
JP 5328155 B2 2013.10.30

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する宿主細胞またはその子孫により産生される単離さ
れた抗体、またはＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する細胞系によって産生される抗体
の結合特異性を保持している、その抗原結合断片。
【請求項２】
ＫＩＤ２４に特異的に結合し、ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する細胞系によって産
生される抗体の軽鎖由来の３つの相補性決定領域および重鎖由来の３つの相補性決定領域
を含み、次の特徴：
　ａ．癌細胞上のＫＩＤ２４に結合する能力；
　ｂ．試験管内または生体内で生癌性細胞の表面に露出されているＫＩＤ２４の部分に結
合する能力；
　ｃ．治療剤または検出可能なマーカーを、ＫＩＤ２４を発現する癌細胞へ送達する能力
；
　ｄ．治療剤または検出可能なマーカーを、ＫＩＤ２４を発現する癌細胞内へ送達する能
力；
の少なくとも１つ以上を有する、単離された抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
前記癌細胞が、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺臓癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌
及び胃癌由来の癌細胞から成る群より選択される、請求項２に記載の単離された抗体また
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は抗原結合断片。
【請求項４】
前記単離された抗体は、ヒト化抗体である、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項５】
前記単離された抗体は、ＡＴＴＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する細胞系によって産生され
る抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域に由来する、重鎖可変領域および軽鎖可変領域
を含むキメラ抗体である、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項６】
前記キメラ抗体は、ヒト抗体由来の重鎖定常領域および軽鎖定常領域を含む、請求項５に
記載の単離された抗体。
【請求項７】
前記単離された抗体は、治療剤に連結されている、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項８】
前記抗原結合断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2およびＦｖからなる群より選択
され；該抗原結合断片は、ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する細胞系によって産生さ
れる抗体の結合特異性を保持している、請求項１～７のいずれか１項に記載の単離された
抗体の抗原結合断片。
【請求項９】
ａ．請求項１～７のいずれか１項に記載の単離された抗体または請求項１～３及び８のい
ずれか１項に記載の抗原結合断片を産生する細胞系を増殖させるステップと；
ｂ．該発現された抗体または断片を収集するステップと；
を含む、抗体またはその抗原結合断片を産生する方法。
【請求項１０】
前記単離された抗体はモノクローナル抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
請求項１～７のいずれか１項に記載の単離された抗体または請求項１～３及び８のいずれ
か１項に記載の抗原結合断片の治療的有効量を製薬的に許容される担体と共に含む、製薬
組成物。
【請求項１２】
ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－５１７４を有する細胞系より成る単離細胞系、またはその子孫。
【請求項１３】
化学療法剤を癌細胞に送達するための組成物であって、該化学療法剤と結合した請求項１
～７のいずれか１項に記載の単離された抗体または請求項１～３及び８のいずれか１項に
記載の抗原結合断片を含み、該癌細胞が、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺臓癌、
卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌及び胃癌由来の癌細胞から成る群より選択される、組成物。
【請求項１４】
前記抗ＫＩＤ２４抗体は、請求項１～７のいずれか１項に記載の単離された抗体または請
求項１～３及び８のいずれか１項に記載の抗原結合断片である、請求項１３に記載の組成
物。
【請求項１５】
前記組成物は、個体に投与されることを特徴とする、請求項１３または１４に記載の組成
物。
【請求項１６】
個体における癌細胞の増殖を阻害するための組成物であって、請求項１～７のいずれか１
項に記載の単離された抗体または請求項１～３及び８のいずれか１項に記載の抗原結合断
片の有効量を含み、該癌細胞が、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺臓癌、卵巣癌、
膵臓癌、前立腺癌及び胃癌由来の癌細胞から成る群より選択される、組成物。
【請求項１７】
前記抗体または抗原結合断片は、化学療法剤と結合されている、請求項１６に記載の組成
物。
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【請求項１８】
前記化学療法剤が前記癌細胞内に送達されることを特徴とする、請求項１７に記載の組成
物。
【請求項１９】
個体から得られたサンプル中における癌細胞の存在または非存在を検出する方法であって
、該個体から得られたサンプル中の細胞に請求項１～７のいずれか１項に記載の単離され
た抗体または請求項１～３及び８のいずれか１項に記載の抗原結合断片を接触させるステ
ップと、該細胞由来のＫＩＤ２４および該抗体の複合体を検出するステップとを含み、該
癌細胞が、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、腎臓癌、肺臓癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌及び
胃癌由来の癌細胞から成る群より選択される、方法。
【請求項２０】
前記抗ＫＩＤ２４抗体は、請求項１～７のいずれか１項に記載の単離された抗体または請
求項１～３及び８のいずれか１項に記載の抗原結合断片である、請求項１９に記載の方法
。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学および免疫療法の分野に存する。さらに詳細には、既知の抗体である
ＡＤＡＭ－９、ならびにこの抗原に結合するポリクローナルおよびモノクローナル抗体お
よび他の作用物質に関する発見に関する。本発明は、アゴニストおよびアンタゴニストを
含むＡＤＡＭ－９モジュレータ、ならびに抗ＡＤＡＭ－９抗体を含む、ＡＤＡＭ－９に結
合するペプチドを使用する、ＡＤＡＭ－９に関連する各種のヒトの疾患および癌の診断お
よび／または処置の方法をさらに提供する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　診断でのその公知の使用に加えて、抗体は治療剤として使用されることが示されている
。たとえば癌を処置するための免疫療法、または治療目的の抗体の使用が近年使用されて
いる。受動免疫療法は、癌処置でのモノクローナル抗体の使用を含む。たとえば非特許文
献１を参照。これらの抗体は、腫瘍細胞成長または生存の直接阻害と、体の免疫系の自然
細胞殺活性を補充するその能力との両方による、固有の治療生物活性を有することができ
る。これらの作用物質は、単独で、または放射線および化学療法剤と併せて投与できる。
それぞれ非ホジキンリンパ腫および乳癌の処置のために承認されたリツキシマブおよびト
ラスツズマブは、そのような治療剤の２つの例である。あるいは抗体は、抗体が毒性剤に
連結されている抗体接合体を作製するために使用でき、腫瘍へ特異的に結合することによ
ってその薬剤を腫瘍に向かわされる。ゲムツズマブオゾガマイシンは、白血病の処置に使
用される承認抗体接合体の例である。癌細胞に結合して、診断および治療への潜在的用途
を有するモノクローナル抗体は、公報に開示されている。たとえば特に、標的タンパク質
の一部の分子量を開示する次の特許出願：特許文献１（２００ｋＤ　ｃ－ｅｒｂＢ－２（
Ｈｅｒ２）／ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｕｎｋｎｏｗｎ　ａｎｔｉｇｅｎｓ　４０～２００Ｋ
Ｄ　ｉｎ　ｓｉｚｅ）および特許文献２（５０ｋＤ　ａｎｄ　５５ｋＤ　ｏｎｃｏｆｅｔ
ａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ）を参照。臨床試験でのおよび／または固形腫瘍の処置のために承
認された抗体の例は：トラスツズマブ（抗原：１８０ｋＤ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ）、エドレ
コロマブ（抗原：４０～５０ｋＤ、Ｅｐ－ＣＡＭ）、抗ヒト乳脂肪球（ＨＭＦＧ１）（抗
原＞２００ｋＤ、ＨＭＷムチン）、セツキシマブ（抗原：１５０ｋＤおよび１７０ｋＤ、
ＥＧＦレセプタ）、アレムツズマブ（抗原：２１～２８ｋＤ、ＣＤ５２）、およびリツキ
シマブ（抗原：３５ｋＤ、ＣＤ２０）を含む。
【０００３】
　乳癌を処置するために使用されるトラスツズマブ（Ｈｅｒ－２レセプタ）の、そして複
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数の癌を処置するための臨床試験におけるセツキシマブ（ＥＧＦレセプタ）の抗原標的は
、皮膚、結腸、肺、卵巣、肝臓、および膵臓を含む多数の正常ヒト成人組織に、ある検出
可能なレベルで存在する。これらの治療薬での安全域はおそらく、これらの部位における
抗体の発現レベルまたはアクセスまたは活性の相違によって与えられる。
【０００４】
　癌標的に加えて、抗体治療薬は慢性炎症および他の免疫障害に対して有効であることも
示されている。免疫障害の処置に承認された抗体治療薬の例は、インフリキシマブである
（抗原：ＴＮＦα）。
【０００５】
　別の種類の免疫療法は、抗原の発現を指示して、次に個体での免疫反応を誘起する、す
なわち個体にその独自の癌に対する抗体を能動的に産生させる、特定の癌またはＤＮＡ構
築物に存在する抗原を用いる、能動免疫療法、すなわちワクチン接種である。能動免疫化
は、受動免疫療法または免疫毒素ほど頻繁に使用されていない。
【０００６】
　疾患（癌を含む）進行の複数のモデルが示唆されている。理論は、単一の感染性／形質
転換イベントによる因果関係から、完全な病原性または悪性能力を備えた組織タイプに最
終的に達する、増加する「疾患様」または「癌様」組織タイプの発生までに及ぶ。一部の
人々が癌に関してはたとえば単一の突然変異イベントが悪性腫瘍を引き起こすのに十分で
あると主張しているのに対して、他の人々は、次の変更も必要であることを主張している
。一部の他の人々は、細胞レベルでの突然変異選択イベントの連続を介した新形成の開始
はもちろんのこと進行にも、増加する突然変異負荷および腫瘍異型度が必要であることを
示唆している。一部の癌標的は腫瘍組織のみに見出されるが、他の癌標的は正常組織に存
在しており、腫瘍組織にてアップレギュレートおよび／または過剰発現される。このよう
な状況で、一部の研究者は過剰発現が悪性腫瘍の獲得に結び付いていることを示唆したが
、他の研究者は、過剰発現が高まりつつある疾患状態への経路に沿った傾向の単なるマー
カーであることを示唆している。
【０００７】
　理想的な診断および／または治療抗体は、非常に多数の癌に存在する抗原に対して特異
性であるが、正常組織には存在しないか、または非常に低いレベルで存在する。癌と特異
的に結合する新規な抗原の発見、性質決定、および単離は、多くの方法で有用である。第
１に、抗原は抗原に対するモノクローナル抗体を作製するために使用できる。抗体は理想
的には癌細胞に対する生物活性を有し、外来性の抗原に対する免疫系の反応を補充するこ
とができる。抗体は、治療剤として単独で、または現在の処置と組合せて投与できるか、
あるいは毒性剤に連結した免疫接合体を調製するために使用できる。同じ特異性を有する
が、単独投与時には生物活性が低い、または生物活性のない抗体も、放射性同位体、毒素
、あるいは化学療法剤または化学療法剤を含有するリポソームとの免疫接合体を調製する
ために有用であり、接合形は、毒素を抗原含有細胞へ向ける抗体のために生物活性である
。
【０００８】
　理想的な診断および／または治療抗体にとって望ましい１つの態様は、各種の癌と関連
する抗原の発見および性質決定である。非癌性細胞での制限された発現を有する、多くの
種類の癌にて発現する抗原（たとえば「汎癌」抗原）はわずかしかない。そのような抗原
の単離および精製は、抗原を標的化する抗体（たとえば診断および治療）抗体を作製する
のに有用である。「汎癌」抗原に結合する抗体は、１つの特定の種類の癌のみに関連した
抗原に対する抗体とは対照的に、異なる組織で見出された各種の癌を標的化することがで
きる。抗原は、薬物送達（たとえば小型分子）に、そして細胞の調節、成長および分化の
さらなる性質決定にも有用である。
【０００９】
　ＡＤＡＭ（Ａ　Ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ　
Ｄｏｍａｉｎ、ディスインテグリンおよびメタロプロテアーゼドメイン）は、広範囲に亘
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る生物過程、たとえば細胞接着、細胞融合およびタンパク質分解で重要と考えられるタン
パク質のファミリである。一般に、それらは基底膜成分を分解して、インテグリンに結合
し、それゆえ細胞－マトリクス相互作用を混乱させる能力を有するヘビ毒タンパク質に相
同性を有する膜貫通タンパク質である。ヘビ毒タンパク質への機能類似性のために、ＡＤ
ＡＭはＭＤＣタンパク質（Ｍｅｔｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ，Ｄｉｓｉｎｔ
ｅｇｒｉｎ，Ｃｙｓｔｅｉｎ－ｒｉｃｈ、メタロプロテアーゼ様、ディスインテグリン、
システインリッチ）としても既知である。
【００１０】
　ＭＤＣ９またはＡＤＡＭ－９（メルトリンγ）は、ＡＤＡＭ／ＭＤＣタンパク質ファミ
リのメンバである。タンパク質配列は、特許文献３および特許文献４に述べられている。
ＡＤＡＭ－９発現がラット腎臓で見出され、タンパク質マイクロアレイを使用して肝細胞
癌中でアップレギュレートされることも示されているが、癌進行に対するこの発見の重要
性は不明である。ＡＤＡＭ－９は、アミロイド前駆タンパク質の処理において、複数のイ
ンテグリンのリガンドとして、ヘパリン結合上皮細胞成長因子（ＨＢ－ＥＧＦ）の放出に
関与することも示されている。それはマウス、ヒトおよびツメガエル間で高度に保存され
ており、異なる組織で広範に発現され、ＡＤＡＭ－９を欠失したノックアウトマウスは明
らかな病理学的異常を示さない。ＡＤＡＭ－９に対するポリクローナルおよびモノクロー
ナル抗体は、タンパク質アレイ内の肝細胞癌に関連する新規なタンパク質の同定（非特許
文献２）で、そしてＡＤＡＭ－９発現をアッセイするための静脈血管平滑筋細胞（ＶＳＭ
Ｃ）を使用するアテローム性動脈硬化モデル（非特許文献３）でも使用されているが、Ａ
ＤＡＭ－９のマーカーとしての重要性は不明である。この従来技術は、治療剤としてのＡ
ＤＡＭ－９抗体を、あるいはＡＤＡＭ－９の発現が癌において原因となる影響を果たすこ
とを教示または示唆していない。
【００１１】
　必要なのは、細胞表面標的を特異的に認識する抗体および他の作用物質によって、その
ような疾患および／または癌を診断および処置するために使用できる罹患細胞および／ま
たは癌細胞の表面における新規な標的である。ＡＤＡＭ－９の疾患促進活性を低下または
向上させることによって調節できる、細胞表面上の標的を特異的に認識する新規な抗体お
よび他の作用物質に関する、本明細書で開示された発見に基づいて、さらなる要求がある
。本発明の目的は、その疾患関連活性を阻害することができるヒトＡＤＡＭ－９のアンタ
ゴニストを同定することである。本発明の別の目的は、ＡＤＡＭ－９のアッセイで使用す
るための、そして免疫原として使用するための、または抗ヒトＡＤＡＭ－９抗体を選択す
るための新規な化合物を提供することである。
【００１２】
　以下でさらに詳細で述べるように、本発明者らは、我々が本明細書でＫＩＤ２４と呼び
、本明細書で提供される新規なアンタゴニスト、モジュレータおよび抗体の抗原標的とし
て同定された、既知のポリペプチドＡＤＡＭ－９に関する発明を行った。
【００１３】
　本明細書で開示する参考文献、公報および特許出願はすべて、参照によりその全体が本
明細書に組み入れられている。
【特許文献１】米国特許第６，０５４，５６１号明細書
【特許文献２】米国特許第５，６５６，４４４号明細書
【特許文献３】米国特許出願第２００４００９１４７３号明細書
【特許文献４】米国特許出願第２００２００４２３６８号明細書
【非特許文献１】Ｃａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏ
ｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，第６版，２００１年、第２０章，ｐ．４９５－５０８
【非特許文献２】Ｔａｎｎａｐｆｅｌら著，Ｊ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００３年
，２０１，ｐ．２３８－４９
【非特許文献３】Ａｌ－Ｆａｋｈｒｉら著，Ｊ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍ，２
００３年，８９，ｐ．８０８－８２３
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【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　（発明の要旨）
　本明細書で開示する本発明は、本明細書で示すような既知のポリペプチドＡＤＡＭ－９
（本明細書ではＫＩＤ２４とも呼ばれる）が各種の原発性および転移性ヒト癌の両方に存
在するという発見と、抗ＫＩＤ２４抗体をそのような癌を処置するために使用できるとい
う発見に関する。本発明は、ＫＩＤ２４アンタゴニスト、モジュレータ、各種のヒト癌で
発現される、ＫＩＤ２４に結合するモノクローナル抗体を提供する。
【００１５】
　１つの態様において、本発明は、ＫＩＤ２４に結合するモノクローナル抗体のファミリ
である。別の態様において、本発明は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎにＰＴＡ＃　５１７４のＰａｔｅｎｔ　Ｄｅｐｏｓｉｔ　Ｄｅｓｉ
ｇｎａｔｉｏｎと共に、２００３年５月２日に寄託された宿主細胞系ＫＩＤＮＥＹ．５．
３Ｆ２．２Ｇ８によって産生されるモノクローナル抗体抗ＫＴＤ２４である。
【００１６】
　なお別の態様において、本発明は：（ａ）宿主哺乳類を免疫原で免疫化するステップと
；（ｂ）哺乳類からリンパ球を取得するステップと；（ｃ）リンパ球（ｂ）を骨髄腫細胞
系と融合してハイブリドーマを産生するステップと；（ｄ）（ｃ）のハイブリドーマを培
養してモノクローナル抗体を産生するステップと；（ｅ）罹患細胞および／あるいは癌性
細胞または細胞系に結合するが、非癌性あるいは正常細胞または細胞系に結合しない、あ
るいは正常細胞により低いレベルで、または異なる方式で結合する抗体のみを選択するた
めに、抗体をスクリーニングするステップと；から成る、罹患細胞および／または癌性細
胞と反応性のモノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４を産生する方法である。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、そのような抗体またはその子孫をコードする宿主細胞を
、該抗体の産生を可能にする条件下で培養するステップと、抗ＫＩＤ２４抗体を精製する
ステップとから成る、抗ＫＩＤ２４抗体を産生する方法である。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、適切な細胞中で抗体（単鎖または重鎖として別個に発現
できるか、あるいは軽鎖および重鎖の両方が１個のベクターから発現される）をコードす
る１個以上のポリヌクレオチドを発現させて、一般に続いて興味のある抗体またはポリペ
プチドを回収および／または単離することによって、本明細書で述べた抗体（またはポリ
ペプチド）のいずれかを産生する方法を提供する。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、抗ＫＩＤ２４抗体のＫＩＤ２４への優先的結合を競合的
に阻害する、抗ＫＩＤ２４抗体またはポリペプチド（抗体でも、抗体でなくてもよい）で
ある。一部の実施形態において、本発明は、ＫＩＤ２４上の同じまたは異なるエピトープ
に他の抗ＫＩＤ２４抗体として優先的に結合する抗体またはポリペプチド（抗体でも、抗
体でなくてもよい）である。
【００２０】
　別の態様において、本発明は、抗ＫＩＤ２４抗体のＫＩＤ２４への優先的結合を競合的
に阻害する、ＫＩＤ２４モジュレータ（ポリペプチドでも、ポリペプチドでなくてもよい
）である。一部の実施形態において、本発明は、ＫＩＤ２４上の同じまたは異なるエピト
ープに他の抗ＫＩＤ２４抗体として優先的に結合する小型分子または化学化合物でもあり
うる。
【００２１】
　なお別の態様において、本発明は、ＫＩＤ２４のエピトープに対して特異性である抗体
によって結合されたＫＩＤ２４を含む組成物である。１つの実施形態において、抗体は抗
ＫＩＤ２４である。他の実施形態において、２つ以上の抗ＫＩＤ２４抗体が投与され、そ
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のような抗体はＫＩＤ２４上の２つ以上の異なるエピトープにマッピングされる。一部の
実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体は治療剤または検出可能な標識に連結される。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、抗ＫＩＤ２４抗体の断片または領域を含む抗体である。
１つの実施形態において、断片は抗体の軽鎖である。別の実施形態において、断片は抗体
の重鎖である。なお別の実施形態において、断片は抗体の軽鎖および／または重鎖からの
１つ以上の可変領域を含有する。なお別の実施形態において、断片は、抗体の軽鎖および
／または重鎖からの１つ以上の相補性決定可変領域（ＣＤＲ）を含有する。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、次のいずれかを含むポリペプチド（抗体でも、抗体でな
くてもよい）を提供する：抗ＫＩＤ２４抗体の（ａ）軽鎖または重鎖からの１個以上のＣ
ＤＲ（またはその断片）；（ｂ）軽鎖からの３個のＣＤＲ；（ｃ）重鎖からの３個のＣＤ
Ｒ；（ｄ）軽鎖から３個のＣＤＲおよび重鎖からの３個のＣＤＲ；（ｅ）軽鎖可変領域；
（ｆ）重鎖可変領域。
【００２４】
　別の態様において、本発明はヒト化抗体である。一部の実施形態において、ヒト化抗体
は非ヒト抗ＫＩＤ２４抗体の１個以上のＣＤＲを含む。一部の実施形態において、ヒト化
抗体は、他の抗ＫＩＤ２４抗体と同様に同じまたは異なる（複数の）エピトープに結合す
る。概して本発明のヒト化抗体は、同じおよび／または元の非ヒト抗ＫＩＤ２４抗体のＣ
ＤＲに由来する１個以上（１、２、３、４、５、６個またはその断片）のＣＤＲを含む。
一部の実施形態において、ヒト抗体は、他の抗ＫＩＤ２４抗体と同様に同じまたは異なる
（複数の）エピトープに結合する。別の態様において、本発明は、非ヒト抗ＫＩＤ２４抗
体の重鎖および軽鎖の可変領域に由来する可変領域と、ヒト抗体の重鎖および軽鎖の定常
領域に由来する定常領域とを含むキメラ抗体である。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、寄託番号ＡＴＣＣ　ＰＴＡ＃　５１７４の宿主細胞、ま
たはその子孫によって産生される抗体μ－抗ＫＩＤ２４をコードする単離ポリヌクレオチ
ドである。本発明は、上で規定した抗体のいずれかの固有の結合および生物活性を有する
抗体ポリペプチドを含む。別の態様において、本発明は、抗体（抗体断片を含む）のいず
れかをコードするポリヌクレオチドはもちろんのこと、本明細書で述べる他のいずれかの
ポリペプチドを提供する。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、本明細書で述べるポリペプチド（本明細書で述べる抗体
のいずれかを含む）またはポリヌクレオチドのいずれかを含む製薬組成物、たとえば化学
療法剤に連結された抗ＫＩＤ２４抗体、抗ＫＩＤ２４抗体の断片を含む抗体、非ヒトＫＩ
Ｄ２４抗体のヒト化抗体、非ヒト抗ＫＩＤ２４抗体の可変領域に由来する可変領域および
ヒト抗体に由来する定常領域を含むキメラ抗体、あるいは化学療法剤（たとえば放射性部
分）に連結された、非ヒト抗ＫＩＤ２４抗体の、または本明細書で述べる抗ＫＩＤ２４抗
体の１つ以上の特性を備えたヒト抗体と、製薬的に許容される賦形剤とを含む製薬組成物
である。
【００２７】
　１つの態様において、本発明は、罹患または癌性細胞に存在するＫＩＤ２４に結合した
抗ＫＩＤ２４を含む組成物である。好ましい実施形態において、癌細胞は腎臓、卵巣、肺
、前立腺、膵臓、結腸および乳房の癌細胞から成る群より選択される。一部の実施形態に
おいて、癌性細胞は単離される。一部の実施形態において、癌細胞は生体サンプル内にあ
る。概して生体サンプルは、個体、たとえばヒトからである。
【００２８】
　別の態様において、本発明は、個体からの細胞のＫＩＤ２４を検出することによって個
体の疾患、特に個体の炎症または自己免疫反応に関連する疾患または障害を診断する方法
である。本発明の他の態様において、個体の炎症または免疫反応を調節するための方法が
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提供される。本発明の組成物および方法を使用して処置を受けることができる炎症および
自己免疫障害から生じた疾患および状態は、一例として、そして限定せず、多発性硬化症
、髄膜炎、脳炎、脳卒中、他の脳外傷、潰瘍性大腸炎およびクーロン病を含む炎症腸疾患
、重症筋無力症、狼瘡、関節リウマチ、喘息、急性若年型糖尿病、ＡＩＤＳ認知症、アテ
ローム性動脈硬化、腎炎、網膜炎、アトピー性皮膚炎、乾癬、心筋虚血および急性白血球
介在肺傷害を含む。
【００２９】
　本発明の抗体および他の療法剤の治療用途のためのなお他の効能は、臓器または移植片
拒絶のリスクに瀕した個体への投与を含む。ここ数年、組織および臓器、たとえば皮膚、
腎臓、肝臓、心臓、肺、膵臓および骨髄を移植するための外科技法の効率においてかなり
の改善がある。おそらく主要な未解決の問題は、移植された同種移植片または臓器に対し
てレシピエントにおいて免疫寛容を誘発するための満足な作用物質の不足である。同種細
胞または臓器が宿主に移植されるとき（すなわちドナーおよび被提供者は、同じ種とは異
なる個体である）、宿主の免疫系は移植片中の外来性抗原に対して免疫反応を開始しやす
く（宿主対移植片疾患）、移植組織の破壊を引き起こす。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、個体からの選択した細胞でのＫＩＤ２４の発現があるか
どうかを判定するステップを含む、個体が癌を有するかどうかを診断する方法であり、前
記細胞でのＫＩＤ２４の発現が前記「癌」を示す。一部の実施形態において、ＫＩＤ２４
の発現は、抗ＫＩＤ２４抗体を使用して判定される。一部の実施形態において、方法は、
細胞からのＫＩＤ２４発現のレベルを検出するステップを含む。「検出」という用語は本
明細書で使用されるように、対照への参照を含む、または含まない定性的および／または
定量的検出（レベルを測定する）を含む。
【００３１】
　なお別の態様において、本発明は、個体からの細胞上の、または個体からの細胞より放
出されたＫＩＤ２４を検出するステップを含む、個体の癌を診断する方法を含み、癌は、
これに限定されるわけではないが、副腎腫瘍、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状細胞
