
(57)【要約】
この発明は、癌、特に転移癌の治療、管理、または予防のために設計した方法および組成
物に関する。一実施形態では、この発明の方法は、 EphA2と結合し EphA2に作用し、それに
よって EphA2リン酸化を増大し EphA2レベルを低下させる、有効量の抗体の投与を含む。他
の実施形態では、この発明の方法は、 EphA2と結合し、癌細胞の軟寒天中でのコロニー形
成を阻害し、三次元基底膜または細胞外マトリックス調製物中での管状ネットワーク形成
を阻害し、非癌細胞ではなく癌細胞上で露出した EphA2エピトープと優先的に結合し、か
つ /または Ko f fが低く、それによって腫瘍細胞増殖および /または転移を阻害する、有効量
の抗体の投与を含む。この発明はまた、 1種もしくは複数のこの発明の EphA2抗体を単独で
または 1種もしくは複数の癌治療に有用な他の薬剤と組み合わせて含む医薬組成物を提供
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 に 、 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗
体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o
f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 で あ る EphA2抗 体 を 治 療 有 効 量 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 投 与 が 、 未 治 療 癌 細 胞 に お け る EphA2リ ン 酸 化 の レ ベ ル に 比 し て 癌 細 胞 に お け る Eph
A2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 投 与 が 、 未 治 療 癌 細 胞 に お け る EphA2発 現 の レ ベ ル に 比 し て 癌 細 胞 に お け る EphA2発
現 を 低 減 さ せ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 あ る い は 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 阻 害 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 存 在 し て い る 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 基 底 膜 も し く は 細
胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 低 減 さ せ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 低 減 が 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は ネ ク ロ ー シ ス に よ っ て 起 こ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 細 胞 -細 胞 接 触 し て い な い 細 胞 で 発 現 し た 場 合 に EphA2と 結 合 す る 、
請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 そ の リ ガ ン ド と 安 定 に 相 互 作 用 す る こ と が で き な い EphA2と 結 合 す る
、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 そ の リ ガ ン ド と 結 合 し て い な い EphA2と 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 癌 が 上 皮 細 胞 起 源 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 癌 が 、 前 記 癌 細 胞 の 組 織 型 を 有 す る 非 癌 細 胞 に 比 し て EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を
含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 癌 が 、 皮 膚 、 肺 、 大 腸 、 乳 房 、 前 立 腺 、 膀 胱 ま た は 膵 臓 の 癌 で あ り 、 あ る い は 腎 細
胞 癌 ま た は 黒 色 腫 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 癌 が 転 移 癌 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152と EphA2結 合 に つ い て 競 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 化 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 ヒ ト 化 し た Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、
ま た は Eph099B-233.152で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 EphA2抗 体 で は な い 抗 癌 治 療 の 投 与 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 追 加 の 癌 治 療 が 、 化 学 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 免 疫 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法
、 お よ び 手 術 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 生 物 学 的 療 法 が 、 細 胞 -フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 結 合 ま た は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現 を 低 減
さ せ る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 治 療 有 効 量 の ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体
、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 で あ る EphA2抗 体 ;お よ び 製 薬 上 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152で あ る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が EphA2と の 結 合 に つ い て 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099
B-210.248、 ま た は Eph099B-233.152と 競 合 す る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 化 で あ る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 ヒ ト 化 し た Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、
ま た は Eph099B-233.152で あ る 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 EphA2抗 体 で は な い 抗 癌 剤 を 含 む 、 請 求 項 24の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 抗 癌 剤 が 、 化 学 療 法 薬 、 放 射 線 療 法 薬 、 ホ ル モ ン 治 療 薬 、 生 物 学 的 治 療 薬 、 ま た は
免 疫 治 療 薬 で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 そ の 結 合 が EphA2の 少 な く と も 1種 の 活 性 に 作 用 す る 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 EphA2の 活 性 が EphA2リ ン 酸 化 ま た は EphA2分 解 で あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 単 離 抗 体
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 そ の 結 合 が 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 す る 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 結 合 が 、 癌 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 阻 害 す る 、 請 求 項 35に 記 載 の 単 離 抗 体 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 結 合 が 、 癌 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 低 減 さ せ る 、 請 求 項 35に 記 載 の 単 離 抗 体
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 低 減 が 、 癌 細 胞 の ネ ク ロ ー シ ス ま た は ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求
項 37に 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 そ の 結 合 が 、 EphA2が 細 胞 -細 胞 接 触 し て い な い ま た は エ フ リ ン A1リ ガ ン ド と 結 合 し て い
な い 場 合 に の み 起 こ る 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 そ の 結 合 が 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f を 有 す る 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 K o f f 速 度 が 10 - 1 s - 1 未 満 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 33、 35、 39、 ま た は 40の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 で あ る 、 請 求 項 33、 35、 39、 ま た は 40の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 抗
体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 33、 35、 39、 ま た は 40の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 抗 体 が 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 33、 35、 39、 ま た は 40の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 抗
体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 誘 導 体 で は な い 抗 体 と 比 較 し た 場 合 に in vivo半 減 期 が 増 大 し て い る 、 請 求 項 45に 記 載
の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B210.248、 ま た は Eph099B-233.152で あ る
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 33、 35、 39、 40、 ま た は 47の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 系 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573、 ま た は PTA-4574を 有 す る ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ
ー ・ コ レ ク シ ョ ン に 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573、 ま た は PTA-4574を 有 す る ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ
ー ・ コ レ ク シ ョ ン に 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 5の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 重
鎖 を 含 む EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 配 列 番 号 17の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 21の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変
重 鎖 を 含 む 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR1;配 列 番 号 3の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR2;配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR3;配 列 番 号 6の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む VH CDR1;配 列 番 号 7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VH CDR2;お よ び 配 列 番 号 8の ア ミ ノ
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酸 配 列 を 含 む VH CDR3を 含 む EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 配 列 番 号 18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR1;配 列 番 号 19
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR2;配 列 番 号 20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VL CDR3;配 列 番 号 22の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VH CDR1;配 列 番 号 23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VH CDR2;お よ び 配 列 番 号 24の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む VH CDR3を 含 む EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 1種 ま た は 複 数 の CDRに あ る 1、 2、 3、 4、 ま た は 5つ の 変
異 を 有 す る 請 求 項 53ま た は 54に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 む 請 求 項 53ま た は
54に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 前 記 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に あ る 1、 2、 3、 4、 ま た は 5つ
の 変 異 を 有 す る 請 求 項 56に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 定 常 領 域 を 含 む 請 求 項 53ま た は 54に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 定 常 領 域 を 含 む 請 求 項 56に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 定 常 領 域 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 58に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 定 常 領 域 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 59に 記 載 の EphA2抗 体 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 請 求 項 53ま た は 54に 記 載 の EphA2抗 体 の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ま た は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 62の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 63の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)EphA2を 発 現 す る 細 胞 と 、 抗 体 -エ ピ ト ー プ 結 合 に 適 し た 条 件 下 で EphA2と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ ;お よ び
　 b)前 記 細 胞 中 の EphA2の ホ ス ホ チ ロ シ ン 含 有 量 を 決 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 前 記 抗 体 と 接 触 し て い な い EphA2発 現 細 胞 に 対 す る 前 記 細 胞 中 の EphA2の ホ ス ホ チ ロ シ ン
含 有 量 の 増 大 の 検 出 に よ り 、 前 記 抗 体 が EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)EphA2を 発 現 す る 細 胞 と 、 抗 体 -エ ピ ト ー プ 結 合 に 適 し た 条 件 下 で EphA2と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ ;お よ び
　 b)前 記 細 胞 中 の EphA2タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 前 記 抗 体 と 接 触 し て い な い EphA2発 現 細 胞 に 対 す る 前 記 細 胞 中 の EphA2タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル の 低 下 の 検 出 に よ り 、 前 記 抗 体 が EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 す る EphA2抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)軟 寒 天 ま た は 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で 培 養 し た EphA2を 発
現 す る 細 胞 と 、 抗 体 -エ ピ ト ー プ 結 合 に 適 し た 条 件 下 で EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と を
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接 触 さ せ ;お よ び
　 b)前 記 細 胞 の 軟 寒 天 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 前 記 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 能 力 を 決 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 前 記 抗 体 と 接 触 し て い な い EphA2発 現 細 胞 に 対 す る 前 記 細 胞 の コ ロ ニ ー ま た は 管 状 ネ ッ
ト ワ ー ク 形 成 能 力 の 低 減 の 検 出 に よ り 、 前 記 抗 体 が 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 す る EphA2抗 体 で
あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 癌 細 胞 表 現 型 を 有 す る 癌 細 胞 を 死 滅 さ せ る EphA2抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)軟 寒 天 中 で コ ロ ニ ー ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で 管 状
ネ ッ ト ワ ー ク を 形 成 し た EphA2を 発 現 す る 癌 細 胞 と 、 抗 体 -エ ピ ト ー プ 結 合 に 適 し た 条 件 下
で EphA2と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ ;お よ び
　 b)前 記 コ ロ ニ ー ま た は 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク の 低 減 を 決 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 前 記 抗 体 と 接 触 し て い な い EphA2発 現 細 胞 の コ ロ ニ ー ま た は 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク に 対 す る
前 記 コ ロ ニ ー ま た は 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク の 低 減 の 検 出 に よ り 、 前 記 抗 体 が 癌 細 胞 表 現 型 を 有
す る 癌 細 胞 を 死 滅 さ せ る EphA2抗 体 で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 す る EphA2抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 a)第 1の グ ル ー プ の 細 胞 が 非 癌 細 胞 で あ り 第 2の グ ル ー プ の 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 EphA2
を 発 現 す る 2つ の グ ル ー プ の 細 胞 と 接 触 さ せ ;お よ び
　 b)前 記 抗 体 の EphA2と の 結 合 能 力 を 決 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 前 記 第 1の グ ル ー プ の 細 胞 で は な く 前 記 第 2の グ ル ー プ の 細 胞 に お け る 抗 体 結 合 の 検 出 に
よ り 、 前 記 抗 体 が 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 す る EphA2抗 体 で あ
る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 決 定 に 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 法 ま た は フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る 、 請 求 項 69
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 に 治 療 有 効 量 の EphA2ア
ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス 分 子 が 配 列 番 号 49、 ま た は そ の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 71に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 第 1の 治 療 に 完 全 ま た は 部 分 的 に 不 応 性 の 癌 を 治 療 す る 方 法 で
あ っ て 、 前 記 患 者 に 治 療 有 効 量 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露
出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 で あ る EphA
2抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 第 2の 治 療 を 適 用 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 第 1の 治 療 が 、 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 ま た は 放 射 線 療 法 で あ る
、 請 求 項 73に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 ホ ル モ ン 療 法 が タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 を 含 む 、 請 求 項 74に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 第 2の 治 療 が 、 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 ま た は 放 射 線 療 法 の 投 与
を 含 む 、 請 求 項 73に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 第 1の 治 療 を 前 記 第 2の 治 療 と 同 時 に 投 与 す る 、 請 求 項 73に 記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-538701 A 2005.12.22



【 請 求 項 ７ ８ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 患 者 に 治 療 有 効 量 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2
エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 で あ る EphA2抗 体 を
投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 投 与 が 、 未 治 療 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 に お け る EphA2リ ン 酸 化 の レ ベ ル に 比 し て 非 癌
過 剰 増 殖 性 細 胞 に お け る EphA2リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 投 与 が 、 未 治 療 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 に お け る EphA2発 現 の レ ベ ル に 比 し て 非 癌 過 剰
増 殖 性 細 胞 に お け る EphA2発 現 を 低 減 さ せ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 が 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 患 者 が 、 同 じ 組 織 型 を 有 す る 非 癌 非 過 剰 増 殖 性 細 胞 に 比 し て EphA2を 過 剰 発 現 す る
非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 を 有 す る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 疾 患 ま た は 障 害 が 、 喘 息 、 乾 癬 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 平 滑 筋 再 狭 窄
、 内 皮 再 狭 窄 、 ク ロ ー ン 病 、 ま た は 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152と EphA2結 合 に つ い て 競 合 す る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 化 で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph0
99B-233.152で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 78に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 癌 に か か っ て い る こ と が 分 か っ て い る 、 ま た は 疑 わ し い 患 者 の 癌 の た め の 療 法 の 有 効 性
を 診 断 、 予 知 ま た は モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)前 記 患 者 の 細 胞 と 、 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2
エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 抗 体 -EphA2結 合 に 適 し た 条 件 下 で 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2
と 結 合 す る 抗 体 で あ る EphA2抗 体 と を 接 触 さ せ ;ま た
　 b)前 記 細 胞 と の EphA2抗 体 結 合 を 測 定 す る
　 こ と を 含 み 、
　 対 照 よ り も 高 い EphA2抗 体 結 合 レ ベ ル の 検 出 に よ り 、 患 者 が 癌 に か か っ て い る こ と を 示
す 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 前 記 細 胞 が 、 全 血 、 痰 、 尿 、 血 清 ま た は 腫 瘍 細 胞 組 織 の 細 針 吸 引 液 由 来 で あ る 、 請 求 項
90に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 前 記 細 胞 が 、 前 記 患 者 由 来 の 凍 結 も し く は 固 定 組 織 ま た は 細 胞 で あ る 、 請 求 項 90に 記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ３ 】
　 前 記 検 出 が 、 前 記 患 者 に お け る 前 記 EphA2抗 体 結 合 の 画 像 化 を 含 む 、 請 求 項 90に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 前 記 患 者 が 転 移 癌 を 有 す る 、 請 求 項 90に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 前 記 EphA2抗 体 が 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 90に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 そ れ ぞ れ そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 2002年 5月 10日
出 願 の 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/379,322号 、 2002年 10月 14日 出 願 の 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/418,2
13号 、 お よ び 2003年 4月 3日 出 願 の 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/460,507号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
１ ．
　 本 発 明 は 、 過 剰 増 殖 性 細 胞 疾 患 、 特 に 癌 の 治 療 、 管 理 、 ま た は 予 防 の た め に 設 計 し た 方
法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 EphA2ア ゴ ニ ス ト で あ り 、 癌 細 胞 表 現 型 (軟 寒
天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 あ る い は マ ト リ ゲ ル (登 録 商 標 ； MATRIGEL)な ど の 三 次 元 基 底 膜 ま た
は 細 胞 外 膜 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 な ど )を 示 し 、 非 癌 細 胞 に 比 し て 癌 細 胞 上
で 選 択 的 に 露 出 ま た は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 1
0 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 、 EphA2に 特 異 的 な 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 抗 体 、
好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 投 与 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 1種 も し く は 複 数 の 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 独 で ま た は 1種 も し く は 複 数 の 癌 治 療 に 有 用 な 他 の 薬 剤 と 併 せ
て 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 治 療 上 有 用 な EphA2特 異 的 抗 体 の た め の 診 断 法 お よ び ス ク
リ ー ニ ン グ 法 も 提 供 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
２ ．
　
　 新 生 物 、 ま た は 腫 瘍 は 、 良 性 も し く は 悪 性 で あ り 得 る 異 常 な 無 制 御 の 細 胞 増 殖 の 結 果 と
し て 生 じ る 新 生 物 塊 で あ る 。 良 性 腫 瘍 は 、 一 般 に 限 局 し た ま ま で あ る 。 悪 性 腫 瘍 は 、 総 称
的 に 称 さ れ る 癌 で あ る 。 「 悪 性 」 と い う 用 語 は 一 般 に 、 腫 瘍 が 隣 接 す る 身 体 構 造 に 侵 入 し
破 壊 し 、 遠 く の 部 位 ま で 広 が っ て 死 を も た ら し 得 る こ と を 表 す (概 説 に つ い て は 、 Robbins
 and Angell, 1976, Basic Pathology, 2d Ed., W.B. Saunders Co., Philadelphia, pp.
 68-122を 参 照 の こ と )。 癌 は 体 の 多 く の 部 位 で 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 そ の 起 源 に 応 じ て 異
な る 挙 動 を 示 す 。 癌 細 胞 は 、 そ れ ら が 発 生 し た 体 の 部 分 を 破 壊 し 、 次 い で 体 の 他 の 部 分 に
広 が り 、 そ こ で 新 し く 増 殖 し 始 め 、 よ り 多 く の 破 壊 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 毎 年 120万 人 以 上 の ア メ リ カ 人 が 癌 を 発 症 し て い る 。 癌 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 で は 死 因 の
第 2位 で あ り 、 現 在 の 傾 向 が 続 い た 場 合 、 癌 が 2010年 に は 死 因 の 第 1位 に な る こ と が 予 想 さ
れ て い る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 の 男 性 で は 、 肺 お よ び 前 立 腺 癌 が 癌 の 死 因 の 第 1位 で あ る 。 ア
メ リ カ 合 衆 国 の 女 性 で は 、 肺 お よ び 乳 癌 が 癌 の 死 因 の 第 1位 で あ る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 の 2人
に 1人 の 男 性 は 、 彼 の 人 生 の あ る 時 点 で 癌 と 診 断 さ れ る こ と に な る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 の 3人
に 1人 の 女 性 は 、 彼 女 の 人 生 の あ る 時 点 で 癌 と 診 断 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 癌 の 治 療 法 は い ま だ に 見 つ か っ て い な い 。 手 術 、 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 な ど 現 在 の
治 療 の 選 択 肢 は 、 し ば し ば 効 果 が な く 、 あ る い は 深 刻 な 副 作 用 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　
　 最 も 生 命 に か か わ る 癌 の 形 態 は 、 腫 瘍 細 胞 の 集 団 が 体 内 の 遠 く の か つ 異 な る 部 位 で コ ロ
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ニ ー 形 成 能 を 獲 得 し た 場 合 に し ば し ば 生 じ る 。 こ れ ら の 転 移 細 胞 は 、 異 な る 組 織 中 で の 細
胞 コ ロ ニ ー 形 成 を 通 常 抑 制 す る 制 限 を 覆 す こ と に よ っ て 生 き 残 る 。 例 え ば 、 通 常 の 乳 房 上
皮 細 胞 は 、 肺 に 移 植 し た 場 合 に 一 般 に 増 殖 ま た は 生 存 し な い が 、 肺 転 移 は 、 乳 癌 罹 患 率 お
よ び 死 亡 率 の 主 な 原 因 で あ る 。 最 近 の 証 拠 か ら 、 体 中 へ の 転 移 細 胞 の 散 在 が 原 発 腫 瘍 の 臨
床 症 状 よ り ず っ と 前 に 起 こ る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 こ れ ら の 微 小 転 移 細 胞
は 、 原 発 腫 瘍 の 検 出 お よ び 除 去 の 後 、 何 カ 月 ま た は 何 年 も の 間 潜 伏 し た ま ま で あ り 得 る 。
し た が っ て 、 異 な る 微 小 環 境 に お け る 転 移 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 を 可 能 に す る メ カ ニ ズ ム
の よ り 良 い 理 解 は 、 転 移 癌 と 戦 う た め に 設 計 し た 治 療 学 な ら び に 転 移 の 早 期 検 出 お よ び 位
置 確 認 の た め の 診 断 学 の 向 上 に 関 し て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
　 癌 は 、 異 常 シ グ ナ ル 伝 達 の 疾 患 で あ る 。 異 常 な 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 細 胞 増 殖 お よ び 生
存 に お け る 足 場 依 存 性 の 束 縛 を 覆 す (Rhim, et al., Critical Reviews in Oncogenesis 8
:305, 1997;Patarca, Critical Reviews in Oncogenesis 7:343, 1996;Malik, et al., B
iochimica et Biophysica Acta 1287:73, 1996;Cance, et al., Breast Cancer Res Trea
t 35:105, 1995)。 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 ECM足 場 に よ っ て 誘 発 さ れ 、 事 実 、 チ ロ シ
ン ・ キ ナ ー ゼ の 発 現 ま た は 機 能 は 、 悪 性 細 胞 中 で 通 常 増 大 す る (Rhim, et al., Critical 
Reviews in Oncogenesis 8:305,1997;Cance, et al., Breast Cancer Res Treat 35:105,
 1995;Hunter, Cell 88:333, 1997)。 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 活 性 が 悪 性 細 胞 増 殖 に 必 要 で あ
る と い う 証 拠 に 基 づ き 、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ は 、 新 し い 治 療 学 の 標 的 と な っ て い る (Levit
zki, et al., Science 267:1782, 1995;Kondapaka, et al., Molecular & Cellular Endo
crinology 117:53, 1996;Fry, et al., Current Opinion in BioTechnology 6:662, 1995
)。 遺 憾 な が ら 、 腫 瘍 細 胞 の 特 異 的 な 標 的 化 に 関 連 す る 障 壁 に よ り 、 こ れ ら の 薬 物 の 適 用
が し ば し ば 制 限 さ れ て い る 。 特 に 、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 良 性 組 織 の 機 能 お よ び 生
存 に 関 し て し ば し ば 重 要 で あ る (Levitzki, et al., Science 267:1782, 1995)。 随 伴 的 な
毒 性 を 最 小 限 に す る た め に は 、 腫 瘍 細 胞 中 で 選 択 的 に 過 剰 発 現 さ れ て い る チ ロ シ ン ・ キ ナ
ー ゼ を 同 定 し 、 次 い で 標 的 と す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　
　 EphA2は 、 成 人 の 上 皮 で 発 現 さ れ る 130kDaの 受 容 体 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ で あ り 、 低 レ ベ
ル で 見 ら れ 、 細 胞 -細 胞 接 着 の 部 位 内 に 多 く 含 ま れ る (Zantek, et al., Cell Growth & Di
fferentiation 10:629, 1999;Lindberg, et al., Molecular & Cellular Biology 10:631
6, 1990)。 EphA2は 、 細 胞 膜 に 固 着 し た リ ガ ン ド (エ フ リ ン (Ephrin)A1～ A5と し て 知 ら れ て
い る )と 結 合 す る の で 、 こ の 細 胞 下 に 局 在 す る こ と は 重 要 で あ る (Eph Nomenclature Commi
ttee, 1997, Cell 90:403;Gale, et al., 1997, Cell & Tissue Research 290:227)。 リ
ガ ン ド 結 合 の 主 要 な 結 果 は 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 で あ る (Lindberg, et al., 1990, 上 掲 )
。 し か し 、 他 の 受 容 体 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ と は 異 な り 、 EphA2は 、 リ ガ ン ド 結 合 ま た は ホ
ス ホ チ ロ シ ン 含 有 量 の 不 在 下 に お い て も 酵 素 活 性 を 維 持 す る (Zantek, et al., 1999, 上
掲 書 )。 EphA2は 、 多 数 の 攻 撃 的 な 癌 細 胞 に 対 し て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　
　 抗 転 移 薬 の 開 発 へ の 1つ の 障 害 は 、 こ れ ら の 薬 物 を 設 計 お よ び 評 価 す る の に 使 用 す る ア
ッ セ イ シ ス テ ム で あ る 。 最 も 通 常 の 癌 治 療 は 、 急 速 に 増 殖 し て い る 細 胞 を 標 的 と し て い る
。 し か し 、 癌 細 胞 は 、 よ り 急 速 に 増 殖 す る と は 限 ら な い が 、 そ の 代 わ り に 、 正 常 細 胞 に は
許 容 さ れ な い 条 件 下 で 生 存 お よ び 増 殖 す る (Lawrence and Steeg, 1996, World J. Urol. 
14:124-130)。 正 常 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 の 挙 動 の こ れ ら の 根 本 的 な 差 に よ っ て 、 治 療 的 標
的 化 の 機 会 が も た ら さ れ る 。 微 小 転 移 性 腫 瘍 が 体 中 に 既 に 散 在 し て い る パ ラ ダ イ ム に よ り
、 異 な る 三 次 元 微 小 環 境 に お け る 潜 在 的 な 化 学 療 法 薬 を 評 価 す る 必 要 性 が 強 調 さ れ る 。 多
く の 標 準 的 な 制 癌 剤 ア ッ セ イ は 、 通 常 の 細 胞 培 養 条 件 (す な わ ち 、 単 層 増 殖 )下 で の 腫 瘍 細
胞 増 殖 ま た は 生 存 を 測 定 す る 。 し か し 、 二 次 元 ア ッ セ イ に お け る 細 胞 挙 動 は 、 し ば し ば in
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 vivoに お け る 腫 瘍 細 胞 挙 動 を 確 実 に 予 測 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 現 在 、 癌 治 療 は 、 患 者 内 の 新 生 細 胞 を 根 絶 す る た め に 手 術 、 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 お
よ び /ま た は 放 射 線 療 法 を 含 む も の で あ る (例 え ば 、 Stockdale, 1998, "Principles of Ca
ncer Patient Management," in Scientific American:Medicine, vol. 3, Rubenstein an
d Federman, eds., Chapter 12, Section IVを 参 照 の こ と )。 近 年 、 癌 治 療 は 、 生 物 学 的
療 法 ま た は 免 疫 療 法 も 含 む も の で あ る 。 こ れ ら す べ て の 手 法 は 、 患 者 に と っ て 著 し い 欠 点
を も た ら し 得 る 。 例 え ば 手 術 は 、 患 者 の 健 康 に よ っ て は 禁 忌 で あ り 、 あ る い は 患 者 に 許 容
さ れ な い 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 手 術 に よ っ て 、 新 生 物 組 織 が 完 全 に 取 り 除 か れ な い 可 能
性 が あ る 。 放 射 線 療 法 は 、 新 生 物 組 織 が 正 常 組 織 よ り も 放 射 線 に 対 し て よ り 高 い 感 受 性 を
示 す 場 合 に の み 有 効 で あ り 、 放 射 線 療 法 は ま た 、 し ば し ば 深 刻 な 副 作 用 を 誘 発 す る 可 能 性
が あ る 。 ホ ル モ ン 療 法 は 、 単 薬 剤 と し て 投 与 す る こ と は ほ と ん ど な く 、 た と え 有 効 な 可 能
性 が あ っ て も 、 他 の 治 療 に よ っ て 癌 細 胞 の 大 部 分 が 除 去 さ れ た 後 に 癌 の 再 発 を 予 防 ま た は
遅 延 さ せ る の に し ば し ば 使 用 す る 。 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 は 、 数 の 上 で は 限 ら れ て お り
、 各 療 法 が 極 め て 特 異 的 な タ イ プ の 癌 に 対 し て 一 般 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 化 学 療 法 に 関 し て は 、 癌 の 治 療 に 使 用 可 能 な 様 々 な 化 学 療 法 薬 が あ る 。 極 め て 大 部 分 の
癌 化 学 療 法 剤 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 前 駆 体 の 生 合 成 を 阻 害 す る こ と に よ
り 、 直 接 ま た は 間 接 的 に DNA合 成 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 作 用 し て 、 DNA複 製 お よ び 付 随 す
る 細 胞 分 裂 を 防 止 す る (例 え ば 、 Gilman et al., Goodman and Gilman's:The Pharmacolog
ical Basis of Therapeutics, Eighth Ed.(Pergamom Press, New York, 1990)を 参 照 の こ
と )。 ニ ト ロ ソ 尿 素 な ど の ア ル キ ル 化 剤 、 メ ト ト レ キ セ ー ト な ど の 代 謝 拮 抗 剤 お よ び ヒ ド
ロ キ シ 尿 素 を 含 む こ れ ら の 薬 剤 、 な ら び に エ ト ポ シ ド 、 カ ン パ テ シ ン (campathecin)、 ブ
レ オ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン な ど の 他 の 薬 剤 は 、 細 胞 周 期 特 異 的 と は
限 ら な い が 、 DNA複 製 に 対 す る そ れ ら の 作 用 の た め に 、 S期 の 間 に 細 胞 を 死 滅 さ せ る 。 他 の
薬 剤 、 特 に コ ル ヒ チ ン な ら び に ビ ン ブ ラ ス チ ン お よ び ビ ン ク リ ス チ ン な ど の ビ ン カ ・ ア ル
カ ロ イ ド は 、 微 小 管 ア セ ン ブ リ に 干 渉 し 、 核 分 裂 停 止 を も た ら す 。 化 学 療 法 プ ロ ト コ ル は
一 般 に 、 治 療 の 有 効 性 を 増 大 さ せ る た め に 化 学 療 法 薬 の 合 剤 の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 様 々 な 化 学 療 法 薬 が 利 用 で き る に も か か わ ら ず 、 化 学 療 法 に は 多 く の 欠 点 が あ る (例 え
ば 、 Stockdale, 1998, "Principles Of Cancer Patient Management" in Scientific Ame
rican Medicine, vol. 3, Rubenstein and Federman, eds., ch. 12, sect. 10を 参 照 の
こ と )。 ほ ぼ す べ て の 化 学 療 法 薬 は 有 毒 で あ り 、 化 学 療 法 は 、 重 篤 な 悪 心 、 骨 髄 抑 制 、 免
疫 抑 制 な ど を 含 む 重 大 で し ば し ば 危 険 な 副 作 用 を 引 き 起 こ す 。 さ ら に 、 化 学 療 法 薬 を 組 み
合 わ せ て 投 与 し て も 、 多 く の 腫 瘍 細 胞 は 、 化 学 療 法 薬 に 対 し て 耐 性 が あ り 、 あ る い は 耐 性
を 生 じ る 。 事 実 、 治 療 プ ロ ト コ ル で 使 用 し た 特 定 の 化 学 療 法 薬 に 耐 性 が あ る 細 胞 は 、 他 の
薬 物 、 特 異 的 な 治 療 に 使 用 す る 薬 物 の 作 用 の メ カ ニ ズ ム と 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 作 用
す る 薬 物 に 対 し て も し ば し ば 耐 性 が あ る こ と が 分 か っ て お り 、 こ の 現 象 は 、 多 面 的 薬 剤 耐
性 ま た は 多 剤 耐 性 と 呼 ば れ て い る 。 し た が っ て 、 薬 剤 耐 性 の た め に 、 多 く の 癌 は 、 標 準 的
な 化 学 療 法 治 療 プ ロ ト コ ル に 対 し て 不 応 性 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 癌 治 療 、 特 に 手 術 、 放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 、 お よ び ホ ル モ ン 療 法 な ど の 標 準 的 な 癌
治 療 に 対 し て 不 応 性 で あ る こ と が 分 か っ て い る 癌 の 治 療 に 対 す る 著 し い 必 要 性 が あ る 。 さ
ら に 、 た だ 1つ の 方 法 に よ っ て 癌 を 治 療 す る こ と は ま れ で あ る 。 し た が っ て 、 癌 を 治 療 す
る た め の 新 し い 治 療 薬 、 お よ び 癌 を 治 療 す る た め の 新 し い よ り 有 効 な 療 法 の 組 合 せ の 開 発
の 必 要 性 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
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３ ．
　 EphA2は 多 く の 悪 性 癌 で 過 剰 発 現 さ れ 、 機 能 的 に 改 変 さ れ る 。 EphA2は 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質
で あ り 、 癌 細 胞 に 転 移 能 力 を 与 え る の に 十 分 で あ る 。 EphA2は ま た 、 他 の 過 剰 増 殖 細 胞 と
関 連 し て お り 、 細 胞 過 剰 増 殖 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に 関 与 し て い る 。 悪 性 細 胞 上 で
過 剰 発 現 し た EphA2は 、 リ ガ ン ド 結 合 に 依 存 し な い キ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 、 E
phA2レ ベ ル の 低 下 に よ り 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 転 移 挙 動 が 減 少 し 得 る こ と を 発 見 し た
。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 EphA2に 作 用 (agonize)す る 、 す な わ ち 、 EphA2
シ グ ナ ル 伝 達 を 誘 発 す る 抗 体 は 、 実 際 に EphA2発 現 を 低 減 さ せ 、 腫 瘍 細 胞 増 殖 お よ び /ま た
は 転 移 を 阻 害 す る こ と を 発 見 し た 。 任 意 の 作 用 の メ カ ニ ズ ム に 制 約 さ れ る こ と は な い が 、
ア ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 過 剰 増 殖 ま た は 悪 性 細 胞
挙 動 を 抑 制 で き 、 そ れ に よ っ て そ の 後 の EphA2分 解 が 引 き 起 こ さ れ て 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト さ れ る 。 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 EphA2シ グ ナ ル 伝 達
に 作 用 し 、 EphA2の リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る (「 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 」 )。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 癌 細 胞 は 、 非 癌 細 胞 の も の と 異 な る 表 現 型 形 質 、 例 え ば 、 軟 寒 天 な ど の 三 次 元
基 質 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 あ る い は 三 次 元 基 底 膜 ま た は マ ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク ま た は 網 様 マ ト リ ッ ク ス の 形 成 を 示 す 。 非 癌 細 胞
は 、 軟 寒 天 中 で は コ ロ ニ ー を 形 成 せ ず 、 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中
で は 異 な る 球 様 構 造 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 し 、
軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 あ る い は 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の
管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 な ど の 1種 ま た は 複 数 の 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 す る 抗 体 を 提 供 す る (「
癌 細 胞 表 現 型 阻 害 性 EphA2抗 体 」 )。 こ う し た 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 性 EphA2抗 体 に 癌 細 胞 を 露
出 す る と 、 こ れ ら の 基 質 中 で コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 す る 細 胞 の 能 力 が
抑 制 あ る い は 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 あ る 実 施 形 態 で は 、 既 に 樹 立 し た 癌 細 胞 コ ロ ニ ー に こ
う し た 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 性 EphA2抗 体 を 加 え る と 、 存 在 し て い る 癌 細 胞 コ ロ ニ ー の 低 減 ま
た は 除 去 が 引 き 起 こ さ れ る 、 す な わ ち 、 例 え ば ネ ク ロ ー シ ス ま た は ア ポ ト ー シ ス に よ っ て
過 剰 増 殖 お よ び /ま た は 転 移 細 胞 の 死 滅 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 細 胞 下 局 在 の 差 が あ る こ と か ら 、 リ ガ ン ド 結 合 特 性 ま た は タ ン パ ク 質 の 組 織 (例 え ば 、
細 胞 膜 中 の 構 造 、 配 向 )に よ り 、 さ ら に 癌 細 胞 上 に 存 在 す る EphA2を 非 癌 細 胞 上 の EphA2と
区 別 す る こ と が で き る 。 非 癌 細 胞 で は 、 EphA2は 、 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ て お り 、 そ の 膜 固
着 リ ガ ン ド を 結 合 で き る 細 胞 -細 胞 接 触 の 部 位 に 局 在 し て い る 。 し か し 、 癌 細 胞 は 一 般 に
低 減 し た 細 胞 -細 胞 接 触 を 示 し 、 こ れ に よ っ て EphA2リ ガ ン ド 結 合 が 低 減 し 得 る 。 さ ら に 、
EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 リ ガ ン ド に 対 し て 過 剰 の EphA2が 引 き 起 こ さ れ 、 リ ガ ン ド に 結 合
し て い な い EphA2の 量 を 増 大 さ せ 得 る 。 そ の 結 果 、 細 胞 下 分 布 の 変 化 ま た は EphA2の 膜 配 向
に よ り 、 EphA2を リ ガ ン ド と 隔 絶 さ れ た 癌 細 胞 の 部 位 に 局 在 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に
、 EphA2は 、 細 胞 -細 胞 接 合 部 に 局 在 し て い て も し て い な く て も そ の リ ガ ン ド と 安 定 に 相 関
作 用 す る こ と が で き な い よ う に 癌 細 胞 の リ ガ ン ド 結 合 特 性 (例 え ば 、 改 変 さ れ た 立 体 構 造
に よ る )を 改 変 し た 可 能 性 が あ る 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 こ れ ら の 変 化 に よ り 、 非 癌
細 胞 で 露 出 し て い な い あ る 種 の エ ピ ト ー プ が 癌 細 胞 中 の EphA2上 に 露 出 し 得 る 。 し た が っ
て 、 本 発 明 は ま た 、 特 異 的 に EphA2と 結 合 す る が 、 好 ま し く は 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上
に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る (「 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 」 )。
非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 ま た は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的
に 結 合 す る こ う し た EphA2抗 体 に 癌 細 胞 を 露 出 す る と 、 標 的 で あ る 癌 細 胞 に 治 療 /予 防 抗 体
が 送 達 さ れ 、 非 癌 細 胞 を 助 命 し な が ら 細 胞 の 増 殖 能 力 が 抑 制 ま た は 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 極 め て 低 い K o f f 速 度 で EphA2と 結 合 す る 抗 体 が EphA2発 現 の 低 減 お よ
び /ま た は EphA2分 解 の 誘 導 に 特 に 有 効 で あ り 、 そ れ に よ っ て 腫 瘍 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は
転 移 な ら び に /ま た は 過 剰 増 殖 性 細 胞 の 増 殖 が 阻 害 さ れ る こ と も 発 見 し た 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 し 、 好 ま し く は EpbA2ア ゴ ニ ス ト で あ る 抗
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体 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 EphA2と 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞
で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 も し く は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合
し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f を 有 す る 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
ス ク リ ー ニ ン グ な ら び に 同 定 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 EphA2の 細 胞 外 ド メ イ
ン と 結 合 し 、 好 ま し く は EphA2シ グ ナ ル 伝 達 お よ び EphA2自 己 リ ン 酸 化 を 誘 発 し 、 癌 細 胞 表
現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し
、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 表 6に 記 載 し た も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は
、 本 発 明 の 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 お よ び Eph09
9B-233.152で あ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 ま た は ヒ ト 化
抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト 化 Eph099B-102.147、 Eph
099B208.261、 Eph099B-210.248、 お よ び Eph099B-233.152で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2と 特 異 的 に 結 合 し 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 (軟 寒
天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 あ る い は マ ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 膜 調 製
物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 な ど )を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露
出 も し く は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満
の K o f f を 有 す る 1種 ま た は 複 数 の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 の EphA2の 過 剰 発 現 に
関 連 す る 疾 患 、 特 に 癌 、 特 に 転 移 癌 を 予 防 、 治 療 ま た は 管 理 す る た め に 設 計 し た 医 薬 組 成
物 な ら び に 予 防 お よ び 治 療 レ ジ メ ン (regimen)に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 EphA2抗
体 は 、 軟 寒 天 中 で 既 に 形 成 し て い る コ ロ ニ ー の サ イ ズ を 縮 小 さ せ 、 か つ /ま た は 三 次 元 基
底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 規 模 を 低 減 さ せ る
。 一 実 施 形 態 で は 、 癌 は 、 上 皮 細 胞 起 源 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 癌 は 、 皮 膚 、 肺 、 大
腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 膀 胱 、 ま た は 膵 臓 の 癌 で あ り 、 あ る い は 腎 細 胞 癌 ま た は 黒 色 腫 で あ る
。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 予 防 、 治 療 、 ま た は 管 理 す べ き 癌 中 の 癌 細 胞 は 、 EphA2を 過 剰
発 現 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 細 胞 -細 胞 接 触 の 減 少 、 細 胞 下 局 在 の 改 変 、 ま た は リ
ガ ン ド に 対 す る EphA2量 の 増 大 の 結 果 と し て 、 EphA2に は リ ガ ン ド と 結 合 し て い な い も の も
あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 腫 瘍 の 転 移 を 予 防 、 治 療 、 ま た は 管 理 す
る の に 使 用 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 1種 ま た は 複 数 の 他 の 癌 療 法 と 併 せ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 被 験 者 の 癌 を 予 防 、 治 療 、 ま た は 管 理 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記
被 験 者 に 、 本 発 明 の EphA2抗 体 の 投 与 以 外 の 、 治 療 も し く は 予 防 有 効 量 の 1種 も し く は 複 数
の 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 お よ び /ま た は 放 射 線 療 法 の 適 用 と 併
せ て 、 あ る い は 手 術 と 併 せ て 、 治 療 も し く は 予 防 有 効 量 の 1種 も し く は 複 数 の 本 発 明 の Eph
A2抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞
性 肺 疾 患 、 再 狭 窄 (平 滑 筋 お よ び /ま た は 内 皮 )、 乾 癬 な ど 細 胞 過 剰 増 殖 と 関 連 し て い る 非
癌 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防 お よ び /ま た は 管 理 す る の に 使 用 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態
で は 、 過 剰 増 殖 性 細 胞 は 、 上 皮 の も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 過 剰 増 殖 性 細 胞 は
、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 細 胞 -細 胞 接 触 の 減 少 、 細 胞 下 局 在 の 改
変 、 ま た は EphA2リ ガ ン ド に 対 す る EphA2量 の 増 大 の 結 果 と し て 、 EphA2に は リ ガ ン ド と 結
合 し て い な い も の も あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 未 治 療 の 患 者 だ け で な く 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 化
学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生 物 学 的 療 法 、 放 射 線 療 法 、 お よ び /ま た は 手 術 を 含 め た 現 在 の
標 準 的 か つ 実 験 的 な 癌 療 法 に 対 し て 部 分 的 ま た は 完 全 に 不 応 性 で あ る 患 者 の 治 療 に も 有 用
で あ り 、 同 様 に こ う し た 治 療 の 有 効 性 を 改 善 す る た め に も 有 用 で あ る 。 特 に 、 EphA2発 現
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は 、 サ イ ト カ イ ン IL-6の レ ベ ル 増 大 に 関 係 し て お り 、 そ れ は 化 学 療 法 お よ び ホ ル モ ン 療 法
な ど の 異 な る 治 療 レ ジ メ ン に 対 す る 癌 細 胞 耐 性 の 発 生 に 関 連 し て い る 。 さ ら に 、 EphA2過
剰 発 現 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 活 性 の 必 要 性 を 覆 し 、 そ れ に よ っ て 乳 癌 細 胞 の タ モ キ シ フ
ェ ン 耐 性 に 寄 与 し 得 る 。 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2
抗 体 の 投 与 を 含 む も の 以 外 の 治 療 に 対 し て 不 応 性 ま た は 非 応 答 性 で あ る こ と が 分 か っ て い
る ま た は そ う で あ り 得 る 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 治 療 お よ び 予 防 法 を 提 供 す る 。 特
定 の 実 施 形 態 で は 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 非 EphA2系 治 療 、 特 に タ モ キ
シ フ ェ ン 治 療 ま た は 耐 性 が IL-6レ ベ ル の 増 大 に 関 連 す る 治 療 に 対 し て 不 応 性 ま た は 非 応 答
性 で あ る 患 者 に 投 与 し て 、 そ の 患 者 を 反 応 性 ま た は 応 答 性 に す る 。 そ の 後 、 患 者 が 既 に 不
応 性 ま た は 非 応 答 性 で あ っ た 治 療 を 、 治 療 効 果 と 共 に 施 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 特 に
、 抗 体 を 、 通 常 の 免 疫 手 法 を 用 い て EphA2、 特 に EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン と の 結 合 に つ い て
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ゴ ニ ス ト EphA2抗 体 を 同 定 す る た
め に 、 EphA2抗 体 を 、 EphA2シ グ ナ ル 伝 達 、 例 え ば 、 EphA2リ ン 酸 化 の 増 大 お よ び /ま た は Ep
hA2の 分 解 を 誘 発 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 を 阻 害 す る 癌 細 胞 表 現 型 を 同 定 す る た め に 、 抗 EphA2抗 体 を 、
癌 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 の 抑 制 も し く は 低 減 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 低 減 も し く は 阻 害 の 能 力 に つ い て 、
あ る い は 癌 表 現 型 の 低 減 を 検 出 す る 任 意 の 他 の 方 法 、 例 え ば 、 細 胞 増 殖 の 接 触 阻 害 の 増 大
(例 え ば 、 単 層 細 胞 培 養 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 の 減 少 )を 検 出 す る 任 意 の ア ッ セ イ で ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 を 、 軟 寒 天 中 で 存 在 す る コ ロ ニ
ー の サ イ ズ の 低 減 あ る い は 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 規 模 （ ex
tent） ま た は 管 状 マ ト リ ッ ク ス 形 成 の 低 減 、 特 に 細 胞 (特 に 癌 細 胞 、 よ り 具 体 的 に は 転 移
癌 細 胞 だ が 他 の 過 剰 増 殖 性 細 胞 も 含 む )ネ ク ロ ー シ ス ま た は ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 の 能 力 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 さ ら に 、 抗 体 を 、 他 の 抗 癌 剤 、 例 え ば 、 ホ ル モ ン 性 、 化 学 療
法 的 、 生 物 学 的 ま た は 他 の 抗 癌 剤 の 存 在 下 で 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び /ま た は
三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 阻 害 ま た
は 低 減 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に
結 合 す る 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 抗 体 を 、 リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 エ フ リ ン A1と 結 合 し て お ら
ず 、 ま た 細 胞 -細 胞 接 触 部 に 局 在 し て い な い EphA2と 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 細 胞 上 の 抗 体 結 合 /局 在 を 決 定 す る た め の 当 技 術 分 野 で 周 知
の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 、 候 補 抗 体 を 所 望 の 結 合 特 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 法 ま た は フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー を 用
い て 抗 体 の 結 合 特 性 を 決 定 し て い る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 そ の リ ガ ン ド と 結 合 し て い て 細
胞 -細 胞 接 触 部 に 局 在 し て い る 場 合 に EphA2と の 結 合 が 乏 し い が 、 細 胞 上 の 遊 離 EphA2と よ
く 結 合 す る 抗 体 は 、 本 発 明 に 含 ま れ て い る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2抗 体 は 、 細
胞 系 ま た は ELISAア ッ セ イ を 用 い て EphA2と の 結 合 に つ い て リ ガ ン ド (例 え ば 、 細 胞 固 着 ま
た は 精 製 リ ガ ン ド )と 競 合 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 抗 体 結 合 カ イ ネ テ ィ ッ ク ・ ア ッ セ イ
(例 え ば 、 BIACORE(商 標 )ア ッ セ イ な ど の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 系 ア ッ セ イ )を 用 い て 抗 体 を
ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 K o f f 速 度 が 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の 抗 体 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 限 定 す る 目 的 で は な い が 、 EphA2に 特 異 的 な ア ン
チ セ ン ス 核 酸 、 EphA2発 現 の RNA干 渉 を 媒 介 す る 二 本 鎖 EphA2 RNA、 抗 EphA2リ ボ ザ イ ム な ど
、 EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 低 減 さ せ る 本 発 明 の EphA2抗 体 以 外 の 治 療 薬 、 な ら び に 他 の Ep
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hA2阻 害 剤 、 例 え ば EphA2の 小 分 子 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 癌 を 治 療 、 予 防 、 ま た は
管 理 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 EphA2発 現 の 増 大 が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現 の 増 大 と 相 関 関 係 が あ る こ と
も 発 見 し た 。 さ ら に 、 高 レ ベ ル の 外 来 性 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に よ り 、 軟 寒 天 中 で コ ロ ニ ー を
形 成 す る 細 胞 の 能 力 が 増 大 す る が 、 細 胞 -フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 結 合 の 特 異 的 な 阻 害 剤 に よ り
、 軟 寒 天 で の 腫 瘍 由 来 癌 細 胞 の コ ロ ニ ー 形 成 が 減 少 す る 。 し た が っ て 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
は 、 異 な る 環 境 で の 腫 瘍 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 、 例 え ば 、 遠 位 転 移 の 形 成 お よ び 増 殖 を 適 応 さ
せ る よ う に 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 単 独 で ま た は 本 発 明
の EphA2抗 体 と 併 せ て 、 細 胞 -フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 結 合 お よ び /ま た は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 発 現
を 抑 制 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 癌 、 特 に 転 移 性 疾 患 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 す
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 用 い て EphA2系 ま た は EphA2系 で は な い 癌 治 療 の 有 効 性
を 評 価 す る 診 断 法 を さ ら に 提 供 す る 。 一 般 に 、 EphA2発 現 の 増 大 は 、 ま す ま す 侵 襲 性 お よ
び 転 移 性 の 癌 に 関 連 し て い る 。 し た が っ て 、 特 定 の 治 療 に よ る EphA2発 現 の 低 減 は 、 そ の
治 療 が 癌 の 侵 襲 性 お よ び /ま た は 転 移 能 力 を 低 減 さ せ る こ と を 示 唆 す る 。 本 発 明 の 診 断 法
は 、 癌 の 経 過 ま た は 癌 治 療 の 結 果 を 予 知 ま た は 予 測 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 特
定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 診 断 法 は 、 転 移 を 画 像 化 お よ び 位 置 決 め す る 方 法 な ら び に 原
発 腫 瘍 部 位 か ら 遠 位 の 組 織 お よ び 体 液 、 例 え ば 、 全 血 、 痰 、 尿 、 血 清 、 細 針 吸 引 液 (す な
わ ち 、 生 検 )を 用 い て 診 断 お よ び 予 測 す る 方 法 (な ら び に 原 発 腫 瘍 の 組 織 お よ び 体 液 を 用 い
る 方 法 )を 提 供 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 診 断 法 は 、 転 移 を 画 像 化 お よ び 位 置 決
め す る 方 法 な ら び に in vivoに お け る 診 断 お よ び 予 測 方 法 を 提 供 す る 。 こ う し た 実 施 形 態
で は 、 本 発 明 の 抗 体 、 好 ま し く は 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 を 用 い て 原 発 転 移 性 腫 瘍 を 検
出 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 凍 結 も し く は 固 定 し た 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 ま た は 組 織 ア ッ
セ イ に 使 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び 診 断 法 は 、 非 癌 過 剰 増 殖 性 疾
患 (特 に EphA2過 剰 発 現 に 関 連 す る )、 例 え ば そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 喘 息 、 乾 癬 、 再 狭
窄 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 な ど の 療 法 (EphA2系 療 法 で あ ろ う と 非 EphA2系 療 法 で あ ろ う と )を 診
断 、 予 知 ま た は モ ニ タ ー す る の に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 ま た は 診 断 試 薬 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 3.1　
　 本 明 細 書 で は 、 「 ア ゴ ニ ス ト 」 と い う 用 語 は 、 別 の 分 子 の 活 性 、 活 性 化 ま た は 機 能 を 増
大 さ せ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 大 分 子 、 ま た は 小 分 子
(10kD未 満 )を 含 む 任 意 の 化 合 物 を 意 味 す る 。 EpbA2ア ゴ ニ ス ト は 、 EphA2タ ン パ ク 質 の リ ン
酸 化 お よ び 分 解 の 増 大 を 引 き 起 こ す 。 EphA2に 作 用 (agonize)す る EphA2抗 体 は 、 癌 細 胞 表
現 型 (例 え ば 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 )も 阻 害 す る か も し れ な い し し な い か も し れ ず 、 非
癌 細 胞 に 対 し て 癌 細 胞 中 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 す る か も し れ な い し
し な い か も し れ ず 、 K o f f 速 度 が 低 い か も し れ な い し 低 く な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 」 と い う 用 語 は 、 E
phA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 し 、 他 の 非 EphA2ポ リ ペ
プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 意 味 す る 。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 断 片 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 断 片 は 、 他 の 抗 原 と 非 特 異 的 に 交 差 反 応 し な
い こ と が 好 ま し い (例 え ば 、 適 切 な イ ム ノ ア ッ セ イ で 結 合 が 非 EphA2タ ン パ ク 質 、 例 え ば BS
Aと 競 合 で き な い )。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 断 片 は 、 例 え
ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 当 業 者 に 周 知 の 他 の 技 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 抗 体 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 合 成 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 組 換 え 産 生 抗
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体 、 細 胞 内 発 現 抗 体 、 多 重 特 異 性 抗 体 (二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む )、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、
キ メ ラ 抗 体 、 合 成 抗 体 、 単 鎖 Fv(scFv)(二 重 特 異 性 scFvを 含 む )、 単 鎖 抗 体 Fab断 片 、 F(ab'
)断 片 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fv(sdFv)、 お よ び 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (抗 Id)抗 体 、 な ら び に 上 記
の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 が あ る 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 活 性 部 分 、 す な わ ち 、 EphA2抗 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 原 結 合 部 位 (例 え ば 、 1種 ま た は 複 数 の 抗 EphA2抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR))を 含 む 分
子 が あ る 。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま
た は そ の 断 片 は 、 優 先 的 に EphA2に 作 用 (agonize)し 、 他 の 活 性 に 著 し く 作 用 し な い こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 癌 」 と い う 用 語 は 、 遠 位 部 位 に 転 移 す る 潜 在 能 力 を 有 し 、 非 癌 細 胞 の
も の と 異 な る 表 現 型 形 質 、 例 え ば 、 軟 寒 天 な ど の 三 次 元 基 質 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は マ
ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト
ワ ー ク も し く は 網 様 マ ト リ ッ ク ス の 形 成 を 示 す 細 胞 を 伴 う 疾 患 を 意 味 す る 。 非 癌 細 胞 は 、
軟 寒 天 中 で コ ロ ニ ー を 形 成 せ ず 、 三 次 元 基 底 膜 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で 異 な
る 球 様 構 造 を 形 成 す る 。 癌 細 胞 は 、 様 々 な メ カ ニ ズ ム を 介 す る に も か か わ ら ず 、 そ れ ら の
発 生 中 に 機 能 的 能 力 の 特 徴 セ ッ ト を 獲 得 す る 。 こ う し た 能 力 に は 、 ア ポ ト ー シ ス の 回 避 、
増 殖 シ グ ナ ル の 自 給 自 足 、 抗 増 殖 シ グ ナ ル へ の 非 感 受 性 、 組 織 浸 潤 /転 移 、 無 限 の 複 製 能
力 、 お よ び 持 続 的 血 管 形 成 が あ る 。 「 癌 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 前 悪 性 お よ び 悪 性 癌 細 胞 の
両 方 を 含 む こ と に な っ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 」 と い う 表 現 は 、 癌 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形
成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を
抑 制 も し く は 低 減 す る 化 合 物 の 能 力 あ る い は 癌 細 胞 表 現 型 の 低 減 を 検 出 す る 任 意 の 他 の 方
法 、 例 え ば 、 細 胞 増 殖 の 接 触 阻 害 の 増 大 (例 え ば 、 単 層 細 胞 培 養 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 の
減 少 )を 検 出 す る ア ッ セ イ を 意 味 す る 。 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 化 合 物 は 、 軟 寒 天 中 の 樹 立 し た
癌 細 胞 コ ロ ニ ー ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト
ワ ー ク 形 成 の 範 囲 に 加 え た と き 、 コ ロ ニ ー の 低 減 ま た は 除 去 も 引 き 起 こ し 得 る 。 癌 細 胞 表
現 型 を 阻 害 す る EphA2抗 体 は 、 EphA2に も 作 用 す る か も し れ な い し し な い か も し れ ず 、 K o f f
速 度 が 低 い か も し れ な い し 低 く な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 (す な わ
ち 、 変 異 )の 導 入 に よ っ て 改 変 さ れ た 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 EphA2ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ
ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態
で は 、 抗 体 誘 導 体 ま た は そ の 断 片 は 、 1種 ま た は 複 数 の CDRに お い て ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 欠
失 ま た は 付 加 を 含 む 。 抗 体 誘 導 体 は 、 非 誘 導 体 抗 体 と 比 較 し た 場 合 、 実 質 的 に 同 じ 結 合 、
よ り 良 い 結 合 、 ま た は よ り 悪 い 結 合 を 有 す る か も し れ な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CDRの 1
、 2、 3、 4、 も し く は 5個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ て い る (す な わ ち 、
変 異 さ せ た )。 本 明 細 書 で は 、 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は ま た 、 す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド へ
の 任 意 の タ イ プ の 分 子 の 共 有 結 合 に よ っ て 改 変 さ れ た EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ
チ ド の 断 片 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド
と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 断 片 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 限 定 す る 目 的 で は な い が 、 EphA2
ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 は 、 例 え ば 、 グ リ コ シ
ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ペ グ 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 既 知 の 保 護 /ブ ロ ッ ク 基 に よ る 誘 導 体
化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 細 胞 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 な ど に よ っ て 改 変
す る こ と が で き る 。 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 、 ま た
は 抗 体 断 片 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 特 異 的 な 化 学 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、
ツ ニ カ マ イ シ ン の 代 謝 合 成 な ど を 含 む 当 業 者 に 周 知 の 技 法 を 用 い て 化 学 修 飾 に よ っ て 改 変
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗
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体 、 ま た は 抗 体 断 片 に は 、 1種 ま た は 複 数 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ て い て よ い 。 一 実
施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の EphA2ポ リ ペ プ チ ド 、 EphA2ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 、 抗 体 、 も し く は 抗 体 断 片 と 類 似 し た ま た は 同 一 の 機 能 を も っ て い る 。 別 の
実 施 形 態 で は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 抗 体 、 ま た は 抗
体 断 片 は 、 未 改 変 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 す る と 、 改 変 さ れ た 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 誘 導 体
抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 そ の エ ピ ト ー プ と よ り し っ か り と 結 合 し 、 あ る い は タ ン パ ク 質 分
解 に 対 し よ り 耐 性 が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し
く は マ ウ ス ま た は ヒ ト の 抗 原 ま た は 免 疫 活 性 (immunogenic activity)を 有 す る EphA2ポ リ
ペ プ チ ド の 一 部 分 を 意 味 す る 。 免 疫 活 性 を 有 す る エ ピ ト ー プ は 、 動 物 中 で 抗 体 応 答 を 誘 発
す る EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 で あ る 。 抗 原 活 性 を 有 す る エ ピ ト ー プ は 、 当 技 術 分 野 で
よ く 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 抗 体
が 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 で あ る 。 抗 原 エ ピ ト ー プ は 、 必 ず し
も 免 疫 原 性 で あ る 必 要 が な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 「 断 片 」 に は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 5個 の
連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 10個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 15個 の 連 続 ア ミ ノ 酸
残 基 、 少 な く と も 20個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 25個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く
と も 40個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 50個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 60個 の 連
続 ア ミ ノ 残 基 、 少 な く と も 70個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 80個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基
、 少 な く と も 90個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 100個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と
も 125個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 150個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 175個 の
連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 少 な く と も 200個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 、 も し く は 少 な く と も 250個 の 連
続 ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は EphA2ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を
含 む ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。 抗 体 断 片 は エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 で あ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の 最 小 配 列 を
含 有 す る キ メ ラ 抗 体 で あ る 非 ヒ ト (例 え ば 、 ネ ズ ミ )抗 体 の 形 態 を 意 味 す る 。 ほ と ん ど の 場
合 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 超 可 変 領 域 残 基 を 、 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 お よ び 能
力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ ま た は 非 ヒ ト 霊 長 類 な ど の 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )由 来
の 超 可 変 領 域 残 基 と 置 き 換 え た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 場 合 に よ
っ て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)残 基 を 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 と 置 き
換 え る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ま た は ド ナ ー 抗 体 中 で 見 ら れ な い 残 基
を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 改 変 は 、 抗 体 性 能 を さ ら に 改 良 す る た め に 行 う 。 一 般 に 、
ヒ ト 化 抗 体 は 、 す べ て ま た は 実 質 的 に す べ て の 超 可 変 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の
と 対 応 し 、 す べ て ま た は 実 質 的 に す べ て の FRが ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 、 実
質 的 に す べ て の 少 な く と も 1種 、 通 常 2種 の 可 変 ド メ イ ン を 含 む は ず で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は
、 場 合 に よ っ て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Fc)、 通 常 ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 欠 失 ま た は 付
加 (す な わ ち 、 変 異 )の 導 入 に よ っ て 改 変 さ れ た EphA2ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す
る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の の 一 部 分 も 含 む は ず で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 ヒ ト
化 抗 体 は 誘 導 体 で あ る 。 こ の よ う な ヒ ト 化 抗 体 は 、 1種 も し く は 複 数 の 非 ヒ ト CDRに お け る
ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 誘 導 体 は 、 非 誘 導 体 ヒ ト 化 抗 体 と
比 較 し た 場 合 、 実 質 的 に 同 じ 結 合 、 よ り 良 い 結 合 、 ま た は よ り 悪 い 結 合 を 有 す る か も し れ
な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CDRの 1、 2、 3、 4、 も し く は 5個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失
ま た は 付 加 さ れ て い る (す な わ ち 、 変 異 さ せ た )。 ヒ ト 化 抗 体 の さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、
欧 州 特 許 EP 239,400、 EP 592,106、 お よ び EP 519,596;国 際 公 開 WO 91/09967お よ び WO 93/
17105;米 国 特 許 第 5,225,539号 、 第 5,530,101号 、 第 5,565,332号 、 第 5,585,089号 、 第 5,76
6,886号 、 お よ び 第 6,407,213号 ;な ら び に Padlan, 1991, Molecular Immunology 28(4/5):
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489-498;Studnicka et al.,
1994, Protein Engineering 7(6):805-814;Roguska et al., 1994, PNAS 91:969-973;Tan
 et al., 2002, J. Immunol. 169:1119-25;Caldas et al., 2000, Protein Eng. 13:353-
60;Morea et al., 2000, Methods 20:267-79;Baca et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:1
0678-84;Roguska et al., 1996, Protein Eng. 9:895-904;Couto et al, 1995, Cancer R
es. 55(23 Supp):5973s-5977s;Couto et AL, 1995, Cancer Res. 55:1717-22;Sandhu,199
4, Gene 150:409-10;Pedersen et al., 1994, J. Mol. Biol. 235:959-73;Jones et al.,
 1986, Nature 321:522-525;Reichmann et al., 1988, Nature 332:323-329;お よ び Prest
a, 1992, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 超 可 変 領 域 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 結 合 に 対 し 反 応 性 の 抗 体 の ア ミ ノ 酸
残 基 を 意 味 す る 。 超 可 変 領 域 は 、 「 相 補 性 決 定 領 域 」 ま た は 「 CDR」 由 来 の ア ミ ノ 酸 残 基 (
す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 24～ 34(L1)、 50～ 56(L2)お よ び 89～ 97(L3)な ら び に 重
鎖 可 変 ド メ イ ン の 31～ 35(H1)、 50～ 65(H2)お よ び 95～ 102(H3);Kabat et al., Sequences 
of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National I
nstitutes of Health, Bethesda, MD.(1991))お よ び /ま た は 「 超 可 変 ル ー プ 」 由 来 の 残 基
(す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 26～ 32(L1)、 50～ 52(L2)お よ び 91～ 96(L3)な ら び に
重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 26～ 32(H1)、 53～ 55(H2)お よ び 96～ 101(H3);Chothia and Lesk, 1987
, J. Mol. Biol. 196:901-917)を 含 む 。 Eph099B208.261お よ び Eph099B-233.152の CDR残 基
を 表 1に 記 載 す る 。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 ま た は 「 FR」 残 基 は 、 本 明 細 書 で 定 義 し た 超
可 変 領 域 残 基 以 外 の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 併 用 」 と い う 用 語 は 、 2種 以 上 の 予 防 お よ び /ま た は 治 療 薬 の 使 用 を 意
味 す る 。 「 併 用 」 と い う 用 語 の 使 用 は 、 予 防 お よ び /ま た は 治 療 薬 を 過 剰 増 殖 性 細 胞 障 害
、 特 に 癌 に か か っ て い る 被 験 者 に 投 与 す る 順 番 を 制 限 す る も の で は な い 。 第 1の 予 防 ま た
は 治 療 薬 は 、 過 剰 増 殖 性 細 胞 障 害 、 特 に 癌 に か か っ て い た 、 か か っ て い る 、 ま た は か か り
や す い 被 験 者 に 第 2の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 投 与 す る 前 (例 え ば 、 1分 、 5分 、 15分 、 30分 、 45
分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 48時 間 、 72時 間 、 96時 間 、 1週 間 、 2
週 間 、 3週 間 、 4週 間 、 5週 間 、 6週 間 、 8週 間 、 ま た は 12週 間 前 )、 投 与 す る と 同 時 に 、 ま た
は 投 与 し た 後 (例 え ば 、 1分 、 5分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 12
時 間 、 24時 間 、 48時 間 、 72時 間 、 96時 間 、 1週 間 、 2週 間 、 3週 間 、 4週 間 、 5週 間 、 6週 間 、
8週 間 、 ま た は 12週 間 後 )に 投 与 す る こ と が で き る 。 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 本 発 明 の 薬 剤 が
他 の 薬 剤 と 一 緒 に 作 用 し て そ の 他 の 方 法 で 投 与 し た 場 合 よ り も 利 益 の 増 大 を も た ら し 得 る
よ う に 、 被 験 者 に 順 番 に あ る 時 間 間 隔 内 で 投 与 す る 。 任 意 の 追 加 の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 他
の 追 加 の 予 防 ま た は 治 療 薬 と 一 緒 に 任 意 の 順 番 で 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 低 忍 容 性 」 と い う 表 現 は 、 患 者 が 治 療 に よ る 副 作 用 に 苦 し む 状 態 を 意
味 し 、 そ れ に よ っ て 有 害 な 作 用 お よ び /ま た は 副 作 用 に よ る 被 害 が 治 療 の 利 益 を は る か に
上 回 る の で 患 者 が 療 法 に よ っ て 利 益 を 受 け な い 、 か つ /ま た は 療 法 を 続 け な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 管 理 す る 」 、 「 管 理 し て い る 」 お よ び 「 管 理 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 の
治 癒 が 得 ら れ な い 、 予 防 ま た は 治 療 薬 の 投 与 か ら 被 験 者 に 生 じ た 有 益 な 効 果 を 意 味 す る 。
あ る 実 施 形 態 で は 、 疾 患 の 進 行 ま た は 悪 化 を 防 ぐ た め に 、 被 験 者 に 1種 ま た は 複 数 の 予 防
ま た は 治 療 薬 を 投 与 し て 疾 患 を 「 管 理 す る 」 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 非 応 答 性 /不 応 性 」 と い う 表 現 は 、 患 者 が 追 加 の 有 効 な 療 法 を 必 要 と
す る ほ ど そ の 療 法 が こ れ ら の 患 者 を 治 療 す る の に 臨 床 的 に 十 分 で は な い 、 例 え ば 療 法 の 影
響 を 受 け な い ま ま で あ る 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 手 術 、 ホ ル モ ン 療 法 お よ び /ま た は 生
物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 な ど の 1種 ま た は 複 数 の 現 在 利 用 可 能 な 療 法 (例 え ば 、 癌 療 法 )、 特 に
特 定 の 癌 に 対 す る 標 準 的 な 治 療 レ ジ メ ン で 治 療 し た 患 者 の 状 態 を 説 明 す る の に 使 用 す る 。
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こ の 表 現 は 、 療 法 に 応 答 す る が 、 さ ら に 副 作 用 に 苦 し み 、 再 発 し 、 耐 性 を 生 じ る な ど と い
っ た 患 者 に つ い て も 記 載 す る こ と が で き る 。 様 々 な 実 施 形 態 で は 、 「 非 応 答 性 /不 応 性 」
は 、 癌 細 胞 の 少 な く と も あ る 顕 著 な 部 分 が 死 滅 ま た は そ れ ら の 細 胞 分 裂 が 停 止 し て い な い
こ と を 表 す 。 こ の よ う な 関 係 に お い て 「 不 応 性 」 の 当 技 術 分 野 で 許 容 さ れ て い る 意 味 を 用
い て 、 癌 細 胞 が 「 非 応 答 性 /不 応 性 」 か ど う か の 決 定 は 、 癌 細 胞 に 対 す る 治 療 の 有 効 性 を
ア ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て in vivoま た は in vitroで 行
う こ と が で き る 。 様 々 な 実 施 形 態 で は 、 癌 は 「 非 応 答 性 /不 応 性 」 で あ り 、 そ の 場 合 、 癌
細 胞 数 は 、 治 療 中 に 著 し く 減 少 せ ず 、 あ る い は 増 加 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 増 強 」 と い う 用 語 は 、 そ の 通 常 の ま た は 承 認 さ れ た 用 量 で の 治 療 薬 の
有 効 性 の 改 善 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 予 防 す る 」 、 「 予 防 し て い る 」 お よ び 「 予 防 」 と い う 用 語 は 、 予 防 ま
た は 治 療 薬 の 投 与 に よ っ て も た ら さ れ る 被 験 者 の 疾 患 の 発 症 、 再 発 、 ま た は 転 移 の 予 防 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 予 防 薬 」 と い う 用 語 は 、 EphA2過 剰 発 現 お よ び /ま た は 細 胞 過 剰 増 殖 性
疾 患 、 特 に 癌 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 発 症 、 再 発 ま た は 転 移 の 予 防 に 使 用 で き る 任 意
の 薬 剤 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 「 予 防 薬 」 と い う 用 語 は 、 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体
、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f
で EphA2と 結 合 す る 抗 体 (例 え ば 、 Eph099B102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、
Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か )を 意 味 す る 。 他 の あ る 実 施 形 態 で
は 、 「 予 防 薬 」 と い う 用 語 は 、 癌 化 学 療 法 剤 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生 物 学 的 療 法
(例 え ば 、 免 疫 療 法 )、 お よ び /ま た は 本 発 明 の EphA2抗 体 を 意 味 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、
2種 以 上 の 予 防 薬 を 併 用 し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 予 防 有 効 量 」 は 、 細 胞 過 剰 増 殖 性 疾 患 、 好 ま し く は 癌 の 発 症 、 再 発 ま
た は 転 移 の 予 防 を も た ら す の に 十 分 な 予 防 薬 の 量 を 意 味 す る 。 予 防 有 効 量 は 、 そ れ だ け に
は 限 ら な い が 、 過 剰 増 殖 性 疾 患 の 素 因 が あ る 、 例 え ば 、 遺 伝 的 に 癌 の 素 因 が あ る 、 ま た は
以 前 発 癌 物 質 に 曝 露 し た も の を 含 む 過 剰 増 殖 性 疾 患 、 特 に 癌 の 発 症 、 再 発 ま た は 転 移 を 予
防 す る の に 十 分 な 予 防 薬 の 量 を 意 味 す る こ と も で き る 。 予 防 有 効 量 は ま た 、 過 剰 増 殖 性 疾
患 の 予 防 に お い て 予 防 的 利 益 を も た ら す 予 防 薬 の 量 を 意 味 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本
発 明 の 予 防 薬 に 対 す る 予 防 有 効 量 は 、 過 剰 増 殖 性 疾 患 の 予 防 に お い て 予 防 的 利 益 を も た ら
す 予 防 薬 単 独 、 ま た は 他 の 薬 剤 と 併 せ た 量 を 表 す 。 本 発 明 の EphA2抗 体 の 量 と 関 連 し て 使
用 す る 場 合 、 こ の 用 語 は 、 全 予 防 法 を 改 善 し 、 あ る い は 別 の 予 防 薬 と の 相 乗 効 果 の 予 防 有
効 性 を 高 め る 量 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 プ ロ ト コ ル 」 に は 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル お よ び 投 与 レ ジ メ ン が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 副 作 用 」 と い う 表 現 は 、 予 防 ま た は 治 療 薬 の 望 ま し く な い 有 害 な 作 用
を 含 む 。 有 害 な 作 用 は 、 常 に 望 ま し く な い が 、 望 ま し く な い 作 用 は 必 ず し も 有 害 で は な い
。 予 防 ま た は 治 療 薬 に よ る 有 害 な 作 用 は 、 有 害 ま た は 不 快 ま た は 危 険 で あ る か も し れ な い
。 化 学 療 法 に よ る 副 作 用 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 初 期 お よ び 後 期 形 成 下 痢 お よ び 膨
満 な ど の 胃 腸 毒 性 、 悪 心 、 嘔 吐 、 摂 食 障 害 、 白 血 球 減 少 、 貧 血 、 好 中 球 減 少 、 無 力 症 、 腹
部 痙 攣 、 発 熱 、 疼 痛 、 体 重 減 少 、 脱 水 症 、 脱 毛 症 、 呼 吸 困 難 、 不 眠 症 、 眩 暈 、 粘 膜 炎 、 口
内 乾 燥 、 お よ び 腎 不 全 、 な ら び に 便 秘 、 神 経 お よ び 筋 肉 作 用 、 腎 臓 お よ び 膀 胱 へ の 一 時 的
ま た は 永 久 的 な 損 傷 、 流 感 様 症 状 、 体 液 貯 留 、 お よ び 一 時 的 ま た は 永 久 的 な 不 妊 症 が あ る
が 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い 。 放 射 線 療 法 に よ る 副 作 用 に は 、 疲 労 、 口 内 乾 燥 、 お よ び
食 欲 減 少 が あ る が 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い 。 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 に よ る 副 作 用 に
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は 、 投 与 部 位 の 発 疹 ま た は 腫 張 、 発 熱 、 悪 寒 お よ び 疲 労 な ど の 流 感 様 症 状 、 消 化 管 問 題 お
よ び ア レ ル ギ ー 反 応 が あ る が 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い 。 ホ ル モ ン 療 法 に よ る 副 作 用 に
は 、 悪 心 、 受 精 能 力 問 題 、 う つ 病 、 食 欲 減 少 、 眼 の 問 題 、 頭 痛 、 お よ び 体 重 変 動 が あ る が
、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い 。 患 者 が 通 常 経 験 す る 別 の 望 ま し く な い 作 用 は 非 常 に 多 く 、
当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 そ れ ら の 多 く は Physicians' Desk Reference(56th ed., 2002)
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 単 鎖 Fv」 ま た は 「 scFv」 と い う 用 語 は 、 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 存 在
す る 抗 体 の VHお よ び VLド メ イ ン を 含 む 抗 体 断 片 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 Fvポ リ ペ プ チ ド は 、
抗 原 結 合 す る の に 望 ま し い 構 造 を scFvが 形 成 す る こ と を 可 能 に す る VHお よ び VLド メ イ ン の
間 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら に 含 む 。 sFvの 概 説 に つ い て は 、 Pluckthun in The Phar
macology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. SpringerVe
rlag, New York, pp. 269-315(1994)を 参 照 の こ と 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 scFvは 、 二 重
特 異 性 scFvお よ び ヒ ト 化 scFvを 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 被 験 者 」 お よ び 「 患 者 」 と い う 用 語 は 、 区 別 な く 用 い る 。 本 明 細 書 で
は 、 被 験 者 は 、 好 ま し く は 非 霊 長 類 (例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト な
ど )お よ び 霊 長 類 (例 え ば 、 サ ル お よ び ヒ ト )な ど の 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 治 療 す る 」 、 「 治 療 し て い る 」 お よ び 「 治 療 」 と い う 用 語 は 、 1種 ま
た は 複 数 の 治 療 薬 の 投 与 に よ っ て も た ら さ れ る 疾 患 も し く は 障 害 の 症 状 の 根 絶 、 軽 減 ま た
は 回 復 、 特 に 原 発 性 、 局 所 性 も し く は 転 移 癌 組 織 の 根 絶 、 除 去 、 改 変 、 ま た は 制 御 を 表 す
。 あ る 実 施 形 態 で は 、 こ う し た 用 語 は 、 こ の よ う な 疾 患 に か か っ て い る 被 験 者 へ の 1種 も
し く は 複 数 の 治 療 薬 の 投 与 に よ っ て も た ら さ れ る 癌 の 転 移 の 最 小 化 ま た は 遅 延 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 治 療 薬 」 と い う 用 語 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び /ま た は 細 胞 過 剰 増 殖
性 疾 患 も し く は 障 害 、 特 に 癌 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 予 防 、 治 療 、 ま た は 管 理 に 使 用
で き る 任 意 の 薬 剤 を 意 味 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 「 治 療 薬 」 と い う 用 語 は 、 EphA2ア ゴ
ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 、 ま た は 3× 10 - 3 s - 1

