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(57)【要約】
　本発明は、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性調節蛋白（ＲＡＭＰ）に結合することのできる
単離された抗体を提供し、当該抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ又はＩｇＭアイソタイプである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＣＲＬＲの受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）に結合能を有し、ＩｇＧ、ＩｇＡまたは
ＩｇＭアイソタイプである単離された抗体。
【請求項２】
前記抗体がＩｇＧアイソタイプである請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
前記抗体がＩｇＡアイソタイプである請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
前記抗体がＩｇＭアイソタイプである請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
ＲＡＭＰ１、ＲＡＭＰ２またはＲＡＭＰ３に結合能を有する請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
ＲＡＭＰ３に結合能を有する請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
前記抗体がモノクローン抗体である請求項１から６のいずれかに記載の抗体。
【請求項８】
前記抗体がＲＡＭＰ拮抗剤である請求項１から７のいずれかに記載の抗体。
【請求項９】
前記抗体がＲＡＭＰ作用剤である請求項１から７のいずれかに記載の抗体。
【請求項１０】
ｉ）図１ａに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイン
；
ｉｉ）図１ｂに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ン；
ｉｉｉ）図１ｃに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメ
イン；および
ｉｖ）図１ｄに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ンからなる群から選択される結合ドメインを含み、ＣＲＬＲの受容体活性制御タンパク（
ＲＡＭＰ）に結合能を有する単離された抗体。
【請求項１１】
前記結合ドメインの全体または各々が、ヒト抗体フレームワーク領域に担持されている請
求項１０に記載の抗体。
【請求項１２】
ｉ）図２ａに示された配列により実質的に表わされるアミノ酸配列からなる結合ドメイン
；
ｉｉ）図２ｂに示された配列により実質的に表わされるアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ン；
ｉｉｉ）図２ｃに示された配列により実質的に表わされるアミノ酸配列からなる結合ドメ
イン；および
ｉｖ）図２ｄに示された配列により実質的に表わされるアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ンからなる群から選択される結合ドメインを含み、ＣＲＬＲの受容体活性制御タンパク（
ＲＡＭＰ）に結合能を有する単離された抗体。
【請求項１３】
前記結合ドメインの全体または各々が、ヒト抗体フレームワーク領域に担持されている請
求項１２に記載の抗体。
【請求項１４】
請求項１０または１１のいずれかに記載の抗体と結合した請求項１２または１３のいずれ
かに記載の抗体を含む抗体。
【請求項１５】
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以下に示す結合ドメイン：
ｉ）図１ａに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイン
；および／または
ｉｉ）図２ａに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ン；
の一方または両方を含み、ＣＲＬＲの受容体活性制御タンパクに結合能を有する単離され
た抗体。
【請求項１６】
以下に示す結合ドメイン：
ｉ）図１ｂに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイン
；および／または
ｉｉ）図２ｂに示された配列により実質的に表わされたアミノ酸配列からなる結合ドメイ
ン；
の一方または両方を含み、ＣＲＬＲの受容体活性制御タンパクに結合能を有する単離され
た抗体。
【請求項１７】
前記結合ドメインの全体または各々が、ヒト抗体フレームワーク領域に担持されている請
求項１５または１６のいずれかに記載の抗体。
【請求項１８】
医薬として使用するための請求項１から１７のいずれかに記載の抗体。
【請求項１９】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体および、医薬的に容認しうる賦形剤、希釈剤、
担体、緩衝液または安定剤を含む医薬組成物。
【請求項２０】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の有効量を患者に投与することからなる該患者
の腫瘍に対する治療方法。
【請求項２１】
腫瘍治療のための薬剤製造における、請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の使用。
【請求項２２】
前記腫瘍が骨肉腫、副腎癌腫、膠芽細胞腫、前立腺腫瘍、乳腺腫瘍、結腸腫瘍および中皮
腫より構成されるグループより選択された腫瘍である請求項２０に記載の方法または請求
項２１に記載の使用。
【請求項２３】
頭蓋内腫瘍が膠芽細胞腫である請求項２２に記載の方法または使用。
【請求項２４】
前記腫瘍が副腎癌腫である請求項２２に記載の方法または使用。
【請求項２５】
前記腫瘍が中皮腫である請求項２２に記載の方法または使用。
【請求項２６】
前記腫瘍が骨腫瘍である請求項２２に記載の方法または使用。
【請求項２７】
前記骨腫瘍が骨肉腫である請求項２６に記載の方法または使用。
【請求項２８】
前記腫瘍が前立腺腫瘍である請求項２６に記載の方法または使用。
【請求項２９】
前記腫瘍が乳腺腫瘍である請求項２６に記載の方法または使用。
【請求項３０】
前記腫瘍が結腸腫瘍である請求項２６に記載の方法または使用。
【請求項３１】
前記抗体が請求項１から８のいずれかに記載の抗体である請求項２２から３０のいずれか
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に記載の方法または使用。
【請求項３２】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体および活性成分を含む、腫瘍治療における同時
、個別または逐次使用のための混合製剤としての生産物。
【請求項３３】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の有効量を患者に投与することからなる該患者
の炎症性疾患に対する治療方法。
【請求項３４】
炎症性疾患治療のための薬剤製造における、請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の
使用。
【請求項３５】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の有効量を患者に投与することからなる該患者
の心血管状態に対する治療方法。
【請求項３６】
心血管状態治療のための薬剤製造における、請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の
使用。
【請求項３７】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の有効量を患者に投与することからなる該患者
の骨粗鬆症に対する治療方法。
【請求項３８】
骨粗鬆症治療のための薬剤製造における、請求項１から１７のいずれかに記載の抗体の使
用。
【請求項３９】
請求項１から１７のいずれかに記載の抗体をコードする核酸。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はカルシトニン受容体様受容体に作用する受容体活性調節蛋白（ＲＡＭＰ）に結
合する抗体およびフラグメントに関する。
【背景技術】
【０００２】
　カルシトニンファミリーのペプチドはＧ蛋白結合型膜受容体（ＧＰＣＲｓ）を介して作
用する。カルシトニン受容体遺伝子はすでにクローンされており、通常は制御ペプチド（
セクレチン、グルカゴン、ＶＩＰ）を認識する「Ｂ」ファミリーのＧＰＣＲｓと相同性が
ある。カルシトニン受容体のホモログであるカルシトニン受容体様受容体（ＣＲＬＲ，ま
た、ＣＬとして知られる）はすでに同定されており（ヒト４６１アミノ酸；ラット／マウ
ス４６３アミノ酸）、カルシトニン受容体と５５％の相同性を有する（Ｎｊｕｋｉら、Ｃ
ｌｉｎ．Ｓｃｉ．８５、３８５－３８８（１９９３）；Ｃｈａｎｇら、Ｎｅｕｒｏｎ１１
、１１８７－１１９５（１９９３）；Ｆｌｕｈｍａｎｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｕｎ．２０６，３４１－３４７（１９９５）；Ｋａｐａｓら、Ｊ．
Ｂｉｏｌ、Ｃｈｅｍ．２７０、２５３４４－２５３４７（１９９５））。
【０００３】
　単独ではＣＲＬＲはアドレノモデュリン（ＡＭ）に対する反応においてシグナルを伝達
することができない、なぜならば、ＣＲＬＲのリガンド特異性、結合および活性を導き出
すのにＲＡＭＰ（カルシトニン受容体活性制御タンパク）の存在が欠かせないからである
。ＲＡＭＰは小型の内在性膜タンパクのファミリーであり、推定分子量は１４，０００－
１７０，０００ｋｄ程度である。ＲＡＭＰはおよそ１２０アミノ酸より構成され、約１０
０アミノ酸の大型の細胞外ドメイン、単回膜貫通ドメインおよびおよそ１０アミノ酸より
なる短い細胞内ドメインを形成している。
【０００４】
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　ＣＲＬＲはＣＧＲＰ受容体またはＡＭ受容体のいずれかとして機能しうることが示され
ており、いずれになるかは、ＲＡＭＰファミリーであるＲＡＭＰ１－３のいずれが発現し
ているかに依存する。これら３つのＲＡＭＰファミリータンパク、ＲＡＭＰ１，２および
３は、ＣＲＬＲの異なるリガンド特異性を引き起こす。すなわち：
ＲＡＭＰ１＋ＣＲＬＲ＝ＣＧＲＰ受容体
ＲＡＭＰ２＋ＣＲＬＲ＝ＡＭ受容体
ＲＡＭＰ３＋ＣＲＬＲ＝ＡＭ受容体である。
【０００５】
　ＲＡＭＰ１，２および３の配列は以下にあるように入手可能である：
ＲＡＭＰ１－ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００５８５５
ＲＡＭＰ２－ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００５８５４；Ｕｎｉ
Ｇｅｎｅ　ＩＤ　Ｈｓ．１５５１０６
ＲＡＭＰ３－ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００５８５６；Ｕｎｉ
Ｇｅｎｅ　ＩＤ　Ｈｓ．２５６９１
【０００６】
　ＲＡＭＰ２に結合し、ガン治療に利用されるポリクローン抗体はＷＯ２００４／０５０
８３４にて開示されている。該抗体はＲＡＭＰ２とＣＲＬＲとの結合に重要であると考え
られているＲＡＭＰ２の細胞外ドメインのある領域に対して生産されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　このような抗ＲＡＭＰ抗体の有する治療および診断における高い利用可能性を理由に、
さらなる抗ＲＡＭＰ抗体が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者はさらなる抗ＲＡＭＰ抗体を単離し、かつ性状解析を行っている。該抗体は、
とりわけ、ガン細胞増殖を阻害することが示されており、ガンの予防に有効である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
（発明の陳述）
　本発明の第一の態様に照らすと、ＩｇＧ、ＩｇＡまたはＩｇＭアイソタイプのいずれか
である、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）との結合能を有する単離
抗体を提供する。
【００１０】
　一つの実施態様としては、該発明の第一の態様における抗体がＩｇＧアイソタイプより
なるものである。本抗体は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２，ＩｇＧ３またはＩｇＧ４サブクラスの
ものであり得、好ましくはＩｇＧ１である抗体である。