腫瘍、膀胱癌（扁平上皮癌および移行上皮癌）、骨癌（エナメル上皮腫、動脈瘤性骨嚢、
骨軟骨腫，骨肉腫）、脳および脊髄癌、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈球腫瘍、子宮頸癌、
軟骨肉腫、脊索腫（ｄｈｏｒｄｏｍａ）、嫌色素細胞性腎癌、明細胞癌、結腸癌、結腸直
腸癌，皮膚良性線維性組織球腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、上衣細胞腫、ユーイング肉
腫、骨外性粘液型軟骨肉腫、骨性線維形成不全症（ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｍｐｅ
ｒｆｅｃｔａ　ｏｓｓｉｕｍ）、線維性骨異形成、胆嚢および胆管癌、妊娠性絨毛性疾患
、胚細胞性腫瘍、頭部および頸部癌、膵島細胞腫瘍、カポジ肉腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、
乳頭状腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫性腫瘍、脂肪肉腫／悪性脂肪腫性腫瘍、
肝臓癌（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌（小細胞癌、腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌
など）、髄芽腫、黒色腫、髄膜腫、多発性内分泌腫瘍症、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候
群、神経芽腫、神経内分泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、上皮小体腫瘍、小児
癌、末梢神経鞘腫瘍、褐色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後部ブドウ膜黒色腫、まれな
血液疾患、転移性腎臓癌，ラブドイド腫瘍，横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、
扁平上皮癌、胃癌、滑膜肉腫、精巣癌胸腺癌、胸腺腫、転移性甲状腺癌、ならびに子宮癌
（子宮頸癌、子宮内膜癌、および平滑筋腫）を含む群より選択される。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、個体からの生体サンプルにおけるＫＩＤ２４の発現を判
定するステップを含む、個体の癌（たとえばこれに限定されるわけではないが、腎臓、卵
巣、肺、前立腺、膵臓、結腸、または乳癌）の診断を補助する方法である。一部の実施形
態において、ＫＩＤ２４の発現は抗ＫＩＤ２４抗体を使用して判定される。一部の実施形
態において、該方法は、細胞からのＫＩＤ２４発現のレベルを検出することである。癌か
ら放出されたＫＩＤ２４は、体液（たとえば血液、唾液または腸粘液分泌物）中で検出で
きるＫＩＤ２４またはその部分のレベル上昇に寄与しうる。
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【００３３】
　なお別の態様において、本発明は、癌性細胞の成長を低減するのに十分なＫＩＤ２４に
結合する抗体の有効量を投与することによって、癌を処置する方法である。一部の実施形
態において、抗体は抗ＫＩＤ２４抗体である。ある実施形態において、癌性細胞はこれに
限定されるわけではないが、副腎腫瘍、ＡＩＤＳ関連癌、胞状軟部肉腫、星状細胞腫瘍、
膀胱癌（扁平上皮癌および移行上皮癌）、骨癌（エナメル上皮腫、動脈瘤性骨嚢、骨軟骨
腫、骨肉腫）、脳および脊髄癌、転移性脳腫瘍、乳癌、頸動脈球腫瘍、子宮頸癌、軟骨肉
腫、脊索腫（ｄｈｏｒｄｏｍａ）、嫌色素細胞性腎癌、明細胞癌、結腸癌、結腸直腸癌、
皮膚良性線維性組織球腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、上衣細胞腫、ユーイング腫瘍、骨
外性粘液型軟骨肉腫、骨性線維形成不全症（ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｍｐｅｒｆｅ
ｃｔａ　ｏｓｓｉｕｍ）、線維性骨異形成、胆嚢および胆管癌、妊娠性絨毛性疾患、胚細
胞性腫瘍、頭部および頸部癌、膵島細胞腫瘍、カポジ肉腫、腎臓癌（腎芽細胞腫、乳頭状
腎細胞癌）、白血病、脂肪腫／良性脂肪腫性腫瘍、脂肪肉腫／悪性脂肪腫性腫瘍、肝臓癌
（肝芽腫、肝細胞癌）、リンパ腫、肺癌（小細胞癌、腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌など）
、髄芽腫、黒色腫、髄膜腫、多発性内分泌腫瘍症、多発性骨髄腫、骨髄異形成症候群，神
経芽腫、神経内分泌腫瘍、卵巣癌、膵臓癌、乳頭状甲状腺癌、上皮小体腫瘍、小児癌、末
梢神経鞘腫瘍、褐色細胞腫、下垂体腫瘍、前立腺癌、後部ブドウ膜黒色腫、まれな血液疾
患、転移性腎臓癌、ラブドイド腫瘍、横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、軟部組織肉腫、扁平上
皮癌、胃癌、滑膜肉腫、精巣癌胸腺癌、胸腺腫、転移性甲状腺癌、および子宮癌（子宮頸
癌、子宮内膜癌、および平滑筋腫）を含む群より選択される。ある好ましい実施形態にお
いて、癌性細胞は、これに限定されるわけではないが、乳癌、結腸癌、前立腺癌、肺癌、
肉腫、転移性腎臓癌、転移性甲状腺癌、および明細胞癌を含む固形腫瘍の群より選択され
る。
【００３４】
　なお別の態様において、本発明は、ＫＩＤ２４モジュレータの有効量を投与するステッ
プを含む、原発性腫瘍を有する、または有してきた個体における転移の発生を防止または
遅延する方法である。このモジュレータは、単独で、または他の療法、たとえば放射線、
化学療法、または外科手術と併せて与えることができる。ある好ましい実施形態において
、原発性腫瘍はＫＩＤ２４モジュレータの投与前に、少なくとも１回の外科手術、放射線
、および／または化学療法を受けている。他の実施形態において、ＫＩＤ２４モジュレー
タは、外科手術、放射線、および／または化学療法による個体の処置の前に、またはそれ
と同時に投与される。ある特に好ましい実施形態において、そのＫＩＤ２４モジュレータ
は少なくとも１つの抗ＫＩＤ２４抗体である。
【００３５】
　別の態様において、本発明は、化学療法剤に結合した（「連結した」を含む）抗ＫＩＤ
２４抗体を含む組成物の有効量を細胞培養物またはサンプル、あるいは個体に投与するス
テップを含む、試験管内または個体での癌細胞の成長および／または増殖を阻害する方法
である。
【００３６】
　なお別の態様において、本発明は、ＫＩＤ２４に特異的に結合する抗体のファミリの少
なくとも１つのメンバの有効量を個体に投与するステップを含む、治療剤を個体の癌性細
胞に送達する方法である。他の実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体は、別の治療剤と組
合せて（「連結した」を含む）個体に送達される。
【００３７】
　一部の実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体は、本明細書で指定された抗体（概して、
しかし必ずというわけではないが、抗体の１個以上の部分または無傷ＣＤＲを含む）に由
来するヒト化抗体である。一部の実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体は、指定された抗
体の１つ以上の特性を備えたヒト抗体である。一部の実施形態において、化学療法剤（た
とえば毒素または放射性分子）が癌細胞に送達される（内部移行される）。一部の実施形
態において、薬剤はサポリンである。
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【００３８】
　別の態様において、本発明は、化学療法剤に結合した（「連結した」を含む）抗ＫＩＤ
２４抗体を含む組成物の有効量を個体に投与するステップを含む、個体の癌を処置する方
法である。
【００３９】
　本発明は、ＫＩＤ２４の細胞質シグナル伝達パートナーとの結合を向上あるいは低下さ
せることによって調節する方法をさらに提供する。ＫＩＤ２４の細胞質シグナル伝達パー
トナーとの結合は、細胞表面に提示されるＫＩＤ２４分子に、シグナル伝達パートナーの
ＫＩＤ２４への結合を調節する薬剤を接触させることによって影響を及ぼされうる。その
結合および／またはシグナル伝達パートナーとのＫＩＤ２４の結合を遮断または低下させ
る薬剤は、ＫＩＤ２４介在炎症または免疫反応に関与する生物および病理プロセスを調節
するために使用できる。この作用に関与する病理プロセスは、腫瘍関連細胞成長を含む。
【００４０】
　薬剤は、ＫＩＤ２４と結合パートナー、たとえば抗ＫＩＤ２４抗体との結合を遮断、低
下、向上、またはそうでなければ調節するその能力について試験できる。特に薬剤は、Ｋ
ＩＤ２４相互作用部位（それが無傷の生細胞に存在するときの、通例その未変性配座にお
ける）を含むペプチドを結合パートナーおよび試験薬剤によってインキュベートして、試
験薬剤が結合パートナーのＫＩＤ２４ペプチドへの結合を低下または向上させたかを判定
することによって、そのような相互作用を調節する能力について試験できる。
【００４１】
　ＫＩＤ２４機能のアゴニスト、アンタゴニスト、および他のモジュレータは、本発明の
範囲内に明示的に含まれる。これらのアゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータは
、ＫＩＤ２４に抗原決定部位の１個以上を含む、あるいはそのような部位の１つ以上の断
片、そのような部位の改変体、またはそのような部位のペプチド模倣薬を含むポリペプチ
ドである。これらのアゴニスト性、アンタゴニスト性、およびＫＩＤ２４調節性化合物は
、直鎖形または環形で提供され、場合により普通は天然に見出されない少なくとも１個の
アミノ酸残基または少なくとも１個のアミドイソスターを含む。これらの化合物はグリコ
シル化できる。本発明のＫＩＤ２４機能のアゴニスト、アンタゴニスト、および他のモジ
ュレータは望ましくは、抗体を参照して上述した実施形態および方法のすべてで使用され
る。
【００４２】
　本発明の他の態様は、本明細書ではＫＩＤ２４と呼ばれる、同定された抗原ＡＤＡＭ－
９に関する。この抗原は、免疫原としての使用に、そして各種の研究、診断および治療目
的に適切である。
【００４３】
　ある態様において、本発明は、（ｉ）個体から得た血液または組織サンプル中のＫＩＤ
２４の存在をアッセイするステップと；（ｉｉ）前記サンプルが正常な（非罹患）血液ま
たは組織サンプルと比較してＫＩＤ２４マーカーの増加した量を有するかどうかを検出す
るステップと；（ｉｉｉ）前記マーカーの増加した量を陽性診断と相関させる、または前
記マーカーの増加した量の非存在を疾患の陰性診断と相関させるステップとを含む、個体
の疾患の診断を補助する方法である。ある実施形態において、マーカーは抗ＫＩＤ２４抗
体を使用して検出される。ある実施形態において、該方法は、放射性核種撮像、フローサ
イトメトリー、および免疫組織化学から成る群より選択された技法によって実施される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４４】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、これに限定されるわけではないが、膵臓、結腸、肺、および前立腺癌を含む
、各種の組織タイプの癌性細胞で発現される抗原、ＡＤＡＭ－９（ＫＩＤ２４）を提供す
る。さらに本発明は、ＫＩＤ２４に結合するモノクローナル抗体およびポリペプチドなら
びにこれに限定されるわけではないが、ＫＩＤ２４の発現および／または過剰発現に関連
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するヒト癌を含む各種の疾患を診断および処置するために、これらの抗体およびポリペプ
チドを作製および使用する方法を提供する。
Ｉ．一般技法
　本発明の常法は、別途指摘しない限り、当分野の範囲内である分子生物学（組換え技法
を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学および免疫学の従来技法を採用するであろう。
そのような技法は、文献、たとえばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ；Ｏｌｉｇｏ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ，ｅｄ．，１９８４）；
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓ
ｓ；Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｎｏｔｅｂｏｏｋ（Ｊ．Ｅ
．Ｃｅｌｌｉｓ，ｅｄ．，１９９８）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｎｉｍａｌ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，ｅｄ．，１９８７）；Ｉｎｔｒｏ
ｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｊ．Ｐ．Ｍ
ａｔｈｅｒ　ａｎｄ　Ｐ．Ｅ．Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９９８）Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ；
Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅ
ｄｕｒｅｓ（Ａ．Ｄｏｙｌｅ，Ｊ．Ｂ．Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ａｎｄ　Ｄ．Ｇ．Ｎｅｗｅ
ｌｌ，ｅｄｓ．，１９９３－８）Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ；Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；Ｈａｎｄｂ
ｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　
ａｎｄ　ＣＣ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃ
ｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　
Ｍ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．，１９８７）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ．Ｍ．　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，
ｅｄｓ．，１９８７）；ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９４）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．　Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ｅｄｓ．，１９９１）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，１９９９）；Ｉｍｍｎｕｎｏｂ
ｉｏｌｏｇｙ（Ｃ．Ａ．Ｊａｎｅｗａｙ　ａｎｄ　Ｐ．Ｔｒａｖｅｒｓ，１９９７）；Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｐ．Ｆｉｎｃｈ，１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｄ．Ｃａｔｔｙ．，ｅｄ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１
９８８－１９８９）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　ａ　ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｐ．Ｓｈｅｐｈｅｒｄ　ａｎｄ　Ｃ．　Ｄｅａｎ，ｅｄｓ
．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，２０００）；Ｕｓｉｎｇ　ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ（Ｅ．Ｈａｒｌｏｗ　ａｎ
ｄ　Ｄ．Ｌａｎｅ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，１９９９）；Ｔｈｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｍ．Ｚａｎｅｔｔｉ　ａｎｄ　
Ｊ．Ｄ．Ｃａｐｒａ，ｅｄｓ．，Ｈａｒｗｏｏｄ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅ
ｒｓ，１９９５）；ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（Ｖ．Ｔ．ＤｅＶｉｔａ　ｅｔ　ａｌ，ｅｄｓ．，Ｊ．
Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９３）に十分に述べられている。
ＩＩ．定義
　「ＫＩＤ２４」は、本発明の抗体がそれに対して作られる分子量約７５ｋＤａの新規な
ポリペプチド抗原（還元条件下）を指す。ＫＩＤ２４抗原は、抗ＫＩＤ２４抗体によって
結合され、膵臓および癌の複数のタイプに存在する細胞表面タンパク質である。この抗原
は１つを超える異なるエピトープを有することができ、本発明の一部の実施形態は、２つ
以上のＫＩＤ２４抗原特異性エピトープの２つ以上のうちの１つに対して作られるＫＩＤ
２４モジュレータを含む。ＫＩＤ２４は、その正常組織対応物と比較して、ある癌細胞で
過剰発現できると現在考えられている。
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【００４５】
　ＫＩＤ２４機能のアゴニスト、アンタゴニスト、および他のモジュレータは、本発明の
範囲内に明示的に含まれる。これらのアゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータは
、ＫＩＤ２４の抗原決定部位の１つ以上を含む、あるいはそのような部位の１つ以上の断
片、そのような部位の改変体、またはそのような部位のペプチド模倣薬を含むポリペプチ
ドである。これらのアゴニスト性、アンタゴニスト性、およびＫＩＤ２４調節性化合物は
、直鎖形または環形で提供され、場合により普通は天然に見出されない少なくとも１個の
アミノ酸残基または少なくとも１つのアミドイソスターを含む。これらの化合物はグリコ
シル化できる。
【００４６】
　さらに詳細には、「ＫＩＤ２４モジュレータ」という用語は本明細書で使用するように
、（１）ヒトＫＩＤ２４とその未変性リガンドまたは抗ＫＩＤ２４抗体との間の相互作用
を混乱または遮断できる；（２）ヒトＫＩＤ２４およびその未変性リガンドまたは抗ＫＩ
Ｄ２４抗体に結合することができる；（３）ヒトＫＩＤ２４およびその未変性リガンドま
たは抗ＫＩＤ２４抗体に結合できる抗体の産生で使用できる抗原部位を含有する；（４）
ヒトＫＩＤ２４およびその未変性リガンドまたは抗ＫＩＤ２４抗体に結合できる抗体のス
クリーニングに使用できる抗原部位を含有する；（５）ヒトＫＩＤ２４とその未変性リガ
ンドまたは抗ＫＩＤ２４抗体との相互作用を混乱または遮断できる抗体の産生に使用でき
る抗原部位を含有する；（６）ヒトＫＩＤ２４とその未変性リガンドまたは抗ＫＩＤ２４
抗体との相互作用を混乱または遮断できる抗体のスクリーニングに使用できる抗原部位を
含有する、いずれかの化合物として定義される。ＫＩＤ２４モジュレータは、その活性が
正常ＫＩＤ２４生物活性をそれぞれ向上または阻害するかどうかに応じて、「ＫＩＤ２４
アゴニスト」または「ＫＩＤ２４アンタゴニスト」でありうる。
【００４７】
　ＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータは、ＫＩＤ２４改変体、Ｋ
ＩＤ２４ペプチドアンタゴニスト、ペプチド模倣薬、および小型分子、抗ＫＩＤ２４抗体
および免疫グロブリン改変体、アミノ酸置換、欠失、および付加改変体を含むアミノ酸改
変体、あるいはそのいずれかの組合せ、ならびにキメラ免疫グロブリンを含む。本発明の
ＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータは、ヒトＫＩＤ２４のその未
変性リガンドまたは抗ＫＩＤ２４抗体への結合に関与するＫＩＤ２４の発明者の同定に基
づく。それゆえ本発明は、ヒトＫＩＤ２４の抗ＫＩＤ２４結合ドメインの１つ以上を複製
または模倣する分子構造を備えたＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレ
ータを提供する。
【００４８】
　本明細書で使用するように、「ＫＩＤ２４改変体」という用語は、アミノ酸置換、欠失
、および付加改変体、またはそのいずれかの組合せを含む、ヒトＫＩＤ２４のいずれかの
アミノ酸改変体を示す。定義は、ヒトＫＩＤ２４／非ヒトキメラおよび他のハイブリッド
分子などのキメラ分子を含む。定義には、分子の改変体またはハイブリッド領域を含むＫ
ＩＤ２４改変体分子のいずれかの断片も含まれる。
【００４９】
　「抗体」は、標的、たとえば炭化水素、ポリヌクレオチド、脂質、ポリペプチドなどへ
の、免疫グロブリン分子の可変領域に位置する少なくとも１つの抗原認識部位を通じた特
異的結合が可能である免疫グロブリン分子である。本明細書で使用するように、該用語は
無傷のポリクローナルまたはモノクローナル抗体だけでなく、その断片（たとえばＦａｂ
、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ）、単鎖（ＳｃＦｖ）、そのミュータント，天然発生
型改変体、要求された特異性の抗原認識部位を備えた抗体部分を含む融合タンパク質、ヒ
ト化抗体、キメラ抗体、および要求された特異性の抗原認識部位を含む免疫グロブリン分
子の他のいずれかの修飾配置も含む。
【００５０】
　「モノクローナル抗体」は、モノクローナル抗体が抗原の選択的結合に関与するアミノ
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酸（天然発生型および非天然発生型）より成る、同種抗体個体群を指す。モノクローナル
抗体は高度に特異性であり、単一の抗原部位に対して作られる。「モノクローナル抗体」
という用語は、無傷のモノクローナル抗体および全長モノクローナル抗体だけでなく、そ
の断片（たとえばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ）、単鎖（ＳｃＦｖ）、その
ミュータント、抗体部分を含む融合タンパク質、ヒト化モノクローナル抗体、キメラモノ
クローナル抗体、要求された特異性の抗原認識部位および抗原に結合する能力を含む免疫
グロブリン分子の他のいずれかの修飾配置も含む。それは抗体源またはそれが作製される
方式（たとえばハイブリドーマ、ファージ選択、組換え発現、トランスジェニック動物な
どによる）に関して制限されるものではない。該用語は、免疫グロブリン全体はもちろん
のこと、「抗体」の定義によって上述された断片なども含む。
【００５１】
　「ヒト化」抗体は概して、組換え技法を使用して調製され、非ヒト種からの免疫グロブ
リンに由来する抗原結合部位と有し、分子の該残存免疫グロブリン構造がヒト免疫グロブ
リンの構造および／または配列に基づいているキメラ分子を指す。抗原－結合部位は、定
常ドメインに融合された完全可変ドメインまたは可変ドメイン内の適切なフレームワーク
可変領域にグラフトされた相補性決定可変領域（ＣＤＲ）のみのどちらかを含むことがで
きる。抗原結合部位は野生種であるか、または１つ以上のアミノ酸置換によって修飾でき
る。これはヒト個体における免疫原として定常領域を除去するが、外来性可変領域に対す
る免疫反応の可能性は残存する（ＬｏＢｕｇｌｉｏ，Ａ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ，（１９８９）
Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：４２２０－４２２４）。別の手
法は、ヒト由来定常領域を提供することだけでなく、ヒト形にできるだけ近く再形成する
ために可変領域を修飾することにも注目している。重鎖および軽鎖の両方の可変領域が、
問題の抗原に反応して変化して、結合能力を決定する相補性決定可変領域（ＣＤＲ）を含
有することが既知であり、ＣＤＲには、所与の種で比較的保存され、ＣＤＲの足場を推定
的に提供する４つのフレームワーク可変領域（ＦＲ）が隣接する。非ヒト抗体が特定の抗
原に関して調製されるとき、可変領域は、修飾されるヒト抗体に存在するＦＲ上の非ヒト
抗体に由来するＣＤＲをグラフトすることによって、「再形成」または「ヒト化」するこ
とができる。各種の抗体へのこの手法の応用は、Ｓａｔｏ，Ｋ．，ｅｔ　ａｌ，（１９９
３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５３：８５１－８５６．Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．，ｅｔ　
ａｌ．，（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ，Ｍ
．，ｅｔ　ａｌ，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６；Ｋｅｔｔ
ｌｅｂｏｒｏｕｇｈ，Ｃ．Α．，ｅｔ　ａｌ，（１９９１）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ　４：７７３－３７８３；Ｍａｅｄａ，Ｈ．，ｅｔ　ａｌ，（１９９１）Ｈ
ｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　２：１２４－１３４；Ｇｏｒｍ
ａｎ，Ｓ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ，（１９９１）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ　８８：４１８１－４１８５；Ｔｅｍｐｅｓｔ，Ｐ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ，（１９９１
）　Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：２６６－２７１；Ｃｏ，Ｍ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ
，（１９９１）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８８：２８６９－２８
７３；Ｃａｒｔｅｒ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ
　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：４２８５－４２８９；およびＣｏ，Ｍ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ，（１
９９２）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１４８：１１４９－１１５４によって報告されている。一
部の実施形態において、ヒト化抗体はすべてのＣＤＲ配列を保存する（たとえばマウス抗
体から６つすべてのＣＤＲを含有するヒト化マウス抗体）。他の実施形態において、ヒト
化抗体は、元の抗体からの１つ以上のＣＤＲに「由来する」１つ以上のＣＤＲとも呼ばれ
る、元の抗体に関して改変される１つ以上のＣＤＲ（１、２、３、４、５、６）を有する
。
【００５２】
　抗体またはポリペプチドに「特異的に結合する」または「優先的に結合する」（本明細
書では互換的に使用される）エピトープは、当分野で十分に理解されている用語であり、
そのような特異的または優先的結合を判定する方法も当分野で公知である。分子は、それ
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が代わりの細胞または物質よりも頻繁に、より迅速に、より高い耐久性でおよび／または
より大きい親和性で、特定の細胞または物質と反応または結合する場合に、「特異的結合