未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 (例 え ば 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099
B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か )を 意 味 す る 。 他 の あ る
実 施 形 態 で は 、 「 治 療 薬 」 と い う 用 語 は 、 癌 化 学 療 法 剤 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 生
物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 、 お よ び /ま た は 本 発 明 の EphA2抗 体 を 意 味 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は
、 2種 以 上 の 治 療 薬 を 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で は 、 「 治 療 有 効 量 」 は 、 EphA2過 剰 発 現 お よ び /ま た は 細 胞 過 剰 増 殖 性 疾 患 に
関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 ま た は 管 理 す る の に 十 分 な 治 療 薬 の 量 、 好 ま し く は 原 発 性
、 局 所 性 も し く は 転 移 癌 組 織 を 破 壊 、 改 変 、 制 御 ま た は 除 去 す る の に 十 分 な 量 を 意 味 す る
。 治 療 有 効 量 は 、 過 剰 増 殖 性 疾 患 の 発 症 の 遅 延 ま た は 最 小 化 、 例 え ば 、 癌 の 転 移 の 遅 延 ま
た は 最 小 化 に 十 分 な 治 療 薬 の 量 を 意 味 す る こ と が で き る 。 治 療 有 効 量 は ま た 、 癌 の 治 療 ま
た は 管 理 に お い て 治 療 的 利 益 を も た ら す 治 療 薬 の 量 を 意 味 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本
発 明 の 治 療 薬 に 対 す る 治 療 有 効 量 は 、 過 剰 増 殖 性 疾 患 ま た は 癌 の 治 療 ま た は 管 理 に お い て
治 療 的 利 益 を も た ら す 治 療 薬 単 独 、 ま た は 他 の 療 法 と 併 せ た 量 を 表 す 。 本 発 明 の EphA2抗
体 の 量 と 関 連 し て 使 用 す る 場 合 、 こ の 用 語 は 、 全 療 法 を 改 善 し 、 望 ま し く な い 作 用 を 軽 減
ま た は 回 避 し 、 あ る い は 別 の 治 療 薬 と の 相 乗 効 果 の 治 療 有 効 性 を 高 め る 量 を 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
４ ．

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-538701 A 2005.12.22

図 面 の 簡 単 な 説 明



　 （ 後 記 参 照 の こ と 。 ）
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
５ ．
　 本 発 明 は 、 癌 細 胞 中 で の EphA2発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て EphA2モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 癌 細 胞 増 殖 お よ び 侵 襲 性 を 阻 害 で き る と い う 本 発 明 者 ら の 発 見 に 部 分 的 に 基 づ い
て い る 。 EphA2活 性 の 低 減 に よ っ て 、 悪 性 癌 細 胞 増 殖 が 選 択 的 に 阻 害 さ れ る 。 特 に 、 こ う
し た EphA2レ ベ ル の 低 下 は 、 EphA2ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 達 成 す る こ と
が で き る 。 任 意 の 作 用 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 制 約 さ れ る も の で は な い が 、 こ の 細 胞 増 殖 お
よ び /ま た は 転 移 の 阻 害 は 、 EphA2シ グ ナ ル 伝 達 を 刺 激 (す な わ ち 、 ア ゴ ナ イ ズ (agonize))
す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 、 そ れ に よ っ て EphA2リ ン 酸 化 が 引 き 起 こ さ れ 、 EphA2の 分 解 が
も た ら さ れ る 。 癌 細 胞 増 殖 は 、 EphA2レ ベ ル の 低 下 、 し た が っ て 、 リ ガ ン ド と 無 関 係 の Eph
A2シ グ ナ ル 伝 達 の 低 減 に よ っ て 低 減 さ れ る 。 EphA2活 性 の 低 減 は 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害
抗 体 ま た は 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 す る 抗
体 を 用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 低 K o f f (例 え ば 、 3× 10 - 3 s - 1 未 満 )で EphA2と
結 合 す る 抗 体 も EphA2レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2の 過 剰 発 現 お よ び /ま た は 細 胞 過 剰 増 殖 性 疾 患 お よ び 障 害
に 関 連 す る 疾 患 お よ び 障 害 の 治 療 、 阻 害 、 お よ び 管 理 を も た ら す 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す
る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 癌 細 胞 増 殖 お よ び 浸 潤 、 特 に EphA2を 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 を
阻 害 す る 化 合 物 を 含 む 方 法 な ら び に 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 皮 細 胞 起 源 の 癌
、 特 に 乳 房 、 肺 、 皮 膚 、 前 立 腺 、 膀 胱 、 お よ び 膵 臓 の ヒ ト 癌 、 な ら び に 腎 細 胞 癌 お よ び 黒
色 腫 の 転 移 を 治 療 、 阻 害 、 ま た は 管 理 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の さ
ら な る 組 成 物 お よ び 方 法 に は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 と 併 せ て 他 の タ イ プ の 有 効 成 分 が 含 ま
れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 、 細 胞 過 剰 増 殖 に 関 連 す る 他 の 疾 患 ま た は 障 害
、 例 え ば そ れ だ け に は 限 ら な い が 喘 息 、 乾 癬 、 再 狭 窄 、 COPDな ど を 治 療 、 予 防 ま た は 管 理
す る の に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 お よ び 生 物 学 的 療 法 な ど 現 在 の
ま た は 標 準 的 な 癌 治 療 に 対 し て 部 分 的 ま た は 完 全 に 不 応 性 に な る 癌 ま た は 他 の 過 剰 増 殖 性
細 胞 障 害 ま た は 疾 患 を 治 療 、 阻 害 お よ び 管 理 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 、 特 に 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 を 用 い て EphA2系 ま た は
非 EphA2系 の 癌 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る 診 断 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 発 明 の 診 断 法 は 、 癌
進 行 を 予 知 ま た は 予 測 す る の に 使 用 す る こ と も で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 診
断 法 は 、 転 移 を 画 像 化 お よ び 位 置 決 め (localizing)す る 方 法 な ら び に 原 発 腫 瘍 部 位 か ら 遠
位 の 組 織 お よ び 体 液 を 用 い て 診 断 お よ び 予 測 す る 方 法 (な ら び に 原 発 腫 瘍 の 組 織 お よ び 体
液 を 用 い る 方 法 )を 提 供 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 診 断 法 は 、 転 移 を 画 像 化 お よ
び 位 置 決 め す る 方 法 な ら び に in vivoに お け る 診 断 お よ び 予 測 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 な ら び に /ま た は マ ト
リ ゲ ル (商 標 )な ど の 三 次 元 基 底 膜 お よ び 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー
ク 形 成 を 低 減 す る 能 力 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 に よ る 抗 癌 剤 、 特 に 抗 転 移 癌 剤 に つ い
て の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 生 存 細 胞 の 軟 寒 天
中 で の コ ロ ニ ー 形 成 お よ び /ま た は 三 次 元 基 底 膜 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 範 囲 を 低
減 す る 能 力 に つ い て の ア ッ セ イ に よ る 過 剰 増 殖 性 疾 患 お よ び 障 害 を 治 療 お よ び 予 防 す る た
め の 薬 剤 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 の 軟 寒 天 中 で の コ
ロ ニ ー 形 成 お よ び /ま た は マ ト リ ゲ ル (商 標 )中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 阻 害 は 、 転 移
抑 制 活 性 の は る か に 優 れ た 指 標 で あ り 、 標 準 的 な 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ な い
は ず で あ る 潜 在 的 な 転 移 抑 制 剤 を 同 定 で き る こ と を 発 見 し た 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 5.1　
　 上 記 で 論 じ た よ う に 、 本 発 明 は 、 EphA2シ グ ナ ル 伝 達 (「 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 」 )に 免 疫
特 異 的 に 結 合 し 作 用 (agonize)し ;癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 、 例 え ば 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形
成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は マ ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の
管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 阻 害 し (「 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 」 );非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上
で 選 択 的 に 露 出 ま た は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し (「 露 出 EphA2エ ピ
ト ー プ 抗 体 」 );か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 (好 ま し く は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )ま た は そ の 断 片 の 投 与 を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 EphA2の 細 胞
外 ド メ イ ン と 結 合 し 、 好 ま し く は 、 さ ら に EphA2に 作 用 (agonize)し 、 例 え ば 、 EphA2リ ン
酸 化 を 増 大 さ せ 、 好 ま し く は 、 EphA2分 解 を 引 き 起 こ す 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 Eph
A2の 細 胞 外 ド メ イ ン と 結 合 し 、 好 ま し く は 、 さ ら に 阻 害 し 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 軟 寒 天
中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 三 次 元 基 底 膜 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ
ッ ト ワ ー ク 形 成 の 範 囲 を 低 減 さ せ る (例 え ば 、 ネ ク ロ ー シ ス お よ び ア ポ ト ー シ ス な ど の 細
胞 死 滅 メ カ ニ ズ ム に よ っ て )。 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 ホ ル モ ン 、 生 物 学 的 、 化 学 療
法 剤 ま た は 他 の 薬 剤 な ど の 別 の 抗 癌 剤 の 存 在 下 で 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 ま た は 低 減 さ せ る 。
別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 癌 細 胞 で は 露 出 し て い る が 、 非 癌 細 胞 で は 封 入 さ れ て い る エ
ピ ト ー プ で EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン と 結 合 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は EA2で は な い
。 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 好 ま し く は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 、 よ り 好 ま し く は 1× 10 - 3 s - 1 未
満 の K o f f で EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン と 結 合 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 5× 10 - 3 s - 1

未 満 、 10 - 3 s - 1 未 満 、 8× 10 - 4 s - 1 未 満 、 5× 10 - 4 s - 1 未 満 、 10 - 4 s - 1 未 満 、 9× 10 - 5 s - 1 未 満 、
5× 10 - 5 s - 1 未 満 、 10 - 5 s - 1 未 満 、 5× 10 - 6 s - 1 未 満 、 10 - 6 s - 1 未 満 、 5× 10 - 7 s - 1 未 満 、 10 - 7 s -
1 未 満 、 5× 10 - 8 s - 1 未 満 、 10 - 8 s - 1 未 満 、 5× 10 - 9 s - 1 未 満 、 10 - 9 s - 1 未 満 、 ま た は 10 - 1 0 s - 1

未 満 の の K o f f で EphA2と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-21
0.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 例 え ば ELISAま た は 任 意 の 他 の 適 切 な イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て ア ッ セ イ し た よ う に 、 抗
体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く
は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か と 結 合 し た エ ピ ト ー プ と 結 合 し 、 か つ /ま た は Eph099B-102.
147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体
の い ず れ か と EphA2結 合 に つ い て 競 合 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 EphA2シ
グ ナ ル 伝 達 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で
は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 ま た は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、
か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f を 有 し 、 ま た EphA2リ ガ ン ド 、 例 え ば エ フ リ ン A1と 結 合
に つ い て 競 合 す る か も し れ な い し し な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Eph099B-l02.147、 Eph099B-208.261、 お よ び Eph099B-210.248を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ は 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の 下 で 2002
年 8月 7日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (ATCC, P.O. Box 1549, Mana
ssas, VA 20108)に 寄 託 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 PTA-4572、 PTA-4573、 お よ び PTA-4
574が 指 定 さ れ 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ て い る 。 Eph099B-233.152を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ は 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 の 下 で 2003
年 5月 12日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン  (ATCC, P.O. Box 1549, Ma
nassas, VA 20108)に 寄 託 さ れ て お り 、 受 託 番 号 _が 指 定 さ れ 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ て い
る 。 Eph099B-208.261お よ び Eph099B-233.152の VLお よ び VHの ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 を 、
図 19A～ 19Dに 示 す 。 Eph099B-208.261お よ び Eph099B-233.152 CDRの 配 列 を 、 表 1に 示 す 。
最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 ヒ ト で あ り 、 ま た は ヒ ト 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 合 成 抗 体 、 組 換 え
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産 生 抗 体 、 細 胞 内 発 現 抗 体 、 多 重 特 異 性 抗 体 (二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む )、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化
抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 Fv(scFv)(二 重 特 異 性 scFvを 含 む )、 単 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F(ab')
断 片 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fv(sdFv)、 お よ び 上 記 の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 が あ る 。
特 に 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の
免 疫 活 性 部 分 、 す な わ ち 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 EphA2の ア ゴ ニ ス ト で あ り 、 癌 細
胞 表 現 型 を 阻 害 ま た は 低 減 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と
優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含
有 す る 分 子 を 含 む 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 任 意 の タ イ プ
(例 え ば 、 IgG、 IgE、 IgM、 IgD、 IgAお よ び IgY)、 ク ラ ス (例 え ば 、 IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 IgG

4 、 IgA 1 お よ び IgA 2 )ま た は サ ブ ク ラ ス で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 抗 体 は 、 鳥 類 お よ び 哺 乳 動 物 (例 え ば 、 ヒ ト 、 ネ ズ ミ 、 ロ バ 、
ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ク ダ 、 ウ マ 、 ま た は ニ ワ ト リ )を 含 む 任 意 の 動 物
起 源 で あ っ て よ い 。 抗 体 は 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い
。 本 明 細 書 で は 、 「 ヒ ト 」 抗 体 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 お
よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は マ ウ ス も し く は ヒ ト 遺 伝 子 由 来 の 抗 体 を 発
現 す る 他 の 動 物 か ら 単 離 し た 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 抗 体 は 、 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 ま た は よ り 多 い
多 重 特 異 性 で あ っ て よ い 。 多 重 特 異 性 抗 体 は 、 EphA2ポ リ ペ プ チ ド の 異 な る エ ピ ト ー プ と
免 疫 特 異 的 に 結 合 で き 、 あ る い は EphA2ポ リ ペ プ チ ド な ら び に 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 固
体 支 持 物 質 な ど の 異 種 エ ピ ト ー プ の 両 方 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
国 際 公 開 WO 93/17715、 WO 92/08802、 WO 91/00360、 お よ び WO 92/05793;Tutt, et al., 1
991, J. Immunol. 147:60-69;米 国 特 許 第 4,474,893号 、 第 4,714,681号 、 第 4,925,648号 、
第 5,573,920号 、 お よ び 第 5,601,819号 ;な ら び に Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 14
8:1547-1553を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208
.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か 、 あ る い
は そ の 抗 原 結 合 断 片 (例 え ば 、 前 記 の 本 発 明 の 抗 体 の 1種 ま た は 複 数 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR
);例 え ば 、 表 1を 参 照 の こ と )で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る ア ゴ ニ
ス ト 抗 体 は 、 例 え ば ELISAア ッ セ イ で 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210
.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か と 同 じ エ ピ ト ー プ と 結 合 し
、 ま た は EphA2と の 結 合 に つ い て Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、
Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か と 競 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を
阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未
満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 前 記 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、
Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か
の VH CDRの う ち の い ず れ か 1種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDRを 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 Eph
A2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出
し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結
合 す る 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 前 記 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-21
0.248、 Eph099B-233.152ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の VL CDRの う ち の い ず れ か 1種
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDRを 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2
に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的
に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 前 記
抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152ま た は
表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 1種 ま た は 複 数 の VH CDRお よ び 1種 ま た は 複 数 の VL CDRを 含
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む 。 特 に 、 本 発 明 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 前 記 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph0
99B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か
の VH CDRお よ び VL CDRの VH CDR1お よ び VL CDR1;VH CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR1お よ び VL 
CDR3;VH CDR2お よ び VL CDR1;VH CDR2お よ び VL CDR2;VH CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR3お よ
び VL CDR1;VH CDR3お よ び VL CDR2;VH CDR3お よ び VL CDR3;VH1 CDR1、 VH CDR2お よ び VL CD
R1;VH CDR1、 VH CDR2お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VH CDR3
お よ び VL CDR1;VH CDR2、 VH CDR3お よ び VL CDR2;VH CDR2、 VH CDR3お よ び VL CDR3;VH1 CD
R1、 VH CDR3お よ び VL CDR1;VH CDR1、 VH CDR3お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH CDR3お よ び VL 
CDR3;VH CDR1、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VL CDR
2お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR2、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH CD
R2、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL 
CDR3;VH CDR3、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、 VH CDR3お よ び VL CDR1;VH CDR
1、 VH CDR2、 VH CDR3お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH CDR2、 VH CDR3お よ び VL CDR3;VH CDR1
、 VL CDR1、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VL CDR1、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR3、
VL CDR1、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH
 CDR2、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH C
DR3、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR
3、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR2、 VH CDR3
、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VH CDR3、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、
VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL CDR2;VH CDR1、 VH CDR2、 VH CDR3、 VL CDR1お よ び VL CDR3;VH
 CDR1、 VH CDR2、 VH CDR3、 VL CDR2お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、 VL CDR1、 VL CDR2
、 お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR3、 VL CDR1、 VL CDR2、 お よ び VL CDR3;VH CDR2、 VH CD
R3、 VL CDR1、 VL CDR2、 お よ び VL CDR3;VH CDR1、 VH CDR2、 VH CDR3、 VL CDR1、 VL CDR2
、 お よ び VL CDR3ま た は そ の 任 意 の 組 合 せ を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 VH CDR1は 配 列 番
号 6ま た は 22;VH CDR2は 配 列 番 号 7ま た は 23;VH CDR3は 配 列 番 号 8ま た は 24;VL CDR1は 配 列
番 号 2ま た は 18;VL CDR2は 配 列 番 号 3ま た は 19;ま た VL CDR3は 配 列 番 号 4ま た は 20で あ る (例
え ば 、 表 1を 参 照 の こ と )。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 VH CDR1は 配 列 番 号 6;VH CDR2は 配
列 番 号 7;VH CDR3は 配 列 番 号 8;VL CDR1は 配 列 番 号 2;VL CDR2は 配 列 番 号 3;ま た VL CDR3は 配
列 番 号 4で あ る 。 別 の よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 VH CDR1は 配 列 番 号 22;VH CDR2は 配 列 番
号 23;VH CDR3は 配 列 番 号 24;VL CDR1は 配 列 番 号 18;VL CDR2は 配 列 番 号 19;ま た VL CDR3は 配
列 番 号 20で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 前 述 の い ず れ か を 、 EphA2と 結 合 す る 1、 2、 3、 4、 も し
く は 5個 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 、 ま た は 欠 失 と 共 に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型
を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1

