からの健康な組織から得た非腫瘍性細胞とする。したがって、
本発明の方法は、通常では検出をすることが出来ない、極く早期の腫瘍もしくは転位の検
出に特に有用である。それが故に、患者の腫瘍の診断だけでなく、本発明の方法は哺乳動
物における腫瘍の進行の観測にも利用することが出来る。その目的のためには、腫瘍の診
断に用いる下記に述べた効力検査を、時間を問題に入れることなく、ポリペプチドと結合
するレベルを検査する。例えば、効力検定は６ヵ月から１年の期間に亘って、２４－７２
時間毎に行う。そして、それから後、必要に応じて実行する。一般に、腫瘍は時を問題と
することなくポリペプチドの結合の度合が増加した患者においては進行しているのである
。これとは対照的に、ポリペプチドの結合が時間の経過によっても一定であったり、或は
減少している場合には、腫瘍は進行していないのである。その代り、前述したように、本
発明のポリペプチドは、外科手術によって、腫瘍が哺乳動物から完全に除かれたか否かを
知るための腫瘍細胞の存在を調べるのにも利用することが出来る。
【０１０７】
ポリペプチドは、好ましくは、検出を容易にするか、ポリペプチドの反応の測定を容易に
する検知可能な物質に結合させることである。生物学上のサンプルは腫瘍性の細胞を含ん
でいる、例えば、血液，唾液，血清，粘液，痰，尿或は涙などが挙げられる。生物学的試
料もまた組織の部分で、固定された組織，新鮮な組織または凍結組織とする。腫瘍は生物
学的試料について抗体の反応性のレベルが増加して、対照試料以上に生物学的試料につい
ての抗体の反応性のレベルが上昇する場合に得られた試料である。その増加率は、対照レ
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ベルよりも上で、少くとも１０％，２０％，３０％，４０％，５０％以上である。結合ま
たは反応性のレベルは当業者が周知の方法で決定することが出来、更にその詳細について
は後述する。
【０１０８】
生体外での診断の効力検定
本発明のポリペプチドを用いての腫瘍の診断は当業者が周知の任意の方法で行うことが出
来るもので、サンプルについてポリペプチドの標識を検出する結合剤を用いて行う。例え
ば、ハーロー氏とラン氏（Ｈａｒｌｏｗａｎｄ Ｌａｎｅ）著，「抗体類」（Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ）アラボラトリー マニュアル，コールド スプリング ハーバー ラボラトリー
（ＡＬａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ）１９９
８年刊を参照のこと。例えば、ポリペプチドは酵素結合免疫吸収剤の効力検定（ＥＬＩＳ
Ａ），ウエスタン吸取り、または組織試料の腫瘍細胞の自位検出に用いることが出来る。
例えば、ＥＬＩＳＡ効力検定は生物学的試料の腫瘍細胞に結合する固相に固定化された抗
体にポリペプチドを使用することを必要とする。結合腫瘍細胞は検出試薬を使用して検出
できるもので、この検出試薬は遺伝子群を含み、抗体／腫瘍細胞複合体に明確に結合する
。こうした検出試薬には、例えば、抗体に特別に結合する結合物質があり、その例を挙げ
ると、抗免疫グロブリン，タンパク質Ｇ，タンパク質Ａ，またはレクチンなどである。こ
れらに代るべきものとして、競合的の効力検定を利用することが出来る。それについてポ
リペプチドは抗体であって、抗原は抗体に対して特異性のもので、報告者グループで標識
され、生物学的試料を以て抗体の培養後に固定された抗体に結合する。試料の成分が抗体
に対して標識された抗原の結合を抑制する要素の範囲は固定された抗体について試料の反
応性を指示するものである。患者の腫瘍の診断は２－抗体サンドイッチ効力検定によって
決定される。この効力検定は固体支持台に固定された抗体と最初に接触することによって
行なわれるもので、前記固定支持台は通常、マイクロタイタープレートの空所で試料内の
ポリペプチドが固定された抗体に結合される。自由にされた試料は固定したポリペプチド
－抗体複合体と検出試薬とから除かれる。（なお前記検出試薬はポリペプチドに異なる部
位に結合することの出来る第二の抗体とすることが望ましく）、検出試薬はレポーター群
が加えられている。固定支持台に残存する検出試薬の量は固定支持台に結合し、特異のレ
ポーター群について適当とする方法を用いて決定される。例えば、腫瘍の存在の有無、結
腸直腸の腺癌、固相支持体に結合したままのレポーター群、これは一般に前決定遮断値に
相当するシグナルに比較される。結腸直腸の腺癌などの腫瘍の存在の有無を決定するため
に、前決定カットオフ値に該当するシグナルに固相支持に結合したままのレポーター群か
ら検出したシグナルを前以て決定された遮断値に相当するシグナルと比較する。腫瘍の検
出に当っての遮断値は、抗体が腫瘍の無い患者からの試料と比較した時に得られた平均シ
グナルである。
【０１０９】
レポーター・グループを検出するのに用いられる方法はレポーター・グループの性質によ
る。放射性のグループに関して、シンチレーション計算法またはＸ線写真法を用いること
ができる。分光器法も色素，発光群および蛍光群を検出するのに用いることができる。ビ
オチンも異なるレポーター類（一般に放射性或は蛍光群または酵素）と共にアビジンを用
いて検出することが出来る。酵素レポーター類は基質を（一般に限定された時間）添加し
て、反応物質を分光器を用いる分析またはその外の分析で検出することが出来る。
【０１１０】
本発明のポリペプチドは腫瘍細胞の自然位検出または定量測定について組織学的に用いる
ことが、例えば、免疫蛍光法または免疫電子顕微鏡検査法によって出来る。こうした手段
を利用することは、検体の腫瘍細胞の検出に役立つだけでなく、その空間分布の測定にも
役立つのである。別の例としては、生物学的試料はスライド上の腫瘍細胞を含んでいる生
物学的物質の塗抹標本とすることができ、生物学的物質中の腫瘍細胞の検出を顕微鏡の塗
抹標本を調べるか、或は血球計算によって標本を調べることによって行うことが出来る。
【０１１１】
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腫瘍の生体検出
代りとなるものとして、本発明の抗体は腫瘍の検出とその所在部位の検出とのために生体
に用いることが出来る。この種の方法は、哺乳動物、望ましくはヒトの被検者に、本発明
のポリペプチド、例えば検出物質で標識されたＳＡＭ－６などを注射することで、例えば
、米国特許第４，４４４，７４４号に開示されている。例えば、ポリペプチドは患者に対
して、薬理学的に不活性の放射性同位体で放射性標識をつけることが出来、患者に投薬さ
れる。放射性同位体はフォトスキャンニング装置を用いて哺乳動物に関して検出すること
