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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アメリカンタイプカルチャーコレクション受託番号PTA-5202およびPTA-5917から選択さ
れるハイブリドーマにより産生されるか、または、アメリカンタイプカルチャーコレクシ
ョン受託番号PTA-5202およびPTA-5917から選択されるハイブリドーマにより産生されるモ
ノクローナル抗体が結合するエピトープと同一のエピトープへの結合に競合し、インビボ
で哺乳動物細胞上のＯｖｒ１１５に結合すると内部移行する、単離された抗体。
【請求項２】
　配列番号３のＬｙｓ５２～Ｌｅｕ４３５のアミノ酸配列を含むＯｖｒ１１５の断片に結
合する、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　配列番号３のＶａｌ２０３～Ｌｅｕ４３５のアミノ酸配列を含むＯｖｒ１１５の断片に
結合する、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　アメリカンタイプカルチャーコレクション受託番号PTA-5916、PTA-5918、PTA-5919およ
びPTA-5920から選択されるハイブリドーマにより産生されるか、または、アメリカンタイ
プカルチャーコレクション受託番号PTA-5916、PTA-5918、PTA-5919およびPTA-5920から選
択されるハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体が結合するエピトープと同
一のエピトープへの結合に競合する、インビボでＯｖｒ１１５発現癌細胞の増殖を阻害す
る、単離された抗体。
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【請求項５】
　配列番号３のＬｙｓ５２～Ｌｅｕ４３５のアミノ酸配列を含むＯｖｒ１１５の断片に結
合する、請求項４に記載の抗体。
【請求項６】
　配列番号３のＶａｌ２０３～Ｌｅｕ４３５のアミノ酸配列を含むＯｖｒ１１５の断片に
結合する、請求項４に記載の抗体。
【請求項７】
　増殖阻害剤または細胞毒性剤に結合している、請求項１～６のいずれかに記載の抗体。
【請求項８】
　細胞毒性剤が、毒素、抗生物質、放射性同位体および核酸分解酵素から選択される、請
求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、およびヒト抗体からなる群から選択さ
れる、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１０】
　請求項１～６のいずれかに記載の抗体を産生する細胞。
【請求項１１】
　請求項４～８のいずれかに記載の抗体と薬学的に許容し得る担体とを含む組成物。
【請求項１２】
　Ｏｖｒ１１５発現癌細胞を死滅させるインビトロの方法であって、該方法が、該癌細胞
を、請求項４～８のいずれかに記載の抗体または請求項１１に記載の組成物と接触させ、
これにより該癌細胞を死滅させることを含む、前記方法。
【請求項１３】
　癌細胞が、卵巣癌細胞、膵臓癌細胞および結腸癌細胞から選択される、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　抗体を、少なくとも１種の化学療法剤と組み合わせて投与する、請求項１２または１３
に記載の方法。
【請求項１５】
　試料中の細胞がＯｖｒ１１５を発現するか否かを決定するためのインビトロの方法であ
って、該方法が：
（ａ）細胞の試料と、請求項１～９のいずれかに記載の抗体とを、該抗体のＯｖｒ１１５
への特異的結合に適する条件の下で接触させること；および
（ｂ）該抗体の試料中の細胞への結合のレベル、または前記試料中の細胞による該抗体の
内部移行のレベルを決定すること
を含み、
ここで、試料中の細胞への該抗体の結合、または該試料中の細胞による該抗体の内部移行
が、該試料中の細胞がＯｖｒ１１５を発現することを示す、前記方法。
【請求項１６】
　Ｏｖｒ１１５過剰発現を、これを必要としている被検者において検出する方法であって
、
（ａ）被検者の血清試料を、請求項１～９のいずれかに記載の抗体と、該抗体の、前記血
清試料中のＯｖｒ１１５への特異的な結合に適する条件の下で混ぜ合わせること、
（ｂ）Ｏｖｒ１１５の該血清試料中でのレベルを決定すること、
（ｃ）段階ｂにおいて決定したＯｖｒ１１５のレベルを、対照中のＯｖｒ１１５のレベル
に対して比較することを含み、
ここで、対照と比較した、被検者からの血清試料中のＯｖｒ１１５のレベルの増大が、被
検者におけるＯｖｒ１１５過剰発現の指標である、前記方法。
【請求項１７】
　請求項４～８のいずれかに記載の抗体の、癌を処置するための医薬の製造における使用
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。
【請求項１８】
　請求項１～９のいずれかに記載の抗体の、癌を検出するためのイメージング剤の製造に
おける使用。
【請求項１９】
　癌が、卵巣癌、膵臓癌または結腸癌である、請求項１７または１８に記載の使用。
【請求項２０】
　請求項４～８のいずれかに記載の抗体を含む、癌を処置するための医薬。
【請求項２１】
　癌が、卵巣癌、膵臓癌または結腸癌である、請求項２０に記載の医薬。
【請求項２２】
　請求項１～９のいずれかに記載の抗体を含む、癌を検出するためのイメージング剤。
【請求項２３】
　癌が、卵巣癌、膵臓癌または結腸癌である、請求項２２に記載のイメージング剤。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本特許出願は、米国仮特許出願通番第60/559,730号、２００４年４月５日出願および米
国仮特許出願通番第60/471,068号、２００３年５月１６日出願の優先権を請求し、この各
々を、この全体において、参照により本明細書中に導入する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、抗Ｏｖｒ１１５抗体組成物およびＯｖｒ１１５を発現する卵巣癌細胞、膵臓
癌細胞および結腸癌細胞を死滅させる方法に関する。
【０００３】
発明の背景
卵巣癌
　卵巣の癌は、米国における女性における癌死亡の４番目に一般的な原因であり、２３，
０００を超える新たな症例および約１４，０００人の死亡が、２００１年について予測さ
れる。Shridhar, V. et al., Cancer Res. 61(15): 5895-904 (2001); Memarzadeh, S. &
 Berek, J. S., J. Reprod. Med. 46(7): 621-29 (2001)。アメリカ癌協会は、２００４
年に、米国のみにおいて卵巣癌の約２５，５８０の新たな症例があると概算している。卵
巣癌は、同一の年において、米国において約１６，０９０人の死亡を生じる。ＡＣＳウェ
ブサイト：cancer with the extention .org of the world wide web。卵巣癌の発生率は
、世界的に重大な懸念であり、１９１，０００と概算される新たな症例が、毎年予測され
る。Runnebaum, I. B. & Stickeler, E., J. Cancer Res. Clin. Oncol. 127(2): 73-79 
(2001)。不都合なことに、卵巣癌を有する女性は、典型的に、疾患が転移するまで無症候
性である。卵巣癌についての有効なスクリーニングが、入手可能ではないため、診断され
た女性の約７０％が、癌の進行した段階を有し、５年生存率は～２５～３０％である。Me
marzadeh, S. & Berek, J. S., 上記；Nunns, D. et al., Obstet. Gynecol. Surv. 55(1
2):　746-51。逆に、初期の段階の卵巣癌を有すると診断された女性は、顕著に一層高い
生存率を享受している。Werness, B. A. & Eltabbakh, G. H., Int'l. J. Gynecol. Path
ol. 20(1):　48-63 (2001)。
【０００４】
　卵巣癌の病因論の本発明者らの理解は、不完全であるが、この領域における大規模な研
究の結果は、年齢、遺伝的特徴、生殖的および食事性／環境的要因の組み合わせを指摘し
ている。年齢は、卵巣癌の発生における重要な危険因子である：３０歳前の卵巣癌の発生
についての危険は低い一方、卵巣癌の発生率は、３０～５０歳の間に直線状に上昇し、そ
の後一層遅い速度で上昇し、最高の発生率は、７０歳代の女性である。Jeanne M. Schild
er et al., Heriditary Ovarian Cancer:　Clinical Syndromes and Management, Ovaria
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n Cancer 182 (Stephen C. Rubin & Gregory P. Sutton編、第２版、2001)中。
【０００５】
　遺伝的要因に関して、卵巣癌の家族履歴は、当該疾患の発生における最も顕著な危険因
子であり、当該危険は、罹患した家族の数、該家族の該女性に対する関係の程度に依存し
、特に第１の程度の関係は、当該疾患により影響される。同上。いくつかの遺伝子におけ
る突然変異は、卵巣癌に関連しており、これには、両方が乳癌の発生において重要な作用
を奏しているＢＲＣＡ１およびＢＲＣＡ２、並びに両方が遺伝性非ポリープ症結腸癌と関
連しているｈＭＳＨ２およびｈＭＬＨ１が含まれる。Katherine Y. Look, Epidemiology,
 Etiology, and Screening of Ovarian Cancer, Ovarian Cancer 169, 171-73 (Stephen 
C. Rubin & Gregory P. Sutton編、第２版、2001)中。染色体１７上に位置するＢＲＣＡ
１および染色体１３上に位置するＢＲＣＡ２は、ＤＮＡ修復に関係する腫瘍抑制遺伝子で
あり；これらの遺伝子における突然変異は、卵巣癌の約１０％と関連する。１７１～７２
において同上；Schilder et al., １８５～８６において上記。ｈＭＳＨ２およびｈＭＬ
Ｈ１は、ＤＮＡミスマッチ修復に関連し、それぞれ染色体２および３上に位置する；遺伝
性卵巣癌腫の約３％は、これらの遺伝子における突然変異のためであると報告されている
。Look, １７３において上記；Schilder et al., １８４、１８８～８９において上記。
【０００６】
　生殖的要因はまた、卵巣癌の増大したか、または低下した危険と関連している。遅い閉
経、未産婦および初経における早期の年齢は、すべて、卵巣癌の上昇した危険と関連して
いる。Schilder et al., １８２において上記。１つの理論は、これらの因子により、女
性の生命の経過にわたり、排卵サイクルの数が増大し、「絶え間のない排卵」がもたらさ
れると仮定し、これは、卵巣上皮に対する突然変異の主要な原因であると考えられている
。同上；Laura J. Havrilesky & Andrew Berchuck, Molecular Alterations in Sporadic
 Ovarian Cancer, Ovarian Cancer 25 (Stephen C. Rubin & Gregory P. Sutton編、第２
版、2001)中。突然変異は、排卵の結果、当該上皮の破壊および修復が生じ、増大した細
胞分裂が必要であり、これにより、検出されない突然変異が生じる可能性が増大するとい
う事実により、説明され得る。同上。この理論についての支持は、すべてが排卵を抑制す
る妊娠、授乳および経口避妊薬の使用により、卵巣癌を発生することに関する保護効果が
付与されるという事実において、見出され得る。同上。
【０００７】
　食事性／環境的要因の中で、動物性脂肪または赤肉の多量の摂取と卵巣癌との間に、関
連があると見られる一方、遊離基形成を防止し、また正常な細胞分化を維持するのを補助
する酸化防止剤のビタミンＡは、保護効果を提供し得る。Look, １６９において上記。報
告はまた、アスベストおよび含水三ケイ酸マグネシウム（タルク）に関連しており、この
後者は、隔壁および生理用ナプキン中に存在し得る。１６９～７０において同上。
【０００８】
　卵巣癌についての現在のスクリーニング手順は、ある有用性がある一方、これらの診断
的能力において極めて限定されており、疾患が典型的に尚無症候性である際に、癌進行の
初期段階において特に緊急である問題が、最も容易に対処される。Walter J. Burdette, 
Cancer:　Etiology, Diagnosis, and Treatment 166 (1998); Memarzadeh & Berek, 上記
；Runnebaum & Stickeler, 上記；Werness & Eltabbakh, 上記。一般的に用いられている
スクリーニング試験には、年２回の直腸膣骨盤試験、ＣＡ－１２５血清腫瘍マーカーを検
出するためのラジオイムノアッセイおよび経膣的超音波検査が含まれる。Burdette, １６
６において上記。
【０００９】
　骨盤試験によっては、初期の診断の適切な数が得られておらず、他方の方法は、十分正
確ではない。同上。１つの研究により、卵巣癌を罹患している患者のわずか１５％が、当
該患者の骨盤試験の時点において疾患を有すると診断されたことが報告された。Look, １
７４において上記。さらに、ＣＡ－１２５試験は、閉経前の女性において誤った陽性を示
す傾向があり、閉経後の女性において予測的価値が低いことが報告された。１７４～７５
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において同上。経膣的超音波検査は、現在では、卵巣癌をスクリーニングするための好ま
しい手順であるが、良性の、および悪性の腫瘍を確実に区別することはできず、また卵巣
の大きさが正常である場合には、主な腹膜の悪性度または卵巣癌を位置させることができ
ない。Schilder et al., １９４～９５において上記。ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ｈＭＳ
Ｈ２およびｈＭＬＨ１遺伝子の突然変異についての遺伝子的試験は、現在入手可能である
が、これらの試験は、数人の患者については費用がかかりすぎることがあり、また誤った
陰性の、または不確定な結果を生じ得る。Schilder et al., １９１～９４において上記
。
【００１０】
　他の関連するマーカーは、ＨＥ４およびメソセリン(mesothelin)である。Urban et al.
 Ovarian cancer screening Hematol Oncol Clin North Am. 2003 Aug;17(4):989-1005; 
Hellstrom et al.、ＨＥ４（ＷＦＤＣ２）タンパク質は卵巣癌についての生物マーカーで
ある、Cancer Res. 2003 Jul 1;63(13):3695-700; Ordonez, 腫瘍診断におけるメソセリ
ン免疫染色の適用、Am J Surg Pathol. 2003 Nov;27(11):1418-28を参照。
【００１１】
　手術的探索により達成された卵巣癌の段階分類は、当該疾患の処置および管理の経過を
決定するにあたり、臨界的に重要である。AJCC Cancer Staging Handbook 187 (Irvin D.
　Fleming et al.編、第５版、1998); Burdette, １７０において上記；Memarzadeh &　B
erek, 上記；Shridhar et al., 上記。段階分類は、International Federation of Gynec
ology and Obstetricsにより開発された分類システムを参照して行われる。David H. Moo
re, Primary Surgical Management of Early Epithelial Ovarian Carcinoma, Ovarian C
ancer 203 (Stephen C. Rubin　& Gregory P. Sutton編、第２版、2001)中；Fleming et 
al.編、１８８において上記。段階Ｉの卵巣癌は、卵巣に限定され、３つの従属段階から
なる腫瘍増殖により特徴づけられる。同上。従属段階ＩＡにおいて、腫瘍増殖は、１つの
卵巣に限定され、卵巣の外部表面上には、腫瘍はなく、卵巣カプセルは、無傷であり、悪
性細胞は、腹水または腹膜洗浄液中に存在しない。同上。従属段階ＩＢは、腫瘍増殖が両
方の卵巣に限定される以外は、ＩＡと同一である。同上。従属段階ＩＣは、一方または両
方の卵巣に限定される腫瘍増殖の存在を示し、また以下の特徴の１つまたは２つ以上を含
む：カプセル破裂、一方または両方の卵巣の表面上での腫瘍増殖、および腹水または腹膜
洗浄液中に存在する悪性細胞。同上。
【００１２】
　段階ＩＩの卵巣癌は、一方または両方の卵巣を含む腫瘍増殖および骨盤拡張を意味する
。同上。従属段階ＩＩＡは、子宮および／またはファロピウス管における拡張および／ま
たは移植を含み、腹水または腹膜洗浄液中に悪性細胞を含まず、一方従属段階ＩＩＢは、
他の骨盤器官および組織中への拡張を含み、再び、腹水または腹膜洗浄液中に悪性細胞を
含まない。同上。従属段階ＩＩＣは、ＩＩＡまたはＩＩＢのような骨盤拡張を含むが、腹
水または腹膜洗浄液中に悪性細胞を含む。同上。
【００１３】
　段階ＩＩＩの卵巣癌は、一方または両方の卵巣中に腫瘍増殖を含み、骨盤を越えての腹
膜転移および／または領域性リンパ節における転移が、顕微鏡により確認される。同上。
従属段階ＩＩＩＡは、骨盤の外側の微細な腹膜転移により特徴づけられ、従属段階ＩＩＩ
Ｂは、最大の寸法で２ｃｍまたはこれ以下の、骨盤の外側の肉眼で見える腹膜転移を含む
。同上。従属段階ＩＩＩＣは、転移が、最大の寸法において２ｃｍより大きく、領域性リ
ンパ節転移を含み得る以外は、ＩＩＩＢと同一である。同上。最後に、段階ＩＶは、腹膜
転移を除く遠隔転移の存在を示す。同上。
【００１４】
　手術的段階分類が、現在卵巣癌の管理および処置を評価するための基準である一方、こ
れには顕著な欠点があり、これには、手順の侵入性、複雑さについての可能性および不正
確さについての可能性が含まれる。Moore, ２０６～２０８、２１３において上記。これ
らの制限の観点において、卵巣癌の種々の段階における異なる遺伝子発現を理解すること
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により、および当該疾患の進行を一層良好に評価するのを補助する種々の生物マーカーを
得ることにより、代替の段階分類方法を開発することに、注意が向けられた。Vartiainen
, J. et al., Int'l J. Cancer, 95(5):　313-16 (2001); Shridhar et al. 上記；Baeke
landt, M. et al., J. Clin. Oncol. 18(22): 3775-81。
【００１５】
　卵巣癌の処置は、典型的には、多面的な攻撃を含み、外科的介入は、処置の基礎として
作用する。Dennis S. Chi & William J. Hoskins, Primary Surgical Management of Adv
anced Epithelial Ovarian Cancer, Ovarian Cancer 241 (Stephen C. Rubin & Gregory 
P. Sutton編、第２版、2001)中。例えば、卵巣癌の～９０％の症例にのぼる上皮性卵巣癌
の場合において、処置は、典型的には、以下のものからなる：（１）総合的な腹部子宮摘
出、両側性卵管卵巣摘出術、オメンテクトミー(omentectomy)およびリンパ節切除を含む
、細胞減少性手術、続いて（２）パクリタキセル(paclitaxel)およびシスプラチン(cispl
atin)またはカルボプラチン(carboplatin)のいずれかでのアジュバント化学療法。Eltabb
akh, G.H. & Awtrey, C.S., Expert Op. Pharmacother. 2(10):　109-24。アジュバント
療法の８０％の臨床的応答率にもかかわらず、ほとんどの患者は、処置の３年以内に腫瘍
の再発を経験している。同上。ある患者は、第２の細胞減少性手術および／または第二次
化学療法を受け得る。Memarzadeh & Berek、上記。
【００１６】
　上記のことから、卵巣癌の再発を検出、診断、モニタリング、段階分類、予見および防
止するために用いられる手順は、患者の結果に臨界的に重要であることが明らかである。
さらに、現在の手順は、これらの分析の各々において有用である一方、これらの特異性、
感受性、侵襲性および／またはこれらの費用により制限される。このように、最小の侵襲
性を伴って、および合理的な費用において、細胞、組織または体液中の新たなマーカーを
検出することにより作用する、高度に特異的な、および感受性の手順は、高度に望ましい
。
【００１７】
　従って、人が卵巣癌を発生する傾向があるか否かを予測するための、卵巣癌を診断する
ための、疾患の進行をモニタリングするための、卵巣癌を段階分類するための、卵巣癌が
転移したか否かを決定するための、卵巣癌を画像化するための、および卵巣癌の一層良好
な処置のための、一層感受性であり、正確な方法についての大きな必要性がある。
【００１８】
膵臓癌
　膵臓癌は、１３番目に一般的な癌であり、世界中の癌の死亡の８番目に多い原因である
。Donghui Li, Molecular Epidemiology, Pancreatic Cancer 3 (Douglas B. Evans et a
l.編、2002)中。米国において、膵臓の癌は、男性および女性の両方において、４番目に
一般的な癌であり、癌死者の５％を占め、全体で死者は３０，０００人近くである。同上
。膵臓癌の比率は、女性よりも男性において高く、白人に対してアフリカアメリカ人にお
いて高い。９において同上。膵臓癌の最も顕著な予測の判断材料は、患者の年齢である；
白人の中で、膵臓癌の年齢に関連する発生率は、８５歳またはこれより年長の区分におい
てさえも連続的に増大する。３において同上。
【００１９】
　約８０％の症例が、６０～８０歳の範囲内の年齢において発生し、８０歳代における症
例は、これらの４０歳代における症例の４０倍の、疾患に罹患する危険を経験している。
同上。さらに、アメリカ癌協会は、２００４年に米国のみにおいて、膵臓癌の約３１，８
００の新たな症例があると見積もっている。膵臓癌は、同一の年において米国で約３１，
２００人の死者をもたらしている。ＡＣＳウェブサイト：cancer with the extension .o
rg of the world wide web。研究者および医師の、膵臓癌のための処置を考案する努力に
もかかわらず、これは、ほぼ全世界的に致命的なままである。James R. Howe, Molecular
 Markers as a Tool for the Early Diagnosis of Pancreatic Cancer, Pancreatic Canc
er 29 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中。
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【００２０】
　年齢に加えて、膵臓癌についての多くの危険因子が、確認されており、これには、喫煙
、食事、職業、ある医学的状態、遺伝および分子生物学が含まれる。喫煙は、この疾患に
罹患する最も重要な危険因子であり、喫煙と膵臓癌との間の関連は、多くの研究において
確立されている。Li, ３において上記。相対的な危険は、少なくとも１．５にのぼり、喫
煙のレベル対外的危険の比率は、１０倍に増大する。同上。次に重要な因子は、食事であ
ると見られ、動物性タンパク質および脂肪の摂取に関連して危険が増大し、果実および野
菜の摂取に関連して危険が低下する。３～４において同上。特定の職業に関して、膵臓癌
の過度の率は、化学、石炭およびガス探査、金属工業、革なめし、織物、アルミニウム微
粉砕および輸送における作業者に関連していた。４において同上。多くの医学的状態がま
た、膵臓癌の増大した発生率と関連しており、これには、糖尿病、慢性膵炎、胃切除およ
び胆嚢切除が含まれるが、これらの状態と膵臓癌との間の因果関係は、確立されていない
。同上。
【００２１】
　遺伝的な遺伝子の因子は、遺伝的膵炎に関して実証されている関連に伴って、１０％よ
り低い膵臓癌負担並びに家族性癌症候群遺伝子、例えばｈＭＳＨ２およびｈＭＬＨ１（遺
伝的非ポリープ症結腸癌）、ｐ１６（家族性異型多発性モル黒色腫(mole-melanoma)）お
よびＢＲＣＡ１／ＢＲＣＡ２（乳癌および卵巣癌）における生殖系列突然変異を含む。３
において同上。他の器官が、膵臓よりも高い癌についての遺伝による基礎を有する一方、
研究者は、膵臓癌に対する感受性に寄与する１または２以上の特定の遺伝子的欠陥を特定
することができなかった。David H. Berger & William E. Fisher, Inherited Pancreati
c Cancer Syndromes, Pancreatic Cancer 73 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中。
【００２２】
　分子生物学の観点から、研究により、膵臓癌と多くの遺伝子的突然変異との間の関連が
明らかになり、これには、プロトオンコジーンＫ－ｒａｓの活性化並びに腫瘍抑制遺伝子
ｐ５３、ｐ１６およびＤＰＣ４の不活性化が含まれる。Marina E. Jean et al., The Mol
ecular Biology of Pancreatic Cancer, Pancreatic Cancer 15 (Douglas B. Evans et a
l.編、2002)中。
【００２３】
　膵臓腺癌の１つの研究において、８３％は、Ｋ－ｒａｓ活性化を、ｐ１６およびｐ５３
の不活性化と共に有していた。同上。Ｋ－ｒａｓ突然変異は、８０～９５％の膵臓腺癌に
おいて見出され、ｐ５３、ｐ１６およびＤＰＣ４遺伝子は、膵臓の癌における最も頻繁に
欠失した腫瘍抑制遺伝子である。Howe, ２９において上記。ｐ１６遺伝子のホモ接合性欠
失、過剰メチル化および突然変異は、膵臓の腺癌の８５～９８％において見出された。同
上。Ｋ－ｒａｓ、ｐ５３、ｐ１６およびＤＰＣ４遺伝子における変化の作用により予測さ
れ得るように、細胞サイクルの調節の損失は、膵臓における腫瘍形成に対して重要である
と見られ、この癌がなぜこの程度に攻撃的であるかを説明することができる。Jean, １５
において上記。
【００２４】
　また、研究により、この癌と、ある増殖因子および増殖因子レセプターの異常な調節並
びにマトリックスメタロプロテイナーゼおよび腫瘍血管新生制御因子の上方調節との間の
関連が、明らかになった。同上。上皮細胞増殖因子、線維芽細胞増殖因子、形質転換増殖
因子β、インシュリン様増殖因子、肝細胞増殖因子および血管内皮増殖因子は、膵臓癌に
おいて種々の作用を奏し得るが、このような作用は、解明されていない。１８～２２にお
いて同上。
【００２５】
　膵臓癌の存在を検出するためのスクリーニング手法の開発は、この致命的な癌のために
特に必須である。その理由は、ほとんどの患者が、当該患者の膵臓腫瘍が胆管を詰まらせ
るかまたは疼痛を誘発するまで存在せず、この時点で、腫瘍は、膵臓を包囲する毛細管お
よびリンパ管に侵入しているからである。Howe, ２９において上記；不都合なことに、こ
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の疾患の転移性形態を有する患者は、典型的には、診断の後に１年よりも短期間生存する
。Jean et al., １５において上記。コンピュータ断層撮影法（ＣＴ）および内視鏡的逆
行性胆道膵管造影法（ＥＲＣＰ）により、症候性患者の診断が補助され得る一方、この時
点において当該患者が治癒可能であり得る、当該患者の早期の発見を可能にする膵臓腫瘍
についてのスクリーニングについて、現在手段はない。Howe, ２９において上記。マーカ
ー、例えば癌胎児抗原、並びにヒト結腸癌（ＣＡ　１９－９およびＣＡ　１９５）、ヒト
卵巣癌（ＣＡ　１２５）およびヒト膵臓癌（ＳＰＡＮ－１およびＤＵＰＡＮ－２）の細胞
系に対して発生した抗体は、膵臓癌を有する患者の血清において上昇し得るが、これらの
マーカーは、これらが特異性を欠いており、疾患において後期の外見を呈するため、スク
リーニング手段として作用するには十分信頼性を有しない。Walter J. Burdette, Cancer
:　Etiology, Diagnosis, and Treatment 99 (1998); Hasholzner, U. et al., Anticanc
er Res. 19(4A):　2477-80 (1999)。
【００２６】
　適切なスクリーニング方法のこの欠如のために、医師は、分子生物学の方法を、疾患の
初期の診断のための最も有望な手段として用いる手法に、ますます方向転換している。Ho
we, ３０において上記。現在、無症候性個体における膵臓癌の検出を可能にする高度に感
受性の、高度に特異的なマーカーはないが、いくつかの生物学的マーカーが、検査されて
いる。同上。顕著な努力が、現在、Ｋ－ｒａｓに集中しており、研究者は、膵液、胆汁、
十二指腸液の試料をスクリーニングするための手法、またはＫ－ｒａｓ突然変異を検出す
るためのＥＲＣＰブラッシングを考案している。同上。これらの試料の採集が、侵襲性で
あり、無症候性の患者をスクリーニングするのに特に有用ではないため、研究者は、Ｋ－
ｒａｓ突然変異のための血清および排泄物の分析に方向転換し、後者が供給源材料の複雑
さにより妨げられるため、前者が最も有望である。３５～３８、４２において同上。さら
に、転写因子タンパク質ｐ５３の血清レベルが、癌進行と同等であり得るため、ｐ５３は
、可能な腫瘍マーカーとして同様に研究されている。３７において同上；Jean et al., 
１７において上記。
【００２７】
　膵臓癌が診断された後に、処置の決定が、癌進行の段階を参照してなされる。多くの画
像化手法が、膵臓癌を段階分類するために用いられ、コンピュータ断層撮影法（ＣＴ）が
、これが癌の程度をしばしば過小評価するという事実にもかかわらず、現在一般に好まれ
る方法である。Harmeet Kaur et al., Pancreatic Cancer:　Radiologic Staging, Pancr
eatic Cancer 86 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中；Ishiguchi, T. et al., Hepat
ogastroenterology 48(40): 923-27 (2001)。その理由は、小さい容積の転移が、しばし
ばＣＴの分解能を超えているからである。H. J. Kim & K. C. Conlon, Laparascopic Sta
ging, Pancreatic Cancer 15 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中。ＭＲＩは、ある時
点において、特に、（１）種々の組織を対比し、（２）パルス配列を改変して病変の視覚
化を改善し、人為的結果を最小にし、（３）画像化を行う一方、患者のイオン化放射線へ
の曝露を限定し、および（４）ＩＶヨウ素化コントラスト試薬を用いずに管を視覚化する
この能力の観点から、ＣＴに取って代わり得る。Kaur et al., ８７において上記。しか
し、現在、ＭＲＩは、ＣＴにまさる明確な利点が例証されていない。Kim & Conlon, １１
６において上記。
【００２８】
　種々の超音波手法がまた、現在段階分類において用いられており、これには、経腹壁的
超音波（ＴＵＳ）、内視鏡的超音波（ＥＵＳ）および手術中の超音波（ＩＵＳ）が含まれ
、ＥＵＳが、最も有望なものの１つである。Kaur et al.,８６において上記；Richard A.
 Erickson, Endoscopic Diagnosis and Staging: Endoscopic Ultrasound, Endoscopic R
etrograde Cholangiopancreatography, Pancreatic Cancer 97-106 (Douglas B. Evans e
t al.編、2002)中。しかし、これらの手法は、各々種々の因子により制限される：ＴＵＳ
は、消化管中のガスおよび腹膜中の脂質により妨げられ、ＥＵＳには、超音波検査および
内視鏡における顕著な経験が必要であり、広範囲には有用ではない場合があり、ＩＵＳは
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、手術中で用いることができるに過ぎない。Kaur et al., ８６において上記。
【００２９】
　初期の段階であるが、膵臓癌の段階分類を補助するマーカーについての探索は、ある可
能な手掛かりを見出した。例えば、研究により、２種の転移抑制遺伝子、即ちｎｍ２３－
Ｈ１およびＫＡＩ１が、膵臓癌の段階に依存して異なって発現され、これらの発現が、当
該疾患の初期の段階において上方調節され、後期の段階において下方調節されることが、
明らかになった。Friess, H. et al., J. Clin. Oncol. 19(9):　2422-32 (2001)。また
、研究者は、遺伝子的リンパ節段階分類、特にＫ－ｒａｓプロトオンコジーンにおける突
然変異の探索に集中した。Yamada, T. et al., Int'l J. Oncol. 16(6):　1165-71 (2000
)。
【００３０】
　同様に、研究により、血漿／血清における突然変異したＫ－ｒａｓ配列の存在が、後期
の段階の膵臓癌に関連しているが、初期の段階の膵臓癌の存在を、このようにして同様に
検出することができることが確認された。Sorenson, G.D., Clin. Cancer Res. 6(6): 21
29-37 (2000)。マルチマーカー逆転写－ポリメラーゼ連鎖反応アッセイを用いる有望な段
階分類手法は、膵臓癌段階を、血液および組織試料を以下の腫瘍マーカーのｍＲＮＡ発現
についてアッセイすることにより成功に区別した：β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン遺伝子
、肝細胞増殖因子レセプター遺伝子ｃ－ｍｅｔおよびβ－１，４－Ｎ－アセチル－ガラク
トサミニル－トランスフェラーゼ遺伝子。Bilchik, A. et al., Cancer 88(5):　1037-44
 (2000)。
【００３１】
　膵臓癌を段階分類するために一般的に用いられる１つの分類システムは、Union Intern
ationale Contre le Cancerにより考案されたＴＮＭシステムである。AJCC Cancer Stagi
ng Handbook 3 (Irvin D. Fleming et al.編、第５版、1998)。このシステムは、いくつ
かの段階に分けられ、この各々は、一次腫瘍（Ｔ）、領域性リンパ節（Ｎ）および遠隔転
移（Ｍ）に関して、癌増殖の程度を評価する。同上。
【００３２】
　段階０は、インサイチュでの癌腫により特徴づけられ（Ｔｉｓ）、領域性リンパ節転移
はなく（Ｎ０）、遠隔転移はない（Ｍ０）。１１３において同上。段階ＩおよびＩＩは、
段階０と、腫瘍の区分の観点においてのみ異なる：段階Ｉは、（１）最大の寸法で２ｃｍ
もしくはこれ以下（Ｔ１）または（２）最大の寸法で２ｃｍを超える（Ｔ２）のいずれか
である膵臓のみに限定される腫瘍を含み、一方段階ＩＩは、十二指腸、胆管または膵周囲
組織中に直接拡大する腫瘍を含む（Ｔ３）。同上。段階ＩＩＩは、腫瘍区分Ｔ１、Ｔ２ま
たはＴ３；領域性リンパ節転移（Ｎ１）を含み、これは、単一のリンパ節（ｐＮ１ａ）ま
たは複数のリンパ節（ｐＮ１ｂ）のいずれかを含み；遠隔転移を含まない（Ｍ０）。段階
ＩＶＡは、胃、脾臓、結腸または隣接する大きい管中への直接的な腫瘍拡大（Ｔ４）；す
べてのＮ区分により特徴づけられ；遠隔転移を含まない（Ｍ０）。最後に、段階ＩＶＢは
、すべてのＴ区分、すべてのＮ区分および遠隔転移（Ｍ１）により特徴づけられる。同上
。
【００３３】
　癌を段階分類した後に、疾患のための唯一の一貫して有効な処置は、手術であり、１０
～１５パーセントの患者が、有効に治癒的な切除を受けることができるに過ぎない。Jean
 et al.,１５において上記；Fleming et al.編、１１１において上記；William F. Regin
e, Postoperative Adjuvant Therapy:　Past, Present, and Future Trial Development,
 Pancreatic Cancer 235 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中。さらに、切除を受けた
患者の５年生存率は、２０パーセントよりも低い。Regine, ２３５において上記。化学療
法剤、例えばゲムシタビン(gemcitabine)および５－フルオロウラシルは、膵臓癌腫に対
するある有効性を示した一方、現実は、化学療法により、膵臓癌からの生存に対してほと
んど影響が示されていない。Burdette, １０１において上記。放射線療法により、この効
能に関して矛盾する結果が得られた。同上。しかし、５－フルオロウラシルと組み合わせ



