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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ミスフォールドヒトプリオンタンパク質（ＰｒＰ）エピトープＭＤＥＹＳＮＱＮＮと結
合する単離された抗体であって、重鎖と軽鎖を含んでなり、各鎖は定常領域と可変領域を
有し、各可変領域はフレームワーク領域と相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んでなり、前記
ＣＤＲは下記に示されるアミノ酸配列を含んでなる抗体：
重鎖としては：
ＣＤＲ１　　ＴＹＡＭＧ（配列番号１）
ＣＤＲ２　　ＶＩＴＫＳＧＮＴＹＹＡＳＷＡＫＧ（配列番号２）
ＣＤＲ３　　ＹＧＩＧＶＳＹＹＤＩ（配列番号３）
軽鎖としては：
ＣＤＲ１　　ＱＳＳＱＳＬＹＮＫＮＷＬＳ（配列番号４）
ＣＤＲ２　　ＫＡＳＴＬＥＳ（配列番号５）
ＣＤＲ３　　ＱＧＥＦＳＣＳＳＡＤＣＴＡ（配列番号６）。
【請求項２】
　前記軽鎖可変領域が配列番号７を含んでなる、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記重鎖可変領域が配列番号８を含んでなる、請求項１または請求項２に記載の抗体。
【請求項４】
　前記軽鎖が配列番号９を含んでなる、請求項１に記載の抗体。
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【請求項５】
　前記重鎖が配列番号１０含んでなる、請求項１または請求項４に記載の抗体。
【請求項６】
　エピトープＭＤＥＹＳＮＱＮＮ、または（１）少なくとも５個の連続する残基を含んで
なり、かつ、（２）請求項１に記載の抗体に対して結合親和性を保持するその一部に選択
的に結合する、請求項１～５のいずれか一項に記載の抗体のフラグメント。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の抗体または請求項６に記載のフラグメントと、そ
れとコンジュゲートされた毒素とを含んでなる、免疫複合体。
【請求項８】
　ウレアーゼと、それとコンジュゲートされた請求項１～５のいずれか一項に記載の抗体
または請求項６に記載のフラグメントとを含んでなる、免疫複合体。
【請求項９】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の抗体または請求項６に記載のフラグメントと、そ
れとコンジュゲートされた検出可能な標識とを含んでなる、免疫複合体。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体、フラグメントまたは免疫複合体と薬学的に
許容可能な担体とを含んでなる、医薬組成物。
【請求項１１】
　ミスフォールドヒトＰｒＰにより媒介される障害の治療のための、請求項１０に記載の
医薬組成物。
【請求項１２】
　癌またはＣＪＤの治療のための、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　癌の治療のための、請求項１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　卵巣癌の治療のための、請求項１３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　ミスフォールドＰｒＰの検出のための、請求項１～６および９のいずれか一項に記載の
抗体、フラグメントまたは免疫複合体の使用（ただし、人体における使用を除く）。
【請求項１６】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体、フラグメントまたは免疫複合体と、ミスフ
ォールドＰｒＰを検出するためのその使用に関する説明書とを含んでなる、診断キット。
【請求項１７】
　生体サンプルにおいてミスフォールドＰｒＰを検出するための方法であって、前記サン
プルを請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体、フラグメントまたは免疫複合体ととも
にインキュベートすること、および抗体結合複合体の形成を検出することを含んでなる、
方法。
【請求項１８】
　ミスフォールドＰｒＰ表現型を有する罹患細胞を呈する被験体を治療するための、請求
項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　前記罹患細胞が癌細胞である、請求項１８に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　前記癌細胞が白血病細胞である、請求項１９に記載の医薬組成物。
【請求項２１】
　前記癌細胞が卵巣癌細胞である、請求項１９に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　前記被験体がパクリタキセルでも治療される、請求項２１に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
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　ＰｒＰ凝集が関係する疾患を呈する被験体を治療するための医薬組成物であって、薬学
的に許容可能な担体と請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体、フラグメントまたは複
合体とを含んでなる、医薬組成物。
【請求項２４】
　前記疾患が伝達性海綿状脳症である、請求項２３に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　前記疾患がＣＪＤである、請求項２４に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本ＰＣＴ出願は、２０１２年６月１２日に第６１／６５８，５６９号として出願された
同時係属米国仮出願および２０１３年４月８日に第６１／８０９，６０４号として出願さ
れた同時係属米国仮出願の優先権の利益を主張するものであり、これらの各出願は引用す
ることによりその全内容が本明細書の一部とされる。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、治療上および診断上の有用性を有する抗体に関する。より詳しくは、本発明
は、ミスフォールド型のヒトＰｒＰタンパク質によってユニークに提示されるエピトープ
に選択的に結合する抗体に関する。抗体、それらの結合フラグメントおよびそれらに基づ
く免疫複合体は、癌、ならびにクロイツフェルト－ヤコブ病（ＣＪＤ）などの伝達性海綿
状脳症を含むＰｒＰのミスフォールディングおよび凝集に関連する疾患の治療および検出
において治療上および診断上有用である。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　先進国の人口の約３分の１が癌による死を運命付けられている。現行の癌の治療は、化
学療法および放射線療法を含め、正常細胞よりも優先的に癌細胞を殺すこと、腫瘍成長の
緩徐化のまさにぎりぎりのところまで顕著な副作用を受け入れるいわゆる「治療域」に基
づいている。正常細胞を温存する特異的な治療が差し迫って必要である。
【０００４】
　癌細胞は、細胞内および細胞表面でのタンパク質のミスフォールディング傾向を含む、
多くの点で正常細胞と異なっている。このようなミスフォールドタンパク質は、生殖細胞
または体細胞突然変異、染色体転座または異数性、化学療法または放射線療法の突然変異
誘発作用、シャペロンのタイトレーション、小胞体および細胞表面を含む他の分泌コンパ
ートメントにおける分子クラウディング、異常なグリコシル化および輸送、クリアランス
および／または分解の障害、腫瘍床に関連した環境ストレス因子またはアロステリックな
影響（低ｐＨまたは高リガンド濃度など）、ならびに選択残基の酸化およびニトロ化を含
む翻訳後修飾の結果であり得る。癌に関連するこれらの因子の総てまたは一部は、より大
きな動的機能および非癌性細胞においては通常まれにしか接近できない特定のタンパク質
領域の正味の溶媒露出に寄与する。疾患特異的エピトープ（ＤＳＥ）と呼ばれる、これら
の異常に露出されるタンパク質モチーフの抗体認識は、診断用の癌マーカーまたは癌の治
療標的として役立ち、癌および他の疾患における異常な細胞成長への洞察が得られるであ
ろう。
【０００５】
　プリオンタンパク質（ＰｒＰ）の疾患特異的エピトープは、伝達性海綿状脳症の診断お
よび治療標的として最近記載された(Paramithiotis et al, Nature Medicine 2003, 9(7)
:893)。このプリオンＤＳＥは、コアトリマーＹＹＲによって定義され、病的ミスフォー
ルドＰｒＰＳｃの分子表面に露出したエピトープであるが、正常プリオンタンパク質Ｐｒ
ＰＣの抗体が接近できない内部に埋もれている。ＰｒＰＣは、正常な循環リンパ細胞およ
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び骨髄細胞によって豊富に発現され(Cashman et al, Cell 1990, 61(1):185)、ＣＤ３４
＋骨髄幹細胞からの造血系分化に役割を果たす(Dodelet and Cashman, Blood 1998, 91(5
):1556)。しかしながら、ＹＹＲ表面の免疫反応性は、混合系譜の脾細胞および解離した
脳細胞を含む、いずれの正常細胞でも検出されたことがない。
【０００６】
　ＵＳ２００９／０１７５８８４では、ある種の癌細胞がミスフォールド型のＰｒＰに対
してユニークなＹＹＲエピトープに対して生成した抗体と反応性があることが確認され、
癌細胞の成長および／または増殖を阻害するためのＹＹＲ抗体の使用が提案されている。
クロイツフェルト－ヤコブ病（ＣＪＤ）などの伝達性海綿状脳症を治療する方法として、
ＰｒＰ凝集の進行を制御するためのＹＹＲ抗体の生産およびそれらの使用は、米国特許第
７，０４１，８０７号に最初に記載された。ＷＯ２０１０／０９９６１２では、ＰｒＰの
ミスフォールドの際に露出する別の潜在的エピトープ、すなわち、トリマーＹＭＬの標的
化を提案している。また、ＷＯ２０１０／０４０２０には、ＰｒＰを含む様々な標的タン
パク質におけるミスフォールディング「ホットスポット」を推定するために有用なアルゴ
リズムが記載されている。それらの発明者らは、例えば、それらの標的タンパク質のミス
フォールディングが関連する疾患を治療するための手段として、推定された疾患特異的エ
ピトープを、抗体を用いて標的化することを示唆している。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の１つの目的は、ミスフォールド型のＰｒＰに選択的に結合する抗体、そのフラ
グメントおよび複合体を提供することである。
【０００８】
　本発明のさらなる目的は、特に治療および診断使用のための組成物としてのこのような
抗体、フラグメントおよび複合体を提供することである。
【０００９】
　本発明のさらなる目的は、それを必要とする被験体において、表面にミスフォールドＰ
ｒＰを提示する罹患細胞の成長および／または増殖を制御するために有用な方法を提供す
ることである。
【００１０】
　本発明のさらなる目的は、それを必要とする被験体において、伝達性海綿状脳症などの
ＰｒＰの凝集が関連する疾患を治療する手段として、ＰｒＰ凝集の進行を制御するために
有用な方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
発明の概要
　本発明は、ミスフォールド型のＰｒＰに選択的に結合する抗体を提供する。より詳しく
は、ここで、そのミスフォールド状態においてのみＰｒＰにより提示されるエピトープに
選択的に結合する抗体を提供する。本抗体は、その野生型、すわなち、本来のフォールド
コンフォメーションのＰｒＰとの結合親和性はほとんど示さないか、全く示さない。この
エピトープは、アミノ酸配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）で定義され、リジッド
ループとして知られるＰｒＰの領域に存在する。このエピトープに対して生成した抗体は
ミスフォールドＰｒＰに対して結合優先性を示すことが見出されている。これらの抗体、
ならびにそれらに基づくそれらの結合フラグメントおよび免疫複合体は、様々な診断およ
び治療適用に有用性を見出す。
【００１２】
　よって、第１の態様において、本発明は、配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）を
含んでなるエピトープに対する結合選択性を特徴とする抗体であって、重鎖と軽鎖を含ん
でなり、各鎖は定常領域と可変領域を有し、各可変領域はフレームワーク領域と相補性決
定領域（ＣＤＲ）を含んでなり、前記ＣＤＲは下記に示されるアミノ酸配列を含んでなる
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抗体を提供する：
重鎖としては：
ＣＤＲ１　　ＴＹＡＭＧ（配列番号１）
ＣＤＲ２　　ＶＩＴＫＳＧＮＴＹＹＡＳＷＡＫＧ（配列番号２）
ＣＤＲ３　　ＹＧＩＧＶＳＹＹＤＩ（配列番号３）
軽鎖としては：
ＣＤＲ１　　ＱＳＳＱＳＬＹＮＫＮＷＬＳ（配列番号４）
ＣＤＲ２　　ＫＡＳＴＬＥＳ（配列番号５）
ＣＤＲ３　　ＱＧＥＦＳＣＳＳＡＤＣＴＡ（配列番号６）。
【００１３】
　実施態様において、本発明は、重鎖と軽鎖を含んでなり、各鎖は定常領域と可変領域を
有し、前記重鎖可変領域は配列番号８の配列を含んでなり、前記軽鎖可変領域は配列番号
７の配列を含んでなるＰｒＰ抗体を提供する。よって、本抗体は、配列番号７に存在する
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３、ならびに配列番号８に存在するＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３を含んでなる。それらのＣＤＲの厳密な配列は、抗体技術において標準的
な実施を用いて決定される。抗体内のＣＤＲの位置は、Ｋａｂａｔナンバリングシステム
を参照してアミノ酸残基を符番することによって決定される。
【００１４】
　この抗体（本明細書ではａｂ１２０と呼称）は、ミスフォールド型のＰｒＰを提示する
卵巣癌細胞に対する結合親和性と、正常な卵巣上皮細胞に比べてのこれら卵巣癌細胞に対
する明らかな結合優先性の両方を示す。よって、本抗体は、卵巣癌の検出および治療にお
いて使用するのに極めてよく適合している。
【００１５】
　関連の態様において、本発明は、ミスフォールドＰｒＰに対する結合親和性と選択性を
保持する本抗体のフラグメントならびに本抗体または抗体フラグメントを組み込んだ免疫
複合体を提供する。実施態様において、抗体フラグメントは、一価または二価抗体フラグ
メントである。他の実施態様では、免疫複合体は、ミスフォールドＰｒＰを処置または検
出するために有用な薬剤とコンジュゲートされた本抗体または抗体フラグメントを含んで
なる。この薬剤は、毒素または任意の検出可能な標識であり得る。免疫複合体は、ミスフ
ォールドＰｒＰをサンプル中のタンパク質それ自体として、または無傷な細胞および組織
上の罹患細胞表面タンパク質として検出するために有用であり得る。
【００１６】
　特定の態様において、本発明はさらに、ウレアーゼと、それとコンジュゲートされた本
発明の抗体に由来する抗原結合部位とを含んでなる免疫複合体を提供する。
【００１７】
　さらなる態様において、本抗体、結合フラグメントまたは免疫複合体は、使用のために
処方され、従って、続いての医学的使用のための薬学的に許容可能な担体、または続いて
の診断的使用のための生理学上耐用性のあるビヒクルをさらに含んでなる組成物として提
供される。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、リジッドループに抗体が接近可能なミスフォールド型の
ＰｒＰ（すなわち、ミスフォールドＰｒＰ＋表現型を有する）を提示する罹患細胞の成長
または増殖を制御するための方法であって、罹患細胞を罹患細胞の成長および／または増
殖を制御するために有効な量の本抗体、フラグメントまたは免疫複合体で処理することを
含んでなる方法を提供する。関連の態様において、本方法は、ミスフォールドＰｒＰ陽性
の癌細胞の治療に使用される。実施態様において、抗体、フラグメントまたは複合体は、
特に卵巣癌の治療に使用される。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、伝達性海綿状脳症においてＰｒＰミスフォールディング
の進行または内因性ＰｒＰ凝集の進行を制御するための方法であって、ミスフォールドＰ
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ｒＰを、ＰｒＰ凝集を阻害するために有効な量の本抗体に曝す工程を含んでなる方法を提
供する。関連の態様において、本発明は、ミスフォールドＰｒＰまたはその凝集物のクリ
アランスを果たすために十分な量の本抗体を被験体に投与することによって内因性ＰｒＰ
凝集の進行を阻害するための方法を提供する。
【００２０】
　他の態様において、本発明は、サンプル中のミスフォールドＰｒＰを検出するためのア
ッセイであって、（ａ）前記サンプルを、ヒトＰｒＰのアミノ酸配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ
（配列番号１４）を含んでなるエピトープに結合する抗体、そのフラグメントまたは免疫
複合体と、前記抗体とミスフォールドＰｒＰの間で複合体の形成を可能とする条件下で接
触させる工程、および（ｂ）複合体の形成を検出する工程を含んでなり、その存在が前記
サンプル中のミスフォールドＰｒＰの存在の指標となる、アッセイを提供する。
【００２１】
　さらに他の態様において、本発明は、プリオン疾患および癌などのＰｒＰミスフォール
ディングが関連する病態を有する被験体を同定するためのスクリーニング方法であって、
被験体から得た生体サンプルにおいてミスフォールドＰｒＰを検出する工程を含んでなる
方法を提供し、該方法は、（ａ）前記生体サンプルを、ヒトＰｒＰのアミノ酸配列ＭＤＥ
ＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）を含んでなるエピトープに結合する抗体、そのフラグメン
トまたは免疫複合体と、前記抗体とミスフォールドＰｒＰの間で複合体の形成を可能とす
る条件下で接触させる工程、および（ｂ）複合体の形成を検出する工程を含んでなり、そ
の存在が前記サンプル中のミスフォールドＰｒＰの存在の指標となる。
【００２２】
　関連の態様において、本発明は、本発明のアッセイおよびスクリーニング方法を実施す
るために有用なキットを提供し、該キットは、本発明による抗体、またはその結合フラグ
メントまたは免疫複合体と、本明細書に記載のアッセイまたはスクリーニング方法に従っ
たその使用に関する説明書を含んでなる。
【００２３】
　以下、本発明のこれらのまたその他の態様を添付の図面を参照しながらさらに詳しく説
明する。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、ウサギ抗血清の評価を示す。Ａ．免疫前（白い四角）および採血２（黒
い四角）ウサギ抗血清をＢＳＡ－ＤＳＥ３ペプチドとの結合に関して調べた。Ｂ．採血２
抗血清をＢＳＡ（三角）および変性ＰｒＰ（丸）との結合に関して評価した。
【図２】図２は、７種類の抗ＤＳＥ３モノクローナル抗体の抗ペプチド結合を示す。各抗
体をＢＳＡに無関係なペプチド（三角）およびＢＳＡ－ＤＳＥ３ペプチド（丸）との結合
に関して評価した。陽性対照抗ＢＳＡ抗体は、両方のＢＳＡ－ペプチドに結合した。
【図３】図３は、７種類の抗ＤＳＥ３モノクローナル抗体の抗ＰｒＰ結合を示す。各抗体
を変性組換えＰｒＰ（丸）およびＨｉｓタグを有する捕捉ＰｒＰ（三角）との結合に関し
て評価した。対照抗ＰｒＰ抗体は、変性ＰｒＰおよびＨｉｓタグを有する捕捉ＰｒＰの双
方に結合した。
【図４】図４は、腫瘍細胞および正常細胞との抗ＰｒＰ抗体の結合を示す。ＤＳＥ３　ａ
ｂ１２０抗体または対照抗ＰｒＰ抗体を、種々の細胞とともに１０μｇ／ｍＬでインキュ
ベートした。抗ウサギＩｇＧ－ＡＦ４８８または抗マウスＩｇＧ－ＡＦ４８８二次抗体を
用いて抗体結合を検出した後、フローサイトメトリー（ＢＤ　ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　Ｉ
Ｉ）による蛍光評価を行った。
【図５】図５は、腫瘍細胞および正常細胞との抗体の結合の力価測定を示す。ＤＳＥ３　
ａｂ１２０抗体または対照抗ＰｒＰ抗体（６Ｈ４）を、３種類の腫瘍細胞および２種類の
正常細胞とともに種々の濃度でインキュベートした。抗体検出は図４に関して記載した通
りであった。
【図６】図６は、プロテイナーゼＫ力価測定で決定された、種々の腫瘍細胞株の表面に存
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在するＰｒＰのコンフォメーション状態を明らかにしたものである。示されているように
、プロテイナーゼＫ感受性は、試験したＰｒＰの形態の範囲内では、Ｎ末端領域で高く（
上向きの三角）、Ｃ末端領域で低く（下向きの三角）、リジッドループ領域では中間的で
ある（四角）。
【図７】図７は、卵巣腫瘍細胞によって提示されるＰｒＰの方が、正常な卵巣上皮細胞で
提示されるＰｒＰの場合より、プロテイナーゼＫ消化に対する感受性が高いことを示す。
【図８】図８は、正常細胞（破線）および卵巣腫瘍細胞（実線）との抗体の結合に及ぼす
パクリタキセル処理の影響を示す。
【図９】図９は、ウレアーゼとコンジュゲートされたＡＭＦ－１ｃ－１２０の結合特性を
明らかにしたものである。Ａ．特異的ペプチド（黒い記号）および非特異的ペプチド（白
い記号）とのＡＭＦ－１ｃ－１２０（四角）およびＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼ複
合体（三角）の結合。Ｂ．変性ＰｒＰ（黒い記号）および捕捉Ｈｉｓ－ＰｒＰ（白い記号
）とのＡＭＦ－１ｃ－１２０（四角）およびＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼ（三角）
の結合。
【図１０】図１０は、腫瘍細胞および正常細胞との、ＡＭＦ－１ｃ－１２０およびＡＭＦ
－１ｃ－１２０／ウレアーゼ複合体の結合を示す。ＡＭＦ－１ｃ－１２０またはＡＭＦ－
１ｃ－１２０／ウレアーゼ複合体を、３種類の腫瘍細胞および５種類の正常細胞とともに
種々の濃度でインキュベートした。抗ウサギＩｇＧ－ＡＦ４８８二次抗体を用いて抗体結
合を検出した後、フローサイトメトリーにより蛍光評価を行った。
【図１１】図１１は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼの細
胞傷害性を明らかにしたものである。ＡＭＦ－１ｃ－１２０、ＡＭＦ-１ｃ－１２０／ウ
レアーゼ複合体またはウレアーゼを腫瘍細胞とともに２時間インキュベートした。細胞を
２回洗浄した後、２０ｍＭ尿素とともに３０分間インキュベートした。細胞生存率をＷＳ
Ｔ－１の添加により評価し、その後１６～２０時間後に吸光度を測定した。
【図１２】図１２は、免疫不全Ｒａｇ２ＭマウスにおけるＥＳ－２腫瘍成長に対する１ｃ
－１２０／ウレアーゼ療法の効果を示す。マウスに、週に３回、ビヒクル（四角）、１８
３．３μｇ／ｋｇの１ｃ－１２０／ウレアーゼ（菱形）、３６８．７μｇ／ｋｇの１ｃ－
１２０／ウレアーゼ（丸）またはタキソテール（三角）のｉｖ処置を行った。腫瘍成長を
、カリパスで腫瘍直径を測定することによりモニタリングした。腫瘍体積を式Ｌ×Ｗ２／
２に従って計算した。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
発明の詳細な説明および好ましい実施態様
　本明細書で使用する場合、用語「ＰｒＰ」は、発現しプロセシングを受けたＰＲＰ遺伝
子産物を含んでなる成熟ヒトタンパク質を意味し、この成熟タンパク質は、ＵｎｉＰｒｏ
ｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　Ｐ０４１５６の残基１－２３０と呼称される。本目的で
、用語「ＰｒＰ」は、ミスフォールド状態において本抗体に対する結合親和性を保持する
、このタンパク質の天然変異体をさらに含む。
【００２６】
　「単離された抗体」とは、本明細書で使用する場合、異なる抗原特異性を有する他の抗
体を実質的に含まない抗体を意味する（例えば、ミスフォールドＰｒＰに特異的に結合す
る単離された抗体は、ＰｒＰタンパク質以外の抗原に特異的に結合する抗体を実質的に含
まない）。しかしながら、ミスフォールドヒトＰｒＰタンパク質に特異的に結合する単離
された抗体は、他種由来のミスフォールドＰｒＰタンパク質などの他の抗原と交差反応性
を持つ可能性があるが、野生型ヒトＰｒＰとの結合親和性はほとんど示さないか、または
実質的に示さない。さらに、単離された抗体は、他の細胞材料および／または化学物質を
実質的に不含とすることができる。単離された抗体はまた、ヒト起源の他のタンパク質を
実質的に不含とすることもできる。
【００２７】
　本発明は、配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）（ＤＳＥ３と呼ばれることもある
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）の全部または抗体結合部分（少なくとも５個の連続する残基を含んでなる）を含んでな
るエピトープを提示するＰｒＰの形態との結合に対する親和性および優先性を示すＰｒＰ
抗体に関する。ＰｒＰタンパク質のこの領域は、「リジッドループ」と呼ばれ、ヒトプリ
オンタンパク質の残基１６６～１７４に相当する。そのノーマルコンフォメーションにお
いて、このエピトープは、プリオンタンパク質内に潜在しているが、例えば、温度もしく
ｐＨなどの条件の局部的環境遷移の結果として、または宿主細胞内の異常なタンパク質輸
送の結果として、またはまだ理解されていない現象の結果として、ＰｒＰのミスフォール
ドの際に抗体に接近可能となる。このミスフォールド型のＰｒＰは、例えば、数種のＰｒ
Ｐ＋癌細胞の表面に見られる。罹患細胞上のその存在は本抗体の治療および診断標的とな
り、これを達成するための手段が本発明により提供される。
【００２８】
　よって、重要な特徴として、ＰｒＰのリジッドループとの結合親和性、ミスフォールド
ＰｒＰ＋である卵巣癌細胞との結合親和性、正常卵巣上皮細胞に比べてのミスフォールド
ＰｒＰ＋である卵巣癌細胞との結合優先性、および最初に上記に列挙した配列を有する相
補性決定領域を含んでなる抗体が提供される。
【００２９】
　実施態様において、抗体は、総ての天然抗体に共通する特徴、例えば、重鎖と軽鎖を含
んでなり、各鎖は定常領域と可変領域を有し、各可変領域はフレームワーク領域（ＦＲ）
と相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んでなる、完全な抗体である。別法として、抗体は、一
価または二価（すなわち、抗体のヒンジ領域または任意の等価物によって表すことができ
るリンカーを介して連結された完全な抗体の両「腕」を含んでなる抗体フラグメント）の
いずれかのフラグメントとして提供される。このような二価フラグメントとしては、Ｆ（
ａｂ）２フラグメントおよびミスフォールドＰｒＰとの結合優先性を保持する他の任意の
二価フラグメントが含まれる。特定の実施態様では、二価フラグメントは、消化およびそ
の後のフラグメント単離のための標準的な手順を用い、例えば、親抗体のパパインに基づ
く消化によって作製されたＦ（ａｂ’）２フラグメントである。別法として、フラグメン
トは、アミノ酸リンカーにより連結された軽鎖可変抗体ドメインと重鎖可変抗体ドメイン
からなる、いわゆる一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、または軽鎖抗体ドメインと重鎖可変ドメイ
ンの間のＳＧＧＧＧなどの５アミノ酸リンカーおよびＧＧＣへのＣ末端システイン改変を
用いて作製し、最終ダイアボディ産物をＶＬ－ＳＧＧＧ－ＶＨ－ＧＧＣとした、いわゆる
ダイアボディの二価形態であってもよい。さらに他の二価フラグメントは、軽鎖可変ドメ
インと重鎖可変ドメインをビス－マレイミドメチルエーテル（ＢＭＭＥ）、Ｎ，Ｎ’－ｐ
－フェニレンジマレイミド（ＰＤＭおよびＮ，Ｎ’－ビスマレイミドヘキサンＢＭＨ）な
どのチオエーテル結合を介して結合させてＦ（ａｂ’）２フラグメントを安定化させるこ
とによって作製することができる。
【００３０】
　完全抗体または二価フラグメントにおいて、ＣＤＲは、下記のアミノ酸配列を含んでな
る、またはからなる。
重鎖としては:
ＣＤＲ１　　ＴＹＡＭＧ（配列番号１）
ＣＤＲ２　　ＶＩＴＫＳＧＮＴＹＹＡＳＷＡＫＧ（配列番号２）
ＣＤＲ３　　ＹＧＩＧＶＳＹＹＤＩ（配列番号３）
軽鎖としては：
ＣＤＲ１　　ＱＳＳＱＳＬＹＮＫＮＷＬＳ（配列番号４）
ＣＤＲ２　　ＫＡＳＴＬＥＳ（配列番号５）
ＣＤＲ３　　ＱＧＥＦＳＣＳＳＡＤＣＴＡ（配列番号６）
【００３１】
　これらの配列内では、ＣＤＲにつき１または２個の保存的アミノ酸置換、および１、２
または３つといった多くのＣＤＲがこのような置換を有するが、通常は、全体のＣＤＲの
中でせいぜい約５置換といったいくらかの変形形態が許容される。保存的アミノ酸ファミ
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リーとしては、（ｉ）Ｇ、Ａ、Ｖ、ＬおよびＩ；（ｉｉ）ＤおよびＥ；（ｉｉｉ）Ａ、Ｓ
およびＴ；（ｉｖ）Ｈ、ＫおよびＲ；（ｖ）ＮおよびＱ；ならびに（ｖｉ）Ｆ、Ｙおよび
Ｗが含まれると考えられる。従って、「保存的配列改変」を行うことができ、そのアミノ
酸配列を含有する抗体の結合特性に有意に影響を及ぼさない、または変更させないアミノ
酸改変を含み得る。このような保存的改変としては、アミノ酸の置換、付加および欠失が
含まれる。改変は、部位特異的突然変異誘発およびＰＣＲ媒介突然変異誘発などの当技術
分野で公知の標準的な技術によって遺伝子レベルで本発明の抗体に導入することができる
。
【００３２】
　軽鎖可変領域および重鎖可変領域のそれぞれに存在する列挙した３つのＣＤＲに加え、
完全抗体の重鎖および軽鎖は、ＰｒＰのリジッドループとの結合に好適なコンフォメーシ
ョンでＣＤＲを提供する４つの介在フレームワーク領域と、抗体エフェクター機能を付与
する定常領域とを含んでなる。キメラ抗体、ヒト化抗体およびヒト抗体の生産に関して十
分に確立されている実践および技術に従って本ＣＤＲをアクセプター抗体にグラフトする
ことにより、本ＣＤＲを任意の好適なアクセプター抗体に組み込むことができる。
【００３３】
　ＣＤＲ３ドメインは単独でコグネイト抗原に対する抗体の結合特異性を決定することが
できること、および共通のＣＤＲ３配列に基づいて同じ結合特異性を有する複数の抗体を
予測どおりに作出することができることは当技術分野で周知である。例えば、Klimka et 
al., British J. of Cancer 83(2):252-260 (2000); Beiboer et al., J. Mol. Biol. 29
6:833-849 (2000); Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:8910-8915 (1998
); Barbas et al., J. Am. Chem. Soc. 116:2161-2162 (1994); Barbas et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 92:2529-2533 (1995); Ditzel et al., J. Immunol. 157:739-7
49 (1996); Berezov et al., BIAjournal 8:Scientific Review 8 (2001); Igarashi et 
al., J. Biochem (Tokyo) 117:452-7 (1995); Bourgeois et al., J. Virol 72:807-10 (
1998); Levi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:4374-8 (1993); Polymenis an
d Stoller, J. Immunol. 152:5218-5329 (1994)およびXu and Davis, Immunity 13:37-45
 (2000)参照。また、米国特許第６，９５１，６４６号；同第６，９１４，１２８号；同
第６，０９０，３８２号；同第６，８１８，２１６号；同第６，１５６，３１３号；同第
６，８２７，９２５号；同第５，８３３，９４３号；同第５，７６２，９０５号および同
第５，７６０，１８５号も参照。これらの参照文献のそれぞれは、引用することによりそ
の全内容が本明細書の一部とされる。
【００３４】
　よって、一つの実施態様では、本発明は、本明細書記載の特定の抗体由来の１以上の重
鎖および／または軽鎖ＣＤＲ３ドメインを含んでなる抗体を提供し、前記抗体はミスフォ
ールドヒトＰｒＰに特異的に結合することができる。好ましくは、このような抗体は、（
ａ）本明細書に記載の特定の抗体と結合に関して競合することができ；（ｂ）機能的特徴
を保持し；（ｃ）同じエピトープに結合し；かつ／または（ｄ）本明細書に記載の特定の
抗体と類似の結合親和性を有する。別の実施態様では、本発明の抗体は、本明細書に記載
の特定の抗体の、または別のＰｒＰ抗体の重鎖可変領域および／または軽鎖可変領域のＣ
ＤＲ２ドメインをさらに含んでよく、前記抗体はミスフォールドヒトＰｒＰに特異的に結
合することができる。別の実施態様では、本発明の抗体は、本明細書に記載の特定の抗体
の重鎖可変領域および／または軽鎖可変領域のＣＤＲ１、または別のミスフォールドヒト
ＰｒＰ抗体の重鎖可変領域および／または軽鎖可変領域のＣＤＲ１をさらに含んでもよく
、前記抗体はミスフォールドヒトＰｒＰに特異的に結合することができる。
【００３５】
　ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）エピトープを提示するミスフォールドＰｒＰ＋罹
患細胞の成長または増殖を直接阻害するために、それらの細胞毒素それ自体としての使用
を可能とするために、本抗体は、補体媒介性細胞傷害性（ＣＤＣ）および／または抗体依
存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）などの内在機構を介してそれらの抗癌活性を発揮することが
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できる。本抗体は、癌治療の有効性を高めるために変更されたエフェクター機能を有する
ように操作または選択することができると考えられる。例えば、鎖内ジスルフィド結合形
成を可能とするようにＦｃ領域にシステイン残基を導入してもよい。結果として得られる
ホモダイマー抗体は改善されたインターナリゼーション能を持ち得、より重要なこととし
ては、増強された補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）および／またはＡＤＣＣ活性を持ち得
る。また、抗腫瘍活性が増強されたホモダイマー抗体も、Wolff et al, Cancer Research
 53:2560-2565 (1993)に記載のように、ヘテロ二機能性架橋剤を用いて作製可能である。
あるいは、二重のＦｃ領域と増強されたＣＤＣおよびＡＤＣＣ活性を有する抗体を作出す
ることができる。
【００３６】
　特定の好適なアクセプター抗体は、ＰｒＰ結合親和性を有することがすでに知られてい
る抗体である。このようなドナー抗体は、最も望ましくはヒト起源であるが、それらはま
たマウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、霊長類などを含む非ヒト起源のアクセプター
抗体に由来してもよい。現在のところ望ましいＣＤＲを収容するために、本明細書で例示
したものとは異なるヒト抗体アクセプター配列を同定し使用することもできると考えられ
る。これは、例えば、Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ[http://swissmodel.expasy.org/reposito
ry]または類似のソフトウエアを用いて好ましい抗体の構造をモデル化し、公開データベ
ースで入手可能な多数のヒト抗体配列の中から、本明細書において好ましいとして変更さ
れたＣＤＲ配列を用いて、好ましい抗体と同じ構造コンフォメーションに近いヒトアクセ
プター抗体配列を選択することによって達成される。実施態様において、アクセプター抗
体および結果として得られる本抗体はＩｇＧ１アイソタイプであるが、ＩｇＧ２またはＩ
ｇＧ４であってもよい。さらに、定常領域により規定されるような抗体のアイソタイプは
、得られる抗体のエフェクター機能を変更または消失するように操作することができる。
すなわち、本抗体の定常領域は、野生型ヒト抗体定常領域、または血清半減期の延長、補
体結合の低減もしくは増強、抗原依存性細胞傷害性の低減もしくは増強、および抗体安定
性の改善などのために定常領域のエフェクター機能を変更するアミノ酸改変、すなわち、
アミノ酸の付加、置換もしくは欠失を組み込んだ、その変異体のいずれかである。定常領
域におけるアミノ酸改変の数は通常、２０以下、例えば１～１０、例えば１～５個の改変
（保存的アミノ酸置換を含む）である。
【００３７】
　実施態様において、抗体の半減期は、１以上のアミノ酸改変を、通常には、例えばＴｈ
ｒを導入するためには残基２５２、例えばＳｅｒを導入するためには残基２５４、および
／または例えばＰｈｅを導入するためには残基２５６におけるアミノ酸置換の形態で組み
込むことによって改善される。ＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ２ドメインの２つのループに見ら
れるものなどのサルベージ受容体モチーフを導入するためにＣＨ１またはＣＬ領域を変更
することによるなど、半減期を改善するためにさらに他の改変を行うこともできる。この
ような変更は、例えば、ＵＳ５８６９０４６およびＵＳ６１２１０２２に記載されている
。
【００３８】
　Ｃ１ｑ結合の変更、または補体依存性細胞傷害性の低減は、ＵＳ６１９４５５１に記載
されているように、定常領域アミノ酸の３２９番、３３１番および３２２番を変更するこ
とによって導入することができる。抗体の補体結合能は、ＷＯ９４／０２９３５１に記載
されているように、定常領域の２３１番および２３９番に置換を導入することによってさ
らに変更することができる。
【００３９】
　本抗体およびフラグメントの軽鎖および重鎖のフレームワーク領域はまた、本明細書に
明示されるＣＤＲを組み込んだこと以外はヒト抗体可変領域の配列を有することが望まし
い。実施態様において、重鎖可変領域は、ヒトＩｇＧ４を起源とし、エフェクター機能に
関しては一般に不活性であると考えられる。特定の実施態様では、重鎖可変領域は、Ｇｅ
ｎｂａｎｋ　ｇｉ　２４１４５０２と呼称される配列を有するヒトＩｇＧ１抗体変異体な