」または「優先的結合」を示すと言われる。抗体は、それが他の物質よりも大きい親和性
、結合活性で、より容易に、および／またはより高い耐久性で結合する場合に、標的に「
特異的に結合する」または「優先的に結合する」。たとえばＫＩＤ２４エピトープに特異
的にまたは優先的に結合する抗体は、他のＫＩＤ２４エピトープまたは非ＫＩＤ２４エピ
トープに結合するよりも、このＫＩＤ２４エピトープにより大きい親和性、結合活性で、
より容易に、および／またはより高い耐久性で結合する抗体である。この定義を読むこと
により、たとえば第１の標的に特異的にまたは優先的に結合する抗体（あるいは部分また
はエピトープ）は、第２の標的に特異的にまたは優先的に結合するか、または結合しない
ことも理解される。そういうものとして、「特異的結合」または「優先的結合」は、排他
的結合を（含むことはできるが）必ずしも必要としない。概して、しかし必ずではないが
、結合への言及は優先的結合を意味する。
【００５３】
　エピトープに関する「免疫活性の」または「免疫活性を維持する」という用語は、抗体
（たとえば抗ＫＩＤ２４抗体）が異なる条件下で、たとえばエピトープが還元および変性
条件を受けた後に、エピトープに結合する能力を指す。
【００５４】
　これに限定されるわけではないが、ＫＩＤ２４（これに限定されるわけではないが、膵
臓，結腸、肺または前立腺癌細胞を含む癌細胞上のＫＩＤ２４を含む）に結合する能力；
試験管内または生体内生細胞（特に癌細胞）の表面に露出されたＫＩＤ２４の部分に結合
する能力；化学療法剤をＫＩＤ２４を発現する癌性細胞（たとえば膵臓、結腸、肺または
前立腺癌細胞）に送達する能力；治療剤または検出可能なマーカーをＫＩＤ２４を発現す
る癌細胞に送達する能力を含む各種の生物機能は、抗ＫＩＤ２４抗体に関連している。本
明細書で述べるように、本発明のポリペプチド（抗体を含む）はこれらの特徴の１つ以上
を有しうる。
【００５５】
　「抗ＫＩＤ２４同等抗体」または「抗ＫＩＤ２４同等ポリペプチド」は、抗ＫＩＤ２４
抗体に関連する１つ以上の生物機能、たとえば結合特異性を有する抗体またはポリペプチ
ドを指す。
【００５６】
　本明細書で使用するように、「薬剤」は生物的、製薬的、または化学的化合物を指す。
非制限的な例は、単一または複合有機または無機分子、ペプチド、タンパク質、オリゴヌ
クレオチド、抗体、抗体誘導体、抗体断片、ビタミン誘導体、炭化水素、毒素、または化
学療法化合物を含む。各種の化合物、たとえば小型分子およびオリゴマー（たとえばオリ
ゴペプチドおよびオリゴヌクレオチド）、および各種のコア構造に基づく合成有機化合物
を合成できる。加えて各種の天然源、たとえば植物および動物抽出物などは、スクリーニ
ングのための化合物を提供できる。当業者は、本発明の薬剤の構造的性質に関して制限が
ないことをただちに認識できる。
【００５７】
　本発明の方法で利用される薬剤は、ランダムに選択、あるいは合理的に選択または設計
できる。本明細書で使用するように、薬剤がＫＩＤ２４とその未変性結合パートナーまた
は既知の抗体との結合に関与する特異的配列を考慮することなくランダムに選択されると
きに、薬剤はランダムに選択されると言われる。ランダムに選択された薬剤の例は、化学
ライブラリまたはペプチドコンビナトリアルライブラリの使用である。
【００５８】
　本明細書で使用するように、薬剤がその薬剤の作用に関連して標的部位の配列および／
またはその配座を考慮する非ランダムベースで選択されるときに、薬剤は合理的に選択ま
たは設計されると言われる。抗ＫＩＤ２４薬剤に関して、抗体を産生させることができる
少なくとも３つのエピトープがＫＩＤ２４にあり、したがってＫＩＤ２４／抗ＫＩＤ２４
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相互作用を遮断する薬剤のための少なくとも３つの作用部位があると現在考えられている
。本発明は、ＫＩＤ２４とその未変性結合パートナーとの間の相互作用部位にて作用する
薬剤も含むが、他のリガンドおよびその活性ＫＩＤ２４相互作用部位も、現在既知である
か、後で同定されるかどうかにかかわらず本発明の範囲に含まれる。薬剤は、レセプタ／
リガンドおよび／またはＫＩＤ２４／抗ＫＩＤ２４抗体複合体の接触部位を構成するペプ
チド配列を利用することによって合理的に選択または合理的に設計できる。たとえば合理
的に選択されたペプチド薬剤は、生細胞の表面にその未変性環境で露出されたときにアミ
ノ酸配列がＫＩＤ２４に出現するエピトープと同一であるペプチドでありうる。そのよう
な薬剤は、抗ＫＩＤ２４抗体または未変性リガンドに結合することによって、抗ＫＩＤ２
４抗体のＫＩＤ２４との結合、またはＫＩＤ２４とその未変性リガンドとの結合を要望通
りに低減または遮断するであろう。
【００５９】
　本明細書で使用するように、抗体に関して「標識された」という用語は、検出可能な物
質、たとえば放射性薬剤またはフルオロフォア（たとえばフルオレセインイソチオシアナ
ート（ＦＩＴＣ）またはフィコエリトリン（ＰＥ））を抗体にカップリングする（たとえ
ば物理的に連結する）ことによる抗体の直接標識はもちろんのこと、検出可能な物質との
反応性によるプローブまたは抗体の直接標識を含むものとする。
【００６０】
　本明細書で使用するように、抗体に関して「結合（ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）」という
用語は、薬剤（たとえば化学療法剤）への共有または非共有付着または結合を含む。抗体
が結合する癌性細胞への薬剤の局在化を抗体が指示して、抗体および薬剤が生理的条件下
で実質的に解離しないように、薬剤が抗体の結合する同じ癌性細胞に標的化されないよう
に、または薬剤の効力が低下しないように、抗体は直接結合または共通プラットフォーム
への付着を介した間接結合によって薬剤（たとえば化学療法剤）と結合できる。
【００６１】
　「生体サンプル」は個体から得られた各種のサンプルタイプを含み、診断または監視ア
ッセイで使用できる。定義は、唾液、血液または生物起源の他の液体サンプル、固体組織
サンプル、たとえば生検試料あるいは組織培養物またはそれに由来する細胞、およびその
子孫、たとえば癌を有することが疑われる個体から収集した組織サンプル、好ましい実施
形態では、卵巣、肺、前立腺、膵臓，結腸、および乳房組織より得た細胞を含む。定義は
、その調達後に何らかの方法、たとえば試薬による処置、可溶化、またはある成分、たと
えばタンパク質またはポリヌクレオチドの濃縮、あるいは切断目的での半固体または固体
マトリクスへの埋め込みによって操作されているサンプルも含む。「生体サンプル」とい
う用語は臨床サンプルを含み、培養中の細胞、細胞上澄み、細胞溶解液、血清、血漿、生
体液、および組織サンプルも含む。
【００６２】
　「宿主細胞」は、ポリヌクレオチドインサートの包含のための（複数の）ベクターのレ
シピエントと成りうる、またはレシピエントであった個体細胞または細胞培養物を含む。
宿主細胞は単一の宿主細胞の子孫を含み、子孫は天然の、偶発的な、または計画的な突然
変異のために、元の親細胞（形態で、またはゲノムＤＮＡ補体で）と完全に同一である必
要はない。宿主細胞は、本発明の（複数の）ポリヌクレオチドを用いて生体内で形質移入
された細胞を含む。
【００６３】
　本明細書で使用するように、「転移（または複数の転移）の発生を防止または遅延する
」は、転移の発生を停止、猶予、妨害、遅滞、安定化および／または延期することを意味
する。この遅延は、癌および／または処置される個体の履歴に応じて、可変長の時間であ
りうる。当業者に明らかであるように、十分なまたは著しい遅延は実際に、個体が転移を
発症しないという意味で防止を含むことができる。
【００６４】
　製薬組成物の「有効量」は１つの実施形態において、制限なく、腫瘍サイズの縮小など
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の臨床結果（癌の状況では、たとえば乳癌または前立腺癌）、癌性細胞成長の遅滞、転移
の発生の遅延、疾患から発生する症状の軽減、疾患に罹患している人々の生活の質の向上
、疾患を処置するために必要な他の医薬品の用量の減少、標的化および／または内部移行
を介してなどの別の医薬品の効果の向上、疾患の進行の遅延、および／または個体生存の
延長を含む、有益なまたは所望の結果をもたらすのに十分な量である。有効量は、１回以
上の投与で投与できる。本発明では、薬物、化合物、または製薬組成物の有効量は、癌性
細胞の増殖を低減（または破壊）するのに、そして癌性細胞の発生、成長または転移を直
接または間接的に低減および／または遅延するのに十分な量である。一部の実施形態にお
いて、薬物、化合物、または製薬組成物の有効量は、別の薬物、化合物、または製薬組成
物と併せて達成できる、または達成できない。それゆえ「有効量」は、１つ以上の化学療
法剤を投与する状況で考慮でき、１つ以上の他の薬剤と併せて所望の結果が達成できる、
または達成される場合、単一の薬剤が有効量で投与されるように考慮できる。個体の要求
が異なるときは、各成分の有効量の最適範囲の判定は、当業者の範囲内である。代表的な
投薬量は、０．１～１００ｍｇ／ｋｇ／体重を含む。好ましい投薬量は、１～１００ｍｇ
／ｋｇ／体重を含む。好ましい投薬量は１０～２０ｍｇ／ｋｇ／体重および１０～１００
ｍｇ／ｋｇ／体重を含み、最も好ましい投薬量は約１～１０ｍｇ／ｋｇ／体重を含む。
【００６５】
　本明細書で使用するように、核酸分子または薬剤、抗体、組成物または細胞などは、そ
の核酸分子、薬剤、抗体、組成物、または細胞などが元の供給源による汚染物質核酸分子
、抗体、薬剤、組成物、または細胞などから実質的に分離されるときに、「単離」される
と言われる。
【００６６】
　「個体」は脊椎動物、好ましくは哺乳類、さらに好ましくはヒトである。哺乳類はこれ
に限定されるわけではないが、家畜、競技用動物、ペット、霊長類、マウスおよびラット
を含む。
【００６７】
　「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用
語は、いずれかの長さのアミノ酸のポリマーを指すために本明細書で互換的に使用される
。ポリマーは直鎖または分岐であり、修飾アミノ酸を含むことがあり、非アミノ酸に割り
込まれることがある。該用語は、自然に、または介入により修飾されたアミノ酸ポリマー
；たとえばジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、アセチル化、ホスホリル化、
または他のいずれかの操作または修飾、たとえば標識成分による接合も含む。定義にはた
とえば、アミノ酸の１個以上の類似体（たとえば不自然アミノ酸など）を含有するポリペ
プチドはもちろんのこと、当分野で既知の他の修飾も含まれる。本発明のポリペプチドは
抗体に基づいているので、ポリペプチドが単鎖または結合鎖として生じうることが理解さ
れる。
【００６８】
　抗体の「可変領域」は、単独の、または組合された抗体軽鎖の可変領域または抗体重鎖
の可変領域を指す。
【００６９】
　抗体の「定常領域」は、単独の、または組合された抗体軽鎖の定常領域または抗体重鎖
の定常領域を指す。
【００７０】
　本発明の範囲内には、本明細書で述べるＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニス
トおよびモジュレータ（抗ＫＩＤ２４抗体を含む）のペプチド模倣薬も含まれる。そのよ
うなペプチド模倣薬は、少なくとも１個のアミノ酸残基が普通は天然に見出されないアミ
ノ酸残基、たとえばアミノ酸のＤ異性体またはアミノ酸のＮ－アルキル化種によって置換
されているペプチドを含む。他の実施形態において、ペプチド模倣薬は、ＫＩＤ２４ペプ
チドアゴニスト、アンタゴニストまたはモジュレータ内の少なくとも１個のアミド結合（
－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－ＮＨ－）をアミドイソスターでリプレイスすることによって構築
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される。適切なアミドイソスターは、－ＣＨ．ｓｕｂ．２－ＮＨ－、－ＣＨ．ｓｕｂ．２
－Ｓ－、－ＣＨ．ｓｕｂ．２－Ｓ（Ｏ）．ｓｕｂ．ｎ－（ｎは１または２である）、－Ｃ
Ｈ．ｓｕｂ．２－ＣＨ．ｓｕｂ．２－、－ＣＨ．ｄｂｄ．ＣＨ－（ＥまたはＺ）、－Ｃ（
．ｄｂｄ．Ｏ）－ＣＨ．ｓｕｂ．２－、－ＣＨ（ＣＮ）－ＮＨ－、－Ｃ（ＯＨ）－ＣＨ．
ｓｕｂ．２－、および－Ｏ－Ｃ（．ｄｂｄ．Ｏ）－ＮＨ－を含む。アミドイソスターとの
リプレイスに適した候補であるＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストまたはモ
ジュレータ内のアミド結合は、ＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストまたはモ
ジュレータ処置の所期の対象の内在性エステラーゼまたはプロテアーゼによって加水分解
できる結合である。
【００７１】
　本明細書で使用するように、「実質的に純粋な」は、少なくとも５０％純粋（すなわち
汚染物質を含まない）である、さらに好ましくは少なくとも９０％純粋である、さらに好
ましくは少なくとも９５％純粋である、さらに好ましくは少なくとも９８％純粋である、
さらに好ましくは少なくとも９９％純粋である、またはそれ以上純粋である物質を指す。
【００７２】
　「毒素」は、細胞内で不利な反応に影響するいずれかの物質を指す。たとえば癌性細胞
に向けられた毒素は、癌性細胞に対する不利な、場合により有害な影響を有する。毒素の
例はこれに限定されるわけではないが，放射性同位体、カリケアマイシン、およびメイタ
ンシノイドを含む。
【００７３】
　本明細書で使用するように、「処置」または「処置する」は、好ましい臨床結果を含む
有益なまたは所望の結果を得るための手法である。本発明では、有益なまたは所望の臨床
結果は、これに限定されるわけではないが、次の１つ以上：癌性細胞または他の罹患細胞
の増殖低減（または破壊）、癌に見出される癌性細胞の低減、腫瘍サイズの縮小、疾患か
ら生じる症状の低減、疾患に苦しむ人々の生活の質の向上、疾患を処置するのに必要な他
の医薬品の用量の低減、疾患の進行の遅延、および／または個体の生存の延長を含む。
【００７４】
　本明細書で使用するように、「治療剤」とは、抗腫瘍薬、毒素、細胞毒、細胞毒性剤、
および放射性薬剤を含む治療に有用な薬剤を意味する（ここでは概して癌の状況における
）。
【００７５】
　「能動免疫反応」は、抗原、またはその抗原についてコードするＤＮＡベクターの宿主
哺乳類への静脈内、筋肉内、皮下または他の投与方式による、アジュバントを含む、また
は含まない投与に反応して、抗原に対して作られた、生体内での抗体の発生および進行中
の産生を指す。能動免疫反応は、免疫反応の他の態様、たとえば細胞免疫反応も含むこと
ができる。
ＩＩＩ．抗体およびポリペプチドを作製する方法
　モノクローナル抗体を作製する方法は、当分野で既知である。利用される１つの方法は
、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７　
（１９７５）の方法またはその改良である。通例、モノクローナル抗体は非ヒト種、たと
えばマウスから開発される。概してマウスまたはラットは免疫化に使用されるが、他の動
物も使用できる。抗体は、ヒトＫＩＤ２４を含有する細胞、細胞抽出物、またはタンパク
質調製物の免疫原性量によってマウスを免疫化することによって産生される。免疫原は、
これに限定されるわけではないが、一次細胞、培養細胞系、癌性細胞、核酸、または組織
でありうる。１つの実施形態において、ヒト胎児腎臓上皮細胞が使用される。別の実施形
態において、ヒト膀胱または膵臓前駆細胞が使用される。ヒト胎児腎臓細胞を単離および
培養する方法は実施例１で詳説する。免疫化に使用する細胞、たとえばヒト胎児腎臓細胞
は、免疫原としてのその使用の前にある期間（少なくとも２４時間）に亘って培養できる
。細胞（たとえばヒト胎児腎臓細胞）は、単独で、または非変性アジュバント、たとえば
Ｒｉｂｉと組合せて免疫原として使用できる。概して免疫原として使用するときに、無傷
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で維持され、好ましくは生存可能であるべきである。無傷の細胞は破裂細胞よりも免疫化
動物によって抗原を良好に検出させることができる。変性または刺激の強いアジュバント
、たとえばフロイトアジュバントの使用はヒト胎児腎臓または他の細胞を破裂させること
があり、したがって阻止される。免疫原は定期間隔で、たとえば隔週、または毎週、複数
回投与できるか、または動物において（たとえば組織組換えにおいて）生存能を維持する
ような方法で投与できる。実施例２は、抗ＫＩＤ２４抗体を産生させるために使用する方
法について述べており、ＫＩＤ２４に結合する他のモノクローナル抗体を産生させるため
に使用される。
【００７６】
　１つの実施形態において、ＫＩＤ２４に結合するモノクローナル抗体は、ＫＩＤ２４を
免疫原として過剰発現する宿主細胞を使用して得られる。そのような細胞は、一例として
、制限せずに、ヒト胎児腎臓細胞およびヒト膵臓癌細胞を含む。
【００７７】
　抗体反応を監視するために、小さな生体サンプル（たとえば血液）を動物から得て、免
疫原に対する抗体力価について試験できる。脾臓および／または複数の大リンパ節を除去
して、単一の細胞に解離させることができる。所望ならば、細胞懸濁物を抗原によってコ
ーティングしたプレートまたはウェルに塗布することによって、脾臓細胞をスクリーニン
グすることができる（非特異的付着細胞の除去後）。抗原に特異的な膜結合免疫グロブリ
ンを発現するＢ細胞はプレートに結合して、残りの懸濁液によってすすぎ流されない。生
じたＢ細胞、またはすべての解離脾臓細胞は次に、骨髄腫細胞（たとえばＸ６３－Ａｇ８
．６５３およびＳａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　
Ｃｅｎｔｅｒ、サンディエゴ、カリフォルニア州からの細胞）と融合させることができる
。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）は、ハイブリドーマを形成するために、脾臓または
リンパ球に骨髄腫細胞を融合させるために使用できる。ハイブリドーマは次に、選択的培
地（たとえばヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン培地、そうでなければ「ＨＡＴ
培地」として既知）で培養される。生じたハイブリドーマは次に限界希釈によってプレー
ティングされ、ＦＡＣＳまたは免疫組織化学（ＩＨＣスクリーニング）を使用して、免疫
原（たとえばヒト胎児腎臓細胞の表面、癌細胞系の表面、Ａｇ－ＫＩＤ２４など）に特異
的に結合する抗体の産生についてアッセイされる。選択したモノクローナル抗体分泌ハイ
ブリドーマは次に試験管内（たとえば組織培養ボトルまたは中空ファイバリアクタ内）、
または生体内（たとえばマウスの腹水として）のどちらかで培養される。実施例３は、抗
ＫＩＤ２４抗体を得てスクリーニングするために利用される方法に関するさらなる詳細事
項を提供する。
【００７８】
　細胞融合技法の別の代案として、ＥＢＶ不死化Ｂ細胞を使用して本発明のモノクローナ
ル抗体を産生できる。所望ならばハイブリドーマを拡張およびサブクローニングして、在
来のアッセイ手順（たとえばＦＡＣＳ、ＩＨＣ、放射線免疫測定法、酵素免疫測定法、蛍
光免疫測定法など）によって上澄みを抗免疫原活性に関してアッセイする。
【００７９】
　別の代案において、モノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４および他の同等抗体は、当分野で
既知のいずれかの手段（たとえばヒト化、全ヒト抗体を産生するためのトランスジェニッ
クマウスの使用、ファージ提示技術など）によって配列決定および組換え産生できる。１
つの実施形態において、抗ＫＩＤ２４モノクローナル抗体を配列して、次にポリヌクレオ
チド配列を発現または繁殖のためにベクター内へクローニングする。興味のある抗体をコ
ードする配列は、宿主細胞内のベクターに維持でき、宿主細胞は次に拡張して、将来使用
するために凍結できる。
【００８０】
　モノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４のいずれかの他の同等抗体のポリヌクレオチド配列を
遺伝子操作に使用して、抗体の親和性、または他の特徴を改善するために「ヒト化」抗体
を産生できる。抗体をヒト化する場合の一般原理は、抗体の抗原結合部分の塩基性配列を
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保持することと、同時に抗体の非ヒトの残りをヒト抗体配列と交換することを含む。モノ
クローナル抗体をヒト化するために４つの一般的なステップがある。これらは：（１）開
始抗体軽鎖および重鎖可変ドメインのヌクレオチドおよび予測アミノ酸配列を決定するス
テップ、（２）ヒト化抗体を設計する、すなわちヒト化プロセス中に使用する抗体フレー
ムワーク領域を決定するステップ、（３）実際のヒト化方法／技法および（４）ヒト化抗
体の形質移入および発現である。たとえばＵ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏｓ．４，８１６，
５６７；５，８０７，７１５；５，８６６，６９２；および６，３３１，４１５を参照。
【００８１】
　非ヒト免疫グロブリンに由来する抗原結合部位を含む多数の「ヒト化」抗体分子が、げ
っ歯類または修飾げっ歯類Ｖ可変領域およびヒト定常ドメインに融合したその結合相補性
決定可変領域（ＣＤＲ）を有するキメラ抗体を含めて述べられている。たとえばＷｉｎｔ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９（１９９１），Ｌｏｂｕｇｌ
ｉｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：４２２０－４
２２４（１９８９），Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３８：４５３４
－４５３８（１９８７），およびＢｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７
：３５７７－３５８３（１９８７）。他の参考文献は、適切なヒト抗体定常ドメインとの
融合の前にヒト支持フレームワーク領域（ＦＲ）内へグラフトされたげっ歯類ＣＤＲにつ
いて述べている。たとえばＲｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３
２３－３２７（１９８８），Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９
：１５３４－１５３６（１９８８），およびＪｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３
２１：５２２－５２５（１９８６）を参照。別の参考文献は、組換え修飾されたげっ歯類
フレームワーク可変領域によって支持されたげっ歯類ＣＤＲについて述べている。たとえ
ばＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．５１９，５９６を
参照。これらの「ヒト化」分子は、ヒトレシピエントのこれらの部分の治療利用の期間お
よび有効性を制限する、げっ歯類抗ヒト抗体分子に対する望ましくない免疫反応を最小限
にするように設計されている。利用できるヒト化抗体の他の方法は、Ｄａｕｇｈｅｒｔｙ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９：２４７１－２４７６（１９９
１）ならびにＵ．Ｓ．　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏｓ．６，１８０，３７７；６，０５４，２９
７；５，９９７，８６７；および５，８６６，６９２によって開示されている。
【００８２】
　本発明は、本発明の抗体の単鎖可変領域断片（「ｓｃＦｖ」）、たとえばμ－抗ＫＩＤ
２４も含む。単鎖可変領域断片は、軽鎖および／または重鎖可変領域を短い連結ペプチド
を使用して連結することによって作製される。Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６は、１つの可変領域のカルボキシ末端と他の可変領
域のアミノ末端との間の約３．５ｍｍに橋掛けする連結ペプチドの例を述べる。他の配列
のリンカは、設計および使用されている、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）。リンカ
は次に、追加機能、たとえば薬物の付着または固体支持への付着のために修飾できる。単
鎖改変体は、組換えまたは合成のどちらかによって産生できる。ｓｃＦｖの合成産生では
、自動合成器を使用できる。ｓｃＦｖの組換え産生では、ｓｃＦｖをコードするポリヌク
レオチドを含有する適切なプラスミドを適切な宿主細胞、酵母、植物、昆虫または哺乳類
細胞などの真核、またはＥ．ｃｏｌｉなどの原核のどちらかに導入できる。興味のあるｓ
ｃＦｖをコードするポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドの連結などの日常的な操作に
よって作製できる。得られたｓｃＦｖは、当分野で既知の標準タンパク質精製技法を使用
して単離できる。
【００８３】
　本発明は、その特性および活性の上昇または低下を有する改変体に著しく影響しない、
機能的同等抗体およびポリペプチドを含む、ＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニスト、モ
ジュレータおよび抗体に対する修飾を含む。ポリペプチドの修飾は当分野で日常的な常法
であり、本明細書で詳細に説明する必要はない。修飾ポリペプチドの例は、アミノ酸残基
の保存的置換、機能活性を著しく有害に変化させないアミノ酸の１つ以上の欠失または付
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加、あるいは化学類似体の使用を伴うポリペプチドを含む。相互に保存置換できるアミノ
酸残基はこれに限定されるわけではないが：グリシン／アラニン；バリン／イソロイシン
／ロイシン；アスパラギン／グルタミン；アスパラギン酸／グルタミン酸；セリン／トレ
オニン；リジン／アルギニン；およびフェニルアラニン／チロシンを含む。これらのポリ
ペプチドもグリコシル化および非グリコシル化ポリペプチドはもちろんのこと、たとえば
異なる糖によるグリコシル化、アセチル化、およびホスホリル化などの他の翻訳後修飾を
持つポリペプチドを含む。好ましくはアミノ酸置換は保存的であり、すなわち置換アミノ
酸は、元のアミノ酸と同様の化学的特性を持つ。そのような保存的置換は当分野で既知で
あり、例は上に挙げた。アミノ酸修飾は、１つ以上のアミノ酸の変更または修飾から可変
領域などの領域の完全な再設計までに及ぶことができる。可変領域の変化は、結合親和性
および／または特異性を変化させることができる。修飾の他の方法は、これに限定される
わけではないが、酵素的手段、酸化置換およびキレート化を含む、当分野で既知のカップ
リング技法を含む。たとえば免疫測定法の標識の付着、たとえば放射線免疫測定法での放
射性部分の付着のために修飾が使用できる。修飾ポリペプチドは、当分野で樹立された手
順を使用して作製され、当分野で既知の標準アッセイを使用してスクリーニングできる。
【００８４】
　本発明は、本発明のポリペプチドおよび抗体からの１つ以上の断片または可変領域を含
む融合タンパク質も含む。１つの実施形態において、可変軽鎖領域の少なくとも１０の近
接アミノ酸および可変重鎖領域の少なくとも１０のアミノ酸を含む融合ポリペプチドが提
供される。別の実施形態において、融合ポリペプチドは非相同免疫グロブリン定常領域を
含有する。別の実施形態において、融合ポリペプチドは、本明細書で述べるようにＡＴＣ
Ｃに寄託されたハイブリドーマから産生された抗体の軽鎖可変領域および重鎖可変領域を
含有する。本発明では、抗体融合タンパク質は、１つ以上の抗ＫＩＤ２４ポリペプチドお
よび未変性分子内ではそれが付着しない別のアミノ酸配列、たとえば別の領域からの非相
同配列または相同配列を含有する。
【００８５】
　抗ＫＩＤ２４ポリペプチド、および他のＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストおよび
モジュレータは当分野で既知の方法、たとえば合成または組換えにより作製できる。ＫＩ
Ｄ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータを産生する１つの方法は
、ポリペプチドの化学合成と、続いての未変性配座、すなわち正確なジスルフィド結合連