　別の実施態様としては、該発明の第一の態様における抗体がＩｇＡアイソタイプよりな
るものである。該抗体は、ＩｇＡ１またはＩｇＡ２サブクラスのものであり得る。
　さらに別の実施態様としては、該発明の第一の態様における抗体がＩｇＭアイソタイプ
よりなるものである。
【００１１】
　本発明の第一の態様における抗体は単量体、二量体、三量体、四量体または五量体ペプ
チドでありうる。
　該抗体はＲＡＭＰ１，ＲＡＭＰ２またはＲＡＭＰ３に結合能を有しうる。好ましくは、
本発明の該抗体はＲＡＭＰ３に結合能を有する。
　本発明の該抗体はＲＡＭＰ拮抗剤または作用剤または該受容体の天然または人工リガン
ド活性の相乗作用剤となりうる。
【００１２】
　本発明の該抗体はＲＡＭＰ拮抗剤として機能しうる。本出願での開示内容は、該抗体が
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ＲＡＭＰとＣＲＬＲ間の相互作用を阻害するか、またはＲＡＭＰ／ＣＲＬＲ複合体とアド
レノモジュリンといったリガンド間の相互作用を阻害しうることを示している。一つの実
施態様としては、該抗体はＩｇＭアイソタイプの抗ＲＡＭＰ３抗体であり、かつＲＡＭＰ
拮抗剤である。さらに別の実施態様としては、該抗体はＩｇＧ１アイソタイプの抗ＲＡＭ
Ｐ３抗体であり、かつＲＡＭＰ拮抗剤である。
　一つの実施態様としては、本発明にかかる抗体はＲＡＭＰ作用剤として機能している。
本出願での開示データは、該抗体が可能であることを示している。一つの実施態様として
は、該抗体はＩｇＧ１アイソタイプの抗ＲＡＭＰ３抗体であり、かつＲＡＭＰ作用剤また
はＡＭ作用に対するＲＡＭＰ活性の相乗作用剤でもある。
【００１３】
　本発明の第二の態様は、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）への結
合能を有する単離抗体を提供し、該抗体は以下に示す結合ドメイングループから選択され
る一つの結合ドメインを含んでいる：
ｉ）図１ａに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコード
されたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉ）図１ｂに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉｉ）図１ｃに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコ
ードされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｖ）図１ｄに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｖ）上記（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）または（ｉｖ）において定められた核酸配列にハ
イブリッド形成する核酸分子によってコードされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｖｉ）（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）または（ｖ）において定められた核酸配
列に対し、遺伝暗号の結果として変性した核酸分子によってコードされたアミノ酸配列よ
りなる結合ドメイン。
【００１４】
　第三の態様として、本発明はＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）へ
の結合能を有する単離抗体を提供し、該抗体は以下に示す結合ドメイングループから選択
される一つの結合ドメインを含んでいる：
ｉ）図２ａに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコード
されたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉ）図２ｂに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉｉ）図２ｃに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコ
ードされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｖ）図２ｄに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｖ）上記（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）または（ｉｖ）において定められた核酸配列にハ
イブリッド形成する核酸分子によってコードされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
そして、
ｖｉ）（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）、（ｉｖ）または（ｖ）において定められた核酸配
列に対し、遺伝暗号の結果として変性した核酸分子によってコードされたアミノ酸配列よ
りなる結合ドメイン。
【００１５】
　本発明の好ましい態様として、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）
への結合能を有する単離抗体が提供され、該抗体は、以下に示す結合ドメインの一方また
は両方を含んでいる：
ｉ）図１ａに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコード
されたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；および／または、
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ｉｉ）図２ａに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００１６】
　本発明のさらに好ましい態様として、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパクへの結
合能を有する単離抗体が提供され、該抗体は、以下に示す結合ドメインの一方または両方
を含んでいる：
ｉ）図１ｂに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコード
されたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；および／または、
ｉｉ）図２ｂに示された配列に相当する核酸配列により構成される核酸分子によってコー
ドされたアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００１７】
　核酸分子は、図１ａからｄまたは図２ａからｄに示される核酸配列、またはこれらの相
補鎖配列につき、厳密なハイブリダイゼーション条件下にて、アニールすることができる
。厳密なハイブリダイゼーション／洗浄条件は当業者にとって既知である。例えば、核酸
ハイブリッドは６０度、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳにて洗浄後も安定である。もし
核酸配列が分かっていれば、最適ハイブリダイゼーション条件を計算しうることは当業者
にとって周知である。例えば、ハイブリダイゼーション処理する核酸のＧＣ含量により、
ハイブリダイゼーション条件を決定することができる。Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９）
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｐｐｒｏａｃｈを
参照されたい。特定の類似性を有する核酸分子間でのハイブリダイゼーションを実施する
のに必要とされる厳密な条件を計算するための公式としては：
Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６Ｌｏｇ［Ｎａ＋］＋０．４１［％Ｇ＋Ｃ］－０．６３（％ホ
ルムアミド）
がよく知られている。
【００１８】
　本発明のさらなる態様は、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）への
結合能を有する単離抗体を提供し、該抗体は、以下に示す結合ドメイングループから選択
される一つの結合ドメインを含んでいる：
ｉ）図１ａに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉ）図１ｂに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉｉ）図１ｃに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
および
ｉｖ）図１ｄに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００１９】
　更なる態様において、本発明はＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパク（ＲＡＭＰ）
への結合能を有する単離抗体を提供し、該抗体は、以下に示す結合ドメイングループから
選択される一つの結合ドメインを含んでいる：
ｉ）図２ａに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉ）図２ｂに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
ｉｉｉ）図２ｃに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；
および
ｉｖ）図２ｄに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００２０】
　本発明の好ましい態様において、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパクへの結合能
を有する単離抗体が提供され、該抗体は、以下に示す結合ドメインの一方またはいずれも
を含んでいる：
ｉ）図１ａに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；およ
び／または、
ｉｉ）図２ａに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００２１】
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　本発明の好ましい態様において、ＣＲＬＲ受容体の受容体活性制御タンパクへの結合能
を有する単離抗体を提供し、該抗体は、以下に示す結合ドメインの一方またはいずれもを
含んでいる：
ｉ）図１ｂに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン；およ
び／または、
ｉｉ）図２ｂに示された配列に実質的に相当するアミノ酸配列よりなる結合ドメイン。
【００２２】
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図３に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図４に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
【００２３】
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図５に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図６に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
【００２４】
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図７に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図８に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
【００２５】
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図９に示されたアミノ酸配列より選択
された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結合
ドメインを有している。
　一つの実施態様として、本発明にかかる抗体は、図１０に示されたアミノ酸配列より選
択された一つのアミノ酸配列になるよう実質的に設計された一つのアミノ酸配列を含む結
合ドメインを有している。
【００２６】
　同一のまたは異なる配列またはその組み合わせである結合ドメインを複数個含んでいる
抗体は本発明に包含される。それ全体または各々のポリペプチドは、ヒト抗体フレームワ
ーク領域に発現しうる。例えば、一つのまたは複数の結合領域はヒト抗体全体またはその
