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(57)【要約】
　本発明は、哺乳動物における腫瘍の診断及び治療に有
用な組成物及びこれらの同一の組成物を使用する方法を
対象とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１０－１２の何れか一のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１３－１５の何れか一のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１６－１８の何れか一のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号１９－２２の何れか一のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２３－２６の何れか一のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号２７－３０の何れか一のＣＤＲ－Ｈ３配列
からなる群より選択された少なくとも一のＣＤＲ配列を含んでなる単離された抗体。
【請求項２】
　抗体断片である請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　キメラ又はヒト化抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　二重特異性抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　Ｔ細胞の表面に発現されるタンパク質に結合する請求項４に記載の抗体。
【請求項６】
　Ｔ細胞の表面に発現されるタンパク質がＣＤ３である請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
　増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１に記載の抗体。
【請求項８】
　細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１に記載の抗体。
【請求項９】
　細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群より選
択される、請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　細胞障害性剤が毒素である、請求項８に記載の抗体。
【請求項１１】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群より選択される、請求項１
０に記載の抗体。
【請求項１２】
　毒素がメイタンシノイドである、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１３】
　細菌中で生成される、請求項１に記載の抗体。
【請求項１４】
　ＣＨＯ細胞中で生成される、請求項１に記載の抗体。
【請求項１５】
　結合する細胞の死を誘発する、請求項１に記載の抗体。
【請求項１６】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　検出可能に標識される、請求項１に記載の抗体。
【請求項１８】
　配列番号３－５に示される何れかのＶＬ配列を含む単離された抗体。
【請求項１９】
　配列番号６－９に示される何れかのＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２０】
　配列番号３のＶＬ配列及び配列番号６のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２１】
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　配列番号３のＶＬ配列及び配列番号７のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２２】
　配列番号４のＶＬ配列及び配列番号８のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２３】
　配列番号５のＶＬ配列及び配列番号９のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２４】
　請求項１に記載の抗体を生成する細胞。
【請求項２５】
　請求項１に記載の抗体をコードする単離された核酸。
【請求項２６】
　請求項１に記載の抗体である第二の抗体が結合するＴＡＴ４２５抗原性エピトープに結
合する第一の抗体を同定する方法であって、該方法が、該第二の抗体のＴＡＴ４２５ポリ
ペプチドへの結合を遮断する該第一の抗体の能力を決定することを含み、該第二の抗体の
該ＴＡＴ４２５ポリペプチドへの結合を遮断する該第一の抗体の能力が、等しい抗体濃度
で少なくとも４０％であった場合に、該第二の抗体が結合するエピトープへ該第一の抗体
が結合することができることを示す方法。
【請求項２７】
　ＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する細胞の増殖を阻害する方法であって、該細胞に、
請求項１に記載の抗体を接触させることを含み、該抗体の該ＴＡＴ４２５ポリペプチドへ
の結合が、該細胞の増殖の阻害を引き起こす方法。
【請求項２８】
　前記ＴＡＴ４２５ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　ＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する細胞を含む癌性腫瘍を有する哺乳動物を治療的に
処置する方法であって、該方法が、該哺乳動物に対して、請求項１に記載の抗体の治療的
有効量を投与することにより、該哺乳動物を効果的に処置することを含む方法。
【請求項３１】
　前記ＴＡＴ４２５ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　ＴＡＴ４２５タンパク質を含むと疑われる試料中における該ＴＡＴ４２５タンパク質の
存在を決定する方法であって、該方法が、請求項１に記載の抗体に該試料を曝露し、該試
料中において該タンパク質に対する該抗体の結合を決定することを含み、該タンパク質へ
の抗体の結合が、該試料中における該タンパク質の存在を示す方法。
【請求項３４】
　前記試料が、前記タンパク質を発現すると疑われる細胞を含む、請求項３３に記載の方
法。
【請求項３５】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記抗体が検出可能に標識される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
　哺乳動物において腫瘍の存在を診断する方法であって、該方法が、該哺乳動物から採取
した組織細胞の試験試料、及び同じ組織起源の既知の正常細胞のコントロール試料におけ
る、ＴＡＴ４２５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを決定することを含み、
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コントロール試料と比較して試験試料における該ＴＡＴ４２５ポリペプチドの発現レベル
が高い場合に、試験試料を採取した哺乳動物における腫瘍の存在を示す方法。
【請求項３８】
　前記ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを決定する工程が、インサイツハイ
ブリダイゼーション又はＲＴ－ＰＣＲ分析においてオリゴヌクレオチドを使用することを
含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記タンパク質をコードする遺伝子の発現レベルを決定する工程が、免疫組織化学分析
又はウエスタンブロット分析において抗体を使用することを含む、請求項３７に記載の方
法。
【請求項４０】
　前記腫瘍が前立腺腫瘍である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　前記ＴＡＴ２１１ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項４２】
　哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法であって、該方法が、該哺乳動物から採取
した組織細胞の試験試料を請求項１に記載の抗体と接触させ、試験試料中での該抗体とＴ
ＡＴ４２５タンパク質との複合体の形成を検出することを含み、複合体の形成が、該哺乳
動物における腫瘍の存在を示す方法。
【請求項４３】
　前記組織細胞からなる試験試料が、癌性腫瘍を有すると疑われる個体から得られる、請
求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記癌性腫瘍が前立腺腫瘍である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記ＴＡＴ４２５タンパク質が配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを含
む、請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
　２Ｅ４．６．１、４Ｄ１１．１７．２、１３Ｈ２．２８．２、及び１４Ｅ７．１７．１
からなる群から選択される抗体が結合するのと同じＴＡＴ４２５エピトープに結合する抗
体。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
関連出願
　この出願は、２０１０年５月３日出願の米国仮特許出願第６１／３３０６９８号の利益
を主張し、本出願は参照することにより本明細書に援用される。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、哺乳動物における腫瘍の診断と治療に有用な物質の組成物と、同用途のため
に該物質の組成物を使用する方法に関する。
【０００３】
発明の背景
　悪性腫瘍（癌）は、米国において心臓疾患に続き第２の主要な死亡原因である（Boring
等, CA Cancel J. Clin. 43:7(1993)）。癌は、正常な組織から誘導されて腫瘍塊を形成
する異常な又は腫瘍形成性の細胞の数の増加、これらの腫瘍形成性腫瘍細胞による隣接組
織の侵襲、及び最終的に血液やリンパ系を介して局所のリンパ節や遠くの部位に転移と呼
ばれる過程を介して広がる悪性細胞の生成を特徴とする。癌性状態においては、正常細胞
が成長しない条件下で細胞が増殖する。癌自体は、異なる侵襲及び攻撃性の程度で特徴付
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けられる広範な種々の形態で顕現する。
【０００４】
　癌の診断及び治療に効果的な細胞標的を発見する試みでは、研究者達は、一又は複数の
正常な非癌牲細胞と比較し、一又は複数の特定の型の癌細胞の表面に特に発現する膜貫通
又はさもなければ膜結合型のポリペプチドの同定を探求してきた。しばしば、このような
膜結合ポリペプチドは非癌性細胞の表面と比べて癌細胞の表面により豊富に発現される。
このような腫瘍関連細胞表面抗原ポリペプチドの同定は、抗体ベースの治療を介する癌細
胞を標的として特異的に破壊する能力を生み出す。この点、抗体ベースの治療が、ある種
の癌の治療において非常に効果的であることが証明されていることが留意される。例えば
、ハーセプチン（登録商標）及びリツキサン（登録商標）（双方共にジェネンテック社, 
サウス サンフランシスコ, カリフォルニア）は、それぞれ乳癌及び非ホジキンリンパ腫
を治療するのに成功裏に用いられている抗体である。より具体的には、ハーセプチン（登
録商標）は、ヒト上皮成長因子レセプター２（ＨＥＲ２）プロト-オンコジーンの細胞外
ドメインに選択的に結合する組換えＤＮＡ誘導ヒト化モノクローナル抗体である。ＨＥＲ
２タンパク質の過剰発現は、２５－３０％の原発性乳癌に観察される。リツキサン（登録
商標）は、正常及び悪性Ｂリンパ球の表面に見出されるＣＤ２０抗原に対する遺伝子操作
キメラマウス／ヒトモノクローナル抗体である。これら抗体の双方共、ＣＨＯ細胞中で組
換え操作によって産生される。
【０００５】
　哺乳動物の癌治療は上記のような進歩を見ているが、それぞれ哺乳動物における腫瘍の
存在を検出することができ、腫瘍性の細胞増殖を有効に抑制するためのさらなる診断薬及
び治療薬に対する需要は依然大きい。従って、本発明の目的は、正常細胞又は他の癌細胞
と比較して、１以上の種類の癌細胞に大量に発現する細胞膜随伴ポリペプチドを同定する
こと、及び、それらポリペプチドとそれらがコードする核酸を使用して哺乳動物の癌の治
療的処置及び診断的検出に有用な組成物を生成することである。
【発明の概要】
【０００６】
　本明細書において、本出願人は、正常な非癌細胞の一又は複数の型の表面より、癌細胞
の一又は複数の型の表面で多く発現される細胞性ポリペプチド（及びそれらのコード核酸
又はその断片）の同定を最初に記載する。このようなポリペプチドは、本明細書で腫瘍関
連抗原性標的（Tumor-associated Antigenic Target）ポリペプチド（「ＴＡＴ」ポリペ
プチド）と呼ばれ、哺乳動物における癌治療及び診断の効果的な標的となることが予想さ
れる。
【０００７】
　従って、本発明の一実施態様では、本発明は、腫瘍関連抗原性標的ポリペプチド又はそ
の断片（「ＴＡＴ」ポリペプチド）をコードするヌクレオチド配列を有する単離された核
酸分子を提供する。
【０００８】
　ある態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここで開示されるアミノ酸配列を有する
完全長ＴＡＴポリペプチド、ここで開示されるシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプチ
ドアミノ酸配列、ここに開示される膜貫通ＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメインで、シグ
ナルペプチドを含む又は含まないもの、又はここに開示される完全長ＴＡＴポリペプチド
アミノ酸配列の任意の他の具体的に定まった断片をコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）（
ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少
なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％
、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％
又は１００％の核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。
【０００９】
　他の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここで開示される完全長ＴＡＴポリペプ
チドｃＤＮＡのコード化配列、ここで開示されるシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプ
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チドのコード化配列、ここに開示される膜貫通ＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメインのシ
グナルペプチドを含む又は含まないコード化配列、又はここに開示される完全長ＴＡＴポ
リペプチドアミノ酸配列の任意の他の具体的に定まった断片のコード化配列、又は（ｂ）
（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９
％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％又は１００％の核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。
【００１０】
　本発明の他の態様は、膜貫通ドメイン欠損又は膜貫通ドメイン不活性化のいずれかであ
る、又はそのようなコード化ヌクレオチド配列と相補的であるＴＡＴポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子を提供し、そのようなポリペプチドの
膜貫通ドメインはここで開示されている。従って、ここに記載のＴＡＴポリペプチドの可
溶性細胞外ドメインが考慮される。
【００１１】
　他の態様では、本発明は、（ａ）ここで開示される完全長アミノ酸配列を有するＴＡＴ
ポリペプチド、ここで開示されるシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプチドアミノ酸配
列、ここに開示される膜貫通ＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメインで、シグナルペプチド
を伴う又は伴わないもの、又はここで開示される完全長ＴＡＴポリペプチドアミノ酸配列
の任意の他の具体的に定まった断片をコードするヌクレオチド配列、又は（ｂ）（ａ）の
ヌクレオチド配列の相補鎖とハイブリダイズする単離された核酸分子に関する。この点に
関して、本発明の実施態様は、例えば、診断用プローブ、ＰＣＲプライマー、アンチセン
スオリゴヌクレオチドプローブとして有用なハイブリダイゼーションプローブとしての用
途を見出し得る、ここに開示される、完全長ＴＡＴポリペプチドコード化配列の断片、又
はその相補鎖、又は抗ＴＡＴポリペプチド抗体の結合部位を含むポリペプチドを任意にコ
ードし得る完全長ＴＡＴポリペプチドのコード化断片に関する。このような核酸断片は、
通常は少なくとも約５のヌクレオチド長、あるいは少なくとも約６、７、８、９、１０、
１１、１－７３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４
、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、
７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２
５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７
５、１８０、１８５、１９０、１９５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５
０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５
０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５
０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５
０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５
０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５
０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５
０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５
０、９６０、９７０、９８０、９９０、又は１０００ヌクレオチド長であり、この文脈に
おいて「約」という用語は、表示ヌクレオチド配列長にその表示長の１０％を加えるか又
は減じたものを意味する。更に、このような核酸断片は、通常、ＴＡＴポリペプチド又は
その相補鎖の完全長コード化配列から得られる連続するヌクレオチドからなる。ＴＡＴポ
リペプチド又はその相補鎖のコード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、よく知られた配
列アラインメントプログラムの任意のものを使用してＴＡＴポリペプチドコード化ヌクレ
オチド配列を他の既知のヌクレオチド配列にアラインメントさせ、どのＴＡＴポリペプチ
ドコード化ヌクレオチド配列断片、又はその相補鎖が新規であるかを決定することによっ
て、常套的に決定しうることが知られている。そのようなＴＡＴポリペプチドコード化ヌ
クレオチド配列の新規な断片の全て、又はその相補鎖がここで考慮される。また考慮され
るものは、これらのヌクレオチド分子断片によりコードされるＴＡＴポリペプチド断片、
好ましくは抗ＴＡＴ抗体に対する結合部位を含んでなるＴＡＴポリペプチド断片である。
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【００１２】
　他の実施態様では、本発明は上記において特定した単離された核酸配列の何れかにより
コードされる単離されたＴＡＴポリペプチドを提供する。
【００１３】
　ある態様では、本発明は、ここに開示される完全長アミノ酸配列を有するＴＡＴポリペ
プチド、ここに開示されるシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプチドアミノ酸配列、こ
こに開示されるシグナルペプチドを有するか又は有しない膜貫通ＴＡＴポリペプチドタン
パク質の細胞外ドメイン、ここに開示される核酸配列の任意のもの、又はここに開示され
る完全長ＴＡＴポリペプチドアミノ酸配列でその他の具体的に定まった断片によってコー
ドされているアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるい
は少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８
９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％又は１００％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離されたＴＡＴポ
リペプチドに関する。
【００１４】
　更なる態様において、本発明は単離されたＴＡＴポリペプチドに関し、本単離されたＴ
ＡＴポリペプチドは、（ａ）本明細書に開示される完全長アミノ酸配列を有するＴＡＴポ
リペプチド、（ｂ）本明細書に開示されるシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプチドア
ミノ酸配列、（ｃ）シグナルペプチドを有するか又は欠く、本明細書に開示される膜貫通
ＴＡＴポリペプチドタンパク質の細胞外ドメイン、（ｄ）本明細書に開示される核酸配列
のいずれかによってコードされるアミノ酸配列、又は（ｅ）本明細書に開示される完全長
ＴＡＴポリペプチドアミノ酸配列の、特に規定された他のいずれかの断片、をコードする
ＤＮＡ分子の相補鎖にハイブリダイズする核酸配列によりコードされるアミノ酸配列を含
む。
【００１５】
　特定の態様では、本発明は、Ｎ末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを持たない
単離されたＴＡＴポリペプチドを提供し、それは上述したそのようなアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列によってコードされている。これを製造する方法もまたここに開
示され、これらの方法には、ＴＡＴポリペプチドの発現に適した条件下で適切なコード化
核酸分子を含有するベクターを含む宿主細胞を培養し、細胞培養物からＴＡＴポリペプチ
ドを回収することを含む。
【００１６】
　本発明の他の態様は、膜貫通ドメインが欠失したか又は膜貫通ドメインが不活性化して
いる単離されたＴＡＴポリペプチドを提供する。これを製造する方法もまたここに開示さ
れ、これらの方法には、ＴＡＴポリペプチドの発現に適した条件下で適切なコード化核酸
分子を含むベクターを含む宿主細胞を培養し、細胞培養物からＴＡＴポリペプチドを回収
することを含む。
【００１７】
　本発明の他の実施態様では、本発明は、ここで記載されているポリペプチドの何れかを
コードするＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主細胞
も提供される。例を挙げると、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌であり得る。
【００１８】
ここに開示されているポリペプチドの何れかの製造方法がさらに提供され、所望するポリ
ペプチドの発現に適切な条件下で宿主細胞を培養し、細胞培養物からその所望するポリペ
プチドを回収することを含んでなる。
【００１９】
　他の実施態様では、本発明は、異種（非-ＴＡＴ）ポリペプチドに融合した、ここに開
示のＴＡＴポリペプチドの何れかを含む単離したキメラポリペプチドを提供する。そのよ
うなキメラ分子の例は、例えば、エピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域等の
異種ポリペプチドと融合したここに開示のＴＡＴポリペプチドの何れかを含む。
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【００２０】
　その他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドの何れかと、好ましく
は特異的に結合する抗体を提供する。場合によっては、その抗体はモノクローナル抗体、
抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体又は抗ＴＡＴポリペプチド抗体がその各
抗原性エピトープと結合するのを競合的に阻害する抗体である。本発明の抗体は、例えば
、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような増殖阻害剤又は細胞障害性
剤、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートし得る。
本発明の抗体は、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞で産生され、好ましくは、それ
が結合する細胞の成長又は増殖を阻害するか、又は死を誘導する。診断の目的に対しては
、本発明の抗体は、検出可能に標識されたり、固体支持体に付着されたりする。
【００２１】
　別の態様において、本発明はＴＡＴペプチドを発現する第一の細胞と細胞表面標的抗原
を発現する第二の細胞に結合することができる二重特異性抗体を提供する。一実施態様で
は、第二の細胞はＴ細胞である。一実施態様では、細胞表面標的抗原はＣＤ３である。
【００２２】
　本発明の他の実施態様では、本発明はここで開示されている抗体の何れかをコードする
ＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主細胞も提供され
る。例を挙げると、この宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌であり得る。ここに
記載されている抗体の製造方法が更に提供され、所望する抗体の発現に適切な条件下で宿
主細胞を培養し、細胞培養物からその所望する抗体を回収することを含んでなる。
【００２３】
　更なる実施態様において、本発明は、担体と組合わされて、本明細書に記載されるＴＡ
Ｔポリペプチド、本明細書に記載されるキメラＴＡＴペプチド、又は本明細書に記載され
る抗ＴＡＴ抗体を含む物質の組成物に関する。場合によっては、担体は、薬学的に許容さ
れる担体である。
【００２４】
　更なる別の実施態様において、本発明は、容器及び容器内に収容された組成物を含む製
造品に関し、その組成物には、本明細書に記載のＴＡＴポリペプチド、本明細書に記載の
キメラＴＡＴポリペプチド、又は本明細書に記載の抗ＴＡＴ抗体が含まれ得る。製造品は
、更に場合によっては、腫瘍の治療的処置又は診断的検出のためのこの組成物の使用に言
及する、容器に添付したラベル、又は容器内に含まれるパッケージ挿入物を含みうる。
【００２５】
　本発明の他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチド、キメラＴＡＴポリペプチド、又は抗Ｔ
ＡＴポリペプチド抗体に反応する症状の治療に有用な医薬の調製のための、本明細書に記
載のＴＡＴポリペプチド、本明細書に記載のキメラＴＡＴポリペプチド、又は本明細書に
記載の抗ＴＡＴポリペプチド抗体の使用に関する。
【００２６】
　本発明の他の実施態様は、本明細書に開示するＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、ＣＤＲ－
Ｌ３、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、又はＣＤＲ－Ｈ３配列の内の１以上を含む単離され
た任意の抗体、或いはそのような抗体と同じエピトープに結合する任意の抗体を目的とす
る。
【００２７】
　本発明の他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチドを発現する細胞の成長を阻害する方法に
関し、該方法は、細胞を、ＴＡＴポリペプチドと結合する抗体と接触させることを含み、
ここでＴＡＴポリペプチドへの抗体の結合がＴＡＴポリペプチドを発現する細胞の成長の
阻害を引き起こす。好適な実施態様では、細胞は癌細胞であり、ＴＡＴポリペプチドへの
抗体の結合がＴＡＴポリペプチドを発現する細胞の死を引き起こす。場合によっては、抗
体は、モノクローナル抗体、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である
。本発明の方法に用いられる抗体は、例えば、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを
含む毒素のような増殖阻害剤又は細胞障害性剤、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素
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等と場合によってはコンジュゲートし得る。本発明の方法に用いられる抗体は、場合によ
ってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され得る。
【００２８】
　本発明の更に他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチドを発現する細胞を含む癌性細胞を持
つ哺乳動物を治療的に処置する方法に関し、該方法は、ＴＡＴポリペプチドと結合する抗
体の治療的に有効な量を哺乳動物に投与することを含み、それによって腫瘍の効果的な治
療的処置が達成される。場合によっては、抗体は、モノクローナル抗体、抗体断片、キメ
ラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。本発明の方法に用いられる抗体は、例えば
、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような増殖阻害剤又は細胞障害性
剤、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートされ得る
。本発明の方法に用いられる抗体は、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生さ
れ得る。
【００２９】
　本発明の更に他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチドを含むと思われる試料中のＴＡＴポ
リペプチドの存在を決定する方法に関し、該方法は、試料をＴＡＴポリペプチドと結合す
る抗体に曝して、試料中のＴＡＴポリペプチドへの抗体の結合を定量することを含み、そ
のような結合の存在が、試料中のＴＡＴポリペプチドの存在を示す。場合によっては、試
料は、ＴＡＴポリペプチドを発現すると思われる細胞（癌細胞であり得る）を含み得る。
この方法で用いる抗体は、場合によっては検出可能なように標識されたり、固体支持体に
付着させられたりする。
【００３０】
　本発明の更なる実施態様は、哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法に関し、該方
法は、（ａ）前記哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料、及び（ｂ）同じ組織源又は
型の既知の正常な非癌性細胞のコントロール試料中における、ＴＡＴポリペプチドをコー
ドする遺伝子の発現のレベルを検出することを含んでなり、コントロール試料と比較して
、試験試料中のＴＡＴポリペプチドのより高いレベルの発現が、試験試料が得られた哺乳
動物での腫瘍の存在を示す。
【００３１】
　本発明の他の実施態様は、哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法に関し、該方法
は、（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料を、ＴＡＴポリペプチドと結合する
抗体と接触させ、（ｂ）試験試料中での、抗体とＴＡＴポリペプチドの間で形成される複
合体を検出することを含んでなり、複合体の形成が、哺乳動物での腫瘍の存在を示す。場
合によっては、用いられる抗体は、検出可能に標識されたり、固体支持体に付着されたり
するか、及び／又は組織細胞の試験試料が癌牲腫瘍を有すると思われる個体から得られる
。
【００３２】
　本発明の更に他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチドの改変、好ましくは増加された発現
又は活性に関連した細胞増殖性疾患を治療又は防止する方法に関し、該方法はそのような
治療を必要とする患者に、有効量のＴＡＴポリペプチドのアンタゴニストを投与すること
を含んでなる。好ましくは、細胞増殖性疾患は癌であり、ＴＡＴポリペプチドのアンタゴ
ニストは抗ＴＡＴポリペプチド抗体、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドである。細胞
増殖性疾患の効果的な治療又は防止はＴＡＴポリペプチドを発現する細胞の直接の死滅化
又は増殖阻害の結果又はＴＡＴポリペプチドの細胞増殖増強活性のアンタゴナイズによる
ものでありうる。
【００３３】
　本発明の更に他の実施態様はＴＡＴポリペプチドを発現する細胞へ抗体を結合させる方
法に関し、該方法は、ＴＡＴポリペプチドを発現する細胞を、抗体が上記ＴＡＴポリペプ
チドに結合するのに適した条件下で接触させ、それらの結合を可能にすることを含んでな
る。好ましい実施態様では、抗体の細胞に対する結合の位置及び／又は量の、定性的及び
／又は定量的な決定に有用な化合物又は分子を用いて抗体を標識する。
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【００３４】
　本発明の他の実施態様は、ＴＡＴポリペプチド、ＴＡＴポリペプチドをコードする核酸
又はその核酸を含むベクター又は宿主細胞、抗ＴＡＴポリペプチド抗体の、（ｉ）癌又は
腫瘍の治療的処置又は診断的検出、又は（ｉｉ）細胞増殖性疾患の治療的処置又は防止に
有用な医薬の製造における使用に関する。
【００３５】
　本発明の他の実施態様は、癌細胞の増殖を阻害する方法に関し、ここで、上記癌細胞の
増殖はＴＡＴポリペプチドの増殖増強効果に少なくとも部分的に依存し（ここで、ＴＡＴ
ポリペプチドは癌細胞自体又は癌細胞に増殖増強効果を有するポリペプチドを産生する細
胞の何れかによって発現されうる）、該方法は、ＴＡＴポリペプチドに結合する抗体にＴ
ＡＴポリペプチドを接触させることを含んでなり、それによってＴＡＴポリペプチドの増
殖増強活性をアンタゴナイズし、次には癌細胞の増殖を阻害する。好ましくは癌細胞の増
殖は完全に阻害される。更により好ましくは、ＴＡＴポリペプチドへの抗体の結合は癌細
胞の死を誘導する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、抗体断片、キメラ抗体
、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。本発明の方法において使用される抗体は、例えば
、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような増殖阻害剤又は細胞障害性
剤、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートされうる
。本発明の方法に用いられる抗体は、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生さ
れ得る。
【００３６】
　本発明の更に他の実施態様は、哺乳動物において腫瘍を治療的に処置する方法に関し、
ここで、上記腫瘍の増殖はＴＡＴポリペプチドの増殖増強効果に少なくとも部分的に依存
し、該方法は、ＴＡＴポリペプチドに結合する抗体を哺乳動物に投与することを含んでな
り、それによって上記ＴＡＴポリペプチドの増殖増強活性をアンタゴナイズし、腫瘍の効
果的な治療的処置をもたらす。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、抗体断片、
キメラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。本発明の方法において使用される抗体
は、例えば、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような増殖阻害剤又は
細胞障害性剤、抗生物質、放射性同位体、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲー
トされうる。本発明の方法に用いられる抗体は、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞
中で産生され得る。
【００３７】
　更なる実施態様において、本発明は、今回または将来のアプリケーションのために可能
性のある以下の特許請求の範囲の一式に関する。
１．（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列をコードするＤＮＡ分子、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチドを欠く
ものをコードするＤＮＡ分子、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つものをコードするＤＮＡ分子、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くものをコードするＤＮＡ分子、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列、
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域、又は
　（ｇ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）又は（ｆ）の相補鎖、
に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を有する単離され
た核酸。
２．（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチドを欠く
ものをコードするヌクレオチド配列、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つものをコードするヌクレオチド配列、
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　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くものをコードするヌクレオチド配列、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列、
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域、又は
　（ｇ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）又は（ｆ）の相補鎖、
を有する単離された核酸。
３．（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列をコードする核酸、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチドを欠く
ものをコードする核酸、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つものをコードする核酸、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くものをコードする核酸、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列、
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域、又は
　（ｇ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）又は（ｆ）の相補鎖、
にハイブリダイズする単離された核酸。
４．ストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーションが起こる、請求項３に記載の核
酸。
５．少なくとも約５ヌクレオチド長である、請求項３に記載の核酸。
６．請求項１、２、又は３に記載の核酸を有する発現ベクター。
７．前記核酸が、前記ベクターを用いて形質転換された宿主細胞により認識される制御配
列に作用可能に結合する、請求項６に記載の発現ベクター。
８．請求項７に記載の発現ベクターを有する宿主細胞。
９．ＣＨＯ細胞、大腸菌細胞、又は酵母細胞である、請求項８に記載の宿主細胞。
１０．前記ポリペプチドの発現に適した条件下で請求項８に記載の宿主細胞を培養し、細
胞培養物から前記ポリペプチドを回収することを含むポリペプチドの生産方法。
１１．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単離されたポリペプチド。
１２．（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する単離されたポリペプチド。
１３．異種ポリペプチドに融合した請求項１１又は１２に記載のポリペプチドを有するキ
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メラポリペプチド。
１４．前記異種ポリペプチドが免疫グロブリンのエピトープタグ配列又はＦｃ領域である
、請求項１３に記載のキメラポリペプチド。
１５．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドに結合する単離さ
れた抗体。
１６．（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有するポリペプチドに結合する単離された抗体。
１７．モノクローナル抗体である、請求項１５又は１６に記載の抗体。
１８．抗体断片である、請求項１５又は１６に記載の抗体。
１９．キメラ又はヒト化抗体である、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２０．増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２１．細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２２．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位体及び核酸分解酵素からなる群から
選択される、請求項２１に記載の抗体。
２３．細胞障害性剤が毒素である、請求項２１に記載の抗体。
２４．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求
項２３に記載の抗体。
２５．毒素がメイタンシノイドである、請求項２３に記載の抗体。
２６．細菌中で産生される、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２７．ＣＨＯ細胞中で産生される、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２８．結合する細胞に死を誘発する、請求項１５又は１６に記載の抗体。
２９．検出可能に標識される、請求項１５又は１６に記載の抗体。
３０．請求項１５又は１６に記載の抗体をコードするヌクレオチド配列を有する単離され
た核酸。
３１．前記ベクターを用いて形質転換された宿主細胞により認識される制御配列に作用可
能に結合する、請求項３０に記載の核酸を有する発現ベクター。
３２．請求項３１に記載の発現ベクターを有する宿主細胞。
３３．ＣＨＯ細胞、大腸菌細胞、又は酵母細胞である、請求項３２に記載の宿主細胞。
３４．前記抗体の発現に適した条件下で請求項３２に記載の宿主細胞を培養し、細胞培養
物から前記抗体を回収することを含む抗体の生産方法。
３５．担体と組み合わされて、（ａ）請求項１１に記載のポリペプチド、（ｂ）請求項１
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２に記載のポリペプチド、（ｃ）請求項１３に記載のキメラポリペプチド、（ｄ）請求項
１５に記載の抗体、又は（ｅ）請求項１６に記載の抗体を含有する組成物。
３６．前記担体が薬学的に許容される担体である、請求項３５に記載の組成物。
３７．（ａ）容器；及び
　（ｂ）前記容器に収容された請求項３５に記載の組成物
を含んでなる製造品。
３８．癌の治療的処置又は診断的検出のための前記組成物の使用に言及した、前記容器に
貼付されたラベル、又は前記容器に含められたパッケージ挿入物を更に含む、請求項３７
に記載の製造品。
３９．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質を発現する細胞の増
殖を阻害する方法であって、前記タンパク質に結合する抗体に前記細胞を接触させ、前記
タンパク質に前記抗体が結合することにより前記細胞の増殖が阻害される方法。
４０．前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項３９に記載の方法。
４１．前記抗体が抗体断片である、請求項３９に記載の方法。
４２．前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項３９に記載の方法。
４３．前記抗体が増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項３９に記載の方法。
４４．前記抗体が細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項３９に記載の方法。
４５．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群か
ら選択される、請求項４４に記載の方法。
４６．細胞障害性剤が毒素である、請求項４４に記載の方法。
４７．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求
項４６に記載の方法。
４８．毒素がメイタンシノイドである、請求項４６に記載の方法。
４９．前記抗体が細菌中で産生される、請求項３９に記載の方法。
５０．前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項３９に記載の方法。
５１．前記細胞が癌細胞である、請求項３９に記載の方法。
５２．前記癌細胞に更に放射線治療又は化学療法薬が施される、請求項５１に記載の方法
。
５３．前記癌細胞が、乳癌細胞、直腸結腸癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、中枢神経系癌
細胞、肝臓癌細胞、膀胱癌細胞、膵臓癌細胞、子宮頚部癌細胞、前立腺癌細胞、黒色腫細
胞、及び白血病細胞からなる群から選択される、請求項７１に記載の方法。
５４．前記癌細胞が、同じ組織由来の正常細胞と比較して前記タンパク質を大量に発現す
る、請求項５１に記載の方法。
５５．前記細胞の死を誘発する、請求項３９に記載の方法。
５６．前記タンパク質が、（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を欠
くもの、
（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、そ
の関連シグナルペプチド配列を持つもの、
（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、そ