未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR1お よ び
配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異
的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ
ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は
、 配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR1お よ び 配 列 番 号 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL 
CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、
癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た
は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH
 CDR1お よ び 配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR1お よ
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び 配 列 番 号 18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特
異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2
エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体
は 、 配 列 番 号 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR1お よ び 配 列 番 号 19の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る VL CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)
し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /
ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る VH CDR1お よ び 配 列 番 号 20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR2お よ
び 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特
異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2
エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体
は 、 配 列 番 号 7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR2お よ び 配 列 番 号 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る V
L CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し
、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま
た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
VH CDR2お よ び 配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR2お よ
び 配 列 番 号 18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特
異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2
エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体
は 、 配 列 番 号 23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR2お よ び 配 列 番 号 19の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る VL CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)
し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /
ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る VH CDR2お よ び 配 列 番 号 20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR3お よ
び 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特
異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2
エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体
は 、 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR3お よ び 配 列 番 号 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る V
L CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し
、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま
た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
VH CDR3お よ び 配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現
型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s
- 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR3お よ
び 配 列 番 号 18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR1を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特
異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2
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エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体
は 、 配 列 番 号 24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDR3お よ び 配 列 番 号 19の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る VL CDR2を 含 む 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)
し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /
ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 は 、 配 列 番 号 24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る VH CDR3お よ び 配 列 番 号 20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDR3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 抗 体 に は 、 す な わ ち 、 任 意 の タ イ プ の 分 子 の 抗 体 へ の 共 有 結 合
に よ っ て 改 変 さ れ た 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 限 定 す る 目 的 で は な い が 、 抗 体 誘 導 体 に
は 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ペ グ 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 既 知 の 保 護 /ブ
ロ ッ ク 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 細 胞 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 と の
結 合 な ど に よ っ て 改 変 さ れ た 抗 体 が 含 ま れ る 。 多 数 の 化 学 修 飾 の い ず れ も 、 そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 特 異 的 な 化 学 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ツ ニ カ マ イ シ ン の 代 謝 合 成 な
ど を 含 む 周 知 の 技 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 誘 導 体 に は 、 1種 ま た は 複 数 の
非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 当 業 者 に 周 知 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 む 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片
を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 が ヒ ト ま た は ヒ ト 化 で あ る こ と が 好 ま し い 。 特
定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261
、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か (ま た は 任 意
の 他 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 も し く は EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 も し く は 3× 10 - 3 s - 1 未 満
の K o f f で EphA2と 結 合 す る EphA2抗 体 )由 来 の 1種 ま た は 複 数 の CDRを 含 み 、 EphA2と 結 合 し 、
好 ま し く は EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 か つ /ま た は 3
× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ラ ク ダ 化 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 含 む (例 え ば 、 そ の 全
体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る Muyldermans et al., 2001, Trends Biochem. Sc
i. 26:230;Nuttall et al., 2000, Cur. Pharm. Biotech. 1:253;Reichmann and Muylder
mans, 1999, J. Immunol. Meth. 231:25;国 際 公 開 WO 94/04678お よ び WO 94/25591;米 国 特
許 第 6,005,079号 を 参 照 の こ と )。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B
-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か (ま た
は 任 意 の 他 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ
抗 体 、 も し く は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る EphA2抗 体 )の VHド メ イ ン の い ず
れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 2つ の VHド メ イ ン を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 単 一 ド メ イ ン 抗
体 が 形 成 さ れ る よ う な 改 変 を 伴 っ て 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は ま た 、 Eph099
B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の
抗 体 の い ず れ か (ま た は 任 意 の 他 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 、
露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 、 も し く は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る EphA2抗 体 )
の 1種 ま た は 複 数 の VH CDRを 含 む 2つ の VHド メ イ ン を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お い て 15日 以 上 、 好 ま し く は 20日 以
上 、 25日 以 上 、 30日 以 上 、 35日 以 上 、 40日 以 上 、 45日 以 上 、 2カ 月 以 上 、 3カ 月 以 上 、 4カ
月 以 上 、 ま た は 5カ 月 以 上 の 半 減 期 (例 え ば 、 血 清 半 減 期 )を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の
使 用 を 含 む 。 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お け る 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 半 減 期 が
増 大 す る と 、 哺 乳 動 物 に お い て 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 血 清 価 が よ り 高 く な り 、 し た が
っ て 、 前 記 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 の 投 与 頻 度 が 減 り 、 か つ /ま た は 投 与 す べ き 前 記 抗 体 も
し く は 抗 体 断 片 の 濃 度 が 下 が る 。 in vivo半 減 期 が 増 大 し た 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 当 業
者 に 周 知 の 技 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 in vivo半 減 期 が 増 大 し た 抗 体
ま た は そ の 断 片 は 、 Fcド メ イ ン と FcRn受 容 体 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る も の と 認 め ら れ る ア
ミ ノ 酸 残 基 を 改 変 (例 え ば 、 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 )す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き
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る (例 え ば 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 国 際 公 開 WO 97/34631お よ び
WO 02/060919を 参 照 の こ と )。 in vivo半 減 期 が 増 大 し た 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 前 記 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 に 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)な ど の ポ リ マ ー 分 子 を 結 合 す る
こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 PEGは 、 PEGと 前 記 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 の Nも し く
は C末 端 と の 部 位 特 異 的 結 合 に よ っ て ま た は リ ジ ン 残 基 上 に 存 在 す る イ プ シ ロ ン -ア ミ ノ 基
を 介 し て 、 多 機 能 リ ン カ ー を 用 い て ま た は 用 い な い で 前 記 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 と 結 合 さ
せ る こ と が で き る 。 生 物 学 的 活 性 の 最 小 損 失 を も た ら す 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状 ポ リ マ ー 誘 導
体 化 を 使 用 す る こ と に な る 。 結 合 の 度 合 い は 、 SDS-PAGEお よ び 質 量 分 析 に よ っ て 密 接 に モ
ニ タ ー し て 、 PEG分 子 と 抗 体 と の 正 常 な 結 合 を 確 実 に す る 。 未 反 応 PEGは 、 例 え ば 、 サ イ ズ
排 除 ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 抗 体 -PEG結 合 体 か ら 分 離 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 可 変 領 域 に 変 異 (例 え ば 、 1種 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 )が あ る Eph099B
-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の
抗 体 の い ず れ か の 一 方 ま た は 両 方 の 可 変 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 の 使 用 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 の 変 異 が 、 そ れ ら が 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 特 定 の 抗 原 に 対
す る 抗 体 の 結 合 力 お よ び /ま た は 親 和 性 を 維 持 し て い る ま た は 高 め る こ と が 好 ま し い 。 当
業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 技 法 (例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ )を 使 用 し て 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗
体 の 親 和 性 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を も た ら す 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 お よ び PCR媒 介 変 異 誘 発 を 含 む 当
業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 誘 導 体 は 、 元 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 15未 満
の ア ミ ノ 酸 置 換 、 10未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 5未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 4未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、
3未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 2未 満 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 誘 導 体 は 、 1種 ま た は 複 数 の 予 測 し た 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 で 作 ら れ る 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌 細
胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3
× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は 抗 体
断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し
く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 可 変 軽 鎖 お よ び /ま た は 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と
も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 65%、 少 な く と も 70%
、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 も
し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 可 変 軽 鎖 お よ び /ま た は 可 変 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し
、 配 列 番 号 1ま た は 17と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%
、 少 な く と も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少
な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 可 変 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結
合 し 、 配 列 番 号 5ま た は 21と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も
60%、 少 な く と も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、
少 な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 可 変 重 鎖 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に
結 合 し 、 配 列 番 号 1ま た は 17と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と
も 60%、 少 な く と も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%
、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 可 変 軽 鎖 お よ び 配
列 番 号 5ま た は 21と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少
な く と も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く
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と も 90%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 可 変 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌
細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は
3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も
し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 1種 も し く は 複 数 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 4
5%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 65%、 少 な く と も 70%、
少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 も し
く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る 1種 も し く は 複 数 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 一 実 施 形 態
で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 2、 3、 ま
た は 4と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 65%
、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%、 少
な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 別 の 実 施 形
態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 18、 19
、 ま た は 20と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と
も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%
、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 6、
7、 ま た は 8と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と
も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%
、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 22
、 23、 ま た は 24と 少 な く と も 45%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な
く と も 65%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と
も 90%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%同 一 で あ る CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 パ ー セ ン ト の 決 定 は 、 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 を 含 む 当 業 者 に
周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌
細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は
3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 は 、 配 列 番 号 2、 3、 4、 6、 7、 8、 18、 19、 20、 22、 23、 ま た は 24と 比 較 し て ア ミ ノ
酸 残 基 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 1種 ま た は 複 数 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 ア ミ ノ 酸
残 基 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 1種 ま た は 複 数 の CDRを 含 む 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 置 換 、
欠 失 ま た は 付 加 を 含 ま な い 1種 ま た は 複 数 の CDRを 含 む 抗 体 と 比 較 し た 場 合 、 実 質 的 に 同 じ
結 合 、 よ り 良 い 結 合 、 ま た は よ り 悪 い 結 合 を 有 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 CDRの 1、 2、 3、 4、 も し く は 5個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ て い る (
す な わ ち 、 変 異 さ れ て い る )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌 細
胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 も し く は 増 大 し た EphA2上
の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗
体 ま た は 抗 体 断 片 の 使 用 を 含 み 、 そ の 場 合 、 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト 条 件 下 で Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も
し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し E
phA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上
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で 選 択 的 に 露 出 も し く は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3
× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 提 供 し 、 前 記 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も
し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 可 変 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 可 変 軽 鎖 を 含 む 。 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 9ま た は 25の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ た 可 変 軽 鎖 を 含 む 抗 体 ま た は 断 片 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ep
hA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、
非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 も し く は 増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先
的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を
提 供 し 、 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.
248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 可 変 重 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ た 可 変 重 鎖 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、
配 列 番 号 13ま た は 29の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 可 変 重 鎖 を 含 む 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 提 供 す る 。
他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列
番 号 9ま た は 25の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 可 変 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 13ま た は 29の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ
た 可 変 重 鎖 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、
か つ /ま た は 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー
プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ
の 断 片 を 提 供 し 、 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph0
99B-210.248、 Eph099B-233.152、 も し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か の 1種 も し く は 複 数
の CDRの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 1種 も し く は 複 数 の CDRを 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明
の 抗 体 ま た は 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 10、 11、 ま た は 12の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ た CDRを 含 む 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 断 片 は 、 EphA2と
免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 26、 27、 ま た は 28の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト
条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た CDRを 含 む 。 別 の 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番
号 14、 15、 ま た は 16の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た CDRを 含 む 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明
の 抗 体 ま た は 断 片 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 30、 31、 ま た は 32の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ た CDRを 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 約 45
℃ に お け る 6X塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (SSC)中 で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAと の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ れ に 続 く 約 50～ 65℃ に お け る 0.2X SSC/0.1% SDS中 で の 1回 ま た
は 複 数 回 の 洗 浄 、 約 45℃ に お け る 6X SSC中 で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン と そ れ に 続 く 約 60℃ に お け る 0.1X SSC/0.2% SDS中 で の 1回 ま た は 複 数 回 の 洗 浄 な ど
の 極 め て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 、 ま た は 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 他 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が あ る (例 え ば 、 Ausubel, F.M. et al., eds. 1989 Current
 Protocols in Molecular Biology, vol. 1, Green Publishing Associates, Inc. and J
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ohn Wiley and Sons, Inc., NYの 6.3.1～ 6.3.6お よ び 2.10.3頁 を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 か つ /ま た は 癌
細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 癌 細 胞 で 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は
3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 は 、 配 列 番 号 10、 11、 12、 14、 15、 16、 26、 27、 28、 30、 31、 ま た は 32と 比 較 し て
核 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 1種 ま た は 複 数 の CDRの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て
コ ー ド さ れ た 1種 ま た は 複 数 の CDRを 含 む 。 核 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 1種 ま
た は 複 数 の CDRを 含 む 抗 体 は 、 核 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 ま な い 1種 ま た は 複 数
の CDRを 含 む 抗 体 と 比 較 し た 場 合 、 実 質 的 に 同 じ 結 合 、 よ り 良 い 結 合 、 ま た は よ り 悪 い 結
合 を 有 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CDRの 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、
10、 11、 12、 13、 14も し く は 15個 の 核 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ て い る (す な わ
ち 、 変 異 さ れ て い る )。 核 酸 置 換 は 、 変 異 CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え て も よ い し 変 え な く て
も よ い 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 5.1.1　
　 本 発 明 は 、 異 種 物 質 と 組 換 え 融 合 ま た は 化 学 結 合 (共 有 結 合 も 非 共 有 結 合 も 含 む )し て 融
合 タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 を 含 む 。 異 種 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド (
ま た は そ の 部 分 、 好 ま し く は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30、 少 な く と も 40
、 少 な く と も 50、 少 な く と も 60、 少 な く と も 70、 少 な く と も 80、 少 な く と も 90も し く は 少
な く と も 100ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド )、 核 酸 、 小 分 子 (1000ダ ル ト ン 未 満 )、 ま た は 無 機 も
し く は 有 機 化 合 物 で あ っ て よ い 。 融 合 は 必 ず し も 直 接 的 で な く て も よ い が 、 リ ン カ ー 配 列
を 介 し て 起 こ り 得 る 。 異 種 物 質 と 融 合 ま た は 結 合 し た 抗 体 は 、 in vivoで 使 用 し て 、 当 技
術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 障 害 の 進 行 を 検 出 、 治 療 、 管 理 、 ま た は モ ニ タ ー す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 、 国 際 公 開 WO 93/21232;EP 439,095
;Naramura et al., 1994, Immunol. Lett. 39:91～ 99;米 国 特 許 第 5,474,981号 ;Gillies e
t al., 1992, PNAS 89:1428-1432;お よ び Fell et al.,1991, J. Immunol. 146:2446～ 245
2を 参 照 の こ と 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 検 出 、 治 療 、 管 理 、 ま た は モ ニ タ ー す べ き 障
害 は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 悪 性 癌 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 検 出 、 治 療 、 管 理 、 ま た
は モ ニ タ ー す べ き 障 害 は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 関 連 す る 前 癌 性 症 状 で あ る 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 症 状 は 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 (PIN)、 乳 房 の 線 維 腺 腫 、 線 維 嚢
胞 症 、 ま た は 化 合 物 母 斑 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 抗 体 断 片 と 融 合 ま た は 結 合 し た 異 種 物 質 を 含 む 組 成 物 を 含 む 。 例 え ば
、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Fab断 片 、 Fd断 片 、 Fv断 片 、 F(ab) 2 断 片 、 も し く は そ の 部 分 と 融
合 ま た は 結 合 し て い て よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 部 分 と 融 合 ま た は 結 合 さ せ る 方 法 は 、 当
技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,336,603号 、 第 5,622,929号 、 第 5,359,046
号 、 第 5,349,053号 、 第 5,447,851号 、 お よ び 第 5,112,946;EP 307,434;EP 367,166;国 際 公
開 WO 96/04388お よ び WO 91/06570;Ashkenazi et al., 1991, PNAS 88:10535～ 10539;Zhen
g et al., 1995, J. Immunol. 154:5590～ 5600;お よ び Vil et al., 1992, PNAS 89:11337
～ 11341を 参 照 の こ と (前 記 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ て い る )。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 例 え ば 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 も
し く は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か (ま た は 任 意 の 他 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 も し く は EphA2
癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 も し く は 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 も し く は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f
で EphA2と 結 合 す る EphA2抗 体 )の 別 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 ・ シ ャ フ リ ン グ 、 モ チ ー
フ ・ シ ャ フ リ ン グ 、 エ キ ソ ン ・ シ ャ フ リ ン グ 、 お よ び /ま た は コ ド ン ・ シ ャ フ リ ン グ (総 称
し て 「 DNAシ ャ フ リ ン グ 」 と 呼 ば れ る )の 技 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 DNAシ ャ フ
リ ン グ は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 (例 え ば 、 親 和 性 が よ り 高 く 解 離 率 が よ り 低 い 抗
体 ま た は そ の 断 片 )の 活 性 を 変 え る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 米 国 特 許 第 5,6
05,793号 ;第 5,811,238号 ;第 5,830,721号 ;第 5,834,252号 ;お よ び 第 5,837,458号 、 お よ び Pa
tten et al., 1997, Curr. Opinion Biotechnol. 8:724-33;Harayama,1998, Trends Biot
echnol. 16:76;Hansson, et al., 1999, J. Mol. Biol. 287:265;お よ び Lorenzo and Bla
sco, 1998, BioTechniques 24:308を 参 照 の こ と (こ れ ら の そ れ ぞ れ の 特 許 お よ び 刊 行 物 は
、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る )。 抗 体 も し く は そ の 断 片 、 ま た は
コ ー ド し た 抗 体 も し く は そ の 断 片 は 、 エ ラ ー ・ プ ロ ー ン PCR、 ラ ン ダ ム ・ ヌ ク レ オ チ ド 挿
入 ま た は 他 の 方 法 に よ る ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 に か け て か ら 組 換 え を 行 う こ と に よ っ て 改 変 す
る こ と が で き る 。 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を コ ー ド し た 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 1種 ま た は 複 数 の 部 分 は 、 1種 ま た は 複 数 の 異 種 物 質 の 1種 ま た は 複 数 の 成
分 、 モ チ ー フ 、 切 片 、 部 分 、 ド メ イ ン 、 断 片 な ど と 組 換 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド な ど の マ ー
カ ー 配 列 と 結 合 さ せ て 、 精 製 を 容 易 に す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 マ ー カ ー ・ ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 と り わ け 、 pQEベ ク タ ー (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91
311)で 得 ら れ る タ グ な ど の ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ・ ペ プ チ ド で あ り 、 そ の 多 く が 市 販 さ れ て い
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る 。 Gentz et al., 1989, PNAS 86:821に 記 載 の よ う に 、 例 え ば 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン は 、
融 合 タ ン パ ク 質 の 好 都 合 な 精 製 を も た ら す 。 精 製 に 有 用 な 他 の ペ プ チ ド ・ タ グ に は 、 そ れ
だ け に は 限 ら な い が 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 由 来 の エ ピ ト ー プ (Wilson 
et al., 1984, Cell 37:767)に 相 当 す る 赤 血 球 凝 集 素 「 HA」 タ グ お よ び 「 フ ラ グ 」 タ グ が
あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 は 、 診 断 ま た は 検 出 可
能 な 物 質 と 結 合 さ せ る 。 こ う し た 抗 体 は 、 特 定 の 療 法 の 有 効 性 の 決 定 な ど の 臨 床 試 験 手 順
の 一 部 と し て 、 癌 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ ー ま た は 予 測 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら
に 、 こ う し た 抗 体 は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 関 連 す る 前 癌 性 症 状 (例 え ば 、 高 度 前 立
腺 上 皮 内 新 生 (PIN)、 乳 房 の 線 維 腺 腫 、 線 維 嚢 胞 症 、 ま た は 化 合 物 母 斑 )の 発 生 ま た は 進 行
を モ ニ タ ー ま た は 予 測 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ
抗 体 は 、 診 断 ま た は 検 出 可 能 な 物 質 と 結 合 し て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は EA2で は
な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ う し た 診 断 お よ び 検 出 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ ・ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ な ど の 様 々 な 酵 素 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン お よ び ア
ビ ジ ン /ビ オ チ ン な ど の 補 欠 分 子 族 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ
レ セ イ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン
フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン な ど の 蛍 光 物 質 ;そ れ だ け に
は 限 ら な い が 、 ル ミ ノ ー ル な ど の 発 光 物 質 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、
ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク オ リ ン な ど の 生 物 発 光 物 質 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ビ ス マ
ス ( 2 1 3 Bi)、 炭 素 ( 1 4 C)、 ク ロ ム ( 5 1 Cr)、 コ バ ル ト ( 5 7 Co)、 フ ッ 素 ( 1 8 F)、 ガ ド リ ニ ウ ム ( 1 5
3 Gd、 1 5 9 Gd)、 ガ リ ウ ム ( 6 8 Ga、 6 7 Ga)、 ゲ ル マ ニ ウ ム ( 6 8 Ge)、 ホ ル ミ ウ ム ( 1 6 6 Ho)、 イ ン ジ
ウ ム ( 1 1 5 In、 1 1 3 In、 1 1 2 In、 1 1 1 In)、 ヨ ウ 素 ( 1 3 1 I、 1 2 5 I、 1 2 3 I、 1 2 1 I)、 ラ ン タ ン ( 1 4 0 La
)、 ル テ チ ウ ム ( 1 7 7 Lu)、 マ ン ガ ン ( 5 4 Mn)、 モ リ ブ デ ン ( 9 9 Mo)、 パ ラ ジ ウ ム ( 1 0 3 Pd)、 リ ン (
3 2 P)、 プ ラ セ オ ジ ム ( 1 4 2 Pr)、 プ ロ メ チ ウ ム ( 1 4 9 Pm)、 レ ニ ウ ム ( 1 8 6 Re、 1 8 8 Re)、 ロ ジ ウ ム
( 1 0 5 Rh)、 ル テ ニ ウ ム ( 9 7 Ru)、 サ マ リ ウ ム ( 1 5 3 Sm)、 ス カ ン ジ ウ ム ( 4 7 Sc)、 セ レ ン ( 7 5 Se)、
ス ト ロ ン チ ウ ム ( 8 5 Sr)、 硫 黄 ( 3 5 S)、 テ ク ネ チ ウ ム ( 9 9 Tc)、 タ リ ウ ム ( 2 0 1 Ti)、 ス ズ ( 1 1 3 Sn
、 1 1 7 Sn)、 ト リ チ ウ ム ( 3 H)、 キ セ ノ ン ( 1 3 3 Xe)、 イ ッ テ ル ビ ウ ム ( 1 6 9 Yb、 1 7 5 Yb)、 イ ッ ト
リ ウ ム ( 9 0 Y)、 亜 鉛 ( 6 5 Zn)な ど の 放 射 性 物 質 ;様 々 な 陽 電 子 射 出 断 層 撮 影 法 を 用 い た 陽 電 子
放 出 金 属 お よ び 非 放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン を 含 む が 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い 検 出 可 能
な 物 質 と 抗 体 を カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 は 、 細 胞 毒 な ど の 治 療
薬 、 例 え ば 、 細 胞 増 殖 抑 制 も し く は 細 胞 破 壊 物 質 、 治 療 薬 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン 、 例 え
ば ア ル フ ァ 放 射 体 と 結 合 し て い る 。 細 胞 毒 ま た は 細 胞 毒 性 物 質 に は 、 細 胞 に 有 害 な 任 意 の
物 質 が あ る 。 例 に は 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 サ イ ト カ ラ シ ン B、 グ ラ ミ シ ジ ン D、 臭 化 エ チ ジ ウ
ム 、 エ メ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド (tenoposide)、 ビ ン ク リ ス チ ン
、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト
ラ シ ン ジ オ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 1-デ ヒ ド ロ テ
ス ト ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ プ ラ
ノ ロ ー ル 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド お よ び そ の 類 似
体 ま た は 同 族 体 が あ る 。 治 療 薬 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 代 謝 拮 抗 剤 (例 え ば 、 メ
ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ
ル デ カ ル バ ジ ン )、 ア ル キ ル 化 剤 (例 え ば 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ エ パ (thioepa)ク ロ ラ ム
ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン (BCNU)お よ び ロ ム ス チ ン (CCNU)、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ
ド (cyclothosphamide)、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 マ
イ ト マ イ シ ン C、 お よ び シ ス ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 (II)(DDP)シ ス プ ラ チ ン )、 ア ン ト ラ サ
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イ ク リ ン (例 え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン (以 前 は ダ ウ ノ マ イ シ ン )お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン )、 抗 生
物 質 (例 え ば 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン (以 前 は ア ク チ ノ マ イ シ ン )、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ
イ シ ン 、 お よ び ア ン ス ラ マ イ シ ン (AMC))、 お よ び 有 糸 分 裂 阻 害 剤 (例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ
ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン )が あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 は 、 所 与 の 生 物 学 的 応
答 を 改 変 す る 治 療 薬 ま た は 薬 物 部 分 と 結 合 し て い る 。 治 療 薬 ま た は 薬 物 部 分 は 、 従 来 の 化
学 的 治 療 薬 に 限 ら れ る と み な す べ き で は な い 。 例 え ば 、 薬 物 部 分 は 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性
を も っ て い る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 こ う し た タ ン パ ク 質 に は 、 例
え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、 コ レ ラ 毒 、 ま た は ジ フ テ リ ア 毒 な ど
の 毒 素 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 成 長 因 子 、 血
小 板 由 来 成 長 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー な ど の タ ン パ ク 質 、 ア ポ ト ー シ ス
剤 、 例 え ば 、 TNF-α 、 TNF-β 、 AIM I(国 際 公 開 WO 97/33899を 参 照 の こ と )、 AIM II(国 際
公 開 WO 97/34911を 参 照 の こ と )、 Fasリ ガ ン ド (Takahashi et al., 1994, J. Irninunol.,
 6:1567)、 お よ び VEGI(国 際 公 開 WO 99/23105を 参 照 の こ と )、 血 栓 剤 ま た は 抗 血 管 形 成 剤
、 例 え ば 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン ま た は エ ン ド ス タ チ ン ;あ る い は 、 例 え ば 、 リ ン フ ォ カ イ ン (
例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1(「 IL-1」 )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(「 IL-2」 )、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン -6(「 IL-6」 )、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (「 GM-CSF」 )、 お よ び 顆 粒 球
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (「 G-CSF」 ))、 ま た は 増 殖 因 子 (例 え ば 、 成 長 ホ ル モ ン (「 Gx」 ))な ど の
生 物 学 的 応 答 改 変 剤 が 含 ま れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 は 、 放 射 性 物 質 ま た は
放 射 性 金 属 イ オ ン と 結 合 す る の に 有 用 な 大 環 状 キ レ ー ト 剤 な ど の 治 療 薬 と 結 合 し て い る (
放 射 性 物 質 の 例 と し て 上 記 を 参 照 の こ と )。 あ る 実 施 形 態 で は 、 大 環 状 キ レ ー ト 剤 は 、 リ
ン カ ー 分 子 を 介 し て 抗 体 と 結 合 で き る 1,4,7,10-テ ト ラ ア ザ シ ク ロ ド デ カ ン -N,N',N",N"-
四 酢 酸 (DOTA)で あ る 。 こ う し た リ ン カ ー 分 子 は 、 当 技 術 分 野 で 一 般 に 周 知 で あ り 、 そ れ ら
の 全 体 が そ れ ぞ れ 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る Denardoら 、 1998、 Clin Cancer Res. 4:2483～
90;Petersonら 、 1999、 Bioconjug. Chem. 10:553;お よ び Zimmermanら 、 1999、 Nucl. Med.
 Biol. 26:943～ 50に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 結 合 し た 抗 体 は 、 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ
ピ ト ー プ と 好 ま し く は 結 合 す る EphA2抗 体 で あ る (す な わ ち 、 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 )。
別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 結 合 し た 抗 体 は EA2で は な い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 治 療 部 分 を 抗 体 と 結 合 さ せ る 技 法 は よ く 知 ら れ て い る 。 こ の 部 分 は 、 そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 ア ル デ ヒ ド /シ ッ フ 結 合 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 結 合 、 酸 不 安 定 性 結 合 、 cis-ア コ ニ チ
ル （ aconityl） 結 合 、 ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 、 酵 素 分 解 性 結 合 を 含 む 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の
方 法 に よ っ て 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と が で き る (一 般 に Garnett, 2002, Adv. Drug Deliv. R
ev. 53:171-216を 参 照 の こ と )。 治 療 部 分 を 抗 体 と 結 合 さ せ る 別 の 技 法 は よ く 知 ら れ て お
り 、 例 え ば 、 Arnonら 、 「 Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Can
cer THerapy」 、 Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy、 Reisfeldら (編 )、 243～ 56
(Alan R. Liss, Inc. 1985);Hellstromら 、 「 Antibodies For Drug Delivery」 、 Control
led Drug Delivery(第 2版 )、 Robinsonら (編 )、 623～ 53(Marcel Dekker, Inc. 1987);Thor
pe、 「 Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer THerapy:A Review」 、 Monocl
onal Antibodies `84:Biological And Clinical Applications、 Pincheraら (編 )、 475～ 5
06(1985);「 Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of R
adiolabeled Antibody In Cancer Therapy」 、 Monoclonal Antibodies For Cancer Detec
tion And Therapy、 Baldwinら (編 )、 303～ 16(Academic Press 1985)、 お よ び Thorpeら 、 1
982、 Immunol. Rev. 62:119～ 58を 参 照 の こ と 。 抗 体 を ポ リ ペ プ チ ド 部 分 と 融 合 ま た は 結
合 さ せ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5336603号 、 第 5622929号
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、 第 5359046号 、 第 5349053号 、 第 5447851号 、 お よ び 第 5112946号 ;EP 307434;EP 367166;
国 際 公 開 WO 96/04388お よ び WO 91/06570;Ashkenaziら 、 1991、 PNAS 88:10535～ 10539;Zhe
ngら 、 1995、 J. Immunol. 154:5590～ 5600;お よ び Vilら 、 1992、 PNAS 89:11337～ 11341を
参 照 の こ と 。 抗 体 の 部 分 へ の 融 合 は 、 必 ず し も 直 接 的 で な く て も よ い が 、 リ ン カ ー 配 列 に
よ っ て 起 こ り 得 る 。 こ う し た リ ン カ ー 分 子 は 、 当 技 術 分 野 で 一 般 に 周 知 で あ り 、 そ の 全 体
が 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 Denardoら 、 1998、 Clin Cancer Res. 4:
2483～ 90;Petersonら 、 1999、 Bioconjug. Chem. 10:553;Zimmermanら 、 1999、 Nucl. Med.
 Biol. 26:943～ 50;Garnett、 2002、 Adv. Drug Deliv. Rev. 53:171～ 216に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 あ る い は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4676980号 で Segal
に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 抗 体 は 、 第 2抗 体 と 結 合 し て 、 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 を 形 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 抗 体 は 、 標 的 抗 原 の イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 精 製 に 特 に 有 用 な 固 体 支 持 体 と 結 合 さ せ る こ
と も で き る 。 こ う し た 固 体 支 持 体 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 、
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン が
あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 5.1.2　
　 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 抗 体 の 合 成 に つ い て の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て
、 特 に 、 化 学 合 成 、 ま た は 好 ま し く は 組 換 え 発 現 技 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 組 換 え 、 お よ び フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 技 法
、 ま た は そ の 組 合 せ の 使 用 を 含 む 当 技 術 分 野 で 周 知 の 多 種 多 様 な 技 法 を 用 い て 調 製 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の も の 、 お よ び 例 え ば 、
Harlowら 、 Antibodies:A Laboratory Manual、 (Cold Spring Harbor Laboratory Press、
第 2版 1988);Hammerlingら :Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563～ 681(Els
evier、 N.Y.、 1981)に 教 示 の も の を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き
る (前 記 参 考 文 献 は 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ て い る )。 本 明 細 書 で は 、 「 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ っ て 生 成 し た 抗 体 だ け に は 限
定 さ れ な い 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の 真 核 生 物 、 原 核 生 物 、 ま た は
フ ァ ー ジ ・ ク ロ ー ン を 含 む 単 一 ク ロ ー ン 由 来 の 抗 体 を 意 味 す る も の で あ り 、 そ れ を 生 成 す
る 方 法 で は な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い た 特 異 的 抗 体 を 生 成 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 通 常
の も の で あ り 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 簡 単 に 言 え ば 、 マ ウ ス は EphA2(完 全 長 タ
ン パ ク 質 ま た は そ の ド メ イ ン 、 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン も し く は リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン )
を 用 い て 免 疫 で き 、 免 疫 応 答 が 検 出 、 例 え ば 、 マ ウ ス 血 清 に お け る EphA2へ の 抗 体 特 異 性
が 検 出 さ れ た 後 、 マ ウ ス 脾 臓 を 回 収 し 、 脾 細 胞 を 単 離 す る 。 次 い で 、 よ く 知 ら れ て い る 技
法 で 脾 細 胞 を 任 意 の 適 当 な 骨 髄 腫 細 胞 、 例 え ば ATCCか ら 入 手 可 能 な 細 胞 系 SP20由 来 の 細 胞
と 融 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 限 定 希 釈 に よ っ て ク ロ ー ン 化 す る 。 次 い で 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ン を 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合
可 能 な 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 高 レ ベ ル の 抗 体 を 一 般 に 含 む 腹 水 は 、
陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ン を 用 い て 免 疫 し た マ ウ ス に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培
養 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き 、 好 ま し く は 、 そ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 EphA2ま
た は そ の 断 片 で 免 疫 し た マ ウ ス か ら 単 離 し た 脾 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 す る こ と に よ っ て
生 成 し 、 次 い で 融 合 で 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ を EphA2と 結 合 で き る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ
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ド ー マ ・ ク ロ ー ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 特 異 的 EphA2エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 断 片 は 、 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 技 法 に よ っ て 生
成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Fabお よ び F(ab')2断 片 は 、 パ パ イ ン (Fab断 片 を 生
成 す る た め )ま た は ペ プ シ ン (F(ab')2断 片 を 生 成 す る た め )な ど の 酵 素 を 用 い た 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 分 子 の タ ン パ ク 質 分 解 切 断 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 F(ab')2断 片 は 、 可 変 領
域 、 軽 鎖 定 常 領 域 お よ び 重 鎖 の CH1ド メ イ ン を 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 技 術 分
野 で 周 知 の 様 々 な フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い て 生 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 で は 、 機 能 抗 体 ド メ イ ン は 、 そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を も つ フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ て い る 。 特 に 、 VHお よ び VLド
メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 動 物 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 リ ン パ 組 織 の ヒ ト ま た は
ネ ズ ミ cDNAラ イ ブ ラ リ ー )か ら 増 幅 さ れ て い る 。 VHお よ び VLド メ イ ン を コ ー ド す る DNAを sc
Fvリ ン カ ー と 一 緒 に PCRに よ っ て 組 換 え 、 フ ァ ー ジ ミ ド ・ ベ ク タ ー (例 え ば 、 p CANTAB 6ま
た は pComb 3 HSS)中 に 挿 入 す る 。 こ の ベ ク タ ー を 大 腸 菌 (E. coli)中 で 電 気 穿 孔 し 、 大 腸
菌 を ヘ ル パ ー ・ フ ァ ー ジ に 感 染 さ せ る 。 こ れ ら の 方 法 で 使 用 す る フ ァ ー ジ は 、 通 常 fdお よ
び M13を 含 む 糸 状 フ ァ ー ジ で あ り 、 そ の VHお よ び VLド メ イ ン は 、 フ ァ ー ジ 遺 伝 子 IIIと 遺 伝
子 VIIIの い ず れ か と 通 常 組 換 え 融 合 さ せ る 。 所 定 の EpbA2エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 原 結 合
ド メ イ ン を 発 現 す る フ ァ ー ジ は 、 抗 原 、 例 え ば 、 標 識 し た 抗 原 ま た は 固 体 表 面 も し く は ビ
ー ズ に 結 合 し た も し く は 捕 捉 さ れ た 抗 原 を 用 い て 選 択 ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 抗 体 を 作 製 す る の に 使 用 で き る フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 の 例 に は 、 そ の 全 体 が そ れ
ぞ れ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 Brinkmanら 、 1995、 J. Immunol. Methods 182:
41～ 50;Amesら 、 1995、 J. Immunol. Methods 184:177;Kettleboroughら 、 1994、 Eur. J. 
Immunol. 24:952～ 958;Persicら 、 1997、 Gene 187:9;Burtonら 、 1994、 Advances in Immu
nology 57:191～ 280;国 際 出 願 PCT/GB91/01134;国 際 公 開 WO 90/02809、 WO 91/10737、 WO 9
2/01047、 WO 92/18619、 WO 93/1 1236、 WO 95/15982、 WO 95/20401、 お よ び W097/13844;
な ら び に 米 国 特 許 第 5698426号 、 第 5223409号 、 第 5403484号 、 第 5580717号 、 第 5427908号
、 第 5750753号 、 第 5821047号 、 第 5571698号 、 第 5427908号 、 第 5516637号 、 第 5780225号 、
第 5658727号 、 第 5733743号 お よ び 第 5969108号 に 記 載 さ れ て い る も の が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 フ ァ ー ジ は 、 EphA2結 合 、 特 に EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン と の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 EphA2活 性 (例 え ば 、 EphA2リ ン 酸 化 の 増 大 、 EphA2レ ベ ル の 低 下 )ま た
は 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 活 性 に 作 用 す る こ と (例 え ば 、 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 ま た は 三 次
元 基 底 膜 も し く は マ ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ
ー ク 形 成 の 低 減 )、 あ る い は 非 癌 細 胞 で は な く 癌 細 胞 上 に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ と 優 先
的 に 結 合 す る こ と (例 え ば 、 細 胞 -細 胞 接 触 し て い る リ ガ ン ド と 結 合 し て い る EphA2と の 結
合 が 弱 い が 、 リ ガ ン ド と 結 合 し て い な い ま た は 細 胞 -細 胞 接 触 し て い な い EphA2と の 結 合 が
十 分 で あ る )に つ い て も ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 上 記 の 参 考 文 献 に 記 載 の よ う に 、 フ ァ ー ジ 選 択 の 後 、 フ ァ ー ジ か ら 抗 体 コ ー ド 領 域 を 単
離 し 、 ヒ ト 抗 体 、 ま た は 任 意 の 他 の 所 望 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 全 抗 体 を 生 成 す る の に 使 用
し 、 例 え ば 、 下 記 に 記 載 の よ う に 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 、 お よ び 細
菌 を 含 む 任 意 の 所 望 の 宿 主 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Fab、 Fab'お よ び F(ab')2断 片 を
組 換 え 生 成 す る 技 法 も 、 国 際 公 開 WO 92/22324;Mullinaxら 、 1992、 BioTechniques 12:864
;Sawaiら 、 1995、 AJRI 34:26;お よ び Betterら 、 1988、 Science 240:1041に 記 載 の も の な
ど の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る (前 記 参 考 文 献 は 、 そ れ ら の 全 体
が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ て い る )。
【 ０ １ １ ０ 】
　 全 抗 体 を 生 成 す る た め に は 、 VHま た は VLヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 制 限 部 位 、 お よ び 制 限 部 位
を 保 護 す る た め の フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む PCRプ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 scFvク ロ ー ン の VH
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ま た は VL配 列 を 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 当 業 者 に 周 知 の ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 利 用 す る こ
と に よ っ て 、 PCRで 増 幅 し た VHド メ イ ン を VH定 常 領 域 、 例 え ば 、 ヒ ト γ 4定 常 領 域 を 発 現 す
る ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き 、 PCRで 増 幅 し た VLド メ イ ン を VL定 常 領 域 、 例
え ば 、 ヒ ト κ ま た は λ 定 常 領 域 を 発 現 す る ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 VH
ま た は VLド メ イ ン を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー に は 、 EF-1α プ ロ モ ー タ ー 、 分 泌 シ グ ナ ル 、
可 変 ド メ イ ン の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 定 常 ド メ イ ン 、 お よ び ネ オ マ イ シ ン な ど の 選 択 メ ー カ
ー が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。 VHお よ び VLド メ イ ン は 、 必 要 な 定 常 領 域 を 発 現 す る 1つ の
ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と も で き る 。 次 い で 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 重 鎖 変
換 ベ ク タ ー お よ び 軽 鎖 変 換 ベ ク タ ー を 細 胞 系 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 完 全 長 抗 体 、
例 え ば 、 IgGを 発 現 す る 安 定 ま た は 一 時 的 な 細 胞 系 を 生 成 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ヒ ト に お け る 抗 体 の in vivo使 用 お よ び in vitro検 出 ア ッ セ イ を 含 む い く つ か の 使 用 で
は 、 ヒ ト ま た は キ メ ラ 抗 体 を 使 用 す る と 好 ま し い か も し れ な い 。 ヒ ト 被 験 者 の 治 療 に 対 し
て あ ら ゆ る 点 で ヒ ト 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 由 来 の 抗
体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 上 記 の フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含 む 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々
な 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の 全 体 が そ れ ぞ れ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ る 、 米 国 特 許 第 4444887号 お よ び 第 4716111号 ;な ら び に 国 際 公 開 WO 98/46645、 WO 98/
50433、 WO 98/24893、 WO 98/16654、 WO 96/34096、 WO 96/33735、 お よ び WO 91/10741も 参
照 の こ と 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 機 能 的 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る こ と が で き な い が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 遺 伝 子 を 発 現 で き る 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス を 用 い て 生 成 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト
重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 複 合 体 は 、 マ ウ ス 胚 幹 細 胞 中 に ラ ン ダ ム に ま た は 相
同 組 換 え に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ヒ ト 可 変 領 域 、 定 常 領 域 、 お よ び 多
様 性 領 域 は 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 に 加 え て マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き
る 。 マ ウ ス 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 相 同 組 換 え よ っ て 別 々 に ま た は ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 の 導 入 と 同 時 に 非 機 能 的 に す る こ と が で き る 。 特 に 、 J H 領 域 の ホ モ 接
合 性 欠 失 は 、 内 因 性 抗 体 生 成 を 防 止 す る 。 改 変 し た 胚 性 幹 細 胞 を 増 や し 、 胚 盤 胞 に 微 量 注
入 し て キ メ ラ ・ マ ウ ス を 生 成 す る 。 次 い で 、 キ メ ラ ・ マ ウ ス を 繁 殖 さ せ て 、 ヒ ト 抗 体 を 発
現 す る ホ モ 接 合 性 子 孫 を 生 成 す る 。 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス を 、 選 択 し た 抗 原 、 例 え ば 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の す べ て ま た は 一 部 分 を 用 い て 通 常 の 方 法 で 免 疫 す る 。 抗 原 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 、 免 疫 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス か ら 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子
は 、 B細 胞 分 化 中 に 改 変 し 、 続 い て ク ラ ス ・ ス イ ッ チ ン グ お よ び 体 細 胞 変 異 を 受 け る 。 し
た が っ て 、 こ の よ う な 技 術 を 用 い る こ と に よ っ て 、 治 療 上 有 用 な IgG、 IgA、 IgMお よ び IgE
抗 体 を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る た め の こ の 技 術 の 概 要 に つ い て は
、 Lonbergお よ び Huszar(1995、 Int. Rev. Immunol. 13:65～ 93)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 抗 体
お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の こ の 技 術 お よ び こ う し た 抗 体 を 生 成 す る
た め の プ ロ ト コ ル の 詳 細 な 議 論 に つ い て は 、 例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 本 明 細 書 に よ っ て 組
み 込 ま れ る 国 際 公 開 WO 98/24893、 WO 96/34096、 お よ び WO 96/33735;な ら び に 米 国 特 許 第
5413923号 、 第 5625126号 、 第 5633425号 、 第 5569825号 、 第 5661016号 、 第 5545806号 、 第 58
14318号 、 お よ び 第 5939598を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 Abgenix, Inc.(米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
Freemont)お よ び Medarex(米 国 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Princeto
n)な ど の 会 社 は 、 上 記 の も の と 類 似 の 技 術 を 用 い て 選 択 し た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 提 供
に 携 わ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る
抗 体 な ど 、 抗 体 の 異 な る 部 分 が 、 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 で あ る 分 子 で あ る 。 キ メ
ラ 抗 体 を 生 成 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 Morrison、 1985、 Science 229:1202;Oiら 、 1986、 BioTechniqu
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es 4:214;Gilliesら 、 1989、 J. Immunol. Methods 125:191～ 202;お よ び 米 国 特 許 第 63114