可変領域のＣＤＲと置換することができる。
【００２７】
　第四の態様として、本発明は、第二の態様における抗体と第三の態様における抗体が組
み合わさって、または関連して構成される抗体を提供する。このような抗体は、Ｆｖ、（
Ｆａｂ‘）２またはｓｃＦＶ抗体断片の形をとって存在しうる。
　本発明の抗体は、探知しうる、または機能を発揮しうるラベルにて標識しうる。
【００２８】
　更なる態様として、本発明は、本発明の第一、第二、第三または第四の態様にかかる抗
体をコードしている配列よりなる単離核酸、および該抗体の発現を誘導する条件下での該
核酸の発現方法および該抗体の回収方法よりなる本発明の抗体調製の方法を提供する。
　本発明に依拠する抗体は、患者（好ましくはヒトの）に発症する癌に代表される増殖性
疾患の治療方法といったヒトまたは動物の身体に対する治療、予防または診断方法に使用
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することができ、該方法は、本発明にかかる抗体の有効量を該患者に投与することよりな
る。本発明は、また、本発明にかかる抗体の医薬への使用および癌などの増殖性疾患の診
断または治療薬の製造における本発明にかかる抗体の使用を提供する。
【００２９】
　本発明による抗体は、また、炎症性疾患の患者（好ましくはヒトの）の治療または予防
方法に使用することができ、該方法は、本発明にかかる抗体の有効量を該患者に投与する
ことよりなる。本発明は、また、炎症性疾患の治療薬の製造における本発明にかかる抗体
の使用を提供する。
【００３０】
　本出願で使用される“抗体”という用語は、イムノグロブリン分子またはイムノグロブ
リン分子の免疫的に活性のある部分、言い換えると、天然由来であろうと、部分的または
完全に合成であろうと、抗原に特異的に結合する抗原結合部位を含む分子、を意味する。
該用語は、また、抗体結合ドメインそのもの、またはそれと相同な結合ドメインを有する
いかなるポリペプチドまたは蛋白質をも含む。これらは天然由来の場合もありうるし、部
分的または完全に合成されている場合もありうる。抗体の例としては、Ｆａｂ、ｓｃＦｖ
，Ｆｖ，ｄＡｂ，Ｆｄを含むフラグメントや二重特異性抗体が挙げられる。
　抗体はポリクローンまたはモノクローンでありうる。好ましくは、該抗体はモノクロー
ン抗体であり、本出願では“ｍａｂ”として表わされる。
【００３１】
　モノクローン抗体やその他の抗体を取得し、その他の抗体またはオリジナルの抗体の特
異性を残したキメラ分子を製造する組み換えＤＮＡ工学の技術を利用することが可能であ
る。このような技術は、抗体のイムノグロブリン可変領域や相補性決定領域（ＣＤＲｓ）
をコードしているＤＮＡを異なるイムノグロブリンの定常領域や定常領域及びフレームワ
ーク領域に導入することを伴いうる。例として、ＥＰ－Ａ－１８４１８７、ＧＢ２１８８
６３８ＡまたはＥＰ－Ａ－２３９４００を参照のこと。ハイブリドーマやその他の抗体産
生細胞は遺伝的変異やその他の変化を受けやすく、それにより産生される抗体の結合特異
性は変わる場合もあれば変わらない場合もある。
【００３２】
　抗体はいくつかの方法により変形することが出来るため、“抗体”という用語はいかな
る抗体または所望の特異性を有する結合ドメインを含むものをも網羅するものと解釈すべ
きである。それゆえ、該用語は、抗体のフラグメント、その派生物、機能的に抗体に相当
するもの、および抗体ホモログ、ヒト化抗体を含んでおり、天然由来であれ、全または部
分合成であれ、イムノグロブリンの結合ドメインを有するいかなるポリペプチドをも含む
ものである。イムノグロブリン結合ドメインまたはこれに相当するものが別のポリペプチ
ドと連結したタンパクからなるキメラ分子は、それゆえ、含まれる。キメラ抗体のクロー
ニングおよび発現はＥＰ－Ａ－０１２０６９４およびＥＰ－Ａ－０１２５０２３に記載さ
れている。ヒト化抗体はマウスといった非ヒト抗体の可変領域とヒト抗体の定常領域を有
する修飾抗体でもよい。ヒト化抗体の製造方法は、例えば、ＵＳ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．
５２２５５３９に記載されており、抗体全体を構成するフラグメントが結合抗原の機能を
果たしうることが示されている。結合フラグメントの例としては、（ｉ）ＶＬ，ＶＨ、Ｃ
ＬおよびＣＨＩドメインより構成されるＦａｂフラグメント；（ｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１
ドメインより構成されるＦｄフラグメント；（ｉｉｉ）単一抗体のＶＬおよびＶＨドメイ
ンより構成されるＦｖフラグメント；（ｉｖ）ＶＨドメインより構成されるｄＡｂフラグ
メント（Ｗａｒｄ、Ｅ．Ｓ．ら、Ｎａｔｕｒｅ３４１：５４４－５４６）；（ｖ）単離Ｃ
ＤＲ領域；（ｖｉ）２つの連結したＦａｂフラグメントよりなるＦ（ａｂ‘）二価フラグ
メント（ｖｉｉ）２つのドメインを連結して抗原結合部位を形成するペプチドリンカーに
より、ＶＨドメインとＶＬドメインを連結してなる単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）（Ｂｉｒｄ
ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ２４２：４２３－４２６（１９８８）；Ｈｕｓｔｏｎら、ＰＮＡＳ　
ＵＳＡ８５：５８７９－５８８３（１９８８））；（ｖｉｉｉ）二重特異性単鎖Ｆｖ二量
体（ＰＣＴ／Ｕｓ９２／０９９６５）および（ｉｘ）遺伝子融合により構築される多価ま
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たは多重特異性を有する“二重特異性抗体”（Ｗ０９４／１３８０４；Ｈｏｌｌｉｎｇｅ
ｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：６４４４－６４４８（１９
９３））が挙げられる。
【００３３】
　二重特異性抗体はポリペプチドの多量体であり、各々のポリペプチドはイムノグロブリ
ン軽鎖の結合ドメインよりなる第一ドメインとイムノグロブリン重鎖の結合ドメインより
なる第二ドメインより構成されている。これら２つのドメインは連結されているが（例え
ば、ペプチドリンカーにより）、抗原結合部位を形作るべく互いに連携をとることは出来
ない：抗原結合部位は多量体の中の一つのポリペプチドの第一ドメインと該多量体の中の
別のポリペプチドの第二ドメインとが連携と取ることで形成される（Ｗ０９４／１３８０
４）。
【００３４】
　本発明にかかる抗体は少なくとも２つの異なる抗原に対する特異性を有する多重特異的
な抗体であってもよい。こうした分子は一般に２つの抗原に結合するが（例えば、二重特
異性抗体）、本発明における「多重特異性抗体」という用語は、２つ以上（例えば３つ）
の抗原に対する特異性を有する抗体を含む。該多重特異性抗体は完全長の抗体またはこの
ような抗体のフラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ‘）２二重特異性抗体）である場合もある
。二重特異性抗体が利用される場合、これらは化学的に合成したり、ハイブリドーマ由来
といった様々な方法（Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　＆　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉ
ｎｉｏｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．４：４４６－４４９（１９９３））により製造可能な、
従来からある二重特異性抗体であってもよいし、上記した、いかなる二重特異性抗体のフ
ラグメントであってもよい。完全長の抗体よりもむしろｓｃＦｖ二量体や二重特異性抗体
を使う方が望ましい場合もある。二重特異性抗体およびｓｃＦｖはＦｃ領域なしで、可変
ドメインのみを用いて構築することができ、これにより潜在的には抗イディオタイプ反応
の効果を軽減することができる。二重特異性抗体のその他の形態としては、Ｔｒａｕｎｅ
ｃｈｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊｏｕｒｎａｌ１０：３６５５－３６５９（１９９１）に記載さ
れている単鎖”Ｊａｎｕｓｉｎｓ“が含まれる。該二重特異性抗体は、また、１つの抗体
がアビジンと連結し、その他の抗体がビオチンまたはその類縁体と連結してなるヘテロ複
合性抗体も含む（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，６７６，９８０，ＷＯ９１／００３６０，
ＷＯ９２／２００３７３，およびＥＰ０３０８９）。このようなヘテロ複合性抗体を作り
出すのに利用される架橋剤は周知であり、そして例えばＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，６７
６，９８０に開示されている。
【００３５】
　二重特異性完全長抗体に対して、二重特異性抗体は、また、大腸菌によって容易に構築
かつ発現出来るため、有用である場合がある。適当な結合特異性を有する二重特異性抗体
（そして抗体フラグメントのような、その他多くのポリペプチド）は、ファージディスプ
レイ法（Ｗ０９４／１３８０４）を用いてライブラリから容易に選択しうる。もし該二重
特異性抗体の一方の腕が、例えば抗原Ｘに対する特異性を持つという点で制限をかけた場
合、もう一方の腕が様々に変化するライブラリを構成し、適当な特異性を有する抗体を選
択することが可能である。
【００３６】
　「抗原結合ドメイン」や「結合ドメイン」とは、抗原の一部またはすべてに特異的に結
合し、かつ相補的である部位からなる抗体の部分である。抗原が巨大である場合、抗体は
抗原の特定の部分にのみ結合してもよく、この部分をエピトープという。抗原結合ドメイ
ンは一つまたは複数の抗体可変ドメインにより提供される。抗原結合ドメインは抗体軽鎖
可変領域（ＶＬ）および抗体重鎖可変領域（ＶＨ）により構成される。
【００３７】
　「単離した」とは本発明にかかる抗体または該抗体をコードした抗体が、好ましくは本
発明に示した通りの状態にあることをいう。抗体および核酸は、一般的には、調製がイン
ビトロまたはインビボにおいて組み換えＤＮＡ工学によりなされる時、天然では結合して
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いる物質から遊離または実質的に遊離している。ここで物質とは、その他のポリペプチド
や核酸といった、天然の環境またはそれらが調製された環境（例えば細胞培養）下では抗
体および核酸とともに存在している物質のことである。抗体および核酸は希釈剤や免疫賦
活剤とともに処方してもよく、実践上の目的のために単離してもよい－例えば、該抗体は
、免疫測定でマイクロタイタープレートをコートするのに使用する場合は、通常はゼラチ
ンやその他のキャリアと混合され、また、診断や治療に使用される場合は、製薬上利用可
能なキャリアまたは希釈剤と混合する。抗体は天然に、または異種真核細胞の系によって
糖鎖修飾されていてもよく、非糖鎖修飾されていてもよい（例えば、原核細胞の発現系で
生産した場合）。
【００３８】
　「実質的に相当する」とは、結合ドメインのアミノ酸配列が図１ａからｄ、図２ａから
ｄ、または図３から１０に示されるアミノ酸配列と同一か、類似性が高いことを意味する
。
【００３９】
　「類似性が高い」とは、そのアミノ酸配列が、図１ａからｄ、図２ａからｄ、または図
３から１０に示されるアミノ酸配列と少なくとも７０％は同一であることを想定する。好
ましくは、該アミノ酸配列が少なくとも８０％同一であり、より好ましくは、８０％同一
であり、さらに好ましくは、少なくとも９０％同一であり、それよりも好ましくは、少な
くとも９５％同一であり、例としては、図１ａからｄ、図２ａからｄ、または図３から１
０に示されるアミノ酸配列と９８％同一であることが挙げられる。
　本明細書で用いられる「治療」とは、ヒトまたはヒトでない動物、好ましくは哺乳類に
利益を与えるいかなる体制をも含む。イヌ、ネコおよびウマ、ウシ、ヒツジといった家畜
を含む哺乳類、鳥類、そしてその他の動物は治療を受けることができる。該治療は現状に
関するものでもよく、予防に関するものでもよい（予防治療）。
【００４０】
　本明細書で用いられる「腫瘍」とは、組織の異常な成長のことである。腫瘍は定まった
ところに局在するのでも（良性）、近傍組織に侵食するのでも（悪性）、離れた組織に侵
食するのでも（転移性）よい。腫瘍は癌を引き起こす新生物的な成長を含み、咽頭、直腸
結腸、胃、胸部および子宮内膜の腫瘍および癌組織や細胞株（白血病細胞を含み、それに
制限されない）を含む。本明細書で用いられる「腫瘍」は、また、その適用範囲において
子宮内膜症をも含む。本発明に基づき治療されうる腫瘍の例としては、皮膚、肺、縦隔、
心膜、前立腺、胸部、結腸と直腸、肝臓、膵臓、脳、頭蓋内構造、目、精巣、卵巣、子宮
、子宮頚部、腎臓、甲状腺、膀胱、胃腸管、血液系組織、骨、関節または直腸の腫瘍が挙
げられる。
【００４１】
