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(57)【要約】
【課題】細胞分化抗原またはそのフラグメントのような、溶解性のリンパ球表面分子を検
出またはモニタリングするための手法を提供すること。
【解決手段】治療抗体：抗原複合体を検出する工程であって、当該方法は、以下：
　患者からサンプルを得る工程であって、ここで当該患者は、治療抗体を用いる免疫療法
の過程を受け、ここで当該治療抗体は、当該複合体を形成する可溶性循環標的抗原に結合
する、工程；当該サンプルを、第１のモノクロナ－ル抗体と接触させる工程であって、こ
こで当該抗体は、当該複合体を捕捉する、工程；当該複合体を、標識された第２の抗体と
接触させる工程；および当該標識された複合体を測定する工程、を包含する、方法。
【選択図】なし



(2) JP 2012-198232 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
本明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、米国特許仮出願第６０／３２３，６７９号（２００１年９月２０日出願）に
対して優先権を主張する。
（発明の背景）
　（（Ａ）発明の分野）
　本発明は、免疫学および過剰増殖疾患の分野に関連する。さらに詳細には、本発明は、
少なくとも一度の免疫療法を受けた患者における、治療抗体：抗原複合体、可溶性抗原、
遊離した治療抗体、および可溶性のすべての治療抗体の検出およびモニタリングの方法に
関連する。さらに、その方法は、治療抗体：抗原複合体、可溶性抗原または可溶性の治療
抗体のレベルを測定することにより、過剰増殖疾患のモニタリングまたは病期分類に使用
され得る。
【背景技術】
【０００２】
　（（Ｂ）関連分野の説明）
　（（１）分化クラスター）
　分化クラスター（ＣＤ）は、分化抗原に対するモノクローナル抗体の反応性の比較によ
り、ヒト白血球分化抗原（ＢｅｒｎａｎｒｄおよびＢｏｕｍｓｅｌｌ，１９８４）を定義
するために確立された。これらの細胞表面抗原は、細胞株のマーカーとして働き、異なる
機能を有する白血球の集団（例えば、好中球および単球）を識別する。
【０００３】
　白血球細胞表面抗原は、白血球集団およびそれらの機能的状態の同定の可能性のある膨
大な臨床的用途を有する（Ｋｒｅｎｓｋｙ，１９８５，Ｋｕｎｇら，１９８４；Ｋｕｎｇ
ら，１９８３；Ｃｏｓｉｍｉら，Ｋｎｏｗｌｅｓら，１９８３；およびＨｏｆｆｍａｎ，
１９８４）。例えば、表面マーカーによるＴ細胞の総数の測定は、リンパ性悪性疾患（Ｇ
ｒｅａｖｅｓら，１９８１）および移植に関連したウイルス感染（Ｃｏｌｖｉｎ，Ｒ．Ｂ
ら，１９８１）、ならびにエイズ（Ｇｕｐｔａ，１９８６；Ｅｂｅｒｔら，１９８５）の
特徴付け、診断および分類に有用である。
　（（ａ）ＣＤ２０）
　ＣＤ２０（Ｂ１（Ｂｐ３５）とも呼ばれる）は、Ｂリンパ球の表面上に検出される細胞
表面リンタンパク質である（ＴｅｄｄｅｒおよびＳｃｈｌｏｓｓｍａｎ，１９８８；Ｗａ
ｒｚｙｎｓｋｉら，１９９４；Ａｌｇｉｎｏら　１９９６）。ＣＤ２０は、ヒトＢ細胞の
活性化、増殖および分化の制御において、主要な役割を有している（Ｇｏｌａｙら，１９
８５；ＴｅｄｄｅｒおよびＥｎｇｅｌ，１９９４；Ｋｅｈｒｌら，１９９４）。ＣＤ２０
は、非増殖Ｂ細胞と比較した場合、悪性Ｂ細胞および増殖Ｂ細胞において激しくリン酸化
されることが報告されている（ＴｅｄｄｅｒおよびＳｃｈｌｏｓｓｍａｎ，１９８８）。
配列解析に基づいて、ＣＤ２０分子は、細胞質中に４つの膜貫通ドメインとＮ－およびＣ
－末端ドメインを有すると思われる（Ｋｅｈｒｌ，ら，１９９４）。その分子は、膜貫通
Ｃａ＋＋コンダクタンスを制御すると思われる（ＴｅｄｄｅｒおよびＥｎｇｅｌ，１９９
４）。ＣＤ２０の細胞外タンパクに対する抗体は、ｓｒｃ関連キナーゼとの相互作用によ
り細胞周期の進行を調節するチロシンキナーゼ経路を活性化すると思われる（Ｄｅａｎｓ
ら，１９９５；Ｐｏｐｏｆｆら１９９８；Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅｒら，２０００）。抗体に
結合した際の界面活性剤不溶性の膜コンパートメントへのＣＤ２０の再局在もまた報告さ
れている（Ｄｅａｎｓら，１９９８）。いくつかの研究が、異なる過剰増殖疾患における
悪性のＢ細胞の表面上のＣＤ２０発現の強度の変化を証明した（Ａｌｍａｓｒｉら，１９
９２；Ｇｉｎａｌｄｉら，１９９８）。この成功を受けて、様々なＢ細胞悪性疾患の処置
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において、抗ＣＤ２０モノクローナル抗体（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）は重要である（Ｍａｌ
ｏｎｅｙら，１９９９；Ｄｉｍｏｐｏｕｌｏｕｓら，２０００；Ｚｉｎｚａｎｉら，２０
００；Ｈａｉｎｓｗｏｒｔｈ，２０００；Ｋｅａｔｉｎｇら，２０００；ＭｃＬａｕｇｈ
ｌｉｎら，２０００：Ｋｕｅｈｎｌｅら，２０００）。報告されているＣＤ２０分子の構
造は、ＣＤ２０が細胞表面から分泌されず、そしてＣＤ２０が細胞表面から放出される可
能性はほとんどないことを示唆する。
　（（ｂ）ＣＤ５２）
　ＣＤ５２抗原は、１２アミノ酸からなる非常に短い成熟タンパク質配列を有するが、大
きな糖質ドメイン（タンパク質ドメインの大きさの約３倍）を有する糖タンパク質である
（Ｘｉａ，Ｍ．Ｑら，１９９３；Ｔｒｅｕｍａｎｎ，Ａ．ら，１９９５）。ＣＤ５２は、
Ｔリンパ球、Ｂリンパ球、単球／マクロファージ、好酸球およびいくつかの造血前駆体の
表面で発現される（Ｒｏｗａｎ，Ｗ．ら，１９９８；Ｅｌｓｎｅｒ，Ｊ．ら，１９９６；
Ｔａｙｌｏｒ，Ｍ．Ｌ．ら，２０００；Ｇｉｌｌｅｅｃｅ，Ｍ．Ｈ．ら，１９９３）。Ｃ
Ｄ５２はまた、男性生殖管、主に末端の表皮、精管および精嚢の上皮内層細胞において発
現される（Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら，１９９５；Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら，１９
９３；Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．１９９６；Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら，１９９７；Ｋ
ｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．，１９９８；Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら，２０００）。ＣＤ５
２は、精子が正常な運動性を保つために必要である。ＣＤ５２は、生殖管を通じた精子細
胞の通過を可能にするために、精漿内に分泌され、精子細胞により捕捉される。そのため
、ＣＤ５２は精巣上体の精子および射精された精子の表面上において検出されるが、精子
形成細胞または精巣の精子どちらにおいても検出されない。精子のタンパク核およびリン
パ球のタンパク核心は同じである－両方とも第１染色体（１ｐ３６）に位置する単一コピ
ー遺伝子の産物である（Ｔｏｎｅ，Ｍ．ら，１９９９）。しかしながら、Ｎ結合型糖側鎖
およびＧＰＩアンカー構造は異なる。リンパ球におけるＣＤ５２の生理的な役割は不明で
ある。
【０００４】
　モノクローナル抗体のＣａｍｐａｔｈ－１ファミリーは、本来はヒトＴ細胞に対してラ
ットを免疫することで作製された（Ｆｒｉｅｎｄ，Ｐ．Ｊ．ら，１９９１）。後の研究は
、Ｃａｍｐａｔｈ－１抗体がＣＤ５２を認識することを示した（Ｘｉａ，Ｍ．Ｑ．ら，１
９９３；Ｘｉａ，Ｍ．Ｑ．ら，１９９１；Ｈａｌｅ，Ｇ．ら，１９９０）。いくつかの形
態、ＩｇＧおよびＩｇＭの両方が作製された。Ｃａｍｐａｔｈ－１のＩｇＧ１形態は、ヒ
ト化され、そしてその因子である、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ（Ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ）は
、難治性の慢性リンパ性リンパ腫（ＣＬＬ）の処置に対して近年認められた（Ｆｉｎｋｅ
ｌｓｔｅｉｎ，Ｊ．Ｂら，２００１；Ｒａｗｓｔｒｏｎ，Ａ．Ｃ．ら，２００１；Ｒｉｅ
ｃｈｍａｎｎ，Ｌ．ら，１９８８）。Ｃａｍｐａｔｈ－１ファミリーの抗体はまた、イン
ビトロで同種骨髄移植におけるリンパ球の欠乏にも用いられ、そして様々な疾患における
免疫調節治療として研究されている（Ｍｏｒｅａｕ，Ｔ．ら，１９９６；Ｍａｔｔｅｓｏ
ｎ，Ｅ．Ｌ．ら．，１９９５；Ｌｉｍ，Ｓ．Ｈ．ら，１９９３；Ｌｏｃｋｗｏｏｄ，Ｃ．
Ｍ．ら，１９９３；Ｌｏｃｋｗｏｏｄ，Ｃ．Ｍ．，１９９３；Ｌｏｃｋｗｏｏｄ，Ｃ．Ｍ
．ら，１９９６；Ｄｉｃｋ，Ａ．Ｄ．ら，２０００；Ｈａｌｅ，Ｇ．ら，２０００；Ｉｓ
ａａｃｓ，Ｊ．Ｄ．ら，１９９２；Ｌｉｍ，Ｓ．Ｈ．ら，１９９３；Ｍｅｈｔａ，Ｊ．ら
，１９９７；Ｎａｐａｒｓｔｅｋ，Ｅ．ら，１９９９；Ｎａｐａｒｓｔｅｋ，Ｅ．ら，１
９９５；Ｎｏｖｉｔｚｋｙ，Ｎ．ら，１９９９；Ｏｒ，Ｒ．ら，１９９４）。
【０００５】
　ＣＤ５２に対する抗体は、抗原架橋により、細胞の殺傷を開始すると考えられる（Ｈａ
ｌｅ，Ｃ．ら，１９９６）。この架橋の結果、腫瘍壊死因子－α、インターフェロンγ、
およびインターロイキンを含むいくつかのサイトカインが放出される（Ｅｌｓｎｅｒ，Ｊ
．ら，１９９６；Ｗｉｎｇ，Ｍ．Ｇ．ら，１９９６；Ｗｉｎｇ，Ｍ．Ｇ．ら，１９９５）
。抗体によるＣＤ５２の架橋は、アポトーシスおよび抗体依存の細胞傷害性を促進し、そ
れは慢性リンパ性リンパ腫（ＣＬＬ）の患者の治療においてＣａｍｐａｔｈ－１Ｈの効果
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に重要になり得る（Ｒｏｗａｎ，Ｗ．ら，１９９８；Ｒａｗｓｔｒｏｎ，Ａ．Ｃ．ら，２
００１；Ｇｒｅｅｎｗｏｏｄ，Ｊ．ら，１９９４；Ｘｉａ，Ｍ．Ｑ．，ら，１９９３）。
ＣＤ５２は、ＣＬＬ患者の腫瘍性リンパ球、軽度のリンパ腫およびＴ細胞悪性腫瘍の表面
上で発現される（Ｄｙｅｒ，Ｍ．Ｊ．，１９９９；Ｄｙｂｊｅｒ，Ａ．ら，２０００；Ｐ
ａｗｓｏｎ，Ｒ．ら，１９９７；Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ，Ｊ．Ｒ．ら，１９９４；Ｍａｔｕ
ｔｅｓ，Ｅ．１９９８）。骨髄性、単球性、および急性のリンパ芽球性リンパ腫のいくつ
かの症例もまたＣＤ５２を発現する（Ｂｅｌｏｖ，Ｌ．ら，２００１；Ｈａｌｅ，Ｇ．ら
，１９８５）。さまざまな血液学的悪性腫瘍におけるＣＤ５２の幅広い発現は、これらの
悪性腫瘍の治療におけるＣａｍｐａｔｈ－１Ｈの使用への関心の増加をもたらした（Ｋｈ
ｏｒａｎａ，Ａ．ら，２００１；Ｋｅａｔｉｎｇ，Ｍ．Ｊ．１９９９）。
【０００６】
　ＣＤ５２は、男性生殖器系において放出され、そしてこの可溶性分子は精子機能を維持
するために重要な役割を果たす（Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．，１９９６；Ｙｅｕｎｇ，Ｃ
．Ｈ．ら，１９９７；Ｙｅｕｎｇ，Ｃ．Ｈ．ら，２００１）。しかしながら、ＣＤ５２が
造血細胞から放出されるおよび／またはＣＬＬ患者の血液循環において検出可能であるか
は知られていない。
（（ｃ）ＣＤ３３）
　ＣＤ３３は、シアリン酸に結合するシグレックス（ｓｉｇｌｅｃｓ）ファミリーのメン
バーである。ＣＤ３３は、細胞の骨髄単球性系統に制限される。ミエロイド（ｍｙｌｏｉ
ｄ）細胞の成熟の間、多能性造血幹細胞は、減少した自己再生能力および高程度の分化を
有している前駆細胞の増加を生じさせる。この発達の間、正常ミエロイド細胞は、細胞表
面抗原（例えばＣＤ３３）を発現する。ＣＤ３３は、成熟した正常造血細胞に存在するが
、正常造血幹細胞は、この細胞表面抗原を欠いている。成熟している正常造血細胞に加え
、ＣＤ３３は急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）においても存在する。したがって、このミエロ
イド細胞表面マーカーは、モノクローナル抗体ターゲティングの誘引性の標的となる。ま
たさらに、抗ＣＤ３３抗体はまた、白血病細胞へ放射線あるいは細胞傷害性物質を直接送
達するために使用される。
（（２）免疫学的検定法）
　免疫学的検定法は、細胞表面抗原を測定するために通常は用いられる。代表的には、フ
ローサイトメトリーを用いた免疫蛍光が、最適な免疫学的検定法である。しかしながら、
他の免疫学的検定法、例えば酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）も使われ得る。この技術
は、生物学的分子を検出するための強力な測定法を作成する簡易な相分離と相互作用をも
つ抗原－抗体の特別な性質に基づいている。
【０００７】
　一つの周知の極めて特異的なＥＬＩＳＡはサンドイッチＥＬＩＳＡである。この測定法
において、抗体は固相または固体支持体に結合され、次いで二成分固相抗原：抗体複合体
の形成によって試料から抗原を抽出するために、試験される試料と接触される。適当なイ
ンキュベーション時間の後、固体支持体は、液体試料の残留物を除去するために洗浄され
、次いで既知量の標識抗体を含む溶液と接触される。
【０００８】
　ＥＬＩＳＡに対する方法論および計測手段は、免疫蛍光の方法論および計測手段よりも
容易である。またさらに、ＥＬＩＳＡ測定法および免疫蛍光測定法は、完全に異なる測定
法である。ＥＬＩＳＡ測定法は、全身を反映する血漿／血球中のタンパク質（抗原）を測
定する。表面免疫蛍光測定法は、個々の細胞表面の抗原を測定し、身体中の細胞の量の情
報を提供しない。従って、ＥＬＩＳＡ測定法の発展に全身の測定を提供するための利点が
ある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　（発明の簡単な要旨）
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　従って、本発明の目的は、細胞分化抗原またはそのフラグメントのような、溶解性のリ
ンパ球表面分子を検出またはモニタリングするための手法を提供することである。特に、
細胞分化抗原に向けられる可溶性表面抗原、抗体：抗原複合体および抗体は、改変サンド
イッチＥＬＩＳＡ技術を用いることで検出またはモニタリングされ得る。また、改変サン
ドイッチＥＬＩＳＡ技術を使用して定量化される可溶性細胞表面分子は、炎症または感染
のような任意の他のプロセスに起因して、癌または他の過剰増殖疾患を有する個体の増殖
または細胞体積のモニタリングのために用いられ得る。
【００１０】
　特定の実施形態において、抗体：抗原複合体は、少なくとも１つの治療抗体を用いた免
疫療法の治療（例えば、注射）を受けた患者で測定される。治療抗体としては、抗ＣＤ２
０、抗ＣＤ５２または抗ＣＤ３３が挙げられ得るが、これらに限定されない。抗体：抗原
複合体は、ＥＬＩＳＡ技術によって測定され、抗体免疫療法の効果の決定を提供する。
【００１１】
　本発明の別の局面は、患者に免疫治療を提供する方法を含み、この方法は、治療抗体を
投与工程、ならびに循環抗体：抗原複合体、総抗体、遊離抗原および遊離抗体の存在を検
出する工程を包含する。治療抗体は、細胞表面から放出される可溶性抗原に結合する。抗
原はＣＤ２０、ＣＤ５２およびＣＤ３３であると想定される。これらの方法は、抗体に基
づいた治療の効果をモニタリングするために利用され得ると想定される。
【００１２】
　さらなる実施形態において、本発明は、可溶性白血球表面分子、治療抗体または抗体：
抗原複合体を測定することで過剰増殖疾患の検出またはモニタリングする方法を提供する
。具体的には、患者から試料が得られ、その試料が１次モノクローナル抗体と接触され、
ここでこの抗体は複合体を捕獲し；この複合体は標識された２次抗体と接触され；そして
この標識された複合体が測定される。１次モノクローナル抗体は、固体表面に結合される
。またさらに、患者は、治療抗体を用いた免疫療法の治療を受けここで、この治療抗体は
、複合体を形成する可溶性の循環標的抗原と結合する。
・本発明はさらに、以下を提供し得る：
・（項目１）
　患者における抗体免疫療法の効力を決定する方法であって、循環する抗体：抗原複合体
のレベルの検出する工程を包含する、方法。
・（項目２）
　検出工程がＥＬＩＳＡによる、項目１に記載の方法。
・（項目３）
　上記抗体免疫療法が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ、Ｃａｍｐａｔｈ－１ＨまたはＭｙｌｏｔａ
ｒｇである、項目１に記載の方法。
・（項目４）
　免疫療法の方法であって、当該方法は、患者に治療抗体を投与する工程および循環する
抗体：抗原複合体の存在を検出する工程を包含する、方法。
・（項目５）
　上記抗体が、可溶性抗原に結合する、項目４に記載の方法。
・（項目６）