ができ、目標値に関して増加していれば、腫瘍の検出と位置の確認とに反映する。
【０１１２】
治療
哺乳動物の腫瘍の診断と監視とに加えて、本発明は、また、哺乳動物、好ましくはヒトの
患者の腫瘍を処理する方法を特徴とするものである。その方法は、一般的に、患者に対し
て、本発明のポリペプチドの生物学的に有効とする量を投与することにある。ポリペプチ
ドは、例えば、静脈または動脈内への注入と同様に、静脈，皮下，粘膜、または空洞内の
注射によって、哺乳動物に投与される。したがって、ポリペプチドは患者の血流中にＳＡ
Ｍ－６抗体として静脈注射するとか、或はポリペプチドを腫瘍の部位に直接注入するか、
或は腫瘍細胞に近い場所に注入することが出来る。かくして、ポリペプチドは、全身的に
注入することが出来るものであって、例えば、患者の血液の流れの中にＳＡＭ－６抗体と
して静脈注射するか、またはポリペプチドを腫瘍に直に注射し、あるいは腫瘍の細胞に近
接する部位に注射する。
【０１１３】
一般的に、前述したように、本発明のポリペプチドの腫瘍性細胞との結合によって、その
細胞のアポトーシスを招き、細胞の増殖を減少させ、対照検体について共に相対的に細胞
のアポトーシスと減少との両者を行う。その代りとして、抗体は補体の経路について活性
化され、最終的には細胞をアポトーシスに至らせる細胞膜に穿刺すべき孔をあける結果と
なる。
【０１１４】
必要に応じて、ポリペプチドを前に述べた薬剤または毒素に共役させることが出来る。一
度び細胞の表面に結合されると、細胞酵素を切り裂く細胞変成を包み込み、そして共役状
態から活性化し、或は薬剤または毒素を遊離する。細胞ＤＮＡから僅かに離れた場所にお
いて、識別に用いる放射性同位元素抗体について、腫瘍性の細胞に結合して、放射線の放
射によって、次の再現時期内に細胞をアポトーシスに導く。例えば、腫瘍が被検者から検
出されて、その局部に限定されていることが判れば、通常、患者の体重７０ｋｇを基準と
して、一回の投与量を２５乃至２５０ｍＣｉｆｏｒ１３１Ｉ、好ましくは５０ｎＣｉ乃至
１５０ｍＣｉ注射する。その注射は静脈内注射，動脈内注射，リンパ管内注射，腔内照射
療法とすることができ、それを１回以上繰り返す。放射性同位元素を用いて識別されたポ
リペプチドまたはポリペプチド混合物の分割用量、例えば２０－１２０ｍＣｉ（体重７０
ｋｇの患者に対して）を数回投薬すると治療にとって極めて有効である。したがって、無
処置の細胞の放射を通常、比例的に増加して行うことなく腫瘍に対し細胞のアポトーシス
を高度にする。
【０１１５】
標識されたポリペプチドを使用する治療法は初期の治療法としては頗る利点があるが、こ
の治療と合わせて別の抗腫瘍治療法、例えば放射線および化学療法、および外科の補助な
どを行うことも出来る。この種の腫瘍に対するポリペプチドの投与は、外科手術では取り
除くことが出来ない小さな転位の場合に、特に有効である。
【０１１６】
ポリペプチドと他の抗腫瘍治療法との組み合せについて
腫瘍に対する化学療法の薬剤および／または放射線療法および／または外科手術による除
去を、本発明の幾つもの方法のいずれかと任意に組み合わせて行うことが出来る。化学療
法の薬剤として用いることができる化学物としては、次のものが挙げられる。即ち、アル
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キル化薬剤，抗代謝物，天然の生成物およびその誘導薬，ホルモン類およびステロイド類
（合成類似化合物を含む）、及び合成薬がある。アルキル化薬剤（例えば窒素マスタード
，エチレン基誘導体，アルキルスルホン酸，ニトロソウレア及びトリアジン）はウラシル
マスタード，クロルメチン，シクロホスファミド（ＣｙｔｏｘａｎＲ），イフォスファミ
ド，メルファラン，クロラムブシル，ピポブロマン，トリエチレン－メラミン，トリエチ
レントリホスラミン，ブスルファン，カルムスチン，ロムスチン，ストレプトゾシン，ダ
カルバシン及びテモゾロミドを含んでいる。天然の生成物とその派生物（ビンカアルカロ
イド，抗腫瘍抗生物質，酵素，リンホカイン及びエピポドフィロトキシン）もまた使用す
ることが出来、それらは、例えば、ビンブラスチン，ビンクリスチン，ビンデシン，ブレ
オマイシン，ダクチノマイシン，ダウノマイシン，ドキシルビシン，エピルビシン，イダ
ルビシン，パクリタキセル（パクリタクセルはタキソール，ミトラマイシン，デオキシル
コ・フォルマイシン，マイトマイシン－Ｃ，Ｌ－アスパラギナーゼ，インターフェロン、
特に、ＩＦＮ－ａｌｐｈａ），エトポシド、及びテニオポシドとして市販されている。ホ
ルモン及びステロイド（合成アナログを含む）は、例えば、１７－アルファ－エチニルス
トラジオール、ジエチルスチルベストロール，テストステロン，プレドニソン，フルオキ
シメステロン，ドロモスタノロン，プロピオン酸塩，テストラクトン，酢酸メゲストロー
ル，タモキシフェン，メチルプレドニソロン，メチルテストステロン，プレドニソロン，
トリアムシノロン，クロロトリアニセン，ヒドロキシプロゲステロン，アミノグルテチミ
ド，エストラムスチン，酢酸メドロキシンプロゲステロン酢酸塩，ロイプロライド，フル
タミド，トレミフェネ、またはゾラデックス、である。模範的な合成薬（白金配位複合体
のような無機質の複合体を含んでいる）には、シスプラチン，カルボプラチン，ヒドロキ
シ尿素，アムサクリン，プロカルバジン，ミトタン，ミトクサントロン，レバミソール及
びヘキサメチレンテトラミンを挙げることが出来る。
【０１１７】
これらの化学療法の薬剤の多くの安全で有効な投与についての方法と投薬量とは当業者に
周知されている。更に、その投与は標準文献に記載されている。例えば、化学療法の薬剤
の多くの投与は「フィシィシアンス・デスク・リフェレンス」（Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ’
Ｄｅｓｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）（ＰＤＲ、例えば、１９９６年版（メディカル・エコノ
ミックス・コンパニー，モントバル，ニュージャージー０７６４５－１７４２，ＵＳＡ）
（Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｃｏｎｏｍｉｃｓ Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｍｏｎｔｖａｌｅ，Ｎ．Ｊ．０
７６４５－１７４２，ＵＳＡ）、に記載されていて、その書籍の説明を参考文献として、
この明細書に組入れたものとする。
【０１１８】
次に記載する幾つもの例は、本発明の実例を述べるものであって、本発明をこれらの実例
にのみに限定すべきではない。
【０１１９】
