
(57)【要約】

【課題】腫瘍性または損傷細胞、または多剤耐性（MDR

）腫瘍性または損傷細胞において多剤耐性を検出するこ

と。

【解決手段】正常細胞または非MDR新生細胞におけるビ

メンチンタンパクの細胞表面発現レベルと比べ、上記細

胞においてビメンチンタンパクの細胞表面発現の増加を

検出すること。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 験 新 生 細 胞 に お い て 多 剤 耐 性 、 ま た は 多 剤 耐 性 の 可 能 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)任 意 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 試 験 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン タ ン パ
ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、
　 b)試 験 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞
タ イ プ の 非 耐 性 の 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含
み 、
　 試 験 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル が 、 同 じ 任 意 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ
の 非 耐 性 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル よ り も 高 い 場 合 、 そ の 試 験 新 生 細 胞
は 多 剤 耐 性 を 有 す る 、 ま た は 、 多 剤 耐 性 と な る 可 能 性 を 有 す る と す る こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 試 験 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 細 胞 か
ら 原 形 質 膜 画 分 を 単 離 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 に お け る ビ メ ン チ ン レ ベ ル を
測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 試 験 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 前 記 細
胞 を 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体
の レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 免 疫 蛍 光 放 射 に よ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 放 射 性 ラ ベ ル に よ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 試 験 新 生 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 Tリ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 お よ
び 、 卵 巣 細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 耐 性 新 生 細 胞 は 、 HL60、 NB4、 CEM、 HSB2、 Molt4、 MCF-7、 MDA、 SKOV-3、 お よ び 2
008か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 薬 剤 感 受 性 細 胞 系 統 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 試 験 新 生 細 胞 は 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽
腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン
細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1の 方 法 で あ る 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 試 験 新 生 細 胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消
化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 患 者 に お い て 多 剤 耐 性 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)患 者 に 対 し て 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 動 作 的 に 連 結 さ れ た ビ メ ン チ ン 結 合 剤 を 投 与 す
る こ と 、 お よ び 、
　 (b)ビ メ ン チ ン 結 合 剤 に 動 作 的 に 連 結 し た ラ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み
　 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 患 者 の 多 剤 耐 性 細 胞 上 に 存 在 す る 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン に 特 異
的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 10の 方 法
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。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア
繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ
、 お よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 10の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 、 お よ び 、 抗 体 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 10の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性
化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産 物 を 生 成 す
る 酵 素 、 お よ び 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 10の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 多 剤 耐 性 細 胞 は 新 生 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 14の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ
細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫
細 胞 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン 細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 15
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 新 生 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 Tリ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 お よ び 、
卵 巣 細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 15の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 患 者 は ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 10の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 患 者 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 験 新 生 細 胞 に お い て 多 剤 耐 性 を 診 断 ま た は 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 a)ビ メ ン チ ン の 検 出 の た め の 第 1プ ロ ー ブ 、 お よ び 、
　 b)ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン お よ び HSC70か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 多 剤 耐 性 マ ー カ ー 検
出 の た め の 第 2プ ロ ー ブ
　 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 験 新 生 細 胞 に お い て 多 剤 耐 性 を 診 断 ま た は 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 a)ビ メ ン チ ン の 検 出 の た め の 第 1プ ロ ー ブ 、 お よ び 、
　 b)MDR1、 MDR3、 MRP１ 、 MRP5、 お よ び LRPか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る マ ー カ ー 検 出 の
た め の 第 2プ ロ ー ブ
　 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 検 出 用 プ ロ ー ブ は 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 20
ま た は 21の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ は 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス
ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ
ー ゼ ア ル フ ァ 、 お よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る ビ メ
ン チ ン リ ガ ン ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 20ま た は 21の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 抗 体 お よ び HSC70抗 体 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 20の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン リ ガ ン ド お よ び HSC70リ ガ ン ド か ら 成 る グ ル ー プ
か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 20の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 第 1プ ロ ー ブ は 、 試 験 新 生 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン チ ン を 検 出 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 20ま た は 21の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は 、 試 験 新 生 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る マ ー カ ー を 検 出 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 20ま た は 21の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 第 ２ プ ロ ー ブ は 、 MDR1抗 体 、 MDR3抗 体 、 MRP１ 抗 体 、 MRP3抗 体 、 お よ び LRP抗 体 か ら
成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 21の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 患 者 に お い て 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン を 検 出 す る た め の 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 体 内 検 出 プ ロ
ー ブ で あ っ て 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と 、 体 内 検 出 用 の 検 出 可 能 ラ ベ ル を 含 む プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 29の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ
ン 体 内 検 出 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 検 出 可 能 な ラ ベ ル は テ ク ネ チ ウ ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 29の 細 胞 表 面 ビ
メ ン チ ン 体 内 検 出 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 剤 で あ っ て 、 ビ メ
ン チ ン 結 合 成 分 お よ び 治 療 成 分 を 含 み 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 治 療 成 分 を 、 多 剤 耐 性 新
生 物 に 向 け て 狙 い 撃 ち し 、 そ れ に よ っ て 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 す る こ と を 特 徴 と す る ビ メ
ン チ ン 標 的 剤 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維
性 酸 性 タ ン パ ク 、 ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 お よ び
、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン
パ ク 、 抗 体 、 お よ び 、 そ の ビ メ ン チ ン 結 合 断 片 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ
ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン
、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、
ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ
ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ
レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク
ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ
ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ
ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び 、 ビ ノ レ ル
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ビ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 治 療 成 分 は リ ポ ソ ー ム 処 方 と し て 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 放 射 性 同 位 元 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 放 射 性 同 位 元 素 は 、 9 0 Y、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 2 1 1 At、 お よ び 2 1 3 Biか ら 成 る グ ル ー プ か ら
選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 38の 薬 剤 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 、 標 的 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 を 殺 す こ と が 可 能 な 、 ま た は 、 殺 作 用 を 誘 発 す
る こ と が 可 能 な 毒 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32の 薬 剤 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 毒 素 は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 植 物 リ シ ン 毒 素 、 植 物 ア ブ リ
ン 毒 素 、 植 物 サ ポ ニ ン 毒 素 、 植 物 ゲ ロ ニ ン 毒 素 、 お よ び 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク
か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 40の 薬 剤 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 標 的 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 前 記 治 療 要 素 は 取 り 込 ま れ て 細 胞 の
成 長 を 阻 止 し 、 細 胞 の 生 存 を 危 う く し 、 ま た は 、 細 胞 を 殺 す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32
か ら 41の い ず れ か の 薬 剤 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の ワ ク チ ン で あ っ て 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は そ の ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 配 列 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 製 薬 学 的
に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 配 列 識 別 番 号 1の ヒ ト ビ
メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 43の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 長 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 43の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は ハ プ テ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 45の
ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 は ア ジ ュ バ ン ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 43の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、
油 懸 濁 液 、 細 菌 産 物 、 不 活 性 化 細 菌 全 体 、 内 部 毒 素 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 ア
ミ ン 、 パ ラ フ ィ ン 様 化 合 物 、 植 物 油 、 モ ノ フ ォ ス フ ォ リ ル 脂 質 A、 サ ポ ニ ン 、 お よ び 、 ス
ク ア レ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 47の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 被 験 体 の 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32か ら 41の い ず れ
か 1項 に よ る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網
膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 49の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト 患 者 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 49の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
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　 前 記 ヒ ト 患 者 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て
い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 51の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、
眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 49の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 被 験 体 の 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 43か ら 48の い ず れ
か 1項 に よ る ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網
膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 54の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト 患 者 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 54の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 ヒ ト 患 者 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て
い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 56の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、
眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 54の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 試 験 細 胞 が 新 生 物 で あ る か ど う か を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)任 意 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 試 験 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の
レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、
　 b)試 験 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 タ イ
プ の 非 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 み 、
　 試 験 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル が 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 非 新 生 細
胞 の 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル よ り も 高 い 場 合 、 そ の 試 験 細 胞 は 新 生 物 で あ る と す
る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 試 験 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 細 胞 か ら 原
形 質 膜 画 分 を 単 離 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 に お け る ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定
す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 59の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 試 験 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 前 記 細 胞 を
、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ
ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 59の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 免 疫 蛍 光 放 射 に よ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 61の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 放 射 性 ラ ベ ル に よ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 61の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 試 験 細 胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管
、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 59の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
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　 前 記 非 新 生 細 胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化
管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 59の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 患 者 に お い て 新 生 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)患 者 に 対 し て 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 動 作 的 に 連 結 さ れ た ビ メ ン チ ン 結 合 剤 を 投 与 す
る こ と 、 お よ び 、
　 (b)ビ メ ン チ ン 結 合 剤 に 動 作 的 に 連 結 し た ラ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み
　 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 患 者 の 新 生 細 胞 上 に 存 在 す る 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に
結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア
繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ
、 お よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 66の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 、 抗 体 、 お よ び 、 そ の 断 片 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性
化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産 物 を 生 成 す
る 酵 素 、 ま た は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 66の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ
細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫
細 胞 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン 細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 新 生 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 Tリ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 お よ び 、
卵 巣 細 胞 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 患 者 は ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 患 者 は 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 73の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 新 生 組 織 形 成 を 診 断 ま た は 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 a)ビ メ ン チ ン の 検 出 の た め の 第 1プ ロ ー ブ 、 お よ び 、
　 b)ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン お よ び HSC70か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 新 生 物 マ ー カ ー 検 出
の た め の 第 2プ ロ ー ブ
　 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 断 片
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
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　 前 記 ビ メ ン チ ン を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ は 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス
ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ
ー ゼ ア ル フ ァ 、 お よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る ビ メ
ン チ ン リ ガ ン ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 抗 体 お よ び HSC70抗 体 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン リ ガ ン ド お よ び HSC70リ ガ ン ド か ら 成 る グ ル ー プ
か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 第 1プ ロ ー ブ は 、 試 験 細 胞 が 新 生 物 で あ る 場 合 、 そ の 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン チ ン を
検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 第 2プ ロ ー ブ は 、 試 験 細 胞 が 新 生 物 で あ る 場 合 、 そ の 表 面 に 存 在 す る マ ー カ ー を 検
出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 75の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ガ ン 性 新 生 細 胞 増 殖 を 治 療 す る た め の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 剤 で あ っ て 、 ビ メ ン チ ン
結 合 成 分 お よ び 治 療 成 分 を 含 み 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 治 療 成 分 を 、 新 生 細 胞 増 殖 に 向
け て 狙 い 撃 ち し 、 そ れ に よ っ て そ の ガ ン を 治 療 す る こ と を 特 徴 と す る ビ メ ン チ ン 標 的 剤 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 82の 薬 剤
。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維
性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 お
よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aか ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン
パ ク 、 抗 体 、 お よ び 、 そ の ビ メ ン チ ン 結 合 断 片 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ
ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン
、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、
ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ
ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ
レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク
ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ
ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ
ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び 、 ビ ノ レ ル
ビ ン お よ び 、 そ の 組 み 合 わ せ 、 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 治 療 成 分 は リ ポ ソ ー ム 処 方 と し て 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 放 射 性 同 位 元 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 前 記 放 射 性 同 位 元 素 は 、 9 0 Y、 1 1 1 In、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 2 1 1 At、 お よ び 2 1 3 Biか ら 成 る グ ル ー
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プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 88の 薬 剤 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 前 記 治 療 成 分 は 、 標 識 新 生 細 胞 を 殺 す こ と が 可 能 な 、 ま た は 、 殺 作 用 を 誘 発 す る こ と が
可 能 な 毒 素 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 82の 薬 剤 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 前 記 毒 素 は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 植 物 リ シ ン 毒 素 、 植 物 ア ブ リ
ン 毒 素 、 植 物 サ ポ ニ ン 毒 素 、 植 物 ゲ ロ ニ ン 毒 素 、 お よ び 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク
か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 90の 薬 剤 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 標 的 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 治 療 要 素 は 取 り 込 ま れ て 細 胞 の 成 長
を 阻 止 し 、 細 胞 の 生 存 を 危 う く し 、 ま た は 、 細 胞 を 殺 す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 82か ら
91の い ず れ か の 薬 剤 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の ワ ク チ ン で あ っ て 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は そ の ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 配 列 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 製 薬 学 的 に 受 容 可
能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 配 列 識 別 番 号 1の ヒ ト ビ
メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 93の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 長 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 93の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は ハ プ テ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 95の
ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 前 記 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 は ア ジ ュ バ ン ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 93の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、
油 懸 濁 液 、 細 菌 産 物 、 不 活 性 化 細 菌 全 体 、 内 部 毒 素 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 ア
ミ ン 、 パ ラ フ ィ ン 様 化 合 物 、 植 物 油 、 モ ノ フ ォ ス フ ォ リ ル 脂 質 A、 サ ポ ニ ン 、 お よ び 、 ス
ク ア レ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 97の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 被 験 体 の 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 82か ら 91の い ず れ か 1項 に
よ る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網
膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 99の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト 患 者 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 99の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 前 記 ヒ ト 患 者 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て
い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 101の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、
眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 99の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
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　 被 験 体 の 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 93か ら 98の い ず れ か 1項 に
よ る ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網
膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 104の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト 患 者 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 104の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 前 記 ヒ ト 患 者 は 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 前 記 新 生 物 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、
眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 104の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 診 断 法 お よ び 治 療 法 の 分 野 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た
は 損 傷 細 胞 の 検 出 と 治 療 、 さ ら に は 、 多 剤 耐 性 を 示 す 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 損 傷 細 胞 の 検
出 と 治 療 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ガ ン の よ う な 病 気 、 ま た は 病 原 体 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 は 薬 剤 （ 例 え ば 、 化
学 療 法 剤 お よ び 抗 生 物 質 ） で 治 療 さ れ る こ と が 多 い 。 ガ ン ま た は 病 気 の 細 胞 を 殺 す た め に
、 薬 剤 （ 単 数 ま た は 複 数 ） は 、 細 胞 に 侵 入 し 、 必 須 の 生 化 学 的 経 路 を 妨 げ る た め に 有 効 用
量 を 届 け な け れ ば な ら な い 。 し か し な が ら 、 細 胞 の あ る も の は 、 薬 剤 に た い す る 耐 性 を 発
達 さ せ る こ と に よ っ て （ 「 薬 剤 耐 性 」 と 呼 ば れ る ） 殺 作 用 を 回 避 す る こ と が あ る 。 さ ら に
、 あ る 場 合 、 ガ ン 細 胞 （ ま た 腫 瘍 細 胞 ま た は 新 生 細 胞 (neoplastic cell)と も 呼 ば れ る ）
や 、 損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 細 胞 ） 、 あ る い は 病 原 体 自 身 が 、 元 々 治 療 に は 含 ま れ
て い な か っ た 薬 剤 も 含 め た 、 広 範 な 薬 剤 ス ペ ク ト ラ ム に 対 し て 耐 性 を 発 達 さ せ る こ と が あ
る 。 こ の 現 象 は 、 「 多 剤 耐 性 」 （ Ｍ Ｄ Ｒ ） と 呼 ば れ る 。 Ｍ Ｄ Ｒ に は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 生
物 学 的 機 構 と 関 連 す る 、 様 々 な タ イ プ が あ り 、 ま た 、 様 々 な タ イ プ の Ｍ Ｄ Ｒ に 対 し て そ れ
ぞ れ に 特 異 的 な 生 物 学 的 「 マ ー カ ー 」 が あ り 、 こ れ ら は 、 各 タ イ プ の Ｍ Ｄ Ｒ を 検 出 及 び 診
断 す る に 当 た っ て 臨 床 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｍ Ｄ Ｒ は 、 ガ ン 細 胞 、 ま た は 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 寄 生 虫 、 お よ び 、 細 胞 や 体 液 中 に 存 在
す る 可 能 性 の あ る そ の 他 の 微 生 物 の よ う な 感 染 原 と 関 係 す る 可 能 性 が あ る 。 Ｍ Ｄ Ｒ 表 現 型
の 出 現 は 、 感 染 症 治 療 に お け る 主 要 な 失 敗 原 因 と な っ て い る （ 非 特 許 文 献 1、 2参 照 ） 。 構
造 的 に も 機 能 的 に も 別 物 で あ る 、 各 種 抗 菌 剤 お よ び 抗 ガ ン 剤 に 対 す る 患 者 の 交 差 耐 性 は 、
病 原 体 感 染 患 者 に と っ て は 重 大 な 問 題 と な る 可 能 性 が あ る 。 同 様 に 、 多 剤 耐 性 を 持 つ ガ ン
細 胞 の 発 達 は 、 ガ ン 患 者 の 治 療 不 調 の 主 要 理 由 で あ る （ 非 特 許 文 献 3参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 多 剤 耐 性 は 多 因 子 性 で あ る 。 古 典 的 Ｍ Ｄ Ｒ 機 構 は 、 進 化 的 に 高 度 に 保 存 さ れ る 細 胞 膜 タ
ン パ ク （ Ｐ － 糖 タ ン パ ク ま た は Ｍ Ｄ Ｒ １ ） の 遺 伝 子 変 化 に 関 わ る 。 こ の タ ン パ ク は 、 薬 剤
を 、 細 胞 ま た は 微 生 物 の 外 部 に 能 動 的 に 輸 送 す る 、 ま た は 、 汲 み だ す （ 非 特 許 文 献 4、 5参
照 ） 。 ヒ ト ガ ン 細 胞 と 、 感 染 性 細 菌 病 原 の 両 方 と も 、 Ｐ － 糖 タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子
の 増 幅 に よ る Ｐ － 糖 タ ン パ ク の 過 剰 発 現 を 含 む 機 構 を 介 し て 古 典 的 な Ｍ Ｄ Ｒ を 発 達 さ せ る
よ う で あ る 。 Ｍ Ｄ Ｒ ガ ン 細 胞 ま た は 病 原 感 染 細 胞 に お け る Ｐ － 糖 タ ン パ ク ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は
タ ン パ ク の 過 剰 発 現 は 、 Ｍ Ｄ Ｒ の 生 物 学 的 マ ー カ ー で あ る 。 Ｍ Ｄ Ｒ ガ ン お よ び 病 原 体 感 染
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症 を 診 断 及 び 治 療 す る た め に 、 Ｐ － 糖 タ ン パ ク の 過 剰 発 現 を 利 用 す る 診 断 試 験 お よ び 治 療
法 が 従 来 か ら 開 発 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 6） 。 し か し な が ら 、 各 種 正 常 組 織 も 様 々 な 量
の Ｐ － 糖 タ ン パ ク を 発 現 し て い る の で あ る か ら 、 Ｍ Ｄ Ｒ ガ ン 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ － 糖 タ ン パ
ク を 標 的 と す る 治 療 法 が 仮 に で き た と し て も 、 そ れ が ど の よ う な も の で あ れ 、 そ れ は 、 比
較 的 高 濃 度 の Ｐ － 糖 タ ン パ ク 発 現 を 呈 す る 正 常 な 組 織 、 例 え ば 、 肝 臓 、 腎 臓 、 幹 細 胞 、 お
よ び 、 血 液 脳 関 門 上 皮 の よ う な 組 織 を も 冒 す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 「 非 定 型 Ｍ Ｄ Ｒ 」 と は 、 多 剤 耐 性 の 機 構 が 未 知 で あ る か 、 新 規 で あ る か 、 又 は 、 Ｐ － 糖
タ ン パ ク に 関 わ る 古 典 的 機 構 と は 異 な る 、 Ｍ Ｄ Ｒ ガ ン 細 胞 ま た は 病 原 体 を 記 述 す る の に 使
用 さ れ る 用 語 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト の 肺 腫 瘍 は 、 多 剤 耐 性 を 有 す る が 、 Ｐ － 糖 タ ン パ ク に
は 変 化 を 示 さ な い （ 非 特 許 文 献 7を 参 照 ） 。 む し ろ 問 題 の 腫 瘍 は 別 の 薬 剤 輸 送 因 子 （ 多 剤
耐 性 関 連 タ ン パ ク ま た は 「 Ｍ Ｒ Ｐ １ 」 ） を 発 現 す る 。 肺 耐 性 関 連 タ ン パ ク を 含 む 、 新 し い
Ｍ Ｄ Ｒ 機 構 が 最 近 記 述 さ れ た 。 こ の タ ン パ ク は 、 こ の タ イ プ の 非 定 型 Ｍ Ｄ Ｒ の マ ー カ ー と
な る （ 特 許 文 献 1） 。 Ｍ Ｄ Ｒ の 非 定 型 マ ー カ ー の そ の 他 の 例 と し て は Ｍ Ｒ Ｐ ５ が 挙 げ ら れ
る 。 こ れ は 、 ヌ ク レ オ シ ド 様 薬 剤 （ 特 許 文 献 2） 、 お よ び 、 あ る 種 の ス フ ィ ン ゴ 糖 脂 質 （
特 許 文 献 3参 照 ） に 対 す る 、 新 規 の 、 哺 乳 類 の 流 出 ポ ン プ で あ る 。 注 意 し な け れ ば な ら な
い こ と は 、 Ｍ Ｄ Ｒ 細 胞 は 、 同 じ 細 胞 に 1種 を 越 え る Ｍ Ｄ Ｒ マ ー カ ー （ 古 典 的 Ｐ － 糖 タ ン パ
ク マ ー カ ー と 非 定 型 マ ー カ ー ） を 同 時 に 発 現 す る 可 能 性 の あ る こ と 、 お よ び 、 複 数 の マ ー
カ ー は 独 立 に 発 現 さ れ る こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 8） 。 従 っ て 、 1種 を 越 え る 細 胞 表 面 Ｍ Ｄ
Ｒ マ ー カ ー に 向 け ら れ た 、 可 能 性 と し て 、 1種 を 越 え る Ｍ Ｄ Ｒ 機 構 を 阻 止 す る 複 数 の 治 療
法 を 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト は 、 高 等 な 真 核 細 胞 の 細 胞 骨 格 の 主 要 成 分 で あ る 。 中 間 径 フ ィ ラ メ
ン ト は 、 い く つ か の 、 別 々 の 構 造 的 に 関 連 す る タ ン パ ク か ら 構 成 さ れ 、 各 種 中 間 径 フ ィ ラ
メ ン ト タ ン パ ク 遺 伝 子 が 様 々 の 組 織 で 発 現 さ れ る 。 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト 遺 伝 子 に お い て 自
発 的 に 、 実 験 的 に 誘 発 し た 突 然 変 異 に 関 わ る 研 究 に よ っ て 、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト は 、 上 皮
お よ び 筋 細 胞 の 機 械 的 安 定 性 を 強 化 す る た め に 働 く こ と が 示 さ れ た （ 非 特 許 文 献 9） 。 ビ
メ ン チ ン （ gi/4507895） は 、 間 葉 性 お よ び そ の 他 の 非 上 皮 細 胞 、 お よ び 、 骨 格 筋 お よ び 心
筋 細 胞 の Ｚ 円 板 に お け る 、 ク ラ ス III中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト に 見 ら れ る 、 細 胞 内 ホ モ 二 量 体
タ ン パ ク で あ る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 9、 10、 11参 照 ） 。 ビ メ ン チ ン は 、 細 胞 分 裂 時 に そ
の リ ン 酸 化 が 強 化 さ れ る リ ン タ ン パ ク で あ る 。 ヒ ト お よ び げ っ 歯 類 両 方 の ビ メ ン チ ン 遺 伝
子 が 解 明 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 12、 13参 照 ） 。 精 製 さ れ た 真 核 細 胞 ビ メ ン チ ン
は 、 54ｋ Daの 分 子 量 を 持 ち 、 天 然 形 で は 可 溶 で あ る が 、 変 性 さ れ る と 不 溶 に な る 。 ビ メ ン
チ ン 遺 伝 子 の 制 御 は 、 ウ ィ ル ス 感 染 の い く つ か の 工 程 に 参 加 し て い る ら し い （ 非 特 許 文 献
12） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 各 種 細 胞 骨 格 修 飾 は 、 悪 性 の 細 胞 変 形 と 関 連 す る の で 、 予 後 診 断 要 因 と し て 用 い ら れ る
。 ビ メ ン チ ン 発 現 は 間 葉 性 起 源 の 細 胞 の 特 徴 で あ る 体 内 状 況 と は 対 照 的 に 、 ビ メ ン チ ン 合
成 は 、 間 葉 性 起 源 の 如 何 に よ ら ず 、 イ ン ビ ト ロ の 全 て の 増 殖 細 胞 に 特 徴 的 で あ り 、 あ る 前
駆 細 胞 に 分 化 し た 途 端 に ス イ ッ チ が 切 れ る 。 ビ メ ン チ ン 遺 伝 子 発 現 は 、 あ る 転 移 性 腫 瘍 細
胞 で は 上 向 調 整 さ れ る か ら 、 腫 瘍 形 成 進 行 過 程 の マ ー カ ー と な る （ 非 特 許 文 献 12、 14参 照
） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト 腫 瘍 の 組 織 学 的 分 類 に お い て ビ メ ン チ ン と 、 他 の IFタ ン パ ク が 従 来 か ら 使 用 さ れ て
い る （ 総 覧 に つ い て は 、 非 特 許 文 献 15、 16参 照 ） 。 特 に 、 ビ メ ン チ ン は 、 い く つ か の タ イ
プ の 腫 瘍 に お け る 脱 分 化 の マ ー カ ー と し て 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ビ メ ン チ ン と 他 の 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト と 共 存 す る 腫 瘍 マ ー カ ー の こ と が 記 載 さ れ て い る
。 例 え ば 、 De Bernardと Marina（ 特 許 文 献 4） は 、 VIP54と 呼 ば れ る 、 新 規 の 神 経 芽 細 胞 腫
マ ー カ ー で 、 ビ メ ン チ ン お よ び デ ス ミ ン フ ィ ラ メ ン ト と 緊 密 に 関 連 す る タ ン パ ク に つ い て
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、 ま た 、 腫 瘍 の 発 達 お よ び ／ ま た は 進 行 の マ ー カ ー と し て 、 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト （ 特 に 、
ク ラ ス IIIの ビ メ ン チ ン 、 ま た は デ ス ミ ン フ ィ ラ メ ン ト ） の 検 出 と 細 胞 画 像 撮 影 の た め の
内 部 マ ー カ ー と し て の 使 用 に つ い て 記 述 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 最 後 に 、 各 種 タ イ プ の ヒ ト 固 形 腫 瘍 お よ び 固 形 腫 瘍 細 胞 系 統 に は 、 ビ メ ン チ ン の 発 現 レ
ベ ル と 細 胞 内 分 布 に お い て 、 し ば し ば 多 剤 耐 性 の 出 現 と 関 連 す る 変 化 が 示 さ れ る い く つ か
の 例 が あ る （ 非 特 許 文 献 17、 18） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ヒ ト に お い て も 動 物 に お い て も 、 MDR発 生 の 機 構 を 問 わ ず （ 例 え ば 、 天 然 に 起 こ ろ う が
、 薬 剤 で 誘 発 さ れ た も の で あ ろ う が ） 、 ガ ン 細 胞 や 、 ガ ン で は な い 損 傷 細 胞 に お け る 古 典
的 お よ び 非 定 型 的 MDR表 現 型 の 発 達 を 検 出 し 、 治 療 し 、 予 防 し 、 お よ び ／ ま た は 、 逆 転 す
る 手 段 に 対 す る 需 要 が 依 然 と し て あ る 。 さ ら に 、 多 剤 耐 性 細 胞 を 特 定 す る こ と を 可 能 と す
る 能 力 、 お よ び 、 特 定 す る 試 薬 を 利 用 す る 能 力 は 、 多 剤 耐 性 ガ ン 、 お よ び 多 剤 耐 性 損 傷 細
胞 の 治 療 、 監 視 、 診 断 、 お よ び 医 療 用 画 像 撮 影 に 改 良 を も た ら す 臨 床 的 可 能 性 を 有 す る 。
【 特 許 文 献 １ 】 Rome L.H. et al., PCT公 報 WO9962547
【 特 許 文 献 ２ 】 Friedland and Schutz, PCT公 報 WO0058471
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 6,090,565号
【 特 許 文 献 ４ 】 PCT公 報 WO0127269
【 非 特 許 文 献 １ 】 Davis J., Science 264:375-382, 1994
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 一 部 は 、 下 記 の 発 見 に 基 づ く 。 す な わ ち 、 普 通 に は 細 胞 内 タ ン パ ク で あ る ビ
メ ン チ ン の 完 全 長 が 、 そ の 完 全 長 の ま ま 、 新 生 細 胞 お よ び 損 傷 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ 、 し か
も 、 多 剤 耐 性 （ MDR） 新 生 細 胞 お よ び MDR損 傷 細 胞 に よ り 多 量 に 発 現 さ れ る と い う 発 見 で あ
る 。 他 の 細 胞 表 面 MDRマ ー カ ー （ 例 え ば P-糖 タ ン パ ク ） と は 対 照 的 に 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細
胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン は 低 レ ベ ル で あ る が 、 一 方 、 ビ メ ン チ ン は 、 生 体 の 正 常 細
胞 表 面 に は 無 視 で き る ほ ど の 僅 か な 量 し か 発 現 さ れ な い 。 「 無 視 で き る ほ ど の 量 」 と は 、
細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン が 100分 子 よ り も 少 な い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 毒 素
、 ま た は 、 そ の 他 の 治 療 薬 剤 ま た は 診 断 薬 剤 が 結 合 さ れ る 結 合 薬 剤 の 使 用 を 可 能 と す る 。
こ の 薬 剤 は 、 有 害 な 副 作 用 無 く ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。 な ぜ な ら 、 殺 さ れ る 非 ビ
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メ ン チ ン 細 胞 は 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 ま た は 損 傷 細 胞 で あ っ て 、 正 常 細 胞 は 無 傷 の ま ま だ
か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 験 新 生 細 胞 に お い て 、 多 剤 耐 性 、 ま た は 多 剤 耐 性 へ
の 潜 在 能 力 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 任 意 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 試 験 新 生 細 胞 に お い
て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 結 果
を 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 、 非 耐 性 の 新 生 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ
ン チ ン の レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う 検 出 法 を 提 供 す る 。 も し も 、 試 験 新 生 細 胞 の
細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル が 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 型 の 非 耐 性 新 生 細 胞 に お
け る 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル よ り も 高 い の で あ れ ば 、 そ の 試 験 新 生 細 胞 は
、 多 剤 耐 性 を 持 つ か 、 ま た は 多 剤 耐 性 へ の 潜 在 能 力 を 持 つ 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 試
験 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 、 細 胞 か ら 原 形 質 膜 画 分 を 単 離 す る こ
と 、 お よ び 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 中 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。
別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 、 そ の 細
胞 を 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の
レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の
レ ベ ル は 、 免 疫 蛍 光 放 射 ま た は 放 射 標 識 に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 に お け る あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、
Tリ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 ま た は 卵 巣 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 新
生 細 胞 は 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ
ト ー マ 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 で あ る 。
本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細 胞 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、
リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ
う な 組 織 か ら 得 ら れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 非 耐 性 新 生 （ コ ン ト ロ ー ル ） 細 胞 は 、
薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 系 統 、 例 え ば 、 HL60、 NB4、 CEM、 HSB2、 Molt4、 MCF-7、 MDA、 SKOV-3
、 ま た は 2008で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 患 者 に お い て 、 一 つ の 、 ま た は 複 数 の 多 剤 耐 性 細 胞 を 検 出 す る
方 法 で あ っ て 、 患 者 に 対 し て 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル と 動 作 的 に 連 結 し た 、 ビ メ ン チ ン 結 合 性
薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 検 出 法 を 提 供 す る 。 ラ ベ ル は 、 患 者 の 多 剤 耐 性 細 胞 （ 単
数 ま た は 複 数 ） の 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 、 ビ メ ン チ ン 結 合
性 薬 剤 と 動 作 的 に 連 結 さ れ る の で 、 次 に ラ ベ ル が 検 出 さ れ る と 、 そ の 患 者 に お け る 多 剤 耐
性 細 胞 （ 単 複 ） の 存 在 が （ も し あ れ ば ） 位 置 づ け ら れ る こ と に な る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、
使 用 す る ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ
ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ
ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク ま た は ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結
合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aで あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で
は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 、 ま た は 、 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料
、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物
を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 ま た は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 多 剤 耐 性 細 胞 は 新 生 細 胞 で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、
新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、
肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、
ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 新 生 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 T
リ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 ま た は 卵 巣 細 胞 で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 患 者 は
ヒ ト 、 例 え ば 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る
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ヒ ト 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 試 験 新 生 細 胞 の 多 剤 耐 性 を 診 断 す る 、 ま た は 検 出 す る た め の キ
ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 の 一 プ ロ ー ブ 、 お よ び 、 別 の 多 剤 耐 性
マ ー カ ー 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン ま た は HSC70検 出 用 の も う 一 つ の プ ロ ー ブ を 含 む
。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の こ の キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 の 第 １ プ ロ ー ブ と 、 も う
一 つ の 多 剤 耐 性 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 MDR1、 MDR3、 MRP１ 、 MRP5、 ま た は LRP検 出 用 の 第 ２ プ
ロ ー ブ を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 プ ロ ー ブ と し て 抗 ビ メ
ン チ ン 抗 体 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 LDL、 N
LK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、
フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aを
含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 第 2の 、 非 ビ メ ン チ ン 多 剤 耐 性 マ ー カ ー 検 出
用 プ ロ ー ブ と し て 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 抗 体 ま た は HSC70抗 体 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 第 2プ ロ ー ブ は 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 タ ン パ ク キ ナ ー ゼ R（ PKR） 、 R
NA、 網 膜 芽 腫 タ ン パ ク 、 IRF-1、 ま た は 、 核 局 在 シ グ ナ ル （ NLS） 例 え ば 、 Rexタ ン パ ク の N
-末 端 核 局 在 シ グ ナ ル ） 、 ま た は 、 HSC70リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー の タ ウ タ ン パ
ク 、 BAG-1、 小 型 グ ル タ ミ ン 富 裕 テ ト ラ ト リ コ ペ プ チ ド 反 復 配 列 含 有 タ ン パ ク （ SGT） 、 ロ
タ ウ ィ ル ス VP5タ ン パ ク の (aa642-658)、 オ ー キ シ リ ン 、 ま た は 、 免 疫 抑 制 剤 5-デ オ キ シ ス
ペ ル グ ア リ ン （ DSG） ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 試 験 新 生 細 胞 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン
チ ン を 検 出 す る プ ロ ー ブ を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 試 験 MDR新 生 細 胞 表 面 に
存 在 す る 別 の （ 非 ビ メ ン チ ン ） マ ー カ ー を 検 出 す る 第 2プ ロ ー ブ を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で
は 、 キ ッ ト は 、 MDR1抗 体 、 MDR3抗 体 、 MRP1抗 体 、 MRP3抗 体 、 ま た は 、 LRP抗 体 で あ る 第 2プ
ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 患 者 の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 検 出 用 の 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 体 内
検 出 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 こ の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン プ ロ ー ブ は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と 、
体 内 検 出 用 の 検 出 可 能 な ラ ベ ル （ 例 え ば 、 テ ク ネ チ ウ ム ラ ベ ル ） と を 有 す る 。 あ る 実 施 態
様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 す る 、 ま た は 予 防 す る た め の 細 胞
表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 剤 を 提 供 す る 。 こ の ビ メ ン チ ン 標 的 剤 は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と 治 療
成 分 の 両 成 分 で あ っ て 、 二 つ は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 が 、 治 療 成 分 を 、 そ の 多 剤 耐 性 新 生
物 に 向 か っ て 狙 い 撃 ち し 、 そ う す る こ と に よ っ て そ の 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 す る よ う 互 い
に 協 力 し 合 う 二 つ の 成 分 を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 ビ メ ン チ ン
抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、
LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク 、 ペ リ フ ェ リ ン
、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2A
で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品
、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の あ る 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 化 学 療 法 剤 、 例 え ば 、 ア ク
チ ノ マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン
、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス
プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ
マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、
フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ
フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ
ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト
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ロ ン 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト
ポ テ カ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ま た は 、 ビ ノ レ ル ビ ン の よ う な 化 学 療 法 剤
で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は リ ポ ソ ー ム 処 方 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 例 え ば 、 9 0 Y、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 2 1 1 At、
ま た は 2 1 3 Biで あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 標 的 と す る 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 を 殺 す 、 ま た は 殺
作 用 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な 毒 素 で あ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る こ の よ う な 毒 素 と し
て は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 植 物 リ シ ン 毒 素 、 植 物 ア ブ リ ン 毒 素 、
植 物 サ ポ ニ ン 毒 素 、 植 物 ゲ ロ ニ ン 毒 素 、 お よ び 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 定 の 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、
標 的 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 治 療 要 素 は 内 部 に 取 り 込 ま れ 、 細 胞 の 成 長 を 阻 止 し 、 細 胞 の 生 存
性 を 危 う く す る 、 ま た は 、 細 胞 を 殺 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 す る 、 ま た は 予 防 す る
方 法 で あ っ て 、 前 述 の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 方 法 を
提 供 す る 。 こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 治 療 さ れ る 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄
腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網 膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫
、 ま た は 、 上 皮 ガ ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、
骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た
は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら 得 ら れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 被 験 体 は ヒ ト の 患 者 、 例 え ば
、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト の 患 者 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の ワ ク チ ン
を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の ワ ク チ ン は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ビ メ ン チ ン ポ リ
ペ プ チ ド の 部 分 配 列 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含
む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 配 列
識 別 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ヒ ト ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 特 定 の 実
施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 あ る 実
施 態 様 で は ハ プ テ ン と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン 処 方 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は そ の 他 の 製 薬 学 的 に 受 容 可
能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ
ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 油 懸 濁 液 、 細 菌 産 物 、 不 活 性 化 細 菌 全 体 、 内 部 毒
素 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 ア ミ ン 、 パ ラ フ ィ ン 様 化 合 物 、 植 物 油 、 モ ノ フ ォ ス
フ ォ リ ル 脂 質 A、 サ ポ ニ ン 、 ま た は ス ク ア レ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 多 剤 耐 性 新 生 物 を 治 療 す る 、 ま た は 予 防 す る 方
法 で あ っ て 、 前 述 の ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン か ら 任 意 に 選 ば れ る も の を 投 与 す る こ と に よ っ て
行 う 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 治 療 さ れ る 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣
ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網 膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー
マ 、 中 皮 腫 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 は 、 組 織 、 例 え
ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前
立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら 得 ら れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 被 験 体 は ヒ ト の 患
者 、 例 え ば 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ
ト の 患 者 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 新 生 物 で あ る か ど う か を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 任 意
の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 試 験 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の
レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 結 果 を 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 、 非 新 生 物 細
胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン の レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う 検 出 法
を 提 供 す る 。 も し も 、 試 験 細 胞 の 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル が 、 同 じ 起 源 ま
た は 細 胞 型 の 非 新 生 物 細 胞 の 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル よ り も 高 い の で あ れ
ば 、 そ の 試 験 細 胞 は 新 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 、 細 胞 か ら 原 形 質
膜 画 分 を 単 離 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 中 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と
に よ っ て 測 定 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ
ベ ル を 、 そ の 細 胞 を 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に
結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に
結 合 し た 抗 体 の レ ベ ル は 、 免 疫 蛍 光 放 射 ま た は 放 射 標 識 に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 Tリ ン パ 芽
球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 ま た は 卵 巣 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は 、 リ ン
パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 骨
髄 腫 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に
別 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸
腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら 得 ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 患 者 に お い て 、 一 つ の 、 ま た は 複 数 の 新 生 細 胞 を 検 出 す る 方 法
で あ っ て 、 患 者 に 対 し て 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル と 動 作 的 に 連 結 し た 、 ビ メ ン チ ン 結 合 性 薬 剤
を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 検 出 法 を 提 供 す る 。 ラ ベ ル は 、 患 者 の 新 生 細 胞 （ 単 複 ） の 細
胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 と 動 作 的 に 連 結
さ れ る の で 、 次 に ラ ベ ル が 検 出 さ れ る と 、 そ の 患 者 に お け る 新 生 細 胞 （ 単 複 ） の 存 在 が （
も し あ れ ば ） 位 置 づ け ら れ る こ と に な る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 使 用 す る ビ メ ン チ ン 結 合 薬
剤 は 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 ビ メ ン
チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維
性 酸 性 タ ン パ ク ま た は ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま
た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aで あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は
、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 ま た は 抗 体 で あ る 。 別
の 実 施 態 様 で は 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化
合 物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産
物 を 生 成 す る 酵 素 、 ま た は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、
リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞
、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 新 生
細 胞 は 、 前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 、 Tリ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 乳 房 上 皮 細 胞 、 ま た は 卵 巣 細 胞 で あ
る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 患 者 は ヒ ト 、 例 え ば 、 新 生 細 胞 （ 単 複 ） の 存 在 に よ っ て 引 き 起
こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 新 生 物 を 診 断 す る 、 ま た は 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。
こ の キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 の 少 な く と も １ 本 の プ ロ ー ブ 、 お よ び 、 別 の 新 生 物 マ ー
カ ー 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン ま た は HSC70検 出 用 の 少 な く と も も う １ 本 の プ ロ ー ブ
を 含 む 。 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 ま た は
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そ の 断 片 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド
、 例 え ば 、 修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ
ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ
ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aを 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 非 ビ メ ン チ ン 新 生 物 マ ー カ ー 検 出 用 第 ２ プ ロ ー ブ は 、 ヌ ク レ オ フ ォ
ス ミ ン 抗 体 ま た は HSC70抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 非 ビ メ ン チ ン 新 生 物 マ ー カ ー 検
出 用 第 2プ ロ ー ブ は 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 タ ン パ ク キ ナ ー ゼ R（ PKR）
、 RNA、 網 膜 芽 腫 タ ン パ ク 、 IRF-1、 ま た は 、 核 局 在 シ グ ナ ル （ NLS） 例 え ば 、 Rexタ ン パ ク
の N-末 端 核 局 在 シ グ ナ ル 、 お よ び 、 HSC70リ ガ ン ド で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 非
ビ メ ン チ ン 新 生 物 マ ー カ ー 検 出 用 第 2プ ロ ー ブ は 、 HSC70リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー の タ ウ タ ン パ ク 、 BAG-1、 小 型 グ ル タ ミ ン 富 裕 テ ト ラ ト リ コ ペ プ チ ド 反 復 配 列 含 有 タ ン
パ ク （ SGT） 、 ロ タ ウ ィ ル ス VP5タ ン パ ク の (aa642-658)、 オ ー キ シ リ ン 、 ま た は 、 免 疫 抑
制 剤 5-デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン （ DSG） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 に 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 試 験 細 胞 が 腫 瘍 性 で あ れ ば 、 そ の 表 面 に 存 在 す る
ビ メ ン チ ン を 検 出 す る 第 １ プ ロ ー ブ と 、 試 験 細 胞 が 腫 瘍 性 で あ れ ば 、 そ の 表 面 に も う 一 つ
の （ 非 ビ メ ン チ ン ） マ ー カ ー を 検 出 す る 第 2プ ロ ー ブ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 ガ ン 性 の 新 生 細 胞 成 長 を 治 療 す る 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ
ン 標 的 剤 を 提 供 す る 。 こ の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 剤 は 、 一 般 に 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と
治 療 成 分 と を 含 む 。 こ の ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 治 療 成 分 を 、 新 生 細 胞 成 長 に 向 け て 狙 い
撃 ち し 、 そ う す る こ と に よ っ て ガ ン を 治 療 す る 。 従 っ て 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と 治 療 成 分
は 互 い に 協 力 し 合 っ て 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 が 、 新 生 物 に 向 か っ て 治 療 成 分 を 狙 い 撃 ち し
て 、 そ の 新 生 物 を 治 療 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ
ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク 、 ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性
キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aで あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、
ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン
パ ク で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の あ る 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 化 学 療 法 剤 、 例 え ば 、 ア ク
チ ノ マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン
、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス
プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ
マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、
フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ
フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ
ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト
ロ ン 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト
ポ テ カ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ま た は 、 ビ ノ レ ル ビ ン の よ う な 化 学 療 法 剤
で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は リ ポ ソ ー ム 処 方 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 例 え ば 、 9 0 Y、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 2 1 1 At、
ま た は 2 1 3 Biで あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 標 的 と す る 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 を 殺 す 、 ま た は 殺
作 用 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な 毒 素 で あ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る こ の よ う な 毒 素 と し
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て は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 植 物 リ シ ン 毒 素 、 植 物 ア ブ リ ン 毒 素 、
植 物 サ ポ ニ ン 毒 素 、 植 物 ゲ ロ ニ ン 毒 素 、 お よ び 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 定 の 有 用 な 実 施 態 様 で は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、
標 的 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 治 療 要 素 は 内 部 に 取 り 込 ま れ 、 細 胞 の 成 長 を 阻 止 し 、 細 胞 の 生 存
性 を 危 う く す る 、 ま た は 、 細 胞 を 殺 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 前 述 の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 薬 剤 の 内 か ら 任 意 に 選 ば れ
る も の を 投 与 す る こ と に よ っ て 被 験 体 の 新 生 物 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 局 面 の あ
る 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、
白 血 病 、 網 膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮 腫 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン で あ る 。 さ ら に
別 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺
、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら 得 ら れ る
。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 被 験 体 は ヒ ト の 患 者 、 例 え ば 、 新 生 物 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト の 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 新 生 物 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の ワ ク チ ン を 提 供 す
る 。 本 発 明 の こ の ワ ク チ ン は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド
の 部 分 配 列 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む 。 あ る
実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 配 列 識 別 番 号
1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ヒ ト ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で
は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 あ る 実 施 態 様 で
は ハ プ テ ン と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン 処 方 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は そ の 他 の 製 薬 学 的 に 受 容 可
能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ
ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 油 懸 濁 液 、 細 菌 産 物 、 不 活 性 化 細 菌 全 体 、 内 部 毒
素 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 ア ミ ン 、 パ ラ フ ィ ン 様 化 合 物 、 植 物 油 、 モ ノ フ ォ ス
フ ォ リ ル 脂 質 A、 サ ポ ニ ン 、 ま た は ス ク ア レ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 新 生 物 を 治 療 す る 、 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 述 の ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン か ら 任 意 に 選 ば れ る も の を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 治 療 さ れ る 新 生 物 は 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 骨
髄 腫 、 リ ン パ 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 白 血 病 、 網 膜 芽 腫 、 ヘ パ ト ー マ 、 グ リ オ ー マ 、 中 皮
腫 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液
、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま
た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら 得 ら れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 被 験 体 は ヒ ト の 患 者 、 例 え
ば 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト の 患 者
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 細 胞 に お け る 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） を 検 出
す る 方 法 で あ っ て 、 任 意 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 試 験 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ
た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 そ の 結 果 を 、 同 じ 起 源 ま た は 細
胞 タ イ プ の 、 非 損 傷 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン の レ ベ ル と 比 較 す る こ
と に よ っ て 行 う 検 出 法 を 提 供 す る 。 も し も 、 試 験 細 胞 の 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン
レ ベ ル が 、 同 じ 起 源 ま た は 細 胞 型 の 非 損 傷 細 胞 の 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル
よ り も 高 い の で あ れ ば 、 そ の 試 験 細 胞 は 損 傷 さ れ て い る （ 例 え ば 、 感 染 し て い る ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 損 傷 細 胞 は 病 原 体 に 感 染 さ れ て い る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 細
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胞 の 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 、 細 胞 か ら 原 形 質 膜 画 分 を 単 離 す る こ と 、 お よ
び 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 中 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。 あ る 実 施
態 様 で は 、 試 験 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ
っ て 測 定 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 無 傷 の 試 験 細 胞 に 存 在 す る 細
胞 表 面 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 測 定 す る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し た 抗 体 の レ
ベ ル は 、 免 疫 蛍 光 放 射 ま た は 放 射 標 識 に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 損 傷 細 胞 は 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 寄 生 生 物 で あ る 病 原 体 に よ
っ て 感 染 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 病 原 体 は ウ ィ ル ス 、 例 え ば 、 HIV、 ウ ェ ス ト ナ イ ル
ウ ィ ル ス 、 ま た は デ ン グ ウ ィ ル ス で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 病 原 体 は 細 菌 、 例 え ば 、 ミ
コ バ ク テ リ ア 、 リ ケ ッ チ ア 、 ま た は ク ラ ミ ジ ア で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 病 原 体
は 寄 生 生 物 、 例 え ば 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 ま た は タ キ ソ プ ラ ス マ で あ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝
臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 か ら
得 ら れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は ヒ ト 由 来 の も の で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は
、 ヒ ト 患 者 は 、 病 原 体 感 染 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 患 者 に お い て 、 一 つ の 、 ま た は 複 数 の 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感
染 ） 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 対 し て 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル と 動 作 的 に 連 結 し た
、 ビ メ ン チ ン 結 合 性 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 検 出 法 を 提 供 す る 。 ラ ベ ル は 、 患 者
の 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 （ 単 複 ） の 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン に 特 異 的
に 結 合 す る 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 と 動 作 的 に 連 結 さ れ る の で 、 次 に ラ ベ ル が 検 出 さ れ る と
、 そ の 患 者 に お け る 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 の 存 在 が （ も し あ れ ば ） 位 置 づ け ら
れ る こ と に な る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 使 用 す る ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 抗 体 、 ま た は そ の
断 片 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、
修 飾 型 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク ま た は ペ
リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 2Aで あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 薬 剤 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小
分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 ま た は 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 検 出 可
能 な ラ ベ ル は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁
性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 ま た
は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 試 験 細 胞 に お い て 病 原 体 感 染 を 診 断 す る 、 ま た は 検 出 す る た め
の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン 検 出 用 の １ 本 の プ ロ ー ブ 、 お よ び 、 損 傷
（ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 用 の 別 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン ま た は HSC70検 出
用 の 第 2プ ロ ー ブ を 含 む 。 特 定 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン を 検 出 す る た め の プ
ロ ー ブ と し て 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン
ド 、 例 え ば 、 LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お
よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aを 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 非 ビ メ ン チ ン 損 傷 （ 例 え
ば 、 病 原 体 感 染 ） 検 出 用 の 第 2の マ ー カ ー と し て 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 抗 体 、 ま た は 、 HSC
70抗 体 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 第 2プ ロ ー ブ は 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン リ ガ ン ド （ 例 え
ば 、 タ ン パ ク キ ナ ー ゼ R（ PKR） 、 RNA、 網 膜 芽 腫 タ ン パ ク 、 IRF-1、 ま た は 、 核 局 在 シ グ ナ
ル （ NLS） 例 え ば 、 Rexタ ン パ ク の N-末 端 核 局 在 シ グ ナ ル ） 、 ま た は 、 HSC70リ ガ ン ド （ 例
え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー の タ ウ タ ン パ ク 、 BAG-1、 小 型 グ ル タ ミ ン 富 裕 テ ト ラ ト リ コ ペ プ チ
ド 反 復 配 列 含 有 タ ン パ ク （ SGT） 、 ロ タ ウ ィ ル ス VP5タ ン パ ク の (aa642-658)、 オ ー キ シ リ
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ン 、 ま た は 、 免 疫 抑 制 剤 5-デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン （ DSG） ） で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は
、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
、 ま た は 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 病 原 体 に よ る 感 染 を 治 療 す る 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 標
的 剤 を 提 供 す る 。 こ の ビ メ ン チ ン 標 的 剤 は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 と 治 療 成 分 と を 含 む 。 こ
の ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 治 療 成 分 を 、 病 原 体 感 染 細 胞 に 向 け て 狙 い 撃 ち し 、 そ う す る こ
と に よ っ て 感 染 を 治 療 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 で
あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 ビ メ ン チ ン リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 修 飾 型
LDL、 NLK1タ ン パ ク 、 ビ メ ン チ ン 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ
リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン 、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 ま た は 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 2Aで あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 成 分 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬
品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 ま た は 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 治 療 成 分 は 、 抗 菌 剤 、 抗 ウ ィ ル ス 剤 、 ま た は 抗 寄 生 虫 剤 で あ る 。
あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 標 的 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 治 療 要 素 は 内 部 に 取 り 込
ま れ 、 病 原 体 の 成 長 を 阻 止 し 、 病 原 体 の 生 存 性 を 危 う く す る 、 ま た は 、 病 原 体 感 染 細 胞 を
殺 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 病 原 体 に よ る 感 染 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の ワ ク チ
ン を 提 供 す る 。 こ の ワ ク チ ン は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ
ド の 部 分 配 列 、 お よ び 、 少 な く と も 一 つ の 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む 。 あ
る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 配 列 識 別 番
号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ヒ ト ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様
で は 、 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 あ る 実 施 態 様
で は ハ プ テ ン と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン 処 方 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は そ の 他 の 製 薬 学 的 に 受 容 可
能 な ワ ク チ ン 成 分 を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ
ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 油 懸 濁 液 、 細 菌 産 物 、 不 活 性 化 細 菌 全 体 、 内 部 毒
素 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 ア ミ ン 、 パ ラ フ ィ ン 様 化 合 物 、 植 物 油 、 モ ノ フ ォ ス
フ ォ リ ル 脂 質 A、 サ ポ ニ ン 、 ま た は ス ク ア レ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お け る 感 染 を 治 療 す る 、 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て
、 前 述 の ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン か ら 任 意 に 選 ば れ る も の を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 う 方 法 を
提 供 す る 。 本 局 面 の あ る 実 施 態 様 で は 、 被 験 体 は ヒ ト の 患 者 で あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は
、 ヒ ト 患 者 は 、 感 染 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る 。 あ る 実
施 態 様 で は 、 感 染 は 、 組 織 、 例 え ば 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、
脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 ま た は 、 卵 巣 の よ う な 組 織 に 起 こ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 特 許 お よ び 科 学 的 文 献 は 、 当 業 者 に と っ て 利 用 可 能 な 知 識 を 確 実
な も の と す る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 、 公 刊 さ れ た 米 国 特 許 、 許 可 さ れ た 出 願 、 発 表 さ れ
た 外 国 出 願 、 お よ び 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス 配 列 を 含 め た 参 考 資 料 は 、 そ れ ぞ れ が 、 特 異
的 に 、 個 別 的 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る こ と を 意 図 さ れ た 場 合 と 同 程 度 に 、 引 用 に よ っ て
本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 に 、 本 出 願 は 、 下 記 の 特 許 出 願 を 、 参 照 す る こ と に よ っ て そ の 全 体 を 含 め る 。 そ の 出
願 と は 、 2002年 12月 13日 提 出 、 名 称 「 損 傷 細 胞 、 新 生 細 胞 お よ び 多 剤 耐 性 を ビ メ ン チ ン 検
出 に 基 づ い て 診 断 及 び 治 療 す る た め の 方 法 」 の 米 国 出 願 第 60/433,480号 ； 2002年 12月 13日
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提 出 、 名 称 「 損 傷 細 胞 、 新 生 細 胞 お よ び 多 剤 耐 性 を ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 検 出 に 基 づ い て 診
断 及 び 治 療 す る た め の 方 法 」 の 米 国 出 願 第 60/433,351号 を 始 め と し て 、 2003年 12月 15日 提
出 、 名 称 「 多 剤 耐 性 新 生 物 疾 患 の 、 ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 指 向 性 診 断 法 お よ び 治 療 法 」 の 米
国 出 願 第 YY/XXXXX号 ； 2003年 1月 1日 提 出 、 名 称 「 損 傷 細 胞 、 新 生 細 胞 お よ び 多 剤 耐 性 を HS
C70検 出 に 基 づ い て 診 断 及 び 治 療 す る た め の 方 法 」 の 米 国 出 願 第 60/438,012号 ； お よ び 、 2
003年 12月 15日 提 出 、 名 称 「 多 剤 耐 性 新 生 物 疾 患 の 、 HSC70指 向 性 治 療 法 及 び 診 断 法 」 の 米
国 出 願 第 YY/XXXXX号 で あ る 。
概 説
　 本 発 明 は 、 ガ ン を 診 断 、 予 防 、 お よ び ／ ま た は 、 治 療 す る た め の 、 お よ び 、 非 ガ ン 細 胞
お よ び ガ ン 細 胞 両 方 の 、 天 然 に 起 こ る MDR表 現 型 、 薬 剤 で 誘 発 さ れ た MDR表 現 型 両 方 の 発 達
を 診 断 、 予 防 、 お よ び ／ ま た は 、 治 療 す る た め の 方 法 お よ び 試 薬 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、
多 剤 耐 性 腫 瘍 お よ び 病 原 体 感 染 の 臨 床 管 理 の 改 善 を 可 能 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 MDR
細 胞 を 含 め た 新 生 細 胞 ま た は 損 傷 細 胞 を 有 す る 患 者 の 特 定 を 可 能 と し 、 従 っ て 、 多 剤 耐 性
ガ ン 、 お よ び 病 原 体 感 染 の 治 療 、 監 視 、 診 断 、 お よ び 医 療 用 画 像 撮 影 に 改 良 を も た ら す こ
と を 可 能 と す る 試 薬 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 は 、 試 験 損 傷 細 胞 に お い て 多 剤 耐 性 を 検 出 す る 方 法 を 提
供 す る 。 こ の 方 法 は 、 特 定 の 細 胞 型 の 損 傷 細 胞 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 細 胞 表 面 発 現 レ ベ
ル を 測 定 す る こ と ； 同 じ 細 胞 型 の 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ
ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ び 、 も し も 、 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞 の 細 胞 表
面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル に 比 べ て 、 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル に 上 昇 が あ る
な ら ば 、 試 験 損 傷 細 胞 は 多 剤 耐 性 を 有 す る と 判 定 す る こ と を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、
細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル は 、 試 験 損 傷 細 胞 と 、 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞 の 細 胞 成 分
を 画 分 に 分 離 す る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら の 細 胞 の 原 形 質 膜 ま た は 細 胞 膜 を 含 む 、 細 胞 成 分
画 分 に お け る ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 は 病 原 体 に よ っ て 感 染 さ れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、
病 原 体 は ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 寄 生 生 物 で あ る 。 例 示 の ウ ィ ル ス と し て は 、 HIV、 西 ナ
イ ル ウ ィ ル ス 、 お よ び デ ン グ ウ ィ ル ス で あ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 示 の 細
菌 と し て は ミ コ バ ク テ リ ア 、 リ ケ ッ チ ア 、 お よ び ク ラ ミ ジ ア が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 例 示 の 寄 生 生 物 と し て は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 お よ び
タ キ ソ プ ラ ス マ が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験
損 傷 細 胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、
乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来 の も の で あ る 。 あ る 実
施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 は ヒ ト 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 験 新 生 細 胞 に お い て 多 剤 耐 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は
、 特 定 の 細 胞 型 の 試 験 新 生 細 胞 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 細 胞 表 面 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と ； 同 じ 細 胞 型 の 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク
の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ び 、 も し も 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 性 レ ベ ル
に 比 べ て 、 ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現 性 レ ベ ル に 上 昇 が あ る な ら ば 、 試 験 新 生 細 胞 は 多 剤
耐 性 を 有 す る と 判 定 す る こ と を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現 性
レ ベ ル は 、 試 験 新 生 細 胞 と 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 の 細 胞 成 分 を 画 分 に 分 離 す る こ と 、 お よ
び 、 そ れ ら の 細 胞 の 原 形 質 膜 ま た は 細 胞 膜 を 含 む 、 細 胞 成 分 画 分 に お け る ビ メ ン チ ン レ ベ
ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 示 の 新 生 細 胞 と し て は 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網
膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 お よ び 、 上 皮
ガ ン 細 胞 が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細
胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、
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前 立 腺 、 お よ び 、 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 か ら 得 ら れ る 。 あ る 実 施 態 様 で
は 、 試 験 新 生 細 胞 は ヒ ト か ら 得 ら れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 に お い て 多 剤 耐 性 細 胞 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 検 出 可
能 な ラ ベ ル と 動 作 的 に 連 結 し た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 を 投 与 す る
こ と 、 お よ び 、 患 者 の 多 剤 耐 性 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤
が 、 薬 剤 感 受 性 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 結 合 す る 結 合 剤 に 比 べ て 、 上 昇 し て い る
こ と を 検 出 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 医 用 画 像 装 置 ま た は シ ス テ ム が
、 患 者 の 多 剤 耐 性 細 胞 の 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し た 結 合 剤 を 検 出 す る 。 例 示 の 結 合 剤 と し て
は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 抗 体 ま た は そ の 断 片
が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 示 の 検 出 可 能 な ラ ベ ル と し て は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合
物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 有 色 産 物 を 生 成 す る 酵 素 、 化 学 発 光 産 物
を 生 成 す る 酵 素 、 お よ び 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 は ヒ ト で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 多 剤 耐 性 細 胞 は 、 損
傷 細 胞 ま た は 新 生 細 胞 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 損 傷 細 胞 は 病 原 体 に よ っ て 感 染 さ れ る
。 例 示 の 病 原 体 と し て は 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 お よ び 寄 生 生 物 が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 例 示 の ウ ィ ル ス と し て は 、 HIV、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス 、 お よ び デ ン グ ウ
ィ ル ス が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 示 の 細 菌 と し て は ミ コ バ ク テ リ
ア 、 リ ケ ッ チ ア 、 お よ び ク ラ ミ ジ ア が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 示
の 寄 生 生 物 と し て は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 お よ び タ キ ソ プ ラ ス マ が 挙 げ ら
れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、
卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網
膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 か ら
成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 患 者 は ヒ ト で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は
、 患 者 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 新 生 細 胞 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 疑 わ し い 新 生 細 胞 の
細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 同 じ 細 胞 型 の 正 常 細 胞 に お
け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン の レ ベ ル に 比 べ て 、 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の
レ ベ ル に 上 昇 が あ る な ら ば 、 そ の 細 胞 は 新 生 物 で あ る と 判 定 す る こ と を 含 む 。 あ る 実 施 態
様 で は 、 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン は 、 疑 わ し い 試 験 細 胞 と 、 正 常 細 胞 の 細 胞 成 分 を 画 分
に 分 離 す る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら の 細 胞 の 原 形 質 膜 ま た は 細 胞 膜 を 含 む 、 細 胞 成 分 画 分 に
お け る ビ メ ン チ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 お
よ び 正 常 細 胞 の 細 胞 成 分 は 、 検 出 可 能 な 結 合 剤 に 接 触 さ せ ら れ 、 次 に 、 そ の 結 合 剤 を 検 出
し て 、 各 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 定 量 す る 。 別 の 実 施
態 様 で は 、 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン は 、 あ る 特 定 の 細 胞 タ イ プ の 、 無 処 理 で 、 新 生 物 疑
惑 細 胞 と 、 同 じ 細 胞 タ イ プ の 無 処 理 の 正 常 細 胞 を 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す
る 検 出 可 能 な 結 合 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 そ の 薬 剤 の 結 合 を 検 出 し て 、 そ れ ら 無 処
理 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 細 胞 は 、 血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳
、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺 、 お よ び 卵 巣 か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る 組 織 由 来
の も の で あ る 。 あ る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 新 生 物 疑 惑 細 胞 は ヒ ト 由 来 の も の で あ る 。 一 つ
の 実 施 態 様 で は 、 そ の ヒ ト は 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た ガ ン を 患 っ て い る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 新 生 細 胞 」 と は 、 異 常 な 細 胞 成 長 、 例 え ば 、 増 殖 細 胞 成 長 を
示 す 細 胞 で あ る 。 新 生 細 胞 と は 、 過 形 成 細 胞 、 イ ン ビ ト ロ で 接 触 成 長 抑 制 の 欠 如 を 示 す 細
胞 、 イ ン ビ ボ で 転 移 不 能 の 腫 瘍 細 胞 、 ま た は 、 イ ン ビ ボ で 転 移 可 能 な ガ ン 細 胞 で あ る 。 新
生 細 胞 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 リ ン パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細
胞 、 前 立 腺 ガ ン 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 骨 髄 腫 細
胞 、 グ リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 お よ び 、 上 皮 ガ ン 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 場 合 、 「 損 傷 細 胞 」 と は 、 非 新 生 物 で は あ る が 、 別 の 意 味 で
損 傷 さ れ て い る 細 胞 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 非 新 生 物 損 傷 細 胞 は 、 病 原 体 、 例 え ば 、 ウ ィ ル
ス 、 細 菌 、 ま た は 寄 生 生 物 に よ っ て 感 染 さ れ て い る 細 胞 で あ っ て も よ い 。 一 つ の 非 限 定 的
例 で は 、 細 胞 は 、 多 細 胞 性 寄 生 生 物 に よ っ て 損 傷 さ れ て も よ い し 、 あ る い は 、 寄 生 生 物 に
よ る 感 染 の 作 用 で 損 傷 さ れ て も よ い 。 こ の よ う な 非 限 定 性 寄 生 生 物 と し て は 、 シ ス ト ソ ー
ム 類 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 類 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 類 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 お よ び タ キ ソ プ ラ ス マ
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 多 剤 耐 性 を 持 つ 」 お よ び 「 多 剤 耐 性 」 と い う 用 語 は 、 新 生 細
胞 ま た は 損 傷 細 胞 に お い て 、 そ の 新 生 細 胞 ま た は 損 傷 細 胞 が 全 く 暴 露 さ れ た こ と が 無 い 薬
剤 を 含 め て 、 い く つ か の 異 な る 薬 剤 に 対 し て 耐 性 を 養 成 す る こ と を 指 す 。 例 え ば 、 も し も
、 ビ ン ク リ ス チ ン に よ る 治 療 を 受 け て い る 、 白 血 病 患 者 が 、 ビ ン ク リ ス チ ン を 始 め 、 そ の
患 者 が 過 去 に 一 度 も 服 用 し た こ と が な い 他 の 化 学 療 法 剤 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た
は メ ル カ プ ト プ リ ン ） に 対 す る 耐 性 ま で も 持 つ 白 血 病 細 胞 を 養 成 し た 場 合 、 そ の 患 者 の 白
血 病 細 胞 は 多 剤 耐 性 を 有 す る 。 同 様 に 、 も し も 、 ペ ニ シ リ ン に よ る 治 療 を 受 け て い る 結 核
患 者 が 、 ペ ニ シ リ ン を 始 め と し て 、 そ の 患 者 が 過 去 に 一 度 も 服 用 し た こ と が な い 他 の 薬 剤
（ 例 え ば 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン ） に 対 し て も 耐 性 を 持 つ 結 核 感 染 細 胞 を 養 成 し た 場 合 、 そ の
患 者 の 結 核 感 染 細 胞 は 、 多 剤 耐 性 を 有 す る 。 注 目 す べ き こ と は 、 多 剤 耐 性 （ MDR） は 、 元
の 薬 剤 （ 単 複 ） に 対 し て 、 ほ と ん ど 構 造 的 類 似 性 を 、 ま た は 機 能 的 類 似 性 す ら 持 た な い 広
い 薬 剤 ス ペ ク ト ラ ム に 対 し て 獲 得 さ れ る 同 時 的 耐 性 で あ っ て 、 関 係 す る 全 て の 薬 剤 の 効 力
の 低 下 を も た ら す 耐 性 を 含 む こ と が あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 多 剤 耐 性 を 持 つ 」 お よ び 「 多 剤 耐 性 」 と い う 用 語 は 、 従 来 の 機 構 （ す な わ ち 、 P-糖 タ
ン パ ク 、 ま た は そ の 他 の MDRタ ン パ ク を 含 む ） に よ っ て 、 ま た は 、 P-糖 タ ン パ ク を 含 ま な
い 非 典 型 的 機 構 （ 非 従 来 型 機 構 ） （ 例 え ば 、 MRP1多 剤 耐 性 マ ー カ ー を 含 む 非 典 型 的 機 構 ）
に よ っ て 多 剤 耐 性 を 有 す る 新 生 細 胞 ま た は 損 傷 細 胞 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る こ と に 注 意
さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 MDRタ ン パ ク 」 と は 、 （ 多 数 ） 薬 剤 耐 性 に 関 わ る 、 ABC型 の 、
い く つ か の 膜 貫 通 統 合 糖 タ ン パ ク の 内 か ら 選 ば れ る 任 意 の も の を 含 む 。 そ の よ う な も の と
し て 、 MDR1（ P-糖 タ ン パ ク ま た は P-糖 タ ン パ ク 1） 、 す な わ ち 多 剤 耐 性 細 胞 に お け る 薬 剤
貯 留 減 少 に 与 る エ ネ ル ギ ー 依 存 性 汲 み 出 し ポ ン プ が 挙 げ ら れ る 。 MDR1の 例 と し て は 、 ヒ ト
MDR1（ 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス コ ー ド MDR1_HUMAN、 GenBankア ク セ ス 番 号 P08183、 1280ア ミ
ノ 酸 （ 141.34kDa） を 参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の MDRタ ン パ ク と し て は 、 MDR3（ ま た は
P-糖 タ ン パ ク 3） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ は 、 薬 剤 の 貯 留 を 減 少 さ せ る が 、 そ れ 自 体 は 薬 剤 耐
性 を 付 与 す る こ と が で き な い 、 エ ネ ル ギ ー 依 存 性 汲 み 出 し ポ ン プ で あ る 。 MDR3の 例 と し て
