
(57)【要約】
　本発明は、特定の刺激に応答して凝集するよう誘発することができる結合物質に関する
。好ましい形態では、上記結合物質は、少なくとも結合パートナーに対する結合メンバー
と、その結合パートナーを含む。上記結合メンバーおよび結合パートナーの少なくとも一
方が可逆的にマスキングされており、その結果、マスキングした部分がアンマスキングさ
れるまで、複数の結合物質は互いに凝集することができない。凝集を誘発する好ましい機
構には、照射および酵素作用が含まれる。本発明の適用例として、生化学的アッセイにお
けるシグナル増幅および in vivoでの治療薬の高い局部濃度の達成が挙げられる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ２ つ の 結 合 部 分 を 含 む 結 合 物 質 で あ っ て 、 該 ２ つ の 結 合 部 分 は 、
（ i） 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
（ ii） 該 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 該 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 ２ つ の 該 結
合 物 質 は 互 い に 結 合 し な い 、 上 記 結 合 物 質
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 結 合 部 分 が ア ン マ ス キ ン グ さ れ た 後 に 、 単 一 の 結 合 物 質 の 結 合 メ ン バ ー と 結 合 パ ー
ト ナ ー が 互 い に 相 互 作 用 す る こ と が で き な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 メ ン バ ー が 立 体 的 に 互 い に 相 互 作 用 す る こ と が で き な い 、 請
求 項 ２ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 結 合 部 分 が 分 離 可 能 な マ ス キ ン グ 要 素 に よ っ て 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て い る 、 請
求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 マ ス キ ン グ 要 素 が 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 ま た は 結 合 を 介 し て 結 合 物 質 に カ ッ プ リ ン
グ さ れ て い る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 ま た は 結 合 が 照 射 、 酸 化 、 還 元 、 pH変 化 、 も し く は 酵 素 的 切 断 に
よ り 切 断 可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 照 射 が UV照 射 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 ま た は 結 合 が プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記
載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 ま た は 結 合 の 切 断 が 結 合 物 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 活 性 化 す る 、
請 求 項 ８ に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 結 合 部 分 が 結 合 物 質 の 立 体 配 座 変 化 に よ り ア ン マ ス キ ン グ さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 結 合 部 分 が 抗 体 と そ の コ グ ネ イ ト エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 結 合 部 分 が ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ 10の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 さ ら に エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 12の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が シ グ ナ ル 発 生 手 段 で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 シ グ ナ ル 発 生 手 段 が 標 識 成 分 ま た は 酵 素 で あ る 、 請 求 項 14に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 結 合 機 能 性 を 有 す る 、 請 求 項 13に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 標 的 細 胞 型 に 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 16に 記 載 の 結
合 物 質 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 腫 瘍 特 異 的 抗 原 ま た は 寄 生 体 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る
、 請 求 項 17に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 標 的 細 胞 が 免 疫 系 の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 免 疫 系 の 前 記 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 、 請 求 項 19に
記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 細 胞 が Ｔ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 抗 CD3抗 体 で あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 酵 素 が プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 形 態 に 変 換 す る こ と が で き る 、 請 求 項 23に 記 載 の 結 合 物
質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て い る 、 請 求 項 13～ 24の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 前 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー と 同 じ 手 段 で ア ン
マ ス キ ン グ さ れ る 、 請 求 項 13～ 25の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 13～ 26の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 医 学 的 治 療 法 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ 27の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 癌 治 療 用 の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ～ 27の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 結 合 物 質 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 結 合 物 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ i） 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー か ら な る 第 １ 成 分 を 用 意 す る
ス テ ッ プ 、
（ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー か ら な る 第 ２ 成 分 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
こ こ で 、 上 記 結 合 メ ン バ ー お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 は 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り
、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー は 他 方 に 結 合 す る の を 阻 止 さ れ て
い る こ と 、
（ iii） 第 １ 成 分 と 第 ２ 成 分 が 互 い に 結 合 す る よ う に 両 者 を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ 成 分 を 互 い に 共 有 結 合 で 連 結 さ せ る 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ 成 分 を 互 い に 非 共 有 結 合 で 会 合 さ せ る 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ 成 分 が そ れ ぞ れ ア ビ ジ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン か ら な る
、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 各 集 団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ
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ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結
合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集 団 の 結 合 メ ン バ ー が
可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を
含 む 集 団 と 結 合 し な い 、 上 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 複 数 の 結 合 物 質 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む 組 成 物 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 各 集 団 は
、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ
ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集
団 の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が 、 そ れ ぞ
れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い こ と 、
　 上 記 結 合 メ ン バ ー を ア ン マ ス キ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー
ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 で き る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 各 集 団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ
ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結
合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集 団 の 結 合 メ ン バ ー が
可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を
含 む 集 団 と 結 合 し な い 、 上 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 複 数 の 結 合 物 質 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 該 結 合 物 質 の 各 々 は ２
つ の 結 合 部 分 を 含 み 、 該 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 該 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 該 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 該 結 合 物 質
が 互 い に 結 合 し な い こ と 、
（ ｂ ） 該 サ ン プ ル を 、 被 検 体 が 存 在 す れ ば 、 該 被 検 体 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と
接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 該 検 出 物 質 は 上 記 結 合 部 分 の 一 方 を 含 む こ と 、
（ ｃ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 検 出 物 質 が 結 合 物 質 の １ つ で あ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 凝 集 し た 結 合 物 質 の 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 結 合 物 質 が シ グ ナ ル 発 生 手 段 を 含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 被 検 体 を 固 相 上 に 固 定 化 す る 、 請 求 項 37～ 40の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 被 検 体 が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 有 機 も し く は
無 機 ポ リ マ ー 、 ま た は 小 さ な 有 機 も し く は 無 機 分 子 で あ る 、 請 求 項 37～ 41の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 検 出 物 質 が 被 検 体 に 特 異 的 な 抗 体 で あ る 、 請 求 項 37～ 42の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 組 織 化 学 も し く は 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 4
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3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 検 出 物 質 が 、 被 検 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 分 子 で あ る 、 請 求 項 37
～ 42の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト も し く は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 、
請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 、
　 （ i） 競 合 物 質 、 お よ び
　 （ ii） 複 数 の 結 合 部 位 、
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 各 結 合 部 位 は 、 存 在 す れ ば 被 検 体 お よ び 競 合 物 質 と 結 合
す る こ と が で き る が 、 同 時 に 両 者 と 結 合 す る こ と は で き な い こ と 、
（ ｂ ） 該 サ ン プ ル を 、 ２ つ の 結 合 部 分 を 含 む 複 数 の 結 合 物 質 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ
で 、 該 ２ つ の 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 該 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 該 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 該 結 合 物 質
は 互 い に 結 合 し な い こ と 、
（ ｃ ） 該 サ ン プ ル を 、 存 在 す れ ば 競 合 物 質 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 該 検 出 物 質 は 上 記 結 合 部 分 の 一 方 を 含 む こ と 、
（ ｄ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 各 集
団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結
合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ
の 集 団 の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ
ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い こ と 、
（ ｂ ） 該 サ ン プ ル を 、 存 在 す れ ば 被 検 体 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接 触 さ せ る ス
テ ッ プ 、 そ の 際 、 該 検 出 物 質 は 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 を 含 む こ と
、
（ ｃ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 メ ン バ ー を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結
合 物 質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 、
　 （ i） 競 合 物 質 、 お よ び
　 （ ii） 複 数 の 結 合 部 位 、
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 各 結 合 部 位 は 、 存 在 す れ ば 被 検 体 お よ び 競 合 物 質 と 結 合
す る こ と が で き る が 、 同 時 に 両 方 と 結 合 す る こ と は で き な い こ と 、
（ ｂ ） 該 サ ン プ ル を 、 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、
各 集 団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上
記 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も
１ つ の 集 団 の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が
そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い こ と 、
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（ ｃ ） 該 サ ン プ ル を 、 存 在 す れ ば 競 合 物 質 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 該 検 出 物 質 は 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 を 含 む こ
と 、
（ ｄ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 生 理 学 的 部 位 で 治 療 薬 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 複 数 の 結 合 物 質 を 個 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 は ２ つ の 結 合 部 分 を 含
み 、 こ れ ら 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 該 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合
物 質 は 互 い に 結 合 せ ず 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 が 治 療 薬 を さ ら に 含 む こ と 、
　 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ し て 、 上 記 結 合 物 質 を 互 い に 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物 質 の 凝 集 を 引 き 起 こ す ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 生 理 学 的 部 位 が 疾 患 部 位 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 疾 患 部 位 が 腫 瘍 ま た は 寄 生 体 感 染 の 部 位 で あ る 、 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 生 理 学 的 部 位 が 創 傷 部 位 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 部 位 で 発 現 す る 分 子 に 結 合 す る こ と が で き 、 か つ 前 記 結 合 物 質 の １ つ に 結 合 す る こ
と が で き る か 、 ま た は 前 記 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と が で き る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
物 質 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 50～ 53の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 結 合 部 分 を 照 射 ま た は 酵 素 作 用 に よ り ア ン マ ス キ ン グ す る 、 請 求 項 50～ 54の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 治 療 薬 が 、 細 胞 表 面 に 発 現 し た 分 子 、 免 疫 系 の 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 分 子
、 薬 物 も し く は プ ロ ド ラ ッ グ 分 子 、 ま た は 酵 素 に 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 50～ 55の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 治 療 薬 が 、 抗 CD41抗 体 、 抗 CD3抗 体 、 も し く は プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 形 態 に 変 換 す る