例１ 原料と方法
細胞培養
この研究に当っては、次のヒトの細胞株を用いた。ＢＸＰＣ－３（膵臓の腺癌），２３１
３２／８７（胃の腺癌），ＣＯＬＯ－２０６Ｆ（コロン癌腫），ＣＯＬＯ－６９９（肺の
腺癌）およびＬＯＵ－ＮＨ９１（肺の鱗状細胞癌腫細胞），ＲＰＭＩ－２６５０（鼻の隔
壁鱗状細胞癌腫細胞）およびＨＮＥｐＣ－ｃ（正常の鼻の上皮の細胞）。
細胞株はＲＰＭＩ－１６４０培養地（ＰＡＡ，ウィーン，オーストリア）で１０％ウシ胎
児血清（ＦＣＳ）で補充された１０％胎児の脛の漿液（ＦＣＳ），２ｍＭグルタミン及び
ペニシリン／ストレプトマイシン（共に１％）と加湿した３７℃の５％ＣＯ２雰囲気にお
いて培養された。効力検定に関して述べるために、細胞を集合するように生長させ、トリ
プシン／ＥＤＴＡで分離し、これを使用する前にリン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）で２度洗
浄した。
【０１２０】
ハイブリドーマの製作
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次に述べるようにしてＨＡＢ－１異種骨髄腫に永続性のリンパ球を融合した。そしてＨＡ
Ｂ－１異種骨髄腫を添加物なく毎分１５００回転の速度で５分間遠心分離した。次で、脾
臓あるいはリンパ節の一方から得た溶けたリンパ球或はリンパ結節から解凍したリンパ管
を得た。それから、これらの細胞に何等の添加物を加えることなく、これをＲＰＭＩ１６
４０を用いて２回洗ってから、５分間、毎分１５００回転して遠心分離して、ノイバウエ
ル細胞計算室で計算した。また再び細胞を洗浄し、ＨＡＢ－１細胞とリンパ球とを１：２
乃至１：３の割合に混合して、毎分１５００回転させて８分間、その混合物を遠心分離し
た。前以てポリエチレングリコール１５００（ＰＥＧ）を３７℃に暖めて、注意深くＰＥ
Ｇをペレットに滴下し、５０ｍｌの管をゆっくりと回転して、ペレット上にＰＥＧを流し
た。次で、ペレットをゆっくりと再び懸濁して、３７℃の水浴で正確に９０秒間、その管
を回転した。次で、添加物なしのＲＰＭＩの１０ｍｌで細胞を２回洗い、毎分１５００回
転で５分間、遠心分離した。ＲＰＭＩ１６４０の１ｍｌをＨＡＴサプリメント（ＰＡＡ，
ウイーン，オーストリア）と１０％ＦＣＳ，１％グルタミン、および１％ペニシリン／ス
トレプトマイシン（“ＲＰＭＩ １６４０ＨＡＴ”）を２４－ｗｅｌｌ板の各ｗｅｌｌに
加えた。それから、２４－ｗｅｌｌ板を３７℃定温器に配置して、ＲＰＭＩ １６４０ Ｈ
ＡＴ培養基を毎週取り替えた。４週間乃至６週間後に、細胞培養物の上澄の物質を酵素連
鎖性の免疫吸着物効力検定（ＥＬＩＳＡ）における抗体を生産するために分離した。
【０１２１】
このプロトコルを用いて、発生されたトリオマス（ｔｒｉｏｍａｓ）の凡そ８０％乃至９
０％は、生長することが出来るものであって、その凡そ５０％は分泌免疫グロブリンであ
る。陽性のクローンは自家移植の腫瘍組織部分に関して免疫組織化学的に試験され、それ
によって後に再びクローンにされる。
【０１２２】
ｃＤＮＡ合成とＲＴ－ＰＣＲ
抗体の配列順序を得るために、キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）からＲＮＡＳＥキット（Ｋｉｔ
）を用いてトリオマ（ｔｒｉｏｍａ）から総てのＲＮＡを分離した。全体のＲＮＡは技術
上基準とされている方法を利用して作成した。なお、技術上の基準としては、クレーン氏
（Ｋｒｅｒｎ）氏外著（クリン．Ｅｘｐ．免疫学）（Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｒｏｌ
．１１５：１６８－１７５頁，１９９９）、に記載されている。ハイブリドーマ細胞株Ｓ
ＡＭ－６から得た全体のＲＮＡからのｃＤＮＡ合成は製造家の指示によるギブコ（Ｇｉｂ
ｃｏ）ＢＲＬ（エゲンステイン，ドイツ）（Ｅｇｇｅｎｓｔｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）Ｍ－
ＭＬＶレーバース トランスクリプターゼ（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
）を用いる５μｇトータルＲＮＡで行なわれたハイブリドーマ細胞株から得た完全なＲＮ
ＡからｃＤＮＡを合成する。ＶＨとＶＬ遺伝子の増幅修飾物質は１．７５ｍＭＭｇＣｌ２

で、２５μｌ容量で、０．４ｐＭプライマー、各ｄＮＴＤの２００μＭ、および１Ｕ Ｔ
ａｑポリメラーゼ（ＭＢＩフェルメンタス，Ｓｔ．レオン－ロト，ドイツ）（ＭＢＩＦｅ
ｒｍｅｎｔａｓ，Ｓｔ．Ｌｅｏｎ－Ｒｏｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で行われた。ＰＣＲ－生成
物は次のサイクルプロフィールを使用して増産された。即ち、（ＶＨ３とＶＨ４プライマ
ーについて）２分間；９５℃、次で３０秒間９４℃で３５サイクル；３０秒間６５℃，Ｖ
Ｌプライマーについて、それぞれＶＨ１，ＶＨ２，ＶＨ５，ＶＨ６について６０℃、そし
てＶＬプライマーに関して５２℃；７２℃で４分間の最終延長。
【０１２３】
抗体の配列決定法
ＰＣＲをジェットソーブ（Ｊｅｔｓｏｒｂ）ゲル抽出装置（ゲノームト，バド，オインハ
ウゼン，ドイツ）（Ｇｅｎｏｍｅｄ，ＢａｄＯｅｙｎｈａｕｓｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を
使用してＰＣＲ生成物のゲル抽出に従った２％アガロースでゲル電気泳動法（ロス，カル
スルー，ドイツ）（Ｒｏｔｈ，Ｋａｒｌｓｒｕｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で精製した。次で
、ＰＣＲ生成物はｐＣＲ－ＳｃｒｉｐｔＡｍｐ ＳＫ＋クローン化装置（スッラターゲン
，ハイデルベルグ，ドイツ）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を使用してクローン化した。１０個の陽性のクローンをダイデォキシ（ＤｙｅＤ
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ｅｏｘｙ）ターミネーションサイクル配列装置（アプライトバイオシステムズ インク．
，ウェイテルスタッド，ドイツ）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ Ｉｎｃ．，Ｗ
ｅｉｔｅｒｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて配列され、ＡＢＩＰｒｉｓｍ３７３自
動化ＤＮＡ配列装置）で分析された（前記の両要素はＴ３とＴ７プライマーを使用して配