鎖を得るのに適切な酸化条件下での処置を含む。これは当業者に公知の方法を使用して実
施できる（Ｋｅｌｌｅｙ，Ｒ．Ｆ．＆　Ｗｉｎｋｌｅｒ，Ｍ．Ｅ．ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｓｅｔｌ
ｏｗ，Ｊ．Ｋ．，ｅｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌ．１２，ｐｐ１
－１９（１９９０）；Ｓｔｅｗａｒｔ，Ｊ．Ｍ．＆　Ｙｏｕｎｇ，Ｊ．Ｄ．Ｓｏｌｉｄ　
Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｃｏ．Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌ．（１９８４）を参照；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．４，
１０５，６０３；３，９７２，８５９；３，８４２，０６７；および３，８６２，９２５
も参照）。
【００８６】
　本発明のポリペプチドは、固相ペプチド合成を使用して好都合に調製できる（Ｍｅｒｒ
ｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ，８５：２１４９（１９６４）；Ｈｏｕｇｈ
ｔｅｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：５１３２（１９８５）
）。
【００８７】
　なお別の代案では、完全ヒト抗体は、特異性ヒト免疫グロブリンタンパク質を発現する
ように組換えられた市販のマウスを使用して得られる。さらに所望の（たとえば完全ヒト
抗体）またはより強い免疫反応を生じるように設計されたトランスジェニック動物も、ヒ
ト化またはヒト抗体の産生に使用できる。そのような技術の例は、Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎ
ｃ．（フレモント、カリフォルニア州）によるＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭならびにＭｅｄａ
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ｒｅｘ，Ｉｎｃ．（プリンストン、ニュージャージー州）によるＨｕＭＡｂ－Ｍｏｕｓｅ
（登録商標）およびＴＣ　ＭｏｕｓｅＴＭである。
【００８８】
　代案において、抗体は当分野で既知のいずれかの方法を使用して組換え作製および発現
できる。抗体は、最初に宿主動物から作製した抗体を単離して、遺伝子配列を得て、該遺
伝子配列を使用して宿主細胞（たとえばＣＨＯ細胞）内で抗体を組換え発現させることに
よって組換え作製できる。利用できる別の方法は、植物（たとえばタバコ）またはトラン
スジェニック乳の中で抗体配列を発現させるものである。植物または乳の中で抗体を組換
え発現させるための方法が開示されている。たとえばＰｅｅｔｅｒｓ，ｅｔ　ａｌ．（２
００１）Ｖａｃｃｉｎｅ　１９：２７５６；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．およびＤ．Ｈｕｓｚａ
ｒ（１９９５）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１３：６５；ならびにＰｏｌｌｏｃｋ
，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２３１：１４７を参
照。抗体の誘導体、たとえばヒト化、単鎖などを作製する方法は当分野で既知である。別
の代案において、抗体はファージ提示技術によって組換え作製できる。たとえばＵ．Ｓ．
Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏｓ．５，５６５，３３２；５，５８０；７１７；５，７３３，７４３
；６，２６５，１５０；およびＷｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１２：４３３－４５５（１９９４）を参照。
【００８９】
　興味のある抗体またはタンパク質は、当業者に公知であるエドマン分解による配列決定
を受けることができる。質量分析法またはエドマン分解から生成されたペプチド情報を使
用して、興味のあるタンパク質をクローニングするために使用されるプローブまたはプラ
イマーを設計できる。
【００９０】
　興味のあるタンパク質をクローニングする代わりの方法は、精製ＫＩＤ２４またはその
部分を使用して興味のある抗体またはタンパク質を発現する細胞について「パニング」す
ることによる。「パニング」手順は、興味のある抗体またはタンパク質を発現する組織ま
たは細胞をｃＤＮＡライブラリから得て、該ｃＤＮＡを第２の細胞タイプにて発現させて
、第２の細胞タイプの形質移入細胞ＫＩＤ２４への特異的結合についてスクリーニングす
ることによって実施される。「パニング」によって細胞表面タンパク質をコードする哺乳
類遺伝子のクローニングで使用する方法の詳細な説明は、当分野で見出すことができる。
たとえばＡｒｕｆｆｏ，Ａ．ａｎｄ　Ｓｅｅｄ，Ｂ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，８４，８５７３－８５７７（１９８７）およびＳｔｅｐｈａｎ，Ｊ．ｅｔ
　ａｌ．，Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１４０：５８４１－５８５４（１９９９）を参
照。
【００９１】
　抗ＫＩＤ２４抗体をコードするｃＤＮＡ、ならびに他のＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト
、アンタゴニストおよびモジュレータは、当分野の標準方法によって特定の細胞タイプか
らｍＲＮＡを逆転写することによって得られる。特にｍＲＮＡは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅ
ｔ　ａｌ．ｓｕｐｒａで述べられている手順による各種の溶解酵素または化学溶液を使用
して単離できるか、または市販の核酸結合樹脂により、製造者（たとえばＱｉａｇｅｎ、
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｐｒｏｍｅｇａ）が提供する添付説明書に従って抽出できる。合
成したｃＤＮＡを次に発現ベクター内に導入して、第２のタイプの細胞内で興味のある抗
体またはタンパク質を産生する。発現ベクターは、エピソーム、または染色体ＤＮＡの不
可欠な部分のどちらかとして宿主細胞内で複製する必要があることが示唆される。適切な
発現ベクターは、これに限定されるわけではないが、プラスミド、アデノウィルス、アデ
ノ関連ウィルス、レトロウィルスを含むウィルスベクター、およびコスミドを含む。
【００９２】
　興味のあるポリヌクレオチドを含有するベクターは、電気穿孔、塩化カルシウム、塩化
ルビジウム、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストラン、または他の物質を利用する形
質移入；微粒子銃；リポフェクション；および感染（たとえばベクターがワクシニアウィ
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ルスなどの感染性因子である場合）を含む多数の適切な手段のいずれかによって、宿主細
胞内に導入できる。導入するベクターまたはポリヌクレオチドの選択は、宿主細胞の特徴
に応じて変わることが多い。
【００９３】
　異種ＤＮＡを過剰発現できるいずれの宿主細胞も、興味のある抗体、ポリペプチドまた
はタンパク質をコードする遺伝子を単離する目的で使用できる。哺乳類宿主細胞の非制限
的な例は、これに限定されるわけではないが、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、およびＣＨＯ細胞を含
む。好ましくは、宿主細胞は、宿主細胞内に存在する場合は、興味のある相当する内在性
抗体またはタンパク質よりも約５倍高い、さらに好ましくは１０倍高い、なおさらに好ま
しくは２０倍高いレベルでｃＤＮＡを発現する。ＫＩＤ２４への特異的結合についての宿
主細胞のスクリーニングは、免疫測定法またはＦＡＣＳによって実施できる。興味のある
抗体またはタンパク質を過剰発現する細胞を同定できる。
【００９４】
　親ＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストまたはモジュレータ分子に対する得
られたタンパク質のアミノ酸配列内の付加、欠失、または変化をコードするミュータント
ＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニスト、およびモジュレータを産生するために
現在利用できる各種の技法も利用できる。
【００９５】
　本発明は、本発明の抗体のアミノ酸配列を含むポリペプチドを含む。本発明のポリペプ
チドは、当分野で既知の手順によって作製できる。ポリペプチドは抗体のタンパク分解ま
たは他の分解、上述のような組換え法（すなわち単一または融合ポリペプチド）によって
、あるいは化学合成によって産生できる。抗体のポリペプチド、とりわけ約５０アミノ酸
までの短いポリペプチドは、化学合成によって好都合に作製できる。化学合成の方法は当
分野で既知であり、市販されている。たとえば抗ＫＩＤ２４ポリペプチドは、固相法を利
用する自動ポリペプチド合成器によって製造できる。
ＩＶ．ポリペプチドおよびモノクローナル抗体をスクリーニングする方法
　ＫＩＤ２４に結合するポリペプチドおよびモノクローナル抗体をスクリーニングするた
めに複数の方法を使用できる。「結合」が生物的または免疫学的に関連する結合、すなわ
ち免疫グロブリン分子がコードされる、またはポリペプチドが作製される独自の抗原に対
して特異性である結合を指すことが理解される。それは免疫グロブリンが非特異性標的に
対して非常に高い濃度で使用されるときに発生する非特異性結合は指さない。１つの実施
形態において、モノクローナル抗体はＫＩＤ２４への結合について標準スクリーニング技
法を使用してスクリーニングされる。この方式では、抗ＫＩＤ２４モノクローナル抗体を
得た。ブダペスト条約に従って、抗ＫＩＤ２４モノクローナル抗体を産生するハイブリド
ーマは、２００３年５月２日にＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．、マナッサス
、バージニア州２０１１０－２２０９へ、Ｐａｔｅｎｔ　Ｄｅｐｏｓｉｔ　Ｄｅｓｉｇｎ
ａｔｉｏｎ　ＰＴＡ＃　５１７４で寄託されている。
【００９６】
　ＫＩＤ２４に結合するモノクローナル抗体は、癌性組織および非癌性細胞への結合につ
いてスクリーニングする。１つの実施形態において、ＫＩＤ２４に結合して、ヒト癌性細
胞または組織にも交差反応性であるが、正常細胞または組織には同じ程度まで交差反応性
でないモノクローナル抗体が選択される。スクリーニング利用できる１つの方法は、免疫
組織化学（ＩＨＣ）である。標準免疫組織化学技法は当業者に既知である。たとえばＡｎ
ｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｊ．Ｐ．Ｍａｔｈｅｒ　ａｎｄ
　Ｄ．　Ｂａｒｎｅｓ，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｖｏｌ．５７，Ｃｈ
．１８　ａｎｄ　１９，ｐｐ．３１４－３５０，１９９８）を参照。生体サンプル（たと
えば組織）は、生検、剖検、または検死から得られる。癌性細胞のみに存在するかを確認
するために、抗ＫＩＤ２４抗体を使用して、癌のある個体からの組織でのＫＩＤ２４の存
在を検出することができると同時に、癌に罹患している個体からの他の非癌性組織または
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癌のない個体からの組織を対照として使用する。組織は凍結中の損傷を防止する固体また
は半固体物質（たとえばアガロースゲルまたはＯＣＴ）に埋め込んで、次に染色のために
切断できる。各種の臓器からの各種の段階の癌を使用して、モノクローナル抗体をスクリ
ーニングできる。スクリーニング目的で使用できる組織の例は、これに限定されるわけで
はないが、卵巣、乳房、肺、前立腺、結腸、腎臓、皮膚、甲状腺、脳、心臓、肝臓、胃、
神経、血管、骨、上部消化管、および膵臓を含む。スクリーニング目的で使用できる各種
の癌のタイプの例は、これに限定されるわけではないが、癌腫、腺癌、肉腫、腺肉腫、リ
ンパ腫、および白血病を含む。
【００９７】
　なお別の代案では、癌性細胞系、たとえばＢＴ４７４（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－２０）、
ＭＣＦ７（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－２２）、ＥＳ－２（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１９７８）、
ＳＫＯＶ３（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－７７）、ＳＫＭＥＳ－Ｉ（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－５８
）、ＣＡ１３０（Ｒａｖｅｎ専売の肺腺癌細胞系）、ＣａＬｕ３（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－
５５）、９９２６（Ｒａｖｅｎ専売の膵臓腺癌細胞系、ＡｓＰＣ－１（ＡＴＣＣ＃　ＣＲ
Ｌ－１６８２）、Ｈｓ７００Ｔ（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－１４７）、Ｃｏｌｏ２０５（ＡＴ
ＣＣ＃　ＣＣＬ－２２２）、ＨＴ－２９（ＨＴＢ－３８）、Ｃｏｓ７（ＡＴＣＣ＃　ＣＲ
Ｌ－１６５１）、ＲＬ－６５（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１０３４５）、Ａ２０４ＡＴＣＣ＃
　ＨＴＢ－８２）、Ｇ２９２（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１４２３）、ＨＴ１０８０（ＡＴＣ
Ｃ＃　ＣＣＬ－１２１）、ＭＧ６３（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１４２７）、ＲＤ（ＡＴＣＣ
＃　ＣＣＬ－１３６）、ＲＤ－ＥＳ（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－１６６）、ＳＫＥＳ－１（Ａ
ＴＣＣ＃　ＨＴＢ－８６）、ＳＫＬＭＳ－１（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－８８）、ＳＫＵＴ－
１（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－１１４）、ＳＷ６８４（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－９１）、ＳＷ８
７２（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－９２）、７８６－Ｏ（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１９３２）、Ａ
４９８（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－４４）、Ｃａｋｉ－２（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－４７）、２
２ＲＶ１（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－２５０５）、ＤＵ１４５（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－８１）
、ＬＮＣａＰ（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１７４０）、ＨＭＥＣ（ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ
　ＣＣ－２２５１）、ＨｕＶＥＣ（一次内皮細胞）、ＭＤＡ－ＭＢ－１７５－ＶＩＩ（Ａ
ＴＣＣ＃　ＨＢ－２５）、ＭＤＡ－ＭＢ－３６１（ＡＴＣＣ＃　ＨＢ－２７）、ＳＫ－Ｂ
Ｒ－３（ＡＴＴＣ＃　ＨＴＢ－３０）、９９７９（Ｒａｖｅｎ専売の肺癌細胞系）、Ａ５
４９（ＡＴＣＣ＃　ＣＣＬ－１８５）、ＳＷ４８０（ＡＴＣＣ＃　ＣＣＬ－２２８）、Ｓ
Ｗ９４８（ＡＴＣＣ＃　ＣＣＬ－２３７）、２９３（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１５７３）、
ＰＣ３（ＡＴＣＣ＃　ＣＲＬ－１４３５）、ＴＤＨ－１（Ｒａｖｅｎ専売の前立腺癌細胞
系）、Ｈｓ７４６Ｔ（ＡＴＣＣ＃　ＨＴＢ－１３５）、ＮＣＩ－Ｎ８７（ＡＴＣＣ＃　Ｃ
ＲＬ－５８２２）およびそのそれぞれの組織からの正常細胞を使用して、癌性組織に対し
て特異性であるモノクローナル抗体をスクリーニングするのに使用できる。これに限定さ
れるわけではないが、腎臓、卵巣、乳房、肺、前立腺、結腸、腎臓、皮膚、甲状腺、大動
脈平滑筋、および内皮細胞を含む各種臓器からの正常細胞に由来する一次または低継代細
胞培養物は、負の対照として使用できる。癌性または非癌性細胞は、ガラススライドまた
はカバースリップ、あるいはプラスチック表面上で培養するか、あるいはＷＯ　０１／４
３８６９で述べられているようにＣｅｌｌＡｒｒａｙＴＭで調製して、組織に関して上述
したようにＩＨＣを使用して抗体の結合についてスクリーニングできる。あるいは細胞を
成長表面から非タンパク分解手段を使用して除去して、スピンしてペレットにすることが
でき、次にこれを埋め込んで、上述したようにＩＨＣ解析の組織として処理できる。細胞
を免疫不全動物に接種して、腫瘍を成長させ、次にこの腫瘍を収集して、埋め込んで、Ｉ
ＨＣ解析の組織源として使用できる。別の代案では、単一の細胞を一次抗体でインキュベ
ートすることによってスクリーニングして、二次「レポータ」抗体を蛍光分子に連結させ
、次に蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）装置を使用して解析できる。なお別の代案におい
て、生細胞ＥＬＩＳＡは、癌細胞系（たとえば上で挙げた癌細胞系）およびその各組織か
らの正常細胞に対して特異性である抗体についてスクリーニングするために使用できる。
細胞を９６ウェルプレートにプレーティングして、次にコンフルエントまで増殖させるこ
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とができる。次に成長培地を除去して、細胞はブロッキングバッファによって遮断される
。一次抗体を添加して、次にプレートを洗浄し、二次抗体を添加して、基質を添加するこ
とによってプレートを展開させて、プレートリーダーを使用して色変化を検出できる。
【００９８】
　複数の各種の検出システムを利用して、抗体の組織切片への結合を検出できる。通例、
免疫組織化学は一次抗体の組織への結合を含み、次に一次抗体からの種に対して反応性で
ある二次抗体を産生して、検出可能なマーカー（たとえばホースラディッシュペルオキシ
ダーゼ、ＨＲＰ、ジアミノベンゼジン、ＤＡＢ）に接合させた。使用できる１つの代わり
の方法は、ポリクローナル鏡像相補性抗体すなわちｐｏｌｙＭＩＣＡである。Ｄ．Ｃ．Ｍ
ａｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｐ．Ｇ．Ｉｓａａｃｓｏｎ（Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ（１
９９９）３５（２）：１２９－３３）に述べられているｐｏｌｙＭＩＣＡ（ポリクローナ
ル鏡像相補性抗体）技法は、一次抗体（たとえば抗ＫＩＤ２４抗体）の正常および癌性組
織への結合を試験するために使用できる。複数の種類のｐｏｌｙＭＩＣＡＴＭ検出キット
がＴｈｅ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅ　Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ　４０７３　バ
ーミンガム　Ｂ２９　６ＡＴ　英国）から市販されている。製品番号ＨＫ００４．Ｄは、
ＤＡＢ　色素原（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）を使用するｐｏｌｙＭＩＣＡＴＭ検出キットであ
る。製品番号ＨＫ００４．Ａは、ＡＥＣ　色素原（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）を使用するｐｏ
ｌｙＭＩＣＡＴＭ検出キットである。あるいは一次抗体は、検出可能なマーカーによって
直接標識できる。
【００９９】
　適切な抗体を選択するＩＨＣスクリーニングの最初のステップは、マウス内で産生され
た一次抗体（たとえば抗ＫＩＤ２４抗体）の１つ以上の免疫原（たとえば細胞または組織
サンプル）への結合である。１つの実施形態において、組織サンプルは、各種の臓器から
の凍結組織の切片である。細胞または組織サンプルは、癌性または非癌性のどちらかであ
りうる。
【０１００】
　当業者に既知の多数の方法のいずれかによって、凍結組織を調製、切断し、固定して、
または固定せずにＩＨＣを実施できる。たとえばＳｔｅｐｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｄｅｖ．
　Ｂｉｏｌ．２１２：２６４－２７７（１９９９）、およびＳｔｅｐｈａｎ　ｅｔ　ａｌ
．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１４０：５８４１－５４（１９９９）を参照。
Ｖ．抗ＫＩＤ２４抗体を性質決定する方法
　抗ＫＩＤ２４抗体を性質決定する複数の方法を使用できる。１つの方法を、それが結合
するエピトープを同定することである。エピトープマッピングは、各種の販売元、たとえ
ばＰｅｐｓｃａｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｅｄｅｌｈｅｒｔｗｅｇ　１５，８２１９　ＰＨ　
Ｌｅｌｙｓｔａｄ，オランダ）から販売されている。エピトープマッピングを使用して抗
ＫＩＤ２４抗体が結合する配列を決定できる。エピトープは、直鎖エピトープ、すなわち
ひと続きのアミノ酸に含有されるか、または必ずしも一続きのアミノ酸に含有されなくて
もよい、アミノ酸の三次元相互作用によって形成された配座エピトープである。可変長の
ペプチド（たとえば少なくとも４～６アミノ酸長）を単離または合成（たとえば組換えに
より）して、抗ＫＩＤ２４抗体による結合アッセイに使用できる。抗ＫＩＤ２４抗体が結
合するエピトープは、細胞外配列に由来する重複ペプチドを使用して、抗ＫＩＤ２４抗体
による結合を決定することによる体系的スクリーニングで決定できる。
【０１０１】
　抗ＫＩＤ２４抗体を性質決定するなお別の方法は、抗ＫＩＤ２４抗体が同じエピトープ
に他の抗体のように結合するかどうかを判定するために、同じ抗原、すなわちＫＩＤ２４
に結合することが既知である他の抗体を用いた競合アッセイを使用することである。ＫＩ
Ｄ２４に対する市販の抗体の例は利用可能であり、本明細書で教示する結合アッセイを使
用して同定できる。競合アッセイは当業者に公知であり、そのような手順および例示的デ
ータを実施例でさらに詳説する。抗ＫＩＤ２４抗体は、それらが結合する組織、癌のタイ
プまたは腫瘍のタイプによってさらに性質決定することができる。
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【０１０２】
　抗ＫＩＤ２４抗体を性質決定する別の方法は、それが結合する抗原による。抗ＫＩＤ２
４抗体は、各種のヒト癌からの細胞溶解液を用いたウェスタンブロットで使用した。当業
者に既知であるように、ウェスタンブロッティングは、細胞溶解液および／または細胞画
分を変性または未変性ゲルへ注入して、タンパク質をニトロセルロース紙に移して、次に
抗体によって結合されたタンパク質を確認するためにブロットを抗体（たとえば抗ＫＩＤ
２４抗体）によってプローブすることを含みうる。この手順は実施例４でさらに詳説する
。ＫＩＤ２４は、これに限定されるわけではないが、結腸、乳房、卵巣、膵臓および肺を
含む各種の組織の各種のヒト癌と関連している。ＫＩＤ２４のさらなる説明は実施例６お
よび７に与える。
ＶＩ．抗ＫＩＤ２４抗体およびＫＩＤ２４モジュレータを使用して癌を診断する方法
　本明細書で開示した方法によって作製したＫＩＤ２４に対するモノクローナル抗体は、
これに限定されるわけではないが、卵巣、乳房、肺、前立腺、結腸、腎臓、膵臓、皮膚、
甲状腺、脳、心臓、肝臓、胃、神経、血管、骨、および上部消化管を含む各種の組織にお
ける癌性細胞の存在または非存在を同定するために診断の目的で使用できる。本明細書で
開示した方法によって作製したＫＩＤ２４に対するモノクローナル抗体は、固形腫瘍から
のその放出後に血液中を循環している癌性細胞の存在または非存在を、あるいはそのレベ
ルを同定するためにも使用できる。そのような循環抗原は、無傷のＫＩＤ２４抗原、また
は本明細書で教示した方法に従って検出できる能力を保持するその断片でありうる。その
ような検出は、当分野で一般的な標準方法を使用してＦＡＣＳ解析によって実施される。
【０１０３】
　これらはＫＩＤ２４とＫＩＤ２４に特異的に結合する抗体との間の複合体の形成を含む
ことができる。そのような抗体の例は、これに限定されるわけではないが、ＡＴＣＣにｄ
ｅｓｉｇｎａｔｉｏｎ　ＰＴＡ＃　５１７４で寄託したハイブリドーマによって産生した
これらの抗ＫＩＤ２４モノクローナル抗体を含む。そのような複合体の形成は、試験管内
または生体内で可能である。理論に縛られることなく、モノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４
はＫＩＤ２４の細胞外ドメインを通じてＫＩＤ２４に結合でき、次に内部移行させること
ができる。
【０１０４】
　本発明の診断方法の好ましい実施形態において、抗体は検出可能な標識を持つ。使用で
きる標識の例は、放射性薬剤またはフルオロフォア、たとえばフルオレセインイソチオシ
アナートまたはフィコエリトリンを含む。
【０１０５】
　診断および治療目的で商業的に使用される他の既知の抗体と同様に、本発明の標的抗原
は正常組織で幅広く発現される。それは一部の腫瘍でもアップレギュレートされる。した
がって診断または治療剤に使用するときの本発明の抗体の特定の投薬量および投与経路は
、処置されている特定の個体と同様に、当面の特定の腫瘍または疾患状態に合せて調整で
きる。
【０１０６】
　診断に抗体を使用する１つの方法は、抗原を発現する癌細胞表面での標識抗体の局在化
を描出するために、抗体を放射性剤または放射線不透過性剤に連結させて、抗体を個体に
投与し、ｘ線または他の撮像装置を使用することによる生体内腫瘍撮像である。抗体は生
理的条件での結合を促進する濃度で投与される。
【０１０７】
　ＫＩＤ２４の検出の試験管内技法は当分野では日常的であり、酵素結合免疫吸着測定（
ＥＬＩＳＡ）、免疫沈降、免疫蛍光法、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射線免疫測定法（
ＲＩＡ）、およびウェスタンブロット解析を含む。
【０１０８】
　本発明の態様において、本発明の常法に従って放射性標識された腫瘍特異性抗体を個体
に投与するステップを含む、腫瘍または新生物の放射線撮像の方法、あるいは放射性標識
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抗体を用いた処置方法の有効性を測定する方法。放射性標識抗体は、好ましくはテクネチ
ウム－９９ｍ、インジウム－１１１、ヨウ素－１３１、レニウム－１８６、レニウム－１
８８、サマリウム－１５３、ルテチウム－１７７、銅－６４、スカンジウム－４７、イッ
トリウム－９０から成る群より選択される放射性標識を含むモノクローナルまたはポリク
ローナル抗体である。抗体の免疫反応性を損なわず、生体内で分解しないヨウ素－１３１
、レニウム－１８８、ホルミウム－１６６、サマリウム－１５３およびスカンジウム－４
７などの治療用放射性核種によって標識されたモノクローナル抗体が、とりわけ好ましい
。当業者は他の放射性同位体が既知であり、特定の用途に適切であることを認識するであ
ろう。放射線撮像は、単一光子放射型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）、Ｐｏｓｉｔ
