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(57)【要約】
　細胞膜損傷、細胞透過性及び殺細胞を誘導するための
組成物及び方法が提供される。組成物は細胞の表面に高
発現された細胞表面抗原に結合する多価の薬剤を含む。
好ましくは、細胞表面抗原は細胞の細胞骨格と結合して
いることである。好ましくは、多価剤はＩｇＭであり、
そして架橋剤の添加により、細胞損傷及び殺細胞が亢進
されることである。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける致死未満の
濃度では、細胞損傷を引起す抗体は細胞を透過性にし、
化学療法剤に対する反応を、この化学療法剤に対して抵
抗性の患者においてさえ、劇的に高める。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞表面に存在する高発現細胞膜抗原に結合する多価剤を含み、前記細胞膜表現抗原が
細胞骨格と結合している、細胞膜損傷を誘導用組成物。
【請求項２】
　多価剤が抗体である、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　抗体がＩｇＭである、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　細胞表面抗原がＢ細胞表面に存在するＣＤＩＭエピトープである、請求項１に記載の組
成物。
【請求項５】
　細胞表面に存在する高発現細胞膜抗原に結合する多価剤に架橋を提供する架橋剤を更に
含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　架橋剤が抗体である、請求項５に記載の組成物。
【請求項７】
　リンパ球様細胞の高発現細胞表面抗原と結合する多価剤を含み、そして架橋剤の非存在
下での多価剤による細胞膜損傷に比較して、多価剤による細胞損傷を増強させる架橋剤を
更に含む、リンパ球様細胞において細胞損傷の増強用組成物。
【請求項８】
　多価剤が抗体である、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　抗体がＩｇＭである、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　細胞表面抗原がＢ細胞表面に存在するＣＤＩＭエピトープである、請求項７に記載の組
成物。
【請求項１１】
　架橋剤が抗体である、請求項７に記載の組成物。
【請求項１２】
　細胞表面に存在する高発現細胞表面抗原に結合する多価剤を含み、そして多価剤の架橋
を提供する架橋剤を更に含む、細胞を殺すための組成物。
【請求項１３】
　多価剤がＶＨ４－３４抗体である、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
　架橋剤が抗カッパ剤、抗ラムダ剤、又は抗ＶＨ４－３４抗体である、請求項１２に記載
の組成物。
【請求項１５】
　細胞毒性剤を更に含む、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１６】
　細胞が悪性である、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１７】
　悪性細胞が、神経、リンパ、卵巣、頚部、子宮内膜、睾丸、前立腺、腎臓、大腸、膵臓
、胃、腸、食道、肺、甲状腺、副腎、肝臓、骨、皮膚、口、又は喉、から選択される体組
織の新生物と関連している、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　細胞表面に存在する高発現細胞表面抗原に結合する多価剤を含む、細胞透過用の組成物
。
【請求項１９】
　細胞がＢ細胞である、請求項１８に記載の組成物。
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【請求項２０】
　多価剤が抗体である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２１】
　抗体がＩｇＭである、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２２】
　細胞表面抗原がＣＤＩＭエピトープである、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２３】
　抗体がＶＨ４－３４抗体である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項２４】
　架橋剤が抗カッパ剤、抗ラムダ剤、又は抗ＶＨ４－３４抗体である、請求項１８に記載
の組成物。
【請求項２５】
　Ｂ細胞の表面の細胞表面抗原に結合する多価ＶＨ４－３４抗体を含む、Ｂ細胞における
細胞膜損傷誘導用組成物。
【請求項２６】
　Ｂ細胞の表面の細胞表面抗原に結合するＶＨ４－３４抗体を架橋する架橋剤を更に含む
、請求項２５に記載の組成物。
【請求項２７】
　ＶＨ４－３４抗体を架橋する架橋剤が抗ＶＨ４－３４抗体である、請求項２６に記載の
組成物。
【請求項２８】
　細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物の治療用の医薬組成物であって
、細胞表面に存在する高発現細胞表面抗原に結合する前記多価剤を含み、前記多価剤が細
胞膜損傷を誘導する、前記医薬組成物。
【請求項２９】
　細胞毒性剤を更に含む、請求項２８に記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　過剰増殖細胞が過剰増殖Ｂ細胞である、請求項２８に記載の医薬組成物。
【請求項３１】
　Ｂ細胞の過剰増殖を特徴とする病状がリンパ性癌、ウイルス感染、免疫不全、又は自己
免疫疾患である、請求項３０に記載の医薬組成物。
【請求項３２】
　前記ウイルス感染がヒト免疫不全ウイルス、又は単核球症である、請求項３１に記載の
医薬組成物。
【請求項３３】
　前記免疫不全症が移植後リンパ増殖性疾患、又は免疫不全症候群である、請求項３１に
記載の医薬組成物。
【請求項３４】
　細胞毒性剤が、化学療法剤、放射性同位体、細胞毒性抗体、免疫複合体、リガンド複合
体、免疫抑制剤、細胞成長制御剤及び／又は阻害剤、毒素、又はこれらの混合物である、
請求項２９に記載の医薬組成物。
【請求項３５】
　多価剤の架橋を提供する架橋剤を更に含む、請求項２８に記載の医薬組成物。
【請求項３６】
　細胞膜損傷抗体により誘導される細胞膜損傷の増強用医薬組成物であって、高発現細胞
表面抗原に結合する多価抗体、及び多価抗体の細胞毒性を増強する架橋手段を含み、架橋
手段非存在下における多価抗体の細胞毒性と比較し、架橋手段が多価抗体の細胞毒性を増
強する、前記医薬組成物。
【請求項３７】
　多価抗体がＩｇＭである、請求項３６に記載の組成物。
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【請求項３８】
　架橋手段が、抗カッパ、抗ラムダ、又は抗ミュー抗体、若しくは細胞表面に存在する高
発現細胞表面抗原に結合した隣接する多価抗体を架橋する、多価抗体上に発現されたエピ
トープに対する特異的抗体である、請求項３６に記載の組成物。
【請求項３９】
　細胞表面に高発現する細胞表面抗原と結合する前記多価剤を含み、前記多価剤が細胞表
面の細胞表面抗原に対する複数の結合部位を含む、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患
っている哺乳動物の治療用の医薬組成物。
【請求項４０】
　複数の結合部位が少なくとも５である、請求項３９に記載の組成物。
【請求項４１】
　複数の結合部位が約５から約１００までである、請求項３９に記載の組成物。
【請求項４２】
　複数の結合部位が約１５から約５０までである、請求項３９に記載の組成物。
【請求項４３】
　過剰増殖細胞の表面の高発現細胞表面レセプターに結合する多価剤の投与を含み、前記
多価剤が正常細胞に比較して過剰増殖細胞を優先的に殺す有効量を投与される、細胞の過
剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物の治療方法。
【請求項４４】
　哺乳動物がヒトである、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　哺乳動物が非ヒト哺乳動物である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　過剰増殖細胞が癌細胞である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４７】
　成長因子、サイトカイン、又はウイルス感染により過剰増殖細胞が刺激されて過剰増殖
状態になる、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　多価剤が細胞膜損傷抗体である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４９】
　癌細胞の生存率が、正常細胞の生存率より少なくとも１０パーセントより多い量で低減
させることができる、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　癌細胞を、癌細胞の表面に高発現した細胞表面抗原に結合し、そして癌細胞に細胞膜損
傷を誘導する、細胞毒性量の細胞膜損傷抗体と接触させることを含む、癌細胞を殺す方法
。
【請求項５１】
　癌細胞を優先的に殺すが、正常細胞は殺さない有効量の、細胞膜損傷抗体を投与する、
請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　細胞毒性剤を細胞膜損傷抗体との併用で投与することを更に含む、請求項５０に記載の
方法。
【請求項５３】
　細胞毒性剤が、化学療法剤、放射性同位体、細胞毒性抗体、免疫複合体、リガンド複合
体、免疫抑制剤、細胞成長制御剤及び／又は阻害剤、毒素、又はこれらの混合物である、
請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　癌細胞の表面の高発現細胞表面抗原に結合する細胞膜損傷抗体に架橋を提供する架橋剤
の投与を更に含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５５】
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　架橋剤が抗体である、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　癌細胞が新生物のＢ細胞である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５７】
　細胞膜損傷抗体がＶＨ４－３４抗体である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５８】
　抗体が抗ＶＨ４－３４抗体である、請求項５５に記載の方法。
【請求項５９】
　細胞を、リンパ様細胞の表面に存在する高発現細胞表面抗原に結合する多価剤と接触さ
せることを含む、ヒト患者のリンパ様細胞に細胞膜損傷を誘導する方法。
【請求項６０】
　多価剤が抗体である、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　リンパ様細胞がＣＤＩＭエピトープを発現しているＢ細胞である、請求項５９に記載の
方法。
【請求項６２】
　正常Ｂ細胞に比較して過剰増殖性Ｂ細胞を優先的に損傷する有効量の抗体を患者に投与
する、請求項５９に記載の方法。
【請求項６３】
　過剰増殖性Ｂ細胞に損傷するが過剰増殖性Ｂ細胞を殺さない、有効量の抗体が患者に投
与される、請求項５９に記載の方法。
【請求項６４】
　方法が、
（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞の数を定量するための、治療を必要とする患者の血
液のサンプリング、
（２）抗体による損傷に対する過剰増殖性Ｂ細胞及び正常Ｂ細胞の感受性の定量、及び
（３）患者において、十分に過剰増殖性Ｂ細胞を優先的に損傷及び／又は殺す抗体量の患
者への投与、を含む請求項６２に記載の方法。
【請求項６５】
　望ましい量の細胞損傷及び／又は殺効果を達成するために、患者に対する追加量の抗体
を滴定することを含む、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞の数を定量するための、治療を必要とする患者の
血液のサンプリング、
（２）抗体による損傷に対する過剰増殖性Ｂ細胞の感受性の定量、及び
（３）患者において十分に過剰増殖性Ｂ細胞を損傷するための抗体量の患者への投与、を
含む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６７】
　患者に対して有効な量の細胞毒性剤を投与することを更に含む、請求項５９に記載の方
法。
【請求項６８】
　細胞に、細胞表面の高発現細胞表面抗原に結合する多価剤を接触させることを含む、細
胞膜損傷誘導の方法。
【請求項６９】
　細胞に、架橋剤非存在下における多価剤の細胞毒性に比較し、多価剤の細胞毒性を増強
する架橋剤を接触させることを更に含む、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　多価剤が抗体であり、そして架橋剤が抗体に結合する抗体であり、それにより細胞表面
に結合している抗体に架橋を提供する、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
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　細胞がＢ細胞であり、そして抗体が抗ＣＤＩＭ抗体である、請求項６８に記載の方法。
【請求項７２】
　抗ＣＤＩＭ抗体がＩｇＭである、請求項６８に記載の方法。
【請求項７３】
　抗ＣＤＩＭ抗体に結合する架橋剤を更に含む、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　抗ＣＤＩＭ抗体に結合する架橋剤が、抗カッパ若しくは抗ラムダ抗体、又は抗ＶＨ４－
３４抗体である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　細胞と、細胞表面に存在する高発現細胞表面抗原に結合する多価剤を接触させることを
含む、細胞透過用の方法。
【請求項７６】
　（１）Ｂ細胞上のＣＤＩＭエピトープに特異的な結合を有する細胞毒性量の抗体、及び
（２）Ｂ細胞上のＣＤＩＭエピトープに特異的な結合を有する抗体を架橋する架橋剤を、
Ｂ細胞に接触させることを含む、Ｂ細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患うヒト患者の治
療方法。
【請求項７７】
　前記Ｂ細胞を細胞毒性剤と接触させることを更に含む、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
　Ｂ細胞の過剰増殖を特徴とする病状が、リンパ性癌、ウイルス感染、免疫不全、又は自
己免疫疾患である、請求項７６に記載の方法。
【請求項７９】
　前記ウイルス感染がＨＩＶ、ＥＢＶ、又はＨＰＶにより引き起こされる、請求項７８に
記載の方法。
【請求項８０】
　前記免疫不全が、移植後リンパ性増殖疾患、又は免疫不全症候群である、請求項７８に
記載の方法。
【請求項８１】
　骨髄細胞を、Ｂ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに対する特異的な結合を有する抗体と接
触させることを含み、そしてＢ細胞をＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに結合する抗体を
架橋する架橋剤と接触させることを更に含み、それにより悪性Ｂ細胞に対する抗ＣＤＩＭ
抗体の細胞毒性の亢進をもたらす、排除を必要とする患者から悪性Ｂ細胞の骨髄からの排
除の方法。
【請求項８２】
　悪性Ｂ細胞を骨髄から更に排除するために細胞を細胞毒性剤と接触させることを更に含
む、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　結合アッセイを実施するために高発現細胞表面抗原に結合する十分な量の多価剤を含む
、哺乳動物に細胞膜損傷を誘導する多価剤の閾値量の定量用キット。
【請求項８４】
　結合アッセイを実施するために高発現細胞表面抗原に結合する十分な量の細胞損傷抗体
、架橋剤、細胞毒性剤、又はこれらの組合せを含む、哺乳動物において細胞膜損傷抗体の
閾値量の定量用キット。
【請求項８５】
　細胞の過剰増殖を特徴とする疾患又は疾患を患う哺乳動物の治療用薬剤の製造における
、細胞膜損傷多価剤の使用。
【請求項８６】
　細胞の過剰増殖を特徴とする疾患又は疾患を患う哺乳動物の治療用薬剤の製造における
、細胞膜損傷抗体の使用。
【発明の詳細な説明】