列された）。それらの配列はウインドウズ（Ｗｉｎｄｏｗｓ）配列比較ソフトウェアーの
ＤＮＡＳＩＳとゲンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）及びＩＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴデータベー
スを使用して分析された。インターナショナル免疫遺伝学（“ＩＭＧＴ”）データベース
は、ユニバーシティ モントペエリア，モントペエリア，フランス（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｅＭｏｎｔｐｅｌｌｉｅｒ，Ｍｏｎｔｐｅｌｌｉｅｒ，Ｆｒａｎｃｅ）のマリー・ポール
・レフランク（Ｍａｒｉｅ－ＰａｕｌｅＬｅｆｒａｎｃ）によって配位されている。
【０１２４】
パラフィン部分の免疫組織化学の染色
パラフィンに埋没させたヒトの組織を切片（２μｍ）にした。そしてパラフィンを次のよ
うにして除いた。
【０１２５】
パラフィンの除去：
・キシレン１ ５滴
・キシレン２ ５滴
・１００％エタノール１ ５滴
・１００％エタノール２ ５滴
・メタノール（７０ｍｌ）＋Ｈ２Ｏ２（５００μｌ） ５滴
・９０％エタノール１ ３滴
・９０％エタノール２ ３滴
・８０％エタノール１ ３滴
・８０％エタノール２ ３滴
・７０％エタノール１ ３滴
・７０％エタノール２ ３滴
・Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌで１回洗う
・加熱：３００ｍｌ ｄｅｓｔ．圧力加熱器にクエン酸を入れて５分間加熱
・ＢＳＡ／ＰＢＳ，顕微鏡のスライド１枚当り１５０μｌで１５分遮断
・Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌで１回洗浄
・第一の抗体：顕微鏡のスライド１枚当り１５０μｌ，加湿された容器において３７℃の
温度で２．５時間培養
・Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌで３回洗浄
・第二の抗体：顕微鏡のスライド１枚当り１５０μｌ，室温で加湿した容器内にて４５分
間培養（７００μｌＰＢＳ＋３００μｌＡＢ－２プラズマ＋２０μｌ抗体）
・Ｔｒｉｓ／ＮａＣｌで３回洗浄
・ＰＢＳに１０分間置く
・ジアミノベンチジン（０．０５％）－過酸化水素（０．０２％）で１０分間培養：顕微
鏡スライド当たり１５０μｌ
・Ｈ２Ｏで３回洗浄，次で蒸留したＨ２Ｏで１回洗浄
・血毒素中に５分間入れておく
・水道水を１０乃至１５分流す中に置く
・蒸留したＨ２Ｏで洗浄
・グリセロールゼラチンで被覆
【０１２６】
腫瘍細胞膜抽出物の調製
腫瘍細胞よりの細胞膜の分離は、例えばエンセル氏（Ｈｅｎｓｅｌ）外の（Ｉｎｔ．Ｊ．
Ｃａｎｃｅｒ８１：２２９－２３５，１９９９）に記載されているように、技術上の標準
的な方法を利用して、その記載の通りに行なわれた。特に、融合した腫瘍細胞（ＢＸＰＣ
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－３と２３１３２／８７）はＰＢＳで二度洗浄し、細胞剥離器で組織回収し、低張緩衝液
（２０ｍＭＨＥＰＥＳ，３ｍＭＣｌ，３ｍＭ ＭｇＣｌ２）中に再度懸濁し、冷蔵庫に入
れて１５分培養した。次で細胞を５分間音波によって破砕し、核を１０分間１０，０００
×ｇにて遠心分離して小球（ペレット）にした。上澄み液は膜を小球にするためにスウイ
ング－アウト（ｓｗｉｎｇ－ｏｕｔ）ローターで、１００，０００×ｇについて４０分間
遠心分離した。できた小球を低張緩衝液で洗浄した後に、その小球を膜溶解緩衝液（５０
ｍＭＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４，０．１ｍＭＥＤＴＡ，１０％グリセロール及び１％三重陽
子Ｘ－１００）に再び懸濁した。完全なタンパク質分解酵素抑制因子（ボエヒリンジァー
，マンハイム，ドイツ）（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ，Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
もまた総ての溶液に加えられた。
【０１２７】
ウエスタンブロッティング
ウエスタンブロットは、例えばヘンセル氏外（Ｈｅｎｓｅｌ ｅｔ ａｔ．）の（イント．
Ｊ．カンサー８１：２２９－２３５頁，１９９９）（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ８１：２
２９－２３５，１９９９）に記載の標準技術を用いて行なわれた。要約すると、ブロット
法を利用したニトロセルロース膜を３％低脂肪ミルクパウダーを含有するＰＢＳで遮断し
、次で、ＳＡＭ－６ヒト１ｇＭ抗体または関連のないヒト対照ＩｇＭ（クロムピウアＩｇ
Ｍ，ジアノバ）（ＣｈｒｏｍＰｕｒｅ ＩｇＭ，Ｄｉａｎｏｖａ）の２０－４０μｇで１
時間痂皮形成を行った。二次抗体（ペルオキシダーゼ連結ウサギ抗ヒトＩｇＭ抗体１：１
，０００，ジァノバ）をピアース（Ｐｉｅｒｃｅ）（ＫＭＦ，Ｓｔ．オーガスチン，ドイ
ツ）（ＫＭＦ，Ｓｔ．Ａｕｇｕｓｔｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）からスーパーシグナル（ＳＵ
ＰＥＲＳＩＧＮＡＬ）化学ルミネッセンスキットで検出した。
【０１２８】
超微構造研究
癒着性進行性胃癌細胞株２３１３２／８７を指示された期間１０μｇ／ｍｌ ＳＡＭ－６
抗体または関連のないヒト対照ＩｇＭで指示された時間をかけて培養した。次で載せたガ
ラスをソエレエンセン（Ｓｏｅｒｅｎｓｅｎ）緩衝液ｐＨ７．４（ラスター電子顕微鏡の
ため）で２．５％グルタルアルデヒド（電子顕微鏡）或は６．２５％グルタルアルデヒド
で固定し、顕微鏡検査分析のために調製した。細胞の形態学を電子顕微鏡と透過型電子顕
微鏡とを走査して調べた。
【０１２９】
ズダンＩＩＩ染色
細胞内の脂質を染色するために、胃癌細胞２３１３２／８７をガラス・スライド上で成育
した。付着細胞を抗体ＳＡＭ－６（３０μｇ／ｍｌ）で４８時間培養した。リン酸塩緩衝
生理的食塩水で２回洗浄した後に、細胞を６０％イソプラパノールで５分間固定した。使
用前に、ズダンＩＩＩ株の６０％溶液（１００％イソプラパノール中ズダン０．５％）を
一晩成熟し、濾過して、固定した細胞に加えた。１５分後に、細胞を蒸留したＨ２Ｏで洗
浄し、６０％イソプラパノール中で分化し、再び洗浄し、それから６分間メイヤーズヘマ
ラム洗色液で洗色した。最後に、細胞を１０分間洗浄し、蒸留したＨ２Ｏで洗い、グリセ
ロゼラチンを付けた。
【０１３０】
ナイルレッド染色
フェノキサジン染料で染色する中性の脂質を（グリーンスパン，Ｐ．，メイヤー，ＥＰ．
