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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／ま
たはＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマー、あるいは、Ｈ
ＥＲ２リン酸化を有し、抗ＥｒｂＢ２抗体を用いる処置
に応答性である腫瘍に罹患する患者を治療するための医
薬の提供。
【解決手段】ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーの
リガンド活性化をブロックする抗ＨＥＲ２抗体、例えば
、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４を含む医薬。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に応答性であるとして腫瘍を同定する方法であって、
　ａ）該腫瘍のサンプルにおいて、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／または
ＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体の存在を検出する工程；
　ｃ）複合体が検出される場合に、抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に応答性であるとして腫
瘍を同定する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
前記抗ＨＥＲ２抗体が、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロ
ックする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記抗ＨＥＲ２抗体が、モノクローナル抗体２Ｃ４である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記抗ＨＥＲ２抗体が、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合
体の存在が、
　ａ）ＨＥＲ２を含む任意のタンパク質複合体を、抗ＨＥＲ２抗体を用いて免疫沈降する
工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体および抗ＨＥＲ１抗体からなる群から選択される抗体に、該免疫沈
降複合体を接触させる工程；
　ｃ）抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体が、該免疫沈降複合体に結合するか
否かを決定する工程
により検出され、ここで、抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体が、該免疫沈降
複合体に結合することが決定される場合に、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３複合体および／またはＨ
ＥＲ２／ＨＥＲ１複合体が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合
体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、発蛍光団を含む抗ＨＥＲ２抗体と接触させる工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体および抗ＨＥＲ１抗体からなる群から選択される抗体に、該腫瘍サ
ンプルを接触させる工程であって、該抗体は、第２の発蛍光団を含む、工程；
　ｃ）蛍光共鳴エネルギー移動を測定することによって、該第１の発蛍光団および該第２
の発蛍光団が、近接しているか否かを決定する工程
により検出され、ここで、該第１および第２の発蛍光団が近接していると決定される場合
に、該ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク
質複合体の存在が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合
体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、第１の結合化合物と接触させる工程であって、該第１の結合
化合物は、ＨＥＲ２に特異的に結合する第１の標的結合部分を含み、さらに、切断可能な
リンカーによって該第１の標的結合部分に連結された検出可能な部分を含む、工程；
　ｂ）該腫瘍サンプルを、第２の結合化合物と接触させる工程であって、該第２の結合化
合物は、ＨＥＲ３またはＨＥＲ１に特異的に結合する第２の標的結合部分と、活性化可能
な切断因子とを含む、工程；
　ｃ）該第１の結合化合物と第２の結合化合物が、近接している場合に、該第２の結合化
合物が、該第１の結合化合物における切断可能なリンカーを切断し、遊離した検出可能な
部分を生じるように、該切断因子を活性化する、工程；
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　ｄ）該遊離した検出可能な部分の存在を同定する工程；
により検出され、ここで、遊離した検出可能な部分が同定される場合に、該ＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３タンパク質複合体またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体の存在が検出される
、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記第１の標的結合部分が、抗ＨＥＲ２抗体または抗体フラグメントを含む、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
前記第１の標的結合部分が、ＨＥＲ２レセプターリガンドを含む、請求項７に記載の方法
。
【請求項１０】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ３抗体または抗体フラグメントを含む、請求項７に
記載の方法。
【請求項１１】
前記第２の標的結合部分が、ＨＥＲ３レセプターリガンドを含む、請求項７に記載の方法
。
【請求項１２】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ１抗体または抗体フラグメントを含む、請求項７に
記載の方法。
【請求項１３】
前記第２の標的結合部分が、ＨＥＲ１レセプターリガンドを含む、請求項７に記載の方法
。
【請求項１４】
前記サンプルは、前記腫瘍に罹患する患者から得られる、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
前記サンプルは、前記腫瘍の生検により得られる、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記サンプルは、前記患者の血液から循環する前記腫瘍細胞を精製することにより得られ
る、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
前記サンプルは、前記患者から前記腫瘍を除去するための手術の間に得られる、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１８】
前記腫瘍のサンプルは、マウスから得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
前記腫瘍が異種移植された腫瘍である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記異種移植された腫瘍が、ヒト腫瘍のフラグメントのマウスへの移植により生成される
、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記腫瘍が肺腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
前記腫瘍が乳房腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
ＨＥＲ２とＥｒｂＢレセプターファミリーの別のメンバーとの会合を阻害する抗体を用い
る処置に応答性であるとして腫瘍細胞を同定するための方法であって、
　ａ）ＨＥＲ２陽性腫瘍細胞を含む生物学的サンプルを提供する工程；および
　ｂ）該生物学的サンプルにおいてＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出する工程
を包含し、該リン酸化は、該腫瘍細胞が、該抗体を用いる処置に応答性であることを示す
、方法。
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【請求項２４】
前記ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプターのリン酸化が検出される、請求項２３に記載の方
法。
【請求項２５】
前記他のメンバーが、ＨＥＲ３、ＨＥＲ１およびＨＥＲ４からなる群から選択される、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
前記抗体がＨＥＲ２に結合する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
前記抗ＨＥＲ２抗体が、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロ
ックする、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
前記抗体がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
前記抗体がＨＥＲ３に結合する、請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
前記抗体がＨＥＲ１に結合する、請求項２５に記載の方法。
【請求項３１】
前記抗体がＨＥＲ４に結合する、請求項２５に記載の方法。
【請求項３２】
前記サンプルにおいて、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１およびＨＥＲ２／ＨＥ
Ｒ４からなる群から選択される少なくとも１つのタンパク質複合体の存在を検出する工程
をさらに包含する、請求項２３に記載の方法。
【請求項３３】
前記タンパク質複合体の存在が、
　ａ）ＨＥＲ２を含む任意のタンパク質複合体を、抗ＨＥＲ２抗体を用いて免疫沈降する
工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体、抗ＨＥＲ１抗体および抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択される
少なくとも１つの抗体に、該免疫沈降複合体を接触させる工程；
　ｃ）該抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および／または抗ＨＥＲ４抗体が
、該免疫沈降複合体に結合するか否かを決定する工程
により検出され、ここで、抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および／または
抗ＨＥＲ４抗体が、該免疫沈降複合体に結合することが決定される場合に、ＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ
４複合体が検出される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記タンパク質複合体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、発蛍光団を含む抗ＨＥＲ２抗体と接触させる工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体、抗ＨＥＲ１抗体および抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択される
抗体に、該腫瘍サンプルを接触させる工程であって、該抗体は、第２の発蛍光団を含む、
工程；
　ｃ）蛍光共鳴エネルギー移動を測定することによって、該第１の発蛍光団および該第２
の発蛍光団が、近接しているか否かを決定する工程
により検出され、ここで、該第１および第２の発蛍光団が近接していると決定される場合
に、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在が検出される、請求項
３２に記載の方法。
【請求項３５】
前記タンパク質複合体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、第１の結合化合物と接触させる工程であって、該第１の結合



(5) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

化合物は、ＨＥＲ２に特異的に結合する第１の標的結合部分を含み、さらに、切断可能な
リンカーによって該第１の標的結合部分に連結された検出可能な部分を含む、工程；
　ｂ）該腫瘍サンプルを、第２の結合化合物と接触させる工程であって、該第２の結合化
合物は、ＨＥＲ３またはＨＥＲ１またはＨＥＲ４に特異的に結合する第２の標的結合部分
と、活性化可能な切断因子とを含む、工程；
　ｃ）該第１の結合化合物と第２の結合化合物が、近接している場合に、該第２の結合化
合物が、該第１の結合化合物における切断可能なリンカーを切断し、遊離した検出可能な
部分を生じるように、該切断因子を活性化する、工程；
　ｄ）該遊離した検出可能な部分の存在を同定する工程；
により検出され、ここで、遊離した検出可能な部分が同定される場合に、該ＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３タンパク質複合体またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ４タンパク質複合体の存在が検出される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
前記第１の標的結合部分が、抗ＨＥＲ２抗体もしくは抗ＨＥＲ２抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ２レセプターリガンドを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ３抗体もしくは抗ＨＥＲ３抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ３レセプターリガンドを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ１抗体もしくは抗ＨＥＲ１抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ１レセプターリガンドを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ４抗体もしくは抗ＨＥＲ４抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ４レセプターリガンドを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項４０】
前記生物学的サンプルが、腫瘍生検から得られた組織である、請求項２３に記載の方法。
【請求項４１】
前記生物学的サンプルが、循環する腫瘍細胞および／または循環する血漿タンパク質を含
む生物学的流体である、請求項２３に記載の方法。
【請求項４２】
前記腫瘍が、乳癌、前立腺癌、肺癌、結腸直腸癌および卵巣癌からなる群から選択される
、請求項２３に記載の方法。
【請求項４３】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、該ＥｒｂＢレセプターの免疫沈降およびウェスタンブ
ロット分析により決定される、請求項２３に記載の方法。
【請求項４４】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、ゲル上のリン酸－ＥｒｂＢレセプターのバンドの存在
により示される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
リン酸特異的抗ＥｒｂＢレセプター抗体を使用する免疫組織化学により、ＥｒｂＢレセプ
ターのリン酸化を確認する工程をさらに包含する、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、免疫組織化学により決定される、請求項２３に記載の
方法。
【請求項４７】
ＨＥＲ２とＥｒｂＢレセプターファミリーの別のメンバーとの会合を阻害する抗体を用い
る処置に対する、ＨＥＲ２陽性腫瘍を有すると診断された被験体の応答を予測するための
方法であって、
　ａ）ＨＥＲ２陽性腫瘍細胞を含む、該被験体由来の生物学的サンプルを提供する工程；
および
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　ｂ）該生物学的サンプルにおいてＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出する工程
を包含し、該リン酸化は、該被験体が、該抗体を用いる処置に応答性である傾向があるこ
とを示す、方法。
【請求項４８】
前記ＥｒｂＢレセプターがＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
前記他のメンバーが、ＨＥＲ３、ＨＥＲ１およびＨＥＲ４からなる群から選択される、請
求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
前記抗体がＨＥＲ２に結合する、請求項４７に記載の方法。
【請求項５１】
前記抗ＨＥＲ２抗体が、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロ
ックする、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
前記抗体がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
前記抗体がＨＥＲ３に結合する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５４】
前記抗体がＨＥＲ１に結合する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５５】
前記抗体がＨＥＲ４に結合する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５６】
前記サンプルにおいて、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１およびＨＥＲ２／ＨＥ
Ｒ４からなる群から選択される少なくとも１つのタンパク質複合体の存在を検出する工程
をさらに包含する、請求項４７に記載の方法。
【請求項５７】
前記タンパク質複合体の存在が、
　ａ）ＨＥＲ２を含む任意のタンパク質複合体を、抗ＨＥＲ２抗体を用いて免疫沈降する
工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体、抗ＨＥＲ１抗体および抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択される
抗体に、該免疫沈降複合体を接触させる工程；ならびに
　ｃ）抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および／または抗ＨＥＲ４抗体が、
該免疫沈降複合体に結合するか否かを決定する工程
により検出され、ここで、抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および／または
抗ＨＥＲ４抗体が、該免疫沈降複合体に結合することが決定される場合に、ＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ
４複合体が検出される、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
前記ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、発蛍光団を含む抗ＨＥＲ２抗体と接触させる工程；
　ｂ）抗ＨＥＲ３抗体、抗ＨＥＲ１抗体および抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択される
抗体に、該腫瘍サンプルを接触させる工程であって、該抗体は、第２の発蛍光団を含む、
工程；
　ｃ）蛍光共鳴エネルギー移動を測定することによって、該第１の発蛍光団および該第２
の発蛍光団が、近接しているか否かを決定する工程
により検出され、ここで、該第１および第２の発蛍光団が近接していると決定される場合
に、該ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク
質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在が検出される、請求
項５６に記載の方法。
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【請求項５９】
前記ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在が、
　ａ）前記腫瘍サンプルを、第１の結合化合物と接触させる工程であって、該第１の結合
化合物は、ＨＥＲ２に特異的に結合する第１の標的結合部分を含み、さらに、切断可能な
リンカーによって該第１の標的結合部分に連結された検出可能な部分を含む、工程；
　ｂ）該腫瘍サンプルを、第２の結合化合物と接触させる工程であって、該第２の結合化
合物は、ＨＥＲ３、ＨＥＲ１またはＨＥＲ４に特異的に結合する第２の標的結合部分と、
活性化可能な切断因子とを含む、工程；
　ｃ）該第１の結合化合物と第２の結合化合物が、近接している場合に、該第２の結合化
合物が、該第１の結合化合物における切断可能なリンカーを切断し、遊離した検出可能な
部分を生じるように、該切断因子を活性化する、工程；
　ｄ）該遊離した検出可能な部分の存在を同定する工程；
により検出され、ここで、遊離した検出可能な部分が同定される場合に、該ＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３タンパク質複合体またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ４タンパク質複合体の存在が検出される、請求項５６に記載の方法。
【請求項６０】
前記第１の標的結合部分が、抗ＨＥＲ２抗体もしくは抗ＨＥＲ２抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ２レセプターリガンドを含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ３抗体もしくは抗ＨＥＲ３抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ３レセプターリガンドを含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６２】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ１抗体もしくは抗ＨＥＲ１抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ１レセプターリガンドを含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６３】
前記第２の標的結合部分が、抗ＨＥＲ４抗体もしくは抗ＨＥＲ４抗体フラグメント、また
は、ＨＥＲ４レセプターリガンドを含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６４】
前記生物学的サンプルが、腫瘍生検から得られた組織である、請求項４７に記載の方法。
【請求項６５】
前記生物学的サンプルが、循環する腫瘍細胞および／または循環する血漿タンパク質を含
む生物学的流体である、請求項４７に記載の方法。
【請求項６６】
前記腫瘍が、乳癌、前立腺癌、肺癌、結腸直腸癌および卵巣癌からなる群から選択される
、請求項４７に記載の方法。
【請求項６７】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、該ＥｒｂＢレセプターの免疫沈降およびウェスタンブ
ロット分析により決定される、請求項４７に記載の方法。
【請求項６８】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、ゲル上のリン酸－ＥｒｂＢレセプターのバンドの存在
により示される、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
リン酸特異的抗ＥｒｂＢレセプター抗体を使用する免疫組織化学により、ＥｒｂＢレセプ
ターのリン酸化を確認する工程をさらに包含する、請求項６７に記載の方法。
【請求項７０】
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、免疫組織化学により決定される、請求項４７に記載の
方法。
【請求項７１】
抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に応答性の被験体を同定するための方法であって、
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　ａ）該被験体の循環する腫瘍細胞におけるＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出する工
程；および
　ｂ）該リン酸化が検出される場合に、該被験体が抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に応答性
である傾向があることを決定する工程
を包含する、方法。
【請求項７２】
ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）のリン酸化が検出される、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
前記被験体がヒトである、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
前記抗ＨＥＲ２抗体を用いて前記被験体を処置する工程をさらに包含する、請求項７３に
記載の方法。
【請求項７５】
前記抗ＨＥＲ２抗体がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
患者を処置する方法であって、該方法は、ＨＥＲ２に結合する抗体の治療有効量を該患者
に投与する工程を包含し、該患者は、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／または
ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーを
含むと決定された腫瘍を罹患している、方法。
【請求項７７】
前記抗体が、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロックする、
請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
前記抗体がモノクローナル抗体２Ｃ４である、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
前記抗体がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項７７に記載の方法。
【請求項８０】
ＨＥＲ２に結合する抗体を含む容器と、該抗体を腫瘍に罹患している被験体に投与するた
めの指示書とを含む製造品であって、該腫瘍は、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよ
び／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロ
ダイマーを含むと決定されている、製造品。
【請求項８１】
前記抗体が、ＨＥＲ２を含むＥＲｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロックする、
請求項８０に記載の製造品。
【請求項８２】
前記容器がモノクローナル抗体２Ｃ４を含む、請求項８１に記載の製造品。
【請求項８３】
前記容器がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４を含む、請求項８１に記載の製造品。
【請求項８４】
患者を処置する方法であって、該方法は、ＨＥＲ２に結合する抗体の治療有効量を該患者
に投与する工程を包含し、該患者は、リン酸化されたＥｒｂＢレセプターを有すると決定
された腫瘍を罹患している、方法。
【請求項８５】
前記ＥｒｂＢレセプターがＨＥＲ２である、請求項８４に記載の方法。
【請求項８６】
前記抗体が、ＨＥＲ２を含むＥＲｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロックする、
請求項８４に記載の方法。
【請求項８７】
前記抗体がモノクローナル抗体２Ｃ４である、請求項８４に記載の方法。
【請求項８８】
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前記抗体がｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である、請求項８７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、抗ＥｒｂＢ２抗体を用いる処置に応答性である腫瘍を同定する方法、ならび
にこのような腫瘍に罹患している患者を処置する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　レセプターチロシンキナーゼのＥｒｂＢファミリーは、細胞の増殖、分化および生存の
重要なメディエーターである。このレセプターファミリーは、上皮増殖因子レセプター（
ＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ１）、ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２またはｐ１８５ｎｅｕ）、ＨＥＲ３
（ＥｒｂＢ３）およびＨＥＲ４（ＥｒｂＢ４またはｔｙｒｏ２）を含む、４つの異なった
メンバーを含む。
【０００３】
　ｅｒｂＢ１遺伝子によってコードされるＥＧＦＲは、ヒトの悪性疾患において原因とし
て関連付けられている。特に、ＥＧＦＲの上昇した発現は、乳癌、膀胱癌、肺癌、頭部癌
、頸部癌および胃癌ならびに神経芽細胞腫において観察されている。上昇したＥＧＦＲレ
セプター発現はしばしば、自己分泌刺激経路によるレセプター活性化を生じる、同じ腫瘍
細胞による、ＥＧＦＲリガンドであるトランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）の
増加した産生と関連している。ＢａｓｅｌｇａおよびＭｅｎｄｅｌｓｏｈｎ、Ｐｈａｒｍ
ａｃ．Ｔｈｅｒ．６４：１２７－１５４（１９９４）。さらに、１５８３塩基対のｃＤＮ
ＡフラグメントクローンがマウスＥＧＦＲおよび短縮型ラットＥＧＦＲに対して９０％～
９５％の配列相同性を有する上皮増殖因子レセプター関連タンパク質（ＥＲＲＰ）が記載
されている（米国特許第６，３９９，７４３号；および米国公開第２００３／００９６３
７３号）。ＥＧＦＲまたはそのリガンドであるＴＧＦ－αおよびＥＧＦに対するモノクロ
ーナル抗体は、このような悪性疾患の処置における治療薬剤として評価されている。例え
ば、ＢａｓｅｌｇａおよびＭｅｎｄｅｌｓｏｈｎ．，前出；Ｍａｓｕｉら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４４：１００２－１００７（１９８４）；ならびにＷｕら、Ｊ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９５：１８９７－１９０５（１９９５）を参照のこと。
【０００４】
　ＥｒｂＢファミリーの第２のメンバーであるｐ１８５ｎｅｕは最初に、化学的に処置さ
れたラットの神経芽細胞腫からのトランスフォーミング遺伝子の産物として同定された。
活性化された形態のｎｅｕプロトオンコジーンは、コードされるタンパク質の膜貫通領域
における点変異（バリンからグルタミン酸へ）から生じる。ｎｅｕのヒトホモログ（ＨＥ
Ｒ２）の増幅は、乳癌および卵巣癌において観察され、そして乏しい予後に相関する（Ｓ
ｌａｍｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３５：１７７－１８２（１９８７）；Ｓｌａｍｏｎら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：７０７－７１２（１９８９）；および米国特許第４，９６８
，６０３号）。今日までに、ｎｅｕプロトオンコジーンにおける点変異と類似した点変異
はヒト腫瘍について報告されていない。ＥｒｂＢ２の過剰発現（頻繁にであるが均一にと
いうわけではなく、遺伝子増幅に起因する）もまた、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、
結腸、甲状腺、膵臓および膀胱の癌を含めて、他の癌において観察されている。とりわけ
、Ｋｉｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：９７４（１９８５）；Ｙｏｋｏｔａら、Ｌａｎ
ｃｅｔ：１：７６５－７６７（１９８６）；Ｆｕｋｕｓｈｉｇｉら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌ．，６：９５５－９５８（１９８６）；Ｇｅｕｒｉｎら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　Ｒ
ｅｓ．，３：２１－３１（１９８８）；Ｃｏｈｅｎら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，４：８１－８
８（１９８９）；Ｙｏｎｅｍｕｒａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５１：１０３４（１９
９１）；Ｂｏｒｓｔら、Ｇｙｎｅｃｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．，３８：３６４（１９９０）；Ｗ
ｅｉｎｅｒら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５０：４２１－４２５（１９９０）；Ｋｅｒｎ
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ら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５０：５１８４（１９９０）；Ｐａｒｋら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．，４９：６６０５（１９８９）；Ｚｈａｕら、Ｍｏｌ．Ｃａｒｃｉｎｏｇ．，
３：３５４－３５７（１９９０）；Ａａｓｌａｎｄら、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　５７：
３５８－３６３（１９８８）；Ｗｉｌｌｉａｍｓら、Ｐａｔｈｉｏｂｉｏｌｏｇｙ　５９
：４６－５２（１９９１）；およびＭｃＣａｎｎら、Ｃａｎｃｅｒ，６５：８８－９２（
１９９０）を参照のこと。ＥｒｂＢ２は、前立腺癌において過剰発現され得る（Ｇｕら、
Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ．９９：１８５－１８９（１９９６）；Ｒｏｓｓら、Ｈｕｍ．Ｐ
ａｔｈｏｌ．２８：８２７－３３（１９９７）；Ｒｏｓｓら、Ｃａｎｃｅｒ　７９：２１
６２－２１７０（１９９７）；およびＳａｄａｓｉｖａｎら、Ｊ．Ｕｒｏｌ．１５０：１
２６－１３１（１９９３））。ＥｒｂＢ２の過剰発現は、ＥｒｂＢ２またはＥｒｂＢ２ホ
モダイマーのリガンド依存性活性化を介した腫瘍増殖をもたらし得る。
【０００５】
　ラットｐ１８５ｎｅｕおよびヒトＥｒｂＢ２タンパク質産物に対する抗体は、記載され
ている。Ｄｒｅｂｉｎおよび共同実験者は、ラットｎｅｕ遺伝子産物であるｐ１８５ｎｅ
ｕに対して抗体を惹起させた。例えば、Ｄｒｅｂｉｎら、Ｃｅｌｌ，４１：６９５－７０
６（１９８５）；Ｍｙｅｒｓら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．，１９８：２７７－２９０（１
９９１）；およびＷＯ９４／２２４７８を参照のこと。Ｄｒｅｂｉｎら、Ｏｎｃｏｇｅｎ
ｅ　２：２７３－２７７（１９８８）は、ｐ１８５ｎｅｕの２つの異なる領域と反応性の
抗体の混合物が、ヌードマウス中に移植した、ｎｅｕで形質転換したＮＩＨ－３Ｔ３細胞
に対して相乗的な抗腫瘍効果をもたらすことを報告する。１９９８年１０月２０日に発行
された米国特許第５，８２４，３１１号もまた参照のこと。
【０００６】
　Ｈｕｄｚｉａｋら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．９（３）：１１６５－１１７２（１
９８９）は、ヒト乳腫瘤細胞株ＳＫ－ＢＲ－３を用いて特徴付けされた抗ＥｒｂＢ２抗体
のパネルの作製を記載する。この抗体に対する曝露後のＳＫ－ＢＲ－３細胞の相対的細胞
増殖は、７２時間後に、単層のクリスタルバイオレット染色によって決定された。このア
ッセイを用いて、細胞増殖を５６％阻害した、４Ｄ５と呼ばれる抗体を用いて最大阻害が
得られた。このパネルにおける他の抗体は、このアッセイにおいて、より低い程度まで細
胞増殖を減少させた。抗体４Ｄ５はさらに、ＥｒｂＢ２を過剰発現する乳房腫瘤細胞株を
、ＴＮＦ－αの細胞傷害性効果に対して感作することが見出された。１９９７年１０月１
４日に発行された米国特許第５，６７７，１７１号もまた参照のこと。Ｈｕｄｚｉａｋら
、に考察される抗ＥｒｂＢ２抗体は、Ｆｅｎｄｌｙら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　５０：１５５０－１５５８（１９９０）；Ｋｏｔｔｓら、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　２６（３
）：５９Ａ（１９９０）；Ｓａｒｕｐら、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　１：７
２－８２（１９９１）；Ｓｈｅｐａｒｄら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１（３）
：１１７－１２７（１９９１）；Ｋｕｍａｒら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１（２
）：９７９－９８６（１９９１）；Ｌｅｗｉｓら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｔｈｅｒ．３７：２５５－２６３（１９９３）；Ｐｉｅｔｒａｓら、Ｏｎｃｏｇ
ｅｎｅ　９：１８２９－１８３８（１９９４）；Ｖｉｔｅｔｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　５４：５３０１－５３０９（１９９４）；Ｓｌｉｗｋｏｗｓｋｉら、Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６９（２０）：１４６６１－１４６６５（１９９４）；Ｓｃｏ
ｔｔら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６：１４３００－５（１９９１）；Ｄ’ｓｏｕｚ
ａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９１：７２０２－７２０６（１９９４
）；Ｌｅｗｉｓら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５６：１４５７－１４６５（１９
９６）；およびＳｃｈａｅｆｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１５：１３８５－１３９４（１
９９７）においてさらに特徴付けられる。
【０００７】
　組換えヒト化版のマウス抗ＥｒｂＢ２抗体４Ｄ５（ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８、ｒｈｕＭＡ
ｂ　ＨＥＲ２またはＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）；米国特許第５，８２１，３３７号
）は、以前に多量の抗癌治療を受けた、ＥｒｂＢ２を過剰発現する転移性乳癌を有する患
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者において臨床的に活性である（Ｂａｓｅｌｇａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．１４：
７３７－７４４（１９９６））。ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）は、Ｆｏｏｄ　ａｎｄ
　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎから１９９８年９月２５日に、腫瘍がＥｒｂ
Ｂ２タンパク質を過剰発現する転移性乳癌を有する患者の処置についての販売認可を受け
た。しかし、ＥｒｂＢ２を過剰発現する腫瘍の全てが、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）
に応答するわけではない（Ｂｒｏｃｋｈｏｆｆら，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，４４：３３８－
４８（２００１））。さらに、前臨床データは、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）が、非
小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を処置する際に治療的に有効であり得ることを示唆する。ＨＥ
Ｒ２タンパク質は、再切除されたＮＳＣＬＣ腫瘍の２０～６６％において過剰発現され、
そして複数のシリーズにおいて患者の乏しい結果を予測することが示された（Ａｚｚｏｌ
ｉ，Ｃ．Ｇ．ら，Ｓｅｍｉｎ．Ｏｎｃｌ．，２９（補遺４）：５９－６５（２００２））
。
【０００８】
　種々の特性を有する他の抗ＥｒｂＢ２抗体が以下に記載される：Ｔａｇｌｉａｂｕｅら
、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　４７：９３３－９３７（１９９１）；ＭｃＫｅｎｚｉｅら
、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　４：５４３－５４８（１９８９）；Ｍａｉｅｒら、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．，５１：５３６１－５３６９（１９９１）；Ｂａｃｕｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ　３：３５０－３６２（１９９０）；Ｓｔａｎｃｏｖｓ
ｋｉら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ），８８：８６９１－８６９５（１９９１）；Ｂａｃｕｓら、
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５２：２５８０－２５８９（１９９２）；Ｘｕら、Ｉ
ｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，５３：４０１－４０８（１９９３）；ＷＯ９４／００１３６；
Ｋａｓｐｒｚｙｋら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５２：２７７１－２７７６（１
９９２）；Ｈａｎｃｏｃｋら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５１：４５７５－４５８０（１
９９１）；Ｓｈａｗｖｅｒら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５４：１３６７－１３７３（１
９９４）；Ａｒｔｅａｇａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５４：３７５８－３７６５（１
９９４）；Ｈａｒｗｅｒｔｈら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６７：１５１６０－１５
１６７（１９９２）；米国特許第５，７８３，１８６号；およびＫｌａｐｐｅｒら、Ｏｎ
ｃｏｇｅｎｅ　１４：２０９９－２１０９（１９９７）。モノクローナル抗体２Ｃ４は、
ＷＯ０１／００２４５に記載されており、これは、本明細書中に参考として援用される。
２Ｃ４は、他のＥｒｂＢレセプターファミリーメンバーとのＨＥＲ２の二量体化を破壊す
ることが示されている（ＷＯ０１／００２４５）。
【０００９】
　相同性スクリーニングによって、ＥｒｂＢレセプターファミリーの２つの他のメンバー
（ＥｒｂＢ３（米国特許第５，１８３，８８４号および同第５，４８０，９６８号、なら
びにＫｒａｕｓら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ），８６：９１９３－９１９７（１９８９））およ
びＥｒｂＢ４（ＥＰ特許出願番号５９９，２７４号；Ｐｌｏｗｍａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：１７４６－１７５０（１９９３）；およびＰｌ
ｏｗｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３６６：４７３－４７５（１９９３））が同定された。こ
れらのレセプターは両方とも、少なくともいくつかの乳癌細胞株に対して発現の増加を提
示する。
【００１０】
　ＥｒｂＢレセプターは一般に、細胞において種々の組み合わせで見出され、そしてヘテ
ロダイマー形成は、種々のＥｒｂＢリガンドに対する細胞応答の多様性を増加させると考
えられる（Ｅａｒｐら、Ｂｒｅａｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｔｒ
ｅａｔｍｅｎｔ　３５：１１５－１３２（１９９５））。しかし、これらのレセプターが
凝集する機構およびどのようにしてこれがシグナル伝達に寄与するかは完全には理解され
ていない（Ｂｒｅｎｎａｎ，Ｐ．Ｊ．ら，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９：６０９３－６１０１
（２０００））。ＥＧＦＲは、以下の６つの異なるリガンドによって結合される：上皮増
殖因子（ＥＧＦ）、トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）、アンフィレグリン
（ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ）、ヘパリン結合性上皮増殖因子（ＨＢ－ＥＧＦ）、ベータ
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セルリン（ｂｅｔａｃｅｌｌｕｌｉｎ）およびエピレグリン（ｅｐｉｒｅｇｕｌｉｎ）（
Ｇｒｏｅｎｅｎら、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓ，１１：２３５－２５７（１９９４）
）。単一の遺伝子の選択的スプライシングから生じるヒレグリンタンパク質のファミリー
は、ＥｒｂＢ３およびＥｒｂＢ４についてのリガンドである。ヒレグリンファミリーは、
αヒレグリン、βヒレグリンおよびγヒレグリン（Ｈｏｌｍｅｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２
５６：１２０５－１２１０（１９９２）；米国特許第５，６４１，８６９号；ならびにＳ
ｃｈａｅｆｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１５：１３８５－１３９４（１９９７））；ｎｅ
ｕ分化因子（ＮＤＦ）、グリア増殖因子（ＧＧＦ）；アセチルコリンレセプター誘導活性
（ＡＲＩＡ）；ならびに感覚ニューロンおよび運動ニューロン由来因子（ＳＭＤＦ）を含
む。概説について、Ｇｒｏｅｎｅｎら、Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓ，１１：２３５－
２５７（１９９４）；Ｌｅｍｋｅ，Ｇ．Ｍｏｌｅｃ．＆　Ｃｅｌｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
，７：２４７－２６２（１９９６）およびＬｅｅら、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｖ．４７：５１－
８５（１９９５）を参照のこと。近年、３つのさらなるＥｒｂＢリガンドが同定された；
ＥｒｂＢ３またはＥｒｂＢ４のいずれかに結合することが報告されている（Ｃｈａｎｇら
、Ｎａｔｕｒｅ　３８７：５０９－５１２（１９９７）；およびＣａｒｒａｗａｙら，Ｎ
ａｔｕｒｅ，３８７：５１２－５１６（１９９７））、ニューレグリン－２（ＮＲＧ－２
）；ＥｒｂＢ４に結合するニューレグリン－３（Ｚｈａｎｇら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ），９
４（１８）：９５６２－７（１９９７））；ならびにＥｒｂＢ４に結合するニューレグリ
ン－４（Ｈａｒａｒｉら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１８：２６８１－８９（１９９９））。Ｈ
Ｂ－ＥＧＦ、ベータセルリンおよびエピレグリンもまたＥｒｂＢ４に結合する。
【００１１】
　ＥＧＦおよびＴＧＦαはＥｒｂＢ２に結合しないとはいえ、ＥＧＦは、ＥＧＦＲおよび
ＥｒｂＢ２を刺激してヘテロダイマーを形成し、これは、ＥＧＦＲを活性化し、そしてヘ
テロダイマーにおけるＥｒｂＢ２のトランスリン酸化をもたらす。ダイマー形成および／
またはトランスリン酸化は、ＥｒｂＢ２チロシンキナーゼを活性化するようである。Ｅａ
ｒｐら、前出を参照のこと。同様に、ヒレグリンは、ＥｒｂＢ２に結合しないが、Ｅｒｂ
Ｂ３がＥｒｂＢ２と同時発現された場合、活性なシグナル伝達複合体が形成される（Ｎａ
ｇｙら，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，３２：１２０－３１（１９９８））。ＥｒｂＢ２に対する
抗体は、この複合体を破壊し得る（Ｓｌｉｗｋｏｗｓｋｉら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２６９（２０）：１４６６１－１４６６５（１９９４））。ＥｒｂＢ３は、チロシンキ
ナーゼ欠損性であり、従ってシグナル伝達能力のためには（好ましくはＥｒｂＢ２との）
ヘテロ二量体が必要である（Ｇｒａｕｓ－Ｐｏｒｔａら，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１６：１６４
７－５５（１９９５））。さらに、ＥｒｂＢ３のヒレグリン親和性（ＨＲＧ）は、Ｅｒｂ
Ｂ２と同時発現された場合に、より高い親和性状態まで上昇する。ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ
３タンパク質複合体に関して、Ｌｅｖｉら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅ
ｎｃｅ，１５：１３２９－１３４０（１９９５）；Ｍｏｒｒｉｓｓｅｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２：１４３１－１４３５（１９９５）；およびＬ
ｅｗｉｓら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５６：１４５７－１４６５（１９９６）もまた参
照のこと。実際、ＥｒｂＢ２は、ＥＧＦＲおよびＥｒｂＢ３の両方について好ましいヘテ
ロ二量体化パートナーである（Ｇｒａｕｓ－Ｐｏｒｔａら，前出）。ＥｒｂＢ４は、Ｅｒ
ｂＢ３と同様に、ＥｒｂＢ２と共に活性なシグナル伝達複合体を形成する（Ｃａｒｒａｗ
ａｙおよびＣａｎｔｌｅｙ，Ｃｅｌｌ，７８：５－８（１９９４））。ＥｒｂＢ２とＥＧ
ＦＲまたはＥｒｂＢ３とのリガンド依存性ヘテロ二量体化は、ＥｒｂＢ２を発現する腫瘍
の増殖を促進し得る。
【００１２】
　ＥｒｂＢレセプターおよびヒレグリンの発現ならびにＨＥＲ２のリン酸化状態は、原発
性乳癌患者由来の腫瘍標本および膀胱癌において調査されている（Ｅｓｔｅｖａら，Ｐａ
ｔｈｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．Ｒｅｓ．，７：１７１－１７７（２００１）Ｃｈｏｗら，Ｃｌｉ
ｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，７：１９５７－１９６２（２００１））。Ｈｅｒ２／ｎｅ
ｕを通した活性なシグナル伝達と、乳癌における臨床病理（ｃｌｉｎｉｃｏｌａｔｈｏｌ
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ｏｇｙ）および患者の結果との間の相関は、Ｔｈｏｒら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌｏｇ
ｙ，１８:３２３０－３２３９（２０００）およびＤｉＧｉｏｖａｎｎａら，Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ．，６２：６６６７－６６７３（２００２）によって報告されている。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　１つの局面では、本発明は、抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に応答性である腫瘍を同定す
る方法に関する。好ましくは、抗ＨＥＲ２抗体は、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマ
ーのリガンド活性化をブロックする。１つの実施形態では、この抗体は、モノクローナル
抗体２Ｃ４であり、より好ましくはｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４である。
【００１４】
　腫瘍のサンプルが入手され、そしてＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／また
はＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複
合体の存在が、このサンプル中で検出される。腫瘍は、複合体が検出される場合に、抗Ｈ
ＥＲ２抗体を用いる処置に応答性であるとして同定される。
【００１５】
　１つの実施形態では、複合体の存在は、ＨＥＲ２を含む任意のタンパク質複合体を、抗
ＨＥＲ２抗体を用いて免疫沈降することにより検出される。次いで、この免疫沈降した複
合体は、抗ＨＥＲ３抗体、抗ＨＥＲ１抗体および抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択され
る抗体と接触させられ、そして任意の結合が決定される。ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ４タンパク質複合体は、抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および／また
は抗ＨＥＲ４抗体が、この免疫沈降した複合体に結合するか否かが決定される場合に検出
される。
【００１６】
　別の実施形態では、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在は、
腫瘍サンプルを、第１の発蛍光団を含む抗ＨＥＲ２抗体と接触させることにより検出され
る。次いで、この腫瘍サンプルは、抗ＨＥＲ３抗体および／または抗ＨＥＲ１抗体および
／または抗ＨＥＲ４抗体からなる群から選択される抗体に接触させられ、ここで、この抗
体は、第２発蛍光団を含む。次いで、蛍光共鳴エネルギー移動を測定することによって、
この第１の発蛍光団およびこの第２の発蛍光団が近接しているか否かが決定される。この
第１の発蛍光団およびこの第２の発蛍光団が近接していると決定された場合、ＨＥＲ２／
ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体および／
またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在が検出される。
【００１７】
　なお別の実施形態では、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４複合体の存在は、この腫瘍サンプルを、第１の
結合化合物と接触させることにより検出される。この第１の結合化合物は、ＨＥＲ２に特
異的に結合する第１の標的結合部分を含む。この第１の標的結合部分は好ましくは、抗Ｈ
ＥＲ２抗体または抗体フラグメントである。この第１の結合化合物は、さらに、切断可能
なリンカーによってこの第１の標的結合ドメインに連結された検出可能な部分を含む。
【００１８】
　この腫瘍サンプルは、第２の結合化合物と接触させられる。この第２の結合化合物は、
好ましくは、ＨＥＲ３またはＨＥＲ１またはＨＥＲ４に特異的に結合する第２の標的結合
部分を含み、そして好ましくはＨＥＲ２に結合しない。別の実施形態では、この第２の標
的結合部分は、ＨＥＲ３またはＨＥＲ１に結合し、ＨＥＲ２にもＨＥＲ４にも結合しない
。さらなる実施形態では、この第２の標的結合部分は、抗ＨＥＲ３抗体もしくは抗ＨＥＲ
３抗体フラグメントまたは抗ＨＥＲ１抗体もしくは抗ＨＥＲ１抗体フラグメントまたは抗
ＨＥＲ４抗体または抗ＨＥＲ４抗体フラグメントを含む。この第２の結合化合物は、活性
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化されると、第１の結合化合物における切断可能なリンカーを切断し得、従って、この第
１の結合化合物と第２の結合化合物とが近接している場合、遊離の検出可能な部分を生じ
る。ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質
複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在は、この遊離の検出可
能な部分の存在が同定された場合に検出される。１つの実施形態では、この遊離の検出可
能な部分は、キャピラリー電気泳動によって同定される。
【００１９】
　別の実施形態では、この第１の結合化合物は、ＨＥＲ１またはＨＥＲ３またはＨＥＲ４
に特異的に結合する第１の標的結合ドメインを含み、そしてこの第２の結合化合物は、Ｈ
ＥＲ２を特異的に結合する第２の標的結合ドメインを含む。
【００２０】
　なお別の実施形態では、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２
／ＨＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在
、ならびに得られるＨＥＲ２活性化は、例えば、ＨＥＲ２タンパク質の免疫沈降、続いて
ホスホチロシンのウェスタンブロット免疫検出により、ＥｒｂＢレセプターのリン酸化を
評価することにより検出される。
【００２１】
　ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複
合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在について分析される腫瘍
サンプルは、好ましくは、この腫瘍を罹患している患者から得られる。このサンプルは、
例えば、生検によって得られ得る。別の実施形態では、このサンプルは、循環している腫
瘍細胞を患者から精製することにより得られる。なお別の実施形態では、このサンプルは
、この患者からこの腫瘍を除去するための手術の間に得られる。
【００２２】
　なお別の実施形態では、この腫瘍のサンプルは、この腫瘍をもともと発症した患者以外
の哺乳動物から得られる。好ましくは、このサンプルは、マウスまたは他の齧歯動物から
得られる。より好ましくは、この腫瘍は、異種移植された腫瘍である。異種移植された腫
瘍は、好ましくは、ヒト腫瘍のフラグメントをマウスまたは他の齧歯動物に移植すること
により生成される。
【００２３】
　１つの実施形態では、この腫瘍は肺腫瘍であり、より好ましくは非小細胞肺癌細胞であ
る。別の実施形態では、この腫瘍は、乳房腫瘍である。
【００２４】
　別の局面では、本発明は、ＨＥＲ２とＥｒｂＢレセプターファミリーの別のメンバーと
の会合を阻害する抗体を用いる処置に応答性であるとして腫瘍細胞を同定するための方法
に関する。この方法は、（ａ）ＨＥＲ２陽性腫瘍細胞を含む生物学的サンプルを提供する
工程；および（ｂ）この生物学的サンプルにおいてＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出
する工程を包含し、ここで、このリン酸化は、この腫瘍細胞が、この抗体を用いる処置に
応答性であることを示す。１つの実施形態では、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプターのリ
ン酸化が検出される。
【００２５】
　ちょうど上記と同様に、ＨＥＲ２と会合する他のメンバーは、ＨＥＲ３、ＨＥＲ１およ
び／またはＨＥＲ４（例えば、ＨＥＲ２および／またはＨＥＲ１）である。この方法は、
本質的に上記と同様に、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／
ＨＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４タンパク質複合体の存在を
検出する工程をさらに含み得る。
【００２６】
　別の局面では、本発明はさらに、ＨＥＲ２とＥｒｂＢレセプターファミリーの別のメン
バーとの会合を阻害する抗体を用いる処置に対する、ＨＥＲ２陽性腫瘍を有すると診断さ
れた被験体の応答性を予測するための方法に関する。この方法は、ＨＥＲ２陽性腫瘍細胞