　本明細書で用いられる「炎症性疾患」とはアテローム性動脈硬化、リウマチ様関節炎、
変形性関節症、痛風、紅斑性狼瘡、強皮症、シェーグレン症候群、多発筋症および皮膚筋
症、血管炎、腱炎、滑膜炎、細菌性心内膜炎、骨髄炎、乾癬、肺炎、線維性歯槽骨炎、慢
性気管支炎、気管支拡張症、気腫、珪肺、塵肺、結核症、潰瘍性大腸炎、クローン病、慢
性炎症性多発神経鞘腫、慢性炎症性脱髄性多発ニューロパチー、多発性硬化症、ギランバ
レー症候群および重症筋無力症、乳腺症、蹄葉炎、喉頭炎、慢性胆嚢炎、橋本甲状腺症、
手根管症候群および炎症性乳腺疾患からなる疾患群より選択される疾患を含む。一つの実
施態様において、該炎症性疾患は移植における組織または器官切除の結果であってもよい
。特定の実施態様として、該炎症性疾患はアテローム性動脈硬化、リウマチ様関節炎、変
形性関節症、敗血症、慢性関節炎からなる疾患群より選択される。
【００４２】
　本発明は、また、図１ａ－ｄまたは２ａ－ｄに提示されたアミノ酸配列を有するポリペ
プチド、図１ａ－ｄまたは２ａ－ｄに提示された核酸配列を有するポリヌクレオチド、お
よびこれらと実質的に同一の配列、例えば、これらと７０％。８０％、８５％、９０％、
９５％または９９％同一の配列、を有するもののある範囲を含む。２つのアミノ酸配列ま
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たは２つの核酸配列の同一性率は一般的に最適比較目的で、配列を並べ合わせ（例えば、
第１の配列を第２の配列と最もよく突き合わせるためにＧＡＰを利用することが導入され
ている）、そしてアミノ酸残基またはヌクレオチドを対応する位置で比較することにより
決定される。「最もよく突き合わせる」とは、２つの配列を最も高い同一性率になるよう
に突き合わせることである。該同一性率は配列内における同一のアミノ酸残基またはヌク
レオチドの数を比較することにより決定される（すなわち、同一性％＝同一位置数／全位
置数×１００である）。
【００４３】
　２つの配列間での同一性率の決定は、当業者にとって周知の数学的アルゴリズムを利用
して行われる。２配列比較の数学的アルゴリズムの例としてはＫａｒｌｉｎ＆Ａｌｓｃｈ
ｕｌ（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８７：２２６４－２２
６８、これを変更したものとしてＫａｒｌｉｎ＆Ａｌｓｃｈｕｌ（１９９３）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：５８７３－５８７７、のアルゴリズムが挙げ
られる。Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１
０のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラムは該アルゴリズムを取り込んでいる。Ｂ
ＬＡＳＴヌクレオチド検索は、本発明にかかる核酸分子に相同性のあるヌクレオチド配列
を得るために、スコア＝１００、語長＝１２という条件にてＮＢＬＡＳＴプログラムとと
もに実行することができる。ＢＬＡＳＴタンパク検索は、本発明にかかるタンパク分子に
相同性のあるアミノ酸配列を得るために、スコア＝５０、語長＝３という条件にてＸＢＬ
ＡＳＴプログラムとともに実行することができる。比較目的でギャップアライメントを得
るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５
：３３８９－３４０２の記載に従い、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを利用することが出来る
。あるいは、分子（Ｉｄ．）間での離れた関係性を見出す累次積分検索を実施するために
ＰＳＩ－Ｂｌａｓｔを利用することができる。ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴお
よびＰＳＩ－Ｂｌａｓｔプログラムを利用した場合、それぞれのプログラムのデフォルト
パラメーター（例えばＸＢＬＡＳＴやＮＢＬＡＳＴ）を使用することができる。ｈｔｔｐ
：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．を参照のこと。配列比較に利用され
る数学的アルゴリズムの別の例としては、Ｍｙｅｒｓ＆Ｍｉｌｌｅｒのアルゴリズムであ
るＣＡＢＩＯＳがある。ＧＣＧ配列突き合わせソフトウエアパッケージの一部であるＡＬ
ＩＧＮプログラム（バージョン２．０）は該アルゴリズムを取り込んでいる。
【００４４】
　当業者により知られている配列解析用のその他のアルゴリズムには、Ｔｏｒｅｌｌｉｓ
＆Ｒｏｂｏｔｔｉ（１９９４）Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．１０：３－５；
に記述されるＡＤＶＡＮＣＥおよびＡＤＡＭおよびＰｅａｒｓｏｎ＆Ｌｉｐｍａｎ（１９
８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８５：２４４４－８に記述されるＦＡＳ
ＴＡが含まれる。ＦＡＳＴＡの中で、ｋｔｕｐ値は制御の選択肢であり、これにより探索
の感度や速度を設定できる。
【００４５】
　本発明は、また、その適用範囲に、図１ａからｄまたは２ａからｄ、またはその変異形
によって表わされるアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含む結合ドメインより構
成される抗体を含み、ここで、該変異形の配列とは、該抗体の生物学的機能に実質的な影
響を与えることなく少なくとも１つのアミノ酸残基の付加、置換または欠損により変異さ
れているものである。
【００４６】
　本明細書で使われるポリペプチドの「変異形」には、基準となるポリペプチドとアミノ
酸配列において相違するポリペプチドが含まれる。一般的に、基準となるポリペプチドと
変異形の配列が極めて類似しているか、多くの領域で同一であるべく相違は制限されてい
る。変異ポリペプチドは、いかなる組み合わせもありうる１または複数の置換、付加、欠
損、切り捨てによって、そのアミノ酸配列が相違している。好ましい変異形の中には、基
準となるポリペプチドから保存的アミノ酸置換により変異しているものが含まれる。該置
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換は、所定のアミノ酸が類似の特徴を有する別のアミノ酸によって置き換わることである
。以下のアミノ酸の非制限リストは保存的置換と考えられる：ａ）アラニン、セリンおよ
びスレオニン；ｂ）グルタミン酸およびアスパラギン酸；ｃ）アスパラギンおよびグルタ
ミン；ｄ）アルギニンおよびリジン；ｅ）イソロイシン、ロイシン、メチオニンおよびバ
リン、そしてｆ）フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファン。
【００４７】
　本発明のひとつの実施態様は、図１ａ－ｄおよび２ａ－ｄそれぞれに実質的に定められ
たＶＨおよびＶＬ領域にあたるアミノ酸配列に基づく１対の結合ドメインより構成される
抗体を提供する。これらの配列のいずれかに基づく単独の結合ドメインは本発明のさらな
る態様を形成している。図１ａ－ｄに実質的に定められたＶＨ領域にあたるアミノ酸配列
に基づく結合ドメインの場合、イムノグロブリンＶＨドメインは特異的に標的抗原に結合
することが出来ることが知られているため、このような結合ドメインはターゲッティング
因子として使用してもよい。
【００４８】
　いずれかの単鎖特異的結合ドメインの場合、これらのドメインは、生体内において、本
出願にて開示されているモノクローン抗体と同然の特性を有する２つのドメインを有する
抗体を形成することのできる相補的ドメインをスクリーニングするのに利用してもよい。
　これはＷ０９２／０１０４７にて開示されたいわゆる階層的二重組み合わせアプローチ
を用いたファージディスプレイスクリーニング法により実施してもよい。この方法におい
ては、ＨまたはＬ鎖クローンを含んだ個々のコロニーを他方の鎖（ＬまたはＨ）をコード
しているクローンの完全ライブラリーに感染させ、結果として２つの鎖を有する抗体を、
該参考文献に記載の方法といったファージディスプレイ技術に従って選択する。該技術は
、また、Ｍａｒｋｓら同書に開示されている。
【００４９】
　本発明にかかる抗体は、さらに抗体の定量領域またはその一部を含みうる。例としては
、図２ａ－ｄに示されたＶＬ領域に基づく抗体が、そのＣ末端において、ヒトＣＫまたは
Ｃ＃鎖を含む抗体軽鎖定常ドメインに接続していてもよい。同様に、図１ａ－ｅに示され
るＶＨ領域に基づく抗体が、そのＣ末端において、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ，ＩｇＥおよ
びアイソタイプサブクラスのどれか、といったいかなる抗体アイソタイプ由来のイムノグ
ロブリン重鎖の全部または一部に接続していてもよい。
　本発明にかかる抗体は、それ自体に、癌細胞増殖を阻害する効果のあることが示されて
いるが、これらはさらに、機能的標識によって標識されていてもよい。機能的標識は、癌
の破壊を誘導すべく、癌部位を的にするようデザインされている物質を含む。該機能的標
識はリシンといったトキシンや、細菌のカルボキシペプチダーゼまたはニトロリダクター
ゼといった酵素を含み、これらはプロドラッグを活性のある薬剤に変換することが出来る
。これに加えて、抗体はカリケミシンといった化学治療または細胞毒性因子や９０Ｙまた
は１１といった放射性標識と付加または結合していてもよい。
【００５０】
　一実施態様として、本発明にかかる抗体はヒト由来アドレノカルシノーマ（ＳＷ－１３
）細胞の増殖を少なくとも１０％まで阻害することができ、該阻害はＭＴＴ細胞増殖アッ
セイを用いて測定される。好ましくは、該抗体はＲＡＭＰ－３およびＣＲＬＰの相互作用
に影響を及ぼす（例えば、阻害する）ことが出来る。
　典型的には、該抗体は増殖を少なくとも１２％まで阻害することができる。いくつかの
実施態様において、該抗体は増殖を少なくとも２０％まで阻害することが出来、随意的に
は、少なくとも２５％まで阻害しうる。更なる実施態様において、該抗体は増殖を少なく
とも３０％まで阻害することが出来、さらに随意的には、少なくとも４０％まで阻害しう
る。
【００５１】
　一つの実施態様として、該抗体はヒトＭＧ６３骨肉腫細胞において、アドレノモジュリ
ンにて刺激をする際のｃＡＭＰの生産を少なくとも約１５％まで、例としては、少なくと
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も１５％、１６％、１７％、１８％および１９％まで、減少または抑制することが出来る
。いくつかの実施態様において、該抗体は、ｃＡＭＰ生産を、少なくとも約２０％まで、
例としては、２１％、２２％または２５％まで、抑制することが出来る場合がある。一般
的に、該抗体はＲＡＭＰ－３ｔｏＣＲＬＰの相互作用を調節することができる。
【００５２】
　本発明にかかる抗体はその全体または一部を化学合成により作りだされうる。該抗体は
定評のある標準的な液相、また好ましくは、固相ペプチド合成法に従い、たやすく調製す
ることができ、この方法に関する一般的な記載は広く入手が可能である（例えば、Ｊ．Ｍ
．Ｓｔｅｗａｒｔ＆Ｊ．Ｄ．Ｙｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍ
ｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｉｎｏｉｓ（１９８４），Ｍ　Ｂｏｄａｎｚｓｋｙ＆
Ａ．Ｂｏｄａｎｚｓｋｙ，Ｔｈｅ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８４）；ｏｙｏｂｉ
　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３０Ａ　Ｕｓｅｒｓ　Ｍａｎｕａｌ，ＡＢ
Ｉ　Ｉｎｃ．，　Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａを参照のこと）。また
は、これらの抗体は、液相法や固相、液相および溶液化学のいずれかの組み合わせにより
、溶液下で調製することができる。例えば、最初にそれぞれのペプチド部分を完成させ、
それが望ましい、または適当である場合に、存在する保護基を除いた後、各々のカルボン
酸またはスルホン酸またはこれらの反応誘導体の反応により、Ｘ残基を導入することによ
って抗体を調製しうる。
　本発明に記載された抗体を生産する他の便利な方法は、発現系において核酸を利用する
ことにより、抗体をコードする核酸を発現することである。
【００５３】
　本発明は、さらに、本発明にかかる抗体をコードする単離核酸を提供する。核酸にはＤ
ＮＡおよびＲＮＡが含まれる。好ましい態様として、本発明は上記に規定した発明にかか
る抗体をコードする核酸を提供する。該核酸の例を図１ａ－ｄおよび２ａ－ｄに示す。当
業者であれば、該核酸を置換、欠損、および／または付加したもので、本発明にかかる抗
体を維持するものを決定することができる。
【００５４】