，とフォウラー，Ｄ．ナイルレッド：アセレクティブ フローレスセント フォア イント
ラセルラー リピドドロップレット．Ｊ．セルビオル．１００，９６５－９７３，１９８
５）（Ｇｒｅｅｎｓｐａｎ，Ｐ．，Ｍａｙｅｒ，Ｅ．Ｐ．，ａｎｄＦｏｗｌｅｒ，Ｄ．Ｎ
ｉｌｅ Ｒｅｄ：ＡＳｅｌｅｃｔｉｖｅ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＳｔａｉｎ ｆｏｒ Ｉｎ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｌｉｐｉｄ Ｄｒｏｐｌｅｔｓ．Ｊ．Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ．１０
０，９６５－９７３，１９８５）に以前に述べた通りに行なった。簡単に述べると、胃癌
細胞２３１３２／８７をガラス板上にて生長させ、付着細胞を４８時間ＳＡＭ－６抗体（
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３０ｇ／ｍｌ）で培養し、それから５分間１．５％グルタアルデヒドで固定し、ＨＥＰＥ
Ｓ緩衝液で洗浄し、ＨＥＰＥＳ緩衝液（アセトンについて１ｍｇ／ｍｌナイルレッドの保
存溶液）の１：２００希釈液で培養した。ＨＥＰＥＳ緩衝液で更に洗浄した後に、細胞核
を８分間ＤＡＰＩ（水で１：１０００に希釈）で染色した。それから細胞を再度洗浄して
フルオロマウント－Ｇ（Ｆｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔ－Ｇ）（ＳＯＵＴＨＥＲＮバイオテクノ
ロジー ＡＳＳ．，ＩｎＣ．，米国）（ＳＯＵＴＨＲＮＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ａｓ
ｓ．，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）に乗せた。蛍光分析をＬｅｉｃａＴＣＳ ＳＰ２同焦点レーザ
ー顕微鏡で行った。極性脂質は暗赤色（５４３ｎｍ）に染色され、中性の脂質は黄色（４
８８ｎｍ）に染色され、細胞核は青色（３５０ｎｍ）に染色された。
【０１３１】
ｏｘＬＤＬの検出
ＬＤＬ（シグマ，タウフキルヘン，ドイツ）（Ｓｉｇｍａ，Ｔａｕｆｋｉｒｃｈｅｎ，Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）が２０μＭ ＣｕＳＯ４で１５時間づつ３回かけて培養して酸化させた。
酸化されたＬＤＬの量をメルコディア酸化ＬＤＬＥＬＩＳＡ（メルコディア，ウプサラ，
スェーデン（Ｍｅｒｃｏｄｉａ，Ｕｐｐｓａｌｅ，Ｓｗｅｄｅｎ）で決定した。
【０１３２】
メルコディア酸化ＬＤＬ ＥＬＩＳＡは固相２部位酵素免疫学的検定である。これは直接
のサンドイッチテクニックを基本とするもので、２つの単クローン性の抗体を酸化させた
アポリタンパクＢ分子について異なる抗原の決定因子に指向される。試料の培養酸化ＬＤ
Ｌが抗酸化ＬＤＬと反応しているうちに、抗体はミクロ滴定に十分に結合する。非反応性
細胞質成分を除去するための洗浄後に、ペルオキシダーゼ接合抗ヒトアポリポタンパクＢ
抗体は酸化したＬＤＬを固相に結合することを認めるものである。２番目の培養と結合し
ていない酵素の標識を付けた抗体とを除く単一の洗浄後に、結合配合体を３，３’，５，
５’－テトラメチルベンチジン（ＴＭＢ）と反応させて検出した。その反応は４５０ｎｍ
で分光測光的に読み取れる比色法の端点を付与するために加えて停止された。
【０１３３】
ＳＡＭ－６－ｏｘＬＤＬ相互作用計量
可撓性の平底９６－井戸型平板（ベクトン ディッキンソン ラブウワー ヨーロッパ，フ
ランス）（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ Ｌａｂｗａｒｅ Ｅｕｒｏｐｅ，Ｆｒａｎｃ
ｅ）を４℃の温度で一晩中、異なる酸化ＬＤＬで培養した。次で、平板を１時間１０％Ｆ
ＣＳを含有するＲＰＭＩ－１６４０媒質を用いて遮断した。その後に、その平板を３７℃
の温度で１時間ＰＢＳで薄めた６０μｇ／ｍｌ ＳＡＭ－６抗体で培養した。ＰＢＳで３
回洗浄してから、ＰＢＳで１：１，０００に希薄したＨＲＰ－連結二次抗体（ウサギ抗ヒ
トＩｇＭ，ダコ，ハンバーグ，ドイツ（Ｄａｋｏ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で
培養した。それから倍地をＰＢＳで一度洗浄し、クエン酸塩緩衝液で二度洗浄し、ＯＰＤ
（ダコサイトマチオン，グロストラップ，デンマーク）（Ｄａｋｏ Ｃｙｔｏｍａｔｉｏ
ｎ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）とエライザーリーダー（ＥＬＩＳＡ－ｒｅａｄ
ｅｒ）において４９０ｎｍの測定とを行った。
【０１３４】
細胞内で強化された脂質のクロマトグラフィー分析
ＢＸＰＣ－３細胞類を、それぞれヒトに無関係の対照免疫グロブリン（クロムピューアＩ
ｇＭ，ダィアノバ，ドイツ）（Ｃｈｒｏｍｐｕｒｅ ＩｇＭ，Ｄｉａｎｏｖａ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を２４時間３０μｇ ＳＡＭ－６抗体を培養した。次で、細胞類をトリプシン／
ＥＤＴＡを用いて剥離し、次でＰＢＳでＳｔｅｐｐｓを２度洗浄した。細胞ペレットを使
用するまで２０℃で貯蔵した。脂質を細胞ペレットから取り出した。その取り出された脂
質は２５０μｌクロロホルム／メタノール（２：１）に溶解され、１０回別々に２５μｌ
が（ＳｉＯ２，シリカゲルで被覆された）薄層クロマトグラフィー平板の起始点において
拡散培養された。外部右側と左側とにおいて、異なる周知の脂質（コレステロールエステ
ル，コレステロール，トリグリセリド，オレイン酸，ホスパチジレサノルアミン，ホスフ
ァチジルコリン，スフィンゴミエリン）が詰められた。極性を持たないために脂質ヘキサ
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ン／酢酸エチル／酢酸（９０／１０／１）がリン脂質等、クロロホルム／メタノール／Ｈ

２Ｏ（７０／３０／５）のための有機溶剤として使用される。染色は、「ケーギミーシェ
ル」（Kagi-miescher）エアゾール試薬（酢酸で溶解されたアニスアルデヒト／硫酸）を
用い色付けが最適の状態になるまで１５０℃での加熱を続けた。
【０１３５】
生体におけるＳＡＭ－６活性の検出
生体における腫瘍細胞の生長に関する抗体ＳＡＭ－６の効果を確定するために、ｓｃｉｄ
－マウス／ヒト膵臓腫癌細胞システムを用いた。Ｃ，Ｂ－１７／ＩｃｒＨａｎＨａｄ－ｓ
ｃｉｄｍｉｃｅ（ハーラン ウィンケルマン ゲーエムベーハー，ボルチェン，ドイツ）（