(7) JP 2008-519030 A 2008.6.5

10

20

30

40

50

【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は２００４年１１月５日に出願された米国仮特許出願Ｎｏ．６０／６２５，３９
８の優先権を請求するものであり、これは本明細書に参考文献として取り込まれる。本出
願は米国特許出願番号１０／９８２，６９８、代理人整理番号１１０．０１ＮＰ、に関し
、これは２００４年１１月５日に本明細書に参考文献として取り込まれている。
【発明の分野】
【０００２】
　本発明は、一般に、細胞透過、並びに癌及び自己免疫疾患の治療等のための組成物と方
法に関する。
【発明の背景】
【０００３】
　細胞膜損傷は細胞の原形質膜の破壊であり、一般的には生存可能な事象である。細胞膜
損傷は、大動脈の内膜や消化管、皮膚の上皮又は心臓あるいは骨格筋の筋細胞などの機械
的に活発な哺乳動物組織で一般に生じ、また、トリパノソームによる細胞の侵入によって
も示される。実験室での設定では、細胞損傷は、極微針を用いて原形質膜を突き刺すか、
あるいは培養皿を引っ掻くことにより細胞の一部を切断する、といった物理的方法により
典型的に誘導することができる。
【０００４】
　膜の＞１μｍの裂傷のような大きな破裂では、膜の修繕と細胞生存の維持にとり迅速な
再密封反応が必要である。最初は受動的過程と考えられていたが、密封はエネルギー及び
カルシウム依存性の過程であることが今では認められており、その結果としてカルシウム
依存性の、細胞外放出機構による小胞－小胞及び原形質膜－小胞融合により膜の亀裂の継
ぎあてを行う。膜の継ぎあての犠牲となる小胞は、今では、リソソームであることが知ら
れている。従って、亀裂を生じた部位を閉じるために、内在性のリソソーム膜が細胞表面
に添加される。McNeil,P.L.(2002)J.Cell Sci.115(5):873;Togo,T.,et al.(1999)J.Cell 
Sci.112:719;McNeil,P.L.,and R.A.Steinhardt（2003)Ann.Rev.Cell Dev.Biol.19:697.を
参照のこと。
【０００５】
　修復過程は、リソソームが原形質膜に近づくためにアクチン脱重合を必要とするらしい
。加えて、ミオシン及び／又はキネシンを介する収縮性の過程は、リソソームを裂け目の
傍へ運搬することに関わっていると考えられている。加えて、続いて起こる再密封のため
の事象は、おそらくゴルジからのリソソームの生産増加のために、最初の損傷に対する反
応より迅速に起こることが知られている。従って、大きな破裂の再密封は、リソソームが
損傷の場所に近づき、そして修復過程に関与するリソソームの蓄えを再構築し易くするた
めの機能的なアクチン及びゴルジ複合体に依存している。
【０００６】
　従って、細胞膜損傷及びそれに続く修復は当技術分野で周知であるが、例えば活性を持
つ薬剤の細胞透過性を可能にしたり、又は悪性細胞を殺したりする目的での、研究用手段
又は治療的なアプローチとしての細胞膜損傷誘導に関する教示若しくは示唆は存在しない
。更に、細胞表面抗原に結合することで細胞膜損傷を引き起こすような可能性に関する示
唆はない。最後に、ヒト又は動物の患者の疾病又は疾患の治療目的で、抗体を用いて細胞
膜損傷を誘導させることに関する示唆は存在しない。
【発明の要約】
【０００７】
　従って、本発明の第一義的な目的は、ヒトや動物の疾病又は疾患の治療目的で、抗体で
誘導された細胞膜損傷を利用するための方法や組成物を提供することによって、前記の文
献における前記の要望に対す解決するために努力することである。
【０００８】
　本発明の他の目的は、透過性及び／又は殺細胞を達成するための多価剤を用いた、改善
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された組成物及び細胞膜損傷誘導のための方法を提供することである。
【０００９】
　本発明の他の目的は、亢進した細胞膜損傷及び／又は殺細胞を達成する目的で、改善さ
れた組成物及び抗体の架橋の方法、又は他の多価剤、を提供することである。
【００１０】
　本発明の追加の目的は、細胞の過剰増殖又は過剰活性を介するヒト又は動物の疾病及び
疾患を治療するための改善された組成物及び方法を提供することである。
【００１１】
　従って、本発明の或る実施態様では、細胞膜損傷を誘導する組成物が提供され、前記組
成物は細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含む。好ましくは、
細胞表面抗原は細胞の細胞骨格と結合している。
【００１２】
　更なる実施態様では、細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含
む、細胞透過性のための組成物を提供される。他の観点から言えば、細胞を、その細胞表
面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤と接触させることを含む、細胞の透
過性のための方法が提供される。
【００１３】
　その他の実施態様では、細胞損傷を継続するのに十分な量の多価剤を、少なくとも部分
的に与えることによって細胞膜損傷は非生存的であり、細胞は損傷修復を失敗するか、又
はもはや損傷を修復できない。
【００１４】
　従って、細胞膜損傷誘導の組成物はまた殺細胞のための組成物でもあり得る。加えて、
殺細胞のための組成物はまた殺細胞の方法としても有用である。好ましくは、細胞は悪性
であって、例えば、神経、リンパ、卵巣、頚部、子宮内膜、睾丸、前立腺、腎臓、大腸、
膵臓、胃、腸、食道、肺、甲状腺、副腎、肝臓、骨、皮膚、口、喉、といった体組織の新
生物に関連している。更なる実施態様では、細胞は過剰活性化されていて、その細胞の過
剰活性化により媒介される疾患又は疾患は、その過剰活性化された細胞を殺すことにより
、本発明で開示された組成物及び方法により治療され得る。
【００１５】
　特別の実施態様においては、細胞の過剰増殖により特徴づけられる病状を患うヒト患者
の治療方法が提供され、それは過剰増殖中の細胞表面に高発現の細胞表面レセプターに結
合する多価剤の投与を含み、前記多価剤は過剰増殖細胞を正常細胞と比較して、選択的に
殺す活性を持つ量が投与される。好ましくは、過剰増殖細胞は癌細胞である。その他の実
施態様では、過剰増殖細胞は、成長因子、サイトカイン、ウイルスによる感染などにより
刺激され、過剰増殖状態になる。
【００１６】
　好ましい実施態様においては、過剰増殖細胞を選択的に殺す効果のある多価剤の量は、
少なくとも過剰増殖細胞の細胞表面レセプターを飽和させるのに十分な量である。より好
ましい実施態様においては、過剰増殖細胞を選択的に殺す効果のある多価剤の量は、細胞
表面に高発現されている正常細胞の細胞表面レセプターを飽和させるのに十分であるが、
他方で患者の健康にとり受容可能な範囲で正常細胞の生存を維持できるような量である。
一般的に、正常細胞に比べて選択的に過剰増殖細胞を殺すことは、過剰増殖細胞の生存率
を低下させるのに十分はあるが、他方、正常細胞の生存率を同程度に低下させるのには不
十分な量の多価剤を与えることで、達成される。例えば、細胞膜損傷抗体を使用する場合
に、新生細胞と正常細胞の両方がそれぞれ細胞表面に同じ細胞表面抗原を発現していると
きでも、正常細胞の生存率に比較して、新生細胞の生存率を、少なくとも１０％より多く
、より好ましくは２０％より多く、更に好ましくは３０％より多く若しくはそれ以上の量
によって、低下させることができることが好ましい。
【００１７】
　従って、或る実施態様においては、癌細胞を癌細胞に対する細胞毒性を有する量の細胞
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膜損傷誘導抗体と接触させることで、癌細胞を殺す方法が提供されている。細胞膜損傷に
よる細胞毒性活性は補体を介する細胞毒性活性又は細胞を介する細胞毒性活性とは異なる
。更なる実施態様においては、細胞膜損傷抗体は、細胞膜損傷メカニズム並びに補体及び
／又は細胞を介する細胞毒性メカニズムにより、癌細胞に対する細胞毒性を示す。
【００１８】
　好ましくは、多価剤は、新生細胞のように、早い速度で分裂中の細胞には殺効果を示す
が、正常細胞は殺さないような量を投与される。その他の実施態様では、多価剤は過剰増
殖細胞を殺すが、正常な運動性や正常な付着性を示すような細胞は殺さない活性を示す量
が投与される。
【００１９】
　特定の好ましい実施態様においては、本方法は、過剰増殖中の細胞表面に高発現してい
る細胞表面レセプターに結合する多価剤と一緒に、細胞毒性剤を投与することを含む。こ
の細胞毒性剤は化学療法剤、放射性同位体、細胞毒性抗体、免疫複合体、リガンド複合体
、免疫抑制剤、細胞増殖制御剤及び／又は阻害剤、毒素、又はこれらの混合物であること
が可能である。
【００２０】
　更なる実施態様では、更に、本方法は細胞膜損傷抗体を架橋する架橋剤の投与を含む。
好ましくは、この架橋剤は、例えば抗カッパ抗体、抗ラムダ抗体抗ミュー抗体などの、抗
体である。
【００２１】
　特別の実施態様では、癌細胞は新生物のＢ細胞で、そして細胞膜損傷抗体はＶＨ４－３
４抗体である。特定の実施態様では、細胞膜損傷抗体はＶＨ４－３４抗体で、そして架橋
剤は、Ｂ細胞の細胞表面抗原へのＶＨ４－３４抗体の結合を阻害しないような、抗ＶＨ４
－３４抗体である。
【００２２】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷の誘導方法が提供されるが、これは細胞と、細胞表
面に高発現している細胞表面レセプターと結合する多価剤との接触を含み、この場合、細
胞はリンパ様細胞である。特定の実施態様では、多価剤は抗体で、そしてリンパ様細胞は
、ＣＤＩＭエピトープを発現しているＢ細胞である。好ましくは、抗体は、正常Ｂ細胞に
比較し過剰増殖性Ｂ細胞に選択的に損傷を与えるのに有効な量が投与される。更なる実施
態様では、抗体は、過剰増殖性のＢ細胞に損傷を起こすには有効であるが、しかしこの細
胞を殺さない量が投与される。
【００２３】
　特定の実施態様では、この方法は、（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞の数を定量す
るための、治療を必要とする患者の血液のサンプリング、（２）抗体による損傷に対する
過剰増殖性Ｂ細胞及び正常Ｂ細胞の感受性の定量、及び（３）患者において、十分に過剰
増殖性Ｂ細胞を優先的に損傷及び／又は殺す抗体量の患者への投与、を含む。この方法は
、求める細胞損傷及び／又は殺細胞の程度を達成するために、抗体の追加量の滴定を含む
ことができる。
【００２４】
　更なる実施態様では、この方法は、（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞の数を定量す
るための、治療を必要とする患者の血液のサンプリング、（２）抗体による損傷に対する
過剰増殖性Ｂ細胞の感受性の定量、及び（３）患者において十分に過剰増殖性Ｂ細胞を損
傷するための抗体量の患者への投与、を含む。この方法は、患者において過剰増殖性Ｂ細
胞数を求める程度に減らすために、細胞毒性剤の有効量を患者に投与することを更に含む
ことができる。
【００２５】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷誘導のための方法が提供され、これは細胞を、細胞
表面に高発現している細胞表面抗原と結合する多価剤と接触させることを含み、この細胞
は細胞表面抗原を高発現している任意の細胞であることができる。従って、細胞はリンパ
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様細胞と異なる型の細胞であること、又はＢ細胞以外の細胞のタイプであることも可能で
ある。その他の実施態様では、高発現されている細胞表面抗原はＣＤＩＭエピトープでは
ない。
【００２６】
　更なる実施態様では、高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含む、細胞膜
損傷を誘導する組成物が提供され、更に、この細胞膜損傷を誘導する組成物は、架橋剤非
存在下における多価剤の細胞毒性に比較し、多価剤の細胞毒性を亢進するような架橋剤を
含むことができる。
【００２７】
　特別の実施態様では、多価剤は抗体であり、好ましくはＩｇＭである。他の特別の実施
態様では、架橋剤は細胞表面に結合したＩｇＭの架橋を提供するＩｇＭに結合する抗体で
ある。
【００２８】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷の誘導方法が提供され、それは細胞を、細胞表面に
高発現している細胞表面抗原と結合する多価剤と接触させることを含む。更に、この方法
は、細胞を、架橋剤非存在下における多価剤の細胞毒性に比較し、多価剤の細胞毒性を亢
進するような架橋剤と接触させることを含むことができる。好ましい実施態様では、多価
剤は抗体であり、好ましくはＩｇＭ抗体であり、そして架橋剤は抗体であり、好ましくは
細胞表面に結合した抗体を架橋させるＩｇＭと結合する抗体である。好ましくは、細胞は
Ｂ細胞であり、そして抗体はＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープと特異的に結合するＩｇＭ
である。好ましくは、抗体は、抗ＣＤＩＭ抗体であり、そしてＢ細胞表面に結合した抗Ｃ
ＤＩＭ抗体に架橋を提供する、抗ＣＤＩＭ抗体と結合する架橋剤である。好ましくは、架
橋剤は抗カッパ又は抗ラムダ抗体又は抗ＶＨ４－３４抗体である。
【００２９】
　従って、治療を必要としている患者での骨髄から悪性Ｂ細胞を排除するための方法が提
供されるが、この方法は骨髄細胞をＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに特異的に結合する
抗体とを接触させることを含む。この方法はＢ細胞をＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに
特異的に結合する抗体を架橋させる架橋剤に接触させることを更に含むことができ、この
ことにより抗ＣＤＩＭ抗体の悪性Ｂ細胞に対する細胞毒性を亢進させることができる。好
ましい実施態様では、更にこの方法は、骨髄から悪性Ｂ細胞を排除するために、細胞を細
胞毒性剤に接触させることを含む。
【００３０】
　その他の実施態様では、過剰増殖細胞を殺すための細胞表面に高発現されている細胞表
面抗原に結合する多価剤を含んだ組成物が提供され、前記多価剤は細胞表面に結合した架
橋した多価剤提供のための架橋手段を含む。架橋した多価剤は、前記架橋手段を持たない
多価剤に比較して亢進した過剰増殖細胞の殺効果を提供する。
【００３１】
　その他の実施態様では、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物を治療
するための医薬組成物である、細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価
剤を含む前記医薬組成物が提供される。この医薬組成物は細胞毒性剤を更に含むことがで
きる。好ましくは、この組成物は多価剤の細胞毒性を増強させるための架橋手段を含む。
好ましくは、多価剤は、細胞が修復不可能な細胞膜損傷を誘導することで過剰増殖細胞を
殺す。
【００３２】
　特別な実施態様では、架橋手段は高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤に共
有結合で結合する単官能基の架橋剤であることが可能である。架橋剤は、高発現されてい
る細胞表面抗原に結合する隣接する多価剤と架橋するための、例えば、スクシンイミド、
マレイミド、又はチオールなどの架橋官能基を架橋剤の遠位末端に持つことができる。好
ましくは、多価剤は抗体、例えば、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥを含む自然
抗体；組換え抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、四価抗体又
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は抗体を含む融合タンパク質；Ｆａｂ２、及びｓｃＦｖのような抗体断片などである。好
ましい実施態様では、抗体はＩｇＭである。
【００３３】
　更なる実施態様では、架橋手段は抗体に結合する架橋剤であることが可能である。好ま
しい実施態様では、架橋手段は、高発現されている細胞表面抗原に結合する隣接抗体を架
橋する抗カッパ、抗ラムダ薬剤である。
【００３４】
　更にその他の実施態様では、架橋手段は親水性ポリマー又はポリマーの網目であること
が可能であり、それは分子量が約１００から約１０，０００ダルトンで、高発現されてい
る細胞表面抗原と特異的に結合する、抗体、又は抗体の部分、例えば、Ｆａｂ、又はｓｃ
Ｆｖ、のような複数の多価剤を有する。
【００３５】
　高発現されている細胞表面抗原と結合する多価剤は、高い親和性で結合することが好ま
しい。典型例を挙げれば、高親和性結合は少なくとも１０６Ｍ－１で、好ましくは約１０
６Ｍ－１及び約１０８Ｍ－１の間である。
【００３６】
　更なる実施態様では、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物を治療す
るための医薬組成物が提供され、これは細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合
する多価剤を含み、前記多価剤は細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に対する複数
の結合部位を含む。好ましくは、この複数の結合部位は少なくとも５つ、そしてより好ま
しくは約５から約１００である。特別の実施態様では、複数の結合部位は、約５から約１
５、約１５から約２５、又は約１５から約５０である。
【００３７】
　好ましくは、細胞表面抗原に対する複数の結合部位を含む多価剤は、多数の結合部位と
結合する過剰増殖細胞の細胞毒性の増強をもたらす。
【００３８】
　本発明の追加の対象物、利点及び新規な形態は、部分的には次の記載により説明され、
部分的には次の試験により当業者にとっては明らかになるであろうし、若しくは、本発明
を実践してみることで学習してもよい。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】ＶＨ４－３４によりコードされる抗体が原発Ｂ細胞リンパ腫及び白血病へ結合す
ることを示す図である。
【００４０】
【図２】ＶＨ４－３４によりコードされる抗体がヒトＢ細胞株に結合し殺すことを示す図
である。
【００４１】
【図３】は濾胞性リンパ腫細胞に対するｍＡｂ２１６の細胞毒性の多様性を示す図である
。
【００４２】
【図４】ｍＡｂ２１６及びビンクリスチンによるＢ細胞の殺細胞作用は相乗的であること
を示す図である。
【００４３】
【図５Ａ】ｍＡｂ２１６処理によるＢ細胞表面のＬａｍｐ－１の出現の経時的変化を、細
胞生存率の経時的変化と比較しながら示す図である。
【００４４】
【図５Ｂ】損傷を受けた細胞からのＡＴＰの放出の経時的変化を、生存細胞数と比較しな
がら示す図である。
【００４５】
【図６Ａ】カルシウム存在及び非存在の培地における、ＶＨ４－３４抗体で処理された細
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胞生存率を示す図である。
【００４６】
【図６Ｂ】細胞毒性剤の処理を受けた細胞生存率を示す図である。
【００４７】
【図７】抗体が架橋されたときの、増強されたｍＡｂによる細胞毒性を示す図である。
【００４８】
【図８】細胞膜損傷誘導抗体の量依存的細胞毒性を示す図である。
【００４９】
【図９】図９Ａ及びＢはヒト患者におけるｍＡｂ２１６及びビンクリスチンの治療効果を
示す図である。
【発明の詳細な説明】
【００５０】
　Ｉ．定義と概説
　本発明を詳細に記載する前に、特に断らない限り、本発明は変化可能な、特定な緩衝液
、賦形剤、化学療法剤、又はその類に限定されないことは当然のことであることは理解さ
れたい。また、当然ながら、本明細書で使用される学術用語は特別な実施態様のみを記載
する目的のためであり、本発明の範囲を限定することを意図しているものではない。
【００５１】
　本明細書及び請求項に使用されている単数の、「一つの」（英文での”ａ”）、「及び
」若しくは「その」（英文での”ｔｈｅ”）は、文脈の上で明確に断らない限りは、複数
の関連対象をも含むことも喚起されなければならない。従って、例えば「一つの化学療法
剤」への言及は二つ以上の化学療法剤を含み、「一つの医薬品賦形剤」への言及は二つ以
上の医薬品賦形剤含む、などである。
【００５２】
　当然のことながら、値の範囲が提示されている場合に、それぞれの介在値は、文脈の上
で特に指定されていない限りは下限の単位の十分の一まで、その範囲の上限下限の間、及
びその言及された範囲内での他の任意の言及された、若しくは介在する値が、本発明の範
囲に含まれる。これら小範囲の上限及び下限はその小範囲に独立して含まれてもよく、ま
た、本発明の範囲に含まれてもよく、言及範囲内での任意の具体的に除外された限界には
従う。言及範囲がこれら限界の一つ又は両方を含む場合は、除外されたいずれか若しくは
両方の限界の間の範囲はやはり本発明に含まれる。
【００５３】
　ここで使用されている「抗ＣＤＩＭ抗体」及び「ＣＤＩＭ結合抗体」という用語は、Ｂ
細胞上のＣＤＩＭエピトープに特異的結合能を持つ抗体を指す。本明細書では、これらの
用語は互いに互換的に使用されることになる。
【００５４】
　用語「抗ＶＨ４－３４抗体」はＶＨ４－３４遺伝子によりコードされる抗体であるＶＨ
４－３４抗体の可変領域に存在するエピトープに特異的に結合する抗体を指し、そしてこ
れはいわゆる超可変領域又は「相補性決定領域」（ＣＤＲｓ）と呼ばれるＶＨ４－３４抗
体の生殖系配列を含むことができる。しかしながら、このエピトープは非生殖系のＣＤＲ
のような体細胞超変異により形成された特有な免疫グロブリンのマーカーではない。好ま
しい実施態様では、このエピトープは抗体のフレームワーク領域に存在し、好ましくは抗
体のＣＤＲを含まない。追加の好ましい実施態様では、抗ＶＨ４－３４抗体は抗原に対す
るＶＨ４－３４抗体の特異的結合を妨げない。
【００５５】
　用語「９Ｇ４」は、ＶＨ４－３４Ａｂを認識することが示されているラットモノクロー
ナル抗体を指す(Stevenson,et al.Blood 68:430(1986))。ｍＡｂ９Ｇ４により識別される
ＶＨ４－３４のエピトープは、立体構造拘束性であり、可変重鎖のフレームワーク１領域
（ＦＲ１）に存在する近傍のアミノ酸配列２３－２５に依存性である。９Ｇ４は抗ＶＨ４
－３４抗体の一種である。
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【００５６】
　用語「抗体」は最も広い意味で使用され、そして具体的には、無傷の自然抗体、モノク
ローナル抗体、ポリクローナル抗体、少なくとも二つの無傷の抗体より形成された多特異
的抗体（例えば、二重特異性抗体）、四価抗体のような合成抗体、及び求める生物学的活
性を示す抗体断片、を含む。ヒト抗体は、ヒト以外の種で作製された抗体を含む。また、
抗体という用語はラクダから得られるような、重鎖のみより形成されるＩｇ分子を包含し
、それは例えば、米国特許第6,765,087号及び米国特許第6,015,695号（Casterman）、に
記載されている。また、抗体という用語は、細胞毒性又は細胞制御活性を有する薬剤との
融合若しくはカップリング（すなわち、結合）抗体を包含する。
【００５７】
　「抗体断片」は無傷の抗体の部分、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を含
む。抗体断片の例としては、次のようなものを含む；Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２