　本発明は、また、上記に規定した少なくとも一つの核酸を含むプラスミド、ベクター、
転写または発現カセットといった形のコンストラクトを提供する。本発明は、また、一つ
またはそれ以上の上記のコンストラクトを含む組み換え宿主細胞を提供する。上に記した
ように、本発明にかかる抗体をコードする核酸は本発明の１つの態様を構成しており、コ
ードした核酸からの発現を含む抗体の産生方法も、また、本発明の態様を構成している。
発現は、該核酸を含んでいる組み換え宿主細胞を適当な条件下で培養することにより、簡
便に行いうる。タンパク発現による生産後、抗体は単離し、および／または最適なものと
して使われる、いずれかの適当な技術を用いて精製されうる。
【００５５】
　様々な異なる宿主細胞におけるポリペプチドのクローニングおよび発現の系はよく知ら
れている。適当な宿主細胞には、バクテリア、哺乳類細胞、酵母およびバキュロウイルス
の系が含まれる。異種ポリペプチドの発現技術を用いうる哺乳類細胞株は、チャイニーズ
ハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、新生児ハムスター腎細胞、ＮＳＯマウス黒色腫細胞
およびその他多くのものを含む。一般的な、好ましいバクテリア宿主は大腸菌である。大
腸菌といった原核細胞での抗体および抗体フラグメントの発現は技術的に確立している。
総説としては、例えば、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，ＢｉｏｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：５４
５－５５１（１９９１）を参照のこと。培養真核細胞での発現は、また、抗体産生の選択
肢として当業者にとって利用しうる。最近の総説としては、例えば、Ｒｅｆｆ，Ｃｕｒｒ
．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｈｃｈ．４：５７３－５７６（１９９３）；Ｔｒｉｌｌら、
Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　Ｂｉｏｔｈｃｈ．６：５５３－５６０（１９９５）を参照の
こと。
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　適当なベクターを選択または構築することが出来、該ベクターは、プロモーター配列、
ターミネーター配列、ポリアデニル配列、延反サー配列、マーカー遺伝子およびその他の
適切な配列といった適切な制御配列を含んでいる。
【００５６】
　ベクターとは、適切なプラスミドやファージまたはファージミドといったウイルスであ
ってもよい。さらに詳細には、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋｒａ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）
を参照のこと。核酸操作のための多くの既知の技術やプロトコル、例えば、核酸コンスト
ラクトの調製、ミュータジェネシス、配列決定、ＤＮＡの細胞への導入および遺伝子発現
といったものは、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２ｎｄＥｄｉｔｉｏｎ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎ
ｓ（１９９２）に詳しく記載されている。
【００５７】
　このように、本発明の更なる態様は、ここで開示した核酸を含む宿主細胞を提供する。
その上の更なる態様は、該核酸を宿主細胞に導入することからなる方法を提供する。該導
入には、いかなる利用可能な技術を駆使してもよい。真核細胞において適当な技術として
は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン、エレクトロポレ
ーション、リポゾームを介したトランスフェクションおよび例としてワクチニアや昆虫細
胞に対するバキュロウイルスといった、レトロウイルスまたはその他のウイルスを用いた
形質導入が含まれうる。原核細胞において適当な技術としては、塩化カルシウム形質転換
、エレクトロポレーションおよびバクテリオファージを用いたトランスフェクションが含
まれうる。該導入は、その後引き続いて、該核酸からの発現を誘導または容認する場合が
あり、例としては、遺伝子発現条件下で宿主細胞を培養することが挙げられる。
【００５８】
　一つの実施態様においては、本発明の核酸は宿主細胞のゲノム（例えば染色体）に組み
込まれる。組み込みは標準的な技術に基づき、ゲノムの組み換えを促進する配列を含ませ
ることにより促進させてもよい。
　本発明は、また、上記の抗体またはポリペプチドを発現するために発現系に上述したコ
ンストラクトを用いることからなる方法も提供する。
【００５９】
診断方法
　本発明の抗体はヒトまたは動物対象の腫瘍の診断方法に用いることができる。
　ＲＡＭＰをコードする遺伝子は特定の癌組織において発現上昇を示す。本発明にかかる
抗体をウェスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ法または組織染色といった方法に用いるこ
とにより、組織中や細胞でのＲＡＭＰの発現を測定することができる。対象の組織由来の
サンプル（生検サンプルや血液サンプル）を回収し、本発明にかかる抗体と特定の条件下
で接触させることで、免疫複合体が形成される。ＲＡＭＰのサンプル内での有無や含有量
は該サンプルが抗体と結合するかを測定することで決定することができる。同様の方法で
、癌の診断、癌の治療や進行のモニタリングおよび病気の予後予想を行うことができる。
【００６０】
　一つの実施態様において、本発明は生物サンプルにおける腫瘍または炎症性疾患の存在
を検出するインビトロの方法を提供する。該方法は、該生物サンプルと本発明にかかる抗
体とを接触させ、陰性対照や正常かつ健康な対象由来の生物サンプルに対しての該抗体の
結合増加を測定するステップより構成される。
【００６１】
　本発明は、また、本発明にかかる抗体のインビボでの診断方法に使用することも提供す
る。一つの実施態様において、該発明は対象における腫瘍または炎症性疾患の存在を検出
する方法を提供する。該方法は、該対象に本発明にかかる抗体を投与し、陰性対照や正常
かつ健康な対象に対しての該抗体の結合増加を測定するステップより構成される。
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【００６２】
　本抗体は、診断用イメージングやその他の測定を助けるために、その他の物質を標識し
たり結合してもよい。例えば、１２３－ヨウ素－放射標識抗体は、ＣＴスキャンを伴う単
光子放出断層撮影（ＳＰＥＣＴ／ＣＴ）を用いたシンチグラフィーによる測定のために、
生産してもよい。該方法は、その他の診断およびイメージング技術と組み合わせてもよく
、例えば、ＣＴスキャンを伴う１８Ｆ－フルオロデオキシグルコース（１８ＦＤＧ）陽電
子放出断層撮影（ＰＥＴ／ＣＴ）を使用してもよい。該技術は当業者にとっては周知であ
り、これらはＢｉｒｃｈｌｅｒら、Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ－Ｈｅａｄ＆Ｎｅｃｋ
　Ｓｕｒｇｅｒｙ，Ｖｏｌｕｍｅ１３６，Ｉｓｓｕｅ４，Ｐａｇｅｓ５４３－５４８）に
例示されている。
【００６３】
　別の実施態様においては、本発明は対象に対する治療上の処方計画における腫瘍または
炎症性疾患の進行を検出する方法を提供する。該方法は、該対象より生物サンプルを単離
し、該生物サンプルを本発明にかかる抗体と接触させ、陰性対照や正常かつ健康な対象に
対しての該抗体の結合増加を測定するステップより構成される。別の実施態様においては
、本発明は対象に対する治療上の処方計画における腫瘍または炎症性疾患の進行を検出す
る方法を提供する。該方法は、該対象に本発明にかかる抗体を投与し、陰性対照や正常か
つ健康な対象に対しての該抗体の結合増加を測定するステップより構成される。
【００６４】
　評価される生物サンプルには、生検組織のような対象由来のいかなる組織も含まれる（
例えば、本出願で記載された腫瘍由来の組織や体液（例えば、血液））。
　診断に使用される場合、抗体は検出可能なラベルにて標識してもよい。例えば、ヨウ素
や９９Ｔｃのような放射ラベルを抗体イメージング技術で知られている従来の化学的な方
法にて本発明にかかる抗体に付加することがある。標識には、また、西洋ワサビペルオキ
シダーゼのような酵素ラベルが含まれる。標識は、さらにビオチンのような化学成分を含
み、ビオチンは標識アビジンのような特異的な同族の検出成分との結合により検出するこ
とが可能である。
【００６５】
生産物、医薬組成物および治療的使用
　本発明にかかる抗体は単独で、または他の治療薬と組み合わせて、同時に、または逐次
的に投与してもよく、これらは治療される者の条件に依存する。それゆえ、本発明は、さ
らに、該発明にかかる抗体と活性因子を含む産物を組み合わせて調製し、同時に、別途ま
たは逐次的に腫瘍治療に使用することも提供する。活性因子には、化学療法因子や細胞毒
性因子が含まれてもよく、５－フルオロウラシル、シスプラチン、マイトマイシンＣ、オ
キサリプラチンおよびタモキシフェンが含まれ、これらは本発明にかかる抗体と相乗的に
作用を発揮する。他の活性因子としては、非ステロイド抗炎症剤（例えば、アスピリン、
アセトアミノフェン、イブプロフェンまたはケトプロフェン）やモルヒネのようなオピエ
ート、または抗嘔吐薬などの適当量の苦痛救助剤が含まれる。
【００６６】
　理論で制限されることは望まないが、本発明にかかる抗体が活性因子と相乗的に腫瘍殺
傷機能を高めることができるのは、免疫エフェクターとしての機序によるのではなく、む
しろ、細胞表面にあるＲＡＭＰに抗体が結合することによる直接的な結果によるものかも
しれない。
【００６７】
　本発明の抗体は、通常は、抗体に加え、少なくとも１組成物より構成される医薬組成物
の形状で投与されるであろう。該医薬組成物は、活性成分に加え、医薬的に容認しうる賦
形剤、希釈剤、担体、緩衝液、安定剤または当業者によって周知のその他の物質を含んで
もよい。このような物質は非毒性であるべきで、活性成分の効果を阻害するものであって
はならない。担体やその他の物質の正確な特徴は経口か、または皮下などの注射か、とい
った投与経路に依存するであろう。
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【００６８】
　通常の経路（静脈内、動脈内、腹腔内、筋内または皮下注射）による相乗的な注射が医
薬組成物の治療のための投与における第一の経路だと予見されるが、局所注射による、ま
たはカテーテルやその他の外科用チューブを介した局所への投与を、また、局所注射や内
在する貯留型ミニポンプまたはその他の低速放出機器による注入として利用してもよい。
局所投与は、病理組織の主要部またはターゲット組織を含む体腔に行ってもよい。該体腔
の例としては、大脳脳室、滑膜性連結または胸腔が含まれる。粉末剤から再構成後に液剤
として利用してもよい。
【００６９】
　静脈注射または痛みのある部位への注射のためには、活性成分は非経口で容認しうる溶
液の形態であることが必要であり、この形態とは、パイロジェンフリーで、適当なｐＨ、
等張性および安定性を有するものである。当該技術分野において関連技術を有する者であ
れば、例えば、食塩水注射、リンゲル液注射、乳酸加リンゲル液などの等張溶媒を用いた
適当な溶液を調製することができる。防腐剤、安定化剤、緩衝液、抗酸化剤および／また
はその他の添加物は要望に応じて含まれていてもよい。
【００７０】
　経口投与用の医薬組成物は、錠剤、カプセル、粉末または液剤であってもよい。錠剤は
ゼラチンやアジュバンドといった固形担体を含んでいてもよい。液体の医薬組成物は、一
般に、水、ペトローリアム、動物性または植物性油、ミネラル油または合成油といった液
体担体より構成される。
　生理的食塩水、ブドウ糖またはその他の糖溶液またはエチレングリコール、プロピレン
グリコールまたはポリエチレングリコールといったグリコール類を含んでよい。処方が液
体である場合、例えば、ｐＨ６．８－７．６の非リン酸緩衝液または凍結乾燥した粉末を
含む生理的食塩水であってもよい。
【００７１】
　組成物は、また、ミクロスフェア、リポソーム、その他の微少微粒子によるデリバリー
システム、または、血液などの特定の組織に設置された徐放性処方を介して投与されても
よい。徐放性担体の適当な例としては、座薬またはマイクロカプセルといった共通した物
品形態での半透過性ポリマーマトリクスが含まれる。移植可能な、またはマイクロカプセ
ル状の徐放性マトリクスには、ポリ乳酸（ＵＳ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ３、７７３、９１９
；ＥＰ－Ａ－００５８４８１），Ｌ－グルタミン酸およびガンマエチル－Ｌ－グルタミン
酸の共重合体（Ｓｉｄｍａｎら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　２２（１）：１９８５）、ポ