(10) JP 4884225 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

ての放射線により、ある展望が示された。Regine, ２３５において上記。
【００３４】
　膵臓癌の処置における慣用の手法の欠点の観点において、分子生物学の手法を用いる多
くの新規な方法が、検査された。顕著な研究が、遺伝子療法の領域において行われ、これ
には、アンチセンス手法、遺伝子に向けられたプロドラッグ活性化方法、プロモーター遺
伝子方法および腫瘍退縮性ウイルス療法が含まれる。Eugene A. Choi & Francis R. Spit
z, Strategies for Gene Therapy, Pancreatic Cancer 331 (Douglas B. Evans et al.編
、2002)中；Kasuya, H. et al., Hepatogastroenterology 48(40):　957-61 (2001)。他
の最近の方法は、マトリックスメタロプロテイナーゼ、即ち基底膜の分解による腫瘍細胞
の転移および侵入を容易にする酵素の阻害並びに腫瘍周囲間質分解および血管新生におけ
るこれらの作用に集中した。Alexander S. Rosemurgy, II & Mahmudul Haq, Role of Mat
rix Metalloproteinase Inhibition in the Treatment of Pancreatic Cancer, Pancreat
ic Cancer 369 (Douglas B. Evans et al.編、2002)中。
【００３５】
　上記のことから、膵臓癌の再発を検出、診断、モニタリング、段階分類、予見および防
止するために用いられる手順は、患者の結果に臨界的に重要であることが明らかである。
さらに、現在の手順は、これらの分析の各々において有用である一方、これらの特異性、
感受性、侵襲性および／またはこれらの費用により制限される。このように、最小の侵襲
性を伴って、および合理的な費用において、細胞、組織または体液中の新たなマーカーを
検出することにより作用する、高度に特異的な、および感受性の手順は、高度に望ましい
。
【００３６】
　従って、人が膵臓癌を発生する傾向があるか否かを予測するための、膵臓癌を診断する
ための、疾患の進行をモニタリングするための、膵臓癌を段階分類するための、膵臓癌が
転移したか否かを決定するための、膵臓癌を画像化するための、および膵臓癌の一層良好
な処置のための、一層感受性であり、正確な方法についての大きな必要性がある。
【００３７】
直腸結腸癌
　直腸結腸癌は、米国において２番目に一般的な癌死亡の原因であり、男性および女性の
両方において３番目に一般的な癌である。M. L. Davila & A. D. Davila, Screening for
 Colon and Rectal Cancer, Colon and Rectal Cancer 47 (Peter S. Edelstein編、2000
)中。アメリカ癌協会は、２００４年に米国のみにおいて、結腸癌の約１０６，３７０の
新たな症例および直腸癌の４０，５７０の新たな症例があると見積もっている。結腸癌お
よび直腸癌は、合計で米国で約５６，７３０人の死者をもたらしている。ＡＣＳウェブサ
イト：cancer with the extension .org of the world wide web。直腸結腸癌のほとんど
すべての症例は、腺腫様ポリープから生じ、このいくつかは、大きいポリープに成熟し、
異常な増殖および発育を受け、最終的には癌に進行する。５５～５６においてDavila。こ
の進行は、ほとんどの患者において少なくとも１０年を要すると見られ、癌が局所化して
いる際に、早期に診断された場合に、これが癌の容易に処置可能な形態となる。５６にお
いてDavila；Walter J. Burdette, Cancer:　Etiology, Diagnosis, and Treatment 125 
(1998)。
【００３８】
　直腸癌の病因論の本発明者らの理解は、連続的な改良を受けているが、この領域におけ
る広範囲の研究により、年齢、遺伝的および非遺伝的状態を含む因子と、環境的／食事性
因子との組み合わせが指摘されている。年齢は、直腸結腸癌の発生における重要な危険因
子であり、４８においてDavila、４０歳を超える年齢の男性および女性は、当該癌にます
ます感受性となる。１２６においてBurdette。発生率は、生涯の各々のその後の１０年に
おいて顕著に増大する。４８においてDavila。多くの遺伝的および非遺伝的状態はまた、
直腸結腸癌の発生の上昇した危険と関連づけられ、これには、家族性腺腫様ポリープ症（
ＦＡＰ）、遺伝性非ポリープ症直腸結腸癌（リンチ(Lynch)症候群またはＨＮＰＣＣ）、
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直腸結腸癌もしくは腺腫様ポリープの個人的および／または家族的な履歴、炎症性腸疾患
、真性糖尿病および肥満が含まれる。４７において同上；Henry T. Lynch & Jane F. Lyn
ch, Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (Lynch Syndromes), Colon and Recta
l Cancer 67-68 (Peter S. Edelstein編、2000)中。
【００３９】
　直腸結腸癌の増大した危険に関連する環境的／食事性因子には、高脂肪の食事、高い食
事性赤肉の摂取および座りがちな生活習慣が含まれる。４７においてDavila; Reddy, B. 
S., Prev. Med. 16(4):　460-7 (1987)。逆に、直腸結腸癌の低下した危険と関連する環
境的／食事性因子には、繊維、葉酸、カルシウムの高い食事および閉経後の女性における
ホルモン置換療法が含まれる。５０～５５においてDavila。結腸癌の危険の低下における
酸化防止剤の効果は、明確ではない。５３においてDavila。
【００４０】
　結腸癌は、初期の局所的な段階において検出された際には、高度に処置可能であり、ス
クリーニングは、５０歳において開始するすべての成人、特に直腸結腸癌との最初の程度
の関連を有する成人のための常習的なケアの一部でなければならない。直腸結腸癌スクリ
ーニングの、他のタイプの癌におけるこの対応物にまさる１つの主な利点は、この前癌病
変を検出するのみならず、これらを同様に除去する能力である。５６においてDavila。今
日用いるにあたり重要な直腸結腸癌スクリーニング試験は、糞便潜血検査、Ｓ字結腸鏡検
査、大腸鏡検査、二重コントラストバリウム浣腸および癌胎児抗原（ＣＥＡ）試験である
。１２５においてBurdette；５６においてDavila。
【００４１】
　糞便潜血検査（ＦＯＢＴ）は、直腸結腸癌を、排泄物中の血液の量を検出することによ
りスクリーニングし、この前提は、新生物組織、特に悪性組織が、典型的な粘膜よりも多
量に出血しており、出血の量が、ポリープの大きさおよび癌の段階に伴って増大すること
である。初期の段階の腫瘍の検出において有効である一方、ＦＯＢＴは、腺腫様ポリープ
（前悪性病変）を検出することができず、糞便試料の内容物に依存して、偽りの陽性を生
じやすい。５６～５９においてDavila。Ｓ字結腸鏡検査および大腸鏡検査は、対照的に、
腸の直接的な視覚化を可能にし、腺腫様ポリープを検出し、生検し、除去することを可能
にする。５９～６０、６１においてDavila。
【００４２】
　これらの手順の利点にもかかわらず、随伴する弱点がある：Ｓ字結腸鏡検査は、定義に
より、Ｓ字結腸およびこれより下に限定され、大腸鏡検査は、比較的高価な手順であり、
両方は、可能な腸穿孔および出血の危険を共有している。５９～６０においてDavila。二
重コントラストバリウム浣腸（ＤＣＢＥ）は、ＦＯＢＴよりも良好な、およびほぼ大腸鏡
検査と同等に良好な病変の検出を可能にするが、これは、曲がりくねった直腸Ｓ状部領域
の評価に限定され得る。６０においてDavila。癌胎児抗原についての血液のスクリーニン
グを伴うＣＥＡ血液試験は、これが、初期の段階における直腸結腸癌を検出するにあたり
有用性が限定されている点で、ＦＯＢＴの弱点を共有する。１２５においてBurdette。
【００４３】
　結腸癌が診断された後に、処置の決定は、典型的には、癌進行の段階を参照してなされ
る。多くの手法が、癌を段階分類するために用いられ（このいくつかはまた、結腸癌につ
いてスクリーニングするために用いられる）、これには、切除した結腸の病理学的試験、
Ｓ字結腸鏡検査、大腸鏡検査および種々の画像化手法が含まれる。AJCC Cancer Staging 
Handbook 84 (Irvin D. Fleming et al.編、第５版、1998); Montgomery, R. C. and Rid
ge, J.A., Semin. Surg. Oncol. 15(3):　143-150 (1998)。さらに、胸フィルム、肝臓機
能試験および肝臓走査を用いて、転移の程度を決定する。８４においてFleming。
【００４４】
　コンピュータ断層撮影法および磁気共鳴画像化が、直腸結腸癌をこの一層後期の段階に
おいて段階分類するにあたり有用である一方、両方は、両方の方法が、（１）腸壁腫瘍浸
潤の深さを明らかにし、（２）悪性の腺症を診断するにあたり有する困難のために、疾患
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の初期の段階を同定するための許容不能に低い段階分類精度を有する。Thoeni, R. F., R
adiol. Clin. N. Am. 35(2):　457-85 (1997)。むしろ、経直腸的超音波（ＴＲＵＳ）な
どの手法が、この状況において好ましいが、この手法は、転移を含み得る小さいリンパ節
を検出することに関しては、不正確である。David Blumberg & Frank G. Opelka, Neoadj
uvant and Adjuvant Therapy for Adenocarcinoma of the Rectum, Colon and Rectal Ca
ncer 316 (Peter S. Edelstein編、2000)中。
【００４５】
　いくつかの分類システムは、直腸結腸癌の程度を段階分類するために考案されており、
これには、デューク(Duke)のシステムおよび一層詳細には国際対癌連合－対癌米国合同委
員会ＴＮＭ段階分類システムが含まれ、これは、当該分野における多くにより一層有用な
段階分類システムであると考慮されている。１２６～２７においてBurdette。臨床的また
は病理学的段階分類のいずれかのために用いられるＴＮＭシステムは、４つの段階に分け
られており、この各々は、一次腫瘍（Ｔ）、領域性リンパ節（Ｎ）および遠隔転移（Ｍ）
に関して、癌増殖の程度を評価する。８４～８５においてFleming。このシステムは、腸
壁中への腫瘍の侵入、隣接する構造の侵入の程度、冒された領域性リンパ節の数および遠
隔転移が生じるか否かに集中している。８１においてFleming。
【００４６】
　段階０は、インサイチュでの癌腫により特徴づけられ（Ｔｉｓ）、ここで、癌細胞は、
腺性基底膜（上皮内）または固有層（粘膜内）の内側に位置する。この段階において、癌
は、領域性リンパ節に拡散せず（Ｎ０）、遠隔転移はない（Ｍ０）。段階Ｉにおいて、癌
の領域性リンパ節への拡散および遠隔転移は尚ないが、腫瘍は、粘膜下に浸潤しているか
（Ｔ１）またはさらに進行して、筋固有層に浸潤している（Ｔ２）。段階ＩＩはまた、癌
の領域性リンパ節への拡散および遠隔転移を伴わないが、腫瘍は、漿膜下組織または腹膜
に覆われていない結腸周囲もしくは直腸周囲組織に浸潤している（Ｔ３）か、あるいは進
行して、他の器官または構造に浸潤しており、および／または臓側腹膜を穿孔している（
Ｔ４）。段階ＩＩＩは、Ｔ従属段階のいずれか、遠隔転移がないことおよび１～３個の領
域性リンパ節における転移（Ｎ１）または４個もしくは５個以上の領域性リンパ節におけ
る転移(Ｎ２）のいずれかにより特徴づけられる。最後に、段階ＩＶは、ＴまたはＮ従属
段階のいずれかおよび遠隔転移を伴う。８４～８５においてFleming；１２７においてBur
dette。
【００４７】
　現在、結腸癌の病理学的段階分類は、病理学的分類により一層正確な予見が得られるた
め、臨床的段階分類にまさって好ましい。病理学的段階分類は、典型的には、切除された
結腸切片の試験および腹腔の手術的試験を伴う。８４においてFleming。臨床的段階分類
は、これが、少なくとも病理学的段階分類と同等に正確であるとしたら、段階分類の好ま
しい方法である。その理由は、これが、この対応物の侵入手順に依存しないからである。
【００４８】
　直腸結腸癌の処置に転じて、手術的切除の結果、約５０％の患者についての治癒がもた
らされる。照射は、直腸結腸癌の処置において術前および術後の両方で用いられる。化学
療法剤、特に５－フルオロウラシルはまた、直腸結腸癌の処置における強力な武器である
。他の剤には、イリノテカン(irinotecan)およびフロクスリジン(floxuridine)、シスプ
ラチン(cisplatin)、レバミソール(levamisole)、メトトレキセート(methotrexate)、イ
ンターフェロン－αおよびロイコボリン(leucovorin)が含まれる。１２５、１３２～３３
においてBurdette。しかし、３０～４０％の患者は、手術的切除の後に結腸癌の再発を生
じ、これは、多くの患者において死の最終的な原因である。Wayne De Vos, Follow-up Af
ter Treatment of Colon Cancer, Colon and Rectal Cancer 225 (Peter S. Edelstein編
、2000)。従って、結腸癌患者を、密接にモニタリングして、療法への応答を決定し、持
続性の、または再発性の疾患および転移を検出しなければならない。
【００４９】
　次のいくつかの段落は、結腸癌の分子的な基礎のいくつかを記載する。ＦＡＰの場合に
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おいて、５ｑ２１に染色体的に配置された腫瘍抑制遺伝子ＡＰＣ（大腸腺腫様ポリポーシ
ス）は、突然変異により不活性化または欠失されている。Alberts et al., Molecular Bi
ology of the Cell 1288 (第３版、1994)。ＡＰＣタンパク質は、細胞付着、アポトーシ
スおよびｃ－ｍｙｃ発癌遺伝子の抑圧を含む、多くの機能において作用を奏する。N. R. 
Hall & R. D. Madoff, Genetics and the Polyp-Cancer Sequence, Colon and Rectal Ca
ncer 8 (Peter S. Edelstein編、2000)。直腸結腸癌を有し、正常なＡＰＣ遺伝子を有す
る患者の中で、６５％を超える比率が、癌細胞においてこのような突然変異を有するが、
他の組織においては有しない。Alberts et al.,１２８８において上記。ＨＰＮＣＣの場
合において、患者には、腫瘍抑制遺伝子ＨＮＰＣＣにおける異常が現れるが、約１５％の
腫瘍のみが、突然変異した遺伝子を含む。同上。他の遺伝子のホストはまた、直腸結腸癌
に関係しており、これには、Ｋ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｈ－ｒａｓおよびｃ－ｍｙｃ発癌
遺伝子、並びに腫瘍抑制遺伝子ＤＣＣ（結腸癌腫において欠失している）およびｐ５３が
含まれる。Hall & Madoff, ８～９において上記；Alberts et al., １２８８において上
記。
【００５０】
　Ｗｇ／Ｗｎｔシグナル伝達経路における異常はまた、直腸結腸癌腫の発生に関連してい
る。Taipale, J. and Beachy, P.A. Nature 411: 349-354 (2001)。Ｗｎｔ１は、マウス
乳腺癌内で、マウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）遺伝子中へのこの挿入により最初に同
定された、分泌されたタンパク質遺伝子である。このタンパク質は、ショウジョウバエの
翼を有しない（Ｗｇ）遺伝子産物に相同的であり、ここで、これは、背側－腹側分節化の
決定のための重要な因子として機能し、ハエ成虫原基の形成を調節する。Ｗｇ／Ｗｎｔ経
路は、細胞増殖、死および分化を制御する。Taipal (2001)。Ｗｎｔ族には、少なくとも
１３個の要素がある。これらのタンパク質は、主に脊椎動物の中枢神経経（ＣＮＳ）並び
に他の組織、例えば乳腺および腸において発現されることが見出された。Ｗｎｔタンパク
質は、ショウジョウバエにおけるFrizzled遺伝子産物に関連する７つの膜透過ドメインレ
セプターの族についてのリガンドである。
【００５１】
　ＷｎｔをFrizzledに結合させると、下流の標的であるDisheveledの活性が刺激され、こ
れは次に、グリコーゲン合成酵素キナーゼ３β（ＧＳＫ３β）を不活性化させる。Taipal
 (2001)。通常、活性なＧＳＫ３βは、大腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰＣ）タンパク質と
複合体を形成し、他の複合体要素であるβ－カテニンをホスホリル化する。ホスホリル化
された後に、β－カテニンは、ユビキチン経路による分解に向けられる。ＧＳＫ３βまた
はＡＰＣ活性が下方調節された際に、β－カテニンは、細胞質中に蓄積され、転写因子の
Ｔ細胞因子またはリンパ球励起因子（Ｔｃｆ／Ｌｅｆ）族に結合する。β－カテニンのＴ
ｃｆへの結合により、転写抑圧が放出され、遺伝子転写が誘発される。β－カテニンによ
り調節された遺伝子の中には、転写リプレッサーEngrailed、形質転換増殖因子－β（Ｔ
ＧＦ－β）族要素DecapentaplegicおよびショウジョウバエにおけるサイトカインHedgeho
gがある。β－カテニンはまた、α－カテニンおよびＥ－カドヘリンに結合することによ
り、細胞付着の調節に関与する。
【００５２】
　他方、β－カテニンのこれらのタンパク質への結合により、細胞質β－カテニンレベル
およびこのＴＣＦとの複合が制御される。Taipal (2001)。ｃ－ｓｒｃまたはｖ－ｓｒｃ
の増殖因子刺激および活性化により、また、β－カテニンレベルが、α－カテニンおよび
この関連するタンパク質であるｐ１２０ｃａｓのホスホリル化により調節される。ホスホ
リル化された際に、これらのタンパク質は、Ｅ－カドヘリンおよびβ－カテニンへのこれ
らの結合が低減し、細胞質β－カテニンの蓄積がもたらされる。Reynolds, A.B. et al. 
Mol. Cell Biol. 14: 8333-8342 (1994)。結腸癌において、ｃ－ｓｒｃ酵素活性は、ｖ－
ｓｒｃのレベルに対して増大することが示された。Ｗｇ／Ｗｎｔ経路における成分の変化
により、直腸結腸癌腫の発生が促進される。
【００５３】
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　最もよく知られている変更は、ＡＰＣ遺伝子に対してである。Nicola S et al. Hum. M
ol. Genet 10:721-733 (2001)。この生殖系列突然変異は、大腸における数百～数千の腺
腫様ポリープの出現を生じる。常染色体性に優性に遺伝したＦＡＰおよび関連する症候群
の原因となるのは、遺伝子欠損である。この経路において生じる分子変化は、腫瘍抑制遺
伝子、例えばＡＰＣ、ｐ５３および直腸結腸癌における欠失（ＤＣＣ）の対立遺伝子の欠
失、これと組み合わせてプロトオンコジーン、特にｃ－Ｋｉ－ｒａｓの突然変異活性化に
大いに関与する。Aoki, T. et al. Human Mutat. 3: 342-346 (1994)。これらのすべてに
より、直腸結腸癌におけるゲノム不安定性がもたらされる。
【００５４】
　直腸結腸癌におけるゲノム不安定性の他の供給源は、ＤＮＡミスマッチ修復（ＭＭＲ）
遺伝子の欠失である。細菌におけるＤＮＡミスマッチ修復に関与する、細菌ｍｕｔＨＬＳ
複合体のヒト相同体（ｈＭＳＨ２、ｈＭＬＨ１、ｈＰＭＳ１、ｈＰＭＳ２およびｈＭＳＨ
６）は、突然変異した際に、ＨＮＰＣＣ（約７０～９０％のＨＮＰＣＣ）を生じることが
示されている。Modrich, P. and Lahue, R. Ann Rev. Biochem. 65: 101-133 (1996)；お
よびPeltomaeki, P. Hum. Mol. Genet 10: 735-740 (2001)。これらのタンパク質の不活
性化により、突然変異の蓄積がもたらされ、ゲノム中に散在する反復性のモノ、ジ、トリ
およびテトラヌクレオチド繰り返しの正確な複製における誤りを表す遺伝子不安定性（マ
イクロサテライト領域）が生じる。Jass, J.R. et al. J. Gastroenterol Hepatol 17: 1
7-26 (2002)。古典的なＦＡＰにおけるように、ｃ－Ｋｉ－ｒａｓの突然変異活性化はま
た、代替のＨＮＰＣＣにおけるＭＳＩの促進に必要である。他のタンパク質における突然
変異、例えば腫瘍抑制タンパク質ホスファターゼＰＴＥＮ(Zhou, X.P. et al. Hum. Mol.
 Genet 11: 445-450 (2002))、ＢＡＸ (Buttler, L.M. Aus. N. Z. J. Surg. 69: 88-94 
(1999))、カスパーゼ－５(Planck, M. Cancer Genet Cytogenet. 134: 46-54 (2002))、
ＴＧＦβ－ＲＩＩ(Fallik, D. et al. Gastroenterol Clin Biol. 24: 917-22 (2000))お
よびＩＧＦＩＩ－Ｒ(Giovannucci E. J. Nutr. 131: 3109S-20S (2001))はまた、場合に
よってはＭＭＲ欠陥の原因と同様に、いくつかの直腸結腸腫瘍において見出されている。
【００５５】
　数種のチロシンキナーゼは、直腸結腸腫瘍組織または細胞系列、例えばＨＴ２９におい
て上方調節されることが示された。Skoudy, A. et al. Biochem J.　317 ( Pt 1): 279-8
4 (1996)。局所接着キナーゼ（ＦＡＫ）並びに結腸上皮細胞中のこの上流のキナーゼｃ－
ｓｒｃおよびｃ－ｙｅｓは、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）およびインテグリン媒介シグ
ナリング経路により、直腸結腸癌の促進において重要な作用を奏し得る。Jessup, J.M. e
t al., The molecular biology of colorectal carcinoma, The Molecular Basis of Hum
an Cancer, 251-268 (Coleman W.B. and Tsongalis G.J.編、2002)中。ｃ－ｓｒｃ／ＦＡ
Ｋ複合体の形成により、ＶＥＧＦ発現およびアポトーシス阻害が協調的に脱調節され得る
。最近の根拠は、インテグリン関与に関係する細胞生存のための特異的なシグナル形質導
入経路が、ＦＡＫ活性化をもたらし、従ってＰＩ－３キナーゼおよびａｋｔを活性化する
ことを示唆する。次に、ａｋｔは、ＢＡＤをホスホリル化し、上皮細胞におけるアポトー
シスを遮断する。結腸癌におけるｃ－ｓｒｃの活性化により、ＶＥＧＦ発現が、低酸素経
路により誘発され得る。直腸結腸癌に関係し得る他の遺伝子には、Ｃｏｘ酵素(Ota, S. e
t al. Aliment Pharmacol. Ther. 16 (Suppl 2): 102-106 (2002))、エストロゲン(al-Az
zawi, F. and Wahab, M.　Climacteric 5: 3-14 (2002))、ペルオキシソーム増殖因子活
性化レセプター－γ（ＰＰＡＲ－γ）(Gelman, L. et al. Cell Mol. Life Sci. 55: 932
-943 (1999))、ＩＧＦ－Ｉ(Giovannucci (2001))、チミンＤＮＡグリコシラーゼ(TDG)(Ha
rdeland, U. et al. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 68: 235-253 (2001))および
ＥＧＦ(Mendelsohn, J. Endocrine-Related Cancer 8: 3-9 (2001))が含まれる。
【００５６】
　遺伝子欠失および突然変異は、直腸結腸癌の発生の唯一の原因ではない。ＤＮＡメチル
化による後成的なサイレンシングはまた、直腸結腸癌抑制遺伝子の機能の損失の原因であ
る。ＭＳＩとＣｐＧアイランドメチル化との間の強力な関連は、高いＭＳＩを有する孤発
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性直腸結腸癌において良好に特徴づけられているが、遺伝性起源のものにおいては特徴づ
けられていない。１つの実験において、ＭＬＨ１、ＣＤＫＮ２Ａ、ＭＧＭＴ、ＴＨＢＳ１
、ＲＡＲＢ、ＡＰＣおよびｐ１４ＡＲＦ遺伝子のＤＮＡメチル化は、それぞれ８０％、５
５％、２３％、２３％、５８％、３５％および５０％の、高いＭＳＩを有する４０種の孤
発性直腸結腸癌において示された。Yamamoto, H. et al. Genes Chromosomes Cancer 33:
 322-325 (2002)；およびKim, K.M. et al. Oncogene. 12;21(35): 5441-9 (2002)。発癌
物質代謝酵素、例えばＧＳＴ、ＮＡＴ、ＣＹＰおよびＭＴＨＦＲはまた、増大したかまた
は低下した直腸結腸癌の危険と関連する。Pistorius, S. et al. Kongressbd Dtsch Ges 
Chir Kongr 118: 820-824 (2001)；およびPotter, J.D. J. Natl. Cancer Inst. 91: 916
-932 (1999)。
【００５７】
　上記のことから、直腸結腸癌の再発を検出、診断、モニタリング、段階分類、予見およ
び防止するために用いられる手順は、患者の結果に臨界的に重要であることが明らかであ
る。さらに、現在の手順は、これらの分析の各々において有用である一方、これらの特異
性、感受性、侵襲性および／またはこれらの費用により制限される。このように、最小の
侵襲性を伴って、および合理的な費用において、細胞、組織または体液中の新たなマーカ
ーを検出することにより作用する、高度に特異的な、および感受性の手順は、高度に望ま
しい。
【００５８】
　従って、人が直腸結腸癌を発生する傾向があるか否かを予測するための、直腸結腸癌を
診断するための、疾患の進行をモニタリングするための、直腸結腸癌を段階分類するため
の、直腸結腸癌が転移したか否かを決定するための、および直腸結腸癌を画像化するため
の、一層感受性であり、正確な方法についての大きな必要性がある。正確な診断に続いて
、直腸結腸癌の一層侵襲性でない、および一層有効な処置についての必要性がまたある。
【００５９】
癌における血管新生
　固体腫瘍の増殖および転移はまた、血管新生に依存する。Folkman, J., 1986, Cancer 
Research, 46, 467-473; Folkman, J., 1989, Journal of the National Cancer Institu
te, 82, 4-6。例えば、２ｍｍより大きく拡大する腫瘍は、これら自体の血液供給を得な
ければならず、新たな毛細血管の成長を誘発することにより、血液供給を得ることが示さ
れている。これらの新たな血管が、腫瘍中に包埋された後に、これらは、腫瘍が、循環に
進入し、遠隔の部位、例えば肝臓、肺または骨に転移するための手段を提供する。Weidne
r, N., et al., 1991, The New England Journal of Medicine, 324(1), 1-8。
【００６０】
　在来の血管からの新たな血管の成長または出現として定義される血管新生は、主に胚発
生の間に発生する複雑なプロセスである。このプロセスは、血管に存在する新たな内皮細
胞が、幹細胞から分化するよりはむしろ在来の細胞の増殖から生じるという点で、血管形
成とは別個である。このプロセスは、侵襲性であり、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）のタ
ンパク質分解、新たな内皮細胞の移動、および新たなマトリックス成分の合成に依存する
。血管新生は、循環系の胚形成の発生の間に生じる；しかし、成人のヒトにおいて、血管
新生は、病理学的状態への応答として発生するに過ぎない（女性における生殖周期の間を
除く）。
【００６１】
　成人における正常な生理学的条件の下で、血管新生は、極めて限定された状況、例えば
毛髪成長および創傷治癒においてのみ起こる。Auerbach, W. and Auerbach, R., 1994, P
harmacol Ther. 63(3):265-3 11; Ribatti et al.,1991, Haematologica 76(4):3 11-20;
 Risau, 1997, Nature 386(6626):67 1-4。血管新生は、内皮細胞の移動する柱の形成を
もたらす刺激により進行する。タンパク質分解活性は、この「血管の出現」の進行する先
端に集中しており、これは、ＥＣＭを、細胞の柱が、浸潤し、移動するのを可能にするの
に十分破壊する。進行する先端の後方で、内皮細胞は、分化し、互いに接着を開始し、従
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って新たな基底膜を形成する。次に、細胞は、増殖を停止し、最終的に新たな細動脈また
は毛細管のための管腔を定める。
【００６２】
　調節されていない血管新生は、次第に、癌、心血管疾患、関節リウマチ、乾癬および糖
尿病性網膜症を含むがこれらには限定されない広範囲の障害の原因となると認識されてい
る。Folkman, 1995, Nat Med 1(1):27-31; Isner, 1999, Circulation 99(13): 1653-5; 
Koch, 1998, Arthritis Rheum 41(6):951-62; Walsh, 1999, Rheumatology (Oxford) 38(
2):103-12; Ware and Simons, 1997, Nat Med 3(2): 158-64。
【００６３】
　特に興味深いのは、血管新生が、これらの成長および転移のために固体腫瘍により必要
とされているという観察である。Folkman, 1986 上記；Folkman 1990, J Natl. Cancer I
nst., 82(1) 4-6; Folkman, 1992, Semin Cancer Biol 3(2):65-71; Zetter, 1998, Annu
 Rev Med 49:407-24。腫瘍は、通常、単一の異常な細胞として開始し、これは、有用な毛
細管床からの距離により、数立方ミリメートルの大きさのみに増殖することができ、これ
は、長い期間にわたり、さらに増殖および内転移せずに「休眠中の」ままであり得る。次
に、いくつかの腫瘍細胞は、血管新生表現型に切り替わって、内皮細胞を活性化し、これ
は増殖し、新たな毛細血管に成熟する。これらの新たに形成した血管は、一次腫瘍の継続
的な増殖を可能にするのみならず、転移性腫瘍細胞の内転移および再コロニー形成(recol
onization)をも可能にする。血管新生の切り替えを制御する正確な機構は、良好に理解さ
れていないが、腫瘍本体の新血管新生は、多数の血管新生刺激因子および阻害剤の正味の
均衡から生じていると考えられる。Folkman, 1995, 上記。
【００６４】
　最も有効な血管新生阻害剤の１種は、O'ReillyおよびFolkmanにより同定されたエンド
スタチンである。O'Reilly et al., 1997, Cell 88(2):277-85; O'Reilly et al., 1994,
 Cell 79(2):3 15-28。この発見は、ある一次腫瘍が、遠隔転移の増殖を阻害し得るとい
う現象に基づいていた。O'ReillyおよびFolkmanは、一次腫瘍が、過剰の阻害剤中で血管
新生刺激因子を発生することにより、血管新生を開始すると仮定した。しかし、血管新生
阻害剤は、循環におけるこれらの比較的長い半減期により、過剰の刺激因子中で二次腫瘍
の部位に到達する。正味の結果は、一次腫瘍の増殖および二次腫瘍の阻害である。エンド
スタチンは、一次腫瘍により産生されたこのような血管新生阻害剤の増殖する列挙の１つ
である。これは、比較的大きいタンパク質のタンパク質分解断片である：エンドスタチン
は、コラーゲンＸＶＩＩＩ（マウスコラーゲンＸＶＩＩＩ中のアミノ酸Ｈ１１３２～Ｋ１
３１５）の２０ｋＤａ断片である。エンドスタチンは、インビトロで内皮細胞増殖を特異
的に阻害し、インビボで血管新生を遮断することが示された。
【００６５】
　さらに重要なことに、エンドスタチンを、腫瘍を有するマウスに投与することにより、
顕著な腫瘍退行がもたらされ、毒性または薬剤耐性は、複数の処置サイクルの後にさえも
観察されなかった。Boehm et al., 1997, Nature 390(6658):404-407。エンドスタチンが
遺伝子的に安定な内皮細胞を標的し、種々の固体腫瘍を阻害するという事実により、これ
が、抗癌療法のための極めて魅力的な候補となる。Fidler and Ellis, 1994, Cell 79(2)
:185-8; Gastl et al., 1997, Oncology 54(3):177-84; Hinsbergh et al., 1999, Ann O
ncol 10 Suppl 4:60-3。さらに、血管新生阻害剤は、放射線および化学療法剤と組み合わ
せた際に、一層有効であることが示された。Klement, 2000, J. Clin Invest, 105(8) R1
5-24. Browder, 2000, Cancer Res. 6-(7) 1878-86, Arap et al., 1998, Science 279(5
349):377-80; Mauceri et al., 1998, Nature 394(6690):287-91。
【００６６】
　本発明は、慣用の治療方法の制限を克服し、以下の詳細な記載から明らかである追加の
利点を提供する、卵巣癌、膵臓癌および結腸癌を処置する代替の方法を提供する。
【００６７】
発明の概要
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　本発明は、インビボで哺乳動物細胞上のＯｖｒ１１５に結合する、単離されたＯｖｒ１
１５抗体に関する。本発明はさらに、インビボで哺乳動物細胞上のＯｖｒ１１５に結合す
ると内部移行する、単離されたＯｖｒ１１５抗体に関する。当該抗体は、モノクローナル
抗体であってもよい。あるいはまた、抗体は、抗体断片またはキメラもしくはヒト化抗体
である。モノクローナル抗体は、アメリカンタイプカルチャーコレクション受託番号PTA-
5202、PTA-5916、PTA-5917、PTA-5918、PTA-5919およびPTA-5920の下で寄託されたハイブ
リドーマの群から選択されたハイブリドーマにより産生され得る。本発明は、さらに、Ｏ
ｖｒ１１５活性を阻害する単離されたＯｖｒ１１５抗体に関する。好ましくは、Ｏｖｒ１
１５活性は、プロテアーゼ活性である。
【００６８】
　抗体は、アメリカンタイプカルチャーコレクション受託番号PTA-5202、PTA-5916、PTA-
5917、PTA-5918、PTA-5919およびPTA-5920の下で寄託されたハイブリドーマの群から選択
されたハイブリドーマにより産生されたモノクローナル抗体により結合されたエピトープ
と同一のエピトープに結合することについて競合することができる。
【００６９】
　本発明はまた、結合した抗体に関する。これらは、増殖阻害剤または細胞毒性剤に結合
することができる。細胞毒性剤は、毒素、抗生物質、放射性同位体および核酸分解酵素お
よび毒素からなる群から選択され得る。毒素の例には、メイタンシン(maytansin)、メイ
タンシノイド類(maytansinoids)、サポリン(saporin)、ゲロニン(gelonin)、リシンまた
はカリケアマイシン(calicheamicin)が含まれるが、これらには限定されない。
【００７０】
　哺乳動物細胞は、癌細胞であってもよい。好ましくは、抗Ｏｖｒ１１５モノクローナル
抗体は、インビボでのＯｖｒ１１５発現癌細胞の増殖を阻害する。
　抗体は、細菌中で産生され得る。あるいはまた、抗体は、ＡＴＣＣ受託番号PTA-5202、
PTA-5916、PTA-5917、PTA-5918、PTA-5919およびPTA-5920を有するハイブリドーマの群か
ら選択されたハイブリドーマにより産生された抗Ｏｖｒ１１５抗体のヒト化された形態で
あってもよい。
【００７１】
　好ましくは、癌は、卵巣癌、膵臓癌および結腸癌からなる群から選択されている。本発
明はまた、抗体を産生する方法であって、適切な細胞を培養することおよび該抗体を該細
胞培養物から回収することを含む、前記方法に関する。
　本発明はまた、抗体および担体を含む組成物に関する。抗体は、細胞毒性剤に結合する
ことができる。細胞毒性剤は、放射性同位体または他の化学療法剤であってもよい。
【００７２】
　本発明はまた、Ｏｖｒ１１５発現癌細胞を死滅させる方法であって、該癌細胞を、本発
明の抗体と接触させ、これにより該癌細胞を死滅させることを含む、前記方法に関する。
癌細胞を、卵巣癌細胞、膵臓癌細胞および結腸癌細胞からなる群から選択することができ
る。
【００７３】
　卵巣癌、膵臓癌または結腸癌は、卵巣漿液腺癌および結腸腺癌または転移性癌を含む、
卵巣上皮癌、膵臓上皮癌または結腸上皮癌であってもよい。
　本発明はまた、哺乳動物におけるＯｖｒ１１５発現癌を寛解する方法であって、治療的
に有効な量の抗体を該哺乳動物に投与することを含む、前記方法に関する。
【００７４】
　さらに、本発明は、容器およびこの中に含まれた組成物を含む製造品であって、該組成
物が、本明細書中に記載した抗体を含む、前記製造品に関する。この製造品はまた、追加
の成分、例えば組成物を用いて、卵巣癌、膵臓癌および結腸癌を処置することができるこ
とを示す添付文書を含むことができる。
【００７５】
発明の詳説
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定義および一般的手法
　本明細書中で用いる、ヒト「Ｏｖｒ１１５」は、細胞表面上で糖タンパク質として発現
され、このヌクレオチドおよび／またはアミノ酸配列が、例えばWO 00/12758-A1、癌特異
性遺伝子（ＣＳＧ）Ｏｖｒ１１５（クローンＩＤ　１２８３１７１）；WO 99/36550-A2、
ヒトプロテアーゼＨＵＰＭ－６；WO 01/04141-A2、ヒトセリパンクリン(seripancrin)ｃ
ＤＮＡ；およびWO 00/12708-A2、ヒトＰＲＯ１５７０（ＵＮＱ７７６）ｃＤＮＡ配列（当
該公報中の配列番号：２７４）中に開示されている通りである、４３５個のアミノ酸のタ
ンパク質を意味する。Ｏｖｒ１１５はまた、ＲＥＦＳＥＱデータベースにおいて：NM_019
894.2 (GI: 34304348)ヒト膜貫通プロテアーゼ、セリン４(TMPRSS4)、転写物変種１、ｍ
ＲＮＡとして開示されている。ＲＥＦＳＥＱは、ＴＭＰＲＳＳ４（Ｏｖｒ１１５）の以下
の要約を示す：
【００７６】
　「この遺伝子は、セリンプロテアーゼ族の要素をコードする。セリンプロテアーゼ類は
、種々の生物学的プロセスに関与することが知られており、この機能不全は、しばしばヒ
ト疾患および障害をもたらす。この遺伝子は、膵臓癌腫において過剰発現される遺伝子と
して同定された。コードされたタンパク質は、Ｎ末端アンカー配列およびセリンプロテア
ーゼドメインを含むグリコシル化細胞外領域と膜結合性である。」
【００７７】
　Ｏｖｒ１１５のアミノ酸５２～４３５は、細胞表面上に位置する。本明細書中で用いる
Ｏｖｒ１１５は、Ｏｖｒ１１５生物学的活性を有するタンパク質の対立形質変種および保
存的置換突然変異体を含む。
【００７８】
　ヒト膜貫通プロテアーゼ、セリン４(TMPRSS4)は、前に新規な膜貫通セリンプロテアー
ゼ(TMPRSS3)として同定された。Wallrapp et al., 膵臓癌において過剰発現された新規な
膜貫通セリンプロテアーゼ(TMPRSS3)、Cancer Res. 60(10):2602-6 (2000)。Ｏｖｒ１１
５が一層攻撃的な卵巣癌、膵臓癌および結腸癌と明らかに関連しているという本発明者ら
の発見により、この細胞表面抗原が、これらのおよび場合によっては他の腫瘍のタイプの
免疫療法のための魅力的な標的となる。
【００７９】
　本明細書中で用いる用語「抗体」（Ａｂ）は、これらが所望の生物学的活性を示す限り
、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多選択性抗体（例えば二重選択性抗体）お
よび抗体断片を含む。用語「免疫グロブリン」（Ｉｇ）は、本明細書中では、「抗体」と
同義的に用いる。
【００８０】
　「単離された抗体」は、この天然の環境の成分から同定され、分離され、および／また
は回収されたものである。この天然の環境の汚染された成分は、抗体の診断的または治療
的使用を妨げる物質であり、酵素、ホルモンおよび他のタンパク質性または非タンパク質
性溶質を含むことができる。好ましくは、抗体を、（１）ローリー法により決定して、９
５重量％より高い、および最も好ましくは９９重量％より高い抗体に、（２）回転カップ
配列決定装置を用いることにより、Ｎ末端もしくは内部アミノ酸配列の少なくとも１５個
の残基を得るのに十分な程度に、または（３）ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、クマジーブルー
もしくは好ましくは銀染色を用いて、還元もしくは非還元条件の下で、均一に精製する。
単離された抗体は、抗体の天然の環境の少なくとも１種の成分が存在しないため、組換え
細胞内にインサイチュの抗体を含む。しかし、通常、単離された抗体は、少なくとも１つ
の精製段階により調製される。
【００８１】
　塩基性４鎖抗体単位は、２つの同一な軽（Ｌ）鎖および２つの同一な重（Ｈ）鎖から構
成されている、ヘテロ四量体糖タンパク質である（ＩｇＭ抗体は、Ｊ鎖と呼ばれる追加の
ポリペプチドと共に５つの塩基性ヘテロ四量体単位からなり、従って、１０個の抗原結合
部位を含み、一方分泌されたＩｇＡ抗体は、重合して、Ｊ鎖と共に２～５個の塩基性の４
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鎖単位を含む多価の集合を形成することができる）。ＩｇＧの場合において、４鎖単位は
、一般的に、約１５０，０００ダルトンである。各々のＬ鎖は、Ｈ鎖に、１つの共有ジス
ルフィド結合により結合しており、一方２つのＨ鎖は、互いに、Ｈ鎖アイソタイプに依存
して、１つまたは２つ以上のジスルフィド結合により互いに結合している。各々のＨおよ
びＬ鎖はまた、規則的に離間した鎖内ジスルフィド架橋を有する。各々のＨ鎖は、Ｎ末端
において、可変ドメイン（ＶＨ）、続いて、α、δおよびγ鎖の各々について３つの定常
ドメイン（ＣＨ）並びにμおよびεアイソタイプについて４つのＣＨドメインを有する。
各々のＬ鎖は、Ｎ末端において可変ドメイン（ＶＬ）、続いてこの他方の末端において定
常ドメイン（ＣＬ）を有する。
【００８２】
　ＶＬは、ＶＨと共に整列し、ＣＬは、重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨＩ）と共に整列
する。特定のアミノ酸残基は、軽鎖および重鎖可変ドメインの間で界面を形成すると考え
られる。ＶＨおよびＶＬの一緒の対形成により、単一の抗原結合部位が形成する。種々の
群の抗体の構造および特性について、例えば、Basic and Clinical Immunology, 第８版
、Daniel P. Stites, Abba I. Teff and Tristram G. Parslow（編）、Appleton & Lange
, Norwalk, CT, 1994, ７１頁および６章を参照。
【００８３】
　すべての脊椎動物種からのＬ鎖を、これらの定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、
カッパおよびラムダと呼ばれる２つの明確に別個のタイプの１つに割り当てることができ
る。これらの重鎖（ＣＨ）の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリンを
、種々の群またはアイソタイプに割り当てることができる。免疫グロブリンの５つの群が
あり：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ、それぞれα、δ、ε、γおよびμ
と示される重鎖を有する。γおよびα群は、さらに、ＣＨ配列および機能における比較的
主要でない差異に基づいて、従属群に分けられ、例えばヒトは、以下の従属群を表す：Ｉ
ｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２。
【００８４】
　用語「可変」は、可変ドメインのあるセグメントが、抗体間の配列において、大きく異
なるという事実を意味する。Ｖドメインは、抗原結合を媒介し、この特定の抗原への特定
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１～１０のアミノ酸範囲に
わたり均一に分布していない。代わりに、Ｖ領域は、各々９～１２個のアミノ酸の長さの
、「高頻度可変領域」と呼ばれる極度の可変性の比較的短い領域により分離された、１５
～３０個のアミノ酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる、比較的不変の伸長からな
る。自然の重および軽鎖の可変ドメインは、各々、大きくＰシート形状を採り、３つの高
頻度可変領域により結合した４つのＦＲを含み、これは、Ｐシート構造に結合し、ある場
合においてこの一部を形成するループを形成する。各々の鎖における高頻度可変領域は、
ＦＲにより密接に一緒に保持され、他方の鎖からの高頻度可変領域と共に、抗体の抗原結
合部位の形成に寄与する（Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Int
erest, 第５版、Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, M
D. (1991)を参照）。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関与せず、種々のエフ
ェクター機能、例えば抗体の抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）への関与を示す。
【００８５】
　用語「高頻度可変領域」は、本明細書中で用いる際には、抗原結合の原因である抗体の
アミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は、一般的に、「相補的決定領域」または「Ｃ
ＤＲ」（例えば、ＶＬ中の約残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）および８９～
９７（Ｌ３）の周囲、並びにＶＨ中の約１～３５（Ｈ１）、５０～６５（Ｈ２）および９
５～１０２（Ｈ３）の周囲；Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological I
nterest, 第５版、Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
 MD. (1991)）からのアミノ酸残基および／または「高頻度可変ループ」（例えば、ＶＬ
中の残基２６～３２（Ｌ１）、５０～５２（Ｌ２）および９１～９６（Ｕ）、並びにＶＨ
中の２６～３２（Ｈ１）、５３～５５（Ｈ２）および９６～１０１（Ｈ３）；Chothia an
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d Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)）からの当該残基を含む。
【００８６】
　本明細書中で用いる用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体の集団から得
られた抗体を表し、即ち、集団を含む個々の抗体は、少量で存在し得る可能な天然に存在
する突然変異体を除いて、同一である。モノクローナル抗体は、高度に特異性であり、単
一の抗原性部位に対して向けられる。さらに、種々の決定因子（エピトープ）に対して向
けられる種々の抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各々のモノクローナ
ル抗体は、抗原上の単一の決定因子に対して向けられる。これらの特異性に加えて、モノ
クローナル抗体は、これらが、他の抗体により汚染されずに合成され得るという点で、有
利である。改変体「モノクローナル」は、いかなる特定の方法によっても抗体の産生を必
要とするものと解釈するべきではない。例えば、本発明において有用なモノクローナル抗
体を、Kohler et al., Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハイブリドーマ
方法により調製することができるか、または細菌性、真核生物動物もしくは植物細胞にお
ける組換えＤＮＡ方法を用いて作成することができる（例えば米国特許第4,816,567号を
参照）。「モノクローナル抗体」はまた、ファージ抗体ライブラリーから、例えばClacks
on et al., Nature, 352:624-628 (1991)およびMarks et al., J. Mol. Biol., 222:581-
597 (1991)中に記載されている手法を用いて単離することができる。
【００８７】
　本明細書中のモノクローナル抗体は、これらが、所望の生物学的活性を示す限りは、重
および／または軽鎖の一部が、特定の種から由来するか、または特定の抗体群もしくは従
属群に属する抗体中の対応する配列と同一であるか、またはこれと相同的であり、一方１
または２以上の鎖の残りが、他の種から由来するか、または他の抗体群もしくは従属群に
属する抗体、並びにこのような抗体の断片中の対応する配列と同一であるか、またはこれ
と相同的である、「キメラ」抗体を含む（米国特許第4,186,567号；およびMorrison et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)を参照）。関連するキメラ抗体
は、本明細書中では、非ヒト霊長類（例えば旧世界ザル、類人猿など）から由来する可変
ドメイン抗原結合配列およびヒト定常領域配列を含む、「霊長類化された(primatized)」
抗体を含む。
【００８８】
　「無傷の」抗体は、抗原結合部位およびＣＬ並びに少なくとも重鎖定常ドメイン、ＣＨ
Ｉ、ＣＨ２およびＣＨ３を含むものである。定常ドメインは、自然配列定常ドメイン（例
えばヒト自然配列定常ドメイン）またはこのアミノ酸配列変異体であってもよい。好まし
くは、無傷の抗体は、１つまたは２つ以上のエフェクター機能を有する。
【００８９】
　「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または可変領域
を含む。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片；ダイア
ボディー(diabody)；直線状抗体（米国特許第5,641,870号、例２；Zapata et al., Prote
in Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]を参照）；単一鎖抗体分子；並びに抗体断片から形成
する多選択性抗体が含まれる。抗体のパパイン消化により、「Ｆａｂ」断片および残りの
「Ｆｃ」断片と呼ばれる２種の同一な抗原結合断片が生じ、表示は、容易に結晶する能力
を反映している。Ｆａｂ断片は、Ｈ鎖の可変領域ドメイン（ＶＨ）および１つの重鎖の第
１の定常ドメイン（ＣＨＩ）と共に完全なＬ鎖からなる。各々のＦａｂ断片は、抗原結合
に関して１価であり、即ち、これは、単一の抗原結合部位を有する。
【００９０】
　抗体のペプシン処理により、２価の抗原結合活性を有するＦａｂ断片に結合した２つの
ジスルフィドにほぼ相当し、尚抗原を架橋することができる、単一の大きいＦ（ａｂ’）
２断片が得られる。Ｆａｂ’断片は、Ｆａｂ断片と、抗体ヒンジ領域からの１つまたは２
つ以上のシステインを含むＣＨＩドメインのカルボキシ末端において、追加のいくつかの
残基を有することにより異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、Ｆａｂ’についての本明細書中での
表示であり、ここで、定常ドメインの１または２以上のシステイン残基は、遊離のチオー
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ル基を有する。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、最初には、これらの間にヒンジシステインを
有する８つのＦａｂ’断片の対として産生された。抗体断片の他の化学的結合はまた、知
られている。
【００９１】
　Ｆｃ断片は、両方のＨ鎖がジスルフィドにより一緒に保持されたカルボキシ末端部分を
含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域における配列により決定され、この領域はま
た、あるタイプの細胞上に見出されたＦｃレセプター（ＦｃＲ）により認識される部分で
ある。
【００９２】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識および結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、厳密な、非共有的な会合における、１つの重鎖および１つの軽鎖の可変領域ドメインの
二量体からなる。これらの２つのドメインの折り畳みから、６つの高頻度可変ループ（各
々ＨおよびＬ鎖からの３つのループ）が放射し、これは、抗原結合のためのアミノ酸残基
に寄与し、抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、単一の可変ドメイン（または抗原
に特異的な３つのみのＣＤＲを含むＦｖの半分）さえも、抗原を認識し、これを結合する
能力を有するが、完全な結合部位よりも低い親和性においてである。
【００９３】
　また「ｓＦｖ」または「ｓｃＦｖ」と略される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖
中に結合するＶＨおよびＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポ
リペプチドはさらに、ＶＨおよびＶＬドメインの間に、ｓＦｖが抗原結合に望ましい構造
を形成することを可能にするポリペプチドリンカーを含む。ｓＦｖの概説のために、Pluc
kthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, 第１１３巻、Rosenburg and Mo
ore編、Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, 下記を参
照。
【００９４】
　用語「ダイアボディー」は、ＶＨおよびＶＬドメインの間に短いリンカー（約５～１０
個の残基）を有するｓＦｖ断片（前の段落を参照）を、Ｖドメインの鎖間、しかし鎖内で
はない対形成が達成され、２価の断片、即ち２つの抗原結合部位を有する断片が得られる
ように構成することにより調製された、小さい抗体断片を意味する。二重選択性ダイアボ
ディーは、２つの「クロスオーバー」ｓＦｖ断片のヘテロ二量体であり、ここで、２つの
抗体のＶＨおよびＶＬドメインは、異なるポリペプチド鎖上に存在する。ダイアボディー
は、例えばEP 404,097; WO 93/11161；およびHollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 90:6444-6448 (1993)中に一層完全に記載されている。
【００９５】
　「自然の配列」のポリペプチドは、自然のものから由来するポリペプチド（例えば抗体
）と同一のアミノ酸配列を有するものである。このような自然の配列のポリペプチドを、
自然のものから単離することができるか、または組換えもしくは合成手段により産生する
ことができる。従って、自然の配列のポリペプチドは、天然に存在するヒトポリペプチド
、マウスポリペプチドまたはすべての他の哺乳動物種からのポリペプチドのアミノ酸配列
を有することができる。
【００９６】
　用語「アミノ酸配列変異体」は、ある程度に自然の配列のポリペプチドと異なるアミノ
酸配列を有するポリペプチドを意味する。通常、Ｏｖｒ１１５のアミノ酸配列変異体は、
自然の配列のＯｖｒ１１５と少なくとも約７０％の相同性、好ましくは少なくとも約８０
％、一層好ましくは少なくとも約８５％、さらに一層好ましくは少なくとも約９０％の相
同性、および最も好ましくは少なくとも９５％の相同性を有する。アミノ酸配列変異体は
、自然のアミノ酸配列のアミノ酸配列内のある位置において、置換、欠失および／または
挿入を有し得る。
【００９７】
　抗体の語句「機能的断片または類似体」は、全長抗体と共通する定性的生物学的活性を
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有する化合物である。例えば、抗ＩｇＥ抗体の機能的断片または類似体は、ＩｇＥ免疫グ
ロブリンに、このような分子の能力が高度に親和性のレセプターであるＦｃεＲＩに結合
する能力を有することを防止するかまたは実質的に低減する方法で、結合することができ
るものである。
【００９８】
　「相同性」は、配列を整列させ、間隙を導入して、所要に応じて最大の百分率の相同性
を達成した後に同一であるアミノ酸配列変異体中の残基の百分率として、定義される。整
列のための方法およびコンピュータープログラムは、当該分野において十分知られている
。配列の類似性を、すべての一般的な配列分析アルゴリズム、例えばＧＡＰまたはＢＥＳ
ＴＦＩＴまたは他の変法のSmith-Waterman整列により、測定することができる。T. F. Sm
ith and M. S. Waterman, J. Mol. Biol. 147:195-197 (1981)およびW.R. Pearson, Geno
mics 11:635-650 (1991)を参照。
【００９９】
　非ヒト（例えば、げっ歯動物）抗体の「ヒト化された」形態は、非ヒト抗体から由来す
る最小の配列を含むキメラ抗体である。ほとんどの部分について、ヒト化された抗体は、
受容者の高頻度可変領域からの残基が、非ヒト種（供与者抗体）、例えば所望の抗体特異
性、親和性および能力を有するマウス、ラット、ウサギまたは非ヒト霊長類の高頻度可変
領域からの残基により置換されている、ヒト免疫グロブリン（受容者抗体）である。いく
つかの例において、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）は、対応する非ヒ
ト残基により置換されている。
【０１００】
　さらに、ヒト化された抗体は、受容者抗体中または供与者抗体中に見出されない残基を
含み得る。これらの変更は、抗体性能をさらに精巧にするためになされる。一般的に、ヒ
ト化された抗体は、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すべてを
含み、ここで、高頻度可変ループのすべてまたは実質的にすべては、非ヒト免疫グロブリ
ンのものに相当し、ＦＲのすべてまたは実質的にすべては、ヒト免疫グロブリン配列のも
のである。ヒト化された抗体は、随意にまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部を含む。さらなる詳細については、Jone
s et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988)
；およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)を参照。
【０１０１】
　本明細書中で用いる、「内部移行する」抗Ｏｖｒ１１５抗体は、哺乳動物細胞上でＯｖ
ｒ１１５に結合することにより（即ち細胞表面Ｏｖｒ１１５）細胞により吸収される（即
ち進入する）ものである。内部移行する抗体は、当然、抗体断片、ヒトまたはヒト化され
た抗体および抗体結合体を含む。治療的用途のために、インビボでの内部移行が意図され
る。内部移行した抗体分子の数は、Ｏｖｒ１１５発現細胞、特にＯｖｒ１１５発現癌細胞
を死滅させるのに十分または適切な数である。抗体または抗体結合体の効能に依存して、
いくつかの例において、単一の抗体分子の細胞中への取り込みは、抗体が結合する標的細
胞を死滅させるのに十分である。例えば、ある毒素は、抗体に結合した毒素の１つの分子
の内部移行が、腫瘍細胞を死滅させるのに十分であるように死滅させるにあたり、高度に
有効である。
【０１０２】
　抗Ｏｖｒ１１５抗体が、哺乳動物細胞上のＯｖｒ１１５に結合すると内部移行するか否
かは、以下の実験例において記載するものを含む、種々のアッセイにより決定することが
できる。例えば、インビボでの内部移行を試験するために、試験抗体を標識し、ある細胞
の表面上で発現したＯｖｒ１１５を有することが知られている動物中に導入する。この抗
体を、例えば蛍光または金粒子で放射性標識するかまたは標識することができる。このア
ッセイに適する動物には、哺乳動物、例えばヒトＯｖｒ１１５発現腫瘍移植または異種移
植を含むＮＣＲヌードマウス、またはヒトＯｖｒ１１５で形質移入された細胞が導入され
たマウス、またはヒトＯｖｒ１１５導入遺伝子を発現する遺伝子組換えマウスが含まれる
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。適切な対照には、試験抗体が施与されていないかまたは関連しない抗体が施与された動
物、および関連する細胞上の他の抗原に対する抗体が施与され、この抗体が、抗原に結合
すると内部移行することが知られている動物が含まれる。
【０１０３】
　抗体を、動物に、例えば静脈内注射により投与することができる。好適な時間間隔にお
いて、この動物の組織切片を、既知の方法を用いて、または以下の実験例中に記載したよ
うに調製し、光学顕微鏡または電子顕微鏡により、内部移行および細胞中の内部移行した
抗体の位置について分析することができる。インビトロでの内部移行について、細胞を、
組織培養皿中で、培養培地に加えられた関連する抗体の存在または不存在においてインキ
ュベートし、所望の時点において顕微鏡分析のために加工することができる。細胞中の内
部移行した、標識した抗体の存在を、顕微鏡により、または放射性標識した抗体を用いる
場合にはオートラジオグラフィーにより、直接視覚化することができる。あるいはまた、
定量的な生化学的アッセイにおいて、Ｏｖｒ１１５発現細胞を含む細胞の集団を、インビ
トロまたはインビボで、放射性標識した試験抗体と接触させ、細胞（インビボで接触させ
た場合には、細胞を、次に、好適な量の時間の後に単離する）を、プロテアーゼで処理す
るか、またはこれに酸洗浄を施して、細胞表面上の内部移行していない抗体を除去する。
【０１０４】
　細胞を粉砕し、細胞の各々のバッチと関連する分あたりのプロテアーゼ耐性の、放射線
量（カウント毎分（ｃｐｍ））を、ホモジネートをシンチレーションカウンターを通過さ
せることにより測定する。放射性標識した抗体の既知の特異的な活性に基づいて、細胞あ
たり内部移行した抗体分子の数を、粉砕した細胞のシンチレーションカウントから推定す
ることができる。細胞を、インビトロで、好ましくは溶液形態で、例えば細胞を培養皿ま
たはフラスコ中の細胞培養培地に加え、抗体を、培地と十分に混合して、抗体に対する細
胞の均一な曝露を確実にすることにより、抗体と「接触」させる。培養培地を加える代わ
りに、細胞を、試験抗体と、試験管中の等張性溶液、例えばＰＢＳ中で、所望の時間にわ
たり接触させることができる。インビボで、患者に投与された際には、細胞を抗体と、試
験抗体を投与するすべての好適な方法、例えば以下に記載する投与方法により、接触させ
る。
【０１０５】
　インビボでのＯｖｒ１１５発現細胞を結合する際の抗体の内部移行の速度が速くなるに
従って、標的Ｏｖｒ１１５発現細胞に対する一層迅速な所望の死滅または増殖阻害効果を
、例えば細胞毒性免疫結合体により、達成することができる。好ましくは、抗Ｏｖｒ１１
５抗体の内部移行の動力学は、これらが、Ｏｖｒ１１５発現標的細胞の迅速な死滅を好む
程度である。従って、抗Ｏｖｒ１１５抗体は、好ましくはインビボで抗体を投与してから
２４時間以内に、一層好ましくは約１２時間以内に、さらに一層好ましくは約３０分～１
時間以内に、最も好ましくは約３０分以内に、内部移行の迅速な速度を示すのが望ましい
。本発明は、インビボで抗Ｏｖｒ１１５抗体を導入する時間から約１５分程度に迅速に内
部移行する抗体を提供する。抗体は、好ましくは、細胞表面上のＯｖｒ１１５に結合した
際に、数時間以内に、好ましくは１時間以内に、さらに一層好ましくは１５～３０分以内
に、細胞中に内部移行する。
【０１０６】
　試験抗体が、ＡＴＣＣに寄託されたハイブリドーマにより産生された抗体を含む、本発
明の抗Ｏｖｒ１１５抗体により結合されたエピトープと同一のエピトープに結合すること
について競合することができるか否かを試験するために、クロスブロッキング(cross-blo
cking)アッセイ、例えば競合的ＥＬＩＳＡアッセイを、行うことができる。例示的な競合
的ＥＬＩＳＡアッセイにおいて、マイクロタイタープレートのＯｖｒ１１５で被覆したウ
ェルまたはＯｖｒ１１５で被覆したセファロースビーズを、候補の競合的抗体と共に、ま
たはこれを伴わずにプレインキュベートし、次に本発明のビオチン標識した抗Ｏｖｒ１１
５抗体を加える。ウェル中で、またはビーズ上でＯｖｒ１１５抗原に結合した、標識した
抗Ｏｖｒ１１５抗体の量を、アビジン－ペルオキシダーゼ結合体および適切な基質を用い
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て測定する。
【０１０７】
　あるいはまた、抗Ｏｖｒ１１５抗体を、例えば放射性もしくは蛍光標識またはある他の
検出可能な、および測定可能な標識で標識することができる。抗原に結合する標識した抗
Ｏｖｒ１１５抗体の量は、候補の競合的抗体（試験抗体）が、抗原上の同一のエピトープ
に結合することについて競合する能力に対して、逆相関を有する。即ち、同一のエピトー
プへの試験抗体の親和性が大きくなるに従って、一層少量の標識した抗Ｏｖｒ１１０抗体
が、抗原で被覆したウェルに結合する。候補の競合的な抗体は、候補の競合的抗体が、抗
Ｏｖｒ１１５抗体の結合を、候補の競合的抗体の不存在において（しかし、既知の非競合
的抗体の存在下であってもよい）平行して行う対照と比較して、少なくとも２０％、好ま
しくは少なくとも２０～５０％、さらに一層好ましくは少なくとも５０％により遮断する
ことができる場合には、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体と同一のエピトープに実質的に結合
するかまたは、これと同一のエピトープに結合することについて競合する抗体であると考
えられる。このアッセイの変更を行って、同一の定量的数値データに到達することができ
ることが、理解される。
【０１０８】
　表示した抗体の「生物学的特性」を有する抗体、例えばモノクローナル抗体Ovr115.A2.
1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知られている）、Ovr115.A63.
2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D31、Ovr115.D32、Ovr115
.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr115.D71、Ovr115.D81、Ov
r115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr115.F5、Ovr115.F6、Ovr
115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr115.F13、Ovr115.F14、Ov
r115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F24
、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F30、Ovr115.F31、Ovr115
.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr115.F37、Ovr115.F38、Ov
r115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr115.F47
、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115
.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr115.F61、Ovr115.F62、Ov
r115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、Ovr115.F69、Ovr115.F70
、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、Ovr115
.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr115.F82およびOvr115.F83
のすべては、これを同一の抗原に結合する他の抗体と区別する当該抗体の生物学的特徴の
１つまたは２つ以上を有するものであり、Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（
またOvr115 A51.2として知られている）、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr11
5.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D31、Ovr115.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、O
vr115.D51、Ovr115.D69、Ovr115.D71、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2
、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr115.F5、Ovr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、O
vr115.F10、Ovr115.F11、Ovr115.F13、Ovr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F2
0、Ovr115.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr11
5.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F30、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、O
vr115.F35、Ovr115.F36、Ovr115.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F4
1、Ovr115.F42、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr11
5.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、O
vr115.F59、Ovr115.F60、Ovr115.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F6
5、Ovr115.F66、Ovr115.F67、Ovr115.F69、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr11
5.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、O
vr115.F80、Ovr115.F81、Ovr115.F82およびOvr115.F83は、Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、
Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知られている）、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr
115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D31、Ovr115.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37
、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr115.D71、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115
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.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr115.F5、Ovr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F
8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr115.F13、Ovr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115
.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ov
r115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F30、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33
、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr115.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115
.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ov
r115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57
、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr115.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115
.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、Ovr115.F69、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ov
r115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78
、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr115.F82およびOvr115.F83（例えば、モノク
ローナル抗体Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知ら
れている）、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.
D31、Ovr115.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr
115.D71、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ov
r115.F5、Ovr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr
115.F13、Ovr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22
、Ovr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115
.F30、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ov
r115.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43
、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115
.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ov
r115.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67
、Ovr115.F69、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115
.F75、Ovr115.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ov
r115.F82およびOvr115.F83のOvr115への結合と競合するかまたはこの結合を遮断する）に
より結合されたエピトープと同一のエピトープに結合し、インビボでＯｖｒ１１５発現腫
瘍細胞を標的することができ、インビボで哺乳動物細胞上でＯｖｒ１１５に結合する。
【０１０９】
　さらに、Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知られ
ている）、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D3
1、Ovr115.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr11
5.D71、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr1
15.F5、Ovr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr11
5.F13、Ovr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、O
vr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F3
0、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr11
5.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、O
vr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F5
4、Ovr115.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr11
5.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、O
vr115.F69、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F7
5、Ovr115.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr11
5.F82およびOvr115.F83抗体の生物学的特性を有する抗体は、インビボで哺乳動物細胞上
でＯｖｒ１１５に結合した際に、内部移行する。
【０１１０】
　同様に、Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知られ
ている）、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D3
1、Ovr115.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr11
5.D71、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr1
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15.F5、Ovr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr11
5.F13、Ovr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、O
vr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F3
0、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr11
5.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、O
vr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F5
4、Ovr115.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr11
5.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、O
vr115.F69、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F7
5、Ovr115.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr11
5.F82およびOvr115.F83抗体の生物学的特徴を有する抗体は、抗体の同一のエピトープ結
合、標的、内部移行、腫瘍増殖阻害および細胞毒性特性を有する。
【０１１１】
　用語「アンタゴニスト」抗体は、最も広い意味で用いられ、本明細書中に開示した自然
のＯｖｒ１１５タンパク質の生物学的活性を部分的に、または完全に遮断、阻害または中
和する抗体を含む。Ｏｖｒ１１５ポリペプチドのアンタゴニストを同定するための方法は
、Ｏｖｒ１１５ポリペプチドまたはＯｖｒ１１５を細胞表面上で発現する細胞を、候補の
アンタゴニスト抗体と接触させることおよび、通常Ｏｖｒ１１５ポリペプチドと関連する
１または２以上の生物学的活性における検出可能な変化を測定することを含むことができ
る。
【０１１２】
　「Ｏｖｒ１１５を発現する腫瘍細胞の増殖を阻害する抗体」または「増殖阻害」抗体は
、Ｏｖｒ１１５を発現するかまたは過剰発現する癌細胞に結合し、かつこの測定可能な増
殖阻害をもたらすものである。好ましい増殖阻害抗Ｏｖｒ１１５抗体は、Ｏｖｒ１１５発
現腫瘍細胞（例えば卵巣癌細胞、膵臓癌細胞および結腸癌細胞）の増殖を、適切な対照と
比較して２０％より大きく、好ましくは約２０％～約５０％、およびさらに一層好ましく
は５０％より大きく（例えば約５０％～約１００％）阻害し、対照は、典型的には、試験
されている抗体で処置していない腫瘍細胞である。増殖阻害を、細胞培養物中の約０．１
～３０ｐｇ／ｍｌまたは約０．５ｎＭ～２００ｎＭの抗体濃度で測定することができ、こ
こで、増殖阻害は、腫瘍細胞を抗体に曝露した１～１０日後に決定される。インビボでの
腫瘍細胞の増殖阻害を、以下の実験例の章において記載するように、種々の方法で決定す
ることができる。抗体は、抗Ｏｖｒ１１５抗体の、約１ｐｇ／体重１ｋｇ～約１００ｍｇ
／体重１ｋｇでの投与により、腫瘍の大きさまたは腫瘍細胞増殖の減少が、抗体の最初の
投与から約５日～３ヶ月以内、好ましくは約５～３０日以内にもたらされる場合に、イン
ビボで増殖阻害的である。
【０１１３】
　「アポトーシスを誘発する」抗体は、アネキシンＶの結合、ＤＮＡの断片化、細胞収縮
、小胞体の拡大、細胞断片化および／または膜小胞（アポトーシス体と呼ばれる）の形成
により決定される、計画された細胞死を誘発するものである。細胞は、通常、Ｏｖｒ１１
５を過剰発現するものである。好ましくは、細胞は、腫瘍細胞、例えば卵巣細胞、膵臓細
胞および結腸細胞である。種々の方法は、アポトーシスに関連する細胞の事象を評価する
のに有用である。例えば、ホスファチジルセリン（ＰＳ）転座を、アネキシン結合により
測定することができ；ＤＮＡ断片化を、ＤＮＡラダリング(laddering)により評価するこ
とができ；およびＤＮＡ断片化に伴う核／クロマチン縮合を、低二倍体細胞のすべての増
大により評価することができる。好ましくは、アポトーシスを誘発する抗体は、アネキシ
ン結合アッセイにおいて、未処理細胞に対して約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の誘発をもたらすものである。
【０１１４】
　抗体「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域（自然の配列のＦｃ領域またはアミノ酸
配列変異体Ｆｃ領域）に寄与する生物学的活性を意味し、抗体アイソタイプに伴って変化
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する。抗体エフェクター機能の例には、以下のものが含まれる：Ｃ１ｑ結合および補体依
存性細胞毒性；Ｆｃレセプター結合；抗体依存性細胞媒介細胞傷害（ＡＤＣＣ）；食作用
；細胞表面レセプター（例えばＢ細胞レセプター）の下方調節；およびＢ細胞活性化。
【０１１５】
　「抗体依存性細胞媒介細胞傷害」または「ＡＤＣＣ」は、ある細胞毒性細胞（例えばナ
チュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球およびマクロファージ）上に存在するＦｃレセプタ
ー（ＦｃＲ）上に結合した、分泌されたＩｇが、これらの細胞毒性エフェクター細胞が、
抗原を有する標的細胞に特異的に結合し、その後標的細胞を細胞毒で死滅させることを可
能にする、細胞毒性の形態を意味する。抗体は、細胞毒性細胞を「武装し(arm)」、この
ような死滅に絶対に必要である。ＡＤＣＣを媒介するための主な細胞である、ＮＫ細胞は
、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現し、一方単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよびＦｃγＲ
ＩＩＩを発現する。造血細胞におけるＦｃＲ発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Im
munol 9:457-92 (1991)の４６４頁の表３に要約されている。関連する分子のＡＤＣＣ活
性を評価するために、インビトロＡＤＣＣアッセイ、例えば米国特許第5,500,362号また
は5,821,337号に記載されているものを、行うことができる。このようなアッセイに有用
なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナチュラルキラー（ＮＫ
）細胞が含まれる。あるいはまた、またはさらに、関連する分子のＡＤＣＣ活性を、イン
ビボで、例えばClynes et al.　PNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような
動物モデルにおいて、評価することができる。
【０１１６】
　「Ｆｃレセプター」または「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載
する。好ましいＦｃＲは、自然の配列のヒトＦｃＲである。さらに、好ましいＦｃＲは、
ＩｇＧ抗体（ガンマレセプター）に結合するものであり、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよ
びＦｃγＲＩＩＩ従属群のレセプターを含み、対立形質の変異体およびあるいはまたこれ
らのレセプターのスプライシングされた形態を含む。ＦｃγＲＩＩレセプターには、Ｆｃ
γＲＩＩＡ（「活性化レセプター」）およびＦｃγＲＩＩＢ（「阻害レセプター」）が含
まれ、これは、主にこの細胞質ドメインにおいて異なる、同様のアミノ酸配列を有する。
活性化レセプターＦｃγＲＩＩＡは、免疫レセプターチロシンベースの活性化モチーフ（
ＩＴＡＭ）を、この細胞質ドメイン中に含む。阻害レセプターＦｃγＲＩＩＢは、免疫レ
セプターチロシンベースの阻害モチーフ（ＩＴＩＭ）を、この細胞質ドメイン中に含む。
（Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)中の概説Ｍ．を参照）。ＦｃＲは、R
avetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethod
s 4:25-34 (1994)；およびde Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126.330-41 (1995)中に
概説されている。将来同定されるべきものを含む、他のＦｃＲは、本明細書中の用語「Ｆ
ｃＲ」により包含される。この用語はまた、母系性のＩｇＧの胎児への輸送の原因である
新生児レセプター、ＦｃＲｎを含む(Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976)およびK
im et al., J. Immunol. 24:249 (1994))。
【０１１７】
　「ヒトエフェクター細胞」は、１つまたは２つ以上のＦｃＲを発現し、エフェクター機
能を発揮する白血球である。好ましくは、この細胞は、少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現
し、ＡＤＣＣエフェクター機能を発揮する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例には、末
梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞毒性Ｔ細胞お
よび好中球が含まれ；ＰＢＭＣおよびＮＫ細胞が好ましい。エフェクター細胞を、自然の
供給源、例えば血液から単離することができる。
【０１１８】
　「補体依存性細胞毒性」または「ＣＤＣ」は、補体の存在下での標的細胞の溶解を意味
する。古典的な補体経路の活性化は、補体系（Ｃ１ｑ）の第１の成分の、これらの同族の
抗原に結合する抗体（適切な従属群の）への結合により、開始される。補体活性化を評価
するために、例えばGazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996)に記
載されているＣＤＣアッセイを、行うことができる。
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【０１１９】
　用語「癌」および「癌性」は、典型的に調節されていない細胞増殖により特徴づけられ
る哺乳動物の生理学的状態を意味するかまたは記載する。癌の例には、癌腫、リンパ腫、
芽細胞腫、肉腫および白血病またはリンパ様悪性が含まれるが、これらには限定されない
。このような癌の一層特定的な例には、扁平細胞癌（例えば上皮性扁平細胞癌）、小細胞
肺癌、非小細胞肺癌が含まれる肺癌、肺の腺癌および肺の扁平癌腫、腹膜の癌、肝細胞性
癌、胃腸癌が含まれる胃(gastric or stomach)癌、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、
卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、尿路の癌、肝細胞腫、乳癌、結腸癌、直腸癌、直腸結腸癌、子
宮内膜または子宮の癌腫、唾液腺癌腫、腎臓(kidney or renal)癌、前立腺癌、産卵口癌
、甲状腺癌、肝臓癌腫、肛門癌腫、陰茎癌腫、黒色腫、多発性骨髄腫およびＢ細胞リンパ
腫、脳および頭および首の癌、並びに関連する転移が含まれる。
【０１２０】
　「Ｏｖｒ１１５発現細胞」は、細胞表面上で内因性または形質移入したＯｖｒ１１５を
発現する細胞である。「Ｏｖｒ１１５発現癌」は、細胞表面上に存在するＯｖｒ１１５タ
ンパク質を有する細胞を含む癌である。「Ｏｖｒ１１５発現癌」は、この細胞の表面上で
、抗Ｏｖｒ１１５抗体が、これに結合することができ、癌に関して治療的効果を有するの
に十分なレベルのＯｖｒ１１５を産生する。Ｏｖｒ１１５を「過剰発現する」癌は、同一
の組織のタイプの非癌性細胞と比較して、顕著に高いレベルのＯｖｒ１１５をこの細胞表
面において有するものである。このような過剰発現は、遺伝子増幅により、または増大し
た転写もしくは翻訳により生じ得る。Ｏｖｒ１１５過剰発現は、診断または予見アッセイ
において、細胞の表面上に存在するＯｖｒ１１５タンパク質の増大したレベルを評価する
ことにより（例えば免疫組織化学的アッセイ；ＦＡＣＳ分析により）、決定され得る。
【０１２１】
　あるいはまた、またはさらに、細胞中のＯｖｒ１１５をコードする核酸またはｍＲＮＡ
のレベルを、例えば蛍光のインサイチュハイブリダイゼーション；（ＦＩＳＨ；１９９８
年１０月に刊行されたWO98/45479を参照）、サザンブロッティング、ノーザンブロッティ
ングまたはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）手法、例えばリアルタイム定量的ＰＣＲ（Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ）により測定することができる。また、Ｏｖｒ１１５過剰発現を、生物学的液
体、例えば血清中の発した(shed)抗原を、例えば抗体に基づくアッセイを用いて測定する
ことにより、研究することができる（また、例えば米国特許第4,933,294号、１９９０年
６月１２日刊行；WO91/05264、１９９１年４月１８日刊行；米国特許第5,401,638号、１
９９５年３月２８日刊行；およびSias et al. J. Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)
を参照）。上記のアッセイとは別に、種々のインビボアッセイが、技術のある実行者に有
用である。例えば、細胞を、患者の体内で、随意に検出可能な標識、例えば放射性同位体
で標識した抗体に曝露することができ、この抗体の患者中の細胞への結合を、例えば放射
性について外部走査することにより、または前に抗体に曝露した患者から採取した生検を
分析することにより、評価することができる。Ｏｖｒ１１５発現癌は、卵巣癌、膵臓癌、
肺癌または乳癌を含む。
【０１２２】
　癌を処置するかまたは癌の症状を寛解する目的のための「哺乳動物」は、ヒト、家畜お
よび養殖の動物、並びに動物園、娯楽用、またはペット動物、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、すべての哺乳動物を意味する。好ましく
は、哺乳動物は、ヒトである。
【０１２３】
　「処置する」または「処置」または「寛解」は、治療的処置および予防的または防止的
手段の両方を意味し、ここで、目的は、標的となる病理学的状態または障害を防止するか
または遅延させる（低下させる）ことである。処置を必要としているものには、すでに障
害を有しているもの、および障害を有する傾向があるもの、または障害が防止されるべき
であるものが含まれる。被検者または哺乳動物は、本発明の方法により抗Ｏｖｒ１１５抗
体の治療的な量が施与された後に、患者が、以下の１つまたは２つの観察可能な、および
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／または測定可能な低減またはこの欠如を示す場合に、Ｏｖｒ１１５発現癌について成功
に「処置される」：癌細胞の数の減少または癌細胞の欠如；腫瘍の大きさの減少；癌の柔
軟な組織および骨中への拡大を含む、末梢器官中への癌細胞の浸潤の阻害（即ち、ある程
度までの遅延および好ましくは停止）；腫瘍転移の阻害（即ち、ある程度までの遅延およ
び好ましくは停止）；腫瘍増殖のある程度までの阻害；および／または特定の癌に関連す
る症状の１つまたは２つ以上の、ある程度までの寛解；減少された罹患率および死亡率、
並びに生活の質の問題における改善。抗Ｏｖｒ１１５抗体が、存在する癌細胞の増殖を防
止し、かつ／またはこれを死滅させることができる程度に、これは、細胞分裂停止性およ
び／または細胞毒性であり得る。これらの徴候または症状の低減はまた、患者により感じ
られ得る。
【０１２４】
　疾患における成功した処置および改善を評価するための上記のパラメーターは、医師に
十分知られている常習的な手順により、容易に測定可能である。癌療法のために、効能を
、例えば、疾患進行のための時間（ＴＴＰ）を評価し、かつ／または応答率（ＲＲ）を決
定することにより、測定することができる。
【０１２５】
　用語「治療的に有効な量」は、被検者または哺乳動物における疾患または障害を「処置
」するのに有効な抗体または薬剤の量を意味する。癌の場合において、薬剤の治療的に有
効な量により、癌細胞の数が減少し；腫瘍の大きさが減少し；末梢器官中への癌細胞の浸
潤が阻害され（即ち、ある程度まで遅延および好ましくは停止し）；腫瘍転移が阻害され
（即ち、ある程度まで遅延および好ましくは停止し）；腫瘍増殖がある程度まで阻害され
；かつ／または癌に関連する症状の１つまたは２つ以上が、ある程度まで寛解され得る。
「処置する」の前の定義を参照。薬剤が、存在する癌細胞の増殖を防止し、かつ／または
これを死滅させることができる程度に、これは、細胞分裂停止性および／または細胞毒性
であり得る。
【０１２６】
　「慢性の」投与は、１種または２種以上の剤を、急性の方式に対して連続的な方式で投
与して、長期間にわたり最初の治療的効果（活性）が維持されるようにすることを意味す
る。
　「間欠性」投与は、間隔を伴わずに連続的になされず、むしろ自然的に周期的である処
置である。
【０１２７】
　１種または２種以上他の治療剤「と組み合わせて」の投与は、すべての順序での、同時
の（併用）および連続的な投与を含む。
　本明細書中で用いる「担体」には、用いられる投与量および濃度において曝露された細
胞または哺乳動物に無毒である、薬学的に許容し得る担体、添加剤または安定剤が含まれ
る。
【０１２８】
　しばしば、生理学的に許容し得る担体は、水性のｐＨ緩衝された溶液である。生理学的
に許容し得る担体の例には、緩衝液、例えばリン酸、クエン酸および他の有機酸；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０個の残基よりも少ない）ポリペプチド；タ
ンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチンもしくは免疫グロブリン；親水性ポリマー、
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、
アルギニンもしくはリシン；グルコース、マンノースもしくはデキストリンを含む単糖類
、二糖類および他の炭水化物；キレート剤、例えばＥＤＴＡ；糖アルコール類、例えばマ
ンニトールもしくはソルビトール；塩形成対イオン、例えばナトリウム；および／または
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）
およびPLURONICS（登録商標）が含まれる。
【０１２９】
　本明細書中で用いる用語「細胞毒性剤」は、細胞の機能を阻害もしくは防止し、かつ／
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または細胞の破壊を生じる物質を意味する。この用語は、放射性同位体（例えばＡｔ２１