、及びＦｖ断片；二重特異性抗体；線状抗体(Zapata,et al.(1995）Protein Eng.8(10),1
057-1062)、単鎖抗体分子；及び抗体断片より形成された多特異的抗体。
【００５８】
　ここで用いる用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体集団より得られた抗
体、すなわち、集団を形成する個々の抗体が、少量存在する可能性のある自然の変異体を
除いて、同一である抗体を指す。モノクローナル抗体は非常に特異的で、一つの抗原部位
に向けられている。更に、一般的には異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を
含む通常の（ポリクローナル）抗体調製品と対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原の
一つの決定基に向けられている。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の免疫
グロブリンの混入なしに、ハイブリドーマの培養により合成できるという利点を持ってい
る。「モノクローナル」という修飾語句は実質的に均質な抗体集団より得られた抗体であ
るという性質を示すのであって、任意の特別な方法による抗体の生産を必要とすると解釈
されるべきではない。例えば、本発明に従って用いられるモノクローナル抗体は最初にＫ
ｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２５６，４９５（１９７５）、により記載さ
れたハイブリドーマ法によって、又は、組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６
，５６７号明細書参照）によって作製されてもよい。また、「モノクローナル抗体」はフ
ァージ抗体ライブラリーから、例えばＣｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａ
ｔｕｒｅ，３５２，６２４－６２８　ａｎｄ　Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２，５８１－５９７、に記載の方法により単離することもで
きる。
【００５９】
　ここでのモノクローナル抗体は、具体的には、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）を含
み、この抗体では重鎖及び／又は軽鎖の一部は、対応する特定種由来の抗体の配列と同一
か相同であり、若しくは特定の抗体クラス又はサブクラスに属し、一方その鎖の残りの部
分は他の種由来の抗体配列と同一又は相同であり、若しくは他の抗体のクラス又はサブク
ラスに属し、またそれは記載された生物活性を持つ限りにおいて、このような抗体の断片
である。(U.S.Pat.No.4,816,567;Morrison et al.,(1984)Proc.Natl.Acad.Sci.USA,81,68
51-6855)。
【００６０】
　非ヒト（例えば、げっ歯類）の「ヒト化」型抗体は、最小限の非ヒト免疫グロブリン配
列を含む、キメラ免疫グロブリン、その免疫グロブリン鎖又は断片（Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａ
ｂ’、Ｆ（ａｂ’）２のような、又は抗体の他の抗原結合部分配列）である。ヒト化抗体
の大部分は、受容体の相補性決定領域（ＣＤＲ）の残基がマウス、ラット又はウサギのよ
うな、求める特性、親和性及び能力を有する非ヒト種（供与体抗体）のＣＤＲ残基と置換
されたものであるヒト免疫グロブリン（受容体抗体）である。いくつかの例では、ヒト免
疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）は対応する非ヒト残基により置換されている
。更に、ヒト化抗体は、受容体抗体にも、導入されたＣＤＲにも、又フレームワーク配列
にも存在しない残基を含んでもよい。これらの修飾は、更に抗体の性能に磨きをかけそし
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て最大化するためになされる。一般的に、ヒト化抗体は実質的に、少なくとも一つ、典型
的には二つの全ての可変ドメインを含むことになり、その中では全て、若しくは実質的に
全てのＣＤＲｓが非ヒト免疫グロブリンのＣＤＲｓに相当し、全て若しくは実質的に全て
のＦＲｓがヒト免疫グロブリン配列の配列である。また、好ましくは、ヒト化抗体は免疫
グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、通常はヒト免疫グロブリンの定常領域を
含むことになる。更に詳しくは、Jones et al.,(1986)Nature 321,522-525;Reichmann et
 al.,(1988）Nature 332,323-329;and Presta(1992)Curr.Op.Struct.Biol.2,593-596、を
参照されたい。ヒト化抗体はＰＲＩＭＡＴＩＺＥＤＴＭ抗体を含み、これは抗体の抗原結
合部位領域が関心の対象となる抗原をマカクザルに免疫することで作製された抗体に由来
するのを特徴とする。
【００６１】
　「単鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片はＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含み、これはこ
れらドメインが単鎖ポリペプチドとして存在するのを特徴とする。好ましくは、Ｆｖポリ
ペプチドは更に、このｓｃＦｖが求める抗原結合部位を形成することができるようにＶＨ
とＶＬドメイン間のポリペプチドのリンカーを含む。ｓｃＦｖの総説に関しては、Pluckt
hun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,vol.113,Rosenburg and Moore eds
.,Springer-Verlag,New York,pp.269-315(1994)、を参照されたい。
【００６２】
　用語「二重特異性抗体」は二つの抗原結合部位を含む抗体断片を指し、その断片は同一
のポリペプチド鎖（ＶＨ－－ＶＬ）上で軽鎖可変領域ドメイン（ＶＬ）と結合する重鎖可
変領域ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の上でこれら二つのドメインを組にするには短す
ぎるリンカーを用いことで、これらドメインは他の相補的な鎖と組を作ることを強制され
、その結果二つの抗原結合部位が創造される。二重特異性抗体はより詳細には、例えば、
EP404,097;WO93/11161;and Hollinger et al.(1993)Proc.Natl.Acad.Sci.USA90,6444-644
8、に記載されている。
【００６３】
　「単離」抗体は、その自然環境から同定され、そして分離及び／又は回収されるもので
ある。その自然環境の混入組成物は抗体の診断又は治療への利用の障害となり得る物質で
あり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質性又は非タンパク質性の溶質であり得る。好
ましい実施態様では、抗体は、（１）ローリー法による定量で、重量で９５％以上の抗体
、最も好ましくは重量で９９％以上に、（２）その純度がスピニング・カップ・シークエ
ネーターを用いた、Ｎ端若しくは内部の少なくとも１５アミノ酸残基配列を決定するのに
十分な程度まで、又は（３）クマシー・ブルー、好ましくは銀染色を用いた、還元又は非
還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分析可能な均一性を示すまで、精製されることにな
る。単離された抗体としては、少なくとも抗体の自然環境に存在する成分の一つが存在し
ないことになるので、組換え細胞に存在するままの抗体も含まれる。しかし、通常の単離
抗体は少なくとも一回の精製段階により調製されることになる。
【００６４】
　本明細書で使用されている、「の成長を停止する」剤又は「成長阻害剤」は、細胞の、
特に要求されているＣＤ２０抗原のようなＢ細胞抗原を発現している新生物細胞のタイプ
の、成長又は増殖を止める化合物若しくは組成物を指す。従って、成長阻害剤は、例えば
、Ｓ期にある新生細胞のパーセンテージを有意に減少させるような薬剤である。
【００６５】
　用語「癌」及び「癌性」は哺乳動物の制御不能な細胞成長を特徴とする生理学的状態を
指すか、又は記載する。
【００６６】
　「ＣＤ２０」抗原は、３５ｋＤａの、末梢血又はリンパ性臓器の９０％以上のＢ細胞表
面に存在する非糖化リンタンパク質である。ＣＤ２０は初期の前駆Ｂ細胞の発生過程で発
現され、形質細胞に分化するまで残存する。ＣＤ２０は正常Ｂ細胞及び悪性Ｂ細胞の両方
に存在する。文献でのＣＤ２０の別名は、「Ｂリンパ球拘束性抗原（Ｂ－ｌｙｍｐｈｏｃ
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ｙｔｅ－ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ抗原）」及び「Ｂｐ３５」を含む。ＣＤ２０抗原は、例え
ば、Ｃｌａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）８２：１７６６（１９８５）、に記載
されている。
【００６７】
　用語「細胞損傷」は、通常は膜を透過できないトレーサーのサイトゾルへの取りこみで
追跡可能な、生存可能な原形質膜破裂事象を指す。細胞損傷破裂は、典型的には約１と１
０００μｍ２の範囲であり、従って補体又はパーフォリンの介在による細胞毒性を伴う膜
破裂、又は毒素、又はポア形成薬剤であるグラミシジン又はＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓアルファー毒素により形成される大きなポアさえもはるかにしのぐ大き
である。細胞損傷は、損傷の結果顕在化される細胞修復メカニズム、すなわち、損傷の修
復のためのリソソームの融合の結果もたらされる細胞表面上のＬａｍｐ－１の発現、によ
り検出される。
【００６８】
　用語「細胞損傷抗体」又は「細胞膜損傷抗体」は、高発現する細胞表面に結合すること
で、通常は膜を透過できないトレーサーのサイトゾルへの取りこみで追跡可能な、原形質
膜破裂事象を引き起こす抗体を指す。細胞損傷抗体は、損傷の結果顕在化される細胞修復
メカニズム、すなわち、損傷の修復のためのリソソームの融合の結果もたらされる細胞表
面上のＬａｍｐ－１の発現、を惹起する。
【００６９】
　用語「化学療法剤」は癌又は細胞の過剰増殖により特徴づけられる癌又は他の病状の治
療に有用な化合物を指す。
【００７０】
　本明細書で使用の用語「細胞毒性剤」及び「細胞毒素」は、細胞の成長の抑制又は停止
、細胞の機能の抑制ないし阻害、及び／又は細胞死をもたらす物質を指す。この用語は、
一つ以上の放射性同位体、化学療法剤、免疫抑制剤、細胞制御剤及び／又は阻害剤、を含
むことを意図しており、これらは低分子治療剤、細胞毒性抗体、及び細菌、真菌、植物又
は動物起源の酵素活性を持つ毒素、又はこれらの断片であってもよい。また、この用語は
、標的細胞に特異的に結合する毒素又は放射性同位体により標識された抗体を含む免疫複
合体並びに放射性リガンド及び毒素標識リガンドのようなリガンド複合体を含む。加えて
、一つ以上の細胞毒性剤を一緒に使用することができる。
【００７１】
　「疾患」は、本明細書に記載の療法を組合せた治療により利益を受けると思われる任意
の病状である。これは、慢性、急性の疾患、疾病、又は課題である疾患に罹りやすくなる
ような病理学的病状を包含する疾患を含む。本明細書の治療対象の疾患例に制限を付けな
ければ、そこには癌、血液性悪性疾患、白血病及びリンパ性悪性疾患及び、炎症性及び免
疫疾患のような自己免疫疾患が含まれる。
【００７２】
　用語「高発現している細胞表面抗原」は、細胞当たり少なくとも１０４コピー存在する
か、又は細胞の一部分に少なくとも２５コピー／μｍ２の密度で存在する細胞の表面のア
クセス可能な抗原を指す（すなわち、結合するのに細胞の透過性上昇を必要としない）。
細胞表面抗原は、レセプター、免疫グロブリン、サイトカイン、糖タンパク質などの細胞
表面に発現されている分子を含む。
【００７３】
　用語「過剰増殖」及び「過剰増殖性」は、癌や良性の、異常成長性を有する型の細胞を
指す。一般的には、過剰増殖細胞は、同じ型の正常細胞の示す細胞分裂速度より少なくと
も約１０パーセントより早い細胞分裂速度を示す。過剰増殖は、ポリクローナルな自己免
疫疾患媒介の自己抗体を分泌するＢ細胞の増大を含む。
【００７４】
　用語「免疫複合体」は、共有結合又は非共有結合で結びついた、細胞毒性剤を結合した
抗体を指す。



(16) JP 2008-519030 A 2008.6.5

10

20

30

40

50

【００７５】
　用語「静脈内輸液」は、動物又はヒトの患者の静脈に薬剤をある期間、一般には約１５
分間より長く、より一般的には約３０から９０分間の期間にわたり注入することを指す。
【００７６】
　用語「静脈内ボーラス」又は「静脈内注射（静注）」は、約１５分間以下、一般的には
５分間以下、体が薬剤を受入れるような仕方で、動物又はヒトの静脈内へ薬剤を投与する
ことを指す。
【００７７】
　治療対象としての用語「哺乳動物」は、ヒト、家畜及び牧畜、動物園、スポーツ、ペッ
トあるいは野生動物を含む、任意の哺乳動物種を指す。細胞表面抗原がＣＤＩＭ抗原の場
合は、ＣＤＩＭ抗原の発現は、もしも血球凝集を避けるのであれば、赤血球に発現されて
はならない。好ましくは、出生後ＣＤＩＭ抗原はＢ細胞系列の細胞に優先的に限定される
ことである。
【００７８】
　「ＲＩＴＵＸＡＮ（商標）ブランド」抗ＣＤ２０と称されている抗体ヒト化抗ＣＤ２０
抗体は、遺伝子操作によるげっ歯類／ヒトのキメラの、ＣＤ２０抗原に対するモノクロー
ナル抗体である。リツキシマブは「Ｃ２Ｂ８」と呼ばれる、米国特許第５，７３６，１３
７号　ｉｓｓｕｅｄ　Ａｐｒ．７，１９９８、に記載の抗体である。ＲＩＴＵＸＡＮ（商
標）ブランドのＣ２Ｂ８抗体は、再発性又は難治性、低悪性度又は濾胞性の、ＣＤ２０陽
性、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫の患者での治療効果が示されている。
【００７９】
　用語「特異的結合」は、少なくとも１０６Ｍ－１の、通常は約１０６Ｍ－１と約１０８

Ｍ－１の間の、高親和性の特性を指す。
【００８０】
　用語「皮下投与」は、動物又はヒトの患者の皮下、好ましくは皮膚と下層組織の間の窪
みに、比較的ゆっくりと徐放しながら薬剤容器からの薬剤の導入を行うことを指す。この
窪みは皮膚を上に摘むか又は引っ張ることにより、下層組織から離すことで作ってもよい
。
【００８１】
　用語「皮下ボーラス」は、動物又はヒトの患者の皮下への薬剤の投与を指し、ボーラス
薬剤投与は、好ましくは約１５分間より少なく、より好ましくは５分間より少なく、そし
て最も好ましくは６０秒間より少なくされる。投与は、好ましくは、皮膚と下層組織の間
の窪みになされる。
【００８２】
　用語「皮下輸液」は、動物又はヒトの患者の皮下、好ましくは皮膚と下層組織の間の窪
みに、比較的ゆっくりと徐放しながら、必ずしもこの期間に限定されるわけではないが、
３０分間又はそれ以内、又は９０分間かそれ以内の期間内で、薬剤の容器からの薬剤の導
入を行うことを指す。場合により、輸液は動物又はヒトの患者の皮下に薬剤送達ポンプを
埋め込みことで行ってもよく、この場合にはポンプにより予め設定された量の薬剤を、３
０分間、９０分間といった、予め設定された期間、又は治療計画の期間に渡り送達する。
【００８３】
　用語「治療有効量」は、成長停止効果又は細胞死活性を有する薬剤の量を指す。特定の
実施態様では、治療有効量は細胞の透過性の上昇、分裂シグナルの阻害、細胞代謝の阻害
、アポトーシス活性の亢進、又は細胞死の誘導といった特性を有する。特別な観点では、
治療有効量は、例えば、疾病の進行の遅延をもたらすことが示されている標的血清濃度を
指す。効果は、治療条件に依存した、通常の方法で測定することができる。例えば、リン
パ性の癌では、疾病進行期間（ＴＴＰ）の評価又は反応率（ＲＲ）の決定により効果を測
定することができる。
【００８４】
　本発明の文脈の中で使用される用語「治療する」、「治療」及び「療法」などは、任意
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の臨床的な望ましい、若しくは有益な効果をもたらすような、疾病又は疾患の療法、予防
、及び抑制的な対策を含むことを意味し、これらは、次のものに限定されるわけではない
が、一つ以上の症状の緩和、疾病又は疾患の進行の退行、遅延、又は停止に導く。従って
、例えば、治療という用語は疾病又は疾患の発症の前又は後に薬剤を投与することを含み
、その事により疾病又は疾患の全てのサインは抑制されるか又は除かれる。他の例として
は、この用語は疾病の症状と闘うために疾病の臨床症状が表れた後に薬剤を投与すること
を含む。更に、組織の損傷又若しくは転移の量又は程度といった臨床的な疾病又は疾患の
パラメーターに投与が影響するような、発症後及び臨床症状が表れた後の薬剤の投与は、
治療が疾病の改善をもたらしても、もたらさなくとも、本発明の文脈における「治療」又
は「療法」に含まれる。
【００８５】
　ＩＩ．細胞膜損傷抗体
　ＶＨ４－３４抗体（重鎖可変領域）は、生殖系列遺伝子（ＶＨ４．２１）によりコード
されている生殖系列抗体の、５３個の同定されているヒトの機能的抗体の中の一つである
。Cook,G.P.,et al.,(1994)Nat.Genet.7,162-168.ＶＨ４－３４抗体遺伝子は全てのハプ
ロタイプに存在し、関係の無い個体より単離された生殖系ＤＮＡには配列の上で変化のな
いことが報告されている。Weng,N.P.,et al.,(1992)Eur.J.Immunol.22,1075-1082;van de
r Maarel,S.,et al.,(1993)J.Immunol.150,2858-2868.ＶＨ４－３４遺伝によりコードさ
れている抗体は、ユニークな特性を有することが示されている。赤血球（ＲＢＣｓ）の「
Ｉ」又は「ｉ」抗原に向けられた全てのｍＡｂｓはＶＨ４－３４遺伝子によりコードされ
ており、一般にＩｇＭクラスであり、ＲＢＣｓを４℃で凝集させるので、古典的には寒冷
凝集素（ＣＡｓ）と記載されている。Pascual,V.,et al.,(1991)J.Immunol.146,4385-439
1;Pascual,V.,(1992)J.Immunol.149,2337-2344;Silberstein,L.E.,et al.,(1991)Blood 7
8,2372-2386.ＣＡｓにより認識されるリガンドは線状又は枝分かれした、ＲＢＣｓのタン
パク質及び／又は脂質上に存在する複合糖質である。新生児及び臍帯血のＲＢＣは線状の
ｉ抗原を持つ。枝分かれしたＩ鎖は生後に作られる。Pruzanski,W.et al.,(1984)Clin.Im
munol.Rev.3,131-168;Roelcke,D.(1989)Transfusion Med.Rev.2,140-166.ヒトＢ細胞上で
認識される「ｉ」抗原は、エンド・ベータ・ガラクトシダーゼの酵素に感受性である線状
のラクトサミン決定基である。独立に由来するＶＨ４－３４抗Ｂ細胞／抗ｉのｍＡｂｓの
配列解析は、これらは生殖系の構造であることを示した。Bhat N.M.,et al.,(1997)Clin.
Exp.Immunol.108,151-159.
【００８６】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでは、ＶＨ４－３４遺伝子に由来する抗体の発現は厳密に制御されてい
る。４－８％のヒトＢ細胞はＶＨ４－３４でコードされる抗体を発現しているが、正常の
成人ではＶＨ４－３４由来抗体の血清中のレベルは無視することができる程度である。St
evenson F.K.,et al.,(1989)Br.J.Haematol.72,9-15;Kraj P,et al.,(1995)J.Immunol.15
4,6406-6420.循環しているＶＨ４－３４由来抗体の増加がみられるのは、特定の病理学的
状態のみであり、それにはウイルスによる感染（エプシュタイン・バール・ウイルス（単
球症）、ヒト免疫不全ウイルス及びＣ型肝炎ウイルス）、Mycoplasma pneumoniae及び特
定の自己免疫疾患が含まれる。Bhat,N.M.,et al.(2005)Human Antibodies 13,63-68.も参
照されたい。
【００８７】
　本発明者はＶＨ４－３４でコードされる抗体及びその自己免疫疾患における役割を広範
囲に研究した。以前の研究は、特定の抗Ｂ細胞ＶＨ４－３４抗体はＢ細胞に対して細胞毒
性を有し、Ｂ細胞の細胞分裂の低下に導くことを明らかにした。Bhat,N.et al.(1997)Cli
n.Exp.Immunol.108:151;Bhat,N.,et al.,(2001)Crit.Rev.Oncol.Hematol.39,59.細胞毒性
は補体とは独立していること、温度に高依存性であり、その結果激しい細胞死が起こり、
４℃で処理すると水泡のような原形質膜の欠損や細胞表面の穴の形成がもたらされること
が示された。原形質膜欠損は、Ｃ９補体成分（～１００Ａ（オングストローム））及びパ
ーフォリン（～１６０Ａ（オングストローム））といった他の既知のポア形成タンパク質
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により形成されるポアに比べて著しく大きいことが示された。この細胞毒性には新規のメ
カニズが介在しているらしいことが示唆された。
【００８８】
　本発明者は、これらＶＨ４－３４遺伝子由来抗体はＢ細胞の細胞膜損傷を誘導できるが
、それは以前に報告されている抗ＣＤＩＭ抗体による殺細胞で観察される大きな原形質膜
欠損(Bhat,N.et al.(1997)Clin.Exp.Immunol.108:151;Bhat,N.,et al.(2001)Crit.Rev.On
col.Hematol.39,59)とは異なるという、驚くべき意外な発見を行った。特定の条件下では
この抗体は細胞で穴や膜欠損を引き起こすが、致死下の濃度で処理された場合には、Ｂ細
胞の一部は単に損傷を受けるのみで、一部のケースではその損傷は修復され得る。膜損傷
は有核哺乳動物細胞が直面する共通の脅威ではあるが、抗体が直接の膜損傷の原因になり
えるという事実は新規である。
【００８９】
　更に、本発明者は、他の任意の膜損傷と類似の方法で抗体により誘導された細胞膜損傷
は修復されることを明らかにした。これら補体非依存性の細胞毒性抗体で処理された細胞
は、膜損傷をリソソームと原形質膜との融合によりつなぎ合わせ、抗体により誘導された
細胞膜損傷の修復を試みるが、その結果細胞表面にリソソーム膜タンパク質が表れる。ま
た、細胞が損傷を修復できない時には死が最終的にもたらされることも明らかにされた。
【００９０】
　加えて、本発明者は、損傷細胞では少なくとも一時的に透過性が上がって追加の細胞毒
性剤の作用に対する感受性が高まり、その結果ヒト及び動物の疾病及び疾患治療の効率を
高めるための新規の治療選択肢を提供できる、という発見をした。細胞膜損傷によりＢ細
胞の透過性が上がり、化学療法剤のような細胞毒性剤の侵入が許容され、その結果、この
ような薬剤に対して抵抗性又は非透過性の細胞でさえ、若しくはこれら薬剤を能動的に細
胞外に輸送する細胞でさえ、化学療法剤の効果を高めることができる。
【００９１】
　ＣＤＩＭ結合抗体による細胞死及び損傷のメカニズムは、通常の細胞毒性抗体（補体又
は細胞を介する殺作用）により使用されている細胞毒性メカニズムとは異なるので、特に
補体の減少や欠乏のような免疫不全においては、ＣＤＩＭ結合抗体と通常の免疫療法を組
合せることで、更に追加されたＢ細胞抗原と結合する細胞毒性抗体による殺作用の効果を
、亢進することができる。
【００９２】
　更に、細胞損傷抗体の作用を、架橋剤の非存在下での細胞毒性に比較して抗体の細胞毒
性を亢進させる効果を持つ架橋剤の添加により、高めることが可能である。この観察は、
例えば、ＩｇＭの架橋とその結果のシグナル伝達は超架橋（ｈｙｐｅｒｃｒｏｓｓｌｉｎ
ｋｉｎｇ）の後に生じる休止とアポトーシスの誘導の主な因子である、としているMarche
s,R.,et al.(1995)Ther.Immunol.2,125の報告のような、超架橋により誘導されるアポト
ーシスとは区別される。
【００９３】
　好ましい実施態様では、本発明の一つの観点に基づく抗体は、Grillot-Courvalin,C.,e
t al.(1992)Eur.J.Immunol.22,1781-1788;Bhat,N.M.,et al.(1993)J.Immunol.151,5011-5
021;Silberstein,L.E.,et al.(1996)Blood Cells,Molecules,and Diseases,22,126-138、
に記載されているように、そして、図１及び２に図示されているように、ヒトＢ細胞のＣ
ＤＩＭエピトープに結合するＶＨ４－３４でコードされるモノクローナル抗体である。こ
れら抗体は、再発性濾胞性リンパ腫患者から得られたＢ細胞に対して、図３に示すように
、細胞毒性を有する。加えて、この抗体は、図４に示すように、Ｂ細胞株に細胞毒性を有
する。好ましい実施態様では、これらのｍＡｂｓは、ヒトリンパ球と異種ミエローマ細胞
株との融合により作製されたヒト抗体を分泌するハイブリドーマより生産される。例えば
、ｍＡｂ２１６はＶＨ４－３４遺伝子によりコードされるヒトＩｇＭであり、本明細書に
記載のＣＤＩＭ結合ＶＨ４－３４の抗体の好ましい実施態様である。ＭＡｂ２１６は、米
国特許第5,593,676号、米国特許第5,417,972号 及びEP712307B1（Bhat,et al）において
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更に記載されている。
【００９４】
　追加されるべきＣＤＩＭエピトープに結合するＶＨ４－３４由来抗体としては、ＲＴ－
２Ｂ、ＦＳ１２、Ａ６（Ｈ４Ｃ５）、Ｃａｌ－４Ｇ、Ｓ２０Ａ２、ＦＳ３、Ｇｅｅ、ＨＴ
、Ｚ２Ｄ２、Ｙ２Ｋが含まれる。これらの中の特定の抗体は、塩基性アミノ酸残基に富む
ＣＤＲ３配列、及びＣＤＲ３の正味荷電が＋２である時に特別強い結合力を示すこと、を
特徴とする。従って、正味陽性ＣＤＲ、特にＣＤＲ３、及びＣＤＩＭエピトープへの結合
性を有する任意の抗体は本発明の範囲に包含され、追加請求項（ａｐｐｅｎｄｅｄ　ｃｌ
ａｉｍｓ）として請求される。しかし、当業者であれば、ＣＤＩＭエピトープに結合しそ
してＢ細胞に対して細胞毒性示す任意の抗体は、本明細書に記載のＣＤＩＭ結合抗体の範
囲に包含されることを認めるのにやぶさかではないであろう。
【００９５】
　ＩＩＩ．細胞膜損傷誘導のための方法及び組成物
　従って、本発明の或る実施態様では、細胞膜損傷を誘導するための組成物が提供され、
前記組成物は、細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含む。好ま
しくは、この細胞表面抗原は細胞の細胞骨格と結合している。例えば、界面活性剤による
可溶性成分の抽出の後にも細胞表面抗原は細胞に結合した状態でとどまっている。細胞膜
損傷は生存可能な膜損傷であり、リソソームとの融合で修復され、細胞表面のリソソーム
タンパク質の出現により検出可能で、そして結果として少なくとも一時的な細胞の透過性
の亢進をもたらす。
【００９６】
　更なる実施態様では、細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含
む細胞透過性を亢進させるための組成物が提供される。他の観点で言えば、細胞を、細胞
表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤と接触させる過程を含む、細胞透
過性を高めるための方法が提供される。
【００９７】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷誘導のための方法が提供され、それは細胞を、細胞
表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤と接触させる過程を含み、そこで
は、細胞は細胞表面抗原を高発現している任意の細胞であることが可能である。従って、
細胞はリンパ性細胞とは異なる型の細胞、又は、Ｂ細胞以外の型の細胞であることも可能
である。その他の実施態様では、高発現されている細胞表面抗原はＣＤＩＭエピトープで
はない。
【００９８】
　また、本明細書に記載の方法及び組成物は、細胞の過剰増殖を特徴とする疾病又は疾患
を患っている哺乳動物の治療の目的のための医薬品製造における、細胞膜損傷多価剤、特
に細胞膜損傷抗体、の使用を包含する。
【００９９】
　ＩＶ．細胞の殺活性及び／又は成長阻害のための方法及び組成物
　その他の実施態様では、損傷の修復の失敗若しくは修復不可をもたらすような損傷を細
胞に継続して与えるのに十分な量の多価剤を、少なくとも部分的に与えることで、細胞膜
損傷を非生存的にできる。致死的細胞損傷は、膜の修復が有効でなくなるか維持できなく
なる程度の、細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に対して十分過剰量の多価剤を投
与することにより、達成されることができる。また、致死的細胞損傷は、抗アクチン剤、
又は細胞表面レセプターと細胞下層の細胞骨格との結合に影響する薬剤のように、修復メ
カニズムの遮断あるいは妨害を引き起こす薬剤を供給することでも達成されることができ
る。また、致死的細胞損傷は、細胞接着及び／又は運動性に影響する薬剤を投与すること
でも達成することができる。
【０１００】
　従って、細胞膜損傷誘導のための組成物は、また殺細胞のための組成物としても機能す
ることができる。加えて、殺細胞のための組成物はまた細胞を殺すための方法としても有
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用である。好ましくは、細胞は悪性であり、例えば、神経、リンパ、卵巣、頚部、子宮内
膜、睾丸、前立腺、腎臓、大腸、膵臓、胃、腸、食道、肺、甲状腺、副腎、肝臓、骨、皮
膚、口、喉、といった体組織の新生物に関連している。更なる実施態様では、細胞は超活
動的であり、細胞の超活動性は、本明細書で開示される超活動的細胞を殺すための組成物
及び方法により治療可能な疾病又は疾患を媒介する。
【０１０１】
　Ｖ．細胞毒性剤の追加投与
　本発明者は、これらの細胞膜損傷抗体の毒性は、化学療法剤、放射性同位体、細胞毒性
抗体、免疫複合体、リガンド複合体、免疫抑制剤、細胞増殖制御剤及び／又は阻害剤、毒
素、又はこれらの混合物のような細胞毒性剤を追加することで、顕著にそして更に相乗的
に高まるという、驚くべき発見をした。
【０１０２】
　従って、特定の好ましい実施態様では、この方法は更に、細胞毒性剤を過剰増殖細胞の
表面に高発現されている細胞表面レセプターに結合する多価剤と組み合わせて投与するこ
とを含む。細胞毒性剤は、化学療法剤、放射性同位体、細胞毒性抗体、免疫複合体、リガ
ンド複合体、免疫抑制剤、細胞増殖制御剤及び／又は阻害剤、毒素、又はこれらの混合物
、であることが可能である。
【０１０３】
　加えて、この細胞膜損傷は、荷電薬、タンパク質及びペプチド、核酸、遺伝子治療剤、
又は遺伝子発現修飾剤のような、通常は非透過性である薬剤の細胞質ゾルへのアクセスを
可能にするための細胞透過性の亢進に利用できる。このような方法で、細胞膜損傷は、例
えば、細胞における細胞活性、遺伝子発現、又は細胞増殖のシグナル伝達に対する反応を
修飾するのに利用され、そして、実際には細胞を殺すことなく、過剰増殖細胞又は超活動
性の細胞を特徴とする疾病又は疾患を患っている患者の治療のための手段を提供する。
【０１０４】
　ＶＩ．新生細胞の選択的殺効果
　特別な実施態様では、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っているヒト患者の治療手
段が提供され、それは細胞表面に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤の投与
を含み、前記多価剤は正常細胞に対して過剰増殖細胞を優先的に殺すような量で投与され
るのを特徴とする。好ましくは、過剰増殖細胞は癌細胞である。その他の実施態様では、
過剰増殖細胞は成長因子、サイトカイン、及びウイルス感染などの刺激により過剰増殖性
状態になる。
【０１０５】
　好ましい実施態様では、過剰増殖細胞を優先的に殺すための多価剤の有効量は、少なく
とも過剰増殖細胞の細胞表面レセプターを飽和させる量である。更に好ましい実施態様で
は、過剰増殖細胞を優先的に殺すための多価剤の有効量は、高発現している細胞表面抗原
を保持している正常細胞の細胞表面レセプターを十分飽和させる一方で、患者の健康にと
って受容可能な範囲に正常細胞の生存率を維持できるような量である。正常細胞に対して
優先的に過剰増殖細胞を殺すことは、過剰増殖細胞の生存率を減らすのに十分ではあるが
、同程度に正常細胞の生存率を減らすのには不十分な量の多価剤を投与することで達成さ
れる。例えば、新生細胞及び正常細胞の両方がそれぞれの細胞表面に同じ細胞表面抗原を
発現しているときでさえも、細胞膜損傷抗体を使用することで、正常細胞の生存率に比較
して、新生細胞の生存率は１０％より多く、より好ましくは２０％より多く、更には３０
％より多く、又はより多く低減されることが好ましい。
【０１０６】
　従って、或る実施態様では、癌細胞を細胞膜損傷を誘導する抗体に、細胞毒性を有する
量で接触させて癌細胞を殺す方法が提供される。細胞膜損傷による細胞毒性は、補体の媒
介による細胞毒性又は細胞の媒介による細胞毒性とは異なる。更なる実施態様では、細胞
膜損傷抗体は細胞膜損傷メカニズム並びに補体及び／又は細胞の媒介による細胞毒性メカ
ニズムにより癌細胞に細胞毒性を及ぼす。