こ と が で き る 酵 素 で あ る 、 請 求 項 56に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 治 療 薬 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 結 合 部 分 と 同 じ メ カ ニ ズ ム で ア ン マ ス キ
ン グ さ れ る 、 請 求 項 50～ 57の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 細 胞 の 培 養 物 中 に 治 療 薬 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 細 胞 の 培 養 物 を 複 数 の 結 合 物 質 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 該 結 合 物 質 の 各 々 は ２
つ の 結 合 部 分 を 含 み 、 こ れ ら 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 該 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 該 結 合 物
質 は 互 い に 結 合 せ ず 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 が 治 療 薬 を さ ら に 含 む こ と 、
　 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ し て 、 上 記 結 合 物 質 を 互 い に 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物 質 の 凝 集 を 引 き 起 こ す ス テ ッ プ 、
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を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 細 胞 が 、 癌 細 胞 、 寄 生 体 に 感 染 し た 細 胞 、 免 疫 系 の 細 胞 、 も し く は 血 小 板 を 含 む 、
請 求 項 59に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 結 合 物 質 、 特 に 、 特 定 の 刺 激 に 応 答 し て 凝 集 す る よ う に 誘 発 す る こ と が で き
る 結 合 物 質 に 関 す る 。 こ の よ う な 試 薬 は 、 診 断 お よ び 治 療 の 両 用 途 に お い て 、 中 で も シ グ
ナ ル 増 幅 の た め に 用 い た り 、 さ ら に は 、 成 分 同 士 の 凝 集 を 必 要 と す る ミ ク ロ 製 造 技 術 で 用
い た り す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 診 断 方 法 は 、 臨 床 分 野 に お い て 、 ま た そ れ 以 外 の 分 野 で も 非 常 に 有 用 で あ る こ と が
証 明 さ れ て い る 。 食 品 試 験 、 環 境 試 験 お よ び 法 医 学 で の 用 途 は 、 こ う し た 用 途 の ほ ん の 一
部 に す ぎ な い 。 こ の 方 法 の 頑 健 性 、 精 度 お よ び 利 便 性 に よ り 、 家 庭 用 キ ッ ト か ら 複 雑 な 研
究 室 用 自 動 分 析 装 置 ま で 用 途 は 多 岐 に わ た る 。 特 に 、 高 分 子 量 被 検 体 の 免 疫 測 定 方 法 の 開
発 は 目 覚 し い 成 功 を 収 め て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 固 定 化 し た 被 検 体 を 検 出 す る た め に 抗 体 を 用 い る こ と が 多 い 。 こ
の よ う な 抗 体 は 、 通 常 、 分 光 測 光 法 に よ り 検 出 可 能 な 読 取 り を 提 供 す る た め に 、 蛍 光 標 識
分 子 と カ ッ プ リ ン グ さ れ る か 、 ま た は （ 例 え ば 、 ELISAに お い て は ） 基 質 に 作 用 し て 変 色
を 起 こ す こ と が で き る 酵 素 と カ ッ プ リ ン グ さ れ る 。 こ の よ う な 酵 素 と し て 、 ア ル カ リ ホ フ
フ ァ タ ー ゼ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が あ る 。 し た が っ て 、 発 生 す る シ
グ ナ ル は 、 固 定 化 被 検 体 に 結 合 し た 抗 体 分 子 の 数 に 依 存 す る 。 し か し 、 一 般 的 に 、 結 合 し
た 抗 体 分 子 １ 個 に つ き 発 生 す る シ グ ナ ル は 、 比 較 的 低 い 。 こ の た め 、 特 に 、 低 濃 度 の 被 検
体 を 検 出 す る 場 合 、 感 度 不 足 が 起 こ り う る 。 例 え ば 、 複 数 の 酵 素 分 子 鎖 を 検 出 試 薬 に カ ッ
プ リ ン グ さ せ る か 、 ま た は 複 数 の 検 出 層 を 用 い る こ と に よ り 、 こ の よ う な 酵 素 に よ る ア ッ
セ イ で 発 生 す る シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る 試 み が な さ れ て き た 。 予 め 形 成 さ れ た 分 子 鎖 を 用 い
る と 、 拡 散 お よ び 標 的 と の 結 合 が サ イ ズ お よ び そ の 他 の 立 体 効 果 に よ り 妨 げ ら れ る こ と が
あ る 。 従 っ て 、 要 求 さ れ る 部 位 に ま た は そ の 近 傍 に 集 合 す る 、 よ り 小 さ な 分 子 を 用 い る の
が 有 利 で あ り う る 。 逐 次 追 加 さ れ る 多 検 出 層 の 使 用 は 、 あ る 部 位 に も た ら さ れ る 検 出 分 子
の 数 を 増 加 す る た め に よ く 用 い ら れ る 方 法 で あ る 。 こ れ は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 増 強 す
る 効 果 的 な 方 法 で は あ る が 、 複 雑 性 が 増 し 、 時 間 が か か る と と も に 、 誤 り の 可 能 性 を 導 入
す る と い う 欠 点 が 加 わ り 、 か な り 面 倒 で あ る 。 触 媒 反 応 に よ る リ ポ ー タ ー 付 着 （ Catalyse
d Reporter Deposition） （ チ ラ ミ ド シ グ ナ ル 増 幅 法 ） の よ う な 、 第 ２ 標 識 の 二 次 沈 降 に
よ る 検 出 分 子 の 量 の 増 加 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 第 １ 酵 素 標 識 が 不 溶 性 成
分 を 生 じ さ せ 、 こ の 成 分 は 、 そ の 部 位 周 辺 で の 沈 降 後 、 こ れ に 対 す る 第 ２ 抗 体 の 添 加 に よ
り 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は シ グ ナ ル を 増 加 す る こ と は で き る が 、 関 連 す る
最 終 ユ ー ザ ー 操 作 に 関 し て 、 例 え ば 、 各 種 試 薬 の 逐 次 添 加 を 必 要 と す る 場 合 に は 、 や は り
複 雑 性 を 増 す こ と と な る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て シ グ ナ ル を 増 幅 す る
方 法 で あ っ て 、 効 果 的 か つ ユ ー ザ ー の 使 い や す い 別 の 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 治 療 薬 剤 を 所 望 の 疾 患 部 位 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る た め に 、 抗 体 が 提 案 さ れ て い
る 。 こ の 手 法 は 、 例 え ば 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 薬 物 に 変 換 す る こ と が で き る 酵 素 を 特 定 部
位 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る た め に 用 い ら れ る 。 そ の 部 位 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 分 子 に 対 し
て 誘 導 さ れ た 抗 体 が 被 検 者 に 投 与 さ れ る 。 前 記 酵 素 は 、 そ の 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る か
、 あ る い は 、 第 １ 抗 体 に 対 し て 誘 導 さ れ た 第 ２ 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ さ せ て か ら 、 投 与 す る
こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 治 療 法 は 、 ADEPT（ antibody directed enzyme prodrug ther
apy; 特 異 的 抗 体 に よ る 酵 素 プ ロ ド ラ ッ グ 療 法 ） と し て も 知 ら れ て い る 。 所 望 の 部 位 で 活
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性 酵 素 の 量 を 増 加 さ せ る 方 法 、 な ら び に 、 プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 の 時 間 的 お よ び 空 間 的 特 異
性 を 増 強 す る 方 法 が 極 め て 望 ま し い 。 標 的 化 さ れ た 凝 集 が 可 能 な 薬 剤 は 、 治 療 薬 を 所 与 の
部 位 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ し よ う と す る 場 合 、 ま た は 治 療 薬 を 所 定 の 時 点 で 活 性 化 さ せ よ う
と す る 場 合 の 治 療 分 野 に お い て 他 に も 多 様 な 用 途 が 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 適 切 な 刺 激 を 与 え る こ と に よ り 、 自 己 集 合 ま た は 凝 集 す る よ う に 誘 発 す る こ
と が で き る 試 薬 を 提 供 す る 。 刺 激 は 、 凝 集 の 微 細 な 制 御 を 達 成 す る よ う に 、 時 間 的 お よ び
空 間 的 に 特 定 し た 方 法 で 与 え る こ と が で き る （ ま た は 、 単 純 に 試 薬 に よ っ て 与 え る こ と が
で き る ） 。 本 発 明 の 試 薬 は 、 診 断 、 治 療 、 な ら び に そ の 他 の 用 途 な ど 、 多 岐 に わ た り 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 第 一 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 ２ つ の 結 合 部 分 （ binding moiety） を 含 む 結 合 物 質 （
binding agent） を 提 供 す る が 、 該 ２ つ の 結 合 部 分 は 、
（ i） 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
（ ii） 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 該 結 合 部 分 の 一 方 は 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 ２ つ の 該 結
合 物 質 は 互 い に 結 合 し な い こ と を 特 徴 と す る 。 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 が ア ン
マ ス キ ン グ さ れ る と 、 結 合 物 質 は 互 い に 結 合 で き る よ う に な り 、 こ の よ う に し て 複 合 体 ま
た は 凝 集 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 複 数 の 結 合 物 質 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 も 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、
　 複 数 の 結 合 物 質 を 含 む 組 成 物 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 各 結 合 物 質 は ２ つ の 結 合 部
分 を 含 み 、 該 ２ つ の 結 合 部 分 は 、
（ i） 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
（ ii） 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 は 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 複 数 の 結
合 物 質 は 互 い に 結 合 し な い こ と 、
　 上 記 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 上 記 複 数 の 結 合 物 質 が 互 い に 結 合 で き
る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 前 記 ２ つ の 結 合 部 分 は 、 好 ま し く は 、 共 有 結 合 で 連 結 さ れ て お り 、 こ う し て 同 じ 分 子 の
一 部 を 形 成 し て い る 。 し か し 、 結 合 物 質 は 非 共 有 結 合 相 互 作 用 に よ り 一 緒 に 保 持 さ れ た 分
子 複 合 体 で あ っ て も よ く 、 そ の 際 、 ２ つ の 結 合 部 分 は 、 該 複 合 体 の 異 な る 成 分 上 に 位 置 す
る 。 本 明 細 書 で 結 合 物 質 分 子 に つ い て 述 べ る 場 合 に は こ の よ う に 解 釈 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の こ の 形 態 に お い て 、 結 合 物 質 は ２ つ の 結 合 部 分 を 含 み 、 こ れ ら の 結 合
部 分 は 離 れ た 状 態 で 互 い に 結 合 す る こ と が で き る た め 、 複 数 の 同 じ 結 合 物 質 の 凝 集 を 誘 発
す る こ と が で き る 。 こ れ ら 部 分 の １ つ （ ま た は １ つ 以 上 ） は マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ の
結 果 、 該 部 分 が ア ン マ ス キ ン グ さ れ る ま で 、 こ の よ う な 凝 集 は 起 こ り 得 な い 。 こ れ ら の 相
補 的 結 合 部 分 を 、 本 明 細 書 で は 、 結 合 メ ン バ ー お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し 、 「 結 合 メ ン バ ー 」 お よ び 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と い う 用 語 は 、 各 々 が 他 方 と 結 合
す る 能 力 以 外 の 何 ら か の 特 定 の 構 造 的 ま た は 機 能 的 関 係 を 意 味 す る と 解 釈 す べ き で は な い
。 さ ら に 、 あ る 箇 所 で 結 合 メ ン バ ー と 称 し た 部 分 を 、 別 の 箇 所 で は 同 様 に 結 合 パ ー ト ナ ー
と 称 す る こ と も あ り う る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 典 型 的 に は 、 結 合 メ ン バ ー と 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 特 異 的
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結 合 対 の メ ン バ ー で あ る 。 好 適 な 結 合 対 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 抗 体 と そ れ に
対 応 し た （ コ グ ネ イ ト ） 抗 原 （ 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ を 含 ん で い れ ば 、 全 抗 原 ま た は
そ の 断 片 の い ず れ で も よ い ） 、 受 容 体 と リ ガ ン ド 、 ア ビ ジ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ
チ ン 、 核 酸 同 士 、 炭 水 化 物 と レ ク チ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し く は 、 単 一 の 結 合 物 質 の 前 記 部 分 同 士 は 、 結 合 部 分 が ア ン マ ス キ ン グ さ れ た 後 に
互 い に 相 互 作 用 す る こ と が で き な い 。 こ の よ う な 分 子 内 相 互 作 用 は 、 分 子 間 凝 集 の 可 能 性
を 低 下 さ せ る 傾 向 が あ る こ と か ら 、 一 般 に 好 ま し く な い 。 典 型 的 に は 、 そ の 際 、 結 合 部 分
同 士 を 間 隔 を お い て 離 し て 、 両 者 が 立 体 的 に 互 い に 相 互 作 用 す る こ と は で き な い が 、 別 の
結 合 物 質 の そ れ ぞ れ の 相 補 的 結 合 部 分 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る よ う に す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 結 合 物 質 の 凝 集 体 の 内 部 で 架 橋 が 起 こ る 程 度 は 、 各 結 合 物 質 に 存 在 す る 各 タ イ プ の 結 合
部 分 の 数 に 応 じ て 変 動 す る 。 従 っ て 、 各 結 合 物 質 は 、 一 方 ま た は 両 方 の タ イ プ の 結 合 部 分
を 複 数 含 ん で い て も よ く 、 例 え ば 、 結 合 物 質 は 、 独 立 に 、 一 方 ま た は 両 方 の 結 合 部 分 を ２
、 ３ 、 ４ 、 ５ も し く は そ れ 以 上 の コ ピ ー 数 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 の ア ン マ ス キ ン グ は 、 該 部 分 の 活 性 化 、 ま た は 一 般
に 結 合 物 質 の 活 性 化 、 と み な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 適 な 結 合 部 分 は 、 該 結 合 部 分 上 に 位 置 す る か 、 ま た は そ れ に 隣 接 す る マ ス キ ン グ 要 素
に よ り マ ス キ ン グ す る こ と が で き る 。 マ ス キ ン グ 要 素 は 、 立 体 障 害 、 静 電 反 発 も し く は そ
の 他 い ず れ か の 好 適 な メ カ ニ ズ ム を 介 し て 、 対 応 し た 結 合 部 分 と の 結 合 を 妨 害 し う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 分 離 可 能 な マ ス キ ン グ 要 素 を 付 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 ま
た は 結 合 に よ り マ ス キ ン グ 要 素 を 結 合 物 質 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 マ ス キ ン グ 要 素 は 、 様 々 な 方 法 に よ り 結 合 物 質 か ら 切 断 す る こ と が で き 、 こ の よ う な 方
法 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 照 射 、 酸 化 、 還 元 、 pH変 化 、 も し く は 酵 素 的 切 断 な
ど が 挙 げ ら れ る 。 切 断 方 法 は 、 結 合 物 質 を 用 い よ う と す る 用 途 に 応 じ て 、 適 切 に 選 択 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 結 合 部 分 が 特 定 の 酵 素 の 作 用 に よ り ア ン マ ス キ ン グ さ れ る よ う に 、 結 合 物 質 を 設 計 す る
こ と が 望 ま し い 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 特 定 の 腫 瘍 細 胞 が 分 泌 す る 酵 素 に よ り 結 合 部 分 を ア
ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ っ て 、 結 合 物 質 の 結 合 （ お よ び ／ ま た は エ フ ェ ク タ ー ） 特 性 が
そ の 細 胞 型 の 付 近 で の み 活 性 化 さ れ る よ う に す る の が 望 ま し い 。 好 適 な 酵 素 と し て 、 様 々
な 腫 瘍 細 胞 （ 特 に 転 移 性 腫 瘍 細 胞 ） に よ り 分 泌 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 酵 素 的 切 断 を 活 性 化 メ カ ニ ズ ム と し て 使 用 す る と 、 結 合 物 質 活 性 化 の 連 鎖 反 応 を 起 こ す
こ と が 可 能 に な り 、 こ の 場 合 に は 、 活 性 化 さ れ た １ つ の 結 合 物 質 が 別 の 結 合 物 質 を 活 性 化
す る こ と が で き 、 こ の よ う に し て 次 々 と 活 性 化 が 起 こ る 。 特 に 有 用 な も の は 、 不 活 性 酵 素
（ 例 え ば 、 プ ロ 酵 素 ま た は 酵 素 前 駆 体 ） を 含 む 結 合 物 質 で あ り 、 こ こ で は 、 酵 素 の 活 性 形
態 が 、 例 え ば プ ロ 酵 素 か ら プ ロ ペ プ チ ド を 切 断 す る こ と に よ り 、 そ れ 自 体 の 不 活 性 形 態 を
そ の 活 性 形 態 に 変 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 結 合 物 質 は 、 上 記 酵 素 の 活 性 形 態 と
優 先 的 に 結 合 す る （ 好 ま し く は 、 不 活 性 形 態 と 結 合 し な い か ま た は 実 質 的 に 結 合 し な い ）
結 合 部 分 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 場 合 、 マ ス ク は 酵 素 の 不 活 性 を 引 き
起 こ す 要 素 （ 例 え ば 、 プ ロ 酵 素 の プ ロ ペ プ チ ド ） と し て 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 適 な プ ロ 酵 素 の 例 は キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン で あ り 、 こ れ は 、 そ の プ ロ ペ プ チ ド の 切 断
に よ り キ モ ト リ プ シ ン に 活 性 化 さ れ る 。 キ モ ト リ プ シ ン は 、 そ れ 自 体 で キ モ ト リ プ シ ノ ー