15号 、 第 5807715号 、 第 4816567号 、 お よ び 第 4816397号 を 参 照 の こ と 。 非 ヒ ト 種 由 来 の 1種
ま た は 複 数 の CDRお よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 含 む キ メ ラ
抗 体 は 、 例 え ば 、 CDR移 植 (EP 239400;国 際 公 開 WO 91/09967;お よ び 米 国 特 許 第 5225539号
、 第 5530101号 、 お よ び 第 5585089号 )、 張 り 合 わ せ (veneering)ま た は 再 表 面 化 (resurfaci
ng)(EP 592106;EP 519596;Padlan、 1991、 Molecular Immunology 28(4/5):489～ 498;Stud
nickaら 、 1994、 Protein Engineering 7:805;お よ び Roguskaら 、 1994、 PNAS 91:969)、 お
よ び 鎖 シ ャ フ リ ン グ (米 国 特 許 第 5565332号 )を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 技 術 を 用
い て 生 成 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異
的 に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-
210.248、 Eph099B-233.152の VL CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1、 2、 ま た は 3個
の VL CDRを 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結
合 し 、 配 列 番 号 2、 3、 4、 18、 19、 ま た は 20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDRを 含 む 。 別 の
実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー
ク 領 域 内 に Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph099B-233.1
52の VH CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1、 2、 ま た は 3個 の VH CDRを 含 む 。 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 6、 7、 8、
22、 23、 ま た は 24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDRを 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明
の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に 、 Eph099B-1
02.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 ま た は Eph099B-233.152の VL CDRの い ず れ
か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 1、 2、 ま た は 3個 の VL CDRを 含 み 、 さ ら に Eph099B-102.147、 Ep
h099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152の VH CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 1、 2、 ま た は 3個 の VH CDRを 含 む 。 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ
ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 2、 3、 4、 18、 19、 ま た は 20の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る VL CDRを 含 み 、 さ ら に 配 列 番 号 6、 7、 8、 22、 23、 ま た は 24の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る VH CDRを 含 む 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免
疫 特 異 的 に 結 合 し 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、
Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152の VL CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 3個 の VL 
CDRお よ び Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152の VH 
CDRの い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 3個 の VH CDRを 含 む 。 さ ら に よ り 好 ま し い 実 施 形 態
で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 抗 体 は 、 EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 2、 3、 4、 18、 19、
ま た は 20か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VL CDRを 含 み 、 さ ら に 配 列 番 号
6、 7、 8、 22、 23、 ま た は 24か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VH CDRを 含
む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 多 く の 場 合 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 CDRド ナ ー 抗 体 の 対 応 す
る 残 基 と 置 換 し て 抗 原 結 合 を 改 変 、 好 ま し く は 改 善 す る こ と に な る 。 こ れ ら の フ レ ー ム ワ
ー ク 置 換 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 に 重 要 な フ レ ー ム ワ
ー ク 残 基 を 同 定 す る た め の CDRと フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 相 関 関 係 の モ デ リ ン グ な ら び に 特
定 部 位 に お け る 異 常 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 同 定 す る た め の 配 列 比 較 を 行 う こ と に よ っ て 確
認 す る 。 (例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 米 国 特 許 第 55850
89号 ;お よ び Riechmannら 、 1988、 Nature 332:323を 参 照 の こ と 。 )
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 所 定 の 抗 原 に 結 合 可 能 で 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 実 質 的
に 有 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 実 質 的 に 有 す
る CDRを 含 む 抗 体 ま た は そ の 変 異 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 す べ て ま た は
実 質 的 に す べ て の CDR領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (す な わ ち 、 ド ナ ー 抗 体 )の も の と 対 応
し 、 す べ て ま た は 実 質 的 に す べ て の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ コ ン セ ン
サ ス 配 列 の も の で あ る 、 実 質 的 に す べ て の 少 な く と も 1種 、 通 常 2種 の 可 変 ド メ イ ン を 含 む
。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Fc)の 少 な く と も 一 部 分 、 通 常 ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の も の を 含 む こ と が 好 ま し い 。 通 常 、 抗 体 は 、 軽 鎖 な ら び に 少 な く と も 重 鎖 の 可
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変 ド メ イ ン の 両 方 を 含 む は ず で あ る 。 抗 体 は 、 重 鎖 の CH1、 ヒ ン ジ 、 CH2、 CH3、 お よ び CH4
領 域 も 含 む こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 IgM、 IgG、 IgD、 IgAお よ び IgEを 含 む 任 意 の ク
ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 な ら び に IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 お よ び IgG 4 を 含 む 任 意 の ア イ ソ タ イ プ
か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 通 常 、 定 常 ド メ イ ン は 、 ヒ ト 化 抗 体 が 細 胞 障 害 活 性 を 示 す こ
と が 望 ま し い 補 体 結 合 定 常 ド メ イ ン で あ り 、 ク ラ ス が 通 常 IgG 1 で あ る 。 こ う し た 細 胞 障 害
活 性 が 望 ま し く な い 場 合 、 定 常 ド メ イ ン は IgG 2 ク ラ ス で あ り 得 る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 2種 以
上 の ク ラ ス ま た は ア イ ソ タ イ プ の 配 列 を 含 む こ と が で き 、 特 定 の 定 常 ド メ イ ン を 選 択 し て
所 望 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 最 適 化 す る こ と は 、 当 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
ヒ ト 化 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク お よ び CDR領 域 は 、 そ の 部 位 に お け る CDRま た は フ レ ー ム ワ ー
ク 残 基 が コ ン セ ン サ ス ま た は 移 入 抗 体 に 対 応 し な い よ う に 、 親 配 列 と 正 確 に 対 応 し て い な
く て よ く 、 例 え ば 、 ド ナ ー CDRま た は コ ン セ ン サ ス ・ フ レ ー ム ワ ー ク は 、 少 な く と も 一 残
基 の 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 に よ っ て 変 異 誘 発 し て い て よ い 。 し か し 、 こ う し た 変 異 は 、 広
範 囲 に は な ら な い 。 通 常 、 ヒ ト 化 抗 体 残 基 の 少 な く と も 75%、 よ り 頻 繁 に は 90%、 最 も 好 ま
し く は 95%よ り 多 く が 親 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)お よ び CDR配 列 の も の と 対 応 す る こ と に な
る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 CDR移 植 (欧 州 特 許 EP 239400;国 際 公 開 WO 9
1/09967;お よ び 米 国 特 許 第 5225539号 、 第 5530101号 、 お よ び 第 5585089号 )、 張 り 合 わ せ ま
た は 再 表 面 化 (欧 州 特 許 EP 592106お よ び EP 519596;Padlan、 1991、 Molecular Immunology
 28(4/5):489～ 498;Studnickaら 、 1994、 Protein Engineering 7(6):805～ 814;お よ び Rog
uskaら 、 1994、 PNAS 91:969～ 973)、 鎖 シ ャ フ リ ン グ (米 国 特 許 第 5565332号 )を 含 む 、 当 技
術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 技 術 な ら び に 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6407213号 、 第 5766886号 、 第 5585
089号 、 国 際 公 開 WO 9317105、 Tanら 、 2002、 J. Immunol. 169:1119～ 25、 Caldasら 、 2000
、 Protein Eng. 13:353～ 60、 Moreaら 、 2000、 Methods 20:267～ 79、 Bacaら 、 1997、 J. B
iol. Chem. 272:10678～ 84、 Roguskaら 、 1996、 Protein Eng. 9:895～ 904、 Coutoら 、 199
5、 Cancer Res. 55(23 Supp):5973～ 5977、 Coutoら 、 1995、 Cancer Res. 55:1717～ 22、 S
andhu、 1994、 Gene 150:409～ 10、 Pedersenら 、 1994、 J. Mol. Biol. 235:959～ 73、 Jone
sら 、 1986、 Nature 321:522～ 525、 Riechmannら 、 1988、 Nature 332:323、 お よ び Presta
、 1992、 Curr. Op. Struct. Biol. 2:593～ 596に 開 示 さ れ て い る 技 術 を 用 い て 生 成 す る こ
と が で き る 。 多 く の 場 合 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 CDRド ナ ー 抗
体 の 対 応 す る 残 基 と 置 換 し て 、 抗 原 結 合 を 改 変 、 好 ま し く は 改 善 す る こ と に な る 。 こ れ ら
の フ レ ー ム ワ ー ク 置 換 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 に 重 要
な フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 同 定 す る た め の CDRと フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 相 関 関 係 の モ デ リ ン
グ な ら び に 特 定 部 位 に お け る 異 常 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 同 定 す る た め の 配 列 比 較 を 行 う こ
と に よ っ て 確 認 す る 。 (例 え ば 、 そ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 Que
enら 、 米 国 特 許 第 5585089号 ;お よ び Riechmannら 、 1988、 Nature 332:323を 参 照 の こ と 。 )
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 を 利 用 し て 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 抗 イ デ ィ オ
タ イ プ 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 (例 え ば 、 Greenspan & Bona、 1989、 FASEB J. 7:43
7～ 444;お よ び Nissinoff、 1991、 J. Immunol. 147:2429～ 2438を 参 照 の こ と )。 本 発 明 は
、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
使 用 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 5.1.3　
　 本 発 明 の 方 法 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 、 中 ま た は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 例 え ば 、 上 掲 書 で 定 義 し た よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 得 る こ と が で き 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 周
知 で あ る の で 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て こ れ ら の 抗 体 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る こ と が で き 、 す な わ ち 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る こ と が 知
ら れ て い る ヌ ク レ オ チ ド ・ コ ド ン は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 生
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成 す る よ う な 方 法 で 構 築 さ れ て い る 。 抗 体 を コ ー ド す る こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
化 学 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 築 さ れ て も よ く (例 え ば 、 Kutmeierら 、 1994、 Bio
Techniques 17:242に 記 載 の よ う に )、 簡 単 に 言 え ば 、 そ れ は 、 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 部
分 を 含 む 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 、 ア ニ ー リ ン グ お よ び そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 連 結 、 次 い で 連 結 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCRに よ る 増 幅 を 伴 う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 あ る い は 、 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な 供 給 源 由 来 の 核 酸 か ら 生 成 す
る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ク ロ ー ン が 入 手 で き な い が 、 抗 体 分
子 の 配 列 が 周 知 の 場 合 (例 え ば 、 図 19を 参 照 の こ と )、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 核 酸 は
、 配 列 の 3'お よ び 5'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 合 成 プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR増 幅 、 ま た
は 例 え ば 、 そ の 抗 体 を コ ー ド す る cDNAラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の cDNAク ロ ー ン を 同 定 す る た め に
特 定 の 遺 伝 子 配 列 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 用 い た ク ロ ー ニ ン グ に よ っ
て 適 当 な 供 給 源 (例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 を 発 現 す る よ う に 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 な
ど 、 抗 体 を 発 現 す る 任 意 の 組 織 ま た は 細 胞 か ら 生 成 し た 抗 体 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 も し く は
cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は 単 離 し た 核 酸 、 好 ま し く は ポ リ A+RNA、 例 え ば 、 ATCCに PTA-457
2、 PTA-4573、 お よ び PTA-4574と し て 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン )か ら 化 学 合 成 ま た は 得 る こ と が
で き る 。 次 い で 、 PCRに よ っ て 生 成 し た 増 幅 核 酸 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 任 意
の 方 法 を 用 い て 複 製 可 能 な ク ロ ー ニ ン グ ・ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 後 、 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 遺 伝 子 操 作 の た め の 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 、 組 換 え DNA技 術 、 部
位 特 異 的 変 異 誘 発 、 PCRな ど (例 え ば 、 両 方 と も そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ る 、 Sambrookら 、 1990、 Molecular Cloning、 A Laboratory Manual、 第 2版 、 Cold Spri
ng Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor、 NYお よ び Ausubelら 、 編 、 1998、 Current P
rotocols in Molecular Biology、 John Wiley & Sons、 NYに 記 載 の 技 術 )を 用 い て 遺 伝 子
操 作 し て 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 お よ び /ま た は 挿 入 を も た ら す た め に 、 異 な る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 通 常 の 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 1種 ま た は 複 数 の CDRを フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 内 に 挿 入 す る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、 天 然 の ま た は コ ン セ ン サ ス ・ フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 、 好 ま し く は ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で あ り 得 る (例 え ば 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 の 記 載 に つ い て は Chothiaら 、 1998、 J. Mol. Biol. 278:457～ 479を 参 照 の こ と )。 フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 と CDRの 組 合 せ に よ っ て 生 成 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が EphA2と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を コ ー ド す る こ と が 好 ま し い 。 上 掲 書 で 論 じ ら れ て い る よ う に 、 1種 ま た は 複
数 の ア ミ ノ 酸 置 換 が フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 で 生 じ 得 る こ と が 好 ま し く 、 ア ミ ノ 酸 置 換 が 抗
体 の そ の 抗 原 へ の 結 合 を 改 善 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 こ う し た 方 法 は 、 鎖 内 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 し て い る 1種 ま た は 複 数 の 可 変 領 域 シ ス テ イ ン 残 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 ま
た は 欠 失 を も た ら す の に 使 用 し て 、 1種 ま た は 複 数 の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 欠 く 抗 体 分
子 を 生 成 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 他 の 改 変 は 、 本 発 明 に 含 ま れ 、 当 技 術
分 野 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 5.1.4　
　 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 誘 導 体 、 類 似 体 ま た は 断 片 (例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の 重 鎖 も し く は
軽 鎖 ま た は そ の 一 部 分 ま た は 本 発 明 の 単 鎖 抗 体 )の 組 換 え 発 現 に は 、 抗 体 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 が 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 分 子 ま た は 抗 体 の
重 鎖 も し く は 軽 鎖 、 ま た は そ の 部 分 (好 ま し く は 、 た だ し 必 ず で は な い が 、 重 鎖 ま た は 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 む )を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 た 後 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら
れ て い る 技 術 を 用 い て 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 抗 体 分 子 を 生 成 す る た め の ベ ク タ ー を 生 成
す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 抗 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 発 現 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 。 当 業 者 に
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よ く 知 ら れ て い る 方 法 は 、 抗 体 コ ー ド 配 列 な ら び に 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル を
含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 例 え ば in v
itro 組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び in vivo遺 伝 子 組 換 え が あ る 。 し た が っ て 、 本 発
明 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 結 合 し た 本 発 明 の 抗 体 分 子 、 抗 体 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 、 抗
体 ま た は そ の 一 部 分 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 、 重 鎖 ま た は 軽 鎖 CDRを コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 こ う し た ベ ク タ ー に は 、 抗 体 分 子
の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が あ り (例 え ば 、 国 際 公 開 WO 86/05807お よ び WO
 89/01036;な ら び に 米 国 特 許 第 5122464号 を 参 照 の こ と )、 全 重 鎖 、 全 軽 鎖 、 ま た は 全 重 鎖
と 軽 鎖 の 両 方 を 発 現 さ せ る た め に 、 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン を こ の よ う な ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 従 来 の 技 術 に よ っ て 宿 主 細 胞 に 移 入 し 、 次 い で 本 発 明 の 抗 体 を 生 成 す る
従 来 の 技 術 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 培 養 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 異 種
プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 結 合 し た 本 発 明 の 抗 体 も し く は そ の 断 片 、 ま た は そ の 重 鎖 も し
く は 軽 鎖 、 ま た は そ の 部 分 、 ま た は 本 発 明 の 単 鎖 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 宿 主 細 胞 を 含 む 。 二 本 鎖 抗 体 を 発 現 さ せ る の に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 以 下 に 詳 述 す る
よ う に 、 重 鎖 と 軽 鎖 の 両 方 を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 発 現 す る た
め に 宿 主 細 胞 中 で 同 時 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 様 々 な 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 は 、 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 す る の に 利 用 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5807715号 を 参 照 の こ と )。 こ う し た 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 は 、 そ れ
に よ っ て 所 定 の コ ー ド 配 列 を 生 成 し 、 続 い て 精 製 で き る ベ ヒ ク ル を 表 す が 、 適 切 な ヌ ク レ
オ チ ド ・ コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た と き 、 本 発 明 の 抗 体 分 子 を in
 situで 発 現 す る 細 胞 も 表 す 。 こ れ ら に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を
含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNAま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 し た 細 菌 (例 え ば 、 大 腸 菌 お よ び 枯 草 菌 (B. subtilis))な ど の 微 生 物 ;抗 体 コ ー ド 配
列 を 含 む 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 酵 母 (例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス お よ び ピ
チ ア (Saccharomyces, Pichia));抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え
ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 ;組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 カ
リ フ ラ ワ ー ・ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV;タ バ コ ・ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV)に 感 染 し た ま た
は 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド )で 形 質 転
換 し た 植 物 細 胞 系 ;あ る い は 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム (例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン ・ プ ロ モ ー
タ ー )ま た は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス (例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー ;牛 痘 ウ イ ル ス 7
.5Kプ ロ モ ー タ ー )由 来 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 体 を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 系 (例
え ば 、 COS、 CHO、 BHK、 293、 NS0、 お よ び 3T3細 胞 )が あ る 。 特 に 組 換 え 抗 体 分 子 全 体 の 発
現 の た め の 、 好 ま し く は 大 腸 菌 (Escherichia coli)な ど の 細 菌 細 胞 、 よ り 好 ま し く は 真 核
細 胞 を 組 換 え 抗 体 分 子 の 発 現 に 使 用 す る 。 例 え ば 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (C
HO)な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の 主 要 中 間 初 期 遺 伝 子 プ ロ
モ ー タ ー ・ エ レ メ ン ト な ど の ベ ク タ ー と 共 に 、 抗 体 の 有 効 な 発 現 系 で あ る (Foeckingら 、 1
986、 Gene 45:101;お よ び Cockettら 、 1990、 BioTechnology 8:2)。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
EphA2と 免 疫 特 異 的 に 結 合 し EphA2に 作 用 (agonize)し 、 癌 細 胞 表 現 型 を 阻 害 し 、 非 癌 細 胞
で は な く 癌 細 胞 上 で 選 択 的 に 露 出 も し く は
増 大 し た EphA2上 の エ ピ ト ー プ と 優 先 的 に 結 合 し 、 か つ /ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f を 有
す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 は 、 構 成 プ ロ モ ー タ ー 、 誘
導 プ ロ モ ー タ ー ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 細 菌 系 で は 、 い く つ か の 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 を 対 象 と し た 使 用 に 応 じ
て 有 利 に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 分 子 の 医 薬 組 成 物 を 生 成 す る た め に 多 量 の
こ の よ う な タ ン パ ク 質 を 生 成 す べ き 場 合 、 容 易 に 精 製 さ れ る 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 質 生
成 物 の 発 現 を 誘 導 す る ベ ク タ ー が 望 ま し い は ず で あ る 。 こ う し た ベ ク タ ー に は 、 そ れ だ け
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に は 限 ら な い が 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る よ う に 抗 体 コ ー ド 配 列 が lac Zコ ー ド 領 域
と フ レ ー ム を 合 わ せ て ベ ク タ ー 中 に 個 々 に 連 結 さ れ 得 る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pUR278(Ruthe
rら 、 1983、 EMBO 12:1791);pINベ ク タ ー (Inouye & Inouye、 1985、 Nucleic Acids Res. 1
3:3101～ 3109;Van Heeke & Schuster、 1989、 J. Biol. Chem. 24:5503～ 5509);な ど が あ
る 。 pGEXベ ク タ ー を 使 用 し て 、 グ ル タ チ オ ン 5-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と の 融 合 タ ン パ
ク 質 と し て 外 来 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と も で き る 。 一 般 に 、 こ う し た 融 合 タ ン パ ク 質 は
可 溶 性 で あ り 、 マ ト リ ッ ク ス ・ グ ル タ チ オ ン -ア ガ ロ ー ス ・ ビ ー ズ へ の 吸 着 お よ び 結 合 と
、 そ れ に 続 く 遊 離 グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で の 溶 出 に よ っ て 溶 解 し た 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 す
る こ と が で き る 。 pGEXベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ン 化 し た 標 的 遺 伝 子 生 成 物 が GST部 分 か ら 放 出
さ れ る よ う に 、 ト ロ ン ビ ン ま た は Xa因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 昆 虫 系 で は 、 外 来 遺 伝 子 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー と し て オ ウ ト グ ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル
ニ カ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcNPV)を 使 用 す る 。 こ の ウ イ ル ス は 、 Spodoptera frugiperda細
胞 中 で 増 殖 す る 。 抗 体 コ ー ド 配 列 は 、 ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 (例 え ば 多 角 体 遺 伝 子 )に 個 々
に ク ロ ー ン 化 し 、 AcNPVプ ロ モ ー タ ー (例 え ば 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー )の 制 御 下 に 置 く こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で は 、 い く つ か の ウ イ ル ス 系 発 現 系 を 利 用 す る こ と が で き る 。 ア デ ノ
ウ イ ル ス を 発 現 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る 場 合 、 所 定 の 抗 体 コ ー ド 配 列 を ア デ ノ ウ イ ル ス 転
写 /翻 訳 調 節 複 合 体 、 例 え ば 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ト リ パ タ イ ト リ ー ダ ー 配 列 と 連 結
す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 を 、 in vitroま た は in vivo組 換 え に よ っ
て ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ゲ ノ ム に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ・ ゲ ノ ム の 非 必 須 領 域 (例
え ば 、 領 域 E1ま た は E3)へ の 挿 入 に よ っ て 、 感 染 宿 主 中 で 生 存 お よ び 抗 体 分 子 を 発 現 可 能
な 組 換 え ウ イ ル ス が 得 ら れ る は ず で あ る (例 え ば 、 Logan & Shenk、 1984、 PNAS 8 1:355～
359を 参 照 の こ と )。 挿 入 し た 抗 体 コ ー ド 配 列 の 効 率 的 な 翻 訳 に は 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル も 必
要 で あ る か も し れ な い 。 こ れ ら の シ グ ナ ル に は 、 ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 が 含 ま れ
る 。 さ ら に 、 全 挿 入 断 片 を 確 実 に 翻 訳 す る た め に 、 開 始 コ ド ン は 所 望 の コ ー ド 配 列 の 読 み
枠 と 一 緒 の フ ェ ー ズ に な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 来 性 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ
ド ン の 起 源 は 様 々 で あ っ て よ く 、 天 然 で も 合 成 で も よ い 。 発 現 の 効 率 は 、 適 切 な 転 写 エ ン
ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー な ど を 含 め る こ と に よ っ て 高 め る こ と が で き る
(例 え ば 、 Bittnerら 、 1987、 Methods in Enzymol. 153:516～ 544を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 挿 入 配 列 の 発 現 を 調 節 し 、 あ る い は 望 ま し い 特 定 の 方 法 で 遺 伝 子 産 物 を 改 変 お
よ び 切 断 す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 生 成 物 の こ う し た 改 変 (例
え ば 、 グ リ コ シ ル 化 )お よ び プ ロ セ シ ン グ (例 え ば 、 切 断 )は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 に 関 し て
重 要 で あ る か も し れ な い 。 異 な る 宿 主 細 胞 は 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ な ら び に タ ン パ ク 質 お
よ び 遺 伝 子 産 物 の 改 変 の た め の 特 徴 な ら び に 特 異 的 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 適 切 な 細 胞 系
ま た は 宿 主 系 を 選 択 し て 、 発 現 し た 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 確 な 改 変 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 保
証 す る 。 こ の た め に 、 転 写 一 次 産 物 の 正 し い プ ロ セ シ ン グ 、 遺 伝 子 産 物 の グ リ コ シ ル 化 、
お よ び リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 機 構 を も つ 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ う し た
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 2
93、 3T3、 W138、 BT483、 Hs578T、 HTB2、 BT2O、 NS1お よ び T47D、 NS0(任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 鎖 を 内 因 的 に 生 成 し な い マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 )、 CRL7O3Oお よ び HsS78Bst細 胞 が あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 高 収 率 産 生 に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 分 子 を
安 定 し て 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製 を 含 む 発 現 ベ ク タ
ー を 用 い る よ り も 、 宿 主 細 胞 は 、 適 切 な 発 現 調 節 エ レ メ ン ト (例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 な ど )、 お よ び 選 択 マ ー カ
ー に よ っ て 制 御 し た DNAを 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 外 来 DNAの 導 入 に 続 い て 、 操
作 し た 細 胞 を 富 化 培 地 中 で 1～ 2日 間 増 殖 さ せ 、 次 い で 選 択 培 地 に 切 り 換 え る こ と が で き る
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。 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 選 択 マ ー カ ー は 、 選 択 へ の 耐 性 を 与 え 、 細 胞 の そ れ ら の 染 色 体 中 へ
の プ ラ ス ミ ド の 安 定 し た 組 み 込 み 、 な ら び に 細 胞 系 に ク ロ ー ン 化 お よ び 増 殖 で き る 細 胞 巣
を 形 成 す る た め の 生 長 を 可 能 に す る 。 こ の 方 法 は 、 抗 体 分 子 を 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る
の に 使 用 す る と 有 利 で あ り 得 る 。 こ う し た 操 作 し た 細 胞 系 は 、 抗 体 分 子 と 直 接 ま た は 間 接
的 に 相 互 作 用 す る 組 成 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 に 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス ・ チ ミ ジ ン ・ キ ナ ー ゼ (Wiglerら 、 1977、 C
ell 11:223)、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ グ ア ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ (Szybaska & Szybalski、 1992、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:202)を 含
む い く つ か の 選 択 系 を 使 用 で き 、 ア デ ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowyら
、 1980、 Cell 22:8-17)遺 伝 子 を そ れ ぞ れ tk-、 gs-、 hgprt-ま た は aprt-細 胞 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 代 謝 拮 抗 剤 耐 性 を 、 以 下 の 遺 伝 子 :メ ト ト レ キ セ ー ト へ の 耐 性 を 与
え る dhfr(Wiglerら 、 1980、 PNAS 77:357;O'Hareら 、 1981、 PNAS 78:1527);マ イ コ フ ェ ノ
ー ル 酸 へ の 耐 性 を 与 え る gpt(Mulligan & Berg、 1981、 PNAS 78:2072);ア ミ ノ グ リ コ シ ド G
-418へ の 耐 性 を 与 え る neo(Wuお よ び Wu、 1991、 Biotherapy 3:87;Tolstoshev、 1993、 Ann.
 Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573;Mulligan、 1993、 Science 260:926;な ら び に Morgan
お よ び Anderson、 1993、 Ann. Rev. Biochem. 62:191;May、 1993、 TIB TECH 11:155～ );お
よ び ハ イ グ ロ マ イ シ ン へ の 耐 性 を 与 え る hygro(Santerreら 、 1984、 Gene 30:147)の 選 択 の
ベ ー ス と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 組 換 え DNA技 術 の 当 技 術 分 野 で 一 般 に 周 知 の 方 法 は
、 所 望 の 組 換 え ク ロ ー ン を 選 択 す る の に 通 常 適 用 で き 、 こ う し た 方 法 は 、 例 え ば 、 そ れ ら
の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 、 Ausubelら (編 )、 Current Protocols in Mo
lecular Biology、 John Wiley & Sons、 NY(1993);Kriegler、 Gene Transfer and Express
ion、 A Laboratory Manual、 Stockton Press、 NY(1990);な ら び に 第 12お よ び 13章 、 Draco
poliら 、 (編 )、 Current Protocols in Humqn Genetics、 John Wiley & Sons、 NY(1994);C
olberre-Garapinら 、 1981、 J. Mol. Biol. 150:1に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 体 分 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 ベ ク タ ー 増 幅 に よ っ て 増 大 さ せ る こ と が で き る (概 説 に つ い
て は 、 Bebbingtonお よ び Hentschel、 The use of vectors based on gene amplification 
for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning、 第 3巻 (Acad
emic Press、 New York、 1987)を 参 照 の こ と )。 抗 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー 系 の マ ー カ ー が 増
幅 可 能 な 場 合 、 宿 主 細 胞 の 培 養 物 中 に 存 在 す る 阻 害 物 質 の レ ベ ル の 増 大 に よ り 、 マ ー カ ー
遺 伝 子 の コ ピ ー 数 が 増 大 す る こ と に な る 。 増 幅 領 域 は 抗 体 遺 伝 子 と 関 連 し て い る の で 、 抗
体 の 産 生 も 増 大 す る こ と に な る (Crouseら 、 1983、 Mol. Cell. Biol. 3:257)。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の 2つ の 発 現 ベ ク タ ー 、 重 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 1の ベ
ク タ ー お よ び 軽 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 2の ベ ク タ ー で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
す る こ と が で き る 。 こ の 2つ の ベ ク タ ー は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 同 等 発 現 を 可
能 に す る 同 一 の 選 択 マ ー カ ー を 含 ん で い て よ い 。 あ る い は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド
の 両 方 を コ ー ド し 、 発 現 で き る 単 一 ベ ク タ ー を 使 用 し て も よ い 。 こ う し た 状 況 で は 、 軽 鎖
を 重 鎖 の 手 前 に 置 い て 毒 性 の な い 重 鎖 過 剰 を 防 止 す べ き で あ る (Proudfoot、 1986、 Nature
 322:52;お よ び Kohler、 1980、 PNAS 77:2197)。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は 、 cDNAま
た は ゲ ノ ム DNAを 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 組 換 え 発 現 に よ っ て 生 成 し た 後 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 精 製 に 関 す
る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、
親 和 性 、 特 に プ ロ テ イ ン A後 の 特 異 的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 に よ る も の 、 お よ び サ イ ジ ン グ
・ カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )、 遠 心 分 離 、 溶 解 性 の 差 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 精 製 に 関
す る 任 意 の 他 の 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た
は そ の 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ま た は そ の 他 の 方 法 で 当 技 術 分 野 で 周 知 の 異 種
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 し て 精 製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
　 5.2　
　 本 発 明 は 、 1種 も し く は 複 数 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま た は EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体
ま た は 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る EphA2抗
体 、 好 ま し く は 1種 も し く は 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル (ま た は 単 一 抗 体 種 の い く つ か の 供 給 源
由 来 の 抗 体 )EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま た は EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 ま た は 露 出 EphA2エ ピ
ト ー プ 抗 体 ま た は 3× 10 - 3 s - 1 未 満 の K o f f で EphA2と 結 合 す る EphA2抗 体 を 投 与 す る こ と を 含
む 、 被 験 者 の EphA2の 過 剰 発 現 お よ び /ま た は 細 胞 過 剰 増 殖 性 障 害 、 好 ま し く は 癌 に 関 連 す
る 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 す る 方 法 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 治 療
、 予 防 、 ま た は 管 理 す べ き 障 害 は 、 悪 性 癌 で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 治 療 、 予 防
、 ま た は 管 理 す べ き 障 害 は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 関 連 す る 前 癌 性 症 状 で あ る 。 よ
り 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 症 状 は 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 (PIN)、 乳 房 の 線 維 腺 腫
、 線 維 嚢 胞 症 、 ま た は 化 合 物 母 斑 (compound nevi)で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 EphA2過 剰 発 現 、 過 剰 増 殖 性 障 害 、 お よ び /ま た は 癌
に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 、 予 防 ま た は 管 理 に 有 用 な 1種 も し く は 複 数 の 他 の 治 療
薬 と 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗
体 を 癌 の 治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 治 療 薬 と 同 時 に 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に
投 与 す る 。 「 同 時 に 」 と い う 用 語 は 、 正 確 に 同 時 の 予 防 ま た は 治 療 薬 の 投 与 に 限 ら ず 、 む
し ろ 本 発 明 の EphA2抗 体 お よ び そ の 他 の 薬 剤 を 、 本 発 明 の 抗 体 が そ の 他 の 薬 剤 と 一 緒 に 作
用 (agonize)し て 、 そ れ ら を そ の 他 の 方 法 で 投 与 し た 場 合 よ り も 利 益 が 増 大 し 得 る よ う に
順 番 に 、 か つ 時 間 間 隔 内 で 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 表 す 。 例 え ば 、 各 予 防 ま た は 治 療 薬 は
、 同 時 に ま た は 異 な る 時 点 に 任 意 の 順 序 で 順 次 投 与 で き 、 し か し 、 同 時 に 投 与 し な い 場 合
、 所 望 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 が 得 ら れ る よ う に 、 そ れ ら を 十 分 に 近 い 時 間 で 投 与 す べ き で
あ る 。 各 治 療 薬 は 、 任 意 の 適 切 な 形 態 で 、 か つ 任 意 の 適 当 な 経 路 に よ っ て 個 別 に 投 与 す る
こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 手 術 前 、 手 術 と 同 時 ま た は 手
術 後 に 投 与 す る 。 手 術 に よ っ て 局 在 化 し た 腫 瘍 が 完 全 に 除 去 さ れ 、 あ る い は 大 き な 腫 瘍 の
サ イ ズ が 減 少 す る こ と が 好 ま し い 。 手 術 は 、 予 防 手 段 と し て 、 ま た は 疼 痛 を 緩 和 す る た め
に 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph
099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か
か ら な る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 ヒ ト 化 さ れ た Eph099B-102.147、 Eph099B
-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か か ら
な る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph09
9B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か と 比 較 し て 活 性 、 結 合 能 力 な ど が 増 大 し
た 、 例 え ば 、 特 に 可 変 ド メ イ ン で の 1種 も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る Eph099B-102.1
47、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い
ず れ か の 変 異 体 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 治 療 お よ び 予 防 法 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 Ep
hA2に 特 異 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 RNAiを 媒 介 す る 二 本 鎖 EphA2 RNA、 抗 EphA2リ ボ ザ イ ム
な ど (下 記 第 5.4節 を 参 照 の こ と )の EphA2発 現 の 阻 害 物 質 ま た は 小 分 子 阻 害 物 質 も し く は Ep
hA2活 性 の ア ゴ ニ ス ト な ど の EphA2抗 体 以 外 の EphA2活 性 の ア ゴ ニ ス ト の 投 与 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 様 々 な 実 施 形 態 で は 、 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 1時 間 未 満 お い て 、 約 1時 間 お い て 、 約 1時
間 ～ 約 2時 間 お い て 、 約 2時 間 ～ 約 3時 間 お い て 、 約 3時 間 ～ 約 4時 間 お い て 、 約 4時 間 ～ 約 5
時 間 お い て 、 約 5時 間 ～ 約 6時 間 お い て 、 約 6時 間 ～ 約 7時 間 お い て 、 約 7時 間 ～ 約 8時 間 お い
て 、 約 8時 間 ～ 約 9時 間 お い て 、 約 9時 間 ～ 約 10時 間 お い て 、 約 10時 間 ～ 約 11時 間 お い て 、
約 11時 間 ～ 約 12時 間 お い て 、 24時 間 以 下 お い て 、 ま た は 48時 間 以 下 お い て 投 与 す る 。 好 ま
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し い 実 施 形 態 で は 、 同 じ 患 者 の 来 診 中 に 2種 以 上 の 成 分 を 投 与 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 で も た ら さ れ る 投 与 の 投 与 量 お よ び 頻 度 は 、 治 療 有 効 お よ び 予 防 有 効 と い う 用
語 に 含 ま れ る 。 投 与 量 お よ び 頻 度 は 、 投 与 し た 特 定 の 治 療 ま た は 予 防 薬 、 癌 の 重 症 度 お よ
び タ イ プ 、 投 与 の 経 路 、 な ら び に 年 齢 、 体 重 、 応 答 、 お よ び 患 者 の 過 去 の 病 歴 に 応 じ た 各
患 者 に 特 異 的 な 要 因 に よ っ て 、 通 常 さ ら に 異 な る こ と に な る 。 適 当 な レ ジ メ ン は 、 こ う し
た 要 因 を 考 慮 し 、 例 え ば 、 文 献 に 報 告 さ れ 、 ま た Physician's Desk Reference(第 56版 、 2
002)で 推 奨 さ れ た 投 与 量 に 従 う こ と に よ っ て 、 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 5.2.1　
　 本 発 明 は 、 治 療 ま た は 予 防 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 を そ れ を 必 要 と
す る 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 EphA2過 剰 発 現 お よ び /ま た は 過 剰 増 殖 性 細 胞 疾 患 、
特 に 癌 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 、 予 防 、 お よ び 管 理 す る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 は 、 1種 ま た は 複 数 の 他 の 治 療 薬 と 併 せ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 被 験 者 は 、 非 霊 長 類 (例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト な ど )お よ
び 霊 長 類 (例 え ば 、 カ ニ ク イ ザ ル な ど の サ ル 、 お よ び ヒ ト )な ど の 哺 乳 動 物 で あ る こ と が 好
ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 被 験 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 方 法 に よ っ て 治 療 で き る 癌 の 具 体 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、
EphA2を 過 剰 発 現 す る 癌 が あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 癌 は 、 上 皮 起 源 で あ る 。 こ う し た 癌
の 例 は 、 肺 、 大 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 お よ び 皮 膚 の 癌 で あ る 。 他 の 癌 に は 、 膀 胱 お よ び 膵 臓
の 癌 な ら び に 腎 細 胞 癌 お よ び 黒 色 腫 が あ る 。 別 の 癌 は 、 限 定 す る も の で は な く 例 と し て 以
下 の 第 5.2.1.1節 に 記 載 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 原 発 腫 瘍 か ら の 転
移 を 治 療 お よ び /ま た は 予 防 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 癌 に 苦 し ん で い る ま た は 苦 し む こ と が 予 想 さ れ る 、 例 え
ば 、 特 定 タ イ プ の 癌 に 対 す る 遺 伝 的 素 因 が あ る 、 発 癌 物 質 に 曝 露 し て い る 、 ま た は 特 定 の
癌 が 寛 解 し て い る 被 験 者 /患 者 に 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 を 投 与 す る こ と を 含
む 。 本 明 細 書 で は 、 「 癌 」 は 、 原 発 性 ま た は 転 移 癌 を 意 味 す る 。 こ う し た 患 者 は 、 癌 を 以
前 に 治 療 し て い て も よ い し 、 治 療 し て い な く て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 最
も 重 要 な ま た は そ の 次 に 重 要 な 癌 治 療 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 含 ま れ て い
る の は 、 他 の 癌 療 法 を 受 け て い る 患 者 の 治 療 で も あ り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 こ
れ ら の 他 の 癌 療 法 の 任 意 有 害 な 作 用 ま た は 不 耐 性 が 起 こ る 前 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 は ま た 、 不 応 性 患 者 の 症 状 を 治 療 ま た は 回 復 さ せ る た め に 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の E
phA2抗 体 を 投 与 す る 方 法 を 含 む 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 癌 が 療 法 に 不 応 性 で あ る こ と は 、 癌
細 胞 の 少 な く と も あ る 重 要 な 部 分 が 死 滅 し て い な い 、 ま た は そ れ ら の 細 胞 分 裂 が 停 止 し て
い な い こ と を 表 す 。 癌 細 胞 が 不 応 性 か ど う か の 決 定 は 、 そ の よ う な 状 況 で 当 技 術 分 野 で 許
容 さ れ て い る 「 不 応 性 」 の 意 味 を 用 い て 癌 細 胞 に 対 す る 治 療 の 有 効 性 を ア ッ セ イ す る 当 技
術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て in vivoま た は in vitroで 行 う こ と が で き る 。 様 々 な
実 施 形 態 で は 、 癌 細 胞 の 数 が 著 し く 減 少 し て い な い 、 ま た は 増 加 し て い る 場 合 、 癌 は 不 応
性 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 1種 ま た は 複 数 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 投 与 し て 癌 に か か り や
す い 患 者 の 癌 の 発 症 ま た は 再 発 を 予 防 す る 方 法 を 含 む 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 1種 ま た
は 複 数 の Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph099B-233.152、 ま た
は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 、 ま た は EphA2発 現 を 低 減 さ せ る 他 の 治 療 薬 を
投 与 し て 、 あ る 種 の ホ ル モ ン 、 放 射 線 お よ び 化 学 療 法 薬 に 対 す る 癌 細 胞 の 耐 性 ま た は 感 受
性 の 低 減 を 変 え 、 そ れ に よ っ て 癌 細 胞 を 1種 ま た は 複 数 の こ れ ら の 薬 剤 で 再 感 作 し 、 次 い
で そ れ を 転 移 の 予 防 を 含 め て 癌 を 治 療 ま た は 管 理 す る た め に 投 与 す る (ま た は 投 与 し 続 け
る )こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 、 化 学 療 法 お よ び ホ ル モ ン
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療 法 な ど の 異 な る 治 療 レ ジ メ ン に 耐 性 が あ る 癌 細 胞 の 発 生 に 関 連 が あ る サ イ ト カ イ ン IL-6
の レ ベ ル が 増 大 し た 患 者 に 投 与 す る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 、
タ モ キ シ フ ェ ン (tamoxifen)治 療 へ の 応 答 性 が 低 減 し た ま た は 不 応 性 の 乳 癌 に 苦 し ん で い
る 患 者 に 投 与 す る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 、 化 学 療 法 お よ び ホ
ル モ ン 療 法 な ど の 異 な る 治 療 レ ジ メ ン に 耐 性 が あ る 癌 細 胞 の 発 生 に 関 連 が あ る サ イ ト カ イ
ン IL-6の レ ベ ル が 増 大 し た 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 を 任 意 の 他 の 治 療 と
併 せ て あ る い は 他 の 治 療 に 対 し て 不 応 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 、 こ れ ら の 治 療 を も は や
行 っ て い な い 、 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 患 者 の 癌 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 EphA
2抗 体 は 、 1種 ま た は 複 数 の Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248、 Eph09
9B-233.152、 ま た は 表 6に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か で あ る こ と が 好 ま し い 。 あ る 実 施 形 態 で
は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 し て い る 患 者 は 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、
ま た は 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 で 既 に 治 療 し て い る 患 者 で あ る 。 こ れ ら の う ち 、 患 者 は 不
応 性 患 者 で あ り 、 既 存 の 癌 療 法 を 用 い た 治 療 に も か か わ ら ず 癌 に か か っ て い る も の で あ る
。 他 の 実 施 形 態 で は 、 患 者 は 治 療 を 受 け 、 疾 患 活 性 が な く 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の ア
ゴ ニ ス ト 抗 体 を 投 与 し て 癌 の 再 発 を 予 防 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 既 存 の 治 療 は 化 学 療 法 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 既 存 の 治
療 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 タ キ ソ ー ル 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、
チ オ グ ア ニ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 シ タ ラ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ニ
ト ロ ソ 尿 素 、 シ ス プ ラ チ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 プ ロ カ ル
ビ ジ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 カ ン パ テ シ ン （ campathecin） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン
、 イ ダ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ
ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 パ ク リ タ キ セ
ル 、 ド セ タ キ セ ル な ど を 含 む 化 学 療 法 の 適 用 が あ る 。 こ れ ら の う ち 、 患 者 は 放 射 線 療 法 、
ホ ル モ ン 療 法 お よ び /ま た は 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 で 治 療 し た 患 者 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら
の う ち 、 患 者 は 癌 の 治 療 の た め に 手 術 を 受 け た も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 は 、 放 射 線 療 法 を 受 け て い る ま た は 受 け た 患 者 を 治 療 す る 方 法 も 含 む
。 こ れ ら の う ち 、 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 お よ び /ま た は 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 で 治 療 し
て い る ま た は 既 に 治 療 し た 患 者 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の う ち 、 患 者 は 癌 の 治 療 の た め に 手
術 を 受 け た も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ホ ル モ ン 療 法 お よ び /ま た は 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 を 受
け て い る ま た は 受 け た 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 含 む 。 こ れ ら の う ち 、 化 学 療 法 お よ び /ま た
は 放 射 線 療 法 で 治 療 し て い る ま た は 治 療 し た 患 者 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の う ち 、 患 者 は 癌
の 治 療 の た め に 手 術 を 受 け た も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 そ の 療 法 の 毒 性 が 強 す ぎ る こ と が 証 明 さ れ た ま た は 証 明 で き る
、 す な わ ち 、 治 療 し て い る 被 験 者 に 許 容 で き な い ま た は 耐 え ら れ な い 副 作 用 を も た ら す 場
合 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 お よ び /ま た は 生 物 学 的 療 法 /免 疫 療 法 に 代 わ
る 方 法 と し て 癌 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 で 治 療 し て い る 被 験 者 は 、 場 合 に よ
っ て は 、 ど の 治 療 が 許 容 で き な い ま た は 耐 え ら れ な い か 判 明 し た こ と に 応 じ て 手 術 、 化 学
療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 ま た は 生 物 学 的 療 法 な ど 他 の 癌 治 療 で 治 療 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 癌 の 治 療 の た め の 任 意 の 他 の 癌 療 法 を も た な い 、 こ う し
た 治 療 に 不 応 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 被 験 者 に 、 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト
・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 投 与 を も た ら す 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 他 の 癌 療 法 に 不 応 性 の 患
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者 に は 、 癌 療 法 の 不 在 下 で 1種 ま た は 複 数 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る
。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 関 連 す る 前 癌 性 症 状 に か か っ て い る 患
者 に は 、 本 発 明 の 抗 体 を 投 与 し て 、 障 害 を 治 療 し 、 そ れ が 悪 性 癌 に 進 行 す る 可 能 性 を 減 ら
す こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 症 状 は 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 (PIN)、 乳
房 の 線 維 腺 腫 、 線 維 嚢 胞 症 、 ま た は 化 合 物 母 斑 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾
患 (COPD)、 再 狭 窄 (平 滑 筋 お よ び /ま た は 内 皮 )、 乾 癬 な ど を 含 む 非 癌 過 剰 増 殖 性 細 胞 障 害
、 特 に EphA2の 過 剰 発 現 に 関 連 す る も の を 治 療 、 予 防 お よ び 管 理 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ
れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の EphA2抗 体 、 な ら び に EphA2発 現 を 阻 害 す る 薬 剤 の 投 与 、
併 用 療 法 、 特 定 の 治 療 に 不 応 性 の 患 者 へ の 投 与 な ど に よ っ て 癌 の 治 療 、 予 防 お よ び 管 理 す
る た め の 上 記 の も の に 類 似 し た 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 5.2.1.1　
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に よ っ て 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 で き る 癌 お よ び 関 連 障 害 に
は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 上 皮 細 胞 起 源 の 癌 が あ る 。 こ う し た 癌 の 例 に は 、 そ れ だ け
に は 限 ら な い が 、 急 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 骨 髄 芽 球 性 、 前 骨 髄 性 、 骨 髄 単 球 性
、 単 球 性 、 お よ び 赤 白 血 病 の 白 血 病 お よ び 骨 髄 異 形 成 症 候 群 な ど の 急 性 骨 髄 性 白 血 病 な ど
の 白 血 病 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 慢 性 骨 髄 性 (顆 粒 球 性 )白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病
、 有 毛 細 胞 性 白 血 病 な ど の 慢 性 白 血 病 ;真 性 多 血 症 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ホ ジ キ ン 病
、 非 ホ ジ キ ン 病 な ど の リ ン パ 腫 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 く す ぶ り 型 (smoldering)多 発
性 骨 髄 腫 、 非 分 泌 性 骨 髄 腫 、 骨 硬 化 性 骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 性 白 血 病 、 孤 立 性 形 質 細 胞 腫 お よ
び 髄 外 形 質 細 胞 腫 な ど の 多 発 性 骨 髄 腫 ;ワ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 ;未 決 定
有 意 性 の 単 一 ク ロ ー ン 性 高 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症 ;良 性 単 一 ク ロ ー ン 性 高 ガ ン マ グ ロ ブ リ
ン 血 症 ;重 鎖 疾 患 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 骨 肉 腫 (bone sarcoma)、 骨 肉 腫 (osteosarcom
a)、 軟 骨 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 、 悪 性 巨 細 胞 腫 瘍 、 骨 の 線 維 肉 腫 、 脊 索 腫 、 骨 膜 肉 腫 、 軟
組 織 肉 腫 、 血 管 肉 腫 (angiosarcoma)(血 管 肉 腫 (hemangiosarcoma))、 線 維 肉 腫 、 カ ポ ジ 肉
腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 神 経 鞘 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 滑 膜 肉 腫 な ど の 骨 お
よ び 結 合 組 織 肉 腫 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 神 経 膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 脳 幹 神 経 膠 腫 、 上
衣 細 胞 腫 、 乏 突 起 神 経 膠 腫 、 非 グ リ ア 腫 瘍 、 聴 神 経 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 髄 膜 腫
、 松 果 体 腫 、 松 果 体 芽 腫 、 原 発 性 脳 リ ン パ 腫 な ど の 脳 腫 瘍 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 腺
管 癌 、 腺 癌 、 小 葉 (小 細 胞 )癌 、 分 泌 管 内 癌 、 乳 房 の 髄 様 癌 、 乳 房 の 粘 液 癌 、 管 状 乳 癌 、 乳
頭 状 乳 癌 、 パ ジ ェ ッ ト 病 、 お よ び 炎 症 性 乳 癌 を 含 む 乳 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 褐 色
細 胞 腫 お よ び 副 腎 皮 質 癌 な ど の 副 腎 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 乳 頭 状 ま た は 濾 胞 状 甲
状 腺 癌 、 髄 様 甲 状 腺 癌 お よ び 未 分 化 甲 状 腺 癌 な ど の 甲 状 腺 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、
膵 島 細 胞 腺 腫 、 ガ ス ト リ ン 産 生 腫 瘍 、 グ ル カ ゴ ノ ー マ 、 ビ ポ ー マ 、 ソ マ ト ス タ チ ン 分 泌 腫
瘍 、 お よ び カ ル チ ノ イ ド ま た は 島 細 胞 腫 瘍 な ど の 膵 臓 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ク ッ
シ ン グ 病 、 プ ロ ラ ク チ ン 分 泌 腫 瘍 、 先 端 巨 大 症 、 お よ び 尿 崩 症 な ど の 下 垂 体 癌 ;そ れ だ け
に は 限 ら な い が 、 虹 彩 黒 色 腫 、 脈 絡 膜 黒 色 腫 、 お よ び 毛 様 体 黒 色 腫 な ど の 目 の 黒 色 腫 な ら
び に 網 膜 芽 細 胞 腫 な ど の 眼 癌 ;扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 お よ び 黒 色 腫 な ど の 膣 癌 ;扁 平 上 皮 癌 、
黒 色 腫 、 腺 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 肉 腫 、 お よ び パ ジ ェ ッ ト 病 な ど の 外 陰 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 扁 平 上 皮 癌 、 お よ び 腺 癌 な ど の 子 宮 頚 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 子 宮 内 膜 癌
お よ び 子 宮 肉 腫 な ど の 子 宮 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 卵 巣 上 皮 癌 、 境 界 腫 瘍 、 胚 細 胞
腫 瘍 、 お よ び 間 質 性 腫 瘍 な ど の 卵 巣 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 腺
様 嚢 胞 癌 、 粘 液 性 類 表 皮 癌 、 腺 扁 平 上 皮 癌 、 肉 腫 、 黒 色 腫 、 形 質 細 胞 腫 、 疣 状 癌 、 お よ び
燕 麦 細 胞 (小 細 胞 )癌 な ど の 食 道 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 腺 癌 、 肉 芽 腫 性 (ポ リ ー プ 状
)、 潰 瘍 性 、 表 層 進 展 性 、 拡 散 進 展 性 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 線 維 肉 腫 、 お よ び 癌 肉
腫 な ど の 胃 癌 ;大 腸 癌 ;直 腸 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 肝 細 胞 癌 お よ び 肝 芽 細 胞 腫 な ど
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の 肝 癌 ;腺 癌 な ど の 胆 嚢 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 乳 頭 状 、 結 節 性 、 お よ び 広 汎 性 な ど
の 胆 管 癌 ;非 小 細 胞 肺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 (類 表 皮 癌 )、 腺 癌 、 大 細 胞 癌 お よ び 小 細 胞 肺 癌 な ど
の 肺 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 胚 腫 瘍 、 精 上 皮 腫 、 未 分 化 、 古 典 的 (典 型 的 )、 精 母 細
胞 、 非 精 上 皮 腫 、 胎 児 性 癌 、 奇 形 腫 癌 、 絨 毛 癌 (卵 黄 嚢 腫 瘍 )な ど の 睾 丸 癌 、 そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 前 立 腺 上 皮 内 新 形 成 、 腺 癌 、 平 滑 筋 肉 腫 、 お よ び 横 紋 筋 肉 腫 な ど の 前 立 腺 癌
;ピ ー ナ ル ・ キ ャ ン サ （ penal cancers） ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 扁 平 上 皮 癌 な ど の 口
腔 癌 ;基 底 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 腺 癌 、 粘 液 性 類 表 皮 癌 、 お よ び 腺 様 嚢 胞 癌 な ど の
唾 液 腺 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 扁 平 上 皮 癌 、 お よ び 疣 状 な ど の 咽 頭 癌 ;そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 基 底 細 胞 癌 、 扁 平 上 皮 癌 お よ び 黒 色 腫 、 表 層 進 展 性 黒 色 腫 、 結 節 性 黒 色 腫 、
ほ く ろ 悪 性 黒 色 腫 、 末 端 性 ほ く ろ 性 黒 色 腫 な ど の 皮 膚 癌 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 腎 細
胞 癌 、 腺 癌 、 副 腎 腫 、 線 維 肉 腫 、 移 行 上 皮 癌 (腎 盂 お よ び /ま た は 子 宮 )な ど の 腎 臓 癌 ;ウ ィ
ル ム ス 腫 瘍 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 移 行 上 皮 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 癌 肉 腫 な ど の 膀