(14) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

の関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされる
アミノ酸配列、
を有する、請求項３９に記載の方法。
５７．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠くも
の、
（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナル
ペプチドを持つもの、
（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナル
ペプチドを欠くもの、
（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされる
ポリペプチド、
に対し、少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質を発現する細胞を含
む癌性腫瘍を有する哺乳動物の治療方法であって、前記タンパク質に結合する抗体の治療
的有効量を前記哺乳動物に投与することにより前記哺乳動物を有効に治療する方法。
５８．前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項５７に記載の方法。
５９．前記抗体が抗体断片である、請求項５７に記載の方法。
６０．前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項５７に記載の方法。
６１．前記抗体が増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項５７に記載の方法。
６２．前記抗体が細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項５７に記載の方法。
６３．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群か
ら選択される、請求項６２に記載の方法。
６４．細胞障害性剤が毒素である、請求項６２に記載の方法。
６５．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求
項６４に記載の方法。
６６．毒素がメイタンシノイドである、請求項６４に記載の方法。
６７．前記抗体が細菌中で産生される、請求項５７に記載の方法。
６８．前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項５７に記載の方法。
６９．前記腫瘍に更に放射線治療又は化学療法薬が施される、請求項５７に記載の方法。
７０．前記腫瘍が、胸部腫瘍、直腸結腸腫瘍、肺腫瘍、卵巣腫瘍、中枢神経系腫瘍、肝臓
腫瘍、膀胱腫瘍、前立腺癌細胞、膵臓腫瘍、又は子宮頚部腫瘍からなる群から選択される
、請求項５７に記載の方法。
７１．前記腫瘍の癌性細胞が、同じ組織由来の正常細胞と比較して前記タンパク質を大量
に発現する、請求項５７に記載の方法。
７２．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する、請求項５７に記載の方法。
７３．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
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　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して、少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質を含むことが疑わ
れる試料中における前記タンパク質の存在を決定する方法であって、前記タンパク質に結
合する前記抗体に前記試料を曝し、前記試料中における前記タンパク質への前記抗体の結
合を決定し、前記タンパク質に対する抗体の結合により前記試料中における前記タンパク
質の存在が示される方法。
７４．前記試料が前記タンパク質の発現が疑われる細胞を含む、請求項７３に記載の方法
。
７５．前記細胞が癌細胞である、請求項７４に記載の方法。
７６．前記抗体が検出可能に標識される、請求項７３に記載の方法。
７７．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する、請求項７３に記載の方法。
７８．哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法であって、
　（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して、少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質をコードする遺伝
子の発現レベルを、前記哺乳動物から採取した組織細胞の試験試料中と、同一組織由来の
既知の正常細胞のコントロール試料中で測定することを含み、コントロール試料と比較し
て試験試料中に前記タンパク質が高いレベルで発現していることが、試験試料を採取した
哺乳動物中に腫瘍が存在することを示す方法。
７９．前記タンパク質をコードする遺伝子の発現レベルを測定する工程が、インサイツハ
イブリダイゼーション又はＲＴ-ＰＣＲ分析でオリゴヌクレオチドを使用することを含む
、請求項７８に記載の方法。
８０．前記タンパク質をコードする遺伝子の発現レベルを測定する工程が、免疫組織化学
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分析又はウェスタンブロッティング分析で抗体を使用することを含む、請求項７８に記載
の方法。
８１．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する、請求項７８に記載の方法。
８２．哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法であって、
　前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質に結合する抗体に対
し、前記哺乳動物由来の組織細胞の試験試料を接触させ、試験試料中における、前記抗体
と前記タンパク質の複合体の形成を検出することを含み、複合体の形成が哺乳動物中にお
ける腫瘍の存在を示す方法。
８３．前記抗体が検出可能に標識される、請求項８２に記載の方法。
８４．前記組織細胞の試験試料が、癌性腫瘍を有することが疑われる個体から得たもので
ある、請求項８２に記載の方法。
８５．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する、請求項８２に記載の方法。
８６．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
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　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質の発現又は活性の増
大に関連する細胞増殖障害を治療又は予防する方法であって、そのような治療を必要とす
る患者に対し、前記タンパク質のアンタゴニストの治療的有効量を投与することによって
、前記細胞増殖障害を有効に治療又は予防する方法。
８７．前記細胞増殖障害が癌である、請求項８６に記載の方法。
８８．前記アンタゴニストが抗ＴＡＴポリペプチド抗体、又はアンチセンスオリゴヌクレ
オチドである、請求項８６に記載の方法。
８９．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質を発現する細胞に対
し、抗体を結合させる方法であって、前記タンパク質に結合する抗体に前記細胞を接触さ
せ、前記細胞に抗体を結合させることにより、前記細胞に抗体を結合させることを含む方
法。
９０．前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項８９に記載の方法。
９１．前記抗体が抗体断片である、請求項８９に記載の方法。
９２．前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項８９に記載の方法。
９３．前記抗体が増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項８９に記載の方法。
９４．前記抗体が細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項８９に記載の方法。
９５．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群か
ら選択される、請求項９４に記載の方法。
９６．細胞障害性剤が毒素である、請求項９４に記載の方法。
９７．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求
項９６に記載の方法。
９８．毒素がメイタンシノイドである、請求項９６に記載の方法。
９９．前記抗体が細菌中で産生される、請求項８９に記載の方法。
１００．前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項８９に記載の方法。
１０１．前記細胞が癌細胞である、請求項８９に記載の方法。
１０２．前記癌細胞に更に放射線治療又は化学療法薬が施される、請求項１０１に記載の
方法。
１０３．前記癌細胞が、乳癌細胞、直腸結腸癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、中枢神経系
癌細胞、肝臓癌細胞、膀胱癌細胞、膵臓癌細胞、前立腺癌細胞、子宮頚部癌細胞、黒色腫
細胞又は白血病細胞からなる群から選択される、請求項１０１に記載の方法。
１０４．前記癌性細胞が、同じ組織由来の正常細胞と比較して前記タンパク質を大量に発
現する、請求項１０３に記載の方法。
１０５．前記細胞の死を誘発する、請求項８９に記載の方法。
１０６．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項１から５の
いずれか１項又は請求項３０に記載の核酸の使用。
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１０７．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項１から５のいずれか１項又は請
求項３０に記載の核酸の使用。
１０８．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項１から５のい
ずれか１項又は請求項３０に記載の核酸の使用。
１０９．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項６、７又は
３１に記載の発現ベクターの使用。
１１０．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項６、７又は３１に記載の発現ベ
クターの使用。
１１１．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項６、７又は３
１に記載の発現ベクターの使用。
１１２．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項８、９、３
２、又は３３に記載の宿主細胞の使用。
１１３．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項８、９、３２、又は３３に記載
の宿主細胞の使用。
１１４．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項８、９、３２
、又は３３に記載の宿主細胞の使用。
１１５．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項１１から１
４のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。
１１６．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項１１から１４のいずれか１項に
記載のポリペプチドの使用。
１１７．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項１１から１４
のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。
１１８．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項１５から２
９のいずれか１項に記載の抗体の使用。
１１９．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項１５から２９のいずれか１項に
記載の抗体の使用。
１２０．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項１５から２９
のいずれか１項に記載の抗体の使用。
１２１．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項３５又は３
６のいずれか１項に記載の組成物の使用。
１２２．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項３５又は３６のいずれか１項に
記載の組成物の使用。
１２３．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項３５又は３６
のいずれか１項に記載の組成物の使用。
１２４．癌の治療的処置又は診断的検出のための薬剤の調製における、請求項３７又は３
８のいずれか１項に記載の製造品の使用。
１２５．腫瘍の治療のための薬剤の調製における、請求項３７又は３８のいずれか１項に
記載の製造品の使用。
１２６．細胞増殖障害の治療又は予防のための薬剤の調製における、請求項３７又は３８
のいずれか１項に記載の製造品の使用。
１２７．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
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に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質の増殖増強効果に細
胞の増殖が少なくとも部分的に依存する細胞の増殖を阻害する方法であって、前記タンパ
ク質に結合する抗体に対して前記タンパク質を接触させることにより、前記細胞の増殖を
阻害する方法。
１２８．前記細胞が癌細胞である、請求項１２７に記載の方法。
１２９．前記細胞が前記タンパク質を発現する、請求項１２７に記載の方法。
１３０．前記タンパク質に対する前記抗体の結合が、前記タンパク質の細胞増殖増強活性
をアンタゴナイズする、請求項１２７に記載の方法。
１３１．前記タンパク質に対する前記抗体の結合が前記細胞の死を誘発する、請求項１２
７に記載の方法。
１３２．前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１２７に記載の方法。
１３３．前記抗体が抗体断片である、請求項１２７に記載の方法。
１３４．前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項１２７に記載の方法。
１３５．前記抗体が増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１２７に記載の方法。
１３６．前記抗体が細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１２７に記載の方法
。
１３７．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群
から選択される、請求項１３６に記載の方法。
１３８．細胞障害性剤が毒素である、請求項１３６に記載の方法。
１３９．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請
求項１３８に記載の方法。
１４０．毒素がメイタンシノイドである、請求項１３８に記載の方法。
１４１．前記抗体が細菌中で産生される、請求項１２７に記載の方法。
１４２．前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項１２７に記載の方法。
１４３．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
を有する、請求項１２７に記載の方法。
１４４．（ａ）配列番号２に示されたポリペプチド、
　（ｂ）配列番号２に示されたポリペプチドであって、その関連シグナルペプチドを欠く
もの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインであって、その関連シグナ
ルペプチドを欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るポリペプチド、
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するタンパク質の増殖増強効果に腫
瘍の増殖が少なくとも部分的に依存する、哺乳動物の腫瘍の治療的処置法であって、前記
タンパク質に結合する抗体に対して前記タンパク質を接触させることにより、前記腫瘍を
有効に処置する方法。
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１４５．前記腫瘍の細胞が前記タンパク質を発現する、請求項１４４に記載の方法。
１４６．前記タンパク質に対する前記抗体の結合が、前記タンパク質の細胞増殖増強活性
をアンタゴナイズする、請求項１４４に記載の方法。
１４７．前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１４４に記載の方法。
１４８．前記抗体が抗体断片である、請求項１４４に記載の方法。
１４９．前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項１４４に記載の方法。
１５０．前記抗体が増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１４４に記載の方法。
１５１．前記抗体が細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１４４に記載の方法
。
１５２．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群
から選択される、請求項１５１に記載の方法。
１５３．細胞障害性剤が毒素である、請求項１５１に記載の方法。
１５４．毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請
求項１５３に記載の方法。
１５５．毒素がメイタンシノイドである、請求項１５３に記載の方法。
１５６．前記抗体が細菌中で産生される、請求項１４４に記載の方法。
１５７．前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項１４４に記載の方法。
１５８．前記タンパク質が、
　（ａ）配列番号２に示されたアミノ酸配列、
　（ｂ）配列番号２に示されたアミノ酸配列であって、その関連シグナルペプチド配列を
欠くもの、
　（ｃ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を持つもの、
　（ｄ）配列番号２に示されたポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列であって、
その関連シグナルペプチド配列を欠くもの、
　（ｅ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、又は
　（ｆ）配列番号１に示されたヌクレオチド配列の完全長コード化領域によりコードされ
るアミノ酸配列、
である、請求項１４４に記載の方法。
１５９．請求項１５から２９の何れかに記載の抗体が結合する同じエピトープに結合する
単離された抗体。
１６０．モノクローナル抗体である請求項１５９に記載の抗体。
１６１．抗体断片である、請求項１５９に記載の抗体。
１６２．キメラ抗体又はヒト化抗体である、請求項１５９に記載の抗体。
１６３．増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１５９に記載の抗体。
１６４．細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１５９に記載の抗体。
１６５．細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群
より選択される、請求項１６４に記載の抗体。
１６６．細胞障害性剤が毒素である、請求項１６４に記載の抗体。
１６７．毒素がメイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群より選択される、請求
項１６６に記載の抗体。
１６８．毒素がメイタンシノイドである、請求項１６６に記載の抗体。
１６９．細菌中で産生される請求項１５９に記載の抗体。
１７０．ＣＨＯ細胞中で産生される請求項１５９に記載の抗体。
１７１．結合する細胞の死を誘発する、請求項１５９に記載の抗体。
１７２．検出可能に標識される、請求項１５９に記載の抗体。
１７３.　請求項１５から２９に記載の何れかの抗体の相補性決定領域の少なくとも一つ
を含む、請求項１５９に記載の抗体。
１７４．ＴＡＴポリペプチドに結合するモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマ細
胞。
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１７５．請求項１５から２９の何れかの抗体が結合するエピトープに結合する抗体を同定
する方法であって、前記方法は、試験抗体の、請求項１５から２９に記載の何れかの抗体
の結合を遮断する能力を決定することを含み、ここで、前記請求項１５から２９の何れか
の抗体の結合を少なくとも４０％でかつ等しい抗体濃度で遮断する前記試験抗体の能力は
、前記請求項１５から２９の何れかの抗体が結合するエピトープへ結合可能であることを
示す方法。
【００３８】
　本発明のさらなる実施態様は、本明細書を読むことで当業者に明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】図１は、ＴＡＴ４２５のｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）を示し、配
列番号１は本明細書で「ＤＮＡ３４０４１１」として命名されるクローンである。
【図２】図２は、図１に示された配列番号１のコードする配列に由来するアミノ酸配列（
配列番号２）を示す。
【図３】図３は、以下の抗体について完全な可変軽鎖アミノ酸配列を示す：２Ｅ４．６．
１及び４Ｄ１１．１７．２（配列番号３）、１３Ｈ２．２８．２（配列番号４）、及び１
４Ｅ７．１７．１（配列番号５）。
【図４】図４は、以下の抗体について完全な可変重鎖アミノ酸配列を示す：２Ｅ４．６．
１（配列番号６）、４Ｄ１１．１７．２（配列番号７）、１３Ｈ２．２８．２（配列番号
：８）、及び１４Ｅ７．１７．１（配列番号９）。
【図５】図５は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｌ１配列（配列番号
１０－１２）を示す。
【図６】図６は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｌ２配列（配列番号
１３－１５）を示す。
【図７】図７は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｌ３配列（配列番号
１６－１８）を示す。
【図８】図８は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｈ１配列（配列番号
１９－２２）を示す。
【図９】図９は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｈ２配列（配列番号
２３－２６）を示す。
【図１０】図１０は、選択された抗ＴＡＴ４２５抗体の、種々のＣＤＲ－Ｈ３配列（配列
番号２７－３０）を示す。
【００４０】
発明の詳細な説明
Ｉ．定義
　ここで使用される「ＴＡＴポリペプチド」及び「ＴＡＴ」という用語は、直後に数値表
示がある場合には種々のポリペプチドを指し、完全な表示（つまり、ＴＡＴ／数字）は、
ここに記載する特定のポリペプチド配列を意味する。「数字」という用語がここでは実際
の数的表示として提供されている「ＴＡＴ／数字ポリペプチド」及び「ＴＡＴ／数字」と
いう用語には、天然配列ポリペプチド、ポリペプチド変異体及び天然配列ポリペプチドと
ポリペプチド変異体の断片（ここでさらに定義される）を包含する。ここに記載されてい
るＴＡＴポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離して
もよく、あるいは組換え又は合成法によって調製してもよい。「ＴＡＴポリペプチド」と
いう用語は、ここに記載の各個々のＴＡＴ／数字ポリペプチドを指す。「ＴＡＴポリペプ
チド」を指すこの明細書の全ての開示は、各ポリペプチドを個々に指すと同時に集合的に
指す。例えば、調製、精製、誘導、抗体の形成、ＴＡＴ結合オリゴペプチドの形成、ＴＡ
Ｔ結合有機分子の形成、投与、含有する組成物、疾患の治療等の記載は、本発明の各ポリ
ペプチドに関している。「ＴＡＴポリペプチド」という用語は、また、ここに記載のＴＡ
Ｔ／数字ポリペプチドの変異体を含む。一実施態様において、ＴＡＴ２１１ポリペプチド
配列は配列番号２として示される。
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【００４１】
　「天然配列ＴＡＴポリペプチド」には、天然由来のＴＡＴポリペプチドに対応する同一
のアミノ酸配列を有するポリペプチドが含まれる。このような天然配列ＴＡＴポリペプチ
ドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により生成することもでき
る。「天然配列ＴＡＴポリペプチド」という用語には、特に、特定のＴＡＴポリペプチド
の自然に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に生じる変異形態
(例えば、選択的にスプライシングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立
遺伝子変異体が含まれる。本発明のある実施態様では、ここに開示される天然配列ＴＡＴ
ポリペプチドは、添付図に示される完全長アミノ酸配列を含む成熟又は完全長天然配列ポ
リペプチドである。開始及び停止コドン（示されているならば）は、図において太字及び
下線で示した。添付図に「Ｎ」又は「Ｘ」で示した核酸残基は、任意の核酸残基である。
しかし、添付図に開示したＴＡＴポリペプチドは、図面においてアミノ酸位置１としてこ
こに表示されたメチオニン残基で始まるように示されているが、図面におけるアミノ酸位
置１の上流又は下流に位置する他のメチオニン残基をＴＡＴポリペプチドの開始アミノ酸
残基として用いることも考えられるし、可能でもある。
【００４２】
　ＴＡＴポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質ドメイン
を実質的に有しないＴＡＴポリペプチドの形態を意味する。通常、ＴＡＴポリペプチドＥ
ＣＤは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなド
メインを０．５％未満しか持たない。本発明のＴＡＴポリペプチドについて同定された任
意の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのその型を同定するために当該分野において日常
的に使用される基準に従い同定されることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密
な境界は変わり得るが、最初に同定されたドメインの何れかの末端から約５アミノ酸を越
えない可能性が高い。場合によっては、従って、ＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメインは
、実施例又は明細書で同定されるように膜貫通ドメイン／細胞外ドメインの境界の何れか
の側から約５を越えないアミノ酸を含んでもよく、シグナルペプチドを伴う又は伴わない
、それらのポリペプチド及びそれらをコードする核酸は、本発明で考慮される。
【００４３】
　ここに開示する種々のＴＡＴポリペプチドの「シグナルペプチド」のおおよその位置は
、本明細書及び／又は添付図に示されうる。しかし、シグナルペプチドのＣ末端境界は変
化しうるが、ここで最初に定義したようにシグナルペプチドＣ末端境界の何れかの側で約
５アミノ酸未満である可能性が最も高く、シグナルペプチドのＣ末端境界は、そのような
型のアミノ酸配列成分を同定するのに日常的に使用される基準に従って同定しうることに
留意される（例えば、Nielsen等, Prot. Eng.10: 1-6 (1997)及びvon Heinje等, Nucl. A
cids. Res. 14: 4683-4690 (1986)）。更に、幾つかの場合には、分泌ポリペプチドから
のシグナル配列の切断は完全に均一ではなく、一つ以上の分泌種をもたらすことも認めら
れる。シグナルペプチドがここに同定されるシグナルペプチドのＣ末端境界の何れかの側
の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペプチド、及びそれらをコードする
ポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００４４】
　「ＴＡＴポリペプチド変異体」とはＴＡＴポリペプチド、好ましくは、ここに開示する
ような完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド配列、ここで開示するようなシグナルペプチド
を欠くＴＡＴポリペプチド配列、ここに開示するようなシグナルペプチドを有する又は有
しないＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメイン又はここに開示する完全長ＴＡＴポリペプチ
ド配列の任意の他の断片（例えば、完全長ＴＡＴポリペプチドの完全なコード配列の一部
のみを示す核酸によってコードされるもの）と少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性
を有するここで定義するような活性なＴＡＴポリペプチドを意味する。このようなＴＡＴ
ポリペプチド変異体には、例えば、完全長天然アミノ酸配列のＮ末端又はＣ末端において
一又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたＴＡＴポリペプチドが含まれる。
通常、ＴＡＴポリペプチド変異体は、ここに開示する完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド
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配列、ここに開示するシグナルペプチドを欠くＴＡＴポリペプチド配列、シグナルペプチ
ドを有する又は有しないここに開示するＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここ
に開示する完全長ＴＡＴポリペプチド配列の任意の具体的に定義した他の断片に対して、
少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３
％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％のアミノ酸配列同一性を有し
ている。通常、ＴＡＴ変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ酸長、あるいは少
なくとも約２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０
、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０
、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０
、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０
、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０
、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００アミノ酸長、又は
それ以上である。場合によっては、ＴＡＴ変異体ポリペプチドは、天然ＴＡＴポリペプチ
ド配列に比較して一つ以下の保存的アミノ酸置換、あるいは天然ＴＡＴポリペプチド配列
に比較して２、３、４、５、６、７、８、９、又は１０以下の同類アミノ酸置換を有する
にすぎない。
【００４５】
　ここで同定したＴＡＴポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性
」とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導
入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定のＴＡＴポリ
ペプチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして
定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、
当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ
、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能なコンピ
ュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される
配列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズム
を含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。し
かし、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム
用の完全なソースコードが米国特許第７１６０９８５号に与えられ、参照により本明細書
に援用される配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得
られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社によって作
成され、そのソースコードは米国著作権庁, ワシントンＤ.Ｃ.,２０５５９に使用者用書
類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７で登録されている。ＡＬＩ
ＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サウス サン フランシスコ, カリフォルニアか
ら公的に入手可能であり、ソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プロ
グラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩ
Ｘ（登録商標）Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメー
タは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設定され変動しない。
【００４６】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性
(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する或る程度の％
アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次
のように計算される：
　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのプログラムアラ
インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａ
のＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なる
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と認識されるであろう。
【００４７】
　「ＴＡＴ変異体ポリヌクレオチド」又は「ＴＡＴ変異体核酸配列」とは、ここで定義さ
れるように、ＴＡＴポリペプチド、好ましくは活性ＴＡＴポリペプチドをコードし、ここ
に開示する完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペプチドを
欠いた完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド配列、シグナルペプチドを有する又は有しない
ここに開示するＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示する完全長ＴＡＴ
ポリペプチド配列の他の任意の断片をコードする核酸配列（完全長ＴＡＴポリペプチドの
完全なコード化配列の一部分のみを表す核酸によってコードされた）と、少なくとも約８
０％の核酸配列同一性を有する核酸分子を意味する。通常、ＴＡＴ変異体ポリヌクレオチ
ドは、ここに開示する完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド配列、ここに開示するシグナル
ペプチドを欠く完全長天然配列ＴＡＴポリペプチド配列、シグナルペプチドを有する又は
有しないここに開示するＴＡＴポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示する完全
長ＴＡＴポリペプチド配列の任意の他の断片をコードする核酸配列と、少なくとも約８０
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、
８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％、又は９９％の核酸配列同一性を有している。変異体は、天然ヌ
クレオチド配列を含まない。
【００４８】
　通常、ＴＡＴ変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約５ヌクレオチド長、あるいは少
なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１－７３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０
、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０
５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５
５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、２００、２１
０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１
０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１
０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１
０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１
０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７１
０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、８１
０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９１
０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、又は１０００
ヌクレオチド長であり、この文脈の「約」という用語は、表示ヌクレオチド配列長にその
表示長の１０％を加えるか又は減じたものを意味する。
【００４９】
　ここで同定されるＴＡＴコード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列同一性」
は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し
、対象のＴＡＴ核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパーセ
ントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメン
トは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩ
ＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能なコン
ピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。ここでの目的のためには、
％核酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム用の完全なソースコードが米国特許第
７１６０９８５号に与えられ、参照により本明細書に援用される配列比較コンピュータプ
ログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピ
ュータプログラムはジェネンテック社によって作成され、そのソースコードは米国著作権
庁,ワシントンＤ.Ｃ.,２０５５９に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号
ＴＸＵ５１００８７の下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック
社、サウスサンフランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、ソースコード
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からコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレ
ーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登録商標）Ｖ４.０Ｄでの使用のた
めにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによっ
て設定され変動しない。
【００５０】
　核酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与え
られた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸
配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸
配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＣ及びＤのアラインメント
によって同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチ
ド数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸
配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。
【００５１】
　他の実施態様では、ＴＡＴ変異体ポリヌクレオチドとは、ＴＡＴポリペプチドをコード
する核酸分子であり、好ましくはストリンジェントなハイブリダイゼーション及び洗浄条
件下で、ここに記載の完全長ＴＡＴポリペプチドをコードするヌクレオチド配列とハイブ
リダイゼーションすることができる。ＴＡＴ変異体ポリペプチドは、ＴＡＴ変異体ポリヌ
クレオチドによってコードされているものであり得る。
【００５２】
　ＴＡＴポリペプチドをコードする核酸に関して使用される場合の「完全長コード領域」
という用語は、（添付図において開始及び停止コドンの間でしばしば示される）本発明の
完全長ＴＡＴポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を意味する。ＡＴＣＣ寄託核酸
に関して使用される場合の「完全長コード領域」という用語は、（添付図において開始及
び停止コドンの間でしばしば示される）ＡＴＣＣに寄託されたベクター中に挿入されてい
るｃＤＮＡのＴＡＴポリペプチドコード部分を意味する。
【００５３】
　ここに開示される種々のＴＡＴポリペプチドを記載するために使用される「単離」とは
、自然環境の成分から同定され及び分離及び／又は回収されたポリペプチドを意味する。
その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典型的には妨
害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含
まれる。好ましい実施態様では、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシークエネータ
ーを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得る
のに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非
還元あるいは還元条件下でＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される。単離され
たポリペプチドには、ＴＡＴポリペプチドの自然環境の少なくとも一つの成分が存在しな
いため、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる。しかしながら、通常は、
単離されたポリペプチドは少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００５４】
　「単離された」ＴＡＴポリペプチドをコードする核酸又は他のポリペプチドコード化核
酸は、同定され、ポリペプチドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも
一つの汚染核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペプチドをコードす
る核酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。故に、単離された
ポリペプチドをコードする核酸分子は、天然の細胞中に存在する特異的なポリペプチドを
コードする核酸分子とは区別される。しかし、ポリペプチドをコードする単離された核酸
分子には、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプチ
ドを通常は発現する細胞に含まれるポリペプチドをコードする核酸分子が含まれる。
【００５５】
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
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ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列と、リボソーム結合部位を含む。
真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用する
ことが知られている。
【００５６】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
【００５７】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングに必要な温度が高くなり、プローブが短く
なるとそれに必要な温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補鎖がそ
の融点より低い環境に存在する場合に、変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プ
ローブとハイブリダイゼーション配列の間で所望される相同性の程度が高くなればなるほ
ど、用いることができる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件
をよりストリンジェントにすることになり、低い温度はストリンジェントを低下させるこ
とになる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーの更なる詳細及び説明につ
いては、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology（Wiley Interscience Pu
blishers, 1995）を参照のこと。
【００５８】
　ここで定義される「ストリンジェント条件」又は「高度のストリンジェンシー条件」は
、（１）洗浄に低イオン強度及び高温度を用いる、例えば、５０℃で、０．０１５Ｍの塩
化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウ
ム；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤を用いる、例えば、４２
℃で、５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコー
ル／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッフ
ァー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム；又は（３）４２
℃で、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン
酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナ
トリウム、５×デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％
ＳＤＳ、及び１０％の硫酸デキストラン溶液中で終夜ハイブリダイゼーション、４２℃で
、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中にて１０分間の洗浄、つい
で５５℃で、ＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる１０分間の高ストリンジェンシー洗
浄を用いるものによって同定される。
【００５９】
　「中程度のストリンジェント条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laborator
y Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989)に記載されているように同定さ
れ、上記のストリンジェントより低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件（例えば
、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度のストリンジェント条件は、２
０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウ
ム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハード液、１０％硫酸デキス
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トラン、及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中にて３７℃での終夜
インキュベーション、次いで１×ＳＳＣ中にて約３７－５０℃でのフィルターの洗浄とい
った条件である。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、ど
のようにして温度、イオン強度等を調節するかを認識する。
【００６０】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」と融
合したＴＡＴポリペプチド又は抗ＴＡＴ抗体を含んでなるキメラポリペプチドを意味する
。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープを提供するのに十分な残基を
有し、その長さは融合するポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグ
ポリペプチドは、好ましくは抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにか
なり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通
常は約８～５０のアミノ酸残基(好ましくは、約１０～２０の残基)を有する。
【００６１】
　ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるＴＡＴの生
物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＴＡＴポリペプチドの形態を意味し、その中で
、「生物学的」活性とは、天然又は天然発生ＴＡＴが保持する抗原性エピトープに対する
抗体の生成を誘発する能力以外の、天然又は天然発生ＴＡＴによって引き起こされる生物
機能（阻害又は刺激）を意味し、「免疫学的」活性とは、天然又は天然発生ＴＡＴが保持
する抗原性エピトープに対する抗体の生成を誘発する能力を意味する。
【００６２】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、そしてここに開示した天然Ｔ
ＡＴポリペプチドの生物学的活性を部分的又は完全にブロック、阻害、又は中和する任意
の分子が含まれる。同じように、「アゴニスト」という用語は最も広い意味で用いられ、
ここに開示した天然ＴＡＴポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子が含まれる
。適切なアゴニスト又はアンタゴニスト分子には、特にアゴニスト又はアンタゴニスト抗
体又は抗体断片、断片、又は天然ＴＡＴポリペプチドのアミノ酸配列変異体、ペプチド、
アンチセンスオリゴヌクレオチド、小有機分子等が含まれる。ＴＡＴポリペプチドのアゴ
ニスト又はアンタゴニストを同定する方法は、ＴＡＴポリペプチドと候補アゴニスト又は
アンタゴニスト分子を接触させ、そして通常はＴＡＴポリペプチドに関連している一又は
複数の生物学的活性の検出可能な変化を測定することが含まれ得る。
【００６３】
　「治療する」又は「治療」又は「緩和」とは、治療上の処置及び予防的療法又は防護的
療法の双方を称し、その目的は、標的である病的症状又は疾患を防ぐか又は衰え（小さく
）させることである。治療を必要とするものには、疾患に罹りやすいものと同時に疾患に
既に罹っているもの、又は疾患が予防されるべきものを含む。本発明の方法に従って抗Ｔ
ＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子の治療量を投与された後に
、患者が次の一又は複数のものについて観察可能な及び／又は測定可能な減少又は消失を
示したならば、被検体又は哺乳動物は、ＴＡＴポリペプチド発現癌に関して成功裏に「治
療された」ことになる：癌細胞の数の減少、又は癌細胞の消失；腫瘍の大きさの減少；軟
部組織及び骨への癌の広がりを含む、末梢器官への癌細胞の浸潤の阻害（すなわち、ある
程度の減速及び好ましくは停止）；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある程度の減速及び好ま
しくは停止）；腫瘍増殖のある程度の阻害；及び／又は特定の癌に関連している一又は複
数の症状のある程度の軽減；疾病率及び死亡率の減少、及び生命問題の質の改善。ある程
度、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴ結合オリゴペプチドは、生存癌細胞の増殖を防ぐ及び／又は
死滅させることができ、それは、細胞増殖抑制及び／又は細胞障害性であり得る。これら
の兆候又は症状の低減は、また、患者が感じることができる。
【００６４】
　疾患における成功裏の治療及び改善を評価することに関する上記のパラメーターは、医
師にとってよく知られている日常的手法によって容易に測定が可能である。癌治療では、
有効性は、例えば、病気の進行までの時間（ＴＴＰ）の算定及び／又は反応速度（ＲＲ）
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を確かめることによって測定できる。転移は、ステージング試験によって、骨のスキャン
及び骨への広がりを確かめるためのカルシウムレベル及び他の酵素に関する試験によって
確かめることができる。ＣＴスキャンは、また、領域の骨盤及びリンパ節への広がりを探
索することで行うことができる。胸のＸ線、及び既知の方法による肝臓の酵素レベルの測
定を、それぞれ肺及び肝臓への転移を探索するために用いる。疾患をモニタリングする他
の常套的方法には、経直腸的超音波断層法（ＴＲＵＳ）及び経直腸的針生検（ＴＲＮＢ）
が含まれる。
【００６５】
　「慢性」投与とは、初期の治療効果（活性）を長期間にわたって維持するようにするた
めに、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。「間欠」投与とは、
中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
【００６６】
　癌の治療、症状の緩和又は診断のための「哺乳動物」とは、哺乳動物に分類される任意
の動物を意味し、ヒト、家畜用及び農場用動物、動物園、スポーツ、又はペット動物、例
えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどを含む。好ましくは、哺
乳動物はヒトである。
【００６７】
　一又は複数の更なる治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順
序での連続した投与を含む。
【００６８】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性で
ある。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に
許容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アス
コルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、
例えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビ
ニルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又
はリジン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭
水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナ
トリウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮ（
登録商標)、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ(登録商標)を
含む。
【００６９】
　「固相」又は「固体支持体」とは、本発明の抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡ
Ｔ結合有機分子が接着できる非水性マトリクスを意味する。ここに包含される固相の例は
、部分的又は全体的にガラス（例えば、径の調整されたガラス）、ポリサッカリド（例え
ばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及びシリコ
ーンで形成されたものを含む。或る実施態様では、前後関係に応じて、固相はアッセイ用
プレートのウェル；その他では精製用カラム（例えばアフィニティークロマトグラフィー
カラム）を含むことができる。また、この用語は、米国特許第４２７５１４９号に記載さ
れたような別々の粒子の不連続な固相も含む。
【００７０】
　「リポソーム」は、哺乳動物への薬物（例えばＴＡＴポリペプチド、それらに対する抗
体又はＴＡＴ結合オリゴペプチド）輸送に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤
を含む種々のタイプの小胞体である。リポソームの成分は、通常は細胞膜の脂質配向に類
似した２層構造に配列される。
【００７１】
　ここで定義されている「小」分子又は「小」有機分子とは、約５００ダルトン未満の分
子量である。
【００７２】
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　ここに開示するポリペプチド、抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド、ＴＡＴ結合有機分子
、又はそのアゴニスト又はアンタゴニストの「有効量」とは、特に述べた目的を実施する
ために十分な量のことである。「有効量」は、述べられた目的に関連して、経験的及び常
套的な形で決定することができる。
【００７３】
　「治療的有効量」という用語は、患者又は哺乳動物の疾患又は疾病を「治療」するのに
効果的な抗体、ポリペプチド、ＴＡＴ結合オリゴペプチド、ＴＡＴ結合有機分子又は他の
薬剤の量を指す。癌の場合、治療的に有効量の薬は癌細胞の数を減じ；腫瘍の大きさを減
じ；末梢器官への癌細胞の浸潤を阻害（すなわち、ある程度まで減速、好ましくは停止）
し；腫瘍転移を阻害（すなわち、ある程度まで減速及び好ましくは停止）し；腫瘍増殖を
ある程度まで阻害し；及び／又は癌に関連する一又は複数の症状をある程度まで緩和する
。「治療する」のここでの定義を参照せよ。薬が存在する癌細胞の増殖を妨げ及び／又は
死滅させる程度まで、それは、細胞分裂停止及び／又は細胞障害性であり得る。
【００７４】
　抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴポリペプチド、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分
子の「増殖阻害量」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞の増殖をインビトロ又はインビボ
で阻害できる量である。腫瘍性細胞増殖の阻害の目的のための抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴポリ
ペプチド、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子の「増殖阻害量」は、経験
的及び常套的な形で決定することができる。
【００７５】
　抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴポリペプチド、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分
子の「細胞障害性量」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞をインビトロ又はインビボで破
壊できる量である。腫瘍性細胞増殖の阻害の目的のための抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴポリペプ
チド、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子の「細胞障害性量」は、経験的
及び常套的な形で決定することができる。
【００７６】
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗ＴＡＴモノク
ローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多エピトープ(polye
pitopic)特異性を持つ抗ＴＡＴ抗体組成物、ポリクローナル抗体、一本鎖抗ＴＡＴ抗体、
及び所望する生物学的又は免疫学的活性を示す限りは抗ＴＡＴ抗体の断片（下記を参照）
を包含する。「免疫グロブリン」（Ｉｇ）という用語は、ここでの抗体と相互に置き換え
可能に用いられる。
【００７７】
　「単離された抗体」とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものを意味する。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への使用を妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れる。好ましい実施態様では、抗体は、(１)ローリー(Ｌｏｗｒｙ)法によって定量して９
５重量％以上の、最も好ましくは９９重量％以上の抗体まで、（２）スピニングカップシ
ークエネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配
列の残基を得るのに充分な程度まで、あるいは(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは
銀染色を用いた還元又は非還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される
。単離された抗体には、組換え体細胞内のインサイツの抗体が含まれるが、これは抗体の
自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないからである。しかしながら、通常は、単離
された抗体は少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００７８】
　基本的な４-鎖抗体ユニットは２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖から構成
されるヘテロ四量体の糖タンパクである(ＩｇＭ抗体は、基本的なヘテロ四量体ユニット
とそれに付随するＪ鎖と称される付加的なポリペプチドの５つからなり、よって１０の抗
原結合部位を有するが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、基本的４-鎖ユニットとそれ
付随するＪ鎖のうち２-５つを含む多価集合を形成可能である)。ＩｇＧの場合、４-鎖ユ
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ニットは一般的に約１５００００ダルトンである。それぞれのＬ鎖は１つの共有ジスルフ
ィド結合によってＨ鎖に結合するが、２つのＨ鎖はＨ鎖のアイソタイプに応じて一又は複
数のジスルフィド結合により互いに結合している。それぞれのＨ及びＬ鎖はまた規則的な
間隔を持った鎖内ジスルフィド結合を持つ。それぞれのＨ鎖は、α及びγ鎖の各々に対し
ては３つの定常ドメイン(ＣＨ)が、μ及びεアイソタイプに対しては４つのＣＨドメイン
が続く可変ドメイン(ＶＨ)をＮ末端に有する。それぞれのＬ鎖は、その他端に定常ドメイ
ン(ＣＬ)が続く可変ドメイン(ＶＬ)をＮ末端に有する。ＶＬはＶＨと整列し、ＣＬは重鎖
の第一定常ドメイン(ＣＨ１)と整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変
ドメイン間の界面を形成すると考えられている。ＶＬとＶＨは共同して対になって、単一
の抗原結合部位を形成する。異なるクラスの抗体の構造及び特性は、例えばBasic and Cl
inical Immunology, ８版, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parslow(
編), Appleton ＆ Lange, Norwalk, CT, 1994, ７１頁及び６章を参照のこと。
【００７９】
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖には、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッ
パ及びラムダと呼ばれる２つの明確に区別される型の一つを割り当てることができる。ま
た、その重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンには異なっ
たクラス又はアイソタイプを割り当てることができる。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭという免疫グロブリンの５つの主要なクラスがあり、それぞれα、δ、ε、γ
及びμと呼ばれる重鎖を有する。さらにγ及びαのクラスは、ＣＨ配列及び機能等の比較
的小さな差異に基づいてサブクラスに分割され、例えば、ヒトにおいては次のサブクラス
：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２が発現する。
【００８０】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部分が抗体の間で配列が広範囲に異なるこ
とを意味する。Ｖドメインは抗原結合性を媒介し、その特定の抗原に対する特定の抗体の
特異性を定める。しかし、可変性は可変ドメインの１１０-アミノ酸スパンを通して均等
には分布されていない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９－１２アミノ酸長である「高頻
度可変領域」と称される極度の可変性を有するより短い領域によって分離された１５－３
０アミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる比較的不変の伸展からなる。天然重鎖
及び軽鎖の可変ドメイン各々は、大きなβ-シート配置をとり、３つの高頻度可変領域に
より接続された４つのＦＲ領域を含み、それはループ状の接続を形成し、β-シート構造
の一部を形成することもある。各鎖の高頻度可変領域はＦＲにより他の鎖からの高頻度可
変領域とともに極近傍に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している（Kabat等,
 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ED. Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)）。定常ドメインは抗体の抗原
への結合に直接は関係ないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞障害(Ａ
ＤＣＣ)における抗体の寄与を示す。
【００８１】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる
自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特
異的であり、一つの抗原部位に対している。さらに、異なる決定基(エピトープ)に対する
異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物と比べて、各モノクローナル抗体は、抗原上
の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の
抗体によって汚染されずに合成される点で有利である。「モノクローナル」との修飾詞は
、抗体を何か特定の方法で生成しなければならないことを意味するものではない。例えば
、本発明において有用なモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature 256, 495 (197
5)により記載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法
によって、細菌、真核細胞動物又は植物細胞から作ることができる(例えば、米国特許第
４８１６５６７号参照)。また「モノクローナル抗体」は、例えばClackson等, Nature 35
2:624-628(1991)、及びMarks等, J. Mol. Biol. 222:581-597(1991) に記載された技術を
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用いてファージ抗体ライブラリーから単離することもできる。
【００８２】
　ここで、モノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種由来の抗体、
あるいは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又
は相同性があり、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体、あるいは他の抗体クラス又はサブ
クラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同である「キメラ」抗体、並び
にそれが所望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む(米国特許第４
８１６５６７号;及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。
ここで対象のキメラ抗体には、非ヒト霊長類(例えば旧世界ザル、類人猿等)から由来する
可変ドメイン抗原-結合配列及びヒト定常領域配列を含む「プリマタイズ(primatized)」
抗体を含む。
【００８３】
　「無傷」の抗体は、抗原-結合部位、並びにＣＬ及び少なくとも重鎖定常ドメイン、Ｃ
Ｈ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列定常ドメイン(例え
ば、ヒト天然配列定常ドメイン)又はそれらのアミノ酸配列変異体であってよい。好まし
くは、無傷の抗体は一又は複数のエフェクター機能を有する。
【００８４】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(
ｄｉａｂｏｄｉｅｓ)；直鎖状抗体（米国特許第５６４１８７０号、実施例２；Zapata等,
 Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成され
た多重特異性抗体を含む。
【００８５】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片と、容易
に結晶化する能力を反映して命名された残留「Ｆｃ」断片を産生する。Ｆａｂ断片は全長
Ｌ鎖とＨ鎖の可変領域ドメイン(ＶＨ)、及び一つの重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)から
なる。各Ｆａｂ断片は抗原結合性に関して一価である、すなわち単一の抗原-結合部位を
有する。抗体のペプシン処理により、単一の大きなＦ(ａｂ')２断片が生じ、これは２価
の抗原結合部位を持つ２つのジスルフィド結合されたＦａｂ断片にほぼ対応し、抗原を交
差結合させることができるものである。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されている
ことによりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、ここでは定常ドメインのシステイン
残基(類)が遊離のチオール基を持つＦａｂ'を表す。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａ
ｂ'断片の対として生成され、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の
化学的結合も知られている。
【００８６】
　Ｆｃ断片はジスルフィドにより一緒に保持されている双方のＨ鎖のカルボキシ末端部位
を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域の配列により決定され、その領域は、所定
の型の細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)によって認識される部位である。
【００８７】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原-認識及び-結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２
つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗
原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ(Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのルー
プ)が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲの
みを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認
識し結合する能力を持つ。
【００８８】
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」とも略称される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖内
に結合したＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペ
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プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それはｓＦＶが
抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、Pluckthu
n in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, 
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)；Borrebaeck 1995, 以下を参照のこと
。
【００８９】
　「ダイアボディ(ｄｉａｂｏｄｉｅｓ)」という用語は、鎖間ではなく鎖内でＶドメイン
を対形成させ、結果として二価の断片、すなわち２つの抗原-結合部位を有する断片が得
られるように、ＶＨとＶＬドメインとの間に、短いリンカー(約５-１０残基)を持つｓＦ
ｖ断片（前の段落を参照）を構築することにより調製される小型の抗体断片を意味する。
二重特異性ダイアボディは２つの「交差」ｓＦｖ断片のヘテロダイマーであり、そこでは
２つの抗体のＶＨ及びＶＬドメインが異なるポリペプチド鎖上に存在する。ダイアボディ
は、例えば、欧州特許第４０４０９７号；国際公開９３／１１１６１号；及びHollinger
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記載されている。
【００９０】
　非ヒト(例えば齧歯類)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を含
むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域の
残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性及
び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト免
疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレーム
ワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗体
は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これら
の修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て又
はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほ
とんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの
可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常領
域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらな
る詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(1
988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
【００９１】
　「種依存性抗体」、例えば哺乳動物抗-ヒトＩｇＥ抗体は、二番目の哺乳動物種からの
抗原の相同体に対して有している結合親和性よりも、一番目の哺乳動物種からの抗原に対
してより強力な結合親和性を有する抗体である。通常、種依存性抗体は、ヒト抗原（すな
わち、約１ｘ１０－７Ｍ以下、好ましくは約１ｘ１０－８以下、最も好ましくは約１ｘ１
０－９Ｍ以下の結合親和性（Ｋｄ）値を有する）と「特異的に結合」するが、そのヒト抗
原に対する結合親和性よりも、少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少
なくとも約１０００倍弱い、二番目の非ヒト哺乳動物種からの抗原の相同体に対する結合
親和性を有する。種依存性抗体は、上にて定義した種々の型の抗体のいずれでもあること
が可能だが、好ましくはヒト化又はヒト抗体である。
【００９２】
　「Ｋａｂａｔに記載の可変ドメイン残基番号付け」又は「Ｋａｂａｔに記載のアミノ酸
位番号付け」なる用語およびその異なる言い回しは、Kabat 等, Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of
 Health, Bethesda, MD. (1991)の抗体の編集の軽鎖可変ドメイン又は重鎖可変ドメイン
に用いられる番号付けシステムを指す。この番号付けシステムを用いると、実際の線形ア
ミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＣＤＲ内の短縮又は挿入に相当する２、３のアミ
ノ酸又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、重鎖ＦＲ残基８
２の後に挿入された残基(例えばKabatによる残基８２ａ、８２ｂおよび８２ｃなど)と、
Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Ｋａｂａｔによる残基５２ａ)を含んでもよい
。残基のＫａｂａｔ番号は、「標準の」Ｋａｂａｔ番号付け配列によって抗体の配列の相
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同領域でアライメントすることによって与えられる抗体について決定してもよい決定した
。
【００９３】
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同じ」なる句は、当業者が２つの数値(一
般的には、本発明の抗体に関連するものと参照／比較抗体に関連する他のもの)の差異に
、該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上わずかに又は全く生物学的及び
／又は統計学的有意差がないと認められるほど、２つの数値が十分に高く類似しているこ
とを意味する。前記２つの値間の差異は、参照／比較抗体の値の好ましくは約５０％以下
、好ましくは約４０％以下、好ましくは約３０％以下、好ましくは約２０％以下、好まし
くは約１０％以下である。
【００９４】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に具体的な例示的実施態様を記載する。
【００９５】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、段階的な力価の非標識抗原の存
在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コート
プレートと結合した抗原を捕獲することによって抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を
測定する以下のアッセイで示されるような(Chen, et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-
881)、所望の抗体のＦａｂ型(バージョン)とその抗原を用いて実行される放射性標識した
抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定される。アッセイの条件を決めるために、ミクロタイタ
ープレート(Ｄｙｎｅｘ)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆａｂ抗体(Ｃａｐｐｅｌ Ｌａｂｓ)を
含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩コートして、その後２％(w/v)のウシ
血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃)で２～５時間、ブロックする。非吸
着プレート(Ｎｕｎｃ＃２６９６２０)に、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を
段階希釈した所望のＦａｂと混合する(例えば、Presta等、(1997) Cancer Res. 57: 4593
-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで所望のＦａｂを一晩イ
ンキュベートする；しかし、インキュベーションは確実に平衡状態に達するまでに長時間
(例えば６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で(
例えば１時間)インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プレートを０．１％のＴ
ｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェ
ルの閃光物質(ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ-２０；Ｐａｃｋａｒｄ)を加え、プレートをＴｏｐ
ｃｏｕｎｔγ計測器(Ｐａｃｋａｒｄ)にて１０分間計測する。最大結合の２０％か又はそ
れ以下濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実施態様によると、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のＢＩＡｃｏｒｅＴＭ

-２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ-３０００(ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔ
ａｗａｙ，ＮＪ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値を測定する。
簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(ＣＭ５，ＢＩＡ
ｃｏｒｅ Ｉｎｃ.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロ
ピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化
した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希
釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速
で注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミン
を注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５
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００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)
を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることに
よる単純一対一ラングミュア結合モデル(ｓｉｍｐｌｅ ｏｎｅ-ｔｏ-ｏｎｅ Ｌａｎｇｍ
ｕｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ) (ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウエ
アバージョン３.２)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡
解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,ら, (1999) 
J. Mol Biol 293:865-881を参照。上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が
１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(ｓｔ
ｏｐ-ｆｌｏｗ ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｍｅｔｅｒ)(Ａｖｉｖ Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ)又は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ－Ａｍｉｎｃｏ分
光光度計(ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下に
て、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(
励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測
定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測定することができる。
【００９６】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のＢＩＡｃｏｒｅＴＭ

-２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ-３０００(ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔ
ａｗａｙ，ＮＪ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共鳴アッセイにて測定される。簡単
に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(ＣＭ５，ＢＩＡｃｏ
ｒｅ Ｉｎｃ.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)
-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化した。
抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、
結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入
した。その後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。
反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定
のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２
５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合
及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結
合モデル(ｓｉｍｐｌｅ ｏｎｅ-ｔｏ-ｏｎｅ Ｌａｎｇｍｕｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄ
ｅｌ) (ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウエアバージョン３.２)を用いて、
会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋ

ｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,ら, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参
照。しかし、上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を
上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(ｓｔｏｐ-ｆｌｏｗ ｅｑｕ
ｉｐｐｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｍｅｔｅｒ)(Ａｖｉｖ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ)又は
撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ-Ａｍｉｎｃｏ分光光度計(Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｐｅｃｔｒｏｎｉｃ)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２
)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出
＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用
いて結合速度を測定するのが好ましい。一実施態様における本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ
値」は、段階的な力価の非標識抗原の存在下で、最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦ
ａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コートプレートと結合した抗原を捕獲することによって
抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する以下のアッセイで示されるような(Chen,
 et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881)、抗体のＦａｂ型(バージョン)とその抗原分
子を用いて実行される放射性標識した抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定される。アッセイ
の条件を決めるために、ミクロタイタープレート(Ｄｙｎｅｘ)を５μｇ／ｍｌの捕獲抗Ｆ
ａｂ抗体(Ｃａｐｐｅｌ Ｌａｂｓ)を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩
コートして、その後２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃
)で２～５時間、ブロックする。非吸着プレート(Ｎｕｎｃ＃２６９６２０)に、１００ｐ
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Ｍ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈した所望のＦａｂと混合する(Presta等、(
1997) Cancer Res. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。
ついで所望のＦａｂを一晩インキュベートする；しかし、インキュベーションは確実に平
衡状態に達するまでに長時間(例えば６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕
獲プレートに移し、室温で１時間インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プレー
トを０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥したら、
１５０μｌ／ウェルの閃光物質(ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ-２０；Ｐａｃｋａｒｄ)を加え、
プレートをＴｏｐｃｏｕｎｔγ計測器(Ｐａｃｋａｒｄ)にて１０分間計測する。最大結合
の２０％か又はそれ以下濃度のＦａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実
施態様によると、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のＢ
ＩＡｃｏｒｅＴＭ-２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ-３０００(ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ
．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫ
ｄ値を測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ
(ＣＭ５，ＢＩＡｃｏｒｅ Ｉｎｃ.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメ
チルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(Ｎ
ＨＳ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０
．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５
μｌ／分の流速で注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエ
タノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．
７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ
２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィッ
トさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(ｓｉｍｐｌｅ ｏｎｅ-ｔｏ-ｏｎ
ｅ Ｌａｎｇｍｕｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ) (ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎソフトウエアバージョン３.２)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を
算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, 
Y.,ら, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。上記の表面プラスモン共鳴アッセイに
よる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分
光光度計(ｓｔｏｐ-ｆｌｏｗ ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｍｅｔｅｒ)(Ａｖ
ｉｖ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ)又は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ-Ａ
ｍｉｎｃｏ分光光度計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）で測定される、漸増濃度の
抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の
蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加
又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測定することができる。
【００９７】
　一実施態様では、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋ

ｏｎ」は、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のＢＩＡｃ
ｏｒｅＴＭ-２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ-３０００（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐ
ｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を用いた前述と同じ表面プラズモン共鳴アッセイにて測定さ
れる。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(ＣＭ５，
ＢＩＡｃｏｒｅ Ｉｎｃ.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミ
ノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で
活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ
)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分
の流速で注入した。その後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミン
を注入した。反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動
力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５
℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注
入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラ
ングミュア結合モデル(ｓｉｍｐｌｅ ｏｎｅ-ｔｏ-ｏｎｅ Ｌａｎｇｍｕｉｒ ｂｉｎｄｉ
ｎｇ ｍｏｄｅｌ) (ＢＩＡｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウエアバージョン３.２
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)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)を
Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen, Y.,ら, (1999) J. Mol Biol 293:
865-881を参照。しかし、上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ
－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(ｓｔｏｐ-ｆｌ
ｏｗ ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｍｅｔｅｒ）（Ａｖｉｖ Ｉｎｓｔｒｕｍ
ｅｎｔｓ）又は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズＳＬＭ－Ａｍｉｎｃｏ分光光度
計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、
ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起
＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定す
る蛍光消光技術を用いて結合速度を測定するのが好ましい。
【００９８】
　ここで用いる「実質的に減弱した」、又は「実質的に異なる」という表現は、当業者が
２つの数値(一般的には、本発明の抗体に関連するものと参照／対照抗体に関連する他の
もの)の差異に、前記値(例えばＫｄ値、ＨＡＭＡ応答)によって測定される生物学的性質
の上で統計学的に有意な差異を認める程度に、２つの数値の差が有意に大きいことを意味
する。前記２つの値の差異は、参照／対照抗体の値の好ましくは約１０％以上、好ましく
は約２０％以上、好ましくは約３０％以上、好ましくは約４０％以上、好ましくは約５０
％以上である。
【００９９】
　「抗原」は、抗体が選択的に結合しうる予め決められた抗原である。標的抗原は、ポリ
ペプチド、炭水化物、核酸、脂質、ハプテン又は他の天然に生じる化合物又は合成化合物
であってもよい。標的抗原はポリペプチドであることが望ましい。本願明細書における目
的のための「アクセプターヒトフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンフレームワーク
又はヒトコンセンサスフレームワークから得られるＶＬ又はＶＨフレームワークのアミノ
酸配列を含有するフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコ
ンセンサスフレームワーク「から得られる」アクセプターヒトフレームワークは、その同
じアミノ酸配列を含有するか、又は既存のアミノ酸配列変化を含有してもよい。既存のア
ミノ酸変化が存在する場合、好ましくは５つのみ、好ましくは４つ以下、又は３つ以下の
既存のアミノ酸変化が存在する。既存のアミノ酸変化がＶＨ中に存在する場合、好ましく
は、それらの変化は位置７１Ｈ、７３Ｈおよび７８Ｈの内の３つ、２つ又は１つのみであ
る、例えば、それらの位置のアミノ酸残基は、７１Ａ、７３Ｔおよび／または７８Ａであ
ってよい。一実施態様では、ＶＬアクセプターヒトフレームワークは、ＶＬヒト免疫グロ
ブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサスフレームワーク配列と配列が同一である
。
【０１００】
　本発明の抗体は、第二の抗体が結合するエピトープと同じエピトープへの結合について
競合できる。標準的なインビトロ抗体競合結合分析において、同じ濃度で、一つのモノク
ローナル抗体が、他の同抗体の結合を４０％以上ブロックする場合、これらモノクローナ
ル抗体は「同じエピトープ」を共有すると考えられる。
【０１０１】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレームワ
ーク配列の選別において、最も共通して生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである
。通常、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列は、可変ドメイン配列のサブグループから
選別する。通常、Ｋａｂａｔ等によると、配列のサブグループはサブグループである。一
実施態様では、ＶＬについて、Ｋａｂａｔ等によると、前記サブグループはサブグループ
κＩである。一実施態様では、ＶＨについて、Ｋａｂａｔ等によると、前記サブグループ
はサブグループIIIである。
【０１０２】
　「ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク」は、Ｋａｂａｔ等の可変重鎖
サブグループＩＩＩのアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含有する。