(15) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

を含む、この被験体から得た生物学的サンプル中での、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３タンパク質複
合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１タンパク質複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥ
Ｒ４タンパク質複合体の形成ならびに／あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出す
ることによる。このようなタンパク質複合体の存在および／またはこのリン酸化は、この
抗体を用いる処置に対してこの被験体が応答する可能性があることを示す。１つの実施形
態では、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプターのリン酸化の検出は、この被験体が、この抗
体を用いる処置に対して応答性である可能性があることを示す。
【００２７】
　なお別の実施形態では、本発明は、抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に対して応答性である
被験体を同定するための方法に関する。この方法は、この被験体の循環している腫瘍細胞
中のＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出することによる。このようなリン酸化の存在は
、この被験体が抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に対して応答性である可能性があることを示
す。１つの実施形態では、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）リン酸化が検出される。別の実施形態
では、この被験体はヒトである。なお別の実施形態では、この方法は、この被験体を抗Ｈ
ＥＲ２抗体（好ましくはｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４）で処置する工程をさらに包含する。
【００２８】
　別の局面では、本発明は、ＨＥＲ２を結合する抗体を含む容器、およびこの抗体を腫瘍
に罹患している患者に投与するための指示書を含む製造品を提供する。好ましくは、この
腫瘍は、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダ
イマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーを含むと決定されている。
【００２９】
　１つの実施形態では、この容器は、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド
活性化をブロックする抗体を含む。別の実施形態では、この容器は、モノクローナル抗体
２Ｃ４（より好ましくはｒｈｕＭＡｂ　２ＣＡ）を含む。
【００３０】
　さらなる局面では、本発明は、ＨＥＲ２を結合する抗体の治療有効量を患者に投与する
工程を包含する、患者を処置する方法を提供する。好ましくは、この患者は、ＨＥＲ２／
ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／また
はＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーを含むと決定されている腫瘍に罹患している。
【００３１】
　１つの実施形態では、この抗体は、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド
活性化をブロックする。別の実施形態では、この抗体は、モノクローナル抗体２Ｃ４（よ
り好ましくはｒｈｕＭＡｂ　２ＣＡ）である。
【００３２】
　別の局面では、本発明は、ＨＥＲ２を結合する抗体の治療有効量を患者に投与する工程
を包含する、患者を処置する方法を提供する。好ましくは、この患者は、リン酸化された
ＥｒｂＢレセプターを有すると決定されている腫瘍に罹患している。
【００３３】
　１つの実施形態では、このリン酸化されたＥｒｂＢレセプターは、ＨＥＲ２である。別
の実施形態では、この抗体は、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化
をブロックする。なお別の実施形態では、この抗体は、モノクローナル抗体２Ｃ４（より
好ましくはｒｈｕＭＡｂ　２ＣＡ）である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　（好ましい実施形態の詳細な説明）
　本発明は、抗ＨＥＲ２抗体ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４に対する応答性が、腫瘍細胞における
、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマー
および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在、ならびに／あるいはＥｒｂＢ
レセプターのリン酸化と相関するという実験的知見に部分的に基づく。従って、腫瘍は、
ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーお
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よび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在、ならびに／あるいはＥｒｂＢレ
セプターのリン酸化に基づいて、抗ＨＥＲ２抗体（特に、抗ＨＥＲ２抗体２Ｃ４の生物学
的活性のうちの１以上を有する抗ＨＥＲ２抗体）を用いる処置に対して応答性であるとし
て同定され得る。ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１
ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマー、ならびに／あるいは
ＥｒｂＢレセプターのリン酸化は、当該分野で公知の任意の方法によって同定され得る。
抗ＨＥＲ２抗体を用いる処置に対して応答性である特定の腫瘍および腫瘍型を同定するこ
とにより、このような処置から最も利益を受ける可能性のある患者が同定され得る。さら
に、患者は、モノクローナル抗体２Ｃ４を用いる治療により利益を受ける可能性がない患
者が同定され得る。
【００３５】
　（定義）
　「ＥｒｂＢレセプター」は、ＥｒｂＢレセプターファミリーに属するレセプタータンパ
ク質チロシンキナーゼであり、そしてこれには、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）レセプター、Ｅ
ＲＲＰレセプター、ＥｒｂＢ２レセプター、ＥｒｂＢ３レセプターおよびＥｒｂＢ４レセ
プターならびに将来同定されるであろうこのファミリーの他のメンバーが含まれる。Ｅｒ
ｂＢレセプターは、一般に細胞外ドメインを含み、これは、ＥｒｂＢリガンド；親油性膜
貫通ドメイン；保存された細胞内チロシンキナーゼドメイン；およびいくつかのチロシン
残基（これはリン酸化され得る）を保有するカルボキシル末端シグナル伝達ドメインに結
合し得る。ＥｒｂＢレセプターは、「ネイティブ配列」のＥｒｂＢレセプターまたはその
「アミノ酸配列改変体」であり得る。好ましくは、ＥｒｂＢレセプターは、ネイティブ配
列のヒトＥｒｂＢレセプターである。従って、「ＥｒｂＢレセプターファミリーのメンバ
ー」は、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、または現時点
で公知であるか将来同定される任意の他のＥｒｂＢレセプターである。好ましくは、この
メンバーは、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、またはＥｒｂＢ４であ
る。
【００３６】
　用語「ＥｒｂＢ１」、「上皮増殖因子レセプター」、「ＥＧＦＲ」、および「ＨＥＲ１
」は、本明細書中で互換可能に使用され、そして例えば、Ｃａｒｐｅｎｔｅｒら、Ａｎｎ
．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５６：８８１－９１４（１９８７）に開示されるようなＥＧ
ＦＲをいい、これは、天然に存在するその変異体形態（例えば、Ｈｕｍｐｈｒｅｙら、Ｐ
ＮＡＳ（ＵＳＡ）８７：４２０７－４２１１（１９９０）におけるような欠失変異体ＥＧ
ＦＲ）を含む。ｅｒｂＢ１は、ＥＧＦＲタンパク質産物をコードする遺伝子をいう。ＨＥ
Ｒ１に対する抗体は、例えば、Ｍｕｒｔｈｙら、Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．、２５２：５４９－５６０（１９８７）およびＷＯ９５／２５１６７に記載されて
いる。
【００３７】
　用語「ＥＲＲＰ」、「ＥＧＦレセプター関連タンパク質」、「ＥＧＦＲ関連タンパク質
」、および「上皮増殖因子レセプター関連タンパク質」は、本明細書中で交換可能に使用
され、例えば、米国特許第６，３９９，７４３号および米国出願公報２００３／００９６
３７３号に開示されるようなＥＲＲＰをいう。
【００３８】
　表現「ＥｒｂＢ２」および「ＨＥＲ２」は、本明細書中で互換可能に使用され、そして
例えば、Ｓｅｍｂａら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）８２：６４９７－６５０１（１９８５）およ
びＹａｍａｍｏｔｏら、Ｎａｔｕｒｅ　３１９：２３０－２３４（１９８６）に記載され
るヒトＨＥＲ２タンパク質（Ｇｅｎｅｂａｎｋ登録番号Ｘ０３３６３）をいう。用語「ｅ
ｒｂＢ２」は、ヒトＥｒｂＢ２をコードする遺伝子をいい、そして「ｎｅｕ」は、ラット
ｐ１８５ｎｅｕをコードする遺伝子をいう。好ましいＥｒｂＢ２は、ネイティブ配列のヒ
トＥｒｂＢ２である。
【００３９】
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　「ＥｒｂＢ３」および「ＨＥＲ３」は、例えば、米国特許第５，１８３，８４４号およ
び同第５，４８０，９６８号ならびにＫｒａｕｓら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）８６：９１９３
－９１９７（１９８９）に開示されるようなレセプターポリペプチドをいう。ＥｒｂＢ３
に対する抗体は、当該分野で公知であり、例えば、米国特許第５，１８３，８８４号、同
第５，４８０，９６８号、およびＷＯ９７／３５８８５に記載されている。
【００４０】
　本明細書中の用語「ＥｒｂＢ４」および「ＨＥＲ４」は、例えば、欧州特許出願第５９
９，２７４号；Ｐｌｏｗｍａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９
０：１７４６－１７５０（１９９３）；およびＰｌｏｗｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３６６
：４７３－４７５（１９９３）に開示されるようなレセプターポリペプチドをいい、これ
は、例えば、ＷＯ９９／１９４８８（１９９９年４月２２日公開）に開示されるようなそ
のアイソフォームを含む。ＨＥＲ４に対する抗体は、例えば、ＷＯ０２／１８４４４に記
載されている。
【００４１】
　ＥｒｂＢレセプターに対する抗体は、多くの販売元（例えば、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡが挙げられる）
から市販されている。
【００４２】
　「ＥｒｂＢリガンド」は、ＥｒｂＢレセプターに結合し、そして／またはＥｒｂＢレセ
プターを活性化するポリペプチドを意味する。ＥｒｂＢリガンドは、以下のようなネイテ
ィブ配列ヒトＥｒｂＢリガンドである：上皮増殖因子（ＥＧＦ）（Ｓａｖａｇｅら、Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４７：７６１２－７６２１（１９７２））；トランスホーミン
グ増殖因子α（ＴＧＦ－α）（Ｍａｒｑｕａｒｄｔら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２３：１０７
９－１０８２（１９８４））；シュワン細胞腫またはケラチノサイトオートクライン増殖
因子としても公知であるアンフィレグリン（Ｓｈｏｙａｂら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４３：
１０７４－１０７６（１９８９）；Ｋｉｍｕｒａら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８：２５７－２
６０（１９９０）；およびＣｏｏｋら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１：２５４７－
２５５７（１９９１））；βセルリン（Ｓｈｉｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５９：１６０
４－１６０７（１９９３）；およびＳａｓａｄａら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１９０：１１７３（１９９３））；ヘパリン結合上皮増殖因子（
ＨＢ－ＥＧＦ）（Ｈｉｇａｓｈｉｙａｍａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５１：９３６－９３９
（１９９１））；エピレグリン（Ｔｏｙｏｄａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：７
４９５－７５００（１９９５）；およびＫｏｍｕｒａｓａｋｉら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１
５：２８４１－２８４８（１９９７））；ヒレグリン（以下を参照のこと）；ニューレグ
リン－２（ＮＲＧ－２）（Ｃａｒｒａｗａｙら、Ｎａｔｕｒｅ，３８７：５１２－５１６
（１９９７））；ニューレグリン－３（ＮＲＧ－３）（Ｚｈａｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９４：９５６２－９５６７（１９９７））；ニューレグリン－
４（ＮＲＧ－４）（Ｈａｒａｒｉら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１８：２６８１－２６８９（１
９９９））；またはクリプト（ｃｒｉｐｔｏ）（ＣＲ－１）（Ｋａｎｎａｎら、Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２（６）３３３０－３３３５（１９９７））。ＥＧＦＲと結合する
ＥｒｂＢリガンドとしては、ＥＧＦ、ＴＧＦ－α、アンフィレグリン、βセルリン、ＨＢ
－ＥＧＦおよびエピレグリンが挙げられる。ＥｒｂＢ３と結合するＥｒｂＢリガンドとし
ては、ヒレグリンが挙げられる。ＥｒｂＢ４と結合し得るＥｒｂＢリガンドとしては、β
セルリン、エピレグリン、ＨＢ－ＥＧＦ、ＮＲＧ－２、ＮＲＧ－３、ＮＲＧ－４およびヒ
レグリンが挙げられる。ＥｒｂＢリガンドはまた、合成ＥｒｂＢリガンドであり得る。こ
の合成リガンドは、特定のＥｒｂＢレセプターに特異的であり得るか、または特定のＥｒ
ｂＢレセプター複合体を認識し得る。合成リガンドの例は、合成ヒレグリン／ｅｇｆキメ
ラバイレグリン（例えば、Ｊｏｎｅｓら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、４４７：２２７－
２３１（１９９９）を参照のこと；この文献を参考として援用する）である。
【００４３】
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　本明細書中で使用する場合、「ヒレグリン」（ＨＲＧ）は、米国特許第５，６４１，８
６９号またはＭａｒｃｈｉｏｎｎｉら、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：３１２－３１８（１９９
３）において開示されるようなヒレグリン遺伝子産物によりコードされるポリペプチドを
いう。ヒレグリンの例としては、以下が挙げられる：ヒレグリン－α、ヒレグリン－β１
、ヒレグリン－β２およびヒレグリン－β３（Ｈｏｌｍｅｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５６
：１２０５－１２１０（１９９２）；および米国特許第５，６４１，８６９号）；ｎｅｕ
分化因子（ＮＤＦ）（Ｐｅｌｅｓら、Ｃｅｌｌ，６９：２０５－２１６（１９９２））；
アセチルコリンレセプター誘導活性（ＡＲＩＡ）（Ｆａｌｌｓら、Ｃｅｌｌ，７２：８０
１－８１５（１９９３））；グリア増殖因子（ＧＧＦ）（Ｍａｒｃｈｉｏｎｎｉら、Ｎａ
ｔｕｒｅ，３６２：３１２－３１８（１９９３））；感覚および運動ニューロン由来因子
（ｓｅｎｓｏｒｙ　ａｎｄ　ｍｏｔｏｒ　ｎｅｕｒｏｎ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆａｃｔｏｒ
）（ＳＭＤＦ）（Ｈｏら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：１４５２３－１４５３２（
１９９５））；γ－ヒレグリン（Ｓｃｈａｅｆｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、１５：１３８
５－１３９４（１９９７））。この用語は、そのＥＧＦ様ドメインフラグメント（例えば
、ＨＲＧβ１１１７－２２４）のような、ネイティブ配列のＨＲＧポリペプチドの生物学
的に活性なフラグメントおよび／またはアミノ酸配列改変体を含む。
【００４４】
　本明細書中の「ＥｒｂＢヘテロオリゴマー」は、少なくとも２つの異なるＥｒｂＢレセ
プターを含む非共有結合したオリゴマーをいう。「ＥｒｂＢダイマー」は、２つの異なる
ＥｒｂＢレセプターを含む、非共有結合により会合したオリゴマーである。このような複
合体は、２つ以上のＥｒｂＢレセプターを発現する細胞がＥｒｂＢリガンドに曝される場
合に形成し得る。ＥｒｂＢオリゴマー（例えば、ＥｒｂＢダイマー）は、例えば、Ｓｌｉ
ｗｋｏｗｓｋｉら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６９（２０）：１４６６１－１４６６
５（１９９４）に記載されるように、免疫沈降により単離され得、そしてＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅにより分析され得る。このようなＥｒｂＢヘテロオリゴマーの例としては、ＥＧＦＲ－
ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ１／ＨＥＲ２とも称される）、ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３（ＨＥＲ２／
ＨＥＲ３）、およびＥｒｂＢ３－ＥｒｂＢ４（ＨＥＲ３／ＨＥＲ４）の複合体が挙げられ
る。さらに、ＥｒｂＢヘテロオリゴマーは、異なるＥｒｂＢレセプター（例えば、Ｅｒｂ
Ｂ３、ＥｒｂＢ４またはＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１））と組み合わされた２つ以上のＥｒｂＢ
２レセプターを含み得る。サイトカインレセプターサブユニットのような他のタンパク質
（例えば、ｇｐ１３０）がヘテロオリゴマーに含まれ得る。
【００４５】
　「ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化」は、目的のＥｒｂＢレセプターを含むＥｒｂ
ＢヘテロオリゴマーへのＥｒｂＢリガンドの結合により媒介されるシグナル伝達（例えば
、ＥｒｂＢレセプターまたは基質ポリペプチド中のチロシン残基をリン酸化するＥｒｂＢ
レセプターの細胞内キナーゼドメインにより引き起こされるシグナル伝達）を意味する。
一般に、これは、ヘテロオリゴマー中の１つ以上のＥｒｂＢレセプターのキナーゼドメイ
ンを活性化し、そしてこれにより１つ以上のＥｒｂＢレセプター中のチロシン残基のリン
酸化および／またはさらなる基質ポリペプチド中のチロシン残基のリン酸化を生じる、Ｅ
ｒｂＢリガンドのＥｒｂＢヘテロオリゴマーへの結合を含む。ＥｒｂＢレセプターの活性
化は、種々のチロシンリン酸化アッセイを使用して定量され得る。
【００４６】
　「ネイティブ配列」ポリペプチドは、天然に由来するポリペプチド（例えば、ＥｒｂＢ
レセプターまたはＥｒｂＢリガンド）と同じアミノ酸配列を有するポリペプチドである。
このようなネイティブ配列ポリペプチドは、天然から単離され得るかまたは組換え手段も
しくは合成手段により生成され得る。従って、ネイティブ配列ポリペプチドは、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任意の他の哺乳動物種由来のポリペ
プチドのアミノ酸配列を有し得る。
【００４７】
　用語「アミノ酸配列改変体」は、ネイティブ配列ポリペプチドとある程度異なるアミノ
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酸配列を有するポリペプチドをいう。通常は、アミノ酸配列改変体は、ネイティブＥｒｂ
Ｂリガンドの少なくとも１つのレセプター結合ドメインまたはネイティブＥｒｂＢレセプ
ターの少なくとも１つのリガンド結合ドメインと少なくとも約７０％の相同性を有し、そ
して好ましくは、これらは、このようなレセプターまたはリガンド結合ドメインと少なく
とも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％相同である。アミノ酸配列改変体は、
ネイティブアミノ酸配列のアミノ酸配列内の特定の部分において、置換、欠失および／ま
たは挿入を有する。
【００４８】
　「相同性」は、相同性の最大パーセントを達成するために配列を整列させそしてギャッ
プを導入した後に同一である、アミノ酸配列改変体中の残基の百分率として定義される。
この整列化のための方法およびコンピュータープログラムは、当該分野で周知である。１
つのこのようなコンピュータープログラムは、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．により著さ
れた「Ａｌｉｇｎ　２」であり、これは、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｃｏｐｙｒｉｇ
ｈｔ　Ｏｆｆｉｃｅ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ　２０５５９にユーザー説明書と共に
提出された（１９９１年１２月１０日）。
【００４９】
　本明細書中の用語「抗体」は、最も広い意味で使用され、そして特に、インタクトなモ
ノクローナル抗体、インタクトなポリクローナル抗体、少なくとも２つのインタクトな抗
体から形成される多重特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）およびインタクトな抗体フ
ラグメント（これらのフラグメントが所望の生物学的活性を示す限り）を包含する。
【００５０】
　本明細書中で使用される場合、用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体の
集団（すなわち、その集団を含む個々の抗体は、少量で存在し得る、天然に存在する可能
性のある変異を除いて同一である）から得られる抗体をいう。モノクローナル抗体は、高
度に特異的であり、単一の抗原性部位に対する。さらに、異なる決定基（エピトープ）に
対する異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体
は、これらが抗原上の単一の決定基に対する。それらの特異性に加えて、モノクローナル
抗体は、他の抗体が混入せずに合成され得る点で有利である。修飾語「モノクローナル」
は、実質的に均質な抗体の集団から得られるという抗体の特徴を示し、そして任意の特定
の方法によるこの抗体の産生を必要とするとは解釈されない。例えば、本発明に従って使
用されるモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９
７５）により最初に記載されたハイブリドーマ法により作製され得るか、または組換えＤ
ＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照のこと）により作製され得る。
「モノクローナル抗体」はまた、例えばＣｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６
２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８
１－５９７（１９９１）に記載される技術を使用して、ファージ抗体ライブラリーから単
離され得る。
【００５１】
　本明細書中のモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体ならびにそのような抗体のフ
ラグメント（これらが、所望の生物学的活性を示す限り）を含み、ここでは、重鎖および
／または軽鎖の一部が、特定の種に由来するかまたは特定の抗体のクラスもしくはサブク
ラスに属する抗体中の対応する配列と同一であるかまたは相同であり、一方、その鎖の残
りが、別の種に由来するかまたは別の抗体のクラスもしくはサブクラスに属する抗体中の
対応する配列と同一であるかまたは相同である（米国特許第４，８１６，５６７号および
Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５１
－６８５５（１９８４））。本明細書中の目的のキメラ抗体は、非ヒト霊長類（例えば、
Ｏｌｄ　Ｗｏｒｌｄ　Ｍｏｎｋｅｙ、Ａｐｅなど）由来の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（ｐｒｉｍａｔｉｚｅｄ）」抗体を含む。
【００５２】
　「抗体フラグメント」は、好ましくは抗原結合領域またはその可変領域を含む、インタ
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クトな抗体の一部を含む。抗体フラグメントの例としては、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ
’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、およびＦｖフラグメント；ダイアボディ
（ｄｉａｂｏｄｙ）；直鎖状抗体；単鎖抗体分子；ならびに抗体フラグメントから形成さ
れる多重特異性抗体が挙げられる。
【００５３】
　「インタクトな」抗体は、抗原結合可変領域ならびに軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）および
重鎖定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）を含む抗体である。定常ドメインは、
ネイティブ配列定常ドメイン（例えば、ヒトネイティブ配列定常ドメイン）またはそのア
ミノ酸配列改変体であり得る。好ましくは、インタクトな抗体は、１つ以上のエフェクタ
ー機能を有する。
【００５４】
　抗体の「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域（ネイティブ配列Ｆｃ領域またはＦｃ
領域のアミノ酸配列改変体）に起因しうる抗体の生物学的活性をいう。抗体のエフェクタ
ー機能の例としては、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞傷害性；Ｆｃレセプター結合；抗体依
存性細胞媒介性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）；食作用；細胞表面レセプター（例えば、Ｂ細胞
レセプター；ＢＣＲ）の下方制御などが挙げられる。
【００５５】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、インタクトな抗体は、異なる
「クラス」に分類され得る。５つの主なクラスのインタクトな抗体（ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ）が存在し、そしてそれらのいくつかは、さらに「サブクラス
」（アイソタイプ）（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡおよび
ＩｇＡ２）に分類され得る。それらの異なるクラスの抗体に対応する重鎖定常ドメインは
、各々、α、δ、ε、γおよびμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グロブリンのサブユニ
ット構造および三次元立体配置は、周知である。
【００５６】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害」および「ＡＤＣＣ」は、Ｆｃレセプター（ＦｃＲ）
を発現する非特異的細胞傷害性細胞（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）が、標的細胞上の結合抗体を認識しそして引き続きその標的細胞
の溶解を引き起こす細胞媒介性反応をいう。ＡＤＣＣの媒介についての主要な細胞である
ＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現するが、単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよ
びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞上でのＦｃＲ発現は、ＲａｖｅｔｃｈおよびＫｉ
ｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，９：４５７－９２（１９９１）の４６４
頁の表３に要約される。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するために、米国特許第５，５
００，３６２号および同第５，８２１，３３７号に記載されるようなインビトロＡＤＣＣ
アッセイが実施され得る。このようなアッセイのための有用なエフェクター細胞としては
、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が挙げられる。ある
いは、またはさらに、目的の分子のＡＤＣＣ活性は、インビボ（例えば、Ｃｌｙｎｅｓら
、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ），９５：６５２－６５６（１９９８）において開示されるような動
物モデルにおいて）で評価され得る
　「ヒトエフェクター細胞」は、１つ以上のＦｃＲを発現しそしてエフェクター機能を果
たす白血球である。好ましくは、この細胞は、少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、そし
てＡＤＣＣエフェクター機能を果たす。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例としては、末
梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞傷害性Ｔ細胞お
よび好中球が挙げられ；ＰＢＭＣおよびＮＫ細胞が好ましい。エフェクター細胞は、その
ネイティブな供給源から（例えば、本明細書中に記載されるように血液またはＰＢＭＣか
ら）単離され得る。
【００５７】
　用語「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
記載するために使用される。好ましいＦｃＲは、ネイティブ配列ヒトＦｃＲである。さら
に、好ましいＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（γレセプター）を結合するＦｃＲであり、そしてこ
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れらとしては、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプター
（これらのレセプターの対立遺伝子改変体および選択的スプライシングされた形態を含む
）が挙げられる。ＦｃγＲＩＩレセプターとしては、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化レセプタ
ー」）およびＦｃγＲＩＩＢ（「阻害レセプター」）が挙げられ、これらは、そのレセプ
ターの細胞質ドメイン中で主に異なる類似のアミノ酸配列を有する。活性化レセプター（
ＦｃγＲＩＩＡ）は、その細胞質ドメイン中に免疫レセプターチロシンベースの活性化モ
チーフ（ＩＴＡＭ）を含む。阻害レセプター（ＦｃγＲＩＩＢ）は、その細胞質ドメイン
中に免疫レセプターチロシンベースの阻害モチーフ（ＩＴＩＭ）を含む。（Ｄａｅｒｏｎ
，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５：２０３－２３４（１９９７）中の総説Ｍ
．を参照のこと）。ＦｃＲは、ＲａｖｅｔｃｈおよびＫｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，９：４５７－９２（１９９１）；Ｃａｐｅｌら、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈ
ｏｄｓ　４：２５－３４（１９９４）；ならびにｄｅ　Ｈａａｓら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉ
ｎ．Ｍｅｄ．，１２６：３３０－４１（１９９５）に概説される。他のＦｃＲ（将来同定
されるＦｃＲを含む）が、本明細書中の用語「ＦｃＲ」により包含される。この用語はま
た、胎児への母性ＩｇＧの移行を担う新生児レセプター（ＦｃＲｎ）を含む（Ｇｕｙｅｒ
ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１１７：５８７（１９７６）およびＫｉｍら、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｒｉｏｌ．，２４：２４９（１９９４））。
【００５８】
　「補体依存性細胞傷害性」または「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解する分子の
能力をいう。補体活性化経路は、同族抗原と複合体化された分子（例えば、抗体）への、
補体系の第１の成分（Ｃｌｑ）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ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２
０２：１６３（１９９６）に記載されるようなＣＤＣアッセイが行われ得る。
【００５９】
　「ネイティブ抗体」は、通常、２つの同一の軽（Ｌ）鎖および２つの同一の重（Ｈ）鎖
からなる、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体の糖タンパク質である。各軽鎖は、
１つの共有ジスルフィド結合により重鎖に連結されるが、ジスルフィド結合の数は、異な
る免疫グロブリンアイソタイプの重鎖間で変化する。各重鎖および軽鎖はまた、規則的に
間隔の空いた鎖内ジスルフィド結合を有する。各重鎖は、一方の末端において、可変ドメ
イン（ＶＨ）とそれに続く多くの定常ドメインを有する。各軽鎖は、一方の末端において
可変ドメイン（ＶＬ）を、そしてそのもう一方の末端において定常ドメインを有する。軽
鎖の定常ドメインは、重鎖の第１の定常ドメインと共に整列され、そして軽鎖可変ドメイ
ンは、重鎖の可変ドメインと整列される。特定のアミノ酸残基は、軽鎖可変ドメインと重
鎖可変ドメインとの間の境界を形成すると考えられる。
【００６０】
　用語「可変」とは、可変ドメインの特定の部分が、抗体間で広範にわたって配列が異な
り、そして各特定の抗体のその特定の抗原に対する結合および特異性において使用される
という事実をいう。しかし、可変性は、抗体の可変ドメインの全体にわたり均等には分布
しない。可変性は、軽鎖および重鎖の可変ドメインの両方における超可変領域と呼ばれる
３つのセグメントに集中する。可変ドメインのより高度に保存された部分は、フレームワ
ーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。各々のネイティブ重鎖および軽鎖の可変ドメインは、４つ
のＦＲを含み、それらのＦＲは、大部分がβシート構造をとり、３つの超可変領域に連結
され、これらの超可変領域は、βシート構造に連結するループを形成し、そして場合によ
っては、このβシート構造の一部を形成する。各鎖中の超可変領域は、ＦＲによって互い
に近位に保持され、そして、他の鎖からの超可変領域と共に、抗体の抗原結合部位の形成
に寄与する。（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，第５版，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　
Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅ
ｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１）を参照のこと）。定常ドメインは、抗体の抗原への結
合に直接関与しないが、種々のエフェクター機能（例えば、抗体依存性細胞性細胞傷害（
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ＡＤＣＣ）における抗体の関与）を示す。
【００６１】
　本明細書中で使用される場合、用語「超可変領域」は、抗原結合を担う抗体のアミノ酸
残基をいう。超可変領域は、一般に、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」からのアミノ
酸残基（例えば、軽鎖可変ドメイン中の残基２４－３４（Ｌ１）、残基５０－５６（Ｌ２
）および残基８９－９７（Ｌ３）ならびに重鎖可変ドメイン中の残基３１－３５（Ｈｌ）
、残基５０－６５（Ｈ２）および残基９５－１０２（Ｈ３）；Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅ
ｓｔ，第５版，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１））なら
びに／または「超可変ループ」からのアミノ酸残基（例えば、軽鎖可変ドメイン中の残基
２６－３２（Ｌｌ）、残基５０－５２（Ｌ２）および残基９１－９６（Ｌ３）ならびに重
鎖可変ドメイン中の残基２６－３２（Ｈ１）、残基５３－５５（Ｈ２）および残基９６－
１０１（Ｈ３）；ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９
０１－９１７（１９８７））を含む。「フレームワーク領域」または「ＦＲ」残基は、本
明細書中で規定するように、超可変領域の残基以外の可変ドメインの残基である。
【００６２】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」フラグメントと呼ばれる２つの同一の抗原結合フラ
グメント（各々、単一の抗原結合部位を有する）および残りの「Ｆｃ」フラグメント（こ
の名前は、その容易に結晶化する能力を反映する）を生成する。ペプシン処理は、２つの
抗原結合部位を有するＦ（ａｂ’）２のフラグメントを生じ、そしてこれは、依然として
抗原を架橋し得る。
【００６３】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識部位および抗原結合部位を含む、最小の抗体フラグメント
である。この領域は、密接に非共有結合した、１つの重鎖可変ドメインおよび１つの軽鎖
可変ドメインの二量体からなる。この立体配置において、各可変ドメインの３つの超可変
領域は、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上の抗原結合部位を規定するために相互作用する。集団
的に、この６つの可変領域は、抗体に抗原結合特異性を与える。しかし、１つの可変ドメ
イン（または抗原に対して特異的な３つの超可変領域のみを含むＦｖの半分）でさえも、
結合部位全体よりも低い親和性ではあるが、抗原を認識および結合する能力を有する。
【００６４】
　Ｆａｂフラグメントはまた、軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ
１）を含む。Ｆａｂ’フラグメントは、抗体のヒンジ領域に由来する１つ以上のシステイ
ンを含む、重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端における数残基の付加により、Ｆａｂフ
ラグメントとは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、その定常ドメインのシステイン残基が、少な
くとも１つの遊離チオール基を有するＦａｂ’についての本明細書中の名称である。Ｆ（
ａｂ’）２抗体フラグメントは、本来、その間にヒンジシステインを有するＦａｂ’フラ
グメントの対として生成された。抗体フラグメントの他の化学結合もまた公知である。
【００６５】
　任意の脊椎動物種由来の抗体の「軽鎖」は、それらの定常ドメインのアミノ酸配列に基
づいて、２つの明確に区別される型（カッパ（κ）およびラムダ（λ）と呼ばれる）のう
ちの１つに割り当てられ得る。
【００６６】
　「単鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体フラグメントは、抗体のＶＨおよびＶＬドメイン
を含み、ここでこれらのドメインは、一本のポリペプチド鎖中に存在する。好ましくは、
このＦｖポリペプチドは、このｓｃＦｖが抗原結合のための所望の構造を形成することを
可能にする、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間のポリペプチドリンカーをさらに含む。
ｓｃＦｖの総説については、Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，第１１３巻，ＲｏｓｅｎｂｕｒｇおよびＭｏｏｒｅ編，
Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２６９－３１５頁（１９９４）中
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のＰｌｕｅｃｋｔｈｕｎを参照のこと。抗ＥｒｂＢ２抗体ｓｃＦｖフラグメントは、ＷＯ
９３／１６１８５；米国特許第５，５７１，８９４号；および米国特許第５，５８７，４
５８号に記載される。
【００６７】
　用語「ダイアボディ」は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体フラグメントをいい
、このフラグメントは、同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）中に可変軽鎖ドメイン（ＶＬ
）に連結されている可変重鎖ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上のこの２つのドメイン間
で対形成させるには短すぎるリンカーを使用して、これらのドメインを別の鎖の相補ドメ
インと対形成させ、そして２つの抗原結合部位を作製する。ダイアボディは、例えば、Ｅ
Ｐ４０４，０９７；ＷＯ９３／１１１６１；およびＨｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）に、より完
全に記載される。
【００６８】
　非ヒト（例えば、げっ歯類）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリン由来の最
小配列を含むキメラ抗体である。たいていは、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域
由来の残基が、所望の特異性、親和性および能力を有する非ヒト種（例えば、マウス、ラ
ット、ウサギまたは非ヒトげっ歯類）（ドナー抗体）の超可変領域由来の残基により置換
されているヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。ある場合では、ヒト免疫グ
ロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）の残基は、対応する非ヒト残基により置換される
。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体中にもドナー抗体中にも見出されない残基を
含み得る。これらの改変は、抗体の性能をさらに改良するためになされる。一般に、ヒト
化抗体は、少なくとも１つ、そして代表的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含み
、非ヒト免疫グロブリンの超可変ループに対応する全て、または実質的に全ての超可変ル
ープおよびＦＲの全てまたは実質的に全ては、ヒト免疫グロブリン配列のものである。ヒ
ト化抗体はまた、必要に応じて免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、代表的にはヒト免疫グ
ロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらなる詳細については、Ｊｏｎｅｓら、
Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕ
ｒｅ，３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓ
ｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９９２）を参照のこと。
【００６９】
　ヒト化抗ＥｒｂＢ２抗体としては、米国特許第５，８２１，３３７号（本明細書中に参
考として明確に援用される）の表３に記載されるような、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－１、ｈｕＭ
Ａｂ４Ｄ５－２、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－３、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－４、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－５
、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－６、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－７およびｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８（ＨＥＲＣ
ＥＰＴＩＮ（登録商標））；本明細書以下に記載されるような、ヒト化５２０Ｃ９（ＷＯ
９３／２１３１９）およびヒト化２Ｃ４抗体が挙げられる。
【００７０】
　「単離された」抗体は、その天然の環境の成分から同定されそして分離および／または
回収された抗体である。その天然の環境の混入物成分は、その抗体についての診断的用途
または治療的用途を干渉する物質であり、そしてこれらとしては、酵素、ホルモン、およ
び他のタンパク質様の溶質または非タンパク質様の溶質が挙げられ得る。好ましい実施形
態において、抗体は、（１）ローリー法によって測定した場合に、９５重量％を超える抗
体にまで、そして最も好ましくは、９９重量％を超えるまでに精製されるか、（２）スピ
ニングカップ（ｓｐｉｎｎｉｎｇ　ｃｕｐ）配列決定装置の使用により、少なくとも１５
残基のＮ末端アミノ酸配列または内部アミノ酸配列を得るに十分な程度に精製されるか、
または（３）クーマシーブルー染色または好ましくは銀染色を使用する、還元条件下また
は非還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均一なまでに精製される。単離された抗体
は、組換え細胞内のインサイチュでのその抗体を含む。なぜなら、その抗体の天然環境の
少なくとも１つの成分は存在していないからである。しかし、通常には、単離された抗体
は、少なくとも１回の精製工程によって調製される。