は 、 MDR3（ 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス コ ー ド MDR3_HUMAN、 GenBankア ク セ ス 番 号 P21439、 1279
ア ミ ノ 酸 （ 140.52kDa） が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の MDR関 連 タ ン パ ク は 、 薬 剤 の 、 細 胞 内 小 器
官 に 対 す る 能 動 輸 送 に 参 加 す る 。 ヒ ト か ら 得 ら れ る 例 と し て は 、 MRP1、 す な わ ち 多 剤 耐 性
関 連 タ ン パ ク １ 、 デ ー タ ベ ー ス コ ー ド MRP_HUMAN、 GenBankア ク セ ス 番 号 P33527、 1531ア ミ
ノ 酸 （ 171.49kDa） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 多 剤 耐 性 を 帯 び る 細 胞 （ 例 え ば 、 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 ） は 、 薬 剤 （
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例 え ば 、 化 学 療 法 剤 ま た は 抗 生 物 質 ） に 暴 露 さ れ る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 自 然 に そ の よ
う な MDRを 発 達 さ せ る こ と に よ っ て （ す な わ ち 、 細 胞 が 、 そ れ に 対 し て 耐 性 を 発 達 さ せ る
よ う な 薬 剤 に 暴 露 さ れ る こ と も 無 く ） 、 MDR状 態 を 発 達 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 点
で 、 本 発 明 は 、 新 生 物 が 治 療 さ れ る 前 で も 、 新 生 物 の 潜 在 的 多 剤 耐 性 の 検 出 を 可 能 と す る
。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 潜 在 的 多 剤 耐 性 の 新 生 物 を 、 そ の 新 生 物 が 治 療 さ れ 、 薬 剤
耐 性 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ る 前 で も 、 効 果 的 に 治 療 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 を 持 つ 患 者 の 早 期 の 特 定 を 可 能 に
す る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 細 胞 を 持 つ こ と が 特 定 さ れ た 患 者 が 、 感 染 症 で 治 療 を 受 け て い
る 、 あ る い は 、 か っ て 感 染 症 （ 例 え ば 、 B型 肝 炎 ） で 治 療 を 受 け た こ と が あ る 無 症 状 患 者
で あ る 場 合 、 本 発 明 は 、 症 状 の 復 帰 前 に こ れ ら の 患 者 の 特 定 を 可 能 と す る ば か り で な く 、
薬 剤 に よ る 治 療 の 間 こ れ ら の 患 者 の 監 視 を 可 能 と し 、 そ の た め に 、 そ の よ う な MDR細 胞 が
検 出 さ れ た 場 合 、 治 療 ス ケ ジ ュ ー ル を 変 更 す る こ と が 可 能 に な る 。 同 様 に 、 そ の よ う な 細
胞 を 持 つ と 特 定 さ れ た 患 者 が ガ ン の 寛 解 期 に あ る 患 者 で あ る 、 あ る い は 、 ガ ン の 治 療 を 受
け て い る 患 者 （ 例 え ば 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 前 立 腺 ガ ン 、 白 血 病 等 を 患 っ て い る 患 者 ） で
あ る 場 合 、 本 発 明 は 、 そ の ガ ン の 復 帰 お よ び ／ ま た は 進 行 前 に そ う し た 患 者 の 特 定 を 可 能
と す る ば か り で な く 、 薬 剤 に よ る 治 療 の 間 そ う し た 患 者 の 監 視 を 可 能 と す る の で 、 治 療 ス
ケ ジ ー ル の 変 更 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン は 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 表 面 に お い て 、 他 の 細
胞 の 上 に 認 め ら れ る も の に 比 べ て は っ き り と 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る 、 従 っ て 、 細 胞 の 多
剤 耐 性 の マ ー カ ー と し て 部 分 的 に 有 用 で あ る と い う 発 見 に 端 を 発 す る 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ
ク 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 重 要 な 利 点 は 、 ビ メ ン チ ン は 生 体 の 正 常 細 胞 の 表 面 に は 無 視 で き る
レ ベ ル で し か 存 在 し な い と い う こ と で あ る 。 こ の 発 現 は 、 他 の 既 知 の MDRマ ー カ ー 、 例 え
ば 、 P-糖 タ ン パ ク や 多 剤 耐 性 タ ン パ ク （ MRP） で 見 ら れ る 状 況 と は 対 照 的 で あ る 。 後 者 の
場 合 、 様 々 の 正 常 組 織 の 細 胞 表 面 で 、 肝 臓 、 腎 臓 、 幹 細 胞 、 お よ び 血 液 脳 関 門 上 皮 細 胞 の
表 面 で は 高 レ ベ ル で あ る こ と を 含 め て 、 レ ベ ル が 変 動 す る （ Cordon-Cardo C. et al., J.
 Histochem. Cytochem., 38:1277-1287, 1990; Nakamura T. et al., Drug Metabolism &
 Disposition, 30:4-6, 2002） 。 従 っ て 、 P-糖 タ ン パ ク お よ び MRPの よ う な MDRガ ン 細 胞 マ
ー カ ー に 向 け て 発 せ ら れ る 薬 剤 の 使 用 は 、 同 様 に 高 レ ベ ル の 細 胞 表 面 P-糖 タ ン パ ク お よ び
MRPを 発 現 す る 正 常 細 胞 を 殺 す こ と に よ っ て も た ら さ れ る 副 作 用 の た め に 制 限 を 受 け る （
例 え ば 、 FitzGerald, D.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84:4288-4292, 1987参 照 ）
。 本 発 明 は 、 こ の 有 害 な 副 作 用 を 克 服 す る 。 な ぜ な ら 、 ビ メ ン チ ン MDRマ ー カ ー は 、 薬 剤
感 受 性 ガ ン 細 胞 の 表 面 に も 中 等 レ ベ ル で 発 現 さ れ る が （ 薬 剤 感 受 性 の 、 非 ガ ン 正 常 細 胞 に
お け る 、 ご く 低 レ ベ ル か ら 無 視 で き る ほ ど の レ ベ ル と 比 べ た 場 合 ） 、 MDRガ ン 細 胞 、 お よ
び MDR非 ガ ン の 損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 ウ ィ ル ス 感 染 細 胞 ） で は よ り 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る か
ら で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 発 現 性 の ビ メ ン チ ン に 向 け て 発 せ ら れ る 薬 剤 で 、
MDR-損 傷 ま た は MDR-新 生 細 胞 を 始 め 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 を 殺 す が 、 一 方 、 正 常 細 胞 は 無
傷 の ま ま 放 置 す る 薬 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 な お 、 同 じ MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 が 、 1種 以 上 の マ ー カ ー （ 例 え ば 、 P-糖 タ ン パ ク と
ビ メ ン チ ン の 両 方 ） を 同 時 に 発 現 す る 可 能 性 の あ る こ と 、 ま た は 、 こ れ ら の MDRマ ー カ ー
を 独 立 に 発 現 す る 可 能 性 の あ る こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 同 じ MDR細 胞 に お け る こ
の 共 同 発 現 は 、 1種 以 上 の 細 胞 表 面 MDRマ ー カ ー に 向 け て 発 せ ら れ る 結 合 剤 を 併 合 す る 可 能
性 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 、 致 死 量 未 満 の 結 合 剤 を 、 P-糖 タ
ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 、 致 死 量 未 満 の 結 合 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 正 常
細 胞 は 、 そ の 表 面 に ビ メ ン チ ン を 発 現 し な い の で あ る か ら 、 ビ メ ン チ ン に 特 異 的 に 結 合 す
る 結 合 剤 に よ っ て 損 傷 さ れ る こ と は な い 。 む し ろ 、 そ の 細 胞 表 面 に P-糖 タ ン パ ク と ビ メ ン
チ ン の 両 方 を 発 現 す る MDR細 胞 の み が こ の 併 用 治 療 に よ っ て 殺 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 従 っ て 、 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン は 、 そ の 細 胞 表 面 に ビ メ ン チ ン マ ー カ ー を 帯
同 す る MDR新 生 細 胞 お よ び MDR損 傷 細 胞 を 殺 戮 す る 療 法 （ 例 え ば 、 免 疫 毒 素 療 法 ） に 使 用 さ
れ る 優 れ た マ ー カ ー と な る 。 な ぜ な ら 、 正 常 な 細 胞 は 、 細 胞 殺 作 用 か ら 免 れ る の で 、 治 療
の 有 害 な 副 作 用 が 低 減 な い し 除 去 さ れ る か ら で あ る 。 同 様 に 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン マ ー カ
ー に よ る MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 の 診 断 お よ び 画 像 撮 影 は 、 正 常 組 織 に お い て も 発 現 さ
れ る 他 の MDRマ ー カ ー 、 例 え ば 、 P-糖 タ ン パ ク ま た は MRPを 用 い て MDR新 生 細 胞 お よ び 損 傷
細 胞 を 診 断 お よ び 画 像 撮 影 す る 場 合 に 比 べ て 、 よ り 感 度 が 高 く 、 正 確 で 、 か つ 、 提 示 す る
擬 似 陽 性 の 数 が 少 な い 。 さ ら に 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン は 、 細 胞 表 面 に ビ メ ン チ ン を 発 現 す
る ガ ン ま た は 損 傷 細 胞 組 織 に 対 し て 患 者 に 免 疫 付 与 す る に 当 た り 、 抗 MDRガ ン ワ ク チ ン 抗
原 と し て 、 ま た は 、 抗 -MDR損 傷 細 胞 ワ ク チ ン 抗 原 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 損 傷 細 胞 ま た は 新 生 細 胞 が 多 剤 耐 性 を 獲 得 す る に 至 っ た 患 者 の 特 定 を 可
能 と す る 。 あ る 状 況 で は 、 治 療 で 用 い ら れ る 薬 剤 に も は や 反 応 し な く な っ た 時 点 の 患 者 が
特 定 さ れ る 。 例 え ば 、 化 学 療 法 剤 （ 例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ ン ） に よ っ て 治 療 さ れ る 寛 解 期
の 乳 ガ ン 患 者 が 、 そ の 化 学 療 法 剤 に よ っ て 定 常 的 に 治 療 さ れ て い る に も 拘 わ ら ず 、 突 然 寛
解 か ら 脱 け 出 す こ と が あ る 。 残 念 な が ら 、 そ の よ う な 患 者 は 、 今 ま で 一 度 も 暴 露 さ れ た こ
と の な い も の も 含 め て 他 の 化 学 療 法 剤 に も 反 応 し な い こ と が 多 い 。 も ち ろ ん 、 こ の よ う な
患 者 が 多 剤 耐 性 を 持 つ よ う に な っ て か ら で は 、 こ の よ う な 患 者 を 治 療 し て 、 現 在 復 帰 し た
ガ ン 、 ま た は 損 傷 細 胞 に よ る 疾 患 を コ ン ト ロ ー ル す る の は 難 し く 、 も っ と 過 激 な 療 法 、 例
え ば 、 放 射 線 療 法 、 ま た は 外 科 手 術 （ 例 え ば 、 骨 髄 移 植 ま た は 壊 死 組 織 の 切 除 ） が 必 要 と
さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 の 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 に お け る 、 ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現 量 の 上 昇
を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 多 剤 耐 性 の 早 期 診 断 を 可 能 と す る 。 こ の よ う な 早 期 診 断 に よ っ
て 、 初 期 に は 薬 剤 治 療 反 応 者 で あ り 、 薬 剤 治 療 に 感 受 性 を 持 っ て い た 患 者 を 、 最 初 か ら 薬
剤 治 療 非 反 応 者 で あ る 患 者 と 区 別 す る こ と が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 ビ メ ン チ ン 細 胞 表 面 発
現 に よ る 診 断 過 程 も 、 薬 剤 治 療 に 対 す る 耐 性 を 持 ち 、 か つ 、 薬 剤 治 療 の 進 行 中 に 現 れ る MD
R損 傷 ま た は 新 生 細 胞 の 発 達 ・ 出 現 を 追 跡 す る の に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、
こ の よ う な 過 程 は 、 先 ず AZTに よ る 治 療 を 受 け 、 そ の 後 、 広 範 な ス ペ ク ト ラ ム の 抗 ウ ィ ル
ス 剤 、 抗 菌 剤 、 お よ び 抗 ガ ン 剤 に 対 し て 多 剤 耐 性 を 発 達 さ せ る と 報 告 さ れ て い る AIDS患 者
を 治 療 す る の に 有 用 で あ る （ Gollapudi et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 171:1
002-1007, 1990; Antonelli et al., AIDS Research and Human Retroviruses 8:1839-18
44, 1992参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 ビ メ ン チ ン 細 胞 表 面 発 現 の 診 断 ア ッ セ イ は 、 損 傷 ま た は 腫 瘍 性 細 胞 の 治 療 法 に
関 わ る 臨 床 実 験 に お い て 患 者 を 選 択 す る の に 有 用 で あ る 。 患 者 の 細 胞 表 面 に お け る ビ メ ン
チ ン の 存 在 に よ っ て 、 患 者 が 、 任 意 の 臨 床 実 験 に 含 め ら れ る 資 格 が あ る か な い か が 決 め ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 従 っ て 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 多 剤 耐 性 を 持 つ こ と が 疑 わ れ る 試 験 損 傷 細 胞
に お い て 多 剤 耐 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 あ る 特 定 の 細 胞 タ イ プ の 試 験
損 傷 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； 同
じ 細 胞 タ イ プ の 、 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク
の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び 、 も し も 、 非 MDR損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 薬 剤 に 感 受 性 を 持
つ 損 傷 細 胞 ） の 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル に 比 べ て 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ
ク の 細 胞 表 面 発 現 性 レ ベ ル に 上 昇 が あ る な ら ば 、 試 験 損 傷 細 胞 は 多 剤 耐 性 を 有 す る と 判 定
す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 も う 一 つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 多 剤 耐 性 を 持 つ こ と が 疑 わ れ る 試 験 新 生 細 胞 に お い て
多 剤 耐 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 あ る 特 定 の 細 胞 タ イ プ の 試 験 新 生 細 胞
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に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； 同 じ 細 胞 タ
イ プ の 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン の レ ベ ル を 測 定 す
る こ と 、 お よ び 、 も し も 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 の 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の レ
ベ ル に 比 べ て 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 細 胞 表 面 発 現 性 レ ベ ル に 上 昇 が あ る な ら ば 、 試 験 細
胞 は 多 剤 耐 性 を 有 す る と 判 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細 胞 ま た は 試 験 損 傷 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 、 正 常 細 胞 ま た は 非
MDR新 生 細 胞 ま た は 非 MDR損 傷 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 細 胞 表 面 発 現 レ ベ ル よ り
も 、 少 な く と も 2倍 量 の ビ メ ン チ ン を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る 。 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ
ン レ ベ ル の こ の よ う な 定 量 は 、 後 述 の 方 法 を 含 め た （ た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 既 知
の 方 法 か ら 選 ば れ る 任 意 の 数 の も の に よ っ て 実 行 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 後 述 す る よ う に 、 全 て の 正 常 細 胞 は ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 細 胞 内 に お い て 発 現 す る け れ
ど も 、 新 生 細 胞 お よ び 損 傷 細 胞 は 、 そ の 細 胞 表 面 に 完 全 長 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 発 現 す
る こ と が 思 い が け ず 発 見 さ れ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 が 多 剤 耐 性 を 帯
び る に つ れ て 、 そ れ ら の 細 胞 は 、 そ の 細 胞 表 面 の 完 全 長 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 量 を 増
加 さ せ る 。 薬 剤 感 受 性 の 正 常 細 胞 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 、 主 に 、 核 、 核 小 体 、 お よ び
原 形 質 に 含 む 。 ま た 、 中 等 量 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク が 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 の 表 面 に 発 現
さ れ る 。 ビ メ ン チ ン を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 し な い （ ま た は 、 少 量 の ビ メ ン チ ン を 細 胞 表 面
に 発 現 す る ） 薬 剤 感 受 性 細 胞 は 薬 剤 に よ る 治 療 に よ っ て 殺 戮 さ れ る 。 そ れ と は 対 照 的 に 、
多 剤 耐 性 を 、 そ れ が 自 然 に 生 じ た も の で あ れ 、 薬 剤 に よ る 治 療 後 に 生 じ た も の で あ れ 、 獲
得 し た 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 は 認 識 可 能 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ の よ う な 細 胞 で は 、 そ の
表 面 に お い て ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 量 が 上 昇 し て い る か ら で あ る 。 従 っ て 、 細 胞 表 面
ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 他 の 結 合 剤 は 、 ビ メ ン チ ン を 表
面 に 発 現 す る MDR損 傷 細 胞 お よ び MDR新 生 細 胞 の 診 断 、 治 療 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び 、 画
像 撮 影 法 を 開 発 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 は 、 組 織 か ら 、 例 え ば 、 損 傷 組 織 （ 例 え ば 、 壊 死 組 織
） の バ イ オ プ シ ー か ら 、 あ る い は 、 病 原 体 に 感 染 さ れ た 細 胞 タ イ プ か ら 得 ら れ る 。 例 え ば
、 B型 肝 炎 ウ ィ ル ス は 通 常 は 肝 臓 細 胞 に し か 感 染 し な い 。 従 っ て 、 損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 B型
肝 炎 ウ ィ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ た 肝 臓 細 胞 ） は 、 一 つ の 組 織 （ 例 え ば 、 肝 臓 ） か ら 得 ら れ
る 。 同 様 に し て 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス （ HIV） は 、 通 常 、 CD4+ T細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ
ー ジ に し か 感 染 し な い 。 従 っ て 、 損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 HIVに 感 染 さ れ た CD4+ T細 胞 ） は 一
つ の 組 織 （ す な わ ち 、 血 液 ま た は 骨 髄 ） か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 あ る 制 限 さ れ た 状 況 で は 、 ウ ィ ル ス に よ る 感 染 は 、 細 胞 を 新 生 物 に す る こ と が あ る こ と
に 注 意 さ れ た い 。 例 え ば 、 B細 胞 の 内 の あ る も の は 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ ィ ル ス （ EBV） に
感 染 す る と 、 新 生 物 と な る 。 こ の よ う な 腫 瘍 性 B細 胞 は 、 ウ ィ ル ス に よ る 感 染 に よ っ て 損
傷 さ れ る の で は あ る が 、 本 明 細 書 で は 、 損 傷 細 胞 で は な く 、 「 新 生 細 胞 」 と し て 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 新 生 細 胞 は 、 組 織 、 例 え ば 、 過 形 成 組 織 （ 例 え ば 、 乳 房 の し こ
り ） の バ イ オ プ シ ー か ら 得 ら れ る 。 試 験 新 生 細 胞 が 得 ら れ る 組 織 の 非 限 定 的 例 と し て は 、
血 液 、 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 胸 腺 、 腎 臓 、 脳 、 皮 膚 、 消 化 管 、 眼 、 乳 房 、 前 立 腺
、 お よ び 卵 巣 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 新 生 細 胞 は 、 患 者 、 例 え ば 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト か ら 得 ら れ て も よ い 。 例 え ば 、 新 生 細 胞 が 腫 瘍 性 メ ラ ノ
ー マ 細 胞 で あ る 場 合 、 病 気 は メ ラ ノ ー マ 細 胞 の ガ ン で あ る （ す な わ ち 、 細 胞 増 殖 と 新 生 細
胞 の 転 移 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ガ ン は メ ラ ノ ー マ で あ る ） 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 損 傷 細 胞 は 、 患 者 、 例 え ば 、 損 傷 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト か ら 得 ら れ て も よ い 。 例 え ば 、 損 傷 細 胞 が 病 原 体 に 感 染
し て い る 場 合 、 病 気 は 、 病 原 体 に 感 染 し た そ の 損 傷 細 胞 の 存 在 に よ っ て 、 ま た は 、 欠 如 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 感 染 症 で あ る （ 例 え ば 、 HIVウ ィ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ た CD4+ T細
胞 の 欠 如 に よ っ て AIDSが 引 き 起 こ さ れ る ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 疾 患 ま た は 障 害 を 患 う 患 者 」 と は 、 疾 患 ま た は 障 害 の 臨 床 的 兆 候 お
よ び ／ ま た は 症 状 を 呈 す る 患 者 を 意 味 す る 。 あ る 状 況 で は 、 疾 患 ま た は 障 害 を 抱 え る 患 者
は 、 無 症 状 で は あ る が 、 疾 患 ま た は 障 害 の 臨 床 兆 候 を 呈 す る こ と が あ る 。 例 え ば 、 白 血 病
を 患 う 患 者 は 無 症 状 で あ る か も 知 れ な い が （ 例 え ば 、 や つ れ た り 、 弱 っ た り し な い ） 、 同
じ 年 齢 ・ 体 重 の 健 康 な 個 人 と 比 べ て よ り 多 く の 白 血 球 を 有 す る と い う 点 で 臨 床 的 兆 候 を 示
す 。 別 の 非 限 定 的 例 で は 、 ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 HIV） に よ る 感 染 に か か っ た 患 者 は 無 症 状
で あ る か も 知 れ な い が （ 例 え ば 、 CD4+ T細 胞 数 の 減 少 を 示 さ な い か も 知 れ な い が ） 、 患 者
は 、 抗 HIV抗 体 を 有 す る と い う 点 で 臨 床 兆 候 を 呈 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 多 剤 耐 性 を 持 つ 損 傷 細 胞 ま た は 新 生 細 胞 は 、 多 剤 耐 性 を 持 た な い 細 胞
と 、 多 剤 耐 性 細 胞 の 表 面 に は 完 全 長 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 が 増 大 す る こ と に よ っ て 区
別 が 可 能 で あ る 。 ビ メ ン チ ン の 代 表 的 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 12に 記 載 さ れ
て い る 。 従 っ て 、 細 胞 成 分 を 画 分 に 分 離 し た 場 合 、 多 剤 耐 性 を 有 す る 細 胞 は 、 ビ メ ン チ ン
を そ の 原 形 質 膜 画 分 に 含 む 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 細 胞 表 面 発 現 は 、 通 例 的 に 、 非 限 定 的
方 法 、 例 え ば 、 FACS分 析 、 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 と そ れ に 続 く 2-Dゲ ル 、 免 疫 沈 降 法 （ 実
施 例 参 照 ） 、 ま た は 、 臨 床 的 固 定 標 本 の 免 疫 蛍 光 分 析 、 お よ び 、 当 業 者 に よ っ て 実 施 さ れ
る 、 そ の 他 の 通 例 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 ま た は 試 験 新 生 細 胞 表 面 に お け る ビ メ ン チ ン タ ン パ ク
発 現 レ ベ ル の 測 定 は 、 試 験 細 胞 の 細 胞 成 分 を 画 分 に 分 離 す る こ と 、 次 に 原 形 質 膜 ま た は 細
胞 膜 を 含 む 画 分 を ビ メ ン チ ン に つ い て 調 べ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 に 、 測 定 工 程 は 、 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 酵 素 消 化 産 物 を 、 試 験 細 胞 か ら
分 離 す る こ と を 含 む 。 消 化 さ れ た 表 面 露 出 タ ン パ ク か ら 得 ら れ た ペ プ チ ド は 、 細 胞 を 急 速
に 回 転 さ せ 、 消 化 さ れ た ペ プ チ ド を 上 清 に 残 す こ と で 単 離 さ れ る 。 次 に 、 こ の 消 化 さ れ た
ペ プ チ ド を 、 各 種 の 方 法 （ 例 え ば 、 免 疫 学 的 方 法 ま た は 質 量 分 析 法 ） で 分 析 し て 、 そ れ ら
が ビ メ ン チ ン ペ プ チ ド か ど う か 判 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 細 胞 成 分 の 分 離 は 、 任 意 の 標 準 的 分 離 過 程 、 す な わ ち 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ガ ス ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ペ ー パ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 超 臨 界 流 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 お よ び 、 下
記 の 実 施 例 セ ク シ ョ ン で 記 載 さ れ る 過 程 を 含 め た （ た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 過 程 に
よ っ て 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。 分 離 過 程 は 一 般 に 知 ら れ る （ 例 え ば 、 Scopes and Sco
pes、 「 タ ン パ ク 生 成 -原 理 と 実 技 （ ” Protein Purification:  Principles and Practice
” ） 」 、 Springer Verlag, 1994を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 表 面 に お け る ビ メ ン チ ン タ ン パ ク 発 現 レ ベ ル の 測 定 は
、 無 処 置 の 試 験 損 傷 細 胞 ま た は 試 験 新 生 細 胞 を 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る
検 出 可 能 な 結 合 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 次 に 細 胞 を 画 分 に 分 離 し
、 原 形 質 ま た は 原 形 質 膜 を 含 む 画 分 に お け る 標 識 ビ メ ン チ ン の 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 結 合 剤 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す
る も の で あ れ ば ど の よ う な も の で あ っ て も よ い 。 結 合 剤 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 任 意 の
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部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 な ぜ な ら 、 タ ン パ ク 全 体 が 、 多 剤 耐 性 の 損 傷 ま た は 新 生 細 胞 の
表 面 に 発 現 さ れ て い る か ら で あ る 。 本 発 明 の 結 合 剤 は 、 薬 剤 感 受 性 腫 瘍 性 ま た は 薬 剤 感 受
性 損 傷 細 胞 の 表 面 に 発 現 さ れ る 量 と 比 べ て よ り 高 い レ ベ ル で ビ メ ン チ ン を 発 現 す る 腫 瘍 性
ま た は 損 傷 細 胞 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 そ う す る こ と に よ っ て そ の 細 胞 が 多 剤 耐 性 で あ
る こ と を 特 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 も ち ろ ん 、 ビ メ ン チ ン は 、 正 常 細 胞 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 、 お よ び 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞
の 内 部 で も 発 現 さ れ る か ら 、 も し も 正 常 細 胞 や 、 薬 剤 感 受 性 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 が 先 ず
分 解 さ れ た な ら ば 、 ま た は 、 も し も そ の 膜 が 結 合 剤 添 加 前 に 浸 透 可 能 と さ れ た な ら ば 、 結
合 剤 は 、 正 常 細 胞 、 お よ び 薬 剤 感 受 性 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 中 の 細 胞 内 ビ メ ン チ ン に も 結
合 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る MDR新 生 細 胞 ま た は MDR損 傷 細
胞 は 、 他 の タ イ プ の 細 胞 と は 次 の 点 で 区 別 が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 MDR腫 瘍 性 ま た は 損
傷 細 胞 は 、 そ の 表 面 に 、 ビ メ ン チ ン を 、 そ の 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 と 同 じ 起 源 の 組 織 か ら
得 た 正 常 細 胞 よ り も 少 な く と も 2倍 高 い レ ベ ル で 、 あ る い は 、 同 じ 起 源 の 組 織 か ら 得 た 薬
剤 感 受 性 腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 よ り も 少 な く と も 2倍 高 い レ ベ ル で 発 現 す る と い う 点 で あ
る 。 例 え ば 、 白 血 病 T細 胞 は 、 そ の 表 面 に 、 正 常 細 胞 よ り も 多 く の ビ メ ン チ ン を 発 現 す る
。 さ ら に 、 後 述 す る よ う に 、 MDR白 血 病 T細 胞 は 、 そ の 表 面 に 、 多 剤 耐 性 を 持 た な い 白 血 病
T細 胞 の も の に 対 し て 少 な く と も 2倍 量 の ビ メ ン チ ン を 発 現 す る 。 同 様 に 、 実 施 例 に お い て
後 述 す る よ う に 、 MDR乳 ガ ン 細 胞 は 、 薬 剤 感 受 性 乳 ガ ン 細 胞 と 比 べ て 少 な く と も 2倍 の ビ メ
ン チ ン を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る （ す な わ ち 、 薬 剤 感 受 性 乳 ガ ン 細 胞 は 多 剤 耐 性 を 持 た な
い ） 。 従 っ て 、 細 胞 成 分 を 分 離 し た 場 合 （ 例 え ば 、 原 形 質 膜 画 分 と 細 胞 質 ゾ ル 画 分 ） 、 ビ
メ ン チ ン を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 は 、 同 じ 組 織 か ら 得 ら れ 、
多 剤 耐 性 を 持 た な い 他 の 細 胞 に 比 べ て 、 そ の 多 剤 耐 性 を 持 た な い 細 胞 が 正 常 で あ れ 、 新 生
物 で あ れ 、 ま た は 、 損 傷 し た も の で あ れ 、 そ の 原 形 質 膜 画 分 に 2倍 以 上 の レ ベ ル で ビ メ ン
チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤
を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と は 、 そ の 結 合 剤 は 、 ビ メ ン チ ン タ
ン パ ク ま た は そ の 断 片 を 認 識 し 、 結 合 す る が 、 サ ン プ ル 中 の 他 の 分 子 は 実 質 的 に 認 識 せ ず
、 結 合 し な い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 結 合 剤 は 、 そ の 細 胞 表 面 に ビ メ ン チ ン を
発 現 す る MDR細 胞 の 表 面 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 有 用 な 結 合 剤 は 、 水 、 生 理 的 条 件 下 、 ま た
は 、 イ オ ン 強 度 に 関 し て 生 理 的 条 件 と 相 似 る 条 件 、 例 え ば 、 140ｍ M NaCl, 5mM MgCl 2 に お
い て 、 少 な く と も 10 6 M - 1 、 ま た は 少 な く と も 10 7 M - 1 、 ま た は 少 な く と も 10 8 M - 1 、 ま た は 少
な く と も 10 9 M - 1 の 親 和 度 で ビ メ ン チ ン タ ン パ ク と 会 合 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 結 合 剤 」 と は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合
ま た は 付 着 す る 分 子 で あ る 。 結 合 剤 は 、 そ れ が ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異
的 に 結 合 す る 限 り 、 何 か 特 定 の サ イ ズ 、 ま た は 何 か 特 定 の 構 造 を 持 つ 必 要 は な い 。 従 っ て
、 「 結 合 剤 」 と は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 限 り 、 ど れ か
任 意 の 領 域 （ 例 え ば 、 3次 元 構 造 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 特 定 の 小 型 化 学 基 ） に 特 異 的 に
結 合 ま た は 付 着 す る 分 子 で あ る 。 結 合 剤 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 天 然 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、
ホ ル モ ン ま た は GTP） を 始 め と し て 、 合 成 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 お よ び ホ ル モ
ン の よ う な タ ン パ ク 、 抗 体 ま た は そ の 一 部 が 挙 げ ら れ る 。 通 常 、 結 合 剤 の 、 エ ピ ト ー プ に
特 異 的 に 結 合 す る 能 力 は 、 極 め て 相 補 性 の 高 い 構 造 で あ る 。 す な わ ち 、 結 合 剤 の 構 造 は 、
結 合 剤 が 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 部 分 に 対 し て 相 補 的 な 構 造 を 含 む 。 抗 体 が 結 合 す る 、 抗 原
部 分 は 「 エ ピ ト ー プ 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 抗 体 で あ る 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合
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剤 が 抗 体 で あ る 場 合 、 そ の 抗 体 は 、 限 定 す る 意 図 は 無 い が 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 遺 伝 子 工 学 的 に 加 工 さ れ た 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗
体 （ 二 重 特 異 性 抗 体 の 特 異 体 の 一 方 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る ） 、 抗 体
断 片 （ ” Fv,”  “ F(ab’ ) 2 ,”  “ F(ab),” お よ び “ Dab” を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い
） 、 お よ び 、 抗 体 の 反 応 部 分 を 代 表 す る 1本 鎖 (“ SC-Mab” )で あ っ て も よ い 。 抗 体 お よ び
、 そ の 他 の 結 合 剤 を 製 造 す る 方 法 は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Coligan et al., 「 免 疫
学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル (“ Current Protocols in Immunology” )」 、 John Wiley an
d Sons、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1991;Jones et al., Nature 321:522-525, 198
6; Marx, Science 229:455-456, 1985; Rodwell, Nature 342:99-100, 1989; Clackson, 
Br. J. Rheumatol., 3052:36-39, 1991; Reichman et al., Nature 332:323-327, 1988; 
Verhoeyen, et al., Science 239:1534-1536, 1988） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 」 と は 、 本 発 明 の 結 合 剤 は 、 検 出 可 能 な 機 能
基 に 動 作 的 に 連 結 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 「 動 作 的 に 連 結 さ れ る 」 と は 、 機 能 基 が 、 共 有
結 合 か 、 非 共 有 結 合 （ 例 え ば 、 イ オ ン 結 合 ） に よ っ て 結 合 剤 に 付 着 さ れ る こ と を 意 味 す る
。 共 有 結 合 を 形 成 す る 方 法 は 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 Wong, S.S.,「 タ ン パ ク 接 合 と 架 橋 反
応 の 化 学 (“ Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking” )」 、 CRC Press, 1
991; Burkhart et al.,「 ア ミ ノ 架 橋 剤 、 ア ミ ノ プ ラ ス ト の 化 学 と 応 用 （ ” The Chemistry
 and Application of Amino Crosslinking Agents or Aminoplasts” ） 」 、 John Wiley &
 Sons Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1999に お け る 全 体 プ ロ ト コ ー ル を 参 照 さ れ
た い ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 結 合 剤 と し て は 、 検 出 可 能 な 機 能 基 に
接 合 さ れ る 結 合 剤 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 、 別 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 結 合 剤 は 融 合 タ ン
パ ク で あ る 。 こ の 場 合 、 結 合 相 手 の 一 方 は 結 合 剤 で あ り 、 他 方 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル で あ る
。 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 結 合 剤 の さ ら に 別 の 非 限 定 的 例 は 、 結 合 剤 と 、 第 2機 能 基 に 対 し
て 高 い 親 和 度 を 持 つ 第 1機 能 基 を 含 む 第 1融 合 タ ン パ ク 、 お よ び 、 第 2機 能 基 と 検 出 可 能 な
ラ ベ ル を 含 む 第 2融 合 タ ン パ ク で あ る 。 例 え ば 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 対 し て 特 異 的 に 結
合 す る 結 合 剤 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 機 能 基 に 動 作 的 に 連 結 し て も よ い 。 フ ル オ レ セ イ ン
機 能 基 に 動 作 的 に 連 結 す る ビ オ チ ン 機 能 基 を 含 む 第 2融 合 タ ン パ ク は 、 結 合 剤 -ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 融 合 タ ン パ ク に 添 加 し て よ い 。 そ の 場 合 、 第 2融 合 タ ン パ ク の 、 結 合 剤 -ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 融 合 タ ン パ ク に 対 す る 結 合 は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 結 合 剤 を 生 ず る こ と に な
る （ す な わ ち 、 検 出 可 能 な 標 識 に 動 作 的 に 連 結 さ れ た 結 合 剤 ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 追 跡 が 可 能 な 機 能 基 で あ り 、 限 定 す る 意 図 は な
い が 、 蛍 光 色 素 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン （ FITC） ,フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ） 、
化 学 染 料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、
ま た は 、 有 色 産 物 、 化 学 発 光 産 物 、 ま た は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 を 含 む 。 特 定 の 実 施 態
様 で は 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 医 用 画 像 装 置 ま た は シ ス テ ム に と っ て 検 出 可 能 で あ る 。 例
え ば 、 医 用 画 像 シ ス テ ム が X線 装 置 で あ る 場 合 、 X線 装 置 に よ っ て 検 出 さ れ る 検 出 可 能 ラ ベ
ル は 放 射 能 ラ ベ ル （ 例 え ば 、 3 2 P） で あ る 。 結 合 剤 は 、 検 出 可 能 な 機 能 基 に 直 接 接 合 さ れ
る 必 要 は な い こ と に 注 意 さ れ た い 。 例 え ば 、 そ れ 自 体 が 、 第 2の 検 出 可 能 な 結 合 剤 （ 例 え
ば 、 FITC標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 ） に よ っ て 特 異 的 に 結 合 さ れ る 結 合 剤 （ 例 え ば 、 マ ウ
ス 抗 ヒ ト ビ メ ン チ ン 抗 体 ） は 、 検 出 可 能 な 機 能 基 （ す な わ ち 、 FITC機 能 基 ） に 動 作 的 に 連
結 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と は 、 無 処 置 の 試 験 損 傷 細 胞 を 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 可 能 な 結 合
剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 結 合 剤 が 、 蛍 光 色 素 に 動 作 的 に 連 結 さ れ
る こ と に よ っ て 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 場 合 、 そ の 蛍 光 色 素 で 染 ま っ て い る 細 胞 （ す な
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わ ち 、 そ の 結 合 剤 に よ っ て 特 異 的 に 結 合 さ れ て い る 細 胞 ） は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー タ ー 分
析 （ 実 施 例 参 照 ） 、 ま た は 、 ス ラ イ ド に 調 製 し た 臨 床 標 本 の 通 例 の 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ っ
て 特 定 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 検 出 可 能 な 機 能 基 に 加 え て 、 本 発 明 の 結 合 剤 に 動 作 的 に 連 結 さ れ て よ い そ の 他 の 非 限 定
的 機 能 基 と し て は 、 限 定 を 意 図 す る こ と な く 、 毒 素 （ 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 ） 、 酵 素 、
抗 体 （ ま た は そ の 一 部 ） 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 、 ま た は そ れ ら の 接 合 体 が 挙 げ ら れ る 。 毒 素 が
、 本 発 明 の 結 合 剤 に 動 作 的 に 連 結 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の 結 合 剤 に 動 作 的 に 連 結 さ れ る 毒 素
の 非 限 定 的 例 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 ヌ ク レ ア ー ゼ （ 例 え ば 、 DNア
ー ゼ 、 ま た は RNア ー ゼ ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 分 解 酵 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 （ PE） 、 リ
シ ン Aま た は B鎖 、 お よ び 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A（ Fizgerald D., Semin. Cancer Biol., 7:
87-95, 1996） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 免 疫 毒 素 で あ る （ 例 え ば 、 抗 体 -毒 素 接 合 体 、 ま た は 抗 体 -
薬 剤 接 合 体 ） 。 免 疫 毒 素 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 抗 体 -ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 接 合 体 （ Brasl
awsky G.R. et al., 欧 州 特 許 第 EP0398305号 ） 、 抗 体 -サ イ ト カ イ ン 接 合 体 （ Gilles S.D.
, PCT公 報 WO9953958） 、 お よ び 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 -PE接 合 体 （ Roffler S.R. et al., 
Cancer Res. 51:4001-4007, 1991） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に
特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 、 お よ び 、 製 薬 学 的 受 容 可 能 な 担 体 を 含 む 治 療 組 成 物 を 提 供 す る
。 こ の よ う な 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 の 非 限 定 的 例 が 、 さ ら に 詳 細 に 標 準 的 教 科 書 、 Re
mington「 製 薬 科 学 と 実 技 （ ” The Science and Practice of Pharmacy” ） 」 、 Gennaro e
t al.（ 編 ） 、 20版 、 Lippincott Williams & Wilkins、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 、 ペ ン シ ル バ ニ
ア 州 、 2001(ISBN 0-683-306472)に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 の 結 合 は
、 損 傷 細 胞 に 対 し て 、 そ の 細 胞 が 薬 剤 感 受 性 で あ る と 、 多 剤 耐 性 を 持 つ も の で あ る と を 問
わ ず 、 有 毒 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 の 結 合 は 、 新 生 細 胞 に 対 し て 、 そ の 細 胞 が
薬 剤 感 受 性 で あ る と 、 多 剤 耐 性 を 持 つ も の で あ る と を 問 わ ず 、 有 毒 で あ る 。 あ る 実 施 態 様
で は 、 組 成 物 の 結 合 剤 は 動 作 的 に 毒 素 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 治 療 組 成 物 を 調 製 す る た め の 実 際 法 は 、 当 業 者 に は 既 知 で あ る か 明 白 で あ り 、 ま た 、 Re
mintonの 「 製 薬 科 学 と 実 技 」 2001（ 上 記 ） お よ び 「 剤 形 と 薬 剤 搬 送 シ ス テ ム （ “ Pharmace
utical Dosage Forms and Drug Delivery Systems” ） 」 、 6版 、 Williams & Wilkins (19
95)に さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の 治 療 組 成 物 は 、 限 定 を 意 図 す る こ と な く 、
錠 剤 、 カ プ セ ル 、 散 剤 、 水 剤 、 ま た は エ リ キ シ ル 剤 を 含 む 、 投 与 に 好 適 な 任 意 の 剤 形 と し
て 存 在 し て よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 組 成 物 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 は 、 全 て の 細 胞 に 対 し て 傷 害 性 を 持 つ 必 要 は な い
こ と に 注 意 さ れ た い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 治 療 組 成 物 が 、 損 傷 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起
こ さ れ る 病 気 を 患 う 患 者 に 対 し て 投 与 さ れ て い る 場 合 、 治 療 組 成 物 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 は 、
抗 病 理 的 、 ま た は 抗 菌 的 薬 剤 で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 損 傷 細 胞 が 病 原 体 （ 例 え ば 、 ウ
ィ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 多 細 胞 寄 生 生 物 ） に 感 染 し て お り 、 そ の 感 染 に よ っ て 病 気 が 生 じ て
い る 場 合 、 治 療 的 組 成 物 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 は 抗 病 理 剤 で あ る 。 損 傷 細 胞 が 病 原 体 に 感 染 し
て い る 場 合 、 感 染 病 原 体 に 依 存 し て 異 な る 薬 剤 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 ア シ ク ロ ビ ル 、 ア
ン フ ォ テ リ シ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 b-ラ ク タ ム 抗 生 物 質 、 セ フ ァ ロ チ
ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ク ロ ロ キ ン （ CQ） 、 シ ド フ ォ ビ ル （ CDV） 、 シ プ ロ フ ロ キ サ
シ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 フ ル コ ナ ゾ ー ル 、 5フ ル シ ト シ ン 、 フ ル オ ロ キ ノ ロ ン 、 フ ォ ス
カ ル ネ ッ ト 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 ハ ロ フ ァ ン ト リ ン 、 イ ト ラ コ ナ ゾ ー ル 、 ラ ミ ブ ジ ン 、 マ ク
ロ ラ イ ド 類 、 メ フ ロ キ ン 、 メ シ シ リ ン 、 メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル 、 ミ コ ナ ゾ ー ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ
ル 、 オ フ ロ キ サ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 プ リ マ キ ン 、 キ ノ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ス ル フ
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ォ ナ ミ ド 類 、 テ イ コ プ ラ ニ ン 、 テ ル ビ ナ フ ィ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ボ
リ コ ナ ゾ ー ル が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 薬 剤 の 治 療 有 効
量 は 、 通 常 の 錬 度 を 持 つ 医 師 お よ び 薬 剤 師 に は 既 知 で あ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 情 報 は 、
薬 剤 の メ ー カ ー 、 ま た は 、 「 医 師 の 机 上 参 考 書 （ ” Physician’ s Desk Reference” ） 」
、 Medical Economics Co.（ 毎 年 出 版 さ れ る ） か ら 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 治 療 組 成 物 が 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ガ ン を 患 う
患 者 に 投 与 さ れ て い る 場 合 、 治 療 組 成 物 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 は 抗 ガ ン 剤 で あ る 。 そ の よ う な
抗 ガ ン 剤 と し て は 、 限 定 を 意 図 す る こ と な く 、 化 学 療 法 剤 お よ び 放 射 治 療 剤 が 挙 げ ら れ る
。 こ の よ う な 抗 ガ ン 剤 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン (AR)
、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、
カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ
フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ
タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン (DOX)、 エ ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ
ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ
ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ
ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン (MITO)、 ミ ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 パ ク リ タ ク セ
ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ カ ン 、 ビ ン ブ ラ
ス チ ン (VLB)、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び 、 ビ ノ レ ル ビ ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 薬 剤 の
治 療 有 効 量 は 、 通 常 の 錬 度 を 持 つ 医 師 お よ び 薬 剤 師 に は 既 知 で あ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な
情 報 は 、 薬 剤 の メ ー カ ー 、 ま た は 、 「 医 師 の 机 上 参 考 書 （ ” Physician’ s Desk Referenc
e” ） 」 、 Medical Economics Co.（ 毎 年 出 版 さ れ る ） か ら 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 損 傷 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 を 患 う 患 者 を 治 療
す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 に 対 し て 、 治 療 的 有 効 量 の 薬 剤 お よ び 、 ビ メ ン チ
ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含
む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 、 多 剤 耐 性 を 有 す る 損 傷 細 胞 を 殺 戮 す る が 、 一 方 、 薬 剤
は 、 薬 剤 感 受 性 を 持 つ 損 傷 細 胞 を 殺 戮 す る 。 も ち ろ ん 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク は 、 薬 剤 感 受
性 損 傷 細 胞 で も 中 等 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る か ら 、 あ る 実 施 態 様 で は 薬 剤 と 異 な る 結 合 剤
は 、 薬 剤 感 受 性 損 傷 細 胞 を も 殺 す 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 未 処 置 の 患 者 に 比 べ て 、 病 気 に お
け る 患 者 の 予 後 は 改 善 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 未 処 置 患 者 は 結 合 剤 を 服 用 し な い が 、
薬 剤 は 服 用 す る 。 「 未 処 置 患 者 」 ま た は 「 コ ン ト ロ ー ル 患 者 」 と は 、 結 合 剤 は 服 用 し な い
が 、 薬 剤 は 服 用 す る 患 者 、 あ る い は 、 治 療 を 全 く 受 け な い （ す な わ ち 、 結 合 剤 も 薬 剤 も 服
用 し な い ） 患 者 で あ る 。 薬 剤 と 結 合 剤 と は 、 異 な る 時 点 に 別 々 に 任 意 の 順 序 で 投 与 さ れ て
も よ い し 、 あ る い は 、 一 緒 に 投 与 さ れ て も よ い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 の 損 傷 細 胞 は 病 原 体 に 感 染 さ れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 病 原
体 は ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 寄 生 生 物 （ HIV、 西 ナ イ ル ウ ィ ル ス 、 お よ び デ ン グ ウ ィ ル ス
； ミ コ バ ク テ リ ア 、 リ ケ ッ チ ア 、 お よ び ク ラ ミ ジ ア ； プ ラ ス モ デ ィ ウ ム 、 リ ー シ ュ マ ニ ア
、 お よ び タ キ ソ プ ラ ス マ ） で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 新 生 細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 （ 例 え ば 、 ガ ン
） を 患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 に 対 し て 、 治 療 的 有 効 量 の 薬
剤 お よ び 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 の 治 療 的 有 効 量
を 投 与 す る こ と を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 、 多 剤 耐 性 を 有 す る 新 生 細 胞 を 殺 戮
す る が 、 一 方 、 薬 剤 は 、 薬 剤 感 受 性 を 持 つ 新 生 細 胞 を 殺 戮 す る 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク は 、
薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 で も 中 等 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る か ら 、 あ る 実 施 態 様 で は 薬 剤 と 異 な
る 結 合 剤 は 、 薬 剤 感 受 性 新 生 細 胞 を も 殺 す 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 未 処 置 の 患 者 に 比 べ て 、
病 気 に お け る 患 者 の 予 後 は 改 善 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 未 処 置 患 者 は 治 療 を 全 く 受 け
な い （ す な わ ち 、 結 合 剤 も 薬 剤 も 服 用 し な い ） 。 薬 剤 と 結 合 剤 （ 例 え ば 、 抗 体 ） と は 、 異
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な る 時 点 に 別 々 に 任 意 の 順 序 で 投 与 さ れ て も よ い し 、 あ る い は 、 一 緒 に 投 与 さ れ て も よ い
。 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 の 新 生 細 胞 は 、 乳 ガ ン 細 胞 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン
パ 腫 細 胞 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ
リ オ ー マ 細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 毒 素 に 動 作 的 に 連 結 さ れ る 。 こ の よ う な 毒 素 の 非 限 定 的 例
は 前 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 損 傷 細 胞 を 殺 戮 す る の に 有 効 な 用 量 と 期 間 に
お い て 行 わ れ る 、 薬 剤 の 既 知 の 治 療 法 を 表 す の に 用 い ら れ る 。 投 与 は 、 限 定 を 意 図 す る こ
と な く 、 静 脈 内 、 非 経 口 的 、 経 口 的 、 舌 下 、 経 皮 、 局 所 、 鼻 腔 内 、 眼 球 内 、 膣 内 、 直 腸 内
、 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 お よ び 、 腹 腔 内 を 含 め た 任 意 の ル ー ト を 通 じ て 行 わ れ て よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 結 合 剤 、 薬 剤 、 お よ び ／ ま た は 、 本 発 明 に よ る 治 療 組 成 物 の 用 量 お よ び 投 与 ス ケ ジ ュ ー
ル は 、 病 気 ま た は ガ ン の 症 状 の 程 度 、 使 用 さ れ る 薬 剤 の タ イ プ （ 例 え ば 、 化 学 療 法 剤 、 放
射 療 法 剤 、 ま た は 抗 生 物 質 ） 、 患 者 （ 例 え ば 、 患 者 の 性 別 、 年 齢 、 お よ び ／ ま た は 、 体 重
） 、 患 者 の 既 往 歴 、 お よ び 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 に 主 に 依 存 す る 。 結 合 剤 、 薬 剤 、 お
よ び ／ ま た は 治 療 組 成 物 の 用 量 は 、 単 一 用 量 ま た は 複 数 用 量 で あ っ て も よ い 。 複 数 用 量 を
用 い る 場 合 は 、 投 与 の 頻 度 （ ス ケ ジ ュ ー ル ） は 、 例 え ば 、 患 者 、 反 応 の タ イ プ 、 お よ び 、
使 用 す る 薬 剤 の タ イ プ に 依 存 す る 。 週 に 1度 の 投 与 が 効 果 的 で あ る 患 者 も い る し 、 毎 日 の
投 与 、 1日 置 き の 投 与 、 3日 に 1度 の 投 与 が 効 果 的 で あ る 患 者 も い る 。 専 門 の 実 務 家 で あ れ
ば 、 通 例 の 実 験 で 、 あ る 特 定 の 場 合 に お い て 、 ど の 投 与 ル ー ト が 、 ど の 投 与 頻 度 が も っ と
も 効 果 的 で あ る か を 確 か め る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 多 剤 耐 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と
を 特 徴 と す る 。 こ の 方 法 は 、 多 剤 耐 性 細 胞 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 患 者 に 対 し 、 ビ メ ン チ
ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 で あ っ て 、 医 用 画 像 装 置 に よ っ て 検
出 可 能 な ラ ベ ル に 動 作 的 に 連 結 し て い る 結 合 剤 を 投 与 す る こ と 、 お よ び 、 患 者 を そ の 医 用
画 像 装 置 ま た は シ ス テ ム で 検 査 す る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 医 用 画 像 装 置 ま た は
シ ス テ ム は 、 患 者 の 多 剤 耐 性 細 胞 の 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し た 結 合 剤 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 検
出 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 医 用 画 像 装 置 お よ び シ ス テ ム は 、 そ の よ う な シ ス テ ム に よ っ て 検 出 可 能 な ラ ベ ル 同 様 、
既 知 で あ る 。 前 述 し た よ う に 、 そ の よ う な シ ス テ ム お よ び ラ ベ ル の 一 つ の 非 限 定 的 例 は 、
放 射 標 識 さ れ た 結 合 剤 を 検 出 す る こ と が 可 能 な X線 装 置 で あ る 。 医 用 画 像 シ ス テ ム の 他 の
非 限 定 的 例 と し て は 、 (a)X線 に よ る コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 装 置 （ CT） 、 ポ ジ ト ロ ン 放 射 断
層 撮 影 装 置 （ PET） 、 お よ び 、 こ れ ら の 技 術 に 基 づ く 新 し い 併 合 お よ び 改 良 装 置 [(PET+CT
、 ス パ イ ラ ル CT、 単 一 フ ォ ト ン 放 射 CT（ SPECT） 、 高 解 像 度 PET（ マ イ ク ロ PET） 、 お よ び
、 免 疫 シ ン チ グ ラ フ ィ ー （ 放 射 標 識 抗 体 を 使 用 （ Czernin, J. and M.E. Phelps, Ann. Re
v. Med. 53:89-112, 2002; Goldenberg, D.M., Cancer 80(12):2431-2435, 1997; Langer
, S.G. et al. (2001) World J. Surg. 25:1428-1437; Middleton, ML., Shell EG., Pos
tgrad Med. 111(5):89-90, 93-6, 2002） ; (b)磁 気 共 鳴 画 像 装 置 (MRI)(Helbich, T.H., J
. Radiol., 34:208-219, 2000; Langer, S.G. et al., World Journal of Surgery 25:14
28-1437, 2001; Nabi, H.A. and Zubeldia, J.M., Oncology J. Nuclear Med. Technol.,
 30(1):3-9, 2002); 超 音 波 画 像 装 置 （ US） (Harvey, C.J., et al. Advances in Ultraso
und Clin. Radiol., 57:157-177, 2002; Langer, S.G. et al., W.J. Surg. 25:1428-143
7, 2001); (c)光 フ ァ イ バ ー 内 視 鏡 （ Shelbase DE, Curr. Opin. Pediatr. 14:327-33, 20
02） ; (d)ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン 検 出 装 置 （ ガ ン マ 放 射 体 を 検 出 す る 、 例 え ば 、 192-Ir
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） 、 お よ び 、 ベ ー タ シ ン チ レ ー シ ョ ン 検 出 装 置 （ ベ ー タ 放 射 体 を 検 出 す る 、 例 え ば 、 90-S
r/Y） (Hanefeld C, Amirie, S. et al., Circulation 105:2493-6, 2002)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ る 。 患 者 は 、 例 え ば 、 多 剤 耐 性
細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 疾 患 を 患 っ て い る ヒ ト で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 患 者
は 、 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ガ ン を 患 っ て い て も よ い 。 こ の よ う な 多 剤
耐 性 新 生 細 胞 と し て は 、 限 定 す る 意 図 な し に 、 卵 巣 ガ ン 細 胞 、 骨 髄 腫 細 胞 、 リ ン パ 腫 細 胞
、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 肉 腫 細 胞 、 白 血 病 細 胞 、 網 膜 芽 腫 細 胞 、 ヘ パ ト ー マ 細 胞 、 グ リ オ ー マ
細 胞 、 中 皮 腫 細 胞 、 ま た は 、 上 皮 ガ ン 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 多 剤 耐 性 細 胞 は 損 傷 細 胞 で あ り 、 患 者 は 、 そ の よ う な 多 剤 耐 性 損 傷
細 胞 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 を 患 っ て い る 。 細 胞 が 損 傷 さ れ る 非 限 定 的 例 と し
て は 、 病 原 体 （ 例 え ば 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 寄 生 生 物 ） に よ る 感 染 が 挙 げ ら れ る が 、
あ る い は 、 細 胞 は 、 壊 死 に よ っ て 損 傷 を 被 る こ と が あ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 損 傷 細 胞
は 、 病 原 体 （ 例 え ば 、 ウ ィ ル ス 、 寄 生 生 物 、 ま た は 細 菌 ） に よ っ て 感 染 さ れ る 。 例 え ば 、
患 者 は 、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス (Mycobacterium tuberculosis)の 多 剤 耐 性
株 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 結 核 を 患 っ て い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 で は 、 別 様 に 指 示 し な い 限 り 、 細 胞 生 物 学 、 細 胞 培 養 、 分 子 生 物 学 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 み 換 え DNA、 お よ び 免 疫 学 の 通 例 の 、 従 来 技 術 の 錬
度 に 含 ま れ る 技 術 が 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 技 術 は 文 献 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。
例 え ば 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ -実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ ” Molecular Cloning A Laboratory Ma
nual” ） 」 、 第 2版 、 Sambrook, Fritsch and Maniatis編 (Cold Spring Harbor Laborator
y Press: 1989); 「 DNAク ロ ー ニ ン グ （ ” DNA Cloning” ） 」 、 Iお よ び II巻 (D.N. Glover
編 、 1985);「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 （ ” Oligonucleotide Synthesis” ） 」 、 (M.J. Gai
t編 、 1984);Mullis et al. 米 国 特 許 第 4,683,195号 ； 「 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ”
Nucleic Acid Hybridization” ） 」 、 (B.D. Hames & S.J. Higgins編 , 1984);「 転 写 と 翻
訳 （ ” Transcription and Translation” ） 」 、 (B.D. Hames & S.J. Higgins編 、 1984);
「 動 物 細 胞 の 培 養 （ ” Culture Of Animal Cells” ） 」 、 (R.L. Freshney, Alan R. Liss,
 Inc., 1987);「 不 動 化 細 胞 と 酵 素 （ ” Immobilized Cells and Enzymes” ） 」 、 (IRL Pre
ss, 1986);B. Perbel,「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ の 実 技 ガ イ ド （ ” A Practical Guide to Molec
ular Cloning” ） 」 (1984)； 論 文 「 酵 素 学 の 方 法 （ ” Methods In Enzymology” ） 」 (Acad
emic Press, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク )； 「 哺 乳 類 細 胞 用 遺 伝 子 転 送 ベ ク タ ー （ ” Gene Transf
er Vectors For Mammalian Cells” ） 」 、 (J.H. Miller and M.P. Calos編 、 1987, Cold 
Spring Harbor Laboratory);「 酵 素 学 の 方 法 (“ Methods In Enzymology” )」 、 154お よ び
155巻 (Wu et al.編 )； 「 細 胞 お よ び 分 子 生 物 学 に お け る 免 疫 化 学 的 方 法 (“ Immunochemica
l Methods In Cell and Molecular Biology” )」 、 (Mayer and Walker編 、 Academic Pres
s、 ロ ン ド ン 、 1987)； 「 実 験 免 疫 学 ハ ン ド ブ ッ ク （ ” Handbook Of Experimental Immunol
ogy” ） 」 、 I-IV巻 (D.M. Weir and C.C. Blackwell編 、 1986)； 「 マ ウ ス 胚 の 操 作 （ ” Man
ipulating the Mouse Embryo” ） 」 、 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr
ing Harbor、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1986)を 参 照 さ れ た い 。
４ ． ２ 　 ビ メ ン チ ン 抗 体
　 本 発 明 は 、 ガ ン お よ び 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 の 検 出 、 画 像 化 、 お よ び 治 療 に
使 用 さ れ る 、 ビ メ ン チ ン に 向 け ら れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 ビ メ ン チ ン
抗 体 は 、 い く つ か の 販 売 業 者 か ら 入 手 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 CHEMICON（ Temecula、 カ リ
フ ォ ル ニ ア ） 、 お よ び 、 ABR-Affinity BioReagents(Golden、 コ ロ ラ ド 州 )は 両 方 と も 、 抗
ヒ ト ビ メ ン チ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 お よ び ／ ま た は 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 生
産 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は も っ と も 広 い 意 味 で 使 用 さ れ 、 単 一 の 抗 ビ メ ン チ ン モ ノ ク ロ ナ ー
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ル お よ び ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 始 め と し て 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Fab、 F(ab)
2、 お よ び Fv） 、 お よ び 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 組 成 物 （ 結 合
性 お よ び 非 結 合 性 抗 体 を 含 む ） を 特 異 的 に カ バ ー す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 」 と は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 、 す な わ ち 、 そ の 集 団 を 含 む 個 々 の 抗 体 は 、 少 量
存 在 す る か も 知 れ な い 、 天 然 に 生 じ る 可 能 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て は 、 同 一 で あ る 抗 体
を 指 す 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 極 め て 特 異 的 で 、 単 一 の 抗 原 部 位 に 向 け ら れ る 。 さ ら に 、
通 常 、 様 々 な 抗 原 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） に 向 け ら れ た 様 々 な 抗 体 を 含 む 、 通 例 の （ ポ リ ク
ロ ナ ー ル ） 抗 体 標 本 と 違 っ て 、 各 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 抗 原 上 の 単 一 決 定 基 に 対 し て 向
け ら れ る 。 新 規 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 原 理 的 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
全 ク ラ ス 、 例 え ば 、 IgM、 IgG、 IgD、 IgE、 IgA、 ま た は 、 そ れ ら の サ ブ ク ラ ス 、 例 え ば 、 I
gGサ ブ ク ラ ス 、 あ る い は 、 そ れ ら の 混 合 物 を 意 味 す る 。 IgGお よ び そ の サ ブ ク ラ ス 、 例 え
ば 、 IgG1、 IgG2、 IgG2a、 IgG2b、 IgG3、 ま た は IgGMも 含 ま れ る 。 IgGサ ブ タ イ プ 、 IgG1/カ
ッ パ お よ び IgG2b/カ ッ パ も 実 施 態 様 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 定 常 ド メ イ ン と 一 緒 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 （ 例 え ば 、
ヒ ト 化 抗 体 ） 、 重 鎖 と 一 緒 の 軽 鎖 、 起 源 の 生 物 種 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 、 ま た は サ ブ ク
ラ ス 表 示 の 如 何 に よ ら ず 、 あ る 生 物 種 の 鎖 で 、 別 の 生 物 種 の 鎖 と 一 緒 の 鎖 、 あ る い は 、 異
種 タ ン パ ク と の 融 合 体 を 始 め と し て 、 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Fab、 F(ab)2、 お よ び Fv） 等 の
可 変 （ 超 可 変 を 含 む ） ド メ イ ン を ス プ ラ イ ス す る こ と に よ っ て 生 産 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド お
よ び 組 み 換 え 抗 体 を 、 そ れ ら が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 限 り 、 含 む （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 4,816,567号 、 お よ び 、 Mage & Lamoyi, 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 生 産 技 術 お よ び 応 用 （ ”
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications” ） 」 、 79-97ペ ー ジ (Ma
rcel Dekker, Inc.)、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1987)を 参 照 ） 。 従 っ て 、 修 正 型 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 」
は 、 抗 体 の 特 質 を 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ る も の と 表 示 し て お り 、 何 か の 特
定 の 方 法 に よ る 抗 体 の 生 産 を 要 求 す る も の と 考 え て は な ら な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て
用 い ら れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 Kohlerと Milstein、 Nature 265:495(1975)に よ っ て 最
初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 製 造 さ れ て も よ い し 、 あ る い は 、 組 み 換 え DNA
法 （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ） に よ っ て 製 造 さ れ て も よ い 。 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 」 は ま
た 、 例 え ば 、 McCafferty等 , Nature 348:552-554(1990)に 記 載 さ れ る 技 術 を 用 い て 生 成 さ
れ る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 非 ヒ ト （ 例 え ば 、 げ っ 歯 類 ） 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 態 と は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 得
ら れ た 配 列 を 最 小 限 含 む 、 特 異 的 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 ま た は 、 そ
れ ら の 断 片 （ 例 え ば 、 Fv、 Fab、 Fab’ 、 F(ab)2、 ま た は 、 そ の 他 の 、 抗 体 の 、 抗 原 結 合 配
列 ） で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 大 部 分 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） で あ る
が 、 そ の レ シ ピ エ ン ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） の 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー 、 お よ び 容 量 を 持 つ 、 非 ヒ ト 生 物 種 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ウ サ ギ の CD
Rの 残 基 （ ド ナ ー 抗 体 ） に よ っ て 置 換 さ れ る 。 あ る 場 合 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fv枠 組 み
領 域 （ FR） 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト FR残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、
レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 輸 入 さ れ た CDRま た は FR配 列 に も 認 め ら れ な い 残 基 を 含 ん で も よ
い 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 抗 体 パ フ ォ ー マ ン ス を さ ら に 微 調 整 し 、 最 適 化 す る た め に 実 行 さ れ
る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も 1個 の 、 典 型 的 に は 2個 の 可 変 ド メ イ ン の 、 実 質 的
に は 全 て を 含 み 、 そ の 際 、 CDR領 域 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の も の に 一 致 し 、 FR残 基 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 共 通 配
列 の 残 基 と な る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 要 す れ ば 随 意 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 域 （ Fc） の
、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ビ メ ン チ ン 、 あ る い は 、 抗 ビ メ ン チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 原 理 的 に
は 、 全 て の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 、 例 え ば 、 IgM、 IgG、 IgD、 IgE、 IgA、 ま た は そ の サ ブ
ク ラ ス 、 例 え ば 、 IgGサ ブ ク ラ ス 、 ま た は 、 そ れ ら の 混 合 物 を 意 味 す る 。 IgGお よ び そ の サ
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ブ ク ラ ス と は 、 例 え ば 、 IgG1、 IgG2、 IgG2a、 IgG3、 ま た は IgGMで あ る 。 IgGサ ブ タ イ プ 、
IgG1/カ ッ パ お よ び IgG2b/カ ッ パ も 実 施 態 様 と し て 含 ま れ る 。 言 及 さ れ て も よ い 断 片 は 皆
、 1個 ま た は 2個 の 抗 原 相 補 性 結 合 部 位 を 備 え た 、 切 断 さ れ た 、 ま た は 、 修 飾 さ れ た 抗 体 断
片 で あ る 。 こ の 相 補 性 決 定 部 位 は 、 抗 体 に 対 応 し 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 に よ っ て 形 成 さ れ る 結
合 部 位 を 有 す る 抗 体 部 分 、 例 え ば 、 Fv、 Fab、 ま た は F(ab’ )2断 片 、 ま た は 、 1本 鎖 断 片 の
よ う に 、 哺 乳 類 ビ メ ン チ ン に 対 し て 高 い 結 合 度 お よ び 結 合 活 性 を 示 す 。 切 断 さ れ た 2本 鎖
断 片 と は 例 え ば 、 Fv、 Fab、 ま た は F(ab’ )2で あ る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 例 え ば 、 酵 素 手 段
に よ っ て 、 パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 に よ っ て 抗 体 の Fc部 分 を 除 去 す る こ と に
よ っ て 、 化 学 的 酸 化 に よ っ て 、 ま た は 、 抗 体 遺 伝 子 の 遺 伝 的 操 作 に よ っ て 入 手 す る こ と が
可 能 で あ る 。 ま た 、 遺 伝 子 操 作 に よ る 、 切 断 さ れ て い な い 断 片 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ
る し 、 有 利 で あ る 。 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 単 独 で 用 い て も よ い し 、 混 合 し
て 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 好 都 合 に も 、 新 規 抗 体 、 抗 体 断 片 、 そ の 混 合 物 ま た は 誘 導 体 は 、 解 離 定 数 値 が 約 1x10 - 1
1 M（ 0.01nM） か ら 約 1x10 - 8 M（ 10nM） 、 ま た は 約 1x10 - 1 0 M(0.1nM)か ら 約 3x10 - 9 M（ 3nM） の
長 い 範 囲 に 渡 る ビ メ ン チ ン に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 遺 伝 子 操 作 用 抗 体 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 、 熟 練 し た 研 究 者 に は 既
知 の や り 方 で 単 離 が 可 能 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 抗 体 生 産 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 の 光 学
的 密 度 が 十 分 に な っ た ら 、 ｍ RNAを 既 知 の や り 方 で 細 胞 か ら 分 離 す る 、 す な わ ち 、 細 胞 を
グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト に よ っ て 分 解 し 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 酸 性 化 し 、 フ ェ ノ ー ル
、 ク ロ ロ フ ォ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル で 抽 出 し 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 か つ
、 エ タ ノ ー ル で 洗 浄 す る こ と に よ っ て 分 離 す る 。 次 に 、 こ の ｍ RNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い
て ｃ DNAを 合 成 す る 。 合 成 さ れ た ｃ DNAは 、 適 当 な 動 物 、 真 菌 、 細 菌 、 ま た は ウ ィ ル ス ベ ク
タ ー の 中 に 、 直 接 ま た は 、 遺 伝 操 作 の 後 に 、 例 え ば 、 部 位 指 向 性 突 然 変 異 、 挿 入 、 逆 転 、
欠 失 、 ま た は 塩 基 交 換 の 導 入 の 後 に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に お い て 発 現 さ せ る こ と が 可
能 で あ る 。 好 ま し い も の は 、 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ の た め に は 、 細 菌 ま た は 酵 母 ベ ク タ ー
、 例 え ば 、 pBR322、 pUC18/19、 pACYC184、 ラ ム ダ 、 ま た は 、 酵 母 ミ ュ ー ベ ク タ ー で 、 発 現
の た め に は 、 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 、 ま た は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ Saccharomy
ces cerevisiae） の よ う な 酵 母 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ビ メ ン チ ン 抗 体 を 合 成 す る 細 胞 に 関 す る 。 そ の よ う な も の と し て 、 前
述 の よ う な 形 質 変 換 後 の 、 動 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 ま た は 酵 母 細 胞 が 挙 げ ら れ る
。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ま た は ト リ オ ー マ 細 胞 が 有 利 で あ る が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 好 適
で あ る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 例 え ば 、 既 知 の や り 方 で 生 産 が 可 能 で あ る 。 す な わ
ち 、 動 物 を ビ メ ン チ ン で 免 疫 化 し 、 抗 体 生 産 B細 胞 を 単 離 し 、 こ れ ら の 細 胞 の 中 か ら ビ メ
ン チ ン 結 合 性 抗 体 を 選 択 し 、 そ の 後 こ れ ら の 細 胞 を 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ま た は 動 物 の 、 例 え
ば 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 、 ヒ ト リ ン パ 腫 様 細 胞 ま た は ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 （ 例 え ば 、
Koeler et al., (1975) Nature 256:496を 参 照 ） と 融 合 さ せ 、 あ る い は 、 こ れ ら の 細 胞 に
適 当 な ウ ィ ル ス を 感 染 さ せ て 、 恒 久 細 胞 系 統 を 生 産 す る 。 融 合 に よ っ て 生 産 さ れ た ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 特 に 有 用 で あ り 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 極 め て 有 用 で あ る
。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 、 IgGタ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 。 本 発 明 の ｍ Ab抗 体
の 結 合 は 、 高 い 親 和 度 を も っ て ビ メ ン チ ン に 結 合 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に こ れ ら の 抗 ビ メ ン チ ン の 誘 導 体 も 含 む 。 そ れ ら の 誘 導 体 は 、 製 剤 と し て
の 使 用 に 関 連 す る 1種 以 上 の 性 質 、 例 え ば 、 血 清 安 定 性 ま た は 生 産 効 率 を 変 化 さ せ な が ら
、 そ の ビ メ ン チ ン 結 合 活 性 は 維 持 し て い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体
誘 導 体 の 例 と し て 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 か ら 得 ら れ た ペ プ チ ド や 、 ペ プ チ ド 様 物 質 ； 固 相
ま た は 液 相 担 体 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ガ ラ ス 、 合 成 ポ リ マ ー 例 え ば ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ま た は 天 然 ポ リ マ ー 例 え
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ば セ ル ロ ー ス 、 セ フ ァ ロ ー ス ま た は ア ガ ロ ー ス の よ う な 担 体 に 結 合 さ れ る 抗 体 、 断 片 ま た
は ペ プ チ ド ； ま た は 、 酵 素 、 毒 素 、 あ る い は 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 3 H
、 、 1 2 3 I、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 2 P、 3 5 S、 1 4 C、 5 1 Cr、 3 6 Cl、 5 7 Co、 5 5 Fe、 5 9 Fe、 9 0 Y、 9 9 mTc（
テ ク ネ チ ウ ム の 転 移 可 能 な 同 位 元 素 ） 、 7 5 Seを 含 む 接 合 体 ； ま た は 、 蛍 光 ／ 化 学 発 光 ラ ベ
ル 、 例 え ば 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ
ィ コ シ ア ニ ン 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま
た は ビ オ チ ン の よ う な ラ ベ ル に 共 有 的 に 結 合 し た 抗 体 、 断 片 ま た は ペ プ チ ド が あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 新 規 抗 体 、 抗 体 断 片 、 そ の 混 合 物 お よ び 誘 導 体 は 、 直 接 に 使 用 が 可 能 で あ る 、 あ る い は
、 乾 燥 後 、 例 え ば 、 凍 結 乾 燥 後 、 前 述 の 担 体 に 付 着 後 、 ま た は 、 製 剤 生 産 に 必 要 な 、 他 の
製 薬 活 性 お よ び 補 助 物 質 と の 処 方 後 に 使 用 が 可 能 で あ る 。 言 及 し て も よ い 活 性 お よ び 補 助
物 質 の 例 と し て は 、 他 の 抗 体 、 抗 微 生 物 ま た は 静 微 生 物 作 用 を 持 つ 抗 菌 活 性 物 質 、 例 え ば
、 抗 生 物 質 全 般 ま た は ス ル フ ォ ナ ミ ド 類 、 抗 腫 瘍 剤 、 水 、 バ ッ フ ァ ー 、 生 食 液 、 ア ル コ ー
ル 、 油 脂 、 ワ ッ ク ス 、 不 活 性 ベ ヒ ク ル 、 ま た は 、 非 経 口 製 剤 に つ き も の の そ の 他 の 物 質 、
例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 、 増 粘 剤 、 ま た は 糖 類 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 病 気 の コ ン ト ロ
ー ル 、 好 ま し く は 関 節 障 害 、 好 適 に は 関 節 軟 骨 の 障 害 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 経 口 的 に 、 ま た は 、 非 経 口 的 に 、 皮 下 に 、 筋 肉 内 に 、 静
脈 内 に 、 ま た は 、 腹 腔 内 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 抗 体 、 抗 体 断 片 、 そ れ ら の 混 合 物 ま た は 誘 導 体 は 、 直 接 、 ま た は 、 固 相 ま た は 液 相 担 体
、 酵 素 、 毒 素 、 放 射 性 ま た は 非 放 射 性 ラ ベ ル と の 結 合 後 、 あ る い は 、 前 述 の よ う な 蛍 光 ／
化 学 的 発 光 ラ ベ ル と の 結 合 後 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ビ メ ン チ ン は 、 広 範 な 細 胞 タ
イ プ に お い て 、 特 に 新 生 細 胞 に お い て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の ヒ ト ビ メ ン チ
ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 下 記 の よ う に し て 獲 得 し て も よ い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ビ メ ン チ ン
を 入 手 す る に は 他 の 等 価 的 な 過 程 も 利 用 が 可 能 で あ り 、 そ れ ら も 本 発 明 に 含 め ら れ る こ と
を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 先 ず 、 哺 乳 動 物 を ヒ ト ビ メ ン チ ン で 免 疫 化 す る 。 精 製 さ れ た ヒ ト ビ メ ン チ ン は 、 Sigma
（ セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 、 カ タ ロ グ A6152） を 始 め 、 他 の 販 売 業 者 か ら 購 入 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ビ メ ン チ ン は 、 ヒ ト 胎 盤 組 織 か ら 簡 単 に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
さ ら に 、 高 純 度 ビ メ ン チ ン 免 疫 原 物 質 を 入 手 す る た め の 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 法 が 知 ら
れ る （ 例 え ば 、 Vladutiu et al., (1975)5:147-59 Prep. Biochem.を 参 照 ） 。 抗 ヒ ト ビ メ
ン チ ン 抗 体 を 生 産 す る の に 使 用 さ れ る 哺 乳 動 物 は 限 定 さ れ な い が 、 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 例 え
ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ウ サ ギ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ま た は イ ヌ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 次 に 、 脾 臓 細 胞 の よ う な 抗 体 産 生 細 胞 を 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 取 り 出 し 、 骨 髄 腫 細 胞 と
融 合 す る 。 こ の 骨 髄 腫 細 胞 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 p3x63-Ag8-653, NS-0, NS-
1 ま た は P3U1細 胞 を 使 用 し て も よ い ） 。 細 胞 融 合 操 作 は 、 良 く 知 ら れ た 従 来 法 で 実 施 し て
も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 細 胞 は 、 細 胞 融 合 操 作 を 実 施 さ れ た 後 、 HAT選 択 培 地 で 培 養 さ れ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が
選 択 さ れ る 。 次 に 、 抗 ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ が 行 わ れ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA（ 酵 素 免 疫 定
量 法 ） 等 に よ っ て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 時 、 生 産 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は
、 ヒ ト ビ メ ン チ ン が 不 動 化 さ れ た ウ ェ ル に 結 合 さ れ る 。 こ の 場 合 、 二 次 抗 体 と し て 、 免 疫
化 さ れ た 動 物 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 で 、 酵 素 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ベ ー タ -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
等 で 標 識 さ れ た 抗 体 を 用 い て も よ い 。 こ の ラ ベ ル は 、 標 識 酵 素 を そ の 基 質 と 反 応 さ せ て 、
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発 色 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 し て も よ い 。 基 質 と し て 、 3,3-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 2,
2-ジ ア ミ ノ ビ ス -o-ジ ア ニ シ ド 、 4-ク ロ ロ ナ フ ト ー ル 、 4-ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 、 o-フ ェ ニ
レ ン ジ ア ミ ン 等 が 生 産 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 前 述 の 操 作 に よ り 、 抗 ヒ ト ビ メ ン チ ン 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と が
可 能 で あ る 。 次 に 、 こ の 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 従 来 の 制 限 希 釈 法 ま た は 軟 寒 天 法
に よ っ て ク ロ ー ン す る 。 要 す れ ば 、 こ の ク ロ ー ン し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 血 清 含 有 ま た は
血 清 無 添 加 培 養 液 を 用 い て 大 規 模 に 培 養 し て も よ い し 、 あ る い は 、 マ ウ ス の 腹 腔 に 接 種 し
て 、 腹 水 か ら 回 収 し て 、 多 数 の ク ロ ー ン ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る よ う に し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 に 、 こ の 選 択 さ れ た 抗 ヒ ト ビ メ ン チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 中 か ら 、 細 胞 表 面 ビ メ ン
チ ン に 結 合 す る 能 力 を 持 つ も の を 選 び 、 そ の 後 の 分 析 と 操 作 に 用 い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ こ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 定 常 ド メ イ ン と 一 緒 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 （ 例 え
ば 、 ヒ ト 化 抗 体 ） 、 重 鎖 と 一 緒 の 軽 鎖 、 起 源 の 生 物 種 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 、 ま た は サ
ブ ク ラ ス 表 示 の 如 何 に よ ら ず 、 あ る 生 物 種 の 鎖 で 、 別 の 生 物 種 の 鎖 と 一 緒 の 鎖 、 あ る い は
、 異 種 タ ン パ ク と の 融 合 体 を 始 め と し て 、 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Fab、 F(ab)2、 お よ び Fv）
等 の 可 変 （ 超 可 変 を 含 む ） ド メ イ ン を ス プ ラ イ ス す る こ と に よ っ て 生 産 さ れ る ハ イ ブ リ ッ
ド お よ び 組 み 換 え 抗 体 を 、 そ れ ら が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 限 り 、 含 む （ 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,816,567号 、 お よ び 、 Mage & Lamoyi, 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 生 産 技 術 お よ び 応 用
（ ” Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications” ） 」 、 79-97ペ ー
ジ (Marcel Dekker, Inc.)、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1987)を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 従 っ て 、 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 の 特 質 が 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 か
ら 得 ら れ る こ と を 示 し て お り 、 何 か の 特 定 の 方 法 に よ る 抗 体 の 生 産 を 要 求 す る も の と 考 え
て は な ら な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 Kohlerと Mils
tein、 Nature 265:495(1975)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 製 造 さ
れ て も よ い し 、 あ る い は 、 組 み 換 え DNA法 （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ） に よ っ て 製 造 さ れ て
も よ い 。 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 」 は ま た 、 例 え ば 、 McCafferty等 , Nature 348:552-554(1
990)に 記 載 さ れ る 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 非 ヒ ト （ 例 え ば 、 げ っ 歯 類 ） 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 態 と は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 得
ら れ た 配 列 を 最 小 限 含 む 、 特 異 的 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 ま た は 、 そ
れ ら の 断 片 （ 例 え ば 、 Fv、 Fab、 Fab’ 、 F(ab)2、 ま た は 、 そ の 他 の 、 抗 体 の 、 抗 原 結 合 部
分 配 列 ） で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 大 部 分 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） で
あ る が 、 そ の レ シ ピ エ ン ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） の 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 、 お よ び 容 量 を 持 つ 、 非 ヒ ト 生 物 種 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ウ サ ギ
の CDRの 残 基 （ ド ナ ー 抗 体 ） に よ っ て 置 換 さ れ る 。 あ る 場 合 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fv枠
組 み 領 域 （ FR） 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト FR残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 輸 入 さ れ た CDRま た は FR配 列 に も 認 め ら れ な い 残 基 を 含 ん で
も よ い 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 抗 体 パ フ ォ ー マ ン ス を さ ら に 微 調 整 し 、 最 適 化 す る た め に 実 行
さ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も 1個 の 、 典 型 的 に は 2個 の 可 変 ド メ イ ン の 、 実
質 的 に は 全 て を 含 み 、 そ の 際 、 CDR領 域 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の も の に 一 致 し 、 FR残 基 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 共
通 配 列 の 残 基 と な る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、 要 す れ ば 随 意 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 域 （ Fc
） の 、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 非
ヒ ト 起 源 か ら 、 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ の 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 よ く
「 輸 入 」 残 基 と も 呼 ば れ る 。 こ の 残 基 は 、 通 常 、 「 輸 入 元 」 可 変 ド メ イ ン か ら 取 り 出 さ れ
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る 。 ヒ ト 化 は 、 事 実 上 、 Winterお よ び 共 同 研 究 者 達 の 方 法 に 従 っ て （ Jones et al., (198
6) Nature 321:522-525; Riechmann et al., (1988) Nature, 332:323-327; お よ び Verho
eyen et al., (1988) Science 239:1534-1536） 、 げ っ 歯 類 の CDRま た は CDR配 列 に よ っ て
、 ヒ ト 抗 体 の 対 応 配 列 を 置 換 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化
」 抗 体 は 、 実 質 的 に 元 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 未 満 の も の が 、 非 ヒ ト 動 物 種 由 来 の 対 応 配 列 に
よ っ て 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 実 際 上 は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 通 常 、 い く つ か の CDR残
基 と 恐 ら く い く つ か の FR残 基 と が 、 げ っ 歯 類 抗 体 の 類 似 部 位 由 来 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ
た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 軽 鎖 の も の に し ろ 重 鎖 の も の に し ろ 、 ヒ ト 化 抗 体 製 造 に 使 用 さ れ る ヒ ト 可 変 ド メ イ ン の
選 択 は 、 抗 原 性 を 低 減 さ せ る に 当 た っ て 極 め て 重 要 で あ る 。 所 謂 「 最 適 適 合 」 法 で は 、 げ
っ 歯 類 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の 配 列 が 、 既 知 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 配 列 の 全 ラ イ ブ ラ リ ー に 対
し て ス ク リ ー ン グ さ れ る 。 次 に 、 げ っ 歯 類 の も の に も っ と も 近 似 す る ヒ ト 配 列 が 、 ヒ ト 化
抗 体 の ヒ ト の 枠 組 み （ FR） と し て 受 容 さ れ る （ Sims et al., (1993) J. Immunol., 151:2
296; お よ び Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196:901） 。 も う 一 つ の 方 法 は 、
軽 鎖 ま た は 重 鎖 の あ る 特 定 の サ ブ グ ル ー プ の 全 ヒ ト 抗 体 の 共 通 配 列 か ら 得 た 特 定 の 枠 組 み
を 用 い る 。 同 じ 枠 組 み を い く つ か の 別 々 の ヒ ト 化 抗 体 に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る （ Cart
er et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 89:4285; お よ び Presta et al., (19
93) J. Immunol., 151:2623） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 抗 体 は 、 抗 原 に 対 す る 高 い 親 和 性 、 お よ び そ の 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 保
持 し た ま ま ヒ ト 化 さ れ る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 あ る 方 法 に よ れ
ば 、 親 配 列 と ヒ ト 化 配 列 の 3次 元 モ デ ル を 用 い て 、 親 配 列 と 、 様 々 の 概 念 的 ヒ ト 化 生 産 物
と を 分 析 す る と い う 工 程 に よ っ て ヒ ト 化 抗 体 が 調 製 さ れ る 。 3次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル
は 普 通 に 入 手 可 能 で 、 当 業 者 に は 馴 染 み で あ る 。 選 択 さ れ た 候 補 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の
、 予 想 さ れ る 3次 元 立 体 構 造 を 図 示 ・ 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム も 利 用 可 能 で あ る
。 こ れ ら の デ ィ ス プ レ ー を 精 査 す る こ と に よ っ て 、 候 補 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 に お
け る 残 基 の 予 想 さ れ る 役 割 に 関 す る 分 析 、 す な わ ち 、 候 補 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 、 抗 原 に 対
す る 結 合 能 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 FR残 基 を 選 択 し 、
共 通 ・ 輸 入 配 列 か ら 取 り 出 し て 、 所 望 の 抗 体 特 性 、 例 え ば 、 標 的 抗 原 （ 単 複 ） に 対 す る 親
和 度 の 増 大 が 実 現 さ れ る よ う に 結 合 す る こ と が 可 能 と な る 。 一 般 に 、 CDR残 基 が 、 抗 原 結
合 に 対 し て 直 接 に 、 も っ と も 実 質 的 に 関 与 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ビ メ ン チ ン に 向 け ら れ た ヒ ト 抗 体 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 生 産 の た め
の 、 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 、 お よ び マ ウ ス -ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 系 統 に つ い て は 、 例 え ば 、 Koz
bor(1984) J. Immunol., 133, 3001; Brodeur et al.,「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 生 産 技 術
と 応 用 (“ Monoclonal Antibody Production Technique and Applications” )」 、 51-63ペ
ー ジ 、 (Marcel Dekker, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1987);お よ び Boemer et al., (1991) J. I
mmunol., 147:86-95に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な ヒ ト 抗 体 製 造 の た め の 特 定 方 法 、 例 え
ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 工 法 、 お よ び ／ ま た は 、 イ ン ビ ト
ロ デ ィ ス プ レ ー 法 、 例 え ば リ ボ ソ ー ム デ ィ プ レ ー ま た は 共 有 結 合 デ ィ ス プ レ ー に つ い て も
記 載 さ れ て い る （ Osbourn et al. (2003) Drug Discov. Today 8:845-51; Maynard and G
eorgiou (2000) Ann. Rev. Biomed. Eng. 2:339-76; お よ び 、 米 国 特 許 第 4,833,077、 5,8
11,524、 5,958,765、 6,413,771、 お よ び 、 6,537,809号 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 現 在 で は 、 免 疫 化 に よ っ て 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 生 産 欠 如 の ま ま 、 ヒ ト 抗 体 の 全 レ パ
ー ト リ ー を 生 産 す る こ と が 可 能 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） を 生 産 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 キ メ ラ の 、 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス に お い て 、 抗 体 重 鎖 連 結
領 域 （ JH） 遺 伝 子 の ホ モ 欠 失 に よ り 、 内 因 性 抗 体 生 産 の 完 全 抑 制 が も た ら さ れ る こ と が 記
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載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス に 、 ヒ ト 生 殖 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝
子 ア レ イ を 転 送 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 チ ャ レ ン ジ に 対 し て ヒ ト 抗 体 の 生 産 が も た ら さ れ
る （ 例 え ば 、 Jakobovits et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 90:2551; Jak
obovits et al., (1993) Nature, 362:255-258; お よ び Bruggermann et al., (1993) Yea
r in Immuno., 7:33を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 別 に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 （ McCafferty et al., (1990) Nature, 348:552-553）
を 用 い て 、 免 疫 化 さ れ て い な い ド ナ ー 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 （ Ｖ ） ド メ イ ン の 遺 伝 子
レ パ ー ト リ ー か ら 得 ら れ た 、 ヒ ト 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 を イ ン ビ ト ロ で 生 産 す る こ と が 可 能
で あ る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 抗 体 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー は 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ 、 例 え ば 、 M13ま た は fdの 大 ま た は 小 コ ー ト タ ン パ ク 遺 伝 子 に 読 み 枠 が 合 致 す る よ
う に ク ロ ー ン さ れ 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 機 能 的 抗 体 断 片 と し て デ ィ ス プ レ ー さ れ る 。 繊
維 状 粒 子 は 、 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 1本 鎖 DNAコ ピ ー を 含 ん で い る の で 、 抗 体 の 機 能 的 性 質 に 基
づ く 選 択 に よ っ て 、 そ の 性 質 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 選 択 が 実 現 さ れ る 。 従 っ て
、 フ ァ ー ジ は 、 B細 胞 の 性 質 の い く つ か を 模 倣 す る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー は 、 様 々 の 方
式 で 実 行 が 可 能 で あ る （ 総 覧 に つ い て は 、 例 え ば 、 Johnson et al., (1993) Curr. Opin.
 in Struct. Bio., 3:564-571を 参 照 ） 。 V遺 伝 子 セ グ メ ン ト の い く つ か の 供 給 試 料 が フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ ー に 使 用 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Clackson等 ((1991) Nature, 352:624-62
8)は 、 免 疫 化 し た マ ウ ス の 脾 臓 か ら 得 ら れ た V遺 伝 子 の ラ ン ダ ム な 組 み 合 わ せ に よ る 小 規
模 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 抗 オ キ サ ゾ ロ ン 抗 体 か ら 成 る 多 様 な ア レ イ を 単 離 し た 。 免 疫 化 さ れ
て い な い ヒ ト ド ナ ー か ら V遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 構 築 す る こ と 、 お よ び 、 多 様 な 抗 原 ア
レ イ （ 自 己 抗 原 を 含 む ） に 対 す る 抗 体 を 単 離 す る こ と も 、 Marks等 ((1991) J. Mol. Biol.
, 222:581-597, ま た は Griffith et al., (1993) EMBO J., 12:725-734)に よ っ て 記 載 さ
れ る 技 術 に 事 実 上 従 っ て 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 天 然 の 免 疫 反 応 で は 、 抗 体 遺 伝 子 は 、 高 速 で （ 体 細 胞 性 高 速 突 然 変 異 ） 突 然 変 異 を 蓄 積
す る 。 導 入 さ れ た 変 化 の い く つ か は よ り 高 い 親 和 度 を 与 え 、 高 親 和 度 の 表 面 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を 提 示 す る B細 胞 は 好 ん で 複 製 さ れ 、 そ の 後 の 抗 原 チ ャ レ ン ジ の 際 に 分 化 す る 。 こ の 自
然 の 過 程 は 、 「 チ ェ イ ン シ ャ ッ フ リ ン グ 」 と い う 名 で 知 ら れ る 技 術 を 用 い て 模 倣 す る こ と
が で き る （ Marks et al., (1992) Bio/Technol., 10:779-783参 照 ） 。 こ の 方 法 で は 、 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー で 得 ら れ た 「 一 次 」 ヒ ト 抗 体 の 親 和 度 を 、 重 鎖 ・ 軽 鎖 の V領 域 遺 伝 子
を 、 非 免 疫 化 ド ナ ー か ら 得 ら れ た Vド メ イ ン 遺 伝 子 の 天 然 に 見 ら れ る 変 異 種 の レ パ ー ト リ
ー （ レ パ ー ト リ ー ） で 順 次 置 換 す る こ と に よ っ て 向 上 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 技 術
に よ っ て 、 ｎ Mの 範 囲 の 親 和 度 を 持 つ 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 の 生 産 が 可 能 に な る 。 大 規 模 な
フ ァ ー ジ 抗 体 レ パ ー ト リ ー を 製 造 す る た め の 戦 略 が Waterhouse等 ((1993) Nucl. Acids Re
s., 21:2265-2266)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン グ は 、 げ っ 歯 類 抗 体 か ら ヒ ト 抗 体 を 誘 導 す る の に 用 い る こ と も 可 能
で あ り 、 そ の 場 合 、 ヒ ト 抗 体 は 、 開 始 の げ っ 歯 類 抗 体 と 相 似 の 親 和 度 と 特 異 性 を 有 す る 。
別 名 「 エ ピ ト ー プ イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 」 と も 呼 ば れ る こ の 方 法 に よ れ ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ ー 法 に よ っ て 得 ら れ た げ っ 歯 類 抗 体 の 、 重 鎖 ま た は 軽 鎖 Vド メ イ ン 遺 伝 子 は 、 ヒ ト Vド
メ イ ン 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー に よ っ て 置 換 さ れ て 、 げ っ 歯 類 -ヒ ト キ メ ラ を 形 成 す る 。 抗
原 に 基 づ い て 選 択 す る こ と に よ り 、 機 能 的 抗 原 結 合 部 位 を 回 復 可 能 と す る ヒ ト 可 変 域 が 単
離 さ れ る 、 す な わ ち 、 エ ピ ト ー プ が 結 合 相 手 の 選 択 を 支 配 す る 。 こ の 過 程 を 繰 り 返 し て 残
存 す る げ っ 歯 類 Vド メ イ ン を 置 換 し て い く と 、 ヒ ト 抗 体 が 得 ら れ る （ 1993年 4月 1日 公 刊 の P
CT WO93/06213参 照 ） 。 従 来 の 、 CDR移 植 に よ る げ っ 歯 類 抗 体 の ヒ ト 化 と 違 っ て 、 こ の 技 術
に よ っ て 、 げ っ 歯 類 起 源 の 枠 組 み ま た は CDR残 基 を 全 く 持 た な い 、 完 全 に ヒ ト 的 な 抗 体 が
得 ら れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 前 述 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の ヒ ト ビ メ ン チ
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ン を 検 出 ・ 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。 サ ン プ ル 中 の ヒ ト ビ メ ン チ ン の 検 出 ま た は 定 量 は
、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と ヒ ト ビ メ ン チ ン と の 間 の 特 異 的 結 合 反 応 を 利 用 し た イ ム
ノ ア ッ セ イ に よ っ て 実 行 が 可 能 で あ る 。 従 来 技 術 に お い て 各 種 イ ム ノ ア ッ セ イ が よ く 知 ら
れ て い る が 、 そ の 内 か ら 任 意 に 選 ば れ た も の の 使 用 が 可 能 で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ の 例 と
し て は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と 別 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ 、 一 次 お よ び 二 次 抗
体 と し て 用 い る サ ン ド イ ッ チ 法 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 一 次 お よ び
二 次 抗 体 と し て 用 い る サ ン ド イ ッ チ 法 、 金 コ ロ イ ド を 用 い る 染 色 法 、 凝 集 法 、 ラ テ ッ ク ス
法 、 お よ び 、 化 学 的 発 光 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 内 、 特 に 好 ま し い の は サ ン ド イ ッ チ ELIS
Aで あ る 。 よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 こ の 方 法 で は 、 一 次 抗 体 は 、 例 え ば 、 ウ ェ ル の 内 壁
に 不 動 化 さ れ 、 次 に サ ン プ ル が こ の 不 動 化 一 次 抗 体 と 反 応 さ せ ら れ る 。 洗 浄 後 、 二 次 抗 体
が 、 ウ ェ ル 中 に 不 動 化 さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 と 反 応 さ せ ら れ る 。 洗 浄 後 、 不 動 化 さ れ た 二
次 抗 体 が 定 量 さ れ る 。 一 次 抗 体 と し て は 、 ヒ ト ビ メ ン チ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 好 ん
で 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 二 次 抗 体 の 定 量 は 、 そ れ か ら 二 次 抗 体 が 得 ら れ た 動 物 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 し て 特 異 的
な 標 識 抗 体 （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 抗 体 ） を 、 そ の 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 次 に 、 ラ ベ ル を 測 定
す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 。 別 に 、 標 識 （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 ） 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用
い 、 二 次 抗 体 の 定 量 は 、 二 次 抗 体 上 の ラ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 実 行 し て も よ い 。
4.3  ビ メ ン チ ン 結 合 剤
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る
結 合 剤 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と は 、 結 合 剤 が 、 ビ メ ン チ ン
タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 を 認 識 し 、 結 合 す る が 、 サ ン プ ル 中 の 他 の 分 子 は 実 質 的 に 認 識 せ
ず 結 合 し な い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 結 合 剤 は 、 そ の 表 面 に ビ メ ン チ ン を 発 現
す る MDR細 胞 の 表 面 に は 特 異 的 に 結 合 す る 。 有 用 な 結 合 剤 は 、 水 、 生 理 的 条 件 下 で 、 ま た
は 、 イ オ ン 強 度 に 関 し て 生 理 的 条 件 と 近 似 す る 条 件 下 で 、 例 え ば 、 140 mM NaCl, 5 mM Mg
Cl 2 に お い て 、 少 な く と も 約 10 6 M-1、 ま た は 少 な く と も 約 10 7 M-1、 ま た は 少 な く と も 約 10 8