(37) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

【０１０３】
　「ＶＬサブグループIコンセンサスフレームワーク」は、Ｋａｂａｔ等の可変軽鎖κサ
ブグループIのアミノ酸配列から得られたコンセンサス配列を含んでなる。
【０１０４】
　「非修飾ヒトフレームワーク」は、アクセプターヒトフレームワーク、例えばアクセプ
ターヒトフレームワーク中の非ヒトアミノ酸置換(一又は複数)に対して欠如しているヒト
フレームワークと同じアミノ酸配列を有するヒトフレームワークである。
【０１０５】
　本明細書の目的に関して「変更された高頻度可変領域」という場合、その中に一又は複
数(例えば１から約１６)のアミノ酸置換を含有する高頻度可変領域を意味する。
【０１０６】
　本願明細書の目的に関して「非修飾高頻度可変領域」という場合、それが得られた非ヒ
ト抗体と同じアミノ酸配列を有する高頻度可変領域、すなわち一又は複数のアミノ酸置換
がないものである。
【０１０７】
　本願明細書において、用いられる「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」、「ＨＶ」又は「Ｃ
ＤＲ」という用語は、配列中の高頻度に可変であるおよび／または構造的に定義されたル
ープを形成する抗体可変ドメインの領域を指す。通常、抗体は、ＶＨ(Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３)
の３つと、ＶＬ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)の３つからなる計６つの高頻度可変領域を含んでいる
。多くの高頻度可変領域が描写されており、本願明細書に包含される。Ｋａｂａｔ相補性
決定領域(ＣＤＲ)は、配列多様性に基づいており、最も一般的に用いられるものである(K
abat 等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health 
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わり
に構造的ループの位置を指す(Chothia 及びLesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。
「接触」高頻度可変領域は、入手可能な複雑な結晶構造の分析に基づくものである。これ
ら高頻度可変領域各々の残基を以下に示す。特に断らない限り、Ｋａｂａｔのナンバリン
グを利用する。高頻度可変領域の位置は、通常、アミノ酸２４－３４（ＨＶＲ－Ｌ１）、
アミノ酸４９－５６（ＨＶＲ－Ｌ２）、アミノ酸８９－９７（ＨＶＲ－Ｌ３）、アミノ酸
２６－３５Ａ（ＨＶＲ－Ｈ１）、アミノ酸４９－６５（ＨＶＲ－Ｈ２）、及びアミノ酸９
３－１０２（ＨＶＲ－Ｈ３）である。
【０１０８】
　高頻度可変領域は、以下の「伸展した高頻度可変領域」を含有してもよい：ＶＬのアミ
ノ酸２４－３６(Ｌ１)、及びアミノ酸４６－５６(Ｌ２)。可変ドメイン残基には、これら
の定義の各々にあるように上掲のＫａｂａｔ等に従って番号を付けた。
【０１０９】
　本願明細書に定義される「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、高頻度可変領域残基
以外の、それらの可変ドメイン残基である。
【０１１０】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより生成される抗体のアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列を
有するもの、及び／又は本明細書中に開示したヒト抗体をつくるためのいずれかの技術を
使用してつくられたものである。ヒト抗体のこのような定義から、非ヒト抗原結合残基を
含むヒト化抗体を特別に除く。
【０１１１】
　「親和性成熟」抗体は、その１つ以上のＣＤＲに１つ以上の変更を有する抗体であって
、そのような変更を有しない親抗体と比較して、抗原に対する抗体の親和性を向上させる
。好ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル単位の、さらにはピコモル単
位の親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野において既知の方法により生産できる
。Marks他は、Bio/Technology, 10:779-783(1992年)において、ＶＨドメインとＶＬドメ
インのシャフリングによる親和成熟を開示している。ＣＤＲおよび／またはフレームワー
ク残基のランダムな突然変異誘発が、Barbas他、Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-381
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3(1994)；Schier他、Gene, 169:147-155 (1995)；Yelton他、J. Immunol., 155:1994-200
4 (1995)；Jackson他, J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995)；およびHawkins他, J. Mol.
 Biol., 226:889-896 (1992)に開示されている。
【０１１２】
　「ブロッキング(ブロック)抗体」又は「アンタゴニスト」抗体は、結合する抗原の生物
学的活性を阻害するか、減弱するものである。好適なブロッキング抗体又はアンタゴニス
ト抗体は、抗原の生物学的活性を実質的にないしは完全に阻害する。
【０１１３】
　「ＴＡＴ結合オリゴペプチド」はここで記載される様なＴＡＴポリペプチドに好ましく
は特異的に結合するオリゴペプチドである。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは、既知のオリゴ
ペプチド合成方法論を用いて化学的に合成することができ、あるいは組み換え技術を用い
て調製及び精製することができる。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは通常、少なくとも約５の
アミノ酸長であり、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１－７３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２
８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１
、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、
５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６
８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１
、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、
９５、９６、９７、９８、９９又は１００のアミノ酸長以上であり、このようなオリゴペ
プチドはここに記載される様なＴＡＴポリペプチドに対して好ましくは特異的に結合する
能力がある。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは、よく知られた技術を用いて過度の実験をする
ことなしに同定することができる。この点において、ポリペプチド標的に特異的に結合す
る能力のあるオリゴペプチドのオリゴペプチドライブラリーを検索する技術は当分野でよ
く知られていることを注記する（例えば、米国特許第５５５６７６２号、同第５７５０３
７３号、同第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３４０９号、同第５
４０３４８４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号；ＰＣＴ公開第ＷＯ８４
／０３５０６号、及びＷＯ８４／０３５６４号；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S
.A., 81:3998-4002 (1984)；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1
985)；Geysen等, in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)；Geysen等, J. 
Immunol. Meth., 102:259-274 (1987)；Schoofs等, J. Immunol., 140:611-616 (1988), 
Cwirla,S.E.等(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378；Lowman,H.B.等 (1991) Bi
ochemistry, 30:10832；Clackson,T.等 (1991) Nature, 352:624；Marks,J.D.等 (1991) 
J. Mol. Biol., 222:581；Kang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363、
及びSmith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参照）。
【０１１４】
　「ＴＡＴ結合有機分子」とは、ここに記載されるようなＴＡＴポリペプチドに、好まし
くは特異的に、結合する、ここに定義されるようなオリゴペプチド又は抗体以外の有機分
子である。ＴＡＴ結合有機分子は既知の方法（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３
号及びＷＯ００／３９５８５号参照）を用いて同定され、化学的に合成されうる。ＴＡＴ
結合有機分子は通常、約２０００ダルトン未満の大きさであり、あるいは約１５００、７
５０、５００、２５０又は２００ダルトン未満の大きさであり、ここに記載される様なＴ
ＡＴポリペプチドに、好ましくは特異的に結合する能力のあるこのような有機分子は、よ
く知られた技術を用いて過度の実験をすることなしに同定されうる。この点において、ポ
リペプチド標的に結合する能力のある分子の有機分子ライブラリーを検索する技術は当分
野でよく知られていることを注記する（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３号及び
ＷＯ００／３９５８５号参照）。
【０１１５】
　対象の抗原、例えば腫瘍関連ポリペプチド抗原標的と「結合する」抗体、オリゴペプチ
ド又は他の有機分子は、その抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子がその抗原を発現し
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ている細胞又は組織を標的とする診断及び／又は治療剤として有用であり、他のタンパク
質と有意には交差反応しないように十分な親和性でその抗原と結合するものである。その
ような実施態様では、抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子の「非標的」タンパク質と
の結合の程度は、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）分析又は放射免疫沈降（ＲＩＡ）に
よって定量して、その特定の標的タンパク質との抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子
の結合の約１０％よりも低い。標的分子への抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子の結
合に関して、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド標的上のエピトープと「特異的
に結合」又は「特異的に結合する」、又はそれに対して「特異的である」という用語は、
非特異的な相互作用とは測定して異なる結合を意味する。特異的な結合は、例えば、一般
に結合活性を持たない類似した構造の分子であるコントロール分子の結合性と比較して、
分子の結合性を定量することによって測定することができる。例えば、特異的な結合性は
、標的、例えば過剰の非標識標的に類似したコントロール分子とも競合にとって定量する
ことができる。この場合、プローブに対する標識標的の結合が過剰の非標識標的によって
競合的に阻害されるならば、特異的結合が表示される。ここで使用される特定のポリペプ
チド又は特定のポリペプチド標的上のエピトープと「特異的に結合」又は「特異的に結合
する」、又はそれに対して「特異的である」という用語は、例えば標的に対して少なくと
も約１０－４Ｍ、あるいは少なくとも約１０－５Ｍ、あるいは少なくとも約１０－６Ｍ、
あるいは少なくとも約１０－７Ｍ、あるいは少なくとも約１０－８Ｍ、あるいは少なくと
も約１０－９Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１０Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１１

Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１２Ｍ、あるいはそれ以上のＫｄを持つ分子によって示
されうる。一実施態様では、「特異的に結合する」という用語は、如何なる他のポリペプ
チド又はポリペプチドエピトープへ実質的に結合することなく分子が特定のポリペプチド
又は特定のポリペプチドのエピトープに結合する結合を意味する。
【０１１６】
　「ＴＡＴポリペプチドを発現する腫瘍細胞の増殖を阻害する」抗体、オリゴペプチド又
は他の有機分子、又は「増殖阻害」抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は、適切なＴ
ＡＴポリペプチドを発現又は過剰発現する癌細胞の測定可能な程の増殖阻害を引き起こす
ものである。ＴＡＴポリペプチドは、癌細胞の表面上に発現される膜貫通ポリペプチドで
あることができ、癌細胞によって産生され分泌されるポリペプチドであり得る。好ましい
増殖阻害抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は、一般的には、試験された抗
体、オリゴペプチド又は他の有機分子で処理されていない腫瘍細胞であるコントロールで
ある、適切なコントロールと比較して、２０％より多く、好ましくは約２０％から約５０
％、そしてさらに好ましくは５０％よりも多く（例えば、約５０％から約１００％）でＴ
ＡＴ発現腫瘍細胞の増殖を阻害する。一実施態様では、増殖阻害は、細胞培養で約０．１
から３０μｇ／ｍｌ又は約０．５ｎＭから２００ｎＭの抗体濃度で測定することができ、
抗体への腫瘍細胞の曝露の後、増殖阻害を１－１０日で確かめる。インビボでの腫瘍細胞
の増殖阻害は、下記の実験実施例に記載しているような種々の方法で確かめることができ
る。約１μｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ体重の抗ＴＡＴ抗体の投与が、最初の抗体の
投与から約５日から３ヶ月内、好ましくは約５から３０日内に腫瘍の大きさ又は腫瘍細胞
増殖に減少を引き起こす場合、抗体はインビボで増殖阻害性である。
【０１１７】
　「アポトーシスを誘発する」抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は、アネキシンＶ
の結合、ＤＮＡの断片化、細胞収縮、小胞体の拡張、細胞断片化、及び／又は膜小胞の形
成(アポトーシス体と呼ばれる)等により決定されるようなプログラム細胞死を誘発するも
のである。細胞は、通常、ＴＡＴポリペプチドを過剰発現しているものである。好ましく
は、細胞は腫瘍細胞、例えば前立腺、乳房、卵巣、胃、子宮内膜、肺、腎臓、結腸、膀胱
細胞である。アポトーシスに伴う細胞のイベントを評価するために種々の方法が利用でき
る。例えば、ホスファチジルセリン(ＰＳ)転位置をアネキシン結合により測定することが
でき；ＤＮＡ断片化はＤＮＡラダーリングにより評価することができ；ＤＮＡ断片化に伴
う細胞核／クロマチン凝結は低二倍体細胞の何らかの増加により評価することができる。
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好ましくは、アネキシン結合アッセイにおいて、アポトーシスを誘発する抗体、オリゴペ
プチド又は他の有機分子は、未処理細胞の約２～５０倍、好ましくは約５～５０倍、最も
好ましくは約１０～５０倍のアネキシン結合を誘発するという結果を生じるものである。
【０１１８】
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
列変異体Ｆｃ領域）に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター（例
えば、Ｂ細胞レセプター）のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【０１１９】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃレ
セプター(ＦｃＲｓ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗
原-担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可
能にする細胞障害性の形態を意味する。抗体は細胞障害細胞を「備えて」おり、これはこ
のような死滅には絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦ
ｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩ
ＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immuno
l 9:457-92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性をア
ッセイするために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されて
いるようなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイに
おいて有用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラ
ー細胞（ＮＫ細胞）が含まれる。代わりとして、もしくは付加的に、対象の分子のＡＤＣ
Ｃ活性は、例えば、Clynes等, (USA) 95:652-656 (1998)において開示されているような
動物モデルにおいて、インビボで評価することが可能である。
【０１２０】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
るものである。好適なＦｃＲは天然配列ヒトＦｃＲである。さらに好適なＦｃＲは、Ｉｇ
Ｇ抗体（ガンマレセプター）と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲ
ＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変異体、選択的
にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターには、ＦｃγＲ
ＩＩＡ（「活性型レセプター」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害型レセプター」）が含まれ
、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである。活
性型レセプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプター活性
化モチーフ（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ-ｂａｓｅｄ ａｃｔｉｖ
ａｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ ;ＩＴＡＭ）を含んでいる。阻害型レセプターＦｃγＲＩＩＢは
、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプター阻害性モチーフ（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃ
ｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ-ｂａｓｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ;ＩＴＩＭ
）を含んでいる（Daeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を参照）。ＦｃＲsに
関しては、 Ravetch and Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel等, Immu
nomethods 4:25-34 (1994); 及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に
概説されている。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲsはここでの「ＦｃＲ」とい
う言葉によって包含される。また、該用語には、母性ＩｇＧｓが胎児に受け継がれる要因
となっている新生児性レセプターＦｃＲｎ（Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim
等, J. Immunol.24:249 (1994))も含まれる。
【０１２１】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。その細胞が少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣ
エフェクター機能を実行することが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として
、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞障害性Ｔ
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細胞及び好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が好適である。エフェクター細胞は天
然源、例えば血液から単離してもよい。
【０１２２】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
【０１２３】
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞増殖を特徴とする、哺
乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるもので
はないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病又はリンパ様悪性腫瘍が含まれ
る。このような癌のより特定の例には、扁平細胞癌(ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｎ
ｃｅｒ)(例えば扁平上皮細胞癌)、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁平
癌腫(squamous carcinoma)を含む肺癌、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌を含む胃(gastric)又
は腹部(stomach)癌、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、
尿道癌、肝癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎
臓(kidney)又は腎(renal)癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓癌、肛門癌、陰茎癌
、黒色腫、多発性骨髄腫及びＢ細胞リンパ腫、脳、並びに頭部及び頸部の癌、及び関連し
た転移が含まれる。
【０１２４】
　「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖を伴
う疾患を意味する。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
【０１２５】
　ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞増殖及び
増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
【０１２６】
　「細胞死を誘導する」抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は、生細胞を生育不能に
するものである。細胞は、ＴＡＴポリペプチドを発現するもの、好ましくは、同じ組織型
の正常細胞と比較してＴＡＴポリペプチドを過剰発現する細胞である。ＴＡＴポリペプチ
ドは、癌細胞の表面上で発現される膜貫通ポリペプチドであることができ、癌細胞により
生成され分泌されるポリペプチドであり得る。好ましくは、その細胞は癌細胞、例えば、
乳房、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、結腸、甲状腺、膵臓又は膀胱細胞である
。インビトロ細胞死は、抗体依存性細胞媒介細胞障害（ＡＤＣＣ）又は補体依存性障害（
ＣＤＣ）によって誘導される細胞死を識別するために、補体及び免疫エフェクター細胞の
無い状態で確かめてもよい。従って、細胞死に関するアッセイは、熱不活性化血清（すな
わち、補体の無い）を用いて、免疫エフェクター細胞が無い状態でおこなってもよい。抗
体、オリゴペプチド又は他の有機分子が細胞死を誘導するか否かを確かめるために、ヨウ
化プロピジウム（ＰＩ）、トリパンブルー（Moore等 Cytotechnology 17: 1-11(1995)）
又は７ＡＡＤの取り込みによって評価した膜整合性の損失を、未処理細胞と関連して評価
することができる。好ましい細胞死を誘導する抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は
、ＢＴ４７４細胞でのＰＩ取り込みアッセイで、ＰＩ取り込みを誘導するものである。
【０１２７】
　「ＴＡＴ発現細胞」は、細胞の表面上に又は分泌形態で内因性又は形質移入されたＴＡ
Ｔポリペプチドを発現する。「ＴＡＴ発現癌」は、細胞表面上に存在するＴＡＴポリペプ
チドを有する、又はＴＡＴポリペプチドを生成し分泌する細胞を含む癌である。任意には
、「ＴＡＴ発現癌」は、その細胞の表面上に十分なレベルのＴＡＴポリペプチドを生成し
、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子はそれへ結合することができ、癌に関
して治療的効果を有する。他の実施態様では、任意には「ＴＡＴ発現癌」は、抗ＴＡＴ抗
体、オリゴペプチド又は他の有機分子アンタゴニストが結合することができ、癌に対して
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治療的有効量を有するように十分なレベルのＴＡＴポリペプチドを産生及び分泌する。後
者に関して、アンタゴニストは腫瘍細胞による分泌ＴＡＴポリペプチドの産生及び分泌を
減少、抑制又は阻害するアンチセンスオリゴヌクレオチドであり得る。ＴＡＴポリペプチ
ドを「過剰発現」する癌は、同じ組織型の非癌性細胞と比較して、その細胞表面に顕著に
より高いレベルのＴＡＴポリペプチドを有する、或いは産生及び分泌するものである。そ
のような過剰発現は、遺伝子増幅又は増大した転写又は翻訳によって生じ得る。ＴＡＴポ
リペプチド過剰発現は、診断又は予後アッセイにおいて、細胞の表面上に存在する、ある
いは細胞により分泌されるＴＡＴタンパク質の増大したレベルを評価することによって定
量されうる（例えば、ＴＡＴポリペプチドをコードする単離された核酸から、組み換えＤ
ＮＡ技術を用いて調製することができる単離されたＴＡＴポリペプチドに対して調製した
抗ＴＡＴ抗体を用いた免疫組織化学アッセイを介して；ＦＡＣＳ分析など）。あるいは、
又は付加的に、例えば、ＴＡＴコード化核酸又はその相補鎖と一致する核酸ベースプロー
ブを使用する蛍光インサイツハイブリダイゼーション；（ＦＩＳＨ；１９９８年１０月公
開の国際公開９８／４５４７９を参照せよ）、サザンブロッティング、ノーザンブロッテ
ィング、又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術、例えばリアルタイム定量ＰＣＲ（Ｒ
Ｔ-ＰＣＲ）を介して、細胞のＴＡＴポリペプチドコード化核酸又はｍＲＮＡのレベルを
測定してもよい。また、例えば、抗体ベースアッセイを用いて、血清のような生物学的体
液中に流れている抗原を測定することによって、ＴＡＴポリペプチド過剰発現を研究して
もよい（同じく、例えば、１９９０年６月１２日に発行の米国特許第４９３３２９４号；
１９９１年４月１８日に公開の国際公開９１／０５２６４；１９９５年３月２８日に発行
の米国特許第５４０１６３８号；Sias等, J. Immunol. Methods 132: 73-80(1990)を参照
せよ）。上記のアッセイとは別に、種々のインビボアッセイは、熟練技術者に入手可能で
ある。例えば、患者の体の中にある細胞を、例えば、放射活性アイソトープのような検出
可能な標識で場合によって標識した抗体に曝してもよく、患者の細胞への抗体の結合は、
例えば、放射活性の外部スキャンニングによって、又は以前に抗体へ曝した患者から取り
出した生検を分析することによって評価することができる。
【０１２８】
　ここで用いられているように、「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定
常ドメインのエフェクター機能を持つ異種タンパク質（「アドヘシン」）の結合特異性を
付与した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及び結合部
位以外の所望の結合特異性を持つアミノ酸配列（即ち「異種」）と免疫グロブリン定常ド
メイン配列との融合物である。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少
なくともレセプター又はリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列を含む。イムノアド
ヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３、又は
ＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又は
ＩｇＭなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
【０１２９】
　「標識」という語は、ここで用いられる場合、「標識化」抗体、オリゴペプチド又は他
の有機分子を作製するために、抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子に直接的又は間接
的に結合させる検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識はそれ自身によって検出可
能でもよく（例えば、放射性同位体標識又は蛍光標識）、あるいは、酵素標識の場合には
、検出可能な基質化合物又は組成物の化学的変換を触媒してもよい。
【０１３０】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２
及びＬｕの放射性同位体）、化学治療薬、酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素、抗生
物質、及び毒素、例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、
植物又は動物起源の酵素的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤
を含むように意図されている。他の細胞障害性薬が下記に記載されている。殺腫瘍性剤は



(43) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【０１３１】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロスホスファミド(CYTOXAN(登録商標))のようなアルキル化剤；ブスルファ
ン、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドー
パ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のよ
うなアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエ
チレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenethiophosphoramide)
及びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラ
メラミン類；アセトゲニン(acetogenins）(特にブラタシン(bullatacin)及びブラタシノ
ン(bullatacinone)）；δ-９-テトラヒドロカンナビノール(ドロナビノール、MARINOL(登
録商標))；β-ラパコン；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトセシン(合成類
似体トポテカン(topotecan)(HYCAMTIN(登録商標))、ＣＰＴ-１１(イリノテカン、CAMPTOS
AR(登録商標))、アセチルカンプトテシン(acetylcamptothecin)、スコポレクチン(scopol
ectin)、及び９-アミノカンプトテシン(9-aminocamptothecin)を含む）；ブリオスタチン
；カリスタチン(callystatin）；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン(adozelesin)、カルゼ
レシン(carzelesin)及びバイゼレシン(bizelesin)合成類似体を含む)；ポドフィリン；ポ
ドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(cryptophycin)(特にクリプトフィシン１
及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン(dolastatin）；デュオカルマイシン(duocarmy
cin ）（合成類似体、KW-2189及びCB1-TM1を含む）；エレトロビン(eleutherobin）；パ
ンクラチスタチン(pancratistatin）；サルコディクチン(sarcodictyin）；スポンジスタ
チン(spongistatin）；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チョロホ
スファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、
メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin)、
フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファミ
ド(trofosfamide)、ウラシルマスタード等のナイトロジェンマスタード；ニトロスレアス
(nitrosureas)、例えばカルムスチン(carmustine)、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フ
ォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン(lomustine)、ニムスチン、ラニムスチン；エネ
ジイン(enediyne) 抗生物質等の抗生物質（例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、
特にカリケアマイシンガンマ１Ｉ及びカリケアマイシンオメガＩ１、例えば、Agnew Chem
 Intl. Ed. Engl., 33：183-186(1994)を参照のこと；ダイネミシンＡ(dynemicinＡ）を
含むダイネミシン(dynemicin）；エスペラマイシン(esperamicin）；同様にネオカルチノ
スタチン発光団及び関連色素蛋白エネジイン(enediyne) 抗生物質発光団）、アクラシノ
マイシン(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザ
セリン、ブレオマイシン(bleomycins)、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(c
arabicin)、カルミノマイシン(carminomycin）、カルジノフィリン(carzinophilin)、ク
ロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorubicin）、６-
ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン (モルフォリ
ノ－ドキソルビシン、シアノモルフォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシ
ン及びデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン(esorubicin）、
イダルビシン、マセロマイシン(marcellomycin）、マイトマイシンＣなどのマイトマイシ
ン(mitomycins）、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamyc
in)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromyci
n)、ピューロマイシン、クエラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ス
トレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノ
スタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；メトトレキセート及び５-フルオロウラ
シル(５-ＦＵ）などの抗-代謝産物；デノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プ
テロプテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)のような葉酸類似体；
フルダラビン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのよう
なプリン類似体；アンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azaurid
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ine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビ
ン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)のようなピリミジン類似体；カルステ
ロン(calusterone)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオス
タン、テストラクトン(testolactone)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミ
トタン、トリロスタンのような抗副腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のような葉酸リプ
レニッシャー(replenisher)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレ
ブリン酸；エニルウラシル(eniluracil)；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(be
strabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミ
ン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニ
チン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium acetate)；エポチロン(epothilo
ne)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイ
ニン(lonidainine)；メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシン(ansamitocin)のよ
うなメイタンシノイド(maytansinoid)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン
；モピダンモール(mopidanmol)；ニトラエリン(nitraerine)；ペントスタチン；フェナメ
ット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン(losoxantrone)；２-エチルヒドラジ
ド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖類複合体(JHS Natural Products, Eugene, O
R)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン(rhizoxin)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム
(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２
,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン(trichothecenes)(特に、Ｔ-２ト
キシン、ベラキュリンＡ(verracurin A)、ロリデンＡ(roridin A)及びアングイデン(angu
idine)）；ウレタン；ビンデシン(ELDISINE(登録商標)、FILDESIN(登録商標))；ダカルバ
ジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)
；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド（「Ara-C」）；
チオテパ；タキソイド、例えばタキソール(登録商標)パクリタキセル、（Bristol-Myers 
Squibb Oncology, Princeton, NJ）、ABRAXANETM クレモフォール(Cremophor)を含まない
、アルブミン設計のナノ粒子形状のパクリタキセル(American Pharmaceutical Partners,
 Schaumberg, Illinois)及びタキソテア(登録商標）ドキセタキセル、（Rhone-Poulenc R
orer, Antony, France）；クロランブシル；GEMZAR(登録商標)ゲンシタビン(gemcitabine
)；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；シスプラチン及びカルボプ
ラチンのようなプラチナ類似体；ビンブラスチン(VELBAN(登録商標))；プラチナ；エトポ
シド(ＶＰ-１６）；イホスファミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン(ONCOVIN(登録
商標))；オキサリプラチン；ロイコボリン；NAVELBINE(登録商標)ビノレルビン；ノバン
トロン(novantrone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロ
ナート(ibandronate)；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチ
ロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド類；カペシタビン(capecitabin
e)(XELODA(登録商標))；上述したものの製薬的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体；並び
に、上記のうちの２以上の組合せ、例えば、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビン
クリスチン及びプレドニソロンの併用治療の略記号であるCHOP、及び５-ＦＵとロイコボ
リン(leucovovin)と組み合わされるオキサリプラチン(ELOXATINTM)による治療投薬計画の
略記号であるFOLFOXが含まれる。
【０１３２】
　また、癌の増殖を促進しうるホルモンの影響を調節、低減、阻止(ブロック)又は阻害す
るように作用し、たびたび全身性、又は全身治療の形態にある抗ホルモン剤もこの定義に
含まれる。これらはホルモン類自体でもよい。例として、抗卵胞ホルモン類及び、選択的
なエストロゲンレセプターモジュレータ類(ＳＥＲＭ)、例えば、タモキシフェン(NOLVADE
X(登録商標)タモキシフェン)、EVISTA(登録商標)ラロキシフェン、ドロロキシフェン(dro
loxifene)、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケオキシフ
ェン(keoxifene)、LY117018、オナプリストン及びFARESTON(登録商標)トレミフェン、抗
プロゲステロン類、エストロゲンレセプター下方制御因子(ＥＲＤ)、卵巣を抑制するか又
は一時停止させるように機能する薬剤、例えば、黄体形成ホルモン放出ホルモン(ＬＨＲ



(45) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

Ｈ)アゴニスト、例えば、LUPRON(登録商標)及びELIGARD(登録商標)酢酸ロイプロリド、ゴ
セレリンアセテート、ブセレリンアセテート及びトリプトレリン(tripterelin)、他の抗
アンドロゲン類、例えばフルタミド、ニルタミド及びビカルタミド、及び、副腎のエスト
ロゲン産生を制御する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害薬、例として、例え
ば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商標)メゲストロールアセテ
ート、AROMASIN(登録商標) エキセメスタン、ホルメスタン、ファドロゾール、RIVISOR(
登録商標) ボロゾール、FEMARA(登録商標) レトロゾール及びARIMIDEX(登録商標) アナス
トロゾールなどがある。加えて、化学療法剤のこのような定義には、ビスホスホネート、
例えばクロドロン酸(例えば、BONEFOS(登録商標)又はOSTAC(登録商標))、DIDROCAL(登録
商標)エチドロン酸、NE-58095、ZOMETA(登録商標) ゾレドロン酸／ゾレドロネート、FOSA
MAX(登録商標)アレンドロネート、AREDIA(登録商標)パミドロン酸、SKELID(登録商標) チ
ルドロン酸又はACTONEL(登録商標)、リセドロン酸、並びにトロキサチタビン(troxacitab
ine)(1,3-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)、アンチセンスオリゴヌクレオチド
、特に異常な細胞増殖に関係するシグナル伝達経路の遺伝子の発現を阻害するもの、例と
して、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、Ｈ-Ｒａｓ及び上皮性成長因子レセプター(ＥＧＦ-Ｒ)
、ワクチン、例えばTHERATOPE(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療ワクチン、例えばALLOV
ECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン及びVAXID(登録商標)ワクチン
、LURTOTECAN(登録商標)トポイソメラーゼ１インヒビター、ABARELIX(登録商標) ｒｍＲ
Ｈ、ラパチニブジトシラート(ＥｒｂＢ-２及びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子イン
ヒビター、GW572016とも称される)、及び、上記の何れかの薬学的に受容可能な塩類、酸
又は誘導体が含まれる。
【０１３３】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞、特にＴＡＴ発現癌細胞の増殖をインビ
トロ又はインビボの何れかで阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、増殖阻害剤
は、Ｓ期でＴＡＴ発現細胞の割合を有意に減少させるものである。増殖阻害剤の例は、細
胞周期の進行を（Ｓ期以外の位置で）阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発
する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及びビンブラス
チン）、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピル
ビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停止させる
これらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシ
フェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセー
ト、５-フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basis of
 Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle regulation, oncog
ene, and antineoplastic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、
特に１３頁に見出すことができる。タキサン類（パクリタキセル及びドセタキセル）は、
共にイチイに由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル（TAXOTE
RE（登録商標）、ローン・プーラン ローラー）は、パクリタキセル（TAXOL（登録商標）
、ブリストル-マイヤー スクウィブ）の半合成類似体である。パクリタキセル及びドセタ
キセルは、チューブリン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害する結
果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安定化にする。
【０１３４】
　「ドキソルビシン」はアントラサイクリン抗生物質である。ドキソルビシンの完全な化
学名は、(８Ｓ-シス)-１０-[(３-アミノ-２，３，６-トリデオキシ-α-Ｌ-リキソ-ヘキサ
ピラノシル)オキシ]-７，８，９，１０-テトラヒドロ-６，８，１１-トリヒドロキシ-８-
(ヒドロキシアセチル)-１-メトキシ-５，１２-ナフタセンジオンである。
【０１３５】
　「サイトカイン」なる用語は、一つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン
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、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュ
リン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば濾胞刺激ホルモン（
ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体化ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子
；線維芽成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラ
ー阻害因子；マウス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内
皮成長因子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ-β等の神経成長因子
；血小板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ
ｓ）；インシュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘発因子
；インターフェロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳ
Ｆｓ）、例えばマクロファージ-ＣＳＦ（Ｍ-ＣＳＦ）；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ（
ＧＭ-ＣＳＦ）；及び顆粒球-ＣＳＦ（Ｇ-ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬｓ）、例え
ばＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ
-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；
及びＬＩＦ及びキットリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。ここで用い
られる際、用語サイトカインには、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク
質、及び天然配列サイトカインの生物学的に活性な等価物が含まれる。
【０１３６】
　「パッケージ挿入物」という用語は、効能、用途、服用量、投与、配合禁忌及び／又は
その治療薬の用途に関する警告についての情報を含む、治療薬の商業的包装を慣習的に含
めた指示書を指す。
【０１３７】
ＩＩ．本発明の組成物及び方法
Ａ．抗ＴＡＴ抗体
　一実施態様では、本発明は、ここで治療及び／又は診断薬としての用途が見出され得る
抗ＴＡＴ抗体を提供する。例示的な抗体には、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化
、二重特異性及びヘテロコンジュゲート抗体が含まれる。
　１．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを複数回皮下(sc)又
は腹腔内(ip)注射することにより、動物に産生される。それは、免疫化されるべき種にお
いて免疫原性であるタンパク質へ、関連する抗原（特に、合成ペプチドが用いられる場合
）を結合させるために有用である。例えば、この抗原を、キーホールリンペットヘモシア
ニン（ＫＬＨ）、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、又は大豆トリプシンインヒビ
ターへ、二重官能性又は誘導体形成剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミ
ドエステル(システイン残基を介する抱合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残基を
介する抱合)、グルタルアルデヒド、及び無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲ及びＲ１が
異なるアルキル基であるＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲを用いて結合させることができる。
【０１３８】
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ（それぞれウサギ
又はマウスの場合）を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫す
る。１ヶ月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５ないし１
／１０のペプチド又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することにより、追加
免疫する。７ないし１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動物は、
力価がプラトーに達するまで追加免疫する。コンジュゲートはまた、タンパク融合として
組換え細胞培養中で調製することができる。また、ミョウバンのような凝集化剤が、免疫
反応の増強のために好適に使用される。
【０１３９】
　２．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハ
イブリドーマ法、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５６７号)によって作成するこ
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とができる。
【０１４０】
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を上記のように免疫し、免疫化に用いられたタンパク質と特異的に結合する抗体を産生す
る、又は産生することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球をインビトロ
で免疫することもできる。免疫化の後、リンパ球を単離し、ポリエチレングリコールのよ
うな適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成させる(God
ing, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁(Academic Press, 19
86))。
【０１４１】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞（融
合のパートナーとも呼ばれる）の増殖または生存を阻害する一又は複数の物質を好ましく
は含む適当な培地に蒔き、増殖させる。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチング
アニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、
ハイブリドーマのための培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ－欠失細胞の増殖を妨げる物質
であるヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)
。
【０１４２】
　好ましい融合のパートナーである骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生
細胞による抗体の安定な高レベルの発現を支援し、融合しない親細胞に対して選択する選
択培地に対して感受性である細胞である。これらの中でも、好ましい骨髄腫株化細胞は、
マウス骨髄腫ライン、例えば、ソーク・インスティテュート・セル・ディストリビューシ
ョン・センター、サンディエゴ、カリフォルニア、ＵＳＡより入手し得るＭＯＰＣ-２１
およびＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及び、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション
、マナッサス、バージニア、ＵＳＡより入手し得るＳＰ-２又はＸ６３-Ａｇ８-６５３細
胞から誘導されるものである。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫株化細胞もまた
ヒトモノクローナル抗体の産生のために開示されている（Kozbor, J.Immunol., 133:3001
 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,5
1-63頁、(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)）。
【０１４３】
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついて検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル抗体
の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(ＲＩ
Ａ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
【０１４４】
　例えば、モノクローナル抗体の結合親和性は、Munson等, Anal. Biochem., 107:220(19
80)のスキャッチャード分析によって測定することができる。
【０１４５】
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が確定さ
れた後、そのクローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖
させることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-10
3頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地は、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地を包含する。また、このハイブリドーマ細胞は、動物の腹水症腫
瘍として、例えばマウスへの細胞の腹腔内注射によって、インビボで増殖させることがで
きる。
【０１４６】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばアフィニティークロマト
グラフィー（例えばプロテインＡ又はプロテインＧ-セファロースを用いる）又はイオン
交換クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透
析等のような常套的な抗体精製法によって、培地、腹水、又は血清から上手く分離される
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【０１４７】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、常法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖
および軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを
用いることにより)即座に分離されて、配列決定される。ハイブリドーマ細胞は、このよ
うなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび分離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター
中に入れ、ついでこれを、この状況以外では抗体タンパク質を産生しない大腸菌細胞、サ
ルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主
細胞中に形質移入し、組換え宿主細胞におけるモノクローナル抗体の合成を獲得すること
ができる。抗体をコードするＤＮＡの細菌での組み換え発現に関する概説論文には、Sker
ra等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 13
0: 151-188(1992)が含まれる。
【０１４８】
　更なる実施態様では、抗体又は抗体断片は、McCafferty等, Nature, 348:552-554 (199
0)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリーから分離することが
できる。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marks等, J.Mol.Biol., 222:581
-597 (1991)は、ファージライブラリーを使用したマウス及びヒト抗体の分離を記述して
いる。続く刊行物は、鎖シャフリングによる高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗体の生成(Marks
等, Bio/Technology, 10:779-783[1992])、並びに非常に大きなファージライブラリーを
構築するための方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Waterhouse等, Nuc.A
cids.Res., 21:2265-2266[1993])を記述している。従って、これらの技術はモノクローナ
ル抗体の分離に対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対する実行可能な
別法である。
【０１４９】
　抗体をコードするＤＮＡは、例えば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイン（ＣＨ及びＣＬ）
の配列を、相同的マウス配列に代えて置換することによって(米国特許第４８１６５６７
号；Morrison等, Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード
配列に非免疫グロブリンポリペプチド（異種ポリペプチド）のコード配列の全部又は一部
を共有結合させることによって修飾してキメラ又は融合抗体ポリペプチドを生成すること
ができる。非免疫グロブリンポリペプチド配列は、抗体の定常ドメインと置き代わること
ができるか、又は抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインが置換されて、抗原に対する
特異性を有する１つの抗原結合部位と異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原
結合部位とを含むキメラ二価抗体を作り出す。
【０１５０】
　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗-ＴＡＴ抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例えばマウ
ス)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片(例えば
Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であっ
て、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体は、レシピ
エントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特
異性、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換された
ヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンの
Ｆｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化
抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出
されない残基を含んでいてもよい。一般的に、ヒト化抗体は、全て又はほとんど全てのＣ
ＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほとんど全てのＦＲ領域がヒ
ト免疫グロブリンのコンセンサス配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ド
メインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、
典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む［Jones等, Nature,
 321:522-525 (1986); Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr. 
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Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
【０１５１】
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、
しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的にウィンター(Winter)及び共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986
)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534-1536 
(1988)］の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換
することにより実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメ
インより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国
特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残
基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって
置換されたヒト抗体である。
【０１５２】
　抗体がヒトの治療用途を意図している場合、抗原性及びＨＡＭＡ反応(ヒト抗-マウス抗
体)を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方のヒト可変ドメ
インの選択が非常に重要である。いわゆる「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可
変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー全体に対してスクリー
ニングする。次に齧歯動物のものと最も近いヒトＶドメイン配列を同定し、その中のヒト
フレームワーク（ＦＲ）をヒト化抗体のために受け入れる(Sims等, J. Immunol., 151:22
96 (1993)；Chothia等, J. Mol. Biol., 196:901(1987))。他の方法では、軽又は重鎖の
特定のサブグループのヒト抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワ
ーク領域を使用する。同じフレームワークをいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(C
arter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:
2623(1993))。
【０１５３】
　更に、抗体を、抗原に対する高結合親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト
化することが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親及びヒト化配
列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト
化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者には
よく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解
し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、候補
免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グロ
グリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、例
えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるように、
ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的に
、高頻度可変領域残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【０１５４】
　ヒト化抗ＴＡＴ抗体の種々の形態が考えられる。例えばヒト化抗体は、免疫結合体を生
成するために、状況に応じて一又は複数の細胞傷害剤(類)と結合していてもよい抗体断片
、例えばＦａｂであってもよい。また、ヒト化抗体は無傷抗体、例えば無傷ＩｇＧ１抗体
であってもよい。
【０１５５】
　ヒト化の別法として、ヒト抗体を生成することができる。例えば、現在では、免疫化す
ることで、内因性免疫グロブリンの産生がなく、ヒト抗体の全レパートリーを産生するこ
とのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが可能である。例えば、
キメラ及び生殖細胞系突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子のホモ接
合体欠失によって、結果として内因性抗体産生の完全な阻害が起こることが説明されてき
た。ヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子配列の、このような生殖細胞系突然変異体マウス
への転移によって、結果として抗原投与時にヒト抗体の産生がおこる。Jakobovits等, Pr
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oc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362:255-258 (1993); B
ruggeman等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号、同５５６９
８２５号、同５５９１６６９号（全てジェンファーム(ＧｅｎＰｈａｒｍ)）；同５５４５
８０７号；及び国際公開第９７／１７８５２号を参照されたい。
【０１５６】
　別法として、ファージディスプレイ技術(McCafferty等, Nature 348：552-553[1990])
を使用して、非免疫化ドナーの免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーから
、インビトロでヒト抗体及び抗体断片を産出させることができる。この技術によれば、抗
体Ｖドメイン遺伝子を、フレーム単位で、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又は
ｆｄの大きい又は小さいコートタンパク質遺伝子のどちらかでクローンし、ファージ粒子
の表面で機能的抗体断片として表示させる。繊維状粒子がファージゲノムの一本鎖ＤＮＡ
コピーを含むので、抗体の機能特性に基づいた選択に基づいても、結果としてこれらの特
性を示す抗体をコードする遺伝子の選択が成される。よって、このファージはＢ細胞のい
くつかの特性を模倣している。ファージディスプレイは多様な形式で行うことができる；
例えばJohnson, Kevin S. 及びChiswell, David J., Current Opinion in Structural Bi
ology 3：564-571(1993)を参照せよ。Ｖ-遺伝子セグメントのいくつかの供給源を、ファ
ージディスプレイのために使用できる。Clackson等, Nature, 352：624-628(1991)は、免
疫化したマウス脾臓由来のＶ遺伝子の小さいランダムなコンビナトリアルライブラリーか
ら、多様で多くの抗-オキサゾロン抗体を単離した。非免疫化ヒトドナーのＶ遺伝子のレ
パートリーが構成可能であり、多様で多くの抗原(自己抗原を含む)に対する抗体は、Mark
s等, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又はGriffith等, EMBO J. 12：725-734(1993)
に記載の技術にそのまま従うことで単離することができる。また、米国特許第５５６５３
３２号及び同５５７３９０５号を参照のこと。
【０１５７】
　上述したように、ヒト抗体はインビトロで活性化したＢ細胞により産生することができ
る(米国特許第５５６７６１０号及び同５２２９２７５号)。
【０１５８】
　４．抗体断片
　ある状況下では、抗体全体よりも、抗体断片を用いることに利点がある。より小さな大
きさの断片によって迅速なクリアランスが可能となり、固形腫瘍への接近の改良につなが
り得る。
【０１５９】
　抗体断片を産生するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、無傷の抗体のタンパク分解性消化によって誘導された(例えば、Morimoto等, Journal o
f Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Science, 2
29:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は、現在は組換え宿主細胞により直
接産生することができる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片は、すべて大腸菌で発現さ
せ分泌させることができ、従って、大量のこれら断片の産生が容易となった。抗体断片は
、上で論じた抗体ファージライブラリーから単離することができる。別法として、Ｆａｂ
'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合させてＦ(ａｂ')２断片
を形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプロー
チ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。イン
ビボ半減期が増した、サルベージレセプター結合性エピトープ残基を含むＦａｂ及びＦ（
ａｂ’）２が、米国特許第５８６９０４６号に記載されている。抗体断片を生成するのた
めの他の方法は、当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択する抗体は単鎖Ｆ
ｖ断片(ｓｃＦｖ)である。国際公開９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；
及び米国特許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域を欠く無傷
の連結部位を有する唯一の種である；従って、インビボで使用している間の減少した非特
異的結合に適している。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ又はカルボキシ末端の
どちらかで、エフェクタータンパク質の融合体が生成されるように構成されてもよい。上
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掲のAntibody Engineering, Borrebaeck編を参照のこと。また、抗体断片は、例えば米国
特許第５６４１８７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい。そのよ
うな直鎖状抗体断片は単一特異性又は二重特異性であってもよい。
【０１６０】
　５．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有する抗
体である。例示的な二重特異性抗体は、ＴＡＴタンパク質の２つの異なるエピトープに結
合しうる。他のこのような抗体では他のタンパク質に対する結合部位とＴＡＴ結合部位と
が結合しうる。あるいは、抗ＴＡＴアームは、ＴＡＴ-発現細胞に細胞防御メカニズムを
集中させ局在させるように、ＦｃγＲＩ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲＩＩ(ＣＤ３２)及びＦｃγ
ＲＩＩＩ(ＣＤ１６)(例えば、Baeuerle, et al., Curr. Opin. Mol. Ther. 11(1):22-30 
(2009)を参照)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプター、又はＴ細胞レセプター分
子(例えばＣＤ３)等の白血球上のトリガー分子に結合するアームと結合しうる。また、二
重特異性抗体はＴＡＴを発現する細胞に細胞障害剤を局在化するためにも使用されうる。
これらの抗体はＴＡＴ結合アーム及び細胞障害剤(例えば、サポリン(ｓａｐｏｒｉｎ)、
抗インターフェロン-α、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセート又は放射
性同位体ハプテン)と結合するアームを有する。二重特異性抗体は完全長抗体又は抗体断
片(例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗体)として調製することができる。
【０１６１】
　国際公開第９６／１６６７３号には、二重特異性抗-ＥｒｂＢ２／抗-ＦｃγＲＩＩＩ抗
体が記載されており、米国特許第５８３７２３４号には、二重特異性抗ＥｒｂＢ２／抗-
ＦｃγＲＩ抗体が開示されている。二重特異性抗-ＥｒｂＢ２／Ｆｃα抗体は国際公開第
９８／０２４６３号に示されている。米国特許第５８２１３３７号及び第６４０７２１３
号は、二重特異性抗ＥｒｂＢ２／抗ＣＤ３抗体を教示するものである。ＣＤ３抗原上のエ
ピトープ及び第二のエピトープに結合する更なる二重特異性抗体が記述されている。例え
ば、米国特許第５０７８９９８号（抗ＣＤ３／腫瘍細胞抗原）；米国特許第５６０１８１
９号（抗ＣＤ３／ＩＬ－２Ｒ；抗ＣＤ３／ＣＤ２８；抗ＣＤ３／ＣＤ４５）；米国特許第
６１２９９１４号（抗ＣＤ３／悪性Ｂ細胞抗原）；米国特許第７１１２３２４号（抗ＣＤ
３／ＣＤ１９）；米国特許第６７２３５３８号（抗ＣＤ３／ＣＣＲ５）；米国特許第７２
３５６４１号（抗ＣＤ３／ＥｐＣＡＭ）；米国特許第７２６２２７６号（抗ＣＤ３／卵巣
腫瘍抗原）；及び米国特許第５７３１１６８号（抗ＣＤ３／ＣＤ４ＩｇＧ）を参照。
【０１６２】
　二重特異性抗体を作成する方法は当該分野において既知である。完全長二重特異性抗体
の伝統的な産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの
鎖は異なる特異性を持っている(Millstein等, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グロブ
リン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四部雑
種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい
二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行われる
正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が国際公開第９３
／０８８２９号及びTraunecker等、EMBO J. 10:3655-3659(1991)に開示されている。
【０１６３】
　異なったアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原-抗体結
合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は好ましくは、少なく
ともヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含むＩｇ重鎖定常ドメインである。軽鎖の結
合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を、融合の少なくとも一つに存在させ
ることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合、望まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコ
ードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当な宿主生物に同時トランス
フェクトする。これにより、組立に使用される三つのポリペプチド鎖の等しくない比率が
所望の二重特異性抗体の最適な収率をもたらす態様において、三つのポリペプチド断片の
相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも二つのポリペプチド
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鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が所望の鎖の結合にあま
り影響がないときは、２または３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの
発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１６４】
　この手法の好ましい実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する一方
のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロブリ
ン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分にしか
免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、所望
の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易にす
ることが分かった。このアプローチ法は、国際公開第９４／０４６９０号に開示されてい
る。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enz
ymology,１－７:210 (1986)を参照されたい。
【０１６５】
　米国特許第５７３１１６８号に記載された他の手法によれば、一対の抗体分子間の界面
を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすること
ができる。好適な界面はＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗
体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン
又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「
キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置
き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのよう
な不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供され
る。
【０１６６】
　二重特異性抗体は、架橋した又は「ヘテロコンジュゲート」抗体もまた含む。例えば、
ヘテロコンジュゲートの抗体の一方はアビジンに結合され、他方はビオチンに結合され得
る。そのような抗体は、例えば、不要の細胞に対する免疫系細胞をターゲティングするた
め(米国特許第４６７６９８０号）、及びＨＩＶ感染の治療のために提案された（国際公
開第９１／００３６０号、同９２／２００３７３号、及び欧州特許第０３０８９号)。ヘ
テロコンジュゲート抗体は、あらゆる簡便な架橋法を用いて作製することができる。好適
な架橋剤は当該分野において良く知られており、幾つかの架橋技術と共に米国特許第４６
７６９８０号に開示されている。
【０１６７】
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤、亜砒酸ナトリウムの存在下で還元
して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生されたＦａ
ｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に変換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ
誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再変換
し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られ
た二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
【０１６８】
　最近の進歩により、大腸菌からのＦａｂ'-ＳＨ断片の直接の回収が容易になり、これは
化学的に結合して二重特異性抗体を形成することができる。Shalaby等,J.Exp.Med., 175:
217-225 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述して
いる。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受け
て二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体は、正常なヒト
Ｔ細胞、及びＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的
に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
【０１６９】
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　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生成されている。
Kostelny等, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生成に対して使用す
ることができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により
記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供
した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリンカ
ーによりＶＬにＶＨを結合してなる。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の
断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、よって２つの抗原結合部
位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により二重特異性抗体断片を製造する他
の方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。
【０１７０】
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１７１】
　６．ヘテロコンジュゲート抗体
　ヘテロコンジュゲート抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロコンジュゲート抗体は、
２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞
に対してターゲティングさせるため［米国特許第４６７６９８０号］及びＨＩＶ感染の治
療のために［国際公開第９１／００３６０；国際公開第９２／２００３７３；欧州特許第
０３０８９号］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成タンパク
化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考えられる。
例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成することによっ
て、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イミノチ
オレート及びメチル-４-メルカプトブチルイミダート、及び例えば米国特許第４６７６９
８０号に開示されたものが含まれる。
【０１７２】
　７．多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。好ましい二量化ドメインはＦｃ
領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、抗体はＦｃ
領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであろう。
ここで、好ましい多価抗体は３ないし８、好ましくは４の抗原結合部位を有する(又はそ
れらからなる)。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(好ましくは２つのポリペプ
チド鎖)を有し、ポリペプチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例えば
、ポリペプチド鎖(類)はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１は
第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポリ
ペプチド鎖の一つであり、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又は
１である。例えば、ポリペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１-
Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は、
好ましくは少なくとも２つ(好ましくは４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有
する。ここで多価抗体は、例えば約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。
ここで考察される軽鎖可変ドメインポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によっ
てはＣＬドメインを更に有する。
【０１７３】