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-524105 A 2007.8.23



ゲ ン を キ モ ト リ プ シ ン に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 あ る い は 、 マ ス キ ン グ し た 結 合 部 分 は 、 結 合 物 質 の 立 体 配 座 の 変 化 に よ り ア ン マ ス キ ン
グ さ れ る 。 こ れ は 、 結 合 メ ン バ ー が 結 合 す る こ と の で き る 新 し い 立 体 配 座 を 結 合 物 質 に 形
成 さ せ た り 、 あ る い は 、 そ れ ま で マ ス キ ン グ ま た は 遮 蔽 さ れ て い た （ 例 え ば 、 立 体 的 に ）
結 合 物 質 の 一 部 を 露 出 さ せ た り す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 結 合 部 分 は 結 合 物 質 の 立 体 配
座 の 変 化 に よ り ア ン マ ス キ ン グ さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 該 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ
ー が 露 出 さ れ る 。 立 体 配 座 の 変 化 は 、 別 の 活 性 化 方 法 と 一 緒 に 、 ま た は 別 の 活 性 化 方 法 の
結 果 と し て 、 起 こ り う る 。 例 え ば 、 前 述 し た よ う に 、 プ ロ 酵 素 を 結 合 部 分 と し て 用 い る 場
合 に は 、 相 補 的 結 合 部 分 が 、 プ ロ ペ プ チ ド の 切 断 時 に だ け 生 じ る 特 定 の 立 体 配 座 を 認 識 す
る こ と が で き る 。 従 っ て 、 キ モ ト リ プ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る が 、 キ モ ト リ
プ シ ノ ー ゲ ン に は 結 合 し な い 抗 体 を 、 キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う に 、 マ ス ク は 結 合 物 質 の 立 体 配 座 の 変 化 に よ り 除 去 ま た は 逆 転 す る こ と が で き
、 そ れ に よ り 結 合 部 分 が 露 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 照 射 は 、 可 能 性 の あ る 別 の 活 性 化 メ カ ニ ズ ム で あ り 、 こ れ は 、 そ れ が も た ら す 活 性 化 に
対 す る 厳 密 な 空 間 的 お よ び 時 間 的 制 御 ゆ え に 、 特 に 治 療 用 途 に お い て 非 常 に 好 ま し い 。 被
検 者 に 全 身 的 に ま た は 局 所 的 に 結 合 物 質 を 投 与 し 、 例 え ば レ ー ザ ー を 用 い て 、 極 め て 特 定
的 に 結 合 物 質 を 活 性 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に よ り 、 身 体 の 他 の 場 所 で の 不 要 な
活 性 化 を 低 減 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 結 合 部 分 の 一 方 ま た は 両 方 を 光 開 裂 性 成 分 （ す
な わ ち 、 光 切 断 可 能 な 結 合 を 介 し て 結 合 物 質 の 残 り に 結 合 さ れ た 成 分 ） で マ ス キ ン グ す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 結 合 物 質 は 典 型 的 に は エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー を 含 む 。 エ フ ェ ク タ ー の 種 類 お よ び 正 体 は
、 結 合 物 質 の 意 図 し た 用 途 に 応 じ て 変 わ っ て く る 。 こ の よ う な 結 合 物 質 は 、 in vivoま た
は in vitroに か か わ ら ず （ 研 究 所 ア ッ セ イ 系 お よ び 細 胞 培 養 を 含 む ） 、 特 定 の エ フ ェ ク タ
ー の 局 在 化 し た 濃 度 増 加 を 引 き 起 こ す こ と が 望 ま し い あ ら ゆ る 用 途 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 結 合 物 質 は 、 特 定 の 部 位 の ま た は サ ン プ ル 中 の 被 検 体 の 存 在 ま た は
濃 度 を 測 定 す る ア ッ セ イ に お い て 、 シ グ ナ ル を 提 供 ま た は 増 幅 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ と し て 、 in vitroで 実 施 す る 生 物 学 的 、 生 化 学 的 、 も し く は
免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 な ら び に in vivoで 個 体 に 実 施 す る 診 断 試 験 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の よ う な 実 施 形 態 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー は シ グ ナ ル 発 生 手 段 を 含 ん で い て も よ い 。
例 と し て 、 放 射 性 標 識 ま た は 蛍 光 標 識 の よ う な 標 識 成 分 が あ る 。 あ る い は ま た 、 シ グ ナ ル
発 生 手 段 は 、 検 出 可 能 な 読 取 り を も た ら す よ う に 基 質 に 作 用 す る こ と が で き る 酵 素 を 含 ん
で い て も よ い 。 こ れ に は 、 基 質 に 作 用 し て 、 変 色 の よ う な 分 光 測 光 法 に よ り 検 出 可 能 な 変
化 を 生 み 出 す こ と が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 酵 素 と し て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 可 能 性 は 当 業 者 に は 明 ら か で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー が 結 合 機 能 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 こ れ は 標 的
細 胞 型 と 結 合 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 こ れ は 、 結 合 物 質 の 凝 集 部 位 で １
以 上 の 特 定 の 細 胞 型 の 凝 集 ま た は 活 性 化 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 エ フ ェ ク タ
ー メ ン バ ー は 、 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 任 意 に そ の 細 胞 型 を 活 性 化 す る こ と が で き る 。 従 っ
て 、 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー は 、 細 胞 表 面 分 子 に 結 合 す る こ と が で き 、 任 意 に 該 表 面 分 子 の
ア ゴ ニ ス ト で あ っ て も よ い 。 一 例 と し て 説 明 す れ ば 、 血 小 板 の 表 面 に 発 現 す る 分 子 （ 例 え
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ば 、 CD41） に 結 合 す る こ と が で き る 分 子 （ 例 え ば 、 抗 CD41抗 体 ） を 用 い て 、 血 小 板 の 局 在
化 凝 集 を 誘 発 し 、 こ れ に よ り 血 液 凝 固 を 促 進 す る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト 活 性 が 必 要 と
さ れ る 場 合 に は 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 受 容 体 、 共 受 容 体 、 リ ガ ン ド も し く は 別 の タ イ プ の ア
ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 体 ） で あ り う る 。 細 胞 は 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 ま た は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
（ NK） 細 胞 の よ う な 免 疫 系 の 細 胞 で あ り う る 。 例 え ば 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 結 合 物 質 の 凝 集
部 位 で Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 抗 CD3抗 体 で あ り う る 。 こ の よ う な エ フ ェ ク タ ー
は 、 例 え ば 免 疫 応 答 の 活 性 化 の た め に 、 治 療 上 有 用 で あ り う る 。 こ れ は ま た 、 癌 の 治 療 、
も し く は 細 胞 内 寄 生 体 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 マ ラ リ ア 原 虫 な ど ） に よ る 感 染 の 治 療 に も 有
用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 標 的 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る こ と が で き る エ フ ェ ク タ ー は 、 結 合 物 質 を そ の 特 定 の 細 胞 型
に 局 在 化 さ せ る （ 例 え ば 、 治 療 上 有 用 な エ フ ェ ク タ ー を 当 該 細 胞 型 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ
せ る ） た め に も 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 特 異 的 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 の よ う
な 結 合 物 質 は 、 こ こ で は 特 に 有 用 で あ る 。 例 と し て 、 腫 瘍 特 異 的 抗 原 、 お よ び ウ イ ル ス 抗
原 の よ う な 寄 生 体 抗 原 に 対 す る 結 合 物 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 治 療 上 有 用 で あ る と 考 え ら れ る そ の 他 の エ フ ェ ク タ ー と し て 、 薬 物 お よ び プ ロ ド ラ ッ グ
分 子 、 な ら び に 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 形 態 に 変 換 す る た め の 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う
な 酵 素 に は 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 β グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β ラ ク タ マ
ー ゼ 、 ア ミ ダ ー ゼ 、 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ お よ び ニ ト ロ レ ダ ク タ ー ゼ な ど が あ る 。 こ れ ら
は 、 感 染 ま た は 癌 の 治 療 に も 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 照 射 に よ り 、 腫 瘍 ま た は
感 染 の 部 位 で 結 合 物 質 の 凝 集 を 誘 発 し 、 関 連 エ フ ェ ク タ ー 濃 度 の 局 在 化 を 可 能 に す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 エ フ ェ ク タ ー 部 分 を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る か 、 も し く は 阻 害 す る こ と に よ り 、
活 性 化 さ れ る ま で エ フ ェ ク タ ー が そ の 機 能 を 発 揮 す る の を 阻 止 す る こ と も 可 能 で あ る 。 エ
フ ェ ク タ ー 部 分 の マ ス キ ン グ は 、 結 合 メ ン バ ー ／ パ ー ト ナ ー と 同 じ 手 段 、 ま た は 別 の 手 段
の い ず れ に よ り 実 施 し て も よ い 。 従 っ て 、 凝 集 お よ び エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 活 性 化 さ せ る た
め に 、 同 じ ま た は 異 な る 刺 激 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 結 合 物 質 を 製 造 す る 方 法 も 提 供 す る 。 好 ま し い
方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
（ i） 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー か ら な る 第 １ 成 分 を 用 意 す る
ス テ ッ プ 、
（ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー か ら な る 第 ２ 成 分 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
こ こ で 、 上 記 結 合 メ ン バ ー お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 は 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り
、 そ の 結 果 、 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は パ ー ト ナ ー は 他 方 に 結 合 す る の を 阻 止 さ れ て い る こ
と 、
（ iii） 第 １ 成 分 と 第 ２ 成 分 が 互 い に 結 合 す る よ う に 両 者 を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 方 法 は 、 関 連 す る 結 合 メ ン バ ー ま た は パ ー ト ナ ー を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ 成 分 は 、 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ せ て 、 こ れ ら が 単 一 の 分 子 を 形 成 す る よ
う に し て も よ い 。 例 え ば 、 通 常 の 結 合 試 薬 を 用 い て 、 両 成 分 間 に 共 有 結 合 を 形 成 さ せ る 。
あ る い は 、 こ れ ら の 成 分 を 非 共 有 結 合 で 結 合 さ せ 、 例 え ば 、 非 共 有 結 合 相 互 作 用 （ 例 ： 抗
体 － 抗 原 ま た は ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 相 互 作 用 ） に よ り 一 緒 に 保 持 さ れ た 複 合 体 を 形 成 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 第 １ お よ び 第 ２ 成 分 は 各 々 、 複 数 の 結 合 メ ン バ ー ま た は パ ー ト ナ ー を 含 ん で も よ く 、 そ
の 場 合 、 そ の 一 部 だ け を マ ス キ ン グ す る 。 従 っ て 、 得 ら れ た 複 合 体 ま た は 分 子 が 、 少 な く
と も １ つ の 遊 離 の 結 合 パ ー ト ナ ー と 少 な く と も １ つ の 遊 離 の 結 合 メ ン バ ー （ そ の 一 方 が 可
逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て い る ） を 依 然 と し て 含 ん で い る 限 り 、 ア ン マ ス キ ン グ さ れ た 結 合
メ ン バ ー お よ び パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 に よ り 、 前 記 成 分 を 互 い に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 例 え ば 、 単 一 成 分 複 合 体 を 作 製 す る に は 、 ア ビ ジ ン 分 子 の ４ つ の ビ オ チ ン 結 合 部 位 の い
く つ か （ し か し 全 部 で は な い ） が マ ス キ ン グ さ れ て 、 ビ オ チ ン と 結 合 で き な い よ う に 、 ア
ビ ジ ン 分 子 を 部 分 的 に マ ス キ ン グ す る 。 次 に 、 部 分 的 に マ ス キ ン グ し た ビ オ チ ン を ビ オ チ
ン 化 エ フ ェ ク タ ー 分 子 （ 例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ で シ グ ナ ル を 増 幅 す る の に 用 い る ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） と 接 触 さ せ る 。 こ れ に よ り 、 残 り の ア ビ ジ ン 結 合 部 位 を ア ン マ ス キ ン
グ し た と き 、 そ れ ら 自 体 で 凝 集 す る 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ２ つ 以 上 の 結 合 物 質 成 分 を 含 む 系 も 包 含 す る 。 ２ つ 以 上 の 成 分 を 用 い る
場 合 、 い ず れ か １ つ の 結 合 物 質 は 、 結 合 メ ン バ ー と 、 そ の 対 応 す る 結 合 パ ー ト ナ ー の 両 方
を 含 む 必 要 は な い 。 そ の 代 わ り 、 各 結 合 物 質 は 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 分 を 有 し 、 そ の 各
々 は 、 上 記 系 の 別 の 成 分 （ 別 の 結 合 物 質 ） に 存 在 す る 結 合 メ ン バ ー に 対 す る 結 合 パ ー ト ナ
ー で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 結 合 メ ン バ ー 」 お よ び 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 は 相 互 交
換 可 能 で あ る と 解 釈 で き る 。 従 っ て 、 第 １ 成 分 の 「 結 合 メ ン バ ー 」 は 、 同 系 の 別 の 成 分 に
存 在 す る 相 補 的 な 「 結 合 メ ン バ ー 」 の 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と 称 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 従 っ て 、 別 の 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む 組 成 物 を 提
供 す る が 、 こ こ で 、 各 集 団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合
メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、
そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集 団 の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に
よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 複 数 の 結 合 物 質 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 も 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ
プ ：
　 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む 組 成 物 を 得 る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 各 集 団 は 、 そ
れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ ー ト
ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集 団 の
結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結
合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い こ と 、
　 上 記 結 合 メ ン バ ー を ア ン マ ス キ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー
ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 で き る よ う に す る ス テ ッ プ 、
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 を 含 む キ ッ ト も 提 供 さ れ 、 こ こ で 、 各 集 団 は
、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結 合 パ
ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 少 な く と も １ つ の 集
団 の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が そ れ ぞ れ
の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 各 集 団 は 、 複 数 の 特 定 種 の 結 合 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 各 結 合 物 質 の 結 合 メ ン バ ー お よ び パ ー ト ナ ー は 同 じ で も 違 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 結 合 物 質 の 各 集 団 は 、 そ の 結 合 部 分 の １ つ 以 上 を マ ス キ ン グ し て お く こ と が で き る 。 各
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々 を 同 じ メ カ ニ ズ ム で ア ン マ ス キ ン グ す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 前 述 し た 単 一 種 の 結 合 物 質 の 場 合 と 同 様 に 、 結 合 物 質 の 凝 集 体 の 内 部 で 架 橋 が 起 こ る 程
度 は 、 各 結 合 物 質 に 存 在 す る 各 タ イ プ の 結 合 部 分 の 数 に 応 じ て 変 動 す る 。 従 っ て 、 各 結 合
物 質 は 、 一 ま た は 両 タ イ プ の 結 合 メ ン バ ー ま た は パ ー ト ナ ー を 複 数 含 ん で も よ く 、 例 え ば
、 こ れ ら は 独 立 に 、 一 ま た は 両 タ イ プ の 結 合 メ ン バ ー ま た は パ ー ト ナ ー の ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５
も し く は そ れ 以 上 の コ ピ ー を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 好 ま し い 方 法 、 キ ッ ト お よ び 組 成 物 は 、 ２ 種 の 結 合 物 質 し か 含 ま ず 、 そ の 際 、 各 結 合 物
質 は 、 他 方 の 結 合 物 質 に 存 在 す る そ れ ぞ れ の 相 補 的 結 合 パ ー ト ナ ー ／ 結 合 メ ン バ ー と 結 合
す る こ と が で き る （ 少 な く と も ） ２ つ の 結 合 メ ン バ ー ／ 結 合 パ ー ト ナ ー を 有 す る 。 従 っ て
、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 、 他 方 の 同 じ 結 合 物 質 集 団 に 存 在 す る
。 二 成 分 系 の 例 を 以 下 に 挙 げ る ：
（ i） ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 と 、 こ の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 少 な く と も ２ つ の
エ ピ ト ー プ を 有 す る 抗 原 分 子 と の 組 合 せ 。 抗 原 結 合 部 位 ま た は コ グ ネ イ ト エ ピ ト ー プ の い
ず れ か 、 も し く は 両 方 を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る こ と が で き る ； （ ii） ア ビ ジ ン 分 子 （ ４
つ の ビ オ チ ン 結 合 部 位 を 有 す る ） と 、 ２ つ 以 上 の ビ オ チ ン 部 分 に 結 合 し た 分 子 と の 組 合 せ
。 典 型 的 に は 、 ア ビ ジ ン 結 合 部 位 を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 活 性 化 前 に ビ オ
チ ン と の 相 互 作 用 を 阻 止 す る 。 こ れ は 、 前 述 し た 単 一 成 分 結 合 物 質 の 二 成 分 バ ー ジ ョ ン と
し て 考 え る こ と が で き 、 部 分 的 に マ ス キ ン グ し た ア ビ ジ ン と 、 多 重 に ビ オ チ ン 化 し た エ フ
ェ ク タ ー 分 子 の 複 合 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ３ 種 以 上 の 結 合 物 質 を 含 む 方 法 、 キ ッ ト お よ び 組 成 物 も 包 含 し 、 そ の 際
、 少 な く と も １ 種 を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 他 の 種 の 少 な く と も １ つ と の 結
合 を 阻 止 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 多 成 分 系 、 組 成 物 、 キ ッ ト な ど は 、 単 一 成 分 系 に つ い て 記 載 し た の と 同 様 の マ ス キ ン グ
お よ び 活 性 化 機 構 、 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー な ど を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 互 い に 会 合 す る ２ つ 以 上 の 結 合 物 質 を 有 す る 系 、 組 成 物 お よ び キ ッ ト は 、 特 定 の 結 合 対
の 各 メ ン バ ー を 実 質 的 に 化 学 量 論 的 に 等 し い 量 で 含 む 。 １ つ の メ ン バ ー が 大 幅 に 過 剰 に 存
在 す る と 、 結 合 物 質 の 所 望 す る 架 橋 お よ び 凝 集 が 起 こ り に く く な る 。 代 わ り に 、 活 性 化 に
よ り 、 多 数 の 微 小 な 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 過 剰 に 存 在 す る 結 合 メ ン バ ー を 含 む 結 合 物 質 は 、
（ 多 く て も ） そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 結 合 物 質 の 若 干 数 と し か 結 合 す る こ と が で
き な い 。 効 率 的 な 架 橋 に は 、 各 結 合 物 質 が 少 な く と も ２ つ の 他 の 結 合 物 質 と 会 合 す る こ と
が 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 in vitroま た は in vivoの い ず れ で も 使 用 す る こ と が で き る 。 結 合 物
質 の 凝 集 は 、 溶 液 中 ま た は 表 面 （ 例 え ば 、 細 胞 表 面 、 ま た は マ イ ク ロ プ レ ー ト の よ う な 固
相 支 持 体 の 表 面 ） 上 の い ず れ で も 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 凝 集 が 表 面 で 起 こ る 場 合 に は 、 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー を そ の 表 面 に 存 在 さ
せ る こ と に よ り 、 第 １ 結 合 物 質 が そ の 表 面 と 会 合 で き る よ う に す る 。 こ の よ う に 、 結 合 物
質 は 、 特 定 の 焦 点 、 例 え ば 上 記 表 面 に 存 在 す る ま た は こ れ に 結 合 し た 特 定 の 分 子 上 、 で 凝