(21) JP 2008-519030 A 2008.6.5

10

20

30

40

50

【０１０７】
　好ましくは、多価剤は、新生細胞のような過剰増殖細胞は殺すが非新生細胞は殺さない
ような活性を示す量が投与される。その他の実施態様では、多価剤は、過剰増殖細胞は殺
すが正常の運動性又は正常の付着性を示すような細胞は殺さないような活性を示す量が投
与される。
【０１０８】
　実施例１０で議論し、そして図８に示すように、細胞生存率における多価剤の濃度依存
性は細胞型の間で有意に変化することができる。例えば、実施例１０では、約５μｇ／ｍ
ｌの抗体濃度では脾臓Ｂ細胞は約６５％生存率の生存率を示すが、一方Ｎａｌｍ－６細胞
は同じ抗体濃度で僅か４２％の生存率しか示さなかった。この抗体量はＮａｌｍ－６細胞
上のＣＤＩＭエピトープ総量に対して少なくとも３倍過剰を供給するのに十分であり、そ
して脾臓Ｂ細胞に対しては５倍過剰に近い。約１０μｇ／ｍｌというより高い抗体量では
、脾臓Ｂ細胞は約４８％の生存率を示し、一方Ｎａｌｍ－６細胞は僅か約３０％の生存率
を示したに過ぎなかった。従って、Ｂ細胞株は正常Ｂリンパ球よりＣＤＩＭ結合抗体によ
る殺活性に対して高い感受性を示し、このことは、新生物のＢ細胞は正常Ｂ細胞よりｍＡ
ｂ２１６による殺活性に対して感受性が高いことを示唆している。
【０１０９】
　理論に拘束されないという意図のもとに、分裂活性の高い細胞での膜輸送の停止は、損
傷細胞における細胞生存率の維持に必要とされる修復メカニズムを妨害若しくは遅延させ
る、という仮定を立てた。あるいは、新生物のＢ細胞と成熟Ｂ細胞の間には感受性の増加
のもとになる更なる違い、特にＣＤＩＭエピトープとその下層にあるＢ細胞の細胞骨格と
の結合における違い、若しくは細胞の付着及分子及び／又は運動活性の異なる発現が存在
することができる。
【０１１０】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷を誘導するための方法が提供され、それには細胞を
、細胞の細胞表面に高発現している細胞表面抗原と結合している多価剤と接触させる過程
が含まれ、この場合の細胞はリンパ性細胞である。特定の実施態様では、多価剤は抗体で
あり、リンパ性細胞はＣＤＩＭエピトープを発現するＢ細胞である。好ましくは、抗体は
正常Ｂ細胞に比較して過剰増殖性Ｂ細胞を優先的に損傷するのに効果的な量が投与される
。特別な実施態様では、この方法は、（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞数を定量する
ために治療を要する患者の血液のサンプリングを行い、（２）過剰増殖性Ｂ細胞及び正常
Ｂ細胞の抗体による損傷に対する感受性を定量し、そして（３）患者における過剰増殖性
Ｂ細胞の損傷及び／又は細胞毒性にとって十分な量の抗体を患者に投与することを含む。
この方法は望ましい量の細胞損傷及び／又は殺活性を達成するための追加抗体量を滴定す
ることを更に含むことができる。この方法は細胞を細胞毒性剤に接触させることを更に含
むことができる。
【０１１１】
　更なる実施態様では、この方法は、（１）患者血液中の過剰増殖性Ｂ細胞数を定量する
ために治療を要する患者の血液のサンプリングを行い、（２）過剰増殖性Ｂ細胞及の抗体
による損傷に対する感受性を定量し、そして（３）患者における過剰増殖性Ｂ細胞の損傷
にとって十分な量の抗体を患者に投与すること、が含まれる。更に、この方法は望ましい
量の細胞損傷及び／又は殺活性を達成するための追加抗体量を滴定することを含むことが
できる。この方法は細胞を細胞毒性剤に接触させることを更に含むことができる。
【０１１２】
　ＶＩＩ．細胞膜損傷亢進のための方法及び組成物
　更なる実施態様では、組成物は細胞膜損傷を誘導するために提供され、それは細胞表面
に高発現されている細胞表面抗原に結合する多価剤を含み、細胞膜損傷を誘導する組成物
は更に、架橋剤非存在下における多価剤の細胞毒性に比較して多価剤の細胞毒性を高める
架橋剤を含むことができる。
【０１１３】
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　特定の実施態様では、多価剤は抗体であり、好ましくはＩｇＭである。他の特別な実施
態様では、架橋剤はＩｇＭに結合する抗体であり、細胞表面に結合するＩｇＭに架橋を提
供し、更に増強された膜損傷及び細胞毒性活性を提供する。好ましい実施態様では、細胞
膜損傷は架橋剤により亢進される。特定の実施態様では、亢進は少なくとも約２５％、そ
してより好ましくは約５０％以上である。
【０１１４】
　その他の実施態様では、細胞膜損傷の誘導のための方法が提供され、それは細胞を、細
胞表面に高発現の細胞表面レセプターに結合する多価剤と接触させることを含み、更に細
胞を、架橋剤非存在下における多価剤の細胞毒性に比較して多価剤の細胞毒性を高める架
橋剤に接触させることを含む。好ましい実施態様では、多価剤はＩｇＭであり、そして架
橋剤はＩｇＭを結合する抗体であり、それは細胞表面に結合するＩｇＭの架橋を提供する
。好ましくは、細胞はＢ細胞であり、抗体はＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに特異的結
合能を持つＩｇＭである。或る実施態様では、抗体はＶＨ４－３４抗体であり、架橋剤は
抗カッパ抗体、抗ラムダ抗体又は抗ＶＨ４－３４抗体である。
【０１１５】
　したがって、それを必要とする患者で悪性Ｂ細胞を骨髄から排除する方法が提供され、
この方法は、骨髄細胞をＢ細胞表面のＣＤＩＭエピトープに特異的な結合能を有する抗体
と接触させることを含む。この方法は、Ｂ細胞をＢ細胞表面上のＣＤＩＭエピトープに結
合している抗体を架橋する架橋剤と接触させることを更に含み、これにより抗ＣＤＩＭ抗
体による悪性Ｂ細胞の細胞毒性の亢進が提供される。より好ましい実施態様では、この方
法は悪性Ｂ細胞を骨髄から更に排除するために細胞を細胞毒性剤と接触させる過程を含む
。
【０１１６】
　その他の実施態様では、組成物は過剰増殖細胞を殺す目的で提供され、それは細胞の細
胞表面に高発現の抗原に結合する多価剤含み、前記多価剤は細胞表面に結合している架橋
多価剤を提供する架橋手段を含む。この架橋多価剤は、架橋手段の非存在下の多価剤に比
較して亢進した過剰増殖細胞の殺活性を提供する。
【０１１７】
　その他の実施態様では、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物を治療
するための医薬組成物が提供され、前記医薬組成物は、細胞表面の高発現している細胞表
面抗原に結合する多価剤を含む。好ましくは、この組成物は更に多価剤の細胞毒性亢進の
ための架橋手段を含む。好ましくは、多価剤は、細胞が修復不能な細胞膜損傷を誘導する
ことで過剰増殖細胞を殺す。
【０１１８】
　特定の実施態様では、架橋手段は官能化された薬剤であり得るが、それは細胞上に高発
現された細胞表面抗原と共有結合する多価剤であり、そして細胞に結合した隣接する多価
剤と架橋する能力を有する。例えば、一つ、二つ又は三つの官能基を持つ架橋剤は共有結
合で多価剤と結合させることができる。架橋剤は、隣接する高発現している細胞表面抗原
に結合している多価剤を架橋するために、例えば、マレイミド、スクシンイミド、カルボ
ジイミド、又はチオールといった官能基を架橋剤の遠位末端に持つことが可能である。例
えば、U.S.Patent Application Publication No.2004/0121951、は参考文献として本明細
書に取り込まれており、そこには本記載の組成物に使用可能な多くの架橋剤の例が記載さ
れている。当業者であれば、組成物に採用される架橋手段には特別の制限のないことは認
識するであろう。架橋剤が隣接する多価剤と接触するのに十分な長さを有しているのであ
れば、そして隣接する多価剤と結合するのに十分な活性を有しているのであれば、任意の
架橋手段の利用が可能である。
【０１１９】
　好ましくは、多価剤は、自然抗体のような抗体であり、次のような抗体が含まれる；Ｉ
ｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥを含む自然抗体、組換え抗体又はキメラ抗体；モ
ノクローナル抗体；ポリクローナル抗体；例えば、参考文献として本明細書に取り込まれ
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ているＷＯ０２／０９６９４８のような四価抗体、又は抗体を含む融合タンパク質のよう
な合成抗体；抗体断片、例えば、Ｆａｂ２、又はｓｃＦｖなどである。好ましい実施態様
では、抗体はＩｇＭである。
【０１２０】
　更なる実施態様では、架橋手段は抗体に結合する架橋剤であることが可能である。好ま
しい実施態様では、架橋手段は、細胞表面に高発現している細胞表面抗原に結合している
隣接の抗体を架橋する抗カッパ又は抗ラムダ又は抗ミュー剤である。追加の好ましい実施
態様では、多価剤はＶＨ４－３４クラス抗体であるＩｇＭ抗体、例えば、ｍＡｂ２１６、
ＲＴ－２Ｂ、ＦＳ１２、Ａ６（Ｈ４Ｃ５）、Ｃａｌ－４Ｇ、Ｓ２０Ａ２、ＦＳ３、Ｇｅｅ
、ＨＴ、Ｚ２Ｄ２又はＹ２Ｋであり、そして架橋剤は抗体に結合する抗ＶＨ４－３４抗体
である。好ましくは、抗ＶＨ４－３４抗体はＶＨ４－３４抗体の細胞表面抗原への結合を
阻止しない。特別の実施態様では、抗ＶＨ４－３４抗体は９Ｇ４である。
【０１２１】
　更にその他の実施態様では、架橋手段は親水性ポリマー又はポリマーの網目であること
が可能であり、それは、分子量が約１００から約１，０００，０００ダルトン、又は、よ
り好ましくは約１０００から約２５０，０００ダルトン、で細胞表面に高発現している細
胞表面抗原に特異的に結合する複数の多価剤を有している。親水性ポリマーはポリペプチ
ド又は炭水化物であることが可能である。ポリペプチドは、ポリペプチド骨格に多価剤を
共有結合しやすくするために、例えば（Ａｌａ）ｎＬｙｓのような遊離型アミノ基を持つ
塩基性アミノ酸を含むことが可能であり、ここで、例えばｎは２から２０までであること
が可能である。共有結合している多価剤は、例えばＦａｂ’、Ｆａｂ２’、又は無傷のＩ
ｇＭを含むことが可能である。共有結合は、ジスクシンイミド又はジマレイミド架橋剤の
ような二つの官能基を持つ架橋剤により都合よく提供されるが、任意の適当な結合のため
の手段を利用することも可能である。
【０１２２】
　高発現している細胞表面抗原に結合する多価剤は、特異的結合、すなわち、それが高い
親和性を示すことが、好ましい。通常は、その高い親和性は少なくとも１０６Ｍ－１、そ
して通常は、約１０６Ｍ－１及び約１０８Ｍ－１の間である。
【０１２３】
　更なる実施態様では、細胞の過剰増殖を特徴とする病状を患っている哺乳動物を治療す
るために医薬組成物は提供され、それには細胞表面に高発現している細胞表面抗原に結合
する多価剤が含まれ、前記多価剤は細胞表面の細胞抗原表面に対する複数の結合部位を含
んでいる。好ましくは、この複数の結合部位は通常は少なくとも５、より好ましくは約５
から約１００である。特別な実施態様では、複数の結合部位は約５から約１５、約１５か
ら約２５、又は約１５から約５０、又はそれより多いことが可能である。
【０１２４】
　好ましくは、細胞表面抗原に対する複数の結合部位を含む多価剤は、多数の結合部位と
結合している過剰増殖細胞の細胞毒性の亢進をもたらす。
【０１２５】
　ＶＩＩＩ．Ｉｎ　ｖｉｖｏ療法における利用
　細胞損傷抗体ｍＡｂ２１６は、実施例１２に詳しく記載されているようにヒト患者でｉ
ｎ　ｖｉｖｏでテストされた。患者（ＡＬＬと診断された成人）は化学療法剤（ＶＣＲ／
ＤＮＲ／ＡＳＰＲ／プレドニゾン）による標準の投薬計画の治療に対しては難治性で、す
なわち、芽球数は化学療法による治療に対する反応では減少しなくなり、患者は末期的で
あった。抗体は１．２５ｍｇ／ｋｇの量が二人の患者に対して、図９Ａ及び９Ｂの矢印で
示すように、０日目及び７日目に投与された。抗体の血清濃度は、患者の体重、投与量及
びおおよその血清体積に基づき（血中赤血球容積を３０％と想定）、それぞれ約２６μｇ
／ｍｌ及び２５μｇ／ｍｌ血清であった。それぞれの患者の芽球数は（患者１及び患者２
）は、ｍＡｂ２１６＋ＶＣＲ治療の時点でそれぞれ約１２５ｘ１０６／ｍｌ及び６５ｘ１
０６／ｍｌであった。約１０６細胞／ｍｌの濃度で行われたｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究との関
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連で言えば、これらのｍＡｂ濃度はそれぞれ約０．２μｇ／１０６細胞及び０．３８μｇ
／１０６細胞に相当し、ｍＡｂ２１６によるＢ細胞殺活性致死限界値濃度より十分に低い
値の濃度であった。
【０１２６】
　ＶＣＲの非存在下では、芽球数は一時的に減少し、それはテストされた低濃度の抗体ｍ
Ａｂ２１６の媒介による細胞損傷というよりは補体媒介による殺細胞の結果のようであっ
た。しかし、ＶＣＲとの併用により芽球数の劇的な減少が、図９Ａ及び９Ｂに示すように
観察され、これら患者の生存の延長がもたらされた。これらのデータは、ｍＡｂ２１６及
びＶＣＲのｉｎ　ｖｉｖｏでの相乗効果による白血病芽細胞の死の劇的な亢進を示した。
ｍＡｂ２１６処理により芽細胞が単に損傷を受ける、又は、透過性が高まる非常に低濃度
（致死下の）のｍＡｂ２１６でさえ、ＶＣＲの毒性に対する細胞の感受性及び治療効果が
顕著に亢進された。従って、これらの結果は、癌療法効果における有意な進歩を示す。
 