１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、
Ｐ３２およびＬｕの放射性同位体）、化学療法剤、例えばメトトレキセート(methotrexat
e)、アドリアマイシン(adriamicin)、ビンカアルカロイド類(vinca alkaloids)（ビンク
リスチン(vincristine)、ビンブラスチン(vinblastine)、エトポシド(etoposide)）、ド
キソルビシン(doxorubicin)、メルファラン(melphalan)、マイトマイシン(mitomycin)Ｃ
、クロラムブシル(chlorambucil)、ダウノルビシン(daunorubicin)または他の挿入剤、酵
素およびこの断片、例えば核酸分解酵素、抗生物質、並びに毒素、例えば断片および／ま
たはこの変種を含む、小分子毒素または細菌、真菌、植物もしくは動物起源の酵素的に活
性な毒素、例えばゲロニン(gelonin)、リシン、サポリン並びに以下に開示する種々の抗
腫瘍もしくは抗癌剤を含むことを意図する。他の細胞毒性剤を、以下に記載する。殺腫瘍
剤は、腫瘍細胞の破壊を生じる。
【０１３０】
　本明細書中で用いる際には、「増殖阻害剤」は、細胞、特にＯｖｒ１１５発現癌細胞の
増殖を、インビトロまたはインビボのいずれかで阻害する化合物または組成物を意味する
。従って、増殖阻害剤は、Ｓ期においてＯｖｒ１１５発現細胞の百分率を顕著に減少させ
るものであってもよい。増殖阻害剤の例には、細胞サイクル進行を遮断する（Ｓ期以外の
位置において）剤、例えばＧＩ停止およびＭ期停止を誘発する剤が含まれる。古典的なＭ
期ブロッカーには、ビンカ類（ビンクリスチンおよびビンブラスチン）、タキサン(taxan
e)類およ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(epirubi
cin)、ダウロルビシン、エトポシドおよびブレオマイシン(bleomycin)が含まれる。ＧＩ
を停止する剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン(tamoxifen)、プレド
ニソン(prednisone)、デカルバジン(dacarbazine)、メクロレタミン(mechlorethamine)、
シスプラチン、メトトレキセート、５－フルオロウラシルおよびアラ(ara)－Ｃはまた、
Ｓ期停止に波及する。
【０１３１】
　他の情報は、Murakami et al.によるThe Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and
 Israel編、第１章、題名「細胞サイクル調節、発癌遺伝子および抗悪性腫瘍薬」(WB Sau
nders: Philadelphia, 1995)、特に１３頁中に見出すことができる。タキサン類（パクリ
タキセルおよびドセタキセル）は、共にイチイから由来する抗癌薬である。ヨーロッパイ
チイから由来するドセタキセル（TAXOTERE（登録商標）、Rhone-Poulenc Rorer）は、パ
クリタキセル（TAXOL（登録商標）、Bristol-Myers Squibb）の半合成類似体である。パ
クリタキセルおよびドセタキセルは、チューブリン二量体からの微小管の組み立てを促進
し、微小管を、脱重合を防止することにより安定化し、これにより細胞中での有糸分裂の
阻害をもたらす。
【０１３２】
　本明細書中で用いる「標識」は、抗体に直接的に、または間接的に結合して、「標識し
た」抗体を生じる、検出可能な化合物または組成物を意味する。標識は、単独で検出可能
であり得る（例えば放射性同位体標識もしくは蛍光標識）か、または、酵素的標識の場合
においては、検出可能な基質化合物もしくは組成物の化学的変化を触媒し得る。
【０１３３】
　本明細書中で用いる用語「エピトープタグ化」は、「タグポリペプチド」に融合した抗
Ｏｖｒ１１５抗体ポリペプチドを含む、キメラポリペプチドを意味する。タグポリペプチ
ドは、抗体を作成することができるエピトープを提供するのに十分であるが、これが、こ
れが融合するＩｇポリペプチドの活性に干渉しない程度に十分短い残基を有する。タグポ
リペプチドはまた、好ましくは、極めて独特であり、従って抗体は、他のエピトープと実
質的に交差反応しない。好適なタグポリペプチドは、一般的に、少なくとも６個のアミノ
酸残基および通常約８～５０個のアミノ酸残基（好ましくは約１０～２０個のアミノ酸残
基）を有する。
【０１３４】
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　「小さい分子」は、本明細書中では、約５００ダルトンより小さい分子量を有すると定
義される。
　用語「添付文書」は、慣例的に治療製品の市販の包装中に含まれ、適応、使用、投与量
、投与、禁忌および／またはこのような治療製品の使用に関する注意についての情報を含
む指示を意味するために用いる。
【０１３５】
　「単離された核酸分子」は、実質的に他のゲノムＤＮＡ配列およびタンパク質または複
合体、例えばリボゾームおよびポリメラーゼから分離され、天然に自然の配列を伴う、核
酸分子、例えばＲＮＡ、ＤＮＡ、または混合ポリマーである。この用語は、この天然に存
在する環境から除去された核酸分子を包含し、組換えまたはクローン化ＤＮＡ単離物およ
び化学的に合成された類似体または異種性の系により生物学的に合成された類似体を含む
。実質的に純粋な核酸分子は、核酸分子の単離された形態を含む。
【０１３６】
　「ベクター」は、シャトルおよび発現ベクターを含み、例えばプラスミド、コスミドま
たはファージミドを含む。典型的に、プラスミド構造物はまた、それぞれ細菌におけるプ
ラスミドの複製および選択のための、複製の起源（例えば複製のＣｏｌＥｌ起源）および
選択可能なマーカー（例えばアンピシリンまたはテトラサイクリン耐性）を含む。「発現
ベクター」は、原核生物、例えば細菌または真核生物細胞における本発明の抗体断片を含
む、抗体の発現に必要な対照配列または調節要素を含むベクターを意味する。好適なベク
ターを、以下に開示する。
【０１３７】
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体を産生する細胞には、親ハイブリドーマ細胞、例えばＡＴ
ＣＣに寄託されたハイブリドーマ、並びに抗体をコードする核酸が導入された、細菌およ
び真核生物ホスト細胞が含まれる。好適なホスト細胞を、以下に開示する。
【０１３８】
　ＲＮＡ干渉は、短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）により媒介された動物における配列特異
性転写後遺伝子サイレンシングのプロセスを意味する(Fire et al., 1998, Nature, 391,
 806)。植物における対応するプロセスは、一般的に、転写後遺伝子サイレンシングまた
はＲＮＡサイレンシングと呼ばれ、また真菌における停止を意味する。転写後遺伝子サイ
レンシングのプロセスは、種々の植物相および門により一般的に共有された外来の遺伝子
の発現を防止するために用いられる、進化的に保存された細胞防御機構であると考えられ
る(Fire et al., 1999, Trends Genet., 15, 358)。外来の遺伝子発現からのこのような
保護は、相同的な単鎖ＲＮＡまたはウイルスゲノムＲＮＡを特異的に破壊する細胞応答に
よる、ウイルス感染またはホストゲノム中へのトランスポゾン要素の無秩序な一体化から
由来する、二重らせんＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）の産生に応答して進化した場合がある。細胞
中のｄｓＲＮＡの存在により、ＲＮＡｉ応答が誘発されるが、機構は未だ完全には特徴づ
けられていない。この機構は、プロテインキナーゼＰＫＰおよび２’，５’－オリゴアデ
ニレートシンセターゼのｄｓＲＮＡ媒介活性化からもたらされ、リボヌクレアーゼＬによ
るｍＲＮＡの非特異的切断をもたらすインターフェロン応答とは、異なると考えられる。
【０１３９】
　細胞中に長いｄｓＲＮＡが存在すると、ダイサーと呼ばれるリボヌクレアーゼＩＩＩ酵
素の活性が刺激される。ダイサーは、短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）として知られている
、ｄｓＲＮＡの短い片中へのｄｓＲＮＡの加工に関与する(Berstein et al., 2001, Natu
re, 409, 363)。ダイサー活性から由来する短い干渉ＲＮＡは、典型的には、長さが約２
１～２３ヌクレオチドであり、約１９個の塩基対二本鎖を含む。ダイサーはまた、翻訳制
御に関係する、保存された構造の前駆体ＲＮＡからの２１および２２ヌクレオチドの小さ
い一時的なＲＮＡ（ｓｔＲＮＡ）の切除に関係していた(Hutvagner et al., 2001, Scien
ce, 293, 834)。ＲＮＡｉ応答はまた、一般的にＲＮＡ誘発サイレンシング複合体（ＲＩ
ＳＣ）と呼ばれ、ｓｉＲＮＡ二本鎖のアンチセンスらせんに相補的な配列を有する一本鎖
ＲＮＡの切断を媒介するｓｉＲＮＡを含むエンドヌクレアーゼ複合体を特徴づける。標的
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のＲＮＡの切断は、ｓｉＲＮＡ二本鎖のアンチセンスらせんに相補的な領域の中央におい
て起こる(Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15, 188)。
【０１４０】
　短い干渉ＲＮＡにより媒介されたＲＮＡｉは、種々の系において研究された。Fire et 
al., 1998, Nature, 391, 806は、C. Elegans中のＲＮＡｉを最初に観察した。Wianny an
d Goetz, 1999, Nature Cell Biol., 2, 70には、マウス胚におけるｄｓＲＮＡにより媒
介されたＲＮＡｉが記載されている。Hammond et al., 2000, Nature, 404, 293には、ｄ
ｓＲＮＡで形質移入したショウジョウバエ細胞中のＲＮＡｉが記載されている。Elbashir
 et al., 2001, Nature, 411, 494には、ヒト胚腎臓およびＨｅＬａ細胞を含む、培養し
た哺乳動物細胞中の合成２１ヌクレオチドＲＮＡの二本鎖の導入により誘発されたＲＮＡ
ｉが記載されている。ショウジョウバエ胚可溶化液における最近の作業(Elbashir et al.
, 2001, EMBO J., 20, 6877)により、効率的なＲＮＡｉ活性を媒介するのに必須のｓｉＲ
ＮＡ長さ、構造、化学的組成および配列についてのある要求が明らかになった。
【０１４１】
　これらの研究により、２１ヌクレオチドのｓｉＲＮＡ二本鎖が、２つのヌクレオチド３
’－オーバーハングを含む際に、最も活性であることが示された。さらに、２’－デオキ
シ（２’－Ｈ）または２’－Ｏ－メチルヌクレオチドを有する一方または両方のｓｉＲＮ
Ａらせんの完全な置換により、ＲＮＡｉ活性が消失し、一方３’末端ｓｉＲＮＡオーバー
ハングヌクレオチドのデオキシヌクレオチド（２’－Ｈ）での置換は、許容されると示さ
れた。ｓｉＲＮＡ二本鎖の中心での単一のミスマッチ配列はまた、ＲＮＡｉ活性を消失す
ると示された。さらに、これらの研究により、また、標的のＲＮＡ中の切断部位の位置が
、ｓｉＲＮＡ案内配列の３’末端ではなく、５’末端により定められることが示される(E
lbashir et al., 2001, EMBO J., 20, 6877)。他の研究により、ｓｉＲＮＡ二本鎖の標的
相補的らせん上の５’リン酸塩が、ｓｉＲＮＡ活性のために必要であること、およびＡＴ
Ｐを用いて、ｓｉＲＮＡ上の５’リン酸塩部分が維持されることが、示された(Nykanen e
t al., 2001, Cell, 107, 309)。
【０１４２】
　研究により、２個のヌクレオチド３’オーバーハングを有する２１量体のｓｉＲＮＡ二
本鎖の３’オーバーハングセグメントをデオキシリボヌクレオチドで置換することは、Ｒ
ＮＡｉ活性に対して悪影響を有しないことが、示された。ｓｉＲＮＡの各々の末端上での
４個までのヌクレオチドの、デオキシリボヌクレオチドでの置換は、良好に耐容される一
方、デオキシリボヌクレオチドでの完全な置換の結果、ＲＮＡｉ活性はもたらされないこ
とが、報告された(Elbashir et al., 2001, EMBO J., 20, 6877)。さらに、Elbashir et 
al.、上記はまた、ｓｉＲＮＡの２’－Ｏ－メチルヌクレオチドでの置換により、ＲＮＡ
ｉ活性が完全に消失されることを報告している。
【０１４３】
　Li et al., 国際ＰＣＴ公開WO 00/44914およびBeach et al., 国際ＰＣＴ公開WO 01/68
836は、共に、ｓｉＲＮＡが、「リン酸塩－糖主鎖またはヌクレオシドのいずれかに対す
る変更を含んで、少なくとも１個の窒素または硫黄ヘテロ原子を含むことができる」こと
を示唆しているが、いずれの出願にも、いずれの程度まで、これらの変更が、ｓｉＲＮＡ
分子において耐容されるかが教示されておらず、このような変更されたｓｉＲＮＡのいか
なる例も提供されていない。Kreutzer and Limmer、カナダ国特許出願第2,359,180号には
また、ｄｓＲＮＡ構造物において用いて、二重らせんＲＮＡ依存性プロテインキナーゼＰ
ＫＲ、特に２’－アミノまたは２’－Ｏ－メチルヌクレオチド、および２’－Ｏまたは４
’－Ｃメチレン架橋を含むヌクレオチドの活性化を妨げるための、ある化学的変更が記載
されている。しかし、KreutzerおよびLimmerは、同様に、いずれの程度まで、これらの変
更が、ｓｉＲＮＡ分子において耐容されるかを示しておらず、このような変更されたｓｉ
ＲＮＡのいかなる例も提供していない。
【０１４４】
　Parrish et al., 2000, Molecular Cell, 6, 1977-1087は、C. elegansにおけるｕｎｃ
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－２２遺伝子を標的する、ある化学的変更を、長い（＞２５ｎｔ）ｓｉＲＮＡ転写物を用
いて試験した。この著者は、チオリン酸塩残基のこれらのｓｉＲＮＡ転写物中への、Ｔ７
およびＴ３ＲＮＡポリメラーゼを有するチオリン酸塩ヌクレオチド類似体を包含させるこ
とによる導入を記載し、「２つの（ホスホロチオエート）変更塩基を有するＲＮＡがまた
、ＲＮＡｉトリガーとしての有効性の顕著な低下を有し（データは示していない）；２つ
よりも多い残基の（ホスホロチオエート）変更により、インビトロでＲＮＡが大きく不安
定になり、我々は、干渉活性をアッセイすることができなかった」ことを観察した。１０
８１において同上。
【０１４５】
　この著者はまた、長いｓｉＲＮＡ転写物中のヌクレオチド糖の２’位置において、ある
変更を試験し、デオキシヌクレオチドのリボヌクレオチドでの置換が、特にウリジンのチ
ミジンへの、および／またはシチジンのデオキシシチジンへの置換の場合において、「干
渉活性の顕著な低下を生じる」ことを観察した。同上。さらに、この著者は、ｓｉＲＮＡ
のセンスおよびアンチセンスらせんにおける４－チオウラシル、５－ブロモウラシル、５
－ヨードウラシル、３－（アミノアリル）ウラシルの、ウラシルでの置換、およびイノシ
ンのグアノシンでの置換を含む、ある塩基変更を試験し、いずれのらせん中に含まれる際
にも、４－チオウラシルおよび５－ブロモウラシルが、すべて良好に耐容される一方、イ
ノシンが、「干渉活性において顕著な低下を生じた」ことを見出した。５－ヨードウラシ
ルおよび３－（アミノアリル）ウラシルの、アンチセンスらせんにおける導入の結果、Ｒ
ＮＡｉ活性の顕著な低下が同様にもたらされた。
【０１４６】
　Beach et al., 国際ＰＣＴ公開WO 01/68836には、内因的に誘導されたｄｓＲＮＡを用
いた、遺伝子発現を減衰する特定の方法が記載されている。Tuschl et al., 国際ＰＣＴ
公開WO 01/75164には、ショウジョウバエインビトロＲＮＡｉ系並びに、特定のｓｉＲＮ
Ａ分子の、ある機能的ゲノムおよびある治療的適用のための使用が記載されている；しか
し、Tuschl, 2001, Chem. Biochem., 2, 239-245では、「インターフェロン応答を活性化
する危険」のために、ＲＮＡｉを用いて、遺伝子的疾患またはウイルス感染を治療するこ
とができないのではないかと疑われている。Li et al., 国際ＰＣＴ公開WO 00/44914には
、ある標的遺伝子の発現の減衰において用いるための、特定のｄｓＲＮＡの使用が記載さ
れている。Zernicka-Goetz et al., 国際ＰＣＴ公開WO 01/36646には、哺乳動物細胞にお
ける特定の遺伝子の発現を、あるｄｓＲＮＡ分子を用いて阻害するための、ある方法が記
載されている。Fire et al., 国際ＰＣＴ公開WO 99/32619には、遺伝子発現の阻害におい
て用いるための、あるｄｓＲＮＡ分子を細胞中に導入する特定の方法が記載されている。
【０１４７】
　Plaetinck et al., 国際ＰＣＴ公開WO 00/01846には、細胞中の特定の表現型を付与す
る原因となる特定の遺伝子を、特定のｄｓＲＮＡ分子を用いて同定するためのある方法が
記載されている。Mello et al., 国際ＰＣＴ公開WO 01/29058には、ｄｓＲＮＡ媒介ＲＮ
Ａｉに関与する特定の遺伝子の同定が記載されている。Deschamps Depaillette et al., 
国際ＰＣＴ公開WO 99/07409には、ある抗ウイルス剤と組み合わされた、特定のｄｓＲＮ
Ａ分子からなる特定の組成物が記載されている。Driscoll et al., 国際ＰＣＴ公開WO 01
/49844には、標的の生物における遺伝子サイレンシングの促進において用いるための、特
定のＤＮＡ構造物が記載されている。Parrish et al., 2000, Molecular Cell, 6, 1977-
1087には、C. elegansのｕｎｃ－２２遺伝子を標的する、特定の化学的に改変されたｓｉ
ＲＮＡ構造物が記載されている。Tuschl et al., 国際ＰＣＴ公開WO 02/44321には、ある
合成ｓｉＲＮＡ構造物が記載されている。
【０１４８】
本発明の組成物および方法
　本発明は、抗Ｏｖｒ１１５抗体を提供する。好ましくは、抗Ｏｖｒ１１５抗体は、哺乳
動物細胞上の細胞表面Ｏｖｒ１１５に結合すると内部移行する。抗Ｏｖｒ１１５抗体はま
た、Ｏｖｒ１１５を有する腫瘍細胞を破壊するか、またはこの破壊をもたらすことができ