集 さ せ う る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 結 合 物 質 の 凝 集 の た め の 焦 点 を 提 供 す る ス テ ッ プ
を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 典 型 的 に 、 こ の 焦 点 は 、 結 合 物 質 の １ つ と 結 合 す る こ と が で き る 部 分 を 含 む 分 子 で あ り
、 活 性 化 （ ア ン マ ス キ ン グ ） さ れ る と 、 結 合 物 質 が 焦 点 で 凝 集 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 こ の 結 合 は 、 結 合 物 質 に 存 在 す る 結 合 部 分 の １ つ （ す な わ ち 、 結 合 メ ン バ ー も し く は 結
合 パ ー ト ナ ー ） を 介 し て 、 ま た は 結 合 物 質 の エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー 、 あ る い は 、 結 合 物 質
分 子 の 他 の い ず れ か の 部 分 を 介 し て 行 な わ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 凝 集 の た め の 焦
点 は 、 結 合 物 質 に 存 在 す る 結 合 部 分 の 少 な く と も １ つ （ す な わ ち 、 結 合 メ ン バ ー ま た は 結
合 パ ー ト ナ ー ） を そ れ 自 身 で 含 む 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ れ に 加 え 、 ま た は こ れ に 代 わ り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 結 合 物 質 の マ ス キ ン グ し た 結 合 部
分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と が で き る 物 質 の 供 給 源 を 提 供 す る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。
こ れ は 、 凝 集 が 特 定 の 表 面 で 起 こ る 必 要 が な く 、 特 定 部 位 の 近 傍 （ 例 え ば 、 遊 離 溶 液 中 ）
で 起 こ れ ば よ い 場 合 、 特 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 は 、 免 疫 系 の 刺 激 、 プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 化 な ど の よ う な 治 療 特 性 を 有 す
る エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー を 含 む 結 合 物 質 の 標 的 凝 集 を 引 き 起 こ す 手 段 を 提 供 す る 。 こ の よ
う な 結 合 物 質 は 、 疾 患 部 位 に お け る 免 疫 系 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ の 活 性 化 を 高 め る た め に 、
疾 患 部 位 （ 例 え ば 、 腫 瘍 、 寄 生 さ れ た 細 胞 な ど ） の 近 傍 で 凝 集 す る こ と が 望 ま し い 。 結 合
物 質 は 、 疾 患 部 位 に よ り ま た は 該 部 位 で 産 生 さ れ た 物 質 （ 例 え ば 、 感 染 細 胞 が 産 生 す る ウ
イ ル ス 酵 素 、 も し く は 腫 瘍 細 胞 が 産 生 す る メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ） に よ っ て 、 そ の 凝 集 が 誘
発 さ れ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 疾 患 部 位 自 体 を 活 性 化 物 質 の 供 給 源 と し
て み な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 医 学 的 治 療 方 法 （ 例 え ば 、 寄 生 さ れ た 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 の 除 去 も し
く は 低 減 ） に 用 い る た め の 本 明 細 書 に 記 載 し た 結 合 物 質 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 、
例 え ば 、 癌 、 ま た は ウ イ ル ス や マ ラ リ ア 原 虫 の よ う な 細 胞 内 寄 生 体 に よ る 感 染 を 治 療 す る
た め の 、 薬 剤 の 製 造 に お け る 本 明 細 書 に 記 載 の 結 合 物 質 お よ び 組 成 物 の 使 用 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 す で に 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 形 態 は 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 検 出 す る
ア ッ セ イ で 前 記 結 合 物 質 を 使 用 す る こ と に 関 し 、 そ の 際 、 結 合 物 質 が シ グ ナ ル 増 幅 試 薬 と
し て 役 立 つ と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 複 数 の 結 合 物 質 （ 各 々 が ２ つ の 結 合 部 分 を 含 む ） と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
、 こ こ で 、 上 記 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合
物 質 が 互 い に 結 合 し な い こ と ；
（ ｂ ） 上 記 サ ン プ ル を 、 被 検 体 （ も し 存 在 す れ ば ） に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接
触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 上 記 検 出 物 質 は 上 記 結 合 部 分 の 一 方 を 含 む こ と ；
（ ｃ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ し た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物 質
が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 従 っ て 、 被 検 体 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 結 合 物 質 の い く つ か が 、 検 出 物 質 （
そ れ ゆ え に 被 検 体 ） と 会 合 （ 例 え ば 、 結 合 ） し た 複 合 体 ま た は 凝 集 体 を 形 成 す る 。 こ の よ
う に 、 検 出 物 質 は 、 前 述 し た 凝 集 の た め の 「 焦 点 」 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 被 検 体 は 結 合 物 質 が 有 す る 結 合 部 分 の １ つ を 含 ん で い て も よ い 。
こ の よ う な 場 合 、 被 検 体 自 体 が 凝 集 の た め の 焦 点 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 別 個 の 検 出 物 質 を
用 い る 必 要 が な い 。 こ う し て 、 被 検 体 自 体 と 直 接 会 合 （ 直 接 結 合 ） す る 結 合 物 質 は 検 出 物
質 と み な す こ と が で き る 。 従 っ て 、 検 出 物 質 は 結 合 物 質 の １ つ で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 方 法 は 典 型 的 に は 、 凝 集 し た 結 合 物 質 の 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。 こ
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れ は 、 直 接 ま た は 間 接 的 手 段 の い ず れ に よ っ て も よ い 。 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で 記 載 し た よ
う に 、 結 合 物 質 に シ グ ナ ル 発 生 手 段 （ 例 え ば 、 標 識 成 分 ） を 担 持 さ せ 、 こ れ を 検 出 で き る
よ う に し て も よ い 。 あ る い は 、 結 合 物 質 の 凝 集 体 の 形 成 は 、 光 散 乱 ま た は 表 面 プ ラ ズ モ ン
共 鳴 な ど 、 様 々 な 方 法 で 直 接 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 方 法 は 、 固 相 に 被 検 体 を 固 定 化 す る こ と を 含 む が 、 こ れ は 、 通 常 、 検 出 物 質 と の 接
触 前 に 行 な う 。 例 え ば 、 固 相 表 面 に サ ン プ ル を 直 接 コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 被 検 体 に 特 異 的 な 固 定 化 物 質 自 体 を 固 相 に 固 定 化 し 、 被 検 体 が 結 合 で き る 結 合 部 位
を 提 供 し て も よ い 。 固 定 化 物 質 は 、 検 出 物 質 に よ り 認 識 さ れ る 部 位 と は 異 な る 被 検 体 の 部
位 に 結 合 す る た め 、 固 定 化 物 質 と 検 出 物 質 の 両 方 を 同 時 に 被 検 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 典 型 的 に は 、 固 定 化 物 質 は 被 検 体 に 特 異 的 な 抗 体 で あ る が 、 受 容 体 も し く は そ の 他 の
好 適 な 分 子 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 述 し た ア ッ セ イ 方 法 で は 、 結 合 物 質 の 凝 集 体 が 、 検 出 し よ う と す る 被 検 体 と 結 合 も し
く は 連 結 （ 例 え ば 、 検 出 物 質 を 介 し て ） さ れ る 。 こ れ は 、 結 合 し た 凝 集 体 が 、 ア ッ セ イ の
様 々 な 段 階 で 過 剰 の 未 反 応 ま た は 未 結 合 成 分 を 除 去 す る た め の 洗 浄 ス テ ッ プ を 経 て 、 保 持
さ れ る の で 望 ま し い 。 こ の 方 法 は 、 任 意 に 、 例 え ば 検 出 物 質 の 添 加 と 結 合 物 質 の 添 加 の 間
、 お よ び ／ ま た は 結 合 物 質 の 活 性 化 と 凝 集 体 の 検 出 の 間 に 、 上 記 の よ う な 洗 浄 ス テ ッ プ を
含 む こ と が で き る 。 ア ッ セ イ の 様 々 な 成 分 は 、 所 望 に よ り 同 時 に 添 加 し て も 、 逐 次 的 に 添
加 し て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 検 出 物 質 が 被 検 体 に 特 異 的 な 抗 体 で あ る 、 免 疫 化 学
的 方 法 を 含 む 。 こ の よ う な 方 法 と し て 、 ELISA（ 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ ） お
よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の よ う な 方 法 が あ る が 、 測 定 し よ う と す る 被 検 体 が 固 定 化 細 胞 の
集 団 ま た は 組 織 切 片 に 存 在 す る 場 合 に は 免 疫 組 織 染 色 お よ び 免 疫 蛍 光 の よ う な ア ッ セ イ も
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 同 様 に 、 前 記 の 方 法 は 核 酸 検 出 方 法 に も 適 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 、 被 検 体 は 核 酸
分 子 （ 例 え ば 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 DNAま た は RNAで あ り 、 ゲ ノ ム DNA、 mRNAも し く は cDNA
を 含 む ） で あ り 、 検 出 物 質 は 、 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 （ 例 え ば 、 高 、 中 も し く は
低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ） 下 で 被 検 体 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 分 子
で あ る 。 こ の よ う な 方 法 と し て 、 被 検 体 核 酸 が 膜 に 固 定 化 さ れ る サ ザ ン お よ び ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 、 な ら び に in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 え ば 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の プ ロ ー ブ （ 検 出 物 質 ） は フ ル オ レ セ
イ ン で 標 識 す る こ と が で き る 。 フ ル オ レ セ イ ン か ら の シ グ ナ ル は 、 結 合 物 質 （ マ ス キ ン グ
さ れ た 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗 体 を フ ル オ レ セ イ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の ） を 用 い て 増 幅
す る こ と が で き る 。 上 記 抗 体 の ア ン マ ス キ ン グ に よ り 、 プ ロ ー ブ 上 に フ ル オ レ セ イ ン 含 有
結 合 物 質 の 凝 集 が 起 こ り 、 プ ロ ー ブ だ け で 達 成 さ れ る も の よ り 有 意 に 大 き な シ グ ナ ル が 得
ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 多 く の 場 合 、 サ ン プ ル は 、 被 検 体 を 含 む と 思 わ れ る 溶 液 （ 例 え ば 、 水 溶 液 、 細 胞 抽 出 物
な ど ） で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。 し か し 、 本 発 明 の 方 法 は 、 他 の タ イ プ の サ ン プ ル （ 例
え ば 、 細 胞 調 製 物 、 組 織 切 片 な ど ） を 用 い る 用 途 に も 十 分 に 適 用 可 能 で あ る 。 被 検 体 は 、
あ ら ゆ る 好 適 な 被 検 体 で よ く 、 こ の よ う な 被 検 体 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 タ ン
パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 有 機 ま た は 無 機 ポ リ マ ー 、 小 さ な 有
機 ま た は 無 機 分 子 、 な ら び に 、 巨 大 分 子 複 合 体 、 ウ イ ル ス お よ び 真 核 ま た は 原 核 細 胞 の よ
う な さ ら に 大 き な 実 体 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 （ 例 え ば 、 ウ イ
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ル ス ま た は 細 菌 の よ う な 感 染 性 病 原 体 ） の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ
セ イ は 、 あ ら ゆ る 好 適 な フ ォ ー マ ッ ト （ 例 え ば 、 均 一 液 体 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト ） で 実 施
す る こ と が で き る 。 単 純 な 沈 降 ま た は 凝 集 ア ッ セ イ を 用 い る こ と も で き 、 そ の 場 合 、 被 検
体 に 結 合 す る こ と の で き る エ フ ェ ク タ ー 部 分 を 含 む 結 合 物 質 を 用 い る 。 サ ン プ ル を 結 合 物
質 と 接 触 さ せ 、 例 え ば 照 射 に よ り 、 結 合 物 質 を 活 性 化 （ ア ン マ ス キ ン グ ） し た 後 、 例 え ば
光 散 乱 な ど に よ り 、 沈 降 速 度 お よ び 程 度 を 観 測 す る 。 沈 降 速 度 お よ び 程 度 は 、 サ ン プ ル 中
の 被 検 体 の 量 に 応 じ て 変 動 す る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 の 形 態 で は 、 競 合 的 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い る 。 典 型 的 に は 、 未 知 量 の 被 検 体 を
含 む サ ン プ ル を 既 知 量 の 競 合 物 質 と 接 触 さ せ る 。 次 に 、 被 検 体 と 競 合 物 質 を 一 定 数 の 結 合
部 位 に つ い て 競 合 さ せ た 後 、 競 合 物 質 に よ り 占 め ら れ た 結 合 部 位 の 割 合 を 決 定 す る こ と に
よ り 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 の 濃 度 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含
む 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 、
　 （ i） 競 合 物 質 、 お よ び
　 （ ii） 複 数 の 結 合 部 位 、
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 各 結 合 部 位 は 、 被 検 体 （ 存 在 す れ ば ） お よ び 競 合 物 質 と
結 合 す る こ と が で き る が 、 同 時 に 両 者 と 結 合 す る こ と は で き な い こ と ；
（ ｂ ） 上 記 サ ン プ ル を 複 数 の 結 合 物 質 （ 各 々 ２ つ の 結 合 部 分 を 含 む ） と 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ 、 こ こ で 、 上 記 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー 、
を 含 み 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合 物
質 は 互 い に 結 合 し な い こ と ；
（ ｃ ） 上 記 サ ン プ ル を 、 競 合 物 質 （ も し 存 在 す れ ば ） に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と
接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 上 記 検 出 物 質 は 上 記 結 合 部 分 の 一 方 を 含 む こ と ；
（ ｄ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 パ ー ト （ ａ ） （ ii） に 記 載 し た 結 合 部 位 は 、 典 型 的 に は 、 非 競 合 ア ッ セ イ 系 に 関 し て 上
述 し た よ う な 、 固 相 に 固 定 化 し た 固 定 化 物 質 （ 例 え ば 、 受 容 体 ま た は 抗 体 ） の 一 部 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 前 記 の ア ッ セ イ 方 法 に お い て 、 （ 上 記 の よ う な ） ２ つ 以 上 の 結 合 物 質 成 分 を 含 む 結 合 物
質 系 を 単 一 結 合 物 質 種 の 代 わ り に 用 い て も よ い こ と が 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ
プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 各 集
団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上 記 結
合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 上 記 集 団 の 少 な
く と も １ つ の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集 団 が
、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 集 団 と 結 合 し な い こ と ；
（ ｂ ） 上 記 サ ン プ ル を 、 被 検 体 （ も し 存 在 す れ ば ） に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接
触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 上 記 検 出 物 質 は 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 一
方 を 含 む こ と ；
（ ｃ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 も 提 供
さ れ る ：
（ ａ ） サ ン プ ル を 、
　 （ i） 競 合 物 質 、 お よ び
　 （ ii） 複 数 の 結 合 部 位 、
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 各 結 合 部 位 は 、 被 検 体 （ 存 在 す れ ば ） お よ び 競 合 物 質 と
結 合 す る こ と が で き る が 、 両 方 と 同 時 に 結 合 す る こ と は で き な い こ と ；
（ ｂ ） 該 サ ン プ ル を 、 結 合 物 質 の 少 な く と も ２ つ の 集 団 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、
各 集 団 は 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 少 な く と も ２ つ の 結 合 メ ン バ ー を 有 し 、 上
記 結 合 パ ー ト ナ ー の 各 々 は 結 合 物 質 の 上 記 集 団 の 別 の も の に 存 在 し 、 そ の 際 、 上 記 集 団 の
少 な く と も １ つ の 結 合 メ ン バ ー が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 そ の １ 集
団 が 、 そ れ ぞ れ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 有 す る 集 団 と 結 合 し な い こ と ；
（ ｃ ） 該 サ ン プ ル を 、 競 合 物 質 （ 存 在 す れ ば ） と 結 合 す る こ と が で き る 検 出 物 質 と 接 触 さ
せ る ス テ ッ プ 、 そ の 際 、 上 記 検 出 物 質 は 上 記 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 を
含 む こ と ；
（ ｄ ） 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物
質 が 凝 集 体 を 形 成 す る よ う に す る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 の 好 ま し い 形 態 は 、 上 記 の と お り で あ り 、 ま た 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 に 記 載
す る と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 特 に 好 ま し い 形 態 は 、 生 理 学 的 部 位 に 特 定 の 治 療 薬 の 高 い 局 所 濃 度 を も た
ら す た め に 、 治 療 に 前 記 結 合 物 質 を 用 い る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 生 理 学 的 部 位 で 治 療 薬 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法
は 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む ：
　 複 数 の 結 合 物 質 を 個 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 は ２ つ の 結 合 部 分 を 含
み 、 こ れ ら 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合
物 質 は 互 い に 結 合 せ ず 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 が 治 療 薬 を さ ら に 含 む こ と ；
　 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ し て 、 上 記 結 合 物 質 を 互 い に 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物 質 の 凝 集 を 誘 発 す る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 生 理 学 的 部 位 は 、 疾 患 部 位 、 例 え ば 、 腫 瘍 ま た は 寄 生 体 感 染 の 部 位 で あ り う る 。 あ る い
は 、 こ の 部 位 は 、 創 傷 部 位 の よ う に 、 例 え ば 、 血 餅 形 成 が 望 ま し い 部 位 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 凝 集 体 を 前 記 部 位 （ 例 え ば 、 罹 患 し た 細 胞 ） に 物 理 的 に 結 合 さ せ る こ と が 望 ま し い が 、
必 ず し も 必 要 な わ け で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 結 合 物 質 が 凝 集 す る こ と が で き る 焦 点 （ focus） を 提 供 す る
こ と を 含 む 。 こ れ は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 タ ー ゲ ッ テ ィ
ン グ 物 質 は 、 当 該 部 位 に 発 現 （ 好 ま し く は 特 異 的 に ） さ れ た 分 子 と 結 合 す る 能 力 を も つ べ
き で あ り 、 そ の た め 、 好 適 な 分 子 に 特 異 的 な 抗 体 （ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ） を 含 み う る
。 こ う し て 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 は 、 腫 瘍 特 異 的 抗 原 ま た は 寄 生 体 抗 原 （ 例 え ば 、 ウ イ
ル ス 抗 原 ） と 結 合 す る 能 力 を も つ も の で あ る 。 さ ら に 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 は 、 結 合 物
質 の 一 方 と 結 合 す る 能 力 を も つ べ き で あ り 、 そ れ ゆ え に 、 結 合 物 質 に 含 ま れ る 結 合 部 分 の
一 方 を 含 む も の で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 を 個 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と が
で き る 。 こ れ に 加 え 、 ま た は こ れ に 代 わ り 、 結 合 物 質 の 結 合 部 分 の 一 方 が 前 記 部 位 に 発 現
さ れ た 分 子 と 結 合 す る 能 力 を も っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 結 合 部 分 の ア ン マ ス キ ン グ は 、 あ ら ゆ る 好 適 な 手 段 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 好
ま し い 例 と し て 、 照 射 （ こ の 場 合 に は 、 結 合 部 分 が 光 切 断 性 部 分 で マ ス キ ン グ さ れ て い る
） お よ び 酵 素 作 用 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 活 性 化 に 関 与 す る 酵 素 は 、 前 記 部 位 に 外 因 的 に （ 該 部 位 に 発 現 さ れ た 分 子 に 結 合 す る こ
と が で き る 前 記 タ イ プ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 に よ り ） 提 供 さ れ る か 、 も し く は 該 部 位 で
