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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍細胞上でＨｓｐ７０の細胞外局在化エピトープに結合する抗体またはそれの抗原結
合フラグメントであって、
　前記エピトープが、アミノ酸配列ＮＬＬＧＲＦＥＬ（配列番号：１）またはＴＫＤＮＮ
ＬＬＧＲＦＥＬＳＧ（配列番号：２）を包含するか、またはそれにより構成され、
　前記抗体が、２００３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１
２４、マシェローダー・ヴェク１ｂ（Mascheroder　Weg1b, D38124 Braunschweig,
Germany）のＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミクロオルガニズメン・ウント
・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨ（DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zel
lkulturen GmbH）に寄託され、そして寄託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６２９号と指定されたハ
イブリドーマｃｍＨｓｐ７０．１によって産生されるモノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０
．１、または、２００３年１１月１４日に、ＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・
ミイクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され、そして寄託
番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６３０号と指定されたハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．２によって
産生されるモノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．２である、
　抗体またはそれの抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　腫瘍細胞を発現するＨｓｐ７０に対するＮＫ細胞の細胞溶解活性における阻害効果を示
す能力のある請求項１に記載の抗体または抗原結合フラグメント。
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【請求項３】
　ヒト化された、またはヒト－ネズミキメラの抗体である請求項１又は２に記載の抗体。
【請求項４】
　一本鎖Ｆｖフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラグメント、およ
びＦ（ａｂ’）２フラグメントより構成される群から選択される請求項１から３までのい
ずれか１項に記載の抗原結合フラグメント。
【請求項５】
　請求項１から４までのいずれか１項に記載のモノクローナル抗体を産生するハイブリド
ーマ。
【請求項６】
　請求項１から４までのいずれか１項の抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領域を
コードするポリヌクレオチド。
【請求項７】
　前記可変領域が、請求項１の抗体の可変領域のＶＨおよび／またはＶＬの少なくとも１
つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を包含する請求項６に記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
　都合により、上記抗体の他の免疫グロブリン鎖の可変領域をコードする請求項６または
７のポリヌクレオチドとの組合わせで、請求項６または７のポリヌクレオチドを包含する
ベクター。
【請求項９】
　請求項６または７のポリヌクレオチドまたは請求項８のベクターを包含する宿主細胞。
【請求項１０】
　（ａ）請求項９の細胞を培養し；および
　（ｂ）その培養物から前記抗体またはそれの抗原結合フラグメントを分離することを包
含する、請求項１から４までのいずれか１項に記載の抗体またはそれの抗原結合フラグメ
ントを作製する方法。
【請求項１１】
　請求項６または７のポリヌクレオチドによりコードされるか、または請求項１０の方法
によって得ることができる抗体、またはそれの抗原結合フラグメント。
【請求項１２】
　請求項１から４までのいずれか１項の抗体又はそれの抗原結合フラグメント、および少
なくとも１つの別の官能性ドメインを含む二または多官能性分子。
【請求項１３】
　二重特異的抗体である請求項１２に記載の二官能性分子。
【請求項１４】
　前記別の官能性ドメインが、細胞毒性剤または標識である請求項１２または１３に記載
の二または多官能性分子。
【請求項１５】
　請求項１から４までまたは１１のいずれか１項の抗体、請求項１２から１４までのいず
れか１項の二または多官能性分子、請求項６または７のポリヌクレオチド、請求項８のベ
クター、または請求項９の細胞を包含する組成物。
【請求項１６】
　前記組成物が、
　（ａ）医薬組成物であり、そしてさらに医薬上許容しうる担体を包含する組成物、また
は、
　（ｂ）診断用組成物であり、そしてさらに免疫または核酸基本の診断方法で随意的に従
来使用された試薬を含む組成物、
である請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　さらに、免疫刺激剤を包含する請求項１６に記載の医薬組成物。
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【請求項１８】
　細胞外局在化Ｈｓｐ７０の存在または増大量が、腫瘍を示すものである、請求項１から
４までまたは１１のいずれか１項の抗体、または請求項１２から１４までのいずれか１項
の二または多官能性分子を用いて、患者から得られるサンプル中の細胞を分析することを
包含する腫瘍を測定する方法。
【請求項１９】
　腫瘍の治療または免疫応答を調節する医薬組成物を作製するための請求項１から４まで
または１１のいずれか１項の抗体、または請求項１２から１４までのいずれか１項の二ま
たは多官能性分子の使用法。
【請求項２０】
　前記腫瘍が、肺、結腸直腸、膵臓、喉頭、胃、頭、首、胸部、卵巣、子宮頸、肝臓、腹
腔および中枢神経系の癌腫、肉腫、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性骨髄性白血病（Ａ
ＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、骨髄性増殖症
候群（ＭＰＳ）、骨髄形成異常症候群（ＭＤＳ）、プラズマ細胞腫、黒色腫および転移性
腫瘍より構成される群から選択される、請求項１９に記載の使用法または請求項１８に記
載の方法。
【請求項２１】
　治療剤および／または診断剤に、細胞表面上にＨｓｐ７０の細胞外局在化エピトープを
発現する細胞を標的にさせるための請求項１２から１４までのいずれか１項に記載の二ま
たは多官能性分子の使用法。
【請求項２２】
　前記細胞が、腫瘍細胞、または免疫または感染性疾患に関連した細胞である請求項２１
に記載の使用法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、感染性疾患、それに限定されないが、白血病、ヒト肉腫および癌腫が挙げら
れる原発性および転移性新生物疾患の検出、防止および処置のための方法および組成物に
関する。本発明によって、感染性疾患および癌の検出、防止および処置の実施は、罹患し
た組織または細胞の細胞表面上でのある種の腫瘍マーカーの存在および局在化によって指
向および／または指示される。特に、本発明は、腫瘍細胞上に細胞外で局在化される熱シ
ョックタンパク質Ｈｓｐ７０のエピトープへの結合の能力がある抗体および抗原結合分子
に関する。さらに、本発明は、上記抗体を包含する組成物、そして関連した免疫反応およ
び腫瘍を含めた他の疾患を診断および治療する方法におけるそれらの使用法に関する。本
発明は、さらに、腫瘍または感染性疾患の検出および／または処置のための膜結合Ｈｓｐ
７０タンパク質またはそれの結合ドメインを識別する能力のある抗体の使用法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　熱ショックタンパク質（Ｈｓｐ）は、原核生物および真核生物の細胞における種々のス
トレス刺激に続く致死的損傷に対する保護を指向する高度に保存された分子である。さら
に、生理学的条件下で、それらは、非原種または折畳みそこなったタンパク質の折畳を支
持し、そして増殖および細胞分化（非特許文献１）の間の凝集を防止する。シャペロンの
特徴を最もよく表す群は、Ｈｓｐ７０ファミリーに属する。他のストレスタンパク質のよ
うに、Ｈｓｐ７０は、それらが、細胞のシャペロン機としてのコ-ファクターと同時に操
作する場合、最も有効である。Ｊドメイン・コシャペロン（すなわち、Ｈｓｐ４０）と一
緒に、それらは、タンパク質折畳を支持し、そして膜を横切る輸送を支援する（非特許文
献２）。熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）は、細胞分化および発生（非特許文献３）を含
めた生理学的方法によっても誘発される。細胞内ＨＳＰは、分子シャペロンとしてのみ機
能するのでなく、それらは、その上に、抗原プロセシングおよび表示にも関与する（非特
許文献４；非特許文献５）。７０および９０ｋＤａの分子量を示すＨＳＰは、癌に対する
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Ｔ細胞指向性免疫応答を誘発する免疫原性腫瘍由来のペプチドに関する担体タンパク質と
して機能することも示された（非特許文献６、非特許文献７、非特許文献８）。抗原表示
細胞は、ＨＳＰペプチド複合体の受容体で指向される摂取にとって重要である（非特許文
献９）。いくつかのグループは、腫瘍細胞におけるＨＳＰの通常でない原形質膜局在化を
報告した（非特許文献１０、非特許文献１１、非特許文献１２、非特許文献１３）。発明
者らは、ＮＫ細胞も、腫瘍細胞における膜結合Ｈｓｐ７０の識別についての関連エフェク
ター細胞と見なされなければならないことを示した最初の者達であった（非特許文献１４
、非特許文献１５、非特許文献１６、非特許文献１７、非特許文献１８）。これらの知見
に関して、そして正常な細胞は、Ｈｓｐ７０の発現を欠くという事実により、原形質膜で
は、Ｈｓｐ７０が、ＮＫ細胞についての腫瘍選択性識別構造として作用すると推測するか
もしれない。抗体遮断研究は、Ｈｓｐ７０が、一過性形成接着剤ＮＫ細胞についての関連
の識別構造であることを示した（非特許文献１４、非特許文献１５、非特許文献１６、非
特許文献１９）。
【０００３】
　Ｈｓｐ７０発現腫瘍細胞に対するＮＫ細胞の増殖および細胞溶解活性が、Ｈｓｃまたは
ＤｎａＫでなく、組換えＨｓｐ７０タンパク質で刺激されうることが、最近示された（非
特許文献２０）。ＮＫ細胞の細胞溶解活性についての標的細胞として、原形質膜上でのＨ
ｓｐ７０を発現する許容量に関して異なる同一のＭＨＣおよび接着分子発現パターンを示
す腫瘍サブラインＣＸ＋およびＣＸ－を使用した（非特許文献１６）。
　
【０００４】
【非特許文献１】ＨａｒｔｌおよびＨａｙｅｒ－Ｈａｒｔｌ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９５（
２００２年）、１８５２－１８５８頁。
【非特許文献２】ＰｉｌｏｎおよびＳｃｈｅｋｍａｎ、Ｃｅｌｌ　９７巻（１９９９年）
、６７９－６８２頁。
【非特許文献３】ＬｉｎｄｑｕｉｓｔおよびＣｒａｉｇ、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ
．２２巻（１９８８年）、６３１頁。
【非特許文献４】ＤｅＮａｇｅｌおよびＰｉｅｒｃｅ、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　１
３巻（１９９２年）、８６頁。
【非特許文献５】Ｈａｒｔｌら、Ｎａｔｕｒｅ　３８１巻（１９９６年）、５７１頁。
【非特許文献６】Ｔａｍｕｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７８巻（１９９７年）、１１７頁
。
【非特許文献７】Ｓｃｈｉｌｄら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　１１巻（１９９９年）、１０９頁。
【非特許文献８】Ｓｒｉｖａｓｔａｖａら、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８巻（１９９８年）、６
５７頁。
【非特許文献９】Ａｒｎｏｌｄ－Ｓｃｈｉｌｄら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６２巻（１９
９９年）３７５７頁。
【非特許文献１０】Ａｌｔｍｅｙｅｒら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６９巻（１９９６
年）、３４０頁。
【非特許文献１１】Ｆｅｒｒａｒｉｎｉら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　５１巻（１９９
２年）、６１３頁。
【非特許文献１２】Ｐｉｓｅｌｌｉら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｇｕｌ．Ｈｏｍｅｏｓｔ　Ａ
ｇｅｎｔｓ　９巻（１９９５年）、５５巻。
【非特許文献１３】Ｔａｍｕｒａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１巻（１９９３年）、５
５１６頁。
【非特許文献１４】Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｂｌｏｏｄ　８６巻（１９９５ａ），１３７４
頁。
【非特許文献１５】Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６１巻（１９９５
ｂ）、２７２頁。
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【非特許文献１６】Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５８巻（１９９７年）
、４３４１頁。
【非特許文献１７】Ｂｏｔｚｌｅｒら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔ
ｈｅｒ．４３巻（１９９６ａ），２２６頁。
【非特許文献１８】Ｂｏｔｚｌｅｒら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６５巻（１９９６ｂ
）、６３３頁。
【非特許文献１９】Ｂｏｔｚｌｅｒら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒｅｓｓ　＆　Ｃｈａｐｅｒｏｎ
ｅｓ　３巻（１９９８年）、６頁。
【非特許文献２０】Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｅｘｐ．Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ　２７巻（１９
９９年）、１６２７頁。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　上に記述されるとおり、罹患した組織または細胞の細胞表面上の、特に腫瘍細胞上のＨ
ｓｐ７０の存在および局在化は、治療的介入のための有益なマーカーおよび標的を提供す
る。そのような組織および細胞上でのＨｓｐ７０の細胞外エピトープを特異的に識別する
抗体または他の結合分子を有することが、それにより非常に望ましい。
【０００６】
　Ｈｓｐ７０を対象とするいくつかの抗体は、市販で利用可能であり、そして文献で記述
されているが、これらは、細胞の表面上で膜結合Ｈｓｐ７０を検出する上で、能力がない
、および／または信頼できないように見える。発明者らは、これらの抗体のパネルを、原
形質膜結合Ｈｓｐ７０を検出する能力について試験した。試験された抗体のほとんどは、