(11) JP 6430373 B2 2018.11.28

10

20

30

40

50

どのヒトＩｇＧの重鎖である。あるいは、重鎖可変領域は、Ｇｅｎｂａｎｋ　ｇｉ　２４
１４５０２と呼称されるヒトＩｇＧ４抗体種の重鎖である。
【００４０】
　本抗体の重鎖および軽鎖のフレームワーク領域はまた、抗体のヒト化のために確立され
た技術に従って、抗体またはフラグメントの特性をさらに改善するアミノ酸改変、すなわ
ち、アミノ酸欠失、付加または置換を組み込むこともできる。このようなフレームワーク
改変は、公開データベースで提供されている抗体配列のフレームワーク領域、およびＰｒ
Ｐと結合することが知られている抗体、例えば、本明細書の背景の節で言及した抗体のフ
レームワーク領域でモデル化することができる。好ましいフレームワーク置換は、罹患細
胞に関連するミスフォールドＰｒＰとの大きな結合優先性を有する抗体を生じるものであ
る。
【００４１】
　フレームワーク改変はまた、例えば、ＣａｒｒらによりＵＳ２００３／０１５３０４３
に記載されているように、抗体の免疫原性を低減するためまたはＴ細胞エピトープを低減
もしくは除去するために行うこともできる。
【００４２】
　本発明の抗体はまた、１以上のグリコシル化部位を除去するため、および／または抗体
の物理的安定性を向上させるために可変領域を変更することもできる。例えば、一つの実
施態様では、抗体の物理的安定性は、可変領域の２２８番のセリンをプロリン残基で置換
することによって向上される（すなわち、この抗体は、Ｓ２２８Ｐ突然変異を含んでなる
可変領域を有する）。Ｓ２２８Ｐの変更は、鎖内ジスルフィド結合の形成に対して抗体構
造を有意に安定化させる。別の実施態様では、可変領域は、可変領域に存在する１以上の
グリコシル化部位を除去するように変更される。より詳しくは、本抗体の配列においては
、グリコシル化を生じやすい部位を除去することが望ましい。これは、親可変領域中に存
在する１以上のＮ－Ｘ－（Ｓ／Ｔ）配列（ここで、Ｘは任意のアミノ酸残基である）の存
在率を、特にＮ残基および／またはＳもしくはＴ残基を置換することにより変更すること
によって達成される。
【００４３】
　本発明の抗体は、様々な定常領域を含むように操作することができる。一つの実施態様
では、本抗体は、ヒトＩｇＧ１定常領域などのヒト起源の抗体の定常領域に相当する配列
の定常領域を含んでなる。特定の実施態様では、前記定常領域は、エフェクター機能に関
しては不活性である（例えば、エフェクター機能を本質的に欠いている）。特異的実施態
様では、定常領域は、ヒトＩｇＧ４定常領域である。
【００４４】
　本発明の実施態様によれば、重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、下記のように、配列
番号８の重鎖可変領域および／または配列番号７を有する軽鎖可変領域を含んでなる。
軽鎖可変領域（ＶＬ）：
【化１】