　上記抗原が、細胞表面から分離される、項目５に記載の方法。
・（項目７）
　上記抗原が、ＣＤ２０、ＣＤ５２およびＣＤ３３である、項目５に記載の方法。
・（項目８）
　検出工程がＥＬＩＳＡによる、項目４に記載の方法。
・（項目９）
　治療抗体：抗原複合体を検出する工程であって、当該方法は、以下：
　患者からサンプルを得る工程であって、ここで当該患者は、治療抗体を用いる免疫療法
の過程を受け、ここで当該治療抗体は、当該複合体を形成する可溶性循環標的抗原に結合
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する、工程；当該サンプルを、第１のモノクロナ－ル抗体と接触させる工程であって、こ
こで当該抗体は、当該複合体を捕捉する、工程；当該複合体を、標識された第２の抗体と
接触させる工程；および当該標識された複合体を測定する工程、を包含する、方法。
・（項目１０）
　上記第１モノクローナル複合体が、固体表面に結合する、項目９に記載の方法。
・（項目１１）
　上記サンプルが、血清または血漿である、項目９に記載の方法。
・（項目１２）
　上記患者がヒト患者である、項目９に記載の方法。
・（項目１３）
　上記第１のモノクローナル抗体が、抗ＣＤ２０、抗ＣＤ５２または抗ＣＤ３３である、
項目９に記載の方法。
・（項目１４）
　上記治療抗体が、抗ＣＤ２０、抗ＣＤ５２または抗ＣＤ３３である、項目９に記載の方
法。
・（項目１５）
　上記治療抗体が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂである、項目１４に記載の方法。
・（項目１６）
　上記治療抗体が、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈである、項目１４に記載の方法。
・（項目１７）
　上記治療抗体が、Ｍｙｌｏｔａｒｇである、項目１４に記載の方法。
・（項目１８）
　治療抗体療法をモニタリングする方法であって、当該方法が、患者のサンプルにおける
治療抗体：抗原複合体を測定する工程を包含する、方法。
・（項目１９）
　上記患者サンプルが血清または血漿である、項目１８に記載の方法。
・（項目２０）
　上記治療抗体が、抗ＣＤ２０、抗ＣＤ５２または抗ＣＤ３３である、項目１８に記載の
方法。
・（項目２１）
　上記治療抗体が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂである、項目２０に記載の方法。
・（項目２２）
　上記治療抗体が、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈである、項目２０に記載の方法。
・（項目２３）
　上記治療抗体が、Ｍｙｌｏｔａｒｇである、項目２０に記載の方法。
・（項目２４）
　過剰増殖疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、患者のサンプルにおける
治療抗体：抗原複合体を測定する工程を包含する、方法。
・（項目２５）
　上記過剰増殖疾患を、さらに癌として規定する、項目２４に記載の方法。
・（項目２６）
　上記癌が、新生物を含む、項目２５に記載の方法。
・（項目２７）
　上記新生物が、黒色腫、非小肺細胞、小肺細胞、肺肝臓癌、網膜芽細胞腫、星状細胞腫
、神経謬芽細胞、歯肉、舌、白血病、神経芽細胞腫、頭部、頚部、胸部、膵臓、前立腺、
腎臓、骨、精巣、卵巣、中皮腫、子宮頚部、胃腸、リンパ腫、脳、結腸、または膀胱であ
る、項目２６に記載の方法。
・（項目２８）
　上記新生物が、造血細胞新生物であって、当該新生物は、慢性リンパ性白血病、急性骨
髄性白血病、急性リンパ芽球性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年
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性骨髄単球性白血病、多発性骨髄腫、リンパ腫、Ｔ細胞慢性リンパ性白血病および前リン
パ球性白血病から成る群から選択された、項目２６に記載の方法。
・（項目２９）
　上記治療抗体が、抗ＣＤ２０、抗ＣＤ５２または抗ＣＤ３３である、項目２４に記載の
方法。
・（項目３０）
　上記治療抗体が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂである、項目２９に記載の方法。
・（項目３１）
　上記治療抗体が、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈである、項目２９に記載の方法。
・（項目３２）
　上記治療抗体が、Ｍｙｌｏｔａｒｇである、項目２９に記載の方法。
・（項目３３）
　自己免疫疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、患者の血清における治療
抗体：抗原複合体を測定する工程を包含する、方法。
・（項目３４）
　上記治療抗体が、抗ＣＤ５２である、項目３３に記載の方法。
・（項目３５）
　上記治療抗体ＣＤ５２が、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈである、項目３４に記載の方法。
・（項目３６）
　第２の治療抗体：抗原複合体を測定する工程をさらに包含する、項目３３に記載の方法
。
・（項目３７）
　上記第２の治療抗体が、抗ＣＤ２０である、項目３６に記載の方法。
・（項目３８）
　上記抗ＣＤ２０が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂである、項目３７に記載の方法。
・（項目３９）
　上記第１：抗原複合体および上記第２の抗体：抗原複合体が、同時に測定される、項目
３７に記載の方法。
・（項目４０）
　上記第１：抗原複合体および上記第２の抗体：抗原複合体が、連続的に測定される、項
目３７に記載の方法。
・（項目４１）
　上記自己免疫疾患が、シェ－グレン症候群、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデ
ス、自己免疫性甲状腺疾患、無反応性眼球炎症性疾患、多発性硬化症、またはヴェーゲナ
ー肉芽腫症である、項目３３に記載の方法。
・（項目４２）
　腫瘍の質量を決定する方法であって、当該方法は、以下：
　患者からサンプルを得る工程；
　当該サンプルを第１のモノクロナ－ル抗体と接触させる工程であって、ここで当該抗体
が、当該サンプル中の可溶性抗原を捕捉する、工程；
　当該可溶性抗原を、標識された第２の抗原と接触させる工程；および
　当該標識された可溶性抗原を測定する工程
を包含する、方法。
・（項目４３）
　上記サンプルが、血漿である、項目４２に記載の方法。
・（項目４４）
　上記第１のモノクロナ－ル抗体が、抗ＣＤ２０である、項目４２に記載の方法。
・（項目４５）
　上記可溶性抗原が、ＣＤ２０である、項目４２に記載の方法。
・（項目４６）
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　上記標識された第２の抗体が、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂである、項目４２に記載の方法。
・（項目４７）
　上記腫瘍が、黒色腫、非小肺細胞、小肺細胞、肺肝臓癌、網膜芽細胞腫、星状細胞腫、
神経謬芽細胞腫、歯肉、舌、白血病、神経芽細胞腫、頭部、頚部、胸部、膵臓、前立腺、
腎臓、骨、精巣、卵巣、中皮腫、子宮頚部、胃腸、リンパ腫、脳、結腸、または膀胱であ
る、項目４２に記載の方法。
・（項目４８）
　上記腫瘍が、Ｂ細胞腫瘍である、項目４２に記載の方法。
・（項目４９）
　上記Ｂ細胞腫瘍が、慢性リンパ性白血病である、項目４３に記載の方法。
・（項目５０）
　Ｂ細胞過剰増殖疾患を病気分類する方法であって、当該疾患が、サンドイッチ型ＥＬＩ
ＳＡにより、患者サンプルにおける、可溶性ＣＤ２０のレベルを決定する工程を包含する
、方法。
・（項目５１）
　上記可溶性ＣＤ５２のレベルを決定する工程をさらに包含する、項目５０に記載の方法
。
・（項目５２）
　上記Ｂ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性リンパ芽球性白血病、骨髄異形
成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性骨髄腫、毛様細胞性
白血病、前リンパ球性白血病、またはリンパ腫である、項目５０に記載の方法。
・（項目５３）
　上記Ｂ細胞過剰増殖疾患が慢性リンパ球性白血病である、項目５０に記載の方法。
・（項目５４）
　Ｂ細胞過剰増殖疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、サンドイッチ型Ｅ
ＬＩＳＡにより、患者サンプルにおける可溶性ＣＤ２０のレベル、可溶性抗ＣＤ２０のレ
ベルまたはＣＤ２０／抗ＣＤ２０複合体のレベルを測定する工程を包含する、方法。
・（項目５５）
　上記Ｂ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性リンパ芽球性白血病、骨髄異形
成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性骨髄腫、毛様細胞性
白血病、前リンパ球性白血病、またはリンパ腫である、項目５４に記載の方法。
・（項目５６）
　上記Ｂ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病である、項目５４に記載の方法。
・（項目５７）
　上記可溶性ＣＤ５２のレベル、可溶性抗ＣＤ５２のレベルまたはＣＤ５２／抗ＣＤ５２
複合体のレベルを測定する工程をさらに包含する、項目５４に記載の方法。
・（項目５８）
　造血性過剰増殖疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、サンドイッチ型Ｅ
ＬＩＳＡにより、上記可溶性ＣＤ５２のレベル、可溶性抗ＣＤ５２のレベルおよびＣＤ５
２／抗ＣＤ５２複合体のレベルを測定する工程を包含する、方法。
・（項目５９）
　上記造血性過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、急性リンパ芽球
性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性
骨髄腫、Ｔ細胞慢性リンパ性白血病、前リンパ球性白血病、および他のＴ細胞疾患からな
る群から選択される、項目５８に記載の方法。
・（項目６０）
　可溶性ＣＤ２０の量、可溶性抗ＣＤ２０の量およびＣＤ２０／抗ＣＤ２０複合体の量を
測定する工程をさらに包含する、項目５８に記載の方法。
・（項目６１）
　可溶性ＣＤ３３の量、可溶性抗ＣＤ３３の量およびＣＤ３３／抗ＣＤ３３複合体の量を
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測定する工程をさらに包含する、項目６０に記載の方法。
・（項目６２）
　Ｔ細胞過剰増殖疾患を病気分類する方法であって、当該方法が、サンドイッチ型ＥＬＩ
ＳＡによって、患者サンプルにおける可溶性ＣＤ５２のレベルを測定する工程を包含する
、方法。
・（項目６３）
　上記Ｔ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、急性リンパ芽球
性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性
骨髄腫、Ｔ細胞慢性リンパ性白血病、前リンパ球性白血病、および他のＴ細胞疾患である
、項目６２に記載の方法。
・（項目６４）
　上記Ｔ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病である、項目６３に記載の方法。
・（項目６５）
　Ｔ細胞過剰増殖疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、サンドイッチ型Ｅ
ＬＩＳＡにより、患者サンプルにおける可溶性ＣＤ５２のレベル、可溶性抗ＣＤ５２のレ
ベルまたはＣＤ５２／抗ＣＤ５２複合体のレベルを測定する工程を包含する、方法。
・（項目６６）
　上記Ｔ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、急性リンパ芽球
性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性
骨髄腫、Ｔ細胞慢性リンパ性白血病、前リンパ球性白血病、および他のＴ細胞疾患である
、項目６５に記載の方法。
・（項目６７）
　上記Ｔ細胞過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病である、項目６６に記載の方法。
・（項目６８）
　骨髄性過剰増殖疾患を病気分類する方法であって、当該方法が、サンドイッチ型ＥＬＩ
ＳＡにより、患者サンプルにおける、可溶性ＣＤ３３のレベルを決定する工程を包含する
、方法。
・（項目６９）
　上記骨髄性過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性リンパ芽球性白血病、急性骨髄
性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性
骨髄腫、毛様細胞性白血病、前リンパ球性白血病、またはリンパ腫である、項目６８に記
載の方法。
・（項目７０）
　上記骨髄性過剰増殖疾患が、急性骨髄性白血病である、項目６９に記載の方法。
・（項目７１）
　骨髄性過剰増殖疾患をモニタリングする方法であって、当該方法が、サンドイッチ型Ｅ
ＬＩＳＡにより、患者サンプルにおける、可溶性ＣＤ３３のレベル、可溶性抗ＣＤ３３の
レベルまたはＣＤ３３／抗ＣＤ３３複合体のレベルを測定する工程を包含する、方法。
・（項目７２）
　上記骨髄性過剰増殖疾患が、慢性リンパ性白血病、急性リンパ芽球性白血病、急性骨髄
性白血病、骨髄異形成症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性白血病、多発性
骨髄腫、毛様細胞性白血病、前リンパ球性白血病、およびリンパ腫である、項目７１に記
載の方法。
・（項目７３）
　上記過剰増殖疾患が、急性骨髄性白血病である、項目７２に記載の方法。
【００１３】
　本明細書で使用される場合、過剰増殖疾患は、さらに癌と定義され得る。またさらに、
癌は新生物と定義される。例示的な新生物としては、黒色腫、非小細胞肺、小細胞肺、肺
肝臓癌（ｌｕｎｇ　ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）、網膜芽細胞腫、星状細胞腫、神
経膠芽腫、歯茎、舌、白血病、神経芽細胞腫、頭部、頸部、胸部、膵臓、前立腺、腎臓、
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骨、精巣、卵巣、中皮腫、子宮頸部、胃腸、リンパ腫、脳、結腸、または膀胱が挙げられ
るが、これに限定されない。
【００１４】
　過剰増殖疾患は、さらに自己免疫疾患（例えば、シェーグレン症候群、慢性関節リウマ
チ、全身性エリテマトーデス、自己免疫甲状腺疾患、難治性眼球炎症、多発性硬化症、ヴ
ェーゲナー肉芽腫症または感染症）と定義され得ることが企図される。
【００１５】
　特定の実施形態において、本発明は、造血性新生物をモニタリング、検出、または病期
決定をする。例示的な造血性新生物としては、慢性リンパ球性白血病、急性骨髄性白血病
、急性リンパ性白血病、骨髄形成異常症候群、慢性骨髄単球性白血病、若年性骨髄単球性
白血病、多発性骨髄腫、リンパ腫、Ｔ細胞慢性リンパ球性白血病または前リンパ球性白血
病を含むが、これに限定されない。
【００１６】
　またさらに、本発明は、腫瘍質量の決定に使用され得ることが企図される。腫瘍質量は
、可溶性白血球細胞表面抗原、可溶性抗体または可溶性抗体：抗原複合体のレベルを測定
する本発明の改変サンドイッチＥＬＩＳＡ技術を用いて測定され得る。
【００１７】
　特許請求の範囲および／または明細書において、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）
」と組み合わせて使用される場合、単語「ａ」または「ａｎ」の使用は、「１つ（ｏｎｅ
）」を意味し得る。しかし、これはまた、「一つ以上」、「少なくとも一つ」および「一
つかそれ以上」の意味と一致する。
【００１８】
　前記は以下の発明の詳細な説明がより理解され得るように、いく分大まかに本発明の特
性および技術的利点について概説した。特許請求の範囲の事項を構成する本発明のさらな
る特性および利点は、以下に記述され得る。開示される概念および特定の実施形態が、本
発明と同じ目的の実施のための他の構造を改良または設計するための基礎として容易に利
用され得ることが当業者に認められ得る。このような等価な構成物は添付の特許請求の範
囲に記載の本発明の精神および範囲から逸脱しないこともまた、当業者に理解されるはず
である。本発明を特徴付けると考えられる新規の特性は、その機構および実施の方法につ