(34) JP 4884225 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

る。
【０１４９】
　Ｏｖｒ１１５は、内部移行競合的であることは、明らかではなかった。さらに、抗体が
内部移行する能力は、親和性、結合活性、および抗体のアイソタイプ、およびこれが結合
するエピトープを含むいくつかの要因に依存する。本発明者らは、本明細書中で、細胞表
面Ｏｖｒ１１５が、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体により結合すると内部移行競合的である
ことを例証した。さらに、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体が、インビボでＯｖｒ１１５発現
腫瘍細胞を特定的に標的し、これらの細胞を阻害するかまたは死滅させることができるこ
とが、例証された。抗Ｏｖｒ１１５抗体のこれらのインビボでの腫瘍標的、内部移行およ
び増殖阻害特性により、これらの抗体が、例えば卵巣癌、膵臓癌および結腸癌を含む、種
々の癌の処置における治療的使用に極めて好適となる。抗Ｏｖｒ１１５抗体の内部移行は
、例えば、抗体または抗体結合体が作用の細胞内部位を有する場合、およびこの抗体と結
合した細胞毒性剤（例えば毒素カリケアマイシン）が血漿膜を容易に横断しない場合に、
好ましい。内部移行は、抗体または抗体と結合した剤が作用の細胞内部位を有しない場合
、例えば抗体が腫瘍細胞をＡＤＣＣまたはある他の機構により死滅させることができる場
合には、必要ではない。
【０１５０】
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体はまた、種々の非治療的用途を有する。本発明の抗Ｏｖｒ
１１５抗体は、Ｏｖｒ１１５発現癌の診断および段階分類のために有用であり得る（例え
ば放射性イメージングにおいて）。これらを、単独で、またはＣＡ１２５、ＨＥ４および
メソセリンが含まれるが、これらには限定されない他の卵巣癌マーカーと組み合わせて、
用いることができる。この抗体はまた、Ｏｖｒ１１５を細胞から精製または免疫沈殿する
のに、例えばＥＬＩＳＡまたはウエスタンブロットにおいてインビトロでＯｖｒ１１５を
検出および定量して、Ｏｖｒ１１５発現細胞を他の細胞の精製における段階として混合さ
れた細胞の集団から死滅させ、排除するのに有用である。本発明の内部移行する抗Ｏｖｒ
１１５抗体は、本明細書中で「抗体」の定義により包含される種々の形態であってもよい
。
【０１５１】
　従って、抗体は、全長の、または無傷な抗体、抗体断片、自然の配列の抗体またはアミ
ノ酸変異体、ヒト化、キメラまたは融合抗体、免疫結合体およびこの機能的断片を含む。
融合抗体において、抗体配列を、異種性のポリペプチド配列に融合させる。抗体を、Ｆｃ
領域において変更して、所望のエフェクター機能を提供することができる。適切なＦｃ領
域について以下の章において一層詳細に記載するように、細胞表面上に結合した裸の抗体
は、細胞毒性を、例えば抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）により、または補体依存性細胞
傷害において補体を獲得することにより、またはある他の機構により誘発することができ
る。あるいはまた、副作用または治療的複雑を最小にするために、エフェクター機能を消
失させるかまたは低減させるのが望ましい場合において、ある他のＦｃ領域を、用いるこ
とができる。
【０１５２】
　抗体は、本発明の抗体により結合された同一のエピトープに結合することについて競合
し、または実質的にこれに結合することができる。本発明のこの抗Ｏｖｒ１１５抗体の生
物学的特徴を有する抗体、例えば、特にインビボでの腫瘍標的、内部移行およびすべての
細胞増殖阻害または細胞毒性特徴を含む、ＡＴＣＣ受託番号PTA-5202、PTA-5916、PTA-59
17、PTA-5918、PTA-5919およびPTA-5920に一致するハイブリドーマにより産生されたモノ
クローナル抗体の生物学的特徴を有する抗Ｏｖｒ１１５抗体もまた、意図される。特定的
に提供されるのは、ヒトＯｖｒ１１５のアミノ酸５０～６０、６０～７０、７０～８０、
８０～９０、９０～１００、１００～１１０、１１０～１２０、１２０～１３０、１３０
～１４０、１４０～１５０、１５０～１６０、１６０～１７０、１７０～１８０、１８０
～１９０、１９０～２００、２００～２１０、２１０～２２０、２２０～２３０、２３０
～２４０、２４０～２５０、２５０～２６０、２６０～２７０、２７０～２８０、２８０
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～２９０、２９０～３００、３００～３１０、３１０～３２０、３２０～３３０、３３０
～３４０、３４０～３５０、３５０～３６０、３６０～３７０、３７０～３８０、３８０
～３９０、３９０～４００、４００～４１０、４１０～４２０、４２０～４３０、４３０
～４３５において存在するエピトープに結合する、抗Ｏｖｒ１１５抗体である。
【０１５３】
　上記の抗体を産生するための方法を、以下に詳細に記載する。
【０１５４】
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体は、哺乳動物におけるＯｖｒ１１５発現癌を処置するかま
たは癌の１つもしくは２つ以上の症状を寛解するのに、有用である。このような癌には、
卵巣癌、膵臓癌および結腸癌、尿路の癌、肺癌、乳癌および前立腺癌が含まれる。このよ
うな癌は、さらに特に、卵巣漿液腺癌、乳房浸潤乳管癌、前立腺腺癌、腎臓細胞癌腫、直
腸結腸腺癌、肺腺癌、肺扁平細胞癌腫および胸膜中皮腫を含む。乳癌は、ＨＥＲ－２陰性
または陽性乳癌であり得る。この癌は、上記のいずれかの転移性癌、例えば卵巣癌、膵臓
癌および結腸癌転移を包含する。この抗体は、哺乳動物においてＯｖｒ１１５を発現する
癌細胞の少なくとも一部に結合することができ、好ましくはＨＡＭＡ応答を誘発しないか
またはこれを最小化するものである。
【０１５５】
　好ましくは、抗体は、インビトロまたはインビボで、細胞上のＯｖｒ１１５に結合する
ことにより、Ｏｖｒ１１５発現腫瘍細胞を破壊するかもしくは死滅させるか、またはこの
ような腫瘍細胞の増殖を阻害するのに有効である。このような抗体は、裸の抗Ｏｖｒ１１
５抗体（いずれの剤にも結合していない）を含む。インビボでの腫瘍増殖阻害特性を有す
る裸の抗Ｏｖｒ１１５抗体には、以下の実験例に記載する抗体が含まれる。細胞毒性また
は細胞増殖阻害特性を有する裸の抗体を、さらに、細胞毒性剤と結合させて、これらを、
腫瘍細胞破壊において尚一層有効にすることができる。細胞毒性特性を、抗Ｏｖｒ１１５
抗体に、例えばこの抗体を細胞毒性剤と結合させて、以下に記載するように免疫結合体を
形成することにより付与することができる。細胞毒性剤または増殖阻害剤は、好ましくは
、小さい分子である。毒素、例えばメイタンシン、メイタンシノイド類、サポリン、ゲロ
ニン、リシンまたはカリケアマイシンおよびこれらの類似体または誘導体が、好ましい。
【０１５６】
　本発明は、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体および担体を含む組成物を提供する。癌を処置
する目的のために、組成物を、このような処置を必要としている患者に投与することがで
き、ここで、この組成物は、免疫結合体として、または裸の抗体として存在する１種また
は２種以上の抗Ｏｖｒ１１５抗体を含むことができる。さらに、この組成物は、これらの
抗体を、他の治療剤、例えば化学療法剤を含む細胞毒性または増殖阻害剤と組み合わせて
含むことができる。本発明はまた、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体および担体を含む処方物
を提供する。この処方物は、薬学的に許容し得る担体を含む治療的処方物であってもよい
。
【０１５７】
　本発明の他の観点は、内部移行する抗Ｏｖｒ１１５抗体をコードする、単離された核酸
である。ＨおよびＬ鎖の両方並びに特に高頻度可変領域残基をコードする核酸、自然の配
列の抗体および変異体をコードする鎖、抗体の変更された、およびヒト化された様式が、
包含される。
【０１５８】
　本発明はまた、哺乳動物におけるＯｖｒ１１５発現癌を処置するかまたはこの癌の１つ
もしくは２つ以上の症状を寛解するのに有用な方法であって、内部移行する抗Ｏｖｒ１１
５抗体の治療的に有効な量を、該哺乳動物に投与することを含む、前記方法を提供する。
この抗体治療組成物を、医師により指示されたように、短期間（急性）もしくは慢性的に
、または間欠的に投与することができる。また提供されるのは、Ｏｖｒ１１５発現細胞の
増殖を阻害し、これを死滅させる方法である。最後に、本発明はまた、本発明の少なくと
も１種の抗体、好ましくはインビボで哺乳動物細胞上のＯｖｒ１１５に結合する、本発明
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の少なくとも１種の抗Ｏｖｒ１１５抗体または本発明の少なくとも１種の内部移行する抗
Ｏｖｒ１１５抗体を含むキットおよび製造品を提供する。
【０１５９】
　抗Ｏｖｒ１１５抗体を含むキットは、Ｏｖｒ１１５発現の検出において、または治療的
もしくは診断的アッセイにおいて、例えばＯｖｒ１１５細胞死滅アッセイのために、また
はＯｖｒ１１５の細胞からの精製および／または免疫沈殿のために、用途が見出される。
例えば、Ｏｖｒ１１５の単離および精製のために、キットは、固体支持体、例えば組織培
養プレートまたはビーズ（例えばセファロースビーズ）に結合した抗Ｏｖｒ１１５抗体を
含むことができる。インビトロでの、例えばＥＬＩＳＡまたはウエスタンブロットにおけ
るＯｖｒ１１５の検出および定量のための抗体を含むキットを、提供することができる。
検出に有用なこのような抗体に、標識、例えば蛍光または放射性標識を提供することがで
きる。
【０１６０】
抗Ｏｖｒ１１５抗体の産生
　以下に、本発明において有用な抗体の産生のための例示的な手法を記載する。これらの
手法のいくつかを、さらに例１に記載する。抗体の産生のために用いるべきＯｖｒ１１５
抗原は、例えば、膜貫通配列を欠いているＯｖｒ１１５の溶解性形態またはタンパク質の
選択された部分に対する合成ペプチドを含む、全長ポリペプチドまたはこの一部であって
もよい。
【０１６１】
　あるいはまた、細胞表面においてＯｖｒ１１５を発現する細胞（例えばＯｖｒ１１５を
過剰発現するように形質転換されたＣＨＯまたはＮＩＨ－３Ｔ３細胞；卵巣、膵臓、肺、
乳房もしくは他のＯｖｒ１１５発現腫瘍細胞系）、またはこのような細胞から調製される
膜を用いて、抗体を発生することができる。ヒトおよびマウスＯｖｒ１１５のヌクレオチ
ドおよびアミノ酸配列は、前に示したように入手可能である。Ｏｖｒ１１５は、標準的な
組換えＤＮＡ方法を用いて、原核細胞、例えば細菌細胞、または真核細胞において組換え
的に産生し、これから単離することができる。Ｏｖｒ１１５を、タグ化（例えばエピトー
プタグ）として、または他の融合タンパク質として発現させて、種々のアッセイにおける
この単離およびこの同定を容易にすることができる。
【０１６２】
　種々のタグおよび融合配列に結合する抗体または結合タンパク質は、以下に詳しく述べ
るように入手できる。抗体を発生するのに有用な他の形態のＯｖｒ１１５は、当業者に明
らかである。
【０１６３】
タグ
　種々のタグポリペプチドおよびこれらのそれぞれの抗体が、当該分野において十分知ら
れている。例には、ポリヒスチジン（ポリ－ｈｉｓ）またはポリヒスチジングリシン（ポ
リ－ｈｉｓ－ｇｌｙ）タグ；インフルエンザＨＡタグポリペプチドおよびこの抗体１２Ｃ
Ａ５(Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988))；ｃ－ｍｙｃタグ並びにこ
れに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７および９Ｅ１０抗体(Evan et al., Mo
lecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985))；並びに単純ヘルペスウイルス糖
タンパク質Ｄ（ｇＤ）タグおよびこの抗体(Paborsky et al., Protein Engineering, 3(6
):547-553 (1990))が含まれる。ＦＬＡＧペプチド(Hopp et al., BioTechnology, 6:1204
-1210 (1988))は、抗ＦＬＡＧ　Ｍ２モノクローナル抗体により認識される(Eastman Koda
k Co., New Haven, CT)。ＦＬＡＧペプチドを含むタンパク質の精製を、免疫親和性クロ
マトグラフィーにより、アガロースに共有結合した抗ＦＬＡＧ　Ｍ２モノクローナル抗体
を含むアフィニティーマトリックスを用いて行うことができる(Eastman Kodak Co., New 
Haven, CT)。他のタグポリペプチドには、ＫＴ３エピトープペプチド[Martin et al., Sc
ience, 255:192-194 (1992)]；α－チューブリンエピトープペプチド(Skinner et al., J
. Biol. Chenz., 266:15163-15166 (1991))；およびＴ７遺伝子タンパク質ペプチドタグ(
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Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990))が含まれ
る。
【０１６４】
ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、動物、好ましくは非ヒト動物において、関連する
抗原およびアジュバントの複数の皮下（ｓｃ）または腹腔内（ｉｐ）注射により生じる。
関連する抗原（特に合成ペプチドを用いる際）を、免疫するべき種において免疫原性であ
るタンパク質に結合させることが、有用であり得る。例えば、抗原を、キーホールリンペ
ットヘモシアニン（ＫＬＨ）、血清、ウシチログロブリン、または大豆トリプシン阻害剤
に、二官能性または誘導化剤、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（システイン残基による結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リシン残基による）
、グルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２またはＲおよび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。結合体はまた、タンパク質
融合として組換え細胞培養物中に作成することができる。
【０１６５】
　動物を、抗原、免疫原性結合体または誘導体に対して、例えば５～１００ｐｇのタンパ
ク質または結合体（それぞれウサギまたはマウスについて）を、３容量の完全フロイント
アジュバントと混ぜ合わせ、溶液を皮内に、複数の部位において注射することにより、免
疫することができる。１ヶ月後、動物を、完全フロイントアジュバント中のペプチドまた
は結合体の最初の量の１／５～１／１０で、複数の部位における皮下注射により追加免疫
する。７～１４日後、動物を放血させ、血清を、抗体力価についてアッセイする。動物を
、力価が水平状態になるまで追加免疫する。また、凝集剤、例えばミョウバンを、好適に
用いて、免疫応答を増強する。
【０１６６】
モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体を、最初にKohler et al., Nature, 256:495 (1975)により記載さ
れたハイブリドーマ方法を用いて作成するか、または組換えＤＮＡ方法（米国特許第4,81
6,567号）により作成することができる。ハイブリドーマ方法において、マウスまたは他
の適切なホスト動物、例えばハムスターを、上記したように免疫して、免疫のために用い
られるタンパク質に特異的に結合する抗体を産生するかまたは産生することができるリン
パ球を顕在化させる。あるいはまた、リンパ球を、インビトロで免疫することができる。
免疫後、リンパ球を単離し、次に「融合パートナー」、例えば骨髄腫細胞系と、好適な融
合剤、例えばポリエチレングリコールを用いて融合させて、ハイブリドーマ細胞を形成す
る(Goding, Monoclonal Antibodies.　Principles and Practice, pp 103 (Academic Pre
ss, 1986))。
【０１６７】
　このように調製したハイブリドーマ細胞を、好適な培養培地中に播種し、この中で増殖
させ、この培地は、好ましくは、融合していない融合パートナー、例えば親骨髄腫細胞の
増殖または生存を阻害する１種または２種以上の物質を含む。例えば、親骨髄腫細胞が、
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またはＨＰ
ＲＴ）を欠いている場合には、ハイブリドーマのための選択的な培養培地は、典型的に、
ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含み（ＨＡＴ培地）、この物質が、Ｈ
ＧＰＲＴ欠乏細胞の増殖を防止する。
【０１６８】
　好ましい融合パートナー骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞によ
り抗体の安定な高レベル産生を支持し、融合していない親細胞に対して選択する選択的培
地に感受性であるものである。好ましい骨髄腫細胞系は、マウス骨髄腫系、例えばSalk I
nstitute Cell Distribution Center, San Diego, California USAから入手できるＭＯＰ
Ｃ－２１およびＭＰＣ－ＩＩマウス腫瘍から由来するもの並びにＳＰ－２および誘導体、
例えばアメリカンタイプカルチャーコレクション、Rockville, Maryland USAから入手で
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きるＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞である。ヒト骨髄腫細胞およびマウス－ヒトヘテロ骨髄
腫(heteromyeloma)細胞系はまた、ヒトモノクローナル抗体の産生について記載されてい
る(Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984)；およびBrodeur et al., Monoclonal Antibo
dy Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New Y
ork, 1987))。
【０１６９】
　ハイブリドーマ細胞が増殖する培養培地を、抗原に対して向けられたモノクローナル抗
体の産生についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されたモノ
クローナル抗体の結合特異性を、免疫沈殿により、またはインビトロ結合アッセイ、例え
ばラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）によ
り決定する。
【０１７０】
　モノクローナル抗体の結合親和性を、例えば、Munson et al., Anal. Biochem., 107:2
20 (1980)に記載されているScatchard分析により決定することができる。所望の特異性、
親和性および／または活性を有する抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定した後に、
クローンを、制限希釈手順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, pp 103 (Acade
mic Press, 1986))。この目的に適する培養培地には、例えば、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭ
Ｉ－１６４０培地が含まれる。さらに、ハイブリドーマ細胞を、インビボで、腹水腫瘍と
して、動物において、例えば細胞のマウス中へのｉ．ｐ．注射により増殖させることがで
きる。
【０１７１】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体を、培養培地、腹水流体または血清
から、慣用の抗体精製手順、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もしくはプロテインＧ－セファロースを用いて）またはイオン交換クロマトグラフィ
ー、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、透析などにより、好適
に分離する。
【０１７２】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡを、慣用の手順を用いて（例えばマウス抗体の
重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することが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）、容易に単離し、配列決定する。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して作用する。単離した後に、ＤＮＡを、発現ベク
ター中に配置し、次にこれを、他の方法では抗体タンパク質を産生しない、原核または真
核ホスト細胞、例えば大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞または骨髄腫細胞に形質転換または形質移入して、組換えホスト細胞中にモノク
ローナル抗体の合成を得ることができる。抗体をコードするＤＮＡの細菌における組換え
発現についての概説記事は、Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1
993)およびPhickthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992)を含む。
【０１７３】
　さらに、モノクローナル抗体または抗体断片を、McCafferty et al., Nature, 348:552
-554 (1990)中に記載された手法を用いて発生し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。Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)およびMarks et al., J
. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)には、ファージライブラリーを用いた、それぞれマウ
スおよびヒト抗体の単離が記載されている。その後の刊行物には、高親和性（ｎＭ範囲）
ヒト抗体の、連鎖混合による産生(Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992))
、並びに極めて大きいファージライブラリーを構成するための方法としての、組み合わせ
感染およびインビボ組換え(Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993
))が記載されている。従って、これらの手法は、モノクローナル抗体を単離するための伝
統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ手法に代わる実行可能な代替法である。
【０１７４】
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　抗体をコードするＤＮＡを、例えばヒト重鎖および軽鎖定常ドメイン（ＣＨおよびＣＬ
）配列を、相同的なマウス配列で置換することにより（米国特許第4,816,567号；およびM
orrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)）、または免疫グロブリ
ンコード配列を、非免疫グロブリンポリペプチド（異種性ポリペプチド）についてのコー
ド配列の全部または一部と融合することにより、キメラまたは融合抗体ポリペプチドを産
生するように改変することができる。非免疫グロブリンポリペプチド配列を、抗体の定常
ドメインで置換することができるか、またはこれらを、抗体の１つの抗原組み合わせ部位
の可変ドメインで置換して、１つの抗原への特異性を有する１つの抗原組み合わせ部位お
よび異なる抗原への特異性を有する他の抗原組み合わせ部位を含むキメラの２価の抗体を
作成する。
【０１７５】
ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野において記載されている。好ましくは
、ヒト化された抗体は、この中に非ヒトである供給源から導入された１つまたは２つ以上
のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミノ酸残基は、しばしば「移入」残基と呼ば
れ、これは、典型的には、「移入」可変ドメインから採取される。ヒト化は、本質的に、
Winterおよび共同研究者の方法に従って(Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); R
eichmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534
-1536 (1988))、高頻度可変領域配列をヒト抗体の対応する配列で置換することにより、
行うことができる。従って、このような「ヒト化された」抗体は、キメラ抗体であり（米
国特許第4,816,567号）、ここで、無傷のヒト可変ドメインより顕著に小さいものが、非
ヒト種からの対応する配列により置換されている。実際に、ヒト化された抗体は、典型的
には、いくつかの高頻度可変領域残基および場合によってはいくつかのＦＲ残基が、げっ
歯動物抗体における同様の部位からの残基により置換されている、ヒト抗体である。
【０１７６】
　ヒト化された抗体の作成において用いるべき、軽および重の両方のヒト可変ドメインの
選択は、抗体がヒトの治療的使用を意図する際には、抗原性およびＨＡＭＡ応答（ヒト抗
マウス抗体）を低減するのに極めて重要である。いわゆる「ベストフィット」方法におい
て、げっ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全体のライ
ブラリーに対してスクリーニングする。げっ歯動物のものに最も近いヒトＶドメイン配列
を同定し、この中のヒトフレームワーク領域（ＦＲ）が、ヒト化抗体のために受容される
(Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:9
01 (1987))。他の方法は、軽鎖または重鎖の特定の従属群のすべてのヒト抗体のコンセン
サス配列から由来する、特定のフレームワーク領域を用いる。同一のフレームワークを、
いくつかの異なるヒト化された抗体のために用いることができる(Carter et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993
))。
【０１７７】
　抗体が、抗原に対する高い結合親和性および他の好ましい生物学的特性を維持してヒト
化されるのが、さらに重要である。この目的を達成するために、好ましい方法において、
ヒト化された抗体を、親およびヒト化された配列の三次元モデルを用いて、親配列の分析
のプロセスおよび種々の概念的なヒト化生成物により、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、当業者に精通されている。
【０１７８】
　選択された候補の免疫グロブリン配列の可能な三次元高次構造を例示し、表示するコン
ピュータープログラムは、入手可能である。これらの表示の検査により、候補の免疫グロ
ブリン配列の機能における残基の可能性のある作用の分析、即ちこの抗原に結合する候補
の免疫グロブリンの能力に影響する残基の分析が、可能になる。このようにして、ＦＲ残
基を、受容者から選択し、組み合わせ、配列を移入して、所望の抗体特性、例えば１また
は２以上の標的抗原への増大した親和性を、達成する。一般的に、高頻度可変領域残基は
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、抗原結合への影響において直接的に、および最も実質的に関与する。
【０１７９】
　ヒト化された抗Ｏｖｒ１１５抗体の種々の形態が、意図される。例えば、ヒト化された
抗体は、随意に１種または２種以上の細胞毒性剤と結合して、免疫結合体を生じる抗体断
片、例えばＦａｂであってもよい。あるいはまた、ヒト化された抗体は、無傷の抗体、例
えば無傷のＩｇＧ１抗体であってもよい。
【０１８０】
ヒト抗体
　ヒト化の代替として、ヒト抗体を発生することができる。例えば、現在では、免疫によ
り、内因性免疫グロブリン産生の不存在下でヒト抗体の完全なレパートリーを生じること
ができる遺伝子組換え動物（例えばマウス）を生じることが可能である。例えば、キメラ
および生殖系列突然変異マウスにおける抗体重鎖接合領域（ＪＨ）遺伝子のホモ接合性欠
失の結果、内因性抗体産生の完全な阻害がもたらされることが、記載された。ヒト生殖系
列免疫グロブリン遺伝子アレイの、このような生殖系列突然変異マウス中への移動の結果
、抗原チャレンジによりヒト抗体の産生がもたらされる。例えば、Jakobovits et al., P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-25
8 (1993); Bruggemann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993);米国特許第5,545,806号
、5,569,825号、5,591,669号（すべてGenPharm）；5,545,807号を参照；および、あるい
はまた、ファージ提示法手法(McCafferty et al., Nature 348:552-553 (1990))を用いて
、ヒト抗体および抗体断片を、インビトロで、免疫していない供与者からの免疫グロブリ
ン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーから産生することができる。この手法において
、抗体Ｖドメイン遺伝子を、インフレームで、糸状バクテリオファージ、例えばＭｌ３ま
たはｆｄの主要な、または主要でない被覆タンパク質遺伝子のいずれか中にクローニング
し、ファージ粒子の表面上の機能的抗体断片として表示する。
【０１８１】
　糸状粒子が、ファージゲノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含むため、抗体の機能的な特性に
基づく選択の結果、また、これらの特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択がもたらさ
れる。従って、このファージは、Ｂ細胞の特性のいくつかを模倣する。ファージ提示法を
、種々の様式で行うことができ、これは、例えば、Johnson, Kevin S. and Chiswell, Da
vid J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993)中に概説されている
。Ｖ遺伝子セグメントのいくつかの供給源を、ファージ提示法のために用いることができ
る。Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)は、抗オキサゾロン抗体の種々のア
レイを、免疫したマウスの脾臓から由来するＶ遺伝子の小さい無秩序な組み合わせライブ
ラリーから単離した。免疫していないヒト供与者からのＶ遺伝子のレパートリーを構成す
ることができ、抗原（自己抗原を含む）の種々のアレイに対する抗体を、本質的にMarks 
et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991)またはGriffith et al., EMBO J. 12:725-73
4 (1993)により記載された手法に従って単離することができる。また米国特許第5,565,33
2号および5,573,905号を参照。上記したように、ヒト抗体を、また、インビトロ活性化Ｂ
細胞により発生することができる（米国特許第5,567,610号および5,229,275号を参照）。
【０１８２】
抗体断片
　ある状況において、全体の抗体よりむしろ抗体断片を用いる利点がある。断片の一層小
さい大きさにより、迅速なクリアランスが可能になり、固体腫瘍に対して改善された接近
がもたらされ得る。種々の手法が、抗体断片の産生のために開発された。伝統的に、これ
らの断片は、無傷の抗体のタンパク質分解消化により由来した（例えば、Morimoto et al
., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)；およびBrenn
an et al., Science, 229:81 (1985)を参照）。しかし、これらの断片は、現在では、組
換えホスト細胞により直接産生することができる。Ｆａｂ、ＦｖおよびＳｃＦｖ抗体断片
は、すべて、大腸菌において発現され、これから分泌され得、従って大量のこれらの断片
の容易な産生が可能になる。抗体断片を、上記した抗体ファージライブラリーから単離す
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ることができる。
【０１８３】
　あるいはまた、Ｆａｂ’－ＳＨ断片を、大腸菌から直接回収し、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 et al., Bio/Technology 10: 163-167
 (1992))。他の方法において、Ｆ（ａｂ）２断片を、組換えホスト細胞培養物から直接単
離することができる。サルベージレセプター結合エピトープ残基を含む、増大したインビ
ボでの半減期を有するＦａｂおよびＦ（ａｂ）２断片は、米国特許第5,869,046号に記載
されている。抗体断片の産生のための他の手法は、技術のある実行者に明らかである。選
択された抗体はまた、一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）であってもよい。WO 93/16185；米国
特許第5,571,894号および米国特許第5,587,458号を参照。ＦｖおよびｓＦｖは、定常領域
を欠いている無傷の組み合わせ部位を有する唯一の種である；従って、これらは、インビ
ボで用いる間に低下した非特異的結合に適する。ｓＦｖ融合タンパク質を構成して、ｓＦ
ｖのアミノまたはカルボキシ末端のいずれかにおいてエフェクタータンパク質の融合を得
ることができる。Antibody Engineering, Borrebaeck編、上記を参照。抗体断片はまた、
例えば米国特許第5,641,870号に記載されているように、「直線状抗体」であってもよい
。このような直線状抗体断片は、単一選択性または二重選択性であってもよい。
【０１８４】
二重選択性抗体
　二重選択性抗体は、少なくとも２種の異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗
体である。例示的な二重選択性抗体は、Ｏｖｒ１１５タンパク質の２種の異なるエピトー
プに結合することができる。他のこのような抗体は、Ｏｖｒ１１５結合部位を、他のタン
パク質についての結合部位と組み合わせることができる。あるいはまた、抗Ｏｖｒ１１５
アームを、白血球、例えばＴ細胞レセプター分子（例えばＣ１３３）またはＩｇＧについ
てのＦｃレセプター（ＦｃγＲ）、例えばＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ
３２）およびＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）上のトリガー分子に結合するアームと組み合わ
せて、細胞防御機構をＯｖｒ１１５発現細胞に集中させ、局在化させることができる。二
重選択性抗体を、また、細胞毒性剤をＯｖｒ１１５を発現する細胞に局在化させるために
用いることができる。これらの抗体は、Ｏｖｒ１１５結合アームおよび細胞毒性剤（例え
ばサポリン、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
トまたは放射性同位体ハプテン）に結合するアームを有する。二重選択性抗体を、全長抗
体または抗体断片（例えばＦ（ａｂ）２二重選択性抗体）として調製することができる。
WO 96/16673には、二重選択性抗ＥｒｂＢ２／抗ＦｃγＲＩＩＩ抗体が記載されており、
米国特許第5,837,234号には、二重選択性抗ＥｒｂＢ２／抗ＦｃγＲＩ抗体が開示されて
いる。二重選択性抗ＥｒｂＢ２／Ｆｃα抗体は、WO98/02463中に示されている。米国特許
第5,821,337号には、二重選択性抗ＥｒｂＢ２／抗ＣＤ３抗体が教示されている。
【０１８５】
　二重選択性抗体を作成する方法は、当該分野において知られている。全長二重選択性抗
体の伝統的な産生は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の同時発現に基づいており、こ
こで、２つの鎖は、異なる特異性を有する(Millstein et al., Nature, 305:537-539 (19
83))。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の無秩序な分類のために、これらのハイブリドー
マ（クアドローマ）は、１０個の異なる抗体分子の可能な混合物を産生し、この中で、１
個のみが、正確な二重選択性構造を有する。通常アフィニティークロマトグラフィー段階
により行われる、正確な分子の精製は、いくらか面倒であり、生成物の収量は、低い。同
様の手順は、WO 93/08829中に、およびTraunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (199
1)中に開示されている。
【０１８６】
　種々の方法により、所望の結合特異性（抗体－抗原組み合わせ部位）を有する抗体可変
ドメインが、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合される。好ましくは、この融合は、
少なくともヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３領域の一部を含むＩｇ重鎖定常ドメインとである
。軽鎖結合に必要な部位を含み、融合の少なくとも１つに存在する、第１の重鎖定常領域
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（ＣＨＩ）を有するのが、好ましい。免疫グロブリン重鎖融合および所望により免疫グロ
ブリン軽鎖をコードするＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、好適なホスト細胞中
に同時形質移入する。これにより、構造において用いられる３つのポリペプチド鎖の等し
くない比率により、所望の二重選択性抗体の最適な収量が得られる際の態様において、３
つのポリペプチド断片の相互の比率を調整する際の一層大きい柔軟性が得られる。しかし
、等しい比率での少なくとも２つのポリペプチド鎖の発現の結果、高い収量が得られる際
、または比率が、所望の鎖の組み合わせの収量に対して顕著な影響を及ぼさない際には、
２つまたはすべての３つのポリペプチド鎖についてのコード配列を、単一の発現ベクター
中に挿入することが、可能である。
【０１８７】
　好ましくは、この方法における二重選択性抗体は、一方のアーム中に第１の結合特異性
を有するハイブリッドの免疫グロブリン重鎖および他方のアーム中のハイブリッドの免疫
グロブリン重鎖－軽鎖対（第２の結合特異性を提供する）から構成されている。この非対
称構造により、所望の二重選択性化合物を、所望でない免疫グロブリン鎖組み合わせから
分離するのが容易になり、これは、二重選択性分子の１つのみの半分の部分中の免疫グロ
ブリン軽鎖の存在により、分離の容易な方法が提供されるからであることが、見出された
。この方法は、WO 94/04690中に開示されている。二重選択性抗体を生じるさらなる詳細
について、例えば、Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986)を参照。
【０１８８】
　米国特許第5,731,168号に記載されている他の方法において、一対の抗体分子の間の界
面を設計して、組換え細胞培養物から回収されるヘテロ二量体の百分率を最大にすること
ができる。好ましい界面は、ＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法において
、第１の抗体分子の界面からの１つまたは２つ以上の小さいアミノ酸側鎖が、一層大きい
側鎖（例えばチロシンまたはトリプトファン）で置換される。１つまたは２つ以上の大き
い側鎖と同一であるか、またはこれと類似した大きさの、補償的な「空洞」が、第２の抗
体分子の界面上に、大きいアミノ酸側鎖を一層小さいもの（例えばアラニンまたはスレオ
ニン）で置換することにより、作成される。これにより、ヘテロ二量体の収量を、他の所
望でない最終生成物、例えばホモ二量体に対して増大するための機構が提供される。
【０１８９】
　二重選択性抗体には、架橋した、または「ヘテロ結合した(heteroconjugate)」抗体が
含まれる。例えば、ヘテロ結合体中の抗体の一方を、アビジンに結合させ、他方をビオチ
ンに結合させることができる。このような抗体は、例えば、所望でない細胞に対する（米
国特許第4,676,980号）、およびＨＩＶ感染の処置のための（WO 91/00360、WO 92/200373
およびEP 03089）免疫系細胞を標的することが提案されている。ヘテロ結合抗体を、すべ
ての慣用の架橋方法を用いて作成することができる。好適な架橋剤は、当該分野において
十分知られており、米国特許第4,676,980号に、多くの架橋手法と共に開示されている。
【０１９０】
　二重選択性抗体を抗体断片から生じるための手法はまた、文献に記載されている。例え
ば、二重選択性抗体を、化学的結合を用いて調製することができる。Brennan et al., Sc
ience, 229: 81 (1985)には、無傷の抗体を、タンパク質分解的に切断して、Ｆ（ａｂ’
）２断片を発生させる手順が記載されている。これらの断片は、ジチオール錯化剤、ヒ酸
ナトリウムの存在下で還元されて、近隣のジチオールを安定化し、分子間ジスルフィド形
成を防止する。次に、生じたＦａｂ’断片を、チオニトロ安息香酸塩（ＴＮＢ）誘導体に
変換する。次に、Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の１つを、Ｆａｂ’－チオールに、メルカプト
エチルアミンで還元することにより再び変換し、等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体
と混合して、二重選択性抗体を形成する。生成した二重選択性抗体を、酵素の選択的固定
化のための剤として用いることができる。
【０１９１】
　最近の進行により、大腸菌からのＦａｂ’－ＳＨ断片の直接的な回収が容易になり、こ
れを、化学的に結合して、二重選択性抗体を形成することができる。Shalaby et al., J.
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 Exp. Med., 175: 217-225 (1992)には、完全にヒト化された二重選択性抗体Ｆ（ａｂ’
）２分子の産生が記載されている。各々のＦａｂ’断片は、大腸菌から別個に分泌されて
おり、これに、インビトロでの定方向化学的カップリングを施して、二重選択性抗体を形
成した。このようにして形成した二重選択性抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現す
る細胞および正常なヒトＴ細胞に結合し、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞毒性リンパ
球の溶解活性を誘発することができた。
【０１９２】
　二重選択性抗体断片を、組換え細胞培養物から直接作成し、単離するための種々の手法
がまた、記載されている。例えば、二重選択性抗体は、ロイシンジッパーを用いて産生さ
れた。Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。ＦｏｓおよびＪｕｎ
タンパク質からのロイシンジッパーペプチドが、２種の異なる抗体のＦａｂ’部分に、遺
伝子融合により結合された。抗体ホモ二量体を、ヒンジ領域において還元して、モノマー
を形成し、次に再び酸化して、抗体ヘテロ二量体を形成する。また、この方法を、抗体ホ
モ二量体の産生のために用いることができる。
【０１９３】
　Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により記載さ
れた「ダイアボディー」手法により、二重選択性抗体断片を作成するための代替の機構が
提供された。この断片は、同一の鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには短す
ぎるリンカーによりＶＬに結合するＶＨを含む。従って、１つの断片のＶＨおよびＶＬド
メインを、他の断片の相補的なＶＬおよびＶＨドメインと対形成し、これにより２つの抗
原結合部位を形成するように強制する。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体を用いることにより
二重選択性抗体断片を作成するための他の方法がまた、報告されている。Gruber et al.,
 J. Immunol., 152:5368 (1994)を参照。
【０１９４】
　２よりも大きい価数を有する抗体が、意図される。例えば、三重選択性抗体を、調製す
ることができる。Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991)。
【０１９５】
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、２価の抗体よりも迅速に内部
移行する（および／または異化する）ことができる。本発明の抗体は、３つまたは４つ以
上の抗原結合部位を有する（ＩｇＭ群以外である）多価の抗体（例えば４価の抗体）であ
ってもよく、これは、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
に産生され得る。多価の抗体は、二量体化ドメインおよび３つまたは４つ以上の抗原結合
部位を含むことができる。好ましい二量体化ドメインは、Ｆｃ領域またはヒンジ領域を含
む（またはこれからなる）。この筋書きにおいて、抗体は、Ｆｃ領域および、Ｆｃ領域に
対する３つまたは４つ以上の抗原結合部位アミノ末端を含む。
【０１９６】
　本明細書中で好ましい多価抗体は、３個～約８個、しかし好ましくは４個の、抗原結合
部位を含む（またはこれからなる）。多価抗体は、少なくとも１つのポリペプチド鎖（お
よび好ましくは２つのポリペプチド鎖）を含み、ここで、１つまたは２つ以上のポリペプ
チド鎖は、２つまたは３つ以上の可変ドメインを含む。例えば、１つまたは２つ以上のポ
リペプチド鎖は、ＶＤｌ（Ｘ１ｎ－ＶＤ２－（Ｘ２）ｎ－Ｆｃを含むことができ、ここで
、ＶＤ１は、最初の可変ドメインであり、ＶＤ２は、２番目の可変ドメインであり、Ｆｃ
は、Ｆｃ領域の１つのポリペプチド鎖であり、Ｘ１およびＸ２は、アミノ酸またはポリペ
プチドを表し、ｎは、０または１である。例えば、１つまたは２つ以上のポリペプチド鎖
は、以下のものを含むことができる：ＶＨ－ＣＨＩ－柔軟リンカー－ＶＨ－ＣＨＩ－Ｆｃ
領域鎖；またはＶＨ－ＣＨＩ－ＶＨ－ＣＨＩ－Ｆｃ領域鎖。本明細書中の多価抗体は、好
ましくは、さらに、少なくとも２つ（および好ましくは４つ）の軽鎖可変ドメインポリペ
プチドを含む。本明細書中の多価抗体は、例えば、約２個～約８個の軽鎖可変ドメインポ
リペプチドを含むことができる。本明細書中で意図する軽鎖可変ドメインポリペプチドは
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【０１９７】
他のアミノ酸配列改変
　本明細書中に記載した抗Ｏｖｒ１１５抗体の１または２以上のアミノ酸配列改変が、意
図される。例えば、抗体の結合親和性および／または他の生物学的特性を改善するのが望
ましい場合がある。抗Ｏｖｒ１１５抗体のアミノ酸配列変異体を、適切なヌクレオチド変
化を抗Ｏｖｒ１１５抗体核酸中に導入することにより、またはペプチド合成により、調製
する。
【０１９８】
　このような改変には、例えば、抗Ｏｖｒ１１５抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失
および／またはこの中への挿入および／またはこの置換が含まれる。最終的な構造物が、
所望の特徴を有する場合には、欠失、挿入および置換のすべての組み合わせを行って、最
終的な構造物に到達する。アミノ酸変化はまた、抗Ｏｖｒ１１５抗体の翻訳後プロセス、
例えばグリコシル化部位の数または位置の変化を変化させ得る。
【０１９９】
　変異原性のための好ましい位置である抗Ｏｖｒ１１５抗体のある残基または領域の同定
に有用な方法は、Cunningham and Wellsにより、Science, 244:1081-1085 (1989)中に記
載されているように、「アラニン走査変異原性」と呼ばれる。ここで、抗Ｏｖｒ１１５抗
体内の残基または標的の残基の群（例えば、帯電した残基、例えばａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉ
ｓ、ｌｙｓおよびｇｌｕ）を同定し、中性の、または負に帯電したアミノ酸（最も好まし
くはアラニンまたはポリアラニン）により置換して、アミノ酸のＯｖｒ１１５抗原との相
互作用に影響する。
【０２００】
　次に、置換に対する機能的な感受性を例証するアミノ酸の位置を、置換の部位において
、またはこの部位についてさらなる、または他の変種を導入することにより、精巧にする
。従って、アミノ酸配列の変更を導入するための部位が、予め決定されている一方、突然
変異自体の性質を、予め決定する必要はない。例えば、所定の部位における突然変異の性
能を分析するために、ａｌａ走査または無秩序な変異原性を、標的コドンまたは領域にお
いて行い、発現された抗Ｏｖｒ１１５抗体変異体を、所望の活性についてスクリーニング
する。
【０２０１】
　アミノ酸配列挿入には、１個の残基から、１００個またはこれ以上の残基を含むポリペ
プチドまでの長さの範囲内のアミノおよび／またはカルボキシル末端融合、並びに単一の
、または複数のアミノ酸残基の配列内挿入が含まれる。末端挿入の例には、Ｎ末端メチオ
ニル残基を有する抗Ｏｖｒ１１５抗体、または細胞毒性ポリペプチドに融合した抗体が含
まれる。抗Ｏｖｒ１１５抗体分子の他の挿入変更には、酵素に対する（例えばＡＤＥＰＴ
についての）抗Ｏｖｒ１１５抗体のＮもしくはＣ末端への融合または抗体の血清半減期を
増大させるポリペプチドへの融合が含まれる。
【０２０２】
　変異体の他のタイプは、アミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、少なくとも１
個のアミノ酸残基を、異なる残基により置換された抗Ｏｖｒ１１５抗体分子中に有する。
置換変異原性に最も大きく関連する部位には、高頻度可変領域が含まれるが、ＦＲ変化が
また、意図される。保存的置換を、「好ましい置換」の見出しの下に、表Ｉに示す。この
ような置換により、生物学的活性の変化がもたらされる場合には、表１において「例示的
な置換」と命名されているか、またはアミノ酸群に関して以下にさらに記載されている、
一層実質的な変化を、導入し、生成物を、所望の特性についてスクリーニングすることが
できる。
【０２０３】
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【表１】