重鎖可変領域（ＶＨ）：
【化２】

【００４５】
　よって、本抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭを含むいずれの有用
なクラスであってもよく、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４を含むいずれ
のアイソタイプであってもよい。好ましい抗体はＩｇＧ１である。より具体的な好ましい
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実施態様では、完全抗体の全軽鎖および重鎖は、それぞれ配列番号９および１０として以
下に示す。
【００４６】
全軽鎖：
【化３】

【００４７】
全重鎖：
【化４】

【００４８】
　さらに別の実施態様では、Ｆｃ領域は、抗体の抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）媒介
能を増強するため、および／またはＦｃγ受容体に対する抗体の親和性を増強するために
、以下の位置の１以上のアミノ酸を改変することによって改変される：２３８、２３９、
２４８、２４９、２５２、２５４、２５５、２５６、２５８、２６５、２６７、２６８、
２６９、２７０、２７２、２７６、２７８、２８０、２８３、２８５、２８６、２８９、
２９０、２９２、２９３、２９４、２９５、２９６、２９８、３０１、３０３、３０５、
３０７、３０９、３１２、３１５、３２０、３２２、３２４、３２６、３２７、３２９、
３３０、３３１、３３３、３３４、３３５、３３７、３３８、３４０、３６０、３７３、
３７６、３７８、３８２、３８８、３８９、３９８、４１４、４１６、４１９、４３０、
４３４、４３５、４３７、４３８または４３９。このアプローチは、ＰＣＴ公開ＷＯ００
／４２０７２にさらに記載されている。さらに、ヒトＩｇＧ１上のＦｃγＲ１、ＦｃγＲ
ＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩおよびＦｃＲｎに関する結合部位がマッピングされ、結合が改善さ
れた変異体が記載されている（Shields et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604参
照）。２５６、２９０、２９８、３３３、３３４および３３９番における特異的突然変異
は、ＦｃγＲＩＩＩとの結合を改善することが示された。さらに、下記の組合せの変異株
がＦｃγＲＩＩＩ結合を改善することが示された：Ｔ２５６Ａ／Ｓ２９８Ａ、Ｓ２９８Ａ
／Ｅ３３３Ａ、Ｓ２９８Ａ／Ｋ２２４ＡおよびＳ２９８Ａ／Ｅ３３３Ａ／Ｋ３３４Ａ。
【００４９】
　本開示の抗体は、軽鎖可変領域または重鎖可変領域のいずれかに１以上のグリコシル化
部位を含み得る。このようなグリコシル化部位は、抗原結合が変更されているために、抗
体の免疫原性の増強または抗体のｐＫの変更をもたらし得る(Marshall et al (1972) Ann
u Rev Biochem 41:673-702; Gala and Morrison (2004) J Immunol 172:5489-94; Wallic
k et al (1988) J Exp Med 168:1099-109; Spiro (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Par
ekh et al (1985) Nature 316:452-7; Mimura et al. (2000) Mol Immunol 37:697-706)
。グリコシル化は、Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列を含むモチーフにおいて起こることが知られてい
る。場合によっては、可変領域グリコシル化を含まない抗体を取得することが好ましい。
これは可変領域にグリコシル化モチーフを含まない抗体を選択するか、またはグリコシル
化領域内の残基を変異させるかのいずれかによって達成することができる。
【００５０】
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　例えば、脱グリコシル化(aglycoslated)抗体が作製可能である（すなわち、グリコシル
化が無い）。グリコシル化は、例えば抗原に対する抗体の親和性を高めるために変更する
ことができる。このような糖鎖改変は、例えば、抗体配列内の１以上のグリコシル化部位
を変更することによって達成することができる。例えば、１以上の可変領域フレームワー
クグリコシル化部位の除去をもたらして、それにより、その部位のグリコシル化を除去す
るように１以上のアミノ酸置換を行うことができる。このような脱グリコシル化は、抗原
に対する抗体の親和性を高め得る。例えば、米国特許第５，７１４，３５０号および同第
６，３５０，８６１号参照。
【００５１】
　加えて、またはその代わりに、本抗体は、フコシル残基の量が低減された低フコシル化
抗体またはバイセクティング(bisecting)ＧｌｃＮａｃ構造が増加した抗体など、グリコ
シル化のタイプの変更を有することもできる。このような変更されたグリコシル化パター
ンは、抗体のＡＤＣＣ能を増強することが示されている。このような糖鎖改変は、例えば
、変更されたグリコシル化機構を有する宿主細胞内で抗体を発現させることによって達成
することができる。変更されたグリコシル化機構を有する細胞は当技術分野で記載されて
おり、本発明の組換え抗体を発現させて、それにより、変更されたグリコシル化を有する
抗体を生産するための宿主細胞として使用することができる。例えば、細胞株Ｍｓ７０４
、Ｍｓ７０５、およびＭｓ７０９はフコシルトランスフェラーゼ遺伝子ＦＵＴ８（α（１
，６）－フコシルトランスフェラーゼ）を欠き、従って、Ｍｓ７０４、Ｍｓ７０５、およ
びＭｓ７０９細胞株で発現した抗体はそれらの糖鎖にフコースを欠く。Ｍｓ７０４、Ｍｓ
７０５、およびＭｓ７０９　ＦＵＴ８－／－細胞株は、２つの置換ベクターを用い、ＣＨ
Ｏ／ＤＧ４４細胞におけるＦＵＴ８遺伝子の標的破壊によって作出された（米国特許公報
第２００４０１１０７０４号およびYamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol Bioeng 87
:614-22参照）。別の例として、ＥＰ１，１７６，１９５には、フコシルトランスフェラ
ーゼをコードする、機能的に破壊されたＦＵＴ８遺伝子を有する細胞株が記載され、この
場合、このような細胞株で発現した抗体はα－１，６結合関連酵素を減少または消失させ
ることによって低フコシル化を呈する。ＥＰ１，１７６，１９５にはまた、抗体のＦｃ領
域に結合するＮ－アセチルグルコサミンにフコースを付加する酵素活性が低いか、または
酵素活性を持たない細胞株、例えば、ラット骨髄腫細胞株ＹＢ２／０（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ
　１６６２）も記載されている。ＰＣＴ公開ＷＯ０３／０３５８３５には、Ａｓｎ（２９
７）結合糖鎖にフコースを付加する能力が低減され、その結果、この場合にも、その宿主
細胞において発現した抗体の低フコシル化をもたらす変異型ＣＨＯ細胞株であるＬｅｃ１
３細胞が記載されている（Shields et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740もま
た参照）。また、ＰＣＴ公開ＷＯ０６／０８９２３１に記載されているように、グリコシ
ル化プロフィルが改変された抗体もニワトリ卵で作製することができる。あるいは、グリ
コシル化プロフィルが改変された抗体は、アオウキクサ属(Lemna)などの植物でも産生可
能である。植物系で抗体を生産するための方法は、２００６年８月１１日出願のAlston &
 Bird LLP弁理士事件番号０４０９８９／３１４９１１に相当する米国特許出願に開示さ
れている。ＰＣＴ公開ＷＯ９９／５４３４２には、糖タンパク質改変グリコシルトランス
フェラーゼ（例えば、β（１，４）－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩ
ＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ））を発現するように操作された細胞株が記載され、この場合、操作
された細胞株で発現した抗体はバイセクティング(bisecting)ＧｌｃＮａｃ構造の増加を
示し、それらの抗体のＡＤＣＣ活性の増強をもたらす（Umana et al. (1999) Nat. Biote
ch. 17:176-180もまた参照）。あるいは、抗体のフコース残基は、フコシダーゼ酵素を用
いて切断することもでき、例えば、フコシダーゼα－Ｌ－フコシダーゼは、抗体からフコ
シル残基を除去する(Tarentino et al. (1975) Biochem. 14:5516-23)。
【００５２】
　さらに、本抗体は、例えば、抗体の生体（例えば、血清）半減期を延長するためにペグ
化することができる。抗体をペグ化するためには、抗体またはそのフラグメントを、一般
には、１以上のＰＥＧ基が本抗体または抗体フラグメント結合するようになる条件下で、
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ＰＥＧの反応性エステルまたはアルデヒド誘導体などのポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）と反応させる。好ましくは、ペグ化は、反応性ＰＥＧ分子（または類似の反応性水溶性
ポリマー）とのアシル化反応またはアルキル化反応を介して行われる。本明細書で使用す
る場合、用語「ポリエチレングリコール」は、モノ（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ－または
アリールオキシ－ポリエチレングリコールまたはポリエチレングリコール－マレイミドな
どの他のタンパク質を誘導体化するために使用されているＰＥＧの形態をいずれも包含す
るものとする。特定の実施態様では、ペグ化される抗体は脱グリコシル化抗体である。タ
ンパク質をペグ化するための方法は当技術分野で公知であり、本発明の抗体に適用するこ
とができる。例えば、ＥＰ０１５４３１６およびＥＰ０４０１３８４参照。
【００５３】
　よって、本発明は、上記で最初に列挙したＣＤＲ配列を含んでなる抗体を含み、そうで
なければ、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体またはそうでなければ操作抗体であり得る
。
【００５４】
　抗体および結合フラグメントは、ミスフォールドＰｒＰの内在部位を同定するためのｉ
ｎ　ｖｉｖｏイメージングを含む診断目的と、ミスフォールドＰｒＰを可溶性タンパク質
としてまたは細胞保有表面タンパク質として検出するためのサンプル検査目的の両方に有
用である。抗体および結合フラグメントはまた、ミスフォールドＰｒＰが関連する疾患を
治療するための治療目的にも有用である。
【００５５】
　どちらの目的でも、抗体または結合フラグメントは、適当な薬剤とコンジュゲートして
免疫複合体を形成することができる。疾患を治療するために適当な薬剤には、化学療法薬
および放射線療法薬を含む細胞傷害性薬剤または毒素が含まれる。診断目的では、適当な
薬剤は、全身イメージング用の放射性同位元素または蛍光マーカー、およびサンプル検査
用の放射性同位元素、酵素、蛍光標識を含む検出可能な標識である。これらの診断アプロ
ーチでは、薬剤は、標識として、直接的、それ自体で、または薬剤と結合する標識された
二次抗体などの望ましい標識と結合する薬剤として間接的に機能することができる。
【００５６】
　診断薬としては、検出可能な標識は、ビオチン／ストレプトアビジンを含む粒子標識、
金コロイドなどの金属ゾル、例えば、Ｎ２Ｓ２、Ｎ３ＳまたはＮ４タイプのペプチドキレ
ート剤とともに提供されるＩ１２５またはＴｃ９９などの放射性同位元素、ＦＩＴＣおよ
びＰＥなどの蛍光マーカーを含む発色団、発光マーカー、リン光マーカーなど、ならびに
ある基質を検出可能なマーカーに変換する酵素標識、およびポリメラーゼ連鎖反応などに
よる増幅の後に明らかにされるポリヌクレオチドタグを含め、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断薬の
分野で現在使用されている様々なタイプのうちのいずれであってもよい。好適な酵素標識
としては、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼなどが含まれる
。例えば、標識は、アダマンチルメトキシホスホリルオキシフェニルジオキセタン（ＡＭ
ＰＰＤ）などの１，２ジオキセタン基質、３－（４－（メトキシスピロ｛１，２－ジオキ
セタン－３，２’－（５’－クロロ）トリシクロ｛３．３．１．１　３，７｝デカン｝－
４－イル）フェニルリン酸二ナトリウム（ＣＳＰＤ）、ならびにＣＤＰおよびＣＤＰ－ｓ
ｔａｒ（登録商標）または当業者に周知の他の発光基質、例えば、テルビウム（ＩＩＩ）
およびユウロピウム（ＩＩＩ）などの好適なランタニドのキレート、の変換後の化学発光
の存在または形成を測定することによって検出されるアルカリ性ホスファターゼ酵素であ
ってもよい。検出手段は、選択された標識によって決定される。標識またはその反応生成
物の出現は、標識が粒子または染色性であって、適当なレベルで蓄積する場合には裸眼で
、または分光光度計、照度計、蛍光計などの装置を用い、全て標準的な実施に従って達成
することができる。
【００５７】
　同様に、イメージング剤も当該組成物中に、またはさらなる組成物中に含まれてよい。
好適なイメージング剤としては、陽電子放射断層撮影法（ＰＥＴ）、コンピューター断層
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撮影法（ＣＡＴ）、単光子放射コンピューター断層撮影法、Ｘ線、蛍光透視法、および磁
気共鳴イメージング（ＭＲＩ）に使用される市販の薬剤が含まれる。
【００５８】
　プラークまたは他の形態において内在する癌部位またはミスフォールドＰｒＰに関して
スクリーニングするために抗体とともに有用なイメージング剤としては、金属、放射性同
位元素および放射線不透過性剤（例えば、ガリウム、テクネチウム、インジウム、ストロ
ンチウム、ヨウ素、バリウム、臭素およびリン含有化合物）、放射線透視剤、造影剤、色
素（例えば、蛍光色素および発色団）ならびに比色定量または蛍光定量反応を触媒する酵
素が含まれる。一般に、このような薬剤は、上記のような様々な技術を用いて付着または
捕捉させてもよく、いずれの配向で存在してもよい。例えば、米国特許第６，１５９，４
４３号および同第６，３９１，２８０号参照（両方とも引用することにより明示的に本明
細書の一部とされる）。
【００５９】
　本発明による造影剤は、Ｘ線造影剤、光イメージングプローブ、スピン標識または放射
性単位などのイメージング法において有用である。ＭＲＩにおいて造影剤として使用する
ための好適な剤用の例としては、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）およびガドペ
ントテートジメグルミン(gadopentotate dimeglumine)などの現在利用可能なガドリニウ
ムキレート、ならびに鉄、マグネシウム、マンガン、銅、およびクロムが含まれる。ＣＡ
ＴおよびＸ線に有用な材料の例としては、ジアトリゾアート、イオタラメートにより代表
されるイオン性モノマー、イオパミドール、イソへキソール、およびイオベルソールなど
の非イオン性モノマー、イオトロールおよびイオジキサノールなどの非イオン性ダイマー
、ならびにイオン性ダイマー、例えば、イオキサガルト(ioxagalte)などのヨウ素系材料
が含まれる。
【００６０】
　ＰＥＴスキャンとともに使用するための好ましい薬剤としては、Ｎ１３およびフルオロ
デオキシグルコース（ＦＤＧ）が含まれる。
【００６１】
　療法では、細胞毒素は、非共有結合的相互作用を介して抗体または結合フラグメントと
コンジュゲートさせることができるが、より望ましくは直接的な共有結合により、あるい
は、より好ましくは好適なリンカーを介した共有結合により、抗体または結合フラグメン
トとコンジュゲートさせることができる。好ましい実施態様では、複合体は、細胞毒素と
抗体またはその任意の結合フラグメントを含んでなる。抗体と細胞毒素の免疫複合体は、
様々な二機能性タンパク質カップリング剤（例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－
ピリジルジチオール）プロピオネート、イミノチオラン）、イミドエステルの二機能性誘
導体（例えば、アジピミド酸ジメチルＨＣｌ）、活性エステル（例えば、スベリン酸ジス
クシンイミジル）、アルデヒド（例えば、グルタルアルデヒド）、ビス－アジド化合物（
例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン））、ジイソシアン
酸塩（例えば、２，６－ジイソシアン酸トルエン）、およびビス－活性フッ素化合物（例
えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）を用いて製造される。Ｃ１４標
識１－イソチオシアノベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰ
Ａ）は、放射性核種と抗体のコンジュゲーションに好適なキレート剤である。１つの特に
有用なリンカーが、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルおよびヨードアセチル反応性
基を介したアミンとスルフヒドリルのコンジュゲートのための中程度の長さの架橋剤であ
るスクシンイミジル－（４－ヨードアセチル）アミノベンゾエート（ＳＩＡＢ）である。
【００６２】
　免疫複合体の細胞毒素成分は、化学療法薬、細菌、真菌、植物もしくは動物起源の酵素
的に活性な毒素またはそのフラグメント、または小分子毒素などの毒素、あるいは２１２

Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、１１１Ｉｎ、９０Ｙおよび１８６Ｒｅなどの放射性同位元
素、あるいは標的罹患細胞の成長または増殖を阻害する働きをする他の任意の薬剤といっ
た、抗体により標的とされる細胞に対して細胞傷害性のあるいずれの薬剤であってもよい
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。
【００６３】
　このような免疫複合体において有用な化学療法薬としては、メイタンシノイド（例えば
、ＤＭ－１およびＤＭ－４）、アドリアマイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５－
フルオロウラシル、シトシンアラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）、シクロホスファミド、チ
オテパ、ブスルファン、シトキシン(cytoxin)、タキサン（例えば、パクリタキセルおよ
びドセタキセル）、タキソテール、メトトレキサート、シスプラチン、メルファラン、ビ
ンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、イフォサミド(ifosamide)、マイトマイシ
ンＣ、ミトキサントロン、ビンクリスチン、ビノレルビン、カルボプラチン、テニポシド
、ダウノマイシン、カルミノマイシン、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイ
シン、エスペラミシン、５－ＦＵ、６－チオグアニン、６－メルカプトプリン、アクチノ
マイシンＤ、ＶＰ－１６、クロラムブシル、メルファラン、および他の関連のナイトロジ
ェンマスタードが含まれる。また、タモキシフェンおよびオナプリストンなどの腫瘍に対
してホルモン作用を調節または阻害する働きをするホルモン剤も有用である。使用可能な
毒素およびそのフラグメントとしては、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性活性
フラグメント、コレラ毒素、ボツリヌス菌毒素、外毒素Ａ鎖（緑膿菌(Pseudomonas aerug
inosa)由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サルシン、シナアブラ
ギリ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチンタンパク質、ヨウシュヤマゴボウ(Phyto
laca Americana)タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、ニガウリ(Mo
mordica charantia)阻害剤、クルシン、クロチン、サボンソウ(sapaonaria, officinalis
)阻害剤、ゲロニン、サポリン、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン、フェノ
マイシン(phenomycin)、エノマイシン、およびトリコテセンが含まれる。小分子毒素とし
ては、例えば、カリケアマイシン、パリトキシンおよびＣＣ１０６５が含まれる。また、
タキソールおよびパクリタキセルを含むタキサンも有用である。
【００６４】
　１つの特定の態様において、本発明は、本明細書で特徴付けられている抗体の少なくと
も１つの抗原結合部位とコンジュゲートされた細胞傷害性成分としてウレアーゼを組み込
んだ免疫複合体を提供する。免疫複合体の細胞傷害性成分としてのウレアーゼの組み込み
は、文献に記載されている（ＵＳ７２１１２５０およびＵＳ７２６４８００参照、両方と
もＨｅｌｉｘ　ＢｉｏＰｈａｒｍａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎに対するもので、両方とも
引用することによりその全内容が本明細書の一部とされる）。ウレアーゼ自体は細胞傷害
性ではないが、その細胞傷害性は、尿素をアンモニアなどのｐＨ上昇化合物に変化するそ
の能力から生じる。従って、ウレアーゼに基づく免疫複合体は、被験体の間質液にウレア
ーゼを加えることにより、癌細胞が曝されている間質液のｐＨを上昇させ得る。ウレアー
ゼは、基質である尿素をアンモニアとカルバミン酸塩に変換することができる。この酵素
活性はｐＨを高めて、環境をより塩基性にし得る。癌細胞周囲の環境は、一般に酸性であ
る(Webb, S. D., et al. (2001) Novartis Found Symp. 240:169-81)。よって、この様式
で細胞外環境のｐＨを上昇させることにより、癌細胞の成長は阻害される。従って、本発
明の特定の実施態様における、免疫複合体の添加は、間質液のｐＨ、特にミスフォールド
ＰｒＰ＋罹患細胞周囲のそれを少なくとも０．１ｐＨ単位、例えば、０．１～０．５ｐＨ
単位またはそれを超えて上昇させる。
【００６５】
　本明細書で使用する場合、用語「ウレアーゼ」は、尿素アミドヒドロラーゼの酵素活性
を有する酵素を意味する（Ｅ．Ｃ．　３．５．１．５）。ウレアーゼはまた、全長ウレア
ーゼ、サブユニット、またはそのフラグメント、および／またはこのポリペプチドの尿素
アミドヒドロラーゼ活性を保存するアミノ酸置換、欠失もしくは付加を有するウレアーゼ
を含んでなるタンパク質を含む。末端切断型ウレアーゼ配列は、本明細書で使用する場合
、ウレアーゼのアミノ末端またはカルボキシ末端のいずれかで始まる完全なウレアーゼ配
列の部分を含まないウレアーゼのフラグメントである。天然ウレアーゼを単離するため、
また活性フラグメントおよび修飾ウレアーゼポリペプチドを同定するための方法を以下に
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示す。
【００６６】
　本発明の実施態様において、ウレアーゼは、以下に示される配列番号１３を有するタチ
ナタマメウレアーゼである。
【化５】