リ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）またはエチレンビニルアセテート（Ｌａｎ
ｇｅｒら、Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１５：１６７－２７７（１９８１）
およびＬａｎｇｅｒ，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．１２：９８－１０５（１９８２））が含まれ
る。
【００７２】
　ポリペプチドを含むリポソームは周知の方法により調製される：ＤＥ３，２１８，１２
１Ａ；Ｅｐｓｔｅｉｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、８２：３６８８－３６９２（１９８５）；
Ｈｗａｎｇら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，７７：４０３０－４０３４（１９８０）；ＥＰ－Ａ－
００５２５２２；ＥＰ－Ａ－００３６６７６；ＥＰ－Ａ－００８８０４６；ＥＰ－Ａ―０
１４３９４９；ＥＰ－Ａ－０１４２５４１；ＪＰ－Ａ－８３－１１８０８；ＵＳ　Ｐａｔ
ｅｎｔ　Ｎｏｓ４，４８５，０４５および４，５４４，５４５
　通常、リポソームは小型（約２００－８００オングストローム）単層状タイプであり、
脂質含量は約３０モル％コレステロールよりも多く、ポリペプチド漏出の最適速度に合わ
せて比率選択は調節しうる。
　医薬組成物は腫瘍部位またはその他の希望する部位に限定的に投与してもよく、該組成
物は腫瘍またはその他の細胞を標的とするように供給されてもよい。
【００７３】
　医薬組成物は、好ましくは、「治療上の有効量」が患者に投与される。「治療上の有効
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量」とは、患者に効果を示すのに十分な量のことである。現実投与量および投与速度と投
与後のタイムコースは、治療されるものの性状と重篤度に依存するであろう。治療の処方
箋、例えば、用量の決定など、は一般開業医やその他の医師の責任の範囲内にあり、一般
に、治療すべき疾患、患者個々の状況、疾患部位、投与方法およびその他医師が知りうる
要素を考慮に入れて作成される。本発明の医薬組成物は、特に、すでに存在する腫瘍、特
に癌、に対する治療および初期治療や手術後の再発予防にとって適切なものである。上述
した技術やプロトコルの例は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ‘ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｌｏ，Ａ．（ｅｄ），１９８０に
て確認できる。
【００７４】
　最適量はいくつかの要因に基づき、医師によって決定することができ、該要因としては
、例えば、患者の年齢、性別、体重、状態の重篤度、投与される活性成分および投与経路
などである。一般に、受容体を飽和する程度の抗体およびポリペプチドの血清濃度が望ま
れる。およそ０．１ｎＭ以上の濃度が通常は十分量である。例えば、抗体を１００ｍｇ／
ｍの分量投与することで、およそ８日間の間、約２０ｎＭほどの血清濃度が維持される。
【００７５】
　医薬組成物の用量は、抗体の性質に依存するであろう。性質とは、例えば、結合活性、
インビボでの血漿半減期、その処方におけるポリペプチドの濃度、投与経路、投薬部位と
速度、患者の臨床上での耐性、患者を悩ませる病理的状況およびそれに類するもの、など
であり、これらは医師の手腕の範囲内にあるものである。本発明は、また、癌に対する防
衛的免疫反応を高めるための免疫化スケジュールを最適化するという方向性も有している
。
　本発明に記載の抗体または医薬組成物は腫瘍などの増殖性疾患の治療、進行遅延および
／または予防において、例えば、脈管形成や癌細胞増殖の阻害を介して、有効でありうる
。
【００７６】
　本発明に記載されている治療すべき腫瘍の明確な例としては、肺、頭蓋内（脳を含む）
および皮膚腫瘍がある。好ましくは、頭蓋内腫瘍であり、例としては脳腫瘍である。肺腫
瘍もしくは肺癌は、小細胞癌腫、腺癌、大細胞癌腫、気管支肺胞上皮腫、扁平上皮乳頭腫
およびカルチノイドに分類することができる。いかなる肺腫瘍も本発明に従って治療する
ことが可能である。皮膚腫瘍もしくは皮膚癌は、黒色腫、口腔扁平上皮乳頭腫、奇形癌に
分類することができる。頭蓋内および脳腫瘍は、神経膠腫、膠芽細胞腫、神経芽細胞腫、
下垂体腺腫、ソマトトロピノーマ、プロラクチノーマ、髄膜腫、星状細胞腫および脈絡叢
癌腫に分類することが出来る。副腎腫瘍は副腎皮質癌腫、黒色細胞腫、アルドステロノー
マに分類することが出来る。該腫瘍は目の腫瘍でもよい。
【００７７】
　治療すべき腫瘍は骨肉腫、副腎癌腫、膠芽細胞腫、前立腺腫、乳腺腫および中皮腫より
構成されるグループから選択することができる。該治療すべき腫瘍は、膠芽細胞腫のよう
な脳腫瘍であってもよい。
　治療すべき腫瘍は副腎皮質癌腫のような副腎腫瘍であってよい。
　治療すべき腫瘍は中皮腫であってよい。
　治療すべき腫瘍は骨肉腫のような骨腫瘍であってよい。
　治療すべき腫瘍は前立腺腫瘍であってよい。
　治療すべき腫瘍は乳腺の腫瘍であってよい。
　治療すべき腫瘍は結腸の腫瘍であってよい。
【００７８】
　一つの実施態様において、腫瘍治療に有用な本発明にかかる抗体はＲＡＭＰ（例えばＲ
ＡＭＰ３）拮抗剤である。
　その他の治療すべき増殖性疾患には過角化症が含まれる。
　本発明に記載の抗体または医薬組成物は本出願にて規定されているような炎症性疾患の
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治療、進行遅延および／または予防において効力を持ちうる。一つの実施態様として、炎
症性疾患の治療に有用な本発明にかかる抗体はＲＡＭＰ（例えばＲＡＭＰ３）拮抗剤であ
る。
【００７９】
　本発明に記載の抗体または医薬組成物は心血管状態の治療、進行遅延および／または予
防において、例えば、脈管形成や血管発生の促進を介して、効力を持ちうる。心血管状態
の明確な例としては、心不全、卒中（特に卒中後の血行再開）、冠状動脈性心臓病、血管
疾患、心筋梗塞（特に心筋梗塞後の血行再開）および糖尿病性血管障害、特に網膜症、が
ある。一つの実施態様として、心血管状態の治療に有用な本発明にかかる抗体はＲＡＭＰ
（例えばＲＡＭＰ３）作用剤である。
【００８０】
　本発明に記載の抗体または医薬組成物は、また、骨粗鬆症、肥満症、敗血症および創傷
より選択される疾患の治療に効力を持ちうる。本出願にて使用されているように、“創傷
”という用語は潰瘍および損傷、例えば切り傷や火傷といった皮膚の傷、およびそれに伴
って関連する状態を含む。本発明にかかる抗体または医薬組成品は一般に創傷治癒のよう
な増殖および組織成長を刺激するのに使用してもよい。これは治癒の促進因子が有用であ
る可能性のある手術後の皮膚の治癒、糖尿病による場合およびよらない場合の潰瘍の治癒
、床上安静にしている患者やその他の原因による床ずれ、骨折の癒合遅延または癒合しな
い場合のような遅れた組織再生の治癒、手術を伴うまたは伴わない場合の損傷後の軟骨組
織および関節の回復、冷却による腱断裂およびウマの腱の負傷といった腱の損傷の治癒を
含みうる。その他の適応としては、骨粗鬆症で生じるような組織欠損の治療が含まれる。
一つの実施態様として、高血圧、肥満症、創傷および骨粗鬆症の治療に有効な本発明にか
かる抗体として、ＲＡＭＰ（例えばＲＡＭＰ３）作用剤がある。あるいは、ＲＡＭＰ（例
えばＲＡＭＰ３）拮抗剤も骨粗鬆症の治療に有効な抗体であるかもしれない。
【００８１】
　本明細書および本明細書の請求項を通じて、「含んでなる（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」およ
び「含む（ｃｏｎｔａｉｎ）」という語およびこれらのバリエーション、例えば「ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ」や「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」は、「含んでいるが、それに限定されない」
という意であり、その他の成分、付加、因子、整数またはステップを除外する意図はなく
、かつ除外もしない。
　本明細書および本明細書の請求項を通じて、もし文脈上、単数であることを必要としな
いのであれば、単数形は複数形を包含する。特に不定冠詞が使われている場合、該明細書
は、もし文脈上、単数であることを必要としないのであれば、単数形のみならず複数形も
予期しているものと介される。
　本発明における特定の態様、実施態様または例と関連して記載された特徴、整数、特性
、化合物、化学成分またはグループという語は、それと共にあると相容れない場合を除き
、本出願にて記載された、その他のいかなる態様、実施態様または例にも応用可能である
と介される。
【図面の簡単な説明】
【００８２】
【図１】図１ａ－ｄはモノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の重鎖可変領域の核酸お
よびアミノ酸配列を示す。
【図２】図２ａ－ｄはモノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の軽鎖可変領域の核酸お
よびアミノ酸配列を示す。
【図３】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の重鎖のアミノ酸配列を示す。
【図４】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の重鎖のアミノ酸配列を示す。
【図５】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の重鎖のアミノ酸配列を示す。
【図６】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の重鎖のアミノ酸配列を示す。
【図７】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の軽鎖のアミノ酸配列を示す。
【図８】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の軽鎖のアミノ酸配列を示す。



(20) JP 2010-524489 A 2010.7.22

10

20

30

40

50

【図９】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の軽鎖のアミノ酸配列を示す。
【図１０】モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体の軽鎖のアミノ酸配列を示す。
【図１１】ポリクローン抗体である抗ＲＡＭＰ３抗体が、ヒトＭＧ６３骨肉腫細胞におけ
るアドレノモジュリンのｃｙｃｌｉｃＡＭＰ上昇への効果を制御しうるか、評価した。す
べての抗体はアドレノモジュリンの効果を減弱させた。
【図１２】モノクローン抗体のＳＷ－１３細胞のインビトロでの増殖への影響を示してい
る。モノクローン抗体である抗ＲＡＭＰ－３抗体がＳＷ－１３細胞（副腎癌腫細胞）の増
殖抑制を誘導しうるか、評価した。１：５０濃度とは、最終濃度が約５ｎｇ／ウェルと同
等である。
【図１３】モノクローン抗体ＨＢ１０のＵ８７細胞のインビトロでの増殖への影響を示し
ている。腫瘍細胞は９６穴プレートに２０００細胞ずつ播種し、２×１０－７ＡＭおよび
用量範囲の抗体を添加した。対照として、非哺乳類のＩｇＧを添加した。この処置内容は
２日おきに実施された。４日目に細胞は調製され、ＭＴＴアッセイに供された。
【図１４】様々な濃度での抗体ＪＦ２存在下におけるＵ－８７膠芽細胞腫細胞株の増殖速
度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図１５】様々な濃度での抗体ＪＢ３存在下におけるＵ－８７膠芽細胞腫細胞株の増殖速
度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図１６】様々な濃度での抗体ＪＢ３存在下におけるＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳癌
細胞株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図１７】様々な濃度での抗体ＪＦ２存在下におけるＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳癌
細胞株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図１８】１０μｇ抗体ＪＢ３存在下におけるＰＣ－３前立腺癌細胞株の増殖速度を評価
するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図１９】１０μｇ抗体ＪＦ２存在下におけるＰＣ－３前立腺癌細胞株の増殖速度を評価
するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図２０】１０μｇ抗体ＪＢ３存在下におけるＳＡＯＳ骨肉腫細胞株の増殖速度を評価す
るためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図２１】１０μｇ抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２存在下におけるＨＣＴ１１６結腸癌細胞
株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
【図２２】抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２存在下におけるＵ－８７膠芽細胞腫細胞株のキャ
スパーゼ－３マーカーのレベルを評価するためのアポトーシスアッセイ結果を示している
。
【図２３】抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２存在下におけるＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳
癌細胞株のキャスパーゼ－３マーカーのレベルを評価するためのアポトーシスアッセイ結
果を示している。
【図２４】ＣＤ１ヌードマウスの右脇腹にＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰを移植し、ＪＦ
２抗体および対照を処理した後、６週間経過時までの当該腫瘍量を表わしている。
【図２５】ＣＤ１ヌードマウスの右脇腹にＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰを移植し、ＪＦ
２抗体および対照を処理した後、６週間経過時までの当該腫瘍重量を表わしている。
【図２６】ヌードマウスの右脇腹に移植したＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ癌細胞株の蛍
光画像を示している。
【図２７】処置後６週間経過後のヌードマウスから切除した腫瘍の組織学的断面図を示し
ている。
【００８３】
実施例－以下の実施例において、本発明をさらに記述するが、本発明は該例示に限定され
るものではない：
材料と方法
ＲＡＭＰ細胞外ドメイン（ＥＣＤ）蛋白の生成
ＲＡＭＰのＥＣＤ領域は、Ｎｏｖａｇｅｎ　ＴｏｙｏｂｏのＫＯＤホットスタートＤＮＡ
ポリメラーゼキットを用いて高性能ＰＣＲ反応により産生された。テンプレートＤＮＡは
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ヒト脳ｃＤＮＡ（Ａｍｂｉｏｎ）の購入サンプルより入手した。
該反応は２度実施され、最初の反応は、以下に示すプライマーを用いて、ＲＡＭＰ　ＥＣ
Ｄの全域よりも広範な領域を単離するために行われた：
ＲＡＭＰ１
前側（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＣＧＡＧＣＧＧＡＣＴＣＧＡＣＴＣＧＧＣＡＣ
反対側（Ｒｅｖｅｒｓｅ）
ＣＴＴＣＣＴＡＧＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＣＣ
ＲＡＭＰ２
前側
ＧＴＣ　ＣＧＣ　ＣＴＣ　ＣＴＣ　ＣＴＴ　ＣＴ　ＧＣＴ
反対側
ＡＡＧ　ＴＧＧ　ＡＧＴ　ＡＡＣ　ＡＴＧ　ＧＴＴ　ＡＴＴ　ＧＴ
ＲＡＭＰ３
前側
ＡＧＣ　ＣＡＴ　ＧＧＡ　ＧＡＣ　ＴＧＧ　ＡＧＣ　ＧＣＴ　ＧＣ
反対側
ＧＴＧ　ＧＣＣ　ＣＡＧ　ＴＡＧ　ＣＴＧ　ＧＡＧ　ＡＴＴ　ＧＧＣ
【００８４】
　２番目のＰＣＲ反応は、上記のプライマーを使用した反応より得られた産物を使用する
。下記のプライマーを使用するに当たり、該プライマーはこれらに組み込まれるＥｃｏＲ
１およびＢａｍＨ１反応部位を有している。
ＲＡＭＰ１
前側
ＧＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＣＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧ
反対側
ＧＴＧＧＡＴＣＣＴＡＣＣＧＧＧＣＣＣＧＧＧＡＣＡ
ＲＡＭＰ２
前側
ＧＣＧ　ＡＡＴ　ＴＣＡ　ＡＴＣ　ＣＣＣ　ＡＣＧ　ＡＧＧ　ＣＣＣ　ＴＧＧ　ＣＴＣ　
ＡＧＣ　Ｃ
反対側
ＣＡＧ　ＧＡＴ　ＣＣＴＡＣＡ　ＡＧＡ　ＧＴＧ　ＡＴＧ　ＡＧＧ　ＡＡＧ　ＧＧＧ　Ａ
ＴＧ
ＲＡＭＰ３
前側
ＣＡＧ　ＡＡＴＴ　ＴＣＣ　ＡＧＡ　ＧＣＡ　ＧＧＣ　ＣＧＣ　ＴＧＣ　ＡＡＣ　ＣＡＧ
　ＡＣＡ　Ｇ
反対側
ＧＴＧ　ＧＡＴ　ＣＣＣ　ＡＣＣ　ＡＣＣ　ＡＧＧ　ＣＣＡ　ＧＣＣ　ＡＴＧ　ＧＣＧ　
ＡＣＡ　ＧＴ
【００８５】
　産物のゲノム配列決定は最終的な産物を評価することで実施される。前方ポイントから
のＥＣＤタンパクは別に記載されている場合を除き「挿入」と記載される。
【００８６】
タンパク精製
　ＥＣＤペプチドを発現し、精製した。該タンパクはグルタチオンＳ－トランスフェラー
是（ＧＳＴ）遺伝子融合システムを用いて精製された。
抗体産生
　ＥＣＤペプチドに対する抗体は以下のプロトコルを用いて産生された。
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【００８７】
マウスおよびラット免疫化プロトコル
　以下の免疫化プロトコルによりＲＡＭＰ３の細胞外ドメインに対する抗体を誘導した：
　未免疫血清は免疫前のマウスから採取した。４匹のマウスにＲＡＭＰ３の細胞外ドメイ
ンに当たるペプチドを注射した：
　　　１０　２０　３０　４０　５０　６０
ＧＣＰＲＡＧＧＣＮＥ　ＴＧＭＬＥＲＬＰＬＣ　ＧＫＡＦＡＤＭＭＧＫ　ＶＤＶＷＫＷＣ
ＮＬＳ　ＥＦＩＶＹＹＥＳＦＴ　ＮＣＴＥＭＥＡＮＶＶ
　　　７０　８０　９０　９９
ＧＣＹＷＰＮＰＬＡＱ　ＧＦＩＴＧＩＨＲＱＦ　ＦＳＮＣＴＶＤＲＶＨ　ＬＥＤＰＰＤＥ
ＶＬ
【００８８】
　免疫は、さらに４回の注射をおよそ隔月におこなうことにより追加免疫した。マウスか
らの採血を行い、ポリクローン抗体を含む血清を単離した。アジュバンドとしてフロイン
ドアジュバンドを利用した（１回目の注射では、完全フロインドアジュバンドを用い、残
りの過程では不完全フロインドアジュバンドを用いた）。ネズミに注射しうる総量は０．
２ｍｌであった（マウスには０．１ｍｌを超えないことが望ましい）。このうちの半分が
抗原であり、残り半分がアジュバンドであるので、該抗原は、投与しうる最高０．１ｍｌ
から０．５ｍｌの中に必要ミリグラム量を供給するべく、十分な濃度でなければならなら
い。
【００８９】
ウエスタンブロットプロトコル
該抗体によるウエスタンブロットは、サイズマーカーと共にオリジナルＥＣＤペプチドを
流した２レーンでのブロットを精査するのに用いられた。抗体１および２は、推定サイズ
１４ＫＤａあたりのタンパクバンドに明瞭な結合を示す（データ非表示）。抗体３は極め
て強い結合を同じサイズあたりに示したが、抗体４では本実験においては検出出来なかっ
た（データ非表示）。
【００９０】
抗体のブロッキング能力
　本抗体のＲＡＭＰへの結合能を評価するため、該抗体のブロッキング能力を決定するア
ッセイを行った：
・ヒトＭＧ６３骨肉腫細胞を１０ｐｍｏｌのＡＭで処理し、ｃＡＭＰ反応を定量した（上
記の方法、例えば、ｃＡＭＰ蛍光偏光バイオトラック免疫測定法（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて）。（もしＲＡＭＰ１に対する抗体が評価される場合は
、本アッセイは、また、該抗体のブロッキング能力を評価するためのリガンドとしてＣＧ
ＲＰを使用して行うことが出来る）
・細胞は１時間該抗体により前処理しておいた。
・ＡＭのＥＣ５０に当たる用量（１０ｐｍｏｌ）を投与し、ｃＡＭＰ反応を定量した。
　これらのポリクローン抗体は、ヒトＭＧ６３骨肉腫細胞におけるアドレノモジュリンの
ｃＡＭＰ上昇に対する効果を制御しうる能力を有するか評価するために使用された。
【００９１】
モノクローン抗体生産
　モノクローン抗体は３ｒｄマウスを利用して生産した。モノクローン抗体の生産に利用
した方法はＫｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ２５６、４９５－４９７（１
９７５）およびＣｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　ＶＩＩ　Ｓｃｈａ
ｒｔｚ編、１９８１の中のＤｏｎｉｌｌａｒｄ＆Ｈｏｆｆｍａｎ，“Ｂａｓｉｃ　Ｆａｃ
ｔｓ　ａｂｏｕｔ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ”によって開示されており、これらはリファレ
ンスに組み込まれている。
　クローンはペプチド上のＧＳＴタグに結合しないことに基づき、スクリーニングされ、
そして選択された。これらクローンのＥＬＩＳＡデータが得られ、最適な５抗体が将来の
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研究用に選択された。
【００９２】
抗体のアイソタイプ同定
　モノクローン抗体のアイソタイプの特徴づけはアイソタイピングキットであるＩｓｏＳ
ｔｒｉｐ（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｏｎｉｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）を用いて決定された。
　モノクローン抗体のアイソタイプは以下のとおりである：
ＣＤ１２－ＩｇＧ－ＩｇＧ１サブタイプ
ＨＢ１０－ＩｇＧ－ＩｇＧ１サブタイプ
ＪＦ２－ＩｇＧ－ＩｇＧ１サブタイプ
ＪＢ３－ＩｇＭ
ＣＣ２－ＩｇＡ
【００９３】
増殖アッセイ
細胞培養
　細胞培養は無菌条件下でＮｕｎｃｌｏｎ処理済み組織培養プラスティック容器にて行っ
た。本プロジェクトで使用されるＵ－８７膠芽細胞腫細胞（ＡＴＣＣ　ＨＴＢ－１４号）
は標準ＥＭＥＭ（Ｅａｒｌｅ最小必須培地）培地（Ｇｉｂｃｏ）に１０％ウシ胎児血清（
Ｇｉｂｃｏ）および５％ペニシリン／ストレプトマイシン抗生物質（Ｓｉｇｍａ）を添加
したものを用いて培養した。凍結細胞を３７℃２分間の条件で解凍し、すぐさま７５ｍｍ
２フラスコに培地１０ｍｌとともに播種した。該培養細胞は３７℃－５％ＣＯ２の条件下
で、コンフルエントに達するまで維持した。培地は３日ごとに交換し、細胞は８０－９０
％コンフルエントに達した段階で継代した。トリプシンを阻害するため、血清を除くべく
、細胞をＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、３ｍｌの１０％トリプシン（Ｓｉｇｍａ）を添
加して、細胞層をフラスコから遊離させた。このトリプシン処理は、その後の細胞分散を
容易にするため、３７℃で１５分おこなった。フラスコを顕微鏡で検鏡し、細胞がフラス
コから遊離していることを確認した後、６－８ｍｌの培地をフラスコに加え、細胞を少し
ずつ吸引回収した。該細胞液を１０００ｒｐｍで３分の条件で遠心分離し、上清を廃棄し
、細胞沈査を培地１ｍｌで再懸濁した後、適当数のフラスコに、１：６の比率で継代した
（細胞培養用のマテリアルについては、付録１ａを参照のこと）。
【００９４】
プレートの調製
　Ｕ８７膠芽細胞腫細胞を標準となる条件（上記と同様）下で培養した。細胞の全数は血
球計数板（Ｈａｗｋｓｌｅｙ）を用いてカウントし、濃度は以下の式を用いて計算した：
　１ｍｌ当たりの全細胞数＝平均の細胞カウント数（５区画）／０．０２
　細胞濃度は５０μｌにつき２０００細胞になるように調製した。
　上記細胞調製液５０μｌを透明な９６穴プレート（Ｃｏａｓｔａｒ，ポリスチレン製、
平底）に播種した。
【００９５】
実験条件
　各抗体につき２群の増殖検討を行った。１群は内在するアドレノモジュリン存在下での
抗体による増殖への効果を検討するのに用い、残りの１群は外部からアドレノモジュリン
を添加した条件下での抗体の効果を検討するのに用いた。抗体をＰＢＳにて様々な濃度に
調製し、最終的なウェル濃度として１０μｇ、１μｇ、１００ｎｇ、１０ｎｇ、１ｎｇ、
１０ｐｇ、１０ｐｇおよび１ｐｇとなるようにした。各抗体の各濃度につき６試行を実施
した。本用量範囲は両群の検討で採用した。アドレノモジュリンは、加えるべき群の方に
は、最終的なウェル濃度として２００ｎＭとなるように添加した。５－フルオロウラシル
（Ｆｌｕｋａ）は増殖を抑制するために、陽性対照（１００ｍＭ）として使用した。培地
交換および抗体および対照の再添加は２日ごとに実施した。また、本実験における抗体と
しての対照とするため、マウス抗ＧＳＴ抗体による各濃度での影響を同様に計算した。
【００９６】
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アッセイ方法
　播種した細胞の状態が一定であるか確認するために、１２－２４時間の時点での評価を
行った。更なる時点としては、２、４、６および８日目に実施した。増殖アッセイを実施
するのに使用したキットはＭＴＴ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ
（ＡＴＣＣ）を用いた。それぞれの時点で、１０μｌのＭＴＴ試薬をすべてのウェルに添