【０２０４】
　抗体の生物学的特性における実質的な改変が、（ａ）例えばシートもしくはらせん高次
構造としての、置換の領域におけるポリペプチド主鎖の構造、（ｂ）標的部位における分
子の電荷もしくは疎水性、または（ｃ）側鎖の嵩を維持することに対するこれらの効果に
おいて顕著に異なる置換を選択することにより、達成される。天然に存在する残基は、共
通の側鎖特性に基づいて群に分けられる：
（１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｌｉｅ；（２）中性の
親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；（４）塩基性：ａｓｎ
、ｇｉｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；（５）鎖配向に影響する残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；お
よび（６）芳香族：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０２０５】
　非保存性置換は、これらの群の１つの要素の他の群のものでの交換を伴う。抗Ｏｖｒ１
１５抗体の適切な高次構造を維持する際に伴われないすべてのシステイン残基はまた、一
般的にセリンで置換されて、分子の酸化的安定性が改善され、異常な架橋が防止され得る
。逆に、１または２以上のシステイン結合を、抗体に加えて、この安定性を改善すること
ができる（特に、抗体が、抗体断片、例えばＦｖ断片である際）。
【０２０６】
　置換変異体の特に好ましいタイプは、親抗体（例えばヒト化またはヒト抗体）の１つま
たは２つ以上の高頻度可変領域残基の置換を伴う。一般的に、さらなる発生について選択
された、得られた１種または２種以上の変異体は、これらが発生する親抗体に対して改善
された生物学的特性を有する。このような置換変異体を生じるための好都合な方法は、フ
ァージ提示法を用いた親和性成熟を伴う。要するに、いくつかの高頻度可変領域部位（例
えば６～７部位）を変異させて、各々の部位において可能なアミノ酸置換のすべてを生じ
る。このようにして生じた抗体変種を、糸状ファージ粒子から、各々の粒子内に包装され
たＭｌ３の遺伝子ＩＩＩ生成物への融合として、１価の様式で提示する。次に、ファージ
提示された変種を、本明細書中に開示したように、こ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する。改変のための候補の高頻度可変領域部位を同定する
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ために、アラニン走査変異原性を行って、抗原結合に顕著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。あるいはまた、またはさらに、抗原－抗体複合体の結晶構造を
分析して、抗体とヒトＯｖｒ１１５との間の接触点を同定するのが、有益であり得る。こ
のような接触残基および隣接する残基は、本明細書中で詳しく述べる手法による置換のた
めの候補である。このような変異体が生じた後に、変異体のパネルに、本明細書中に記載
したようにスクリーニングを施し、１つまたは２つ以上の関連するアッセイにおける優れ
た特性を有する抗体を、さらなる発生について選択することができる。
【０２０７】
　抗体の他のタイプのアミノ酸変異体は、抗体の最初のグリコシル化パターンを変化させ
る。変化させるにより、抗体中に見出される１つもしくは２つ以上の炭水化物部分の欠失
、および／または抗体中に存在しない１つもしくは２つ以上のグリコシル化部位の添加を
意味する。抗体のグリコシル化は、典型的には、Ｎに結合しているか、またはＯに結合し
ている。Ｎに結合しているは、炭水化物部分が、アスパラギン残基の側鎖に結合している
ことを意味する。Ｘがプロリン以外のすべてのアミノ酸である、トリペプチド配列アスパ
ラギン－Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ－スレオニンは、炭水化物部分のアスパラギ
ン側鎖への酵素的結合のための認識配列である。従って、これらのトリペプチド配列のい
ずれかが、ポリペプチド中に存在することにより、有効なグリコシル化部位が作成される
。
【０２０８】
　Ｏに結合したグリコシル化は、糖Ｎ－アセチルガラクトサミン、ガラクトースまたはキ
シロースの１つの、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリンまたはスレオニンへの結
合を意味するが、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリシンもまた、用いるこ
とができる。クリコシル化部位の抗体への添加が、アミノ酸配列を変化させて、これが、
上記したトリペプチド配列の１つまたは２つ以上を含むようにする（Ｎに結合したグリコ
シル化部位について）ことにより、好都合に達成される。変化はまた、１つまたは２つ以
上のセリンまたはスレオニン残基の、最初の抗体の配列への添加、またはこれによる置換
により、なされ得る（Ｏに結合したグリコシル化部位について）。
【０２０９】
　抗Ｏｖｒ１１５抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子を、当該分野において
知られている種々の方法により調製する。これらの方法には、自然の供給源からの単離（
天然に存在するアミノ酸配列変異体の場合において）またはオリゴヌクレオチド媒介（も
しくは部位特異的な）変異原性、ＰＣＲ変異原性および抗Ｏｖｒ１１５抗体の変異体もし
くは非変異体方式をコードする、比較的早期に調製された核酸分子のカセット変異原性に
よる調製が含まれるが、これらには限定されない。
【０２１０】
　本発明の抗体を、エフェクター機能に関して改変して、例えば抗体の抗原依存性細胞媒
介細胞傷害（ＡＤＣＣ）および／または補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を増強するのが、
望ましい場合がある。これを、抗体のＦｃ領域における１つまたは２つ以上のアミノ酸置
換を導入することにより、達成することができる。あるいはまた、またはさらに、１個ま
たは２個以上のシステイン残基を、Ｆｃ領域中に導入して、これによりこの領域における
鎖間ジスルフィド結合形成を可能にすることができる。このようにして生じたホモ二量体
抗体は、改善された内部移行能力および／または増大した補体媒介細胞死滅および抗体依
存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を有することができる。Caron et al., J. Exp Med. 176:1191
-1195 (1992)およびShopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)を参照。増強した抗
腫瘍活性を有するホモ二量体抗体をまた、Wolff et al. Cancer Research 53:2560-2565 
(1993)中に記載されたように、ヘテロ二官能性架橋剤を用いて調製することができる。あ
るいはまた、二重のＦｃ領域を有し、これにより増大した補体溶解およびＡＤＣＣ能力を
有することができる抗体を、設計することができる。Stevenson et al. Anti-Cancer Dru
g Design 3:219-230 (1989)を参照。
【０２１１】
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　抗体の血清半減期を増大するために、例えば米国特許第5,739,277号に記載されている
ように、サルベージレセプター結合エピトープを抗体（特に抗体断片）中に導入すること
ができる。本明細書中で用いる用語「サルベージレセプター結合エピトープ」は、抗体の
Ｆｃ領域のエピトープを意味する。
【０２１２】
所望の特性を有する抗体についてのスクリーニング
　抗体を発生させるための手法は、上記で記載した。さらに、所望により、ある生物学的
特性を有する抗体を選択することができる。抗Ｏｖｒ１１５抗体の所望の特性には、細胞
増殖阻害効果、腫瘍増殖阻害効果、細胞増殖阻害効果、腫瘍増殖阻害効果、細胞死滅効果
、腫瘍死滅効果、腫瘍に対する細胞分裂停止効果、タンパク質機能阻害効果およびタンパ
ク質の細胞表面からの除去が含まれる。抗Ｏｖｒ１１５抗体の高度に望ましい特性は、Ｏ
ｖｒ１１５プロテアーゼ活性の阻害である。
【０２１３】
　増殖阻害効果を含む、上記に列挙した本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体の所望の特性を、当
該分野において知られている方法により、例えば内因的に、またはＯｖｒ１１５遺伝子で
の形質移入に続いてＯｖｒ１１５を発現する細胞を用いて評価することができる。例えば
、以下の例１に提供する腫瘍細胞系およびＯｖｒ１１５形質移入細胞を、本発明の抗Ｏｖ
ｒ１１５モノクローナル抗体で、種々の濃度において、数日（例えば２～７日）にわたり
処理し、クリスタルバイオレットもしくはＭＴＴで染色し、またはある他の比色アッセイ
により分析することができる。増殖を測定する他の方法は、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体
の存在下で、または不存在下で処理した細胞による３Ｈ－チミジン取り込みを比較するこ
とによる。抗体処理の後、細胞を収穫し、ＤＮＡ中に導入された放射性の量を、シンチレ
ーションカウンターにおいて定量する。適切な正の対照には、選択された細胞系の、当該
細胞系の増殖を阻害することが知られている増殖阻害抗体での処理が含まれる。インビボ
での腫瘍細胞の増殖阻害を、以下の実験例の章において記載したように、種々の方法にお
いて決定することができる。好ましくは、腫瘍細胞は、Ｏｖｒ１１５を過剰発現するもの
である。
【０２１４】
　好ましくは、抗Ｏｖｒ１１５抗体は、インビトロまたはインビボでＯｖｒ１１５発現腫
瘍細胞の細胞増殖を、約０．５～３０μｇ／ｍｌの抗体濃度において、未処理の腫瘍細胞
と比較して、約２５～１００％、一層好ましくは約３０～１００％、およびさらに一層好
ましくは約５０～１００％または７０～１００％阻害する。増殖阻害を、細胞培養物中で
、約０．５～３０μｇ／ｍｌまたは約０．５ｎＭ～２００ｎＭの抗体濃度において測定す
ることができ、ここで、増殖阻害を、腫瘍細胞を抗体に曝露してから１～１０日後に決定
する。抗体は、約１μｇ／体重１ｋｇ～約１００ｍｇ／体重１ｋｇにおける抗Ｏｖｒ１１
５抗体の投与により、抗体の最初の投与から約５日～３ヶ月以内、好ましくは約５～３０
日以内に腫瘍の大きさまたは腫瘍細胞増殖の減少がもたらされた場合に、インビボで増殖
阻害的である。
【０２１５】
　細胞死を誘発する抗体を選択するために、例えばプロピジウムヨージド（ＰＩ）、トリ
パンブルーまたは７ＡＡＤ取り込みにより示される膜完全性の損失を、対照に対して評価
することができる。ＰＩ取り込みアッセイを、補体および免疫エフェクター細胞の不存在
において行うことができる。Ｏｖｒ１１５発現腫瘍細胞を、培地のみ、または例えば約１
０μｇ／ｍｌにおいて適切なモノクローナル抗体を含む培地と共にインキュベートする。
細胞を、３日の期間にわたりインキュベートする。各々の処理に続いて、細胞を、３５ｍ
ｍの濾過器でキャップした１２×７５の管（管あたり１ｍｌ、処理群あたり３つの管）中
に、細胞凝集塊の除去のために洗浄し、等分する。次に、管に、ＰＩ（１０μｇ／ｍｌ）
を施与する。試料を、FACSCAN（登録商標）フローサイトメーターおよびFACSCONVERT（登
録商標）CellQuestソフトウエア(Becton Dickinson)を用いて分析することができる。Ｐ
Ｉ取り込みにより決定されたように、統計的に有意なレベルの細胞死を誘発する抗体を、
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細胞死誘発抗体として選択することができる。
【０２１６】
　関連する抗体により結合されたＯｖｒ１１５上のエピトープに結合する抗体、例えば本
発明のＯｖｒ１１５抗体についてスクリーニングするために、Antibodies, A Laboratory
 Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Harlow and David Lane編(1988)中に記載さ
れているような、常習的なクロスブロッキングアッセイを、行うことができる。このアッ
セイを用いて、試験抗体が、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体と同一の部位またはエピトープ
に結合するか否かを決定することができる。あるいはまた、またはさらに、エピトープマ
ッピングを、当該分野において知られている方法により行うことができる。例えば、抗体
配列を、例えばアラニン走査により変異誘発して、接触残基を同定することができる。変
異体抗体を、最初にポリクローナル抗体との結合について試験して、適切な折り畳みを裏
付ける。異なる方法において、Ｏｖｒ１１５の種々の領域に対応するペプチドを、試験抗
体または試験抗体および特徴づけられた、もしくは既知のエピトープを有する抗体を用い
た競合アッセイにおいて用いることができる。
【０２１７】
　例えば、本発明の抗体により結合されたエピトープに結合する抗体についてスクリーニ
ングするための方法は、Ｏｖｒ１１５含有試料を試験抗体および本発明の抗体と混ぜ合わ
せて、混合物を形成することを含むことができ、次に混合物中のＯｖｒ１１５に結合した
Ｏｖｒ１１５抗体のレベルを決定し、混合物中で結合したＯｖｒ１１５抗体のレベルに対
して、対照混合物に対して比較し、ここで、対照と比較しての混合物中のＯｖｒ１１５に
結合したＯｖｒ１１５抗体のレベルは、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体により結合されたエ
ピトープへの試験抗体の結合の指標である。Ｏｖｒ１１５に結合したＯｖｒ１１５抗体の
レベルを、ＥＬＩＳＡにより決定する。対照は、正の対照または負の対照または両方であ
ってもよい。例えば、対照は、Ｏｖｒ１１５、本発明のＯｖｒ１１５抗体および本発明の
Ｏｖｒ１１５抗体により結合されるエピトープに結合することが知られている抗体の混合
物であってもよい。抗Ｏｖｒ１１５抗体は、本明細書中に開示されているもののような標
識で標識されている。Ｏｖｒ１１５は、固体支持体、例えば組織培養プレートまたはビー
ズ、例えばセファロースビーズに結合していてもよい。
【０２１８】
免疫結合体
　本発明はまた、抗癌剤、例えば細胞毒性剤または増殖阻害剤に結合した抗体を含む免疫
結合体での療法に関する。
【０２１９】
　このような免疫結合体の発生において有用な化学療法剤は、前に記載した。抗体および
１種または２種以上の小さい分子の毒素、例えばカリケアマイシン、メイタンシノイド類
、トリコテンおよびＣＣ１０６５の結合体並びに毒素活性を有するこれらの毒素の誘導体
はまた、本明細書において意図される。
【０２２０】
メイタンシンおよびメイタンシノイド類
　好ましくは、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体（全長または断片）を、１または２以上のメ
イタンシノイド分子に結合させる。
　メイタンシノイド類は、チューブリン重合を阻害することにより作用する、有糸分裂阻
害剤である。メイタンシンは、キャストアフリカ低木Maytenus serrataから最初に単離さ
れた（米国特許第3,896,111号）。その後、ある微生物がまた、メイタンシノイド類、例
えばメイタンシノールおよびＣ－３メイタンシノールエステルを産生することが、見出さ
れた（米国特許第4,151,042号）。合成メイタンシノール並びにこの誘導体および類似体
は、例えば、米国特許第4,137,230号；4,248,870号；4,256,746号；4,260,608号；4,265,
814号；4,294,757号；4,307,016号；4,308,268号；4,308,269号；4,309,428号；4,313,94
6号；4,315,929号；4,317,821号；4,322,348号；4,331,598号；4,361,650号；4,364,866
号；4,424,219号；4,450,254号；4,362,663号；および4,371,533号に開示されており、こ
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の開示を、本明細書中に、参照により明確に導入する。
【０２２１】
メイタンシノイド－抗体結合体
　これらの治療指数を改善する試行において、メイタンシンおよびメイタンシノイド類を
、腫瘍細胞抗原に特異的に結合する抗体に結合させた。メイタンシノイド類を含む免疫結
合体およびこれらの治療的使用は、例えば、米国特許第5,208,020号、5,416,064号および
欧州特許EP 0 425 235 B1に開示されており、この開示を、本明細書中に、参照により明
確に導入する。Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996)には、ヒ
ト直腸結腸癌に対して向けられたモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合したＤＭＩと表示さ
れたメイタンシノイドを含む免疫結合体が記載されている。この結合体は、培養した結腸
癌細胞に対して高度に細胞毒性であると見出され、インビボでの腫瘍増殖アッセイにおい
て抗腫瘍活性を示した。
【０２２２】
　Chari et al. Cancer Research 52:127-131 (1992)には、メイタンシノイドがジスルフ
ィドリンカーを介して、ヒト結腸癌細胞系における抗原に結合するマウス抗体Ａ７、また
はＨＥＲ－２／ｎｅｕ発癌遺伝子に結合する他のマウスモノクローナル抗体ＴＡ．１に結
合している免疫結合体が記載されている。ＴＡ．１－メイタンシノイド結合体の細胞毒性
が、細胞あたり３×１０５のＨＥＲ－２表面抗原を発現するヒト乳癌細胞系ＳＫ－ＢＲ－
３に対してインビトロで試験された。薬剤結合体は、遊離のメイタンシノイド薬剤と同様
の程度の細胞毒性を達成し、これは、抗体分子あたりのメイタンシノイド分子の数を増大
させることにより、増大し得る。Ａ７－メイタンシノイド結合体は、マウスにおいて低い
全身的細胞毒性を示した。
【０２２３】
抗Ｏｖｒ１１５抗体－メイタンシノイド結合体（免疫結合体）
　抗Ｏｖｒ１１５抗体－メイタンシノイド結合体を、抗Ｏｖｒ１１５抗体をメイタンシノ
イド分子に、抗体またはメイタンシノイド分子のいずれかの生物学的活性を顕著に低下さ
せずに化学的に結合させることにより、調製する。抗体分子あたり結合した平均で３～４
個のメイタンシノイド分子が、抗体の機能または溶解性に悪影響を与えずに標的細胞の細
胞毒性を増強させることにおいて効能を示したが、毒素／抗体の１個の分子さえも、裸の
抗体の使用にまさって細胞毒性を増強すると予測される。メイタンシノイド類は、当該分
野において十分知られており、既知の手法により合成するかまたは自然の供給源から単離
され得る。好適なメイタンシノイド類は、例えば、米国特許第5,208,020号並びに上記で
言及した他の特許および非特許刊行物中に開示されている。好ましいメイタンシノイド類
は、メイタンシノールおよび芳香環またはメイタンシノール分子の他の位置において改変
されているメイタンシノール類似体、例えば種々のメイタンシノールエステルである。
【０２２４】
　例えば米国特許第5,208,020号またはEP特許0 425 235 B1およびChari et al. Cancer R
esearch 52: 127-131 (1992)中に開示されているものを含む、抗体－メイタンシノイド結
合体を作成するための、当該分野において知られている多くの結合基がある。この結合基
には、上記で識別した特許中に開示されているジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安
定基、光不安定基、ペプチダーゼ不安定基またはエステラーゼ不安定基が含まれ、ジスル
フィドおよびチオエーテル基が好ましい。抗体およびメイタンシノイドの結合体を、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（２－ピリジルジチ
オ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル－（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、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デート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
ト類（例えばトルエン２，６ジイソシアネート）およびビス活性フッ素化合物（例えば１
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，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）を用いて作成することができる。特に好
ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合を提供するための、Ｎ－スクシンイミジル
（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）(Carlsson et al., Biochem. J. 17
3:723-737 [1978])およびＮ－スクシンイミジル（２－ピリジルチオ）ペンタノエート（
ＳＰＰ）が含まれる。
【０２２５】
　リンカーは、結合のタイプに依存して、メイタンシノイド分子に、種々の位置において
結合していてもよい。例えば、エステル結合は、慣用のカップリング手法を用いた水酸基
との反応により、形成し得る。反応は、水酸基を有するＣ－３位置、ヒドロキシメチルで
改変されたＣ－１４位置、水酸基で改変されたＣ－１５位置および水酸基を有するＣ－２
０位置において起こり得る。好ましくは、結合は、メイタンシノールまたはメイタンシノ
ール類似体のＣ－３位置において形成する。
【０２２６】
カリケアマイシン
　関連する他の免疫結合体は、１または２以上のカリケアマイシン分子に結合した抗Ｏｖ
ｒ１１５抗体を含む。カリケアマイシン族の抗生物質は、ピコモル以下の濃度において二
重らせんＤＮＡ破壊を発生させることができる。カリケアマイシン族の結合体の調製につ
いて、米国特許第5,712,374号、5,714,586号、5,739,116号、5,767,285号、5,770,701号
、5,770,710号、5,773,001号、5,877,296号（すべてAmerican Cyanamid Company）を参照
。用いることができるカリケアマイシンの構造的類似体には、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、
Ｎ－アセチル－γ１

Ｉ、ＰＳＡＧおよびθ１
Ｉ（Hinman et al. Cancer Research 53: 33

36 (1993), Lode et al. Cancer Research 5 8: 2925-2928 (1998)およびAmerican Cyana
midの前述の米国特許明細書）が含まれるが、これらには限定されない。抗体を結合させ
ることができる他の抗腫瘍薬剤は、葉酸代謝拮抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシ
ンおよびＱＦＡは共に、作用の細胞内部位を有し、原形質膜を容易に横断しない。従って
、これらの剤の抗体媒介内部移行による細胞取り込みにより、これらの細胞毒性効果が大
幅に増大する。
【０２２７】
他の細胞毒性剤
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体に結合することができる他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ス
トレプトゾイシン(streptozoicin)、ビンクリスチンおよび５－フルオロウラシル、米国
特許第5,053,394号および5,770,710号に記載されている、集合的にＬＬ－Ｅ３３２８８複
合体と知られている剤の族並びにエスペラマイシン(esperamicin)類（米国特許第5,877,2
96号）が含まれる。用いることができる酵素的に活性な毒素およびこの断片には、ジフテ
リアＡ鎖、ジフテリア毒素の１　５　非結合活性断片、エクソトキシンＡ鎖（Pseudomona
s aeruginosaから）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデッシンＡ鎖、アルファ－サルシン
、Aleurites fordiiタンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、Phytolaca american
aタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、momordica charantia阻害剤
、カルシン(curcin)、クロチン(crotin)、sapaonaria officinalis阻害剤、ゲロニン、マ
イトジェリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomy
cin)、エノマイシン(enomycin)およびトリコテセン(tricothecene)類が含まれる。例えば
１９９３年１０月２８日に刊行されたWO 93/21232を参照。本発明は、さらに、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または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；ＤＮＡ分解酵素）との間に形成した免疫結合体を意図
する。
【０２２８】
　腫瘍の選択的な破壊のために、抗体は、高度に放射性原子を含むことができる。種々の
放射性同位体は、放射結合した抗Ｏｖｒ１１５抗体の産生のために有用である。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｉｎ１１１、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ
１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２およびＬｕの放射性同位体が含まれる。結合体が、診断のた
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めに用いられる際には、これは、シンチグラフィー研究のための放射性原子、例えばＴｃ
９９ＭもしくはＩ１２３、または核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像法（また磁気共鳴画像法、ｍ
ｒｉとして知られている）のためのスピン標識、例えばヨウ素－１２３、ヨウ素－１３１
、インジウム－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニ
ウム、マンガンもしくは鉄を含むことができる。
【０２２９】
　放射または他の標識を、結合体中に、既知の方法において導入することができる。例え
ば、ペプチドを、生合成することができるか、または例えば水素の代わりにフッ素－１９
を含む、好適なアミノ酸前駆体を用いて、化学的アミノ酸合成により合成することができ
る。標識、例えばＴｃ９９Ｍ、Ｉ１２３、Ｉｎ１１１、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８を、ペプ
チド中のシステイン残基を介して結合することができる。イットリウム－９０を、リシン
残基を介して結合することができる。IODOGEN法(Fraker et al (1978) Biochem. Biophys
. Res. Commun. 80: 49-57)を用いて、ヨウ素を導入することができる。"Monoclonal Ant
ibodies in Immunoscintigraphy" (Chatal, CRC Press 1989)には、他の方法が詳細に記
載されている。
【０２３０】
　抗体および細胞毒性剤の結合体を、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（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイ
ミジル（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、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デート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）、ジイソシアネート類（例えばトルエン２，６ジイソシアネート
）およびビス活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン
）を用いて作成することができる。
【０２３１】
　例えば、リシン免疫毒素を、Vitetta et al. 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。炭素標識１－イソチオシアナトベンジルメチルジ
エチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、ラジオヌクレオチド(radionucleotide
)の抗体への結合のための例示的なキレート剤である。WO 94/11026を参照。リンカーは、
細胞中での細胞毒性薬剤の放出を容易にする「切断可能なリンカー」であってもよい。例
えば、酸不安定リンカー、ペプチダーゼ感受性リンカー、光不安定リンカー、ジメチルリ
ンカーまたはジスルフィド含有リンカー(Chari et al. Cancer Research 52: 127-131 (1
992)；米国特許第5,208,020号)を、用いることができる。
【０２３２】
　あるいはまた、抗Ｏｖｒ１１５抗体および細胞毒性剤を含む融合タンパク質を、例えば
、組換え手法またはペプチド合成により作成することができる。ＤＮＡの長さは、互いに
隣接しているか、または結合体の所望の特性を破壊しないリンカーペプチドをコードする
領域により分離されている、結合体の２つの部分をコードする、それぞれの領域を含むこ
とができる。
【０２３３】
　さらに、抗体を、腫瘍前標的において用いるために、「レセプター」（例えばストレプ
トアビジン）に結合させることができ、ここで、抗体－レセプター結合体を、患者に投与
し、続いて結合していない結合体を、循環から、クリアリング剤を用いて除去し、次に、
細胞毒性剤（例えばラジオヌクレオチド）に結合する「リガンド」（例えばアビジン）を
投与する。
【０２３４】
抗体依存性酵素媒介プロドラッグ療法（ＡＤＥＰＴ）
　本発明の抗体を、また、抗体を、プロドラッグ（例えばペプチジル化学療法剤、WO81/0
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1145を参照）を活性抗癌薬剤に変換するプロドラッグ活性化酵素に結合させることにより
、ＡＤＥＰＴにおいて用いることができる。例えば、WO 88/07378および米国特許第4,975
,278号を参照。
【０２３５】
　ＡＤＥＰＴに有用な免疫結合体の酵素成分には、これをこの一層活性な、細胞毒性の形
態に変換するようにして、プロドラッグに対して作用することができるすべての酵素が含
まれる。本発明の方法において有用な酵素には、リン酸塩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ホスファターゼ；硫酸塩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リールスルファターゼ；無毒性フルオロシトシンを抗癌薬剤である
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；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プロテアーゼ、例えばセラチア(serratia)プロ
テアーゼ、テルモリシン(thermolysin)、サブチリシン(subtilisin)、カルボキシペプチ
ダーゼ類およびカテプシン類（例えばカテプシンＢおよびＬ）；Ｄアミノ酸置換基を含む
プロドラッグを変換するのに有用なＤ－アラニルカルボキシペプチダーゼ；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炭水化物切断酵素、例えばＯ－ガラクト
シダーゼおよびノイラミニダーゼ；Ｐ－ラクタム類で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Ｐ－ラクタマーゼ；並びにこれらのアミン窒素においてそれぞれフェ
ノキシアセチルまたはフェニルアセチル基で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アミダーゼ類、例えばペニシリンＶアミダーゼまたはペニシリンＧ
アミダーゼが含まれるが、これらには限定されない。
【０２３６】
　あるいはまた、また当該分野において「アブザイム（abzymes）」として知られている
、酵素活性を有する抗体を用いて、本発明のプロドラッグを遊離の活性な薬剤に変換する
ことができる（例えば、Massey, Nature 328: 457-458 (1987)を参照）。アブザイムを腫
瘍細胞集団に送達するための酵素－アブザイム結合体を、本明細書中に記載したようにし
て調製することができる。本発明の酵素を、当該分野において十分知られている手法、例
えば上記したヘテロ二官能性架橋試薬を用いることにより、抗Ｏｖｒ１１５抗体に共有結
合させることができる。
【０２３７】
　あるいはまた、本発明の酵素の少なくとも機能的に活性な部分に結合した本発明の抗体
の少なくとも抗原結合領域を含む融合タンパク質を、当該分野において十分知られている
組換えＤＮＡ手法を用いて構成することができる（例えばNeuberger et al., Nature, 31
2: 604-608 (1984)を参照）。
【０２３８】
他の抗体改変
　抗体の他の改変が、ここで意図される。例えば、抗体を、種々の非タンパク質ポリマー
、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシアルキレン類
またはポリエチレングリコールとポリプロピレングリコールとのコポリマーの１種に結合
させることができる。抗体はまた、例えばコアセルベーション手法により、または界面重
合により（例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセ
ルおよびポリ（メチルメタシレート）マイクロカプセル）調製したマイクロカプセル中に
、コロイド状薬剤送達系（例えばリポソーム、アルブミン微粒子、マイクロエマルジョン
、ナノ粒子およびナノカプセル）において、またはマクロエマルジョンにおいて捕獲する
ことができる。このような手法は、Remington's Pharmaceutical Sciences, 第１６版、O
slo, A.,編(1980)中に開示されている。
【０２３９】
　本明細書中に開示した抗Ｏｖｒ１１５抗体はまた、免疫リポソームとして処方すること
ができる。「リポソーム」は、薬剤を哺乳動物に送達するのに有用な種々のタイプの脂質
、リン脂質および／または界面活性剤で構成されている小さい小胞である。リポソームの
成分は、一般的に、生体膜の脂質配置と同様に、二層形態において配置されている。抗体
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を含むリポソームは、当該分野において知られている方法により、例えばEpstein et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci
. USA, 77:4030 (1980)；米国特許第4,485,045および4,544,545号；並びにW097/38731、
１９９７年１０月２３日刊行に記載されているように、調製される。増大した循環時間を
有するリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
【０２４０】
　特に有用なリポソームを、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびＰＥＧ誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物を用いた逆相蒸発
方法により、発生させることができる。リポソームを、所定の孔の大きさを有するフィル
ターを通して押し出して、所望の直径を有するリポソームを得る。本発明の抗体のＦａｂ
’断片を、リポソームに、Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載さ
れているようにして、ジスルフィド交換反応により結合させることができる。化学療法剤
は、随意に、リポソーム内に包含される。Gabizon et al. J. National Cancer Inst.81(
19)1484 (1989)を参照。
【０２４１】
ベクター、ホスト細胞および組換え方法
　本発明はまた、ヒト化された抗Ｏｖｒ１１５抗体、ベクターおよび核酸を含むホスト細
胞をコードする、単離された核酸分子、並びに抗体を産生するための組換え手法を提供す
る。抗体、これをコードする核酸分子の組換え産生のために、これを単離し、さらなるク
ローニング（ＤＮＡの増幅）のために、複製可能なベクター中に挿入するか、または発現
のためのプロモーターを有する作動可能な(operable)結合においてベクター中に挿入する
。モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、慣用の手順を用いて（例えば抗体の重鎖お
よび軽鎖をコードする核酸分子に特異的に結合することが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）容易に単離され、配列決定される。多くのベクターが、入手可
能である。ベクター成分には、一般的に、以下の１種または２種以上が含まれるが、これ
らには限定されない：シグナル配列、複製の起源、１種または２種以上のマーカー遺伝子
、エンハンサー要素、プロモーター、および転写終了配列。
【０２４２】
シグナル配列成分
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体を、直接的のみならず、好ましくは成熟タンパク質または
ポリペプチドのＮ末端において特異的な切断部位を有するシグナル配列または他のポリペ
プチドである、異種性ポリペプチドとの融合ポリペプチドとして、組換え的に産生するこ
とができる。選択された異種性シグナル配列は、好ましくは、ホスト細胞により認識され
、加工される（即ちシグナルペプチダーゼにより切断される）ものである。自然の抗Ｏｖ
ｒ１１５抗体シグナル配列を認識および加工しない原核ホスト細胞について、シグナル配
列を、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐまた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た原核シグナル配列により、置換する。酵母分泌
のために、自然のシグナル配列を、例えば、酵母インベルターゼリーダー、ｏｃ因子リー
ダー（SaccharomycesおよびKluyveromycesｃｃ因子リーダーを含む）または酸ホスファタ
ーゼリーダー、C albicansグルコアミラーゼリーダー、またはWO 90/13646に記載されて
いるシグナルにより置換することができる。哺乳動物細胞発現において、哺乳動物シグナ
ル配列およびウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペスｇＤシグナルが、入手可能であ
る。このような前駆体領域についてのＤＮＡを、抗Ｏｖｒ１１５抗体をコードするＤＮＡ
に、読み枠において連結する。
【０２４３】
複製の起源
　発現およびクローニングベクターは、共に、ベクターが、１または２以上の選択された
ホスト細胞中で複製されるのを可能にする核酸配列を含む。一般的に、クローニングベク
ターにおいて、この配列は、ベクターが、ホスト染色体ＤＮＡとは独立して複製されるの
を可能にするものであり、複製の起源または自己複製配列を含む。このような配列は、種
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々の細菌、酵母およびウイルスについて十分知られている。プラスミドｐＢＲ３２２から
の複製の起源は、ほとんどのグラム陰性細菌に適し、２μプラスミド起源は、酵母に適し
、種々のウイルス起源（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶまたは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。一般的に、複製成分の起
源は、哺乳動物発現ベクターについては必要ではない（ＳＶ４０起源は、典型的には、こ
れが早期のプロモーターを含むためのみで用いることができる）。
【０２４４】
選択遺伝子成分
　発現およびクローニングベクターは、また選択可能なマーカーと呼ばれる選択遺伝子を
含むことができる。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質または他の毒素、例えばアン
ピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートもしくはテトラサイクリンに対する耐性を付
与し、（ｂ）栄養要求性欠乏を補完し、または（ｃ）複雑な培地から入手可能ではない臨
界的に重要な栄養素を供給するタンパク質をコードし、例えば、これは、桿菌についての
Ｄ－アラニンラセマーゼをコードする遺伝子である。選択スキームの１つの例は、ホスト
細胞の増殖を停止する薬剤を用いる。異種性遺伝子で成功に形質転換されたこれらの細胞
は、薬剤耐性を付与するタンパク質を産生し、従って選択計画より長く生存する。このよ
うな優性の選択の例は、薬剤ネオマイシン、マイコフェノール酸およびヒグロマイシンを
用いる。
【０２４５】
　哺乳動物細胞に適する選択可能なマーカーの他の例は、抗Ｏｖｒ１１５抗体核酸、例え
ばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタロチオネイン－Ｉおよび－１１、好ましくは霊長類
メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼなど
を吸収することについて競合性の細胞を同定することを可能にするものである。例えば、
ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換される細胞を、先ず、メトトレキセート（Ｍｔｘ）、即ち
ＤＨＦＲの競合的アンタゴニストを含む培養培地中ですべての形質転換体を培養すること
により同定する。野生型のＤＨＦＲを用いる際の適切なホスト細胞は、ＤＨＦＲ活性が欠
乏しているチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－９
０９６）である。
【０２４６】
　あるいはまた、抗Ｏｖｒ１１５抗体、野生型ＤＨＦＲタンパク質および他の選択可能な
マーカー、例えばアミノグリコシド３’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）をコード
するＤＮＡ配列で形質転換または同時形質転換されたホスト細胞（特に内因性ＤＨＦＲを
含む野生型ホスト）を、選択可能なマーカー、例えばアミノグリコシド、抗生物質、例え
ばカナマイシン、ネオマイシンまたはＧ４１８のための選択剤を含む培地中での細胞増殖
により、選択することができる。米国特許第4,965,199号を参照。
【０２４７】
　酵母において用いるのに適する選択遺伝子は、酵母プラスミドＹＲｐ７中に存在するｔ
ｒｐｌ遺伝子である(Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979))。ｔｒｐ１遺伝子は、
トリプトファン中で増殖する能力を欠いている酵母の突然変異菌株、例えばATCC No. 440
76またはPEP4 Jones, Genetics, 85:12 (1977)のための選択マーカーを提供する。次に、
酵母ホスト細胞ゲノム中のｔｒｐ１病変の存在により、トリプトファンの不存在下での増
殖により形質転換を検出するための有効な環境が得られる。同様に、Ｌｅｕ２欠乏酵母菌
株(ATCC 20,622または38,626)は、Ｌｅｕ２遺伝子を有する既知のプラスミドにより補完
される。
【０２４８】
　さらに、１．６ｐｍ環状プラスミドｐＫＤＩから由来するベクターを、Kluyveromyces
酵母の形質転換のために用いることができる。あるいはまた、組換え子ウシキモシンの大
規模な産生のための発現系は、K. lactisについて報告された。Van den Berg, Bio/Techn
ology, 8:135 (1990)。Kluyveromycesの工業的な菌株による成熟組換えヒト血清アルブミ
ンの分泌のための安定な多コピー発現ベクターはまた、開示されている。Fleer et al., 
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Bio/Technology, 9:968-975 (1991)。
【０２４９】
プロモーター成分
　発現およびクローニングベクターは、通常、ホスト生物により認識されるプロモーター
を含み、抗Ｏｖｒ１１５抗体核酸に作動的に結合している。原核ホストと共に用いるのに
適するプロモーターには、ｐｈｏＡプロモーター、Ｐ－ラクタマーゼおよびラクトースプ
ロモーター系、アルカリホスファターゼプロモーター、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモ
ーター系およびハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーターが含まれる。しか
し、他の既知の細菌性プロモーターが、好適である。細菌系において用いるためのプロモ
ーターはまた、抗Ｏｖｒ１１５抗体をコードするＤＮＡに作動的に結合したShine-Dalgar
no（Ｓ．Ｄ．）配列を含む。
【０２５０】
　プロモーター配列は、真核生物について知られている。事実上すべての真核遺伝子は、
転写が開始される部位から約２５～３０塩基上流に位置する、ＡＴが豊富な領域を有する
。多くの遺伝子の転写の開始から７０～８０塩基上流に見出される他の配列は、ＣＮＣＡ
ＡＴ領域であり、ここでＮは、すべてのヌクレオチドであってもよい。ほとんどの真核遺
伝子の３’末端において、ポリＡ尾のコード配列の３’末端への添加のためのシグナルで
あってもよいＡＡＴＡＡＡ配列がある。これらの配列のすべてを、真核発現ベクター中に
好適に挿入する。酵母ホストと共に用いるのに適するプロモーター配列の例には、３－ホ
スホグリセレートキナーゼまたは他の解糖酵素、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド
ホスフェートデヒドロゲナーゼ、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、グルコースホスフェートイソメラーゼ、３－ホスホグリセレートム
ターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースホスフェートイソメラーゼ、ホスホグルコース
イソメラーゼおよびグルコキナーゼについてのプロモーターが含まれる。
【０２５１】
　増殖条件により制御された転写の追加の利点を有する誘導性プロモーターである、他の
酵母プロモーターは、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホスファタ
ーゼ、窒素代謝に関連する分解酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒドホスフェー
トデヒドロゲナーゼ、並びにマルトースおよびガラクトース利用の原因となる酵素につい
てのプロモーター領域である。酵母発現において用いるのに適するベクターおよびプロモ
ーターは、さらに、EP 73,657に記載されている。酵母エンハンサーはまた、酵母プロモ
ーターと共に有利に用いられる。
【０２５２】
　哺乳動物ホスト細胞中のベクターからの抗Ｏｖｒ１１５抗体転写は、このようなプロモ
ーターが、ホスト細胞系と適合性である場合には、例えば、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または免疫グロブリンプロモーターからの、熱ショックプ
ロモーターからの、ウイルス、例えばポリオーマウイルス、伝染性上皮腫ウイルス、アデ
ノウイルス（例えばアデノウイルス２）、ウシパピローマウイルス、鳥類肉腫ウイルス、
サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよび最も好ましくはサルウ
イルス４０（ＳＶ４０）のゲノムから得られたプロモーターにより、制御される。
【０２５３】
　ＳＶ４０ウイルスの初期の、および後期のプロモーターは、また複製のＳＶ４０ウイル
ス起源を含むＳＶ４０制限断片として好都合に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの即
座の早期のプロモーターは、ＨｉｎｄＩｌｌ　Ｅ制限断片として好都合に得られる。ベク
ターとしてウシパピローマウイルスを用いる哺乳動物ホストにおいてＤＮＡを発現するた
めの系は、米国特許第4,419,446号に開示されている。この系の変更は、米国特許第4,601
,978号に記載されている。また単純ヘルペスウイルスからのチミジンキナーゼプロモータ
ーの制御の下でのマウス細胞におけるヒトＰ－インターフェロンｃＤＮＡの発現について
、Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982)を参照。あるいはまた、Rous Sarcoma Viru
sの長い末端繰り返しを、プロモーターとして用いることができる。
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【０２５４】
エンハンサー要素成分
　高等真核生物による本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体をコードするＤＮＡの転写は、しばし
ば、エンハンサー配列をベクター中に挿入することにより、増強される。多くのエンハン
サー配列が、現在哺乳動物遺伝子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプ
ロテインおよびインシュリン）から知られている。しかし、典型的には、真核細胞ウイル
スからのエンハンサーを用いる。例には、複製起源の後期の側上のＳＶ４０エンハンサー
（ｂｐ１００～２７０）、サイトメガロウイルス早期プロモーターエンハンサー、複製起
源の後期の側上のポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエンハンサーが含まれ
る。また真核プロモーターの活性化のためのエンハンシング要素について、Yaniv, Natur
e 297:17-18 (1982)を参照。エンハンサーを、ベクター中に、抗Ｏｖｒ１１５抗体コード
配列に５’または３’の位置においてスプライシングすることができるが、好ましくは、
プロモーターから５’部位に位置する。
【０２５５】
転写終了成分
　真核ホスト細胞（酵母、真菌類、昆虫、植物、動物、ヒトまたは他の多細胞生物からの
有核の細胞）において用いられる発現ベクターはまた、転写を終了させるのに、およびｍ
ＲＮＡを安定化させるのに必要な配列を含む。このような配列は、真核またはウイルスＤ
ＮＡまたはｃＤＮＡの５’、および場合によっては３’未翻訳領域から一般的に入手でき
る。これらの領域は、抗Ｏｖｒ１１５抗体をコードするｍＲＮＡの未翻訳部分中のポリア
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。１つの有用な転写終了成
分は、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。WO 94/11026およびこの中に開示さ
れている発現ベクターを参照。
【０２５６】
ホスト細胞の選択および形質転換
　ここでのベクター中でＤＮＡをクローニングするかまたは発現するのに適するホスト細
胞は、原核、酵母または上記した高等真核細胞である。この目的に適する原核生物には、
真性細菌、例えばグラム陰性またはグラム陽性生物、例えば腸内細菌科、例えばEscheric
hia、例えば大腸菌、エンテロバクター、Erwinia、クレブシエラ属、プロテウス属、サル
モネラ属、例えばSalmonella typhimurium、セラチア属、例えばSerratia marcescans、
および赤痢菌属、並びに桿菌、例えばB. subtilisおよびB. licheniformis（例えばDD 26
6,710、１９８９年４月１２日刊行中に開示されているB. licheniformis 41P）、シュー
ドモナス属、例えばP. aeruginosa、並びにストレプトマイセス属が含まれる。１つの好
ましい大腸菌クローニングホストは、大腸菌２９４（ＡＴＣＣ　３１，４４６）であるが
、他の菌株、例えば大腸菌Ｂ、大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ　３１，５３７）および大腸
菌Ｗ３１　１０（ＡＴＣＣ　２７，３２５）が好適である。これらの例は、限定的である
よりむしろ例示的である。
【０２５７】
　特にグリコシル化およびＦｃエフェクター機能が必要ではない際に、例えば治療的抗体
が、細胞毒性剤（例えば毒素）に結合しており、免疫結合体が、単独で、腫瘍細胞破壊に
おける有効性を示す際に、全長抗体、抗体断片および抗体融合タンパク質を、細菌中に産
生することができる。全長抗体は、循環において一層長い半減期を有する。大腸菌の産生
は、比較的迅速であり、比較的費用効率的である。細菌における抗体断片およびポリペプ
チドの発現について、翻訳開始領域（ＴＩＲ）並びに発現および分泌を最適化するための
シグナル配列を記載している、例えば米国特許第5,648,237号(Carter et. al.)、米国特
許第5,789,199号(Joly et al.)および米国特許第5,840,523号(Simmons et al.)を参照。
これらの特許を、参照により本明細書中に導入する。発現の後に、抗体を、大腸菌細胞ペ
ーストから可溶性画分中に単離し、アイソタイプに依存して、例えばプロテインＡまたは
Ｇカラムにより精製することができる。最終的な精製を、例えばＣＨＯ細胞中で発現され
た抗体を精製するための方法と同様にして、行うことができる。