　ＩＸ．キット
　本明細書に記載の多価剤、特に細胞膜損傷　抗体は、治療を必要とする患者における多
価剤の閾値用量を決定するためのキットに利用可能である。哺乳動物において細胞膜損傷
を誘導する多価剤の量は、結合測定を行うための、又は多価剤により誘導された結合測定
又は細胞損傷及び／又は殺細胞の定量を行うための、高発現する細胞表面抗原に結合する
十分な量の多価剤を含むキットを用いることで決定することができる。更なる実施態様で
は、結合測定又は多価剤により誘導された細胞損傷及び／又は殺細胞の定量を行うための
、高発現する細胞表面抗原に結合する十分な量の多価剤を含む、哺乳動物における細胞膜
損傷抗体の閾値用量を決定するためのキットが提供される。また、キットは、細胞毒性剤
存在下及び又は細胞膜損傷を亢進する架橋剤の存在下で多価剤の閾値用量を決定するため
に架橋剤、又は細胞毒性剤、又はそれらの組合せを含むことができる。通常は、採取した
患者自身の細胞（例えば、血液細胞、癌細胞、など）について、細胞上に発現されている
細胞表面抗原数を定量するための、並びに予め決めた多価剤の量による損傷及び／又は殺
細胞の量を定量するためのテストを、キットに含まれる薬剤を用いて行う。
【０１２７】
　Ｘ．過剰増殖細胞
　細胞の過剰増殖を特徴づける病態は、癌、自己免疫疾患、ウイルス感染及び免疫不全を
含む。癌は任意の細胞型又は組織の癌を含むことができる。好ましくは、癌は、リンパ腫
や白血病のようなＢ細胞由来の癌を含む。
【０１２８】
　自己免疫疾患は、全身性紅斑性狼瘡（全身性エリトマトーデス）、リューマチ性関節炎
、自己免疫性リンパ増殖性疾患、多発性硬化症、乾癬、重症筋無力症を含むが、また、橋
本氏甲状腺炎、ループス腎炎、皮膚筋炎、シェーグレン症候群、アルツハイマー病、シデ
ナム舞踏病、ループス腎炎（重複）、リウマチ熱、多腺性症候群、水疱性類天疱瘡、糖尿
病、ヘノッホ・シェーンライン紫斑病、リン酸球菌感染後腎炎、結節性紅斑、高安動脈炎
、アジソン病、クローン病、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎、多形性紅斑、ＩｇＡ腎症
、結節性多発動脈炎、強直性脊椎炎、グッドパスチャー症候群、閉塞性血栓血管炎、原発
性胆汁性肝硬変、甲状腺機能亢進症、強皮症、慢性活動性肝炎、多発性筋炎／皮膚筋炎、
多発性軟骨炎、尋常性天疱瘡、ヴェーゲナー肉芽腫症、膜性腎症、筋萎縮性側索硬化症、
脊髄癆、巨細胞性動脈炎／多発筋痛、悪性貧血、急速進行性糸球体腎炎、線維化性肺胞炎
、及び免疫性の血小板減少、急性特発性血小板減少性紫斑病並びに慢性特発性血小板減少
性紫斑病などのような、クラスＩＩＩ自己免疫疾患を含むことが可能である。
【０１２９】
　また、ウイルス感染は細胞の過剰増殖性の病態及び疾患を、多くの細胞型及び組織で引
き起こすことができる。過剰増殖を誘導するウイルス感染の例としては、ＨＴＬＶ－１、
ＨＴＬＶ－２を含むヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染、エプシュタイン・バール・ウ
イルス（ＥＢＶ）感染、及びヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）感染、などが含まれる。
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【０１３０】
　ＸＩ．追加細胞毒性剤との併用
　本発明者は、細胞損傷抗体の毒性は細胞毒性剤の追加により顕著にそして更に相乗的に
亢進されるという驚くべき発見を行ったが、その薬剤には化学療法剤、放射性同位体、細
胞毒性抗体、免疫複合体、リガンド複合体、免疫抑制剤、細胞成長制御剤及び／又は阻害
剤、毒素、又はこれらの混合物が含まれる。
【０１３１】
　本発明の処方及び方法に使用できる化学療法剤は、タキサン、コルヒチン、ビンカ・ア
ルカロイド、エピポドフィロトキシン、カンプトテシン、抗生物質、白金配位錯体、アル
キル化剤、葉酸類似体、ピリミジン類似体、プリン類似体、又はトポイソメラーゼ阻害剤
である。好ましいトポイソメラーゼ阻害剤は、エピポドフィロトキシンである。好ましい
ピリミジン類似体は、カペシタビン、５－フルオロウラシル、５－フルオロデオキシウリ
ジン、５－フルオロデオキシウリジン一リン酸、シトシンアラビノシド、５－アザシチジ
ン又は２’，２’－ジフルオロデオキシシチジンを含む。好ましいプリン類似体は、メル
カプトプリン、アザチオプリン（ａｚａｔｈｉｏｐｒｅｎｅ）、チオグアニン、ペントス
タチン、エリスロヒドロキシノニルアデニン（ｅｒｙｔｈｒｏｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｙｌ
ａｄｅｎｉｎｅ）、クラドリビン、ビダラビン、及びリン酸フルダラビンを含む。葉酸類
似体は、メトトレキサート、ラルチトレキセド、ロメトレキソール、パーメフレキセド（
ｐｅｒｍｅｆｒｅｘｅｄ）、エダトレキサート、及びペメトレキセドを含む。好ましいエ
ピポドフィロトキシンは、エトポシド又はテニポシドである。好ましいカンプトテシンは
、イリノテカン、トポテカン、又はカンプトテカンである。好ましくは、抗生物質はダク
チノマイシン、ダウノルビシン（ダウノマイシン、ダウノキソーム（ｄａｕｎｏｘｏｍｅ
））、ドキソルビシン、イダルビシン、エピルビシン、バルルビシン、ミトキサントロン
、ブレオマイシン、又はマイトマイシンである。好ましい白金配位錯体は、シスプラチン
、カルボプラチン、又はオキサリプラチンである。好ましくは、アルキル化剤は、メクロ
レタミン、シクロフォスファミド、イソファミド、メルファラン、ダカルバジン、テモゾ
ロマイド、チオテパ、ヘキサメチルメラミン、ストレプトゾシン、カルムスチン、ブスル
ファン、アルトレタミン又はクロラムブシルである。
【０１３２】
　追加の化学療法剤としてはアルキル化剤、例えば、チオテパ及びシクロフォスファミド
（ＣＹＴＯＸＡＮ（商標））；
【０１３３】
　アルキルスルホン酸塩、例えば、ブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファ
ン；
【０１３４】
　アジリジン、例えば、ベンゾドーパ、カルボコン、メツレドーパ（ｍｅｔｕｒｅｄｏｐ
ａ）及びウレドーパ（ｕｒｅｄｏｐａ）；
【０１３５】
　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（ｔｒｉｅｔｙ
ｌｅｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）、トリエチレンチオホスホルアミド（ｔｒｉｅｔ
ｈｙｌｅｎｅｔｈｉｏｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）及びトリメチルオロメラミン（ｔｒ
ｉｍｅｔｈｙｌｏｌｏｍｅｌａｍｉｎｅ）を含むエチレンイミン及びメチルアメラミン（
ｍｅｔｈｙｌａｍｅｌａｍｉｎｅｓ）；
【０１３６】
　アセトゲニン（特に、ブラタシン及びブラタシノン；ｂｕｌｌａｔａｃｉｎｏｎｅ）；
【０１３７】
　カンプトテシン（合成類似体のトポテカンを含む）；
【０１３８】
　ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５（そのアドゼレシン、カルゼレシン及
びビゼレシンの合成類似体を含む）；
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【０１３９】
　クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１及びクリプトフィシン８）；
【０１４０】
　ドラスタチン；ドウカルマイシン（ｄｕｏｃａｒｍｙｃｉｎ）（合成類似体、ＫＷ－２
１８９及びＣＢＩ－ＴＭＩを含む）；
【０１４１】
　エリューテロビン（ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｂｉｎ）；パンクラチスタチン、；サルコジク
チン（ｓａｒｃｏｄｉｃｔｙｉｎ）；スポンギスタチン（ｓｐｏｎｇｉｓｔａｔｉｎ）；
【０１４２】
　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、コロフォ
スファミド（ｃｈｏｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、エストラムスチン、イホスファミド
、メクロルエタミン、メクロルエタミン酸化物塩酸塩、メルファラン、ノベムビチン（ｎ
ｏｖｅｍｂｉｃｈｉｎ）、フェネステリン（ｐｈｅｎｅｓｔｅｒｉｎｅ）、プレドニムス
チン、トロフォスファミド、ウラシル・マスタード；
【０１４３】
　ニトロソ尿素、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；
【０１４４】
　エンジイン抗生物質のような抗生物質（例えば、カリケアマイシン、特にカリケアマイ
シンガンマ１Ｉ及びカリケアマイシンｐｈｉＩ１、例えばＡｇｎｅｗ（１９９４）Ｃｈｅ
ｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．，３３，１８３－１８６を参照；ディネマイシンＡ（ｄ
ｙｎｅｍｉｃｉｎ　Ａ）を含むディネマイシン；クロドロネートのようなビスフォスフォ
ネート；エスペラマイシン；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関連した色素タンパ
ク質エンジイン抗生物質発色団）、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、
カラビシン（ｃａｒａｂｉｃｉｎ）、カルミノマイシン、カルジノフィリン（ｃａｒｚｉ
ｎｏｐｈｉｌｉｎ）、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（Ａｄｒｉａｍｙｃｉ
ｎＴＭ）（モルホリノ－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロ
リノ－ドキソルビシン及びデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシ
ン、イダルビシン、マルセロマイシン（ｍａｒｃｅｌｌｏｍｙｃｉｎ）、マイトマイシン
Ｃのようなマイトマイシン、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（ｐｏｔｆｉｒｏｍｙｃｉｎ）、ピューロマイシン、ク
エラマイシン（ｑｕｅｌａｍｙｃｉｎ）、ロドルビシン（ｒｏｄｏｒｕｂｉｃｉｎ）、ス
トレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツバシジン（ｔｕｂｅｒｃｉｄｉｎ）、ウベニメ
クス、ジノスタチン、ゾルビシン；
【０１４５】
　抗代謝産物、例えば、メトトレキサート及び５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）；
【０１４６】
　葉酸類似体、例えば、デノプテリン（ｄｅｎｏｐｔｅｒｉｎ）、メトトレキサート、プ
テロプテリン、トリメトレキサート；
【０１４７】
　葉酸の補給物、例えば、フォリン酸；
【０１４８】
　プリン類似体、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；
【０１４９】
　ピリミジン類似体、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；
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【０１５０】
　男性ホルモン、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；
【０１５１】
　抗副腎剤、例えば、アミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；
【０１５２】
　アセグラトン；アルドホスファミド配糖体；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アム
サクリン；ベストラブシル（ｂｅｓｔｒａｂｕｃｉｌ）；ビサントレン；エダトラキサー
ト（ｅｄａｔｒａｘａｔｅ）；デフォファミン（ｄｅｆｏｆａｍｉｎｅ）；デメコルシン
；ジアジクオン（ｄｉａｚｉｑｕｏｎｅ）；エルフォルニチン（ｅｌｆｏｒｎｉｔｈｉｎ
ｅ）；酢酸エリプチニウム；エポチロン；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；マイタンシン及びアンサミトシン（ａｎｓａｍｉｔｏｃｉ
ｎｓ）のようなマイタンシノイド（ｍａｙｔａｎｓｉｎｏｉｄｓ）；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；フェナメト（ｐｈｅｎａ
ｍｅｔ）；ピラルビシン；ロソキサントロン；ポドフィリン酸；２－エチルヒドラジン；
プロカルバジン；ＰＳＫ（商標）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲル
マニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，２’，２”－トリクロロトリエチルアミ
ン；トリコセン（ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｅｎｅｓ）（特にＴ－２毒素、ベラクリン（ｖｅ
ｒｒａｃｕｒｉｎ）Ａ、ロリジン（ｒｏｒｉｄｉｎ）Ａ及びアングイジン（ａｎｇｕｉｄ
ｉｎｅ））；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；シトシン、アラビノシド（「Ａｒａ-Ｃ
」）；
【０１５３】
　シクロフォスファミド；チオテパ；タキソイド、例えば、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ
（商標）、ブリストル・マイヤーズ・スクイブ・オンコロジー、プリンストン、ニュージ
ャージー）及びドキセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（商標）、ローン・プーランロレ、ア
ントニー、フランス）；クロラムブシル；ゲムシタビン（ＧｅｍｚａｒＴＭ）６－チオグ
アニン；メルカプトプリン；メトトレキサート；
【０１５４】
　白金類似体、例えば、シスプラチン及びカルボプラチン；
【０１５５】
　ビンブラスチン、ビンクリスチン；酒石酸ビノルビン（ＮａｖｅｌｂｉｎｅＴＭ）；
【０１５６】
　エトポシド（ＶＰ－１６）；イホスファミド；ミトキサントロン；ノバントロン；テニ
ポシド；エダトレキサート；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバンドロネ
ート；ＣＰＴ－１１；
【０１５７】
　トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；
【０１５８】
　レチノン酸のようなレチノイド；カペシタビン；及び薬剤学的に認容可能な前記の任意
の塩、酸又は誘導体。
【０１５９】
　特に好ましいのは、微小管の重合又を妨害する薬剤である。典型的な薬剤にはコルヒチ
ン、及びビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンデシン又はビノレルビンのようなビンカ
・アルカロイド、そしてタキソール、パクリタキセル及びドセタキセルが含まれる。また
、前記の任意の混合物も利用することができる。
【０１６０】
　追加の好ましい薬剤は、抗アクチン剤である。好ましい実施態様では、抗アクチン剤は
ジャスプラキノリド又はサイトカラシンであり、例えば、骨髄新生細胞を排除するために
生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）治療に使用される。
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【０１６１】
　毒素は免疫複合体、リガンド複合体として、又は抗体と一緒に投与することができる。
毒素には限定がなく、シュードモナス内毒素Ａ、リシン、ジフテリア毒素、モモルディン
、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ブドウ球菌のエンテロトキシンＡ、ゲロニン、メイ
タンシノイド（例えば、米国特許第６，４４１，１６３号明細書に記載）などが含まれる
。
【０１６２】
　ＸＩＩ．抗体
　本発明で有用な細胞損傷抗体は、任意の高発現した細胞表面抗原に対する抗体を含むこ
とができる。細胞表面抗原は、細胞表面に発現されている分子、例えば、レセプター、免
疫グロブリン、サイトカイン、糖タンパク質など、を含む。好ましい細胞表面抗原は、細
胞骨格と結合している。
【０１６３】
　好ましい細胞損傷抗体は、細胞損傷を亢進する形態であるらしいという理由から、細胞
骨格と結合している細胞表面抗原に対する抗体である。好ましい細胞損傷抗体は、ＶＨ４
－３４遺伝子によりコードされている抗体、例えば、抗ＣＤＩＭ抗体を含む。前期で論じ
たように、用語「抗体」はその最も広い意味で用いられ、そのＦｃ部位（例えば、Ｆｃを
有しない抗体）を持たない抗体断片を含む。抗体及び抗体断片の例としては、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖ断片；二重特異性抗体；線状抗体(Zapata,et al.(1995)
Protein Eng.8(10),1057-1062)単鎖抗体分子；及び抗体断片より形成される多特異性抗体
、を含むことができる。用語「抗体」及び「抗体断片」は、以後、このように記載された
抗体としての結合特性を有する開発薬剤を含む。好ましくは、抗体及び抗体断片は更に架
橋剤により架橋されることが可能であり、そのような架橋剤は、架橋抗体による結合が細
胞損傷抗体又は抗体断片が細胞表面抗原に結合するのを妨害しない限り、細胞損傷抗体又
は細胞損傷抗体断片の一部に特異的に結合するような抗体である。好ましい実施態様では
、架橋剤は細胞に結合している細胞損傷抗体に結合する架橋抗体である。好ましくは、架
橋抗体は細胞損傷抗体の結合を妨害しない。或る実施態様では、細胞損傷抗体はＦｃ部位
を含み、そして架橋剤その細胞損傷抗体のＦｃ部位に結合する。更なる実施態様では、架
橋剤は、もし存在するのであれば、Ｆｃ部位以外の抗体部位に結合する。
【０１６４】
　好ましい実施態様では、細胞損傷抗体はＶＨ４－３４抗体で、好ましくは抗ＣＤＩＭ抗
体である。抗ＣＤＩＭ抗体は細胞を損傷したり、その透過性を高めたり、又は細胞を殺す
ことに利用できる。特別の実施態様では、抗ＣＤＩＭ抗体は抗体断片、例えば、Ｆａｂ２