(54) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

　８．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば抗体の抗原-依存細胞媒介細
胞障害性（ＡＤＣＣ）及び／又は補体依存細胞障害性（ＣＤＣ）を向上させることは望ま
しい。これは、抗体のＦｃ領域で一又は複数のアミノ酸置換を誘導することによりなされ
うる。あるいは又はさらに、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより、この領域
に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのようにして生成された同種二
量体抗体は、向上したインターナリゼーション能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷
及び抗体－依存細胞性細胞障害性（ＡＤＣＣ）を有する可能性がある。Caron等, J. Exp.
 Med. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照
。また、向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolff等, Cancer Research 53: 2
560-2565 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いて調製することができる。あ
るいは、抗体は、２つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤ
ＣＣ能力を向上させることもできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-23
0 (1989)参照。抗体の血清半減期を増大させるために、例えば米国特許第５７３９２７７
号に記載のように、抗体(特に抗体断片)へサルベージレセプター結合エピトープを導入し
てもよい。ここで使用される場合の「サルベージレセプター結合エピトープ」なる用語は
、ＩｇＧ分子のインビボ血清半減期を増加させる原因であるＩｇＧ分子(例えば、ＩｇＧ

１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを意味する。
【０１７４】
　９．免疫複合体
　また、本発明は、化学治療薬、増殖阻害剤、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物
由来の酵素活性毒素、又はその断片）などの細胞障害性剤、あるいは放射性同位体（即ち
、放射性コンジュゲート）と抱合している抗体を含む免疫複合体に関する。
【０１７５】
　このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬を上に記載した。用いることのできる
酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、（
緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、ア
ルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチ
ン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質
（PAPI、PAPII、及びPAP-S）、モモルディカ・チャランチア(momordica charantia)イン
ヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sapao
naria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レス
トリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及
びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート抗体の生成には、様々
な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉ
ｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害性薬の複合体は、種々の二官能
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)プロピオナート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性
誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレ
ート等）、アルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジド
ベンゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジアゾニウム
ベンゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート（トリエン２，６-ジイソシアネ
ート等）、及びビス-活性フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等
）を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (19
87)に記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソチオシア
ナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌク
レオチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公開９４／１１０２６参照
。
【０１７６】
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
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シノイド、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５、及び毒性活性を有するこれらの
毒素の誘導体が、ここで考察される。
【０１７７】
メイタンシン及びメイタンシノイド
　好ましい一実施態様では、本発明の抗ＴＡＴ抗体(完全長又は断片)は一又は複数のメイ
タンシノイド分子と結合している。
【０１７８】
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されており、その開示は出典を明示してここに取
り込まれる。
【０１７９】
メイタンシノイド－抗体コンジュゲート
　治療指標を改善する試みにおいて、メイタンシン及びメイタンシノイドは、腫瘍細胞抗
原に特異的に結合する抗体と結合している。メイタンシノイドを含有する免疫コンジュゲ
ート及びそれらの治療用途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号
、欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号に開示されており、その開示は出典を明示してここに
取り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結
腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシ
ノイドを含有する免疫コンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培養され
た結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有することが見出されており、インビボ腫瘍増殖
アッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)に
は、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結合
するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノク
ローナル抗体ＴＡ.１に結合している免疫コンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１-メ
イタンシノイドコンジュゲートの細胞障害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけるイ
ンビトロで試験され、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コンジ
ュゲートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細胞障
害度は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増加する。
Ａ７-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞障害性を示し
た。
【０１８０】
抗ＴＡＴポリペプチド抗体-メイタンシノイドコンジュゲート(免疫コンジュゲート)
　抗ＴＡＴ抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子の
いずれの生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗ＴＡＴ抗
体を化学的に結合させることにより調製される。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用に
おいて細胞障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３-４のメイ
タンシノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、
標的細胞に対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該
技術分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することも
できる。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許
、及び上述した特許ではない刊行物に開示されている。好ましいメイタンシノイドは、メ
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イタンシノール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の芳
香環又は他の位置が修飾されたメイタンシノール類似体である。
【０１８１】
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号、Chari等,
 Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び２００４年１０月８日出願の米国特許出願
番号第１０／９６０６０２号（ここで参照することにより開示内容を本明細書に包含する
）に開示されているもの等を含む、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するた
めに、当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含む抗体－メイタ
ンシノイドコンジュゲートは、２００４年１０月８日出願の米国特許出願番号第１０／９
６０６０２号に開示されているようにして調整することができる。結合基には、上述した
特許に開示されているようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定
性基、ペプチターゼ不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含まれるが、ジスルフィ
ド及びチオエーテル基が好ましい。更なる結合基をここに開示及び例示する。
【０１８２】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官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)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート、イ
ミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダー
トＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(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-アジドベンゾイル)ヘ
キサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(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)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシアネート)、
及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用し
て作製することができる。特に好ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合により提
供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及びＮ-ス
クシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等, Bioche
m. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
【０１８３】
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。好ましい実施態様において、結合はメイタンシノー
ル又はメイタンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
【０１８４】
アウリスタチン及びドロスタチン
　一部の実施態様では、免疫複合体は、ドラスタチン又はドラスタチンのペプチド類似体
及び誘導体である、アウリスタチン（米国特許第５６３５４８３号、同第５７８０５８８
号）にコンジュゲートした本発明の抗体を含む。ドラスタチン及びアウリスタチンは、微
小管の動態、ＧＴＰ加水分解、核分裂、及び細胞分裂を妨害することが判明しており（Wo
yke等、(2001) Antimicrob. Agents and Chemother 45(12):3580-3584）、抗癌活性（米
国特許第５６６３１４９号）及び抗真菌活性（Pettit等、(1998) Antimicrob. Agents Ch
emother 42:2961-2965）を有する。ドラスチン又はアウリスタチンの薬剤成分は、ペプチ
ド剤成分のＮ（アミノ）末端又はＣ（カルボキシル）末端で抗体に付着させることができ
る（ＷＯ０２／０８８１７２）。
【０１８５】
　例示的なアウリスタチンの実施態様には、Senter等、Proceedings of the American As
sociation for Cancer Research, Volume 45, Abstract Number 623、（２００４年３月
２８日）に開示された、Ｎ末端にリンクしたモノメチルアウリスタチン薬剤成分ＤＥ及び
ＤＦ（即ちＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ）が含まれる。前記文献の開示内容の全体を、参照によ
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り本明細書に包含する。
【０１８６】
　一般的に、ペプチドに基づく薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片の
間にペプチド結合を形成することにより調整することができる。このようなペプチド結合
は、例えば、ペプチド化学の分野で周知の液相合成法（E. Schroder及びK. Lubke, "The 
Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press参照）に従って調整することが
できる。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、米国特許第５６３５４８３号、同第
５７８０５８８号、Pettit等、(1989) J. Am. Chem. Soc. 111:5463-5465、Pettit等、(1
998) Anti-Cancer Drug Design 13:243-277、Pettit, G.R.等、 Synthesis, 1996, 719-7
25、Pettit等、(1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863、及びDoronina (2003
) Nat Biotechnol 21(7):778-784に記載の方法に従って調製することができる。
【０１８７】
カリケアマイシン
　対象の他の免疫コンジュゲートには、一又は複数のカリケアマイシン分子と結合した抗
ＴＡＴ抗体が含まれる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコモルの濃度
で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコンジュゲー
トの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同５７３９１
１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同５７７３０
０１号、同５８７７２９６号(全て、Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｙａｎａｍｉｄ Ｃｏｍｐａｎ
ｙ)を参照のこと。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではな
いが、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１
Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ

１(Hinman等, C
ancer Research, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)
及び上述したAmerican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤
は、葉酸代謝拮抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内
に作用部位を有し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーシ
ョンによるこれらの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【０１８８】
他の細胞障害剤
　本発明の抗ＴＡＴ抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン
、ビンクリスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０
７１０号に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のファ
ミリー、並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれ
る。
【０１８９】
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩ
Ｉ及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター
、クルシン(curcin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター
、ゲロニン(gelonin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、
フェノマイシン、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば
、１９９３年１０月２８日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
【０１９０】
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
免疫コンジュゲートをさらに考察する。
【０１９１】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
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コンジュゲートした抗ＴＡＴ抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。
例には、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５
３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲー
トが診断用に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ
９９ｍ又はＩ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、ｍｒｉとしても公知)
用のスピン標識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１
９、炭素-１３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
【０１９２】
　放射-又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチド
は生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使
用する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、
Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能
である。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。ＩＯＤＯＧＥＮ法(Fr
aker等(1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に
使用することができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintig
raphy」(Chatal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０１９３】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官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)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート、イミノチオ
ラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダートＨＣＬ)
、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(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-アジドベンゾイル)ヘキサンジ
アミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(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)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)、及び二活
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)を使用して作製す
ることができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(1987)に記
載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシアナトベン
ジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性ヌクレオチ
ドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１０２６号を
参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切断可能リン
カー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リンカー、光不
安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され得る(Chari
等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
【０１９４】
　本発明の化合物として、（例えば米国イリノイ州ロックフォードのＰｉｅｒｃｅ Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ.より）市販のクロスリンカー試薬、即ちＢＭＰＳ、Ｅ
ＭＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、
ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スル
ホ－ＫＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－Ｓ
ＭＰＢ、及びＳＶＳＢ（サクシニミジル－（４－ビニルスルホン）安息香酸）を用いて調
製したＡＤＣを特に考慮するが、これに限定されない。2003-2004 Applications Handboo
k and Catalogの４６７－４９８頁を参照のこと。
【０１９５】
　別法として、抗ＴＡＴ抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え
技術又はペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特
性を破壊しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣
接しているコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
【０１９６】
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
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(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から未結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０１９７】
　１０．免疫リポソーム
　ここで開示されている抗ＴＡＴ抗体は、免疫リポソームとして処方することもできる。
「リポソーム」は、哺乳動物への薬物輸送に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活性
剤を含む種々のタイプの小胞体である。リポソームの成分は、通常は生物膜の脂質配向に
類似した２層構造に配列される。抗体を含有するリポソームは、例えばEpstein等, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)；Hwang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030
(1980)；及び米国特許第４４８５０４５号及び同４５４４５４５号；及び１９９７年１０
月２３日に公開の国際公開９７／３８７３１に記載されているように、当該分野において
既知の方法により調製される。循環時間が増したリポソームは米国特許第５０１３５５６
号に開示されている。
【０１９８】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸
発法により作製することができる。リポソームは孔径が定められたフィルターを通して押
し出され、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、
ジスルフィド交換反応を介して、Martin等, J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に記載さ
れているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場合によっては、化
学療法剤はリポソーム内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19)14
84(1989)を参照されたい。
【０１９９】
　Ｂ．ＴＡＴ結合オリゴペプチド
　本発明のＴＡＴ結合オリゴペプチドはここで記載される様なＴＡＴポリペプチドに、好
ましくは特異的に、結合するオリゴペプチドである。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは、既知
のオリゴペプチド合成法を用いて化学的に合成することができ、あるいは組換え技術を用
いて調製及び生成することができる。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは通常、少なくとも約５
のアミノ酸長であり、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１－７３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４
１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４
、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、
６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８
１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４
、９５、９６、９７、９８、９９又は１００のアミノ酸長以上であり、このようなオリゴ
ペプチドはここに記載される様なＴＡＴポリペプチドに対して好ましくは特異的に結合す
る能力がある。ＴＡＴ結合オリゴペプチドは、よく知られた技術を用いて過度の実験をす
ることなしに同定することができる。この点において、ポリペプチド標的に特異的に結合
する能力のあるオリゴペプチドのオリゴペプチドライブラリーを検索する技術は当分野で
よく知られていることを注記する（例えば、米国特許第５５５６７６２号、同第５７５０
３７３号、同第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３４０９号、同第
５４０３４８４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号；ＰＣＴ公開第ＷＯ８
４／０３５０６号、及びＷＯ８４／０３５６４号；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A., 81:3998-4002 (1984)；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 
(1985)；Geysen等, in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)；Geysen等, J
. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987)；Schoofs等, J. Immunol., 140:611-616 (1988)
, Cwirla,S.E.等(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378；Lowman,H.B.等 (1991) 
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Biochemistry, 30:10832；Clackson,T.等 (1991) Nature, 352:624；Marks,J.D.等 (1991
) J. Mol. Biol., 222:581；Kang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363
、及びSmith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参照）。
【０２００】
　この点において、バクテリオファージ（ファージ）ディスプレイは、大きなオリゴペプ
チドライブラリーを検索して、ポリペプチド標的に特異的に結合する能力のあるこれらラ
イブラリーのメンバーを同定することを可能にするよく知られた技術の一つである。ファ
ージディスプレイは、様々なポリペプチドがバクテリオファージ粒子の表面上のコートタ
ンパク質に融合タンパク質として表示されることによる技術である（Scott,J.K.及びSmit
h G. P. (1990) Science 249:386)。ファージディスプレイの有用性は、選択的にランダ
ム化されたタンパク質変異体（又はランダムクローンｃＤＮＡ）の大きなライブラリーを
標的分子に高い親和性で結合するこれらの配列について素早く効果的に分類することがで
きる点にある。ファージでのペプチド（Cwirla,S.E.等 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87:6378）又はタンパク質（Lowman,H.B.ら (1991) Biochemistry, 30:10832; Clack
son,T.ら (1991) Nature, 352: 624; Marks,J.D.等 (1991), J. Mol. Biol., 222:581; K
ang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363）ライブラリーのディスプレ
イは、特異的に結合する特性を有するものについて無数のポリペプチド又はオリゴペプチ
ドをスクリーニングするために使用されている（Smith, G.P. (1991) Current Opin. Bio
technol., 2:668）。ランダム突然変異体のファージライブラリーの分類は、多数の変異
体を構築して増殖させる方法、標的レセプターを用いた親和性精製の方法、及び結合増強
の結果を評価する手段を必要とする。米国特許第５２２３４０９号、同第５４０３４８４
号、同第５５７１６８９号、及び同第５６６３１４３号。
【０２０１】
　ほとんどのファージディスプレイ法は繊維状ファージを使用していたが、λファージデ
ィスプレイシステム（ＷＯ９５／３４６８３；米国特許第５６２７０２４号）、Ｔ４ファ
ージディスプレイシステム（Ren等 Gene, 215:439 (1998); Zhu等Cancer Research, 58(1
5): 3209-3214 (1998); Jiang等, Infection & Immunity, 65(11): 4770-4777 (1997); R
en等, Gene, 195(2):303-311 (1997); Ren, Protein Sci., 5:1833 (1996); Efimov等, V
irus Genes, 10:173 (1995)及びＴ７ファージディスプレイシステム（Smith及びScott, M
ethods in Enzymology, 217, 228-257 (1993); 米国特許第５７６６９０５号）も知られ
ている。
【０２０２】
　現在、基礎的なファージディスプレイ構想の多くの他の改良及び変形が開発されている
。これらの改良は、選択された標的分子への結合についてペプチドライブラリーをスクリ
ーニングするための、及びこれらのタンパク質が所望の特性をスクリーニングする潜在能
力で機能性タンパク質をディスプレイするためのディスプレイシステムの能力を増強する
。ファージディスプレイ反応のための組み換え反応手段について記載があり（ＷＯ９８／
１４２７７）及びファージディスプレイライブラリーは二分子相互作用（ＷＯ９８／２０
１６９；ＷＯ９８／２０１５９）及び拘束性へリックスペプチドの特性（ＷＯ９８／２０
０３６）を分析及び制御するために使用されている。ＷＯ９７／３５１９６は、リガンド
が標的分子に結合しうる第一の溶液、及び親和性リガンドが標的分子に結合しない第二の
溶液とファージディスプレイライブラリーを接触させて結合リガンドを選択的に単離する
、親和性リガンドの単離方法を記載する。ＷＯ９７／４６２５１は、親和性精製抗体でラ
ンダムファージディスプレイライブラリーをバイオパニングし、次いで結合ファージを単
離し、続いてマイクロプレートのウェルでマイクロパニングして高親和性結合ファージを
単離する方法を記載する。黄色ブドウ球菌（Staphlylococcus aureus）タンパク質Ａの親
和性タグとしての使用も報告されている（Li等, (1998) Mol Biotech., 9:187）。ＷＯ９
７／４７３１４は、ファージディスプレイライブラリーでもよいコンビナトリアルライブ
ラリーを用いて酵素特異性を識別するための基質サブトラクションライブラリーの使用を
記載している。ファージディスプレイに用いる洗浄剤における使用に適した酵素を選択す
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る方法はＷＯ９７／０９４４６に記載される。特異的に結合するタンパク質を選択する更
なる方法は、米国特許第５４９８５３８号、同第５４３２０１８号、及びＷＯ９８／１５
８３３に記載されている。
【０２０３】
　ペプチドライブラリーの作製及びこれらのライブラリーのスクリーニングの方法は、米
国特許第５７２３２８６号、同第５４３２０１８号、同第５５８０７１７号、同第５４２
７９０８号、同第５４９８５３０号、同第５７７０４３４号、同第５７３４０１８号、同
第５６９８４２６号、同第５７６３１９２号、及び同第５７２３３２３号に記載される。
【０２０４】
　Ｃ．ＴＡＴ結合有機分子
　ＴＡＴ結合有機分子とは、ここに記載されるようなＴＡＴポリペプチドに、好ましくは
特異的に結合する、ここに定義されるようなオリゴペプチド又は抗体以外の有機分子であ
る。ＴＡＴ結合有機分子は既知の方法（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３及びＷ
Ｏ００／３９５８５号参照）を用いて同定され、化学的に合成されうる。ＴＡＴ結合有機
分子は通常、約２０００ダルトンの大きさ未満であり、あるいは約１５００、７５０、５
００、２５０又は２００ダルトンの大きさであり、ここに記載される様なＴＡＴポリペプ
チドに、好ましくは特異的に結合する能力のあるこのような有機分子は、よく知られた技
術を用いて過度の実験をすることなしに同定されうる。この点において、ポリペプチド標
的に結合する能力のある分子の有機分子ライブラリーを検索する技術は当分野でよく知ら
れていることを注記する（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３及びＷＯ００／３９
５８５号参照）。ＴＡＴ結合有機分子は、例えばアルデヒド、ケトン、オキシム、ヒドラ
ゾン、セミカルバゾン、カルバジド、一級アミン、二級アミン、三級アミン、Ｎ置換ヒド
ラジン、ヒドラジド、アルコール、エーテル、チオール、チオエーテル、ジスルフィド、
カルボン酸、エステル、アミド、尿素、カルバミン酸塩、炭酸塩、ケタール、チオケター
ル、アセタール、チオアセタール、ハロゲン化アリール、アリールスルホン酸、ハロゲン
化アルキル、アルキルスルホン酸、芳香族化合物、複素環化合物、アニリン、アルケン、
アルキン、ジオール、アミノアルコール、オキサゾリジン、オキサゾリン、チアゾリジン
、チアゾリン、エナミン、スルホンアミド、エポキシド、アジリジン、イソシアン酸塩、
塩化スルホニル、ジアゾ化合物、酸塩化物等であり得る。
【０２０５】
　Ｄ．所望する特性を有する抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド及びＴＡＴ結合有
機分子のスクリーニング
　ＴＡＴポリペプチドに結合する抗体、オリゴペプチド及び有機分子を生成する技術を、
上記にて記載した。所望するような、所定の生物学的特性を有する抗体、オリゴペプチド
又は有機分子をさらに選択することができる。
【０２０６】
　本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子の増殖阻害効果を、例えば、
内因的又はＴＡＴ遺伝子によるトランスフェクション後のいずれかでＴＡＴポリペプチド
を発現する細胞を用いる当該分野で周知の方法によって評価することができる。例えば、
適切な腫瘍細胞株及びＴＡＴ形質移入細胞は、数日間（例えば、２－７）、種々の濃度の
本発明の抗ＴＡＴモノクローナル抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子で処理し、クリ
スタル・バイオレット又はＭＴＴで染色、又は幾つかの他の比色アッセイによって分析し
得る。増殖を測定するその他の方法は、本発明の抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチ
ド又はＴＡＴ結合有機分子の存在又は非存在下で処理した細胞の３Ｈ-チミジン取り込み
を比較することによる。処理の後、細胞を収集し、ＤＮＡへ取り込まれた放射能をシンチ
レーションカウンターで定量化した。適切なポジティブコントロールには、細胞株の増殖
を阻害することが知られている増殖阻害抗体でその選択した細胞株を処理することが含ま
れる。インビボでの増殖阻害は、当該分野で知られている種々の方法で確かめることがで
きる。好ましくは、腫瘍細胞は、ＴＡＴポリペプチドを過剰発現するものである。好まし
くは、抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子は、ある実施態
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様では約０．５から３０μｇ／ｍｌの抗体濃度で、未処理腫瘍細胞と比べて約２５－１０
０％、より好ましくは約３０－１００％、そしてさらにより好ましくは約５０－１００％
又は７０－１００％のＴＡＴ発現腫瘍細胞の増殖をインビトロ又はインビボで阻害する。
増殖阻害は、細胞培養で、約０．５から３０μｇ／ｍｌ又は０．５ｎＭから２００ｎＭの
抗体濃度で測定することができ、その増殖阻害は、抗体への腫瘍細胞の曝露後１-１０日
で確かめられる。約１μｇ／ｋｇから約１００ｍｇ／ｋｇ体重での抗ＴＡＴ抗体の投与が
、抗体の最初の投与から約５日から３ヶ月、好ましくは約５から３０日以内に腫瘍の大き
さの減少又は腫瘍細胞増殖の減少を引き起こすならば、抗体はインビボで増殖阻害作用が
ある。
【０２０７】
　細胞死を誘発する抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子を
選択するために、例えばヨウ化プロピジウム（ＰＩ）、トリパンブルー又は７ＡＡＤの取
込みにより示される膜インテグリティの損失度合いを対照と比較して求める。ＰＩ取込み
アッセイは、補体及び免疫エフェクター細胞の不在下で行われる。ＴＡＴポリペプチド発
現細胞腫瘍細胞を、培地のみ、又は適切な抗ＴＡＴ抗体（例えば約１０μｇ／ｍｌ）、Ｔ
ＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子を含有する培地でインキュベートする。
細胞を３日間インキュベートする。各処理に続いて、細胞を洗浄し、細胞凝塊除去のため
に３５ｍｍのストレーナキャップ付き１２×７５チューブ(チューブ当たり１ｍｌ、処理
グループ当り３チューブ)に等分する。次いで、チューブへＰＩ（１０μｇ／ｍｌ）を与
える。試料をＦＡＣＳＣＡＮ(登録商標）フローサイトメータとＦＡＣＳＣＯＮＶＥＲＴ(
登録商標）セルクエスト(ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ)ソフトウエア(Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ)を使用して分析してもよい。ＰＩ取込みによって測定されるような、統計的に有
意なレベルの細胞死を誘発する抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合
有機分子は、細胞死誘発抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分
子として選択することができる。
【０２０８】
　関心のある抗体が結合するＴＡＴポリペプチド上のエピトープに結合する抗体、オリゴ
ペプチド又は他の有機分子をスクリーニングするために、Antibodies, A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow及びDavid Lane編(1988)に記載されて
いるような通常の交差ブロッキングアッセイを実施することができる。既知の抗ＴＡＴ抗
体のように、試験抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子が同じ部位又はエピトープと結
合するならば、このアッセイを確定するために用いることができる。あるいは、又は付加
的に、エピトープマッピングを、当該分野で周知の方法によって行うことができる。例え
ば、接触残基を同定するために、例えばアラニンスキャンニングによって抗体配列を変異
させることができる。この変異体抗体は、適切なフォールディングを確かめるために、最
初にポリクローナル抗体との結合について試験される。異なる方法では、ＴＡＴポリペプ
チドの異なる領域と一致するペプチドを、試験抗体群又は試験抗体及び特徴付けられた又
は既知のエピトープを有する抗体による競合アッセイで用いることができる。
【０２０９】
　Ｅ．抗体依存性酵素媒介性プロドラッグ治療法(ＡＤＥＰＴ)
　また、本発明の抗体は、プロドラッグ(例えばペプチジル化学療法剤、国際公開８１／
０１１４５を参照)を活性な抗癌剤へ変換するプロドラッグ活性化酵素へ抗体をコンジュ
ゲートすることによって、ＡＤＥＰＴにおいて使用することができる。例えば国際公開８
８／０７３７８及び米国特許第４９７５２７８号を参照されたい。
【０２１０】
　ＡＤＥＰＴに有用な免疫コンジュゲートの酵素成分には、より活性な細胞毒形態に変換
するようにプロドラッグへ作用し得る任意の酵素が含まれる。
【０２１１】
　限定するものではないが、この発明の方法に有用な酵素には、ホスファート含有プロド
ラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なアルカリ性ホスファターゼ；スルファート含有
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プロドラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒性５-フ
ルオロシトシンを抗癌剤５-フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナー
ゼ；プロテアーゼ、例えばセラチアプロテアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボ
キシペプチダーゼ及びカテプシン(例えば、カテプシンＢ及びＬ)で、ペプチド含有プロド
ラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なもの；Ｄ-アミノ酸置換基を含有するプロドラ
ッグの変換に有用なＤ-アラニルカルボキシペプチダーゼ；炭水化物切断酵素、例えばグ
リコシル化プロドラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なノイラミニダーゼ及びβガラ
クトシダーゼ；βラクタムで誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に変換させるのに有用なβ
ラクタマーゼ；及びペニシリンアミダーゼ、例えばそれぞれフェノキシアセチル又はフェ
ニルアセチル基で、それらのアミン性窒素において誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に変
換するのに有用なペニシリンＶアミダーゼ又はペニシリンＧアミダーゼが含まれる。ある
いは、「アブザイム」としてもまた公知の酵素活性を有する抗体を、遊離の活性薬剤に本
発明のプロドラッグを変換させるために使用することもできる(例えば、Massey, Nature 
328:457-458(1987)を参照)。抗体-アブザイムコンジュゲートは、ここで記載されている
ようにして、腫瘍細胞個体群にアブザイムを送達するために調製することができる。
【０２１２】
　この発明の酵素は、当該分野においてよく知られている技術、例えば上で検討したヘテ
ロ二官能性架橋試薬を使用することにより、抗ＴＡＴ抗体に共有的に結合させることがで
きる。あるいは、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を本発明の酵素の少なくとも機
能的に活性な部位に結合せしめてなる融合タンパク質を、当該技術においてよく知られて
いる組換えＤＮＡ技術を使用して作成することができる(Neuberger等, Nature 312:604-6
08[1984])。
【０２１３】
　Ｆ．完全長ＴＡＴポリペプチド
　本発明は、本出願でＴＡＴポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードする新規に同
定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細に説明するように
、種々のＴＡＴポリペプチドをコードするｃＤＮＡ（部分及び完全長）が同定され単離さ
れた。
【０２１４】
　下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託されている
。これらのクローンの正確なヌクレオチド配列は、この分野で日常的な方法を用いて寄託
されたクローンを配列決定することにより容易に決定することができる。予測されるアミ
ノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載したＴＡ
Ｔポリペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な配列情報と
最も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。
【０２１５】
　Ｇ．抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチド変異体
　ここに記載した抗ＴＡＴ抗体及び完全長天然配列ＴＡＴポリペプチドに加えて、抗ＴＡ
Ｔ抗体及びＴＡＴポリペプチド変異体も調製できると考えられる。抗ＴＡＴ抗体及びＴＡ
Ｔポリペプチド変異体は、コード化ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することによ
って、及び／又は所望の抗体又はポリペプチドを合成することによって調製できる。当業
者は、アミノ酸変化がグリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化な
どの抗ＴＡＴ抗体の翻訳後プロセス又はＴＡＴポリペプチドの翻訳後プロセスを変え得る
のを理解するであろう。
【０２１６】
　ここに記載した抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの変異は、例えば、米国特許第５
３６４９３４号に示す保存的及び非保存的変異に関する技術及び指針のいずれかを用いて
作成することができる。変異は、結果として天然配列抗体又はポリペプチドと比較してア
ミノ酸配列の変化を生じる、抗体又はポリペプチドをコードする一又は複数のコドンの置
換、欠失又は挿入であってもよい。場合によっては、変異は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポ
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アミノ酸との置換による。どのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入
、置換又は欠失され得るかを確かめる指針は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの配
列を既知の相同タンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内で生じたアミノ酸配
列変化の数を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸を類似
した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸で置換すること、例えばロイシンのセリ
ンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果であるとすることができる。挿入及び欠失は
、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内であり得る。許容され得る変異は、配列に
アミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、生じた変異体を完全長又は成熟天然配
列によって示される活性に関して試験することによって確かめられる。
【０２１７】
　抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチド断片がここで提供されている。そのような断片は
、例えば完全長天然抗体又はタンパク質と比較した時に、Ｎ末端又はＣ末端で切断してい
るか、又は内部残基を欠いている可能性がある。ある断片は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポ
リペプチドの所望される生物学的活性にとって必修ではないアミノ酸残基を欠く。
【０２１８】
　抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチド断片は、多くの従来技術のいずれかによって調製
してもよい。所望のペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法には、酵素的消化、
例えば特定のアミノ酸残基で確定した部位でタンパク質を切断することが知られた酵素に
よってタンパク質を処理することで、又は適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片
を単離することによって抗体又はポリペプチド断片を生成することが含まれる。さらにそ
の他の好適な技術には、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、所望の抗体又はポリ
ペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することが含まれる。ＤＮＡ断片の所
望の末端を確定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで用いられ
る。好ましくは、抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチド断片は、ここに開示した天然抗Ｔ
ＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を
共有する。
【０２１９】
　特定の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換の項目で表６に示す。こ
のような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表１に例示的置換と名前を付けた又
は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より実質的な変化が導入され生成物がス
クリーニングされる。
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【０２２０】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的修飾は、（ａ
）置換領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の電
荷又は分子疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において有意に異
なる置換基を選択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づ
いてグループに分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
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（２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；Ａｓｎ；Ｇｌｎ
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；及び
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
　非保存的置換は、これらの分類の１つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、又はより好ましくは
、残された（非保存）部位に導入されうる。
【０２２１】
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニン
グ、及びＰＣＲ突然変異誘発等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができる。部
位特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等, Nuc
l. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, Gene, 34: 315 (
1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 31
7: 415 (1986)］又は他の知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施して、抗ＴＡＴ
抗体又はＴＡＴポリペプチド変異体ＤＮＡを作成することもできる。
【０２２２】
　また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸
分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のア
ミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを
含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくい
ので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWe
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られ
ることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman ＆ Co., N.Y.); Chothia, J. 
Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、ア
イソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【０２２３】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの適切なコンフォメーションを維持することに関
与していない任意のシステイン残基も、分子の酸化的安定性を向上させ、異常な架橋を防
ぐために、概してセリンと置換され得る。逆に、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの
安定性（特に、抗体がＦｖ断片のような抗体断片）を向上させるために、それにシステイ
ン結合（複数でも）を加えてもよい。
【０２２４】
　特に好ましい型の置換変異体は、親抗体（例えば、ヒト化抗体又はヒト抗体）の一又は
複数の高頻度可変領域残基の置換を含む。一般的に、更なる開発のために得られた変異体
は、それらが生成された親抗体と比較して向上した生物学的特性を有している。そのよう
な置換変異体を生成する簡便な方法には、ファージディスプレイを使用する親和性成熟が
ふくまれる。簡潔に言えば、高頻度可変領域部位（例えば、６－７部位）を変異させて各
部位における全ての可能なアミノ酸置換を生成させる。このように生成された抗体変異体
は、繊維状ファージ粒子から、各粒子内に充填されたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融合
物として一価形態で表示される。ファージ表示変異体は、ついで、ここに開示されるよう
なそれらの生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる。改変の
候補となる高頻度可変領域部位を同定するために、アラニンスキャンニング突然変異誘発
を実施し、抗原結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定することができる。ある
いは、又はそれに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析して抗体とヒトＴＡＴポリ
ペプチドとの接点を同定するのが有利である場合もある。このような接触残基及び隣接残
基は、ここで詳しく記述した技術による置換の候補である。そのような変異体が生成され
たら、変異体のパネルにここに記載するようなスクリーニングを施し、一又は複数の関連
アッセイにおいて優れた特性を持つ抗体を更なる開発のために選択することができる。
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【０２２５】
　抗ＴＡＴ抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、当該分野で周知の種々の
方法によって調製される。これらの方法には、限定されるものではないが、オリゴヌクレ
オチド媒介（又は部位特異的）突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、そして抗-ＴＡＴ抗
体の早期に調製した変異体又は非変異体形のカセット突然変異誘発による、天然ソースか
らの単離（天然発生アミノ酸配列変異体の場合）又は調製が含まれる。
【０２２６】
　Ｈ．抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの修飾
　抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。
共有結合的修飾の一型には、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの標的とするアミノ酸
残基を、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又はＣ末端残基と
反応できる有機誘導体化試薬と反応させることが含まれる。二官能性試薬による誘導体化
は、例えば抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドを、抗ＴＡＴ抗体の精製方法で用いる水
不溶性支持体マトリクス又は表面と架橋させるために有用であり、その逆も同じである。
通常用いられる架橋剤には、例えば、１,１-ビス（ジアゾアセチル）-２-フェニルエタン
、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチ
ル酸を有するエステル、３,３'-ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジ
スクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１,
８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プ
ロピオイミダート等の試薬が含まれる。
【０２２７】
　他の修飾には、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びア
スパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレ
オニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα
-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties
, W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０２２８】
　本発明の範囲内に含まれる抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの共有結合的修飾の他
の型は、抗体又はポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。ここで意図さ
れる「天然グリコシル化パターンの変更」とは、天然配列抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペ
プチドに見られる一又は複数の炭水化物部分を欠失させること（内在するグリコシル化部
位を取り除くことによって、又は化学及び／又は酵素的手法でグリコシル化を欠失させる
ことのいずれか）、及び／又は天然配列抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドに存在しな
い一又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。更には、この語句には、存在する種
々の炭水化物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化における
定性的な変化が含まれる。
【０２２９】
　抗体及び他のポリペプチドのグリコシル化とは、典型的にはＮ-結合又はＯ-結合のいず
れかである。Ｎ-結合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付与を指す。ト
リペプチドは、Ｘがプロリンを除く任意のアミノ酸である、アスパラギン-Ｘ-セリン及び
アスパラギン-Ｘ-スレオニンの配列であり、アスパラギン側鎖への炭水化物部分が酵素的
に付与される認識部位である。従って、ポリペプチドのこれらトリペプチド配列のいずれ
かの存在によって、潜在的なグリコシル化部位が作り出される。Ｏ-結合グリコシル化と
は、５-ヒドロキシプロリン又は５-ヒドロキシリジンも用いられるが、殆どの場合にはセ
リン又はスレオニンへＮ-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキシロースのう
ちの一つの糖をヒドロキシアミノ酸へ付与することを指す。
【０２３０】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列を
改変して、それが上記に記載のトリペプチド配列（Ｎ-結合グリコシル化部位について）
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の一つ又は複数を含むようにすることによって簡便に完遂できる。この改変は、また、最
初の抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの配列へ一つ又は複数のセリン又はスレオニン
残基を付加、又は置換することによって生成される（Ｏ-結合グリコシル化部位について
）。抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドアミノ酸配列は、ＤＮＡレベルでの変化を通し
て、特に、コドンが所望するアミノ酸へ翻訳される、あらかじめ選択した塩基での抗ＴＡ
Ｔ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードするＤＮＡを変異させることによって、場合によ
っては改変され得る。
【０２３１】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、
グリコシドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。そのような方法は、この技
術分野において、例えば、１９８７年９月１１日に発行された国際公開８７／０５３３０
、及びAplin及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されて
いる。
【０２３２】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は
酵素的に、あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコド
ンの変異的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知
られており、例えば、Hakimuddin等, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)によって
、そしてEdge等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)によって記載されている。ポリペプ
チド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakura等, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に
記載されているように、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成
される。
【０２３３】
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド共有結合的修飾の他の型は、抗体又はポリペプチ
ドを種々の非タンパク質様ポリマーの１つ、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、
ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンへ、米国特許第４６４０８３５号
；第４４９６６８９号；第４３０１１４４号；第４６７０４１７号；第４７９１１９２号
又は第４１７９３３７号に記載された方法で結合させることを含む。また、抗体又はポリ
ペプチドは、例えばコアセルベーション法によって又は界面重合によって調製されたマイ
クロカプセル（例えば、それぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカ
プセル及びポリ-(メチルメタクリレート)マイクロカプセル）に、コロイド状薬物送達系(
例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ粒子及び
ナノカプセル)又はマクロエマルションで捕捉することができる。このような技術はRemin
gton's Pharmaceutical Sciences, １６版, A. Oslo編(1980)に開示されている。
【０２３４】
　また、本発明の抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドは、その他の異種ポリペプチド又
はアミノ酸配列と融合した抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドを含むキメラ分子が形成
される方法で修飾されてもよい。
【０２３５】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドと抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドとの融合を含む。
エピトープタグは、一般的には抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドのアミノ又はカルボ
キシル末端に位置する。このような抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドのエピトープタ
グ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、
エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マト
リクスを用いたアフィニティ精製によって抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドを容易に
精製できるようにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く
知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ-Ｈｉｓ）又はポリ-ヒスチジン-グ
リシン（ｐｏｌｙ-ｈｉｓ-ｇｌｙ）タグ；ｆｌｕ ＨＡタグポリペプチド及びその抗体１
２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対
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する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and 
Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（
ｇＤ）タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を
含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechnology, 6:1204-12
10(1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science, 255:192-194 (1992)］；
α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1
991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
【０２３６】
　それに換わる実施態様では、キメラ分子は抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの免疫
グロブリン又は免疫グロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価
形態（「イムノアドヘシン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子
のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可変領
域に換えて抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は不活
性化）形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ分子の
ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グ
ロブリン融合体の製造については、１９９５年６月２７日発行の米国特許第５４２８１３
０号を参照のこと。
【０２３７】
　Ｉ．抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの調製
　以下の説明は、主として、抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドコード化核酸を含むベ
クターで形質転換又は形質移入された細胞を培養することにより抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴ
ポリペプチドを産生させる方法に関する。勿論、当該分野においてよく知られている他の
方法を用いて抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドを調製することができると考えられて
いる。例えば、適切なアミノ酸配列、又はその一部分を、固相技術を用いた直接ペプチド
合成によって生成してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.
H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォルニア(1969)；Merrifield, J. Am. Chem
. Soc., 85:2149-2154(1963)参照］。手動技術又は自動を使用することによってインビト
ロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ
・ペプチド合成機（フォスター シティー, カリフォルニア）を用いて、製造者の指示に
よって実施してもよい。抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの種々の部分を別々に化学
的に合成し、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて所望する抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴ
ポリペプチドを生成させてもよい。
【０２３８】
　１．抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードするＤＮＡの単離
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードするＤＮＡは、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴ
ポリペプチドｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組
織から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得ることができる。従って、ヒト抗ＴＡＴ抗
体又はＴＡＴポリペプチドＤＮＡは、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリーか
ら簡便に得ることができる。また抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド-コード化遺伝子
は、ゲノムライブラリーから又は公知の合成方法（例えば、自動核酸合成）により得るこ
ともできる。
【０２３９】
　ライブラリーは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質
を同定するために設計されたプローブ(少なくとも約２０-８０塩基のオリゴヌクレオチド
等)によってスクリーニングできる。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライ
ブラリーのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されている標準的
な手順を使用して実施することができる。抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコード
する遺伝子を単離する他の方法は、ＰＣＲ法を使用するものである［Sambrook等,上掲；D
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ieffenbach等, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, 1995)］。
【０２４０】
　ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするための技術は、当該分野で良く知られてい
る。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、疑陽性が最小化されるよう十
分な長さであり、十分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニン
グされるライブラリー内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように
標識されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３