(24) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

【００７１】
　目的の抗原（例えば、ＥｒｂＢ２抗原）を「結合する」抗体は、その抗体が、その抗原
を発現する細胞を標的化する際に有用であるような十分な親和性で、その抗原を結合し得
る抗体である。抗体が、ＥｒｂＢ２を結合する抗体である場合、この抗体は、通常、他の
ＥｒｂＢレセプターとは対照的に、ＥｒｂＢ２を優先的に結合し、そしてＥＧＦＲ、Ｅｒ
ｂＢ３またはＥｒｂＢ４のような他のタンパク質と有意に交差反応しない抗体であり得る
。このような実施形態において、この抗体がこれらの非ＥｒｂＢ２タンパク質へ結合（例
えば、内因性レセプターへの細胞表面結合）する程度は、蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ
）分析または放射免疫沈降（ＲＩＡ）によって測定した場合に、１０％未満である。時に
は、この抗ＥｒｂＢ２抗体は、ラットｎｅｕタンパク質（例えば、Ｓｃｈｅｃｔｅｒら、
Ｎａｔｕｒｅ，３１２：５１３（１９８４）およびＤｒｅｂｉｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３１
２：５４５－５４８（１９８４）に記載のような）と有意に交差反応しない。
【００７２】
　ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化を「ブロックする」抗体は、本明細書中上記で定
義されたような活性化を減少するかまたは妨げる抗体であり、ここで、この抗体は、モノ
クローナル抗体４Ｄ５よりも実質的により効果的に（例えば、モノクローナル抗体７Ｆ３
または２Ｃ４あるいはそれらのＦａｂフラグメントとほぼ同じぐらい効果的に、そして好
ましくは、モノクローナル抗体２Ｃ４またはそのＦａｂフラグメントとほぼ同じくらい効
果的に）ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化をブロックし得る。例えば、ＥｒｂＢレセ
プターのリガンド活性化をブロックする抗体は、ＥｒｂＢヘテロオリゴマーの形成のブロ
ックにおいて、４Ｄ５よりも約５０％～１００％より効果的である抗体であり得る。Ｅｒ
ｂＢレセプターのリガンド活性化のブロックは、任意の手段、例えば、以下を干渉するこ
とによって生じ得る：ＥｒｂＢレセプターへのリガンド結合、ＥｒｂＢ複合体形成、Ｅｒ
ｂＢ複合体におけるＥｒｂＢレセプターのチロシンキナーゼ活性および／あるいはＥｒｂ
Ｂレセプター中のまたはＥｒｂＢレセプターによるチロシンキナーゼ残基のリン酸化。Ｅ
ｒｂＢレセプターのリガンド活性化をブロックする抗体の例としては、モノクローナル抗
体２Ｃ４および７Ｆ３（これらは、ＥｒｂＢ２／ＥｒｂＢ３ヘテロオリゴマーおよびＥｒ
ｂＢ２／ＥｒｂＢ４ヘテロオリゴマーのＨＲＧ活性化；ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ２ヘテロオリ
ゴマーのＥＧＦ活性化、ＴＧＦ－α活性化、アンフィレグリン活性化、ＨＢ－ＥＧＦ活性
化および／またはエピレグリン活性化をブロックする）；ならびにＬ２６抗体、Ｌ９６抗
体およびＬ２８８抗体（Ｋｌａｐｐｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１４：２０９９－２１０
９（１９９７））（これらは、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３およびＥｒｂＢ４を発
現するＴ４７Ｄ細胞へのＥＧＦ結合およびＮＤＦ結合をブロックする）が挙げられる。
【００７３】
　示された抗体（例えば、この示されたモノクローナル抗体２Ｃ４）の「生物学的特性」
を有する抗体は、同じ抗原（例えば、ＥｒｂＢ２）に結合する他の抗体とその抗体とを区
別する、この示された抗体の１以上の生物学的特性を保持する抗体である。例えば、２Ｃ
４の生物学的特性を有する抗体は、ＥｒｂＢ２およびＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ１またはＥｒ
ｂＢ４を含むＥｒｂＢヘテロオリゴマーのＨＲＧ活性化をブロックし得るか；ＥＧＦＲお
よびＥｒｂＢ２を含むＥｒｂＢレセプターのＥＧＦ活性化、ＴＧＦ－α活性化、ＨＢ－Ｅ
ＧＦ活性化、エピレグリン活性化および／もしくはアンフィレグリン活性化をブロックし
得るか；ＭＡＰＫのＥＧＦ、ＴＧＦ－αおよび／もしくはＨＲＧ媒介活性化をブロックし
得るか；そして／または２Ｃ４によって結合されるエピトープ（例えば、モノクローナル
抗体２Ｃ４のＥｒｂＢ２への結合をブロックする）と同じ、ＥｒｂＢ２の細胞外ドメイン
中のエピトープを結合し得る。
【００７４】
　他に示されない限り、表現「モノクローナル抗体２Ｃ４」とは、以下の実施例のマウス
２Ｃ４抗体の、またはそれに由来する、抗原結合残基を有する抗体をいう。例えば、モノ
クローナル抗体２Ｃ４は、マウスモノクローナル抗体２Ｃ４またはその改変体（例えば、
ヒト化抗体２Ｃ４）であり得、その改変体は、マウスモノクローナル抗体２Ｃ４の抗原結
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合アミノ酸残基を保持する。ヒト化２Ｃ４抗体の例は、本明細書中およびＷＯ０１／００
２４５（本明細書中でこの全体が参考として援用される）において提供される。他に示さ
れない限り、本明細書中で使用される場合、表現「ｒｈｕＭＡｂ２Ｃ４」は、ヒト軽鎖お
よび重鎖ＩｇＧ１（非Ａアロタイプ）定常領域配列と融合された、それぞれ配列番号３お
よび配列番号４の可変軽鎖（ＶＬ）配列および可変重鎖（ＶＨ）配列を含む抗体をいい、
これは、必要に応じて、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞によって発現される
。
【００７５】
　他に示されない限り、用語「モノクローナル抗体４Ｄ５」とは、マウス４Ｄ５抗体（Ａ
ＴＣＣ　ＣＲＬ　１０４６３）の、またはそれに由来する、抗原結合残基を有する抗体を
いう。例えば、モノクローナル抗体４Ｄ５は、マウスモノクローナル抗体４Ｄ５またはそ
の改変体（例えば、ヒト化４Ｄ５）であり得、その改変体は、マウスモノクローナル抗体
４Ｄ５の抗原結合残基を保持する。例示的なヒト化４Ｄ５抗体としては、米国特許第５，
８２１，３３７号に記載のような、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－１、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－２、ｈｕ
ＭＡｂ４Ｄ５－３、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－４、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－５、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－
６、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－７およびｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標
））が挙げられ、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標））が好ましい
ヒト化４Ｄ５抗体である。
【００７６】
　本明細書中で使用される場合、「増殖阻害薬剤」とは、インビトロまたはインビボで、
細胞（特に、ＥｒｂＢ発現癌細胞）の増殖を阻害する化合物または組成物をいう。従って
、増殖阻害薬剤は、Ｓ期にあるＥｒｂＢ発現細胞の割合を有意に減少させる薬剤であり得
る。増殖阻害薬剤の例としては、（Ｓ期以外で）細胞周期進行をブロックする薬剤（例え
ば、Ｇ１阻止およびＭ期阻止を誘導する薬剤）が挙げられる。古典的なＭ期ブロッカーと
しては、ビンカ（ビンクリスチンおよびビンブラスチン）、タキサン、およびトポＩＩイ
ンヒビター（例えば、ドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシドおよ
びブレオマイシン）が挙げられる。Ｇ１を阻止する薬剤はまた、Ｓ期阻止をももたらし、
例えば、ＤＮＡアルキル化剤（例えば、タモキシフェン、プレドニソン、ダカルバジン、
メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキサート、５－フルオロウラシルおよびａｒａ
－Ｃ）が挙げられる。さらなる情報は、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ
　Ｃａｎｃｅｒ、ＭｅｎｄｅｌｓｏｈｎおよびＩｓｒａｅｌ編、第１章、Ｍｕｒａｋａｍ
ｉらによる表題「Ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ、ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ、
ａｎｄ　ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　ｄｒｕｇｓ」（ＷＢ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ：Ｐｈ
ｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，１９９５）（特に、１３頁）に見出され得る。
【００７７】
　「増殖阻害」抗体の例は、ＥｒｂＢ２に結合する抗体およびＥｒｂＢ２を過剰発現する
癌細胞の増殖を阻害する抗体である。好ましい増殖阻害抗ＥｒｂＢ２抗体は、細胞培養物
中のＳＫ－ＢＲ－３乳癌細胞の増殖を、約０．５～３０μｇ／ｍｌの抗体濃度で、２０％
よりも高く、好ましくは、５０％よりも高く（例えば、約５０％～約１００％）阻害する
。ここでは、この増殖阻害を、ＳＫ－ＢＲ－３細胞の抗体への曝露後６日で測定する（米
国特許第５，６７７，１７１号（１９９７年１０月１４日発行）を参照のこと）。このＳ
Ｋ－ＢＲ－３細胞増殖阻害アッセイは、この特許および本明細書以下により詳細に記載さ
れる。好ましい増殖阻害抗体は、モノクローナル抗体４Ｄ５（例えば、ヒト化４Ｄ５）で
ある。
【００７８】
　「細胞死を誘導する」抗体は、生存細胞を生育不能にさせる抗体である。この細胞は、
一般に、ＥｒｂＢ２レセプターを発現する細胞であり、特に、この細胞は、ＥｒｂＢ２レ
セプターを過剰発現する。好ましくは、細胞は、癌細胞（例えば、乳癌細胞、卵巣癌細胞
、胃癌細胞、子宮内膜癌細胞、唾液腺癌細胞、肺癌細胞、腎臓癌細胞、結腸癌細胞、甲状
腺癌細胞、膵臓癌細胞または膀胱癌細胞）である。インビトロでは、細胞は、ＳＫ－ＢＲ
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－３細胞、ＢＴ４７４細胞、Ｃａｌｕ３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－４５３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ
－３６１細胞またはＳＫＯＶ３細胞であり得る。インビトロでの細胞死は、抗体依存性細
胞媒介細胞傷害性（ＡＤＣＣ）または補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）によって誘導され
る細胞死を区別するために、補体および免疫エフェクター細胞の非存在下で決定され得る
。従って、細胞死についてのアッセイは、熱不活化血清を使用して（すなわち、補体の非
存在下で）かつ免疫エフェクター細胞の非存在下で行われ得る。抗体が細胞死を誘導し得
るか否かを決定するために、膜の完全性の損失（ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）、トリパン
ブルー（Ｍｏｏｒｅら、Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７：１－１１（１９９５）を
参照のこと）または７ＡＡＤの取り込みによって評価されるような）が、非処理細胞と比
較して評価され得る。好ましい細胞死誘導抗体は、ＢＴ４７４細胞におけるＰＩ取り込み
アッセイにおいて、ＰＩ取り込みを誘導する抗体である（以下を参照のこと）。
【００７９】
　「アポトーシスを誘導する」抗体は、以下によって決定されるような、プログラムされ
た細胞死を誘導する抗体である：アネキシンＶの結合、ＤＮＡのフラグメント化、細胞収
縮、小胞体の拡大、細胞のフラグメント化および／または膜小胞（アポトーシス小体と呼
ばれる）の形成。この細胞は、通常、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞である。
好ましくは、この細胞は、腫瘍細胞（例えば、乳房腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、胃腫瘍細胞
、子宮内膜腫瘍細胞、唾液腺腫瘍細胞、肺腫瘍細胞、腎臓腫瘍細胞、結腸腫瘍細胞、甲状
腺腫瘍細胞、膵臓腫瘍細胞または膀胱腫瘍細胞）である。インビトロでは、細胞は、ＳＫ
－ＢＲ－３細胞、ＢＴ４７４細胞、Ｃａｌｕ３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－４５３細胞、ＭＤＡ
－ＭＢ－３６１細胞またはＳＫＯＶ３細胞であり得る。種々の方法が、アポトーシスに関
連する細胞事象を評価するために利用可能である。例えば、ホスファチジルセリン（ＰＳ
）トランスロケーションが、アネキシン結合によって測定され得；ＤＮＡのフラグメント
化が、ＤＮＡのラダー形成によって評価され得；そしてＤＮＡのフラグメント化に伴う核
／クロマチンの圧縮が、低二倍体細胞の任意の増加によって評価され得る。好ましくは、
アポトーシスを誘導する抗体は、ＢＴ４７４細胞を使用するアネキシン結合アッセイにお
いて、非処理細胞と比較して、約２～５０倍、好ましくは、約５～５０倍、そして最も好
ましくは、約１０～５０倍のアネキシン結合の誘導を生じる抗体である（以下を参照のこ
と）。時には、このプロアポトーシス抗体は、ＥｒｂＢレセプターのＥｒｂＢリガンド活
性化をさらにブロックする抗体（例えば、７Ｆ３抗体）であり；すなわち、この抗体は、
モノクローナル抗体２Ｃ４と生物学的特性を共有する。別の状況において、この抗体は、
ＥｒｂＢレセプターのＥｒｂＢリガンド活性化を有意にブロックしない抗体（例えば、７
Ｃ２）である。さらに、この抗体は、アポトーシスの誘導の間に、Ｓ期にある細胞の割合
の大きな減少を誘導しない、７Ｃ２のような抗体（例えば、コントロールと比較して、こ
れらの細胞の割合の約０～１０％の減少のみを誘導する抗体）であり得る。
【００８０】
　「エピトープ２Ｃ４」は、抗体２Ｃ４が結合するＥｒｂＢ２の細胞外ドメイン中の領域
である。２Ｃ４エピトープに結合する抗体をスクリーニングするために、慣用的な交差ブ
ロック（ｃｒｏｓｓ－ｂｌｏｃｋｉｎｇ）アッセイ（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ，ＨａｒｌｏｗおよびＤａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編（１９８８）に記載され
るアッセイ）を行い得る。あるいは、エピトープマッピングを行って、抗体がＥｒｂＢ２
の２Ｃ４エピトープ（例えば、ＥｒｂＢ２のおよそ残基２２～およそ残基５８４の領域（
残基２２および残基５８４を含む）における任意の１以上の残基；図１Ａ～Ｂを参照のこ
と）に結合するか否かを評価し得る。
【００８１】
　「エピトープ４Ｄ５」は、抗体４Ｄ５（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１０４６３）が結合するＥ
ｒｂＢ２の細胞外ドメイン中の領域である。このエピトープは、ＥｒｂＢ２の膜貫通ドメ
インに近接する。４Ｄ５エピトープに結合する抗体をスクリーニングするために、慣用的
な交差ブロックアッセイ（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
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Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｈａｒ
ｌｏｗおよびＤａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編（１９８８）に記載されるアッセイ）を行い得る。
あるいは、エピトープマッピングを行って、抗体がＥｒｂＢ２の４Ｄ５エピトープ（例え
ば、包括的には、およそ残基５２９～およそ残基６２５の領域（残基５２９および残基６
２５を含む）における任意の１以上の残基；図１Ａ～Ｂを参照のこと）に結合するか否か
を評価し得る。
【００８２】
　「エピトープ３Ｈ４」は、抗体３Ｈ４が結合するＥｒｂＢ２の細胞外ドメイン中の領域
である。このエピトープは、ＥｒｂＢ２細胞外ドメインのアミノ酸配列中のおよそ残基５
４１～およそ残基５９９における残基（残基５４１および残基５９９を含む）を含む；図
１Ａ～Ｂを参照のこと。
【００８３】
　「エピトープ７Ｃ２／７Ｆ３」は、７Ｃ２抗体および／または７Ｆ３抗体（各々、ＡＴ
ＣＣに寄託されている。以下を参照のこと）が結合するＥｒｂＢ２の細胞外ドメインのＮ
末端の領域である。７Ｃ２／７Ｆ３エピトープに結合する抗体をスクリーニングするため
に、慣用的な交差ブロックアッセイ（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ，ＨａｒｌｏｗおよびＤａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編（１９８８）に記載されるアッセイ）を
行い得る。あるいは、エピトープマッピングを行って、抗体がＥｒｂＢ２上の７Ｃ２／７
Ｆ３エピトープ（例えば、ＥｒｂＢ２のおよそ残基２２～およそ残基５３の領域における
任意の１以上の残基；図１Ａ～Ｂを参照のこと）に結合するか否かを確認し得る。
【００８４】
　処置の目的のための「哺乳動物」とは、哺乳動物（ヒト、家庭内動物および家畜動物、
動物園の動物、スポーツ用動物またはペット動物（例えば、イヌ、ウマ、ネコ、ウシなど
）を含む）として分類される任意の動物をいう。好ましくは、哺乳動物は、ヒトである。
【００８５】
　「処置に応答性である」腫瘍は、認可動物モデルまたはヒト臨床試験において、未処置
または偽薬処置抗と比較して、抗ＥｒｂＢ抗体処置に対する反応において統計的に有意な
改善を示す腫瘍か、または抗ＥｒｂＢ抗体での初期処置に反応するが、処置が続くに従っ
て増殖する腫瘍である。
【００８６】
　「処置する（ｔｒｅａｔ）」または「処置（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」とは、治療的処置
および予防的（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）または予防的（ｐｒｅｖｅｎｔａｔｉｖｅ）
手段の両方をいい、ここで目的は、所望しない生理的変化または障害（例えば、癌の進行
または拡散）を予防または減速（軽減）することである。本発明の目的のために、有利な
臨床結果または所望の臨床結果としては、検出可能または検出不可能な、症状の軽減、疾
患の程度の減少、疾患の安定化した（すなわち悪化しないこと）状態、疾患進行の遅延ま
たは減速、疾患状態の緩和または回復、および寛解（部分的または全体的のいずれか）が
挙げられるが、これらに限定されない。「処置」はまた、処置を受けない場合に予測され
る生存より生存を延長することを意味し得る。処置を必要とする者としては、既に状態も
しくは疾患を有する者、ならびに状態もしくは疾患を有しやすい者、または状態もしくは
疾患が予防されるべき者が、挙げられる。
【００８７】
　「障害」は、本発明の処置から利益を得る任意の状態である。これは、慢性的および急
性の障害または疾患を含み、これらとしては、哺乳動物が問題の障害を罹患しやすい病理
学的状態が挙げられる。本明細書中で処置されるべき障害の非限定の例としては、良性ま
たは悪性の腫瘍；白血病およびリンパ悪性疾患、特に、乳癌、卵巣癌、胃癌、子宮内膜癌
、唾液腺癌、肺癌、腎臓癌、結腸癌、甲状腺癌、膵臓癌、前立腺癌または膀胱癌；ニュー
ロン障害、神経膠障害、星状細胞癌、視床下部性障害および他の腺の障害、マクロファー
ジ障害、上皮性障害、間質性障害および胞胚腔障害；ならびに炎症性障害、脈管形成障害
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および免疫性障害が挙げられる。本発明に従って処置されるべき好ましい障害は、悪性腫
瘍である。
【００８８】
　用語「治療的有効量」とは、哺乳動物における疾患または障害を処置するために有効な
薬物の量をいう。癌の場合において、この薬物の治療的有効量は、癌細胞の数を減少し得
るか；腫瘍サイズを減少し得るか；末梢器官への癌細胞浸潤を阻害し得る（すなわち、あ
る程度緩やかにし得、そして好ましくは、停止させ得る）か；腫瘍転移を阻害し得る（す
なわち、ある程度緩やかにし得、そして好ましくは、停止させ得る）か；腫瘍増殖をある
程度阻害し得るか；そして／または癌に関連する１以上の症状をある程度軽減し得る。薬
物が増殖を妨げ得るかそして／または既存の癌細胞を殺傷し得る程度まで、薬物は、細胞
増殖抑制性および／または細胞傷害性であり得る。癌治療については、効力は、例えば、
疾患進行に対する時間（ＴＴＰ）の評価および／または応答速度（ＲＲ）の決定によって
測定され得る。
【００８９】
　用語「癌」および「癌性」とは、調節されない細胞増殖によって代表的に特徴付けられ
る、哺乳動物の生理学的状態を言及または記載する。「腫瘍」は、１つ以上の癌細胞を含
む。癌の例としては、癌腫、リンパ腫、芽腫、肉腫、および白血病またはリンパ系悪性疾
患が挙げられるが、これらに限定されない。このような癌のより特定の例としては、扁平
細胞癌（例えば、扁平上皮細胞癌）、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌（「ＮＳＣＬＣ」
）、肺の腺癌および肺の扁平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃癌（胃腸癌を含む
）、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、ヘパトーム、乳癌、
結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌または子宮癌、唾液腺腫、腎臓癌、前立腺癌、
外陰癌、甲状腺癌、肝癌、肛門癌、陰茎癌、ならびに頭頸部癌が挙げられる。
【００９０】
　「ＥｒｂＢを発現する癌」は、その細胞表面に存在するＥｒｂＢタンパク質を有する細
胞を含む癌である。「ＥｒｂＢ２を発現する癌」は、その細胞表面に十分なレベルのＥｒ
ｂＢ２を産生する癌であり、その結果、抗ＥｒｂＢ２抗体が、それに結合し得、そしてこ
の癌に対する治療効果を有する。
【００９１】
　ＥｒｂＢレセプターの「過剰な活性化によって特徴付けられる」癌は、癌細胞における
ＥｒｂＢレセプター活性化の程度が、同じ組織型の非癌性細胞におけるＥｒｂＢレセプタ
ーの活性化のレベルを有意に超える癌である。このような過剰な活性化は、ＥｒｂＢレセ
プターの過剰発現および／または癌細胞中のＥｒｂＢレセプターの活性化に利用可能な正
常レベルを超えるＥｒｂＢリガンドから生じ得る。このような過剰な活性化は、癌細胞の
悪性疾患状態を引き起こし得るか、そして／またはこのような状態から引き起こされ得る
。いくつかの実施形態において、この癌を診断アッセイまたは予後アッセイに供し、Ｅｒ
ｂＢレセプターのこのような過剰な活性化を生じるＥｒｂＢレセプターの増幅および／ま
たは過剰発現が生じているか否かを決定する。あるいは、またはさらに、この癌を診断ア
ッセイまたは予後アッセイに供し、そのレセプターの過剰な活性化に寄与するＥｒｂＢリ
ガンドの増幅および／または過剰発現が、この癌において生じているか否かを決定し得る
。このような癌のサブセットにおいて、このレセプターの過剰な活性化は、オートクライ
ン刺激経路から生じ得る。
【００９２】
　「オートクライン」刺激経路において、ＥｒｂＢリガンドおよびその同族のＥｒｂＢレ
セプターの両方を産生する癌細胞によって、自己刺激が生じる。例えば、この癌は、ＥＧ
ＦＲを発現または過剰発現し得、そしてまたＥＧＦＲリガンド（例えば、ＥＧＦ、ＴＧＦ
－αまたはＨＢ－ＥＧＦ）を発現または過剰発現し得る。別の実施形態において、この癌
は、ＥｒｂＢ２を発現または過剰発現し得、そしてまたヘレグリン（例えば、γ－ＨＲＧ
）を発現または過剰発現し得る。
【００９３】
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　ＥｒｂＢレセプターを「過剰発現する」癌は、同じ組織型の非癌性細胞と比較して、そ
の細胞表面に有意により高いレベルのＥｒｂＢレセプター（例えば、ＥｒｂＢ２）を有す
る癌である。このような過剰発現は、遺伝子増幅によって、あるいは転写または翻訳の増
加によって引き起こされ得る。ＥｒｂＢレセプターの過剰発現は、細胞の表面上に存在す
るＥｒｂＢタンパク質のレベルの増加を評価することによる（例えば、免疫組織化学アッ
セイ；ＩＨＣによる）、診断アッセイまたは予後アッセイにおいて決定され得る。あるい
は、またはさらに、例えば、以下によって、細胞中のＥｒｂＢコード核酸のレベルを測定
し得る：蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ；１９９８年１０月に公開
されたＷＯ９８／４５４７９を参照のこと）、サザンブロッティング、またはポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術（例えば、リアルタイム定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ））。Ｅｒ
ｂＢリガンドの過剰発現は、患者（例えば、腫瘍生検）においてリガンド（またはそれを
コードする核酸）のレベルを評価することにより診断的に決定され得るか、または種々の
診断アッセイ（ＩＨＣ、ＦＩＳＨ、サザンブロッティング、ＰＣＲまたは上記のインビボ
アッセイ）によって、決定され得る。また、生物学的流体（例えば、血清）中の流出（ｓ
ｈｅｄ）抗原（例えば、ＥｒｂＢ細胞外ドメイン）を測定することによって、ＥｒｂＢレ
セプター過剰発現を研究し得る（例えば、米国特許第４，９３３，２９４号（１９９０年
６月１２日発行）；ＷＯ９１／０５２６４（１９９１年４月１８日公開）；米国特許第５
，４０１，６３８号（１９９５年３月２８日発行）；およびＳｉａｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１３２：７３－８０（１９９０）を参照のこと）。上記のアッセ
イとは別に、種々のインビボアッセイが、当業者に利用可能である。例えば、患者の体内
の細胞に抗体（必要に応じて、検出可能な標識（例えば、放射性同位体）で標識する）を
曝露させ得、そしてこの抗体の患者の細胞への結合を、例えば、放射活性の外部スキャニ
ングによって、またはこの抗体に予め曝露された患者から採取した生検を分析することに
よって、評価し得る。ＨＥＲ２を過剰発現する腫瘍は、１細胞につき発現されるＨＥＲ２
分子のコピー数に対応する免疫組織化学的スコアによって評定され、生物化学的に決定さ
れ得る：０＝０～１０，０００コピー／細胞、１＋＝少なくとも約２００，０００コピー
／細胞、２＋＝少なくとも約５００，０００コピー／細胞、３＋＝少なくとも約２，００
０，０００コピー／細胞。チロシンキナーゼのリガンド非依存性活性化に導く３＋レベル
のＨＥＲ２の過剰発現（Ｈｕｄｚｉａｋら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ，８４：７１５９－７１６３［１９８７］）は、胸腺癌の約３０％において生じ、そ
してこれらの患者において、再発のない生存率および全体の生存率は低下する（Ｓｌａｍ
ｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：７０７－７１２［１９８９］；Ｓａｌｍｏｎら，Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ，２３５：１７７－１８２［１９８７］）。
【００９４】
　逆に、「ＥｒｂＢ２レセプターの過剰発現によって特徴付けられない」癌は、診断アッ
セイにおいて、同じ組織型の非癌性細胞と比較して、正常レベルよりも高いレベルのＥｒ
ｂＢ２レセプターを発現しない癌である。「ホルモン非依存性」の癌は、その増殖がその
癌における細胞によって発現されるレセプターに結合するホルモンの存在に依存しない癌
である。このような癌は、腫瘍中または腫瘍近辺のホルモン濃度を減少させる薬理学的ま
たは外科的ストラテジーの投与に際して、臨床的退行を生じない。ホルモン非依存性の癌
の例としては、アンドロゲン非依存性前立腺癌、エストロゲン非依存性乳癌、子宮内膜癌
および卵巣癌が挙げられる。このような癌は、ホルモン依存性腫瘍として始まり得、そし
て抗ホルモン療法後にホルモン感受性状態からホルモン不応性腫瘍に進行し得る。
【００９５】
　本明細書中で使用される場合、用語「細胞傷害性薬剤」とは、細胞の機能を阻害するか
または妨げ、そして／または細胞の破壊を引き起こす物質をいう。この用語は、以下を含
むことが意図される：放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０

、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、およびＬｕの放射性同位
体）、化学療法剤、およびトキシン（例えば、細菌、真菌、植物または動物起源の小分子
トキシンまたは酵素的に活性なトキシン（そのフラグメントおよび／または改変体を含む
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）。
【００９６】
　「化学療法剤」は、癌の処置に有用な化学化合物である。化学療法剤の例としては、以
下が挙げられる：アルキル化剤（例えば、チオテパおよびシクロホスファミド（ｃｙｃｌ
ｏｓｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）（ＣＹＴＯＸＡＮＴＭ）；アルキルスルホネート（例えば
、ブスルファン、イムプロスルファンおよびピポスルファン）；アジリジン（例えば、ベ
ンゾデパ（ｂｅｎｚｏｄｏｐａ）、カルボコン、メツレデパ（ｍｅｔｕｒｅｄｏｐａ）お
よびウレデパ（ｕｒｅｄｏｐａ））；エチレンイミンおよびメチルメラミン（ｍｅｔｈｙ
ｌａｍｅｌａｍｉｎｅ）（アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホ
ルアミド、トリエチレンチオホスホルアミド（ｔｒｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｈｉｏｐｈｏｓ
ｐｈａｏｒａｍｉｄｅ）およびトリメチロールメラミン（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｏｌｏｍｅ
ｌａｍｉｎｅ）を含む）；ナイトロジェンマスタード（例えば、クロラムブシル、クロル
ナファジン、クロロホスファミド、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン
、塩酸メクロレタミンオキシド、メルファラン、ノベンビシン（ｎｏｖｅｍｂｉｃｈｉｎ
）、フェネステリン、プレドニムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタード）；ニ
トロソウレア（例えば、カルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、
ニムスチン、ラニムスチン）；抗生物質（例えば、アクラシノマイシン、アクチノマイシ
ン、アウスラマイシン（ａｕｔｈｒａｍｙｃｉｎ）、アザセリン、ブレオマイシン、カク
チノマイシン、カリチェアマイシン（ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）、カラビシン（ｃａ
ｒａｂｉｃｉｎ）、カラミノマイシン（ｃａｒｍｉｎｏｍｙｃｉｎ）、カルチノフィリン
、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５
－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシン、イダルビ
シン、マルセロマイシン（ｍａｒｃｅｌｌｏｍｙｃｉｎ）、マイトマイシン、ミコフェノ
ール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン（ｐｏ
ｔｆｉｒｏｍｙｃｉｎ）、ピューロマイシン、クエラマイシン（ｑｕｅｌａｍｙｃｉｎ）
、ロドルビシン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス
、ジノスタチン、ゾルビシン）；代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサートおよび５－フ
ルオロウラシル（５－ＦＵ））；葉酸アナログ（例えば、デノプテリン、メトトレキサー
ト、プテロプテリン、トリメトレキサート）；プリンアナログ（例えば、フルダラビン、
６－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン）；ピリミジンアナログ（例えば、
アンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキ
シウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスウリジン、５－ＦＵ）；アンド
ロゲン（例えば、カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、
メピチオスタン、テストラクトン）；抗副腎剤（ａｎｔｉ－ａｄｒｅｎａｌｓ）（例えば
、アミノグルテチミド、ミトーテン、トリロスタン）；葉酸補助剤（例えば、フロリニン
酸（ｆｒｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ））；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；
アミノレブリン酸；アムサクリン；ベストラムブシル（ｂｅｓｔｒａｂｕｃｉｌ）；ビサ
ントレン；エダトラキサート；デフォファミン（ｄｅｆｏｆａｍｉｎｅ）；デメコルチン
；ジアジクオン；エルフォルニチン（ｅｌｆｏｒｎｉｔｈｉｎｅ）；酢酸エリプチニウム
；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロキシウレア；レンチナン；ロニダミン；ミトグア
ゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニトラクリン；ペントスタチン；フェナメット
（ｐｈｅｎａｍｅｔ）；ピラルビシン；ポドフィリン酸（ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｉｎｉｃ　
ａｃｉｄ）；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ（登録商標）；ラゾキサン
；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジコン；２，２’，２”－
トリクロロトリエチルアミン；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノムスチン；
ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン（ｇａｃｙｔｏｓｉｎｅ
）；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；シクロホスファミド；チオテパ；タキサン（例え
ば、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉ
ｂｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ，ＮＪ）およびドセタキセル（ｄｏｃｅｔ
ａｘｅｌ）（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Ｒｈｏ＾ｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅ



(31) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

ｒ，Ａｎｔｏｎｙ，Ｆｒａｎｃｅ）；クロランブシル；ゲムシタビン；６－チオグアニン
；メルカプトプリン；メトトレキサート；白金アナログ（例えば、シスプラチンおよびカ
ルボプラチン）；ビンブラスチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イフォスファミド
；マイトマイシンＣ；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベルビン（
ｎａｖｅｌｂｉｎｅ）；ノバントロン；テニポシド；ダウノマイシン；アミノプテリン；
キセロダ（ｘｅｌｏｄａ）；イバンドロネート（ｉｂａｎｄｒｏｎａｔｅ）；ＣＰＴ－１
１；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ　２０００；ジフルオロメチルオルニチン（Ｄ
ＭＦＯ）；レチノイン酸；エスペラミシン；カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ）
；ならびにそれらのいずれかの薬学的に受容可能な塩、酸または誘導体。この定義にはま
た、以下のような、腫瘍に対するホルモン作用を調節または阻害するよう作用する抗ホル
モン剤が含まれる：抗エストロゲン（例えば、タモキシフェン、ラロキシフェン、アロマ
ターゼ阻害性４（５）－イミダゾール、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェ
ン、ケオキシフェン（ｋｅｏｘｉｆｅｎｅ）、ＬＹ１１７０１８、オナプリストンおよび
トレミフェン（Ｆａｒｅｓｔｏｎ））；ならびに抗アンドロゲン（例えば、フルタミド、
ニルタミド、ビカルタミド（ｂｉｃａｌｕｔａｍｉｄｅ）、ロイプロリドおよびゴセレリ
ン）；ならびに上記のいずれかの薬学的に受容可能な塩、酸または誘導体。
【００９７】
　本明細書中で使用される場合、用語「ＥＧＦＲ標的薬物」とは、ＥＧＦＲに結合し、そ
して必要に応じてＥＧＦＲ活性化を阻害する、治療剤をいう。そのような因子（ａｇｅｎ
ｔ）の例としては、ＥＧＦＲと結合する抗体および低分子が挙げられる。ＥＧＦＲと結合
する抗体の例としては、ＭＡｂ５７９（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　ＨＢ　８５０６）、ＭＡｂ４
５５（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　ＨＢ８５０７）、ＭＡｂ２２５（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　８５０８
）、ＭＡｂ５２８（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　８５０９）（米国特許第４，９４３，５３３号、
Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎらを参照のこと）およびその改変体（例えば、キメラ化２２５（Ｃ
２２５またはセツキシマブ；ＥＲＢＵＴＩＸ（登録商標））および新形態化ヒト２２５（
Ｈ２２５）（ＷＯ９６／４０２１０、Ｉｍｃｌｏｎｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．を参照
のこと）；ＩＩ型変異体ＥＧＦＲと結合する抗体（米国特許第５，２１２，２９０号）；
米国特許第５，８９１，９９６号に記載されるような、ＥＧＦＲと結合するヒト化抗体お
よびキメラ抗体；およびＥＧＦＲと結合するヒト抗体（例えば、ＡＢＸ－ＥＧＦ）（ＷＯ
９８／５０４３３、Ａｂｇｅｎｉｘを参照のこと）が挙げられる。抗ＥＧＦＲ抗体は、細
胞傷害剤と結合体化され得、それにより免疫結合体を生成する（例えば、ＥＰ６５９，４
３９Ａ２、Ｍｅｒｃｋ　Ｐａｔｅｎｔ　ＧｍｂＨを参照のこと）。ＥＧＦＲと結合する低
分子の例としては、ＺＤ１８３９またはゲフィチニブ（ＩＲＥＳＳＡＴＭ；Ａｓｔｒａ　
Ｚｅｎｅｃａ）、ＣＰ－３５８７７４（ＴＡＲＣＥＶＡＴＭ；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ／ＯＳ
Ｉ）およびＡＧ１４７８、ＡＧ１５７１（ＳＵ　５２７１；Ｓｕｇｅｎ）が挙げられる。
【００９８】
　「チロシンキナーゼインヒビター」とは、チロシンキナーゼのチロシンキナーゼ活性を
いくらかの程度阻害する分子（例えば、ＥｒｂＢレセプター）である。そのようなインヒ
ビターの例としては、上記の段落に記載されるＥＧＦＲ標的化薬物、ならびにキナゾリン
（例えば、ＰＤ　１５３０３５、４－（３－クロロアニリノ）キナゾリン）、ピリドピリ
ミジン、ピリミドピリミジン、ピロロピリミジン（例えば、ＣＧＰ　５９３２６、ＣＧＰ
　６０２６１およびＣＧＰ　６２７０６）、およびピラゾーロピリミジン、４－（フェニ
ルアミノ）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン、クルクミン（ジフェルロイルメタ
ン、４，５－ビス（４－フルオロアニリノ）フタルイミド）、ニトロチオフェン部分含有
チロホスチン；ＰＤ－０１８３８０５（Ｗａｒｎｅｒ－Ｌａｍｂｅｒ）；アンチセンス分
子（例えば、ＥｒｂＢコード核酸に結合するアンチセンス）；キノキサリン（米国特許第
５，８０４，３９６号）；トリホスチン（米国特許第５，８０４，３９６号）；ＺＤ６４
７４（Ａｓｔｒａ　Ｚｅｎｅｃａ）；ＰＴＫ－７８７（Ｎｏｖａｒｔｉｓ／Ｓｃｈｅｒｉ
ｎｇ　ＡＧ）；パンＥｒｂＢインヒビター（例えば、ＣＩ－１０３３（Ｐｆｉｚｅｒ））
；Ａｆｆｉｎｉｔａｃ（ＩＳＩＳ　３５２１；Ｉｓｉｓ／Ｌｉｌｌｙ）；イマチニブメシ
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レート（Ｇｌｅｅｖａｃ；Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；ＰＫＩ　１６６（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；
ＧＷ２０１６（Ｇｌａｘｏ　ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ）；ＣＩ－１０３３（Ｐｆｉｚｅｒ）
；ＥＫＢ－５６９（Ｗｙｅｔｈ）；セマキサニブ（Ｓｕｇｅｎ）；ＺＤ６４７４（Ａｓｔ
ｒａＺｅｎｅｃａ）；ＰＴＫ－７８７（Ｎｏｖａｒｔｉｓ／Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ）；
ＩＮＣ－１Ｃ１１（Ｉｍｃｌｏｎｅ）；または以下の特許公開のいずれかに記載されるＥ
ＧＦＲ標的化薬物：米国特許第５，８０４，３９６号；ＷＯ９９／０９０１６（Ａｍｅｒ
ｉｃａｎ　Ｃｙａｎｉｍｉｄ）；ＷＯ９８／４３９６０（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａ
ｍｉｄ）；ＷＯ９７／３８９８３（Ｗａｒｎｅｒ　Ｌａｍｂｅｒｔ）；ＷＯ９９／０６３
７８（Ｗａｒｎｅｒ　Ｌａｍｂｅｒｔ）；ＷＯ９９／０６３９６（Ｗａｒｎｅｒ　Ｌａｍ
ｂｅｒｔ）；ＷＯ９６／３０３４７（Ｐｆｉｚｅｒ，Ｉｎｃ）；ＷＯ９６／３３９７８（
Ｚｅｎｅｃａ）；ＷＯ９６／３３９７（Ｚｅｎｅｃａ）；およびＷＯ９６／３３９８０（
Ｚｅｎｅｃａ）が、挙げられる。
【００９９】
　「抗脈管形成剤」とは、血管の発生をある程度までブロックするかまたは妨げる、化合
物をいう。抗脈管形成因子は、例えば、新脈管形成の促進に関与する増殖因子または増殖
因子レセプターと結合する、低分子または抗体であり得る。本明細書中の好ましい抗脈管
形成因子は、血管内皮細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）と結合する抗体である。
【０１００】
　用語「サイトカイン」とは、細胞内媒介因子として別の細胞に対して作用する、ある細
胞集団により放出されるタンパク質についての包括的用語である。そのようなサイトカイ
ンの例は、リンホカイン、モノカイン、および従来のポリペプチドホルモンである。この
サイトカインの中に包含されるのは、成長ホルモン（例えば、ヒト成長ホルモン、Ｎ－メ
チオニルヒト成長ホルモン、およびウシ成長ホルモン）；．副甲状腺ホルモン；サイロキ
シン；インスリン；プロインスリン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモ
ン（例えば、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）；甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）；および黄体
形成ホルモン（ＬＨ）；肝増殖因子；線維芽細胞増殖因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲ
ン；腫瘍壊死因子αおよび腫瘍壊死因子β；ミューラー阻害物質；マウスゴナドトロピン
関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；脈管内皮増殖因子；インテグリン；トロンボポ
エチン（ＴＰＯ）；神経成長因子（例えば、ＮＧＦ－β）；血小板増殖因子；トランスフ
ォーミング増殖因子（ＴＧＦ）（例えば、ＴＧＦ－αおよびＴＧＦ－β）；インスリン様
増殖因子Ｉおよびインスリン様増殖因子ＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘導因子
；インターフェロン（例えば、インターフェロンα、インターフェロンβおよびインター
フェロンγ）；コロニー刺激因子（ＣＳＦ）（例えば、マクロファージＣＳＦ（Ｍ－ＣＳ
Ｆ）；顆粒球マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；および顆粒球ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ
））；インターロイキン（ＩＬ）（例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、ＩＬ－３
、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－
１１、ＩＬ－１２）；腫瘍壊死因子（例えば、ＴＮＦ－αまたはＴＮＦ－β）；ならびに
他のポリペプチド因子（ＬＩＦおよびキットリガンド（ＫＬ））である。本明細書中で使
用される場合、用語「サイトカイン」とは、天然供給源由来のタンパク質、または組換え
細胞培養物由来のタンパク質、およびネイティブ配列のサイトカインの生理活性等価物を
包含する。
【０１０１】
　本出願において使用される用語「プロドラッグ」とは、親薬物と比較して腫瘍細胞に対
して細胞傷害性が小さく、なおかつ酵素学的に活性化され得るか、またはより活性な親形
態に転換され得る、薬学的に活性である物質の前駆体形態または誘導体形態をいう。例え
ば、Ｗｉｌｌｍａｎ、「Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ
ｐｙ」Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ、１４、３
７５－３８２頁、第６１５回　Ｍｅｅｔｉｎｇ　Ｂｅｌｆａｓｔ（１９８６）およびＳｔ
ｅｌｌａら、「Ｐｒｏｄｒｕｇｓ：Ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔ
ａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
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ｖｅｒｙ，Ｂｏｒｃｈａｒｄら編、２４７－２６７頁、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ（１９
８５）を参照のこと。本発明のプロドラッグとしては、以下が挙げられるが、それらに限
定されない：ホスフェート含有プロドラッグ、チオホスフェート含有プロドラッグ、サル
フェート含有プロドラッグ、ペプチド含有プロドラッグ、Ｄ－アミノ酸改変プロドラッグ
、グリコシル化プロドラッグ、β－ラクタム含有プロドラッグ、必要に応じて置換された
フェノキシアセトアミド含有プロドラッグまたは必要に応じて置換されたフェニルアセト
アミド含有プロドラッグ、より活性な細胞傷害性の無い薬物へ転換され得る５－フルオロ
シトシンプロドラッグおよび他の５－フルオロウリジンプロドラッグ。本発明における使
用のためのプロドラッグ形態に誘導体化され得る細胞傷害性薬物の例としては、上記の化
学療法剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０２】
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質および／または界面活性剤から構成され
る小胞であり、これは、薬物（例えば、本明細書中に開示される抗ＥｒｂＢ２抗体、およ
び必要に応じて化学療法剤）を哺乳動物に送達するために有用である。リポソームの成分
は、一般的に二重層形成体（これは生体膜の脂質配置に類似する）の中に配置される。
【０１０３】
　用語「パッケージ挿入物」は、治療生成物の市販のパッケージ内に慣習的に備えられる
説明書をいうために使用され、これは、そのような治療生成物の使用に関する適応症、用
法、投薬量、投与、禁忌および／または警告についての情報を含む。
【０１０４】
　「心臓保護剤」は、患者への薬物（例えば、アントラサクリン抗生物質および／または
抗ＥｒｂＢ２抗体）の投与に関連する心筋機能不全（すなわち、心筋症および／または鬱
血性心不全）を予防または減少させる、化合物または組成物である。心臓保護剤は、例え
ば、フリーラジカル媒介性心臓毒性効果をブロックまたは減少し得、そして／または酸化
的ストレス損傷を予防もしくは減少し得る。この定義によって包含される心臓保護剤の例
としては、以下が挙げられる：鉄キレート化剤であるデキスラゾキサン（ＩＣＲＦ－１８
７）（Ｓｅｉｆｅｒｔら、Ｔｈｅ　Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐ
ｙ　２８：１０６３－１０７２（１９９４））；脂質低下剤および／または抗酸化剤（例
えば、プロブコール（Ｓｉｎｇａｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ．２７：
１０５５－１０６３（１９９５））；アミホスチン（アミノチオール２－［（３－アミノ
プロピル）アミノ］エタンチオール二水素リン酸エステル（これはまた、ＷＲ－２７２１
と呼ばれる）およびその脱リン酸化された細胞取り込み形態（これは、ＷＲ－１０６５と
呼ばれる）ならびにＳ－３－（３－メチルアミノプロピルアミノ）プロピルホスホロチオ
酸（ＷＲ－１５１３２７）（Ｇｒｅｅｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５４：７
３８－７４１（１９９４）を参照のこと）；ジゴキシン（Ｂｒｉｓｔｏｗ，Ｍ．Ｒ．：Ｂ
ｒｉｓｔｏｗ　ＭＲ編、Ｄｒｕｇ－Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｈｅａｒｔ　Ｄｉｓｅａｓｅ．Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　１９１－２１５（１９８０））；βブロッカー（例え
ば、メトプロロール（Ｈｊａｌｍａｒｓｏｎら、Ｄｒｕｇｓ　４７：補遺４：３１－９（
１９９４）；およびＳｈａｄｄｙら、Ａｍ．Ｈｅａｒｔ　Ｊ．１２９：１９７－９（１９
９５））；ビタミンＥ；アスコルビン酸（ビタミンＣ）；フリーラジカルスカベンジャー
（例えば、オレアノール酸、ウルソル酸およびＮ－アセチルシステイン（ＮＡＣ）；スピ
ン捕捉化合物（例えば、α－フェニル－ｔｅｒｔ－ブチルニトロン（ＰＢＮ）；（Ｐａｒ
ａｃｃｈｉｎｉら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１３：１６０７－１６１２（１９９
３））；セレノ有機化合物（例えば、Ｐ２５１（Ｅｌｂｅｓｅｎ）など。
【０１０５】
　「単離された」核酸分子とは、抗体核酸の天然の供給源に通常は関連する少なくとも１
種の夾雑核酸分子から分離されている、同定された核酸分子である。単離された核酸分子
は、それが天然で見出される形態または状況以外である。従って、単離された核酸分子は
、それが天然細胞中で存在する核酸分子とは区別される。しかし、単離された核酸分子と
しては、抗体を通常は発現する細胞中に含まれる核酸分子が挙げられ、ここで、例えば、



(34) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

その核酸分子は、天然細胞とは異なる染色体位置にある。
【０１０６】
　発現「制御配列」とは、特定の宿主生物における、作動可能に連結されたコード配列の
発現のために必要なＤＮＡ配列をさす。例えば、原核生物に適切な制御配列としては、プ
ロモーター、必要に応じてオペレーター配列、およびリボソーム結合部位が挙げられる。
真核生物細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、およびエンハンサーを利用す
ることが公知である。
【０１０７】
　核酸は、別の核酸配列と機能的に関連するように配置された場合に、「作動可能に連結
され」ている。例えば、プレ配列または分泌リーダーのＤＮＡは、あるポリペプチドのＤ
ＮＡと、そのポリペプチドの分泌に関与するプレタンパク質として発現される場合に、そ
のＤＮＡに作動可能に連結されている。プロモーターまたはエンハンサーは、コード配列
の転写に影響を与える場合、そのコード配列と作動可能に連結されている。リボソーム結
合部位は、翻訳を促進するように配置された場合に、コード配列と作動可能に連結されて
いる。一般に、「作動可能に連結される」とは、連結されているＤＮＡ配列が、連続して
おり、分泌リーダーの場合には、連続してかつ読み取り枠が同じであることを、意味する
。しかし、エンハンサーは、連続している必要はない。連結は、簡便な制限酵素切断部位
におけるライゲーションによって、達成される。そのような部位が存在しない場合、合成
オリゴヌクレオチドアダプターまたはリンカーは、従来の実施に従って使用される。
【０１０８】
　本明細書中で使用される場合、発現「細胞」、発現「細胞株」、および発現「細胞培養
物」は、互換可能に使用され、そのような指示はすべて、子孫を包含する。従って、用語
「形質転換体」および「形質転換細胞」とは、初代対象細胞、および伝達回数に関わらず
それに由来する培養物を包含する。すべての子孫は、意図的変異または偶発的変異に起因
して、ＤＮＡ含量が正確には同一ではないかもしれない。最初に形質転換された細胞にお
いてスクリーニングされたのと同じ機能または生理活性を有する変異体子孫が、包含され
る。別の指示が意図される場合、それはその内容から明らかである。
【０１０９】
　（抗ＨＥＲ２抗体での処置に対して応答性である腫瘍を同定する方法）
　（腫瘍源および腫瘍細胞）
　腫瘍は、２Ｃ４または機能的に等価な抗体（すなわち、抗体２Ｃ４の生物学的特徴のう
ちの１つ以上を有する抗体）を用いる治療に対して、例えば、ＨＥＲ２活性化の尺度とし
て、細胞表面上にＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２および／またはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダ
イマーが存在することに基づいて、治療に対して応答性であると特徴付けられ得る。腫瘍
サンプルは、当該分野で公知の任意の方法によってヘテロダイマーの存在についてアッセ
イされ得る。好ましくは、ヘテロダイマーの存在は、下記の方法のうちの１つ以上によっ
て決定される。
【０１１０】
　ＨＥＲ２活性化は、レセプターのヘテロダイマー化およびリン酸化の結果であるので、
２Ｃ４または機能的に等価な抗体を用いる治療に対して応答性の腫瘍を同定するための特
に重要な方法は、下記のような、ＥｒｂＢレセプターのリン酸化（例えば、ＥｒｂＢ２（
ＨＥＲ２）レセプターのリン酸化）の検出である。
【０１１１】
　アッセイされ得る腫瘍細胞の供給源としては、腫瘍生検、循環する腫瘍細胞、循環する
血漿タンパク質、腹水、異種移植腫瘍および他の腫瘍モデル、ならびに初代細胞培養物も
しくは腫瘍に由来する初代細胞株または腫瘍様特性を示す細胞株、ならびに保存された腫
瘍サンプル（例えば、ホルマリン固定してパラフィン包埋した腫瘍サンプル）が挙げられ
るが、これらに限定されない。ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２および／またはＥｒｂＢ２－Ｅｒｂ
Ｂ３ヘテロダイマーについての種々の細胞型群ならびに／あるいはＥｒｂＢレセプターの
リン酸化のスクリーニングが、本発明によって企図される。ヘテロダイマーおよび／また
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はＥｒｂＢレセプター（例えば、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプター）のリン酸化につい
て陽性であると検査で出る腫瘍細胞と同じ型の腫瘍細胞が、２Ｃ４を用いる治療に供され
得る。下記の腫瘍モデルは、例として提供される。これらは、本発明を限定するものとし
て解釈されるべきではない。
【０１１２】
　１つの実施形態において、腫瘍に現在罹患している患者に由来する腫瘍細胞が、２Ｃ４
を用いる治療に対する応答性についてアッセイされる。その細胞が、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３
ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーの存在に基づいて、ま
たはＥｒｂＢレセプターのリン酸化を示すことによって、応答性であると決定された場合
、その患者は、その後、２Ｃ４の生物学的特徴のうちの１つ以上を有する抗体で処置され
得る。好ましくは、その患者は、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４で処置される。
【０１１３】
　別の実施形態において、特定の型の腫瘍に由来する腫瘍細胞、または特定の型の腫瘍の
特徴を有すると考えられる細胞が、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよび／または
ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在について、またはＥｒｂＢレセプター（好
ましくは、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプター）のリン酸化について、アッセイされる。
ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよび／またはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイ
マー、ならびに／あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化が検出される場合、その型の腫
瘍は、２Ｃ４の生物学的特徴のうちの１つ以上を有する抗ＥｒｂＢ２抗体を用いる処置の
良好な候補であると解釈される。その後、その型の腫瘍に罹患している患者は、そのよう
な抗体で処置され得る。
【０１１４】
　（細胞株移植片）
　インビトロ増殖した腫瘍細胞（例えば、培養中で増殖した腫瘍細胞、および腫瘍細胞株
）は、目的の部位中に直接細胞を移植することによって、マウス中に異種移植され得る。
そのような方法は、当業者に周知である。その細胞は、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイ
マーおよび／またはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在を同定するため、ある
いはＥｒｂＢレセプターのリン酸化（例えば、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプターのリン
酸化）について、アッセイされ得る。
【０１１５】
　一実施形態において、腫瘍細胞は、マウス（好ましくは、無胸腺ヌードマウス）中に皮
下移植される。別の実施形態において、腫瘍細胞は、適切なインサイチュ腫瘍モデルを作
製するために生理学的に適切な位置に移植される。例えば、乳癌細胞株由来の細胞が、乳
癌の生物学をより正確にモデリングするために、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪パッド中
に種々の濃度で移植され得る。腫瘍細胞は、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたは
ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在について、あるいはＥｒｂＢレセプターの
リン酸化について、移植の前または後のいずれかにアッセイされ得る。好ましくは、腫瘍
細胞は、移植された細胞が所定の大きさの腫瘍へと発達した後で、アッセイされる。その
マウスはまた、２Ｃ４または機能的に等価な抗体を用いる治療に供され得、未処置マウス
がコントロールとしての役割を果たす。
【０１１６】
　同様のモデルは、培養細胞または細胞株が誘導される任意の型の腫瘍について確立され
得る。腫瘍型としては、膀胱腫瘍、脳腫瘍、乳房腫瘍、結腸腫瘍、食道腫瘍、腎臓腫瘍、
白血球、肝腫瘍、肺腫瘍、黒色腫、卵巣腫瘍、膵臓腫瘍、前立腺腫瘍、肉腫、胃腫瘍、精
巣腫瘍、および子宮腫瘍が挙げられるが、これらに限定されない。一実施形態において、
ＥｒｂＢ２を過剰発現する腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、移植のために使用され、一方、
別の実施形態において、正常量または正常量未満のＥｒｂＢ２を発現する腫瘍細胞または
腫瘍細胞株が、移植のために使用される。なお別の実施形態において、ＨＥＲＣＥＰＴＩ
Ｎ（登録商標）に対して非応答性である腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、移植のために使用
される。
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【０１１７】
　特定の実施形態において、約２，０００万個のＭＤＡ－１７５乳房腫瘍細胞が、マウス
性腺脂肪パッド中に移植される。異種移植された細胞の表面上のＨＥＲ２／ＨＥＲ１ダイ
マーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ３ダイマーの発現が、例えば、下記の方法のうちの
１つによって、決定される。そのように移植されたマウスはまた、０．３ｍｇ／ｋｇ、１
０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、または１００ｍｇ／ｋｇの２Ｃ４を用いる処置に供され
得る。他の投与レジメンは、当業者の決定範囲内にある。
【０１１８】
　本発明は、あらゆるＨＥＲ２発現腫瘍の分類のために適切であるが、固形腫瘍（乳癌、
卵巣癌、肺癌、前立腺癌、および結腸直腸癌など）が、本発明に従う分析および処置のた
めに特に適切である。
【０１１９】
　（腫瘍異種移植片）
　哺乳動物腫瘍標本（好ましくは、ヒト腫瘍標本）が、取得され得、そしてマウス（好ま
しくは、無胸腺ヌードマウス）中に移植され得る。その腫瘍標本は、当該分野において公
知の任意の方法によって取得され得る。一実施形態において、その腫瘍標本は、例えば、
生検中で、またはその哺乳動物から腫瘍を除去する手術過程において、外科的に切除され
る。別の実施形態において、その腫瘍標本は、哺乳動物の血液から循環する腫瘍細胞を純
化することによって、取得される。
【０１２０】
　具体的な実施形態において、約５ｍｍ×直径０．５ｍｍ～１ｍｍの固形腫瘍スライスが
、無胸腺ヌードマウスの側腹部に、マウス１匹当たり概して４断片が移植される。この移
植された腫瘍が中央値直径約１０ｍｍ～１５ｍｍに達した時に、それらの腫瘍は、概して
より小さい腫瘍断片を使用して連続継代され得る。ヒト腫瘍異種移植片を生成および研究
する方法は、以下の参考文献（本明細書中で全体が援用される）において記載される：Ｆ
ｉｅｂｉｇら「Ｈｕｍａｎ　Ｔｕｍｏｒ　Ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ：Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｉ
ｔｙ，Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｎｅｗ
　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ」Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｏｎｃｏ
ｌｏｇｙ：Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｆｏｒ　Ａｎｔｉｃ
ａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＦｉｅｂｉｇおよびＢｕｒｇｅｒ編（
Ｂａｓｅｌ，Ｋａｒｇｅｒ　１９９９）第５４巻、ｐｐ．２９～５０；Ｂｅｒｇｅｒら「
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｔｕｍｏｒ　Ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ　ｉｎ　Ｔｈｙｍｕｓ－Ａｐｌａｓｔｉｃ　
Ｎｕｄｅ　Ｍｉｃｅ」Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ　Ｍｉｃｅ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏ
ｇｙ、ＦｉｅｂｉｇおよびＢｅｒｇｅｒ編（Ｂａｓｅｌ，Ｋａｒｇｅｒ，１９９２）ｐｐ
．２３～４６；ＦｉｅｂｉｇおよびＢｕｒｇｅｒ「Ｈｕｍａｎ　Ｔｕｍｏｒ　Ｘｅｎｏｇ
ｒａｆｔｓ　ａｎｄ　Ｅｘｐｌａｎｔｓ」Ｍｏｄｅｌｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ、Ｔｅｉｃｈｅｒ編（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　２００２）ｐｐ．１１３～１
３７。
【０１２１】
　ヒト異種移植片は、ドナー患者内での腫瘍の挙動について非常に予測定であると考えら
れる。なぜなら、その異種移植片は、固形腫瘍として増殖し、分化し、そして間質、脈管
構造、および中心壊死を発生するからである。ほとんどの場合、異種移植片は、患者由来
の新たな腫瘍の分子特徴、組織学的特徴および病態生理学的特徴のうちのほとんどを保持
する。最初の腫瘍または連続継代腫瘍を含むマウス由来の腫瘍細胞は、ＥＧＦＲ－Ｅｒｂ
Ｂ２ヘテロダイマーおよび／またはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在につい
て、またはＥｒｂＢレセプターのリン酸化について、分析され得る。マウスはまた、２Ｃ
４または機能的に等価な抗体を用いる治療に供され得る。
【０１２２】
　一実施形態において、ヒト腫瘍異種移植片の新たに生成または樹立した群が、ＥＧＦＲ
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－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在につい
て、またはＥｒｂＢレセプターのリン酸化について、スクリーニングされる。前出のＦｉ
ｅｂｉｇおよびＢｕｒｇｅｒは、種々の一般的癌の型（例えば、膀胱癌、脳癌、乳癌、結
腸癌、食道癌、腎臓癌、白血病、肝臓癌、肺癌、黒色腫、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肉
腫、胃癌、精巣癌、および子宮癌）から確立された３００個を超えるヒト腫瘍異種移植片
群を記載する。一実施形態において、この群全体は、ヘテロダイマーについて、またはＥ
ｒｂＢレセプター（例えば、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプター）のリン酸化について、
スクリーニングされ得る。この群の部分集合はまた、ヘテロダイマーについて、またはＥ
ｒｂＢレセプターのリン酸化について、スクリーニングされ得、この部分集合は、例えば
、組織型、ＥｒｂＢ２の過剰発現、ＥｒｂＢ２の発現不足またはＥｒｂＢ２の正常な発現
、あるいはＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）に対して応答しないことに基づく。この様式
で、腫瘍は、ヘテロダイマーの存在に基づいて、またはＥｒｂＢレセプター（例えば、Ｅ
ｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプター）のリン酸化を示すことによって、治療候補として分類
され得る。同様に、そのように分類された腫瘍を保有する患者は、２Ｃ４または機能的に
等価な抗体を用いる治療に適格であると、より迅速に判断され得る。
【０１２３】
　腫瘍標本は、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテ
ロダイマーの存在について、あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化について、移植の前
または後のいずれかにアッセイされ得る。一実施形態において、最初の異種移植片および
／または連続継代した異種移植片からの約１ｇの腫瘍が、ヘテロダイマーについてさらに
分子的に特徴付けられるか、または液体窒素中で凍結され、そして後の特徴付けのために
－８０℃にて保存される。異種移植片腫瘍は、二重層軟寒天アッセイ（例えば、前出のＦ
ｉｅｂｉｇおよびＢｕｒｇｅｒに記載されるような、いわゆる試験管内腫瘍細胞感受性試
験）によってさらに分析され得る。固形ヒト腫瘍異種移植片は、単細胞懸濁物へと機械的
およびタンパク質分解的に脱凝集される。この単細胞懸濁物は、記載されるように軟寒天
を層状にしたマルチウェルプレート中に配置される。インビトロで増殖された腫瘍細胞は
、コロニーの形成をもたらし、このコロニーは、分子的特徴（例えば、ヘテロダイマー）
について、またはＥｒｂＢレセプターのリン酸化について、あるいは他の組織化学的特徴
または形態学的特徴について、さらに分析され得る。
【０１２４】
　（Ｂ．ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよびＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイ
マーの検出）
　当該分野で公知の任意の方法が、腫瘍中のＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたは
ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーを検出するために使用され得る。いくつかの好ま
しい方法が、以下に記載される。これらの方法は、多価タンパク質－タンパク質相互作用
を検出するか、あるいは目的のタンパク質間の近さを示す。下記の方法は、例として提供
される。この下記の方法は、本発明を限定するものとして解釈されるべきではない。
【０１２５】
　（同時免疫沈降およびイムノブロッティング）
　免疫親和性ベースの方法（例えば、免疫沈降またはＥＬＩＳＡ）は、ＥＧＦＲ－Ｅｒｂ
Ｂ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーを検出するために使用
され得る。一実施形態において、抗ＥｒｂＢ２抗体が、腫瘍細胞からのＥｒｂＢ２を含む
複合体を免疫沈降するために使用され、その後、生じた免疫沈降物が、イムノブロッティ
ングによって、ＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ３の存在についてプロービングされる。別の実施
形態において、ＥＧＦＲ抗体またはＥｒｂＢ３抗体が、免疫沈降工程のために使用され得
、その後、その免疫沈降物が、ＥｒｂＢ２抗体を用いてプロービングされ得る。さらなる
実施形態において、ＨＥＲ１、ＨＥＲ３、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１複合体またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ３複合体に対して特異的なＥｒｂＢリガンドが、複合体を沈降させるために使用され
得、この複合体は、その後、ＨＥＲ２の存在についてプロービングされ得る。例えば、リ
ガンドは、アビジンに結合体化され得、そして複合体は、ビオチンカラムにて精製され得
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る。他の実施形態（例えば、ＥＬＩＳＡまたは抗体「サンドイッチ」型アッセイ）におい
て、ＥｒｂＢ２に対する抗体が、固体支持体上に固定され、腫瘍細胞または腫瘍細胞溶解
物と接触され、洗浄され、その後、ＥＧＦＲに対する抗体またはＥｒｂＢ３に対する抗体
に対して曝露される。後者の抗体の結合（これは、直接検出され得るか、または検出可能
な標識に結合体化された二次抗体によって検出され得る）は、ヘテロダイマーの存在を示
す。特定の実施形態において、ＥＧＦＲ抗体またはＥｒｂＢ３抗体が、固定され、そして
ＥｒｂＢ２抗体が、検出工程のために使用される。他の実施形態において、ＥｒｂＢレセ
プターリガンドが、抗ＥｒｂＢレセプター抗体の代わりに、または抗ＥｒｂＢレセプター
抗体と組み合わせて、使用され得る。
【０１２６】
　ＥＧＦＲ抗体、ＥｒｂＢ２抗体、またはＥｒｂＢ３抗体との免疫沈降に続いて、ヘテロ
ダイマーについての機能的アッセイを、免疫ブロッティングの代わりとしてかまたは免疫
ブロッティングの補足として、行い得る。１つの実施形態において、ＥｒｂＢ３抗体との
免疫沈降に続いて、この免疫沈降物におけるレセプターチロシンキナーゼ活性についての
アッセイを行う。ＥｒｂＢ３は、固有のチロシンキナーゼ活性を有さないので、免疫沈降
物におけるチロシンキナーゼ活性の存在は、ＥｒｂＢ３が、ＥｒｂＢ２と最も会合しやす
いことを示す。Ｇｒａｕｓ－Ｐｏｒｔａら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１６：１６４７－５５（１
９９７）；Ｋｌａｐｐｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９６：
４９９５－５０００（１９９９）。この結果は、ＥｒｂＢ２抗体での免疫ブロッティング
によって確認され得る。別の実施形態において、ＥｒｂＢ２抗体との免疫沈降に続いて、
ＥＧＦＲレセプターチロシンキナーゼ活性についてアッセイを行う。このアッセイにおい
て、免疫沈降物は、放射活性ＡＴＰと接触され、そしてＥｒｂＢ２の、ＥＧＦＲによるリ
ン酸交換反応のインビボでの部位を模倣するペプチド基質と接触される。このペプチドの
リン酸化は、共免疫沈降を示し、従って、ＥｒｂＢ２とのＥＧＦＲのヘテロダイマー化を
示す。レセプターチロシンキナーゼ活性アッセイは、当該分野において周知であり、そし
て例えば、ホスホチロシン抗体による標的基質のリン酸化を検出するアッセイ、およびＭ
ＡＰＫ経路のような同種シグナル伝達経路の活性化を検出するアッセイが挙げられる。
【０１２７】
　上記の方法およびアッセイのバリエーションは、当業者に容易に明らかであり、そして
慣用的である。
【０１２８】
　化学架橋またはＵＶ架橋もまた、生存細胞の表面のヘテロダイマーを共有結合させるた
めに使用され得る。Ｈｕｎｔｅｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍ，Ｊ．，３２０：８４７－５３。化
学架橋剤の例としては、ジチオビス（スクシンイミジル）プロピオネート（ＤＳＰ）およ
び３，３’ジチオビス（スルホスクシンイミジル）プロピオネート（ＤＴＳＳＰ）が挙げ
られる。１つの実施形態において、化学的に架橋した腫瘍細胞からの細胞抽出物は、ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥによって分析され、そしてＥＧＦＲおよび／またはＥｒｂＢ３に対する抗体
で免疫ブロットされる。適切な分子量の非常にシフトしたバンドは、おそらく、ＥＧＦＲ
－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３へテロダイマーを表す。なぜ
なら、ＥｒｂＢ２は、ＥＧＦＲおよびＥｒｂＢ３に対する好ましいヘテロダイマー化パー
トナーであるからである。この結果は、ＥｒｂＢ２抗体での引き続く免疫ブロッティング
によって確認され得る。
【０１２９】
　（ＦＲＥＴおよび蛍光ベースの方法）
　蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）がまた、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーま
たはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーを検出するために使用され得る。ＦＲＥＴは
、タンパク質のコンホメーション変化およびタンパク質－タンパク質相互作用を、インビ
ボおよびインビトロで、ドナー発蛍光団からアクセプター発蛍光団へのエネルギーの移動
に基づいて、検出する。Ｓｅｌｖｉｎ，Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，７：７３０
－３４（２０００）。エネルギー移動は、ドナー発蛍光団が、アクセプター発蛍光団に十
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分に近い場合にのみ起こる。代表的なＦＲＥＴ実験において、２つのタンパク質、または
１つのタンパク質上の２つの部位が、異なる蛍光プローブで標識される。これらのプロー
ブの一方（ドナープローブ）は、特定の波長の入射高によって、より高いエネルギー状態
に励起される。次いで、ドナープローブは、そのエネルギーを、第二のプローブ（アクセ
プタープローブ）に伝達し、ドナーの蛍光強度の減少およびアクセプターの蛍光発光の増
加を生じる。エネルギー移動の程度を測定するために、ドナープローブおよびアクセプタ
ープローブで標識されたサンプル中のドナーの強度が、ドナープローブのみで標識された
サンプル中での強度と比較される。必要に応じて、アクセプターの強度が、ドナー／アク
セプターサンプルおよびアクセプターのみのサンプルにおいて比較される。適切なプロー
ブは、当該分野において公知であり、そして例えば、膜透過性色素（例えば、フルオレセ
インおよびローダミン）、有機色素（例えば、シアニン色素）、およびランタニド原子が
挙げられる。Ｓｅｌｖｉｎ，前出。エネルギー移動を検出および測定するための方法およ
び器具は、当該分野において公知である。Ｓｅｌｖｉｎ，前出。
【０１３０】
　ＦＲＥＴベースの技術は、タンパク質－タンパク質相互作用を個々の細胞において検出
および測定するために適切であり、これもまた、当該分野において公知である。例えば、
ドナーフォトブリーチング蛍光共鳴エネルギー移動（ｂｐＦＲＤＴ）顕微鏡検査法および
蛍光寿命画像化顕微鏡検査法（ＦＬＩＭ）が、細胞表面レセプターのダイマー化を検出す
るために使用される。Ｓｅｌｖｉｎ，前出；ＧａｄｅｌｌａおよびＪｏｖｉｎ，Ｊ．Ｃｅ
ｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１２９：１５４３－５８（１９９５）。１つの実施形態において、ｐ
ｂＦＲＥＴは、Ｎａｇｙら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，３２：１２０－１３１（１９９８）に
記載されるように、細胞上で、「懸濁液中」または「インサイチュ」のいずれかで使用さ
れて、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマ
ーの形成を検出および測定する。これらの技術は、エネルギー移動に起因する、ドナーの
蛍光寿命の減少を測定する。特定の実施形態において、フローサイトメトリーＦｏｅｒｓ
ｔｅｒ型ＦＲＥＴ技術（ＦＣＥＴ）が、Ｎａｇｙら、前出およびＢｒｏｃｋｈｏｆｆら、
Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，４４：３３８－４８（２００１）に記載されるように、ＥＧＦＲ－
ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよびＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーを調査するため
に使用され得る。
【０１３１】
　ＦＲＥＴは、好ましくは、標準的な免疫組織化学的標識技術と組み合わせて使用される
。Ｋｅｎｗｏｒｔｈｙ，Ｍｅｔｈｏｄｓ，２４：２８９－９６（２００１）。例えば、適
切な蛍光色素と結合体化した抗体は、２つの異なるタンパク質を標識するためのプローブ
として使用され得る。これらのタンパク質が互いに近くにある場合、これらの蛍光色素は
、ＦＲＥＴのためのドナーおよびアクセプターとして働く。エネルギー移動は、標準的な
手段によって検出される。エネルギー移動は、フローサイトメトリー手段によって、また
はデジタル顕微鏡検査システム（例えば、電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラに結合された、
共焦点顕微鏡検査法もしくは広視野蛍光顕微鏡検査法）によって、検出され得る。
【０１３２】
　本発明の１つの実施形態において、ＥｒｂＢ２抗体およびＥＧＦＲ抗体またはＥｒｂＢ
３抗体のいずれかは、例えば、Ｎａｇｙら、前出に記載されるように、２つの異なる発蛍
光団で直接標識される。腫瘍細胞または腫瘍細胞溶解物が、異なって標識された抗体と接
触され、これらの抗体は、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－Ｅｒ
ｂＢ３ヘテロダイマーの存在下で、ＦＲＥＴのためのドナーおよびアクセプターとして働
く。あるいは、ＥｒｂＢ２およびＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ３に対する、標識されていない
抗体が、異なって標識された二次抗体（これは、ドナーおよびアクセプターとして働く）
とともに使用される。例えば、Ｂｒｏｃｋｈｏｆｆら、前出を参照のこと。これらの標識
が近く接近していることがわかる場合、エネルギー移動が検出され、そしてヘテロダイマ
ーの存在が決定される。
【０１３３】
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　他の実施形態において、ＨＥＲ２およびＨＥＲ１またはＨＥＲ３のいずれかに特異的な
ＥｒｂＢレセプターリガンドが、蛍光標識され、そしてＦＲＥＴ研究のために使用される
。
【０１３４】
　本発明のなお他の実施形態において、腫瘍細胞の表面上のヘテロダイマーの存在は、標
準的な直接的または間接的な免疫蛍光技術および共焦点レーザー走査顕微鏡検査法を使用
して、ＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ３のいずれかとのＥｒｂＢ２の同時局在化によって、実証
される。あるいは、レーザー走査画像化（ＬＳＩ）が使用されて、Ｚｕｃｋら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９６：１１１２２－２７（１９９９）に記載さ
れるように、ＥｒｂＢ２の、ＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ３のいずれかとの抗体結合および同
時局在を、ハイスループット形式で（例えば、マイクロウェルプレート）検出する。
【０１３５】
　さらなる実施形態において、ＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよび／またはＥｒ
ｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在は、ヘテロダイマー成分の近位性に依存する酵
素活性を同定することによって、決定される。ＥｒｂＢ２抗体が１つの酵素と結合体化さ
れ、そしてＥＧＦＲ抗体またはＥｒｂＢ３抗体が第二の酵素と結合体化される。第一の酵
素に対する第一の基質が添加され、そしてこの反応は、第二の酵素に対する第二の基質を
生成する。これは、検出可能な化合物（例えば、色素）を生成するための、別の分子との
反応を導く。別の化学物質の存在は、第二の基質を分解し、その結果、第一の酵素と第二
の酵素、および従って、２つの抗体が近く接近しない限り、第二の酵素との反応は防止さ
れる。特定の実施形態において、腫瘍細胞または細胞溶解物は、グルコースオキシダーゼ
と結合体化したＥｒｂＢ２抗体、およびホースラディッシュペルオキシダーゼと結合体化
したＥｒｂＢ３抗体またはＥｒｂＢ１抗体と接触される。グルコースが、色素前駆体（例
えば、ＤＡＢ）およびカタラーゼと共に、この反応に添加される。ヘテロダイマーの存在
は、ＤＡＢについての染色の際に、色の現像によって決定される。
【０１３６】
　（ｅＴａｇＴＭアッセイ系）
　ヘテロダイマーは、ｅＴａｇＴＭアッセイ系（Ａｃｌａｒａ　Ｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ，Ｍｏｕｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）に基づく方法を使用して、例えば、ＷＯ８３５０
２および米国特許出願２００１／００４９１０５（２００１年１２月６日公開）（これら
の両方は、その全体が本質的に参考として援用される）に記載されるように、検出され得
る。ｅＴａｇＴＭ、すなわち「電気泳動タグ」は、検出可能なレポーター部分（例えば、
蛍光基）を含む。これはまた、「移動度調節剤」を含み得、これは、本質的に、独特の電
気泳動移動度を有する部分からなる。これらの部分は、ｅＴａｇＴＭの、複雑な混合物か
らの分離および検出を、規定された電気泳動条件下（例えば、キャピラリー電気泳動（Ｃ
Ｅ））で可能にする。ｅＴａｇＴＭの、レポーター部分、および必要に応じて、移動度改
変剤を含む部分は、切断可能な連結基によって、第一の標的結合部分に連結され、第一の
結合化合物を生成する。第一の標的結合部分は、特定の第一の標的（例えば、核酸または
タンパク質）を特異的に認識する。第一の標的結合部分は、いずれの様式でも限定されず
、そして例えば、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドであり得る。好ましくは、第一の
標的結合部分は、抗体または抗体フラグメントである。あるいは、第一の標的結合部分は
、ＥｒｂＢレセプターリガンドまたはその結合能力のあるフラグメントであり得る。
【０１３７】
　連結基は、好ましくは、切断可能な部分（例えば、酵素基質）、または規定された条件
下で切断され得る任意の化学結合を含む。第一の標的結合部分がその標的に結合する場合
、切断剤が導入され、そして／または活性化され、そして連結基が切断され、これによっ
て、ｅＴａｇＴＭの、レポーター部分および移動度改変剤を含む部分を放出する。従って
、「遊離」ｅＴａｇＴＭの存在は、その標的結合部分の、その標的への結合を示す。
【０１３８】
　好ましくは、第二の結合化合物は、切断剤および第二の標的結合部分（これは、第二の
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標的を特異的に認識する）を含む。第二の標的結合分もまた、いずれの様式でも限定され
ず、そして例えば、抗体もしくは抗体フラグメント、またはＥｒｂＢレセプターリガンド
もしくは結合能力を有するリガンドフラグメントであり得る。切断剤は、第一の結合化合
物および第二の結合化合物が近く近位にある場合に、第一の結合化合物中の連結基のみを
切断するようなものである。
【０１３９】
　本発明の実施形態において、第一の結合化合物は、ｅＴａｇＴＭを含み、ここで、Ｅｒ
ｂＢ２に対する抗体は、第一の標的結合部分として働く。第二の結合化合物は、ＥＧＦＲ
またはＥｒｂＢ３に対する抗体を含み、これは、ｅＴａｇＴＭの連結基を切断し得る切断
剤に結合される。好ましくは、この結合剤は、連結基の切断を可能にするために活性化さ
れなければならない。腫瘍細胞または腫瘍細胞溶解物は、ｅＴａｇＴＭ（これは、Ｅｒｂ
Ｂ２に結合する）および修飾されたＥＧＦＲ抗体またはＥｒｂＢ３抗体（これは、細胞表
面のＥＧＦＲまたはＥｒｂＢ３と結合する）と接触される。結合していない結合化合物は
、好ましくは除去され、そして必要である場合、切断剤が活性化される。ＥＧＦＲ－Ｅｒ
ｂＢ２ヘテロダイマーまたはＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーが存在する場合、切
断剤は、連結基に対する切断剤の近位性に起因して、連結基を切断し、そしてｅＴａｇＴ