胱 癌 が あ る 。 さ ら に 、 癌 に は 、 粘 液 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、 中
皮 腫 、 滑 膜 腫 、 血 管 芽 腫 、 上 皮 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 気 管 支 癌 、 汗 腺 癌 、 脂 腺 癌 、 乳 頭 癌 お よ び
乳 頭 腺 癌 が あ る (こ う し た 障 害 の 概 説 に つ い て は 、 Fishmanら 、 1985、 Medicine、 第 2版 、 J
.B. Lippincott Co.、 Philadelphiaお よ び Murphyら 、 1997、 Informed Decisions:The Com
plete Book of Cancer Diagnosis, Treatment, and Recovery、 Viking Penguin、 Penguin
 Books U.S.A., Inc.、 ア メ リ カ 合 衆 国 を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ５ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は さ ら に 、 膀 胱 、 乳 房 、 大 腸 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺
、 卵 巣 、 膵 臓 、 胃 、 頚 部 、 甲 状 腺 お よ び 皮 膚 の も の を 含 む 癌 ;扁 平 上 皮 癌 を 含 む ;白 血 病 、
急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 B細 胞 リ ン パ 腫 、 T細 胞 リ ン パ 腫 、 バ ー キ
ッ ト リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 様 系 統 の 造 血 腫 瘍 ;急 性 お よ び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 な ら び に 前 骨
髄 性 血 病 を 含 む 骨 髄 様 系 統 の 造 血 腫 瘍 ;線 維 肉 腫 お よ び 横 紋 筋 肉 腫 を 含 む 間 葉 起 源 の 腫 瘍 ;
黒 色 腫 、 精 上 皮 腫 、 テ ト ラ コ カ ル シ ノ ー マ （ tetratocarcinoma） 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 神
経 膠 腫 を 含 む 他 の 腫 瘍 ;星 状 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 神 経 膠 腫 、 お よ び 神 経 鞘 腫 を 含 む 中
枢 お よ び 末 梢 神 経 系 の 腫 瘍 ;線 維 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 お よ び 骨 肉 腫 を 含 む 間 葉 起 源 の 腫 瘍 ;
な ら び に 黒 色 腫 、 色 素 性 乾 皮 症 、 角 化 棘 細 胞 腫 、 精 上 皮 腫 、 甲 状 腺 濾 胞 状 癌 お よ び 奇 形 癌
を 含 む 他 の 腫 瘍 を 含 む (が そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い )様 々 な 癌 ま た は 他 の 異 常 増 殖 性 疾 患
の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 異 常 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 癌 も 本 発 明
の 方 法 お よ び 組 成 物 に よ っ て 治 療 さ れ る こ と も 意 図 し て い る 。 こ う し た 癌 に は 、 そ れ だ け
に は 限 ら な い が 、 濾 胞 状 リ ン パ 腫 、 p53変 異 を も つ 癌 、 乳 房 、 前 立 腺 お よ び 卵 巣 の ホ ル モ
ン 依 存 腫 瘍 、 な ら び に 家 族 性 腺 腫 性 ポ リ ポ ー ジ ス な ど の 前 癌 性 病 変 、 な ら び に 骨 髄 異 形 成
症 候 群 が あ り 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 悪 性 ま た は 異 常 増 殖 性 変 化 (化 生 お よ び 異 形 成
な ど )、 あ る い は 過 剰 増 殖 性 障 害 は 、 皮 膚 、 肺 、 大 腸 、 乳 房 、 前 立 腺 、 膀 胱 、 腎 臓 、 膵 臓
、 卵 巣 、 ま た は 子 宮 で 治 療 ま た は 予 防 す る 。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 肉 腫 、 黒 色 腫 、 ま
た は 白 血 病 を 治 療 ま た は 予 防 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 癌 は 悪 性 で あ り 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は
、 治 療 す べ き 障 害 は 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 関 連 す る 前 癌 性 症 状 で あ る 。 特 定 の 実
施 形 態 で は 、 前 癌 性 症 状 は 、 高 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 (PIN)、 乳 房 の 線 維 腺 腫 、 線 維 嚢 胞 症
、 ま た は 化 合 物 母 斑 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 乳 房 、 大 腸 、 卵 巣 、 肺 、 お よ び
前 立 腺 癌 お よ び 黒 色 腫 の 治 療 お よ び /ま た は 予 防 に 使 用 し 、 限 定 す る も の で は な く 、 例 と
し て 下 記 に 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 5.2.1.2.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 乳 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な
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い が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン と シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド の 合 剤 (AC)
、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル の 合 剤 (CAF)、 シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド 、 エ ピ ル ビ シ ン と 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル の 合 剤 (CEF)、 ハ ー セ プ チ ン 、 タ モ キ
シ フ ェ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン と 細 胞 毒 化 学 療 法 の 組 合 せ 、 タ キ サ ン (ド セ タ キ セ ル お よ び パ
ク リ タ キ セ ル な ど )を 含 む 有 効 量 の 乳 癌 治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投
与 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ノ ー ド (node)陽 性 の 局 在 性 乳
癌 の ア ジ ュ バ ン ト 治 療 の た め に タ キ サ ン と 標 準 的 な ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ
ミ ド と 一 緒 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 乳 房 の 線 維 腺 腫 ま た は 線 維 嚢 胞 症 に か か っ て い る 患 者 に は
、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 投 与 し て 、 障 害 を 治 療 し 、 そ れ が 悪 性 癌 に 進 行 す る 可 能 性 を 減 ら
す 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 治 療 、 特 に ホ ル モ ン 療 法 、 よ り 具 体 的 に は タ モ キ シ フ ェ ン
療 法 に 不 応 性 の 患 者 に は 、 本 発 明 の EphA2抗 体 を 投 与 し て 、 癌 を 治 療 し 、 か つ /ま た は 患 者
を 非 不 応 性 ま た は 応 答 性 に す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 5.2.1.3.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 大 腸 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 5-FUと ロ イ コ ボ リ ン の 合 剤 、 5-FUと レ バ ミ ゾ ー ル の 合 剤 、 イ リ ノ テ カ ン (CPT-11)
ま た は イ リ ノ テ カ ン 、 5-FUお よ び ロ イ コ ボ リ ン の 合 剤 (IFL)を 含 む 有 効 量 の 大 腸 癌 治 療 に
有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 5.2.1.4.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 立 腺 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限
ら な い が 、 外 部 ビ ー ム 放 射 線 療 法 、 放 射 性 同 位 元 素 (す な わ ち 、 I 1 2 5 、 パ ラ ジ ウ ム 、 イ リ
ジ ウ ム )の 組 織 内 移 植 、 ロ イ プ ロ イ ド ま た は 他 の LHRHア ゴ ニ ス ト 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 ア ン
ド ロ ゲ ン (フ ル タ ミ ド 、 ニ ル タ ミ ド 、 ビ カ ル タ ミ ド )、 ス テ ロ イ ド 性 抗 ア ン ド ロ ゲ ン (酢 酸
シ プ ロ テ ロ ン )、 ロ イ プ ロ イ ド と フ ル タ ミ ド の 合 剤 、 DES、 ク ロ ロ ト リ ア ニ セ ン 、 エ チ ニ ル
エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 結 合 型 エ ス ト ロ ゲ ン U.S.P.、 DES二 リ ン 酸 な ど の エ ス ト ロ ゲ ン 、 ス ト
ロ ン チ ウ ム -89な ど の 放 射 性 同 位 元 素 、 外 部 ビ ー ム 放 射 線 療 法 と ス ト ロ ン チ ウ ム -89の 組 合
せ 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 フ ル タ ミ ド 退 薬 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 お よ び
ケ ト コ ナ ゾ ー ル な ど の セ カ ン ド ラ イ ン ・ ホ ル モ ン 療 法 、 低 用 量 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ま た は ド セ
タ キ セ ル 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン /ド セ タ キ セ ル 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン /エ ト ポ
シ ド 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン /ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 お よ び エ ス ト ラ ム ス チ ン /パ ク リ タ キ セ ル を 含
む 症 状 の 自 覚 的 な 改 善 お よ び PSAレ ベ ル の 低 減 を も た ら す こ と が 報 告 さ れ て い る 他 の 化 学
療 法 レ ジ メ ン を 含 む 有 効 量 の 前 立 腺 癌 治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投
与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 特 別 な 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 高 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 (PIN)に か か っ て い る 患 者 に は 、 本
発 明 の EphA2抗 体 を 投 与 し て 、 障 害 を 治 療 し 、 そ れ が 悪 性 前 立 腺 癌 に 進 行 す る 可 能 性 を 減
ら す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 5.2.1.5.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 黒 色 腫 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 ダ カ ル バ ジ ン (DTIC)、 カ ル ム ス チ ン (BCNU)お よ び ロ ム ス チ ン (CCNU)な ど の ニ ト ロ
ソ 尿 素 、 ビ ン カ ・ ア ル カ ロ イ ド 、 白 金 化 合 物 、 お よ び タ キ サ ン を 含 む 適 度 の 単 一 薬 剤 活 性
を も つ 薬 剤 、 ダ ー ト マ ス ・ レ ジ メ ン (シ ス プ ラ チ ン 、 BCNU、 お よ び DTIC)、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン α (IFN-A)、 な ら び に イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(IL-2)を 含 む 有 効 量 の 黒 色 腫 癌 治 療 に 有 用 な 1
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種 ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 有 効 量 の
1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 メ ル フ ァ ラ ン (L-PAM)を 伴
い 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNF-α )を 伴 う ま た は 伴 わ な い 局 所 高 温 四 肢 潅 流 (ILP)と 併 せ て 多 発
性 脳 転 移 、 骨 転 移 、 お よ び 脊 髄 圧 迫 に か か っ て い る 患 者 に 投 与 し て 、 症 状 軽 減 お よ び 放 射
線 療 法 に よ る 腫 瘍 の 若 干 の 収 縮 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 癌 性 化 合 物 母 斑 に か か っ て い る 患 者 に は 、 本 発 明 の EphA2抗 体
を 投 与 し て 、 障 害 を 治 療 し 、 そ れ が 悪 性 黒 色 腫 に 進 行 す る 可 能 性 を 減 ら す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 5.2.1.6.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 卵 巣 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 P 3 2 療 法 な ど の 腹 膜 内 放 射 線 療 法 、 全 腹 部 お よ び 骨 盤 放 射 線 療 法 、 シ ス プ ラ チ ン
、 パ ク リ タ キ セ ル (タ キ ソ ー ル )ま た は ド セ タ キ セ ル (タ キ ソ テ ー ル )お よ び シ ス プ ラ チ ン ま
た は カ ル ボ プ ラ チ ン の 合 剤 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド と シ ス プ ラ チ ン の 合 剤 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ
ミ ド と カ ル ボ プ ラ チ ン の 合 剤 、 5-FUと ロ イ コ ボ リ ン の 合 剤 、 エ ト ポ シ ド 、 リ ポ ソ ー マ ル ・
ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン ま た は ト ポ テ カ ン を 含 む 有 効 量 の 卵 巣 癌 治 療 に 有 用 な 1種
ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 白 金 不 応 性 疾 患 に か か っ て い る 患
者 の た め に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を タ キ ソ
ー ル 投 与 と 併 せ て 投 与 す る こ と も 意 図 し て い る 。 含 ま れ て い る の は 、 白 金 不 応 性 の 疾 患 に
か か っ て い る 患 者 に お け る イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ ス プ ラ チ ン 系 併 用 レ ジ メ ン の 失 敗 後 の サ ル
ベ ー ジ 化 学 療 法 と し て の ヘ キ サ メ チ ル メ ラ ミ ン (HIMM)、 な ら び に 腫 瘍 上 の 細 胞 質 エ ス ト ロ
ゲ ン 受 容 体 が 検 出 可 能 レ ベ ル で あ る 患 者 に お け る タ モ キ シ フ ェ ン の 投 与 を 含 む 、 不 応 性 卵
巣 癌 に か か っ て い る 患 者 の 治 療 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 5.2.1.7.　
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 小 細 胞 肺 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数 の 本 発
明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 胸 部 放 射 線 療 法 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 お よ び
エ ト ポ シ ド 単 独 ま た は 組 合 せ 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン /
エ ト ポ シ ド 、 お よ び シ ス プ ラ チ ン の 合 剤 (CAV/EP)、 気 管 支 内 レ ー ザ ー 療 法 に よ る 局 所 緩 和
、 気 管 支 内 ス テ ン ト 、 お よ び /ま た は 近 接 照 射 療 法 を 含 む 有 効 量 の 肺 癌 治 療 に 有 用 な 1種 ま
た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 非 小 肺 細 胞 癌 に か か っ て い る 患 者 に 有 効 量 の 1種 ま た は 複 数
の 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 対 症 放 射 線 療 法 、 シ ス プ ラ
チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン お よ び マ イ ト マ イ シ ン の 合 剤 、 シ ス プ ラ チ ン と ビ ノ レ ル ビ ン の 合 剤
、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ド セ タ キ セ ル ま た は ゲ ム シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン と パ ク リ タ キ セ ル
の 合 剤 、 気 管 支 内 病 変 の 組 織 内 放 射 線 療 法 ま た は 定 位 放 射 線 外 科 手 術 を 含 む 有 効 量 の 肺 癌
治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 薬 剤 と 併 せ て 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 5.2.2　
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 1種 ま た は 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 投 与 に よ る 治 療 を 、
そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 お よ び /ま た は 生 物 学
的 療 法 /免 疫 療 法 と 併 用 す る 。 予 防 /治 療 薬 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ペ プ チ ド 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 翻 訳 後 修 飾 タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 、 抗 体 な ど を 含 む タ ン パ ク 質 分 子 ;
小 分 子 (1,000ダ ル ト ン 未 満 )、 無 機 ま た は 有 機 化 合 物 ;そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 二 本 鎖 ま
た は 一 本 鎖 DNA、 あ る い は 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 RNA、 お よ び 三 重 ら せ ん 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸
分 子 が 含 ま れ る が 、 そ れ だ け に は 限 ら な い 。 予 防 /治 療 薬 は 、 周 知 の す べ て の 生 物 (そ れ だ
け に は 限 ら な い が 、 動 物 、 植 物 、 微 生 物 、 真 菌 、 お よ び 原 生 生 物 、 ま た は ウ イ ル ス を 含 む
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)、 ま た は 合 成 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る も の で も よ い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 を 、 そ れ だ け に は 限 ら
な い が 、 ABL、 ACK、 AFK、 AKT(例 え ば AKT-1、 AKT-2、 お よ び AKT-3)、 ALK、 AMP-PK、 ATM、 A
urora1、 Aurora2、 bARK1、 bArk2、 BLK、 BMX、 BTK、 CAK、 CaMキ ナ ー ゼ 、 CDC2、 CDK、 CK、 C
OT、 CTD、 DNA-PK、 EGF-R、 ErbB-1、 ErbB-2、 ErbB-3、 ErbB-4、 ERK(例 え ば ERK1、 ERK2、 ER
K3、 ERK4、 ERK5、 ERK6、 ERK7)、 ERT-PK、 FAK、 FGR(例 え ば FGF1R、 FGF2R)、 FLT(例 え ば FLT
-1、 FLT-2、 FLT-3、 FLT-4)、 FRK、 FYN、 GSK(例 え ば GSK1、 GSK2、 GSK3-α 、 GSK3-β 、 GSK4
、 GSK5)、 G-タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 キ ナ ー ゼ (GRK)、 HCK、 HER2、 HKII、 JAK(例 え ば JAM、 JA
K2、 JAK3、 JAK4)、 JNK(例 え ば JNK1、 JNK2、 JNK3)、 KDR、 KIT、 IGF-1受 容 体 、 IKK-1、 IKK-
2、 INSR(イ ン シ ュ リ ン 受 容 体 )、 IRAK1、 IRAK2、 IRK、 ITK、 LCK、 LOY、 LYN、 MAPK、 MAPKAP
K-1、 MAPKAPK-2、 MEK、 MET、 MFPK、 MHCK、 MLCK、 MLK3、 NEU、 NIK、 PDGF受 容 体 α 、 PDGF受
容 体 β 、 PHK、 PI-3キ ナ ー ゼ 、 PKA、 PKB、 PKC、 PKG、 PRKI、 PYK2、 p38キ ナ ー ゼ 、 p135tyk2
、 p34cdc2、 p42cdc2、 p42mapk、 p44mpk、 RAF、 RET、 RIP、 RIP-2、 RK、 RON、 RSキ ナ ー ゼ 、
SRC、 SYK、 S6K、 TAK1、 TEC、 TIM、 TIE2、 TRKA、 TXK、 TYK2、 UL13、 VEGFRI、 VEGFR2、 YES
、 YRK、 ZAP-70、 お よ び こ れ ら の キ ナ ー ゼ の す べ て の サ ブ タ イ プ (例 え ば Hardie and Hanks
(1995)The Protein Kinase Facts Book, I and II, Academic Press, San Diego, Calif
を 参 照 の こ と )な ど の キ ナ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る 、 1種 ま た は 複 数 の 予 防 /治 療 薬 の 投 与 と 併
用 す る こ と を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 を 、 Eph受 容 体 キ ナ ー ゼ (
例 え ば EphA2、 EphA4)の 阻 害 剤 で あ る 1種 ま た は 複 数 の 予 防 /治 療 薬 の 投 与 と 併 用 す る 。 最
も 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 を 、 EphA2の 阻 害 剤 で あ る 1種 ま た は 複 数
の 予 防 /治 療 薬 の 投 与 と 併 用 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 別 の 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 を 、 そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン (プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 断 片 );抗 血 管 新 生 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III;
ア ン ギ オ ザ イ ム (Angiozyme);ABT-627;Bay 12-9566;ベ ネ フ ィ ン ;ベ バ シ ズ マ ブ ;BMS-275291
;軟 骨 由 来 阻 害 剤 (CDI);CAI;CD59補 体 断 片 ;CEP-7055;Col 3;コ ン ブ レ タ ス タ チ ン A-4;エ ン
ド ス タ チ ン (コ ラ ー ゲ ン XVIII断 片 );フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 断 片 ;Gro-β ;ハ ロ フ ジ ノ ン ;ヘ パ リ
ナ ー ゼ ;ヘ パ リ ン 六 糖 類 断 片 ;HMV833;ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン (hCG);IM-862;イ ン タ ー フ
ェ ロ ン α /β /γ ;イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 誘 発 さ れ る タ ン パ ク 質 (IP-10);イ ン タ ー ロ イ キ ン 12;
ク リ ン グ ル 5(プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 断 片 );マ リ マ ス タ ッ ト ;メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 (TIMP);
2-メ ト キ シ エ ス ト ラ ジ オ ー ル ;MMI 270(CGS 27023A);MoAb IMC-1C11;ネ オ バ ス タ ッ ト ;NM-3
;パ ン ゼ ム ;PI-88;胎 盤 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 ;プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 剤 阻 害 剤 ;血 小 板 因
子 -4(PF4);プ リ ノ マ ス タ ッ ト ;プ ロ ラ ク チ ン 16kD断 片 ;プ ロ リ フ ェ リ ン (Proliferin)系 タ ン
パ ク 質 (PRP);PTK 787/ZK 222594;レ チ ノ イ ド ;ソ リ マ ス タ ッ ト (Solimastat);ス ク ア ラ ミ ン
;SS 3304;SU 5416;SU 6668;SU 11248;テ ト ラ ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ー ル -S;テ ト ラ チ オ モ リ ブ デ
ン 酸 塩 ;サ リ ド マ イ ド ;ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1(TSP-1);TNP-470;形 質 転 換 成 長 因 子 -β (TGF-
β );バ ス ク ロ ス タ チ ン (Vasculostatin);バ ソ ス タ チ ン (Vasostatin)(カ ル レ チ ク リ ン 断 片 )
;ZD6126;ZD6474;フ ァ メ シ ル (famesyl)ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 (FTI);お よ び ビ ス フ ォ ス
フ ォ ネ ー ト な ど の 血 管 新 生 阻 害 剤 で あ る 、 1種 ま た は 複 数 の 予 防 /治 療 薬 の 投 与 と 併 用 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 別 の 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 を 、 そ れ だ け に は
限 ら な い が 、 ア シ ビ シ ン (acivicin)、 ア ク ラ ル ビ シ ン 、 塩 酸 ア コ ダ ゾ ー ル (acodazole)、
ア ク ロ ニ ン 、 ア ド ゼ レ シ ン 、 ア ル デ ス ロ イ キ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ム ボ マ イ シ ン (ambom
ycin)、 酢 酸 ア メ タ ン ト ロ ン (ametantrone)、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ナ ス
ト ロ ゾ ー ル 、 ア ン ス ラ マ イ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ア ス ペ ル リ ン (asperlin)、 ア ザ シ チ
ジ ン (azacitidine)、 ア ゼ テ パ (azetepa)、 ア ゾ ト マ イ シ ン (azotomycin)、 バ チ マ ス タ ッ ト
、 ベ ン ゾ デ パ (benzodepa)、 ビ カ ル タ ミ ド 、 塩 酸 ビ サ ン ト レ ン 、 ジ メ シ ル 酸 ビ ス ナ フ ィ ド (
bisnafide)、 ビ ゼ レ シ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ レ キ ナ ー ル ・ ナ ト リ ウ ム 、 ブ ロ ピ リ ミ
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ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ク チ ノ マ イ シ ン 、 カ ル ス テ ロ ン 、 カ ラ セ ミ ド (caracemide)、 カ ー ベ
タ イ マ ー 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 塩 酸 カ ル ビ シ ン (carubicin)、 カ ル ゼ レ シ ン (
carzelesin)、 セ デ フ ィ ン ゴ ル (cedefingol)、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ロ レ マ イ シ ン (cirolemy
cin)、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 メ シ ル 酸 ク リ ス タ ノ ー ル (crisnatol)、 シ ク ロ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 塩 酸 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 デ カ ル
バ ジ ン (decarbazine)、 デ シ タ ビ ン (decitabine)、 デ キ ソ マ プ ラ チ ン (dexormaplatin)、 デ
ザ グ ア ニ ン (dezaguanine)、 メ シ ル 酸 デ ザ グ ア ニ ン (dezaguanine)、 ジ ア ジ コ ン 、 ド セ タ キ
セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 塩 酸 ド キ シ ル ビ シ ン 、 ド ロ ロ キ シ フ ェ ン 、 ク エ ン 酸 ド ロ ロ キ シ フ
ェ ン 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ド ロ モ ス タ ノ ロ ン 、 デ ュ ア ゾ マ イ シ ン (duazomycin)、 エ ダ ト レ キ セ ー
ト (edatrexate)、 塩 酸 エ フ ロ ル ニ チ ン 、 エ ル サ ミ ト ル シ ン (elsamitrucin)、 エ ン ロ プ ラ チ
ン (enloplatin)、 エ ン プ ロ メ ー ト (enpromate)、 エ ピ プ ロ ピ ジ ン (epipropidine)、 塩 酸 エ
ピ ル ビ シ ン 、 エ ル ブ ゾ ロ ー ル (erbulozole)、 塩 酸 エ ソ ル ビ シ ン (esorubicin)、 エ ス ト ラ ム
ス チ ン 、 リ ン 酸 エ ス ト ラ ム ス チ ン ・ ナ ト リ ウ ム 、 エ タ ニ ダ ゾ ー ル 、 エ ト ポ シ ド 、 リ ン 酸 エ
ト ポ シ ド 、 エ ト プ リ ン (etoprine)、 塩 酸 フ ァ ド ロ ゾ ー ル 、 フ ァ ザ ラ ビ ン (fazarabine)、 フ
ェ ン レ チ ニ ド (fenretinide)、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン 、 リ ン 酸 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ
ル 、 フ ル ロ シ タ ビ ン (flurocitabine)、 ホ ス キ ド ン (fosquidone)、 ホ ス ト リ エ シ ン ・ ナ ト
リ ウ ム 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 塩 酸 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、 塩 酸 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 イ ル モ ホ シ ン (ilmofosine)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2(組 換 え イ ン タ ー ロ イ キ ン 2、
ま た は rIL2を 含 む )、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α -2a、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α -2b、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン α -n1、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α -n3、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β -I a、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ -I b、
イ プ ロ プ ラ チ ン 、 塩 酸 イ リ ノ テ カ ン 、 酢 酸 ラ ン レ オ チ ド 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、 酢 酸 ロ イ プ ロ リ
ド 、 塩 酸 リ ア ロ ゾ ー ル 、 ロ メ ト レ キ ソ ー ル (lometrexol)・ ナ ト リ ウ ム 、 ロ ム ス チ ン 、 塩 酸
ロ ソ キ サ ン ト ロ ン (losoxantrone)、 マ ソ プ ロ コ ー ル (masoprocol)、 メ イ タ ン シ ン 、 塩 酸 メ
ク ロ レ タ ミ ン 、 酢 酸 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 酢 酸 メ レ ン ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ノ ガ リ
ル 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 メ ト ト レ キ サ レ ー ト ・ ナ ト リ ウ ム 、 メ ト プ リ
ン 、 メ ツ レ デ パ (meturedepa)、 ミ チ ン ド ミ ド (mitindomide)、 マ イ ト カ ル シ ン (mitocarcin
)、 マ イ ト ク ロ ミ ン (mitocromin)、 マ イ ト ギ リ ン (mitogillin)、 マ イ ト マ ル シ ン (mitomalc
in)、 マ イ ト マ イ シ ン 、 マ イ ト ス パ ー (mitosper)、 マ イ ト テ イ ン (mitotane)、 塩 酸 ミ ト キ
サ ン ト ロ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 ニ ト ロ ソ 尿 素 、 ノ コ ダ ゾ ー ル 、 ノ ガ ラ マ イ シ ン 、 オ ル マ
プ ラ チ ン (ormaplatin)、 オ キ シ ス ラ ン (oxisuran)、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ガ ス パ ル ガ ー ゼ (p
egaspargase)、 ペ リ オ マ イ シ ン (peliomycin)、 ペ ン タ ム ス チ ン (pentamustine)、 硫 酸 ペ プ
ロ マ イ シ ン 、 ペ ル ホ ス フ ァ ミ ド (perfosfamide)、 ピ ポ ブ ロ マ ン 、 ピ ポ ス ル フ ァ ン (piposul
fan)、 塩 酸 ピ ロ キ サ ン ト ロ ン (piroxantrone)、 プ リ カ マ イ シ ン 、 プ ロ メ ス タ ン (plomestan
e)、 ポ ル フ ィ マ ー ・ ナ ト リ ウ ム 、 ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン 、 プ レ ド ニ ム ス チ ン (prednimustine
)、 塩 酸 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 塩 酸 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 ピ ラ ゾ フ リ ン (pyra
zofurin)、 リ ボ プ リ ン (riboprine)、 ロ グ レ チ ミ ド (rogletimide)、 サ フ ィ ン ゴ ル (safingo
l)、 塩 酸 サ フ ィ ン ゴ ル (safingol)、 セ ム ス チ ン 、 シ ム ト ラ ゼ ン (simtrazene)、 ス パ ル フ ォ
セ ー ト ・ ナ ト リ ウ ム 、 ス パ ル ソ マ イ シ ン 、 塩 酸 ス ピ ロ ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ス ピ ロ ム ス チ ン (spi
romustine)、 ス ピ ロ プ ラ チ ン (spiroplatin)、 ス ト レ プ ト ニ グ リ ン 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、
ス ロ フ ェ ヌ ー ル (sulofenur)、 タ リ ソ マ イ シ ン 、 テ コ ガ ラ ン ・ ナ ト リ ウ ム 、 テ ガ フ ル 、 塩
酸 テ ロ キ サ ン ト ロ ン (teloxantrone)、 テ モ ポ ル フ ィ ン 、 テ ニ ポ シ ド 、 テ ロ キ シ ロ ン (terox
irone)、 テ ス ト ラ ク ト ン 、 チ ア ミ プ リ ン (thiamiprine)、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 チ ア
ゾ フ リ ン (tiazofurin)、 チ ラ パ ザ ミ ン 、 ク エ ン 酸 ト レ ミ フ ェ ン 、 酢 酸 ト レ ス ト ロ ン (trest
olone)、 リ ン 酸 ト リ シ リ ビ ン (triciribine)、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 グ ル ク ロ ン 酸 ト リ メ
ト レ キ セ ー ト 、 ト リ プ ト レ リ ン 、 塩 酸 チ ュ ブ ロ ゾ ー ル (tubulozole)、 ウ ラ シ ル ・ マ ス タ ー
ド 、 ウ レ デ パ (uredepa)、 バ プ レ オ チ ド (vapreotide)、 ベ ル テ ポ ル フ ィ ン 、 硫 酸 ビ ン ブ ラ
ス チ ン 、 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン デ シ ン 、 硫 酸 ビ ン デ シ ン 、 硫 酸 ビ ネ ピ ジ ン (vinepidin
e)、 硫 酸 ビ ン グ リ シ ネ ー ト (vinglycinate)、 硫 酸 ビ ン ロ イ ロ シ ン (vinleurosine)、 酒 石 酸
ビ ノ レ ル ビ ン 、 硫 酸 ビ ン ロ シ ジ ン (vinrosidine)、 硫 酸 ビ ン ゾ リ ジ ン (vinzolidine)、 ボ ロ
ゾ ー ル (vorozole)、 ゼ ニ プ ラ チ ン (zeniplatin)、 ジ ノ ス タ チ ン 、 塩 酸 ゾ ル ビ シ ン な ど の 抗
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癌 剤 で あ る 、 1種 ま た は 複 数 の 予 防 /治 療 薬 の 投 与 と 併 用 す る こ と を 含 む 。 他 の 抗 癌 剤 に は
、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 20-エ ピ -1,25ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D3、 5-エ チ ニ ル ウ ラ シ ル
、 ア ビ ラ テ ロ ン (abiraterone)、 ア ク ラ ル ビ シ ン 、 ア シ ル フ ル ベ ン 、 ア デ シ ペ ノ ー ル (adec
ypenol)、 ア ド ゼ レ シ ン 、 ア ル デ ス ロ イ キ ン 、 ALL-TKア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、
ア ン バ ム ス チ ン (ambamustine)、 ア ミ ド ク ス (amidox)、 ア ミ フ ォ ス チ ン 、 ア ミ ノ レ ブ リ ン
酸 、 ア ム ル ビ シ ン 、 ア ム サ ク リ ン 、 ア ナ グ レ リ ド 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 ア ン ド ロ グ ラ ホ ラ
イ ド 、 血 管 新 生 阻 害 剤 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト D、 ア ン タ ゴ ニ ス ト G、 ア ン タ レ リ ク ス (antarelix
)、 抗 背 側 化 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 1、 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 、 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 、 抗 新 生 物 薬 、 グ リ
シ ン 酸 ア フ ィ ジ コ リ ン 、 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 調 節 剤 、 ア ポ ト ー シ ス 調 節 剤 、 ア プ リ ン 酸 、
ara-CDP-DL-PTBA、 ア ル ギ ニ ン ・ デ ア ミ ナ ー ゼ 、 ア ス ラ ク リ ン (asulacrine)、 ア タ メ ス タ
ン 、 ア ト リ ム ス チ ン 、 ア キ シ ナ ス タ チ ン (axinastatin)1、 ア キ シ ナ ス タ チ ン (axinastatin
)2、 ア キ シ ナ ス タ チ ン (axinastatin)3、 ア ザ セ ト ロ ン 、 ア ザ ト キ シ ン (azatoxin)、 ア ザ チ
ロ シ ン 、 バ ッ カ チ ン III誘 導 体 、 バ ラ ノ ー ル (balanol)、 バ チ マ ス タ ッ ト 、 BCR/ABLア ン タ
ゴ ニ ス ト 、 ベ ン ゾ ク ロ リ ン 、 ベ ン ゾ イ ル ス タ ウ ロ ス ポ リ ン 、 β -ラ ク タ ム 誘 導 体 、 β -ア レ
チ ン (alethine)、 β -ク ラ ミ シ ン B、 ベ ツ リ ン 酸 、 bFGF阻 害 剤 、 ビ カ ル タ ミ ド 、 ビ サ ン ト レ
ン 、 ビ ス ア ジ リ ジ ニ ル ス ペ ル ミ ン 、 ビ ス ナ フ ィ ド (bisnafide)、 ビ ス ト ラ テ ン (bistratene
)A、 ビ ゼ レ シ ン 、 ブ レ フ レ ー ト (breflate)、 ブ ロ ピ リ ミ ン 、 ブ ド チ タ ン (budotitane)、 ブ
チ オ ニ ン ・ ス ル ホ キ シ イ ミ ン 、 カ ル シ ポ ト リ オ ー ル 、 カ ル フ ォ ス チ ン C、 カ ン プ ト セ シ ン
誘 導 体 、 カ ナ リ ア 痘 IL-2、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ キ サ ミ ド -ア ミ ノ -ト リ ア ゾ ー ル 、 カ ル ボ
キ シ ア ミ ド ト リ ア ゾ ー ル 、 CaRest M3、 CARN 700、 軟 骨 由 来 阻 害 剤 、 カ ル ゼ レ シ ン (carzel
esin)、 カ ゼ イ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 (ICOS)、 カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン 、 セ ク ロ ピ ン B、 セ ト ロ レ
リ ク ス 、 ク ロ ロ キ ノ キ サ リ ン ・ ス ル ホ ン ア ミ ド 、 シ カ プ ロ ス ト 、 cis-ポ ル フ ィ リ ン 、 ク ラ
ド リ ビ ン 、 ク ロ ミ フ ェ ン 類 似 体 、 ク ロ ト リ マ ゾ ー ル 、 コ リ ス マ イ シ ン (collismycin)A、 コ
リ ス マ イ シ ン (collismycin)B、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン A4、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン 類 似 体 、 コ ナ
ゲ ニ ン 、 ク ラ ム ベ ス シ ジ ン (crambescidin)816、 ク リ ス タ ノ ー ル (crisnatol)、 ク リ プ ロ フ
ァ イ シ ン (cryptophycin)8、 ク リ プ ロ フ ァ イ シ ン (cryptophycin)A誘 導 体 、 ク ラ シ ン (curac
in)A、 シ ク ロ ペ ン タ ン ス ラ キ ノ ン 、 シ ク ロ プ ラ タ ム 、 サ イ ペ マ イ シ ン (cypemycin)、 シ タ
ラ ビ ン オ ク ホ ス フ ァ ー ト 、 細 胞 溶 解 因 子 、 サ イ ト ス タ チ ン (cytostatin)、 ダ ク リ キ シ マ ブ
(dacliximab)、 デ シ タ ビ ン (decitabine)、 デ ヒ ド ロ ジ デ ム ニ ン B、 デ ス ロ レ リ ン 、 デ キ サ
メ タ ゾ ン 、 デ キ シ ホ ス フ ァ ミ ド 、 デ ク ス ラ ゾ キ サ ン 、 デ ク ス ベ ラ パ ミ ル 、 ジ ア ジ コ ン 、 ジ
デ ム ニ ン B、 ジ ド ク ス (didox)、 ジ エ チ ル ノ ル ス ペ ル ミ ン 、 ジ ヒ ド ロ -5-ア ザ シ チ ジ ン 、 ジ
ヒ ド ロ タ キ ソ ー ル 、 ジ オ キ サ マ イ シ ン (dioxamycin)、 ジ フ ェ ニ ル ・ ス ピ ロ ム ス チ ン (spiro
mustine)、 ド セ タ キ セ ル 、 ド コ サ ノ ー ル 、 ド ラ セ ト ロ ン 、 ド キ シ フ ル リ ジ ン 、 ド ロ ロ キ シ
フ ェ ン 、 ド ロ ナ ビ ノ ー ル 、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン SA、 エ ブ セ レ ン 、 エ コ ム ス チ ン (ecomustin
e)、 エ デ ル ホ シ ン (edelfosine)、 エ ド レ コ ロ マ ブ 、 エ フ ロ ル ニ チ ン 、 エ レ メ ン 、 エ ミ テ フ
ー ル 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ プ リ ス テ リ ド 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 類 似 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン ・ ア ゴ ニ
ス ト 、 エ ス ト ロ ゲ ン ・ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 エ タ ニ ダ ゾ ー ル 、 リ ン 酸 エ ト ポ シ ド 、 エ キ セ メ ス
タ ン 、 フ ァ ド ロ ゾ ー ル 、 フ ァ ザ ラ ビ ン (fazarabine)、 フ ェ ン レ チ ナ イ ド 、 フ ィ ル グ ラ ス チ
ム 、 フ ィ ナ ス テ ラ イ ド 、 フ ラ ボ ピ リ ド ー ル 、 フ レ ゼ ラ ス チ ン (flezelastine)、 フ ル ア ス テ
ロ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 塩 酸 フ ル オ ロ ダ ウ ノ ル ニ シ ン (fluorodaunorunicin)、 フ ォ ル フ ェ ニ
メ ク ス (forfenimex)、 フ ォ ル メ ス タ ン 、 フ ォ ス ト リ エ シ ン 、 フ ォ テ ム ス チ ン 、 ガ ド リ ニ ウ
ム ・ テ キ サ フ ィ リ ン 、 硝 酸 ガ リ ウ ム 、 ガ ロ シ タ ビ ン 、 ガ ニ レ リ ッ ク ス 、 ゲ ラ チ ナ ー ゼ 阻 害
剤 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 グ ル タ チ オ ン 阻 害 剤 、 ヘ プ ル ス フ ァ ム (hepsulfam)、 ヘ レ グ リ ン 、 ヘ
キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ ト ア ミ ド 、 ヒ ペ リ シ ン 、 イ バ ン ド ロ ン 酸 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ ド キ シ
フ ェ ン 、 イ ド ラ マ ン ト ン (idramantone)、 イ ル モ ホ シ ン (ilmofosine)、 イ ロ マ ス タ ッ ト (il
omastat)、 イ ミ ダ ゾ ア ク リ ド ン 、 イ ミ キ モ ド 、 免 疫 刺 激 ペ プ チ ド 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因
子 -1受 容 体 阻 害 剤 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ア ゴ ニ ス ト 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン 、 イ オ ベ ン グ ア ン (iobenguane)、 ヨ ー ド ド キ ソ ル ビ シ ン (iododoxorubicin)、 イ ポ メ ア
ノ ー ル (ipomeanol)、 イ ロ プ ラ ク ト (iroplact)、 イ ル ソ グ ラ ジ ン 、 イ ソ ベ ン ガ ゾ ー ル (isob
engazole)、 イ ソ ホ モ ハ リ コ ン ド リ ン (isohomohalicondrin)B、 イ タ セ ト ロ ン 、 ジ ャ ス プ ラ
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キ ノ ラ イ ド 、 カ ハ ラ リ ド (kahalalide)F、 三 塩 酸 ラ メ ラ リ ン -N、 ラ ン レ オ チ ド 、 レ イ ナ マ
イ シ ン 、 レ ノ グ ラ ス チ ム 、 硫 酸 レ ン チ ナ ン 、 レ プ ト ル ス タ チ ン (leptolstatin)、 レ ト ロ ゾ
ー ル 、 白 血 病 阻 害 因 子 、 白 血 球 α イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ロ イ プ ロ リ ド +エ ス ト ロ ゲ ン +プ ロ ゲ
ス テ ロ ン 、 ロ イ プ ロ レ リ ン 、 レ バ ミ ゾ ー ル 、 リ ア ロ ゾ ー ル 、 直 鎖 ポ リ ア ミ ン 類 似 体 、 親 油
性 二 糖 類 ペ プ チ ド 、 親 油 性 白 金 化 合 物 、 リ ッ ソ ク リ ナ ミ ド (lissoclinamide)7、 ロ バ プ ラ
チ ン (lobaplatin)、 ロ ン ブ リ シ ン 、 ロ メ ト レ キ ソ ー ル (lometrexol)、 ロ ニ ダ ミ ン 、 ロ ソ キ
サ ン ト ロ ン (losoxantrone)、 ロ バ ス タ チ ン 、 ロ キ ソ リ ビ ン (loxoribine)、 ル ル ト テ カ ン (l
urtotecan)、 ル テ チ ウ ム ・ テ キ サ フ ィ リ ン 、 リ ソ フ ィ リ ン (lysofylline)、 溶 解 ペ プ チ ド
、 メ イ タ ン シ ン 、 マ ン ノ ス タ チ ン A、 マ リ マ ス タ ッ ト 、 マ ソ プ ロ コ ー ル (masoprocol)、 マ
ス ピ ン (maspin)、 マ ト リ リ シ ン 阻 害 剤 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 メ
ノ ガ リ ル 、 メ ル バ ロ ン (merbarone)、 メ テ レ リ ン (meterelin)、 メ チ オ ニ ナ ー ゼ (methionin
ase)、 メ ト ク ロ プ ラ ミ ド 、 MIF阻 害 剤 、 ミ フ ェ プ リ ス ト ン 、 ミ ル テ ホ シ ン 、 ミ リ モ ス チ ム
、 ミ ス マ ッ チ 二 重 鎖 RNA、 ミ ト グ ア ゾ ン 、 ミ ト ラ ク ト ー ル (mitolactol)、 マ イ ト マ イ シ ン
類 似 体 、 ミ ト ナ フ ィ ド (mitonafide)、 マ イ ト ト キ シ ン (mitotoxin)線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 -サ
ポ リ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 モ フ ァ ロ テ ン 、 モ ル グ ラ モ ス チ ム 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ
ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ フ ィ ン 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A+ミ オ バ ク テ リ ウ ム 細 胞 壁 sk、 モ ピ ダ モ
ー ル (mopidamol)、 多 剤 耐 性 遺 伝 子 阻 害 剤 、 多 発 腫 瘍 抑 制 剤 1系 治 療 薬 、 マ ス タ ー ド 抗 癌 薬
、 マ イ カ ペ ル オ キ シ ド (mycaperoxide)B、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム 細 胞 壁 抽 出 物 、 ミ リ ア ポ ロ ン (
myriaporone)、 N-ア セ チ ル ジ ナ リ ン 、 N-置 換 ベ ン ズ ア ミ ド 、 ナ フ ァ レ リ ン 、 ナ グ レ ス チ ッ
プ (nagrestip)、 ナ ロ キ ソ ン +ペ ン タ ゾ シ ン 、 ナ パ ビ ン (napavin)、 ナ フ テ ル ピ ン 、 ナ ル ト
グ ラ ス チ ム 、 ネ ダ プ ラ チ ン 、 ネ モ ル
ビ シ ン (nemorubicin)、 ネ リ ド ロ ン 酸 (neridronic acid)、 中 性 エ ン ド ペ プ チ タ ー ゼ 、 ニ ル
タ ミ ド 、 ナ イ サ マ イ シ ン (nisamycin)、 一 酸 化 窒 素 調 整 剤 、 ニ ト ロ キ シ ド 抗 酸 化 剤 、 ニ ト
ル リ ン (nitrullyn)、 O6-ベ ン ジ ル グ ア ニ ン 、 オ ク ト レ オ チ ド 、 オ キ セ ノ ン (okicenone)、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ ナ プ リ ス ト ン 、 オ ン ダ ン セ ト ロ ン 、 オ ラ シ ン 、 経 口 サ イ ト カ イ ン
誘 発 剤 、 オ ル マ プ ラ チ ン (ormaplatin)、 オ サ テ ロ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 オ キ ザ ウ ノ マ イ
シ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 パ ク リ タ キ セ ル 類 似 体 、 パ ク リ タ キ セ ル 誘 導 体 、 パ ラ ウ ア ミ ン (p
alauamine)、 パ ル ミ ト イ ル リ ゾ キ シ ン 、 パ ミ ド ロ ン 酸 、 パ ナ キ シ ト リ オ ー ル 、 パ ノ ミ フ ェ
ン 、 パ ラ バ ク チ ン (parabactin)、 パ ゼ リ プ チ ン (pazelliptine)、 ペ ガ ス パ ル ガ ー ゼ (pegas
pargase)、 ペ ル デ シ ン 、 ポ リ 硫 酸 ペ ン ト サ ン ナ ト リ ウ ム 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 ペ ン ト ロ ゾ ー
ル (pentrozole)、 パ ー フ ル ブ ロ ン 、 パ ー ホ ス フ ァ ミ ド 、 ペ リ リ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ナ ジ ノ
マ イ シ ン 、 酢 酸 フ ェ ニ ル 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 、 ピ シ バ ニ ル 、 塩 酸 ピ ロ カ ル ピ ン 、 ピ ラ
ル ビ シ ン 、 ピ リ ト レ キ シ ム (piritrexim)、 プ ラ セ チ ン (placetin)A、 プ ラ セ チ ン (placetin
)B、 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 剤 阻 害 剤 、 白 金 錯 体 、 白 金 化 合 物 、 白 金 ト リ ア ミ ン 錯 体 、 ポ ル
フ ィ マ ー ・ ナ ト リ ウ ム 、 ポ ル フ ィ ロ マ イ シ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 プ ロ ピ ル bis-ア ク リ ド ン 、
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 、 タ ン パ ク 質 A系 免 疫 調 節 剤 、 タ ン パ ク 質
キ ナ ー ゼ C阻 害 剤 、 微 細 藻 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 、 プ リ ン ・ ヌ ク
レ オ シ ド ・ ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 プ ル プ リ ン 、 ピ ラ ゾ ロ ア ク リ ジ ン 、 ピ リ ド キ シ ル 化 ヘ
モ グ ロ ビ ン ・ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 接 合 体 、 rafア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ラ ル チ ト レ キ セ ド 、 ラ モ
セ ト ロ ン 、 rasフ ァ ル ネ シ ル ・ タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ras阻 害 剤 、 ras-GA
P阻 害 剤 、 脱 メ チ ル 化 レ テ リ プ チ ン (retellip
tine)、 エ チ ド ロ ン 酸 レ ニ ウ ム Re 186、 リ ゾ キ シ ン 、 リ ボ ザ イ ム 、 RIIレ チ ン ア ミ ド 、 ロ グ
レ チ ミ ド (rogletimide)、 ロ ヒ ツ カ イ ン (rohitukine)、 ロ ム ル チ ド 、 ロ キ ニ メ ク ス (roquin
imex)、 ル ビ ギ ノ ン (rubiginone)B1、 ル ボ キ シ ル (ruboxyl)、 サ フ ィ ン ゴ ル (safingol)、 サ
イ ン ト ピ ン (saintopin)、 SarCNU、 サ ル コ フ ィ ト ー ル A、 サ ル グ ラ モ ス チ ム 、 Sdi 1ミ メ テ
ィ ク ス 、 セ ム ス チ ン 、 老 化 由 来 阻 害 剤 1、 セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 シ グ ナ ル 伝 達 阻
害 剤 、 シ グ ナ ル 伝 達 調 整 剤 、 一 本 鎖 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ソ ブ ゾ キ サ ン 、
ナ ト リ ウ ム ・ ボ ロ カ プ テ ー ト 、 フ ェ ニ ル 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ベ ロ ー ル (solverol)、 ソ マ
ト メ ジ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 ソ ネ ル ミ ン 、 ス パ ル ホ シ ン 酸 (sparfosic acid)、 ス ピ カ マ イ シ
ン D、 ス ピ ロ ム ス チ ン (spiromustine)、 ス プ レ ノ ペ ン チ ン 、 ス ポ ン ジ ス タ チ ン 1、 ス ク ア ラ
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ミ ン 、 幹 細 胞 阻 害 剤 、 幹 細 胞 分 裂 阻 害 剤 、 ス チ ピ ア ミ ド (stipiamide)、 ス ト ロ メ リ シ ン 阻
害 剤 、 ス ル フ ィ ノ シ ン (sulfinosine)、 超 活 性 血 管 作 用 性 腸 ペ プ チ ド ・ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、
ス ラ ジ ス タ (suradista)、 ス ラ ミ ン 、 ス ワ ン ソ ニ ン 、 合 成 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 、 タ リ ム
ス チ ン (tallimustine)、 タ モ キ シ フ ェ ン ・ メ チ オ ジ ド 、 タ ウ ロ ム ス チ ン (tauromustine)、
タ キ ソ ー ル 、 タ ザ ロ テ ン 、 テ コ ガ ラ ン ・ ナ ト リ ウ ム 、 テ ガ フ ー ル 、 テ ル ラ ピ リ リ ウ ム (tel
lurapyrylium)、 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 テ モ ポ ル フ ィ ン 、 テ モ ゾ ロ マ イ ド 、 テ ニ ポ シ ド 、
テ ト ラ ク ロ ロ デ カ オ キ シ ド 、 テ ト ラ ゾ ミ ン (tetrazomine)、 タ リ ブ ラ ス チ ン (thaliblastin
e)、 サ リ ド マ イ ド 、 チ オ コ ラ リ ン (thiocoraline)、 チ オ グ ア ニ ン 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 、 ト
ロ ン ボ ポ エ チ ン ・ ミ メ テ ィ ク 、 チ マ ル フ ァ シ ン (thymalfasin)、 チ モ ポ エ チ ン 受 容 体 ア ゴ
ニ ス ト 、 チ モ ト リ ナ ン (thymotrinan)、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 、 ス ズ ・ エ チ ル ・ エ チ オ プ ル
プ リ ン 、 チ ラ パ ザ ミ ン 、 二 塩 化 チ タ ノ セ ン 、 ト プ セ ン チ ン (topsentin)、 ト レ ミ フ ェ ン 、
全 能 性 幹 細 胞 因 子 、 翻 訳 阻 害 剤 、 ト レ チ ノ イ ン 、 ト リ ア セ チ ル ウ リ ジ ン 、 ト リ シ リ ビ ン (t
riciribine)、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 ト リ プ ト レ リ ン 、 ト ロ ピ セ ト ロ ン 、 ツ ロ ス テ ラ イ ド (
turosteride)、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 チ ル ホ ス チ ン 、 UBC阻 害 剤 、 ウ ベ ニ メ ク ス 、
尿 生 殖 洞 由 来 成 長 阻 害 因 子 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 バ プ レ オ チ ド (vapreot
ide)、 バ リ オ リ ン (variolin)B、 ベ ク タ ー 系 、 赤 血 球 遺 伝 子 治 療 薬 、 ベ ラ レ ゾ ー ル (velare
sol)、 ベ ラ ミ ン (veramine)、 ベ ル ジ ン ス (verdins)、 ベ ル テ ポ ル フ ィ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、
ビ ン キ サ ル チ ン (vinxaltine)、 バ イ タ ク シ ン 、 ボ ロ ゾ ー ル 、 ザ ノ テ ロ ン (zanoterone)、 ゼ
ニ プ ラ チ ン (zeniplatin)、 ジ ラ ス コ ル ブ (zilascorb)、 お よ び ジ ノ ス タ チ ン ・ ス チ マ ラ マ
ー が 含 ま れ る 。 好 ま し い 追 加 の 抗 癌 剤 は 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ロ イ コ ボ リ ン で あ る
。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 よ り 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 1種 ま た は 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 表 2に 開 示 さ れ て い る 抗 癌 剤 、 好 ま し く は 前 述 の 乳 癌 、
卵 巣 癌 、 黒 色 腫 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 お よ び 肺 癌 の 治 療 用 の 抗 癌 剤 な ど の 1種 ま た は 複 数
の 治 療 薬 の 投 与 と 併 用 す る こ と も 含 む 。
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【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の EphA2抗 体 の 投 与 を 、 X線 、 γ 線 、 お よ び 他 の 放 射 線 源 の 使 用 を
含 む 放 射 線 療 法 と 組 み 合 わ せ て 、 癌 細 胞 を 破 壊 す る こ と を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、
こ の 放 射 線 療 法 は 、 放 射 線 が 遠 隔 治 療 線 源 か ら 向 け ら れ る 外 照 射 ま た は 遠 隔 照 射 療 法 と し
て 行 わ れ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 放 射 線 療 法 は 、 放 射 線 源 を 体 内 の 癌 細 胞 ま
た は 腫 瘤 に 近 い 位 置 に 配 置 す る 、 内 科 療 法 ま た は 近 接 照 射 療 法 と し て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 癌 治 療 薬 、 な ら び に そ の 用 量 、 投 与 経 路 、 お よ び 推 奨 さ れ る 使 用 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ り 、 Physician's Desk Reference(56th ed., 2002)な ど の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 5.3　
　 5.3.1　
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は EphA2受 容 体 に 作 用 し (す な わ ち 、 EphA2を リ ン 酸 化 さ せ )、
こ の EphA2受 容 体 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 抗 体 が 作 用 す る と 、 EphA2が リ ン
酸 化 し 、 そ の 後 で 分 解 す る 。 EphA2の リ ン 酸 化 、 活 性 、 ま た は 発 現 の レ ベ ル を ア ッ セ イ す
る た め の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 な ら ど ん な 方 法 で も 、 候 補 EphA2抗 体 を ア ッ セ イ し て そ
の ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 測 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る (例 え ば 、 下 記 の 6.2節 を 参 照 の こ
と )。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 5.3.2　
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 癌 細 胞 (例 え ば 、 EphA2を 過 剰 発 現 す る 細 胞 、 お よ び /ま
た は リ ガ ン ド に 結 合 し な い 実 質 的 な EphA2を 有 す る 細 胞 )上 に 露 出 す る が 、 EphA2が リ ガ ン
ド に 結 合 し て い る 1つ ま た は 複 数 の 非 癌 細 胞 上 に は 露 出 し な い EphA2エ ピ ト ー プ に 結 合 す る
こ と が で き る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 非 癌 細 胞 上 に は 露 出 せ ず 、 癌 細 胞 上
に 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ る (例 え ば 、 下 記 の 6.8節 を 参 照 の こ と )。 非 癌 細 胞
と 癌 細 胞 の EphA2膜 分 布 の 違 い に よ り 、 非 癌 細 胞 上 に は 露 出 し な い あ る エ ピ ト ー プ が 癌 細
胞 上 に 露 出 す る 。 例 え ば 、 通 常 EphA2は そ の リ ガ ン ド 、 EphrinAlに 結 合 し 、 細 胞 同 士 が 接
触 す る 領 域 に 局 在 す る 。 し か し 、 癌 細 胞 は 一 般 に 、 細 胞 -細 胞 接 触 を 減 少 さ せ 、 ま た EphA2
を そ の リ ガ ン ド よ り も 過 剰 に 発 現 す る 。 し た が っ て 、 癌 細 胞 で は 、 細 胞 -細 胞 接 触 に 局 在
し な い 非 結 合 EphA2の 量 が 増 大 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 非 結 合 で 非 局 在 の EphA2に 優 先 的 に
結 合 す る 抗 体 自 体 が 、 本 発 明 の 抗 体 と な る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 候 補 EphA2抗 体 の 細 胞 上 の 結 合 /局 在 を 測 定 す る た め の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 な ら ど ん
な 方 法 で も 所 望 の 結 合 特 性 を 有 す る 候 補 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で
き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 の 結 合 特 性 を 測 定 す る に は 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 法 を 使 用 す る
。 in vitroで 成 長 す る 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 の 結 合 を 比 較 す る に は 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 癌 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 と 、 非 癌 細 胞 に 結 合 す
る 抗 体 を 比 較 す る 。 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 は 、 非 癌 細 胞 に は あ ま り 結 合 し な い が 、 癌
細 胞 に は よ く 結 合 す る 。 別 の 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 解 離 し た (例 え ば 、 EGTAな ど の カ
ル シ ウ ム ・ キ レ ー ト 剤 で 処 理 し た )非 癌 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 と 、 解 離 し て い な い 非 癌 細 胞
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に 結 合 す る 抗 体 を 比 較 す る 。 露 出 し た EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 は 、 解 離 し て い な い 非 癌 細 胞
に は あ ま り 結 合 し な い が 、 解 離 し た 非 癌 細 胞 に は よ く 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 の 結 合 特 性 を 測 定 す る に は 、 フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー を 使 用
す る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 EphA2は そ の リ ガ ン ド 、 Ephrin A1と 架 橋 し て い て も し て い な く
て も よ い 。 露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 は 、 架 橋 EphA2に は あ ま り 結 合 し な い が 、 非 架 橋 EphA
2に は よ く 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 の 結 合 特 性 を 測 定 す る に は 、 細 胞 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ を
使 用 す る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 EphA2と の 結 合 に つ い て EphA2リ ガ ン ド (例 え ば 、 Ephrin Al
)と 競 合 し 得 る 抗 体 が 、 EphA2か ら Ephrin A1を 追 い 出 す 。 こ の ア ッ セ イ で 用 い ら れ る EphA2
リ ガ ン ド は 、 (例 え ば 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た )可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 細 胞 上
に 発 現 さ れ て そ の 細 胞 に 固 定 さ れ た も の で も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 5.3.3　
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 軟 寒 天 中 で の 癌 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 、 ま た は 三 次 元
基 底 膜 調 製 物 中 も し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 を 阻 害 し
(好 ま し く は 減 少 さ せ )、 か つ EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 候
補 EphA2抗 体 の 、 そ の よ う な 挙 動 を 阻 害 す る 能 力 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る (例 え ば 、 下
記 の 6.2節 を 参 照 の こ と )。 軟 寒 天 中 で 懸 濁 し た 転 移 性 腫 瘍 は コ ロ ニ ー を 形 成 す る が 、 良 性
腫 瘍 細 胞 は コ ロ ニ ー を 形 成 し な い 。 軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 は 、 Zelinskiら (2001, Can
cer Res. 61:2301-6,参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る )に 記 載 さ れ て い る よ
う に ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト 活 性 に つ い て ア ッ セ イ す べ き 抗 体 を 、 ボ ト ム
寒 天 溶 液 お よ び ト ッ プ 寒 天 溶 液 に 含 め る こ と が で き る 。 転 移 性 腫 瘍 細 胞 を 軟 寒 天 に 懸 濁 さ
せ て 、 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 が コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 す る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 を 同 定 す る た め に 使 用 で き る 転 移 細 胞 に 特 異 的 な 別 の 挙 動 は 、 マ
ト リ ゲ ル (商 標 )な ど の 三 次 元 微 小 環 境 内 の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 で あ る 。 通 常 、 癌 細 胞 は
迅 速 に 集 合 し て 、 マ ト リ ゲ ル (商 標 )全 体 に 徐 々 に 進 入 す る 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク に な る 。 EphA
2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 の 存 在 下 で 、 癌 細 胞 が 集 合 し て 、 分 化 し た 非 癌 細 胞 の 挙 動 と 類 似
し た 球 状 構 造 に な る 。 し た が っ て 、 EphA2癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 を 、 癌 細 胞 の 管 状 ネ ッ ト
ワ ー ク 形 成 を 阻 害 す る そ の 能 力 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 細 胞 増 殖 の 接 触 阻 害 の 増 大 (例 え ば 、 単 層 細 胞 培 養 物 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 の 減 少 )を 検 出
す る 他 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 を 同 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 癌 細 胞 表 現 型 阻 害 抗 体 は ま た 、 癌 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 害 す る だ け で な く 、 既 に 構 築 さ
れ た 癌 細 胞 の コ ロ ニ ー に 加 え た 場 合 、 細 胞 殺 滅 、 例 え ば ネ ク ロ ー シ ス ま た は ア ポ ト ー シ ス
に よ り コ ロ ニ ー を 減 少 ま た は 除 去 さ せ る こ と も で き る 。 ネ ク ロ ー シ ス お よ び ア ポ ト ー シ ス
の ア ッ セ イ 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 5.3.4　
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の EphA2ま た は そ の 断 片 に 対 す る 結 合 親 和 性 、 お よ び モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 -EphA2相 互 作 用 の オ フ 速 度 は 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る こ と が
で き る 。 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ の 一 例 は 、 量 が 増 大 す る 非 標 識 EphA2の 存 在 下 で の 、 関 係 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 標 識 EphA2(例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I)の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、
お よ び こ の 標 識 EphA2に 結 合 し た こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 検 出 を 含 む ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ
セ イ で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の EphA2に 対 す る 親 和 性 、 お よ び 結 合 オ フ 速 度 は 、 ス キ
ャ ッ チ ャ ー ド ・ プ ロ ッ ト 分 析 に よ る デ ー タ か ら 測 定 す る こ と が で き る 。 第 2の モ ノ ク ロ ー
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ナ ル 抗 体 と の 競 合 も ま た 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場
合 、 EphA2を 、 量 が 増 大 す る 第 2の 非 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 下 で 、 標 識 化 合 物 (例
え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I)に 接 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 EphA2-EphA2の 動 力 学 パ ラ メ ー タ を 特 徴 付 け る た め 、 候 補 Eph
A2抗 体 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 任 意 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に 基 づ く ア ッ セ イ を 用 い て
ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 Biacore AB(ウ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー
デ ン )か ら 入 手 可 能 で あ る BIACORE機 器 ;Affinity Sensors(フ ラ ン ク リ ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ 州 )か ら 入 手 可 能 で あ る IAsys機 器 ;Windsor Scientific Limited(バ ー ク ス 、 英 国 )か ら
入 手 可 能 で あ る IBISシ ス テ ム 、 Nippon Laser and Electronics Lab(北 海 道 、 日 本 )か ら 入
手 可 能 で あ る SPR CELLIAシ ス テ ム 、 お よ び テ キ サ ス ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ (ダ ラ ス 、 テ キ サ
ス 州 )か ら 入 手 可 能 で あ る SPR Detector Spreetaを 含 む 任 意 の 市 販 の SPR機 器 を 本 発 明 で 使
用 す る こ と が で き る 。 SPRに 基 づ く 技 術 の 総 説 に 関 し て は 、 Mullet et al., 2000, Method
s 22:77-91;Dong et al., 2002, Review in Mol. Biotech., 82:303-23;Fivash et al., 
1998, Current Opinion in Biotechnology 9:97-101;Rich et al., 2000, Current Opini
on in Biotechnology 11:54-61を 参 照 の こ と 。 こ れ ら は す べ て そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明
細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 そ れ に 加 え て 、 米 国 特 許 第 6,373,577号 ;米 国 特 許 第 6,289,286号 ;米
国 特 許 第 5,322,798号 ;米 国 特 許 第 5,341,215号 ;米 国 特 許 第 6,268,125号 に 記 載 の 、 タ ン パ
ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 測 定 用 の 任 意 の SPR機 器 お よ び SPRに 基 づ く 方 法 が 、 本 発 明 の
方 法 に お い て 意 図 さ れ て い る 。 こ れ ら は す べ て そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 簡 潔 に い え ば 、 SPRに 基 づ く ア ッ セ イ に は 、 表 面 上 で の 結 合 対 の 一 方 の メ ン バ ー の 固 定
化 、 お よ び 溶 液 中 で の こ の 一 方 の メ ン バ ー と こ の 結 合 対 の 他 方 の メ ン バ ー と の 相 互 作 用 が
関 与 す る 。 SPRは 、 複 合 体 の 形 成 ま た は 解 離 時 に 起 こ る 、 表 面 近 傍 の 溶 媒 の 屈 折 率 の 変 化
を 測 定 す る こ と に 基 づ い て 行 わ れ る 。 固 定 化 が 起 こ る こ の 表 面 は 、 SPR技 術 の 中 核 で あ る
セ ン サ ー ・ チ ッ プ の 表 面 で あ る 。 こ の 表 面 は 、 金 の 薄 層 で コ ー ト さ れ た ガ ラ ス 表 面 か ら な
り 、 あ る 分 子 の こ の 表 面 に 対 す る 結 合 を 最 適 化 す る よ う 設 計 さ れ た 一 連 の 特 殊 表 面 の 基 礎
を な す 。 各 種 セ ン サ ー ・ チ ッ プ は 、 特 に 下 記 で 列 挙 し た 各 社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 こ れ ら
は す べ て 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。 セ ン サ ー ・ チ ッ プ の 例 に は 、 BIAcore AB
, Inc.か ら 入 手 可 能 で あ る セ ン サ ー ・ チ ッ プ 、 例 え ば Sensor Chip CM5, SA, NTA, HPAが
含 ま れ る 。 本 発 明 の 分 子 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ア ミ ン 基 を 介 し た 直 接 共 有 結 合 、
ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 介 し た 直 接 共 有 結 合 、 ア ビ ジ ン で コ ー ト し た 表 面 に ビ オ チ ン を 付 着 さ
せ る こ と 、 炭 水 化 物 基 に ア ル デ ヒ ド を 結 合 さ せ る こ と 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ を NTAチ
ッ プ に 付 着 さ せ る こ と を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 任 意 の 固 定 化 方 法 お よ び 化 学 反 応
を 用 い て 、 セ ン サ ー ・ チ ッ プ の 表 面 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 よ り 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 BIACORE(商 標 )動 力 学 分 析 を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の EphA2に 対 す る 結 合 オ ン 速 度 お よ び オ フ 速 度 を 測 定 す る (例 え ば 、 下 記 の 6.7節 を 参 照
の こ と )。 BIACORE(商 標 )動 力 学 分 析 に は 、 固 定 化 EphA2ま た は そ の 断 片 を 有 す る チ ッ プ の
表 面 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 、 あ る い は こ の 表 面 か ら の こ の 抗 体 の 解 離 を 分 析
す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 デ ー タ ・ セ ッ ト 全 体 を 集 め た 後 、 得 ら れ る 結 合 カ ー ブ の グ ロ ー バ ル ・ フ ィ ッ テ ィ ン グ を
、 製 造 者 BIAcore, Inc.(ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 )が 供 給 す る コ ン ピ ュ ー タ
・ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う 。 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム は K o n お よ び K o f f を 計 算 し 、 こ の K o n
お よ び K o f f か ら 見 か け 上 の 平 衡 結 合 定 数 K D を 、 こ の 2つ の 速 度 係 数 (す な わ ち 、 K o f f /K o n )
の 比 と し て 推 論 す る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ の 速 度 定 数 を 誘 導 す る よ り 詳 細 な 処 理 は 、 BIAeva
luaion Software Handbook(BIAcore, Inc.,ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 )に 記 載
さ れ て い る 。 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 で 行 う こ と が で
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き る 。 得 ら れ た 動 力 学 デ ー タ を 解 釈 す る 様 々 な 方 法 の 総 説 に つ い て は 、 Myszka, 1997, Cu
rrent Opinion in Biotechnology 8:50-7;Fisher et al., 1994, Current Opinion in Bi
otechnology 5:389-95;O'Shannessy, 1994, Current Opinion in Biotechnology, 5:65-7
1;Chaiken et al., 1992, Analytical Biochemistry, 201:197-210;Morton et al., 1995
, Analytical Biochemistry 227:176-85;O'Shannessy et al., 1996, Analytical Bioche
mistry 236:275-83を 参 照 の こ と 。 こ れ ら は す べ て そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
込 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 、 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 好 ま し く は そ の K o f f 速 度
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
が 3× 10 - 3  s - 1 未 満 、 よ り 好 ま し く は 1× 10 - 3  s - 1 未 満 で あ る 抗 体 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で
は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 EphA2に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の K o f f が 5× 10