２Ｐ標識ＡＴＰのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用を含む。中程度
のストリンジェンシー及び高度のストリンジェンシーを含むハイブリダイゼーション条件
は、上掲のSambrookら，に示されている。
【０２４１】
　このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、GenBankらの公
共データベース又は他の個人の配列データベースに寄託され利用可能となっている他の周
知の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内の又は完
全長配列に渡っての（アミノ酸又はヌクレオチドレベルのいずれかでの）配列同一性は、
当該分野で知られた、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
【０２４２】
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
して、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーをスクリーニングすることによって得
られる。
【０２４３】
　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載した抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド生成のための発現又
はクローニングベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体
を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的
栄養培地で培養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすること
なく当業者が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プ
ロトコール、及び実用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, 
M.Butler編 (IRL Press, 1991)及び上掲のSambrook等に見出すことができる。
【０２４４】
　真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる
宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。
前掲のSambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポ
レーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファ
シエンスによる感染が、Shaw等, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２９日公開の国
際公開８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いら
れる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Viro
logy, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が用いられる。哺乳動物細胞の宿主
系形質転換の一般的な態様は米国特許第４３９９２１６号に記載されている。酵母菌中へ
の形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等, P
roc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしなが
ら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレク
トロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン
等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換
するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
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【０２４５】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞
は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物には、限定するも
のではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性微生物、例えば大腸菌のよう
な腸内細菌科が含まれる。種々の大腸菌株が公に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２
株ＭＭ２９４（ＡＴＣＣ３１４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１５３７）；大腸
菌株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７３２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３６３５）である。
他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌属、例えば大腸菌（E. coli）、エンテロバク
ター、エルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモ
ネラ、例えばネズミチフス菌(Salmonella Typhimurium）、セラチア、例えばセラチア・
マルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブ
チルス(B. subtilis)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、
１９８９年４月１２日発行のＤＤ２６６７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミ
ス４１Ｐ）、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を
含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生成物発酵
のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは
、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０を、宿主に
とって内因性のタンパク質をコードする遺伝子の遺伝子変異をもたらすように修飾しても
よく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０
株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全
な遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３ ｐｈｏＡ Ｅ１５（ａｒｇＦ－ｌａｃ）１６９ ｄｅｇＰ 
ｏｍｐＴ ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ ５５,２４４）；完全
な遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３ ｐｈｏＡ Ｅ１５ (ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９ ｄｅｇＰ ｏ
ｍｐＴ ｒｂｓ７ ｉｌｖＧ ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシ
ン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１９
９０年８月７日発行の米国特許第４９４６７８３号に開示された変異周辺質プロテアーゼ
を有する大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他
の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。
【０２４６】
　完全長抗体、抗体断片、及び抗体融合タンパク質は、治療用の抗体が細胞傷害剤（例え
ば、毒素）と結合し、その免疫コンジュゲートそのものが腫瘍細胞の破壊において有効性
を示す場合など、特にグリコシル化及びＦｃエフェクター機能が必要ない場合に、細菌で
産生させることができる。完全長抗体は、血液循環でより長い半減期を有する。大腸菌で
の産生が、より迅速でより費用効率的である。細菌での抗体断片及びポリペプチドの発現
については、例えば、米国特許第５６４８２３７号（Carter等）、米国特許第５７８９１
９９号（Joly等）、及び翻訳開始部位（ＴＩＲ）及び発現と分泌を最適化するシグナル配
列を記載している米国特許第５８４０５２３号（Simmons等）を参照のこと。これら特許
は、ここに参考文献として取り入れられている。発現の後、抗体は、大腸菌細胞ペースト
から可溶性分画へ分離し、例えば、アイソタイプによってプロテインＡ又はＧカラムを介
して精製することができる。最終精製は、例えば、ＣＨＯ細胞で発現させた抗体を精製す
るための工程と同じようにして行うことができる。
【０２４７】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴ
ポリペプチドコード化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカ
ロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾ
サッカロミセス・ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)（Beach及びNurse, Nature, 290: 
140 [1981];１９８５年５月２日公開の欧州特許第１３９３８３号）；クリュイベロミセ
ス宿主(Kluyveromyces hosts)（米国特許第４９４３５２９号; Fleer等, Bio/Technology
, 9: 968-975 (1991)）、例えばクリュイベロミセスラクチス(K. lactis)（MW98-8C, CBS
683, CBS4574; Louvencourt等, J. Bacteriol., 154(2): 737-742 [1983]）、クリュイベ
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ロミセス・フラギリス(K. fragilis)（ＡＴＣＣ１２４２４）、クリュイベロミセス・ブ
ルガリクス(K. bulgaricus)（ＡＴＣＣ１６０４５）、クリュイベロミセス・ウィケラミ
イ(K. wickeramii)（ＡＴＣＣ２４１７８）、クリュイベロミセス・ワルチイ(K. waltii)
（ＡＴＣＣ５６５００）、クリュイベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophilarum)（
ＡＴＣＣ３６９０６； Van den Berg等, Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、クリュイベ
ロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクリュイベロミセス・マルキシアナ
ス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)（欧州特許第４０２２２６号）；ピシア・パス
トリス(Pichia pastoris)（欧州特許第１８３０７０号； Sreekrishna等, J. Basic Micr
obiol, 28: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデルマ・レーシア(Trichoderma reesia
)（欧州特許第２４４２３４号）；アカパンカビ（Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 76: 5259-5263 [1979]）；シュワニオマイセス(Schwanniomyces)、例えばシュワニオマ
イセス・オクシデンタリス(Schwanniomyces occidentalis)（１９９０年１０月３１日公
開の欧州特許第３９４５３８号）；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウ
ム、トリポクラジウム(Tolypocladium)（１９９１年１月１０日公開の国際公開９１／０
０３５７）；及びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギルス・ニダランス（Ballance等
, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn等, Gene, 26: 205-
221 [1983]; Yelton等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及びアス
ペルギルス・ニガー（Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。ここ
で好ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母は、これらに限ら
れないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピシア(Pichia)
、サッカロミセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる
属から選択されたメタノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定
の種のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載
されている。
【０２４８】
　グリコシル化抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの発現に適した宿主細胞は、多細胞
生物から由来のものである。非脊椎動物細胞の例には、植物細胞、例えば綿、トウモロコ
シ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト及びタバコの細胞培養と同様に、ショウジョ
ウバエＳ２及びヨトウ(spodoptera)Ｓｆ９等の昆虫細胞が含まれる。多くのバキュロウイ
ルス株及び変異体、及びヨトウガ(Spodoptera frugiperda)(幼虫(caterpillar))、ネッタ
イシマカ(蚊)、ヒトスジシマカ(蚊)、キイロショウジョウバエ(ショウジョウバエ)、及び
カイコ等の宿主に対応する許容性昆虫宿主細胞が同定されている。種々のトランスフェク
ション用のウィルス株、例えばオートグラファ・カルフォルニカ(Autographa californic
a)ＮＰＶのＬ－１変異株、カイコＮＰＶのＢｍ-５株が公に入手でき、このようなウィル
スは、本発明に係るウィルスとして、特に、ヨトウガ細胞のトランスフェクションのため
に使用してもよい。
【０２４９】
　しかし、最大の関心は脊椎動物細胞に向けられ、培養(組織培養)した脊椎動物細胞の増
殖がルーチン作業となった。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、ＳＶ４０(ＣＯＳ－７，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５１)で形質転換させたサル腎ＣＶ１細胞株；ヒト胚芽腎細胞株(２
９３又は懸濁培養で成長するようにサブクローン化された２９３細胞，Graham等,J.Gen V
irol.,36:59 (1977))；ベビーハムスター腎細胞(ＢＨＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チヤイ
ニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ，Urlaub等, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:
4216 (1980));マウスセルトリ細胞(ＴＭ４，Mather,Biol.Reprod.,23：243-251 (1980))
；サル腎細胞(ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザル腎細胞(ＶＥＲＯ－７
６，ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)；ヒト頚管腫瘍細胞(ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イ
ヌ腎細胞(ＭＤＣＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞(ＢＲＬ ３Ａ，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；ヒト肺細胞(Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞(
Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ ８０６５)；マウス乳房腫瘍細胞(ＭＭＴ ０６０５６２，ＡＴＣＣ Ｃ
ＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Mather等,Annals N.Y.Acad.Sci.,383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５
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細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝臓癌細胞（ＨｅｐＧ２）である。
【０２５０】
　宿主細胞は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド生成のために上述の発現又はクロー
ニングベクターで形質転換され、プロモーターを誘発し、形質転換体を選出し、又は所望
の配列をコードする遺伝子を増幅するために適切に修正した通常の栄養培地で培養される
。
【０２５１】
　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノム
ＤＮＡ)は、クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入
される。様々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コ
スミド、ウイルス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種
々の手法によってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用い
て適当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、こ
れらに制限されるものではないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数
のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。
これらの成分の一又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的な
ライゲーション技術を用いる。
【０２５２】
　ＴＡＴは直接的に組換え手法によって生成されるだけではなく、シグナル配列あるいは
成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポリペプ
チドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生成される。一般に、シグナル
配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入される抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプ
チド-コード化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファターゼ
、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択
される原核生物シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵
母インベルターゼリーダー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクリュ
イベロミセス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５０１０１８２
号に記載されている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.albi
cans)グルコアミラーゼリーダー(１９９０年４月４日発行の欧州特許第３６２１７９号)
、又は１９９０年１１月１５日に公開された国際公開９０／１３６４６に記載されている
シグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同一あ
るいは関連種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのよう
なタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【０２５３】
　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルス
についてよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス
開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞にお
けるクローニングベクターに有用である。
【０２５４】
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、（ａ）アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセー
トあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、（ｂ）栄
養要求性欠陥を補い、又は（ｃ）複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパ
ク質をコードしており、例えばバシリのＤ-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子があ
る。
【０２５５】
　哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼのよ
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うに、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド-コード化核酸を取り込むことのできる細胞
成分を同定することのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞
は、Urlaub等により, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているよ
うにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中
での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である
［Stinchcomb等, Nature, 282：39(1979)；Kingsman等, Gene, 7：141(1979)；Tschemper
等, Gene, 10：157(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６ある
いはＰＥＰ４-１のようなトリプトファンで成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対
する選択マーカーを提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【０２５６】
　発現及びクローニングベクターは、通常、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド-コー
ド化核酸配列に作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成を方向付けるプロモーターを含む。種々
の有能な宿主細胞により認識されるプロモーターが知られている。原核生物宿主との使用
に適したプロモーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang等, Natu
re, 275:615 (1978)； Goeddel等, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリフォスファター
ゼ、トリプトファン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980
); 欧州特許第３６７７６号］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモー
ター［deBoer等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使
用するプロモーターもまた抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードするＤＮＡと作
用可能に結合したシャイン・ダルガーノ(Ｓ.Ｄ.)配列を有する。
【０２５７】
　酵母宿主との使用に適したプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラートキ
ナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess 
等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1978)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメ
ラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
【０２５８】
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸フ
ォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素
のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーター
は欧州特許第７３６５７号に更に記載されている。
【０２５９】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチド転写
は、例えば、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開の英
国特許第２２１１５０４号)、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウ
ィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス
及びサルウィルス４０（ＳＶ４０）のようなウィルスのゲノムから得られるプロモーター
、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモ
ーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロモーターによって、このようなプロモ
ーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
【０２６０】
　より高等の真核生物による抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドをコードするＤＮＡの
転写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハン
サーは、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強する
ＤＮＡのシス作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知ら
れている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)
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。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろ
う。例としては、複製開始点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、
サイトメガロウィルス初期プロモーターエンハンサー、複製開始点の後期側のポリオーマ
エンハンサー及びアデノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、抗ＴＡＴ抗
体又はＴＡＴポリペプチドコード化配列の５’又は３’位でベクター中にスプライシング
され得るが、好ましくはプロモーターから５’位に位置している。
【０２６１】
　また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴ
ポリペプチドをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写される
ヌクレオチドセグメントを含む。
【０２６２】
　組換え脊椎動物細胞培養での抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの合成に適応化する
のに適切な他の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (1981
); Mantei等, Nature, 281:40-46 (1979); 欧州特許第１１７０６０号；及び欧州特許第
１１７０５８号に記載されている。
【０２６３】
　４．宿主細胞の培養
　本発明の抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドを生成するために用いられる宿主細胞は
種々の培地において培養することができる。市販培地の例としては、ハム(Ham)のＦ１０(
シグマ)、最小必須培地((ＭＥＭ),シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコ
の改良イーグル培地((ＤＭＥＭ),シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, 
Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７
６７７０４号；同４６５７８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同
５１２２４６９号；国際公開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又
は米国特許再発行第３０９８５号に記載された任意の培地も宿主細胞に対する培養培地と
して使用できる。これらの培地はいずれも、ホルモン及び／又は他の成長因子(例えばイ
ンスリン、トランスフェリン、又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カル
シウム、マグネシウム及びリン酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオシド(例
えばアデノシン及びチミジン)、抗生物質(例えば、ＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮＴＭ薬)、微量
元素(マイクロモル範囲の最終濃度で通常は存在する無機化合物として定義される)及びグ
ルコース又は同等のエネルギー源を必要に応じて補充することができる。任意の他の必要
な補充物質もまた当業者に知られている適当な濃度で含まれてもよい。培養条件、例えば
温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿主細胞について以前から用いられているもの
であり、当業者には明らかであろう。
【０２６４】
　５．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドット
ブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダイゼーションによって、直接的に試
料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖、及びＤＮＡ－Ｒ
ＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識するこ
とができる抗体を用いることもできる。ついで、抗体を標識し、アッセイを実施すること
ができ、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果、表面での二本鎖の形成の時点で
その二本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
【０２６５】
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量化する免疫学的な方法、
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例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって
、測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体
は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができ
る。簡便には、抗体は、天然配列ＴＡＴポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤ
ＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＴＡＴ ＤＮＡに融合し特異的抗体
エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【０２６６】
　６．抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの精製
　抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収す
ることができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)を用
いて又は酵素的切断により膜から引き離すことができる。抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペ
プチドの発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細
胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することができる。
【０２６７】
　抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポリペプチドは、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精
製することが望ましい。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち
、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換
樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-Ｐ
ＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧ
のような汚染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及び抗ＴＡＴ抗体及びＴＡＴポ
リペプチドのエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである。この分野で
知られ、例えば、Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Protein Pu
rification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)に記載され
た多くのタンパク質精製方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例えば、用い
られる生成方法及び特に生成される特定の抗ＴＡＴ抗体又はＴＡＴポリペプチドの性質に
依存する。
【０２６８】
　組換え技術を使用する場合、抗体は細胞内、細胞膜周辺腔内に生成されるか、又は培地
に直接分泌され得る。抗体が細胞内に生成される場合、第１工程として、粒状屑、宿主細
胞又は溶菌断片を、例えば遠心分離又は超遠心分離にかけて取り除く。Carter等, Bio/Te
chnology 10:163-167(1992)は、大腸菌の細胞膜周辺腔に分泌される抗体を単離するため
の手順について記載している。簡単に述べると、細胞ペーストを酢酸ナトリウム(ｐＨ３
．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフロリド(ＰＭＳＦ)の存在下で、３０
分以上かけて解凍する。細胞屑は遠心分離により除去することができる。抗体が培地へ分
泌されている場合、そのような発現系からの上清は、一般的には、市販のタンパク質濃縮
フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｐｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過
ユニットを用いて最初に濃縮する。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工
程に含めてタンパク質分解を阻害してもよく、抗生物質が外来性の汚染菌の増殖を防止す
るために含められ得る。
【０２６９】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー
、ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフ
ィニティークロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティリガンドとして
のプロテインＡの適合性は抗体に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプ
に依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用い
ることができる（Lindmark等, J. Immunol. Meth. 62: 1-13 [1983]）。プロテインＧは
、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている（Guss等, EMBO J. 5: 15671
575 [1986]）。アフィニティリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであることが
最も多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼ
ン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短い
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処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ ＡＢＸ(
商標)樹脂（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ，Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ，ＮＪ）が精製に有用であ
る。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカ上のクロマトグ
ラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂（ポリアスパラギン酸カラム）上でのヘパリン
ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ(商品名)クロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-Ｐ
ＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿などの他のタンパク質精製技術も、回収される抗体に
応じて利用可能である。
【０２７０】
　任意の予備精製工程に続いて、対象とする抗体と汚染物とを含む混合物に、約２．５－
４．５のｐＨでの溶離バッファーを用いて、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーを
施してもよく、好ましくは低い塩濃度（例えば、約０－０．２５Ｍ塩）で実施される。
【０２７１】
　Ｊ．製薬製剤
　本発明に係る抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド、ＴＡＴ結合有機分子及び／又
はＴＡＴポリペプチドの治療的製剤は、所望される程度の純度を持つ抗体、ポリペプチド
、オリゴペプチド又は有機分子を凍結乾燥製剤又は水性溶液の形態で、最適な製薬上許容
される担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより調製され保存される（Remington'
s Pharmaceutical Sciences 16th 版, Osol, A. 編. [1980]）。許容される担体、賦形剤
、又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、酢酸、Ｔｒｉｓ、
リン酸、クエン酸、及び他の有機酸などの緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む
酸化防止剤；防腐剤（オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメ
トニウムクロライド；ベンズアルコニウムクロライド、ベンズエトニウムクロライド；フ
ェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパ
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；及びｍ-
クレゾールなど）；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、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；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、又はリジン等のアミノ酸
；グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物
；ＥＤＴＡ等のキレート剤；トレハロース及び塩化ナトリウムなどのトニシファイヤー；
スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；ポリソルベート等
の界面活性剤；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質
錯体）；及び／又はトゥイーン(ＴＷＥＥＮ)（登録商標）、プルロニクス(ＰＬＵＲＯＮ
ＩＣＳ)（登録商標）、又はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性
剤を含む。抗体は、好ましくは５－２００ｍｇ／ｍｌの間、好ましくは１０－１００ｍｇ
／ｍｌの間の濃度の抗体で構成される。
【０２７２】
　ここでの製剤は、また、治療すべき特定の徴候の必要に応じて一以上の活性化合物、好
ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。例えば、抗ＴＡ
Ｔ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子に加えて、１つの製剤に、例
えば、ＴＡＴポリペプチド上の異なるエピトープと結合する第二抗ＴＡＴ抗体、又は特定
の癌の増殖に影響を与える成長因子のような何らかの他の標的に対する抗体を含めること
は望ましい。あるいは、又はさらに、この組成物は、更に化学療法剤、細胞障害性剤、サ
イトカイン、増殖阻害剤、抗-ホルモン剤、及び／又は心臓保護剤を含んでもよい。この
ような分子は、意図する目的にとって有効な量の組み合わせで適切に存在する。
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、Reming
ton's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されている
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。
【０２７３】
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポ
リマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、
又はマイクロカプセルの形状である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステル、ヒドロ
ゲル（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール
））、ポリアクチド（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγエチル-Ｌ
-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴ(
登録商標)（乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドの注射可能な小球）など
の分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-（-）-３-ヒドロキシブチル酸が含ま
れる。
【０２７４】
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
【０２７５】
　Ｋ．抗ＴＡＴ抗体、ＴＡＴ結合オリゴペプチド又はＴＡＴ結合有機分子を用いる診断及
び治療
　癌におけるＴＡＴ発現を定量するために、種々の診断アッセイが利用可能である。一実
施態様では、ＴＡＴポリペプチド過剰発現は、免疫組織化学（ＩＨＣ）によって分析され
る。腫瘍生検からのパラフィン包埋組織切片をＩＨＣアッセイへ供してもよいし、次のよ
うなＴＡＴタンパク質染色強度基準と合致させてもよい：
　スコア０ - 染色が観察されないか、又は膜染色が腫瘍細胞の１０％未満で観察される
。
　スコア１＋ - わずかに／弱く認知できる程度の膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて検
出される。細胞はそれらの膜の一部のみが染色される。
　スコア２＋ - 弱いないしは中程度の完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて観察さ
れる。
　スコア３＋ - 中程度から強い完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて観察される。
　ＴＡＴポリペプチド発現に関して０又は１＋スコアの腫瘍は、ＴＡＴが過剰発現してい
ないことを特徴としうるものであるのに対し、２＋又は３＋スコアの腫瘍はＴＡＴが過剰
発現していることを特徴としうる。
【０２７６】
　別に、又は付加的に、ＦＩＳＨアッセイ、例えばＩＮＦＯＲＭ（登録商標）(Ｖｅｎｔ
ａｎａ，Ａｒｉｚｏｎａから販売)又はＰＡＴＨＶＩＳＩＯＮ（登録商標）(Ｖｙｓｉｓ，
Ｉｌｌｉｎｏｉｓ)を、ホルマリン固定、パラフィン包埋された腫瘍組織で実施して、腫
瘍におけるＴＡＴ過剰発現の程度(生じているならば)を測定してもよい。
【０２７７】
　ＴＡＴ過剰発現又は増幅は、インビボ診断アッセイを使用して評価することができ、例
えば検出される分子に結合し、検出可能な標識(例えば、放射性同位体又は蛍光標識)が付
けられた分子(例えば抗体、オリゴペプチド又は有機分子)を投与し、標識の局在化につい
て患者を外部スキャニングする。
【０２７８】
　上に記載したように、本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子には、種々
の非治療的用途がある。本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、ＴＡＴ
ポリペプチドを発現している癌の診断及び染色にとって有用である（例えば、ラジオイメ
ージングで）。他の細胞の精製の工程として、混合細胞の集団からＴＡＴ発現細胞を死滅
させて除去するために、この抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、また、例えば、ＥＬ
ＩＳＡ又はウエスタンブロットにおいて、インビトロでＴＡＴポリペプチドの検出及び定
量化のために、細胞からＴＡＴポリペプチドを精製又は免疫沈降するのに有用である。
【０２７９】
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　現在、癌の段階に応じて、癌の治療には、次の治療：外科手術による癌組織の除去、放
射線治療、及び化学治療の一つ、又はそれらを組合せたものが含まれる。抗ＴＡＴ抗体、
オリゴペプチド又は有機分子による治療は、特に、化学治療における副作用や毒素に対す
る耐性がない老年の患者、及び放射線治療の有用性に限界がある転移性疾患において所望
されている。本発明の腫瘍標的化抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、疾患の
初期診断時及び再発中におけるＴＡＴ-発現癌の緩和に有用である。治療用途に関しては
、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、単独で、あるいは例えば、ホルモン、
抗血管形成、又は放射標識された化合物と共に、又は外科手術、寒冷療法、及び／又は放
射線治療と組み合わせてもよく、使用してもよい。抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有
機分子による治療は、従来的治療の前又は後のいすれかに連続させて、他の形態の従来的
治療と共に実施することができる。化学療法剤、例えばタキソテレ(登録商標)(ドセタキ
セル)、タキソール(登録商標)(パリクタキセル)、エストラムスチン及びミトキサントロ
ンは、癌、特に危険性の少ない患者の癌治療に使用される。癌を治療又は緩和するための
本発明の方法において、上述した一又は複数の化学療法剤による治療と組合せて、癌患者
に抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を投与することができる。特に、パリクタ
キセル及び改変誘導体との組合せ治療が考えられる(例えば、欧州特許第０６００５１７
号を参照のこと)。抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は治療的有効量の化学療
法剤と共に投与されるであろう。他の実施態様では、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は
有機分子は化学療法剤、例えばパクリタキセルの活性及び効力を高めるための化学治療と
組合せて投与される。医師用卓上参考書(ＰＤＲ)には、種々の癌治療に使用されるこれら
の薬剤の用量が開示されている。治療的に有効な上述の化学療法剤の投薬計画及び用量は
、治療される特定の癌、疾患の程度、及び当該技術分野の医師によく知られている他の因
子に依存し、医師が決定することができる。
【０２８０】
　特定の一実施態様では、細胞障害剤に結合した抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機
分子を含有する毒素コンジュゲートを患者に投与する。好ましくは、ＴＡＴタンパク質に
結合した免疫コンジュゲートは細胞によりインターナリゼーションし、結果として、それ
が結合した癌細胞の殺傷性における免疫コンジュゲートの治療的効果が向上する。好まし
い実施態様では、細胞障害剤は、癌細胞内の核酸を標的とするか、又はこれに干渉する。
このような細胞障害剤の例は、上述されており、メイタンシノイド、カリケアマイシン、
リボヌクレアーゼ及びＤＮＡエンドヌクレアーゼを含む。
【０２８１】
　抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子又はその免疫コンジュゲートは、公知の方
法、例えばボーラス、もしくは一定時間にわたる連続注入による静脈内投与、筋肉内、腹
腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑液包内、くも膜下腔内、経口、局所的、又は吸入経路
により、ヒトの患者に投与される。抗体、オリゴペプチド又は有機分子の静脈内又は皮下
投与が好ましい。
【０２８２】
　他の治療計画を抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子の投与と組合せてもよい。
組合せ投与には、別々の製剤又は単一の医薬製剤を使用する同時投与、及び好ましくは両
方(又は全ての)活性剤が同時にその生物学的活性を働かせる時間があるいずれかの順での
連続投与が含まれる。このような組合せ治療により、結果として相乗的治療効果が生じる
ことが好ましい。
【０２８３】
　また、特定の癌に関連した他の腫瘍抗原に対する抗体の投与と共に、抗ＴＡＴ抗体又は
抗体類、オリゴペプチド又は有機分子の投与を組合せることが望ましい。
【０２８４】
　他の実施態様では、本発明の治療方法は、異なる化学療法剤の混合物の同時投与を含む
、抗ＴＡＴ抗体(又は抗体類)、オリゴペプチド又は有機分子と一又は複数の化学療法剤又
は増殖阻害剤との組合せ投与を含む。化学療法剤には、リン酸エストラムスチン、プレド
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ニムスチン、シスプラチン、５-フルオロウラシル、メルファラン、シクロホスファミド
、ヒドロキシ尿素及びヒドロキシ尿素タキサン類(ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａｔａｘａｎｅ
ｓ)(例えばパクリタキセル及びドキセタキセル)及び／又はアントラサイクリン抗生物質
が含まれる。このような化学療法剤の調製及び投与スケジュールは製造者の注意書きに従
い使用されるか、又は熟練した実務者により経験的に決定される。このような化学療法の
調製及び投与スケジュールは、Chemotherapy Service編 M.C.Perry, Williams ＆ Wilkin
s, Baltimore, MD(1992)にも記載されている。
【０２８５】
　抗体、オリゴペプチド有機分子は、抗ホルモン化合物；例えばタモキシフェン等の抗-
エストロゲン化合物；抗-プロゲステロン、例えばオナプリストン(ｏｎａｐｒｉｓｔｏｎ
ｅ)(欧州特許第６１６８１２号を参照)；又は抗アンドロゲン、例えばフルタミドを、こ
のような分子に対して既知の用量で組合せてもよい。治療される癌がアンドロゲン非依存
性癌である場合、患者は予め抗アンドロゲン治療を受け、癌がアンドロゲン非依存性にな
った後、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子(及び場合によってはここに記載し
た他の薬剤)を患者に投与してもよい。
【０２８６】
　しばしば、心臓保護剤(治療に関連する心筋の機能不全を防止又は低減するため)又は一
又は複数のサイトカインを患者に同時投与することも有益なことである。上述した治療摂
生に加えて、抗体、オリゴペプチド又は有機分子治療の前、同時又は治療後に、外科的に
癌細胞を取り除くか、及び／又は放射線治療を施してもよい。上述した任意の同時投与さ
れる薬剤の適切な用量は現在使用されている量であり、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又
は有機分子と薬剤の組合せ作用(相乗作用)に応じてより少なくしてもよい。
【０２８７】
　疾患の予防又は治療のための投与量及び方式は、公知の基準に従い、医師により選択さ
れるであろう。抗体、オリゴペプチド又は有機分子の適切な用量は、上記のような治療さ
れる疾患の種類、疾患の重症度及び過程、抗体、オリゴペプチド又は有機分子を予防目的
で投与するのか治療目的で投与するのか、過去の治療、患者の臨床歴及び抗体、オリゴペ
プチド又は有機分子の応答性、手当てをする医師の裁量に依存するであろう。抗体、オリ
ゴペプチド又は有機分子は一度に又は一連の処置にわたって患者に適切に投与される。好
ましくは、抗体、オリゴペプチド又は有機分子は静脈注入又は皮下注射により投与される
。疾患の種類及び重症度に応じて、例えば一又は複数の別個の投与又は連続注入のいずれ
であれ、体重１ｋｇ当たり約１μｇないし５０ｍｇ(例えば０．１－１５ｍｇ／ｋｇ／用
量)の抗体を患者への最初の投与量の候補とすることができる。投薬計画は、約４ｍｇ／
ｋｇの初期負荷量、続いて１週間に約２ｍｇ／ｋｇの維持用量の抗ＴＡＴ抗体を投与する
ことからなってよい。しかしながら、他の投薬計画も有効であろう。上述した因子に応じ
て、典型的な一日の投与量は約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇあるいはそれ以上の範
囲である。数日間又はそれ以上の繰り返し投与の場合、状態によっては、疾患の徴候の望
ましい抑制が生じるまで処置を維持する。この治療の進行状態は、医師又は他の当業者に
公知の基準をベースにした通常の方法やアッセイで容易にモニターされる。
【０２８８】
　抗体タンパク質の患者への投与の他に、本出願は遺伝子治療による抗体の投与を考察す
る。抗体をコードする核酸の投与は「抗体を治療的有効量で投与する」という表現に含ま
れる。例えば、遺伝子治療を用いた細胞内抗体の産生に関する、１９９６年３月１４日に
公開された国際公開第９６／０７３２１号を参照のこと。
【０２８９】
　核酸（場合によってはベクター内に含まれたもの）を患者の細胞に入れるために：イン
ビボ及びエキソビボという２つの主要な方法がある。インビボ送達では、核酸は、通常は
抗体が必要とされている部位に直接注入される。エキソビボ処理では、患者の細胞を取り
出し、核酸をこれらの単離された細胞に導入し、修飾された細胞を患者に、直接、又は例
えば患者に埋め込まれる多孔性膜にカプセル化して投与する（米国特許第４８９２５３８
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号及び第５２８３１８７号参照）。核酸を生細胞に導入するために利用可能な種々の技術
がある。これらの技術は、核酸が培養された細胞にインビトロで移入されるか、又は対象
とする宿主にインビボで移入されるかによって異なる。哺乳動物細胞にインビトロで核酸
を移入するのに適した技術は、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェ
クション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈降法などの使用を含
む。遺伝子のエキソビボ送達に通常用いられるベクターはレトロウイルスベクターである
。
【０２９０】
　現在好まれているインビボ核酸移入技術は、ウイルスベクター（例えば、アデノウイル
ス、単純ヘルペスＩウイルス、又はアデノ関連ウイルス）、及び脂質ベースの系（例えば
、遺伝子の脂質媒介移入に有用な脂質は、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、及びＤＣ-Ｃｈｏｌで
ある）での形質移入を含む。現在知られている遺伝子マーキング及び遺伝子治療プロトコ
ールの概説については、Anderson等, Science, 256:808-813 (1992)を参照のこと。また
、国際公開第９３／２５６７３号及びそこに引用された参考文献も参照。
【０２９１】
　本発明の抗ＴＡＴ抗体は、ここでの「抗体」の定義により包含される様々な形態であっ
てよい。よって、抗体には、完全長又は無傷抗体、抗体断片、天然配列抗体又はアミノ酸
変異体、ヒト化、キメラ又は融合抗体、免疫コンジュゲート、及びそれらの機能的断片が
含まれる。融合抗体において、抗体配列は異種ポリペプチド配列に融合している。抗体は
Ｆｃ領域が修飾されて、所望のエフェクター機能を提供することができる。以下の段落に
詳細に記載されるように、適切なＦｃ領域と共に、細胞表面に結合したそのままの抗体は
、例えば抗体-依存性細胞障害(ＡＤＣＣ)を介して又は補体依存性細胞障害において補体
を補充することにより、又は他のいくつかのメカニズムにより、細胞障害性を誘発し得る
。また、副作用及び治療による合併症を最小にするようにエフェクター機能を除去又は低
減することが望ましい場合には、所定の他のＦｃ領域が使用される。
【０２９２】
　一実施態様では、抗体は、本発明の抗体と同じエピトープとの結合に関して競合するか
、又はこれに実質的に結合する。また、本発明の抗ＴＡＴ抗体の生物学的特徴を有する抗
体、特にインビボ腫瘍ターゲティング及び任意の細胞増殖阻害又は細胞障害特性を含むも
のが考察される。
　上述した抗体の産生方法をここで詳細に記載する。
【０２９３】
　本抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、哺乳動物におけるＴＡＴ-発現癌の
治療又は一又は複数の癌の徴候の緩和に有用である。このような癌には、前立腺癌、尿道
癌、肺癌、乳癌、結腸癌及び卵巣癌、特に前立腺癌腫(ｐｒｏｓｔａｔｅ ａｄｅｎｏｃａ
ｒｃｉｎｏｍａ)、腎細胞癌腫、結腸直腸腺癌、肺腺癌、肺細胞の扁平癌腫、及び胸膜中
皮腫が含まれる。癌には、上述した任意の転移性癌が含まれる。抗体、オリゴペプチド又
は有機分子は、哺乳動物においてＴＡＴポリペプチドを発現している癌細胞の少なくとも
一部に結合可能である。好ましい実施態様では、抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、
インビボ又はインビトロで細胞のＴＡＴポリペプチドに結合して、ＴＡＴ-発現腫瘍細胞
を破壊又は死滅させるか、又はこのような腫瘍細胞の増殖を阻害するのに効果的である。
このような抗体には、裸の抗ＴＡＴ抗体(いかなる薬剤にも結合していない)が含まれる。
細胞傷害性又は細胞増殖阻害特性を有する裸の抗体は、細胞障害剤と併用すると、より強
く腫瘍細胞を破壊することが可能である。例えば細胞障害剤と抗体とを結合させ、以下に
記載するような免疫コンジュゲートを形成させることによって、細胞障害特性を抗ＴＡＴ
抗体に付与することができる。この細胞障害剤又は増殖阻害剤は、好ましくは小分子であ
る。毒素、例えばカリケアマイシン又はメイタンシノイド、及びそれらの類似物又は誘導
体が好ましい。
【０２９４】
　本発明は、本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子と担体を含有する組成



(82) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

物を提供する。癌の治療のために、組成物はその治療の必要性に応じて患者に投与するこ
とができ、ここで組成物は免疫コンジュゲート又は裸の抗体として存在する一又は複数の
抗ＴＡＴ抗体を含有し得る。さらなる実施態様においては、組成物は、他の療法剤、例え
ば化学療法剤を含む増殖阻害剤又は細胞障害剤とこれらの抗体、オリゴペプチド又は有機
分子を組合せて含有することもできる。また本発明は、本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペ
プチド又は有機分子と担体を含有する製剤も提供する。一実施態様では、製剤は製薬的に
許容可能な担体を含有する治療用製剤である。
【０２９５】
　本発明の他の態様は、抗ＴＡＴ抗体をコードする単離された核酸分子である。Ｈ及びＬ
鎖、特に高頻度可変領域残基をコードする核酸、天然配列抗体及び変異体をコードする鎖
、該抗体の修飾体及びヒト化形態を含む。
【０２９６】
　本発明は、抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を治療的有効量、哺乳動物に投
与することを含む、哺乳動物におけるＴＡＴポリペプチド-発現癌の治療又は癌の一又は
複数の徴候を緩和するのに有用な方法を提供する。抗体、オリゴペプチド又は有機分子治
療組成物は、医師の指示通りに、短い期間(急性)又は慢性的に、又は間欠的に投与するこ
とができる。また、ＴＡＴポリペプチド-発現細胞の増殖を阻害し、該細胞を殺傷する方
法も提供される。
【０２９７】
　本発明は少なくとも一つの抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有するキッ
ト又は製造品も提供する。抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有するキット
は、例えばＴＡＴ細胞殺傷アッセイ、細胞からのＴＡＴポリペプチドの精製又は免疫沈降
における用途が見出されている。例えば、ＴＡＴの単離及び精製のためには、キットはビ
ーズ(例えばセファロースビース)に結合した抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子
を含有することができる。インビトロにおけるＴＡＴの検出及び定量化、例えばＥＬＩＳ
Ａ又はウエスタンブロットにおける抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有するキット
を提供することもできる。検出に有用なこのような抗体、オリゴペプチド又は有機分子は
、蛍光又は放射標識などの標識が付されて提供され得る。
【０２９８】
　Ｌ．製造品及びキット
　本発明の他の実施態様は、抗ＴＡＴ発現癌の治療に有用な物質を含有する製造品である
。この製造品は容器と容器に付与又は添付されるラベル又はパッケージ挿入物を含んでな
る。好適な容器は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等を含む。容器は、ガラス又はプ
ラスチックなどの多様な材料から形成されてよい。容器は、癌の状態の治療に有効な組成
物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容器は皮下注射針で貫通可能な
ストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい）。組成物中の少なくと
も一つの活性剤は本発明の抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子である。ラベル又
はパッケージ挿入物は、組成物が癌の治療のために使用されることを示す。ラベル又はパ
ッケージ挿入物は、癌患者に抗体、オリゴペプチド又は有機分子組成物を投与する際の注
意書きをさらに含む。製造品はさらに、製薬的に許容可能なバッファー、例えば注射用の
静菌水(ＢＷＦＩ)、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第２の容
器を具備してもよい。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針及びシリンジを
含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０２９９】
　種々の目的、例えばＴＡＴ発現細胞殺傷アッセイ、細胞からのＴＡＴポリペプチドの精
製又は免疫沈降に有用なキットも提供される。ＴＡＴポリペプチドの単離及び精製におい
て、キットはビーズ(例えばセファロースビーズ)に結合した抗ＴＡＴ抗体、オリゴペプチ
ド又は有機分子を含むことが可能である。インビトロにおけるＴＡＴポリペプチドの検出
及び定量化、例えばＥＬＩＳＡ又はウエスタンブロットのための抗体、オリゴペプチド又
は有機分子を含むキットを提供することもできる。製造品と同様、キットも容器と容器に
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付与又は添付されるラベル又は能書を含んでなる。容器には少なくとも１つの本発明の抗
ＴＡＴ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有する組成物が収容されている。希釈液及
びバッファー、コントロール抗体等を収容する付加的な容器を具備していてもよい。ラベ
ル又は能書は、組成物についての記載、並びに意図するインビトロ又は診断での使用に関
する注意書きを提供するものである。
【０３００】
　Ｍ．ＴＡＴポリペプチド及びＴＡＴ-ポリペプチドコード核酸の用途
　ＴＡＴポリペプチドをコードする核酸配列（又はそれらの相補鎖）は、ハイブリダイゼ
ーションプローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び遺伝子マッ
ピングにおいて、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡプローブの生成において種々の用途
を有している。また、ＴＡＴコード化核酸は、ここに記載される組換え技術によるＴＡＴ
ポリペプチドの調製に有用であり、これらＴＡＴポリペプチドは、例えば、ここで記載の
抗ＴＡＴ抗体の調製において用途を見出し得る。
【０３０１】
　完全長天然配列ＴＡＴ遺伝子又はその一部は、完全長ＴＡＴｃＤＮＡの単離又はここに
開示した天然ＴＡＴ配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他のｃＤＮＡ（例えば、Ｔ
ＡＴの天然発生変異体又は他の種からのＴＡＴをコードするもの）の単離のために、ｃＤ
ＮＡライブラリ用のハイブリダイゼーションプローブとして使用できる。場合によっては
、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。このハイブリダイゼーションプローブは
、少なくとも部分的に完全長天然ヌクレオチド配列の新規な領域から誘導してもよく、そ
れらの領域は、過度の実験をすることなく、天然配列ＴＡＴのプロモーター、エンハンサ
ー成分及びイントロンを含むゲノム配列から判定され得る。例えば、スクリーニング法は
、ＴＡＴ遺伝子のコード化領域を周知のＤＮＡ配列を用いて単離して約４０塩基の選択さ
れたプローブを合成することを含む。ハイブリダイゼーションプローブは、３２Ｐ又は３