M-1、 ま た は 少 な く と も 10 9 M-1の 親 和 度 で 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク と 会 合 を 形 成 す る 。 本 明
細 書 で 用 い る 「 結 合 剤 」 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 ま
た は 付 着 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 結 合 剤 は 、 そ れ が ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 限 り 、 何 か 特
定 の サ イ ズ で あ る 必 要 は な い し 、 何 か 特 定 の 構 造 を 持 つ 必 要 も な い 。 従 っ て 、 「 結 合 剤 」
と は 、 そ れ が ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 限 り 、 任 意 の 領 域 （
例 え ば 、 3次 元 構 造 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 特 定 の 小 型 化 学 基 ） に 特 異 的 に 結 合 ま た は 付
着 す る 分 子 で あ る 。 結 合 剤 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 天 然 の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 ホ ル モ ン ま
た は GTP） を 始 め 、 合 成 の 小 分 子 、 薬 品 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 お よ び 、 ホ ル モ ン ・ 抗 体 の よ
う な タ ン パ ク 、 お よ び そ れ ら の 部 分 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 従 来 技 術 で 、 非 抗 体 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 の 例 が い く つ か 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 修 飾 さ れ
た LDLは 、 Kdが 約 1.7ｘ 10 - 7 Mの 親 和 度 （ Kaが 約 5.9ｘ 10 6 M-1に 一 致 ） で ビ メ ン チ ン に 対 し て
特 異 的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る (Heidenthal et al., (2000) Biochem. Biophys. R
es. Comm. 267:49-53を 参 照 )。 修 飾 さ れ た LDLは 、 要 す れ ば 随 意 に 、 酸 化 ・ ア セ チ ル 化 LDL
で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 修 飾 型 LDLの 生 産 法 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 酸 化 L
DLは 、 EDTA無 添 加 、 O 2 -飽 和 PBSに 溶 解 し た 5 uM CuSO 4 と LDLを イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ っ て 調 製 が 可 能 で あ る （ Hrboticky et al., (1999) Arterioscler. Throm. Basc Biol.
 19:1267-75） 。 酸 化 LDLの ア セ チ ル 化 お よ び ヨ ー ド 化 は 、 従 来 技 術 で 既 知 の 方 法 に よ っ て
実 行 が 可 能 で あ る （ Basu et al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:3178-82） （ ア
セ チ ル 化 ） お よ び Bilheimer et al. (Biochem. Biophys. Acta 260:212-21（ ヨ ー ド 化 ）
を 参 照 )。 非 抗 体 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 の 他 の 例 と し て は 、 Nlk1タ ン パ ク （ 米 国 特 許 第 6,476,1
93号 ） お よ び SNAP23タ ン パ ク （ Faigle et al. (2000) Mol. Biol. Cell. 11:3485-3494を
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参 照 ） を 始 め 、 デ ス ミ ン 、 グ リ ア 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク お よ び ペ リ フ ェ リ ン 、 フ ィ ン ブ リ ン
、 RhoA-結 合 性 キ ナ ー ゼ ア ル フ ァ 、 お よ び 、 タ ン パ ク フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aが 挙 げ ら れ る 。
ビ メ ン チ ン そ の も の も 、 自 己 会 合 に よ っ て マ ル チ マ ー と な る こ と が 知 ら れ て お り 、 従 っ て
、 こ れ も 非 抗 体 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 と な る 。
4.4  ビ メ ン チ ン 標 的 診 断 法
　 本 発 明 は さ ら に 、 MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 細 胞 を 持 つ 患 者 の 早 期 特 定 を 可 能 と す る 。 例 え
ば 、 そ の よ う な 細 胞 を 持 つ と 特 定 さ れ た 患 者 が 、 ガ ン の 寛 解 期 の 患 者 で あ る 場 合 、 あ る い
は 、 ガ ン （ 例 え ば 、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 前 立 腺 ガ ン 、 白 血 病 等 ） を 現 に 治 療 さ れ て い る 場
合 、 本 発 明 は 、 そ の ガ ン の 復 帰 お よ び ／ ま た は 進 行 の 前 に こ れ ら の 患 者 の 特 定 を 可 能 と す
る ば か り で な く 、 薬 剤 に よ る 治 療 中 こ れ ら の 患 者 を 監 視 し 、 そ う す る こ と に よ っ て 治 療 ス
ケ ジ ュ ー ル の 変 更 を 可 能 と す る 。 同 様 に 、 こ の よ う な 細 胞 を 持 つ と 特 定 さ れ た 患 者 が 、 感
染 症 で 治 療 さ れ て い る 、 ま た は 、 か っ て 感 染 症 （ 例 え ば 、 B型 肝 炎 ） で 治 療 を 受 け た 無 症
状 患 者 で あ る 場 合 、 本 発 明 は 、 症 状 の 復 帰 の 前 に こ れ ら の 患 者 の 特 定 を 可 能 と す る ば か り
で な く 、 も し も そ の よ う な MDR細 胞 が 検 出 さ れ た 場 合 、 治 療 ス ケ ジ ュ ー ル の 変 更 を 可 能 と
す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 診 断 応 用 に よ っ て 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン マ ー カ ー を 用 い る こ と に
よ り 、 腫 瘍 性 、 MDR腫 瘍 性 ま た は 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 の 診 断 お よ び 画 像 化 が
可 能 と な る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 診 断 応 用 と し て は 、 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 、 例 え ば 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に 接 合 さ せ
た プ ロ ー ブ 、 お よ び 他 の 検 出 剤 が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 検 出 可 能 な 標 識 」 と は
、 本 発 明 の 結 合 剤 が 、 検 出 可 能 な 機 能 基 に 動 作 的 に 連 結 す る こ と を 意 味 す る 。 「 動 作 的 に
連 結 す る 」 と は 、 機 能 基 が 、 共 有 か 、 ま た は 、 非 共 有 （ 例 え ば 、 イ オ ン ） 結 合 に よ っ て 結
合 剤 に 付 着 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 共 有 結 合 を 造 る 方 法 は 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 Wong, S.
S., 「 タ ン パ ク 共 役 接 合 と 架 橋 の 化 学 （ ” Chemistry of Protein Conjugation and Cross
-Linking” ） 」 、 CRC Press 1991; Burkhart et al., 「 ア ミ ノ 架 橋 剤 、 ア ミ ノ プ ラ ス ト
の 化 学 と 応 用 (“ The Chemistry and Application of Amino Crosslinking Agents or Ami
noplasts” )」 、 John Wiley & Sons Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1999に お け
る 一 般 的 プ ロ ト コ ー ル 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 検 出 可 能 と な る よ う に 標 識 さ れ た 結 合 剤 は 、 検 出 可 能 な 機 能
基 と 共 役 結 合 し た 結 合 剤 を 含 む 。 本 発 明 の 、 別 の 検 出 可 能 と な る よ う に 標 識 さ れ た 結 合 剤
は 融 合 タ ン パ ク で あ り 、 そ の 場 合 一 方 は 結 合 剤 で 、 他 方 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル で あ る 。 検 出
可 能 標 識 結 合 剤 の さ ら に 別 の 非 限 定 的 例 は 、 結 合 剤 と 、 第 2機 能 基 に 対 し て 高 い 親 和 度 を
持 つ 第 1機 能 基 を 含 む 第 1融 合 タ ン パ ク 、 お よ び 、 第 2機 能 基 と 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 含 む 第 2
融 合 タ ン パ ク で あ る 。 例 え ば 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 は 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン 機 能 基 に 動 作 的 に 連 結 さ れ て も よ い 。 フ ル オ レ セ イ ン 機 能 基 に 動 作 的 に 連 結
さ れ る ビ オ チ ン 機 能 基 を 含 む 第 2融 合 タ ン パ ク を 結 合 剤 -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 融 合 タ ン パ ク
に 添 加 し て も よ い 。 そ の 場 合 、 第 2融 合 タ ン パ ク が 、 結 合 剤 -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 融 合 タ ン
パ ク に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 結 合 剤 （ す な わ ち 、 検 出 可 能 な ラ ベ
ル に 動 作 的 に 連 結 さ れ た 結 合 剤 ） が も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 追 跡 が 可 能 な 機 能 基 で あ り 、 限 定 を 意 図 す る こ と な く 、
蛍 光 色 素 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン （ FITC） ,フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ） 、 化 学 染
料 、 放 射 性 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 磁 性 化 合 物 、 常 磁 性 化 合 物 、 親 磁 性 化 合 物 、 ま た は
、 有 色 産 物 、 化 学 発 光 産 物 、 ま た は 磁 性 産 物 を 生 成 す る 酵 素 を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 で は
、 検 出 可 能 な ラ ベ ル は 、 医 用 画 像 装 置 ま た は シ ス テ ム に と っ て 検 出 可 能 で あ る 。 例 え ば 、
医 用 画 像 シ ス テ ム が X線 装 置 で あ る 場 合 、 X線 装 置 に よ っ て 検 出 さ れ る 検 出 可 能 ラ ベ ル は 放
射 能 ラ ベ ル （ 例 え ば 、 3 2 P） で あ る 。 結 合 剤 は 、 検 出 可 能 な 機 能 基 に 直 接 共 役 結 合 さ れ る
必 要 は な い こ と に 注 意 さ れ た い 。 例 え ば 、 そ れ 自 体 が 、 第 2の 検 出 可 能 な 結 合 剤 （ 例 え ば
、 FITC標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 ） に よ っ て 特 異 的 に 結 合 さ れ る 結 合 剤 （ 例 え ば 、 マ ウ ス
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抗 ヒ ト ビ メ ン チ ン 抗 体 ） は 、 検 出 可 能 な 機 能 基 （ す な わ ち 、 FITC機 能 基 ） に 動 作 的 に 連 結
さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 損 傷 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と は 、 無 処 置 の 試 験 損 傷 細 胞 を 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 可 能 な 結 合
剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 結 合 剤 が 、 蛍 光 色 素 に 動 作 的 に 連 結 さ れ
る こ と に よ っ て 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 場 合 、 そ の 蛍 光 色 素 で 染 ま っ て い る 細 胞 （ す な
わ ち 、 そ の 結 合 剤 に よ っ て 特 異 的 に 結 合 さ れ て い る 細 胞 ） は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー タ ー 分
析 （ 実 施 例 参 照 ） 、 ま た は 、 ス ラ イ ド に 調 製 し た 臨 床 標 本 の 通 例 の 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 に よ っ
て 特 定 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 医 用 画 像 装 置 お よ び シ ス テ ム は 、 そ の よ う な シ ス テ ム に よ っ て 検 出 可 能 な ラ ベ ル 同 様 、
既 知 で あ る 。 前 述 し た よ う に 、 そ の よ う な シ ス テ ム お よ び ラ ベ ル の 一 つ の 非 限 定 的 例 は 、
放 射 標 識 さ れ た 結 合 剤 を 検 出 す る こ と が 可 能 な X線 装 置 で あ る 。 医 用 画 像 シ ス テ ム の 他 の
非 限 定 的 例 と し て は 、 (a)X線 に よ る コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 装 置 （ CT） 、 ポ ジ ト ロ ン 放 射 断
層 撮 影 装 置 （ PET） 、 お よ び 、 こ れ ら の 技 術 に 基 づ く 新 し い 併 合 お よ び 改 良 装 置 [(PET+CT
、 ス パ イ ラ ル CT、 単 一 フ ォ ト ン 放 射 CT（ SPECT） 、 高 解 像 度 PET（ マ イ ク ロ PET） 、 お よ び
、 免 疫 シ ン チ グ ラ フ ィ ー （ 放 射 標 識 抗 体 を 使 用 （ Czernin, J. and M.E. Phelps (2002), 
Annual Reviews of. Medicine 53:89-112, 2002; Goldenberg, D.M. (1997), Cancer 80(
12):2431-2435; Langer, S.G. et al. (2001) World Journal of Surgery 25:1428-1437;
 Middleton, ML. and Shell EG. (2002) Postgrad Med. 111(5):89-90, 93-6,; (b)磁 気
共 鳴 画 像 装 置 (MRI)(Helbich, T.H. (2002) Journal of Radiology, 34:208-219; Langer,
 S.G. et al. (2001) World Journal of Surgery 25:1428-1437; Nabi, H.A. and Zubeld
ia, J.M. (2002) Oncology Journal of Nuclear Medicine Technology, 30(1):3-9; 超 音
波 画 像 装 置 （ US） (Harvey, C.J., et al. (2002) Advances in Ultrasound Clinical Rad
iology, 57:157-177; Langer, S.G. et al. (2001) World Journal of Surgery 25:1428-
1437); (c)光 フ ァ イ バ ー 内 視 鏡 （ Shelbase DE (2002), Curr. Opin. Pediatr. 14:327-33
） ; (d)ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン 検 出 装 置 （ ガ ン マ 放 射 体 を 検 出 す る 、 例 え ば 、 192-Ir）
、 お よ び 、 ベ ー タ シ ン チ レ ー シ ョ ン 検 出 装 置 （ ベ ー タ 放 射 体 を 検 出 す る 、 例 え ば 、 90-Sr/
Y） (Hanefeld C, Amirie, S. et al. (2002) Circulation 105:2493-6)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 、 お よ び そ の 誘 導 体 お よ び 類 縁 体
は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 疾 患 お よ び ／ ま た は 障 害 を 検 出 、 診 断 、
ま た は 監 視 す る 診 断 目 的 の た め に 使 用 が 可 能 で あ る 。 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン の 異
常 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)ビ メ ン チ ン に 対 し て 特 異 的 な 1種 以 上 の 抗 体 を 用 い て
、 個 体 の 細 胞 、 ま た は 細 胞 表 面 膜 画 分 に お け る 興 味 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を ア ッ セ イ す る
こ と 、 お よ び 、 (b)そ の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 、 標 準 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含
み 、 標 準 発 現 レ ベ ル と 比 べ た 場 合 の 、 定 量 さ れ た 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 レ ベ ル の 上 昇 ま
た は 低 下 は 異 常 発 現 を 示 す も の と す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 新 生 細 胞 に お い て 多 剤 耐
性 が 検 出 さ れ る べ き 場 合 と し て 、 比 較 さ れ る べ き 「 標 準 発 現 レ ベ ル 」 は 、 同 じ ま た は 類 似
の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 、 非 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 で あ る 。 同 様 に 、 試 験 細 胞 の 新 生 物 性 が
検 出 さ れ る べ き 場 合 と し て 、 比 較 さ れ る べ き 「 標 準 発 現 レ ベ ル 」 は 、 同 じ ま た は 類 似 の 起
源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 、 非 新 生 細 胞 で あ る 。 さ ら に 、 試 験 細 胞 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） に
お け る 「 損 傷 」 が 検 出 さ れ る べ き 場 合 と し て 、 比 較 さ れ る べ き 「 標 準 発 現 レ ベ ル 」 は 、 同
じ ま た は 類 似 の 起 源 ま た は 細 胞 タ イ プ の 、 非 損 傷 細 胞 （ 例 え ば 、 未 感 染 細 胞 ） で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ガ ン に 関 し て 言 う と 、 個 体 か ら 得 た 生 検 組 織 ま た は 試 験 細 胞 に お い て 比 較 的 高 い 量 の 細
胞 表 面 ビ メ ン チ ン が 存 在 す る こ と は 、 そ の 病 気 の 発 達 し 易 い 性 向 を 示 す も の か も 知 れ な い
し 、 あ る い は 、 実 際 の 臨 床 症 状 の 出 現 前 に 、 そ の 病 気 を 検 出 す る 手 段 を 提 供 す る 可 能 性 が
あ る 。 こ の タ イ プ の 比 較 的 明 瞭 度 の 高 い 診 断 が 得 ら れ る と 、 保 健 専 門 家 は 、 よ り 早 く 予 防
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措 置 ま た は 思 い 切 っ た 処 置 を 取 る こ と が で き る か ら 、 ガ ン の 発 達 ま た は そ れ 以 上 の 進 行 が
阻 止 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 業 者 に は 既 知 の 、 古 典 的 な 免 疫 組 織 学 的 方 法 を 用 い て 生 物 サ ン プ ル
に お け る タ ン パ ク レ ベ ル を 定 量 す る の に 使 用 が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Jalkanen, M., et a
l. (1985) J. Cell Biol. 101:976-985; Jalkanen, M., et al., (1987) J. Cell Biol. 
105:3087-3096を 参 照 ） 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 発 現 を 検 出 す る の に 有 用 な 、 そ の 他 の 抗
体 法 と し て は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） お よ び ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ （ RIA） が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 抗 体 ア ッ セ イ ラ ベ ル は 従 来 技 術 で 既 知 で あ り 、 酵
素 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ ； 放 射 性 同 位 元 素 、 例 え ば 、 ヨ ウ 素 （ 1 2 5 I、 1 2 1 I）
、 炭 素 （ 1 4 C） 、 硫 黄 （ 3 5 S） 、 ト リ チ ウ ム （ 3 H） 、 イ ン ジ ウ ム （ 1 1 2 I） 、 お よ び 、 テ ク ネ
チ ウ ム （ 9 9 Tc） ； 発 光 ラ ベ ル 、 例 え ば 、 ル ミ ノ ー ル ； お よ び 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 例 え ば 、 フ ル
オ レ セ イ ン と ロ ー ダ ミ ン 、 お よ び ビ オ チ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 動 物 、 例 え ば 、 哺 乳 類 、 例 え ば 、 ヒ ト に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン
チ ン の 異 常 発 現 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 検 出 お よ び 診 断 で あ る 。 一 つ の 実 施 態 様 で は
、 診 断 は 、 a)動 物 の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 、 標 識 抗 ビ メ ン チ ン 抗
体 、 ま た は 、 そ の 他 の ビ メ ン チ ン 結 合 剤 の 有 効 量 を 、 被 験 体 に 投 与 す る こ と （ 例 え ば 、 非
経 口 的 に 、 皮 下 、 ま た は 、 腹 腔 内 ） ； b)投 与 後 、 標 識 分 子 が 、 被 験 体 の 、 そ の ポ リ ペ プ チ
ド が 発 現 さ れ る 部 位 に 好 ん で 集 中 す る こ と が で き る ほ ど （ か つ 、 未 結 合 の 標 識 分 子 が 排 除
さ れ て 背 景 レ ベ ル ま で 降 下 で き る ほ ど ） 十 分 な 時 間 待 つ こ と ； c)背 景 レ ベ ル を 決 定 す る こ
と ； お よ び 、 d)被 験 体 に お け る 標 識 分 子 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 背 景 レ ベ ル を 上 回 る 標 識
分 子 の 検 出 は 、 そ の 被 験 体 が 、 興 味 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 と 関 連 す る 特 定 の 疾 患 ま
た は 障 害 を 有 す る こ と を 示 す も の と す る 。 背 景 レ ベ ル は 、 検 出 さ れ た 標 識 分 子 の 量 を 、 特
定 の シ ス テ ム で 以 前 に 求 め た 標 準 値 と 比 較 す る こ と を 含 め た 種 々 の 方 法 で 定 量 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 適 当 な 検 出 可 能 な 画 像 化 機 能 基 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、 1 3 1 I、 1 1 1 I、 9 9 m T
c） 、 放 射 線 不 透 過 物 質 、 ま た は 、 核 磁 気 共 鳴 で 検 出 可 能 な 物 質 で 標 識 さ れ た 、 ビ メ ン チ
ン 特 異 的 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 が 、 障 害 の 有 無 に 関 し て 検 査 さ れ る 哺 乳 動 物 の 中 に 導 入 さ れ
る （ 例 え ば 、 非 経 口 的 に 、 皮 下 、 ま た は 腹 腔 内 ） 。 一 般 に 、 画 像 化 ・ 検 出 用 に 好 適 な 放 射
性 同 位 元 素 と し て は 、 ア ル フ ァ 、 ベ ー タ 、 ま た は 、 ガ ン マ 放 射 を 放 射 す る 放 射 性 同 位 元 素
が 挙 げ ら れ る 。 ガ ン マ 放 射 は 現 在 の 技 術 を 用 い て 特 に 画 像 化 が 容 易 で あ る 。 例 は 、 ガ リ ウ
ム 、 イ ン ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 イ ッ ト リ ウ ム 、 イ ッ テ ル ビ ウ ム 、 レ ニ ウ ム 、 白 金 、 タ リ
ウ ム 、 お よ び ア ス タ チ ン 、 例 え ば 、 6 7 Ga、 1 1 1 In、 9 9 m Tc、 9 0 Y、 8 6 Y、 1 6 9 Yb、 1 8 8 Re、 1 9 5 m