いての両方で、さらなる目的および利点とともに、添付した図と共に考えた場合に、以下
の説明からより良く理解される。しかしながら、個々の図は、図示および説明のためのみ
に提供され、本発明の制限の定義を意図するものではないと明確に理解され得る。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　以下の図面は、本明細書の一部をなし、そして本発明の特定の局面をさらに説明するた
めに含まれている。本発明は、本明細書中に示される特定の実施形態の詳細な説明と一緒
に一つ以上のこれらの図面を参考することによってより良く理解され得る。
【図１】図１は、慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）患者の血漿中のｓＣＤ２０のレベルを
示すウエスタンブロットを表している。正常末梢血単核（ＭＮ）細胞からのタンパク抽出
物は、ＣＤ２０の発現が無いことを示し、一方ＣＬＬ（Ｃ）患者からの白血病細胞は、３
３～３６ＫＤの分子量をもつ、予想されるタンパク質を示している。正常な個体由来の血
漿（ＮＰ）および、ＣＬＬ患者からの血漿は、可溶性ＣＤ２０（ｓＣＤ２０）を示す。
【図２】図２は、ＣＬＬ患者の血漿中のｓＣＤ５２のレベルを示すウエスタンブロットを
表している。白血病細胞由来の（Ｃ）タンパク抽出液は、予想されるタンパク質を示し、
同じ患者由来の血漿（Ｐ）は可溶性のｓＣＤ５２を示す。ＣＤ５２はまた、正常な個体（
ＮＣ）由来の末梢血単核細胞および正常血漿（ＮＰ）においても検出される。
【図３】図３は、正常個体と比較して、ＣＬＬ患者のｓＣＤ２０のレベルが高いことを示
す。
【図４】図４は、ＥＬＩＳＡにより決定されたｓＣＤ５２の直線性を図示する。
【図５】図５は、ＣＬＬ患者が、正常個体と比較して、ｓＣＤ５２の高いレベルを有して
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いることを図示している。
【図６】図６は、ｓＣＤ２０／リツキシマブ複合体がリツキシマブのレベルの増加ととも
に増加したこと示す。
【図７】図７は、ｓＣＤ２０レベルとＲａｉ病期分類と間の直接的な相関を示す。
【図８】図８は、ｓＣＤ２０レベルとＢｉｎｅｔ病期分類と間の直接的な相関を示す。
【図９】図９は、低いｓＣＤ２０を有する患者と比較して高いｓＣＤ２０を有する患者の
中央生存率を示す。
【図１０】図１０は、ｓＣＤ５２のレベルがＲａｉ病期分類と相関することを示す。
【図１１】図１１は、ｓＣＤ５２のレベルがＢｉｎｅｔ病期分類と相関することを示す。
【図１２】図１２は、ｓＣＤ５２の高いレベルが、乏しい細胞遺伝学を有するＣＬＬ患者
において検出されることを図示している。
【図１３】図１３は、肥大したリンパ節を有するリンパ節部位の数が多い患者において高
いレベルのｓＣＤ５２が検出されることを図示している。
【図１４】図１４は、高いレベルのｓＣＤ５２を有する患者が、低いレベルのｓＣＤ５２
を有する患者よりも短い生存を有することを図示している。
【図１５】図１５は、最小の残留物について、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置された、ＣＬ
Ｌ患者におけるｓＣＤ５２／Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ複合体の検出を示す。ｓＣＤ５２のレ
ベルもまた示される。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
（発明の詳細説明）
　癌または過剰増殖疾患の処置における抗体の使用の概念は、抗体が結合する抗原を発現
する腫瘍細胞に達する抗体の能力に依存している。循環中の遊離可溶性標的抗原の存在お
よび無細胞抗原または可溶性抗原によりこれらの抗体を結合および吸収する可能性、それ
故、抗体が悪性細胞に達することの防止は、本発明に関係する。
【００２１】
　本明細書に記載される本発明は、過剰増殖疾患および治療の効果を診断、モニタリング
または病期分類するための治療抗体として利用する。より詳細には、本発明は、治療抗体
：抗原複合体、可溶性抗原および可溶性治療抗体を検出およびモニタリングする方法に関
し、ここで患者は、少なくとも１回の免疫療法の治療を受けている。
　種々の過剰増殖疾患が、本発明の方法によってモニタリングされ、病期分類されまたは
診断され得る。過剰増殖疾患は、異常な細胞増殖または異常な増殖制御の任意の種類と関
連する疾患および状態を含む。過剰増殖疾患は、癌としてさらに定義され得る。またさら
に、癌は、腫瘍または新生物と定義され得る。本発明を用いてモニタリングまたは診断さ
れ得る典型的な新生物としては、黒色腫、非小細胞肺、小細胞肺、肺肝臓癌（ｌｕｎｇ　
ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）、網膜芽細胞腫、星状細胞腫、神経膠芽腫、歯茎、舌
、白血病、神経芽細胞腫、頭部、頸部、胸部、膵臓、前立腺、腎臓、骨、精巣、卵巣、中
皮腫、子宮頸部、胃腸、リンパ腫、脳、結腸、または膀胱が挙げられるが、これに限定さ
れない。
【００２２】
　より詳細には、本発明の方法は、造血性新生物のモニタリング、検出、病期分類または
診断のために使用され得る。例えば、この造血性新生物としては、慢性リンパ球性白血病
、急性骨髄性白血病、急性リンパ性白血病、骨髄形成異常症候群、慢性骨髄単球性白血病
、若年性骨髄単球性白血病、多発性骨髄腫、リンパ腫、Ｔ細胞慢性リンパ球性白血病、前
リンパ球性白血病、リンパ腫、Ｂ細胞関連疾患または他のＴ細胞関連疾患が挙げられるが
、これに限定されない。
【００２３】
　診断、病期分類およびモニタリングを企図される他の過剰増殖疾患は、シェーグレン症
候群、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、自己免疫甲状腺疾患、難治性眼球炎
症、多発性硬化症、ヴェーゲナー肉芽腫症および口、前立腺、胸部または肺における前新
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生物性病変である。
【００２４】
　可溶性マーカー、可溶性抗体または可溶性抗体：抗原複合体の組み合わせが、過剰増殖
疾患のモニタリング、病期分類または診断のために測定され得ることもまた想定される。
例えば、限定しないが、可溶性抗ＣＤ－２０／ＣＤ２０複合体および可溶性抗ＣＤ－５２
／ＣＤ５２複合体が過剰増殖疾患のモニタリング、病期分類または診断のために同時にま
たは連続して測定され得ることが想定される。
【００２５】
　循環標的抗原および可能なその結果生じた循環免疫複合体の形成の存在は、白血病の患
者を処置するためにまた使用される、特異的抗原に対する、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ（抗Ｃ
Ｄ５２）（Ｈａｌｅら、２０００；Ｋｈｏｒａｎａら、２００１；Ｆｌｙｎｎ、２０００
）またはＭｙｌｏｔａｒｇ（抗ＣＤ３３）（Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｖｌｅｄｅｎら、２００１
）を含む抗体の使用に基づく治療的なアプローチにとって重要であり得る。可溶性の抗原
が、治療抗体を受けた患者における治療抗体と結合し得、免疫複合体（すなわち、抗体：
抗原複合体）を形成することが企図される。これら免疫複合体は、過剰増殖細胞に達する
治療抗体の量を減少し得る。このように、この抗体は、抗原を有する標的細胞に到達する
ように、治療抗体の投与量は、しかるべく治療的なレベルに達するために調整される必要
があり得る。従って、可溶性の細胞表面抗原およびその治療抗体との複合体の測定は、よ
り効果的な治療戦略を設計するのを助け得るということが企図される。
【００２６】
　なおもさらに、本発明は、腫瘍の量を決定するために使用され得ることを企図される。
腫瘍の総量は、可溶性白血球表面抗原、可溶性抗体または可溶性の抗体：抗原複合体のレ
ベルを測定するために本明細書に記載された改変サンドイッチＥＬＩＳＡを使用し、決定
され得る。
（Ａ．細胞表面抗原）
　本明細書中で使用される「標的抗原」、「表面抗原」、「細胞表面抗原」または「白血
球細胞表面抗原」は、交換可能であり、そして白血球上に位置する細胞表面抗原（例えば
、ＣＤ２０，ＣＤ５２またはＣＤ３３）と単に呼ばれる。
【００２７】
　循環標的抗原および可能なその結果生じた循環免疫複合体の形成の存在は、特異的な抗
原に対する、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ（抗ＣＤ２０）、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ（抗ＣＤ５２）
またはＭｙｌｏｔａｒｇ（抗ＣＤ３３）に限定しないが、これらを含む抗体の使用に基づ
く他の治療的なアプローチにとって重要であり得る。
【００２８】
　（１．ＣＤ２０）
　ＣＤ２０は、ＣＤ２０陽性Ｂ細胞の成熟および増殖（Ｒｉｌｅｙ，Ｊ．Ｋ．ら、２００
０）において重要な分子である。種々のＢ細胞悪性腫瘍においてＣＤ２０の発現の強度の
著しい差異は、ＣＤ２０がリンパ球増殖性疾患（Ｍａｒｔｉ，Ｇ．Ｅ．ら、１９９２およ
びＧｉｎａｌｄｉ，Ｌ．ら、１９９８）の異なる臨床的な行動に関与し得ることを示唆す
る。可溶性ＣＤ２０（ｓＣＤ２０）は、正常な個体およびＣＬＬを伴う患者の両方の血漿
中に検出され得ることが企図される。なおもさらに、本発明において、ｓＣＤ２０は、細
胞の能動的な放出（ａｃｔｉｖｅ　ｓｈｅｄｄｉｎｇ）もしくは代謝回転および細胞膜の
断片化またはその両方が原因であり得ることが企図される。
【００２９】
　ｓＣＤ２０は、血漿、細胞溶解物または血清において評価され得る。特定の実施形態に
おいて、ｓＣＤ２０は、循環する細胞を傷つけ、そしてｓＣＤ２０のレベルに影響する凝
固プロセスの危険性を減少させるために、血清ではなく血漿において評価され得る。
【００３０】
　ｓＣＤ２０はのレベルは、患者の治療技術および予後診断に直接影響を与え得る。ｓＣ
Ｄ２０は、患者が抗ＣＤ２０（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）で治療される場合、重要な役割を果
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たし得る。ｓＣＤ２０／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ複合体の形成によって、白血球細胞に到達す
るモノクローナル抗体の量は、減少され得る。これが要因である場合、抗体の投与量は、
高レベルなｓＣＤ２０を有する患者において特に、治療的なレベルに達するのに従って調
節を必要とし得る。
【００３１】
　（２．ＣＤ５２）
　ヒトＣＤ５２（Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ抗原）は、リンパ球上の大量の表面分子であり、
かつ種々のリンパ球増殖性疾患の治療に対して重要な標的である（Ｔｏｎｅ，Ｍ．ら、１
９９９；Ｋｅａｔｉｎｇ，Ｍ．Ｊ．ら、１９９９；Ｋａｌｉｌ，Ｎ．ら、２０００）。こ
れは、大型炭水化物の部分が付着される、ペプチドを固定した小型グリコシルホスファチ
ジルイノシトール（ＧＰＩ）を含む（Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら、２００１）。
【００３２】
　ＣＤ５２が雄性生殖系において報告されたものと同様の様式で細胞が放出し得ることを
研究者によって企図される（Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ，Ｃ．ら、２００１）。これはまた、Ｃ
ＬＬを有する患者において、細網内皮性系が、相対的に低い代謝回転速度にもかかわらず
、細胞の代謝回転によって生じるすべての細胞破砕物を除去することはできないという可
能性もまたある。
【００３３】
　可溶性ＣＤ５２（ｓＣＤ５２）は、血漿、細胞溶解物または血清において評価され得る
。特定の実施形態において、ｓＣＤ５２は、循環する細胞を傷つけ、そしてｓＣＤ５２の
レベルに影響する凝固プロセスの危険性を減少させるために、血清ではなく血漿において
評価され得る。
【００３４】
　なおもさらに、本発明において、ｓＣＤ５２の存在が、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ治療の有
効性および／または毒性に有意な影響を与え得ることもまた企図される。ＣＤ５２は、標
的細胞上の大量の発現、標的細胞膜に近い位置に存在することおよび変化の速度が遅いこ
とのために、モノクローナル抗体治療に対して非常に適切な標的であると考えられる（Ｔ
ｒｅｕｍａｎｎ，Ａ．ら、１９９５；Ｄｙｅｒ，Ｍ．Ｊ．ら、１９９９；Ｂｉｎｄｏｎ，
Ｃ．Ｉ．ら、１９８８）。Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈに対する応答は、一様であり、そしてこ
の可変性の原因は、多くの研究者によって調べられている。この可変性は、標的細胞上の
ＣＤ５２の発現レベルにおける差異に部分的に依存し得ることが示唆されている（Ｇｉｎ
ａｌｄｉ，Ｌ．ら、１９９８）。
【００３５】
　（３．ＣＤ３３）
　ＣＤ３３は、細胞の骨髄単球性の系統に限定される。ＣＤ３３は、成熟した正常造血性
細胞上に存在するが、正常造血幹細胞は、この細胞表面抗原を欠く。成熟した正常造血性
細胞に加えて、ＣＤ３３はまた、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）においても存在する。従っ
て、この骨髄系細胞表面マーカーは、モノクローナル抗体ターゲッティングのための誘引
性の標的になる。
【００３６】
　可溶性ＣＤ３３（ｓＣＤ３３）は、血漿、細胞溶解物または血清において評価され得る
。特定の実施形態において、ｓＣＤ３３は、循環する細胞を傷つけ、そしてｓＣＤ３３の
レベルに影響する凝固プロセスの危険性を減少させるために、血清ではなく血漿において
評価され得る。
（Ｂ．抗体）
　本発明は、可溶性白血球細胞表面抗原、白血球細胞表面抗原に対する可溶性抗体または
可溶性抗体／抗原複合体の測定ならびに疾病および疾患の診断および治療におけるそのよ
うな測定の使用に関する。
【００３７】
　本明細書中で使用されるように、用語「可溶性」は、「自発的に放出される」；すなわ
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ち、細胞の正常なプロセスまたは病態生理学的プロセスによって放出される分子および患
者へのインビボ注入によって体液内に可溶性形態で存在する分子をいう。そのような分子
は、その分子の「可溶化された」細胞表面形態から区別され、その可溶化は、界面活性剤
による細胞溶解物のようなインビトロ操作によって引き起こされる。本発明の可溶性白血
球細胞表面抗原は、細胞表面対応物の抗原性決定基を有する分子である。
【００３８】
　本発明の可溶性分子の測定は、患者および被験者の生理学的状態の異なる診断において
、疾病を検出および／または病期分類するために、患者に対する治療的処置の効果を観察
するのに価値があり得る。これらの測定はまた、治療の結果を予想することならびに患者
の免疫状態を評価し、そしてモニタリングすることの助けとなり得る。可溶性分子の１つ
以上の型は、測定され得る。この可溶性分子は、被験者の任意の体液、例えば、血清、血
漿、尿、唾液、胸水、骨液、脊髄液、組織浸潤および腫瘍浸潤物に限らないが、これらを
含む体液中で測定され得る。
【００３９】
　本発明のある局面において、１つ以上の抗体は、市販される治療抗体であり得る。たと
えば、これらとしては、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ（抗ＣＤ２０）、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ（抗
ＣＤ５２）またはＭｙｌｏｔａｒｇ（抗ＣＤ３３）であるが、これらに限定されない。こ
れらの抗体は、本明細書中で以下に記載される、種々の診断的または治療的適用において
使用され得る。
【００４０】
　なおもさらに、１つ以上の抗体は、細胞表面抗原ＣＤ２０、ＣＤ５２およびＣＤ３３に
対して生産され得ることが企図される。ＣＤ２０、ＣＤ５２およびＣＤ３３に対して特異
的な、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体および関連タンパク質は、数個の適
用において有用性を有することが理解される。これらとしては、過剰増殖疾患を検出およ
び診断する際に使用する診断キットの製造を含む。
【００４１】
　（１．ポリクローナル抗体）
　ＣＤ２０レセプター、ＣＤ５２レセプターおよびＣＤ３３レセプターに対するポリクロ
ーナル抗体は、ＣＤ２０レセプター、ＣＤ５２レセプターおよびＣＤ３３レセプターなら
びにアジュバントの多数回の皮下（ｓｃ）注入または腹腔内（ｉｐ）注入よって、動物内