５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビディン／ビオチン結合系を介してプローブに結合
したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々の標識で標識され得る。本発明のＴ
ＡＴ遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識されたプローブは、ヒトｃＤＮＡ、ゲノム
ＤＮＡ又はｍＲＮＡのライブラリーをスクリーニングし、そのライブラリーの何れのメン
バーにプローブがハイブッド形成するかを決定するのに使用できる。ハイブリダイゼーシ
ョン技術を、以下の実施例において更に詳細に記載する。本出願に開示されている任意の
ＥＳＴ配列は、ここに開示している方法を利用して、同じようにプローブとして用い得る
。
【０３０２】
　ＴＡＴコード核酸の他の有用な断片には、標的ＴＡＴ ｍＲＮＡ（センス）又はＴＡＴ 
ＤＮＡ（アンチセンス）配列と結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮＡのいずれか
）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドが含まれる。本発明によると、アン
チセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、ＴＡＴ ＤＮＡのコード化領域の断片を含む
。そのような断片は、一般的には少なくとも約１４ヌクレオチド、好ましくは約１４から
３０ヌクレオチドを含む。与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づいて、
アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを得る能力は、例えば、Stein及びCohen（Ca
ncer Res. 48:2659, 1988）及び van der Krol等（BioTechniques 6:958, 1988）に記載
されている。
【０３０３】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖の形成を
もたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の未熟終止を含む幾つかの方法の
一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止する。そのような方法は、本
発明に含まれている。よって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＴＡＴタンパク質の
発現を阻止するのに用いられ、それらＴＡＴタンパク質は、哺乳動物での癌の誘導を担い
得る。アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、修飾糖－ホスホジエステル骨格（
又は他の糖結合、国際公開９１／０６６２９に記載のもの等）を有するオリゴヌクレオチ
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ドを更に含み、そのような糖結合は内因性ヌクレアーゼ耐性である。そのような耐性糖結
合を持つオリゴヌクレオチドは、インビボで安定であるが（つまり、酵素分解に耐えうる
が）、標的ヌクレオチド配列に結合できる配列特異性は保持している。
【０３０４】
　アンチセンス結合の好適な遺伝子内部位には、遺伝子のオープンリーディングフレーム
（ＯＲＦ）の翻訳開始／開始コドン（５'-ＡＵＧ／５'-ＡＴＧ）又は終結／停止コドン（
５'-ＵＡＡ、５'-ＵＡＧ及び５-ＵＧＡ／５'-ＴＡＡ、５'-ＴＡＧ及び５'-ＴＧＡ）を含
む領域が含まれる。これらの領域は翻訳開始又は終結コドンから何れかの方向（つまり５
'又は３'）に約２５から約５０の近接ヌクレオチドを包含するｍＲＮＡ又は遺伝子の一部
を意味する。アンチセンス結合のための他の好適な領域には、イントロン；エキソン；イ
ントロン-エキソン接合部；翻訳開始コドンと翻訳終結コドンの間の領域であるオープン
リーディングフレーム（ＯＲＦ）又は「コード領域」；５'-５'トリホスフェート結合を
介してｍＲＮＡの５'－最末端残基に結合したＮ７-メチル化グアノシン残基を含み、５'
キャップ構造自体と同様にキャップに隣接する最初の５０ヌクレオチドを含むｍＲＮＡの
５'キャップ；翻訳開始コドンから５'方向のｍＲＮＡの部分で、ｍＲＮＡ又は遺伝子上の
対応するヌクレオチドの翻訳開始コドンと５'キャップ部位の間のヌクレオチドを含む５'
の未翻訳領域（５'ＵＴＲ）；及び翻訳終結コドンから３'方向のｍＲＮＡの部分で、ｍＲ
ＮＡ又は遺伝子上の対応するヌクレオチドの３'末端と翻訳停止コドンの間のヌクレオチ
ドを含む、３'未翻訳領域（３'ＵＴＲ）が含まれる。
【０３０５】
　ＴＡＴタンパク質の発現を阻害するのに有用な好適なアンチセンス化合物の特定の例に
は、修飾骨格又は非天然ヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオチドが含まれる。修飾
された骨格を有するオリゴヌクレオチドには骨格にリン原子を保持しているものと骨格に
リン原子を有していないものが含まれる。この明細書の目的のために、また当該分野でし
ばしば引用されるように、そのヌクレオシド間骨格にリン原子を持たない修飾オリゴヌク
レオチドはまたオリゴヌクレオシドであると考えることができる。好適な修飾オリゴヌク
レオチド骨格には、例えばホスホロチオネート、キラルホスホロチオネート、ホスホロジ
チオネート、ホスホトリエステル、アミノアルキルホスホトリエステル、メチル及び他の
アルキルホスホネートで、３'-アルキレンホスホネート、５'-アルキレンホスホネート及
びキラルホスホネートを含むもの、ホスフィネート、ホスホルアミデートで、３'-アミノ
ホスホルアミデート及びアミノアルキルホスホルアミデートを含むもの、チオノホスホル
アミデート、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、セレノ
ホスフェート及びボラノ-ホスフェートで通常の３'-５'結合を持つもの、これらの２'-５
'結合類似体、及び一又は複数のヌクレオチド間結合が３'から３'、５'から５'又は２'か
ら２'結合である逆転された極性を持つものが含まれる。逆転した極性を持つ好適なオリ
ゴヌクレオチドは単一の３'から３'結合を最も３'側のヌクレオチド間結合、つまり、非
塩基性(abasic)でありうる単一の逆転ヌクレオシド残基（核酸塩基がないか、又はその代
わりにヒドロキシル基を有する）を含む。様々な塩、混合された塩及び遊離の酸形態がま
た含まれる。リン含有結合の調製を教唆する代表的な米国特許には、限定されるものでは
ないが、米国特許３６８７８０８；４４６９８６３；４４７６３０１；５０２３２４３；
５１７７１９６；５１８８８９７；５２６４４２３；５２７６０１９；５２７８３０２；
５２８６７１７；５３２１１３１；５３９９６７６；５４０５９３９；５４５３４９６；
５４５５２３３；５４６６６７７；５４７６９２５；５５１９１２６；５５３６８２１；
５５４１３０６；５５５０１１１；５５６３２５３；５５７１７９９；５５８７３６１；
５１９４５９９；５５６５５５５；５５２７８９９；５７２１２１８；５６７２６９７及
び５６２５０５０が含まれ、その各々は出典明示によりここに取り込まれる。
【０３０６】
　リン原子をそこに含まない好適な修飾オリゴヌクレオチド骨格は短鎖アルキル又はシク
ロアルキルヌクレオシド間結合、混合ヘテロ原子及びアルキル又はシクロアルキルヌクレ
オシド間結合、又は一又は複数の短鎖ヘテロ原子又は複素環ヌクレオシド間結合によって
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形成される骨格を有する。これらには、モルホリノ結合（ヌクレオシドの糖部分から部分
的に形成される）を有するもの；シロキサン骨格；スルフィド、スルホキシド及びスルホ
ン骨格；ホルムアセチル及びチオホルムアセチル骨格；メチレンホルムアセチル及びチオ
ホルムアセチル骨格；リボアセチル骨格；アルケン含有骨格；スルファメート骨格；メチ
レンイミノ及びメチレンヒドラジノ骨格；スルホネート及びスルホンアミド骨格；アミド
骨格；及び混合Ｎ、Ｏ、Ｓ及びＣＨ２成分部分を有する他のものが含まれる。このような
オリゴヌクレオチドの調製を教唆する代表的な米国特許には、限定されるものではないが
、米国特許５０３４５０６；５１６６３１５；５１８５４４４；５２１４１３４；５２１
６１４１；５２３５０３３；５２６４５６２；５２６４５６４；５４０５９３８；５４３
４２５７；５４６６６７７；５４７０９６７；５４８９６７７；５５４１３０７；５５６
１２２５；５５９６０８６；５６０２２４０；５６１０２８９；５６０２２４０；５６０
８０４６；５６１０２８９；５６１８７０４；５６２３０７０；５６６３３１２；５６３
３３６０；５６７７４３７；５７９２６０８；５６４６２６９及び５６７７４３９が含ま
れ、その各々は出典明示によりここに取り込まれる。
【０３０７】
　他の好適なアンチセンスオリゴヌクレオチドでは、糖とヌクレオシド間結合の双方、つ
まりヌクレオチド単位の骨格が新規な基と置換される。ベース単位は適切な核酸標的化合
物とのハイブリダイゼーションのために維持される。一つのそのようなオリゴマー化合物
である、優れたハイブリダイゼーション特性を持つことが示されているオリゴヌクレオチ
ド擬態体はペプチド核酸（ＰＮＡ）と呼ばれる。ＰＮＡ化合物では、オリゴヌクレオチド
の糖骨格はアミド含有骨格、特にアミノエチルグリシン骨格と置き換えられている。核酸
塩基は保持され、骨格のアミド部分のアザ窒素原子に直接又は間接に結合している。ＰＮ
Ａ化合物の調製を教唆する代表的な米国特許には、限定されるものではないが、米国特許
５５３９０８２；５７１４３３１；及び５７１９２６２が含まれ、その各々は出典明示に
よりここに取り込まれる。ＰＮＡ化合物の更なる教示はNielsen等, Science, 1991, 254,
 1497-1500に見出すことができる。
【０３０８】
　好適なアンチセンスオリゴヌクレオチドはホスホロチオネート骨格及び／又はヘテロ原
子骨格、特に-ＣＨ２-ＮＨ-Ｏ-ＣＨ２-、-ＣＨ２-Ｎ(ＣＨ３)-Ｏ-ＣＨ２-［メチレン(メ
チルイミノ)又はＭＭＩ骨格として知られる］、-ＣＨ２-Ｏ-Ｎ(ＣＨ３)-ＣＨ２-、-ＣＨ

２-Ｎ(ＣＨ３)-Ｎ(ＣＨ３)-ＣＨ２-、及び上で参照した米国特許第５４８９６７７号に記
載された-Ｏ-Ｎ(ＣＨ３)-ＣＨ２-ＣＨ２-［ここで天然ホスホジエステル骨格は-Ｏ-Ｐ-Ｏ
-ＣＨ２-と表される］及び上で参照された米国特許第５６０２２４０号のアミド骨格を含
む。また好ましいものは上で参照した米国特許第５０３４５０６号のモルホリノ骨格構造
を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドである。
【０３０９】
　修飾オリゴヌクレオチドはまた一又は複数の置換糖部分を含みうる。好適なオリゴヌク
レオチドは２'位に次のものの一つを含む：ＯＨ；Ｆ；Ｏ-アルキル、Ｓ-アルキル、又は
Ｎ-アルキル；Ｏ-アルケニル、Ｓ-アルケニル又はＮ-アルケニル；Ｏ-アルキニル、Ｓ-ア
ルキニル又はＮ-アルキニル；又はＯ-アルキル-Ｏ-アルキルを含み、ここでアルキル、ア
ルケニル及びアルキニルは置換又は非置換Ｃ１～Ｃ１０アルキル又はＣ２～Ｃ１０アルケ
ニル及びアルキニルでありうる。特に好ましいものはＯ[(ＣＨ２)ｎＯ]ｍＣＨ３、Ｏ(Ｃ
Ｈ２)ｎＯＣＨ３、Ｏ(ＣＨ２)ｎＮＨ２、Ｏ(ＣＨ２)ｎＣＨ３、Ｏ(ＣＨ２)ｎＯＮＨ２、
及びＯ(ＣＨ２)ｎＯＮ[(ＣＨ２)ｎＣＨ３]２であり、ここでｎ及びｍは１から約１０であ
る。他の好適なアンチセンスオリゴヌクレオチドは２'位に次のものの一つを含む：Ｃ１