- 3  S - 1 未 満 、 10 - 3  s
- 1 未 満 、 8× 10 - 4  s - 1 未 満 、 5× 10 - 4  s - 1 未 満 、 10 - 4  s - 1 未 満 、 9× 10 - 5  s - 1 未 満 、 5× 10 - 5

 s - 1 未 満 、 10 - 5  s - 1 未 満 、 5× 10 - 6  s - 1 未 満 、 10 - 6  s - 1 未 満 、 5× 10 - 7  s - 1 未 満 、 10 - 7  s - 1

未 満 、 5× 10 - 8  s - 1 未 満 、 10 - 8  s - 1 未 満 、 5× 10 - 9  s - 1 未 満 、 10 - 9  s - 1 未 満 、 ま た は 10 - 1 0  
s - 1 未 満 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 EphA2に 結 合 す る 抗 体 、 特 に EphA2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る
抗 体 を 、 EphA2を 発 現 す る 細 胞 、 特 に EphA2を (同 じ 細 胞 の 種 類 の 非 癌 細 胞 に 比 べ て )過 剰 発
現 す る 癌 細 胞 、 好 ま し く は 転 移 性 癌 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 で (ア ゴ ニ ス
ト 抗 体 に つ い て )EphA2の リ ン 酸 化 お よ び /ま た は EphA2の 分 解 に つ い て ア ッ セ イ し 、 (癌 細
胞 表 現 型 阻 害 抗 体 に つ い て )軟 寒 天 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 、 ま た は 三 次 元 基 底 膜 調 製 物 中 も
し く は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 減 少 に つ い て ア ッ セ イ し
、 あ る い は (露 出 EphA2エ ピ ト ー プ 抗 体 に つ い て )例 え ば 免 疫 蛍 光 法 に よ り 、 抗 体 が 非 癌 細
胞 に 比 べ て 癌 細 胞 に よ り 結 合 し て い る か ど う か を ア ッ セ イ し 、 そ れ に よ り 本 発 明 の EphA2
抗 体 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 5.4　
　 本 発 明 の EphA2抗 体 に 加 え て 、 EphA2に 特 異 的 な 核 酸 分 子 を 、 EphA2の 発 現 を 低 下 さ せ る
た め に 使 用 し 、 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 5.4.1　
　 本 発 明 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 す な わ ち EphA2を コ ー ド す る セ ン ス 核 酸 の 全 部 ま た
は 一 部 と 相 補 的 な 分 子 、 例 え ば 二 本 鎖 cDNA分 子 の コ ー ド 鎖 と 相 補 的 な 分 子 ま た は mRNAと 相
補 的 な 分 子 を 含 む 。 し た が っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 セ ン ス 核 酸 と 水 素 結 合 し 得 る 。 こ
の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 あ る コ ー ド 鎖 の 全 体 ま た は そ の 一 部 、 例 え ば タ ン パ ク 質 コ ー ド 領
域 (も し く は 読 み 取 り 枠 )の 全 部 ま た は 一 部 と 相 補 的 で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 鎖 の 非 コ ー ド 領 域 の 全 部
ま た は 一 部 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ り 得 る 。 こ れ ら の 非 コ ー ド 領 域 (「 5'お よ び 3'非 翻
訳 領 域 」 )は 、 こ の コ ー ド 領 域 に 隣 接 し 、 ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ な い 5'お よ び 3'配 列 で あ る
。 一 実 施 形 態 で は 、 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、
　 5'-CCAGCAGTACCGCTTCCTTGCCCTGCGGCCG-3'(配 列 番 号 49)で あ る (例 え ば 、 下 記 の 6.6節 を
参 照 の こ と )。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 、 例 え ば 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40
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、 45、 ま た は 50ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 当 技 術 分 野 で 周
知 の 手 順 を 用 い た 化 学 合 成 反 応 お よ び 酵 素 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に よ り 作 成 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )は 、 分 子 の
生 物 活 性 を 向 上 さ せ る よ う に 、 ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 と セ ン ス 核 酸 の 間 で 形 成 さ れ た 二
重 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 向 上 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 様 々 に 修 飾
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー
ト 誘 導 体 お よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 生 成 す る た め に 使 用 で き る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 例 に は 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ
ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 4-
ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-(カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル )ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア
ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ
シ ル 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ル ケ オ シ ン (galactosylqueosine)、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン チ ル ア
デ ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ
ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル
グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、
β -D-マ ン ノ シ ル ケ オ シ ン (mannosylqueosine)、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ
ト キ シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 (v)
、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ケ オ シ ン (queosine)、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ
ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-
オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 (v)、 5-
メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 3-(3-ア ミ ノ -3-N-2-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )ウ ラ シ ル 、 (acp3)w、
お よ び 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 が ア ン
チ セ ン ス 方 向 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 生 物 学 的 に 生 成 さ せ る こ と
が で き る (す な わ ち 、 こ の 挿 入 さ れ た 核 酸 か ら 転 写 さ れ た RNAは 、 関 連 す る 標 的 核 酸 、 す な
わ ち EphA2に 対 し て ア ン チ セ ン ス 方 向 に あ る )。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 通 常 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る か 、 in situで 生 成 さ れ 、
し た が っ て こ れ ら の 分 子 は 、 本 発 明 の 選 択 さ れ た ペ プ チ ド を コ ー ド す る 細 胞 mRNAお よ び /
ま た は ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 そ れ に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 例 え ば 転 写 お よ
び /ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と で 発 現 を 阻 害 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定
な 二 重 鎖 を 形 成 す る 通 常 の ヌ ク レ オ チ ド 相 補 性 に よ り 行 う か 、 あ る い は 例 え ば 、 DNA二 重
鎖 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 場 合 、 二 重 ら せ ん の 主 溝 に 特 異 的 な 相 互 作 用 を 通 じ
て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 投 与 経 路 の 一 例 は 、 あ る 組 織 部 位
へ の 直 接 注 入 を 含 む 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 選 択 細 胞 に 標 的 指 向 す る よ う に 修 飾
し 、 そ の 後 で 全 身 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 身 投 与 の た め に 、 ア ン チ セ ン ス 分 子
を 修 飾 す る こ と が で き 、 し た が っ て こ れ ら の 分 子 は 、 例 え ば こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を
、 細 胞 表 面 の 受 容 体 ま た は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に 連 結 さ せ る こ と に よ り 、
選 択 さ れ た 細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ る 受 容 体 ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の ア ン チ セ
ン ス 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る 。 こ の
ア ン チ セ ン ス 分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃 度 を 実 現 す る に は 、 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 強 力
な pol IIま た は pol IIIプ ロ モ ー タ の 制 御 下 に 置 か れ て い る ベ ク タ ー 構 築 物 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 α -ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。 α -ア ノ マ ー 核 酸
分 子 は 、 通 常 の β -ユ ニ ッ ト と は 反 対 に 、 鎖 が 互 い に 平 行 に 位 置 す る 相 補 DNAを 有 す る 特 異
的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る (Gaultier et al., 1987, Nucleic Acids Res. 15:66
25)。 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た 、 2'-o-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (Inoue et al., 1
987, Nucleic Acids Res. 15:6131)ま た は キ メ ラ RNA-DNA類 似 体 (Inoue et al., 1987, FE
BS Lett. 215:327)を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 5.4.2　
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　 本 発 明 は ま た 、 リ ボ ザ イ ム を 含 む 。 リ ボ ザ イ ム は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒
RNA分 子 で あ り 、 こ れ ら の 分 子 は 、 そ れ ら が 相 補 領 域 を 有 す る mRNAな ど の 一 本 鎖 核 酸 を 切
断 す る 能 力 が あ る 。 し た が っ て 、 リ ボ ザ イ ム (例 え ば 、 Haselhoff and Gerlach, 1988, Na
ture 334:585-591に 記 載 の ハ ン マ ー ヘ ッ ド ・ リ ボ ザ イ ム )を 用 い て mRNA転 写 物 を 触 媒 に よ
り 切 断 し 、 そ れ に よ り mRNAに よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が で き る
。 EphA2を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る リ ボ ザ イ ム は 、 EphA2の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Tetrahymena L-19 IVS RNAの 誘 導 体 は
、 活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 米 国 特 許 第 4,987,071号 お よ び 米 国 特 許 第 5,116,742号
に 記 載 の 切 断 す べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 に な る よ う に 構 築 す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAを 用 い て 、 RNA分 子 の プ ー ル か ら 特 異 的 リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 RNAを 選 択 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 Bartel and Szos
tak, 1993, Science 261:1411を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 5.4.3　
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 RNA干 渉 (RNAi)分 子 を 用 い て EphA2の 発 現 を 低 下 さ せ る 。 RNA干 渉 (RN
Ai)は 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)の 、 そ れ 自 身 の 配 列 に 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 能 力 と
し て 定 義 さ れ る 。 RNAiは ま た 、 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ ま た は PTGSと も 呼 ば れ る 。 通
常 は あ る 細 胞 の 細 胞 質 で み ら れ る 唯 一 の RNA分 子 は 一 本 鎖 mRNAで あ る た め 、 こ の 細 胞 は dsR
NAを 認 識 し 、 dsRNAを 21～ 25塩 基 対 (二 重 ら せ ん 約 2回 転 )を 含 む 断 片 に 切 断 す る 。 こ の 断 片
の ア ン チ セ ン ス 鎖 は セ ン ス 鎖 か ら 十 分 に 分 離 さ れ 、 し た が っ て こ の ア ン チ セ ン ス 鎖 は 内 因
性 細 胞 mRNAの 一 分 子 上 の 相 補 セ ン ス 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は 、 二 本 鎖 領 域 中 の mRNAの 切 断 の 引 き 金 と な り 、 こ れ に よ っ て 、 翻 訳 さ れ て ポ リ ペ プ
チ ド に な る そ の 能 力 を 失 わ せ る 。 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す る dsRNAを 導 入 す る こ と で 、 特 定
の 組 織 お よ び /ま た は 選 択 さ れ た 時 間 に お け る そ の 遺 伝 子 の そ の 細 胞 自 身 に よ る 発 現 を ノ
ッ ク ア ウ ト す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 二 本 鎖 (ds)RNAを 用 い て 、 そ れ を 哺 乳 動 物 中 で の 遺 伝 子 発 現 に 干 渉 さ せ る こ と が で き る (
そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Wianny & Zemicka-Goetz, 2000, Nature C
ell Biology 2:70-75)。 dsRNAを EphA2の 機 能 を 阻 害 す る RNAま た は RNAiと し て 用 い て 、 Eph
A2の 無 発 現 変 異 体 の 表 現 型 と 同 じ 表 現 型 を 生 成 さ せ る (Wianny & Zemicka-Goetz, 2000, N
ature Cell Biology 2:70-75)。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 5.5　
　 本 発 明 の 予 防 お よ び /ま た は 治 療 プ ロ ト コ ル の 毒 性 お よ び 有 効 性 は 、 例 え ば LD 5 0 (個 体 群
の 50%致 死 量 )お よ び ED 5 0 (個 体 群 の 50%治 療 有 効 量 )を 測 定 す る た め の 、 細 胞 培 養 物 ま た は
実 験 動 物 中 で の 標 準 の 薬 剤 に よ る 手 順 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 を 示 す 用 量
と 治 療 効 果 を 示 す 用 量 の 比 を 治 療 係 数 と し 、 LD 5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す 。 治 療 係 数 が 大 き い
予 防 お よ び /ま た は 治 療 薬 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作 用 を 示 す 予 防 お よ び /ま た は 治 療 薬 も 使
用 で き る が 、 そ の よ う な 薬 剤 が 患 部 組 織 の 部 位 を 標 的 と す る 送 達 系 を 設 計 す る に あ た っ て
は 、 非 感 染 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 ダ メ ー ジ を 最 小 限 に 抑 え 、 そ れ に よ り 副 作 用 を 低 減 さ せ る
よ う 注 意 を 払 う べ き で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ る デ ー タ は 、 ヒ ト で 使 用 さ れ る 予 防 お よ び
/ま た は 治 療 薬 の あ る 範 囲 の 用 量 を 処 方 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 薬 剤 の
用 量 は 、 ED 5 0 を 含 む 、 毒 性 を ほ と ん ど ま た は ま っ た く 持 た な い あ る 範 囲 の 循 環 濃 度 で あ る
こ と が 好 ま し い 。 こ の 用 量 は 、 使 用 さ れ る 剤 形 お よ び 利 用 さ れ る 投 与 経 路 に 応 じ て 、 こ の
範 囲 内 で 変 わ り 得 る 。 本 発 明 の 方 法 で 用 い ら れ る 任 意 の 薬 剤 の 治 療 有 効 量 は 、 最 初 に 細 胞
培 養 ア ッ セ イ か ら 推 定 す る こ と が で き る 。 あ る 用 量 を 動 物 モ デ ル で 処 方 し て 、 細 胞 培 養 物
中 で 測 定 し た IC 5 0 を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 範 囲 (す な わ ち 、 症 状 の 最 大 半 減 阻 害 を 実 現 す る 試
験 化 合 物 の 濃 度 )を 実 現 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て よ り 正 確 に ヒ ト に 有
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用 な 用 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 濃 度 は 、 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 治 療 薬 の 抗 癌 活 性 は 、 マ ウ ス EphA2を ヒ ト EphA2で 置 き 換 え た
SCIDマ ウ ス ・ モ デ ル ま た は 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス 、 ヒ ト 異 種 移 植 片 を 有 す る ヌ ー ド ・ マ ウ ス
、 下 記 6章 に 記 載 の 動 物 モ デ ル 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 動 物 モ デ ル 、 お よ び そ
の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Relevance of Tumor Models for Anticancer
 Drug Development(1999, eds. Fiebig and Burger);Contributions to Oncology(1999, 
Karger);The Nude Mouse in Oncology Research(1991, eds. Boven and Winograd);Antic
ancer Drug Development Guide(1997 ed. Teicher)に 記 載 の 任 意 の 動 物 モ デ ル な ど の 、 癌
研 究 用 の 様 々 な 実 験 動 物 モ デ ル に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 5.5.1　
　 本 発 明 の プ ロ ト コ ル お よ び 組 成 物 は 、 ヒ ト で 使 用 す る 前 に 、 所 望 の 治 療 お よ び 予 防 活 性
に つ い て in vitroで 、 そ の 次 に in vivoで ア ッ セ イ す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 あ る 具
体 的 な 治 療 プ ロ ト コ ー ル に よ る 投 与 が 適 応 で あ る か ど う か を 決 定 す る の に 用 い る こ と が で
き る in vitroア ッ セ イ に は 、 患 者 の 組 織 サ ン プ ル を 培 養 物 中 で 増 殖 さ せ 、 プ ロ ト コ ル に 供
す る か 、 そ う で な け れ ば プ ロ ト コ ル を そ れ に 投 与 し 、 こ の よ う な プ ロ ト コ ル の こ の 組 織 サ
ン プ ル に 対 す る 影 響 、 す な わ ち EphA2の リ ン 酸 化 /分 解 の 増 大 、 軟 寒 天 中 で の 増 殖 お よ び /
ま た は コ ロ ニ ー 形 成 、 あ る い は 三 次 元 基 底 膜 調 製 物 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で
の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 阻 害 ま た は 低 下 に つ い て 観 察 す る 、 in vitro細 胞 培 養 ア ッ セ イ
が 含 ま れ る 。 接 触 細 胞 の 増 殖 ま た は 生 存 の レ ベ ル が 低 い こ と は 、 治 療 薬 が 患 者 の 状 態 を 治
療 す る の に 有 効 で あ る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 患 者 か ら の 細 胞 を 培 養 す る 代 わ り に 、 腫 瘍
ま た は 悪 性 細 胞 株 の 細 胞 を 用 い て 治 療 薬 お よ び 治 療 方 法 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き
る 。 当 技 術 分 野 で 標 準 の 多 く の ア ッ セ イ を 用 い て そ の よ う な 生 存 お よ び /ま た は 増 殖 を 評
価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 は 、 3 H-チ ミ ジ ン の 組 込 み の 測 定 、 直 接 細 胞 カ ウ
ン ト 、 プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン (例 え ば 、 fos、 myc)な ど の 周 知 の 遺 伝 子 の 転 写 活 性 の 変 化 の 検
出 、 ま た は 細 胞 周 期 マ ー カ ー に よ り ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 細 胞 生 存 率 は 、 ト リ パ ン
ブ ル ー に よ る 着 色 で 評 価 す る こ と が で き る 。 細 胞 分 化 は 、 形 態 の 変 化 、 EphA2の リ ン 酸 化 /
分 解 の 増 大 、 軟 寒 天 中 で の 増 殖 お よ び /ま た は コ ロ ニ ー 形 成 の 減 少 、 三 次 元 基 底 膜 調 製 物
ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 調 製 物 中 で の 管 状 ネ ッ ト ワ ー ク 形 成 の 減 少 な ど に 基 づ い て 視 覚
的 に 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 治 療 に 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 ヒ ト で ア ッ セ イ す る 前 に 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ラ ッ
ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 雌 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 ハ ム ス タ ー な ど を 含 む 適 切 な 動 物 モ デ ル
系 、 例 え ば 上 述 の 動 物 モ デ ル で 試 験 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 化 合 物 を 次 に 、 適 切 な 臨
床 試 験 で 使 用 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 に 周 知 の ア ッ セ イ な ら ど ん な 方 法 で も 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 本
明 細 書 で 開 示 さ れ た 併 用 療 法 の 予 防 お よ び /ま た は 治 療 有 用 性 を 評 価 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 5.6　
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 に 有 用 な バ ル ク 医 薬 組 成 物 (例 え ば 、 低 純 度 ま た
は 非 滅 菌 組 成 物 )、 お よ び 単 位 剤 形 の 調 製 に 使 用 す る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 (す な わ ち 、
被 験 者 ま た は 患 者 へ の 投 与 に 適 し た 組 成 物 )を 含 む 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 予 防 ま た は 治
療 有 効 量 の 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た 予 防 お よ び /ま た は 治 療 薬 、 ま た は そ れ ら の 薬 剤 の 併 用
、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の 1種
ま た は 複 数 の 本 発 明 の EphA2抗 体 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む か 、 ま た は EphA2の 発
現 を 減 少 さ せ る 薬 剤 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ
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る 担 体 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 さ ら な る 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は さ ら に 追 加 の
治 療 薬 、 例 え ば 抗 癌 薬 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 連 邦 ま た は 州 政 府 の 規
制 当 局 に よ る 承 認 を 受 け た か 、 米 国 薬 局 方 、 ま た は 動 物 、 よ り 具 体 的 に は ヒ ト に お け る 使
用 の た め の 他 の 一 般 に 認 知 さ れ た 薬 局 方 に 掲 載 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 「 担 体 」 と い
う 用 語 は 、 そ れ と 一 緒 に 治 療 薬 が 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト (例 え ば 、 フ ロ イ ン ト
の ア ジ ュ バ ン ト (完 全 ま た は 不 完 全 )ま た は 、 よ り 好 ま し く は 、 Chiron(エ メ リ ー ビ ル 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 )か ら 入 手 可 能 で あ る MF59C.1)、 賦 形 剤 、 ま た は ビ ヒ ク ル を 指 す 。 そ の よ
う な 薬 剤 用 担 体 は 、 水 、 お よ び ピ ー ナ ツ 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 な ど の 石 油 、 動 物 油 、
植 物 油 、 合 成 油 を 含 む 油 な ど の 滅 菌 液 体 で あ り 得 る 。 こ の 医 薬 組 成 物 を 静 脈 内 に 投 与 す る
場 合 に は 、 水 が 好 ま し い 担 体 で あ る 。 食 塩 水 、 な ら び に デ キ ス ト ロ ー ス お よ び グ リ セ リ ン
の 水 溶 液 を 、 特 に 注 射 液 用 の 液 体 担 体 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 適 切 な 薬 剤 用 賦 形 剤
に は 、 デ ン プ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 米 、 小 麦 粉 、
チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 タ ル ク
、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乾 燥 ス キ ム ミ ル ク 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 、 エ タ
ノ ー ル な ど が 含 ま れ る 。 こ の 組 成 物 は 、 所 望 に 応 じ て 、 微 少 量 の 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 ま た は
pH緩 衝 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶 液 剤 、 懸 濁 液 剤 、 乳 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 粉
末 剤 、 持 続 放 出 性 製 剤 な ど の 形 を と る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 別 々 に 供 給 さ れ る か 、 あ る い は 剤 形 単 位 中
で 混 合 さ れ て 、 例 え ば 有 効 薬 剤 の 量 を 示 す ア ン プ ル や サ シ ェ ッ ト (sachette)な ど の 気 密 性
密 封 容 器 中 の 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 水 を 含 ま な い 濃 縮 物 と し て 供 給 さ れ る 。 こ の 組 成 物 を 輸
液 に よ り 投 与 す る 場 合 、 薬 剤 グ レ ー ド の 滅 菌 水 ま た は 生 理 食 塩 水 を 含 む 輸 液 ボ ト ル を 使 っ
て 分 配 す る こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 注 射 用 滅 菌 水 ま た は 生
理 食 塩 水 の ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き 、 し た が っ て 各 成 分 を 投 与 前 に 混 合 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 性 形 態 ま た は 塩 の 形 態 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 製 薬 上 許 容
さ れ る 塩 に は 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 な ど か ら 誘 導 さ れ る ア ニ オ ン な ど
の ア ニ オ ン で 形 成 さ れ る 塩 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化
第 二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ
ン 、 プ ロ カ イ ン な ど か ら 誘 導 さ れ る カ チ オ ン な ど の カ チ オ ン で 形 成 さ れ る 塩 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 様 々 な 送 達 系 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ の 封 入 に よ る も の 、
抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 発 現 す る こ と が 可 能 な 組 換 え 細 胞 に よ る も の 、 受 容 体 を 介 し た エ ン
ド サ イ ト ー シ ス に よ る も の (例 え ば 、 Wu and Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432を
参 照 の こ と )、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー や 他 の ベ ク タ ー の 一 部 と し て の 核 酸 の 構 築 に よ
る も の な ど が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 あ る い は 本 発 明
の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 癌 の 予 防 ま た は 治 療 に 有 用 な 予 防 薬 ま た は 治 療 薬 の
組 合 せ を 投 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 薬 の 投 与 方 法 に
は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 非 経 口 投 与 (例 え ば 、 皮 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 腹 腔 内 投 与
、 静 脈 内 投 与 、 皮 下 投 与 )、 硬 膜 外 投 与 、 粘 膜 投 与 (例 え ば 、 鼻 腔 内 投 与 、 吸 入 投 与 、 経 口
投 与 )が 含 ま れ る 。 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 筋 肉 内 、 静 脈
内 、 ま た は 皮 下 投 与 す る 。 こ の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 任 意 の 好 都 合 な 経 路 、 例 え ば 輸 液 、
大 量 瞬 時 投 与 、 上 皮 内 層 ま た は 皮 膚 粘 膜 内 層 (例 え ば 、 口 腔 粘 膜 、 直 腸 粘 膜 な ど )を 介 し た
吸 収 に よ り 投 与 す る こ と が で き 、 他 の 生 物 学 的 に 有 効 な 薬 剤 と と も に 投 与 す る こ と が で き
る 。 こ の 投 与 は 全 身 投 与 で も 局 部 投 与 で も よ い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 望 ま し く は 本 発 明 の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 治 療 が 必 要 な 領 域 に
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局 所 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ は 例 え ば 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 注 射 に よ る 局 所 輸
液 、 ま た は イ ン プ ラ ン ト に よ り 実 現 す る こ と が で き る 。 こ の イ ン プ ラ ン ト は 、 サ イ ラ ス テ
ィ ッ ク 膜 な ど の 膜 や 繊 維 を 含 む 多 孔 質 材 料 、 非 多 孔 質 材 料 、 ま た は ゼ ラ チ ン 材 料 か ら な る
。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 こ の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 制 御 放 出 系 ま た は 持 続 放 出 系 で 送 達 す
る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ポ ン プ を 用 い て 制 御 ま た は 持 続 放 出 を 実 現 す る こ と が
で き る (Langer, supra;Sefton,1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20;Buchwald et 
al., 1980, Surgery 88:507;Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574を 参 照 の
こ と )。 別 の 一 実 施 形 態 で は 、 ポ リ マ ー 材 料 を 用 い て 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 制 御
ま た は 持 続 放 出 を 実 現 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Medical Applications of Controlled 
Release, Langer and Wise(eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida(1974);Controlled 
Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball(eds.)
, Wiley, New York(1984);Ranger and Peppas, 1983, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol
. Chem. 23:61;Levy et al., 1985, Science 228:190;During et al., 1989, Ann. Neuro
l. 25:351;Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105); 米 国 特 許 第 5,679,377号 ;米 国
特 許 第 5,916,597号 ;米 国 特 許 第 5,912,015号 ;米 国 特 許 第 5,989,463号 ;米 国 特 許 第 5,128,32
6号 ;国 際 公 開 WO99/15154号 お よ び WO99/20253号 を 参 照 の こ と )。 持 続 放 出 性 製 剤 中 で 用 い
ら れ る ポ リ マ ー の 例 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ
ー ト )、 ポ リ (メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )、 ポ リ (ア ク リ ル 酸 )、 ポ リ (エ チ レ ン -コ -酢 酸 ビ ニ ル
)、 ポ リ (メ タ ク リ ル 酸 )、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 (PLG)、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ (N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン )、 ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 ポ リ
ラ ク チ ド (PLA)、 ポ リ (ラ ク チ ド -コ -グ リ コ ー ル 酸 )(PLGA)、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル が 含 ま れ
る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 持 続 放 出 性 製 剤 に 用 い ら れ る ポ リ マ ー は 不 活 性 で あ り 、 浸
出 性 不 純 物 を 含 ま ず 、 貯 蔵 安 定 性 で あ り 、 滅 菌 さ れ て お り 、 生 分 解 性 で あ る 。 別 の 一 実 施
形 態 で は 、 制 御 放 出 系 ま た は 持 続 放 出 系 を 予 防 ま た は 治 療 標 的 の 近 く に 位 置 さ せ る こ と が
で き 、 し た が っ て 全 身 向 け 用 量 の 一 部 し か 必 要 と し な い (例 え ば 、 Goodson, in Medical A
pplications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138(1984)を 参 照 の こ と )
。
【 ０ ２ １ １ 】
　 制 御 放 出 系 に つ い て は Langerの 総 説 で 論 じ ら れ て い る (1990, Science 249:1527-1533)
。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 な ら ど ん な 方 法 で も 、 本 発 明 の 1種 ま た は 複 数 の 持 続 放 出 性 製 剤 の
製 造 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,526,938号 ;国 際 公 開 WO91/05548号 お
よ び WO 96/20698号 ;Ning et al., 1996, Radiotherapy & Oncology 39:179-189;Song et 
al., 1995, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397;Cleek e
t al., 1997, Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854;and Lam e
t al., 1997, Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760を 参 照 の こ
と 。 こ れ ら は す べ て そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 5.6.1　
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 EphA2の 発 現 を 低 下 さ せ る 核 酸 (例 え ば 、 EphA2ア ン チ セ ン ス
核 酸 ま た は EphA2 dsRNA)を 投 与 し て 、 遺 伝 子 治 療 に よ り 癌 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 す る
。 遺 伝 子 治 療 と は 、 発 現 し た か ま た は 発 現 可 能 な 核 酸 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と で 行 わ れ る
療 法 を 指 す 。 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 生 成 さ れ 、 予 防 ま た は 治 療
効 果 を 媒 介 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 当 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な 遺 伝 子 治 療 の 方 法 な ら ど ん な 方 法 で も 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す
る こ と が で き る 。 以 下 、 典 型 的 な 方 法 を 説 明 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 方 法 の 総 説 に つ い て は 、 Goldspiel et al., 1993, Clinical Pharmacy 12
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:488;Wu and Wu, 1991, Biotherapy 3:87;Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmaol. Toxi
col. 32:573;Mulligan, 1993, Science 260:926-932;Morgan and Anderson, 1993, Ann. 
Rev. Biochem. 62:191;May, 1993, TIBTECH 11:155を 参 照 の こ と 。 使 用 で き る 組 換 え DNA
技 術 に 関 す る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 は 、 Ausubel et al.(eds.), Current Protocols in
 Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY(1993);Kriegler, Gene Transfer and Expr
ession, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY(1990)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は EphA2の 発 現 を 減 少 さ せ る EphA2核 酸 を 含 み 、 こ
の 核 酸 は 、 適 切 な 宿 主 中 で 核 酸 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 を な す 。 具 体 的 に は 、 こ の
よ う な 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く は 非 相 同 的 な プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 こ の プ ロ モ ー タ
ー は 誘 発 性 ま た は 構 成 的 で あ り 、 任 意 選 択 で 組 織 特 異 的 で あ る 。 別 の 特 定 の 一 実 施 形 態 で
は 、 EphA2の 発 現 を 低 下 さ せ る 核 酸 お よ び 他 の 任 意 の 所 望 の 配 列 が ゲ ノ ム の 所 望 の 部 位 で
相 同 的 組 換 え を プ ロ モ ー ト す る 領 域 に 隣 接 し て い る 核 酸 分 子 を 使 用 し 、 そ れ に よ り EphA2
の 発 現 を 低 下 さ せ る 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 を 実 現 す る (Koller and Smithies, 1989, PNAS 8
6:8932;Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435)。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の 核 酸 の 対 象 へ の 送 達 は 、 対 象 を 核 酸 ま た は 核 酸 送 達 ベ ク タ ー に 直 接 露 出 さ せ る こ と
に よ り 直 接 的 に 行 う こ と も で き 、 細 胞 を 最 初 に in vitroで 核 酸 に よ り 形 質 転 換 さ せ 、 次 に
そ れ を 対 象 に 移 植 す る こ と に よ り 間 接 的 に 行 う こ と も で き る 。 こ れ ら の 2つ の ア プ ロ ー チ
は そ れ ぞ れ 、 in vivo遺 伝 子 治 療 お よ び ex vivo遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。 具 体 的 な
一 実 施 形 態 で は 、 核 酸 配 列 を 直 接 in vivo投 与 す る 。 こ れ は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 数 多 く
の 方 法 、 例 え ば 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 を 適 切 な 核 酸 表 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 こ の
ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と で 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 を 細 胞 間 に 所 在 さ せ る こ と 、 例 え ば 、 欠 陥
の あ る も し く は 弱 毒 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は 他 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 用 い た 感 染 (米
国 特 許 第 4,980,286号 )、 裸 の DNAの 直 接 注 射 、 微 粒 子 照 射 (例 え ば 、 遺 伝 子 銃 ;Biolistic, 
Dupont)、 脂 質 、 細 胞 表 面 受 容 体 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 を 使 っ た コ ー テ ィ ン グ
、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 、 ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ の 封 入 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 を 核 に 入
り 込 む こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド と 一 緒 に 投 与 す る こ と 、 こ の ベ ク タ ー を 受 容 体 を 介 し
た エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け る リ ガ ン ド と 一 緒 に 投 与 す る こ と (例 え ば 、 Wu and Wu, 1987
, J. Biol. Chem. 262:4429を 参 照 。 受 容 体 を 特 異 的 に 発 現 す る タ イ プ の 細 胞 を 標 的 と す
る た め に 用 い る こ と が で き る )な ど に よ り 実 現 す る こ と が で き る 。 別 の 一 実 施 形 態 で は 、
リ ガ ン ド が エ ン ド ソ ー ム を 分 裂 さ せ る た め の 膜 融 合 ウ イ ル ス ・ ペ プ チ ド を 含 む 核 酸 -リ ガ
ン ド 複 合 体 を 形 成 し 、 こ れ に よ り 核 酸 が リ ソ ソ ー ム 分 解 を 起 こ す こ と を 防 ぐ 。 別 の 一 実 施
形 態 で は 、 あ る 具 体 的 な 受 容 体 を 標 的 と す る こ と で 、 核 酸 を 細 胞 特 異 的 な 取 り 込 み お よ び
発 現 の た め に in vivoで 標 的 に 送 り 込 む こ と が で き る (例 え ば 、 国 際 公 開 WO 92/06180号 ;WO
 92/22635号 ;WO92/20316号 ;WO93/14188号 , WO 93/20221号 を 参 照 の こ と )。 あ る い は 、 相
同 組 換 え に よ り 、 核 酸 を 細 胞 内 に 導 入 し て 、 発 現 の た め 宿 主 細 胞 DNAに 組 み 込 む こ と も で
き る (Koller and Smithies, 1989, PNAS 86:8932;Zijlstra et al., 1989, Nature 342
:435)。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 具 体 的 な 一 実 施 形 態 で は 、 EphA2の 発 現 を 減 少 さ せ る 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー を 使 用 す る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 使 用 す る (Miller et al., 1993, Me
th. Enzymol. 217:581を 参 照 の こ と )。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に は 、 ウ イ ル
ス ・ ゲ ノ ム を 正 確 に 封 入 し 、 宿 主 細 胞 DNAに 組 み 込 む た め に 必 要 な 成 分 が 含 ま れ る 。 遺 伝
子 治 療 で 用 い ら れ る べ き 核 酸 配 列 を 、 1つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 核
酸 の 被 験 者 へ の 送 達 を 円 滑 に 進 め る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に 関 す る 詳 細 は 、 Boesen
 et al., 1994, Biotherapy 6:291-302に 見 ら れ る が 、 こ こ で は レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ
ー を 用 い て mdr 1遺 伝 子 を 造 血 幹 細 胞 に 送 達 し て 、 こ の 幹 細 胞 の 化 学 療 法 に 対 す る 耐 性 を
高 め る こ と が 述 べ ら れ て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー の 使 用 を 例
示 す る 他 の 参 照 文 献 は 、 Clowes et al., 1994, J. Clin. Invest. 93:644-651;Klein et 
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al., 1994, Blood 83:1467-1473;Salmons and Gunzberg, 1993, Human Gene Therapy 4:1
29-141;Grossman and Wilson, 1993, Curr. Opin. in Genetics Devel. 3:110-114で あ る
。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 遺 伝 子 治 療 で 使 用 す る こ と が で き る 他 の ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 を 呼 吸 器 上 皮 に 送 達 す る た め の 特 に 魅 力 的 な ビ ヒ ク ル で あ る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 呼 吸 器 上 皮 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 度 の 疾 患 を 引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き る と い う 利 点 が あ る 。 Kozarsky and Wilson, 199
3, Current Opinion in Genetics Development 3:499は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子
治 療 の 総 説 を 提 供 し て い る 。 Bout et al., 1994, Human Gene Therapy 5:3-10は 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 用 い て ア カ ゲ ザ ル の 呼 吸 器 上 皮 に 遺 伝 子 が 送 達 さ れ る こ と を 実 証 し
た 。 ア デ ノ ウ イ ル ス の 他 の 使 用 例 は 、 Rosenfeld et al., 1991, Science 252:431;Rosenf
eld et al., 1992, Cell 68:143;Mastrangeli et al., 1993, J. Clin. Invest. 91:225;
国 際 公 開 WO94/12649号 ;Wang et al., 1995, Gene Therapy 2:775に み ら れ る 。 好 ま し い 一
実 施 形 態 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー を 使 用 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス (AAV)を 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と も 提 案 さ れ て い る (Walsh et al., 
1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300;米 国 特 許 第 5,436,146号 )。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 遺 伝 子 治 療 へ の 別 の ア プ ロ ー チ に は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ
ン 酸 カ ル シ ウ ム を 介 し た 形 質 移 入 、 ウ イ ル ス 感 染 な ど の 方 法 に よ り 、 組 織 培 養 物 中 の 細 胞
に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が 含 ま れ る 。 通 常 、 こ の 導 入 方 法 は 、 細 胞 に 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を 導 入 す る こ と を 含 む 。 次 に 、 こ の 細 胞 を 選 択 下 に 置 き 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 を 取 り 込 み 発
現 す る 細 胞 を 分 離 す る 。 次 に 、 こ れ ら の 細 胞 を 対 象 に 送 達 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 こ の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 を そ の 細 胞 に 投 与 し て か ら 、 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 を in vivo投
与 す る 。 こ の よ う な 導 入 は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー ま た は
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ・ ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 細 胞 融 合 、 染 色 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 微 小
核 体 （ す な わ ち 、 ミ ク ロ セ ル ） を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 な ど を 含 む 当
技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で は 外 来 遺 伝 子 を 細 胞
に 導 入 す る た め の 多 く の 技 術 が 知 ら れ て お り (例 え ば 、 Loeffler and Behr, 1993, Meth. 
Enzymol. 217:599;Cohen et al., 1993, Meth. Enzymol. 217:618を 参 照 の こ と )、 受 容 体
の 必 要 な 発 達 的 機 能 お よ び 生 理 的 機 能 が 損 な わ れ な い 限 り 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と
が で き る 。 こ の 技 法 は 、 核 酸 の 細 胞 へ の 安 定 し た 導 入 を 提 供 す る も の で あ り 、 し た が っ て
核 酸 は 細 胞 に よ り 発 現 可 能 で あ り 、 好 ま し く は そ の 細 胞 子 孫 に よ る 遺 伝 お よ び 発 現 が 可 能
で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 方 法 に よ り 、 被 験 者 に 送 達 す る こ と
が で き る 。 使 用 が 想 定 さ れ る 細 胞 の 量 は 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 な ど に 依 存 し 、 当 業 者 が
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 5.6.2　
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 1種 ま た は 複 数 の 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を
用 い て 、 通 常 の 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま た は 他 の 抗 EphA2薬 剤 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン
ス 核 酸 も し く は 他 の 核 酸 )な ら び に そ の 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 お よ び 溶 媒 和 化 合 物 は 、 (口 も
し く は 鼻 を 通 じ た )吸 入 も し く は 注 入 に よ る 投 与 、 経 口 投 与 、 非 経 口 投 与 、 ま た は (口 腔 内
投 与 、 経 膣 投 与 、 経 直 腸 投 与 、 舌 下 投 与 な ど の )粘 膜 投 与 向 け に 調 製 す る こ と が で き る 。
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好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 局 所 ま た は 全 身 非 経 口 投 与 を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 経 口 投 与 で は 、 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 例 え ば 、 結 合 剤 (例 え ば 、 ア ル フ ァ 化 ト ウ モ ロ コ
シ デ ン プ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス );充 填 剤 (例
え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム );滑 剤 (例 え ば 、 ス テ ア リ
ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 シ リ カ );崩 壊 剤 (例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 デ ン プ ン グ
リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム );ま た は 湿 潤 剤 (例 え ば ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム )な ど の 製 薬 上 許 容
さ れ る 賦 形 剤 を 使 っ た 通 常 の 方 法 で 調 製 さ れ る 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 を と る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 錠 剤 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 経
口 投 与 用 の 液 体 製 剤 は 、 例 え ば 溶 液 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ま た は 懸 濁 液 剤 の 形 を と る こ と が で
き 、 こ れ ら は 使 用 前 に 水 や 他 の 適 切 な ビ ヒ ク ル を 使 っ て 構 成 す べ き 乾 燥 品 と し て 提 供 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な 液 体 製 剤 は 、 懸 濁 化 剤 (例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル ・ シ ロ ッ プ 、 セ
ル ロ ー ス 誘 導 体 、 水 添 食 用 脂 );乳 化 剤 (例 え ば 、 レ シ チ ン 、 ア カ シ ア );非 液 体 ビ ヒ ク ル (例
え ば 、 ア ー モ ン ド 油 、 油 状 エ ス テ ル 、 エ チ ル ア ル コ ー ル 、 分 画 植 物 油 );お よ び 防 腐 剤 (例
え ば 、 メ チ ル p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 プ ロ ピ ル p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 ソ ル ビ ン
酸 )な ど の 製 薬 上 許 容 さ れ る 添 加 剤 を 使 っ た 通 常 の 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 製 剤 は ま た 、 緩 衝 塩 、 着 色 剤 、 お よ び 甘 味 剤 を 必 要 に 応 じ て 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 経 口 投 与 用 製 剤 を 適 切 に 調 製 し て 、 有 効 化 合 物 を 制 御 放 出 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 頬 側 投 与 で は 、 こ れ ら の 組 成 物 は 、 通 常 の 方 法 で 調 製 さ れ る 錠 剤 ま た は ト ロ ー チ 剤 の 形
を と る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 で は 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 適 切 な 噴 霧 剤 、
例 え ば ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ
エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は 他 の 適 切 な ガ ス を 使 用 し た 、 加 圧 包 装 ま た は 噴 霧 器 か ら 提 供
さ れ る エ ア ロ ゾ ル ・ ス プ レ ー の 形 を と る こ と が で き る 。 加 圧 エ ア ゾ ー ル の 場 合 、 バ ル ブ を
設 け る こ と で 単 位 用 量 を 決 定 し て 、 計 量 さ れ た 量 を 送 達 す る こ と が で き る 。 例 え ば 吸 入 器
ま た は 注 入 器 中 で 用 い ら れ る ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル お よ び カ ー ト リ ッ ジ は 、 こ の 化 合 物 と ラ
ク ト ー ス や デ ン プ ン な ど の 適 切 な 粉 末 基 剤 の 粉 末 混 合 物 を 含 む も の と し て 調 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 注 射 、 例 え ば 大 量 瞬 時 投 与 ま た は 連 続 輸 液 に よ る 非 経 口 投 与
用 に 調 製 す る こ と が で き る 。 輸 液 用 製 剤 は 、 防 腐 剤 を 加 え た 単 位 剤 形 、 例 え ば 、 ア ン プ ル
や マ ル チ ド ー ズ 容 器 で 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 油 性 ま た は 水 性 ビ ヒ ク
ル 中 で の 懸 濁 液 剤 、 溶 液 剤 、 乳 剤 な ど の 形 を と る こ と が で き 、 ま た 懸 濁 液 剤 、 安 定 化 剤 、
お よ び /ま た は 分 散 剤 な ど の 調 製 剤 を 含 む こ と も で き る 。 あ る い は 、 有 効 成 分 を 粉 末 の 形
に し て 、 使 用 前 に 適 切 な ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 発 熱 物 質 を 含 ま な い 滅 菌 水 を 使 っ て 構 築 で き る
よ う に す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 例 え ば コ コ ア バ タ ー や 他 の グ リ セ リ ド な ど の 通 常 の 坐 薬
基 剤 を 含 む 坐 薬 や 保 留 浣 腸 な ど の 直 腸 用 組 成 物 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 前 述 の 組 成 物 に 加 え て 、 こ れ ら の 予 防 ま た は 治 療 薬 は デ ポ ー 製 剤 と し て 調 製 す る こ と も
で き る 。 そ の よ う な 持 効 性 製 剤 は 、 (例 え ば 皮 下 も し く は 筋 肉 内 )移 植 ま た は 筋 肉 内 注 射 に
よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 こ れ ら の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 適 切 な
ポ リ マ ー 材 料 も し く は 疎 水 性 材 料 (例 え ば 、 許 容 可 能 な 油 中 乳 剤 と し て )ま た は イ オ ン 交 換
樹 脂 を 用 い て 、 あ る い は 難 溶 性 の 誘 導 体 、 例 え ば 難 溶 性 の 塩 と し て 調 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ３ ２ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 そ の 量 を 示 す ア ン プ ル や サ シ ェ ッ ト (sachette)な ど の 気 密 性 密 封 容 器 に
封 入 さ れ た 予 防 ま た は 治 療 薬 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 こ の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 気
密 性 密 封 容 器 中 の 滅 菌 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 水 を 含 ま な い 濃 縮 物 と し て 供 給 さ れ 、 例 え ば 水
や 生 理 食 塩 水 で 適 切 な 濃 度 に 再 構 築 し て 被 験 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 様 々 な 化 学 療 法 薬 、 生 物 学 的 療 法 薬 /免 疫 療 法 薬 、
お よ び ホ ル モ ン 療 法 薬 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 し ば し ば Physician's Desk Reference
, 56th ed.(2002)に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 本 発 明 の あ る 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 本 発
明 の 治 療 薬 は 表 2に 示 す よ う に 調 製 、 供 給 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 放 射 性 同 位 体 な ど の 放 射 線 治 療 薬 は 、 カ プ セ ル 中 の 液 体 ま
た は 飲 料 と し て 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 放 射 性 同 位 体 は ま た 、 静 脈 注 射 用 に 調 製 す る
こ と も で き る 。 熟 練 し た 腫 瘍 遺 伝 子 学 者 で あ れ ば 、 好 ま し い 製 剤 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 静 脈 注 射 の 場 合 は 1m
g/ml、 5mg/ml、 10mg/ml、 25mg/ml、 反 復 皮 下 投 与 お よ び 筋 肉 内 注 射 の 場 合 は 5mg/ml、 10mg
/ml、 80mg/ml調 製 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 化 合 物 は 、 所 望 で あ れ ば 、 有 効 成 分 を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 単 位 剤 形 を 含 み 得
る 包 装 ま た は デ ィ ス ペ ン サ 装 置 に 入 れ て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の 包 装 、 例 え ば ブ リ ス
タ ー 包 装 は 、 金 属 や プ ラ ス チ ッ ク 箔 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の 包 装 ま た は デ ィ ス ペ ン サ 装
置 に は 投 与 用 の 説 明 書 を 添 付 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 5.6.3　
　 癌 の 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 に 有 効 で あ ろ う 本 発 明 の 組 成 物 の 量 は 、 標 準 的 な 調 査 技 法
に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 癌 の 治 療 、 予 防 、 ま た は 管 理 に 有 効 で あ ろ う こ の
組 成 物 の 用 量 は 、 例 え ば 本 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る か 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 動 物 モ デ ル な
ど の 動 物 モ デ ル に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と で 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 in vitro
ア ッ セ イ を 任 意 選 択 で 使 用 し て 最 適 な 用 量 の 範 囲 を 特 定 す る の に 役 立 て て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 好 ま し い 有 効 用 量 の 選 択 は 、 (例 え ば 、 臨 床 実 験 に よ り )当 業 者 が 、 当 業 者 に 周 知 の い く
つ か の 因 子 の 検 討 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 因 子 に は 、 治 療 ま た は 予 防 の
被 験 者 の 疾 患 、 関 連 す る 症 状 、 患 者 の 体 重 、 患 者 の 免 疫 状 態 、 お よ び 投 与 さ れ る 医 薬 組 成
物 の 正 確 さ を 反 映 す る 当 業 者 に 周 知 の 他 の 要 因 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 製 剤 中 に 使 用 す べ き 正 確 な 用 量 は ま た 、 投 与 経 路 お よ び 癌 の 重 篤 度 に 依 存 す る で あ ろ う
し 、 担 当 医 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 に 応 じ て 決 め る べ き で あ る 。 有 効 用 量 は 、 in vitro
ま た は 動 物 の 試 験 系 に 由 来 す る 用 量 -反 応 曲 線 か ら 推 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 抗 体 に つ い て は 、 患 者 に 投 与 さ れ る 用 量 は 通 常 、 患 者 の 体 重 1kg当 た り 0.1～ 100mgで あ
る 。 患 者 に 投 与 さ れ る 用 量 は 、 好 ま し く は 患 者 の 体 重 1kg当 た り 0.1～ 20mg、 よ り 好 ま し く
は 患 者 の 体 重 1kg当 た り 1～ 10mgで あ る 。 一 般 に 、 人 体 内 で の 半 減 期 は 、 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ
ト 化 抗 体 の 方 が 、 外 来 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 反 応 の た め に 、 他 種 の 抗 体 よ り 長 い 。 し
た が っ て 、 ヒ ト 抗 体 の 用 量 を 少 な く し 、 投 与 頻 度 を 少 な く す る こ と が し ば し ば 可 能 で あ る
。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 患 者 に 投 与 さ れ る 他 の 癌 治 療 薬 に つ い て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な 治 療 薬 の 典 型 的 な
用 量 を 表 2に 示 す 。 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 単 独 の 薬 剤 の 投 与 で 推 奨 さ れ る 用
量 と 比 べ て 少 な い 用 量 を 併 用 治 療 レ ジ メ ン で 投 与 す る こ と を 含 む で あ ろ う 。
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【 ０ ２ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ま で 癌 の 予 防 、 治 療 、 管 理 、 ま た は 改 善 に 有 効 で あ る と 思 わ れ て き た 周
知 の 予 防 ま た は 治 療 薬 を よ り 少 な い 用 量 で 投 与 す る 任 意 の 方 法 を 提 供 す る 。 よ り 少 な い 用
量 の 周 知 の 抗 癌 薬 と 、 よ り 少 な い 用 量 の 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 併 用
し て 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 5.7　
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 充 填 し た 1つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 薬 剤 包
装 ま た は キ ッ ト を 提 供 す る 。 さ ら に 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 予 防 ま た は
治 療 薬 を こ の 薬 剤 包 装 ま た は キ ッ ト に 含 め る こ と も で き る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 医 薬
組 成 物 の 1種 ま た は 複 数 の 成 分 を 充 填 し た 1つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 薬 剤 包 装 ま た は キ ッ
ト も 提 供 す る 。 こ の よ う な (1つ ま た は 複 数 の )容 器 に は 任 意 選 択 で 、 薬 剤 ま た は 生 物 学 的
製 剤 の 製 造 、 使 用 、 ま た は 販 売 を 規 制 す る 政 府 当 局 が 定 め た 形 式 の 、 ヒ ト 投 与 向 け の 製 造
、 使 用 、 ま た は 販 売 に 関 す る 当 局 の 承 認 を 受 け た こ と を 反 映 す る 注 意 書 き が 付 い て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ
ト は 本 発 明 の 1種 ま た は 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 担 体 を 含 む 。 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト
は 1つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 癌 の 治 療 に 有 用 な 1種 ま た は 複 数 の 他 の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 含
む 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.
248、 Eph099B-233.152、 ま た は 表 6に 示 す 抗 体 の い ず れ か で あ る こ と が 好 ま し い 。 あ る 実
施 形 態 で は 、 他 の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 化 学 療 法 薬 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 予 防 ま
た は 治 療 薬 は 生 物 学 的 療 法 薬 ま た は ホ ル モ ン 療 法 薬 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ４ ５ 】
６ ．
　 6.1　
　
　 EphA2細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 EphA2-Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い
生 成 し た 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 こ れ の 分 泌 を 促 進 す る た め に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結
合 さ せ た ヒ ト EphA2細 胞 外 ド メ イ ン か ら な っ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 EphA2-Fcを 5μ g含 む TiterMaxア ジ ュ バ ン ド (総 体 積 100μ l)を 、 2群 (Balb/cマ ウ ス (A群 )
ま た は SJLマ ウ ス (B群 ))の マ ウ ス 各 5匹 の 左 中 足 部 に 、 0日 目 お よ び 7日 目 に 注 射 し た 。 EphA
2-Fcを 10μ g含 む PBS(総 体 積 100μ l)を マ ウ ス の 左 中 足 部 に 、 12日 目 お よ び 14日 目 に 注 射 し
た 。 15日 目 に 膝 窩 リ ン パ 節 お よ び 鼠 径 リ ン パ 節 細 胞 を 左 足 お よ び 鼠 径 部 か ら 取 り 出 し 、 P3
XBcl-2-13細 胞 と 体 細 胞 融 合 (PEG使 用 )さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 抗 体 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.261、 Eph099B-210.248お よ び Eph099B-233.152を そ
れ ぞ れ 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 免 疫 SJLマ ウ ス の リ ン パ 節 融 合 細 胞 か ら 単 離 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　
　 大 量 培 養 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 の EphA2に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的
手 法 (ELISAイ ム ノ ア ッ セ イ 法 な ど )を 用 い ス ク リ ー ニ ン グ し た (表 6、 第 4列 )。 さ ら に EphA2
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 1つ (EA2:ATCC受 託 番 号 PTA-4380。 米 国 特 許 出 願 第 _号 、 名 称 「 EphA2
ア ゴ ニ ス ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と そ の 使 用 法 」 、 2003年 5月 12日 出 願 、 代 理 人 事 件 整 理
番 号 10271-107-999を 参 照 )の EphA2へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 、 上 清 を ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 標 識 EA2が EphA2-Fcに 結 合 す る 能 力 を 、 非 標 識 EA2も し く は
非 標 識 Eph099B-208.261の 存 在 下 で 競 合 ELISA法 に よ り ア ッ セ イ し た (図 1)。 加 え る 非 標 識
抗 体 の 濃 度 の 増 加 に 伴 い 、 ど ち ら の 抗 体 も EphA2-Fcに 結 合 す る 標 識 EA2量 を 減 少 さ せ る こ
と が で き た 。 ま た 他 の 多 く の 抗 体 も EA2の EphA2-Fcへ の 結 合 を 阻 止 す る こ と が で き た (表 6
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、 第 3列 )。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 6.2　
　 6.2.1　
　 EphA2抗 体 は 、 MDA-MB-231細 胞 内 の EphA2の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 お よ び 分 解 を 促 進 し た 。 Ep
hA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 も し く は 対 照 の 存 在 下 で 、 MDA-MB-231単 層 細 胞 を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 に EphA2特 異 的 抗 体 (D7:Upstate Biologicals社 、 Lake Placid、 NYよ り 購 入 ;ア
メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (American Type Tissue Collection)に 200
0年 12月 8日 寄 託 ;ATCC番 号 PTA2755)を 用 い て 細 胞 懸 濁 液 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り
分 離 し 、 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 特 異 的 抗 体 (PY20も し く は 4G10:Upstate Biologicals社 、 Lake 
Placid NY、 よ り 購 入 )を 用 い て ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 Eph099B-208.261と E
A2(図 2A～ 2B)お よ び Eph099B-233.152(図 4A)は EphA2の リ ン 酸 化 を 増 加 さ せ た 。 ロ ー デ ィ ン
グ 対 照 と し て 、 メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 免 疫 沈 降 法 で 使 用 し た EphA2特 異 的 抗 体 (D7)で 再
精 査 し た (図 2C～ 2D)。 ま た 、 Eph099B-102.147な ら び に Eph099B-210.248を 含 む 本 発 明 の 他
の EphA2抗 体 も 、 EphA2の リ ン 酸 化 を 増 大 さ せ る こ と が 分 か っ た (表 6、 第 5列 )(デ ー タ 示 さ
ず )。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 存 在 下 で 、 MDA-MB-231単 層 細 胞 を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次
に 細 胞 懸 濁 液 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 EphA2特 異 的 抗 体 (D7)を 用 い て ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ
ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 Eph099B-208.261と EA2(図 3A～ 3B)お よ び Eph099B-233.152(図 4B)は Eph
A2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ た 。 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て 、 メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し β
-カ テ ニ ン 特 異 的 抗 体 で 再 精 査 し た (図 3C～ 3G)。 ま た 、 Eph099B-102.147な ら び に Eph099B-
210.248を 含 む 本 発 明 の 他 の EphA2抗 体 も 、 抗 体 で の 処 理 の 4時 間 後 、 お よ び /ま た は 24時 間
後 に も 、 EphA2の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が 分 か っ た (表 6、 第 6～ 7列 )(デ ー タ
示 さ ず )。 EphA2の 発 現 が 減 少 し た の は 、 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 が 結 合 し た こ と に よ る EphA2タ ン
パ ク 質 の 分 解 に 応 じ 、 mRNAの 発 現 レ ベ ル が 減 少 し た こ と が 一 部 原 因 で あ る (デ ー タ 示 さ ず )
。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 沈 降 法 は 既 報 (Zantekら 、 1999、 Cell Growth Dif
f. 10:629～ 638頁 ;こ の 文 献 全 体 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 援 用 す る )に 従 い 行 っ た 。 簡 単 に 説
明 す る と 、 単 層 細 胞 の 界 面 活 性 剤 抽 出 物 を 1%の Triton X-100(Sigma社 、 St.Louis、 MO)を
含 む Tris緩 衝 生 理 食 塩 水 に 抽 出 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 (BioRad社 、 Hercules、 CA)し
た 後 、 1.5mgの 細 胞 溶 解 液 を 免 疫 沈 降 し 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (PROT
RAN(商 標 ):Schleicher and Schuell社 、 Keene、 NH)に 転 写 し た 。 高 感 度 化 学 発 光 (ECL)法 (
Pierce社 、 Rockford、 IL)お よ び 放 射 線 撮 影 法 (X-OMAT:Kodak社 、 Rochester、 NY)に よ り 抗
体 の 結 合 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 6.2.2　
　 本 発 明 の 抗 体 が 軟 寒 天 内 で 癌 細 胞 の 形 成 を 阻 害 す る 能 力 を 、 Zelinskiら (2001、 Cancer 
Res.61:2301～ 2306頁 )に 従 い ア ッ セ イ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 精 製 し た 抗 体 も し く は 対
照 液 (PBS)の 存 在 下 で 、 細 胞 を 軟 寒 天 内 に 37℃ で 7日 間 懸 濁 さ せ た 。 抗 体 は 懸 濁 時 に 底 部 と
上 部 両 方 の 寒 天 液 に 投 与 し た 。 Olympus社 製 40x対 物 レ ン ズ 装 着 倒 立 型 位 相 差 顕 微 鏡 CK-3を
用 い 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 顕 微 鏡 下 で ス コ ア し た 。 少 な く と も 3個 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 陽 性
と ス コ ア し た 。 Eph099B-208.261と EA2は 共 に 軟 寒 天 内 で の コ ロ ニ ー 増 殖 を 阻 害 し た (図 5)
。 ま た 、 Eph099B-102.147な ら び に Eph099B-210.248を 含 む 本 発 明 の 他 の 抗 体 も 、 軟 寒 天 内
で の コ ロ ニ ー 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る (表 6、 第 9列 )(デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 が 軟 寒 天 内 で 既 に 形 成 さ れ て い る 癌 細 胞 コ ロ ニ ー を 排 除 す る 能 力 を ア ッ セ
イ し た 。 抗 体 を 軟 寒 天 内 で の 増 殖 3日 目 ま で 癌 細 胞 に 加 え な か っ た こ と 以 外 、 ア ッ セ イ 方
法 は 上 記 の も の と 同 様 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 に は 、 軟 寒 天 内 の 癌 細 胞 コ ロ ニ ー の 増 殖 を 低
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速 化 も し く は 減 少 さ せ る こ と が で き る も の が あ る 一 方 、 Eph099B-102.147、 Eph099B-208.2
61、 Eph099B-210.248な ら び に Eph099B-233.152な ど の よ う に 、 既 に 軟 寒 天 内 で 増 殖 し て い
る 癌 細 胞 を 殺 す こ と が で き る も の も あ る (表 6、 第 10列 )(デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 6.2.3　
　 MATRIGEL(商 標 )な ど の 微 小 三 次 元 環 境 に お け る 腫 瘍 細 胞 の 挙 動 か ら 、 乳 房 上 皮 細 胞 の 分
化 状 態 と 攻 撃 性 を 信 頼 性 を も っ て 予 測 す る こ と が で き る 。 単 層 で 培 養 し た 良 性 (MCF-10A)
も し く は 悪 性 (MDA-MB-231)の 乳 房 上 皮 細 胞 を 、 EphA2抗 体 (10μ g/ml)も し く は 対 照 液 (PBS)
の 存 在 下 、 MATRRIGEL(商 標 )上 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 MATRRIGEL(商 標 )上 で の 細 胞 の 挙 動
を 、 Zelinskiら (2001、 Cancer Res.61:2301～ 2306頁 )に 従 い 分 析 す る 。 簡 単 に 説 明 す る と
、 組 織 培 養 皿 を MATRRIGEL(商 標 )(Collaborative Biomedical Products社 、 Bedford、 MA)
を 用 い 37℃ で コ ー テ ィ ン グ し 、 あ ら か じ め EphA2抗 体 も し く は 対 照 液 (PBS)と 共 に 氷 上 で 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て お い た 1x10 5 個 の MDA-MB-231細 胞 も し く は MCF-10A細 胞 を 加 え る 。
MATRRIGEL(商 標 )上 で 細 胞 を 37℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 オ リ ン パ ス 社 製 倒 立 型 光 学
顕 微 鏡 IX-70を 用 い 評 価 す る 。 画 像 は す べ て 35mmフ ィ ル ム (T-Max-400:Kodak社 、 Rochester
、 NY)上 に 記 録 す る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 6.2.4　
　 本 発 明 の 抗 体 が in vivoで の 腫 瘍 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を ア ッ セ イ し た 。 Eph099B
-233.152は in vivoで の 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し 、 担 癌 マ ウ ス の 生 存 期 間 を 延 長 さ せ る こ
と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 5x10 6 個 の MDA-MB-231乳 癌 細 胞 を 無 胸 腺 マ ウ ス に 皮 下 移
植 し た 。 腫 瘍 が 平 均 で 体 積 100mm 3 に 増 殖 し た 後 、 マ ウ ス に 6mg/mlの Eph099B-233.152も し
く は 対 照 PBSを 3週 間 に わ た り 週 2回 腹 腔 内 投 与 し た 。 腫 瘍 増 殖 を 評 価 し 、 腫 瘍 体 積 を 初 期
腫 瘍 体 積 (100mm 3 )で 割 っ た 比 と し て 表 し た 。 30日 後 、 Eph099B-233.152を 投 与 し た マ ウ ス
は 、 PBSを 投 与 し た マ ウ ス よ り 腫 瘍 が 小 さ か っ た (図 6A)。 腫 瘍 増 殖 は 腫 瘍 の 体 積 が 1000mm 3