’、であり、抗ＣＤＩＭ抗体（例えば、９Ｇ４）に対して特異的に結合する抗体により架
橋することが可能である。好ましくは、架橋抗体は抗ＣＤＩＭ抗体が細胞上のＣＤＩＭエ
ピトープに結合するのを阻害しないことであり、そして細胞のＣＤＩＭエピトープに結合
している抗ＣＤＩＭ抗体に架橋を供与することである。
【０１６５】
　抗ＣＤＩＭ抗体は、細胞、例えばＢ細胞の細胞表面抗原に対して特異的に結合する追加
の細胞毒性抗体と併用することが可能である。抗ＣＤＩＭ抗体及び追加の細胞毒性抗体は
、併用治療計画に使用することが可能である。好ましい実施態様では、細胞毒性抗体は任
意のＢ細胞の細胞表面分子に特異的に結合することが可能である。例えば、細胞毒性抗体
はＢ細胞の細胞表面分子、例えば、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２
２、ＣＤ２５、ＣＤ３４、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ５２、ＣＤ８
０、ＣＤ　８６、ＩＬ－４Ｒ、ＩＬ－６Ｒ、ＩＬ－８Ｒ、ＩＬ－１３、ＩＬ－１３Ｒ、α
－４／β－１インテグリン（ＶＬＡ４）、ＢＬＹＳレセプター、細胞表面イディオタイプ
Ｉｇ、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、又は制限のないこれらの混合物に特異的結合性を示すこ
とが可能である。例えば、ＣＤ１１ａに対して特異的結合性を持つ細胞毒性抗体としては
、エファリズマブ（Ｒａｐｔｉｖａ）を挙げることができる。ＣＤ２０に対して特異的結
合性を持つ細胞毒性抗体としては、リツキシマブ（ＲＩＴＵＸＡＮ）を挙げることができ
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る。例えば、ＣＤ２２に対して特異的結合性を持つ細胞毒性抗体としては、エプラツズマ
ブを挙げることができる。例えば、ＣＤ２５に対して特異的結合性を持つ細胞毒性抗体と
しては、ダクリズマブ（ＺＥＮＡＰＡＸ）又はバシリキシマブ（ＳＩＭＵＬＥＣＴ）を挙
げることができる。ＣＤ５２に対する抗体は、例えば、ＣＡＭＰＡＴＨを含む。α－４／
β－１インテグリン（ＶＬＡ４）に対する抗体は、例えば、ナタリズマブを含む。ＴＮＦ
に対する抗体は、例えば、インフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ）を含む。
【０１６６】
　従って、好ましい実施態様では、Ｂ細胞のＣＤＩＭエピトープと特異的に結合する抗体
は、例えばＲＩＴＵＸＡＮ、ＺＥＮＡＰＡＸ、ＲＥＭＩＣＡＤＥ又はＲＡＰＴＩＶＡとの
併用、またはこれらの組合せによる治療計画に使用することができる。また、細胞毒性抗
体は、例えば、放射性同位体又は毒素を含む免疫複合体として使用することもできる。更
に、別の実施態様では、Ｂ細胞のＣＤＩＭエピトープに特異的結合性を持つ抗体、追加と
してのＢ細胞の細胞表面分子に特異的結合性を持つ細胞毒性抗体、及び一つ以上の化学療
法剤を含んだ併用療法が可能である。例えば、ｍＡｂ２１６はリツキシマブ、トスチマブ
（ｔｏｓｕｔｉｍａｂ）、又はイブリツモマブのような抗ＣＤ２０抗体、エプラツズマブ
のような抗ＣＤ２２抗体との併用で、又は、ＣＡＭＰＡＴＨのような抗ＣＤ５２抗体との
併用で使用することができる。更に、併用療法は、例えばビンクリスチンのように細胞の
細胞骨格を崩壊させるような薬剤を、化学療法と免疫療法との併用計画において、含むこ
とが可能である。
【０１６７】
　ＸＩＩＩ．放射性同位体
　治療上有用な免疫複合体、又はリガンド複合体に使用される同位体は、通常は高エネル
ギーで治療上有効な通過距離を有するα－、γ－又はβ－粒子を産生する。このような放
射性核種は、例えば、複合体が結合した新生細胞のような、近接した細胞を殺す。標的送
達の利点は、標的細胞に近接しない細胞に対しては放射性標識した抗体又はリガンドは、
殆ど若しくは全く、効果を示さないことである。
【０１６８】
　放射性同位体の細胞毒性剤としての使用に関しては、修飾した抗体又はリガンドは直接
標識してもよく（例えば、ヨード化を通して）、又はキレート剤を用いて標識してもよい
。いずれの方法でも、抗体又はリガンドは少なくとも一種の放射性核種により標識されて
いる。特に好ましいキレート剤としては、ｌ－イソチオシアマトベンジル－３－メチルジ
オセレン・トリアミン五酢酸（１－ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｍａｔｏｂｅｎｚｙｌ－３－ｍ
ｅｔｈｙｌｄｉｏｔｈｅｌｅｎｅ　ｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ
）（“ＭＸ－ＤＴＰＡ”）及びシクロヘキシル・ジエチレントリアミン・五酢酸（“ＣＨ
Ｘ－ＤＴＰＡ”）誘導体が含まれる。他のキレート剤としては、Ｐ－ＤＯＴＡ及びＥＤＴ
Ａ誘導体が含まれる。特に好ましい間接標識のための放射性核種としては、１１１Ｉｎ及
び９０Ｙが含まれる。
【０１６９】
　放射性同位体は、抗体のＦｃ部位のみに存在するＮ結合型糖残基のような抗体又はリガ
ンドの特定の部位に結合させることが可能である。テクネチウム－９９ｍ標識抗体又はリ
ガンドは、リガンド交換工程又はバッチ標識工程により調製してもよい。例えば、パーテ
クネート（ＴｃＯ４）を錫イオン溶液により還元し、還元したテクネチウムをセファデッ
クス・カラムにキレートさせ、抗体をこのカラムにかけることで、抗体を標識することが
できる。バッチ標識技術は、例えば、パーテクネート、ＳｎＣｌ２のような還元薬剤、フ
タル酸ナトリウム・カリウム溶液のような緩衝液及び抗体をインキュベートすることを含
む。好ましい標識のための放射核種は当技術分野において周知である。典型的な標識用放
射核種は、チロシン残基を介して共有結合する１３１Ｉである。本発明の放射標識抗体は
、化学酸化、例えば、剤放射性ヨウ化ナトリウム又はカリウム及び次亜塩素酸ナトリウム
及びクロラミンＴなど、又は酵素酸化剤、例えば、ラクトペルオキシダーゼ、ブドウ糖酸
化酵素及びブドウ糖により調製することができる。
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【０１７０】
　キレート剤及びキレート剤複合物に関する特許は当技術分野では周知である。例えば、
Ｇａｎｓｏｗの米国特許第４，８３１，１７５号は、同一物及びその調製方法を含む多置
換ジエチレントリアミン五酢酸キレーと及びタンパク質複合体に対するものである。米国
特許第５，０９９，０６９号、５，２４６，６９２，５号、２８６，８５０号、５，４３
４，２８７号及び５，１２４，４７１号は、全てＧａｎｓｏｗによるものであり、やはり
多置換ＤＴＰＡキレートに関するものである。これらの特許は本明細書に文献として完全
な形で取り込まれている。同等な金属キレートの他の例としては、エチレンジアミン四酢
酸（ＥＤＴＡ）、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＰＴＡ）、１，４，８，１１－テトラ
アザテトラデカン、１，４，８，１１テトラアザテトラデカン－１，４，８，１１－四酢
酸、１－オキサ－４，７，１２，１５－テトラアゾヘプタデカン、４，７，１２，１５－
四酢酸、又はその類がある。シクロヘキシル－ＤＴＰＡ又はＣＨＸ－ＤＴＰＡは特に好ま
しい。なお、これから発見されるものも含めた他の同等なキレート剤は、当業者であれば
容易に認識できるであろうし、明らかに本発明の範囲内である。追加のキレートには、特
許第６，６８２，７３４号，６，３９９，０６１号及び５，８４３，４３９号明細書に記
載の特異的二官能価のキレート剤が含まれるが、三価金属に高い親和性を持ち、腫瘍－非
腫瘍の比が高く、骨への取り込みが低く、それと並んで標的部位、すなわち、Ｂ細胞リン
パ腫の腫瘍部位、での放射性核種のｉｎ　ｖｉｖｏでの保持が大きいものが選択されるの
が好まし。しかし、これら全ての性質を持っているか持っていないかに拘わらず、他の二
官能価のキレート剤も当技術分野では周知であり、やはり腫瘍の治療に有用であるかもし
れない。
【０１７１】
　また、修飾抗体は、診断及び治療の目的で放射性標識に結合させることが可能である。
また、腫瘍の「画像」診断のための放射性標識の治療用複合物は、患者に抗体及び細胞毒
性剤を投与する前に、使用することができる。例えば、Ｃ２Ｂ８として知られているヒト
ＣＤ２０抗原に結合するモノクローナル抗体は、１：１の１－イソチオシアナトベンジル
－３－メチル－ＤＴＰＡ及び１－メチル－３－イソチオシアナトベンジル－ＤＴＰＡの混
合物を含むＭＸ－ＤＴＰＡ（ジエチレントリアミン五酢酸）のような、二官能価のキレー
ト剤を用いて１１１Ｉｎで放射性標識することが可能である。約１から約ｌ０ｍＣｉは、
毒性が検出されることなく安全に投与可能なので、１１１Ｉｎは好適な診断用の放射性同
位体であり、その画像データは次の９０Ｙ－標識抗体分布の指標となる。画像診断のため
の５ｍＣｉの通常用量の１１１Ｉｎ標識抗体が用いられ、最適な画像を標識抗体又はリガ
ンドの投与後いくつかの時点で決定することができるが、通常それは投与後３日から６日
後である。例えば、Murray,J.(1985)Nuc.Med.26,3328 and Carraguillo et al.,(1985)J.
Nuc.Med.26,67を参照されたい。
【０１７２】
　種々の放射性同位体が利用可能であり、当業者であれば種々の条件下でどの放射性同位
体が最適か容易に決定できる。例えば、１３１Ｉはしばしば標的免疫療法に利用される。
しかし、１３１Ｉの臨床的有用性は、その短い半減期（８日）、血液中及び腫瘍部位での
ヨード化された抗体からの脱ハロゲン化の可能性、及びその高エネルギーのγ放射により
、求める腫瘍の大きさに依存した十分に局在した沈着量を供給するのが難しい、といった
ことで制限を受ける。更なるキレート剤の出現により、タンパク質に金属のキレート基を
結合させ、１１１Ｉｎ及び９０Ｙのような他の放射性核種を利用できる機会が加わった。
９０Ｙは放射性免疫療法の応用への利用で、いくつかの利益をもたらした。例えば、９０

Ｙの６４時間に及ぶ便利な長い半減期により、抗体が腫瘍細胞に十分長時間留まりことが
可能になり、そして１３１Ｉとは異なり、９０Ｙは崩壊に際して、１００から１，０００
細胞の直径の組織に相当する射程の、ガンマ線放射を伴わない、純粋な高エネルギーのベ
ータ線を放射する。更に、透過放射線が最少量であるために９０Ｙ標識抗体を外来患者に
投与することが可能である。追加すると、細胞を殺すために標識抗体が中に入る必要がな
く、電離放射線は標的抗原を欠く隣接の腫瘍細胞に対して致死的であるはずである。
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【０１７３】
　９０Ｙ標識抗体の単回治療有効用量（すなわち、治療的に有効な量）は、約５及び約７
５ｍＣｉの範囲であり、より好ましくは約１０及び約４０ｍＣｉの範囲である。単回で有
効かつ骨髄障害を起こさない１３１Ｉ標識抗体の量は、約５及び約７０ｍＣｉの範囲であ
り、より好ましくは約５及び約４０ｍＣｉの範囲である。単回で有効で骨髄障害を起こす
１３１Ｉ標識抗体の量（すなわち、自己骨髄移植が必要と思われる）は、約３０及び約６
００ｍＣｉの範囲で、より好ましくは約５０及び約５００ｍＣｉより少量の範囲である。
げっ歯類抗体のような外来タンパク質に比較して抗体又はリガンドが長い循環半減期を有
する場合は、単回で有効かつ骨髄障害を起こさない１３１Ｉ標識抗体の量は約５及び約４
０ｍＣｉの範囲、より好ましくは約３０ｍＣｉより少量である。放射性同位体標識の画像
解析のための量は、例えば１１１Ｉｎ標識では、通常約５ｍＣｉより少量である。
【０１７４】
　１３１Ｉ及び９０Ｙが臨床では非常によく使用されている一方で、他の放射性同位体も
当技術分野では周知であり、同じような目的に使用できる。更に他の放射性同位体も画像
解析に使用されている。例えば、限定されるわけではないが追加の使用可能な放射性同位
体には、１３１Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、９０Ｙ、１１１Ｉｎ、１０５Ｒｈ、１５３Ｓｍ
、１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、及び１８８Ｒｅ及び１８６Ｒ、３２Ｐ、５７Ｃｏ、６４Ｃｕ
、６７Ｃｕ、７７Ｇａ、８１Ｒｂ、８１Ｋｒ、８７Ｓｒ、１１３Ｉｎ、１２７Ｃｓ、１２

９Ｃｓ、１３２Ｉ、１９７Ｈｇ、２１３Ｐｂ、２１６Ｂｉ、１１７Ｌｕ、２１２Ｐｂ、２

１２Ｂｉ、４７Ｓｃ、１０５Ｒｈ、１０９Ｐｄ、１９９Ａｕ、２２５Ａｃ、２１１Ａｔ、
及び２１３Ｂｉが含まれる。この点に関して、アルファ線、ガンマ線、ベータ線の放射体
は全て本発明の観点から配慮されるべきである。更に、当業者であれば、当然のことなが
ら、余計な実験をすることなしに選択された治療コースに適合したどの放射性核種を選ぶ
べきか、容易に決定できる。この目的で、既に臨床診断で使用されている追加の放射性核
種としては、１２５Ｉ、１２３Ｉ、９９Ｔｃ、４３Ｋ、５２Ｆｅ、６７Ｇａ、６８Ｇａ、
及び１１１Ｉｎが含まれる。標的免疫療法に利用する可能性を目指して、例えばPeitersz
 et al.(1987)Immunol.Cell Biol.65,111-125に記載されているように、抗体は種々の放
射性核種により標識されている。これら放射性同位体は、１８８Ｒｅ及び１８６Ｒｅ、並
びに１９９Ａｕ及び６７Ｃｕを含む。米国特許第５，４６０，７８５号はこのような放射
性同位体に関する情報を提供し、本明細書に参考文献として取り込まれている。
【０１７５】
　ＸＩＶ．細胞成長制御剤及び／又は阻害剤
　細胞成長制御剤及び／又は阻害剤は、ホルモン又は抗ホルモン薬、キナーゼ阻害剤、プ
ロテアソーム阻害剤、遺伝子治療薬、又は遺伝子発現修飾薬のような低分子治療剤を含む
。
【０１７６】
　抗ホルモン薬は、特にホルモン、とりわけ女性における卵胞ホルモン（エストロゲン様
）作用、による悪化が関与する自己免疫疾患の治療に有用である。抗ホルモン薬は、抗エ
ストロゲン薬及び選択的エストロゲン・レセプター修飾薬（ＳＥＲＭｓ）のように腫瘍に
対するホルモン作用を制御するか阻害することで作用し、例えば次のようなものが含まれ
る；タモキシフェン（ＮｏｌｖａｄｅｘＴＭを含む）、ラロキシフェン、ドロロキシフェ
ン、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（ｋｅｏｘｉｆ
ｅｎｅ）、ＬＹ１１７０１８、オナプリストン、及びトレミフェン（ＦａｒｅｓｔｏｎＴ