ｉｏｎ放出断層撮影（ＰＥＴ）、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）または磁気共鳴撮像（Ｍ
ＲＩ）を使用して実施できる。放射線撮像により探知された転移位置のより良好な解剖学
的定義を可能にする相関撮像も考慮される。
【０１０９】
　他の方法では、癌性細胞を除去して、組織は当分野で公知の方法（たとえば固定を用い
る、または用いない、凍結化合物への埋め込み、凍結および切断；抗原回収および対比染
色の各種の方法を用いる、または用いない固定およびパラフィン埋め込み）によって免疫
組織化学用に調製される。モノクローナル抗体は、発生の各種の段階で癌性細胞を同定す
るためにも使用できる。抗体を使用して、規定レベルでその表面で抗原を発現して、それ
ゆえ前記抗原に対して作られた抗体を使用する免疫療法の候補である個体の腫瘍を判定す
ることもできる。抗体は、腎臓、卵巣、前立腺および膵臓の原発性および転移性癌と、Ｋ
ＩＤ２４を発現する肺の原発性癌の両方を認識できる。本明細書で使用するように、検出
は定性的および／または定量的検出を含み、癌性細胞でのＫＩＤ２４の発現レベルの上昇
について、測定したレベルを正常細胞と比較することを含みうる。
【０１１０】
　本発明は、ＫＩＤ２４に結合するいずれかの抗体を使用して個体における癌（たとえば
膵臓、結腸、肺、または前立腺癌）の診断を補助する方法、およびＫＩＤ２４発現のレベ
ルを判定するために使用できる他のいずれかの方法も提供する。本明細書で使用するよう
に、「診断を補助する」方法は、これらの方法が癌の分類、または性質に関する臨床的判
定を行うのを助けて、最終的な診断に関して決定的であるか、決定的でないことを意味す
る。したがって癌の診断を補助する方法は、個体からの生体サンプル中のＫＩＤ２４のレ
ベルを検出するステップおよび／またはサンプルでのＫＩＤ２４発現のレベルを判定する
ステップを含みうる。抗原またはその部分を認識する抗体は、これに限定されるわけでは
ないが、血液、唾液、尿、肺液、または腹水液を含む体液中の生きている癌細胞または瀕
死の癌細胞から放出または分泌された抗原を検出するための診断免疫測定法を作るために
も使用される。
【０１１１】
　興味のある特定の腫瘍中のすべての細胞がＫＩＤ２４を発現するわけではなく、他の組
織中の癌性細胞はＫＩＤ２４を発現でき、それゆえ個体を個体における免疫療法の有用性
を判定するために癌性細胞でのＫＩＤ２４の存在または非存在についてスクリーニングす
るべきである。本明細書で開示した方法によって作製した抗ＫＩＤ２４抗体を使用して、
癌と診断された個体がＫＩＤ２４に対して作られた抗体を使用する免疫療法の候補と見な
せるかどうかを判定できる。１つの実施形態において、ＫＩＤ２４に対して作られた抗体
を使用して、癌性腫瘍または生検サンプルをＫＩＤ２４の発現について試験できる。ＫＩ
Ｄ２４を発現する癌細胞を持つ個体は、ＫＩＤ２４に対して作られた抗体を使用する免疫
療法の適切な候補である。抗ＫＩＤ２４抗体による染色も癌性組織を正常組織から識別す
るために使用できる。
【０１１２】
　診断目的に抗ＫＩＤ２４抗体を使用する方法は、与えられた処置に最も反応しやすい腫
瘍、癌を持つ個体の予後、転移性疾患の腫瘍サブタイプまたは起源、および処置に対する
疾患または反応の進行を判定するために、いずれかの形の抗癌処置、たとえば化学療法ま
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たは放射線療法の前後両方で有用である。
【０１１３】
　本発明の組成物は、他の罹患（非癌性）細胞を用いる用途で概して上述した方法を使用
した、癌以外の疾患状態の診断にも適切である。本発明の方法での使用に適切な疾患状態
は、これに限定されるわけではないが、個体の炎症または自己免疫反応に関連する疾患ま
たは障害を含む。上述の方法は、個体の炎症または自己免疫反応を調節するのに使用でき
る。本発明の組成物および方法を使用する診断および／または処置を受けることができる
炎症および自己免疫障害から生じる疾患および状態は、一例として、そして限定せず、多
発性硬化症、髄膜炎、脳炎、脳卒中、他の脳外傷、潰瘍性大腸炎およびクーロン病を含む
炎症性腸疾患、重症筋無力症、狼瘡、関節リウマチ、喘息、急性若年型糖尿病、ＡＩＤＳ
認知症、アテローム性動脈硬化、腎炎、網膜炎、アトピー性皮膚炎、乾癬、心筋虚血およ
び急性白血球介在肺傷害を含む。
【０１１４】
　本発明の抗体および他の治療剤の診断および／または治療使用のためのなお他の効能は
、臓器または移植片拒絶のリスクに瀕した個体への投与を含む。ここ数年、組織および臓
器、たとえば皮膚、腎臓、肝臓、心臓、肺、膵臓および骨髄を移植するための外科技法の
効率においてかなりの改善がある。おそらく主要な未解決の問題は、移植された同種移植
片または臓器に対してレシピエントにおいて免疫寛容を誘発するための満足な作用物質の
不足である。同種細胞または臓器が宿主に移植されるとき（すなわちドナーおよび被提供
者は、同じ種とは異なる個体である）、宿主の免疫系は移植片中の外来性抗原に対して免
疫反応を開始しやすく（宿主対移植片疾患）、移植組織の破壊を引き起こす。
【０１１５】
　抗ＫＩＤ２４抗体へのその使用を挙げる本出願の別の箇所で述べる使用も、本明細書で
述べる他のＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストおよびモジュレータの使用を含む。そ
のような実施形態において、ＫＩＤ２４アゴニスト、アンタゴニストまたは他の非抗体モ
ジュレータが上述したステップのＫＩＤ２４抗体と置換され、置換されたＫＩＤ２４調節
性組成物に合せるために当業者の範囲内の変更が行われる。
ＶＩＩ．本発明の組成物
　本発明は、抗ＫＩＤ２４抗体、抗ＫＩＤ２４抗体に由来するポリペプチド、抗ＫＩＤ２
４抗体をコードする配列を含むポリヌクレオチド、および本明細書で述べる他の薬剤から
成る製薬組成物を含む組成物も含む。本明細書で使用するように、組成物はさらに１つ以
上の抗体、ＫＩＤ２４に結合するポリペプチドおよび／またはタンパク質、ＫＩＤ２４ア
ゴニスト、アンタゴニスト、モジュレータ、および／またはＫＩＤ２４に結合する１つ以
上の抗体、ポリペプチドおよびタンパク質をコードする配列を含む１つ以上のポリヌクレ
オチドを含む。
【０１１６】
　本発明は、いずれかのＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストまたはモジュレ
ータと、特定のＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストまたはモジュレータの所
期の１つまたは複数の機能を補助する追加の化学構造との接合体を提供する。これらの接
合体は、本明細書で述べる診断、スクリーニングまたは精製手順で使用するいずれかの不
溶性固体支持マトリクスなどの巨大分子に共有結合した、ＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト
、アンタゴニストまたはモジュレータを含む。適切なマトリクス材料は、化学的に不活性
であり、高い多孔性を有し、ペプチドリガンドとの共有連結を形成できる多数の官能基を
有するいずれかの物質を含む。マトリクス材料およびマトリクス－リガンド接合体の調製
手順の例は、Ｄｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ
ｒａｐｈｙ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８
５）；Ｌｏｗｅ，“Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒ
ｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ”，ｉｎ　Ｗｏｒｋ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．７，Ｐａｒｔ　ＩＩ，Ｎｏｒｔｈ－Ｈｏｌｌａｎｄ（
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１９７９）；Ｐｏｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｂｉｏｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｆｆｉｎｉｔ
ｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ”，ｉｎ　Ｎｅｕｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）
，Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，３ｒｄ　ｅｄ．，Ｖｏｌ．１，ｐｐ．９５－１７８（１９
７５）；およびＳｃｈｏｔｔ，Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，Ｄｅ
ｋｋｅｒ（１９８４）に述べられている。
【０１１７】
　本明細書で議論した診断手順で使用された、ＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴ
ニストおよびモジュレータと、いずれかのレポータ部分との接合体も本明細書で提供され
る。
【０１１８】
　抗ＫＩＤ２４抗体を含む、本発明のＫＩＤ２４ペプチドアゴニスト、アンタゴニストま
たはモジュレータ剤、ポリペプチドおよびタンパク質は、次の基準のいずれか（１つ以上
）によってさらに同定および性質決定される：（ａ）ＫＩＤ２４（これに限定されるわけ
ではないが、膵臓、結腸、肺または前立腺癌細胞を含む癌細胞上のＫＩＤ２４を含む）に
結合する能力；（ｂ）元の抗体が優先的に結合する同じＫＩＤ２４エピトープに、優先的
に結合する能力を含む、既知の抗ＫＩＤ２４抗体のＫＩＤ２４への優先的結合を競合的に
阻害する能力；（ｃ）試験管内または生体内で生細胞の表面に露出されたＫＩＤ２４の部
分に結合する能力；（ｄ）生癌細胞、たとえばこれに限定されるわけではないが、卵巣、
前立腺、膵臓、肺、結腸、または乳癌細胞の表面に露出されたＫＩＤ２４の部分に結合す
る能力；（ｅ）化学療法剤または検出可能なマーカーを、ＫＩＤ２４を発現する癌性細胞
（たとえばこれに限定されるわけではないが、卵巣、前立腺、膵臓、肺、結腸、または乳
癌細胞）に送達する能力；（ｆ）治療剤を、ＫＩＤ２４を発現する癌性細胞（たとえば、
これに限定されるわけではないが、肺癌細胞）内に送達する能力。
【０１１９】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、寄託番号ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＰＴＡ＃５１７
４の宿主細胞、またはその子孫によって産生される抗体である。本発明は、これらの寄託
されたハイブリドーマおよび同等抗体またはポリペプチド断片（たとえばＦａｂ、Ｆａｂ
’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｃなど）、キメラ抗体、単鎖（ＳｃＦｖ）、そのミュータ
ント、抗体部分を含む融合タンパク質、ヒト化抗体、抗原（ＫＩＤ２４）を含むこれらま
たは同等の抗体のいずれかの他のいずれかの修飾配置、要求された特異性の認識部位によ
って産生された抗体の各種の調合物も含む。本発明は、抗ＫＩＤ２４ファミリメンバの生
物的特徴の１つ以上を提示するヒト抗体も提供する。抗ＫＩＤ２４ファミリ（ヒト化抗体
およびヒト抗体を含む）の同等抗体、ポリペプチド断片、およびこれらの断片のいずれか
を含むポリペプチドは、上述の５つの基準のいずれか（１つ以上）によって同定および性
質決定される。
【０１２０】
　一部の実施形態において、ＫＩＤ２４に結合する本発明の抗体、ポリペプチドおよびタ
ンパク質は、本明細書で規定した抗ＫＩＤ２４抗体のＫＩＤ２４への優先的結合を競合的
に阻害する抗体、ポリペプチドおよびタンパク質である。一部の実施形態において、抗体
、ポリペプチドおよびタンパク質は、抗体μ－抗ＫＩＤ２４が優先的に結合するのと同じ
ＫＩＤ２４上のエピトープに、優先的に結合する。
【０１２１】
　したがって本発明は、次のいずれか（または次のいずれかを含む製薬組成物を含む、組
成物）：（ａ）上で明示した寄託番号の宿主細胞またはその子孫によって産生された抗体
；（ｂ）そのような抗体のヒト化形；（ｃ）そのような抗体の軽鎖および／または重鎖可
変領域の１つ以上を含む抗体；（ｄ）そのような抗体の重鎖および軽鎖の可変領域と相同
であるか、またはそれに由来する可変領域と、ヒト抗体の重鎖および軽鎖の定常領域と相
同であるかまたはそれに由来する定常領域とを含むキメラ抗体；（ｅ）そのような抗体の
軽鎖および／または重鎖ＣＤＲ（少なくとも１、２、３、４、５、または６）の１つ以上
を含む抗体；（ｆ）そのような抗体の重鎖および／または軽鎖を含む抗体；（ｇ）そのよ
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うな抗体と同等のヒト抗体を提供する。抗体のヒト化形は、その元の抗体、または上で定
義した寄託番号の宿主細胞によって産生された抗体と同一のＣＤＲを有しても、有さなく
ても良い。ＣＤＲ可変領域の判定は、十分に当業者の範囲内である。一部の実施形態にお
いて、本発明は、上で明示した寄託ハイブリドーマによって産生された抗体の少なくとも
１つのＣＤＲ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つのＣ
ＤＲと実質的に相同である１つのＣＤＲを含む（または一部の実施形態では、これらの抗
体の１つの６つすべてのＣＤＲと実質的に相同である、またはこれらの抗体の１つに由来
する）抗体、または上で明示した寄託番号の宿主細胞によって産生された抗体を提供する
。他の実施形態は、本明細書で明示するように寄託されたハイブリドーマから産生された
、またはそのような抗体に由来する抗体の少なくとも２つ、３つ、４つ、５つ、または６
つのＣＤＲと実質的に相同である、少なくとも２つ、３つ、４つ、５つ、または６つのＣ
ＤＲを有する抗体を含む。本発明では、結合特異性および／または全体の活性（癌細胞の
成長および／または増殖を低下させるために、癌細胞でのアポトーシス性細胞死を誘発す
るために、転移の発生を遅延させるために癌性細胞へ、または癌性細胞内へ化学療法剤を
送達するということ、および／または緩和的に処置するということに関して）は概して保
持されるが、活性の程度は寄託されたハイブリドーマによって産生される抗体と比較して
変化しうる（高くまたは低くなることがある）ことが理解される。本発明は、これらの抗
体のいずれかを作製する方法も提供する。抗体を作製する方法は当分野で既知であり、本
明細書で述べる。
【０１２２】
　本発明は、本発明の抗体のアミノ酸配列を含むポリペプチドも提供する。一部の実施形
態において、ポリペプチドは抗体の軽鎖および／または重鎖可変領域の１つ以上を含む。
一部の実施形態において、ポリペプチドは、抗体の軽鎖および／または重鎖ＣＤＲの１つ
以上を含む。一部の実施形態において、ポリペプチドは抗体の軽鎖および／または重鎖の
３つのＣＤＲを含む。一部の実施形態において、ポリペプチドは、次のいずれか：元の抗
体の配列の少なくとも５つの近接アミノ酸、少なくとも８つの近接アミノ酸、少なくとも
約１０個の近接アミノ酸、少なくとも約１５個の近接アミノ酸、少なくとも約２０個の近
接アミノ酸、少なくとも約２５個の近接アミノ酸、少なくとも約３０個の近接アミノ酸を
有する抗体のアミノ酸配列を含み、アミノ酸の少なくとも３つは抗体の可変領域からであ
る。１つの実施形態において、可変領域は元の抗体の軽鎖からである。別の実施形態にお
いて、可変領域は抗体の重鎖からである。別の実施形態において、５個（またはそれ以上
）の近接アミノ酸は抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）からである。
【０１２３】
　本発明の一部の実施形態において、本発明のＫＩＤ２４、ＫＩＤ２４の部分、抗ＫＩＤ
２４抗体または他のＫＩＤ２４結合ポリペプチドを発現する本発明の細胞は、個体の内在
性生体内ＫＩＤ２４生物活性を調節するために、個体に直接投与される。
ＶＩＩＩ．治療目的のＫＩＤ２４モジュレータおよび抗ＫＩＤ２４抗体の使用方法
　ＫＩＤ２４に対するモノクローナル抗体は、癌または他の疾患を持つ個体にて治療目的
で使用できる。抗ＫＩＤ２４抗体による療法は、上述のように試験管内および生体内の両
方で複合体の形成を含むことができる。１つの実施形態において、モノクローナル抗体抗
ＫＩＤ２４は、癌性細胞に結合して、その増殖を低減することができる。生理学的（たと
えば生体内）条件での結合を促進する濃度で投与されることが理解される。別の実施形態
において、ＫＩＤ２４に対するモノクローナル抗体は、各種の組織、たとえば膵臓、結腸
、肺または前立腺の癌性細胞および他のタイプの癌、たとえば肉腫に向けられた免疫療法
で使用できる。別の実施形態において、モノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４は単独で癌性細
胞に結合して、癌細胞での細胞分裂を低減することができる。別の実施形態において、モ
ノクローナル抗体抗ＫＩＤ２４は癌性細胞に結合して、転移の発生を遅延させることがで
きる。なお別の実施形態において、癌を持つ個体に抗ＫＩＤ２４抗体を用いた緩和処置が
与えられる。癌個体の緩和処置は、癌の進行に直接影響を及ぼすことなく、疾患の不利な
症状、または疾患に与えた他の処置から発生する医原性症状を処置または弱めることを含
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む。これは疼痛の軽減、栄養補助、性的問題、心理的苦悩、うつ、疲労、精神障害、吐き
気、嘔吐などの処置を含む。
【０１２４】
　そのような状況では、抗ＫＩＤ２４抗体は、個体独自の免疫反応を向上または指示する
薬剤、たとえば抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を強化する薬剤と共に投与できる。
【０１２５】
　他の実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体に存在する少なくとも１個のフコース残基が
、ＡＤＣＣを向上させる修飾である、抗体のオリゴサッカライドから除去される。同様の
実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体に存在するフコース残基は、元の未修飾抗体と比較
してＡＤＣＣを向上させるのに必要な程度までその組成を変化させるために修飾される。
【０１２６】
　なお別の実施形態において、これらの化合物を抗体によって認識された抗原を含有する
癌細胞に標的化して、それゆえ癌性または罹患細胞を除去するために、抗ＫＩＤ２４抗体
は、放射性分子、毒素（たとえばカリケアマイシン）、化学療法分子、化学療法化合物を
含有するリポソームまたは他のベシクルと接合または結合されて、そのような処置が必要
な個体に投与される。いずれかの特定の理論に限定されることなく、抗ＫＩＤ２４抗体は
、ＫＩＤ２４をその表面に保持する細胞によって内部移行され、それゆえ接合部分を細胞
に送達して、治療効果を誘発する。なお別の実施形態において、抗体は、転移の発生を遅
延させるために、抗原を発現する癌の外科的除去時にアジュバント療法として利用できる
。抗体は、腫瘍のサイズを縮小して、それゆえ外科手術を可能または単純化するために、
外科手術中の組織を残すために、および／または生じる傷を減少させるために、外科手術
前に、抗原を発現する腫瘍を持つ個体に投与することもできる（ネオアジュバント療法）
。
【０１２７】
　細胞周期投薬は本発明の常法で検討される。そのような実施形態では、化学療法剤は規
定の段階の腫瘍または他の標的罹患細胞の細胞周期と同期するために使用される。続いて
、本発明の抗ＫＩＤ２４抗体の投与を（単独で、または追加の治療部分と共に）行う。代
わりの実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体を使用して、細胞周期に同期させて、２回目
の処置前の細胞分裂を減少させる；２回目は、抗ＫＩＤ２４抗体および／または追加治療
部分でもよい。
【０１２８】
　化学療法剤は、放射性分子、癌性細胞の生存能に有害であるいずれかの薬剤を含む、細
胞毒素または細胞毒性剤とも呼ばれる毒素、薬剤、および化学療法化合物を含有するリポ
ソームまたは他のベシクルを含む。適切な化学療法剤の例は、これに限定されるわけでは
ないが、１－デヒドロテストステロン、５－フルオロウラシルデカルバジン、６－メルカ
プトプリン、６－チオグアニン、アクチノマイシンＤ、アドリアマイシン、アルデスロイ
キン、アルキル化剤、アロプリノールナトリウム、アルトレタミン、アミホスチン、アナ
ストロゾール、アントラマイシン（ＡＭＣ））、有糸分裂阻害剤、シスジクロロジアミン
プラチナ（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、ジアミノジクロロプラチナ、アントラサイ
クリン、抗生物質、代謝拮抗剤、アスパラギナーゼ、生ＢＣＧ（膀胱内）、ベータメタゾ
ンリン酸ナトリウムおよび酢酸ベータメタゾン、ビカルタミド、硫酸ブレオマイシン、部
スルファン、カルシウムロイクオリン、カリケアマイシン、カペシタビン、カルボプラチ
ン、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、クロランブシル、シスプラチ
ン、クラドリビン、コルチシン、接合エストロゲン、シクロホスファミド、Ｃｙｃｌｏｔ
ｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ、シタラビン、シタラビン、サイトカラシンＢ、シトキサン、ダカ
ルバジン、ダクチノマイシン、ダクチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、ダウニル
ビシンＨＣｌ、クエン酸ダウノルビシン、デニロイキンジフチトクス、デクスラゾキサン
、ジブロモマンニトール、ジヒドロキシアントラシンジオン、ドセタキセル、ドラセトロ
ンメシラート、ドキソルビシンＨＣＬ、ドロナビノール、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｌ－アスパラギ
ナーゼ、エメチン、エポエチンアルファ、エルウィニアＬ－アスパラギナーゼ、エステル
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化エストロゲン、エストラジオール、エラムスチンリン酸ナトリウム、臭化エチジウム、
エチニルエストラジオール、エチドロネート、エトポシドｃｉｔｒｏｒｏｒｕｍ因子、リ
ン酸エトポシド、フルグラスチム、フロクスウリジン、フルコナゾール、リン酸フルダラ
ビン、フルオロウラシル、フルタミド、フォリン酸、ゲムシタビンＨＣＬ、グルココルチ
コイド、ゴセレリンアセテート、グラミシジンＤ、グラニセトロンＨＣＬ、ヒドロキシ尿
素、イダルビシンＨＣＬ、イホスファミド、インターフェロンアルファ－２ｂ、イリノテ
カンＨＣＬ、レトロゾール、ロイコボリンカルシウム、ロイプロリドアセテート、レバミ
ソールＨＣＬ、リドカイン、ロムスタチン、メイタンシノイド、メクロレタミンＨＣＬ、
酢酸メドロキシプロゲステロン、酢酸メゲストロール、メルファランＨＣＬ、メルカプト
プリン（ｍｅｒｃａｐｔｉｐｕｒｉｎｅ）、メスナ、メトトレキサート、メチルテストス
テロン、ミトラマイシン、ミトマイシンＣ、ミトタン、ミトキサントロン、ニルタミド、
酢酸オクトレオチド、オンダンセトロンＨＣＬ、パクリタキセル、パミドロン酸二ナトリ
ウム、ペントスタチン、ピロカルピンＨＣＬ、ピリミシン、カルムスチンインプラントを
備えたポリフェフロサン２０、ポリフィマーナトリウム、プロカイン、プロカルバジンＨ
ＣＬ、プロプラノロール、リツキシマブ、サルグラモスチム、ストレプトゾシン、タモキ
シフェン、タキソール、テニポシド、テノポシド、テストラクトン、テトラカイン、ｔｈ
ｉｏｅｐａクロランブシル、チオグアニン、チオテパ、トポテカンＨＣＬ、クエン酸トレ
ミフェン、トラスツズマブ、トレチノイン、バルルビシン、硫酸ビンブラスチン、硫酸ビ
ンクリスチン、および酒石酸ビノレルビンを含む。
【０１２９】
　好ましい態様において、細胞毒は、未分裂細胞が毒性効果を比較的免れるように、分裂
または高速分裂細胞でとりわけ有効である。
【０１３０】
　本発明の抗体は、それらが結合する罹患または癌腫細胞内で内部移行できるので、たと
えばその不利な活性のために内部移行させる必要のある毒素を細胞内へ送達する治療用途
に特に有用である。そのような毒素の例は、これに限定されるわけではないが、サポリン
、カリケアマイシン、オーリスタチン、およびメタインシノイドを含む。
【０１３１】
　本発明の抗体またはポリペプチドは、放射性分子、毒素、または他の治療剤に、あるい
は治療剤を含有するリポソームまたは他のベシクルに、共有的または非共有的に、直接ま
たは間接的に結合（接合または連結を含む）させることができる。抗体がその標的ＫＩＤ
２４を結合できる限り、抗体は放射性分子、毒素、または化学療法分子に、抗体に沿った
いずれかの位置で連結させることができる。
【０１３２】
　毒素または化学療法剤は、適切なモノクローナル抗体に直接または間接的に（たとえば
リンカ基を介して、あるいは適切な付着部位を持つ連結分子、たとえばＵ．Ｓ．ｐａｔｅ
ｎｔ　５，５５２，３９１で述べられているプラットフォーム分子を介して）のどちらか
で、結合（たとえば共有結合）させることができる。本発明の毒素および化学療法剤は、
当分野で既知の方法を使用して、特定の標的化タンパク質に直接結合させることができる
。たとえば薬剤と抗体との間の直接反応は、それぞれが他方と反応できる置換基を持つと
きに可能である。たとえば一方にある求核基、たとえばアミノまたはスルフヒドリル基は
、他方にあるカルボニル含有基、たとえば無水物または酸ハライドと、あるいは良好な離
脱基（たとえばハライド）を含有するアルキル基と反応することができる。
【０１３３】
　抗体またはポリペプチドはマイクロキャリアを介して化学療法剤に連結することもでき
る。マイクロキャリアは、水に不溶性であり、サイズが約１５０、１２０または１００ｍ
ｍの、さらに普通には約５０～６０μｍ未満の、好ましくは約１０、５、２．５、２また
は１．５μｍ未満のサイズを有する、生分解性または非生分解性粒子を指す。マイクロキ
ャリアは、約１μｍ未満、好ましくは約５００ｎｍ未満のサイズを有するマイクロキャリ
アである「ナノキャリア」を含む。そのような粒子は当分野で既知である。固相マイクロ
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キャリアは、アガロースまたは架橋アガロースから形成されたマイクロキャリアはもちろ
んのこと、当分野で既知の他の生分解性材料を含む、または除外しうる、生体適合性天然
発生型ポリマー、合成ポリマーまた合成コポリマーから形成できる。生分解性固相マイク
ロキャリアは、哺乳類の生理的条件下で分解性（たとえばポリ（乳酸）、ポリ（グリコー
ル酸）およびそのコポリマー）または腐食性（たとえばポリ（オルトエステル、たとえば
３，９－ジエチリデン－２，４，８，１０－テトラオキサスピロ［５．５］ウンデカン（
ＤＥＴＯＳＵ）またはポリ（無水物）、たとえばセバシン酸のポリ（無水物））であるポ
リマーから形成できる。液相マイクロキャリアが生分解性であるという条件で、マイクロ
キャリアは、液相（たとえば油または脂質ベース）、たとえばリポソーム、抗原を含まな
いｉｓｃｏｍ（コレステロール、およびリン脂質、アジュバント活性サポニンとの安定な
複合体である免疫刺激複合体）、あるいは水中油型または油中水型エマルジョン中に見出
される液滴またはミセルでもよい。生分解性液相マイクロキャリアは通例、スクアレンお
よび植物油を含む、その多数が当分野で既知である生分解性油を含む。マイクロキャリア
は通例、球形形状であるが、球形形状に由来するマイクロキャリアも許容される（たとえ
ば楕円形、ロッド形状など）。その不溶性性質のために（水に関して）、マイクロキャリ
アは水および水ベース（水）溶液から濾過できる。
【０１３４】
　本発明の抗体またはポリペプチド接合体は、毒性剤または化学療法剤に結合可能な基お
よび抗体に結合可能な基の両方を含有する２官能性リンカを含みうる。リンカは、結合能
力の妨害を避けるために、抗体を薬剤から離間するスペーサとして機能できる。リンカは
開裂性または非開裂性でありうる。リンカは、薬剤または抗体の置換基の化学反応性を向
上させるように作用することもでき、それゆえ結合効率を上昇させる。化学反応性の向上
は、そうでなければ可能ではない薬剤、または薬剤の官能基の使用も促進させる。２官能
性リンカは、当分野で既知の手段によって抗体に結合させることができる。たとえば活性