に 達 す る ま で 続 け ら れ た 。 マ ウ ス の 生 存 率 を 、 処 置 後 そ れ ぞ れ の 日 に 生 存 し て い る マ ウ ス
の 割 合 を ス コ ア し て 評 価 し た 。 調 べ た 各 時 点 で 、 Eph099B-233.152投 与 群 の マ ウ ス が よ り
大 き い 割 合 で 生 存 し た (図 6B)。 36日 ま で に 対 照 群 の マ ウ ス は す べ て 死 亡 し た の に 対 し 、 Ep
h099B-233.152混 合 マ ウ ス は 70%が 死 亡 し た だ け で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ま た EA2お よ び Eph099B-208.261も in vivoで の 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る
。 5x10 6 個 の MDA-MB-231乳 癌 細 胞 を 正 位 に (orthotopically)も し く は 皮 下 に 、 5x10 6 個 の A5
49肺 癌 細 胞 を 皮 下 に 、 そ れ ぞ れ 無 胸 腺 マ ウ ス へ 移 植 し た 。 こ の 腫 瘍 が 平 均 で 体 積 100mm 3 に
増 殖 し た 後 、 マ ウ ス に 6mg/kgの EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 も し く は 陰 性 対 照 (PBSも し く は 1A7抗
体 )を 3週 間 に わ た り 週 2回 腹 腔 内 投 与 し た 。 実 験 動 物 は 通 例 最 後 の 処 置 か ら 最 低 2週 間 後 ま
た は 腫 瘍 が 2000mm 3 を 超 え た 時 点 で 屠 殺 し た 。 腫 瘍 増 殖 を 評 価 し 、 腫 瘍 体 積 を 初 期 腫 瘍 体
積 (100mm 3 )で 割 っ た 比 と し て 、 ま た は 総 体 積 と し て 表 し た 。 正 位 移 植 さ れ た MDA-MB-231細
胞 の 増 殖 は 、 EA2に よ り 阻 害 さ れ た (図 7A)。 皮 下 移 植 さ れ た MDA-MB-231細 胞 の 増 殖 は 、 EA2
、 Eph099B-208.261お よ び Eph099B-233.152に よ り 阻 害 さ れ た (図 7B～ 7D)。 皮 下 移 植 さ れ た
A549細 胞 の 増 殖 は 、 EA2も し く は Eph099B-208.261に よ り 阻 害 さ れ た (図 7C)。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 6.3　
　 エ ス ト ロ ゲ ン 感 受 性 乳 癌 細 胞 MCF-7を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ヒ ト EphA2(MCF-7 E p h A 2 )を 安
定 に 過 剰 発 現 さ せ た (pNeoMSV-EphA2は Scripps Instituteの T.Hunter博 士 よ り 頂 い た )。 対
応 す る 対 照 と 比 較 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で の EphA2の 異 所 過 剰 発 現 を 、 ウ エ ス
タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た (デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 EphA2過 剰 発 現 は 悪 性 増 殖 を 増 加 さ せ た (図 8A～ 8B)。 増 殖 は 次 の よ う に ア ッ セ イ し た 。 M
CF-7 n e o (対 照 細 胞 )も し く は MCF-7 E p h A 2 細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 ア ラ マ ー ブ
ル ー (Biosource International社 、 Camarillo、 CA)を 製 造 者 の 指 示 に 従 い 用 い て 細 胞 増 殖
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を 測 定 し た 。 既 報 (Zelinskiら 、 2001、 Cancer Res.61:2301～ 2306頁 )に 従 い 軟 寒 天 内 で コ
ロ ニ ー を 形 成 し 、 少 な く と も 3個 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 陽 性 と 定 義 し 顕 微 鏡 下 で ス コ ア し
た 。 こ の デ ー タ は そ れ ぞ れ の 試 料 に つ い て 別 々 の 10箇 所 の 強 拡 大 顕 微 鏡 視 野 の 平 均 を 表 し
、 ま た 少 な く と も 3回 の 別 々 の 実 験 を 代 表 す る も の で あ る 。 誤 差 棒 は 少 な く と も 3回 の 異 な
っ た 実 験 の 平 均 の 標 準 誤 差 を 表 し 、 Microsoft Excelソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 求 め た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 MCF-7対 照 細 胞 は 軟 寒 天 に コ ロ ニ ー を 形 成 す る こ と が ほ と ん ど で き な か っ た が (1視 野 当
た り 平 均 0.1コ ロ ニ ー )、 MCF-7 E p h A 2 細 胞 は よ り 大 き い ま た よ り 数 多 く の コ ロ ニ ー を 形 成 し
(1視 野 当 た り 4.7コ ロ ニ ー ;P<0.01)、 そ れ ら は 少 な く と も 3週 間 持 続 し た (図 8A、 デ ー タ 示
さ ず )。 軟 寒 天 で は コ ロ ニ ー 形 成 が 増 加 し た が 、 単 層 培 養 に お い て は MCF-7<SUP>EphA2細 胞
の 増 殖 は 対 応 す る 対 照 と 相 違 は な く (図 8B)、 こ れ は EphA2の 増 殖 促 進 活 性 は 、 足 場 非 依 存
性 の (悪 性 )細 胞 増 殖 を モ デ ル と す る 実 験 条 件 を 用 い 最 も 顕 著 だ っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 軟 寒 天 で の コ ロ ニ ー 形 成 の 増 加 と 一 致 し 、 正 位 移 植 さ れ た MCF-7 E p h A 2 細 胞 は よ り 大 き い
ま た よ り 早 く 増 殖 す る 腫 瘍 を in vivoで 形 成 し た 。 生 後 6週 目 ～ 8週 目 の 無 胸 腺 (nu/nu)マ ウ
ス を Harlan Sprague Dawley(Indianapolis、 IN)よ り 購 入 し た 。 必 要 な 場 合 、 エ ス ト ラ ジ
オ ー ル 放 出 制 御 ペ レ ッ ト (0.72mgの 17β エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 60日 処 方 )を 滅 菌 し た 14ゲ ー ジ
の 外 套 針 を 通 し て 腫 瘍 移 植 の 24時 間 前 に 皮 下 注 入 し 、 60日 間 を 超 え 継 続 す る 実 験 に つ い て
は 、 60日 毎 に ペ レ ッ ト を 交 換 し た 。 1x10 6 個 の MCF-7 n e o も し く は MCF-7 E p h A 2 細 胞 を 直 接 視
覚 化 し な が ら 乳 房 脂 肪 部 に 注 入 し た 。 必 要 な 場 合 、 タ モ キ シ フ ェ ン (1mg)を 経 口 胃 管 栄 養
法 に よ り 週 6日 投 与 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 補 充 エ ス ト ロ ゲ ン (17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 Sigma社 よ り 購 入 )の 存 在 下 で 、 MCF-7 E p h A 2