で一般的に惹起される。
【００４２】
　動物は、免疫原性化合物または誘導体に対して免疫される。動物は、力価が一定になる
まで追加免疫される。その動物は、通常耳の血管を通じてまたはその代わりに心臓穿刺に
よって、出血される。取り出された血液は、凝固することが可能になり、遠心分離され、
次いで全細胞および血餅から血清成分を分離する。その血清は、種々の適用に対して使用
され得、または他の望ましい抗体画分は、他の抗体、固体マトリックスに結合するペプチ
ドを使用するアフィニティークロマトグラフィーのような周知の方法、または例えば、プ
ロテインＡクロマトグラフィーまたはプロテインＧクロマトグラフィーを使用することに
よって精製され得る。
【００４３】
　（２．モノクローナル抗体）
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）を産生するための方法は、一般的に、ポリクローナル抗
体を調製するために方法と同様の方針に沿って、開始される。マウスおよびラットのよう
なげっ歯類は、好ましい動物であるが、ウサギ、ヒツジ、ヤギ、サルの細胞の使用もまた
、可能である。ラットの使用は、特定の利点を提供し得る（Ｇｏｄｉｎｇ、１９８６）が
、マウスが好ましく、ＢＡＬＢ／ｃマウスが最も好ましい、なぜなら日常的に使用され、
そして一般的に高い割合で安定な癒合を与えるためである。
【００４４】
　モノクローナル抗体は、実質的に同質の抗体の集団から得られる（すなわち、集団を含
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む個々の抗体が、少量で存在し得る、自然に起こる潜在的な変異を除いて同一である）。
したがって、修飾語「モノクローナル」は、個々の抗体の混合物でないとして、抗体の特
徴を示す。
【００４５】
　その動物は、上記したように一般的にポリクローナル抗体に対する抗原を注入される。
その抗原は、必要に応じて、キーホールリンペットヘモシアニンのような担体分子に結合
され得る。その抗原は、代表的には、フロイントの完全アジュバンドまたはフロイントの
不完全アジュバンドのようなアジュバンドで混合され得る。同一の抗原を用いる追加免疫
注入は、約２週間の間隔でなされ得る。
【００４６】
　免疫に次いで、潜在的に抗体を産生する体細胞、特にＢリンパ球（Ｂ細胞）は、ＭＡｂ
産生プロトコールにおいて使用について選択される。これらの細胞は、生検を実施した脾
臓またはリンパ節から得られ得る。脾臓細胞およびリンパ節細胞が好ましく、この脾臓細
胞は、形質芽細胞分離ステージの抗体産生細胞の豊富な源であるために、好ましい。
【００４７】
　しばしば、動物のパネルは、免疫され、そして最も抗体力価の高い動物の脾臓が取り出
され、そして脾臓リンパ球が、脾臓をシリンジでホモジネートすることによって得られる
。代表的に、免疫したマウスからの脾臓は、約５×１０７～２×１０８個のリンパ球を含
む。
【００４８】
　次いで、免疫したマウスからの抗体産生Ｂリンパ球は、不死化した骨髄腫細胞の細胞、
一般的に免疫された動物と同様の種の細胞と融合される。ハイブリドーマ産生融合手順で
使用されるのに適当な骨髄腫細胞の系統は、抗体を産生せず、高い融合効果および所望の
融合した細胞（ハイブリドーマ）のみの成熟を支持する特定の選択培地中で、成熟を不可
能にする酵素欠損を有する。
【００４９】
　抗体を産生する脾臓またはリンパ節細胞および骨髄腫細胞のハイブリッドを産生する方
法は通常、その比率が、細胞膜の融合を促進する（化学的または電気的な）作用因子の存
在下で、それぞれ約２０：１から約１：１に変化し得るが、２：１の比率で骨髄腫細胞と
体細胞を混合する工程を包含する。センダイウイルスを使用する融合方法は、ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）（例えば、３７％（ｖ／ｖ）ＰＥＧ）を使用することがＫｏｈｌ
ｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７６）によって記載された。電気的に誘導された融合
の使用もまた、適切である（Ｇｏｄｉｎｇ、１９８６）。
【００５０】
　融合の手順は、通常、低頻度、すなわち約１×１０－６～１×１０－８で生存可能なハ
イブリッドを生成する。しかし、このことは問題にはならない。なぜならば、この生存可
能な融合ハイブリッドは、その親融合細胞（特に通常は、無限に分割し続ける骨髄腫細胞
）から、選択培地で培養することによって、分化される。この選択培地は、一般的に組織
培養培地中にヌクレオチドのデノボ合成を阻害する薬剤を含む培地である。例示的かつ好
ましい薬剤は、アミノプテリン、メトトレキサートおよびアザセリンである。アミノプテ
リンおよびメトトレキサートは、プリンおよびピリミジンの両方のデノボ合成を阻害する
。他方、アザセリンは、プリンの合成のみを阻害する。アミノプテリンまたはメトトレキ
サートが使用される場合、この培地には、ヌクレオチドの供給源としてヒポキサンチンお
よびチミジンが追加される（ＨＡＴ培地）。アザセリンが使用される場合、この培地には
、ヒポキサンチンが追加される。
【００５１】
　好ましい選択培地は、ＨＡＴである。ヌクレオチドサルベージ経路が機能可能な細胞だ
けが、ＨＡＴ培地中に生き残ることができる。これらの骨髄腫細胞は、サルベージ経路の
主要な酵素（例えば、ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＰＲＴ））
を欠失しており、それらは、生存することができない。このＢ細胞は、この経路を機能さ
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せ得るが、培養中での寿命の限界を有し、一般的に約２週間以内に死滅する。従って、選
択培地中に生き残ることができる細胞だけが、骨髄腫およびＢ細胞から形成されるそれら
のハイブリッドである。
【００５２】
　この培養は、特異なハイブリドーマが選択されるハイブリドーマ集団を提供する。代表
的に、ハイブリドーマの選択は、マイクロタイタープレートでの単一クローン希釈による
細胞の培養によって実施され、次いで所望の反応性について個々のクローンの上清（約２
～３週間後）を試験する。そのアッセイは、放射免疫測定、酵素免疫測定、細胞毒性アッ
セイ、プラークアッセイ、ドットイムノバインディングアッセイなどのように、感度が高
く、簡便でかつ迅速であるべきである。
【００５３】
　次いで、選択されたハイブリドーマは、連続的に希釈され得、そして個々の抗体産生細
胞株へとクローン化され得る。それらのクローンは、次いで、無限に増殖され得、ＭＡｂ
を提供する。これらの細胞株は、２つの基本的な方法でＭａｂ生成に対して利用され得る
。
【００５４】
　このハイブリドーマのサンプルは、元の融合に対する体細胞および骨髄腫細胞を提供す
るために使用された型の組織適合性動物（例えば、有性生殖マウス）に（しばしば腹腔内
に）注入され得る。必要に応じて、その動物は、注入の前に、炭化水素、特にプリスタン
（テトラメチルペンタデカン）のような油で初回刺激を受ける。注入された動物は、融合
細胞ハイブリッドによって生成された特定のモノクローナル抗体を分泌する腫瘍を発症す
る。次いで、血清または腹水のような動物の体液は、高濃度でＭＡｂを提供するために選
ばれ得る。
【００５５】
　個々の細胞株はまた、インビトロで培養され得、ここでＭＡｂは、それらが高濃度で容
易に得られ得る培養培地に自然に分泌される。
【００５６】
　いずれかの方法によって生成されるＭＡｂは、望ましくは、濾過、遠心分離およびＨＰ
ＬＣまたはアフィニティークロマトグラフィーのような種々のクロマトグラフィーの方法
を使用してさらに精製され得る。本発明のモノクローナル抗体のフラグメントは、ペプシ
ンまたはパパインのような酵素を用いた消化を含む方法および／または化学的還元による
ジスフィルド結合の切断によって、分解を含む方法によって精製されたモノクローナル抗
体から得られ得る。あるいは、本発明に含まれるモノクローナル抗体フラグメントは、自
動ペプチド合成機を使用して合成され得る。
【００５７】
　分子クローニングアプローチは、モノクローナルを生成するために使用され得ることが
また企図される。これに対して、組み合わせの免疫グロブリンファージミドライブラリー
は、免疫された動物の脾臓から単離したＲＮＡから調製され、そして適切な抗体を発現す
るファージミドは、抗原を発現する細胞およびコントロール細胞（例えば、腫瘍細胞に対
して正常細胞）を使用してパニングすることによって選択される。従来のハイブリドーマ
技術に対するこのアプローチの利点は、約１０４倍多い抗体が、１回で生成およびスクリ
ーニングされ得ること、ならびに新しい特異性が、適切な抗体を探す機会をさらに増加す
るＨ鎖およびＬ鎖の組み合わせによって生じることである。
【００５８】
　（３．ヒト化抗体）
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である。一般的にヒト化された
抗体は、非ヒトである供給源から導入された１つ以上のアミノ酸残基を有する。これら非
ヒトアミノ酸残基は、しばしば「移入」残基（代表的に「移入」可変ドメインから受け継
がれる）と呼ばれる。ヒト化は、ヒトの抗体に対応する配列に対して、げっ歯類のＣＤＲ
配列またはＣＤＲ配列を置換することによって、Ｗｉｎｔｅｒおよびその共同研究者の方
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法（Ｊｏｎｅｓら、１９８６；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９８８；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら
、１９８８）に従って実質的に実施され得る。従って、そのような「ヒト化」抗体は、キ
メラの抗体であって、ここで、実質的にインタクトなヒトの可変ドメインより少ない抗体
が、ヒトでない種由来の対応する配列によって置換される。実際に、ヒト化抗体は、代表
的に、いくつかのＣＤＲ残基および可能ないくつかのＦＲ残基が、げっ歯類の抗体中のア
ナログ部位由来の残基によって置換されたヒトの抗体である。
【００５９】
　抗体が、抗原に対して高い親和性および他の有利な生物学的性質を保持しつつヒト化す
ることが重要である。この目標を達成するために、好ましい方法に従って、ヒト化抗体は
、その親配列ならびにその親の配列およびヒト化配列の３次元モデルを使用する種々の仮
想ヒト化産物を分析することによって調製され得る。３次元免疫グロブリンモデルは、一
般に利用可能であり、そして当業者に公知である。選択された候補免疫グロブリン配列の
、可能性のある３次元高次構造を図解し、表示するコンピュータプログラムが、利用可能
である。これらの表示の検査は、候補免疫グロブリン配列が機能する際に、可能性のある
残基の役割の分析（すなわち、抗原に結合する候補免疫グロブリンの能力に影響を与える
残基の分析）を可能にする。
【００６０】
　（４．ヒト抗体）
　ヒトモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法によって製作され得る。ヒトモノクロ
ーナル抗体の生成のための、ヒト骨髄腫細胞株およびマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞株は
、当該分野で記載されている（Ｋｏｚｂｏｒ、１９８４；Ｂｒｏｄｅｕｒら、１９８７）
。
【００６１】
　内因性免疫グロブリンの生成なしに、免疫において、ヒト抗体のレパートリーを生成す
ることが可能であるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を産生することが現在可
能である。例えば、キメラマウスかつ生殖細胞系変異マウスにおいて、抗体重鎖連結領域
（ＪＨ）遺伝子のホモ接合性欠失が、内因性抗体産性の完全な阻害を生じると記載されて
いる。そのような生殖細胞系変異マウスでは、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子アレ
イの移入のために、抗原攻撃の際にヒト抗体の産生を生じる（Ｊａｋｏｂｏｖｉｔら、１
９９３）。
【００６２】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、１９９０）は、非免
疫ドナー由来の免疫グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーより、インビトロ
でヒトの抗体および抗体フラグメントを生成するために使用され得る。この技術に従って
、抗体Ｖドメイン遺伝子は、Ｍ１３またはｆｄのような糸状バクテリオファージの主要な
被覆タンパク質遺伝子か、または少数の被覆タンパク質遺伝子のいずれかにインフレーム
でクローニングされ、そしてファージ粒子の表面上に機能的な抗体フラグメントとして提
示される。
【００６３】
　（５．抗体結合体）
　本発明は、ＣＤ２０、ＣＤ５２およびＣＤ３３に対する抗体、または少なくとも１つの
因子と結合して抗体結合を形成する別の二次抗体（例えば、ヤギ抗ヒトＩｇＧであるが、
これに限定されず、一般的にモノクローナル型である）をさらに提供する。診断的薬剤ま
たは治療的薬剤としての抗体分子の有効性を増加させるために、または少なくとも１つの
所望の分子またはその一部において連結もしくは共有結合、または複合体化することが従
来型である。このような分子またはその一部は、少なくとも１つのエフェクター分子また
はレポーター分子であり得るがこれらに限定されない。エフェクター分子は、所望の活性
（例えば、細胞毒性活性）を有する分子を含む。抗体と結合するエフェクター分子の非限
定的な例としては、トキシン、抗腫瘍剤、治療酵素、放射標識ヌクレオチド、抗ウイルス
剤、キレート剤、サイトカイン、成長因子およびオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオ
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チドが挙げられる。反対に、レポーター分子は、アッセイを使用して検出され得る任意の
一部として規定される。抗体と結合するレポーター分子の非限定的な例としては、酵素、
放射標識、ハプテン、蛍光標識、燐光性分子、化学発光分子、発色団、発光分子、光親和
性分子、有色粒子またはビオチンのようなリガンドが、挙げられる。
【００６４】
　十分な選択性、特異性または親和性を有する任意の抗体は、抗体結合体に対する主成分
として使用され得る。このような特徴は、当業者に公知の従来型免疫学的スクリーニング
方法論を使用して評価され得る。標準的な抗原結合部位に加えて、生物学的に活性な分子
に結合するための抗体分子内の部位は、病原体、Ｂ細胞超抗原、Ｔ細胞コレセプターＣＤ
４およびＨＩＶ－１外被に結合し得る可変ドメインに存在する部位を含む（Ｓａｓｓｏら
、１９８９；Ｓｈｏｒｋｉら、１９９１；Ｓｉｌｖｅｒｍａｎｎら、１９９５；Ｃｌｅａ
ｒｙら、１９９４；Ｌｅｎｅｒｔら、１９９０；Ｂｅｒｂｅｒｉａｎら、１９９３；Ｋｒ
ｅｉｅｒら、１９９１）。さらに、可変ドメインは、抗体自己結合に含まれ（Ｋａｎｇら
、１９８８）、そして抗抗体によって認識されるエピトープ（イディオトープ）を含む（
Ｋｏｈｌｅｒら、１９８９）。
【００６５】
　抗体結合体のある例は、抗体が検出可能な標識に連結された抗体結合体である。「検出
可能な標識」は、特定の機能的な特性、および／または化学的特性に起因して検出され得
る化合物および／またはエレメントであり、検出可能な標識の使用は、検出可能な標識が
結合された抗体が検出されること可能にし、そして／または所望の場合、さらに定量され
る。別のこのような例は、細胞障害性因子または抗細胞因子に連結された抗体を含む結合
体の形成であり、そして、「免疫毒素」と名づけられ得る。
【００６６】
　抗体結合体は、一般的に診断剤としての用途のために好ましい。抗体診断剤は、一般的
に、さまざまな免疫アッセイのような、インビトロ診断剤での用途、および／または一般
的に、「抗体特異的イメージング」として知られているインビボ診断プロトコールでの用
途について、２種類に分類される。
【００６７】
　多くの適切なイメ－ジング剤は、抗体にイメージング剤を接着させるための方法（例え
ば、それぞれ文献によってここで取り込まれた、米国特許第５，０２１，２３６号；同第
４，９３８，９４８号；および同第４，４７２，５０９号（各々は、参考として本明細書
中に援用される）を参照のこと）であるとして、当該分野で公知である。使用されたイメ
－ジング部分は、常磁性イオン；放射性同位体；蛍光色素；ＮＭＲ検出可能物質；Ｘ線イ
メージングであり得る。
【００６８】
　常磁性イオンの場合では、当業者は、例としては、クロム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ
）、鉄（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネ
オジミウム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウ
ム（ＩＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）
、ホルミウム（ＩＩＩ）、および／またはエルビウム（ＩＩＩ）のようなイオンが挙げら
れ得、ガドリニウムが特に好ましい。Ｘ線イメージングのような他の状況で有用なイオン
としては、ランタン（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）、鉛（ＩＩ）、および、特にビスマス（Ｉ
ＩＩ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６９】
　治療の用途および／または診断の用途についての放射性同位体の場合では、アスタチン
２１１、１４炭素、５１クロム、３６塩素、５７コバルト、５８コバルト、銅６７、１５

２Ｅｕ、ガリウム６７、３水素、ヨウ素１２３、ヨウ素１２５、ヨウ素１３１、インジウ
ム１１１、５９鉄、３２リン、レニウム１８６、レニウム１８８、７５セレン、３５硫黄
、テクネチウム（ｔｅｃｈｎｉｃｉｕｍ）９９ｍ、および／またはイットリウム９０が挙
げられ得る。１２５Ｉは、特定の実施形態での使用にしばしば好ましく、そしてテクネチ
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ウム９９ｍおよび／またはインジウム１１１はまた、それらの低いエネルギーおよび長い
検出範囲に対する適合性に起因して、しばしば好ましい。本発明の放射性標識モノクロー
ナル抗体は、当該分野で周知の方法に従って製造され得る。例えば、モノクローナル抗体
は、ヨウ化ナトリウムおよび／またはヨウ化カリウムならびに化学的酸化試薬（例えば、
次亜塩素酸ナトリウム）または酵素的酸化試薬（例えば、ラクトぺルオキシダ－ゼ）との
接触によってヨウ素化され得る。本発明に従うモノクローナル抗体は、リガンド交換プロ
セスによって、例えば、すず溶液を用いてペルテクネート（ｐｅｒｔｅｃｈｎａｔｅ）を
還元し、Ｓｅｐｈａｄｅｘカラムにこの還元されたテクネチウムをキレート化し、そして
このカラムに抗体を適用することによって、テクネチウム９９ｍで標識され得る。あるい
は、直接標識する技術は、例えば、ペルテクネート、ＳＮＣｌ２のような還元試薬、ナト
リウム－カリウムフタレート溶液のような緩衝溶液、および抗体をインキュベートするこ
とによって使用される。金属イオンとして存在する放射性同位体を抗体に結合するために
しばしば使用される中間官能基は、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチ
レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）である。
【００７０】
　結合体としての使用のために企図された蛍光標識の中には、Ａｌｅｘａ　３５０、Ａｌ
ｅｘａ　４３０、ＡＭＣＡ、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ６５０／６６
５、ＢＯＤＩＰＹ－ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ
－ＴＲＸ、Ｃａｓｃａｄｅ　Ｂｌｕｅ、Ｃｙ３、Ｃｙ５，６－ＦＡＭ、フルオレセインイ
ソチオシアネート（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　Ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、ＨＥＸ
、６－ＪＯＥ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４８８、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　５００
、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　５１４、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ、ＲＥＧ、Ｒｈｏｄａ
ｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｒｅｄ、Ｒｅｎｏｇｒａｐｈｉｎ、ＲＯＸ
、ＴＡＭＲＡ、ＴＥＴ、テトラメチルローダミン（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍ
ｉｎｅ）、および／またはＴｅｘａｓ　Ｒｅｄが含まれる。
【００７１】
　本発明中で企図された抗体結合体の別の型は、インビトロでの使用のために優先的に意
図されたものであり、ここで、抗体は、クロモゲン基質との接触の際に着色した生成物を
生成する二次結合リガンドおよび／または酵素（酵素タグ）に連結される。適切な酵素の
例としては、ウレアーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、（西洋ワサビ）水素ペルオキシダ
ーゼまたはグルコースオキシダ－ゼが挙げられる。好ましい二次結合リガンドは、ビオチ
ンおよび／またはアビジンならびにストレプトアビジン化合物である。このような標識の
使用は、当業者に周知であり、そして例えば、米国特許第３，８１７，８３７号；同第３
，８５０，７５２号；同第３，９３９，３５０号；同第３，９９６，３４５号；同第４，
２７７，４３７号；同第４，２７５，１４９号および同第４，３６６，２４１号に記載さ
れている；各々は、参考として本明細書中で援用される。
【００７２】
　抗体への分子の部位特異的な結合のさらに別の公知の方法は、ハプテンに基づく親和性
標識を有する抗体の反応を含む。本質的には、ハプテンに基づく親和性標識は、抗原結合
部位でアミノ酸と反応し、それにより、この部位を破壊し、そして特異的な抗原反応を阻
害する。しかし、このことは、抗体結合体による抗原結合の損失を引起すため、不利にな
り得る。
【００７３】
　アジド基を含む分子はまた、低強度の紫外光によって生成される反応性のニトレン中間
体を通じてタンパク質への共有結合を形成するためにも使用され得る（Ｐｏｔｔｅｒおよ
びＨａｌｅｙ、１９８３）。特に、プリンヌクレオチドの２－アジドアナログおよび８－
アジドアナログは、粗製細胞抽出物中でタンパク質に結合するヌクレオチドを同定するた
めに、部位特異的光プローブとして使用された（ＯｗｅｎｓおよびＨａｌｅｙ、１９８７
；Ａｔｈｅｒｔｏｎら、１９８５）。２－アジドヌクレオチドおよび８－アジドヌクレオ
チドはまた、精製されたタンパク質のドメインに結合するヌクレオチドをマッピングする
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ためにも使用され（Ｋｈａｔｏｏｎら、１９８９；Ｋｉｎｇら、１９８９；およびＤｈｏ
ｌａｋｉａら、１９８９）、そして抗体結合剤として使用され得る。
【００７４】
　抗体の結合部分への抗体の接着または結合について、いくつかの方法が、当該分野で公
知である。いくつかの接着法は、例えば、ジエチレントリアミン五酢酸無水物（ＤＴＰＡ
）；エチレントリアミン四酢酸；Ｎ－クロロ－ｐ－トルエンスルホンアミド；および／ま
たは抗体に接着されたテトラクロロ－３α－６α－ジフェニルグリクリル（ｄｉｐｈｅｎ
ｙｌｇｌｙｃｏｕｒｉｌ）－３のような有機キレート試薬を使用する金属キレート錯体の
使用を包含する（米国特許第４，４７２，５０９号および同第４，９３８，９４８号、各
々は、参考として本明細書中で援用される）。モノクローナル抗体はまた、カップリング
試薬（例えば、グルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸塩）の存在下で酵素を用いても反応
され得る。フルオロセインマーカーを有する結合体は、これらのカップリング試薬の存在
下でまたはイソチオシアネートを用いる反応によって調製される。米国特許第４，９３８
，９４８号では、胸部腫瘍のイメージングは、モノクロナ－ル抗体を使用することで成し
遂げられ、そして検出可能なイメージング部分は、連結（例えば、メチル－ｐ－ヒドロキ
シベンズイミデートまたはＮ－スクシンイミジル－３－（４－ヒドロキシフェニル）プロ
ピオネート）を使用して抗体に結合する。
【００７５】
　他の実施形態では、抗体結合部位を変えない反応状況を使用して、免疫グロブリンのＦ
ｃ領域にスルフヒドリル基を選択的に導入することによって免疫グロブリンの誘導体化は
、企図される。この方法論に従って製造された抗体結合体は、改良された寿命、特異性お
よび感受性を示すと開示されている（米国特許第５，１９６，０６６号、参考として本明
細書中で援用される）。エフェクター分子またはレポーター分子の部位特異的接着（ここ
で、レポーター分子またはエフェクター分子は、Ｆｃ領域で炭化水素残基に結合される）
はまた、文献中に開示された（Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓｙら、１９８７）。このアプローチ
は、現在臨床評価されている、診断的および治療的に有望な抗体を産生することが報告さ
れた。
【００７６】
　（Ｃ．免疫検出法）
　特定の実施形態では、本発明は、生物学的成分（例えば、可溶性ＣＤ２０、可溶性ＣＤ
５２、可溶性ＣＤ３３、抗ＣＤ２２、抗ＣＤ５２、抗ＣＤ３３、抗ＣＤ２０／ＣＤ２０、
抗ＣＤ５２／ＣＤ５２、および抗ＣＤ３３／ＣＤ３３）を結合、精製、除去、定量および
／またはそうでなければ一般的に検出するための免疫検出法に関する。いくつかの免疫検
出法としては、酵素結合イムノソルベント（ｂｙステッドマン）アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、免疫放射測定アッセイ、蛍光イムノアッセイ、化学発光
アッセイ、生物発光アッセイ、およびウエスタンブロットなどが挙げられる。様々な有用
な免疫検出法の工程は、科学的文献（例えば、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ　ＭＨおよびＢｅｎ－
Ｚｅｅｖ　Ｏ、１９９９；Ｇｕｌｂｉｓ　ＢおよびＧａｌａｎｄ　Ｐ、１９９３；Ｄｅ　
Ｊａｇｅｒ　Ｒら、１９９３；およびＮａｋａｍｕｒａら、１９８７、各々は、参考とし
て本明細書中で援用される）に記載された。
【００７７】
　一般的には、免疫結合法は、治療抗体：抗原複合体（例えば、抗ＣＤ２０／ＣＤ２０、
抗ＣＤ５２／ＣＤ５２および抗ＣＤ３３／ＣＤ３３）、または可溶性白血球細胞表面抗原
（例えば、ＣＤ２０、ＣＤ５２もしくはＣＤ３３）、または可溶性抗体（例えば、抗ＣＤ
２０、抗ＣＤ５２、もしくは抗ＣＤ３３）を含むことが疑われるサンプルを得る工程、こ
の複合体を捕捉する第一モノクローナル抗体とこのサンプルとを接触させる工程、ならび
に免疫複合体の形成を可能にするために効果的な条件下で、この複合体（例えば、標識さ
れた第２の抗体）を選択的に結合または検出することができる組成物とこのサンプルとを
接触する工程を包含する。複合体を選択的に結合または検出することができる組成物の別
の例としては、当該分野で公知であるように、様々なマーカー（例えば、ビオチン／アビ
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ジンリガンド結合配置）を使用し標識され得る抗体または他のリガンドが挙げられるが、
これらに限定されない。当業者はまた、標識された第３の抗体を使用し得る。
【００７８】
　抗原、抗体または抗体：抗原複合体の検出に関して、分析される生物学的サンプルは、
抗原または抗体：複合体、を含むことが疑われる任意のサンプル（例えば、組織切片もし
くは組織標本、ホモジェナイズされた組織抽出物、細胞、小器官、上記の抗原含有組成物
のいずれかの分離された形態および／もしくは精製された形態）であるか、または（血液
および／もしくは血清を含む）細胞もしくは組織と接触される任意の生物学的流体でさえ
あるが、組織サンプルもしくは組織抽出が好ましい。
【００７９】
　免疫複合体（１次免疫複合体）の形成を可能にするために有効な条件下でかつ十分な時
間の間、第一抗体と選択された生物学的サンプルを接触することは、抗体組成物をサンプ
ルに加えて、そして抗体が任意の抗ＣＤ２０／ＣＤ２０複合体、抗ＣＤ５２／ＣＤ５２複
合体および抗ＣＤ３３／ＣＤ３３複合体または任意の存在する抗原（すなわち、ＣＤ２０
、ＣＤ５２もしくはＣＤ３３）、または任意の存在する抗体（すなわち、抗ＣＤ２０、抗
ＣＤ５２もしくは抗ＣＤ３３）と免疫複合体を形成する（すなわち、結合する）のに十分
に長い期間の間この混合物をインキュベートするという、一般的に簡単な事柄である。こ
の後、サンプル－抗体組成物（例えば、組織切片、ＥＬＩＳＡプレート、ドットブロット
またはウエスタンブロット）は、任意の非特定的に結合した抗体種を除去して、一次免疫
複合体中の特異的に結合した抗体のみが検出されることを可能にするため一般的に洗浄さ
れる。
【００８０】
　一般的には、免疫複合体形成の検出は、当該分野において周知であり、そして多数のア
プローチの適用により達成され得る。これらの方法は、標識またはマーカー（例えば、放
射性タグ、蛍光性タグ、生物学的タグおよび酵素的タグのいずれか）の検出に一般的に基
づいている。このような標識の使用に関する米国特許としては、３，８１７，８３７；３
，８５０，７５２；３，９３９，３５０；３，９９６，３４５；４，２７７，４３７；４
，２７５，１４９および４，３６６，２４１（各々は、参考として本明細書中に援用され
る）が挙げられる。もちろん、当該分野で公知であるように、二次結合リガンド（例えば
、第２の抗体および／またはビオチン／アビジンリガンド結合配列）の使用によりさらな
る利点が見出される。免疫複合体を検出するための全ての以前のアッセイは、患者自身の
抗体および抗原によって発生される自系複合体に基づいている。本発明は、本発明のアッ
セイが、治療的アプローチの結果として免疫複合体を検出するという点で異なっている。
【００８１】
　検出において使用される抗原、抗体または抗原：抗体複合体は、それ自体で検出可能ラ
ベルに連結され得、次いで、この標識を単に検出して、それにより、組成物中の一次免疫
複合体の量を測定することが可能になる。あるいは、一次免疫複合体内で結合する第一抗
体は、この抗体に対し結合親和性を有する第２の結合リガンドによって検出され得る。こ
れらの場合では、第２の結合リガンドは、検出可能な標識に連結され得る。第２の結合リ
ガンドは、それ自体しばしば抗体であり、したがって、「２次」抗体と呼ばれ得る。一次
免疫複合体は、２次免疫複合体の形成を可能にするために有効な条件下でかつ十分な期間
、標識された二次結合リガンドまたは抗体と接触される。次いで、この二次免疫複合体は
、任意の非特異的に結合した標識二次抗体またはリガンドを除去するために一般的に洗浄
され、次いで、二次免疫複合体中で残った標識は、検出される。
【００８２】
　さらなる方法は、２工程アプローチによる一次免疫複合体の検出を包含する。抗体に対
し結合親和性を有する第２の結合リガンド（例えば、抗体）は、上記されるように、二次
免疫複合体を形成するために使用される。洗浄後、二次免疫複合体は、免疫複合体（三次
免疫複合体）の形成を可能にするために有効な条件下でかつ十分な期間、再び第２の抗体
に対して結合親和性を有する第３結合リガンドまたは抗体と接触される。この第３のリガ
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ンドまたは第３の抗体は、検出可能な標識に連結され、このように形成された第３の免疫
複合体の検出を可能にする。このことが、望まれる場合、この系は、シグナル増幅を提供
し得る。
【００８３】
　本発明の免疫検出法は、種々の疾患のような状態の診断および予後において、明白な有
用性を有し、ここで、白血球細胞表面抗原は、疾患過程の間減少されるか、または治療的
抗体は、循環中に蓄積するかもしくは治療的抗体が、複合体を形成する。ここで、可溶性
白血球の細胞表面抗原（例えば、ＣＤ２０、ＣＤ５２、ＣＤ３３）、可溶性の治療抗体（
例えば、抗ＣＤ２０、抗ＣＤ５２、抗ＣＤ３３）または治療抗体：抗原複合体（例えば、
抗ＣＤ２０／ＣＤ２０、抗ＣＤ５２／ＣＤ５２もしくは抗ＣＤ３３／ＣＤ３３）を含むこ
とが疑われる生物学的サンプルおよび／または臨床サンプルを、測定する。
【００８４】
　様々な形態の過剰増殖疾患（例えば、癌）を有する患者の臨床診断および／または臨床
モニタリングにおいて、正常な被験体由来の対応する生物学的サンプル中のレベルと比較
した場合の可溶性白血球マーカー、可溶性治療抗体および可溶性治療抗体：抗原複合体の
レベルにおける変化は、癌または他の過剰増殖疾患を有する患者の指標である。しかし、
当業者に公知であるように、このような臨床診断は、必ずしもこの方法のみに基づいて行
われるとは限らない。当業者が、生物マーカーの型および／または量の相違（ポジティブ