Pt、 2 0 1 Ti、 お よ び 2 1 1 Atで あ る 。 被 験 体 の サ イ ズ お よ び 使 用 さ れ る 画 像 化 シ ス テ ム が 、 診
断 画 像 を 生 成 す る の に 必 要 な 画 像 化 機 能 基 の 量 を 決 め る こ と が 従 来 技 術 で は 理 解 さ れ て い
る 。 放 射 性 同 位 元 素 機 能 基 の 場 合 、 ヒ ト 被 験 者 に は 、 注 入 さ れ る 放 射 能 量 は 、 通 常 、 99mT
cの 約 5か ら 20ミ リ キ ュ ー リ ー の 範 囲 で あ る 。 次 に 、 標 識 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 細 胞 表 面
ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 発 現 す る 細 胞 部 位 に 好 ん で 蓄 積 す る 。 イ ン ビ ボ （ す な わ ち 、 イ ン サ
イ チ ュ （ 体 内 ） ） に お け る 腫 瘍 画 像 化 の た め の 試 薬 お よ び 方 法 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ り 、
例 え ば 、 S.W. Burchiel et al. (1982)「 放 射 標 識 抗 体 お よ び そ の 断 片 の 免 疫 薬 理 動 態 学
（ ” Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibodies and Their Fragments” ） 」
、 （ 「 腫 瘍 画 像 化 法 、 ガ ン の 放 射 化 学 的 検 出 （ ” Tumor Imaging.  The Radiochemical De
tection of Cancer” ） 」 、 13章 、 S.W. Burchiel and B.A. Rhodes編 、 Masson Publishin
g Inc.)に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 エ ン ド カ イ ン ア ル フ ァ タ ン パ ク の イ ン ビ ボ 画 像 用 抗
体 ラ ベ ル ま た は マ ー カ ー と し て は 、 X線 放 射 線 検 査 、 NMR、 ま た は ESRに よ っ て 検 出 可 能 な
も の が 挙 げ ら れ る 。 X線 放 射 線 検 査 の 場 合 、 好 適 な ラ ベ ル と し て は 、 検 出 可 能 な 放 射 線 を
発 す る が 、 被 験 体 に 対 し て は 明 白 に 有 害 で は な い 、 バ リ ウ ム ま た は セ シ ウ ム の よ う な 放 射
性 同 位 元 素 が 挙 げ ら れ る 。 NMRお よ び ESR用 に 好 適 な マ ー カ ー と し て は 、 関 係 の ハ イ ブ リ ド
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ー マ の 栄 養 素 を 標 識 す る こ と に よ っ て 抗 体 に 取 り 込 む こ と が 可 能 で 、 検 出 可 能 な 特 徴 的 な
ス ピ ン を 持 つ も の 、 例 え ば 、 重 水 素 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 使 用 す る ラ ベ ル の タ イ プ 、 お よ び 投 与 方 式 を 含 め 、 慣 行 を 用 い て 最 適 化 す る こ と が 可 能
な い く つ か の 変 数 に 応 じ て 、 投 与 後 標 識 分 子 が 被 験 体 の 部 位 に 好 ん で 集 中 で き る の に 十 分
な 、 か つ 、 未 結 合 標 識 分 子 が 排 除 さ れ て 背 景 レ ベ ル に 降 下 す る の に 十 分 な 時 間 間 隔 は 、 6
か ら 48時 間 、 あ る い は 、 6か ら 24時 間 、 あ る い は 、 6か ら 12時 間 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 投 与 後 の 時 間 間 隔 は 5か ら 20日 、 あ る い は 、 5か ら 10日 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 病 気 ま た は 障 害 の 監 視 は 、 病 気 ま た は 障 害 の 診 断 法 を 繰 り 返 す こ と
に よ っ て 、 例 え ば 、 初 回 診 断 後 1月 、 初 回 診 断 後 6ヶ 月 、 初 回 診 断 後 1年 等 に 行 う こ と に よ
っ て 実 行 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 重 要 な こ と は 、 標 識 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 ま た は そ の 他 の ビ メ ン チ ン 結 合 剤 は 、 イ ン ビ ボ
走 査 用 の 既 知 の 方 法 を 用 い て 患 者 に お い て 検 出 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 使 用 さ れ る ラ ベ
ル に 依 存 す る 。 熟 練 し た 技 術 者 な ら ば 、 特 定 の ラ ベ ル を 検 出 す る の に 適 当 な 方 法 を 判 断 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 診 断 法 に お い て 使 用 し て も よ い 方 法 と 装 置 は 、 コ ン ピ ュ ー
タ 断 層 撮 影 法 （ CT） 、 全 身 ス キ ャ ン 、 例 え ば 、 ポ ジ ト ロ ン 放 射 断 層 撮 影 法 （ PET） 、 磁 気
共 鳴 画 像 法 （ MRI） 、 お よ び 超 音 波 画 像 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 あ る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 放 射 性 同 位 元 素 に よ っ て 標 識 さ
れ 、 放 射 線 反 応 性 外 科 装 置 に よ っ て 患 者 の 中 で 検 出 さ れ る （ Thurston等 、 米 国 特 許 第 5,44
1,050号 ） 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 蛍 光 化 合 物 で 標 識 さ れ 、 蛍 光 反 応 性
走 査 装 置 に よ っ て 患 者 の 中 で 検 出 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は ポ ジ ト
ロ ン 放 射 金 属 に よ っ て 標 識 さ れ 、 ポ ジ ト ロ ン 放 射 断 層 撮 影 法 に よ っ て 患 者 の 中 で 検 出 さ れ
る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 常 磁 性 体 ラ ベ ル に よ っ て 標 識 さ れ 、
磁 気 共 鳴 画 像 法 （ MRI） に よ っ て 患 者 の 中 で 検 出 さ れ る 。

4.5  ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 法
　 本 発 明 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 表 面 マ ー カ ー は 、 生 体 の 正 常 細 胞 表 面 に は 無 視 で き る
レ ベ ル で し か 存 在 し な い の に 、 新 生 細 胞 の 表 面 に は 、 特 に 、 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 で は 出 現 す
る と い う 事 実 を 利 用 す る 。 そ れ と 対 照 的 に 、 他 の マ ー カ ー 、 特 に 、 Ｐ -糖 タ ン パ ク や 、 多
剤 耐 性 タ ン パ ク （ MRP） の よ う な MDRマ ー カ ー は 、 多 種 多 様 な 正 常 細 胞 ・ 組 織 の 表 面 に 、 肝
臓 、 腎 臓 、 幹 細 胞 、 お よ び 、 血 液 脳 関 門 上 皮 細 胞 上 の 高 レ ベ ル も 含 め て 、 様 々 な レ ベ ル で
存 在 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 す る 結 合 剤 に よ る 、 新 生 細 胞 、
特 に 、 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 に 対 す る 治 療 薬 剤 を 標 的 狙 撃 す る 高 度 に 特 異 的 な 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て ビ メ ン チ ン に 向 け て 狙 い 撃 ち さ れ る 治 療 薬 剤 と し て は 、 抗 代 謝 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 ー ル エ タ ミ ン 、 チ オ エ パ
・ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン （ BSNU） と ロ ム ス チ ン （ CCNU） 、 シ ク ロ
フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ 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 イ
ク リ ン 類 （ 例 え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 以 前 の 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 の 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 ト ラ マ イ シ ン （ AMC） ） 、 お よ び 、 抗 体 細 胞 分 裂 剤 （ 例 え ば 、
ビ ン ク リ ス チ ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
抗 ビ メ ン チ ン 抗 体
　 一 つ の 方 法 で は 、 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 、 腫 瘍 性 、 お よ び 、 MDR新 生 細 胞 上 に 発
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現 さ れ る 細 胞 表 面 発 現 性 ビ メ ン チ ン に 特 異 的 な 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 が 、 ガ ン 患 者 の 全 身 に 投
与 さ れ る 。 抗 体 が 腫 瘍 細 胞 に 接 着 す る こ と に よ っ て 、 補 体 系 の 活 性 化 （ 補 体 介 在 細 胞 傷 害
性 ） に よ っ て 、 あ る い は 、 T細 胞 の 活 性 化 （ 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 ） に よ っ て 腫 瘍 細
胞 死 が も た ら さ れ る 。 そ の 他 の 、 抗 体 誘 発 性 抗 腫 瘍 作 用 と し て は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 、
第 二 薬 剤 （ 例 え ば 、 抗 ガ ン 化 学 療 法 剤 ） の 細 胞 傷 害 作 用 の 強 化 、 お よ び 、 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ ネ ッ ト ワ ー ク 反 応 の 誘 発 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト 化 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 が
利 用 さ れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 が 、 抗 動 物 （ 例 え ば 、 抗 マ ウ ス ま た は 抗 ラ ッ ト ） 抗
体 を 発 達 さ せ る と い う 、 予 想 さ れ る 問 題 点 を 回 避 す る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 供 給 源 由 来
の 相 補 性 決 定 域 を 含 む ヒ ト 抗 体 か ら 成 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 抗 体 に よ る 治 療 法 は 、 い く つ か の 症 例 で 成 功 裡 に 使 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 リ ツ ク シ マ
ブ は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ NHL） --こ れ は 、 若 年 お よ び 高 齢 集 団 を 冒 す 比 較 的 一 般 的 な
悪 性 腫 瘍 で あ る が --を 治 療 す る た め に 用 い ら れ る 遺 伝 工 学 的 に 加 工 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル
抗 CD20抗 体 で あ る 。 B細 胞 リ ン パ 腫 の 表 面 に 通 常 存 在 す る CD20抗 原 は 、 理 想 的 標 的 抗 原 と
な る 。 な ぜ な ら 、 こ れ は 、 プ ラ ズ マ 細 胞 、 B細 胞 前 駆 細 胞 、 幹 細 胞 、 ま た は 樹 状 （ 抗 原 提
示 ） 細 胞 上 に は 存 在 し な い か ら で あ る 。 リ ツ ク シ マ ブ 抗 体 （ ま た は 、 リ ツ キ サ ン ） は 、 NH
L細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ も 、 取 り 込 ま れ も し な い 、 ま た 、 抗 原 結 合 後 修 飾 を 受 け な い 。 リ
ツ ク シ マ ブ は 、 再 発 性 、 ま た は 難 治 性 CD20陽 性 B細 胞 NHLの 治 療 、 お よ び 、 低 級 ま た は 濾 胞
性 リ ン パ 腫 用 と し て 、 1997年 FDAに よ っ て 認 可 さ れ た （ Abou-Jawde et al. (2003) Clin. 
Therap. 25:2121-37;お よ び Kim (2003) Am. J. Surg. 186:264-68を 参 照 ） 。 こ の 薬 剤 は
、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 を 仲 介 す る こ と に よ っ て 機 能 し 、 細 胞 成 長 を 阻 害 し 、 化 学 的 耐 性
細 胞 を 毒 素 や 化 学 療 法 に 対 し て 敏 感 に し 、 用 量 依 存 的 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る （ White 
et al. (2001) Annu. Rev. Med. 52:125-45; Press (1999) Semin. Oncol. 26(Suppl. 14
):58-65） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 抗 腫 瘍 抗 原 抗 体 治 療 法 の 別 の 例 は ア レ ム ツ ズ マ ブ で あ る 。 ア レ ム ツ ズ マ ブ は 、 成 人 悪 性
腫 瘍 の も っ と も 高 頻 度 形 で あ る B細 胞 慢 性 リ ン パ 球 白 血 病 （ CLL） の 患 者 の 治 療 の た め に 20
01年 に FDAに よ っ て 承 認 さ れ た 、 ヒ ト 化 抗 CD52モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る （ Abou-Jawde et
 al. (2003) Clin. Therap. 25:2121-37を 参 照 ） 。 CD52の 機 能 は 十 分 に 特 定 さ れ て い な い
け れ ど も 、 ア レ ム ツ ズ マ ブ は 、 広 範 な 病 気 の 存 在 下 に お い て も 腫 瘍 反 応 を 引 き 起 こ す こ と
が 示 さ れ て い る （ Ferrajoli et al. (2001) Expert Opin. Biol. Ther. 1:1059-1065） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 抗 腫 瘍 抗 原 抗 体 治 療 法 の さ ら に 別 の 例 は ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ ヘ ル セ プ チ ン と も 呼 ば れ る ）
で あ る 。 こ れ は 、 転 移 性 乳 ガ ン の 治 療 の た め に 1998年 に FDAに よ っ て 承 認 さ れ た 、 ヒ ト 化
、 抗 HER2組 み 換 え モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る （ Abou-Jawde et al. (2003) Clin. Therap.
 25:2121-37;お よ び Kim (2003) Am. J. Surg. 186:264-68を 参 照 ） 。 HER2は 、 多 く の 乳 ガ
ン 腫 瘍 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ EGFR） 族 の 一 つ の メ ン バ ー で あ り 、 従
っ て 、 こ の 抗 体 療 法 は 、 固 体 腫 瘍 に 対 し て 効 果 的 で あ る 。 い く つ か の ラ ン ダ ム 化 、 コ ン ト
ロ ー ル 設 定 実 験 が 行 わ れ 、 HER2陽 性 乳 ガ ン 患 者 に お い て 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ で 治 療 し た 場 合
、 効 力 と ク オ リ テ ィ オ ブ ラ イ フ （ 人 生 の 質 ） の 改 善 が 示 さ れ た （ Vogel et al. (2002) J.
 Clin. Oncol.20:719-26） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 最 後 に 、 セ ツ キ シ マ ブ は 、 結 腸 ・ 直 腸 、 膵 臓 、 非 小 細 胞 肺 ガ ン （ NSCLC） 、 お よ び 、 頭
部 お よ び 頚 部 ガ ン を 含 む 、 い く つ か の HER1/erb-B1発 現 固 体 腫 瘍 を 治 療 す る の に 効 果 的 な
抗 HER1キ メ ラ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る （ 例 え ば 、 O’ dwyer et al. (2002) Semin. Onco
l. 29(Suppl. 14):10-17を 参 照 ） 。 セ ツ キ シ マ ブ は 、 EGFRの 結 合 に つ い て 競 合 し 、 細 胞 内
導 入 を 刺 激 す る こ と に よ っ て 細 胞 膜 か ら 受 容 体 を 取 り 除 き 、 そ う す る こ と に よ っ て 増 殖 や
転 移 を も た ら す 細 胞 過 程 を 破 壊 す る （ Abou-Jawde et al. (2003) Clin. Therap. 25:2121
-37参 照 ） 。
ビ メ ン チ ン 標 的 抗 体 お よ び リ ガ ン ド 共 役 複 合 体
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　 前 述 の 「 裸 の 」 抗 体 法 に 加 え て 、 抗 体 は 、 生 物 学 的 な 、 ま た は 化 学 的 な 毒 素 、 ま た は 放
射 性 同 位 元 素 に 共 役 接 合 、 ま た は 他 の や り 方 で 「 動 作 的 に 連 結 す る 」 こ と が 可 能 で あ る 。
抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 ま た は そ の 抗 体 断 片 は 、 治 療 的 機 能 基 、 例 え ば 、 細 胞 毒 素 、 例 え ば 、
静 細 胞 的 、 ま た は 、 殺 細 胞 的 薬 剤 、 治 療 薬 剤 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン に 対 し て 共 役 接 合 し
て も 、 ま た は そ の 他 の や り 方 で 動 作 的 に 連 結 さ せ て も よ い 。 「 動 作 的 に 連 結 さ れ る 」 と は
、 治 療 性 機 能 基 が 、 結 合 剤 に 対 し て 、 共 有 結 合 ま は 非 共 有 （ 例 え ば 、 疎 水 性 、 ま た は イ オ
ン ） 結 合 に よ っ て 付 着 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 共 有 結 合 を 造 る 方 法 は 既 知 で あ り （ 例 え ば
、 Wong, S.S., 「 タ ン パ ク 共 役 接 合 と 架 橋 の 化 学 （ ” Chemistry of Protein Conjugation
 and Cross-Linking” ） 」 、 CRC Press 1991; Burkhart et al., 「 ア ミ ノ 架 橋 剤 、 ア ミ
ノ プ ラ ス ト の 化 学 と 応 用 (“ The Chemistry and Application of Amino Crosslinking Age
nts or Aminoplasts” )」 、 John Wiley & Sons Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1
999に お け る 一 般 的 プ ロ ト コ ー ル 参 照 ） 。 全 身 投 与 の 後 、 治 療 は 、 抗 体 に よ っ て ガ ン 細 胞
（ ま た は MDRガ ン 細 胞 ま た は 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 ） に 向 け ら れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ビ メ ン チ ン 標 的 要 素 、 お よ び 有 毒 剤 、 例 え ば 、 生 物 学 的 毒 素 、 化 学 的
毒 素 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 と か ら 構 成 さ れ る ビ メ ン チ ン 標 的 剤 を 含 む 。 細 胞 毒 素 、 ま た
は 細 胞 有 毒 剤 は 、 細 胞 に と っ て 有 毒 な 全 て の 薬 剤 を 含 む 。 実 例 と し て は 、 パ ク リ タ ク 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
プ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 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 ー ル 、 お よ び 、 プ ロ マ イ シ ン お よ び そ の 類 縁 体 お
よ び 相 同 体 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 毒 素 は 、 抗 体 に 、 お よ び 、 そ の 他 の 腫 瘍 マ ー カ ー 剤 に
共 役 接 合 さ れ る 、 ま た は 、 遺 伝 学 的 に 読 み 枠 を 合 わ せ て 融 合 さ れ た 。 こ の よ う な 生 物 学 的
毒 素 と し て は 、 リ シ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 お よ び 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 が 挙 げ ら れ る
。 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 後 、 毒 素 は 一 般 に 細 胞 膜 を 横 断 し 、 次 に 、 標 的 細 胞 を 殺 す 前
に 処 理 さ れ る 。 毒 作 用 は 、 典 型 的 に は 、 活 動 的 な 生 物 学 的 毒 素 に よ る タ ン パ ク 合 成 の 抑 制
に よ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 例 え ば 、 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 コ ブ ラ 毒 因 子 に 共 役 接 合 さ れ る 。
本 発 明 に よ れ ば 、 コ ブ ラ 毒 因 子 に 共 役 接 合 さ れ た ビ メ ン チ ン 特 異 的 抗 体 を 用 い て 、 ガ ン 、
特 に 、 ヒ ト の 多 剤 耐 性 ガ ン を 含 む ガ ン を 治 療 す る 。 抗 体 を コ ブ ラ 毒 因 子 に 共 役 接 合 す る 方
法 は 、 米 国 特 許 第 5,773,243号 に 教 示 さ れ て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 結 合 剤 は 免 疫 毒 素
（ 例 え ば 、 抗 体 毒 素 複 合 体 ま た は 抗 体 薬 剤 複 合 体 ） で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 免 疫 毒 素 の 非 限 定 的 例 と し て は 、 抗 体 -ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 複 合 体 （ Braslawsky G.R. e
t al., 欧 州 特 許 EP0398305号 ） 、 抗 体 サ イ ト カ イ ン 複 合 体 （ Gilles S.D., PCT公 報 WO9953
958） 、 お よ び 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 -PE複 合 体 （ Roffler S.R. et al., Cancer Res. 51:
4001-4007, 1991） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 抗 体 に 、 他 の 治 療 機 能 基 を 共 役 接 合 す る 技 術 は よ く 知 ら れ る 。 例 え ば 、 Arnon等 、 「 ガ
ン 治 療 に お け る 薬 剤 の 免 疫 狙 撃 用 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ ” Monoclonal Antibodies For Im
munotargeting Of Drugs In Cancer Therapy” ） 」 、 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と ガ ン 治 療 （
” Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy” ） 」 に お け る 、 Reisfeld等 （ 編 ） 、 243-
56ペ ー ジ 、 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., 「 薬 剤 搬 送 用 抗 体 （ ” Antib
odies For Drug Delivery” ） 」 、 「 調 節 的 薬 剤 搬 送 （ ” Controlled Drug Delivery” ）
」 に お け る 、 （ 2版 ） 、 Robinson等 （ 編 ） 、 623-53ペ ー ジ (Marcel Dekker, Inc., 1987); 
Thorpe, 「 ガ ン 治 療 に お け る 細 胞 傷 害 剤 の 抗 体 キ ャ リ ヤ ー -総 覧 （ ” Antibody Carriers O
f Cytotoxic Agents In Cancer Therapy:  A Review” ） 」 、 「 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ’ 84
： 生 物 学 的 ・ 臨 床 的 応 用 （ ” Monoclonal Antibodies ‘ 84:  Biological And Clinical A
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pplications” ） 」 、 Pinchera等 （ 編 ） 、 475-506ペ ー ジ (1985);「 ガ ン 治 療 に お け る 放 射
標 識 抗 体 の 治 療 用 使 用 に 関 す る 分 析 、 結 果 お よ び 将 来 性 (“ Analysis, Results, And Futu
re Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy
” )」 、 「 ガ ン 検 出 お よ び 治 療 の た め の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ ” Monoclonal Antibodies F
or Cancer Detection And Therapy” ） 」 、 Baldwin等 （ 編 ） 、 303-16ペ ー ジ (Academic Pr
ess 1985)、 お よ び 、 Thorpe等 、 「 抗 体 -毒 素 複 合 体 の 調 製 と 細 胞 毒 性 （ ” The Preparatio
n And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates” ） 」 、 Immunol. Rev., 62
:119-58 (1982)を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら を そ れ ぞ れ 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 含 め る
。 別 に 、 抗 体 は 、 第 二 抗 体 に 共 役 接 合 し 、 Segalが 、 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 記 載 し た よ
う に 抗 体 ヘ テ ロ 接 合 体 を 形 成 す る こ と も 可 能 で あ る 。 な お 、 こ の 特 許 を 引 用 す る こ と に よ
り 本 明 細 書 に 含 め る 。
薬 剤 付 着
　 薬 剤 お よ び 治 療 剤 付 着 ・ 放 出 を 実 行 す る た め の 方 法 が い く つ か 文 献 に 記 載 さ れ て い る が
、 可 溶 性 ポ リ マ ー -薬 剤 複 合 体 に 用 い ら れ る 戦 略 が 最 近 総 覧 さ れ た （ Soyez, at al. (1966
) Adv. Drug Del. Rev. 21:81-106） 。 こ れ ら 共 役 接 合 法 の 多 く の 化 学 が 教 科 書 に 記 載 さ
れ て い る （ 例 え ば 、 Ref. Wong (1991) CRC Press, Boca Raton、 フ ロ リ ダ 州 ） 、 抗 体 に 対
す る 付 着 部 位 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 も っ と も 使 用 さ れ て い る 部 位 は 、 リ シ ン 残 基 の ε -ア ミ ノ 基 部 位 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ
の 部 位 は 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド の よ う な ア ミ ド 結 合 形 成 試 薬 に よ る 場 合 で も 、 反 応 性 の 高 い チ
オ ー ル 基 を 導 入 で き る N-ス ク シ ニ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト （ SPDP） （ C
arlson, et al., (1978) Biochem J. 173:723-737） の よ う な ヘ テ ロ 二 重 官 能 基 薬 剤 に よ
る 場 合 で も 、 使 用 に 化 学 的 に 好 都 合 だ か ら で あ る 。 抗 体 は 、 種 々 の 数 の リ シ ン 残 基 を 有 し
、 こ れ ら の 残 基 は 、 抗 体 全 体 に 渡 っ て 分 散 し て い る の で 、 比 較 的 反 応 性 の 高 い サ ブ セ ッ ト
が あ る と い う 証 拠 は な い 。 従 っ て 、 活 性 部 位 の リ シ 残 基 が 修 飾 さ れ る 確 率 は そ の 他 の 残 基
と 同 じ で あ り 、 し か も 修 飾 さ れ れ ば 抗 体 活 性 の 喪 失 を 招 く 。 修 飾 さ れ る リ シ ン 残 基 の 数 が
多 け れ ば 多 い ほ ど 、 結 合 性 喪 失 の 確 率 は 高 ま る 。 リ シ ン ε -ア ミ ノ 基 に 対 す る 結 合 は ま た
他 の 作 用 も も た ら す 。 先 ず 、 タ ン パ ク の 正 電 荷 を 中 和 す る こ と は 構 造 的 作 用 を も た ら す こ
と が あ り 得 る し 、 あ る い は 、 抗 体 の 可 溶 性 に も 影 響 す る （ Hudecz, et al., (1990) Bioco
njug. Chem. 1:197-204） 。 た だ し こ の 欠 点 は 、 チ オ ー ル の 官 能 性 は 与 え る が 、 電 荷 は 変
え な い 2-イ ミ ノ チ オ レ ー ン の よ う な 試 薬 を 用 い る こ と に よ っ て 克 服 可 能 で あ る （ Jue, et 
al., (1978) Biochemistry 17:5399-5406） 。 最 後 に 、 修 飾 さ れ る リ シ ン 残 基 の 数 は 統 計
的 で あ り 、 従 っ て 、 あ る 範 囲 の 数 の 修 飾 残 基 が 、 抗 体 分 子 の 集 団 内 に 供 給 さ れ る こ と に な
り 、 単 一 標 本 の 中 に 、 様 々 な 量 の 薬 剤 が 付 着 さ れ 、 結 合 活 性 の 損 失 が 生 じ る こ と に な る （
Firestone, et al., (1996) BR96-Dox. J. Control. 39:251-259） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 修 飾 の た め の 第 2部 位 は 、 抗 体 の ヒ ン ジ 領 域 に 付 着 す る 糖 残 基 で あ る 。 こ れ は 、 抗 体 の
結 合 部 位 か ら 離 れ た 独 特 の 化 学 的 反 応 性 を 持 つ 部 位 で あ る か ら 、 付 着 に は 有 用 な 領 域 で あ
る 。 こ の 部 位 は 、 い く つ か の 研 究 グ ル ー プ に よ っ て 、 糖 を 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 し て ア ル デ ヒ ド
基 を 供 給 す る の に 利 用 さ れ て い る （ O’ Shanessy, et al., (1984) Immunol. Lett. 8:273
-277; O’ Shanessy, et al., (1987) J. Immunol. Methods 99:153-161; お よ び Rodwell,
 et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2632-2636） 。 こ の ア ル デ ヒ ド 基 は い
く つ か の 結 合 過 程 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ル デ ヒ ド 基 は ま た 、 ニ ュ ー ラ ミ
ニ ダ ー ゼ と グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む 酵 素 反 応 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 上 に 生 成 さ
せ る こ と も 可 能 で あ る （ Rodwell, et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2632
-2636お よ び Stan, et al., (1999) Cancer Res. 59:115-121） 。 抗 体 は ま た 、 新 規 の オ リ
ゴ 糖 部 位 を 生 ず る よ う 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 修 飾 す る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の オ リ ゴ 糖 部 位
は 、 報 告 で は 、 担 体 -薬 剤 分 子 の 付 着 に よ り 好 都 合 な 位 置 を 占 め る と い う （ Qu, et al., (
1998) J. Immunol. Methods 213:131-144） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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　 付 着 の た め の 、 第 3の 大 き な 可 能 性 は 、 抗 体 内 部 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 す る も の で あ
る 。 ジ ス ル フ ィ ド リ ン ク は 、 鎖 内 部 の 、 ま た 鎖 同 士 の リ ン ク を 提 供 す る こ と に よ っ て 抗 体
構 造 に お い て 大 き な 役 割 を 果 た す 。 抗 体 の ド メ イ ン 構 造 を 安 定 化 さ せ る 鎖 内 リ ン ク は 、 抗
体 鎖 を ま と め る 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル に よ
っ て 選 択 的 に 分 断 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 よ り 高 い 結 合 活 性 を 持 ち 、 抗 体 分 子 当 た り 定 義 さ
れ た 数 の 薬 剤 分 子 を 持 つ 、 よ り 溶 解 度 の 高 い 複 合 体 を 生 成 す る た め に （ Willner et al., 
(1993) Bioconjug. Chem. 4:521-527） に よ っ て 利 用 さ れ た 。 驚 く べ き こ と に 、 こ の 過 程
は 、 抗 体 の 安 定 性 と 免 疫 反 応 性 に 検 出 可 能 な 影 響 を も た ら さ な か っ た 。 抗 体 サ ブ ク ラ ス に
応 じ て 、 利 用 可 能 な 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 部 位 の 数 に は 限 界 が あ る 。 化 学 的 に 付 着 さ れ る 薬 剤
分 子 の 数 を 倍 増 す る こ と に よ っ て 、 こ の 結 合 部 位 を さ ら に 利 用 す る た め の 分 枝 鎖 ヒ ド ラ ゾ
ー ン リ ン カ ー の 導 入 も 報 告 さ れ て い な い （ King, et al., (1999) Bioconjug. Chem. 10:2
79-288） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 い く つ か の 薬 剤 標 的 実 験 に お い て 抗 体 断 片 も 使 用 さ れ て い る 。 共 役 接 合 の 観 点 か ら は 、
Fab’ 断 片 が 、 薬 剤 ま た は そ の 他 の 巨 大 分 子 を 付 着 さ せ る た め に 簡 単 に 利 用 が 可 能 な 、 単
一 の 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 抱 え て い る と い う 点 で 、 特 に 好 都 合 で あ る （ Hashida, et al
., (1984) J. Appl. Biochem. 6:56-63） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 も っ と も 単 純 な 付 着 法 の 一 つ は 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド ま た は 活 動 的 エ ス テ ル の よ う な ペ プ チ
ド 結 合 形 成 試 薬 の 利 用 で あ る 。 こ れ ら は 、 従 来 か ら メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） の よ う な カ
ル ボ キ シ 含 有 薬 剤 を 付 着 す る の に 使 用 さ れ て い る 。 ポ リ リ シ ン 複 合 体 に 関 す る 初 期 の 研 究
か ら 、 生 物 分 解 性 MTX-ポ リ (-L-リ シ ン )は や や 細 胞 毒 性 を 示 し た が 、 MTX-ポ リ (-D-リ シ ン )
は 非 毒 性 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 遊 離 薬 剤 が 、 ポ リ マ ー を 分 断 す る こ と に よ っ て
放 出 さ れ る こ と を 示 唆 す る （ Ryser, et al., (1980) Cancer 45:1207-1211） 。 こ の 場 合
、 我 々 は 、 ア ル ブ ミ ン や 免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ う な 生 物 分 子 が 分 断 さ れ て 遊 離 薬 剤 を 放 出 す
る の を 期 待 し た く な る 。 こ の 原 理 を 使 っ て 、 MTX-免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Kanellos, et al., (1
985) J. Natl. Cancer Inst. 75:319-332） お よ び MTX-HSA-免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Garnett, et
 al., (1983) Int. J. Cancer 31:661-670） の 両 複 合 体 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 反 応
は 明 瞭 な 単 一 産 物 を 生 成 せ ず 、 不 安 定 な エ ス テ ル と 安 定 な ア ミ ド 結 合 の 混 合 物 が 形 成 さ れ
た （ Endo, et al., (1988) Cancer Res. 48:3330-3335お よ び Hudecz, et al., (1992) Bi
omed. Chromatogr. 6:128-132） 。 こ の エ ス テ ル 結 合 物 質 は 、 共 役 接 合 薬 剤 の 最 大 24%を 形
成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 4℃ で 20日 間 保 存 中 に 加 水 分 解 に よ り 徐 々 に 複 合 体 か ら 放 出 さ
れ る （ Hudecz, et al., (1992) Biomed. Chromatogr. 6:128-132） 。 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、
お よ び 、 リ ソ ソ ー ム プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ロ イ ペ プ チ ン お よ び E64に よ っ て 複 合 体 細 胞 傷 害
性 が 抑 制 さ れ る こ と （ Garnett, et al., (1985) Anti-Cancer Drug Design 1:3-12） は 、
遊 離 薬 剤 は 、 リ ソ ソ ー ム 区 画 に お け る 変 性 に よ っ て 放 出 さ れ る こ と を 示 唆 し た 。 し か し な
が ら 、 HSA-MTX複 合 体 か ら の MTXの 放 出 を 詳 細 に 調 べ た と こ ろ （ Fitzpatrik et al., (1995
) Anti-Cancer Drug Design 10:11-24） 、 ラ ッ ト 肝 臓 ト リ ト ソ ー ム か ら 放 出 さ れ る 低 分 子
量 薬 剤 の 量 は 極 め て 低 い （ 55時 間 で 5.6%） が 判 明 し た 。 さ ら に 、 放 出 物 質 の 僅 か に 約 10%
が 遊 離 MTXで あ り 、 残 り は 、 薬 剤 か ら 簡 単 に 酵 素 的 に 分 断 さ れ な か っ た ア ミ ノ 酸 で あ り 、
未 修 飾 の メ ト ト レ キ セ ー ト よ り も 細 胞 傷 害 性 が 有 意 に 低 か っ た （ Rosowsky, et al., (198
4) J. Med. Chem. 27:888-893） 。 こ れ ら MTXの ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を 放 出 す る よ う に 設 計 さ れ
た 複 合 体 も 、 遊 離 MTXを 放 出 す る 複 合 体 よ り も 、 そ の 細 胞 傷 害 性 は 低 か っ た 。 抗 体 -MTX複
合 体 か ら の MTXお よ び MTX誘 導 体 の 放 出 は は る か に 低 く 、 同 じ 期 間 で <0.05%で あ る と 推 定 さ
れ て お り 、 そ の 原 因 は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 低 い 置 換 比 （ Rokowsky, et al., (198
4) J. Med. Chem. 27:888-893） 、 お よ び 、 ト リ ト ソ ー ム に よ る 、 抗 体 の Fab領 域 の 弱 い 変
性 （ Schneider, et al., (1981) J. Cell Biol., 88:380-387） に よ る と さ れ て い る 。 従
っ て 、 複 合 体 か ら 薬 剤 を 特 異 的 に 放 出 す る リ ン カ ー は 、 標 的 薬 剤 複 合 体 の 最 重 要 成 分 で あ
る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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　 治 療 薬 剤 を 抗 体 、 ま た は そ の 他 の 局 在 因 子 に 結 合 さ せ る た め に は 、 ア ル デ ヒ ド ／ シ ッ フ
塩 基 結 合 も 使 用 が 可 能 で あ る 。 ビ シ ナ ー ル ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 持 つ 糖 残 基 は 、 過 ヨ ウ 素 酸 に
よ る 酸 化 に よ っ て ア ル デ ヒ ド 基 に 変 換 す る こ と が 可 能 で あ る （ O’ Shanessy et al., (198
4) Immunol. Lett. 8:273-277） 。 こ れ に よ っ て 、 多 糖 類 に お け る 糖 残 基 、 例 え ば 、 デ キ
ス ト ラ ン 、 ま た は 薬 剤 中 の 糖 機 能 基 、 例 え ば 、 フ ル オ ロ ウ リ ジ ン 中 の ヌ ク レ オ シ ド 糖 基 、
ま た は 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 中 の ア ミ ノ 糖 に 、 よ り 有 用 な ア ル デ ヒ ド 基 を 挿 入 す る こ と が 可 能
に な る 。 ア ル デ ヒ ド は 、 ヒ ド ラ ジ ド と 簡 単 に 反 応 し て ヒ ド ラ ゾ ン を 形 成 し 、 ま た は 、 ア ミ
ン と 反 応 し て シ ッ フ 塩 基 を 形 成 す る 。 こ の シ ッ フ 塩 基 自 体 は 比 較 的 不 安 定 で あ る が （ Cord
es, et al., (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2843-2848） 、 開 始 物 質 を 再 形 成 す る こ と が
可 能 で あ り 、 例 え ば 、 通 常 、 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム ま た は 水 素 化 シ ア ン ホ ウ 素 ナ ト リ ウ
ム の よ う な 試 薬 に よ っ て 還 元 さ れ て 結 合 を 安 定 化 さ せ る 。 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド の よ う な
ジ ア ル デ ヒ ド も 、 薬 剤 と 巨 大 分 子 、 ま た は 、 巨 大 分 子 同 士 の 間 を 架 橋 す る の に 用 い ら れ る
が 、 こ の 場 合 、 産 物 間 の 結 合 は 通 常 は 非 可 逆 的 で あ る （ Wong, (1991) CRC Press Boca Ra
ton, FL 101-102） 。 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 架 橋 剤 と し て 使 用 す る こ と は 、 そ れ が ホ モ
の 二 重 機 能 性 試 薬 で あ る た め に 、 好 ま し く な い 架 橋 産 物 や 凝 集 体 が す ぐ に 形 成 さ れ る と い
う 欠 点 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 治 療 薬 剤 を 、 抗 体 ま た は そ の 他 の 局 在 因 子 に 結 合 さ せ る た め に は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 結 合
も 使 用 が 可 能 で あ る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 植 物 毒 素 の 鎖 を 結 合 し て い る こ と が 認 め ら れ
、 そ の 毒 素 の 活 性 に と っ て 必 須 で あ る （ Masuho, et al., (1982) J. Biochem. 91:1583-1
591） 。 す な わ ち 、 そ れ に よ っ て 、 酵 素 A鎖 は 結 合 鎖 か ら 解 離 し て 、 原 形 質 に 入 る こ と が 可
能 に な る 。 こ の 結 合 の 必 要 か ら 、 こ れ が 、 細 胞 内 区 画 に お け る 抗 体 ま た は ポ リ マ ー 分 子 か
ら 薬 剤 を 放 出 す る た め の 可 能 な 方 法 と な る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 、
メ ト ト レ キ セ ー ト の ポ リ (-D-リ シ ン )に 対 す る 共 役 接 合 は 、 細 胞 傷 害 性 を 有 す る こ と が 示
さ れ た （ Shen, et al., (1985) J. Biol. Chem. 260:10905-10908） 。 こ れ ら 複 合 体 の 分
断 は 、 最 初 細 胞 表 面 で 起 こ る こ と が 示 さ れ た が 、 エ ン ド ソ ー ム ま た は リ ソ ソ ー ム 区 画 で は
起 こ ら な か っ た （ Freener, et al., (1990) J. Biol. Chem. 265:18780-18785） 。 ゴ ル ジ
器 官 が 、 こ の 分 断 の 行 わ れ る も っ と も 可 能 性 の 高 い 部 位 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 細 胞 内
で も 分 断 可 能 で は あ る が 、 こ の 結 合 は 、 循 環 に お い て 不 安 定 で あ る こ と が 示 さ れ 、 従 っ て
、 阻 害 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 生 じ こ の 問 題 を 緩 和 し た （ Thorpe, et al., (1987) Can
cer Res. 47:5924-5931;お よ び Worrell, et al., (1986) Anti-Cancer Drug Design 1:17
9-188） 。 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に よ る 、 安 定 で 、 化 学 的 に 便 利 な 結 合 が 要 求 さ れ る 複 合 体 の
場 合 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 の 方 が よ り 安 定 で 、 マ レ イ ミ ド カ ッ プ リ ン グ 剤 を （ Hashida, et 
al., (1984) J. Appl. Biochem. 6:56-63お よ び Lau et al., (1995) Bioorg. Med. Chem.
 3:1299-1304） 、 あ る い は 、 イ オ ド ア セ テ ー ト カ ッ プ リ ン グ 剤 を 用 い る こ と に よ っ て （ Re
ctor, et al., (1978) J. Immunol. Methods 24:321-336） 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 酸 脆 弱 結 合 も 、 治 療 薬 剤 を 、 抗 体 ま た は そ の 他 の 局 在 因 子 に 結 合 さ せ る た め に 使 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 化 学 的 に 不 安 定 な 結 合 は 、 さ ら に 酸 性 な 条 件 の 存 在 下 で 薬 剤 を 放 出 す
る の に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 健 康 な 組 織 や 血 液 よ り 0.5-1pH単 位
さ ら に 酸 性 で あ る と 報 告 さ れ て い る 腫 瘍 環 境 で （ Lavie, et al., (1991) Cancer Immunol
. Immunther. 33:223-230お よ び Ashby (1966) Lancet ii:312-315） 、 ま た は 、 そ れ ぞ れ 6
-6.8お よ び 4.5-5.5の pHが 認 め ら れ て い る エ ン ド ソ ー ム ／ リ ソ ソ ー ム 区 画 を 通 過 す る 際 に
、 起 こ り え る 。 酸 脆 弱 結 合 使 用 の 大 き な 欠 点 は 、 こ れ は 速 度 依 存 性 の 現 象 で あ る の に 、 分
断 速 度 は pHに 比 例 す る こ と で 、 pH単 位 の 減 少 毎 に 速 度 に お け る 10倍 差 が 予 想 さ れ る 。 こ の
こ と は 、 加 水 分 解 は 、 常 に 、 細 胞 内 区 画 の 低 pHに お け る 高 速 と 、 血 清 安 定 の た め の 低 速 の
間 の 妥 協 結 果 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 最 初 に 記 述 さ れ た 酸 感 受 性 結 合 は 、 Shenお よ び Ryser(Shen, et al., (1981) Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 102:1048-1054)に よ っ て 記 載 さ れ た シ ス -ア コ ニ チ ル 結 合 で あ っ
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た 。 先 ず 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン を 無 水 シ ス -ア コ ニ チ ン と 反 応 さ せ 、 次 に 、 こ れ を 、 水 溶 性 カ
ル ボ ジ イ ミ ド を 用 い て ポ リ リ シ ン に 結 合 さ せ た 。 こ の 結 合 は 、 pH4で 3時 間 未 満 の 半 減 期 、
pH6で 96時 間 を 越 え る 半 減 期 を 有 す る と 報 告 さ れ た 。 し か し な が ら 、 薬 剤 の 僅 か に 約 50%が
、 ア フ ィ ゲ ル 基 質 か ら 放 出 さ れ た だ け で あ っ た 。 こ れ は 、 ゲ ル 基 質 の 、 こ の リ ン カ ー か ら
の 酸 感 受 性 放 出 の 原 因 と な る 、 残 余 の シ ス -カ ル ボ キ シ ル 基 に 対 す る 結 合 が 不 適 切 で あ る
た め と 考 え ら れ る 。 こ の 試 薬 使 用 の た め の 最 適 条 件 が 、 （ Hudecz , et al., (1990) Bioc
onjug. Chem. 1:197-204） に よ っ て 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。 こ の 放 出 機 構 の 改 良 版 も （ Bl
aettler et al., (1985) Biochemistry 24:1517-1524） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 こ れ は
毒 素 分 子 を 結 合 す る た め の ヘ テ ロ 二 重 機 能 因 子 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 シ ス -ア コ ニ テ ー
ト の 第 3カ ル ボ キ シ ル に よ る 共 役 接 合 が 、 特 定 の マ レ イ ミ ド 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 こ れ
は 、 シ ス -カ ル ボ ニ ル 基 の 酸 放 出 不 活 性 化 の 可 能 性 を 排 除 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 も と も と 毒 素 免 疫 複 合 体 の 酸 感 受 性 放 出 を 実 行 す る た め に 調 製 さ れ た 、 あ る 範 囲 の 酸 感
受 性 ホ モ -お よ び ヘ テ ロ -二 重 機 能 性 因 子 が 、 オ ル ト エ ス テ ル 、 ア セ タ ー ル お よ び ケ タ ー ル
と し て Srinivasacharに よ っ て 記 述 さ れ て い る （ Srinivasachur, et al., (1989) Biochem
istry 28:2501-2509） 。 こ れ ら は 、 化 学 免 疫 複 合 体 を 構 築 す る の に 有 用 で あ る 可 能 性 を 持
つ 。 こ れ ら の 試 薬 は 、 細 胞 内 区 画 で 見 ら れ る pHに お い て そ の 加 水 分 解 速 度 が 変 動 す る 。 ヒ
ド ラ ゾ ン 結 合 も 、 治 療 薬 剤 を 、 抗 体 ま た は そ の 他 の 局 在 因 子 に 結 合 さ せ る た め に 使 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ヒ ド ラ ジ ド 誘 導 体 も 酸 脆 弱 で あ り 、 従 来 か ら ビ ン デ シ ン お よ び ア ド リ ア マ イ シ ン 複 合 体
を 生 成 す る の に 使 用 さ れ て い る （ Laguzza, et al., (1989) J. Med. Chem. 32:548-555お
よ び Greenfield, et al., (1990) Cancer Res. 50:6600-6607） 。 前 者 で は 、 （ Laguzza, 
et al., (1989) J. Med. Chem. 32:548-555） 、 先 ず ビ ン デ シ ン を ヒ ド ラ ジ ン と 反 応 さ せ
、 次 に こ の ヒ ド ラ ジ ン 誘 導 体 を 、 抗 体 の 酸 化 糖 残 基 と 反 応 さ せ た 。 ア ド リ ア マ イ シ ン 複 合
体 で は （ Greenfield, et al., (1990) Cancer Res. 50:6600-6607） 、 SPDPヒ ド ラ ジ ン 誘
導 体 を 調 製 し 、 チ オ ー ル 化 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 こ れ ら の 複 合 体 の い ず れ に お い て も 、 低 分
子 量 薬 剤 は 酸 性 条 件 下 で 放 出 さ れ た 。 前 者 の 場 合 で は 、 最 大 約 30%の ビ ン カ ヒ ド ラ ジ ド が
、 37℃ pH5.3で 7日 間 放 出 さ れ 、 後 者 の 場 合 で は 、 未 修 飾 の ア ド リ ア マ イ シ ン が 、 pH4.0-5.
5で 複 合 体 か ら 急 速 に 放 出 さ れ た 。 ア ド リ ア マ イ シ ン の 各 種 ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 の 研 究 が 報
告 さ れ て い る （ Kaneko, et al., (1991) Bioconjug. Chem. 2:133-141） 。 こ れ に よ っ て
、 各 種 リ ン カ ー の 酸 不 安 定 度 は 、 ア シ ル ヒ ド ラ ジ ド ＞ セ ミ カ ル バ ジ ド ＞ カ ル ボ ン 酸 ジ ヒ ド
ラ ジ ド ＞ チ オ セ ミ カ ル バ ジ ド ＞ ヒ ド ラ ジ ン カ ル ボ キ シ レ ー ト ＝ ア リ ル ヒ ド ラ ジ ド で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は 全 て ア ド リ ア マ イ シ ン を 唯 一 の 産 物 と し て 放 出 し た 。 ア
リ ル ヒ ド ラ ジ ド を 例 外 と し て 、 こ れ ら の 化 合 物 は 全 て pH7.4で は 安 定 で あ っ た 。 ア シ ル ヒ
ド ラ ジ ン は 、 pH5.0、 37℃ で 、 3時 間 で 薬 剤 の 理 論 的 量 の 85%を 放 出 し 、 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ
ン 受 容 体 抗 体 に 接 合 さ れ た 場 合 、 そ の 細 胞 傷 害 性 は 遊 離 ア ド リ ア マ イ シ ン と ほ ぼ 同 じ で あ
っ た 。 マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 も 合 成 さ れ て チ オ エ ー テ ル 結 合 複 合 体 を 生
成 す る が 、 こ れ は 、 血 清 中 で よ り 安 定 で 、 ま た 、 抗 体 の 、 鎖 内 還 元 ジ ス ル フ ィ ド 基 と 簡 単
に 結 合 が 可 能 で あ る （ Firestone, et al., (1996) BR96-Dox, J. Control. 39:251-259）
。 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 共 役 接 合 用 の さ ら に 長 い 鎖 の ア リ ヒ ド ラ ジ ド リ ン カ ー が 、 （ Lau, e
t al., (1995) Bioorg. Med. Chem. 3:1299-1304） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 治 療 薬 剤 を 、 抗 体 ま た は そ の 他 の 局 在 因 子 に 結 合 さ せ る た め に は 、 酵 素 的 に 変 性 可 能 な
結 合 も 使 用 が 可 能 で あ る 。 薬 剤 を 、 巨 大 分 子 に 付 着 さ せ 、 放 出 す る た め の 鍵 と な る 基 準 は
、 血 清 中 で は 安 定 で 、 細 胞 内 で は 特 異 的 酵 素 に よ っ て 分 断 が 可 能 な リ ン カ ー で あ る 。 様 々
の ア ミ ノ 酸 を 含 む こ の タ イ プ の リ ン カ ー が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 内 の あ る も の は 、 抗
体 と 接 合 さ せ た 薬 剤 複 合 体 の 中 で 用 い ら れ て い る が 、 別 の も の は ポ リ マ ー 薬 剤 複 合 体 の み
で 用 い ら れ て い る 。 ダ ウ ノ マ イ シ ン （ Dau） の 分 断 可 能 ア ミ ノ 酸 薬 剤 前 駆 物 質 は 最 初 に Lev
inと Stellaに よ っ て 製 造 さ れ た （ Levin, et al., (1979) FEBS Lett. 98:119-122） 。 た
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だ し 、 こ れ ら は 低 分 子 量 薬 剤 前 駆 物 質 と 表 示 さ れ た 。 リ ソ ソ ー ム 消 化 に お け る 、 ア ミ ノ 酸
配 列 と 長 さ に 関 す る 最 初 の 系 統 的 な 研 究 は （ Masquelier, et al., (1980) J. Med. Chem.
 23:1166-1170） に よ っ て 報 告 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 Ala-Leu-Dau誘 導 体 が 、 リ ソ
ソ ー ム の ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ っ て 2時 間 で 遊 離 薬 剤 へ の 復 帰 が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か に さ
れ た 。 こ の 活 性 は 、 リ ソ ソ ー ム の ジ ペ プ チ ジ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る と さ れ た 。 こ の
ジ ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 イ ン ビ ト ロ で は Dauよ り も そ の 活 性 が は る か に 低 い が 、 イ ン ビ ボ で
は 大 き な 活 性 を 示 し た （ Baurain, et al., (1980) J. Med. Chem. 23:1171-1174） 。 こ の
グ ル ー プ に よ っ て 報 告 さ れ た そ の 後 の 研 究 に よ っ て （ Trouet, et al., (1982) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 79:626-629） 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン が 、 1か ら 4個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ス ペ
ー サ ー ア ー ム に よ っ て 、 ス ク シ ニ ル 化 血 清 ア ル ブ ミ ン に 連 結 さ れ た 複 合 体 が も た ら さ れ た
。 薬 剤 の 順 調 な 放 出 の た め に は 、 最 低 3個 の 、 ま た は 、 ペ プ チ ド の ス ペ ー サ ー が 必 須 で あ
る こ と が 判 明 し た 。 Ala-Leu-Ala-Leu-Dau結 合 を 含 む ア ル ブ ミ ン 複 合 体 の 場 合 、 8時 間 で 75
%の 遊 離 薬 剤 の 放 出 が 達 成 さ れ 、 こ の 複 合 体 は 、 血 清 の 存 在 下 で は 安 定 で あ っ た （ 24時 間
で 僅 か 2.5%の 薬 剤 放 出 ） 。 ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー が 無 い 場 合 、 ス ク シ ニ ル 化 血 清 ア ル ブ ミ ン
に 接 合 し た Dauか ら は 、 リ ソ ソ ー ム 酵 素 に よ っ て は 全 く 薬 剤 が 放 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 も う 一 つ の テ ト ラ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー が 、 Duncanと Kopecekの 長 い 共 同 作 業 か ら 得 ら れ
た 。 こ の 作 業 で は 、 ポ リ [N-(2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル )メ タ ク リ ル ア ミ ド ]コ ポ リ マ ー か ら の
、 モ デ ル 薬 と し て の p-ニ ト ロ ア ニ リ ン の 放 出 が 研 究 さ れ た （ Duncanに 記 載 さ れ て い る (Dun
can (1986) CRC Crit. Rev. Bicompat. 2:127-145)） 。 こ れ ら の 研 究 に よ っ て 、 リ ソ ソ ー
ム 酵 素 の 特 異 性 、 お よ び 、 Gly-Phe-Leu-Gly-Dauリ ン カ ー の 開 発 に 関 し て 大 き な 理 解 が も
た ら さ れ た 。 後 者 の 場 合 、 50時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 に 結 合 p-ニ ト ロ ア ニ リ ン の 80
%が 放 出 さ れ た 。 次 に 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン を 、 抗 体 ・ 担 体 ・ 薬 剤 複 合 体 と し て ポ リ マ ー 搬 送
シ ス テ ム に 結 合 さ せ た （ Duncan, et al., (1987) Br. J. Cancer 55:165-174） 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 テ ト ラ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー が 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 -メ ト ト レ キ セ ー ト 複 合 体 の 中 に 、
（ Umemoto, et al., (1989) Int. J. Cancer 43:677-684） に よ っ て 組 み 込 ま れ た 。 こ れ
は 、 Trouetに よ っ て 記 述 さ れ た テ ト ラ ペ プ チ ド に 基 づ く MTX-Leu-Ala-Leu-Ala-ヒ ド ラ ジ ド
リ ン カ ー で あ る 。 し か し な が ら 、 Trouetの 研 究 で は 、 Dauは 、 ペ プ チ ド の C-末 端 に 付 着 さ
れ て い た が 、 こ の 複 合 体 で は 、 MTXは ペ プ チ ド の N末 端 に 付 着 さ れ た 。 さ ら に 、 結 合 帯 の 中
に は ヒ ド ラ ジ ド も 取 り 込 ま れ て い る の で 、 複 合 体 の 薬 剤 リ ン カ ー 部 に 、 若 干 の 酸 感 受 性 放
出 性 が 付 与 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。 こ の リ ン カ ー に 対 す る リ ソ ソ ー ム 酵 素 の 作 用 、 ど の
よ う な 産 物 が 放 出 さ れ る の か 、 ま た 、 産 物 の 放 出 速 度 に つ い て も 研 究 は 報 告 さ れ て い な い
。 し か し な が ら 、 こ れ ら の リ ン カ ー は 、 直 接 結 合 MTXに 比 べ て 、 複 合 体 の 効 率 に 実 質 的 な
上 昇 を も た ら し 、 ま た 、 放 出 は 、 リ ソ ソ ー ム を 介 在 す る こ と が 、 ロ イ ペ プ チ ン の よ う な 阻
害 剤 に よ っ て 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 HAS担 体 分 子 と し て 、 さ ら に 別 の テ ト ラ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー の 開 発 が （ Fitzpatrick, et
 al., (1995) Anti-Cancer Drug Design 10:1-9） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 適 当 な ス ペ
ー サ ー が 、 リ ソ ソ ー ム 酵 素 変 性 シ ス テ ム を 用 い て 開 発 さ れ た 。 こ の シ ス テ ム で は 、 ε -ア
ミ ノ リ シ ン 残 基 に 対 す る ペ プ チ ド 鎖 の 末 端 残 基 の 付 着 を 、 タ ン パ ク に 対 す る 接 合 モ デ ル と
し て 用 い た 。 こ の シ ス テ ム を 用 い て 、 MTXの カ ル ボ キ シ ル 基 に 結 合 さ れ る 様 々 な ア ミ ノ 酸
が 遊 離 薬 剤 を 放 出 す る こ と が 可 能 で あ る こ と 、 遊 離 薬 剤 の 放 出 速 度 は 、 ス ペ ー サ ー の 長 さ
に 依 存 し 、 テ ト ラ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー は 約 90%の 遊 離 薬 剤 を 放 出 す る こ と が 示 さ れ た 。 MTX
テ ト ラ ペ プ チ ド を HASに 接 合 す る こ と に よ っ て 、 遊 離 薬 剤 の 放 出 速 度 は さ ら に 、 48時 間 で
約 30%に 低 下 し た 。 こ れ ら の 実 験 か ら 、 テ ト ラ ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー は 、 単 に ポ リ マ ー 分 子
の 立 体 配 置 上 の 制 限 を 克 服 す る ば か り で な く 、 分 断 部 を 酵 素 の 活 性 部 に 結 合 さ せ る 効 率 に
も 関 連 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 オ キ シ ム 結 合 に よ っ て ア ン ト ラ サ イ ク リ ン を ペ プ チ ド に 連 結 す る た め の 効 率 的 ・ 一 般 的
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方 法 が 、 （ Ingallinella, et al., (2001) Bioorg. Med. Chem. Lett. 11:1343-1346） に
よ っ て 記 載 さ れ て い る が 、 こ の 結 合 を 用 い た 免 疫 複 合 体 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 一 般 に 、 免 疫 複 合 体 を 生 成 す る も っ と も 単 純 な 方 法 は 、 薬 剤 を 直 接 抗 体 に 結 合 す る こ と
で あ る 。 こ れ は 、 薬 剤 の 官 能 基 と 、 抗 体 上 の 官 能 基 の 一 つ と の 間 に 直 接 結 合 を 形 成 す る こ
と 、 あ る い は 、 別 に 、 複 合 体 の 二 つ の 部 分 の 間 に 、 リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー グ ル ー プ を
挿 入 す る こ と を 含 む 。 リ ン カ ー グ ル ー プ は 、 単 に 、 結 合 の 化 学 を 可 能 と す る た め に 使 用 さ
れ て も よ い が 、 特 定 の タ イ プ の 薬 剤 放 出 を 可 能 と す る と い う 第 二 の 機 能 を 持 っ て も よ い 。
も し も 放 出 が 、 細 胞 内 、 ま た は 、 細 胞 外 に 局 在 す る 酵 素 に よ っ て 仲 介 さ れ る な ら ば 、 こ の
グ ル ー プ は ス ペ ー サ ー グ ル ー プ と 呼 ば れ 、 そ の 目 的 は 、 十 分 な 空 間 を 与 え 、 ま た は 、 立 体
配 置 上 の 制 限 を 緩 和 し て 、 酵 素 が 関 係 結 合 に 十 分 接 近 す る こ と が で き る よ う に す る こ と と
な る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 メ ト ト レ キ セ ー ト は 、 抗 体 に 連 結 さ れ た 最 初 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 の 内 の 一 つ で あ る 。 免 疫
血 清 （ Marthe, et al., (1958) C.R. Acad. Sci. 246:1626-1628お よ び Burstein, et al.
, (1977) J. Med. Chem. 20:950-952） を 用 い た こ れ ら の 初 期 の 研 究 で は 、 結 合 は 、 ジ ア
ゾ 化 に よ る か 、 混 合 無 水 物 過 程 に よ る か の ど ち ら か で あ っ た 。 こ れ ら の 過 程 の い ず れ か ら
も 、 マ ウ ス モ デ ル に お い て 治 療 的 に 有 効 な 複 合 体 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 そ れ 以 後 生 産 さ れ た 複 合 体 は 多 く の 総 覧 論 文 に 記 録 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Magerstaedt 
(1991) CRC Press BoCa Raton FL 77-215; Dubowchik, et al., (1999) Pharmacol. Ther
. 83:67-123;お よ び Pietersz, et al., (1994) Adv. Immunol. 56:301-387） 。 ビ ン ブ ラ
ス チ ン -抗 体 複 合 体 に 関 す る 初 期 の 研 究 で は 、 薬 剤 を 抗 体 に 接 合 す る の に 種 々 の 方 法 が 用
い ら れ 、 あ る 報 告 で は 、 遊 離 薬 剤 に 比 べ て 複 合 体 の 方 が 細 胞 傷 害 性 が 上 昇 す る こ と が 示 さ
れ た （ Johnson, et al., (1981) Br. J. Cancer 44:372） 。 ビ ン ブ ラ ス チ ン 複 合 体 に 関 す
る 臨 床 研 究 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 の 最 初 の も の は 、 最 適 化 DAVLBHYで は な く 、 D
AVLBの 半 ス ク シ ネ ー ト 誘 導 体 に よ る 、 げ っ 歯 類 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 KS1/4と の 複 合 体 に 関
す る も の で あ っ た （ Schneck, et al., (1990) Clin. Pharamacol. Exp. 47:36-41） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 抗 体 複 合 体 で 用 い ら れ る 二 つ の 主 な ア ン ト ラ サ イ ク リ ン は 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン （ ダ ウ ノ ル
ビ シ ン と 同 意 ） と ア ド リ ア マ イ シ ン （ ド キ ソ ル ビ シ ン と 同 意 ） で あ る 。 こ れ は 、 側 鎖 の 末
端 C14に お い て の み 異 な り 、 こ れ が 前 者 で は メ チ ル 基 で あ り 、 後 者 で は よ り 疎 水 性 の 低 い
メ ト キ シ 基 で あ る 。 ダ ウ ノ マ イ シ ン （ Dau） は 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ Dox） よ り も 細 胞 傷 害 性
が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る 。 イ ダ ル ビ シ ン と エ ピ ル ビ シ ン と は 、 そ れ よ り も や や 細 胞 傷
害 性 が 高 い 誘 導 体 で あ り 、 Dauま た は Doxと 比 べ て 毒 性 プ ロ フ ィ ー ル が 改 善 さ れ て い る （ Ar
camone, (1985) Cain Memorial Aware Lecture, Cancer Res. 45:5995-5999） 。 モ ル フ ォ
リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン と シ ア ノ モ ル フ ォ リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン と は 、 極 め て 高 い 細 胞 傷 害 性 を
持 つ 誘 導 体 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Newman, et al., (1985) Science 228:1544-15
46） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る ア ン ト ラ サ イ ク リ ン （ Dauと Dox） の 免 疫 複 合 体 製 剤 が 評 価 さ れ
た （ Hurwitz, et al., (1975) Cancer Res. 35:1175-1181） 。 (1)薬 剤 の 糖 機 能 基 の 過 ヨ
ウ 素 酸 酸 化 、 抗 体 の リ シ ル 基 に 対 す る 接 合 、 シ ッ フ 塩 基 還 元 に よ る そ の 後 の 還 元 、 お よ び
、 (2)抗 体 の 糖 ア ミ ノ 基 と リ シ ル 基 の 間 の グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 結 合 で あ る 。 薬 剤 活 性 は
、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 活 性 と 共 に も っ と も よ く 保 存 さ れ た が 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 複 合 体 、
お よ び 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 連 結 複 合 体 の 両 方 と も 、 標 的 細 胞 に 対 し て 良 好 な 活 性 を 示
し た 。 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 複 合 体 は さ ら に 精 し く 評 価 さ れ （ Levy, et al., (1975) Cancer Re
s. 35:1182-1186） 、 遊 離 薬 剤 の 活 性 の 約 50%を 保 持 し 、 免 疫 複 合 体 に た い す る 短 時 間 暴 露
を 含 め た 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ に お い て 特 異 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。 こ の 複 合 体 の 、 PC5 
 B細 胞 白 血 病 に 対 す る 抗 腫 瘍 作 用 は 、 遊 離 薬 剤 よ り も 優 れ て い た 。
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【 ０ １ ９ ９ 】
　 イ ダ ル ビ シ ン (Ida)免 疫 複 合 体 が 、 14-ブ ロ モ -イ ダ ル ビ シ ン と 、 抗 ly2.1抗 体 と 、 1-5の M
Rに よ っ て 調 製 さ れ た （ Pietersz, et al., (1988) Cancer Res. 48:926-931） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 複 合 体 は 選 択 的 細 胞 傷 害 性 を 示 し た が 、 E3標 的 細 胞 に 対 し て 遊 離 薬 剤 よ り も 活 性 は 低 か
っ た （ そ れ ぞ れ 、 IC 5 0  = 430と 120 nM） 。 E3胸 腺 腫 瘍 異 種 移 植 片 に 対 す る 抗 腫 瘍 活 性 を 腫
瘍 成 長 速 度 の 減 少 に よ っ て 評 価 し た と こ ろ 、 Ida単 独 に よ っ て 得 ら れ る も の よ り も 大 き か
っ た 。 抗 CD19抗 体 か ら 調 製 し た IDA免 疫 複 合 体 を 用 い た そ の 後 の 研 究 に よ っ て 、 遊 離 Idaの
12 nMに 比 べ て 、 免 疫 複 合 体 で は 240 nMの 活 性 が 得 ら れ た （ Rowland, et al., (1993) Can
cer Immunol. Immunother. 37:195-202） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン は 、 標 的 輸 送 用 薬 剤 と し て 好 ま れ る 選 択 で あ る 。 モ ル フ ォ リ ノ 基 は
、 通 常 共 役 接 合 に 使 用 さ れ る 糖 ア ミ ノ 基 を 利 用 で き な く し て し ま う の で 、 側 鎖 の C13に よ
る リ ン カ ー が 使 用 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 5-フ ル オ ロ -2’ -デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ FUDR） と の 免 疫 複 合 体 が 、 ス ク シ ニ ル 化 FUDRの 活
動 的 な エ ス テ ル 誘 導 体 を 、 抗 ly1.2モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と 反 応 さ せ て 、 薬 剤 対 抗 体 7-9MRの
複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 構 築 さ れ た （ Krauer, et al., (1992) Cancer Res. 52:13
2-137） 。 抗 原 陽 性 E3細 胞 系 統 に 対 し て 、 ス ク シ ニ ル 化 FUDRと 免 疫 複 合 体 の 両 方 と も 類 似
の 細 胞 傷 害 性 を 示 し た が （ そ れ ぞ れ IC 5 0  = 5お よ び 3 nM） 、 遊 離 薬 剤 （ 0.4 nM） よ り も 約
10倍 低 か っ た 。 イ ン ビ ボ で は 、 免 疫 複 合 体 の 方 に 、 当 量 の 遊 離 薬 剤 よ り も 、 E3胸 腺 腫 瘍 成
長 の さ ら に 大 き な 抑 制 が 見 ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 タ キ ソ ー ル 免 疫 複 合 体 が 、 Guillemardと Saragoviに よ っ て 報 告 さ れ て い る （ Guillemard
, et al., (2001) Cancer Res. 61:694-699） 。 タ キ ソ ー ル は 先 ず 無 水 グ ル タ ー ル で 修 飾
さ れ て 、 薬 剤 に 分 断 可 能 な エ ス テ ル 結 合 を 与 え 、 次 に 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド に よ っ て 直 接 抗 体
に 接 合 さ れ た 。 抗 マ ウ ス お よ び 抗 ラ ッ ト Iｇ Gに 対 す る 免 疫 複 合 体 は 、 薬 剤 の MRに 対 し て 抗
体 1と し て 製 造 さ れ た 。 細 胞 傷 害 性 試 験 は 、 複 合 体 の 方 が 遊 離 薬 剤 よ り 高 い 細 胞 傷 害 性 を
持 つ こ と を 示 し て い る よ う で あ っ た 。 イ ン ビ ボ で は 、 免 疫 複 合 体 は 、 神 経 芽 細 胞 腫 異 種 移
植 片 に 対 し 腫 瘍 成 長 を 僅 か で は あ る が 、 有 意 に 低 下 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 抗 体 濃 度 は 、 薬 剤 摂 取 速 度 を 決 め る 重 大 な 因 子 で あ る 。 従 っ て 、 抗 体 分 子 当 た り よ り 多
く の 薬 剤 分 子 の 接 合 を 可 能 と す る な ら ば 、 細 胞 傷 害 性 は 上 昇 す る 筈 で あ る 。 一 方 、 抗 体 の
結 合 活 性 の 喪 失 は 、 薬 剤 分 子 の 数 の 制 限 因 子 と な る が 、 標 的 薬 剤 複 合 体 用 に 搬 送 分 子 を 用
い る こ と は こ の 問 題 に た い す る 解 決 を 与 え る 。 い く つ か の タ イ プ の 複 合 体 が 、 多 く は デ キ
ス ト ラ ン 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ま た は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド （ HPMA）
を 搬 送 分 子 と し て 、 ま た 、 薬 剤 ド キ ソ ル ビ シ ン ま た は メ ト ト レ キ セ ー ト を 用 い て 調 べ ら れ
て い る 。 も っ と も 初 期 の 搬 送 複 合 体 は 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 搬 送 剤 を 介 し て 抗 体 に フ ェ ニ レ
ン ジ ア ミ ン マ ス タ ー ド を 接 合 し た も の で 、 45:1の モ ル 置 換 比 を 示 す （ Rowland, et al., (
1975) Nature 255:487-488） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ガ ン 細 胞 を 殺 す の に 十 分 な 薬 剤 分 子 を 搬 送 す る と い う 困 難 に 向 け た も う 一 つ の 解 決 策 は
、 よ り 強 力 な 薬 剤 を 使 用 す る こ と で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な 薬 剤 で は 、 細 胞 を 殺 す の
に よ り 少 な い 薬 剤 分 子 し か 必 要 と さ れ な い か ら で あ る 。 い く つ か の こ う し た 分 子 が 発 見 さ
れ 、 抗 腫 瘍 剤 候 補 と し て 調 べ ら れ た 。 そ の よ う な も の と し て 、 CC-1065様 ア ル キ ル 化 剤 、
例 え ば 、 ド ゥ オ カ ル マ イ シ ン ； ジ ネ ミ シ ン を 含 む エ ネ ジ イ ン ； カ リ ケ ア ミ シ ン ／ エ ス ペ ラ
ミ シ ン 、 色 素 タ ン パ ク （ Borders, et al.,(1994) Marcel Dekker New York） （ 例 え ば 、
ネ オ カ ル ジ ノ ス タ チ ン 、 お よ び カ リ ケ ア ミ シ ン ） ； お よ び 、 マ ク ロ ラ イ ド 抗 生 物 質 、 例 え
ば 、 ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン お よ び マ イ タ ン シ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