加し、２時間３７℃の条件に維持した。２時間後、１００μｌのＭＴＴ界面活性剤をウェ
ルに添加し、一晩暗所にて維持および震とうした後、ｓｏｆｔｍａｘ　Ｐｒｏ５．２．Ｘ
１０００３５というソフトウエアを用いて、波長５９５ｎｍでの吸光度の読み取りを行っ
た（Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ　Ｍ５ｅ）。
　ＳＷ－１３細胞およびＵ８７細胞（膠芽細胞腫細胞株）の増殖／生存状態をＭＴＴアッ
セイ法を用いて評価した（本アッセイ法の詳細についてはｗｗｗ．ｌｇｃｐｒｏｍｏｃｈ
ｅｍ－ａｔｃｃ．ｃｏｍを参照のこと）。
【００９７】
アポトーシスアッセイ
　アポトーシスアッセイはＣａｐｓａｐｓｅ－３　Ａｓｓａｙ　ｋｉｔ（Ｓｉｇｍａ）を
用いて実施した（必要とされるマテリアルについては、付録１ｃを参照のこと）。
細胞調製
　Ｕ－８７細胞を標準となる条件下で調製した。２ｍｌの培地中に２ｘ１０７細胞になる
ように細胞液を調製し、該細胞液をポリプロピレンチューブに分配した。
【００９８】
実験条件
　各処理に、２ｘ１０７細胞を使用した。処理群は、抗体のみを処理した細胞（各抗体に
対して）、抗Ｆａｓ抗体、本発明にかかる抗体およびアドレノモジュリン処理した細胞、
ブランクおよびアドレノモジュリン処理した細胞、よりなる。使用した陽性対照は抗Ｆａ
ｓモノクローン抗体（ＭＢＬ）であった。使用した抗体の最終濃度は１０ｇとし、抗Ｆａ
ｓ抗体については５００ｎｇとした。該抗Ｆａｓ抗体はＩｇＭ抗体であり、細胞溶解活性
を有しているため、これにより細胞にアポトーシスを誘導する。
　２ｍｌ培地中の懸濁処理細胞は、３時間３７℃５％ＣＯ２条件下でインキュベートした
。
【００９９】
アッセイ方法
　キットのプロトコル所定の標準使用説明に従い、所定の１７Ｍオームの純水を用いてキ
ット所定のアッセイ用緩衝液および溶解用緩衝液を調製した。３時間のインキュベーショ
ン後、細胞は６００ｇにて５分間４℃の条件で遠心分離した。上清を取り除き、細胞を１
ｍｌＰＢＳにて再懸濁した。該細胞は上記条件にて再度遠心分離し、上清を廃棄した。細
胞沈査を２００μｌの１倍溶解用緩衝液で再懸濁し、氷上で２０分間維持した。この溶解
処理細胞を２０，０００ｇにて１５分間４℃の条件で遠心分離した。この細胞溶解物を９
６穴平底プレートに、図６に示すように割り付け、一晩静置する。ｓｏｆｔｍａｘ　Ｐｒ
ｏ５．２．３６というソフトウエアを用いて、波長４０５ｎｍでの吸光度の読み取りを行
った（Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ　Ｍ５ｅ）。
【０１００】
動物実験
異種移植用の細胞の培養
　ＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ細胞を、ペニシリン（５０Ｕ／ｍｌ），ストレプトマイ
シン（５０μｇ／ｍｌ）、グルタミン（１ｍｇ／ｍｌ）を含み、１０％ウシ胎児血清を補
ったＲＰＭＩ培地にて培養した。細胞は多湿、５％ＣＯ２／９５％大気条件下で培養し、
２日ごとにフレッシュな培地で培地交換を行い、いつもマイコプラズマ感染に対しては監
視を行った。急激に増殖した細胞を、トリプトファンＥＤＴＡ溶液を用いて回収した。す
べての培養培地成分はＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓより
購入した。
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【０１０１】
動物の状態
　動物に関する研究はＳｈｅｆｆｉｅｌｄ大学の動物施設において実施された。オスの４
－５週令のＣＤ１ヌードマウス（ｎｕ／ｎｕ）を使用した。該マウスを新しい環境に馴ら
し、室温および１２時間明期／１２時間暗期に制御された室内の層流フード下の滅菌済み
ケージに４匹以下のグループごとに収容し、滅菌済みの餌および水を任意に与えた。
【０１０２】
処置および異種試食
　ＣＤ１ヌードマウス（ｎｕ／ｎｕ）にＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳癌細胞を移植し
た。細胞移植のために、ＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ細胞は、培養で育成し、ＰＢＳに
て洗浄、０．０５％トリプシン溶液により分散させ、再懸濁させた。遠心分離（１０００
ｒｐｍ３分間、８℃）後、細胞沈査はＰＢＳにて再懸濁し、最終濃度が３×１０７細胞／
ｍｌになるように調製し、その懸濁液を氷上静置した。移植部位をエタノール消毒後、０
．１ｍｌの懸濁液（０．５×１０６細胞）をヌードマウスの右脇腹皮下に注射した。腫瘍
はデジタルノギス（Ｓｉｔｅ）でサイズを計量し、腫瘍体積を、幅×長さ×０．５２（楕
円形状として）という式を用いて決定した。これらの測定は毎週２回ずつ行った。腫瘍は
２１日間、発育させた。動物は無作為に３群に群分けした。一つの群（ｎ＝８）にはＪＢ
３抗体（精製ＩｇＧ２００μｇ）を０．２ｍｌのＰＢＳ懸濁液として腹腔内に毎週火曜お
よび金曜に注射した。対照として、もう一つの群（ｎ＝８）には関連性のない抗体（ＪＢ
３抗体と同じタイプのＩｇＧ、本抗体の不活性型）を注射し、残りの群（ｎ＝８）には匹
敵する溶媒（ＰＢＳ）のみを注射した。スケジュール１は表示された日に実施された。
【０１０３】
腫瘍のセクショニング
　腫瘍は安楽死後、マウスより切り出し、１０％フォルマリン塩溶液にて固定した。腫瘍
の切断部分はパラフィン包埋した（スタンダードプロトコル）。切断部分は、腫瘍を通じ
て厚さ５μｍで切り出した。各標本の切断部分はヘマトキシリン＆エオジン（Ｈ＆Ｅ）を
用いて染色し、ガラス製カバーグラスにマウントした。
【０１０４】
結果
　評価したすべてのポリクローン抗体はアドレノモジュリンのｃＡＭＰ産生効果を減少さ
せた。図１１に示した結果はＲＡＭＰ３に対して誘導したポリクローン抗体がＭＧ６３細
胞のｃＡＭＰ産生を少なくとも１５％まで阻害したことを示している。
　産生された各モノクローン抗体はＳＷ－１３細胞の増殖阻害を１２－４５％の範囲で誘
導した。図１２参照のこと（１：５０濃度とは、１ウェル当たりの最終濃度でおよそ５ｎ
ｇに相当する）。
　評価したモノクローン抗体の一つ，ＨＢ１０，はＵ８７細胞の増殖を上昇させた（図１
３参照）。抗体用量が増加するにつれ、吸光度のレベルも上昇し、つまりは増殖のレベル
も上昇していることから、本抗体の促進剤としての役割が示唆される。
【０１０５】
　図１４は、様々な濃度での抗体ＪＦ２存在下におけるＵ－８７膠芽細胞腫細胞株の増殖
速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＦ２抗体の１０μｇ用量は有意な増殖減少を生み出しており、これは
４０％の増殖減少に当たる。
　図１５は、様々な濃度での抗体ＪＢ３存在下におけるＵ－８７膠芽細胞腫細胞株の増殖
速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
　対照と比較して、ＪＢ３抗体の全ての用量は有意な増殖減少を生み出しており、これは
すべての用量において、およそ３５％の増殖減少に当たる。このことよりＥＣ５０は１ｐ
ｇよりも低いことが示唆される。
【０１０６】
　図１６は、様々な濃度での抗体ＪＢ３存在下におけるＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳
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癌細胞株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＢ３抗体の全ての用量は有意な増殖減少を生み出しているが、用量相
関性は認められなかった。１０ｎｇが２９％という最も大きな減少を生み出していたが、
この反応はその他の処理群と有意には相違しない。
　図１７は、様々な濃度での抗体ＪＦ２存在下におけるＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳
癌細胞株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＦ２抗体の１μｇおよび１０μｇの用量は有意な増殖減少を生み出し
ていた。１０μｇが１２％という最も大きな減少を生み出していた。
【０１０７】
　図１８は、１０μｇ抗体ＪＢ３存在下におけるＰＣ－３前立腺癌細胞株の増殖速度を評
価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＢ３抗体の１０μｇの用量は、外から添加したアドレノモジュリンの
有無にかかわらず有意な増殖減少を生み出していた。１０μｇのＪＢ３が５７％という増
殖減少を生み出した。
　図１９は、１０μｇ抗体ＪＦ２存在下におけるＰＣ－３前立腺癌細胞株の増殖速度を評
価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＦ２抗体の１０μｇの用量は、外から添加したアドレノモジュリンの
有無にかかわらず有意な増殖減少を生み出していた。アドレノモジュリンの存在下で、１
０μｇのＪＦ２が３７％という増殖減少を生み出し、外因性アドレノモジュリン非存在下
で、２２％の減少を生み出した。
【０１０８】
　図２０は、１０μｇ抗体ＪＢ３存在下におけるＳＡＯＳ骨肉腫細胞株の増殖速度を評価
するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。
対照と比較して、ＪＢ３抗体の１０μｇの用量は、外から添加したアドレノモジュリンの
存在下では有意な増殖減少を生み出していたが、非存在下では有意な減少は認められなか
った。アドレノモジュリン存在下で、１０μｇのＪＢ３が３４％の増殖減少を生み出した
。
　図２１は、１０μｇ抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２存在下におけるＨＣＴ１１６結腸癌細
胞株の増殖速度を評価するためのＭＴＴアッセイ結果（培養８日後）を示している。対照
と比較して、ＪＢ３抗体の１０μｇの用量は有意な増殖減少を生み出していた；しかしな
がら、ＪＦ２抗体では統計的に有意な増殖の減少は生み出されなかった。アドレノモジュ
リン存在下で、１０μｇのＪＢ３が２７％の増殖減少を生み出した。
【０１０９】
　図２２は、アポトーシスのマーカーであるキャスパーゼ－３のレベルを定量することで
、アポトーシスのレベルを示している。１０μｇの抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２の存在下
において、Ｕ－８７膠芽細胞腫細胞株はともに有意なキャスパーゼ－３レベル、すなわち
アポトーシスレベルの増加を示した。抗体処理群は２６％のキャスパーゼ－３レベルの増
加を示している。
　図２３は、アポトーシスのマーカーであるキャスパーゼ－３のレベルを定量することで
、アポトーシスのレベルを示している。１０μｇの抗体ＪＢ３および抗体ＪＦ２の存在下
において、ＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ乳癌細胞株は、ＪＢ３抗体においてのみ有意な
キャスパーゼ－３レベル、すなわちアポトーシスレベルの増加を示した。ＪＢ３抗体処理
群は５９％のキャスパーゼ－３の増加を示している。
【０１１０】
　図２４は、ＣＤ１ヌードマウスの右脇腹にＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰを移植し、Ｊ
Ｆ２抗体および対照を処理した後、６週間経過時までの当該腫瘍量を表わしている。両対
照群では３週間以後での大幅な腫瘍量の増加が認められるが、抗体処理群の腫瘍成長速度
は相当に低下している。対照群でのエラーバーは実験を通じて大きいが、抗体処理群の誤
差は一貫して小さい。
　図２５は、ＣＤ１ヌードマウスの右脇腹にＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰを移植し、Ｊ
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Ｆ２抗体および対照を処理した後、６週間経過時までの当該腫瘍重量を表わしている。腫
瘍重量は死後に測定され、腫瘍量を利用して逆算されている。対照群では早期の時点から
重量増加が認められるが、抗体処理群では４週間目まではゆっくりとした成長が認められ
、重量は増加するものの、対照群を下回り続けている。
【０１１１】
　図２６は、ヌードマウスの右脇腹に移植したＭＤＡ－ＭＢ－４３６－ＧＦＰ癌細胞株の
蛍光画像を示している。
　図２７は、処置後６週間経過後のヌードマウスから切除した腫瘍の組織学的断面図を示
している。断面図はＨ＆Ｅにより染色し、腫瘍の代表的な画像を示す。対照群においては
、より多くの血管が明らかであり（赤矢印）、壊死細胞のある領域はほとんど存在しなか
った。抗体処理群においては、血管はほとんど存在せず、多くの黄円によって表示される
壊死直前の細胞領域が数多く存在した。
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