この作業（ＳＰＡ－８２０、ストレスゲン；Ｈ５５３２２０－クローン７；ＢＤファーミ
ンゲン；Ｈ５１４７クローンＢＲＭ－２２；シグマ；ＯＡ５００ポリクローナル、ダコ；
ＭＳ－４８２クローンＷ２７、ネオマーカー）のために不適当であったのに対して、他方
は、相反する結果を示した。
【０００７】
　アフィニティー・バイオリージェンツから得た抗－Ｈｓｐ７０抗体（ＭＡ３－００６お
よびＭＡ３－００９）は、様々なバッチについての様々な特異性を示した。いくつかのバ
ッチは、ある程度の範囲（非特許文献１９）まで、原形質膜上のＨｓｐ７０の検出に適切
であったが、しかし最近のバッチは、腫瘍細胞の細胞表面上に局在されるＨｓｐ７０に対
してなんら反応性を示さなかった。類似に、ＳＰＡ－８１０としてストレスゲン・インク
．（Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ　Ｉｎｃ．）によって、ＳＲ－Ｂ８１０として日本国のエム・ビ
ー・エル（ＭＢＬ）によって供給されるクローンＣ９２Ｆ３Ａ－５は、ある場合（Ｂａｒ
ｒｅｔｏら、Ｃｅｌｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２２２巻（２００３年）、９７－１０４頁；Ｆ
ｅｎｇら、Ｂｌｏｏｄ　１００巻（２００２年）、４１０８－４１１５頁）に、細胞表面
で局在化されたＨｓｐ７０と反応することが記述されたが、しかし発明者らは、報告され
た結果を反復することができなかった。Ｆｅｎｇらの報告では、細胞表面Ｈｓｐ７０は、
アポトーシス細胞で検出されるのみで、そしてそれは、その細胞膜が、もはや無傷でない
分解中のアポトーシス細胞に進入し、そして細胞内のＨｓｐ７０を検出する抗体による可
能性がある。Ｂａｒｅｔｔｏらおよび他の研究者らの対立する結果は、さらに、個々の実
験のために使用されるバッチの品質の差による可能性がある。さらに、ＭＢＬで供給され
る抗体についてこれまで細胞表面Ｈｓｐ７０を結合する報告はない。
【０００８】
　モノクローナル抗体の特異性の損失または特異性の変化も、単独の細胞系から誘導され
ない上記抗体を産生するハイブリドーマ細胞系による可能性がある。２つまたはそれより
多くの異なるハイブリドーマの混合物は、様々な特異性を示す２つまたはそれより多くの
モノクローナル抗体の混合物を産生する。培養物中の細胞の比、およびそれにより、それ
らにより産生される様々なモノクローナル抗体の比は、培養中に変化する可能性がある。
さらに、所望の特異性を示す抗体を産生する特定のハイブリドーマは、他のハイブリドー
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マ細胞が進化するのに有利である場合に、その混合物から失われる可能性がある。培養物
中のハイブリドーマの混合物は、産生される抗体の特異性を変化させるある種の細胞での
突然変異からも生じうる。
【０００９】
　したがって、Ｈｓｐ７０の細胞外エピトープを検出し、そしてそれにより、腫瘍細胞、
または病原により感染された細胞の特異的検出および処置を可能にする能力のある抗Ｈｓ
ｐ７０抗体の信頼性のある源に対する必要性がある。
【００１０】
　上記技術的問題に対する解決策は、請求項で特徴づけられた、そして下にさらに記述さ
れる実施態様を提供することによって達成される。
【発明を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、罹患した組織または細胞の細胞表面におけるある種の腫瘍マーカーの存在お
よび局在化により指向および／または示される疾患の免疫学および治療の技術分野に関す
る。第一の態様では、本発明は、腫瘍細胞で細胞外に局在化されるＨｓｐ７０のエピトー
プに結合する抗体またはそれの抗原結合フラグメントに関する。
【００１２】
　特に、本発明は、ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．１によって産生される場合、２００
３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１２４、マシェローダー
・ヴェク１ｂ（Mascheroder　Weg1b, D38124 Braunschweig, Germany）のＤＳＭＺ－ドイ
チェ・サムルンク・フォン・ミクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂ
Ｈ（DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH）に寄託され
、そして受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６２９号と指定されたハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０
．１によって産生されるモノクローナル後退ｃｍＨｓｐ７０．１、およびｃｍＨｓｐ７０
．２並びに２００３年１１月１４日に、ＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミク
ロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され、そして受託番号Ｄ
ＳＭ　ＡＣＣ２６３０号と指定されたそれを産生するハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．２
に関する。
【００１３】
　好ましい実施態様では、抗体は、ヒト、ヒト化、異種間またはキメラ・ヒト－ネズミ抗
体である。抗体またはそれの活性フラグメントを含む治療用組成物、または作動薬および
同系の分子、または代替的に、それの拮抗薬、およびこれらの組成物を使用した腫瘍原性
または感染性疾患の防止、診断または治療におけるこのような組成物の使用の方法も含ま
れ、そして有効量の組成物を、そのような治療の必要な患者に投与する。しかし、診断用
途および研究については、一般に、ネズミ抗体も同様に好ましい。
【００１４】
　モノクローナル抗体の抗原結合フラグメントは、一本鎖Ｆｖフラグメント、Ｆ（ａｂ’
）フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラグメント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメント、または
他のいずれかの抗原結合フラグメントでありうる。以下の特定の実施態様では、モノクロ
ーナル抗体またはそれのフラグメントは、ネズミＩｇＧまたはＩｇＭアイソタイプ抗体で
ある。
【００１５】
　自然には、本発明は、そのハイブリドーマが、ここで以前に示されるとおりＤＳＭＺ（
生物学的材料に関するドイツ国リサーチセンター、ドイツ細胞バンク）に寄託されている
、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１またはｃｍＨｓｐ７０．２を産生するハイブリ
ドーマにまで及ぶ。
【００１６】
　本発明は、少なくとも、本発明の抗体の免疫グロブリン鎖の可変領域をコードするポリ
ヌクレオチドにも関する。好ましくは、上記可変領域は、抗体ｃｍＨｓｐ７０．１または
ｃｍＨｓｐ７０．２の可変領域のＶＨおよび／またはＶＬの少なくとも１つの相補性決定
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領域（ＣＤＲ）を包含する。
【００１７】
　したがって、本発明は、上記ポリヌクレオチドを包含するベクター、およびそこで形質
転換される宿主細胞、並びに、無傷の細胞、特に腫瘍細胞上でのＨｓｐ７０の細胞外局在
化エピトープ、またはそれの官能性フラグメントまたは免疫グロブリン鎖を結合する能力
のある抗体の産生のためのそれらの使用法も包含する。
【００１８】
　細胞表面膜結合熱ショックたんぱく質（ＨＳＰ）および少なくとも１つの別の官能性ド
メインを結合する、本発明の抗体の結合ドメイン、免疫グロブリン鎖または結合フラグメ
ントを包含する二または多官能性分子を提供することも、本発明の目的である。
【００１９】
　抗体、（複数の）免疫グロブリン鎖、それの結合フラグメント、および上記抗体に結合
するＨｓｐ７０以外のリガンドは、免疫応答を調節および検出するための、または腫瘍の
検出および／または治療のための医薬および診断用組成物で使用されうる。
【００２０】
　さらに、細胞外の局在化Ｈｓｐ７０の存在または増大量が、腫瘍を示すものである本発
明による抗体または二または多官能性分子を用いて、患者から得たサンプル中の細胞を分
析することを包含するものである、腫瘍を決定し、そして対象に、治療上有効な量の上記
抗体または二または多官能性分子を投与することを包含するものであるそれを必要とする
対象における腫瘍を治療するか、または免疫応答を調節する方法が提供される。
【００２１】
　医薬品の製造における前述の組成物の使用が好ましい。好ましい実施態様では、医薬品
は、腫瘍または感染性疾患に関連した症状の治療に有用である。
【００２２】
図面の簡単な説明
　図１：本発明のＨｓｐ７０抗体は活性化NK細胞（ＮＫｄ３）の細胞溶解活性を遮断する
。図１は、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１を用いた代表的実験の結果を示す。未
刺激（ＮＫｄ０）または刺激（ＮＫｄ３）ＮＫ細胞のいずれかを、２０：１から２：１ま
での範囲に入るＥ：Ｔ比で、エフェクター細胞として使用した。未刺激ＮＫ細胞（ＮＫｄ
３）は、ＣＸ＋およびＣＸ－腫瘍細胞のほんの弱い溶解を示し、対照的に、Ｈｓｐ７０活
性化ＮＫ細胞（ＮＫｄ３）は、ＣＸ＋腫瘍細胞の明らかな溶解を示したが、ＣＸ－腫瘍標
的細胞はほんの弱い溶解であった。１時間、Ｈｓｐ７０特異的抗体（５μｇ／ｍｌ）を用
いたＣＸ＋およびＣＸ－腫瘍標的細胞の予備培養、そしてその後、４時間Ｃｒ－５１放出
アッセイでの標的細胞として使用した後、ＣＸ＋腫瘍細胞の溶解（左側グラフ）は、Ｈｓ
ｐ７０Ａｂにより完全に遮断されうるのに対して、ＣＸ－標的細胞の溶解（右側グラフ）
は、影響を及ぼされないままであった。データは、３つの独立の実験の中央値＋／－ＳＥ
を表す。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　本発明は、原発性および転移性新生物疾患、および感染性疾患の診断、防止および治療
のための、そしてヒト個体における免疫応答を引き出すための方法および組成物に関する
。特に、本発明は、腫瘍細胞、特に無傷の腫瘍細胞でのＨｓｐ７０の細胞外の局在化エピ
トープに結合する分子に関する。さらに詳細には、本発明は、２００３年１１月１４日に
、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１２４、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳ
ＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥ
レンＧｍｂＨに寄託され、そして受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６２９号と指定された、ハイ
ブリドーマｃｍＨｓｐ７０．１によって産生される、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０
．１の、または、２００３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８
１２４、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミク
ロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され、そして受託番号Ｄ
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ＳＭ　ＡＣＣ２６３０号と指定された、ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．２により産生さ
れるｃｍＨｓｐ７０．２の免疫学上の結合特徴を示す、抗体およびそれの抗原結合フラグ
メントに関する。現在のところ、用語「免疫学上の結合特徴」またはそれの文法的形態の
すべてでは、抗原との抗体の他の結合特徴は、抗体の特異性、親和性、交叉反応性、およ
び他の結合特徴に該当する。
【００２４】
　前に明記されるとおり、Ｈｓｐ７０に特異的ないくつかの抗体が存在するが、それらの
内のただ２つが、細胞外に局在化されるエピトープを時折識別することが報告された。そ
れの細胞外のエピトープにより、原形質膜に結合したＨｓｐ７０に結合しそこなうことは
、抗体の不安定さ、または変動する品質によるか、または常に与えられるものではない非
常に特別な結合条件をそれが要求していることによる可能性がある。
【００２５】
　しかし、診断および／または治療目的のための抗体は、通常の実験室で出会う種々の条
件下で確かに働くことが必要であり、そして安定な源、すなわち、ハイブリドーマ細胞系
により産生されるべきである。
【００２６】
　本発明は、２つのハイブリドーマ系およびそれらにより産生される抗体を提供する。両
方の精製抗体が、細胞外エピトープを介して、原形質膜上に局在化されるＨｓｐ７０に結
合する能力があることを、驚くべきことに見出した。形質転換され、そして感染したヒト
細胞のみが、個々に、それらの細胞表面上でＨｓｐ７０を発現するように見えるので、本
発明による抗体は、正常および腫瘍の細胞の間の区別を可能にする。したがって、本発明
は、ここに記述される数種の実施態様に起こる、腫瘍細胞上でのＨｓｐ７０の細胞外に局
在化されたエピトープに結合する抗体またはそれの抗原結合フラグメントを提供する。
【００２７】
　細胞表面上のＨｓｐ７０の発現は、数種の異なる型の癌の特質であるので、正常な細胞
の原形質膜に不在でありつつ、上記（Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｉｎｔ．Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ
　６１巻（１９９５ｂ）、２７２頁）を参照し、本発明の抗体の好ましい実施態様は、そ
の腫瘍が、結腸、肺、胃、膵臓、頭部および頸部、卵巣、および／または乳癌、黒色腫、
神経膠腫、肉腫、芽球腫、および／または通常、腫瘍型と強く相互関係にあり、そして腫
瘍開始の初期段階で役割を果たしうる血液学上の悪性腫瘍より構成される群から選択され
るヒト腫瘍であり、血液学上の悪性腫瘍が、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、骨髄性形成異
常症候群（ＭＤＳ）、骨髄増殖性障害（ＭＰＤ）、急性リンパ芽球白血病（ＡＬＬ）；バ
ーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫および非バーキットリンパ腫
のようなリンパ腫、およびリンパ増殖障害（ＬＰＤ）、すなわち、ＢおよびＴ系統障害を
包含する腫瘍細胞に結合する。
【００２８】
　本発明の好ましい実施態様では、抗体は、アミノ酸配列ＮＬＬＧＲＦＥＬ（配列番号：
１）またはＴＫＤＮＮＬＬＧＲＦＥＬＳＧ（配列番号：２）を包含するか、またはそれに
より構成されるエピトープを識別する。Ｈｓｐ７０が細胞表面に局在化され、そして用量
依存手段で、本発明による抗体の結合を阻害するときに、配列番号：１および２のペプチ
ドは、原形質膜の細胞外の側に現れることが示された。最も好ましくは、上記抗体は、モ
ノクローナル抗体である。特に、本発明の抗体またはそれの抗原結合フラグメントは、好
ましくは、２００３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１２４
、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミクロオル
ガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され、そして受託番号ＤＳＭ　
ＡＣＣ２６２９号と指定された、ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．１によって産生される
、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１の、または２００３年１１月１４日に、ドイツ
国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１２４、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳＭＺ－ド