10

20

30

40

50

(53) JP 2007-515924 A 2007.6.21



　 腫 瘍 標 的 細 胞 傷 害 性 治 療 法 の 応 用 は 、 多 く の 腫 瘍 抗 原 に つ い て は 好 成 績 を 挙 げ た 。 例 え
ば 、 急 性 の 、 骨 髄 腫 瘍 起 源 白 血 病 （ AML） を 治 療 す る た め に 用 い ら れ た ゲ ム ツ ズ マ ブ オ ゾ
ガ ミ シ ン は 、 抗 腫 瘍 化 学 療 法 剤 で あ る カ リ ケ ア ミ シ ン に 付 着 さ せ た 抗 CD-33抗 体 か ら 構 成
さ れ る 。 CD33抗 原 は 、 骨 髄 前 駆 細 胞 に は 存 在 す る が 、 造 血 幹 細 胞 に は 存 在 し な い の で 、 CD
33標 的 治 療 薬 は 、 AML細 胞 に 対 し て は 選 択 的 で あ る が 、 重 要 な 正 常 細 胞 タ イ プ は 残 す 。 こ
の 薬 剤 を AML細 胞 に 存 在 す る CD33抗 原 に 結 合 す る こ と は 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る 複 合 体 の
形 成 を 実 現 す る 。 細 胞 内 取 り 込 み 後 、 こ の 薬 剤 の 抗 腫 瘍 機 能 基 が 骨 髄 細 胞 に 放 出 さ れ 、 細
胞 死 を も た ら す （ Naito, et al., (2000) Leukemia 14:14636-43） 。 こ の 薬 は 、 60歳 を 越
え る 患 者 の 、 再 発 ま た は 難 治 AMLの 治 療 の た め に FDAに よ っ て 承 認 さ れ た （ Abou-Jawde et 
al., (2003) Clin. Therap. 25:2121-37） 。 さ ら に 、 ゲ ム ツ ズ マ ブ オ ゾ ガ ミ シ ン は 、 再 発
AMSを 治 療 す る の に 有 効 で あ る こ と が 判 明 し 、 そ の た め に 多 く の 患 者 を 救 済 す る 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
免 疫 毒 素
　 治 療 薬 剤 、 ま た は 薬 剤 成 分 は 、 古 典 的 な 化 学 的 ま た は 放 射 線 的 治 療 剤 に 限 定 さ れ る と 考
え る べ き で は な い 。 例 え ば 、 薬 剤 成 分 は 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク ま た は ポ
リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な タ ン パ ク と し て 、 例 え ば 、 毒 素 、 例 え ば 、 ア ブ リ
ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ま た は ジ フ テ リ ア 毒 素 の 他 に 、 生 物 活 性 を 持 つ
他 の タ ン パ ク 、 例 え ば 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 ア ル フ ァ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 ベ ー タ -イ ン タ ー フ
ェ ロ ン 、 神 経 成 長 因 子 、 血 小 板 成 長 因 子 、 組 織 プ ラ ス モ ゲ ン 活 性 化 因 子 、 血 栓 因 子 ま た は
抗 血 管 形 成 因 子 、 例 え ば 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン ま た は エ ン ド ス タ チ ン 、 ま た は 、 生 物 反 応 修
飾 因 子 、 例 え ば 、 リ ン フ ォ カ イ ン 、 IL-1、 IL-2、 IL-4、 Il-5、 Il-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、
IL-10、 IL-12、 IL-15、 顆 粒 球 巨 大 相 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ ” GM-CSF” ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 （ ” G-CSF” ） 、 ま た は そ の 他 の 成 長 因 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 免 疫 毒 素 は 、 タ ン パ ク 毒 素 に 接 続 さ れ る 、 成 長 因 子 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 の よ う な リ ガ ン ド を 含 む 。 リ ガ ン ド サ ブ ユ ニ ッ ト が 標 的 細 胞 の 表 面 に 結 合 し た 後 、 分 子
が 侵 入 し 、 毒 素 が 細 胞 を 殺 す 。 ガ ン 細 胞 に 向 け ら れ た 細 菌 毒 素 と し て は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
体 外 毒 素 お よ び ジ フ テ リ ア 毒 素 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら は 、 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 の 組 み 換 え
融 合 毒 素 を 形 成 す る の に 好 適 で あ る 。 植 物 毒 素 と し て は 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 、 ヤ マ ゴ ボ ウ
抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 、 サ ポ ニ ン 、 お よ び 、 ゲ ロ ニ ン が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 一 般 に 、 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 化 学 に よ っ て リ ガ ン ド に 接 続 さ れ る 。 免 疫 毒 素 は 、 血 液 学 的 悪 性 腫 瘍 と 固 体 腫
瘍 を 、 多 様 な 成 長 因 子 受 容 体 お よ び 抗 原 を 介 し て 標 的 す る た め に 生 産 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 免 疫 毒 素 療 法 の 目 的 は 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 を 、 細 胞 表 面 の 分 子 に 向 け て 発 射 す る こ と で あ
り 、 分 子 は そ の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 を 取 り 込 み 、 細 胞 死 を も た ら す 。 免 疫 毒 素 は 、 作 用 形 式 お
よ び 毒 性 プ ロ フ ィ ー ル に お い て 化 学 療 法 と 大 き く 異 な る の で 、 免 疫 毒 素 に よ っ て 腫 瘍 の 全
身 治 療 に お い て 改 善 が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 免 疫 毒 素 と は 、 単 純 に 、 抗 体 と 毒 素 を 含 む タ ン パ ク と 定 義 さ れ る 。 本 明 細 書 で 論 じ る 毒
素 と し て は 、 標 的 細 胞 を 殺 す 、 植 物 ま た は 細 菌 に よ っ て 生 産 さ れ る 触 媒 タ ン パ ク が 挙 げ ら
れ る 。 「 免 疫 毒 素 」 と い う 用 語 は 一 般 に 、 無 処 置 の IgG、 Fab断 片 、 ま た は Fｖ 断 片 が 標 的
と す る 毒 素 を 指 す が 、 成 長 因 子 、 ま た は そ の 他 の リ ガ ン ド が 標 的 と す る 毒 素 も ま た 「 キ メ
ラ 毒 素 」 と 呼 ば れ る 。 あ る 免 疫 毒 素 ま た は キ メ ラ 毒 素 で は 、 リ ガ ン ド と 毒 素 の 間 の 結 合 は
化 学 的 に 為 さ れ る が 、 そ の タ ン パ ク は 「 化 学 的 共 役 接 合 体 」 と 呼 ん で も よ い 。 別 に 、 結 合
が 、 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 製 造 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 で あ る 場 合 、 そ の タ ン パ ク は 「 組 み 換 え
毒 素 」 ま た は 「 融 合 毒 素 」 と 呼 ば れ る 。 最 後 に 、 免 疫 毒 素 の あ る 選 択 さ れ た 基 が 、 毒 素 と
融 合 し た Fv配 列 を 含 む 場 合 、 免 疫 毒 素 で も あ り 組 み 換 え 毒 素 で も あ る こ れ ら の タ ン パ ク は
よ く 「 組 み 換 え 免 疫 毒 素 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
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　 タ ン パ ク 毒 素 は 、 極 端 に 活 性 が 強 大 で あ る の で 好 適 で あ る 。 タ ン パ ク 毒 素 の 1個 ま た は
数 分 子 が 、 原 形 質 に 注 入 さ れ る と 細 胞 を 殺 す こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Yama
izumi, et al., (1978) Cell 15:245-250お よ び Eiklid, et al., (1980) Exp. Cell Res.
 126:321-326を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 植 物 毒 素 は 、 天 然 で は 、 ホ ロ 毒 素 お よ び ヘ ミ 毒 素 と し て 存 在 す る 。 ホ ロ 毒 素 （ 活 性 化 タ
ン パ ク に お け る ク ラ ス IIリ ボ ソ ー ム と も 呼 ば れ る ） は 、 リ シ ン 、 ア ブ リ ン 、 ヤ ド リ ギ ・ レ
ク チ ン と モ デ ク シ ン を 含 み 、 こ れ ら は 、 酵 素 ド メ イ ン に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 結 合 ド メ イ
ン を 含 む 。 ヘ ミ 毒 素 、 例 え ば 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク （ PAP） 、 サ ポ ニ ン 、 お よ
び ゲ ロ ニ ン は 、 酵 素 ド メ イ ン を 含 む が 、 結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 免 疫 毒 素 を 製 造 す る に は 、 一 般 に 、 植 物 毒 素 が リ ガ ン ド に 化 学 的 に 接 合 さ れ る （ 例 え ば
、 Kreitman, et al., (1998) Adv. Drug Del. Rev., 31:53-88を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 免 疫 毒 素 を 製 造 す る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 二 つ の 細 菌 毒 素 と し て 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
ア エ ル ギ ノ ー サ （ Pseudomonas aeruginosa） に よ っ て 生 産 さ れ る シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素
（ PE） 、 お よ び 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ジ フ テ ラ エ （ Corynebacterium diphtherae） に よ っ
て 生 産 さ れ る ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） が 挙 げ ら れ る 。 PEと DT両 方 と も 、 細 胞 質 ゾ ル の EF-2の
ADPリ ボ シ ル 化 を 触 媒 す る （ Carroll, et al., (1987) J. Biol. Chem. 262:8707-8711; U
chida, et al., (1972) Science 175:901-903;お よ び Uchida, et al., (1973) J. Biol. 
Chem. 248:3838-3844を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 DTお よ び PEの 突 然 変 異 形 お よ び 切 断 形 も 使 用 が 可 能 で あ る （ Kreitman, et al., (1998)
 Adv. Drug Del. Rev., 31:53-88を 参 照 ） 。 例 え ば 、 毒 素 の 結 合 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ た 、
ま た は 、 突 然 変 異 に よ っ て 無 機 能 性 と さ れ た 突 然 変 異 毒 素 が 設 計 さ れ る 。 DTの 場 合 、 こ れ
は 化 学 的 に 、 毒 素 を ト リ プ シ ン で 処 理 し 、 A鎖 を 精 製 す る こ と に よ っ て 実 行 が 可 能 で あ る
（ Masuho, et al., (1979) Biochem. Biophys. Res. Commun. 90:320-326を 参 照 ） 。 完 全
長 を 持 ち 、 突 然 変 異 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 組 み 換 え 毒 素 と し て は 、 PE 4 E 、 こ れ は PEの 57、
246、 247お よ び 249位 置 に お い て 塩 基 残 基 を グ ル タ メ ー ト で 置 換 さ せ た も の 、 お よ び 、 CRM
107、 こ れ は DTの 390位 置 の ロ イ シ ン と 、 525位 置 の セ リ ン を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で 置 換 さ せ
た も の が 挙 げ ら れ る （ Greenfield, et al., (1987) Science 238:536-539お よ び Chaudhar
y, et al., (1990) J. Biol. Chem. 265:16306-16310を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 多 種 多 様 な 痕 跡 免 疫 毒 素 と 組 み 換 え 毒 素 が 製 造 さ れ 、 悪 性 標 的 細 胞 に 対 し て 試 験 さ れ て
き た （ Kreitman, et al., (1998) Adv. Drug Del. Rev., 31:53-88を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 次 世 代 免 疫 毒 素 は 組 み 換 え 毒 素 を 含 む 。 毒 素 に 対 し 化 学 的 に 接 合 さ れ た 抗 体 、 ま た は Fa
b’ の よ う な 抗 体 断 片 を 含 む 免 疫 毒 素 は 、 い く つ か の 欠 点 を 有 す る 。 先 ず 、 大 き な サ イ ズ
（ 100-200kDa） で あ る た め に 腫 瘍 浸 透 が 低 減 さ れ る 。 第 二 に 、 抗 体 に 対 す る 接 合 の た め に
は 、 リ シ ン 残 基 を 修 飾 す る 試 薬 に よ っ て PE40お よ び PE38の よ う な 毒 素 の 誘 導 体 を 形 成 し な
け れ ば な ら ず 、 し か も リ シ ン の 多 く は カ ル ボ キ シ ル 末 端 近 く に あ る 。 同 様 に 、 抗 体 は 、 抗
原 結 合 部 位 内 部 の リ シ ン 残 基 の 誘 導 体 形 成 も 要 求 す る 。 従 っ て 、 得 ら れ た 免 疫 毒 素 は 、 抗
体 お よ び 毒 素 の 付 着 部 位 に 関 し て ば か り で な く 、 免 疫 毒 素 分 子 当 た り の 毒 素 と 抗 体 成 分 の
数 に 関 し て も 異 種 混 合 物 と な る 。 最 後 に 、 化 学 的 複 合 体 は 製 造 が 難 し い 。 な ぜ な ら ば 毒 素
と 抗 体 は 別 々 に 精 製 し て 、 接 合 し な け れ ば な ら ず 、 次 に 、 産 物 を 再 度 精 製 し な け れ ば な ら
な い か ら で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 毒 素 は 、 リ ガ ン ド と 毒 素 を 化 学 的 に 接 合 す る こ と を せ ず と も 、 も し も 両 者 が 一 つ の ポ リ
ペ プ チ ド 単 位 と し て 接 続 さ れ て い る な ら ば 、 細 胞 を 標 的 と す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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　 細 菌 毒 素 PEと DTと は こ れ ら 融 合 毒 素 を 製 造 す る に は 最 適 で あ る 。 な ぜ な ら 、 各 毒 素 は 、
ジ ス ル フ ィ ド ル ー プ の 中 に タ ン パ ク 分 解 工 程 部 位 を 含 ん で お り 、 こ れ が 、 触 媒 ド メ イ ン が
、 細 胞 内 侵 入 後 毒 素 の 残 り の 部 分 か ら 分 離 す る こ と を 可 能 と し 、 細 胞 質 ゾ ル へ の 効 率 的 移
動 を 可 能 と す る か ら で あ る （ Chiron, et al., (1994) J. Biol. Chem. 269:18167-18176;
 Frying, et al., (1992) Infect. Immun. 60:497-502; Ogata, et al., (1992) J. Biol
. Chem. 267:25396-25401;お よ び Williams, et al., (1990) J. Biol. Chem. 265:20673-
20677を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 1981年 、 Mab B3/25が 、 断 端 を 丸 め た DTま た は RTAに 接 合 さ れ 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る ヒ
ト メ ラ ノ ー マ の 成 長 抑 制 に 使 用 さ れ た こ と が 報 告 さ れ た （ Trowbridge, et al., (1981) N
ature 294:171-173を 参 照 ） 。 上 記 お よ び 類 似 の 免 疫 毒 素 は 、 消 化 管 腺 ガ ン 、 中 皮 腫 、 頚
部 ガ ン 、 お よ び グ リ オ 芽 細 胞 腫 を 含 む 各 種 固 体 腫 瘍 に 対 し て 抗 ガ ン 活 性 を 示 し た （ Griffi
n, et al., (1998) J. Biol. Response Mod. 7:559-567; Griffin et al., (1987) Cance
r Res. 47:4266-4270;お よ び Martell, et al., (1993) Cancer Res. 53:1348-1353を 参 照
） 。 Mab HB21は 完 全 長 PEに 接 合 さ れ 、 腹 腔 内 に 搬 送 さ れ 、 ヒ ト 卵 巣 ガ ン を 抱 え て い た マ ウ
ス の 生 存 率 を 上 昇 さ せ た （ FitzGerald, et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83
:6627-6630を 参 照 ） 。 HB21を 始 め 、 そ の Fab’ 、 (Fab’ )2お よ び Fv断 片 も 、 切 断 さ れ た PE
ま た は DTに 接 合 ま た は 融 合 さ れ た が 、 各 種 の モ デ ル に お い て 抗 腫 瘍 活 性 を 起 こ す こ と が 示
さ れ た （ Batra, et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8545-8549; Debinski,
 et al., (1991) Cancer Res. 52:5379-5385;お よ び Batra, et al., (1991) Mol. Cell B
iol. 11:2200-2205を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 各 種 抗 原 を 標 的 と す る 免 疫 毒 素 の 標 的 と 成 る 細 胞 系 統 の 多 く は 比 較 的 化 学 療 法 に 対 し て
抵 抗 性 を 示 す 。 免 疫 毒 素 は ま た 、 細 胞 か ら の 化 学 療 法 剤 の 排 出 増 進 を 担 当 す る p-糖 タ ン パ
ク を 標 的 す る こ と に よ っ て 、 多 数 の 化 学 療 法 剤 に 対 し て 耐 性 を 示 す 細 胞 を 特 異 的 に 標 的 と
す る こ と も 可 能 で あ る 。 PEに 対 し て 接 合 さ れ た Mab MRK16は 、 p-糖 タ ン パ ク の 発 現 に よ っ
て 化 学 療 法 に 対 し て 極 め て 高 い 耐 性 を 持 つ 細 胞 系 統 に 対 し て 非 常 に 高 い 細 胞 傷 害 性 を 示 し
た （ FitzGerald, et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:4288-4292を 参 照 ） 。
こ の 免 疫 毒 素 は ま た 、 MDRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 多 剤 耐 性 上 皮 ガ ン 細 胞 を 殺
し た （ Mickisch, et al., (1993) J. Urol. 149:174-178） 。 こ の 抗 体 は ま た 、 サ ポ ニ ン
に も 接 合 さ れ て 、 多 剤 耐 性 細 胞 を 骨 髄 か ら 追 放 す る こ と が 可 能 な 免 疫 毒 素 を 形 成 し た （ Di
nota, et al., (1990) Cancer Res. 50:291-294を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
標 的 放 射 線 療 法
　 ビ メ ン チ ン 標 的 療 法 に は 、 放 射 線 同 位 元 素 を 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と し て 使 用 し て も よ い 。 本
発 明 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 1種 以 上 の 治 療 薬 剤 と 結 合 し て も よ い 。 こ の 点 で 好 適 な 薬 剤
と し て 放 射 性 核 種 が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 放 射 性 核 種 と し て は 、 9 0 Y、 1 2 3 I、 1 2 5 I、 1 3 1 I, 1 8
6 Re、 1 8 8 Re、 2 1 1 At、 お よ び 2 1 2 Biが 挙 げ ら れ る 。 ビ メ ン チ ン 標 的 剤 へ の 付 着 を 促 進 す る た
め の 放 射 性 核 種 薬 剤 に 対 す る 特 異 的 な 担 体 と し て は 、 放 射 性 ハ ロ ゲ ン 化 小 分 子 、 お よ び キ
レ ー ト 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,735,792号 は 、 代 表 的 な 放 射 ハ ロ ゲ ン
化 小 分 子 、 お よ び そ の 合 成 法 を 開 示 す る 。 放 射 性 核 種 キ レ ー ト は 、 金 属 ま た は 金 属 酸 化 物
、 放 射 性 核 種 を 結 合 す る た め の ド ナ ー 原 子 と し て 窒 素 お よ び 硫 黄 原 子 を 含 む も の を 含 め た
キ レ ー ト 化 合 物 か ら 形 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Davison等 に 交 付 さ れ た 米 国 特
許 第 4,673,562号 は 、 代 表 的 な キ レ ー ト 化 合 物 と 、 そ の 合 成 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 理 想 的 放 射 性 リ ガ ン ド 治 療 剤 は 標 的 細 胞 に 選 択 的 に 蓄 積 す る 。 放 射 線 治 療 の 効 果 は 、 細
胞 DNAに 対 す る 放 射 線 誘 発 性 の 損 傷 に よ っ て も た ら さ れ る 分 裂 細 胞 の 破 壊 に よ る （ 例 え ば
、 W.D. Bloomer et al., (1977)「 早 期 腹 水 腫 瘍 モ デ ル に お け る ヨ ウ 素 125標 識 ヨ ー ド デ オ
キ シ ウ リ ジ ン の 治 療 応 用 （ ” Therapeutic Application of Iodine-125 Labeled Iododeox
yuridine in an Early Ascites Tumor Model” ） 」 、 Current Topics in Radiation Rese
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arch Quarterly 12:513-25を 参 照 ） 。 治 療 的 ・ 画 像 的 応 用 の 両 方 に お い て 、 未 結 合 で 循 環
す る 放 射 性 リ ガ ン ド が 仮 に あ っ て も 、 そ れ ら は 排 泄 系 に よ っ て 速 や か に 排 除 さ れ る の で 、
正 常 な 器 官 ・ 組 織 を 保 護 す る の に 役 立 つ 。 放 射 性 リ ガ ン ド は 、 生 体 の 過 程 に よ っ て も 変 性
さ れ 、 こ れ が 、 遊 離 放 射 性 同 位 元 素 の 排 泄 を 促 進 す る （ Wiseman et al., (1995)「 放 射 性
標 識 MIBGお よ び ソ マ ト ス タ チ ン 類 縁 体 に よ る 神 経 内 分 泌 腫 瘍 の 治 療 (“ Therapy of Neuroe
ndocrine Tumors with Radiolabelled MIBG and Somatostatin Analogues” )」 、 Seminar
s in Nuclear Medicine、 XXV巻 、 3号 、 272-278ペ ー ジ を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 治 療 処 置 に も っ と も 好 適 な 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 ア ウ ガ ー 電 子 放 射 放 射 性 同 位 元 素
、 例 え ば 、 、 1 2 5 I、 1 2 3 I、 1 2 4 I、 1 2 9 I、 1 3 1 I、 1 1 1 In、 7 7 Br、 お よ び 、 そ の 他 の 放 射 標 識
ハ ロ ゲ ン が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な 放 射 性 同 位 元 素 の 選 択 は 、 放 射 さ れ る 放 射 線 の タ イ プ 、 放
射 エ ネ ル ギ ー 、 エ ネ ル ギ ー が 蓄 積 さ れ る 距 離 、 お よ び 、 そ の 放 射 性 同 位 元 素 の 物 理 的 半 減
期 を 含 む 種 々 の 要 因 に 基 づ い て 最 適 化 さ れ る 。 あ る 例 で は 、 使 用 さ れ る 放 射 性 同 位 元 素 は
、 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 生 物 学 的 半 減 期 と 一 致 す る 、 ま た は 、 そ れ よ り も 長 い 放 射 性 半
減 期 を 有 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 放 射 性 同 位 元 素 は 約 1時 間 か ら 60
日 ま で の 半 減 期 、 好 ま し く は 5時 間 か ら 60日 ま で の 、 さ ら に 好 ま し く は 12時 間 か ら 60日 ま
で の 半 減 期 を 有 す る 。 1 2 5 Iは 、 入 院 と 隔 離 を 必 要 と す る 高 エ ネ ル ギ ー ガ ン マ ー 線 を 発 生 す
る 他 の 放 射 元 素 （ す な わ ち 、 1 1 1 Inお よ び 1 3 1 I） に 優 る 利 点 を 有 す る 。 1 2 5 Iは 、 体 の 外 に
逃 げ る 放 射 線 量 が 限 定 さ れ る た め に 通 院 治 療 の 開 発 を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 放 射 標 識 治 療 剤 は 、 静 脈 内 ボ ー ラ ス 注 入 に よ っ て 投 与 さ れ る （ 例 え ば 、 H.P. Kalofonos
, et al., (1989)「 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 お よ び 胎 盤 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ に 向 け た 放
射 性 標 識 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ る 脳 グ リ オ ー マ の 、 抗 体 誘 導 性 診 断 ・ 治 療 （ ” Antibody
 Guided Diagnosis and Therapy of Brain Gliomas using Radiolabeleld Monoclonal An
tibodies Against Epidermal Growth Factor Receptor and Placental Alkaline Phospha
tase” ） 」 、 The Journal of Nuclear Medicine、 30巻 、 163-645ペ ー ジ ； L. Virgolini e
t al., (1994)、 「 腸 管 腺 ガ ン お よ び 内 分 泌 腫 瘍 の 位 置 決 定 の た め の 、 血 管 活 動 性 腸 管 ペ
プ チ ド 受 容 体 画 像 法 （ ” Vasoactive Intestinal Peptide-Receptor Imaging for the Loc
alization of Intestinal Adenocarcinomas and Endocrine Tumors” ） 」 、 The New Engl
and Journal of Medicine、 331巻 、 1116-21ペ ー ジ ； G.A. Wiseman et al., (1995)「 放 射
線 標 識 MIBGお よ び ソ マ ト ス タ チ ン 類 縁 体 に よ る 神 経 内 分 泌 腫 瘍 の 治 療 (“ Therapy of Neur
oendocrine Tumors with Radiolabelled MIBG and Somatostatin Analogues” )」 Semiars
 in Nuclear Medicine、 XXV巻 、 3号 、 272-78ペ ー ジ ； S.W.J. Lamberts et al., (1990)「
内 分 泌 腫 瘍 の 局 在 化 に お け る ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 画 像 法 （ ” Somatostatin-Receptor Im
aging in the Localization of Endocrine Tumors” ） 」 The New England Journal of Me
dicine、 323巻 、 126-49ペ ー ジ ； E.P. Krenning et al., (1992)「 ヒ ト に お け る イ ン ジ ウ
ム 111-DTPA-D-Phe-1-オ ク ト レ オ チ ド に よ る ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 シ ン チ グ ラ フ ィ ー ： 　
代 謝 、 容 量 測 定 、 イ オ ジ ン -123-Tyr-3-オ ク ト レ オ チ ド と の 比 較 （ ” Somatostatin Recept
or Scintigraphy with Indium-123-Tyr-3-Octretide in Man: Metabolism, Dosimetry, a
nd Comparison with Iodine-123-Tyr-3-Octreotide” ） 」 The Journal of Nuclear Medic
ine、 33巻 、 652-58ペ ー ジ ； E.P. Krenning et al., (1989)「 ソ マ ト ス タ チ ン の 放 射 性 ヨ
ー ド 化 類 縁 体 に よ る 内 分 泌 関 連 腫 瘍 の 局 在 化 （ ” Localization of Endocrine-Related Tu
mours with Radioiodinated Analogue of Somatostatin” ） 」 The Lancet、 1989巻 、 1号
、 242-244ペ ー ジ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
標 的 遺 伝 子 療 法
　 ビ メ ン チ ン 標 的 療 法 の 細 胞 傷 害 剤 と し て 遺 伝 子 ベ ク タ ー を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 例
え ば 、 抗 体 遺 伝 子 （ ま た は そ の 断 片 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 ベ ク タ ー を 腫 瘍 細 胞 内 に 導 入 す
る 。 ト ラ ン ス 遺 伝 子 発 現 産 物 は 細 胞 内 タ ン パ ク 、 例 え ば 、 発 ガ ン 遺 伝 子 由 来 の も の に 結 合
し 、 そ う す る こ と に よ っ て 発 ガ ン 遺 伝 子 の タ ン パ ク 発 現 を 下 向 調 整 す る 。 標 識 遺 伝 子 療 法
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は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス お よ び レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 標 的 と す る 二 重 機 能 性 ク ロ ス リ ン カ
ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 い く つ か の 異 な る ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の コ ー ト タ ン パ ク に 、 短
い 標 的 ペ プ チ ド と 、 よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ ド 結 合 性 ド メ イ ン を 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 ま
た 、 複 製 能 を 有 す る ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ っ て 促 進 さ れ る （ Wand and Liu (2003) Ac
ta Biochimica et Biophysica Sinica 35(4):311-6を 参 照 ） 。 そ の 他 、 DNA複 合 体 お よ び
細 菌 ベ ヒ ク ル を 含 め た 非 ウ ィ ル ス 性 治 療 剤 も 開 発 さ れ て い る 。 ビ メ ン チ ン 標 的 組 成 物 の た
め の 遺 伝 子 療 法 、 お よ び 本 発 明 の 方 法 は 、 従 来 技 術 で 既 知 の 遺 伝 子 療 法 か ら 引 用 し た も の
で も よ い し 、 あ る い は 、 米 国 特 許 第 5,871,726、 5,885,806、 5,888,767、 5,981,274、 6,20
7,426、 6,210,708、 6,232,120、 6,498,033、 6,537,805、 6,555,107お よ び 6,569,426号 か
ら 引 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 一 つ の 方 法 で は 、 遺 伝 子 治 療 剤 を 搬 送 す る の に 、 標 的 複 製 ま た は 非 複 製 ウ ィ ル ス ベ ク タ
ー を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー は 、 新 生 細 胞 標 的 様 に 改
変 さ れ て い る （ Rots, et al., (2003) Journal of Controlled Release 87:159-165を 参
照 ） 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 選 択 的 標 的 は 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に 向 け た 炎 症 ・ 免 疫 反
応 を 制 限 し 、 治 療 毒 性 を 低 下 さ せ る 。 な ぜ な ら 低 用 量 の ウ ィ ル ス の 使 用 が 可 能 と な る か ら
で あ る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 感 染 は 通 常 、 knowと 呼 ば れ る ア デ ノ ウ ィ ル ス 線 維 タ ン パ ク の C-末
端 部 分 に よ る 標 的 細 胞 、 お よ び 一 次 細 胞 受 容 体 、 コ ク サ ッ キ ー Bウ ィ ル ス お よ び ア デ ノ ウ
ィ ル ス 受 容 体 （ CAR） へ の 結 合 に よ っ て 起 動 さ れ る 。 こ の 段 階 の 後 、 ウ ィ ル ス の ペ ン ト ン
基 底 タ ン パ ク の RGD（ arg-gly-asp） 配 列 と 細 胞 イ ン テ グ リ ン と の 相 互 作 用 に よ り ウ ィ ル ス
の 細 胞 へ の 侵 入 が 起 こ る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 選 択 的 標 的 は 実 現 可 能 で あ る 。 ビ メ
ン チ ン 特 異 的 抗 体 の ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー へ の 連 結 （ 例 え ば 、 共 役 接 合 ） は 、 得 ら れ た
構 築 体 を 、 ビ メ ン チ ン 発 現 腫 瘍 性 、 MDR腫 瘍 性 、 お よ び 、 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細
胞 に 向 け て 標 的 す る 。 例 え ば 、 こ の 戦 略 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス を 、 腫 瘍 細 胞 上 に 存 在 す る EG
P-2抗 原 に 向 け ら れ る よ う に 改 変 さ れ て 好 成 績 を 挙 げ た （ Heiderman et al., (2001) Canc
er Gene Ther. 8:342-51） 。 改 変 は 、 中 和 化 抗 線 維 タ ン パ ク を 、 上 皮 細 胞 接 着 分 子 （ EGP-
2） に 対 す る 抗 体 に 接 合 す る こ と に よ っ て 実 現 し た 。 得 ら れ た EGP-2ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 EG
P-2を 発 現 す る ガ ン 細 胞 に 向 け て 発 射 さ れ た が 、 感 染 は CARと は 独 立 し て い る こ と が 示 さ れ
た 。 も う 一 つ の 戦 略 は 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン を 、 治 療 遺 伝 子 搬 送 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ア デ
ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー ） に 橋 渡 し す る た め に 二 重 特 異 性 抗 体 を 用 い る こ と で あ る （ 例 え ば 、
Haisma et al., (2000) Cancer Gene 7:901-4; Grill et al. (2001) Clin. Cancer Res.
 7:641-50; Krasnykh et al., (1998) J. Virol. 72:1844-52;お よ び van Beusechem et a
l., (2000) Gene Ther. 7:1940-46を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 一 般 に 、 「 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 」 お よ び 「 ウ ィ ル ス 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で は 、 タ ン
パ ク 合 成 ま た は エ ネ ル ギ ー 生 産 機 構 を 全 く 持 た な い 、 任 意 の 真 正 の 細 胞 内 規 制 物 を 指 す た
め に 相 互 交 換 的 に 用 い ら れ る 。 ウ ィ ル ス ゲ ノ ム は 、 脂 質 膜 の タ ン パ ク か ら 成 る 被 覆 構 造 に
よ っ て 包 ま れ た RNAま た は DNAで あ る 。 本 明 細 書 で は 、 ウ ィ ル ス （ 単 複 ） お よ び ウ ィ ル ス ベ
ク タ ー （ 単 複 ） と い う 用 語 は 相 互 交 換 的 に 用 い ら れ る 。 本 発 明 を 実 行 す る の に 有 用 な ウ ィ
ル ス と し て は 、 組 み 換 え 修 飾 型 被 覆 ま た は 非 被 覆 DNAお よ び RNAウ ィ ル ス 、 好 ま し く は バ キ
ュ ロ ウ ィ ル ス 属 、 パ ル ボ ウ ィ ル ス 属 、 ピ コ ル ノ ウ ィ ル ス 属 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 属 、 ポ ッ ク
ス ウ ィ ル ス 属 、 ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス 属 か ら 選 ば れ た も の で あ る 。 ウ ィ ル ス は 天 然 に 生 じ
た ウ ィ ル ス で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 、 そ の ウ ィ ル ス ゲ ノ ム は 、 外 来 性 の ト ラ ン ス ジ ー
ン の 発 現 を 含 む よ う に 組 み 換 え DNA法 に よ っ て 修 飾 さ れ て も よ い し 、 ま た 、 複 製 不 能 、 条
件 付 複 製 有 り 、 ま た は 複 製 能 有 り の よ う に 加 工 さ れ て も よ い 。 親 ベ ク タ ー の 性 質 そ れ ぞ れ
の 利 点 を 利 用 す る キ メ ラ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Feng, et al., (1997) Nature Biot
echnolog  15:866-870を 参 照 ） も 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 ウ ィ ル ス バ
ッ ク ボ ー ン が 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の パ ッ ケ ー ジ ン グ に 必 要 な 配 列 だ け を 含 み 、 か つ 、 要 す
れ ば 随 意 に ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 最 小 限 ベ ク タ ー シ ス テ ム も 、 本 発 明 の 実 施
に 従 っ て 製 造 さ れ て も よ い 。 一 般 に 、 治 療 さ れ る 種 か ら 得 ら れ た ウ ィ ル ス を 用 い る の が 好
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ま し い が 、 あ る 場 合 に は 、 好 ま し い 病 原 性 を 持 つ 別 の 種 か ら 得 ら れ た ベ ク タ ー を 用 い る 方
が 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 用 と し て ウ マ ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス が 、 1998年 8月 5日
公 刊 の WO98/27216に 記 載 さ れ て い る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 ウ マ ウ ィ ル ス は ヒ ト に 対 し て 病 原
性 を 持 た な い た め に 、 ヒ ト の 治 療 に 有 用 で あ る と 記 載 さ れ て い る 。 同 様 に 、 ヒ ツ ジ ア デ ノ
ウ ィ ル ス は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 な ぜ な ら 、 こ の ウ ィ ル ス は 、 ヒ
ト ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に 対 す る 抗 体 を 回 避 す る と 言 わ れ て い る か ら で あ る 。 こ の よ う
な ベ ク タ ー は 、 1997年 4月 10日 公 刊 の WO97/06826に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 「 複 製 不 能 」 と い う 用 語 は 、 野 生 型 哺 乳 類 細 胞 に お い て 複 製 不 能 な ベ ク タ ー を 指 す 。 こ
の よ う な ベ ク タ ー を 大 量 に 生 産 す る た め に は 、 生 産 細 胞 系 統 を ヘ ル パ ー ウ ィ ル ス に よ っ て
同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ る か 、 あ る い は 、 失 わ れ た 機 能 を 補 償 す る よ う に 修 飾 し な け れ
ば な ら な い 。 例 え ば 、 293個 の 細 胞 が 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス E1欠 失 を 補 償 す る よ う に 加 工 さ れ
、 293個 の 細 胞 に お い て E1欠 失 複 製 不 能 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 継 代 が 可 能 と な っ た 。
「 複 製 能 を 持 つ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 感 染 、 DNA複 製 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 、 お
よ び 、 感 染 細 胞 の 分 解 が 可 能 な ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 指 す 。 「 条 件 付 複 製 能 を 持 つ ウ ィ ル ス
ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ に お い て 選 択 的 発 現 を 実 現 す る が 、 一 方 、 好
ま し く な い 広 範 な 感 染 ス ペ ク ト ラ ム を 回 避 す る よ う に 設 計 さ れ た 複 製 能 を 持 つ ベ ク タ ー を
指 す 。 こ の よ う な 条 件 付 複 製 は 、 組 織 特 異 的 、 腫 瘍 特 異 的 、 ま た は 細 胞 タ イ プ 特 異 的 、 ま
た は 、 選 択 的 に 誘 発 さ れ た 制 御 配 列 を 早 期 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の E1遺 伝 子 ）
に 動 作 的 に 連 結 す る こ と に よ っ て 実 現 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 標 的 狙 撃 性 に 加 え て 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ る 細 胞 タ イ プ 特 異 性 が 、 ウ ィ ル ス 複 製 の レ
プ レ ッ サ ー を 駆 動 す る 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と に よ っ て 改 善 さ れ る 。 「 経 路
反 応 性 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 あ る タ ン パ ク に 結 合 す る が 、 正 常 細 胞 に お い て そ の
タ ン パ ク の 結 合 に 対 し て 近 隣 の 遺 伝 子 を 転 写 的 に 反 応 さ せ る DNA配 列 を 指 す 。 こ の よ う な
プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 因 子 が 結 合 す る 配 列 で あ る 反 応 要 素 を 取 り 込 む こ と に よ っ て 生 成 さ
れ る 。 こ の よ う な 反 応 は 一 般 に 誘 導 的 で あ る 。 た だ し 、 タ ン パ ク レ ベ ル を 増 す こ と が 転 写
を 下 げ る 場 合 も い く つ か あ る 。 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー は 天 然 に 生 じ る こ と も あ る し 、 合
成 の 場 合 も あ る 。 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 経 路 、 す な わ ち 、 標 的 さ れ る 機 能 的 タ ン パ
ク に 基 づ い て 構 築 さ れ る 。 例 え ば 、 天 然 に 生 じ る p53経 路 反 応 プ ロ モ ー タ ー は 、 p21ま た は
baxプ ロ モ ー タ ー の よ う な 機 能 的 p53の 存 在 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 転 写 制 御 要 素 を 含 む こ と
が 考 え ら れ る 。 別 に 、 最 小 限 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 SV40 TATAボ ッ ク ス 領 域 ） 上 流 の p53
結 合 部 位 を 含 む 合 成 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 合 成 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー を 生 成 し て も よ
い 。 合 成 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 一 般 に 、 共 通 結 合 モ チ ー フ に 適 合 す る 配 列 の 1個 以
上 の コ ピ ー か ら 構 築 さ れ る 。 こ の よ う な 共 通 DNA結 合 モ チ ー フ は 簡 単 に 確 定 が 可 能 で あ る
。 こ の よ う な 共 通 配 列 は 、 一 般 に 、 数 塩 基 ペ ア で 隔 て ら れ た 、 直 列 、 ま た は 、 頭 か ら 尾 へ
の 繰 り 返 し 列 と し て 並 べ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 共 通 イ ン ス リ ン 結 合 配 列
を 含 む 合 成 イ ン ス リ ン 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー （ Jacob, et al., (1995) J. Biol. Chem.
 270:27773-27779） 、 サ イ ト カ イ ン 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 経 路 反
応 性 プ ロ モ ー タ ー （ Lange, et al., (1992) J. Biol. Chem. 267:15673-80） 、 IL-1お よ
び IL-6経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー （ Won K-A and Baumann H. (1990) Mol. Cell Biol. 10:3
965-3978） 、 T3経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー 、 共 通 モ チ ー フ を 含 む 甲 状 腺 ホ ル モ ン 経 路 プ ロ モ
ー タ ー 、 TPA経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー （ TRE） 、 TGF-ベ ー タ 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー （ Grot
endorst, et al., (1996) Cell Growth and Differentiation 7:469-480に 記 載 さ れ て い
る 通 り の ） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 天 然 の 、 ま た は 、 合 成 の E2F経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー
を 用 い て も よ い 。 E2F経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー の 一 つ の 例 が Parr等 （ 1997） Nature Medici
ne 3:1145-1149に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 論 文 は ４ E2F結 合 部 位 を 含 む E2F-1プ ロ モ ー タ ー を
記 載 す る が 、 こ れ は 、 報 告 で は 、 腫 瘍 細 胞 で は 活 発 で 、 速 や か に 細 胞 周 期 を 繰 り 返 す 。 そ
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の 他 の 経 路 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ て お り 、 イ ン タ ー ネ ッ ト の
を 通 じ て ア ク セ ス 可 能 な 真 核 細 胞 ゲ ノ ム の 転 写 調 整 領 域 デ ー タ ベ ー ス の 中 で 特 定 が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は ア デ ノ ウ ィ ル ス で あ る 。 「 ア デ ノ ウ ィ
ル ス 」 と い う 用 語 は 、 「 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 と 同 義 で あ り 、 ア デ ノ ウ ィ
ル ス 属 の ウ ィ ル ス を 指 す 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 属 と い う 用 語 は ま と め て 、 マ ス ト ア デ ノ ウ ィ ル
ス 属 の 動 物 ア デ ノ ウ ィ ル ス 類 、 す な わ ち 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 げ っ
歯 類 、 お よ び 、 サ ル ア デ ノ ウ ィ ル ス 亜 属 を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス 類 を 指 す が 、 た だ し そ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 特 に 、 ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス と し て は 、 Ａ － Ｆ 亜 属 を 始 め 、 そ の 個 別 の 血
清 タ イ プ 、 個 別 の 血 清 タ イ プ お よ び Ａ － Ｆ 亜 属 で あ っ て 、 ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス タ イ プ 1, 2
, 3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 (Ad11Aお よ び Ad 11P), 12, 13, 14, 15, 16, 17, 1
8, 19, 19a, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 34a, 35,
 35p, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, お よ び 91が 挙 げ ら れ る が
た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ウ シ ア デ ノ ウ ィ ル ス と い う 用 語 は 、 ウ シ ア デ ノ ウ ィ ル ス タ
イ プ 1, 2, 3, 4, 7, お よ び 10を 含 む が た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 イ ヌ ア デ ノ ウ ィ ル
ス と い う 用 語 は 、 イ ヌ タ イ プ 1（ CLL, Glaxo, R126, Utrecht, Toronto 26-61株 ） お よ び 2
を 含 む が た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ウ マ ア デ ノ ウ ィ ル ス と い う 用 語 は 、 ウ マ タ イ プ 1
お よ び 2を 含 む が た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ブ タ ア デ ノ ウ ィ ル ス と い う 用 語 は 、 ブ タ
タ イ プ 3お よ び 4を 含 む が た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー と い う 用 語 は 、
複 製 不 能 、 複 製 能 有 り 、 お よ び 、 条 件 付 複 製 有 り ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 特 に 有 用 な の は 、 ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス タ イ プ 2お よ び 5か ら 得 ら れ た ベ ク タ ー で あ る 。 こ
れ ら の ベ ク タ ー は 、 そ の 治 療 能 力 を 強 化 す る た め に 特 定 の 修 飾 を 組 み 込 ん で も よ い 。 例 え
ば 、 そ れ ら の ベ ク タ ー は 、 E1aお よ び E1b遺 伝 子 の 欠 失 を 含 ん で も よ い 。 そ の 他 あ る 領 域 を
、 特 定 の 特 質 を 実 現 す る た め に 強 調 し た り 、 欠 失 さ せ た り し て も よ い 。 例 え ば 、 ヒ ト 被 験
体 に 投 与 さ れ る ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー と 関 連 す る 免 疫 原 性 を 下 げ る た め の E3領 域 の
上 向 調 整 が 記 載 さ れ て い る 。 E4領 域 は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー に よ る ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 に
と っ て 重 要 な も の と 考 え ら れ て い る が 、 一 方 、 E4orf 6タ ン パ ク は 、 E1b大 タ ン パ ク の 存 在
下 で は 標 的 細 胞 の p53の 変 性 に 至 る も の と 記 載 さ れ て い る （ Steegenga, et al. (1998) On
cogene 16:345-347） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 搬 送 さ れ る 治 療 遺 伝 子 は 一 般 に 、 細 胞 傷 害 性 遺 伝 子 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 、 毒 素 遺 伝 子 、 ア
ポ ト ー シ ス 前 駆 遺 伝 子 、 薬 剤 活 性 化 前 駆 遺 伝 子 、 ま た は 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 で あ る 。 「
細 胞 傷 害 性 ト ラ ン ス ジ ー ン 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 細 胞 に お け
る そ の 発 現 が 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 こ の 細 胞 傷 害 性 ト
ラ ン ス ジ ー ン と い う 用 語 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 、 毒 素 遺 伝 子 、 静 細 胞 遺 伝 子 、 薬 剤 活 性 化 前
駆 遺 伝 子 、 ま た は ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 を 含 む が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の
ベ ク タ ー は 、 1種 以 上 の 治 療 用 ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 IRES要 素 を 用 い る こ と に よ っ て 直 列 に
、 ま た は 、 独 立 に 調 整 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 通 じ て 生 成 さ れ る よ う に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 「 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 細 胞 に お け る そ の
発 現 が 、 腫 瘍 性 表 現 型 を 抑 制 す る お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る こ と が 可 能 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 実 施 に 当 た っ て 有 用 な 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 p5
3遺 伝 子 、 APC遺 伝 子 、 DPC-4遺 伝 子 、 BRCA-1遺 伝 子 、 BRCA-2遺 伝 子 、 WT-1遺 伝 子 、 網 膜 芽
細 胞 種 遺 伝 子 （ Lee, et al., (1987) Nature 329:642） 、 MMAC-1遺 伝 子 、 腺 癌 結 腸 ポ リ ポ
ー シ ス タ ン パ ク （ 米 国 特 許 第 5,783,666号 ） 、 結 腸 ガ ン 欠 失 遺 伝 子 （ DCC） 、 MMSC-2遺 伝 子
、 NF-1遺 伝 子 、 染 色 体 3p21.3に マ ッ プ さ れ る 鼻 咽 頭 上 皮 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 （ Cheng, et al. 
(1998) Proc. Nat. Acad. Sci. 95:3042-3047） 、 MTS1遺 伝 子 、 CDK4遺 伝 子 、 NF-1遺 伝 子
、 NF2遺 伝 子 、 お よ び 、 VHL遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ２ ３ ６ 】
　 「 毒 素 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 細 胞 に お け る そ の 発 現
が 、 毒 性 作 用 を 起 こ す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 こ の よ う な 毒 素 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 リ シ ン 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 等 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 「 ア ポ ト ー シ ス 前 駆 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 細 胞 に お
け る そ の 発 現 が 、 細 胞 に 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 を も た ら す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
ア ポ ト ー シ ス 前 駆 配 列 の 例 と し て は 、 p53、 ア デ ノ ウ ィ ル ス E3-11.6K、 ア デ ノ ウ ィ ル ス E4o
rf4遺 伝 子 、 p53経 路 遺 伝 子 、 お よ び 、 カ ス パ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 「 薬 剤 活 性 化 前 駆 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 そ の 発 現 が 、 非
治 療 化 合 物 を 治 療 化 合 物 に 変 換 す る こ と が 可 能 な タ ン パ ク の 生 産 を も た ら す ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ り 、 こ れ に よ っ て 、 細 胞 は 、 外 来 因 子 に よ る 殺 作 用 に 感 受 性 を 持 つ よ う に な る 、
ま た は 、 細 胞 に 有 毒 条 件 が 誘 発 さ れ る 。 薬 剤 活 性 化 前 駆 遺 伝 子 の 一 つ の 例 は 、 シ ト シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 。 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は 、 5-フ ル オ ロ シ ト シ ン を 、 強 力 な 抗 腫
瘍 剤 で あ る 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 変 換 す る 。 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 は 、 腫 瘍 の 局 所 点 に お い て 5F
Cを 5FUに 変 換 す る こ と を 可 能 と す る シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ の 局 所 的 暴 発 を も た ら す の で 周
囲 の 多 く の 腫 瘍 細 胞 の 死 を 招 く 。 こ れ は 、 多 数 の 腫 瘍 細 胞 を 、 こ れ ら の 細 胞 を ア デ ノ ウ ィ
ル ス で 感 染 さ せ る こ と を 要 せ ず に 、 殺 す こ と に な る （ 所 謂 、 「 巻 き 添 え 作 用 」 ） 。 さ ら に
、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 （ 米 国 特 許 第 5,631,236お よ び 5,601,818号 参 照 ） の 場 合
、 TK遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 細 胞 は 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル の 投 与 に よ る 選 択 的 殺 作 用 に 対 し て 感
受 性 を 持 つ よ う に な る が 、 そ の よ う な 遺 伝 子 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 「 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 細 胞 に お け る
そ の 発 現 が サ イ ト カ イ ン を 生 産 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 そ の よ う な サ イ ト カ イ ン の
例 と し て は 、 GM-CSF、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 特 に 、 IL-1、 IL-2、 IL-4、 IL-12、 IL-10、 IL-1
9、 IL-20、 ア ル フ ァ 、 ベ ー タ 、 お よ び ガ ン マ サ ブ タ イ プ の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 特 に イ ン タ
ー フ ェ ロ ン ア ル フ ァ -2b、 お よ び 、 融 合 体 、 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア ル フ ァ -2-ア ル フ
ァ -1が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 前 述 の 遺 伝 子 に 対 し て 修 飾 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 施 し て 野 生 型 タ ン パ ク の 機 能 的 サ ブ フ
ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る よ う に 変 更 す る こ と は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 簡 単 に 使 用 に 合 わ
せ て 適 応 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 p53遺 伝 子 に 対 す る 言 及 は 、 野 生 型 タ ン パ ク ば か り で な
く 修 飾 さ れ た p53遺 伝 子 を も 含 む 。 こ の よ う な 修 飾 さ れ た p53タ ン パ ク の 例 と し て は 、 核 維
持 を 増 す た め の p53に 対 す る 修 飾 、 カ ル パ イ ン 共 通 分 断 部 位 を 除 去 す る た め の デ ル タ 13-19
ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 オ リ ゴ マ ー 化 ド メ イ ン の 修 飾 （ Bracco, et al., PCT公 報 WO97/0492、 ま
た は 米 国 特 許 第 5,573,925号 に 記 述 さ れ る 通 り の ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 標 的 非 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 も 含 む 。 本 発 明 の こ の 局 面 で 使
用 さ れ る 「 非 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 」 は 、 自 律 的 に 複 製 す る 、 染 色 体 外 円 形 DNA分 子 で あ っ て
、 正 常 ゲ ノ ム と は 別 で 、 標 的 細 胞 の DNA配 列 の 発 現 に 影 響 す る 非 選 択 的 条 件 下 で は 細 胞 の
生 存 に と っ て 必 須 で は な い DNA分 子 を 含 む 。 プ ラ ス ミ ド は 細 菌 の 中 で 自 律 的 に 複 製 し 、 細
菌 生 産 を 助 長 す る 。 組 み 換 え ベ ク タ ー の 存 在 を 選 択 す る 、 ま た は 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と を 可 能 と す る た め に 、 薬 剤 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の よ う な 添 加 遺 伝 子 を 含 め て も よ い
。 こ の よ う な 添 加 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 、 多 剤 耐 性 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、
ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） 、 お よ び 、 ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 治 療 遺 伝 子 を 、 腫 瘍 性 、 MDR腫 瘍 性 、 お よ び 損 傷 （ 例 え ば 、 病 原 体 感 染 ） 細 胞 を 標 的 と
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し て 向 け る た め に は 、 あ る 場 合 に は 、 細 胞 標 的 を 促 進 す る 追 加 要 素 を 、 非 ウ ィ ル ス 遺 伝 子
搬 送 シ ス テ ム の 中 に 組 み 込 む と 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 脂 質 被 覆 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 標 的 狙
撃 を 促 進 す る ビ メ ン チ ン 抗 体 ま た は リ ガ ン ド を 取 り 込 ん で も よ い 。 単 純 な リ ポ ソ ー ム 処 方
を 投 与 し て も よ い が 、 本 発 明 の 所 望 の 組 成 物 を 充 填 し た 、 ま た は 、 飾 り つ け た リ ポ ソ ー ム
を 、 全 身 的 に 搬 送 す る 、 ま た は 、 所 望 の 組 織 に 向 け て 送 る こ と が 可 能 で あ り 、 次 に そ の 組
織 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム は 選 択 さ れ た 治 療 ／ 免 疫 原 性 ペ プ チ ド 組 成 物 を 搬 送 す る 。 本 出 願
で 使 用 さ れ る ビ メ ン チ ン 抗 体 と リ ガ ン ド と し て は 、 抗 体 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗
体 、 単 一 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ま た は 、 そ の 機 能 的 断 片 （ Fv、 Fab、 Fab’ ） が 挙 げ ら れ る
。 別 に 、 非 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 Wu等 、 米 国 特 許 第 5,166,320お よ び 5,635,383号 に 記 載 さ
れ て い る よ う に 、 ポ リ リ シ ン 成 分 を 介 し て 標 的 成 分 に 連 結 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
リ ポ ソ ー ム 処 方
　 治 療 薬 剤 の ビ メ ン チ ン 標 的 搬 送 の た め に 用 い て も よ い も う 一 つ の 戦 略 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー
ム の 使 用 で あ る 。 免 疫 リ ポ ソ ー ム は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 を リ ポ ソ ー ム の 中 に 取 り
込 む 。 リ ポ ソ ー ム は 、 治 療 薬 剤 、 ま た は 、 も し 活 性 化 し な け れ ば 不 活 性 な ま ま の 薬 剤 前 駆
物 質 を 活 性 化 す る 酵 素 を 運 ぶ （ 例 え ば 、 Lasic et al., (1995) Science 267:1275-76を 参
照 ） 。 い く つ か の 臨 床 前 報 告 に よ っ て 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 薬 剤 に よ っ て 標 的 狙 撃 が 成 功 し 、
抗 ガ ン 効 力 が 強 化 さ れ た こ と が 報 告 さ れ て い る （ Maruyama et al., (1990) J. Pharm. Sc
i. 74:978-84; Maruyama et al., (1995) Biochim. Biophys. Acta 1234:74-80; Otsubo 
et al., (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:40-44; Lopes de Menezes et al., 
(1998) Cancer Res. 58:3320-30） 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 別 に 、 非 抗 体 ビ メ ン チ ン 結 合 剤 、 例 え ば 、 修 飾 型 LDLを 、 治 療 剤 の リ ポ ソ ー ム 処 方 の 標
的 狙 撃 に お け る 腫 瘍 特 異 的 リ ガ ン ド と し て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 葉 酸 結 合
リ ポ ソ ー ム を 用 い て 、 治 療 剤 を 、 葉 酸 受 容 体 を 過 剰 に 発 現 す る 腫 瘍 に 向 け て 発 射 す る こ と
も 可 能 で あ る 。 葉 酸 結 合 リ ポ ソ ー ム は 、 イ ン ビ ト ロ を 始 め イ ン ビ ボ に お い て も 、 葉 酸 受 容
体 を 過 剰 発 現 す る ガ ン 細 胞 に 対 し て 好 適 に 搬 送 さ れ て い る （ Lee and Low (1994) J. Biol
. Chem. 269:3198-204; Lee and Low (1995) Biochim. Biophys. Acta 1233:134-144; Ru
i et al., (1998) J. Am. Chem. Soc. 120:11213-18;お よ び Gabizon et al., (1999) Bio
conj. Chem. 10:289-98） 。 実 際 、 い く つ か の 臨 床 前 報 告 書 に 、 こ の よ う な リ ガ ン ド と 結
合 さ れ た リ ポ ソ ー ム 薬 剤 の 標 的 狙 撃 の 成 功 し た こ と が 記 載 さ れ て い る （ Ichinose et al.,
 (1998) Anticancer Res. 18:401-4; Yamamoto et al., (2000) Oncol. Rep. 7:107-11; 
Rui et al., (1998) J. Am. Chem. Soc. 120:11213-18;お よ び Gabizon et al., (1999) B
ioconj. Chem. 10:289-98） 。 イ ン ビ ボ で 各 種 ガ ン 細 胞 に リ ポ ソ ー ム 薬 剤 を 指 向 さ せ る た
め に 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン が 標 的 リ ガ ン ド と し て 使 用 さ れ て い る （ Ishida and Maruyama (1
998) Nippon Rinsho 56:657-62; Kirpotin et al. (1997) Biochem. 36:66-75） 。 PEGの
遠 位 端 に 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 抗 体 を 結 合 さ せ た PEG-免 疫 リ ポ ソ ー ム は 、 イ ン ビ ト ロ で C6グ
リ オ ー マ 細 胞 と 好 適 に 会 合 し 、 ド キ ソ ル ビ シ ン を 含 む 、 腫 瘍 特 異 的 長 期 循 環 性 リ ポ ソ ー ム
に よ る 治 療 後 、 グ リ オ ー マ の ド キ ソ ル ビ シ ン 接 種 を 有 意 に 増 加 さ せ た （ Eavarone et al.,
 (2000) J. Biomed. Mater. Res. 51:10-14） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 リ ポ ソ ー ム ミ セ ル ／ 薬 剤 処 方 の 形 成 法 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 治 療 薬 剤 ミ セ
ル は 、 治 療 薬 剤 と フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 脂 質 誘 導 体 （ PGL誘 導 体 ） を 混 合 す る こ
と に よ っ て 形 成 が 可 能 で あ る 。 簡 単 に 言 う と 、 治 療 薬 剤 と PGL誘 導 体 を 1:1か ら 1:2.1の 範
囲 で 混 合 し 、 治 療 薬 剤 混 合 物 を 形 成 す る 。 別 に 、 治 療 薬 剤 の PGL誘 導 体 に 対 す る 比 は 、 1:1
.2、 ま た は 1:1.4、 ま た は 1:1.5、 ま た は 1:1.6、 ま た は 1:1.8、 ま た は 1:1.9、 ま た は 1:2.0
、 ま た は 1:2.1の 範 囲 に あ る 。 次 に 、 こ の 混 合 物 を 、 少 な く と も 20%の 有 機 溶 媒 、 例 え ば 、
エ タ ノ ー ル 液 と 混 ぜ て 、 治 療 薬 剤 を 含 む ミ セ ル を 形 成 す る 。 抗 体 ま た は 腫 瘍 標 的 リ ガ ン ド
を ミ セ ル 処 方 に 封 入 し て 免 疫 リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る 方 法 は 従 来 技 術 で 既 知 で あ る が 、 下 記
に 述 べ る 。 例 え ば 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム の 調 製 ・ 使 用 法 は 、 米 国 特 許 第 4,957,735、 5,248,590
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、 5,464,630、 5,527,528、 5,620,689、 5,618,916、 5,977,861、 6,004,534、 6,027,726、 6
,056,973、 6,060,082、 6,316,024、 6,379,699、 6,387,397、 6,511,676、 お よ び 、 6,593,3
08号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 脂 質 誘 導 体 （ PGL誘 導 体 ） 」 と い う
用 語 は 、 ミ セ ル を 形 成 す る 能 力 を 持 ち 、 ネ ッ ト で 負 電 荷 を 持 つ 頭 部 グ ル ー プ を 持 つ 任 意 の
脂 質 誘 導 体 で あ る 。 そ の よ う な も の と し て は 、 ジ パ ル ミ ト イ ル フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ
ー ル （ DPPG） 、 ジ ミ リ ス ト イ ル フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び 、 ジ カ プ リ ル フ ォ
ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 つ の 局 面 で
、 10か ら 28個 の 炭 素 原 子 か ら 成 る 炭 素 鎖 を 持 ち 、 不 飽 和 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る フ ォ ス フ ァ チ
ジ ル 誘 導 体 は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 治 療 薬 剤 と 、 負 電 荷 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー
ル 脂 質 と を 、 分 子 比 に 変 動 を 持 た さ せ て 複 合 体 形 成 を す る と 、 ネ ッ ト で 正 電 荷 （ 1:1） 、
中 性 （ 1:2） 、 ま た は 、 や や 負 電 荷 （ 1:2.1） の 粒 子 が 得 ら れ る が 、 こ れ は 、 投 与 後 、 生 体
の 様 々 な 組 織 に 対 す る 標 的 狙 撃 を 可 能 と す る 。 一 方 、 治 療 薬 剤 を 、 負 電 荷 PGLと 複 合 体 形
成 さ せ る と 、 多 く の 場 合 、 治 療 薬 剤 の 可 溶 性 が 強 化 さ れ る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ の た め
に 、 効 果 的 抗 新 生 物 治 療 に 必 要 な 薬 剤 の 容 量 が 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 治 療 薬 剤 と 負 電 荷 PG
Lと の 複 合 体 形 成 は 、 カ プ セ ル 形 成 効 率 を 極 め て 高 く す る の で 、 製 造 過 程 に お け る 薬 剤 損
失 が 極 小 化 さ れ る 。 こ れ ら の 複 合 体 は 安 定 で あ り 、 沈 殿 を 形 成 せ ず 、 4℃ で 保 存 後 少 な く
と も 4ヶ 月 間 治 療 効 力 を 保 持 す る 。 網 内 皮 系 （ RES） に よ っ て 血 液 循 環 か ら 急 速 に 排 除 さ れ
る こ と を 回 避 す る こ と に よ っ て 最 大 の 治 療 効 果 を 発 揮 す る た め に 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 薬 剤 処
方 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） の よ う な 成 分 を 含 ん で も よ い （ Klibanov et al., 
(1990) FEBS Lett. 268:235-7; Maruyama et al., (1992) Biochim. Biophys. Acta 1128
:44-49; Allen et al., (1991) Biochim. Biophys. Acta 1066:29-36を 参 照 ） 。 免 疫 リ ポ
ソ ー ム に 対 す る PEGの 接 合 は 、 血 液 に お け る リ ポ ソ ー ム 循 環 を 長 引 か せ る ば か り で な く 、
リ ポ ソ ー ム 製 剤 の 治 療 効 果 を 強 化 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Daemen et al., (1997) J. C
ontrol. Rel. 44:1-9; Storm et al. (1998) Clin. Cancer Res. 4:111-115; Vaage et a
l., (1997) Br. J. Cancer 75:482-6; Gabizon et al., (1994) Cancer Res. 54:987-92
） 。 長 時 間 循 環 免 疫 リ ポ ソ ー ム は 二 つ の タ イ プ に 分 類 さ れ る 。 脂 質 頭 部 突 起 に 結 合 し た 抗
体 を 持 つ も の （ Maruyama et al., (1990) J. Pharm. Sci. 74:978-84） 、 お よ び 、 PEGの
遠 位 端 に 結 合 す る 抗 体 を 持 つ も の （ Maruyama et al., (1997) Adv. Drug Del. Rev. 24:2
35-42） で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 腫 瘍 特 異 的 抗 体 を PEGポ リ マ ー の 遠 位 端 に 配 置 し 、 PEG鎖
の 立 体 配 置 に よ る 妨 害 を 回 避 す る こ と に よ っ て 効 率 的 な 標 的 結 合 を 実 現 で き る よ う に す る
の が 有 利 で あ る 。 こ の タ イ プ の 免 疫 リ ポ ソ ー ム 処 方 は 、 肺 （ Maruyama et al., (1995) Bi
ochim. Biophys. Act  1234:74-80） 、 脳 （ Huwyler et al., (1996) roc. Natl. Acad. 
Sci. USA 93:14164-69） お よ び 腫 瘍 （ Allen et al., (1995) Biochem. Soc. Transact. 2
3:1073-79） に 対 し イ ン ボ 標 的 で は 成 功 裡 に 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 免 疫 リ ポ ソ ー ム 処 方 に よ る 薬 剤 の 効 果 的 搬 送 は 、 一 般 に 、 結 合 免 疫 リ ポ ソ ー ム の エ ン ド
サ イ ト ー シ ス に よ る 活 発 な 摂 取 に よ っ て 強 化 さ れ る 。 ヒ ト scFv抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 腫 瘍 細 胞 へ の 取 り 込 み が 最 適 化 す る よ う に 選 択 し 、 そ れ が 取 り 込
ま れ て い る 免 疫 リ ポ ソ ー ム の 最 適 狙 撃 と 搬 送 を 確 実 な も の と す る こ と が 可 能 で あ る （ Poul
 et al., (2000) J. Mol. Biol. 301:1149-61; Schier et al., (1996) J. Mol. Biol. 2
63:551-67参 照 ） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 抗 体 仲 介 性 腫 瘍 標 的 に 関 連 す る も う 一 つ の 戦 略 は 、 抗 体 指 向 酵 素 薬 剤 前 駆 体 （ ADEPT）
で あ る 。 こ れ は 、 腫 瘍 細 胞 膜 近 辺 に 高 濃 度 の 抗 ガ ン 剤 を 形 成 す る よ う に 設 計 さ れ た 2ス テ
ッ プ 治 療 法 で あ る （ Springer et al., (1996) Adv. Drug Deliv. Rev. 22:351-64） 。 こ
の 戦 略 を 用 い る と 、 好 ま し く は 任 意 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 酵 素 -抗 体 複 合 体 が 先 ず 投
与 さ れ 、 次 に 、 非 毒 性 の 薬 剤 前 駆 物 質 が 注 入 さ れ る 。 こ れ は 、 標 的 酵 素 の 作 用 に よ っ て 活
性 化 さ れ る 。 酵 素 -抗 体 複 合 の 代 わ り に 、 薬 剤 前 駆 物 質 活 性 化 酵 素 に 対 す る 標 的 担 体 と し
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て 免 疫 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 改 良 型 ADEPTが 開 発 さ れ 試 験 さ れ て い る （ Storm et al., (1997
) Adv. Deliv. Rev. 24:225-31; Vingerhoeds et al., (1993) FEBS Lett. 336:485-90）
。
【 ０ ２ ４ ９ 】
治 療 法
　 本 発 明 は 、 ガ ン 、 す な わ ち 、 新 生 物 、 腫 瘍 、 転 移 物 、 ま た は 、 調 節 さ れ な い 細 胞 成 長 に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 ま た は 障 害 、 お よ び 、 特 に 、 そ の 、 多 剤 耐 性 形 を 含 む － た だ し
そ れ ら に 限 定 さ れ な い － ガ ン の 治 療 ま た は 予 防 で あ っ て 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 ま た は 、 前
記 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 有 効 量 の 投 与 に よ っ て 実 行 す る 治 療
と 予 防 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 に よ っ て 治 療 さ れ る ガ ン お よ び 増 殖 性 障
害 の タ イ プ の 例 と し て は 、 白 血 病 （ 例 え ば 、 骨 髄 芽 細 胞 性 、 前 骨 髄 芽 細 胞 性 、 骨 髄 単 球 性
、 単 球 性 白 血 病 、 赤 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 （ 顆 粒 球 ） 白 血 病 、 お よ び 、 慢 性 リ ン パ 球 白 血 病
） 、 リ ン パ 腫 （ 例 え ば 、 ホ ジ キ ン 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン 病 ） 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉
腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 結 腸 ガ ン 、 膵 臓 ガ ン
、 乳 ガ ン 、 卵 巣 ガ ン 、 前 立 腺 ガ ン 、 扁 平 上 皮 ガ ン 、 基 底 細 胞 ガ ン 、 腺 ガ ン 、 腎 細 胞 ガ ン 、
ヘ パ ト ー マ 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 頚 部 ガ ン 、 子 宮 ガ ン 、 睾 丸 腫 瘍 、 肺 ガ ン 、 小 細 胞 肺 ガ ン 、
膀 胱 ガ ン 、 上 皮 ガ ン 、 グ リ オ ー マ 、 星 状 細 胞 腫 、 オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ オ ー マ 、 メ ラ ノ ー マ
、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 異 形 成 、 お よ び 、 過 形 成 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 特 定 の 実 施
態 様 で は 、 本 発 明 の 治 療 化 合 物 は 、 前 立 腺 ガ ン （ 例 え ば 、 前 立 腺 炎 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 良
性 前 立 腺 過 形 成 （ BPH） 、 前 立 腺 パ ラ ガ ン グ リ オ ー マ 、 前 立 腺 ガ ン 、 前 立 腺 上 皮 内 腫 瘍 性
、 前 立 腺 ・ 直 腸 ろ う 孔 、 お よ び 、 非 典 型 的 前 立 腺 基 質 病 巣 ） の 男 性 に 投 与 さ れ る 。 ガ ン の
治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 は 、 ガ ン に 関 連 す る 症 状 を 緩 和 す る こ と 、 ガ ン の 進 行 の 抑 制 、 お
よ び 、 免 疫 反 応 の 増 進 を 含 む が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 市
販 の 、 ま た は 、 天 然 に 生 じ た 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 そ の 、 機 能 的 に 活 発 な 断 片 ま た は 誘 導 体
が 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ビ メ ン チ ン 治 療 剤 は 、 単 独 で 、 あ る い は 、 他 の タ イ プ の ガ ン 治 療 （ 例 え ば 、 放 射 線 治 療
、 化 学 療 法 、 ホ ル モ ン 療 法 、 免 疫 療 法 、 お よ び 、 抗 腫 瘍 剤 ） と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ て よ
い 。 抗 腫 瘍 剤 の 例 と し て は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 パ ク リ タ ク セ ル 、 タ ク セ
ン 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 （ 例 え ば 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 9-AC、 お よ び GG-211） 、
ゲ ム シ タ ビ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 5-FU） 、 ロ イ コ
ボ リ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 テ モ ダ ー ル 、 お よ び 、 タ キ ソ ー ル が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 が 、 動 物 に 、 好 ま し
く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 ガ ン の 外 科 的 切 除 の 後 に 投 与 さ れ る 。 別 の
実 施 態 様 で は 、 1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と
も 好 ま し く は ヒ ト に 、 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 治 療 と 共 に 投 与 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、
1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ
ト に 、 ガ ン の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 血 漿 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分
、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1
週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時
間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 お よ び そ の 他 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 は 、 動
物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 ガ ン の 予 防 ま た は 治 療 の た め
に 、 IgG抗 体 、 IgM抗 体 、 お よ び ／ ま た は 、 1種 以 上 の 補 体 成 分 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例
え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、
2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時
間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に
投 与 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 お よ び そ の 他 の ビ メ ン チ
ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 ガ ン の 予
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防 ま た は 治 療 の た め に 、 1種 以 上 の ガ ン 細 胞 抗 原 に 対 し て 免 疫 特 異 的 抗 体 を 動 物 に 投 与 す
る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間
、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、
2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投
与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 お よ び
そ の 他 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は
ヒ ト に 、 ガ ン の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 ガ ン の 治 療 に 最 近 使 用 さ れ て い る 抗 体 を 動 物 に
投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、
12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1
時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た
は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な 抗 体 の 例 と し て は 、 ヘ ル セ プ チ ン 、 レ ツ キ サ ン