産 生 さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 癌 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 酵 素 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ ） 、
ま た は 感 染 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 寄 生 体 酵 素 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス 酵 素 な ど ） で あ り う る 。
従 っ て 、 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ す る ス テ ッ プ は 、 全 治 療 を 施 す ス テ ッ プ に 代 わ っ て 、
特 殊 な 作 用 を 必 ず し も 必 要 と し な い こ と が 理 解 さ れ よ う 。 ア ン マ ス キ ン グ （ 従 っ て 、 凝 集
） は 単 純 に 、 結 合 物 質 が 適 切 な 酵 素 を 発 現 さ せ る 部 位 に 出 会 っ た と き に 、 起 こ る に す ぎ な
い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 方 法 に 有 用 な 治 療 薬 に つ い て は 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 で さ ら に 詳 し く
説 明 す る 。 こ の よ う な 治 療 薬 と し て 、 細 胞 表 面 （ 例 え ば 、 血 小 板 の 表 面 ） に 発 現 さ れ た 分
子 と 結 合 可 能 な 分 子 、 免 疫 系 の 細 胞 を 活 性 化 で き る 分 子 （ 例 え ば 、 抗 CD3抗 体 ） 、 薬 物 ま
た は プ ロ ド ラ ッ グ 分 子 、 な ら び に 酵 素 （ 例 え ば 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 形 態 に 変 換 で き る 酵
素 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 後 者 の 場 合 、 こ の 方 法 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 個 体 に 投 与 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 み う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 治 療 薬 を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 凝 集 が 起 こ る と き だ け そ れ が 活 性
に な る （ す な わ ち 、 そ れ が 当 該 部 位 で し か 活 性 に な ら な い ） よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 前 述 し た 治 療 方 法 に 対 応 す る in vitro方 法 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ よ
う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 細 胞 の 培 養 物 中 で 治 療 薬 の 凝 集 を 引 き 起 こ す 方 法 を 提 供 し 、 こ
の 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む ：
　 細 胞 の 培 養 物 を 複 数 の 結 合 物 質 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 は
２ つ の 結 合 部 分 を 含 み 、 こ れ ら 結 合 部 分 は 、
　 （ i） 結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 す る こ と が で き る 結 合 メ ン バ ー 、 お よ び
　 （ ii） 上 記 結 合 パ ー ト ナ ー 、
か ら な り 、 上 記 結 合 部 分 の 一 方 が 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 上 記 結 合
物 質 が 互 い に 結 合 せ ず 、 上 記 結 合 物 質 の 各 々 が 前 記 治 療 薬 を さ ら に 含 む こ と ；
　 可 逆 的 に マ ス キ ン グ さ れ た 結 合 部 分 を ア ン マ ス キ ン グ し て 、 上 記 結 合 物 質 を 互 い に 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 上 記 結 合 物 質 の 凝 集 を 誘 発 す る ス テ ッ プ 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 的 形 態 に 関 し て 述 べ た よ う に 、 必 要 で あ れ ば 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 物 質 を 用
い て も よ い 。 治 療 方 法 の 他 の 特 徴 も 、 こ の よ う な 細 胞 培 養 方 法 に 使 用 で き る よ う に 適 合 さ
せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 細 胞 は 、 例 え ば 、 癌 細 胞 、 寄 生 体 に 感 染 し た 細 胞 、 免 疫 系 の 細 胞 （ 例 え ば 、 T細 胞 ） 、
血 小 板 な ど で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 前 述 し た 細 胞 培 養 方 法 お よ び 治 療 方 法 に お い て 、 単 一 結 合 物 質 種 に 代 わ っ て 、 ２ つ 以 上
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の 結 合 物 質 成 分 （ 前 記 の 通 り ） を 含 む 結 合 物 質 系 を 用 い て も よ い こ と が 当 業 者 に は 明 ら か
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 は 、 結 合 物 質 同 士 の 相 互 作 用 を 阻 止 す る マ ス ク の 除 去 を も た ら す 特 定 の 刺 激 に よ
り 、 時 間 的 お よ び ／ ま た は 空 間 的 に 特 異 的 な 方 法 で 結 合 物 質 の 凝 集 体 を 形 成 さ せ る 材 料 お
よ び 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 材 料 お よ び 方 法 は 、 凝 集 の 精 巧 な 制 御 が 望 ま れ る 様 々 な 診
断 お よ び 治 療 分 野 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 結 合 部 分 、 す な わ ち 、 結 合 メ ン バ ー と そ の 相 補 的 結 合 パ ー ト ナ ー は
、 好 ま し く は 、 特 異 的 結 合 対 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 特 異 的 結 合 対 」 と い う 用 語 は 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー （ sbm） と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ b
p） か ら な る 分 子 の 対 を 示 す の に 用 い ら れ る が 、 こ れ ら は 、 互 い に 対 し て 特 定 の 特 異 性 を
有 し 、 通 常 の 条 件 下 で 、 他 の 分 子 と の 結 合 に 優 先 し て 互 い に 結 合 す る 。 特 異 的 結 合 対 の 例
と し て 、 抗 体 と そ の コ グ ネ イ ト エ ピ ト ー プ ／ 抗 原 、 リ ガ ン ド （ ホ ル モ ン な ど ） と 受 容 体 、
ア ビ ジ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 、 レ ク チ ン と 炭 水 化 物 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 酵 素 は 、 そ の 基 質 と 、 あ る い は 、 競 合 的 ま た は ア ロ ス テ リ ッ ク い ず れ か の モ ジ ュ レ ー タ
ー （ 例 え ば 、 阻 害 剤 お よ び 賦 活 剤 ） と 特 異 的 に 結 合 す る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 酵 素 分 子 の
活 性 部 位 ま た は そ の 他 の 部 位 に 結 合 す る こ と に よ り 、 そ の 生 理 学 的 効 果 を 発 揮 す る こ と が
で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に お い て 酵 素 を 結 合 メ ン バ ー と し て 用 い る こ と が で き る が 、 結 合
パ ー ト ナ ー が 該 酵 素 の 基 質 で あ る 場 合 に は 、 酵 素 が 結 合 パ ー ト ナ ー を 構 造 的 に 改 変 ま た は
変 更 し な い よ う に 、 酵 素 を 不 活 性 化 さ せ る 。 こ れ は 、 突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 活 性 部 位 で
触 媒 と し て 重 要 な 残 基 の 変 異 誘 発 ） 、 補 因 子 の 除 去 な ど に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 酵 素 は 、 補 基 質 の よ う な 別 の 必 要 な 分 子 が ア ッ セ イ 培 地 中 に 存 在 し な い た め 、 基
質 に 作 用 で き な く て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ま た 、 分 子 イ ン プ リ ン ト を 結 合 メ ン バ ー と し て 用 い て も よ い 。 こ れ ら は 、 標 的 被 検 体 の
周 辺 で プ ラ ス チ ッ ク ポ リ マ ー を 形 成 さ せ 、 形 成 さ れ た ポ リ マ ー か ら 被 検 体 を 抽 出 し た 後 、
ポ リ マ ー を 粉 砕 し て 微 粉 と す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き 、 こ の 方 法 は 、 Nonbiologi
cal Alternatives to Antibodies in Immunoassays; Principles and Practice of Immun
oassay (第 ２ 版 ) 第 ７ 章 、 pp 139-153 Ed CP Price & DJ Newman (1997) に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ア プ タ マ ー （ aptamer） は 、 他 の 分 子 と 結 合 す る 能 力 に 基 づ い て ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択
さ れ た DNAま た は RNA分 子 で あ る 。 他 の 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 小 さ な 有 機 化 合 物 、 さ ら に は 生
物 体 と さ え 結 合 す る こ と が で き る ア プ タ マ ー が 選 択 さ れ て い る こ と か ら 、 こ れ ら も 本 発 明
で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 当 業 者 は こ れ ら 以 外 に 多 数 の 例 を 考 え ら れ る は ず で あ り 、 そ れ ら を こ こ で 列 挙 す る 必 要
は な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 用 語 「 特 異 的 結 合 対 」 は 、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か ま た は
両 方 が 、 よ り 大 き な 分 子 の 結 合 部 分 だ け を 含 む 場 合 に も 適 用 さ れ る 。 従 っ て 、 抗 体 の 場 合
、 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 抗 体 の ド メ イ ン （ 抗 体 結 合 ド メ イ ン ） だ け を 含 む も の で も よ い
。 か か る ド メ イ ン は 、 抗 原 の エ ピ ト ー プ ま た は 短 い 配 列 （ 抗 原 に 固 有 ま た は 特 有 で は あ る
が 、 担 体 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 場 合 を 除 い て 抗 体 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き
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な い ） の い ず れ か と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 全 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 原 と 結 合 す る 機 能 を 果 す こ と が で き る こ と が 明 ら か に さ れ
て い る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 「 抗 体 」 と い う 用 語 を 用 い る と き 、 抗 体 の 結 合 フ ラ グ メ ン ト
を 含 む 分 子 を 包 含 す る 。 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 例 を 以 下 に 挙 げ る ： （ i） VL、 VH、 CLお よ び C
H1ド メ イ ン か ら な る Fabフ ラ グ メ ン ト ； （ ii） VHお よ び CH1ド メ イ ン か ら な る Fdフ ラ グ メ ン
ト ； （ iii） 単 一 抗 体 の VLお よ び VHド メ イ ン か ら な る Fvフ ラ グ メ ン ト ； （ iv） VHド メ イ ン
か ら な る dAbフ ラ グ メ ン ト （ Ward, E. S.ら 、 Nature 341, 544-546 (1989)） ； （ v） 単 離
さ れ た CDR領 域 ； （ vi） ２ つ の 連 結 さ れ た Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む 二 価 フ ラ グ メ ン ト で あ る
F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト ； （ vi） VHド メ イ ン と VLド メ イ ン が ペ プ チ ド リ ン カ ー （ ２ つ の ド メ
イ ン を 結 合 さ せ て 抗 原 結 合 メ ン バ ー を 形 成 さ せ る ） に よ り 連 結 さ れ て い る 、 一 本 鎖 Fv分 子
（ scFv） （ Birdら 、 Science, 242, 423-426, 1988; Hustonら 、 PNAS USA, 85, 5879-5883
, 1988） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 も 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 と し て 、 二 重 特 異 性 一
本 鎖 Fv二 量 体 （ PCT/US92/09965） お よ び 「 ダ イ ア ボ デ ィ ー 」 （ diabody） 、 す な わ ち 、 遺
伝 子 融 合 に よ り 構 築 さ れ た 多 価 ま た は 多 重 特 異 性 フ ラ グ メ ン ト （ WO94/13804; P. Hollige
rら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, 1993） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ダ イ ア ボ デ ィ ー は ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 で あ り 、 こ の と き 、 各 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 結 合 領 域 を 含 む 第 １ ド メ イ ン と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 結 合 領 域 を 含 む 第
２ ド メ イ ン と を 含 ん で な り 、 こ れ ら ２ つ の ド メ イ ン は （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り
） 連 結 さ れ て い る が 、 互 い に 会 合 し て 抗 原 結 合 メ ン バ ー を 形 成 す る こ と は で き な い 。 す な
わ ち 、 抗 原 結 合 メ ン バ ー は 、 多 量 体 内 の あ る ポ リ ペ プ チ ド の 第 １ ド メ イ ン と 、 多 量 体 内 の
別 の ポ リ ペ プ チ ド の 第 ２ ド メ イ ン と の 会 合 に よ り 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 結 合 物 質 と し て 用 い る こ と が で き る 二 重 特 異 性 抗 体 の 一 例 は 、 第 １ 抗 原 結 合 部
位 が 特 定 の 抗 原 に 対 し て 誘 導 さ れ た も の で あ り 、 し か も 第 ２ 抗 原 結 合 部 位 が 第 １ 抗 原 結 合
部 位 に 特 異 的 な 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 部 位 で あ る 、 ２ つ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 有 す る も の で あ
る 。 こ の よ う な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 抗 原 結 合 部 位 の い ず れ も マ ス キ ン グ さ れ て い な い と き
凝 集 し 、 ま た 、 該 抗 原 （ こ れ に 対 し て 第 １ フ ラ グ メ ン ト が 特 異 的 で あ る ） と 結 合 す る だ ろ
う 。 あ る い は 、 第 ２ 結 合 部 位 は 、 抗 原 結 合 部 位 の 外 側 （ 例 え ば 、 第 １ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の
定 常 領 域 ） に 存 在 す る 第 １ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 上 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ っ て も よ い 。 第
１ 抗 原 結 合 部 位 は 該 分 子 の エ フ ェ ク タ ー 部 分 と し て 作 用 し て も よ く 、 あ る い は 、 別 の エ フ
ェ ク タ ー 部 分 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 説 明 の た め に 、 二 重 特 異 性 抗 体 と し て 考 え ら れ る Ｔ 細 胞 活 性 化 試 薬 を 例 と し て 記 載 す る
。 こ れ は 、 マ ウ ス 抗 CD3 IgG抗 体 が マ ウ ス IgGに 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ さ れ
た も の か ら な る 。 従 っ て 、 本 発 明 に 関 し て 、 二 重 特 異 性 抗 体 が 結 合 物 質 と な り 、 そ の 結 合
物 質 の ２ つ の 結 合 部 分 は 、 抗 マ ウ ス IgG抗 体 の 結 合 部 位 と 、 抗 CD3抗 体 の エ ピ ト ー プ （ こ れ
は 該 抗 体 に 対 し て 特 異 的 ） で あ る 。 抗 CD3抗 体 結 合 部 位 は エ フ ェ ク タ ー 部 分 と み な す こ と
が で き る 。 ２ つ の 結 合 部 分 は 、 ２ つ の 抗 体 が 互 い に 連 結 さ れ る 前 に 、 抗 体 成 分 の 一 方 ま た
は 両 方 を 光 切 断 性 部 分 （ 例 え ば 、 NPE） で コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 、 可 逆 的 に マ ス キ
ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 試 薬 は 適 切 な 照 射 に よ り 凝 集 さ せ る こ と が で き る 。 抗 CD3抗
体 を 光 切 断 性 試 薬 で コ ー テ ィ ン グ す る と 、 照 射 が 行 な わ れ る ま で 、 抗 CD3エ フ ェ ク タ ー 部
分 も Ｔ 細 胞 に 発 現 さ れ た CD3と 相 互 作 用 す る こ と が で き な く な る 。 従 っ て 、 照 射 に よ り 、
二 重 特 異 性 抗 体 の 局 部 凝 集 が 起 こ り 、 抗 CD3エ フ ェ ク タ ー 部 分 の ア ン マ ス キ ン グ も 起 こ る
。 そ の 効 果 は 、 Ｔ 細 胞 付 近 に 発 現 さ れ た CD3分 子 を 架 橋 し 、 こ れ に よ り そ の 領 域 で Ｔ 細 胞
活 性 化 を 刺 激 す る こ と が で き る 抗 CD3抗 体 の 複 合 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 例 え
ば 、 腫 瘍 近 傍 で Ｔ 細 胞 活 性 を 刺 激 す る の に 有 用 で あ る 。
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【 ０ １ ０ １ 】
　 抗 CD3抗 体 の 代 わ り に 抗 CD41抗 体 を 含 む 同 様 の 構 築 物 を 用 い て 、 血 餅 形 成 を 促 進 す る こ
と も で き る 。 CD41は 血 小 板 の 表 面 に 発 現 さ れ る 。 従 っ て 、 血 流 中 で の こ の 構 築 物 の 活 性 化
に よ り 、 凝 集 し た 抗 CD41結 合 部 位 を 介 し て 血 小 板 の 局 部 凝 集 が 起 こ る 。 こ れ は 、 創 傷 部 位
で 、 あ る い は 、 腫 瘍 へ の 血 液 供 給 を 制 限 す る 上 で 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 結 合 物 質 は 、 活 性 化 刺 激 を 与 え る 前 に 互 い と 相 互 作 用 す る の を 阻 止 さ れ な け れ ば な ら な
い 。 従 っ て 、 結 合 メ ン バ ー ／ パ ー ト ナ ー を 可 逆 的 に マ ス キ ン グ す る こ と に よ り 、 そ の 相 補
的 結 合 部 分 と の 相 互 作 用 を 阻 止 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 マ ス ク は 分 離 可 能 な マ ス キ ン グ 要 素 に よ っ て 提 供 さ れ う る 。 選 択 的 に 切 断 可 能 な 結 合 基
ま た は 結 合 を 介 し て マ ス キ ン グ 要 素 を 結 合 物 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 マ ス キ ン グ 要
素 は 結 合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー に 配 置 し て も よ い し 、 こ れ ら に 隣 接 さ せ て も よ い
。 こ れ に よ り 、 立 体 障 害 、 静 電 反 発 も し く は そ の 他 の 適 切 な 作 用 機 構 に よ っ て コ グ ネ イ ト
結 合 部 分 と の 結 合 が 阻 止 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 結 合 物 質 か ら マ ス キ ン グ 要 素 を 選 択 的 に 切 断 す る こ と に よ り 、 結 合 部 分 が ア ン マ ス キ ン
グ さ れ る 。 様 々 な 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ の よ う な 方 法 と し て 、 限 定 す る も の で は な
い が 、 照 射 （ 光 分 解 ） 、 酸 化 、 還 元 、 pH変 化 も し く は 酵 素 的 切 断 な ど が 挙 げ ら れ る 。 切 断
方 法 は 、 結 合 物 質 を 用 い よ う と す る 用 途 に 応 じ て 適 切 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 酵 素 的 切 断 を 用 い る と 、 結 合 物 質 活 性 化 の 連 鎖 反 応 を 起 こ す こ と が で き る 。 例 え ば 、 結
合 物 質 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 触 媒 的 に 不 活 性 の プ ロ 酵 素 （ 酵 素 前 駆 体 ） 形 態 が 、 活 性 プ ロ テ
ア ー ゼ に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 （ し か し 、 プ ロ 酵 素 に は 結 合 す る こ と が で き な い ） に カ ッ
プ リ ン グ さ れ た も の か ら な る 。 こ の 結 合 物 質 の 凝 集 は 、 酵 素 前 駆 体 が （ 例 え ば 、 触 媒 量 の
活 性 酵 素 の 存 在 に よ り ） そ の プ ロ ペ プ チ ド の 切 断 に よ っ て 活 性 化 さ れ な い 限 り 、 決 し て 起
こ ら な い 。 活 性 化 さ れ た 酵 素 は そ の 後 、 他 の 結 合 物 質 の プ ロ 酵 素 を 活 性 化 す る と と も に 、
結 合 物 質 の 抗 体 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 活 性 化 お よ び 凝 集 の 連 鎖 反 応
が 開 始 さ れ る 。 好 適 な プ ロ 酵 素 と し て キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 選 択 的 に 切 断 可 能 な 基 を 、 例 え ば 、 UV、 赤 外 線 、 Ｘ 線 も し く は
可 視 光 線 な ど の 照 射 に よ り 切 断 す る こ と が で き る 。 レ ー ザ ー 照 射 は 、 そ の 照 射 を 極 め て 厳
密 に 制 御 で き る こ と か ら 、 特 に 治 療 方 法 に 適 し て い る 。 従 っ て 、 レ ー ザ ー を 用 い て 、 周 囲
の 健 康 な 組 織 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 罹 患 組 織 （ 例 え ば 、 腫 瘍 ） の 部 位 だ け に 照 射 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ の よ う に 、 結 合 メ ン バ ー ／ パ ー ト ナ ー を マ ス キ ン グ す る こ と に よ っ て 、 そ の 相 補 的 結
合 部 分 と の 相 互 作 用 を 光 切 断 性 部 分 に よ り 阻 止 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 光 切 断 性 部
分 は 当 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 ヒ ド ロ キ シ ま た は ア ミ ノ 残 基 と 結 合 す る 適 切 な 試 薬 を
用 い て 、 タ ン パ ク 質 結 合 物 質 を 好 適 に 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ホ ス ゲ ン 、 ジ
ホ ス ゲ ン も し く は DCCI（ ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ） を 用 い て 、 多 種 の ア ル コ ー ル
か ら 光 切 断 性 エ ス テ ル 、 ア ミ ド 、 カ ー ボ ネ ー ト な ど を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、
ニ ト ロ フ ェ ニ ル 誘 導 体 を 用 い て も よ い 。 ニ ト ロ フ ェ ニ ル メ チ ル ア ル コ ー ル 、 1-ニ ト ロ フ ェ
ニ ル エ タ ン -1-オ ー ル の よ う な 置 換 さ れ た ア リ ー ル ア ル カ ノ ー ル 、 な ら び に 置 換 さ れ た 類
似 体 を 用 い る 。 Thompsonら （ Biochem. Biophys. Res. Com. 201, 1213-1219（ 1994） お よ
び Biochem. Soc. Trans. 225S, 23 (1995)） は 、 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-エ チ ル （ NPE） 部
分 の 付 加 に よ る タ ン パ ク 質 機 能 の 可 逆 的 阻 害 を 記 載 し て い る 。 更 な る 光 切 断 性 部 分 も 、 例
え ば 、 Biological Applications of Photochemical Switches, H. Morrison (編 ), Bioor
ganic Photochemistry Series, 第 ２ 巻 、 J. Wiley & Sons（ 特 に 第 １ 章 、 第 ４ 節 、 第 34～