イチェ・サムルンク・フォン・ミクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍ
ｂＨに寄託され、そして受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６３０号と指定された、ハイブリドー
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マｃｍＨｓｐ７０．２によって産生される場合、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．２
の免疫学上の結合特徴を示す。モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１の免疫学上の結合
特徴は、中でも国際特許出願ＷＯ０２／２２６５６号で記述される抗体ＲＰＮ１１９７の
ものと実質的に同じである；特に実施例を参照、その開示は、参照してここに組込まれる
。しかし、国際出願ＷＯ０２／２２６５６号並びに発明者らによる他の出版物、例えば、
Ｂｏｔｚｌｅｒら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒｅｓｓ　＆　Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ　３巻（１９９
８年）、６－１１頁は、本発明の抗体の所望の免疫学上の特徴、特に抗体が、可変Ｈｓｐ
７０－発現（ＣＸ＋）腫瘍細胞に結合する能力があり、そして好ましくは、ＣＸ＋細胞の
溶解を実質的に阻害することも記述する一方で、本発明は、初めて、このような抗体およ
び信頼できる起源、特に、対応のハイブリドーマ細胞系の無制限の条件を可能にする。し
たがって、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍＨｓｐ７０．２を産生する
ハイブリドーマの条件は、各々、例えば前述の抗体のいずれかの抗原結合部位を適応させ
ることによって、当業者に、機能的に等価な抗体を設計および生成させることを可能にす
る。
【００２９】
　特異的に供される２つの抗体の各々は、それの個々の免疫学上および生物学上の活性に
関して特長的である。両方は、特に、無傷でそして成長できる腫瘍細胞において、Ｈｓｐ
７０の細胞外エピトープに結合するそれらの能力により他の抗－Ｈｓｐ７０抗体から区別
されうる。それらは、Ｈｓｐ７０発現腫瘍細胞に対するＮＫ細胞の細胞溶解活性における
阻害効果を示す能力もある；図１を参照。したがって、ｃｍＨｓｐ７０．１から、または
ｃｍＨｓｐ７０．２から誘導されるＨｓｐ７０結合分子を、治療および診断用途に使用す
ることが好ましいが、しかしそれに限定されない。
【００３０】
　さらに、１つの実施態様では、本発明の抗体は、好ましくは、０．１から１０μｇ／ｍ
ｌまで、好ましくは５μｇ／ｍｌ未満、そして最も好ましくは約０．１から１μｇ／ｍｌ
までの本発明の抗体が、ＣＸ腫瘍細胞の検出、続いてプロテインＡボールド標識（１０μ
ｍアウリオン）に十分であり、そしてツァイス（Ｚｅｉｓｓ）のＥＭ　１０ＣＲ電子顕微
鏡で観察されるという点で特徴づけられる。実験の詳細については、例えば、Ｂｏｔｚｌ
ｅｒら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｒｅｓｓ　＆　Ｃｈａｐｅｒｏｎｓ　３巻（１９９８年）、６－
１１を参照。さらに、本発明の抗体は、好ましくは、それらが、活性化ＮＫ細胞の細胞溶
解活性を遮断できる点で特徴づけられる；図１を参照。このような実験では、通常には、
１から２０μｇ／ｍｌまで、好ましくは５から１０μｇ／ｍｌまで、そして最も好ましく
はほぼ５μｇ／ｍｌまたは５μｇ／ｍｌ未満の所定の抗体が、図１で記述されるのと同じ
結果を得るのに十分である。
【００３１】
　代わりに、本発明の抗体は、Ｈｓｐ７０の細胞外エピトープへの結合を、本発明により
提供される抗体と競合するモノクローナル抗体またはそれの抗原結合フラグメントである
。それらの抗体は、同様にネズミでありうる；しかし、ヒトの、ヒト化された、異種の、
またはヒト－ネズミキメラの抗体が、特に治療用途に好ましい。抗体の抗原結合フラグメ
ントは、例えば、一本鎖Ｆｖフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラ
グメント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメントでありうる。したがって、ある種の用途に
ついては、抗体の可変領域のみが要求され、そしてそれは、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、またはＦ
（ａｂ’’）２部分を発生するように適切な試薬を用いて、ハイブリドーマから単離され
たモノクローナル抗体を処理することによって得ることができる。このようなフラグメン
トは、例えば、免疫グロブリンの免疫特異的部分を、放射性同位体のような検出試薬と結
合させることを含めた免疫診断手段で使用するために十分である。
【００３２】
　当然、本発明は、同様に本発明による抗体を産生するハイブリドーマに及ぶ。したがっ
て、本発明は、本発明のモノクローナル抗体：ハイブリドーマの無限に拡大した細胞源を
有利に提供する。特に好ましいのは、２００３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュ
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ヴァイン　Ｄ－３８１２４、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳＭＺ－ドイチェ・サムル
ンク・フォン・ミクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され
、そして受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６２９号と指定された、ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７
０．１、または２００３年１１月１４日に、ドイツ国ブラウンシュヴァイン　Ｄ－３８１
２４、マシェローダー・ヴェク１ｂのＤＳＭＺ－ドイチェ・サムルンク・フォン・ミクロ
オルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレンＧｍｂＨに寄託され、そして受託番号ＤＳ
Ｍ　ＡＣＣ２６７０号と指定された、ｃｍＨｓｐ７０．２より構成される群から選択され
るハイブリドーマである。
【００３３】
　ハイブリドーマの培養物から直接的に免疫グロブリンを得るための代替策として、不死
化ハイブリドーマ細胞を、連続発現および／または遺伝子操作のために再構成された重鎖
および軽鎖遺伝子座の源として使用しうる。再構成された抗体遺伝子は、適切なｍＲＮＡ
から逆転写して、ｃＤＮＡを産生しうる。所望の場合、重鎖定常領域は、様々なアイソタ
イプのものを交換、または一緒に排除しうる。可変領域を、一本鎖Ｆｖ領域をコードする
ために連結しうる。多重Ｆｖ領域は、１つより多くの標的に対する結合能力を付与するた
めにつなげることができるか、またはキメラ重および軽鎖組合せを使用しうる。いったん
遺伝子材料が利用可能になれば、所望の標的を結合する両方のそれらの能力を保持する、
上に記述されるとおりの類似体の設計は、確実である。抗体可変領域のクローニングおよ
び組換え抗体の発生のための方法は、当業者に知られており、そして例えば、Ｇｉｌｌｉ
ｌａｎｄら、Ｔｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ　４７巻（１９９６年）、１－２０頁；Ｄ
ｏｅｎｅｃｋｅら、Ｌｅｕｋｅｍｉａ　１１巻（１９９７年）、１７８７－１７９２頁に
記述される。
【００３４】
　上記により、本発明は、上に記述される抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領域
をコードするポリヌクレオチドにも関する。典型的には、ポリヌクレオチドによりコード
される上記可変領域は、上述のハイブリドーマのいずれか１つによって産生される抗体の
可変領域のＶＨおよび／またはＶＬの少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を包含
する。当業者は、抗体の各可変ドメイン（重鎖ＶＨおよび軽鎖ＶＬ）が、しばしば、４つ
の比較的保存されたフレームワーク領域あるいは「ＦＲ」によって側面に配置される相補
性決定領域あるいは「ＣＤＲ」と呼ばれる３つの高頻度可変領域を包含することを知って
いる。本発明の抗体の可変領域に含まれるＣＤＲは、例えば、Ｋａｂａｔ、Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓ
ｔ（米国公衆衛生局、３版、１９８３年、４版　１９８７年、５版　１９９０年、および
それの最新版）によって決定されうる。当業者は、上述の可変ドメインを有する抗体の可
変ドメインを、他のポリペプチドの構築、または所望の特異性および生物学上の機能の抗
体として使用しうることを十分に認識する。したがって、本発明は、上述の可変ドメイン
の少なくとも１つのＣＤＲを包含するポリペプチドおよび抗体を包含し、そしてそれは、
上でここに記述される抗体と実質的に同じか、または類似の結合特性を示す。当業者は、
ここに記述される可変ドメインまたはＣＤＲを使用して、抗体を、例えば、欧州特許公報
Ａ１　０４５１２１６号および欧州特許公報Ａ１　０５４９５８１号で記述されるとおり
、当業界で知られる方法によって構築しうることを十分に認識する。さらに、当業者は、
結合親和性が、Ｋａｂａｔにより定義されるとおりＣＤＲと部分的に重複するＣＤＲ内で
、または超可変性ループ（ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．　１
９６巻（１９８７年）、９０１－９１７頁）内でアミノ酸置換を行うことによって増強さ
れうることを知っている。したがって、本発明は、１つまたはそれより多くの前述のＣＤ
Ｒが、１つまたはそれより多くの、好ましくは２より多くないアミノ酸置換を包含する抗
体にも関する。
【００３５】
　上に記述される抗体をコードする本発明のポリヌクレオチドは、例えば、ＤＮＡ、ｃＤ
ＮＡ、ＲＮＡまたは合成で生成されたＤＮＡまたはＲＮＡ、またはそれらのポリヌクレオ
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チドのいずれかを、単独で、または組合せでのいずれかで包含する組換えで生成されたキ
メラ・核酸分子でありうる。好ましくは、上記ポリヌクレオチドは、ベクターの一部であ
る。このようなベクターは、さらに、適切な宿主細胞中、そして適切な条件下での上記ベ
クターの選択に対処するマーカー遺伝子のような遺伝子を包含しうる。
【００３６】
　したがって、都合により、上記抗体の他の免疫グロブリン鎖の可変領域をコードするポ
リヌクレオチドと組み合わせて上記ポリヌクレオチドを包含するベクターは、本発明の好
ましい実施態様である。
【００３７】
　好ましくは、本発明のポリヌクレオチドは、原核生物または真核生物の細胞における発
現を可能にする発現制御配列に操作的に繋げられる。上記ポリヌクレオチドの発現は、翻
訳可能なｍＲＮＡへのポリヌクレオチドの転写を包含する。真核生物の細胞、好ましくは
、哺乳類細胞における発現を確保する調節構成要素は、当業者に周知である。それらは、
通常には、転写の開始を確保する調節配列、および都合により、転写の終止および転写物
の安定化を確保するポリ－Ａシグナルを包含する。追加の調節構成要素は、転写並びに翻
訳エンハンサー、および／または自然に連結した、または異種のプロモーター領域を含み
うる。
【００３８】
　これに関して、当業者は、軽および／または重鎖の少なくとも可変ドメインをコードす
るポリヌクレオチドが、両方の免疫グロブリン鎖または一方のみの可変ドメインをコード
しうることを十分に認識する。同様に、上記ポリヌクレオチドは、同じプロモーターの制
御下にありうるか、または発現については個別に制御されうる。原核生物の宿主細胞での
発現を可能にする有望な調節構成要素は、例えば、大腸菌中のＰＬ、ｌａｃ、ｔｒｐまた
はｔａｃプロモーターを包含し、そして、真核生物の宿主細胞における発現を可能にする
調節要素の例は、酵母におけるＡＯＸ１またはＧＡＬ１プロモーター、または哺乳類およ
び他の動物細胞におけるＣＭＶ－、ＳＶ４０－、ＲＳＶ－プロモーター（ラウス肉腫ウイ
ルス）、ＣＭＶ－エンハンサー、ＳＶ４０－エンハンサーまたはグロビンイントロンであ
る。
【００３９】
　転写の開始に起因する構成要素の外に、このような調節構成要素は、ポリヌクレオチド
の下流に、ＳＶ４０－ポリ－Ａ部位またはｔｋ－ポリ－Ａ部位のような転写終止シグナル
も包含しうる。さらに、使用される発現系によって、ポリペプチドを、細胞の区画に向け
させるか、またはそれを培地中に分泌する能力のあるリーダー配列は、本発明のポリヌク
レオチドのコード配列に加えることができ、そして当業界で周知である。（複数の）リー
ダー配列は、翻訳、開始および終止配列と、適切な相で、そして好ましくは、翻訳された
タンパク質、またはそれの部分の分泌を周辺腔または細胞外培地に向ける能力のあるリー
ダー配列と組み立てうる。都合により、異種配列は、所望の特徴、例えば、発現組換え産
物の安定化または簡素化精製を与えるＣ－またはＮ－末端同定ペプチドを含む融合タンパ
ク質をコードしうる。この状況で、オカヤマ－バーグのｃＤＮＡ発現ベクターｐｃＤＶ１
（ファルマシア）、ｐＣＤＭ８、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐｃＤＮＡ１、ｐｃＤＮＡ３（インビ
トロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））またはｐＳＰＯＲＴ１（ギブコ・ビーアールエル（
ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ））のような適切な発現ベクターが当業界で知られている。
【００４０】
　好ましくは、発現制御配列は、真核生物の宿主細胞を形質転換または形質移入する能力
のあるベクター中での真核生物のプロモーター系であるが、しかし原核生物の宿主のため
の制御配列も使用しうる。いったんベクターが、適切な宿主に組込まれると、宿主は、ヌ
クレオチド配列の高レベルの発現に適した条件下で維持され、そして所望の場合、免疫グ
ロブリン軽鎖、重鎖、軽／重鎖二量体または無傷の抗体、結合フラグメントまたは他の免
疫グロブリン形態の収集および精製を続けうる；Ｂｅｙｃｈｏｋ、Ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、アカデミック・プレス、ニューヨー
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ク（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．）（１９７９年）。
【００４１】
　いったん適切な遺伝物質が得られ、そして所望の場合には、類似体重および軽鎖の可変
領域を最小限でコードするものを含めたコード配列をコードするように修飾され、そして
適切な発現系、すなわち、形質移入されうるベクターに挿入されると、抗体またはそれの
フラグメントは、宿主細胞中で組換えで発現されうる。多様なこのような宿主細胞を使用
しうる；しかし、効率的な加工のために、哺乳類細胞が好ましい。この目的のために有用
な典型的な哺乳類細胞系としては、ＣＨＯ細胞、２９３細胞またはＮＳＯ細胞が挙げられ
る。
【００４２】
　したがって、本発明によるポリヌクレオチドまたはベクターを包含する宿主細胞は、好
ましい実施態様である。ベクターは、遺伝子工学で従来使用されるプラスミド、コスミド
、ウイルス、およびバクテリオファージでありうる。本発明の抗体の免疫グロブリン鎖の
可変ドメインをコードするポリヌクレオチドと別々に、それらは、都合により、本発明の
抗体の他の免疫グロブリン鎖の可変ドメインをコードする本発明のポリヌクレオチドを包
含しうる。好ましくは、上記ベクターは、発現ベクターおよび／または遺伝子移行または
標的ベクターである。レトルウイルス、ワクシニア・ウイルス、アデノ関連ウイルス、肝
炎ウイルス、またはウシ乳頭腫ウイルスのようなウイルスから由来する発現ベクターは、