、 オ バ レ ッ ク ス 、 パ ノ レ ッ ク ス 、 BEC2、 IMC-C225、 ビ タ キ シ ン 、 カ ン パ ス I/H、 ス マ ー ト M
195、 リ ン フ ォ シ ド 、 ス マ ー ト ID10、 お よ び 、 オ ン コ リ ム が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 動 物 に お け る 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に お け る 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ
ト に お け る ウ ィ ル ス お よ び そ の 他 の 病 原 体 感 染 の 治 療 ま た は 予 防 法 で あ っ て 、 抗 ビ メ ン チ
ン 抗 体 、 ま た は 、 前 記 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 ま た は 、 そ の 他 の 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ る ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 に 従 っ て 治 療 ま た は 予 防 が 可 能 な ウ ィ ル ス 感 染 の 例 と し て は 、 レ ト ロ ウ ィ ル
ス （ 例 え ば 、 ヒ ト T-細 胞 向 性 ウ ィ ル ス （ HTLV） ） の タ イ プ Iと II、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス
（ HIV） )、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス （ HSV） の タ イ プ Iと II、 エ プ ス
タ イ ン バ ー ウ ィ ル ス お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス ） 、 ア レ ナ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 ラ ッ サ 熱
ウ ィ ル ス ） 、 パ ラ ミ ク ソ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 モ ル ビ リ ウ ィ ル ス 、 ウ ィ ル ス 、 ヒ ト 呼 吸 器 合
胞 体 ウ ィ ル ス 、 お よ び 、 肺 ウ ィ ル ス ） 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 ハ ン
タ ウ ィ ル ス ） 、 コ ル ナ ウ ィ ル ス 、 フ ィ ロ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 エ ボ ラ ウ ィ ル ス ） 、 フ ラ ビ ウ
ィ ル ス （ 例 え ば 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HCV） ） 、 黄 熱 病 ウ ィ ル ス 、 お よ び 、 日 本 脳 炎 ウ ィ ル
ス ） 、 ヘ パ ド ナ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 B型 肝 炎 ウ ィ ル ス （ HBV） ） 、 オ ル ト ミ オ ウ ィ ル ス （ 例
え ば 、 セ ン ダ イ ウ ィ ル ス 、 お よ び 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス A、 Bお よ び C） 、 パ ポ バ ウ ィ
ル ス （ 例 え ば 、 パ ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス ） 、 ピ コ マ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 ラ イ ノ ウ ィ ル ス 、 エ ン
テ ロ ウ ィ ル ス 、 お よ び 、 A型 肝 炎 ウ ィ ル ス ） 、 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス 、 レ オ ウ ィ ル ス （ 例 え ば
、 ロ タ ウ ィ ル ス ） 、 ト ガ ウ ィ ル ス （ 例 え ば 、 ル ベ ラ ウ ィ ル ス ） 、 お よ び 、 ラ ブ ド ウ ィ ル ス
（ 例 え ば 、 狂 犬 病 ウ ィ ル ス ） に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ウ ィ ル ス 感 染 症 が 挙 げ ら れ る が 、 た
だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ウ ィ ル ス 感 染 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 は 、 前 記 感 染 に 関 連
す る 症 状 の 緩 和 、 ウ ィ ル ス 複 製 の 抑 制 ま た は 阻 止 、 お よ び 、 免 疫 反 応 の 強 化 を 含 む が 、 た
だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 は 、 単 独 で 、 あ る い は 、 抗 ウ ィ ル ス 剤 、 ま
た は そ の 他 の 抗 病 原 体 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て も よ い 。 抗 ウ ィ ル ス 剤 の 例 と し て は 、 サ
イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IFN-ア ル フ ァ 、 IFN-ベ ー タ 、 お よ び IFN-ガ ン マ ） ； 逆 転 写 酵 素 阻 害
剤 （ 例 え ば 、 AZT、 3TC、 D4T、 ddC、 ddI、 d4T、 3TC、 ア デ フ ォ ビ ル 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 デ
ラ ビ ル ジ ン 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 ア バ カ ビ ル 、 お よ び 、 他 の ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ま た は ジ デ
オ キ シ フ ル オ ロ ヌ ク レ オ シ ド ） ； ウ ィ ル ス ｍ RNAキ ャ ッ ピ ン グ の 阻 害 剤 、 例 え ば 、 リ バ ビ
リ ン ； プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 例 え ば 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ア ム プ レ ナ ビ ル
、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 お よ び 、 サ キ ナ ビ ル ） ； ア ン フ ォ テ リ シ
ン B； 糖 タ ン パ ク 処 理 の 阻 害 剤 と し て の カ タ ノ ス ペ ル ミ ン ； ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ 阻 害 剤 、
例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ザ ナ ミ ビ ル お よ び
オ セ ル タ ミ ビ ル ） ； ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 （ 例 え ば 、 カ ン プ ト テ シ ン お よ び そ の 類 縁
体 ） ； ア マ ン タ ジ ン お よ び リ マ ナ タ ジ ン が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
例 え ば 、 1種 以 上 の 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 -薬 剤 複 合 体 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も
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っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 ウ ィ ル ス 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 血 漿 を 動 物 に 投 与 す
る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間
、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、
2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投
与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 別 の 例 で は 、 1種 以 上 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も
っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 ウ ィ ル ス 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 IgG抗 体 、 IgM抗 体 、
お よ び ／ ま た は 、 1種 以 上 の 補 体 成 分 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、
45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ）
、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時
間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 別 の 好 ま し
い 実 施 態 様 で は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し
く は ヒ ト に 、 ウ ィ ル ス 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 1種 以 上 の ウ ィ ル ス 抗 原 に 対 し て
免 疫 特 異 的 抗 体 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間
、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1
分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま
た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 ウ ィ ル ス 抗 原 に た い し て 免 疫 特
異 的 な 抗 体 の 例 と し て は 、 シ ナ ジ ス 、 RTM、 PRO542、 オ ス タ ビ ル 、 お よ び 、 プ ロ ト ビ ル が
挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 動 物 に お け る 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に お け る 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ
ト に お け る 微 生 物 感 染 の 治 療 ま た は 予 防 法 で あ っ て 、 抗 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 治 療 的 ま
た は 予 防 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 に 従 っ て 治 療 ま た は 予 防
が 可 能 な 微 生 物 感 染 の 例 と し て は 、 酵 母 感 染 、 真 菌 感 染 、 原 虫 感 染 、 お よ び 、 細 菌 感 染 が
挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 微 生 物 感 染 の 原 因 と な る 細 菌 と し て は 、 ス
ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ Streptococcus pyogenes） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ
ー モ ニ ア エ （ Streptococcus pneumoniae） 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ エ ア （ Neisseria gonorr
hoea） 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス （ Neisseria meningitidis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ ジ フ テ リ ア エ （ Corynebacterium diphtheriae） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ボ ツ リ ヌ ム （ Clo
stridium botulinum） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ペ ル フ リ ン ゲ ン ス （ Clostridum perfringens
） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ テ タ ニ （ Clostridium tetani） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ
エ （ Haemophilus influenzae） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ ニ ュ ー モ ニ ア エ （ Klebsiella pneumonia
e） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ オ ザ エ ナ エ （ Klebsiella ozaenae） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ リ ノ ス ク レ ロ
モ チ ス （ Klebsiella rhinoscleromotis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ Staphyloc
occus aureus） 、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ エ （ Vibrio cholerae） 、 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ （ Esche
richia coli） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ （ Pseudomonas aeruginosa） 、 カ ン ピ
ロ バ ク タ ー （ Campylobacter） （ Vibrioビ ブ リ オ ） フ ェ ト ゥ ス （ fetus） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ
ー ・ イ ェ ユ ニ （ Campylobacter jejuni） 、 ア エ ロ モ ナ ス ・ ヒ ド ロ フ ィ ラ （ Aeromonas hydr
ophila） 、 バ チ ル ス ・ セ レ ウ ス （ Bacillus cereus） 、 エ ド ワ ル ド シ エ ラ ・ タ ル ダ （ Edwar
dsiella tarda） 、 イ ェ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ チ カ （ Yersinia enterocolitica） 、 イ ェ
ル シ ニ ア ・ ペ ス チ ス （ Yersinia pestis） 、 イ ェ ル シ ニ ア ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ Y
ersinia pseudotuberculosis） 、 シ ゲ ラ ・ ジ ス エ ン テ リ ア エ （ Shigella dysenteriae） 、
シ ゲ ラ ・ フ レ キ シ ネ リ （ Shigella flexneri） 、 シ ゲ ラ ・ ソ ン ネ イ （ Shigella sonnei） 、
サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム （ Salmonella typhimurium） 、 ト レ ポ ネ ー マ ・ パ リ ヅ ム （ Tr
eponema pallidum） 、 ト ロ ポ ネ ー マ ・ ペ ル ツ ヌ エ （ Troponema pertenue） 、 ト レ ポ ネ ー マ
・ カ ラ テ ネ ウ ム （ Treponema carateneum） 、 ボ レ リ ア ・ ビ ン セ ン チ ィ （ Borrelia vincent
ii） 、 ボ レ リ ア ・ ブ ル グ ド ル フ ェ リ （ Borrelia burgdorferi） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ
ヘ モ ラ ジ ア エ （ Leptospira icterohemorrhagiae） 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー
シ ス （ Mycobacterium tuberculosis） 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ・ ゴ ン ジ イ （ Toxoplasma gondii
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） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ ィ （ Pneumocystis carinii） 、 フ ラ ン シ セ ラ ・ ツ ラ レ ン シ
ス （ Francisella tularensis） 、 ブ ル セ ラ ・ ア ボ ル ツ ス （ Brucella abortus） 、 ブ ル セ ラ
・ ス イ ス （ Brucella suis） 、 ブ ル セ ラ ・ メ リ テ ン シ ス （ Brucella meritensis） 、 マ イ コ
プ ラ ズ マ （ Mycoplasma） 複 数 種 、 リ ケ ッ チ ア ・ プ ロ ワ ゼ キ （ Rikettsia prowazeki） 、 リ
ケ ッ チ ア ・ ツ ツ ガ ム シ （ Rickettsia tsutsugamushi） 、 ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia） 複 数 種
、 お よ び 、 ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ （ Helicobacter pyroli） が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 微 生 物 感 染 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 は 、 前 記 感 染 に 関 連 す る 症 状
の 緩 和 、 複 製 の 抑 制 ま た は 阻 止 、 お よ び 、 免 疫 反 応 の 強 化 を 含 む が 、 た だ し こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 は 、 単 独 で 、 ま た は 、 他 の タ イ プ の 抗 微 生 物 剤 と 組 み 合 わ せ て 投
与 さ れ て も よ い 。 抗 微 生 物 剤 の 例 と し て は 、 抗 生 物 質 、 例 え ば 、 ペ ニ シ リ ン 、 ア モ キ シ シ
リ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 、 チ カ ル シ リ ン 、 ピ ペ ラ シ リ ン 、 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
、 バ ン コ マ イ シ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン B、 ニ ス タ
チ ン 、 メ ト ロ イ ダ ゾ ー ル 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 お よ び 、 ペ ン タ ミ ジ ン が 挙 げ ら れ る が 、 た だ
し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま
し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 微 生 物 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、
血 漿 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6
時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、
30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週
間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 あ る 例 で は 、 1種 以 上 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も
っ と も 好 ま し く は ヒ ト に 、 微 生 物 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 IgG抗 体 、 IgM抗 体 、 お
よ び ／ ま た は 、 1種 以 上 の 補 体 成 分 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45
分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、
投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間
、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 別 の 例 で は 、
1種 以 上 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 が 、 動 物 に 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に 、 も っ と も 好 ま し く
は ヒ ト に 、 微 生 物 感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 、 1種 以 上 の 微 生 物 抗 原 に 対 し て 免 疫 特
異 的 抗 体 を 動 物 に 投 与 す る 前 に （ 例 え ば 、 1分 、 15分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間
、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、 1週 間 前 ） 、 投 与 後 （ 例 え ば 、 1分 、 15
分 、 30分 、 45分 、 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 6時 間 、 8時 間 、 12時 間 、 24時 間 、 2日 、 ま た は 、
1週 間 後 ） に 、 ま た は 、 投 与 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 微 生 物 抗 原 に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体
の 例 と し て は 、 LPSお よ び カ プ セ ル 状 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 5/8に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 が 挙
げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ウ ィ ル ス ま た は 細 菌 感 染
に 罹 る 危 険 度 が 増 加 し て い る 動 物 に は 本 発 明 の 組 成 物 が 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な 動 物 の 例
と し て は 、 ヒ ト 火 傷 患 者 、 乳 児 、 免 疫 衰 弱 ま た は 免 疫 不 全 の ヒ ト 、 お よ び 、 老 人 が 挙 げ ら
れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
4.6  キ ッ ト
　 本 発 明 は さ ら に 、 新 生 物 、 お よ び 、 多 剤 耐 性 新 生 物 の 診 断 法 お よ び 予 後 判 定 法 を 始 め 、
治 療 法 の た め に 使 用 さ れ る キ ッ ト を 提 供 す る 。 診 断 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 患 者 サ ン プ ル に お
い て 、 ま た は 、 患 者 の 体 内 に お い て 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 新 生 物 を 検 出 し 、 か つ 、 多
剤 耐 性 の 出 現 を 監 視 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 患 者 の 化 学 治 療 の 進 行 中 に 、 細 胞 表 面
ビ メ ン チ ン 、 お よ び 、 本 明 細 書 で 記 述 す る そ の 他 の MDR関 連 マ ー カ ー を 監 視 す る こ と に よ
っ て 、 治 療 の 効 果 や 多 剤 耐 性 の 発 達 の 回 避 に 関 し て 貴 重 な 情 報 が 得 ら れ る 。 例 え ば 、 キ ッ
ト は 、 生 物 サ ン プ ル に お い て 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 検 出 す る こ と が 可 能 な 標 識 化
合 物 ま た は 薬 剤 を 始 め 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン の 量 を 測 定 す る 手 段 ； お よ び 、
サ ン プ ル の ビ メ ン チ ン 量 を 標 準 （ 例 え ば 、 正 常 な 非 新 生 細 胞 、 ま た は 非 MDR新 生 細 胞 ） と
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比 較 す る 手 段 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 化 合 物 ま た は 薬 剤 は 、 適 当 な 容 器 に パ ッ ク す る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ の キ ッ ト は さ ら に 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク を 始 め 、 MDR-関 連 マ
ー カ ー を 検 出 す る た め の キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 指 令 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な
キ ッ ト は 、 例 え ば 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 特 異 的 に 結 合
が 可 能 な 、 1種 以 上 の 抗 体 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
4.7  ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン
　 ワ ク チ ン を 含 む 免 疫 学 的 組 成 物 、 お よ び 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク 、 ま た は そ の 一 部 を 含 む
そ の 他 の 製 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の 範 囲 の 中 に 含 ま れ る 。 1種 以 上 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク 、
ま た は 、 活 性 を 持 つ 、 ま た は 抗 原 性 の そ の 断 片 、 ま た は 、 そ の 融 合 タ ン パ ク は 、 従 来 技 術
に 熟 練 し た 当 業 者 に 既 知 の 方 法 と 材 料 を 用 い て 、 ワ ク チ ン と な る よ う 、 単 独 で 、 ま た は 、
他 の 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 処 方 さ れ 、 パ ッ ク さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 免 疫 反 応 は 、 治 療 的
に 、 ま た は 、 予 防 的 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 抗 体 免 疫 ま た は 、 Tリ ン パ 球 に よ っ て
生 成 さ れ る も の と 同 様 の 細 胞 性 免 疫 を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 免 疫 原 性 を 強 調 す る た め に 、 タ ン パ ク は 、 担 体 分 子 に 共 役 接 合 さ れ て も よ い 。 適 当 な 免
疫 原 担 体 と し て は 、 タ ン パ ク 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ
シ ア ニ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン と そ の 誘 導 体 、 特 に 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 お よ び
、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 炭 水 化 物 、 ポ リ マ ー
、 お よ び 、 固 相 体 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の タ ン パ ク 由 来 物 質 、 ま た は 、 非 タ ン パ ク 由 来 物
質 は 当 業 者 に は 既 知 で あ る 。 免 疫 原 担 体 は 、 通 常 、 少 な く と も 1,000ダ ル ト ン 、 好 ま し く
は 10,000ダ ル ト ン を 越 え る 分 子 量 を 持 つ 。 担 体 分 子 は 、 ハ プ テ ン に 対 す る 共 有 的 接 合 を 促
進 す る た め に 反 応 基 を 含 む こ と が 多 い 。 ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 、 あ る
い は 、 糖 タ ン パ ク の 糖 基 は 、 そ ん な 風 に 使 わ れ る こ と が 多 い 。 こ の よ う な 基 を 持 た な い 担
体 は 、 適 当 な 薬 品 と 反 応 さ せ て 、 そ の よ う な 基 を 生 産 す る こ と が 多 い 。 好 ま し く は 、 免 疫
反 応 は 、 免 疫 原 物 質 が 、 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ
ッ ト 、 ニ ワ ト リ 、 お よ び そ の 他 の 動 物 、 も っ と も 好 ま し く は マ ウ ス お よ び ウ サ ギ に 注 入 さ
れ た 場 合 に 惹 起 さ れ る 。 別 に 、 タ ン パ ク ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 、 抗 原 と し て 、 ま
た は 免 疫 学 的 に 等 価 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 多 数 コ ピ ー を 含 む 多 数 抗 原 ペ プ チ ド は 、 担 体 を 使
用 せ ず と も 、 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る ほ ど 十 分 な 抗 原 性 を 持 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は そ の 一 部 、 例 え ば 、 共 通 ま た は 変 動 配 列 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ 、
ま た は 、 タ ン パ ク の 組 み 合 わ せ は 、 そ の 接 合 体 に 対 す る 免 疫 反 応 を 強 化 す る の に 十 分 効 果
的 な 量 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 さ れ て も よ い 。 ヒ ト に お い て 広 く 使 用 さ れ て い る 一 つ の
ア ジ ュ バ ン ト は ア ラ ム （ リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） で あ る 。 サ ポ ニ
ン お よ び そ の 精 製 成 分 QuilA、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び 、 研 究 や 獣 医 応 用
で 使 用 さ れ る そ の 他 の ア ジ ュ バ ン ト も 利 用 が 可 能 で あ る 。 化 学 的 に 定 義 さ れ た 製 剤 、 例 え
ば 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 モ ノ フ ォ ス フ ォ リ ル 脂 質 A、 フ ォ ス フ ォ リ ピ ド 接 合 体 、 例 え ば
、 Goodman-Snitkoff et al. (1991) J. Immunol. 147:410-415（ 引 用 を 通 じ て 本 明 細 書 に
取 り 込 ま れ る ） に よ っ て 記 載 さ れ も の 、 接 合 体 の プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル へ の 封 入 、
例 え ば Miller et al. (1992) J. Exp. Med. 176:1739-1744（ 引 用 を 通 じ て 本 明 細 書 に 取
り 込 ま れ る ） に よ っ て 記 載 さ れ も の 、 お よ び 、 タ ン パ ク を 、 脂 質 粒 子 、 例 え ば 、 Novasome
（ 登 録 商 標 ） （ Micro Vascular Systems, Inc., ナ シ ュ ア 、 ニ ュ ー ハ ン プ シ ャ イ ヤ ー 州 ）
脂 質 粒 子 カ プ セ ル へ の 封 入 も 利 用 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 図 12A（ 配 列 識 別 番 号 1） に 示 し た 無 処 置 の ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド の 、 断 片
、 ま た は 、 部 分 配 列 を 含 む 。 こ の ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 は 、 あ る い は 、 DNAワ
ク チ ン の 場 合 は そ れ ら を コ ー ド す る 対 応 核 酸 配 列 で あ る が 、 こ れ ら は 免 疫 原 性 が 高 く な る
よ う に 選 ば れ る の が 好 ま し い 。 抗 ビ メ ン チ ン ワ ク チ ン 生 産 目 的 の た め の 抗 原 性 原 理 は 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ る ビ メ ン チ ン に 基 づ く 診 断 法 と 治 療 法 に 用 い ら れ る 抗 ビ メ ン チ ン ポ リ ク
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ロ ナ ー ル お よ び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 生 産 の た め に 免 疫 原 物 質 と し て 使 用 さ れ る ビ メ ン チ ン
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 使 用 に も あ て は ま る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 配 列 の 抗 原 性 を 予 測 す る コ ン ピ ュ ー タ 支 援 ア ル ゴ リ ス ム が 広 く 利 用 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 予 想 さ れ る 抗 原 領 域 に つ い て 「 抗 原 性 」 外 見 を 、 Kolaskar法 （ Kolask
ar and Tongaonkar (1990) FEBS Letters 276:172-174「 タ ン パ ク 抗 原 の 上 に 抗 原 決 定 基
を 予 測 す る た め の 半 経 験 的 方 法 （ ” A semi-empirical method for prediction of antige
nic determinants on protein antigens” ） 」 を 参 照 ） 。 最 初 の 実 験 で 、 Kolaskarと Tong
aonkarは 169個 の 抗 原 を 実 験 的 に 試 験 し た 。 決 定 基 当 た り 20ア ミ ノ 酸 未 満 の 156個 を 選 ん だ
（ 合 計 2066残 基 ） 。 f(Ag)を 、 抗 原 決 定 基 に お け る 各 残 基 の 出 現 頻 度 と し て 計 算 し た [f(Ag
) = Epitope_occurrence/2066]。 疎 水 性 、 接 触 性 、 お よ び 、 弾 力 性 値 は 、 Parker等 （ Park
er, et al., (1986) Biochemistry 25:5425-5432） か ら 得 た 。 任 意 の タ ン パ ク に お い て 、
各 ７ マ ー 毎 の 平 均 を 計 算 し 、 数 値 を 、 そ の ７ マ ー の 中 心 残 基 に 割 り 当 て た 。 こ の 7マ ー の
内 の ど れ か が タ ン パ ク の 平 均 を 上 回 っ た 場 合 、 残 基 は 表 面 に あ る と 考 え る 。 こ の 結 果 を 用
い て f(s)を ア ミ ノ 酸 の 表 面 出 現 頻 度 と し て 得 た 。 こ の 予 測 ア ル ゴ リ ス ム は 次 の ス テ ッ プ を
含 む 。 す な わ ち 、 各 重 複 7マ ー に つ い て 平 均 性 向 を 計 算 し 、 そ の 結 果 を 7マ ー の 中 心 残 基 （
i+3） に 割 り 当 て る ； 全 タ ン パ ク に つ い て 平 均 を 計 算 す る ； 全 タ ン パ ク の 平 均 が 1.0を 上 回
る 場 合 、 1.0を 上 回 る 全 て の 残 基 は 抗 原 性 を 持 つ 可 能 性 が あ る ； も し も 全 タ ン パ ク の 平 均
が 1.0を 下 回 る 場 合 、 全 タ ン パ ク の 平 均 （ 注 意 ： 原 著 論 文 は こ こ で ぶ つ 切 れ の 式 を 示 す ）
を 上 回 る 残 基 は 全 て 抗 原 性 を 持 つ 可 能 性 が あ る ； 全 て の 残 基 が ス テ ッ プ 3で 選 択 さ れ る 6マ
ー を 求 め る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 配 列 の 抗 原 性 を 決 め る も う 一 つ の 方 法 は 、 Hoppと Woodsの ア ル ゴ リ
ス ム で あ る （ Hopp and Woods (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:152-6） 。 ユ ー ザ ー 入
力 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る Hoppと Woodsア ル ゴ リ ス ム 分 析 と 、 分 析 結 果 の 便 利 な グ ラ フ
ィ ッ ク 出 力 の た め に は 一 般 大 衆 に 利 用 が 可 能 な ウ ェ ブ サ イ ト が あ る （ 例 え ば 、 を 参 照 ） 。
図 12Aに 示 す ヒ ト ビ メ ン チ ン 完 全 長 配 列 を 分 析 す る の に こ の ア ル ゴ リ ス ム を 用 い る と 、 免
疫 原 性 に と っ て 十 分 な 長 さ を 持 つ 、 高 い Hoppと Woodsの 抗 原 性 示 数 を 持 つ い く つ か の 好 適
な 配 列 が 明 ら か に さ れ た 。 こ れ ら は 、 ビ メ ン チ ン ア ミ ノ 酸 残 基 ： 45-60（ す な わ ち 、 RPSTS
RSLYASSPGGV） ； 295-315（ す な わ ち 、 FADLSEAANRNNDALRQAKQE） ； お よ び 330-345（ す な わ
ち 、 VDALKGTNESLERQMR） で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ビ メ ン チ ン タ ン パ ク 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 、 適 当 な
ア ジ ュ バ ン ト と 一 緒 に 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り に
製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 に お い て 存 在 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 ア ジ
ュ バ ン ト 」 ま た は 「 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト 」 と は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は ポ リ ペ プ チ ド
と 混 合 さ れ て 、 被 験 体 に 有 毒 な 作 用 を 及 ぼ す こ と な く 被 験 体 の 免 疫 反 応 を 強 化 す る こ と が
可 能 な 物 質 を 記 述 す る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば 、 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン
； 5パ ー セ ン ト （ 重 量 ／ 容 量 ） の ス ク ア レ ン （ DASF、 Parsippany、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ）
、 2.5パ ー セ ン ト プ ル ロ ニ ッ ク 、 L121ポ リ マ ー （ Aldrich Chemical、 ミ ル ウ ォ ー キ ー ） お
よ び 0.2パ ー セ ン ト ポ リ ソ ル ベ ー ト （ Tween 80、 Sigma） を リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 生 食 液 に 溶 解
し た も の か ら 構 成 さ れ る SYNTEXア ジ ュ バ ン ト 処 方 1（ SAF-1） が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し そ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の 他 の 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ て い る が 、 QS-2
1、 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） 、 ア ラ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ 、 水 酸 化 ア
ル ミ 、 N-ア セ チ ル -ム ラ ミ ル -L-ス レ オ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ン （ thr-MDP） 、 N-ア セ チ ル -
ノ ル ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ン （ CGP11637、 nor-MDPと 呼 ば れ る ） 、 N-ア セ
チ ル ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ニ ル -L-ア ラ ニ ン -2-（ 1’ -2’ -ジ パ ル ミ ト イ ル
-sn-グ リ セ ロ -3-ヒ ド ロ キ シ フ ォ ス フ ォ リ ル オ キ シ ） -エ チ ル ア ミ ン （ CGP 19835A、 MTP-PE
と 呼 ば れ る ） 、 お よ び 、 RIBIで あ っ て 、 こ れ は 、 細 菌 か ら 抽 出 さ れ た 3種 の 成 分 、 モ ノ フ
ォ ス フ ォ リ ル 脂 質 A、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト 、 お よ び 、 細 胞 壁 骨 格 （ MPL+TDM+CWS） を
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2%ス ク ア レ ン ／ Tween80に 溶 か し た 懸 濁 液 が 挙 げ ら れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 、 免 疫 刺
激 性 サ イ ト カ イ ン は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は ビ メ ン チ ン コ ー ド 核 酸 配 列 の 投 与 前 に 、
ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は ビ メ ン チ ン コ ー ド 核 酸 配 列 の 投 与 と 同 時 に 、 ま た は 、 ビ メ ン チ
ン タ ン パ ク ま た は ビ メ ン チ ン コ ー ド 核 酸 配 列 の 投 与 最 大 5日 後 に 、 被 験 者 に 投 与 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 QS-21は 、 ア ラ ム 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 SAF等 と 同 様 に 、 融 合
タ ン パ ク の 投 与 数 時 間 以 内 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 複 数 の ア ジ ュ バ ン ト の 混 合 物 、 例 え ば 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は ビ メ
ン チ ン を コ ー ド す る 核 酸 の 投 与 前 に 、 同 時 に 、 そ の 後 に 、 併 用 投 与 さ れ る 複 数 の 免 疫 刺 激
性 サ イ ト カ イ ン を 利 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 複 数 ア ジ ュ バ ン ト の 混 合 物 、 例 え ば 、 複 数 免
疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン は 、 本 発 明 の 、 2種 以 上 の 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 GM/CS
F、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -ガ ン マ 、 イ ン タ ー ロ
イ キ ン -4、 腫 瘍 壊 死 因 子 -ア ル フ ァ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1、 造 血 因 子 flt3L、 CD40L、 B7.1
共 同 刺 激 分 子 、 お よ び 、 B7.2共 同 刺 激 分 子 か ら 成 っ て い て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は
ア ジ ュ バ ン ト 混 合 物 の 効 果 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 標 準 工 程 を 用 い て 、 そ の ア ジ ュ バ ン ト
ま た は ア ジ ュ バ ン ト 混 合 物 が あ る 場 合 と 、 な い 場 合 と で ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド に 向 け ら
れ る 免 疫 反 応 を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 め る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク ま た は ビ メ ン チ ン を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び 、
ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 免 疫 刺 激
性 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 記
載 す る 製 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 に お い て 存 在 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ
る 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン は 、 GM/CSF、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン -ガ ン マ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4、 腫 瘍 壊 死 因 子 -ア ル フ ァ 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン -1、 造 血 因 子 flt3L、 CD40L、 B7.1共 同 刺 激 分 子 、 お よ び 、 B7.2共 同 刺 激 分 子 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ワ ク チ ン 」 と い う 用 語 は 、 DNAワ ク チ ン で あ っ て 、 ビ メ ン チ ン ま た
は そ の 抗 原 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 共 通 ま た は 変 動 配 列 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ が
製 薬 組 成 物 と し て 患 者 に 投 与 さ れ る DNAワ ク チ ン を 含 む 。 遺 伝 的 免 疫 化 の た め に は 、 当 業
者 に 既 知 の 適 当 な 搬 送 法 と し て 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 筋 肉 内 へ の 直 接 注 入 （ Wolff et al. (1
992) Hum. Mol. Genet. 1:363） 、 特 定 タ ン パ ク 担 体 と 複 合 体 を 形 成 し た DNAの 搬 送 （ Wu e
t al., (1989) J. Biol. Chem. 264:16985） 、 DNAと リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 共 沈 殿 （ Benveni
sty and Reshef (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. 83:9551） 、 DNAの リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル
へ の 封 入 （ Kaneda et al. (1989) Science 243:375） 、 粒 子 発 射 （ Tang et al., (1992) 
Nature 356:152;お よ び Eisenbraun et al. (1993) DNA Cell Biol. 12:791） 、 お よ び 、
ク ロ ー ン さ れ た レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ る イ ン ビ ボ 感 染 （ Seeger et al. (1984) Pro
c. Natl. Acad. Sci. 81:5849） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を イ
ン ビ ボ で 真 核 細 胞 組 織 に 導 入 す る と 、 ビ メ ン チ ン ま た は 免 疫 刺 激 性 遺 伝 子 産 物 を 生 産 す る
よ う に 発 現 さ せ る こ と が 可 能 な 隣 接 核 酸 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 コ ー ド さ れ
る 遺 伝 子 産 物 は 、 免 疫 刺 激 物 と し て 、 ま た は 、 免 疫 反 応 を 生 成 す る こ と が 可 能 な 抗 原 と し
て 作 動 す る の が 好 ま し い 。 従 っ て 、 こ の 実 施 態 様 に お け る 核 酸 配 列 は 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー
プ を 、 ま た 、 要 す れ ば 随 意 に 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 、 T細 胞 共 同 刺 激 要 素 、 例 え ば 、 B7
族 タ ン パ ク の 一 員 を コ ー ド す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 遺 伝 子 産 物 で は な く 、 遺 伝 子 で 免 疫 化 す る こ と の 利 点 は 下 記 を 含 む 。 先 ず 、 天 然 の 、 ま
た は 、 ほ ぼ 天 然 の 抗 原 を 免 疫 系 に 提 示 す る こ と が 可 能 と い う 比 較 的 単 純 な こ と で あ る 。 細
菌 、 酵 母 、 ま た は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て さ え 、 組 み 換 え 的 に 発 現 さ れ た 哺 乳 類 タ ン パ ク は
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、 適 当 な 抗 原 性 を 確 保 す る に は 広 範 な 処 理 を 必 要 と す る 。 DNA免 疫 化 の 第 二 の 利 点 は 、 免
疫 原 が 、 MHCク ラ ス I経 路 に 進 入 し て 、 細 胞 傷 害 性 T細 胞 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 で あ る 。 イ
ン フ ル エ ン ザ A核 タ ン パ ク を コ ー ド す る DNAで マ ウ ス を 免 疫 化 す る と 、 NPに 対 す る CD8 + 反 応
が 誘 発 さ れ 、 こ れ は 、 マ ウ ス を 、 イ ン フ ル エ ン ザ の 異 種 株 に よ る チ ャ レ ン ジ か ら 保 護 し た
（ Montgomery, D.L. et al. (1997) Cell Mol. Biol. 43(3):285-92;お よ び Ulmer, J. et
 al. (1997) Vaccine 15(8):792-794） 。 細 胞 性 免 疫 は 感 染 の コ ン ト ロ ー ル と い う 点 で 重
要 で あ る 。 DNA免 疫 化 は 、 体 液 性 お よ び 細 胞 性 の 両 方 の 免 疫 反 応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な
の で 、 多 数 の ビ メ ン チ ン 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 断 片 に つ い て そ れ ら の ワ ク チ ン 使 用 の 可 能 性
を 調 査 す る の に 比 較 的 簡 単 な 方 法 を 提 供 す る こ と が 最 大 の 利 点 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ガ ン の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 さ れ る 腫 瘍 抗 原 ワ ク チ ン の 、 既 知 の 調 製 ま
た は 使 用 法 も 含 む 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,562,347号 は 、 ケ モ カ イ ン と 腫 瘍 抗 原 を 含 む 融
合 ポ リ ペ プ チ ド の 用 法 で あ っ て 、 タ ン パ ク ま た は 核 酸 ワ ク チ ン と し て 投 与 さ れ る と 、 ガ ン
を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 効 果 的 な 免 疫 反 応 を 惹 起 す る ポ リ ペ プ チ ド の 用 法 を 教 示 す る 。
ケ モ カ イ ン と は 、 炎 症 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ る 、 1群 の 通 常 小 型 の 分 泌 タ ン パ ク （ 7-15kDa
） で あ り 、 炎 症 反 応 を 仲 介 す る 血 液 遊 走 白 血 球 の 選 択 的 移 動 、 漏 出 、 お よ び 活 性 化 の 指 揮
に 関 与 す る （ Wallack (1993) Annals New York Academy of Sciences 178） 。 ケ モ カ イ ン
は 、 特 定 の 細 胞 表 面 受 容 体 タ ン パ ク と の 相 互 作 用 を 通 じ て そ の 機 能 を 伝 え る (23)。 シ ス テ
イ ン 署 名 モ チ ー フ で 定 義 す る と 、 CC、 CXC、 Cお よ び CX 3 Cと 呼 ば れ る 、 少 な く と も 4種 の ケ
モ カ イ ン サ ブ フ ァ ミ リ ー が 特 定 さ れ た 。 こ の 命 名 に お い て Cは シ ス テ イ ン で あ り 、 Xは 任 意
の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 構 造 研 究 か ら 、 少 な く と も CXCと CCケ モ カ イ ン と は 極 め て 近 似 し
た 三 次 元 構 造 を 共 有 し て い る が （ モ ノ マ ー ） 、 異 な る 四 次 元 構 造 を 持 つ （ ダ イ マ ー ） 。 多
く の 場 合 、 立 体 配 置 上 の 相 違 は 、 ル ー プ 部 分 ま た は N-末 端 に 局 在 し て い る 。 本 発 明 で は 、
例 え ば 、 ヒ ト ビ メ ン チ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 図 12Aに 示 し た よ う な も の ） 、 ま た は 、 そ の
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 お よ び 、 ケ モ カ イ ン 配 列 は 融 合 さ れ 、 免 疫 ワ ク チ ン に 使 用 さ れ る 。 融
合 体 の ケ モ カ イ ン 部 分 は 、 ヒ ト 単 球 ケ モ 指 向 性 タ ン パ ク -3、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 ケ モ
カ イ ン 、 ま た は 、 ヒ ト SDF-1ケ モ カ イ ン で あ っ て も よ い 。 融 合 体 の ビ メ ン チ ン 部 分 は 、 通
例 の ス ク リ ー ニ ン グ で 、 強 力 な 抗 原 性 を 持 つ と 予 想 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
4.8  製 薬 処 方 お よ び 治 療 法
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 性 疾 患 を 持 つ 患 者 の 予 防 法 と 治 療 法 の 両 方 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患
に 罹 る 危 険 性 を 持 つ 被 験 体 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 診 断 ま た は 予 後 判 定 ア ッ セ
イ に よ っ て 特 性 さ れ る 。 予 防 剤 と 投 与 は 、 新 生 物 に 特 徴 的 な 症 状 の 出 現 前 に 、 そ の 新 生 物
の 発 達 が 阻 止 さ れ る 、 ま た は 別 に 、 進 行 を 遅 ら せ る よ う に 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 に
、 予 防 法 ま た は 治 療 法 は 、 新 生 細 胞 、 特 に 、 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 の 上 に 存 在 す る 細 胞 表 面 ビ
メ ン チ ン に 結 合 す る こ と が 可 能 な ビ メ ン チ ン 標 的 成 分 を 含 み 、 か つ 、 治 療 成 分 と 連 結 す る
化 合 物 の 治 療 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 ビ メ ン チ ン 標 的 化 合 物 の 例 と し て は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 、 お よ び 、 そ の
断 片 が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 治 療 成 分 の 例 と し て は 、 従 来 の 化 学 療 法 剤 、 例 え ば 、 ア ク チ ノ
マ イ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ア ル ト レ タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ
ス ル フ ァ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス プ ラ
チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ
シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ポ エ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ル
ダ ラ ビ ン 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 イ フ ォ
ス フ ァ ミ ド 、 イ マ チ ニ ブ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、
メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ ト テ イ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン
、 パ ク リ タ ク セ ル 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 テ ニ ポ シ ド 、 ト ポ テ
カ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 お よ び 、 ビ ノ レ ル ビ ン が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な 治
療 成 分 の 他 の 例 と し て は 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 体 外 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 植 物 リ シ ン 毒 素 、
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植 物 ア ブ リ ン 毒 素 、 植 物 サ ポ ニ ン 毒 素 、 植 物 ゲ ロ ニ ン 毒 素 、 お よ び 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ ィ ル
ス タ ン パ ク が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 免 疫 毒 素 は 、 治 療 化 合 物 の ビ メ ン チ ン 標 的 成 分 に よ
っ て 、 ビ メ ン チ ン 発 現 性 新 生 細 胞 、 ま た は 、 多 剤 耐 性 新 生 細 胞 に 向 け て 発 射 さ れ 、 細 胞 表
面 ビ メ ン チ ン に 結 合 す る と 、 捕 捉 さ れ て 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 、 そ の 新 生 細 胞 を 殺 す 、 ま た
は 、 そ の 成 長 を 阻 止 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
4.8.1  有 効 用 量
　 こ の 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 力 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 製 薬 過 程
、 例 え ば 、 LD 5 0 （ 集 団 の 50%に た い し て 致 命 的 と な る 用 量 ） お よ び ED 5 0 （ 集 団 の 50%で 治 療
的 効 力 を 持 つ 用 量 ） 定 量 の た め の 過 程 に よ っ て 定 量 が 可 能 で あ る 。 毒 性 作 用 と 治 療 作 用 の
間 の 用 量 比 は 治 療 示 数 で あ り 、 LD 5 0 ／ ED 5 0 比 で 表 さ れ る 。 大 き い 治 療 示 数 を 示 す 化 合 物 が
好 ま し い 。 毒 性 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い て も よ い が 、 そ の よ う な 化 合 物 を 患 部 組 織 に 向
け た 場 合 、 未 感 染 細 胞 に 対 す る 予 想 さ れ る 傷 害 を 極 小 と す る よ う に し て 副 作 用 を 下 げ る よ
う な 搬 送 シ ス テ ム を 設 計 す る よ う に 配 慮 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に お い て 使 用 さ れ る 用 量 範 囲
を 処 方 す る の に 用 い ら れ る 。 こ の 化 合 物 の 用 量 は 、 ほ と ん ど 、 ま た は 、 全 く 毒 性 を 持 た な
い ED 5 0 を 含 む 循 環 濃 度 範 囲 内 に あ る こ と が 好 ま し い 。 用 量 は 、 使 用 す る 剤 形 お よ び 利 用 す
る 投 与 ル ー ト に 応 じ て こ の 範 囲 内 で 変 動 し て よ い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 化 合
物 は 全 て 、 先 ず 、 治 療 的 有 効 量 は 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に よ っ て 推 定 さ れ る 。 動 物 モ デ ル で
は 、 細 胞 培 養 で 求 め た IC 5 0 （ す な わ ち 、 症 状 の 最 大 の 半 分 の 抑 制 を 実 現 す る 試 験 化 合 物 の
濃 度 を 含 む 、 循 環 血 漿 内 濃 度 範 囲 を 実 現 す る 用 量 が 処 方 さ れ る 。 こ の 情 報 を 用 い て さ ら に
正 確 に ヒ ト に お け る 有 用 用 量 を 決 定 す る 。 血 漿 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ っ て 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
4.8.2  処 方 と 用 法
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 製 薬 組 成 物 は 、 1種 以 上 の 生 理 的 に 受 容 可 能 な 担 体 ま た は 賦
形 剤 を 用 い て 従 来 の や り 方 で 処 方 し て よ い 。 従 っ て 、 化 合 物 、 お よ び 生 理 的 に 受 容 可 能 な
塩 お よ び 溶 媒 は 、 例 え ば 、 注 入 、 吸 入 、 ま た は 嚥 下 （ 口 か ら 、 ま た は 鼻 か ら ） 、 ま た は 、
経 口 的 、 頬 内 、 非 経 口 的 、 ま た は 、 直 腸 投 与 に よ っ て 投 与 さ れ る よ う に 処 方 さ れ て よ い 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 こ の 治 療 法 で は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 様 々 な 投 与 負 荷 、 す な わ ち 、 全 身 お よ び 局 所 、 ま
た は 局 在 投 与 を 含 め た 負 荷 の た め に 処 方 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 技 術 お よ び 処
方 は 、 Remmingtonの 「 製 薬 科 学 （ ” Pharmaceutical Sciences” ） 」 、 Meade Publishing 
Co., Easton、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 に 見 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 全 身 投 与 の た め に は 、 筋 肉
内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 お よ び 皮 下 を 含 め た 注 入 が 好 ま し い 。 注 入 の た め に は 、 本 発 明 の 化
合 物 は 、 溶 液 と し て 処 方 さ れ 、 好 ま し く は 生 理 的 に 適 合 的 な バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 ハ ン ク
ス 液 ま た は リ ン ゲ ル 液 に 処 方 さ れ る 。 さ ら に 、 化 合 物 は 固 体 形 と し て 処 方 さ れ 、 使 用 直 前
に 再 溶 解 ま た は 懸 濁 さ せ て も よ い 。 凍 結 乾 燥 し た 形 も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 経 口 投 与 用 と し て 、 製 薬 組 成 物 は 、 下 記 の も の と 共 に 従 来 の 手 段 に よ っ て 調 製 さ れ て 、
例 え ば 、 錠 剤 ま た は カ プ セ ル の 形 を 取 っ て も よ い 。 す な わ ち 、 製 薬 的 に 受 容 可 能 な 賦 形 剤
、 例 え ば 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 あ ら か じ め ゼ ラ チ ン 化 さ れ た ト ウ モ ロ コ シ で ん 粉 、 ポ リ ビ ニ
ー ル ピ ロ リ ド ン 、 ま た は ヒ ロ ド 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 細 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 潤 滑 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア
リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 ま た は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ で ん 粉 、 ま
た は 粉 グ リ コ ー ル 酸 で ん 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 ） で あ る 。 錠 剤 は 、 従 来 技 術 で 既 知 の 方 法 で コ ー ト し て も よ い 。 経 口 投 与 用 の 液 性 製 剤
は 、 例 え ば 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 ま た は 懸 濁 液 の 形 を 取 っ て も よ い が 、 製 剤 は 、 使 用 前 に 、
水 ま た は そ の 他 の 適 当 な ベ ヒ ク ル と 構 成 さ れ る た め に 、 乾 燥 産 品 と し て 提 示 さ れ て も よ い
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。 こ の よ う な 液 性 製 剤 は 、 製 薬 的 に 受 容 可 能 な 下 記 の 添 加 物 と 共 に 従 来 手 段 に よ っ て 調 製
さ れ て も よ い 。 添 加 物 と は 、 例 え ば 、 懸 濁 剤 （ 例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー
ス 誘 導 体 、 ま た は 水 素 添 加 食 用 脂 肪 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、 レ シ チ ン 、 ま た は ア カ シ ア ） ；
非 水 性 ベ 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 、 ま た は 分 留
植 物 油 ） ； お よ び 、 防 腐 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル -p-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト
、 ま た は ソ ル ビ ン 酸 ） で あ る 。 製 剤 は ま た 、 バ ッ フ ァ ー 塩 、 芳 香 剤 、 着 色 剤 、 お よ び 甘 味
剤 を 適 当 に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 経 口 投 与 用 製 剤 は 、 活 性 化 合 物 の 調 節 的 放 出 を 実 現 す る よ う に 好 適 に 処 方 さ れ る 。 頬 内
投 与 の た め に は 、 製 剤 は 、 従 来 の や り 方 で 処 方 さ れ る 錠 剤 ま た は ロ ゼ ン ジ の 形 を 取 っ て も
よ い 。 吸 入 投 与 の た め に は 、 本 発 明 に よ っ て 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 加 圧 パ ッ ク ま た は 噴 霧
器 か ら 、 適 当 な 駆 動 体 、 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 そ の 他 の 適 当 な ガ ス を 用 い る こ と
に よ っ て エ ロ ゾ ル ス プ レ ー の 形 で 好 適 に 搬 送 さ れ る 。 加 圧 エ ロ ゾ ル の 場 合 は 、 用 量 単 位 は
、 指 定 分 量 を 搬 送 す る た め の バ ル ブ を 供 給 す る こ と に よ っ て 定 め ら れ る 。 吸 引 器 ま た は 吸
い 込 み 器 で 使 用 さ れ る 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル お よ び カ ー ト リ ッ ジ は 、 化 合 物 と 適
当 な 基 礎 粉 末 、 例 え ば ラ ク ト ー ス ま た は で ん 粉 と の 粉 末 混 合 物 を 含 む よ う に 処 方 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 化 合 物 は 、 注 入 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 入 ま た は 連 続 輸 液 に よ る 非 経 口 投 与 用 に 処 方 さ れ
て も よ い 。 注 入 用 処 方 は 、 単 位 剤 形 と し て 、 例 え ば 、 ア ン プ ル 、 ま た は 、 多 数 用 量 容 器 に
入 れ て 、 防 腐 剤 を 添 加 さ せ て 提 示 さ れ て も よ い 。 組 成 物 は 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 油 状 ま た は 水
性 ベ ヒ ク ル に お け る 乳 剤 の よ う な 形 を 取 っ て も よ く 、 ま た 、 処 方 剤 、 例 え ば 、 懸 濁 剤 、 安
定 化 剤 、 お よ び ／ ま た は 、 分 散 剤 を 含 ん で も よ い 。 別 に 、 活 性 成 分 は 、 使 用 前 に 、 適 当 な
ベ ヒ ク ル 、 例 え ば 、 無 菌 で 発 熱 物 質 フ リ ー の 水 と 構 成 さ れ る た め に 、 粉 末 形 と し て 存 在 し
て も よ い 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 化 合 物 は ま た 、 直 腸 用 組 成 物 、 例 え ば 、 坐 剤 、 ま た は 保 持 注 腸 剤 と し て 処 方 さ れ て も よ
い 、 例 え ば 、 従 来 の 坐 剤 ベ ー ス 、 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー ま た は そ の 他 の グ リ セ リ ド を 含 む
組 成 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 前 述 の 処 方 の 他 に 、 化 合 物 は さ ら に 滞 留 製 剤 と し て 処 方 さ れ て も よ い 。 こ の よ う な 長 期
持 続 処 方 は 埋 め 込 み （ 例 え ば 、 皮 下 、 ま た は 筋 肉 内 ） に よ っ て 投 与 さ れ る か 、 ま た は 、 筋
肉 内 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 化 合 物 は 、 適 当 な ポ リ マ ー 、 ま た は 疎 水
性 物 質 （ 例 え ば 、 受 容 可 能 な オ イ ル 中 の 懸 濁 液 と し て ） と 共 に 処 方 さ れ て も よ い し 、 ま た
は イ オ ン 交 換 樹 脂 、 ま た は 難 溶 性 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 、 難 溶 性 塩 と し て 処 方 さ れ て も よ
い 。 他 の 好 適 な 搬 送 シ ス テ ム と し て は ミ ク ロ ス フ ェ ア が 挙 げ ら れ る 。 こ れ は 、 長 期 に 渡 っ
て 薬 剤 を 局 所 非 侵 襲 的 に 搬 送 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 技 法 は 、 前 毛 細 管 サ イ ズ の ミ ク
ロ ス フ ェ ア で 、 冠 状 動 脈 カ テ ー テ ル を 通 じ て 、 任 意 の 選 択 部 分 、 例 え ば 、 心 臓 ま た は そ の
他 の 器 官 へ 、 炎 症 や 虚 血 を 起 こ さ ず に 注 入 さ れ る ミ ク ロ ス フ ェ ア を 利 用 す る 。 投 与 さ れ た
治 療 剤 は 、 こ の ミ ク ロ ス フ ェ ア か ら ゆ っ く り と 放 出 さ れ て 、 周 辺 組 織 細 胞 （ 例 え ば 、 上 皮
細 胞 ） に よ っ て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 全 身 投 与 は 、 経 粘 膜 ま た は 経 皮 手 段 に よ っ て 実 行 す る こ と も 可 能 で あ る 。 経 粘 膜 ま た は
経 皮 投 与 の た め に は 、 浸 透 す べ き 障 壁 に 対 し て 適 当 な 浸 透 剤 が 処 方 に 用 い ら れ る 。 こ の よ
う な 浸 透 剤 は 、 従 来 技 術 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る が 、 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与 用 と し て は 胆 汁
塩 お よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 浸 透 を 助 長 す る た め に 界 面 活 性 剤 を 用
い て も よ い 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻 腔 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 を 用 い て 実 行 さ れ る 。 局 所 投 与 の 場
合 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 従 来 技 術 で 一 般 的 に 知 ら れ る よ う に 、 軟 膏 、 塗 布 剤 、 ゲ ル 、
ま た は ク リ ー ム に 処 方 さ れ る 。 治 癒 を 加 速 す る た め 、 外 傷 ま た は 炎 症 を 局 所 的 に 治 療 す る
の に 洗 浄 液 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
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【 ０ ２ ８ ４ 】
　 臨 床 現 場 で は 、 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 治 療 シ ス テ ム お よ び 遺 伝 子 搬 送 シ ス テ ム は 、 従
来 技 術 で 馴 染 み の い く つ か の 方 法 か ら 選 ば れ た 任 意 の 方 法 で 患 者 の 中 に 導 入 す る こ と が 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 製 剤 は 、 全 身 的 に 、 例 え ば 、 静 脈 注 射 に よ っ
て 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ビ メ ン チ ン 標 的 治 療 剤 の 製 剤 、 受 容 可 能 な 希 釈 剤 に 溶 解 し た 化 合 物 か ら 事 実 上
成 り 、 あ る い は 、 遺 伝 子 搬 送 ベ ヒ ク ル ま た は 化 合 物 が 埋 め 込 ま れ た 徐 放 性 基 質 を 含 む こ と
も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 組 成 物 は 、 要 す れ ば 、 活 性 成 分 を 含 む 1個 以 上 の 単 位 剤 形 を 含 む パ ッ ク ま た は 投 与 装 置
に 収 め て 提 示 さ れ て も よ い 。 パ ッ ク は 、 例 え ば 、 水 泡 パ ッ ク の よ う な 金 属 ま た は プ ラ ス チ
ッ ク パ ッ ク を 含 ん で も よ い 。 パ ッ ク ま た は 投 与 装 置 に は 、 投 与 の た め の 指 令 が 添 え ら れ て
も よ い 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 実 施 例
　 本 発 明 は 、 下 記 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に 具 体 的 に 説 明 さ れ る 。 た だ し 、 こ の 実 施 例 は 限
定 的 な も の と 考 え て は な ら な い 。 本 出 願 を 通 じ て 引 用 さ れ た 参 考 文 献 、 特 許 、 お よ び 、 公
開 特 許 出 願 全 て の 内 容 が 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。 本 明 細
書 で 参 照 さ れ た 、 公 共 の デ ー タ ベ ー ス に 預 託 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列
も 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 含 め る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ほ ん の 通 例 の 実 験 を す る だ け
で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 特 定 の 物 質 や 過 程 に 対 し て 数 多 く の 等 価 物 を 認 識 し 、 確 認 す る
こ と が 可 能 で あ ろ う 。 こ の よ う な 等 価 物 は 、 冒 頭 に 掲 げ ら れ た 請 求 項 の 範 囲 の 中 に 含 ま れ
る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ８ ８ 】
5.1  MDR固 体 腫 瘍 ／ ガ ン 細 胞 に お け る 53kDaタ ン パ ク の 過 剰 発 現
　 多 剤 耐 性 腫 瘍 細 胞 系 統 に お い て 、 そ の 薬 剤 感 受 性 対 立 細 胞 と 比 べ た 場 合 、 も し あ る と す
れ ば 、 ど の タ ン パ ク が 別 様 に 発 現 さ れ て い る の か を 調 べ る た め に 実 験 を 行 っ た 。 本 実 施 例
で 用 い た 7種 の 異 な る 細 胞 系 統 を 、 下 の 表 に 示 す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 懸 濁 細 胞 は 、 10%か ら 15%の ウ シ 胎 児 血 清 （ Hyclone, Inc. ロ ー ガ ン 、 ユ タ 州 か ら 購 入 ）
を 含 む RPMIま た は α -MEM培 養 液 に て 育 成 し た 。 細 胞 を 、 5% CO2と 95%空 気 の 湿 潤 な 雰 囲 気
中 で 37℃ で 抗 生 物 質 無 し で 育 成 し 、 培 養 物 が 1x10 6 細 胞 ／ ml時 に 継 代 し た 。 多 剤 耐 性 細 胞
（ HL60/AR, NB4/VLB, NB4/DOX, CEM/VLB, CEM/DOX, HSB2/VLB, HSB2/DOX, Molt4/VLB, Mo
lt4/DOX） （ Aurelium Biopharma Inc., モ ン ト リ オ ー ル （ ケ ベ ッ ク ） 、 カ ナ ダ ） を 、 適 当
濃 度 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と 共 に 連 続 育 成 し た 。 同 様 に 、 接 着 細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 含
む α -MEM培 養 液 （ MCF-7） ま た は DMEM(MDA)に て 育 成 し た 。 多 剤 耐 性 細 胞 （ MCF-7/AR、 MDA/
ARお よ び MDA/MITO） を 適 当 濃 度 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と 共 に 連 続 育 成 し た 。 全 て の 細 胞 系 統 に
つ い て 、 市 販 の （ 例 え ば 、 Stratagene Inc., サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） PCRに よ
る マ イ コ プ ラ ズ マ 検 出 キ ッ ト を メ ー カ ー の 指 令 に 基 づ い て 用 い て 調 べ 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 汚
染 の 無 い こ と を 確 認 し た 。 全 て の 多 剤 耐 性 細 胞 系 統 に つ い て 、 薬 剤 の 異 な る ク ラ ス を 代 表
す る 、 一 揃 い の 異 な る 薬 剤 を 用 い て 多 剤 耐 性 に つ い て 頻 繁 に 試 験 し た 。 MDR細 胞 は 、 そ の
細 胞 表 面 に そ の 他 の MDRマ ー カ ー を 発 現 し た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 各 細 胞 タ イ プ か ら 様 々 な 抽 出 物 を 調 製 し た 。 細 胞 を 濃 縮 し 、 標 準 法 に 従 っ て 溶 解 し 、 そ
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の 細 胞 か ら 細 胞 全 体 抽 出 物 を 得 た （ 例 え ば 、 Ausubel et al. 「 分 子 生 物 学 に お け る 最 新
プ ロ ト コ ー ル （ ” Current Protocols in Molecular Biology” ） 」 , John Wiley & Sons 
Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1993を 参 照 ） 。 別 に 、 細 胞 は 先 ず 表 面 を ビ オ チ ニ
ル 化 し 、 次 に 溶 解 し て 、 ビ オ チ ニ ル 化 細 胞 全 体 抽 出 物 を 得 た （ 下 記 の 実 施 例 に 示 す 通 り ）
。 こ の 実 験 を 行 う た め に 、 無 処 置 の 薬 剤 感 受 性 （ CEM、 HL60お よ び MCF-7/AR） 、 お よ び 、
多 剤 耐 性 細 胞 （ CEM/VLB、 HL60/AR、 お よ び MCF-7/AR） を 、 膜 不 透 過 ビ オ チ ニ ル 化 剤 、 Sulf
o-NHS-LC-LC-ビ オ チ ン （ Pierce #21338） に て ビ オ チ ニ ル 化 し た 。 こ の た め に 、 細 胞 を 、 3
度 、 50 ml PBS pH8で 洗 浄 し て ビ オ チ ニ ル 化 し た 。 次 に 、 膜 不 透 過 試 薬 で あ る Sulfo-NHS-L
C-LC-ビ オ チ ン を 0.1-0.5 mg/mlに 調 製 し て 、 細 胞 に 加 え た 。 Sulfo-NHS-LC-LC-ビ オ チ ン と
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 回 転 さ せ な が ら 、 4℃ で 1時 間 続 け た 。 細 胞 を 10 mMグ リ シ ン を
含 む 50 ml PBS pH8で 1回 、 グ リ シ ン 無 添 加 の 50 ml PBSで 数 回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 反 応
を 停 止 さ せ た 。 次 に 、 細 胞 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ： 1 μ g/mlペ プ
ス タ チ ン ； 1 μ g/mlロ イ ペ プ チ ン ； 1 μ g/mlベ ン ザ ミ ジ ン ； 0.2 mM PMSF） を 含 む 、 200 
μ lの バ ッ フ ァ ー A（ 1% SDSお よ び 0.05 M Tris/HCl, pH7.4） に よ っ て 分 解 し 、 5分 間 氷 上
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 溶 解 物 を 、 Vibracell超 音 波 発 信 器 振 幅 40設 定 #25
に よ っ て 3x10秒 、 超 音 波 照 射 の 合 間 は 氷 上 に 1分 設 置 し て 、 超 音 波 処 理 し た 。 超 音 波 処 理
細 胞 溶 解 物 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 800 μ lの バ ッ フ ァ ー B（ 1.25% Triton-X100, 0
.05M Tris/HCl, pH7.4, 190 mM NaCl） と 混 合 し 、 氷 上 で 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、
こ の 細 胞 溶 解 物 を 、 Eppendorfマ イ ク ロ 遠 心 器 で 14,000rpmに て 5分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 取
り 出 し 、 そ の タ ン パ ク 濃 度 を 、 BIORADか ら 得 た DCタ ン パ ク ア ッ セ イ キ ッ ト を メ ー カ ー の 指
示 に 基 づ い て 用 い て 定 量 し た （ BioRad Laboratories, ヘ ラ ク レ ス 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ）
（ さ ら に Lowry et al., J. Biol. Chem. 193:265-275, 1951も 参 照 ） 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 こ の Sulfo-LC-LC-ビ オ チ ニ ル 化 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 細 胞 表 面 に 露 出 す る タ ン パ ク の
リ シ ン 側 鎖 の ε ア ミ ノ 基 の 修 飾 が 確 保 さ れ た 。 逆 に 言 う と 、 細 胞 内 タ ン パ ク は ビ オ チ ン 化
し て い な い こ と が 予 想 さ れ た 。 な ぜ な ら 、 こ の ス ル フ ォ ビ オ チ ン は 、 無 処 置 細 胞 の 細 胞 膜
を 横 断 す る こ と が で き な い か ら で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 各 タ イ プ の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 、 ま た は 非 ビ オ チ ニ ル 化 細 胞 に つ い て 細 胞 膜 標 本
を 調 製 し た 。 こ の た め に 3x10 9 細 胞 （ 各 細 胞 タ イ プ の ） を 、 12.5 mlの 低 張 バ ッ フ ァ ー 1（ 1
0 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2 , 10 mM Tris-HCl, pH7.4） に 懸 濁 し 、 氷 上 で 10分 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 Dounceガ ラ ス ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー B型 （ 15 ml） に て ホ モ ジ ェ ナ イ ズ
し た 。 細 胞 溶 解 の 程 度 を 細 胞 を 鏡 検 す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。 細 胞 の 85%を 破 壊 す る に
は 約 40ス ト ロ ー ク が 必 要 で あ っ た 。 ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 直 後 に 、 2.5Xバ ッ フ ァ ー II（ バ ッ フ ァ
ー 1X； 210 mMマ ニ ト ー ル ； 70 mM蔗 糖 ； 5 mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM EDTA pH7.5） の 半 量
（ 6.25 ml） を こ の 細 胞 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 加 え 、 混 合 し た 。 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 、 SS34ロ ー
タ ー 使 用 （ ブ レ ー キ は オ フ ） の Sorvall遠 心 器 で 1300xg（ 3300 rpm） に て 5分 回 転 さ せ た 。
核 画 分 を 含 む ペ レ ッ ト を 、 細 胞 膜 と 小 器 官 を 含 む 上 清 か ら 分 離 し た 。 核 分 離 後 の 上 清 を 、
SS34ロ ー タ ー 使 用 （ ブ レ ー キ は オ フ ） の Sorvall遠 心 器 で 17000xg（ 11900 rpm） に て 15分
回 転 さ せ た 。 ミ ト コ ン ド リ ア 濃 縮 ペ レ ッ ト を 、 膜 濃 縮 上 清 画 分 か ら 分 離 し た （ ミ ト コ ン ド
リ ア 分 離 後 画 分 ） 。 後 者 の 上 清 を 、 AH-629ロ ー タ ー お よ び 、 Beckman #cat344058か ら 調 達
の PAウ ル ト ラ 透 明 チ ュ ー ブ 使 用 の Sorvall超 遠 心 器 で 100,000xgに て 4℃ で 2時 間 遠 心 し た 。
細 胞 質 ゾ ル 濃 縮 上 清 を 注 意 深 く 取 り 出 し 、 膜 濃 縮 膜 ペ レ ッ ト を 、 前 記 バ ッ フ ァ ー 1 300 μ
lに 再 懸 濁 し 、 27ゲ ー ジ 針 を 用 い て よ く 混 合 し た 。 こ の 細 胞 膜 を 、 最 後 の 膜 ペ レ ッ ト を 、
不 連 続 蔗 糖 勾 配 （ 16%, 31%, 45%, 60% w/v 蔗 糖 ／ バ ッ フ ァ ー 1） で 分 解 す る こ と に よ っ て
さ ら に 濃 縮 し た 。 簡 単 に ま と め る と 、 100,000xgの 遠 心 工 程 の 後 、 濃 縮 膜 物 質 か ら 成 る 再
懸 濁 ペ レ ッ ト に 、 バ ッ フ ァ ー 1（ 最 終 的 に 16% w/v） に 溶 解 し た 32% w/vの 蔗 糖 の 等 量 （ 約 3
50 μ l） を 加 え た 。 蔗 糖 勾 配 は 、 チ ュ ー ブ の 底 部 に 6.9 ml 60%を 、 次 に 9.9 ml 45%蔗 糖 、
13.9 ml 31%蔗 糖 、 お よ び 6.9 ml 16%蔗 糖 の よ う に 調 製 し た 。 未 精 製 細 胞 膜 を 含 む 16%蔗 糖
を 勾 配 の 上 辺 に ゆ っ く り と 注 ぎ 、 こ の サ ン プ ル を 、 AH-629ロ ー タ ー お よ び 、 Beckman #cat
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344058か ら 調 達 の PAウ ル ト ラ 透 明 チ ュ ー ブ 使 用 の Sorvall超 遠 心 器 で 100,000xgに て 4℃ で 1
8時 間 遠 心 し た 。 高 度 に 濃 縮 さ れ た 細 胞 膜 を 含 む 、 16%蔗 糖 と 31%蔗 糖 の 間 の 介 在 層 を 収 集
し 、 バ ッ フ ァ ー 1に よ る 遠 心 で 1度 洗 浄 し た 。 超 遠 心 器 に よ る 100,000xg遠 心 後 、 こ の 高 濃
縮 細 胞 膜 画 分 を 、 適 当 容 量 （ 約 50 μ l） の バ ッ フ ァ ー 1に 再 懸 濁 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 体 細 胞 抽 出 物 か ら の タ ン パ ク と 、 各 細 胞 タ イ プ の 細 胞 膜 標 本 （ HL60
, HL60/AR, NB4, NB4/DOX, NB4/VLB, CEM, CEM/VLB, Molt4, Molt4/AR, Molt4/VLB, HSB2
, HSB2/VLB, HSB2/DOX, MCF-7, MCF-7/AR, MDA, MDA/AR, MDA/MITO） か ら の タ ン パ ク の そ
れ ぞ れ 等 量 を 、 二 次 元 （ 2-D） ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 析 し 、 銀 染 色 、 ま た は 、 抗 VIM抗 体 ま た は
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HPR複 合 体 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン に 結 合 す る ） に よ る 免 疫
ブ ロ ッ ト に よ っ て 視 覚 化 し た 。 こ れ に よ っ て 、 第 一 次 元 で は 等 電 位 点 の 差 に 従 っ て 、 第 二
次 元 で は 分 子 量 に 従 っ て サ ン プ ル の 分 解 を 可 能 と し た 。 第 一 次 元 で は 、 13cmの 固 定 pH勾 配
ス ト リ ッ プ （ Amersham Pharmacia Biotech、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） を 用
い て 等 電 点 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 行 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 13cmス ト リ ッ プ は 、 セ ラ ミ ッ
ク の ス ト リ ッ プ ホ ー ル ダ ー に て 、 タ ン パ ク サ ン プ ル （ 0.5 mg-2 mgタ ン パ ク ） を 含 む 250 
μ lの 再 水 和 バ ッ フ ァ ー 中 で 再 水 和 さ せ た 。 次 に 、 電 極 パ ッ ド を 各 電 極 に 設 置 し 、 タ ン パ
ク を 、 下 記 の プ ロ グ ラ ム に 従 っ て IPGphor装 置 に て 分 離 し た 。