Ｍを放出する。次いで、遊離ｅＴａｇＴＭは、当該分野において公知の任意の方法（例え
ば、キャピラリー電気泳動）によって検出され得る。
【０１４０】
　１つの実施形態において、切断剤は、連結基に対して作用する、活性化可能な化学種で
ある。例えば、切断剤は、サンプルを光に曝露することによって、活性化され得る。
【０１４１】
　別の実施形態において、ｅＴａｇＴＭは、第一の標的結合部分としてＥＧＦＲまたはＥ
ｒｂＢ３に対する抗体を使用して構築され、そして第二の結合化合物は、ＥｒｂＢ２に対
する抗体から構築される。
【０１４２】
　（ＥｒｂＢレセプターのリン酸化の検出）
　ＥｒｂＢレセプターのリン酸化の存在を使用して、ＨＥＲ２活性化を実証し得る。
【０１４３】
　１つの実施形態において、ＥｒｂＢレセプターのリン酸化は、１つ以上のＥｒｂＢレセ
プター（例えば、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプター）の免疫沈降、およびウェスタンブ
ロット分析によって、評価される。例えば、陽性は、免疫沈降したＥｒｂＢレセプターに
おけるリン酸化チロシン残基を検出するための、抗ホスホチロシン抗体を使用して、ゲル
上のホスホ－ＨＥＲ２バンドの存在によって決定される。抗ホスホチロシン抗体は、Ｐａ
ｎＶｅｒａ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｃ．（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）の子会社、またはＵｐｓ
ｔａｔｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｌａｋｅ　Ｐｌａｃｉｄ，ＮＹ）から市販され
ている。陰性は、バンドの非存在によって決定される。
【０１４４】
　別の実施形態において、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）レセプターのリン酸化が、ホスホ特異
的抗ＨＥＲ２抗体（クローンＰＮ２Ａ；Ｔｈｏｒら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，１８
（１８）：３２３０－３２３９（２０００））を使用して、免疫組織化学によって評価さ
れる。
【０１４５】
　ＥｒｂＢレセプターのリン酸化を検出するための他の方法としては、ＫＩＲＡ　ＥＬＩ
ＳＡ（米国特許第５，７６６，８６３号；同第５，８９１，６５０号；同第５，９１４，
２３７号；同第６，０２５，１４５号；および同第６，２８７，７８４号）、質量分析法
（リン酸化されたＨＥＲ２とリン酸化されていないＨＥＲ２とのサイズを比較する）、お
よび抗ＨＥＲ２抗体を用いるｅ－タグ近位性アッセイ（例えば、Ａｃｌａｒａ　ＢｉｏＳ
ｃｉｅｎｃｅｓ（Ｍｏｕｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）から入手可能なｅＴａｇＴＭアッセ
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イキットを使用する）が挙げられるが、これらに限定されない。ｅＴａｇＴＭアッセイの
詳細は、本明細書中で上に記載されている。
【０１４６】
　（抗体の産生）
　本発明に従って使用される、治療用抗体および診断用抗体の産生のための例示的技術に
関する記載が続く。この記載は、一般に、抗ＥｒｂＢ２抗体の産生に関するが、当業者は
、この開示を、ＥｒｂＢレセプターのいずれかに対する抗体を産生することに容易に適合
させ得る。
【０１４７】
　抗体の産生のために使用されるべきＥｒｂＢ２抗原は、例えば、ＥｒｂＢ２の細胞外ド
メインの可溶性形態またはその一部であり得、これらは所望のエピトープを含む。あるい
は、細胞表面にＥｒｂＢ２を発現する細胞（例えば、ＥｒｂＢ２を過剰発現するように形
質転換されたＮＩＨ－３Ｔ３細胞；または癌細胞株（例えば、ＳＫ－ＢＲ－３細胞、Ｓｔ
ａｎｃｏｖｓｋｉら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）８８：８６９１－８６９５（１９９１）を参照
のこと）を使用して、抗体を産生し得る。抗体を産生するために有用なＥｒｂＢ２の他の
形態は、当業者に明らかである。
【０１４８】
　（ポリクローナル抗体）
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連抗原およびアジュバントの数回の皮下（ｓｃ
）注射または腹腔内（ｉｐ）注射によって動物において惹起される。関連抗原を、二官能
剤または誘導化剤（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
テイン残基を介する結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リジン残基を介する）、グ
ルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、またはＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（ここで、Ｒお
よびＲ１は異なるアルキル基である）を使用して、免疫化される種において免疫原性であ
るタンパク質（例えば、キーホールリンペットヘモシニアン、血清アルブミン、ウシサイ
ログロブリンまたはダイズトリプシンインヒビター）と結合体化させることは有用であり
得る。
【０１４９】
　動物を、例えば、１００μｇまたは５μｇのタンパク質もしくは結合体（それぞれウサ
ギまたはマウスに対して）を３容量のフロイント完全アジュバントと組み合わせて、そし
て複数の部位にその溶液を皮内注射することによって、抗原、免疫原性結合体、または誘
導体に対して免疫化する。一ヶ月後、その動物を、フロイント完全アジュバント中の初め
の量のペプチドまたは結合体の１／５～１／１０の量で複数の部位での皮下注射によりブ
ーストする。７日～１４日後、その動物から採血し、そしてその血清を抗体力価について
アッセイする。動物を、その力価がプラトーになるまでブーストする。好ましくは、その
動物を、同じ抗原の結合体（ただし、異なるタンパク質と結合および／または異なる架橋
試薬により結合させた）でブーストする。結合体はまた、タンパク質融合物として組換え
細胞培養において作製され得る。また、凝集剤（ａｇｇｒｅｇａｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）（
例えば、ミョウバン）を適切に使用して、免疫応答を増強させる。
【０１５０】
　（モノクローナル抗体）
　モノクローナル抗体を、実質的に均一な抗体（すなわち、集団を構成する個々の抗体は
、可能性として天然に存在する変異（微量に存在し得る）を除いて同一である）の集団か
ら入手する。従って、変更因子（ｍｏｄｉｆｉｅｒ）「モノクローナル」は、別個の抗体
の混合物でない場合の抗体の特徴を示す。
【０１５１】
　例えば、モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５（１
９７５）により最初に記載されたハイブリドーマ方法を使用して作製され得るか、または
組換えＤＮＡ方法（米国特許第４，８１６，５６７号）によって作製され得る。
【０１５２】
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　ハイブリドーマ方法において、マウスまたは他の適切な宿主動物（例えば、ハムスター
）は、本明細書中上記のように免疫化されて、免疫化のために使用されるタンパク質と特
異的に結合する抗体を産生するか、または産生し得るリンパ球を誘発する。あるいは、リ
ンパ球は、インビトロで免疫化され得る。次いで、リンパ球を、適切な融合剤（例えば、
ポリエチレングリコール）を使用してミエローマ細胞と融合して、ハイブリドーマ細胞を
形成させ得る（Ｇｏｄｉｎｇ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、５９～１０３頁（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，１９８６））。
【０１５３】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未融合の親ミエローマ
細胞の増殖または生存を阻害する１つ以上の物質を含む適切な培養培地中に播種され、そ
して増殖される。例えば、親ミエローマ細胞が酵素である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ＨＰＲＴ）を欠損している場合、ハイブ
リドーマのための培養培地は、代表的に、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）、これらの物質は、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を防ぐ。
【０１５４】
　好ましいミエローマ細胞は、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
定な高レベルの産生を支持し、そして培地（例えば、ＨＡＴ培地）に対して感受性である
細胞である。とりわけ好ましいミエローマ細胞株は、マウスミエローマ細胞株（例えば、
Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ，
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ＵＳＡから入手可能なＭＯＰＣ－２１およ
びＭＰＣ－１１マウス腫瘍に由来するミエローマ細胞株、ならびにＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔ
ｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａｎ
ｄ　ＵＳＡより入手可能なＳＰ－２またはＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞）である。ヒトミ
エローマ細胞株およびマウス－ヒトヘテロミエローマ細胞株はまた、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．，１３３：３
００１（１９８４）；およびＢｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
，５１－６３頁（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７
））。
【０１５５】
　ハイブリドーマ細胞が増殖する培養培地は、抗原に指向されたモノクローナル抗体の産
生についてアッセイされる。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクロ
ーナル抗体の結合特異性は、免疫沈降またはインビトロ結合アッセイ（例えば、放射免疫
アッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ））によって決定される。
【０１５６】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Ｍｕｎｓｏｎら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のＳｃａｔｃｈａｒｄ分析により決定され得る。
【０１５７】
　所望の特異性、親和性、および／または活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同
定された後、そのクローンは、限界希釈手順によりサブクローン化され得、そして標準的
な方法により増殖され得る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、５９－１０３頁（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８６））。この目的のための適切な培養培地としては、例えば、
Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。さらに、このハイブリドーマ細
胞は動物の腹水腫瘍としてインビボで増殖され得る。
【０１５８】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、従来の抗体精製手順（例えば、
プロテインＡ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、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、透析またはアフィニティークロマトグラフィーなど）によって培養培地、腹水
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または血清から適切に分離される。
【０１５９】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（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し得るオリゴヌクレオチドプロー
ブを使用することによって）容易に単離されて、そして配列決定される。ハイブリドーマ
細胞は、そのようなＤＮＡの好ましい供給源として役に立つ。一旦単離されると、そのＤ
ＮＡは、発現ベクターの中に配置され得、次いでその発現ベクターは、組換え宿主細胞に
おいてモノクローナル抗体の合成を獲得するために、宿主細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ細
胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または別の状況では
抗体タンパク質を産生しないミエローマ細胞）にトランスフェクトされる。抗体をコード
するＤＮＡの細菌における組換え発現に関する概説論文としては、Ｓｋｅｒｒａら、Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５：２５６－２６２（１９９３）およ
びＰｌｕｅｃｋｔｈｕｎ，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖｓ．，１３０：１５１－１８８（１９
９２）が挙げられる。
【０１６０】
　さらなる実施形態において、モノクローナル抗体または抗体フラグメントは、ＭｃＣａ
ｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ、３４８：５５２－５５４（１９９０）に記載される技術
を使用して作製された抗体ファージライブラリーから単離され得る。Ｃｌａｃｋｓｏｎら
、Ｎａｔｕｒｅ、３５２：６２４－６２８（１９９１）およびＭａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）は、それぞれ、ファージライブラリ
ーを使用する、マウス抗体およびヒト抗体の単離を記載している。引き続く出版物は、鎖
シャッフリング（Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１０：７７９－７８３
（１９９２））ならびに非常に大規模なファージライブラリーを構築するためのストラテ
ジーとしての組み合わせ感染およびインビボ組換えによる高い親和性の（ｎＭ範囲）ヒト
抗体の産生を記載している（Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．２
１：２２６５－２２６６（１９９３））。従って、これらの技術は、モノクローナル抗体
の単離のための伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ技術に対する実行可能な代替
技術である。
【０１６１】
　ＤＮＡはまた、例えば、相同マウス配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖の定常ドメイン
をコードする配列に置換することによってか（米国特許第４，８１６，５６７号；および
Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、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をコー
ドする配列の全てまたは一部に共有結合させることによって改変され得る。
【０１６２】
　代表的には、そのような非免疫グロブリンポリペプチドは、抗原に対する特異性を有す
る一つの抗原結合部位および異なる抗原に対する特異性を有する別の抗原結合部位を含む
キメラ二価抗体を作製するために、抗体の定常ドメインに対して置換されるか、またはそ
れらは、抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインに対して置換される。
【０１６３】
　（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きた。
【０１６４】
　好ましくは、ヒト化抗体は、非ヒトである供給源からその抗体に導入された一つ以上の
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、「輸入（ｉｍｐｏｒ
ｔ）」残基と称される。この残基は、代表的に「輸入」可変ドメインから得られる。ヒト
化は、超可変領域配列をヒト抗体のその対応配列に置換することによって、本質的にはＷ
ｉｎｔｅｒおよび共同研究者ら（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５
（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８
）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１９８８）
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）の方法に従って実施され得る。従って、そのような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体であ
り（米国特許第４，８１６，５６７号）、ここで実質的にあまりインタクトでないヒト可
変ドメインは、非ヒト種由来の対応配列によって、置換されている。実際には、ヒト化抗
体は、代表的に、いくつかの超可変領域残基およびおそらくいくつかのＦＲ残基が、げっ
歯動物抗体の類似部位に由来する残基によって置換されている、ヒト抗体である。
【０１６５】
　ヒト化抗体を作製する際に使用されるヒト可変ドメイン（軽鎖および重鎖の両方）の選
択は、抗原性を減少させるために非常に重要である。いわゆる「ベストフィット」方法に
従って、げっ歯動物抗体の可変ドメインの配列は、公知のヒト可変ドメイン配列のライブ
ラリー全体に対してスクリーニングされる。次いで、げっ歯動物の配列に最も類似してい
るヒト配列が、ヒト化抗体のためにヒトフレームワーク領域（ＦＲ）として受容される（
Ｓｉｍｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２２９６（１９９３）；Ｃｈｏｔｈｉａら
、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０１（１９８７））。別の方法は、軽鎖および重
鎖の特定小群の全てのヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特定のフレームワーク領域
を使用する。同じフレームワークが、いくつかの異なるヒト化抗体のために使用され得る
（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４２８５（
１９９２）；Ｐｒｅｓｔａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２６２３（１９９３））
。
【０１６６】
　抗体が、抗原に対する高い親和性の維持および他の有利な生物学的特性を有
することがさらに重要である。この目的を達成するために、好ましい方法に従って、ヒト
化抗体は、親配列およびヒト化配列の三次元モデルを使用して、親配列および種々の概念
のヒト化産物の分析のプロセスによって調製される。三次元免疫グロブリンモデルは、一
般的に利用可能であり、そして当業者によく知られている。選択された候補免疫グロブリ
ン配列の有望な三次元コンホメーション構造を例示し、そして表示するコンピュータプロ
グラムが利用可能である。これらの表示の綿密な調査は、候補免疫グロブリン配列の機能
決定（ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ）する際に、残基の適切な役割を分析すること（すなわち
、候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に影響を及ぼす残基の分析）を可能にす
る。この方法において、ＦＲ残基は、レシピエントおよび輸入配列から選択されて、そし
て組み合わせられ得、その結果、所望の抗体特徴（例えば、標的抗原に対する増大した親
和性）が達成される。一般的に、超可変領域残基は、抗原結合に影響を及ぼす際に、直接
的かつ最も実質的に関与する。
【０１６７】
　ＥｒｂＢ２と結合し、そしてＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化をブロックする例示
的なヒト化抗ＥｒｂＢ２抗体が、ＷＯ０１/０２４５（本明細書中に参考として援用され
る）に記載している。本明細書中の特定の目的のヒト化抗体は、本質的に、マウスモノク
ローナル抗体２Ｃ４（またはそのＦａｂフラグメント）と同じぐらい効果的にＭＡＰＫの
ＥＧＦ、ＴＧＦ－αおよび／またはＨＲＧ媒介性の活性化をブロックし、そして／または
本質的にマウスモノクローナル抗体２Ｃ４（またはそのＦａｂフラグメント）と同じぐら
い効果的にＥｒｂＢ２に結合する。本明細書中のヒト化抗体は、例えば、ヒト可変重鎖ド
メイン内に組み込まれた非ヒト超可変領域残基を含み、そして６９Ｈ、７１Ｈ、および７
３Ｈ（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖ
ｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓ
ｄａ，ＭＤ（１９９１）に記載される可変ドメイン番号付けシステムを利用する）からな
る群から選択される位置でのフレームワーク領域（ＦＲ）置換をさらに含み得る。一つの
実施形態において、ヒト化抗体は、６９Ｈ位、７１Ｈ位、および７３Ｈ位のうちの２つま
たは全ての位置におけるＦＲ置換を含む。
【０１６８】
　本明細書中の目的の例示的ヒト化抗体は、可変重鎖ドメイン相補性決定残基ＧＦＴＦＴ
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ＤＹＴＭＸ（ここで、Ｘは、好ましくはＤまたはＳである）（配列番号７）、ＤＶＮＰＮ
ＳＧＧＳＩＹＮＱＲＦＫＧ（配列番号８）；および／またはＮＬＧＰＳＦＹＦＤＹ（配列
番号９）を含み、必要に応じて、それらのＣＤＲ残基のアミノ酸改変を含む（例えば、そ
の改変は、本質的にその抗体の親和性を維持するか、または改善する）。例えば、目的の
抗体改変体は、上記可変重鎖ＣＤＲ配列において約１個～約７個または約５個のアミノ酸
置換を有し得る。そのような抗体改変体は、親和性変異（例えば、以下に記載されるよう
な）によって調製され得る。最も好ましいヒト化抗体は、配列番号４における可変重鎖ド
メインアミノ酸配列を含む（図１Ｂ）。
【０１６９】
　ヒト化抗体は、例えば、前のパラグラフにおけるそれらの可変重鎖ドメインＣＤＲ残基
に加えて、可変軽鎖ドメイン相補性決定残基ＫＡＳＱＤＶＳＩＧＶＡ（配列番号１０）、
ＳＡＳＹＸ１Ｘ２Ｘ３（ここで、Ｘ１は好ましくはＲまたはＬであり；Ｘ２は好ましくは
ＹまたはＥであり；そしてＸ３は好ましくはＴまたはＳである）（配列番号１１）；およ
びＱＱＹＹＩＹＰＹＴ（配列番号１２）を含み得る。そのようなヒト化抗体は、必要に応
じて上記ＣＤＲ残基のアミノ酸改変（例えば、その改変は、その抗体の親和性を本質的に
維持または改善する）を含む。例えば、目的の抗体改変体は、上記可変軽鎖ＣＤＲ配列に
おいてお約１個～約７個もしくは約５個のアミノ酸置換を有し得る。そのような抗体改変
体は、親和性変異（例えば、以下に記載されるような）によって調製され得る。最も好ま
しいヒト化抗体は、配列番号３における可変軽鎖ドメインアミノ酸配列を含む（図１Ａ）
。
【０１７０】
　本出願はまた、ＥｒｂＢ２に結合し、そしてＥｒｂＢ２レセプターのリガンド活性化を
ブロックするアフィニティ成熟抗体を意図する。親抗体は、例えば、配列番号３および４
の可変軽鎖および／または重鎖配列をそれぞれ含む（すなわち、改変体５７４；図１Ａお
よびＢ）、ヒト抗体またはヒト化抗体であり得る。アフィニティ成熟抗体は、好ましくは
、マウス２Ｃ４または改変体５７４の親和性よりも優れた親和性（例えば、ＥｒｂＢ２細
胞外ドメイン（ＥＣＤ）ＥＬＩＳＡを使用して評価した場合において、例えば、約２倍も
しくは約４倍～約１００倍もしくは１０００倍の改善された親和性）によってＥｒｂＢ２
レセプターに結合する。置換のための例示的な可変重鎖ＣＤＲ残基としては、Ｈ２８、Ｈ
３０、Ｈ３４、Ｈ３５、Ｈ６４、Ｈ９６、Ｈ９９、または２つ以上の組み合わせ（例えば
、これらの残基の２、３、４、５、６または７個）が挙げられる。変更のための可変軽鎖
ＣＤＲ残基の例としては、Ｌ２８、Ｌ５０、Ｌ５３、Ｌ５６、Ｌ９１、Ｌ９２、Ｌ９３、
Ｌ９４、Ｌ９６、Ｌ９７または２つ以上の組み合わせ（例えば、これらの残基の２～３、
４、５またはおよそ１０個まで）が挙げられる。
【０１７１】
　ヒト化抗体またはアフィニティ成熟抗体の種々の形態が意図される。例えば、ヒト化抗
体またはアフィニティ成熟抗体は、抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ）であり得、これ
は、免疫結合体を作製するために必要に応じて一つ以上の細胞傷害剤と結合される。ある
いは、ヒト化抗体またはアフィニティ成熟抗体は、インタクトな抗体（例えば、インタク
トなＩｇＧ１抗体）であり得る。
【０１７２】
　（ヒト抗体）
　ヒト化の代替として、ヒト抗体が生成され得る。例えば、トランスジェニック動物（例
えば、マウス）であって、免疫の際に内因性免疫グロブリン産生の非存在下でヒト抗体の
充分なレパートリーを生成し得るものを作製することが今や可能である。例えば、キメラ
および生殖系列変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子のホモ接合性欠失
は、内因性抗体産生の完全阻害を生じることが記載されている。そのような生殖系列変異
体マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子のアレイの移入は、抗原攻撃（ｃｈ
ａｌｌｅｎｇｅ）に際しヒト抗体の産生を生じる。例えば、以下を参照のこと：Ｊａｋｏ
ｂｏｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：２５５１（１
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９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３
）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ．，７：３３（１９９３
）；ならびに米国特許第５，５９１，６６９号、同第５，５８９，３６９号および同第５
，５４５，８０７号。
【０１７３】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ　３４
８：５５２－５５３（１９９０））を使用して、免疫していないドナーから免疫グロブリ
ン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリー由来のヒト抗体および抗体フラグメントをイン
ビトロで生成し得る。この技術に従って、抗体Ｖドメイン遺伝子は、糸状バクテリオファ
ージ（例えば、Ｍ１３またはｆｄ）の主要コートタンパク質遺伝子またはマイナーなコー
トタンパク質遺伝子のいずれか中にインフレームでクローニングされ、そしてファージ粒
子の表面上に機能的な抗体フラグメントとして提示される。糸状粒子がファージゲノムの
一本鎖ＤＮＡコピーを含むことから、その抗体の機能的特性に基づく選択もまた、それら
の特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択を生じる。従って、そのファージは、Ｂ細胞
の特性のいくつかを模倣する。ファージディスプレイは、種々の形式で行われ得る；それ
らの概説については以下を参照のこと：Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｋｅｖｉｎ　Ｓ．ａｎｄ　Ｃｈ
ｉｓｗｅｌｌ，Ｄａｖｉｄ　Ｊ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３：５６４－５７１（１９９３）。Ｖ遺伝子セグメントの
いくつかの供給源をファージディスプレイのために使用し得る。Ｃｌａｃｋｓｏｎら、Ｎ
ａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）は、免疫したマウスの脾臓に由来する
Ｖ遺伝子の小さなランダムコンビナトリアルライブラリーからの抗オキサゾロン抗体の多
岐のアレイを単離した。免疫していないヒトドナーからのＶ遺伝子のレパートリーが構築
され得、そして多様なアレイの抗原（自己抗原を含む）に対する抗体は、以下に記載され
る技術に本質的に従って単離され得る：Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：
５８１－５９７（１９９１）、またはＧｒｉｆｆｉｔｈら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５
－７３４（１９９３）。また、以下を参照のこと：米国特許第５，５６５，３３２号およ
び同第５，５７３，９０５号。
【０１７４】
　上記のように、ヒト抗体はまた、インビトロで活性化したＢ細胞から生成され得る（以
下を参照のこと：米国特許第５，５６７，６１０号および同第５，２２９，２７５号）。
【０１７５】
　ヒト抗ＥｒｂＢ２抗体は、以下に記載される：米国特許第５，７７２，９９７号（１９
９８年６月３０日発行）およびＷＯ　９７／００２７１（１９９７年１月３日公開）。
【０１７６】
　（抗体フラグメント）
　種々の技術が抗体フラグメントの産生のために開発されてきた。
【０１７７】
　伝統的には、これらのフラグメントは、インタクトな抗体のタンパク質分解消化を介し
て誘導された（例えば、以下を参照のこと：Ｍｏｒｉｍｏｔｏら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４：
１０７－１１７（１９９２）；およびＢｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１
（１９８５））。しかし、これらのフラグメントは、今や、組換え宿主細胞によって直接
産生され得る。例えば、その抗体フラグメントは、上記の抗体ファージライブラリーから
単離され得る。あるいは、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収さ
れ得、化学的に結合されて、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを形成し得る（Ｃａｒｔｅｒら
、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３－１６７（１９９２））。別のアプロー
チに従って、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、組換え宿主細胞培養物から直接単離され得
る。抗体フラグメントの産生のための他の技術は、当業者に明白である。他の実施形態に
おいて、選り抜きの抗体は、単鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）である。以下を参照のこ
と：ＷＯ　９３／１６１８５；米国特許第５，５７１，８９４号；および同第５，５８７
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，４５８号。この抗体フラグメントはまた、「線状抗体」（ｌｉｎｅａｒ　ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ）であり得る（例えば、米国特許第５，６４１，８７０号に記載されるとおり）。そ
のような線状抗体フラグメントは、単一特異性または二重特異性であり得る。
【０１７８】
　（二重特異性抗体）
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープについての結合特異性を有する
抗体である。例示的な二重特異性抗体は、ＥｒｂＢ２タンパク質の２つの異なるエピトー
プに結合し得る。他のそのような抗体は、ＥｒｂＢ２結合部位と、ＥＧＦＲ、Ｅｒｂ３お
よび／またはＥｒｂＢ４についての結合部位とを組合せ得る。あるいは、抗ＥｒｂＢ２ア
ームは、Ｔ細胞レセプター分子（例えば、ＣＤ２またはＣＤ３）のような白血球上のトリ
ガー分子に結合するアームと組み合わされるか、またはＩｇＧについてのＦｃレセプター
（例えば、ＦｃγＲＩ（例えば、ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）お
よびＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）））、細胞防御機構をＥｒｂＢ２発現細胞へと集中させ
得る。二重特異性抗体はまた、ＥｒｂＢ２を発現する細胞に対して細胞傷害性因子を局在
化させるために使用され得る。これらの抗体は、ＥｒｂＢ２結合アーム、および細胞傷害
性因子に結合するアーム（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、メトトレキサートまたは放射性同位体ハプテン）を有する。二重特異性
抗体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体）と
して調製され得る。
【０１７９】
　ＷＯ　９６／１６６７３は、二重特異性抗ＥｒｂＢ２／抗ＦｃγＲＩＩＩ抗体を記載し
、そして米国特許第５，８３７，２３４号は、二重特異性抗ＥｒｂＢ２／抗ＦｃγＲＩ抗
体を開示する。二重特異性抗ＥｒｂＢ２／Ｆｃα抗体は、ＷＯ９８／０２４６３に示され
ている。米国特許第５，８２１，３３７号は、二重特異性抗ＥｒｂＢ２／抗ＣＤ３抗体を
教示する。
【０１８０】
　二重特異性抗体を作製するための方法は、当該分野において公知である。全長二重特異
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く。ここ
では、その２つの鎖は、異なる特異性を有する（Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎら、Ｎａｔｕｒｅ，
３０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖のランダムな
配列のために、これらのハイブリドーマ（クアドローマ（ｑｕａｄｒｏｍａ））は、１０
の異なる抗体分子の潜在的な混合物を産生する。このうち、たった１つが正確な二重特異
性構造を有する。正確な分子の精製（これは、通常、アフィニティークロマトグラフィー
工程によってなされる）は、かなり煩雑であり、そしてその産物の収率は低い。類似の手
順がＷＯ９３／０８８２９、およびＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１０：３
６５５－３６５９（１９９１）に開示されている。
【０１８１】
　異なるアプローチに従って、所望の結合特異性（抗体－抗原組合せ部位）を有する抗体
可変ドメインを、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合する。この融合物は、好ましく
は、免疫グロブリン重鎖定常ドメインを伴い、少なくともヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３の
領域の部分を含む。これらの融合物の少なくとも１つに存在する、軽鎖結合に必要な部位
を含む、第一の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融
合物、および所望であれば免疫グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡは、別個の発現ベクタ
ーに挿入され、そして適切な宿主生物中に同時トランスフェクトされる。これは、その構
築において使用される不等の比率の３つのポリペプチド鎖が最適な収率を提供する実施形
態において３つのポリペプチドフラグメントの相対比率の調整においてかなりの柔軟性を
提供する。しかし、２つまたは３つすべてのポリペプチド鎖についてコード配列を１つの
発現ベクター中に挿入することは、等価な比での少なくとも２つのポリペプチド鎖の発現
が高収率を生じる場合またはその比率が特に重要ではない場合に可能である。
【０１８２】
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　このアプローチの好ましい実施形態において、その二重特異性抗体は、一方のアームに
おいて第一の結合特異性を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖、および他方のアーム
においてハイブリッド免疫グロブリン重鎖－軽鎖の対（第二の結合特異性を提供する）か
ら構成される。この非対称性の構造は、所望ではない免疫グロブリン鎖組合せから所望の
二重特異性化合物の分離を容易にすることが見出された。なぜなら、二重特異性分子の半
分のみにおける免疫グロブリン軽鎖の存在が分離の容易な方法を提供するからである。こ
のアプローチは、ＷＯ　９４／０４６９０に開示される。例えば、二重特異性抗体を生成
するさらなる詳細については、Ｓｕｒｅｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）を参照のこと。
【０１８３】
　米国特許第５，７３１，１６８号において記載される別のアプローチに従って、抗体分
子の対の間の界面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロダイマーの百分率を最大化
するように操作され得る。この好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少
なくとも１対を含む。この方法において、第一の抗体分子の界面からの１つ以上の低アミ
ノ酸側鎖は、より大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリプトファン）に置き換えられ
る。その大きな側鎖と同一または類似のサイズの代償的な「溝」は、大きなアミノ酸側鎖
をより小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニンまたはトレオニン）に置き換えることによ
って第二の抗体分子の界面上に作製される。これは、ホモダイマーのような他の所望され
ない最終産物よりもヘテロダイマーの収率を増加するための機構を提供する。
【０１８４】
　二重特異性抗体は、架橋抗体または「ヘテロ結合体」抗体を包含する。例えば、ヘテロ
結合体における抗体のうちの一方は、アビジンと結合され得、他方はビオチンに結合され
得る。そのような抗体は、例えば、所望されない細胞に免疫系を標的化させることが提唱
された（米国特許第４，６７６，９８０号）、そしてＨＩＶ感染の処置について提唱され
た（ＷＯ　９１／００３６０、ＷＯ　９２／２００３７３およびＥＰ　０３０８９）。ヘ
テロ結合体抗体は、任意の従来の架橋方法を用いて作製され得る。適切な架橋剤は当該分
野において周知であり、そして米国特許第４，６７６，９８０号において、多数の架橋技
術とともに開示される。
【０１８５】
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を生成するための技術もまた、文献に記載されて
いる。例えば、二重特異性抗体は、化学的結合を用いて調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）は、インタクト抗体がタンパク質分解的に
開裂してＦ（ａｂ’）２フラグメントを生成する手順を記載する。これらのフラグメント
は、ジチオール錯化剤砒素ナトリウムの存在下で還元されて、ビジナルなジチオールが安
定化され、そして分子間のジスルフィド形成が妨害される。次いで、生成されたＦａｂ’
フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体へと変換される。次いで、Ｆ
ａｂ’－ＴＮＢ誘導体の一つは、メルカプトエチルアミンを用いた還元によりＦａｂ’－
チオールへと再変換され、そして等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合されて、
二重特異性抗体を形成する。生成された二重特異性抗体は、酵素の選択的固定化のための
薬剤として使用され得る。
【０１８６】
　最近の進展により、Ｅ．ｃｏｌｉからのＦａｂ’－ＳＨフラグメントの直接の回収を容
易にした。これは、化学的に結合されて、二重特異性抗体を形成し得る。Ｓｈａｌａｂｙ
ら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７５：２１７－２２５（１９９２）は、完全にヒト化され
た二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の産生を記載する。各々のＦａｂ’フラグメントは
、Ｅ．ｃｏｌｉから別個に分泌され、そしてインビトロでの指向された化学的結合に供さ
れて、二重特異性抗体を形成する。このように形成された二重特異性抗体は、ＥｒｂＢ２
レセプターを過剰発現する細胞および正常なヒトＴ細胞に結合し得、そしてヒト胸部腫瘍
標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の分解性活性をトリガーし得る。
【０１８７】
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　組換え細胞培養物から二重特異性抗体フラグメントを直接作製および単離するための種
々の技術もまた、記載されている。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを用い
て産生された。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８（５）：１５４７－
１５５３（１９９２）。ＦｏｓおよびＪｕｎのタンパク質からのロイシンジッパーペプチ
ドは、遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦａｂ’部分に結合された。その抗体ホモ
ダイマーは、ヒンジ領域で還元されてモノマーを形成させ、そして次いで再度酸化されて
抗体へテロダイマーを形成させた。この方法はまた、抗体ホモダイマーの生成のためにも
利用され得る。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
，９０：６４４４－６４４８（１９９３）により記載された「ジアボディ」技術は、二重
特異性抗体フラグメントを作製するための代替機構を提供した。このフラグメントは、リ
ンカーによって軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む
。このリンカーは、同じ鎖の上の２つのドメインの間を対合させるには短すぎる。従って
、１つのフラグメントのＶＨおよびＶＬのドメインは、別のフラグメントの相補的ＶＬお
よびＶＨのドメインと対合されるように強制され、それにより、２つの抗原結合部位を形
成する。二重特異性抗体フラグメントを単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用によって作製
するための別の戦略もまた、報告されている。以下を参照のこと：Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５２：５３６８（１９９４）。
【０１８８】
　２つを超える価数を伴う抗体が企図される。例えば、三重特異性抗体が調製され得る。
Ｔｕｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）。
【０１８９】
　（他のアミノ酸配列改変）
　抗ＥｒｂＢ２抗体のアミノ酸配列改変が企図される。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ことが好ましくあり得る。抗ＥｒｂＢ２抗体のアミ
ノ酸配列改変体は、適切なヌクレオチド変化を抗ＥｒｂＢ２抗体核酸に導入することによ
るか、またはペプチド合成により調製される。そのような改変としては、例えば、抗Ｅｒ
ｂＢ２抗体のアミノ酸配列内の残基の欠失、および／または挿入および／または置換を包
含する。欠失、挿入および置換の任意の組合せは、最終構築物に達するように作製される
が、ただし、その最終構築物は所望の特性を有する。そのアミノ酸変化はまた、抗Ｅｒｂ
Ｂ２抗体の翻訳後プロセシングを変更してもよい（例えば、グリコシル化部位の数または
位置の変化）。
【０１９０】
　変異誘発についての好ましい位置である、抗ＥｒｂＢ２抗体の特定の残基または領域の
同定のための有用な方法は、「アラニンスキャニング変異誘発」と呼ばれ、Ｃｕｎｎｉｎ
ｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：１０８１－１０８５（１９８
９）に記載される。本明細書において、標的残基の残基または基（例えば、荷電された残
基（例えば、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、およびｇｌｕ）が同定され、そして中性
または陰性に荷電したアミノ酸（最も好ましくはアラニンまたはポリアラニン）により置
換され、ＥｒｂＢ２抗原とアミノ酸との相互作用に影響を与える。次いで、置換に対する
機能的感受性を示すアミノ酸位置は、さらにまたは他の改変体を置換の部位またはそれに
わたって導入することによって再度調整される。従って、アミノ酸配列バリエーションを
導入するための部位が予め決定されるものの、その変異自体の性質は、予め決定される必
要はない。例えば、所定の部位での変異の性能を分析するために、ａｌａスキャニングま
たはランダム変異誘発が、標的コドンまたは領域に施され、そして発現された抗ＥｒｂＢ
２抗体改変体が、所望の活性についてスクリーニングされる。
【０１９１】
　アミノ酸配列挿入としては、１つの残基から百以上の残基を有するポリペプチドまでの
長さの範囲のアミノ末端および／またはカルボキシ末端の融合物、ならびに単一または複
数のアミノ酸残基の配列内挿入が挙げられる。末端の挿入の例としては、Ｎ末端メチオニ
ル残基を有する抗ＥｒｂＢ２抗体、または細胞傷害性ポリペプチドに対して融合された抗
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体が挙げられる。抗ＥｒｂＢ２抗体分子の他の挿入改変体としては、レセプター分子、酵
素（例えば、ＡＤＥＰＴ）または抗体の血清半減期を増加させるポリペプチドに対する抗
ＥｒｂＢ２抗体のＮ末端もしくはＣ末端への融合物が挙げられる。
【０１９２】
　改変体の別の型は、アミノ酸置換改変体である。これらの改変体は、異なる残基によっ
て置換された抗ＥｒｂＢ２抗体分子における少なくとも１つのアミノ酸残基を有する。置
換変異誘発のために最も関心ある部位としては、超可変領域が挙げられるが、ＦＲ改変も
また企図される。保存置換は、「好ましい置換」の見出しの以下の表１に示される。その
ような置換が生物学的活性における変化を生じる場合、より実質的な変化（「例示的置換
」と表１において称するか、またはアミノ酸クラスを参照して以下にさらに記載される）
は、導入され得そしてその産物がスクリーニングされ得る。
【０１９３】
【表１】