標的細胞集団への本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを送出のために使用されうる
。当業者に周知である方法を、組換え体ウイルス・ベクターを構築するために使用しうる
；例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー（Cold Sprin
g Harbor Laboratory）(１９８９年)、ニューヨーク（N.Y.）およびＡｕｓｕｂｅｌ、Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、グリ
ーン・パブリシング・アソシエーツ・アンド・ウイリー・インターサイエンス（Green Pu
blishing Associates and Wiley Interscience）に記述される技術を参照。代わりに、本
発明のポリヌクレオチドおよびベクターを、標的細胞を送出するためにリポソームに再構
成しうる。本発明のポリヌクレオチド（例えば、免疫グロブリン鎖コード化配列と発現制
御配列の重および／または軽鎖ドメイン）を含有するベクターを、細胞宿主の型により変
化する周知方法により、宿主細胞に移行させうる。例えば、塩化カルシウム形質移入が、
一般に、原核生物の細胞に利用されるのに対して、燐酸カルシウム処理またはエレクトロ
ポレーションを、他の細胞宿主のために使用しうる；Ｓａｍｂｒｏｏｋ、上記を参照。
【００４３】
　本発明は、さらに、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターで形質転換された宿主細
胞に関する。上記の宿主細胞は、原核生物または真核生物の細胞でありうる。宿主細胞中
に存在する本発明のポリヌクレオチドまたはベクターは、宿主細胞のゲノムに組込まれる
か、または染色体外に維持されるかのいずれかでありうる。宿主細胞は、細菌、昆虫、真
菌、植物、動物またはヒト細胞のようないずれかの原核生物または真核生物の細胞であり
うる。好ましい真菌細胞は、例えば、サッカロマイセス属のもの、特に、サッカロマイセ
ス・セレヴィシエ種のものである。用語「原核生物の」は、本発明の抗体または関連の免
疫グロブリン鎖の発現のためのＤＮＡまたはＲＮＡ分子で形質転換または形質移入されう
る全ての細菌を含むことが意味される。原核生物の宿主は、例えば、大腸菌、ねずみチフ
ス菌、セラチア・マルセッセンスおよび枯草菌のようなグラム陰性並びにグラム陽性細菌
を含みうる。用語「真核生物の」は、酵母、高等植物、昆虫および好ましくは哺乳類細胞
、最も好ましくはＮＳＯおよびＣＨＯ細胞を含むことが意味される。組換え体生成手段で
使用される宿主によって、本発明のポリヌクレオチドによってコードされる抗体または免
疫グロブリン鎖は、糖化されうるか、または非糖化されうる。本発明の抗体、または対応
の免疫グロブリン鎖も、当初のメチオニンアミノ酸残基を含みうる。本発明のポリヌクレ
オチドは、当業者に一般に知られる技術のいずれかを使用して、宿主を形質転換または形
質移入するのに使用されうる。さらに、融合し、操作可能に連結された遺伝子を作製し、
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そしてそれらを、例えば、哺乳類細胞および細菌中で発現させる方法は、当業界で周知で
ある（Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー、コールド・スプ
リング・ハーバー、ニューヨーク（Cold Spring Harbor，N.Y.）(１９８９年)）。遺伝子
構築物およびそこに記述される方法は、真核生物または原核生物の宿主における本発明の
抗体または対応の免疫グロブリン鎖の発現のために利用されうる。一般に、挿入されたポ
リヌクレオチドの十分な転写を促進するプロモーター配列を含有する発現ベクターを、宿
主と繋げて使用する。発現ベクターは、特に、複製の起点、プロモーター、およびターミ
ネーター、並びに形質転換された細胞の表現型選択を提供する能力がある特異的遺伝子を
包含する。免疫グロブリン発現および分泌に関するＤＮＡ配列および宿主細胞のための適
切な源細胞は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（American　Type Cultu
re Collection）（「Catalogue of Cell Lines and Hybridoma」、５版（１９８５年）、
米国メリーランド州ロックビル（Rockville,Maryland）、そしてそれは、参照してここに
組込まれる）のような多数の源から得ることができる。さらに、発明の細胞を包含する遺
伝子組み換え動物、好ましくは哺乳類は、本発明の抗体の大規模生成のために使用されう
る。
【００４４】
　本発明は、腫瘍細胞上でＨｓｐ７０の細胞外局在化エピトープ、またはそれの官能性フ
ラグメントまたは（複数の）免疫グロブリン鎖に結合する抗体を作製する方法も提供し、
そして上記方法は、
（ａ）上に記述される細胞を培養し、そして
（ｂ）その培養物から、上記抗体またはそれの官能性フラグメントまたは（複数の）免疫
グロブリン鎖を単離すること
を包含する。発現系は、好ましくは、シグナル・ペプチドを含むように設計されて、その
結果、生じる抗体は、培地中に分泌される；しかし、細胞間産生も可能である。
【００４５】
　形質転換宿主は、発酵装置で育成し、そして当業界で知られる技術によって培養して、
最適な細胞成長を達成しうる。いったん発現されると、本発明の全抗体、それらの二量体
、個々の軽および重鎖、または他の免疫グロブリン形態を、硫酸アンモニウム沈降法、ア
フィニティーカラム、カラム・クロマトグラフィー、ゲル電子穿孔法などを含めた当業界
の標準手段によって精製しうる；Ｓｃｏｐｅｓ、「Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ」、スプリンガー・ベルラーグ（Springer Verlag）、ニューヨーク(N.Y.)（１９
８２年）を参照。その後、本発明の抗体またはそれの対応の（複数の）免疫グロブリン鎖
を、成長用培地、細胞溶解物、または細胞膜分画から単離しうる。たとえば、本発明の微
生物で発現された抗体または免疫グロブリン鎖の単離および精製は、例えば、本発明の抗
体の定常領域に対して向けられるモノクローナルまたはポリクローナル抗体の使用を包含
するもののような、分取クロマトグラフィー分離および免疫学上の分離のようなあらゆる
従来の手段によりうる。本発明の抗体を、例えば、薬剤標的および画像アプリケーション
のための他の部分に、さらに繋げうることは、当業者に明らかである。このような結合は
、抗体または抗原の発現の後に、付属物の部位に、化学的に行われうるか、または結合産
物を、ＤＮＡレベルで、本発明の抗体または抗原に操作しうる。その後、ＤＮＡを、適切
な宿主系で発現させ、そして必要な場合、発現タンパク質を、収集および変性させる。
【００４６】
　医薬用途として、少なくとも約９０から９５％までの同質性の実質的に純粋な免疫グロ
ブリンが好ましく、そして９８から９９％まで、またはそれより多くの同質性が、最も好
ましい。いったん部分的に、または所望の場合同質性まで精製すると、その後抗体を、治
療用途に（体外にを含めて）、またはアッセイ手段を開発および行う上で使用しうる。
【００４７】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドを用いて、またはベクターを用いて、細胞を遺伝
子操作することを包含する、本発明の抗体を発現する能力のある細胞、またはそれの対応
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の（複数の）免疫グロブリン鎖を産生する方法にも関する。本発明の方法により得ること
ができる細胞は、例えば、本発明の抗体とそれの抗原との相互作用を試験するために使用
しうる。
【００４８】
　さらに、本発明は、実施例２で概略されるとおり、新規精製プロトコールを包含するハ
イブリドーマから抗体を得る方法に関する。一般の精製プロトコールが、本発明の抗体を
得るために使用されうる場合、それらは、実施例２で記述される方法より有効性が低い可
能性がある。歴史的に、プロテインＡは、免疫グロブリン精製の好ましい方法であった。
しかし、プロテインＡを使用して精製できない一本鎖抗体ＩｇＥ、ＩｇＹおよびＩｇＭの
ような所定の型の抗体がある。免疫グロブリン精製、チオ親和性吸収クロマトグラフィー
の代替的方法は、一般に、これらの型の用途、並びに免疫グロブリン精製に理想的である
。免疫グロブリンの精製を含めたタンパク質精製に関する全般的参照のために、例えばビ
ーディー・バイオサイエンシズ・クロンテック（BD Biosciences Clontech）、米国カリ
フォルニア州パブロアルト（Pablo Alto, California, USA）、ｗｗｗ．ｃｌｏｎｔｅｃ
ｈ．ｃｏmから得た冊子を参照。チオ親和性アガロースを用いた先の方法に基づいて、新
規精製プロトコールが、本発明により確立され、そしてそれは、ハイブリドーマから、特
に、ここに記述されるべき本発明の抗体を産生するハイブリドーマのものからＩｇＧ１、
ＩｇＧ２ａおよびＩｇＭ型の抗体を得るのに適している。しかし、抗体の精製のための新
規方法は、一般に、使用可能であり、したがって、本発明の課題であることは、理解され
るべきである。実験の詳細に関しては、実施例２を参照。この点で、例えば、様々の成分
の濃度の＋／－１０％の偏差が許容できうるものである個々の緩衝液の組成で些細な修飾
を有しうる実施例２で記述されるとおりの精製プロトコールを含めて、抗体を得る方法は
、同様に本発明の範囲に包含されると理解すべきである。さらに、本発明は、ここに記述
される新規方法により得られる抗体に、並びにこのような抗体の結合フラグメントに関す
る。当然、本発明は、ここに記述されるもののようなこのような抗体と結合フラグメント
の偏差にも及ぶ。
【００４９】
　前に明記したとおり、免疫グロブリンまたはそれのコード化ｃＤＮＡを、さらに修飾し
うる。したがって、別の実施態様では、本発明の方法は、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本
鎖抗体、Ｆａｂフラグメント、二重特異的抗体、融合抗体、標識抗体、またはそれらの内
のいずれか１つの類似体を産生する段階の内のいずれか１つを包含する。対応の方法は、
当業者に知られており、そして例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、シーエスエイチ・プレス（CSH 
Press）、コールド・スプリング・ハーバー、１９８８年で記述される。上記抗体の誘導
体は、ファージ表示技術によって得ることができるとき、ＢＩＡコア・システムで使用さ
れる場合の表面プラズモン共鳴を、ここに記述された抗体の内のいずれか１つのものと同
じエピトープに結合するファージ抗体の効率を増大させるのに使用しうる（Schier、Huma
n Antibodies hybridoma ７巻（１９９６年）、９７－１０５頁；Malmborg、J. Immunol.
Methods １８３巻（１９９５年）、７－１３頁）。キメラ抗体の産生は、例えば国際公開
公報ＷＯ８９／０９６２２号で記述される。ヒト化抗体の生成の方法は、例えば、欧州特
許公報Ａ１　０２３９４００号および国際公開公報ＷＯ９０／０７８６１号で記述される
。本発明により利用されるべき抗体の別の源は、いわゆる異種間抗体である。マウスでの
ヒト抗体のような異種間抗体の生成の一般原則は、例えば、国際公開公報ＷＯ９１／１０
７４１号、 国際公開公報ＷＯ９４／０２６０２号、 国際公開公報ＷＯ９６／３４０９６
号および国際公開公報ＷＯ９６／３３７３５号で記述される。上に検討されるとおり、本
発明の抗体は、例えば、Ｆｖ、ＦａｂおよびＦ（ａｂ）２、並びに一本鎖でを含めて、完
全抗体以外に多様な形態で存在しうる；例えば国際公開公報ＷＯ８８／０９３４４号を参
照。 
【００５０】
　例えば、（複数の）アミノ酸欠失、（複数の）挿入、（複数の）置換、（複数の）付加
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、および／または（複数の）組換えおよび／または当業界で知られる他のあらゆる（複数
の）修飾を、単独で、または組合わせて使用することによって、本発明の抗体またはそれ
らの対応の免疫グロブリン鎖を、当業界で知られる従来の技術を使用してさらに修飾しう
る。免疫グロブリン鎖のアミノ酸配列の下にあるＤＮＡに、このような修飾を導入する方
法は、当業者に周知である；例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、コールト・スプリング・ハーバー・
ラボラトリー（１９８９年）ニューヨークおよびＡｕｓｕｂｅｌ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、グリーン・パブリシング
・アソシエーツ・アンド・ウイリー・インターサイエンス、ニューヨーク（１９９４年）
を参照。本発明の抗体の修飾は、アセチル化、水酸化、メチル化、アミド化、および炭化
水素または脂質部分の付着、コファクターなどを含む側鎖修飾、骨格修飾、およびＮ－お
よびＣ－末端修飾を含めた１つまたはそれより多くの構成要素アミノ酸での化学的および
／または酵素的誘導体化を含む。同様に、本発明は、カルボキシル末端で免疫刺激性リガ
ンドのような異種分子に融合したアミノ酸末端に、記述された抗体またはそれのある種の
フラグメントを包含するキメラ・タンパク質の産生を包含する；例えば、対応の技術詳細
についてはＷＯ００／３０６８０号を参照。
【００５１】
　さらに、本発明は、上に記述されるとおりＨｓｐ７０結合フラグメントを含有する、例
えば、明記されたモノクローナル抗体の内のいずれか１つの可変領域のＣＤＲ３領域を含
有するものを含めた小型ポリペプチドを包含する。このようなペプチドは、本発明により
有用なＨｓｐ７０結合剤を産生する組換え手段により容易に合成または産生されうる。こ
のような方法は、当業者に周知である。商業上利用可能な自動ペプチド合成機を使用して
、ペプチドを合成しうる。ペプチドを発現するＤＮＡを、発現ベクターに組込み、そして
細胞を発現ベクターで形質転換して、ペプチドを産生することによる組換え体技術によっ
て、ペプチドを産生しうる。ペプチドＨｓｐ７０結合剤を合成する上で使用するためのＣ
ＤＲ領域の配列は、当業界で知られる方法によって決定されうる。重鎖可変領域は、一般
に長さ１００から１５０個までのアミノ酸の範囲に入るペプチドである。軽鎖可変領域は
、一般に長さ８０から１３０個までのアミノ酸の範囲に入るペプチドである。およそ３－
２５個のアミノ酸のみを含む重および軽鎖可変領域内のＣＤＲ配列を、当業者によって、
容易に配列決定しうる。ペプチドは、市販の源により合成することもできる。
【００５２】
　ペプチドが、Ｈｓｐ７０に結合するかどうかを決定するために、あらゆる既知結合アッ
セイを使用しうる。例えば、ペプチドを、表面上に固定し、そしてその後、標識Ｈｓｐ７
０と接触させうる。ペプチドと相互作用するＨｓｐ７０の量、またはペプチドと結合しな
い量を、その後定量して、ペプチドがＨｓｐ７０に結合するかどうかを決定しうる。そこ
に固定された前述の抗－Ｈｓｐ７０モノクローナル抗体を有する表面は、陽性対照として
役割を果たしうる。
【００５３】
　Ｈｓｐ７０結合剤のスクリーニングは、拮抗実験を利用しても行われうる。試験される
べきＨｓｐ７０結合剤が、モノクローナル抗体の結合における減少により示されるとおり
、本発明の抗－Ｈｓｐ７０モノクローナル抗体と競合する場合、それにより、その剤およ
び抗－Ｈｓｐ７０モノクローナル抗体が、同じものと、または密接に関連したエピトープ
と結合することがありそうである。剤が、上に記述される抗－Ｈｓｐ７０モノクローナル
抗体の特異性を示すかどうかを決定するためのさらに別の方法は、それが、正常には反応
性であり（すなわち、結合する）、そしてその後、試験されるべき剤を添加して、試験さ
れるべき剤が、Ｈｓｐ７０を結合するそれの能力において阻害されるかどうかを決定する
ものであるＨｓｐ７０と、モノクローナル抗体を、前培養することである。試験されるべ
き剤が、その後阻害される場合、全体の見込みでは、それは、抗－Ｈｓｐ７０モノクロー
ナル抗体と同じか、または機能的に等価なエピトープおよび特異性を示す。
【００５４】