(57) JP 4884225 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

【０２５８】
　原核生物に加えて、真核微生物、例えば糸状真菌類または酵母が、抗Ｏｖｒ１１５抗体
コードベクターに適するクローニングまたは発現ホストである。Saccharomyces cerevisi
aeまたは一般的なパン酵母は、初等の真核ホスト微生物の中で最も一般的に用いられてい
る。しかし、多くの他の属、種および菌株、例えばSchizosaccharomyces pombe；Kluyver
omycesホスト、例えばK. lactis、K. fragilis (ATCC 12,424)、K. bulgaricus (ATCC 16
,045)、K. wickeramii (ATCC 24,178)、K. waltii (ATCC 56,500)、K. drosophilarum (A
TCC 36,906)、K . thermotoleransおよびK. marxianus; yarrowia (EP 402,226)；Pichia
 pastoris (EP 183,070)；カンジダ；Trichoderma reesia (EP 244,234)；Neurospora cr
assa；Schwanniomyces、例えばSchwanniomyces occidentalis；並びに糸状真菌類、例え
ばパンカビ属、アオカビ属、Tolypocladiumおよびコウジカビ属ホスト、例えばA. nidula
nsおよびA. nigerが、ここで一般的に入手可能であり、有用である。
【０２５９】
　グリコシル化された抗Ｏｖｒ１１５抗体の発現に適するホスト細胞は、多細胞生物から
由来する。無脊椎動物細胞の例には、植物および昆虫細胞が含まれる。多くのバキュロウ
イルス菌株および変異体並びにホスト、例えばSpodopterafrugiperda（イモムシ）、Aede
s aegypti（カ）、Aedes albopictus（カ）、Drosophila melanogaster（ショウジョウバ
エ）およびBombyx moriからの対応する許容的な昆虫ホスト細胞が、同定されている。形
質移入のための種々のウイルス菌株、例えばAutographa californica NPVのＬ－１変種お
よびBombyx mori NPVのＢｍ－５菌株が、公的に入手可能であり、このようなウイルスを
、ここで、特にSpodoptera frugiperda細胞の形質移入のための本発明のウイルスとして
用いることができる。
【０２６０】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト、シロイヌナズナおよびタ
バコの植物細胞培養物もまた、ホストとして用いることができる。植物細胞培養物におけ
るタンパク質の産生において有用なクローニングおよび発現ベクターは、当業者に知られ
ている。例えばHiatt et al., Nature (1989) 342: 76-78、Owen et al. (1992) Bio/Tec
hnology 10: 790-794、Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8: 745-750およびFecker 
et al. (1996) Plant Mol Biol 32: 979-986を参照。
【０２６１】
　しかし、脊椎動物細胞において興味が最も大きく、培養物（組織培養物）中の脊椎動物
細胞の増殖が、常習的な手順となった。有用な哺乳動物ホスト細胞系の例は、ＳＶ４０に
より形質転換したサル腎臓ＣＶ１系列（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５１）；ヒ
ト胚腎臓系列（２９３または懸濁液培養物中で増殖するためにサブクローニングした２９
３細胞、Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)；仔ハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ
、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、
Urlaub et al., 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)）；サル腎臓細胞（ＣＶＩ　ＡＴＣ
Ｃ　ＣＣＬ　７０）；アフリカグリーンサル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲ
Ｌ　１５８７）；ヒト子宮頸癌腫細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２）；イヌ腎臓細
胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ　３Ａ
、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；
ヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、１４１３　８０６５）；マウス乳腺腫瘍（ＭＭＴ　０６０
５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５　１）；ＴＲＩ細胞(Mather et al., Annals N. Y Acad. Sc
i. 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ　５細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝細胞腫系列（Ｈｅｐ
　Ｇ２）である。
【０２６２】
　ホスト細胞を、上記した発現またはクローニングベクターで、抗Ｏｖｒ１１５抗体産生
のために形質転換し、プロモーターを誘発するか、形質転換体を選択するか、または所望
の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように改変した、慣用の栄養素培地中で
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培養する。
【０２６３】
ホスト細胞の培養
　本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体を産生するために用いられるホスト細胞を、種々の培地中
で培養することができる。商業的に入手できる培地、例えばハムのＦＩＯ(Sigma)、基礎
培地(MEM)(Sigma)、RPMI-1640(Sigma)およびダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)(Sigma)
は、ホスト細胞を培養するのに適する。さらに、Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979)
、Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980)、米国特許第4,767,704号；4,657,866
号；4,927,762号；4,560,655号；もしくは5,122,469号；WO 90/03430；WO 87/00195；ま
たは米国特許Re. 30,985号に記載されている培地のいずれかを、ホスト細胞のための培養
培地として用いることができる。これらの培地のすべてに、所要に応じて、ホルモンおよ
び／または他の増殖因子（例えばインシュリン、トランスフェリンもしくは上皮細胞増殖
因子）、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウムおよびリン酸塩）、緩衝
液（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオチド類（例えばアデノシンおよびチミジン）、抗生物
質（例えばGENTAMYCIN（登録商標）薬剤）、微量元素（通常マイクロモル範囲の最終濃度
で存在する無機化合物として定義される）、およびグルコースまたは同等のエネルギー源
を補足することができる。すべての他の必要な補足物を、また、当業者に知られている適
切な濃度で含有させることができる。培養条件、例えば温度、ｐＨなどは、発現のために
選択されたホスト細胞について前に用いられているものであり、通常の当業者には明らか
である。
【０２６４】
抗Ｏｖｒ１１５抗体の精製
　組換え手法を用いた際に、抗体を、細胞内で、細胞膜周辺腔中で産生するか、または培
地中に直接分泌することができる。抗体が、第１の段階として、細胞内で産生された場合
には、粒子状残骸、ホスト細胞または溶解した断片のいずれかを、例えば遠心分離または
限外濾過により除去する。Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)には、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が記載されている。要するに
、細胞ペーストを、酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡおよびフェニルメチルスル
ホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）の存在下で、約３０分にわたり融解させる。細胞残骸を、
遠心分離により除去することができる。抗体が、培地中に分泌される際には、このような
発現系からの上清を、一般的に、先ず商業的に入手できるタンパク質濃縮フィルター、例
えばAmiconまたはMillipore Pellicon限外濾過ユニットを用いて濃縮する。プロテアーゼ
阻害剤、例えばＰＭＳＦを、前述の段階のいずれかにおいて導入して、タンパク質分解を
阻害することができ、抗生物質を導入して、外来性の汚染物の増殖を防止することができ
る。
【０２６５】
　細胞から調製された抗体組成物を、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、透析およびアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製することが
でき、アフィニティークロマトグラフィーが、好ましい精製手法である。アフィニティー
リガンドとしてのプロテインＡの適合性は、抗体中に存在するすべての免疫グロブリンＦ
ｃドメインの種およびアイソタイプに依存する。プロテインＡを用いて、ヒトγ１、γ２
またはγ４重鎖に基づく抗体を精製することができる(Lindmark et al., J. Immunol. Me
th. 62:1-13 (1983))。プロテインＧが、すべてのマウスアイソタイプおよびヒトγ３の
ために推薦される(Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986))。アフィニティーリガンド
が付着したマトリックスは、最も頻繁にはアガロースであるが、他のマトリックスが、入
手できる。機械的に安定なマトリックス、例えば制御された孔のガラスまたはポリ（スチ
レンジビニル）ベンゼンにより、アガロースを用いて達成することができるよりも迅速な
流速および短い加工時間が可能になる。抗体が、ＣＨ３ドメインを含む場合において、Ba
kerbond ABX（登録商標）樹脂(J. T. Baker, Phillipsburg, NJ)が、精製のために有用で
ある。タンパク質精製のための他の手法、例えばイオン交換カラム上での分別、エタノー
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ル沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカ上でのクロマトグラフィー、ヘパリンSEPHAROSE（登録商
標）上でのクロマトグラフィー、陰イオンまたは陽イオン交換樹脂（例えばポリアスパラ
ギン酸カラム）上でのクロマトグラフィー、等電点電気泳動、ＳＩＤＳ－ＰＡＧＥおよび
硫酸アンモニウム沈殿がまた、回収されるべき抗体に依存して入手可能である。
【０２６６】
　１または２以上のすべての予備の精製段階に続いて、関連する抗体および汚染物を含む
混合物に、約２．５～４．５のｐＨにおいて溶離緩衝液を用いて、好ましくは低い塩濃度
（例えば約０～０．２５Ｍの塩）において行われる低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーを施すことができる。
【０２６７】
医薬処方物
　本発明において用いる抗体の医薬処方物を、貯蔵のために、所望の程度の純度を有する
抗体を随意の薬学的に許容し得る担体、添加剤または安定剤(Remington's Pharmaceutica
l Sciences、第１６版、Osol, A.編(1980))と、凍結乾燥した処方物または水性溶液の形
態で混合することにより、調製する。許容し得る担体、添加剤または安定剤は、用いられ
る用量および濃度において、受容者に対して無毒性であり、これには、緩衝液、例えば酢
酸、トリス、リン酸、クエン酸および他の有機酸類；アスコルビン酸およびメチオニンを
含む酸化防止剤；保存剤（例えば塩化オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム；塩化
ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチルも
しくはベンジルアルコール；アルキルパラベン類、例えばメチルもしくはプロピルパラベ
ン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノールおよびｍ－ク
レゾール）；低分子量（約１０個の残基よりも小さい）ポリペプチド類；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチンもしくは免疫グロブリン類；親水性ポリマー類、例えばポ
リビニルピロリドン；アミノ酸類、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチ
ジン、アルギニンもしくはリシン；グルコース、マンノースもしくはデキストリンを含む
単糖類、二糖類および他の炭水化物；キレート剤、例えばＥＤＴＡ；トニシファイヤー(t
onicifier)、例えばトレハロースおよび塩化ナトリウム；糖類、例えばスクロース、マン
ニトール、トレハロースもしくはソルビトール；界面活性剤、例えばポリソルベート；塩
形成対イオン、例えばナトリウム；金属複合体類（例えばＺｎ－タンパク質複合体類）；
および／または非イオン系界面活性剤、例えばTWEEN（登録商標）、PLURONICS（登録商標
）もしくはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が含まれる。抗体は、好ましくは、５～２
００ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１０～１００ｍｇ／ｍｌの濃度での抗体を含む。
【０２６８】
　ここでの処方物はまた、所要に応じて、処置される特定の適応のための１種より多い活
性化合物、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的な活性を有するものを含むことが
できる。例えば、内部移行する抗Ｏｖｒ１１５抗体に加えて、１種の処方物において、Ｏ
ｖｒ１１５上の異なるエピトープに結合する追加の抗体、例えば第２の抗Ｏｖｒ１１５抗
体、またはある他の標的、例えば特定の癌の増殖に影響する増殖因子に対する抗体を含む
のが、望ましい場合がある。あるいはまた、またはさらに、この組成物は、さらに、化学
療法剤、細胞毒性剤、サイトカイン、増殖阻害剤、抗ホルモン剤および／または心臓保護
剤(cardioprotectant)を含むことができる。このような分子は、好適に、意図される目的
のために有効な量で、組み合わせて存在する。
【０２６９】
　活性成分をまた、例えばコアセルベーション手法により、または界面重合により、調製
し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またはゼラチンマイ
クロカプセルおよびポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセル中に、コロイド状
薬剤送達系（例えばリポソーム、アルブミン微粒子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子お
よびナノカプセル）において、またはマクロエマルジョンにおいて捕獲することができる
。このような手法は、Remington's Pharmaceutical Sciences、第１６版、Osol, A.編(19
80)中に開示されている。
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【０２７０】
　持続放出製剤を、調製することができる。持続放出製剤の好適な例には、抗体を含む固
体疎水性ポリマー類の半透過性マトリックスが含まれ、このマトリックスは、成形した物
品、例えばフィルムまたはマイクロカプセルの形態である。持続放出マトリックスの例に
は、ポリエステル類、ヒドロゲル類（例えばポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレー
ト）またはポリ（ビニルアルコール））、ポリラクチド類（米国特許第3,773,919号）、
Ｌ－グルタミン酸およびγエチル－Ｌ－グルタミン酸のコポリマー類、非分解性エチレン
－酢酸ビニル、分解性乳酸－グリコール酸コポリマー類、例えばLUPRON DEPOT（登録商標
）（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドから構成された注射可能な微
粒子）並びにポリ－Ｄ－（－）ヒドロキシ酪酸が含まれる。
【０２７１】
　インビボでの投与のために用いるべき処方物は、無菌でなければならない。これは、無
菌濾過膜を通しての濾過により、容易に達成される。
【０２７２】
抗Ｏｖｒ１１５抗体を用いた方法および処置
　本発明において、細胞表面上のＯｖｒ１１５に結合すると内部移行する抗Ｏｖｒ１１５
抗体を用いて、Ｏｖｒ１１５発現癌細胞、特に卵巣癌、膵臓癌、肺癌または乳癌により特
徴づけられる癌、例えば卵巣漿液腺癌または乳房浸潤乳管癌および関連する転移を有する
、これを必要としている被検者を処置する。
【０２７３】
　癌は、一般的に、Ｏｖｒ１１５発現細胞を含み、従って抗Ｏｖｒ１１５抗体は、これに
結合することができる。癌が、Ｏｖｒ１１５分子の過剰発現により特徴づけられ得る一方
、本出願は、さらに、Ｏｖｒ１１５過剰発現癌であるとは考慮されない癌を処置するため
の方法を提供する。
【０２７４】
　本発明はまた、Ｏｖｒ１１５を過剰発現する細胞を検出するための方法および、Ｏｖｒ
１１５を発現する細胞を検出するにあたり、または患者からの血清中のＯｖｒ１１５を検
出するにあたり有用な診断キットに関する。この方法は、細胞含有試験試料を本発明の抗
体と混ぜ合わせること、試験試料を、試験試料中の細胞に結合する抗体についてアッセイ
することおよび試験試料において結合する抗体のレベルを、細胞の対照試料において結合
する抗体のレベルに対して比較することを含むことができる。好適な対照は、例えば、試
験試料と同一のタイプの正常な細胞の試料またはＯｖｒ１１５過剰発現細胞を含まないこ
とが知られている細胞試料である。このような対照試料より高いＯｖｒ１１５結合のレベ
ルは、Ｏｖｒ１１５を過剰発現する細胞を含む試験試料の指標である。あるいはまた、対
照は、Ｏｖｒ１１５を過剰発現する細胞を含むことが知られている細胞の試料であり得る
。このような場合において、対照試料に類似した、またはこれを超える試験試料における
Ｏｖｒ１１５抗体結合のレベルは、Ｏｖｒ１１５を過剰発現する細胞を含む試験試料の指
標である。
【０２７５】
　Ｏｖｒ１１５過剰発現を、種々の診断アッセイで検出することができる。例えば、Ｏｖ
ｒ１１５の過剰発現を、免疫組織化学（ＩＨＣ）によりアッセイすることができる。腫瘍
生検からのパラフィン包埋組織切片に、ＩＨＣアッセイを施し、以下のようにしてＯｖｒ
１１５タンパク質染色強度基準と一致させることができる。
　スコア０　染色は観察されないか、または腫瘍細胞の１０％未満において膜染色が観察
される。
　スコア１＋　わずかな／辛うじて知覚可能な膜染色が、腫瘍細胞の１０％を超える比率
において検出される。細胞は、これらの膜の一部において染色されるに過ぎない。
　スコア２＋　弱い、ないし中程度の完全な膜染色が、腫瘍細胞の１０％を超える比率に
おいて観察される。
　スコア３＋　中程度ないし強い完全な膜染色が、腫瘍細胞の１０％を超える比率におい
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て観察される。
　Ｏｖｒ１１５発現についての０または１＋のスコアを有する腫瘍を、Ｏｖｒ１１５を過
剰発現しないとして特徴づけることができ、一方２＋または３＋のスコアを有する腫瘍を
、Ｏｖｒ１１５を過剰発現するとして特徴づけることができる。
【０２７６】
　あるいはまた、またはさらに、ＦＩＳＨアッセイ、例えばINFORM（登録商標）（Ventan
a, Arizonaにより販売されている）またはPATHVISION（登録商標）(VySiS, Illinois)を
、ホルマリン固定パラフィン包埋腫瘍組織において行って、腫瘍におけるＯｖｒ１１５過
剰発現の程度（存在する場合には）を決定することができる。Ｏｖｒ１１５過剰発現また
は増幅を、インビボ診断アッセイを用いて、例えばＯｖｒ１１５に結合し、検出可能な標
識（例えば放射性同位体または蛍光標識）で標識した分子（例えば本発明の抗体）を投与
し、患者を標識の局在について外部から走査することにより、評価することができる。
【０２７７】
　Ｏｖｒ１１５を発現するかまたは過剰発現する細胞を含むことが疑われる試料を、本発
明の抗体と、抗体のＯｖｒ１１５への特異的な結合に適する条件の下で、混ぜ合わせる。
本発明のＯｖｒ１１５抗体への結合および／または内部移行は、Ｏｖｒ１１５を発現する
細胞の指標である。結合のレベルを決定し、好適な対照と比較することができ、ここで、
対照と比較して上昇したレベルの結合したＯｖｒ１１５は、Ｏｖｒ１１５過剰発現の指標
である。Ｏｖｒ１１５を過剰発現する細胞を含むことが疑われる試料は、癌細胞試料、特
に卵巣癌、例えば卵巣漿液腺癌または乳癌、例えば乳房浸潤乳管癌の試料であってもよい
。被検者からの血清試料を、また、被検者からの血清試料を本発明のＯｖｒ１１５抗体と
混ぜ合わせ、抗体に結合したＯｖｒ１１５のレベルを決定し、このレベルを対照と比較す
ることにより、Ｏｖｒ１１５のレベルについてアッセイすることができ、ここで、対照と
比較して上昇したレベルの患者の血清中のＯｖｒ１１５は、患者中の細胞によるＯｖｒ１
１５の過剰発現の指標である。被検者は、癌、例えば卵巣癌、例えば卵巣漿液腺癌または
乳癌、例えば乳房浸潤乳管癌を有し得る。
【０２７８】
　現在、癌の段階に依存して、卵巣癌、膵臓癌、肺癌または乳癌の処置は、以下の療法の
１種または組み合わせを含む：癌組織を除去するための手術、放射線療法、アンドロゲン
剥脱（例えばホルモン療法）、および化学療法。抗Ｏｖｒ１１５抗体療法は、毒性および
化学療法の副作用を十分に耐容しない年長の患者において、放射線療法が限定された有用
性を有する転移性疾患において、およびアンドロゲン剥脱処置に耐性である前立腺癌腫の
管理のために、特に望ましい場合がある。本発明の腫瘍標的および内部移行抗Ｏｖｒ１１
５抗体は、Ｏｖｒ１１５発現癌、例えば卵巣癌、膵臓癌、肺癌または乳癌を、疾患の最初
の診断の際に、または再発の間に寛解するのに有用である。治療的用途のために、抗Ｏｖ
ｒ１１５抗体を、特に卵巣癌、膵臓癌、肺癌または乳癌のために、また特に発した細胞が
到達し得ない場合において、単独で、あるいは例えばホルモン、抗血管新生剤もしくは放
射標識した化合物との、または手術、寒冷療法および／または放射線療法との組み合わせ
療法において、用いることができる。抗Ｏｖｒ１１５抗体処置を、他の形態の慣用の療法
と組み合わせて、化学療法薬剤、例えばタキソテア(Taxotere)（登録商標）（ドセタキセ
ル）、タキソール(Taxol)（登録商標）（パクリタキセル）、エストラムスチンおよびマ
イトキサントロンと連続して、前または後慣用療法で投与し、特に良好な危険の患者にお
いて、転移性およびホルモン抵抗性卵巣癌、膵臓癌、肺癌または乳癌の処置において用い
ることができる。
【０２７９】
　癌、特に、アンドロゲン独立および／または転移性卵巣癌、膵臓癌、肺癌もしくは乳癌
を処置するかまたは寛解するための、本発明のこの方法において、癌患者に、抗Ｏｖｒ１
１５抗体を、１種または２種以上の前の化学療法剤での処置と組み合わせて、投与するこ
とができる。特に、パクリタキセルおよび改変した誘導体（例えばEP0600517を参照）と
の組み合わせ療法が、意図される。抗Ｏｖｒ１１５抗体を、治療的に有効な用量の化学療
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法剤と共に投与する。抗Ｏｖｒ１１５抗体をまた、化学療法と組み合わせて投与して、化
学療法剤、例えばパクリタキセルの活性および効能を増強することができる。米医薬品便
覧（ＰＤＲ）には、種々の癌の処置において用いられている当該剤の投与量が開示されて
いる。治療的に有効なこれらの前述の化学療法薬剤の投薬計画および投与量は、処置され
る特定の癌、疾患の程度および当該分野における技術のある医師に精通されている他の要
因に依存し、医師により決定することができる。
【０２８０】
　特に、細胞毒性剤と結合した抗Ｏｖｒ１１５抗体を含む免疫結合体を、患者に投与する
ことができる。好ましくは、Ｏｖｒ１１５タンパク質に結合した免疫結合体は、細胞によ
り内部移行し、これが結合する癌細胞の死滅における免疫結合体の増大した治療効果がも
たらされる。好ましくは、細胞毒性剤は、癌細胞における核酸を標的するかまたはこれに
干渉する。このような細胞毒性剤の例は、上記した通りであり、メイタンシン、メイタン
シノイド類、サポリン、ゲロニン、リシン、カリケアマイシン、リボヌクレアーゼおよび
ＤＮＡエンドヌクレアーゼが含まれる。
【０２８１】
　抗Ｏｖｒ１１５抗体または免疫結合体を、ヒト患者に、既知の方法、例えば静脈内投与
により、例えば大量瞬時投与として、またはある期間にわたる連続的な注入により、筋肉
内、腹腔内、脳脊髄内(intracerobrospinal)、皮下、関節内、滑膜内(intrasynovial)、
くも膜下腔内、経口、局所的または吸入経路により、投与する。抗体または免疫結合体を
、腫瘍本体中に直接注射することができる。抗体の静脈内または皮下投与が、好ましい。
他の治療計画を、抗Ｏｖｒ１１５抗体の投与と組み合わせることができる。
【０２８２】
　組み合わされた投与には、個別の処方物または単一の医薬処方物を用いた同時投与、お
よびいずれかの順序での連続的投与が含まれ、ここで好ましくは、両方（またはすべて）
の活性剤が、これらの生物学的活性を同時に奏する期間がある。好ましくは、このような
組み合わされた療法の結果、相乗的な治療効果がもたらされる。
【０２８３】
　また、１または２以上の抗Ｏｖｒ１１５抗体の投与を、特定の癌に関連する他の腫瘍抗
原に対して向けられた抗体の投与と組み合わせるのが、望ましい場合がある。このように
して、本発明はまた、本発明の１種または２種以上の抗体およびＯｖｒ１１５発現腫瘍細
胞と関連する他の腫瘍抗原に結合する少なくとも１種の他の抗体を含む抗体「混合物」に
関する。混合物はまた、Ｏｖｒ１１５の他のエピトープに向けられた抗体を含むことがで
きる。好ましくは、他の抗体は、本発明の抗体の結合およびまたは内部移行に干渉しない
。
【０２８４】
　本発明の抗体治療処置方法は、種々の化学療法剤の混合物の同時投与を含む、抗Ｏｖｒ
１１５抗体（または２種以上の抗体）および１種または２種以上の化学療法剤または増殖
阻害剤の組み合わされた投与を含むことができる。化学療法剤には、例えば、リン酸エス
トラムスチン、プレドニムスチン、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、ヒドロキシ尿素およびヒドロキシ尿素タキサン類（例えばパクリ
タキセルおよびドキセタキセル）および／また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ための調製および投与計画を、製造者の指示に従って、または
技術のある開業医により実験的に決定されたように、用いることができる。このような化
学療法のための調製および投与計画はまた、Chemotherapy Service、M.C. Perry編、Will
iams & Wilkins, Baltimore, MD (1992)中に記載されている。
【０２８５】
　抗体を、抗ホルモン化合物；例えば抗エストロゲン化合物、例えばタモキシフェン；抗
プロゲステロン化合物、例えばオナプリストン（EP 616 812を参照）；または抗アンドロ
ゲン化合物、例えばフルタミドと、このような分子について知られている投与量で混ぜ合
わせることができる。処置されるべき癌が、アンドロゲン独立癌である場合には、患者は
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、予め抗アンドロゲン療法を受けていてもよく、癌がアンドロゲン独立となった後に、抗
Ｏｖｒ１１５抗体（および随意に本明細書中に記載した他の剤）を、患者に投与すること
ができる。
【０２８６】
　時々、また心臓保護剤（療法に関連する心筋機能障害を防止するかまたは減少させるた
めに）または１種もしくは２種以上のサイトカインを患者に同時投与するのが、有益であ
り得る。前述の療法計画に加えて、患者に、癌細胞の手術的除去および／または放射線療
法を、抗体療法の前、これと同時に、またはこの後に施すことができる。前述の同時投与
された剤のすべてに適する投与量は、ここで用いられたものであり、剤および抗Ｏｖｒ１
１５抗体の組み合わされた作用（相乗作用）のために低下され得る。
【０２８７】
　疾患の防止または処置のために、投与量および投与の方式を、既知の基準により医師に
より選択する。抗体の適切な投与量は、前に定義したように、処置されるべき疾患のタイ
プ、疾患の重篤度および経過、抗体が予防的目的で投与されるか治療的目的で投与される
か、前の療法、患者の臨床的な履歴および抗体への応答並びに付随する医師の裁量に依存
する。抗体を、患者に、１回でまたは一連の処置にわたり好適に投与する。好ましくは、
抗体を、静脈内注入により、または皮下注射により投与する。
【０２８８】
　疾患のタイプおよび重篤度に依存して、約１ｐｇ／体重１ｋｇ～約５０ｍｇ／体重１ｋ
ｇ（例えば約０．１～１５ｍｇ／ｋｇ／用量）の抗体を、例えば、１種もしくは２種以上
の別個の投与による、または連続的な注入による、患者への投与のための最初の候補の投
与量とすることができる。投与計画は、約４ｍｇ／ｋｇの最初の負荷用量を投与し、続い
て約２ｍｇ／ｋｇの抗Ｏｖｒ１１５抗体の用量を毎週維持することを含むことができる。
しかし、他の投与計画が、有用であり得る。典型的な毎日の投与量は、前述の要因に依存
して、約１ｐｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇまたはこれ以上の範囲内であり得る。状態に依
存する、数日またはこれより長い期間にわたる繰り返された投与のために、処置を、疾患
症状の所望の抑制が発生するまで持続させる。この療法の進行を、慣用の方法およびアッ
セイにより、および医師または他の当業者に知られている基準に基づいて、容易にモニタ
リングすることができる。
【０２８９】
　抗体タンパク質の患者への投与に加えて、本出願は、遺伝子療法による抗体の投与を意
図する。抗体をコードする核酸分子のこのような投与は、表現「抗体の治療的に有効な量
を投与する」により包含される。例えば、遺伝子療法を用いて細胞内抗体を発生させるこ
とに関する、１９９６年３月１４日刊行のWO 96/07321を参照。
【０２９０】
　核酸分子（随意にベクター中に包含される）を患者の細胞中に導入するための２つの主
な方法がある；インビボおよびエクスビボ。インビボ送達について、核酸分子を、患者中
に、通常抗体が必要である部位において、直接注射する。エクスビボ処置について、患者
の細胞を除去し、核酸分子を、これらの単離した細胞中に導入し、改変した細胞を、患者
に、直接、または例えば多孔質膜内にカプセル封入し、これを患者中に移植して、投与す
る（例えば米国特許第4,892,538号および5,283,187号を参照）。核酸分子を生存可能な細
胞中に導入するのに有用な種々の手法がある。この手法は、核酸が、培養した細胞中にイ
ンビトロで移送されるか、意図されたホストの細胞中にインビボで移送されるかに依存し
て、変化する。核酸を哺乳動物細胞中にインビトロで移送するのに適する手法には、リポ
ソーム、電気穿孔法、マイクロ注射、細胞融合、ＤＥＡＥ－デキストラン、リン酸カルシ
ウム沈殿方法などの使用が含まれる。遺伝子のエクスビボ送達のために共通して用いられ
るベクターは、レトロウイルスベクターである。
【０２９１】
　現在好ましいインビボの核酸分子移送手法には、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ウイルスまたはアデノ関連ウイルス）および脂質に基づく系（遺伝
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子の脂質媒介移送に有用な脂質は、例えばＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥおよびＤＣ－Ｃｈｏｌで
ある）での形質移入が含まれる。現在知られている遺伝子マーキングおよび遺伝子療法プ
ロトコルの概説について、Anderson et at., Science 256:808-813 (1992)を参照。またW
O 93/25673およびこの中に引用されている参考文献を参照。
【０２９２】
製造品およびキット
　本発明はまた、Ｏｖｒ１１５過剰発現細胞の検出および／またはＯｖｒ１１５発現癌、
特に卵巣癌、膵臓癌および結腸癌の処置に有用な物質を含む、製造品に関する。製造品は
、容器および、本発明の抗体を含む、この中に含まれた組成物を含む。組成物はさらに、
担体を含むことができる。製造品はまた、容器上またはこれに関連するラベルまたは添付
文書を含むことができる。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジなどが含
まれる。容器を、種々の材料、例えばガラスまたはプラスチックから形成することができ
る。容器は、Ｏｖｒ１１５発現細胞を検出し、および／または癌状態を処置するのに有効
な組成物を保持し、無菌のアクセス口を有することができる（例えば、この容器は、静脈
内溶液袋または皮下組織注射針により貫通可能な栓を有するバイアルであってもよい）。
組成物中の少なくとも１種の活性な剤は、本発明の抗Ｏｖｒ１１５抗体である。
【０２９３】
　ラベルまたは添付文書は、組成物が、Ｏｖｒ１１５発現細胞を検出し、および／または
卵巣癌、膵臓癌および結腸癌、またはさらに特に卵巣漿液腺癌、乳房浸潤乳管癌、前立腺
腺癌、腎臓細胞癌腫、直腸結腸腺癌、肺腺癌、肺扁平細胞癌腫および複数の中皮腫を、こ
れを必要としている患者において処置するのに用いられることを示す。乳癌は、ＨＥＲ－
２陰性または陽性乳癌であってもよい。癌は、前述のすべての転移性癌、例えば卵巣癌、
膵臓癌および結腸癌転移を包含する。ラベルまたは添付文書は、さらに、抗体組成物を癌
患者に投与するための指示を含むことができる。さらに、製造品は、さらに、本発明の抗
体を検出する物質、例えば本発明の抗体に結合する第２の抗体を含む第２の容器を含むこ
とができる。この物質を、検出可能なラベル、例えば本明細書中に開示したもので標識す
ることができる。第２の容器は、例えば、薬学的に許容し得る緩衝液、例えば注射用の静
菌性水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー溶液およびデキストロース溶液を
含むことができる。製造品は、さらに、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針およびシリ
ンジを含む、商業的な、および使用者の観点から望ましい他の材料を含むことができる。
【０２９４】
　また、種々の目的のために、例えばＯｖｒ１１５細胞死滅アッセイのために、Ｏｖｒ１
１５を細胞から精製もしくは免疫沈澱するために、またはＯｖｒ１１５の存在を血清試料
中で検出するかもしくは細胞試料中のＯｖｒ１１５発現細胞の存在を検出するために有用
なキットを提供する。Ｏｖｒ１１５の単離および精製のために、キットは、固体支持体、
例えば組織培養プレートまたはビーズ（例えばセファロースビーズ）に結合した抗Ｏｖｒ
１１５抗体を含むことができる。Ｏｖｒ１１５をインビトロで、例えばＥＬＩＳＡまたは
ウエスタンブロットにおいて検出し、定量するための抗体を含むキットを、提供すること
ができる。製造品について、キットは、容器および本発明の抗体を含むこの中に含まれた
組成物を含む。キットはさらに、容器上の、またはこれに関連するラベルまたは添付文書
を含むことができる。キットは、他の成分、例えば希釈剤および緩衝液、本発明の抗体に
結合する物質、例えば標識、例えば本明細書中に開示したもの、例えば放射性標識、蛍光
標識を含むことができる第２の抗体もしくは酵素を含むことができるか、またはキットは
また、対照の抗体を含むことができる。追加の成分は、キット内の別個の容器内にあって
もよい。ラベルまたは添付文書は、組成物の記載および意図されたインビトロまたは診断
的使用のための指示を提供することができる。
【０２９５】
例
例１：モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの産生および単離
　本発明の以下のＭＡｂ／ハイブリドーマを、以下に記載する：
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　Ovr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.2（またOvr115 A51.2として知られている）
、Ovr115.A63.2、Ovr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、Ovr115.D31、Ovr11
5.D32、Ovr115.D34、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr115.D71、O
vr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.D94、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr115.F5、O
vr115.F6、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr115.F13、O
vr115.F14、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F2
3、Ovr115.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F30、Ovr11
5.F31、Ovr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr115.F37、O
vr115.F38、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、Ovr115.F4
6、Ovr115.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr11
5.F55、Ovr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr115.F61、O
vr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、Ovr115.F6
9、Ovr115.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr11
5.F76、Ovr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr115.F82お
よびOvr115.F83。ＭＡｂがクローニングされている場合には、これは、「Ｘ．１」の命名
を得る。例えば、Ａ７の最初のクローンを、Ａ７．１と呼び、Ａ７の第２のクローンを、
Ａ７．２と呼ぶなど。本発明の目的のために、Ａ７への言及は、すべてのクローン、例え
ばＡ７．１、Ａ７．２などを含む。
【０２９６】
免疫原および抗原（組換えタンパク質、ＨＡおよびＨｉｓタグおよび形質移入した細胞）
Ｏｖｒ１１５セリンプロテアーゼドメイン配列およびタンパク質産生
　タバコエッチングウイルスプロテアーゼ（ＴＥＶ）認識部位、Ｖａｌ２０３からＬｅｕ
４３５までのＯｖｒ１１５のセリンプロテアーゼドメインをコードするＯｖｒ１１５（Ｔ
ＭＰＲＳＳ４）構造物を、インフレームで、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳ
Ｔ）のＣ末端にクローニングして、Ｏｖｒ１１５構造物が、標準的な手法を用いて４８６
個のアミノ酸のＧＳＴ融合タンパク質として発現されるようにした。Ｏｖｒ１１５の精製
を、グルタチオンセファロースカラムにより完了した。
【０２９７】
Ｏｖｒ１１５セリンプロテアーゼドメイン構造物アミノ酸配列（ＧＳＴ配列に下線を付し
、ＴＥＶ配列に二重下線を付し、タグ配列を太字とした）（配列番号１）
【表２】

【０２９８】
Ｏｖｒ１１５細胞外断片配列およびタンパク質産生
　マウスの免疫およびＭＡｂの産生のために、分子の予測された細胞外部分（Ｌｙｓ５２
～Ｌｅｕ４３５）のみを構成する、Ｏｖｒ１１５の組換えタンパク質断片を発生させて、
外部の細胞表面に結合するモノクローナル抗体（ＭＡｂ）を選択した。Ｌｙｓ５２からＬ
ｅｕ４３５までのＯｖｒ１１５の領域をコードするＯｖｒ１１５（ＴＭＰＲＳＳ４）構造
物を、コドンＬｅｕ４３５のすぐ下流の６個のヒスチジンタグでクローニングし、Ｄシリ
ーズＭＡｂの産生のための標準的なバキュロウイルス手法を用いて、昆虫細胞中で発現さ
せた。ＭＡｂのＦシリーズの産生のために、このタンパク質を、標準的な発現ベクター中
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にクローニングし、標準的な手法を用いて哺乳動物細胞中に発現させた。Ｏｖｒ１１５を
、Ｎｉ－ＮＴＡ樹脂を用いて精製した。
【０２９９】
Ｏｖｒ１１５細胞外構造物（Ｏｖｒ１１５　Ｌｙｓ５２～Ｌｅｕ４３５）アミノ酸配列（
６個のヒスチジンタグ配列を太字とした）（配列番号２）
【表３】

【０３００】
安定なＯｖｒ１１５ＬＭＴＫマウス細胞系の発生
　全長ＨＡタグ化Ｏｖｒ１１５（Ｍｅｔ１～Ｌｅｕ４３５）を、哺乳動物ベクター中にＨ
Ａタグでクローニングした後に、マウスＬＭＴＫ細胞中に形質移入した。個別のクローン
を、培養において１週間後に、抗ＨＡ抗体(Covance, Richmond, CA)を用いたウエスタン
ブロットにより、Ｏｖｒ１１５の発現についてチェックした。
【０３０１】
Ｏｖｒ１１５形質移入ＬＭＴＫおよび２９３Ｆアミノ酸配列（配列番号３）
【表４】

【０３０２】
トランジェントな２９３Ｆ形質移入細胞の発生
　Ｏｖｒ１１５（配列番号：３）を、ヒト２９３Ｆ細胞(Invitrogen)中に、哺乳動物発現
ベクターＰＣＤＮＡ３．１ベクター中にクローニングした後に形質移入した。１，０００
，０００個の細胞／ｍｌにおいてフリースタイル培地(GIBCO)中で培養した、５０ｍｌの
２９３Ｆ細胞を、製造者のガイドラインに従って、２９３フェクチン形質移入試薬(Invit
rogen)を用いて形質移入した。ＤＮＡ、２９３フェクチンを、ＯＰＴＩ－ＭＥＭ培地(GIB
CO)中で混合した。細胞を、形質移入の４８時間後に、分析のために用いた。
【０３０３】
Ｐｒｏ１０４（テスティシン(Testisin)ｌ発現配列およびタンパク質産生）
　Ｐｒｏ１０４を用いて、交差反応性ハイブリドーマクローンをスクリーニングした。そ
の理由は、この抗原がまた、卵巣癌および膵臓癌において上方調節され、これがまた、有
効に交差反応性のセリンプロテアーゼドメインを含んでいたからである。
　ミツバチメレチン(melletin)分泌シグナル、Ｉｌｅ４２からＴｒｐ２９７までのＰｒｏ
１０４の領域および６個のヒスチジンタグをコードするＰｒｏ１０４構造物を、クローニ
ングし、標準的な手法を用いて発現させた。Ｐｒｏ１０４を、Ｎｉ－ＮＴＡ樹脂を用いて
精製した。
【０３０４】
Ｐｒｏ１０４（Ｉｌｅ４２～Ｔｒｐ２９７）発現アミノ酸配列（下線を付した部分は、ミ
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ツバチメレチン分泌シグナルを表し、太字は、ヘキサヒスチジンタグを表す）（配列番号
４）
【表５】