【００６７】
　あるいは、ウレアーゼは、例えば、細菌、植物、真菌およびウイルスを含むいずれの起
源のものであってもよい。いくつかの研究が、様々な進化的に多様な細菌、植物、真菌お
よびウイルスからのウレアーゼの遺伝学に関する詳細な情報を提供している（Mobley, H.
 L. T. et al. (1995) Microbiol. Rev. 59: 451-480; Eur. J. Biochem., 175, 151-165
 (1988); Labigne, A. (1990) 国際公開第ＷＯ９０／０４０３０号; Clayton, C. L. et 
al. (1990) Nucleic Acid Res. 18, 362；ならびに米国特許第６，２４８，３３０号およ
び同第５，２９８，３９９号、これらはそれぞれ引用することにより本明細書の一部とさ
れる）。特に注目されるのが植物に見られるウレアーゼである(Sirko, A. and Brodzik, 
R. (2000) Acta Biochim Pol 47(4):1189-95)。一例としての植物ウレアーゼは、タチナ
タマメウレアーゼである。
【００６８】
　他の有用なウレアーゼ配列のアミノ酸配列は、公開データベース、例えば、Entrez (ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/)で入手可能である。さらに、多様な生物由来のウレアーゼ
を増幅するために有用なプライマーは、Rose, et al. (1998) Nucl. Acids Res. 26:1628
に記載されているＣＯＤＥＨＯＰ（コンセンサス－縮重ハイブリッドオリゴヌクレオチド
プライマー(COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer)）を使用することに
よって利用できる。
【００６９】
　よって、有用な形態のウレアーゼとしては、天然型ならびに機能的に活性なその変異体
が含まれる。２つの一般的なタイプのアミノ酸配列変異体が企図される。アミノ酸配列変
異体は、特定のアミノ酸にウレアーゼ活性を破壊しない１または複数の置換を有するもの
である。これらの変異体としては、サイレント変異体および天然タンパク質と実質的に相
同かつ機能的に同等の保存的改変変異体が含まれる。天然タンパク質の変異体は、そのア
ミノ酸配列の少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％、さらにより好ま
しくは少なくとも約９５％、いっそうさらにより好ましくは９８％、最も好ましくは少な
くとも約９９％が天然タンパク質のアミノ酸配列と同一である場合に、天然タンパク質と
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「実質的に相同」である。変異体は、１つといった少数、または１０個まで、またはそれ
を超えるアミノ酸だけ異なり得る。
【００７０】
　第２のタイプの変異体としては、ウレアーゼの単離された活性フラグメントであるウレ
アーゼのサイズ変異体が含まれる。サイズ変異体は、例えば、ウレアーゼの断片化、化学
的改変、タンパク質分解酵素消化、またはそれらの組合せによって形成することができる
。さらに、遺伝子工学技術、ならびにアミノ酸残基から直接ポリペプチドを合成する方法
が、サイズ変異体を作製するために使用可能である。
【００７１】
　「機能的に同等」とは、そのウレアーゼ変異体の配列が天然ウレアーゼと実質的に同じ
生物活性を有するタンパク質を生産する鎖を定義することを意図する。実質的な配列バリ
エーションを含んでなるこのような機能的に同等な変異体もまた、本発明に包含される。
よって、天然ウレアーゼタンパク質の機能的に同等な変異体は、治療上有用である十分な
生物活性を有すると考えられる。機能的同等性を決定するための方法は当技術分野で利用
可能である。生物活性は、本明細書で例示されているように、天然ウレアーゼタンパク質
の活性を測定するために特に設計されたアッセイを用いて測定することができる。
【００７２】
　遺伝コードの縮重のため、ウレアーゼをコードする多数の核酸配列が作出される可能性
があり、そのうちのいくつかが既知のウレアーゼ核酸配列と最小の配列相同性を用い得る
。このような「サイレントバリエーション」は、下記に述べる「保存的改変バリエーショ
ン」の一種である。本発明は、ウレアーゼ活性を有するポリペプチドをコードする核酸配
列のいずれのコドンバリエーションも包含する。同様に、ウレアーゼポリペプチドは、既
知のウレアーゼポリペプチドの配列の１以上の保存的改変バリエーション（または単に「
保存的バリエーション」）を含む。このような保存的バリエーションは、１個のアミノ酸
または小パーセンテージのアミノ酸を変更、付加するまたは欠失させる置換、付加または
欠失を含んでなる。当業者は、配列中の１個のアミノ酸または小パーセンテージのアミノ
酸（一般に、５％未満、より一般には４％、２％、１％未満、またはそれより少ない）を
置換する、欠失させる、または付加する個々の置換、欠失、または付加は一般に、このよ
うな変化がアミノ酸の欠失、アミノ酸の付加、またはアミノ酸の化学的に類似するアミノ
酸での置換をもたらす保存的バリエーションを構成することを認識するであろう。
【００７３】
　ウレアーゼタンパク質配列は、保存的置換配列を含め、タンパク質の精製のための１以
上のドメイン（例えば、ポリｈｉｓセグメント、ＦＬＡＧタグセグメントなど）の付加時
に生じるような、より大きなポリペプチド配列の一部として存在することができ、例えば
、付加的な機能ドメインが免疫複合体のウレアーゼタンパク質部分の活性にほとんどまた
は全く影響を及ぼさない場合、または付加的ドメインがプロテアーゼによる処理などの合
成後プロセシング段階によって除去できる場合などがある。
【００７４】
　これらの活性薬剤はいずれの順序で相互連結して免疫複合体を形成してもよい。従って
、ウレアーゼはターゲッティング抗体のアミノ末端またはカルボキシ末端のいずれに連結
してもよい。抗体はまた、ウレアーゼの内部領域に連結してもよく、または逆に、その結
合が分子の個々の活性に干渉しない限り、ウレアーゼを抗体の内部の位置に連結してもよ
い。
【００７５】
　ターゲティング抗体とウレアーゼは、当業者に周知のいくつかの手段のいずれによって
結合させてもよい。一般に、活性薬剤は、直接またはリンカー（スペーサー）を介して抗
体にコンジュゲートされる。しかしながら、抗体とウレアーゼの両方が完全に遺伝子にコ
ードされる場合には、キメラ分子を融合タンパク質として組換え的に発現することが好ま
しい場合がある。
【００７６】
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　薬剤を抗体または他のポリペプチドターゲッティング分子に結合させるための手順は、
その薬剤の化学構造によって異なる。ポリペプチドは一般に、様々な官能基；例えば、ウ
レアーゼ上の好適な官能基と反応させてそれに抗体を結合させるために利用可能なカルボ
ン酸（ＣＯＯＨ）または遊離アミン（－ＮＨ２）基を含む。
【００７７】
　あるいは、抗体および／またはウレアーゼは、付加的反応性官能基を露出または結合さ
せるために誘導体化することができる。この誘導体化は、いくつかのリンカー分子のうち
いずれの結合を含んでもよい。リンカーは、抗体とウレアーゼの両方に共有結合を形成す
ることができる。好適なリンカーとしては、上記で最初に述べたもの、特に、直鎖または
分岐鎖型炭素リンカー、複素環式炭素リンカー、またはペプチドリンカーが含まれる。こ
れらのリンカーは、それらの側基を介して（例えば、システインとのジスルフィド結合を
介して）構成アミノ酸に連結することができる。しかしながら、好ましい実施態様では、
これらのリンカーは、末端アミノ酸のα炭素アミノ基およびカルボキシル基に連結される
。
【００７８】
　特定の薬剤上の基と反応性のある１つの官能基と、抗体と反応性のある別の基を有する
二機能性リンカーを、所望の免疫複合体を形成するために使用することができる。あるい
は、誘導体化は、ターゲティング部分の化学処理、例えば、糖タンパク質抗体の糖部分の
、過ヨウ素酸塩でグリコール開裂による遊離アルデヒド基の生成を含み得る。抗体上の遊
離アルデヒド基は、薬剤上の遊離アミン基またはヒドラジン基と反応させてそれにウレア
ーゼを結合させることができる（米国特許第４，６７１，９５８号参照）。抗体または抗
体フラグメントなどのポリペプチド上の遊離スルフヒドリル基の生成のための手順は公知
である（米国特許第４，６５９，８３９号参照）。
【００７９】
　抗体とウレアーゼの免疫複合体は、様々な二機能性タンパク質カップリング剤（例えば
、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネート、イミノチオ
ラン）、イミドエステルの二機能性誘導体（例えば、アジピミド酸ジメチルＨＣｌ）、活
性エステル（例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル）、アルデヒド（例えば、グルタル
アルデヒド）、ビス－アジド化合物（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－
エチレンジアミン））、ジイソシアン酸塩（例えば、２，６－ジイソシアン酸トルエン）
、およびビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベン
ゼン）を用いて作製することができる。
【００８０】
　場合によっては、複合体がその標的部位に到達した際に抗体からウレアーゼを遊離する
ことが望ましい。従って、標的部位の近傍で切断可能な結合を含んでなる複合体が使用さ
れ得る。この結合の切断は、酵素活性または複合体が標的細胞内もしくは標的部位の環境
中で曝される条件によって促進され得る。当然のことではあるが、標的部位が腫瘍である
場合、腫瘍部位に存在する条件下で（例えば、腫瘍関連酵素または酸性ｐＨに曝された際
に）切断可能なリンカーが使用可能である。ｐＨ感受性の有用なリンカーは、例えば、Ｗ
Ｏ８６／００１４０９、ＷＯ９４／０２０４８７、ＷＯ２００９／１５８６６８およびＷ
Ｏ２０１０／０５３５９６（引用することにより本明細書の一部とされる）に記載されて
いる。
【００８１】
　いくつかの他の有用な切断可能リンカーが当業者に知られている（米国特許第４，６１
８，４９２号；同第４，５４２，２２５号、および同第４，６２５，０１４号参照）。こ
れらのリンカー基からの活性薬剤の遊離の機構としては、例えば、感光性結合の照射およ
び酸により触媒される加水分解が含まれる。例えば、米国特許第４，６７１，９５８号は
、患者の補体系のタンパク質分解酵素によってｉｎ　ｖｉｖｏで標的部位において切断さ
れるリンカーを含んでなる免疫複合体の記載を含んでいる。
【００８２】
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　従って、免疫複合体は、抗体とウレアーゼを化学的にコンジュゲートすることによって
作製することができる。別法として、免疫複合体は、その成分が総て遺伝子によりコード
されている場合には、組換え的に作製することができる。一般に、これは、免疫複合体を
コードするＤＮＡ配列を作出すること、このＤＮＡを発現カセット内の特定のプロモータ
ーの制御下に置くこと、このタンパク質を宿主で発現させること、発現したタンパク質を
単離すること、および、必要であれば、このタンパク質を復元することを含む。
【００８３】
　免疫複合体を融合タンパク質としてコードするＤＮＡは、例えば、適切な配列のクロー
ニングおよび制限切断、またはNarang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 90-99のホス
ホトリエステル法；Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 109-151のホスホジエステ
ル法；Beaucage et al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862のジエチルホスホラミダイ
ト法；および米国特許第４，４５８，０６６号の固相支持体法などの方法による直接的化
学合成を含む、いずれの好適な方法によって作製してもよい。
【００８４】
　化学合成は、一本鎖オリゴヌクレオチドを生産する。これは相補配列とのハイブリダイ
ゼーションによるか、または一本鎖を鋳型として用いるＤＮＡポリメラーゼでの重合によ
り、二本鎖ＤＮＡに変換することができる。あるいは、部分配列をクローニングし、適当
な部分配列を適当な制限酵素を用いて切断することもできる。次に、これらのフラグメン
トを連結して所望のＤＮＡ配列を作製することができる。
【００８５】
　これらの２つの分子は、好ましくは、本質的に直接相互連結されるが、これらの分子は
１以上のアミノ酸からなるペプチドスペーサーによって分離してもよい。一般に、スペー
サーは、これらのタンパク質を連結するため、またはそれらの間に最小限の距離もしくは
他の空間的関係を保持するため以外には特定の生物活性を持たない。しかしながら、スペ
ーサーの構成アミノ酸は、フォールディング、正味電荷、または疎水性などの分子のいく
つかの特性に影響を及ぼすように選択してもよい。
【００８６】
　抗体軽鎖と分離した抗体重鎖からなり、このような鎖の少なくとも１つに末端ウレアー
ゼが組み込まれている融合タンパク質をコードする核酸配列は、大腸菌、他の細菌宿主、
酵母、および種々の高等真核細胞、例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯおよびＨｅＬａ細胞株および
骨髄腫細胞株を含む、発現産物を分泌する様々な宿主細胞で発現させることができる。組
換えタンパク質遺伝子は、各宿主に適当な発現制御配列と機能的に連結される。大腸菌で
は、これには、Ｔ７、ｔｒｐまたはλプロモーターなどのプロモーター、リボソーム結合
部位、および好ましくは転写終結シグナルが含まれる。真核細胞では、制御配列としては
、免疫グロブリン遺伝子、ＳＶ４０、サイトメガロウイルスなどに由来するプロモーター
および好ましくはエンハンサー、ならびにポリアデニル化配列が挙げられ、さらにスプラ
イスドナー配列およびアクセプター配列を挙げることもできる。
【００８７】
　本発明のプラスミドは、大腸菌では塩化カルシウム形質転換、および哺乳類細胞ではリ
ン酸カルシウム処理またはエレクトロポレーションなどの周知の方法によって、選択され
た宿主細胞に導入することができる。プラスミドにより形質転換された細胞は、それらの
プラスミド上に含まれる、ａｍｐ、ｇｐｔ、ｎｅｏおよびｈｙｇ遺伝子などの遺伝子によ
って付与される抗生物質耐性によって選択することができる。
【００８８】
　ひと度、発現および分泌されれば、組換え融合タンパク質は、硫酸アンモニウム沈殿、
アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動などを含む当技術分野
の標準的な手順に従って精製することができる（R. Scopes (1982) Protein Purificatio
n, Springer-Verlag, N.Y.; Deutscher (1990) Methods in Enzymology Vol. 182: Guide
 to Protein Purification., Academic Press, Inc. N.Y.参照）。少なくとも約９０～９
５％の均一性の実質的に純粋な組成物が好ましく、医薬使用には９８～９９％またはそれ
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を超える均一性が最も好ましい。部分的にまたは所望により均一となるまで精製されれば
、それらのポリペプチドはその後治療的に使用可能である。
【００８９】
　本発明の一つの実施態様によれば、癌細胞を、活性薬剤と接触させる前かもしくは接触
させた後、またはその両方にイメージング剤と接触させる。例えば、ウレアーゼを腫瘍細
胞に標的化した後、それは例えばｐＨ変化を介して腫瘍外部環境を変調または調節する能
力を持ち得る。その後、塩基性環境を好むイメージング剤はより効能を増す。
【００９０】
　発光シクレン系ランタミドキレート(lanthamide chelates)および主として磁気共鳴サ
インを生じるものは両方ともｐＨの変化に感受性があることが示されている。ｐＨ変化を
感知するために使用される発光プローブは一般に、ランタミドイオン(lanthamide ion)の
蛍光寿命の変化をｐＨの関数として検出する。同様に、ｐＨの変化を介して水プロトンの
緩和を変調する磁気共鳴造影剤は本発明で有用である。両場合とも、所与の系におけるｐ
Ｈの変化により、増強されたコントラストを持つ薬剤を想定することができる。
【００９１】
　よって、ｐＨ感受性造影剤は癌細胞においてまたはその近傍で使用される。１または複
数の癌細胞はまた、ウレアーゼ酵素を含有するウレアーゼ組成物に曝され、癌細胞におい
てまたはその近傍でｐＨの変化を生じる。このように、ｐＨの変化は、水プロトンまたは
水性媒体中の他の核の核磁気共鳴弛緩特性を、ｐＨを反映する様式で変化させる。使用可
能なｐＨ感受性造影剤の例としては、Ｃｅ、Ｐｒ、Ｎｄ、Ｓｍ、Ｅｕ、Ｇｄ、Ｄｂ、Ｄｙ
、Ｈｏ、Ｅｒ、Ｔｍ、Ｙｂなどのランタミド(lanthamide)金属、またはＦｅ、Ｍｎ、１７
Ｏなどの別の常磁性元素を含有する薬剤が含まれる。使用可能な特定の造影剤としては、
Ｈ（２）（１７）０、ＧｄＤＯＴＡ－４ＡｍＰ（５－）（Magn Reson Med. 2003 Februar
y;49(2):249-57に記載）およびＦｅ（ＩＩＩ）メソ－テトラ（４－スルホナトフェニル）
ポルフィン（Ｆｅ－ＴＰＰＳ４）（Helpern et al. (1987) Magnetic Resonance in Medi
cine 5:302-305および米国特許第６，３０７，３７２号に記載、両方とも引用することに
より本明細書の一部とされる）が含まれる。さらに、Mikawa et al. Acad. Radiol (2002
) 9(suppl 1):S109-S1111に記載されているようなポリイオンに基づくＧｄも本発明で使
用可能である。
【００９２】
　別法として、癌細胞周囲の水性媒体にシフト試薬を提供してもよい。このシフト試薬は
、ｐＨの変化が水プロトンまたは他の核の化学シフト特性にｐＨを反映する様式で影響を
及ぼすように構成されている。次に、化学シフト特性の変化を、核磁気共鳴を用いて測定
し、その活性薬剤が生物学的に活性化どうかを決定することができる。使用可能な例示的
シフト試薬としては、Ｃｅ、Ｐｒ、Ｎｄ、Ｓｍ、Ｅｕ、Ｇｄ、Ｄｂ、Ｄｙ、Ｈｏ、Ｅｒ、
ＴｍもしくはＹｂなどのランタミド(lanthamide)金属、または別の常磁性元素を含有する
ものが含まれる。使用可能な特定のシフト試薬の例としては、Ｔｍ（ＤＯＴＰ）（５－）
、１，４，７，１０－テトラアザシクロドデカン(tetraazacylododecane)－Ｎ、Ｎ’，Ｎ
’’，Ｎ’’’－テトラ（メチレンホスフェート）のツリウム（ＩＩＩ）錯体、Ｄｙ（Ｐ
ＰＰ）（２）（７）－ジスプロシウムトリポリホスフェートなどが含まれる。
【００９３】
　本発明の一つの実施態様では、Magn Reson Med (2003) February;49(2):249-57に記載
されているように、ＭＲＩによるｐＨマップを作成するために、２種のガドリニウム剤、
例えば、ｐＨ非感受性ＧｄＤＯＴＰ（５－）とｐＨ感受性ＧｄＤＯＴＡ－４ＡｍＰ（５－
）を用いる二重造影剤戦略を使用することができる。
【００９４】
抗体組成物
　本抗体、結合フラグメントまたは複合体の治療処方物は、保存のため、所望の純度を有
する抗体または複合体と任意選択の薬学的に許容可能な担体、賦形剤または安定剤(Remin
gton’s Pharmaceutical Sciences, 第16版, Osol, A. Ed. [1980])を混合することによ
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り凍結乾燥処方物または水溶液の形態で調製される。許容される担体、賦形剤、または安
定剤は、使用される用量および濃度でレシピエントに無毒であり、リン酸塩、クエン酸塩
、および他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸およびメチオニンを含む抗酸化剤
；保存剤（例えば、オクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウム；塩化ヘキサメトニ
ウム；塩化ベンザルコニウム；塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチルもしくはベンジ
ルアルコール；メチルまたはプロピルパラベンなどのアルキルパラベン；カテコール；レ
ゾルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；およびｍ－クレゾール）；低分
子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清、アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブ
リンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー；グリシン、グルタ
ミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリシンなどのアミノ酸；単糖類、二
糖類、およびグルコース、マンノース、またはデキストリンを含むその他の糖鎖；ＥＤＴ
Ａなどのキレート剤；スクロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビトールなど
の糖類；ナトリウムなどの塩形成カウンターイオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ－タンパク
質錯体）；および／またはＴＷＥＥＮ、プルロニックもしくはポリエチレングリコール（
ＰＥＧ）などの非イオン性界面活性剤が含まれる。
【００９５】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に使用対象の有効成分は無菌である。これは無菌濾過膜を介した濾
過により容易に達成される。
【００９６】
　抗体を含んでなる診断上有用な組成物に、生理食塩水または緩衝生理食塩水（リン酸緩
衝生理食塩水を含む）の溶液などの診断目的に好適な担体を任意の所望の安定剤または保
存剤とともに配合する。当然のことながら、本組成物は、保存安定性を延長するために凍
結乾燥形態で提供することができる。
【００９７】
用量および投与
　本抗体、結合フラグメントまたは免疫複合体は、生理学上耐用性のある、例えば、薬学
的に許容可能な希釈剤、担体、または賦形剤とともに、単位投与形で、また、特定の医学
的状態の治療もしくは診断に適合した総合的処置計画の一部として、または診断目的で被
験体のイメージングを行うために投与することができる。
【００９８】
　例えば、非経口投与、静脈内投与、皮下投与、筋肉内投与、頭蓋内投与、眼窩内投与、
眼球投与、心室内投与、嚢内投与、脊髄内投与、大槽内投与、腹腔内投与、鼻腔内投与、
エアゾール投与または経口投与などの任意の適当な投与経路を使用することができる。好
ましくは、抗体は注入または注射のいずれかにより非経口的に投与される。
【００９９】
　抗体、ならにその結合フラグメントおよび複合体は、ミスフォールドＰｒＰに関連する
疾患および病態の治療および検出において有用である。従って、抗体、フラグメントまた
は免疫複合体の有効量は、単独で、またはＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）エピトー
プに抗体が接近可能なミスフォールド型のＰｒＰを提示する罹患細胞の成長または増殖を
遅延させるまたは阻害する治療計画の一部として有効な量であると考えられる。
【０１００】
　本抗体は、様々な癌の治療において、造血系細胞癌および固形腫瘍を含め、癌細胞およ
びそれらを含んでなる腫瘍の成長または増殖を阻害する（すなわち、癌細胞を枯渇させる
）ために特に有用である。治療対象の病態または障害としては、良性または悪性腫瘍（例
えば、腎臓、肝臓、腎臓、膀胱、乳房、胃、卵巣、結腸直腸、前立腺、膵臓、肺、陰門、
および甲状腺）；肝癌腫；肉腫；膠芽腫；ならびに種々の頭頸部腫瘍；白血病およびリン
パ系悪性腫瘍が含まれる。本抗体、結合フラグメントまたは複合体で有効に治療され得る
腫瘍細胞は、本抗体と結合する細胞として認識することができる。特定の実施態様では、
癌細胞は、卵巣癌細胞およびリンパ系癌細胞を含むミスフォールドＰｒＰ提示癌細胞であ
る。
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【０１０１】
　本抗体、フラグメントまたは複合体で治療可能な卵巣癌のタイプとしては、それらが形
成された細胞の種類に従って３つの主要なカテゴリー内にあるもの、すなわち、（１）卵
巣を裏打ちまたは被覆する細胞から生じる上皮腫瘍；（２）卵巣内で卵を形成することが
運命付けられている細胞に起源する生殖細胞腫瘍；および（３）ともに卵巣を保持し、女
性ホルモンを産生する結合細胞で始まる性索間質細胞腫瘍が含まれる。また、卵巣外腹膜