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　当業者に知られる日常的手段を使用して、剤が、T細胞からＴＮＦの放出を測定するこ
とのようなインビトロアッセイでＴ細胞増殖または細胞毒性を調節するものであるかどう
かを決定することによって、または５１Ｃｒ放出アッセイによって、Ｈｓｐ結合剤が、本
発明により有用であるかどうかを決定できる；例えば、Ｈｅｒｉｎら、Int.J.Cancer ３
９巻（１９８７年）、３９０－３９６頁を参照。他のアッセイは、実施例およびここのど
こかに記述される；国際公開公報ＷＯ０２／２２６５６号も参照。
【００５５】
　上に記述されるポリペプチド（例えば、抗体）および他のＨｓｐ７０結合剤も、ヒトに
おける障害について免疫療法で使用しうる。Ｈｓｐ７０結合剤と関連してここに使用され
る場合、用語「免疫療法で」または「免疫療法」は、予防的、並びに治療的投与の両方を
示す。したがって、腫瘍、または感染性疾患のような疾患の可能性および／または重篤度
を減らすために、ペプチドを、危険度の高い対象に投与するか、またはそのような疾患を
すでに明白に示している対象に投与しうる。
【００５６】
　ＮＫ細胞活性を増大または減少させるＨｓｐ７０結合剤は、例えば、国際出願公報ＷＯ
０２／２２６５６号に記述されるアッセイを使用して、そして混成リンパ球反応、クロム
送出アッセイ、ＴＮＦ送出アッセイ、およびチミジン組込アッセイのような標準キラー細
胞細胞毒性および増殖アッセイによって選択されうる。一価Ｈｓｐ７０結合剤、例えば、
当初の抗体のわずか１つの結合ドメインを有する一本鎖抗体の誘導体は、標的細胞により
発現されたＨｓｐ７０ポリヌクレオチドを還元することによって、Ｈｓｐ７０の刺激性シ
グナルを阻害すると思われる。
【００５７】
　したがって、本発明は、好ましくは、モノクローナル抗体ｃｍＨｓｐ７０．１またはｃ
ｍＨｓｐ７０．２と実質的に同じ免疫学上の結合特徴を有する、すなわち、ここに例示さ
れる本発明の抗体と同じエピトープ、そして実質的に同じ親和性、または少なくとも１／
１０の親和性を示すものを識別する、いずれかの抗体および類似の結合分子に関する。こ
のような抗体および結合分子を、例えば本発明のハイブリドーマにより産生される抗体を
用いた競合アッセイを使用することにより、それらの結合特異性および親和性について試
験しうる。本発明の抗体は、特に、モノクローナル抗体基本の療法に影響を受けやすい実
質的にあらゆる疾患を治療する上で個々に利用法を見出す。特に、免疫グロブリンは、免
疫抑制剤として使用されうる。本発明の抗体に関して、処置に適切な典型的疾患状態とし
ては、炎症症状が挙げられる。抗体は、例えば、免疫応答に関連した疾患に罹患する患者
で、治療的に使用しうる。；上記を参照。このような療法は、例えば、本発明の抗体の投
与によって達成されうる。
【００５８】
　このような投与は、未標識、並びに標識抗体または抗原を利用しうる。標識剤を、本発
明の抗体または抗原に、直接的または間接的にのいずれかで、結合しうる。間接結合の１
つの例は、スペーサー部分の使用によるものである。さらに、本発明の抗体は、別のドメ
インを包含でき、そしてそのドメインは、共有または非共有結合によって連結される。連
結は、当業界で知られており、そして上に記述される方法による遺伝子融合に基づくか、
または例えば、国際公開公報ＷＯ９４／０４６８６号に記述されるとおり化学的架橋によ
って行われうる。本発明の抗体を包含する融合タンパク質に存在する別のドメインは、好
ましくは、柔軟性リンカー、有利には、そのポリペプチドリンカーが、その別のドメイン
のＣ末端と、本発明の抗体のＮ末端との間、またはその逆の距離を埋めるために十分な長
さの複数の親水性ペプチド結合アミノ酸を包含するものであるポリペプチドリンカーによ
って連結されうる。上に記述される融合タンパク質は、さらに、切断可能なリンカーまた
はプロテイナーゼについての切断部位を包含しうる。これらのスペーサー部分は、順に、
不溶性または可溶性のいずれかであり得て（Ｄｉｅｎｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３１巻
（１９８６年）１４８頁）、そして標的部位で、抗原から薬剤送出を可能にするために選
択されうる。免疫療法のための本発明の抗体、抗原およびエピトープに結合させうる治療
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剤の例は、薬剤、放射性同位体、レクチン、および毒素である。本発明の抗体、抗原およ
びエピトープに接合させうる薬剤としては、マイトマイシンＣ、ダウノルビシン、および
ビンブラスチンのような薬剤と伝統的に称される化合物が挙げられる。例えば、免疫療法
のために放射性同位体で接合した本発明の抗体、抗原またはエピトープを使用する上で、
所定の同位体が、白血球分布、並びに安定性および排出のような因子によって、他のもの
よりいっそう好ましい可能性がある。自己免疫応答によって、ある種のエミッターが、他
のものに好ましい可能性がある。一般に、αおよびβ粒子放出放射性同位体が、免疫療法
では好ましい。好まれるのは、短い範囲の高エネルギーの、２１２Ｂｉのようなエミッタ
ーである。治療目的のための本発明の抗体、抗原またはエピトープに結合させうる放射性
同位体は、１２５Ｉ、１３１Ｉ、９０Ｙ、６７Ｃｕ、２１２Ｂｉ、２１２Ａｔ、２１１Ｐ
ｂ、４７Ｓｃ、１０９Ｐｄおよび１８８Ｒｅである。本発明の抗体、抗原またはエピトー
プに結合させうる他の治療剤、並びにエキソビボおよびインビボ治療プロトコールは、当
業者によって知られているか、または容易に確かめられうる。適切な場合どんな場合でも
、当業者は、タンパク質様材料それ自身の代わりに、上に記述される抗体、抗原または対
応のベクターのいずれか１つをコードする本発明のポリヌクレオチドを使用しうる。
【００５９】
　上に記述されるとおり、本発明のポリヌクレオチドは、単独で、または細胞中の本発明
の（ポリ）ペプチドを発現するベクターの一部として使用されうる。原則として、これは
、原形質膜上でのＨｓｐ７０の不適当な発現に関連した疾患の遺伝子療法をも可能にする
。例えば、細胞が本発明の抗体の結合ドメインを包含する受容体を発現することを可能に
するために、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを免疫系の細胞に、特に細胞毒性
キラー細胞に導入すること、そしてそれが細胞にそれらの細胞表面でＨｓｐ７０を発現す
る腫瘍細胞または他の罹患した細胞を特異的に識別する能力をもたせることは、予想され
る。本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを、順に、抗体または対応の受容体分子を
産生する細胞に導入する。エキソビボまたはインビボ技術によって、治療遺伝子を細胞に
導入することに基づく遺伝子療法は、遺伝子移行の最も重要な使用法の内の１つである。
適切なベクターおよびインビトロまたはインビボ遺伝子療法に関する方法は、文献で記述
され、そして当業者に知られている；例えば、Ｇｉｏｒｄａｎｏ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ　２巻（１９９６年）、５３４－５３９頁；Ｓｃｈａｐｅｒ、Ｃｉｒｃ．Ｒｅ
ｓ．７９巻（１９９６年）、９１１－９１９頁；Ａｎｄｅｒｓｏｎ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
５６巻（１９９２年）、８０８－８１３頁；Ｉｓｎｅｒ、Ｌａｎｃｅｔ　３４８巻（１９
９６年）、３７０－３７４頁；Ｍｕｈｌｈａｕｓｅｒ、Ｃｉｒｃ．Ｒｅｓ．７７巻（１９
９５年）、１０７７－１０８６頁；Ｗａｎｇ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２巻（
１９９６年）、７１４－７１６頁；国際公開公報ＷＯ９４／２９４６９頁；国際公開公報
ＷＯ９７／００９５７頁またはＳｃｈａｐｅｒ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　７巻（１９９６年）、６３５－６４０頁、およびそこに
引用される文献を参照。本発明のポリヌクレオチドおよびベクターは、細胞への、直接導
入のために、またはリボソームまたはウイルス性ベクター（例えば、アデノウイルス性、
レトロウイルス性）を介した導入のために設計されうる。好ましくは、上記細胞は、生殖
系細胞、胚性細胞、または卵細胞またはそれから誘導されたものであり、最も好ましくは
、上記細胞は、幹細胞である。
【００６０】
　原形質膜に結合したＨｓｐ７０は、他の細胞表面分子と相互作用し、そしてそれは、こ
れらの相互作用を調節する剤が、これらのタンパク質のいずれかが関与する疾患および症
状の治療において有益で、付加的で、そして好ましくは相乗効果を示すことを推測するの
が理にかなっている。さらに、このような剤は、上記タンパク質のいずれかの存在または
不在が、上記疾患または症状に関連している診断に有用であることが予想される。したが
って、本発明は、本発明による抗体の結合ドメイン、細胞表面膜と結合した熱ショックタ
ンパク質（ＨＳＰ７０）を結合するそれの免疫グロブリン鎖またはそれの結合フラグメン
ト、および少なくとも１つの別の官能性ドメインを包含する新規の二または多官能性分子
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も提供する；上記も参照。好ましい実施態様では、上記二または多官能性分子は、二重特
異的分子、特に好ましくは、二重特異的抗体である。
【００６１】
　用語「二重特異的分子」としては、物理的または化学的手段により直接的または間接的
に連結された少なくとも２つの明示された結合ドメインを含む分子が挙げられる。しかし
、本発明の二重特異的分子は、別の結合ドメインのような別の官能性ドメインおよび／ま
たは細胞毒性剤または標識などのような部分を包含しうる；上記も参照。
【００６２】
　所望の抗原について少なくとも１つの特異性を示す多価の多重特異的分子の製造のため
の手段および方法は、当業者に知られている。例えば、国際公開公報ＷＯ９９／５９６３
３号は、ＨＬＡクラスＩＩ不変鎖（Ｉｉ）について少なくとも１つの特異性を示す多量体
分子、および治療または診断剤、自己抗体、抗移植片抗体、および他の望ましくない化合
物のクリアランスのためのそれらの使用法を記述する。ここで使用される場合、特に指示
されるか、または文脈から明らかでない限り、抗体または結合ドメイン、領域およびフラ
グメントは、当業界で周知であるとおり標準の定義による；例えば、Ａｂｂａｓら、Ｃｅ
ｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９１年）、ダ
ブリュー．ビー．サウンダース・カンパニー（W.B.Saunders Company）、ペンシルベニア
州フィラデルフィア(Philadelphia,　PA.)を参照。
【００６３】
　本発明の所定の二重特異的分子は、抗原への結合のために、またはタンパク質とそれの
リガンドとの相互作用を遮断するために使用される；しかし、免疫細胞と標的細胞との間
の相互作用を促進するためのそれらの使用法が、好ましい。最終的には、本発明の抗原結
合分子は、免疫細胞、腫瘍細胞、感染した細胞、抗腫瘍剤、標的部分、レポーター分子ま
たは目的の抗原に対する検出可能なシグナル発生剤を局在化するために使用される。
【００６４】
　本発明の二重特異的分子は、標的細胞上の抗原を、免疫系エフェクター細胞上の抗原と
架橋させうる。これは、例えば、細胞表面上に目的の特定の抗原を有する細胞に向けられ
る免疫応答を促進するのに有用でありうる。本発明により、免疫系エフェクター細胞とし
ては、細胞の免疫応答を活性化するＴ細胞のような抗原特異的細胞、およびマクロファー
ジ、好中球、および細胞の免疫応答を仲介するナチュラルキラー（ＮＫ）細胞のような非
特異的細胞を含む。したがって、本発明の二重特異的分子は、免疫系エフェクター細胞の
あらゆる細胞表面抗原についての別の結合部位を有しうる。このような細胞表面抗原とし
ては、例えば、サイトカインおよびリンホカイン受容体、Ｆｃ受容体、ＣＤ３、ＣＤ１６
、ＣＤ２８、ＣＤ３２、ＣＤ６４およびＣＤ９４が挙げられる。一般に、抗原結合部位は
、前述の抗原に対する抗体から誘導され、そして当業で周知であるｓｃＦｖによって供さ
れる。サイトカインおよびリンホカイン受容体に特異的である本発明の抗原結合部位は、
受容体に関する天然のリガンドの全てまたは一部に対応するアミノ酸の配列でもありうる
。例えば、細胞表面抗原は、ＩＬ－２受容体である場合、本発明の抗原結合タンパク質は
、ＩＬ－２に対応するアミノ酸の配列を包含する抗原結合部位を有しうる。他のサイトカ
インおよびリンホカインとしては、例えば、インターロイキン－４（ＩＬ－４）、インタ
ーロイキン－５（ＩＬ－５）、インターロイキン－１５（ＩＬ－１５）のようなインター
ロイキン、および顆粒球マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）および顆粒球ＣＳＦ（Ｇ
－ＣＳＦ）のようなコロニー刺激因子（ＣＳＦ）が挙げられる。
【００６５】
　さらに、記述される二重特異的分子のいずれか１つは、活性化エフェクター細胞上にＦ
ｃガンマＲＩを結合する結合ドメインを含有しうる。Ｂ細胞悪性腫瘍のような腫瘍の治療
のためのこのアプローチの医療性能は、最も魅力的に見える。癌細胞表面上の抗Ｆｃガン
マＲ　ｓｃＦｖの発現による抗腫瘍免疫性の誘発は、Ｇｒｕｅｌら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
．８巻（２００１年）、１７２１－１７２８頁により記述される。
【００６６】
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　さらに、または代わりに、本発明の二重特異的分子は、ＣＤ３を結合する結合ドメイン
を包含しうる。この実施態様は、特に、癌腫の治療のために有用である；例えば、三官能
性二重特異的抗体（アルファＥｐＣＡＭ×アルファＣＤ３）による前立腺癌腫細胞の溶解
について報告するＲｉｅｓｅｎｂｅｒｇら、Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ
．４９巻（２００１年）、９１１－９１７頁を参照。
【００６７】
　本発明の二重特異的分子における官能性ドメインおよびそれの使用法のこれらおよび他
の組合わせは、本発明によって包含される。
　好ましい実施態様では、本発明の二重特異的分子は、二重特異的抗体である。二重特異
的抗体は、例えば結合ドメインを包含するポリペプチド鎖の結合のためのＦｃ定常領域を
包含しうる。ポリペプチド鎖の結合を供することに加えて、Ｆｃ定常ドメインは、他の免
疫グロブリン機能に寄与する。その機能としては、補体介在細胞毒性の活性化、抗体依存
性細胞介在細胞内毒性の活性化、およびＦｃ受容体結合が挙げられる。本発明の抗原結合
タンパク質を、治療または診断目的で投与する場合、Ｆｃ定常ドメインは、血清半減期に
も寄与しうる。Ｆｃ定常ドメインは、あらゆる哺乳類または鳥類種から得ることができる
。本発明の抗原結合タンパク質を、ヒトの治療に使用する場合、可変ドメインが非ヒトで
ありうるが、ヒト起源の定常ドメインが好ましい。ヒト可変ドメインが好まれる場合には
、キメラｓｃＦｖｓを使用しうる。二重特異的抗体の産生の別の手段および方法は、当業
界で記述される；例えば、二重特異的または二価二重ヘッド抗体フラグメントを産生する
方法を記述し、２つのポリペプチド鎖を含有する結合複合体より構成される国際公開公報
ＷＯ９７／１４７１９号、および国際公開公報ＷＯ０１／８０８８３号を参照。さらに、
本発明の二重特異的分子は、補体介在細胞毒性および抗体依存性細胞毒性を活性化する能
力を含めた、天然の抗体として機能するそれらの能力を維持しつつ、抗原に対するそれら
の親和性で最適化されうる；例えば国際公開公報ＷＯ０１／９０１９２号を参照。
【００６８】
　さらに、本発明は、本発明の抗体、二または多官能性分子、ポリヌクレオチドまたは上
述のベクターまたは細胞を包含する組成物に関する。本発明の組成物は、さらに医薬上許
容しうる担体を含有しうる。
　さらに、基本の分子の溶解性、半減期、吸収などを改善する部分を添加しうる。代わり
に、その部分は、基本の分子の望ましくない副作用を弱めるか、または基本の分子の毒性
を減少させうる。このような部分の例は、レミントンの製薬科学のような多様な教科書で
記述される。
【００６９】
　適切な医薬担体の例は、当業界で周知であり、そしてリン酸緩衝生理食塩水、水、油／