【０３０５】
Ｐｒｏ１０４（テスティシン）ＬＭＴＫ細胞発現配列およびタンパク質産生
　組換え部位から下流のＣ末端に位置するＨＡタグコドンを有する、Ｐｒｏ１０４（Ｍｅ
ｔ１～Ｖａｌ３１４）をコードする全長構造物を、標準的な哺乳動物発現手法を用いて発
現させた。
【０３０６】
Ｐｒｏ１０４形質移入ＬＭＴＫアミノ酸配列（配列番号５）
【表６】

【０３０７】
免疫
　ＡシリーズＭＡｂの発生のために、マウスを、自然のタンパク質のセリンプロテアーゼ
ドメイン（Ｖａｌ２０３～Ｌｅｕ４３５）に相当する、発現した可溶性Ｏｖｒ１１５組換
えタンパク質で免疫した。８匹のＢＡＬＢ／ｃマウスの群を、両方の後ろの足蹠中に、皮
内で免疫した。すべての注射は、足あたり２５μＬであった。マウスあたり１０ｕｇの抗
原の最初の注射（１日目）は、等しい容積対容積比でTitermax gold アジュバント(Sigma
, Saint Louis, MS)と混合されたダルベッコのリン酸緩衝生理食塩水（ＤＰＢＳ）におい
てであった。マウスあたり１０ｕｇの抗原のその後の注射は、５、９、１２、１６、１９
、２３、２６、２９、３０日目に行い、マウスあたり２０μＬのＤＰＢＳおよび５μＬの
Adju-phosアジュバント(Accurate Chemical & Scientific Corp., Westbury, NY)中の抗
原からなっていた。３３日目の最後の追加免疫注射は、ＤＰＢＳのみで希釈した抗原から
なっていた。融合は、３７日目に生じた。
【０３０８】
　ＤシリーズおよびＦシリーズＭＡｂの発生のために、マウスを、上記のように、可溶性
昆虫発現または哺乳動物発現Ｏｖｒ１１５組換えタンパク質（それぞれ）で免疫した。こ
れらのタンパク質の両方は、自然のＯｖｒ１１５タンパク質の完全な細胞外ドメイン（Ｌ
ｙｓ５２～Ｌｅｕ４３５）に相当して、インビボ治療および診断有用性を共に有するＭＡ
ｂを発生させた。
【０３０９】
ハイブリドーマ融合
　マウスを、免疫プロトコルの完了時に絶命させ、排出するリンパ節（膝窩）組織を、無
菌の解剖により採集した。リンパ節細胞を、無菌のふるいを通してＤＭＥＭ中に押圧し、
Ｔ細胞を抗ＣＤ９０（Ｔｈｙ１．２）で被覆した磁性ビーズ(Miltenyl Biotech, Baraisc
h-Gladbach, Germany)により除去することにより、分散させた。
【０３１０】
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　次に、これらの主なＢ細胞が豊富なリンパ節細胞を、連続的な骨髄腫細胞系Ｐ３ｘ６３
Ａｇ８．６５３(Kearney, J.F. et al., J. Immunology 123: 1548-1550, 1979)との電子
－細胞融合(BTX, San Diego, CA)により不死化した。成功に融合した細胞を、標準的なヒ
ポキサンチン、アザセリン（ＨＡ）(Sigma)含有選択培地（ＤＭＥＭ／１０％ＦＢＳ）中
で培養することにより、選択した。これらの融合培養物を、直ちにプレートあたり１０，
０００，０００個の細胞で、９６ウェル培養プレートのウェル中に分布させた。培養物を
９６ウェル培養プレート中に分布させ、直ちに続いて融合させることにより、一層広範囲
の種類の単一の特異的な抗体を産生するハイブリドーマクローンの選択が容易になった。
ウェルからの上清液を、ＥＬＩＳＡにより、Ｏｖｒ１１５セリンプロテアーゼドメイン－
ＧＳＴ融合タンパク質、Ｏｖｒ１１５細胞外ドメインに対する反応性についてスクリーニ
ングし、セリンプロテアーゼＰｒｏ１０４発現タンパク質での交差反応性はなかった。
【０３１１】
　単一の細胞からの遺伝子的に均一な子孫からなるモノクローナル培養物を、上記したス
クリーニング手順の後に、単一の生存可能な細胞を２つの９６ウェルプレートのウェル中
に、フローサイトメトリー(Coulter Elite)を用いて分類することにより、確立した。得
られたマウスＢ細胞ハイブリドーマ培養物を、標準的な組織培養手法を用いて拡張させた
。選択されたハイブリドーマを、１０％ＤＭＳＯを有する胎児ウシ血清（ＦＢＳ）中で凍
結保存し、－１９６℃で液体窒素中に貯蔵して、生存可能なクローン培養物の維持を確実
にした。
【０３１２】
抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングおよび選択
　ハイブリドーマ細胞系を、Ｏｖｒ１１５特異性抗体の産生のために、酵素結合固相イム
ノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）により選択した。Ｏｖｒ１１５またはＰｒｏ１０４タンパク質
を、９６ウェルポリスチレンＥＩＡプレート（ＶＷＲ）のウェルに非特異的に吸着させた
。（ＤＰＢＳ）中で０．９１ｍｇ／ｍＬにおいて、５０μＬのＯｖｒ１１５またはＰｒｏ
１０４タンパク質を、９６ウェルポリスチレンＥＩＡプレートのウェル中で、一晩４?で
インキュベートした。プレートを、０．０５％のTween 20、ｐＨ７．４を有するトリス緩
衝生理食塩水（ＴＢＳＴ）で２回洗浄した。次に、プレートウェルを排出し、非特異的結
合能力を、アッセイウェルをＴＢＳＴ／０．５％ウシ血清アルブミン（ＴＢＳＴ／ＢＳＡ
）で完全に満たし、室温（ＲＴ）で３０分間インキュベートすることにより、遮断した。
次に、プレートウェルを排出し、５０μＬのハイブリドーマ培養培地試料を、ウェルに加
え、１時間ＲＴでインキュベートした。
【０３１３】
　次に、ウェルを、（ＴＢＳＴ）で３回洗浄した。次に、ＴＢＳＴ／ＢＳＡで１：５００
０に希釈した１００μＬのアルカリホスファターゼ結合ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｆｃ）(Pie
rce Chemical Co., Rockford, IL)を、各々のウェルに加え、１時間ＲＴでインキュベー
トした。次に、ウェルを、ＴＢＳＴで３回洗浄した。次に、１ｍｇ／ｍＬでの１Ｍのジエ
タノールアミン緩衝液、ｐＨ８．９(Sigma)中の１００μＬのアルカリホスファターゼ基
質パラニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）(Sigma)を、各々のウェルに加え、２０
分間ＲＴでインキュベートした。結合したアルカリホスファターゼ活性を、視覚可能な黄
色の発色により示した。酵素反応を、溶液の吸光度を４０５ｎｍの波長において測定する
ことにより、定量した。最高の吸光度の値を生じる培養物を、拡張およびさらなる評価の
ために選択する。
【０３１４】
Ｏｖｒ１１５ＭＡｂのＥＬＩＳＡスクリーニング
　２週間の培養の後に、Ｏｖｒ１１５セリンプロテアーゼドメインについて１．０より大
きい、およびＰｒｏ１０４について０．２より小さいＥＬＩＳＡ吸光度値を生じる上清を
有するハイブリドーマを、２５個の９６ウェル培養プレートから、新たな９６ウェル培養
プレート中に再配列させ、さらに１週間培養した。
【０３１５】
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　さらに１週間の培養の後に、Ｏｖｒ１１５セリンプロテアーゼドメイン（表１）につい
て１．０より大きい、およびＰｒｏ１０４について０．２より小さいＥＬＩＳＡ吸光度値
を生じる上清を有する１２のハイブリドーマを、９６ウェル培養プレート中への細胞分類
(Coulter Elite)による単一の細胞クローニングのために選択した。
【０３１６】
クローニングしたＯｖｒ１１５ＭＡｂのＥＬＩＳＡスクリーニングからの結果
　２週間の培養の後に、各々の親ハイブリドーマからの２つのハイブリドーマクローンか
らの上清を、Ｏｖｒ１１５について１．５より大きい、およびＰｒｏ１０４について０．
２より小さいＥＬＩＳＡ吸光度値の発生について、試験した。Ｏｖｒ１１５セリンプロテ
アーゼドメインでの最初の免疫からのクローンOvr115.A2.1、Ovr115.A11.1、Ovr115.A51.
2およびOvr115.A63.2並びにＯｖｒ１１５の昆虫または哺乳動物のいずれかを発現する完
全な細胞外ドメインでの免疫からのOvr115.D3、Ovr115.D15、Ovr115.D20、Ovr115.D26、O
vr115.D31、Ovr115.D32、Ovr115.D37、Ovr115.D43、Ovr115.D51、Ovr115.D69、Ovr115.D7
1、Ovr115.D81、Ovr115.D84、Ovr115.F2、Ovr115.F3、Ovr115.F4、Ovr115.F5、Ovr115.F6
、Ovr115.F7、Ovr115.F8、Ovr115.F9、Ovr115.F10、Ovr115.F11、Ovr115.F13、Ovr115.F1
4、Ovr115.F15、Ovr115.F19、Ovr115.F20、Ovr115.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr11
5.F24、Ovr115.F25、Ovr115.F26、Ovr115.F28、Ovr115.F29、Ovr115.F30、Ovr115.F31、O
vr115.F32、Ovr115.F33、Ovr115.F34、Ovr115.F35、Ovr115.F36、Ovr115.F37、Ovr115.F3
8、Ovr115.F39、Ovr115.F40、Ovr115.F41、Ovr115.F42、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr11
5.F47、Ovr115.F49、Ovr115.F50、Ovr115.F51、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、O
vr115.F56、Ovr115.F57、Ovr115.F58、Ovr115.F59、Ovr115.F60、Ovr115.F61、Ovr115.F6
2、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F65、Ovr115.F66、Ovr115.F67、Ovr115.F69、Ovr11
5.F70、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F73、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、O
vr115.F77、Ovr115.F78、Ovr115.F79、Ovr115.F80、Ovr115.F81、Ovr115.F82およびOvr11
5.F83を、免疫組織化学的、免疫蛍光および機能的試験についての大規模化のために、選
択した。ＭＡｂを、さらに、ヒトセリンプロテアーゼテスティシン、膵臓トリプシン、肺
トリプターゼおよびカリクレイン(kallikrein)(Cal Biochem, San Diego, CA)並びにプラ
スミンおよびウロキナーゼ(American Diagnostica, Greenwich, CT)、並びにマウステス
ティシンとの反応性についてスクリーニングし、これらのセリンプロテアーゼのいずれか
と反応性である場合には、さらなる特徴づけから除外した。
【０３１７】
Ｏｖｒ１１５ＭＡｂの細胞表面結合についてのＦＡＣＳスクリーニング
　ＬＭＴＫ－Ｏｖｒ１１５－ＨＡ安定形質移入体を、ＤＭＥＭ／１０％ＦＢＳ＋Ｐ／Ｓ中
で増殖させた。染色の１日前に、細胞を、酪酸ナトリウムを５ｍＭの最終濃度に加えるこ
とにより刺激した。ＬＭＴＫ－Ｏｖｒ１１５－ＨＡ細胞を、１０ｍｌのＣａ＋２／Ｍｇ＋

２非含有ＤＰＢＳで１回洗浄し、次に７ｍｌの温かい（３７℃）Cellstripper(Mediatech
, Herndon, VA)を、１５０ｃｍ２のフラスコあたり加えた。次に、細胞を、５分間３７℃
で、フラスコを軽くたたいて厳密に付着した細胞を除去しながらインキュベートした。細
胞を除去し、数回ピペットで採取して、凝集体を破壊し、次に直ちにＤＭＥＭ／１０％Ｆ
ＢＳ／５ｍＭ酪酸ナトリウム中に配置した。次に、細胞を、５分間１３００ｒｐｍで遠心
分離して沈降させ、ＤＭＥＭ／１０％ＦＢＳ／５ｍＭ酪酸ナトリウム中に再懸濁させた。
ヒト２９３Ｆ細胞を、上記したようにトランジェントに形質移入した。細胞を、３７℃で
３０分の回収時間にわたりインキュベートした。染色の前に、細胞の生存可能性を、Guav
a Viacount (Guava Cytometers, City, CA)を用いて測定し、＞９０％生存可能である場
合には、これらを、９６ウェルｖ底プレート（ＶＷＲ）中に分布させて、ＭＡｂで染色し
た。
【０３１８】
　細胞を、９６ウェルｖ底プレート中に、０．５～１．０×１０６個の細胞／ウェルにお
いて等分し、２分間１５００ｒｐｍにおいて遠心分離した。上清を吸引し、プレートを、
ボルテックスミキサー上で短時間振盪して細胞を再懸濁させ、次に２００μｌのＤＰＢＳ
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心分離および吸引を繰り返し、次に２５μＬのハイブリドーマ上清の連続的希釈または精
製したＭＡｂを、細胞に加えた。プレートを、氷上で１５分間貯蔵し、次に前述のように
、２００μＬのＦＡＣＳ緩衝液中で洗浄し、遠心分離した。この洗浄手順を、２回繰り返
し、次に２５μＬのフィコエリスリン（ＰＥ）結合ロバ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ抗体(Jacks
on Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove, PA)を、細胞に加えた。氷上で１５
分後、細胞を、前述のように２回洗浄し、次に２５０μＬのＦＡＣＳ緩衝液中に再懸濁さ
せて、細胞選別機またはフローサイトメーター上で分析した。ある場合において、分析前
に４℃で一晩貯蔵するために、１３３μｌのＦＡＣＳ緩衝液および６７μＬの１％パラホ
ルムアルデヒド／ＤＰＢＳを、固定のために各々のウェルに加え、次に、容積を、ＤＰＢ
Ｓで２５０μＬに増大させた。染色した細胞を、Elite蛍光活性化細胞選別機（ＦＡＣＳ
）(Beckman-Coulter, Miami, FL)上で分析した。
【０３１９】
　ＦＡＣＳ分析によるＤシリーズおよびＦシリーズＭＡｂのいくつかの細胞表面結合を例
証する結果を、以下の表１Ａ、Ｂ、ＣおよびＤに列挙する。ＦＡＣＳ分析により細胞表面
発現を例証する代表的な実験の結果を、図１Ａおよび１Ｂに示す。ＭＡｂ　Ｏｖｒ１１５
．Ｄ３の結合、続いてロバ抗マウスＩｇ－ＰＥ結合体（ＤＡＭＰＥ）の結合の結果、９４
％のＯｖｒ１１５形質移入マウスＬＭＴＫ細胞が陽性であり、ＤＡＭＰＥ単独で染色した
細胞よりも４９倍高い蛍光強度（平均蛍光強度）がもたらされた。
【０３２０】
　Ovr115.D3およびOvr115.D43のみが、Ｏｖｒ１１５形質移入マウスＬＭＴＫ細胞に顕著
に結合した（表１Ａ）一方、いくつかのさらにクローニングされたＤシリーズＭＡｂ(Ovr
115.D15.3、Ovr115.D32.2、Ovr115.D37.1、Ovr115.D43.1およびOvr115.D84.2)は、Ｏｖｒ
１１５形質移入２９３Ｆ細胞の５０％よりも大きく、強力に結合した（ＭＦＩは、アイソ
タイプ対照よりも４～７６倍高かった）が、非形質移入２９３Ｆ細胞には顕著に結合しな
かった（表１Ｂ）。
【０３２１】
　Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｆおよび非形質移入２９３Ｆ細胞に対してスクリーニング
したＦシリーズＭＡｂについて（表１Ｃ）、Ovr115.F4、Ovr115.F9、Ovr115.F14、Ovr115
.F21、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F30、Ovr115.F31、Ovr115.F32、Ov
r115.F35、Ovr115.F37、Ovr115.F38、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F55
、Ovr115.F57、Ovr115.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr115.F66、Ovr115
.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、Ovr115.F79およびOvr115.F83
は、Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ細胞の５０％よりも大きく、強力に結合した（ＭＦＩ
は、アイソタイプ対照よりも４～１３１倍高かった）が、非形質移入２９３Ｆ細胞には顕
著に結合しなかった（表１Ｃ）。
【０３２２】
　選択された数のＯｖｒ１１５特異性ＤシリーズおよびＦシリーズクローンをまた、Ｏｖ
ｒ１１５ｍＲＮＡ陽性（ＱＰＣＲ＋）腫瘍細胞系Ａ４３１の細胞表面への結合について、
ＦＡＣＳにより試験した（表１Ｄ）。
【０３２３】
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【表７】

【０３２４】
　表１Ａは、モノクローナル抗体Ovr115.D3およびOvr115.D20が、５０％より大きいＯｖ
ｒ１１５形質移入ＬＭＴＫ細胞に結合したことを例証する。さらに、Ovr115.D3およびOvr
115.D20は、非形質移入２９３Ｆ細胞よりも４倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ１１５形質
移入２９３Ｆ細胞に結合した。
【０３２５】
　さらに、Ovr115.D3は、正の対照である抗ＨＡ　ＭＡｂよりも約１．５倍高い強度で結
合した。
　表１Ａの結果は、これらのＭＡｂ、特にOvr115.D3が、結合した薬剤、毒素、酵素、プ
ロドラッグ活性化分子または同位体を伴って、または伴わずに、Ｏｖｒ１１５発現細胞の
免疫療法に適することを示す。
【０３２６】

【表８】

【０３２７】
　表１Ｂは、モノクローナル抗体Ovr115.D15.3、Ovr115.D32.2、Ovr115.D37.1、Ovr115.D
43.1およびOvr115.D84.2がすべて、５０％より大きいＯｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ細胞
に結合したことを例証する。さらに、Ovr115.D15.3、Ovr115.D32.2、Ovr115.D37.1、Ovr1
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強度で、Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ細胞に結合した。
【０３２８】
　さらに、Ovr115.D15.3、Ovr115.D32.2、Ovr115.D37.1、Ovr115.D43.1およびOvr115.D84
.2はすべて、負のアイソタイプ対照よりも４倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ１１５形質移
入２９３Ｆ細胞に結合した。
　表１Ｂの結果は、これらのＭＡｂ、特にOvr115.D15.3、Ovr115.D32.2、Ovr115.D37.1、
Ovr115.D43.1およびOvr115.D84.2が、結合した薬剤、毒素、酵素、プロドラッグ活性化分
子または同位体を伴って、または伴わずに、Ｏｖｒ１１５発現細胞の免疫療法に適するこ
とを示す。
【０３２９】
【表９】

【０３３０】
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【表１０】

【０３３１】
　表１Ｃは、モノクローナル抗体Ovr115.F4、Ovr115.F9、Ovr115.F14、Ovr115.F21、Ovr1
15.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F24、Ovr115.F28、Ovr115.F30、Ovr115.F31、Ovr115.F32、
Ovr115.F33、Ovr115.F35、Ovr115.F37、Ovr115.F43、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F
53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F61、Ovr115.F62、Ovr115.F63、Ovr115.F64、Ovr1
15.F69、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76、Ovr115.F79、
Ovr115.F82およびOvr115.F83がすべて、５０％より大きいＯｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ
細胞に結合したことを例証する。
【０３３２】
　さらに、Ovr115.F9、Ovr115.F14、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F30、Ovr115.F37
、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F61、Ovr115
.F64、Ovr115.F69、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76およ
びOvr115.F79はすべて、非形質移入２９３Ｆ細胞よりも４倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ
１１５形質移入２９３Ｆ細胞に結合した。さらに、Ovr115.F14、Ovr115.F53、Ovr115.F55
、Ovr115.F64、Ovr115.F71、Ovr115.F74およびOvr115.F75はすべて、非形質移入２９３Ｆ
細胞よりも１５倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ細胞に結合した。
【０３３３】
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　さらに、Ovr115.F9、Ovr115.F14、Ovr115.F22、Ovr115.F23、Ovr115.F30、Ovr115.F37
、Ovr115.F46、Ovr115.F47、Ovr115.F53、Ovr115.F54、Ovr115.F55、Ovr115.F61、Ovr115
.F64、Ovr115.F69、Ovr115.F71、Ovr115.F72、Ovr115.F74、Ovr115.F75、Ovr115.F76およ
びOvr115.F79はすべて、負のアイソタイプ対照よりも４倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ１
１５形質移入２９３Ｆ細胞に結合した。さらに、Ovr115.F14、Ovr115.F53、Ovr115.F55、
Ovr115.F64、Ovr115.F71、Ovr115.F74およびOvr115.F75はすべて、負のアイソタイプ対照
よりも１５倍を超えて高い強度で、Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｆ細胞に結合した。
【０３３４】
　表１Ｃの結果は、これらのＭＡｂ、特にOvr115.F14、Ovr115.F53、Ovr115.F55、Ovr115
.F64、Ovr115.F71、Ovr115.F74およびOvr115.F75が、結合した薬剤、毒素、酵素、プロド
ラッグ活性化分子または同位体を伴って、または伴わずに、Ｏｖｒ１１５発現細胞の免疫
療法に適することを示す。
【０３３５】
【表１１】

【０３３６】
　表１Ｄは、モノクローナル抗体Ovr115.D20.1、Ovr115.F30.1、Ovr115.F75.1およびOvr1
15.F76.2がすべて、５０％より大きいＡ４３１腫瘍細胞に結合したことを例証する。さら
に、Ovr115.D84.2は、３０％より大きいＡ４３１腫瘍細胞に結合した。
　さらに、Ovr115.F30.1、Ovr115.F75.1およびOvr115.F76.2はすべて、負のアイソタイプ
対照よりも６倍を超えて高い強度で結合した。
　表１Ｄの結果は、これらのＭＡｂ、特にOvr115.F30.1、Ovr115.F75.1およびOvr115.F76
.2が、結合した薬剤、毒素、酵素、プロドラッグ活性化分子または同位体を伴って、また
は伴わずに、腫瘍の免疫療法に適することを示す。
【０３３７】
Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂアイソタイプ
　ＭＡｂのアイソタイプを、商業的に入手できるマウスモノクローナル抗体アイソタイプ
化イムノアッセイ試験キット(IsoStrip, Roche Diagnostic Corp., Indianapolis, IN)を
用いて決定した。アイソタイプ化の結果を、表２に列挙する。
【０３３８】
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【表１２】

【０３３９】
Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂ親和性分析
　結合動力学および親和性定数を、表面プラスモン共鳴測定から、BIACORE 3000機器(Bia
core, Piscataway, NJ)を用いて計算した。実験を設計して、オンレート、オフレートお
よびＯｖｒ１１５　ＭＡｂについての親和性値を同時に発生させた。
【０３４０】
　ウサギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ抗体(Biacore)を、ＣＭ５センサーチップ(Biacore)の流動
細胞２、３および４上で、標準的なアミンカップリング(Biacore)により固定化した。流
動細胞１を、基準の減算のためのブランク表面として用い、これを活性化し、次にエタノ
ールアミンで不活性化させた。Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂを、ウサギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃで
被覆したチップ上に捕集し、続いて抗原を結合させた。従って、これらの測定は、真性の
１：１の親和性を表し、ＩｇＧ抗体の２価の性質のために直接的な抗原固定化について観
察される結合活性効果であってはならない。ＭＡｂを、ＨＢＳ　ＥＰ緩衝液(Biacore)で
、１５μｇ／ｍＬに希釈し、複数の管に分けて、サイクルの間の蒸発を最小にした。
【０３４１】
　ＭＡｂを、流動細胞を通して、２分間２０μＬ／分において通過させた。ＭＡｂ捕集レ
ベルは、流動細胞あたり２００～３００応答単位（ＲＵ）の範囲内であった。ＭＡｂ捕集
に続いて、表面を３分間放置して安定化した。次に、Ｏｖｒ１１５Ｂ（１．５６ｍｇ／ｍ
Ｌ）抗原を、捕集したＭＡｂ上を２０μＬ／分において、流動細胞において、およびブラ
ンク流動細胞を通して、４分間、１４４、７２、３６、１８、９、４．５μｇ／ｍＬの連
続的濃度において流した。Ｏｖｒ１１５分子量が、３５ｋＤであるため、これらの抗原濃
度は、４．１１、２．０６、１．０３、０．５１４、０．２５７、０．１２９μＭに相当
する。２つの複製サイクルを、各々の抗原濃度または緩衝液について行った。４２０秒の
解離時間が、サイクル間で可能であり、チップ表面の抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ抗体またはブ
ランク表面への再生を、１００ｍＭのグリシン、ｐＨ１．７５を流動細胞を通して３０秒
間１００μＬ／分において流すことにより、行った。
【０３４２】
　得られたデータを、BiaEvaluationソフトウエア(Biacore)により、グローバルフィット
同時ｋａ／ｋｄ推測ラングミュア結合を用いて分析した。ソフトウエアのＲｍａｘパラメ
ーターを、局所に設定して、抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ捕集段階における主要でない変化を補
償することを可能にした。１０－８～１０－９Ｍの範囲内である、表３に示す計算された
親和性は、１０ｍｇ／ｋｇより低い、またはこれに等しいインビボでの治療用量を達成す
るのに十分高い。
【０３４３】
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【表１３】

【０３４４】
ウエスタンブロット
　ウエスタンブロット分析のためのタンパク質抽出物を、細胞溶解緩衝液（１％ＮＰ－４
０、１０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．２、１５０ｍＭの塩化ナトリウム）中に、Ｏ
ｖｒ１１５－２９３Ｔトランジェント形質移入体および哺乳動物腺癌細胞系から調製した
。タンパク質を、ＮｕＰＡＧＥ４～１２％ビス－トリスゲル(Invitrogen Life Technolog
ies, Carlsbad, CA)上での電気泳動により、変性条件下で、Novex-XCell II Minicellゲ
ル装置(Invitrogen, Life Tech)において分離し、その後ＰＶＤＦ膜に、XCell II Blot M
odule (Invitrogen Life Technologies)を用いて移送した。タンパク質の移送に続いて、
膜を、１％遮断試薬(Cat#1 096 176, Roche Diagnostic Corp., Indianapolis, IN)中で
遮断し、精製した一次抗体（Ｏｖｒ１１５モノクローナル抗体：A2.1、A11.1、A51.2、A5
2.1およびA63.2）と共に、次にセイヨウワサビペルオキシダーゼ結合ヤギ抗マウスＩｇＧ
(Cat.#115-036-062, Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.)と共に４℃で一晩イ
ンキュベートし、最後にＥＣＬアドバンストウエスタンブロッティング検出キット(Cat. 
#RPN2135, Amersham Biosiences, Piscataway, NJ)を用いて、化学発光により視覚化した
。
【０３４５】
　脱グリコシル化実験を、Ｏｖｒ１１５－２９３Ｔ形質移入体からのタンパク質抽出物に
対して、ペプチドＮ－グリコシダーゼＦ(ＰＮＧアーゼＦ、Cat#P0704S, New England Bio
labs, Inc., Beverly, MA)を用いて、製造者により提供された指示により、行った。次に
、脱グリコシル化された試料を、前述のようにウエスタンブロッティングにより分析した
。要するに、１００μｇのタンパク質抽出物を、糖タンパク質変性緩衝液／０．５％ＳＤ
Ｓ／１％ベータ－メルカプトエタノール中で、１００℃で１０分間変性させた。これに続
いて、キット反応緩衝液(New England Biolabs)を、１％のＮＰ－４０および５０ｍＭの
リン酸ナトリウムの最終濃度で加え、その後１００単位のＰＮＧアーゼＦを加え、３７℃
で４時間インキュベートした。
【０３４６】
　ウエスタンブロット実験の結果を、表４に要約する。記載したように、Ｏｖｒ１１５　
ＭＡｂA2.1, A11.1, A51.2およびA63.2は、Ｏｖｒ１１５－２９３Ｔ形質移入体の全体の
細胞可溶化液からの、約５０ｋＤａおよび２８ｋＤａの２つの主要なバンドを特異的に検
出する。変性するＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルにおいて、これらの２つのバンドは、それぞれＯ
ｖｒ１１５タンパク質の予測された全長形態および切断された活性化されたセリンプロテ
アーゼサブユニットを表す。Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂ　Ａ５２．１は、いかなる特異的なタ
ンパク質バンドをも検出せず、従ってさらなる研究から除外した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥにお
いて観察されたＯｖｒ１１５の全長形態が、～４８ｋＤａの予測された分子量よりも大き
かったため、本発明者らは、Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｔ細胞の全体の細胞可溶化液を
、ＰＮＧアーゼＦで脱グリコシル化した。この処理により、全長Ｏｖｒ１１５タンパク質
の遊走が、Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂ　Ａ５１．２およびＡ６３．２により検出されたように
、～５０ｋＤａから～４８ｋＤａに変化した。脱グリコシル化は、２８ｋＤａタンパク質
の分子量に影響しなかった。このことは、予測されたＮ－グリコシル化部位が、Ｏｖｒ１
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１５のセリンプロテアーゼ触媒サブユニット中に存在しないという観察と整合する。
【０３４７】
　Ｏｖｒ１１５の発現を、膵臓腺癌細胞系ＭｉａＰａｃａ２、Ｐａｎｃ１、ＰＬ４５およ
び結腸腺癌細胞系ＨＣＴ１１６において分析した。～２８ｋＤａのバンドが、ＭｉａＰａ
ｃａ２において観察され、これは、分析した残りの細胞系においては存在しなかった。こ
れは、Ｍａｂ　Ａ５１．２の最高の程度の内部移行が、ＭｉａＰａｃａ２細胞系において
観察され、この研究において分析した残りの細胞系においてはほとんどまたは全く観察さ
れなかった、免疫蛍光研究（例２）から得られたデータと直接相関している。
【０３４８】
【表１４】

【０３４９】
例２：免疫蛍光により例証された、生きている癌細胞におけるＯｖｒ１１５　ＭＡｂの細
胞表面結合
　以下の癌細胞系を、本研究において用いた：卵巣癌ＯｖＣａｒ－３、卵巣癌ＣａＯＶ－
３、ＴＯＶ－１１２Ｄ、ＴＯＶ－２１Ｇ、ＳＫＯＶ－３；膵臓癌ＭＩＡ　Ｐａｃａ－２、
ＡｓＰＣ－１、ＰＡＮＣ－１、ＰＬ－４５、ＣａＰａｎ２；結腸癌ＨＣＴ１１６、ＨＴ２
９および乳癌ＳＫＢｒ－３。卵巣癌ＯｖＣａｒ－３、卵巣癌ＣａＯＶ－３、ＴＯＶ－１１
２Ｄ、ＴＯＶ－２１Ｇ、ＳＫＯＶ－３細胞、膵臓癌ＣａＰａｎ２細胞および結腸癌細胞Ｈ
Ｔ２９は、Ｏｖｒ１１５を発現する。対照の結腸癌ＨＣＴ１１６細胞は、Ｏｖｒ１１５を
発現しない。
【０３５０】
　細胞を、１８ｍｍガラス製カバーガラス上に播種し、３７℃で、１０％胎児ウシ血清お
よびペニシリンおよびストレプトマイシンを含むＤＭＥＭ中で、４８時間培養し、その後
Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂで処理した。
【０３５１】
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　Ａシリーズ（Ovr115.A2.1；Ovr115.A11.1；Ovr115.A51.2；Ovr115.A52.1；Ovr115.A63.
2）、ＤシリーズおよびＦシリーズ（Ovr115.F9.2；Ovr115.F21.1；Ovr115.F30.1；Ovr115
.F32.2；Ovr115.F55.2；Ovr115.F62.2；Ovr115.F64.2；Ovr115.F74.2；Ovr115.F75.1；Ov
r115.F76.2；Ovr115.F79.2）のＯｖｒ１１５　ＭＡｂを、試験して、Ｏｖｒ１１５発現癌
細胞の細胞表面への抗体の結合を、蛍光顕微鏡観察により例証した。一次ＭＡｂを、培地
に、１０μｇ／ｍｌの最終濃度で加え、３７℃で１時間インキュベートした。リン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）中の３％ホルムアルデヒドで固定した後に、細胞を、二次Ｃｙ３標
識したロバ抗マウス(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA)と共に、
１０μｇ／ｍｌの濃度で３０分間インキュベートした。洗浄に続いて、細胞を、Vectasta
in、即ちＤＡＰＩを含む培地(Vector, Burlingame, CA)中に載置して、細胞核を視覚化し
、対比染色を提供し、適切な蛍光フィルターを備えたZeiss蛍光顕微鏡Axiophotにおいて
観察した。顕微鏡写真を、ＣＣＤカメラで得た。
【０３５２】
　試験した５種のＡシリーズＭＡｂ（Ovr115 A2.1；Ovr115 A11.1；Ovr115 A51.2.；Ovr1
15 A52.1；Ovr115 A63.2）のうち、４種の抗体（Ovr115 A2.1；Ovr115 A11.1；Ovr115 A5
1.2；Ovr115 A63.2）は、Ｏｖｒ１１５発現細胞への結合を例証した。図２は、Ｏｖｒ１
１５　Ａ５１．２の、卵巣癌ＣａＯＶ－３癌細胞の表面への結合を示す。Ｏｖｒ１１５に
ついての特異的な標識を示す、当該領域におけるほとんどの細胞は、明らかに、細胞の細
胞膜を装飾することが見られる（矢印）。
【０３５３】
　ＤシリーズＭＡｂを、生存可能な、非透過性Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｔ細胞への結
合について、蛍光顕微鏡観察により試験した。表３Ａに列挙したＭＡｂのすべては、Ovr1
15.D20.1およびOvr115.D26.1を除いて、≧１０％の形質移入した細胞に結合した。さらに
、Ovr115.D15.3、Ovr115.D37.1、Ovr115.D69.1およびOvr115.D81.3はすべて、５０％より
大きい形質移入した細胞に結合し、非形質移入２９３Ｔ細胞に顕著に結合しなかった。こ
れらの結果は、例１におけるＦＡＣＳ結果と整合する。
【０３５４】
【表１５】

【０３５５】
　ＤシリーズＭＡｂを、さらに、蛍光顕微鏡観察により、生存可能な、非透過性Ｏｖｒ１
１５形質移入２９３Ｔ細胞への、およびＯｖｒ１１５　ｍＲＮＡに対してＱＰＣＲ陽性（
＋）または陰性（－）のいずれかである腫瘍細胞系への結合について試験した。表３Ｂは
、Ovr115.D15.3、Ovr115.D37.1、Ovr115.D69.1およびOvr115.D81.3がすべて、顕著な比率
の形質移入した細胞に結合し、非形質移入２９３Ｔ細胞に顕著に結合しなかったことを示
す。
【０３５６】
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　Ｏｖｒ１１５形質移入２９３Ｔ細胞への顕著な結合を例証しないにもかかわらず、Ovr1
15.D20.1は、２０～３０％のＱＰＣＲ陽性腫瘍細胞系ＳＫＢＲ３に結合した。さらに、Ov
r115.D15.3、Ovr115.D20.1、Ovr115.D31.1、Ovr115D71.1およびOvr115.D81.3はすべて、
１０～５０％のＱＰＣＲ陽性腫瘍細胞系ＨＴ２９に結合した。表３Ｂにおけるこれらの結
果は、組換え的に発現された、および腫瘍発現したＯｖｒ１１５に対するＭＡｂ特異性に
おけるある差異を示し、これはまた、例１におけるＦＡＣＳ結果と整合した。
【０３５７】
【表１６】

【０３５８】
　ＦシリーズＭＡｂを、蛍光顕微鏡観察により、Ｏｖｒ１１５　ｍＲＮＡに対してＱＰＣ
Ｒ陽性（＋）または陰性（－）のいずれかである腫瘍細胞系への結合について試験した。
表３Ｃは、Ovr115.F64.2、Ovr115.F74.2、Ovr115.F75.1およびOvr115.F76.2がすべて、２
０～１００％の２種のＱＰＣＲ陽性腫瘍細胞（ＨＴ２９およびＣａＰａｎ２）に結合した
が、ＱＰＣＲ陰性細胞系ＨＣＴ１１６には結合しなかったことを示す。さらに、表３Ｃに
おける免疫蛍光データは、例１におけるＦＡＣＳデータを補完する。特異的に、Ovr115.F
75.1およびOvr115.F76.2は、ＱＰＣＲ陽性腫瘍細胞系Ａ４３１への結合についての強力に
陽性の結果を例証した。
【０３５９】
【表１７】

【０３６０】
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　生きている癌細胞中でのＯｖｒ１１５　ＭＡｂの細胞表面結合は、免疫蛍光により例証
された。
　いくつかのＯｖｒ１１５ＤシリーズおよびＦシリーズＭＡｂは、顕著な数の腫瘍細胞発
現Ｏｖｒ１１５　ｍＲＮＡへの細胞表面結合を、蛍光顕微鏡観察により例証した。免疫蛍
光強度は、細胞表面結合を明確に観察するのに十分であった。この免疫蛍光データは、こ
れらのＭＡｂが、結合した薬剤、毒素、酵素、プロドラッグ活性化分子または同位体を伴
って、または伴わずに、Ｏｖｒ１１５発現細胞の免疫療法に適することを例証する。
【０３６１】
生きている癌細胞における結合および内部移行
　本研究を、蛍光抗体を用いて行った。抗体を、蛍光色素Ｃｙ３で標識することにより、
抗体結合および内部移行を、蛍光顕微鏡観察により視覚化することができる。この手法は
、十分に確立されている。Ｏｖｒ１１５を発現しないＨＣＴ１１６細胞を、負の対照とし
て用いた。
【０３６２】
Ｃｙ３結合
　Ovr115 A2.1；Ovr115 A11.1；Ovr115 A51.2；Ovr115 A63.2 MAbを、Ｃｙ３で標識した
。Ｃｙ３結合を、標準的な手順および製造者のガイドラインに従って行った。要するに、
１ｍｇの抗体を、０．１Ｍ重炭酸塩緩衝液（ｐＨ９．３）に対して６０分間透析し、Ｃｙ
３染料と混合し、ＲＴで２時間インキュベートし、次にPierce Slide-A Lyzer透析カセッ
ト中に移送して、２リットルのＰＢＳ中で６時間、４℃において透析した。この操作を、
６回繰り返した。Ｃｙ３結合抗体を回収し、濃度を、分光計において、２８０ｎｍで測定
した。
【０３６３】
　次に、Ovr115 A2.1；Ovr115 A11.1；Ovr115 A51.2；Ovr115 A63.2ＭＡｂを、１０μｇ
／ｍｌの濃度で、細胞と共に３７℃で、水チャンバー中で６０分間インキュベートし、Ｐ
ＢＳ中で洗浄し、ＰＢＳ中の３％ホルムアルデヒドで１０分間固定した。固定に続いて、
細胞を有するカバーガラスを、ＤＡＰＩを含む培地(Vectastain)中に載置して、細胞核を
視覚化し、適切な蛍光フィルターを備えたZeiss蛍光顕微鏡Axiophotにおいて観察した。
顕微鏡写真を、カラーＣＣＤカメラで得た。
【０３６４】
結果
　Cy3-Ovr115.A2.1；Ovr115.A11.1；Ovr115.A51.2；Ovr115.A63.2で処理した癌細胞の免
疫蛍光顕微鏡観察により、Ｏｖｒ１１５を発現する卵巣癌および膵臓癌細胞が、種々の程
度で蛍光抗体に結合し、これを内部移行することができることが示された。図３Ａは、卵
巣癌ＣａＯＶ３細胞、即ちＯｖｒ１１５を発現する細胞系の細胞表面への、Ｃｙ３－Ａ５
１．２の結合を示す（矢印）。多くの内部移行小胞は、細胞の細胞質において検出された
。Ｃｙ３－Ａ５１．２は、非イクスプレッサー(expressor)対照細胞ＨＣＴ１１６に結合
しなかった（図３Ｂ）。Cy-Ovr115 A51.2の結合に続いて、卵巣癌細胞により内部移行し
た。図４は、卵巣ＴＯＶ－１１２Ｄ（図４Ａ）およびＴＯＶ－２１Ｇ（図４Ｂ）癌細胞に
おけるCy3-Ovr115 A51.2内部移行を示す。多くの内部移行小胞は、細胞質において見られ
た。さらに、Golgi装置の周辺におけるエンドソームの存在に対応する核周囲標識が、見
られた（矢印）。
【０３６５】
　図５は、４種の膵臓癌細胞系のうちの３種における、Ｃｙ３－Ａ５１．２の結合（図５
Ａおよび図５Ｃ）並びに内部移行（図５Ｂ、矢印）を示す。この結合パターンは、別個の
細胞表面ドメイン（図５Ａおよび図５Ｃ、矢印）に相当した。内部移行パターン染色を、
Golgi装置に近接して位置するエンドソームに相当する傾向がある核周囲小胞の存在によ
り、特徴づけした（図５Ｂ、矢印）。Ｃｙ３－Ａ５１．２は、膵臓細胞系ＰＬ－４５に結
合しなかった。その理由は、おそらく、この細胞系が、Ｏｖｒ１１５を発現しないからで
ある（図５Ｄ）。
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　Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂは、Ｏｖｒ１１５発現癌細胞の細胞表面上でＯｖｒ１１５に結合
することにより、インビトロで内部移行する。
【０３６６】
免疫組織化学により評価された腫瘍および正常組織におけるＯｖｒ１１５分布：
　組織：乳癌、卵巣癌および正常な隣接する組織のホルマリン固定パラフィン包埋ブロッ
クを、National Disease Research Interchange (Philadelphia, PA)から得た。正常な器
官のＯＣＴ包埋ブロックを、Zoion (Hawthorne, NY)から得た。
【０３６７】
ホルマリン固定パラフィン包埋切片についての免疫組織化学的染色
　ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックから切断した厚さ６μｍの切片を、４５℃で焼
成し、Histoclear中で脱パラフィンし、ＰＢＳまで一連のエタノールにより再水和した。
抗原検索を、切片スライドを１０ｍＭのクエン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）中で１
２０℃、１５～１７ＰＳＩで、デクローキング(decloaking)チャンバー(Biocare, Walnut
 Creek, CA)中で１０分間沸騰することにより行った。内因性ペルオキシダーゼ活性を、
３％過酸化水素溶液で１５分間処理することにより、停止した。スライドを、１％ＢＳＡ
と共にインキュベートして、非特異性抗体結合を遮断し、次に、１０μｇ／ｍｌの濃度で
１時間、室温でＤＡＫＯオートステイナー(autostainer)(Dako Co., Carpinteria, CA)中
で用いた、４種の異なる一次Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂと反応させた。０．５％のTween-20を
有するトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）中で洗浄した後に、スライドを、セイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に結合した二次抗体としての抗マウスＩｇＧと共にインキュ
ベートした。０．５％のTween-20を有するＴＢＳ中で洗浄した後に、切片を、３，３’－
ジアミノベンジジン色素原により、２～５分間視覚化し(Immunovision Technologies,Co.
 Daly City, CA)、ヘマトキシリンで対比染色し、その後脱水後にPermount培地中に載置
した。一次抗体と同一の濃度の正常なマウスＩｇＧを、負の対照とした。
【０３６８】
ＯＣＴ包埋凍結未固定切片についての免疫組織化学的染色
　スライドを、クリオチャンバー(cryochamber)中で、５～８μｍに、適切な温度におい
て切断し、少なくとも３０分間室温で風乾した。要するに、スライドを、ＴＢＳ中で洗浄
して、ＯＣＴを除去し、室温でインキュベートした。ＩＨＣを、Immunovision Powervisi
on Kit (Immunovision Technologies Co. Daly City, CA)を用いて行った。要するに、ス
ライドを、ＴＢＳ－Ｔ中で洗浄して、ＯＣＴを除去し、Ｏｖｒ１１５に対する一連の異な
る一次抗体と共に、１時間室温でインキュベートした。次に、これらを、４％パラホルム
アルデヒド固定液中で、１０分間室温で後固定し、上記したようにして処理した。
【０３６９】
　いくつかの実験において、切片を、二次Ｃｙ３標識したロバ抗マウス(Jackson Immunor
esearch Laboratories, West Grove, PA)で、１０μｇ／ｍｌの濃度で３０分間処理した
。洗浄に続いて、臨床的試料スライドを、Vectastain、即ちＤＡＰＩを含む培地(Vector,
 Burlingame, CA)中に載置して、細胞核を視覚化し、適切な蛍光フィルターを備えたZeis
s蛍光顕微鏡Axiophotにおいて観察した。顕微鏡写真を、ＣＣＤカメラで得た。
【０３７０】
結果
　Ovr115.A2.1；Ovr115.A11.1；Ovr115.A51.2；Ovr115.A63.2；Ovr115.D15およびOvr115.
D84を用いて、卵巣癌および膵臓癌の切片を免疫標識した。図６および７は、Ovr115.A51.
2、Ovr115.D15およびOvr115.D84を用いた免疫蛍光により評価された卵巣腫瘍におけるＯ
ｖｒ１１５の分布を示す。図６Ａおよび６Ｂにおいて染色した卵巣癌細胞の核の位置を、
それぞれ図６Ｃおよび６Ｄに示す。図６および図７の両方において、強力な免疫蛍光シグ
ナルが、上皮細胞の細胞表面上で見られ、このことは、Ｏｖｒ１１５が、細胞表面上で発
現されたことを示す。
【０３７１】
　図８Ａは、卵巣癌臨床的試料においてOvr115.D84を用いて得られたＩＨＣ結果を示す。
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５つの卵巣癌臨床的試料のうちの３つ（６０％）が、腫瘍の上皮細胞の細胞表面上での強
力な標識を示した（矢印）。特異的な標識は、正常なマウスＩｇＧをOvr115.D84の代わり
に用いた際には、観察されなかった（図８Ｂ）。
【０３７２】
　卵巣癌に加えて、４つの膵臓癌臨床的試料のうちの３つ（７５％）が、Ｏｖｒ１１５の
発現を示した。図９Ａは、膵臓腺癌の臨床的試料において、Ovr115.D84を用いて得られた
免疫標識パターンを示す。標識は、上皮細胞の細胞表面に限定された（矢印）。特異的な
標識は、正常なマウスＩｇＧをOvr115.D84の代わりに用いた際には、観察されなかった（
図９Ｂ）。図１０Ａおよび１０Ｂは、漿液卵巣乳頭腺癌からの凍結切片の、Ovr115.D43.1
による標識および、正常なヒト心臓、肝臓および腎臓の凍結切片における標識の欠如を例
証する。卵巣および膵臓上皮細胞の両方の細胞膜は、Ovr115.D84により明確に標識されて
おり、このことは、この合成に続いて、Ｏｖｒ１１５が細胞表面に輸送されることを示す
。Ｏｖｒ１１５発現を、また、多くの重要臓器からの正常な組織において分析し、背景を
超えていないことが見出された。
【０３７３】
　凍結切片および固定されたパラフィン包埋した組織の切片の、ＤシリーズおよびＦシリ
ーズＭＡｂでの標識についての試験からのさらなるデータを、以下の表４Ａ、４Ｂ、４Ｃ
および４Ｄに要約する。
【０３７４】
【表１８】