Ｍ）；副腎でのエストロゲンの産生を調節し、アロマターゼ酵素を阻害するアロマターゼ
阻害薬、例えば、４（５）－イミダゾール、アミノグルテチミド、酢酸メゲストロール（
ＭｅｇａｃｅＴＭ）、エクセメスタン、ホルメスタン、ファドロゾール、ボロゾール（Ｒ
ｉｖｉｓｏｒＴＭ）、レトロゾール（ＦｅｍａｒａＴＭ）、及びアナストロゾール（Ａｒ
ｉｍｉｄｅｘＴＭ）；及び抗アンドロゲン薬、例えば、フルタミド、ニルタミド、ビカル
タミド、ロイプロリド、及びゴセレリン；及び薬剤学的に認容可能な前記の任意の塩、酸
、又は誘導体。男性ホルモンは特に自己免疫疾患の治療に有用であり、代表的な男性ホル
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モンはジヒドロエピアンドロステロン（ＤＨＥＡ）である。選択的アンドロゲン・レセプ
ター修飾薬（ＳＡＲＭｓ）は、Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎの米国特許第６，６４５，９７４号
に記載の化合物、例えば、アンドロスタン及びアンドロステン・カルボキサミド、を含む
。
【０１７７】
　キナーゼ阻害薬は広く知られており、特に好適なキナーゼ阻害薬は、Ｚｉｍｍｅｒｍａ
ｎｎの米国特許第５，５２１，１８４号明細書に記載のｂｃｒ／ａｂｌチロシンキナーゼ
阻害薬、例えば、イマニチブ（グリベック）及び関連化合物、を含む。追加のチロシンキ
ナーゼ阻害薬としては、例えばリンキナーゼの活性を遮断するｓｉＲＮＡｓを含む、リン
キナーゼの活性化及び転写に関連するシグナル複合体を遮断する薬剤を含むことができる
。更に、追加のキナーゼ阻害薬としては、次のような化合物が含まれる；Ben-Bassat,H.e
t al.(2002)J.Pharmacol.Exp.Ther.303,163に記載の、非ホジキンリンパ腫にアポトーシ
スを誘導することが示されているＡＧＬ２５９２；Ｍａｈｏｎ，ＴＭ　ａｎｄ　Ｏ’Ｎｅ
ｉｌｌ，ＬＡ（１９９５）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０，２８５５７に記載の、ＤＮ
Ａ結合及びＮＦ－カッパＢにより誘導される遺伝子発現を遮断することが示されているハ
ービマイシンＡ；Ｔａｎｇの米国特許第６，６８０，３３５号明細書に記載されているよ
うなインドリノン化合物；Ｈｉｒｓｔの米国特許第６，６６０，７４４号明細書に記載さ
れているようなピラゾロピリミジン誘導体など。プロテアソーム阻害剤は、Ａｄａｍｓの
米国特許第６，０８３，９０３号明細書に記載のボロン酸エステルを含む。好ましいプロ
テアソーム阻害剤はボルテゾミブ（Ｖｅｌｃａｄｅ）である。
【０１７８】
　遺伝子治療薬及び遺伝子発現修飾薬はアンチセンス核酸配列、干渉核酸配列などを含む
。遺伝子治療薬及び遺伝子発現修飾薬は、免疫複合体又は個別に投与される細胞毒性剤と
して使用することができる。特に有用な遺伝子治療薬及び遺伝子発現修飾薬は、前アポト
ーシス経路関連のタンパク質をコードするもの、及び前アポトーシス経路の阻害因子を遮
断するもの、又は増殖シグナルを遮断するものを含むが、これらはいずれも制御不能な成
長や過剰増殖の原因となり得るものである。例えば、遺伝子発現修飾薬は、ＮＦ－ｋＢ回
路を阻害するように作用し、その結果この経路が異常に活性化された場合に起こる異常増
殖を阻害するアンチセンス又はｓｉＲＮＡを含むことができる。
【０１７９】
　アンチセンスＤＮＡオリゴヌクレオチドは、通常は標的遺伝子に相補的な配列より構成
されており、標的遺伝子は通常はメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）又はｍＲＮＡ前駆体
である。ｍＲＮＡは、機能またはセンスへ向かう方向性の遺伝子情報を含み、アンチセン
ス・オリゴヌクレオチドの結合は意図されたｍＲＮＡを失活させ、そのタンパク質への翻
訳を阻止する。このようなアンチセンス分子は、タンパク質が特定のＲＮＡｓより翻訳さ
れること、また、一旦ＲＮＡの配列が既知になると、相補的ワトソン・クリック塩基対に
よりそれと結合できるアンチセンス分子を設計することができる、ということを示す生化
学的実験に基づき決定される。このようなアンチセンス分子は、通常、１０と３０の間の
、より好ましくは１０と２５、そしてより好ましくは１５と２０の間の、塩基対を含む。
アンチセンス・オリゴヌクレオチドはヌクレアーゼによる加水分解に対する抵抗性を強め
るように修飾することが可能であり、このような類似体は、ＷＯ９７／０７７８４に記載
されているように、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホスホロセレノエイト（
ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｓｅｌｅｎｏａｔｅ）、ホスホジエステル及びｐ－エトキシ化オリゴ
ヌクレオチドを含む。
【０１８０】
　また、遺伝子治療薬としては、リボザイム、ＤＮＡザイム、触媒性ＲＮＡ又は小干渉Ｒ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）が可能性として挙げることができる。ＲＮＡ干渉は、前記の相補的塩
基対形成により作用する、通常は約３０塩基対以下の短いＲＮＡｓを利用する。ｓｉＲＮ
Ａｓは線状でも円形でもあり得る。
【０１８１】
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　前記のように、リンキナーゼの活性化及び転写に関連するシグナル複合体を遮断する薬
剤及び修飾薬が、好適と考えられる。特別な実施態様では、Ptasznik,A et al.,(2004)Na
t.Med.10,1187に報告されているようなｓｉＲＮＡである、リンキナーゼ活性を遮断する
ｓｉＲＮＡを、免疫複合体又は個別投与の細胞毒性剤として抗ＣＤＩＭ結合抗体と一緒に
投与することができる。
【０１８２】
　ＸＶ．製剤処方及び投与形態
　抗体及び細胞毒性剤は任意の方法及び薬剤学的に認容可能な当技術分野で公知の賦形剤
を用いて処方することができる。通常、抗体は食塩水に溶かし、随意の賦形剤及び安定化
剤と一緒に提供される。化学療法剤では、処方方法及び賦形剤を多様に変化させることが
可能で、この情報は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ａｒｔｈｕｒ　Ｏｓｏｌ、編者）から得ることができる。
【０１８３】
　本明細書に記載の方法及び組成物は、生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）、体外（ｅｘ　ｖｉｖ
ｏ）及び試験管内（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）に適用することが可能であると考えることができ
る。
【０１８４】
　本発明の組成物は、種々の異なる手段で患者に投与してもよい。その投与手段は、意図
する適用に依存して変わるであろう。当業者であれば、組成物の投与は種々の方式で行う
ことが可能であることを認識していると考えられ、限定されるわけではないが、例えば、
次のようなものが含まれる；皮膚、眼球及び直腸のような局所投与；受動的又は能動的手
段による、例えばパッチ貼付、担体又はイオントフォレーシスを用いた、経皮投与；例え
ば、舌下、口腔、直腸、膣又は経尿道といった経粘膜投与；例えば、胃又は十二指腸とい
った経口投与；例えば、腹腔、静脈内、リンパ節内、腫瘍内、筋内、間質、動脈内、皮下
、病巣内、眼球内、滑液嚢内、関節内のような体腔又は血管への注射剤投与；例えば、噴
霧器を用いた、例えば、肺又は鼻孔吸入のような吸入である。多価剤が抗体である場合の
組成物及び方法は、一般的には注射剤による投与である。
【０１８５】
　当然のことながら、本発明はその好ましい具体的な実施態様との関連で記載されている
が、前記の記載並びにそれに続く実施例は本発明の視野を説明することを意図はしている
ものの、それには限定されないことも意図している。本発明の実践は、特に断らない限り
、有機化学、高分子化学、生化学などの通常の技術を採用することになり、これらは当技
術分野の技能の範囲内である。本発明の範囲内での、別の観点、利点及び修飾は、本発明
に関係する当業者であれば容易に気づくであろう。このような技術は文献で十分に説明さ
れている。
【０１８６】
　本明細書に述べられている全ての特許、特許出願、及び出版物は、前記及び後記ともに
、文献として本明細書に取り込まれている。
【０１８７】
　次の実施例では、使用されている数値（例えば、量、温度など）の正確性を期するため
に努力が払われているが、しかし、ある程度の実験誤差及び偏差は考慮されるべきである
。特に断らない限り、温度は℃（度）であり、圧力は大気圧又はそれに近い圧力である。
【０１８８】
　略語：
【０１８９】
　ＡＬＬ　　　　急性リンパ性白血病
【０１９０】
　ＡＳＰＲ　　　アスパラギナーゼ
【０１９１】
　ＢＣＲ　　　　Ｂ細胞レセプター
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【０１９２】
　ＢＦＡ　　　　ブレフェルジンＡ
【０１９３】
　ＤＮＲ　　　　ダウノルビシン
【０１９４】
　ＦＩＴＣ　　　フルオレセインイソチオシアネート
【０１９５】
　ＩＭ　　　　　感染性単核球症
【０１９６】
　ｍＡｂ　　　　モノクローナル抗体
【０１９７】
　ＰＩ　　　　　ヨー化プロピジウム
【０１９８】
　ＲＢＣ　　　　赤血球
【０１９９】
　ＳＬＥ　　　　全身性紅斑性狼瘡
【０２００】
　ＶＣＲ　　　　ビンクリスチン
【０２０１】
　ＷＢＣ　　　　白血球
【０２０２】
　実施例１
《ｍＡｂ２１６はＢ細胞膜を損傷しそしてリソソームによる再密封反応を惹起する》
　膜損傷に対する自然反応は、内在的リソソーム膜の損傷部位への付加による、急速な再
密封である。Ｌａｍｐ－１は大量に存在するリソソームの膜糖タンパク質であり、正常で
は原形質膜上には存在しない(Granger,B.L.,et al.(1990)J.Biol.Chem.265,12036;McNeil
,P.L.(2002)J.Cell Sci.115,873)。リソソームが誘導されて原形質膜と融合するとき、内
在性リソソームのＬａｍｐ－１のＮＨ２末ドメインは細胞表面上に露出される。この融合
事象は、Ｌａｍｐ－１の内腔側のエピトープに向けられたｍＡｂｓにより染色することで
追跡可能である(Reddy,A.,et al.(2001)Cell 106,157;Rodriguez,A.,et al.(1997)J.Cell
.Biol.137,93;Martinez,I.,et al.(2000)J.Cell.Biol.148,1141)。従って、Ｌａｍｐ－１
が細胞表面に存在することは、膜破裂に続き膜再密封が起きていることを示す(McNeil,P.
L.,and R.A.Steinhardt(2003)Ann.Rev.Cell Dev.Biol.19,697)。
【０２０３】
　ＶＨ４－３４でコードされるｍＡｂ２１６が細胞を損傷し、その結果急速な修復と再密
封反応を惹起しているかどうかテストするために、ｍＡｂ２１６で処理されたヒトＢ細胞
株を用いて、リソソーム特異的タンパク質Ｌａｍｐ－１の素早い細胞表面への出現に関す
る測定がなされた。
【０２０４】
　《細胞及び試薬》
　ヒト前駆Ｂ細胞株Ｎａｌｍ－６(Hurwitz,R.,et al.(1979)Int.J.Cancer 23,174)、Reh(
Rosenfield,C.,A.et al.(1977)Nature 267,841)、及び成熟Ｂ細胞株ＯＣＩ－Ｌｙ８(Twee
ddale,M.E.,et al.(1987)Blood 69,1307)は、熱不活化１０％ＦＣＳを含むイスコブ（Ｉ
ｓｃｏｖｅ’ｓ）培地で、対数増殖期の状態で維持した。Ｂ細胞株はＡＴＣＣより得た。
ＶＨ４－３４でコードされるｍＡｂｓ、ｍＡｂ２１６(Bhat,N.M.,et al.(1993)J.Immunol
.151,5011)、Ｚ２Ｄ２(Bhat,N.M.,et al.(2000)Scand.J.Immunol.51,134)、及びＹ２Ｋ、
並びにイソタイプが同じコントロール用のｍＡｂ、ＶＨ３ファミリーのメンバー由来のＭ
Ｓ２Ｂ６（Glasky,M.S.,et al.(1992)Hum.Antibod.Hybridomas 3,114)は、実験室で製造
し、血清を含まないハイブリドーマの培養上清から水とともに２回沈澱させて精製した。
ＭＡｂｓは、必要な時にはセントリプレプ濃縮器（アミコン、ダンサーズ、ＭＡ）で濃縮
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した。ＩｇＭｍＡｂｓの純度はポリアクリルアミド・ゲル電気泳動でチェックしたところ
、９０から９５％純粋であった。精製ＩｇＭｓの濃度はヒトＩｇＭを標準に用いたサンド
イッチＥＬＩＳＡにより決定した（カタログ＃３１１４６、ピアス・バイオケミカルズ、
ロックフォード、ＩＬ）。ＭＳ２Ｂ６に加えて、ピアスＩｇＭもまたイソタイプのコント
ロールとして用いた。全てのｍＡｂｓは濾過滅菌し、アジ化ナトリウムを含んでいなかっ
た。
【０２０５】
　《ＰＩ染色及び前方散乱による細胞生存率の測定》
　原形質膜の保全は、細胞がヨウ化プロピジウム（ＰＩ、シグマ、セントルイス、ＭＯ）
を排除する能力で評価した。ＰＩ取り込みのレベルは、スタンフォードのファックス施設
にあるバーサタームプロ（ＶｅｒｓａｔｅｒｍＰｒｏ）及びフロージョーのソフトウエア
と連動させたファックスキャン（ベクトン・ディッキンソン、サンゼノ、ＣＡ）によるフ
ロー・サイトメトリーで定量した。前方散乱シグナルによる測定で、正常の大きさを有し
ＰＩ陰性の細胞は、生細胞と考えた。
【０２０６】
　簡単に述べると、細胞はそれぞれの実験で特定されたように処理され、３％ＦＣＳ及び
１０μｇｓ／ｍｌのＰＩを含むＰＢＳに再度浮遊させた。Ｃａを含まない培地で毒性を評
価した実験では、細胞は１０μｇｓ／ｍｌＰＩを加えた、カルシウム含の又は不含の適切
な培地に浮遊させた。以前に行われた実験では、ｍＡｂ２１６を介する毒性は低温で際立
っていることが示されているので(Bhat,N.M.,et al.(1996)Clin.Exp.Immunol.105,183)、
全ての培地及び細胞を３７℃に維持し、遠心は室温で行うように注意した。
【０２０７】
　《ＡＴＰの消耗及び放出測定》
　細胞内及び放出されたＡＴＰを、生体発光測定キット（カタログ＃Ａ－２２０６６、モ
レキュラー・プローブズ）を用い、製造業者の使用説明書に従い、測定した。１ｎＭから
１μＭの範囲の、標準のＡＴＰ希釈が陽性コントロールとしてテストされた。細胞は、そ
れぞれの実験で特定された異なる培地中で、種々の濃度のｍＡｂ２１６に曝された。１０
μｌの反応上清を９０μｌの、ＤＴＴ、ルシフェリン及びルシフェラーゼを含む標準反応
溶液に加えた。補基質としてのＡＴＰ存在下での発光は、直ちにマイクロウイン２０００
、バージョン４．２ソフトウエア（マイクロテック・ラボルシステメ（Ｍｉｋｒｏｔｅｋ
　Ｌａｂｏｒｓｙｓｔｅｍｅ，Ｇｍｂｈ）と連動させた照度計（ルミマーク・マイクロプ
レート・リーダー、バイオラド）で測定された。この測定によりフェムトモラーの量のＡ
ＴＰを検出できる。細胞内ＡＴＰ含有量を測定するためには、細胞を１％ＮＰ－４０を用
いて１０分間室温にて溶解させ、１０μｌの溶解物を前記の試験にかけた。
【０２０８】
　《Ｌａｍｐ－１の発現試験》
　表面Ｌａｍｐ－１の発現は落射蛍光、フロー・サイトメトリー及び共焦点顕微鏡法で調
べた。ヒトＬａｍｐ－１の内腔側エピトープに対する抗体（ＣＤ１０７ａ，ｃｌｏｎｅ　
Ｈ４Ａ３）及びＬａｍｐ－１のイソタイプコントロールであるマウスＩｇＧ１ｋはＢＤ－
ファーミンジェンから得た。両方の抗体は、ＦＩＴＣ結合ヤギＦ（ａｂ）２の抗マウスＩ
ｇＧ二次抗体（ピアス・バイオケミカルズ）で検出した。細胞（５Ｘ１０５）は、それぞ
れの実験において特定の時間３７℃で、種々の濃度のｍＡｂ２１６又はヒトＩｇＭコント
ロール（ｍＡｂ　ＭＳ２Ｂ６又はピアスＩｇＭ）に曝した。次いで、細胞は予め温めてお
いた２％パラホルムアルデヒドで、室温にて２０分間固定し、予め温めておいた培地で洗
い、そして抗Ｌａｍｐ－１又はイソタイプコントロールで１５分間染色した。次いで、細
胞は二回染色用溶液（３％ＦＣＳを含むＰＢＳ及び０．２％アジ化ナトリウム）で洗い、
抗Ｌａｍｐ－１に対する二次抗体と更に１５分間インキュベーションした。二回洗浄後、
細胞は染色用溶液に再度浮遊させ、フロー・サイトメトリー、蛍光抗体法又は共焦点顕微
鏡法で調べた。
【０２０９】
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　共焦点顕微鏡法による画像作成はスタンフォード細胞科学画像施設において、マルチプ
ローブ２０１０レーザー共焦点顕微鏡（モレキュラー・ダイナミクス、サニーベール、Ｃ
Ａ）を用いて行った。マルチプローブは、４８８、５６８及び６４７の励起線のＡｒ／Ｋ
ｒの混合ガスレーザーを使用し、ニコン・ダイアフォト２００倒立顕微鏡に設置されてい
る。４８８ｎｍの励起波長による放射光は５１０ＬＰビームスプリッターを通過し、５１
０長のパスフィルタで集められた。ニコン６０Ｘ（ＮＡ１．４）プラナポ対物レンズを使
用した。落射蛍光画像は、ソフトウエアＡｘｉｏｖｉｓｉｏｎ３．１ソフトウェア（カー
ル・ツァイス）と連動させたＡｘｉｏＣａｍ　ＨＲｃカメラ（カール・ツァイス）及びＯ
ｐｔｉ－Ｑｕｉｐ電源装置（モデル１２００、ハイランド・ミルズ、ニューヨーク）を装
備したＡｘｉｏｐｌａｎ２顕微鏡（カール・ツァイス社、ＧｍｂＨ）で観察した。フロー
・サイトメトリーはファックスキャンでおこなった。
【０２１０】
　《結果と結論》
　非処理細胞のＬａｍｐ－１の発現は、５％という低値から５０％まで、実験ごとに変動
した。この変動は、Ｂ細胞株の標準操作で生じる。基礎レベルのｌａｍｐ－１発現が５０
％であった実験では、イソタイプのコントロールで処理した細胞では５０％陽性にとどま
っていたが、ｍＡｂ２１６処理細胞では１００％がＬａｍｐ－１陽性であった。細胞株の
Ｌａｍｐ－１による染色は、再現性を確保するために５回繰り返した。結果は、Ｌａｍｐ
－１発現の基礎ラインが５％であった実験で検討した。
【０２１１】
　ｍＡｂ２１６に１分間曝されたＮａｌｍ－６細胞は、Ｌａｍｐ－１染色の劇的な増加を
示したが、イソタイプコントロールに曝された細胞又は非処理の細胞はｌａｍｐ－１発現
の増加を示さなかった。また、Ｌａｍｐ－１発現はファックス及び落射蛍光（データは示
さない）により、他のＢ細胞株、ＯＣＩ－Ｌｙ８（成熟Ｂ）及びＲｅｈ、でも観察された
。細胞膜の保全はそれぞれのサンプルについて同時にＰＩの取り込みでも評価した。細胞
は２１６に暴露後１分間ではＰＩ陰性であった。
【０２１２】
　また、Ｌａｍｐ－１染色及びＰＩ取り込みはｍＡｂ２１６暴露後異なる時点で測定され
た。Ｌａｍｐ－１の露出は、Ａｂに曝した後３０秒で観察される強い染色を伴う速い事象
であり、それは次の５分間の間に次第に低減した（図５Ａ）。細胞はこの期間の間はＰＩ
陰性にとどまった。ｍＡｂ２１６に暴露後約５分間でＰＩの取り込みが認められ、２０分
間までに細胞の１０－２５％が、ＰＩの取り込みで示されるように、膜透過性を示した。
【０２１３】
　また、ＡＴＰの放出で測定した膜破裂も類似の経過を示した。図５Ｂに示すように、Ｌ
ａｍｐ－１が細胞膜上で検出される時点である２分間では、ＡＴＰは上清には検出されな
かった。しかし、１５分間及び１時間ではＡＴＰの放出が増加し、再密封不能な膜損傷の
発生が示唆された。ｍＡｂ２１６処理後２及び２４時間では、測定されたＡＴＰの減少が
認められ、これは細胞の融解及び壊死により放出されたＡＴＰが分解されたためであろう
。細胞沈殿物のＡＴＰ含量を測定した結果、生物発光測定が細胞増殖及び細胞毒性の尺度
になることがわかった。ｍＡｂ２１６の細胞毒性効果は暴露後１時間で顕著であった。
【０２１４】
　これらの結果は、ｍＡｂ２１６を介する膜損傷は、機械的又は物理的損傷からの細胞生
存率の回復と同じメカニズムにより修復されることを示し、ｍＡｂ２１６処理により任意
の他の大きな膜破裂と類似の細胞損傷事象がもたらされることを示している。これまでは
、抗体による細胞損傷は観察されていなかった。ｍＡｂ２１６による膜損傷は、内側の膜
が脂質二重膜に素早く追加される時点で最初は再密封されるが、続けて更にｍＡｂ２１６
に曝されると、再密封の試みは失敗し、膜はＰＩ及びＡＴＰの両方に対して透過性になる
。ｍＡｂ２１６に加えて、他のＶＨ４－３４でコードされる抗Ｂ－細胞ＩｇＭのｍＡｂｓ
は、類似の膜損傷を媒介し、類似のリポソームによる再密封反応を惹起する。
【０２１５】
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　実施例２
《ｍＡｂ２１６誘導による膜損傷の修復は機能性アクチンに依存する》
　ＭｃＮｅｉｌ，Ｐ．（（２００２）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ.１１５，８７３）及び他で
議論されているように、膜損傷の修復はアクチンに依存する過程を含む。ｍＡｂ２１６に
より誘導される膜損傷の修復がアクチンに依存する修復メカニズムを利用しているかどう
か試験するために、細胞はアクチンの重合に影響を与える薬剤で処理され、ｍＡｂ２１６
で誘導された膜損傷の修復に対する効果が評価された。細胞は、アクチンの重合に対して
逆の効果をもたらす二つの薬剤、サイトカラシン又はジャスプラキノリド、で処理された
。サイトカラシンはアクチンを脱重合させて単体にするが、一方、海綿より得られる円形
ペプチドであるジャスプラキノリドは、アクチンを線維性の形態のままに固定化する。両
方の処理共に、アクチンに基づく細胞骨格の活性を妨害する。
【０２１６】
　《方法：》
　サイトカラシンはシグマより得、そしてジャスプラキノリドはモレキュラー・プローブ
より得た（ユージン、ＯＲ）。カスパーゼ阻害剤、Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＣＨＯ及びＡｃ－Ｄ
ＥＶＤ－ＣＨＯは、ファーミンジェン（サン・ジェゴ、ＣＡ）より得た。Ｎａｌｍ－６細
胞（１Ｘ１０６細胞／ｍｌ）は、ｍＡｂ２１６処理に先立ち、ジャスプラキノリド（３μ
ｇｓ／ｍｌ）、サイトカラシン（５μｇｓ／ｍｌ）、又はカスパーゼ阻害剤（１０μＭ）
で２時間、３７℃で処理した。同等の量のＤＭＳＯで処理されたコントロールのサンプル
は並行して設定した。次いで、細胞を２５μｇのｍＡｂ２１６又はコントロールのＡｂに
曝し、フロー・サイトメトリーで分析した。
【０２１７】
　《結果：》
　サイトカラシン又はジャスプラキノリド、並びにｍＡｂ２１６で処理された細胞は、生
存率（生存細胞のパーセント）の減少、従って、ｍＡｂ２１６に対する感受性の増加を示
し、これは、相乗的効果を示すとともに、復過程に機能的アクチンの修関与が必要である
ことを示した。サイトカラシン又はジャスプラキノリド、並びにコントロール抗体で処理
された細胞は、生存率の減少を示さなかった。図６Ｂに、一つの代表的実験のデータを示
す。同様な結果は、他の３回の実験でも得られた。
【０２１８】
　細胞をカスパーゼ阻害剤、Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＣＨＯ及びＡｃ－ＤＥＶＤ－ＣＨＯと一緒
にインキュベーションしたところ、細胞生存率を変化させず、細胞死のメカニズムはアポ
トーシスによるものでないことが示された。
【０２１９】
　更に、これらの結果は、抗体の暴露による抗体誘導細胞膜損傷のメカニズムを支持する
。
【０２２０】
　実施例３
　《ｍＡｂ２１６誘導膜損傷の修復はカルシウム依存性である》
　リソソームのエクソサイトーシスはカルシウム依存性の現象であることが知られている
ので（Ｍｉｙａｋｅ，Ｋ．，ａｎｄ　Ｐ.Ｌ.ＭｃＮｅｉｌ（１９９５）Ｊ.Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌ.１３１，１７３７；Ｂｉ，Ｇ.Ｑ．，ｅｔ　ａｌ.（１９９５）Ｊ.Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｌ.１３１，１７４７）、ｍＡｂ２１６による膜損傷及び損傷の修復を、カルシウム不
含及び正常のカルシウムの条件下でテストした。５０、２５及び１２．５ｎｇ／ｍｌの濃
度の、ＶＨ４－３４でコードされるｍＡｂｓ及びｍＡｂ２１６の二つ、並びに５０ｎｇ／
ｍｌのＹ２Ｋで処理された時の、Ｎａｌｍ－６細胞の細胞生存率を、カルシウム含及び不
含培地でテストした。図６Ａに示すように、細胞生存率はカルシウム非存在下では有意に
減少し、損傷の修復にはカルシウムが必要なことが示された。コントロール抗体で処理さ
れても、また抗体処理無しでも、細胞は、カルシウム存在下と非存在下のいずれの場合に
も、細胞生存率に何らの変化も受けなかった。また、他のＢ細胞株、ＯＣＩ－Ｌｙ８及び
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Ｒｅｈも似たようなカルシウム非存在下の条件での細胞毒性の増加を示した（データは示
さない）。
【０２２１】
　実施例４
　《ｍＡｂ２１６誘導膜損傷の修復は機能性ゴルジに依存性である》
　ブレフェルジンＡ（ＢＦＡ）処理は、ゴルジに結合した外皮タンパク質の放出、ゴルジ
膜の小胞体への再分布、及びゴルジ体からの分泌の遮断をもたらすことが知られている（
Ｋｌａｕｓｎｅｒ，Ｒ.Ｄ．，（１９９２）Ｊ.Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ.１１６，１０７１）
。新たなリソソーム形成は、ＢＦＡ処理細胞ではなされることはなく、従って、それが損
傷修復に必要性かどうかをテストするための条件を提供する。従って、新たに形成された
リソソームによるｍＡｂ２１６処理細胞膜の損傷修復を助ける能力を、細胞をＢＦＡ処理
することでテストした。
【０２２２】
　《方法：》
　ブレフェルジンＡはシグマから得た。Ｎａｌｍ－６細胞（１Ｘ１０６細胞／ｍｌ）は、
ｍＡｂ２１６処理に先立ってＢＦＡ（２５μｇ／ｍｌ）で２時間、３７℃で処理した。同
等の量のＤＭＳＯで処理したコントロールサンプルは並行して設定した。次いで、細胞を
２５μｇのｍＡｂ２１６又はコントロールのＡｂに曝し、フロー・サイトメトリーで分析
した。
【０２２３】
　《結果：》
　図６Ｂに示すように、細胞生存率（生存細胞のパーセント）はＢＦＡ及びｍＡｂ２１６
の併用により減少し、生存率に対する相乗効果が示された。ＢＦＡは、コントロール抗体
で処理された細胞の生存率には効果を示さなかった。この結果は、膜修復はＢＦＡにより
遮断されることを示し、新たに生成されたリソソームは、膜修復及び引き続くｍＡｂ２１
６損傷Ｂ細胞株の生存と保全に必要であることが示唆された。更に、この結果は、ｍＡｂ
２１６はＢ細胞に膜損傷を引き起こすこと、及び細胞はリソソームと原形質膜の融合を利
用して損傷を貼り合わせようと試みること、を確認するものである。追加のリソソームの
生成がＢＦＡにより阻害されると、修復過程は細胞生存率を適切に維持するのに役立たな
くなるであろう。
【０２２４】
　実施例５
《ビンクリスチンとの相乗的Ｂ細胞の殺作用》
　ｍＡｂ２１６が化学療法剤、特にビンクリスチン、と併用されるとき、殺細胞活性の亢
進が、Ｂ細胞株に対する細胞毒性測定で示された。異なる遺伝子型及び表現型の、ＡＬＬ
芽細胞由来の三つの細胞株、Ｎａｌｍ６、ＲＥＨ及びＳＵＰＢ１５は、ｍＡｂ２１６のみ
と、又はビンクリスチン（ＶＣＲ）との併用で、４８時間３７℃でインキュベートされた
。
【０２２５】
　図４及び下記の表１に示すように、これらの結果は、ビンクリスチンの低濃度（０．２
ｎｇ／ｍｌ）では、ビンクリスチン単独処理による細胞死は生じないことを示す。しかし
、ビンクリスチンがｍＡｂ２１６と併用された時には、Ｂ細胞の細胞死のパーセンテージ
は２倍以上であり、相乗作用が示された。ｍＡｂ２１６のＢ前駆リンパ芽球に対する細胞
毒性により、単独、及び化学療法との併用により、この抗体が小児ＡＬＬの免疫療法の研
究の対象となるさらなる有望な薬剤となった。
【０２２６】
　実施例６
《化学療法剤によるＢ細胞株に対するｍＡＢ２１６細胞毒性の亢進》
　単剤の化学療法剤との併用によるｍＡｂ２１６のｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞毒性がテストさ
れた。異なる遺伝子型及び表現型の、ＡＬＬ芽細胞由来の三つの細胞株、Ｎａｌｍ６、Ｒ