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-524105 A 2007.8.23

マ ス キ ン グ お よ び 活 性 化 機 構



50頁 を 参 照 の こ と ） か ら 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 そ の 他 の 好 適 な 光 切 断 性 部 分 と し て 、 以
下 の も の が 挙 げ ら れ る ： 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )ジ ア ゾ エ タ ン （ L. Bedouetら 、 Recovery o
f the oxidative activity of caged bovine haemoglobin after UV photolysis, BBRC,3
20 (2004) 939-944） 、 2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル グ リ シ ン （ M. Endoら 、 Design and synthesis o
f photochemically controllable caspase-3, Angew. Chem. Int. 編  2004, 43, 5643-56
45） 、 6-ニ ト ロ ベ ラ ト リ ル （ M. Endoら 、 Design and synthesis of photochemically con
trollable restriction endonumclease BamHI by manipulation of the salt-bridge net
work in the dimmer interface, J. Org. Chem, 2004, 69, 4292-4289） 、 o-ニ ト ロ ベ ン
ジ ル お よ び 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ナ シ ル 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 マ ス ク は 結 合 物 質 の 立 体 配 座 の 変 化 に よ り 除 去 す る こ と も で き る 。 こ れ
は 、 結 合 メ ン バ ー が 結 合 す る こ と の で き る 結 合 物 質 の 新 し い 立 体 配 座 を 形 成 し た り 、 前 も
っ て （ 例 え ば 、 立 体 的 に ） マ ス キ ン グ ま た は 遮 蔽 さ れ た 結 合 物 質 の 一 部 を 露 出 さ せ た り す
る 。 か く し て 、 マ ス ク が 結 合 物 質 の 立 体 配 座 の 変 化 に よ り 逆 転 さ れ 、 そ れ に よ り 、 上 記 結
合 メ ン バ ー ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー が 露 出 さ れ る 。 立 体 配 座 の 変 化 は 、 別 の 活 性 化 方 法 と 一
緒 に 、 ま た は そ の 結 果 と し て 起 こ り う る 。 例 え ば 、 前 述 し た プ ロ 酵 素 の 例 で は 、 抗 体 が 、
プ ロ ペ プ チ ド の 切 断 で の み 生 じ た 特 定 の 立 体 配 座 を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 相 補 的 核 酸 配 列 を 結 合 部 分 と し て 用 い て も よ い 。 結 合 部 分 と し て ２ つ の 相 補 的 配 列 を 含
む 分 子 は 、 他 の そ の よ う な 分 子 と 相 互 作 用 し な い よ う に 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め 、 両
方 の 分 子 が こ の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り マ ス キ ン グ さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ の
分 子 は 線 状 （ こ の 場 合 、 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ヘ ア ピ ン 構 造 を 形 成 す る ） で も 、
閉 じ た ル ー プ の 形 状 を し て い て も よ い 。 こ の 系 の 温 度 が ヘ ア ピ ン 型 二 重 ら せ ん の 融 解 温 度
を 超 え る と 、 ヘ ア ピ ン は 融 解 し 、 溶 解 状 態 の 遊 離 の 線 状 核 酸 分 子 を も た ら す 。 温 度 が 下 が
る に つ れ 、 別 の 分 子 か ら の 配 列 が 互 い に 対 合 し て 、 複 合 体 を 形 成 す る 。 相 補 的 配 列 は 、 ど
の よ う な 所 望 の 配 列 を 有 す る こ と も で き る が 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 系 （ 例 え ば 、 ポ リ
(A)と ポ リ (T)、 ま た は ポ リ (G)と ポ リ (C)） は 特 に 望 ま し い 。 適 切 な 長 さ の リ ン カ ー 配 列 に
よ り 相 補 的 配 列 を 分 離 す る こ と も で き る 。 特 に リ ン カ ー 配 列 で 、 エ フ ェ ク タ ー 部 分 を 分 子
に 結 合 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 結 合 物 質 は 、 DNA、 RNAも し く は 、 改 変 型 バ ッ ク ボ ー ン を
有 す る 好 適 な 核 酸 類 似 体 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 核 酸 （ PNA） ） か ら な る も の で よ い 。 典 型
的 に は 、 各 相 補 的 配 列 は 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る が 、 意 図 す る 用 途 に 応 じ
て 任 意 の 長 さ が 好 適 と な り う る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　
　 前 述 し た よ う に 、 エ フ ェ ク タ ー の 種 類 お よ び 正 体 は 、 結 合 物 質 の 意 図 す る 用 途 に 応 じ て
変 わ っ て く る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 記 載 し た 方 法 お よ び 結 合 物 質 の 用 途 に は 、 シ グ ナ ル 発 生 お よ び 増 幅 が 含 ま れ る 。 こ れ は
、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 の 存 在 ま た は 濃 度 を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ に お い て 特 に 有 用 で あ
る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 一 般 的 に 、 他 の 分 子 に 優 先 し て 目 的 の 被 検 体 と 特 異 的 に 結
合 す る こ と が で き る 結 合 部 位 を 有 す る 物 質 を 用 い る 。 そ の よ う な 物 質 の 例 と し て 、 目 的 の
被 検 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 、 受 容 体 お よ び そ の 他 の 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
通 常 、 こ れ ら の 物 質 を 固 相 支 持 体 上 に （ 例 え ば 、 一 定 の 間 隔 を お い た 位 置 に ） 固 定 化 し て
、 ア ッ セ イ で そ れ ら を 操 作 し や す く す る の が 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 一 般 に 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 が 関 連 物 質 に 結 合 で き る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 、 サ ン プ ル
を 結 合 物 質 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 次 に 、 結 合 物 質 の 結 合 部 位 の 占 有 率 を 、 被 検 体 を 直 接 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る か 、 も し
く は 展 開 剤 を 用 い る か の い ず れ か に よ り 測 定 し 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 の 存 在 ま た は 量 の 指

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-524105 A 2007.8.23

エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー



標 と す る 。 典 型 的 に は 、 展 開 剤 を （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 も し く は ホ ー ス ラ デ
ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 標 識 で ） 直 接 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と に よ り
、 当 分 野 で は 周 知 の 方 法 を 用 い て そ れ ら を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 直 接 標 識 さ れ た 展 開 剤 は 、 こ の 物 質 と 会 合 ま た は 結 合 さ れ た 標 識 を 有 す る 。 間 接 的 に 標
識 さ れ た 展 開 剤 は 、 標 識 さ れ た 種 （ 例 え ば 、 展 開 剤 に 結 合 す る こ と が で き る 標 識 抗 体 ） と
結 合 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 、 検 出 可 能 な 結 果 を 生 み 出 す 別 の 種 に 作 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ う し て 、 放 射 性 標 識 は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 管 ま た は そ の 他 の 放 射 線 計 数 装 置 を 用 い
て 、 蛍 光 標 識 は レ ー ザ ー お よ び 共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 、 ま た 酵 素 標 識 は 基 質 へ の 酵 素 標 識
の 作 用 （ 典 型 的 に は 、 色 の 変 化 を 生 じ る ） に よ り 、 そ れ ぞ れ 検 出 す る こ と が で き る 。 別 の
実 施 形 態 で は 、 展 開 剤 ま た は 被 検 体 は 、 そ の 検 出 が 可 能 に な る よ う に タ グ 付 け さ れ る が 、
例 え ば 、 被 検 体 を 検 出 す る た め に PCR反 応 で 増 幅 し う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 連 結 さ れ る 。
そ の 他 の 標 識 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 以 下 に 述 べ る 。 展 開 剤 は 、 競 合 的 方 法 で 用 い る こ
と が で き 、 そ の 際 、 展 開 剤 は 、 結 合 物 質 の 占 有 さ れ た 結 合 部 位 に つ い て 被 検 体 と 競 合 す る
。 あ る い は 、 非 競 合 的 方 法 で も 展 開 剤 を 用 い る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 標 識 さ れ た 展 開 剤
は 、 結 合 物 質 が 結 合 し た 被 検 体 と 、 ま た は 占 有 さ れ た 結 合 部 位 に 結 合 す る 。 両 方 法 と も 、
被 検 体 が 占 め る 結 合 部 位 の 数 を 示 す こ と か ら 、 例 え ば 、 既 知 濃 度 の 被 検 体 を 含 む サ ン プ ル
を 用 い て 得 ら れ た 標 準 と の 比 較 に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 被 検 体 の 濃 度 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 、 診 断 分 野 で も 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 小 型 化 の 傾 向 が 進 ん で お り 、 例 え ば 、 結 合
物 質 （ 抗 体 ま た は 核 酸 配 列 な ど ） は 、 固 相 支 持 体 ま た は 診 断 チ ッ プ 上 の 小 さ な 個 別 の 位 置
（ マ イ ク ロ ス ポ ッ ト ） に 、 お よ び ／ ま た は ア レ イ と し て 、 固 定 化 し て 用 い ら れ る 。 こ れ ら
の 手 法 は 、 （ 特 に 、 蛍 光 標 識 し た 試 薬 の 使 用 に よ り ） 高 い 感 度 を 提 供 し 、 試 験 し よ う と す
る 個 体 か ら ご く 少 量 の 生 物 サ ン プ ル し か 必 要 と せ ず 、 し か も 、 多 様 な 個 別 の ア ッ セ イ を 同
時 に 実 施 す る の を 可 能 に す る た め 、 極 め て 価 値 が あ る 。 こ の 後 者 の 利 点 は 、 単 一 サ ン プ ル
を 用 い て 、 複 数 の 被 検 体 を 使 用 す る ア ッ セ イ の 実 施 を 可 能 に す る こ と か ら 、 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。 こ の 小 型 化 技 術 を 可 能 に す る 技 法 の 例 が 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： WO
84/01031、 WO88/1058、 WO89/01157、 WO93/8472、 WO95/18376/ WO95/18377、 WO95/24649お
よ び EP 0 373 203。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 、 組 成 物 お よ び 結 合 物 質 は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ で シ グ ナ ル を 得 る た め に
、 ま た は こ の よ う な ア ッ セ イ で 得 ら れ た シ グ ナ ル を 増 加 ま た は 増 幅 す る た め に 、 様 々 な 方
法 で 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 適 用 は 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 典 型 的 に は 、 シ グ ナ ル を 発 生 ま た は 増 幅 す る 目 的 で （ 例 え ば 、 ア ッ セ イ お よ び 診 断 用 途
で ） 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 標 識 分 子 （ 例 え ば 、 放 射 性 、 蛍 光 、 化 学 発 光 も し く は 酵 素 標 識 ）
の よ う な シ グ ナ ル 発 生 手 段 を 含 み 、 そ の 結 果 、 そ れ は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 検 出 さ れ 得 る
。 あ る い は 、 結 合 物 質 は 別 の 標 識 種 （ 例 え ば 、 結 合 物 質 に 結 合 す る こ と が で き る 標 識 抗 体
） を 介 し て 間 接 的 に 標 識 し て も よ く 、 そ の 場 合 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 そ の 別 の 標 識 種 が 相 互
作 用 す る 結 合 物 質 の 一 部 と し て み る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 同 じ 系 に お け る 結 合 物 質 の 異 な る 集 団 が 、 様 々 な 標 識 分 子 を 含 有 し て も よ い 。 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 こ れ ら の 様 々 な 標 識 分 子 は 、 そ の 結 合 物 質 が 凝 集 す る と き 相 互 作 用 し て 、
非 凝 集 結 合 分 子 上 の 個 々 の 標 識 が 生 じ る シ グ ナ ル と は 別 の シ グ ナ ル を 発 生 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Nature Publishing Group（ 2001） に よ り 刊 行 さ れ た The Immunoassay Handbook（ 第 ２
版 ） D Wild編 に 記 載 さ れ る シ グ ナ ル 発 生 方 法 が 特 に 適 し て い る 。 特 定 の 用 途 と し て 、 第 11
章 （ E. F. Ullman） に 記 載 さ れ た 均 一 系 が 挙 げ ら れ る 。 シ ン チ レ ー シ ョ ン 近 接 ア ッ セ イ （
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SPA） （ 例 え ば 、 弱 い α ま た は β 線 エ ミ ッ タ － お よ び 発 蛍 光 団 を 用 い る ） お よ び 酵 素 チ ャ
ネ リ ン グ （ 例 え ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い る ） は 、 記 載
し た 方 法 で 用 い る た め の 特 に 魅 力 的 な 系 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 で は 、 結 合 物 質 を 検 出
系 の 相 補 的 成 分 で 標 識 す る こ と に よ り 、 こ れ ら が 凝 集 す る と き に は 、 ２ つ の 成 分 が 互 い に
十 分 に 接 近 し て 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る が 、 活 性 化 前 の 溶 解 状 態 で は 、 こ の よ う
な 会 合 が 起 こ ら ず 、 従 っ て 、 シ グ ナ ル も 発 生 し な い よ う に す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 ま し い 酵 素 標 識 は 、 基 質 に 作 用 し て 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ る こ と が で き る も の で あ る
。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 変 化 は 分 光 測 光 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 色
の 変 化 で あ る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ は 、 こ の
よ う な 酵 素 の よ く 知 ら れ た 例 で あ る が 、 当 業 者 で あ れ ば 他 に も 同 様 に 好 適 な 例 が 考 え ら れ
る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 結 合 物 質 は 、 例 え ば 患 者 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 in viv
oで 実 施 す る 診 断 方 法 で シ グ ナ ル を 発 生 ま た は 増 幅 す る 際 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 腫 瘍 が 存 在 す れ ば そ の 腫 瘍 に 結 合 さ せ る た め に 、 腫 瘍 特 異 的 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る
。 抗 体 と 結 合 し た 酵 素 は 、 本 発 明 の 標 識 結 合 物 質 を 活 性 化 す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て
腫 瘍 部 位 で 検 出 可 能 な シ グ ナ ル の 局 在 化 を 達 成 し う る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 治 療 用 途 に は 別 の タ イ プ の エ フ ェ ク タ ー が 有 用 で あ る 。 こ の エ フ ェ ク タ ー は 、 所 望 の 部
位 に 結 合 物 質 を 局 在 化 す る 際 に あ る 役 割 を 果 た し 、 か つ ／ ま た は 、 特 定 の 生 物 学 的 エ フ ェ
ク タ ー 機 能 を 活 性 化 す る た め の 役 割 を 担 っ て い る 。 結 合 物 質 は 、 ２ つ 以 上 の 同 種 ま た は 異
種 い ず れ の エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 具 体 的 用 途 に 応 じ て 、 あ ら ゆ る 生 物 学 的 活 性 分 子 が エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー と し て 有 用 と
な り う る 。 こ れ ら に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： シ グ ナ ル 伝 達 分 子 お よ び 細 胞 応 答 を 誘 発
す る こ と が で き る 他 の 分 子 、 例 え ば 、 細 胞 表 面 受 容 体 の リ ガ ン ド （ 例 ： ホ ル モ ン 、 成 長 因
子 、 サ イ ト カ イ ン な ど ） ； 結 合 機 能 性 を 有 す る 分 子 、 例 え ば 、 抗 体 、 レ ク チ ン 、 前 記 の よ
う な リ ガ ン ド の 受 容 体 、 共 受 容 体 な ど ； な ら び に 、 他 の 生 物 学 的 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す
る 分 子 、 例 え ば 、 酵 素 な ど 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な エ フ ェ ク タ ー を 含 む 結 合 物 質 が 、 所 与 の 刺 激 に 応 答 し て 凝 集 し 、
急 速 に 刺 激 地 点 で エ フ ェ ク タ ー の 密 度 を 高 め る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 細 胞 表 面 受 容 体 と 結 合 す る こ と が で き る 分 子 を エ フ ェ ク タ ー と し て 用 い る こ と に よ り 、
こ れ ら の 細 胞 か ら 特 定 の 応 答 を 引 き 出 す こ と も で き る 。 例 え ば 、 免 疫 細 胞 の 表 面 上 の 受 容
体 を 架 橋 さ せ る こ と に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 を 活 性 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 免
疫 系 の 細 胞 に 結 合 し 、 任 意 に こ れ を 活 性 化 す る こ と が で き る エ フ ェ ク タ ー が 特 に 好 ま し い
。 以 下 に 挙 げ る 例 で は 、 抗 CD3抗 体 を 用 い て 、 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 し 、 こ れ ら を 刺 激 し て 増 殖
さ せ 、 IL-2の よ う な 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 さ せ る こ と を 記 載 し て い る 。 こ れ ら の 抗
体 が 溶 解 状 態 の 個 別 の 形 態 で あ る と き に は 、 遊 離 し た 個 々 の 抗 体 が も た ら す 細 胞 表 面 受 容
体 の 架 橋 の 範 囲 が 限 ら れ る た め 、 Ｔ 細 胞 へ の 作 用 は 一 般 に ほ と ん ど な い か 、 ま た は 全 く な
い 。 し か し 、 本 発 明 の 結 合 物 質 の 一 部 と し て 用 い る 場 合 に は 、 こ れ ら の 物 質 を 用 い て 、 身
体 の 特 定 の 部 位 で 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 別 の エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー と し て 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 化 す る こ と が で き る 酵 素 が あ る
。 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 特 に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い て 、 リ ン 酸 化 プ ロ ド ラ ッ グ を さ ら
に 細 胞 傷 害 性 の 脱 リ ン 酸 化 形 態 に 変 換 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 エ ト ポ シ ド 、 リ
ン 酸 マ イ ト マ イ シ ン ン お よ び リ ン 酸 ド キ ソ ル ビ シ ン を 脱 リ ン 酸 化 し て 、 そ れ ぞ れ エ ト ポ シ
ド 、 マ イ ト マ イ シ ン ン お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン を 得 る こ と が で き る 。 薬 物 分 子 を 不 活 性 化 す
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る た め に グ ル タ ミ ン 酸 残 基 が 用 い ら れ て い る プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 化 す る に は 、 カ ル ボ キ シ
ペ プ チ ダ ー ゼ 、 特 に G2を 用 い る 。 β グ ル コ シ ダ ー ゼ を 用 い て 、 ア ミ グ ダ リ ン か ら シ ア ニ ド
を 生 成 す る こ と が で き る 。 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ お よ び セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ ー ゼ の よ う な β ラ ク タ
マ ー ゼ を 用 い て 、 プ ロ ド ラ ッ グ （ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン に 連 結 さ れ た 薬 物 を 含 む ） の β ラ ク タ
ム 環 を 加 水 分 解 す る こ と に よ り ビ ン ブ ラ ス チ ン ま た は DAVLBHYDを 生 成 す る こ と が で き る 。
ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ （ 例 え ば 、 フ ェ ノ キ シ メ チ ル ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ ） の よ う な ア ミ
ダ ー ゼ を 用 い て 、 そ の ア セ ト ア ミ ド （ 例 え ば 、 フ ォ ノ キ シ ア セ ト ア ミ ド ） 誘 導 体 か ら メ ル
フ ァ ラ ン ま た は ド キ ソ ル ビ シ ン を 生 成 す る こ と が で き る 。 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は 、 S-フ
ル オ ロ シ チ シ ン を 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 変 換 す る こ と が で き る 。 ニ ト ロ レ ダ ク タ ー ゼ （ 例
え ば 、 大 腸 菌 由 来 ） を 用 い て 、 CB 1954を 活 性 ア ル キ ル 化 剤 に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 結 合 物 質 お よ び プ ロ ド ラ ッ グ は 被 検 者 に 別 々 に ま た は 一 緒 に 投 与 す る こ と が で き 、 そ の
際 、 薬 物 の 活 性 化 を 所 望 の 部 位 で の み 起 こ す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 あ る い は 、 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー と し て 薬 物 分 子 自 体 を 用 い る か 、 ま た は 薬 物 に 対 し 特
定 の 親 和 性 を 有 す る エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー （ 例 え ば 、 薬 物 に 対 す る 抗 体 ） を 用 い る こ と に
よ り 、 特 定 部 位 で の 薬 物 の 濃 度 を 高 め る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 血 小 板 の 表 面 に あ る 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る エ フ ェ ク タ ー は 、 血 餅 形 成 が 望 ま し い
部 位 で 血 小 板 凝 集 お よ び 血 栓 形 成 を 促 進 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 感 染 性 病 原 体 に 結 合 す る こ と が で き る エ フ ェ ク タ ー は 、 こ れ ら 病 原 体 の 凝 集 を 引 き 起 こ
し 、 こ れ に よ り 、 感 染 性 病 原 体 の 毒 性 、 感 染 性 も し く は 病 原 性 を 低 減 さ せ る か 、 ま た は 免
疫 系 に よ る 感 染 性 病 原 体 の ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 高 め る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 標 的 細 胞 に 結 合 す る こ と が で き る エ フ ェ ク タ ー は 、 １ 以 上 の 結 合 物 質 を そ の 細 胞 型 に 局
在 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な エ フ ェ ク タ ー を 用 い て 、 既 述 し た 治
療 エ フ ェ ク タ ー を 含 む 結 合 物 質 を 標 的 細 胞 型 に 局 在 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 と し て 、 腫
瘍 特 異 的 抗 原 ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の よ う な 寄 生 体 抗 原 に 対 し て 誘 導 さ れ た 結 合 物 質
（ 例 え ば 、 抗 体 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 結 合 物 質 を 用 い て 、 組 織 の 遺 伝 子 工 学 的 操 作 の た め の 足 場 を 形 成 す る こ と も で
き る 。 こ れ は 、 １ 種 以 上 の 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る こ と が
で き る エ フ ェ ク タ ー を 用 い て 、 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 結 合 物 質 を ア ン マ ス キ ン グ し 、 活 性 化 を 誘 発 す る の に 必 要 な 刺 激 の 種 類 に よ っ て 、 凝 集
が 起 こ る 場 所 お よ び 時 間 が 左 右 さ れ る 。 例 え ば 、 光 活 性 化 可 能 な 結 合 物 質 は 、 レ ー ザ ー 照
射 の 局 部 適 用 に よ り 凝 集 す る よ う 誘 発 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ
に よ り 活 性 化 可 能 な 結 合 物 質 は 、 該 酵 素 を 分 泌 す る 転 移 性 腫 瘍 付 近 で 活 性 化 す る こ と が 可
能 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 被 検 者 に 結 合 物 質 を 投 与 し た 後 、 い か な る 外 部 刺 激 も 加 え る 必 要
が な い が 、 免 疫 系 の 活 性 化 は 疾 患 部 位 で し か 起 こ ら な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ま た 、 エ フ ェ ク タ ー メ ン バ ー は ま た 、 凝 集 を 引 き 起 こ す 結 合 部 分 の １ つ を 含 み う る こ と
が 理 解 さ れ よ う 。 従 っ て 、 エ フ ェ ク タ ー が フ ル オ レ セ イ ン の よ う な 標 識 部 分 で あ る と き 、
フ ル オ レ セ イ ン は 一 方 の 結 合 部 分 と し て 作 用 す る こ と が で き 、 他 方 は 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗
体 で あ る 。 エ フ ェ ク タ ー が 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な シ グ ナ ル 発 生 酵 素 で あ る 場
合 に は 、 結 合 部 分 の 一 方 は 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抗 体 で あ り 、 他 方 は 抗 体 が 結 合 す る
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の エ ピ ト ー プ で あ る 。 一 般 に 、 エ フ ェ ク タ ー は 、 他 の 結 合 部 分 と
結 合 し て い て も 、 ま だ そ の エ フ ェ ク タ ー 機 能 （ 例 え ば 、 蛍 光 ま た は 触 媒 活 性 ） を 果 た す こ
と が で き る こ と が 望 ま し い 。
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【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ６ 】