Ｈａｒｌａｎ Ｗｉｎｋｅｌｍａｎｎ ＧｍｂＨ，Ｂｏｒｃｈｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）（材
齢６－８週，ｎ＝１０ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）を皮下にａｔｄａｙ ０で２×１０６ヒト膵臓
腺癌細胞株（ＢＸＰＣ－３）を接種し、１，３，５，７および９日毎にＳＡＭ－６抗体に
ｉ．ｐ．ポスト癌腫細胞をＳＡＭ－６抗体（２００μｇ）の注射で行った。複数の実験対
照用マウスに同じ濃度で関連の無いヒトＩｇＭ（クロンピューアＩｇＭ，ディアノバ，ハ
ンブルグ，ドイツ）（ＣｈｒｏｍｐｕｒｅＩｇＭ，Ｄｉａｎｏｖａ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）を同じ濃度で注射した。可視腫瘍生長を実験中肉眼で測定した。それらの
実験は腫瘍が最大の許容サイズ（ｄａｙ２５）に到達した時に終了したので、実験対称マ
ウスは犠牲になり、腫瘍容量と腫瘍重量とが測定された。
【０１３６】
例２ ＳＡＭ－６単クローン性抗体を発現する細胞株の発生
前述した通り、ヘテロ骨髄腫細胞株ＨＡＢ－１（ファラー氏外著，Ｂｒ．Ｊ．癌６２：５
９５－５９８頁，１９９０）（Ｆａｌｌｅｒ，ｅｔ．ａｌ．，Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ６
２：５９５－５９８，１９９０）で癌患者の脾臓或はリンパ節から得たリンパ球を溶融し
てハイブリドーマを発現するＳＡＭ－６モノクローナル抗体を得た。リンパ様の線源は患
者の年齢や性別について前以てそれを選択しなかった。終結の細胞は３つの細胞の融合の
ように、トリオマ（ｔｒｉｏｍａ）として知られているハイブリドーマの型式のものであ
る。正常のＢ－リンパ球のように、このトリオマ（ｔｒｉｏｍａ）は抗体を造り出す能力
がある。トリオマの特殊性は３種類の細胞の融合のようなものである。正常のＢ－リンパ
球のように、このトリオマは抗体を作り出す能力を備えている。抗体の特殊性はトリオマ
を発生するために利用された患者からの最初のリンパ球の特異性によってきまるのである
。
【０１３７】
ハイブリドーマ上澄みはＥＬＩＳＡ効力検定に使用する抗体生産のために選別される。Ｅ
ＬＩＳＡに次で、抗体が腫瘍の特異的反応性のために他の部位に移植するのに逆らって免
疫組織化学的に一次検定された。ＳＡＭ－６抗体が腺癌の患者の胃から発生された。
【０１３８】
ヒトのモノクローナル抗体ＳＡＭ－６の軽鎖の可変領域のアミノ酸配列（ＳＥＱＩＤ Ｎ
Ｏ：１）と核酸配列（ＳＥＱＩＤ ＮＯ：２）を図８ａと８ｂとに示してある。ヒトのモ
ノクロナール抗体ＳＡＭ－６の重鎖の可変領域のアミノ酸配列（ＳＥＱＩＤ ＮＯ：３）
と核酸配列（ＳＥＱＩＤ ＮＯ：４）は図９ａと９ｂとに示してある。図８ｂと９ｂとに
おいては、異なる相補性決定領域（ＣＤＲｓ）が示してある。ポリペプチド配列の相補性
決定領域（ＣＤＲｓ）はアミノ酸配列から成っていて、その配列は次に示すアミノ酸配列
と実質的に同一である。その配列は、Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ
－Ａｓｐ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｃｙｓ（ＣＤＲ１），Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｌ
ｙｓ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ（ＣＤＲ２）と軽鎖（ＶＬ）の可変領域のＧｌｎ－Ａｌａ
－Ｔｒｐ－ＡｓｐＳｅｒ－Ｓｅｒ－ｌｌｅ－Ｖａｌ－Ｖａｌ（ＣＤＲ３）である。一方、
ポリペプチドアミノ酸配列の補足性決定領域（ＣＤＲｓ）は次に示すアミノ酸配列と同一
のアミノ酸配列から成っている。前記アミノ酸配列はＳｅｒ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｍｅｔ－
Ｈｉｓ（ＣＤＲ１），Ｖａｌ－ｌｌｅ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ａｓ
ｎ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（ＣＤ
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Ｒ２）及びＬ鎖（ＶＨ）の可変領域のＳＥＱＩＤＮＯ：３のＡｓｐ－Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ａ
ｌａ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ（ＣＤＲ３）
である。ポリペプチドアミノ酸配列の相補性の決定領域（ＣＤＲｓ）は次に示すアミノ酸
配列と全く同一のアミノ酸配列から成っている。なお、前記アミノ酸配列は、次の通りで
ある。軽鎖（ＶＨ）の可変領域のＳｅｒ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｍｅｔ－Ｈｉｓ（ＣＤＲ１）
，Ｖａｌ－ｌｌｅ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ
－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（ＣＤＲ２）及びＡｓｐ－Ａｒｇ－
Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ（
ＣＤＲ３）。
【０１３９】
例３ 抗体の免疫組織化学の特性
ハイブリドーマによって分泌されたモノクロナール抗体を特徴づけるために、原料と方法
とに述べられているように免疫ペルオキシダーゼ効力検定を利用して抗体を正常のパネル
と腫瘍組織に対して抗体を試験した。この効力検定によって、抗体によって染色された組
織と抗原の分布の概観が判った。
【０１４０】
腫瘍細胞については明確であるが、通常の組織については特に明確でない抗体が更に特徴
づけられた。最初、これらの抗体を異なる患者たちから得た同じタイプの腫瘍に対してテ
ストした。次で、これらの抗体を別の臓器の腫瘍に対してテストし、最後に正常の組織に
ついて試験した。これらの効力検定で、ヒトＳＡＭ－６モノクローナル抗体が同一である
ことを認めた。この研究で生成され、記載した腫瘍に反応する抗体はＩｇＭ／λ複基準の
ものである（表１を参照）。
【表１】

【０１４１】
このヒトモノクロナールＩｇＭ抗体の遺伝の原点を調べるために、ＶＨ及びＶＬ遺伝子を