の同定を示す）、および／または生物マーカーの低レベルな変化および／もしくはバック
グラウンドの変化を区別することに精通している。実際は、バックグラウンドレベルは、
「カットオフ」を形成するためにしばしば使用され、このカットオフより上に増加した検
出が、有意および／またはポジティブとして記録される。
【００８５】
　上記で詳細に記載されたように、最も簡単かつ／または直接的な意味におけるイムノア
ッセイは、結合アッセイである。特定の好ましい免疫アッセイは、当該分野で公知である
様々な型の酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）および／またはラジオイム
ノアッセイ（ＲＩＡ）である。組織切片を使用する免疫組織化学的な検出はまた、特に有
用である。しかし、検出が、このような技術、および／またはウエスタンブロッティング
、ドットブロッティング、ＦＡＣＳ分析に限られず、そして／または同類のものもまた、
使用され得るということは、容易に理解される。
【００８６】
　１つの例示的なＥＬＩＳＡにおいて、白血球細胞表面抗原の抗体（例えば、抗ＣＤ２０
、抗ＣＤ３３、抗ＣＤ５２）は、タンパク質親和性を示す選択された表面（例えば、ポリ
スチレンマイクロタイタープレート中でのウェル）上に固定される。次いで、治療抗体（
例えば、Ｒｉｔｕｘｉａｍｂ、Ｃａｍｐａｔｈ－ＨまたはＭｙｌｏｔａｒｇ）を用いて免
疫治療の少なくとも１つの過程（例えば、１回の注射）を経験した患者由来のサンプルを
、ウェルに加える。結合および／または非特異的に結合した免疫複合体を除去するための
洗浄後、結合した治療抗体：抗原複合体が、検出され得る。検出は、検出可能な標識に連
結される第２の抗体の付加によって一般的に達成される。ＥＬＩＳＡのこの型は、単純な
「サンドイッチＥＬＩＳＡ」である。
【００８７】
　治療抗体を検出するために使用される別の例示的なサンドイッチＥＬＩＳＡにおいて、
白血球細胞表面抗原の抗体は、ウェル表面上に固定される。次に、治療抗体を用いる免疫
治療の少なくとも１つの過程（例えば、１回の注射）を経験した患者由来の細胞溶解物を
、ウェルに加える。この細胞溶解物は、抗体に結合する抗原を含有する。次いで、患者由
来の血漿が、このウェルに加えられる。血漿は、抗原に結合する治療抗体を含有する。結
合および／または非特異的に結合した免疫複合体を除去するための洗浄後、結合した治療
抗体：抗原複合体が、検出され得る。検出は、検出可能な標識に連結される第３の抗体の
付加によって達成される。
【００８８】



(23) JP 2012-198232 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

　白血球抗原を検出するために使用されるなお別の例示的なサンドイッチＥＬＩＳＡにお
いて、白血球細胞表面抗原の抗体は、ウェル表面上に固定される。次に、治療抗体を有す
る免疫治療の少なくとも１つの過程（例えば、１回の注射）を経験した患者由来の血漿を
、ウェルに加える。結合および／または非特異的に結合した免疫複合体を除去するための
洗浄後、結合した治療抗体：抗原複合体が、検出され得る。次いで、検出可能標識に連結
される第２の抗体を、加える。この第２の抗体は、代表的に、標識化された治療抗体であ
る。
【００８９】
　使用される形式に関わり無く、ＥＬＩＳＡは、共通のある特徴（例えば、コーティング
、インキュベーティングおよび結合すること、非特異的な結合種を除去するために洗浄す
ること、および結合した免疫複合体を検出すること）を有する。これらは、以下に記載さ
れる。
【００９０】
　抗原または抗体のいずれかでプレートをコーティングすることにおいて、一般的には、
一晩または特定の時間のいずれかの間、抗原または抗体の溶液と共にプレートのウェルを
インキュベートする。次いで、このプレートのウェルを、不完全に吸着された物質を除去
するために洗浄する。次いで、ウェルのいくつか残った利用可能な表面は、試験抗血清に
関し抗原的に中性である非特異的タンパク質で「コーティング」される。これらとしては
、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼインまたはミルクパウダーの溶液が挙げられる。
このコーティングは、固定表面上で非特異的吸着部位のブロッキングを可能にし、そして
したがって表面上への抗血清の非特異的結合によって引き起こされるバックグラウンドを
減少する。
【００９１】
　ＥＬＩＳＡにおいて、直接な手順よりむしろ２次的検出手段または３次的検出手段を使
用することは、おそらくより習慣的である。したがって、ウェルに対するタンパク質また
は抗体の結合、バックグラウンドを減少するための非反応性物質でのコーティング、およ
び非結合物質を除去するための洗浄後に、固定表面は、免疫複合体（抗原／抗体）形成を
可能にするための効果的な条件下で、試験されるべき生物学的サンプルと接触される。次
いで、免疫複合体の検出は、標識化された第三次抗体または第３結合リガンドと組み合せ
て、標識された二次結合リガンドまたは第２の結合抗体、および二次結合リガンドまたは
二次結合抗体を必要とする。
【００９２】
　「免疫複合体（抗原／抗体）形成を可能にするための効果的な条件下」とは、この条件
が、好ましくは、溶液（例えば、ＢＳＡ、ウシγグロブリン（ＢＧＧ）またはリン酸緩衝
化生理食塩水（ＰＢＳ）／Ｔｗｅｅｎ）で抗原および／または抗体を希釈することを包含
することを意味する。加えられたこれらの薬剤はまた、非特異的バックグラウンドの減少
を補助する傾向がある。
【００９３】
　「適切な」条件はまた、インキュベーションが、効果的な結合を可能にするために十分
な温度または期間であることを意味する。インキュベーション工程は、代表的に約１時間
～２時間～４時間またはそのぐらいで、好ましくは２５℃から２７℃のオーダーの温度で
あるか、または約４℃もしくはそのぐらいで一晩中であり得る。
【００９４】
　ＥＬＩＳＡにおける全てのインキュベーション工程に次いで、接触した表面は、非複合
体化物質を除去するため洗浄される。好ましい洗浄手順は、溶液（ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ、
またはホウ酸塩緩衝液）で洗浄することを包含する。試験サンプルと元の結合した物質と
の間で特異的な免疫複合体の形成、そしてその次の洗浄に次いで、免疫複合体のほんの微
小量の存在は、決定され得る。
【００９５】
　検出手段を提供するため、第２の抗体または第３の抗体は、検出を可能にするために結
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合された標識を有する。好ましくは、この標識は、適切なクロモグン基質と共にインキュ
ベートすることで発色する酵素である。したがって、例えば、さらなる免疫複合体形成の
発達を支持する期間または条件下（例えば、ＰＢＳ－ＴｗｅｅｎのようなＰＢＳ含有溶液
中で室温で２時間インキュベートすること）で、ウレアーゼ、グルコースオキシダーゼ、
アルカリ性ホスファターゼまたは水素ペルオキシダーゼ結合抗体と、第１免疫複合体およ
び第２免疫複合体を接触させるかまたはインキュベートすることが望ましい。
【００９６】
　本明細書中に記載される可溶性の抗原、抗体または抗体：抗原複合体を測定するため商
業的に製造され得るキット中に上記の試薬がパッケージングされ得ることもまた、企図さ
れる。
【００９７】
　Ｄ．免疫治療
　本発明の特定の実施形態において、患者が、免疫治療の少なくとも１つの過程（例えば
、１回の注射）を経験したことが提供される。本明細書中に記載されるように、免疫治療
は、一般的に癌細胞を標的化しそして破壊するため免疫エフェクター細胞および免疫エフ
ェクター分子の使用に依存する。免疫エフェクターは、例えば、腫瘍細胞の表面上のいく
つかのマーカーに特異的な抗体であり得る。単独の抗体は、治療のエフェクターとして役
立ち得るかまたは実際に細胞死滅をもたらすように他の細胞を補充し得る。この抗体はま
た、薬物または毒素（化学法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など
）に結合体化され得、そして標的化剤として単に作用し得る。あるいは、エフェクターは
、腫瘍細胞標的と直接的または間接的のいずれかで相互作用する表面分子を運ぶリンパ球
であり得る。様々なエフェクター細胞は、細胞傷害性Ｔ細胞および細胞傷害性ＮＫ細胞を
含む。
【００９８】
　特定の実施形態において、免疫治療のために使用される抗体は、Ｒｉｔｕｘｉｍａｌ、
Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ、またはＭｙｌｏｔａｒｇである。
【００９９】
　免疫治療はまた、併用治療の一部としても使用され得る。免疫治療の一局面において、
腫瘍細胞は、標的化の影響を受けやすい（すなわち、他の細胞の大部分に存在しない）い
くつかのマーカーを有さなければならない。多くの腫瘍マーカーが存在し、そしてこれら
のいずれも、本発明の状況において標的化するために適切であり得る。一般的な腫瘍マー
カーとしては、癌胎児性抗原、前立腺特異的抗原、泌尿器腫瘍関連抗原、胎児抗原、チロ
シナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、Ｓｉａｌｙｌ　Ｌｅｗｉｓ　
Ａｎｔｉｇｅｎ、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、エストロゲン物質レセプター、ラミニ
ンレセプター、ｅｒｂＢおよびｐ１５５が挙げられる。免疫治療の代替的局面は、免疫刺
激性効果とプロアポトーシス効果を組み合せることである。免疫刺激分子もまた存在し、
これらとしては、サイトカイン（例えば、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１２、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ、γ－ＩＦＮ）、ケモカイン（例えば、ＭＩＰ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－８）および成
長因子（例えば、ＦＬＴ３リガンド）が挙げられる。
【０１００】
　前に考察したように、現在調査中または使用中の免疫療法の例は、免疫アジュバンド（
例えば、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉ
ｐａｒｕｍ、ジニトロクロロベンゼンおよび芳香族化合物）（米国特許第５，８０１，０
０５号；米国特許第５，７３９，１６９号；ＨｕｉおよびＨａｓｈｉｍｏｔｏ、１９９８
；Ｃｈｒｉｓｔｏｄｏｕｌｉｄｅｓら、１９９８）および、サイトカイン治療（例えば、
インターフェロンα、βおよびγ；ＩＬ－１、ＧＭ－ＣＳＦおよびＴＮＦ）（Ｂｕｋｏｗ
ｓｋｉら、１９９８；Ｄａｖｉｄｓｏｎら、１９９８；Ｈｅｌｌｓｔｒａｎｄら、１９９
８）、遺伝子治療（例えば、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ｐ５３）（Ｑｉｎら、１９９
８；Ａｕｓｔｉｎ－ＷａｒｄおよびＶｉｌｌａｓｅｃａ、１９９８；米国特許第５，８３
０，８８０号および米国特許第５，８４６，９４５号）およびモノクローナル抗体（例え
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ば、抗ガングリオシドＧＭ２、抗ＨＥＲ－２、抗ｐ１８５）（Ｐｉｅｔｒａｓら、１９９
８；Ｈａｎｉｂｕｃｈｉら、１９９８；米国特許第５，８２４，３１１号）である。ハー
セプチン（ｈｅｒｒｃｅｐｔｉｎ）（ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ）は、ＨＥＲ２－ｎｅｕレ
セプターを遮断するキメラ（マウス－ヒト）モノクローナル抗体である。ハーセプチンは
、抗腫瘍活性を有し、悪性腫瘍の処置における使用のために承認されている（Ｄｉｌｌｍ
ａｎ，１９９９）。
（１．受動的免疫療法）
　癌の受動的免疫療法のための多数の異なるアプローチが存在する。それらは、概して次
のように分類され得る：抗体の単独注射；毒素または化学療法剤と結合した抗体の注射；
放射性同位体と結合した抗体の注射；抗イディオタイプ抗体の注射；そして最後に、骨髄
中の腫瘍細胞の浄化。
【０１０１】
　好ましくは、ヒトモノクローナル抗体は、患者に殆どまたは全く副作用を与えないので
、受動的免疫療法に使用される。しかしながら、それらの適用は、それらが十分にないこ
とよって幾分限定され、現時点では、病変内投与しかされない。ガングリオシド抗原に対
するヒトモノクローナル抗体は、皮膚の再発性の黒色腫に罹患した患者に病変内投与され
る（ＩｒｉｅおよびＭｏｒｔｏｎ、１９８６）。毎日または毎週の病変内注射の後に、後
退が、患者１０人の内６人に見られた。別の研究において、中程度の成功が、２つのヒト
モノクローナル抗体の病変内注射から達成された（Ｉｒｉｅら、１９８９）。
【０１０２】
　２つの異なる抗原に対する１より多いモノクローナル抗体または複数抗原特異性を有す
る同等の抗体を投与することは、有利であり得る。処置プロトコールは、また、リンホカ
インまたはＢａｊｏｒｉｎら（１９８８）に述べられているような他の免疫エンハンサー
の投与を含み得る。ヒトモノクローナル抗体の開発は、本明細書の中のほかの部分でさら
に詳細に述べる。
（２．能動免疫療法）
　能動免疫治療において、抗原性のペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質、あるい
は自家または同種異系の腫瘍細胞組成物または「ワクチン」が、一般に、別個の細菌アジ
ュバンド（ＲａｖｉｎｄｒａｎａｔｈおよびＭｏｒｔｏｎ，１９９１；Ｍｏｒｔｏｎおよ
びＲａｖｉｎｄｒａｎａｔｈ，１９９６；Ｍｏｒｔｏｎら、１９９２；Ｍｉｔｃｈｅｌｌ
ら、１９９０；Ｍｉｔｃｈｅｌｌら、１９９３）と共に投与される。黒色腫の免疫治療に
おいて、高ＩｇＭ反応を誘発する患者は、しばしば、ＩｇＭ抗体を誘発しないか、または
低ＩｇＭ抗体を誘発する患者よりも常に生存する（Ｍｏｒｔｏｎら、１９９２）。ＩｇＭ
抗体は、しばしば一時的な抗体であり、そして原則に対する例外は、抗ガングリオシド抗
体または抗炭化水素抗体であるようである。
（３．養子免疫治療）
　養子免疫治療において、患者の循環リンパ球または腫瘍浸潤リンパ球は、インビトロで
単離され、ＩＬ－２のようなリンホカインにより活性化されるか、または腫瘍壊死の遺伝
子で形質転換されるかまた、再投与される（Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇら、１９８８；１９８９
）。これを達成するために、動物またはヒトの患者に、本明細書に述べられているアジュ
バンドを組み込んだ抗原性ペプチド組成物と組み合わせ、免疫学的に有効量の活性化リン
パ球を投与する。活性化リンパ球は、最も好ましくは患者自身の細胞（血液または腫瘍サ
ンプルから容易に単離された）であり、そしてインビトロで活性化される（拡張される）
。免疫療法のこの形態は、黒色腫および腎臓癌腫の退行についていくらかの例を提供する
が、応答者のパーセンテージは、応答のなかった者と比較して殆どいない。
【０１０３】
　標識抗体とともにインキュベーションし、次に非結合材料を取り除くために洗浄した後
、標識の量は、例えば、酵素標識としてのペルオキシダーゼの場合において、発色基質（
例えば、尿素、またはブロモクレゾールブルー、または２，２’－アジノ－ジ－（３－エ
チルベンズチアジゾリン－６－スルホン酸（ＡＢＴＳ）、またはＨ２Ｏ２）。次に、定量
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化は、色調の度合いを、例えば可視スペクトル分光光度計を用いて測定することによって
達成される。
【実施例】
【０１０４】
（Ｅ．実施例）
　次の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含まれるが、以下の実施例
において開示された技術に従って、本発明の実施において十分に機能することが本発明者
らによって発見された技術を示し、その実施のために好ましい形態を構築すると見なされ
得ることが当業者に理解されるべきである。しかしながら、本開示の観点において、当業
者は、多くの変化が、開示された特定の実施形態においてなされ得、そしてなお本発明の
精神および範囲から逸脱することなく類似または同様の結果を得ることを理解する。
（実施例１）
（患者のサンプル）
　血漿サンプルを、ＣＬＬの患者および正常個体から収集した。末梢血サンプルを、ＥＤ
ＴＡチューブに収集した。ＣＬＬの診断を、末梢血および骨髄の形態学的評価、免疫学的
評価、分子的評価を基準に決定した。免疫学的評価は、ＣＤ１９、ＣＤ５、ＣＤ２０、Ｃ
Ｄ２３、ＣＤ１１Ｃ、ＣＤ２２、ＦＭＣ－７、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、κ