～Ｃ１０低級アルキル、置換低級アルキル、アルケニル、アルキニル、アルカリル、アラ
ルキル、Ｏ-アルカリル又はＯ-アラルキル、ＳＨ、ＳＣＨ３、ＯＣＮ、Ｃｌ、Ｂｒ、ＣＮ
、ＣＦ３、ＯＣＦ３、ＳＯＣＨ３、ＳＯ２ＣＨ３、ＯＮＯ２、ＮＯ２、Ｎ３、ＮＨ２、ヘ
テロシクロアルキル、ヘテロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、ポリアルキルア
ミノ、置換シリル、ＲＮＡ切断基、レポーター基、インターカレーター、オリゴヌクレオ
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チドの薬物動態学的性質を改善する基、オリゴヌクレオチドの薬理的性質を改善する基、
及び同様な性質を持つ他の置換基。好適な修飾は２'-メトキシエトキシ(２'-Ｏ-(２-メト
キシエチル)又は２'-ＭＯＥとしても知られている２'-Ｏ-ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３)（Marti
n等, Helv. Chim. Acta., 1995, 78, 486-504）、つまりアルコキシアルコキシ基を含む
。更に好適な修飾は、以下の実施例に記載されているように２'-ジメチルアミノオキシエ
トキシ、つまり２'-ＤＭＡＯＥとしても知られているＯ(ＣＨ２)２ＯＮ(ＣＨ３)２基、及
び２'-ジメチルアミノエトキシエトキシ（２'-Ｏ-ジメチルアミノエトキシエチル又は２'
-ＤＭＡＥＯＥとしても知られている）、つまり２'-Ｏ-ＣＨ２-Ｏ-ＣＨ２-Ｎ(ＣＨ２)を
含む。
【０３１０】
　更に好適な修飾は、２'-ヒドロキシル基が糖環の３'又は４'炭素原子に結合され二環糖
部分を形成する固定核酸(Ｌｏｃｋｅｄ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ: ＬＮＡｓ)を含む。
結合は好ましくはｎが１又は２である２'酸素原子と４'炭素原子を架橋するメチレン（-
ＣＨ２-）ｎ基である。ＬＮＡｓ及びその製造方法は国際公開９８／３９３５２及び国際
公開９９／１４２２６に記載されている。
【０３１１】
　他の好適な修飾は２'-メトキシ(２'-Ｏ-ＣＨ３)、２'-アミノプロポキシ(２'-ＯＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２)、２'-アリル(２'-ＣＨ２-ＣＨ=ＣＨ２)、２'-Ｏ-アリル(２'-Ｏ-Ｃ
Ｈ２-ＣＨ=ＣＨ２)及び２'-フルオロ(２'-Ｆ)を含む。２'-修飾はアラビノ（上）位置又
はリボ（下）位置においてでありうる。好適な２'-アラビノ修飾は２'-Ｆである。同様の
修飾はまたオリゴヌクレオチドの他の位置、特に３'末端ヌクレオチドの糖の３'位又は２
'－５'結合オリゴヌクレオチド及び５'末端ヌクレオチドの５'位になすことができる。オ
リゴヌクレオチドはまたペントフラノシル糖の代わりにシクロブチル部分のような糖擬態
体を有しうる。そのような修飾糖構造の調製を教唆する代表的な米国特許には、限定され
るものではないが、米国特許４９８１９５７；５１１８８００；５３１９０８０；５３５
９０４４；５３９３８７８；５４４６１３７；５４６６７８６；５５１４７８５；５５１
９１３４；５５６７８１１；５５７６４２７；５５９１７２２；５５９７９０９；５６１
０３００；５６２７０５３；５６３９８７３；５６４６２６５；５６５８８７３；５６７
０６３３；５７９２７４７；及び５７００９２０が含まれ、その各々は出典明示により全
体がここに取り込まれる。
【０３１２】
　オリゴヌクレオチドにはまた核酸塩基（当該分野ではしばしば単に「塩基」と称される
）の修飾又は置換が含まれうる。ここで使用される場合、「未修飾の」又は「天然の」核
酸塩基にはプリン塩基アデニン（Ａ）及びグアニン（Ｇ）及びピリミジン塩基チミン（Ｔ
）、シトシン（Ｃ）及びウラシル（Ｕ）が含まれる。修飾核酸塩基には、他の合成及び天
然核酸塩基、例えば５-メチルシトシン（５-ｍｅ-Ｃ）、５-ヒドロキシメチルシトシン、
キサンチン、ヒポキサンチン、２-アミノアデニン、６-メチル及び他のアデニン及びグア
ニンのアルキル誘導体、２-プロピル及び他のアデニン及びグアニンのアルキル誘導体、
２-チオウラシル、２-チオチミン及び２-チオシトシン、５-ハロウラシル及びシトシン、
５-プロポニル（-Ｃ≡Ｃ-ＣＨ３又はＣＨ２-Ｃ≡ＣＨ）ウラシル及びシトシン及び他のピ
リミジン塩基のアルキル誘導体、６-アゾウラシル、シトシン及びチミン、５-ウラシル（
プソイドウラシル）、４-チオウラシル、８-ハロ、８-アミノ、８-チオール、８-チオア
ルキル、８-ヒドロキシル及び他の８-置換アデニン類及びグアニン類、５-ハロ、特に５-
ブロモ、５-トリフルオロメチル及び他の５-置換ウラシル類及びシトシン類、７-メチル
グアニン及び７-メチルアデニン、２-Ｆ-アデニン、２-アミノ-アデニン、８-アザグアニ
ン及び８-アザアデニン、７-デアザグアニン及び７-デアザアデニン及び３-デアザグアニ
ン及び３-デアザアデニンが含まれる。更なる修飾核酸塩基には、三環系ピリミジン類、
例えばフェノキサジンシチジン(１Ｈ-ピリミド[５,４-ｂ][１,４]ベンゾキサジン-２(３
Ｈ)-オン)、フェノチアジンシチジン(１Ｈ-ピリミド[５,４-ｂ][１,４]ベンゾチアジン-
２(３Ｈ)-オン)、Ｇ-クランプ、例えば置換フェノキサジンシチジン（例えば９-(２-アミ
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ノエトキシ)-Ｈ-ピリミド[５,４-ｂ][１,４]ベンゾキサジン-２(３Ｈ)-オン）、カルバゾ
ールシチジン(２Ｈ-ピリミド[４,５-ｂ]インドール-２-オン)、ピリドインドールシチジ
ン(Ｈ-ピリド[３',２'：４,５]ピロロ[２,３-ｄ]ピリミジン-２-オン)が含まれる。修飾
核酸塩基にはまたプリン又はピリミジン塩基が他の複素環で置き換えられているもの、例
えば７-デアザ-アデニン、７-デアザグアノシン、２-アミノピリジン及び２-ピリドンが
含まれうる。更なる核酸塩基には米国特許第３６８７８０８号に開示されているもの、Th
e Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, ８５８-８５９頁, Kros
chwitz, J.I.編 John Wiley ＆ Sons, 1990に開示されているもの、及びEnglisch等, Ang
ewandte Chemie, International Edition, 1991, 30,613に開示されているものが含まれ
る。これらの核酸塩基のある種のものは本発明のオリゴマー化合物の結合親和性を増大さ
せるのに特に有用である。これらには、５-置換ピリミジン、６-アザピリミジン及びＮ-
２、Ｎ-６及びＯ-６置換プリンで、２-アミノプロピルアデニン、５-プロピニルウラシル
及び５-プロピニルシトシンを含むものが含まれる。５-メチルシトシン置換は０．６－１
．２℃だけ核酸二重安定性を増大させることが知られており（Sanghvi等, Antisense Res
earch and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp.276-278）、より詳細には
２'-Ｏ-メトキシエチル糖修飾と組み合わせた場合には、好適な塩基置換である。修飾核
酸塩基の製造を教唆する代表的な米国特許には、限定されるものではないが、米国特許３
６８７８０８；並びに米国特許４８４５２０５；５１３０３０２；５１３４０６６；５１
７５２７３；５３６７０６６；５４３２２７２；５４５７１８７；５４５９２５５；５４
８４９０８；５５０２１７７；５５２５７１１；５５５２５４０；５５８７４６９；５５
９４１２１；５５９６０９１；５６１４６１７；５６４５９８５；５８３０６５３；５７
６３５８８；６００５０９６；５６８１９４１及び５７５０６９２が含まれ、その各々は
出典明示によりここに取り込まれる。
【０３１３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドの他の修飾は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分布
又は細胞取り込みを亢進する一又は複数の部分又はコンジュゲートをオリゴヌクレオチド
に化学的に結合させる。本発明の化合物は第１級又は第２級ヒドロキシル基のような官能
基に共有結合したコンジュゲート基を含みうる。本発明のコンジュゲート基には、介入物
（インターカレーター）、レポーター分子、ポリアミン、ポリアミド、ポリエチレングリ
コール、ポリエーテル、オリゴマーの薬理的性質を増強する基、及びオリゴマーの薬物動
態学的性質を増強する基が含まれる。典型的なコンジュゲート基には、コレステロール、
脂質、カチオン脂質、リン脂質、カチオン性リン脂質、ビオチン、フェナジン、葉酸塩、
フェナントリジン、アントラキノン、アクリジン、フルオレセイン、ローダミン、クマリ
ン、及び染料が含まれる。この発明の文脈における薬理学的性質を増強する基には、オリ
ゴマー取り込みを改善し、分解に対するオリゴマーの耐性を亢進し、及び／又はＲＮＡと
の配列特異的ハイブリダイゼーションを補強する基が含まれる。この発明の文脈における
薬物動態学的性質を増強する基には、オリゴマー取り込み、分散、代謝又は排出を改善す
る基が含まれる。コンジュゲート部分には限定されるものではないが、脂質分子、例えば
コレステロール部分（Letsinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556
)、コール酸（Manoharan等, Bioorg. Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1063）、チオエ
ーテル、例えばヘキシル-S-トリチルチオール（Manoharan等, Ann. N.Y. Acad. Sci., 19
92, 660-306-309; Manoharan等, Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770）、チ
オコレステロール（Oberhauser等, Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538）、脂肪族鎖
、例えばドデカンジオール又はウンデシル残基（Saison-Behmoaras等, EMBOJ., 1991, 10
, 1111-1118; Kabanov等, FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk等, Biochimie,
 1993, 75, 49-54）、リン脂質、例えばジ-ヘキサデシル-rac-グリセロール又はトリエチ
ル-アンモニウム１,２-ジ-Ｏ-ヘキサデシル-rac-グリセロ-３-Ｈ-ホスホナート（Manohar
an等, Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea等, Nucl. Acids Res., 1990, 18
, 3777-3783)、ポリアミン又はポリエチレングリコール鎖（Manoharan等, Nucleosides 
＆ Nucleotides, 1995, 14, 969-973）、又はアダマンタン酢酸（Manoharan等、Tetrahed
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ron Lett., 1995, 36, 3651-3654）、パルミチル部分（Mishra等, Biochim. Biophys. Ac
ta, 1995, 1264, 229-237）、又はオクタデシルアミン又はヘキシルアミノ-カルボニル-
オキシコレステロール部分が含まれる。本発明のオリゴヌクレオチドはまた活性な薬物物
質、例えばアスピリン、ワルファリン、フェニルブタゾン、イブプロフェン、スプロフェ
ン、フェンブフェン、ケトプロフェン、(Ｓ)-(＋)-プラノプロフェン、カルプロフェン、
ダンシルサルコシン、２,３,５-トリヨード安息香酸、フルフェナム酸、フォリン酸、ベ
ンゾチアジド、クロロチアジド、ジアゼピン、インドメチシン、バルビツレート、セファ
ロスポリン、サルファ剤、抗糖尿病剤、抗菌剤又は抗生物質にコンジュゲートすることが
できる。オリゴヌクレオチド-薬剤コンジュゲート及びその製造方法は米国特許出願第０
９／３３４１３０号（１９９９年６月１５日出願）及び米国特許４８２８９７９；４９４
８８８２；５２１８１０５；５５２５４６５；５５４１３１３；５５４５７３０；５５５
２５３８；５５７８７１７；５５８０７３１；５５８０７３１；５５９１５８４；５１０
９１２４；５１１８８０２；５１３８０４５；５４１４０７７；５４８６６０３；５５１
２４３９；５５７８７１８；５６０８０４６；４５８７０４４；４６０５７３５；４６６
７０２５；４７６２７７９；４７８９７３７；４８２４９４１；４８３５２６３；４８７
６３３５；４９０４５８２；４９５８０１３；５０８２８３０；５１１２９６３；５２４
１１３６；５０８２８３０；５１１２９６３；５２１４１３６；５２４５０２２；５２５
４４６９；５２５８５０６；５２６２５３６；５２７２２５０；５２９２８７３；５３１
７０９８；５３７１２４１；５３９１７２３；５４１６２０３；５４５１４６３；５５１
０４７５；５５１２６６７；５５１４７８５；５５６５５５２；５５６７８１０；５５７
４１４２；５５８５４８１；５５８７３７１；５５９５７２６；５５９７６９６；５５９
９９２３；５５９９９２８及び５６８８９４１に記載され、その各々は出典明示によりこ
こに取り込まれる。
【０３１４】
　与えられた化合物の全ての位置を一様に修飾する必要はなく、実際、一を超える上述の
修飾を単一化合物中に又はオリゴヌクレオチド内の単一ヌクレオシドにさえ導入すること
ができる。本発明はまたキメラ化合物であるアンチセンス化合物を含む。本発明の文脈に
おける「キメラ」アンチセンス化合物又は「キメラ」は、それぞれが少なくとも一のモノ
マー単位、つまりオリゴヌクレオチド化合物の場合にはヌクレオチドからなる２以上の化
学的に区別される領域を含むアンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオチドである。これ
らのオリゴヌクレオチドは典型的にはオリゴヌクレオチドにヌクレアーゼ分解に対する増
大した耐性、増大した細胞性取り込み、及び／又は標的核酸に対する増大した結合親和性
を付与するようにオリゴヌクレオチドが修飾されている少なくとも一の領域を含む。オリ
ゴヌクレオチドの更なる領域はＲＮＡ：ＤＮＡ又はＲＮＡ：ＲＮＡハイブロッドを切断可
能な酵素の基質となりうる。例を挙げると、ＲＮアーゼＨはＲＮＡ：ＤＮＡ二本鎖のＲＮ
Ａ鎖を切断する細胞性エンドヌクレアーゼである。故に、ＲＮアーゼＨの活性化はＲＮＡ
標的の開裂を生じ、遺伝子発現のオリゴヌクレオチド阻害の効果を大きく向上させる。従
って、同じ標的領域にハイブリダイズするホスホロチオネートデオキシオリゴヌクレオチ
ドと比較して、キメラオリゴヌクレオチドが使用される場合、より短いオリゴヌクレオチ
ドで同等の結果をしばしば得ることができる。本発明のキメラアンチセンス化合物は上述
の二以上のオリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシド及び／又
はオリゴヌクレオチド擬態体の複合構造体として形成されてもよい。好適なキメラアンチ
センスオリゴヌクレオチドはヌクレアーゼ耐性を付与するために３'末端に少なくとも一
の２'修飾糖（好ましくは２'-Ｏ-(ＣＨ２)２-Ｏ-ＣＨ３）とＲＮアーゼＨ活性を付与する
ために少なくとも４の隣接した２'-Ｈ糖を持つ領域を含む。このような化合物はまた当該
分野においてハイブリッド又はギャプマー(ｇａｐｍｅｒｓ)とも呼ばれている。好適なギ
ャプマーは少なくとも４の隣接した２'-Ｈ糖を持つ少なくとも一の領域で分離した３'末
端と５'末端２'修飾糖（好ましくは２'-Ｏ-(ＣＨ２)２-Ｏ-ＣＨ３）の領域を持ち、好ま
しくはホスホロチオネート骨格結合を含む。このようなハイブリッド構造の調製を教示す
る代表的な米国特許には、限定されるものではないが、米国特許第５０１３８３０；５１
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４９７９７；５２２０００７；５２５６７７５；５３６６８７８；５４０３７１１；５４
９１１３３；５５６５３５０；５６２３０６５；５６５２３５５；５６５２３５６；及び
５７００９２２が含まれ、これらのそれぞれが出典明示によりここに取り込まれる。
【０３１５】
　本発明において使用されるアンチセンス化合物は固相合成のよく知られた技術によって
簡便かつ常套的に製造することができる。そのような合成のための装置は、例えばＡｐｐ
ｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ(Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆ.)を含む幾つかの
メーカーによって販売されている。当該分野で知られているそのような合成のための任意
の他の手段を付加的に又は別に使用してもよい。オリゴヌクレオチド、例えばホスホロチ
オネート及びアルキル化誘導体を調製するために類似の技術を使用することはよく知られ
ている。本発明の化合物は、また、取り込み、分散及び／又は吸収を補助するための他の
分子、分子構造又は化合物混合物、例えばリポソーム、レセプター標的分子、経口、直腸
、局所適用又は他の製剤と、混合、カプセル化、コンジュゲート又はその他、組み合わさ
れてもよい。そのような取り込み、分散及び／又は吸収を補助する製剤の調製を教示する
代表的な米国特許には、限定されるものではないが、米国特許第５１０８９２１；５３５
４８４４；５４１６０１６；５４５９１２７；５５２１２９１；５５４３１５８；５５４
７９３２；５５８３０２０；５５９１７２１；４４２６３３０；４５３４８９９；５０１
３５５６；５１０８９２１；５２１３８０４；５２２７１７０；５２６４２２１；５３５
６６３３；５３９５６１９；５４１６０１６；５４１７９７８；５４６２８５４；５４６
９８５４；５５１２２９５；５５２７５２８；５５３４２５９；５５４３１５２；５５５
６９４８；５５８０５７５；及び５５９５７５６が含まれ、これらのそれぞれが出典明示
によりここに取り込まれる。
【０３１６】
　センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、国際公開９０／１００４８に
記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への親
和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合したオリゴヌクレオチド
を含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤及びアルキル化剤又は金属錯体をセンス又
はアンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオ
チドの標的ヌクレオチド配列への結合特異性を改変してもよい。
【０３１７】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介ＤＮＡトラ
ンスフェクション、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方法により、又はエ
プスタイン-バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いることにより、標的核酸配列
を含む細胞に導入される。好ましい方法では、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ
ドは、適切なレトロウイルスベクターに挿入される。標的核酸配列を含む細胞は、インビ
ボ又はエキソビボで組換えレトロウイルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルス
ベクターは、これらに限られないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導される
もの、Ｎ２（Ｍ-ＭｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５
Ｂ及びＤＣＴ５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（国際公開９０／１３６４１参照）
を含む。
【０３１８】
　また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９１／０４７５３に記
載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的ヌクレオチド配列を
含む細胞に導入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが、細胞表
面レセプター、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプターに結合する他のリ
ガンドを含む。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は、リガンド結合分子がその
対応する分子又はレセプターに結合する、あるいはセンス又はアンチセンスオリゴヌクレ
オチド又はその複合体の細胞への侵入を阻止する能力を実質的に阻害しない。
【０３１９】
　あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９０／１０４４８
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に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核酸配列を含む
細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド－脂質複合体は、好
ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。
【０３２０】
　アンチセンス又はセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は、通常は少なくとも約５ヌクレオチド
長、あるいは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９
５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４
５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９
５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９
０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９
０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９
０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９
０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９
０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９
０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９
０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９
０、又は１０００ヌクレオチド長であり、この文脈の「約」という用語は、参照ヌクレオ
チド配列長にその参照長の１０％を加えるか又は減じたものを意味する。
【０３２１】
　また、プローブをＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したＴＡＴコード化配列の同定のた
めの配列のプールを作成することができる。
【０３２２】
　また、ＴＡＴをコードするヌクレオチド配列は、そのＴＡＴをコードする遺伝子のマッ
ピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブリダイゼーション
プローブの作成にも用いることができる。ここに提供されるヌクレオチド配列は、インサ
イツハイブリダイゼーション、既知の染色体マーカーに対する連鎖分析、及びライブラリ
ーでのハイブリダイゼーションスクリーニング等の周知の技術を用いて、染色体及び染色
体の特定領域にマッピングすることができる。
【０３２３】
　ＴＡＴのコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする場合（例え
ば、ＴＡＴがレセプターである場合）、ＴＡＴは、結合相互作用に関わっている他のタン
パク質又は分子を同定するためのアッセイに使用することができる。このような方法によ
り、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することができる。また、この
ような結合性相互作用に含まれるタンパク質は、ペプチド又は小分子阻害剤又は結合性相
互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができる。また、レセプターＴＡＴは
関連するリガンドの単離に使用できる。スクリーニングアッセイは、天然ＴＡＴ又はＴＡ
Ｔのレセプターの生物学的活性を模倣するリード化合物を見出すために設計してよい。こ
のようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリーの高スループットスクリーニン
グを施すことができるアッセイを含み、それらアッセイを特に小分子薬剤候補を同定する
ことに適したものにする。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。アッセ
イは、この分野で良く特徴付けられているタンパク質-タンパク質結合アッセイ、生物学
的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々の型式で実施
される。
【０３２４】
　また、ＴＡＴ又はその修飾型をコードする核酸は、トランスジェニック動物又は「ノッ
クアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき、これらは治療的に有用な試薬の開
発やスクリーニングに有用である。トランスジェニック動物(例えばマウス又はラット)と
は、出生前、例えば胚段階で、その動物又はその動物の祖先に導入された導入遺伝子を含
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む細胞を有する動物である。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物が発生する細胞の
ゲノムに組み込まれたＤＮＡである。一実施態様では、ＴＡＴをコードするｃＤＮＡは、
ＴＡＴをコードするＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェニック動物を作製するため
に使用するゲノム配列及び確立された技術に基づいて、ＴＡＴをコードするゲノムＤＮＡ
をクローン化するために使用することができる。トランスジェニック動物、特にマウス又
はラット等を産生する方法は、当該分野において常套的になっており、例えば米国特許第
４７３６８６６号や第４８７０００９号に記述されている。典型的には、特定の細胞を組
織特異的エンハンサーでのＴＡＴ導入遺伝子の導入の標的にする。胚段階で動物の生殖系
列に導入されたＴＡＴをコードする導入遺伝子のコピーを含むトランスジェニック動物は
ＴＡＴをコードするＤＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用できる。このような
動物は、例えばその過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらすと思われる試薬
のテスター動物として使用できる。本発明のこの態様においては、動物を試薬で治療し、
導入遺伝子を有する未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ、病理学的状態
に対する治療上の処置の可能性が示される。
【０３２５】
　あるいは、ＴＡＴの非ヒト相同体は、動物の胚性細胞に導入されたＴＡＴをコードする
変更ゲノムＤＮＡと、ＴＡＴをコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えによって、
ＴＡＴをコードする欠陥又は変更遺伝子を有するＴＡＴ「ノックアウト」動物を作成する
ために使用できる。例えば、ＴＡＴをコードするｃＤＮＡは、確立された技術に従い、Ｔ
ＡＴをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用できる。ＴＡＴをコードするゲノム
ＤＮＡの一部を欠失させたり、組み込みをモニターするために使用する選択性マーカーを
コードする遺伝子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的には、ベクターは無変
化のフランキングＤＮＡ(５’と３’末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同組換
えベクターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503(1987)を参照のこと］。ベクタ
ーを胚幹細胞株に(例えばエレクトロポレーションによって)導入し、導入されたＤＮＡが
内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞を選択する［例えば、Li等, Cell, 69:915(199
2)参照］。選択された細胞は次に動物(例えばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入されて
集合キメラを形成する［例えば、Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells
: A Practical Approach, E. J. Robertson編 (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照の
こと］。その後、キメラ胚を適切な偽妊娠の雌性乳母動物に移植し、期間をおいて「ノッ
クアウト」動物を作り出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的
な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを
含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＴＡＴポリペプチドの欠乏に
よるある種の病理的状態及びその病理的状態の進行に対する防御能力によって特徴付けら
れる。
【０３２６】
　また、ＴＡＴポリペプチドをコードする核酸は遺伝子治療にも使用できる。遺伝子治療
用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的に有効な遺伝子産物のインビ
ボ合成を達成するために遺伝子が細胞内に導入される。「遺伝子治療」とは、１回の処理
により継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と、治療的に有効なＤＮＡ又はｍＲＮＡ
の１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療薬の投与の両方を含む。アンチセンスＲＮＡ及
びＤＮＡは、ある種の遺伝子のインビボ発現を阻止する治療薬として用いることができる
。短いアンチセンスオリゴヌクレオチドを、細胞膜による制限された取り込みに起因する
低い細胞内濃度にもかかわらず、それが阻害剤として作用する細胞中に移入できることは
既に示されている（Zamecnik等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4143-4146 [1986]）。
オリゴヌクレオチドは、それらの負に荷電したリン酸ジエステル基を非荷電基で置換する
ことによって取り込みを促進するように修飾してもよい。
【０３２７】
　生細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術は、核酸が培養細
胞にインビトロで、あるいは意図する宿主の細胞においてインビボで移入されるかに応じ
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て変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入するのに適した技術は、リポソーム、
エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラ
ン、リン酸カルシウム沈殿法などを含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技術は、ウイ
ルス（典型的にはレトロウイルス）ベクターでのトランスフェクション及びウイルス被覆
タンパク質-リポソーム媒介トランスフェクションである（Dzau等, Trends in Biotechno
logy 11, 205-210(1993)）。幾つかの状況では、核酸供給源を、細胞表面膜タンパク質又
は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターに対するリガンド等の標的細胞を標
的化する薬剤とともに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場合、エンドサイトー
シスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、特定の細胞型向性の
キャプシドタンパク質又はその断片、サイクルにおいてインターナリゼーションを受ける
タンパク質に対する抗体、細胞内局在化を標的とし細胞内半減期を向上させるタンパク質
が、標的化及び／又は取り込みの促進のために用いられる。レセプター媒介エンドサイト
ーシス技術は、例えば、Wu等, J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及びWagner等, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990)によって記述されている。遺伝子作
成及び遺伝子治療のプロトコールの概説については、Anderson等, Science 256, 808-813
 (1992)を参照のこと。
【０３２８】
　ここに記載したＴＡＴポリペプチド又はその断片をコードする核酸分子は、染色体の同
定に有用である。この点において、実際の配列データに基づく染色体マーキング試薬は殆
ど利用可能ではないため、目下のところ新規な染色体マーカーの同定の必要である。本発
明の各ＴＡＴ核酸分子は染色体マーカーとして使用できる。
【０３２９】
　また、本発明のＴＡＴポリペプチド及び核酸分子は組織タイピングの診断に使用でき、
本発明のＴＡＴポリペプチドは、その他の組織と比較して１つの組織において、好ましく
は同じ組織型の正常組織に比較して疾患性組織において特異的に発現する。ＴＡＴ核酸分
子には、ＰＣＲ、ノーザン分析、サザン分析及びウェスタン分析のプローブ生成のための
用途が見出されるであろう。
【０３３０】
　この発明は、ＴＡＴポリペプチド（アゴニスト）を模倣、又はＴＡＴポリペプチド（ア
ンタゴニスト）の効果を防ぐものを同定するための化合物をスクリーニングする方法を含
む。アンタゴニスト薬候補に関するスクリーニングアッセイは、ここで同定された遺伝子
によってコードされたＴＡＴポリペプチドと結合又は複合化する、さもなければコードさ
れているポリペプチドと他の細胞タンパク質の相互作用を妨害する化合物、例えば、細胞
からのＴＡＴポリペプチドの発現を阻害するものを含む化合物を同定するように設計され
ている。そのようなスクリーニングアッセイには、化学的ライブラリの高スループットス
クリーニングを施すことができるアッセイが含まれ、それらアッセイを特に小分子薬剤候
補の同定に適したものにする。
【０３３１】
　このアッセイは、タンパク質-タンパク質結合アッセイ、生化学スクリーニングアッセ
イ、免疫アッセイ、そして細胞ベースアッセイを含む、当該分野で良く特徴付けられてい
る種々の形式で行うことができる。
【０３３２】
　アンタゴニストに関する全てのアッセイは、薬候補をここで同定された核酸によってコ
ードされているＴＡＴポリペプチドと、これら両成分が相互作用するのに十分な条件下及
び時間にわたって接触させることを必要とする点で共通である。
【０３３３】
　結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又
は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードさ
れるＴＡＴポリペプチド又は薬候補が、共有又は非共有結合により固相、例えばマイクロ
タイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をＴＡＴポリペプチ
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ドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化すべきＴＡＴポリ
ペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を固体表面に固着させるため
に用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検
出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反
応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複合体を
検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面に固定化された
標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持たない場
合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体の使用に
よって検出できる。
【０３３４】
　候補化合物が相互作用するがここに同定した遺伝子によってコードされる特定のＴＡＴ
ポリペプチドと結合しない場合、そのポリペプチドとの相互作用は、タンパク質－タンパ
ク質相互作用を検出するために良く知られた方法によってアッセイすることができる。そ
のようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラフィーのカラムを
通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク質-タンパク質相互作用は、C
hevray及びNathans Proc.Natl. Acad. Sci. USA,89:5789-5793 (1991)に開示されている
ようにして、Fields及び共同研究者等［Fiels及びSong, Nature(London),340,:245-246(1
989); Chien等, Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 88:9578-9582 (1991)］に記載された酵母
菌ベースの遺伝子系を用いることにより監視することができる。酵母菌ＧＡＬ４などの多
くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮＡ
結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。以前の文献に記
載された酵母菌発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる）は、この特性の長所
を利用して、２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ４
のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では、候補となる活性化タンパク質が活性化ドメイ
ンに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーター
の制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に
依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する
色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク質間
のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット（ＭＡＴＣＨＭＡＫＥ
Ｒ(商品名)）は、Ｃｌｏｎｔｅｃｈから商業的に入手可能である。この系は、特定のタン
パク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作用にとっ
て重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することができる。
【０３３５】
　ここで同定されたＴＡＴポリペプチドをコードする遺伝子と他の細胞内又は細胞外成分
との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常は反応混合物は、遺伝子
産物と細胞内又は細胞外成分を、それら２つの生成物が相互作用及び結合する条件下及び
時間で調製される。候補化合物の結合阻害能力を試験するために、反応は試験化合物の不
存在及び存在下で実施される。さらに、プラシーボを第３の反応混合物に添加してポジテ
ィブコントロールを提供してもよい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は細胞外
成分との結合（複合体形成）は上記のように監視される。試験化合物を含有する反応混合
物ではなくコントロール反応における複合体の形成は、試験化合物が試験化合物とその反
応パートナーとの相互作用を阻害することを示す。
【０３３６】
　アンタゴニストを検定するために、ＴＡＴポリペプチドを、特定の活性についてスクリ
ーニングされる化合物とともに細胞に添加してもよく、ＴＡＴポリペプチド存在下で対象
とする活性を阻害する当該化合物の能力が、当該化合物がＴＡＴポリペプチドのアンタゴ
ニストであることを示す。あるいは、アンタゴニストは、ＴＡＴポリペプチド及び潜在的
アンタゴニストを、膜結合ＴＡＴポリペプチドレセプター又は組換えレセプターと、競合
的阻害アッセイに適した条件下で結合させることにより検出してもよい。ＴＡＴポリペプ
チドは、放射活性等で標識でき、レセプターに結合したＴＡＴポリペプチド分子の数を潜
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在的アンタゴニストの有効性を決定するのに使用できる。レセプターをコードする遺伝子
は、当業者に知られた多くの方法、例えばリガンドパニング及びＦＡＣＳソーティングに
より同定できる。Coligan等, Current Protocols in Immun., 1(2): 5章 (1991)。好まし
くは発現クローニングが用いられ、そこではポリアデニル化ＲＮＡがＴＡＴポリペプチド
に反応性の細胞から調製され、このＲＮＡから生成されたｃＤＮＡライブラリがプールに
分配され、ＣＯＳ細胞又は他のＴＡＴポリペプチドに反応性でない細胞の形質移入に使用
される。スライドガラスで成長させた形質移入細胞を、標識したＴＡＴポリペプチドへ曝
露する。ＴＡＴポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的タンパク質キナーゼの認識部位
の包含を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュベーションの後、スライドにオ
ートラジオグラフ分析を施す。ポジティブプールを同定し、対話型サブプール化及び再ス
クリーニング法を用いてサブプールを調製して再形質移入し、最終的に推定レセプターを
コードする単一のクローンを生成する。
【０３３７】
　レセプター同定の代替的方法として、標識したＴＡＴポリペプチドをレセプター分子を
発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることができる。架橋材料をＰＡＧＥ
で分離し、Ｘ線フィルムに曝す。レセプターを含む標識複合体を励起し、ペプチド断片に
分離し、タンパク質マイクロシークエンシングを施してよい。マイクロシークエンシング
から得たアミノ酸配列は、推定レセプターをコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブ
ラリをスクリーニングする縮重オリゴヌクレオチドプローブの組の設計に用いられる。
【０３３８】
　アンタゴニストの他の検定では、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調製物を、
候補化合物の存在下で標識ＴＡＴポリペプチドとともにインキュベートする。次いで、こ
の相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定する。
【０３３９】
　潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＴＡＴポリペプチドとの
融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが、ポリ-及びモノクローナル
抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びこれらの抗体又は断片の
キメラ又はヒト化形態、並びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。あるいは
、潜在的アンタゴニストは、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認識する
が効果を与えず、よってＴＡＴポリペプチドの作用を競合的に阻害するＴＡＴポリペプチ
ドの変異形態であってもよい。
【０３４０】
　他の潜在的なＴＡＴポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス技術を用いて調製さ
れたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡコンストラクトであり、例えば、アンチセンスＲＮＡ
又はＤＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてタンパク質翻訳を妨害す
ることによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。アンチセンス技術は、三重
螺旋形成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき
、それらの方法はともに、ポリヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例え
ば、ここでの成熟ＴＡＴポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の５'コード化
部分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドの設計に使用
される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領域に相補的であるよう
に設計され（三重螺旋－Lee等, Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooney等, Science,
 241: 456 (1988); Dervan等, Science, 251: 1360 (1991)参照）、それによりＴＡＴポ
リペプチドの転写及び生成を防止する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドはインビ
ボでｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてｍＲＮＡ分子のＴＡＴポリペプチドへの翻訳
を阻止する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleotid
es as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988)
）。また上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ
をインビボで発現させて、ＴＡＴポリペプチドの産生を阻害することもできる。アンチセ
ンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の－１
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０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。
【０３４１】
　潜在的アンタゴニストは、ＴＡＴポリペプチドの活性部位、レセプター結合部位、又は
成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＴＡＴポリペプチドの正常な生物学
的活性を阻止する小分子を含む。小分子の例は、これらに限られないが、小型ペプチド又
はペプチド様分子、好ましくは可溶性ペプチド、及び合成非ペプチド有機又は無機化合物
を含む。
【０３４２】
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、次いでエンドヌクレアー
ゼ的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知の技
術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
びＰＣＴ公報、国際公開第９７／３３５５１号（１９９７年９月１８日公開）を参照。
【０３４３】
　転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌクレオチド
からなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスティン(Hoogsteen)塩基
対則を介する三重螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の一方の鎖上
のプリン又はピリミジンのかなり大きな伸張を必要とする。さらなる詳細は、例えば、上
掲のＰＣＴ公報、国際公開９７／３３５５１を参照。
【０３４４】
　これらの小分子は、上記で議論したスクリーニングアッセイの一又は複数の任意のもの
により及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術により同定できる
。
【０３４５】
　単離されたＴＡＴポリペプチド-コード化核酸は、ここに記載されているような当該分
野で良く知られている技術を用いて、組み換え的にＴＡＴポリペプチドを生成するために
、ここで用いることが可能である。次に、生成されたＴＡＴポリペプチドは、ここに記載
されているような当該分野で良く知られている技術を用いて、抗ＴＡＴ抗体を生成するた
めに用いることが可能である。
【０３４６】
　ここで同定されるＴＡＴポリペプチドに特異的に結合する抗体、並びに上記に開示した
スクリーニングアッセイによって同定された他の分子は、種々の疾患の治療のために、製
薬組成物の形態で投与することができる。
【０３４７】
　ＴＡＴポリペプチドが細胞内にあり、全抗体が阻害剤として用いられる場合、取り込め
る抗体が好ましい。しかし、リポフェクション又はリポソームもまた抗体又は抗体断片を
細胞に搬送するために使用できる。抗体断片が用いられる場合、標的タンパク質の結合ド
メインに特異的に結合する最小阻害断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づ
いて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持したペプチド分子が設計できる。このよ
うなペプチドは、化学的に合成でき、及び／又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。
例えば、Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。
【０３４８】
　ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１つ以上の活性化合物、好まし
くは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれ
に加えて、組成物は、細胞障害性薬、サイトカイン、化学療法剤、又は増殖阻害剤のよう
なその機能を高める薬剤を含んでもよい。これらの分子は、適切には、意図する目的に有
効な量の組み合わせで存在する。
【０３４９】
　以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限
定することを意図するものではない。
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【０３５０】
　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む
。
【実施例】
【０３５１】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ受託番号により以下の実施例及び明細書全体の中で特定されている細胞の
供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バージニアであ
る。
【０３５２】
実施例１：ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）を用いた組織発現プロファイリング
　他のヒト腫瘍及び／又は正常ヒト組織に比べて対象となる特定のヒト腫瘍組織において
発現が顕著に且つ検出可能に上方制御されるポリペプチド（及びそれをコードする核酸）
を同定するために、遺伝子発現情報を含む専有データベース（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（
登録商標）、Ｇｅｎｅ Ｌｏｇｉｃ Ｉｎｃ．、米国メリーランド州ゲイサーズバーグ）を
分析した。具体的に言うと、ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）データベースの分析は
、Ｇｅｎｅ Ｌｏｇｉｃ Ｉｎｃ．（米国メリーランド州ゲイサーズバーグ）から入手でき
るＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）データベースで使用するソフトウエア、またはＧ
ｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）データベースで使用する、ジェネンテック社で作成さ
れ、開発された専有ソフトウエアを用いて行った。分析のポジティブヒットの評価は、例
えば、正常基本組織及び／又は正常増殖性組織における組織特異性、腫瘍特異性及び発現
レベルなどを含むいくつかの基準に基づく。このｍＲＮＡの発現分析を用いて、ＴＡＴ４
２５ポリペプチドをコードするｍＲＮＡが、ヒト前立腺腫瘍及び腎臓腫瘍において、それ
ぞれ対応する正常なヒト前立腺及び腎臓組織に比べて、顕著に、再現可能に、且つ検出可
能に過剰発現することが決定された。
【０３５３】
実施例２：ＴＡＴのｍＲＮＡ発現の定量的解析
　このアッセイにおいて、５’ヌクレアーゼアッセイ（例えば、ＴａｑＭａｎ（登録商標
））及びリアルタイム定量的ＰＣＲ（例えば、ＡＢＩ Ｐｒｉｚｍ ７７００ 配列検出シ
ステム（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ）（登録商標））が、他の
悪性腫瘍又は正常な非癌性組織と比較して、癌性腫瘍又は腫瘍で著しく過剰発現している
遺伝子を見つけるために使用された。５’ヌクレアーゼアッセイ反応は、蛍光ＰＣＲに基
づく技術であり、リアルタイムで遺伝子発現をモニターするためにＴａｑ ＤＮＡポリメ
ラーゼ酵素の５’エキソヌクレアーゼ活性を利用している。二つのオリゴヌクレオチドプ
ライマー（その配列は目的の遺伝子又はＥＳＴ配列に基づいている）が、ＰＣＲ反応の典
型的なアンプリコンを生成するために使用される。第三のオリゴヌクレオチド、又はプロ
ーブは、２つのＰＣＲプライマーの間に位置するヌクレオチド配列を検出するために設計
されている。プローブは、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼ酵素により非拡張可能であり、レ
ポーター蛍光色素及びクエンチャー蛍光色素で標識されている。レポーター色素からの任
意のレーザー誘起発光は、２つの色素がプローブ上にあるように互いに近接して配置され
ている場合、消光色素により消光される。ＰＣＲ増幅反応の間、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラ
ーゼ酵素は鋳型に依存した方法でプローブを切断する。得られたプローブ断片は溶液中に
解離し、遊離したレポーター色素からのシグナルは、第二のフルオロフォアの消光効果を
含まない。合成された各新規分子について、１分子のレポーター色素が遊離され、消光し
ていないレポーター色素を検出することが、データの定量的解釈の基礎を提供する。
【０３５４】
　５’ヌクレアーゼの手順は、ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７７００ＴＭ 配列検出（Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）などのリアルタイム定量的ＰＣＲ装置上で実行される。こ
のシステムは、サーモサイクラー、レーザー、電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラ及びコンピ
ューターで構成される。このシステムは、サーモサイクラー上で９６ウェル形式で試料を
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増幅する。増幅の間、レーザー誘起蛍光シグナルは、全９６ウェルについて光ファイバー
ケーブルを介してリアルタイムに収集され、ＣＣＤで検出される。そのシステムは、測定
器を動作し、データを分析するためのソフトウェアを含む。
【０３５５】
　スクリーニングの出発物質は、様々な異なる癌組織の中から単離されたｍＲＮＡであっ
た。ｍＲＮＡは、例えば蛍光定量的に正確に定量される。ネガティブコントロールとして
、ＲＮＡが、検査される癌組織と同じ組織型の種々の正常組織から単離された。
【０３５６】
　５’ヌクレアーゼアッセイデータは、最初にＣｔ、又は閾値サイクルとして表される。
これは、レポーターシグナルが蛍光のバックグラウンドレベルを超えて累積されるサイク
ルとして定義される。ΔＣＴ値は、癌のｍＲＮＡの結果を正常ヒトｍＲＮＡの結果と比較
した場合、核酸試料中の特定の標的配列の開始コピーの相対数の定量的な測定として用い
られる。１Ｃｔユニットは１ＰＣＲサイクル、又は正常に比べて約２倍の相対的な増加に
対応するため、２ユニットは４倍の相対的増加に対応し、３ユニットは８倍の相対的増加
に対応するなど、２又はそれ以上の異なる組織間でｍＲＮＡの相対的な倍増加を定量的に
測定することができる。この技術を用いて、ＴＡＴ４２５分子は、正常な非癌性ヒト前立
腺組織に比べて、ヒト前立腺腫瘍で大幅に過剰発現されている（すなわち、少なくとも２
倍）として同定されており、従って、哺乳類における前立腺癌の診断及び治療のための優
れた標的ポリペプチドであることを表している。
【０３５７】
実施例３：インサイツハイブリダイゼーション
　インサイツハイブリダイゼーションは、細胞又は組織調製物内での核酸配列の検出及び
局在化のための強力で多用途の技術である。それは、例えば、遺伝子発現部位の同定、転
写物の組織分布の分析、ウイルス感染の同定と局在化、特定のｍＲＮＡ合成における変化
の追跡及び染色体マッピングにおける補助に有用である。
【０３５８】
　インサイツハイブリダイゼーションは、Lu及びGillett, Cell Vision 1: 169-176 (199
4)のプロトコールの最適化バージョンに従って、ＰＣＲ生成３２Ｐ-標識リボプローブを
用いて実施される。簡単に述べると、ホルマリン固定、パラフィン包埋ヒト組織を切片化
し、脱パラフィンし、プロテイナーゼＫ（２０ｇ／ｍｌ）で１５分間３７℃で脱タンパク
し、さらに上掲のLu及びGillettに記載されたようにインサイツハイブリダイゼーション
する。(３２Ｐ)ＵＴＰ-標識アンチセンスリボプローブをＰＣＲ産物から生成し、５５℃
で終夜ハイブリダイゼーションする。スライドをＫｏｄａｋ ＮＴＢ２核トラックエマル
ションに浸漬して４週間露出する。
【０３５９】
　３２Ｐ-リボプローブ合成
　６．０μｌ（１２５ｍＣｉ）の３２Ｐ-ＵＴＰ（Ａｍｅｒｓｈａｍ ＢＦ １００２，Ｓ
Ａ＜２０００ Ｃｉ／ｍｍｏｌ）をスピード真空乾燥させた。乾燥３２Ｐ-ＵＴＰを含む各
管に以下の成分を添加した：
　２．０μｌの５ｘ転写バッファー
　１．０μｌのＤＴＴ（１００ｍＭ）
　２．０μｌのＮＴＰ混合物（２．５ｍＭ: 各１０μｌの１０ｍＭ ＧＴＰ，ＣＴＰ及び
ＡＴＰ＋１０μｌのＨ２Ｏ）
　１．０μｌのＵＴＰ（５０μＭ）
　１．０μｌのＲＮａｓｉｎ
　１．０μｌのＤＮＡテンプレート（１μｇ）
　１．０μｌのＨ２Ｏ
　１．０μｌのＲＮＡポメラーゼ（ＰＣＲ産物についてＴ３＝ＡＳ，Ｔ７＝Ｓ，通常）
【０３６０】
　管を３７℃で１時間インキュベートし、１．０μｌのＲＱ１ ＤＮａｓｅを添加し、つ
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いで３７℃で１５分間インキュベートした。９０μｌのＴＥ（１０ｍＭトリスｐＨ７．６
／１ｍＭのＥＤＴＡｐＨ８．０）を添加し、混合物をＤＥ８１紙にピペットした。残りの
溶液をＭｉｃｒｏｃｏｎ－５０限外濾過ユニットに充填し、プログラム１０を用いてスピ
ンさせた（６分間）。濾過ユニットを第２の管に変換し、プログラム２を用いてスピンさ
せた（３分間）。最終回収スピンの後、１００μｌのＴＥを添加した。１μｌの最終生成
物をＤＥ８１紙にピペットし６ｍｌのＢＩＯＦＬＵＯＲ ＩＩで数えた。
【０３６１】
　プローブをＴＢＥ／尿素ゲル上で走らせた。１－３μｌのプローブ又は５μｌのＲＮＡ
　ＭｒｋＩＩＩを３μｌのローディングバッファーに添加した。加熱ブロック上で９５℃
に３分間加熱した後、プローブを即座に氷上に置いた。ゲルのウェルを流し、試料を充填
し、１８０－２５０ボルトで４５分間走らせた。ゲルをサランラップでラップし、－７０
℃冷凍機内で補強スクリーンを持つＸＡＲフィルムに１時間から終夜露出した。
【０３６２】
３２Ｐ-ハイブリダイゼーション
　Ａ．凍結切片の前処理
　スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに配置して室温で５分間解凍した
。トレイを５５℃のインキュベータに５分間配置して凝結を減らした。スライドを蒸気フ
ード内において４％パラホルムアルデヒド中で１０分間固定し、０．５ｘＳＳＣで５分間
室温で洗浄した（２５ｍｌ ２０ｘＳＳＣ＋９７５ｍｌ ＳＱ Ｈ２Ｏ）。０．５μｇ／ｍ
ｌのプロテイナーゼ中、３７℃で１０分間の脱タンパクの後（２５０ｍｌの予備加熱ＲＮ
ａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の１０ｍｇ／ｍｌストック１２．５μｌ）、切片を０
．５ｘＳＳＣで１０分間室温で洗浄した。切片を、７０％、９５％、１００％エタノール
中、各２分間脱水した。
【０３６３】
　Ｂ．パラフィン包埋切片の前処理：
　スライドを脱パラフィンし、ＳＱ Ｈ２Ｏ中に配置し、２ｘＳＳＣで室温において各々
５分間２回リンスした。切片を２０μｇ／ｍｌのプロテイナーゼＫ（２５０ｍｌのＲＮａ
ｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中１０ｍｇ／ｍｌを５００μｌ；３７℃、１５分間）－ヒ
ト胚又は８ｘプロテイナーゼＫ（２５０ｍｌのＲＮａｓｅバッファー中１００μｌ、３７
℃、３０分間）－ホルマリン組織で脱タンパクした。続く０．５ｘＳＳＣでのリンス及び
脱水は上記のように実施した。
【０３６４】
　Ｃ．プレハイブリダイゼーション
　スライドをＢｏｘバッファー（４ｘＳＳＣ、５０％ホルムアミド）－飽和濾紙で列を作
ったプラスチックボックスに並べた。
【０３６５】
　Ｄ．ハイブリダイゼーション
　スライド当たり１．０ｘ１０６ｃｐｍのプローブ及び１．０μｌのｔＲＮＡ（５０ｍｇ
／ｍｌストック）を９５℃で３分間加熱した。スライドを氷上で冷却し、スライド当たり
４８μｌのハイブリダイゼーションバッファーを添加した。ボルテックスの後、５０μｌ
の３２Ｐ混合物をスライド上のプレハイブリダイゼーション５０μｌに添加した。スライ
ドを５５℃で終夜インキュベートした。
【０３６６】
　Ｅ．洗浄
　洗浄は、２ｘ１０分間、２ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで室温で実施し（４００ｍｌの２０ｘＳ
ＳＣ＋１６ｍｌの０．２５Ｍ ＥＤＴＡ、Ｖｆ＝４Ｌ）、次いでＲＮａｓｅＡ処理を３７
℃で３０分間行った（２５０ｍｌＲＮａｓｅバッファー中１０ｍｇ／ｍｌを５００μｌ＝
２０μｇ／ｍｌ）。スライドを２ｘ１０分間、２ｘＳＳＣＥＤＴＡで室温において洗浄し
た。ストリンジェントな洗浄条件は次の通り：５５℃で２時間、０．１ｘＳＳＣ、ＥＤＴ
Ａ（２０ｍｌの２０ｘＳＳＣ＋１６ｍｌのＥＤＴＡ、Ｖｆ＝４Ｌ）。
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【０３６７】
　Ｆ．オリゴヌクレオチド
　ここに開示した様々なＤＮＡ配列についてインサイツ分析を実施した。これらの分析に
対して用いたオリゴヌクレオチドは添付図に示した核酸（又はその相補鎖）に相補的であ
るように得られた。
【０３６８】
　Ｇ．結果
　ＴＡＴ４２５に関しては、弱から中程度の発現が正常な前立腺上皮に観察されるものの
、検査された他の正常組織では発現について陽性を示さなかった。これに対して、６４の
原発性前立腺癌のうち４６が発現について陽性で、１４の転移性前立腺癌のうち６が発現
について陽性である。
【０３６９】
実施例４：ＧＥＰＩＳによるＴＡＴペプチド発現差異の検証及び解析
　上記の一以上の例で説明したように、腫瘍抗原として同定されている可能性があるＴＡ
Ｔペプチドを以下のように分析し検証した。発現配列タグ（ＥＳＴ）のＤＮＡデータベー
ス（ＬＩＦＥＳＥＱ（登録商標）、Ｉｎｃｙｔｅ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｐ
ａｌｏ Ａｌｔｏ，ＣＡ）を検索し、目的のＥＳＴ配列をＧＥＰＩＳにより同定した。イ
ンシリコにおける遺伝子発現プロファイリング（ＧＥＰＩＳ）は、ジェネンテック社で開
発された、新しい癌治療の標的に対する目的の遺伝子を特徴付けるバイオインフォマティ
クスツールである。ＧＥＰＩＳは、遺伝子発現プロファイルを決定するための大量のＥＳ
Ｔ配列及びライブラリ情報を利用している。ＧＥＰＩＳは、ＥＳＴデータベースにおける
その出現数との比例関係に基づいて、遺伝子の発現プロファイルを決定することができ、
それはＬＩＦＥＳＥＱ（登録商標）ＥＳＴ関連のデータベースとジェネンテック専有情報
を厳格かつ統計学的に意味のある形で統合することによって動作する。ＧＥＰＩＳは非常
に具体的な分析課題又は広範なスクリーニング課題の何れかを実施するように構成するこ
とができるが、この例では、ＧＥＰＩＳは、新規腫瘍抗原を同定しクロス検証するために
使用される。初期スクリーニングでは、ＧＥＰＩＳは、特定の組織または目的の組織（多
くの場合目的の腫瘍組織）での発現に関連するＬＩＦＥＳＥＱ（登録商標）データベース
からのＥＳＴ配列を同定するために使用される。この初期スクリーニングで同定されたＥ
ＳＴ配列（又は、初期スクリーニングから取得した複数の関連した重複しているＥＳＴ配
列を整列させることから得られるコンセンサス配列）は、その後、エンコードされたタン
パク質中の少なくとも１つの膜貫通ドメインの存在を特定することを意図してスクリーニ
ングに供された。最後に、ＧＥＰＩＳは、目的の様々な配列についての完全な組織発現プ
ロファイルを生成するために用いられた。このタイプのスクリーニングのバイオインフォ
マティクスを使用して、様々なＴＡＴペプチド（及びそれらをコードする核酸分子）が、
他の癌及び／又は正常な非癌性組織と比較して、特定のタイプの癌又は所定の癌において
有意に過剰発現されているものとして同定された。ＧＥＰＩＳヒットの評点は、例えば、
正常で不可欠な組織及び／又は増殖性組織における、組織特異性、腫瘍特異性及び発現レ
ベルを含むいくつかの基準に基づいている。この分析を使用して、ＧＥＰＩＳによって決
定されるＴＡＴ４２５は、特定の腫瘍（すなわち、前立腺、腎臓、膵臓）において、その
関連する正常組織と比較して、高度な組織発現及び発現の著しい上方制御を証明している
。このように、ＴＡＴ４２５ポリペプチドは、哺乳動物における癌の診断及び治療のため
の優れた標的ポリペプチドである。
【０３７０】
実施例５：ＴＡＴ４２５ポリペプチドに結合する抗体の調製
　この実施例は、ＴＡＴ４２５に特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例示す
る。
【０３７１】
　モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば、上掲の
Godingに記載されている。使用することができる免疫原には、精製ＴＡＴ、ＴＡＴを含む
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融合タンパク質、及び細胞表面上に組換えＴＡＴを発現する細胞が含まれる。免疫原の選
択は、当業者が過度の実験をすることなくなすことができる。
【０３７２】
　Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に
１－１００マイクログラムで注入したＴＡＴ免疫原で免疫化する。あるいは、免疫原をＭ
ＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ｒｉｂｉ Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｈ，
 Ｈａｍｉｌｔｏｎ， ＭＴ）に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化したマウ
スは、次いで１０から１２日後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追
加免疫する。その後、数週間、マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗ＴＡＴ抗
体の検出のためのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために、レトロオービタル出血からの血
清試料をマウスから周期的に採取してもよい。
【０３７３】
　適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物に、ＴＡＴの静
脈内注射の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウスを屠殺し、脾臓細胞を
取り出した。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣか
ら番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス骨髄腫株
化細胞に融合させた。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡＴ（ヒポ
キサンチン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに
蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害した。
　ハイブリドーマ細胞は、ＴＡＴに対する反応性についてのＥＬＩＳＡでスクリーニング
される。ＴＡＴに対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポジティブ（陽性）」ハ
イブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
【０３７４】
　陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ＴＡＴモノク
ローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組織培養フラ
スコ又はローラーボトルで増殖させることもできる。腹水中に生成されたモノクローナル
抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフィ－を用いて
行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親和性に基づく
アフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【０３７５】
　その他の技術において、ＢＡＬＢ／ｃマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ，Ｈｏｌｌ
ｉｓｔｅｒ，ＣＡ）またはＣ５７ＢＬ／６／ＴＡＴ４２５．ｋｏマウス（Ｇｅｎｅｎｔｅ
ｃｈ，Ｓｏｕｔｈ Ｓａｎ Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）を、以前に記述されるように、ｍ
Ｆｌｔ３リガンド（ＤＮＡ）及びＭＧＭ－ＣＳＦ（ＤＮＡ）（ジェネンテック）の有無に
よらず、ＴＡＴ４２５をエンコードする５０μｇのプラスミドＤＮＡを、乳酸リンゲル液
で希釈し、水力学的尾静脈（ＨＴＶ）注射により免疫化した(Zhang et al., Hum. Gene T
her. 10:1735 (1999), Liu et al., Gene Ther. 6:1258 (1999),及びHerweijer and Wolf
f, Gene Ther. 10:453 (2003))。脾臓を最後のＨＴＶ免疫感作後３日で回収した。これら
のマウス由来の脾細胞は、その血清の全てが、ＦＡＣＳによりＴＡＴ４２５を過剰発現す
る２９３細胞に強い結合を示し、電気融合（ＣｙｔｏｐｕｌｓｅまたはＢＴＸ）によりＸ
６３－Ａｇ８．６５３マウス骨髄腫細胞（アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ン、ロックビル、ＭＤ）と融合させ、３７℃で、７％ＣＯ２で、１０％ウシ胎児血清（Ｆ
ＢＳ）、４．５ｇ／Ｌのグルコース、２５ｍＭのＨＥＰＥＳ、０．１５ｍｇ／ｍｌのオキ
サロ酸、１００μｇ／ｍｌのピルビン酸、０．２Ｕ／ｍｌのインスリン、２ｍＭのＬ－グ
ルタミン、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（ペニ
シリン－ストレプトマイシン（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）、Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、ＮＣＴＣ－１０９（Ｌｏｎｚａ）、Ｎ
ＥＡＡ（インビトロジェン）を補充したダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中で一
晩インキュベートし、５．７μＭのアザセリンと１００μＭのヒポキサンチン（ＨＡ，Ｓ
ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を補充した９６ウェルプレートに
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プレーティングした。融合後１１日目に、上清を、ＥＬＩＳＡ及びＦＡＣＳによってＩｇ
Ｇ産生についてスクリーニングした。ＦＡＣＳにより強いＴＡＴ４２５特異的結合を示す
ＩｇＧ抗体を分泌するハイブリドーマを増殖させ、限界希釈によりサブクローニングした
。サブクローニングの第二ラウンド後に最高のＦＡＣＳ結合を示す最終クローンをバイオ
リアクターでの大規模生産のために増殖させた（Ｉｎｔｅｇｒａ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ，Ｃｈｕｒ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）。前述のように上清をプロテインＡアフィニテ
ィークロマトグラフィーで精製した(Hongo et al., Hybridoma 19:303 (2000))。
【０３７６】
　上記の技術を使用して、天然型ＴＡＴ４２５ポリペプチドに結合する様々なモノクロー
ナル抗体を生成した。これらのモノクローナル抗体は、種々の細胞（ＴＡＴ４２５タンパ
ク質、ＬｕＣＡＰ７７細胞、ＬｕＣＡＰ１０５細胞、ＬｕＣＡＰ１４１細胞、およびＬＮ
ＣａＰ－ｓｈＴＡＴ４２５細胞を発現するように設計された２９３細胞を含む）の表面に
発現されたＴＡＴ４２５ポリペプチドに結合することが、周知かつ日常的に用いられる技
術、例えばウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ分析、ＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現して
いる細胞のＦＡＣＳ分類分析及び／又は免疫組織化学分析を用いて示されている。これら
の抗ＴＡＴ４２５抗体に関連するアミノ酸配列が図３－１０に示されている。これらの抗
体は、ＴＡＴ４２５の発現に関連した人間の癌の診断及び治療における使用を見出すであ
ろう。
【０３７７】
実施例６：免疫組織化学分析
　ＴＡＴ４２５に対する抗体を上述のように調製し、以下のように、商業的に入手された
Ｍ４Ｉ－８０ラット抗ＴＡＴ４２５モノクローナル抗体を用いて免疫組織化学分析を行っ
た。まず組織切片をアセトン／エタノール（凍結又はパラフィン包埋）中で５分間固定し
た。次いで組織切片をＰＢＳで洗浄し、その後アビジン及びビオチン（Ｖｅｃｔｏｒ Ｋ
ｉｔ）でそれぞれ１０分間遮断した後、ＰＢＳで洗浄した。次いで切片を１０％の血清で
２０分間遮断し、その後ブロッティングにより過剰量を取り除いた。その後切片に１０μ
ｇ／ｍｌの濃度で１時間にわたり一次抗体を添加し、その後ＰＢＳで洗浄した。次いでビ
オチン標識した二次抗体（抗一次抗体）を３０分間にわたって切片に添加し、その後切片
をＰＢＳで洗浄した。次に切片をＶｅｃｔｏｒ ＡＢＣキットの試薬に３０分間曝し、そ
の後ＰＢＳで洗浄した。さらに切片をジアミノベンジジン（Ｐｉｅｒｃｅ）に５分間曝し
、その後ＰＢＳで洗浄した。次いでＭａｙｅｒｓのヘマトキシリンを用いて切片を対比染
色し、カバーガラスで覆って可視化した。また、Sambrook等、Molecular Cloninng: A La
boratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989及びAusubel等、Current 
Protocols of Molecular Biology, Unit 3.16, John Wiley及びSons (1997)に記載のよう
にして、免疫組織化学分析を行うこともできる。
【０３７８】
　これらの分析結果から、ＴＡＴ４２５ポリペプチドの検出可能な発現が、２９の独立し
た原発性ヒト前立腺癌試料のうち２７で観察され（そのうち２４は中程度から高度のＴＡ
Ｔ４２５発現を示した）、及び２９の転移性ヒト前立腺癌試料のうち２６で観察された（
そのうち１３は中程度から高度のＴＡＴ４２５発現を示した）ことを示している。
【０３７９】
実施例７：競合的結合分析及びエピトープマッピング
　記載されたモノクローナル抗体が結合するＴＡＴ４２５エピトープは、標準的な競合的
結合分析によって決定することができる(Fendly et al., Cancer Research 50:1550-1558
 (1990))。クロスブロッキング研究は、蛍光を定量するＰＡＮＤＥＸＴＭ Ｓｃｒｅｅｎ 
Ｍａｃｈｉｎｅを用いて、ＴＡＴ４２５を発現するように操作されたインタクトなＰＣ３
細胞における直接的な蛍光によって抗体において行うことができる。各モノクローナル抗
体は、確立された手順を用いて、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）とコン
ジュゲートされる(Wofsy et al., Selected Methods in Cellular Immunology, p. 287, 
Mishel and Schiigi (eds.) San Francisco: W.J. Freeman Co. (1980))。ＴＡＴ４２を
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発現するＰＣ３細胞のコンフルエントな単層をトリプシン処理し、一回洗浄し、０．５％
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および０．１％アジ化ナトリウムを含有する冷ＰＢＳ中に
１．７５×１０６細胞／ｍｌで再懸濁した。最終濃度１％のラテックス粒子（ＩＤＣ，Ｐ
ｏｒｔｌａｎｄ，ＯＲ）が、ＰＡＮＤＥＸＴＭプレート膜の目詰まりを低減するために加
えられた。懸濁液中の細胞の２０μｌ、精製したモノクローナル抗体（１００μｇ／ｍｌ
～０．１μｇ／ｍｌ）の２０μｌをＰＡＮＤＥＸＴＭプレートウェルに添加し、氷上で３
０分間インキュベートする。２０μｌのＦＩＴＣ標識モノクローナル抗体の所定希釈液が
各ウェルに添加され、３０分間インキュベートし、洗浄し、蛍光をＰＡＮＤＥＸＴＭ Ｓ
ｃｒｅｅｎ Ｍａｃｈｉｎｅにより定量化する。モノクローナル抗体は、同じ抗体濃度で
の無関係なモノクローナル抗体コントロールと比較した場合、各々が他の結合を４０％以
上ブロックするならば、一つのエピトープを共有することが考えられる。このアッセイを
使用して、当業者は、上記のものと同じエピトープに結合する他のモノクローナル抗体を
同定することができる。欠失分析はまた、配列番号２の抗原エピトープとして示されるポ
リペプチド配列内のおよその位置を同定するために行われ得る。
【０３８０】
　一実験において、抗ＴＡＴ４２５モノクローナル抗体の２Ｅ４．６．１，４Ｄ１１．１
７．２，１３Ｈ２．２８．２，及び１４Ｅ７．１７．１が互いにエピトープ結合を競合す
ることはないことが実証された。そのようなものとして、四つの抗体の各々は、ＴＡＴ４
２５タンパク質において独立した非重複の細胞外抗原エピトープに結合することが確定さ
れた。
【０３８１】
実施例８：ＴＡＴ４２５に結合する、毒素をコンジュゲートした抗体の調整
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療において腫瘍細胞を殺すか又は
阻害するための薬剤の局部運搬に抗体－薬剤コンジュゲート（ＡＤＣ）、つまり免疫複合
体を用いると(Payne (2003) Cancer Cell 3:207-212; Syrigos及びEpenetos (1999) Anti
cancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz及びSpringer (1997) Adv. Drg Del. Rev
. 26:151-172；米国特許第４９７５２７８号)、腫瘍への薬剤成分の標的とする運搬とそ
こでの細胞内集積が可能となり、この非コンジュゲート薬物作用剤の全身性投与により正
常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できないレベルとなりうる(Baldw
inら、(1986) Lancet (Mar. 15, 1986):pp603-05; Thorpe, (1985) 「Antibody Carriers
 Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in Monoclonal Antibodies '84
: Biological And Clinical Applications, A. Pincheraら (ed.s), pp. 475-506)。これ
によって、最小限の毒性で最大限の効果が求められる。ＡＤＣを設定して精製するために
、モノクローナル抗体(ｍＡｂ)の選択性並びに薬剤結合特性及び薬剤放出特性に注目した
。ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は共に、この方策に有用であるとして報告
されている(Rowland等、(1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に
用いる薬物には、ダウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが
含まれる(Rowland等、(1986)、上掲)。抗体－毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジ
フテリア毒素などの細菌性毒素、リシンなどの植物毒素、ゲルダナマイシン(Mandlerら(2
000) J. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581；Mandlerら(2000) Bioorganic & 
Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandlerら(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)
、メイタンシノイド(欧州特許第１３９１２１３号；Liu等、(1996) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイシン(Lodeら (1998) Cancer Res. 58:2928；H
inmanら (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)などの小分子毒素が含まれる。
【０３８２】
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)を、リンカー(Ｌ)を介
して、一つ以上の薬剤部分(Ｄ)、例えば抗体につき約１～約２０の薬剤部分にコンジュゲ
ートする。式：
　Ａｂ－(Ｌ－Ｄ)ｐ
を有するＡＤＣはいくつかの手段、当業者に公知の有機化学反応、状態および試薬を用い
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て調製されうる：（１）共有結合の後に薬剤部分Ｄと反応してＡｂ-Ｌを形成するための
、二価のリンカー試薬を用いた抗体の求核基の反応；及び（２）共有結合の後に抗体の求
核基と反応してＤ-Ｌを形成するための、二価のリンカー試薬を用いた薬剤部分の求核基
の反応、が含まれる。ＡＤＣを調製するための更なる方法は本願明細書中に記載される。
【０３８３】
　リンカーは、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は、６
-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトル
リン(「ｖａｌ－ｃｉｔ」)、アラニン-フェニルアラニン(「ａｌａ－ｐｈｅ」)、ｐ-アミ
ノベンジルオキシカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)
ペンタノエート(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘ
キサン-１カルボキシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセ
チル)アミノ安息香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当分野で公
知であり、そのいくつかは本願明細書において記述される。
【０３８４】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン-シトルリン(ｖｃ又はｖａｌ-ｃｉｔ)、アラニン-フ
ェニルアラニン(ａｆ又はａｌａ-ｐｈｅ)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バ
リン-シトルリン(ｇｌｙ-ｖａｌ-ｃｉｔ)及びグリシン-グリシン-グリシン(ｇｌｙ-ｇｌ
ｙ-ｇｌｙ)を含む。アミノ酸リンカー成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるも
の、並びに微量のアミノ酸及び非天然に生じるアミノ酸類似体、例えばシトルリンを含む
。アミノ酸リンカー成分は設定され、特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシ
ンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテアーゼによる酵素的切断の選択性に最適化できる。
【０３８５】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：（ｉ）Ｎ末端アミン基
、（ｉｉ）側鎖アミン基、例えばリシン、（ｉｉｉ）側鎖チオール基、例えばシステイン
、および（ｉｖ）抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール、
ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカ
ルボン酸エステルおよびアリールヒドラジド基は、求核であり、反応して、リンカー部分
上の求電子性の群およびリンカー試薬により共有結合を形成することができる：（ｉ）活
性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸および酸ハロゲン化物
；（ｉｉ）アルキルおよびベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；（ｉｉｉ）アル
デヒド、ケトン、カルボキシルおよびマレイミド群、が含まれる。特定の抗体は、還元し
うる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還元剤、例えばＤＴ
Ｔ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコンジュゲート反応
を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の反応性のチオール
求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(トラウトの試薬)
を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入することができる
。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残基を導入する(例
えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異体抗体を調製する
)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
【０３８６】
　また、本発明の抗体薬剤コンジュゲートは、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する
(リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応させることができる)ことによって生成して
もよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させて
もよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合
を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトース
オキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化
物部分の反応により、薬剤(Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ Ｔｅｃｈｎ
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ｉｑｕｅｓ)上の適当な基と反応することができるタンパク質のカルボニル(アルデヒドお
よびケトン)基が生じうる。他の実施態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含ん
でいるタンパク質はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりに
アルデヒドを生成する(Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；米
国特許第５３６２８５２号)。このようなアルデヒドは、薬剤部分又はリンカー求核基と
反応することができる。
【０３８７】
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
【０３８８】
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から非結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０３８９】
　毒素を精製した抗体に連結することによって抗体-薬剤コンジュゲートを生産するため
の技術には周知のものがあり、当分野で慣例的に用いられる。例えば、毒素ＤＭ１への精
製されたモノクローナル抗体のコンジュゲートは、以下の通りに達成されうる。精製され
た抗体は、ジチオピリジル基を導入するために、Ｎ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジル
チオ)ペンタノエートによって、誘導体化される。ＮａＣｌ(５０ｍＭ)及びＥＤＴＡ(１ｍ
Ｍ)を含有する４４．７ｍＬの５０ｍＭ リン酸カリウムバッファ(ｐＨ６．５)中の抗体(
３７６．０ｍｇ、８ｍｇ／ｍＬ)を、ＳＰＰ(２．３ｍＬ エタノール中に５．３のモル等
量)にて処理した。室温、アルゴン下にて９０分間インキュベートした後、抗応混合物を
、３５ｍＭのクエン酸ナトリウム、１５４ｍＭ ＮａＣｌ、２ｍＭ ＥＤＴＡにて平衡化し
たＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラムにゲル濾過する。抗体含有分画をプールして、アッセ
イした。抗体-ＳＰＰ-Ｐｙ(３３７．０ｍｇ、解放可能な２-チオピリジン基を有する)を
上記の３５ｍＭ クエン酸ナトリウムバッファ、ｐＨ６．５にて希釈して、およそ２．５
ｍｇ／ｍＬの終濃度にした。次いで、ＤＭ１(１．７等量、１６．１モル)を含む３．０ｍ
Ｍのジメチルアセトアミド(ＤＭＡ、最終反応混合物中３％ｖ／ｖ）を抗体溶液に添加す
る。およそ２０時間、室温、アルゴン下にて反応を行う。反応物を、３５ｍＭのクエン酸
ナトリウム、１５４ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．５にて平衡化したセファクリルＳ３００ゲ
ル濾過カラム(５．０ｃｍ×９０．０ｃｍ、１．７７Ｌ)に流す。流速は５．０ｍＬ／分、
６５の分画(各々２０．０ｍＬ)を回収する。分画をプールし、分析した。この分析におい
て、抗体分子当たりの結合されるＤＭ１薬剤分子の数(ｐ')は、２５２ｎｍ及び２８０ｎ
ｍの吸光度を測定して決定する。
【０３９０】
　また、例示として、毒素ＤＭ１への精製されたモノクローナル抗体のコンジュゲートは
、以下の通りに達成されうる。精製された抗体は、(スクシンイミジル４(Ｎ-マレイミド
メチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート(ＳＭＣＣ、Pierce Biotechnology, Inc) 
で誘導体化して、ＳＭＣＣリンカーを導入する。５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩
化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５中で、７．５モル等量のＳＭＣＣ(ＤＭＳＯ
中に２０ｍＭ、６．７ｍｇ／ｍＬ)にて２０ｍｇ／ｍＬの抗体を処理した。室温のアルゴ
ン下で２時間撹拌した後に、反応混合物を、５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナ
トリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５にて平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラム
にてろ過する。抗体を含有する分画をプールして、アッセイする。次いで、抗体-ＳＭＣ
Ｃを、５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６
．５で希釈して、最終濃度およそ１０ｍｇ／ｍｌとし、１０ｍＭのＤＭ１を含むジメチル
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アセトアミド溶液(１．７等量、５ ＳＭＣＣ／抗体と推定)にて反応させる。反応は、１
６．５時間、室温、アルゴン下にて撹拌して行う。コンジュゲート反応混合物は、ｐＨ６
．５の１×ＰＢＳによるＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５ゲル濾過カラム(１．５×４．９ｃｍ)
に濾過する。次いで、ＤＭ１／抗体の比(ｐ)を２５２ｎｍと２８０ｎｍの吸光度にて測定
する。
【０３９１】
　さらに、選択した抗体の遊離システインを、ビスマレイミド試薬ＢＭ(ＰＥＯ)４(Ｐｉ
ｅｒｃｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ)にて修飾して、抗体の表面上の反応していないマレイミド基
を除去する。これは、ＢＭ(ＰＥＯ)４を５０％のエタノール／水混合液に１０ｍＭの濃度
になるまで溶解して、およそ１．６ｍｇ／ｍｌ(１０マイクロモル)の濃度でリン酸緩衝食
塩水に抗体を含有する溶液に１０倍のモル過剰量を加え、１時間反応させることによって
達成される。過剰なＢＭ(ＰＥＯ)４は、３０ｍＭ クエン酸塩、ｐＨ６と１５０ｍＭ Ｎａ
Ｃｌバッファによるゲル濾過にて除去した。およそ１０倍のモル過剰ＤＭ１を、ジメチル
アセトアミド(ＤＭＡ)に溶解して、抗体-ＢＭＰＥＯ中間生成物に加える。また、ジメチ
ルホルムアミド(ＤＭＦ)を用いて薬剤成分試薬を溶解してもよい。反応混合物を終夜反応
させて、ＰＢＳでゲル濾過ないし透析を行って反応していない薬剤を取り除く。ＰＢＳ中
のＳ２００カラムによるゲル濾過を用いて、高分子量凝集塊を取り除いて、精製された抗
体-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１コンジュゲートに供給する。
【０３９２】
　典型的に、細胞毒性剤は、抗体の多数になりうるリジン残基により抗体にコンジュゲー
トされている。対象の抗体に存在するか、又は対象の抗体中に操作したチオール基による
コンジュゲートもまた達成されている。例えば、システイン残基は遺伝子工学技術によっ
てタンパク質内に導入されて、リガンドの共有結合的付着部位を形成している(Better等 
(1994) J. Biol. Chem. 13:9644 9650；Bernhard等 (1994) Bioconjugate Chem. 5:126 1
32；Greenwood等 (1994) Therapeutic Immunology 1:247 255；Tu等 (1999) Proc. Natl.
 Acad. Sci USA 96:4862 4867；Kanno等 (2000) J. of Biotechnology, 76:207 214；Chm
ura等 (2001) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98(15): 8480 8484；米国特許第６２４８５６
４号)。一旦遊離システイン残基が対象の抗体の中に存在すると、毒素はその部位に連結
されうる。例えば、薬剤リンカー試薬であるマレイミドカプロイル-モノメチルアウリス
タチンＥ(ＭＭＡＥ)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＥ、マレイミドカプロイル-モノメチルアウリ
スタチンＦ(ＭＭＡＦ)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＦ、ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ
又はＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦをＤＭＳＯに溶解して、濃度がわかっているア
セトニトリルと水にて希釈して、冷やしたシステイン誘導体化抗体を含むリン酸緩衝生理
食塩水(ＰＢＳ)に添加する。およそ１時間後に、過剰量のマレイミドを添加して反応を止
め、反応していない抗体チオール基を覆った。反応混合物を遠心限外濾過によって濃縮し
、毒素コンジュゲート抗体を精製して、ＰＢＳ中のＧ２５樹脂による溶出によって脱塩し
て、無菌条件下で０．２ｍのフィルターにて濾過して、保存のために凍結した。
【０３９３】
　さらに、本発明の抗ＴＡＴ抗体は、以下の技術を用いてアウリスタチン及びドロスタチ
ン毒素(例えばＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ)にコンジュゲートされうる。抗体は、ｐＨ８．０の
５００ｍＭ ホウ酸ナトリウムと５００ｍＭ 塩化ナトリウムに溶解して、過剰量の１００
ｍＭ ジチオトレイトール(ＤＴＴ)で処理した。３７℃でおよそ３０分インキュベートし
た後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５樹脂で溶出することによって、バッファを交換して、１
ｍＭ ＤＴＰＡを含むＰＢＳにて溶出した。溶液の２８０ｎｍの吸光度とＤＴＮＢ (Ａｌ
ｄｒｉｃｈ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩ)と反応させて４１２ｎｍの吸光度の測定による
チオール濃度から、還元した抗体濃度を決定することによって、チオール／Ａｂ値を調べ
る。ＰＢＳに溶解した還元型抗体を氷上で冷やす。
【０３９４】
　薬剤リンカー試薬である(１)マレイミドカプロイル-モノメチルアウリスタチンＥ(ＭＭ
ＡＥ)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＥ、(２)ＭＣ-ＭＭＡＦ、（３）ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ
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-ＭＭＡＥ又は（４）ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦをＤＭＳＯに溶解して、濃度
がわかっているアセトニトリルと水にて希釈して、冷やした還元型抗体をＰＢＳに添加す
る。およそ１時間後に、過剰量のマレイミドを添加して反応を止め、反応していない抗体
チオール基を覆った。反応混合物を遠心限外濾過によって濃縮し、コンジュゲートした抗
体を精製して、ＰＢＳ中のＧ２５樹脂による溶出によって脱塩して、無菌条件下で０．２
ｍのフィルターにて濾過して、保存のために凍結した。
【０３９５】
実施例９；ＴＡＴ４２５二重特異性抗体の産生及び特性評価
　ＴＡＴ４２５二重特異性抗体、具体的には抗ＣＤ３／ＴＡＴ４２５二重特異性抗体の構
築を以下に記述する。
【０３９６】
　さまざまな突起を空洞へ（ｐｒｏｔｒｕｂｅｒａｎｃｅ－ｉｎｔｏ－ｃａｖｉｔｙ）二
重特異性抗体が以前に記載されている。例えば、米国特許第５７３１１６８号及び米国特
許第７１８３０７６号；Ridgway et al., Prot. Eng. 9:617-621 (1996); Atwell et al.
, J. Mol. Biol. 270:26-35 (1997); Merchant et al., Nat. Biotechn. 16:677-681 (19
98)を参照。特定の場合において、以前にChamow et al. J. Immunol. 153:4268 (1994)に
よって記述された、ヒト化抗ＣＤ３／ＣＤ４－ＩｇＧキメラ間のＣＨ３界面が、発現コン
ストラクトで共トランスフェクトされた哺乳動物細胞株から回収することができ得るヘテ
ロ多量体の割合を最大化するように操作された。
【０３９７】
　本明細書に用いられる場合、「ヘテロ多量体」は、少なくとも第一のポリペプチド及び
第二ポリペプチドを含む、分子、例えば、二重特異性抗体を指し、ここで第二のポリペプ
チドは、アミノ酸配列において、第一のポリペプチドから少なくとも１つのアミノ酸残基
を異にする。前項に引用された文献に記載されているように、ヘテロ多量体形成を促進す
るために用いられる戦略は、一以上の「突起」変異を第一のポリペプチド、例えば、一抗
体Ｈ鎖のＣＨ３ドメインに導入すること、及びまた、一以上の対応する「空洞」変異を第
二のポリペプチド、例えば、第二の抗体Ｈ鎖のＣＨ３ドメインに導入することに依存する
。「突起」変異は小さいアミノ酸を大きなものと置換し、「空洞」変異は大きいアミノ酸
を小さなものと置換する。更に、突起変異及び空洞変異に加えて、遊離型チオール含有残
基が２つのポリペプチド、例えば、２つのＣＨ３ドメインの界面に導入され、これらがヘ
テロ多量体の形成を促進することが示された。様々な典型的な、突起を空洞へ（ｐｒｏｔ
ｒｕｂｅｒａｎｃｅ－ｉｎｔｏ－ｃａｖｉｔｙ）の変異、及びポリペプチドの界面で導入
される遊離型チオール含有残基が記述されている。例えば、米国特許第５７３１１６８号
及び米国特許第７１８３０７６号；Ridgway et al., Prot. Eng. 9:617-621 (1996); Atw
ell et al., J. Mol. Biol. 270:26-35 (1997); Merchant et al., Nat. Biotechn. 16:6
77-681 (1998)を参照。
【０３９８】
　以下の工程が抗ＣＤ３／ＴＡＴ４２５二重特異性抗体を産生するために実行される。マ
ウス抗ＣＤ３モノクローナルＡｂＵＣＨＴ１のヒト化抗ＣＤ３軽鎖（Ｌ）及び重鎖（Ｈ）
をコードする大腸菌発現プラスミドが構築される（米国特許第５８２１３３７号及び米国
特許第６４０７２１３号; Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217 [1992] and Rodrigu
es et al., Int. J. Cancer (Suppl.) 7: 45 [1992])。多くの適当な大腸菌発現プラスミ
ドがｐＡＫ１９を含み、当技術分野で知られている。Carter et al., Bio/Tehcnology 10
:163-167 (1992). ヒト化抗ＣＤ３のＨ鎖のＣＨ３ドメインへ、突起又は空洞のどちらか
を（上記のように）導入する変異が例えば部位特異的突然変異誘発法により成される。様
々な部位特異的突然変異誘発法が当該技術分野で知られている。例えば、Kunkel et al.,
 Methods Enzymol. 154:367-382 (1987)を参照。更に、抗ＴＡＴ４２５軽鎖及び重鎖、例
えば本明細書に記載される抗ＴＡＴ４２５軽鎖及び重鎖をコードする大腸菌発現プラスミ
ドが構築される。抗ＴＡＴ４２５のＨ鎖の（上記のとおりの）ＣＨ３ドメインにおいて、
対応する空洞（抗ＣＤ３のＣＨ３ドメインが突起の変異を有する場合）又は対応する突起