(39) JP 2008-519030 A 2008.6.5

10

20

30

40

50

ＥＨ及びＳＵＰＢ１５は、ｍＡｂ２１６のみと、又はビンクリスチン（ＶＣＲ）、ダウノ
ルビシン（ＤＮＲ）、又はＬ－アスパラギナーゼ（ＡＳＰＲ）と併用でインキュベーショ
ンされた。全ての化学療法剤はｍＡｂ２１６と併用した場合に、化学療法剤単剤又はｍＡ
ｂ２１６単独の場合より強い細胞毒性をもたらした。しかし、ビンクリスチンとｍＡｂ２
１６の併用が最も効果的であり、ビンクリスチン又はｍＡｂ２１６の単独による殺細胞活
性に比較し、相乗的な細胞毒性をもたらした。この結果は下記の表１に示す。これらの結
果は、化学療法剤存在下におけるｍＡｂ２１６の亢進された細胞毒性を示し、その理由の
少なくとも一部は、ｍＡｂ２１６処理によりＢ細胞の透過性が増し、その結果本来透過性
でない化学療法剤のＢ細胞への透過を可能にしたことである。
【表１】

【０２２７】
　実施例７
《Ｂリンパ球上のｍＡｂ２１６レセプターの密度》
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　ｍＡｂ２１６に結合するＢ細胞上の表面レセプターの密度は、以下に簡単に述べる標準
的な方法で決定された。前駆Ｂ細胞株Ｎａｌｍ－６及びヒト脾臓Ｂリンパ球が使用された
。簡単に述べると、ＭＡｂ２１６にフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ、モレ
キュラー・プローブズ社）を結合させ、純粋な結合抗体の２８０ｎｍ及び４９２ｎｍにお
ける吸光度を、タンパク質に対する蛍光色素分子の割合（Ｆ／Ｐ）を決めるために測定し
た。２１６の分子当たりのＦＩＴＣの量は標準的な公式を用いて算出した。
【０２２８】
　細胞は、濃度を段階的に上げた結合抗体とインキュベーションし、標識された細胞はフ
ロー・サイトメトリーで分析した。飽和するのに必要な抗体量は記録された。蛍光色素／
タンパク質（Ｆ／Ｐ）の割合を用いて、細胞表面上のレセプター分子を計算した：Ｎａｌ
ｍ－６細胞は、レセプターを細胞当たり約２ｘ１０６レセプターの密度で発現し、脾臓Ｂ
細胞はレセプターを細胞表面に細胞当たり約１．３４ｘ１０６レセプターの密度で発現し
ていることが見出された。これらの密度はＴ細胞上のＣＤ８の発現で観察された密度と類
似している。Ｎａｌｍ－６細胞株の細胞は約１倍半脾臓Ｂ細胞より大きい。
《文献》
１.　Ｓｉｉｍａｎ，Ｏ　ａｎｄ　Ｂｕｒｓｈｔｅｙｎ，Ａ.（２０００）“Ｃｅｌｌ　ｓ
ｕｒｆａｃｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｃｏｎ
ｓｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｅｎｕｍｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｓｉｔｅｓ
　ｆｏｒ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，”　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　４
０（４），３１６－２６．
２.　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｒｍｒ．ｃｏｍ／ａｂｃｏｎ／ＦＩＴＣ．ｈｔｍｌ.　Ｆ
ＩＴＣ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．
３.　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｙｔｏ．ｐｕｒｄｕｅ．ｅｄｕ／ｈｍａｒｃｈｉｖ／１
９９５／０９７９．ｈｔｍ.　Ａｎｔｉｇｅｎ　ｄｅｎｓｉｔｙ．
４.　ｈｔｔｐ：／／ｉａｃｆ．ｂｓｄ．ｕｃｈｉｃａｇｏ．ｅｄｕ／ＦｌｏｗＨｏｍｅ
／Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ／ａｂｃｏｎｊｕｇａｔｅ．ｈｔｍ.　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｎ
ｊｕｇａｔｉｏｎ．
【０２２９】
　実施例８
《ｍＡｂ２１６に対するエピトープ細胞骨格と結合している》
　細胞表面レセプターは、特異的なリガンドと結合した、レクチンにより架橋した、又は
結合しない状態でも、細胞骨格構造と結合した状態でとどまることができる。レセプター
と細胞骨格の結合は、非イオン性合成洗剤ＮＰ－４０により可溶化されずに、不溶性の細
胞骨格マトリクスと結合して残っているレセプターの割合を測定することで調べることが
できる。Ｂ細胞のＣＤＩＭエピトープが細胞骨格と結合しているかどうか決めるために、
不溶性の細胞骨格と結合したｍＡｂの共局在性を、下記に示すように、蛍光及び放射性標
識した抗体を使用して調べた。
【０２３０】
　《方法：》
　Ｎａｌｍ－６細胞は、ビオチン化したｍＡｂ２１６、又はＦＩＴＣ結合抗ＣＤ７１又は
ＦＩＴＣ結合抗ＣＤ１９抗体を用い、４℃で標識した。ＦＩＴＣ標識細胞は２度洗浄し、
そして０．５％ＮＰ－４０を含む抽出用緩衝液に再度浮遊させた。ビオチン化したｍＡｂ
２１６で標識した細胞は、２度洗浄し、次いでアビジン－ＦＩＴＣで染色し、再度洗浄し
、そして０．５％ＮＰ－４０を含む抽出用緩衝液に再度浮遊させた。ＮＰ－４０処理によ
り、細胞から合成洗剤に可溶性の膜タンパク質を除去し、その結果跡に細胞骨格及び無傷
の核が残る。この無傷な裸の細胞はＦＡＣＳ又は蛍光顕微鏡法で解析された。
【０２３１】
　放射性同位体１２５Ｉと直接結合したＭＡｂ２１６は前駆Ｂ細胞株Ｎａｌｍ－６（１ｘ
１０６細胞）と１５分間、４℃でインキュベーションした。繰り返し洗浄した後に、細胞
は機械的に均質化するか、膜タンパク質を０．５％ＮＰ－４０を用いて可溶化した。次い
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でこの物質は６０００ｘｇで１５分間遠心し、そして１２５Ｉ－ｍＡｂ２１６の分布を、
沈殿物（主に核と細胞骨格よりなる）及び上清（細胞膜及び細胞質よりなる）で調べた。
【０２３２】
　《結果：》
　Ｎａｌｍ－６細胞上で膜抗原ＣＤ７１及びＣＤ１９と結合しているＦＩＴＣ結合抗体で
ある蛍光抗体は、ＮＰ－４０緩衝液に曝した後には消去された。しかし、Ｂ細胞リガンド
に結合しているｍＡｂ２１６の蛍光強度は、合成洗剤により変化しなかった。
【０２３３】
　加えて、１２５Ｉ－ｍＡｂ２１６（８０－８５％）の大部分は、沈殿後には、核／細胞
骨格分画に結合していることが見出された。大部分の膜結合タンパク質が含まれることが
知られている細胞質分画には、ｍＡｂ２１６は殆ど見いだされなかった。
【０２３４】
　これらのデータは、抗ＣＤＩＭ抗体、ｍＡｂ２１６、はＢ細胞の骨格に結合しているエ
ピトープに結合していることを示す。
【０２３５】
　実施例９
《ｍＡｂ２１６の細胞毒性は架橋により増強される》
　Ｎａｌｍ－６細胞に対するｍＡｂ２１６のｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞毒性は、存在するｍＡ
ｂ２１６の量に応じたＰＩ染色及び生存率の値（生存細胞のパーセント）を用いて、評価
した。５０％及び８０％の生存率を架橋剤（二次ｍＡｂ、すなわち、抗ヒトラムダ）の存
在下及び非存在下で達成するのに必要なｍＡｂ２１６の量は、表１に示され、細胞へのＰ
Ｉの進入を指標にして決めた、求める細胞毒性のレベルを達成するために必要な抗体は、
ナノグラムで表示された。
【０２３６】
　また、これらの結果は、架橋剤、ここではＩｇＭに結合する二次抗体、の添加によって
細胞生存率が影響されることを示す。以下に示すように、架橋剤の添加は、ｍＡｂ２１６
の細胞毒性を増強し、その結果架橋抗体存在下では、例えば僅か半分の量の抗体が２０％
の細胞死（８０％生存率）を達成するのに、そしてわずか６０％の量の抗体が５０％の細
胞死（５０％生存率）を達成するのに必要とされるに過ぎない。架橋剤は抗体・細胞表面
レセプター複合体に堅固さを追加し、その結果として細胞損傷及び／又は死を促進するよ
うに見える。
【表２】

【０２３７】
　実施例１０
《ｍＡｂ２１６の細胞毒性は架橋で亢進されるが、リツキサンの細胞毒性は架橋で亢進さ
れない》
　ｍＡｂ２１６及びＣ２Ｂ８（ＲＩＴＵＸＡＮ（商標））のＯＣＩ－Ｌｙ８細胞に対する
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞毒性は、ｍＡｂ２１６及びＣ２Ｂ８で処理した細胞のＰＩ染色及び
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生存率値（生細胞のパーセント）で評価した。ＯＣＩ－Ｌｙ８細胞（５ｘ１０５細胞／ｍ
ｌ）は、一夜３７℃で、補体及びエフェクター細胞の非存在下で、１５μｇのそれぞれの
抗体で処理した。二次抗体（５μｇ）は、適切なサンプル（抗ＩｇＧ及び抗ＩｇＭ）に加
えた。細胞を洗浄し、ＰＩを含む染色溶液に再度浮遊させ、そしてファクスキャンで分析
した。細胞は常時３７℃で維持した。
【０２３８】
　《結果》
　それぞれのサンプルの生細胞（ＰＩ陰性）は図７に示す。図７に示すように、抗体非処
理（コントロール）及び抗Ｃ２Ｂ８、抗ＩｇＧ、抗ＩｇＭ、及びＣ２Ｂ８＋抗ＩｇＧで処
理した細胞の生存率は類似しており、このことによりこれらのいずれの処理も、補体及び
エフェクター細胞の非存在下では有意な細胞毒性を生じないことが示された。二次抗体無
しにＭＡｂ２１６で処理すると、生存率は約６５％であった。二次抗体が存在すると、ｍ
Ａｂ２１６＋抗ＩｇＭの併用では生存率は僅か約２０％であった。
【０２３９】
　これらの結果は、超架橋剤である抗ＩｇＭの存在で生じる追加の架橋による、有意なｍ
Ａｂ２１６による細胞毒性の増強を示した（五量体構造をとるために抗原の架橋能力を有
するＩｇＭ）。
【０２４０】
　実施例１１
《脾臓Ｂ細胞及びＢ細胞株に対するｍＡｂ２１６の用量依存的細胞毒性》
　Ｎａｌｍ－６細胞又は脾臓Ｂ細胞（５ｘ１０５細胞／ｍｌ）の細胞浮遊液での抗体の滴
定は、Ｂ細胞に対するｍＡｂの細胞毒性が用量依存的であることを示めした。図８に示す
ように、ＦＩＴＣ結合抗体の量が増すにつれて、抗体により全ての細胞レセプター部位が
飽和するまで、ファクスキャンにより検出される蛍光量は急速に増加した。両方の細胞タ
イプの結合曲線は類似して見え、ほぼ類似した抗体量での飽和を示した。しかし、ｍＡｂ
濃度に対する細胞生存率の依存性は細胞タイプにより有意に変化した。例えば、約５μｇ
／ｍｌの抗体においては、脾臓Ｂ細胞では約６５％の生存率を示した。これに対して、Ｎ
ａｌｍ－６細胞は同じ抗体濃度で、僅か約４２％の生存率を示したに過ぎなかった。この
抗体量は、Ｎａｌｍ－６細胞上の少なくとも３倍過剰の全ＣＤＩＭエピトープに供給する
のに十分であり、脾臓Ｂ細胞についてはその５倍過剰を供給するのに十分である。約１０
μｇ／ｍｌの抗体においては、脾臓Ｂ細胞は約４８％の生存率を示したが、一方、Ｎａｌ
ｍ－６細胞は僅か約３０％の生存率を示したに過ぎなかった。従って、Ｂ細胞株は、成熟
Ｂリンパ球に比較して、ＣＤＩＭ結合抗体による殺活性に対する強い感受性を示し、この
ことは、新生物のＢ細胞は成熟Ｂ細胞に比較してｍＡｂ２１６による殺活性により感受性
があることを示唆している。
【０２４１】
　実施例１２
《臨床試験でのＡＬＬ患者に対するｍＡｂ２１６の効果》
　このヒトｍＡｂ２１６の第Ｉ相増量試験は、再発性又は難治性前駆Ｂ細胞ＡＬＬの成人
患者で、予備試験的にｍＡｂ２１６の抗腫瘍活性を第Ｉ相試験の範囲内で明らかにするた
め、そして、再発性又は難治性ＡＬＬ患者でのｍＡｂ２１６の生物学的活性を評価するた
めに、施行された。患者は以前に複数回多剤療法プログラムの一環としてビンクリスチン
の治療を受けたが、しかし、ビンクリスチン治療に対して難治性になった、すなわち、ビ
ンクリスチン治療が白血病性芽球を減らす効果を示さなくなった。
【０２４２】
　《抗体投与：０日目及び７日目》
　最初に使用したｍＡｂ２１６の輸液の初期の投与速度は、最初の半時間は２５ｍｇ／時
間であった。もしも、毒性や輸液に関連した事象が起こらなかった時には、投与速度（２
５ｍｇ／時間の割合で、３０分間ごとに増量）を、最大２００ｍｇ／時間まで高め、総投
与量は１．２５ｍｇ／ｋｇとした。
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【０２４３】
　《疾病の評価と薬物動態》
　二度目の抗体の輸液に先立ち、治療に対する初期の反応は７日目に観察した。患者はビ
ンクリスチンとの併用で二度目の抗体量を摂取した。
【０２４４】
　《化学療法》
　ビンクリスチンは、抗体開始投与量＃２に先立ち７日目に、１．５ｍｇ／ｍ２／ＩＶＰ
用量の投与量で与えられた。
【０２４５】
　《結果》
　ｍＡｂ２１６のみの治療を受けた患者は、抗体の輸液後にＷＢＣの減少を示した。次い
でビンクリスチン及びｍＡｂ２１６の併用治療を受けた患者は、更に劇的なＷＢＣの減少
を示した。これらのデータはグラフで図９Ａ及び９Ｂに示した。矢印は、ビンクリスチン
と共に、又はビンクリスチン無しでｍＡｂ２１６を投与した日にちを示す。
【０２４６】
　患者２は、末梢血及び骨髄で９０－９５％の芽球と、ＷＢＣ数の上昇を示した。１．２
５ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ２１６のみによる治療では、７日目に一時的なＷＢＣ数の減少を示
したが、ＷＢＣ数は再び上昇しμＬ当たり１０５ＷＢＣを超えた。１．２５ｍｇ／ｋｇの
ｍＡｂ２１６を１．５ｍｇ／ｍ２／ＩＶＰ用量のビンクリスチンとの併用で治療したとこ
ろ、劇的なＷＢＣの減少をもたらした。結果は図９Ａに示す。
【０２４７】
　患者３は、末梢血及び骨髄で９０－９８％の芽球と、約４０，０００ＷＢＣ／μＬのＷ
ＢＣ数を示した。１．２５ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ２１６のみによる治療では、７日目に一時
的なＷＢＣ数の減少を示したが、ＷＢＣ数は再び上昇した。１．２５ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ
２１６を１．５ｍｇ／ｍ２／ＩＶＰ用量のビンクリスチンとの併用で治療したところ、や
はり劇的なＷＢＣの減少をもたらした。結果は図９Ｂに示す。
【０２４８】
　これらの結果は、化学療法とｍＡｂ２１６との併用は驚くべき、そして相乗的効果を、
ＡＬＬに罹患している患者にもたらすことを示す。致死濃度以下の抗体であっても、ｍＡ
ｂ２１６処理により、ＷＢＣは化学療法剤に対する処理に対してより感受性を高め、その
結果追加の化学療法剤による治療効果が亢進されることが示された。
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提供了用于诱导细胞膜损伤，细胞渗透性和细胞杀伤的组合物和方法。
该组合物包含多价试剂，该多价试剂结合在细胞表面高度表达的细胞表
面抗原。优选地，细胞表面抗原与细胞的细胞骨架结合。优选地，多价
试剂是IgM，并且添加交联剂增加细胞损伤和细胞杀伤。在体内亚致死浓
度下，导致细胞损伤的抗体使细胞透化并显着增加对化学治疗剂的反
应，甚至在对该化学治疗剂有抗性的患者中也是如此。