【０１９４】
　抗体の生物学的特性における実質的な改変は、（ａ）置換の領域におけるポリペプチド
骨格の構造（例えば、シートまたはへリックスコンホメーション）、（ｂ）標的部位にお
ける分子の電荷または疎水性）、または（ｃ）側鎖のかさ高さ、を維持することに対する
それらの効果において有意に異なる置換を選択することによって達成される。天然に存在
する残基は、共通の側鎖の特性に基づいて以下のような群に分類される：
　（１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
　（２）中性親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；
　（３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
　（４）塩基性：ａｓｎ、ｇｌｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
　（５）鎖方向に影響を与える残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；および
　（６）芳香族性：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０１９５】
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　非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーを別のクラスのものに交換す
ることを包含する。
【０１９６】
　抗ＥｒｂＢ２抗体の適切なコンホメーションの維持に関与しない任意のシステイン残基
はまた、一般にセリンに置換されて、その分子の酸化に対する安定性を改善し得、そして
異常な架橋を妨害し得る。逆に、システイン結合は、その抗体に付加されて、その安定性
（特に、その抗体がＦｖフラグメントのような抗体フラグメントである場合）を改善し得
る。
【０１９７】
　特に好ましい型の置換改変体は、親の抗体（例えば、ヒト化抗体またはヒト抗体）の１
つ以上の超可変領域残基を置換することを包含する。一般に、さらなる開発のために選択
された得られた改変体は、それらが生成される親の抗体と比較して改善された生物学的特
性を有する。そのような置換改変体を生成するための簡便な方法は、ファージディスプレ
イを使用した親和性成熟を包含する。手短には、いくつかの超可変領域部位（例えば、６
から７の部位）を変異させてすべての可能なアミノ置換を各部位に生成する。このように
生成された抗体改変体は、糸状ファージ粒子から一価の様式で、各粒子内にパッケージン
グされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物に対する融合物としてディスプレイされる。次いで、
ファージディスプレイされた改変体は、本明細書において開示されるように、それらの生
物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる。改変について候補と
なる超可変領域部位を同定するために、アラニンスキャニング変異誘発を行って、抗原結
合に有意に寄与する超可変領域残基を同定し得る。あるいはまたはさらに、抗原－抗体複
合体の結晶構造を分析して抗体とヒトＥｒｂＢ２との間の接触点を同定することも有利で
あり得る。そのような接触残基および隣接する残基は、本明細書において説明される技術
に従う置換のための候補である。一旦そのような改変体が生成されると、改変体のパネル
が、本明細書において記載されるスクリーニングに供され、そして１つ以上の関連するア
ッセイにおいて優越した特性を有する抗体を、さらなる開発のために選択し得る。
【０１９８】
　その抗体の別の型のアミノ酸改変体は、抗体の元のグリコシル化パターンを変化させる
。変化させることは、抗体で見出される１つ以上の炭水化物部位を除去することおよび／
または抗体に存在しない１つ以上のグリコシル化部位を加えることを意味する。
【０１９９】
　抗体のグリコシル化は、典型的には、Ｎ連結またはＯ連結のどちらかである。Ｎ結合は
、アスパラギン残基の側鎖に炭水化物部位を取りつけることをいう。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－トレオニン（ここで、Ｘは、プロリン
を除く任意のアミノ酸である）は、アスパラギン側鎖に炭水化物部位を酵素的に取りつけ
るための認識配列である。従って、ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列のど
ちらかの存在は、潜在的なグリコシル化部位を作製する。Ｏ連結のグリコシル化は、Ｎ－
アセチルガラクトサミン（Ｎ－ａｃｅｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ）、ガラクトース
またはキシロースの糖の１つを、ヒドロキシアミノ酸（５－ヒドロキシプロリンまたは５
－ヒドロキシリジンもまた使用され得るが、最も一般的にはセリンまたはトレオニン）へ
の付着をいう。
【０２００】
　グリコシル化部位の抗体への付加は、好都合なことに、上記の１つ以上のトリペプチド
配列を含むように、アミノ酸配列を変化させることにより達成される（Ｎ連結グリコシル
化部位について）。この変化はまた、元の抗体の配列に、１つ以上のセリンまたはトレオ
ニン残基を付加することによるか、または置換することによって、行なわれ得る（Ｏ連結
グリコシル化部位について）。
【０２０１】
　抗ＥｒｂＢ２抗体のアミノ酸配列改変体をコードする核酸分子は、当該分野で公知の種
々の方法によって調製される。これらの方法としては、天然の供給源（天然に存在するア
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ミノ酸配列改変体の場合）からの単離、またはオリゴヌクレオチド媒介（または部位指向
性）変異誘発、ＰＣＲ変異誘発、および初期調製の改変体または抗ＥＲｂＢ２抗体の非改
変体バージョンのカセット変異誘発による調製が挙げられるが、それらに限定されない。
【０２０２】
　エフェクター機能（例えば、抗体の抗原依存細胞媒介細胞障害性（ＡＤＣＣ）および／
または補体依存細胞障害性（ＣＤＣ）を増強するために）に関して、本発明の抗体を改変
することが所望され得る。このことは、抗体のＦｃ領域に１つ以上のアミノ酸置換を導入
することによって達成され得る。あるいはまたはさらに、システイン残基は、Ｆｃ領域に
導入され得、これにより、この領域の鎖間ジスルフィド結合形成を可能とする。従って、
産生されたホモ二量体抗体は、内部移行能力を改善し得そして／または補体媒介細胞死滅
および抗体依存細胞性細胞障害性（ＡＤＣＣ）を増加させ得る。Ｃａｒｏｎら、Ｊ．Ｅｘ
ｐ　Ｍｅｄ．１７６：１１９１－１１９５（１９９２）およびＳｈｏｐｅｓ，Ｂ．Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２（１９９２）を参照のこと。増強された抗腫
瘍活性を有するホモ二量体抗体はまた、Ｗｏｌｆｆら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　５３：２５６０－２５６５（１９９３）に記載されるように、ヘテロ二官能性の架橋剤
を使用して調製され得る。あるいは、二重Ｆｃ領域を有する抗体が操作され得、そして、
それによって、補体溶解およびＡＤＣＣ能力を増強し得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、Ａｎ
ｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　３：２１９－２３０（１９８９）を参照
のこと。
【０２０３】
　抗体の血清半減期を増加させるために、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（特に抗体フラグメン
ト）に組み込み得る。本明細書に記載されているように、用語「サルベージレセプター結
合エピトープ」とは、インビボ血清の半分の寿命のＩｇＧ分子を増加させることを担うＩ
ｇＧ分子（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４）のＦｃ領域のエピト
ープをいう。
【０２０４】
　（所望の特質を有する抗体についてのスクリーニング）
　抗体を産生する技術は、上記されている。所望である場合、特定の生物学的特徴を有す
る抗体をさらに選択し得る。
【０２０５】
　ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化をブロックする抗体を同定するために、ＥｒｂＢ
リガンドが、ＥｒｂＢレセプターを発現する細胞に結合するのをブロックする抗体の能力
（例えば、目的のＥｒｂＢレセプターがＥｒｂＢヘテロオリゴマーを形成する別のＥｒｂ
Ｂレセプターと結合体化する際の）が決定され得る。例えば、ＥｒｂＢヘテロオリゴマー
のＥｒｂＢレセプターを天然に発現するかまたは発現するようにトランスフェクトされた
細胞は、抗体とインキュベートされ、次いで標識されたＥｒｂＢリガンドに曝される。次
いでリガンドが、ＥｒｂＢヘテロオリゴマー中のＥｒｂＢレセプターに結合するのをブロ
ックする抗ＥｒｂＢ２抗体の能力が、評価され得る。
【０２０６】
　例えば、抗ＥｒｂＢ２抗体によって、ＨＲＧがＭＣＦ７乳癌細胞株に結合するのを阻害
することが、本質的にはＷＯ０１／００２４５に記載されるように、２４ウェルプレート
形式で氷上の単層ＭＣＦ７培養物を使用して、行なわれ得る。抗ＥｒｂＢ２モノクローナ
ル抗体が、それぞれのウェルに加えられ得、そして３０分間インキュベートされ得る。１
２５Ｉ標識されたｒＨＲＧβ１１７７－２２４（２５ｐｍ）が次いで加えられ得、そして
インキュベーションが４～１６時間続けられ得る。用量応答曲線が調製され得、そしてＩ
Ｃ５０値が、目的の抗体について計算され得る。１つの実施形態では、ＥｒｂＢレセプタ
ーのリガンド活性化をブロックする抗体は、このアッセイにおいて、約５０ｎＭ未満、よ
り好ましくは１０ｎＭ未満の、ＨＲＧがＭＣＦ７細胞に結合するのを阻害するＩＣ５０を
有する。抗体が、Ｆａｂフラグメントのような抗体フラグメントである場合、このアッセ
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イにおけるＨＲＧがＭＣＦ７細胞に結合するのを阻害するＩＣ５０は、例えば、約１００
ｎＭ未満、より好ましくは５０ｎＭ未満であり得る。
【０２０７】
　あるいは、またはさらに、ＥｒｂＢヘテロオリゴマーに存在するＥｒｂＢレセプターの
ＥｒｂＢリガンドが刺激するチロシンリン酸化をブロックする抗ＥｒｂＢ２抗体の能力が
、評価され得る。例えば、内因的にＥｒｂＢレセプターを発現するかまたはそれらを発現
するようにトランスフェクトされた細胞は、抗体と共にインキュベートされ、次いで、抗
ホスホチロシンモノクローナル（これは、必要に応じて、検出可能な標識と結合体化する
）を使用して、ＥｒｂＢリガンド依存チロシンリン酸化活性についてアッセイされる。米
国特許第５，７６６，８６３号に記載されるこのキナーゼレセプター活性化アッセイはま
た、ＥｒｂＢレセプター活性化を決定するためおよび抗体によるＥｒｂＢレセプターの活
性をブロックするために利用可能である。
【０２０８】
　１つの実施形態では、本質的には以下の実施例１に記載されるように、ＭＣＦ７細胞に
おけるＨＲＧ刺激によるｐ１８０チロシンリン酸化を阻害する抗体についてスクリーニン
グし得る。例えば、ＭＣＦ７細胞は、２４ウェルプレートにプレーティングされ得、そし
てＥｒｂＢ２に対するモノクローナル抗体が、それぞれのウェルに加えられ得、そして室
温で３０分間インキュベートされ得る；次いで、ｒＨＲＧβ１１７７－２４４は、最終濃
度の０．２ｎＭまでそれぞれのウェルに加えられ得、そしてそのインキュベーションは、
８分間続けられ得る。培養液が、ぞれぞれのウェルから吸引され、そして反応は、１００
μｌのＳＤＳサンプル緩衝液（５％　ＳＤＳ、２５ｍＭ　ＤＴＴおよび２５ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ，ｐＨ６．８）を加えることによって停止され得る。それぞれのサンプル（２
５μｌ）は、４～１２％の勾配ゲル（Ｎｏｖｅｘ）上で電気泳動され得、次いで、ポリビ
ニリデンジフルオリドメンブレンに、電気泳動的に転写され得る。抗ホスホチロシン（１
μｇ／ｍｌ）免疫ブロットが現像され得、そして約１８０，０００のＭｒの優性の反応性
バンドの強度は、反射率デンシトメトリーによって定量され得る。選択された抗体は、こ
のアッセイにおいて、好ましくは有意にｐ１８０チロシンリン酸化のＨＲＧ刺激をコント
ロールの約０～３５％に阻害する。反射率デンシトメトリーによって決定される場合のｐ
１８０チロシンリン酸化のＨＲＧ刺激の阻害の用量応答曲線は、調製され得、そして目的
の抗体についてのＩＣ５０が計算され得る。１つの実施形態では、ＥｒｂＢレセプターの
リガンド活性化をブロックする抗体は、このアッセイにおいて、約５０ｎＭ未満、より好
ましくは１０ｎＭ未満のＨＲＧ刺激によるｐ１８０チロシンリン酸化を阻害するＩＣ５０
を有する。抗体が、Ｆａｂフラグメントのような抗体フラグメントである場合、このアッ
セイにおけるＨＲＧ刺激によるｐ１８０チロシンリン酸化の阻害についてのＩＣ５０は、
例えば、約１００ｎＭ未満、より好ましくは、５０ｎＭ未満であり得る。
【０２０９】
　また、例えば、基本的にＳｃｈａｅｆｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１５：１３８５－１
３９４（１９９７）に記載されるように、ＭＤＡ－ＭＢ－１７５細胞に対する抗体の増殖
阻害的効果を評価し得る。このアッセイに従って、ＭＤＡ－ＭＢ－１７５細胞は、４日間
、抗ＥｒｂＢ２モノクローナル抗体（１０μｌ／ｍＬ）で処理され得、そしてクリスタル
バイオレットで染色され得る。抗ＥｒｂＢ２抗体とのインキュベーションは、モノクロー
ナル抗体２Ｃ４によって示される効果と類似した、この細胞株に対する増殖阻害効果を示
し得る。さらなる実施形態では、外因性ＨＲＧは、有意にこの阻害を覆さない。好ましく
は、抗体は、外因性ＨＲＧの存在下および非存在下の両方で、モノクローナル抗体４Ｄ５
より大きい程度（そして、必要に応じて、モノクローナル抗体７Ｆ３より大きい程度）、
ＭＤＡ－ＭＢ－１７５細胞の細胞増殖を阻害し得る。
【０２１０】
　１つの実施形態では、目的の抗ＥｒｂＢ２抗体は、実施例１で記載されるような共免疫
沈降実験で決定されるように、実質的にモノクローナル抗体４Ｄ５より効果的に、そして
好ましくは、実質的にモノクローナル抗体７Ｆ３より効果的に、ＭＣＦ７細胞およびＳＫ
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－ＢＲ－３細胞の両方において、ＥｒｂＢ２の、ＥｒｂＢ３とのヘリグリン非依存性相互
作用をブロックし得る。
【０２１１】
　増殖阻害抗ＥｒｂＢ２抗体を同定するために、ＥｒｂＢ２を過剰発現する癌細胞の増殖
を阻害する抗体についてスクリーニングし得る。１つの実施形態では、選り抜きの増殖阻
害抗体は、約０．５～３０μｇ／ｍｌの抗体濃度で、約２０～１００％、そして好ましく
は約５０～１００％、細胞培養中のＳＫ－ＢＲ－３細胞の増殖を阻害し得る。そのような
抗体を同定するために、米国特許第５，６７７，１７１号に記載されているＳＫ－ＢＲ－
３アッセイが、行われ得る。このアッセイに従って、ＳＫ－ＢＲ－３細胞は、１０％ウシ
胎児血清、グルタミンおよびペニシリン　ストレプトマイシンを補充した、Ｆ１２および
ＤＭＥＭ培養液の１：１の混合物中で増殖される。このＳＫ－ＢＲ－３細胞は、３５ｍｍ
細胞培養皿（２ｍｌ／３５ｍｍ皿）中に、２０，０００細胞がプレーティングされた。０
．５～３０μｇ／ｍｌの抗ＥｒｂＢ２抗体が、１皿当りに加えられた。６日後、未処理の
細胞に対する細胞の数が、電動ＣＯＵＬＴＥＲＴＭ細胞カウンターを使用して、計算され
た。ＳＫ－ＢＲ－３細胞の増殖を、約２０～１００％または約５０～１００％阻害するこ
れらの抗体は、増殖阻害抗体として選択され得る。
【０２１２】
　細胞死を誘導する抗体を選択するために、例えば、ＰＩ、トリパンブルーまたは７ＡＡ
Ｄの取り込みによって示される膜完全性の喪失が、コントロールに対して相対的に評価さ
れ得る。好ましいアッセイは、ＢＴ４７４細胞を使用するＰＩ取り込みアッセイである。
このアッセイに従って、ＢＴ４７４細胞（アメリカンタイプカルチャーコレクション（Ｒ
ｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）から得ることができる）は、ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄ
－ＭＥＭ）：１０％熱不活性ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）および２ｍＭ　Ｌ－グルタミンが
補充されたＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２（５０：５０）中で、培養される。（従って、アッセイ
は、補体および免疫エフェクター細胞の非存在下で行なわれる）。ＢＴ４７４細胞は、１
００×２０ｍｍ皿中で１皿当り３×１０６の密度で播種され、そして一晩付着させた。培
地が、次いで除去され、そして、新鮮な培地単独とか、または１０μｇ／ｍｌの適切なモ
ノクローナル抗体を含む培地で置換される。細胞は、３日の期間インキュベートされる。
それぞれの処理の後に、単層は、ＰＢＳで洗浄され、そしてトリプシン処理によって剥離
される。次いで、細胞は、４℃で５分間１２００ｒｐｍで遠心分離され、ペレットは、３
ｍｌの氷冷したＣａ２＋結合緩衝液（１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ，ｐＨ７．４，１４０ｍＭ　
ＮａＣｌ、２．５ｍＭ　ＣａＣｌ２）中に再懸濁され、そして細胞凝集塊の除去のために
、３５ｍｍストレーナーキャップの１２×７５チューブ（１チューブ当り１ｍｌ、１処理
群当り３チューブ）にアリコートする。次いで、チューブは、ＰＩ（１０μｇ／ｍｌ）を
受け入れる。サンプルは、ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメーターおよびＦＡＣＳＣＯ
ＮＶＥＲＴＴＭＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）
を使用して分析され得る。ＰＩの取り込みによって決定される統計的に有意なレベルの細
胞死を誘導するこれらの抗体は、細胞死誘導抗体として選択され得る。
【０２１３】
　アポトーシスを誘導する抗体を選択するために、ＢＴ４７４細胞を使用するアネキシン
結合アッセイが利用可能である。ＢＴ４７４細胞は培養され、そして前の段落で議論され
るように、シャーレに播種される。次いで、培地は、除去され、そして、新鮮な培地単独
とか、または１０μｇ／ｍｌの適切なモノクローナル抗体を含む培地で置換される。３日
間のインキュベート期間の後、単層は、ＰＢＳで洗浄され、そしてトリプシン処理によっ
て剥離される。次いで、細胞死アッセイのために上記議論されたように、細胞は、遠心分
離され、Ｃａ２＋結合緩衝液中に再懸濁され、そしてチューブにアリコートされた。次い
で、チューブは、標識化アネキシン（例えば、アネキシンＶ－ＦＴＩＣ）（１μｇ／ｍｌ
）を受け入れる。サンプルは、ＦＡＣＳＣＡＮＴＭフローサイトメーターおよびＦＡＣＳ
ＣＯＮＶＥＲＴＴＭＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ）を使用して分析され得る。コントロールに対して、統計的に有意なレベルのアネキシ
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ン結合を誘導する、これらの抗体は、アポトーシス誘導抗体として選択される。
【０２１４】
　アネキシン結合アッセイに加えて、ＢＴ４７４細胞を使用するＤＮＡ染色アッセイが利
用できる。このアッセイを行なうために、前の２つの段落に記載されるように、目的の抗
体で処理したＢＴ４７４細胞は、３７℃で２時間、９μｇ／ｍｌのＨＯＥＣＨＳＴ３３３
４２ＴＭと共にインキュベートされ、次いで、ＭＯＤＦＩＴＬＴＴＭソフトウェア（Ｖｅ
ｒｉｔｙ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｈｏｕｓｅ）を使用して、ＥＰＩＣＳ　ＥＬＩＴＥＴＭフ
ローサイトメーター（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）で分析された。未処理
細胞（１００％未満のアポトーシス細胞）より２倍以上大きい（好ましくは３倍以上）ア
ポトーシス細胞の割合の変化を誘導する抗体は、このアッセイを使用して、アポトーシス
促進性の（ｐｒｏ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃ）抗体として選択され得る。
【０２１５】
　目的の抗体によって結合されるＥｒｂＢ２上の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に、慣用的な交差ブロックアッセイ（例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｒｙ，ＨａｒｌｏｗおよびＤａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編（１９８８）に記載さ
れるようなアッセイ）が行なわれ得る。あるいは、またはさらに、エピトープマッピング
が、当該分野で公知の方法（例えば、本明細書中の図１Ａおよび１Ｂを参照のこと）によ
って行なわれ得る。
【０２１６】
　（免疫結合体）
　本発明はまた、細胞障害性薬剤（例えば、化学治療剤、毒素（例えば、低分子毒素また
は細菌、真菌、植物または動物の起源由来の酵素学的に活性な毒素（そのフラグメントお
よび／または変異体を含む））、または放射活性同位体（すなわち、放射性結合体））に
結合体化する抗体を含む免疫結合体に関する。
【０２１７】
　そのような免疫結合体の生成に有用な化学治療剤が、上記に記載されている。抗体およ
び１つ以上の低分子毒素（例えば、カリーチアミシン（Ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）、
メイタンシン（米国特許第５，２０８，０２０号）、トリコテン（ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｎ
ｅ）、およびＣＣ１０６５）の結合体もまた、本明細書中に意図される。
【０２１８】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、抗体は、１つ以上のメイタンシン分子（例えば
、１つの抗体分子当り、約１～約１０のメイタンシン分子）に結合体化する。例えば、メ
イタンシンは、Ｍａｙ－ＳＨ３に還元され得るＭａｙ－ＳＳ－Ｍｅに変換され得、そして
改変抗体（Ｃｈａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１
９９２））と反応してメイタンシノイド－抗体免疫結合体を生成し得る。
【０２１９】
　別の目的の免疫結合体は、１つ以上のカリーチアミシン分子と結合体化する抗ＥｒｂＢ
２抗体を含む。抗生物質のカリーチアミシンファミリーは、ピコモーラー以下の濃度で、
二本鎖ＤＮＡの破壊を起こすことが可能である。使用され得るカリーチアミシンの構造ア
ナログとしては、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ－アセチル－γ１
Ｉ、ＰＳＡＧおよびθＩ

１が挙げられるがそれらに限定されない（Ｈｉｎｍａｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　５３：３３３６－３３４２（１９９３）およびＬｏｄｅら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　５８：２９２５－２９２８（１９９８））。米国特許第５，７１４，５８６
号；同第５，７１２，３７４号；同第５，２６４，５８６号；および同第５，７７３，０
０１号（これらは、本明細書中に参考として明確に援用される）もまた、参照のこと）。
【０２２０】
　使用され得る酵素学的に活性な毒素およびそのフラグメントとしては、ジフテリアＡ鎖
、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａ
ｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン（ｍｏｄｅｃｃｉｎ）
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Ａ鎖、α－サルシン（ｓａｒｃｉｎ）、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉタンパク質、
ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ
タンパク質（ＰＡＰＩ，ＰＡＰＩＩ，およびＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａ
ｒａｎｉｔａインヒビター、カーシン（ｃｕｒｃｉｎ）、クロチン（ｃｒｏｔｉｎ）、ｓ
ａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓインヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ
）、マイトジェリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリクトシン、フェノマイシン（ｐ
ｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およびトリコテセン（ｔｒ
ｉｃｏｔｈｅｃｅｎｅ）が挙げられる。例えば、１９９３年１０月２８日公開のＷＯ９３
／２１２３２を参照のこと。
【０２２１】
　本発明はさらに、抗体と核酸溶解活性（例えば、リボヌクレアーゼまたはデオキシリボ
ヌクレアーゼ（ＤＮａｓｅ）のようなＤＮＡエンドヌクレアーゼ）を有する化合物との間
で形成される免疫結合体を意図する。
【０２２２】
　種々の放射活性同位体は、放射性結合体化抗ＥｒｂＢ２抗体の精製のために利用可能で
ある。例としては、Ａｔ２１１，Ｉ１３１，Ｉ１２５，Ｙ９０，Ｒｅ１８６，Ｒｅ１８８

，Ｓｍ１５３，Ｂｉ２１２，Ｐ３２およびＬｕの放射性アイソトープが挙げられる。
【０２２３】
　抗体および細胞障害性薬剤の結合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤（例
えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピネート（ＳＰＤＰ
）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシ
レート、イミノチオラン（ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ）（ＩＴ））、イミドエステルの
二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピン酸ＨＣＬ）、活性化エステル（例えば、ジス
クシンイミジルスベリン酸）、アルデヒド（例えば、グルタルアルデヒド）、ビス－アジ
ド化合物（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニ
ウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン）、ジ
イソシアネート（例えば、トルエン２，６－ジイソシアネート）、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）を使用して行なわ
れ得る。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１０
９８（１９８７）に記載されるように、調製され得る。炭素１４標識した１－イソチオシ
アネートベンジル－３－メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、
抗体への放射性ヌクレオチドの結合体化についての例示的なキレート剤である。ＷＯ９４
／１１０２６を参照のこと。そのリンカーは、細胞中の細胞障害性薬剤の放出を容易にす
る「切断可能なリンカー」であり得る。例えば、酸不安定なリンカー、ペプチダーゼ感受
性リンカー、ジメチルリンカーまたはジスルフィド含有リンカー（Ｃｈａｒｉら、Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２））が使用され得る。
【０２２４】
　あるいは、例えば、組換え技術またはペプチド合成によって、抗ＥｒｂＢ２抗体および
細胞障害性薬剤を含む融合タンパク質が、作製され得る。
【０２２５】
　なお別の実施形態では、抗体は、標的化される前の腫瘍（ここで、抗体－レセプター結
合体が患者に投与される）での利用のための「レセプター」（ストレプトアビジンなど）
に結合体化され得、引き続き除去剤を使用して、未結合の結合体を循環より除去し、次い
で、細胞障害性薬剤（例えば、放射性ヌクレオチド）に結合体化される「リガンド」（例
えば、アビジン）を投与する。
【０２２６】
　（抗体依存酵素媒介性プロドラッグ治療（ＡＤＥＰＴ））
　本発明の抗体はまた、プロドラッグ（例えば、ペプチジル化学治療剤（ＷＯ８１／０１
１４５を参照のこと））を活性な抗癌剤に変換するプロドラッグ活性化酵素に抗体を結合
体化させることによって、ＡＤＥＰＴにおいて使用され得る。例えば、ＷＯ８８／０７３
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７８および米国特許第４，９７５，２７８号を参照のこと。
【０２２７】
　ＡＤＥＰＴに有用な免疫結合体の酵素成分は、そのような方法で、プロドラッグに対し
て作用し得る任意の酵素を含み、その結果、プロドラッグをそのより活性な細胞障害性形
態に変換する。
【０２２８】
　本発明の方法において有用な酵素としては、リン酸含有プロドラッグを遊離薬物に変換
するのに有用なアルカリホスファターゼ；サルフェート含有プロドラッグを遊離薬物に変
換するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒素性５－フルオロシトシンを抗癌剤５－
フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナーゼ；例えば、セラチア属プロ
テアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼおよびカテプシン（例
えば、カテプシンＢおよびＬ）などのプロテアーゼ（これらはペプチド含有プロドラッグ
を遊離薬物に変換するのに有用である）；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
薬物に変換するのに有用な、例えば、β－ガラクトシダーゼおよびノイラミニラーゼなど
の炭水化物切断酵素；β－ラクタムで誘導した薬物を遊離薬物に変換するのに有用なβ－
ラクタマーゼ；そしてそれらのアミンの窒素が、それぞれフェノキシアセチル基またはフ
ェニルアセチル基を用いて誘導体化された薬物を、遊離薬物に変換するのに有用な、ペニ
シリンＶアミダーゼまたはペニシリンＧアミダーゼなどのペニシリンアミダーゼが挙げら
れるが、それらに限定されない。あるいは、酵素活性を有する抗体（また、当該分野で「
アブザイム」として公知である）は、本発明のプロドラッグを、遊離活性薬物に変換する
のに使用され得る（例えば、Ｍａｓｓｅｙ，Ｎａｔｕｒｅ　３２８：４５７－４５８（１
９８７）を参照のこと）。抗体－アブザイム結合体は、本明細書中に記載されるように、
腫瘍細胞集団へのアブザイムの送達のために調製され得る。
【０２２９】
　本発明の酵素は、上記に議論されたヘテロ二官能性架橋試薬の使用のような当該分野で
周知の技術によって、抗ＥｒｂＢ２抗体に共有結合され得る。あるいは、本発明の酵素の
少なくとも機能的に活性な部分に連結された、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は、当該分野で周知の組換えＤＮＡ技術（例えば、Ｎｅｕｂｅｒｇｅ
ｒら、Ｎａｔｕｒｅ　３１２：６０４－６０８（１９８４）を参照のこと）を使用して構
築され得る。
【０２３０】
　（他の抗体改変）
　抗体の他の改変は、本明細書中に意図される。例えば、抗体は、種々の非タンパク様ポ
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、またはポリエチレングリコールおよびポリプロピレングリコールのコポリマー）
の１つに連結され得る。抗体はまた、１つ以上の種々の異なる部分（例えば、蛍光標識）
、既知の電気泳動移動部分、または特定のリンカー分子を切断し得る部分に連結され得る
か、あるいは代替的にこれらの部分に連結され得る。
【０２３１】
　抗体はまた、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフェア
、ミクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカプセル）中か、またはマクロエマルジョン
中に、例えば、コアセルベーション技術によるかまたは界面のポリマー化（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
チルメタキシレート）マイクロカプセル）によって調製されたマイクロカプセル中に包括
され得る。そのような技術は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１６版、Ｏｓｌｏ，Ａ．編（１９８０）において開示される。
【０２３２】
　本明細書中に開示された抗ＥｒｂＢ２抗体はまた、免疫リポソームとして処方され得る
。抗体を含むリポソームは、例えば、Ｅｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ



(59) JP 2014-237667 A 2014.12.18

10

20

30

40

50

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２；３６８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４０３０（１９８０）；米国特許第４，４８５，０４
５号および同第４，５４４，５４５号；ならびに１９９７年１０月２３日公開のＷＯ９７
／３８７３１に記載されるような当該分野で公知の方法によって調製される。増強された
循環時間を有するリポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示される。
【０２３３】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびＰＥＧ誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含むリピド組成物を用いる逆相エ
バポレーション法によって作製され得る。リポソームは、所望の半径を有するリポソーム
を得るために、規定の細孔のサイズのフィルターを通して押し出される。本発明の抗体の
Ｆａｂ’フラグメントは、ジスルフィド交換反応を介して、Ｍａｒｔｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．、５７：２８６－２８８（１９８２）に記載されるように、リポソームに
結合体化され得る化学治療剤は、必要に応じて、リポソーム内に含まれる。Ｇａｂｉｚｏ
ｎら、Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８１（１９）：１４８４（１９
８９）を参照のこと。
【０２３４】
　（ベクター、宿主細胞および組換え方法）
　本発明はまた、ヒト化抗ＥｒｂＢ２抗体を含む抗体をコードする単離された核酸、この
核酸を含むベクターおよび宿主細胞、ならびにこの抗体作製のための組換え技術を提供す
る。抗体の組換え作製のために、その抗体をコードする核酸が単離され、さらなるクロー
ニング（ＤＮＡの増幅）または発現のために複製可能ベクター中に挿入される。モノクロ
ーナル抗体をコードするＤＮＡは、容易に単離され、従来的な手順を使用して（例えば、
その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し得るオリゴヌクレオチド
プローブを使用することによって）配列決定される。多くのベクターが利用可能である。
このベクターの成分としては、一般的に、シグナル配列、複製起点、１つ以上のマーカー
遺伝子、エンハンサー要素、プロモーター、転写終結配列のうちの１つ以上が挙げられる
が、これらに限定されない。
【０２３５】
　（シグナル配列成分）
　抗ＥｒｂＢ２抗体は、直接的に組換えによって作製されるばかりではなく、異種ポリペ
プチドとの融合ポリペプチドとしても組換えによって作製され得る。この異種ポリペプチ
ドは、好ましくは、シグナル配列またはその成熟タンパク質またはポリペプチドのＮ末端
で特異的な切断部位を有する他のポリペプチドである。選択された異種シグナル配列は、
好ましくは、宿主細胞によって認識され、そしてプロセシングを受ける（すなわち、シグ
ナルペプチダーゼによって切断される）シグナル配列である。天然の抗ＥｒｂＢ２抗体シ
グナル配列を認識せず、プロセシングしない原核生物宿主細胞に関しては、シグナル配列
は、例えば、以下、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る原核生物シグナル配列によって置換され
る。酵母の分泌に関しては、天然のシグナル配列は、例えば、酵母インベルターゼリーダ
ー、α因子リーダー（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓα因子リーダーおよびＫｌｕｙｖｅｒ
ｏｍｙｃｅｓα因子リーダー）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ＷＯ９０／１３６４６に記載されるシグナルによって置
換され得る。哺乳動物細胞の発現に関しては、哺乳動物シグナル配列ならびにウイルス分
泌リーダー（例えば、単純ヘルペスｇＤシグナル）が利用可能である。
【０２３６】
　このような前駆体領域に対するＤＮＡは、抗ＥｒｂＢ２抗体をコードするＤＮＡのリー
ディングフレームに連結される。
【０２３７】
　（複製起点成分）
　発現ベクターおよびクローニングベクターの両方とも、１つ以上の選択された宿主細胞
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内で、ベクターが複製す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
ター内では、この配列は、ベクターが、宿主の染色体ＤＮＡとは独立して複製することを
可能にする配列であり、複製起点または独立に複製する配列を含む。このような配列は、
種々の細菌、酵母およびウイルスについて、周知である。プラスミドｐＢＲ３２２由来の
複製起点は、ほとんどのグラム陰性細菌に対して適しており、２μプラスミド起点は、酵
母に適している。そして、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）が、哺乳動物細胞中のクローニングベクターに対して有用である
。一般的に、複製成分の起点は、哺乳動物の発現ベクターには必要ではない（ＳＶ４０起
点は、初期プロモーターを含むという理由のみで代表的に使用され得る）。
【０２３８】
　（選択遺伝子成分）
　発現ベクターおよびクローニングベクターは、選択遺伝子（選択マーカーとも呼ばれる
）を含み得る。代表的な選択遺伝子は、（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、メトトレキサートまたはテトラサイクリン）に耐性を与え、（ｂ
）栄養要求性欠損を補完し、または、（ｃ）天然培地からは利用不可能な重要な栄養分（
例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属に対しては、Ｄ－アラニンラセマーゼをコードする遺伝子）
を提供するタンパク質をコードする。
【０２３９】
　選択スキームの一つの実施例は、宿主細胞の増殖を阻止する薬物を使用する。異種遺伝
子を首尾よく形質転換された細胞は、薬物耐性を与えるタンパク質を作製し、そのため、
選択方式を生存する。このような優性選択の実施例は、薬物（ネオマイシン、ミコフェノ
ール酸およびハイグロマイシン）を使用する。
【０２４０】
　哺乳動物細胞に対する適切な選択マーカーの別の例は、抗ＥｒｂＢ２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およびメタロチオネイン－ＩＩ、
好ましくは、霊長類の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）を処理する細胞成分の同定を可能にするマーカーである。
【０２４１】
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換した細胞は、最初に、ＤＨＦＲの競合アンタゴ
ニストであるメトトレキサート（Ｍｔｘ）を含有する培養培地で、全ての形質転換体の培
養により同定される。野生型ＤＨＦＲが使用される場合、適切な宿主細胞は、ＤＨＦＲ活
性を欠損したチャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）細胞株である。
【０２４２】
　あるいは、抗ＥｒｂＢ２抗体、野生型ＤＨＦＲタンパク質をコードするＤＮＡ配列およ
び別の選択マーカー（例えば、アミノグリコシド３’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰ
Ｈ））で、形質転換したか、または、同時形質転換した宿主細胞（特に、内生のＤＨＦＲ
を含む野生型宿主）は、選択マーカー（例えば、アミノグリコシド系抗生物質（カナマイ
シン、ネオマイシンまたはＧ４１８など））に対する選択薬剤を含有する培地中での細胞
増殖によって選択され得る。例えば、米国特許第４，９６５，１９９号を参照のこと。
【０２４３】
　酵母において使用するための適切な選択遺伝子は、酵母プラスミドＹＲｐ７に存在する
ｔｒｐ１遺伝子である（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍｂら、Ｎａｔｕｒｅ、２８２：３９（１９７
９））。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファン中で増殖する能力を欠如する酵母の変異体株
（例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６またはＡＴＣＣ番号ＰＥＰ４－１、Ｊｏｎｅｓ、Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ、８５：１２（１９７７））に対する選択マーカーを提供する。次いで、酵
母宿主細胞ゲノム中のｔｒｐ１損傷の存在は、トリプトファンの非存在下での増殖によっ
て、形質転換を検出するための有効な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２欠損酵母株（Ａ
ＴＣＣ２０，６２２またはＡＴＣＣ３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を有する公知のプ
ラスミドによって補完される。
【０２４４】
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　さらに、１．６μｍの環状プラスミドｐＫＤ１由来のベクターは、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍ
ｙｃｅｓ酵母の形質転換に使用され得る。あるいは、組換えウシキモシンの大規模作製に
対する発現系は、Ｋ．ｌａｃｔｉｓ．Ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｅｒｇ、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ、８：１３５（１９９０）によって報告された。Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓの
産業用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適切な多コピー発現ベクタ
ーが、開示されている（Ｆｌｅｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９：９６８～９
７５（１９９１））。
【０２４５】
　（プロモーター成分）
　発現ベクターおよびクローニングベクターは通常、宿主生物によって識別され、かつ抗
ＥｒｂＢ２抗体核酸に作動可能に連結するプロモーターを有する。原核細胞宿主との使用
に適したプロモーターとしては、ｐｈｏＡプロモーター、βラクタマーゼプロモーター系
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、トリプトファン（ｔｒｐ）
プロモーター系ならびにハイブリッドプロモーター（例えば、ｔａｃプロモーター）が挙
げられる。しかし、他の公知の細菌のプロモーターも適している。細菌系での使用のため
のプロモーターはまた、抗ＥｒｂＢ２抗体をコードするＤＮＡに作動可能に結合したＳｈ
ｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ（Ｓ．Ｄ．）配列を含む。
【０２４６】
　真核生物に対するプロモーター配列は、公知である。実質的に全ての真核生物遺伝子は
、転写が開始される位置から約２５～３０塩基上流に位置するＡＴリッチ領域を有する。
多くの遺伝子の転写の開始点から７０～８０塩基上流に見出される別の配列は、ＣＮＣＡ
ＡＴ領域であって、ここで、Ｎは任意のヌクレオチドであり得る。ほとんどの真核生物遺
伝子の３’末端には、コード配列の３’末端へのポリＡテールの付加のためのシグナルで
あり得るＡＡＴＡＡＡが存在し得る。これらの配列は全て、真核生物の発現ベクター中に
適切に挿入される。
【０２４７】
　酵母宿主とともに使用するための適切なプロモーター配列の例としては、以下に対する
プロモーターが挙げられる：３－ホスホグリセリン酸キナーゼ、他の糖分解キナーゼ（例
えば、エノラーゼ）、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソゲナー
ゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース－６リン酸イ
ソメラーゼ、３－ホスホグリセリン酸ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースリン酸
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。
【０２４８】
　増殖条件によって制御される転写物のさらなる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、イソシトクロムＣ、酸ホスフ
ァターゼ、窒素代謝に関連した分解酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド－３リ
ン酸デヒドロゲナーゼおよびマルトースおよびガラクトース利用を担う酵素に対するプロ
モーター領域である。酵母の発現に使用するための適切なベクターおよびプロモーターは
、さらにＥＰ７３６５７に記載される。酵母エンハンサーはまた、酵母プロモーターとと
もに、有利に使用される。
【０２４９】
　哺乳動物宿主細胞におけるベクターからの抗ＥｒｂＢ２抗体転写は、例えば、ウイルス
（例えば、ポリオーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えば、アデノウイル
ス２）、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、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
ムから得られるプロモーター、異種哺乳動物プロモーター（例えば、作動プロモーターま
たは免疫グロブリンプロモーター）から得られるプロモーター、熱ショックプロモーター
によって制御される。但し、このようなプロモーターは、これらの細胞系と適合性である
。
【０２５０】
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　ＳＶ４０ウイルスの初期プロモーターおよび後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの
複製起点も含むＳＶ４０制限フラグメントとして、好都合に入手される。ヒトサイトメガ
ロウイルスの極初期プロモーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限酵素フラグメントとして、好
都合に入手される。ベクターとして、ウシ乳頭腫ウイルスを使用する哺乳動物宿主におい
てＤＮＡを発現するための系は、米国特許第４，４１９，４４６号中に開示される。この
系の改変は、米国特許第４，６０１，９７８号中に記載される。ヘルペス単純ウイルス由
来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下でのマウス細胞でのヒトβ－インテグリンｃ
ＤＮＡの発現については、Ｒｅｙｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ、２９７：５９８～６０１（１９
８２）も参照のこと。あるいは、ラウス肉腫ウイルスの長い末端反復は、そのプロモータ
ーとして使用され得る。
【０２５１】
　（エンハンサーエレメント成分）
　高等真核生物による本発明の抗ＥｒｂＢ２抗体をコードするＤＮＡの転写は、多くの場
合、そのベクターにエンハンサー配列を挿入することによって増加され得る。哺乳動物遺
伝子（グロブリン、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スリン）
由来の多くのエンハンサー配列が現在公知である。しかし、代表的には、真核細胞ウイル
ス由来のエンハンサーが使用される。実施例は、複製起点（１００～２７０ｂｐ）の下流
側のＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製
起点の下流側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を含む。真核
生物プロモーターの活性化についてのエンハンサー要素については、Ｙａｎｉｖ、Ｎａｔ
ｕｒｅ、２９７：１７～１８（１９８２）も参照のこと。このエンハンサーは、５’位ま
たは３’位で、抗ＥｒｂＢ２抗体コード配列に、再接合され得るが、好ましくは、そのプ
ロモーターの５’部位に位置する。
【０２５２】
　（転写終結成分）
　真核宿主細胞（酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒトまたは他の多細胞生物由来の有核
細胞）で使用される発現ベクターはまた、転写の終結に必要な配列およびｍＲＮＡの安定
化に必要な配列を含む。このような配列は、一般的に、真核生物またはウイルスのＤＮＡ
またはｃＤＮＡの５’および、時には３’（真核生物またはウイルスのＤＮＡまたはｃＤ
ＮＡの非翻訳領域）から利用可能である。これらの領域は、抗ＥｒｂＢ２抗体をコードす
るｍＲＮＡの非翻訳部分中のポリアデニル化フラグメントとして転写される核酸断フラグ
メントを含む。１つの有用な転写終結成分は、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域であ
る。ＷＯ９４／１１０２６およびそこに開示される発現ベクターを参照のこと。
【０２５３】
　（宿主細胞の選択および形質転換）
　本明細書中のベクターにおいて、ＤＮＡをクローニングするかまたは発現するのに適し
た宿主細胞は、原核細胞、酵母細胞または上記の真核細胞である。この目的に適した原核
生物としては、真正細菌（例えば、グラム陰性生物またはグラム陽性生物（例えば、Ｅｓ
ｃｈｅｒｉｃｈｉａ（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉなど）といったＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉ
ａｃｅａｅ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｅｒｗｉｎｉａ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｐｒ
ｏｔｅｕｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ（例えば、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒ
ｉｕｍなど）、Ｓｅｒｒａｔｉａ（例えば、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃａｎｓな
ど）およびＳｈｉｇｅｌｌａならびにＢａｃｉｌｌｉ（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓおよびＢ．
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓなど（例えば、Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓは１９８９
年４月１２日に公開されたＤＤ２６６，７１０の４１ページに開示される））、Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａなど）ならびにＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）
が挙げられる。宿主をクローニングする１つの好ましいＥ．ｃｏｌｉは、Ｅ．ｃｏｌｉ２
９４（ＡＴＣＣ　３１，４４６）であるが、他の株（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｂ、Ｅ．ｃ
ｏｌｉ　Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ　３１，５３７）およびＥ．ｃｏｌｉ　Ｗ３１１０（ＡＴ
ＣＣ　２７，３２５）も適している。これらの例は、限定的というよりはむしろ例示的で
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ある。
【０２５４】
　原核生物に加えて、真核微生物（例えば、糸状菌または酵母）が、抗ＥｒｂＢ２抗体を
コードするベクターに対するクローニングまたは発現のための適した宿主である。Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅまたは一般的なパン酵母は、下等真核生物
宿主微生物の内で最も一般的に使用される。しかし、他の多くの属、種および株（例えば
、Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ；Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ
宿主（例えば、Ｋ．ｌａｃｔｉｓ、Ｋ．ｆｒａｇｉｌｉｓ（ＡＴＣＣ　１２，４２４）、
Ｋ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ（ＡＴＣＣ　１６，０４５）、Ｋ．ｗｉｃｋｅｒｅｍｉｉ（Ａ
ＴＣＣ　２４，１７８）、Ｋ．ｗａｌｔｉｉ（ＡＴＣＣ　５６，５００）、Ｋ．ｄｒｏｓ
ｏｐｈｉｌａｒｕｍ（ＡＴＣＣ　３６，９０６）、Ｋ．ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓお
よびＫ．ｍａｒｘｉａｎｕｓ；ｙａｒｒｏｗｉａ（ＥＰ４０２，２２６）；Ｐｈｉｃｈｉ
ａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ（ＥＰ１８３，０７０）；Ｃａｎｄｉｄａ；Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍ
ａ　ｒｅｅｓｉａ（ＥＰ２４４，２３４）；Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ　ｃｒａｓｓａ；Ｓｃ
ｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ（例えば、Ｓｃｈｗａｎｎｉｏｍｙｃｅｓ　ｏｃｃｉｄｅｎｔ
ａｌｉｓ）および糸状菌（例えば、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｔ
ｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍ）およびＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ宿主（例えば、Ａ．ｎｉｄｕ
ｌａｎｓおよびＡ．ｎｉｇｅｒ））が、本明細書中では、一般的に利用可能であって、か
つ有用である。
【０２５５】
　グリコシル化抗ＥｒｂＢ２抗体の発現に適した宿主細胞は、多細胞生物由来である。無
脊椎動物細胞の例としては、植物細胞および昆虫細胞が挙げられる。多くのバキュロウイ
ルス株および改変体ならびに宿主由来の対応する許容昆虫宿主細胞（例えば、Ｓｐｏｄｏ
ｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ（毛虫）、Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ（蚊）、Ａｅ
ｄｅｓ　ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ（蚊）、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅ
ｒ（ショウジョウバエ）およびＢｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）が同定されている。トランスフ
ェクトのための種々のウイルス株は、市販されており、例えば、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　
ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ　ＮＰＶのＬ－１改変体およびＢｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ　ＮＰＶ
のＢｍ－５株ならびにそのようなウイルスが、本発明に記載の本明細書中のウイルスとし
て使用され得、特に、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞のトランスフェ
クションのために使用され得る。
【０２５６】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマトおよびタバコの植物細胞培
養物もまた宿主として使用され得る。
【０２５７】
　しかし、関心は脊椎動物細胞で最も高く、培養（組織培養）における脊椎動物細胞の増
殖が、慣用的な手順になってきた。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、ＳＶ４０で形質転
換したサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６５１）；ヒト胚腎臓株（２
９３細胞または懸濁培養で増殖するためにサブクローニングした２９３細胞（Ｇｒａｈａ
ｍら、Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．、３６：５９（１９７７））；仔ハムスター腎臓細胞（
ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ１０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨ
Ｏ、Ｕｒｌａｕｂら、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（ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７
０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７）；
ヒト子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣ
Ｃ　ＣＣＬ３４）；バッファローラット（ｂｕｆｆａｌｏ　ｒａｔ）肝細胞（ＢＲＬ　３
Ａ、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７５）；ヒ
ト肝細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ８６０５）；マウス乳腺癌（ＭＭＴ　０６０５６２、ＡＴ
ＣＣ　ＣＣＬ５１）ＴＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅｒら、Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓ
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ｃｉ．、３８３：４４～６８（１９８２））；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝
臓癌株（Ｈｅｐ　Ｇ２）である。
【０２５８】
　宿主細胞は、抗ＥｒｂＢ２抗体作製のために、上記の発現ベクターまたはクローニング
ベクターで形質転換され、プロモーター、形質転換体を誘導するためまたは所望の配列を
コードする遺伝子を増幅するために適切に改変した通常の栄養培地で培養される。
【０２５９】
　（宿主細胞の培養）
　本発明の抗ＥｒｂＢ２抗体を作製するために使用される宿主細胞は、種々の培地中で培
養され得る。市販の培地（例えば、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ１０（Ｓｉｇｍａ）、Ｍｉｎｉｍａｌ
　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）（Ｓｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（
Ｓｉｇｍａ）およびＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄ
ｉｕｍ（ＤＭＥＭ）（Ｓｉｇｍａ））が、宿主細胞の培養に適している。さらに、Ｈａｍ
ら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．、５８：４４（１９７９）、Ｂａｒｎｅｓら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．１０２：２５５（１９８０）、米国特許第４，７６７，７０４号、同第４，６
５７，８６６号、同第４，９２７，７６２号、同第４，５６０，６５５号、または同第５
，１２２，４６９号、ＷＯ９０／０３４３０、ＷＯ８７／００１９５、または米国再発行
特許第３０，９８５号に記載される任意の培地が、宿主細胞の培養培地として使用され得
る。これらの培地のいずれもが、必要な場合、ホルモンおよび／または他の増殖因子（例
えば、インスリン、トランスフェリンまたは表皮増殖因子）、塩（例えば、塩化ナトリウ
ム、塩化カルシウム、塩化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（例えば、アデノシンおよびチミジン）、抗生物質（例えば、ＧＥＮＴ
ＡＭＹＣＩＮ（登録商標）薬物）、微量元素（通常、最終濃度で、μｍｏｌ範囲で存在す
る無機化合物として定義される）ならびにグルコースまたは等価なエネルギー源が補充さ
れ得る。当業者に公知の他の必要な任意のサプリメントも、適切な濃度で含有され得る。
培養条件（例えば、温度、ｐＨなど）は、発現のために選択された宿主細胞でこれまでに
も使用されるが、当業者には明らかである。
【０２６０】
　（抗ＥｒｂＢ２抗体の精製）
　組換え技術を使用する場合、抗体は細胞内、周辺質空間内または培地中に直接分泌され
て作製され得る。抗体が、第１工程として、細胞内で作製される場合、微粒子破片（宿主
細胞または溶解したフラグメントのどちらか）は、例えば、遠心または限外ろ過により取
り除かれる。Ｃａｒｔｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１０：１６３～１６７（
１９９２）は、Ｅ．ｃｏｌｉのペリプラズム間隙に分泌される抗体を単離するための手順
を記載する。簡単に説明すると、細胞のペーストを、酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、Ｅ
ＤＴＡおよびフェニルメチルスルフォニルフルオライド（ＰＭＳＦ）の存在下で３０分間
に亘り解凍する。細胞の破片は、遠心により取り除かれ得る。抗体が培地中に分泌される
場合、このような発現系由来の上清は一般的に、市販のタンパク質濃縮フィルター（例え
ば、ＡｍｉｃｏｎまたはＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外ろ過装置を使用して
まず濃縮される。プロテアーゼインヒビター（例えば、ＰＭＳＦ）は、タンパク質分解を
阻害するために、前述の任意の工程に含有され得、外来の汚染菌の増殖を防止するために
抗生物質が含有され得る。
【０２６１】
　それらの細胞から調製された抗体組成物は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマト
グラフィー、ゲル電気泳動、透析、およびアフィニティクロマトグラフィーを使用して精
製され得、アフィニティクロマトグラフィーが好ましい精製技術である。プロテインＡの
親和性リガンドとしての適合性は、抗体中に存在する任意の免疫グロブリンＦｃ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は、ヒトγ１重鎖、ヒトγ２重鎖また
はヒトγ４重鎖に基いた抗体を精製するために使用され得る（Ｌｉｎｄｍａｒｋら、Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．、６２：１～１３（１９８３））。プロテインＧは、全ての
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マウスのアイソタイプおよびヒトγ３に対して推奨される（Ｇｕｓｓら、ＥＭＢＯ　Ｊ．
、５：１５６７～１５７５（１９８６））。多くの場合、アフィニティリガンドがアガロ
ースに付着するマトリックスが利用可能であるが、他のマトリックスも利用可能である。
力学的に安定なマトリックス（例えば、制御された細孔ガラスまたはポリ（スチレンジビ
ニル）ベンゼン）は、アガロースを用いて達成され得る場合よりも速い流速を可能にし、
そして、その場合よりも短い処理時間を可能にする。この抗体がＣＨ３ドメインを含む場
合、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸＴＭ樹脂（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ、Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕ
ｒｇ、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技術（例えば、イ
オン交換カラムにおける分画、エタノール沈殿、逆層ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラ
フィー、ヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭでのクロマトグラフィー、アニオン交換樹脂ま
たはカチオン交換樹脂（例えば、ポリアスパラギン酸カラム）でのクロマトグラフィー、
等電点電気泳動、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび硫酸アンモニウム沈殿）が回収される抗体に依
存して利用可能である。
【０２６２】
　任意の予備精製工程の後、目的の抗体および混入物を含む混合物は、約２．５と約４．
５との間のｐＨで、溶出緩衝液を使用して、好ましくは、低塩濃度（例えば、約０～０．
２５Ｍ塩）で、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーに供され得る。
【０２６３】
　（薬学的処方物）
　本発明に従って使用される抗体の治療的処方物は、凍結乾燥した処方物または水性溶液
の形態で、必要に応じて、薬学的に受容可能なキャリア、賦形剤または安定剤（Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　第１６版、Ｏｓｏ
ｌ，Ａ．編（１９８０））と、所望の程度の純度を有する抗体を混合させることによって
、貯蔵のために調製される。受容可能なキャリア、賦形剤、または安定剤は、使用される
投薬量および濃度で、レシピエントに対して毒性はなく、そして例えば、リン酸、クエン
酸、および他の有機酸などの緩衝液；アスコルビン酸およびメチオニンを含む酸化防止剤
；防腐剤（例えば、オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメト
ニウムクロライド；ベンザルコニウムクロライド、ベンゼトニウムクロライド；フェノー
ル、ブチルまたはベンジルアルコール；例えば、メチルパラベン（ｍｅｔｈｙｌ　ｐａｒ
ａｂｅｎ）またはプロピルパラベン（ｐｒｏｐｙｌ　ｐａｒａｂｅｎ）などのアルキルパ
ラベン（ａｌｋｙｌ　ｐａｒａｂｅｎ）；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノ
ール；３－ペンタノール；およびｍ－クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）ポリペ
プチド；血清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリビニ
ルピロリドンなどの親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン
、アルギニン、またはリジンなどのアミノ酸；単糖類、二糖類、および他の炭水化物（グ
ルコース、マンノース、またはデキストリンを含む）；ＥＤＴＡなどのキレート剤；スク
ロース、マンニトール、トレハロース、またはソルビトールなどの糖；ナトリウムなどの
塩形成対イオン；金属複合体（例えば、亜鉛－タンパク質複合体）；および／またはＴＷ
ＥＥＮＴＭ、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭまたはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの非
イオン性界面活性物質が挙げられる。好ましい凍結乾燥された抗ＥｒｂＢ２抗体処方物は
、ＷＯ９７／０４８０１に記載され、本明細書中に参考として明確に援用される。
【０２６４】
　本明細書中の処方物はまた、特定の適応症が処置されるために必要な１つを超える活性
化合物を含み得、好ましくは、互いに悪影響を与えない補完的な活性を有する化合物であ
る。例えば、１つの処方物において、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２（例えば、ＥｒｂＢ２上の異
なったエピトープ）、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、または血管内皮因子（ＶＥＧＦ）に結合
する抗体をさらに提供することが、所望であり得る。あるいは、またはさらに、その組成
物は、化学療法剤、細胞障害性薬剤、サイトカイン、増殖阻害薬剤、抗ホルモン剤、ＥＧ
ＦＲ標的化薬物、抗血管形成剤および／または心保護剤をさらに含み得る。そのような分
子は、意図される目的のために効果的な量で、組み合わせて、適切に提供される。
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【０２６５】
　活性成分はまた、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフ
ェア、ミクロエマルジョン、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、例えば、コアセルベーション（ｃｏａｃｅｒｖａｔｉｏｎ）技術によ
ってまたは界面のポリマー化（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－ミクロカプセルおよびポリ－（メチルメタクリレート）ミクロカプセル）によ
って調製されたミクロカプセルに捕捉され得る。このような技術は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　第１６版、Ｏｓｏｌ，Ａ．編
（１９８０）において開示される。
【０２６６】
　徐放性調製物が調製され得る。徐放性調製物の適切な例は、抗体を含む固体疎水性ポリ
マーの半透性マトリックスを含み、そのマトリックスは、例えば、フィルム、またはミク
ロカプセルなどの成形品の形態である。徐放性マトリックスの例としては、ポリエステル
、ヒドロゲル（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）またはポリ（ビ
ニルアルコール））、ポリ乳酸（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸
とγエチル－Ｌ－グルタミン酸とのコポリマー、非分解性エチレン－ビニルアセテート、
ＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴＴＭ（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリド
から構成される注入可能なミクロスフェア）のような分解性乳酸－グリコール酸コポリマ
ー、ならびにポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が挙げられる。
【０２６７】
　インビボ投与で使用される処方物は、滅菌されていなければならない。これは、滅菌濾
過膜を通す濾過により容易に達成される。
【０２６８】
　（抗ＥｒｂＢ２抗体での処置）
　本発明に従って、抗ＥｒｂＢ２抗体を使用して、種々の疾患または障害を処置し得るこ
とが、企図される。例示的な状態または障害としては、良性の腫瘍または悪性の腫瘍；白
血病およびリンパ性悪性疾患；他の障害（例えば、ニューロン障害、グリア障害、星状細
胞傷害、視床下部障害、腺障害、大食細胞傷害、上皮障害、間質障害、胞胚腔障害、炎症
障害、脈管形成障害、および免疫学的障害）が挙げられる。好ましくは、抗ＥｒｂＢ２抗
体を使用して、本明細書中で開示される方法によるこのような抗体での処置に応答性であ
ると識別される腫瘍を処置する。
【０２６９】
　一般に、処置される疾患または障害は、癌である。本明細書中で処置されるべき癌の例
としては、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫および白血病またはリンパ球様悪性疾患が挙
げられるが、これらに限定されない。このような癌のより具体的な例としては、扁平細胞
癌（例えば、扁平上皮細胞癌）、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺腺癌および肺の扁
平上皮癌を含む）、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌を含む胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｎｃｅ
ｒ）または胃癌（ｓｔｏｍａｃｈ　ｃａｎｃｅｒ）、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸部
癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、腎臓癌、結腸直腸癌、子宮内膜
癌もしくは子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌もしくは直腸癌、前立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、
肝癌、肛門癌および癌腫、陰茎癌、ならびに頭部癌および頸部癌が挙げられる。好ましく
は、処置される癌は、腫瘍サンプル中のＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／また
はＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーの同定、あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化に
基づいて、抗ＥｒｂＢ２抗体での処置に応答性であるとして識別される。ＨＥＲ２／ＨＥ
Ｒ３ヘテロダイマー形成および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマー形成ならびに
／あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化が検出されると予期される、特定の群の癌とし
ては、肺乳癌（ｌｕｎｇ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ）、肺癌、卵巣癌（進行した卵巣
癌、難治性卵巣癌、または再発した卵巣癌を含む）、前立腺癌、結腸直腸癌、および膵臓
癌が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２７０】
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　一般的に、その癌はＥｒｂＢ２発現細胞を含み、その結果、本明細書中の抗ＥｒｂＢ２
抗体は、この癌に結合し得る。この癌は、ＥｒｂＢ２レセプターの過剰発現によって特徴
付けられ得る一方、本願は、ＥｒｂＢ２を過剰発現する癌ではないと考えられる癌の処置
の方法をさらに提供する。癌におけるＥｒｂＢ２の発現を決定するために、種々の診断ア
ッセイ／予後アッセイが利用可能である。１つの実施形態では、ＥｒｂＢ２の過剰発現は
、ＩＨＣによって（例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＥＳＴ（登録商標）（Ｄａｋｏ）を使用して
）、分析され得る。腫瘍生検に由来するパラフィン埋包した組織切片が、ＩＨＣアッセイ
に供され得、そして以下のようなＥｒｂＢ２タンパク質染色強度基準に従った：
スコア０　　染色は全く見られないかまたは膜染色が、１０％未満の腫瘍細胞で観察され
る。
スコア１＋　かすかな／かろうじて知覚できる膜染色が、１０％を越える腫瘍細胞で検出
される。その細胞は、それらの膜の一部のみが染色されている。
スコア２＋　弱から中程度の完全な膜染色が、１０％を越える腫瘍細胞で観察される。
スコア３＋　中程度から強い完全な膜染色が、１０％を越える腫瘍細胞で観察される。
【０２７１】
　ＥｒｂＢ２過剰発現の評価のための、スコア０または１＋を有する腫瘍は、ＥｒｂＢ２
を過剰発現しないとして特徴付けられ得、一方、スコア２＋または３＋を有する腫瘍は、
ＥｒｂＢ２を過剰発現するとして特徴付けられ得る。
【０２７２】
　あるいは、またはさらに、ＩＮＦＯＲＭＴＭ（Ｖｅｎｔａｎａ，Ａｒｉｚｏｎａによっ
て販売される）またはＰＡＴＨＶＩＳＩＯＮＴＭ（Ｖｙｓｉｓ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）のよ
うなＦＩＳＨアッセイは、腫瘍におけるＥｒｂＢ２過剰発現の程度（存在する場合）を決
定するために、ホルマリン固定されたパラフィン包埋した腫瘍組織で実行され得る。
【０２７３】
　１つの実施形態において、癌は、ＥＧＦＲを発現する（そして、ＥＧＦＲを過剰発現し
得るが、その必要はない）癌である。ＥＧＦＲを発現または過剰発現し得る癌の例として
は、扁平細胞癌（例えば、扁平上皮細胞癌）、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣ
ＬＣ）、肺腺癌および肺の扁平上皮癌を含む）、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌を含む胃癌（
ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｎｃｅｒ）または胃癌（ｓｔｏｍａｃｈ　ｃａｎｃｅｒ）、膵臓癌
、グリア芽細胞腫、子宮頸部癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、直
腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌もしくは子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌もしくは腎癌、前立腺
癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝癌、肛門癌、陰茎癌、ならびに頭部癌および頸部癌が挙げら
れる。
【０２７４】
　本発明は、ＨＥＲ２を含むＥｒｂＢヘテロダイマーのリガンド活性化をブロックする抗
ＨＥＲ２抗体（例えば、モノクローナル抗体２Ｃ４またはｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４）での処
置に十分応答する可能性がある乳癌患者、前立腺癌患者（去勢抵抗性前立腺癌（ＣＲＰＣ
））、および卵巣癌患者の識別に特に適切である。
【０２７５】
　本明細書中で処置される癌は、ＥｒｂＢレセプター（例えば、ＥＧＦＲ）の過剰な活性
化によって特徴付けられる癌であり得る。このような過剰な活性化は、ＥｒｂＢレセプタ
ーまたはＥｒｂＢリガンドの過剰発現または増加した産生に起因し得る。本発明の１つの
実施形態では、診断アッセイまたは予後アッセイは、患者の癌がＥｒｂＢレセプターの過
剰な活性化によって特徴付けられるかどうかを決定するために、実施される。例えば、癌
におけるＥｒｂＢ遺伝子増幅および／またはＥｒｂＢレセプターの過剰発現が、決定され
得る。このような増幅／過剰発現を決定するための種々のアッセイが、当該分野で利用可
能であり、そしてＩＨＣ、ＦＩＳＨおよび上に記載される分離（ｓｈｅｄ）抗原アッセイ
が含まれる。あるいは、またはさらに、その腫瘍におけるまたはその腫瘍に関連したＥｒ
ｂＢリガンド（ＴＧＦ－αなど）のレベルは、既知の手順に従って、決定され得る。この
ようなアッセイは、試験されるサンプル中にタンパク質および／またはそれをコードする
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核酸を検出し得る。１つの実施形態では、腫瘍におけるＥｒｂＢリガンドレベルは、免疫
組織化学（ＩＨＣ）を使用して決定され得る；例えば、Ｓｃｈｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１：５４５－５５０（１９９５）を参照のこと。あるいは、
またはさらに、試験されるサンプル中のＥｒｂＢリガンドをコードする核酸のレベルを、
例えば、ＦＩＳＨ、サザンブロッティング、またはＰＣＲ技術を介して評価し得る。
【０２７６】
　さらに、ＥｒｂＢレセプターまたはＥｒｂＢリガンドの過剰発現もしくは増幅は、イン
ビボ診断アッセイ（例えば、検出される分子に結合する分子（抗体など）を投与すること
によって）を使用して評価され得、そして検出可能な標識（例えば、放射性同位体）でタ
グ化され、そして標識の位置決定のために、患者を外部走査する。
【０２７７】
　処置される癌がホルモン独立性癌である場合、腫瘍中のホルモン（例えば、アンドロゲ
ン）および／またはその同種のレセプターの発現が、例えば上に記載されるような、任意
の種々の利用可能なアッセイを使用して評価され得る。あるいは、またはさらに、患者は
、彼らが抗アンドロゲン治療にもはや応答しないという点でホルモン独立性癌を有すると
して、診断され得る。
【０２７８】
　特定の実施形態では、細胞傷害性薬剤と結合体化した抗ＥｒｂＢ２抗体を含む免疫結合
体が、患者に投与される。好ましくは、免疫結合体および／またはその免疫結合体が結合
されるＥｒｂＢ２タンパク質は、細胞によって内部移行され、それが結合する癌細胞を殺
す際に、免疫結合体の増加した治療効力を生じる。好ましい実施形態では、細胞傷害性薬
剤は、癌細胞の核酸を標的とするかまたはそれに干渉する。そのような細胞傷害性薬剤の
例としては、メイタンシノイド（ｍａｙｔａｎｓｉｎｏｉｄ）、カリッシュアミシン（ｃ
ａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）、リボヌクレアーゼおよびＤＮＡエンドヌクレアーゼが挙げ
られる。
【０２７９】
　特定の実施形態において、投与される抗体は、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４またはその機能的
な等価物である。ＲｈｕＭＡｂ　２Ｃ４は、ヒトＩｇＧ１フレームワーク配列に基づくヒ
ト化モノクローナル抗体であり、２つの重鎖（４４９残基）および２つの軽鎖（２１４残
基）からなる。ＲｈｕＭＡｂ　２Ｃ４は、軽鎖および重鎖のエピトープ結合領域における
別の抗ＨＥＲ２抗体ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）（トランスツマブ（Ｔｒａｓｔｕｚ
ｕｍａｂ））と有意に異なる。結果として、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４は、ＨＥＲ２の完全に
異なるエピトープと結合する。本発明は、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４またはその機能的等価物
での処置に対して応答性である癌を識別するための感度のよい方法を提供する。ｒｈｕＭ
Ａｂ　２Ｃ４処置に対して応答性であるこのような癌はＨＥＲ２を過剰発現するために必
要とされないことが、留意される。
【０２８０】
　抗ＥｒｂＢ２抗体または免疫結合体は、公知の方法（静脈内投与（例えば、ボーラス投
与）、または一定の期間にわたる継続的な注入（筋内経路、腹腔内経路、脳脊髄内経路、
皮下経路、関節内経路、滑液包内経路、髄腔内経路、経口経路、局所経路、または吸入経
路）などによる）に従って、ヒト患者に投与される。抗体の静脈内投与または皮下投与が
、好ましい。
【０２８１】
　他の治療レジメンは、抗ＥｒｂＢ２抗体の投与と組み合わせられ得る。その組み合わせ
られた投与は、別個の処方物または単一の薬学的処方物を使用する同時投与およびいずれ
かの順序での連続投与を含み、ここで、好ましくは、両方（または全て）の活性薬剤が、
それらの生物学的活性を同時に発揮する期間が存在する。
【０２８２】
　１つの好ましい実施形態では、患者は、２つの異なった抗ＥｒｂＢ２抗体で処置される
。例えば、患者は、ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化をブロックする第一の抗Ｅｒｂ
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Ｂ２抗体、またはモノクローナル抗体２Ｃ４の生物学的特徴を有する抗体、および増殖阻
害性である第二の抗ＥｒｂＢ２抗体（例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標））、また
はＥｒｂＢ２過剰発現細胞のアポトーシスを誘導する抗ＥｒｂＢ２抗体（例えば、７Ｃ２
、７Ｆ３またはそのヒト化改変体）で処置され得る。好ましくは、そのような組み合わせ
治療は、相乗的な治療効果を生じる。例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）を用いて
患者を処置し得、その後、その患者がＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）治療に対して応答
しない場合に、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４を用いて処置し得る。別の実施形態において、その
患者は、まず、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４で処置され得、その後、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録
商標）治療を受け得る。なおさらなる実施形態において、その患者は、ｒｈｕＭＡｂ　２
Ｃ４およびＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）の両方で同時に処置され得る。
【０２８３】
　抗ＥｒｂＢ２抗体（単数または複数）の投与を、別の腫瘍関連抗原に対する抗体の投与
と組み合わせることがまた、所望され得る。この場合、他の抗体は、例えば、ＥＧＦＲ、
ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、または血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）に結合し得る。
【０２８４】
　１つの実施形態では、本発明の処置は、抗ＥｒｂＢ２抗体（単数または複数）および１
つ以上の化学療法剤または増殖阻害剤の組み合わせ投与を含み、異なった化学療法剤のカ
クテルの同時投与を含む。好ましい化学療法剤は、タキサン（パクリタキセルおよびドセ
タキセルなど）および／またはアントラサイクリン抗生物質を含む。そのような化学療法
剤のための調製および投薬計画は、製造業者の指示に従って、または当業者によって経験
的に決定されるように、使用され得る。このような化学療法のための調製および投薬計画
はまた、Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｓｅｒｖｉｃｅ編、Ｍ．Ｃ．Ｐｅｒｒｙ，Ｗｉｌｌ
ｉａｍｓおよびＷｉｌｋｉｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＭＤ（１９９２）に記載される。
【０２８５】
　抗体は、このような分子について既知の投与量で、抗ホルモン化合物（例えば、タモキ
シフェンなどの抗エストロゲン化合物；オナプリストン（ＥＰ　６１６　８１２を参照の
こと）などの抗プロゲステロン；またはフルタミドのような抗アンドロゲン）と組み合わ
せられ得る。処置される癌が、ホルモン独立性の癌である場合、患者は、以前に抗ホルモ
ン治療に供されたものであり得、そして癌が、ホルモン独立になった後、抗ＥｒｂＢ２抗
体（および必要に応じて本明細書中に記載されるような他の薬剤）が患者に投与され得る
。
【０２８６】
　時々、（その治療に関連した心筋機能障害を予防または減少させる）心保護剤または１
つ以上のサイトカインを患者に同時投与することはまた、有益であり得る。ＥＧＦＲ－標
的化薬物または抗脈管形成剤がまた、同時投与され得る。上記の治療レジメンに加えて、
患者は、癌細胞の外科的除去および／または照射治療に供され得る。
【０２８７】
　本明細書中の抗ＥｒｂＢ２抗体はまた、上の定義の節で議論されたような、ＥＧＦＲ－
標的化薬物と組合され得、補償的かつ潜在的に共同作用的な治療効果を生じる。
【０２８８】
　抗体と組み合され得るさらなる薬物の例としては、カルボプラチン、タキサン（例えば
、パクリタキセルまたはドセタキセル）、ゲムシタビン、ナベルビン、シスプラチン、オ
キサリプラチン、またはカルボプラチン／ドセタキセルのようなこれらの任意の組み合わ
せのような化学療法剤；別の抗ＨＥＲ２抗体（例えば、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）
のような増殖阻害抗ＨＥＲ２抗体または７Ｃ２または７Ｆ３のようなアポトーシスを誘導
する抗ＨＥＲ２抗体（そのヒト化改変体またはアフィニティ成熟した改変体を含む））；
ファルネシルトランスフェラーゼインヒビター；抗脈管形成剤（例えば、抗ＶＥＧＦ抗体
）；ＥＧＦＲ標的化薬物（例えばＣ２２５もしくはＺＤ１８３９）；サイトカイン（例え
ば、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、Ｇ－ＣＳＦもしくはＧＭ－ＣＳＦ）；または上記の組み合わ
せが挙げられる。
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【０２８９】
　任意の上記の同時投与された薬剤についての適切な投与量は、現在使用され、そして薬
剤および抗ＥｒｂＢ２抗体の組み合わされた作用（相乗作用）に起因して低下され得る。
【０２９０】
　疾患の予防または処置のために、抗体の適切な投与量は、上記に定義されるように、処
置される疾患の型、疾患の重篤度および経過、抗体が予防目的または治療目的のために投
与されるかどうか、以前の治療、患者の臨床履歴および抗体に対する応答、ならびに担当
医の判断に依存する。抗体は、１回または一連の処置にわたって、患者に適切に投与され
る。疾患の型および重篤度に依存して、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．
１ｍｇ／ｋｇ～２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、例えば、１回以上の別々の投与によるか、ま
たは継続的な注入によるかのいずれかで、患者に対する投与の最初の候補投与量である。
典型的な１日毎の投与量は、約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であり得、上
で述べられた因子に依存する。状態に依存して、数日またはそれ以上にわたる反復投与の
ために、疾患状態の所望の抑制が生じるまで、処置は持続される。抗体の好ましい投与量
は、約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの範囲にある。従って、約０．５ｍｇ／ｋ
ｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇまたは１０ｍｇ／ｋｇのうちの１つ以上の用量
（またはその任意の組み合わせ）が、患者に投与され得る。そのような用量は、断続的に
、例えば、１週毎または３週毎に投与され得る（例えば、その結果、その患者は、約２～
約２０（例えば、約６）用量の抗ＥｒｂＢ２抗体を受容する）。最初のより高い負荷用量
、その後、１回以上のより低い用量が、投与され得る。例示的な投与レジメンは、約４ｍ
ｇ／ｋｇの最初の負荷用量、続いて約２ｍｇ／ｋｇのＥｒｂＢ２抗体の１週間毎の維持用
量を投与する工程を包含する。しかし、他の投薬量レジメンは、有用であり得る。この療
法の経過は、慣例的な技術およびアッセイによって、容易にモニターされる。
【０２９１】
　特定の実施形態において、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４は、３週間毎に４２０ｍｇの固定用量
（７０ｋｇの被検体に対して１ｋｇ当たり６ｍｇの用量と等しい）で投与される。処置は
、より高い負荷投与量（例えば、８４０ｍｇ、体重１ｋｇ当たり１２ｍｇに等しい）で開
始され得る。これは、定常状態の血清濃度をより迅速に達成するためである。特定の投与
レジメンがまた、以下の実施例で提供される。
【０２９２】
　患者に対する抗体タンパク質の投与は別として、本願は、遺伝子治療による抗体の投与
を企図する。抗体をコードする核酸のそのような投与は、表現「治療的に有効量の抗体を
投与する」によって、包含される。例えば、細胞内抗体を生成する遺伝子治療の使用に関
する１９９６年３月１４日に公開されたＷＯ９６／０７３２１を参照のこと。
【０２９３】
　患者細胞に核酸（必要に応じて、ベクターに含まれる）を投与する２つの主要なアプロ
ーチ（インビボおよびエキソビボ）が存在する。インビボ送達のために、核酸は、患者に
直接注入され、通常、抗体が必要とされる部位に注入される。エキソビボ処置では、患者
の細胞は取り出され、核酸は単離された細胞に導入され、そして改変細胞が、患者に直接
か、または例えば、患者に移植される多孔性膜内に被包されてのいずれかで投与される（
例えば、米国特許第４，８９２，５３８号および同５，２８３，１８７号を参照のこと）
。核酸を生細胞に導入するために利用可能な種々の技術が存在する。この技術は、その核
酸が、インビトロで培養細胞へ、またはインビボで意図される宿主の細胞に移入されるか
どうかに依存して、変動する。インビトロでの哺乳動物細胞への核酸の移入のために適し
た技術としては、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細
胞融合、ＤＥＡＥ－デキストラン、リン酸カルシウム沈殿法などの使用が挙げられる。遺
伝子のエキソビボ送達のために一般に使用されるベクターは、レトロウイルスである。
【０２９４】
　現在好ましいインビボ核酸移入技術としては、ウイルスベクター（アデノウイルス、Ｉ
型単純ヘルペスウイルス、またはアデノ随伴ウイルスなど）および脂質ベースの系（遺伝
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子の脂質媒介性移入に有用な脂質は、例えば、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥおよびＤＣ－Ｃｈｏ
ｌである）でのトランスフェクションが挙げられる。いくつかの場合では、標的細胞を標
的とする薬剤（細胞表面膜タンパク質または標的細胞に特異的な抗体、標的細胞のレセプ
ターのリガンドなど）を核酸供給源に提供することが望ましい。リポソームが使用される
場合、エンドサイトーシスに関連する細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質は、例
えば、特定の細胞型に親和性のあるカプシドタンパク質またはそのフラグメント、循環の
際に内部移行を経験するタンパク質の抗体、および細胞内局在化を標的として細胞内半減
期を増強するタンパク質を標的化するためそして／またはその取り込みを容易にするため
に使用され得る。レセプター媒介性エンドサイトーシス技術は、例えば、Ｗｕら、Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２（１９８７）；およびＷａｇｎｅｒら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：３４１０－３４１４（１９９０
）により記載される。現在既知の遺伝子マーキングプロトコルおよび遺伝子治療プロトコ
ルの総説については、Ａｎｄｅｒｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５６：８０８－８１３（
１９９２）を参照のこと。またＷＯ９３／２５６７３およびそこに引用されている参考文
献を参照のこと。
【０２９５】
　（Ｖ．製造品）
　本発明の別の実施形態では、上記の障害の処置に有用な物質を含む製造品が、提供され
る。
【０２９６】
　製造品は、容器と、容器上のラベルもしくはパッケージ挿入物または容器に付随したラ
ベルもしくはパッケージ挿入物を含む。適切な容器としては、例えば、ボトル、バイアル
、シリンジなどが挙げられる。容器は、ガラスまたはプラスチックなどの種々の物質から
形成され得る。この容器は、状態の処置に有効な組成物を保持し、そして滅菌アクセスポ
ートを有し得る（例えば、容器は、静脈内溶液バッグまたは皮下注射針によって貫通し得
るストッパーを有するバイアルであり得る）。この組成物中の少なくとも１つの活性剤は
、抗ＥｒｂＢ２抗体である。このラベルまたはパッケージ挿入物は、組成物が目的の状態
（例えば、癌）を処置するために使用されることを示す。１つの実施形態において、ラベ
ルまたはパッケージ挿入物は、ＥｒｂＢ２と結合する抗体を含む組成物が、腫瘍に苦しむ
患者を処置するのに使用され得、この腫瘍において、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１複合体および／
またはＨＥＲ２／ＨＥＲ３複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４複合体の存在が識別
されており、そして／またはＥｒｂＢレセプターのリン酸化が、検出されている。さらに
、製造品は、（ａ）製造品に含まれる組成物を有する第一の容器（ここで、その組成物は
、ＥｒｂＢ２に結合し、そしてＥｒｂＢ２を過剰発現する癌細胞の増殖を阻害する第一の
抗体を含む）；および（ｂ）製造品に含まれる組成物を有する第二の容器（ここで、その
組成物は、ＥｒｂＢ２に結合し、そしてＥｒｂＢレセプターのリガンド活性化を阻害する
第二の抗体を含む）を含み得る。本発明のこの実施形態における製造品は、第一および第
二の抗体組成物が、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ
３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在によって、か
つ／あるいはＥｒｂＢレセプターのリン酸化によって特徴付けられる、癌を処置するため
に使用され得ることを示すパッケージ挿入物をさらに含み得る。さらに、このパッケージ
挿入物は、組成物（ＥｒｂＢ２と結合し、ＥｒｂＢレセプターのリガンド活性をブロック
する抗体を含む）の使用者に、抗体での治療と前述の節で記載された任意の補助的治療（
例えば、化学療法剤、ＥＧＦＲ標的化薬物、抗脈管形成剤、抗ホルモン化合物、心保護剤
および／またはサイトカイン）を組み合わせるよう指示し得る。あるいは、またはさらに
、製造品は、薬学的に受容可能な緩衝液（注入のための静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝
化生理食塩水、リンガー溶液およびデキストロース溶液など）を含む第二（または第三）
の容器をさらに含み得る。それは、商業的観点および利用者の観点から所望される他の物
質をさらに含み得、これらの物質としては、他の緩衝液、希釈液、フィルター、針、およ
びシリンジが挙げられる。
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【０２９７】
　抗体はまた、診断アッセイにおいて使用され得る。一般的に、この抗体は、上記方法に
記載されるように標識される。簡便さのため、本発明の抗体は、キット（すなわち、診断
アッセイを実行するための指示書とともに、所定の量の試薬の包装された組み合わせ）で
提供され得る。抗体が酵素で標識される場合、キットは、基質および酵素に必要な補因子
（例えば、検出可能な発色団または発蛍光団を提供する基質前駆体）を含む。さらに、他
の添加剤（例えば、安定化剤、緩衝剤（例えば、ブロック緩衝液または溶解緩衝液）など
を含み得る。種々の試薬の相対量は、アッセイの感度を実質的に最適化する試薬の溶液中
の濃度を提供するように、幅広く変化し得る。特に、この試薬は、乾燥粉末として提供さ
れ得、これは、通常凍結乾燥され、溶解の際に、適切な濃度を有する試薬溶液を提供する
賦形剤を含む。
【０２９８】
　（物質の寄託）
　以下のハイブリドーマ細胞株は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏ
ｌｌｅｃｔｉｏｎ，１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ，Ｍａｎａ
ｓｓａｓ，ＶＡ　２０１１０－２２０９，ＵＳＡ（ＡＴＣＣ）に寄託された：
　抗体名称　　　ＡＴＣＣ番号　　　　　　　　　　寄託日
　７Ｃ２　　　　ＡＴＣＣ　ＨＢ－１２２１５　　　１９９６年１０月１７日
　７Ｆ３　　　　ＡＴＣＣ　ＨＢ－１２２１６　　　１９９６年１０月１７日
　４Ｄ５　　　　ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１０４６３　　　１９９０年　５月２４日
　２Ｃ４　　　　ＡＴＣＣ　ＨＢ－１２６９７　　　　１９９９年　４月　８日
　先に記載された明細書は、当業者が本発明を実行し得るのに十分であると考えられる。
本発明は、寄託された構築物によって範囲を制限されるべきではない。なぜなら、寄託さ
れた実施形態は、本発明の特定の局面のみを説明することを意図し、そして機能的等価物
である任意の構築物が、本発明の範囲内である。本明細書中の物質の寄託は、本明細書中
に含まれる記載された説明は、本発明の任意の局面（そのベストモードを含む）の実行を
可能にするのに不適切であるという容認を構成せず、特許請求の範囲を制限するとして解
釈されるべきではない。実際、示されるものおよび本明細書中に記載されるものに加えて
、本発明の種々の改変は、先の記載から当業者に明らかになり、添付の特許請求の範囲内
に入る。
【０２９９】
　特定の問題または状態に対する本発明の教示の適用が、本明細書中に含まれる教示を考
慮して、当業者の能力の範囲内であることが理解される。
【０３００】
　本発明のさらなる詳細は、以下の非制限的な実施例によって例示される。明細書中の全
ての引用文献の開示は、本明細書中に参考として明確に援用される。
【実施例】
【０３０１】
　（実施例１）
　（ＥｒｂＢ２とＥｒｂＢ３とのＨＲＧ依存性の結合は、モノクローナル抗体２Ｃ４によ
って遮断される）
　マウスモノクローナル抗体２Ｃ４（ＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに特異的に結合する）
は、ＷＯ０１／８９５６６（この開示は、その全体が、参考として明確に援用される）に
記載される。
【０３０２】
　ＥｒｂＢ３がＥｒｂＢ２と結合する能力は、同時免疫沈降実験において試験された。１
．０×１０６ＭＣＦ７またはＳＫ－ＢＲ－３細胞を、１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）およ
び１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２（増殖培地）を含む５０：５０ＤＭＥＭ／Ｈａｍの
Ｆ１２培地において６ウェル組織培養プレートにおいて播種し、そして一晩結合させた。
細胞を、実験を開始する前に、血清無しで増殖培地で２時間枯渇させた。細胞を、リン酸
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緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で手短に洗浄し、次いで、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２
（結合緩衝液）とともに、または結合緩衝液のみ（コントロール）で、０．２％ｗ／ｖウ
シ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ＲＰＭＩ培地で希釈された１００ｎＭの示された抗体とと
もにインキュベートした。室温で１時間後、ＨＲＧは、ウェルの半分（＋）に５ｎＭの最
終濃度に添加した。結合緩衝液の類似の容量は、他のウェル（－）に添加された。インキ
ュベーションを、約１０分間継続した。
【０３０３】
　上清を吸引によって除去し、そして細胞をＲＰＭＩ、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．
２、１．０％ｖ／ｖＴＲＩＴＯＮ　Ｘ－１００ＴＭ、１．０％ｗ／ｖ　ＣＨＡＰＳ（溶解
緩衝液）（０．２ｍＭ　ＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌロイペプチン、および１０ＴＵ／ｍｌ
アプロチニンを含む）中に溶解した。溶解物を遠心分離によって不溶性材料から除去した
。
【０３０４】
　ＥｒｂＢ２を、アフィニティーゲル（Ａｆｆｉ－Ｐｒｅｐ　１０、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）に
共有結合したモノクローナル抗体を使用して免疫沈降した。この抗体（Ａｂ－３、Ｏｎｃ
ｏｇｅｎｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵＳＡ）は、細胞質ドメインエピトープを認識する。免
疫沈降を、１０μｌのゲルスラリー（約８．５μｇの固定化抗体を含む）を各溶解物に添
加することによって実行し、サンプルを室温で２時間混合させた。次いで、ゲルを遠心分
離によって回収した。ゲルを溶解緩衝液を用いて３回バッチで洗浄し、未結合の材料を除
去した。次いで、ＳＤＳサンプル緩衝液を添加し、そしてサンプルを沸騰する水浴中で簡
単に加熱した。
【０３０５】
　上清を、４～１２％ポリアクリルアミドゲルにおいて電気泳動し、そしてニトロセルロ
ース膜にエレクトロブロットした。ＥｒｂＢ３の存在を、その細胞質ドメインエピトープ
に対するポリクローナル抗体でブロットをプローブすることによって評価した（ｃ－１７
、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）。ブロットを、化学発光基質（ＥＣＬ、Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ）を使用して可視化した。
【０３０６】
　ＭＣＦ７およびＳＫ－ＢＲ－３細胞のそれぞれについて、図２Ａおよび２Ｂのコントロ
ールレーンに示されるように、ＥｒｂＢ３は、細胞がＨＲＧで刺激された場合のみ、Ｅｒ
ｂＢ２免疫沈降物に存在した。細胞がモノクローナル抗体２Ｃ４とともに最初にインキュ
ベートされた場合、ＥｒｂＢ３シグナルを、ＭＣＦ７細胞（図５Ａ、レーン２Ｃ４＋）に
おいて廃棄するかまたはＳＫ－ＢＲ－３細胞（図５Ｂ、レーン２Ｃ４＋）において実質的
に減少させた。図２Ａ～Ｂに示されるように、モノクローナル抗体２Ｃ４は、ＨＥＲＣＥ
ＰＴＩＮ（登録商標）よりも実質的に効率的に、ＭＣＦ７細胞およびＳＫ－ＢＲ－３細胞
の両方においてＥｒｂＢ３とＥｒｂＢ２とのヘレグリン依存性会合を遮断する。ＨＥＲＣ
ＥＰＴＩＮ（登録商標）を伴う予備インキュベーションは、ＭＣＦ７溶解物におけるＥｒ
ｂＢ３シグナルを減少したが、ＳＫ－ＢＲ－３溶解物から同時沈殿されるＥｒｂＢ３の量
に対してほとんどまたは全く効果を有さなかった。ＥＧＦレセプター（Ａｂ－１、Ｏｎｃ
ｏｇｅｎｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵＳＡ）に対する抗体を伴う予備インキュベーションは
、いずれの細胞株中においても、ＥｒｂＢ３がＥｒｂＢ２と同時沈殿する能力に対してい
かなる効果も有さなかった。
【０３０７】
　（実施例２）
　（細胞株およびヒト腫瘍異種移植片モデルの２Ｃ４に対する応答）
　約４０の腫瘍モデルを、２Ｃ４に対する応答について試験した。これらのモデルは、主
要な癌（例えば、乳房、肺、前立腺および結腸）を表す。モデルの５０～６０％が２Ｃ４
処置に応答した。以下の表１は、２Ｃ４に対する応答について試験した選択された腫瘍モ
デルを列挙する。簡単に述べると、約３ｍｍの大きさのヒト腫瘍異種移植片フラグメント
を、無胸腺症ヌードマウスの皮膚の下部に移植した。あるいは、インビトロで増殖したヒ
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そして免疫無防備状態のマウスの脇腹に皮下的に注射した。腫瘍の増殖を、電気カリパー
を使用して、２～３日毎にモニターした。腫瘍が３０～１００ｍｍの大きさに達した場合
、動物を異なる処置群およびコントロール群に無作為化した。２Ｃ４を、毎週１回、腹腔
内注射によって投与した。コントロール動物は、処置群と同じスケジュールで、抗体を含
まない同じ容量のビヒクル溶液を受容した。研究を、約３～６週間後に終わり、このとき
、コントロール群の腫瘍が、約１０００～１５００ｍｍ３の大きさに達した。処置に対す
る応答を、５０％以上の腫瘍容積の減少として規定した。
【０３０８】
【表２】