　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 は 、 そ れ が 免 疫 学 的 に 反 応 す る １ 以 上 の ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 分 子 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と が で き る 。 抗 原 結 合 部 位 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の い ず れ か 、 も し く は 両 方 を 、 例 え ば 光 切 断 性 部 分 で コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ
り 、 マ ス キ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の よ う な 試 薬 は 、 Thompsonら （ 前 記 参 照 ） に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 体 を 、 例 え ば
NPEで コ ー テ ィ ン グ （ マ ス キ ン グ ） し 、 次 に 当 業 者 に は 周 知 の 通 常 の カ ッ プ リ ン グ 方 法 を
用 い て 、 こ れ を ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と
が で き る 。 こ の 試 薬 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） に カ ッ プ リ ン グ さ れ た 第 ２ 抗 体 を
用 い る ELISAの よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ で の 使 用 が 考 え ら れ る 。 第 ２ 抗 体 の 結 合 後 に AP基 質
を 添 加 す る こ と に よ り ア ッ セ イ を 展 開 さ せ る 代 わ り に 、 前 記 結 合 物 質 を 、 そ れ が 活 性 化 さ
れ な い 条 件 下 で 添 加 す る 。 例 え ば 、 NPEを コ ー テ ィ ン グ 試 薬 と し て 用 い る 場 合 に は 、 単 純
に 試 薬 を 強 力 な UV照 射 か ら 遠 ざ け る だ け で 、 こ れ を 不 活 性 に 維 持 す る こ と が で き る 。 一 般
に 試 薬 を 暗 所 で 用 い る 必 要 は な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 結 合 物 質 は 、 照 射 に よ り 活 性 化 さ れ る ま で 、 固 定 化 APと も 、 互 い と も 結 合 す る こ と が で
き な い 。 照 射 後 、 こ れ は 固 定 化 AP上 に 凝 集 す る 。 こ れ に よ っ て 、 結 合 さ れ た 各 第 ２ 抗 体 に
固 定 化 さ れ た APの 量 が 大 幅 に 増 加 し 、 発 色 基 質 の 添 加 に よ り ア ッ セ イ を 展 開 す る と 、 得 ら
れ る シ グ ナ ル が 大 幅 に 増 加 す る 。 こ れ は 従 来 の ア ッ セ イ に 比 し て い く つ か の 利 点 を も た ら
し 、 例 え ば 、 展 開 時 間 の 短 縮 な ら び に シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 の 増 加 な ど が 達 成 さ れ る 。 こ の
種 の 試 薬 の 使 用 は 、 ス モ ー ル ス ケ ー ル の ア ッ セ イ 系 （ 例 え ば 、 ミ ク ロ ま た は ナ ノ ス ケ ー ル
の ア レ イ 系 ） を 用 い る 場 合 に 、 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が NPEで コ ー テ ィ ン グ さ れ た 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抗 体 に
結 合 さ れ て い る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Biogenesis） を 、 0.1M NaClを 含 む 0.1Mリ ン 酸 塩 pH7.5に 対 し
て 透 析 し た 。 そ の 最 終 濃 度 は 0.92mg/mlで あ っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を Zymedか ら 入 手 し た 。 ４ mlの バ ッ フ ァ ー 中 の ２ mgの 該 抗 体
を 0.1M重 炭 酸 塩 に 対 し て 透 析 し た 。 そ の 最 終 容 量 は 4.5mlで あ っ た 。 1.5mlを 対 照 と し て 保
持 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 NPE（ 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )エ タ ノ ー ル )（ 11mg） を 、 5.2μ lの ピ リ ジ ン 触 媒 の 存 在 下 に
250μ lの 乾 燥 ジ オ キ サ ン 中 で 7.8μ lの ジ ホ ス ゲ ン と 反 応 さ せ た 。 白 色 の 沈 殿 物 が 直 ち に 形
成 さ れ 、 そ の 後 、 こ の 混 合 物 を 15分 間 放 置 し て か ら 、 未 反 応 物 質 を 窒 素 流 下 で 蒸 発 さ せ た
。 塩 化 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル )エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル を 250μ lの ジ オ キ サ ン 中 に 再 懸 濁 さ せ
て 使 用 に 供 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 10μ lの 塩 化 カ ル ボ ニ ル （ NPE-COCl） 生 成 物 を 抗 体 の 2× 1.5mlア リ コ ー ト に 添 加 し 、 ４
時 間 放 置 し た 。 次 に 、 こ の 溶 液 を 50mMリ ン 酸 塩 pH7.5に 対 し て 一 晩 透 析 し て か ら 、 微 量 遠
心 機 に お い て 13Kで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 NPE-抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 最 終 濃 度 は 0.2
6mg/mlで あ っ た 。 OD 0.398（ 抗 体 分 子 １ 個 当 た り 平 均 7.2残 基 の NPEを 示 す ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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実 施 例 １
NPEで マ ス キ ン グ さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ － 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 作 製



　 二 官 能 価 架 橋 剤 で あ る 3-(2-ピ リ ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン 酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス
テ ル （ SPDP, Pierce） を 用 い て 、 マ ス キ ン グ /コ ー テ ィ ン グ し た 抗 体 を ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 0.05Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー pH7.5中 の 各 々 １ mlの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 0.5mg/ml） お よ
び NPEコ ー テ ィ ン グ 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抗 体 （ 0.26mg/ml） を 個 別 に 、 60倍 モ ル 過 剰
量 の SPDP（ エ タ ノ ー ル 中 1.26mg/mlの SPDPを そ れ ぞ れ 60μ lお よ び 30μ l） を ２ 時 間 か け て
添 加 す る こ と に よ り 誘 導 体 化 し た 。 次 に 、 過 剰 の SPDPを P10脱 塩 カ ラ ム で 各 成 分 か ら 除 去
し た 。 SPDP-ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 、 100μ lの 0.5Mジ チ オ ト レ イ ト ー ル （ DTT） を 添 加
す る こ と に よ り 30分 間 還 元 し 、 過 剰 の DTTを 別 の P10カ ラ ム で 除 去 し た 。 還 元 し た SPDP-AP
を 直 ち に 非 還 元 SPDP誘 導 体 化 NPE-抗 AP抗 体 に 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を 20℃ で 一 晩 放 置 す る こ
と に よ り 架 橋 を 生 じ さ せ た 。 最 終 タ ン パ ク 質 濃 度 は 0.2mg/mlで あ っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 96ウ ェ ル Elisaプ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 100μ lの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ サ ン プ ル （ 重 炭
酸 塩 バ ッ フ ァ ー pH9.6中 に 0.01μ g/mlの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む ） を 入 れ 、 ４ ℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の プ レ ー ト を 100μ lの 0.5％ BSA（ コ
ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 ） で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を PBS-Tweenで ３ 回 洗
浄 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 100μ lの NPEコ ー テ ィ ン グ 抗 AP-APコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 0.01mg/ml） を ウ ェ ル に 添 加 し 、 こ
れ ら に ０ 、 ２ 、 ５ お よ び 10分 間 UV照 射 し た 。 さ ら に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー
ト を 洗 浄 し 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 基 質 を 添 加 し た 。 発 色 を OD 405nmで モ ニ タ リ ン グ し
た 。 UV照 射 後 、 サ ン プ ル の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 検 出 が ６ 倍 以 上 増 加 し た 。 結 果 を 以
下 の 表 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】

　 ビ オ チ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が NPEで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ア ビ ジ ン に 連 結 さ れ て
い る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 濃 度 が １ mg/mlの ア ビ ジ ン （ 卵 白 由 来 、 Sigma Chemical Co Ltd） を 0.1M重 炭 酸 塩 pH8.3
に 対 し て ５ 時 間 透 析 し た 。 そ の 間 に 容 量 が 1.5mlま で 増 加 し た 。 0.5mlを 対 照 と し て 取 っ て
お い た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 NPE-COClを 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 調 製 し た 。 50Lの NPE-COClを 残 っ た １ mlの ア ビ ジ
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NPEに よ る ア ビ ジ ン の コ ー テ ィ ン グ



ン に 添 加 し 、 ５ 時 間 ゆ っ く り と 回 転 さ せ た 。 次 に 、 0.9％ NaClを 含 む 10mMリ ン 酸 塩 pH7.4に
対 し て こ れ を 透 析 し 、 続 い て 微 量 遠 心 機 に お い て 13Kで 10分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、
透 明 な 上 清 を 得 た 。 得 ら れ た NPEコ ー テ ィ ン グ ア ビ ジ ン は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 が 0.17mg/mlで
あ り 、 ア ビ ジ ン 分 子 １ 個 当 た り 28残 基 の NPEで コ ー テ ィ ン グ さ れ て い た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 10mgの ビ オ チ ン と 10mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHS） を 同 じ 試 験 管 に 計 り 分 け
、 500μ lの ジ オ キ サ ン を 添 加 す る 。 こ の 混 合 物 に 、 500μ lの ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ DMF
） 中 ８ mgの 1,3-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ DCC） を 添 加 す る 。 次 に こ の 溶 液 を 2.5
時 間 放 置 し て 反 応 さ せ 、 活 性 化 NHS-ビ オ チ ン エ ス テ ル を 形 成 さ せ る 。 100μ lの NHS-ビ オ チ
ン 溶 液 を ２ mlの １ mg/ml AP（ 0.1M重 炭 酸 塩 中 ） に 添 加 し 、 一 晩 放 置 す る こ と に よ り 反 応 さ
せ た 。 遠 心 分 離 （ 13Kで 10分 ） お よ び 透 析 に よ り 未 結 合 ビ オ チ ン を 除 去 し た 後 、 ビ オ チ ン
に よ る APの コ ー テ ィ ン グ を 電 気 泳 動 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 次 に 、 10μ gの NPEコ ー テ ィ ン グ ア ビ ジ ン と 50μ gの AP-ビ オ チ ン を 混 合 す る こ と に よ り 、
NPEで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ オ チ ン -AP-ア ビ ジ ン 複 合 体 を 作 製 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 100μ lの 0.0004μ g/mlア ビ ジ ン （ コ ー テ ィ ン グ バ
ッ フ ァ ー pH9.6中 ） で ４ ℃ に て 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ
ー ト を １ 時 間 ブ ロ ッ ク し （ コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 0.5％ BSA） 、 PBS-Tweenで ３ 回 洗 浄
し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 等 量 の 10μ g/mlア ビ ジ ン -NPEと 50μ g/mlビ オ チ ン -APを 混 合 す る こ と に よ り 、 最 終 濃 度 5
μ g/mlの ア ビ ジ ン -NPE/25μ g/mlビ オ チ ン -APの 複 合 体 を 得 た 。 こ の 複 合 体 10μ lを ア ビ ジ
ン コ ー テ ィ ン グ ELISAプ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト の 半 分 を 直 ち に ３ 分 間 UV
照 射 し て か ら 、 プ レ ー ト を ４ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル
リ ン 酸 基 質 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 後 、 発 色 を 405 nmで モ ニ タ リ ン グ し た 。 ア ビ ジ ン 検 出 の
約 ５ 倍 増 加 が 観 測 さ れ 、 20分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に は 、 非 照 射 ウ ェ ル の ODが 0.32で あ
っ た の に 対 し 、 照 射 ウ ェ ル の ODは 1.4で あ っ た 。 ODの バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 0.13を 両 方 の 値
か ら 差 し 引 く と 、 比 例 増 加 は さ ら に 大 き く な る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 サ ン プ ル ア ビ ジ ン 濃 度 　 　 　 非 照 射 　 　 　 　 照 射
　 　 　 　 　 0.4 pg／ ml　 　 　 　 　  0.19　 　 　 　  1.27
【 ０ １ ５ ７ 】