(107) JP 2013-533732 A 2013.8.29

10

20

30

40

50

（抗ＣＤ３のＣＨ３ドメインが空洞の変異を有する場合）の何れかを導入する変異が、例
えば、部位特異的突然変異誘発法により成される。
【０３９９】
　二重特異性抗ＣＤ３／ＴＡＴ４２５抗体は上記の大腸菌発現プラスミドを、当該技術分
野で周知の方法で、適切な大腸菌株、例えば、３３Ｂ６の中へ形質転換することにより産
生される。例えば、Rodrigues et al., Cancer Res. 55:63-70 (1995)を参照。抗体は、
前述のように１０リットルの発酵槽で増殖させた形質転換した大腸菌から分泌されるCart
er et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)。抗体は、当技術分野で公知の方法を用
いて、精製され、分析される。例えば、Atwell et al., J. Mol. Biol. 270:26-35 (1997
)を参照。
【０４００】
実施例１０：インビトロでの腫瘍細胞死滅アッセイ
　対象のＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する哺乳動物細胞を、標準的な発現ベクター及
びクローニング法を使用して得る。あるいは、対象のＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現す
る多くの腫瘍細胞株は例えばＡＴＣＣから公的に入手可能であり、標準的なＥＬＩＳＡ又
はＦＡＣＳ分析法を使用して常套的に同定することができる。ついで抗ＴＡＴ４２５ポリ
ペプチドモノクローナル抗体（及びその毒素コンジュゲート誘導体）をアッセイで用いて
、ＴＡＴ４２５ポリペプチド発現細胞を死滅させるインビトロでの抗体の能力を定量する
ことができる。
【０４０１】
　例えば、対象のＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する細胞を上述のようにして得て、９
６ウェルの皿に蒔く。一分析例では、抗体／毒素コンジュゲート（又は裸の抗体）を４日
の期間の細胞インキュベーションの間、含ませる。第二の独立の分析例では、細胞を抗体
／毒素コンジュゲート（又は裸の抗体）と共に１時間インキュベートし、ついで洗浄して
、４日の期間、抗体／毒素コンジュゲートの不存在下でインキュベートする。ついで、細
胞生存度を、ＰｒｏｍｅｇａのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｃ
ｅｌｌ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ａｓｓａｙ（カタログ番号Ｇ７５７１）を使用して測定する
。未処理細胞はネガティブコントロールになる。
【０４０２】
実施例１１：ハイブリダイゼーションプローブとしてのＴＡＴの使用
　以下の方法は、ＴＡＴをコードするヌクレオチド配列のハイブリダイゼーションプロー
ブとして、すなわち哺乳類における腫瘍の存在を診断するための使用を記載する。
【０４０３】
　ここに開示した完全長又は成熟ＴＡＴのコード化配列を含んでなるＤＮＡを、ヒト組織
ｃＤＮＡライブラリー又はヒト組織ゲノムライブラリーにおける相同的なＤＮＡ（例えば
、ＴＡＴの天然に生じる変異体をコードするもの）のスクリーニングのためのプローブと
してもまた用いられる。
【０４０４】
　いずれかのライブラリーＤＮＡを含むフィルターのハイブリダイゼーション及び洗浄は
、以下の高ストリンジェント条件で実施した。放射標識ＴＡＴ誘導プローブのフィルター
へのハイブリダイゼーションは、５０％ホルムアルデヒド、５×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ
、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２×デンハ
ルト溶液、及び１０％硫酸デキストランの溶液中で、４２℃において２０時間行った。フ
ィルターの洗浄は、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で行った。
【０４０５】
　ついで、完全長天然配列ＴＡＴをコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡ
は、この分野で知られた標準的な方法を用いて同定できる。
【０４０６】
実施例１２：大腸菌中でのＴＡＴの発現
　この実施例は、大腸菌中での組換え発現によるＴＡＴの非グリコシル化形態の調製を例
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証する。
【０４０７】
　ＴＡＴをコードするＤＮＡ配列は、選択されたＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅し
た。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位を持
たなければならない。種々の発現ベクターが用いられる。好適なベクターの例は、ｐＢＲ
３２２（大腸菌由来のもの；Bolivar等, Gene, 2:95 (1977)参照）であり、アンピシリン
及びテトラサイクリン耐性についての遺伝子を含む。ベクターは、制限酵素で消化され、
脱リン酸化される。ＰＣＲ増幅した配列は、次いで、ベクターに結合させる。ベクターは
、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ポリ-Ｈｉｓリーダー（最初の
６つのＳＴＩＩコドン、ポリ-Ｈｉｓ配列、及びエンテロキナーゼ切断部位を含む）、Ｔ
ＡＴコードする領域、ラムダ転写ターミネーター、及びａｒｇＵ遺伝子を含む。
【０４０８】
　ライゲーション混合物は、ついで、上掲のSambrook等に記載された方法を用いて選択し
た大腸菌の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬＢプレートで増殖する能力
により同定され、次いで抗生物質耐性クローンが選択される。プラスミドＤＮＡが単離さ
れ、制限分析及びＤＮＡ配列で確認される。
【０４０９】
　選択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスなどの液体培地で終夜増殖させ
ることができる。終夜培地は、続いて大規模培地の播種に用いられる。次に細胞を所望の
光学密度まで増殖させ、その間に発現プロモーターが作動する。
【０４１０】
　さらに数時間の細胞培養の後、遠心分離による集菌が可能である。遠心分離で得られた
細胞ペレットは、この分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、次いで可溶化ＴＡ
Ｔタンパク質を、タンパク質が堅く結合する条件下で金属キレート化カラムを用いて精製
した。
【０４１１】
　以下の手法を用いて、ポリ-Ｈｉｓ（ポリ-ヒス）タグ形態でＴＡＴを大腸菌で発現させ
てもよい。ＴＡＴをコードするＤＮＡを選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅し
た。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及
び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの迅速な精製、及びエンテロキ
ナーゼでのタンパク質分解的除去を与える他の有用な配列を含む。次いでＰＣＲ増幅され
た、ポリ-Ｈｉｓタグ配列を発現ベクターに結合させ、それを株５２（Ｗ３１１０ ｆｕｈ
Ａ（ｔｏｎＡ） ｌｏｎ ｇａｌＥ ｒｐｏＨｔｓ（ｈｔｐＲｔｓ） ｃｌｐＰ（ｌａｃＩｑ
)）に基づく大腸菌宿主の形質転換に使用した。形質転換体は、最初に５０ｍｇ／ｍｌの
カルベニシリンを含有するＬＢ中、３０℃で振盪しながら３－５のＯ．Ｄ．６００に達す
るまで増殖させた。ついで培地をＣＲＡＰ培地（３．５７ｇの(ＮＨ４)２ＳＯ４、０．７
１ｇのクエン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ、１．０７gのＫＣｌ、５．３６ｇのＤｉｆｃｏ酵
母抽出物、５００ｍＬ水中の５．３６ｇのＳｈｅｆｉｅｌｄ ｈｙｃａｓｅ ＳＦ、並びに
１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、０．５５%（ｗ／ｖ）のグルコース及び７ｍＭのＭ
ｇＳＯ４の混合で調製）中に５０－１００倍希釈し、３０℃で振盪させながら約２０－３
０時間増殖させた。試料を取り出してＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析により発現を確認し、バルク
培地を遠心分離して細胞のペレットとした。細胞ペレットを精製及びリフォールディング
まで凍結させた。
【０４１２】
　０．５から１Ｌの発酵（６－１０gペレット）からの大腸菌ペーストを、７Ｍのグアニ
ジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８バッファー中で１０容量（ｗ／ｖ）で再懸濁させた。固
体硫酸ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々０．１Ｍ及び
０．０２Ｍとし、溶液を４℃で終夜撹拌した。この工程により、すべてのシステイン残基
が亜硫酸化によりブロックされた変性タンパク質がもたらされた。溶液をＢｅｃｋｍａｎ
のＵｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ中で４０，０００ｒｐｍで３０分間濃縮した。上清を
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金属キレートカラムバッファー（６Ｍのグアニジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ７．４）の
３－５容量で希釈し、０．２２ミクロンフィルターを通して濾過して透明化した。透明化
抽出物を、金属キレートカラムバッファーで平衡化させた５ｍｌのＱｉａｇｅｎ Ｎｉ－
ＮＴＡ金属キレートカラムに充填した。カラムを５０ｍＭのイミダゾール（Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ，Ｕｔｒｏｌ ｇｒａｄｅ）を含む添加バッファー、ｐＨ７．４で洗浄した。タ
ンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含有するバッファーで溶離した。所望のタンパク
質を含有する画分をプールし、４℃で保存した。タンパク質濃度は、そのアミノ酸配列に
基づいて計算した吸光係数を用いて２８０ｎｍにおけるその吸収により見積もった。
【０４１３】
　試料を、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８．６、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素、５ｍ
Ｍのシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡからなる新たに調製した再生
バッファー中に徐々に希釈することによりタンパク質を再生させた。リフォールディング
容量は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００マイクログラム／ｍｌとなるように選択
した。リフォールディング溶液を４℃で１２－３６時間ゆっくり撹拌した。リフォールデ
ィング反応はＴＦＡを最終濃度０．４％（約３のｐＨ）で添加することにより停止させた
。タンパク質をさらに精製する前に、溶液を０．２２ミクロンフィルターを通して濾過し
、アセトニトリルを最終濃度２－１０％で添加した。再生したタンパク質を、Ｐｏｒｏｓ
 Ｒ１／Ｈ逆相カラムで、０．１％ＴＦＡの移動バッファーと１０～８０％のアセトニト
リル勾配での溶離を用いてクロマトグラフにかけた。Ａ２８０吸収を持つ画分の一定分量
をＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し、相同な再生タンパク質を含有する画分をプー
ルした。一般的に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、これらの種が最も緻密であり
、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので、アセトニトリルの最
低濃度で溶離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃度で溶離される。誤
って再生したタンパク質を所望の形態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエンドト
キシンも除去する。
【０４１４】
　所望の折り畳みＴＡＴポリペプチドを含有する画分をプールし、その溶液に向けられた
弱い窒素の気流を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質は、透析によるか、又は
調製バッファーで平衡化したＧ２５ Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）樹脂を
用いたゲル濾過により、０．１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む２０
ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ６．８に調製され、滅菌濾過された。
【０４１５】
　ここで記載されるＴＡＴポリペプチドのあるものは、この方法を使用して成功裏に発現
させ精製した。
【０４１６】
実施例１３：哺乳動物細胞中でのＴＡＴの発現
　この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現によるＴＡＴの潜在的なグリコシル
化形態の調製を例示する。
【０４１７】
　発現ベクターとしてｐＲＫ５（１９８９年３月１５日発行のＥＰ３０７２４７を参照の
こと）を用いた。場合によっては、ＴＡＴＤＮＡを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結
合させ、上掲のSambrook等に記載されたようなライゲーション方法を用いてＴＡＴＤＮＡ
を挿入させる。得られたベクターは、各々ｐＲＫ５-ＴＡＴと呼ばれる。
【０４１８】
　一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト２９３細
胞（ＡＴＣＣ ＣＣＬ １５７３）は、ウシ胎児血清及び場合によっては栄養成分及び／又
は抗生物質を添加したＤＭＥＭなどの媒質中で組織培養プレートにおいて増殖させて集密
化した。約１０μｇのｐＲＫ５－ＴＡＴ ＤＮＡを、ＶＡ ＲＮＡ遺伝子をコードする約１
μｇのＤＮＡと混合し[Thimmappaya等, Cell, 31:543(1982)]、５００μｌの１ｍＭトリ
ス－ＨＣｌ、０．１ｍＭＥＤＴＡ、０．２２７ＭＣａＣｌ２に溶解させた。この混合物に
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、５００μｌの５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭのＮａＣｌ、１．５
ｍＭのＮａＰＯ４を滴下添加し、２５℃で１０分間沈殿物を形成させた。沈殿物を懸濁し
、２９３細胞に加えて３７℃で約４時間定着させた。培養培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ
中２０％グリセロールを３０秒間添加した。２９３細胞は、次いで無血清培地で洗浄し、
新鮮な培地を添加し、細胞を約５日間インキュベートした。
【０４１９】
　形質移入の約２４時間後、培養培地を除去し、培養培地（単独）又は２００μＣｉ／ｍ
ｌの３５Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ｍｌの３５Ｓ－メチオニンを含む培養培地で
置換した。１２時間のインキュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで
濃縮し、１５％ＳＤＳゲルに添加した。処理したゲルを乾燥させ、ＴＡＴポリペプチドの
存在を現すとして選択された時間にわたってフィルムにさらした。形質転換した細胞を含
む培地は、更なるインキュベーションを施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオ
アッセイで試験した。
【０４２０】
　これに換わる技術において、ＴＡＴは、Somparyrac等, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7
575 (1981)に記載された硫酸デキストラン法を用いて２９３細胞に一過的に導入される。
２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで増殖させ、７００μｇのｐＲＫ５－Ｔ
ＡＴＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心分離によって濃縮し、Ｐ
ＢＳで洗浄した。ＤＮＡ－デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で4時間インキュベート
した。細胞を２０%グリセロールで９０秒間処理し、組織培養培地で洗浄し、組織培養培
地、５μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェリンを含むス
ピナーフラスコに再度導入した。約４日後に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び
細胞片を除去した。次いで発現されたＴＡＴを含む試料を濃縮し、透析及び／又はカラム
クロマトグラフィー等の選択した方法によって精製した。
【０４２１】
　他の実施態様では、ＴＡＴをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ５－ＴＡＴ
は、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用いてＣＨＯ細胞に形質
移入することができる。上記したように、細胞培地をインキュベートし、培地を培養培地
（単独）又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含む培地に置換することができる。Ｔ
ＡＴポリペプチドの存在を判定した後、培養培地を無血清培地に置換してもよい。好まし
くは、培地を約６日間インキュベートし、ついで条件培地を収集する。ついで、発現され
たＴＡＴを含む培地を濃縮して、任意の選択した方法によって精製することができる。
【０４２２】
　また、エピトープタグＴＡＴは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい。ＴＡＴは
、ｐＲＫ５ベクターからサブクローニングした。サブクローン挿入物は、ついで、ＰＣＲ
を施してバキュロウイルス発現ベクター中のポリ-Ｈｉｓタグ等の選択されたエピトープ
タグを持つ枠に融合できる。ポリ-ＨｉｓタグＴＡＴ挿入物は、ついで、安定なクローン
の選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブクローニン
グできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４０誘導ベクターで（上記のように）形質移入した
。発現を確認するために、上記のように標識化を行ってもよい。発現されたポリ-Ｈｉｓ
タグＴＡＴを含む培養培地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋－キレートアフィニティークロマ
トグラフィー等の選択された方法により精製できる。
【０４２３】
　また、ＴＡＴは、一過性発現法によって、ＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞中で、あるいは
他の安定な発現法によってＣＨＯ細胞中で発現させることもできる。
【０４２４】
　ＣＨＯ細胞における安定な発現は，以下の方法を用いて実施することが可能である。タ
ンパク質を、各タンパク質の可溶形態のコード化配列（例えば、細胞外ドメイン）がヒン
ジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含むＩｇＧ１定常領域配列に融合したＩｇＧコンストラ
クト（イムノアドヘシン）及び／又はポリ-Ｈｉｓタグ形態として発現する。
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【０４２５】
　ＰＣＲ増幅に続いて、それぞれのＤＮＡを、Ausubel等, Current Protocols of Molecu
lar Biology, Unit 3.１6, John Wiley and Sons (1997)に記載されたような標準的技術
を用いてＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現ベクターは、対象とす
るＤＮＡの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化(Ｓｈ
ｕｔｔｌｉｎｇ)ができるように作製される。ベクターは、Lucas等, Nucl. Acids Res. 2
4: 9, 1774-1779 (1996)に記載されたようにＣＨＯ細胞での発現を用い、対象とするｃＤ
ＮＡ及びジヒドロフォレートレダクターゼ（ＤＨＦＲ）の発現の制御にＳＶ４０初期プロ
モーター／エンハンサーを用いる。ＤＨＦＲ発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な
維持のための選択を可能にする。
【０４２６】
　所望のプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販の形質移入試薬ＳＵＰＥＲＦＥ
ＣＴ（登録商標）（Ｑｕｉａｇｅｎ）、ＤＯＳＰＥＲ（登録商標）及びＦＵＧＥＮＥ（登
録商標）（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を用いいて約一千万のＣＨＯ細胞
に導入した。細胞は、上掲のLucas等に記載されているように増殖させた。約３×１０７

細胞を、下記のような更なる増殖及び生産のためにアンプル中で凍結させた。
【０４２７】
　プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合した
。内容物を１０ｍＬの媒質を含む遠心管にピペットして、１０００ｒｐｍで５分間遠心分
離した。上清を吸引して細胞を１０ｍＬの選択培地（０．２μm濾過ＰＳ２０、５％の０
．２μm透析濾過ウシ胎児血清を添加）中に懸濁させた。次いで細胞を９０ｍＬの選択培
地を含む１００ｍｌスピナーに分けた。１－２日後、細胞を１５０ｍＬの選択増殖培地を
満たした２５０ｍＬスピナーに移し、３７℃でインキュベートした。さらに２－３日後、
２５０ｍＬ、５００ｍＬ及び２０００ｍＬのスピナーを３×１０５細胞／ｍＬで播種した
。細胞培地を遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた。任意の適切な
ＣＨＯ培地を用いてもよいが、実際には１９９２年６月１６日に発行された米国特許第５
１２２４６９号に記載された生産培地を使用した。３Ｌの生産スピナーを１．２×１０６

細胞／ｍＬで播種した。０日目に、細胞数とｐＨを測定した。１日目に、スピナーをサン
プリングし、濾過空気での散布を実施した。２日目に、スピナーをサンプリングし、温度
を３３℃に変え、５００ｇ／Ｌのグルコース及び０．６ｍＬの１０％消泡剤（例えば３５
％ポリジメチルシロキサンエマルション、Ｄｏｗ Ｃｏｒｎｉｎｇ ３６５ Ｍｅｄｉｃａ
ｌ Ｇｒａｄｅ Ｅｍｕｌｓｉｏｎ）の３０ｍＬとした。生産を通して、ｐＨは７．２近傍
に調節し維持した。１０日後、又は生存率が７０％を下回るまで、細胞培地を遠心分離で
回収して０．２２μｍフィルターを通して濾過した。濾過物は、４℃で貯蔵するか、即座
に精製用カラムに充填した。
【０４２８】
　ポリ-Ｈｉｓタグコンストラクトについて、タンパク質はＮｉ－ＮＴＡカラム（Ｑｉａ
ｇｅｎ）を用いて精製した。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで添
加した。条件培地を、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含む２０ｍＭのHepe
s、ｐＨ７．４バッファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムに４－５ｍｌ／分の
流速で４℃においてポンプ供給した。充填後、カラムをさらに平衡バッファーで洗浄し、
タンパク質を０．２５Ｍイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した。高度に精製され
たタンパク質は、続いて１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニ
トール、ｐＨ６．８を含む貯蔵バッファー中で２５ｍｌのＧ２５ Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（
Ｐｈａｒｍａｃｉａ）カラムを用いて脱塩し、－８０℃で貯蔵した。
【０４２９】
　イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）コンストラクトを以下のようにして条件培地から精製し
た。条件培地を、２０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．８で平衡化した５ｍ
ｌのプロテインＡカラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）にポンプ供給した。充填後、カラムを平
衡バッファーで強く洗浄した後、１００ｍＭのクエン酸、ｐＨ３．５で溶離した。溶離し
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たタンパク質は、１ｍｌの画分を２７５μＬの１Ｍトリスバッファー、ｐＨ９を含む管に
回収することにより即座に中性化した。高度に精製されたタンパク質は、続いてポリ-Ｈ
ｉｓタグタンパク質について上記した貯蔵バッファー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリ
アクリルアミドゲルで試験し、エドマン（Ｅｄｍａｎ）分解によりＮ末端アミノ酸配列決
定した。
【０４３０】
　ここに開示されるＴＡＴポリペプチドのあるものは、この方法を使用して成功裏に発現
させ精製した。
【０４３１】
実施例１４：酵母中でのＴＡＴの発現
　以下の方法は、酵母中でのＴＡＴの組換え発現を記述する。
　第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＴＡＴの細胞内生産又は分泌のため
の酵母菌発現ベクターを作成する。ＴＡＴをコードするＤＮＡ及びプロモーターを選択し
たプラスミドの適当な制限酵素部位に挿入してＴＡＴの細胞内発現を指示する。分泌のた
めに、ＴＡＴをコードするＤＮＡを選択したプラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモ
ーターをコードするＤＮＡ、天然ＴＡＴシグナルペプチド又は他の哺乳動物シグナルペプ
チド、又は、例えば酵母菌アルファ因子又は転化酵素分泌シグナル／リーダー配列、及び
（必要ならば）ＴＡＴの発現のためのリンカー配列と共にクローニングすることができる
。
【０４３２】
　酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、ついで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択さ
れた発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１０％トリクロロ酢酸での沈
降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染色を
することができる。
【０４３３】
　続いて組換えＴＡＴは、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、次いで選択
されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び精製できる
。ＴＡＴを含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラフィー樹脂を用いてさらに精製
してもよい。
【０４３４】
　ここに開示されるＴＡＴポリペプチドのあるものは、この方法を使用して成功裏に発現
させ精製した。
【０４３５】
実施例１５：バキュロウイルス感染昆虫細胞中でのＴＡＴの発現
　以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＴＡＴの組換え発現を示す。
　ＴＡＴをコードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトープタグ
の上流に融合させた。このようなエピトープタグは、ポリ-Ｈｉｓタグ及び免疫グロブリ
ンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Ｎｏｖａｇｅｎ）などの市販
されているプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることが
できる。簡単に述べると、ＴＡＴコード化配列，又はＴＡＴのコード化配列の所望する部
分、例えば膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質が細胞外
である場合の成熟タンパク質をコードする配列が、５’及び３’領域に相補的なプライマ
ーでのＰＣＲにより増幅される。５’プライマーは、隣接する（選択された）制限酵素部
位を包含していてもよい。生産物は、ついで、選択された制限酵素で消化され、発現ベク
ターにサブクローニングされる。
【０４３６】
　組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びＢＡＣＵＬＯＧＯＬＤＴＭウイルス
ＤＮＡ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ（「
Ｓｆ９」）細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １７１１）中にリポフェクチン（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ
から市販）を用いて同時形質移入することにより作成される。２８℃で４－５日インキュ
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ベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に用いた。ウイルス感染及びタ
ンパク質発現は、O'Reilley等, Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual
, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されているように実施した。
【０４３７】
　次に、発現されたポリ-ＨｉｓタグＴＡＴは、例えばＮｉ２＋－キレートアフィニティ
ークロマトグラフィーにより次のように精製される。抽出は、Rupert等, Nature, 362:17
5-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細胞から調製し
た。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（２５ｍＭのＨｅｐｅｓ、
ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭのＥＤＴＡ；１０％グリセロール；
０．１％のＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）中に再懸濁し、氷上で２回２０秒間超音波処
理した。超音波処理物を遠心分離で透明化し、上清をローディングバッファー（５０ｍＭ
リン酸塩、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、
０．４５μmフィルターで濾過した。Ｎｉ２＋－ＮＴＡアガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎ
から市販）を５ｍＬの総容積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬのローディング
バッファーで平衡させた。濾過した細胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに充填した。
カラムを、分画回収が始まる点であるＡ２８０のベースラインまでローディングバッファ
ーで洗浄した。次に、カラムを、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファ
ー（５０ｍＭリン酸塩；３００ｍＭのＮａＣｌ、１０%グリセロール、ｐＨ６．０）で洗
浄した。Ａ２８０のベースラインに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で０
から５００ｍＭイミダゾール勾配で展開した。１ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
及び銀染色又はアルカリホスファターゼ（Ｑｉａｇｅｎ）に複合したＮｉ２＋－ＮＴＡで
のウエスタンブロットで分析した。溶離したＨｉｓ１０－タグＴＡＴを含む画分をプール
してローディングバッファーで透析した。
【０４３８】
　あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＴＡＴの精製は、例えば、プロテインＡ又はプ
ロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー技術を用いて実施
できる。
【０４３９】
　ここに開示されるＴＡＴポリペプチドの一部は、この方法を使用して成功裏に発現させ
精製した。
【０４４０】
実施例１６：特異的抗体を用いたＴＡＴポリペプチドの精製
　天然又は組換えＴＡＴポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク質精製方法
によって精製できる。例えば、プロ-ＴＡＴポリペプチド、成熟ポリペプチド、又はプレ-
ＴＡＴポリペプチドは、対象のＴＡＴポリペプチドに特異的な抗体を用いた免疫親和性ク
ロマトグラフィーによって精製される。一般に、免疫親和性カラムは抗ＴＡＴポリペプチ
ド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂に共有結合させて作成される。
【０４４１】
　ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ
(Ｐｈａｒｍａｃｉａ ＬＫＢ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ
．Ｊ)での精製のいずれかにより免疫血清から調製される。同様に、モノクローナル抗体
は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス
腹水液から調製される。部分的に精製された免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セファ
ロースTM(Ｐｈａｒｍａｃｉａ ＬＫＢ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)等のクロマトグラフ
ィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロックされ、誘導体樹脂は
製造者の指示に従って洗浄される。
【０４４２】
　このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＴＡＴポリペプチドを含有する細胞から
の画分を調製することによるＴＡＴポリペプチドの精製において利用される。この調製物
は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分離を介して得られる全細胞
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又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるいは、シグナル配列を含む可溶化ＴＡ
Ｔポリペプチドは、細胞が増殖する培地中に有用な量で分泌される。
【０４４３】
　可溶化ＴＡＴポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラムはＴＡＴ
ポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下(例えば、洗浄剤存在下の高イオン強度バッ
ファー)で洗浄される。ついで、カラムは、抗体／ＴＡＴポリペプチド結合を分解する条
件下(例えば、約２－３といった低いｐＨ、高濃度の尿素又はチオシアン酸イオン等のカ
オトロープ)で溶離され、ＴＡＴポリペプチドが回収される。
【０４４４】
　上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分である
と考えられる。寄託した実施物は、本発明のある態様の一つの例示として意図されており
、機能的に等価なあらゆるコンストラクトがこの発明の範囲内にあるため、寄託されたコ
ンストラクトにより、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの物質の寄託は、
ここに含まれる文書による説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の態様の実施
を可能にするために不十分であることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に
対して請求の範囲を制限するものと解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載した
ものに加えて、本発明を様々に改変することは、前記の記載から当業者にとっては明らか
なものであり、添付の特許請求の範囲内に入るものである。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】
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【配列表】
2013533732000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成24年3月1日(2012.3.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１０－１２の何れか一のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１３－１５の何れか一のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１６－１８の何れか一のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号１９－２２の何れか一のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２３－２６の何れか一のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号２７－３０の何れか一のＣＤＲ－Ｈ３配列
を含む、ＴＡＴ４２５に結合する単離された抗体。
【請求項２】
　（ａ）配列番号１０のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１３のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１６のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号１９のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２３のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号２７のＣＤＲ－Ｈ３配列
を含む、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項３】
　（ａ）配列番号１０のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１３のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１６のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号２０のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２４のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号２８のＣＤＲ－Ｈ３配列
を含む、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項４】
　（ａ）配列番号１１のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１４のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１７のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号２１のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２５のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号２９のＣＤＲ－Ｈ３配列
を含む、請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項５】
　（ａ）配列番号１２のＣＤＲ－Ｌ１配列、
　（ｂ）配列番号１５のＣＤＲ－Ｌ２配列、
　（ｃ）配列番号１８のＣＤＲ－Ｌ３配列、
　（ｄ）配列番号２２のＣＤＲ－Ｈ１配列、
　（ｅ）配列番号２６のＣＤＲ－Ｈ２配列、及び
　（ｆ）配列番号３０のＣＤＲ－Ｈ３配列
を含む、請求項１に記載の単離された抗体。
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【請求項６】
　抗体断片である請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　キメラ又はヒト化抗体である請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　二重特異性抗体である請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項９】
　Ｔ細胞の表面に発現されるタンパク質に結合する請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　Ｔ細胞の表面に発現されるタンパク質がＣＤ３である請求項９に記載の抗体。
【請求項１１】
　増殖阻害剤にコンジュゲートしている、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１２】
　細胞障害性剤にコンジュゲートしている、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
　細胞障害性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群より選
択される、請求項１２に記載の抗体。
【請求項１４】
　細胞障害性剤が毒素である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１５】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群より選択される、請求項１
４に記載の抗体。
【請求項１６】
　毒素がアウリスタチン又はドロスタチンである、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１７】
　細菌中で生成される、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１８】
　ＣＨＯ細胞中で生成される、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１９】
　結合する細胞の死を誘発する、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２０】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項１９に記載の抗体。
【請求項２１】
　検出可能に標識される、請求項１－５の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２２】
　配列番号３－５に示される何れかのＶＬ配列を含む単離された抗体。
【請求項２３】
　配列番号６－９に示される何れかのＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２４】
　配列番号３のＶＬ配列及び配列番号６のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２５】
　配列番号３のＶＬ配列及び配列番号７のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２６】
　配列番号４のＶＬ配列及び配列番号８のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２７】
　配列番号５のＶＬ配列及び配列番号９のＶＨ配列を含む単離された抗体。
【請求項２８】
　請求項１－５及び請求項２２－２７の何れか一項に記載の抗体を生成する細胞。
【請求項２９】
　請求項１－５及び請求項２２－２７の何れか一項に記載の抗体をコードする単離された
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核酸。
【請求項３０】
　請求項１－５及び２２－２７の何れか一項に記載の抗体である第二の抗体が結合するＴ
ＡＴ４２５抗原性エピトープに結合する第一の抗体を同定する方法であって、該方法が、
該第二の抗体のＴＡＴ４２５ポリペプチドへの結合を遮断する該第一の抗体の能力を決定
することを含み、該第二の抗体の該ＴＡＴ４２５ポリペプチドへの結合を遮断する該第一
の抗体の能力が、等しい抗体濃度で少なくとも４０％であった場合に、該第二の抗体が結
合するエピトープへ該第一の抗体が結合することができることを示す方法。
【請求項３１】
　ＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する細胞の増殖を阻害する方法であって、該細胞に、
請求項１－５及び請求項２２－２７の何れか一項に記載の抗体を接触させることを含み、
該抗体の該ＴＡＴ４２５ポリペプチドへの結合が、該細胞の増殖の阻害を引き起こす方法
。
【請求項３２】
　前記ＴＡＴ４２５ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　ＴＡＴ４２５ポリペプチドを発現する細胞を含む癌性腫瘍を有する哺乳動物を治療的に
処置する方法であって、該方法が、該哺乳動物に対して、請求項１－５及び請求項２２－
２７の何れか一項に記載の抗体の治療的有効量を投与することにより、該哺乳動物を効果
的に処置することを含む方法。
【請求項３５】
　前記ＴＡＴ４２５ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項３４に記載の方法。
【請求項３７】
　ＴＡＴ４２５タンパク質を含むと疑われる試料中における該ＴＡＴ４２５タンパク質の
存在を決定する方法であって、該方法が、請求項１－５及び請求項２２－２７の何れか一
項に記載の抗体に該試料を曝露し、該試料中において該タンパク質に対する該抗体の結合
を決定することを含み、該タンパク質への抗体の結合が、該試料中における該タンパク質
の存在を示す方法。
【請求項３８】
　前記試料が、前記タンパク質を発現すると疑われる細胞を含む、請求項３７に記載の方
法。
【請求項３９】
　前記細胞が前立腺癌細胞である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記抗体が検出可能に標識される、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　哺乳動物において腫瘍の存在を診断する方法であって、該方法が、該哺乳動物から採取
した組織細胞の試験試料、及び同じ組織起源の既知の正常細胞のコントロール試料におけ
る、ＴＡＴ４２５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを決定することを含み、
コントロール試料と比較して試験試料における該ＴＡＴ４２５ポリペプチドの発現レベル
が高い場合に、試験試料を採取した哺乳動物における腫瘍の存在を示す方法。
【請求項４２】
　前記ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを決定する工程が、インサイツハイ
ブリダイゼーション又はＲＴ－ＰＣＲ分析においてオリゴヌクレオチドを使用することを
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含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記タンパク質をコードする遺伝子の発現レベルを決定する工程が、免疫組織化学分析
又はウエスタンブロット分析において抗体を使用することを含む、請求項４１に記載の方
法。
【請求項４４】
　前記腫瘍が前立腺腫瘍である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４５】
　前記ＴＡＴ４２５ポリペプチドが配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを
含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４６】
　哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法であって、該方法が、該哺乳動物から採取
した組織細胞の試験試料を請求項１－５及び請求項２２－２７の何れか一項に記載の抗体
と接触させ、試験試料中での該抗体とＴＡＴ４２５タンパク質との複合体の形成を検出す
ることを含み、複合体の形成が、該哺乳動物における腫瘍の存在を示す方法。
【請求項４７】
　前記組織細胞からなる試験試料が、癌性腫瘍を有すると疑われる個体から得られる、請
求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記癌性腫瘍が前立腺腫瘍である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記ＴＡＴ４２５タンパク質が配列番号２のアミノ酸配列又はその細胞外ドメインを含
む、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　２Ｅ４．６．１、４Ｄ１１．１７．２、１３Ｈ２．２８．２、及び１４Ｅ７．１７．１
からなる群から選択される抗体が結合するのと同じＴＡＴ４２５エピトープに結合する抗
体。
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