癌（腹腔内癌症）などの卵巣組織に隣接する腫瘍も含まれる。
【０１０２】
　一般上皮腫瘍(common epithelial tumors)は卵巣の表面上皮で始まり、全卵巣癌の約９
０％を占める。それらは漿液性腫瘍、類内膜腫瘍、粘液性腫瘍、および明細胞腫瘍を含む
いくつかのサブタイプに分けられ、これはさらに良性（非癌性）腫瘍または悪性（癌性）
腫瘍に分類することができる。漿液性腫瘍は、卵巣癌の最も蔓延している形態である。漿
液性腫瘍は、一般上皮腫瘍の４０％を占める。これらの腫瘍の約５０％が悪性であり、３
３％が良性であり、１７％が境界悪性である。漿液性腫瘍は４０歳～６０歳の間の女性に
最も多く見られる。類内膜腫瘍は、一般上皮腫瘍のおよそ２０％に相当する。約２０％の
個体では、これらの癌は子宮内膜癌（子宮の内膜の癌）に関連している。症例の５％では
、それらは骨盤腔内に子宮内膜（子宮の裏打ち組織）が異常に出現する子宮内膜症にも関
連している。これらの腫瘍の約８０％は悪性であり、残りは通常、境界悪性である。類内
膜腫瘍は主に５０歳～７０歳の女性に見られる。粘液性腫瘍は、総ての一般上皮腫瘍の約
１％を占める。これらの腫瘍のほとんど（およそ８０％）は良性であり、１５％が境界悪
性であり、わずかに５％が悪性である。粘液性腫瘍は、３０歳～５０歳の間の女性に最も
多く現れる。明細胞腫瘍は、一般上皮腫瘍の約６％を占める。これらの腫瘍のほとんど総
てが悪性である。総ての明細胞腫瘍のおよそ２分の１が子宮内膜症に関連している。明細
胞腫瘍を有するほとんどの患者は４０歳～８０歳の間である。
【０１０３】
　また、ブレンナー腫瘍、未分化腫瘍、および移行細胞腫瘍、ならびに卵巣内で卵を生成
している細胞から形成される生殖細胞腫瘍などの希なタイプの卵巣腫瘍も本抗体、フラグ
メントまたは複合体で治療可能である。
【０１０４】
　本抗体、ならびにその結合フラグメントおよび複合体は、特に、クロイツフェルト・ヤ
コブ病（ＣＪＤ）を含むプリオン疾患の治療および検出にも有用である。それに結合した
際に凝集したＰｒＰのクリアランスを指示する抗体が特によく適合している。このような
抗体には、マクロファージにより認識されるものが含まれる。この目的に効果的な用量サ
イズおよび投与計画は、ミスフォールドＰｒＰに選択的に結合する任意の薬剤を用いる全
身イメージングまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏスクリーニングなどの、そこで有用な任意の方法
で判定した場合にＰｒＰ凝集物の存在を減らすものである。
【０１０５】
　抗癌剤として使用する場合、適当な用量は、上記で定義されるような治療される特定の
タイプの疾患、疾患の重篤度および経過、薬剤が予防目的で投与されるか治療目的で投与
されるか、過去の療法、患者の臨床歴および薬剤に対する応答、ならびに担当の医師の裁
量によって異なる。薬剤は患者に１回でまたは一連の処置で適宜投与される。
【０１０６】
　例えば、疾患のタイプおよび重篤度によって、例えば、１回以上の分離した投与による
ものであれ、または持続的注入によるものであれ、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ（例
えば、０．１～２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体または複合体が患者への投与のための候補用量と
なる。典型的な一日量は、上述の因子に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇの範
囲内またはそれを超えるものである。病態に応じて、数日またはそれより長期にわたる反
復投与の場合、処置は疾患症状の所望の抑制が見られるまで持続される。しかしながら、
他の投与計画が有用である場合もある。単位用量は、例えば、約５ｍｇ～５００ｍｇの範
囲、例えば、５０ｍｇ、１００ｍｇ、１５０ｍｇ、２００ｍｇ、２５０ｍｇおよび３００
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ｍｇであり得る。抗癌療法の進行は、従来の技術およびアッセイによってモニタリングさ
れる。
【０１０７】
　実施態様において、本抗体は、開始用量４ｍｇ／ｋｇで９０分、次いで２ｍｇ／ｋｇで
３０分、１週間に１回５２週間などの静注によって投与することができ、必要に応じて追
加治療を行う。
【０１０８】
　ウレアーゼに基づく免疫複合体が使用される場合、ミスフォールドＰｒＰ＋である癌細
胞を含む標的細胞の治療に付加的指針が利用できる。上記に述べたように、ウレアーゼは
尿素の加水分解を触媒して、カルバミン酸塩とアンモニアを産生する。水性環境中で、カ
ルバミン酸塩は急速かつ自発的に分解して、２分子のアンモニアと１分子の二酸化炭素を
生じる。ウレアーゼは多様の機能を有する。その主要な環境上の役割は、生物体に外的な
、および内的に生成された尿素を窒素源として使わせることである。植物では、ウレアー
ゼは、全身的窒素輸送経路に加わり、毒素防護タンパク質として働く可能性がある。
【０１０９】
　ウレアーゼの基質は尿素であり、尿素は肝臓で産生され、血流で腎臓に運ばれ、尿に排
泄される。健康なヒトの尿素の血清濃度は一般に１～１０ｍＭの間であるが、尿中の尿素
レベルは０．５Ｍを超えることがある(Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Merck 
and Co., Inc., Rahway, N.J., 1999)。尿素はまた主要および非主要外分泌腺の分泌物中
にも血清と同等の濃度で存在するので、循環尿素の大きな割合が分泌系により細胞表面に
、または組織浸出物中に移行される(Burne, R. A., and Chen, Y. M., Microbes and Inf
ection, 2, 2000; 533-542)。例えば、成人は１～１０ｍＭの尿素を含有する唾液を１日
あたりほぼ１リットル分泌し、生産される全尿素のおよそ２０～２５％が、身体から尿に
出て行くのではなく腸管に入る(Visek, W. J., Fed. Proc. 31 (1972) 1178-1193)。尿素
の外分泌に明らかな能動的流出機構は無く、従って、電荷のない尿素分子は細胞および上
皮の密着結合を通って単に水に随行すると考えられる。結果として、ヒト身体の細胞の表
面は、尿素を含有する体液に浸かっている(McLean R. J. C., et al. CRC, Crit. Rev. M
icrobiol. 16 (1988) 37-79)。
【０１１０】
　ウレアーゼに基づく免疫複合体に関して、投与の時機および順序を規定する効果的ない
ずれの投与計画も使用可能である。ヒト被験体のための例示的用量レベルは、投与様式、
腫瘍の程度（サイズおよび分布）、患者のサイズ、およびウレアーゼ処置に対する癌の応
答性によって異なる。
【０１１１】
　ウレアーゼ組成物が腫瘍に直接注射される場合には、例示的用量は、腫瘍１ｍｍ３当た
り０．１～１，０００国際単位のウレアーゼ活性である。例えば、腫瘍中でウレアーゼの
比較的均一な分布が達成されるとすると、０．５～５国際単位の間の用量が好適であり得
る。注射針の位置は従来のイメージガイダンス技術、例えば、蛍光透視法によってガイド
することができるので、医師は標的組織に対する針の位置を視認することができる。この
ようなガイダンスツールは、超音波、蛍光透視法、ＣＴまたはＭＲＩを含むことができる
。
【０１１２】
　投与されたウレアーゼ複合体用量の有効性または分布は、ウレアーゼの腫瘍への直接注
射中または注射後に、被験体の癌性組織領域内のｐＨの変化を検出することができるツー
ルにより腫瘍組織をモニタリングすることによってモニタリングすることができる。この
ようなツールとしては、腫瘍に直接挿入することができるｐＨプローブ、または磁気共鳴
イメージング（ＭＲＩ）、コンピューター断層撮影法（ＣＴ）、または蛍光透視法などの
可視化ツールを含み得る。ＭＲＩ検査は、付加的なイメージング剤の不在下で、単に、ｐ
Ｈの関数としての組織の磁気特性の違いに基づいて行うことができる。ＣＴまたは蛍光透
視イメージングは、その陰影が組織媒体のｐＨによって影響を受ける付加的なｐＨ感受性
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イメージング剤を必要とする場合がある。このような薬剤は当業者に周知である。
【０１１３】
　ウレアーゼ複合体注射の前に、腫瘍組織を、周囲の正常組織に比べてその低いｐＨによ
って可視化することができる。よって、正常組織は約７．２の正常ｐＨを持ち得るが、腫
瘍組織は０．１～０．４またはそれを超えるｐＨ単位だけ低いものであり得る。すなわち
、ウレアーゼが注射される前には、腫瘍組織の範囲はその低いｐＨにより画定することが
できる。ウレアーゼ複合体の投与後、ウレアーゼを含む腫瘍領域のｐＨは上昇し始め、結
果として得られた画像と最初の投与前画像を比較することにより識別することができる。
【０１１４】
　この様式で組織を検査することにより、ｐＨ変化の程度および罹患組織の範囲をモニタ
リングすることができる。この検査に基づき、医師はその部位に追加の組成物を投与する
ことができ、かつ／またはその腫瘍部位内のさらなる領域に組成物を投与することができ
る。この手順を、例えば０．２～０．４ｐＨ単位などの所望のｐＨ変化の程度が固形腫瘍
の全領域に達成されるまで繰り返せばよい。
【０１１５】
　直接注射による投与は、例えば、毎週または週に２回などの好適な間隔で、所望のエン
ドポイント、好ましくは、腫瘍塊の実質的または完全な退縮が見られるまで繰り返すこと
ができる。治療有効性は上記のように、治療経過中に処置された組織のｐＨ変化を可視化
することによってモニタリングすることができる。よって、各追加注射の前に組織のｐＨ
を可視化してその時の腫瘍の存在程度を決定することができ、その後、組織のｐＨ変化を
用いて、組織への新規用量のウレアーゼ組成物の投与をモニタリングすることができる。
【０１１６】
　ウレアーゼ複合体が直接注射以外の方法によって非経口投与される場合、ウレアーゼの
例示的用量は、１００～１００，０００国際単位／ｋｇウレアーゼ活性／ｋｇ被験体体重
である。
【０１１７】
　上記のように、組織ｐＨの変化に感受性のあるイメージング技術は、投与用量の有効性
をモニタリングするために使用可能である。このような標的化には数時間かまたはそれよ
り長くかかり得るので、この方法は、上記のように、ウレアーゼ複合体注射の前と、投与
後の数時間、例えば、１２～２４時間、腫瘍ｐＨをモニタリングして、腫瘍領域のｐＨの
上昇を証拠とする、腫瘍部位に十分な用量が施されていることを確認することを含み得る
。この検査の結果に応じて、本方法は、所望のｐＨ上昇、例えば、０．２～０．４ｐＨ単
位の上昇が見られるまで、追加投与を指示することができる。ひと度この用量が確立され
れば、患者は同様の用量のウレアーゼ組成物で、定期的に、例えば、週に１回または２回
、腫瘍サイズまたは病態の変化が達成されるまで処置することができる。
【０１１８】
　投与頻度は、薬剤の薬物動態パラメーターおよび投与経路によって異なる。用量および
投与は、十分なレベルの活性薬剤を提供するため、または所望の効果を維持するために調
整される。よって、本医薬組成物は、所望の最小レベルの薬剤を維持するために必要に応
じて単回用量、複数回の別個の用量、持続的注入、徐放性デポー、またはそれらの組合せ
で投与することができる。
【０１１９】
医薬組合せ
　本抗体、または結合フラグメントもしくは複合体は、それを必要とする被験体に、有用
な他の薬剤と組み合わせて投与することができる。１以上のさらなる治療薬と「組み合わ
せて」投与するとは、同時（共）投与および任意の順序での連続投与を含む。他の治療計
画を本発明の抗癌剤、例えば、抗体または複合体の投与と組み合わせてもよい。例えば、
このような抗癌剤で治療される患者は、外部照射療法などの放射線療法もまた受けてよい
。代わりに、または加えて、化学療法薬を患者に投与してもよい。このような化学療法薬
の調製および投与計画は、製造者の説明書に従うか、または熟練の医師によって経験的に
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決定されるように使用することができる。このような化学療法の調製および投与計画はま
た、Chemotherapy Service Ed., M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1
992)にも記載されている。化学療法薬は、例えば抗体などの抗腫瘍薬剤の投与(administr
ation or the anti-tumor agent)に先行または後続してよく、あるいはそれと同時に投与
されてもよい。本抗体は、複合体に関して上記された毒素のうちいずれと組み合わせても
よく、または任意の他の好適な薬物としては特に、イリノテカン（ＣＰＴ－１１）、シス
プラチン、シクロホスファミド、メルファラン、ダカルバジン、ドキソルビシン、ダウノ
ルビシン、およびトポテカン、ならびにチロシンキナーゼ阻害剤が含まれる。
【０１２０】
　特に卵巣癌の治療に使用するためには、本抗体、結合フラグメントまたは免疫複合体は
、パクリタキセルおよび／もしくはカルボプラチンなどのタキサン、または卵巣癌治療の
ために使用中の任意の他の薬物と組み合わせて投与することができる。
【０１２１】
　また、他の腫瘍関連抗原またはそれらのリガンドに対する抗体または複合体、例えば、
本抗体により標的とされるものと同じタイプの罹患細胞も標的とする抗体または薬剤を投
与することが望ましい場合もある。よって、本抗体は通常、特に白血病およびリンパ腫を
含む液性腫瘍、ならびに卵巣組織腫瘍を含む固形腫瘍の治療のために使用中の薬剤と組み
合わせて投与される。
【０１２２】
　よって、実施態様において、本抗体、結合そのフラグメントまたはそれに基づく免疫複
合体は、本抗体の結合を増強する化学療法薬と組み合わせて使用することができる。例え
ば、パクリタキセルとともにインキュベートされた卵巣癌細胞は抗体結合の増強を示すこ
とが確認されている。よって、一つの実施態様では、本発明は、ミスフォールドＰｒＰ表
現型を有するものを含む卵巣癌を呈する被験体がまずパクリタキセルで処置され、その後
、本発明の抗体、フラグメントまたは免疫複合体で処置される治療方法を含んでなる。あ
るいは、被験体は、これらの薬物を同時に受容することもできる。抗体結合の増強も引き
起こす他の抗癌剤は、本明細書で例示される同じｉｎ　ｖｉｔｒｏ法を用いて特定するこ
とができる。例えば、パクリタキセル以外のタキサン、例えばタキソールが同様に有用で
あると予想される。
【０１２３】
　本方法では、ウレアーゼに基づく免疫複合体は、例えば、固形腫瘍に、ウレアーゼが腫
瘍流体の細胞外ｐＨを少なくとも０．１ｐＨ単位、例えば、０．１～０．５ｐＨ単位また
はそれを超えて上昇させるために有効な量で投与される。特定の実施態様では、流体の細
胞外ｐＨは、少なくともｐＨ７．０、７．２、またはそれより高く上昇される。
【０１２４】
　ウレアーゼ複合体は、被験体の腫瘍に直接、または直接注射以外の非経口的に投与する
ことができる。また、上記のように、ウレアーゼ複合体の投与によりもたらされたｐＨ変
化は、腫瘍組織のｐＨ変化およびそれらの変化の程度を、腫瘍ｐＨを可視化するためのイ
メージングツールを用いて、または腫瘍の直接ｐＨ測定により決定することによってモニ
タリングすることができる。
【０１２５】
キット
　本発明の別の実施態様では、本明細書に記載の障害の診断または治療に有用な材料を含
有する製品が提供される。この製品は、本抗体、またはその結合フラグメントもしくは免
疫複合体を、容器内に、かつ好適には標識を担持して含んでなる。好適な容器としては、
例えば、ボトル、バイアル、シリンジ、および試験管が含まれる。これらの容器は、ガラ
スまたはプラスチックなどの様々な材料から形成されてよい。容器は病態を検出または治
療するために有効な組成物を保持し、無菌アクセスポートを持ち得る（例えば、容器は、
皮下注射針により貫通可能なストッパーを備えた静脈内溶液バッグまたはバイアルであり
得る）。容器上の、または容器に付随するラベルは、組成物が癌病態を治療するためまた
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はＣＪＤなどの伝達性海綿状脳症を治療するために使用されることを示す。本製品は、リ
ン酸緩衝生理食塩水、リンゲル液およびデキストロース溶液などの薬学的に許容可能なバ
ッファーを含んでなる(compromising)第２の容器をさらに含んでなって(compromise)よい
。本製品はさらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、および本発明
に従った使用説明を記した添付文書を含め、商業上および使用上の観点から望ましい他の
物品を含んでもよい。ＰｒＰ調製標品など、本方法において有用な対照薬剤または標品も
本キットに含むことができる。
【０１２６】
　示した通り、本明細書に記載の抗体は、被験体におけるプリオンミスフォールティング
関連疾患または障害の治療、予防または改善のための医薬組成物において使用され得る。
このような病態としては特に、ＣＪＤなどのヒトを侵す伝達性海綿状脳症が含まれる。本
発明のいくつかの実施態様による治療上有効な量の抗体と薬学的に許容可能な賦形剤とを
含んでなる医薬組成物は、プリオンミスフォールティング関連疾患または障害を治療する
ために被験体に投与することができる。本抗体はＰｒＰＳｃ凝集物の形成を阻害し得るか
、またはＰｒＰＣからＰｒＰＳｃアイソフォームへのさらなる変換を遮断し得る。本医薬
組成物は、例えば、ＰｒＰＳｃ形成および／または凝集の神経毒性作用の軽減に有用であ
り得る。本医薬組成物は、血液脳関門の透過性を増強する添加剤または薬剤をさらに含ん
でなり得る（血中への投与のため）。別法として、本組成物は、脳脊髄液中に直接投与す
ることができる。疾患の進行は、本抗体をイメージング剤との複合体として投与し、それ
により、以下でさらに述べるようにＰｒＰ凝集の位置および／または程度を明らかにする
ことによってモニタリングすることができる。
【０１２７】
　本抗体は、当然のことながら、被験体が本ＰｒＰ抗体に対して免疫反応性を保持するミ
スフォールド型でＰｒＰを産生する限り、ヒトだけでなく家畜およびペットを含む哺乳類
を含め、本方法から利益を受け得るあらゆる被験体を治療するために使用することができ
ると考えられる。
【０１２８】
検出および診断
　標的エピトープに選択的に結合する抗体およびそのフラグメントは、本発明の態様に従
って、癌または他の細胞をスクリーニングしてミスフォールドＰｒＰを提示するものを検
出するために使用される。好ましい実施態様では、スクリーニングは、ＰｒＰ抗体療法の
候補である被験体から採取した癌細胞のサンプルに適用される。ミスフォールド型のＰｒ
Ｐを提示する癌細胞に関して陽性判定の被験体は、次に、本抗体、またはそのフラグメン
トもしくは免疫複合体による療法の予定を組むことができる。本明細書に記載の抗体また
は他の結合剤と組み合わせた標準的な技術を癌細胞のスクリーニングに使用することがで
きる。望ましくは、本抗体に検出可能な標識を組み込む。この標識はそれ自体検出可能で
あり得（例えば、放射性同元素標識または蛍光標識）または酵素標識の場合には、検出可
能な基質化合物または組成物の化学変化を触媒し得る。検出可能な標識として機能し得る
放射性核種としては、例えば、Ｉ－１３１、Ｉ－１２３、Ｉ－１２５、Ｙ－９０、Ｒｅ－
１８８、Ｒｅ－１８６、Ａｔ－２１１、Ｃｕ－６７、Ｂｉ－２１２、およびＰｄ－１０９
が含まれる。
【０１２９】
　ミスフォールドＰｒＰを有する癌細胞への結合のｉｎ　ｓｉｔｕ検出もまた、本抗体ま
たはフラグメントを用い、免疫蛍光または免疫電子顕微鏡によって行うことができる。こ
の目的で、患者から組織学的検体を取り出し、標識形態の本抗体をそれに適用する（好ま
しくは、標準的な免疫組織化学技術に合わせて生体サンプル上に抗体を載せることによる
）。また、この手順により、生検腫瘍組織内でＰｒＰ抗原の分布が検討でき、ＰｒＰがミ
スフォールド型で提示される部位のみを明らかにすることができる。多様な組織学的方法
がｉｎ　ｓｉｔｕ検出に容易に利用できることは当業者にとって自明である。
【０１３０】
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　より詳しくは、本発明のミスフォールドＰｒＰ抗体または結合フラグメントは、例えば
、脳、皮膚、肝臓、心臓、腎臓、膵臓、腸、脾臓、筋肉、脂肪、皮膚、卵巣などからの組
織生検、細胞由来、または脳脊髄液、血液などの体液（血漿、尿、精液を含む）由来など
の生体サンプルにおいて抗体反応性の有無を、標準的な検出アッセイを用いてモニタリン
グするために使用可能である。免疫アッセイは直接検出を含んでよく、大量のサンプルを
、ミスフォールドＰｒＰを提示する癌細胞の存在に関してスクリーニングするために特に
適している。例えば、抗体は、複合体の形成を測定するために任意の標準的なイムノアッ
セイ形式（例えば、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット、免疫沈降、フローサイトメトリー
またはＲＩＡアッセイ）で使用することができる。限定されるものではないが、任意の放
射活性、蛍光、発色（例えば、アルカリ性ホスファターゼもしくはセイヨウワサビペルオ
キシダーゼ）、または化学発光標識、または標識されたハプテン特異的抗体または他の結
合パートナー（例えば、アビジン）を用いて可視化され得るハプテン（例えば、ジゴキシ
ゲニンもしくはビオチン）を含む、直接または間接的に可視化され得る適当な標識がこれ
らの検出アッセイにおいて使用可能である。例示的イムノアッセイは、例えば、Ausubel 
et al., 前掲, Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Approach, Cold Spring Ha
rbor Laboratory, New York (1988)、およびMoynagh and Schimmel, Nature 400:105, 19
99に記載されている。例えば、本明細書に記載の抗体を用いる場合、ミスフォールドＰｒ
Ｐは、標準的なフローサイトメトリー法を用いて細胞表面で容易に検出される。適当な対
照サンプルと比較して標識複合体を含有することが判明したサンプルはミスフォールドＰ
ｒＰの存在を示すと考えられ、従って、癌または本抗体による治療に従う他の疾患の指標
となる。
【０１３１】
　ウレアーゼに基づく複合体が使用される場合、被験体は、上記のように、被験体の組織
の細胞外ｐＨの変化を検出することができる診断ツールを用いて検査することができる。
診断ツールは好ましくは、活性薬剤の前、後、または同時に投与され得る、腫瘍に局在し
得る上記のようなイメージング試薬、造影試薬またはシフト試薬などのｐＨ感受性診断薬
である。投与後に細胞外ｐＨの上昇を示す組織領域が被験体内で同定される。上記のよう
なＭＲＩ、ＰＥＴスキャンなど、診断薬を同定し得るいずれのツールもこの薬剤の検出に
使用可能である。
【０１３２】
　一つの実施態様では、本方法は、ウレアーゼ複合体を抗腫瘍療法が行われる被験体に投
与することを含み、上記の同定は固形腫瘍におけるウレアーゼの局在を検出するために使
用される。この同定はウレアーゼ複合体投与に応答した腫瘍のサイズおよび形状の変化を
モニタリングするために使用可能である。
【０１３３】
　ＰＥＴスキャンを使用する一つの実施態様では、被験体は１３Ｎ標識アンモニアを投与
される。次に、患者は、ウレアーゼ複合体を腫瘍部位に到達するために有効な量で投与さ
れる。ウレアーゼは尿素を加水分解して非標識アンモニアを生成する。経時的に、標識ア
ンモニアは希釈されまたは置き換わり、スキャンで段階的な消失を生じる。ＰＥＴスキャ
ンを使用する別の実施態様では、被験体は１３Ｎ標識尿素を投与される。次に、患者はウ
レアーゼ複合体を腫瘍部位に到達するために有効な量で投与される。ウレアーゼは標識尿
素を加水分解して標識アンモニアを生じ、これをスキャンで検出することができる。
【０１３４】
　本抗体は、本明細書で例示されるように、好適には組換えＤＮＡ手段によって生産され
る。生産のため、本抗体の重鎖をコードするＤＮＡ分子、およびその軽鎖をコードするＤ
ＮＡ分子が提供される。このＤＮＡはさらに、所望の抗体を分泌型の二量体化されプロセ
シングされたタンパク質として精密化するためにフォールティングとジスルフィド形成を
伴って適正なエクスターナリゼーションを可能とする、分泌鎖前駆体の発現に好適な任意
のシグナルペプチドをコードする。この目的で、本発明は、一つの実施態様において、配
列番号７で示される、好ましい抗体の軽鎖可変領域をコードする配列を含んでなるポリヌ
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クレオチドを提供する。また、別の実施態様では、配列番号８で示される、好ましい抗体
の重鎖可変領域をコードする配列を含んでなるポリヌクレオチドである。
【０１３５】
　より具体的な実施態様において、本発明は、下記に列挙される通り、これまでのところ
好ましい抗体の全長軽鎖（配列番号９）をコードするポリヌクレオチドおよび全長重鎖（
配列番号１０）をコードするポリヌクレオチドを提供する。
【０１３６】
重鎖
５’末端にＨｉｎｄＩＩＩおよび３’末端にＮｏｔＩを有するＤＮＡフラグメント
【化６】