細 胞 は 対 応 す る 対 照 と 比 較 し て 腫 瘍 の 体 積 が 2倍 の 増 加 を 示 し た (図 9A)。 切 除 の 時 点 に お
い て よ り 血 管 お よ び 局 所 浸 潤 的 で あ る 点 で 、 EphA2過 剰 発 現 腫 瘍 は 対 照 腫 瘍 と 表 現 型 が 異
な っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ れ ら の 腫 瘍 が EphA2を 発 現 し た こ と を 確 認 す る た め 、 切 除 し た
腫 瘍 の 細 胞 全 体 の 溶 解 液 に つ い て EphA2特 異 的 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を
行 っ た (図 9B)。 次 い で 同 等 量 の 試 料 の ロ ー デ ィ ン グ を 検 証 す る た め 、 メ ン ブ レ ン を 一 部 剥
が し β -カ テ ニ ン 抗 体 で 再 精 査 し た 。 EphA2の 相 対 量 は 、 初 期 細 胞 (移 植 前 )よ り 腫 瘍 試 料 に
お い て 高 く 、 腫 瘍 が EphA2レ ベ ル の 高 い 細 胞 か ら 生 じ た こ と を 示 し て い る 。 In vitroと in 
vivoの モ デ ル で の 知 見 を 比 較 し て 、 EphA2過 剰 発 現 は よ り 攻 撃 的 な 表 現 型 を 生 む こ と が 示
さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 平 行 実 験 を 外 来 性 エ ス ト ロ ゲ ン の 非 存 在 下 で 行 っ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン を 実 験 的 に 欠 乏 さ せ
る と 、 対 照 細 胞 と MCF-7 E p h A 2 細 胞 間 で 細 胞 の 挙 動 の 相 違 が 増 し た 。 MCF-7 E p h A 2 細 胞 は 対 応
す る 対 照 細 胞 よ り も よ り 効 率 的 に 軟 寒 天 で コ ロ ニ ー を 形 成 し 続 け た が (図 10A)、 こ の 細 胞
は 外 来 性 エ ス ト ロ ゲ ン の 非 存 在 下 で は 増 殖 し な か っ た (図 10B)。 こ れ に 対 し て 、 対 照 細 胞
が 単 層 で 増 殖 す る に は 補 充 エ ス ト ロ ゲ ン が 必 要 で あ っ た (図 10B)。 ま た MCF-7 E p h A 2 細 胞 は
、 補 充 エ ス ト ロ ゲ ン 非 存 在 下 で 腫 瘍 形 成 能 を 保 持 し た 。 対 照 MCF-7細 胞 が 触 知 で き る 腫 瘍
を 形 成 す る こ と は 稀 で あ っ た が 、 MCF-7 E p h A 2 細 胞 は 12週 間 以 上 持 続 す る 腫 瘍 を 形 成 し た (
図 10C、 デ ー タ 示 さ ず )。 こ の よ う に 、 in vitroと in vivoの ア ッ セ イ シ ス テ ム は 共 に 、 Eph
A2過 剰 発 現 は 外 来 性 エ ス ト ロ ゲ ン の 必 要 性 を 減 少 さ せ る こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 MCF-7 E p h A 2 細 胞 の タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 感 受 性 を 測 定 し た 。 タ モ キ シ フ ェ ン (4-ヒ ド
ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン を Sigma社 よ り 購 入 )は 対 照 MCF-7細 胞 の 軟 寒 天 で の コ ロ ニ ー 形 成 を
少 な く と も 60%減 少 さ せ た 。 タ モ キ シ フ ェ ン の MCF-7 E p h A 2 細 胞 に 対 す る 阻 害 作 用 は よ り 低
か っ た (25%の 阻 害 、 図 11A)。 特 に 、 過 剰 量 の エ ス ト ラ ジ オ ー ル は タ モ キ シ フ ェ ン の 阻 害 効
果 を 上 回 っ た が 、 こ れ は こ の 知 見 の 特 異 性 に さ ら に 根 拠 を 与 え る も の で あ る (図 11A)。 同
様 に 、 MCF-7 E p h A 2 細 胞 の 腫 瘍 形 成 能 は 対 照 (MCF-7 n e o )細 胞 と 比 較 し て タ モ キ シ フ ェ ン に 対
し て よ り 感 受 性 が 低 か っ た (図 11B)。
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【 ０ ２ ６ ４ 】
　 タ モ キ シ フ ェ ン 感 受 性 は し ば し ば エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 発 現 と 関 連 し て い る た め 、 MCF-7 E
p h A 2 に お け る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 発 現 と 活 性 を ア ッ セ イ し た 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分
析 に よ り 、 対 照 細 胞 お よ び MCF-7 E p h A 2 細 胞 の ERα お よ び ERβ が 同 程 度 の レ ベ ル で あ る こ と
が 明 ら か に な っ た (図 12A～ 12B)(ERα お よ び ERβ 抗 体 は Chemicon社 、 Temecula、 CAよ り 購
入 し た )。 さ ら に 、 対 照 細 胞 お よ び MCF-7 E p h A 2 細 胞 に お い て 同 程 度 の レ ベ ル の エ ス ト ロ ゲ
ン 受 容 体 活 性 が 検 知 さ れ 、 ま た こ の 酵 素 活 性 は タ モ キ シ フ ェ ン に 対 し て 感 受 性 を 保 っ て い
た (図 12B～ 12F)。 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 活 性 を ERE-TK-CATベ ク タ ー (こ れ は ERE単 体 を コ ー ド
化 す る 。 Indiana大 学 医 学 部 Naksharti博 士 か ら の 寛 大 な 贈 り 物 )を 用 い 、 無 刺 激 状 態 に お
い て 、 お よ び エ ス ト ラ ジ オ ー ル (10 - 8 M)刺 激 な ら び に タ モ キ シ フ ェ ン (10 - 6 M)阻 害 後 に 測 定
し た 。 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 で 活 性 炭 処 理 し た 血 清 を 入 れ た プ レ ー ト で 細 胞 を 2日 間 培 養
し 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 を 用 い ERE-TK-CAT(5μ g)を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー で あ る RSV/β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (2μ g、 Naksharti博 士 か ら
寄 贈 )を 対 照 と し て コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 適 当 な 薬 剤 を 選 ん で 含 ま せ た 新 鮮 な 培 地 を
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 24時 間 後 に 加 え た 。 細 胞 を 24時 間 後 に 回 収 し 、 CAT活 性 を 既 報 (Nakshatr
iら 、 1997、 Mol.Cell.Biol.17:3629～ 3639頁 )に 従 い 評 価 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 MCF-7 E p
h A 2 細 胞 で エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 が 発 現 さ れ タ モ キ シ フ ェ ン に 対 し 感 受 性 を 保 つ こ と を 示 し
て お り 、 し た が っ て MCF-7 E p h A 2 の エ ス ト ロ ゲ ン へ の 依 存 性 を 減 少 さ せ る 欠 損 は 、 エ ス ト ロ
ゲ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 下 流 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 EphA2発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ た 増 殖 MCF-7 E p h A 2 細 胞 を 軟 寒 天 内 で ア ッ セ イ し た 。 EphA2モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 EA2は 、 EphA2の 活 性 化 と そ れ に 続 く 分 解 を 誘 発 し た 。 EphA2発 現 レ ベ ル
の 減 少 が EA2処 置 後 2時 間 以 内 に 認 め ら れ 、 EphA2は そ れ に 続 く 少 な く と も 24時 間 は 検 出 さ
れ な い ま ま で あ っ た (図 13A)。 対 照 MCF-7細 胞 の 軟 寒 天 内 で の コ ロ ニ ー 形 成 は タ モ キ シ フ ェ
ン に 対 し 感 受 性 が あ り (図 13C)、 EA2が こ の 応 答 性 を さ ら に 変 え る こ と は な か っ た (こ の 細
胞 は 内 在 性 EphA2を 欠 い て い る た め )。 タ モ キ シ フ ェ ン に 対 し 、 こ の MCF-7 E p h A 2 細 胞 (タ モ
キ シ フ ェ ン に よ り 25%阻 害 )は 、 対 応 す る 対 照 (タ モ キ シ フ ェ ン に よ り 75%阻 害 )と 比 較 し て
、 よ り 感 受 性 が 低 か っ た 。 EA2は 軟 寒 天 内 で の コ ロ ニ ー 形 成 を 減 少 (19%)さ せ た が 、 EA2と
タ モ キ シ フ ェ ン の 組 合 せ は よ り 劇 的 に (80%を 超 え る )軟 寒 天 内 で の コ ロ ニ ー 形 成 を 減 少 さ
せ た 。 こ の よ う に 、 EA2で の 処 置 は 対 照 MCF-7細 胞 と 同 程 度 の 表 現 型 を 回 復 さ せ た 。 EphA2
を 標 的 と し た 抗 体 は 乳 癌 細 胞 の タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 感 受 性 を 再 び 高 め さ せ る こ と が で
き る こ と を 、 こ の 知 見 は 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 す べ て の 統 計 分 析 は Microsoft社 Excel(Seattle, WA)を 用 い ス チ ュ ー デ ン ト の tテ ス ト を
用 い て 行 い 、 P≦ 0.05を 有 意 と 定 義 し た 。 In vivoで の 腫 瘍 増 殖 分 析 は GraphPad Software(
San Diego, CA)を 使 っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 6.4　
　 EphA2の 免 疫 反 応 性 は 腫 瘍 性 前 立 腺 上 皮 細 胞 と 非 腫 瘍 性 の も の と を 識 別 し た 。 根 治 的 恥
骨 後 式 前 立 腺 全 摘 出 の 93例 を 、 イ ン デ ィ ア ナ 大 学 医 療 セ ン タ ー の 外 科 病 理 学 の 記 録 か ら 入
手 し た 。 患 者 の 年 齢 は 44歳 か ら 77歳 に わ た っ た (平 均 63歳 )。 根 治 的 前 立 腺 全 摘 出 試 料 の 原
発 腫 瘍 を グ リ ー ソ ン の 方 法 (Bostwick「 Neoplasms of the prostate」 、 Bostwickと Eble編
集 、 1997、 Urologic Surgical Pathology、 St.Louis:Mosby出 版 社 、 343～ 422頁 ;Glesonと
Mellinger 1974、 J.Urol.111:58～ 64頁 )に 従 い 分 類 し た 。 グ リ ー ソ ン 分 類 は 4か ら 10に わ
た っ た 。 病 理 病 期 を 1997年 版 TNM(腫 瘍 、 リ ン パ 節 、 転 移 )基 準 (Flemingら 、 1997、 AJCC Ca
ncer Staging Manual、 Philadelphia:Raven and Lippincott出 版 社 )に 従 い 評 価 し た 。 病
理 病 期 は 、 T2a(n=9患 者 数 )、 T2b(n=43)、 T3a(n=27)お よ び T3b(n=14)で あ っ た 。 13患 者 に
手 術 時 に リ ン パ 節 転 移 が あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ホ ル マ リ ン 固 定 し た 根 治 的 前 立 腺 全 摘 出 試 料 切 片 の 5μ m厚 連 続 切 片 を 、 免 疫 蛍 光 染 色 に
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使 用 し た 。 最 大 量 の 腫 瘍 を 含 み グ リ ー ソ ン 分 類 で 最 も 高 い 悪 性 度 を 持 つ 組 織 魂 を 選 ん だ 。
各 症 例 を 代 表 す る 1枚 の ス ラ イ ド を そ れ ぞ れ 分 析 し た 。 ス ラ イ ド を キ シ レ ン で 2回 5分 間 脱
パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 段 階 濃 度 の エ タ ノ ー ル と 蒸 留 水 を 用 い 水 和 し た 。 切 片 を EDTA(pH 8.0)
と 30分 間 加 熱 す る こ と で 抗 原 を 回 復 し た 。 3%の H 2 O 2 に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 内
在 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 不 活 性 化 し た 。 Protein Block(DAKO社 )を 20分 間 用 い 非 特 異
的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 組 織 切 片 を マ ウ ス 抗 ヒ ト EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ig
G1、 1:100に 希 釈 )と 共 に 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て ビ オ チ ン 化 2次 抗 体 (DAKO社
、 Carpintera、 CA)と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 処 理 し 、 そ し て 3,3-ジ
ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 過 酸 化 水 素 存 在 下 で の 色 素 原 と し て 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 処 理 過 程 で
陽 性 お よ び 陰 性 対 照 を 平 行 処 理 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 各 症 例 に つ い て 同 じ ス ラ イ ド の 良 性 上 皮 、 高 悪 性 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 物 (PIN)お よ び 腺
癌 に お い て 、 染 色 の 範 囲 と 強 度 を 評 価 し た 。 免 疫 反 応 の 程 度 が 最 も 高 い 顕 微 鏡 視 野 を 分 析
用 に 選 ん だ 。 各 症 例 に つ い て 少 な く と も 1000個 の 細 胞 を 分 析 し た 。 各 症 例 に つ い て 染 色 を
示 し て い る 細 胞 の 割 合 を 、 0%か ら 95%に わ た る 5%刻 み の 尺 度 で 半 定 量 的 に 評 価 し た 。 数 的
な 染 色 強 度 ス コ ア を 0な い し 3と 定 め る (0:染 色 な し 、 1:弱 い 染 色 、 2:中 程 度 の 染 色 、 3:強
い 染 色 )(Jiangら 、 2002、 Am.J.Pathol.160:667～ 671頁 ;Chengら 、 1996、 Am.J.Pathol.148
:1375～ 1380頁 )。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 良 性 上 皮 、 高 悪 性 度 PINお よ び 腺 癌 に お け る 免 疫 反 応 細 胞 の 平 均 割 合 を 、 ウ イ ル コ ク ソ
ン ラ ン ク テ ス ト (Wilcoxon paired signed rank test)を 用 い 比 較 し た 。 良 性 上 皮 、 高 悪 性
度 PINお よ び 腺 癌 に お け る EphA2に 対 す る 染 色 強 度 は 、 相 関 と 順 序 の あ る 分 類 デ ー タ の た め
の コ ク ラ ン ・ マ ン テ ル ・ ヘ ン ツ ェ ル テ ス ト を 用 い 比 較 し た 。 分 散 分 析 (ANOVA)で 有 意 差 が
明 ら か に な っ た 場 合 は 、 対 比 較 を 行 っ た 。 p値 が 0.05未 満 の と き に 有 意 で あ る と み な し 、
ま た す べ て の p値 は 2組 ア ッ セ イ に よ る も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 EphA2免 疫 反 応 は 高 悪 性 度 前 立 腺 上 皮 内 新 生 物 (PIN)と 癌 の す べ て の 症 例 に つ い て 認 め ら
れ た が 、 良 性 上 皮 細 胞 で は 認 め ら れ な か っ た 。 例 え ば 、 EphA2発 現 (免 疫 反 応 細 胞 の 平 均 割
合 お よ び 染 色 強 度 の 両 方 )は 、 良 性 上 皮 細 胞 と 比 較 し て 高 悪 性 度 PINと 癌 に お い て 増 加 し た
(表 3お よ び 表 4)。 同 様 に 、 EphA2免 疫 反 応 (免 疫 反 応 細 胞 の 平 均 割 合 お よ び 染 色 強 度 の 両 方
)は 、 高 悪 性 度 PINと 比 較 し て 前 立 腺 癌 に お い て 増 加 し た (表 3お よ び 表 4)。 こ の 免 疫 反 応 は
腫 瘍 性 上 皮 細 胞 の 細 胞 膜 と 細 胞 質 に お い て 明 ら か で あ っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ れ に 対 し て
、 腫 瘍 に 隣 接 し た 間 質 細 胞 で は EphA2免 疫 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。 高 悪 性 度 PIN群 で は 、
22%が グ レ ー ド 1の 染 色 強 度 、 73%が グ レ ー ド 2の 染 色 強 度 、 そ し て 5%が グ レ ー ド 3の 染 色 強
度 を 示 し た (表 3)。 腺 癌 群 で は 、 13%の 症 例 が グ レ ー ド 1の 染 色 強 度 、 50%が グ レ ー ド 2の 染
色 強 度 、 そ し て 37%が グ レ ー ド 3の 染 色 強 度 を 示 し た 。 一 方 、 正 常 な 上 皮 群 で は 、 66%の 症
例 が グ レ ー ド 1の 染 色 強 度 を 示 し た が 、 残 り の 症 例 は EphA2タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 反 応 を
示 さ な か っ た (グ レ ー ド 0染 色 強 度 )(表 3)。 正 常 上 皮 細 胞 で の EphA2免 疫 反 応 細 胞 の 平 均 割
合 は 12%で あ り 、 高 悪 性 度 PINで は 67%、 そ し て 前 立 腺 腺 癌 に お い て は 85%で あ っ た (表 4)。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 高 レ ベ ル の EphA2は 腫 瘍 性 前 立 腺 上 皮 細 胞 を 良 性 の も の か ら 識 別 で き た が 、 EphA2は 疾 患
重 症 度 の 他 の 組 織 学 的 お よ び 病 理 学 的 パ ラ メ ー タ と は 相 関 し て い な か っ た 。 例 え ば 、 大 部
分 の 前 立 腺 癌 に お い て 高 レ ベ ル の EphA2が 認 め ら れ た が 、 グ リ ー ソ ン 分 類 、 病 理 病 期 、 リ
ン パ 節 転 移 、 前 立 腺 外 拡 大 (extraprostatic extension)、 切 除 断 端 (surgical margins)、
血 管 浸 潤 、 神 経 周 囲 浸 潤 、 あ る い は 前 立 腺 に 他 の 高 悪 性 度 PIN部 分 が 存 在 す る こ と と は 関
係 し て い な か っ た (表 5)。
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【 ０ ２ ７ ３ 】
　 6.5　
　 転 移 性 乳 癌 患 者 で 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 薬 物 動 態 お よ び 安 全 性 を 評 価 す る た め
の 研 究 を 計 画 し た 。 癌 患 者 は 現 在 タ キ ソ ー ル と タ キ ソ テ ー ル に よ る 治 療 を 受 け て い る 。 現
在 治 療 を 受 け て い る 患 者 は そ の 処 方 に よ る 治 療 を 継 続 す る こ と が 許 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 患 者 に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 1回 静 脈 投 与 し 、 次 い で 、 12週 間 に わ た り 同 量 の
静 脈 投 与 を 毎 週 繰 り 返 し 、 4週 間 後 か ら 患 者 を 分 析 す る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 投
与 の 安 全 性 な ら び に 疾 患 活 性 の 変 化 の 可 能 性 を 、 静 脈 投 与 を 行 う 26週 間 に わ た り 評 価 す る
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。 種 々 の 群 の 患 者 に 同 様 に 投 与 し ま た 評 価 す る が 、 1mg/kg、 2mg/kg、 4mg/kgお よ び 8mg/kg
の 投 与 量 を 投 与 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 静 脈 注 射 の た め に 5mg/mlお よ び 10mg/mlの 製 剤 と す る 。
反 復 皮 下 投 与 す る た め に は 80mg/mlの 製 剤 が 必 要 で あ る 。 こ の 研 究 の た め の 投 与 に は さ ら
に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 100mg/mlの 製 剤 と す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 変 化 を 腫 瘍 増 殖 の 進 行 に よ り 測 定 ま た は 判 定 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 6.6　
　 EphA2活 性 化 と 関 係 な く 腫 瘍 細 胞 内 の EphA2発 現 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ い た 手 法 を 開 発 し た 。 EphA2タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 さ せ る た め
、 MDA-MB-23乳 癌 細 胞 を ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 修 飾 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い て 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 GenBankの 配 列 評 価 法
を 用 い て EphA2に ユ ニ ー ク で あ る こ と が 判 明 し た 配 列 に 対 応 す る (5'-CCAGCAGTACCGCTTCCTT
GCCCTGCGGCCG-3';配 列 番 号 49)。 逆 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5'-GCCGCGTCCCGTT
CCTTCACCATGACGACC-3';配 列 番 号 50)を 対 照 と し た 。 Lipofectamine PLUS Reagent(Life Te
chnologies社 )を 製 造 者 手 順 書 に 従 い 使 用 し 当 該 細 胞 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (2μ g/ml)で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に 細 胞 を 分 割 し た 。 半 分 の 細 胞 は
軟 寒 天 に 播 種 し 、 残 り の 細 胞 は 抽 出 し ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 と 免 疫 沈 降 は 既 報 (Zantekら 、 1999、 Cell Growth Diff. 10:
629～ 638頁 )に 従 い 行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 単 層 細 胞 の 界 面 活 性 剤 抽 出 物 を 1%の Trito
n X-100(Sigma社 、 St.Louis、 MO)を 含 む Tris緩 衝 生 理 食 塩 水 に 抽 出 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度
を 測 定 (BioRad社 、 Hercules、 CA)し た 後 、 1.5mgの 細 胞 溶 解 液 を 免 疫 沈 降 し 、 SDS-PAGEに
よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (PROTRAN(商 標 )、 Schleicher and Schuell社 、 Keene、 NH)
に 転 写 し た 。 EphA2特 異 的 抗 体 (D7、 Upstate Biological社 、 Lake Placid、 NYよ り 購 入 )を
用 い EphA2を 検 出 し た 。 試 料 の ロ ー デ ィ ン グ 対 照 の た め 、 メ ン ブ レ ン を 剥 が し パ キ シ リ ン
抗 体 (North Carolina大 学 Burridge博 士 か ら の 贈 り 物 )で 再 精 査 し た 。 高 感 度 化 学 発 光 (ECL
)法 (Pierce社 、 Rockford、 IL)お よ び 放 射 線 撮 影 法 (X-OMAT;Kodak社 、 Rochester、 NY)に よ
り 抗 体 の 結 合 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は MDA-MB-231細 胞 で の EphA2発 現 を 選 択 的 に 減 少 さ
せ た が 、 逆 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 照 (IAS)は 減 少 さ せ な か っ た こ と を ウ エ
ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た (図 14A～ 14B)。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 MDA-MB-231細 胞 を 軟 寒 天 内 に 懸 濁 さ せ た 。 既 報 (Zelinskiら 、 2001、 Cancer Res.61:230
1～ 2306頁 、 こ の 文 献 全 体 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 援 用 す る )に 従 い 軟 寒 天 内 で コ ロ ニ ー を 形
成 し た 。 抗 体 も し く は 対 照 液 (PBS)は 底 部 と 上 部 両 方 の 寒 天 液 に 加 え た 。 Olympus社 製 40x
対 物 レ ン ズ 装 着 倒 立 型 位 相 差 顕 微 鏡 CK-3を 使 用 し 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 顕 微 鏡 下 で ス コ ア し た
。 少 な く と も 3個 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 陽 性 と ス コ ア し た 。 1強 拡 大 視 野 当 た り の 平 均 コ ロ
ニ ー 数 を 示 す 。 各 実 験 に お い て 別 々 の 10箇 所 の 強 拡 大 顕 微 鏡 視 野 を 平 均 し た 。 ま た こ こ に
示 す 結 果 は 少 な く と も 3回 の 別 々 の 実 験 を 代 表 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 EphA2ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 応 す る 対 照 と 比 較 し て 軟 寒 天 コ ロ ニ ー
形 成 を 少 な く と も 60%減 少 さ せ た (図 14C)。 EphA2抗 体 と EphA2ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 用 い て の 一 致 し た 結 果 は 、 し た が っ て EphA2発 現 レ ベ ル の 減 少 が 腫 瘍 細 胞 増 殖 を
減 少 さ せ る に 十 分 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 6.7　
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　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に 基 づ い た BIACORE(商 標 )ア ッ セ イ を 用 い 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の K o f f 速 度 を 測 定 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 に 存 在 す る IgGを 測 定 に 使 用 し た 。 K o f
f 速 度 が お よ そ 3x10 - 3 s - 1 よ り 小 さ い 抗 体 は 、 遅 い K o f f 速 度 で あ る 。 K o f f 速 度 が お よ そ 8x10
- 4 s - 1 以 下 の 抗 体 は 、 た い へ ん 遅 い K o f f 速 度 で あ る 。 K o f f 速 度 が お よ そ 9x10 - 5 s - 1 以 下 の 抗
体 は 、 極 め て 遅 い K o f f 速 度 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　
　 EphA2-Fcを CM5セ ン サ ー チ ッ プ に 標 準 ア ミ ン (NHS/EDCの 1:1混 合 液 70μ l)カ ッ プ リ ン グ 反
応 を 用 い 固 定 化 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 400nMの EphA2-Fc溶 液 (10mM NaOAc、 pH4)を 活 性
化 し た セ ン サ ー 表 面 に 1000-1100RUの 密 度 で 注 入 し た 。 続 い て 、 使 わ れ な い 活 性 化 エ ス テ
ル を 1Mの Et-NH2を 70μ l注 入 し 「 キ ャ ッ プ 」 を し た 。 同 様 に 、 活 性 化 さ れ ま た 「 キ ャ ッ プ
」 を さ れ た 、 タ ン パ ク 質 を 加 え な い 表 面 を 同 じ セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 用 意 し 、 対 照 表 面 と し
た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　
　 EphA2-Fcお よ び 対 照 の 両 表 面 上 に 各 EphA2ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 250μ l注 入 し 、 結 合 反
応 を 記 録 し た 。 こ の 上 清 は 希 釈 せ ず に 使 用 し た 。 各 上 清 の 注 入 に 続 き 、 解 離 過 程 の デ ー タ
を 最 低 10分 間 収 集 し た 。 精 製 し た EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 EA2を 調 製 し 、 陽 性 対 照 (250μ
lの 培 養 液 に つ き 1μ g、 5μ gお よ び 25μ g)と し て 用 い た 。 EphA2に 結 合 し な い 陰 性 対 照 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 5μ g/250μ l培 養 液 で 調 製 し た 。 両 表 面 へ の 培 養 液 の 対 照 注 入 も 行 っ た
。 各 結 合 過 程 の 後 、 1分 間 の 1M NaCl-50mM NaOHの パ ル ス (注 入 )1回 に よ り 、 EphA2-Fc表 面
を 再 生 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　
　 結 合 デ ー タ は 、 ダ ブ ル レ フ ァ レ ン ス (double-referencing)と し て 知 ら れ る 技 法 で 、 人 工
ノ イ ズ (ブ ラ ン ク 培 養 液 注 入 )と 非 特 異 的 結 合 (対 照 表 面 )を 共 に 差 し 引 く こ と に よ り 補 正 し
た 。 し た が っ て 、 重 ね 合 わ せ た セ ン サ ー グ ラ ム は 「 正 味 」 の 結 合 曲 線 を 表 し て い る 。 Eph0
99B-208.261お よ び Eph099B-233.152(表 6参 照 )は EA2よ り 遅 い K o f f 速 度 で あ る (図 15)。 ま た
、 Eph099B-102.147お よ び Eph099B-210.248を 含 む 本 発 明 の 他 の 抗 体 は 遅 い K o f f 速 度 で あ る
(表 6第 8列 )(デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 こ こ に 記 し た EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 性 を 、 表 6に ま と め て 示 す 。
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　 6.8　
　 EphA2抗 体 の エ ピ ト ー プ を 特 徴 づ け た 。 非 形 質 転 換 MCF-10A細 胞 も し く は 形 質 転 換 し た MD
A-MB-231細 胞 を 、 10μ g/mlの Eph099B-233.152も し く は EA2と 共 に 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 そ の 後 3%の ホ ル マ リ ン 溶 液 で 固 定 化 し 、 発 蛍 光 団 結 合 抗 マ ウ ス IgGを 用 い て 免 疫
標 識 し た 。 EA2は 形 質 転 換 細 胞 上 の EphA2に 優 先 的 に 結 合 す る (図 16D)。 こ れ に 対 し て Eph09
9B-233.152は 、 形 質 転 換 お よ び 非 形 質 転 換 の 両 細 胞 で 発 現 さ れ た EphA2の ど ち ら に も 結 合
す る (図 16A～ 16B)。 非 形 質 転 換 MCF-10A細 胞 を 4mMの EGTAで 20分 間 処 理 す る と 、 細 胞 を 解 離
し た 。 EA2は EGTAの 処 理 で 解 離 し た 細 胞 上 の EphA2に 結 合 し た が 、 未 処 理 の 細 胞 に は 結 合 し
な か っ た (図 17A～ 17B)。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 同 等 の 実 験 を MCF-10Aも し く は MDA-MB-231細 胞 を 使 っ て 行 っ た 。 EA2が EphA2に 結 合 す る
量 を フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー を 用 い 測 定 し た (図 17C～ 17D)。 こ れ ら の 細 胞 は 、 4mMの EGTA
と 10～ 15分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 処 理 の 後 (上 段 )、 も し く は EGTAで 処 理 を せ ず (中
段 )、 10μ g/mlの EA2と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 に 細 胞 を 3%の ホ ル マ リ ン で 固 定 化 し 、 発
蛍 光 団 結 合 ロ バ 抗 マ ウ ス IgGを 用 い て 標 識 し た 。 対 照 細 胞 は 1次 抗 体 (EA2)不 在 下 で 2次 抗 体
(発 蛍 光 団 結 合 ロ バ 抗 マ ウ ス IgG)と だ け イ ン キ ュ ベ ー ト し た (下 段 )。 次 い で 試 料 を フ ロ ー
・ サ イ ト メ ト リ ー (Becton Dickinson社 、 FACStar Plus)を 用 い 評 価 し た 。 EGTA処 置 は EA2
の 形 質 変 換 細 胞 へ の 結 合 に は 影 響 を 与 え な か っ た (図 17D,上 段 お よ び 中 段 )。 こ れ に 対 し て
、 EA2の 非 形 質 転 換 細 胞 へ の 結 合 は 、 EGTAと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 増 加 し た (図 17C
、 上 段 お よ び 中 段 )。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 10mg/mlの EphrinA1-F c を 用 い 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た
。 EphA2細 胞 外 ド メ イ ン を ヒ ト IgG 1 定 常 領 域 (EphA2-F c )に 結 合 さ せ た も の か ら な る 融 合 タ
ン パ ク 質 を 、 固 定 化 EphrinA1-F c と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 結 合 さ せ た 。 ビ オ チ ン 化 EphrinA1-
Fc、 EA2も し く は Eph099B-233.152を EphA2-EphrinA1-F c 複 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 結 合
量 を 測 定 し た 。 EphA2-EphrinA1-F c 複 合 体 に さ ら に 結 合 し た EphrinA1-F c は わ ず か で あ っ た
が 、 こ れ に 対 し て 、 か な り の レ ベ ル の EA2と Eph099B-233.152が EphA2-EphrinA1-F c 複 合 体
に 結 合 し た (図 18A)。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 EphA2-EphrinA1-F c 複 合 体 を 上 記 の よ う に 調 製 し た 。 次 に ビ オ チ ン 化 EA2(10μ g/ml)を こ
の 複 合 体 と 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 標 識 の 競 合 物 質 を 示 さ れ て い る 量 で EphA2-Ephr
inA1-F c -EA2複 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 標 識 EA2は 濃 度 100ng/ml以 上 で 標 識 EA2を 置
換 す る こ と が で き た 。 非 標 識 Eph099B-233.152お よ び 非 標 識 EphrinA1-F c は 標 識 EA2を 置 換
す る 能 力 に お い て 同 程 度 で あ っ た (図 18B)。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 ７ ． 　
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 の 多 く の 均 等 物 を 認 識 し 、 あ る い
は 単 に 日 常 的 な 実 験 を 用 い て 確 か め る こ と が で き る は ず で あ る 。 こ う し た 均 等 物 は 、 特 許
請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た す べ て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 あ た か も そ の 各 々 が 具 体
的 に か つ 個 別 に 参 考 と し て 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ て い た と 同 程 度 に 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 む も の と す る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ ３ 】
【 図 １ 】 Eph099B-208.261は 、 競 合 ELISAア ッ セ イ に お い て EphA2と 結 合 に 関 し て EA2と 競 合
し 得 る 。 標 識 EA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の EphA2Fcに 結 合 す る 能 力 は 、 非 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 EA2ま た は Eph099B-208.261の い ず れ か の 存 在 下 で 競 合 ELISAに よ り ア ッ セ イ し た 。 こ
の ア ッ セ イ で 用 い た 非 標 識 抗 体 と 標 識 抗 体 の 比 を X軸 上 に 示 す 。 EA2を 菱 形 で 示 し 、 Eph099
B-208.261を 正 方 形 で 示 す 。
【 図 ２ 】 EphA2抗 体 は 、 MDA-MB-231細 胞 中 で の EphA2チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 促 進 す る 。 MDA-
MB-231細 胞 の 単 層 を 、 単 一 用 量 が 5μ g/mlの Eph099B-208.261(A、 C)ま た は EA2(B、 D)の 存
在 下 で 、 指 示 さ れ た 時 間 の 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 可 溶 化 物 を EphA2
に 特 異 的 な 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン に 特 異 的 な 抗 体
を 使 う ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た (A、 B)。 こ れ ら の メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ
ー デ ィ ン グ 対 照 と し て の 免 疫 沈 降 に 用 い た EphA2に 特 異 的 な 抗 体 で 再 精 査 し た (C、 D)。
【 図 ３ 】 EphA2抗 体 は 、 MDA-MB-231細 胞 中 で の EphA2の 分 解 を 促 進 す る 。 MDA-MB-231細 胞 の
単 層 を 、 単 一 用 量 が 5μ g/mlの Eph099B-208.261(A、 C)ま た は EA2(B、 D)の 存 在 下 で 、 指 示
さ れ た 時 間 の 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 可 溶 化 物 を SDS-PAGEに よ り 分 離
し 、 EphA2に 特 異 的 な 抗 体 を 使 う ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た (A、 B)。 こ れ ら の メ
ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て の β -カ テ ニ ン に 特 異 的 な 抗 体 で 再 精 査
し た (C、 D)。
【 図 ４ 】 EphA2 Eph099B-233.152抗 体 は 、 MDA-MB-231細 胞 中 で の EphA2チ ロ シ ン の リ ン 酸 化
と EphA2の 分 解 を 促 進 す る 。 MDA-MB-231細 胞 の 単 層 を 、 単 一 用 量 が 5μ g/mlの Eph099B-233.
152の 存 在 下 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 可 溶 化 物 を D7(EphA2に 特 異 的 な 抗
体 )で 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 (A)ホ ス ホ チ ロ シ ン に 特 異 的 な 抗 体 ま た は (B
)EphA2に 特 異 的 な 抗 体 を 使 う ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た 。
【 図 ５ 】 EphA2抗 体 は 、 軟 寒 天 中 で の 悪 性 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 単 一 用 量 が 5μ g/ml
の 精 製 EphA2抗 体 Eph099B-208.261(黒 色 バ ー )、 EA2(白 色 バ ー )、 ま た は 陰 性 対 照 抗 体 1A7(
灰 色 バ ー )を 、 悪 性 MDA-MB-231腫 瘍 細 胞 を 用 い て 、 軟 寒 天 中 で 指 示 さ れ た 時 間 の 間 、 37℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 果 は 高 倍 率 視 野 (HPF)当 た り の コ ロ ニ ー と し て 報 告 さ れ る 。
【 図 ６ Ａ 】 EphA2 Eph099B-233.152抗 体 は 、 in vivoで 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 MDA-MB
-231細 胞 を 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に 皮 下 移 植 し た 。 こ の 腫 瘍 が 成 長 し て 平 均 体 積 が 100mm 3 に な っ
た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 6mg/mlの Eph099B-233.152ま た は PBS対 照 を 週 2回 、 3週 間 投 与 し た
。 (A)腫 瘍 増 殖 :腫 瘍 増 殖 を 評 価 し 、 腫 瘍 体 積 と 当 初 の 腫 瘍 体 積 (100mm 3 )の 比 と し て 表 し た
。 対 照 マ ウ ス を 円 で 示 し 、 Eph099B-233.152で 治 療 し た マ ウ ス を 正 方 形 で 示 す 。 矢 印 は Eph
099B-233.152ま た は PBSの 投 与 時 間 を 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 EphA2 Eph099B-233.152抗 体 は 、 in vivoで 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 MDA-MB
-231細 胞 を 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に 皮 下 移 植 し た 。 こ の 腫 瘍 が 成 長 し て 平 均 体 積 が 100mm 3 に な っ
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た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 6mg/mlの Eph099B-233.152ま た は PBS対 照 を 週 2回 、 3週 間 投 与 し た
。 (B)生 存 率 :腫 瘍 体 積 が 1,000mm 3 に 達 す る ま で 腫 瘍 増 殖 を 進 行 さ せ た 。 治 療 後 毎 日 、 生 存
マ ウ ス の 割 合 を 記 録 す る こ と で マ ウ ス の 生 存 率 を 評 価 し た 。 対 照 マ ウ ス を 灰 色 で 示 し 、 Ep
h099B-233.152で 治 療 し た マ ウ ス を 黒 色 で 示 す 。
【 図 ７ Ａ － Ｃ 】 EphA2抗 体 、 す な わ ち EA2、 Eph099B-208.261、 お よ び Eph099B-233.152は 、
in vivoで 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 MDA-MB-231乳 癌 細 胞 を 胸 腺 欠 損 マ ウ ス の (A)正 位 に
(orthotopically)ま た は (B)皮 下 に 移 植 し た 。 (C)A549肺 癌 細 胞 を 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に 皮 下 移
植 し た 。 こ の 腫 瘍 が 成 長 し て 平 均 体 積 が 100mm 3 に な っ た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 6mg/kgの 指
示 さ れ た 抗 体 ま た は 陰 性 対 照 (PBSま た は 1A7抗 体 )を 週 2回 、 3週 間 投 与 し た 。 腫 瘍 増 殖 を 評
価 し 、 腫 瘍 体 積 と 当 初 の 腫 瘍 体 積 (100mm 3 )の 比 と し て 表 し た 。
【 図 ７ Ｄ 】 EphA2抗 体 、 す な わ ち EA2、 Eph099B-208.261、 お よ び Eph099B-233.152は 、 in v
ivoで 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 (D)MDA-MB-231乳 癌 細 胞 を 胸 腺 欠 損 マ ウ ス に 皮 下 移 植 し
た 。 こ の 腫 瘍 が 成 長 し て 平 均 体 積 が 100mm 3 に な っ た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 6mg/kgの 指 示 さ
れ た 抗 体 ま た は 陰 性 対 照 (PBSま た は 1A7抗 体 )を 週 2回 、 3週 間 投 与 し た 。 犠 牲 後 に 総 腫 瘍 体
積 を 測 定 し た 。 負 の 対 象 は 黒 色 、 EA2は 白 色 、 Eph099B-208.261は 濃 灰 色 、 Eph099B-233.15
2は 薄 灰 色 で あ る 。
【 図 ８ 】 EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 悪 性 細 胞 の 増 殖 が 選 択 的 に 増 大 す る 。 (A)1× 10 5 個 の 対
照 細 胞 (白 色 バ ー )ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 (黒 色 バ ー )を 、 1mg/mlの 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル
の 存 在 下 で 軟 寒 天 中 に 14日 間 懸 濁 さ せ 、 そ の 後 顕 微 鏡 で 評 価 し た 。 EphA2を 形 質 移 入 し た
細 胞 が 形 成 し た コ ロ ニ ー の 数 (47コ ロ ニ ー /高 倍 率 視 野 (HPF))は 、 対 応 す る 対 照 が 形 成 し た
コ ロ ニ ー の 数 (1コ ロ ニ ー /HPF;P<0.01)よ り も 多 い 。 (B)単 層 増 殖 ア ッ セ イ で は 、 対 照 細 胞 (
白 色 の 円 )の 成 長 と MCF-7<SUP>Epha2細 胞 (黒 色 の 正 方 形 )の 成 長 を 識 別 で き な か っ た 。
【 図 ９ Ａ 】 EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 腫 瘍 化 の 可 能 性 が 増 大 す る 。 (A)1× 10 6 個 の 対 照 細 胞
(白 色 バ ー )ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 (黒 色 バ ー )を 、 胸 腺 欠 損 マ ウ ス の 乳 房 の 脂 肪 パ ッ ド (1群
当 た り マ ウ ス 20匹 )に 、 追 加 の エ ス ト ロ ジ ェ ン (1μ Mの 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル )の 存 在 下 で
移 植 し た 。 MCF-7 E p h A 2 細 胞 が 形 成 し た 腫 瘍 は 、 対 応 す る 対 照 が 形 成 し た 腫 瘍 よ り 大 幅 に 大
き か っ た (P=0.027)。
【 図 ９ Ｂ 】 EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 腫 瘍 化 の 可 能 性 が 増 大 す る 。 (B)入 力 (input)細 胞 お
よ び 切 除 さ れ た 腫 瘍 (T)か ら 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 可 溶 化 物 を 等 量 で 、 EphA2抗 体 (D7)を 使
っ た ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 で 評 価 し た 。 こ れ ら の メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ ー デ ィ
ン グ 対 照 と し て の β -カ テ ニ ン に 特 異 的 な 抗 体 で 再 精 査 し た 。
【 図 １ ０ 】 EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 エ ス ト ロ ジ ェ ン へ の 依 存 性 が 低 下 す る 。 (A)1× 10 5 個
の 対 照 細 胞 (白 色 バ ー )ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 (黒 色 バ ー )を 、 外 来 エ ス ト ロ ジ ェ ン の 非 存 在
下 で 軟 寒 天 中 に 懸 濁 さ せ 、 そ の 14日 後 に コ ロ ニ ー 形 成 を 顕 微 鏡 で 評 価 し た 。 MCF-7 E p h A 2 (
黒 色 の 正 方 形 )細 胞 の 単 層 増 殖 (B)お よ び 腫 瘍 化 の 可 能 性 (C)は 、 追 加 の エ ス ト ロ ジ ェ ン の
非 存 在 下 で 対 応 す る 対 照 (白 色 の 円 )に 比 べ て 増 大 し た (そ れ ぞ れ P<0.01お よ び P<0.004)。
【 図 １ １ 】 EphA2の 過 剰 発 現 に よ り 、 タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 感 受 性 が 低 下 す る 。 (A)1× 1
0 5 個 の MCF-7ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 を 、 1μ Mの タ モ キ シ フ ェ ン (TAM)お よ び 1μ Mの 17β -エ
ス ト ラ ジ オ ー ル の 存 在 下 で 軟 寒 天 中 に 懸 濁 さ せ 、 そ の 14日 後 に コ ロ ニ ー 形 成 を 顕 微 鏡 で 評
価 し た 。 (B)MCF-7細 胞 (円 )ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 (正 方 形 )を 、 乳 房 の 脂 肪 パ ッ ド (1群 当 た
り マ ウ ス 15匹 )に 、 追 加 の エ ス ト ロ ジ ェ ン の 存 在 下 で 移 植 し た 。 タ モ キ シ フ ェ ン 治 療 を 移
植 の 17日 後 に 開 始 し た 。 タ モ キ シ フ ェ ン で 治 療 し た 動 物 (黒 色 の 円 お よ び 正 方 形 )と 生 理 食
塩 水 で 治 療 し た 動 物 (白 色 の 円 お よ び 正 方 形 )の 腫 瘍 体 積 を 指 定 さ れ た 時 間 に 測 定 し た 。 タ
モ キ シ フ ェ ン の MCF-7 E p h A 2 を 阻 害 す る 効 果 が 対 照 細 胞 を 阻 害 す る 効 果 に 比 べ て 小 さ い こ と
に 留 意 さ れ た い (P=0.01)。
【 図 １ ２ Ａ － Ｄ 】 エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 は MCF-7 E p h A 2 細 胞 中 で 発 現 さ れ る が 、 そ の 機 能 は
変 化 し て い る 。 (A)ERα お よ び (B)ERβ の レ ベ ル を 、 MCF-7 n e o 対 照 細 胞 お よ び MCF-7 E p h A 2 細
胞 中 で 、 EphA2に 特 異 的 な 抗 体 (D7)を 使 っ た ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 評 価 し た 。 (
C、 D)こ れ ら の メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て の β -カ テ ニ ン に 特 異 的
な 抗 体 で 再 精 査 し た 。
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【 図 １ ２ Ｅ 】 エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 は MCF-7 E p h A 2 細 胞 中 で 発 現 さ れ る が 、 そ の 機 能 は 変 化
し て い る 。 (E)エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 の 活 性 を CATレ ポ ー タ ー 系 を 用 い て 測 定 し 、 対 照 細 胞
と MCF-7 E p h A 2 細 胞 の エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 の 活 性 が 同 程 度 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 3
つ の 実 験 の 平 均 結 果 を (図 12F)に グ ラ フ 化 す る 。 E2は エ ス ト ロ ジ ェ ン 治 療 を 示 す 。 TAMは タ
モ キ シ フ ェ ン 治 療 を 示 す 。 転 換 率 (%)は 、 CAT酵 素 に よ り 非 ア セ チ ル 化 基 質 (非 AC)か ら ア セ
チ ル 化 基 質 (AC)に 転 換 し た 基 質 の 量 を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｆ 】 エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 は MCF-7 E p h A 2 細 胞 中 で 発 現 さ れ る が 、 そ の 機 能 は 変 化
し て い る 。 (F)エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 の 活 性 を CATレ ポ ー タ ー 系 を 用 い て 測 定 し 、 対 照 細 胞
と MCF-7 E p h A 2 細 胞 の エ ス ト ロ ジ ェ ン 受 容 体 の 活 性 が 同 程 度 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 3
つ の 実 験 の 平 均 結 果 を (F)に グ ラ フ 化 す る 。 E2は エ ス ト ロ ジ ェ ン 治 療 を 示 す 。 TAMは タ モ キ
シ フ ェ ン 治 療 を 示 す 。 転 換 率 (%)は 、 CAT酵 素 に よ り 非 ア セ チ ル 化 基 質 (非 AC)か ら ア セ チ ル
化 基 質 (AC)に 転 換 し た 基 質 の 量 を 示 す 。
【 図 １ ３ Ａ － Ｂ 】 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 EA2に よ り 、 腫 瘍 増 殖 が 低 下 す る 。 （ A） MCF-7 E p h A
2 細 胞 を 3μ g/mlの EA2の 存 在 下 で 指 示 さ れ た 時 間 の あ い だ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 サ ン
プ ル 抽 出 し 、 EphA2に 特 異 的 な 抗 体 (D7)を 使 っ た ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 (B)
こ れ ら の メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て の β -カ テ ニ ン に 特 異 的 な 抗
体 で 再 精 査 し た 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 EA2に よ り 、 腫 瘍 増 殖 が 低 下 す る 。 (C)1× 10 5 個 の 対 照
細 胞 ま た は MCF-7 E p h A 2 細 胞 を 、 タ モ キ シ フ ェ ン (TAM、 1μ M)お よ び EphA2ア ゴ ニ ス ト 抗 体 (E
A2, 10μ g/ml)の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で 軟 寒 天 中 に 懸 濁 さ せ た 。 EA2に よ り MCF-7 E p h A 2 細 胞
の タ モ キ シ フ ェ ン に 対 す る 感 受 性 が 増 大 し た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 図 １ ４ Ａ － Ｂ 】 EphA2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 低 下 す る こ と に よ り 、 軟 寒 天 の 腫 瘍 細 胞 の
コ ロ ニ ー 化 が 十 分 に 低 下 す る 。 MDA-MB-231細 胞 の 単 層 に 、 2μ g/mlの ア ン チ セ ン ス ま た は
逆 ア ン チ セ ン ス (IAS)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 37℃ で 24時 間 形 質 移 入 し た 。 (A、 B)細 胞 可 溶
化 物 全 体 を EphA2に 特 異 的 な D7抗 体 で ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 す る こ と に よ り 、 ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 形 質 移 入 に よ り EphA2の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 低 下 す る こ と
が 確 認 さ れ る (A)。 こ れ ら の メ ン ブ レ ン を 一 部 剥 が し 、 ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て の パ キ シ
リ ン 抗 体 で 再 精 査 し た (B)。 分 子 量 基 準 の 相 対 移 動 度 を パ ネ ル Aお よ び Bの 左 側 に 示 す 。
【 図 １ ４ Ｃ 】 EphA2タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 低 下 す る こ と に よ り 、 軟 寒 天 の 腫 瘍 細 胞 の コ ロ
ニ ー 化 が 十 分 に 低 下 す る 。 MDA-MB-231細 胞 の 単 層 に 、 2μ g/mlの ア ン チ セ ン ス ま た は 逆 ア
ン チ セ ン ス (IAS)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 37℃ で 24時 間 形 質 移 入 し た 。 (C)上 に 詳 述 し た ア ン
チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 治 療 し た MDA MB-231細 胞 単 層 を 軟 寒 天 中 で 7日 間 懸 濁 し
、 そ の 後 コ ロ ニ ー 形 成 を 顕 微 鏡 で 分 析 し た 。 EphA2ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
方 が 、 逆 ア ン チ セ ン ス 対 照 よ り も 、 MDA-MB-231細 胞 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 を 損 な う 程 度 が 著
し く 大 き か っ た こ と に 留 意 さ れ た い (P<0.002)。 結 果 は 高 倍 率 視 野 (HPF)当 た り の コ ロ ニ ー
と し て 報 告 さ れ る 。
【 図 １ ５ 】 EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 動 力 学 分 析 を 行 う 。 BIACORE(商 標 )(表 面 プ ラ ズ モ
ン 共 鳴 に 基 づ く )ア ッ セ イ を 用 い て 、 固 定 化 EphA2-Fcに 結 合 す る EphA2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 動 力 学 を ア ッ セ イ し た 。 Eph099B-208.261は 実 線 で 示 し 、 Eph099B-233.152は 点 線 で 示 し
、 EA2は 破 線 で 示 し 、 負 の 対 象 は 正 方 形 で 示 す 。
【 図 １ ６ 】 EphA2 EA2抗 体 は 癌 細 胞 に 優 先 的 に 結 合 す る 。 非 形 質 転 換 MCF-10A(A、 C)ま た は
形 質 転 換 MDA MB-231(B、 D)細 胞 を 10μ g/mlの (A、 B)Eph099B-233.152ま た は (C、 D)EA2で 4
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 発 蛍 光 団 結 合 抗 マ ウ ス IgGで 固 定 し 、 免 疫 標 識 し た 。
【 図 １ ７ 】 EphA2 EA2抗 体 は 、 細 胞 -細 胞 接 触 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 露 出 す る EphA2エ ピ
ト ー プ に 優 先 的 に 結 合 す る 。 (A、 B)非 形 質 転 換 MCF-10A細 胞 を 、 EGTAに よ る 治 療 前 (A)ま た
は 治 療 後 (B)に 、 EA2で 4℃ で 標 識 し 、 そ の 後 発 蛍 光 団 結 合 抗 マ ウ ス IgGで 固 定 し 、 免 疫 標 識
し た 。 (C、 D)非 形 質 転 換 MCF-10A(C)ま た は 形 質 転 換 MDA-MB-231(D)細 胞 を 、 EGTAに よ る 治
療 前 (グ ラ フ 中 部 )ま た は 治 療 後 (グ ラ フ 上 部 )に EA2で 標 識 し た 。 対 照 細 胞 を 第 2の 抗 体 単 独
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た (グ ラ フ 下 部 )。 EA2-EphA2結 合 の 量 を フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー で 測
定 し た 。
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【 図 １ ８ 】 EphA2 EA2エ ピ ト ー プ は 、 Eph099B-233.152エ ピ ト ー プ お よ び リ ガ ン ド 結 合 部 位
と は 異 な る 。 (A)EphA2-F c を 固 定 化 エ フ リ ン A1-F c と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に 結 合
さ せ た 。 標 識 エ フ リ ン A1-F c (黒 色 )、 EA2(白 色 )、 ま た は Eph099B-233.152(灰 色 )を EphA2-
エ フ リ ン A1-F c 複 合 体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 結 合 量 を 測 定 し た 。 (B)EphA2-F c を 固 定
化 エ フ リ ン A1-F c と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に 結 合 さ せ た 。 次 に 、 標 識 EA2を EphA2-
エ フ リ ン A1複 合 体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 標 識 の 競 合 物 質 を 指 定 さ れ た 量 の EphA
2-エ フ リ ン A1-EA2複 合 体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 競 合 者 は エ フ リ ン A1-F c (黒 色 )、 E
A2(白 色 )、 ま た は Eph099B-233.152(灰 色 )で あ っ た 。
【 図 １ ９ Ａ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 Eph099B-208.261の ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列
:(A)VL(そ れ ぞ れ 配 列 番 号 1お よ び 9)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 Eph099B-208.261の ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列
:(B)VH(そ れ ぞ れ 配 列 番 号 5お よ び 13)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｃ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 Eph099B-233.152ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 :(
C)VL(そ れ ぞ れ 配 列 番 号 17お よ び 25)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｄ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 Eph099B-233.152ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 ：
(D)VH(そ れ ぞ れ 配 列 番 号 21お よ び 29)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｅ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 EA2の ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 :(E)VL(そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 33お よ び 41)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｆ 】 EphA2抗 体 の VLお よ び VHの 配 列 。 EA2の ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配 列 ： (F)VH(そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 37お よ び 45)。 CDRの 配 列 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ Ａ － Ｃ 】
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【 図 ７ Ｄ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ Ａ － Ｄ 】

【 図 １ ２ Ｅ 】

【 図 １ ２ Ｆ 】

【 図 １ ３ Ａ － Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】
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【 図 １ ４ Ａ － Ｂ 】 【 図 １ ４ Ｃ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ Ａ 】 【 図 １ ９ Ｂ 】
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【 図 １ ９ Ｃ 】 【 図 １ ９ Ｄ 】

【 図 １ ９ Ｅ 】 【 図 １ ９ Ｆ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及设计用于治疗，控制或预防癌症，特别是转移性癌症的方法和组合物。在一个实施方案中，本发明的方法结合的EphA2
上的EphA2的行为，从而提高了EphA2的磷酸化降低的EphA2水平，其包含有效量的抗体的施用。在另一个实施方案中，本发明结
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合与EphA2的方法中，抑制癌细胞中的软琼脂集落形成，抑制三维基底
膜或胞外基质制剂的管状网络形成， ，优先结合暴露在癌细胞而不是非
癌细胞的EphA2表位，和/或K 关低，从而抑制肿瘤细胞生长和/或转移，
有效抗体量。本发明还提供一种或多种单独或一种或多种包含结合本发
明的多种癌症治疗的EphA2抗体有用的其它药剂的药物组合物。