【０３７５】
　表４Ａは、Ovr115.F21.1、Ovr115.F30.1、Ovr115.F64.2、Ovr115.F74.2、Ovr115.F75.1
、Ovr115.F76.2およびOvr115.F 79.2がすべて、卵巣癌組織からの凍結切片と反応したが
、正常な心臓、肝臓、腎臓または卵巣からの凍結切片とは反応しなかったことを示す。特
に、Ovr115.F30.1、Ovr115.F32.2、Ovr115.F74.2およびOvr115.F75.1は、５０％を超える
卵巣癌標本において反応した。Ovr115.F64.2、Ovr115.F74.2、Ovr115.F75.1、Ovr115.F76
.2およびOvr115.F 79.2を、１０μｇ／ｍｌにおいて、凍結した正常な組織の一層広範囲
のパネルにおいて試験した際に（以下の表４Ｂ）、Ovr115.F64.2、Ovr115.F74.2、Ovr115
.F75.1、Ovr115.F79.2は、再び、正常な心臓、肝臓、腎臓、胃、膀胱、精巣、結腸、卵巣
、前立腺、膵臓、肺または乳房からの組織の凍結切片における背景標識を超えなかった。
Ovr115.F76.2は、同様に、これらの正常な組織における反応性を有せず、細胞質の弱い標
識についての例外であったが、１つの正常な膵臓における低い百分率の細胞を有する細胞
表面膜では違っていた。これらの組織の多くは、関連するセリンプロテアーゼ、例えばコ
リン、ヘプシンおよびテスティシンを含むことが知られており、これはさらに、Ｏｖｒ１
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【０３７６】
【表１９】

【０３７７】
　次に、Ovr115.F64.2、Ovr115.F74.2、Ovr115.F75.1、Ovr115.F76.2およびOvr115.F 79.
2を、ホルマリン固定したパラフィン包埋した（ＦＦＰＥ）組織からの切片において試験
し、結果を、以下の表４Ｃに要約する。Ovr115.F74.2およびOvr115.F79.2は共に、卵巣癌
を有する２／４の患者からのＦＦＰＥ切片と反応したが、心筋におけるOvr115.F79.2のあ
る弱い反応性を除いて、正常な器官からのＦＦＰＥ切片とは反応せず、これは、標識が心
筋の凍結切片においては明らかではなかったため、固定の人為的結果であり得る。Ovr115
.F74.2およびOvr115.F76.2は、卵巣癌を有する１／４の患者からのＦＦＰＥ切片と反応し
たが、正常な器官からのＦＦＰＥ切片とは反応しなかった。
【０３７８】

【表２０】

【０３７９】
　Ｏｖｒ１１５は、高い百分率の卵巣癌および膵臓癌の症例において発現される。Ｏｖｒ
１１５が、癌細胞の細胞表面上で発現されるという事実により、これが、抗体に基づく療
法のための理想的な標的となる。上記に示したいくつかのＯｖｒ１１５　ＭＡｂは、Ｏｖ
ｒ１１５に特異的であり、正常な重要臓器からの新鮮な凍結組織と反応しない。
【０３８０】
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【表２１】

【０３８１】
　前記の表４Ｄにおいて、染色は、細胞のタイプ、染色スコア（＋、＋＋または＋＋＋）
および陽性／試料により特徴づけられる。以下の略語を用いて、細胞のタイプを示す；Ｅ
ｐｉ：上皮、Ｃａ：癌細胞。
　表４Ｄが、正常な隣接および正常な結腸組織染色が、結腸癌組織に類似した強度を有す
ることを示すが、正常な隣接および正常な結腸組織染色のパターンは、一層先端性および
焦点性であるか、または結腸癌組織における遍在する染色と比較して限定されている。
【０３８２】
　図１１Ａおよび１１Ｃは、特に結腸癌細胞における、それぞれ凍結結腸腺癌においてOv
r115.F64.2での、およびＦＦＰＥ結腸腺癌においてOvr115.D43.1での、陽性の膜染色を例
証する。さらに、図１１Ｂおよび１１Ｄは、マウスＩｇＧ１を凍結結腸腺癌においてOvr1
15.F64.2でおよびマウスＩｇＧ１をＦＦＰＥ結腸腺癌組織においてOvr115.D43.1で交換し
た際に、結腸癌において陽性の染色がないことを示す。これらの結果は、抗Ｏｖｒ１１５
抗体が、Ｏｖｒ１１５を発現する結腸癌細胞に特異的に結合することを示す。
　従って、Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂは、結合した薬剤、毒素、酵素、プロドラッグ活性化分
子または同位体を伴う、または伴わない免疫療法のための標的腫瘍に対する適切な特異性
を提供する。
【０３８３】
例３：Ｏｖｒ１１５のマウスモノクローナルＥＬＩＳＡ検出
競合ＥＬＩＳＡ
　高結合ポリスチレンプレート(Corning Life Sciences (MA))を、１μｇ／ウェルの抗Ｏ
ｖｒ１１５　ＭＡｂと共に４℃で一晩被覆した。被覆溶液を、吸引して除去し、遊離の結
合部位を、３００μｌ／ウェルのSuperblock-TBS (Pierce Biotechnology, Illinois)で
、１時間室温（ＲＴ）で遮断した。ＴＢＳ／０．１％のTween20で４回洗浄した後に、１
００μｌのアッセイ緩衝液（ＴＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４、１％のＢＳＡ、１％の子ウシ血
清、１％のマウス血清、０．１％のTween20）を、負の対照（＝ノイズ）として加え、1０
０μｌの組換えＯｖｒ１１５（１００ｎｇ／ｍｌ）を、正の対照（＝シグナル）として加
えた。５０μｌの未標識「被覆」ＭＡｂ（２０μｇ／ｍｌ）を加え、ＲＴで振盪しながら
インキュベートした。１０分後、５０μｌのビオチニル化「検出」ＭＡｂ（２μｇ／ｍｌ
）を、各々のウェルに加え、１時間ＲＴで振盪しながらインキュベートした。洗浄後、１
００μｌのアルカルホスファターゼ結合ストレプトアビジン（Jackson ImmunoResearch L
aboratories, PA）を、各々のウェルに加え、振盪しながら３０分間ＲＴでインキュベー
トした。次に、洗浄後、プレートを、１×ＤＥＡ緩衝液(Pierce Biotechnology, Illinoi
s)中のｐＮＰＰ基質を用いて、３０分間ＲＴで発色させた。反応を、１００μｌ／ウェル
の１ＮのＮａＯＨを用いて停止し、プレートを、４０５ｎｍで、Spectramax 190プレート
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リーダー(Molecular Devices, CA)を用いて読み取った。
【０３８４】
　未関連抗体（抗ＬｐＬＰＡ２抗体４Ｂ４）を、抗体の被覆として、および検出としての
対照として用いた。すべての試料を、２つ１組で実行し、分析のために、各々の抗体対に
ついてのシグナル／ノイズ比を、計算した。Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂを用いた競合ＥＬＩＳ
Ａの結果を、表５に示す。
【０３８５】
【表２２】

下線を付した値は、当該ＭＡｂ対についての好ましいシグナル対ノイズ比を示す。
【０３８６】
　Ａシリーズからの５種のＭＡｂ、Ｄシリーズからの２種のＭＡｂおよびＦシリーズから
の１３種のＭＡｂを試験するチェッカー盤ＥＬＩＳＡの結果を、上記の表中に示す。抗体
を、すべての可能な組み合わせにおける被覆および検出抗体として試験した。結果を、特
異的なシグナル／ノイズ比として示す。前記の表５における下線を付した値は、当該ＭＡ
ｂ対についての好ましいシグナル対ノイズ比を示す。検出抗体とのインキュベーションの
間、１０倍高い濃度の被覆抗体を、ウェルに加えて、自己対形成を防止した。自己対形成
は、抗原を部分的に多量体化した際に観察され得、エピトープマッピング結果を混同し得
る。競合的／遮断的ＥＬＩＳＡアッセイによる試験により、抗原が多量体形態である際に
、抗体が、同一のエピトープに結合することができないことが確認される。
【０３８７】
　データは、１種の極めて抗原性のエピトープが、Ａシリーズ、ＤシリーズおよびＦシリ
ーズからの抗体（A52.1、D43.1、F30.1、F55.1、F62.1およびF79.1）により認識されるこ
とを示唆する。他のエピトープは、F74.1、F75.1およびF64.1により認識される。最初の
２種のエピトープとは別個に、F76.1およびF9.1により認識される第３のエピトープがあ
る。ＭＡｂ　Ovr115.D71およびOvr115.F21は、Ovr115.A63.2のものと近接するエピトープ
と反応し得る。その理由は、これらのＭＡｂが、組み合わせて、比較的低いシグナルを生
じ、一方他方のエピトープが、互いに、並びにOvr115.D71/Ovr115.F21およびOvr115 63.2
エピトープから明らかにすべて独特であるからである。表５における結果から誘導された
Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂのエピトープマップを、図１２に示す。要するに、本発明者らは、
Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂが、この対形成分析からの少なくとも４種の別個のエピトープにお
いて検出されたことを観察することができる。
【０３８８】
　さらに、すべての抗体を、直接的なＥＬＩＳＡにおいて、組換え昆虫および組換え哺乳
動物タンパク質を被覆のために用いて試験した。結果は、Ａシリーズ抗体が、２９３細胞
からの組換えＯｖｒ１１５についてよりも、昆虫由来のＯｖｒ１１５について高い親和性
を有する一方、Ｆシリーズは、両方のタンパク質に高い親和性で結合することを示す。従
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って、本発明者らは、癌細胞系および血清におけるその後の実験のために、Ｆシリーズか
らの抗体を用いた。
【０３８９】
サンドイッチＥＬＩＳＡ
　高結合ポリスチレンプレート(Corning Life Sciences (MA))を、１μｇ／ウェルの抗Ｏ
ｖｒ１１５　ＭＡｂで４℃で一晩被覆した。遊離の結合部位を、３００μｌ／ウェルのSu
perblock-TBS (Pierce Biotechnology, Illinois)で、１時間室温（ＲＴ）で遮断した。
ＴＢＳ／０．１％のTween20で４回洗浄した後に、１００μｌのアッセイ緩衝液および２
０μｌの標準（２５０、１２５、６２．５、３１．３、１５．６、７．８、３．９および
０ｎｇ／ｍｌ　Ｏｖｒ１１５）または試料を、１時間のインキュベーションのために加え
た。洗浄後、１００μｌのビオチニル化抗体（１μｇ／ｍｌ）を、１時間のインキュベー
ションのために加えた。洗浄後、１００μｌのアルカルホスファターゼ結合ストレプトア
ビジン（Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA）を、各々のウェルに加え、振盪し
ながら３０分間ＲＴでインキュベートした。プレートを洗浄し、次に、１×ＤＥＡ緩衝液
(Pierce Biotechnology, Illinois)中のｐＮＰＰ基質を用いて、３０分間ＲＴで発色させ
た。反応を、１００μｌ／ウェルの１ＮのＮａＯＨを用いて停止し、プレートを、４０５
ｎｍで、Spectramax 190プレートリーダー(Molecular Devices, CA)を用いて読み取った
。
【０３９０】
　数種の異なる組み合わせの抗体を試験して、組織抽出物および血清試料における自然の
Ｏｖｒ１１５の検出のための、高い感受性および特異性を有するサンドイッチＥＬＩＳＡ
アッセイを確立した。図１３は、培地（上清）並びにＯｖｒ１１５形質移入２９３Ｔ細胞
からの細胞抽出物並びにＯｖｒ１１５　ｍＲＮＡ陽性腫瘍細胞系ＣａＯｖ３、ＬＮＣＡＰ
およびＬｏＶｏからの抽出物中での種々のＭＡｂ対を用いた、サンドイッチＥＬＩＳＡに
よるＯｖｒ１１５タンパク質の検出を例証する。これらのデータは、Ｏｖｒ１１５　ＭＡ
ｂを、患者からの血液、血清または他の体液中でのＯｖｒ１１５の検出のために用いるこ
との有用性を示す。
【０３９１】
例４：抗Ｏｖｒ１１５活性スクリーニングアッセイ
基質スクリーニング
　蛍光タンパク質基質（ＴＲ－ＸまたはＦＬ標識ＢＳＡ、カゼインおよび卵巣アルブミン
）並びにローダミンＢ標識ペプチドを、Molecular Probes (Eugene, OR)から購入して、
Ｏｖｒ１１５特異性をスクリーニングした。アッセイ緩衝液を、製造者のプロトコルに従
って用い、基質に依存して変化させた。一般的に、アッセイを、１０～２０ｍＭのトリス
／ＨＣｌ　ｐＨ７．５中で行った。タンパク質基質についての最終的な濃度は、ペプチド
基質について１０μｇ／ｍｌおよび１００μＭであった。Ｏｖｒ１１５についての最終的
な濃度は、３４μｇ／ｍｌ（０．７３μＭ）であった。すべてのアッセイを、９６ウェル
プレートにおいて行った。反応を、以下の蛍光読み取り（ＴＲ－Ｘ標識についてＥｘ　５
９０ｎｍ／Ｅｍ　６５０ｎｍ並びにＦＬおよびローダミンＢ標識についてＥｘ　４８５ｎ
ｍ／Ｅｍ　５３０ｎｍ）によりモニタリングした。基質スクリーニングにより、ローダミ
ン１１０、ビス－（ＣＢＺ－Ｌ－フェニルアラニル－Ｌ－アルギニンアミド）、二塩酸塩
；また（ＣＢＺ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ）２－Ｒ１１０またはＦＲとして知られているものが、
Ｏｖｒ１１５により容易に加水分解されることが示された。
【０３９２】
アッセイ様式およびスクリーニング結果
　基質スクリーニング、動的分析およびアッセイ最適化に続いて、以下の抗Ｏｖｒ１１５
活性アッセイ様式を開発した。２５μｌのＯｖｒ１１５（１７．２μｇ／ｍｌ）を、５０
μｌの抗体溶液（０．５または６．２倍ｍｏｌ過剰）に加え、室温で１５～３０分間イン
キュベートした。インキュベーションの後に、反応を、２５μｌの基質（５μＭのＦＲペ
プチド）を加えることにより、開始した。ｐＨ７．５におけるＴＢＳを、緩衝溶液に対し
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て用いた。負の対照として、Ｏｖｒ１１５を加えないか、または１２０ｍＭのベンザミジ
ンを、Ｏｖｒ１１５に対する阻害剤として加えた。Ｏｖｒ１１５に対するベンザミジンに
ついての阻害濃度（ＩＣ５０）は、０．３１６ｍＭであることが、決定された。正の対照
として、抗Ｏｖｒ１１５抗体を加えないか、または無関連の抗体を加えた。
【０３９３】
　図１４は、Ｏｖｒ１１５活性の阻害についてのＯｖｒ１１５抗体のスクリーニングの結
果を示す。この図面は、０．１９μＭ（０．５倍ｍｏｌ過剰）の濃度におけるＭＡｂ　Ov
r115.F9.2、Ovr115.F21.1、Ovr115.F30.1、Ovr115.F32.2、Ovr115.F55.2、Ovr115.F62.2
およびOvr115.F76.2が、Ｏｖｒ１１０抗体（正の対照）と比較して、Ｏｖｒ１１５活性を
顕著に低下させることを例証する。抗Ｏｖｒ１１５抗体よりも高い濃度の結果、Ｏｖｒ１
１５活性のさらなる低下がもたらされた。Ｏｖｒ１１５活性のこの低下は、プロテアーゼ
活性部位の遮断、Ｏｖｒ１１５の立体的妨害またはＯｖｒ１１５タンパク質の高次構造上
の変化のためであり得る。
【０３９４】
　従って、ＭＡｂ　Ovr115.F9.2、Ovr115.F21.1、Ovr115.F30.1、Ovr115.F32.2、Ovr115.
F55.2、Ovr115.F62.2およびOvr115.F76.2の結合により、Ｏｖｒ１１５の活性が顕著に低
下する。抗Ｏｖｒ１１５活性スクリーニングデータは、Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂが、結合し
た薬剤、毒素、酵素、プロドラッグ活性化分子または同位体を伴う、または伴わないＯｖ
ｒ１１５発現細胞の免疫療法に適することを例証する。
【０３９５】
例５：Ｏｖｒ１１５の機能的確証
細胞および細胞培養物
　RK3E、HT-29、CAPAN-2およびHCT-116細胞系を、アメリカンタイプカルチャーコレクシ
ョン(Manassas, VA)から購入した。細胞を、Ｌ－グルタミンおよび４．５ｇ／Ｌのグルコ
ースを有し、１０％ＦＢＳおよび１００Ｕ／ｍＬのペニシリン／ストレプトマイシン(Cel
lgro)を補足したＤＭＥＭ(Invitrogen)中で増殖させた。すべての細胞を、加湿した３７
℃インキュベーター中で、５％ＣＯ２と共に保持した。
【０３９６】
ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウエスタンイムノブロット分析
　腫瘍細胞またはウイルス感染細胞単層からの抽出物を、氷上で、可溶化緩衝液（１％　
ＮＰ４０、１０ｍＭ　Ｎａ２ＰＯ４、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）とプロテアーゼ阻害剤との
混合物(Roche Inc.)を用いて調製した。ヒト腫瘍からのタンパク質抽出物または異種移植
実験からの収穫した腫瘍を、スナップ凍結(snap-frozen)の、細分化した腫瘍組織の抽出
緩衝液（５０ｍＭ　トリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．２、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ、０．５％　ＩＧ－Ｐａｌおよびプロテアーゼ阻害剤）中での均一化、続いて超音波
処理および次に微量遠心管中での遠心分離により調製して、抽出物を浄化した。２０～５
０μｇのタンパク質抽出物を、各々のゲルレーンについて用い；タンパク質の等しい濃度
を、同一のゲルについてのタンパク質レベル比較のために評価した。浄化した抽出物を、
等しい容積の２×濃縮Laemmli試料緩衝液(Invitrogen)と混合し、７０℃に１０分間加熱
し、次に、プレキャスト(pre-cast)４～１２％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドミニゲル(Nup
age, Invitrogen)をＭＥＳ実行緩衝液(Nupage; Invitrogen)と共に用いて分析した。
【０３９７】
　ゲルを、Immobilon-P ０．４５μｍ膜（Invitrogen）に、１×Nupage移送緩衝液および
１０％メタノールを用いて移送した。膜を洗浄し、１時間室温でＰＢＳ中の５％脱脂乾燥
乳を０．０５％のTween-20と共に用いて遮断した。膜を、一次抗体と共に一晩、０．０５
％のTween-20を含むＰＢＳ中の５％脱脂乾燥乳中でインキュベートした。Ｏｖｒ１１５（
Ｆ２１．１）に対して向けられたマウスモノクローナル抗体を、ハウス中に産生し、１μ
ｇ／ｍｌの最終濃度で用いた。一次抗体インキュベーションに続いて、膜を、室温で１０
分間４回、０．０５％のTween-20を含む１×ＰＢＳ中で洗浄した。セイヨウワサビペルオ
キシダーゼ結合ヤギ抗マウス免疫グロブリン(Jackson Lab Inc.)を、ＰＢＳ中の５％脱脂



(88) JP 4884225 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

乾燥乳および０．０５％のTween-20中で、１時間室温で用いて（１：１０，０００希釈）
、一次モノクローナル抗体を検出した。膜を、４回１０分間、０．０５％のTween-20を含
む１×ＰＢＳ中で洗浄し、続いて製造者の指示(Amersham)に従って、増強した化学発光（
ＥＣＬ）試薬を用いて検出し、Ｘ線フィルム(Kodak)に露光した。
【０３９８】
　図１５は、Ｏｖｒ１１５ＭＡｂ、特にOvr115.F21.1が、ヒト細胞系および卵巣腫瘍にお
ける自然のＯｖｒ１１５タンパク質を認識することを例証する。
【０３９９】
レトロウイルスベクター構成
　Ｏｖｒ１１５をコードするｃＤＮＡを、腫瘍ｃＤＮＡ調製からのＰＣＲにより得た。ｃ
ＤＮＡを、ｐＬＸＳＮベクター(BD Bioscience/Clontech)のＨｐａ　Ｉクローニング部位
中にクローニングし、配列を立証した。プロテアーゼ活性を欠いている突然変異体Ｏｖｒ
１１５タンパク質を、変異原性に向けられたオリゴヌクレオチドを用いることにより構成
して、触媒的３つ組セリン残基３８５をアラニンに変換した。得られた突然変異体のｃＤ
ＮＡの配列を立証し、ｐＬＸＳＮベクター中にクローニングした。ｐＬＡＰＳＮ、即ちア
ルカリホスファターゼ（ＡＰ）をコードするレトロウイルス発現ベクターを、BD Bioscie
nce/Clontech (pLXSN-AP)から購入し、負の対照として用いた。アポトーシスアッセイの
ための正の対照として用いた、活性化されたｖ－Ｒａｓをコードするレトロウイルス発現
ベクターを、ｐＣＭＶ－ＲａｓＶ１２からのＲａｓＶ１２　ｃＤＮＡをｐＬＸＳＮ(BD Bi
oscience/Clontech)中にサブクローニングすることにより、構成した。
【０４００】
ウイルス産生
　狭宿主性ウイルスを用いて、ＲＫ３Ｅ細胞を感染した。ウイルス産生のために、２９３
Ｔ細胞を、６ウェル皿のウェルあたり８×１０５個の細胞の密度で、Biocoatコラーゲン
被覆プレート（ＢＤ）上に播種した。２４時間後、細胞を、製造者の推薦に従って、プラ
スミドで、ＰＬＵＳ試薬(Invitrogen)を加えたリポフェクタミンを用いて形質移入した。
ウイルスプラスミドＤＮＡ：ｐＬＸＳＮ－Ｏｖｒ１１５野生型、ｐＬＸＳＮ－Ｏｖｒ１１
５突然変異体、ｐＬＸＳＮ－ＡＰまたはｐＬＸＳＮ－Ｒａｓと、ｐＶｐａｃｋ－Ｅｃｏお
よびｐＶｐａｃｋＧＰ(Stratagene)とを、３時間形質移入し、その後細胞を、２０％のＦ
ＢＳを含むＤＭＥＭ中で、一晩増殖させた。次に、培地を、１０％ＦＢＳ＋１００Ｕ／ｍ
ＬのＰｅｎ／Ｓｔｒｅｐを補足したＤＭＥＭに交換し、ウイルス含有培地を、２４時間後
に収穫し、０．４５μｍのポリスルホンフィルターを通して濾過した。
【０４０１】
ウイルス感染および選択
　ポリブレン(臭化ヘキサジメトリン；Sigma)を、新鮮なウイルス含有培地に、４μｇ／
ｍｌの最終濃度で加えた。前日に１００ｍｍ２の皿あたり３×１０５個の細胞の密度で播
種したＲＫ３Ｅ細胞を、Ｃａ２＋およびＭｇ２＋を含むリン酸緩衝生理食塩水(cellgro)
で１回洗浄した。ウイルス含有培地を、細胞に直接適用し、次に３時間、３７℃で、時々
回旋しながらインキュベートした。培地を、新鮮な増殖培地で交換し、細胞を、３７℃で
６０～７２時間インキュベートし、この時点で、３５０μｇ／ｍＬの最終濃度のＧ４１８
硫酸塩(Cellgro)を、増殖培地に加えて、ウイルスに感染した細胞を選択した。Ｇ４１８
選択に続いて、細胞のプールを、すべてのその後の実験のために用いた。ウイルス感染し
た、選択された細胞における、異所性のタンパク質の発現を、イムノブロットにより立証
し、ＡＰの発現を、染色によりモニタリングした。
【０４０２】
柔軟寒天アッセイ
　柔軟寒天アッセイを、６ウェルプレート(Corning)を用いて行った。２ｍｌの底部の寒
天ベース層は、０．８％の寒天、イスコーブ(Iscove)の培地(Invitrogen)中の１０％ＦＢ
Ｓからなっていた。トリプシン処理した細胞を、０．４％の寒天、イスコーブの培地中の
１０％ＦＢＳ中に懸濁させ、固化させたベース層の最上部上に、５ｍｌの最終容積におい
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て適用した。３つの異なる生存可能な細胞数、即ち１０５、１０４および５×１０３個の
細胞を、２つ１組でウェルあたり寒天中に播種した。０．８％の寒天、イスコーブの培地
中の１０％ＦＢＳからなる最後の２ｍｌの層を、固化させた細胞層の最上部上に適用した
。次に、寒天プレートを、３７℃で約１０～１４日間、コロニーが出現するまでインキュ
ベートした。コロニーを、さらに放置して増殖させ、２～４週間にわたり計数した。柔軟
な寒天を、毎週増殖培地を供給することにより、維持した。
【０４０３】
　図１６Ａは、柔軟な寒天アッセイを行うために採用される段階の簡単な図式である。図
１６Ｂおよび１６Ｃは、Ｏｖｒ１１５発現細胞の顕著なコロニー増殖およびＡＰ発現細胞
の限定された増殖を例証する。さらに、プロテアーゼ活性を欠いている、突然変異したＯ
ｖｒ１１５を発現する細胞は、限定されたコロニーを産生するに過ぎず、このことは、Ｏ
ｖｒ１１５プロテアーゼ活性が、細胞増殖のために必須であることを示す。図１６Ｄは、
Ｏｖｒ１１５野生型およびプロテアーゼ活性を欠いているＯｖｒ１１５突然変異体が、柔
軟な寒天コロニーにおいて細胞により産生されることを確認する、ウエスタンブロットで
ある。
【０４０４】
腫瘍異種移植
　ＡＰまたはＯｖｒ１１５のいずれかを発現するＲＫ３Ｅ細胞のレトロウイルスに感染し
たＧ４１８選択プールを、皮下的にＳＣＩＤ／ベージュマウス(Charles River Laborator
ies)中に注射した。９匹のマウスを、群あたり用い、１００μｌのＰＢＳ中の５×１０６

個の細胞を、マトリゲルを用いずに移植した。腫瘍形成を、触診およびノギス測定により
モニタリングし、腫瘍容積を、式：（長さ×幅２）／２を用いて計算した。
【０４０５】
　前述の柔軟寒天アッセイにおける、Ｏｖｒ１１５またはＡＰを発現するＲＫ３Ｅ細胞を
、連続性のための腫瘍異種移植実験のために用いた。図１７は、Ｏｖｒ１１５を発現する
細胞についての、ＡＰを発現する細胞と比較しての、時間経過に伴う平均の腫瘍容積の顕
著な増大を例証する。このデータは、Ｏｖｒ１１５発現およびＯｖｒ１１５活性が、腫瘍
進行における結果であることを示す。図１８は、Ｏｖｒ１１５が異種移植実験において発
生した腫瘍により発現されたことを確認するウエスタンブロットである。
【０４０６】
アポトーシスアッセイ
　レトロウイルス感染および選択によりＡＰ（負の対照）、Ｒａｓ（正の対照）またはＯ
ｖｒ１１５を発現する、２×１０５個のＲＫ３Ｅ細胞を、血清を含まない培養培地中に懸
濁させ、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）(Sigma)被覆プレート上でイン
キュベートした。３７℃で２４時間後、細胞を、遠心分離により収穫し、「Guava Nexin 
V-PEキット」(Guava Technologies Inc.)でのアポトーシスについて評価した。洗浄後、
約１０５個の細胞を、４０μｌの供給された緩衝液中に際懸濁させ、各々５μｌのアネキ
シンＶ（＋）および７－ＡＡＤ（－）を加えた。氷上での２０分のインキュベーションに
続いて、細胞を、Guava PCA機器を用いて、製造者の指示に従って分析した。
【０４０７】
　図１９は、ＡＰを発現する細胞（負の対照）よりも少ない、Ｏｖｒ１１５を発現する細
胞が、アポトーシスを受けることを例証する。さらに、Ｏｖｒ１１５を発現する初期のア
ポトーシス細胞の低い百分率は、Ｒａｓを発現する細胞（正の対照）とほぼ同一である。
【０４０８】
例６：Ｏｖｒ１１５－ＭＡｂおよび抗マウスＭＡｂサポリン結合体とのインキュベーショ
ンによるＨＴ２９結腸腫瘍細胞の死滅
　実験を、ＨＴ２９結腸腫瘍細胞をＭＡｂ－ｚａｐヤギ抗マウスＩｇサポリン結合体(Adv
anced Targeting Systems, San Diego, CA)と予め混合したＯｖｒ１１５　ＭＡｂと共に
インキュベートし、細胞生存率を７２および９６時間において測定することにより、行っ
て、これらのＯｖｒ１１５発現細胞に対する有効な死滅効果を検出した。１日目において
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、ＨＴ２９細胞を、９６ウェルの平坦底の、無菌の細胞培養プレート(Corning)中に、３
つ１組のウェルで、１，５００個の細胞／７５μＬ／ウェルで、１０％ＦＢＳ、Ｐ／Ｓを
有するＦ１２培地中に配置した。プレートを、３７℃で５％ＣＯ２中で一晩インキュベー
トした。２つ１組のプレートを、設置して、７２時間および９６時間における読み取りを
可能にした。２日目において（０時間）、２５μＬの４×最終的なＭＡｂ濃度のみ、また
は２５μＬの４×ＭＡｂ　Ｚａｐと予め混合した２５μＬの４×ＭＡｂ、または２５μＬ
の４×Ｍａｂ　Ｚａｐのみ、または２５μＬの培地のみを、９６ウェルプレートのウェル
に３つ１組で、１００μＬの最終容積に加えた。最終的なＭＡｂ濃度は、２μｇ／ｍＬ、
０．４μｇ／ｍＬ、０．０８μｇ／ｍＬおよび０μｇ／ｍＬであり、ＭＡｂ　Ｚａｐの最
終的な濃度は、１μｇ／ｍＬであった。
【０４０９】
　培地のみ、ＭＡｂのみ（２μｇ／ｍＬのみ）およびＭＡｂ　Ｚａｐのみを有する３つ１
組のウェルを、負の対照として用いた。抗トランスフェリンレセプターＭＡｂ　５Ｅ９(A
TCC, Manassus, VA)を、死滅のための正の対照のＭＡｂとして用いた。プレートを、５分
間穏和に振盪して、試薬を混合し、次に３７℃で５％ＣＯ２中でインキュベートした。５
日目に（７２時間）、１０μＬのAlamar Blue貯蔵溶液(Biosource International, Camar
illo, CA)を、最初の群のプレートのウェルに加え、これらを、３７℃で５％ＣＯ２中で
２～７時間インキュベートした。次に、プレートを、SpectraMAX GeminiEM分光光度計(Mo
lecular Devices, Sunnyvale, CA)（発光＝５９０ｎｍ、励起＝５６０ｎｍおよびオート
カットオフ(Autocutoff)＝５７０ｎｍ）上で分析し、生存率を、培地のみを有する対照の
ウェルの百分率として表現した。
【０４１０】
【表２３】

【０４１１】
　Ovr115.D20.1、Ovr115.D84.2、Ovr115.F21.1、Ovr115.F30.1およびOvr115.F76.1を試験
した結果を、上記の表６に示す。明らかなように、ＭＡｂ　Ｚａｐのみは、ＨＴ２９細胞
の増殖を阻害しなかった（０～２％の阻害）。同様に、無関係のアイソタイプ対照である
ＭＡｂは、ＨＴ２９細胞の増殖を阻害しなかった。Ovr115.D20.1、Ovr115.F21.1、Ovr115
.F30.1およびOvr115.F76.1ＭＡｂのみのＨＴ２９細胞とのインキュベーションにより、２
０％、１２％、１６％および１０％のＨＴ２９細胞の増殖阻害（それぞれ）が生じた。一
方、ＭＡｂ　Ｚａｐサポリン結合体を加えた際には、Ovr115.D20.1、Ovr115.D84.2、Ovr1
15.F21.1およびOvr115.F76.1ＭＡｂは、８～１８％のＨＴ２９腫瘍細胞の増殖阻害を生じ
た。
【０４１２】
　Ovr115.F76.2は、特に、ＭＡｂ　Ｚａｐと共に０．０４および２．０μｇ／ｍＬの濃度
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において、ＭＡｂ　Ｚａｐのみよりも１５～１８％大きい増殖阻害を生じた。さらに、Ov
r115.D20.1は、ＭＡｂ　Ｚａｐと共に０．０８および２．０μｇ／ｍＬの濃度において、
ＭＡｂ　Ｚａｐのみによる０％の阻害と比較して１０～１２％の増殖阻害を生じた。同様
に、Ovr115.D84.2は、ＭＡｂ　Ｚａｐと共に０．４および２．０μｇ／ｍＬの濃度におい
て、ＭＡｂ　Ｚａｐのみによる０％の阻害と比較して６～１５％の増殖阻害を生じた。同
様の結果が、Ｃａｐａｎヒト膵臓癌細胞およびＳＫＢＲ３ヒト乳癌細胞で観察された。
【０４１３】
　結論として、Ｏｖｒ１１５発現ＨＴ２９腫瘍細胞の増殖阻害が、インビボで容易に達成
可能なＭＡｂの濃度において、治療的目的のために得られた。これらのインビトロデータ
は、上記のＯｖｒ１１５　ＭＡｂが、結合した薬剤、毒素、酵素、プロドラッグまたは同
位体を伴う、または伴わないインビボでの腫瘍細胞の標的に適することを示す。
【０４１４】
例７：寄託
細胞系およびＤＮＡの寄託
　ハイブリドーマ細胞系を、10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2
209, U.S.A.に位置するアメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣＣ）で寄託し
、受託番号が付与された。
　以下のハイブリドーマ細胞系を、ＡＴＣＣで寄託した。Ovr115 A51.2、Ovr115.D20.1、
Ovr115.D84.2、Ovr115.F21.1、Ovr115.F30.1およびOvr115.F76.2。上記の寄託されたハイ
ブリドーマ細胞系の名称を、参照の好都合のために短縮することができる。例えば、Ａ０
１．１は、Ｏｖｒ１１５．Ａ０１．１に相当する。これらのハイブリドーマは、ＡＴＣＣ
で寄託されたクローン（これらの完全な名称と共に）に相当する。表７は、ＡＴＣＣで寄
託されたハイブリドーマクローン、付与されたＡＴＣＣ受託番号および寄託の日付を列挙
する。
【０４１５】
【表２４】

【０４１６】
　これらの寄託は、特許手続上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約（ブ
ダペスト条約）の規定の下でなされた。これは、寄託の日付から３０年の生存可能な培養
物の維持を確実にする。生物は、ブダペスト条約の規約の下で、ＡＴＣＣにより入手可能
にされており、diaDexus, Inc.とＡＴＣＣとの間の合意が施されており、これは、最初に
到来するすべての、関連する米国特許の刊行またはすべての米国の、もしくは外国の特許
出願の公共への公開の際に、培養の子孫の公共への永久的な、および制限されない入手可
能性を確実にし、３５　ＵＳＣ§１２２およびこれに準拠する長官の規則（８８６　ＯＧ
　６３８に対する特定の参照を有する３　７　ＣＦＲ§１．１４を含む）に従って米国の
特許および商標局長官によりこれに権利を付与するべきものとすると決定されたものに対
する子孫の入手可能性を確実にする。
【０４１７】
　本出願の譲受人は、寄託された培養物が、好適な条件の下で培養された際に死滅するか
または失われるかまたは破壊された場合に、これらを、公告に際して同一の培養物の生存
可能な標本と即座に交換することに同意した。寄託された菌株の入手可能性は、この特許
法に従ってすべての政府の権力の下に付与された権利に違反して本発明の実施の許諾とし
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が、本発明を可能にするのに必要であることを承認するものではない。
【図面の簡単な説明】
【０４１８】
【図１Ａ】Ｏｖｒ１１５形質移入マウスＬＭＴＫ細胞のＦＡＣＳ分析の結果を示す図であ
る。
【図１Ｂ】Ｏｖｒ１１５．Ｆ７６．２　ＭＡｂがＡ４３１（ＱＰＣＲ＋）細胞系に結合す
る、ＦＡＣＳ分析の結果を示す図である。
【図２】Ｏｖｒ１１５　Ａ５１．２が、生きている卵巣ＣａＯＶ３癌細胞の表面に結合す
ることを示す図である。
【図３】Ｏｖｒ１１５　Ｃｙ３－Ａ５１．２が、生きている卵巣ＣａＯＶ３癌細胞に結合
することを示す図である。
【図４】Ｏｖｒ１１５　Ｃｙ３－Ａ５１．２が、生きている卵巣癌細胞に結合し、内部移
行することを示す図である。
【０４１９】
【図５】Ｏｖｒ１１５　Ｃｙ３－Ａ５１．２が、生きている膵臓癌細胞に結合することを
示す図である。
【図６】卵巣癌細胞中でのＯｖｒ１１５の局所化を示す図である。
【図７】卵巣癌細胞中でのＯｖｒ１１５の局所化を示す図である。
【図８】Ｏｖｒ１１５．Ｄ８４が、卵巣癌腫瘍における上皮細胞を標識することを示す図
である。
【図９】Ｏｖｒ１１５．Ｄ８４が、膵臓癌腫瘍における上皮細胞を標識することを示す図
である。
【図１０】卵巣漿液乳頭腺癌、Ｏｖｒ１１５．Ｄ４３．１で免疫標識した未固定のＯＣＴ
凍結切片を示す図である。
【０４２０】
【図１１】Ｏｖｒ１１５．Ｆ６４．２およびＯｖｒ１１５．Ｄ４３．１が、対照のマウス
ＩｇＧ１と比較して、凍結した、およびＦＦＰＥの結腸腺癌細胞を特異的に標識すること
を示す図である。
【図１２】Ｏｖｒ１１５に結合するモノクローナル抗体についてのエピトープマップであ
る。
【図１３】腫瘍細胞および形質移入細胞可溶化液におけるＯｖｒ１１５の、Ｏｖｒ１１５
．Ｄ４３およびＦシリーズＭＡｂを用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ検出を示す図である。
【図１４】Ｏｖｒ１１５　ＭＡｂでの抗Ｏｖｒ１１５活性スクリーニングを示す図である
。
【０４２１】
【図１５】Ｏｖｒ１１５　ｍＡｂが、ヒト細胞系および卵巣腫瘍における自然のＯｖｒ１
１５タンパク質を認識することを、ウエスタンブロット（ｍＡｂ　Ｏｖｒ１１５．Ｆ２１
．１）により示す図である。
【図１６】Ｏｖｒ１１５の過剰発現による上皮細胞の形質転換を示す図である。
【図１７】Ｏｖｒ１１５の過剰発現により、ＳＣＩＤベージュマウスにおいてＳＱ腫瘍増
殖が誘発されることを示す図である。
【図１８】腫瘍異種移植からのＯｖｒ１１５タンパク質の発現を示す図である。
【図１９】Ｏｖｒ１１５の過剰発現により、ＲＫ３Ｅ細胞がアポトーシスから保護される
ことを示す図である。
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