13cmス ト リ ッ プ （ pH4-7）      -500V             500Vh用 と し て
                            -1000V            1000Vh用 と し て
                            -8000V            16000Vh用 と し て

次 に ス ト リ ッ プ を 水 で 濯 ぎ 、 平 衡 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 1%DTTに て 15分 平 衡 さ せ 、 次 い で
平 衡 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 4%ヨ ー ド ア セ タ ミ ド で 15分 平 衡 さ せ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 第 二 次 元 で は 、 前 記 等 電 点 ス ト リ ッ プ に 、 Laemmliの 方 法 (Lemmli U.K., Nature 227:68
0-685, 1970)に 従 っ て 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS
-PAGE） を 8%ま た は 10%ゲ ル を 用 い て 行 っ た 。 分 子 量 マ ー カ ー は 、 2x3mmろ 紙 に 負 荷 し 、 ス
ト リ ッ プ の 一 端 に 設 置 し た 。 次 に 、 ス ト リ ッ プ と 分 子 量 マ ー カ ー ろ 紙 を 、 移 動 バ ッ フ ァ ー
と し て 0.5%ア ガ ロ ー ス 液 を 含 む ポ ロ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 密 封 し た 。 室 温 で 30Vで １ 時 間
、 タ ン パ ク を ゆ っ く り と ス ト リ ッ プ か ら ゲ ル に 移 動 さ せ た 。 分 離 は 、 そ れ ぞ れ 、 8%ま た は
10%の ゲ ル に お い て 、 70Vま た は 75Vで 、 4-8℃ で 17-18時 間 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 次 に 、 ゲ ル を 銀 染 色 で 染 め 、 写 真 撮 影 し た 。 （ こ の 時 点 で 、 ゲ ル 分 解 タ ン パ ク は ま た 、
Hybond Cニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 送 し て 、 次 に 、 下 記 の 実 施 例 で 後 述 す る よ う に 、 抗 体 ま
た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPで 免 疫 ブ ロ ッ ト す る こ と が 可 能 で あ る こ と に 注 意 さ れ た い ）
。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 の 全 体 細 胞 抽 出 物 の 銀 染 色 2-Dゲ ル に お い て 約 53kDa（ pIが 約 5
） の タ ン パ ク が 特 定 さ れ た 。 こ の 53kDaタ ン パ ク は 、 薬 剤 感 受 性 を 持 つ MCF-7細 胞 に 比 べ る
と 、 多 剤 耐 性 MCF-7/AR細 胞 の 全 細 胞 抽 出 物 に お い て 極 め て 過 剰 に 発 現 さ れ て い た （ 図 1(A)
と (B)） 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ９ ８ 】
5.2  MCF-7/AR乳 ガ ン 細 胞 の 53kDaタ ン パ ク が ビ メ ン チ ン で あ る こ と を 特 定
　 乳 房 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 の 53kDaタ ン パ ク の 正 体 を 明 ら か に す る た め に 、 MCF-7ま
た は MCF-7/AR全 細 胞 抽 出 物 を 2-Dゲ ル （ 2 x 750 μ l, pI 4か ら 7、 10%ゲ ル ） に 負 荷 し 、 銀
染 色 し 、 53kDaス ポ ッ ト を 切 り 出 し た 。 次 に 、 ス ポ ッ ト を 、 ゲ ル の 染 色 ／ 脱 色 、 ト リ プ シ
ン 消 化 、 ペ プ チ ド 抽 出 、 お よ び 、 ペ プ チ ド 精 製 の 最 適 化 工 程 を 用 い て 処 理 し た 。 簡 単 に 言
う と 、 ゲ ル は 、 メ ー カ ー 指 定 の 手 順 に よ っ て SilverQuest銀 染 色 に て 染 め （ Invitrogen、
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カ ー ル ス バ ー ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） た 。 興 味 の タ ン パ ク ス ポ ッ ト を 、 酸 で 洗 浄 し た カ ミ
ソ リ 刃 で 切 り 出 し 、 清 潔 な （ 酸 で 洗 浄 ） ガ ラ ス 板 の 上 で 小 片 に 切 断 し 、 200 μ l PCR管 （ M
eOH処 理 ） に 移 し た 。 こ の ゲ ル 片 を 、 50 μ lの 脱 染 色 液 Aお よ び 50 μ lの 脱 染 色 液 B（ Silve
rQuestキ ッ ト に 支 給 さ れ て い る ） （ ま た は 、 100 μ lの 新 鮮 調 製 脱 染 色 液 、 混 合 前 液 か ら
） と 混 合 し 、 攪 拌 せ ず 室 温 で 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 液 は 、 毛 細 管 先 端 を 用 い て 取 り
除 い た 。 ゲ ル 片 に 水 を 加 え 、 混 合 し 、 室 温 で 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 後 の 工 程 を 3回 繰
り 返 し た 。 次 に 、 こ の ゲ ル 片 を 、 室 温 で 5分 100 μ lの 100%メ タ ノ ー ル に お い て 脱 水 し 、 次
に 30%メ タ ノ ー ル ／ 水 に て 再 水 和 さ せ た 。 次 に 、 ゲ ル 片 を 、 2度 水 で 10分 間 、 2度 25 mM Amb
ic（ 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム ） ／ 30%ア セ ト ニ ト リ ル （ 5分 ） で 洗 浄 し 、 次 い で ゲ ル 乾 燥 工 程 と
し た 。 脱 色 ・ 洗 浄 し た ゲ ル 片 の ト リ プ シ ン 消 化 を 、 約 1容 量 の ト リ プ シ ン 液 （ 酵 素 130 ng
を 25 mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 5 mM CaCl 2 に 溶 解 ） を 、 1容 量 の ゲ ル 片 に 加 え る こ と に よ っ
て 実 行 し 、 サ ン プ ル を 氷 上 に 45分 放 置 し た 。 消 化 は 、 37℃ で 15-16時 間 進 行 さ せ た 。 消 化
さ れ た ペ プ チ ド は 、 振 と う し な が ら 、 室 温 で 15分 ア セ ト ニ ト リ ル で 抽 出 し た 。 ゲ ル 片 ／ 溶
媒 を 5分 超 音 波 処 理 し 、 超 音 波 無 し で 、 25 mM Ambic： 50%ア セ ト ニ ト リ ル で 再 抽 出 し た 。
消 化 ペ プ チ ド は さ ら に 、 新 た に 調 製 さ れ た 5%ギ 酸 ： 50%ア セ ト ニ ト リ ル ： 45%水 に て 室 温 で
振 と う し な が ら 15分 抽 出 し た 。 混 合 は 1容 量 の ア セ ト ニ ト リ ル で 完 了 し 、 ゲ ル 片 ／ 溶 媒 は 5
分 超 音 波 処 理 し 、 同 様 に 超 音 波 無 し で 再 抽 出 し た 。 収 集 し た 材 料 を 合 わ せ 、 乾 燥 し た 。 抽
出 ペ プ チ ド を 、 0.2%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ ま た は 0.5%ギ 酸 ） を 含 む 5%メ タ ノ ー ル に 再 懸 濁 し
、 次 に 平 衡 さ せ た C18ベ ッ ド （ Ziptip、 Milliporeに よ る ） に 負 荷 し た 。 負 荷 し た Ziptipを
、 0.2%TFA（ ま た は 0.5%ギ 酸 ） を 含 む 5%ア セ ト ニ ト リ ル に て 洗 浄 し 、 次 に 、 10 μ lの 60%ア
セ ト ニ ト リ ル で 溶 出 し た 。 溶 出 し た ペ プ チ ド 溶 液 を 乾 燥 し 、 MALDI質 量 分 析 に よ っ て 分 析
し た （ Mann M. et al. Ann. Rev. Biochem. 70:437-473, 2001） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 53kDaス ポ ッ ト （ 精 製 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 後 ） の 質 量 分 析 図 は 、 20個 を 越 え る ト リ
プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド か ら 成 り 、 こ の 内 16ペ プ チ ド は 53kDaタ ン パ ク 由 来 の も の で 、 残 り の
ペ プ チ ド は 、 ト リ プ シ ン の 自 己 消 化 産 物 （ デ ー タ 図 示 せ ず ） で あ っ た 。 ProFound(登 録 商
標 )（ http://www.proteomics.com/prowl-cgi/Profound.exe） と 呼 ば れ る 、 配 列 デ ー タ ベ
ー ス 探 索 用 シ ェ ア ウ ェ ア ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 53kDaペ プ チ ド を さ ら に 分 析
し た 。 PROFOUNDを 用 い て 、 タ ン パ ク 配 列 （ 例 え ば 、 米 国 国 立 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー （ NCBI
） の 配 列 の 非 冗 長 収 集 ） を 求 め て 公 共 デ ー タ ベ ー ス を 探 索 し た 。 NCBIデ ー タ ベ ー ス は 、 Ge
nBankに 保 存 さ れ る DNAの 全 収 集 物 の 翻 訳 タ ン パ ク 配 列 ば か り で な く 、 PDB、 SWISS-PROT、
お よ び PIRデ ー タ ベ ー ス の タ ン パ ク 配 列 も 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ProFound（ 登 録 商 標 ） プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 53kDaタ ン パ ク は 、 ビ メ ン チ ン で あ る と 特 定
さ れ た （ Chan et al., Biochemistry 28:1033-1039, 1989; Hale and Mansfield, Nuclea
r Acids Res. 17(23):10112, 1989） 。 こ の 特 定 は 、 ビ メ ン チ ン の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 （
図 12） の 43%を カ バ ー す る 16個 の ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド 配 列 の 分 析 に 基 づ い て 確 率 Zス コ
ア 2.43（ 99.9番 目 の パ ー セ ン タ イ ル に 入 る ） に て 為 さ れ た 。 PROFOUND分 析 結 果 を 評 価 す る
際 二 つ の 値 を 考 慮 に 入 れ た 。 す な わ ち 、 Ｚ 確 率 ス コ ア と 、 パ ー セ ン ト 占 有 率 （ 特 定 さ れ た
タ ン パ ク の 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ペ プ チ ド 配 列 の パ ー セ ン ト で あ る ） で あ る 。 Z=1.65
-2.43は 、 ス コ ア の 受 容 可 能 範 囲 で あ る 。 Z=1.65と は 、 結 果 が 95番 目 の パ ー セ ン タ イ ル に
入 る こ と を 意 味 し 、 Z=2.43と は 結 果 が 99.9番 目 の パ ー セ ン タ イ ル に 入 る こ と を 意 味 す る 。
従 っ て 、 2.43の Zス コ ア は 、 こ の 53kDaス ポ ッ ト ペ プ チ ド 配 列 は 、 ビ メ ン チ ン の も の と 極 め
て 高 い 確 率 で 一 致 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 16個 の ペ プ チ ド の 配 列 は 、 ビ メ ン チ ン 分 子 の 全 体 に 渡 っ て 拡 散 し 、 ま と め る と 完 全 な ビ
メ ン チ ン タ ン パ ク ア ミ ノ 酸 配 列 の 43%に 相 当 し て い た 。 従 っ て 、 特 定 さ れ た タ ン パ ク は 完
全 長 タ ン パ ク で あ り 、 断 片 ま た は 融 合 タ ン パ ク で は な い 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 ビ メ ン チ ン が MCF-7/AR細 胞 に お い て 過 剰 発 現 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 全 体 抽
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出 物 を 2D-PAGEに て 分 解 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 し 、 抗 ビ メ ン チ ン （ MS-129-P, NeoMa
rker） で ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 図 2(A)と (B)に 示 す よ う に 、 ビ メ ン チ ン は 、 薬 剤 感 受 性 MCF-7細 胞 の 全 体 細 胞 抽 出 物 に 比
べ る と 、 多 剤 耐 性 MCF-7/AR細 胞 の 全 体 細 胞 抽 出 物 に お い て 、 少 な く と も 11倍 過 剰 に 発 現 さ
れ て い た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
5.3  MDRリ ン パ 芽 球 白 血 病 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現
　 ビ メ ン チ ン が 細 胞 膜 の 内 側 に あ る の か 外 側 に あ る の か を 確 定 す る た め 、 無 処 置 リ ン パ 芽
球 白 血 病 細 胞 （ CEMお よ び CEM/VLB） を 、 実 施 例 2と 同 様 に 、 リ シ ン と 反 応 す る 膜 不 透 過 ビ
オ チ ニ ル 化 試 薬 で 処 理 し 、 薬 剤 感 受 性 （ CEM） と 多 剤 耐 性 （ CEM/VLB） の 両 方 か ら 全 細 胞 抽
出 物 を 調 製 し た 。 CEMと CEM/VLBに つ い て 、 2-Dゲ ル の 二 つ の 等 価 的 セ ッ ト を 調 製 し 、 銀 染
色 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPで ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 図 3Aと Bは 、 そ れ ぞ れ 、 CEMと CEM/VLB全 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 細 胞 抽 出 物 の 、 2-Dス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン -HRPブ ロ ッ ト を 示 す 。 表 示 さ れ た 面 積 は 、 2-Dゲ ル （ MW=53ｋ Da、 pI=5.1） に お け
る ビ メ ン チ ン の 予 想 部 位 と 対 応 す る 。 50kDaタ ン パ ク は 、 薬 剤 感 受 性 CEM細 胞 と 比 べ て 、 多
剤 耐 性 CEM/VLB細 胞 の 表 面 で は 、 少 な く と も 2倍 過 剰 に 発 現 さ れ て い た （ 図 3Aと Bを 比 較 せ
よ ） 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 こ の タ ン パ ク の 正 体 が ビ メ ン チ ン で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 50kDaス ポ ッ ト を 、 対
応 ス ポ ッ ト か ら 得 た 座 標 を 用 い て 銀 染 色 ゲ ル の 上 に 位 置 決 め し 、 切 り 出 し 、 処 理 し て 、 実
施 例 2で 記 載 し た よ う に MALDI分 析 用 の サ ン プ ル を 調 製 し た 。 こ の 50kDaス ポ ッ ト の 質 量 分
析 図 （ ト リ プ シ ン 消 化 と ペ プ チ ド 精 製 後 ） は 、 20個 を 越 え る ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ チ ド か ら
成 り 、 こ の 内 15ペ プ チ ド は 53kDaタ ン パ ク 由 来 の も の で 、 残 り の ペ プ チ ド は 、 ト リ プ シ ン
の 自 己 消 化 産 物 （ デ ー タ 図 示 せ ず ） で あ っ た 。 ProFound(登 録 商 標 )（ http://www.proteom
ics.com/prowl-cgi/Profound.exe） と 呼 ば れ る 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス 探 索 用 シ ェ ア ウ ェ ア ソ
フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 53kDaペ プ チ ド を さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 50kDaタ ン パ ク は 、 ビ メ ン チ ン で あ る と 特 定 さ れ た （ Chan et al., Biochemistry 28:10
33-1039, 1989; Hale and Mansfield, Nuclear Acids Res. 17(23):10112, 1989） 。 こ の
特 定 は 、 ビ メ ン チ ン の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 の 52%を カ バ ー す る 14個 の ト リ プ シ ン 処 理 ペ プ
チ ド 配 列 の 分 析 に 基 づ い て 確 率 Zス コ ア 2.43（ 99.9番 目 の パ ー セ ン タ イ ル に 入 る ） に て 為
さ れ た 。 2.43の Zス コ ア は 、 こ の 約 50kDaス ポ ッ ト ペ プ チ ド 配 列 は 、 ビ メ ン チ ン の も の と 極
め て 高 い 確 率 で 一 致 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 完 全 長 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク は 、 CEM/VLB細 胞 の 表 面 に 発 現 さ れ 、 一 箇 所 で ビ オ チ ニ ル 化
さ れ た 。 す な わ ち 、 分 子 の C-末 端 に 比 較 的 近 に 位 置 す る リ シ ン 残 基 で あ る 。 15個 の ペ プ チ
ド の 配 列 は 、 ビ メ ン チ ン 分 子 の 全 体 に 渡 っ て 拡 散 し 、 ま と め る と 完 全 な ビ メ ン チ ン タ ン パ
ク ア ミ ノ 酸 配 列 の 52%に 相 当 し て い た 。 従 っ て 、 特 定 さ れ た タ ン パ ク は こ の 場 合 も 完 全 長
タ ン パ ク で あ り 、 断 片 ま た は 融 合 タ ン パ ク で は な い 。 こ の ビ オ チ ニ ル 化 領 域 は 二 つ の や り
方 で 特 定 さ れ た 。 先 ず 、 結 合 ビ オ チ ン 成 分 は 、 そ れ を 含 む ペ プ チ ド の 質 量 を 、 ビ オ チ ニ ル
化 さ れ て い な い ペ プ チ ド に 比 べ て 、 変 化 さ せ る 。 第 二 に 、 ビ オ チ ニ ル 化 ペ プ チ ド は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ （ 不 動 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 、 Pierce#20347、 ダ ラ ス 、 テ キ サ
ス 州 か ら 市 販 さ れ て い る ） に 結 合 す る が 、 非 ビ オ チ ニ ル 化 ペ プ チ ド は 結 合 し な い 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ０ ９ 】
5.4  MDR前 骨 髄 球 白 血 病 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現
　 ビ メ ン チ ン が 細 胞 膜 の 内 側 に あ る の か 外 側 に あ る の か を 確 定 す る た め 、 無 処 置 前 骨 髄 球
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白 血 病 細 胞 （ HL60お よ び HL60/AR） を 、 実 施 例 2と 同 様 に 、 ア ミ ノ 酸 リ シ ン と 反 応 す る 膜 不
透 過 ビ オ チ ニ ル 化 試 薬 と 反 応 さ せ 、 薬 剤 感 受 性 （ HL60） と 多 剤 耐 性 （ HL60/AR） の 両 方 か
ら 全 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 こ の た め に 、 細 胞 を 、 3度 、 50 ml PBS pH8で 洗 浄 し て ビ オ チ ニ ル 化 し た 。 次 に 、 膜 不 透
過 ビ オ チ ニ ル 化 試 薬 Sulfo-NHS-LC-LC-ビ オ チ ン （ Pierce Chemicals、 ダ ラ ス 、 テ キ サ ス 州
） を 0.1-0.5 mg/mlに 調 製 し て 、 細 胞 に 加 え た 。 Sulfo-NHS-LC-LC-ビ オ チ ン と の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン は 、 回 転 さ せ な が ら 、 4℃ で 1時 間 続 け た 。 細 胞 を 10 mMグ リ シ ン を 含 む 50 ml P
BS pH8で 1回 、 グ リ シ ン 無 添 加 の 50 ml PBSで 数 回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ た
。 次 に 、 細 胞 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ： 1 μ g/mlペ プ ス タ チ ン ； 1 
μ g/mlロ イ ペ プ チ ン ； 1 μ g/mlベ ン ザ ミ ジ ン ； 0.2 mM PMSF） を 含 む 、 200 μ lの バ ッ フ ァ
ー A（ 1% SDSお よ び 0.05 M Tris/HCl, pH7.4） に よ っ て 分 解 し 、 5分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 溶 解 物 を 、 Vibracell超 音 波 発 信 器 振 幅 40設 定 #25に よ っ て 3x10秒
、 超 音 波 照 射 の 合 間 は 氷 上 に 1分 設 置 し て 、 超 音 波 処 理 し た 。 超 音 波 処 理 細 胞 溶 解 物 は 、
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 800 μ lの バ ッ フ ァ ー B（ 1.25% Triton-X100, 0.05M Tris/HCl,
 pH7.4, 190 mM NaCl） と 混 合 し 、 氷 上 で 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 細 胞 溶 解 物
を 、 Eppendorfマ イ ク ロ 遠 心 器 で 14,000rpmに て 5分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 取 り 出 し 、 そ の タ
ン パ ク 濃 度 を 、 BIORADか ら 得 た DCタ ン パ ク ア ッ セ イ キ ッ ト を メ ー カ ー の 指 示 に 基 づ い て 用
い て 定 量 し た （ BioRad Laboratories, ヘ ラ ク レ ス 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） （ さ ら に Lowry e
t al., J. Biol. Chem. 193:265-275, 1951も 参 照 ） 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 さ ら に 、 HL60お よ び HL60/AR細 胞 の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 か ら 、 不 動 化 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン （ Pierceか ら 市 販 、 カ タ ロ グ 番 号 #20347、 ま た は 、 Amersham Pharmacia Bio
tech RPN1231 （ ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） ） を 用 い て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 精 製 ビ オ チ ニ ル 化 タ ン パ ク を 調 製 し た 。 こ の た め に 、 500 μ gか ら 2mgの タ ン パ ク を 含 む
50 μ lサ ン プ ル を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む バ ッ フ ァ ー C（ 前 記 バ ッ フ ァ ー Aと Bの 1:4v/
v混 合 液 ） に て 最 終 450 μ lに 希 釈 し た 。 次 に 、 サ ン プ ル を 、 Eppendorf微 細 遠 心 器 に て 14,
000rpmで 1分 遠 心 し た 。 上 清 を 、 新 し い Eppendorfチ ュ ー ブ に 移 し 、 100 μ lの ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 連 結 セ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ と 混 合 し た 。 連 結 セ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ を あ わ せ た タ ン パ
ク 分 解 物 を 回 転 さ せ な が ら 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 混 合 液 を 、 Eppendorf微 細 遠 心
器 に て 14,000rpmで 30秒 遠 心 し た 。 上 清 を 取 り 出 し 、 タ ン パ ク 負 荷 ビ ー ズ を 、 バ ッ フ ァ ー C
で 3回 洗 浄 し 、 次 に 、 バ ッ フ ァ ー Cに 溶 解 し た 500 mM NaClで 、 さ ら に ま た バ ッ フ ァ ー Cで 洗
浄 し た 。 タ ン パ ク は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 連 結 ビ ー ズ か ら 、 10分 の 煮 沸 後 SDSサ ン プ ル バ
ッ フ ァ ー に よ っ て 溶 出 し た 。 溶 出 を 繰 り 返 し 、 溶 出 液 を プ ー ル し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 HL60お よ び HL60/AR（ 前 骨 髄 球 白 血 病 ） の 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 お よ び ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン 精 製 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 抽 出 物 か ら 得 ら れ た 等 量 タ ン パ ク を 、 Laemml
i（ 上 述 ） の 方 法 に 従 っ て SDS-PAGEで 分 解 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 施 し 、 抗 ビ メ ン
チ ン 抗 体 （ マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 MS-129-P、 NeoMaker） ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ （ HRP） 連 結 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ こ れ は ビ オ チ ニ ル 化 タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す
る 、 Amersham RPN1231） に よ っ て プ ロ ー ブ 探 索 し た 。 こ の た め に 、 分 離 タ ン パ ク を 含 む ゲ
ル を 、 Towbinの 方 法 に 従 っ て （ Towbin, H.T., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-435
4, 1979） 、 Hybond Cニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ Amersham、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ
ー 州 ） に 移 し た 。 次 に 、 こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 、 抗 体 ま た は HPR-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
に よ っ て プ ロ ー ブ 探 索 し た 。 抗 体 の 結 合 は 、 HRP接 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 （ BioRad） に
よ っ て 検 出 し た 。 二 次 抗 体 お よ び HRP-連 結 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 両 方 と も 、 Pierceか ら 市
販 さ れ る ECL化 学 発 光 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 検 出 し た 。 相 対 的 タ ン パ ク レ ベ ル を 、 暗 黒 に
て 、 XARフ ィ ル ム （ コ ダ ッ ク 、 ロ チ ェ ス タ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） に 露 光 さ せ て 検 出 し た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 結 合 し た 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 HL60細 胞 に 比 べ て 、 多 剤 耐 性 の HL
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60/AR細 胞 の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 に お い て 有 意 に 高 レ ベ ル で 発 現 し て い た （ 図 4
A参 照 ） 。 ビ メ ン チ ン も 、 HL60細 胞 に 比 べ て 、 HL60/AR細 胞 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 精 製 細 胞
表 面 ビ オ チ ニ ル 化 タ ン パ ク の 中 に 過 剰 に 発 現 さ れ て い た (図 ４ B参 照 )。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン が 本 当 に ビ オ チ ニ ル 化 し て い る こ と を 確 か め る た め に 、 HL60お よ
び HL/60AR細 胞 か ら の 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 を 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 と 免 疫 沈 降
反 応 を 起 こ さ せ 、 そ の 免 疫 沈 降 物 を SDS-PAGEに て 分 解 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。 こ の
た め に 、 サ ン プ ル を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ の 代 わ り に プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ズ ビ
ー ズ を 用 い て 、 前 述 の 通 り に 調 製 し た 。 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ か ら タ ン パ ク を
溶 出 す る た め に 、 負 荷 し た ビ ー ズ を 、 前 述 の よ う に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 、 バ ッ フ
ァ ー D（ 0.03% SDS, 0.05 M Tris-HCl, pH7.4, 0.1% Triton X-100, 5 mg/ml BSA画 分 V、 1
50 mM NaCl） で 5回 、 バ ッ フ ァ ー E（ 150 mM NaCl, 0.05 M Tris-HCl, pH7.4） で 1回 洗 浄 し
た 。 ビ ー ズ か ら の タ ン パ ク 溶 出 は 1回 以 上 繰 り 返 し 、 溶 出 液 は プ ー ル し た 。 タ ン パ ク は 、 S
DS-PAGEと 、 前 と 同 様 抗 VIMモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は HRP-標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ る
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 解 し た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 ブ ロ ッ ト は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPに よ っ て プ ロ ー ブ 探 索 し た 。
予 想 し た 通 り 、 ビ メ ン チ ン は 、 両 方 の 細 胞 タ イ プ の 免 疫 沈 降 物 に 検 出 さ れ た が 、 有 意 に 大
量 の 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 ビ メ ン チ ン は 、 HL60細 胞 に 比 べ て 、 HL60/AR細 胞 の 抗 ビ メ ン チ
ン 免 疫 沈 降 物 の 中 に 存 在 し た （ 図 ４ Cお よ び ４ Dを 参 照 ） 。 ビ メ ン チ ン は 、 D90に 、 極 め て
感 受 性 の 高 い プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 部 位 を 持 っ て お り 、 こ れ が 、 ビ メ ン チ ン を 抗 ビ メ ン チ ン と
免 疫 沈 降 反 応 さ せ た 時 に 観 察 さ れ る バ ン ド の 分 子 量 が 低 い こ と の 原 因 か も し れ な い 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 以 上 の 結 果 は 、 総 合 す る と 、 ビ メ ン チ ン の 細 胞 膜 を 横 切 っ て 細 胞 表 面 に 移 動 す る 転 位 が
、 ビ メ ン チ ン の 追 加 的 な 新 規 合 成 と 同 様 、 HL60/AR細 胞 に お け る 多 剤 耐 性 に 関 連 す る こ と
を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ １ ７ 】
5.5  MDR乳 ガ ン に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現
　 ビ メ ン チ ン が 細 胞 膜 の 内 側 に あ る の か 外 側 に あ る の か を 確 定 す る た め 、 無 処 置 乳 ガ ン 細
胞 （ MCF-7お よ び MCF-7/AR） を 、 ア ミ ノ 酸 リ シ ン と 反 応 す る 膜 不 透 過 ビ オ チ ニ ル 化 試 薬 で
処 理 し 、 薬 剤 感 受 性 （ MCF-7） と 多 剤 耐 性 （ MCF-7/AR） の 両 方 か ら 全 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し
た 。 さ ら に 、 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 か ら 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 精 製 ビ オ チ ニ ル 化 タ ン パ ク を 始 め 、 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 反 応 沈 降 物 を 調 製 し 、 SD
S-PAGEに て 分 解 し 、 実 施 例 ４ と 同 様 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 結 合 し た 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 MCF-7細 胞 に 比 べ て 、 多 剤 耐 性 の M
CF-7/AR細 胞 の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 に お い て 有 意 に 高 レ ベ ル で 発 現 し て い た （
図 5A参 照 ） 。 ビ メ ン チ ン も 、 MCF-7細 胞 に 比 べ て 、 MCF-7/AR細 胞 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 精
製 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 タ ン パ ク の 中 に 過 剰 に 発 現 さ れ て い た （ 図 5B参 照 ） 。 さ ら に 、 免
疫 沈 降 ブ ロ ッ ト を 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPに よ っ て プ ロ ー ブ 探 索 し
た 。 予 想 し た 通 り 、 有 意 に 大 量 の 細 胞 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 ビ メ ン チ ン は 、 MCF-7細 胞 に 比 べ
て 、 MCF-7/AR細 胞 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 沈 降 物 の 中 に 存 在 し た （ 図 5Cお よ び 5Dを 参 照 ） 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 以 上 の 結 果 は 、 総 合 す る と 、 ビ メ ン チ ン の 細 胞 膜 を 横 切 っ て 細 胞 表 面 に 移 動 す る 転 位 が
、 ビ メ ン チ ン の 追 加 的 な 新 規 合 成 と 同 様 、 MCF-7/AR細 胞 に お け る 多 剤 耐 性 に 関 連 す る こ と
を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ ２ ０ 】
5.6   MDR前 骨 髄 球 白 血 病 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現
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　 HL60お よ び HL60/AR細 胞 を 、 こ の 二 つ の 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現 の
差 を 求 め る た め に 、 細 胞 表 面 染 色 と 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） 分 析 に よ っ て 分 析 し た
。 こ の た め に 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 分 析 を 、 1 μ gの ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 一 次 抗 体 （ C
BL46, Cymbus Biotech、 ハ ン プ シ ャ イ ヤ ー 、 英 国 ） と し て 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG FITC
接 合 二 次 抗 体 (Cat #F9887, Sigma)を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 FACS分 析 用 の 細 胞 を 調 製 す る た め に 、 下 記 の 間 接 的 染 色 法 を 用 い た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 細 胞 は 、 50 ml PBS, pH7.4お よ び 0.1%NaN 3 で 3回 洗 浄 し 、 カ ウ ン ト し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 サ ン プ ル 当 た り 1x10 6 個 の 細 胞 を 、 100 μ l PBSお よ び 0.1%NaN 3 に お い て 、 12x75mmチ ュ
ー ブ に 、 ま た は 深 い 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 入 れ た 。 一 次 抗 体 （ ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ
ン チ ン 抗 体 ） を 加 え 、 37℃ で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3 ml（ ま た は 、 プ レ ー ト の 場 合 は
1.25ml） の PBS pH7.4と 0.1%NaN 3 を 加 え 、 混 合 液 を 5分 間 回 転 し た (1000 rpm/200xg)。 上 清
を 捨 て 、 ペ レ ッ ト を 100 μ l PBSと 0.1%NaN 3 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 二 次 の Ab（ FITC-接 合 体 ） を 加 え た 。 こ の 混 合 液 は 、 PBS pH7.4お よ び 0.1% NaN 3 で 1/2に
希 釈 し 、 4℃ で 最 大 ス ピ ー ド で 30分 回 転 さ せ た 。 ペ レ ッ ト か ら 分 離 し 、 1/10を 染 色 の た め
に 用 い た 。 37℃ で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト 。 3 ml(ま た は プ レ ー ト の 場 合 1.25 ml)PBS pH7.4 
お よ び 0.1%NaN 3 を 加 え 、 混 合 液 を 5分 回 転 さ せ た （ 1000 rpm/200xg） 。 上 清 を 捨 て 、 PBSと
NaN 3 の 添 加 を 繰 り 返 し た 。 再 び 混 合 液 を 5分 回 転 さ せ た （ 1000 rpm/200xg） 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 1 μ g-2 μ g/μ lの EMAを 加 え た 。 混 合 液 を 氷 上 で 10分 白 光 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
3 ml（ ま た は 、 プ レ ー ト の 場 合 は 1.25ml） の PBS pH7.4と 0.1%NaN 3 を 加 え 、 混 合 液 を 5分 間
回 転 し た (1000 rpm/200xg)。 上 清 を 捨 て 、 ペ レ ッ ト を 100 μ l PBSと 0.1%NaN 3 に 再 懸 濁 し
た 。 3 ml（ ま た は 、 プ レ ー ト の 場 合 は 1.25ml） の PBS pH7.4と 0.1%NaN 3 を 加 え 、 混 合 液 を 5
分 間 回 転 し た (1000 rpm/200xg)。 上 清 を 捨 て 、 PBSと NaN 3 の 添 加 を 繰 り 返 し た 。 500 μ l P
BS pH7.2/2%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド に 再 懸 濁 し 、 暗 黒 中 に 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 各 サ ン プ ル に つ い て 、 10,000個 の 細 胞 を 、 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ Beckman Coulter XL
 MCL） に て 分 析 し た 。 特 異 的 に 染 め ら れ た 細 胞 に 対 応 す る 蛍 光 放 射 は 、 あ ら か じ め 排 除 さ
れ る ウ サ ギ IgG陰 性 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 530nmに お い て 細 胞 で 測 定 さ れ た 放 射 を 差 し 引 く
こ と に よ っ て 求 め た 。 あ る 場 合 に は 、 ウ サ ギ IgGコ ン ト ロ ー ル は 、 HL60ま た は HL60/AR細 胞
に つ い て も あ ら か じ め 除 去 さ れ た 。 こ れ は 、 各 細 胞 系 統 に お け る 非 特 異 的 染 色 を 低 減 さ せ
る た め で あ る 。 こ れ は 、 1 μ gの ウ サ ギ IgGを 、 50-100 μ lの PBSに お い て 1-2x10 6 の 細 胞 と
37℃ で 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 次 に 混 合 物 を 回 転 し 、 上 清 を 陰 性 コ
ン ト ロ ー ル と し て 用 い る か 、 ま た は さ ら に 1ま た は 2回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 上
清 は 、 そ れ ぞ れ 、 HL60お よ び HL60/ARと イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 HL60お よ び HL60/ARに 対 す る
ウ サ ギ IgGコ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 結 果 は 、 ビ メ ン チ ン は 、 HL60細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ た ビ メ ン チ ン レ ベ ル よ り も 、 HL60/A
R細 胞 の 表 面 で は 5倍 高 い レ ベ ル で 過 剰 発 現 さ れ た （ 図 6参 照 ） 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 予 期 し た よ う に 、 HL60/AR細 胞 表 面 に お け る ビ メ ン チ ン の 発 現 レ ベ ル と 、 HL60細 胞 の 表
面 に お け る ビ メ ン チ ン 発 現 レ ベ ル と の 差 は 、 あ ら か じ め 排 除 し た ウ サ ギ IgGコ ン ト ロ ー ル
を 用 い た 時 の 方 が よ り 良 く 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 HL60/AR細 胞 表 面 に お け る ビ メ ン チ ン の
発 現 レ ベ ル と 、 HL60細 胞 の 表 面 に お け る ビ メ ン チ ン 発 現 レ ベ ル と の 差 は 、 低 レ ベ ル の 一 次
抗 体 を 用 い た 時 の 方 が よ り 良 く 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 分 析 を 、 ポ リ ク ロ ナ
ー ル 抗 ビ メ ン チ ン の 1 μ gで は な く 0.1 μ gを 一 次 抗 体 （ CBL46, Cymbus Biotech, ハ ン プ
シ ャ イ ヤ ー 、 英 国 ） と し て 用 い 、 あ ら か じ め 排 除 さ れ た 、 ま た は 非 排 除 の ウ サ ギ IgG の 1 
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μ gで は な く 0.1 μ gを 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 場 合 、 HL60/AR対 HL60細 胞 に お け る
ビ メ ン チ ン 発 現 レ ベ ル の 倍 数 差 は 、 そ れ ぞ れ 、 26（ あ ら か じ め 排 除 ） と 9（ 非 排 除 ） で あ
っ た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 10 μ g-20 μ g-40 μ gと 増 量 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 VIMを 一 次 抗 体 （ NeoMarker
か ら 市 販 さ れ る 、 カ タ ロ グ 番 号 MS-129-P） と し て 、 そ の 後 抗 マ ウ ス IgG-FITC接 合 体 二 次 抗
体 （ Chemiconか ら 市 販 さ れ て い る 、 カ タ ロ グ 番 号 #AP181F） を 1:10希 釈 で 用 い て 、 間 接 的
免 疫 蛍 光 分 析 を 行 っ た 。 特 異 的 に 染 め ら れ た 細 胞 に 対 応 す る 蛍 光 放 射 は 、 マ ウ ス IgG1異 性
体 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 530nmで 細 胞 に お い て 測 定 さ れ た 放 射 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 求
め た 。 40 μ gの 抗 VIMは 、 HL60/ARに と っ て は 飽 和 的 で あ っ た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 同 様 に 、 HL60細 胞 を 飽 和 さ せ る 抗 ビ メ ン チ ン の 濃 度 を 定 め る た め に 2.5 μ gか ら 40 μ g
の 範 囲 に 渡 る 抗 体 に よ っ て 実 験 を 行 っ た 。 得 ら れ た 蛍 光 強 度 は 、 濃 度 依 存 的 に は 増 加 せ ず
、 0.2と 0.9RFIの 範 囲 に 渡 っ て い た 。 こ れ は 、 細 胞 は 既 に 2.5 μ gで 飽 和 し て い る こ と を 示
唆 す る 。 従 っ て 、 HL60お よ び HL60/AR細 胞 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン チ ン 分 子 の 数 を 定 量 す る
の に 、 40 μ gの 抗 ビ メ ン チ ン を 用 い た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 飽 和 濃 度 （ 40 μ gの モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン ） で は 、 ビ メ ン チ ン は 、 HL60/AR細 胞
表 面 に お い て 、 HL60細 胞 の 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン の レ ベ ル よ り も 37倍 高 い レ ベ ル で
発 現 さ れ て い た 。 HL60／ HL60/AR細 胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン 分 子 の 数 を 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 定 量 キ ッ ト （ Serotec #FCSC814:498-44298分 子 、 Raleigh, NC） を 用 い て 定
量 し た 。 こ の QSCシ ス テ ム は 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 に 結 合 す る 、 ほ ぼ リ ン パ 球 の 大 き さ の マ
イ ク ロ ビ ー ズ か ら 成 る 。 様 々 の 既 知 の 量 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 担 持 す る 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ
5集 団 か ら 成 る 1セ ッ ト が キ ッ ト の 中 に 支 給 さ れ る 。 こ の マ イ ク ロ ビ ー ズ を 、 飽 和 量 の 、 興
味 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 マ イ ク ロ ビ ー ズ か ら 得 ら れ た 蛍 光
強 度 を プ ロ ッ ト し て 、 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗 体 分 子 の 数 に 対 す る 蛍 光 強 度 の 標 準 曲 線 を 生 成
す る 。 次 に 、 細 胞 （ 飽 和 量 に お い て ） か ら 得 ら れ た 信 号 を 、 標 準 曲 線 を 用 い て 、 細 胞 当 た
り 結 合 す る 抗 体 分 子 の 数 に 相 関 さ せ る 。 こ の 値 は 、 細 胞 表 面 に 存 在 す る 抗 原 の 数 に 相 当 す
る 。 ビ ー ズ と 細 胞 系 統 に 対 す る 抗 体 の 飽 和 条 件 で は 、 NeoMarkerか ら 購 入 し た マ ウ ス モ ノ
ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン を 用 い た 場 合 、 HL60と HL60/ARは 、 そ れ ぞ れ 、 ビ メ ン チ ン を 約 186
と 5052分 子 担 持 す る こ と が 判 明 し た （ 図 7参 照 ） 。 こ れ は 、 多 剤 耐 性 の H60/AR細 胞 系 統 で
は 、 対 応 す る 非 MDR HL60細 胞 系 統 に 比 べ て 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 に お い て 27倍 を 越 え
る 増 加 が あ る こ と に 相 当 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ３ ３ ２ 】
5.7  MDRリ ン パ 芽 細 胞 白 血 病 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 の 特 性 解 明
　 Molt4お よ び Molt4/DOX細 胞 を 、 こ の 二 つ の 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現
の 差 を 求 め る た め に 、 細 胞 表 面 染 色 と 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ FACS） 分 析 に よ っ て 分 析 し
た 。 こ の た め に 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 分 析 を 、 20 μ gの マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗
体 を 一 次 抗 体 （ MS-129-P, NeoMarker） と し て 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG FITC接 合 二 次 抗
体 (Chemicon, カ タ ロ グ #AP181F)を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 細 胞 は 、 実 施 例 6で 前 述 し た 手 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 各 サ ン プ ル に つ い て 、 10,000個 の
細 胞 を 、 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ Beckman Coulter XL MCL、 フ ラ ー ト ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 ） に て 分 析 し た 。 特 異 的 に 染 め ら れ た 細 胞 に 対 応 す る 蛍 光 放 射 は 、 20 μ gの マ ウ ス IgG1
異 性 体 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 530nmに お い て 細 胞 で 測 定 さ れ た 放 射 を 差 し 引 く こ と に よ っ
て 求 め た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 FACS分 析 の 結 果 は 、 ビ メ ン チ ン は 、 Molt4/AR細 胞 表 面 に お い て 、 Molt4細 胞 の 表 面 に 発
現 さ れ る ビ メ ン チ ン の レ ベ ル よ り も 1.5倍 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 し た (図 8参 照 )
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。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ３ ３ ５ 】
5.8  MDR乳 ガ ン 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 の 特 性 解 明
　 HS574M, MCF-7, MCF-7/AR, MDA, MDA/ARお よ び MDA/MITO乳 ガ ン 細 胞 を 、 こ の 二 つ の 細 胞
系 統 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表 面 発 現 の 差 を 求 め る た め に 、 細 胞 表 面 染 色 と 蛍 光 活 性 細
胞 ソ ー タ ー （ FACS） 分 析 に よ っ て 分 析 し た 。 こ の た め に 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 分 析 を 、 5お よ
び ／ ま た は 20 μ gの マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 を 一 次 抗 体 （ MS-129-P, NeoM
arker） と し て 、 次 に 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG FITC接 合 二 次 抗 体 (Chemicon, カ タ ロ グ #AP181F,
 Temecula、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 細 胞 は 、 実 施 例 6で 前 述 し た 手 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 各 サ ン プ ル に つ い て 、 10,000個 の
細 胞 を 、 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ Beckman Coulter XL MCL） に て 分 析 し た 。 特 異 的 に 染 め
ら れ た 細 胞 に 対 応 す る 蛍 光 放 射 は 、 5 μ gま た は 20 μ gの マ ウ ス IgG1異 性 体 コ ン ト ロ ー ル
に よ っ て 530nmに お い て 細 胞 で 測 定 さ れ た 放 射 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 求 め た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 FACS分 析 の 結 果 は 、 ビ メ ン チ ン は 、 HS574M細 胞 の 表 面 で は 発 現 さ れ な い が 、 MCF-7/AR細
胞 で は 、 MCF-7細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン の レ ベ ル よ り も 1.5倍 高 い レ ベ ル で 発 現
さ れ る こ と を 示 し た （ 図 9参 照 ） 。 同 様 に 、 ビ メ ン チ ン は 、 MDA/AR細 胞 で は 、 MDA細 胞 の 表
面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン の レ ベ ル よ り も 3か ら 5倍 高 い レ ベ ル で 発 現 し た （ 図 9参 照 ） 。
ビ メ ン チ ン は 、 MDA/MITO細 胞 で は 、 MDA細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン の レ ベ ル よ り
も 3倍 高 い レ ベ ル で 発 現 し た （ 図 10参 照 ） 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 表 面 に 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン 分 子 の 数 を 、 実 施 例 5,6で 記 述 し
た の と 同 様 に し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 定 量 キ ッ ト （ Serotec #FCSC814:498-44298分 子 ）
を 用 い て 定 量 し た 。 ビ ー ズ と 細 胞 系 統 （ 50 μ g） に 対 す る 抗 体 の 飽 和 条 件 で は 、 NeoMarke
rか ら 購 入 し た マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン を 用 い た 場 合 、 MCF-7と MCF-7/ARは 、 そ
れ ぞ れ 、 ビ メ ン チ ン を 約 14556と 22010分 子 担 持 す る こ と が 判 明 し た 。 こ れ は 1.5倍 差 に 相
当 す る （ 図 11参 照 ） 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ３ ３ ９ 】
5.9  正 常 、 腫 瘍 性 、 Ｍ DR新 生 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン 発 現 の 特 性 解 明
　 次 に 、 細 胞 表 面 発 現 ビ メ ン チ ン レ ベ ル の 差 を 求 め る た め に 、 正 常 細 胞 を 、 血 液 ガ ン 細 胞
お よ び MDR血 液 ガ ン 細 胞 と 比 較 し た 。 こ の た め に 、 ヒ ト 血 液 サ ン プ ル （ ヘ パ リ ン チ ュ ー ブ
） を ド ナ ー か ら 入 手 し 、 1時 間 以 内 に 処 理 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 Ficoll hypaque勾 配 （ His
topaque Sigma 1077-1、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） に お い て 赤 血 球 を 白 血 球 と 血 漿 か ら
分 離 し た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 具 体 的 に 言 う と 、 15 mlの 血 液 の 半 分 を リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 生 食 液 pH7.4で 希 釈 し 、 等 量 の
Ficoll勾 配 に 収 め た 。 細 胞 は 、 室 温 で 400xgで 30分 の 遠 心 に よ っ て 分 離 し た 。 上 部 層 （ 血
漿 ） を 、 血 漿 ／ Ficoll境 界 層 か ら 0.5cmま で 取 り 出 し た 。 単 核 球 （ 境 界 層 の ） を 50ml Falc
onチ ュ ー ブ に 収 め た 。 Ficollを 外 し 、 赤 血 球 （ チ ュ ー ブ の 底 の ） を 集 め た 。 全 て の 細 胞 タ
イ プ を 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 4℃ で 250xgで 10分 回 転 さ せ て 、 カ ウ ン ト し た 。 次 に 、 細 胞 を PB
Sで 1x10 7 個 ／ mlに 再 懸 濁 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACS） 分 析 に 100 μ l(1x10 6 個 )を 用
い た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 細 胞 は 、 実 施 例 6で 前 述 し た よ う に 、 FACS分 析 用 に 一 次 お よ び 二 次 抗 体 に て 染 色 し た 。
各 サ ン プ ル に つ い て 、 10,000個 の 細 胞 を 、 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー （ Beckman Coulter XL M
CL） に て 分 析 し た 。 特 異 的 に 染 め ら れ た 細 胞 に 対 応 す る 蛍 光 放 射 は 、 異 性 体 適 合 コ ン ト ロ
ー ル に よ っ て 530nmに お い て 細 胞 で 測 定 さ れ た 放 射 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 求 め た 。
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【 ０ ３ ４ ２ 】
　 各 FACS実 験 は い く つ か の コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 実 験 し た 。 自 己 蛍 光 放 射 を 定 量 す る た め
に 細 胞 だ け の 場 合 ； 分 析 中 死 亡 細 胞 を 特 定 す る た め に 細 胞 プ ラ ス EMA； 二 次 抗 体 に よ る 非
特 異 的 相 互 作 用 を 特 定 す る た め に 細 胞 プ ラ ス 二 次 抗 体 （ Ab） の み ； 細 胞 プ ラ ス 異 性 体 適 合
抗 体 （ Abs） ま た は 適 当 な 宿 主 の 一 次 Absコ ン ト ロ ー ル ； 様 々 の 白 血 球 集 団 を 定 め 入 門 さ せ
る た め に 細 胞 （ 単 核 球 ） プ ラ ス CD45-PC5マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン -シ ア
ニ ン 5複 合 体 （ Immunotech PN IM2653） ； お よ び 、 赤 血 球 に 対 す る 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し
て 赤 血 球 プ ラ ス グ リ コ フ ォ リ ン A-FITCマ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル , Cymbus CBL 409F。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 正 常 で 、 健 康 な ド ナ ー か ら 得 た 赤 血 球 ま た は 白 血 球 を 、 0.25 μ g-0.5 μ gま た は 1 μ g
（ そ れ ぞ れ 、 3名 、 6名 お よ び 21名 の ド ナ ー ） の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 （ CBL46,
 Cymbus Biotech） で 染 め た 場 合 、 HL60お よ び HL60/ARを 1 μ gの ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン
チ ン 抗 体 で 染 め た 場 合 と 違 っ て 、 正 常 な RBCと WBCは 、 そ の 細 胞 表 面 に ま っ た く ビ メ ン チ ン
を 発 現 し な い こ と が 判 明 し た （ 結 果 は 図 示 せ ず ） 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 従 っ て 、 同 じ タ イ プ の 非 MDR新 生 細 胞 に 対 し て MDR新 生 細 胞 に 増 加 を 示 す ば か り で な く 、
細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 は 、 同 じ ま た は 類 似 の 起 源 を 持 つ 非 新 生 細 胞 に 対 し て も 、 新 生 細
胞 に お い て 増 加 す る 。 従 っ て 、 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン レ ベ ル は 、 新 生 物 の 検 出 お よ び ／ ま
た は 診 断 に も MDR新 生 物 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ３ ４ ５ 】
5.10　 MDR血 液 ガ ン 細 胞 お よ び MDR乳 腺 ガ ン 細 胞 に 対 す る ビ メ ン チ ン 系 ワ ク チ ン
　 MDR血 液 ガ ン 細 胞 の 表 面 に 発 現 さ れ る 完 全 長 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク が 、 MDR血 液 ガ ン 細 胞 に
対 し て 動 物 を 免 疫 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 か ど う か を 確 定 す る た め に 、 精 製 ビ メ ン チ ン タ
ン パ ク を ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト ） を 混 ぜ て 、 血 液 ガ ン 細 胞 の 存 在 に よ っ て も
た ら さ れ る 血 液 ガ ン を 患 う 数 群 の マ ウ ス に 投 与 し た 。 一 つ の 、 こ の よ う な 非 限 定 的 血 液 ガ
ン は 、 急 性 リ ン パ 球 白 血 病 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 こ の た め に 、 マ ウ ス に 、 マ ウ ス の MHCタ イ プ と 適 合 的 な 血 液 ガ ン 細 胞 を 注 入 し た （ あ る
い は 、 SCIDマ ウ ス に 注 入 し た ） 。 こ の マ ウ ス の 内 の あ る も の は 、 完 全 長 の ビ メ ン チ ン タ ン
パ ク に よ っ て 免 疫 化 さ れ る 前 に 腫 瘍 細 胞 を 注 入 さ れ た 。 ま た あ る も の は 、 精 製 さ れ た 完 全
長 マ ウ ス ビ メ ン チ ン タ ン パ ク で 免 疫 化 さ れ た 後 血 液 ガ ン 細 胞 を 注 入 さ れ た 。 精 製 ビ メ ン チ
ン タ ン パ ク は 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 し て も よ い こ と に 注 意 さ れ た い 。 各 マ ウ ス 群 に つ
い て 適 当 な コ ン ト ロ ー ル を 設 け た （ す な わ ち 、 一 つ の コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ は 、 精 製 マ ウ
ス ビ メ ン チ ン タ ン パ ク だ け し か 注 入 さ れ な か っ た 。 ま た 別 の グ ル ー プ は 血 液 ガ ン 細 胞 し か
注 入 さ れ な か っ た ） 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 マ ウ ス に 形 成 さ れ た 腫 瘍 は 計 量 し 測 定 し た （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 数 を カ ウ ン ト し 、 腫 瘍 を
取 り 出 し 、 計 量 し 、 あ る は 、 腫 瘍 を キ ャ リ パ ー で 測 定 し た ） 。 腫 瘍 細 胞 注 入 前 に ビ メ ン チ
ン で ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス は 、 腫 瘍 細 胞 の 注 入 前 に ビ メ ン チ ン で ワ ク チ ン 接 種 さ れ な
か っ た も の よ り も 治 療 後 に お い て よ り 小 さ な 腫 瘍 を 持 つ こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 そ の 後 の 実 験 で 、 ビ メ ン チ ン の 、 MDR乳 腺 ガ ン 細 胞 （ MCF/AR） に た い す る 抗 原 と し て の
効 力 を 評 価 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 6週 齢 雌 マ ウ ス に 、 30-250 μ gの 全 長 ビ メ ン チ ン ま た は
コ ン ト ロ ー ル 抗 原 を 、 ア ジ ュ バ ン ト 有 り で 、 あ る い は 無 し で 、 S.C.お よ び I.P.に 、 ま た は
後 ろ 足 パ ッ ド に 、 1、 7、 14、 21、 28、 お よ び 35日 目 に 注 入 し た 。 様 々 な 間 隔 を 置 い て 、 眼
窩 後 静 脈 叢 か ら 血 液 サ ン プ ル を 収 集 し 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 ア ッ セ イ に 用 い た 。 マ ウ ス は 、 59
日 目 に 、 1.5X 104生 MDR乳 腺 ガ ン 細 胞 （ MCF/AR） を 右 横 腹 に S.C.で 投 与 し て 抗 原 惹 起 （ チ
ャ レ ン ジ ） し た 。 マ ウ ス は 週 に 二 度 検 査 し 、 腫 瘍 出 現 率 を 、 腫 瘍 を 抱 え て い る マ ウ ス の 数
か ら 求 め た 。 腫 瘍 サ イ ズ は ノ ギ ス で 測 定 し た 。 生 存 率 は 、 腺 癌 に よ る チ ャ レ ン ジ 後 最 大 80