増幅し、クローン化して配列した。その配列を、最も同族体の生殖細胞遺伝子と同定し、
体細胞の突然変位を検出するために多数の同族体の生殖細胞系遺伝子と同定するためにＩ
ＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴについて生殖細胞系と比較した。その結果は表２に示してある。
【表２】
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【０１４２】
生殖細胞遺伝子についてのＶＨ領域の高度相同性（１００％）と低Ｒ／Ｓ比率は、抗体の
親和性亢進の指示であって、その抗体が抗原近接性に基づいて変化されなかったことを示
す。ＶＬ体節の塩基配列は快適相同性ＶＬ生殖細胞遺伝子に対して更に高い。そのデータ
はＳＡＭ－６抗体が自然非親和性の成熟した抗体のファミリーに属することを示している
。
【０１４３】
自己腫瘍に関する最初の検査の後に、抗体の反応パターンを免疫組織化学染色を利用して
パラフィン埋設癌腫と通常の組織とに染色した。ＳＡＭ－６抗体は正常の組織と共に結合
作用を示さなかった（表３参照）。
【表３】

【０１４４】
前記と対比して、ＳＡＭ－６抗体が異なる腫瘍組織に対する反応パターンを表４に示す。
【表４】

【０１４５】
抗体ＳＡＭ－６の陽性反応は明瞭に陽性反応が胃の腺癌に限定されず、その他、胸の侵入
性小葉癌腫にも観察された（図１Ａ）、また結腸の腺癌も観察され（図１Ｂ）、そして食
道の扁平細胞癌腫も観察された（図１Ｃ）。これらの実験に使用した陽性対照抗体はヒト
細胞５／６に対抗するマウスモノクロナール抗体であった（“ＣＫ５／６；”ダコＡ／Ｓ
デンマーク）またはヒトサイトケラチンに対抗するマウスモノクロナール抗体であった（
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“ＣＡＭ５．２；”ベクトン ディクキンソン，ニュージャージ）（ＣＡＭ５．２；Ｂｅ
ｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＮｅｗＪｅｒｓｅｙ）。
【０１４６】
抗体で認められた抗原を調べるために、株化癌腫細胞株の膜抽出物で行なわれた。抗体Ｓ
ＡＭ－６は胃癌腫細胞株２３１３２／８７と膵臓腺癌細胞株ＢＸＰＣ－３とに一本の特異
沈降線を生成した。抗体ＳＡＭ－６は凡そ１４０ｋＤａの膜タンパクと反応した（図３Ａ
）。ＩｇＭ抗体が膜抽出物非特異性結合を除外するために、対照として非関連ヒト対照Ｉ
ｇＭを使用した。
【０１４７】
例４ 抗体がアポトーシスを誘導するか否かの決定
抗体が細胞をアポトーシスに導くのであれば多くの効力検定基準を利用することが出来る
。
【０１４８】
例えば、ＳＡＭ－６抗体が細胞死を招く程度を分析するために細胞死探知エライザＰＬＳ

（ローシュ，マンハイム，ドイツ）（Ｒｏｃｈｅ，Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
を利用した。細胞死探知エライザはＤＮＡとヒストンとのそれぞれに対して作用した定量
サンドイッチ－酵素－免疫測定法原理を基礎とするものであった。その効力検定は細胞の
アポトーシスで死んだ細胞の細胞質に放出されたモノ－及びオリゴーヌクレオソームを特
定するのに役立つのである。
【０１４９】
特に、１×１０４腫瘍細胞（ＢＸＰＣ－３，２３１３２／８７，ＲＰＭＩ－２６５０及び
ＨＮＥｐＣ－ｃ）を９６－ウェルプレートの上に平に載せて、ＣＯ２恒温器において７％
ＣＯ２を３７℃で２４時間、濃度の異なるヒトＩｇＭ－抗体の存在中で培養した。無関係
なＩｇＭ抗体で枯渇した細胞培養上澄みが負の制御として役立った。培養期間後に、細胞
を１０分間かけて遠心分離し、その上澄みを除去した。その結果生じた細胞を、次で、室
温において３０分間、溶解－緩衝液を用いて培養した。その上澄みを遠心分離した後、こ
れをストレプトアビシン被覆マイクロタイタープレート（ＭＴＰ）と免疫試薬（１０％抗
ヒストン－ビオチン，１０％抗ＤＮＡ－ペルオキシターゼ）（抗－ＤＮＡＰＯＤ）と８０
％培養緩衝液をＭＴＰ振盪機を毎分２５０回転させ、室温において２時間、その培養前に
添加した。次に、潜伏期の後に、非結合成分を培養緩衝液で洗液段階により除去した。Ｐ
ＯＤはＡＢＴＳＴＭで側光法で基質（１ＡＢＴＳＴＭ（２，２’－アジノ－ｄｉ［３－エ
チル－ベンズ－チアゾン－スフォナト］５ｍｌ基質緩衝剤）の錠剤として決定された。抗
体－誘導細胞死は対照液としてＡＢＴＳＴＭと比較して４０５ｎｍの波長でＥＬＩＳＡ（
酵素標識免疫吸着測定法）を利用して、この反応の結果として形成された緑色沈殿物の色
の強度を決定して測定された（凡そ４９０ｎｍの参考波長）。この色の強度を基準として
、抗体誘導細胞のアポトーシスのレベルを計算した。これらの検査によって培養の４８時
間後、癌腫細胞に細胞死が誘発された（図３Ｂ）。
【０１５０】
同図のＹ軸は参考波長４１５ｎｍ及び４９０ｎｍ（Ａ４１５－Ａ４９０）における吸光度
の差で、負の制御はＲＰＭ１１６４０培養液である。ＳＡＭ－６抗体の濃度は上澄みにお
いて、両方とも４μｇ／ｍｌであった。
【０１５１】
例５ 抗体が細胞の増殖を阻止するか否かの決定
細胞の増殖は技術上標準とされている多くの方法、例えばテトラゾリウム塩類によって効
力検定することが出来る。黄色テトラゾリウム塩３－（４，５－ジメチルチアゾール－２
－ｙ１）－２，５－ジフェニルテトラゾリウム臭化物（“ＭＴＴ”）（シグマ，セント．
ルイ，ＭＯ）（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、が代謝性的に能動性の細胞によ
り、一部ＮＡＤＨ及びＮＡＤＰＨなどの当量を減ずるミトコンドリアの脱水素酵素の作用
によって幾分か減少する。結果的に細胞内の紫ホルマザンが光学分析手段によって可溶化
され定量化される。ＭＴＴ細胞増殖効力検定は細胞増殖の速度を測定し、代謝性事象は細
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胞をアポトーシスに導き、細胞の生存能力は縮小する。
【０１５２】
ＭＴＴ効力検定のために、細胞（２３１３２／８７）の抗トリプシン性を破壊し、１０％
ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、１％グルタミンおよび１％ペニシリン／ストレプトマイシン（
完全培地）を含有するＰＲＭＩ－１４６０媒質１０ｍｌに前記細胞を再び懸濁した。次で
細胞を計数し、１×１０６細胞／ｍｌに希釈した。この懸濁物の５０μｌを９６－ウェル
プレートの容器中でピペット操作し、凡そ５×１０４細胞／容器のものとした。容器の最
初の列は空所にしておいた。次に、各容器に対して完全な培養液に希釈した抗体の５０μ