【０１３７】
軽鎖：
５’末端にＨｉｎｄＩＩＩおよび３’末端にＮｏｔＩを有するＤＮＡフラグメント

【化７】

【０１３８】
　示されている配列内で同義コドンが置換されているポリヌクレオチド等価物も本抗体を
生産するために使用可能であると考えられる。
【０１３９】
　実施態様において、重鎖またはその可変領域をコードするポリヌクレオチドおよび軽鎖
またはその可変領域をコードするポリヌクレオチドを含んでなるベクターもまた提供され
る。抗体を発現させるために、ポリヌクレオチドは発現ベクター内に機能的に組み込まれ
る、すなわち、転写制御配列および翻訳制御配列に機能的に連結される。発現ベクターと
しては、プラスミド、レトロウイルス、コスミドなどが含まれる。発現ベクターおよび発
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現制御配列は、使用する発現宿主細胞と適合するように選択される。抗体軽鎖遺伝子およ
び抗体重鎖遺伝子は、別個のベクターに挿入することができる。好ましい実施態様では、
両遺伝子は同じ発現ベクターに挿入される。これらの抗体遺伝子は標準的な方法（例えば
、抗体遺伝子フラグメントとベクター上の相補的制限部位の連結、または制限部位が存在
しない場合には平滑末端連結）により発現ベクターに挿入される。
【０１４０】
　好都合なベクターは、機能的に完全なヒトＣＨまたはＣＬ免疫グロブリン配列を、任意
のＶＨまたはＶＬ配列が上記のように容易に挿入および発現できるように操作された適当
な制限部位とともにコードするものである。このようなベクターでは、スプライシングは
通常、挿入されたＪ領域内のスプライス供与部位とヒトＣ領域の前にあるスプライス受容
部位との間で、またヒトＣＨエキソン内に存在するスプライス領域においても起こる。ポ
リアデニル化および転写終結は、これらのコード領域の下流にある天然染色体部位に存在
する。組換え発現ベクターはまた、宿主細胞から抗体鎖の分泌を促すシグナルペプチドを
コードすることもできる。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末
端にインフレームで連結されるようにベクターにクローニングすることができる。シグナ
ルペプチドは、免疫グロブリンシグナルペプチドまたは異種シグナルペプチド（すなわち
、非免疫グロブリンタンパク質に由来するシグナルペプチド）であり得る。
【０１４１】
　重鎖および／または軽鎖をコードするポリヌクレオチド、およびこれらを含んでなるベ
クターは、好適な哺乳類宿主細胞の形質転換に使用することができる。異種ポリヌクレオ
チドを哺乳類細胞に導入するための方法は、デキストラン媒介トランスフェクション、リ
ン酸カルシウム沈殿法、ポリブレン媒介トランスフェクション、プロトプラスト融合、エ
レクトロポレーション、リポソーム中へのポリヌクレオチドの封入、微粒子銃注入および
核へのＤＮＡの直接マイクロインジェクションが含まれる。さらに、ポリヌクレオチドは
、ウイルスベクターによって哺乳類細胞へ導入してもよい。
【０１４２】
　抗体コードポリヌクレオチドの発現用の宿主として有用な哺乳類細胞株としては、アメ
リカン・タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）から入手可能な多くの不死化細
胞株が含まれる。これらには、とりわけ、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、
ＮＳＯ、ＳＰ２細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、サル腎臓細
胞（ＣＯＳ）、ヒト肝細胞癌細胞（例えば、ＨｅｐＧ２）、Ａ５４９細胞、３Ｔ３細胞、
およびいくつかの他の細胞株が含まれる。特定の実施態様では、ポリヌクレオチドをＨＥ
Ｋ２９３宿主で発現させる。哺乳類宿主細胞としては、ヒト、マウス、ラット、イヌ、サ
ル、ピッグ、ヤギ、ウシ、ウマ、およびハムスター細胞が含まれる。特に好ましい細胞株
は、どの細胞株が高い発現レベルを有するかを決定することによって選択される。使用可
能な他の細胞株としては、Ｓ１９細胞などの昆虫細胞株、両生類細胞、細菌細胞、植物細
胞および真菌細胞がある。重鎖またはその抗原結合部分をコードする組換え発現ベクター
を哺乳類宿主細胞に導入する場合、抗体は、宿主細胞を、宿主細胞内でその抗体の発現、
またはより好ましくは、宿主細胞が増殖している培養培地中への抗体の分泌を可能とする
のに十分な時間培養することによって生産される。抗体は、標準的なタンパク質精製法を
用いて培養培地から回収することができる。
【０１４３】
　本発明の抗体はヒトモノクローナル抗体として得ることができる。このようなヒトモノ
クローナル抗体は、マウス系ではなくヒト免疫系の部分を有するトランスジェニックマウ
スまたは染色体導入マウスを用いて作製することができる。これらのトランスジェニック
マウスおよび染色体導入マウスとしては、本明細書においてそれぞれＨｕＭＡｂマウス（
登録商標）およびＫＭマウス（登録商標）と呼ばれるマウスが含まれ、本明細書では「ヒ
トＩｇマウス」と総称する。
【０１４４】
　ＨｕＭＡｂマウス（登録商標）（Ｍｅｄａｒｅｘ（登録商標），Ｉｎｃ．）は、非再配
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列ヒト重鎖（μおよびγ）ならびにκ軽鎖免疫グロブリン配列を、内因性のμおよびκ鎖
遺伝子座を不活性化する標的化突然変異とともにコードする、ヒト免疫グロブリン遺伝子
ミニ遺伝子座を含む（例えば、Lonberg et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859参照
）。よって、マウスは、マウスＩｇＭまたはκ発現の低下を示し、免疫誘導に応答して、
導入されたヒト重鎖および軽鎖導入遺伝子は、クラス転換と体細胞突然変異を受け、高親
和性ヒトＩｇＧκモノクローナル抗体を生成する（Lonberg et al. (1994), 前掲; Lonbe
rg (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Husz
ar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93、およびHarding and Lonberg (1995) 
Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546で総説）。ＨｕＭＡｂマウス（登録商標）の作製およ
び使用、ならびにこのようなマウスが有するゲノム修飾は、Taylor et al. (1992) Nucle
ic Acids Research 20:6287-6295; Chen et al. (1993) International Immunology 5: 6
47-656; Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et 
al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tu
aillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Taylor et al. (1994) Internation
al Immunology 6: 579-591;およびFishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 8
45-851に記載されており、これらの総ての内容は引用することによりその総てが具体的に
本明細書の一部とされる。さらに、米国特許第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，
８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，７８９，６
５０号；同第５，８７７，３９７号；同第５，６６１，０１６号；同第５，８１４，３１
８号；同第５，８７４，２９９号；同第５，７７０，４２９号；および同第５，５４５，
８０７号；ＰＣＴ公開ＷＯ９２／０３９１８；ＷＯ９３／１２２２７；ＷＯ９４／２５５
８５；ＷＯ９７／１３８５２；ＷＯ９８／２４８８４；ＷＯ９９／４５９６２およびＷＯ
０１／１４４２４も参照、これらの内容は引用することによりその総てが本明細書の一部
とされる。
【０１４５】
　別の実施態様では、ヒト抗体は、導入遺伝子および導入染色体上にヒト免疫グロブリン
配列を有するマウス、例えば、ヒト重鎖導入遺伝子とヒト軽鎖導入染色体を有するマウス
を用いて作製される。このマウスは本明細書において「ＫＭマウス（登録商標）」と呼ば
れ、ＰＣＴ公開ＷＯ０２／４３４７８に詳細に記載されている。内因性ＦｃγＲＩＩＢ受
容体遺伝子の同型接合性破壊をさらに含んでなる、このマウスの改変型もＰＣＴ公開ＷＯ
０２／４３４７８に記載されており、本明細書では「ＫＭ／ＦＣＧＲ２Ｄマウス（登録商
標）」と呼ばれる。さらに、ＨＣｏ７もしくはＨＣｏ１２重鎖導入遺伝子のいずれかまた
はその両方を有するマウスも使用可能である。
【０１４６】
　さらなるトランスジェニック動物の具体例としては、ゼノマウス(Xenomouse)（Ａｂｇ
ｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．、米国特許第５，９３９，５９８号；同第６，０７５，１８１号；同
第６，１１４，５９８号；同第６，１５０，５８４号および同第６，１６２，９６３号）
。さらなる具体例としては、「ＴＣマウス」(Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 97:722-727)およびヒト重鎖と軽鎖導入染色体を有するウシ（Kuroiwa et al.
 (2002) Nature Biotechnology 20:889-894;ＰＣＴ公開ＷＯ０２／０９２８１２）が含ま
れる。これらの特許および公報の内容は、引用することによりその全内容が具体的に本明
細書の一部とされる。
【０１４７】
　ヒトモノクローナル抗体はまた、免疫誘導時にヒト抗体応答が生じ得るようにヒト免疫
細胞が再構成されているＳＣＩＤマウスを用いて作製することもできる。例えば、米国特
許第５，４７６，９９６号および同第５，６９８，７６７号参照、これらの内容は引用す
ることによりその全内容が本明細書の一部とされる。
【０１４８】
　本発明の抗体はまた、例えば、当技術分野で周知のような組換えＤＮＡ技術と遺伝子ト
ランスフェクション法の組合せ（例えば、Morrison, S. (1985) Science 229:1202）を用
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いて、宿主細胞トランスフェクトーマにおいて生産することもできる。一つの実施態様で
は、標準的な分子生物学的技術によって得られた部分的または全長軽鎖および重鎖をコー
ドするＤＮＡを、それらの遺伝子が転写および翻訳調節配列に機能的に連結されるように
、１以上の発現ベクターに挿入する。この文脈で、用語「機能的に連結される」とは、抗
体遺伝子が、ベクター内の転写および翻訳制御配列が抗体遺伝子の転写および翻訳を調節
するというそれらの意図される機能を果たすようにベクターに連結されることを意味する
ものとする。
【０１４９】
　用語「調節配列」は、抗体鎖遺伝子の転写または翻訳を制御するプロモーター、エンハ
ンサーおよび他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むものと
する。このような調節配列は、例えば、Goeddel (Gene Expression Technology. Methods
 in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990))に記載されている。哺乳
類宿主細胞発現のための好ましい調節配列としては、哺乳類細胞で高レベルのタンパク質
発現を指示するウイルスエレメント、例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、シミア
ンウイルス４０（ＳＶ４０）、アデノウイルス、（例えば、アデノウイルス主要後期プロ
モーター（ＡｄＭＬＰ）およびポリオーマに由来するプロモーターおよび／またはエンハ
ンサーが含まれる。あるいは、ユビキチンプロモーターまたはγ－グロビンプロモーター
などの非ウイルス性調節配列も使用可能である。なおさらに、調節エレメントは、ＳＲα
プロモーター系など、ＳＶ４０初期プロモーター由来の配列およびヒト１型Ｔ細胞白血病
ウイルスの長い末端反復配列を含有する種々の供給源由来の配列から構成される(Takebe 
et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472)。発現ベクターおよび発現制御配列は、使
用する発現宿主細胞に適合するように選択される。
【０１５０】
　抗体軽鎖遺伝子および抗体重鎖遺伝子は、同一または別個の発現ベクターに挿入するこ
とができる。好ましい実施態様では、可変領域を用い、任意の抗体アイソタイプの全長抗
体遺伝子を作出する（前記遺伝子を所望のアイソタイプの重鎖定常領域と軽鎖定常領域を
すでにコードしている発現ベクターに挿入することによる、この場合、ＶＨセグメントが
前記ベクター内のＣＨセグメントに機能的に連結され、ＶＬセグメントが前記ベクター内
のＣＬセグメントに機能的に連結されるようにする）。それに加えて、またはその代わり
に、組換え発現ベクターは、宿主細胞から抗体鎖の分泌を促すシグナルペプチドをコード
することができる。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端にイ
ンフレームで連結されるように、ベクターにクローニングすることができる。シグナルペ
プチドは、免疫グロブリンシグナルペプチドまたは異種シグナルペプチド（すなわち、非
免疫グロブリンタンパク質に由来するシグナルペプチド）であり得る。
【０１５１】
　抗体鎖遺伝子および調節配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞内で
のベクターの複製を調節する配列（例えば、複製起点）および選択マーカー遺伝子などの
付加的配列を有し得る。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主細胞の選択を
容易にする（例えば、米国特許第４，３９９，２１６号；同第４，６３４，６６５号およ
び同第５，１７９，０１７号参照）。例えば、一般に、選択マーカー遺伝子は、ベクター
が導入された宿主細胞にＧ４１８、ハイグロマイシンまたはメトトレキサートなどの薬物
に対する耐性を付与する。好ましい選択マーカー遺伝子としては、ジヒドロ葉酸レダクタ
ーゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレキサート選択／増幅とともにｄｈｆｒ－宿主細胞で使
用する場合）およびｎｅｏ遺伝子（Ｇ４１８選択の場合）が含まれる。
【０１５２】
　軽鎖および重鎖の発現のためには、重鎖および軽鎖をコードする発現ベクターを、標準
的な技術により宿主細胞にトランスフェクトする。用語「トランスフェクション」の様々
な形態は、原核生物または真核生物宿主細胞に外来ＤＮＡを導入するために慣用される広
範な技術、例えば、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム沈殿、ＤＥＡＥ－デキス
トラントランスフェクションなどを包含するものとする。原核生物宿主細胞または真核生
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物宿主細胞のいずれにおいても本発明の抗体を発現させることは理論上可能であるが、真
核細胞、最も好ましくは、哺乳類宿主細胞での抗体の発現が最も好ましく、これは哺乳類
細胞が原核細胞よりも、適正にフォールディングされ、免疫学的に活性な抗体を構築して
分泌する可能性が高いからである。
【０１５３】
　本発明の組換え抗体を発現するために好ましい哺乳類宿主細胞としては、チャイニーズ
ハムスター卵巣（ＣＨＯ細胞）（Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 77:4216-4220に記載されているｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む、例えばR. J. Kaufman a
nd P. A. Sharp (1982) J. Mol. Biol. 159:601-621に記載されているようにＤＨＦＲ選
択マーカーとともに使用）、ＮＳＯ骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞、ＨＥＫ２９３細胞およびＳ
Ｐ２細胞が含まれる。特に、ＮＳＯ骨髄腫細胞とともに使用する場合、別の好ましい発現
系として、ＷＯ８７／０４４６２、ＷＯ８９／０１０３６およびＥＰ３３８，８４１に開
示されているＧＳ遺伝子発現系がある。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺
乳類宿主細胞に導入する場合、抗体は、宿主細胞を、宿主細胞内での抗体の発現、または
より好ましくは、宿主細胞が増殖している培養培地中への抗体の分泌を可能とするのに十
分な時間培養することにより産生される。抗体は、標準的なタンパク質精製法を用いて培
養培地から回収することができる。
【０１５４】
　種々の細胞株により、またはトランスジェニック動物で発現された抗体は、互いに異な
るグリコシル化を持っている可能性がある。しかしながら、本明細書で提供されるポリヌ
クレオチドによりコードされる、または本明細書で提供されるアミノ酸配列を含んでなる
抗体は総て、本発明の一部である。
【０１５５】
　以下、下記の例で実施態様を説明する。
【実施例】
【０１５６】
　細胞株ＮＣＩ－Ｈ９２９、ＨＬ－６０、Ｋ５６２、Ｚ１３８、ＯＶＣＡＲ－３およびＤ
ｕ１４５は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションから入手した。細胞株Ｃ３
３Ａ、ＳＫＯＶ－３、ＥＳ－２、ＮＣＩ／ＡＤＲ－ＲｅｓおよびＤｏＨＨ２は、ＢＣキャ
ンサー・エージェンシーにより提供された。移植腫瘍もＢＣキャンサー・エージェンシー
により提供された。末梢血白血球は、正常な健康ドナーにより提供された新鮮な血液から
調製した。その他の正常初代細胞はＳｃｉｅｎＣｅｌｌから入手した。抗ＰｒＰ　６Ｈ４
抗体は、Ｐｒｉｏｎｉｃｓから入手した。ＮＣＩ／ＡＤＲ－Ｒｅｓは、ＯＶＣＡＲ－８に
由来する。これは卵巣癌である。ＯＶＣＡＲ－３およびＳＫＯＶ－３は、卵巣腺癌である
。ＥＳ－２およびＬＴＬ－３８２は、卵巣明細胞癌である。ＬＴＬ－４０９は、卵巣未分
化胚細胞腫である。
【０１５７】
モノクローナル抗体の作製
　配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）を含んでなるペプチドを、標準的な方法を用
いて合成した後、担体タンパク質と結合させた。調製した免疫原は、ＫＬＨ－Ｃｙｓ－Ｍ
ＤＥＹＳＮＱＮＮおよびＯＶＡ－Ｃｙｓ－ＭＤＥＹＳＮＱＮＮの両方を含んでいた。
【０１５８】
　ニュージーランド・ホワイトウサギを、完全フロイントアジュバント中０．４ｍｇのペ
プチド－ＫＬＨ複合体で皮下免疫した。初回免疫の後、動物に２～３週間毎に数回、追加
免疫を行った。イムノアッセイで最良の力価を有するウサギに再びペプチド抗原で静脈か
ら追加免疫を行い、４日後に脾臓を摘出した。従来のＰＥＧ細胞融合法を用いて、ハイブ
リドーマ融合を行った。免疫したウサギから脾細胞を採取し、ＰＥＧ４０００（Ｓｉｇｍ
ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ、セントルイス、ＭＯ）を用いてウサギ形質細胞腫細胞２４０Ｅ－
Ｗ２（ＵＳ５６７５０６３）と融合させ、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、お
よびチミジン）により選択した。ハイブリドーマの選択の後、上清を回収し、種々のアッ
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セイで評価した。選択されたハイブリドーマを、次に、限界希釈によりサブクローニング
してモノクローナルハイブリドーマを得た。
【０１５９】
　モノクローナルａｂ１２０の抗体重鎖および軽鎖遺伝子を前記ハイブリドーマ細胞から
クローニングした。全ＲＮＡを抽出し、Ｑｉａｇｅｎ　ＴｕｒｂｏＣａｐｔｕｒｅ　ｍＲ
ＮＡキットを用い、逆転写してｃＤＮＡを得た。ウサギＩｇＧのＬ鎖のＤＮＡフラグメン
トおよびＨ鎖の可変領域（ＶＨ）を、ウサギＨおよびＬ鎖プライマーを用いてＰＣＲによ
り増幅した。Ｌ鎖フラグメントをｐＴＴ５哺乳類発現ベクターにクローニングし、ＶＨフ
ラグメントをＨ鎖ｐＴＴ５重鎖ベクターの定常領域にインフレームで融合させた。各ハイ
ブリドーマクローンについて、Ｈ鎖およびＬ鎖の３つのプラスミドＤＮＡクローンの配列
決定を行い、特性決定のために組換えＲａｂＭＡｂを発現させた。
【０１６０】
　ＥｎｄｏＦｒｅｅ（登録商標）プラスミド精製キット（Ｑｉａｇｅｎ）を用い、ａｂ１
２０のＩｇＧ重鎖および軽鎖をコードするプラスミドを形質転換大腸菌から単離した。ヒ
トＨＥＫ－２９３－６Ｅ細胞を、ａｂ１２０抗体の一過性発現のために用いた。抗体プラ
スミドを対数増殖期の細胞に、ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ（商標）ＭＡＸ試薬２９３フェクチン
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｔ：５１－００３１）を用いてトランスフェクトし、Ｆｒ
ｅｅＳｔｙｌｅ（商標）２９３発現培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｔ：１２３３８－
１８）中で製造者の説明に従って培養した。トランスフェクト細胞をオービタルシェーカ
ーにて５％ＣＯ２下、３７℃で７日間培養した。７０００ｒｐｍで１５分間回転させて細
胞残渣を除去することにより、培養培地中に分泌した抗体を回収した。明澄な培養上清を
、内毒素不含条件下、プロテインＡクロマトグラフィー（ＨｉＴｒａｐ（商標）ｒＰｒｏ
ｔｅｉｎ　Ａ　ＦＦ、ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、ＣＡＴ：１７－５０８０－０１）に
より精製した。抗体をクエン酸溶出バッファー（ＳＩＧＭＡ、ＣＡＴ：Ｃ２４０４－１０
０Ｇ）にてカラムから溶出させ、重炭酸ナトリウムバッファーで中性ｐＨに調整した。抗
体調製物を濃縮し、ＰＢＳバッファーに交換した。最終抗体調製物のＩｇＧ濃度および内
毒素レベルを、それぞれＯＤ　２８０ｎｍの定量およびＴａｃｈｙｐｌｅｕｓ　Ａｍｅｂ
ｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅゲルクロットアッセイ（Ｚｈａｎｊｉａｎｇ　Ａ＆Ｃ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　Ｌｔｄ）によって決定した。
【０１６１】
　モノクローナル抗体ａｂ１２０をプロテインＡにより精製した。精製抗体を濾過除菌し
、ＰＢＳバッファー（ｐＨ７．４）中、４℃で保存した(stored at 4C)。タンパク質濃度
をＵＶ吸収２８０ｎｍ）アッセイにより決定し、ＰＢＳバッファーをブランクバッファー
として用いた。終濃度は３回の読み取りの平均であり、＞２ｍｇ／ｍｌの吸収要件を得た
。
【０１６２】
　タンパク質純度を測定するため、Ｂｉｏ－Ｒａｄミニ電気泳動システムを製造者の説明
に従って用い、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。次に、ゲルをクーマシーブリリアントブルー
で染色した。分離ゲルは１２％アクリルアミドであり、濃縮ゲルは４％アクリルアミドで
あり、サンプル添加量は４μｇ／レーンとした。アッセイサンプルは還元ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅでは２本のバンド（重鎖および軽鎖）を示し、非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは１本のバン
ド（完全ＩｇＧ分子）を示した。
【０１６３】
　内毒素レベルもまた、Ｇｅｌ　Ｃｌｏｔ　Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ　Ａｍｅｂｏｙｃｔｅ
　Ｌｙｓａｔｅ（ＴＡＬ）キットにより、内毒素標品と内毒素不含水を用いて評価した。
結果は、内毒素レベルが１ＥＵ／ｍｌタンパク質未満であることを示した。
【０１６４】
　よって、好ましい実施態様では、抗体は、添加用量４μｇ／レーンで非還元ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥにより測定し、２８０ｎｍで検出した場合に、（ａ）約１ＥＵ／ｍｌタンパク質未
満、（ｂ）約２ｍｇ／ｍｌを超える濃度、および（ｃ）１本のタンパク質バンドとしての
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移動を示す調製物として提供される。
【０１６５】
抗ペプチドＥＬＩＳＡ
　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルプレートを、２～８℃にて一晩、ＰＢＳ中、１００ｎｇ
／ウェルのＢＳＡ－ペプチドでコーティングした。ＰＢＳＴ／カゼインでブロッキングし
た後、一次抗体を加え、室温で１時間インキュベートした。ウサギ抗体は、ヤギ抗ウサギ
ＩｇＧ－ＨＲＰとＴＭＢ基質を用いて検出した。０．２５Ｍ硫酸で反応を停止させた後、
４５０ｎｍで吸光度を測定した。
【０１６６】
変性ＰｒＰ　ＥＬＩＳＡ
　組換えＰｒＰ（Ａｌｉｃｏｎ）をＬＤＳサンプルバッファー（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）およびサンプル還元剤（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）と混合し
、８０℃で２０分間加熱した。１５分間冷却した後、Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルプレ
ートを１００ｎｇ／ウェルの変性ＰｒＰでコーティングし、２～８℃にて一晩インキュベ
ートした。ＰＢＳＴ／ＢＳＡでブロッキングした後、一次抗体を加え、室温で１時間イン
キュベートした。後の行程は、抗ペプチドＥＬＩＳＡに関して記載した通りとした。
【０１６７】
Ｈｉｓ－ＰｒＰ捕捉ＥＬＩＳＡ
　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　９６ウェルプレートを２～８℃にて一晩、ＰＢＳ中、１００ｎｇ／
ウェルのヤギ抗Ｈｉｓ－６抗体（ＱＥＤ）でコーティングした。ＰＢＳＴ／ＢＳＡでブロ
ッキングした後、Ｈｉｓ－ＰｒＰ（Ａｌｉｃｏｎ）を加え、室温で１時間インキュベート
した。一次抗体の添加および後の行程は、抗ペプチドＥＬＩＳＡに関して記載した通りと
した。
【０１６８】
ＦＡＣＳのための細胞調製
　接着腫瘍細胞株および初代細胞を、非酵素系細胞解離バッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）を用いてフラスコから解離された。末梢血単核細胞は、採取当日に標準的なフィコー
ル遠心分離法を用い、新鮮なクエン酸血から調製した。他の初代細胞は１０％ＤＭＳＯ中
で凍結させ、試験当日に解凍した。移植腫瘍をマウスから外科的に摘出した。腫瘍をはさ
みで刻んだ後、３７℃にて３０分間、振盪しながらコラゲナーゼ／ヒアルロニダーゼ（Ｗ
ｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ）で処理した。この混合物を４０μｍス
クリーンに通すことにより、個々の腫瘍細胞を回収した。
【０１６９】
ＦＡＣＳ
　Ｆｃ受容体を有する細胞を１０％正常ヒト血清で処理して受容体をブロッキングした。
細胞を２～８℃で３０分間、一次抗体とともにインキュベートした。洗浄した後、細胞を
２～８℃で３０分間、ヤギ抗ウサギＡＦ４８８とともにインキュベートした。最終の洗浄
後、細胞を１μｇ／ｍＬのヨウ化プロピジウム中でインキュベートした。Ｂｅｃｔｏｎ　
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒまたはＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
　ＦＡＣＳ　Ｃａｎｔｏ　ＩＩのいずれかとＦＣＳ　Ｅｘｐｒｅｓｓソフトウエア（Ｄｅ
Ｎｏｖｏ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて細胞を分析した。
【０１７０】
ペプチド、変性ＰｒＰまたは腫瘍細胞と結合する抗体の親和性測定
　ペプチドまたは変性ＰｒＰに対する抗体の結合は、上記のようにＥＬＩＳＡにより行っ
た。腫瘍細胞に対する抗体の結合は、上記のようにＦＡＣＳにより行った。抗体の力価を
測定して結合曲線を得た。ＥＣ５０値は、ＧｒａｐｈＰａｄソフトウエアを用いて計算し
た。
【０１７１】
細胞のプロテイナーゼＫ処理
　接着腫瘍細胞株を、非酵素系細胞解離バッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてフ
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ラスコから解離させた。初代細胞を１０％ＤＭＳＯ中で凍結させ、試験当日に解凍した。
細胞を３７℃で３０分間、種々の濃度のプロテイナーゼＫで処理した。その後、細胞を洗
浄し、上記のようにＦＡＣＳにより抗体結合を測定した。
【０１７２】
細胞のパクリタキセル処理
　細胞を６ウェルプレートに播種し、一晩接着させた。翌日、培地を除去し、種々の濃度
のパクリタキセルを含有する新鮮培地に置換した。細胞を３７℃／５％ＣＯ２で一晩イン
キュベートした。翌日、非酵素系細胞解離バッファーを用いて細胞を解離させ、洗浄し、
抗体結合を上記のようにＦＡＣＳにより評価した。
【０１７３】
免疫複合体例
合成
　Ａｂ　１ｃ－１２０とウレアーゼを、リンカーとしてＳＩＡＢ（スクシンイミジル－（
４－ヨードアセチル）アミノベンゾエート）を用いてコンジュゲートすることにより、免
疫複合体を形成した。ＳＩＡＢは、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルお
よびヨードアセチル反応性基を介したアニム(anime)－スルフヒドリルコンジュゲーショ
ン用の、中程度の長さの架橋剤である。このＳＩＡＢは、約１０．６オングストローム長
のスペーサーアームを生じる。ＳＩＡＢは、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃから市
販されており、コンジュゲーションにおけるその使用は、例えば、Hermanson, Bioconjug
ate Techniques, 1996, San Diego, Academic Press pp 542, 553, 568に記載されている
。
【０１７４】
　まず、抗体１ｃ－１２０を、元のバッファーマトリックスのｐＨにてＳＩＡＢ（モル比
ＳＩＡＢ：ＩｇＧ＝３．８：１）で７０分間処理した。次に、室温で１０分間、Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌバッファーを終濃度５ｍＭまで添加して反応を急冷した。得られた溶液を氷／水
で冷却し、冷却した高純度ウレアーゼ（５ｍｇ／ｍｌ、～ＯＣ、ＧＭＰ級タチナタマメウ
レアーゼ）をボルテックスにかけながら添加した。タンパク質モル比は１：２／ＩｇＧ：
ＨＰＵであった。Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（２００ｍＭ、ｐＨ８．４５）１／１０容量を加え、
９０分かけてｐＨを８．０～８．３に調整した。安定化のために、加水分解ＳＩＡＢを加
え、ウレアーゼの表面ヒドロ亜硫酸基の大部分をクープ(coup)した。モル比は１：７（ウ
レアーゼ：ヒドロ－ＳＩＡＢ）であった（室温、３０分）。
【０１７５】
　次に、システイン溶液（２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファーｐＨ８．４５中１０
０ｍＭ）を終濃度５ｍＭまで加えることにより、室温で１０分間、反応を急冷した。得ら
れた混合物に対してＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｓｕｐｅｒｏｓｅ　６　１０／３００
カラムを用いたＳＥＣ分離を行い、画分を回収した。Ｆ１０～１３分の画分をプールし、
１％スクロースおよび０．２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する２０ｍＭのアルギニンバッファー
ｐＨ７．０に対して透析した（ＭＷＣＯ１２～１４ｋＤ）。次に、回収したサンプルをＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ、ＢＣＡプロトコールを用いたタンパク質アッセイ、チューブプロトコー
ルを用いたウレアーゼ－酵素活性アッセイ、およびＥＬＩＳＡ結合アッセイによって分析
し、免疫複合体が活性であることを明らかにした（図９および１０）。
【０１７６】
　これらの試験の結果、下記のことが明らかになった：
　タンパク質濃度はＢＣＡにより０．５ｍｇ／ｍｌ；
　ウレアーゼ酵素活性は１０３０Ｕ／ｍｌ；
　ウレアーゼ比活性は２０６０Ｕ／ｍｇ；
　平均コンジュゲーション比は２ＩｇＧ／ウレアーゼ；
　総生成物：６．０ｍｌ溶液中、３ｍｇ
　バッファー組成物：２０ｎＭアルギニン、０．２ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％スクロース、ｐ
Ｈ７．０。
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【０１７７】
ウレアーゼおよびウレアーゼ複合体の活性アッセイ
　ウレアーゼまたはウレアーゼ複合体の酵素活性を、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ
ＬＤＨ）と組み合わせた酵素反応で行った。酸化したＮＡＤＨの量を、３４０ｎｍでの吸
光度の変化を測定することにより決定した(Kaltwasser, H. and Schlegel, H. G., Anal.
 Biochem., 16, 132, 1966)。用いた試薬は、０．１０Ｍリン酸カリウムバッファーｐＨ
７．６；リン酸バッファー中に調製した１．８０Ｍ尿素；バッファー中０．０２５Ｍアデ
ノシン－５’－ジホスフェート（ＡＤＰ）（１０．７ｍｇ／ｍｌ）；リン酸バッファー中
０．００８Ｍ　ＮＡＤＨ（５ｍｇ／ｍｌ）；リン酸バッファー中０．０２５Ｍ　α－ケト
グルタル酸塩（３．７ｍｇ／ｍｌ）；アンモニウムイオン不含グルタミン酸デヒドロゲナ
ーゼ（ＧＬＤＨ）溶液；アッセイ前に新たに調製した５０Ｕ／ｍｌリン酸バッファーであ
った。ウレアーゼ溶液は、０．１～０．５Ｕ／ｍｌの濃度となるようにリン酸バッファー
に溶かすことによって調製した。この溶液はアッセイ前に新たに調製した。
【０１７８】
　キュベットに２．０ｍＬのリン酸バッファー２．４０ｍｌの後に、各０．１０ｍｌの尿
素、ＡＤＰ、ＮＡＤＨ、ＧＬＤＨおよびα－ケトグルタル酸塩を添加することによりアッ
セイを開始した。分光光度計を３４０ｎｍおよび２５℃に調節した。成分を加えたキュベ
ットを２５℃の分光光度計に５分間入れて温度の平衡化を行った後、存在する場合には３
４０ｎｍでブランク比を確定した。
【０１７９】
　酵素反応を開始させるため、０．１ｍｌのウレアーゼ溶液を前記キュベットに加えた。
３４０ｎｍでの吸光度の変化を１５分間記録した。酵素活性を、１分当たりの３４０ｎｍ
での吸光度の低下と相関させた。
【０１８０】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞傷害性アッセイ
　試薬を２時間、腫瘍細胞とともにインキュベートした。細胞を２回洗浄した後、２０ｍ
Ｍ尿素とともに３０分間インキュベートした。細胞生存率は、ＷＳＴ－１を添加し、１６
～２０時間後に吸光度を測定することにより評価した。
【０１８１】
前臨床有効性試験
　ＥＳ－２細胞を細胞培養で増殖させた。試験０日目に、５×１０６細胞を皮下移植した
。腫瘍が平均１００ｍｍ３に達したところで、週に３回、ｉｖ投与を開始した。腫瘍成長
は、カリパスで腫瘍寸法を測定することによりモニタリングした。腫瘍体積は、式Ｌ×Ｗ
２／２に従って計算した。マウスは腫瘍が８００ｍｍ３に達した際に終了とするか、また
は重度に潰瘍形成させた。
【０１８２】
結果
　ＰｒｏＭｉｓ（商標）アルゴリズム（ＷＯ２０１０／０４０２０９に記載）を用いて、
ヒトＰｒＰのＤＳＥを同定した。ＤＳＥ３はリジッドループエピトープと呼ばれ、β－シ
ート２とα－ヘリックス１の間に位置する。
【０１８３】
　特定の配列ＭＤＥＹＳＮＱＮＮ（配列番号１４）および２つの異なる免疫原、すなわち
、ＫＬＨ－Ｃｙｓ－ＤＳＥ３とＯＶＡ－Ｃｙｓ－ＤＳＥ３を用いて抗ＤＳＥ３抗体を生成
した。ウサギを材料および方法に記載の通りに免疫し、ウサギからの抗血清を評価した。
ウサギは免疫原ペプチドに対して優れた応答を示した（図１ａ）。さらに、抗血清は、全
長変性ＰｒＰとの優れた結合を示した（図１ｂ）。融合を行った後、モノクローナル抗体
を作製した。その後、ＤＳＥ３に対して生成した７つの組換えウサギモノクローナル抗体
を十分に評価した。
【０１８４】
　抗体を、免疫原ペプチドとの結合に関して試験したところ、７つの抗体の総てが優れた
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力価を示した（図２）。ペプチド結合に対するＥＣ５０値は、ＥＬＩＳＡにより決定した
。総ての抗体がペプチドに対して極めて高い親和性を示し、ＥＣ５０は１０－１１Ｍの範
囲であった（表１）。
【０１８５】
　次に、総ての抗体を、変性全長組換えＰｒＰとの結合に関してＥＬＩＳＡにより試験し
た（図３）。１つの抗体が、変性ＰｒＰに対して、１０－１１Ｍ範囲の抗ペプチド親和性
と同程度の力価を示した（表１）。従って、好ましい本抗体は、この試験によって、少な
くとも１０－１０Ｍより良好なＥＣ５０を好ましく示す。
【０１８６】
【表１】