　 マ ウ ス 抗 CD3 IgGお よ び 抗 マ ウ ス IgG分 子 を 個 別 に NPEで コ ー テ ィ ン グ し た 後 、 互 い に コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 互 い と ま た は Ｔ 細 胞 と 結 合 す る こ と が
で き な い 。 し か し 、 照 射 に よ る 活 性 化 の 後 に は 、 抗 IgGお よ び 抗 CD3結 合 部 分 の 両 方 が 露 出
さ れ る 。 得 ら れ た 活 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 IgG－ 抗 IgG相 互 作 用 に よ り 、 溶 解 状 態 で 凝 集 し
、 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 抗 CD3部 位 の 極 め て 高 い 局 部 密 度 を も た ら す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の 試 薬 は 、 腫 瘍 の 近 傍 で Ｔ 細 胞 活 性 化 を 刺 激 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 治 療 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 腫 瘍 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 別 の エ フ ェ ク タ ー 部 分 を 介 し て 、 凝
集 体 を 腫 瘍 に 局 在 化 さ せ る こ と が で き る 。 多 数 の 変 形 が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 ２ つ の 抗 体
を 異 な る 光 活 性 化 性 部 分 で マ ス キ ン グ し て 、 異 な る 波 長 の 光 に よ り 、 別 個 に 凝 集 お よ び Ｔ
細 胞 刺 激 機 能 を 活 性 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は ま た 、 抗 体 の １ つ を 、 異 な る 刺
激 を 必 要 と す る 別 の 機 構 で マ ス キ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 腫 瘍 が 分 泌 す る こ
と が 知 ら れ る 酵 素 （ 例 え ば 、 メ タ ロ 酵 素 ） に よ り 切 断 可 能 な ペ プ チ ド に よ り 凝 集 を 阻 止 す
る こ と が で き る 。 次 に 、 こ の 酵 素 と 接 触 さ せ る と 凝 集 が 起 こ り 、 Ｔ 細 胞 刺 激 機 能 は 標 的 化
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照 射 に よ り 別 個 に 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 SPDPコ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 マ ウ ス 抗 CD3抗 体 OKT3を ア ビ ジ ン に 結 合 さ せ 、 得 ら れ
た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 以 下 の よ う に NPEで コ ー テ ィ ン グ す る ：
　 塩 化 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ NPE-COCl） を 調 製 す る た め に 、 250μ l
の ジ オ キ サ ン 中 に 11mgの NPE（ 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )エ タ ノ ー ル ） を 溶 解 し 、 続 い て 触 媒
と し て 5.6μ lの ピ リ ジ ン 、 次 に 7.8μ lの ジ ホ ス ゲ ン を 添 加 し て 塩 化 カ ル ボ ニ ル の 白 い 沈 殿
物 を 形 成 さ せ る 。 次 に 、 窒 素 に よ り 溶 剤 を 蒸 発 さ せ 、 白 色 の 固 体 を 250μ lの 新 鮮 な ジ オ キ
サ ン に 再 懸 濁 さ せ る 。 こ の 12μ lを 0.5mgの OKT3-ア ビ ジ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 添 加 し 、 ホ イ
ル で 包 み 、 回 転 撹 拌 機 上 で ２ 時 間 放 置 す る 。 生 成 物 を PBSに 対 し て 一 晩 透 析 し た 後 、 10,00
0rpmで 10分 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 凝 集 物 を 分 離 す る 。 次 に 、 NPEコ ー テ ィ ン グ コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 、 ア ビ ジ ン 結 合 能 力 （ ア ビ ジ ン が NPEで コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 状 態 で ） に 対
し 計 算 上 10倍 過 剰 量 の ビ オ チ ン に 暴 露 す る 。 過 剰 の ビ オ チ ン を 透 析 に よ り 除 去 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の ブ ロ ッ キ ン グ ス テ ッ プ の 後 、 通 常 の 方 法 （ 例 え ば 、 実 施 例 ２ に 記 載 の 方 法 ） に よ り
、 NPEコ ー テ ィ ン グ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を ビ オ チ ン 化 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 CD3を 発 現 す る CD4陽 性 Ｔ 細 胞 系 H9を ETCC（ European Tissue Culture Center） か ら 入 手
す る 。 こ れ ら の 細 胞 を RPMI培 地 お よ び 10％ ウ シ 胎 児 血 清 中 で コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培
養 し 、 約 10 6 細 胞 /mlの 懸 濁 液 を 取 得 す る 。 次 に 、 細 胞 を 1000 RPMで 5分 間 遠 心 分 離 し 、 も
と の 約 半 分 の 量 の 培 地 （ 前 も っ て OAW42細 胞 増 殖 に よ り 馴 ら し た 培 地 ） 中 に 再 懸 濁 さ せ る
。 約 300,000個 の 細 胞 を 含 む 150μ lア リ コ ー ト を 滅 菌 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ
ル に 入 れ る 。 試 験 し よ う と す る 30μ lの コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 濃 度 0.1mg/ml） を こ の 段 階 で H9
細 胞 に 添 加 す る 。 １ 系 列 に は UV光 線 を 照 射 し 、 １ 系 列 は 照 射 し な い で お く 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 UV-A光 線 へ の 暴 露 に よ り 照 射 し よ う と す る ウ ェ ル は 、 VL-206BL UV-Aラ ン プ （ ２ × 6W管
） を 用 い て 、 プ レ ー ト の プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー 越 し に 照 射 す る 。 次 に プ レ ー ト を 37℃ で ３ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 細 胞 を ウ ェ ル か ら エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 移 し 、 3,000 RPMで
２ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 細 胞 上 清 を デ カ ン ト し 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAキ ッ ト （ BD Bioscience
, OptEIA Human IL-2 Set） を 用 い て 、 IL-2レ ベ ル を 測 定 す る 。 そ の た め に 、 15.6pg/mlか
ら 1,000pg/mlの IL-2の 範 囲 に わ た っ て IL-2標 準 曲 線 を 予 め 取 得 し て お く 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ま た 、 照 射 を 行 う 、 お よ び 行 わ な い 比 較 実 験 お よ び 対 照 を 以 下 の よ う に 実 施 す る ：
（ １ ） 前 記 と 同 じ だ が 、 過 剰 の 遊 離 ビ オ チ ン （ 架 橋 を 阻 害 す る た め ） を 添 加 す る ；
（ ２ ） NPE-コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 添 加 し な い ；
（ ３ ） ビ オ チ ン 化 NPE-コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 代 わ り に 天 然 OKT3-ア ビ ジ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 添
加 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 光 線 を 照 射 し た ビ オ チ ン 化 NPE-コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 暴 露 し た 細 胞 か ら 得 ら れ た 上 清 に 、 優
れ た IL-2産 生 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 実 施 例 ３ の 代 替 法 と し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IgG抗 体 お よ び マ ウ ス 抗 CD3モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT3の 両 方 を 個 別 に 、 実 施 例 ３ と 同 様 に 塩 化 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )エ ト
キ シ カ ル ボ ニ ル を 用 い て 、 NPEで コ ー テ ィ ン グ す る 。 残 っ た 遊 離 の 非 コ ー テ ィ ン グ 抗 マ ウ
ス 抗 体 は 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 特 異 的 吸 着 に よ り 除 去 す る 。 次 に 、 コ ー テ ィ ン
グ 抗 体 を カ ッ プ リ ン グ さ せ て 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 し 、 未 結 合 抗 体 か ら 分 離 さ せ る 。 こ の
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実 施 例 ３
Ｔ 細 胞 活 性 化

実 施 例 ４
Ｔ 細 胞 活 性 化 ２



光 活 性 化 性 二 重 特 異 性 抗 体 を 実 施 例 ３ の NPE-OKT3-ア ビ ジ ン 構 築 物 の 代 わ り に 用 い て 、 Ｔ
細 胞 活 性 化 の 光 活 性 化 を 実 証 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 実 施 例 ４ に 記 載 し た 光 活 性 化 性 構 築 物 を 、 以 下 の よ う に in vivoＴ 細 胞 活 性 化 に 用 い る
こ と が で き る ：
　 M5076転 移 性 卵 巣 肉 腫 を BL6マ ウ ス に お い て 増 殖 さ せ る 。 こ の 腫 瘍 を 以 下 の よ う に 同 系 動
物 に 皮 下 移 植 す る 。 す な わ ち 、 腫 瘍 を 切 除 し 、 ハ ン ク ス 培 地 中 で 可 能 な 限 り 微 細 に 切 断 し
て 濃 厚 な 懸 濁 液 を 得 、 そ の 400μ lを 400μ lの 前 記 構 築 物 （ ハ ン ク ス 培 地 中 50μ g/ml） と 混
合 す る 。 そ の 後 、 試 験 動 物 の 側 腹 部 に 皮 下 注 射 す る 。 別 の グ ル ー プ に は 、 構 築 物 を 添 加 し
て い な い 腫 瘍 だ け を 投 与 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 各 グ ル ー プ を ２ つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 け る 。 １ つ の サ ブ グ ル ー プ に は そ れ 以 上 操 作 を 行
な わ な い が 、 第 ２ サ ブ グ ル ー プ に は 、 皮 下 注 射 し た 周 辺 の 皮 膚 に UV-A光 線 を 照 射 す る （ VL
-206BL UV-Aラ ン プ （ ２ × 6W管 ） 、 １ cmの 距 離 で 約 16mW/cm 2 の 総 UV-A照 射 ） 。 何 週 間 か 経
過 す る と 、 構 築 物 を 投 与 さ れ 照 射 を 受 け た サ ブ グ ル ー プ で は 腫 瘍 増 殖 が 阻 害 さ れ て い る こ
と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 キ モ ト リ プ シ ン を キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン か ら 切 断 し た と き に キ モ ト リ プ シ ン に 出 現 す る
切 断 部 位 に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は キ モ ト リ プ
シ ノ ー ゲ ン 自 体 と は 反 応 し な い は ず で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 マ ウ ス を キ モ ト リ プ シ ン で 免 疫 し 、 通 常 の 方 法 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 キ モ
ト リ プ シ ン に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る が 、 キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン に 対 す る 抗 体 は 産 生 し な い
も の に つ い て 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ れ は 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を キ モ ト リ プ シ ン ま た は キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン の い ず れ か で コ ー テ ィ
ン グ し 、 候 補 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 培 養 液 を 添 加 し 、 結 合 を 生 じ さ せ 、 そ の 後 第 ２ 標 識 検 出
抗 体 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 す る 。 第 ２ 検 出 抗 体 の 著 し く 大 き な 結 合 を 与 え る 培 養 液 を
も た ら す 候 補 を さ ら に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 増 殖 さ せ て 、 有 用 な 量 の 抗 体
を 産 生 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の 抗 体 を キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と に よ り 、 例 え ば イ ム ノ ア
ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 「 二 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 を 形 成 さ せ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 「 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 は 、 検 出 抗 体 （ イ ム ノ ア ッ セ イ で 検 出 し よ う と す る 抗 原 に 対 し
て 誘 導 さ れ た も の ） を 前 述 の 抗 体 （ キ モ ト リ プ シ ン と は 反 応 性 で あ る が 、 キ モ ト リ プ シ ノ
ー ゲ ン と は 反 応 性 で な い ） と NPEコ ー テ ィ ン グ キ モ ト リ プ シ ン の 両 方 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す
る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 こ れ は 、 最 初 に 検 出 抗 体 と 抗 キ モ ト リ プ シ ン 抗 体 の 両 方 を 含 む
二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 し 、 次 に 、 NPE阻 害 キ モ ト リ プ シ ン を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と に
よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 実 質 的 に 通 常 の 方 法 で 、 例 え ば 検 出 し よ う と す る 被 検 体 を 結 合 さ せ
た ELISAプ レ ー ト で 、 実 施 す る こ と が で き る 。 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 添 加 お よ び イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 、 未 結 合 の 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を プ レ ー ト か ら 洗 い 流 し 、 二 次 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 添 加 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に 、 プ レ ー ト を 照 射 し て 、 プ レ ー ト に 結 合 し た キ モ ト リ プ シ ン を 活 性 化 さ せ る 。 プ レ
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実 施 例 ５
光 活 性 化 性 構 築 物 の in vivoで の 使 用

実 施 例 ６
酵 素 前 駆 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用



ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 間 に 、 プ レ ー ト に 結 合 し た 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の キ モ ト リ
プ シ ン が 二 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン に 作 用 し て キ モ ト リ プ シ ン を 生 成 す
る 。 こ の キ モ ト リ プ シ ン は 、 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 抗 キ モ ト リ プ シ ン 、 な ら び に 二 次 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 抗 キ モ ト リ プ シ ン に よ っ て 結 合 さ れ 、 そ の 後 は 、 他 の 二 次 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 分 子 に お い て キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン の キ モ ト リ プ シ ン へ の 変 換 を 触 媒 す る こ と が で き る
。 こ れ に よ っ て 、 一 次 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 結 合 し た プ レ ー ト 表 面 の 地 点 で 、 二 次 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 活 性 化 と 凝 集 の 連 鎖 反 応 が 起 こ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 好 適 な 時 点 で 、 溶 液 を 除 去 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 す る こ と に よ り 、 反 応 を 停 止 さ せ る 。 プ
レ ー ト に 結 合 し た ま ま の キ モ ト リ プ シ ン の 活 性 を 、 好 適 な 基 質 （ 例 え ば 、 N-ベ ン ゾ イ ル -L
-チ ロ シ ン エ チ ル エ ス テ ル ） の 添 加 に よ り 測 定 す る 。 プ レ ー ト 上 に 供 給 し た 標 準 か ら 、 未
知 の サ ン プ ル を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抗 体 （ Zymed） を 実 施 例 １ の よ う に NPEで マ ス キ ン グ す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 １ ng/mlの ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ HCG） 溶 液 を 50mM Trisバ ッ フ ァ ー pH7.4中 に 調 製
し 、 11の ５ 倍 連 続 希 釈 液 を つ く る 。 各 希 釈 液 の ２ 通 り の 50μ lア リ コ ー ト （ Trisバ ッ フ ァ
ー だ け の 対 照 ブ ラ ン ク を 含 む ） を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル （ ２ 通 り の ウ ェ ル は
互 い に 十 分 間 隔 を あ け て あ る ） に 個 別 に 添 加 し 、 加 湿 チ ャ ン バ に お い て 室 温 で １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 溶 液 を 振 り 払 っ て 除 去 し 、 ウ ェ ル を Tris Tweenバ ッ フ ァ ー で ４ 回 洗
浄 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 １ mg/mlの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 HCG抗 体 （ Biogenis） の １ ： 250希
釈 液 50μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 後 、 10ng/mlの NPEコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 抗 体 の 溶 液 50μ lを 添 加 す る 。 暗 所 に お い て 室 温 で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 最 初 の 結 合 を 起 こ さ せ る 。 次 に 、 ２ 通 り の ウ ェ ル の 各 セ ッ ト の １ つ を VL-206BL UV-Aラ
ン プ （ ２ × 6W管 ） で 照 射 し 、 プ レ ー ト を 室 温 で さ ら に 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、
プ レ ー ト か ら 溶 液 を 振 り 払 っ て 除 去 し 、 プ レ ー ト を Tris Tweenバ ッ フ ァ ー で ４ 回 洗 浄 す る
。 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 基 質 を ウ ェ ル に 添 加 し 、 OD 405nmで 光 学 密 度 の 変 化 を モ ニ タ リ
ン グ す る 。 十 分 に 希 釈 し た HCGサ ン プ ル で は 、 照 射 ウ ェ ル セ ッ ト で の 光 学 密 度 変 化 の 方 が
、 未 照 射 の も の よ り 迅 速 で あ り 、 よ り 速 い 、 よ り 高 感 度 の 検 出 を 可 能 に す る こ と が わ か る
。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 ヒ ト 抗 マ ウ ス IgGを 、 実 施 例 ３ と 同 様 に 塩 化 1-(2-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル
（ NPE-COCl） を 用 い て NPEで マ ス キ ン グ し 、 そ の 結 果 、 こ の 抗 体 は 照 射 を 受 け る ま で マ ウ
ス IgGと 結 合 し な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 CD4陽 性 Ｔ 細 胞 系 H9を 、 RPMI培 地 お よ び 10％ ウ シ 胎 児 血 清 中 で コ ン フ ル エ ン ト に な る ま
で 培 養 す る 。 次 に 、 上 記 細 胞 を 1,000 RPMで ５ 分 遠 心 分 離 し 、 も と の 約 半 分 の 量 の 培 地 （
前 も っ て OAW42細 胞 増 殖 に よ り 馴 ら し た 培 地 ） 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 約 300,000個 の 細 胞 を 含
む 150μ lア リ コ ー ト を 滅 菌 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 入 れ て 、 ２ 系 例 の ウ ェ
ル を 用 意 す る 。 両 系 列 に 、 OKT3抗 体 と NPE処 理 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 （ 両 方 と も 0.1mg/mlの 濃
度 ） の 等 混 合 物 20μ lま た は 20μ lの 0.05mg/ml OKT3抗 体 の い ず れ か を 添 加 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 １ 系 列 に は 、 VL-206BL UV-Aラ ン プ （ ２ × 6W管 ） で 、 プ レ ー ト の プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー 越
し に UV-A光 線 を 照 射 し 、 他 方 の 系 列 に は 照 射 し な い で お く 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 次 に プ レ ー ト を 37℃ で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 細 胞 を ウ ェ ル か ら エ ッ ペ ン
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実 施 例 ７

実 施 例 ８



ド ル フ 管 に 移 し 、 3,000 RPMで ２ 分 遠 心 分 離 す る 。 細 胞 上 清 液 を デ カ ン ト し 、 IL-2レ ベ ル
を サ ン ド イ ッ チ ELISAキ ッ ト （ BD Bioscience, OptEIA Human IL-2 Set） に よ り 測 定 す る
。 そ の た め に 、 IL-2標 準 曲 線 を 15.6pg/mlか ら 1,000pg/mlの IL-2の 範 囲 に わ た っ て 予 め 取
得 し て お く 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 NPE処 理 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 と OKT3の 両 方 を 添 加 し 、 か つ 照 射 を 受 け た ウ ェ ル が 、 他 の ウ
ェ ル よ り 多 く の IL-2を 産 生 す る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 以 上 説 明 し た 実 施 例 と 一 緒 に 本 発 明 を 説 明 し て き た が 、 こ の 開 示 に よ り 、 多 数 の 同 等 の
改 変 お よ び 変 更 が 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 の 実 施 形 態 は 例 示 的 で あ っ
て 、 制 限 的 と 考 え る べ き で は な い 。 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 記 載 し
た 実 施 形 態 へ の 様 々 な 変 更 を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 に 引 用 し た あ ら ゆ る 参
照 文 献 は 、 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 明 白 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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