エステル部分を含有するリンカ、たとえばＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルは、ア
ミド連結を介した抗体内のリジン残基への結合のために使用できる。別の例において、求
核アミンまたはヒドラジン残基を含有するリンカは、抗体炭水化物残基の解糖酸化によっ
て生成されたアルデヒド基に結合できる。これらの直接結合方法に加えて、リンカはアミ
ノデキストランなどの中間キャリアによって抗体に間接的に結合できる。これらの実施形
態において、修飾された連結は、リジン、炭水化物、または中間キャリアのいずれかを介
してである。１つの実施形態において、リンカはタンパク質中の遊離チオール残基に部位
選択的に結合される。タンパク質のチオール基への選択的結合に適切である部分は、当分
野で公知である。例はジスルフィド化合物、α－ハロカルボニルおよびα－ハロカルボキ
シ化合物、およびマレイミドを含む。求核アミン機能がα－ハロカルボニルまたはカルボ
キシ基と同じ分子に存在するとき、環化がアミンの分子内アルキル化を介して起こる可能
性が存在する。たとえば望ましくない環化を立体化学的に不利にする非柔軟性基、たとえ
ばアリール基またはトランスアルケンによってアミンおよびα－ハロ官能基が隔離される
分子の調製による、この問題を妨げる方法は当業者に公知である。メイタンシノイドと抗
体とのジスルフィド部分を介した接合体の調製については、たとえばＵ．Ｓ．Ｐａｔｅｎ
ｔ　Ｎｏ．６，４４１，１６３を参照。
【０１３５】
　抗体－薬物接合体の調製に使用できる開裂性リンカの１つは、レセプタ仲介エンドサイ
トーシス中に遭遇したエンドソームおよびリソソームなどの各種の細胞内コンパートメン
トの酸性環境を利用する、シス－アコニット酸をベースとする酸不安定性リンカである。
たとえばダウノルビシンの巨大分子キャリアとの接合体の調製については、Ｓｈｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１０２：１０４
８－１０５４（１９８１）；ダウノルビシンの抗黒色腫抗体への接合体の調製については
、Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｅ．Ｉｎｓｔ．８０：１１５４－１１
５９（１９８８）；ダウノルビシンと抗Ｔ細胞抗体との接合体を調製するための同様の方
法で酸不安定性リンカを使用するためには、Ｄｉｌｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅ
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ｒ　Ｒｅｓ．４８：６０９７－６１０２（１９８８）；ペプチドスペーサアームを介して
ダウノルビシンを抗体に連結するためには、Ｔｒｏｕｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７９：６２６－６２９（１９８２）を参照。
【０１３６】
　本発明の抗体（またはポリペプチド）は、当分野で既知のいずれかの方法によって放射
性分子に接合（連結）できる。抗体を放射性標識する方法の議論については、“Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｗｉｔｈ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｔ”
，Ｄ．Ｍ．Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ｅｄ．（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ
，１９９５）を参照。
【０１３７】
　あるいはＳｅｇａｌがＵ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．４，６７６，９８０で述べている
ように、抗体を二次抗体に接合して、抗体ヘテロ接合体を形成することができる。架橋抗
体の形成は、特定のタイプの細胞、たとえばＫＩＤ２４を発現する癌または罹患細胞に対
する免疫系を標的化できる。
【０１３８】
　本発明は、抗ＫＩＤ２４抗体または他のＫＩＤ２４モジュレータを投与することによっ
て、原発性腫瘍（これに限定されるわけではないが、膵臓、結腸、肺、または前立腺癌を
含む）を有する、または有してきた個体での転移の発生を防止または遅延する方法も提供
する。このモジュレータは単独で、または放射線、化学療法、または外科手術などの他の
療法と併せて与えることができる。ある好ましい実施形態において、原発性腫瘍は、ＫＩ
Ｄ２４モジュレータの投与前に、少なくとも１回の外科手術、放射線、および／または化
学療法を受けている。ある状況では、原発性腫瘍は以前の処置によって完全に除去されて
いるように見えることがある。他の実施形態において、ＫＩＤ２４モジュレータは、外科
手術、放射線、および／または化学療法による個体の処置の前に、または処置と同時に投
与される。一部の実施形態において、癌を有する、または有してきた個体での転移の発生
を防止または遅延するこれらの方法は、検出可能なマーカーまたは化学療法剤などの別の
治療部分に接合した（または連結された）ＫＩＤ２４モジュレータ（たとえばＫＩＤ２４
に結合する抗体）の投与を含む。一部の実施形態において、抗体は非ヒト抗ＫＩＤ２４抗
体のヒト化またはキメラ形である。
【０１３９】
　なお別の実施形態において、抗体は、転移の発生を遅延させるために、抗原を発現する
癌の外科的除去時にアジュバント療法として利用できる。抗体または化学療法剤と結合し
た抗体は、腫瘍のサイズを縮小して、それゆえ外科手術を可能または単純化するために、
外科手術中の組織を残すために、および／または生じる傷を減少させるために、抗原を発
現する腫瘍を持つ個体に外科手術前に投与できる（ネオアジュバント療法）。
【０１４０】
　別の実施形態において、ＫＩＤ２４モジュレータのいずれか、たとえば抗ＫＩＤ２４抗
体は、転移の発生を遅延または防止するために、原発性腫瘍の処置（たとえば外科、放射
線、化学療法処置など）後に療法として利用できる。ＫＩＤ２４モジュレータは、単独で
投与するか、または化学療法剤に連結させることができる。一部の実施形態において、抗
体は非ヒト抗ＫＩＤ２４抗体のヒト化またはキメラ形である。
【０１４１】
　なお別の実施形態において、本明細書で述べるＫＩＤ２４結合実施形態のいずれもＫＩ
Ｄ２４発現癌性細胞に結合させることができ、ＫＩＤ２４を発現する癌性細胞に対する能
動免疫反応を誘発する。一部の場合では、能動免疫反応は、癌性細胞の死を引き起こすか
（たとえば抗体癌細胞に結合して、アポトーシス性細胞死を誘発する抗体）、または癌性
細胞の成長を阻害することができる（たとえば細胞周期進行を遮断）。他の場合では、本
明細書で述べる新規な抗体のいずれも癌性細胞に結合することが可能であり、抗体依存性
細胞傷害（ＡＤＣＣ）は抗ＫＩＤ２４が結合する癌性細胞を除去する。したがって本発明
は、本明細書で述べる組成物のいずれかを投与するステップを含む、免疫反応を刺激する
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方法を提供する。
【０１４２】
　一部の場合では、抗体結合はまた、細胞および体液性免疫反応の両方を活性化して、さ
らなるナチュラルキラー細胞または癌性細胞を破壊する個体の免疫系をさらに活性化する
サイトカイン（たとえばＩＬ－２、ＩＦＮ－ｇ、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－ａ、ＴＮＦ－ｂな
ど）の産生向上を増強する。なお別の実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体は癌性細胞に
結合することができ、マクロファージおよび他の食細胞は癌性細胞をオプソニン化できる
。
【０１４３】
　抗ＫＩＤ２４抗体またはその断片の各種の調合物を投与に使用できる。一部の実施形態
において、抗ＫＩＤ２４抗体またはその断片は何も加えずに投与できる。薬理的活性剤に
加えて、本発明の組成物は、当分野で公知であり、薬理的有効物質の投与を促進する、ま
たは活性化合物の、作用部位への送達のために製薬的に使用できる調製物への加工を促進
する比較的不活性な物質である賦形剤および助剤を含む適切な製薬的に許容される担体を
含有できる。たとえば賦形剤は形または粘度を与えるか、あるいは希釈剤として作用でき
る。適切な賦形剤は、これに限定されるわけではないが、安定化剤、湿潤および乳化剤、
浸透圧モル濃度を変化させるための塩、カプセル化剤、緩衝剤、ならびに皮膚浸透促進剤
を含む。
【０１４４】
　非経口投与のために適切な調合物は、水溶形活性化合物、たとえば水溶性塩の水溶液を
含む。加えて、必要に応じた油性注射懸濁物用の活性化合物の懸濁物も投与できる。適切
な親油性溶媒またはビヒクルは、脂肪油、たとえばゴマ油、または合成脂肪酸エステル、
たとえばオレイン酸エチルまたはトリグリセリドを含む。水性注射用懸濁物は、懸濁物の
粘度を上昇させる物質を含有し、たとえばナトリウムカルボキシメチルセルロース、ソル
ビトール、および／またはデキストランを含む。場合により、懸濁物は安定剤も含有でき
る。リポソームを使用して、細胞内への送達のための薬剤をカプセル化することもできる
。
【０１４５】
　本発明による全身投与の製薬調合物は、経腸、非経口または局所投与用に調合できる。
実際に３つの種類の調合物を同時に使用して、活性成分の全身投与を達成できる。賦形剤
はもちろんのこと、非経口および経口薬物送達用の調合物もＲｅｍｉｎｇｔｏｎ，Ｔｈｅ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　２０ｔｈ　Ｅ
ｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ（２０００）で述べられている。
【０１４６】
　経口投与用の適切な調合物は、硬または軟ゼラチンカプセル、丸剤、コーティング錠を
含む錠剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤または吸入剤およびその制御放出形を含む
。
【０１４７】
　概してこれらの薬剤は、注射（たとえば腹腔内、静脈内、皮下、筋肉内など）による投
与用に調合できるが、他の投与形（たとえば経口、粘膜など）も使用できる。したがって
抗ＫＩＤ２４抗体は好ましくは、製薬的に許容されるビヒクル、たとえば生理食塩水、リ
ンゲル液、デキストロース溶液などと組合される。
【０１４８】
　詳細な投薬計画、すなわち用量、タイミングおよび反復は、特定の個体およびその個体
の病歴によって変わるであろう。概して少なくとも約１００ｕｇ／ｋｇ体重、さらに好ま
しくは少なくとも約２５０ｕｇ／ｋｇ体重、なおさらに好ましくは少なくとも約７５０ｕ
ｇ／ｋｇ体重、なおさらに好ましくは少なくとも約３ｍｇ／ｋｇ体重、なおさらに好まし
くは少なくとも約５ｍｇ／ｋｇ体重、なおさらに好ましくは少なくとも約１０ｍｇ／ｋｇ
体重の用量が投与される。
【０１４９】
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　経験的考慮事項、たとえば半減期は概して、投薬量の決定に寄与するであろう。抗体、
ヒト免疫系に適合性である抗体、たとえばヒト化抗体または完全ヒト抗体を使用すると、
抗体の半減期が延長され、宿主の免疫系によって攻撃されるのを防止できる。投与の頻度
は、治療過程に関して決定および調整でき、癌性細胞の数を減少させること、癌性細胞の
減少を維持すること、癌性細胞の増殖を低減させること、または転移の発生を遅延させる
ことに基づいている。あるいは抗ＫＩＤ２４抗体の持続連続放出調合物が適切でありうる
。持続放出を達成するための各種の調合物およびデバイスが当分野で既知である。
【０１５０】
　１つの実施形態において、抗ＫＩＤ２４抗体の投薬量は、１回以上の投与を与えられた
個体で経験的に決定できる。個体には抗ＫＩＤ２４抗体の増加する投薬量が与えられる。
抗ＫＩＤ２４抗体の有効性を評価するために、特定の癌疾患状態のマーカーを追跡できる
。これらは目視観察による腫瘍サイズの直接測定、ｘ線または他の撮像技法による腫瘍サ
イズの間接測定；腫瘍サンプルの直接腫瘍生検および顕微鏡検査によって評価された改善
；間接腫瘍マーカー（たとえば前立腺癌のＰＳＡ）、疼痛または麻痺の減少の測定；腫瘍
に関連する発声、視力、呼吸または他の欠陥の改善；食欲増進；または許容された試験に
よって測定されたような生活の質の向上および生存の延長を含む。投薬量がｎ個体、癌の
タイプ、癌の段階、癌が個体の他の場所に転移を開始しているかどうか、および使用され
る過去および同時の処置によって変わるであろうことは、当業者に明らかとなるであろう
。
【０１５１】
　他の調合物は、これに限定されるわけではないが、リポソームなどの担体を含む当分野
で既知の適切な送達形を含む。たとえばＭａｈａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｐｈａ
ｒｍ．Ｒｅｓ．１４：８５３－８５９を参照。リポソーム調製物は、これに限定されるわ
けではないが、サイトフェクチン、多層膜ベシクルおよび単層膜ベシクルを含む。
【０１５２】
　一部の実施形態において、１を超える抗体が存在できる。抗体はモノクローナルまたは
ポリクローナルでありうる。そのような組成物は癌腫、腺癌、肉腫、または腺肉腫に対し
て反応性である、少なくとも１つの、少なくとも２つの、少なくとも３つの、少なくとも
４つの、少なくとも５つの異なる抗体を含有できる。抗ＫＩＤ２４抗体は、これに限定さ
れるわけではないが、卵巣、乳房、肺、前立腺、結腸、腎臓、皮膚、甲状腺、骨、上部消
化管、および膵臓を含む臓器における癌腫、腺癌、肉腫、または腺肉腫に対して反応性で
ある１つ以上の抗体と混合できる。１つの実施形態において、異なる抗ＫＩＤ２４抗体の
混合物が使用できる。抗体の混合物は、当分野でよく示されるように、より広範な個体の
個体群を処置するのに特に有用でありうる。
【０１５３】
　以下の実施例は、本発明を限定するのではなく、説明するために提供されている。
【実施例】
【０１５４】
　（実施例１）
　免疫原としてのヒト腎臓細胞の調製
　在胎期間１０～１８週のヒト胎児腎臓をカリフォルニア州アラメダ群のＡｄｖａｎｃｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈから入手した。腎臓を調達し、氷水中の
組織培地に入れて実験室に出荷した。到着時ただちに腎臓を洗浄培地（ペニシリン／スト
レプトマイシンおよびゲンタマイシンを含有する冷ＰＢＳ）に移した。外膜を鉗子で除去
して、腎臓を７０％エタノールで短時間洗浄し、次に洗浄培地で２回すすいだ。腎臓を１
００ｍｍの乾いた培養皿で外科用ハサミによって１ｍｍの立方体に刻んだ。組織片を本明
細書ではＩ／３Ｆと呼ばれる定義された無血清培地１０ｍｌにプレーティングした。この
培地はＵ．Ｓ．Ｐｒｏｖｉｓｉｏｎａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．６０／５０４
，６７４に述べられており、その開示は参照により本明細書に組み入れられている。各種
の一般的に使用される細胞培地が本発明の常法で使用できるが、現在好ましい実施形態は
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無血清フルクトースベース細胞培地を使用する。
【０１５５】
　組織片を１５ｍｌ遠心管に移し、組織片を１０００ｘｇで５分間遠心分離した。組織片
をインスリン（１０ｕｇ／ｍｌ）、トランスフェリン（１０ｕｇ／ｍｌ）、上皮成長因子
（２０ｎｇ／ｍｌ）、ソマトトロピン（０．００５ＩＵ／ｍｌ）、ブタ下垂体抽出物（０
．２％）、ニワトリ血清（０．１％）、ゲンタマイシン（１００ｕｇ／ｍｌ）、ペニシリ
ン／ストレプトマイシン（１ｘ）およびコラゲナーゼ／ディスパーゼ（０．１％）を含有
するＩ／３Ｆ培地に再懸濁させて、４℃で一晩インキュベートした。翌日、消化した組織
片を１０００ｘｇで５分間遠心分離して、Ｉ／３Ｆ培地で２回洗浄した。ペレットをイン
スリン（１０ｕｇ／ｍｌ）、トランスフェリン（１０ｕｇ／ｍｌ）、上皮成長因子（２０
ｎｇ／ｍｌ）、ソマトトロピン（０．００５ＩＵ／ｍｌ）、ブタ下垂体抽出物（０．２％
）およびニワトリ血清（０．１％）を含有するＩ／３Ｆ培地１０ｍｌに再懸濁させて、フ
ィブロネクチンでプレコートした１０ｃｍプレートで培養した。
【０１５６】
　これらの培養条件下で、ヒト胎児腎臓細胞を基質コートしたプレートに付着させて、単
層として成長させた。培地を週２回交換した。
【０１５７】
　細胞を収集するために、細胞単層をカルシウムおよびマグネシウムを含まないハンクス
液で１回すすぎ、３７℃のハンクス液中の１０ｍＭ　ＥＤＴＡで１５分間インキュベート
した。静かにピペットで採取して、細胞を培養表面から分離した。細胞懸濁物を１０００
ｘｇで５分間の遠心分離によってペレット化した。上澄みを除去して、細胞は、必要に応
じて非変性アジュバントを含む無血清培地（Ｉ／３Ｆ培地）に再懸濁させた。
【０１５８】
　（実施例２）
　モノクローナル抗体の産生
　非変性アジュバント（Ｒｉｂｉ、Ｒ７３０、Ｃｏｒｉｘａ、ハミルトン、モンタナ州）
をリン酸緩衝生理食塩水で２ｍｌまで再懸濁させて、次にこの再水和アジュバント１００
μｌを免疫化に使用される実施例１からの細胞ペレットの一部と静かに混合した。マウス
１匹に付きヒト胎児腎臓細胞約１０６をＢａｌｂ／ｃマウスの足蹠に、週にほぼ１回また
は２回注射した。正確な免疫化スケジュールは次の通りである：第０日、Ｒｉｂｉを加え
て免疫化。第３日、Ｒｉｂｉを加えて免疫化。第７日、Ｒｉｂｉを加えて免疫化。第２４
日、Ｒｉｂｉを除いて免疫化。第２９日、Ｒｉｂｉを除いて免疫化。第３２日、Ｒｉｂｉ
を除いて免疫化。第３６日、Ｒｉｂｉを除いて免疫化。第４４日、Ｒｉｂｉを除いて免疫
化。第５１日、Ｒｉｂｉを除いて免疫化。第６９日、力価試験のために採血。第７１日、
Ｒｉｂｉを加えて免疫化。第７４日、Ｒｉｂｉを加えて免疫化。第８１日、Ｒｉｂｉを加
えて免疫化。第９１日、融合前ブースト（Ｒｉｂｉなし）。第１０４日、融合のために結
節を収集。
【０１５９】
　第６９日に、血液１滴を各免疫化動物の尾から吸引し、ＦＡＣＳ解析を使用してヒト胎
児腎臓細胞に対する抗体の力価を試験した。力価が少なくとも１：２０００に達したとき
に、ＣＯ２、続いて頸椎脱臼を使用してマウスを殺処分した。ハイブリドーマ調製のため
にリンパ節を収集した。
【０１６０】
　マウスによるリンパ球を、３５％ポリエチレングリコール４０００を使用して、マウス
骨髄腫系Ｘ６３－Ａｇ８．６５３と融合させた。融合１０日後に、ハイブリドーマ上澄み
をヒト胎児腎臓細胞特異性モノクローナル抗体の存在について蛍光標示式細胞分取（ＦＡ
ＣＳ）によってスクリーニングした。各ハイブリドーマによる調節培地をヒト胎児腎臓細
胞の分割量と共に３０分間インキュベートした。インキュベーション後、細胞サンプルを
洗浄して、希釈剤０．１ｍｌ中に再懸濁させて、１μｇ／ｍｌのヤギ抗マウスＩｇＧのＦ
ＩＴＣ接合Ｆ（ａｂ’）２断片に４℃にて３０分間インキュベートした。細胞を洗浄して
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ＦＡＣＳ希釈剤０．２ｍｌで再懸濁させて、ＦＡＣＳｃａｎ細胞解析装置（Ｂｅｃｔｏｎ
　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ；サンノゼ、カリフォルニア州）を使用して解析した。さらなる拡
張、クローニング、および性質決定のために、ヒト胎児腎臓細胞の表面へのその結合に基
づいてＦＡＣＳによってハイブリドーマクローンを選択した。ＫＩＤ２４と呼ばれる抗原
に結合する、μ－抗ＫＩＤ２４と呼ばれるモノクローナル抗体を作製するハイブリドーマ
を選択した。μ－抗ＫＩＤ２４抗体を作製するハイブリドーマを、ハイブリドーマ成長の
維持および抗体精製に適した成長培地中でさらｎ拡張させた。
【０１６１】
　（実施例３）
　μ－抗ＫＩＤ２４を含む抗ＫＩＤ２４抗体の精製
　ヒト胎児腎臓細胞を組織培養フラスコから１０．０ｍＭ　ＥＤＴＡの存在下で分離して
、１４００ｒｐｍで５分間遠心分離し、１％　ＢＳＡおよび２ｍＭ　ＥＤＴＡ（ＦＡＣＳ
希釈剤）を含有するＰＢＳで再懸濁させた。細胞をカウントして、１０７細胞／ｍｌに調
整した。細胞約０．１ｍｌをＦＡＣＳ希釈剤１００μｌで３７℃にて３０分間インキュベ
ートした。ヒト胎児腎臓細胞に結合したモノクローナル抗体をタンパク質Ｇアフィニティ
クロマトグラフィーを使用して組織培養上澄みから精製した。所望ならば、組織培養上澄
みを最初にウシＩｇＧカラムに通過させて、上澄み中の過剰なウシＩｇＧを除去した。次
の物質は抗体精製プロセスに使用した：ハイブリドーマ組織培養上澄み、Ｉｍｍｕｎｏｐ
ｕｒｅ（Ｇ）ＩｇＧ結合緩衝液（Ｐｉｅｒｃｅ　＃２１０１１　ロックフォード、イリノ
イ州）、Ｉｍｍｕｎｏｐｕｒｅ　ＩｇＧ溶離緩衝液（Ｐｉｅｒｃｅ　＃２１００９）、濃
ＨＣｌ（ｐＨ調整用）、Ｃｏｒｎｉｎｇ　１リットルＰＥＳ（ポリエーテルスルホン）、
０．２２μｍフィルタ（Ｃｏｒｎｉｎｇ　＃４３１０９８、Ｃｏｒｎｉｎｇ、ニューヨー
ク州）、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＡＫＴＡ　Ｅｘｐｌｏｒｅｒ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ピスカタウェイ、ニュージャージ
ー州）、タンパク質Ｇセファロース　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　＃１７－０６１８－０３）、３Ｍチオシアン酸カリウム／５０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．８より成るストリッピング緩衝液、およびＰＢＳ（リン酸緩衝生理
食塩水）、３Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ９．０．
　本明細書でμ－抗ＫＩＤ２４と呼ばれるマウス抗ヒトＫＩＤ２４抗体を精製するために
、上澄みの体積を測定して、等体積の結合緩衝液を上澄みに添加した。混合物を室温まで
平衡にさせた。上澄みを０．２２μｍフィルタへの通過により浄化した。ＡＫＴＡ　Ｅｘ
ｐｌｏｒｅｒ　ｓｙｓｔｅｍ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して
上澄みをタンパク質Ｇセファロースカラムへ注入して、次に５～１０カラム体積の結合緩
衝液で洗浄した。モノクローナル抗体を溶離緩衝液で溶離させて、画分を収集した。溶離
時に３Ｍ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ９．０の添加により画分を中和して、チューブを空にした（画
分の１／６０体積）。モノクローナル抗体を含有するピーク画分をプールした。プールし
たサンプルを予め湿らせたｓｌｉｄｅａｌｙｚｅｒカセット（１０，０００ＭＷカットオ
フ；Ｐｉｅｒｃｅ　＃６６８１０）に注入して、４℃の１ｘＰＢＳ中で透析した（緩衝液
を３回交換して、交換ごとに少なくとも４時間の透析）。精製したモノクローナル抗体を
滅菌濾過して（０．２μｍ　Ａｃｒｏｄｉｓｃ）、２～８℃で貯蔵した。
【０１６２】
　ＵＶ吸収（Ａ２８０）およびＳＤＳ－ポリアクリルイミド電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
）による濃度決定のために、精製抗体のサンプルを採取した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、分子
量の解析、モノクローナル抗体の代表的なバンドパターンの同定および純度の評価のため
に、非還元および還元条件の両方で実施した。
【０１６３】
　ハイブリドーマ上澄みからのμ－抗ＫＩＤ２４モノクローナル抗体の精製の後、ヒト胎
児腎臓細胞への結合に関してそれを再試験した。細胞サンプルを上述のように調製して、
精製抗体を各種の濃度でインキュベートした。インキュベーション後、細胞を洗浄して、
希釈剤０．１ｍｌ中で再懸濁させて、ヤギ抗マウスＩｇＧのＦＩＴＣ接合Ｆ（ａｂ）’２
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断片１μｇと共に４℃にて３０分間インキュベートした。細胞を洗浄して、ＦＡＣＳ希釈
剤０．５ｍｌで再懸濁させて、ＦＡＣＳｃａｎ細胞分取装置（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉ
ｎｓｏｎ、サンノゼ、カリフォルニア州）を使用して解析した。ＦＡＣＳｃａｎヒストグ
ラムでの右側への移動は、精製抗体がヒト胎児腎臓細胞になお結合していることを示した
。
【０１６４】
　他の実験において、生細胞ＥＬＩＳＡを使用してＫＩＤ２４へのμ－抗ＫＩＤ２４抗体
の結合を試験した。次の方法を使用したが、当分野で一般的に既知の他の方法を利用でき
る。細胞（ＨＴ－２９、ＳＫＯＶ３、ＳＫＭＥＳ－１、ＳＷ４８０、ＳＫＢＲ－３、およ
びＨＰＡＦＩＩ）を組織培養処置９６ウェルプレートで（Ｆａｌｃｏｎ）、１０％ウシ胎
児血清（ＦＢＳ）含有培地中でコンフルエンシーまで培養した。細胞をＰＢＳで洗浄して
、次に１％　ＢＳＡおよび０．１％アジ化ナトリウムを含有するハンクス液（ＨＢＳＳ）
中で所望の濃度の所望の抗体５０μｌで室温にて１時間インキュベートした。次に細胞を
ウェル当りＨＢＳＳ　１００μｌで３回洗浄してから、ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼ（ＨＲＰ）二次抗体（ＨＢＳＳで希釈して、ウェル当り５０μｌ）によって室温にて
３０分間インキュベートした。最後に細胞をＨＢＳＳで３回洗浄して、色変化基質（ＴＭ
Ｂ基質、ＫＰＬ）を各ウェルにウェル当り１００μｌにて添加した。色変化反応をウェル
当り１Ｍリン酸１００μｌの添加によって停止させた。次にプレートをＯ．Ｄ．４５０ｎ
ｍで読み取った。結果を下の表４にまとめた。
【０１６５】
　（実施例４）
　癌細胞系Ａ４９８におけるＫＩＤ２４発現の免疫沈降解析
　腎臓癌細胞系Ａ４９８を１７５ｃｍ２培養皿でコンフルエンシーまで培養した。細胞を
ＰＢＳですすいで、次に溶解緩衝液（ＨＢＳＳに加えて２％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、２ｍＭ　ＰＭＳＦ、０．１％アジ化ナトリウム、および溶解緩衝液５ｍｌ当り、無ＥＤ
ＴＡ完全ミニプロテアーゼカクテルの錠剤１個（Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ））中へ掻き落として、溶解物を収集した。溶解物を１４，０００
ｘｇで４℃にて１時間遠心分離した。次に澄んだ溶解物を、ヒトＩｇＧ接合（１ｍｇ／ｍ
ｌ）ＣＮＢｒ　４ＭＢセファロースビーズ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ）５
μｌによって４℃にて２時間予備除去した。ヒトＩｇＧビーズを遠心分離および除去して
、次に予備除去した溶解物を次いでＣＮＢｒ　４ＭＢセファロースビーズに接合したモノ
クローナル抗体μ－抗ＫＩＤ２４（１ｍｇ／ｍｌにて接合）によって４℃にて２時間イン
キュベートした。２時間のインキュベーションの後、μ－抗ＫＩＤ２４ビーズを遠心分離
および除去した。ヒトＩｇＧおよびμ－抗ＫＩＤ２４ビーズの両方を溶解緩衝液１ｍｌに
よって個別に３回洗浄して、次に１ｍｌ　ＨＢＳＳ＋で３回洗浄した。洗浄したビーズを
ＳＤＳ－ＰＡＧＥサンプル緩衝液３０μｌの添加および９９℃で５分間の沸騰によって溶
離させた。
【０１６６】
　次にサンプルを４～２０％　Ｎｏｖｅｘ勾配ゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で分解して
、０．２μｍニトロセルロース膜（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に移し、５μｇ／ブロットの
μ－抗ＫＩＤ２４または５μｇ／ブロットのヤギ抗ＡＤＡＭ－９抗体のどちらかを使用し
て、ウェスタンブロッティングによって描出した。
【０１６７】
　ＨＲＰ接合ストレプトアビジンによる検出のために、ニトロセルロースを最初にブロッ
キング緩衝液（０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０を含有するＴｒｉｓ緩衝食塩水中の５％脱
脂粉乳（ＴＢＳＴ，Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）で１時間遮断した。ＨＲＰ接合ス
トレプトアビジンをＰＢＳＴ中に１μｇ／ｍｌで希釈して、ニトロセルロースに室温にて
３０分間暴露した。次にニトロセルロースをＥＣＬ＋による描出の前にＰＢＳＴによって
３回洗浄した。
【０１６８】