およびλを用いる白血球（細胞）のフローサイトメトリー解析を含んだ。分子的研究は、
免疫グロブリン遺伝子およびＴ細胞レセプター遺伝子ならびにＢｃｌ－１およびＢｃｌ－
２再配列研究を含んだ。
（実施例２）
（血漿および細胞性ＣＤ２０のウエスタンブロット解析）
　健常者およびＣＬＬの患者から得られた血漿５μｌを、９．５　ＳＤＳ－ＰＨゲルで電
気泳動的に分離した。正常な単核細胞およびＣＬＬ細胞のサンプルからの細胞溶解液は、
ポジティブコントロールおよびネガティブコントロールとして使用した。ニトロセルロー
ス膜を、０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０および０．０１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ中で
、５％無脂肪乳とともに室温で６～８時間ブロッキングした。このブロットを、１μｇ／
μｌマウス抗ＣＤ２０抗体（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、
Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）ならびに２．５％無脂肪乳、２．５ウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ）および０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳを用いて４℃で一晩インキュベートし
た。次に、この膜を０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで洗浄した。次に、ブロット
を、１：２０に希釈した抗マウス西洋わさびペルオキシダーゼ結合体化Ｉｇ（Ｓｉｇｍａ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ）
ならびに１％無脂肪乳および０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳと共にインキュベー
トした。免疫反応性バンドを、ＥＣＬ検出システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ａｒｌｉｎｇｔ
ｏｎ　Ｈｅｉｇｈｔｓ，ＩＬ）を用いて現像した。
【０１０５】
　図１で示したように、抗ＣＤ２０の反応性バンドは、高レベルで、ＣＬＬを有する患者
の血漿において検出された。血漿において検出された可溶性（ｓＣＤ２０）バンドは、Ｃ
ＬＬ細胞において検出された３５ｋＤのＣＤ２０に合致した。正常個体由来の血漿もまた
、低レベルのＣＤ２０を示した。ＣＬＬ細胞は、容易に検出可能なＣＤ２０タンパク質を
示したが、正常個体からの単核細胞（この単核細胞は、豊富な単球およびＴ細胞を含み、
そしてほとんどＢ細胞を含まない）は、検出不可能なＣＤ２０バンドを示した。
（実施例３）
（血漿および細胞ＣＤ５２のウエスタンブロット解析）
　患者からの正確に１４．５μｌの全血漿および４０μｇの細胞タンパク質を、９．５　
ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで電気泳動した。正常単核細胞サンプルおよびＣＬＬ細胞サンプル
からの細胞溶解液を、ポジティブコントロールおよびネガティブコントロールとして使用
した。このタンパク質を、標準的な技法を用いてニトロセルロース膜に転写した。膜を、
０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０および０．０１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ中で、５％無
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脂肪乳とともに６～８時間、温暖な温度でブロッキングした。このブロットを、１μｇの
抗ＣＤ５２（Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｇ）抗体ならびに２．５無脂肪乳、２．５ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）および０．０１Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで、４℃で一晩インキュ
ベートした。次に、この膜を、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで洗浄した。次
に、このブロットを、Ｔｗｅｅｎ　２０で希釈した西洋わさびペルオキシダーゼ結合ヤギ
抗ラットＩｇ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ）ならびに１％無脂肪乳および０．１％　Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳとと
もにインキュベートした。放射活性バンドを、ＥＣＬ検出システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ，
Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｈｅｉｇｈｔｓ，ＩＬ）を用いて現像した。
【０１０６】
　図２に示すように、白血病性細胞からのタンパク質抽出物は、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｇモ
ノクローナル抗体を使用して検出される場合、予想された１４～２０ｋＤのＣＤ５２　糖
タンパク質を示す。同じ患者由来の血漿は、対応するバンドを示した。
（実施例４）
（血漿および細胞のＣＤ２０のＥｌｉｓａ解析）
　患者の血漿中のｓＣＤ２０を検出するためのＥＬＩＳＡアッセイを、開発した。簡単に
は、９６ウェルのポリスチレンマイクロプレートを、Ｓｉｇｍａから購入したＣＤ２０に
対する抗体を捕獲することでコートした。次に、プレートを、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２
０を含むＰＢＳで６回洗浄し、３７℃で１～３時間、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含む
ＰＢＳ中のＢＳＡでブロッキングし、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで洗浄し
た。１００μｌの血漿を、ウェルに加えた。次に、混合液を、室温で２時間インキュベー
トした。ｓＣＤ２０を、標準的手法を使用した西洋わさびペルオキシダーゼ酵素接合体を
使用した後に、ヒト化抗ＣＤ２０（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）抗体を使用して検出した；Ｒｉ
ｔｕｘｉｍａｂを、２％　ＢＳＡ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０中で１：４００に希釈し
た。プレートを、１２時間インキュベートした。次に、ウェルを、０．０１％Ｔｗｅｅｎ
　２０を含むＰＢＳで６回洗浄した。１００単位の基質を、色の発現のために加え、一定
振とうで１５～３０分インキュベートした。次に、１５μｌのＮａＣｌで反応を停止し、
プレートを、４５０ｎｍの波長で読み取った。段階希釈した既知数の合成ＣＤ２０ペプチ
ド分子を、検量線を作製するために使用した。
【０１０７】
　レベルに相関する、ウエスタンブロットのＣＤ２０バンドの強度は、図１に示すように
ＥＬＩＳＡアッセイにおいて認められた。希釈および希釈サンプルの測定は、ほとんど同
一の値を示した。ＥＬＩＳＡアッセイにより検出したようなＣＬＬ患者の血漿におけるｓ
ＣＤ２０レベルは、３１の通常個体において検出されたｓＣＤ２０レベルよりも有意に高
かった（図３）。ＣＬＬの患者におけるｓＣＤ２０レベルは、５２．８９～１５７４０Ｍ
／ｍｌ（平均＝７７６．９）で変動した。対照的に、正常個体の血漿におけるｓＣＤ２０
のレベルは、１２３．５５～５４７．１０Ｍ／ｍｌ（平均＝４７０）で変動した。
（実施例５）
（ｓＣＤ５２酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ））
　患者の血漿中のｓＣＤ５２を検出するためのＥＬＩＳＡアッセイを、開発された。簡単
には、９６ウェルのポリスチレンマイクロプレートを、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｍ抗体でコー
トした。次に、プレートを、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで６回洗浄し、３
７℃で１～３時間、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳ中のＢＳＡでブロッキング
し、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで洗浄した。１００μｌの患者の血漿に加
え、３時間インキュベートし、次に０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで８回洗浄
した。ｓＣＤ５２を、標準的手法を使用した西洋わさびペルオキシダーゼ酵素接合体を使
用した後に、ヒト化抗ＣＤ５２　Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ抗体を使用して検出した；Ｃａｍ
ｐａｔｈ－１Ｈを、２％ＢＳＡ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０中で１：４００に希釈した
。次に、ウェルを、０．０１％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで６回洗浄した。１００単
位の基質を、色の発現のために加え、一定振とうで１５～３０分インキュベートした。次
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に、反応を、１５μｌのＮａＣｌで停止させ、プレートを、４５０ｎｍの波長で読み取っ
た。
【０１０８】
　ＥＬＩＳＡにおいて検出されたレベルを、２５の正常個体において検出されたレベルに
対して標準化した。２５の正常個体において検出された平均レベルは、１の値を割り当て
、ＣＬＬ患者の血漿において検出されたレベルを、正常個体の正常平均の倍数として表す
。図２に示すように、ＥＬＩＳＡレベルは、ウエスタンブロットにおいて検出されたレベ
ルに相関するようである。ウエスタンブロットのバンドを、スキャンし、定量化した。全
サンプルから得た等量の血漿を、ゲル上で泳動された。ＥＬＩＳＡの直線性を証明するた
めに、高レベルを有する患者からの血漿を希釈し、そしてこの希釈での測定を相関させた
。図４に示すように、希釈とＥＬＩＳＡによって検出されたレベルとの間に完全な相互関
係があった。図５に示すように、正常患者において検出されたｓＣＤ５２レベルとＣＬＬ
の患者において検出されたｓＣＤ５２レベルとの比較において、ＣＬＬ患者のＣＤ５２の
レベルに有意な増加があった。
（実施例６）
（血漿ＣＤ２０／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ複合体（ＥＬＩＳＡ））
　ｓＣＤ２０／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ複合体形成を、ＥＬＩＳＡアッセイを使用してＲｉｔ
ｕｘｉｍａｂで処置したＣＬＬ患者の血漿において調査した。
【０１０９】
　血漿ＣＤ２０／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ複合体を、同様のサンドイッチＥＬＩＳＡアッセイ
を使用することで測定した。簡単には、９６ウェルポリスチレンマイクロプレートを、Ｃ
Ｄ２０に対する捕捉抗体でコートし、上述のように洗浄した。血漿サンプルを、ＰＢＳ中
での１：１００希釈後に加え、上述のように洗浄した。検出のために、西洋わさびペルオ
キシダーゼ結合体化ヤギ抗ヒト免疫グロブリンを、使用した。次に、ウェルを、０．０１
％Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで６回洗浄した。１００単位の基質を、色の発現のため
に加え、一定振とうで１５～３０分インキュベートした。反応を、１５μｌのＮａＣｌで
停止させ、このプレートを、４５０ｎｍの波長で読み取った。Ｒｉｔｕｘｉｍａｂに対し
て飽和で結合した後に、段階希釈した既知数の合成ＣＤ２０ペプチド分子を、検量線を作
製するために使用した。
【０１１０】
　ｓＣＤ２０／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ免疫複合体は、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂで処置された２０
人のＣＬＬ患者から得られた２０個全てのサンプルにおいて検出された。ＥＬＩＳＡアッ
セイは、過剰のＲｉｔｕｘｉｍａｂと混合された既知量の合成ペプチド混合物の希釈物間
の直線的相関を示した（Ｒ＝１）。免疫複合体は、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂで処置した患者か
ら得られた一連のサンプルにおいて検出された（図６）。図６に示すように、ｓＣＤ２０
／Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ複合体は、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂのレベルの増加と共に増加した。
（実施例７）
（ＣＬＬの進行したステージと相関する高レベルのｓＣＤ２０）
　種々の特徴および疾患の臨床段階を有する１８０人のＣＬＬ患者におけるｓＣＤ２０の
血漿レベルの相関を、評価した。研究した患者の特徴は、表１に列挙される。
【０１１１】
　患者の内３２人（１７．８％）は、Ｒａｉステージ０疾患、８１人（４５％）は、ステ
ージＩ～ＩＩ、および６０人（３３％）は、ステージＩＩＩ～ＩＶであった。患者の平均
年齢は６１歳であり、そしてβ２Ｍレベルは３．４であった。男性と女性との間でｓＣＤ
２０レベルにおいて有意な差はなかった（ｐ値＝０．６６）。ｓＣＤ２０レベルは、β２

Ｍ（ｒ＝０．２３，ｐ値＝０．００６）、血小板数（ｒ＝－０．２２，ｐ値＝０．００４
）、ＣＤ１９＋／ＣＤ３８＋細胞の割合（ｒ＝０．２０，ｐ値＝０．０３）およびヘモグ
ロビンレベル（ｒ＝－０．１８，ｐ値＝０．０２）と高い相関関係があった（表２）。ｓ
ＣＤ２０レベルは、白血球数（ｒ＝－０．０７，ｐ値＝０．３３）とも、リンパ球数（ｒ
＝－０．０３，ｐ値＝０．７１）とも年齢（ｒ＝０．０５，ｐ値＝０．５３）とも有意な



(29) JP 2012-198232 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

相互関係がなかった。ｓＣＤ２０レベルとＲａｉステージとの間に直接的な相互関係があ
った。症例をＲａｉ０、ＲａｉＩ～ＩＩおよびＲａｉ　ＩＩＩ～ＩＶに分類したとき、よ
り高いＲａｉステージは、有意に高いレベルのｓＣＤ２０を有していた（Ｐ＝０．０１，
Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ試験）（図７）。Ｒａｉステージ０～ＩＩの患者は、Ｒａ
ｉステージＩＩＩ～ＩＶの患者と比較したとき有意に低いｓＣＤ２レベルを有していた（
Ｐ＝０．０１）。ビネ病期分類を使用した場合、同様の結果が得られた（Ｐ＝０．００４
）（図８）。ｓＣＤ２０レベルとリンパ節症（Ｐ＝０．１１）または肝腫（Ｐ＝０．２５
）の部位の数との間に相関関係はなかった。
【０１１２】
【表１】

【０１１３】
【表２】
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【０１１４】
【表３】

　一変量のＣｏｘ比例危険モデルは、この患者群の生存率を予測する変数について試験に
適合された（表３）。表３に示すように、ＣＤ３８、ヘモグロビン、血小板、β２Ｍ、Ｒ
ａｉ病期分類、およびｓＣＤ２０の発現が、すべて生存率の予測値となった。Ｃｏｘ回帰
モデルの連続変数としてｓＣＤ２０は、生存率の予測値となった（Ｐ＝０．００２）。し
かしながら、適合度についてのマーチンゲール残差プロットをふまえ、ｓＣＤ２０がこの
モデルによく適応するために対数変換が必要であった。ｓＣＤ２０の対数が一変量のＣｏ
ｘモデルに再適合させるために使用される場合、ｐ値が０．０８であり、ほんのわずかに
有意であった。それゆえ、ｓＣＤ２０を、ＣＡＲＴによって選択された、１８７５Ｍ／ｍ
ｌのカットオフ時点を利用することで２種類に分け、これは、異なる生存率プロフィール
を有する２つの患者群を証明した。ｓＣＤ２０＞１８７５Ｍ／ｍｌを有する患者は、ｓＣ
Ｄ２０＜＝１８７５Ｍ／ｍｌを有する患者よりも有意に短い生存時間を有した（Ｐ＝０．