10

20

30

40

50

(85) JP 2007-515924 A 2007.6.21



日 ま で 測 定 し た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ３ ４ ９ 】
5.11　 MDR造 血 ガ ン 細 胞 に 対 す る ビ メ ン チ ン 標 的 治 療
　 既 存 の ガ ン 状 態 を 治 療 す る の に 、 治 療 剤 を 、 細 胞 表 面 の ビ メ ン チ ン に 向 け て 標 的 発 射 す
る こ と が 有 用 で あ る か ど う か を 定 め る た め に 、 血 液 ガ ン 細 胞 を 、 MHC適 合 マ ウ ス に 投 与 し
て 、 腫 瘍 を 形 成 さ せ た 。 次 に 、 マ ウ ス に 、 ビ ン ク リ ス チ ン （ あ る い は 別 の 化 学 療 法 剤 ） を
、 マ ウ ス 内 部 の 腫 瘍 細 胞 の 多 く の も の を 殺 す が 、 必 ず し も 全 て の 細 胞 を 殺 す に は 足 り な い
用 量 で 投 与 し た 。 多 剤 耐 性 腫 瘍 細 胞 を 発 達 さ せ た こ と が 判 明 し て い る マ ウ ス に は 、 ビ ン ク
リ ス チ ン と 、 マ ウ ス ビ メ ン チ ン タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 と を 含 む 組 成 物 を 投 与
し た 。 こ の 結 合 剤 は 、 リ シ ン 毒 素 と 動 作 的 に 結 合 し て い た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 前 記 組 成 物 を 投 与 さ れ た マ ウ ス は 、 結 合 剤 の み 、 ま た は ビ ン ク リ ス チ ン の み を 投 与 さ れ
た マ ウ ス と 比 べ て 、 そ の 予 後 は 優 れ て い た （ す な わ ち 、 腫 瘍 は 小 さ く 、 腫 瘍 細 胞 は 少 な か
っ た ） 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 そ の 後 の 実 験 で 、 MDR乳 腺 ガ ン 細 胞 （ MCF/AR） 治 療 に お け る ビ メ ン チ ン 標 的 療 法 の 効 果
を 評 価 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 MCF-7/ADR異 種 移 植 の た め に 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い た 。 5
-7週 齢 で 、 体 重 18-22gの 雄 マ ウ ス を 用 い た 。 マ ウ ス の 肩 の 下 に 接 種 当 た り 0.5x10 6 細 胞 の
皮 下 （ s.c.） 注 射 を 行 っ た 。 細 胞 の 皮 下 移 植 後 、 そ の 皮 下 腫 瘍 の サ イ ズ が ほ ぼ 5.5mmと な
っ た 時 点 で 、 マ ウ ス を ラ ン ダ ム に コ ン ト ロ ー ル を 含 む 4匹 か ら 成 る 治 療 グ ル ー プ に 割 り 当
て た 。 グ ル ー プ は 、 ビ ン ク リ ス チ ン ま た は ド キ ソ ル ビ シ ン 単 独 投 与 （ 4 mg/kg） 腹 腔 内 （ i
.p.） 2日 に 1度 ； 抗 ビ メ ン チ ン 単 独 （ 100 μ g-1 mg/kg） ； ビ ン ク リ ス チ ン ま た は ド キ ソ ル
ビ シ ン と 、 抗 ビ メ ン チ ン ｍ Aｂ （ 100 μ g-1 mg/kg） i.p.を 受 け た 。 動 物 の 体 重 は 4日 毎 に
測 定 し た 。 各 動 物 に は 耳 タ グ を つ け 、 実 験 を 通 じ て 個 別 に 追 跡 し た 。 投 与 第 1日 目 開 始 し
た 腫 瘍 成 長 は 測 定 さ れ 、 移 植 片 の 容 量 は 4日 毎 に 監 視 さ れ た 。 コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ に お
け る 平 均 腫 瘍 重 量 が 1gを 越 え た 時 点 で 、 マ ウ ス を 麻 酔 し 、 屠 殺 し た 。 腫 瘍 組 織 を マ ウ ス か
ら 切 り 出 し 、 そ の 重 量 を 測 定 し た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ３ ５ ２ 】
5.12　 MDR乳 ガ ン 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 の 定 性 分 析
　 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 に つ い て 、 こ の 二 つ の 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン の 細 胞 表
面 発 現 に 差 が あ る か ど う か を 確 定 す る た め に 、 免 疫 染 色 に て 分 析 し た 。 こ の た め に 、 免 疫
蛍 光 分 析 を 、 0.5 μ gの 抗 ビ メ ン チ ン を 一 次 抗 体 （ ク ロ ー ン V9、 NeoMarker MS-129-P） と
し て 用 い て 、 浸 透 強 化 し た 、 ま た は 浸 透 強 化 し て い な い 細 胞 に 対 し て 行 っ た 。 エ チ ジ ウ ム
モ ノ ア ジ ド （ EMA） を 用 い て 、 浸 透 強 化 ま た は 損 傷 細 胞 の 核 を 染 色 し た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 図 13Aお よ び 13Bは 、 細 胞 を 染 色 す る た め に 取 る ス テ ッ プ を 描 く フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
コ ン ト ロ ー ル 細 胞 は 、 0.5 μ gの マ ウ ス IgG1で 染 め た MCF-7と MCF-7/ARで 、 浸 透 強 化 、 ま た
は 非 浸 透 強 化 細 胞 で は 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 図 14に 示 さ れ る よ う に 、 ビ メ ン チ ン は 、
無 処 置 多 剤 耐 性 MCF-7/ARの 表 面 に 明 瞭 に 発 現 し て い る が 、 一 方 、 MCF-7は 全 く 染 色 を 示 さ
な か っ た 。 細 胞 が 浸 透 強 化 さ れ る と 、 MCF-7は ご く 僅 か な 染 色 を 示 し た が 、 MCF-7/ARは 、
ビ メ ン チ ン フ ィ ラ メ ン ト か ら 成 る 豊 富 な ネ ッ ト ワ ー ク を 示 し た （ 図 14） 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ３ ５ ４ 】
5.13　 MDR前 骨 髄 芽 白 血 病 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン 発 現 の 定 量 分 析
　 HL60お よ び HL60/AR細 胞 に つ い て 、 125ヨ ウ 素 標 識 抗 ビ メ ン チ ン を 、 細 胞 表 面 に 直 接 結 合
さ せ る こ と に よ っ て ビ メ ン チ ン の 表 面 露 出 に つ い て 分 析 し た 。 こ の た め に 、 抗 ビ メ ン チ ン
（ NeoMarker, MS-129-PABX） 、 マ ウ ス IgG1（ 陰 性 コ ン ト ロ ー ル に 合 致 す る 異 性 体 、 Sigma,
 M-9035） 、 お よ び 、 抗 CD33（ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル 、 Serotec, #MCA1271） を 、 IODOGEN(登 録
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商 標 )あ ら か じ め コ ー ト さ れ た ヨ ウ 素 化 チ ュ ー ブ （ Pierce, #28601） を 、 メ ー カ ー の 示 す
手 順 に 従 っ て 接 種 し た （ 得 ら れ た 平 均 活 性 ： 7.5 μ Ci/μ g） 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 細 胞 を 、 RPMI 1640で 2度 洗 浄 し 、 同 じ 溶 媒 に 10 6 細 胞 ／ 100 μ Lと し て 再 懸 濁 し た 。 生 存
率 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 で 評 価 し た が 、 5%未 満 で あ っ た 。 細 胞 （ 1x10 6 ） は 、 ホ ウ ケ イ
酸 チ ュ ー ブ に 分 取 し 、 1 μ gの 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン 、 IgG1、 ま た は 抗 CD33の 存 在 下 に 、
氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 1 ml RPMI 1640に て 3
回 洗 浄 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を ガ ン マ カ ウ ン タ ー に て カ ウ ン ト し た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 結 果 を 、 図 15の バ ー グ ラ フ に 示 す 。 数 字 は 、 細 胞 ペ
レ ッ ト か ら 1分 当 た り の カ ウ ン ト で 、 IgG1背 景 を 差 し 引 い た も の を 表 す 。 ビ メ ン チ ン は 、
耐 性 を 持 つ HL60/AR細 胞 の 表 面 で は 、 薬 剤 感 受 性 HL60細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る ビ メ ン チ ン
の れ べ る よ り も 3倍 の レ ベ ル で 発 現 さ れ て い た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ３ ５ ７ 】
5.14　 放 射 ヨ ウ 素 標 識 抗 ビ メ ン チ ン の HL60お よ び HL60/AR細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 作 用
　 細 胞 は 、 RPMI 1640で 2度 洗 浄 し 、 同 じ 溶 媒 に 10 6 細 胞 ／ 100 μ Lと し て 再 懸 濁 し た 。 生 存
率 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 で 評 価 し た が 、 5%未 満 で あ っ た 。 細 胞 （ 1x10 6 ） は 、 ホ ウ ケ イ
酸 チ ュ ー ブ に 分 取 し 、 5 μ gの 滅 菌 フ ィ ル タ ー 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン 、 IgG1、 ま た は 抗 CD3
3（ ヨ ウ 素 化 工 程 は 実 施 例 5.13に 記 載 さ れ て い る ） の 存 在 下 に 、 37℃ (0.5% CO 2 )で 4時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 1 ml RPMI 1640, 10% FBS, 1mM HEP
ESに て 1回 洗 浄 し 、 1 mlの 同 じ 溶 媒 に 再 懸 濁 し 、 ウ ェ ル 当 た り 5000個 の 割 で 、 平 底 組 織 培
養 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 撒 い た 。 放 射 標 識 抗 体 の 細 胞 傷 害 性 を 、 72時 間 後 に 、 MTTに よ る ア
ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た 。 抗 CD33を 、 抗 体 の 表 面 結 合 用 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い 、 12
0 nMド キ ソ ル ブ シ ン （ Doxo） を 、 細 胞 傷 害 性 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ の 結 果 を 図 16の バ ー グ ラ フ に 示 す 。 数 値 は 、 パ ー セ ン ト 生 存 率 と し
て 表 さ れ る 。 抗 ビ メ ン チ ン お よ び 抗 CD33抗 体 -125I複 合 体 に お け る パ ー セ ン ト 生 存 率 の 値
は 、 放 射 標 識 IgG1（ 無 視 で き る 背 景 結 合 で 、 100%生 存 率 ） で 得 ら れ た 値 に 対 し て 正 規 化 さ
れ た 。 抗 ガ ン 剤 ド キ ソ ル ビ シ ン で 得 ら れ た 値 は 、 薬 剤 処 置 さ れ て い な い 細 胞 に お い て 得 ら
れ た 値 に 対 し て 正 規 化 さ れ た 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 得 ら れ た 結 果 は 、 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン は 、 共 に 表 面 に ビ メ ン チ ン を 発 現 す る HL60お よ
び HL60/ARに 対 し て 細 胞 傷 害 性 作 用 を 示 し た 。 HL60/ARに 観 察 さ れ る 細 胞 傷 害 性 の 僅 か な 増
加 （ 10%） は 、 HL60/AR薬 剤 耐 性 細 胞 は 、 HL60薬 剤 感 受 性 細 胞 よ り も 、 そ の 表 面 に 多 く の ビ
メ ン チ ン を 発 現 す る と い う 事 実 に よ る の か も 知 れ な い 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ３ ６ ０ 】
5.15　 薬 剤 感 受 性 お よ び 薬 剤 耐 性 乳 ガ ン お よ び 卵 巣 ガ ン 細 胞 に お け る 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン
の 分 子 定 量
　 乳 ガ ン MCF-7、 MCF-7/AR、 MDA、 MDA/mito、 お よ び 、 卵 巣 ガ ン SKOV3、 SKOV/T320 (タ キ ソ
ー ル に 耐 性 )2008、 お よ び 、 2008/T320（ タ キ ソ ー ル に 耐 性 ） 細 胞 に つ い て 、 125ヨ ウ 素 標
識 抗 ビ メ ン チ ン を 、 細 胞 表 面 に 直 接 結 合 さ せ る こ と に よ っ て ビ メ ン チ ン の 表 面 露 出 に つ い
て 分 析 し た 。 こ の た め に 、 抗 ビ メ ン チ ン （ NeoMarker, MS-129-PABX） 、 お よ び 、 マ ウ ス Ig
G1（ 陰 性 コ ン ト ロ ー ル に 合 致 す る 異 性 体 、 Sigma, M-9035） 、 お よ び 、 抗 CD33（ 陽 性 コ ン
ト ロ ー ル 、 Serotec, #MCA1271） を 、 IODOGEN(登 録 商 標 )あ ら か じ め コ ー ト さ れ た ヨ ウ 素 化
チ ュ ー ブ （ Pierce, #28601） を メ ー カ ー の 示 す 手 順 に 従 っ て 用 い て ヨ ウ 素 化 し た （ 得 ら れ
た 平 均 活 性 ： 7.5 μ Ci/μ g） 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 細 胞 は 、 ウ ェ ル 当 た り 20,000個 の 割 で 、 96Stripwell（ 登 録 商 標 ） （ Costar, #9102） プ
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レ ー ト に 撒 い た 。 完 全 培 養 液 中 で 一 晩 育 成 し た 後 （ 37℃ 、 0.5%CO 2 ） 、 ウ ェ ル を 、 1%FBSを
含 む 100 μ lの 培 養 液 で 穏 や か に 洗 浄 し 、 1%FBSと 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 、 100 ngの
放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン （ ま た は IgG1） を 含 む 100 μ lの 培 養 液 中 で 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た （ 37℃ 、 0.5%CO 2 ） 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 に 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ り 死
亡 率 を チ ェ ッ ク し た が 、 通 常 1%未 満 で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 液 を 捨 て 、 ウ
ェ ル を 、 1%FBSを 含 む 350 μ lの 培 養 液 で 2度 洗 浄 し 、 ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー に て 個 別 に カ ウ
ン ト し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 量 の 増 大 す る 放 射 標 識 抗 ビ メ チ ジ ン を 用 い
て 、 MDA/mito細 胞 に つ い て 結 合 実 験 を 行 っ た 。 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 を 用 い て 、 見 か け の
解 離 定 数 （ Kd） と 細 胞 当 た り の 抗 体 分 子 数 を 計 算 し た 。 細 胞 当 た り の 結 合 抗 ビ メ ン チ ン 分
子 の 平 均 数 は 、 5回 の 独 立 し た ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 結 果 の 平 均 か ら 得 た が 、 図 17Aの 表 に 掲 げ
ら れ て い る 。 図 17Bは 、 図 17Aの 表 で 述 べ た 第 1実 験 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 MDA/mito細 胞 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン チ ン エ ピ ト ー プ の 平 均 数 は 、 細 胞 当 た り 2.49x10 6 個
で あ り 、 平 均 Kdは 5.7 nMで あ っ た 。 Kdは 、 別 の 実 験 で MDA細 胞 に つ い て 求 め 、 9.3 nMで あ
っ た （ 図 17Cの 表 を 参 照 ） 。 こ れ は 、 MDA/mito細 胞 に つ い て 測 定 し た Kdと 等 価 で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 MCF-7, MICF-7/AR, MDA, SKOV3, SKOV/T320, 2008お よ び 2008/T320上 に 存 在 す る ビ メ ン
チ ン エ ピ ト ー プ の 数 を 、 こ れ ら の 細 胞 と 、 MDA/mitoの 間 で 、 表 面 露 出 の 倍 数 差 か ら 計 算 し
た 。 こ の 倍 数 は 、 100 ngの 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン に よ る 前 述 の 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ を 用 い て 、 同 数 （ 約 20,000細 胞 ） の MDA/mito細 胞 と 上 述 の 細 胞 を 調 べ る こ と に よ っ
て 求 め た 。 後 者 の 、 表 面 ビ メ ン チ ン エ ピ ト ー プ 数 は 、 複 数 の 独 立 実 験 （ n=2か ら 5） の 平 均
を 表 す 。 こ れ ら の 数 字 は 、 図 17Cの 表 に 掲 げ ら れ て い る が 、 MCF-7/AR, MDA, MDA/mito, SK
OV3お よ び SKOV/T320は 、 そ の 表 面 に 多 数 の ビ メ ン チ ン を 発 現 し て い る が （ 最 大 は MDA/mito
の 2.5x10 6 ） 、 一 方 、 MCF-7, 2008お よ び 2008/T320の 数 は 比 較 的 低 い （ ” 2.5.E+06” と は
底 が 10の 指 数 を 表 す 、 す な わ ち 、 2.5x10 6 ） 。 感 受 性 を 持 つ 細 胞 と 耐 性 を 持 つ 細 胞 の 間 の
ビ メ ン チ ン 表 面 露 出 に お け る 倍 数 差 は 、 R/Sと し て 与 え ら れ 、 MCF-7/AR, MDA/mito, SKOV/
T320お よ び 2008/T320で は 、 そ れ ぞ れ 、 41.2、 4、 1.6、 お よ び 、 2で あ っ た 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ３ ６ ５ 】
5.16　 乳 ガ ン お よ び 卵 巣 ガ ン 細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン 細 胞 表 面 露 出 の 誘 発
　 前 述 の 実 施 例 5.15で 報 告 さ れ た 所 見 で は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ま た は
タ キ ソ ー ル で 選 択 さ れ た 各 種 乳 ガ ン お よ び 卵 巣 ガ ン 細 胞 は 、 そ の 感 受 性 仲 間 と 比 較 し て 、
ビ メ ン チ ン の 表 面 露 出 の 増 加 を 示 し て い た が 、 こ の 点 を 考 え る と 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 MDA
お よ び SKOV3細 胞 系 統 に お い て ビ メ ン チ ン の 表 面 露 出 を 誘 発 す る か ど う か を 判 定 す る こ と
は 興 味 が あ る 。 こ の た め に 、 20,000個 の 細 胞 を 、 96Stripwell（ 登 録 商 標 ） （ Costar, #91
02） プ レ ー ト に 撒 い た 。 5時 間 後 、 培 養 液 を 除 去 し 、 各 種 薬 剤 を 含 む （ 図 18に 示 す よ う な
） 培 養 液 に 交 換 し 、 37℃ で 12か ら 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (0.5%CO 2 ） 。 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 、 ウ ェ ル を 、 1%FBSを 含 む 100 μ lの 培 養 液 で 穏 や か に 洗 浄 し 、 1%FBSと 0.1%ア ジ 化
ナ ト リ ウ ム お よ び 、 100 ngの 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン （ ま た は IgG1） （ 標 識 工 程 は 実 施 例 5.
13に 示 さ れ て い る ） を 含 む 100 μ lの 培 養 液 中 で 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 0.5%CO

2 ） 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 に 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ り 死 亡 率 を チ ェ ッ ク し た が 、
通 常 1%未 満 で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 液 を 捨 て 、 ウ ェ ル を 、 1%FBSを 含 む 350
 μ lの 培 養 液 で 2度 洗 浄 し 、 ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー に て 個 別 に カ ウ ン ト し た 。 図 18は 、 MDA細
胞 が 、 1ま た は 10 μ Mタ キ ソ ー ル 、 1ま た は 10 μ Mド キ ソ ル ビ シ ン 、 ま た は 、 0.1ま た は 1 
μ Mミ ト キ サ ン ト ロ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の 、 ビ メ ン チ ン の 表 面 露 出 を 表 す 。
数 値 は 、 IgG1に よ る 非 特 異 的 結 合 に つ い て 補 正 し た 。 全 て の 薬 剤 に つ い て ビ メ ン チ ン 表 面
露 出 の 僅 か な 誘 発 が 観 察 さ れ た が 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン が も っ と も 顕 著 な 作 用 を 示 し た 。 SK
OV3細 胞 を 1 μ Mタ キ ソ ー ル で 処 理 す る と 、 同 様 で は あ る が 、 よ り 強 度 の 低 い 作 用 が 観 察 さ
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れ た 。 こ れ ら の 所 見 は 、 薬 剤 と 組 み 合 わ せ た 免 疫 療 法 を 考 え る 場 合 重 要 で あ る 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ３ ６ ６ 】
5.17　 MCF-7/AR, MDA, MDA/AR,お よ び MDA/mito細 胞 に よ る 1 2 5 I標 識 抗 ビ メ ン チ ン の 取 り 込
み
　 液 中 に 浮 遊 さ せ た 乳 ガ ン 細 胞 （ 図 19A参 照 ） 、 ま た は 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 接 着 さ せ た
細 胞 （ 図 19B） に お い て 、 細 胞 表 面 ビ メ ン チ ン の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 図 19Aは 下 記 の よ う
に し て 得 ら れ た 。 10 6 個 の 細 胞 を 解 離 バ ッ フ ァ ー （ Gibco, #13150-016） で サ ブ 培 養 し 、 次
に ホ ウ ケ イ 酸 チ ュ ー ブ に 移 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 200 μ lの ア ル フ ァ -MEMに 、 1 μ gの 放 射 標
識 抗 ビ メ ン チ ン を 含 む 3%BSAに 、 ま た は 、 1 μ gの 抗 ム チ ン 1に 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、
ま た は 、 1 μ gの IgG1に 背 景 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 再 懸 濁 し た 。 ム チ ン 1（ CD227） は 、 多
く の ヒ ト の 組 織 に 広 く 存 在 す る 高 度 に グ リ コ シ ル 化 し た タ ン パ ク で あ り 、 腫 瘍 細 胞 で は 、
し ば し ば 高 レ ベ ル で 生 産 さ れ 、 ま た 、 異 常 な グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 示 す 。 マ ウ ス 抗 体 は
、 こ の よ う な ガ ン の 治 療 目 的 で 臨 床 治 験 に 使 わ れ て お り 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Fitz
gerald Industries, Inc.コ ン コ ー ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 。 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 、 細 胞 を 2度 洗 浄 し 、 さ ら に 4時 間 4℃ で 、 ま た は 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 放
射 標 識 IgGと イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 の 細 胞 の ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ る と 、 細 胞 の 生
存 率 は 100%で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 放 射 ラ ベ ル を 、 サ ン プ ル を
ガ ン マ カ ウ ン タ ー で カ ウ ン ト す る こ と に よ っ て 定 量 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 RTで 10分 、 50 m
M L-Gly, pH2.8, 150 mM NaClで 表 面 剥 離 （ ス ト リ ッ プ ） し 、 洗 浄 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー
に て 残 留 活 性 を カ ウ ン ト し た 。 図 19Aに 示 す グ ラ フ は 、 4℃ と 37℃ で の 、 MCF-7/ARに お け る
表 面 関 連 放 射 ラ ベ ル （ L-Glyで 剥 が さ れ た も の ） の パ ー セ ン ト と 、 取 り 込 ま れ た も の （ ス
ト リ ッ プ 後 に 残 っ た も の ） を 表 す 。 取 り 込 み パ ー セ ン ト は 、 4℃ と 37℃ で 測 定 さ れ た 取 り
込 み の 差 か ら 得 ら れ 、 ビ メ ン チ ン で は 38.2%で 、 ム チ ン 1で は 12.5%で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 こ の 結 果 か ら 、 放 射 性 核 種 治 療 剤 （ ま た は 診 断 プ ロ ー ブ ） に 付 着 し た 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体
は 、 多 剤 耐 性 乳 房 上 皮 新 生 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る 表 面 ビ メ ン チ ン に 結 合 し 、 温 度 依 存 的 に
活 発 に 取 り 込 ま れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 温 度 依 存 性 は 、 抗 体 - 1 2 5 I複 合 体 は 、 エ ン ド サ
イ ト ー シ ス に よ り 能 動 的 に 摂 取 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 摂 取 の メ カ ニ ズ ム が ど う あ れ 、 こ
の 結 果 は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 MDR新 生 細 胞 を 認 識 し 、 そ の 細 胞 の 中 に 、 そ の 細 胞 の 治
療 （ ま た は 診 断 的 検 出 ） の た め に 治 療 薬 剤 （ ま た は 診 断 剤 ） を 輸 送 す る こ と が 可 能 で あ る
こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 図 19Bの た め に 、 細 胞 を 、 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ ウ ェ ル 当 た り 20,000個 細
胞 ） の 場 合 と 同 様 に 調 製 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 一 晩 培 養 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 100 ngの 放
射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン 、 ま た は 、 IgG1を 背 景 コ ン ト ロ ー ル と し て 含 む 100 μ l培 養 液 ＋ 1%FBS
で 4℃ で 1時 間 先 行 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 先 行 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 に 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染
色 に よ っ て 死 亡 率 を チ ェ ッ ク し た が 、 1%未 満 で あ っ た 。 先 行 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養
液 を 廃 棄 し 、 ウ ェ ル を 、 1%FBSを 含 む 350 μ Lの 培 養 液 で 洗 浄 し 、 さ ら に 4℃ ま た は 47℃ で 4
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ ェ ル を 、 前 回 と 同 様 に 洗 浄 し 、 細 胞
を 、 RTで 10分 、 50 mM L-Gly, pH2.8, 150 mM NaClで ス ト リ ッ プ し 、 洗 浄 し た 。 次 に 、 剥
が さ れ た 物 質 と ウ ェ ル の 活 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー に て カ ウ ン ト し た 。 図 19Bに 示 す グ ラ フ
は 、 4℃ と 37℃ で の 、 MCF-7/AR, MDA, MDA/AR, MDA/mitoに お け る 表 面 関 連 cpm（ L-Glyで 剥
が さ れ た も の ） の パ ー セ ン ト と 、 取 り 込 ま れ た も の （ ス ト リ ッ プ 後 に 残 っ た も の ） を 表 す
。 ビ メ ン チ ン の 取 り 込 み パ ー セ ン ト は 、 4℃ と 37℃ で 測 定 さ れ た 取 り 込 み の 差 か ら 得 ら れ
、 MCF-7/AR, MDA, MDA/ARお よ び MDA/mitoで は 、 そ れ ぞ れ 、 11.3、 25.3、 24.8お よ び 8.9%
で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 こ の 結 果 は 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 は 、 新 生 細 胞 お よ び MDR新 生 細 胞 の 両 方 に 対 し て 連 結 さ
れ た 治 療 お よ び 診 断 剤 を 狙 撃 し 、 取 り 込 ま せ る 点 で の 有 用 性 を さ ら に 支 持 す る 。
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5.　 等 価 物
　 当 業 者 で あ れ ば 、 ほ ん の 通 例 の 実 験 を す る だ け で 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 記 載 さ れ る 特 定
の 実 施 態 様 に 対 し て 数 多 く の 等 価 物 を 認 識 し 、 確 認 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 こ の よ う な
等 価 物 は 、 頭 書 に 掲 げ ら れ た 請 求 項 の 範 囲 の 中 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ７ ０ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1Aは 、 MCF-7細 胞 の 全 細 胞 抽 出 物 を 展 開 す る 銀 染 色 2-Dゲ ル の 写 真 撮 影 記 録 で
あ り 、 53kDaス ポ ッ ト に ビ メ ン チ ン の 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 図 1Bは 、 多 剤 耐 性 MCF-7/AR細 胞 の 全 細 胞 抽 出 物 を 展 開 す る 銀 染 色 2-Dゲ ル の 写
真 撮 影 記 録 で あ り 、 53kDaス ポ ッ ト に ビ メ ン チ ン の 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 図 2Aは 、 2-Dゲ ル で 展 開 さ れ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 さ れ た 、 MCF-7細 胞 の 全 細
胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト の 記 録 で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 2Bは 、 2-Dゲ ル で 展 開 さ れ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 さ れ た 、 MCF-7AR細 胞 の 全
細 胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト の 記 録 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 図 3Aは 、 2-Dゲ ル で 展 開 さ れ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 さ れ た 、 CEM細 胞 の 表 面 ビ
オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPブ ロ ッ ト の 記 録 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 3Bは 、 2-Dゲ ル で 展 開 さ れ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 送 さ れ た 、 多 剤 耐 性 CEM/VLB
細 胞 の 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPブ ロ ッ ト の 記 録 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 4Aは 、 HL60お よ び HL60/AR細 胞 か ら 調 製 さ れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 4Bは 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 か ら 調 製 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 精
製 抽 出 物 か ら 調 製 さ れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出
物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 4Cは 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 沈 降 物 か ら 調 製 さ
れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン
抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ４ Ｄ 】 図 4Dは 、 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 沈 降 物 か ら 調 製 さ れ た
、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン -HRPプ ロ ー ブ に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 図 5Aは 、 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 か ら 調 製 さ れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ５ Ｂ 】 図 5Bは 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 か ら 調 製 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 精
製 抽 出 物 か ら 調 製 さ れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出
物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ５ Ｃ 】 図 5Cは 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 沈 降 物 か ら 調 製 さ
れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 抗 ビ メ ン チ ン
抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ５ Ｄ 】 図 5Dは 、 表 面 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 抗 ビ メ ン チ ン 免 疫 沈 降 物 か ら 調 製 さ
れ た 、 10%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 展 開 ビ オ チ ニ ル 化 全 細 胞 抽 出 物 の 、 HRP-ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン プ ロ ー ブ に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る 、 HL60（ 白 棒 ） お よ び HL60/AR（
灰 色 棒 ） 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の FACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 飽 和 量 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る 、 HL60（ 白 棒 ） お よ び H
L60/AR（ 灰 色 棒 ） 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の FACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ
る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る 、 Molt4（ 白 棒 ） お よ び Molt4/DO
X（ 灰 色 棒 ） 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の FACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る 、 乳 ガ ン 薬 剤 感 受 性 お よ び 薬 剤
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耐 性 モ デ ル 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の FACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 に よ る 、 MDA薬 剤 感 受 性 お よ び MDA/M
ITO薬 剤 耐 性 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の FACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 MCF-7お よ び MCF-7/AR細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面 発 現 の 定 量 的 F
ACS分 析 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 １ ２ Ａ 】 図 12Aは 、 GenBankア ク セ ス 番 号 P08670に 対 応 す る ヒ ト ビ メ ン チ ン の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 の 模 式 図 で あ る （ 配 列 識 別 番 号 1） 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 図 12Bは 、 GenBankア ク セ ス 番 号 X56134（ 配 列 識 別 番 号 2） に 対 応 す る ヒ ト ビ
メ ン チ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 模 式 図 で あ る 。 ビ メ ン チ ン タ ン パ ク
・ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 開 始 お よ び 停 止 コ ド ン に は 下 線 が 引 か れ て あ る 。
【 図 １ ３ Ａ 】 図 13Aは 、 浸 透 強 化 さ れ な い 接 着 性 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 手 順 を
示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 図 13Bは 、 浸 透 強 化 さ れ な い 接 着 性 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 手 順 を
示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 図 13Aお よ び Bに 記 載 し た 手 順 を 用 い て 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 （ ク ロ ー ン V9
、 NeoMarker MS-129-P） に よ っ て 免 疫 染 色 し た 、 浸 透 強 化 お よ び 浸 透 非 強 化 MCF-7お よ び M
CF-7/AR細 胞 の 写 真 撮 影 記 録 で あ る 。 マ ウ ス IgG1が 陰 性 ア イ ソ タ イ プ マ ッ チ ン グ コ ン ト ロ
ー ル と し て 用 い ら れ 、 ま っ た く 染 色 を 示 さ な か っ た （ 図 示 せ ず ） 。 MCF-7/ARの み が 表 面 に
露 出 し た ビ メ ン チ ン を 示 し た 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 HL60薬 剤 感 受 性 と HL60/AR薬 剤 耐 性 細 胞 系 統 に お け る ビ メ ン チ ン 表 面
露 出 に 関 す る 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 CD33は 、 表 面 露
出 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 HL60お よ び HL60/AR細 胞 に 対 す る 、 放 射 標 識 抗 ビ メ ン チ ン の 細 胞 傷 害
性 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 CD33は 、 表 面 露 出 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 図 １ ７ Ａ 】 図 17Aは 、 MDA/mito細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン の 表 面 暴 露 に 関 す る 、 5回 の 独 立
し た ス カ ッ チ ャ ー ド 分 析 の 結 果 を 示 す 表 で あ る 。 R 2 値 は 、 Kdお よ び Bmaxを 求 め る た め に 使
用 し た 非 直 線 的 合 致 の 質 を 表 す 。 分 析 は 、 Prizm GraphPadに て 行 っ た 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 図 17Bは 、 表 17Aの 第 1実 験 で 行 わ れ た ス カ ッ チ ャ ー ド 分 析 の 表 示 で あ る 。
【 図 １ ７ Ｃ 】 図 17Cは 、 各 種 乳 ガ ン お よ び 卵 巣 ガ ン 細 胞 系 統 の 表 面 に 存 在 す る ビ メ ン チ ン
分 子 の 数 を 表 す 表 で あ る 。 R/Sは 感 受 性 お よ び 抵 抗 性 の 対 応 す る 細 胞 と 比 較 し た と き の 、
表 面 ビ メ ン チ ン の 過 剰 発 現 の 倍 数 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 お よ び ミ ト キ サ ン ト ロ ン に よ る 、 ビ メ
ン チ ン の 表 面 発 現 誘 発 を 調 べ る 無 処 置 細 胞 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る
。
【 図 １ ９ Ａ 】 図 19Aは 、 実 験 の 間 浮 遊 状 態 に 保 っ た MCF-7/AR細 胞 に お け る ビ メ ン チ ン の 取
り 込 み 評 価 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 図 19Bは 、 接 着 性 の MCF-7/AR, MDA, MDA/AR, お よ び MDA/mito細 胞 に お け る ビ
メ ン チ ン 取 り 込 み の 評 価 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。

10

20

30

(91) JP 2007-515924 A 2007.6.21



(92) JP 2007-515924 A 2007.6.21



【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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