(39) JP 5328155 B2 2013.10.30

10

20

30

40

50

　このプロトコルおよびμ－抗ＫＩＤ２４抗体を使用した結果は、還元条件下で約７５ｋ
Ｄａに特異的な分子量バンドを示す。ヤギ抗ＡＤＡＭ－９抗体を使用したときにも同じ分
子量に特異的バンドが存在する。この実験による結果を図１に示す。
【０１６９】
　（実施例５）
　（ＭＳ／ＭＳ）を使用するμ－抗ＫＩＤ２４が結合する抗原の性質決定
　μ－抗ＫＩＤ２４が結合する抗原を単離して、Ｋａｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏ　
Ｃｈｅｍ．２００２　Ｊｕｎｅ　２１；２７７（２５）：２２１１５－８の方法に従って
タンデム質量分析を受けさせる。タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離して、ゲル
をコロイド状クマシーブルー試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で染色した。興味のあるタン
パク質をゲル中でトリプシンによって消化した。Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　
４０５：４７７－８２（２０００）に述べられているように、トリプシンペプチドをイオ
ントラップ質量分析計（Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＬＣＤＱ　ＤＥＣＡ　ＸＰ）
でマイクロキャピラリー液体クロマトグラフィーＭＳ／ＭＳによって配列決定した。ある
いは質量分析法の他の一般的に既知の方法、たとえばＭＡＬＤＩ質量分析法も本発明の常
法で使用できる。
【０１７０】
　（実施例６）
　免疫組織化学方法
　癌患者による凍結組織サンプルをＯＣＴ化合物に埋め込んで、ドライアイスを含むイソ
ペンタン中で高速凍結した。凍結切片をＬｅｉｃａ　３０５０　ＣＭ　ｍｉｃｔｒｏｔｏ
ｍｅを用いて、厚さ８～１０μｍに切断して、ＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓスライド
（ＶＷＲ　＃４８３１１－７０３）で解凍マウントした。切片を７５％アセトン／２５％
エタノールを用いて１０℃にて固定して、室温にて２～４時間空気乾燥させた。固定切片
を－８０℃にて使用まで貯蔵した。
【０１７１】
　免疫組織化学のために組織切片を回収して、Ｔｒｉｓ緩衝０．０５％　Ｔｗｅｅｎ（Ｔ
Ｂ－Ｔ）で洗浄し、ブロッキング緩衝液（ＴＢ－Ｔ、５％正常ヤギ血清および１００μｇ
／ｍｌアビジン）で室温にて３０分間遮断した。次にスライドをブロッキング緩衝液（１
μｇ／ｍｌ）で希釈したμ－抗ＫＩＤ２４および対照モノクローナル抗体によって、室温
にて６０～９０分間インキュベートした。次に切片はブロッキング緩衝液で３回洗浄した
。結合モノクローナル抗体は、０．１Ｍ酢酸ナトリウム緩衝液　ｐＨ５．０５および０．
００３％過酸化水素（Ｓｉｇｍａ　ｃａｔ．Ｎｏ．Ｈ１００９）中のヤギ抗マウスＩｇＧ
＋ＩｇＭ（Ｈ＋Ｌ）Ｆ（ａｂ’）２－ペルオキシダーゼ接合体およびペルオキシダーゼ基
質ジアミノベンジジン（１ｍｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ　ｃａｔ．Ｎｏ．Ｄ５６３７）によっ
て検出した。染色スライドをヘマトキシリンによって逆染色して、Ｎｉｋｏｎ顕微鏡で検
査した。
【０１７２】
　一部の場合では、適切な抗原回収方法を利用した後に、パラフィン埋め込みホルムアル
デヒド固定組織を免疫組織化学に使用できる。１つのそのような抗原回収方法は、Ｍａｎ
ｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｉｓａａｃｓｏｎ，Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　３５：１２９－
３３（１９９９）に述べられている。抗原回収および／または検出の他の方法は、当業者
によって使用できる。実凍結組織を、適切な場合には抗原回収およびｐｏｌｙＭＩＣＡ検
出を伴う固定組織を使用して実施した実験からの結果を実施した。抗ＫＩＤ２４抗体の各
種の正常および癌組織への結合を評価した。すべての場合で対照固定組織における抗体結
合を凍結組織の抗体結合と相関させた。凍結組織による結果は、対照で２つが一致しない
場合にのみ使用される。
【０１７３】
　便宜上、各種の供給源からの凍結外科組織を使用した複数の実験の組合せ結果のまとめ
を表１、表２、および表３に示す。
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【０１７４】
【表１】