ｌを加えた。次で、９６－井戸型平板を３７℃恒温器内で２４時間かけて培養した。潜伏
期の後に、５０μｌ ＭＴＴ溶液（ＰＢＳ中に５ｍｇ／ｍｌ）を各容器に加えた。９６－
井戸型平板を３７℃で３０分間培養し、８００ｇにおいて５分間遠心分離した。その上澄
みを吸引し、ジメチル－サルフォ酸化物（ＤＭＳＯ）を各容器に加え、細胞ペレットを再
懸濁した。ＥＬＩＳＡ（酵素標識免疫吸着測定器）にて５４０ｎｍの波長と６９０ｎｍの
基準波長とで吸収が決定された。
【０１５３】
２４時間後、腫瘍細胞株はＳＡＭ－６抗体抑制細胞株の細胞増殖を抑制した。その間、枯
渇した細胞培養上澄みは変化することが無かった（表５参照）。
【表５】

【０１５４】
例６ 腫瘍の生体イメージング
結腸癌腫のような腫瘍にかかっていると思われる患者には、放射性ヨウ素化ＳＡＭ－６抗
体の投与量を与えることができ、或は他の腫瘍の特効薬ポリペプチドを与えることが出来
、この明細書に記載した方法を用いて放射性標識を付けた非特異性抗体を与えることが出
来る。画像化するための腫瘍の集積はゴールデンバーグ（Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ）氏外の
方法によって実行することが出来る（Ｎ．Ｅｎｇｌ，Ｊ．Ｍｅｄ．，２９８：１３８４，
１９７８）。静脈注射によって、１３１Ｉ－ＳＡＭ－６抗体とＴｃ－９９ｍ標識付非特異
的抗体を患者に投薬することも出来る。試薬Ｉ．Ｖ．の投薬に先立って、患者を抗体調合
製剤（標識なし）に対する過敏性或は同種類の抗体に対して抗体調合製剤を予備調査する
。１３１Ｉの甲状腺摂出率を遮断するために、ルゴール液を、放射性ヨウ素化抗体を注入
する１日または数日前に、日に２回または３回５滴経口投与する。人体のいろいろな部位
の画像および観察を標識を付した調合薬の注射後４，８及び２４時間に行う。もしも、腫
瘍、例えば、結腸直腸の腺癌が、ガンマカメラによって、デランド（Ｄｅｌａｎｄ）氏外
（ＣａｎｃｅｒＲｅｓ．４０：３０４６，１９８０）によって、１３１Ｉと標識されたよ
うな１３１Ｉ標識付きａｎｔｉ－ＣＥＡ抗体とＴｃ－９９ｍ－標識付きヒト血清アルブミ
ンからＴｃ－９９ｍ計数の減殺で画像化するガンマカメラで検出される。注射後８時間に
、画像化されたイメージングは通常、明瞭で、２４時間まで走査してもイメージングを明
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瞭で改善される。
【０１５５】
例７ 標識付き抗体混合物を用いる腫瘍の治療
腫瘍である診断をされた患者、例えば胸の癌であると診断を受けた女性の患者を本発明の
ポリペプチドを用いて次のように処置した。ルゴール用機器を毎回３回例えば７滴投与し
た。次で、１３１Ｉ－ＳＡＭ－６抗体の治療投与量を患者に投薬した。例えば、１３１Ｉ
の５０ｍＣｉの投与量を３週間、各週に与え、次いで感覚を個人差を考慮し、例えば３ヶ
月間、血液額の毒性が中断するまで繰り返した。正確な処置の治療方式は、処置を管理す
る医師によって一般的に決められる。放射性ヨウ素抗体を生理的食塩水５０ｍｌ中に静脈
内に投与した。３度目投与後に、最初の腫瘍の大きさが減少し、転移も注目された。特に
第２回目の治療サイクル、あるいは１０週間後に注目されたのである。
【０１５６】
例８ 共役抗体を用いる処理
腫瘍、例えば胸と肺とに転位した乳癌の女性の患者を１３１Ｉ－ＳＡＭ－６，１０Ｂ－Ｓ
ＡＭ－６及びＴｃ－９９ｍの標識付き非特異的抗体の溶液を用いて治療した。（無菌の生
理食塩水５０ｍｌ中の）１３１Ｉ－標識付きＳＡＭ－６抗体の量は体重７０ｋｇの患者を
対称として投与された１３１Ｉ活動度の１００ｍＣｉを供給するのに充分であった。この
投薬量は抗体の分子当り４０－８０ホウ素－１０原子を具備する抗体の３．３ｍｇに同等
する。
腫瘍は前記例６の方法を適用して最初に精密に局在化された。更に、ルゴール液を、前記
の例に述べたように、患者に継続して投与した。熱中性子の完全に照準のあった線束を特
定の腫瘍部位に集束した。８－２０分間に送られた４００－８００放射線吸収線量の外部
中性子ビームが各腫瘍部位に作用し、個人を基礎として間隔を調節して放射性標識付きま
たは標識無しで、腫瘍局在抗体の投与が任意に繰り返えされた。しかし同時に外部放射療
法を行うことなしに総量３２００の放射線吸収線量を越えることがなければ、治療するこ
とが適用された。所望するならば、この治療に加えて、化学療法薬などの抗腫瘍形成物質
を患者に投与することも出来る。
【０１５７】
その他の実施態様
本発明は、その特定の複数の実施態様に関して説明したのであるが、更なる変更を行うこ
とが出来ることは了解されることと確信する。本発明は各種の変更、用法、適応手段をも
包含するものであって、この方面の当業者はこれまでに詳述した主要な内容を適用するこ
とが可能である。
【図面の簡単な説明】
【０１５８】
【図１】本発明における腫瘍組織についての抗体ＳＡＭ－６による免疫組織化学による染
色法を示す。
【図２】正常な組織に関する抗体ＳＡＭ－６による免疫化学療法染色法を示す。
【図３Ａ】胃癌細胞株２３１３２／８７と膵臓癌腫腺ＢＸＰＣ－３から抽出した膜タンパ
ク質がニトロセルローズに吸い取り、抗体ＳＡＭ－６で着色したものを示す図。
【図３Ｂ】抗体ＳＡＭ－６のアポトーシス活動度を細胞死亡検出ＥＬＩＳＡＰＬＵＳによ
って探索したものを示す図。
【図３Ｃ】抗体ＳＡＭ－６誘導アポトーシスの形態学的な変化を胃癌についてと、膵臓癌
腫細胞とについて示す図。
【図４】電子顕微鏡を走査してＳＡＭ－６抗体アポトーシスの細胞を誘導した映像を示す
。
【図５】透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）検査の結果を示す。
【図６】誘導脂質蓄積を検査するために、スダンＩＩＩによる染色検査法の結果を示す。
【図７】細胞の脂質をナイルレッド検査法による実験の結果を示す。
【図８Ａ】ＣｕＳＯ４でＬＤＬを培養してｏｘＬＤＬの量が増加することを示す。
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【図８Ｂ】ｏｘＬＤＬがＳＡＭ－６抗体の好ましい結合パートナーであることを示す。
【図９ａ】薄層クロマトグラフィーで分析した培養細胞の脂質の組成を示す。
【図９ｂ】薄層クロマトグラフィーによって更に分析された図９ａに示した実験の高分子
脂質。
【図１０ａ】ＳＡＭ－６抗体または制御抗体で処理された腫瘍接種マウスで生体内でで行
った実験の結果を示す。
【図１０ｂ】ＳＡＭ－６抗体または制御抗体で処理された腫瘍接種マウスで生体内で行っ
た実験の結果を示す。
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