０１）（図９）。高いｓＣＤ２０を有する患者における生存率の中央値は約１８ヶ月であ
り、一方でより低いレベルのｓＣＤ２０を有する患者における中央値は到達されなかった
（図９）。ｓＣＤ２０＞１８７５Ｍ／ｍｌを有する患者における、この短い生存率を示し
た多変量解析は、Ｒａｉ病期分類またはヘモグロビンと無関係であった。
【０１１５】
　ｓＣＤ２０のレベルは、患者の管理および予後に直接的な影響を有し得る。ｓＣＤ２０
のレベルは、ライおよびビネの病期分類、ならびにβ２Ｍと正の相関関係があり、血小板
およびヘモグロビンと逆の相関関係があった。ｓＣＤ２０は、白血球数、年齢、脾腫、ま
たはリンパ節拡張と相関しなかった。高いレベルのｓＣＤ２０は、ライの病期分類から無
関係に短い生存率と相関した。このことは、ｓＣＤ２０レベルが疾患の特定の臨床上の病
期および特性の生物学に反映し得ることを示唆した。患者が抗ＣＤ２０（Ｒｉｔｕｘｉｍ
ａｂ）によって処置される場合、ｓＣＤ２０は重要な役割を果たし得る。ｓＣＤ２０／Ｒ
ｉｔｕｘｉｍａｂ複合体の形成は、白血病性細胞に到達することからモノクローナル抗体
の量を有意に減少し得る。これが因子である場合、抗体の投薬量は、特に高いレベルのｓ
ＣＤ２０を有する患者において、治療レベルに到達するように、従って調節される必要が
あり得る。ｓＣＤ２０および治療的な抗ＣＤ２０抗体との複合体の測定は、より効果的な
治療戦略を設計するのに役立ち得る。
【０１１６】
　（実施例１０）
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　（ＣＬＬ患者における可溶化ＣＤ５２の臨床的関連性）
　ｓＣＤ５２レベルは１１６人のＣＬＬ患者において研究された。これらの患者の特徴は
、表１に列挙される。１１６患者のうち６６人（５７％）は、前もって未処置であった。
７９人（６８％）が男性であり、４４人（３８％）がライの病期分類の病期ＩＩＩ～ＩＶ
であった。患者の中央値年齢は６１歳であり、中央値ＷＢＣ数は６０．１×１０９／Ｌで
あった。中央値ヘモグロビンは１２．７ｇ／Ｌであり、中央値βーミクログロブリン（β

２Ｍ）は３．６ｇ／ｄＬであった。ＣＤ５２の血漿レベルはＲａｉ病期分類と相関して、
優位な相関関係があった（ｐ＝０．０００８、クルスカル－ワリス）（図１０）。また、
ビネの病期分類が使用された場合も、同様の相関関係があった（ｐ＜０．０００１）（図
１１）。１１６患者のうち７４人が完全な細胞遺伝学の研究を有し、またｓＣＤ５２レベ
ルは、細胞遺伝学に乏しい患者（１１ｑ２１－、＋１２、または第１７番染色体の異常）
とその他の患者とともに患者との間で比較された。細胞遺伝学に乏しい患者は、有意によ
り高いレベルのｓＣＤ５２を有した（ｐ＝０．０００２、クルスカル－ワリス）（図１２
）。血漿ＣＤ５２レベルは、また、拡張されたリンパ節を伴うリンパ結節部位の数と相関
関係を有した。図１３に示すように、より高いレベルのｓＣＤ５２は、拡張されたリンパ
節を伴うリンパ結節部位の数が多い患者の血漿中で検出された（Ｐ＝０．００２）。ｓＣ
Ｄ５２レベルはまた、肝臓の増加サイズ（Ｐ＝０．０００５）および膵臓の増加サイズ（
０．０００００２）と正の相関関係にあった（表５）。ｓＣＤ５２レベルとヘモグロビン
（Ｐ＜０．００００１）およびｓＣＤ５２レベルと血小板（Ｐ＜０．００００１）と間に
は、逆の相関関係があった（表５）。ｓＣＤ５２レベルは、総白血球数（ＷＢＣ）（ｐ＜
０．００００１）、β２Ｍ（Ｐ＝０．００００２）およびＣＤ３８の表面発現（０．０１
）と正の相関関係にあった（表５）。Ｃｏｘ比例危険モデルおよび一変量解析を用いると
、ｓＣＤ５２は生存率と強く相関した。より高いレベルのｓＣＤ５２は、短い生存率に相
関した（Ｐ＝０．００１）。一変量解析はまた、この患者群における生存率が、ライの病
期分類（ｐ＝０．００７）、表面ＣＤ３８発現（０．０２）、乏しい細胞遺伝学（ｐ＝０
．００５）、ヘモグロビン（ｐ＝０．００１）、血小板（ｐ＝０．０１）およびβ２Ｍ（
０．００００１）と相関関係があることを示した。こうして、データは、この患者群が通
常のＣＬＬ患者の代表であることを示唆した。
【０１１７】
　ｓＣＤ５２、ライの病期分類、ヘモグロビン、血小板、ＷＢＣ、およびβ２Ｍを組み込
んだ多変量解析において、β２Ｍのみが生存率の予測値となり（ｐ＝０．０２）、一方で
はｓＣＤ５２は生存率の予測値とならなかった。カットオフ時点が、高い発現を有する人
と低い発現を有する人の２群に患者を分別するために用いられた。上側の四分位値に一致
する３２のカットオフ時点を用いた場合、高いレベルのｓＣＤ５２を有する患者は有意に
短い生存率を示した（ｐ＝０．０００１、Ｌｏｇ－Ｒａｎｋ検定）（図１４）。ライの病
期分類、ヘモグロビン、血小板、ＷＢＣ、およびβ２Ｍを組み込んだ多変量解析において
、ＣＬＬ患者を２群に分別するためにｓＣＤ５２レベルを用いた場合、β２Ｍは生存率の
予測値のままであり（Ｐ＝０．０５）、またｓＣＤ５２は生存率の境界予測値となり、一
方でライ、ヘモグロビン、血小板およびＷＢＣは生存率の予測値とならなかった。このこ
とは、非常に高いレベルにあるとき、ｓＣＤ５２レベルが生存率の予測値とおそらく無関
係であることを示唆した。
【０１１８】
　（表４　患者の特徴）
【０１１９】
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【表４】

　（表５　ＣＬＬにおけるｓＣＤ５２レベルと種々の臨床的特徴との間のスピアマン（Ｓ
ｐｅａｒｍａｎ）相関）
【０１２０】

【表５】

　これらのデータは、ｓＣＤ５２レベルがＣＬＬにおいて特異的な臨床的挙動を反映する
ということを示した。ｓＣＤ５２レベルは、種々の疾患段階に相関し、またより高いレベ
ルは疾患の病原性に関連された。循環血中の白血病性細胞の数、肝肥大、脾腫、リンパ節
関連およびβ２Ｍの間に正の相関があった：これらのすべては通常、より多くの進行型疾
患と関係する。それゆえ、ｓＣＤ５２は病期の進行した患者に使用され得、しかしもっと
重要なことには、ｓＣＤ５２の存在は、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈを用いて治療される場合、
これらの患者の処置の有効性に有意な影響をもたらし得る。ｓＣＤ５２が治療上のＣａｍ
ｐａｔｈ－１Ｈ抗体に結合し得、また細胞への到達からそれらを隔絶し得るという可能性
は、考慮されるべきであり、また調査されるべきである。この結合は、抗体の薬力学およ
び薬物動態学において有意な影響をもたらし得る。高いレベルのｓＣＤ５２を有する患者
が、ｓＣＤ５２を飽和するためにより多くの抗体の投与量を要求し、抗体が細胞に到達す
ることを許容することが可能である。同様に、治療中の患者が、彼らのｓＣＤ５２レベル
が低下し、腫瘍質量が小さくなるように、より低いレベルの抗体を要求することが可能で
ある。抗ＣＤ５２抗体の投薬量の減少は、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置されている患者に
報告されている深刻な免疫抑制を減少する手助けとなり得る。ｓＣＤ５２の使用はまた、
Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈに基づいているかどうかには関係なく、ＣＬＬ疾患のモニタリング
および治療の有効性のモニタリングに有用であり得る。
【０１２１】
　（実施例１１）
　（Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置されている患者におけるｓＣＤ５２／Ｃａｍｐａｔｈ－
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１Ｈ複合体の検出）
　ＣＬＬ患者の血漿中ｓＣＤ５２の検出は、結果として、発明者に抗原および抗体が血漿
中で複合体を形成し得る可能性を検討させた。
【０１２２】
　血漿ｓＣＤ５２／Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ複合体を、同様のサンドイッチＥＬＩＳＡアッ
セイを用いて測定した。簡潔には、９６ウェルポリスチレンマイクロプレートをＣＤ５２
のための捕獲抗体でコーティングし、上述したように洗浄した。血漿サンプルがＰＢＳ中
１：１００希釈の後添加し、上述したようにインキュベートした。検出については、ホー
スラディッシュペルオキシダーゼが結合したヤギ抗ヒト免疫グロブリンが使用された。ウ
ェルを、それから０．０１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳで６回洗浄した。１００ユニ
ットの基質を色の発色のために添加し、一定の振盪をともなって１５～３０分間インキュ
ベートした。それから１５マイクロリットルの塩化ナトリウムで反応を停止し、プレート
を４５０ｎｍ波長で読んだ。Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈに飽和して結合した後、既知数の分子
の合成ＣＤ５２ペプチドの希釈系列が検量線を作成するために用いられた。
【０１２３】
　ｓＣＤ５２／Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ免疫複合体を、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置された
ＣＬＬ患者からのサンプル中で検出した。ＥＬＩＳＡアッセイは、過剰量のＣａｍｐａｔ
ｈ－１Ｈ（Ｒ＝１）と混合された既知数の合成ペプチドの希釈間に線形相関を示した。免
疫複合体は、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置されている患者からのサンプル系列中で検出さ
れた（図１５）。
【０１２４】
　Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置された患者におけるｓＣＤ５２／Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ複
合体の検出は、これらの複合体の形成が、標的細胞に付着することが可能な抗体の量を減
らすことが出来たことを示唆する。
【０１２５】
　（実施例１２）
　（Ｃａｍｐａｔｈ－１ＨとＣＬＬ治療に対する応答との間の相関）
　化学療法後の最低限の残存疾患を根絶するために、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈのレベルが、
Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈで処置されたＣＬＬ患者において測定された。全患者は、完全寛解
（ＣＲ）だがフローサイトメトリーでの残存疾患の徴候は有していたか、部分寛解（ＰＲ
）であった。患者は、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ　１０ｍｇで１ヶ月間、週に３回、処置され
た。Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈの血漿レベルは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって決
定された残存疾患、治療に対する応答、および感染と相関した。
【０１２６】
　簡潔には、血漿サンプルは、この過程の最後に１２患者から集められた。数人の患者は
完全寛解（ＣＲ）を達成し、また数人の患者は応答を示さなかった（ＮＲ）。ＣＲの患者
は、ＮＲの患者に比して有意により高いレベルのＣａｍｐａｔｈ－１Ｈを有した（Ｐ＝０
．００９）。ＣＲを達成した患者の血漿中Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈ濃度の中央値は、０．４
２０μｇ／ｍｌ（０～１．７６０μｇ／ｍｌの範囲）であり、一方で全ＮＲ患者は検出可
能な血漿中Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈを有さなかった。ＣＲを達成した患者は、ＰＣＲによっ
て決定されるような有意により少ない、最低限の疾患を有した（Ｐ＝０．０２）。ＰＣＲ
によって決定されるようなより多くの残存疾患を有して治療を開始された患者は、ＣＲを
達成する可能性がより少なかった（Ｐ＝０．０２）。感染の徴候があった患者（３人はＣ
ＭＶにより、１人はＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる）は、ＰＣＲによって決定され
るような残存疾患を有意により多く有したが（Ｐ＝０．０２）、これらの患者は、感染を
発症しなかった患者に比して、Ｃａｍｐａｔｈ－１Ｈレベルの統計的に有意な差異を有さ
なかった。
【０１２７】
　こうして、このデータは、より高いレベルの残存疾患を有するＣＬＬ患者が、疾患を根
絶するためより高い用量のＣａｍｐａｔｈ－１Ｈを必要とし得、検出可能な血漿中Ｃａｍ
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ｐａｔｈ－１ＨレベルがＣＲを達成するために必要であり得ることを示唆した。さらに、
この患者群における感染は、より高いレベルの残存疾患と関係し、より高いレベルのＣａ
ｍｐａｔｈ－１Ｈとは関係しなかった。
【０１２８】
　（実施例１３）
　（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂレベルと、フルダービン（ｆｌｕｄａｒｂｉｎｅ）、シクロホス
ファミドおよびＲｉｔｕｘｉｍａｂを併用して処置されたＣＬＬ患者の応答との間の相関
）
　フルダービン（Ｆ）、シクロホスファミド（Ｃ）およびＲｉｔｕｘｉｍａｂ（Ｒ）を併
用したＣＬＬ患者の処置（６サイクルのＦＣＲ（第１サイクルの２～４日目、および第２
～６サイクルの１～３日目に、Ｆ－２５ｍｇ／ｍ２／日およびＣ－２５０ｍｇ／ｍ２／日
、ならびに第１サイクルの１日目にＲ－３７５ｍｇ／ｍ２、ならびに第２～６サイクルの
１日目にＲ－５００ｍｇ／ｍ２））は、成功（例えば、寛解（ＣＲ）を達成すること）に
終わった。
【０１２９】
　簡潔には、治療開始の３～９ヶ月の間の様々な時間にＦＣＲで処置されたＣＬＬ患者に
おいて、血漿Ｒｉｔｕｘｉｍａｂレベルが測定され、そのレベルは、応答およびその他の
特徴と相関した。最前線の患者が考慮された場合、応答を有さない患者は、検出可能なレ
ベルのＲｉｔｕｘｉｍａｂを有さなかった。これらの患者は、ＣＲの患者または結節性Ｃ
Ｒ（ＣＲＮ）の患者に比して、有意に高いレベルの循環ＣＤ２０（ｃＣＤ２０）を有した
。しかしながら、前もって処置されていた患者が考慮された場合、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂレ
ベルはＣＲ、ＮＲおよびＣＲＮの患者間で有意な差異を有さなかった。高いＲｉｔｕｘｉ
ｍａｂレベルは、最前線の患者の中で、治療開始時においてＲａｉ病期分類の初期段階に
位置する患者では達成されたが（Ｐ＝０．００５）、前もって処置されていた患者におい
ては達成されなかった（Ｐ＝０．７）。達成されたＲｉｔｕｘｉｍａｂレベルは、前もっ
て処置された患者における以前の処置β２Ｍと逆の相関関係にある（Ｒ＝０．４４、Ｐ＝
０．００２）が、最前線の患者とは逆の相関関係になかった（Ｒ＝０．２０、Ｐ＝０．２
３）。
【０１３０】
　こうして、このデータは、治療に対して応答しなかった患者で、ＦＣＲで治療された少
数の最前線の患者が、低レベルのＲｉｔｕｘｉｍａｂを有し、より多い用量から恩恵を受
け得ることを示唆した。
【０１３１】
　（参考文献）
　以下の参考文献は、本明細書中に記載されるものに対する模範的な手順、またはその他
の詳細な補足を提供する範囲で、特に本明細書中で参考として援用される。
【０１３２】
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【数６】

　本発明およびその進歩性を詳細に記載したが、添付の特許請求の範囲によって規定され
た本発明の精神および範囲から逸脱することなく、種々の変化、置換、変更が、本明細書
中でなされ得ることが理解されるべきである。さらに、本願の範囲は、本明細書中に記載
されたプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、および工程といった特定の実施例に
限定されないように、意図される。当業者が、本発明の開示から、容易に理解するように
、本明細書中に記載された対応する実施例と、実質的に同じ機能を実施し、実質的に同じ
結果に達する、現存するかまたは今後開発されるプロセス、機械、製造、組成物、手段、
方法、または工程は、本発明に従って利用され得る。従って、添付の特許請求の範囲は、
このようなプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、または工程を範囲内に含むよう
、意図される。
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