【０１８７】
　残りの抗体は、変性タンパク質に対してペプチドよりも低い親和性（１０－７～１０－

１０Ｍの範囲）を示した。また、抗体は総て、捕捉したＨｉｓタグを有するＰｒＰとの結
合に関してもＥＬＩＳＡにより試験した（図３）。捕捉されたＨｉｓ－ＰｒＰとの結合を
示した抗体は無かった。
【０１８８】
　７つ総ての抗体を、１１種の腫瘍細胞株、６種の移植原発ヒト腫瘍、および９種の正常
細胞のパネルとの結合に関して試験した（表２）。
【０１８９】
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【表２】

【０１９０】
　２つの抗体のみが、腫瘍細胞株との結合を示した（ＤＳＥ３　ａｂ９０およびＤＳＥ３
　ａｂ１２０）。正常細胞との結合に関して試験した際、ＤＳＥ３　ａｂ９０は、腫瘍細
胞に対よりも正常細胞に対して強い結合を示した。ＤＳＥ３　ａｂ１２０も正常細胞に対
して少量の結合を示したが、これは腫瘍細胞株および継代原発腫瘍の両方に対して見られ
た結合量よりも少なかった。ＤＳＥ　ａｂ１２０の結合は卵巣腫瘍細胞に対して特に強く
（図４）、この抗体は試験した６種のうち５種の卵巣腫瘍に良く結合したが、３人の異な
るドナーからの正常卵巣上皮細胞には結合しなかった。ＰｒＰは試験した総ての卵巣細胞
で発現するが（図４）、程度は異なる。この全体的なＰｒＰレベルの違いを説明するため
に、ＤＳＥ３　ａｂ１２０の結合を対照ＰｒＰ抗体６Ｈ４の結合に対して正規化した（表
３）。
【０１９１】
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【表３】

【０１９２】
　６種の腫瘍細胞に関して、正規化したＤＳＥ３　ａｂ１２０結合は、低いものでは３．
１～高いものでは７１．６（平均＝１８．８）の範囲であった。しかしながら、正規化し
たＤＳＥ３　ａｂ１２０の結合は、正常卵巣細胞に対しては２．０～２．３の範囲に過ぎ
なかった。
【０１９３】
　腫瘍細胞に対するＤＳＥ３　ａｂ１２０の親和性を決定するために、３種の卵巣腫瘍細
胞株で抗体の力価測定を行った（図５）。また、２種の正常細胞でも抗体の力価測定を行
い、ＤＳＥ３　ａｂ１２０がこれらの正常細胞には結合しないという最初の知見を確認し
た。最大４０μｇ／ｍＬの抗体を試験したとしても、腫瘍細胞上で結合飽和には到達せず
、親和性は判定できなかった。同じ実験で、ＰｒＰ対照抗体６Ｈ４についても力価測定を
行ったところ、結合飽和に達した（図５）。６Ｈ４については、平均算定ＥＣ５０は１．
７×１０－８Ｍであり、腫瘍細胞および正常細胞ではＥＣ５０に有意差は無かった。腫瘍
細胞に対するＤＳＥ３　ａｂ１２０の結合は６Ｈ４よりも親和性が低いので、ＤＳＥ３　
ａｂ１２０に対するＥＣ５０は１．７×１０－８Ｍより低いはずであり、従って、変性Ｐ
ｒＰに対するＤＳＥ３　ａｂ１２０の結合よりも少なくとも１ｌｏｇ低い（８．６×１０
－１０Ｍ）。
【０１９４】
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　卵巣腫瘍細胞の細胞表面で発現されるＰｒＰのコンフォメーションをさらに調べるため
に、３種の卵巣腫瘍細胞株を一定の濃度範囲のプロテイナーゼＫ（ＰＫ）で処理し、これ
らの細胞によって発現されるＰｒＰタンパク質のＰＫ感受性を決定した。天然変性（nati
vely unfolded）Ｎ末端ドメインはＰＫ感受性である（図６、３Ｆ４エピトープ）。Ｃ末
端構造ドメイン（α１）はプロテイナーゼＫ耐性である（図６、６Ｈ４エピトープ）。リ
ジッドループ（Ｓ２－α２）は、中間のＰＫ感受性を持ち（図６、ＤＳＥ３　ａｂ１２０
エピトープ）、リジッドループは、ＤＳＥ３　ａｂ１２０の接近性とＰＫ感受性の２つの
判定基準により、そのコンパクトな天然構造を欠いていることを示す。各腫瘍株およびエ
ピトープに関するＰＫ　ＥＣ５０値を算出した（表４）。
【０１９５】
【表４】

【０１９６】
　また、正常卵巣細胞により発現されたＰｒＰに関してもＰＫ感受性を評価した（図７）
。ＰＫ　ＥＣ５０値は腫瘍細胞と正常細胞の間で有意差があり、ＰｒＰは正常細胞に比べ
て卵巣腫瘍細胞の表面で部分的に変性（ミスフォールド）されていることを示す。
【０１９７】
　ＰｒＰコンフォメーションに対する化学療法薬パクリタキセルの影響を、卵巣細胞を漸
増濃度のパクリタキセルとともに一晩インキュベートした後、ＤＳＥ３　ａｂ１２０を用
いて検出を行うことにより検討した。図８に示されるように、パクリタキセル処理は、試
験した卵巣腫瘍でＤＳＥ３　ａｂ１２０結合を増し、３人の独立したドナーから得た３種
の正常卵巣細胞では結合を増大させなかった。ｐａｎ－ＰｒＰ抗体６Ｈ４の結合により示
されるように、総ＰｒＰのレベルは一般に一定に維持されることから、パクリタキセルは
卵巣腫瘍の細胞表面でＰｒＰの構造変化を誘導しているが、正常細胞ではそうではない。
【０１９８】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ有効性を促進するために、ＡＭＦ－１ｃ－１２０をウレアーゼとコンジ
ュゲートした。コンジュゲーション後、ペプチド、変性ＰｒＰ、および細胞に対する抗体
の結合を評価したところ（図９および１０）、抗体結合はウレアーゼのコンジュゲーショ
ン時も維持される。ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼの活性
を、腫瘍細胞株を抗体単独、抗体／ウレアーゼ、またはウレアーゼ単独とともにインキュ
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ベートすることにより試験した。ウレアーゼ単独でいくらかの毒性が見られたが、著しく
高い毒性がＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼにより媒介された。よって、ＡＭＦ－１ｃ
－１２０／ウレアーゼは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて細胞傷害性がある。
【０１９９】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＡＭＦ－１ｃ－１２０／ウレアーゼの有効性をＥＳ－２異種移
植モデルで試験したところ（図１２）、腫瘍成長に対する効果が示唆される。
【０２００】
　総てのデータベース参照およびそこに参照される配列情報を含む、本明細書に引用され
る総ての参照文献は、引用することによりその全内容が本明細書の一部とされる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】
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