水エマルジョンのようなエマルジョン、多様な型の湿潤剤、滅菌溶液などが挙げられる。
このような担体を包含する組成物は、周知の従来の方法によって配合されうる。これらの
医薬組成物を、適切な用量で対象に投与しうる。適切な組成物の投与は、例えば、静脈内
、腹腔内、皮下、筋肉内、局所または皮内投与による様々な方法によってもたらされる。
鼻用噴霧配合物のようなエアゾル配合物としては、保存剤および等張剤と活性剤の精製水
性または他の溶液が挙げられる。このような配合物は、好ましくは、鼻の粘膜に適合する
ｐＨおよび等張状態に調節される。直腸または膣投与のための配合物は、適切な担体を伴
う坐剤として現されうる。
【００７０】
　用法は、担当の医師および臨床的因子によって決定される。医療業界で周知であるとお
り、いずれか一人の患者のための投与量は、患者の大きさ、体表面積、年齢、投与される
べき特定の化合物、性別、投与の時間および経路、全般的健康、および併用して投与され
る予定の他の薬剤を含めた多くの因子による。典型的用量は、例えば、０．００１から１
０００μｇまでの範囲（またはこの範囲内での発現について、または発現の阻害について
核酸の）にありうる；しかし、この典型的範囲の上または下の用量は、特に、前述の因子
を考慮して予想される。一般に、医薬組成物の通常の投与としての用法は、一日当たり１
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μｇから１０ｍｇ単位の範囲内にあるべきである。用法が、継続的注入である場合、それ
ぞれ分当たり体重のキログラム当たり１μｇから１０ｍｇ単位までの範囲にあるべきであ
る。経時的評価により進展を観察しうる。投与量は、変化するが、しかしＤＮＡの静脈内
投与についての好ましい投与量は、ＤＮＡ分子のおよそ１０６から１０１２までのコピー
である。本発明の組成物は、局所に、または全身に投与しうる。投与は、一般に、非経口
で、例えば、静脈である；ＤＮＡは、標的部位に直接的に、例えば、内部または外部標的
部位への遺伝子銃送出により、または動脈での部位に対するカテーテルにより投与されう
る。非経口投与のための製剤としては、滅菌水性または非水性溶液、懸濁液、およびエマ
ルジョンが挙げられる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコ
ール、オリーブ油のような植物油、およびオレイン酸エチルのような注射可能な有機エス
テルである。水性担体としては、生理食塩水および緩衝媒体を含めた、水、アルコール性
／水性溶液、エマルジョンまたは懸濁液が挙げられる。非経口伝搬体としては、塩化ナト
リウム溶液、リンガーのデキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸化
リンガー液、または固定油が挙げられる。
【００７１】
　静脈内伝搬体としては、流動体および栄養補給剤、電解質補給剤（リンガーのデキスト
ロースに基づいたもののような）などが挙げられる。例えば、抗微生物剤、抗酸化剤、キ
レート剤、および不活性ガスなどのような保存剤および他の添加剤も、存在しうる。さら
に、本発明の医薬組成物は、医薬組成物の意図される使用法によって、インターロイキン
またはインターフェロンのような別の剤を包含しうる。さらに、医薬組成物は、例えば、
本発明の医薬組成物が、受動免疫法に関して上に記述される二重特異的分子を包含する場
合、ワクチンとして処方されうる。
【００７２】
　本発明の治療または診断用組成物を、上に明記されるとおり障害を治療または診断する
のに治療上十分有効な用量で、個体に投与する。有効な量は、個体の症状、体重、性別お
よび年齢のような多様な因子によって変化しうる。他の因子は、投与の形態を含む。医薬
用組成物は、冠状動脈内、腹腔内、皮下、静脈内、経皮、滑液内、筋肉内、または経口経
路によるような多様な経路によって個体に供されうる。さらに、他の剤の同時投与または
連続投与が望ましい可能性がある。治療上有効な用量は、兆候または症状を改善するのに
十分な本発明の活性分子の量に該当する。そのような化合物の治療上の効率および毒性は
、細胞培養または実験動物での標準の製薬手段、例えばＥＤ５０（集団の５０％で治療上
有効な用量）およびＬＤ５０（集団の５０％までが死に到る用量）によって決定されうる
。治療および毒性効果の間の用量比は、治療上の指数であり、そしてそれは、比ＬＤ５０
／ＥＤ５０として表されうる。
【００７３】
　本発明の医薬組成物は、さらに、好ましい実施態様では、免疫刺激剤を包含する。免疫
刺激剤は、免疫反応を増強するか、または正常な条件下では、ヒトまたは細胞毒性の防御
反応を誘発しないエピトープに対する免疫反応を誘発するために使用される。このような
剤は、当業界で周知であり、そして同時刺激分子、例えばサイトカインおよび／またはア
ジュバントのような多様な分子から選択されうる。
【００７４】
　「アジュバント」は、例えば、それに限定されないが、抗原の免疫刺激特性、または化
合物または薬剤の薬理学上の効果を含めた免疫応答を増強する物質に該当する。アジュバ
ントは、免疫応答、例えば、抗原に対する免疫応答を非特異的に増強しうる。例えば、「
フロイントの完全アジュバント」は、免疫原、乳化剤およびマイコバクテリアを含有する
油および水のエマルジョンである。別の例「フロイントの不完全アジュバント」は、マイ
コバクテリアなしである以外は同じものである。アジュバントは、油、乳化剤、弱毒化細
菌、水酸化アルミニウム、またはリン酸カルシウム（例えば、ゲル形態で）、またはそれ
の組み合わせを包含する。アジュバントを、対象（例えば、筋肉内で、または皮下での注
射を介して）に、抗体を産生するのに十分な量で、投与しうる。抗体およびＴ細胞応答に
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おける様々の免疫学上のアジュバントの効果を、マウスでのＭＵＣ１－ＫＬＨとＧＤ３－
ＫＬＨ接合癌ワクチンを用いた免疫化と比較するのは、Ｋｉｍら、Ｖａｃｃｉｎｅ　１８
巻（１９９９年）、５９７－６０３頁に記述された。この刊行物では、ＩｇＭおよびＩｇ
Ｇ抗体応答についてのＥＬＳＩＡアッセイ、並びにＴ細胞応答についての増殖およびサイ
トカイン放出（ＩＦＮ－ガンマおよびＩＬ－４）も、記述されており、そしてそれらも、
本発明によって行われうる。
【００７５】
　本発明は、本発明による抗体、二または多官能性分子、ポリヌクレオチド、ベクターま
たは細胞、そして、都合により、免疫または核酸基本の診断方法で従来使用された試薬を
包含する診断用組成物に該当する。診断での用途としては、多様な技術は、生物分子を標
識するのに利用可能であり、当業者に周知であり、そして本発明の範囲内にあると考えら
れる。このような技術は、例えば、Ｔｉｊｓｓｅｎ、「Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　ｔｈ
ｅｏｒｙ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍｍｕｎｏ　ａｓｓａｙｓ」、Ｂｕｒｄｅｎ，ＲＨお
よびｖｏｎ　Ｋｎｉｐｐｅｎｂｕｒｇ（編）、１５巻（１９８５年）、「Ｂａｓｉｃ　ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｎ　ｂｉｏｌｏｇｙ」；Ｄａｖｉｓ　ＬＧ
，Ｄｉｂｍｅｒ　ＭＤ；Ｂａｔｔｅｙ　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ（１９９０年）、Ｍａｙｅｒら
（編）「Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ａｎｄ　ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ」、アカデミック・プレス（Academic Press）、ロン
ドン（London）（１９８７年）、またはシリーズで「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌｏｇｙ」、アカデミック・プレス，インク．に記述される。当業者に知られる多くの
異なる標識および標識する方法がある。一般に使用される標識は、中でも、蛍光色素（フ
ルオレセイン、ローダミン、テキサス・レッドなどのような）、酵素（ホースラディッシ
ュ・ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼのような）、
放射性同位体（３２Ｐまたは１２５Ｉのような）、ビオチン、ジゴキシゲニン、コロイド
性金属、化学－または生物発光化合物（ジオキセタン、ルミノールまたはアクリジニウム
のような）を包含する。酵素またはビオチニル基の共役結合、ヨウ化、リン酸化、ビオチ
ン化、ランダム初回刺激、ニック翻訳、テーリング（終止トランスフェラーゼを用いた）
のような標識手段は、当業界で周知である。検出方法は、それに限定されないが、オート
ラジオグラフィー、蛍光顕微鏡法、直接および間接酵素的反応などを包含する。
【００７６】
　さらに、上述の化合物などを、固相に付着させうる。固相は、当業者に知られており、
そしてポリスチレン・ビーズ、ラテックス・ビーズ、磁性ビーズ、コロイド様金属粒子、
ガラスおよび／またはシリコンチップおよび表面、ニトロセルロース・ストリップ、膜、
シート、動物赤血球細胞、または赤血球細胞ゴースト、反応トレイのウエルのデュラサイ
トおよび壁、樹脂管または他の試験管を包含しうる。固相で本発明の二重特異的分子を固
定する適切な方法は、それに限定されないが、イオン性、疎水性、共役結合相互作用など
が挙げられる。固相は、上で定義されたとおり、その領域を誘引および固定する能力を示
す１つまたはそれより多くの別の受容体（類）を保有しうる。この受容体は、試薬それ自
体に、または捕捉試薬に接合した荷電物質に関して反対に荷電される物質を包含するか、
または受容体は、固相に固定（に付着）され、そして上に定義されるとおり試薬を固定す
る能力があるあらゆる特異的結合相手でありうる。
【００７７】
　一般に使用される検出アッセイは、放射性同位体または非放射性同位体法を包含しうる
。これらは、中でも、ＲＩＡ（放射性同位体アッセイ）およびＩＲＭＡ（免疫放射性免疫
アッセイ）、ＥＩＡ（酵素免疫アッセイ）、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫アッセイ）、ＦＩ
Ａ（蛍光免疫アッセイ）、およびＣＬＩＡ（化学発光免疫アッセイ）を含む。当業界で使
用される他の検出方法は、トレーサー分子を利用しないものである。これらの方法の１つ
の原型は、少なくとも２つの粒子を架橋する所定の分子の特性に基づいた凝集アッセイで
ある。
【００７８】
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　核酸に基づいた診断フォーマットも、当業者に周知であり、そして、それに限定されな
いが、サザンまたはノーザンブロットのハイブリダイゼーション、ＰＣＲ、配列決定、Ｒ
ＦＬＰおよびＳＳＣＰ分析が挙げられる。
【００７９】
　本発明は、本発明の抗体または二重特異的分子を包含するキットにも関する。このよう
なキットは、多様な目的のために有用であり、そしてそれに限定されないが、法医学的分
析、診断用途、および上に記述される疾患および障害による皮膚科学研究が挙げられる。
このようなキットは、典型的には、密な閉じ込めで、少なくとも１つの容器を保持するの
に適切な区画化された担体を包含する。担体は、さらに、標識抗原または酵素基質または
同等物のような検出のための試薬を包含する。
【００８０】
　当然、本発明は、細胞外の局在化Ｈｓｐ７０の存在または増大量が腫瘍を示すものであ
る本発明による抗体、または二または多機能性分子を用いて、患者から得たサンプル中の
細胞を分析することを包含する腫瘍を診断する方法も包含する。
【００８１】
　本方法は、好ましくは、免疫学上の段階を包含する。抗体および／または二または多官
能性分子を使用する一般に使用される診断方法は、例えば、凍結またはパラフィン埋設組
織断片での免疫組織化学、ウエスタンブロット、免疫沈降法などである。都合により、シ
グナル発生剤を容易に検出することは、上記抗体または二または多官能性分子に関連して
使用されうる。
【００８２】
　検出可能なシグナル発生剤は、診断目的のためにインビボおよびインビトロで有用であ
る。シグナル発生剤は、外部手段、通常には電磁照射の測定によって検出可能である測定
可能なシグナルを発生する。ほとんどの部分について、シグナル発生剤は、酵素または発
色団であるか、または蛍光、燐光または化学発光物質により光を発散する。発色団として
は、紫外線または可視光波長範囲で光を吸収し、そして酵素で触媒される反応の基質また
は分解産物でありうる色素が挙げられる。
【００８３】
　前に記述されるとおり、本発明の組成物は、診断、予防、ワクチン接種または治療に有
用である。したがって、本発明は、腫瘍の治療または免疫応答を調節するための医薬組成
物の作製のための本発明の抗体、二または多官能性分子、核酸分子、または細胞の使用に
関する。
【００８４】
　これらの実施態様については、本発明の抗体または二または多官能性分子を、抗腫瘍剤
または検出可能なシグナル発生剤に化学的に、または生合成で連結させうる；上記も参照
。二特異的分子に連結した抗腫瘍剤、例えば、二特異的抗体は、抗体が結合したか、また
は細胞の環境下では抗体が結合した腫瘍を破壊するか、または損傷を与えるあらゆる剤が
挙げられる。例えば、抗腫瘍剤は、化学療法剤または放射性同位体のような毒性剤である
。適切な化学療法剤は、当業者に知られており、そしてアントラサイクリン（例えば、ダ
ウノマイシンおよびドキソルビシン）、メトトレキサート、ビンデシン、ネオカルチノス
タチン、シス－プラチナ、クロラムブシル、シトシンアラビノシド、５－フルオロウリジ
ン、メルファラン、リシンおよびカリケアマイシンが挙げられる。化学療法剤を、従来の
方法を使用して抗体に接合させる；例えば、ＨｅｒｍｅｎｔｉｎおよびＳｅｉｌｅｒ、Ｂ
ｅｈｒｉｎｇ　Ｉｎｓｔ．Ｍｉｔｔ．８２巻（１９８８年）、１９７－２１５頁を参照。
それを必要とする対象で、腫瘍を治療するか、または免疫応答を調節する方法は、通常に
は、対象に、治療上有効な量の抗体または二または多官能性分子を投与することを包含す
る。上に明記されるとおり、治療上有効な用量は、兆候または症状を緩和するのに十分な
本発明の活性分子の量のものに該当する。このような化合物の治療上の有効性および毒性
は、細胞培養物または実験動物での標準医療手段により決定されうる；上記も参照。
【００８５】
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　本発明の目的については、上記医薬組成物は、好ましくは、静脈内に、筋肉内に、皮下
に、腹腔内に、またはエアゾルとして投与するように設計される。
【００８６】
　好ましくは、治療または診断されるべき腫瘍は、肺、結腸直腸、膵臓、喉頭、胃、頭、
首、胸部、卵巣、子宮、頸、肝臓、腹腔および中枢神経系の癌腫、肉腫、慢性骨髄性白血
病（ＣＭＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、非ホジキ
ンリンパ腫（ＮＨＬ）、骨髄性増殖症候群（ＭＰＳ）、骨髄形成異常症候群（ＭＤＳ）、
プラズマ細胞腫、黒色腫および転移性細胞より構成される群から選択される。
【００８７】
　さらに本発明の使用法および方法によって包含されるのは、それに限定されないが、ウ
イルス感染、細菌感染、リューマチ様関節炎、紅斑性狼瘡、気管支喘息などを含めた免疫
応答に関連する障害である。
【００８８】
　用語「治療」、「治療する」および同等物は、一般に、所望の薬理学上および／または
生理学上の効果を得ることを意味するためにここに使用される。その効果は、疾患または
それの兆候を完全に、または部分的に防止する点で予防的でありうるか、および／または
その疾患に寄与した疾患および／または有害な影響を部分的に、または完全に治癒する点
で治療的でもありうる。ここに使用される場合、用語「治療」は、哺乳類、特にヒトにお
ける疾患のあらゆる治療を網羅し、そして（ａ）疾患が、その疾患の傾向を与える可能性
があるが、しかしまだその疾患を有すると診断されていなかった対象に起こることを防ぐ
こと、（ｂ）その疾患を阻害すること、すなわち、それの発生を食い止めるか、または（
ｃ）疾患から解放すること、すなわち、その疾患の退行を引き起こすことを包含する。
【００８９】
　さらに、ここで使用する場合、用語「対象」は、新生物または感染性疾患の改善、治療
および／または防止の必要な動物に関する。最も好ましくは、上記対象が、ヒトである。