【０３０９】
　これらのモデルは、２つの主要な腫瘍型（すなわち、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ；モデ
ル番号１～１３）および乳癌（モデル番号１４～１８）を表す。ＮＳＣＬＣモデルのうち
の９匹（番号１～９）および全ての乳癌モデルは、免疫欠損マウスにおいてヒト腫瘍フラ
グメントのインビボ継代における連続により由来した。残りのＮＳＣＬＣモデル（番号１
０～１３）は、インビボ腫瘍増殖が、免疫無防備マウス内にインビトロ伝播した細胞の移
植によって誘導される。
【０３１０】
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【表３】

【０３１１】
　（実施例３）
　（免疫沈降による２Ｃ４応答性腫瘍におけるヘテロダイマーの検出）
　２Ｃ４応答性腫瘍および非応答性腫瘍を、抗ＥｒｂＢ２抗体を用いる免疫沈降に供し、
ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３およびＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーの存在についてアッ
セイした。他に示さない限り、この方法を、Ｍａｎｉａｔｉｓ　Ｔ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＵＳＡ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８２に従って実行した。
【０３１２】
　交差反応しなかった抗ＨＥＲ２抗体、抗ＨＥＲ３抗体および抗ＨＥＲ１抗体を選択した
。抗体交差反応するか否かを決定するために、ＨＥＲ１レセプター、ＨＥＲ２レセプター
、ＨＥＲ３レセプターおよびＨＥＲ４レセプターは、ヒト胚腎臓（ＨＥＫ）２９３細胞に
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おいて発現した。細胞を、ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．５）を含むＴｒｉｔｏｎＴＭＸ１
００（容積当たり１重量％）を使用して溶解させた。コントロール細胞、ならびにＨＥＲ
１発現細胞、ＨＥＲ２発現細胞、ＨＥＲ３発現細胞およびＨＥＲ４発現細胞由来の合計約
２０μｇの細胞タンパク質を、ＳＤＳゲル上に分離し、そして半乾燥ブロッティング手順
によってニトロセルロース膜に移した。ゼラチンでブロックした後、種々の抗ＨＥＲ１抗
体、抗ＨＥＲ２抗体および抗ＨＥＲ３抗体を、他のＥｒｂＢレセプターに対する交差反応
性について試験した。以下に記載の実験において使用するために選択された抗体は、いか
なる有意な交差反応性も示さなかった。
【０３１３】
　新鮮な腫瘍サンプルを、氷上で機械的に粉砕し、そして５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７
．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０％（ｗ
／ｖ）グリセロール、１％（ｗ／ｖ）ＴｒｉｔｏｎＴＭＸ－１００、１ｍＭ　ＰＭＳＦ、
１０μｇ／ｍｌアプロチニンおよび０．４ｍＭオルトバナデートを含む緩衝液中に溶解さ
せた。上清が完全に清澄化されるまで、完全に溶解した腫瘍を数回遠心分離した。清澄化
された腫瘍溶解物（溶解物当たり５～７ｍｇのタンパク質）、５μｇの抗ＥｒｂＢ２抗体
（ａｂ－３、マウスモノクローナル；Ｃａｔ番号ＯＰ１５、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　Ｉｎｃ．
，ＵＳＡ）および５０μｌタンパク質Ｇ結合アガロースを１．５ｍｌエッペンドルフ反応
チューブ中で組み合わせることによって、免疫沈降を進行させた。０．１％（ｗ／ｖ）Ｔ
ｒｉｔｏｎＴＭＸ－１００を含む５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液、ｐＨ７．５の１倍～２倍
容量の添加の際、チューブを３～４時間、４℃で回転させ、続いて遠心分離した。ペレッ
トを、５００μｌの５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液ｐＨ７．５（０．１％（ｗ／ｖ）Ｔｒｉ
ｔｏｎＴＭＸ－１００を含む）で、２～３回洗浄した。等容量の２×Ｌａｍｍｌｉサンプ
ル緩衝液を、洗浄した免疫沈降物に添加し、そしてサンプルを、５分間９５℃に加熱した
。サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、ニトロセルロース膜に移した。ＥＧＦＲ
－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーおよびＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーの存在を、ブ
ロットをＥＧＦＲ（ＥＧＦＲに対するウサギポリクローナル抗体、Ｕｐｓｔａｔｅ　Ｉｎ
ｃ．，ＵＳＡ；Ｃａｔ．番号０６－８４７）およびＥｒｂＢ３（ＥＲｂＢ３に対するポリ
クローナル抗体；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｉｎｃ．，ＵＳＡ；Ｃａｔ．番号ＳＣ－２８５
）に対する抗体を用いてプローブすることによって評価した。ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ
）標識抗ウサギＦｃ抗体（ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．ＵＳＡ）
を、２次抗体として使用した。ブロットを、化学発光基質（ＥＣＬ　ｐｌｕｓ，Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ）を使用して視覚化した。
【０３１４】
　図３は、これらの実験の結果を示す。ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーおよび／
またはＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーの存在が観察され得る。表１に示されるよう
に、２Ｃ４応答の間で相関が観察され、ＥｒｂＢ２－ＥｒｂＢ３ヘテロダイマーおよび／
またはＥＧＦＲ－ＥｒｂＢ２ヘテロダイマーの存在が観察された。
【０３１５】
　（実施例４）
　（ＨＥＲ２リン酸化とｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４に対する応答の相関）
　腫瘍増殖に対するｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４の効果を、マウスに外移植した１４個のヒト腫
瘍において研究した（９個の肺癌および５個の乳癌）。腫瘍の外移植および処置を、実施
例２に記載されるように実行した。ＨＥＲ２ヘテロダイマーを、実施例３に記載されるよ
うに、検出した。
【０３１６】
　ＨＥＲ２リン酸化を、ＨＥＲ２の免疫沈降およびウェスタンブロット分析によって評価
した。ゲルのホスホ－ＨＥＲ２バンドの存在によって、ポジティブを決定した。このバン
ドの非存在によって、ネガティブを決定した。ＨＥＲ２リン酸化を、ホスホ特異的抗ＨＥ
Ｒ２抗体（クローンＰＮ２Ａ、Ｔｈｏｒら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，１８：３２３
０－９（２０００））を使用して、免疫組織化学によって確認した。
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【０３１７】
　試験された５個の腫瘍（３つの肺および２つの乳房）において、腫瘍増殖の有意な阻害
が観察され、これは、ＨＥＲ１またはＨＥＲ３のいずれかを有するＨＥＲ２の検出可能な
ヘテロダイマーの存在、および全ての場合における強力なＨＥＲ２リン酸化と相関する。
ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４処置に対する有意な応答が観察されない９個の腫瘍において、ヘテ
ロダイマーは、検出されず、ＨＥＲ２リン酸化が存在しなかった。ＨＥＲ２ヘテロダイマ
ーの存在または有意なＨＥＲ２リン酸化は、非臨床的なモデルにおいてｒｈｕＭＡｂ　２
Ｃ４処置に対する強力な指標である。同様な観察は、腫瘍細胞株から作製された異種移植
片を用いて作製された。
【０３１８】
　（実施例５）
　（２Ｃ４応答性腫瘍におけるＨＥＲ２リン酸化の検出）
　ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４の効力を、９個の確立された非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）異種移
植片腫瘍モデル（ＬＸＦＥ２１１、ＬＸＦＡ２８９、ＬＸＦＡ２９７、ＬＸＦＥ３９７、
ＬＸＦＡ５２６、ＬＸＦＥ５２９、ＬＸＦＡ６２９、ＬＸＦＡ１０４１、ＬＸＦＥ１０７
１、Ｏｎｃｏｔｅｓｔ　ＧｍｂＨ，Ｆｒｅｉｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）において評価し
た。ヒト腫瘍異種移植片は、患者の腫瘍が、固形腫瘍として増殖し、支質、脈管構造、中
心壊死を発生し、ドーム（ｄｏｍｅ）分化を示すので、抗癌薬物開発のための最も関連す
るモデルとして考える。さらに、異種移植片腫瘍モデルは、組織学および化学感受性にお
いて元の腫瘍と非常に密接に類似する。
【０３１９】
　増殖阻害を実施例２に記載されるように評価した。有意な増殖阻害活性は、コントロー
ル群に対する処置群の＞５０％の増殖阻害として規定された。３つのＮＳＣＬＣモデル（
ＬＸＦＡ２９７、ＬＸＦＥ６２９、およびＬＸＦＡ１０７２）において、ｒｈｕＭＡｂ　
２Ｃ４処置に対する有意な増殖阻害応答が観察された。リガンド活性化ＨＥＲ２のいくつ
かの証拠もまた、タンパク質レベルにおいて調査された。図４に示されるように、ＨＥＲ
２は、９個のＮＳＣＬＣ腫瘍のうちの８個由来の腫瘍抽出物から免疫沈降され得る。ＨＥ
Ｒ２の活性状態を決定するために、これらのブロットを、次いで、抗ホスホチロシン（抗
－ＰＹ）抗体を用いてプローブした。図４の下パネルに示されるように、３つの応答性腫
瘍（ＬＸＦＡ２９７、ＬＸＦＡ６２９、およびＬＸＦＡ１０７２）は、強力なＨＥＲ２活
性化を示した。
【０３２０】
　（実施例６）
　（ＨＥＲ２ヘテロダイマーを検出することにより、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４での処置のた
めの肺癌患者を同定するための臨床的研究）
　患者は、患者由来の腫瘍が、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥ
Ｒ１複合体および／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４複合体を含むことが見出される場合、ｒｈ
ｕＭＡｂ　２Ｃ４での処置に応答性である非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を有するとして同
定される。腫瘍サンプルは、腫瘍の生検によってまたは腫瘍の外科的切除の間に得られる
。次いで、サンプルを、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／Ｈ
ＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在について
分析する。
【０３２１】
　腫瘍細胞または細胞溶解物を、ＨＥＲ２に特異的に結合するｅＴａｇＴＭと接触させる
。ｅＴａｇＴＭは、検出可能な部分およびＨＥＲ２に特異的な第１の結合部分を含む。検
出可能な部分は、切断可能なリンカーを有する第１の結合部分に連結される。結合のため
の時間の後に、過剰なｅＴａｇＴＭを除去する。
【０３２２】
　腫瘍細胞または細胞溶解物を、ＨＥＲ１またはＨＥＲ３またはＨＥＲ４に特異的に結合
する第２の結合化合物と接触させる。非結合化合物を洗浄によって除去する。次いで、第
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２の結合化合物を、活性化する。第１の結合化合物および第２の結合化合物が密接に近位
にある場合、活性化された第２の結合化合物は、ｅＴａｇＴＭ中の切断可能なリンカーを
切断して、遊離した検出可能な部分を生成する。遊離した検出可能な部分の同定は、この
腫瘍が、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーまたはＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーま
たはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーを含むことを示す。
【０３２３】
　患者が、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ
ダイマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーを含む腫瘍に罹患していると
いう決定の際に、ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４を、疾患の進行まで、それぞれ、２ｍｇ／ｋｇま
たは４ｍｇ／ｋｇで、毎週または３週間毎に、静脈内（ＩＶ）投与する。抗体を、多用量
液体処方物（２０ｍｇ／ｍＬ以上の濃度で、２０ｍＬを充填）として供給する。効力につ
いての最初の終点は、反応速度、および安全性を含む。第２の効力の終点は、全体的な生
存、疾患進行に対する時間、生活の質、および／または応答の持続時間が挙げられる。
【０３２４】
　（実施例７）
　（ｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４での処置のための癌患者を同定するための臨床的研究）
　癌細胞を含む生物学的サンプルを、例えば、腫瘍組織の生検、腹水からの腫瘍細胞の吸
引、または臨床的実施において公知の任意の他の方法によって、処置のための候補から得
る。生物学的サンプルを、例えば、免疫沈降およびウェスタンブロット分析によって、Ｈ
ＥＲ２リン酸化について、ならびに／あるいは上記技術のいずれかによって、ＨＥＲ２／
ＨＥＲ３ヘテロダイマー、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダイマーおよび／またはＨＥＲ２／
ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在について分析する。生物学的サンプルが、ＨＥＲ２リン酸
化ならびに／あるいはＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマー、ＨＥＲ２／ＨＥＲ１ヘテロダ
イマーおよび／またはＨＥＲ２／ＨＥＲ４ヘテロダイマーの存在についてポジティブであ
る被験体は、腫瘍サンプルがＨＥＲ２リン酸化を示さず、ヘテロダイマーも検出されない
患者よりも、ｒｈｕＭａｂ　２Ｃ４での処置に対してより良い応答を示すようである。
【０３２５】
　例えば、卵巣癌を有すると診断された被験体は、腫瘍組織の生検または腹水からの腫瘍
細胞の吸引を受ける。この組織は、免疫沈降およびウェスタンブロット分析によって、Ｈ
ＥＲ２リン酸化について分析される。これは、最小で約２５０ｍｇの腫瘍組織を必要とす
る。
【０３２６】
　患者が、ＨＥＲ２リン酸化についてポジティブである癌（例えば、Ｃａｓｔｒａｔｉｏ
ｎ－Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｃａｎｃｅｒ－ＣＲＰＣ、または卵巣癌）
に罹患するという決定において、患者は、サイクル１（最初の２１日の処置期間）の１日
目に、８４０ｍｇのｒｈｕＭＡｂ　２Ｃ４の装填用量を受容し、続いて、連続的静脈内注
入として、各々の引き続く２１日のサイクルの１日目に、４２０ｍｇを受容する。処置は
、疾患の進行の証拠を示さない患者について、１年間（１７サイクル）まで、３週間毎に
、静脈内注射によって続ける。処置は、医師の決定のもと、応答の欠如、有害な副作用、
または他の理由のために、任意の時間でより早く中断され得る。
【０３２７】
　本開示全体で引用される全ての参考文献、およびそれらに引用される参考文献は、本明
細書中において参考として明白に援用される。
【０３２８】
　本発明が特定の実施形態を参照して記載されるものの、本発明は、このように制限され
ない。当業者は、種々の改変が、本発明を実質的に変更することなく、可能であることを
理解する。過度な実験無しになされ得るこのような全ての改変が、本発明の範囲内である
ことが意図される。
【図面の簡単な説明】
【０３２９】
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【図１】図１Ａおよび図１Ｂは、マウスモノクローナル抗体２Ｃ４の可変軽鎖（ＶＬ）（
図１Ａ）ドメインおよび可変重鎖（ＶＨ）（図１Ｂ）ドメインのアミノ酸配列（それぞれ
、配列番号１および配列番号２）；ヒト化２Ｃ４版５７４のＶＬドメインおよびＶＨドメ
インのアミノ酸配列（それぞれ、配列番号３および配列番号４）；ならびにヒトのＶＬコ
ンセンサスフレームワークおよびＶＨコンセンサスフレームワーク（ヒトκ１、軽鎖κサ
ブグループ１；ｈｕｍＩＩＩ、重鎖サブグループＩＩＩ）のアミノ酸配列（それぞれ、配
列番号５および配列番号６）のアライメントを示す。アスタリスクは、ヒト化２Ｃ４版５
７４とマウスモノクローナル抗体２Ｃ４との間の相違、またはヒト化２Ｃ４番５７４とヒ
トフレームワークとの間の相違を同定する。相補性決定領域（ＣＤＲ）は、括弧中である
。
【図２】図２Ａおよび図２Ｂは、低レベル／高レベルのＥｒｂ２を発現するＭＣＦ７細胞
（図２Ａ）および高レベルのＥｒｂＢ２を発現するＳＫ－ＢＲ－３細胞（図２Ｂ）中での
ＥｒｂＢ２とＥｒｂＢ３とのヒレグリン（ＨＲＧ）依存性会合に対する、モノクローナル
抗体２Ｃ４、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）抗体または抗ＥＧＦＲ抗体の効果を示す；
上記の実施例２を参照のこと。
【図３】図３は、非小細胞肺癌異種移植外植片由来のタンパク質抽出物中のＨＥＲ１／Ｈ
ＥＲ２ヘテロダイマーおよびＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロダイマーの存在を示す、免疫ブロ
ットである。
【図４】図４は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）異種移植外植片から抽出したタンパク質に
おけるＨＥＲ２リン酸化の存在を示す、免疫ブロットである。

【図１】 【図２】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組換えヒト化モノクローナル抗体２Ｃ４（ｒｈｕＭＡｂ２Ｃ４）を含む、患者の癌を治
療するための医薬であって、ｒｈｕＭＡｂ２Ｃ４が３週間毎に４２０ｍｇの固定容量とし
て投与され、それぞれ配列番号：３及び４の可変軽鎖及び可変重鎖アミノ酸配列及びヒト
軽鎖及び重鎖ＩｇＧ１（非Ａアロタイプ）定常領域配列を含む、医薬。
【請求項２】
　治療がｒｈｕＭＡｂ２Ｃ４の８４０ｍｇの負荷用量から始まる、請求項１に記載の医薬
。
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