　（実施例７）
　免疫組織化学の結果
　モノクローナル抗体μ－抗ＫＩＤ２４を使用して、異なる組織タイプからの各種の細胞
系との反応性を試験した。結果は、弱い陽性染色では「＋」、中程度の陽性染色では「＋
＋」、強い陽性染色では「＋＋＋」、陰性染色では「－」として評価した。
【０１７５】
　免疫組織化学の結果は、ＷＯ　０１／４３８６９に述べられているようにＣｅｌｌＡｒ
ｒａｙＴＭ技術を使用して得た。異なる樹立細胞系からの細胞を成長表面からプロテアー
ゼを使用せずに除去して、ＯＣＴ化合物に充填および埋め込んだ。細胞を凍結および切断
して、次に標準ＩＨＣプロトコルを使用して染色した。
【０１７６】
　μ－抗ＫＩＤ２４抗体の各種の樹立ヒト正常および腫瘍細胞系への結合の結果を便宜上
、表４にまとめる。表４に示した実験は、本明細書で述べる方法を使用する生細胞ＥＬＩ
ＳＡおよびＣｅｌｌＡｒｒａｙＴＭ結合実験を含む。
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【０１７７】
【表２】

【０１７８】
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【表３】

【０１７９】
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【表４】

　当分野で公知である標準フローサイトメトリープロトコルを使用して、追加の正常ヒト
および腫瘍細胞系をμ－抗ＫＩＤ２４結合について試験した。結果を下の表５にまとめる
。
【０１８０】
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【表５】

　（実施例８）
　μ－抗ＫＩＤ２４は固定化ヒトＡＤＡＭ－９に結合する
　μ－抗ＫＩＤ２４のさらなる性質決定は、標準ＥＬＩＳＡ手順および精製ヒトＡＤＡＭ
－９を使用して実施した。簡潔には、精製ヒトＡＤＡＭ－９を９６ウェルプレートに飽和
濃度でコーティングした。μ－抗ＫＩＤ２４の用量曲線が結合されて（０～１５０ｎｇ／
ウェル）、標準ＥＬＩＳＡプロトコルを使用してＡＤＡＭ－９に結合したμ－抗ＫＩＤ２
４抗体を描出した。結果は、μ－抗ＫＩＤ２４が精製ヒトＡＤＡＭ－９に用量反応性方式
で結合することを示した。これらの結果は、μ－抗ＫＩＤ２４が抗ＡＤＡＭ－９特異的バ
ンドを免疫沈降できることを示した以前のウェスタンブロット結果（上の実施例４を参照
）と一致する。
【０１８１】
　（実施例９）
　μ－抗ＫＩＤ２４は、試験管内でＡＤＡＭ－９酵素活性を遮断することができる
　試験管内酵素活性アッセイは、組換えヒトＡＤＡＭ－９細胞外ドメイン（ＥＣＤ）およ
びμ－抗ＫＩＤ２４抗体を使用して実施した。ＡＤＡＭ－９　ＥＣＤは、試験管内で亜鉛
の存在下でペプチド基質（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　＃Ｅ　Ｓ００３）を開裂させること
ができる。いったん開裂すると、ペプチドは、励起波長３２０ｎｍ（および発光波長４０
５ｎｍ）で蛍光プレートリーダーを使用して検出できる蛍光発生シグナルを発生する。試
験管内酵素アッセイは、製造者のプロトコルに従って実施した。簡潔には、２００ｎｇ／
ｒｘｎのｒｈＡＤＡＭ－９　ＥＣＤ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　＃９３９－ＡＤ－０２０
）を２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、２．５μｍ　ＺｎＣｌ２、および０．００５％　Ｂｒｉｊ　３
５にｐＨ９．０にて添加した。μ－抗ＫＩＤ２４の各種濃度を添加して、この反応物を軽
く撹拌しながら室温にて５分間インキュベートした。最終体積を１００μｌ／ウェルとす
るために、蛍光発生ペプチド基質（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　＃ＥＳ００３）１０μｍを
添加した。反応物を３７℃にて一晩インキュベートした。次にプレートを蛍光プレートリ
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ーダーでＯ．Ｄ．４０５ｎｍにて読み取った。ＡＤＡＭ－９　ＥＣＭを含まない対照条件
（酵素なし）は蛍光を示さず、このことは基質が開裂した場合にのみ蛍光発生性であるた
めに予想された。μ－抗ＫＩＤ２４を用いない正の対照条件は、最大蛍光を示した。μ－
抗ＫＩＤ２４は、用量依存方式でＡＤＡＭ－９　ＥＣＭ活性を遮断することができた。こ
れらの結果は、μ－抗ＫＩＤ２４がＡＤＡＭ－９酵素活性を試験管内で遮断できることを
示した。
【０１８２】
　（実施例１０）
　μ－抗ＫＩＤ２４は、結腸腫瘍細胞系ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０およびＨＴ２９による
軟寒天コロニー形成を阻害できる
　μ－抗ＫＩＤ２４の試験管内効果は、３つ結腸腫瘍細胞系ＨＣＴ１１６、ＳＷ６２０お
よびＨＴ２９で試験した。当分野で公知の軟寒天コロニー形成に関する標準プロトコルを
使用した。最終濃度１μｇ／ｍｌのμ－抗ＫＩＤ２４は、ＨＣＴ１１６細胞の軟寒天コロ
ニー形成を対照と比較して約６０％阻害することができた。同様の結果は、ＳＷ６２０細
胞（対照と比較して１４％阻害）およびＨＴ２９細胞（対照と比較して２２％阻害）で見
られた。
【０１８３】
　（実施例１１）
　μ－抗ＫＩＤ２４および毒素接合抗マウスＩｇＧの内部移行
　Ｍａｂ－ＺＡＰ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、サンディ
エゴ、カリフォルニア州）は、タンパク質合成を阻害する毒素であるサポリンに接合した
抗マウスＩｇＧである。この毒素は、細胞膜に不浸透性である。モノクローナル抗体が内
部移行可能な細胞表面抗原に結合した場合、毒素接合体は結合モノクローナルに結合して
、内部移行し、最終的に細胞を死滅させることができる。毒性活性の証明のための内部移
行に依存して、Ｍａｂ－ＺＡＰは、所与の表面抗原が細胞毒性効果を発現するために内部
移行に依存するいずれかの毒素のための適切な標識として作用するかどうかを評価するよ
うに作用できる。そのようなものとしてＭａｂ－ＺＡＰは、そのような内部移行依存性毒
素、たとえばメイタンシノイドおよびカリケアマイシンのモデルとして作用する。
【０１８４】
　μ－抗ＫＩＤ２４およびサポリン接合抗マウスＩｇＧの腫瘍細胞による内部移行および
サポリンの内部移行後の腫瘍細胞を死滅させる効果を試験するために、ヒト卵巣癌細胞系
ＥＳ－２およびヒト膵臓腺癌細胞系ＨＰＡＦ－ＩＩをストックフラスコから１０ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡと共に取り出して、遠心分離した。細胞を適切な成長培地中５０，０００細胞／ｍ
ｌで再懸濁させて、１００μｌを９６ウェルプレートのウェルごとにプレーティングした
。抗体μ－抗ＫＩＤ２４を適切なウェルに１０ｘ濃縮物としてただちに添加して、最終濃
度を１０μｇ／ｍｌとした。室温での１５分後、Ｍａｂ－ＺＡＰ（Ｃａｔ．＃ＩＴ－０４
）を適切なウェルに１０ｘ濃縮物として添加して、最終濃度を０．００１ｎＭ～１０ｎＭ
とした。成長の４日後、ＭＴＴを３７℃にて４時間に亘って添加した（ＰＢＳ中のストッ
ク５ｍｇ／ｍｌ、ウェル中１：１０希釈）。次に培地をすべてのウェルから除去して、１
００μｌ／ウェルのＤＭＳＯを添加した。プレートを静かに回して青色ＭＴＴ沈殿物を溶
解させて、プレートをプレートリーダーでＯ．Ｄ．５４０ｎｍにて読み取った。
【０１８５】
　０．０１ｎＭを超えてＭａｂ－ＺＡＰを添加したときには、μ－抗ＫＩＤ２４の非存在
下での染色と比較して、μ－抗ＫＩＤ２４の存在下でＥＳ－２およびＨＰＡＦ－ＩＩ細胞
の両方でＭＴＴ染色の低下があり、ヒト癌細胞ＥＳ－２およびＨＰＡＦ－ＩＩの成長がμ
－抗ＫＩＤ２４およびＭａｂ－ＺＡＰの存在下で阻害され、μ－抗ＫＩＤ２４および毒素
接合抗マウスＩｇＧを内部移行されたことを示した。この実施例の方法による内部移行実
験の結果を図２に示し、μ－抗ＫＩＤ２４が内部移行されるが示されている。
【０１８６】
　（実施例１２）
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　ヒト腫瘍の皮下側腹部モデルでのμ－抗ＫＩＤ２４抗体の抗腫瘍有効性
　本試験は、Ｄ５４細胞（グリオーマ細胞系）より成るヒト腫瘍を使用する皮下側腹部モ
デルでの抗ＫＩＤ２４抗体の用量反応性抗腫瘍活性を試験するために設計された。
【０１８７】
　培養Ｄ５４細胞をＭａｔｒｉｇｅｌ（無フェノールレッド、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉ
ｎｓｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｌａｂｗａｒｅ）およびＰＢ
Ｓ（１：１）溶液に５ｘ１０５細胞の密度で懸濁させて、ヌードマウスの側腹部に皮下注
射にインプラントした。接種１９日後に、得られた異種移植片は１００ｍｍ３であり、マ
ウスをランダムにグループ分けして、秤量し、１００ｍｇ／ｋｇ　μ－抗ＫＩＤ２４抗体
またはＭＡｂ対照のどちらかで処置した。抗体をＩＰ注射によって週３回投与した。投薬
によって引き起こされるストレスを同じにするために、ビヒクルの偽注射を対照群に与え
た。処置に動物を毎日検査して、平均腫瘍体積（ＭＴＶ）を週３回概算した。動物毒性を
体重および死亡率の変化の決定により評価した。
【０１８８】
　μ－抗ＫＩＤ２４処置マウスは、試験の終了時（接種４２日後）に、ビヒクルおよび対
照抗体処置マウスと比較して著しく小さい細胞サイズを有していた（約４５％小さい、ｐ
＜０．０２）。同様の傾向はμ－抗ＫＩＤ２４抗体の６０ｍｇ／ｋｇ用量でも認められた
。
【０１８９】
　ヒト線維肉腫細胞、ＨＴ１０８０を使用する追加の実験もＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウス
で実施した。５ｘ１０５細胞をＰＢＳに懸濁させて、等体積のＭａｔｒｉｇｅｌ（無フェ
ノールレッド、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｄｉｓｃ
ｏｖｅｒｙ　Ｌａｂｗａｒｅ）と混合して、ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスの側腹部に接種
した。接種５日後、マウスをビヒクル（ＰＢＳ）、１００ｍｇ／ｋｇ対照抗体または１０
０ｍｇ／ｋｇ　μ－抗ＫＩＤ２４抗体のＩＰ注射によって処置した。腫瘍体積は平均±Ｓ
ＥＭ、ｎ＝１０動物／群として表現される。腫瘍サイズによって測定されるような腫瘍成
長の阻害パーセントは、試験の終わりに決定した（接種１６日後）。
【０１９０】
　μ－抗ＫＩＤ２４処置マウスは、ヒビクルおよび対照抗体処置マウスと比較して著しく
より小さい腫瘍サイズ（１９％小さい、ｐ＜０．０５）を有した。
【０１９１】
　（実施例１３）
　腎臓下カプセル腫瘍モデル内のμ－抗ＫＩＤ２４抗体の抗腫瘍および抗転移有効性
　本試験は、メルケル細胞癌（皮膚の神経内分泌癌）から培養したメルケル細胞を使用す
る腎臓下カプセル腫瘍モデルでの抗ＫＩＤ２４抗体の用量反応性抗腫瘍活性を試験するた
めに設計された。
【０１９２】
　タイプＩラット尾コラーゲンは標準方法によって調製した。簡潔には、成熟飼育ラット
による尾を除去して、腱を単離および秤量した。腱１グラムはコラーゲン溶液１００ｍｌ
を生成し、各尾は腱約１～１．５グラムを生じる。コラーゲンを抽出するために、腱をペ
ニシリン、ストレプトマイシンおよびフンギソンを含有する希酢酸溶液（水１００ｍｌ中
腱１グラム当り氷酢酸２００μｌ）に入れ、４℃にて少なくとも１週間静かに撹拌した。
次に溶液を遠心分離して、コラーゲン上澄みを使用するまで４℃で貯蔵した。
【０１９３】
　この試験のために、ラット尾コラーゲンをアール平衡塩類溶液（ＥＢＳＳ）、ＮａＯＨ
およびＮａＨＣＯ３を含有する凝固溶液中で重合させることによって、コラーゲンボタン
５０μｌを調製した。重合後、コラーゲンボトル１個当り５ｘ１０５メルケル細胞を添加
した。インプラントの前に細胞をコラーゲン中で一晩３７℃インキュベートした。
【０１９４】
　腎臓カプセルの下に細胞をインプラントするために、マウスをトリブロモエタノールに



(47) JP 5328155 B2 2013.10.30

10

20

30

40

50

よって全身麻酔した。細胞の配置のために腎臓カプセル内にポケットを作製して、それは
傍腰部外科手法によって右および／または左腎臓に作製された。一部の試験では、どちら
の腎臓も異種移植片を収容した。外科手術に続いて、動物を加熱表面上で回復させて、麻
酔から完全に回復するまで観察した。手術１０日後に創傷クリップを除去した。
【０１９５】
　各処置用量群で、μ－抗ＫＩＤ２４をＰＢＳで適切な濃度まで希釈して、０．０１ｍｌ
／グラム体重を投与した。対照群にはＰＢＳ（０．０１ｍｌ／グラム体重）を与えた。イ
ンプラント後、第２日に投薬を開始して、μ－抗ＫＩＤ２４およびＰＢＳ対照の用量を週
２回、３週間に亘って、腹腔内への単急速注射として投与した。
【０１９６】
　投薬期間の終わりに、動物を安楽死させて、腫瘍および隣接組織を取り出して、プロテ
イナーゼＫ（１．４５ｍｇ／ｍｌ）およびＲＮＡｓｅ　Ａ（０．０７ｍｇ／ｍｌ）を含有
する消化緩衝液中でＰＣＲ解析のために５５℃にて一晩インキュベートした。
【０１９７】
　ＰＣＲ解析のテンプレートを生成するために、Ｗｉｚａｒｄ　ＳＶ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を製造者の説明書に従って
使用して、ゲノムＤＮＡを腫瘍から単離した。各ＤＮＡサンプルを最終体積２００μｌで
再懸濁させた。
【０１９８】
　腫瘍内のヒトＤＮＡの量は、ヒトリボソーム遺伝子ＲＰＬ１９に対して特異性であるプ
ライマーおよびプローブと共にＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＳＤＳ７０００
システムでリアルタイムＰＣＲを使用して定量した。
【０１９９】
　効率的な増幅を確実にするために、各サンプルをＢｓｔＸ１で最初に消化した。各反応
混合物は、テンプレートＤＮＡ　５μｌ、Ｔａｑｍａｎ　Ｇｏｌｄ　１０ｘ反応緩衝液（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）５μｌ、ＢｓｔＸ１　５単位、ＭｇＣｌ２　４
ｍＭ、各デオキシヌクレオチド混合物２．５ｍＭ、各プライマー２５０ｍＭ、プローブ１
５０ｎＭ、Ｔａｑｇｏｌｄ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）１．５単位および
最終体積５０μｌとする水を含有していた。使用した熱サイクル条件は、ＢｓｔＸ１消化
には４５℃で３０分間、ＢｓｔＸ１不活性化およびＴａｑホットスタートには９５℃で１
０分間、続いて９５℃で２０秒間（変性）および６０℃で１分間（伸長）の４０サイクル
であった。
【０２００】
　標準曲線は、４００～０．０９ｎｇ　ＤＮＡ／反応の範囲に亘るヒトゲノムＤＮＡ（Ｂ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ）の４倍連続希釈を使用して作成した
。サンプルＤＮＡ濃度を標準曲線から内挿した。各腫瘍サンプルは３通りのＰＣＲ反応で
解析し、平均ＤＮＡ濃度を決定した。これらの実験から、５０ｍｇ／ｋｇ濃度のμ－抗Ｋ
ＩＤ２４で処置したメルケル細胞腫瘍は、対照ＰＢＳ処置腫瘍と比較したときに、ヒトＤ
ＮＡの量の５０％の低下を示した。
【０２０１】
　同様の腎臓下カプセル実験を樹立メルケル細胞腫瘍に対して実施した。メルケル細胞を
上述のように処置して、腫瘍を上述のようにインプラントした。腫瘍を抗体投与前に２１
日間に渡って成長させた。腫瘍インプラント２１日後、マウスに５０ｍｇ／ｋｇ　μ－抗
ＫＩＤ２４またはＰＢＳ対照を週２回、３週間に渡って投薬した。試験の終わりにマウス
を殺処分して、腫瘍を取り出した。図３に示すように、μ－抗ＫＩＤ２４処置マウスから
の腫瘍は、ＰＢＳ処置マウスに見出された腫瘍よりも著しく小さい。ＰＢＳ処置マウスと
比較して、μ－抗ＫＩＤ２４によって処置されたマウスに見出される転移の数も有意であ
った。転移はＰＢＳ処置マウスの網、横隔膜、脾臓、卵巣および肺にも見出すことができ
た。μ－抗ＫＩＤ２４処置マウスでは転移は見出されなかった。図４Ａは、ＰＢＳ処置マ
ウスからの網を示す。矢印／矢じりは、組織に見出される転移を指す。図４Ｂは、μ－抗
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ＫＩＤ２４処置マウスからの網を示す。組織に転移は見られない（解剖顕微鏡下で）。
【０２０２】
　本明細書で述べる実施例および実施形態は例示目的のためのみであることと、それに照
らした各種の修正形態または変更が当業者に示唆され、本出願の精神および範囲に含まれ
るものであることとが理解される。それにより本明細書で引用したすべての刊行物、特許
および特許出願は、あらゆる目的のために、各個々の刊行物、特許または特許出願が特に
、そして個別に参照によりそのように組み入れられているのと同じ程度まで、参照により
その全体が本明細書に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【０２０３】
【図１】腎臓癌細胞系Ａ４９８からの細胞溶解液にμ－抗ＫＩＤ２４を使用する免疫沈降
（ｉｐｐｔ）と、続いてのμ－抗ＫＩＤ２４抗体を用いたウェスタンブロッティングの結
果を示す。矢印はμ－抗ＫＩＤ２４　ｉｐｐｔサンプルの～７５ｋＤａ特異的バンドを指
す。図１は、Ａ４９８細胞溶解液に市販のＡＤＡＭ９抗体を使用した免疫沈降（ｉｐｐｔ
）と、続いてのμ－抗ＫＩＤ２４抗体を用いたウェスタンブロッティングの結果も示す。
「ＰＧ」のマークを付けたレーンは、タンパク質Ｇ予備除去対照条件のサンプルを表す。
「ＩｇＧ」のマークを付けたレーンは、対照ＩｇＧ抗体によって免疫沈降されたサンプル
を表す。「ＫＩＤ２４」のマークを付けたレーンは、μ－抗ＫＩＤ２４抗体によって免疫
沈降されたサンプルを表す。
【図２】ヒト卵巣癌細胞系ＥＳ－２およびヒト膵臓癌細胞系ＨＰＡＦ－ＩＩの成長に対す
るμ－抗ＫＩＤ２４およびＭａｂ－ＺＡＰ（サポリンに接合した抗ＩｇＧ抗体）の効果の
グラフ化された結果を示す。図２Ａは、ＥＳ－２細胞の成長に対するμ－抗ＫＩＤ２４お
よびＭａｂ－ＺＡＰの効果のグラフ化された結果を示し、図２Ｂは、ＨＰＡＦ－ＩＩ細胞
の成長に対するμ－抗ＫＩＤ２４およびＭａｂ－ＺＡＰの効果のグラフ化された結果を示
す。
【図３】ヌードマウスの腎臓下カプセルに移植したメルケル細胞からの代表的腫瘍を示す
。マウスは、ＰＢＳ対照または５０ｍｇ／ｋｇ　μ－抗ＫＩＤ２４抗体のどちらかによっ
て、腫瘍移植２１日後に開始して週２回、３週間に亘って処置した。
【図４】腎臓下カプセル内のメルケル細胞腫瘍を移植したヌードマウスから切開した代表
的な網を示す。マウスは、ＰＢＳ対照または５０ｍｇ／ｋｇ　μ－抗ＫＩＤ２４抗体のど
ちらかによって、腫瘍移植２１日後に開始して週２回、３週間に亘って処置した。図４Ａ
は、ＰＢＳ対照処置マウスからの切開網を示す。矢印／矢じりは、網に存在する転移を示
している。図４Ｂは、μ－抗ＫＩＤ２４処置マウスからの切開網を示す。目視できる転移
は認められなかった。
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