【００９０】
　疾患の表面上のＨｓｐ７０の占有的発現が、細胞に関連するので、本発明は、正常な細
胞を避けながら、これらの細胞を標的とし送出のための手段を提供する。これは、毒性部
分が、上に記述されるとおりの治療用分子に連結されている場合、特に有利なものである
。治療および／または診断剤に、細胞表面上のＨｓｐ７０の細胞外局在化エピトープを発
現する細胞を標的にさせるこのような方法は、対象に、治療上有効な量の本発明の二また
は多官能性分子を投与することを包含する。治療および／または診断剤に、細胞表面上に
Ｈｓｐ７０の細胞外局在化エピトープを発現する細胞を標的にさせるために二または多官
能性分子を使用することは、もちろん、本発明の好ましい実施態様である。上記標的細胞
は、好ましくは腫瘍細胞であるか、または免疫障害または感染性疾患に関連した細胞かの
いずれかでありうる。
【００９１】
　前述から、本発明が、特に、標的細胞、特に腫瘍細胞または感染細胞の細胞表面上でＨ
ｓｐ７０の発現または不全に関連した障害の診断および／または治療のために、上に記述
の抗体の少なくとも１つのＣＤＲを包含するリガンド結合分子のあらゆる使用法を包含す
ることは明らかである。好ましくは、上記リガンド結合分子は、本発明の抗体またはその
免疫グロブリン鎖である。さらに、本発明は、以前に記述された明記されたモノクローナ
ル抗体のいずれか１つの抗イディオタイプ性抗体に関する。これらは、抗原結合部位の近
くの抗体の可変領域上に配置される特徴的抗原性ペプチド配列に結合する抗体または他の
結合分子である。癌の免疫療法の１つの概念は、免疫系に、腫瘍細胞に対する応答を起こ
させる抗原擬態抗体の誘導を含む。他の抗体（Ａｂ１）の抗原組合せ部位に対して指向さ
れる抗イディオタイプ性抗体（Ａｂ２）は、抗原を官能的に、そして構造的にさえも擬態
し、そして抗－抗－イディオタイプ性免疫応答を誘発しうる。卵巣癌抗原ＣＡ１２５の境
界を明確にするネズミのモノクローナル免疫グロブリン（Ａｂ１）に対する抗イディオタ
イプ性抗体の官能性擬態の例は、Ｍａら、Ｊｐｎ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．９３巻（
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２００２年）、７８－８４頁に記述される。ヒトＨｅｒ－２／ｎｅｕについての代理抗原
としてのネズミのモノクローナル抗イディオタイプ性抗体は、Ｂａｒａｌら、Ｉｎｔ．Ｊ
．Ｃａｎｃｅｒ　９２巻（２００１年）、８８　９５に記述されている。別の例は、Ｌｉ
ら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｔｈｅｒ．Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ．１７巻（２００２年）、６
７３－６７９頁に記述される鼻咽頭の癌腫（ＮＰＣ）を有する患者についての抗イディオ
タイプ性抗体を用いた活性免疫療法を包含し、そしてペプチドＹＩＧＳＲの「内部画像」
を担持する抗イディオタイプ性抗体は、Ｋｏｌｉａｋｏｓら、Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　１６巻（
２００２年）５１１－５１８頁によって記述されるマウスにおけるルイスの肺癌腫の自発
の転移を阻害する。好ましくは、抗イディオタイプ性抗体は、ヒト化される；上記も参照
。
【００９２】
　ここに識別される抗体の生物学上の活性は、それらの抗体が、それらを、適切な表面構
造を発現する細胞に対する薬剤局在化についての有力な候補にするのに十分な親和性を示
すことを示唆する。細胞に対するこの標的化および結合は、治療上または診断上の活性剤
の送出（標的化薬剤、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、脂質、タンパク質（例えば、ヒト成長因
子）を含めた）、および遺伝子療法／遺伝子送出に有用でありうる。本発明の抗体を有す
る分子／粒子は、細胞表面上でＨｓｐ７０を発現する細胞／組織に特異的に結合し、した
がって、診断および治療用途を示しうるであろう。したがって、本発明の抗体または抗原
は、標識され（例えば、蛍光、放射活性、酵素、核磁性）、そしてインビトロでの「免疫
化学」様アッセイを含めたインビボまたはインビトロで特異的標的を検出するために使用
されうる。インビボでは、それらは、特に、標的細胞の細胞表面上で、Ｈｓｐ７０を発現
する組織、細胞または他の材料を検出する核医薬品画像化技術に類似の手段で使用されう
る。別の方法は、患者に治療用活性剤を送出することに関与する。その方法は、少なくと
も１つの抗体または抗原結合フラグメント、および治療上活性な剤を、患者に投与するこ
とを包含する。好ましくは、治療上活性な剤は、薬剤、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、タンパ
ク質、脂質、およびそれの組合わせから選択される。さらに好ましくは、治療上活性な剤
は、抗微生物剤、抗炎症剤、または抗新生物剤である。
【００９３】
　治療上または診断上活性な剤を、種々の手段によって、本発明の抗体、またはそれの抗
原結合フラグメントに結合させうる。これには、例えば、共有結合法、例えばペプチド連
結により、治療上または診断上活性な剤に結合される本発明の抗体の可変領域を包含する
一本鎖融合タンパク質を含む。別の例は、以下の限定されない例示のリストにあるものを
含めた、共有結合で、または非共有結合で別の分子に結合される少なくとも抗原結合フラ
グメントを包含する分子を含む。Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｅｒ　Ｓｕ
ｒｐ．　ＳｕＤＰ７（１９９２年）、５１－５２頁には、ＣＤ３に指向されるＦｖ領域が
、可溶性ＣＤ４に、またはＯＶＣＡおよびＩＬ－７のような他のリガンドに結合される二
重特異的試薬ヤヌシンが記述される。同様に、本発明の抗体の可変領域を、Ｆｖ分子中に
構築させ、そして引用された文献で示されるもののような代替のリガンドに結合させうる
。Ｈｉｇｇｉｎｓ、Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓｅａｓｅ　１６６巻（１９９２年）、１９
８－２０２頁には、ＧＰ１２０のＶ３領域中の特異的配列に指向される抗体に架橋された
ＯＫＴ３により構成される異種接合抗体が記述されている。このような異種接合抗体は、
本発明の方法の抗体に含有される少なくとも可変領域を使用しても構築されうる。特異的
抗体の別の例としては、Ｆａｎｇｅｒ、Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ．Ｒｅｓ．６８巻（１
９９３年）、１８１－１９４頁により、そしてＦａｎｇｅｒ、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１２巻（１９９２年）、１０１－１２４頁によって記述されるものを含む。従
来の抗体を含む免疫毒素である接合体は、広く当業界で記述されてきた。従来の結合技術
により、毒素を、抗体に結合させうるか、または免疫毒素含有タンパク質毒素部分を、融
合タンパク質として産生しうる。このような免疫毒素を得る対応の方法で、本発明の抗体
を使用しうる。このような免疫毒素の例は、Ｂｙｅｒｓ、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　Ｃｅｌｌ．
Ｂｉｏｌ．２巻（１９９１年）、５９－７０頁により、そしてＦａｎｇｅｒ、Ｉｍｍｕｎ
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ｏｌ．Ｔｏｄａｙ　１２巻（１９９１年）、５１－５４頁によって記述されるものである
。
【００９４】
　本発明は、さらに、本発明の分子を、標的またはレポーター部分に連結することを意図
する。標的部分は、結合対の第一構成要素である。例えば、抗腫瘍剤を、このような対の
第二構成要素に接合し、そしてそれにより、抗原結合タンパク質を結合する部位に向ける
。このような結合対の共通の例は、アジビンおよびビオチンである。ビオチンを、本発明
の分子と接合させ、そしてそれにより、抗腫瘍剤についての標的、またはアビジンまたは
ストレプトアビジンに接合される他の部位を提供する。代わりに、ビオチンまたは別のこ
のような部分を、本発明の分子に連結し、そして例えば検出可能なシグナル発生剤が、ア
ビジンまたはストレプトアビジンに接合される診断システムでレポーターとして使用する
。抗腫瘍剤として使用するための適切な放射性同位体も、当業者に知られている。例えば
、１３１Ｉまたは２１１Ａｔを使用する。これらの同位体は、従来の技術を使用して抗体
に接着させる；例えば、Ｐｅｄｌｅｙら、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６８巻（１９９３年
）、６９－７３頁を参照。代わりに、抗体に接着される抗腫瘍剤は、プロドラッグを活性
化する酵素である。この方法で、いったん抗体複合体を投与すると、プロドラッグが、そ
れの毒性形態に変換される腫瘍部位に到達するまで、それの不活性形態のままでいるプロ
ドラックを投与する。実際には、抗体－酵素接合体を、患者に投与し、そして治療される
べきその組織の領域に局在化させる。その後、プロドラックを、患者に投与し、その結果
、細胞毒性薬剤への変換が、治療されるべき組織の領域で起こる。代わりに、抗体に接合
した抗腫瘍剤は、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－４（ＩＬ－４
）、インターロイキン－１５（ＩＬ－１５）または腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）
のようなサイトカインである。抗体は、腫瘍に対するサイトカインを標的にし、その結果
、サイトカインは、他の組織に影響を及ぼすことなく、腫瘍に損傷を、または破壊をもた
らす。従来の組換えＤＮＡ技術を使用して、サイトカインを、ＤＮＡレベルで抗体に融合
する。
【００９５】
　前に明記されるとおり別の実施態様によって、リガンド結合分子および本発明の抗体も
、試験される個体から血液サンプル、リンパ球サンプルまたは他のあらゆる体液サンプル
でありうる体液サンプルを得ること、そして抗体－抗原複合体の形成を可能にする条件下
で、その体液サンプルを、本発明の抗体と接触させることによって、個体でのＨｓｐ７０
関連疾患を診断する方法に使用されうる。同様に、生検または他の試験片は、腫瘍診断で
共通して考慮されうる。その後、このような複合体の濃度を、当業界で知られる方法によ
り測定し、そして対照サンプル中に形成されるものより明らかに高い濃度が、試験された
個体での疾患を示す。同じ手段では、本発明の抗体によって結合される特異的抗原も使用
しうる。したがって、本発明は、本発明の抗体または抗原を包含するインビトロ免疫アッ
セイに関する。
【００９６】
　これらおよび他の実施態様は、本発明の説明および実施例によって開示され、そして包
含される。本発明により使用されるべき材料、方法、使用法および化合物のいずれか１つ
に関する別の文献を、例えば電子デバイスを使用して、公共の図書館およびデータベース
から取得しうる。例えば、国立バイオテクノロジー情報センターおよび／または国立公衆
衛生研究所にある医薬品国立図書館によって主催される公共のデータベース「メッドライ
ン」を利用しうる。欧州分子生物学図書館（ＥＭＢＬ）の一部である欧州バイオインフォ
マチックス研究所（ＥＢＩ）のもののような別のデータベースおよびウエブ・アドレスは
、当業者に知られており、そしてインターネットの検索エンジンを使用しても得ることが
できる。逆上がり検索やカレントアウェアネスに便利なバイオテクノロジーにおける特許
情報の閲覧や、関係のある特許情報源の調査は、Ｂｅｒｋｓ、ＴＩＢＴＥＣＨ　１２巻（
１９９４年）、３５２－３６４頁に示される。
【００９７】
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　全ての引用文献の内容（本出願を通して引用されるとおりの学術文献、公告特許、公開
特許出願、および製造業者の明細書、指示書などを含めた）は、参照してここではっきり
と組込まれる；しかし、引用されたいずれかの書面が、実際に、本発明より先行技術であ
ることを認めるものはない。
【００９８】
　上の開示は、本発明を全般的に記述する。さらに完全な理解は、以下の特定の実施例に
対する文献によって得ることができ、そしてそれは、例示の目的のみのためにここに供さ
れるものであって、本発明の範囲を限定することは意図されない。
【実施例】
【００９９】
　続く実施例は、本発明をさらに示すが、しかしいかなる方法でも本発明の範囲を限定す
るとみなされるべきでない。ここで使用されるもののような従来の方法の詳細な説明は、
引用文献で見出されうる；「Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｄｉａｇｎｏｓ
ｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ」、ＢｅｅｒｓおよびＢｅｒｋｏｗ編、第１７版（メルク
・アンド・シーオー．，インク．（Merck & Co.,Inc.）、２００３年）も参照。
【０１００】
　本発明の実施は、特に指示されない限り、当業界の技術内にある細胞生物学、細胞培養
、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮＡ、および免疫学の従
来技術を使用する。二重特異的分子の組換え産生のための特に有用な手段および方法は、
国際公開公報ＷＯ９４／１３８０４号、ＷＯ０１／８０８８３号およびＷＯ０１／９０１
９２号に記述される。ここに明記される全ての文献は、全体に組込まれる。
【０１０１】
　分子遺伝学および遺伝子工学での方法は、一般に、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９年）Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、
コールド・スプリング・バーバー・ラボラトリー・プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ））の最新版；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、ＩおよびＩＩ巻（Ｇｌ
ｏｖｅｒ編、１９８５年）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇ
ａｉｔ編、１９８４年）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｈ
ａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編、１９８４年）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ
　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編、１９８４年）；Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ（ＦｒｅｓｈｎｅｙおよびＡｌａｎ、リズ，
インク．（Liss,Inc.）、１９８７年）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｖｅｃｔｏｒｓ　
ｆｏｒ Ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｃｅｌｌｓ（ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編）；Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ and Ｓｈｏｒ
ｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ、３版（Ａｕｓｕｂｅ
ｌら編）；およびＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ（Ｗｕ編、
アカデミック・プレス）で記述される。Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｖｅｃｔｏｒｓ　
ｆｏｒ Ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｃｅｌｌｓ（ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編、１９８７年
、コールド・スプリング・バーバー・ラボラトリー）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ、１５４および１５５巻（Ｗｕら編）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌ
ｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｘｙｍｅｓ（アイアールエル・プレス、１９８６年）；Ｐｅｒｂａｌ，
Ａ、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１
９８４年）；ｔｈｅ ｔｒｅａｔｉｓｅ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ(
アカデミック・プレス，インク．、ニューヨーク)；Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ Ｉｎ Ｃｅｌｌ Ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｍａｙｅｒお
よびＷａｌｋｅｒ編、アカデミック・プレス、ロンドン、（１９８７年））；Ｈａｎｄｂ
ｏｏｋ　Ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｉ－ＩＶ巻（Ｗｅｉ
ｒおよびＢｌａｃｋｗｅｌｌ編、１９８６年）。この開示に該当した遺伝子操作のための
試薬、クローニング・ベクター、およびキットは、バイオラッド（ＢｉｏＲａｄ）、スト
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ラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、インビトロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、およ
びクローンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）のような商業的販売業者から入手可能である。細
胞培養および培地収集における全般的技術は、Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉ
ａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｈｕら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．８巻（１９９７年）、１４８頁）；Ｓｅｒｕｍ－ｆｒｅｅ Ｍｅｄｉａ（Ｋｉｔａｎｏ
、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １７巻（１９９１年）、７３頁）；Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａ
ｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　（Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．２巻（１９９１年）、３７５頁）；およびＳｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　Ｃｕ
ｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｂｉｒｃｈら、Ｂｉｏｐｒｏｃｅ
ｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．１９巻（１９９０年）、２５１頁）；Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｉ
ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃＤＮＡ　ａｒｒａｙｓ、Ｈｅｒｚｅｌら、ＣＨＡＯ
Ｓ　１１巻（２００１年）、９８－１０７頁で概説される。
【０１０２】
実施例１
ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍＨｓｐ７０．２を発現するハイブリドーマを提供すること
　マウスを、ペプチドＴＫＤＮＮＬＬＧＲＦＥＬＳＧ（配列番号：２）で免疫し、そして
発明者らにより改善されたプロトコールによって初回刺激した。Ｈｓｐ７０を識別するこ
とが測定されうる抗体を供する数種の細胞系を確立した後、腫瘍細胞上に細胞外に局在化
されるＨｓｐ７０のエピトープを結合する能力のある抗体を産生する２つのハイブリドー
マを同定しうる。特に、２００３年１１月１４日に、ドイツ国Ｄ－３８１２４ブラウンシ
ュワイグ、マシェローダー・ベグ１ｂのＤＳＭＺ－ドイツ国サムルンク・ホン・ミクロオ
ルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥレン・ジーエムビーエイチ（Ｓａｍｍｌｕｎｇ　
ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ
）で寄託され、そして受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６２９号と割り当てられたハイブリドー
マｃｍＨｓｐ７０．１によって産生される、ｃｍＨｓｐ７０．１、および２００３年１１
月１４日に、ドイツ国Ｄ－３８１２４ブラウンシュワイグ、マシェローダー・ベグ１ｂの
ＤＳＭＺ－ドイツ国サムルンク・ホン・ミクロオルガニズメン・ウント・ツェルクルトゥ
レン・ジーエムビーエイチ（Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅ
ｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ）で寄託され、そして受託番号ＤＳＭ　
ＡＣＣ２６３０号と割り当てられたハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．２によって産生され
る、ｃｍＨｓｐ７０．２を提供する。ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．１によって産生さ
れる抗－Ｈｓｐ７０抗体は、ＩｇＧ－型免疫グロブリンであることが決定された一方で、
ハイブリドーマｃｍＨｓｐ７０．２によって産生される抗－Ｈｓｐ７０抗体は、ＩｇＭ－
型免疫グロブリンであることがわかる。
【０１０３】
実施例２：チオ親和性クロマトグラフィーによる抗体ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍＨｓ
ｐ７０．２の精製
免疫グロブリンの精製のための先のプロトコールは、抗－Ｈｓｐ７０抗体の精製について
厄介であることが分かるので、疎水性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＣ）および以下
の材料および方法を含めた新規精製プロトコールが、確立された。
材料
カラム材料：Ｔ－ゲル（商標）アドソーバント（ピアース、製品番号：２０５００）
体積：１０ｍｌ
結合許容量：２０ｍｇ免疫グロブリン／ｍｌゲル
湿潤ビーズ直径：４５－１６５μｍ（６％ビーズ化アガロース）
【０１０４】
エクタ・プライムＦＰＬＣシステム（アマシャム・バイオサイエンシズ（Amersham　Bios
ciences）
　上清を、それぞれ、ＲＰＭＩ１６４０／１０％ＦＣＳまたはＤＥＭＥＭ／２０％ＦＣＳ
で培養されたクローンｃｍＨｓｐ７０．１またはｃｍＨｓｐ７０．２から得られるおよそ
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１０００ｍｌハイブリドーマ上清から誘導した。０．２×１０６細胞／ｍｌの出発細胞密
度で４８時間インキュベーションから得られる上清を収集し、そして３００×ｇ（５分、
４℃）で、続いて１０００×ｇ遠心分離（５分、４℃）で遠心分離した。上清を、４℃で
保存した。
【０１０５】
　化合物は、シグマ（Sigma）（Ｎａ３ＰＯ４；ＮａＮ３）またはロス（Roth）（（ＮＨ

４）２ＳＯ４；トリス）によって得られ、全ての緩衝液は、ミリポア水で作製した。
緩衝液
結合緩衝液：０．５Ｍ硫酸アンモニウム、５０ｍＭリン酸ナトリウムおよび０．０５％ナ
トリウムアジド、ｐＨ８．０
１６．５ｇ　（ＮＨ４）２ＳＯ４

１．７８ｇ　Ｎａ３ＰＯ４

１２５ｍｇ　ＮａＮ３

ｐＨ８．０、２５０ｍｌ添加
【０１０６】
抽出緩衝液：５０ｍＭリン酸ナトリウムおよび０．０５％ナトリウムアジド、ｐＨ８．０
１．７８ｇ　Ｎａ３ＰＯ４

１２５ｍｇ　ＮａＮ３

ｐＨ８．０、２５０ｍｌ添加
【０１０７】
保存緩衝液：０．５Ｍトリスおよび０．０２％ナトリウムアジド、ｐＨ７．４
１．５１ｇ　トリス
５０ｍｇ　ＮａＮ３

ｐＨ８．０、２５０ｍｌ添加
【０１０８】
サンプル標品
　混合しながら、６６ｍｇの硫酸アンモニウムを、透明なハイブリドーマ上清のｍｌ当た
りで添加した；上記参照。最終濃度は、サンプル中０．５Ｍ硫酸アンモニウムであった。
ハイブリドーマ上清を、穏やかに混合して、局所高塩濃度または空気により、免疫グロブ
リンの変性を避けた。硫酸アンモニウムを十分に溶解させるとき、サンプルを、ｐＨ８．
０に調節し、そして１０００×ｇで遠心分離した。上清を、注意深く除去し、そして０．
８μｍ細胞培養フィルター（ナルジーン（Ｎａｌｇｅｎｅ）、製品番号：１２６－００２
０号）を通過させた。
【０１０９】
カラムの平衡
　エクタ・プライムＦＰＬＣシステムを、冷所室施設（６℃）で使用した。管システムを
、緩衝液フラスコおよびハイブリドーマ上清と繋げた。エクタ・プライムＦＰＬＣシステ
ムの自動洗浄プロトコールを使用して、管を、個々の緩衝液（最小５０ｍｌ、５０ｍｌ／
分の流速で）で集中的に洗浄した。気泡がカラムに入るのを避けながら、管を、Ｔ－ゲル
－カラムと繋げた。Ｔゲルを、１ｍｌ／分の流速で、結合緩衝液（最小５０ｍｌ）で洗浄
した。吸光度を、２８０ｎｍで記録し、そして伝導性を、洗浄段階の間に記録した。カラ
ムは、吸光度が、１０分より多くの間、最小プラトーに達し、そして伝導性は、およそ１
４０ｍＳｉ／ｃｍであったときに使用する準備ができた。
【０１１０】
サンプルの使用法
　それを、エクタ・プライムＦＰＬＣシステムで緩衝液弁を用いて、結合緩衝液から、ハ
イブリドーマ上清に変えさせた。サンプルを、０．５ｍｌ／分の流速で、カラムにかけ、
そしてその流出物を十分に収集した。吸光度は、およそ０．２から０．６までに上昇し、
そしてそれは、非結合タンパク質の吸光度を示した。対照的に、伝導性は、サンプル使用
中に変化すべきでない。上清は、一夜でカラムを通過した。その後、それを、エクタ・プ
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ライムＦＰＬＣシステムで緩衝液弁を用いて、ハイブリドーマ上清から、結合緩衝液に変
えさせた。カラムを、０．５ｍｌ／分の流速で、結合緩衝液（最小５０ｍｌ）で洗浄した
。吸光度が、１０分間より多く、最小プラトーに達し、そして伝導性がおよそ１４０ｍＳ
ｉ／ｃｍになったときに、カラムを洗浄した。
【０１１１】
結合免疫グロブリンの溶出
　それを、アクタ・プライムＦＰＬＣシステムで緩衝液弁を用いて、結合緩衝液から、溶
出緩衝液に変えさせた。自動サンプル採取機を始動させ、そして４ｍｌの分画を収集した
。結合タンパク質を、０．５ｍｌ／分の流速で溶出させた。吸光度および伝導性を記録し
、後者は、およそ１２ｍＳｉ／ｃｍに入った。付随して、吸光度は、頂点を示し、そして
溶出された免疫グロブリンの通過を示した。吸光度が１０分間より多くの間、最小に達す
るまで、それを、溶出緩衝液で洗浄した。
【０１１２】
　Ｔゲルカラムの保存
　それを、エクタ・プライムＦＰＬＣシステムで緩衝液弁を用いて、溶出緩衝液から、保
存緩衝液に変えさせた。カラムを、２ｍｌ／分の流速で、最小５０ｍｌで洗浄した。カラ
ムを外し、密閉し、そして冷所施設で保存した。
　免疫グロブリン特異的ＥＬＩＳＡを用いて、溶出タンパク質のおのおのの分画を、免疫
グロブリンの存在について試験した。免疫グロブリン含有分画を保存し、そして１０００
×ｇで、４℃で、セントリプレプＹＭ－３０遠心分離／濾過ユニット（アミコン、製品番
号：４３０６号）によって、ＰＢＳに対して濃縮／透析した。従来のブラッドフォードア
ッセイによりタンパク質の濃度を測定した。
【０１１３】
　精製ｃｍＨｓｐ７０．１またはｃｍＨｓｐ７０．２抗体の特異性を、
Ａ）Ｈｓｐ７０膜陽性（コロ＋、ＣＸ＋）または－陰性（コロ－／ＣＸ－）細胞を使用し
たＦＡＣＳ分析。
Ｂ）１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離される１０μｇの全細胞溶解物（Ｋ５６２）を用
いたウエスタンブロッティング。
Ｃ）Ｈｓｐ７０膜陽性腫瘍標的細胞（コロ＋、ＣＸ＋）のＮＫ介在による死滅の阻止；お
よび／または
Ｄ）Ｈｓｐ７０膜陽性腫瘍細胞を用いた免疫組織化学；実施例３も参照
によって評価した。
【０１１４】
　本発明の精製法の個々の段階の１つまたはそれより多くのさらなる詳細については、例
えば、Ｂｅｌｅｗら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１０２巻（１９８７年）、１７３
－１８２頁およびＮｏｐｐｅｒら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１８０巻（１９８９年）
、６６－７１頁を参照。そしてそれらは、それぞれ、塩促進吸着、およびチオ親和性吸着
剤上のクロマトグラフィーおよび１段階高速液体クロマトグラフィー用のチオ親和性吸着
剤を用いた、モノクローナル抗体の精製の先の方法に該当する。
【０１１５】
実施例３：抗体ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍＨｓｐ７０．２の結合特性および生物学上
の活性の特徴付け
　抗体ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍＨｓｐ７０．２は、Ｍｕｌｔｈｏｆｆら、Ｉｎｔ．
Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６１巻（１９９５年ｂ）、２７２頁および国際公開公報ＷＯ０２／２
２６５６号に記述される方法を使用して、腫瘍細胞を発現するＨｓｐ７０に対する細胞の
細胞溶解活性を阻害することが見出された；図１も参照。ｃｍＨｓｐ７０．１およびｃｍ
Ｈｓｐ７０．２が、腫瘍細胞を発現するＨｓｐ７０に対してＮＫ細胞の細胞溶解活性に阻
害効果を示すという事実により、それは、それらのエピトープを解読するために重要であ
った。ａａ３８４－６１８内のＣ末端基質結合ドメインのペプチド走査（ペプスキャン）
により、８－マーペプチドＮＬＬＧＲＦＥＬ（ａａ４５４－４６１）は、ｃｍＨｓｐ７０
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．１抗体について関連の識別構造として決定されうる。この抗体は、Ｈｓｐ７０と特異的
に反応するが、しかし標準アッセイで測定される場合、Ｈｓｃ７０と実質的に架橋反応し
ない。８－マー抗体結合エピトープ（ａａ４５４－４６０）内のＨｓｐ７０とＨｓｃ７０
の唯一のアミノ酸差異は、アルギニン（Ｒ）からリシン（Ｋ）までの位置４５８での交換
である。同様に、抗体ｃｍＨｓｐ７０．２は、アミノおよび配列ＴＫＤＮＮＬＬＧＲＦＥ
ＬＳＧより構成されるペプチドを特異的に識別するために測定された。
【０１１６】
　上に記述および寄託されたハイブリドーマの供給は、生育可能な細胞、好ましくは腫瘍
細胞上のＨｓｐ７０の細胞外エピトープを検出し、そしてそれにより、それらの細胞表面
、特に腫瘍細胞および病原体によって感染した細胞上にＨｓｐ７０を表示する細胞の特異
的検出および処置を可能にする能力のある抗Ｈｓｐ７０抗体の信頼できる源を提供する。
したがって、本発明は、治療および診断で、並びに一般に研究で使用するための新規クラ
スの抗－Ｈｓｐ７０抗体を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０１１７】
【図１】活性化ＮＫ細胞（ＮＫｄ３）の本発明のブロック細胞溶解活性のＨｓｐ７０抗体
。

【図１】
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